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传染病具有暴发突然、传播迅速、传播范围广泛和不明

原因暴发等特点，应用传统诊断和流行病学方法难以做到迅

速有效的应急处置。基因芯片因其高通量、快速、灵敏、特异

和简便的特点，在传染病诊断和鉴别诊断、病原生物遗传多

样性分析、菌株溯源以及进化等方面广泛应用，为传染病预

防和控制提供了重要保障。本文对基因芯片在传染病诊断

和分子流行病学研究领域中的应用加以综述。

1．基因芯片技术概述：

(1)定义：基因芯片，又称DNA微阵列或DNA芯片，其

概念来源于计算机芯片，是指将大量的DNA片段或寡核苷

酸序列(即探针分子)有序的排列固定于固相支持物上，与标

记的靶DNA进行杂交，通过检测杂交信号强弱和探针位置

即可获取靶DNA表达情况和序列信息。基因芯片是一种高

通量分析方法，在一次实验中能够平行检测和分析成千上万

个(目前可达到20 000--40 000个)靶基因。由于探针的位置

与序列是已知的，故可以快速准确鉴定未知样品的序列，特

别适合现代传染病快速控制与诊断的需要。

(2)类型：生物芯片种类繁多，根据所要检测的生物分子

不同可分为DNA芯片、RNA芯片、蛋白质芯片和组织芯片

等。RNA芯片由从各种不同的组织中提取的高质量的

mRNA组成，用于分析待测基因在不同组织细胞中的表达状

况。蛋白芯片是由固定于支持介质上的蛋白或多肽构成的

微阵列；蛋白芯片可获得各种不同时期、不同形态细胞的各

种酶谱和蛋白谱，对疾病临床诊断、治疗、药物筛选设计、药

物靶标确定有十分重要的指导作用。组织芯片是一种新型

的生物芯片技术，在肿瘤学研究中非常重要。

DNA芯片主要包括两种类型：机械点样DNA微阵列和

寡核苷酸微阵列。制备机械点样DNA微阵列需要将预先合

成的单链或变性的双链DNA分子(来自cDNA文库或基因

组的PCR扩增产物)固定到玻片表面n】。每张玻片能排列

多达20 000个探针，其中包括一些相邻或相距较远的重复探

针，它们可以用于芯片的质控。每个DNA探针通常是全基
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因或表达序列标签(EST)，理想的探针长度为300～800 bp。

