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20世纪 80年代初，人们根据计算机半导体芯片制作
技术将晶体管集成在芯片上，并提出将寡核苷酸分子也集

成在芯片上的设想[1]。Bains等将短的 DNA片段固定在支持
物上，通过杂交进行序列分析，做了有益的尝试[2]。从Schena
1995年在《Nature》上首次发表基因芯片研究的论文以来，
基因芯片技术及其应用发生了巨大的变化。美国的 Stephen
Fodor等把这一设想变成了现实，他们在硅芯片表面涂布一种
光敏材料，采用光蚀刻技术，在光引导下原位合成多肽链[3]，
受此启发，改进技术后合成了 DNA阵列，1996年底，由他们
研制的第一块 DNA芯片诞生了[4]。基因芯片技术的基本过
程是采用寡核苷酸原位合成或显微打印手段，将大量探针

片段有序地固化于支持物（如硅芯片）的表面，然后与扩增、

标记的生物样品杂交，通过对杂交信号的检测分析，即可得

出样品的遗传信息。该技术不仅可以对遗传信息进行定性、

定量分析，而且还扩展到基因组研究和基因诊断等方面。为

此，笔者对基因芯片技术的研究进展进行了综述。

1 基因芯片的概念

基因芯片的概念来源于计算机芯片，又叫 DNA芯片或
寡核苷酸芯片，最早是由 Southern E.在 1989年提出的 [5]，因
芯片有许多同义词，如 DNA芯片（DNA chip）、DNA 微集芯
片（DNA microchip）、DNA阵列（DNA array）、DNA微集阵列
（DNA microarray），且 DNA是一种寡核苷酸，所以也称为寡
核苷酸阵列或芯片（oligonucleotide array）。基因芯片是指
采用寡核苷酸原位合成（in situ synthesis）或显微打印手段，
将数以万计的 DNA探针片段有序地固化于支持物表面上，
产生二维 DNA探针阵列，然后与标记的样品进行杂交，通
过检测杂交信号来实现对生物样品的快速、并行、高效地检

测或诊断。由于常用硅芯片作为固相支持物，且在制备过程

中运用了计算机芯片的制备技术，所以称为 DNA芯片技术[6]。
2 基因芯片技术原理

基因芯片技术是建立在基因探针和杂交测序技术上的

一种高效快速的核酸序列分析手段。它将大量的基因探针

有序地、高密度地排列在一块 1耀2 cm2大小的玻片或胶片
上，形成可与目的分子相互作用的固相表面，然后与标记的

样品进行杂交，通过检测杂交信号的强度及分布进行分析。

它与其他分析基因表达谱的技术，如 RNA 印迹（Northern
blot）、cDNA文库序列测定、基因表达序列分析等的不同之
处在于，基因芯片可以在一次试验中同时平行分析成千上

万个基因[7]。
3 基因芯片技术的分类

基因芯片技术的分类方法很多，最常用的是按载体上

所点探针的长度分为 2种[8]：一是 cDNA芯片，由 Schena建
立，是将特定的 cDNA经 PCR扩增后借助机械手直接点到
基片上；二是寡核苷酸芯片，由 Fodo首先报道，用照相平板
印刷术和固相合成技术在基片上生成寡核苷酸，分为长寡

核苷酸芯片和短寡核苷酸芯片，与 cDNA芯片制作的一个
主要不同点是多一步转录获得 cRNA的过程。目前，关于不
同基因芯片技术的灵敏度和特异性仍存在争议。起初，人们

认为长寡核苷酸芯片和 cDNA芯片有更高的特异性和灵敏
度，现在看来，短寡核苷酸芯片同样有很高地特异性，因为

每一个基因代表 11~20个寡核苷酸[9]。
4 基因芯片主要技术流程

4.1 芯片的设计与制备 基因芯片的设计实际上是指芯

片上核酸探针序列的选择以及排布，设计方法取决于其应

用目的，如表达型芯片的目的是在杂交试验中对多个不同

状态样品（不同组织、不同发育阶段、不同药物刺激）中数千

基因的表达差异进行定量检测，探针序列一般来自于已知

基因的 cDNA或 EST库，设计时序列的特异性应放在首要
位置，以保证与待测目的基因的特异结合。对于同一目的基

因可设计多个序列不重复的探针，使最终的数据更为可靠。

芯片制备方法主要包括两种类型[10]：淤点样法。首先是
探针库的制备，根据基因芯片的分析目标从相关的基因数

据库中选取特异的序列进行 PCR扩增或直接人工合成寡
核苷酸序列；然后通过计算机控制的三坐标工作平台用特

殊的针头和微喷头分别把不同的探针溶液逐点分配在玻

璃、尼龙以及其他固相基片表面的不同位点上，通过物理和
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化学的方法使之固定。该方法各技术环节均较成熟，且灵活

