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蛋白质微阵列芯片在临床分析中的应用

李铸衡ａ，ｂ　刘　霞ｂ　刘殿骏ｂ　王振新ｂ

（ａ吉林省教育学院　长春 １３００２４；ｂ中国科学院长春应用化学研究所　长春 １３００２２）

摘　要　蛋白质微阵列芯片能够高通量监测生物毒素、分析宿主微生物相互作用和抗原抗体相互作用、筛
选疾病生物标志物，因此有望成为体外诊断的主要技术之一并在病原体感染、自身免疫性疾病、神经退行性疾

病和癌症等疾病的精准医疗中发挥重要作用。本文通过对最近发表的相关研究成果分析，总结了蛋白质微阵

列芯片在临床分析中新进展，分析了其在实际应用中所面临的技术挑战并探讨了相应的解决方案。

关键词　蛋白质微阵列芯片；临床检测；高通量分析；生物分子相互作用
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由于微阵列芯片技术（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ或ｂｉｏｃｈｉｐ）能够同时检测一个样品中的不同目标物并具有样品消
耗量少的特点，因此在过去的２０年中这一技术得到了迅速的发展并成为分子生物学基础研究（基因组
学、蛋白质组学、信号传导等）和生物医学（疾病标志物筛选、药物研发等）的重要工具［１１２］。微阵列生物

芯片通常根据所固定的生物分子探针来分类，如基因微阵列芯片、多肽微阵列芯片、蛋白质微阵列芯片

等。１９８９年，Ｅｋｉｎｓ在免疫组化分析（ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ）实验中发现降低样品的反应量有助于提高检测的灵
敏度，从而提出蛋白质微阵列芯片（ｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙ或 ｐｒｏｔｅｉｎｂｉｏｃｈｉｐ，简称蛋白质芯片）的概念［１３］。

２１世纪初，ＭａｃＢｅａｔｈ和Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ成功地构建了蛋白质芯片并实现了微量样品中飞摩尔量级蛋白质相
互作用及激酶功能的平行分析［１４］。

在预设模式下使用微阵列芯片点样仪（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｐｒｉｎｔｅｒ），采用接触法（ｃｏｎｔａｃｔｐｒｉｎｔｉｎｇ）或非接触
法（ｎｏｎｃｏｎｔａｃｔｐｒｉｎｔｉｎｇ）将含有蛋白质探针的微小液滴分配（ｐｒｉｎｔｉｎｇ／ｓｐｏｔｔｉｎｇ）到固体基底表面（醛基或
环氧基修饰的载玻片、尼龙膜等），通过物理吸附（静电作用等）或化学反应（蛋白质的氨基残基与基底

上的醛基或环氧基的共价反应等）形成蛋白质探针阵列，是制备蛋白质芯片的主要方法（如图１Ａ所
示）［１５］。接触法能够制作较高密度（２５００点／ｃｍ２）的蛋白质芯片，但定量准确性及重复性不佳；非接触
法具有较好定量准确性，能够实现在同一位置重复点样，但喷印的斑点较大，所制作的蛋白质芯片点阵

密度较低（≤４００点／ｃｍ２）。根据其性能，蛋白质芯片通常可分为分析（ａｎａｌｙｔｉｃａｌ）芯片、功能（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ）
芯片和反相（ｒｅｖｅｒｓｅｐｈａｓｅ）芯片３大类 （如图２所示）［１６２３］。分析芯片能够利用所固定的亲和试剂（抗
原、抗体等蛋白质探针等）与一个复杂生物样品溶液中待测物间的特异性识别平行定性／定量不同种类
的目标物。功能芯片主要应用于蛋白质分子间相互作用、蛋白质修饰以及酶功能的研究。反相芯片是

