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寡核苷酸微阵列原位合成新技术研究
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摘 要：研究探讨了一种基于活版印刷原理的中、低密度寡核苷酸微阵列原位合成新方法，该方法完全避

免了掩模制备过程，合成速度快、制备成本低、便于批量生产，有望满足人们对批量生物信息进行快速、低成

本检测与分析的要求；对活版印刷法寡核苷酸原位合成原理、合成工艺进行了详细探讨，应用该方法在连接有

手臂分子的载玻片上，分别合成了 4条探针、16个位点的寡核苷酸微阵列，通过与互补的靶序列杂交和荧光分
析，微阵列上相同寡核苷酸探针的位点荧光强度均匀，表明其寡核苷酸探针分布均匀；错配分析还表明得到的

寡核苷酸微阵列能实现单个碱基错配的检测。
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The Novel Technique Investigation for in Situ Synthesis
 of Oligonucleotide Microarray

Tang Jianxin
（Key Laboratory of Green Packaging and Application Biological Nanotechnology of Hunan Province，

Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412008，China）

Abstract: A novel typography technique was developed to in situ synthesize oligonucleotide arrays on glass slide，which has the
celerity，high spatial resolution，lower cost，reliable operation，and high synthetic efficiency. The principle and process of the typogra-
phy technique for fabricating gene-chips were described in detail. A suit of poly（terafluoroethylene）devices for synthesizing oligonucle-
otide arrays were designed and prepared，and the fiber tube with a number of nano-or micron channels were employed. The oligonucleotide
arrays of sixteen sites with four different probes were synthesized using the typography technique. The four specific oligonucleotide probes
including the matched and the mismatched by the fluorescent target sequence gave obviously different hybridization fluorescent signals. It
was indicated that the gene-chip fabricated by the typography method could be used to rapidly screen single-nucleotide polymorphisms
（SNP）and to detect mutations.
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0 前言

目前生物芯片制备技术的发展呈现两大趋势：其

一是以Affymetrix公司为代表的向高密度、高通量、高
度并行性生物芯片发展，试图把对应于人类所有生物

的相应探针都固定在一块芯片上，它的发展将对生命

科学的基础与应用研究起到革命性的推动作用，并有

可能在将来引发新的革命；另一种趋势是以Nanogen
公司为代表的过程集成化趋势，由于在实际临床诊断

及军事、司法应用中，大多数情况下并不需要高密度

的生物芯片，而是要求密度适中、但特别简单、灵活、

速度快、成本低、易于操作、质量可靠的芯片制备方法
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和技术。因此，发展中、低密度的生物芯片可能有着很

大的实际应用前景和很大的潜在市场，并可能取得重

大的经济和社会效益。无论是高密度，还是中、低密度

生物芯片，在生物检测、医学检验和疾病诊断、药物筛

选以及生物序列分析上都有着极其重要的意义[1-8]。

在生物芯片制备技术中，中、低密度的芯片制备

一般采用点样法[9]。但它存在着两大缺陷：其一是当制

备密度较高的核苷酸探针微阵列时成本很高。例如，

当 20目碱基的探针数量达到 1 000条时，探针成本即
在 100 000元人民币以上，因而当探针数目较多时，这
一技术无法与原位合成技术相比拟；其二是当采用

接触点样方式时，每个位点内的探针分布不均匀、受

点样针设计与其它实验条件的影响，常使得边缘区

域探针密度大于中心区域 （即所谓“Coffee-r in g”
effect，“咖啡环”效应）[10]。从今后大规模、批量化生

产及应用前景的角度考虑，利用高度自动化技术平

台、批量化原位合成生物芯片是重要的发展方向。目

前，国际上已经开发了多种生物微阵列原位合成方

法，如：Fodor等研究开发了光导原位合成法[11-13]；IBM
公司研究组研究开发了光敏抗蚀合成法[14]；Southern
研究小组研究开发了微流体通道在片合成法[15-18]；美