性大，适合于研究单位根据需要自行制备点阵规模适中的

基因芯片。于原位合成法。该法是在玻璃等硬质表面上直接
合成寡核苷酸探针阵列。目前应用的主要有光去保护并行合

成法，压电打印合成法等，其关键是高空间分辨率的模板定

位技术和高合成产率的 DNA化学合成技术，适合制作大规
模 DNA探针芯片，实现高密度芯片的标准化和规模化生产。
4.2 靶基因的标记 靶基因的制备和标记是基因芯片实

验流程的一个重要环节，靶基因在与芯片探针结合杂交之

前必须进行分离、扩增及标记。标记方法根据样品来源、芯

片类型和研究目的的不同而有所差异。通常是在待测样品

的 PCR扩增、逆转录或体外转录过程中实现对靶基因的标
记。对于检测细胞内没 RNA表达水平的芯片，一般需要从
细胞和组织中提取 RNA进行逆转录，并加入偶联有标记
物的的 dNTP，从而完成对靶基因的标记过程。对于阵列密
度较小的芯片可以用同位素，所需仪器均为实验室常规使

用设备，易于开展相关工作，但是在信号检测时，一些杂交

信号强的点阵容易产生光晕，干扰周围信号的分析。高密度

芯片的分析一般采用荧光素标记靶基因，通过适当内参的

设置及对荧光信号强度的标化可对细胞内 mRNA的表达进
行定量检测[11]。近年来运用的多色荧光标记技术可更直观地
比较不同来源样品基因表达的差异，即把不同来源的靶基

因用不同激发波长的荧光素标记，并使它们同时与基因芯片

杂交，通过比较芯片上不同波长荧光的分布图获得不同样品

间差异表达基因的图谱，常用的双色荧光试剂有 Cy3蛳dNTP
和 Cy5蛳dNTP[12]。多态性和突变检测型基因芯片采用多色荧
光技术，可以大大提高芯片的准确性和检测范围，例如用不

同的荧光素分别标记靶序列及单碱基缺失错配的参考序

列，使它们同时与芯片杂交，通过对不同荧光强弱的比较得

出靶序列中碱基缺失错配的信息。

4.3 芯片杂交与杂交信号检测 基因芯片与靶基因的杂

交过程与一般的分子杂交过程基本相同，杂交反应的条件

要根据探针的长度、GC碱基含量及芯片的类型来优化，如
用于基因表达检测，杂交的严格性较低，而用于突变检测

的芯片的杂交温度高，杂交时间短，因此条件相对严格。如

果是用同位素标记靶基因，其后的信号检测即是放射自显

影，若用荧光标记，则需要一套荧光扫描及分析系统，对相

应探针阵列上的荧光强度进行分析比较，从而得到待测样

品的相应信息。由于基因芯片获取的信息量大，所以对基因

芯片杂交数据的分析、处理、查询、比较等需要一个标准的

数据格式。目前，一个大型的基因芯片的数据库正在构建

中，若能将各实验室获得的基因芯片的结果集中起来，那么

今后对数据的交流及结果的评估与分析将非常有利[13]。
5 基因芯片的应用

5.1 在生命科学研究中的应用

5.1.1 在绘制基因缺失图谱和基因表达分析中的应用。

DNA微阵列芯片经首次报道后，被用于不同生物体基因表
达方式的研究中，利用 DNA微阵列技术对基因表达的研究
可以说是一场技术革命[14]。绘制 月型流感病毒基因组图谱，
用荧光标记 PCR扩增得到的单链 DNA产物，与预先设计

