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摘! 要! ! 随着人类基因组测序的完成和蛋白组学工程的开展，具有高产出测序的特性的 )*+ 微阵列技术的发

展日新月异，其应用已经深入到了生命科学研究的很多方面, 与此同时，几种新的 )*+ 微阵列制备技术迅速发展

起来, 文章介绍了滚轮放大技术、聚酰胺胺表面法、三甲氧基对胺苯基硅烷 - 重氮化法、化学纳米印迹法等四种制备

方法的新进展,
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伴随着几种高产出的基因组测序技术的发展，

研究者面对的挑战并不仅仅是对基因的鉴定，还包

括对这些基因的功能和表达的理解［&］, 常规方法在

实现这一目的时存在着极大的局限，因为它们都无

法在一次实验中实现对大量基因进行研究的目的,
最初由斯坦福大学的 .BAJ2C[ \JDR3 和其同事发明的

互补 )*+（ CDEFG7E73ABJN )*+，C)*+）微 阵 列 技

术［#］，可以同时对成千上万的基因的表达模式进行

高产出的测定,
:; : !"# 微阵列技术的原理

)*+ 微阵列的检测是基于微阵列上的探针与

样品中的靶基因片段之间发生的特异性核酸杂交,
其检测步骤如图 & 所示,

微阵列技术使用一种高速、精确的机器人将成

千上万的 )*+ 样品固定到固体支持物，如载玻片、

硅片或者尼龙膜等的表面, 这样获得了高的点样密

度，也就增加了一次可分析的样品的数量, 与此同

时，使用有荧光标记的 C)*+ 对其进行探测, 每一个

C)*+ 群体都用不同的荧光染料进行标记，以便在

同一阵列上作直接的对比,
:; <7 !"# 微阵列技术的主要步骤

主要步骤为微阵列的制备、C)*+ 探针的荧光

标记、探针与固定好的靶 )*+ 的杂交，以及后续的

对杂交结果的分析［&］,
)*+ 微阵列制备的两种传统的方法是原位合
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图 !" #$% 微阵列的检测步骤

成法和点样法［!］& 用这两种方法生产的微阵列大约

各占市场的 ’()［*］&
原位合成法是将低聚核苷酸直接地合成在微阵

列上& 这是由 +,-./-0 12324 及其同事在 5( 世纪 6(
年代早期发展起来的，也就是经常提及的 %7789-,4:;
法& 在此过程中，使用对光不稳定的保护基团，并进

