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0 　引言

生物芯片是世纪之交发展起来的一项分子生物

学新技术。它是将生物分子有序地固化于支持物

(如硅片、玻片、聚丙烯酰胺凝胶、塑料、尼龙膜等)的

表面 ,形成高密度的点阵 ,与样品中的靶分子作用

后 ,对杂交或反应信号进行检测 ,从而对样品中的靶

分子进行定性或/ 和定量。该技术不仅可以显著提

高实验室的工作效率 ,更重要的是 ,它可以同时对一

个生物体的多个基因甚至全部基因进行分析检测 ,

研究生物分子之间的相互作用。

1 　生物芯片的种类

根据目前生物芯片的特点和发展趋势 ,可以将

其分为四类 ,即基因芯片、蛋白质芯片、组织芯片和

PCR 芯片。把寡核苷酸、DNA 或 cDNA 固定在芯片

载体上 ,这样的芯片被称为基因芯片 ( GeneChip) 。

蛋白质芯片上固定的探针分子为多肽或蛋白 ,包括

抗原、抗体、受体、酶等。组织芯片采用了与基因芯

片、蛋白质芯片完全不同的设计策略 ,它是针对在原

位检测不同样本中同一个实验指标而设计。将几十

到几百个小组织样本以规则的阵列方式包埋于同一

蜡块后 ,进行切片制作而成。用生物芯片进行 PCR

扩增及相关检测 ,即在芯片上同时进行大量的 PCR

反应 ,这就是 PCR 芯片。本研究室和北大微电子所

合作 ,用聚二甲基硅氧烷 ( PDMS) 设计制作了一种

含有 1064 个微反应池的 PCR 基因芯片 , Taqman 和

SYBR 荧光 PCR 反应均能够在 PCR 芯片上进

行[1 ] 。

2 　生物芯片的制作方法

DNA 微阵列的制作工艺已经比较成熟 ,典型的

有四种方法 :光引导原位合成法 ,打印原位合成法 ,

分子印章原位合成法 ,点样法。针对 DNA 的二级

结构会导致失真的杂交结果 (链内杂交问题) ,人们

研发出了通过使用肽核酸 ( Peptide Nucleic Acids ,

PNA)探针解决该问题的新方案。PNA 与互补的

DNA 或 RNA 序列有更强的亲和性及特异性 ,杂交

后更加稳定 ,并且 PNA 探针比 DNA 探针更容易接

近靶序列。Henrik Stender 等[2 ]采用荧光原位杂交

( FISH)法 ,通过 PNA 探针检测、计数大肠杆菌 ,与

传统的方法相比 ,不但提高了灵敏度 ,而且更加快速

便捷。值得特别提出的是 ,最近国内东南大学[3 ]研

制出了双链 DNA 探针芯片 :把 3’端具有反向互补

序列的单链寡核苷酸点到玻片上 ,“退火”使反向互

补序列形成“发卡”结构 ,充当引物 ,最后经 Klenow

酶延伸形成完整的双链。该种芯片为序列特异性

DNA2蛋白质相互作用的研究提供了一种新的技术

平台。

蛋白质芯片比基因芯片难于制作 ,且定位于载

体表面的蛋白质分子易于改变空间构象而失去原有

的生物活性。故而 ,目前研究热点集中在如何在保

持蛋白质功能的前提下 ,将其固化于载体表面。R.

