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’ 引言
人类基因组!"#$%& ’(&)$(*测序工作

的完成是人类医学史上的里程碑! 基因芯
片虽可在 $+,- 水平上分析整个基因组表
达的情况 .并得到了迅猛发展"但生命活动
的主体是人体内存在的 /0 万种以上的蛋
白质"从 1,-#$+,- 到蛋白质执行功能还
存在着复杂的过程" 而关于基因组的研究
并不能解决所有的问题! 实验研究结果也
进一步说明了这一点$ 基因的表达在核酸
水平与蛋白质水平之间并没有确定的量相

关性" 只有通过对蛋白质的研究才能够更
好地解释生命现象#揭示生命本质! 蛋白质
芯片技术是蛋白质组学研究中除了酵母双

杂交#双向电泳技术#质谱技术等之外的一
种重要的工具" 它提供了在同一时间分析
整个蛋白质组!23)4()$(*的方法!

! 蛋白质芯片技术的产生
上世纪 50 年代"678&9 等 :/;的理论研究

结果认为可以将抗体大量地在固相表面进

行微量点样 " 以实现高灵敏度的实验研

究! 但是直到 <0 年代末当 1,- 芯片技术
被大家所认识和接受而且芯片的制作技术

已经不再是瓶颈的时候" 抗体微矩阵才开
始被用来进行定量的蛋白质组学研究! 目
前蛋白质芯片已经被应用于蛋白质许多相

关方面的研究" 而且正在进一步结合其它
领域诸如材料科学#生物信息学#光电子技
术等最新的研究成果" 成为了一种强大的
多学科技术密集型的新兴蛋白质组学研究

工具!
相对于 1,- 芯片"蛋白质芯片技术面

临更多困难! 第一"相对于 1,- 的碱基配
对杂交机制" 蛋白质之间的相互作用呈现
出更强的变化性! 而且"蛋白质的活性以及
相互作用的性质可能需要其它蛋白质的作

用和翻译后修饰!第二"相对于 2=+ 技术这
样可以大量扩增 1,- 的技术"尚未有可以
大量扩增蛋白质的成熟技术! 第三"蛋白质
的表达和纯化工作十分艰巨" 而且经常不
能保持蛋白质的完整功能! 最后"许多蛋白
质很不稳定" 给阵列制作本身带来很大的
困难!

" 蛋白质芯片的不同种类及其基本原
理
蛋白质芯片依照应用领域不同可分为

两类$蛋白质检测芯片和蛋白质功能芯片!
蛋白质检测芯片主要用于分析检测 "

根据检测方法不同可以进一步分为正相蛋

白质检测芯片和反相蛋白质检测芯片! 二
者的区别主要在于对样品的使用方式不

同! 可通过样品与正相蛋白质检测芯片表
面的抗体阵列进行温育来进行多个样品的

分析! 反相蛋白质检测芯片是新近发展起
来的技术" 它是先将不同的样品在芯片表
面进行点样" 然后用大量的探针检测是否
有目标蛋白质!
正相蛋白质检测芯片%图 /&首先用不

同的荧光标记物对样品中的拟研究的蛋白

质进行标记" 再将这些样品在抗体微阵列
上进行温育" 然后用生物芯片扫描仪检测
各个阵列分子点上荧光信号! 正相蛋白质
检测芯片可以同时对同一样品的不同成分

进行分析对比! 但是需要注意在许多情况
下"蛋白质倾向于形成多蛋白质复合体"所
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以如果出现很强的信号! 那么可能是由于
蛋白质的浓度很高! 或是由于形成了大的
蛋白质复合体"
现在有许多修饰改进的正相检测芯片

可以用于不同特殊的研究目的! 如用于检
测蛋白质的翻译后修饰水平# 研究不同部
位淋巴细胞 !" 簇的区别#用 #$! 复合物
阵列研究不同的 % 细胞群等"
反相蛋白质检测芯片$图 &%是用破碎

