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一块生物芯片至今不过短短几年时间 生物芯片却以

神奇的速度飞速发展 ∀基因芯片 以及后来的蛋白芯

片 已经被广泛应用于新药开发 !物种改良 !临床诊

断 !⁄ 测序 !基因表达分析等各个方面 ∀目前 生物

芯片技术已经逐渐代替一些传统的方法和手段在生

物学研究中扮演越来越重要的角色 ∀

种类繁多的海洋生物是人类有待研究和开发的

重要资源 ∀随着陆地资源开发利用日趋达到极限 世

界各沿海国家都把注意力集中到了海洋生物资源的

研究和开发利用上来 ∀而海洋生物资源的合理开发和

利用很大程度上取决于海洋生物技术的研究和发展

水平 ∀因此 将生物芯片技术尽快引入这一领域已经

迫在眉睫 ∀本文就生物芯片在海洋生物科学领域的应

用前景及存在的问题作一展望 ∀

生物芯片简介

/生物芯片0 是国际上近年来发展起来的一门新

兴技术 ∀简单地说 生物芯片技术就是运用大规模集

成电路的光刻技术以及生物大分子 蛋白质和 ⁄

的自组装技术 在一个微小的芯片上构建成千上万不

同的蛋白质或 ⁄ 的生物分子微阵列及流体分析系

统 ∀实现对活体细胞 !抗原 !基因等进行准确 !快速 !大

规模的测定和分析 ∀实际上 它就是将生命科学研究

中许多不连续的实验步骤 ) ) ) 样品制备 !生化反应和

结果检测及分析等集中到芯片上进行 图 使其连

续化 !微型化 ∀因此生物芯片又被称为芯片实验室
≈ ∀

生物芯片的诞生有其必然性 ∀随着人类基因组计

划的完成以及其它一些重要生物 大肠杆菌 !酵母 !水

稻等 基因组测序的陆续完成 生命科学研究将从以

/结构基因组学0时代进入到破译 !识别 !解读 !开发基

因组功能为主的/ 功能基因组学0时代 ∀面对如此庞大

的 ⁄ 信息 传统的核酸杂交 !蛋白质印迹 ! 酶

保护实验 !≥ 核酸酶分析 !噬菌斑杂交反应 !抗原 2抗

体反应等分析方法不能提供足够的通量来有效地 !快

速地利用迅速增加的 ⁄ 序列信息资源 ∀为此 必须

发展高通量的 !平行的检测基因表达的新方法 ) ) ) 基

因芯片 ⁄ 芯片 ∀与此同时 人们还发现依靠传统

方法来获取生物活性物质 主要是蛋白质 犹如大海

捞针 远远不能满足生产 !生活的需要 ∀于是 按照

⁄ 芯片的思路人们设计出了蛋白质芯片来解决免

疫分析 !药物筛选 !细胞分析等难题 ≈ ∀

在海洋生物科学领域的应用前景

目前生物芯片的应用已经给医学 !药学 !农林等

生物学各个领域带来了重大变革 ∀下面就生物芯片在

海洋生物科学领域的应用前景作一展望 ∀

生物芯片在海洋微生物的筛选 !分类和

鉴定中的应用

海洋微生物广泛分布于各种海洋环境中 ∀它是
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图 生物芯片的分析步骤

海洋生物学研究的重要对象 ∀对海洋微生物的分离 !