在基因表达研究中使用的mRNA样品被反转录成为cDNA，

并在反转录过程或随后的实验步骤中进行标记。实验组和

对照组样本使用不同的荧光染料进行标记，通常是Cy5(红

色)和cy3(绿色)。然后将标记的两组靶标分子混合后与固

定在玻片上的探针分子进行特异性杂交。扫描后分别获得

对应于每个探针分子形成的各点红、绿荧光信号，信号强度

与每个待测基因在两种样本中的表达量成正比。如果芯片

实验不要求高密度和双色标记，也可以将探针分子固定在尼

龙膜而不是玻片上，并利用放射性同佗素进行标记。

寡核苷酸即可以预先合成后点制于载体表面，也可以直

接在固相载体表面原位合成，二者均不需要对寡核苷酸进行

固定乜】。寡核苷酸探针通常长为20～70 bp，而不是一个基

因的完整长度，因此可以针对每个基因设计多个探针分子，

这样在一次实验中每个基因均可被重复枪测，芯片的灵敏度

和特异性得到提高。在病原体诊断与鉴定、基因分型及少数

病原体的检测中多选择化学方法合成的短寡核苷酸探针

(20-50 bp)；而大规模病毒病原体的筛查及未知病原体的

鉴定使用长的寡核苷酸探针(50～70 bp)。Affymetrix芯片

(Affymetrix，CA，USA)是寡核苛酸芯片的代表，它采用独特

的PM．MM探针对设计，设计一对长约20 bp探针，其中一个

是完全匹配(perfect match，PM)，另一个是单碱基错配

(mismatch，MM)探针。该设计可提高探针的灵敏度和特异

性，尤其针对在一个复杂背景的样品中低丰度表达产物的检

测，而且MM探针有助于区分特异性结合与非特异性结合的

靶片段。去除杂交中的背景信号。几项综合性实验已经对寡

核苷酸微阵列在表达谱研究中的实用性进行了评价¨’41。寡

核苷酸微阵列不仅能够辨别选择性剪接产生的不同转录本，

还能区分高度同源的转录本。而且它不需要构建eDNA克

隆、进行PCR扩增和序列验证，因此与cDNA微阵列相比，更

加经济合算b1。

(3)实验设计：基因芯片实验主要归为基因型研究和基

因表达研究两种类型。基因分型(分析病原体基因组DNA

组成)研究用于发现和鉴定细菌、病毒、寄生虫和真菌。根据

参照生物的基因组序列制备DNA芯片，然后将各种待测分

离株的序列与参照基因组进行比较，寻找二者之间的保守基

因。然而，这种方法无法检测只存在于待测生物中的序列。

解决这个问题的一个方法是使用通用寡核苷酸芯片。这种

芯片包括短寡核苷酸(6～lO bp)各种可能的组合形式，因此

不必预先测定生物体的基因组序列。除此以外，基因芯片还

能够全面分析一个生物体的转录谱。应用转录谱不仅可以

研究未知基因的功能，而且能够扩大和加深对微生物细胞生

 