的微量组织或者细胞样品点样制成的芯

片!代表在某种状态下整个细胞的蛋白质!
然后用特定抗体进行检测" 反相蛋白质检
测芯片配用大量的抗体#病人血清!可以检
测许多组织#细胞裂解液!可以研究整个蛋
白质组随时间的波动变化状态! 尤其是通
路中的蛋白质何时被修饰#何时被激活" 这
种芯片检测的优点在于样品需要量小且不

需要进行标记!只需要检测抗体即可" 然而
它的缺点也在于此! 低点样量可能造成低
丰度的蛋白质信号漏检"

’()*(+, 杂交技术显示!如果在检测前
对蛋白质混合物进行分离和浓缩就可以极

大地提高检测灵敏度和可重复性! 即使是
对于低丰度的蛋白质也是如此" 在蛋白质
组研究中! 通过分离蛋白质混合物可以实
现实验的高灵敏度#自动化和可重复性" 双
向凝胶电泳技术可以实现这种分离过程"
将分离后的蛋白质点样! 加入抗体或者病
人血清反应" 应用这种方法可以通过标准
的质谱技术进一步鉴定感兴趣的组分" 通
过反相检测芯片我们可以从大量病人的样

品中检出针对肿瘤蛋白质的自身抗体" 反
相筛选技术提供了一条鉴定生物标记和确

定拟筛选药物效率与毒性的新方法" 其它
的反相筛选技术还有表面加强的激光解析

电 离 化 技 术 $-./"0! -1+234( .,53,4(6
/3)(+ "()7+8*97, 07,9)3*97, %:&;# 可解离抗体
芯片 $"9))7493<=( >,*9<76? #94+73++3?)%:@;#
组织样品芯片$%9))1( #94+73++3?%:A;等方法"
-./"0 技术虽易于操作B可检测出不同样品
的全部蛋白质的差异! 但是它不能检测高
分子量蛋白质和膜蛋白质! 而且灵敏度比
起免疫夹心法要低得多" 可解离抗体芯片
可用于分析各种培养细胞中不同蛋白质的

表达与定位的不同" 组织芯片可以平行筛
选大量样本! 寻找其中是否有某种特定的
蛋白质! 但是很难确定组织样品代表的是
肿瘤的一部分还是全部"
蛋白质功能芯片主要用于功能研究 !

寻找与拟研究蛋白质相互作用的蛋白质#
小分子! 或者寻找对蛋白质进行修饰的修
饰酶!以及寻找酶的底物等等" 而这些研究
结果构成了研究生物学通路的数据基础!
包括二元或者三元分子间相互作用# 酶的
活性研究等" 理论上讲蛋白质功能芯片可
以用于研究信号通路机制和非线性关系"
C1,D 等 :E;通过这种思路研究了如何优化海

藻糖合成通路中的 E 个酶的关系以得到最
高海藻糖产量"
另外! 按照片基材料的不同可以将蛋

白质芯片分为膜芯片# 玻璃芯片和液相芯
片等& 根据芯片片基的表面特性可以分为
平面玻璃芯片#F" 表面结构芯片#@" 表面
结构芯片和纳米微孔 $,3,7G(==)% 芯片等
等" 除了平面的微阵列!还有珠子检测系统
$H(36 H3)(6 >++3?)%:I;!也称液相悬浮芯片!

即将阵列分子固定在不同颜色或者不同大

小的珠子上! 然后通过流式细胞仪分类计
数分析"

3 蛋白质芯片技术的最新进展及其特
点
普通的蛋白质芯片的基本技术流程

为’ 首先在特定的片基上对蛋白质进行高
密度点样! 高通量研究拟研究蛋白质的性
质!然后借助分析仪器设备分析检测结果"
常用的蛋白质芯片片基种类包括 ’聚

苯乙烯膜 $J"#-%#聚偏氟乙烯 $JK"L%和
硝酸纤维素膜# 显微镜的载玻片#J"#- 纳
米微孔#@" 基质结构如聚丙烯酰胺和琼脂
在片基表面形成多孔亲水的基质和 M!MN
二甲基丙烯酰胺 O"#>P#M!MQ丙烯酰氧化
琥珀酰亚胺 OM>-P 和三甲氧基甲硅烷
O#>J-P共聚物物理吸附在玻片表面制成的
片基:R;"在实际应用中发现!J"#-#JK"L 和
硝酸纤维素膜等软材料会发生信号扩散!
或者有比较强的背景干扰信号!@" 基质虽
然有利于保持蛋白质的活性! 但是可能掩
蔽蛋白质的活性作用部位! 而且很难更换
缓冲液环境!难以洗脱吸附上去的分子" 大
多数的研究机构选择使用显微镜的载玻

