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摘　要: 随着基因组计划的顺利实施, 大量的生物信息被解析,基因表达及基因功能的研究

将成为生命科学研究的热点. DNA 芯片技术是近年来出现的分子生物学与微电子技术相结

合的最新 DNA 分析检测技术. 该技术将在生命科学与信息科学之间架起一道桥梁,因而成

为后基因组时代基因功能分析的最重要的技术之一. 目前 DNA 芯片技术已在基因表达等研

究中得到广泛的应用 .
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Abstract: With the implement ing of Human Genom ic Project and analyzing of a lar ge

amount of bioinformat ion, the studies of gene expression and gene funct ion will become the

hot spo t of life sciences. DNA chip techno logy is the latest DNA analysis and examining

technology w hich combined molecular bio logy w ith micro electr onics. This technolo gy w il l

build up a bridge betw een bio-science and informat ion science, and become one of the most

important technolog ies for gene function analysis in the postg enom ics fo r it s t reatments of

parallel, larg e quant ity , miniatur e and automat ion. DNA chip technolog y has been w idely

applied in the gene expression now .
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　　研究基因表达的最好方法就是分析不同组织、不同发育阶段以及不同生理状况机体中
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基因表达的差异, 但常规方法一次只能检测一个或少数几个基因. 然而由一个受精卵发育成

生物体并保持个体的正常生存, 需要成千上万个基因,其中每个基因的表达均有精确的时空

性. 人类基因组含有5万个至 10万个基因,基因组 DNA 的全部 30亿个核苷酸预期在 2005

年被确定
[ 1]
. 随着 DNA 测序技术的发展和几种同时监测大量基因表达的新技术出现,人类

基因组 DNA 序列分析可能很快完成,并由此产生了生物信息学. 基因组的碱基序列仅仅代

表了生物信息学复杂性的一个层次, 而其中所包含的时空表达信息则代表了更高的层次.要

揭示所有基因转录表达层次上的信息, 就必须有能高效快速且能同时测定基因组成千上万

个基因活动的新方法. DNA 芯片技术应运而生,该技术突出的特点就在于它能高度并行性、

多样性、微型化和自动化进行 DNA 分析
[ 2～5] . 这一技术允许研究者同时测定成千上万个基

因的作用方式,几周内获得的信息如用其他方法要几年才能得到. 生物芯片技术已被公认为

将会给下个世纪的生命科学研究带来一场革命,并已为各国学术界和工业界所瞩目.

1　DNA芯片技术

DNA 芯片又称为 DNA 微集阵列[ 6] ,因微集阵列的制备过程中采用了硅芯片, 故称为

DNA 芯片或基因芯片( gene chip) ,其技术具体实现可分为 3个步骤: 1) DNA 阵列的集成:

即以大量 DNA 特殊片段为探针, 采用物理及化学的方式, 将其固化于载体的表面, 形成致

密、有序的 DNA 分子点阵; 2)样品的制备与分子杂交:利用常规方法, 纯化 DNA 或 RNA

待测样品,并以荧光予以标记. 标记后的样品, 与基因芯片进行分子杂交. 由于在较小的面

积上集成了大量的探针分子,因而杂交效率大为提高; 3)杂交信号的检测与分析: 经过杂交,

与探针互补的样品与之结合,从而呈现阳性荧光信号进而被检测. 大量信号的并行采集,需

通过激光扫描仪, 并将采集的信号传送至计算机系统进行处理,最后使样品中的基因成分被

鉴定. 3个步骤中,基因微集阵列的集成是技术的关键
[ 7]
, 它包括阵列的制作技术及探针的

设计两部分.

