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〔摘 要」 ND A 微集阵列 ( DNA iM
c or a l T a y )技术采用寡聚核普酸原位合成或显微打印方式

,

将大量

D
NA 探针片段显微固化于支持物的表 面

,

以实现遗传信息的快速
、

敏感和高效检测
,

该技术在基 因

组研 究
、

新基因发现及基因诊断等方面有着重要的理论意义和应用前景
。

[关键词」 DN A
,

微集阵列

近年来
,

DN A 微集阵列 ( D NA iM
c or aJ aT y )技术的

快速发展
,

引起生物学领域的普遍关注川
。

以大量

DN A 片段为探针
,

显微固化于支持物 (
s u l〕 s t ar 忱 s

)的

表面
,

可实现遗传信息的高效
、

敏感和 自动化检测
,

因而可在基因组研究和分离等过程 中发挥重要作

用
。

本文拟针对 D NA 阵列技术的研究背景
、

国内外

现状与进展 以及其在基因组研究和基因诊断中的应

用等方面进行综述
。

1 研究背景

DNA 微集阵列有时也被称作 D
NA 微集芯片

( DN A 而 c or a

朋 y 。 hi sp ) t
Z〕或 DNA 芯片

。

将大量 DN A

片段 (上百种甚至上万种 )
,

通过一定的方式
,

显微集

成于平方厘米大小的固体支持物表面
,

然后与标记

的待检测样品进行分子杂交
,

使待测样品 中的基因

成分得到鉴定
。

由于常用的固体支持物是含硅玻片

或硅芯片 ( isl ico
。 。 hi p )

,

并且在芯片制备过程中
,

使

用了显微光蚀刻 ( p ha olt i th o g l
即 11 y )或显微打印等计

算机芯片制备方法
,

因此套用 了 DN A 芯 片 ( DNA
ich p )名称

。

目前的 D
NA 芯片虽然还不能以计算机

芯片的方式处理生物信息
,

但却可能大大提高基因

分子的检测效率
。

DN A 微集阵列的概念萌发于 19 90 年初
,

当时美

国 赶场
n e x
公司的 st ve en F仪 lor 研究组

,

发现了一种

新型的光敏材料 {’ 〕
。

该光敏材料涂被在硅芯片表

面
,

可使芯片表面的活性基团轻基 ( O H )被有效地保

护起来
,

因而多肤分子无法在其表面合成或延伸
。

当采用可见光照射时
,

光敏材料解聚
,

对活性集团的

保护脱去
,

因而在光点的指引下
,

叮定点将不同的多

肤链原位合成并固化于芯片表面
。

后来研究发现
,

该方法不仅可导引多肤阵列
、

通过技术改进
,

亦可用

于 DNA 阵列的合成
。

199 3年
,

美国国家科学基金会

( Ns )F
,

以 100 万美元的强度
,

资助 了 Affy
n玲 x
公司的

这项研究课题
。

近年来
,

该技术的研究取得了突破

性进展
,

通过光拦 ( iL hg t M as k) 组合与紫外或激光引

导
,

DN A 阵列的集成度可高达每平方厘米 1(} 一
-

叨 万

个探针点阵
,

具体技术细节已经申请了技术专利的

保护
,

一个以基 因芯 片研制和开 发为 主的新公 司

A ff} 叨
l e
itr

x
也从 A场

, l l e 、

公司中独立出来 14 {
。

与上述方式有所不同的另一种 DN A 阵列制作
,

是采用显微打印的方式
。

美国斯坦福大学科耐尔研

究所 ( oC m ell nI ist utt
e
)的 Bo wn 研究小组

,

以显微打

印的方式
,

将各种来源的 DN A 探针片段
,

固定到支

持物的表面
,

制成 DNA 微集阵列
。

该方法虽需要精

密的显微打印装置
,

但使用 的探针组的来源 比较灵

活
,

可以是合成的寡聚核昔酸片段
,

亦可采用来自基

因组的较长的 D
NA 片段 ;可以是双链

,

亦可采用单

链的 DNA 或 R NA 片段
,

并且技术实现未受到严格

的专利控制图
,

因而近来发展速度也很快
。

将酵母

基因组编码的基因
,

集成制备含一种生物体完整基
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.

本文于 1飞旧年 1 月 18 日收到
.

