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摘要

微阵列技术是近年来兴起的一项前沿生物技术 他利用分

子杂交的原理 将生物学中许多不连续的分析过程 移植

到固相的递质芯片上 进行样品的多方位分析 首次提供

了高通量或平行监测基因表达变化和功能的新方法. 已广泛

应用于基因表达分析 新基因发现及功能研究 基因组文

库作图 基因突变及多肽性分析 疾病诊断 药物筛选 基

因测序等领域. 利用基因微阵列研究消化系统疾病将会有助

于从整体水平上认识疾病发生中相应的分子事件 更深刻

地了解消化系肿瘤与疾病的基因变化路径和机制. 本文综述

了微列阵技术原理及近年来在消化系疾病研究中的应用.
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0   引言

人类基因组测序草图的公布 使人类所有DNA的遗传
信息得以解码[1].  但是 这只解决了遗传信息库的问
题 我们还需要尽快读懂人类全部基因的含义(功能)
并能阐明其相互内在关系及多层次分类的生物信息
以建立对生命现象的整体认识 为疾病的诊断 新药物
的研制和新疗法的探索带来一场革命. 而传统的从基因
到基因(gene-by-gene)的研究方法已经无法完成如此复
杂的工作 非常有必要对生物进程从全局的观念(global
views)进行理解 也就是同时解析生物体相关所有组份.
基因芯片的出现则首次提供了对这种全局观念的解决
之道 他提供了高通量(high throughout)或平行监测基因
表达变化和功能的高技术新方法. 被评为21世纪最有发
展前途的20项高新技术之一 有可能成为未来生物学
研究和临床诊断的通用手段[2].

1   定义与原理

微阵列(microarray)技术突出特点在于高度并行性 多

样性 微型化和自动化[3,4]. 他是利用分子杂交的原理

将许多特定的寡核苷酸片段 基因片段或其他生物信

息作为探针 有规律地排列固定于支持物上 然后与

待测的标记样品的基因按碱基配对原理进行杂交 最

后检测杂交信号强弱 并配以计算机系统对每一探针

上的荧光信号做出比较和检测 从而迅速得出所要的

信息[5,6]. 含有大量生物信息的固相基质被称为微阵列

又称生物芯片 (biochip). 根据储存的生物信息的类型 微

阵列可分为组织微阵列(tissue microarray)[7] 蛋白质芯片[8, 9]

寡核苷酸微阵列[10] (oligonucleotide microarray 又称DNA微

阵列或DNA芯片) cDNA微阵列(cDNA microarray 又

称cDNA芯片)等. DNA微阵列和cDNA微阵列一起又称

基因芯片. 从广义上讲 一切以芯片为基础的生物分析

过程均可称为微阵列技术 其中以大规模DNA杂交技

术为基础的基因芯片技术尤为人们所瞩目.

2   微阵列的技术要点

2.1 微阵列的片基或支持物(substrate or support matrix)

可以分为无机片基和有机合成物片基[11-13]. 前者主要有

半导体硅片和玻璃片等 其上的探针主要以原位聚合

的方法合成; 后者主要有特定孔径的硝酸纤维膜和尼龙

膜 其上的探针主要是预先合成后通过特殊的微量点

样装置或仪器滴加到片基上. 另有以聚丙烯膜支持物用

传统的亚磷酰胺固相法原位合成的高密度探针序列. 作

原位合成的支持物在聚合前要使其表面衍生出羟基或

氨基(视所要固定的分子为核酸或寡肽而定)并与保护基

建立共价连接; 作点样用的支持物为使其表面带上正电

荷以黏附带负电荷的探针分子 通常需包被以氨基硅

烷或多聚赖氨酸等.

2.2 微阵列的制备方法  (1)原位合成 (in situ synthesis)法[ 10,14-16] :

即在片基上直接合成寡核苷酸探针阵列 目前应用的

主要有光引导合成技术(light-directed synthesis)(也称光

刻法)和压电打印法(piezoelectric printing)等 其关键是

高空间分辨率的模板定位技术和高合成产率的DNA化

学合成技术 适用于寡核苷酸及寡肽分子制作大规模

DNA探针芯片 以实现高密度芯片的标准化和规模化

生产. (2)合成后点样[10-12,14] (off-chip DNA synthesis):是将

合成好的探针 cDNA或基因组DNA通过特殊的点样

装置或仪器将其以较高密度分布于硝酸纤维膜或经过

处理的玻片上 通过共价键和离子键使之固定. 直接

打印时针头与芯片接触 而在喷印时针头与芯片保持

一定距离. 其多用于大片段DNA 主要优点是 保持

样品原形 操作迅速 成本低廉 适合于研究者根

据需要制备点阵规模适中的基因芯片.

