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悬浮式点阵与肿瘤研究
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悬浮式点阵$
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液态芯片
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生物芯片技术"

E>AKG>

7

!

."

$融微电子学)生物学)物理学)

化学)计算机科学为一体!具有重大的基础研究价值!又具有明

显的产业化前景(悬浮式点阵"

?O?

7

B@?>A@DHHD

Q

!

9-

$是生物

芯片技术领域又创新!由于检测过程中分子杂交在悬浮液体

中!故又被称之为液态芯片"

F>

X

O>IKG>

7

!

Z"

$(

C

!

Z"

的一般特点

C'C

!

传统
."

与
Z"

的区别
!

传统
."

是指包被在硅片)尼龙

膜等固相支持物上的高密度的组织)细胞)蛋白质)核酸)糖类

以及其他生物组分的微点阵!通过检测芯片与标记样品的杂交

信号即可实现对生物样品的分析(常见生物芯片主要有基因

芯片)蛋白质芯片)组织芯片等(

Z"

将激光技术)应用流体学)

高速数字信号处理器和计算机法则整合在一起!在特制的微球

上包被抗体)抗原或核酸探针等!可同时检测液相中多种成分!

如细胞因子)自身抗体)特定核酸序列等&

%$&

'

(

C'D

!

Z"

的原理
!

采用荧光编码技术!对液相体系中的微球

"直径
1'(

#

6

聚苯乙烯小球$用不同比例的红色分类荧光标

记地址!通过
&

种荧光染料对微球染色!调节荧光染料的比例

可获得
%++

种不同颜色的微球!每种荧光的浓度又分为
%+

个

等级(将每种颜色的微球交联上针对特定检测物的生物探针

"探针通过羧基结合到微球表面$!将编码微球混合后加入微量

待检样本!悬液中靶分子与微球表面的探针进行特异性结合(

以激光流式细胞仪作为分析平台!当微球通过激光流式仪时!

两束不同波长的激光"

()1@6

和
1)&@6

$对微球颜色进行鉴

定!同时通过靶分子上的报告分子完成定量分析(其检测原理

是让单个微球通过检测区域!再使用不同波长的激光同时对微

球探针上的红色分类荧光和报告分子上的绿色标记荧光进行

检测!一束激光激发微球探针上的红色分类荧光!根据不同的

分类荧光信号和荧光浓度等级将微球探针进行分类"寻址$!从

而寻找到各个不同的反应分子类型!另一束激光激发绿色标记

荧光!以微球探针上结合的报告分子标记荧光数量反映微球探

针上结合的待测分子的数量&

)

'

(

Z"

具有高通量)高敏感性等

特点!与平板式芯片"

7

FD@DH6>KHADHHD

Q

?

$相比使用更方便)成

本更低)统计学处理更快!在杂交动力学增速以及阵列准备等

方面具有更高的灵活性和可塑性&

4

'

(以
Z"

技术检测
1()*

例

血液标本中的
!

$

地中海贫血常见类型!发现
%)&

例携带
!

$

地中

海贫血突变基因!携带率为
&')43

!检测结果准确)快速!且成

本较低&

1

'

(

D

!

Z"

在肿瘤研究中的应用

目前主要通过血液中肿瘤标志物的检测对被检测者作出

诊断或疗效及预后判断(普遍使用的放射免疫分析)酶免疫分

+

*&&

+

国际检验医学杂志
&+%%

年
&

月第
)&

卷第
&

期
!

Y@C\ZDE/BI

!

VBEHODH

Q

&+%%

!

;AF')&

!

PA'&



析)化学发光免疫分析等方法!这些方法都是单指标检测!存在

特异性弱)灵敏度低等不足!特别是对早期肿瘤的检出率不高!

易出现漏诊(

Z"

与上述检测方法和固态芯片检测技术相比!

在精确度)及时性以及肿瘤早期发现等方面都具有更加优越的

性能(

D'C

!

基于
Z"

技术的核酸分析与肿瘤研究
!

Z"

技术通过将

人工合成的寡核苷酸探针连接于微球表面!可进行核酸研究(

除具有一般固相基因芯片或寡核苷酸微阵列的功能"如核苷酸

测序)

9P!

检测)基因表达谱分析)基因作图等$

&

(

'

!同时也能

实现精确定性)定量分析(以生物素标记引物进行
!"#

反应

可获得带有生物素标记的
!"#

产物!将其与微球上的特异性

探针进行杂交!并加入链亲和素藻红蛋白与生物素结合!激光

激发此荧光标记即可实现对目标核酸的检测(通常捕获探针

长度为
%2

"

&4E

7

!

gc"

含量为
4+3

!

86

值高于
1+[

!且目

的和非目的序列间的不匹配碱基尽量位于探针中央区域时可

获得更好的特异性&

*$2

'

(目前基于
Z"

技术的核酸检测已成功

应用于囊性纤维化穿膜传导调节因子突变)人类白细胞抗原分

型)激素表达谱)病毒分型)乳腺癌相关基因)抗原加工相关转

运子)肺癌相关基因)信号转导通路相关基因等方面的研究!均

证实
Z"

技术与传统检测技术相比!在灵敏度)准确度)稳定

性)检测速度)成本消耗等方面具有更高的优越性!可广泛应用

于疾病大规模筛查!肿瘤早期诊断)疗效及预后判断!介入治疗

监测以及疫苗效果评价等方面&

,$%(

'

(

D'D

!

基于
Z"

的免疫学分析与肿瘤研究
!

