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摘 要 蛋白质微阵列是生物芯片的一种，其主要优势在于应用平面上的有序排列的许多管、腔（孔）或各自独立

的点来进行样本检测，使大量样本的平行分析成为可能。应用此技术可同时分析诸多蛋白质的生物化学活性、蛋

白质与蛋白质间、蛋白质与 ?*@ 间、蛋白质与 A*@ 间，以及蛋白质与配体间的相互作用，从而在临床诊断、药物研

究、环境监测、食品卫生等方面显示出其广阔的应用前景。
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随着人类基因组计划的进一步深入，人类后基因组计划

的开始，许多新技术发展起来，全面系统地分析基因的功能，

基因芯片便是这些新技术中令人瞩目的一种，它可以实现对

基因表达和基因序列改变的全面分析。基因芯片通过检测

7A*@ 的丰度或者 ?*@ 的拷贝数来确定基因的表达模式和

表达水平，然而根据 7A*@ 的水平（包括 7A*@ 的种类和含

量）并不足以估计蛋白质的表达水平。实际上，对于某些基

因，当 7A*@ 的水平相等时，蛋白质的表达水平可以相差 #$
倍以上；反之，当某一蛋白质的表达稳定于一水平时，各转录

7A*@的水平也可相差达 %$ 倍［!］，所以说单凭基因芯片检

测结果是不能完全反应出生物体内的蛋白质水平，要想得到

完整的生物信息，其解决办法之一就是直接研究基因的表达

产物———蛋白质，这就是蛋白质微阵列（F-’=48< 78.-’,--,GH）
刚刚兴起就成为研究热点的原因之一。

蛋白质微阵列比传统的分析检测系统的主要优势在于

使大量样本的平行分析成为可能。它是应用平面上的有序

排列的许多管、腔（孔）或各自独立的点来进行样本分析的，

其分析效率与平面上的样本密度直接相关。理想的平面是

滤过膜（如硝化纤维素、尼龙膜或聚双氟乙烯膜），或覆盖有

各种试剂的玻片（如多聚左旋赖氨酸、聚丙烯酰胺）。微阵列

（+8.-’,--,G）的制备可以通过点样仪高度自动化地完成，因此

它更适用于大规模的快速检测样本。微阵列的检测是通过

放射性元素或荧光素标记，由 EE?（电荷耦合器件）或激光扫

描系统来实现的。

! 蛋白质微阵列分类与制备

目前主要制备有 % 种类型的蛋白质微阵列，分别为在玻

片表面（I(,HH H(8J4）、多孔凝胶垫（F’-’KH L4( M,J H(8J4H）上和微

孔（+8.-’N4((H）板上构建微阵列。

!"! 在微孔板上构建蛋白质微阵列

由微滴定板制备的蛋白质矩阵（F-’=48< ,--,GH）被用于免

疫试验已有数十年了，但此矩阵的密度较低且试剂用量大。

+4<J’9, 等［#］在传统微滴定板的基础上，利用机械手在 >2 孔

的每一个孔的平底上点样成同样的四组蛋白质，每组 %2 个

点（D O %2 阵列），含有 " 种不同抗原和标记蛋白质，每个 >2
孔板上共有 !% "#D 个点。由于该板与普通酶标板一样，可直

接放入与之相配套的全自动免疫分析仪中使用，通过 EE?
扫描监测，特别适用于蛋白质的大规模、多种类筛选。

A’N4 等［%］与 +4<J’9, 的微阵列制作有着异曲同工之处。

他们也模仿微滴定板将抗体和分析物固定于载玻片上，通过

荧光标记，EE? 显示图像。虽然 A’N4 制作的阵列密度较低

（2 O 2 模式），但因为此技术应用了自动成像分析和微流体

学，所以它成为检测酶活性和用于其它试验的很有前途的技

术模式。

!"# 在多孔凝胶垫上构建蛋白质

为了在平面上构建三维矩阵，并将蛋白质固定于其中，

@-4<P’Q 等［D］用光聚合法合成聚丙烯酰胺凝胶微阵列，即在

一经硅烷处理过的玻片表面，倒上 %R丙烯酰胺与交联剂 *，

*S0（!，#0二 羟 乙 烯）双 丙 烯 酰 胺（?T6U@）的 混 合 物，加 入

?T6U@ 是为了提高凝胶的多孔性。透过一含有许多 !$$!7
O !$$!7 方形小窗的罩，把聚丙烯酰胺暴露于紫外线（V&）

下，以加速凝胶的聚合。未聚合的单分子用水冲洗去除。通

