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!检验技术与方法!

高密度蛋白微阵列芯片技术及其在疾病研究中的应用
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许多具有高通量特点的蛋白质组学分析技术成为大规模研究蛋白分子间相互作用!快速高效地揭示机体许多生命

活动现象的必备手段!并在近几年得到迅猛发展!高密度蛋白微阵列芯片"
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$技术就是其中之一&大规模

同时检测分析一个物种的蛋白!以及对这些蛋白进行亚细胞定位和相关功能的分析!同时提供不同蛋白间的相互作用是高密度蛋

白微阵列芯片的用途之一&
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高密度蛋白微阵列芯片$
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&技术已

经远不是传统观念中能同时检测数十种蛋白的芯片技术了'

目前的高密度蛋白微阵列芯片能同时检测数万种蛋白'采用

该技术能同时对
"

个物种
5DV

以上的蛋白进行相关研究分

析'

ÌG

等(

"

)采用高密度蛋白微阵列芯片同时检测分析了酵

母的
D5##

多个蛋白$占酵母全部
A+##

个蛋白的
$-V

&#其研

究成果发表于世界顶级科学杂志/

>K3&:K&

0#并被频繁引用接近

"+##

次'由此可见该技术将来在生物学研究领域中的应用前

景'随着包括人类基因组在内的
$#

多个物种基因组解码的完

成#进一步揭示这些基因的功能显得迫在眉睫'研究不同物种

整个基因组编码蛋白的相关功能成为新的研究领域和挑战#这

对于在分子水平上阐明不同细胞功能#研究不同疾病状态等复

杂生命活动过程有着重要作用'要在
"

个物种成千上万个基

因及其编码蛋白中研究不同蛋白的功能#传统的蛋白研究方法

显然已经没法满足这一要求#要揭示它们之间的内在联系和相

互作用#势必要以整个蛋白质组学的规模进行相关研究'因

此#许多具有高通量特点的蛋白质组学分析技术成为大规模研

究蛋白分子间相互作用#快速高效地揭示机体许多生命活动现

象的必备手段#并在近几年得到迅猛发展#高密度蛋白微阵列

芯片技术就是其中之一'大规模同时检测分析
"

个物种的蛋

白#以及对这些蛋白进行亚细胞定位和相关功能的分析#同时

提供不同蛋白间的相互作用是高密度蛋白微阵列芯片的用途

之一'

高密度蛋白微阵列芯片技术是一种高通量*高灵敏的蛋白

检测分析技术'经过近
"#

年的飞速发展#目前采用的高密度

蛋白微阵列芯片检测通量上万#检测灵敏度可高达
J

M

级(

+

)

#这

对于进行人类蛋白质组学研究非常有利#可以研究蛋白
C

蛋白#

蛋白
C

核酸*蛋白
C

脂类*酶
C

底物*蛋白
C

药物间的相互作用#该技

术的出现对于疾病诊断*蛋白筛选以及药物开发有举足轻重的

作用'高密度蛋白微阵列芯片技术的出现离不开高通量蛋白

表达纯化技术和高密度蛋白点样技术'目前的高密度蛋白微

阵列芯片技术已经能达到在显微镜载玻片大小规格$

.,DK@d

+,DK@

&上点样
/####

个以上的蛋白'因此#发展这一技术就

必须有大量的不同纯品蛋白'为了满足同时获得某个物种的

大多数蛋白#以蛋白质组学的规模高通量表达纯化蛋白#

\9LG:

等(

+

)采用
4>F

标记技术在大肠杆菌表达体系中成功地实现了

高通量表达完整活性蛋白#采用该技术#每天可表达纯化
"###

多个蛋白'该技术突破性的进展满足了高密度蛋白微阵列芯

片技术对大量蛋白种类的需求#解决了高密度蛋白微阵列芯片

技术制备过程的瓶颈之一#使同时检测分析
"

个物种几乎所有

的蛋白成为可能#对高密度蛋白微阵列芯片技术的发展有着至

关重要的作用和影响'高密度蛋白微阵列芯片技术的发展还

离不开高密度蛋白点样技术的革新#传统点样技术已经没法满

足目前高密度点样的需求'

2N7&&:W<

等(

/

)采用电喷射点样技

术把蛋白点样直径从
"D#

!

@

缩小到
/#

!