DNA 阵列的集成有两种不同的技术路线. 一种是采用光蚀刻技术( Pho to lithog raphy )

与固相化学相结合,以化学合成的方法,使 DNA 寡聚片段固化于硅芯片表面
[ 8]
. 采用这种

方法制成的基因阵列, 其优点是集成度高(可达每平方厘米 10～40万阵列) ,要合成的序列

信息可以直接从数据库得到,不用自己去克隆和测序. 缺点是合成的分子只是寡聚 DNA 片

段,一般为 20～25 bp, 因而整体的遗传信息的总集成量会受到限制,而且每个芯片要用大

量的掩模( mask) , 杂交及检测条件要求亦较高,杂交后的信号需经过复杂的计算机分析处

理过程,虽然已接近产品阶段,但整个系统的成本仍很高. 利用化学合成制作 DNA 阵列是

美国A ffymetrix 公司的专利
[ 9] ,由于该技术将 DNA 分子合成于硅芯片的表面,因而又被特

称为 DNA 芯片. DNA 阵列集成的另一方式即微集阵列技术( DNA M icr oarray) ,则采用自

动化快速打印, 将纯化的 DNA 样品打印至常规纤维素膜或玻片的表面, 形成致密 DNA 微

集阵列[ 10] . 采用这种方式制作的基因阵列,集成度可达每平方厘米 2万个 DNA 片段, 但由

于对打印的基因探针无特殊要求, 可以用较长的基因片段甚至重组 DNA 的克隆, 因此,实

际集成度更高,杂交与信号检测过程均较为简化.

2　DNA芯片技术在基因表达研究中的应用

随着人类基因组计划的顺利进行, 对人的基因表达谱的研究, 疾病发生机理的分子水
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平上的基因机制和预测突变发生的研究逐渐受到人们重视. 为了能够同时对多个可能的突

变进行搜索、加快功能基因组学研究的进展,人们现已把越来越多的注意力放在能同时提供

有关多个基因及其序列的所谓并行分子遗传学分析方法上. 功能基因组学所研究的是在特

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.因此它的要求是能在同

一时刻获得多个分子遗传学分析的结果.譬如, 许多疾病引发基因可能会有数以百计的与表

征有关的特定突变. 因而, 需要能同时筛选这些突变的有效方法. 另外,任何一个细胞都会

有数以千计的基因在表达, 而细胞间基因表达的差异往往能反应出这些细胞是发育正常还

是在朝病变甚至恶性肿瘤细胞方向发展. 采用芯片技术根据杂交情况对基因表达进行分析

的好处是一次杂交便能提供有关多基因差异表达的信息, 它将给基因克隆、基因表达、疾病

诊断和药物筛选带来巨大的革命[ 11] . 利用芯片技术进行基因表达研究,根据集成在芯片上

DNA 片段的不同来源,主要有以下两种.

2. 1　寡聚 DNA片段

固定于芯片上用作探针的寡聚 DNA 片段一般是 8～20 bp(低于 50 bp)长度的 DNA .

这些 DNA 片段可以采用光蚀刻法原位合成,也可以预先合成寡聚核苷酸后再通过机械接

触而固定在芯片上. 研究基因表达时,可根据序列分析, 选择基因成分中特异的片段合成探

针,通过样品 DNA与芯片进行特异杂交,即可对相应基因表达进行有效分析. 这种方法还

可以用于 DNA序列的自动化分析与验证、基因组多态性分析或基因突变的诊断等方面. 但

由于合成的 DNA 片段长度有限,因而杂交的条件要求很高, 杂交结果分析较为复杂. 也可

将不同条件下从某生物体中转录出来的所有mRNA 经标记成为探针后,再与代表它所有基

因而制成的寡核苷酸方阵杂交. 通过分析杂交位点及其信号强弱, 就可以得出不同情况下某

个基因是否已表达及表达多少. 由于转录情况分析直接涉及到功能基因,它已成为 DNA 芯

片研究中的一个重点和热点. 众所周知,在人类基因组中只有大约 3%的序列能有表达,直

接通过测序等手段来了解功能基因的情况相当费时、费力. 改用功能基因转录出来的

mRNA 与方阵杂交以研究功能基因的表达,其效率可提高 30倍以上[ 2～4] .

M ir zabekov 实验室利用寡核苷酸链长为 10～12的微芯片与具荧光标记的 DNA 杂交

对 �-地中海贫血症的各种突变进行了探查. 由于双链的稳定性和 AT 含量不同,通过选择解

链曲线中分辨能力强的温度,可以提高杂交的专一性. 对同一样品进行两种不同荧光标记,

并与同一微芯片杂交, 在多波长荧光显微镜下平行检测两者的激发光强度即可以提高突变

检测的精度
[ 12]

. Guschin等
[ 13]
用与某类微生物的小亚基 rRNA 序列的互补序列为寡核苷酸

探针,所选择的群体包括了硝化细菌的主要种类,可以有选择地保留目标序列. 通过改变探

针的量可以使信号强度处于检测范围,而对标记的靶序列的选择性也极高.利用多色荧光检

测法同时定量测定多个目标探针群体是一条行之有效的途径.

