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基因芯片在传染病分子流行病学中的应用

曾浔 张建中

基因芯片是指固定有许多有序列的寡核苷酸探针的载

体，通过杂交检测，对各种基因进行分析［!］。由于它所具有

的高通量性、快捷、便宜等优点，在各个领域起着越来越重要

的作用，其中也包括分子流行病学领域。基因芯片主要用于

菌株的地理流行病学分析、菌株的重要分子特征相关的流行

病学分析———分子流行病学的病因学研究及传染病的诊断

与鉴别诊断。本文主要从芯片的原理、应用及所存在问题等

几方面，初步探讨基因芯片在传染病流行病学应用中的广阔

前景。

一、基本原理

"#$#% 等［&］于 !’’! 年首先提出了基因芯片的概念，进而

随着分子生物学的突飞猛进，尤其是人类基因组计划的完成

及后基因组研究工作的开展，基因芯片技术日趋成熟。它是

一种通过微加工技术将成千上万个寡聚核苷酸或 ()*+ 固定

在一个很小的芯片上，用以对各种基因进行检测和分析。目

前，基因芯片的种类主要包括寡核苷酸芯片、()*+ 芯片、肽

芯片和芯片实验室（,-. #/ - (012）。芯片技术由于其高通量

分析特征，对于分子生物学、分子流行病学及其他相关学科

的研究将产生难以估量的影响。

基因芯片的基本原理是通过原位杂交方法，用已知的

)*+ 序列检测未知序列。目前，基因芯片主要用于 )*+ 突

变分析［3］、基因谱差异分析［456］、基因诊断分析［’5!!］和大规模

基因类型分析［!&］。其研制技术主要包括以下几大步骤：寡

核苷酸探针的合成、固定、杂交和检测。

制造基因芯片的载体材料必须是固体片状或薄膜，其表

面硅烷化后可通过连接物将各种生物分子固定，应用最普遍

的是玻璃片。

目前，连接物通常是在醇化、氨化、二硫化或丙烯酰胺化

处理的载体表面与探针连接［!35!6］。寡核苷酸探针主要是通

过获取 78*+、逆转录制备 ()*+ 探针获得。逆转录过程中

加入同位素或荧光素修饰的 $*9: 标记；然后将合成后 )*+
固定法固定在玻片上；再用标记的样品与芯片上固定的探针

间进行的特异性选择反应，即杂交反应；最后，通过荧光显微

镜检测各杂交点的荧光信号强弱或不同荧光素的颜色（双色

荧光素标记），也可用同位素标记、化学发光检测、电化学发

光检测及质谱法等进行检测。目前，基因芯片主要用于未知

)*+ 片段检测和基因谱差异分析。
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国内外有许多网站对基因芯片的概念、制造、种类等方面有