指将不同的生物样品（组织／细胞裂解液、血清等）固定于基底表面，应用溶液相的探针分子识别样品中
特定蛋白质组分。通常使用荧光化合物标记上述检测结果／反应过程，并用双激光共聚焦扫描仪采集荧
光信号，获得芯片扫描图（如图１Ｂ所示）。与酶联免疫吸附分析法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）相比，蛋白质芯片具有较高的检测灵敏度、极少的试剂消耗量。例如，在相同的反应条件下，抗原
芯片对血清中抗体的识别敏感度远高于ＥＬＩＳＡ，相应的检测灵敏度通常能提高１～２数量级。另外，蛋白
质芯片的检测通量要远高于ＥＬＩＳＡ，有助于获得临床表现形式和病理亚型相关的所有生物标志物集合，
从而能够进一步提高诊断及治疗的准确性。本文通过分析最近发表的一系列有关蛋白质芯片在临床检
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测中的研究结果，探讨了其在体外诊断（ｉｎｖｉｔｒｏｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，ＩＶＤ）中的应用前景与技术局限性。

图１　接触法或非接触法制备蛋白质芯片示意图（Ａ）；蛋白质芯片实物图及相应的双荧光扫描图（Ｂ）［１５］

Ｆｉｇ．１　Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｔａｃｔｐｒｉｎｔｉｎｇａｎｄｎｏｎｃｏｎｔａｃｔｐｒｉｎｔｉｎｇｍｏｄｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ（Ａ）；

ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｄｕａｌｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｃａｎｎｉｎｇｉｍａｇｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙ（Ｂ）［１５］

图２　３种不同类型的蛋白质芯片示意图
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｒｅｅｇｅｎｅｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙｔｙｐｅｓ

Ａ．ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｉｃｒｏａｒｒａｙｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｐｒｏｔｅｉｎ（ａｎｔｉｇｅｎ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ；Ｂ．ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｅｖａｌａｔｅｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ（ｅ．ｇ．，ｅｎｚｙｍｅ）ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ；Ｃ．ｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｐｈａｓｅｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙｃａｎ

ｂｅｕｓｅｄｆｏｒｂｉｏｍａｒｋｅｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１　蛋白质芯片在临床分析中的应用
蛋白质芯片已成为蛋白质表达谱、生物标志物筛选、蛋白质翻译后修饰、蛋白质与其它生物分子相

互作用等研究的重要工具。蛋白质芯片在生物分析／生物医学的研究流程如图３Ａ所示。首先，基于一
个典型的生物问题设计蛋白质芯片。然后，应用所制备的蛋白质芯片对相关的生物样品进行全面的蛋

白质组学分析；进一步使用生物信息学工具分析所获得的蛋白质组学数据并归纳科学规律。最后，通过

设计相应体外和体内正交实验验证所获得的新规律。蛋白质芯片在生物医学分析中的应用如图３Ｂ所
示，针对不同的生物医学现象构建特定的蛋白质芯片应用于相应的临床样品分析，通过所获得的检测结
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果（如抗原、抗体或生物标志物等定量与定性分析）对相关疾病进行诊断与治疗。在临床分析中，蛋白质

芯片被广泛应用于：血清学评价过敏和感染性疾病诊断中的抗体应答及抗原筛选、抗体（自身免疫性疾

病诊断）或病原体（感染性疾病）的检测、重大疾病（脓毒症、癌症、神经退行性疾病等）生物标志物筛选。

图３　蛋白质芯片在生物分析（Ａ）和临床分析（Ｂ）的应用示意图
Ｆｉｇ．３　Ｗｏｒｋｆｌｏｗｏｆｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒａｎｓｗｅｒｉｎｇｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｑｕｅｓｔｉｏｎｓ（Ａ）ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｑｕｅｓｔｉｏｎｓ（Ｂ）

图４　基于ＰＯＥＧＭＡｃｏＧＭＡ高分子刷修饰基底的抗原芯片非直接竞争免疫分析示意图［２７］

Ｆｉｇ．４　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｎｄｉｒｅｃｔｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｏｎｔｈｅＰＯＥＧＭＡｃｏＧＭＡｂｒｕｓｈｍｏｄｉｆｉｅｄｓｌｉｄｅ［２７］

