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1 D N A 芯片技术产生和发展的背景

19 9 0 年 10 月美国政府投资 3 0 亿美元启动了世

界上第一个人类基因组计划
,

计划用 巧 年的时间完

成这一计划
。

实施以来
,

其研究进展 和 给生命科学

研究所带来的变化是当初人们所未能预料的
。

由于

这项计划将对人们关心的许多生命现象能从根本上

找到答案
,

所以
,

项 目实施之初便受到全世界许多科

学家
,

特别是从事生 命科学研究的科学家和新 闻媒

体的广泛关注
。

美国的许多生物技术公司对人类基

因组计划的投人远远多于 美国政府投资 的 30 亿美

元
,

估计可 能达 3 00 亿美元以上
。 “

八五
”

期间 国家

自然科学基金委员会不失时机地以重大项 目的形式

在我国第一个资助 了具有我国特色的人类基因组计

划 (资助金额 3 00 万元
,

今天 看来
,

这项决策是多么

的及时和重要 )
。

作为重中之重
, “

九五
”

期 间
,

又 以

重大项 目的形式连续 予 以 资助 (资助金额 70 0 万

元 )
。

到目前为止
,

在致病基因克隆
、

急性早幼粒 白

血病和中华民族的多样性研究等领域已取得了重要

进展
,

为国内外同行所关注
。

人类基因组计划中的重要 内容是完成全部人遗

传密码的序列测定
,

2 00 0 年 6 月 2 6 日
,

美 国
、

英国
、

德国
、

法国
、

日本和中国 6 个人类基因组测序 国家同

时向全世界宣布
,

完成 了覆盖人类基因组 97 % 的工

作草图的序列测定
。

科学家们意识到完成测序后如

何鉴定人 10 万个基因 的功能 ( 已有约 10 0 00 个人基

因 的功能得到初步鉴定 )将是人类基因组研究计划

之后的重点
。

特别值得一提的是
,

从这项研究计划

中所产生的新技术新方法已大大加快了人类认识其

他生物的速度
,

如对基 因组的大规模测序
,

到 目前为

止
,

已完成了近 50 种生物全基因组测序
,

得到大量

的 D N A 序列和功能未知的基因
。

显然
,

随着测序的进展
,

如何鉴定越来越多功能

未知的基因 已变得越来越重要
。

众所周知
,

任何一

种生命现象的背后
,

特别是那些高等生命 的生命括

动
,

不是由简单的一个或几个基因控制
,

而是 由多个

基因的网络控制
,

通过单个基因的研究去认识其中

的规律具有明显的局限性
。

生 物个体在其不 同部

位
,

不同发育阶段
,

不同的生理状态
,

均涉及到许多

基因的开启和关闭
,

因而基因间的这种相互作用和

调控表现出了生命 的复杂性
,

了解基因 的功能及其

表达调 控规律正是今后研究的必然
。

正是生命科学的这种强烈需求促使科学家们发

展了 D N A 芯片技术
,

这也标志着从结构基因组向功

能基因组研究的转变川
。

2 D N A 芯片 (或 D N A 微阵列 )技术

D N A 芯片 ( D N A ch ip )技术是指采 用特殊 的手

段
,

将 D N A 分子按一定方式密集排列并固定在面积

有限的特殊材料表面
,

通过将未知样品中的生物分

子与芯片上所载的己知分子间的杂交
,

获取有无强

弱的杂交信号
,

进而提取未知样 品 中大量的生 物信

息
。

这项技术的特点是 自动化程度高
,

灵敏度高
,

效

率高
,

能同时进行 大规模 的搜索式研究
,

而且成本

低
,

污染小
,

操作空 间小
。

广泛用 于基 因 功能鉴定
,

疾病诊断
,

D N A 测 序
,

药 物筛选等研究领域
。

D N A

芯片是生物芯片 ( iB oc hi p )技术中的一种
,

除此之外

还有蛋白质芯片 (枷
te i n Ch i p )

