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嗜酸氧化亚铁硫杆菌及其活性的
基因芯片检测方法


1　 范围

本标准规定了利用基因芯片技术检测嗜酸氧化亚铁硫杆菌(以下简称A.f菌)及其活性的术语、定义、符号、省略语、主要技术指标和待测样品的要求、样品图谱的制作及分析方法。

本标准适用于利用基因芯片技术来高效快速的筛选A.f菌，确定待测样品中A.f菌株的氧化活性及其浸矿性能。
2　 方法原理

A. f 菌的浸矿性能与其对亚铁和硫的氧化能力及其环境适应性相关，而这些特征都是受基因控制的。利用获得的纯A.f 标准菌ATCC 23270 及其全部3217个基因序列信息构建高通量的基因芯片技术，通过不同活性类型（高氧化活性菌和低氧化活性）A.f 菌与基因芯片的杂交，找到高氧化活性菌的特征基因及其与浸矿作用密切相关的功能基因的表达情况，根据待测样品特征基因的有无和比例以及功能基因的表达水平评定A.f 菌的浸矿性能。
3　 试剂和材料 

本试验所用水为高纯水（电导率大于18MΩ）。
3.1　 试剂

3.1.1　 十二烷基磺酸钠（SDS，分子式：CH3(CH2)10CH2SONa）

3.1.2　 硫酸亚铁（FeSO4）

3.1.3　 苯酚（C6H5OH）

3.1.4　 氯仿（CHCl3）

3.1.5　 异丙醇（(CH3)2CHOH）

3.1.6　 乙醇（C2H5OH）

3.1.7　 乙酸钠（CH3COONa）

3.1.8　 异丙基乙醇

3.1.9　 甲酰胺（C3H7NO）

3.1.10　 二甲基亚砜（(CH3)2SO）

3.1.11　 蓝色荧光标记cy5（C37H37N2O8S2K）

3.1.12　 红色荧光标记cy3（C31H42N2O8S2K）

3.2　 溶液

3.2.1　 9K培养基(pH2.0～pH2.5)

成份：(NH4)2SO4 3g，KCl 0.1g，K2HPO4 0.5g，MgSO4·H2O 0.5g,Ca(NO3)2 0.01g，浓度为5mol/L的H2SO4 1.0mL，FeSO4·7H2O 44.3g,蒸馏水 1000 mL。

3.2.2　 Rnase Mini Kit试剂盒

成份：无Rnase水，缓冲液RLT、RDD、RPE，漂洗液RW1，贮存液Dnase I。

3.2.3　 DNA荧光标记试剂盒

DNA荧光标记试剂盒包括以下试剂：

3.2.3.1  DNA荧光标记混合液1（每管35µL）：随机引物缓冲液 20µL，DNA xµL（总量500ng），dH2O (15-x) µL；

3.2.3.2  DNA荧光标记混合液2（每管15µL）：dNTP（5mmol/L dA/G/CTP、2.5mmol/L dTTP） 1µL，klenow 2µL，Cy3/Cy5 dUTP 0.5µL，dH2O 11.5µL；

3.2.3.3  Tris-HCl：浓度0.1mol/L。

3.2.4　 RNA荧光标记试剂盒

3.2.4.1 RNA荧光标记混合液1：加入RNA10µg，随机引物缓冲液10µg，内参10-3w/w~10-6w/w；

3.2.4.2 RNA荧光标记混合液2：加入5倍缓冲液6µL，0.1mol/L DTT 3µL，dNTP(10mmol/L dA/G/CTP、0.5mmol/L dTTP)0.5µL，RNA酶抑制剂1µL，1mmol/L cy3/cy5 dUTP 1µl；

3.2.4.3 Tris-HCl：浓度0.1mol/L。

3.2.5　 杂交溶液

3.2.5.1 杂交混合液1：甲酰胺15µL，纯水5.6µL；

3.2.5.2 杂交混合液2：鱼精DNA2.4µL，5% SDS2µL，20倍SSC 5.04µL（每管溶液总体积为30µL）；

3.3　 材料

用作对照的菌株为模式A.f菌ATCC 23270，由美国模式菌种收集中心（American Type Culture Collection，简称ATCC）保存并提供。

