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[ 摘要]  基因芯片技术是一种高通量的研究手段 , 可以在同一时刻对成千上万个基因的表达情况进行分析 , 形成完整的细胞

基因表达谱。目前该技术已应用于免疫学研究中, 如免疫细胞发育、成熟、活化、分化及其免疫应答的调控机制 , 变态反应的

分子基础 , 疾病的临床表型和基因表达谱的关系 , 免疫药理学等 , 加深了人们对免疫系统的认识。同样 , 它也将有助于中医药

对免疫细胞和免疫应答的调控机制研究、中医药治疗变态反应性疾病机制的研究、中医辨证的标准化以及中药药理研究等。

基因芯片实验结果的数据分析一是比较不同种类样本基因表达量的差异 , 二是为了获得特征性的基因表达谱 , 但关于样本量

的多少、统计方法的使用尚没有统一的认识 , 研究人员正努力制定关于基因芯片实验的标准。
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ABSTRACT  DNA microarray technology is a high throughout method that can analyze the expression of thousands of genes at the

same time to form a complete cellular gene expression profile. It has been applied in immunological researches such as the develop-

ment, maturation, activation and differentiation of immune cells, the regulation of immune responses , the molecular mechanism of al-

lergy, the relation between phenotype and gene expression, and immunological pharmacology, etc. It has deepened our perception of

the immune system. It will as well be helpful in the research of the regulative mechanism of traditional Chinese medicine ( TCM) to-

ward immune cells and immune responses, the therapeutic mechanisms of TCM toward allergy, the standardization of differentiation of

syndrome and herbal pharmacology, etc. The data analysis of the results of DNA microarray experiments is aimed to compare the differ-

ence of gene expression levels of different samples and obtain diagnostic gene expression profiles . But there are controversies about the

number of samples and choices of statistical methods. Researchers are striving in setting standards of DNA microarray experiments.
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① 基因芯片是采用光导原位合成或微量点样的方

法, 将寡核苷酸或 cDNA 有序地固化于支持物的表

面, 与已标记的待测生物样品的 cDNA 或 cRNA 杂

交, 通过激光共聚焦扫描等特殊设备对杂交信号的

强度进行检测分析, 从而判断样品中靶分子的数量。

它可以在同一时刻对成千上万个基因的表达情况进

行分析, 形成完整的细胞基因表达谱, 是一种高效的

高通量技术
[ 1 ]

。

基因芯片技术在免疫学研究中的应用十分广

泛。免疫系统疾病是人类常见疾病, 许多其他严重

危害人类的疾病如肿瘤、糖尿病、艾滋病等也与免疫

系统息息相关。现代西方医学对这些疾病往往没有

很有效的治疗手段, 中医药则在长期的临床实践中

显示出治疗这些疾病的良好前景, 中医药领域的免

疫学研究也越来越为人重视。这些研究包括中医药

的免疫生物化学、分子生物学、免疫生理学、免疫病

理学、免疫遗传学、临床免疫学等各个方面。中医理

论、思维方式与免疫学有许多相通之处, 最基本的是

两者都强调整体观念, 即人与环境是一个整体, 人体

内部各部分也是一个互相作用的整体。免疫系统与

免疫应答是一个非常复杂的调控网络, 中医药对机

体的作用也是一个多靶点、多层次的调控过程; 传统

的单靶标式的研究方法已经显得有些捉襟见肘, 需
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要有能够从整体上把握生命活动的新的研究手段,

基因芯片的出现正顺应了这种要求
[ 2 ]

。

1  免疫细胞与免疫应答

免疫细胞的发育、成熟、活化、分化及其免疫应

答过程是受基因调控的, 涉及到多种基因表达的

开 /关或上调 /下调, 构成一个非常复杂的调控网络,

用基因芯片技术对处于不同生理、病理状态下的细

胞的基因表达谱进行检测, 有助于从整体上了解这

一复杂过程。

为了解树突细胞分化成熟过程的基因调控机

制, Naour 等
[ 3 ]

用带有 6 300 个人类基因的寡核苷酸

芯片来分析不同分化阶段树突细胞的基因表达谱,

在差异表达的 255 个基因中, 既有主要组织相容性

复合体( major histocompatibility complex, MHC) Ⅱ类

分子、CC 家族趋化因子受体 7( CC chemokine recep-

tor 7 , CCR7) 、FcγRII 等一些已知与树突细胞分化成

熟有关的基因, 也有基因技术之前许多并不知道与

此有关的基因。

T 辅助细胞 ( T-helper, Th) 亚群的分化在免疫

应答中占有关键地位, 基因芯片可用于研究其分化

的机制, 以及亚群的实质和功能。Rogge 等
[ 4 ]