2.3 待分析样品的制备  是基因芯片实验流程的一个重

要环节 靶基因在与芯片探针杂交前必须进行分离



扩增及标记. 通常是在待测样品的PCR扩增 逆转录

或体外转录过程中实现对靶基因的标记. 目前常用荧光

物质直接标记核苷酸 也可用生物素化的核苷酸 用荧

光物质 - 亲和素结合物间接检测杂交结果 花青素

(Cyanin Cy3 Cy5)是目前使用最广泛的荧光标记物[3,17].

另外也有人用放射性 32P标记核苷酸[18].

2.4 杂交  基因芯片与靶基因的杂交过程与一般的分子

杂交过程基本相同 杂交反应条件要根据探针的类型

和长度 GC碱基含量以及芯片的类型来优化 如用于

基因表达检测 杂交的严格性较低; 若用于突变检测的

芯片 其杂交温度高 杂交时间短 条件较严格[11,19] .

2.5 信号检测及分析  目前荧光检测方法主要有两种[11, 13,15] :

一是激光共聚焦荧光显微扫描 二是电荷藕联装置照

相机(charge-coupled device camera 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. 虽然荧

光检测在芯片技术中得到了广泛的应用 但其灵敏度

较低且不能区分干扰信号 因而有研究者正试图建立

更灵敏 更快速的检测系统 如质谱法 化学发光

法 光导纤维法以及生物传感器法等.

       对检测得到的数据 现有专门的软件进行图像分

析并和数据库相连 进行信息处理 如: 根据时间 功

能 染色体位置 代谢途径和其他表型或实验参数进行

查询 分类 综合.

3   微阵列技术在消化系疾病研究中的应用

基因芯片技术自其问世起就得到了广泛的应用[20,21]. 应用

领域包括 (1)基因表达谱监测 这是其应用最广泛的领

域. 即同时 快速 准确地检测培养细胞和组织标本

中上千个已知或未知序列在转录水平的表达状况 系

统地提供基因在发育过程 生理反应 疾病过程和调

控网络表达上的时空差别的信息 从而达到阐述基因

功能 探索疾病原因及机制 发现可能的诊断及治疗靶

分子等目的. (2) DNA 变异研究 包括DNA测序及突变的检

测 基因型和多态性分析. 人类基因组计划分析出了3.5万

个基因序列. 下一步 就是要分析这些基因的多态性与生

物功能和疾病(包括遗传疾病)易感性的关系.  结合单核苷酸

多态性标记物系统(single nucleotide polymorphisms SNP)

应用DNA芯片确定基因多态性和疾病的关系的能力将

大大提高 同时也可确定致病的机制和患者对治疗的

反应等. (3) 基因测序.

3.1 消化系肿瘤研究中的微阵列技术  利用cDNA阵列中

所包含的基因信息的大容量和检测上的简便性 运用

cDNA阵列的方法分析正常组织和不同病理分类肿瘤的

基因表达谱型和差异 对其分析比较后 有望为肿瘤的

临床分类提供更客观的分子水平的标准 并为肿瘤临

床治疗提供新的靶位分子 其中还包括为抗肿瘤药物

的研制提供很好的实验模板. 从肿瘤的基础理论研究来

看 肿瘤表达谱型的比较研究 对了解肿瘤的发生

发展 转移等涉及肿瘤研究领域的一些核心问题 也

可提供依据. 目前 cDNA阵列分析肿瘤基因表达谱型

已广泛用于各种肿瘤的研究[22-28]. 消化系肿瘤亦是其研

究的热点领域. (1) 肝癌: 日本东京大学医学院分子医学

研究室[29]用包含23 040个基因的cDNA微列阵研究了20

例原发性肝细胞癌(HCC)及其对应非癌组织基因表达谱.