鉴定是海洋生物学研究的基础工作之一 ∀

海洋微生物的分离

传统的微生物分离方法首先要根据微生物对营

养盐 !酸碱度 !溶解氧等条件需求的不同提供适宜的

培养条件 ∀有时还需加入某种抑制剂或采用选择性培

养基造成只利于某种菌的生长而抑制其它种类微生

物生长的环境 然后再用稀释涂布平板法 !稀释混合

平板法或平板划线分离法等方法分离 ! 纯化该微生

物 ∀其缺点显而易见 ) ) ) 费时 培养条件的非特异性

无法实时分离 在转运 !培养过程中易造成污染 ∀

为了解决上述问题 从生物芯片诞生之初 人们

就已经设计出了专供细胞 !菌种分离的样品制备芯

片 ≈ ∀其原理是在硅芯片上制做一系列各种排列的

金属电极和在这些电极上施加高频电场 这样就可以

使不同的细胞感受出偶电极 ∀而这些偶电极又反过来

使不同的细胞要么承受正介电力 要么承受负介电

力 从而将它们从不同的液态样品中分离出来 ∀这种

方法其实是将介电电泳的过程转移到了芯片实验室

上进行 ∀由于其体积小 !操作简单 非常适合在海洋微

生物分离 特别是在海上采样后的实时分离 中使

用 ∀同时它又避免了传统分离法的缺陷 ∀随着生物芯

片技术的日趋成熟 成本的不断下降 相信在不久的

将来生物芯片一定会成为海洋微生物分离中的 /常规

武器0 ∀

海洋微生物的分类 !鉴定

对海洋微生物的分类 !鉴定是海洋生物学研究的

基础工作 ∀其目的是为了认识多种多样的微生物 充

分发掘微生物的多样性资源 了解它们之间的亲缘关

系 并为微生物资源的开发 !利用 !控制和改造提供理

论依据 ∀

年代前 微生物的分类 ! 鉴定都是基于形态 !

生理生化及生态等指标 ∀近年来 随着分子细胞生物

学的迅猛发展 微生物的分类 !鉴定依据也从经典的

表型特征推进到了遗传学特性和细胞的化学组成 ∀但

由于传统分子生物学技术和细胞生物学技术在操作

上较复杂 且尚未有一套标准的鉴定系统 ∀而且 从海

洋环境中分离到的微生物采用上述遗传 !生化指标鉴

定仍有局限性 ∀比如 ⁄ 报道 用 ° ∞鉴定

海洋及河口细菌时 稀释液的盐度对鉴定结果会产生

影响 ≈ ∀因此 人们在不断探索一种新的更有效的分

类鉴定方法以适用于海洋微生物的实时分类 !鉴定 ∀

近年来 ⁄ 芯片在微生物重要基因 致病基因 !

抗药性基因 的筛选 以及直接分析细菌基因组进行

菌种鉴定已有不少成功的报道 ∀比如 ≈ !

×
≈ 用分枝杆菌 ⁄ 芯片杂交图像进行基因分

型和菌种鉴定 并对利福平的抗药性基因进行了筛

选 !检测 ∀由于细菌 !病毒等微生物的基因组上常带有

编码致病基因 !抗药性基因的 ⁄ 序列 ∀这些序列的

差异可以被用作基因分型或菌种鉴定的依据 ∀因此
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我们就可以利用已知的编码这些基因的 ⁄ 序列作