行修饰，以引导核苷酸的选择性添加& %7789-,4:; 公

司在它们的微阵列平台上做出了重大的改进［*］，他

们利用从人类基因组研究得到的信息来设计他们最

新的微阵列产品，每一产品中含有超过 *6((( 个转

录物，并且探针选择技术也得到了很大的改进，极大

地减少了所需要的探针数& 最近 <=>/-? 等人［@］使用

原位喷墨法来构建低聚核苷酸微阵列，以系统地测

定探针长度（5(—A( 个核苷酸）和杂交缺失对转录

水平监控的灵敏性和专一性的影响& 使用这种技术

的微阵列已经实现了商业化，并且用于基因组范围

的表达分析上&
点样法是将预先做好的 #$% 片断点样到载玻

片或者膜等支持物上& 该技术对 B#$% 克隆的放大

耗时很少［’］，而且极大地提高了全长 B#$% 克隆的

质量和可靠性［A—6］&
最近两三年，#$% 微阵列技术飞速发展，应用

日益广泛& 本文将重点介绍几种新近发展起来的

#$% 微阵列技术的制备方法&

5" 几种新的微阵列的制备技术

!& "# 滚环放大技术［"$］

滚环放大（ 42CC:0> B:4BC- D9.C:7:BD,:20，EF%）技

术是一种具有惟一产物定位特性的分子放大技术&
它在多元直接探测和微阵列上核苷酸的定量表示方

面的应用潜力很大& 对于靶 #$% 和靶 E$% 的探测

下限为每 5((!9 点阵中大约 !’( 个分子，这意味着

在相同条件下，杂交灵敏度至少提高了 G((( 倍&
在 EF% 技术中，一个 #$% 环和一个小的前体

#$%（与 #$% 环的一部分互补），再加上酶的催化，

将脱 氧 核 苷 三 磷 酸（ 3-2;80=BC-2?:3- ,4:./2?./D,-，

3$HI）转化为由成千上万的连接着的重复的环单元

组成的单链连接的 #$% 分子& 见图 5&

图 5" EF% 前体分子 ’J端被固定，*J自由端进行环形杂交

EF% 产生了一个仍连接在 #$% 前体上的信号

放大的产物& 因此，EF% 与固相微阵列，如在特异的

微阵列位置产生定位信号的微阵列有很好的相适

性& EF% 放大技术一个重要的特点是可同时操作多

个阵列而不相互干涉& 相反，由于以下原因中的至少

一个，IFE 或者其他液相放大方法，都不能设计成

在芯片上的放大法：（!）在放大位点处缺少放大后

的信号的积累，如产物在溶液中的扩散；（5）对反应

物的毒性影响或者温度循环，如裂解样品或者微阵

列底物&
EF% 技术是在等温的条件下进行的，因此克服

了因温度循环而对昂贵且累赘的仪器的依赖& EF%
信号放大法已经应用于固体表面上的目标 #$% 的

探测和微阵列上蛋白质的超敏感探测方面&
本文对使用该法进行微阵列制作的过程作一简

单介绍& 使用微阵列机器人将微阵列印刷到抗生蛋

白链菌素包被的玻璃载玻片上& 在印刷之前，应先将

低聚核苷酸以适当的浓度溶解到含有 (& (’9> K 9C
的牛血清蛋白（L2M:0- ?-4=9 DCL=9:0，N+%）的磷酸

缓冲盐水（./2?./D,- O L=77-4-3 ?DC:0-，IN+）中& 在印

刷之后，将这些载玻片在 *PQ下在 !9> N+% K 9C 的

IN+ 溶液中烘培 !/& 然后用 IN+，(& (’) 吐温 O 5(
（聚氧乙烯山梨糖醇酐单月桂酸酯，HR--0 O 5(）洗
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涤两次，每次 #&’() 将溶解到 "$$&*（+* , +&-. /
0），12 值为 3) 4 的磷酸钠缓冲溶液中带有氨基端

的低聚核苷酸沉积下来，微阵列就制作好了)
!) !" 聚酰胺胺表面法［##］

基于 567 微阵列来分析单核苷多态性（ 8’(9.:
(;<.:-=’>: 1-.?&-@1A’8&，B6C）对于研究基因的变化

与个体显型的关系和致病基因的定位是很重要的) 最

近发展起来一种新的构建 567 微阵列的技术———聚

酰胺胺（1-.?D&’>-D&’(:，C7*7*）表面法) 此法使用

预先制作好的聚酰胺胺淀粉树枝状大分子作为介体

来实现 567 的表面固定) 外部含有 EF 个初级氨基的

树枝状大分子共价地结合到硅烷化的玻璃支持物上，

然后，树枝状的大分子受到谷氨酰酐的修饰，再由 !
G羟基丁二酰胺（! G A?>@-H?8;<<’(’&’>:）进行活化)

由于这种树枝状的 C7*7* 连接系统，微阵列表面显

示出对被氨基修饰的 567 低聚体的高固定效率，和

在反复重建和多次使用中的高稳定性)
通过 C7*7* 表面法制备的 567 微阵列显示

出很高的信号密度，并且在杂交过程中具有很高的

灵敏度) 固定到树枝状连接系统表面的低聚体探针

也具有很好的杂交专一性) 此外，基于树枝状大分子

的微阵列能多次复原，并且不需额外点样也能维持

高的均质性)
!) $" 三甲氧基对胺苯基硅烷 / 重氮化法［#］

简单地讲，三甲氧基对胺苯基硅烷 / 重氮化法

（" G D&’(-1A:(?. =@’&:=A-H?8’.D(:（7I*B）/ >’DJ-=’K
JD=’-(）的整个过程就是，先用水虎鱼溶液清洗玻璃

底物，然后用 7I*B 使之功能化) 在与核苷酸反应之

前，将与 7I*B 反应过的表面置于 2L. G 6D6M# 溶

液中，使之转变成重氮苯的形式) 最初的芳香性氨基

酸与亚硝酸反应，产生重氮盐) 因为重氮盐不稳定，

因此所有的步骤，包括核苷酸的点样，都应该在 FN
的条件下进行) "$&’( 后，将 7I*B 处理过的底物依

次用冰水预冷过的醋酸钠缓冲液、双蒸馏水（>-;O.:
G >’8=’..:> 2#M，>>2#M）和 +$$P 乙醇进行洗涤) 温

和的酸性缓冲液能保持重氮盐在载玻片上的活性)
然后将 567 点样到重氮化的载玻片上，再在室温下

风干 +—#A) 567 会与重氮化表面的含氮端形成共

价键) 为了将未反应的重氮基团中和掉，并减少探针

和载玻片的非特异性结合，可将表面浸在 +P 的甘

氨酸溶液或者将其放在含有 4$P 甲酰胺、标准柠檬

酸盐溶液（ 8=D(>D@> 8D.’(: <’=@D=:，BBL）、$) +P 十二

磺基钠（8->’;& G >->:<?. 8;.1AD=:，B5B）和 +P QB7
的缓冲液中进行预杂交（参见图 "）)

具体的步骤如下：

第一步，567 的准备) 从丝状真菌 6:;@-81-@D
<@D88D 分离得到其基因组 567)