片!既可以低成本地进行高密度点样!又很
少有荧光信号背景"
为了将蛋白质固定! 固相表面需要进

行修饰来达到最佳的结合固定效果" 比较
方便的方法是在玻片表面铺一薄层硝酸纤

维素膜或者多聚的左旋赖氨酸! 点样蛋白
质会因此被非特异性地吸附在片基表面"
但是这种吸附是随意的! 被吸附的蛋白质
可能在严格的洗涤条件下被洗去! 芯片的
背景噪音信号较强" 为了达到更高的特异
性和更强的结合力! 一些实验室对载玻片
表面进行了改进! 使表面可以与蛋白质发
生共价交连! 通过一个具有双功能基团的
硅烷交连分子形成自组装薄层$->#!-(=2N
>))(S<=(6 #7,7=3?(+%" -># 的一个功能基
团可以与疏水的玻片表面相连! 另一个功
能基团可以与蛋白质中的主要氨基酸反

应" 通过修饰与蛋白质发生交连的功能基
团!可以达到最佳的特异性" 金包被的玻片
表面是另一种提高特异性的片基" 它通过
双功能基团的硫代烯烃形成 ->#T 其中 -$
基团与金反应! 另一个基团与阵列蛋白质
反应" 使用金包被表面的优点在于可以将
表面等离子核磁共振技术$-1+234( J=3)S7,
U()7,3,4(! -JU%和质谱技术用于监控反应
的动力学过程或者鉴定阵列蛋白质"
另外! 现在还发展起来许多借助 "M>

芯片技术的蛋白质芯片技术! 如通过特异
性 "M> 结合结构域在 "M> 芯片表面制成
的蛋白质芯片 $J+7*(9, #94+73++3?) V)9,D
-(W1(,4(N-8(49294 "M> H9,69,D "7S39, 7,
"M> !598 -1+234(%:X; # 通过 SUM>N蛋白质

图 4 正相蛋白质检测芯片
注! !"""# 代表不同样品或细胞# 从这些
样品或者细胞中提取蛋白质混合物$然后
在含有多种不同的特异性抗体的正相蛋

白质芯片上对这些蛋白质混合物进行分

析对比# 分析样品可以直接标记$也可以
通过另一个特异性抗体进行标记# 可以同
时分析样品中的许多种不同的蛋白质 #
%引自 Y=9Z(+ J7(*[T (* 3=\ J+7*(9, S94+73+!
+3?)] 43*459,D *5( 8+7*(7S(\ !"#$%&’()( *+
,-"’&- %&. /"0"1*2)"&3T ^__E\&

图 % 反相蛋白质检测芯片
注!>"H"! 代表不同样品或细胞’ 从这些
样品或者细胞中提取的蛋白质混合物$制
成包含大量蛋白质样品点样的反向蛋白

质检测芯片阵列’ 这种芯片可以用于同时
研究许多患者或细胞样品中的某一种蛋

白质’ 而且$为了提高灵敏度还可以将样
品分份’ 反向蛋白质检测芯片只需要很少
量的样品$每次可以用不同的抗体进行检
测 ’ %引自 Y=9Z(+ J7(*[T (* 3=\ J+7*(9, S9!
4+73++3?)] 43*459,D *5( 8+7*(7S(\ !"4$5!
&’()( *+ ,-"’&- 5&. 6"0"1*2)"&3T &__E\&
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共价交连融合技术制成的蛋白质芯片