好的所有节段的高度同源 月型流感病毒株特异的寡核苷酸
探针进行杂交，发现微阵列杂交具有高度重复性，通过绘

制基因图谱同时可以在混合的 月型流感病毒株中区分各个
基因节段，还可以确定疫苗候选株，这对研制基因疫苗具有

重大意义。

5.1.2 在基因突变检测中的应用。由于一些病毒性疾病，如

流感病毒因其外部血凝素和神经氨酸酶糖蛋白抗原极易发

生抗原漂移和抗原转换，以至于新的流感病毒亚型不断产

生，这就给流感病毒的诊断及治疗带来很大的困难[15]。选择
固定在硅片微通道的寡核苷酸探针，用探针来识别流感病

毒各亚型血凝素基因和神经氨酸酶基因；将多重或随机反

转录 PCR产生的生物相关扩增子与流感病毒芯片的微阵
列寡核苷酸杂交，然后用过氧化物辣根酶染色，并用酶作用

物化学发光基质成像；最后用芯片分析程序，对从吸液管

到基因弹簧筒的样品进行实时分析，整个过程在 5 h内完
成。根据杂交结果分析病毒的变异基因，进而确定抗原成分

的变异情况，从而可以鉴定病毒亚型[16]。用带有不同结构和
特性的 Muts重组融合蛋白的 DNA芯片检测 DNA突变体。
5.1.3 在病毒病原体的检测和基因分型中的应用。病毒病

原体的检测在生物学、医学和农业领域的应用是很重要的，

因为现有的技术使大量的病毒谱检测受到严重的限制。所

以建立了一种基因芯片技术对病毒的流行进行高度监测，

这样有利于在一个特定的生物学环境中进行全面地、正确

地分析病毒的流行。这种方法为长寡核苷酸 DNA微阵列，
它能有效监测和鉴定很多不同的病毒，其对流感病毒型和

亚型的鉴定已有报道[17]。流感病毒抗原容易发生遗传变异，
所以每年都会周期性发生一次，引起中等或严重的呼吸道

疾病，造成了重大的经济损失。最近，在基因芯片中又建立

了一种新的 DNA芯片，即 DNA流动芯片（Flow蛳Thru Chip，
FTC）来鉴定流感病毒型和亚型。它是三维微孔道生物芯片，
与以往的二维生物芯片相比具有以下优点：淤FTC 10 滋m
微孔道中，通过微孔道建立的微环境可以提高杂交反应效

率，同时靶标和探针在芯片基质上可以快速分散，且在几秒

钟内可自动按类排列好。于FTC的结构具有可渗透性，因此
FTC可以以相似的方式包埋在流体系统中，这可使 FTC弹簧
筒结构在一个开放的系统中随意地接受要完成实验所需的

所有试剂。因此，应用基因芯片技术对流感病毒进行快速检

测、分型及亚型，在临床和流行病学中具有重要的应用价值。

5.1.4 在细菌检测中的应用。虽然理论上 DNA微阵列在细
菌鉴定方面有十分广泛的应用前景，但是目前的实际应用

还非常有限，主要原因：淤监测对象所处的遗传背景比较复
杂，而且还常常包含许多未知因素；于DNA微阵列杂交存
在一定的假阳性信号[18]，所以有必要优化杂交技术和条件，
解决目前杂交种存在的问题。