第二 步，探 针 的 标 记) 用 L?"I* G >LIC 或 者

L?4I* G >LIC 对 567 探针进行荧光标记) 标记时可

使用用于放射性或非放射性的探针制备的切口平移

工具包进行处理) 标记之后，把这些探针用含有 + 倍

体积 F* 的醋酸铵（利尿药）和 4 倍体积 +$$P 的乙

醇的混合液进行沉淀，然后再溶解到 R—% !. 的无

菌双蒸馏水中)
第三步，在底物上形成甲硅烷层) 玻璃底物的清

洗可以先浸泡在水虎鱼溶液（其中硫璜酸与 "$P 双

氧水的体积比为 R："）中 "$&’(，然后再用去离子水

洗涤（注意：水虎鱼溶液会与大多数有机物发生剧

烈的反应，因此使用时必须很小心）) 将清洗过的底

物浸泡到 +&* 的 7*IB 乙醇溶液中 "$&’(，就能覆

盖上一层 7I*B) 然后用乙醇洗涤玻璃底物并让其

在氮气流中干燥) 这样就可以在玻璃底物上形成带

胺端的甲硅烷层（D&’(- G =:@&’(D=:> 8’.D(: .D?:@）) 甲

硅烷层的形成可以用 S 射线光电子波谱学来确定，

其厚度可用椭圆偏振光法（ :..’18-&:=@?）来测定，一

般厚度为 F) % T $) # U)
第四步，7I*B 处理过的表面的重氮化) 这一步

可以用含 F$&. 水、3$&.F$$&*2L. 和 ") #&. 新配置

的 #$$&* 的 6D6M#（亚硝酸钠）的溶液在 FN 下处

理 "$&’( 来实现) "$&’( 后，用预冷的醋酸钠缓冲溶

液（4$&*，12F) R）洗涤 7I*B 处理过的表面 " 次，

每次 "&’(，然后用预冷的去离子水洗涤，最后用乙

醇洗涤两次，每次 4&’() 重氮化后的表面在 FN下空

气中自然干燥，并用称为 V’&W’1:8 的点样工具进行

点样)
第五步，重氮化表面上 567 阵列的形成) 将样

品 567 印刷在冰冷的重氮化表面上（ 手工操作或

者使用微点样装置），再在空气中室温下自然干燥

+—#A) 之后，可以有两种处理方法：一是将重氮化表

面浸入到 +P 甘氨酸溶液中（ 12R) #）两 次，每 次

4&’(，再浸入到双蒸馏水中以去除甘氨酸残基，再在

空气中自然干燥；二是使用名为 B=@D=D.’(X:@I* 的试

剂进行紫外线交联（YZK<@-88.’(X），并在 3$N下烘烤

#A) 印刷后的表面在室温下阴暗处储存，直至杂交)
第六步，567 阵列的杂交) 将印刷有 567 的玻

片放置于科普林缸（L-1.’( [D@）中，在含有 4$P 甲酰

胺，BBL，$) +P B5B 和 +P 牛血清蛋白（QB7）的体系

中 ，于F#N下预杂交F4&’() 在此之后，将玻片在室

·#%&·
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图 !" 用 #$%& ’ 重氮化法把 ()# 共价地固定到玻璃表面及与 ()# 探针杂交的示意图

