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摘要

生物芯片技术是近年发展起来的极具时代特征的新型检测

分析技术. 他的出现实现了对生物样品高效 快速和高通

量的微量检测 使全面 综合分析某些生命现象成为可能

从而为生命科学 医学 化学 新药开发 食品与环境监

督等众多领域提供了强有力的技术支持.
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0   引言

人类基因组计划(human genome project HGP)的成功和

蛋白质组计划(human proteome project HPP)的启动

获得了数量巨大的基因和蛋白质信息. 对庞大的基因组

和蛋白质组信息进行处理和研究 必需设计和利用更

为高效的软件和硬件技术 建立新型 高效 快速

的检测分析技术. 同时 随着生命科学与众多相关学科

如物理学 微电子学 计算机科学 材料科学 微

加工技术 有机合成技术等的迅猛发展和综合交叉

为生物芯片(biochip)的实现提供了实践上的可能性.

         所谓生物芯片技术就是通过微加工工艺将大量生物

识别分子如核酸片段 多肽分子 甚至组织切片 细

胞等按照预先设置的排列方式固定在厘米见方的芯片

片基(基质或载体)上 利用生物分子之间的特异性亲

和反应 实现对基因 配体 抗原等生物活性物质的检

测分析. 由于生物芯片采用了微电子学的并行处理和高

密度集成的概念 因此可同时并行分析成千上万种生

物分子 具有高通量 高灵敏度和并行检测的特点.

1   生物芯片技术的分类

传统杂交分析技术以硝酸纤维素膜或尼龙膜为载体

杂交反应后经放射自显影进行检测. 由于硝酸纤维素膜

或尼龙膜等材料有渗透作用 易使被分析的材料扩散

因此生物芯片分析利用固相表面作为载体. 固相表面无

渗透作用 少量的生化物质可准确地沉淀到特定位置

上; 同时固相片基能够提供一个均匀的接触面 可以提

高定量分析的质量.

        制作生物芯片的载体材料很多 大致可分为四类:

无机材料 天然有机聚合物 人工合成的有机高分子聚

合物和各种高分子聚合物制成的膜. 目前 适用于制

作生物芯片的载体材料只有少数几种 如玻璃片 金属

片 各种有机高分子制作的薄膜等. 生物芯片按载体可

分为: 硅晶片芯片 玻璃芯片 塑料芯片和磁珠芯片

等.  根据芯片上固定的探针不同 他又可分为: 基因芯

片 蛋白质芯片 组织芯片和细胞芯片等. 另外 根据

原理不同 生物芯片可分为: 元件型微阵列芯片 通道

型微阵列芯片和生物传感芯片等新型生物芯片.

2   基因芯片

基因芯片(gene chip) 也叫 DNA 芯片 DNA 微阵列

(DNA microarray) 寡核苷酸阵列(oligonucleotide

array) 其实质是在玻片 硅片 薄膜等载体上有序

地 高密度地固定大量的靶基因片段或寡核苷酸片

段 这些被固定的分子探针在基质上就形成了高密度

DNA 微阵列. 样品核酸分子经过标记后 与固定在载

体上的 DNA 阵列中的点进行杂交.  通过检测杂交信号

而获得样品分子的数量和序列信息 从而对基因序列

及功能进行大规模 高密度地研究. 由于基因芯片采

用了信息的集约化和平行处理原理 具有无可比拟的

高效 快速和多参数的特点 是传统生物技术的一次

重大创新和突破.

       基因芯片技术的高通量 高精度 高效率在差异

表达基因的筛选中得到了广泛的应用 他所揭示的基

因表达谱可以提供相当丰富的信息 能发现传统临床

医学所不能诊断的疾病类型和在疾病发生 发展中特

殊表达的基因 有助于寻找新的诊断方法和治疗手段.

应用cDNA微阵列技术发现了一些在食管癌中差异表达

的基因[1-3] 研究这些基因在食管癌发生 发展中的

作用 对于阐明肿瘤发生 发展的机制 寻找肿瘤

标志物 设计新的抗肿瘤药物和有针对性地进行个体

治疗都有至关重要的意义. 刘业海 et al [4]应用 cDNA 微

阵列技术比较分析了喉癌配对组织的基因表达谱 结

果表明: 在正常组织和喉癌组织中 基因表达相差 3 倍

以上者为 35 个 其中在喉癌组织中表达上调的基因为

8 个 下调基因为 27 个; 相差 5 倍以上的基因有 7 个

这7个基因均在喉癌组织中表达下调. Affymetrix公司把

p53 基因全长序列和已知突变的探针集成在芯片上

制成 p53 基因芯片 将在癌症早期诊断中发挥作用.
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Heller et al [5]构建了 96 个基因的 cDNA 微阵列 研究

了类风湿关节炎 肠炎基因的特征性表达活性 确定了

许多基因与这两种病变的关系 为探讨基因芯片在诊

断感染性疾病方面提供了新的思路. 华盛顿大学利用含

5 766 个基因的芯片研究了卵巢癌基因表达谱的变化

找出在卵巢癌组织中过度表达的 30 个由 GenBank 收录

的基因[6] .