!!"#$%&’ (&)"#*""*+, -&$. )#/*0%’$ (123 4
!"#$%&’ 56,&#’ $%).’#0#7+"89:;# 自组装蛋白质
芯片 !<%0543,,%(=0&’7 >"#$%&’ ?&)"#*""*+,"
89@;$通过特异性 A23 结合结构域在 A23 芯
片表面制成的蛋白质芯片% 是在芯片表面
合成 B*0C 的 A23 结合序列% 然后将融合
表达 B*0C 的 AD 结合域 EA23 =&’F&’7 F#!
(*&’G 的阵列蛋白质点样制成蛋白质芯片$
通过 (1234蛋白质共价交连融合技术制
成的蛋白质芯片% 是通过一种修饰过的体
外翻译系统产生的蛋白质与 (123 的融合
物和由特异 A23 序列组成的 A23 芯片发
生杂交制成的芯片$ 蛋白质与 (123 的融
合物的共价交连发生在 (123:"端和这些
(123 翻译产生的蛋白质的 H 末端$ 现在
已经发表了很多相关的文章%利用这种技术
研究酶的活性 89C;&进行蛋白质的定量研究 89I;

和癌症治疗的个性化研究 89J;以及信号通路

的研究8I;等等方面$ 自组装蛋白质芯片借助
已有的 A23 芯片点样技术和体外表达技
术%将编码蛋白质的序列点样在芯片表面进
行体外表达制成蛋白质芯片!图 :"$ 这种芯
片能够直接利用已有的大量的 )A23 文库%
克服了蛋白质纯化&保存等问题$ 实验思路
为’ 首先将末端段含有 B<K 的 )A23 序列
和 B<K 多抗在片基上点样并体外表达后%H

段含有 B<K 标签的蛋白质会特异性地与
B<K 抗体发生结合$ 因为 B<K 位于蛋白质
序列 H 末端% 所以用 B<K 单抗检测蛋白质
是否发生表达%如果有信号就认为蛋白质序
列已经被完整表达$ 确定蛋白质表达情况
后% 用另一张完全相同的芯片进行体外表
达%并加入拟研究的蛋白质或其它物质检测
其与阵列蛋白质的相互作用关系$
通过 @J 孔点样仪可以制作低密度的

微阵列% 大于 :L LLL 点的高密度阵列可以
通过已有的 A23 的点样设备来实现$ 点样
设备通过有狭缝或者无狭缝的针汲取样品

!亚纳升的量"进行点样$ 接触型点样仪适
用于普通玻片%喷射型点样仪适用于 :A 表
面和纳米井表面$ 使用电子喷雾贮存技术8M;

将干燥的蛋白质点样到有葡聚糖的表面%
可将点样直径从 9IL 微米缩小到 :L 微米$
药物筛选蛋白质功能芯片依赖于有机

成分的阵列点样%已有结果显示这种方法可
以用很小量的配基和目标分子即可进行平

行的高通量筛选%然而至今尚未有真正的高
通量途径的建立$ B#,*0&*等89L;使用了另一种

思路’首先在芯片上建立化合物文库%这些
化学成分溶于独立的纳升量的甘油滴中(然
后试剂以溶胶形式加在芯片上$ 这种方法速
度快又可以避免交叉污染$ 通过这种实验方
式从 :IN 种阵列分子中发现了 H*,!*,%, N&
H*,!*,%, C和 H*,!*,%, J的抑制因子$ 这种
技术有望于加速活性底物的筛选过程$
芯片信号检测方法是芯片技术的核

心$ 直接借助已有的扫描仪的荧光检测方
法简单&安全&灵敏性好&分辨率高%可以用
标准微阵列扫描仪进行扫描检测$ 常见的
信号检测系统有 HHAOH.*"7%#H#6!0%F A%!
/&)%P 系统Q 可以直接加入荧光标记过的分
子%或者先加入含标签的分子%再加入针对
标签的亲和性的荧光标记物$ 另一种灵敏
性极高的标记方法是滚环扩增技术!1H3%
1#00&’7 H&")0% 3(!0&5&)*$&#’"%可以将信号的
灵敏度提高 9 LLL 倍$其它方法还有酶联免
疫反应!R’S+(% T&’U%F V((6’#,#"=%’$ 3,!
,*+% RTV<3"和同位素标记等$ 但是标记分
子可能降低蛋白质的活性% 或者影响检测
效果%所以最好是不进行标记Q如 <RTAV4质
谱联用 & 原子力显微镜技术 E3W?%3$#(&)
W#")% ?&)"#,)#!+P& 开 尔 文 探 针 !X%0/&’
2*’#!"#=%"899;等$ <RTAV4质谱适于检测低
密度阵列%阵列分子可以被激光束气化%然
后进行质谱分析$ 3W? 技术可以通过检测
芯片表面高度变化来揭示蛋白质之间的结