@

#这一进步将蛋白

点样密度提高了
+D

倍#所以能轻松地在载玻片规格大小的玻

片上点上
/####

个以上的蛋白'该技术的出现彻底解决了高

密度的难题#对高密度蛋白微阵列芯片技术的发展也起了很大

的推动作用'
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高密度蛋白微阵列芯片的种类

高密度蛋白微阵列芯片技术已迅速成为大规模蛋白研究

的关键技术#因此该技术不断推陈出新#发展迅速#先后出现了

多种载体类型的高密度蛋白微阵列芯片'

/b

胶结构的高密度

蛋白微阵列芯片由
4G7KI3:

等(

-

)和
2JL:L773&N

等(

D

)分别研究

出来#这种
/b

胶结构的芯片以凝胶为载体'由于凝胶孔是立

体的#所以该类型的芯片对点样蛋白的容量较大#制备程序复

杂#步骤繁多#操作中使用的缓冲液体系特殊#而且不能采用常

规的芯片扫描仪分析检测结果#因此其使用受到很大限制'

ÌG

等在此基础上发展起来以附于玻片上的凝胶为载体的纳

米微孔芯片'与
/b

胶结构的高密度蛋白微阵列芯片比较#其

点样孔开放#使用的缓冲液系统简单#但是与
/b

胶结构的高

密度蛋白微阵列芯片相似#检测结果需要特殊的扫描设备#因

此使用并不广泛'现在最为通用的是以玻片为载体的芯片'

显微镜载玻片样标准规格$

.,DK@d+,DK@

&大小的玻片#表面

经过结合单分子层处理#点样分子容易牢固结合到载体表面并

保持高度活性'由于这种芯片规格大小固定*点样密度高*检

测背景低#易于操作#而且便于常规通用的芯片扫描仪分析检

测结果#因此使用最为广泛#发展也最迅速'

高密度蛋白微阵列芯片按其用途可分为!分析检测型高密

度蛋白微阵列芯片和功能型高密度蛋白微阵列芯片'分析检
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测型高密度蛋白微阵列芯片主要是用于同时分析检测某种混

合物中的多种物质含量#抗体芯片是其典型代表'

\93L:

等制

备了第
"

个包含了
""D

种抗体的抗体微阵列芯片#并且系统研

究了该芯片从混合蛋白样品中检测相应特异性蛋白的敏感性

和特异性#成为抗体芯片研究的先驱'制备高密度抗体芯片需

要大量的单克隆抗体#但是制备成千上万种单克隆抗体是费时

费力的工程#因此抗体芯片的使用也在这方面受到了很大限

制'与此对应#制备功能型高密度蛋白微阵列芯片需要大量的

蛋白纯品#得益于
\9LG:

等发明的
4>F

标记表达技术'因此#

目前可以在蛋白质组学的规模高通量表达纯化蛋白#而且成本

远低于单克隆抗体的制备#所以功能型高密度蛋白微阵列芯片

在这方面没有受到很大限制'功能型高密度蛋白微阵列芯片

主要用于大规模研究某个物种内大量蛋白的功能*相互作用以

及分子活性分析等#具有较广泛的应用前景'

A

!

高密度蛋白微阵列芯片在疾病研究中的应用

任何疾病的发生*发展都是非常复杂的多因素过程#因此

对疾病的研究也是多方面*多角度的'糖基化研究一直是肿瘤

领域的热点#糖基化是蛋白转录后的修饰#涉及到免疫识别*细

胞黏附*细胞代谢*细胞迁移以及信号传导等多方面#与肿瘤的

发生*发展和转移密切相关#一直受到肿瘤研究者的密切关注'

ÌL<

等(

A

)采用高密度蛋白微阵列芯片对胰腺癌患者进行研

究#结果表明肿瘤患者体内存在涉及若干种类蛋白的大范围糖

基化改变#以往的研究手段只能关注某个或者某几个蛋白的糖

基化#无法从整体上对这些所有糖基化的蛋白进行全面研究分

析#往往不能很好地揭示不同蛋白之间的相互联系'高密度蛋

白微阵列芯片技术不仅能大规模研究蛋白的糖基化#还可以研

究细胞表面的糖基化#

FL<

等(

.

)采用该技术对人类的
+-

种细

胞系进行糖基化研究#发现该技术能分析细胞表面的特异性糖

基化以及研究这些糖基的功能'肿瘤抗原的研究也是肿瘤领

域的热点#这对于肿瘤的诊断和发病机制的研究非常重要'

Ĝ%7<:

等(

5

)和
4G:LPL9%L:L

等(

$

)采用包含
D#D#

个人类蛋白

的高密度芯片对卵巢癌患者进行研究#鉴定出多个与卵巢癌相

关的抗原和抗体#这对于卵巢癌的诊断非常有很大的潜在价

值'

感染性疾病一直是危害人类的重大疾病之一#该类疾病的

早期诊断对患者的治疗至关重要'但是对于像
>20>

这样的

突发性传染病#由于缺乏对其足够的认识#其相应的检测诊断

手段无从谈起'功能型高密度蛋白微阵列芯片的优势在这种

情况下得到充分发挥'

ÌG

等将
>20>

冠状病毒和
D

种常见

致病病毒编码基因导入酵母表达系统#纯化表达出相应蛋白制

备成覆盖
A

种病毒蛋白质组的高密度蛋白微阵列芯片#采用该

芯片对
A#+

例标本$其中
>20>

患者约
+D#

例&进行检测分析#

其区分
>20>

患者的正确率高达
$"V

#由于该芯片包含了

>20>

冠状病毒和
D

种常见致病病毒的蛋白#其检测结果非常

可靠#具有较高的敏感性和特异性#该技术为感染性疾病的检

测提供了一种全新的手段'