１．１　生物毒素检测
将不同的抗原有序地固定于合适的固体介质上，构建抗原芯片并发展相应的竞争免疫分析方法，能

够通过抗原抗体的特异性反应来高灵敏、高选择性、快速地同时检测样品中不同种类的生物毒素［２４３７］。

Ｗａｎｇ等［２５］发展了一种基于商品琼脂糖基质抗原芯片，应用于同时检测６种霉菌毒素（ａｆｌａｔｏｘｉｎＢ１，
ａｆｌａｔｏｘｉｎＭ１，ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ，Ｔ２ｔｏｘｉｎ，ａｎｄｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ）。这一方法的检出限达到１０ｐｇ／ｍＬ
并具有较快的检测速度（即能在４ｈ完成检测），能够满足对少量实际样品中不同生物毒素高通量检测
的需求。基底对探针分子负载的高能力和对非特异性蛋白质的高抗污能力，抗原点阵单元的一致性好，

单克隆抗体对生物毒素的高亲和力和特异性，有助于提高基于抗原芯片的竞争免疫分析方法对生物毒

素的检测能力。Ｌｉ等［２７２８，３２］在刷状聚合物（ｐｏｌｙ［（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）ｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅｃｏｇｌｙｃｉｄｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ］，
（ＰＯＥＧＭＡｃｏＧＭＡ））修饰的基底上构建抗原芯片，应用于 ａｆｌａｔｏｘｉｎＢ１（ＡＦＢ１）、ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ（ＯＴＡ）和
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ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ（ＺＥＮ）等３种真菌毒素的同时分析（如图４所示）。由于 ＰＯＥＧＭＡｃｏＧＭＡ具有蛋白质固定
量高、抗污能力强等特点，因此这种基于刷状聚合物抗原芯片的竞争免疫分析具有检测灵敏度高（检出

限达到３ｐｇ／ｍＬ）、检测浓度范围宽（３个数量级）、选择性好、检测时间短（２ｈ）的特点。
相对基于抗原芯片的竞争免疫分析，使用单克隆抗体芯片分析样品中的目标生物毒素，具有检测时

间更短、分析结果更可靠的优点［３３３７］。Ｓｔｉｅｂｅｒ等［３３］使用含有不同固定量的１０种单克隆抗体芯片对
１１０种实验室培养的或临床样本中分离的金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）所分泌的生
物毒素进行了分析，在 ２ｈ内成功的获得了耐药性金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳ．ａｕｒｅｕｓ，
ＭＲＳＡ）的生物毒素生物标记物。
１．２　病原体检测

蛋白质芯片不仅能高灵敏、高通量检测复杂样品中不同类型的病原体（细菌、病毒真菌等），而且能

够应用于病原体的抗体筛选以及系统分析机体对病原体的免疫应答［３８６３］。２００６年，Ｚｈｕ等［４９］首次将蛋

白质芯片应用于血清学研究，用于确定中国和加拿大的“非典”患者。随后，科研工作者们制作了大量的

新型病原蛋白／抗原芯片应用于包括疟疾（疟原虫）、ＨＩＶ１、流感、疱疹病毒、结核病毒等病原体的检测。
Ｃｏｅｌｈｏ等［５１］使用酵母蛋白（ｙｅａｓｔｐｒｏｔｅｉｎ）芯片在蛋白质组学的水平上分析了 ＣＤ１小鼠被白色念珠菌
等３种人类病真菌感染后的免疫应答。他们发现，有１６种免疫活性蛋白能够同时响应不同真菌感染，

图５　使用蛋白芯片检测到的白色念珠菌（Ｃａ）、球孢子 ｐｏｓａｄａｓｉｉ（Ｃｐ）、芽生菌（Ｐｂ），或免疫热杀死酵母
（ＨＫＹ）感染的小鼠血清中的不同蛋白质及其相互作用。每一个数字代表了小鼠血清中特异蛋白质的数