理过程的认识。

在基因芯片实验中。来源众多的系统误差影响所测定的

基因表达水平，因此为了准确测定基因表达变化，在每个实

验中将随机误差(实验误差)和系统误差的影响考虑在内是

非常重要的。例如。众所周知两种荧光染料标记效率的差别

是产生系统误差的一个来源。对不同类型cDNA微阵列而

亩，一些标准化方法可以用于解决荧光强度和空间位置依赖

的染料偏倚哺】。由于总RNA提取也是产生误差的重要来

源，因此在实验设计中要确保RNA质量高，并符合荧光标记

和微阵列杂交的要求，凝胶电泳有助于在每一步监测RNA

样品质量。尽管一些研究者使用[33P]标记样品【”，但是目

前在微阵列分析中Cy3lCy5荧光标记是最广泛使用的方法。

考虑到RNA提取、标记和杂交条件的影响，GeneChip芯片

(Affyrnetdx)已经公布标准实验方案(http：／1www．

affymetrix．corn／support／technical／index．affx)。微阵列实验设

计应当包含至少三次霞复实验，有时多至五次。实际上恰当

的重复次数将随着研究样本和实验本身内在因素的变化而

变化。一些实验由于具有多种内在因素，因此需要多次重复

才能获得具有统计学意义的结果。

几种新的而且十分复杂的数据分析方法已经可以使用，

有的还在开发之中，但是，关于最具有统计学意义的分析方

法还存在分歧。目前，Tusher等【副开发的SAM(Significance

analysis of mieroarrays)分析方法是使用最多的一种方法。大

体上，SAM方法根据表达变化大小将基因排序，并用相同方

法分析重复实验的数据。SAM方法根据预先设定的阈值能

够估计出数据集中结果的假阳性率。GeneSpfing(Agilent

Technologies，Palo Alto，CA)软件包町以对数据进行统计分

析，包括SAM方法，从而得到在统计学上表达水平发生显著

变化的基因列表。数据分析后必须通过Northern印记或更

加准确的方法如RT—PCR和适时定量PCR测定不同批次提

取RNA的表达水平，验证微阵列的结果。

2．基因芯片在传染病诊断中的应用：

(1)直接检测病原：传染病诊断比较常用的方法有病原分

离和培养、光学显微镜和电子显微镜技术、经典血清学技术、

现代免疫学技术和分子生物学技术。传染病危害较大，有些

病原分离和培养需要很长时间，经典血清学方法、现代免疫学

技术和分子生物学方法程序复杂、工作量大、周期长，因此不

能满足人们对大量基因信息进行快速低成本检测的要求，特

别是对于多病原混合感染的诊断。基因芯片是全基因组检测

方法，其特异性比检测单个基因的传统诊断方法更高归1。

基因芯片是lI缶床或环境中微生物种属鉴定的强有力工

具。由于细菌16S rRNA和23S rRNA基因高度保守且进化速

度缓慢。是细菌的活化石，所以在分类学研究中具有重要意

义。针对以上两基因设计通用PCR引物，作为通用性靶标对

所有细菌进行高通量检测，而其中的变异区为不同种属细菌

所特有。可用于对不同种属细菌进行特异性鉴定n刚。．16S

rDNA已被用于分枝杆菌属和葡萄球菌属的检测¨“。最近，

针对16S和23S基因中两个变异区的基因芯片被用于检测肠

道病原。总共检测99份临床样本，结果表明这种芯片能够成

功区分15个种属肠道致病菌。准确率为80％，而其他病原由

于芯片上没有相应的探针或滴度低等原因Ifi『未被检出¨“。环

境中的病原体和他们的毒素可以成为潜在的生物武器，对生

物防御和公众健康构成巨大威胁，基因芯片可以迅速分析成

千上万DNA序列，因此是环境中(如水和食物)病原体监测的

有利工具n引。除了核糖体基因以外，gyr基因、毒力因子和耐

药基因等也可以作为基因芯片检测的靶基因¨“。

变异和基因突变给病毒的分子诊断带来了困难。目前

基因芯片检测病毒的方法已逐渐得到应用，其中一些是针对

某一种属病毒的检测，如流感病毒、乙肝病毒和疱疹病毒

等¨孓”】。例如，一些A型流感病毒诊断芯片包含15 000个长

度60一met的寡核苷酸探针，能够识别16种血球凝集素和9种

神经氨酸酶基因。研究人员在这些芯片和探针制备以及结

果分析等各方面均采用了先进技术¨“。基因芯片还能检测

混合病毒样本，例如Chiu等¨钔利用一种泛病毒DNA微阵列

(Virochip)对222例儿童样本进行呼吸道病毒检测，Virochip

不仅能够检测流感病毒和呼吸道合胞病毒等7种常规病毒，

还可以检测更多呼吸道病毒并发现双重感染。它的敏感性

达到85％，特异性超过99％；因此研究者认为基因芯片有望

用于儿童呼吸道感染的临床诊断。其他的例子还有利用基

因芯片同时对血液标本中的HIV-1、HBV和HCV病毒进行

检测It9]。

由于基因芯片可以包含针对不同病原的大量探针，因此

它在病原检测中不受种属甚至科别的限制。哥伦比亚大学

的Greene感染性疾病实验室开发一个新的检测芯片系统

GreeneChip System，能快速且灵敏地筛检病例组织、m液或

尿液中的各种病原菌，包括病毒、细菌、真菌或寄生虫ⅢJ。

GreeneChip共包括29 455个长度为60一mer的探针分子，分析

流程不需超过10 h。研究人员对若干患有呼吸道疾病、出血

热和肺结核的病例采样，对芯片进行了测试，其分析结果都

和传统方法(如培养法或PCR测试法)一致。新发传染病不

断出现并对公共卫牛和社会稳定构成巨大威胁，但是现有诊

断方法往往无法迅速对未知病原进行鉴定。随着微生物基

因组计划的快速进展，许多微生物已获得全基因组序列。由

于同一属及同一种微生物部分序列的高度同源性，可以利用

基因芯片技术实现对未知病原体的确定。例如，Wang等犯¨

选择各类病毒高度保守的70．mer序列，制备可用于检测1000

种已知病毒和各科中新型别病毒的基冈芯片(Virochip)。通

过微阵列杂交和随后直接测定病毒序歹“，研究人员确定

sARS病毒为冠状病毒科的一个新成员。

(2)间接检测病原：宿主可以识别不同种属病原相关分

子，例如细菌细胞壁成分、病毒核酸和毒力因子等，因此宿主

受到不同的病原刺激后能够做出特异性反应，即病原感染后

宿主细胞基因表达出现变化。Octavio等分析131例由A型

流感病毒、大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌和肺炎链球菌引起

 



