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Abstract：A visual HSV-2 detection gene array was developed based on nanogold probes。The specific 
primer and probe of HSV-2 were designed based on the highly conservative region of HSV-2 DNA 
polymerase gene and the HSV-2 PCR amplicon were labeled by biotin through PCR 
reaction．Amino-modified probes were spotted on an activated glass surface on which hybridized with 
the PCR amplicon．Subsequently, the streptavidin-nanogold was added to form the amplification system 
of the biotin-streptavidin-nanogold complex．At last, the step of silver staining amplified the signal of 
hybridization, Therefore it was easy to detect the HSV-2 by naked eyes．As little as 100fmol/L of HSV-2 
amplicon could be detected on the array, The HSV-2 detection gene array can detect the HSV-2 virus 
infection with high sensitivity and low cost. 
Key words：Gene array; HSV-2; Nanogold; Biotin-streptavidin; Sensitivity 

 

摘要：本实验建立了一种应用金标链霉亲和素探针的目视化高灵敏度检测单纯疱疹病毒 2 型（Herpes Simplex 

Virus-2, HSV-2）的基因芯片。该芯片以 HSV-2 DNA 聚合酶的高保守区为靶序列，设计 HSV-2 特异性引物和探针，

通过 PCR 反应使扩增产物标记上生物素；氨基修饰的探针固定在活化的玻片上，与生物素标记的扩增产物杂交；

利用生物素与链酶亲和素高亲合力的特性，加入纳米金标记的链酶亲和素后形成生物素-链酶亲和素-纳米金生物

反应放大系统；银染反应后，达到目视化检测 HSV-2 效果。该 HSV-2 检测基因芯片能目视化检测出 100fmol/L 的

HSV-2 扩增产物，具有灵敏度高，低成本的特点，通过临床标本验证表明该芯片具有较高的准确性。 

关键词：基因芯片；HSV-2；纳米金；生物素-链霉亲和素；灵敏度 
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单纯疱疹病毒 (Herpes simplex virus, HSV)属
α疱疹病毒亚科，分 1 型和 2 型，其中，HSV-2 病

毒主要的危害为生殖系统的感染，引发生殖系统疱

疹、脓疱。HSV-2 子宫内感染和新生儿感染可致死

胎和发育不全[1]。另外，单纯疱疹病毒 2 型感染与

子宫颈癌的发生有着密切联系[2]。 

基因芯片是 90 年代中期发展起来的一项前沿

生物技术，它融合了生命科学、化学、微电子技术、

计算机科学、统计学和生命信息学等多种学科的最

新技术。其基本原理是应用已知的核苷酸序列作为

探针与标记的靶核苷酸序列进行杂交，通过对信号

的检测进行定性与定量分析。用于标记靶核苷酸序
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列的有酶、放射性同位素、荧光、化学发光及其他

的标记物质[3]。 
近年来，由于纳米金标记技术本身的优点，越

来越多的科学家选择纳米金来取代上述标记物。
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Mirkin等报道了一系列使用纳米金标记核酸探针的