量［５１］

Ｆｉｇ．５　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙａｆｔｅｒｐｒｏｂｉｎｇｗｉｔｈｓｅｒａｆｒｏｍｍｉｃｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＣａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓ（Ｃａ），Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓｐｏｓａｄａｓｉｉ（Ｃｐ），Ｐａｒａｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ（Ｐｂ），ｏｒｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈｈｅａｔｋｉｌｌｅｄｙｅａｓｔ
（ＨＫＹ）．Ｅａｃｈｎｕｍｂｅｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｕｎｉｑｕｅｐｒｏｔｅｉｎｓｔｈａｔｗｅｒｅｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｂｙｔｈｅｓｅｒｕｍｆｒｏｍｔｈｅ

ｍｉｃｅ［５１］

为新型真菌疫苗的研制提供了基础（如图５所示）。使用纳米标记物、提高芯片对病原体的捕获能力并
结合新型检测手段和培养技术有助于进一步提高蛋白质芯片的检测灵敏度。Ｂｏｕｇｕｅｌｉａ等［５２］结合表面

等离子体共振分析技术和抗体芯片及在线培养实现了对食品中沙门氏菌、肺炎链球菌和大肠杆菌

Ｏ１５７：Ｈ７等３种细菌的同时检测，其检出限能够达到（２．８±１９．６）ｃｆｕ／ｍＬ。Ｌｉｕ等［６１］利用刷状聚合物

（ｐｏｌｙ（ｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ）ｐｏｌｙ（ｇｌｙｃｉｄｙｌｍｅｔｈａｃｒｙｌａｔｅ），ＰＧＭＡＰＭＭＡ）增加芯片表面抗体的固定量来提
高芯片对病毒的捕获量，成功实现了对低至１０ｐｇ／ｍＬ乙肝病毒抗原的检测。Ｌｉｕ等［６２６３］制备了一种凝

集素水凝胶芯片，具有三维结构的水凝胶基底能够改善细菌表面的糖基化合物与凝集素的特异性相互

作用，从而获得用于细菌种类鉴别的指纹图谱，并以此为基础发展了一种夹心法应用于抗菌药筛选及在

线药效检测。
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１．３　过敏原检测
使用含有已知过敏原的蛋白质芯片筛选血清样品中对特定过敏原具有特异性的免疫球蛋白 Ｅ

（ＩｇＥ），能够确定过敏病人特定的敏感原，从而获得特异性免疫治疗的靶分子［６４７０］。这一方法能够同时

检测多种敏感原，因此相对于其他的免疫分析方法具有很强的优势：１）多个过敏原同时检测有助于降
低检测成本和检测样品的体积（这对婴儿／儿童病人非常重要）；２）结合不同荧光标记的特异抗体可以
测量多个分析参数（例如，同时检测过敏原特异性的ＩｇＧ抗体和ＩｇＥ抗体）为过敏诊断提供详细的信息；
３）能够监测过敏性疾病的发展过程和对特定过敏原的治疗效果。早在２００２年过敏原芯片就被用于同
时检测微量血清样品中的对 ＩｇＥ具有反应活性的过敏分子［７１］。随后欧盟过敏发展机制研究项目

（Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｌｌｅｒｇｉｅｓ，ＭｅＤＡＬＬ）资助开发的过敏发展机制研究芯片（ＭｅＤＡＬＬ
ａｌｌｅｒｇｅｎｃｈｉｐ））被用于监测多达１７０种过敏原所引起的欧洲儿童过敏性疾病以及过敏性疾病与年龄的
关系（如图６所示）［６７］。由于ＩｇＥ在血清中为低丰度蛋白，因此要求基于过敏原芯片的免疫分析方法必
须具有较高的灵敏度 （检出限必须达到ｎｇ／ｍＬ以下）。通过提高过敏原的固定量、改善过敏原与ＩｇＥ的
反应环境、采用有效的信号放大方法和检测方法等能够有效的提高该方法的灵敏度。研制高灵敏性、高