的急性感染患者外周血样本。发现35个A型流感病毒诱导

的特异基因。它们可以用于区分流感病毒与大肠埃希菌或

肺炎链球菌的感染，准确率达到95％。根据不同的转录特征

还能区分大肠埃希菌和金黄色葡萄球菌之间的感染。由于

不同病原体在呼吸道感染患者外周血白细胞中诱发的基因

表达模式各不相同，因此利用芯片分析患者外周m白细胞有

助于感染性疾病的间接诊断【2“。

3．基因芯片在病原牛物遗传多样性研究中的应用：世界

各国对传染病疫苗研究、药物研发非常重视，投入巨大，但至

目前为止。一些重要传染病现有疫苗保护效果仍不理想(如

结核)或仍无安全有效的疫苗问世(如艾滋病)，同时药物治

疗效果也不理想。这砦均与传染病病原高度变异及蕈组密

切相关。病原生物突变和重组造成了丰富的遗传多样性。

病原生物遗传多样性将直接影响传染病传播、疾病进程、治

疗效果及疫苗研发，因此遗传多样性在传染病流行病学监测

中具有重要意义。

病原遗传多样性主要表现为不同的型、组、亚型、亚亚型

及亚型问流行鼋组形式等。传统血清型分类方法需要大量

昂贵的抗血清，存在交叉反应，而且还有许多病原微生物无

法用现有血清型方法分类。DNA芯片克服单独应用多重

PCR技术的不足之处，为病原微生物快速分子分型提供了切

实有效的方法。研究人员采用包含肺炎链球菌血清型特异

性探针的DNA芯片对多个国家169例样本进行分析。结果

证明DNA芯片敏感性高，能够迅速辨别大多数肺炎链球菌

血清型，并监测他们在各组病例以及不同地理位置中的分布

情况。这些信息有利于疾病监测和评估疫莆效果∞J。同

样，研究人员选择来自om／,A第二和第四功能域中的35个

探针分子制备了一种具有高度特异性的DNA芯片。该芯片

通过分析ompA在鹦鹉热嗜性衣原体种属内部的遗传多样

性，研究鹦鹉热嗜性衣原体基因型的分布情况并发现非典型

病原mj。Chizhikov等根据轮状病毒高度保守的ⅥP7基因设

计寡核苷酸芯片，该芯片能够将20个轮状病毒归为5个已

知的基因型比“。以上研究表明，基因芯片技术在病原生物

基因分型研究方面有很高价值。

病原生物在疾病过程中易发生多种变异，从而导致对多

种药物的耐药性，因此检测和分析其变异性与多态性具有重

要临床意义。Gryadunov等mo设计了一种寡核苷酸芯片，用

于检测耐利福平和耐异烟肼的结核杆菌。结果表明这种芯

片能够从唾液样本中检出95％利福平耐药菌株和80％异烟

肼耐药菌。同样，Chen等【271对HBV耐药株的检测也获得成

功。在经直接测序证实的全部388个HBV突变株中，DNA

聚合酶基因所有预期的突变均完全被芯片检出，而且在野生

型病毒和突变株混合感染的患者标本中，芯片也能成功检测

出突变株。HIV耐药机制十分复杂。难以通过病毒序列推测

耐药水平。实际上，HIV耐药研究大多数来自临床观察。然

而某种HIV多态性(其中一些与耐药机制相关)可以通过专

门的微阵列进行分析并应用于流行病学研究。Kozal等m1通

过应用高密度寡核苷酸芯片对167个HIV-1临床分离株进行

研究，发现美国HIV，1包膜B蛋白的变异性高于其他已知的

HIV一1包膜蛋白，且具有自然多变性，其中许多基因的改变与

抗蛋白酶抑制剂的耐药性有关。这对进一步探索人免疫缺

陷病毒的耐药基因和耐药机制很有帮助。胶体固定的寡核

苷酸芯片能够区分单碱基错配突变，Roudinskii等【”1使用这

种芯片精确筛选了东欧100份病毒样本，发现v77I突变体

并对其在东欧的流行传播进行详细分析。

4．基因芯片在微生物进化与历史性研究中的应用：在广

义流行病学研究中，基因芯片可以用于研究在生物进化过程

中保守和异化基因，进而研究生物之间存在的联系。与传统

实验方法相比基因芯片的优势在于它是一种全基因组研究

方法，既可以研究历史性进化，又能分析比较新近的变化。

基于全基因组微阵列的比较基因组杂交技术(CGH)能够检

测其他微生物基因组中是否存在与所研究微生物相似的

