
书书书

邱秀文，吴小芹，黄　麟，等．基因芯片技术在生物研究中的应用进展［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（５）：６０－６２．

基因芯片技术在生物研究中的应用进展

邱秀文，吴小芹，黄　麟，叶建仁
（南京林业大学森林资源与环境学院／江苏省有害生物入侵预防与控制重点实验室，江苏南京２１００３７）

　　摘要：基因芯片是生物科学领域的一项高新技术，在基因组测序、基因表达、发现新基因、基因芯片绘制图谱及病
原检测等方面得到了广泛应用。本研究介绍了基因芯片技术在生物研究中的研究进展，并对未来研究方向进行展望。
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　　基因芯片技术是将大量已知序列的核酸片段有规律地固
定在玻璃片、硅片、尼龙膜等各种固体支持物上形成分子阵

列，然后与用荧光标记过的核酸样品进行杂交，当样品与基因

芯片上对应位置的核酸探针发生互补配对时，可以通过荧光

强度来确定探针位置，获得与探针互补的核酸序列，从而获知

样品信息。高通量是基因芯片的最大优点，在基因芯片出现

之前，研究基因表达变化的手段包括原位杂交技术、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ
Ｂｌｏｔ技术，这２种技术的缺点是低通量，很难在有限的试验次
数内检测众多基因的变化规律。由于基因芯片技术自动化程

度高、效率也高，因此，在研究基因组测序、基因表达、发现新

基因、基因芯片绘制图谱及病原检测等方面都得到了广泛的

运用。本研究介绍基因芯片技术在生物研究中的研究进展，

旨在为推广基因芯片技术提供依据。

１　基因芯片概述

基因芯片（ｇｅｎｅｃｈｉｐ）别称ＤＮＡ芯片、ＤＮＡ微阵列、寡核
苷酸微阵列，是生物芯片的一种［１］。基因芯片技术最早出现

在美国，具有快速、高效、连续、准确等特点［２］。该技术是以

基因探针、核酸杂交技术为基础的核酸序列分析方法［３］。基

因芯片分类方法多样，依据载体基质不同，分为有机基因芯

片、无机基因芯片；根据使用功能的不同，分为表达谱芯片、测

序芯片、基因差异表达芯片［２］。

１．１　基因芯片原理
基因芯片的原理是将特定的已知核酸序列的ｃＤＮＡ片段

或寡核甘酸片段有规律地固定在固相支撑物（硅片、陶瓷或

玻璃片等）表面作为基因探针，根据碱基互补配对原则，与用

荧光或放射性同位素标记过的 ＤＮＡ或 ＲＮＡ样品进行杂交，
通过检测系统的杂交信号进行分析，可以高效快速地检测靶

基因的存在量及其变异性［４］。

１．２　基因芯片制备

基因芯片的制备方法有２种：一种是原位合成法，是指将
数量众多的电极固定在固相支持物上，电极上具有生物亲和

性的多孔空间，用于合成ＤＮＡ片段所需的４种单核苷酸可以
进入电极上的多孔空间，在电极上合成 ＤＮＡ片段，原位合成
法又可分为光导原位合成法与原位喷印合成法；另一种是直

接点样法，是指将人工合成的寡核苷酸片段直接点在固相支

持物上。原位合成法一般用于制备基因芯片，直接点样法既

可以用于制备基因芯片也可以用于制备蛋白质芯片［５］。

１．２．１　光导原位合成法　光导原位合成法是由美国昂飞公
司研发的，利用光敏保护基将碱基单体的 ５′端羟基保护起
来，之后固相支持物上的光敏保护基与１个核苷酸单体连接，
如此循环直到合成完成。光导原位合成法制备探针之间的距

离为５～１０μｍ，１ｃｍ２可以容纳１０６个探针，这种方法的优点
是步骤简单、合成速度快且合成探针量大，缺点是合成的探针

长度不是很长［６－９］。

１．２．２　原位喷印合成法　喷印合成法原理与传统的ＤＮＡ固
相合成原理一致，形式类似于喷墨打印，有多个喷印头及墨

盒，墨盒里面装有４种碱基的液体。喷印头可以在整个载体
上任意移动，根据载体上不同位点探针的序列要求将特定的

碱基喷印在特定的位置。

１．２．３　直接点样法　目前很多公司都是使用直接点样法生
产基因芯片，这种方法可以根据使用者的要求生产出符合目

的的相应芯片。直接点样是将合成好的探针、ｃＤＮＡ、基因组
ＤＮＡ片段通过人工或高速点样器直接点在固相支持物上。
根据点样方式不同可将直接点样法分为接触点样、非接触点