非常详细的报道［!’5&&］，本文不再赘述。

二、基因芯片在病原微生物及分子流行病学中的应用

目前，基因芯片在真核生物方面的应用较多，而在原核

生物方面应用刚刚起步，但基因芯片在分子流行病学中的应

用已显示出广阔的前景，主要应用于以下这些领域。

!=菌株的地理流行病学分析：由于受方法学的限制，传

统的病原地理流行病学分析一次只能对病原体的少数基因

进行分析，在实际分析中不可避免地会导致一些重要的数据

的遗漏，这有可能使实验结论与实际结果出现偏差，而芯片

技术从根本上解决了这个问题。目前，应用的实例很多，最

有代表性的例子是有关对卡介苗（>?@）的分析，卡介苗是计

划免疫中非常重要的一种菌苗。由于卡介苗的原始出发菌

株在一次世界大战中丢失，同时各国的卡介苗菌株通过多次

传代，部分基因已发生改变或缺失，因此，各国的卡介苗菌株

可能存在很大的不同，这就给全球范围内的计划免疫工作带

来了很大的不便。>A0% 等［&3］用 )*+ 芯片检测了多个国家卡

介苗的子代菌株。他们通过人型结核杆菌 B3C8D 的基因框

架来 分 析 卡 介 苗。用 B3C8D 的 全 部 3 ’&4个 开 放 阅 读 框

（E8"）中的3 ’;&个 E8" 制成芯片，对不同的卡介苗进行杂

交。通过比较，发现了卡介苗菌株 !< 个缺失区域，长度从

! ’;3到!& C33 .2 不等，其中 4 个区域已有报道。他们将这些

缺失区域进行统一命名，从 8)! 到 8)!<。其中 ’ 个区域卡

介苗及牛型结核杆菌（! " #$%&’）菌株全部缺失，& 个区域卡介

苗及牛型结核杆菌菌株部分缺失。! 个区域所有卡介苗株全

部缺失。4 个区域存在某种卡介苗株缺失。对于卡介苗菌株

间的不同，>A0% 认为那些在牛型结核杆菌存在而在卡介苗中

缺失的 B3C8D 的区域是在传代过程丢失的。这些问题的解

决对于疫苗评价以及改进有很大的意义，但用传统的分子生

物学方法是不可能完成的。

&=菌株分子流行病学及疾病病因学研究：传统流行病

学对于传染病爆发中不同菌株的代谢分析、毒力分析、年代

分析缺乏有效的手段。目前，大多数传染病及地方病的病因

已比较明确，但是，对于它们的分子机制却了解很少。这主

要是因为传统的方法学的限制，无法用有限的人力、物力对

大样本量、多地区的信息在短时间内进行分析。由于方法上

的欠缺，使防疫工作者很难从分子机制上探讨导致传染病爆

发的菌株之间的异同，例如在历史上几次流行性感冒和霍乱

的大流行，病原体有变异，但也有联系，这对于这些疾病的今

后防治有重要的指导意义。基因芯片与传统的流行病学方
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法相结合，恰恰解决了这个矛盾。