容量的过敏原芯片有助于在生命早期建立能够与 ＩｇＥ发生反应的过敏分子谱系，从而对过敏性疾病进
行有效预防和早期干预。

图６　ＭｅＤＡＬＬａｌｌｅｒｇｅｎｃｈｉｐ应用于与过敏原反应的ＩｇＥ和ＩｇＧ检测。对过敏病人血清中ＩｇＥ（Ａ）和ＩｇＧ（Ｂ）的

检测；对同一过敏病人在１０岁（Ｃ）与１６岁（Ｄ）时血清中ＩｇＥ的检测［６７］

Ｆｉｇ．６　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｌｌｅｒｇｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃＩｇＥａｎｄＩｇＧｂｙｔｈｅＭｅＤＡＬＬａｌｌｅｒｇｅｎｃｈｉｐ．Ａｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｆｒｏｍａｎａｌｌｅｒｇｉｃ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｗａｓｔｅｓｔｅｄｆｏｒｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａｌｌｅｒｇｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃＩｇＥ（Ａ）ａｎｄＩｇＧ（Ｂ）ｕｓｉｎｇｔｈｅＭｅＤＡＬＬａｌｌｅｒｇｅｎｃｈｉｐ．
ＳｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍａｓｔｕｄｙｐａｒｔｉｃｉｐａｎｔｏｆｔｈｅＮｏｒｗｅｇｉａｎｂｉｒｔｈｃｏｈｏｒｔＥＣＡ，ｏｂｔａｉｎｅｄａｔ１０ｙｅａｒｓ（Ｃ）ａｎｄ１６

ｙｅａｒｓ（Ｄ），ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｆｏｒＩｇＥｒｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｕｓｉｎｇｔｈｅＭｅＤＡＬＬａｌｌｅｒｇｅｎｃｈｉｐ［６７］

１．４　疾病标志物检测
近十几年来，蛋白质芯片在疾病标志物检测中的应用得到了迅速的发展，在神经退行性疾病、肿瘤

等重大疾病诊疗中发挥了重要作用［７２９７］。基于蛋白质芯片的高通量免疫分析方法能够对海量临床样品

中的生物标志物进行筛选，从而提供病人在生理和病理情况下的组织及血清中与疾病相关蛋白质的种

类和含量等详细信息。另外，使用复杂的生物信息学工具对蛋白质芯片所获得的数据进行进一步分析

则可以显著提高诊断的准确度。例如，反相蛋白质芯片被应用于确定肿瘤生物标志物浓度与疾病进程

关系；基于抗体芯片的三明治免疫分析能够同时准确定量不同的疾病标志物。因此，利用蛋白质芯片筛

选／分析疾病生物标志物不仅将有助于实现个体医疗的要求，而且也将有助于最大限度地减少用药不当
（药物选择错误或用药过量）造成的不良反应风险。
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１．４．１　免疫系统疾病检测　Ｙｏｏ等［７２］使用大肠杆菌 Ｒｏ蛋白芯片筛选不同动物血清中抗 Ｒｏ蛋白抗
体，从而获得能够与Ｒｏ蛋白阳／阴性（Ｒｏｐｒｏｔｅｉｎ（＋／－））的大肠杆菌（Ｅ．Ｃｏｌｉ）进行特异性反应的抗
体。随后，以所获得的抗体成功地实现了对人类系统红斑狼疮（ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ，ＳＬＥ）的高
灵敏性、高特异性检测。

１．４．２　重要器官的病变体外检测　早在２００６年，Ｈｏｒｎ等［７３］使用含有３７２００种重组人蛋白的体芯片，
对体液免疫的扩张型心肌病（ｔｈｅｈｕｍｏｒａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅｏｆｄｉｌａｔｅｄｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ（ＤＣＭ））患者的
血清样本中的全部免疫球蛋白和ＩｇＧ３亚类抗体进行了分析。研究结果表明，有２６种免疫球蛋白和６种
ＩｇＧ３亚型蛋白与ＤＣＭ相关。Ｄ′Ａｎｇｅｌｏ等［７４］用蛋白芯片从腹腔疾病（ｃｅｌｉａｃｄｉｓｅａｓｅ（ＣＤ））病人血清中筛
选出与腹腔疾病相关的１３种特异性抗原，并进一步用酶联免疫反应证实其中６种抗原为腹腔疾病的特
异性抗原。最近，Ｃｈｒｕｓｃｉｎｓｋｉ等［７５］使用抗原芯片对心脏病人及心脏移植后病人血清样本中的６４个抗原
与ＩｇＭ和ＩｇＧ的免疫反应进行了同时分析。研究发现，８种抗原与细胞介导的排异有关，７种与 ＩｇＭ有
关的抗原与抗体介导的排异有关。这一研究为器官移植的预后（ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ：疾病发生后对将来发展为不
同后果的预测或估计）提供了一种新的诊断方法。