DOI : 10. 16262 /j . cnki . 1000 -8217. 1999. 05. 006



第 5期 马文丽等
:
DN A微集阵列技术的研究进展 2 7 1

因组的微集阵列
,

是 DNA 微集阵列应用于基因组研

究的重要例证困
。

2 国内外研究现状及发展趋势

虽然 DNA 微集阵列的制作方式有所不同
,

但其

实现的过程
,

基本上是类似的
,

即均包括探针片段的

获得
、

探针片段的固化
、

样品的标记
、

分子杂交
、

杂交

信号的检测分析等过程
。

2
.

1 D N A 探针片段的获得及 DN A 片段的 固化过

程

目前 DNA 探针 主 要 来 自 2 个 途 径
,

即 以

Affyt
l l e tixr 公司为代表的寡聚核昔酸片段原位合成

技术 ( nI iS ut s } n lhe iss )和通过常规分子生物学手段

获得 DNA 片段
。

原位合成技术利用了选择性光栏进行光路的定

位 [’]
。

没有光栏的部位由于透光
,

所在位点的光敏

保护剂被脱去
,

活性 O H基团暴露出来
,

从而使特定

的单核昔酸
,

被定位合成或延伸
。

由于技术的突破
,

目前该方式合成速度可 以很快
,

例如
,

合成 6 x l护

个八核昔酸阵列
,

只需不到 s h 的时间
。

因为是平

行化过程
,

平均每个碱基合成所需的时间只相当于

2 6 srn
。

该方法目前受到的限制是
,

合成寡聚核昔酸

探针 的长度一般较短 ( 2一 8 个碱基
,

最长为 50 碱

基 )
。

因此
,

对于一般长度的基因
,

必须使用多个相

互重叠的探针片段进行检测
,

才能对基因进行准确

的鉴定〔7〕
,

因而会对 D NA 阵列的实际集成程度造成

影响
。

采用常规分子克隆技术或多聚酶链反应 ( cP R )

进行探针的制备
,

然后通过显微打印方式
,

使 DNA

探针被分别固化于芯片的不同位点以制成微集阵

列
,

是近年来 DNA 芯片制备采用的另一种方式
。

这

种方式较灵活
,

探针片段可来 自多个途径
,

如分子克

隆或 cP R 扩增等
。

集成度虽然 比原位合成法低
,

但

由于阵列中除了可使用寡聚核昔酸探针
,

也可使用

较长的基因片段 [“ 1
,

这种情况下
,

阵列的实际集成度

可与原位合成法相当或更高
。

这个领域虽然尚无技

术垄断或专利的限制
,

但大量收集或合成用于阵列

制备的探针
,

早期即需投人较大的资金
。

原位合成

法及显微打印法进行微集阵列制备的比较见表 1
。

2
.

2 待测样品标记及分子杂交过程

目前待测样品的标记
,

主要采用荧光色素
。

常

规标记的过程为
,

提取生物样品的 m RN A 或 D
NA

,

通过随机引物
、

体外转录或 PC R 扩增等方式
,

使待

测样品中的核酸成分被拷贝或扩增
,

而荧光标记的

单核昔酸分子
,

则在拷贝延伸的过程中
,

被掺人新合

成的 DNA 片段
,

后者变性后
,

即可与 DNA 微集阵列

进行分子杂交
。

目前比较常用 的荧光分子有 而
。 -

er s e e i n
、

肠
s

am i n e 和 hyP
e oe种

ir n [9〕等等
。

表 1 两种微集阵列制备途径的比较

内 容 原位合成 显微打印

方式 光引导原位化学合成

最高集成度 11卜一叨万点阵 /平方厘米

探针长度 短
,

小于 50 个碱基

杂交过程

其 他

条件要求较高
,

较不易于

控制

专利控制严格
,

技术难以

实现

探针收集
、

显微打印

1一4 万点阵 /平方厘米

可较长
, l《分一500 个碱

基或更长

条件要求较低
,

较易于

控制

无专利控制
,

需制备大
量探针

灌藻喂嚷滋雀鬓灌灌假一催耀灌哪摆淡嘿麟攫假灌
ù棋嘿麟懈耀侧撰雀下秘鬃靡ù姗孺嘿瀑ō似哪灌灌灌瀚璐ō漪樱一霍潞一一柳一视髓ōù潇锥卿露熙ō书鲜ù群ǐ一袋别滤茸一诩藻淤肥器滤塑夔触翼端葵滩鬓瀚疑姗瀚漱羹训ù叙淤珊ù形能靴瀚
ù