4　 仪器、设备

4.1　 PCR 仪

4.2　 分光光度计：能测量DNA和RNA浓度和纯度

4.3　 基因芯片点样仪：通量50张玻片以上， 步进精度1um～2.5um（X 、Y 和轴Z 轴），点的平均大小为75um -300um，点样密度：>10000点/标准玻片。

4.4　 基因芯片扫描仪：最大扫描区域22×71.5mm，两组激光器(绿色和红色荧光, 适用Cy3/ Cy5 标记)，最大分辨率为5um, 在分辨率范围内5um -100um可自由选择，检测灵敏度0.05分子/平方微米以下，变异系数均小于5%。

5　 样品制作

5.1　 取样要求

5.1.1　 采样地点

从典型的酸性矿坑水、积液池或浸矿堆采样，确保样品具有代表性。

5.1.2　 采样温度

要求气温在15℃以上。

5.1.3　 采样方法

在每一样地采用5点取样法采样，并将所采样品混合后用于富集培养。

5.2　 样品的富集培养及其要求

采用9K培养基(pH2.0～pH2.5)以FeSO4作为能源对样品进行3次以上的富集培养，在显微镜下直接观察80％以上菌体为杆状。于指数生长期收集菌液进行纯化培养。

5.3　 纯培养及其要求

样品需要经过3次以上单菌落分离。使其细菌个体、菌落在形态上基本保持一致。

5.4　 纯培养物的检验

对纯培养后的样品进行单菌落分离，并随机挑取其中10个以上的单菌落，利用特定的引物扩增细菌基因组DNA的重复性元件，根据凝胶电泳谱带分析判定样品的一致性。可使用如下方法之一：

rep-PCR：利用REP序列作为引物进行PCRa；

box-PCR：利用BOX序列作为引物进行PCRa。

如抽取的所有单菌落基因组DNA PCR产物凝胶电泳谱带均相同，可认定待测样品为纯培养物。否则继续进行单菌落分离，直至达到上述要求。

5.5　 纯培养菌株的贮存与运输

5.5.1　 贮存

采用9K液体培养基，将纯培养菌株扩大培养至对数生长期（菌浓度达到108cell/mL），过滤去除黄钾铁钒，以5000rpm离心20 min，浓缩100倍后作为保藏菌液。将浓缩后的细菌液用无菌蒸馏水（pH 6.0～pH7.0）悬浮，置于4℃保藏。

5.5.2　 运输

5.5.3　 保持在4℃条件下贮运。

5.5.4　 保存期

样品按上述方法进行贮存和运输，保存时间不得超过40d。

6　 分析步骤

6.1　 样品扩大培养

使用9K培养基进行样品的扩大培养，使细菌浓度不低于107cell/mL，总量不得少于2L。

6.2　 测定次数

在重复性试验条件下，每个样品至少重复测定三次。

6.3　 空白试验

用美国模式菌种收集中心（American Type Culture Collection，简称ATCC）保存并提供的模式A.f菌为ATCC 23270作为对照。

6.3.1　 模式A.f菌基因芯片的制作

6.3.2　 A.f菌全基因组序列

A.f菌全基因组序列共鉴定出3217个基因。

6.3.3　 探针的设计与合成

根据A.f菌全部3217个基因序列信息，应用引物设计软件PRIMEGENS的修订版设计，共选得3217个寡聚核苷酸探针。同时，针对性的挑选人类基因和植物基因作为阴性对照或定量对照。此外，还以A.f菌的基因组DNA作为阳性对照。

6.3.4　 芯片点样

将合成后的探针置于样品盘内，芯片点样前，用二甲基亚砜将探针稀释至一定浓度，并转到点样样品盘内。在严格的环境条件下（温度：20℃～25℃；相对湿度：50%～60%；洁净度：1000～10000级），用自动芯片点样仪将探针点在固体片基表面。

