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摘　要　近年来，生物芯片技术已成为微生物快速检测的一种重要手段，随着生命科学领域中检测分析技术的

快速发展，生物芯片技术以其具有高通量、高灵敏度、高特异性的特点，在微生物检测中显现出广阔的应用前景，

本文综述了微阵列芯片、微流控芯片、纳米芯片等生物芯片检测技术的研究进展，同时，对近几年生物芯片在微

生物检测中应用的实例进行了分析，并对未来发展方向进行了初步展望。
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　　生物芯片（ｂｉｏｃｈｉｐ）是 ２０世纪 ９０年代初出现的
一种高通量、并行分析的微量分析技术

［１］
。它构建

在玻璃片、硅片、塑料片、尼龙膜或凝胶等载体材料

上，表面上固定了不同的生物分子（如：寡核苷酸、

ｃＤＮＡ、基因组 ＤＮＡ、多肽、抗原、抗体等），形成可与
目的靶分子互相作用和反应的固相表面。将芯片与

待检靶生物分子进行化学反应（如杂交、免疫反应

等）
［２］
，然后利用相应的检测手段进行信号的收集，

得出检测结果
［３］
。

生物芯片主要特点有：（１）高通量：采用原位合
成法或直接点样法将探针排列在滤膜、硅片、玻璃等

介质上形成微矩阵，待检样品用同位素或荧光分子标

记后，与芯片杂交，通过扫描及计算机分析即可获得

样品中大量的基因序列及表达信息，以达到快速、高

效、高通量地分析生物信息的目的；（２）高灵敏度：芯
片检测结果的敏感性为 ９６．２％，每种病毒检测的最
低量为 １０ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，使生物芯片具有较的高灵敏
度；（３）高特异性：芯片在杂交反应完毕后进行洗脱，
使不与靶标结合或非特异性结合的部分洗脱掉，芯片

检测结果的特异性为９９．３％。在生物大分子功能研
究、食品安全检测、病原微生物检测和鉴定等方面发

挥着越来越重要的作用。

１　生物芯片技术的研究进展

生物芯片是指采用微量点样或光导原位合成等

方法，将大量核酸片段、抗原、抗体、多肽分子等生物

样品有序地固化于支持物（玻片、玻璃片、硅片等）表

面，形成密集的二维分子排列形式，一般生物芯片只

会采用一种类型的探针，即用核酸或抗体作为探针，

然后与已标记的待测生物样品中的靶分子杂交，通过

特定的仪器如电荷偶联摄影像机（ＣＣＤ）或激光共聚
焦扫描仪对杂交信号的强度进行快速、并行、高效地

检测分析，从而判断样品中靶分子的种类和数量
［４］
。

生物芯片根据其构造不同可分为阵列型芯片、微

流控芯片、纳米芯片等
［５］
；根据其分析的探针不同可

分为基因芯片、糖芯片、蛋白芯片、细胞芯片、组织芯

片等
［６］
；根据其应用不同可分为表达谱芯片、诊断芯

片、检测芯片、基因组 ＳＮＰ分析芯片、基因组染色体
变异分析芯片以及药物分析芯片等。各种芯片各有

特点，但都具有高通量、高特异性和高效的共性。

１．１　微阵列芯片
微阵列芯片主要包括基因芯片、蛋白质芯片和细

胞芯片等生物芯片，是将数十甚至数万种生物探针分

子以阵列的形式固定在厘米级别的固体载体上，利用

生物分子间的相互作用，与样品中的靶分子结合，通

过荧光、同位素放射显影、酶标显色及化学发光来显

示出每个位点的复杂信息
［７－８］

。ＷＡＮＧ等［９］
设计了

一个微阵列芯片，对 ＰＣＲ产物进行分析。对 ８０个季
节性流感病毒的临床样本进行检测，其中有 ６６个阳
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性样本，检测的特异性和敏感性分别为 ９５．５％和
１００％，认为微阵列芯片具有快速，可靠，价格低廉的
检测方法。ＡＬＥＸＡＮＤＥＲ等［１０］

