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生物芯片概述

General introduction to biochips

府伟灵　　(第三军医大学附属西南医院检验科 ,重庆 400038)

　　21 世纪是生命科学的世纪。人类基因组计划已经完成。
蛋白质组计划已经启动。基因序列数据及蛋白质序列数据正

在以前所未有的速度迅速增长。然而 , 怎样去研究如此众多

基因及蛋白质在生命过程中所担负的功能就成了全世界生命

科学工作者共同的课题。生物芯片正是在这样的背景下应运

而生的。生物芯片不仅在高通量基因测序 、基因表达研究方面

已经发挥了重要作用 ,也将在后基因组时代研究蛋白质功能及
蛋白质间的相互作用方面发挥极其重要的作用;也必将在临床

基因诊断中占据重要的地位。 生物芯片技术是生命科学研究

中继基因克隆技术 、基因自动测序技术 、PCR 技术后的又一次

革命性技术突破。

　　狭义的生物芯片是将生物分子(寡聚核苷酸 、cDNA、基因组

DNA、多肽 、抗原 、抗体等)固定于硅片 、玻璃片 、塑料片 、凝胶 、
尼龙膜等固相介质上形成的生物分子点阵。在待分析样品中

的生物分子与生物芯片的探针分子发生杂交或相互作用后 , 利

用激光共聚焦显微扫描仪对杂交信号进行检测和分析[ 1] 。 在
此基础上发展的微流体芯片 ,则是将整个生化分析过程集成于

芯片表面 ,从而实现对 DNA、RNA、多肽 、蛋白质及其他生物成

分进行高通量检测。它是将生命科学研究中所涉及的许多分
析步骤 , 利用微电子 、微机械 、化学 、物理技术 、传感器技术 、计

算机技术 ,使样品检测 、分析过程连续化 、集成化 、微型化[2] 。

　　目前应用最广泛的生物芯片是基因芯片(Gene chip , DNA

chip , DNA microarray)。基因芯片是基因突变分析 、基因测序 、基

因表达研究中的高效手段之一。基因芯片的制作通常采用原

位合成或合成后点样的方法 ,前者利用光引导聚合技术(Light-
directed synthesis)[3]或压电打印法 (Piezoelectric printing)进行原

位合成寡聚核苷酸探针 ,后者主要利用微型机械点样法或化学

喷射法将合成好的探针 、cDNA 或基因组 DNA 通过特定的高速

点样机器直接点在芯片片基上[ 4] 。在基因芯片中基因表达谱

芯片的应用最为广泛[5] 。这种芯片可以检测整个基因组内的
成千上万个基因在mRNA 表达水平的变化 , 但对芯片点阵的密

度要求较高 , 目前由 Affymetrix公司研制的基因表达谱芯片的
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点阵数可高达 400 000 个点。表达谱芯片可以分析两种或两种