国加州 IcyePhar-maceuticals公司和 Protogen公司研究
开发了采用原位喷印合成法[19，20]； Houston大学的Gao
等提出的光致酸脱保护生物微阵列原位合成法[ 2 1 ] ；

Singh-Gasson 等提出的虚拟掩模光导向合成法[22]；

Whiteside研究组等利用微接触印刷技术[23-25]和东南大

学生物电子学国家重点实验室等研究组提出的分子印

章法[26-30]。这些芯片制备方法各有特点，但普遍都存

在着成本比较高、工艺过程复杂的缺陷，有的甚至需

要特殊的专利试剂。例如，美国Affymetrix公司拥有的
光脱保护原位合成制备专利技术，不仅需要特有的光

脱保护试剂，而且必须针对不同的用户制作特定的光

掩模，因而成本比较高，不适合小批量生产的需求。因

此，发展和开发快捷、成本低廉的生物阵列原位合成

技术具有非常重要的意义。

本课题组提出了一种具有自主知识产权的基于活

版印刷原理的生物芯片原位合成制备新技术[31]，本文

对该方法进行了大量的原理实验和基础研究。该制备

技术将成熟的高效亚磷酸酰胺固相合成方法、现在广

泛应用的生物合成试剂与中国古代活版印刷技术相结

合，将具有微纳米通道的真空纤维管按照生物芯片探

针阵列各层的碱基排列设计组装成一系列印刷模版，

利用纤维管的毛细效应源源不断吸附单体溶液，就象

活版印刷书刊一样精确定位循环压印来实现生物探针

的原位合成。其特点为：完全避免了现有原位合成方

法中烦琐而昂贵的掩模制备过程及点样法中昂贵的探

针修饰或标记成本，针对不同用户需求，只需重新排

列印刷模版即可。如果把现有基于掩模制作技术的原

位合成方法比做刻版印刷的话，本方法则有活版印刷

的特点；所耗单体试剂少，成本低；而毛细效应带来

的类似于液相的压印反应环境则赋予了合成探针极高

的偶联效率和探针位点的信号均匀性，确保了获取生

物信息的准确性；易实现自动控制和精确定位，合成

速度快，在较短时间内就可快速印刷合成出探针分布

均匀的大批量生物芯片；同时还可应用于多肽或其他

生物大分子微阵列的合成。

1 实验部分

1.1 仪器、材料与试剂

PCR- MATE  MODE L 391生物合成仪（美国

Biosystems公司），无水无氧操作系统（MECABOX94-
2S 1
瑞士MECAPLEX 公司），生物芯片荧光扫描仪

（Scanarray Lite Microarray Analysis System，Packard
Biochip Techno-logies）。（体积分数为 7 %的氢气与体
积分数为93 %的氩气）的混合气和体积分数为99.999 %
的氩气（上海比西欧特种气体有限公司），聚四氟乙烯

反应池 10个（南京市橡塑制品厂加工制造），微孔聚
酯纤维管（南京金技有限责任公司），帆船牌国产载玻

片（25.0 mm× 75.0 mm）。
生物合成单体A、G、C、T （北京奥科生物有限

责任公司），荧光靶序列 5′- AAA AGT TTG AGA GCT-
TAMRA-3′（上海生工生物技术有限责任公司），并
用 2×PBS 溶液稀释至 100 nmol/L，氧化剂（m碘 : m水 :
m吡啶 : m四氢呋喃=3 % : 2 % : 20 % : 75 %），所有试剂除乙腈
为高效液相色谱纯、异丁腈为色谱纯外，其余皆为分