用寡

核苷酸芯片比较人 Th1 和 Th2 细胞的基因表达谱,

在约 6 000 个基因中发现 215 个在 Th1 和 Th2 之间

有差异表达, 包括转录因子、细胞因子、细胞黏附分

子、趋化蛋白, 以及与凋亡、代谢等有关的基因。

T 细胞活化过程有明显的时间性, 利用基因芯

片也揭示出活化 T 细胞在不同时间点的不同的分子

状态。Teague 等
[ 5 ]

对小鼠静止 T 细胞与活化后 8 h、

48 h 的 T 细胞的基因表达谱作了芯片检测, Ellisen

等
[ 6 ]

分别对人外周血淋巴细胞在受到刀豆球蛋白 A

( concanavalin A, ConA) 刺激后 0 h、4 h、8 h、12 h、

24 h、36 h、48 h 的基因表达谱进行了芯片检测, 发现

静止 T 细胞、不同时相的活化 T 细胞基因表达有显

著的差异。

B 细胞是专职的抗原呈递细胞, 其表达 MHC Ⅱ

类分子的机制十分复杂。Nagarajan 等
[ 7 ]

对野生型 B

细胞与 CⅡTA( 调节 MHC Ⅱ类分子表达的重要因

子) 突变的 B 细胞作了芯片检测, 从基因表达谱中

找到了明显差异表达的基因。

为研究 B 细胞自身耐受的分子机制, Glynne

等
[ 8 ]

对耐受 B 细胞、活化 B 细胞与未活化 B 细胞的

芯片检测结果作了比较, 指出在耐受 B 细胞中, B 细

胞受外来抗原刺激所应产生的反应几乎完全被阻

断, 却诱导了一些对信号转导和转录活化具有负调

控作用的基因的表达。

基因芯片分析的结果必须进行验证, 一般多用

Northern blot、实时定量 RT-PCR 等方法, 或用 South-

ern blot、蛋白质双向电泳、质谱分析进行蛋白质水平

的分析和验证。但是在解释这些结果的时候, 必须

认识到有差异表达的基因是否与免疫细胞的分化成

熟和免疫应答有真实的联系, 或仅仅是一种无意义

的共生现象。要能正确回答这一问题, 必须在芯片

检测的基础上作进一步的深入研究。

中医药学领域的免疫学研究必然会涉及中医药

对免疫细胞和免疫应答过程的作用。中药成分复

杂, 有效成分含量极微, 其对各种免疫细胞的分化、

成熟和活化及免疫应答过程的作用往往不是单一、

线性的, 而是多层次、非线性的网状调控。应用基因

芯片技术可以检测各种免疫细胞在中医药的不同条

件、不同时间作用后的基因表达谱, 从而可以从基因

水平了解中医药对免疫细胞和免疫应答复杂的调控

机制, 有助于阐明中医药的作用机制。同样, 对检测

结果的解释也必须严谨, 需要通过大量细致深入的

研究找出中医药调节作用的真正靶点。

2  变态反应

变态反应是免疫应答失衡的表现, 涉及许多因

素的相互作用, 用基因芯片这种高通量的技术来探

索变态反应发生的分子基础和预防、诊断、治疗的新

措施, 可能更符合这类疾病的特点。

Zou 等
[ 9 ]

用人的 cDNA 芯片对猴接受变应原刺

激哮喘发作后不同时相的肺组织进行了检测, 并与

正常猴的肺组织对比, 发现了 149 个差异表达的基

因, 用系统聚类法可将这些基因分成 5 个具有不同

表达模式的类别, 这些类别与功能和时相高度相关,

这对于探究疾病的基因调控机制很有作用。

Wandinger 等
[ 10 ]

