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摘要:综述了基因芯片技术的基本原理 、特点与类型 ,以及在植物-病原物基因组测序 、植物病害

快速诊断 、植物抗病基因的分离 、基因表达水平的检测 、转基因植物的检测等方面的应用进展 ,并简

要介绍其存在的问题及未来的应用前景 。
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　　基因芯片(gene chip)技术起源于核酸分子杂

交 ,于 20世纪 80年代提出 ,是近年来在生命科学技

术领域中迅速发展起来的一项探索基因组功能的高

新技术。1991年 ,Affymetrix 公司 Fodo r小组对原

位合成的 DNA 芯片作了首次报道后 ,以 DNA 芯片

为代表的基因芯片技术在生命科学各领域不断得到

应用 。基因芯片技术已在基因表达水平分析 、新基

因发现 、目的基因分离 、核酸序列测定 、基因突变检

测 、基因多态性分析等方面得到广泛应用 ,成为高效

率 、大规模获取相关基因信息及后基因组时代基因

功能分析最重要的技术之一。为此 ,总结了基因芯

片的基本原理与特点以及主要的基因芯片类型 ,综

述了近年来基因芯片在植物病害领域中的最新应用

现状 ,并展望其在该研究领域的前景。

1　基因芯片概述

1.1　基因芯片技术的基本原理与特点

基因芯片是指高密度固定在玻片 、硅片 、陶瓷等

固相支持介质上的生物分子(寡核苷酸 、cDNA 、基

因组 DNA 等)的微阵列 ,是专门用于核酸检测的生

物芯片[ 1] 。依据核酸分子杂交的特异性 ,将样品基

因组 DNA/RNA 通过体外逆转录 、PCR/RT -PCR

扩增等技术搀入标记分子后 ,与固定在基因芯片上

的探针分子进行杂交 ,通过荧光显影法 ,近年主要应

用激光共聚焦荧光检测系统对芯片进行扫描 ,检测

杂交信号强度 ,计算机软件进行数据的比较和综合

分析后 ,即可获得样品中大量基因序列特征或基因

表达特征信息。由于芯片上的每个分子的序列及位

置是已知的 ,杂交信号通过处理之后即可得到精确

的分析结果 。

基因芯片的主要特点是高通量 、微型化和自动

化 ,可以在 1 cm
2
的载体表面固定数以万计的探针分

子 ,然后对获得的信息进行同步快速的全自动分析。

另外 ,由于基因芯片上探针定位的精确性及信息的

可知性 ,可以利用芯片进行靶基因不同状态及单个

碱基的分析 。因此 ,基因芯片检测手段在使样品的

需要量降低的同时 ,相应地提高了检测的灵敏度 。

1.2　基因芯片类型

基因芯片主要用于 DNA , RNA 分析 ,根据核酸

类物质的不同主要有两种类型:寡核苷酸微阵列

(o ligonu-cleo tide micro array)和 cDNA 微阵列(cD-

NA micro array)。寡核苷酸微阵列是指主要利用原

位合成法或将已合成好的一系列寡核苷酸固定在介

质上 ,制备成高密度的寡核苷酸阵列 ,寡核苷酸的长

度随芯片用途不同而不同 ,但一般在 50 bp以内 ,以

8 ～ 25 bp 为多 ,主要用于基因转录情况分析 、DNA

测序 、基因多态性及基因突变分析等。 cDNA 微阵

列是指利用点样法制备的较低密度的玻片或尼龙膜

芯片 ,芯片上固定的探针主要是 cDNA 片段 ,在基

因表达分析中具重要作用。

2　基因芯片技术在植物病害中的应用

2.1　植物-病原物基因组测序

利用 cDNA 微列阵研究基因的表达谱 ,最早用

于序列分析。其原理是依靠短的寡核苷酸探针与

DNA 杂交 ,利用杂交谱重建 DNA 序列进行大规模
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基因测序 。基因的表达谱芯片已被广泛应用于检测