、

细胞芯片 ( C e l l c h i p )

和组织芯片 ( iT s s ue C ih p )
。

目前 D N A 芯片的技术较

成熟
,

市场上见到的基本上全是 D N A 芯 片
,

且多为
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c D N A 芯片
,

其他 3 种芯片也有成功的报道
。

D N A 芯片
,

又称为基 因芯片 ( G en e Cih p )或 D N A

微阵列 ( D N A M i c or a

arr y )
。

D N A 芯 片的片基 可 以 只

有几个平方厘米大小
,

也可 以大到上百个平方厘米
,

在上面排列 的生物分子少则几百个
,

多则上万 乃至

几十万个
。

因此
,

采用什么 样 的手段将尽 可 能多 的

生 物分子排列 在有限 面积的片基上一直是生物芯片

技术中的一个关键技术
。

目前主要有两种方式
,

一

是 Affs m e t ir x

方式
,

在 19 9 1 年 由 S t e v e n 凡d o r

及其他

的同事共同研发而成 2[]
,

其原理与计算机 的硅芯片

制作相类 似
,

即采 用光蚀刻 ( P h ot o l it h o garP h y )技术
。

首先在片基表面涂上一 层光敏材料
,

利用光拦 ( iL gh t

M as k) 技术在片基上蚀刻出大量的斑点
,

使得片基上

斑点处的活性基 团暴露
,

然后直接将生物分子固定

在此处
,

正 如合成 D N A 引物一样
,

通过多次反复 的

过程
,

即可 在每一个斑点处合成 出一段 D N A 分子
。

根据同样的原理
,

也可 以合成出一段寡肚
,

制作成蛋

白质芯片
。

这种方法 的最大优点是能制作高密度的

芯片
,

每平方厘米的片基上可 以排列多达 4 0 万个生

物分 子
。

然而在每一个斑点处只能合成长度有限的

D N A 分子
,

通过这项技术很难合成出一个完整基因

的 C D N A 分子
。

制作 生 物芯 片的另 一种方 式是 由

s ta n fo 记 u n i v e sr i t y 的 几 t Bor w n 和 他的同事共 同研发

而成
,

其原理类似于点阵式打印机
,

即通过机械手直

接将生物分子点在 片基 上
。

采用这种 方法制作 的

D N A 芯片的密度较上 一 种方法要低
,

但 由于点上去

的 D N A 分子 已预先准备好
,

所以可 以将较长的 D N A

分子甚至将一个完 整 的 。 D N A 分子点 到片基 上
,

制

作成本也很低
。

人们往往将第一种方式制作出来的芯片叫基因

芯 片
。

由于固定在片基上的寡聚核昔酸可 以人为控

制地进行合成
,

所 以 可 以根据不同的需要可 开发出

不 同类型功能的芯片 ; 而 由第二种方式制作出来的

芯片叫 D N A 微阵列 ( D N A M ic or a

arr y )
,