用芯片技术研究干扰素-β( in-

terferon-beta, IFN-β) 治疗多发性硬化的作用机制,

经 IFN-β处理后, 患者和健康对照者的外周血单个

核细胞的基因表达谱均有了变化, 包括许多细胞因

子及其受体、趋化蛋白、黏附分子、凋亡、抗原呈递等

相关基因, 提示 IFN-β的作用机制并不仅仅是抗炎。

他们还发现白细胞介素-12 受体 β链及 CCR5 表达

上升, 说明 IFN-β的作用并不是过去认为的那样, 是

抑制 Th1 应答、促进 Th2 应答, 其中的过程要复杂得

多, 同时也从一个侧面反映了多发性硬化的发病机

制并不能用简单的 Th1 / Th2 二分法解释。

可见基因芯片技术通过它产生的大量信息, 为

研究变态反应性疾病提供了新的视角、新的线索和

新的切入点。中医药治疗变态反应性疾病往往有较

好的效果, 芯片技术可以用来反映中医药作用于变
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态反应性疾病后, 相应细胞基因表达谱的变化, 以此

为基础探究中医药治疗变态反应性疾病的作用机

制, 或许能从中药的药理作用入手, 揭示更多有关这

类疾病的奥秘。

3  临床应用的探索

许多研究都试图在基因芯片的数据中寻找与疾

病的诊断、病情判断、预后评估、分型的联系, 也即找

出疾病的临床表型与基因表达谱之间的相关性。

临床上常常可以见到有相同病理诊断的不同肿

瘤患者具有截然不同的临床病程和对治疗的反应,

这意味着目前认为是同一类型的肿瘤, 可能在分子

水平上具有完全不同的表现形式。Alizadeh 等
[ 11 ]

用

自制的基因芯片“Lymphochip”作了 242 个样本的检

测, 发现同样诊断为弥散性大 B 细胞淋巴瘤的肿瘤

细胞具有不同的基因表达谱。系统聚类法提示弥散

性大 B 细胞淋巴瘤具有两种亚型: 一种的基因表达

谱与生发中心 B 细胞类似; 另一种与活化的外周血

B 细胞相近, 表明这两种亚型可能是由于 B 细胞不

同分化阶段所致。而且两种亚型的预后差异明显,

故此建议根据芯片检测结果对弥散性大 B 细胞淋巴

瘤进行重新分型。也许基因芯片的深入应用, 将使

人们对肿瘤的认识发生突破性的改变, 但系统聚类

法具有很大的主观性, 有人将上述芯片检测结果进

行重新聚类, 结果分出了完全不同的两种类型, 可见

用基因芯片检测建立新的肿瘤诊断标准还很不成

熟, 还完全不能应用于临床实践。

Brutsche 等
[ 12 ]

则尝试建立一种基于基因表达的

评分系统, 对哮喘和特应性体质作出评价。他们通

过对哮喘患者、无哮喘的特应性体质患者和正常人

的外周血单个核细胞进行芯片检测, 筛选出 10 个异

常表达的基因, 以此对样本进行评分, 发现患者的评

分与正常人有显著差别, 且与哮喘的严重程度有趋

势关系。此评分系统的特异性和敏感性分别达到

92% 和 96 % , 优于以 IgE 评分的结果, 且与 IgE 相关

性良好, 所以 Brutsche 提出此评分系统可用于评估

发生哮喘的危险度或评价治疗的效果。但这又牵涉

到样本量的问题, 一个评分或诊断标准的建立是基

于极大量样本的数据, 而基因芯片由于价格昂贵, 不

可能进行大样本量的调查, 往往只有几个或几十个

样本, 那么其可靠性就大受疑问。

目前这些研究还仅是初步的探索, 离建立起可

用于临床操作的明确的原则还有距离。而中医的证

是否也可以用基因芯片找出对应的表达谱, 使辨证

论治标准化? 国内学者赵晓山等
[ 13 ]

从单一病证入

手, 对肾虚证的相关基因进行了研究, 做了可喜的尝

试。但基因研究, 首先要保证有足够的样本量, 而多

少算是足够了呢? 其次要有稳健科学的数据处理方

法, 避免主观因素的干扰; 另外, 不同的证型确实有

特定细胞的特征性的基因表达谱, 才能在此基础上

考虑利用基因芯片技术建立中医辨证标准化的可行

性。

4  免疫药理学

基因芯片在药理学方面的应用主要在于阐明药

物作用机制, 确定药物作用靶标, 开发新药。Glynne

等
[ 8 ]