基因芯片方法[4~6]，为了放大检测信号，常常用银

染来加强纳米金信号，以达到更高的灵敏度[7,8]。 
生物素—亲和素系统是七十年代后期发展起

来的一种生物反应放大系统。本实验通过用生物素

标记的引物对 HSV-2 DNA 聚合酶的高保守区进行

PCR 扩增[7]，扩增产物与固定在基片上的探针杂交，

杂交信号经过扩增产物上的生物素与纳米金标记

的链酶亲和素结合，再经过银染能够显示出来，从

而可以目视化检测 HSV-2 病毒。该检测方法具有

灵敏度高、廉价的特点，有效的克服了已有检测方

法存在的灵敏度低、仪器昂贵、污染环境，费时等

诸多缺陷。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

硅烷化偶联剂－γ -氨基丙基三乙氧基硅烷

（APTES）为教育部有机硅工程研究中心（武汉大

学）产品，1，4-苯二异硫氰酸酯（PDITC）购于

Sigma 公司，Tag DNA 聚合酶，dNTPs 和链酶亲和

素为 Promega 公司产品；其它化学和生物试剂使用

国产分析纯试剂。所配试剂溶液均用 0.1%焦碳酸二

乙酯（DEPC，Sigma 公司）处理。配制试剂的玻璃

器皿经王水浸泡后用去离子水冲洗，在 180℃干燥

8h 以上。所有离心管、试管、吸头等用品均经高压

蒸汽灭菌，一次性使用。 
HSV-2病毒样本取自患者生殖器溃疡部位，

HSV-2 DNA提取严格按广州中山医科大学达安基

因诊断中心提供的检测试剂盒说明书进行。 
1.2  引物和探针的设计与合成 

根据有关文献的报道[9]，本实验选择 HSV DNA
聚合酶基因序列高保守区为检测靶序列。从

GenBank 找到 HSV-1 与 HSV-2 HSV DNA 聚合酶

基因序列。利用 CLUSTALWR 多序列比对软件和

BLAST 软件选出最保守区序列，用引物设计软件

Primer Premier5.0 设计出 HSV-2 上游引物 P1，下游

引物 P2 和探针（根据 GenBank 中编号为 M16321
的序列设计）。上游引物的 5’端用生物素标记，探

针的 5’端标记带氨基的“手臂分子”（H2N-(CH2)6- 
O-(PO3)- ( T )10）来防止探针形成空间位阻[10]。引物

与探针由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成, 引物和探针序列如下： 
HSV-2 上游引物 P1：5’-biotin- AACATCACCC 

GCACCATC-3′（2058-2076）HSV-2 下游引物 P2：

5’-TGAAGCACAGGTTGTGGGC-3′（2430-2449）

HSV-2 探针：5’-H2N-(CH2)6-O-(PO3)-(T)10- GTCCCC 
GTCCTCGTCGT-3’(2260-2277)阳性质控点的上游引

物 P3：5’- biotin-GTTGGTCCGAATAACGTGCC-3′
(547-566)阳性质控点的下游引物 P4： 5’-ACCG 
CCAGACGCTCCATC-3 ′ (942-959)阳性质控点探

针：5’-H2N-(CH2)6-O-(PO3)-(T)10-CCATCGGCACCAT 
CGCATCT-3’（677-698）阴性质控点探针：5’-H2N- 
(CH2)6-O-(PO3)-(T)10-ACTCCCCTGTGAGGAACTACT
-3’其中，阴性质控点探针是一段不与阳性质控点

PCR 产物和 HSV-2PCR 产物杂交的序列。 
1.3  HSV-2 PCR 扩增 

5µL HSV-2 DNA 提取液，2µL P1（61.83 µmol/ 
L）和 2µL（55.58µmol/L）P2 ，10µL PCR buffer [0.075 
mmol/L Tris, pH9 50mmol/L KCl，2mmol/L MgCl2, 
(NH4)2SO4], 2µL50µmol/L dNTPs ， 2UTag DNA 
polymerase, 加无菌蒸馏水至总体积 100µL。经过

95℃变性 5 min，扩增 35个循环（94℃:50s, 54℃: 45s 
and 72℃: 50s），最后 72℃延伸 5 min。 
1.4  纳米金制备 

按照文献[11]提供的方法制备纳米金：取 41.2mg
氯金酸（HAuCl4·4H2O）溶入 100mL 双蒸水中煮

沸，搅拌下迅速加入 10mL 38.8mmol/L 柠檬酸三钠

水溶液。纳米金胶体形成后，用 0.45µm 尼龙滤膜

过滤，滤液即为需要的纳米金胶体。 
1.5  纳米金与链霉亲和素结合物的制备 

为了确定稳定1mL纳米金所需的最小蛋白质用

量，采用目测法来确定蛋白质用量[12]。最后确定稳

定1mL纳米金最小量约为8µg。取1mL的纳米金，调

节pH值至6.5，加入8µg链霉亲和素，磁力搅拌混匀，

室温下静置5~10 min后加入5％的小牛血清白蛋白

（BSA）溶液至其终浓度为1％，放置30 min，然后

在4℃下以12000g高速离心45 min。除去上清液，红

色沉淀物用含1%BSA和0.02% NaN3的Tris buffer 
(pH6.5) 重悬。重离心一次，红色沉淀物用同样 Tris 
buffer重悬，4℃下保存。 
1.6  HSV-2 检测芯片的制备 