析纯，从当地经销商处购买。

1.2 寡核苷酸微阵列的合成

活版印刷法寡核苷酸微阵列的原位合成是遵循亚

磷酸酰胺固相合成法，其合成路径由偶联、封闭、氧

化和脱 dimethoxytrityl（DMT）保护基团四步反应构成
一个合成循环[32，33]。活版印刷法寡核苷酸的合成原理

为：将亚磷酸酰胺第一步化学反应——即偶联反应—

—由活版偶联压印来完成，压印偶联反应是在手套箱

中进行的。封闭反应对于寡核苷酸在片合成可以舍弃
[28 ]，活版印刷法寡核苷酸微阵列合成属于在片合成，

不存在后续纯化过程，因此，在研究中也省略封闭反

应。而氧化和脱保护反应在通风橱中进行。在压印偶

联反应中，依靠聚四氟乙烯反应槽精确定位，模版纤

维管凸出尖端与玻璃载片接触，从而使核苷酸单体与

玻璃载片上的氨基发生偶联反应。偶联反应完成后，

再进行氧化和脱DMT反应，这样便完成了一个循环；
依次再完成其余多个合成循环。合成条件见表 1。手
套箱的环境要求为氧的体积分数≤（1.0×10-5 ）%，水
的体积分数≤（1.0×10-5）%。寡核苷酸微阵列压印合

汤建新 寡核苷酸微阵列原位合成新技术研究
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成可以是手动合成，也可以是自动合成。本文的原理

实验结果是用手动合成实现的，合成步骤见图 1。

1.3 杂交与检测

载玻片片基上合成的寡核苷酸产物先用 1∶1的乙
醇胺 /乙醇 75℃脱保护 2 h，去离子水洗净，吹干。在
探针合成区域各点上稀释到 100 nM的标有荧光的靶序
列杂交液，并盖上排斥硅烷疏水盖玻片，应注意载玻

片与盖玻片间不能留有气泡，最后盖上杂交盒盖。把

杂交盒置于 42 ℃的数显恒温水浴锅中先杂交 1 h，接
着将温度降至 37℃再杂交 2~3 h，34 ℃再杂交 2 h，室
温再杂交 1 h。杂交完毕，将玻璃载片置于体积分数为

0.1 %的SDS的2×SSC中在摇床上震荡清洗10 min，然
后再用体积分数为 0.1 %的 SDS的 0.1× SSC溶液在摇
床上震荡洗涤10 min，最后用2次蒸馏水快速冲洗玻璃
载片，用洗耳球吹干（整个操作应在避光下进行），用