主要用来进行

基因的功能鉴定
。

发 明第二种制作 D N A 微 阵列技

术的研究者已将 芯片的制作细节公布 于众
,

人们可

以从互联网上查 到相关资料
,

因此近年来采用这种

方法制作芯片得到 了很快 的发展
。

已有不少实验室

从公司买 回点样机 ( A
r r a y e r

)
,

根据 自己 的需要
,

在尼

龙膜或玻璃片或 陶瓷片上点上几百个甚至上万个基

因片段
,

制成 D N A 微阵列
,

在研究中也取得了很好

的效果
。

这种方法的不 足之处在于制作过程中点在

片基上的 D N A 需求量较大
,

并且还要求点上的每一

个点必须清晰一致
。

点样机是一个可 以三维移动的机械手
,

并排排

列着 16 个不锈钢针头
,

点样机每次能 同时点 16 个

点
。
一 般情况下

,

7 而 n 内可 以完成一个有 % 个点

的方阵
,

如果要完成一个具有 10 00 0 个点的 D N A 微

阵列
,

则需要耗时 12 h
。

现在市场上 已有高效率 的

并排排列着 32 个不锈钢针头的点样机
。

科学家们在实验研究 中
,

首先必须从需要研究

的样品中获取 m R N A
,

然后 反转录为 C DN A
,

并用荧

光或放射性同位素予 以标记
,

然后将 D N A 芯片与之

进行杂交
。

杂交前
,

为 了使双链 的探针变性并减少

探针 自我形成的二级结构
,

需要对探针进行热处理

和缄处理
。

杂交时
,

每平方厘米的片基上加 1
.

25 拼L

的 D N A 探针杂交液
,

然后将芯片置人恒温恒湿的杂

交室中过夜
,

使得单链的探针尽可 能地与片基上的

互补链得到充分的杂交
,

完成杂交后
,

再用缓冲液洗

去芯片 表面未结合的探针
,

然后从芯片上读取杂交

信号
。

如果采用荧光标记探针
,

则需要采用共聚焦激

光扫描阅读器读取杂交信号
,

这种仪器能同时识别

两种荧光 (红荧光和绿荧光 )
,

因 此在同一块 生 物芯

片上可 以同时与两个来 自不同的样品的探针进行杂

交
,

其信号通过光电倍增管数字化后输人计算机
,

计

算机检验芯片上每一个杂交点的荧光强度和杂交点

间的荧光强度之比
,

确定样 品中哪些基因得到表达
,

表达 的强度如何
。

如果采用放射性同位素标记探针
,

采用普通 的

放射 自显影即可读出杂交信号
,

但在同一块生物芯

片 上每次只能与一个样品的探针进行杂交
。

从生物芯片上 可 以获取大量 的数据
,

但针对极

度复杂的生命系统
,

每一个 实验室 只 能从一个方面

获取有限的信息
,

鉴于 此
,

有远见 的科学 家已 经呼

吁
,

在互联网上建立专门的数据库系统
,

让在全世界

的实验室中产生的数据全部汇集在一起
,

也让全世

界 的科学家共享这一数据
,

联合大家的力量
,

去分析

和挖掘数据库中隐藏的秘密
。

3 D N A 芯片技术的应用及发展趋势

D N A 芯片的主要用途包括如下五个方面
:

