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基因芯片技术在药物研究和开发中的应用

 陆祖宏
＊ , 何农跃 , 孙　啸

(东南大学吴健雄实验室 , 南京 210096)

摘　要　基因芯片技术能够对细胞或生物体中核酸序列信息进行快速 、高通量和低成本的检测和分析。基

因芯片已在化学药物的筛选和评价 ,新的药物作用靶分子的确定 ,药物的代谢和毒性及其个体化差异的检测 ,以

及药物作用机理等方面得到了应用 ,并将为在分子水平上建立现代中药理论方面发挥重要的作用。
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　　随着人类基因图谱的日益完善和后基因组研

究的进展 ,世界正进入一个以生物信息为重要内容

的生命科学时代。生物信息的应用已成为人们关

注的重点 ,并将成为人们生产和生活的重要部分 。

药物的研究和开发已经进入到基因信息时代 ,药物

基因组学是国际药学界的重要热点研究方向 ,它将

给目前的药物研究和应用模式带来一场革命 。

生物信息的研究和应用取决于对生物信息进

行快速检测和可靠分析的手段。在生命体中信息

的阅读 、贮存 、转录和翻译均通过分子识别的规则

来进行 。核酸分子序列包含了大量可进行互补匹

配的碱基 ,应用已知序列的核酸探针与未知核酸序

列进行杂交 ,是分子生物学中基因检测的常用手

段 ,也是基因芯片工作的基本原理。基因芯片 ,又

称 DNA 微探针阵列(microarray),是在固体基片表

面上集成已知序列的基因探针 ,被测生物细胞或组

织中大量标记的核酸序列与上述探针阵列进行杂

交 ,通过检测杂交探针的位置 ,实现基因信息的快

速检测 。基因芯片技术能够对微量样本中的核酸

序列信息进行快速 、高通量和低成本检测和分析 ,

特别是其大通量并行化采集生物信息的特点是目

前其它分析技术所无法相比的[ 1～ 5] 。

基因芯片可应用于细胞和组织中基因表达谱

的检测 ,不同个体中基因多态位点的筛选和检测 ,

基因组的突变检测 ,以及微生物病原体基因的分析

和检测等 。基因芯片已经成为药物基因组学研究

和应用的一种不可代替的工具 ,在药物前体化合物

的筛选和评价 、新的药物作用靶分子的确定 、药物

的代谢和毒性分析及其个体差异检测 、药物作用机

理等方面得到了应用[ 6～ 8] , 并将在新药发现和开

发 、中药分子作用机制的研究等方面发挥越来越重

要的作用 。

1　基因芯片技术

基因芯片主要分为二类 。cDNA微阵列芯片和

寡核苷酸微阵列芯片 。前者用点样法把 cDNA 片

段固定在基片表面上 ,用标记的被测基因与 cDNA

阵列杂交 。cDNA芯片直接利用 cDNA 克隆库制备

芯片 ,制作技术较为成熟 、成本较低 ,可用于基因表

达差异的检测 。寡核苷酸是用点样法或在基片上

直接化学合成的寡核苷酸探针阵列。通常与荧光

标记的被测基因进行杂交和检测 。寡核苷酸阵列

芯片的特异性强 ,可进行单个碱基错配的检测 ,杂

交信号检测的动态范围大 ,杂交时间短 。特别是在

片合成法 ,把微电子光刻技术与 DNA 化学合成技

术相结合 ,可以通过提高光刻的分辨率提高芯片上
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的探针密度 ,实现高密度芯片的标准化和规模化生

