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基因芯片技术在基因突变诊断中的应用及其前景

朱晓娥 综述，袁耿彪△审校

（重庆医科大学附属第二医院核医学科　４０００１０）

　　关键词：基因突变；基因芯片技术；甲状腺癌
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　　基因芯片诊断技术是伴随着人类基因组计划的实施而发

展起来的生命科学领域里的前沿生物技术。它最显著的特点

是高通量、高集成、微型化、平行化、多样化和自动化。经过短

短十几年的发展，基因芯片技术现已在基因表达分析、基因突

变及多态性分析、疾病基因诊断、新药设计、药物及毒物基因组

学等多个领域显示出重大的理论意义和实际应用价值，具有广

阔的前景。人类基因组大约由３×１０９ 个核苷酸对组成，其中

约５％的ＤＮＡ为基因编码序列，共编码５～１０个基因。在机

体内外环境因素的作用下，或者有些基因损伤等而发生变异，

即出现各式各样的基因突变。基因突变是指基因组ＤＮＡ序

列中１个或多个位点的碱基发生突变、缺失、插入等现象，单核

苷酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰ）是指在进

化过程中，由基因组核苷酸的变异引起的ＤＮＡ序列差异，包

括碱基的缺失、插入以及单个碱基的转换或颠换，是导致遗传

性疾病和肿瘤的重要原因之一［１］。本文对基因芯片技术在医

学中，尤其在甲状腺癌诊断中的应用进行综述。

８２１３ 重庆医学２０１０年１１月第３９卷第２２期
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２０世纪末人类基因组计划（ｈｕｍａｎｇｅｎｏｍｅｐｒｏｊｅｃｔ，ＨＧＰ）

的完成，极大地带动了人类疾病相关基因以及病原微生物基因

的定位、克隆、结构与功能研究。基因芯片就是在这个背景下

发展起来的一项分子生物学新技术，因具有与芯片相似的微型

化和大规模分析、处理生物信息的特点而得名，它能在一块或

若干块芯片上完成生物样品的分离、制备、生化反应的进行，

如：核酸产物的分离（ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｓ）、杂交

（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）以及聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃ

ｔｉｏｎ，ＰＣＲ）等诸多生物学过程，显示出快速、高效率、高通量处

理生物学信息的能力。基因芯片技术又称ＤＮＡ微阵列技术。

该技术为了解人类疾病提供了一个革命性的技术平台，为新假

设的提出奠定了基础，被认为是继基因克隆技术、基因测序技

术和ＰＣＲ技术后的又一次革命性的技术突破
［２］。

１　基因芯片技术

基因芯片技术是生物芯片技术中最基础的，也是发展最成

熟以及最先进入应用和商品化的领域。基因芯片又称为ＤＮＡ

芯片、ＤＮＡ微阵列，基于核酸互补杂交原理所研制的
［３］。基因

芯片是采用光导原位合成或微量点样方法，将核酸片段以预先

设计好的排列方式固化在固相支持物（硅片、玻片、聚丙烯酰胺

凝胶、尼龙膜等载体）的表面，组成密集二维分子排列，利用核

酸杂交原理，通过激光共焦扫描及分析软件，可对上千种基因

的表达水平、突变和多态性进行快速、并行、准确、高效地检测

分析［４］。

１．１　基因芯片技术的基本类型

１．１．１　光引导原位合成技术　采用照相平板印刷技术，结合

光引导原位寡聚核苷酸合成技术，制作和生产寡聚核苷酸微阵

列芯片。二者的结合为合成高密度核酸探针及短肽列阵提供

了一条快捷的途径。这种技术生产的基因芯片可以达到１０６／

ｃｍ２ 的微探针排列密度，能够在一片１ｃｍ多见方的片基上排

列几百万个寡聚核苷酸探针，不仅可以用于寡聚核苷酸的合

成，也可用于合成寡肽分子。

１．１．２　微电子芯片
［５］
　电子芯片是由美国 Ｎａｎｏｇｅｎ公司开

发的，采用多位点电控阵列并含独立可寻址检测区域的微电子

基因芯片，其基质全部以硅、锗为基础的半导体材料，在其上构

建２５～４００个μＰｔ电极位点，各位点可由计算机独立或组合控

制。无论在芯片制造或成品芯片检测，均可通过相似微电极的

电场变化来使核酸结合，引入“电子严谨度”参数使芯片检测通

过靶、探针序列特征和使用者要求来控制杂交过程中的严

格性。

１．１．３　微量点样技术　目前大部分生产基因芯片的单位都是

使用这一方法，采用了更加微量的点样技术，可以点更加微量

的探针。将许多特定的寡核苷酸片段或基因片段有规律地排

列固定于支持物（如膜、硅片、陶瓷片及玻片）上，然后通过类似

于Ｎｏｒｔｈｅｒｎ、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹交杂技术的方法与待测的标记样

品按碱基配对原理进行杂交，再通过检测系统对其进行扫描，

并用相应软件对信号进行比较和检测，得到所需的大量信息，

进行基因的高通量、大规模、平行化、集约化的信息处理和功能

研究。其主要优点是简便宜行，技术要求较低，并且探针不受

探针分子大小种类的限制，能够灵活机动地根据使用者的要求

制作出符合目的的芯片。

１．１．４　其他技术　美国国立卫生研究院（ＮＩＨ）、测径器公司

和Ｏｒｃｈｉｄｂｉｏ公司研制了一种毛细管微流泵芯片
［６］，在边长２

英寸的芯片上集成了１４４个微室，分别由流入孔、反应室、循环

管和废液流出孔组成，这种芯片不但可以用于基因诊断和分

析，还可用于化学合成。

１．２　基因芯片技术的基本步骤

１．２．１　光蚀刻合成法　是最初常用的一种方法，其主要过程

是在固相支持物上耦联带有可感光保护基团Ｘ的羟基，汞光

有选择地照射到固相支持物。去掉可感光保护基团Ｘ，使羟基

成为有功能的自由羟基，与加入的带Ｘ的核苷酸耦联，第一个

反应物嫁接到目标位置上。随着反应的重复，链不断地延伸，

当所需的寡核苷酸链合成完后，对反应基板进行无遮板的汞光

普照，去除所有的Ｘ，即可得到所需的寡核苷酸阵列。这样，光

照模式和反应物的加入顺序决定了合成产物的序列以及在基

板上的位置。该法可以合成３０个碱基左右，其优点在于精确

性高，缺点是制造可感光保护剂价格较为昂贵。该法由美国的

Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司首先开发采用。目前该公司已开发成功能同

时检测６５００个已知人类基因的ＤＮＡ芯片。

１．２．２　压电印刷法　其原理类似于喷墨打印机，打印机头的

墨盒有４个，分别装有４种不同的碱基，打印机头在方阵上移

动，并将带有某种碱基的试剂滴到基板表面，然后固定。经过

洗脱和去保护后，就可以连接新的核苷酸，使寡核苷酸链延伸。

该法使用的技术原理与传统的ＤＮＡ固相合成相一致。压电

印刷法可以合成４０～５０个碱基，此法效率高但工艺不太成熟，

目前该法主要由美国的ＩｎｃｙｔｅＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ公司采用。

１．２．３　点样法　即预先合成寡核苷酸，肽核苷酸或分离得到

互补ＤＮＡ（ｃＤＮＡ），再通过点样机直接将其点到芯片上。寡核

苷酸或肽核苷酸的合成主要是通过多孔玻璃合成法。肽核苷

酸虽然在制备上比较复杂，但是它与ＤＮＡ探针相比，由于戊

糖核酸（ＰＮＡ）与ＤＮＡ结合的复合物更加稳定和特异，因而更

加有利于单碱基错配基因的检测。来自某一细胞的ｃＤＮＡ必

须进行预处理、纯化、扩增以及分类。然后再利用机械手把它

们准确地固定在基板的相应位置上。为了保证ｃＤＮＡ 芯片检

测的准确性，在制备ｃＤＮＡ芯片以前必须提高低表达基因ｃＤ

ＮＡ的丰度，降低高表达基因ｃＤＮＡ的丰度。点样法的优点在

于成本低、速度快，但缺点是构成方阵的寡核苷酸或ｃＤＮＡ 片

段需事先纯化。目前采用该法的公司最多，有英国ＢｒａｘＧｅ

ｎｏｍｉｃｓＬｉｍｉｔｅｄ公司和美国Ｈｙｓｅｑ、ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｙｎａｍｉｃｓ、Ｎａｎｏ