以上不同细胞或组织来源的mRNA 转录丰度的差异 , 通过计算

杂交信号的比值和统计学分析 , 可以获得差异表达基因的信

息 ,同时还可以用聚类分析算法研究在功能或表达调控上具有

相关性的基因 ,最终为研究基因功能和基因遗传网络提供有力

手段。利用基因芯片进行基因表达的研究主要包括:阵列构

建 、样品制备 、杂交 、芯片扫描 、芯片图像处理和基因表达信息

分析。尽管表达谱芯片在操作上较为复杂 , 但在基因组水平并

行分析上有着基因芯片不可替代的特点。 在肿瘤基因组学研

究方面 , 基因表达谱芯片正发挥着越来越大的作用 , 被广泛地

用于分析肿瘤组织与正常组织基因表达在 mRNA 水平上的差

异。这不仅为研究肿瘤发生机制提供强有力的工具 , 也为肿瘤

的早期诊断及预后判断提供了分子依据 , 极大地推动了肿瘤分

子病理学的发展。在新药的研制过程中 , 高通量的基因表达分

析具有重要的作用[ 6] 。利用基因芯片研究疾病状态下细胞基

因表达的差异 ,有助于发现新的药物作用靶分子;同样基因芯

片也可用于药物作用机制 、药物筛选的研究。目前对单核苷酸

多态性(Single nucleotide polymorphisms , SNPs)的研究已成为药物

基因组学的一个研究热点。一方面可以用基因芯片大规模地

筛选新的 SNPs ,更为重要的是药物遗传 SNPs 的研究有助于新

药的开发 , 并最终使“个体化医疗”得以实现[7] 。在不远的将

来 ,医生可根据病人的个体基因型预测该个体对某种疾病的易

感性 、个体患病后治疗该疾病的最好的方法 、对特定药物的敏

感性等。在临床基因诊断中 , 基因芯片也逐渐得以应用 , 如病

原微生物的基因诊断(HIV 、HCV 、HBV、HPV、结核分枝杆菌等)、

HLA 分型 、BRCA1 突变分析 、p53 突变分析 、囊性纤维化检测 、地

中海贫血基因突变检测等。

　　用于蛋白质功能研究及相互作用分析的生物芯片 ,即所谓

的蛋白芯片。蛋白芯片的制作基本上与基因芯片的制作过程

类似 , 也基本上采用原位合成 、机械点样或共价结合的方法将

多肽 、蛋白 、酶 、抗原 、抗体固定于芯片片基上。由于蛋白质具

有易于变性 、不易于与固体表面结合的特点 , 故在蛋白芯片的

制备及在蛋白质功能及相互作用研究中的应用等方面的报道

远远不及基因芯片的报道。在将蛋白质固定在固体支持物表

面时 , 必须保持蛋白质的立体构象 ,才能使蛋白质探针具有生

物活性。有人用微细加工的聚丙烯酰胺捕获蛋白质 , 并用微电

泳的方法加速蛋白质的扩散 ,从而将蛋白质固定在芯片片基表

面。因聚丙烯酰胺凝胶中含有水份 , 故可使蛋白质保持活性。

哈佛大学的MacBeath 等[8] 则在用含醛的硅烷试剂处理玻片 , 并

用含有 30%甘油的 PBS 溶解蛋白质后 , 再用 Affymetrix 生产的

GMS417阵列点样机将微量蛋白质点在玻片上 , 蛋白质的伯氨

基与醛形成希夫式碱而将蛋白质以共价结合的方式附着在玻

璃表面。甘油可避免水份的挥发 ,始终使蛋白质保持于水合状
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态而维持其活性构像。在孵育几小时后 , 将玻片浸入含牛血清