为探针 将其固定在杂交芯片上 ∀利用样品制备芯片

首先分离海洋微生物样品 富集培养后的菌液经高压

脉冲胞解后 释放出细胞内含的 ⁄ 及 作为靶

物质与杂交芯片进行杂交反应 ∀在获得杂交图像后

形成一套某一物种所特有的 ⁄ 指纹图 ∀ 等

人 ≈ 利用 ρπο 寡核苷酸芯片对 种分枝杆菌的菌种

鉴定结果表明 每种菌种的杂交图像十分稳定 !保守

性强 !重复性非常好 ∀

虽然用生物芯片对微生物进行分类和鉴定仅仅

是一种尝试 但其技术上的优越性已经显露无疑 ∀相

信随着生物芯片技术日趋成熟 海洋微藻 !细菌的特

异性表达基因不断发现 生物芯片在海洋微生物分类

和鉴定领域的应用前景将十分广阔 ∀

生物芯片应用于海洋动物基因的克隆

选择及 ⁄ 文库筛选

基因工程技术是现代生物学史上的一次革命 ∀

它给分子生物学带来了革命性的进步 ∀简单地说 基

因工程就是将含有目的基因的异源 ⁄ 组合进载体

分子中 并使它在宿主系统中扩增和表达 ∀它的应用

已经使胰岛素 !多种细胞因子 !生长激素等重要的生

物大分子成功地在原核生物及一些哺乳动物的特定

器官 乳腺 中异源表达 ∀这项技术在海洋生物学领域

应用前景十分广阔 ∀首先从生物多样性的角度看 海

洋生物多样性资源是陆地生物所不能比拟的 ∀这些生

物为了适应海洋这一特殊环境 自身产生了大量有价

值的生物大分子 如激素 !细胞因子等 ≈ ∀正因为如

此 越来越多的人将基因工程今后发展的空间定位在

海洋 ∀他们首先遇到的问题便是目的基因的筛选 ∀从

浩瀚的基因库中选择某一特定的目的基因好比大海

捞针 ∀而且由于真核生物基因组上内含子的存在 直

接从基因组上筛选目的基因几乎不可能 ∀使用传统的

≥ ∏ 等方法筛选 ⁄ 文库步骤又太复

杂 !太费时 ∀为了能更有效地利用世界上 万 ∗ 万

种海洋生物的遗传因子资源 迫切需要引入一门新技

术以更高效地进行目的基因的克隆选择 ∀

生物芯片的诞生使得人们有可能将复杂的分子

杂交 !显影等步骤转移到 /芯片实验室0上进行 做到

自动化实时检测 ∀其原理是将已知序列的编码生物大

分子的靶基因片段以点阵的形式固定在芯片上 然后

将 ⁄ 文库中的各 ⁄ 克隆与之杂交 研究这些

靶基因的差异性表达 ∀ 终在文库中筛选出相关基

因 ∀≥ 等人 ≈ 曾经通过双色差示表达系统研究人

×淋巴细胞在热休克条件下及佛波酯作用下 个

未知序列的 ⁄ 基因诱导表达的情况 ∀生物芯片筛

选的结果发现 两种方式均诱导了其相关基因的表

达 ∀通过对 ⁄ 测序并与已知基因比对证实了生物

芯片筛选结果的可靠性 ∀这是利用基因芯片在 ⁄

水平上筛选目的基因的成功范例 ∀ 近 ∏ 等

人 ≈ 运用类似方法将 种哺乳动物的 ⁄ 片段

与芯片杂交 筛选出了酪氨酸激酶 !细胞凋亡因子和

细胞粘连信号的基因 ∀ 等人 ≈ 近又用 ⁄

芯片证实了酵母菌的乳糖代谢途径中至少 种相

关的 有表达 而且至少有 ∗ 种蛋白质与

转录后修饰有关 ∀从浩瀚的基因文库中筛选这些特定

基因 依靠传统的方法是很难有如此高的通量和效率

的 ∀

除了在核酸水平的研究之外 ¬° 领导的

研究小组 近利用蛋白质芯片对抗体筛选进行了尝

试 ≈ ∀结果证明 该芯片筛选出的抗体分子具有与单

克隆抗体相似的特异性 由于蛋白质芯片并不只限于

抗原 2抗体反应 因此它可以普遍适用于受体 2配体

相互作用分析 ∀在此基础上 ∏等人 ≈ 已经开始用蛋

白质芯片对酵母的蛋白质组进行了蛋白质的功能及

与其它生物大分子 磷脂 !激素 相互作用关系的研

究 ∀

当然 生物芯片技术要想在海洋生物基因工程领

域中得到广泛应用还有一些困难亟待解决 ∀首先 还

有很多海洋生物还没有被人类发现 即使在所有发现

的海洋生物中 还有不少尚未构建 ⁄ 文库 ∀其次

在发现的大量海洋生物提取物中 特别是微藻提取物

或其细胞产物中活性成分的性质尚不清楚 ≈ ∀相信随

着各国加大对海洋生物资源开发的投入 这些问题一

定会得到有效解决 届时生物芯片一定能找到其用武

之地 ∀

生物芯片用于检测海洋生物的遗传多

样性

目前 生物多样性资源的保护已经成为重大环境

问题之一 其中心环节就是遗传多样性的保护 ≈ ∀与

陆地生物相比 海洋生物在整个自然界生物多样性资

源中占有显著重要的位置 ∀海洋生物遗传多样性的检

测技术在海洋生物多样性保护以及海洋生物资源开

发 !利用中无疑起到十分重要的作用 ∀

早期的种群遗传学研究多以形态性状 ! 生理性

状 !杂交亲和性及生态地理分布作为遗传标记 反映

其遗传多样性 ∀但这些建立在个体性状 !描述水平和

宏观水平上的结论往往是不完善的 ∀表型的变异如果

没有经过遗传分析确证 严格来讲是不能称为变异

的 ∀随着生物学的研究深入到细胞学水平 !分子生物

学水平之后 染色体的多态性 !蛋白质 等位酶 的多
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态性和 ⁄ 分子标记的多态性逐渐成为研究生物遗

传多样性的重要工具 ∀但是 这些方法仍有不少缺

陷 ∀比如 对于染色体数目相等 !形态相似的种群或同

一种群的不同个体来说 单用染色体多态性来研究其

遗传多样性是不够的 ∀而等位酶作为基因表达的产物

而非基因本身 因此 等位酶分析也有其内在局限

性 ∀进入 世纪 年代之后 随着分子生物学技术

的迅猛发展 人们建立了许多 ⁄ 标记技术 ƒ °!