ｇｅｎ等多家公司
［７］。

１．３　样品的制备　生物样品成分往往比较复杂，所以在与芯

片接触前必须对样品先行处理。为了提高检测结果的准确性，

来自血液或组织中的ＤＮＡ／ｍＲＮＡ样本须先行扩增，然后再

被荧光素或同位素标记成为探针。

１．３．１　杂交　影响杂交的因素很多，但主要是时间、温度及缓

冲液的盐浓度。如果是表达检测，需要长历时、低温和高盐条

件的较严谨性杂交。而如果是突变检测，需要短历时，高温和

低盐条件的高严谨性杂交。总之，杂交条件的选择，要根据芯

片上核酸片段的长短及其本身的用途来决定。

１．３．２　杂交图谱的检测和读出　目前最为常用的是激光共聚

焦荧光检测系统，其原理主要是与芯片发生杂交的探针上的荧

光被激发后经过棱镜刚好能通过共聚集小孔，而能被探测器检

测，而芯片之外的其他荧光信号则不能被探测器检测到，检测

到的荧光信号通过计算机处理后就可直接读出杂交图谱。此

法灵敏度和精确度较高，但是扫描所需时间较长。另一种检测

系统采用电荷耦合装置（ＣＣＤ）摄像原理，它虽然灵敏度和精确

度较低，但所需的扫描时间较短，因而更适用于临床诊断。此

外，近年来还发展了多种检测方法，如质谱法，化学发光法，光

导纤维法等多种方法，其中最有前途的是质谱法。
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２　基因芯片在基因突变中的应用

基因芯片是在基因组水平上发现并研究基因功能的有力

工具。１９９６年Ｌｏｃｋｈａｒｔ用于分析ｍＲＮＡ的表达水平时，只能

检测１０００个基因。而现在寡核苷酸芯片可以携带目前已知

的所有基因（达到３８５００个）的探针口，在１次试验中可以检

测２００００～１０００００个基因。现已广泛用于疾病机制的研究、

疾病的分类和诊断、疾病的预测和治疗。

２．１　基因芯片在甲状腺癌（ＴＣ）相关基因突变中的应用　ＴＣ

是内分泌系统最常见的一类恶性肿瘤，约占人类全部恶性肿瘤

的１％。常见的４种病理类型中，约８０％的乳头状癌中有Ｖ型

鼠科肉瘤病毒Ｂ１ 的同源致癌基因（ＢＲＡＦ）突变（４５％）、甲状

腺乳头状癌的转染（ＲＥＴ／ＰＴＣ）重排（２０％～８０％）和宿主细胞

基因组（ＲＡＳ）突变（１０％～２０％），但很少在同一个病灶中共

存。约１５％的滤泡状癌中，常见ＲＡＳ突变（４０％～５０％）和活

化一过氧化物酶体增殖激活受体γ（ＰＡＸ８ＰＰＡＲγ）点突变

（３５％）及ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ突变（６％～１３％）；胡尔特尔细胞瘤中存

在ＲＡＳ突变（５％～２５％）。低分化和退行性ＴＣ中，ｐ５３点突

变分别为６０％～８０％、１５％～３０％；ＲＡＳ点突变分别为１８％

～２７％、５０％～６０％；ＢＲＡＦ突变分别为１５％、２０％。髓样癌

进展期常见到ＲＥＴ点突变。大多数基因改变会导致促分裂原

活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号系统的激活
［８］。

利用基因芯片技术可对ＴＣ作快速、简便、高效、准确地分

析而得出病变信息：ＤＮＡ突变发生在何部位？属于什么样的

序列突变？基因表达有何异常？得出正确的诊断后，即可根据

病变的靶序列或靶蛋白设计相应的药物，以改变靶序列的表达

情况从而达到治疗疾病的目的，为ＴＣ的早期诊断和分型开辟

了一个新的领域口。

２．２　基因芯片的高通量测序技术　高通量测序技术是对传统

测序一次革命性的改变，１次对几十万到几百万条ＤＮＡ分子

进行序列测定，因此在有些文献中称其为下一代测序技术

（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ），足见其划时代的改变，同时高通

量测序使得对一个物种的转录组和基因组进行细致全貌的分

析成为可能，所以又被称为深度测序（ｄｅｅｐｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）
［９］。高

通量测序平台的代表是罗氏公司（Ｒｏｃｈｅ）的４５４测序仪（Ｒｏｃｈ

ＧＳＦＬＸｓｅｑｕｅｎｃｅｒ），Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的Ｓｏｌｅｘａ基因组分析仪（Ｉｌ