样［１０］。对于直接点样法来说，点样器的好坏直接决定了基因

芯片的探针密度及结合强度，点样装置质量的衡量指标有点

样速度、点样稳定性、点样密度等。

２　基因芯片在生物研究中的应用

２．１　基因表达分析
通过基因芯片检测生物不同发育阶段或病原体不同致病

阶段的基因表达情况，可以研究基因的功能及病原的致病机

理。Ｇｉｒｋｅ等运用基因芯片对拟南芥种子发育过程进行了研
究，发现通过基因芯片筛选到的拟南芥２６００个基因中，有
２５％的基因在种子中的表达量是叶子及根的２倍［１１］。沙门

氏菌对家禽危害很大，可以引起家禽沙门氏菌病。Ｌｕａｎ等制
备了包含有１３３１９个探针的鸡基因芯片，在２周龄小鸡感染
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沙门氏病菌前后，检测到了５８８个差异表达基因，其中２７６个
是已知功能基因，并且通过实时荧光定量 ＰＣＲ鉴定验证了４
个基因［１２］。Ｚｈｏｕ等制备了水稻基因组表达芯片，经过低能
Ｎ＋光束处理后，每３０个与组蛋白相关的基因中有１个基因
表达上调，每３８个溴结构域蛋白基因中有１个基因表达上
调，１个基因表达下调。Ｒｅｖｅｌ等运用基因芯片对莱姆病原菌
在不同培养条件下基因表达情况进行了研究，发现把莱姆病

原菌放在新环境下培养时，其基因表达情况会在很短的时间

内发生瞬变，并与新环境在很大程度上缓和，以适应新环境，

一旦适应了新环境，莱姆病菌的基因表达情况趋于稳定不

变［１３］。病原微生物可以通过自身基因表达变化很快适应新

环境，这也是病原菌能快速产生抗药性的重要原因之一。

２．２　ＤＮＡ测序
ＤＮＡ测序是指测定ＤＮＡ分子中的核苷酸排列顺序。基

因芯片技术早期应用于基因结构及序列分析。利用基因芯片

进行ＤＮＡ测序过程如下：将包含已知核酸探针的 ＤＮＡ芯片
与待测的ＤＮＡ样品进行分子杂交，在 ＤＮＡ芯片表面可检测
到荧光信号，通过分析形成的图谱获知样品序列［１４］。对已知

序列进行重测序是ＤＮＡ芯片的主要应用之一，重测序指的是
某种群或物种完成基因组测序后，对个体或群体的差异性分

析，需要进行再测序。由于序列已知，利用基因芯片技术开展

重测序的效率大为提高［１５］。ＤＮＡ芯片测序具有快速、高效
等优点，应用前景广阔，主要测序方法有 ＳＢＨ技术（ｓｅｑｕｅｎ
ｃｉｎｇｂｙｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）、ＣＳＨ技术（ｃｏｎ－ｔｉｇｏｕｓｓｔａｃｋｉｎｇｈｙｂｒｉｄ
ｉｚａｔｉｏｎ）。ＣＳＨ技术测序的长度大于ＳＢＨ测序的长度［１６］。目

前基因表达谱芯片技术在检测健康组织以及病害组织基因表

达差异上得到了广泛应用，为揭示病害的发生机制以及寻找

快速诊断防治方法提供了依据。在测定植物与病原物基因组

突变等方面，基因芯片是强有力的工具［１７－１８］。参照已知基因

序列，在载体上合成大量寡核苷酸探针，与待测样品进行杂

交，两者匹配程度越高，杂交信号越强。基因芯片技术测序的

准确率较高，国外学者利用包含大量探针的微列阵对人类线

粒体基因组的序列进行测定，准确率达９９％［１９］。Ｈａｃｉａ等用
近５万个核苷酸阵列对人、黑猩猩基因序列进行测定，结果表
明，二者同源性高，即进化相似性强［２０］。

