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摘要 讨论了DNA芯片制作的基本原理和主要步骤,介绍了基因芯片的主要类型。探讨了基因芯片技术在转基因烟草检测、

烟草基因表达与调控研究、烟草种子检测和烟草分子育种中的应用前景。
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Abstract  The principle and methods of making gene chip or DNA chip were reviewed in this paper. The technology of DNA chip has shown

a lot of potential applicability for tobacco industry in these fields of detecting transgenic tobacco, gene expression, tobacco variety identification

and molecular breeding of tobacco.
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  基因芯片又称 DNA 芯片、DNA 微集列阵、生物芯片

或寡核苷酸微芯片。利用DNA芯片技术可以将大量的核

苷酸分子同时固定于载体上, 1次就可以检测、分析大量

的DNA/ RNA片段,解决了常规核酸印迹杂交技术复杂、

自动化程度低、检测目标分子数量少、成本高、效率低等

不足。该技术具有高度并行性、多样化、微型化和自动化

进行 DNA分析的特点[ 1~ 4]。目前已经广泛应用于基因表

达研究、疾病诊断、发现新基因及药物筛选等领域[ 5~ 7]。

1  基因芯片制作的原理与技术

基因芯片制作原理的核心就是根据核酸杂交原理来

检测未知核酸分子,将 DNA/ RNA片段按照一定顺序排列

在固相支持物上形成密集的分子列阵。具体实现该技术

的步骤可以分为以下 3步:

( 1) DNA微集列阵的集成。即以大量 DNA特殊片段

为探针,采用物理和化学的方式, 将其固定在载体的表

面,形成密集度很高的、有序的 DNA分子列阵。

( 2)样品制备和分子杂交。利用常规分子技术提取

和纯化 DNA/ RNA待测样品,用荧光对待测样品进行标记

后与基因芯片进行分子杂交。

( 3)杂交信号的检测和分析。杂交后与探针互补的

样品产生结合, 从而呈现阳性荧光信号可被检测到。由

于在较小的面积上集成了大量的探针分子,杂交效率大

为提高, 获得的大量信号可以通过激光扫描仪进行扫描

采集, 进而将所得的信号传送到计算机系统进行分析处

理,获得样品核酸分子的鉴定结果。

在上述 3个步骤中, 基因微集列阵的集成是关键
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它涉及到列阵的制作技术和探针的设计 2部分。DNA芯

片制作主要有两种方法:

1. 1  光导原位合成法

即采用光蚀刻技术与固相化学相结合,以化学合成

的方法使 DNA寡聚片段固定于硅芯片表面。这种方法制

作出的基因芯片具有集成度高、可直接从数据库获得要

合成序列的信息,不用自己去克隆和测序等优点。然而,

由于该方法合成的只是寡聚 DNA片段,分子量较小, 一般

在20~ 25bp,所获得的遗传信息的总集成量受到限制;而

且每个芯片要用大量的光刻掩膜、杂交和检测条件要求

亦较高, 成本较高。由这种方法得到的基因芯片称为

GenechipTM。利用化学合成制作基因芯片是美国 Affymetrix

公司的专利[ 9] ,该公司已经具有同时检测 6 500 个已知人

类基因的基因芯片,已有用于检测艾滋病病毒基因、乳腺

癌、卵巢癌等疾病相关基因等多种基因芯片[ 10]。

1. 2  自动化分区点样法

点样分子可以是核酸也可以是寡核苷酸。采用人工

点样方法将寡核苷酸点样于化学处理后的载玻片上,制

备好的 DNA芯片可以置于缓冲液中保存。这种方法费时

费力,不适合大规模基因芯片制作。采用多聚赖氨酸包

被固相支持物玻片,经过分区后用计算机控制的微阵列

点样机按照预先设计顺序进行点样,点样量很小( 5 nl)。

这种方法就如打印机打印,所以有人称为自动化快速打

印。即将纯化的 DNA样品打印到常规纤维素膜和玻片的

表面,形成高密度的 DNA微集列阵[ 11]。

2  DNA芯片技术在烟草改良中的潜在应用价值

2. 1  基因芯片技术与转基因烟草检测
转基因烟草包括烟草转基因研究材料和转基因烟草

品种。无论是哪一种类型的材料, 大量检测时用常规分

子技术都会花费大量人力物力。由于工作量很大,中间

某个环节出现问题就会影响检测结果的准确性。将转基
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因所特有的启动子、标记基因、选择基因和目前在