合与否$ 开尔文探针是一种无需标记&非接
触式的技术%不会影响拟研究物的结构&空
间构型&局部性质以及分子系统的功能%而
且不需要染色试剂&强电场和离子束$

$ 蛋白质芯片技术的应用
蛋白质芯片的应用实例十分广泛%以

下仅对于近期发表的典型应用实例作简单

的例举$
D#6$%00 等 89N;用反向蛋白质检测芯片平

行分析比较了肿瘤抑制基因 !I: 的 IL 种
<2> 的功能活性 % 包括与 A23 结合的活
性& 被磷酸化的能力以及与泛素化连接酶
?A?N 结合的能力$ 结果发现 !I: 功能的
不同与 !I: 的突变相关$ 这样在一定程度
上解释了不同 !I: 突变在癌症发生过程中
不同的效应$ 2&,.&S6U* 等 89Y;用反相蛋白质

检测芯片分析比较了 JL 个不同癌症细胞
系!2HV4JL"的蛋白质表达情况%用 NI 种针
对不同蛋白质的单抗与细胞系样品的阵列

进行反应% 然后对信号分类划分出表达类
型$ 研究者发现了两种蛋白质有可能作为
卵巢腺癌特异性标记$ 将蛋白质表达数据
与从 A23 芯片分析得来的 (123 表达数
据进行仔细对比% 发现所有细胞系的细胞
结构相关的蛋白质的表达与 (123 表达有
强的相关性% 非结构相关性蛋白质则没有
这种相关性$

Z.6 等 89M;用含有 I MLL 个不同的酵母重
组蛋白质的蛋白质芯片进行实验% 研究蛋
白质相互作用 $ 将生物素标记的钙调素
!H*0(F60&’" 加在酵母蛋白质组芯片上反
应%结果研究者发现了 :@ 种与钙调素相互
作用的蛋白质$ 除了已知的 9N 种钙调素结
合蛋白质中的 J 种%实验新发现了 :: 个与
钙调素相互作用的蛋白质$ 基于这些实验
结果% 研究者发现了 9 个新的与钙调素结
合的核心位点$ 将同样的芯片用于研究可
以与磷脂相互作用的蛋白质%检测到了 9IL
种可以与磷脂相互作用的蛋白质$

1*(*).*’F"*’ 等 89@;将融合编码 B<K 的
N@ 种人类的复制起始蛋白质的 )A23 和
B<K 抗体阵列同时固定在玻璃片基上 %体
外表达蛋白质制成了自组装蛋白质芯片$
他们利用这种芯片研究了 N@ 个人类 A23
复制起始蛋白质的相互作用关系% 其中特
别精细研究了复制许可因子 HF$9 与特定
蛋白质结合的调控% 得到了这个蛋白质的
结合结构域的精细作图$

H.*’ 等 8NL;建立了一种多元化的反相蛋

白质芯片技术平台研究信号通路元件的性

质和相互关系$ 他们可以通过信号激活的
细胞的裂解液来同时检测大量位点特异性

的磷酸化 $ 实验中他们研究了受 HA: 和
HANM 受体激活的 [6"U*$ K 细胞中的 JN 个
信号通路元件%除了已知的相互联系%还发
现了 HA: 交连和 1*549 在 <%"NI@ 位点的
磷酸化之间存在关联性$