      基因芯片在感染性疾病 遗传性疾病 重症传染

病和恶性肿瘤等疾病的临床诊断方面具有独特的优势:

一张芯片能同时对多种疾病进行检测 无需机体免疫

应答反应期 能及早诊断; 待测样品用量小; 能特异性检

测病原微生物的亚型及变异; 可在短时间内掌握大量的

疾病诊断信息. 目前 基因芯片已广泛用于发现疾病相

关基因 建立疾病诊断指标和基础生物学及医学研究领

域. 但基因芯片技术仍有其局限性 如设备价格昂贵

加上操作人员的训练及仪器的维护经费 是一个沉重

的负担; 如果没有一个合理正确的分析逻辑 从实验后

数据分析中的得到的结果很有可能造成严重的错误

误导实验人员. 因此 微阵列系统的整合是一件非常重

要的相当复杂的工作. 通过适当的分工 将生物学家

软件工程人员和机械工程人员的专长整合 才能够完

成高标准的微阵列系统.

3   蛋白质芯片

蛋白质是一切生命活动的基础 受基因表达的调控

因而以检测样品中mRNA丰度为基础的cDNA芯片是当

今研究中倍受关注的技术手段. 但是 细胞内 mRNA 的

信息远不能反映基因产物的最终功能形式 - 蛋白质的

表达状况 mRNA 的丰度与其最终表达产物 - 蛋白质

的丰度之间并没有直接的关联; 更何况许多蛋白质还有

翻译后修饰加工 结构变化 蛋白质与蛋白质间 蛋白

质与其他生物大分子的相互作用等 因此以微阵列技

术对生物样品行整体蛋白质表达分析的蛋白质芯片

(protein chip)在后基因组时代越来越受重视.

        蛋白芯片 也称肽芯片(peptide chip) 是根据蛋白

质 - 蛋白质相互作用而设计的高通量蛋白检测技术平

台. 其主要特点是将已知蛋白阵列固定在载体上 用来

检测相配对的未知蛋白. 固定在载体上的蛋白质可以是

抗体 抗原 受体 配体 酶 底物以及蛋白结合因子

等. 这种新技术可以在一次实验中比较生物样品中成百

上千的蛋白质的相对丰度. 在实际应用中 抗体芯片研

究得最多.  此外 还有表面增强激光解吸离子化

(surface-enhanced laser desorption/ionization SELDI)蛋

白质质谱芯片 组织芯片(tissue chip)和细胞芯片(cell

microarray)等.

3.1 抗体芯片  抗体芯片(antibody microarray) 是将能

识别特异抗原的抗体制成微阵列 检测生物样品中抗

原蛋白表达模式的方法. Clontech 公司推出的第一代抗

体芯片 Ab Microarray 380 包含了固定在芯片片基上的

378 种已知蛋白质的单克隆抗体 可以在一次简单实

验中同时检测样品中的 378 种蛋白质的表达情况 并

且可以在一张芯片上对两种样品的表达模式进行比较

分析. 这使得抗体芯片在毒性实验 疾病研究和药物开

发上有广泛的应用前景. Ab Microarray 380 芯片上每个

抗体都是并列双点以增加结果的可靠性 抗体针对广

泛的胞内蛋白和膜结合蛋白 已知参与信号传导 癌

症 细胞周期调控 细胞结构 凋亡和神经生物学等广

泛的生物功能 因而可以用于检测某一特定的生理或病

理过程相关蛋白的表达模式; 同时 还可以作为 DNA芯

片的补充 用于研究蛋白和基因表达之间的关系.

3.2 表面增强激光解吸离子化蛋白质质谱芯片  SELDI

蛋白质质谱芯片技术是 Taylor 医学院的Hutchens 和 Yip 发

展起来的[7-9] . 这种技术是利用经过特殊处理的固相支持物

或芯片的层析表面 根据蛋白质物理 化学性质的不同

选择性地从待测生物样品中捕获配体 将其结合在芯片

的固相层析表面上 经原位清洗和浓缩后 结合TOF-MS

技术 对结合的多肽或蛋白质进行质谱分析[7-10] .