!"#$%&’()* 等［+,］用芯片技术对葡萄球菌的基因组的进化

进行了分析，发现大约 ++-的基因对葡萄球菌是可有可无

的。同时这些基因的转移在葡萄球菌的进化中起很重要的

作用。对甲氧苯青霉素耐药的葡萄球菌的 !"# 基因（一种抗

!.内酰胺的基因）被水平的转移了 / 次，说明抗甲氧苯青霉素

的菌株进化了多次，而不是从单一的原始菌株进化而来。这

就可以解释在 +0 世纪 10 年代流行的中毒性休克综合征

（233）是由宿主环境的改变造成，而不是由一个基因谱的快

速变化产生的一个新的亚型。此研究说明基因芯片能够对

以往流行病学不能回答的问题（如造成 233 流行的具体原

因）进行回答。芯片的出现是对传统流行病学缺陷的有力补

充。

45 等［+/］在中国贵州等地对砷中毒性肝病的分子机制进

行了研究。他们用 6789 芯片对暴露在砷环境下 : ; <0 年、

已经有部分砷中毒症状的人群进行研究。通过研究他们认

为基因表达谱的变化在砷中毒性肝病及肝癌中起决定性作

用。该研究对于大规模流行病的病因调查又开辟了新的途

径。

=>传染病的诊断与鉴别诊断：传染病在流行病学中占有

非常重要的地位，尤其是近年来性传播疾病（327）、结核病等

的死灰复燃和大量新发现传染病的出现，给各级防疫部门提

出了严峻的考验。在传染病爆发中，传统的流行病学研究从

取样、培养病原体到鉴别诊断，往往需要几天时间，这对于传

染病的治疗和控制极为不利。加之人员流动的频繁和传播

机会的急剧增加，需要找到一种快速、方便方法进行诊断和

鉴别诊断，而基因芯片恰恰能满足以上要求。目前，在这方

面已进行了初步的尝试。?@"$@"ABC 等［D］将部分沙门菌、志贺

菌及埃希菌的毒力基因作为芯片上的探针，可以对以上三种

菌进行检测。另外，还出现了一些用于检测 EFG 及结核杆菌

的芯片［<0，<<］。但这还远远不够。这些基因芯片的共同特点

是检测的探针少，所得到的信息少，只是对一种病原体或几

种相关的病原体的检测，对于多种病原体的鉴别诊断仍未进

行，应当说它们只是诊断芯片的雏形。但是，由于基因芯片

对于疫情爆发后快速的初步诊断、传染病的监控以及各地菌

型变化的监测有得天独厚的优势，它以诊断快速、易携带及

储存方便而操作不需要太强的专业性等使基因芯片极易在

地区及县一级防疫部门推广。目前，在这一领域还处于探索

阶段，但这是传染病诊断中主要的发展方向之一。

三、存在的问题

尽管基因芯片技术已有许多方面的进步。但是在分子

流行病学的具体应用中仍存在一些问题：首先，探针的杂交

也有一定的错配率，从而产生一定的背景，如何区分这种背

景所造成的假阳性和由于传染病样品中由于拷贝数太低所

造成的弱阳性，是传染病诊断 789 芯片面临的主要挑战，由

于在传染病诊断 789 芯片中采用的密度较低，因此它的这

些缺点就不如高密度芯片那样严重。但是，由于其结果往往

伴随着许多重大疫情的处理，诊断必须十分慎重。

另一种对应用的限制来自芯片研究的成本。在芯片研

究过程中，对样品的标记及探针的制备都非常耗时、耗力。

对病原微生物来说，由于绝大部分的病原微生物都是原核生

物，它们的共同特点是没有 HB)I9 尾巴，因此无法象真核生物

那样通过 HB)I9 尾巴纯化 JK89，并且用逆转录方法建 立

6789 文库。这就给制造芯片带来很大的问题。2(B 等［+:］报

道直接在混合的 K89 中（JK89、#K89、’K89）加入 =’端的特

异引物扩增 6789 探针。但是，另一方面，与真核生物相比，

病原微生物（原核生物或病毒）的研究又有得天独厚的优势。

因为这些微生物的基因组都较小，只有几千个 LK!，同时又

没有内含子，这样就可以通过对每个 LK! 进行扩增，用扩增

产物代替 6789，制备探针。这种探针的另外一个好处就是

它包含了病原微生物所有的基因，这就避免了 6789 文库可

能使某些基因遗漏的潜在问题。这样虽然解决了建立 6789
文库的问题，但是，以大肠埃希菌为例，, +D0个 LK! 就需要

, +D0个特殊的引物，这大大的增加了科研难度和成本。因

此，如何方便、快捷的建立病原微生物的检测探针是基因芯

片研究中亟待突破的瓶颈。随着新技术的不断出现，基因芯

片的成本将会越来越低。

第三，样品的获得与处理。对于传染病诊断芯片来说，

样品的来源广泛并且混杂有各种各样的干扰因素。在实际

推广过程中，要使广大防疫部门在很短的时间内、在广大农

村地区很快的获得象实验室中获得的样品是不可能的。因

此，这就需要传染病诊断芯片有很高的特异性和敏感性。如

何正确的对样品进行简单的处理，使混杂因素降到最低是广

大防疫工作者所面临的主要挑战。

第四，对于数据的处理和应用仍存在问题。基因芯片的

出现对生物信息学提出了新的要求，对于大量的数据需要新

的方法来处理。同时，对于基因芯片所提供的信息也要求更

精确的判断。2(B 等［+:］对大肠埃希菌的全基因序列制成的

芯片检测细菌生长在微量葡萄糖环境和含葡萄糖的 45’"( 肉

汤环境中基因组表达方式。他们发现绝大多数基因的翻译

表达明显上升，而细菌在葡萄糖缺乏的环境中一些基因的表

达也上升。这么多的基因表达发生了变化，这使数据的分析

和应用变的很困难。更重要的是，许多基因同时变化可能使

真正的原因被掩盖，因为一个基因的变化往往导致一连串下

游基因或调控基因全都发生变化，因此，如何找到真正引起

这些连锁反应的基因是科研人员需要注意的问题。另一个

问题是，由于绝大多数病原微生物都是原核生物，它们的

JK89 多为多顺反子，即一条 JK89 可翻译成多种相关蛋白，

所以它的 6789 就代表了多个基因。而且编码这些蛋白的基

因相互交错，即使以每个基因作为探针，在杂交时也很容易

发生假阳性。这就对结果的判断带来很大的不便。这就需

要其他相关领域的共同研究和帮助，如基因组草图的绘制、

二维蛋白电泳等。

四、展望
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从 !""! 年 #$%$& 提出芯片这个概念到现在，已有’ (((多

篇各类与芯片有关的文章发表，其中绝大多数是在 !""" 年

以后发表的。这说明基因芯片在最近二三年发展迅速，应用

广泛。目前，对于基因芯片的研究朝着快速、高质量、准确的

方向高速发展。虽然基因芯片仍有许多问题有待解决，但其

前景一片光明。在未来流行病学领域中，基因芯片将在以下

几个方面具有广泛的应用前景。

!)传染病的快速诊断及监测：未来的传染病爆发后（尤

其是大规模自然灾害爆发后）的检测主要依靠基因芯片的快

速初筛及诊断，做到 ’* + 内明确病因，为防疫工作者提供可

靠的数据，是指导控制疫情的必要手段。

’)分子流行病学资料分析：对于一些病因机制不清、病

原体相关资料缺乏的传染病可以用基因芯片进行研究，为历

史上爆发的传染病之间的联系提供新的线索。

,)病因及流行规律的探究：随着人类基因组计划的完

成，使一些遗传性疾病病因的分子机制得到了明确。基因芯

片的使用将对这些遗传性疾病的流行机制的探讨会有很大

帮助。同时，基因芯片还可用于一些慢病（如肿瘤、慢性传染

病、原发性高血压等）的早期筛查及普查。这比用传统的方

法将更加准确、便宜、方便。

可以预见，基因芯片随着成本的不断降低、准确性的不

断提高，将成为流行病学研究中一个有力的工具。
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