病组织和健康组织基因表达在 mRNA 水平上差异 ,

不仅可为病害发生机制提供强有力工具 ,更为病害

的诊断与治疗提供更新的参考依据。通过 DNA 微

阵列也可进行植物-病原物基因组的突变与多态性

检测
[ 2]
。

2.2　植物病害快速诊断

常规的病害鉴定 、诊断或越冬秋苗上的潜伏侵

染率的调查需要大量的人力 、物力和时间 ,因此 ,有

必要研制出一种方法简便 ,检测快速 ,灵敏可靠 ,既

能在植物组织中有高的检测灵敏度又能具有高度的

种或种群间鉴别力 ,而且还能同时检测多种病害来

取代常规方法。基因芯片技术是将无数预先设计好

的寡核苷酸 、cDNA 、基因组 DNA 在芯片上做成点

阵 ,与样品中同源核酸分子杂交 ,对样品的序列信息

进行高效的解读和分析 ,大规模获取相关生物信息 ,

在植物病害的快速检测上具有广阔的应用前景
[ 3]
。

非编码的内部转录间隔区(internal transcribed

spacer:ITS)和非编码的串联排列的重复基因序列

的拷贝间隔区(intergenic spacer:IGS)表现高度种

间序列多态性 ,尤其是 ITS 表现出更强的种间或生

物种群间的 DNA 多型性 。由此 , I TS 被更广泛地

用来研制区分和检测真菌种间和种群间特异性的快

速检测技术。Levesque 等
[ 4]
利用这种专化性的核

苷酸序列作为探针的检测方法检测并区分出腐霉菌

属(Py thium)和疫霉属(Phytophthora)内不同种的

差异 。Koch 和 Utkhede
[ 5]
研制出快速检测温室内

的黄瓜茎流胶疫病菌(Didymel la bryoniae)的斑点

杂交技术 。在此技术基础上 ,将膜上或承载片上固

定 PCR产物改变为固定 DNA 探针即成为可检测

多至若干个病害的基因芯片技术。 Lee等
[ 6]
首次报

道 ,应用 cDNA 芯片检测植物病毒 ,该植物病毒芯

片所包含的 cDNA 片段来自 4种葫芦科植物易感

染病毒的 cDNA 克隆。王进忠等
[ 7]
根据已知的黄

瓜花叶病毒 、百合无症病毒 、百合斑驳病毒基因核苷

酸序列 ,设计引物和探针 ,用 Cy3标记核苷酸引物 ,

不对称 RT -PCR扩增产物与芯片上的寡核苷酸探

针杂交 ,荧光扫描仪进行检测 。研究制备的寡核苷

酸芯片能够检测侵染百合的 3种重要病毒核酸的特

异性荧光信号。

随着药用植物病原基因组被解码 ,可以将药用

植物病原物的 EST 或是从病原物的 cDNA 克隆中

获得 cDNA 片段制作成基因芯片 ,用于药用植物病

害的快速诊断[ 8] 。

2.3　植物抗病基因的分离

应用基因芯片技术目前主要通过两种方式分离

目的基因[ 9] :一种是利用 DNA 芯片分离目的基因。

首先进行序列分析 ,根据基因序列中特异的片段设

计探针 ,制备出代表该生物所有基因的寡核苷酸阵

列 ,然后将不同条件下从某生物体中转录出来的所

有 mRNA标记与芯片杂交 ,通过分析杂交位点及信

号强弱 ,可得知在不同条件下各基因是否表达及各

自表达程度。另一种是利用同源探针从 cDNA 或

EST 微阵列中筛选分离目的基因。首先构建足够

的已知或未知的 cDNA 克隆并进行 PCR扩增 ,或

者扩增 cDNA 文库中的 cDNA 片段 , 然后将各

cDNA的扩增产物固定在介质表面 ,制成 cDNA 微

点阵。从待分析的样品提取 mRNA ,通过一次反转

录制备出荧光标记的 cDNA 探针。将 cDNA与

cDNA微点阵杂交 ,每一点阵位点的荧光强度就反

映相应基因的转录强度 。

饶志明等[ 10] 构建了 cDNA 微阵列 ,对水稻抗稻

瘟病近等基因系的稻瘟病菌胁迫基因表达谱进行了

分析 ,发现稻瘟病菌应答基因分别与防卫反应 、信号

传递 、逆境胁迫和光合作用及糖代谢等功能相关 ,他

们还证实了富含甘氨酸蛋白基因(gly cine rich pro-