DNA片段，即实现全基因组范围内遗传物质比较。为了研

究肺炎链球菌之间的基因重组，Hakenbeck等Ⅲ1采用包含

2000个参照菌株基因的Affymetrix寡核苷酸芯片，与20个

肺炎链球菌主要耐药分离株进行比较基因组杂交实验。结

果表明这些耐药菌与参照菌同源性为75％，存在的差异包括

青霉素结合蛋白编码基因，他们代表微生物基因组中的镶嵌

基因(mosaic genes)，通过基因水平转移获取。轻型链球菌与

肺炎链球菌标准株具有相似序列，说明二者之间可能发生基

因水平转移和基因重组。Dobrindt等¨¨进行了相似的研究，

他使用eDNA芯片将36株肠外和肠道致病性和非致病性大

肠埃希菌基因组进行比较；ffi果表明通过噬菌体获取基因或

基因缺失均促进大肠埃希菌整体进化过程，更为重要的是，

甚至在共生菌株中也可以找到毒力相关基因。随着时间变

化，为了评价BCX3疫苗的效果，研究人员制备了覆盖99％

致病性结核分枝杆菌基因组的eDNA芯片，与致病性牛型结

核分枝杆菌基因组进行比较，发现91个结核分枝杆菌中存

在的ORF在牛型结核分枝杆菌中缺失，38个在牛型结核分

枝杆菌中存在的ORF在一些BCG菌株中缺失，这些结果为

研究BCG菌株进化过程提高依据【3“。Cherkasova等¨副的研

究表明，基因芯片在脊髓灰质炎(polio)病毒流行病学研究中

起着重要作用。遗传重组造成病毒自然群落趋异进化，易于

出现变异较小的突变株。后者无法通过直接测序的方法进行

检测，除非额外构建克隆。但是由于基因芯片灵敏度高，所

以易于对这种遗传变异进行检测。另一项研究利用基因芯

片发现polio疫苗株通过自发突变能够产生回复毒力的新突

变株，这为口服减毒活疫苗株的进化研究提供宝贵线索¨“。

菌株溯源为研究历史上暴发的传染病之间的联系提供

新的线索。研究人员利用eDNA芯片研究几起不同时期出

现的急性风湿热暴发【3“，通过比较A组M18血清型的36个

链球菌分离株，发现12年来在盐湖城发生的这些暴发是由

同一起源的菌株引起；但是如果没有这种细菌全基因组分析

方法，实际上无法完成这种研究。
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5．其他应用：微阵列还用于分析病原体是否存在与致病

性相关的遗传元件。研究人员设计了一种40．Il盯寡核苷酸低

密度微阵列，由来源于各种沙门菌和大肠埃希菌中多种重要

遗传标记组成，包括耐药性、致病性、菌毛和噬菌体相关基因，

以及纤毛(H抗原)和脂多糖(0抗原)等。这种微阵列将在传

染病流行、暴发以及风险评估研究(耐药基因传播)中发挥重

要作用。它还将用于估测沙门菌的毒力和宿主特异性等ⅢJ。

6．不足与展望：基因芯片是在长期以来发展完善的原位

杂交技术基础之上发展起来的高通量研究方法，能够同时检

测成千上万个靶标。尽管DNA微阵列技术已经取得长足的

发展，但仍然存在巨大的挑战，例如成本昂贵、操作复杂、重

复性差以及质控体系有待于进一步完善等问题。这些问题

主要表现在样品制备、探针合成与固定、分子标记以及数据

的读取与分析等几个方面。在病原检测方面，基因芯片的灵

敏度还达不到直接检测病毒RNA的程度，还不能绕开样品

扩增的步骤，目前普遍应用PCR扩增实现病毒靶基因的扩

增，这在一定程度上削弱了它的优势。而且基因芯片的灵敏

度还有待于进一步提高，尤其是对于滴度较低的病原。另

外，与指纹识别技术如末端限制性片段长度多态性

(T．RFLP)或变性梯度凝胶电泳(DoGE)等相比，基因芯片只

限于评估有可用探针的病原。传染病诊断DNA芯片面临的

重要挑战还包括提高基因芯片的特异性，从而更好地区分芯

片杂交背景所造成的假阳性和由于传染病样品中由于病原

体拷贝数太低所造成的弱阳性¨”。
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