２．３　发现新基因
基因芯片技术为发现新基因提供了思路，基因组序列的

发展为后基因组研究分析未知功能基因提供了参考。传统的

分子生物学方法具有无法明确解释生物生理过程中多基因之

间的相互作用、序列信息不全、特异性不高等缺点［２１－２２］。基

因芯片技术克服了传统方法的不足，能获得大量基因表达模

式，分析其调控过程，并且从数以万计的基因中寻找出差异表

达基因［２３－２４］。利用基因芯片技术发现新基因在医学上有极

其重要的意义，尤其是致癌基因的发现。Ｙａｏ等采用基因芯
片技术，设计了乳腺癌比较基因组杂交阵列，分析了与扩增区

域有关的每个基因表达水平，发现２个致癌新基因，分别为
Ｈ２ＡＦＪ、ＥＰＳ８［２５］。Ｗａｎｇ等利用基因芯片筛选肿瘤细胞中耐
药性相关基因，通过对差异表达基因进行分析鉴定，发现了２
个耐药新基因，分别为ｃ－Ｙｅｓ、ｃ－Ｆｌｉｐ［２６］。Ｈｅｌｌｅｒ等利用基因
芯片研究了肠炎、类风湿关节炎（炎症性）组织基因表达差异

性，还发现了与炎症有关的基因 ＩＬ－３、Ｇｒｏ－Ａ等［２７］。利用

基因芯片技术，Ｍｉｓｓｏｎ等研究了拟南芥植物缺磷条件下的基
因表达谱变化，发现了对磷缺乏起诱导、抑制作用的新基因，

这为植物养分管理开拓了新的研究思路。Ｍａｄｓｅｎ等研究了
温度对肺炎球菌基因表达差异的影响，用基因芯片技术设计

微列阵，分析其差异表达基因，发现了 ９１个未知功能新基
因［２８］。研究人员利用基因芯片技术，筛选微生物诱导后的成

年果蝇差异表达基因，发现数百个未知功能的新基因。目前，

松材线虫已扩散到我国南方多个省区，威胁我国许多重要旅

游地区的生态安全，被认为是一种毁灭性传染病害［２９－３０］。目

前松材线虫全基因组测序已经完成，利用基因芯片处理产生

的海量数据，研究松材线虫致病基因，对松材线虫防治具有重

要意义。

２．４　病原检测
ＤＮＡ芯片技术作为一种强有力的检测工具，在临床诊

断、环境检测、食品安全检测等领域得到了广泛运用［３１－３２］。

杨朋欣等通过弓形虫、旋毛虫的特异序列设计出特异性探针，

建立了弓形虫、旋毛虫的液相基因芯片检测方法［３３］。周钧等

利用日本血吸虫基因芯片对江西省、湖南省的钉螺进行检测，

结果显示，江西省、湖南省感染性钉螺检出率为１００％［３４］。张

锦海等根据疟原虫高度保守的基因片段制备了疟原虫诊断、

分型基因芯片，能快速诊断出疟原虫及其分型，对疟疾的防治

具有重要意义［３５］。Ｔａｒｅｓ等用同源 ＤＮＡ分别开发了松材线
虫特异性探针，可以将特异性探针固定到固相载体（如硅片、

玻璃、塑料、尼龙膜等）上制成基因芯片，用于快速、精确检测

松材线虫［３６］。

２．５　绘制图谱
采用基因芯片探针阵列与相应的生物信息方法可以进行

基因文库作图。张新建等用基因芯片技术研究了水稻白叶枯

病菌的侵染过程，并分析其基因表达谱，发现侵染过程中有５
个基因发生了明显变化［３７］。赵宝存等采用基因芯片技术获

得小麦基因的差异表达图谱，并分析了在不同盐胁迫时间下

小麦根部基因表达的变化，包括盐诱导、盐抑制表达基因［３８］。

３　展望

基因芯片技术具有快速、高效、高通量等优点，已被广泛

应用于医疗、农林、畜牧、食品以及环境检测等诸多领域。但

基因芯片技术仍然存在一些不足，主要表现在技术与设备方

面。基因芯片技术在ＤＮＡ测序、基因表达分析、发现新基因、
绘制图谱及病原检测等方面有巨大的应用价值。
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