ｌｕｍｉｎａＧｅｎｏｍｅＡｎａｌｙｚｅｒ）和ＡＢＩ的ＳＯＬｉＤ测序仪（ＡＢＩＳＯＬ

ｉＤｓｅｑｕｅｎｃｅｒ）。２００８年４月 ＨｅｌｉｃｏＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅ公司的 Ｔｉｍｏ

ｔｈｙ等人，在Ｓｃｉｅｎｃｅ上报道了他们开发的真正的单分子测序

技术，并利用该技术对一个 Ｍ１３病毒基因组进行重测序
［１０］。

这项技术之所以被称为真正的单分子测序，是因为它完全跨过

了上述３种高通量测序依赖的基于ＰＣＲ扩增的信号放大过

程，真正达到了读取单个荧光分子的能力，向１０００美元测定

一个人类基因组的目标迈出了一大步。这些平台共同的特点

是极高的测序通量，相对于传统测序的９６道毛细管测序，高通

量测序１次实验可以读取４０万到４００万条序列，读取长度根

据平台不同从２５～４５０个碱基，不同的测序平台在１次实验

中，可以读取１～１４Ｇ的碱基数
［１１］，这样庞大的测序能力是传

统测序仪所不能比拟的。

２．３　基因芯片的其他应用　由于基因芯片的快速发展，现已

用于社会各界的各个领域，如在药物筛选和新药开发方面，用

芯片作大规模的筛选研究可以省略大量的动物实验甚至临床，

缩短药物筛选所用时间，提高效率，降低风险［１２］；在环境保护

上，基因芯片也有广泛的用途，一方面可以快速检测污染微生

物或有机化合物对环境、人体、动植物的污染和危害，同时也能

够通过大规模的筛选寻找保护基因，制备防治危害的基因工程

药品、或能够治理污染源的基因产品；基因芯片还可用于司法，

现阶段可以通过ＤＮＡ指纹对比来鉴定罪犯，未来可以建立全

国甚至全世界的ＤＮＡ指纹库，到那时以直接在犯罪现场对可

能是疑犯留下来的头发、唾液、血液、精液等进行分析，并立刻

与ＤＮＡ罪犯指纹库系统存储的ＤＮＡ指纹进行比较，以尽快、

准确的破案；基因芯片技术还可以用来筛选农作物的基因突

变，并寻找高产量、抗病虫、抗干旱、抗冷冻的相关基因，也可以

用于基因扫描及基因文库作图、商品检验检疫等领域。

３　基因芯片有待解决的问题及其新进展

基因芯片技术仍然处于发展阶段，要发展成为实验室普遍

采用的技术仍有一些关键问题亟待解决：（１）相比 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔ或ＲＴＰＣＲ，不能检测微量 ｍＲＮＡ；（２）荧光标记不均一，

灵敏度低；（３）制作程序复杂，样品处理繁琐，成本高；（４）杂交

条件高度个体化，难以形成统一的标准。随着芯片技术的不断

成熟，很多问题正在逐步解决。如ＤＮＡ合成方法的改进，现

已允许更长的寡核苷酸探针用于点阵芯片。探针的构造变得

简化，没有了ＰＣＲ的扩增，仅要求清洗。这同时提高了杂交的

一致性、批处理的一致性和点阵的一致性［１３］。为了使每一个

样品杂交的费用降到最低，现在多采用单染色。因此，越来越

多的ｃＤＮＡ芯片的研究转向于寡核苷酸芯片研究。另一个改

进方向是采用８ｃｍ×１２ｃｍ的标准微型芯片
［１４］。通过机器人

分配液体，９６个样品从准备、扩增、标记、清洗及杂交都可以同

时自动处理，即形成缩微芯片实验室（１ａｂｏｎａｃｈｉｐ）。再进一

步结合卫星传输和网络生物信息学的资源，真正实现高通量、

一体化、移动性的“未来型掌卜实验室”。

此外，基因芯片正结合以下新技术向新的方向发展：（１）激

光捕获显微切割技术（ｌａｓｅｒｃａｐｔｕｒｅｍｉｃｒｏｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ，ＬＣＭ）
［１５］，由

美国癌症研究所发明，可以得到某一特定细胞的纯群。该技术

是用组织病理学方法对冷冻组织染色，用激光在显微镜下切割

特定区域的组织，从微型胶片上得到纯细胞群。最近已有将基

因芯片技术和ＬＣＭ 技术结合用来研究头颈部鳞状细胞癌基

因表达谱的报道。（２）染色质免疫沉淀反应（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍｍｕ

ｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＣｈｉＰｓ）
［１６］，ＣｈｉＰｓ可以鉴别已知蛋白质和ＤＮＡ

