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摘要

生物芯片技术因其可在一次反应中进行信息的平行分析

而受到众多研究者的瞩目 特别是在人类基因组计划研究

工作中的应用 不仅极大地促进了该项工作的进行 也

使芯片技术在短短的几年间得到了长足地发展 并迅速在

杂交测序以外的领域得到广泛的应用. 利用生物芯片的高通

量特性 系统地研究生物体系表达的蛋白质功能及其相互

作用 使蛋白质芯片在最近几年有了迅速的发展. 生物芯

片技术不断应用于食管癌 肝癌 胰腺癌和结直肠癌等

消化系统肿瘤以及幽门螺杆菌感染相关性疾病和病毒性肝

炎等消化系统疾病的研究中 对阐明其发病机制以及诊断

和治疗起着巨大的推动作用.
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0   引言

生物芯片由美国 Affymetrix 公司首先开发 芯片技术

进步迅速 并呈现发展高峰 其特点是高度平行性 多

样性 微型化和自动化[1]. 按芯片上探针的不同 生物

芯片可分为基因芯片和蛋白质(肽)芯片. 如果芯片上固定

的分子是寡核甘酸探针或靶 DNA 则称为基因芯片[2-6];

如果芯片上固定的是肽或蛋白质 则称为蛋白质芯片

或肽芯片[7-9]. 本文就基因芯片和蛋白质芯片技术在消化

系统疾病研究中的应用作一综述.

1   生物芯片技术概述

1.1 生物芯片的种类  按基因芯片的用途分为表达芯片

基因组芯片和测序芯片; 按芯片上核甘酸的长度分为寡

核甘酸芯片 cDNA 芯片和基因组芯片. 根据芯片上固

定的蛋白质是否有活性 蛋白质芯片可以分为两种形

式:无活性芯片和有活性芯片. 无活性芯片是将已经合成

好的蛋白质点在芯片上 有活性芯片则是在芯片上点

上生物体(如细菌) 在芯片上原位表达蛋白质. 活性芯

片可以提供模拟的机体内环境 对于蛋白质功能分析

更为有利[10, 11]. 根据反应类型 蛋白质芯片可分为抗

原 - 抗体芯片 受体 - 配体芯片 酶 - 底物芯片等; 根

据芯片的用途 蛋白质芯片又可分为蛋白质组研究芯

片 临床检测芯片 药物筛选芯片和代谢工程芯片等.

1.2 生物芯片的制备  基因芯片种类多 制备方法也各

不相同 主要有两种基本方法[12, 13]: (1)原位合成: 主要

有光引导聚合法和喷墨打印合成法(压电打印法)两种途

径 是目前制造高密度寡核苷酸芯片最为成功的方

法 适用于寡核苷酸; (2)合成点样法: 主要利用手工或

自动点样装置将预先制备好的寡核苷酸或cDNA样本点

在经特殊处理的玻璃片或其他材料上 利用 cDNA 与

载体之间共价交联或通过静电作用产生黏附 适用于

大片段 DNA 也适用于寡核苷酸和 mRNA. 点样前需将

递质表面包被氨基硅烷或多聚赖氨酸 使之带上正电

荷来黏附核酸分子. 除上述 2 种方法外 还有用聚丙烯

酰胺凝胶作为支持递质 制成以凝胶块为阵点的芯

片 或者也可以通过导电的吡咯单体的聚合形成微阵

列[14, 15]. 很多基因芯片的制备方法 如光引导聚合法

合成点样等 也可应用于蛋白质芯片的制备[16, 17]. 制备

蛋白质芯片的主要困难之一是需要保持蛋白质的活性.

首先 在荧光标记蛋白质的时候 对反应体系中被检

测的蛋白质需要进行适度的荧光标记. 如果每个蛋白质

分子上标记的荧光分子过少 则会影响到芯片检测蛋

白质的灵敏度; 但如果每个蛋白质分子上标记的荧光分

子过多 则可能影响蛋白质的活性. 其次 在固定化

的过程中 需要选择最佳的方案 使蛋白质保持最好

的结合能力. 影响因素包括耦联化学 缓冲液 制备

蛋白质阵列和固定时所用的温度 湿度等. 最后 在

芯片表面抗原 - 抗体进行相互作用反应时所用的温

度 湿度及探针蛋白质与靶蛋白质的浓度等也会影响

其反应效率.