一是

检测物异 D N A 片断
,

其 目的主要 用来进行疾 病诊

断
,

病原微生物的检测等等
。

D N A 芯 片的第 2 种用途 是进行基 因 的功能鉴

定川
,

这也是 目前 D N A 芯片的一个 主要功能
。

科学

家们利用这一技术
,

比较某一种生物在不 同发育阶

段
、

不同生理状态 (也可 以是 在病理状 态 )
、

不 同组
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织间基因 的表达谱
,

从基因组水平了解基因在时间
、

空间和异常环境下所体现出的功能
。

实际上
,

D N A

芯片的这种功能只是辅助科学家们把所要研究的范

围缩小罢 了
,

并 不是 直接鉴 定出某个基因的功能
。

通过表达谱的 比较
,

只 能说哪些基 因参与了某一生

命活动
,

参与的程度有多大
,

要想知道某个基因的确

切功能
,

还需进一 步的实验研究才行
。

对于单细胞

的生物而言
,

选取处在不同生理状态或不同发育状

态的细胞
,

很容易便可得到基因表达谱的差异
,

即找

到与该功能相关的基 因
。

对于 多细胞的生物而言
,

由于 细胞 间并不一定处在同一生理状态或同一发育

状态
,

因而得到所需的基因表达谱要相对困难些
,

主

要是取材上不易得到一致状态的细胞或组织
。

但不

管是单细胞生物还是多细胞生物
,

科学家们最终将

会了解到每一个细胞中所有基因的活动规律
,

也会

了解到每个基因在不同细胞中的活动规律
。

D N A 芯 片的第 3 种用 途是用来检测基因 组 中

大量存在的单核昔酸的多态 ( S i n gl e n u e le o t sd e p ol y
-

m叩ih m s ,

S N sP )
,

这将帮助科学家构建第三代人类基

因组高密度物理图谱川
,

既在 I kb 的序列 中便找到

一个标记物
。

D N A 芯片的第 4 种用途是帮助科学家进行高

通量的药物筛选
。

通过 D N A 芯片技术找到那些 明

显影响与某种疾病相关基 因表达的化合物
,

D N A 芯

片的这种功能将在今后的药物基因组学研究领域得

到广泛的应用
。

D N A 芯片的第 5 种用途是进行毒理学研究
,

帮

助科学家方便地找到环境中是哪些因素通过哪些基

因对人或其它生物产生 毒害作用
。

美 国是当今生物芯片技术研究最先进的国家
,

美国政府和企业界用于生物芯片技术研究的经费已

近 2 0 亿美元
,

估计今后还将进一步增加
。

美国约有

10 几 家 公 司 进 行 生 物 芯 片 研 究 和 开 发
,

如

A ffr m e t ir x ,

N a n o
g e n e ,

H y s e q
,

I n e y t e
,

S e q u e n o m 等
。

目前 D N A 芯片市场上 45 % 的份额被 A vff m et ir x

研发

的 D N A 芯片所 占有
。

目前 D N A 芯片发展普及 的限

制因素是其价格 〔’ 1
,

A vff m et ir 、
公司生产的 D N A 芯片

便宜的约 5 0 美元
,

贵的则在 1 00 0 美元以 上
,

而共

聚焦激光扫描阅读器更加昂贵
,

达 100 0() 0 美元 以

上
。

所以开发研究廉价 的 D N A 芯片及其配套系统

已是今后的一个必然趋势
。

除此之外
,

D N A 芯片今

后的发展趋势还表现在
:

( l) 开发研究更高密度 的 D N A 芯片
,

甚至将包

括人在内的生物个 体的全部基 因排列在一张 D N A

芯片上
,

这样更便于科学家从基因组水平去研究 和

把握生命现象背后 的规律 ;

( 2) 开发研究全功能生物芯片
,

或称为缩微芯 片

实验室
,

从样品到结果全部过程均在芯片上完成
,

大

大简化实验的环节 ;