设计了一种高度并行

的微生物检测的寡核苷酸芯片，对多种微生物在单一

芯片中高通量的并行检测，结果显示，１０～３０个样本
可以在２４ｈ内得到可靠的分析，适合于检测大规模
基因表达等的研究，及微生物的定性分析。基于这种

快速、高效的特点，微阵列生物芯片在生物学和医学

等领域获得了广泛应用，包括测定基因或蛋白质表达

图谱、研究特定的基因或蛋白质功能、研究分子间交

互作用、寻找疾病的生物学标记、微生物鉴别以及微

生物族群分析等。

１．２　微流控芯片
微流控芯片的最大优点是在微小的空间内对样

品进行预处理、反应或分析的过程，从而达到集成的

功能
［１１］
。在固体基片上构建微流道、微泵、微阀、反

应器、混合器、过滤器、分离器等微小装置，实现生物

样品的制备、生物化学反应、液相色谱分析、ＰＣＲ反
应、电泳检测等操作。它的目标是将整个实验室的功

能，包括采样、稀释、加试剂、反应、分离、检测等集成

在微芯片上
［１２］
。微流控芯片可以用来反应或分析，

在生物技术中是一个非常重要的技术，可实现成为微

型化实验室的设想，只需将待测样品直接加入到芯片

中，芯片便会自动执行复杂的实验流程，同时，多个样

品或者多个反应可在同一芯片同时处理，并且可以迅

速得到结果
［１３－１４］

。ＬＩＮ等［１５］
设计了一个微流控芯

片，对蛋白质进行高通量和快速的分析，稳定性较高，

是一种一体化、小型化、易于自动化的检测分析装置。

微流控系统的特点主要表现在高通量、低剂量、快速

分析且具有便捷性等方面，现已应用于 ＤＮＡ分析，免
疫分析和细胞分析。微流控芯片可以用于快速分析

微生物的生物学特征，对微生物的检测有着十分重要

的意义。

１．３　纳米芯片
近年来，贵金属纳米粒子由于其独特的光学特

性，成为传感器优化传感的关键元件，具有高灵敏度、

高效和无标记检测等特性。这样的传感器能够同时

检测和分析大量的样品或单一样品中的多个分析物。

纳米粒子固定在传感器芯片表面上，通过物理屏障形

成不同的区域，用于并行检测，这些孤立的检测区域

在一定程度上实现了高通量检测
［１６］
。

通过病原体或病原体分泌的毒素与活性物质同

传感器上的受体结合，纳米粒子用于传感器中，根据

颜色变化来进行检测。希迪安等在２００７年制作了一
个以玻璃支撑的聚二乙炔（ＰＤＡ）为基础，由细菌分
泌的诱导增殖的两亲分子在 ＰＤＡ基质上引起颜色改
变的比色传感器，能够对细菌进行检测

［１７］
。

新兴的纳米技术具有复用能力以及无酶的操作

能力。纳米材料具有独特的化学和物理性能能够适

用于医学检测，如具有良好的生物相容性，高的表面

积与体积比，与散装材料相比，具有独特的光学特性。

最近几年，用纳米金识别和结合 ＤＮＡ，并用电化学方
法来监测的工具逐渐增加，这种方法可以通过测定氯

化物在纳米探针的表面固定化的氧化还原电位的变

化确定靶 ＤＮＡ的浓度，同时，硫化铅纳米粒子被作为
寡核苷酸的标记来进行电化学的检测。这种电化学

检测的范围在１０－１１～１０－１２［１８］，可见纳米生物芯片具
有较高的检测灵敏度。

２　生物芯片检测微生物

２．１　微阵列芯片在微生物检测中的应用
ＭＡＲＩＮＡ等［１９］

利用共聚物吸附的方法在芯片表

面用聚二甲基硅氧烷涂层，通过共聚物涂层的聚二甲

基硅氧烷的芯片，同共价结合氨基修饰的 ＤＮＡ片段
结合，应用于细菌基因分型实验。这种共聚涂层的聚

二甲基硅氧烷的芯片可作为半自动的 ＤＮＡ微阵列芯
片来快速检测食品中的病原菌。这种涂膜的芯片既

因微阵列而具有高通量，可以同时检测多种菌，又因

聚二甲基硅氧烷使芯片具有最佳的特异性和灵敏度。

对芯片的修涂层修饰可提高芯片的灵敏度和特异性，

但探针的设计也十分重要，如 ＳＥＵＮＧ等［２０］
利用 ２３

ＳｒＤＮＡ和１６Ｓ－２３ＳｒＤＮＡ基因间隔区（ＩＳＲ）进行探
针的设计，因为在 ２３ＳｒＤＮＡ和 １６Ｓ－２３ＳｒＤＮＡＩＳＲ
中既有保守区又有特异性的区域。并且利用这样的

探针，设计出了微阵列芯片，应用于３９种致病菌的检
测，这种微阵列芯片检测 的检 出限在 １０～１０３

ＣＦＵ／ｍＬ，能够应用于多种致病菌的检测。微阵列芯
片检测快速，可以对样品中的多种菌进行检测，如

ＹＵ等［２１］
用微点样的方法结合多重 ＰＣＲ设计出微阵

列芯片。对五种沙门氏菌进行检测，并在鸡肉样品进

行检测，将鸡肉样品打成匀浆后，利用芯片检测，检出

限可达１０２ＣＦＵ／ｍＬ，这种生物芯片能同时对这五种
沙门氏菌中的任何一种进行定性分析。并且可以利

用这种芯片来检测家禽及家禽产品的沙门氏菌感染

情况，而且同时适用于其他食品样品的沙门氏菌检

测。微阵列芯片不仅加快了样品检测的速度，同时提
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高了检测的灵敏度，ＭＡＲＩＳＡ等［２２］
将微阵列芯片应