图７　使用蛋白质芯片筛选信号通路中与Ａβ１４２寡聚物的相互作用的生物分子
［７７］。Ａβ１４２的Ｎ端修饰绿色荧

光染料ａｌｅｘａ５４６（Ａ），在ｐＨ值８．０的生理盐水中Ａβ１４２纤维化（Ｂ）及成核速率（Ｃ）与时间的关系，Ａβ１４２寡聚

物与特定蛋白质相互的芯片图像（Ｄ）和相应的数据分析（Ｅ）
Ｆｉｇ．７　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎａｒｒａｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｏｆｉｎｄｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｐａｒｔｎｅｒｓｏｆｏｎｐａｔｈｗａｙＡβ４２ｏｌｉｇｏｍｅｒｓ．（Ａ）Ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＡβ（ＭＣ１４２）ｗｉｔｈｔｈｅＡｌｅｘａ５４６ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅａｔｔａｃｈｅｄｔｏｔｈｅｃｙｓｔｅｉｎｅｒｅｓｉｄｕｅａｄｄｅｄａｔｔｈｅＮ
ｔｅｒｍｉｎｕｓ．（Ｂ）Ｆｉｂｒｉｌｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｓｔａｒｔｉｎｇｆｒｏｍ５μｍｏｌ／ＬｍｏｎｏｍｅｒｉｃＡβ４２ｉｎｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｌｔ
ｂｕｆｆｅｒａｔｐＨ８．０．（Ｃ）Ｎｕｃｌｅａｔｉｏｎｒａｔｅｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓａｍｅａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｆｒｏｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｒａｔｅ
ｃｏｎｓｔａｎｔｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｉｎｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｌｔ．（Ｄ）Ｅｘａｍｐｌｅｏｆａｓｕｂａｒｒａｙｗｉｔｈｇｕｉｄｉｎｇｓｐｏｔｓｉｎｒｅｄ，ａｎｄｔｈｅｓｐｏｔｓｏｆａ
ｐｕｔａｔｉｖｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｉｎｇｒｅｅｎ．（Ｅ）Ｚｓｃｏｒｅｓｏｆｔｈｒｅｅｄｕｐｌｉｃａｔｅｓｐｏｔｓｔｈａｔｗｅｒｅｆｏｕｎｄａｂｏｖｅｔｈｅｃｕｔｏｆｆｗｈｅｎｔｈｅａｒｒａｙ

ｗａｓｐｒｏｂｅｄｗｉｔｈｏｎｐａｔｈｗａｙＡβ４２ａｓｓｅｍｂｌｉｅｓ［７７］

１．４．３　神经退行性疾病检测　筛选神经退行性病变（ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｏｒｄｅｒｓ）的生物标志物、探索
其发病机制对该类疾病的早期发现、分类及治疗具有重要意义［７６７７］。Ｒａｙ等［７６］使用抗体芯片分析了不

同病人血浆中的１２０种细胞因子的水平，发现１８种细胞因子可以用于区分阿皍海默症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）和非ＡＤ。随后，以这１８种细胞因子作为标志物对轻度认知障碍病人在２～６年后发展为