Lockhart 等人采用固定有 6. 5万个不同序列的长度为 20个核苷酸的探针芯片定量地

分析了一个小鼠 T 细胞系中整个RNA 群体中 21个不相同的信使RNA 表达. 这些专门设

计的探针能与 114个已知的小鼠基因杂交. 分析发现在诱发生成细胞分裂后,另外有 20个

信使RNA 的表达也发生了改变. 检测结果表明该系统对 RNA 的检出率为 1∶30万,对信

使 RNA的定量基准为 1∶300[ 2] .

2. 2　克隆的 cDNA

将克隆的 cDNA 固定在芯片上就成为 cDNA芯片. 该法是将 mRNA 反转录 cDNA 然
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后对 cDNA 进行 PCR 扩增,并分别等量转入微量滴定板的小孔内, 利用微量液体转移器,

将 cDNA“转印”至玻璃板或其它载体上,经化学和热处理使 cDNA 附着于载体表面并使之

变性,制作成 cDNA 阵列杂交板. 从待检测物中提取mRNA, 单周期反向转录制备荧光标记

的 cDNA 混合物与上述制成的 cDNA 阵列杂交板进行严格杂交, 然后用激光扫描仪记录荧

光强度,由于荧光标记 cDNA 探针与阵列板中的 cDNA 相比数量稀少,不能产生饱和现象,

所以每一阵列点的荧光强度决定了相应基因的转录强度,其结果应与 RNA 印迹结果相符.

若用于对同一基因的表达进行分析时,可用两个不同来源的mRNA 分别以不同荧光染料作

标记, 制备 cDNA 探针,两者等量混合并与同一阵列杂交后, 分别扫描两种不同激发态的发

光强度即可确知不同来源细胞的某一基因的转录水平, 能直观地反映出基因组中该基因的

表达图谱. 若阵列板中包含的 cDNA 的数目接近整个基因组的表达基因数目, 那么杂交的

结果就能反应出基因组全部基因的表达概貌. 目前微集阵列板可容纳至 2万个 cDNA 探

针. 据估计,一个由 10万个不同 cDNA 构成的微方阵可通过一次杂交对整个人类基因组的

表达情况进行检测 [ 14] .

cDNA 芯片技术是以定量的方式同时监测大量基因相对表达的强有力的新方法. 它已

成功地用于同时检测 1 000多个基因的表达
[ 15, 16 ]

,如测定植物
[ 14]
、酵母

[ 17, 18]
、人类癌基因

[ 3]

和病毒样品的基因表达水平研究. 这些 DNA 芯片是由大量 PCR 扩增的基因片段以许多不

连续的位点固定于玻璃片上构成的
[ 10]

. 来自两种不同类型的细胞 RNA 的 cDNA 探针,各

用不同颜色的荧光标记,与芯片上的扩增片段杂交. 芯片上某一基因片段的 2种不同颜色的

信号的相对强度提供了该基因在 2种细胞中的相对表达量的信息. 用 DNA 芯片检测的许

多基因表达的变化中, 有一种热休克蛋白基因, hsp70,在 HIV 急性感染 H9细胞后发生改

变[ 19 ] ,其芯片数据被 Northern blot 分析进一步证实, 两者的结果非常吻合. Schena 等人用

含 48种成对 cDNA 材料的 DNA 芯片测定了拟南芥菜( Ar abidop sis thal iana)中的差异表

达. Schena等人还用热休克或佛波酯调节基因的双色差异表达监测分析了 1 046种人的未

知序列的 cDNA. 这一技术被用于炎症疾病,如风湿性关节炎和肠炎的特异性基因表达研

究[ 5] . 最近Heller 等应用该技术对风湿性关节炎病变细胞与正常细胞间基因表达的差异进

行了研究,发现了一些与炎症相关的新基因,并经对风湿性关节炎与炎性肠道疾病的组织比

较确证了白细胞介素-3、趋化因子 Gro-�、金属蛋白酶基质的胰肽酶与这两种疾病的新关
系. 从这两种病症的末梢血库得出的信息也揭示了金属蛋白酶-1的组合子抑制物、铁蛋白