序列的交互作用，提供靶基因特定转录因子的信息。该技术与

基因芯片相结合，可以把已知基因组的ＤＮＡ序列杂交到芯片

上，这等同于把基因的启动子捆绑在蛋白质上面。这种相结合

的方法已用于检测酵母的转录控制。（３）单核苷酸多态性

（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）分析
［１７］，将来基因芯

片技术的一个主要挑战就是识别ＳＮＰｓ。现在已经通过特定的

ＳＮＰｓ芯片，大规模地研究ＳＮＰｓ分析。目前，基因芯片已经可

以识别１０００个已知的ＳＮＰｓ，检测更大量的ＳＮＰｓ（达到１００

０００ＳＮＰｓ）基因芯片正在研究中。（４）蛋白质和抗体芯片，是

在ＥＬＩＳＡ基础上采用ｘＭＡＰ（ｆｌｅｘｉｂｌｅｍｕｌｔｉａｎａｌｙｔｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇ）

技术发展起来的新芯片，又称液相芯片（１ｉｑｕｉｃｈｉｐ）。与传统芯

片相比，整个反应都在液相中进行，不需要洗涤，灵敏度高，被

认为是质谱分析法后又一实用的分析复杂蛋白组分的技术，目

前已用于细胞因子、激酶等的检测。
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组织工程支架和细胞的相互作用

向鸿照 综述，王远亮，杨维虎 审校

（重庆大学生物力学与组织工程教育部重点实验室　４０００４４）
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　　组织工程是把支架、细胞和生长因子三者相结合，用于病

变、损伤部位组织和器官的修复、重建和再生。其中支架作为

细胞外基质（ＥＣＭ）的替代物，为细胞和生长因子负载提供一

个３Ｄ环境。理想的支架除了应该具有足够的孔隙率以利于

氧气和营养物质的运输，还要有足够的力学性能负载和刺激细

胞，传递细胞信号，保证细胞的正常表型［１３］。因此，了解组织

工程中细胞和支架的相互作用对组织和器官的制备具有重要

的意义。

１　支架对细胞的作用

理解３Ｄ支架对细胞组织的作用是组织工程研究的重点。

支架对细胞的刺激主要是通过支架的构型、机械性能和外力作

用３种途径实现的，其中对３Ｄ支架的机械性能的评估是组织

工程研究的关键。下面分别进行论述。

１．１　支架模量对细胞生理功能的影响　支架的机械性能对细

胞的表型、生长、迁移和繁殖等生理活动起到调节和控制的作

用［４５］，其中支架刚性（主要指杨氏模量）对细胞行为的影响最

为重要。很难准确定义３Ｄ支架中细胞的形态和支架刚性之

间的关系，因为支架中细胞的表型是一个物理和生化性质共同

作用的复杂过程，除了考虑支架的模量外，还要考虑蛋白水解

敏感性，细胞生长因子等因素。Ｄａｎｉｅｌ等
［６］在研究支架模量和

蛋白水解敏感度对细胞表型的影响中，发现在柔顺支架中（０～

１００Ｐａ）生长的细胞更多表现出星形，而刚性较大（＞５００Ｐａ）

的支架中生长的细胞则主要表现为圆球形，见图１。并且对于

不同的细胞和支架其相关系数是变化的。支架模量除了影响

细胞的形态之外，还控制细胞的分化和迁移功能［７］。Ｅｎｇｌｅｒ和

Ｊｅａｎ
［８］研究发现，当间充质干细胞（ＭＳＣｓ）被种植在聚酰胺

（ＰＡ）凝胶支架上时，通过控制支架基底的模量可以影响细胞

的分化。此外，当支架的弹性模量分别相似于肌肉、脑和骨组

织的弹性模量时，可以诱导细胞分化成肌细胞、神经元、成骨细

胞。并且，基体模量直接诱导细胞骨架的肌动蛋白的重构。在

细胞植入初期，支架基底的模量会影响相邻内皮细胞融合。在

Ｅｎｇｌｅｒ和Ｊｅａｎ
［８］的实验中ＰＬＬＡ／ＰＬＧＡ混合物的机械性能影
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