( 3) 开发研究蛋 白质芯片
,

直接从蛋白质水平去

了解研究生命现象背后更真实的情况
。

林毓罄蔽群罄器粼篡冀百戮黔撼粼拼牡赘貌狱红攀馨染爵孤跪ù慧崔玻藏嚣翔敏豁摊舞彝挤柔班凳暴
孔一

奏
,馨乡霎
垒

;
殆ù

.`一少至。!。

4 我 国 D N A 芯片研究的现状及对策

我国开展生物芯片研究较晚
,

且投人很少
,

但还

是有一定的基础
。

仅在生命科学部
,

19 98 和 19 99 两

年内相继资助生物芯片方面的项 目 8 项
,

资助总金

额不足 30 0 万元
,

在 国内已形成了 专门进行生 物芯

片研究的实验室 和研究 队伍
,

如清华大学生命科学

系程京教授
,

系清华大学特聘 回国的优秀青年人才
,

在该领域作出过突出的工作
,

是国家杰 出青年科学

基金的获得者
,

已在清华大学联合 多个系组建 了专

门的开展生物芯片研究的实验室
。

中国人民解放军

军事医学科学院王升启博士 19 98 年初便获得所在

单位的资助
,

开展生物芯片的研究
,

在 D N A 合成
、

标

记和检测等方面均已取得很好的进展
。

东南大学陆

祖宏教授也是 国家杰 出青年基金获得者
,

在超薄抗

蚀层的高分辨率刻蚀方面 的研究达到 国际水平
,

由

此他们发明了可 以提高制作 D N A 芯片效率的 D N A

芯片印章技术
。

中国科学院上海细胞生物学研究所

胡赓熙教授 已率先在 国内研发 了包含 14 0 0 0 个人

基因的 。 D N A 微阵列
,

并建立 了一套 % 点杂交的内

参照系统
,

保证 了杂交过程的完全均一性
,

提高了分

析结果的准确性
,

并多次举办技术培训班
。

据估计
,

国内民 间风险资本用于生物芯片研发 的投人约为

6 00 0万元
。

在香港和台湾地 区
,

官方和 民间均投人

了大量的资金用于生物芯片的研发
,

据悉
,

我国科技

部准备投巨资用于生物芯片的研究
。

D N A 芯片技术
,

或者说生物芯片技术的研究不

仅是一 门科学
,

更是一项高科技产业
,

从实验室走向

市场的时间较短
。

严格意义上讲
,

生 物芯 片技术是

今后生命科学研究领域 的一个重要技术平 台
,

所以

我们必须发展 自己 的生物芯片技术
。

如何根据我国

的具体情况发展我国的生物芯片技术是一个值得仔

细考虑的问题
,

因为我们不能走人家的老路
,

跟在人

家后面亦步亦趋
。

在研究经费相对不足的情况下
,

我国除建立一
、

两个生物芯片研究开发中心外
,

应主

要考虑在一个城市
,

或一个研究单位或几个研究单

位共同建立 一个 D N A 芯片服务 中心
,

所有 与 D N A
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织间基因 的表达谱
,

从基因组水平了解基因在时间
、

空间和异常环境下所体现出的功能
。

实际上
,

D N A

芯片的这种功能只是辅助科学家们把所要研究的范

围缩小罢 了
,

并 不是 直接鉴 定出某个基因的功能
。

通过表达谱的 比较
,

只 能说哪些基 因参与了某一生

命活动
,

参与的程度有多大
,

要想知道某个基因的确

切功能
,

还需进一 步的实验研究才行
。

对于单细胞

的生物而言
,

选取处在不同生理状态或不同发育状

态的细胞
,

很容易便可得到基因表达谱的差异
,

即找

到与该功能相关的基 因
。

对于 多细胞的生物而言
,

由于 细胞 间并不一定处在同一生理状态或同一发育

状态
,

因而得到所需的基因表达谱要相对困难些
,

主

要是取材上不易得到一致状态的细胞或组织
。

但不

管是单细胞生物还是多细胞生物
,

科学家们最终将

会了解到每一个细胞中所有基因的活动规律
,

也会

了解到每个基因在不同细胞中的活动规律
。

D N A 芯 片的第 3 种用 途是用来检测基因 组 中

大量存在的单核昔酸的多态 ( S i n gl e n u e le o t sd e p ol y
-

m叩ih m s ,

S N sP )
,

这将帮助科学家构建第三代人类基

因组高密度物理图谱川
,

既在 I kb 的序列 中便找到

一个标记物
。

D N A 芯片的第 4 种用途是帮助科学家进行高

通量的药物筛选
。

通过 D N A 芯片技术找到那些 明

显影响与某种疾病相关基 因表达的化合物
,

D N A 芯