玻片根据Chrisey等的方法[13]处理活化，用作固

定探针用的基片。氨基修饰的探针用0.01mol/L 
NaCl, 0.15mol/L NaHCO3 buffer稀释。取0.5µL上述

稀释的探针点样。点样完毕后，将载有探针的玻片

在温度为37℃，湿度为80%的恒温培养箱中固定2 h, 
蒸馏水洗3次，1%BSA封闭25min[14]，然后40~50℃
恒温箱中烘干，即得到所需基因芯片，4℃保存。 
1.7  杂交 

5µLPCR产物用30µL杂交液(2×SSC, 5×Denhar- 
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dt，pH7，and 100μg/mL salmon sperm DNA) 稀释，

沸水中变性5分钟立刻置冰上2 min，迅速倾倒于芯

片表面，盖上盖玻片（22mm×22mm），置于湿润培

养箱内54℃杂交2h后，依次2×SSC+0.1%SDS洗一次

（3 min），0.1×SSC+0.1% SDS洗一次（2 min），
0.1×SSC洗一次（3 min），然后去离子水洗一次（2 
min）[10]。995µL 0.1mol/L PBS buffer中加入适量的

金标链酶亲和素探针，37℃下杂交25 min，再用去

离子水洗2 min，除去未杂交上的金标链酶亲和素探

针。 
1.8  银染 

700µL 的柠檬酸缓冲液（pH3.5）与 300µL 的

对苯二酚（0.51mol/L）充分混匀，临用前加入

25-30µL 硝酸银溶液（0.15mol/L）混匀。常温下避

光银染 12 min，阳性对照出现后，立即放入水中终

止银染反应。 

2  结果 
2.1  HSV-2 PCR 扩增 

PCR 扩增产物用 1%琼脂糖凝胶（含 EB）检

测，在紫外光照射下有一条大小与预期相符的 PCR
扩增物条带（391bp）。PCR 扩增产物用上海生工生

物工程技术服务有限公司提供的 DNA 纯化试剂盒

纯化。 
2.2  纳米金及金标探针的性质鉴定 

制备高质量的纳米金及金标探针是本实验的

重要步骤。将 4℃下保存 6 个月的纳米金，用透射

电子显微镜（TEM）观察，用上述方法制备的纳米

金大多数颗粒为圆形，较为均匀。颗粒间不聚结成

团，具有良好的单分散性。对超过 50 个纳米金颗

粒进行计算，得出颗粒直径为 15nm 左右。金标探

针用磷钨酸负染，在 TEM 电镜下观察，纳米金颗

粒周围有明显灰黑色晕环，表明纳米金颗粒表面吸

附有蛋白质，且纳米金的标记并未导致金标探针形

成聚集，金颗粒仍然稳定存在，分散性好。                                                                
2.3  不同的氨基探针浓度对杂交效率的影响 

固定在玻片上的探针浓度有一个最适合的浓

度，高于某一浓度或低于某一浓度都会影响最佳的

杂交效率。为了探索本实验方法最适合的探针浓

度，氨基探针被系列稀释成浓度为3.37× 10-5mol/L 
到 3.37× 10-10mol/L。实验结果（图1）表明：探针

浓度为3.37× 10-6mol/L时，杂交信号与背景信号不

能显著的区别开来，而浓度低于3.37× 10-8mol/L时，

杂交信号与背景信号也不能区别开来。通过实验结

果 显 示 ， 探 针 浓 度 在 3.37× 10-7mol/L 到

3.37× 10-8mol/L这个范围内能得到一个好的杂交效

率。 

        
图 1 不同氨基探针浓度对杂交效率的影响 

Fig.1  The effects of different concentrations of probes on 
hybridization 

Line 1-6 represented the concentrations of probes: 3.37× 10-5 mol/L, 
3.37× 10-6mol/L, 3.37× 10-7mol/L, 3.37× 10-8mol/L, 3.37× 10-9mol/L and 
3.37× 10-10 mol/L, respectively. Row A, B and C represented positive 
control sample, HSV-2 and negative control sample, respectively. 
 