鬓封常规经典的分子杂交过程
,

将待检测样品
,

固定

于滤膜上
,

与同位素标记的探针在一定杂交液及温

度下进行杂交
,

一般均需要较长的时间 ( 4一24 h) 才

能完成分子杂交过程
,

且一般每次只能检测为数不

多的一个到几个探针
。

DNA 微集阵列将 已知序列

的 DN A 探针
,

显微固化于支持物的表面
,

而将待检

测样品
,

进行标记并与微集阵列进行杂交
。

这种方

式不仅使得检测过程平行化
,

可以同时检测成百上

千的基因序列
,

而且由于集成的显微化
,

使得杂交所

需的探针及待检测样品均大为减少
,

杂交时间明显

缩短
,

一般的分子杂交过程可在 30 而 n
内完成冈

。

美国 N a n o g e n
公司近来报告了一种通过交变电

磁场
,

使分子杂交速度显著提高的新方法
。

这种技

术的原理是利用核酸分子所带的强负电荷
,

通过快

速反转电场的正负极
,

驱使待检测分子与探针分子

间的快速结合与分离
。

通过控制电场的强度
,

使完

全杂交的特异性核酸分子通过氢键的结合而保留在

阵列的表面
,

不完全杂交或非特异性结合的片段
,

在

正电场的作用下
,

与靶探针分离
,

从而达到检测特异

性基因的 目的
。

据称
,

采用这种新方式
,

分子杂交速

度可缩短 至 1 而 。
甚至数秒钟 〔’ 0]

。

Naon ge
。 目前

DNA 阵列的集成度虽 比较低
,

每平方厘米集成 的点

阵数不足百个
,

但该阵列杂交过程中采用的新颖杂

交方式
,

使其应用前景大为拓宽
。

2
.

3 杂交信号的检测与信号处理

经荧光样品杂交后的芯片
,

荧光信号可经过荧

光显微镜
、

激光共扼聚集显微镜或激光扫描仪进行

信号的收集
。

收集后 的信号
,

经过计算机处理
,

并与

探针阵列的位点进行比较
,

可得出杂交的检测结果
。

价ac h e
等〔川通过显微加工技术

,

将核酸分离
、

扩增
、

标记及检测等过程
,

显微安排在同一块芯片内
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部
,

试图进一步提高 DN A 芯 片应用 的自动化程度
。

该技术 目前只适于单基因检测
,

但将各单元进一步

微缩与集成
,

可使 DN A 阵列 的检测完全自动化
,

因

而前景也十分诱人
。

w agn 等仁̀
2 3则利用生物传感技术

,

将 DN A 点阵

显微集成
,

再通过半导体传感器元件
,

使杂交信号被

直接转变为电子信号
,

从而实现信号 的计算机直接

收集与处理
,

使芯片的应用过程更为简化和实用
。

3 DN A 微集阵列的应用前景

ND
A 微集阵列技术

,

伴随着人类基因组计划的

快速发展而产生
。

随着越来越多生物基因序列被阐

明
,

DNA 微集阵列技术
,

在研究基因的突变
、

基因多

态性标志
、

基因表达的差异等基因组课题以及临床

基因诊断等多个方面
,

均有十分广泛的应用前景
。

H a c i a 等汇’ 3〕采用一含有 % 仪刃个合成寡聚探针

的微集阵列
,

研究了乳腺癌相关的 BCR IA 和卵巢癌

相关癌基因可能发生的杂合子突变
。

采用双色荧光

法
,

分别标记待检测样品与对照样品
,

他们研究 了

巧 个病人的基因型
,

结果证明
,

这些病人的 BR C IA

中
,

存在有不同程度点突变的发生
。

采用 A还阳
l e tixr 合成微集阵列

,

h sp hu tz 等 〔’ 4 J研

究了 HW 感染过程中
,

其逆转录酶与蛋白酶基因发

生突变的情况
。

由于这些突变是导致 HW 抗药性

产生的根源
,

因此
,

这些突变机制的阐明
,

对于最终

控制爱滋病 (AI DS )至关重要
。

他们首先研究了未使

用蛋白酶抑制剂的 1 14 个样品
,

结果发现
,

采用微集

阵列得到的结果与采用常规 D NA 序列分析的结果
,

吻合率高达 98 %
。

c hee 等 L̀ 5」应用一含有 13 5 以x〕个长度为 25 个

碱基的 ( 25 me )r 探针的阵列
,

探测 了 16
.