荧光扫描仪（Scanarray Lite Microarray Analysis System，
Packard Biochip）和微软荧光分析系统进行处理。

2 结果与讨论

2.1 活版印刷法寡核苷酸微阵列固相合成方法

寡核苷酸的固相合成方法主要有氢磷酸酯法、磷

酸三酯法和亚磷酸酰胺法 3种，3种不同方法的主要区
别在于偶联反应中所使用的单体及催化剂不同。氢磷

酸酯法使用氢磷酸酯单体及酰氯催化剂；磷酸三酯法

使用磷酸三酯单体及苯磺酸催化剂；亚磷酸酰胺法使

用亚磷酸酰胺单体及四唑催化剂。3种方法中偶联反
应的机理及条件各不相同，但其它步骤的反应则大致

一样。对于寡核苷酸的固相合成，偶联反应是决定其

偶联效率的最主要因素。就 3种合成方法而言，亚磷
酸酰胺方法由于其有效和快速的偶联以及开始物质的

稳定性，是大多数研究者首选的方法，也是最适合活

版印刷法DNA芯片制备中寡核苷酸的固相合成的方
法。因此，我们也选择该方法作为活版印刷法来压印

基因芯片。这可归咎为两方面的原因：其一是亚磷酸

酰胺法的偶联效率很高，通常在 99 %以上；其二是亚
磷酸酰胺法中偶联反应的时间很短，通常 30 s内反应
就能完成，特别是要实现机械化、自动化活版印刷法

快速压印来合成DNA芯片，上述2个条件就尤为重要。
亚磷酸酰胺固相合成法化学反应过程如图 2所示[32]。

2.2 活版印刷法寡核苷酸微阵列合成原理

图 3 是活版印刷手动合成法所使用的聚四氟乙烯
反应池、印刷模版和组成印刷模版的真空纤维管示意

图，并简要说明了其合成原理。活版印刷法寡核苷酸

微阵列合成的原理是将具有微纳米毛细通道的微米级

真空纤维管或微颗粒作为印刷“活字”载体材料，构

成一系列组合印刷模版，并将反应试剂储存于这些组

表 1 活版印刷法寡核苷酸原位合成条件

Tab. 1 Conditions of oligonucleotide arrays on-chip

synthesis using typography technique

图 1 活版印刷法制备寡核苷酸微阵列流程示意

Fig. 1 A schematic diagram of synthesis flow for in situ

synthesis oligonucleotide microarrays with typography

technique on glass slice

图 2 亚磷酸酰胺寡核苷酸固相合成方法

Fig. 2 The oligonucleotide solid-phase synthesismethod

 of  phosphoramidite

合成步骤                   反应试剂或溶剂                   反应时间 /s

  清洗          乙腈            3 0
（0.1 mol/L单体 +0.5 mol/L四唑）

乙腈、异丁腈溶液

8 0

脱 D MT
体积分数为 3 %的

三氯乙酸二氯甲烷溶液

偶联 100

0.1 mol/L
碘／水／吡啶／四氢呋喃溶液

氧化

  清洗          乙腈            3 0

8 0

  清洗          乙腈            3 0

  清洗          乙腈            3 0
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合印刷模版下，依靠毛细效应单体试剂能源源不断地

传输到纤维管或微颗粒压印尖端。这样保证了在压印

合成时压印尖端富含单体试剂，并能与基片充分接触

而又不向周围扩散。每一张模版对应于一种合成单体

试剂，应用组合化学原理循序压印到基片上进行化学

偶联，最终得到所需的化合物微阵列。对于DNA微阵
列来说，由于只有 4种单体，每一层最多只需组合 4张
印刷模版，这些微小纤维载体材料就象古代活版印刷

中的“活字”一样，经过乙腈溶液浸泡、漂洗就可以

重复使用（仅局限于同一单体间使用）。针对不同的用

户要求和不同的芯片设计，只需用机械手或手工重新

排列组合印刷模版，就可实现芯片快速印刷制备。

2.3 活版印刷法压印合成步骤

表 2 是本研究中所设计需要合成的 4 条寡核苷酸

探针（取自心肌梗塞序列片段）和与上述探针互补的

靶序列。本文以合成 4条探针、16个位点的寡核苷酸
阵列为例来阐述活版印刷法制备生物芯片原理及合成

步骤。压印偶联反应在手套厢中进行，而氧化和脱保

护反应在通风橱中进行。在压印偶联反应中，依靠聚

四氟乙烯反应槽精确定位，模版纤维管凸出尖端与玻

璃载玻片接触，从而使核苷酸单体与玻璃载片上的氨

基发生偶联反应。偶联反应完成后，即完成了寡核苷

酸阵列第一层中第一个 T核苷酸的偶联，氧化剂氧化
和脱DMT反应，这样便完成了第一个循环；接着又压
印 3个 T和 C、A，分别用氧化剂氧化和脱DMT反应
后，这样便完成了第 2~6个循环；第 7层则需要压印 2
个碱基（S1

压印碱基A，S2
、S3 和 S4

压印碱基C）；第

8层也需要压印 2个碱基（S1
、S2

压印碱基A，S3 和 S4

压印碱基C）；第 9层同样也需要压印 2个碱基（S1
、S2

S3
压印碱基C，和 S4

压印碱基G）；分别用氧化剂氧化
和脱DMT反应后，这样便完成了第 7~9个循环；再继
续压印 T、C、T、C、G、A 6个碱基，分别用氧化剂
氧化和脱DMT反应后，这样便完成了第 9~15个循环，
得到了 4条序列 15 mer、16个位点的寡核苷酸探针阵
列。图 4为活版印刷法合成制备所有 15 mer寡核苷酸
阵列 15层碱基示意图。