Genebank中存在的可能用于转基因的序列制作成探针,

进而制作成基因芯片,可以快速有效地对大量样品进行

检测。

2. 2  基因芯片技术与烟草基因表达研究

基因组学的迅速发展已经使相关研究从结构基因组

学发展到功能基因组学。也就是说从以往的基因结构研

究转向重点研究特定组织、不同的发育阶段或者疾病的

不同时期相关基因的表达情况, 多个基因及其序列的并

行分子遗传学行为和研究方法。每个细胞在某一特定阶

段都有数以千计的基因在表达, 细胞间基因的表达差异

往往能够反映这些细胞是否发育正常,进而确定是否开

始病变甚至向恶性肿瘤细胞发展。此外,植物某个性状

的表达可能是通过一系列基因表达的综合体现。例如,

烟草等作物的系统获得抗病性( SAR)的性状表现过程中

存在一系列复杂的生理生化代谢反应,涉及到信号分子

的转导等环节, 是许多相关基因的表达。虽然目前该领

域已经成为植物学科的研究热点之一,并且在分子生物

学研究方面取得了诸多进展, 但是, 这些研究均是在单个

基因表达研究的基础上进行的综合, 无法同时对多个基

因的时空表达情况进行详细的研究。又如,烟草香味物

质的产生涉及到十分复杂的代谢过程,其中有大量的基

因表达参与。如果期望从遗传学角度实施遗传改良,需

要研究这些基因之间的表达关系, 甚至是否存在主效基

因和辅助基因控制等许多问题, 进而才能改造和控制这

些基因使其向我们期望的方向组合和表达。这些巨大工

作量的分子生物学工作是无法用常规的分子技术实现

的。采用基因芯片技术可以根据分子杂交的情况提供大

量的多基因差异表达的信息, 用生物信息学方法分析处

理从而获得有价值的组合。基因芯片技术将给基因克

隆、基因表达、疾病诊断和药物筛选带来巨大的革命
[ 12]
。

2. 3  基因芯片技术与烟草种子检测
烟草种子纯度是种子质量的重要指标。生产实践中

曾因种子混杂而造成生产损失,引起经济纠纷。目前烟

草种子纯度鉴定的方法主要是大田植物学性状鉴定和同

工酶谱带分析鉴定,其科学性、准确性仍然有待进一步提

高。近期的植物分子生物学研究结果已经表明可以筛选

出特异的分子探针, 将不同的品种加以区别。目前的

RAPD、RFLP、SSR、AFLP 及 PCR 分子标记技术已经成熟,

在植物遗传多态性、品种鉴定、基因克隆和分子辅助育种

等方面取得了长足的进展。用这些具有多态性的DNA片段

对烟草品种进行筛选,获得一些特异性的分子探针,制作成

基因芯片可以快速、准确对烟草品种的纯度加以鉴定。

2. 4  基因芯片技术与烟草分子育种

利用分子生物学技术进行烟草育种的最大难度是缺

乏快速、准确的分子检测手段, 因而选择也就无从谈起。

在水稻等许多作物上进行的分子标记工作进展十分迅

速,已经获得了较为丰富的遗传图谱,利用这些遗传图谱

可以将许多性状基因加以定位。烟草这方面研究工作起

步较晚, 但是借助于其他植物研究的成功经验来开展工

作会大大提高研究速度。一旦获得较为丰富的遗传图

谱,就可以将重要的性状进行定位。根据对特定性状紧

密连锁的分子标记进行筛选可以获得较为理想的选择效

果。同时,也可以采用图位克隆法将相关的基因克隆出

来,用于烟草的遗传改良。此外,利用一些已经获得的基

因类似物或基因片段制作出特异探针在烟草分子辅助育

种中发挥作用。由于育种工作需要对大量的后代材料实

施选择, 而常规的分子技术操作上速度远远不能满足需

要。而将相关的基因片段制成特异探针,进而制作出相

应的基因芯片就可以进行快速鉴定、筛选,可以将分子技

术和常规育种充分结合,真正实现分子辅助育种。

当然, DNA芯片技术对于烟草综合利用的开发方面

也具有重要作用。对于选择高蛋白品种、低烟碱品种以及

利用烟草作为生物反应器开发防治癌症、艾滋病的药品等

方面也同样有明显的作用。其原理和上述的基本相似。
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