Z"

技术克服了传

统免疫学方法检测效率低下的不足!更适合于同时进行多指标

检测(应用
Z"

技术检测患者体内某种抗体的浓度时所需反

应体积小!不需去除过量的荧光标记抗体!以每类微球上的绿

色荧光信号作为平均荧光强度进行报告!与所结合的抗体量相

符!应用适当的定标器即可进行定量分析(

Z"

技术拥有常规

免疫学检测方法难以媲美的优点!即通量大!可同时分析多种

目的分子!不仅提高了工作效率!而且液态环境更有利于保持

生物大分子的天然构象!有利于反应的进行!故灵敏度)准确

性)重复性)灵活性更好!且只需要微量的样品即可进行检

测&

%*$%2

'

(以检测细胞因子为例!酶联免疫吸附法"

5ZY9-

$的检

测范围仅
%

"

&

个数量级!而
Z"

最高检测浓度为
%(+++

"

)&+++

7L

*

6Z

!达到
)

"

4

个数量级!灵敏度也远胜于
5ZY9-

!

为
&

"

4

7L

*

6Z

!且二者检测结果相关性极高!因此
Z"

有可能

成为
5ZY9-

的替代方法&

%,$&+

'

(其在免疫学领域的缺陷是人血

清中存在的一些天然抗体会直接结合在微球表面!形成非特异

性背景!对检测结果产生干扰&

&%

'

(

-MD@>??$-

L

GD

=

D@>

等&

&&

'将

Z"

应用于抗
99-

)

99.

)

96

)

#P!

)

9KF$*+

)

I?0P-

和着丝粒蛋

白
.

"

"5P!$.

$抗体的检测!并与免疫荧光检测"

YV-

$和酶免

疫检测"

5Y-

$进行比较!结果显示
)

种方法平均一致性为

,%3

!最低为
2%3

"抗
I?0P-

$!最高为
,*3

"抗
"5P!$.

$(

研究证实!

Z"

技术也可应用于头颈部鳞状细胞癌早期诊断和

非小细胞肺癌预后判断&

&)$&4

'

(

Z>@RAM

等&

&1

'采用
Z"

技术研究

肿瘤标记物)化学增活素和转移相关分子等在持续过度捐血多

年的健康妇女体内的水平!结果显示
Z"

技术可以作为一种前

瞻性的流行病学研究方法(

eGDA

&

&(

'和
hA

&

&*

'等分别应用基于

微球技术"

9"".?

$的化学发光免疫分析法和以
Z"

技术为基

础的电免疫传感系统检测肿瘤标记物!也证实
Z"

技术具有高

稳定性)高精确性)高敏感性和低耗性"时间和材料$(

D'E

!

基于
Z"

的蛋白质分析与肿瘤研究
!

Z"

提供的高通量

药物筛选平台可直接从蛋白水平寻找靶标!解释药物的作用机

理)毒副作用!并提高了药物筛选速度&

&2

'

(

Z"

技术具有常规

蛋白质检测方法所不具备的特点%"

%

$高通量!可同时分析同一

样本中的多种不同蛋白质#"

&

$灵敏度高!检测只需微量的样

品!非常适合分析稀有样本#"

)

$操作简便!耗时短#"

4

$灵活性

好!可自由组合所需检测的多种蛋白质&

&,

'

(由于不是固定的

平面阵列!

Z"

技术可以允许根据需要检测的对象有目的地配

置微球和探针分子!大大降低了成本!而且信号检测过程中不

存在冲洗问题!在蛋白质检测方面应用前景十分广阔(

8DRD$

6>

Q

D

等&

)+

'用
Z"

技术对脑外伤恢复期的
&*

种细胞因子进行

定量检测!证实
Z"

技术在脑外伤愈合过程中对血清标本进行

多种细胞因子的定量检测有助于判断受伤时间的长短(

Z>@

等&

)%

'采用
Z"

技术结合时间飞行质谱技术研究血清肿瘤标记

物!证实该项技术可高效快速区分蛋白质和多肽链!具有对肿

瘤进行预测的临床价值(

hGD@

等&

)&

'利用
Z"

技术开发了
)

种

复合微珠检测法同时检测乳腺癌细胞系及表皮样癌细胞系中

表皮生长因子受体蛋白各亚型的表达)蛋白
$

蛋白之间的反应

及受体酪氨酸激酶的磷酸化反应!研究结果提示该方法在药物

筛选和分子信号转导的研究方面显示出高效性(

-HBFFD@A$

gDHK>D

&

))

'等应用
Z"

技术研究唾液中口腔癌蛋白的表达!并与

5ZY9-

的检测效果进行比较!结论提示
Z"

技术与
5ZY9-

法

在定量检测唾液中蛋白质表达时具有同样的效果(

E

!

Z"

研究展望

Z"

技术已日趋成熟!彩色微球及配套的检测系统已商品

化!使用者既可采用已有的试验方案!亦可自行设计分析方案

或使用成套试剂盒(

Z"

技术整合了多种现代生物学技术!具

有较高的特异性与灵敏性!适用于分子水平的各个层次!人力)

物力)时间)试剂及样本消耗低!特别适用于流行病学调查)临

床诊断及蛋白组学研究!在肿瘤研究中的应用也更加广泛(

Z"

技术的部分缺陷"免疫学检测时天然抗体产生的荧光背景

消除)聚苯乙烯微球与杂交探针交联的稳定性的提高)新型微

球材料的开发)基于液态芯片技术的新检测手段的研发等$也

将在未来的研究中逐步克服和改进!在后基因组时代的生物学

研究领域中!

Z"

技术将会发挥更大的作用(
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参数与统计量

描述总体特征的数值为参数!通常是未知的!一般用希腊字母表示!如
!

)
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等(描述样本特征的数值为统计量!是已

知的或可计算获得的!用英文字母表述!如
<
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等(从总体中随机抽样可获得样本!以样本为基础)通过统计推断"参数估

计)假设检验$可获得对总体的认识(
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