6 kb 的人类

线粒体基因组
。

从 10 个样品中
,

检测出多达 505 个

基因组多态性标志位点
。

研究结果表明
,

DNA 微集

阵列和常规方法相比较
,

在基因组突变和多态性检

测方面
,

具有较为明显的优势
。

随着基因组序列被阐明
,

基因组功能的机制也

逐渐成为人们关注 的焦点之一
。

基因表达
、

基因调

控以及基因应答方式等诸多课题
,

都可 以通过 DN A

微集阵列技术
,

进行研究和探索
。

D e R i is 等 仁̀6 3采用

来自恶性肿瘤细胞系 U AC C 90 3 和逆转了的相应细

胞的 1 16 1 个
c DN A 克隆

,

制备成微集阵列
,

并分别

对两种细胞的基因表达差 异进行了探测
,

发现 口 1

基因在恶性肿瘤细胞中处于失活或关闭状态
,

但在

逆转的细胞系中呈现表达
。

同一个研究组还采用 了来自酵母基因组开放读

码框的 2 60 仪 x )个 25 me
:
阵列

,

对酵母细胞不同生

活状态下的基因表达进行了系统分析
; “ 〕

。

研究表

明
,

90 % 以上的酵母基因
,

包括结构基因和核糖体基

因等
,

在营养丰富及贫乏的培养基中生长时
,

其基因

表达没有明显的差异
。

但他们也发现 了另外 36 个

基因在营养丰富培养基中生长时
,

有较多的表达
,

而

140 个基因在营养贫乏 的培养基 中生 长时表达增

加
。

上述发现中
,

有些是功能尚未被阐明的新基因
。

微集阵列在这方面的应用
,

表明其在新基因发现
、

基

因差异显示等方面
,

亦可发挥重要作用
Y e o ho v

等 [’ 7 j采用一 10 ~ 阵列
,

检测 了 p地中

海贫血患者的血液细胞
,

结果可清楚地显示在 俘珠

蛋白基因中存在的 3 个明确的突变位点
。

是 DNA

微集阵列应用于基因诊断的实际例子
。

与传统基因

诊断技术相 比较
,

基因芯 片技术有着的 明显优势
:

( 1) 采用显微固化的 DN A 探针阵列进行检测
,

将大

大节省探针和样品
,

缩短处理步骤
,

因而可显著地降

低基因诊断的成本
。

( 2) 由于在单位面积上集成大

量探针信息
,

因此单个基因检测所需的相对或绝对

时间
,

都有所缩短
,

使基因诊断的速度提高 [` 8〕
。

( 3)

通过分子杂交进行的诊断
,

在控制杂交严谨度的前

提
一「

,

其假阳性与假阴性率均可进一步降低
。

综上所述
,

DN A 微集阵列是近年来兴起的基因

分析与检测新技术
。

可 以预测
,

这一技术在基因组

研究中
、

在临床疾病的基因诊断中
,

都将发挥重要的

作用
。
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“

全球变化的区域响应
”

论坛在京举行

锹暇粼娜崖翅燕洲澎粼错橄溉袱彩枷翔鬓影必毅石峨瑟硕彩魏反主截摹汤忽彼络菩鑫
ù协圣沮丫份,攀令
哥

1999 年 6 月 29 日一7 月 1 日
,

国家自然科学基

金委员会
“

21 世纪科学问题论坛
”

之六—
“

全球变

化的区域响应
”

论坛在京举行
。

来自国内十几所高

等院校和研究机构的
,

从事地球科学
、

生命科学
、

化

学科学等相关领域研究的 4O 余位专家参加了会议
。

国家自然科学基金委员会副主任孙枢院士
、

张新时

院士和地球科学部主任周秀骥院士共同主持了会

议
。

会议认为
,

全球变化研究是迄今为止规模最大

的国际合作研究活动
,

涉及到地球科学
、

生物科学
、

环境科学
、

天体科学及遥感技术
、

地理信息系统及网

络化高科技技术的应用等众多学科领域
,

代表着当

前世界科学的发展趋势
。

从全球变化研究的前沿领

域出发
,

结合我国研究的优势和基础
,

建议
“

十五
”

期

间全球变化的区域响应重点开展以下 5 个方面的研

究
:
( l) 海洋

一

大气
一

陆地相互作用与水循环 ; (2) 东亚

季风形成与演变 ; ( 3) 陆地生态系统对全球变化的响

应 ; ( 4) 生源要素的生物地球化学过程 ; ( 5) 人类活动

对区域环境的影响
。

(政策局 供稿 )