6.3.5　 芯片后处理

将制作好的芯片用经紫外交联固定后，用SDS洗涤，再用灭菌水洗涤，风干备用。

6.3.6　 芯片质量的检验

点样后的芯片，直接用CCD扫描检查质量，合格的芯片其样点饱满、大小均匀。
6.4　 样品菌株和模式菌株基因组DNA/RNA的提取与纯化

6.4.1　 基因组DNA的提取与纯化

对样品菌株和模式菌株同时按照以下步骤进行基因组DNA的提取与纯化：

6.5.1.1培养500mL～1000mL细菌培养物至对数增长期；

6.5.1.2过滤去除沉淀物，将培养物转至灭菌离心管中，以3600rpm离心10min，倒除上清液；
6.5.1.3向细菌沉淀中加入20mL提取缓冲液，振荡至菌体彻底悬浮；
6.5.1.4迅速向管中加入10µg/µL 的100µL新鲜蛋白酶K溶液，用涡流搅拌器搅拌混匀；
6.5.1.5加入20%SDS 2mL，震荡，再在65°C～70°C水浴下反应2h，每隔15min～30min颠倒1次～3次；
6.5.1.6将样品移出水浴，冷却5min；
6.5.1.7加入10mL苯酚和10mL氯仿，震荡5min～10min，混合均匀，以3600rpm离心20min，用移液管小心将上清液吸出，转到另外一个50mL灭菌离心管中；
6.5.1.8加入20mL氯仿，震荡5min混匀，以3600rpm离心20min，移出上清液转移到50mL新管中；
6.5.1.9加入所获上清液0.6～1倍体积的异丙醇，小心混匀，一般可见絮状沉淀。如无絮状沉淀则表明DNA浓度太低，此时应将样品于–20°C下静置12h；
6.5.1.10用钩形玻璃器皿挑取DNA絮状沉淀或通过离心获得DNA沉淀物，用70%乙醇清洗；

6.5.1.11将清洗后的DNA絮状沉放入2mL灭菌离心管中，加入100µL～500µL无菌水在50°C条件下使之溶解，对通过离心获得的DNA沉淀物，用乙醇清洗后，以12000rpm离心20min，除去上清液，DNA沉淀用100µL～500µL无菌水50°C条件下溶解；

6.5.1.11加入20µL 5µg/µL Rnase(去RNA)在37°C条件下反应30min；

6.5.1.12加入500µL氯仿，混合均匀，以14000rpm离心5min～10min，吸出上清液，转到另一新的2mL灭菌离心管中；

6.5.1.13加入所获上清液1/10体积的3mol/L的乙酸钠和1mL乙醇小心混合均匀，此时一般会出现絮状DNA沉淀，否则将样品于–20°C静置下12h；

6.5.1.14用钩形玻璃器皿挑取DNA沉淀物，浸至装有70%乙醇的离心管内；

6.5.1.15将沉淀放入2mL灭菌离心管中，加入100µL～200µL无菌水在50°C条件下溶解DNA，放置12h～16h；

6.5.1.16DNA的数量通过分光光度计测定，其浓度应达到100ng/µL以上；DNA的纯度通过A260/A280和 A260/A230的比率确定，应大于1.8。

6.4.2　 菌株总RNA的提取与纯化

6.4.3　 RNA的提取

对样品菌株和模式菌株同时按照以下步骤进行细菌总RNA的提取：

6.5.2.1.1培养500mL～1000mL细菌培养物至对数增长期；

6.5.2.1.2在4(C下过滤去除黄钾铁钒，将培养物转至灭菌离心管中， 在4(C条件下，3600 rpm离心10min，除去上清液；

6.5.2.1.3溶菌，用TRIzol试剂反复抽提，每107个细菌细胞加入1mL试剂；

6.5.2.1.4分离，对已成微粒状的样品，在15(C～30(C的条件下反应5min，每1mL TRIzol试剂中加入0.2mL氯仿，震荡混匀，在15(C～30(C下反应2min～3min，再在4(C的条件下以12000rpm离心15min，离心后溶液从下至上分为红色液层、苯酚-氯仿层、界面层和无色水相层，RNA就存在于水相层；

6.5.2.1.5沉淀，小心吸出水相层转移到新管中，利用异丙基乙醇沉淀RNA，每1mL TRIzol试剂中加入0.5mL异丙基乙醇，15(C～30(C下反应10min，在2(C～4(C下，以12000rpm离心10min；

6.5.2.1.6洗涤，倒除上清，每1mL TRIzol试剂中加入1mL 75%的乙醇来清洗RNA沉淀，混合均匀，在2(C～8(C下，10000rpm离心5min；

6.5.2.1.7再溶，利用空气干燥器或者真空干燥机干燥RNA沉淀5min～10min，加入无RNase的无菌水或者0.5%的SDS，用移液枪反复抽提，再在55(C～60(C条件下反应10min，用100%的去离子甲酰胺溶解RNA，在-70(C下保存。