结果提示绝大多数肿瘤组织中有丝分裂启动基因上调

表达. HBV阳性的HCCs其基因表达方式不同于HCV阳

性的HCCs 他们编码一些代谢酶类致癌物及 /或抗癌

因子. 另外鉴定了一定数量与恶性表型或侵袭表型相关

的基因. 这样有可能弄清楚个体肿瘤的本质 提供线索

确定新的治疗靶因子 最终优化每个患者的治疗. (2)

食管癌: 目前临床分类的依据主要是根据肿瘤形态学上的

差异 并籍以指导临床治疗方案. 如何从分子水平阐明肿

瘤的发病机制和由此所产生的繁多的病理种类 是一项

涉及多个学科领域的综合性系统工程. 刘芝华 et al [30]用

cDNA微列阵的方法研究了食管癌的基因表达谱 结果

显示在所分析的 588 种已知基因中 cdc25B MMP

MET等 61个在食管癌组织中表达上调 cytokeratin4

BAD IL-1 Receptor Antagnonist IL6 等 22个表达下

调 参与细胞增生 凋亡 分化和转移调控的多种基因

的表达水平发生了明显改变. 在其后的研究中[31] 他们

又以5 760个点阵的虑膜(包括530个命名的基因 4654

个表达序列标签 168个看家基因和24个空白点)分析

了食管癌发生不同病理阶段(正常 I 度异型增生 II

度异型增生 原位癌 食管细胞癌)的基因表达谱

通过比较分析这些表达谱 发现I度异型增生很多基因

表达水平已发生改变 其他4个阶段一些已知的肿瘤相

关基因呈高表达或低表达 对一些重要组分的分析发

现一些基因包括 α-TNF keratin6B和 S100 calcium-
binding protion A9等在肿瘤的发生发展过程中起了重要

的作用. 这些基因的表达改变首次为食管癌细胞的恶性

表型提供了分子遗传学参考数据 一些与肿瘤发生相

关的差异表达基因为发展生物标记物或肿瘤早期诊断

和治疗提供了线索. (3) 结肠癌: 结肠癌是欧美国家最常

见的恶性肿瘤 通过芯片技术对结肠癌基因表达谱的

筛选可以发现若干与癌发生发展有关的基因表达变化

将这些特异表达变化的基因序列重新排列用于结肠癌

的诊断 理论上是可行的. Notterman et al [32]进行了有

益的尝试. 他们首先构建了包括人类3 200个全长cDNA

和3 400个EST的基因芯片 然后以此筛选了18例结

肠腺癌 4例结肠腺瘤和配对的正常结肠黏膜的转录表

达情况. 与正常黏膜相比 结肠癌有19个基因上调表

达 47个基因下调表达. 其中的一些不同也出现在腺瘤

标本中. 两步聚类分析能够成功地将腺瘤与腺癌和正常

组织区分开来 由此得到的系统树恰好代表了所研究

的三种组织类型. Kitahara et al [33]的实验用含9 216个人

类基因的cDNA芯片比较了经显微切割(LCM)的8例结肠

癌和相应非癌结肠上皮的基因表达谱差异. 一半的肿瘤组
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织表达谱发生了改变 有44个上调表达和191个下调

表达的基因. 这些基因涉及信号转导相关基因 代谢酶

类 转录相关 有丝分裂以及凋亡相关基因. Favis et al [34]

把PCR和链接酶反应(ligase detection resction LDR)结

合 在一个反应管里同时检测上百个突变 再结合寡核

苷酸阵列 就能同时迅速分析大量样本. 他们应用该方

法成功地描绘出结肠癌的K-ras 和 P-53突变.

3.2 炎症  Honda et al [35]用基因芯片技术发现慢性乙型肝

炎和慢性丙型肝炎所致肝损伤的基因表达类型不同. 基

因表达的分层聚类分析显示 HBV 感染的肝细胞中

以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 以抗炎基因表达上调为主 提示两型

肝炎发病的不同分子机制. 1997年 法国 Livache et al [36]

就成功的利用基因芯片技术 对人血中的HCV病毒进

行了基因型分析.

        基因芯片也被用于胰腺炎的研究. Samir et al [37]应用

高密度小鼠cDNA芯片分析急性胰腺炎期间胰腺细胞基

因表达谱的改变. 并对筛选出的一条新基因: 胰腺炎诱导

蛋白49(PIP)的克隆 序列和表达进行了研究. 该基因

在胰腺炎急性期迅速而强烈表达. 对 PIP49初期及后期

结构分析显示他是编码跨膜蛋白的基因.

         cDNA芯片亦被用到了宿主 病源体相互作用的研

究中: Eckmann et al [38]用高密度芯片研究了培养的结肠

上皮细胞感染沙门氏菌后基因表达的变化 发现了一

些与感染相关的基因 其中细胞因子(G-CSF inhibin

A EB病毒诱导基因3 IL-8 巨噬细胞炎症蛋白-2a)

一些激酶 (TKT Eck HEK) 转录因子(INF 诱导因

子1)以及HLA I 等变化明显 进一步研究发现NF-κB
在调节基因表达中具有重要作用. 使这方面的知识得到

了拓展.