白蛋白的缓冲液中 ,形成 BSA分子层 , 以减少后续反应中蛋白

质的非特异性结合。该研究组制备了含有 10 800 个蛋白点阵

的蛋白质芯片 ,并成功地用于蛋白间相互作用的过筛 、蛋白激

酶底物的确证及小分子物质与蛋白间的相互作用的研究。 耶

鲁大学的Zhu 等[9]在克隆了酵母基因组的 5 800 个开放阅读框

后 ,成功地表达及纯化了他们编码的蛋白质。为加快酵母蛋白

组的研究进度, 他们也采用了与 Gavin MacBeath 相同的方法制备

了高密度的酵母蛋白质芯片 , 并利用此芯片进行了蛋白质间相

互作用的过筛及蛋白质与磷脂间相互作用的研究。他们发现了

许多新的与钙调蛋白 、磷脂发生作用的蛋白质 ,确证了与钙调蛋

白结合的蛋白模体(Motif)。该研究组指出 ,此类蛋白芯片还可用

于蛋白质与药物相互作用的研究及翻译后修饰的研究。同样,

蛋白质芯片也可用于正常细胞与病变细胞间蛋白质表达谱差异

的研究 ,从而在蛋白组整体水平上研究疾病的发生机制 , 及寻找

新的疾病诊断标志物及药物作用的新的靶分子。

　　缩微实验室(Lab-on-a- chip)的构建是生物芯片研究的一个

新的阶段 , 是生物芯片技术发展的最终目标。它将样品的制

备 、生化反应到检测分析的整个过程集成化形成微型分析系

统。现在 , 已经有由加热器 、微泵 、微阀 、微流量控制器 、微电

极 、电子化学和电子发光探测器等组成的芯片实验室问世 , 并

出现了将生化反应 、样品制备 、检测和分析等部分集成的芯片。

例如可以将样品的制备和 PCR扩增反应同时完成于一块小小

的芯片之上。再如Gene Logic公司设计制造的生物芯片可以从

待检样品中分离出 DNA 或 RNA , 并对其进行荧光标记 , 然后当

样品流过固定于栅栏状微通道内的寡聚核苷酸探针时便可捕

获与之互补的靶核酸序列 ,并应用其自己开发的检测设备即可

实现对杂交结果的检测与分析。这种芯片由于寡核苷酸探针

具有较大的吸附表面积 ,所以可以灵敏地检测到稀有基因的变

化。同时 , 由于该芯片设计的微通道具有浓缩和富集作用 , 所

以可以加速杂交反应 , 缩短测试时间 , 从而降低了测试成本。

由于缩微实验室具有体积小 、携带方便 、能同时并行检测多种

生物分子的特点 ,在军事医学领域中有着潜在的巨大的应用价

值 ,在战区生物及化学毒剂的快速检测 、战创伤感染病原微生

物的基因诊断及伤员内脏功能损伤的早期诊断等方面都将发

挥其独特的作用。我们深信在不远的将来 , 芯片式便携式快速

侦毒仪 、集基因芯片及蛋白芯片于一体的便携式野战实验诊断

仪将装备到野战部队 , 为提高部队的战斗力 、及时救治伤病员

作出应有的贡献。

　　我国开展生物芯片研究的时间虽然不算太长 , 但已有众多

大学进行了生物芯片的研制工作 , 如:清华大学 、北京大学 、东

南大学 、复旦大学 、第一军医大学 、第三军医大学 、第四军医大

学等。同时 ,在我国诞生了多家生物芯片公司 , 如:上海博华基

因芯片有限公司 、南京益来基因医学有限公司 、北京奥博生物

芯片有限公司 、广州功能基因组公司 、西安高科基因生命科技

分公司 、陕西超群科技股份公司 、上海生物芯片有限公司等。

尤其引人瞩目的是在不久前成立了北京国家生物芯片研究中

心。这必将推动我国生物芯片的研究及产业化。 纵观国内所

有的研究机构所从事的生物芯片的研制 , 主要集中在高密度基

因表达芯片上。而第三军医大学西南医院检验科生物芯片实

验室则将生物芯片技术与传感器技术相结合 ,研制出临床诊断

实用型低密度压电石英谐振传感器阵列基因芯片及免疫芯片

及相应的信号采集 、分析及报告软件 。采用巯基结合法将寡聚

核苷酸探针或抗体固定在压电石英传感器电极表面 , 作为传感

器识别元件 ,在待测靶分子与探针分子结合后 , 引起电极表面

质量负载发生变化 ,而致石英谐振频率下降。通过检测频率的

下降情况 ,则可对待检分子进行定性 、定量检测。由于石英微

天平(Quartz crystal microbalance , QCM)具有极高的敏感性 , 可检

出 pg级的待检分子 , 这是其它生物芯片无法达到的灵敏度。

由于压电石英谐振传感器具有实时检测的特点 , 故在检测靶分

子时具有耗时短的特点。为进一步提高检测灵敏度 , 本科生物

芯片实验室将链置换放大技术(Strand displacement amplification ,

SDA)与压电 DNA传感器技术结合 , 构建了 SDA 压电 DNA传感

器阵列;同时该实验室以肽核酸(Peptide nucleic acid , PNA)作为

分子识别元件 ,进一步提高生物芯片的检测特异性。到目前为

止 ,本科生物芯片实验室已将压电石英谐振传感器阵列芯片用

于HPV 的检测与分型[10] 、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(M R-

SA)、巨细胞病毒 、结核分枝杆菌等病原微生物的基因检测 , 及

多肽激素的检测等。

　　尽管生物芯片的研制中还存在很多技术难题 , 但我们深信

随着科技的进步都会逐一加以解决。生物芯片必将在生命科

学的研究及临床实验诊断 、军事医学 、司法鉴定 、食品卫生监

督 、环境监测等领域得到广泛的应用。正如美国《财富》杂志刊

文所说的那样:“微处理器使我们的经济发生了根本改变 ,给人

类带来了巨大的财富 、改变了我们的生活方式。然而 , 生物芯

片给人类带来的影响可能会更大……”。 最后 , 希望我校有关

研究单位加强协作 ,共同推动我校生物芯片的研制及其应用研

究工作 , 并发展我校生物芯片研究的特色 , 以期在我国生物芯

片的研制与开发中占一席之地。
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