自身免疫性疾病的研究一直致力于特异性自身抗体的寻

找#这有助于疾病诊断和病情评估'如果采用传统方法对单个

抗体进行逐个筛查是非常繁琐的事情'采用高密度蛋白微阵

列芯片可以一次对患者进行几百种抗体的检测'

Y<<7

等(

"#

)采

用
"5

种诊断标志物制备的高密度蛋白微阵列芯片筛查自身免

疫性疾病的患者#其检测灵敏度高达
-#J

M

(

+

)

'

0<;3:7<:

等(

""

)

采用包含
"$A

种自身抗原的高密度芯片对系统性红斑狼疮*多

发性肌炎*原发性胆汁性肝硬化*类风湿性关节炎等自身免疫

病患者进行相关抗体谱筛查#研究结果显示该技术对抗体谱的

测定范围可达
"

"

$##:

M

"

@?

'目前的研究结果显示#对于自

身免疫性疾病患者自身抗体的筛查#高密度微阵列蛋白芯片的

检测敏感性是传统
[?T>2

方法的
-

"

5

倍#特异性与传统方法

相似#检测结果稳定性高(

"+

)

'高密度微阵列蛋白芯片的使用

不仅可以减少检测成本#而且该方法非常灵活#可以适合很多

疾病的联合检测'

过敏性疾病的诊断较为容易#但是过敏原的筛查非常费

劲'一般方法对过敏原进行逐个筛查既困难也容易漏筛'高

密度微阵列芯片的出现使得这一过程变得简单而且全面'

3̂''&9

等(

"/

)采用包含
$-

种常见过敏原的高密度芯片对过敏患

者进行过敏原筛查研究分析#该芯片对
T

M

[

的检测范围可达

+5

"

+###W]

"

?

#仅仅需要
-#

!

?

的患者血清就可以在
"

个实

验中对约
"##

种常见过敏原进行检测#这是传统过敏原筛查方

法没法做到的'采用该技术可以避免对患者进行创伤性的过

敏原检测#减轻患者检测时的痛苦#是一种过敏原筛查的理想

替代方法'

目前#高密度微阵列蛋白芯片也用于视神经脊髓炎*多发

性硬化和老年痴呆症等神经系统疾病的研究'高密度蛋白微

阵列芯片不仅可以用于血清样本的检测分析#同样可以分析蛋

白含量较低的脑脊液样本'

0<KI&

等(

"-

)采用包含
5+$D

个人

类蛋白的高密度蛋白微阵列芯片对老年痴呆症*呼吸睡眠暂停

以及多发性硬化等神经系统疾病患者脑脊液进行研究#研究结

果显示该方法能把这
/

种复杂疾病相互区分'虽然该研究样

本量较少#其研究结果还需要进一步扩大样本的临床验证#但

是该研究开创性的研究了高密度微阵列蛋白芯片用于特殊体

液样本的检测#为我们采用高密度微阵列蛋白芯片进行相关研

究提供了新的思路'

B

!

高密度蛋白微阵列芯片的优势#存在问题及应用前景

高通量是高密度蛋白微阵列芯片的最大优势#该技术可以

同时分析某个物种的几乎全部蛋白#真正实现对该物种进行蛋

白质组学的研究#

ÌG

等采用该技术分析了酵母
A+##

个开放

阅读基因编码蛋白中的
D5##

多个蛋白的功能#占该物种蛋白

总数的
$-V

#发现
//

种以前从未发现过的结合蛋白#

"D#

种脂

结合蛋白(

"

)

'随后#该研究小组采用该技术检测分析了酵母体

内所有
"++

酶中的
""$

个#占总数的
$.V

(

"D

)

'这种大规模的

进行蛋白全面研究是以往的方法无法完成的#而且与传统方法

对单个物质的逐个检测相比#该方法检测过程简单方便#相对

成本较低#得到的信息更全面'目前高密度蛋白微阵列芯片主

要存在的问题之一是检测的特异性不稳定#由于众多蛋白高密

度点样于一个很小的载体表面#检测样本时可能存在非特异性

结合反应'随着高密度蛋白微阵列芯片技术的不断发展成熟#

这一问题正逐步得到解决#其特异性与
[?T>2

方法相当(

"+

)

'

高密度蛋白微阵列芯片存在的另一问题是成本受点样的限制#

特别是分析性高密度蛋白微阵列芯片需要使用大量的单克隆

抗体'目前的技术还无法做到像表达纯化蛋白一样同时制备
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成千上万种单克隆抗体#因此分析型高密度蛋白微阵列芯片的

发展受到一定限制'只有随着单克隆抗体技术的突破#这一问

题才能从根本上得到解决'

高密度蛋白微阵列芯片技术凭借其独特的优势和强大的

适应性正受到越来越多医学相关工作者的青睐#并在研究实践

中逐步展示出其特有的魅力#其在医学及生物学领域中具有广

泛的应用前景'
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