的轻链和锰超氧化物歧化酶的基因表达具有显著性差异. Der isi等人不仅制成了包含酵母

所有基因的 cDNA 芯片
[ 16]

, 而且还应用芯片技术研究了肿瘤产生的遗传基础
[ 4]
, 他 将一

个恶性肿瘤细胞系中得到的 870 个不同的 cDNA 探针通过机手“印刷”到载玻片上观察癌

基因的表达情况. 在比较两个标有不同荧光标记的细胞 mRNA 群的杂交结果之后,他们对

引入染色体后肿瘤基因受到抑制的细胞中基因表达结果进行了分析. Shoemaker 等报道了

一种利用生物芯片技术来确定许多新近发现酵母基因的生物功能的所谓分子条形码技术.

该技术的好处是它能让我们以并行的方式定量地分析很复杂的核酸混合物[ 20] .

3　展望

DNA 芯片的出现与快速发展并不是偶然的,随着大量基因序列的确定,分子生物学的

研究越来越变成为一种生物信息学的分析过程. DNA 芯片由于采用了高通量、自动化与并
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行化过程,将为分子生物学探索提供全新的技术,使相应的研究速度、效率与规模大为提高.

由于其巨大的分析能力,样品的用量极少,使用简便,还因具有可在同一杂交板上同一杂交

反应中进行不同样品的比较等优点,此法在临床检测与基因表达研究中具有广阔的应用前

景. 尽管目前尚有许多技术上的问题,相信随着研究的深入和技术的进步,这些问题都将得

到解决. 正如《财富》[ 21]杂志所言:在写 20世纪科技史时有两件事值得大书特书. 一是微电

子芯片,它是社会与自然信息的总集成, 是计算机和许多家电的心脏,它改变了我们的经济

和文化生活, 并已进入到每一个家庭; 另一个就是 DNA 芯片, 它是生命信息的集成,将给生

命科学的研究方式带来重大改变,开辟一个生命信息研究和应用的新纪元.
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·简讯·

《Nature》中关于生命科学研究进展的最新报道
文献标识码: E

编者按: 为了适应我国现代化建设的需要,促进生命科学的学术交流 ,本刊从本期起陆续介绍世界著

名杂志《Nat ur e》中刊登的关于生命科学研究进展的最新报道,以飨读者 .

人类的祖先是怎样行走的

Evidence that humans evolved from a knuckle-walking ancestor ( B G Richmond, D S

Strait)

　　过去,曾有人提出过人类有一个像猩猩一样用指节着地行走的祖先,但这种观点缺少化

石证据支持. 现在, Richmond和 Str ait 在早期南方古猿( austr alopithecines)的腕部发现了

以前未曾发现的指节行走特征, 这说明,双足行走这一将类人猿与其他灵长目动物区分开来

的进化特征是从一个已经适应了陆地行走的祖先演化来的,而这种演化也许是新的进食方

式或手的使用所产生的结果. 本期刊登的是一种名叫 Pan tro glodytes(黑猩猩属的穴居类人

猿)的指节行走者的腕部X-光照片(由哈佛大学的 Farish Jenkins 和纽约州立大学石溪分校

的 John Fleagle 提供) (见 Nature, 2000, 404( 6776) : 382) .

帕金森氏症的新模型

A Drosophi la model of Parkinson's disease(M B Feany, W WBender)

　　一种在果蝇身上开发出的帕金森氏症新模型, 被认为对于这种疾病的研究具有重大价

值,因为科学家可利用专为果蝇开发的一系列强大的基因工具来研究这种疾病.虽然果蝇与

人类相差悬殊,但该模型却能很好地重现人类帕金森氏症的主要特征. 为 a-synuclein(一种

丰富的、功能未知的神经蛋白)编码的基因发生突变,可在家族性帕金森氏症患者身上导致

神经发生, 而在果蝇身上产生这一动物模型的正是同样的基因突变(见 Nature, 2000, 404

( 6776) : 394) . (下转第 129页)
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