⁄ 指纹 !小卫星 ⁄ !微卫星 ⁄ ! °⁄!实时定

量 °≤ 等 直接检测基因组的遗传变异 为遗传多样

性的检测提供 直接的证据 ∀但这些方法都有其应用

上的局限性 生物芯片技术的出现为这些方法提供了

有益的补充 ∀此外对于海洋生物这一特殊研究对象来

说还牵涉到一个样品检验的实时性问题 ≈ 这正是生

物芯片技术之长处 ∀

为了能够更好地适应海洋环境中生物遗传多样

性检测的要求 迫切需要一种新技术 它能够将复杂

的分子杂交 !显影 ! °≤ 扩增等复杂的实验步骤简化

甚至归并 以适应海洋环境中大规模实时检测和分析

⁄ 的变异及多态性 ∀ ∏ 等人 ≈ 在 ≥ ≥ ∏

技术的基础上 建立了简单 !快速的

基因多态性分析方法 ) ) ) ⁄ ƒ× ⁄ ≥

ƒ ∏ × ∀他首先将等位基因特异性的

寡核苷酸共价固定于玻璃片 载体 上 然后设计一荧

光标记的 °≤ 引物来扩增基因组 ⁄ 将扩增后的

基因组 ⁄ 的片段与寡核苷酸杂交 并用荧光扫描

杂交后的信号 ∀用此方法对人的酪氨酸激酶基因第四

个外显子内含有的 个单核苷酸突变进行分析 结果

发现 这种方法可以快速 !定量地获得突变基因的信

息 ∀随着芯片制造技术的日趋进步 ⁄ 芯片现在不

仅可以准确地确定突变位点及突变类型 更主要的是

它可以同时检测多个基因乃至更长碱基序列的突

变 ∀随后 ≤ 等人 ≈ 用含有 ≅ 个长度为

个单核苷酸的寡核苷酸探针 分析了 的人类

线粒体 ⁄ 在 个样本中共检出 个多态性位

点 ∀此外 ≤
≈ 设计了一种含有 个探针的芯

片来检测囊性纤维化跨膜传导调节 ≤ƒ× 基因的突

变 他将检测结果与传统的 °≤ 2 ƒ °分析结果进行

比对后发现结果完全一致 而 ⁄ ƒ×的快速 !高效的

优势却是其它方法所无法比拟的 ∀

作为一种新兴的遗传多样性检测技术 ⁄ ƒ×尚

未得到广泛应用 ∀由于海洋环境的特殊性 相信这门

新技术将在今后的海洋生物遗传多样性检测中发挥

巨大作用 ∀

生物芯片应用于海洋环境质量的生物

监测
海洋环境质量生物监测是利用海洋生物个体 !

种群或群落对海洋环境污染或其变化所产生的反应

来判定海洋环境污染状况及变化动态 ∀自 年德

国生物学家 • 用小头虫 Χαπιτελλα χαπιτατα

作为有机物污染的指示生物进行海洋环境监测以来

有关海洋环境生物监测技术有了长足的发展 ∀目前海

洋环境质量的生物监测 已经由采用单种生物个体数

量变化作为监测指标发展到了采用生物个体的形态 !