图 3 活版印刷压印化学反应原理

Fig. 3 Shows the synthesis principle for preparing

gene chip of typography technique

表 2 实验中所使用的靶序列和合成的寡核苷酸探针

Table 2 The target sequence and synthesis

oligonucleotide probes in this experiment

 T靶序列( 15- 碱基 )   5′-AAAAGTTTGAGAGCT-TAMRA-3′

 S1(正配，15-碱基)      5′-AGC TCT CAA ACT TTT-NH2-3′

 S2 (错配 1个碱基)       5′-AGC TCT CAC ACT TTT-NH2-3′

 S3 (错配 2个碱基)       5′-AGC TCT CCC ACT TTT-NH2-3′

 S4 (错配 3个碱基)       5′-AGC TCT GCC ACT TTT-NH2-3′

名  称                                         序  列

图 4 活版印刷法合成 15层碱基示意图

Fig. 4 The sketch map of synthesis fifteen layer base using typography technique

汤建新 寡核苷酸微阵列原位合成新技术研究
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2.4 荧光分析结果

基于活版印刷原理，在硅烷化处理并连接 2 次戊
二醛和乙二氨的氨基玻璃片基上，按照上述表 2的探
针序列，依次进行压印→清洗→氧化→清洗→脱保护

→清洗，重复上述步骤，原位印刷合成了 4种探针 16
个位点的DNA阵列（见图5，每种探针合成 4个位点）。
其中S1

为正配序列、S2
为错配 1个碱基、S3

为错配 2个
碱基、S4

为错配 3个碱基。图 5为 4条探针、16个位点

的寡核苷酸探针阵列杂交荧光图谱和荧光强度分析结

果。从图 5可以看出：各点阵上相同寡核苷酸探针序
列的位点上荧光强度基本一致，研究结果表明具有良

好的实验结果平行可靠性，并可实现单个碱基错配的

检测，是一种成本低廉、质量可靠、工艺简单、特别

适合于产业化生产探针密度为 100~200个位点 /cm2的

中、低密度生物芯片的新方法。

图 5 4 条探针 16 个位点的寡核苷酸探针阵列荧光分析结果

Fig. 5 The fluorescence signals image and result of fluorescence intensity analysis

 of the 16 site oligonucleotide arrays using the scanner software

a）活版印刷法手动合成 16位点荧光阵列 b）分别合成 S1
，S2
，S3

和 S4
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汤建新 寡核苷酸微阵列原位合成新技术研究

湖南工业大学成立大会暨省部共建协议签订仪式隆重举行

2006年 12月 2日上午，湖南工业大学成立大会暨省部共建协议签订仪式在校体育馆举行。全国政协常委、
经济委员会副主任、中国包装联合会会长石万鹏，湖南省委常委、省纪委书记、省人民政府副省长许云昭，中

国包装总公司党组书记、总经理刘永旭，湖南省人大常委会副主任唐之享，湖南省政协副主席王汀明，中央财

经领导小组办公室副局长赵阳、省政府副秘书长姜儒振，省教育厅厅长张放平、省科技厅厅长王柯敏、中南大

学党委书记李健、湖南大学党委书记刘克利、株洲市委书记肖雅瑜等省市有关部门领导、省内外兄弟院校领导

到会祝贺。湖南省委常委、省纪委书记、省人民政府副省长许云昭，中国包装总公司党组书记、总经理刘永旭

共同签署共建湖南工业大学的协议。大会收到湖南省委书记张春贤、省长周强、国家工商总局局长周伯华、广

州军区司令员刘镇武、国家教育部高教司、国际包装学会等领导和单位的贺信 30多封。
大会首先由省政府副秘书长姜儒振宣读《教育部关于株洲工学院正式更名为湖南工业大学的通知》，部、

省、市领导为湖南工业大学揭牌。大会工作人员宣读了国家教育部高教司、湖南省委书记张春贤、省长周强、

国家工商总局局长周伯华、国际包装学会的贺信。

会上，全国政协常委、经济委员会副主任、中国包装联合会会长石万鹏，湖南省委常委、省纪委书记、省

人民政府副省长许云昭发表重要讲话。