检测了免疫抑制剂 FK506 作用后的活化 B 细

胞基因表达谱的改变, 惊讶地发现 FK506 仅仅抑制

了一小部分活化诱导表达的基因, 且与自身耐受 B

细胞的表达谱有明显的差异, FK506 还抑制了自身

耐受的反应, 所以 Glynne 建议以自身耐受的基因表

达谱为参照来开发新的免疫抑制剂。联系到中药的

研发, 单味中药的成分就已十分复杂, 遑论复方? 为

提高中医药疗效, 创制一类新药, 实现中药现代化,

需要找到单味或复方的有效部位或有效成分, 利用

高通量的基因芯片技术筛选中药有效部位和成分,

研究中药药理和毒理, 将大大提高中药研发的效率。

5  数据分析

在分析芯片数据时, 如果研究目的是为了获得

特征性的基因表达谱, 目前应用较广的一种统计方

法是系统聚类法
[ 14 ～16 ]

。该方法是将 K 个样本中的

N 个基因视为 K 维空间中的 N 个点, 按一定的规则

将相近的点聚为一类, 重复此过程, 最终将大量的基

因按相似的表达模式分成若干类。系统聚类法可以

不需要有关基因功能的背景知识, 就可将成千上万

的基因分成不同的功能类型, 即相同类别中的基因

具有相似的功能, 这将有助于从整体上理解生命活

动的基因调控方式, 也可以探索未知基因的功能。

但系统聚类法随意性大, 无法进行统计学检验, 对芯

片类的数据不够稳健, 且对于聚类结果的解释也非

常复杂, 所以 Tamayo 等
[ 17 ]

采用了另一种聚类分析

的方法———自组织映射( self-organizing maps, SOM)

来处理芯片数据。SOM 是将一张二维坐标上的一

组节点随机映射到 K 维空间中, 通过多次叠代, 调整

节点的映射位置, 最终将相近的数据点聚成一类。

Tamayo 认为 SOM 比系统聚类更灵活、直观、易解释。

Brown 等
[ 18 ]

则应用支持向量核心( support vector ma-

chines, SVM) 法则来处理数据。SVM 是一种指导性

的聚类方法, 即根据已知的功能将基因分成几类, 根

据基因的表达模式判断其他的基因是否属于某个特

定类别, 并不断学习这种聚类模式, 验证已归类的基
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因是否正确, 最终建立起各类别的表达特征, 并能预

测任何的基因属于何种类别。Brown 认为 SVM 比前

两种方法更适合于基因表达谱的分析, 因为它的分

类更准确, 预测性也较好。但 SOM 和 SVM 仍不能

解决统计检验的问题, 而无法进行统计检验, 就无法

判断实验所获结论是否有意义。基因芯片研究的另

一目的是为了比较不同种类样本基因表达量的差

异, 不论是用何种统计方法, 都需要一定的样本量。

然而, 基因芯片要研究成千上万个变量 ( 基因 ) , 但

限于价格只能进行很少的重复, 这使统计学陷入了

困境。所以 Tilstone
[ 19 ]

指出一定要非常谨慎地对待

芯片应用中的统计学问题, 要与优秀的统计学家紧

密合作。目前各国科学家和研发人员成立了一个国

际微阵列基因表达社团, 制定了一份被称为 MIAME

( minimum information about a microarray experiment)

的指南, 包括了芯片实验设计, 重复次数 ( 样本量) ,

数据分析等方面的内容, 力图使基因芯片的研究工

作有章可循。许多杂志在接受有关基因芯片实验的

文章时, 也要求作者填写 MIAME 清单。

综上所述, 基因芯片技术在免疫学研究领域正

在发挥越来越大的作用。尽管人类受目前认识水平

的限制, 无法从整体上把握基因调控的网状模式, 但

随着研究的深入, 相关统计和数学模型的完善和应

用, 利用芯片技术所获得的巨大生物信息能量将逐

步被人类所利用。而芯片技术可以从基因水平上研

究中医药治疗免疫相关疾病的机制, 有助于阐明中

药复方作用的复杂机制, 可以建立起中药筛选的靶

标, 甚至有可能根据不同的基因表达谱为特定中药

或复方选择合适的病人, 使辨证论治得到质的飞跃。

从基因芯片技术在免疫学领域的应用中, 我们

得到启发, 那就是中医药研究的其他领域也需要这

样的技术手段。中医是从宏观上来阐述生理和病理

过程的, 以整体性、综合性为特征, 而目前中医药研

究所做的主要工作就是寻找相对应的微观 ( 物质 )

基础。传统的单靶标式的方法根本无法适应中医的

整体观念, 这也是中西医结合研究难有突破的根源

之一。芯片技术可以展示完整的基因表达谱, 再结

合其他高通量方法去找出规律性的东西, 就有可能

建立与中医理论和实践相对应的微观表达模式, 从

而发展和完善中医药学。
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