过这种方法，他们制备了凝胶垫微矩阵，每块凝胶垫的体积

为 !$$!7O !$$!7O #$!7，容积为 $C#<W。或者用戊二醛激活

凝胶，或者通过酰肼基部分替代凝胶中酰胺基，来将蛋白质

或抗体固定于凝胶中，构建蛋白质微阵列。每块凝胶垫之间



由疏水性的玻璃表面隔开，避免了样本间的相互污染。这种

三维的聚丙烯酰胺凝胶提供的固定样本容量超过二维玻片

支持物容量的 !"" 倍以上，因此此技术大大提高了检测的敏

感性。

另外，#$%&’( 等［)］应用凝胶印章，形成蛋白质（如抗体）

的亚单分子层，由!*) + 标记后，用原子力显微镜观察结果。这

种以凝胶为基础的印章阵列，可以有效地避免实验中的污染

问题。

!"# 在玻片表面构建蛋白质微阵列

在玻片表面构建蛋白质微阵列的优势在于此方法可以

制备标准的微矩阵，并用基因芯片扫描仪来扫描，获取结果。

#$,-.$&/ 等［0］首先将玻片表面覆盖了一层牛血清白蛋

白（-12），它提供了一层亲水性的界面，用机械手将蛋白质

点样于 -12 表面，将阵列中蛋白质的赖氨酸与 -12 中的赖

氨酸通过化学反应相互结合，从而将蛋白质锚定于 -12 表

面，构建蛋白质微阵列。#$,-.$&/ 等利用这种方法构建的蛋

白质微阵列，在相当于显微镜载玻片的一半面积上，点样位

点超过 !" """ 个。

其它的制备蛋白质微阵列的方法有在硅烷单分子层表

面［3］或金膜表面［4］的光刻平板印刷法和在聚苯乙烯膜表面

的喷墨打印法［5，!"］。这些技术的进展都集中在用单分子蛋

白质（如牛血清蛋白、亲和素或单克隆抗体等）构建阵列，从

而制备小型化免疫试验的模式。为了捕获并分析特异性标

记的蛋白质，这些技术均用复杂的配体来覆盖载体表面。

$ 蛋白质微阵列技术在医学领域的应用

蛋白质微阵列技术在医学领域中有着潜在的广阔用途。

就其应用而言，可分为 * 种类型：一种是蛋白质功能微阵列

（6%7&.’( 89(,&’7( :’,%7$%%$;），它由成千上万的天然蛋白质固定

在一平面上构建而成，这种微阵列可以同时检测大量蛋白质

的功能，故而得名；另一种是蛋白质检测微阵列（6%7&.’(<=.<
&.,&’(> :’,%7$%%$;），它是由大量蛋白质结合物质构建的微阵

列。

$"! 蛋白质功能微阵列

在蛋白质功能微阵列中，每一个蛋白质位于阵列中的一

个特定位点，它可用于同时研究大量天然蛋白质的功能，分

析它们的生物化学活性，诸如酶的活性、抗体特异性等。例

如 2%.(?7@ 等［A］在他们制备的聚丙烯酰胺凝胶垫阵列上，检

测了此技术在不同类型的免疫反应和抗原检测中的应用。

他们还展示了可利用此技术检测固定于凝胶中的 B 种酶（辣

根过氧化物酶、小牛肠内的碱性磷酸酶和!<C<葡糖苷酸酶）

的活性。又如 D/9 等［!!］将玻片与微孔两种技术相结合，用

以分析酵母蛋白酶。为了显示此技术用于高效的生物化学

实验的可行性，他们使用了 !3 种底物进行 !!5 种蛋白激酶

的酶促反应。通过对比对于不同的底物的激酶活性，他们发

现了其中的 B* 种激酶优先磷酸化一种或两种底物，有 *3 种

激酶显示很容易磷酸化多聚酪氨酸<谷氨酸（E;%<FG9）。后一

结论提示还有许多未知的酵母酪氨酸激酶有待发现。

应用蛋白质功能微阵列，还可分析蛋白质与蛋白质间、

蛋白质与 CH2 间、蛋白质与 IH2 间，以及蛋白质与配体间的

相互作用。如 #$,-.$&/ 等［0］用其制备的蛋白质微阵列检测

了 B 种已知的蛋白质与蛋白质的相互作用，B 种已知的酶与

底物的反应，和 B 种已知的蛋白质与配体相结合的反应，从

而证明了可应用蛋白质微阵列来进行大规模的蛋白质相互

作用的研究、生物化学实验和药物靶位的分析。又如，F.［!*］

应用低密度的蛋白质阵列来研究蛋白质与蛋白质、CH2、

IH2 和小分子化学配体间的相互作用。他们将 A4 种纯化蛋

白点样于一硝化纤维膜上，在检测人蛋白 J)* 与它们的相互

作用时，用高浓度的盐溶液（)"" K !"""::7GLM 的氯化钾溶