5.1.5 在生命科学研究中其他方面的应用。应用微生物芯

片监测电化学诱导产生的有机突变物质；依据微流体学原

理，利用荧光原位杂交和基因芯片对海洋细菌群的分析；在

细胞信号转导和基因表达调控，生物发育和分化，生物衰

老和凋亡，生物体内生理和生化研究，寻找新基因等方面都

得到了广泛应用[19]。
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5.2 在医学研究中的应用

5.2.1 在临床诊断与检测中的应用。由于基因芯片所需样

品和剂量极小，而且快速省时、无污染、诊断结果精确又适

合于自动化操作，很适合疾病诊断与检测。目前，已应用寡

核苷酸微阵列诊断细菌性急性上呼吸道传染病、病毒性疾

病、炎症、癌症、神经系统疾病等方面的诊断与检测[20]。
5.2.2 在寻找药物作用靶位点中的应用。所谓“寻找药物作

用靶位点”是指在基因组范围内对 DNA进行测序和基因表
达分析，从蛋白质或核酸中找出最佳的药物作用靶点，进

行药物筛选[21]。
5.2.3 在医学研究中其他方面的应用。基因芯片在医学研

究中其他方面已有广泛地应用，如遗传病的遗传机制研究

及诊断、病原体及分型诊断、耐药性检测、药物筛选、各类实

质性器官移植和骨髓移植中受体的配型、自身免疫病、毒理

学研究等方面[22]。目前基因芯片一次能检测多种传染病和
遗传病，将已知的多种传染病和遗传病基因点于基因芯片

上，就可以对一个标本进行多种疾病的检测，并且具有高度

灵敏性、特异性、结果快速省时等优点。

6 基因芯片存在的问题及其应用前景

随着人类基因组计划的进展，人类已进入了这种大规

模、大通量的基因研究时代[23]。目前一些传统的血清学诊断
技术和分子生物学检测技术，如以抗体为基础的相关方法

和技术等一些常规的诊断工作和 PCR 诊断技术虽然有一
定的实用性和优越性，但其实际应用还存在一定的局限性，

还必须借助其他一些如 DNA测序、杂交和荧光 PCR的辅
助方法作进一步证明，使得实验方法比较繁琐，既费时又费

力。因此，今后的研究不仅需要现有的技术支持，还更需要

有技术革新。而基因芯片技术正是在这一背景下诞生的，基

因芯片作为一种新兴的技术，在目前的科研中已显示出巨

大的作用及应用潜力[24]。
基因芯片由于其巨大的分析能力、极少的样品用量、简

单、快速、高效的使用方式，它的成熟和应用必将为疾病诊

断和治疗、新药开发、分子生物学、军事、农业、司法鉴定、食

品卫生和环境监测等领域带来一场革命，同时也为人类提

供了能够对个体生物信息进行高速、并行采集和分析的强

有力的技术手段[25]。基因芯片技术还只处在研发阶段，并没
有转化为商品进行大量地使用，是因为该技术仍存在许多

问题。其最主要的问题是成本过高，其次是芯片的标准化问

题，即如何将不同实验室、不同操作人员做出的结果进行统

一化、标准化的问题，目前认为，这些误差可以通过传统的

蛋白质分析技术如酶谱、双向电泳、免疫组织化学等方法进

行验证[26]。同时，如何提高芯片的特异性、简化样品制备和
标记操作程序，增加信号检测的灵敏度和消除芯片背景对

于结果分析的影响等都是亟待解决的问题。

随着生命科学和信息学的发展，基因芯片技术也会日

趋完善，并广泛应用于科研和日常生活中。从生物医学纳米

技术 2000年会议上获悉，未来治疗威胁生命的疾病如癌
症、心脏病将离不开一种新型的微芯片即生物微电子机械

装置（bioMEMS），它被移植到体内，起到向有关器官输送药
物和新细胞的作用[27]。美国己研制出一种可植入人体的米
粒大的生物芯片，上面记录着个人的身份病史等信息，芯片

可以对外发射无线信号，附近的仪器对其进行扫描时，芯片

就会在仪器上显示数据，这将是疾病诊断史上的一次重大

革命。在其他领域，生物芯片也有广阔的应用前景：通过基

因芯片可以逐个筛选生物基因，找出最优良的品种，从而提

高农作物单产、品质及抗旱、抗病虫害的能力，还可检测出

市场出售的肉、菜、瓜、果是否残留农药及细菌超标等[28]；在
育种工作中，利用基因芯片筛选出携带优良基因的个体，能

使育种工作变得高效、简单。生物芯片在外太空探索、国防

方面也很有发展前途。相信随着生物科学、信息学等学科的

发展，生物芯片必将产业化，且在人类的生活中占据越来越

重要的位置。

总之，核酸芯片技术与基因组和后基因组时代的需求

相适应，其以本身具有的革命性的优势，作为一种理想的强

有力的分析工具，必将在生命科学、医学及其他相关科学中

扮演重要角色。
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复制酶的引物参与病毒复制，也可参与病毒的细胞间运动