1.3 信号检测  最常用的荧光标记法使用激光共聚焦荧

光扫描仪进行信号检测. 目前荧光检测主要有2种: 激光

共聚焦荧光显微扫描和CCD荧光显微照相检测. 前者检

测灵敏度 分辨率均较高 但扫描时间长; 后者扫描时

间短 但灵敏度和分辨率不如前者. 目前的荧光检测系

统还有待进一步完善与发展. 有研究者正试图绕过荧光

标记 建立新的检测系统 以提高信号检测的灵敏度.

2   生物芯片在消化系统疾病研究中的应用

2.1 在消化系统肿瘤研究中的应用  Lu et al [18]应用cDNA

芯片筛查了正常黏膜组织 轻度不典型增生 中度不

典型增生 原位癌和鳞状细胞癌5个级别食管病变组织



细胞基因表达谱的改变 通过聚类分析发现了一批与

食管癌发生 发展有关的基因. Kihara et al [19]应用基因

表达谱芯片技术从 20 例应用同一化疗方案治疗的食管

癌患者中发现大约有 52 个基因与术后生存率和化疗敏

感性有关 并指出基因化疗敏感性积分与患者的预后

有显著相关性. 陈少全 et al [20]利用 cDNA 芯片检测 5 例

胃腺癌组织 发现上调基因 11 条 下调基因 16 条

下调的基因中有 2 条新基因.

        李瑶 et al [21]从 2 例原发性肝细胞癌标本的 4 次重复

实验筛选到1 000条在肝细胞癌中差异表达的基因. Okabe

et al [22]采用包含 23 040 个基因的芯片分析了 20 例肝癌

和癌旁组织基因表达的差异 发现促有丝分裂基因在

大多数患者中的表达上调 HBV 阳性肝癌中 表达水

平改变的基因大多数编码代谢致癌物和抗癌药的酶类

与 HCV 阳性肝癌中基因表达的改变不同.

        金钢et al [23]用含4 096个人cDNA基因的芯片对3例

临床切除的胰腺癌和正常胰腺标本的基因表达谱进行

分析 结果筛选出在3例胰腺癌和正常胰腺组织中均有

差异表达的基因 398 条 其中新基因 289 条 旧基因

109 条. 从旧基因中筛选出表达有显著差异的基因 37

条 其中在胰腺癌组织中上调基因 20 条 下调基因

17 条. 在差异表达的基因中 有一些与肿瘤发生的发

展有密切关系. 张乐之et al [24]用蛋白质芯片技术定量测

定 42 名正常人 30 例胰腺癌和 16 例胰腺炎患者血清

12 种肿瘤标志物的变化并对检测的效果进行评价. 研究

发现胰腺癌患者 CA19-9 CA242 和 CA153 明显升高

该蛋白质芯片测定的敏感性为70% 特异性为89.7 % 阳

性预测值为 77.8 % 阴性预测值为 88.1 %. 虞先浚 et al [25]

利用 cDNA 芯片分析胰腺癌相关基因表达谱 发现

MBD1 EDG1 等基因和过甲基化表达调控可能在胰腺

癌发病机制中起关键作用.

        Frantz et al [26]构建人结直肠特异性 cDNA 芯片 筛

选结肠癌 正常结肠黏膜和结肠转移灶的基因表达情

况 发现与正常组织相比 其中 59 条是在癌组织中表

达水平上调 2 倍和 2 倍以上的基因. Soeth et al [27]采用芯

片检测 CEA 介导的结肠癌细胞基因表达谱的改变 通

过 273 条基因的筛查 发现 CEA 改变不同癌相关基因

组 特别是细胞周期和凋亡基因 CEA 影响结肠癌细

胞的凋亡 是结肠癌细胞的永生性因子. Alon et al [28]