温下用双蒸馏水洗涤，再用异丙醇洗涤，然后风干*
+,-.标记的探针用等体积的杂交缓冲液（-/0 甲酰

胺，&&+，/* 1 &(&）进行 联 合，然 后 在 沸 水 中 煮 沸

-234 以使之变性* 杂交混合物用到阵列上，再用盖

玻片 盖 上* 将 阵 列 放 到 潮 湿 的 #556,78 9,:53;683<4
+6==>88> 试剂中，并浸入到 ?1@ 水浴中恒 温 A?—

ABC* 在杂交之后，将阵列在室温下依次用在 &&+ 和

/* A0 &(& 各洗涤 -234* 最后用双蒸馏水洗涤，再次

风干*
第七步，扫描玻片* 最初使用尼康公司的激光共

聚焦显微镜进行手工扫描，现在可以用共聚焦激光

扫描仪进行扫描*
第八步，图像处理* 这一步要确定每个点的位

置、强度和荧光背景，并计算出每个点的背景 D 底物

强度*
第九步，脱模（ =853EE34F）* 将玻片浸入到脱模缓

冲液（1* -2%)619GH?，/* A0 &(&）中在 I-@下处理

!/=，重复 ! 到 ? 次* 然后浸入到双蒸馏水中，再风

干，室温下储存在阴暗处*
实验的结果显示，()# 与用 #$%& 重氮化的表

面的共价结合在很大程度上增加了固定的稳定性，

并且减小了 ()# 在杂交过程中的损失* 同时，与从

使用商业固定技术得来的结果相比较，本方法产生

了更好的杂交结果和更小的背景荧光量* 在固定的

过程中，阵列面在剥离后可重复使用至少 ? 次，并且

不影响质量*
!" #$ 化学纳米印迹法（%&’()%*+ ,*,-./),0),1）［2!］

传统的 ()# 微阵列构建技术的最大缺点就是

速度很慢，因此提高了芯片产品的成本，并限制了它

的更广泛的应用* 这里我们将介绍一种能在极大程

度上提高 ()# 芯片构建速度的新技术———化学纳

米印迹法*
化学纳米印迹法是一种可行的快速制取大量

()# 芯片的技术* 它的构建速度（ 平均每 ?-= 一块

芯片）是现有的技术的几百倍* 更重要的是，理论

上，它的印刷速度并不依赖于芯片的规模，这一性质

使得此技术在超高密度芯片制造方面有广阔的前

景* 微印迹法已经用于制造有不同生物特性的表面

模式上，但是它在 ()# 芯片制造方面的应用还未有

尝试* 最近，有报道称已经实现在聚丙烯酰胺中进行

聚合酶链式反应（E<J,2>56=> KC634 5>6K83<4，G+L）克

隆的复制* 只是因为需要芯片上所有的实体同一地

放大，而所有的低聚核苷酸芯片和大多数其他的

()# 芯片都不能满足这一需求，这种方法就不大可

能应用在普通 ()# 芯片的制造中来* 这种化学纳米

印迹法技术第一次证明了印刷机制能成为一种新的

普通 ()# 芯片的构建的尺度* 这种方法导致了一种

比其他芯片直接负载法（如原位合成法和原位点样

法）具有更低的 ()# 负载的 ()# 芯片的出现* 可以

预见，这种技术与其他现有的芯片构建技术相互结
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合，将使 &’( 芯片构建速度系数提高 )$ 到 )$$ 倍*
在化学纳米印迹法技术中，将合成的 +,端被硫

醇标记的低聚核苷酸硅烷化，并将其共价地粘附到

未经修饰的玻璃面上* 这个 &’( 芯片即是我们的主

芯片（-./012 3 4567）* 将丙烯酰胺、重丙烯酰胺（86/
3 .429:.-6;1）、腺苷 3 +, 3 磷酸硫酰酯（.;1<=/6<1 3
+, 3 75=/75=/>:?.01，(@A）和 !，!，!，! 3 四甲基乙烯

二 胺（ !，!，!，! 3 B102.-1059:1059:1<1;6.-6<1，

BCDC&）的混合物用在主芯片上，并在主芯片上覆

盖一块事先做好的结合有硅烷的玻片* 在室温下让

凝胶混合物聚合 )-6<，然后将这样的“夹心”玻片在

%+E下加热 +/ 到几分钟不等* 再将这两张玻片分

开* 这样聚丙烯酰胺层就能粘附到结合有硅烷的面

上，并且凝胶层和载玻片共同包含印刷片（726<0 3
4567）* 当与互补的低聚核苷酸杂交时，印刷片以与

在主芯片上观察的图像成严格的镜像关系的空间格

局上显示出强的杂交信号* 这意味着，如上所述的印

刷过程能实现低聚核苷酸从主芯片到印刷片的高效

的转移*
在这种热控制的过程中，通过二硫键共价地结

合到一个高度负载的主芯片上的低聚核苷酸，化学

地转移到印刷片上的丙烯胺酰层上* 复杂的同一性

的印刷片可以由单一的主芯片制得* 这种复制的过

程比其他任何一种现有的方法快几百倍，并且这种

方法的速度和成本不受 &’( 芯片的规模的影响*

"! &’( 微阵列的应用和展望

最近一两年 &’( 微阵列技术发展得非常迅速，

其应用早已超出了最初的应用范围———测定基因的

全局表达模式，扩展到了包括复杂基因疾病的鉴定、

突变 F 多态性的探测、新药物的发现、以及毒理学等

方面在内的研究领域*

&’( 微阵列技术的发展对科学研究和临床医

疗都有着非常重大的意义* 但是，就目前的形势而

言，&’( 微阵列技术所面临的最大的问题就是价格

不菲，这在很大地程度上限制了其向更加广泛的领

域中扩展* 经济上不是很强大的国家在这方面的问

题尤为明显* 在现阶段，&’( 微阵列技术的发展不

仅仅与科技能力有关，还与经济的发展有很大关系*
#$$# 国际生物芯片会议于 #$$# 年 )) 月 %—)"

日在北京隆重召开* 与会的当今生物芯片界的知名

人物向世人展示了 &’( 微阵列的最近的发展，并且

提出了对 &’( 微阵列技术的展望* 在未来的几年

里，&’( 微阵列技术必将取得长足的发展*
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