和长距离系统侵染，因此在病毒侵染循环中发挥着重要作用。

3.1 VPg 在病毒运动中的功能 作为运动蛋白的一种，

VPg可以被烟草细胞内的蛋白激酶磷酸化，具有扩大叶肉
细胞间胞间连丝的作用。VPg也参与了病毒的系统侵染，利
用免疫组织化学方法和 RNA杂交法研究了病毒的 5种蛋
白和病毒 RNA 在侵染位点叶脉中的分布，发现病毒 CP、
CI、HC蛳Pro和病毒 RNA均分布在薄壁组织和叶肉细胞中，
在伴胞（CC）中没有分布。但在病毒卸载的早期阶段，伴胞中
可检测到 VPg的存在，而且，在侵染点外的一些叶脉中也可
检测到 VPg，却没有其他病毒蛋白及 RNA。说明在病毒系统
侵染的早期，VPg便可在 CC中积累并发挥作用，它可能是
“韧皮部蛋白”，参与病毒的卸载。

VPg蛋白在不同植物中还表现出一种抗病基因的毒力
因子作用。Rajamaki M L发现 Nicandra physaloides对 PVA蛳
M 具有抗病性，PVA蛳M 只能产生局部侵染，当定点诱变
Val116Met时可完全克服寄主的抗性而恢复系统侵染能力。
这一结果说明 VPg是 N.physaloides对 PVA蛳M的抗病性的
决定因子，同时也表明它们对病毒在维管束中的传播起调

控作用。VPg暴露在病毒粒体的末端，可以参与蛋白-蛋白
间的互作，Dunoyer P在寄主体内鉴定到马铃薯 Y病毒组病
毒 VPg互作蛋白（PVIP），该蛋白可与 VPg发生互作，互作
位点为 VPg的 N端前 16个氨基酸，尤其是第 12个氨基酸，
诱变该氨基酸后会影响病毒的系统侵染，而不会影响病毒

的复制。采用 RNAi技术降低 PVIP基因表达可降低寄主对
病毒的感病性，说明该蛋白是天然的利于病毒系统传播的

蛋白。

3.2 VPg在病毒复制中的作用 PVA基因组 RNA没有帽
子结构，因此翻译的起始例如 eIF4E的结合等不能按常规
的方式进行，而是采用与 VPg互作而结合在病毒 RNA上的
方式，病毒在侵染中与植物竞争这些翻译因子是抑制寄主

基因表达的一种机制。VPg可被病毒 RNA聚合酶（NIb）核
苷酸化，这种作用不需要 RNA模板，并对 UTP有一定倾向
性，说明 VPg可作引物启始病毒 RNA的复制。除了与病毒
RNA共价结合外，VPg或它的前体蛋白 Nia均表现出细胞

内定位于核上的现象，这种现象与 VPg 功能的关系尚不
清楚。

4 圆柱状内含体蛋白（CI）
CI是 RNA解螺旋酶和 NTP酶。CI和 6K2蛋白参与了

病毒通过胞间连丝在细胞间的运动或病毒 RNA在细胞内
的重新分布。在植物病组织的前沿，CI蛋白与胞间连丝出现
短暂的联合。在两个 PVA突变株中，CI与 6K2间水解位点
被修饰后可以在原生质中复制，也可在被侵染的植物中被

削弱，这表明 CI在 PVA的胞内及胞间运动中具有重要的
生物作用。

5 讨论
近年的研究结果证实病毒与寄主的互作确实存在，相

关的一些蛋白也被鉴定出来。例如 PVA CP蛋白和 VPg蛋
白均可被寄主细胞内的蛋白激酶磷酸化，而且这种作用对

病毒的运动具有重要意义。HC蛳Pro可作为一种基因沉默抑
制剂抵抗寄主抗病基因，在寄主细胞中存在 PVIP蛋白，它
可与 VPg发生互作而利于病毒系统传播的蛋白。这些互作
关系对病毒的运动和传播具有重要意义，可以预见，通过对

病毒-寄主互作相关基因的遗传改造有可能会选育出高抗
病性的马铃薯品种，但目前关于病毒与寄主互作中互作蛋

白的研究还处在起步阶段。
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科技论文写作规范———材料与方法
清楚地交代出试验设计、研究对象及研究方法等。研究对象如品种、肥料、农药、土壤、病虫害等名称应

交代清楚；还应交代试验必要的范围、重复次数及样本大小。对一般的研究方法注明出处即可，如采用菖菖
菖方法[2]（[2]为在参考文献中的序号）。对于有所改进或新的方法要详细叙述，以便他人重复。
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