用代表6 500个基因的寡核苷酸芯片研究结肠癌基因表

达谱 并用表达谱数据对基因和组织进行聚类分析 广

泛揭示了基因表达图谱的相关性. 通过这种方法 可将

基因分成功能群 用于疾病发生及临床诊断等方面的

研究. 有学者将结肠癌患者与非癌对照者的血清或排泄

物样品通过蛋白质芯片进行了研究 分别用5种蛋白质

芯片来分析 发现有一个 13.8 kD 的特殊相关蛋白 存

在于结肠癌及其癌前病变患者的血清中 而在非癌或

克隆病以及溃疡性结肠炎等良性肠病的患者中该蛋白

缺如. 因此通过检测血中是否有该蛋白存在可确定肠病

的良恶性质并对结肠癌做出早期筛查. 邓安梅et al [29]采

用肿瘤诊断用蛋白质芯片对结直肠癌患者以及正常对

照组 疾病对照组的血清进行检测分析 结果发现

CEA CA19-9 CA242 联合检测结直肠癌患者血清

阳性率可达 83.3 %.

2.2 在幽门螺杆菌(Hp)感染相关性疾病研究中的应用

Hp 感染的诊断至今仍然存在诸多问题 最根本的原因

在于目前的方法不能同时兼备很高的灵敏性 特异性

和易操作性. 目前普遍采用电泳法 其结果有较大的误

差 易造成污染和假阴性 且多为检测单一基因 效率

低. 基因芯片技术具有较高的灵敏性 用多种多点同步

杂交法检测靶基因和自动化检测可确保检测的特异性

和客观性. 还可以对结果进行定量 对研究 Hp 与消化

系统疾病的关系 指导 Hp 相关性疾病的治疗有重要

价值. Hp 与胃癌的发生有密切关系 Hp 的长期感染可

导致胃黏膜的恶变. 胃癌的形成是在多种因素作用下

使胃黏膜逐步发展到癌前病变 再发展到胃癌的渐进

过程. 正常胃黏膜到癌前病变 以及癌前病变到胃癌的

变化过程均存在特征性差异表达基因 应用基因芯片

技术研究这些差异表达基因对于了解胃癌发生 发展

和转归 指导临床治疗均具有重要意义.

        Maeda et al [30]用cDNA芯片技术研究发现CagA阳性

Hp 上调胃癌细胞株 2 304 条基因中的 8 条 其中 6 条

基因经 RT-PCR 证实 等位基因 cagE 阴性突变不能上

调这些基因. Israel et al [31]应用 Hp 全基因组芯片分析从

不同临床相关疾病分离的 Hp 基因组差异 发现与致

十二指肠溃疡菌株 G1.11 相比 B128 菌株感染沙鼠后

引起更严重的胃炎 溃疡和黏膜细胞增生凋亡紊乱.

Salama et al [32]用 Hp 全基因组芯片检测不同菌株之间基

因的改变 发现 22 % 的基因对于 1 个或者多个菌株是

非必需的 进而确定了 Hp 的 1 281 条核心基因. 阎小君

et al [33]制备 Hp DNA 芯片和 Hp 蛋白质芯片 以检测 Hp

及对 Hp 基因进行定性 定量及结构分析. 同时通过

mRNA差异显示技术从胃癌细胞株和正常胃黏膜细胞株

中筛选出了 154 个差异表达基因 并对其中 35 个片段

进行克隆和分析 已筛选出 19 个新序列. 这些初步研

究表明 基因芯片技术在基因分型 毒力相关基因以

及对宿主基因表型的研究方面存在巨大的应用潜力和

前景.