片的这种功能将在今后的药物基因组学研究领域得

到广泛的应用
。

D N A 芯片的第 5 种用途是进行毒理学研究
,

帮

助科学家方便地找到环境中是哪些因素通过哪些基

因对人或其它生物产生 毒害作用
。

美 国是当今生物芯片技术研究最先进的国家
,

美国政府和企业界用于生物芯片技术研究的经费已

近 2 0 亿美元
,

估计今后还将进一步增加
。

美国约有

10 几 家 公 司 进 行 生 物 芯 片 研 究 和 开 发
,

如

A ffr m e t ir x ,

N a n o
g e n e ,

H y s e q
,

I n e y t e
,

S e q u e n o m 等
。

目前 D N A 芯片市场上 45 % 的份额被 A vff m et ir x

研发

的 D N A 芯片所 占有
。

目前 D N A 芯片发展普及 的限

制因素是其价格 〔’ 1
,

A vff m et ir 、
公司生产的 D N A 芯片

便宜的约 5 0 美元
,

贵的则在 1 00 0 美元以 上
,

而共

聚焦激光扫描阅读器更加昂贵
,

达 100 0() 0 美元 以

上
。

所以开发研究廉价 的 D N A 芯片及其配套系统

已是今后的一个必然趋势
。

除此之外
,

D N A 芯片今

后的发展趋势还表现在
:

( l) 开发研究更高密度 的 D N A 芯片
,

甚至将包

括人在内的生物个 体的全部基 因排列在一张 D N A

芯片上
,

这样更便于科学家从基因组水平去研究 和

把握生命现象背后 的规律 ;

( 2) 开发研究全功能生物芯片
,

或称为缩微芯 片

实验室
,

从样品到结果全部过程均在芯片上完成
,

大

大简化实验的环节 ;

( 3) 开发研究蛋 白质芯片
,

直接从蛋白质水平去

了解研究生命现象背后更真实的情况
。
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4 我 国 D N A 芯片研究的现状及对策

我国开展生物芯片研究较晚
,

且投人很少
,

但还

是有一定的基础
。

仅在生命科学部
,

19 98 和 19 99 两

年内相继资助生物芯片方面的项 目 8 项
,

资助总金

额不足 30 0 万元
,

在 国内已形成了 专门进行生 物芯

片研究的实验室 和研究 队伍
,

如清华大学生命科学

系程京教授
,

系清华大学特聘 回国的优秀青年人才
,

在该领域作出过突出的工作
,

是国家杰 出青年科学

基金的获得者
,

已在清华大学联合 多个系组建 了专

门的开展生物芯片研究的实验室
。

中国人民解放军

军事医学科学院王升启博士 19 98 年初便获得所在

单位的资助
,

开展生物芯片的研究
,

在 D N A 合成
、

标

记和检测等方面均已取得很好的进展
。

东南大学陆

祖宏教授也是 国家杰 出青年基金获得者
,

在超薄抗

蚀层的高分辨率刻蚀方面 的研究达到 国际水平
,

由

此他们发明了可 以提高制作 D N A 芯片效率的 D N A

芯片印章技术
。

中国科学院上海细胞生物学研究所

胡赓熙教授 已率先在 国内研发 了包含 14 0 0 0 个人

基因的 。 D N A 微阵列
,

并建立 了一套 % 点杂交的内

参照系统
,

保证 了杂交过程的完全均一性
,

提高了分

析结果的准确性
,

并多次举办技术培训班
。

据估计
,

国内民 间风险资本用于生物芯片研发 的投人约为

6 00 0万元
。

在香港和台湾地 区
,

官方和 民间均投人

了大量的资金用于生物芯片的研发
,

据悉
,

我国科技

部准备投巨资用于生物芯片的研究
。

D N A 芯片技术
,

或者说生物芯片技术的研究不

仅是一 门科学
,

更是一项高科技产业
,

从实验室走向

市场的时间较短
。

严格意义上讲
,

生 物芯 片技术是

今后生命科学研究领域 的一个重要技术平 台
,

所以

我们必须发展 自己 的生物芯片技术
。

如何根据我国

的具体情况发展我国的生物芯片技术是一个值得仔

细考虑的问题
,

因为我们不能走人家的老路
,

跟在人

家后面亦步亦趋
。

在研究经费相对不足的情况下
,

我国除建立一
、

两个生物芯片研究开发中心外
,

应主

要考虑在一个城市
,

或一个研究单位或几个研究单

位共同建立 一个 D N A 芯片服务 中心
,

所有 与 D N A