产。目前 ,国际上已提出了多种技术用于基因芯片

的在片合成 ,如光去保护并行合成法
[ 9]
,光刻胶保

护合成法[ 10] ,微流体模板固相合成技术[ 11] ,分子

印章多次压印合成的方法[ 12] 。美国 Affymetrix 公

司制备的基因芯片产品在 1 cm
2
表面上可包含 300

000种 20至 25 mer寡核苷酸探针 ,每个探针单元

的大小已达到 10μm×10μm 。其实验室芯片的阵

列数已超过到 1 000 000种探针。

除基因芯片的制备以外 ,基因芯片的技术还包

括:被检测生物样品的制备 、基因物质的提取 、扩增

和标记 ,在芯片上杂交及杂交结果的检测 、基因芯

片上寡核苷酸探针阵列的设计和杂交信号的分析

等 ,如图 1所示。

图 1.基因芯片的相关技术示意图

基因芯片的设计将直接影响所制备芯片的信

息量 、准确性 、可靠性和容错性[ 13 ,14] 。针对某一应

用目标(如特定基因型检测或者寻找某一组织中的

基因表达谱), 从相关基因数据库中选取特异性基

因序列 ,使之能够通过与基因杂交给出明确 、可靠 、

易于分析的序列信息;根据已确定的基因序列 ,设

计一组探针组合 ,使所设计的探针组合对靶基因的

杂交特异性强 ,探针之间的关联性好。即使在杂交

过程中产生个别错配的情况下 ,通过对杂交阵列信

息进行综合分析 ,也可获得正确的信息;探针及其

空间布局的优化 ,包括探针制备工艺的优化和探针

杂交的优化等诸多方面 。基因芯片杂交结果的检

测有多种方法 ,但目前主要为荧光标记方法。根据

获得的荧光谱图 ,进行数据分析 ,建立相应的数据

库。采用多色荧光探针杂交技术可以大大提高芯

片的使用效率 、提高它的准确性和检测动态范围。

2　基因芯片在药物研究中的应用

药物的研究和开发通常有二种途径:早期的方

法是应用模型动物或活体细胞进行筛选的方法 。

通过化合物直接作用于模型动物或活体细胞 ,确认

其对疾病表型的反应。这种直接通过生物系统进

行药物筛选的方法是非常有效的 。它的缺点是很

难给出清晰的药物分子作用机理和毒性机理 。现

代药物筛选则首先确定药物所作用的生物靶分子 ,

然后通过结构生物学的方法 ,设计出一系列对靶分

子具有抑制和激活等作用的化合物分子 ,通过高通

量的靶分子活性检测方法快速找出与所选靶分子

特异性强 ,作用效率高的化合物。然后对其再进行

生物体代谢毒理分析和临床试验 ,这种方法能够给

出清楚的针对疾病过程药物的分子作用机理 。但

是 ,生物体是一个十分复杂的分子网络体系 ,仅仅

针对少数几个靶分子来筛选化合物 ,很难对药物的

效率 、特异性 、代谢能力和毒性等进行客观综合地

评价 。如何在药物筛选的初期 ,在确定生物活性的

同时 ,能够对其毒性和化合物的体内代谢过程进行

评估 ,不仅可缩短药品的研发周期 ,节约大量的研

究资金 ,同时能够研制出更为有效和安全的药物 ,

如图 2给出了基因芯片技术在药物研究的应用示

意图 。

图 2.基因芯片在药物开发和评价以及中药现代化中的应用

2.1　基因表达谱差异的检测

基因芯片的一个重要应用是检测生物体中不

同基因的表达水平 ,基因芯片可以通过比较不同个

体或物种之间以及同一个体在正常和疾病状态下

基因表达的差异 ,寻找和发现新的基因 ,研究发育 、

遗传 、进化等过程中的基因功能 ,揭示不同层次上

多基因协同作用的生命过程 。这一方面有助于研

究人类重大疾病如癌症 , 心血管病等相关基因及

其相互作用机理 ,同时 ,在药物研究方面 ,通过检测

药物作用对生物体中基因表达水平的影响 ,从整个
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生物体系的层次上 ,研究药物对基因调控和表达网