2.3 在病毒性肝炎研究中的应用  为了正确选择抗病毒

治疗药物及评价其临床疗效 除了生化 免疫和病理指

标外 还必须明确肝炎病毒的核酸结构和体液病毒核

酸的含量. 基因芯片技术能对所有肝炎病毒的分型 变

异 突变和病毒核酸含量进行高通量 平行检测[34-37]. 拉

米夫定抗 HBV 治疗中常出现的 YMDD 变异 检测分析

其耐药性 对于正确选择治疗病例 制订最佳治疗方案

及提高临床疗效具有重要意义. 基因芯片的高通量 平

行检测技术针对引起 YMDD 变异的众多基因突变位点

设计探针 根据杂交信号判定 HBV 的 YMDD 变异 得
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出是否产生耐药性的结论[38, 39]. Livache et al [37]将HCV的

5 UTR 区及其型特异探针固定于硅芯片上 与不同

标本的 扩增标记的 DNA 样品杂交 通过藻红蛋白 -

链亲和素耦联物与生物素结合 在荧光显微镜下即可

观察结果. 该芯片已成功区分血清标本中的 1 和 2 型

HCV 灵敏度很好 且空间分辨率很高. Honda et al [40]

用 cDNA 芯片技术发现 HBV 感染的肝细胞中 炎症相

关基因表达水平的下调改变较为突出 而 HCV 感染的

肝细胞中 以抗炎症基因表达上调为主 提示两类病毒

有不同的致病机制.

        随着 DNA 结合蛋白研究的深入 受组合化学 抗

体库和随机噬菌体肽库技术的启发 人们构建了随机

核酸库并从中筛选出与靶蛋白特异结合的核酸配基

此核酸配基的筛选过程称之为 SELEX 技术(systematic

evolution of ligands by exponential enrichment SELEX).

与蛋白类抗体相比 核酸配基具有许多优越性: 作用的

靶分子范围更广 配基与靶分子的结合能力与特异性

更强 动力学参数可依体外诊断条件的要求而改变

不受抗原毒性和免疫原性的限制 特异性和亲和力不

受组织或样本中非靶蛋白的干扰 体外人工化学合成

实现标准化生产 在合成时可随意连接其他功能基团

和分子等. 选择针对肝炎免疫应答过程中特异性标志物

及相关反应蛋白筛选核酸配基 人工合成后结合于固

相载体制作基因芯片 即可实现基因芯片技术的病毒

性肝炎免疫标志物及免疫应答过程中的细胞因子 细

胞周期 细胞凋亡等的免疫学检测 同时应用荧光淬

灭原理将核酸配基作为桥梁 标记两种相互淬灭的荧

光素 建立新型的非核酸(如蛋白质)的定性和定量基

因诊断方法. 这种方法可以解决一张芯片同时检测抗原

抗体的技术难题 弥补抗体在蛋白质芯片诊断领域中

应用的不足[39].

       总之 基因芯片技术因其可在一次反应中进行信

息的平行分析 而受到众多研究者的瞩目 特别是在

人类基因组计划研究工作中的应用[41-56] 不仅极大地

促进了该项工作的进行 也使芯片技术在短短的几年

间得到了长足地发展 并迅速在杂交测序以外的领域

得到广泛的应用[57-65]. 利用生物芯片的高通量特性 系

统地研究生物体系表达的蛋白质功能及其相互作用

使蛋白质芯片在最近几年有了迅速的发展[66, 67]. 不断涌

现的新技术可以加速蛋白质芯片的发展 如将寡核苷

酸阵列转化为多肽和蛋白质阵列的核糖体展示技术

RNA 多肽融合技术 寡核苷酸标签配体技术和大规模

的利用基因替换与RNA抑制进行的基因敲除技术. 在检

测技术方面 荧光共振能量转换和原子力显微镜都可

以用于蛋白质芯片研究. 蛋白质芯片之所以比DNA芯片

发展慢 主要还是因为蛋白质本身的变化太多 如何保

证检测结果的可重复性 如何降低成本 这些都需要科

学界进一步加深对蛋白质结构和功能的理解 需要其

他辅助技术的成熟. 生物芯片作为一项极具应用前景和

开发价值的新兴技术 他的产业化和规模化已是指日

可待[68-70]. 生物芯片发展的最终目标是将从样品制备

化学反应到检测的整个分析过程集成化以获得所谓的

微型全分析系统(micro total analytical system)或称缩微芯片

实验室(lab-on-a-chip) . 而且 也出现了将样品制备 化

学反应和分析检测部分结合的芯片. 缩微芯片实验室取得

的巨大成功 使得生物芯片的研究更是如火如荼[71, 72].
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