Bashir 小组[4 ]在硅片表面热氧化形成 SiO2 层 ,通过

射频溅射 (radio2f requency sputtering) 覆盖铂于 SiO2

层上 ,然后把硅片置于抗生物素蛋白 (Avidin) 反应

液 ,缓冲液冲洗后 ,用生物素与芯片上的 Avidin 反

应 ,证明 Avidin 仍保持生物活性。凝胶也是一种较

好的载体 ,Argonne 实验室[5 ]在玻片上刻出小方孔 ,

向里面加入含丙烯酰胺的反应液 ,紫外光照射使丙

烯酰胺聚合。最后向凝胶块中加入蛋白溶液 ,利用

戊二醛活化凝胶使其与蛋白连结。他们利用此类芯

片进行了抗原抗体的检测和酶促反应动力学研究。

3 　生物芯片的检测

目前 ,大多数生物芯片采用的是荧光检测。另

外 ,还有以质谱分析为基础的直接检测技术 ,如表面

增强激光离子化解析2飞行时间质谱技术 ( SELDI2
TOF2MS) 。Obeid[6 ]报道了激光诱导荧光检测系统

应用于连续流动 DNA/ RNA 扩增芯片的检测 ,在反

应中引入染料 SYBR Green I ( SG1) ,荧光强度与

DNA 量呈线性关系。

同时 ,人们在积极建立其他的检测方法 ,如基于

导电性变化的 DNA 阵列检测[7 ] 。Gannett PM 等[8 ]

研究了一种利用电子顺磁共振 ( EPR) 的 DNA 阵列
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检测方法 ,他们使用硝基氧自旋标记物 ,探讨了该方