络的影响 ,从而获得药物的分子机理和药物对不同

生物分子途径的作用 。基因表达芯片将为研究化

学药物对细胞或组织中不同基因的相互作用提供

一个高效的工具 。

虽然许多疾病具有相似的表型 ,其分子的机制

可能相差很远。在肿癌相关基因组中基因转录和

表达水平将会产生很大差异 。基因芯片可以方便

地在整个基因组上扫描 ,确定癌细胞中表达异常的

基因 ,对于肿瘤细胞进行分类和治疗 ,寻找新的药

物作用靶点是十分有价值的 。Golub[ 15] 等人应用

50个 cDNA探针组成的基因芯片 ,通过检测基因表

达的差异进行癌症分类和诊断 ,成功地应用于人类

急性白血病的分类。他们应用这种新方法在没有

其它辅助诊断结果的情况下 ,可以区分出急性髓细

胞性白血病(AML)和急性淋巴细胞性白血病

(ALL)。并预期这种方法还能够给出新的白血病

种类 。

结合酵母和大肠杆菌的基因组序列信息 ,通过

组织表达差异来寻找药物作用位点 ,可以进行药物

的高效筛选 ,Gray 等[ 16]把基因芯片药物设计和组

合化学集成在一起 ,针对 Cdc28p 的活性位点设计

新的化学抑制剂 ,检测了它们在基因组水平上对生

物体的影响 ,获得二类结构。Duke 大学人类基因

组中心的 Roses教授 ,用基因芯片技术 ,鉴定了一

种引起肌萎缩侧索硬化病(Lou Gehrig 病)的基因 ,

鉴定出一种载脂蛋白 E(apo E)是引起该病的一个

主要基因因子。这一新的药物靶点发现 ,为新的化

学药物设计提供指导 。

现在 ,人们已经清楚地认识到在细胞内药物和

蛋白质的相互作用(包括特异性和非特异性的相互

作用),将会改变细胞体系的基因动态表达水平 。

表1给出了一些药物对于某些基因表达的影响 [ 6]。

表达型基因芯片的应用将使新药物发现更为

有效 、安全和快捷 ,特异性强 ,降低制药厂对新药物

投资的风险 。Affymetrix 公司已经开始制作一个把

所有已知的 EST 序列制备在一个 100万种探针/

cm
2
的高密度基因芯片上 ,这不仅可以使基因功能

的研究和寻找新的基因 ,同时对于诊断标志物 ,药

物分子机理和作用 ,药物代谢 ,安全评价(临床试验

前)等方面提供功能更为强大的手段。

表 1.部分化学药物对基因表达的影响

化学药物 药物作用后表达水平变化较大的基因

Acetaminophen CYP1A2, CYP2E1 ,CYP3A4

Ciprofibrate COX-Ⅱ ,钙依赖性 CPLA 2

Clofibrate PPARα, 乙酰 CoA 氧化酶 , CYP4A1 ,

CYBP(Ⅱ)

Dexamethasone 芳基转硫酸Ⅳ,酪氨酸氨基转移酶 ,羟基

类固醇转硫酶-α, GST′s , Yb1 , Yb2 , and

Yb2 ,金属硫因-Ⅰ ,-Ⅱand-Ⅲ

Dimethylnit rosamine 补体 C3 ,血清淀粉体 A , 25S 核糖体蛋

白 ,CYP7, MCL-1 , 主要尿蛋白 , IFN 诱导

单核因子

Dopamine CREM , CHOP ,MKP-1

Fenofibrate 肾上腺质萎缩样蛋白 , 肝细胞连接酶 ,

PMP70 ,载脂蛋白 A Ⅰ , A Ⅱ , and , AⅣ,长

链乙酰辅酶 A合成酶

Gemfibrozil 17β羟基类固醇脱氢酶 Ⅳ, 乙酰 CoA 氧

化酶,

Lovastatin CYP2B1/ 2, CYP3A1/ 2 ,CYP4A

Phenobarbital 5-氨基乙酰丙酸合成酶 ,苯巴比妥诱导

P450 ,纤维蛋白原 β 和γ,肾葡萄酸合成

酶 ,载脂蛋白 B , EF1类似物 ,补体因子H

类似物

Phenytoin N-CAD , 胶原 Ⅳ和 Ⅵ , c-jun , CRBP-2 , Bcl-

2 , RARα, TGFAβ2 , EMX-2 , PAX-3R75251

血浆睾丸酮 , 血浆雌二醇 ,血浆 17α羟孕

酮

Tacrolimus TGFβ 1,二聚糖 , 肌健蛋白 , 纤维粘连蛋

白 ,胶原质 , PAL-1

Valproic acid 5 , 10亚甲基四氨叶酸 ,叶酸结合蛋白

Wy14 , 643 17β羟类固醇脱氢酶 Ⅳ, α2u-球蛋白 ,

CYP2C11, P450 芳香酸 , 短链 3-羟乙酰

CoA脱氢酶 , 短链特异性 3-酮乙酰 CoA

硫解酶 , 乙酰 CoA 硫解酶 , 乙酰 CoA 合

成酶,苹果酸酶 ,乙酰 CoA 氧化酶

2.2　基因多态性与药物的应用

人类基因组计划完成的图谱仅仅包含了一组

特定个体的完整的基因序列 。个体与个体之间的

基因组 DNA 有千分之几的差别。人们相信 ,这种

差别决定了个体对于疾病的易感性和对于特定药

物的代谢能力的差异 。单核苷酸多态位点(SNPs)