        美国Ciphergen Biosystems公司购买了SELDI技术的生产

专利 在此基础上推出一种称为 Ciphergen s proteinchip

biomarker system 的技术平台 将蛋白质组学研究技术

整合在类似 芯片 的装置上进行. 他的核心技术就是

SELDI质谱和飞行时间检测技术的相互整合[7]. 通过把蛋

白质结合在芯片上直接进行 TOF-MS 分析 去除了分

析前复杂的样品制备过程. 不经严格纯化 直接用患者

的血液 尿液 脑脊液 胸腔积液等体液以及细胞裂解

液进行分析. 同时 还可以定量和定性分析结合的靶蛋

白[7, 11-13]. 他的操作具有相对简单 高效 快速和准确

等特点 一经出台就受到临床研究工作者的高度青

睐 同时预示着有可能最先进入临床蛋白质组检测的

应用前景[7] .

      Petricoin et al [14]利用 Ciphergen 公司的专利技术

SELDI 蛋白质芯片 - 飞行时间质谱仪对已知诊断的卵

巢癌样品进行研究 以确定一个合适的分辨标准-蛋白

质表达谱型.  他们发现在质 / 荷比为 534 989 2 111

2 251 和 2 465 Da 处的 5 个峰的同时变化对卵巢癌的诊

断具有意义. 其中Mr 2 251 Da的蛋白质峰在肿瘤患者血

清中的表达水平低于正常人. 他们利用这种特殊的血清

蛋白质谱型对来自无癌 早期 晚期卵巢癌和良性疾病

的妇女血清样品进行了盲法分析. 结果表明 50 例卵

巢癌的样品被全部准确检出为肿瘤 其中包括 18 例

期患者; 对照组 66 例非恶性肿瘤人群中有 63 例被确定

为非恶性肿瘤. 这种方法的灵敏度为 100% 特异性为

95% 阳性预测值为 94%.  Jr et al [15]利用 SELDI 技术

鉴定了已知的 4 种前列腺相关的生物标志物: 前列腺特

异性抗原(PSA) 前列腺酸性磷酸酶(pros ta te  ac id

phosphotase PAP) 前列腺特异性肽(prostate specific

peptide PSP)和前列腺特异性膜抗原(prostate specific

membrane antigen PSMA) 并从 LCM 获得的前列腺癌
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细胞裂解物和正常前列腺细胞裂解物中发现了一些在前

列腺中表达上调的蛋白质 其分子量分别为33 kD 18 kD

和 3. 5 kD 这些蛋白质很可能发展成为新的肿瘤标志

物. Qu et al [16]利用生物信息学算法从前列腺癌患者血清

得到的SELDI图谱中得出了两种分类法(classifier). 其中

AdaBoost classifier 可以将前列腺癌患者和健康人分开

其特异性和敏感性均为 100%. Adam et al [17]利用生物信

息学方法从 SELDI 血清图谱中找到了 9 个差异蛋白组

成的特征性图谱 可以将前列腺癌患者 前列腺良性增

生和健康人分开. 其敏感性为 83% 特异性为 97%

实验组人群和总体人群的阳性预测值分别为 96% 和

91%. 赵晓航 et al [18] 利用 SELDI 质谱芯片技术从食管鳞

状细胞癌患者血清中发现了十种候选的肿瘤标志物.

近年来 高校蛋白质组学研究院与多家临床医院密切

合作 从 30 例患者和相应数量的健康人血清样品中成

功筛选出 15 个候选的肺癌标志分子 其中 5 个具有很

高的灵敏性和特异性. 这 5 个候选的肺癌标志分子中有

2 个在非小细胞肺癌患者的血清中表达上调 3 个表达

下调[19]. 这些候选标志分子的发现为分子诊断技术的发

展提供了关键性的基础 一旦实现临床应用 将大大改

变我国目前对肺癌临床检测的手段 改变待病灶形成

后才能检测出来的状况.

      目前 利用 Ciphergen Biosystems 公司的 SELDI-

TOF-MS 技术平台已发现了前列腺癌 老年痴呆症

急性肾衰竭 乳腺癌 肾结石 膀胱癌和尿道感染等疾

病的生物标志物的候选物 有望成为早期诊断的标志

物 用于大规模的临床筛查[7, 11, 15].

3.3 组织芯片  组织芯片 也称组织微阵列(tissue mi-

croarrays TMAs) 是美国 NIH 的 Kononen et al [20]于

1998年发明的. 他是一种将成百上千个组织标本排列在

同一张玻璃片上的技术 可以通过一张组织切片研究

数百对组织标本的 RNA DNA 或某种蛋白质的表达情

况. 以往在人们对肿瘤发生 发展机制的大量研究中曾

先后发现了许多与肿瘤发展进程或预后相关的 标志

物 但是要想验证他们通常十分困难. 而组织微阵列

技术可以在一张玻璃切片上同时分析大量的组织标本

正好解决了这个难题 使某些研究结果最终有可能用于

指导临床诊断和治疗.  TMAs 在肿瘤研究领域中的应用

已有大量报道[21-26].