3.3 Hp研究  Hp的诊断迄今为止仍然是一个未被很好

解决的问题 基因芯片目前也用到了对 Hp的基因分

型 寻找毒力相关基因以及与宿主细胞相互作用基因

表达水平影响的研究上.

        Israel et al [39]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 寻找与致病作用有关

的毒力基因. 发现与致十二指肠溃疡菌株G1.11 相比

B128菌株感染沙土鼠后引起更严重的胃炎 溃疡和黏

膜细胞增生凋亡紊乱; 杂交还发现致十二指肠溃疡菌株

G1.11具有大量致病岛(PAI)组分缺失. 证明Hp致炎作用

是PAI依赖性的. Salama et al [40]用Hp全基因组基因芯片

检测不同Hp菌株之间基因的改变 发现22 的基因

对于一个或多个Hp菌株是非必需的 进而确定了Hp

的1 281条核心基因. 核心基因编码大多数细菌代谢和

细胞生命过程必需的蛋白. 菌株特异性基因包括Hp特

有的基因 限制性修饰基因 转座酶和编码细胞表面

蛋白的基因 这些变化是细菌在长期感染宿主过程中

的改变. 通过基因芯片杂交方法 在菌株特异性基因

中 发现了一批相对保守的与PAI 有共同遗传性的候

选毒力相关基因. 还有学者试图为Hp的研究开辟新的

领域 Ang et al [41]用含1 534个开放读框(ORF)的Hp基

因芯片研究了不同酸度条件下(pH7.2 pH5.5)生长的

Hp 基因组表达的差异.在两种酸性条件下有53个ORF

均上调表达. 在低酸条件下有80个ORF上调表达 另

有4个ORF表达受抑. 这一研究为Hp的研究开辟新的

思路. Maeda et al [42]用高密度cDNA芯片监测与Hp共同

培养的人胃癌细胞(MKN-45 AGS)基因表达谱的改变.

CagA阳性Hp上调胃癌细胞株2 304条基因中的8条. 等

位基因cagE阴性突变Hp则不能上调这些基因的表达.

3.4 毒物作用和抗肿瘤药物研究  Reilly et al [43]用基因芯

片技术监测大鼠对乙酰氨基酚所致肝损伤的基因表达

改变. 得到了一些与加速或抑制进一步肝损伤有关的基

因. Waring et al [44]又用基因芯片技术分析了四氯化碳

氨甲蝶呤 卡马西平等15种肝毒性物质对体外培养肝

细胞基因表达谱改变的影响 表明此技术是毒理学研

究的好方法.

        NCI(美国国立癌症研究所 )在癌症治疗发展计划中

观察了 65 000种以上化合物对 9种肿瘤组织来源的 60

个肿瘤细胞系的作用效应 所得数据为癌症药物的开

发和研究提供了很有价值的参考作用 在此基础上 肿

瘤生物学家可以利用基因芯片评估药物对肿瘤治疗的

可行性及其反应[45,46]. Clarke et al [47]用基因芯片研究了肠

癌患者化疗前和治疗期间肿瘤基因表达情况 发现丝

裂霉素C和5-氟尿嘧啶治疗均可使糖苷合成酶和尿嘧

啶-DNA糖基酶的基因表达增加. 这类研究说明基因芯

片是研究药物作用机制潜在的强有力工具[48] 有助于

确定药物作用的靶基因 为新药研究提供线索.

        生物芯片一经出现 就显示出了强大的生命力 其

发展速度及其中所运用的技术是传统杂交技术所无法

比拟的 令人瞩目 他顺应了人类基因组计划及后基因

组计划的实施 必将给生命科学研究和临床诊断带来

无法预知的广阔空间. 利用基因微阵列研究消化系统疾

病将会有助于从整体水平上认识疾病发生过程中相应

的分子事件 更深刻地了解消化系肿瘤与疾病的基因

变化路径和机制. 并最终为消化系疾病发病机制的阐明

和诊断 预防和治疗以及药物作用机制和新药物的研

制带来一场革命.
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