2.4  检测方法灵敏度的分析 
为了分析本方法的检测灵敏度，将扩增产物系

列稀释成10000fmol/L，5000fmol/L，1000 fmol/L，
500fmol/L，100fmol/L，50fmol/L。每一浓度的扩

增产物分别与一片固定有氨基探针的芯片杂交，杂

交后分别加入不同用量的纳米金标链霉亲和素探

针（2.5µL，5µL，7.5µL，10µL），银染12 min检
测试验结果（图2）。当金标探针的用量在2.5µL到
7.5µL这一范围内，检测信号随着扩增产物浓度的

提高而增强；当金标探针的用量达到10µL，背景

信号迅速增加，检测信号减弱。从图2可以得出，

加入适量的金标探针（5µL-7.5µL），该方法能检测

到100fmol/L的靶序列，当扩增产物浓度稀释低于

100 fmol/L，检测信号迅速降低，检测点不能与背

景明显区别开来。根据实验可以得出本芯片的检测

灵敏度是100 fmol/L，实验结果可以直接用裸眼观

察到。 
2.5  临床标本的检测 

为了验证本芯片检测的准确性，对经荧光定量

PCR确诊的35例阳性标本和35例阴性标本来验证。

每个样本重复5次。结果表明，荧光定量PCR确诊的

35例阳性标本中基因芯片检测出阳性结果34例，阴

性结果1例；荧光定量PCR确诊的35例阴性标本中基

因芯片检测出阳性结果4例，阴性结果31例。HSV-2 
检测点及阳性对照检测点均有良好的显色结果，肉

眼清晰可见，而阴性对照无明显显影结果，且背景

清晰。 

3  讨论 
HSV-2病毒引发生殖系统的感染，临床检验常

用PCR方法来诊断。PCR方法[9,15]作为一种新型诊断
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方法，特别是它的灵敏度高，已初步在临床病毒检 

 
图2  探针用量和扩增产物浓度的检测信号强度 

Fig. 2  The signal intensities of different dosage of probes and 
concentration of HSV-2 amplicon  

Results were the mean of twelve replicates of array. 
 

验工作中显示出了较大的优越性。但该方法易因为

污染、引物特异性低等而导致假阳性，也容易因试

剂质量、操作不当等造成假阴性。本基因芯片通过

设计特异性的 HSV-2 引物和探针,确保靶序列与探

针特异性杂交，并在检测时在每份检测样品中都设

置阴性和阳性质控点，有效的克服了 PCR 方法产生

假阳性的缺点，是 DNA 杂交技术和 PCR 扩增技术

相结合的分子诊断方法，有极高的灵敏度、特异性

和可靠性。本基因芯片在检测临床标本实验中，对

荧光定量 PCR 确诊的 35 例阳性标本进行检测，有

34 例阳性检测结果，检测灵敏度为 97.1%；而对荧

光定量 PCR 确诊的 35 例阴性标本进行检测，有 4
例阳性检测结果和 31 例阴性结果，其原因可能是

临床诊断过程中由于试剂质量或操作问题而导致

出现假阴性。综合上述分析，在对荧光定量 PCR 确

诊的 35 例阳性标本和 35 例阴性标本的检测中，基

因芯片共检测出 38 例阳性结果，32 例阴性结果，

通过配对卡方检验分析得 P>0.05（X2 =1.33<3.84），
故可认为基因芯片检测结果与荧光定量 PCR 检测

的结果间无显著性差别，且可以目视频化检测，无

须昂贵的仪器，成本低，检测结果容易保存。因此, 
具有灵敏度高，低成本的特点的目视化 HSV-2 检测

芯片在临床应用上有很大的潜在价值。Ye-Fu 
Wang[6]等研制了同步检测乙肝、丙肝病毒检测基因

芯片，但是金标核酸探针是与特定的目标核酸片段

相配对，几种检测项目，需要几种探针，而链霉亲

和素标记的纳米金探针则不同，具有发展为多种病

原体的同步检测的通用探针的潜力,更有利于操作

使用。目前,我们正在进一步优化芯片的制备工艺及

研制多种性病同步检测基因芯片。 
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