是一种最重要的 DNA 水平的差异 ,单核苷多态性

(SNP)是 1种二等位基因的 ,是指基因组内特定核

苷位置上存在两种不同的碱基
[ 17]
,国际上许多大

的制药公司都在建立人类基因组多态库 。SNP 计

划首先希望鉴别出已知基因编码区的 cSNP ,并寻

找出 cSNP对基因功能的影响。中国人基因多态性

的研究也已经启动 。
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在通过美国 FDA的批准并进入市场以前 ,大

部分药品要进行了数以千计病人长达五年甚至更

长时间的安全性研究以及临床的检验。但是 ,它们

仍然会引起十分严重和不可预测的不良反应 。根

据美国医学学会杂志 1998年发表的研究报告 ,在

1994年大约有 220万病人对药物产生不良反应 ,其

中106万人死亡 。

基因型与药物有效性关系是药物基因组学的

一个重要研究内容。药物的研究和开发正在从一

种药物适用于所有人群的时代 ,转变成根据基因组

的差异开发出以适用于某一个体或人群的个体化

药物。一个全新的医疗和药物的概念将会出现在

世人面前 ,基因芯片将为这一变革提供了手段 。

在发达国家中已经开发出一些可以检测个体

与药效关系的基因检测试剂 ,并已用于临床。瑞典

的Gemini Gemomocs AB 公司开发了一种基因检测

试剂来决定是否采用 ACE抑制剂进行治疗 , ACE

抑制剂是高血压治疗中应用较广的药物 。根据美

国国家卫生院统计 ,在美国每年约有 2400个儿童

和成人死于急性淋巴性白血病 , adverse topurine 是

一种特效药 。但是 ,大约有 10%～ 15%的儿童对

于该种药物的代谢太快或太慢。代谢太快则正常

的剂量就不可能获得好的疗效 ,而代谢太慢则药物

可能积蓄到致死量 ,产生过大的毒性。为此 ,应用

一种基于基因检测的 TPMT 技术 ,来判断病人是否

可以采用 adverse topurine 治疗 ,并为病人选择适合

的化疗药物的剂量。但对于大部分毒性很大的其

它肿瘤化疗药物 ,目前尚无测试的方法 。

基因芯片技术的飞速发展以及人们对于 SNP

功能认识的加深 ,有可能在未来的 10 年内为每一

个人建立一个基因多态位点的档案。Affymetrix 公

司在 1999年生产出 GeneChip(r)HuSNP(tm)Map-

ping Assay 基因芯片 ,可以同时检测覆盖 22条常染

色体及 X染色体的 1500个已知位点 SNPs ,为分析

SNPs提供了便捷的方法 。Wang 等
[ 18]
应用凝胶测

序法和高密度基因芯片 ,对 2.3Mb人类基因的 SNP

进行筛查 。确定了 3241 SNPs位点 ,其中 2227位点

用来构建基因图 。在此基础上 ,发展了一种可以用

于同时检测 500 人类 SNPs的基因芯片 ,显示了大

规模鉴别人类基因型的可能性。Nalushka 和范建

斌等[ 19]用高密度芯片在 75个非洲和北欧居民的

28Mb的基因序列中获得了 1480个等位基因 ,对人

类基因中 SNP 的性质 、图像以及频率进行了系统

和全面的扫描 ,并寻找他们与血压异常性疾病的关

系。芯片鉴别出 874 个人类 SNPs。其中 22%用

DNA测序方法进行确认 ,检出 SNP 的最低平均等

位频率为 11%。其中在编码区 SNPs(cSNPs)有 387

个 ,54%会导致蛋白质序列的变化 ,可引起蛋白质

变化的 SNPs占总的 SNPs 38%。应用个体的基因

信息档案 ,来为该特定病人群体确定最佳的药物将

会成为现实。基因组的变异和缺失能够引起人类

一些疾病或提高人们对于某些疾病的易感性 。检

测这类基因突变将开发出新的基因药物 ,通过基因

药物的治疗来弥补人类基因组中缺陷 。

通过基因芯片可以快速地检测和确定致病微

生物的基因 ,鉴别不同亚型或突变株的病毒和细

菌 ,分析和检测外源性基因组 。特别是寻找确认病

菌耐药基因将有利于帮助人们合理用药和合理治

疗 ,开发新的抗耐药菌株的新药 。Troesch 等
[ 19]
应

用基因芯片对具有重要临床价值的分支杆菌(包括

肺结核菌及非典型分支杆菌)的所有基因型进行检