’ 蛋白质芯片技术发展趋势的展望
越来越多的应用实例证明了蛋白质芯

片的广阔应用前景$ 蛋白质芯片无疑将大
大推进蛋白质研究$ 然而目前大多数来自
于 )A23 文库的克隆体系不能通过正确的

图 " 自组装蛋白质芯片
注 ! "3# 点样$$$将融合有 B<K 标签的
)A23序列和 B<K 多抗在片基上点样%"D&
原位表达与固定$$$利用含有 KY 聚合酶
的兔网织细胞裂解液体外表达’H 末端含
有 B<K 序列的目标蛋白质将被 B<K 多抗
固定在原位%(H& 检验$$$所有的蛋白质
都用 B<K 单抗进行检测’通过 H 末端标签
来确定蛋白质序列是否已经被完整表达%
)A&检测$$$在另一张完全相同的进行体
外表达后的芯片上’加入靶蛋白’找出它们
与哪些目标蛋白质可以发生相互作用* E目
标蛋白质! 从 )A23 序列表达得到的蛋白
质* 靶蛋白!拟研究的蛋白质* P

石羽杰’ 等! 蛋白质芯片技术的新进展
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阅读框架编码蛋白质! 或者不能正确表达
产生具有氨基酸全序列的蛋白质! 或者缺
少活性必需的翻译后修饰! 或者通过细菌
表达的蛋白质不能形成正常的空间构象 "
这些都将直接影响有关蛋白质功能的研

究# 蛋白质芯片技术本身面临着亟待解决
的问题"包括$什么样的片基表面化学分子
可以高亲和性%高特异性%高选择性地固定
阵列分子! 蛋白质在点样过程中如何保持
活性! 如何选择适当的荧光标记程度以避
免降低蛋白质活性或者造成信号的遗失 !
如何优化固定阵列分子的条件" 如偶联化
学%缓冲液%制备蛋白质阵列和固定时所用
的温度% 湿度等# 目前蛋白质芯片在灵敏
度% 可重复性和特异性方面还无法完全达
到一些实验的要求" 譬如对定量水平要求
较高的实验" 因而影响了这项技术的可信
度# 高密度蛋白质芯片的各种高通量的筛
选过程还必须有准确%灵敏%可靠的全自动
系统替代已有的成熟的技术体系" 这不仅
需要功能执行方面" 而且还要有成本方面
的绝对优势# 由于当前基于芯片分析只需
要很少量样品的特点" 增加现有设备的通
量也不失为可行之道# 对于某些研究领域"
如从少量组织样本中寻找肿瘤标记" 减少
分析用量也是非常必要的改进途径#

1 结论
由于在基础研究% 诊断学研究和药物

研究方面表现出来的巨大潜力和高密度的

机械化点样的可行性" 蛋白质芯片已经被
证明是整个基因组研究和大规模发现研究

的有力工具# 改进技术细节%降低成本将进
一步充实这项技术的发展动力# 快速发展
的蛋白质芯片技术受益于不断增长的基因

组信息# 改进的蛋白质芯片技术将逐步实
现它对蛋白质组学%医学研究%药物开发和
临床诊断的巨大推动作用# 各种不同途径
的数据整合将不断加深我们对于生命的分

子机制的理解#
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设有如图所示两个互相啮合的齿轮"齿轮上各画了一条带
箭头的直线# 开始时"两个箭头正好相对"然后小齿轮顺时针
方向转动# 若大齿轮有 !"! 个齿"问小齿轮转了多少圈以后"
这两个箭头又重新相遇&

!科技智力游戏!

好玩的数学!!!要转多少圈

已故数学大师陈省身教授 #$$% 年曾为$少年数学论坛%
题词#数学好玩& 在一般人的心目中’数学是一门深奥(抽象(难
懂的学科’怎么会是$好玩%的呢) 其实’陈先生说的一点也不错’
数学真是非常好玩的’ 因为数学中有许许多多奇特而又有趣的
现象’还有许许多多的未解之谜& 数学’作为一切科学技术的基
础’在人类文明的发展中发挥了十分重要的作用& 为激发广大读
者对数学的爱好和兴趣’ 使读者在阅读科技论文之余换一种方
式轻松脑子’本刊开设了智力游戏栏目***好玩的数学’并专门
约请北京理工大学计算机专家吴鹤龄教授主持& 在以后的每期
+科技导报,中’吴教授都将提出一个有趣的数学问题供读者思
考’答案在下一期公布&
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