6.4.3.1　 RNA的纯化

RNA的纯化利用Rnase Mini Kit试剂盒按照以下步骤进行：

6.5.2.2.1将样品置于100µL无Rnase水中，加入350µL RLT缓冲液，彻底混合均匀；

6.5.2.2.2加入250µL无水乙醇，用吸液管彻底混合清洗RNA，并迅速进行下一步骤；

6.5.2.2.3将700µL样品置于吸附柱内（吸附柱放在收集管中），以12000rpm离心15s后，去除废液；

6.5.2.2.4向吸附柱内加入350µL漂洗液RW1，以大于10000 rpm离心15s后，去除废液，将吸附柱放入新的收集管中；

6.5.2.2.5加入10µL Dnase I贮存液和70µL RDD缓冲液，小心上下倒置混合均匀，在室温放置15min；

6.5.2.2.6向吸附柱加入350µL缓冲液RW1，以10000rpm离心15s，去除废液，将吸附柱放入新的收集管中；

6.5.2.2.7加入500µL缓冲液RPE，以12000rpm离心15s后，去除废液；

6.5.2.2.8再加入500µL缓冲液RPE，以12000rpm离心2min后，去除废液，将吸附柱放入新的1.5mL收集管中；

6.5.2.2.9加入30µL～50µL无Rnase水，以12000rpm离心1min；

6.5.2.2.10RNA的数量通过分光光度计测定，其浓度应达到300ng/µL以上；RNA的纯度通过A260/A280和 A260/A230的比率确定，应大于1.8。

6.5　 荧光标记

6.5.1　 基因组DNA荧光标记

将所获得的样品菌株和模式菌株DNA同时用DNA荧光标记试剂盒进行荧光标记，步骤如下：

6.6.1.1每管加入35µLDNA荧光标记混合液1，并在98℃条件下加热5min；

6.6.1.2置于冰上快速冷却5min，离心10s；

6.6.1.3将混合液2加入到盛有混合液1的管中，每管15µL（管中总体积为50µL），在37℃条件下反应3h；

6.6.1.4在98℃条件下反应3min，置于冰上快速冷却5min；

6.6.1.5加入2.5µL NaOH(1 mol/L)，在37℃条件下反应10min；

6.6.1.6再加入2.5µL HCl(1 mol/L)以中和管中溶液；

6.6.1.7加入5µL Tris-HCl(pH为7或7.5)；

6.6.1.8利用纯化试剂盒进行纯化；

6.6.1.9放入真空干燥机中在45℃条件下浓缩和干燥荧光标记的溶液，大约40min～50min。

6.5.2　 RNA荧光标记

RNA的荧光标记用RNA荧光标记试剂盒进行荧光标记，按照以下步骤进行：

6.2.1.1在3.2.4.1溶液中用蒸馏水补充至总体积16.5µL，在70℃下反应10min，然后置于冰上快速冷却；然后加入3.2.4.2溶液于常温下反应10min，再加入1µL逆转录酶，在42℃条件下反应2h；

6.2.1.2将上述溶液于98℃条件下反应2min，置于冰上快速冷却，加入2.5µL NaOH（1 mol/L），在37℃条件下反应10min，再加入2.5µL HC1（1 mol/L）以中和管中溶液，加入5µL Tris-HC1（pH为7或7.5）；

6.2.1.3利用纯化试剂盒对6.2.1.2溶液进行纯化，然后放入真空干燥机中在45℃条件下浓缩和干燥荧光标记的溶液，大约40min～50min。

6.5.3　 标记效率的测定

将所获得的标记物用分光光度计测定标记效率，合格的标记物每20个～60个核苷酸分子插入有一个荧光标记的寡核苷酸。

6.6　 芯片杂交

取标记量相等的样品荧光标记产物和模式菌荧光标记产物混合，用杂交溶液，按下列步骤进行杂交：

6.7.1将标记物用杂交溶液混合液1溶解、悬浮，转移到小管,每管中加入杂交溶液混合液2于芯片上杂交；

6.7.2将6.7.1中溶液于50℃水浴中放置12h，然后进行洗涤。

6.7　 芯片扫描与数据分析

6.7.1　 芯片扫描

应用激光共聚焦扫描仪，在分辨率10µm下对基因芯片进行扫描。激发光源为绿色HeNe或红色HeNe(分别确定于所使用的荧光素Cy3或Cy5)，荧光素所发射的荧光由光电倍增管(PMT)在532nm(Cy3)或635nm(Cy5)进行探测。