液）洗涤硝化纤维膜，借此可以识别蛋白质与蛋白质之间的

高亲和力相互作用。另外 N.&O 等［!B］也构建了一种蛋白质微

阵列，其中的纯化蛋白质源自 0""" 个经过转化的酵母克隆，

每一个转化体表达一个基因组的开放读框。他们应用这种

技术检测了 !""A 种酵母蛋白中的 5)3 种纯化蛋白及其潜在

的相互作用。其研究数据揭示了生物学中功能上尚未分类

的蛋白质的相互关系和具有相同生物学功能的蛋白质的相

互作用。

此外蛋白质微阵列在整个基因组水平上使 CH2 序列信

息与蛋白质产物之间建立了直接联系。如 M9.?’(> 等［!A］应

用蛋白质微阵列检测了 5* 个人胚脑 ,CH2 文库的蛋白表达

克隆，显示出在研究基因组与蛋白质的前后关系中，蛋白质

微阵列是在其基因组水平把基因表达分析与相关蛋白质分

子相联系的有力工具。在蛋白质微阵列上，可显示出表达克

隆与其它蛋白质（如抗体）相关或多种从核苷酸到小分子配

体的分子相关。

$"$ 蛋白质检测微阵列

蛋白质检测微阵列上各位点并非天然蛋白质，而是各蛋

白质的高特异性配体，这些配体可以在复杂的生物学溶液

（如细胞提纯液）中识别它们的靶肽。这种微阵列能够在一

生物学样本中同时检测大量蛋白质的水平，因此可作为一种

分析工具，其应用领域将远远超过基础研究，被广泛应用于

临床诊断、药物研究、环境监测等。

蛋白质微阵列具有显示人体液中 CH2、蛋白质、肽和抗

体的能力，这将增加对健康及疾病的认识。例如，通过检测

并对比人健康与患病状态下的血浆、脑脊液或其它体液成

分，将有可能识别疾病相关蛋白，从而不仅可以加深对这种

疾病的认识，而且可以借助这些疾病相关蛋白，分析此疾病

的易感性，帮助其临床诊断、观察疾病进程、治疗效果和估计

预后。

蛋白质微阵列技术在自身免疫性疾病的诊断中将显示

其重要的应用前景。此技术可检测出此类疾病中特异性抗

体是否存在，例如在全身性风湿病中，可检测到高滴度的抗

核抗体［!)］。因此此技术可以对自身免疫性疾病作出明确诊

断，尤其在临床症状复杂或在疾病的日期、症状尚不明显时，

可为临床诊断提供重要的依据。另外此技术还可通过检测

抗原来监测特异性治疗的效果和使用疫苗后的抗体的反应，

从而为诊断和估计预后提供信息。

蛋白质微阵列技术还可用于研究药物的代谢动力学、药

理学活性、药物作用靶位以及细胞对药物的反应，进而可用

以研制和检测新型药物。例如，可以通过监测基因的表达和

蛋白质的变化，观察它们的反应是否是有害的，或是有其它

的副反应，借此可以确保此新型药物的安全性，了解其在临
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床治疗中的疗效及选择合适的剂量。

此外，蛋白质微阵列的应用还将包括环境监测和食品卫

生工作中检测微量物质，如有害的化学物质。

! 结 语

蛋白质微阵列技术不仅可以同时对成千上万的蛋白质

的活性、功能、相互作用进行分析，而且使检测系统小型化，

从而大大节约了样本和试剂的用量，缩短了检测时间，提高

了敏感性，使成本效益比大大降低。蛋白质微阵列技术作为

一项有着广泛用途的新型技术，一旦投入实际应用，将在 !"
世纪医学中的临床诊断、药物研究、环境监测、食品卫生等方

面显示出巨大的应用前景和潜在市场。此技术以其独特的

优势吸引着诸多国家的研究小组和公司把大量人力、物力、

财力投入到这一研究主题，这将推动其获得长足的发展。

目前，#$%&’$() 和它的研究小组为了使蛋白质微阵列技

术加速药物的研究发展，并用于其它更广阔的领域，已开办

了一所新的公司———#’**+,$%-，希望能使这一新技术商品

化。在基因芯片已商品化的今天，相信蛋白质微阵列的商品

化也是不会落后的。蛋白质微阵列作为一项极具应用前景

和开发价值的新技术，随着其产业化和规模化的进程，将在

生命科学及医学等领域中逐步显示出其特有的魅力。
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