８５２１ 应 用 化 学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第３３卷　



ＡＤ的检测正确率达到９０％。Ｄｕｎｎｉｎｇ等［７７］使用人类蛋白质芯片（Ｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ，Ｐｒｏｔｏａｒｒａｙ
ｖ５．０，ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）分析了ＡＤ生物标志物Ａβ１４２多肽及其寡聚体与蛋白质之间的相互作用，发现
Ａβ１４２多肽及其寡聚体与人糖原合成激酶（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３α，ＧＳＫ３α）存在较强的亲和作用并
且能够刺激ＧＳＫ３α对Ｔｏｕ蛋白的过度磷酸化（如图７所示）。这一发现为揭示Ａβ１４２多肽及其寡聚体
的生物毒性和ＡＤ的发病机制之间的关系提供了新证据。
１．４．４　肿瘤检测　由于肿瘤的异质性，相同类型的肿瘤可能会产生不同的生物标志物，因此，多个肿瘤
生物标志物的同时检测对提高肿瘤诊断的准确性和降低治疗成本具有重要意义［７８９７］。另外，直接在护

理点（ｐｏｉｎｔｏｆｃａｒｅ）对多种肿瘤相关抗原（ＴＡＡ）的高灵敏度、快速检测将有助于早期发现和识别多种形
式的癌症。Ｗｉｎｇｒｅｎ等［７８］使用含有１２１人重组单链重组抗体芯片，对１４８例胰腺癌、慢性胰腺炎、自身
免疫性胰腺炎（ＡＩＰ）和健康对照组的血清中肿瘤抗原进行检测，以确定与胰腺癌相关的生物标志物。研
究发现，其中２５个生物标志物可以用于区分胰腺癌与健康人、慢性胰腺炎和 ＡＩＰ。ＬｕｎａＣｏｒｏｎｅｌｌ等［８０］

使用含有５４４９个独特的人类蛋白的抗体芯片对健康者和病人的血浆进行了分析。在早期的５０例前列
腺癌与４９例良性前列腺增生症（良性前列腺增生症）的血浆中发现４７１种（其中２１种与高反应性的前
列腺癌有关）差异活性抗原。Ｒｈｏ等［８１］发展了一种基于抗糖蛋白的抗体芯片，应用于筛选血清样本中

与癌症相关的糖蛋白的糖基化水平（如图８所示）。他们通过比较３０例 ＩＩＩ、ＩＶ期的结直肠癌血清和
６０例正常人血清中相关糖蛋白的糖基化差异，发现带有唾液酸（ｓｉａｌｙｌＬｅｗｉｓＡｏｒＬｅｗｉｓＸ）的糖蛋白能够
作为结直肠癌的新型生物标志物。Ｅｗａｉｓｈａ等［８２］将代表低风险的两种人乳头瘤病毒（ｔｈｅｈｕｍａｎ
ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）（ＨＰＶ６和１１）和１０种高致癌风险的 ＨＰＶ（ＨＰＶ１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２和
５８）的９８种蛋白质进行Ｃ端ＧＳＴ蛋白质融合并构建蛋白质芯片。与不同种类癌症病人血清及健康人
血清相互作用表明，ＧＳＴ蛋白融合ＨＰＶ蛋白质芯片能够快速鉴定血清中的１２种ＨＰＶ，其中ＨＰＶ１６Ｅ１、
Ｅ２和Ｅ７与口咽癌（ｏｒｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｓ，ＯＰＣ）有关，ＨＰＶ５２Ｅ７与宫颈癌（ｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ）有关。将新
的物理方法／检测技术应用于生物芯片有助于进一步提高方法的灵敏度。最近，Ｈｕａｎｇ等［７９］构建了一种

基于光子晶体基底的抗体芯片的三文治免疫分析法用于检测乳腺癌的生物标志物。由于共振激发的影

响，其检测的信噪比提高了３．８～６．６倍，能够检测目标物中低至２ｐｇ／ｍＬ的单一抗原。应用该方法成
功实现了乳腺癌２４种抗原的同时检测。

图８　唾液酸化的ＬｅｗｉｓＡ和ＬｅｗｉｓＸ（Ａ和Ｃ）和蛋白质（ＣＤ４４，ＣＴＳＬ２，ＰＤＧＦＡ，ＤＣＤ，ＨＢＥＧＦ和ＶＷＦ，Ｂ和Ｄ）

在正常人和结直肠癌病人血浆中的表达分析［８１］

Ｆｉｇ．８　ＳｉａｌｙｌＬｅｗｉｓＡａｎｄＬｅｗｉｓＸｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ａ，Ｃ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｂ，Ｄ）ａｎｄｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｐｌａｓｍａ

ｓａｍｐｌｅｓ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅＣＤ４４，ＣＴＳＬ２，ＰＤＧＦＡ，ＤＣＤ，ＨＢＥＧＦａｎｄＶＷＦｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ［８１］

９５２１　第１１期 李铸衡等：蛋白质微阵列芯片在临床分析中的应用



２　结论与展望
近十几年来，蛋白质芯片在生物医学基础研究和临床诊断均取得了较大的进展，被广泛应用于与疾

病相关的蛋白质组学研究、生物标志物筛选（发现和验证新的相互作用，生物标志物和药物靶标检测，

翻译后修饰，以及复杂样品中蛋白质的相对定量）。目前，已经有几十种商品蛋白质芯片被应用于比较

蛋白质分析和体外诊断。例如，Ａｒｒａｙｉｔ公司的 ＨｕＰｒｏｔＴＭ ｖ２．０１９ＫＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｏｍｅＭｉｃｒｏａｒｒａｙｓ（包含
１９２７５种常见的人源蛋白质和１１９种鼠源蛋白质）被应用于药物和生物标志物筛选；ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司的
抗体芯片能够同时检测多达 １０００种的目标物，被应用于过敏性疾病和肿瘤诊断；ＰｈａｄｉａＡＢ公司的
ＩｍｍｕｎｏＣＡＰＩＳＡＣ过敏诊断芯片已在临床上用于确定 ＩｇＥ和 ＩｇＧ反应的１１２种过敏源分子。虽然蛋白
质芯片在蛋白质组学、生物医学等领域已取得了较大的成功，但其仍然存在以下不足：１）灵敏度低，不
能满足低丰度（ｆｇ／ｍＬ至ｐｇ／ｍＬ）病生物标志物的检测；２）由于蛋白质的非特异性吸附作用导致复杂样
品检测时信噪比较低，影响检测的特异性和重现性，不同批次蛋白质芯片间的检测结果存在较大的变异

系数；３）过度依赖于重组蛋白质导致高检测成本而降低了其实用性等。通过采用以下方法／策略将有助
于克服上述不足，进一步建立用户友好、低检测成本的蛋白质芯片免疫分析系统，从而快速、灵敏、准确

地同时检测多种生物标志物，提高蛋白质芯片的临床分析能力。１）构建具有三维结构的新型基底，通过
提高单位面积探针的固定量来增强对测样品中目标物的捕获能力，并减少其它蛋白质的非特异性吸附

性，从而获得较高的信噪比，改善检测的灵敏度和选择性，实现超低浓度生物标志物的检测。在二维

（２Ｄ）平面基底上修饰醛基或环氧基团功能化的具有微孔／介孔结构的水凝胶材料或高抗污刷状高分子
构建具有三维（３Ｄ）结构的新型基底不仅能够提高单位面积蛋白质探针分子的固定量，而且能够为生物
分子反应提供良好的微环境，有效提高生物分子的反应效率并减少非特异性吸附。２）加强基础研究机
构、企业研发部门、医院临床诊断／检测相关课题组之间的合作，标准化蛋白质芯片的制备、反应和储存
条件，以改善蛋白质芯片的重现性并减少人为误差。３）扩大数据采集规模，建立蛋白质芯片对不同临床
样本分析的数据库，发展新的统计方法并建立相应的数学模型，以正确分析所获得的芯片检测数据。

４）发展新型的蛋白质固定方法，制作原生或天然的蛋白质抗原芯片，用于分析临床样品中的抗体反应，
降低蛋白质芯片的制作成本。如，针对蛋白质探针分子的理化性质采用不同的点样模式，以保证探针分

子结构的稳定性，并通过苯硼酸碳水化合物耦合反应、金属离子蛋白质螯合反应等实现天然蛋白质抗
原分子的固定。５）采用高功率单色ＬＥＤ为激发光源，线性ＣＣＤ为检测器，并结合高分辨拟合算法，研发
新型、操作简单、便携式的检测设备。
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