          TMAs是一种大规模群体水平的研究工具. 虽然由于

取材微小可能使某一个点与供体组织不完全一致 但

大规模的统计分析将明显消除单个数据的差异对最终

结果的影响.  有学者用 TMAs 和正规的组织切片进行了

对比研究 结果显示两种方法的一致性大于 95 [27]. 由

于所有的组织都可以被放置在 TMAs 中 因而他不仅

仅在肿瘤研究领域 在其他方面如炎症性疾病 心血管

和神经系统疾病 一些动物模型的组织标本 以及细胞

系的研究中都将体现出他的实用价值.  目前 这种技

术还有许多问题有待于解决 但已显示出重要的科研

和应用价值 也存在很大的经济价值. 近 2 a TMAs 得

到了迅速发展 相信在不久的将来他将在分子病理学

研究领域发挥更大的作用.

3.4 细胞芯片  细胞芯片 也称仿生芯片 是将单个

细胞与一个电子集成电路芯片经特殊方法结合起来的

微型装置. 其原理是当细胞面临一定的电压时 细胞膜

微孔就会张开 具有渗透性. 通过计算机控制微型装置

中的芯片就可以控制细胞的活动. 这样在根本不影响周

围细胞的情况下 可以对目标基因或细胞进行基因导

入 蛋白质提取等研究. 生物医学专家认为 最终开发

出的细胞芯片能够精确调节电压 这样就可以激活不

同的人体组织细胞 包括从肌肉 骨骼到人脑细胞; 如

果把他们植入人体 就可以取代或修补人体病变细胞

组织.  此外 细胞芯片还可用于研究细胞分泌和胞间

通讯及细胞分类 纯化等.

        最近出现了一种细胞微阵列芯片[28] 他是将不同的

质粒 DNA 点在玻璃片上做成质粒 DNA 芯片 接着在

脂质转染试剂处理好的芯片上培养细胞 被转染的细

胞因此获得了外源 DNA 赋予的新性状 因此也称为反

向转染(reverse transfection). 这种技术不但可以用于

cDNA 融合肽或 RNA 分子的分析 而且还可以用于

研究一些细胞因子 化学抑制剂或放射性标记对基因

表达的影响.

4   芯片实验室

芯片实验室(Lab-on-a-Chip)是生物芯片研究领域的一

个热点[11]. 他是利用微机电加工技术与生物技术 将采

样 稀释 加试剂 反应 分离 检测等化学分

析的全过程集成于一体 缩小构成芯片上的实验室系

统[29-31]. 他是一个多学科交叉的新领域 他的最终目标

是对分析的全过程实现全集成 从而极大地缩短检测

分析时间 节省实验材料.

       目前美国的 Nanogen 公司 Affymetrix 公司 宾西

法尼亚大学医学院和密歇根大学的科学家通过利用在

芯片上制作出的加热器 阀门 泵 微量分析器 电化

学检测器或光电子学检测器等 将样品制备 化学反应

和检测3部分作了部分集成. 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. 当样品流过固定于栅栏状微通道内的

探针时 即可捕获与之互补的靶核酸序列. 然后应用自

己开发的检测设备实现对杂交结果的检测分析. 这种芯

片上的寡核苷酸探针具有较大的黏附面积 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 降低测试成本. 1998-06 Nanogen 公司

首次报道用芯片实验室所实现的从样品制备到反应结

果显示的全部分析过程. 这个实验室的成功是生物芯片

研究领域的一大突破 他向人们展示了用生物芯片制

作芯片实验室的可能.



        芯片实验室是缩小了的生化分析器 他将样品制

备 生化反应到检测分析的整个过程集成在芯片上

解决了基因 / 蛋白质芯片技术中存在的一些问题 如

对实验室规模 仪器设备要求较高 依赖性较强; 芯片

之间的重复性较差; 样品制备和标记操作的一体化性能

欠佳等[32-34]. 芯片实验室的发展前景广阔 但现有芯片

实验室的研究水平比理论上所要达到的水平还相差很

多 这是因为: (1)微量样品与检测准确度的矛盾; (2)芯片

的小尺寸与检测器等的连接等.  但他的出现必将会给生

命科学 医学 化学 新药开发 农作物育种和改良

司法鉴定 食品与环境监督等众多领域提供强有力的技

术支持 从而带来检测分析领域的一场革命.
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