法是否能够鉴别与芯片杂交的 DNA 和溶液中的未

杂交的 DNA ,获得了肯定结果。

4 　生物芯片的应用

4. 1 　基因结构与功能研究

4. 1. 1 　基因测序 　DNA 微阵列中的杂交测序是一

种高效快速的测序方法。德国一所大学[9 ]成功地

利用肽核酸生物传感器芯片进行 DNA 测序 ,通过

检测 DNA 上的磷酸基团 ,证实使用时间飞行二次

离子质谱 ( TOF2SIMS) 技术可以很容易地鉴别杂交

到肽核酸生物传感器芯片上的 DNA。研究还显示 ,

该技术在基因诊断方面具有很大的应用潜力。

4. 1. 2 　基因表达分析 　功能基因组学研究的是在

特定组织中发育的不同阶段 ,或者是疾病的不同时

期基因的表达情况 ,需要在同一时刻获得多个分子

遗传学的分析结果 ,生物芯片技术很好地满足了这

一要求。Cloud PP 等[10 ]利用激光捕捉显微切割技

术 (Laser capture microdissection , LCM) ,联合蛋白

质芯片研究了正常人、结肠癌病人、癌转移病人结肠

组织蛋白的表达情况 ,发现了不同的表达图谱。

Tarui T 等[11 ]用 DNA 芯片分析了烧伤病人淋巴细

胞中细胞因子基因的表达情况 ,发现 IFNγR1 , IL2
1R1 , 22Ra , 22Rh , 22Rγ, 26Ra , 和27R 降低 , IFN2γ,

IL21α, 213 , 和215 表达升高 ,从而为烧伤病人的治

疗提供依据。Song J H 等[12 ]绘制了早幼粒细胞性

白血病 HL260 细胞向单核细胞或者粒细胞分化过

程中一些肿瘤相关基因的表达谱。

4. 1. 3 　基因突变和多态性检测 　基因组水平 DNA

序列变化2基因突变和单核苷酸多态性 ( SNP) ,正受

到人们的重视 ,分析 SNP 最有效、应用最广泛的方

法是用等位基因特异的寡核苷酸探针进行示差杂

交。Weidong Du 所在的研究小组[13 ]报道了一种分

析人线粒体 t RNA 单核苷酸多态性的方法 ,他们采

用一种称为“XNA on Gold Chip”的技术平台 ,把一

系列各含有一个碱基突变的等位基因特异性探针固

定于芯片上 ,分别与荧光标记的参考核酸及样本扩

增产物杂交 ,通过分析杂交信号进行 SNP 的检测。

4. 2 　生物分子间作用的研究

传统的酵母双杂交系统研究蛋白质间作用有很

多局限 ,如未正确折叠的蛋白质不易检测 ,不能控制

蛋白质的翻译后修饰 ,易产生假阴性等。日本[14 ]研

制了一种基于表面等离子体共振 ( SPR) 的生物芯

片 , 用于研究与蛋白质结合的特异 DNA 序列。他

们把转录因子 Nt ERF2 的 DNA 结合结构域固定于

芯片上 ,用大量的随机寡核苷酸与之反应 ,由此筛选

结合的特异 DNA 分子。

组蛋白的甲基化和乙基化影响体内许多基因的

活性 ,美国加州大学的研究人员[15 ]把染色质免疫沉

淀和 DNA 微阵列技术联合起来 ,设计了一种研究

组蛋白修饰的快速方法 ,可以在全基因组水平研究

组蛋白的修饰活动以及各种不同的修饰之间的关

系。

4. 3 　疾病的诊断

已知细菌、病毒等病原微生物的部分核酸序列 ,

设计相应的引物及探针 ,用杂交的方法检测 ,或者直

接检测是否有目的 PCR 产物 ,可以用来诊断感染性

疾病。许多遗传病 ,如血友病、地中海贫血、苯丙酮

尿症等 ,都已发现相应的基因异常 ,肿瘤的发生发展

也往往涉及许多基因异常 ,例如慢性粒细胞性白血

病会检测到融合基因 bcr2abl ,急性早幼粒性白血病

可检测到融合基因 pml2rara 等 ,可以同时检测大量

基因异常的芯片技术势必大力推动临床疾病的诊

断。Grubor NM[16 ]介绍了一种单克隆抗体芯片 ,采

用 dithiobis succinimidyl propionate (DSP) 作为蛋白

的连结臂 ,把单抗固定于芯片上 ,可以同时检测

DNA2carcinogen adducts。

5 　展望

生物芯片涉及生物、医学、化学、物理、材料学、

微电子技术、精密仪器等各领域 ,虽然已有长足发

展 ,但一些技术瓶颈和昂贵的成本仍在制约它的进

一步发展和应用。目前 ,人们正在努力解决以下几

个问题 :不需要标记的杂交信号检测方法 ;自动化流

动系统 ;有效的数据采集和分析 ;芯片的标准化 ;降

低成本等。总的发展趋势应该是从现在较为成熟的

基因芯片向蛋白芯片、细胞芯片发展 ,同时会发展出

基于多种用途的高度集成的微型化学和生物分析装

置 ,如毛细管电泳微阵列、介电电泳芯片、信号传递

芯片、药物筛选芯片 ,甚至还可能会出现人体内置芯

片。可以相信 ,生物芯片技术将会在生命科学、医

学、药学、环境、法医学等学科领域发挥不可替代的

作用。
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图 1 　4 个巨核细胞白血病细胞株的细胞因子基因表达

较少表达在分化程度最差的 M207e 细胞株中。

　　研究发现 ,许多实体肿瘤和白血病存在自分泌/

旁分泌调节机制 ,涉及了大量的细胞因子[1 ,3 ] 。本

研究结果与其他相关报道同样也显示了巨核细胞白

血病存在多个正调节的自分泌生长因子 ,如 IL21β、

IL23 , IL26 等。

巨核细胞在免疫网络中的作用和地位 ,近年来

逐步得到认识[5 ] 。我们与其他学者的研究显示 ,巨

核细胞能够合成和表达黏附蛋白和细胞因子 ,参与

免疫反应 ,对机体具有一定的保护作用。本实验结

果显示 ,涉及免疫炎症反应的细胞因子 IL21α、IL25

和 IL212p40 仅在细胞分化程度高的 Meg201 中表

达 ,而在分化程度最差的 M207e 细胞株中则很少表

达。这提示了巨核细胞白血病发生过程中 ,可能存

在巨核细胞的免疫调节功能受损。

由此可见 ,巨核细胞白血病的发生与细胞因子

网络的失衡可能具有密切的关联性 ,值得今后在巨

核细胞白血病病人的临床诊疗过程中进一步关注。
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