生理和生化指标作为监测依据的新阶段 ≈ ∀

其中 特别值得一提的是利用高度特异性的混合

功能氧化酶 ƒ 和金属硫蛋白作为指标监测海洋

环境污染 ∀

简单地说 生物体内 ƒ 的含量与有机类杀虫

剂 包括石油碳氢化合物 的代谢有关 ∀而金属硫蛋白

则参与酶促反应 参与金属的解毒 ∀这两种反应都是

高度特异性的 灵敏度非常高 具有较高的信噪比 ∀但

是作为一种生化指标 它们的测定需要昂贵的仪器设

备以及大量的时间和金钱 而且由于蛋白质容易失

活 这两个指标必须现场测定 ∀正因为上述种种限制

这两种监测方法至今未能广泛应用 ∀

根据前人设计的蛋白质芯片的思路 ≈ 笔者认为

完全有可能设计出一种蛋白质芯片 ∀首先将与 ƒ

或金属硫蛋白特异性结合的荧光标记抗体固定于芯

片上 然后与生物样品进行杂交反应 ∀ 后通过荧光

扫描来检测信号强度以定量测定 ƒ 或金属硫蛋白

的含量 ∀虽然目前尚未有人进行过这方面的尝试 但

是相信利用生物芯片技术优化后的这两项检测指标

一定会成为海洋环境质量生物监测领域的常规监测

指标 生物芯片的应用必将对海洋环境监测技术产生

深远影响 ∀

生物芯片用于筛选海洋生物活性物质
从广义上讲 海洋生物活性物质的研究与开发

属于海洋生物技术的范畴 ≈ ∀由于海洋特殊的环境

使海洋生物活性物质具有很多独特的性质 ∀首先 海

洋生物体内含有大量的萜类 !肽类 !氨基酸类 !脂肪酸

类 !生物碱 !有机酸 !皂甙 !多氧和多醚类物质 ∀它们中

很多都具有很有意义的化学性质和显著的生理活

性 ∀其次 由于海洋生物物种间的相互作用过程远比

陆生生物复杂和广泛 其个体之间相互作用多通过化

学物质在物种间传递信息 ∀因此 对海洋生物活性物

质的研究和分析具有重大意义 ∀

各国对海洋生物活性物质的兴趣大多集中在开

发新的药物上 ∀有关专家认为 当今工业化规模的新

药开发有三大技术支柱 ≈ 为新药开发提供新的

化合物源 提供新的作用靶标 提供有效的筛

选方法 ∀

海洋中丰富的生物资源为我们所提供的大量生

物活性物质无疑为第一个关键问题提供了 佳的解
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决方案 ∀而生物芯片作为一种高度集成化的分析手

段 恰好能够应对后两个关键问题 即 新靶标的选择

和筛选效率的提高 ∀

选择合适的药物作用靶标是基于机理药物筛选

乃至定向合成的关键因素之一 ∀选用的靶标应兼具灵

敏性和特异性 并且易于放大 ∀随着人类社会的进步 !

疾病谱的改变和社会环境因素对流行病学的影响 确

定 !筛选靶标越来越困难 ∀利用生物芯片可以比较正

常组织 细胞 及病变组织 细胞 中大量相关基因表

达的变化 从而发现一组疾病相关基因作为药物筛选

靶标 ∀这种方法尤其适用于病因复杂或尚未有定论的

情况 如恶性肿瘤相关基因的发掘 ≈ ∀

生物活性物质的筛选工作量大 !花费多 而且由

于人们对海洋生物的研究还不够深入 海洋生物活性

物质的筛选是一件苦差事 ∀随着生物芯片的引入 这

项工作已经广泛开展了起来 ∀生物活性物质 天然药

物 的筛选要求平行 !快速 生物芯片这种高通量 !多

参数而又近乎实时的筛选方式无疑具有巨大的优越

性 ∀其中 ⁄ 芯片可以用于反义寡核苷酸类药物的

筛选 ∀至于以酶受体 !抗体等蛋白质分子作为靶标的

筛选系统 各类蛋白质芯片可以给出充足的信息 ∀

虽然生物芯片在选择药物靶标及多靶位同步超

高通量药物筛选等领域具有无可比拟的优势 ∀但由于

海洋生物这一研究对象的特殊性 这种新技术至今尚

未在这一领域得以广泛应用 ∀目前的困难在于 由

于生存环境上的差异 海洋生物与陆生生物体内活性

物质的结构 !作用方式不尽相同 ∀因此 无法用传统的

给体 配体反应 以陆生生物活性物质为探针进行杂

交反应 简单地确定某种生物活性物质 ∀ 海洋生物

的基因信息库还不完全 可以用做靶标的 ⁄ 序列

仅限于有限的几种海洋生物 ∀随着各国开始重视从海

洋中开发天然药物的重要性 不断加大在这方面的投

入 海洋生物学的基础资料将越来越丰富 ∀同时 随着

生物芯片技术的日趋成熟 成本的不断下降 ∀这两者

的结合必将对全球制药工业产生巨大冲击 ) ) ) 新药

开发的成本 !周期将大大降低 将会有越来越多的高

效天然药物投向市场 从而进一步提高人类的生活质

量 ∀

结语

随着生物芯片研究与开发的不断深入 海洋生

物技术的进一步发展和应用必将为人类提供更多 !更好

的生物制品 必将为人类定向改良海洋生物的遗传特

性 !保护海洋生态系统的良性循环做出应有的贡献 ∀
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