tein , g rp)是一个稻瘟病诱导基因 ,为阐明植物抗病

机制提供了信息。

2.4　基因表达水平的检测

基因芯片技术可用于植物—病原物基因组表达

水平分析的检测。Schena 等
[ 11]
选定拟南芥基因组

中的 45个基因 ,扩增出其 cDN A 序列 ,用探针制作

基因芯片 ,检测该植物的根和叶中这些基因的表达

水平。结果表明 ,该植物的根和叶中存在 26个基因

的表达差异 ,为植物—病原物基因表达水平分析检

测的可行性提供了依据。利用基因芯片技术 ,还可

以获得农作物在不同基因型时空表达阶段病原物影

响条件下基因表达的量度 ,对这些量度进行分析 ,可

以从基因型与表现型的角度找出植物抗病性与病原

物致病性之间的关系 ,为植物抗病育种提供方便快

捷的手段[ 3] 。Narusaka 等[ 12] 用包括 7 000个拟南

芥基因的 cDNA 微阵列研究受甘蓝链格孢菌(A l-

ternaria brassicicola)侵染后基因表达谱的变化情

况 。结果显示:pad3-1 突变型不仅改变了抗毒素

camalex in的积累 ,且许多参与防御反应的基因得到

适时地表达 ,因而对 A.brassicicola具有抗性。黄

丽俊等[ 13] 应用基因表达谱检测植物激活蛋白处理

水稻相关差异基因的表达 ,建立相关基因表达谱 。
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2.5　转基因植物的检测

通过广泛收集用于转基因技术的启动子 、抗病

基因和标记基因的 EST 序列制成基因芯片 ,可对转

基因大豆 、玉米 、水稻 、番茄等产品进行检测
[ 14 , 15]

。

应用基因芯片技术检测转基因植物具有灵敏度高 、

特异性强 ,操作简便 、快速 ,自动化程度高及结果准

确率高等特点。

高秀丽等
[ 16]
将转基因水稻中常用的质粒载体

pCAMBIA1301中的 4 个基因 GUS , 35S 启动子 、

hpt ,aad A 的特异引物固定于芯片上 ,通过引物延

伸芯片法 ,实现了对质粒 pCAMBIA1301中 4个基

因的检测。表明基因芯片能快速 、准确 、高效 、全面

的实现对转基因水稻的检测 ,不仅可判断其是否是

转基因产品 ,还可对转入的外源基因的种类进行确

定[ 17] 。黄文胜等[ 18] 根据油菜中所转入的外源基因 ,

选择了 CaMV35S 启动子 、FMV35S 启动子 、Nos终

止子 、Bar 基因 、Barnase 基因 、Barstar 基因 、EP-

SPS 基因 、GOX 基因 、PAT 基因等设计引物与探

针 ,并制备了寡核甘酸芯片 ,通过多重 PCR对样品

核酸进行扩增和荧光标记后 ,将 PCR产物与芯片杂

交 , 检测油菜样品中所含的外源基因 ,在检测低含

量的转基因油菜时灵敏度可达到 0.5%。

3　问题与展望

基因芯片作为一个生物技术平台已经在生命科

学的许多领域得到广泛应用 ,与传统的杂交技术相

比所具有的检测系统微型化 、样品需求的微量化 、检

测的高效化及高通量化使其在植物病害研究中的应

用前景非常广阔 。但基因芯片在应用上仍然有一些

关键问题有待解决 ,如样品制备及标记操作的简化 ,

增加信号检测的灵敏度及稳定性 ,高度集成化样品

制备等。随着研究的不断深入和技术的日益完善 ,

基因芯片技术一定会在植物病害研究领域中发挥重

要的作用 ,为植物病害控制提供一条新的捷径 。基

因芯片技术还广泛地应用于生物学和医学领域 ,并

可对动 、植物产品 、食品中的农药残留 、抗生素残留

等有害物质进行快速监测 。作为近年来迅速发展起

来的高新技术 ,基因芯片技术在生命科学技术领域

中将得到迅速发展和更广泛的应用 。
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