测。分支杆菌在人体中能引起肺结核 ,通常用药物

作为第一治疗方案。基因芯片可鉴别出抗利福平

的分支杆菌种群。他们用基因芯片从 27个不同临

床表现病人的 70株分支杆菌中分离出 15种抗利

福平的菌株。这将为用基因芯片诊断分支杆菌感

染以及指导用药提供了有效方法 ,对于研制新型的

检测试剂的研制 ,寻找高效的靶分子以及开发新一

代药物具有重要的价值 。

3　基因芯片在中药研究中的可能应用

中药是我国人民通过长期的实践和经验总结 ,

被证明为十分有效的传统药物 。从分子水平上弄

清中药作用机理及其代谢过程是目前我国中药研

究面临的一个重要问题。中药的药理作用一般认

为是多靶点和多种机理协调共同作用的结果 。通

过分离和分析中药的有效化学成分 ,应用化学药物

研究的方法研究其分子作用过程 ,能够发现一些重

要的化学药物 。然而 ,生物体中基因并不是独立地

发挥作用的。生物体不同基因形成一个相互作用

的复杂网络 ,对单个基因位点的作用可能对另外的

基因表达产生影响。目前常规的生物化学和分子

药理学分析和研究方法是很难搞清像中药复方这

样复杂的机理 。中医中药的研究应该从生物整体
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系统的角度出发 ,把分子水平的研究和中医中药的

辩证思维方法将结合 ,才能从根本上解决这一难

题。

药物基因组学和基因芯片为人们从基因网络

的层次上分析整个生物体系提供了一个重要的平

台。基因芯片可以对细胞的整体基因组的情况进

行分析 ,使我们能够通过分析和研究药物对生物体

基因组的作用 ,从而 ,有可能寻找多基因作用位点

及其对生物体中基因网络的调控调控作用 ,从分子

水平上寻找出调节体内阴阳平衡的分子机制 ,为验

证传统的中药理论提供可能的途径 。

我们设想用生物芯片进行中药研究过程包括

为:首先选择一个模型生物(如酵母)体系 ,它有明

确的基因序列 ,已有较多的基因表达数据库 ,并力

图按照中医的理论对基因的网络及其功能进行分

类 、分析和解释。然后 ,建立每一味中药对酵母细

胞作用引起的分子表达谱的改变 ,通过细胞内基因

网络对该药物的反应 ,进行对比和分析 ,从分子水

平上确定该味药物的性质 ,建立基于酵母细胞的单

味中药的基因表达谱数据库 ,争取把单味中药的药

性与其对基因的作用机制相对应 ,并据此来划定每

一味中药的性质 。最后 ,研究不同单味药物的组合

作用 ,不同的复方配伍对生物体基因表达谱的作

用 ,从而确定中药整体的作用机制 。争取通过上述

研究和资料积累 ,从传统的中医中药理论出发 ,在

生物体基因网络与中药相互作用的角度 ,建立现代

的中医中药理论 。
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Application of Genechip Technology in Drug Discov-
ery and Development
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ABSTRACT　DNA microassay technology is a useful tool for rapid and low-cost detection and analysis of a large

quantity of nucleic acid sequences in cell or tissue , which has been used for screening and evaluating of drug chemi-

cals , and finding and selecting new drug target molecule , toxic mechanism of drugs , and drug interactionmechanism.

DNA microassay technology will play important role in the modernization to establish the Chinese medicine.
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