6.7.2　 芯片图像处理

6.7.3　 芯片图像处理是将扫描获得的图像以16位TIFF文件保存，然后用芯片分析软件对每一个杂交点的光素密度(或强度)进行定量分析。

6.7.4　 背景信号的矫正

背景信号的矫正是将一个用来定义阵列中每一个DNA杂交点的圆圈叠加在图像上，用以确定每一个被定量分析的荧光点，将每一荧光点所获得的平均荧光强度作为其信号强度值，局部背景信号被自动地从每一单独的荧光点杂交信号中减去；同时，从每一个杂交信号值中减去所有人类基因和植物基因(阴性对照)荧光强度的平均值，作为杂交强度最后的定量值，按公式(1)计算其信噪比(Singnal to Noise 

Ratio，SNR)，将SNR=3定为信号强度最小阈值，并将小于最小阈值的杂交点从数据集中去掉。


                    SNR =       …………………………………………………（1）

式中： SNR--信噪比；

x—信号强度值；

y—背景强度值；

z—背景标准偏差。

6.7.5　 芯片数据的标准化和转换

当用2种荧光素(Cy3和Cy5)同时标记并与同一张芯片杂交时，杂交信号强度值以一同加入的人类基因(0.1ng)强度值来校正，具体方法是，先计算所选的3个人类基因Cy5/Cy3信号强度的平均比值，再将Cy3信号强度值乘以这一比值得到Cy3信号强度的校正值。

6.8　 数据分析

将所获得的样品菌与标准菌的每一杂交点信号强度比值作进一步分析。

6.8.1　 分析内容

将所获得的杂交点信号强度比值作如下方面的分析：

6.9.1.1基因组DNA与基因芯片杂交后，获取样品菌基因的杂交信号，将杂交信号与模式菌ATCC23270的3217个基因杂交信号进行比较，统计比值大于或等于0.5的基因数量，并计算其占模式菌3217个基因的比例；

6.9.1.2基因组DNA与基因芯片杂交后，获取样品菌中直接与矿物氧化密切相关的320个特征基因的杂交信号，将杂交信号与模式菌ATCC23270相应的320个基因杂交信号进行比较，统计比值大于或等于0.5的基因数量，并计算其占模式菌320个基因的比例；

6.9.1.3cDNA与芯片杂交后，获取样品菌的135个重要功能基因的杂交信号，将杂交信号与模式菌ATCC23270相应的135个基因杂交信号进行比较，统计比值大于或等于2.0的基因数量，并计算其占模式菌135个基因的比例。

6.8.2　 填表

将上述三个比例值填入表A.1。

7　 认定

7.1　 A.f菌判断标准

将样品菌基因的杂交信号与模式菌ATCC23270的3217个基因杂交信号进行比较，统计比值大于或等于0.5的基因数量，并计算其占模式菌3217个基因的比例，其比例应大于或等于70%。

7.2　 高活性A.f菌的判断标准

7.2.1 结构基因组水平检测，样品菌中直接与矿物氧化密切相关的320个特征基因的杂交信号与模式菌ATCC23270相应的320个基因杂交信号进行比较，比值均应大于或等于0.5；   

7.2.2功能基因组水平检测，样品菌的135个重要功能基因中杂交信号强度与ATCC23270相应的135个基因进行比较，统计比值大于或等于2.0的基因数量，并计算其占135个重要功能基因的比例，其比例应大于或等于60%。

7.3　 出具检测报告

A. f菌及其活性在基因芯片上检测出的特征值用表A.1来描述。

附 录 A
(资料性附录)
A.f菌及其活性在基因芯片上检测报告建议采用如下形式。

表A.1 A.f菌基因芯片检测特征值

	样品
	检测方法
	结果

	
	基因组DNA杂交
	RNA杂交
	

	
	a
	b
	c
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	注： a：为样品菌基因的杂交信号与模式菌基因杂交信号比值大于或等于0.5的基因数量。

b：为样品菌中320个特征基因的杂交信号与模式菌ATCC23270相应基因杂交信号比值大于或等于0.5的基因数量。

c：为样品菌的135个重要功能基因中杂交信号强度与模式菌ATCC23270相应的基因序列信号比值大于或等于2.0的基因数量。
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