用于纯培养参考菌株和家禽肉样本中弯曲杆菌的检

测，得到生物芯片在检测中的灵敏度，同标准的实验

室方法进行比对，如 ＰＣＲ、平板计数和斑点杂交等。
体现出微阵列芯片在家禽肉检测中快速简单可靠的

特性，不同浓度的弯曲杆菌纯培养的生物芯片检测，

得出的结果显示出良好的线性关系，这种检测弯曲杆

菌的微阵列芯片比经典平板法和分子法要敏感 ２０
倍，而且使用更加方便，稳定性也更好。微阵列芯片

上密集着大量的探针，可以对微生物进行高通量的检

测，大大节省了检测的时间。但是芯片的建立繁琐，

需要技术人员的指导，因此，芯片的简易制作和推广

成为了其今后发展的方向。

２．２　微流控芯片在微生物检测中的应用
ＺＨＥ等［２３］

设计了一个微流控芯片来检测细菌

ＤＮＡ。芯片是由聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）来制备的，
它包括固相萃取（ＳＰＥ）室，两个独立的通道和多回路
介导等温扩增（ＬＡＭＰ）室。３株细菌（大肠杆菌
Ｏ１５７：Ｈ７，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和甲氧西林敏
感金黄色葡萄球菌）被用来测试该设备的可行性。

多环介导等温扩增的产量直接由紫外光检测，并由琼

脂糖凝胶电泳证实。使用这种芯片，成功地在 ２ｈ之
内检测出了这３种菌，３种菌的检出限小于 １０２ＣＦＵ／
１００μＬ。但该芯片还需其他的设备来证实结果，实时
在线检测更能缩短检测时间，ＷＡＮＧ等［２４］

将通过

ＣｄＳｅ／ＺｎＳ量子点标记的鼠伤寒沙门氏菌，在一个多
通道的微流控芯片系统中，由发光二极管进行荧光检

测，由 ＣｄＳｅ／ＺｎＳ作为荧光标记点，提高了检测的灵
敏度。这种微流控芯片由 １２个样品通道，３个混合
区和６个免疫反应区组成，利用免疫反应，通过荧光
检测，检出限在 ３７ＣＦＵ／ｍＬ。这种在线标记的原位
荧光检测的多通道微流控芯片已经成功应用于猪肉

样品中的鼠伤寒沙门氏菌的检测。微流控芯片可以

作为一种微型实验室对微生物进行检测，如 ＲＡＦＡＬ
等

［２５］
利用微流控芯片对多种病原菌进行检测。通过

微流控芯片进行 ＤＮＡ／ＲＮＡ的提取，实时荧光 ＰＣＲ
的检测，将微流控芯片设计成一个小型的可移动的实

验室。这种芯片具应用了新的光学检测方法。微腔

的设计以及多个微腔，满足多个样品同时检测，具有

高效，节省样品，便携等特点，并且成功的应用在检测

沙门氏菌，霍乱弧菌等致病菌当中。微流控芯片不仅

便携，而且检测的灵敏度也较高，如 ＨＳＵ等［２６］
设计

的芯片应用于生物样品的 ＤＮＡ杂交实验，应用 ＤＮＡ

特异性探针杂交技术检测病原菌。根据碱基互补配

对原则，可将已知的单链作为“ＤＮＡ探针”，然后同其
他未知 ＤＮＡ序列的溶液混合可通过 ＤＮＡ探针判断
是否存在互补 ＤＮＡ片段，利用荧光标记的方法，在
５３２ｎｍ的绿光下，检测生物样品的存在，灵敏度要比
传统比色法高 １０００～５０００００倍，这是一种更加灵
敏、快捷、准确的检测方法。微流控芯片具有便捷，高

效，高通量等特点，但是微流控芯片由于集成的功能，

微型化的程度不如其它芯片，因此更微小的芯片可作

为今后微流控芯片研究的方向。

２．３　纳米芯片在微生物检测中的应用
ＢＨＡＷＡＮＡ等［２７］

将聚苯胺纳米粒子固定在琼脂

糖凝胶上，形成一个生物芯片，用其对细菌进行实时

监测，通过明显的颜色变化（从蓝色到绿色）来显示

结果。由于没有特定的抗体或受体的使用，这种芯片

可以检测任何细菌生长。可以应用于食品中腐败微

生物的检测。还可以利用银对苯二酚溶液来增强检
测效果，ＣＨＩＡＨＳＩＥＮ等［２８］

介绍了一种细菌光学生物

芯片基础上开发的 ＤＮＡ杂交检测方法。将鲍曼不动
杆菌作为 ＤＮＡ样本的来源，用生物素标记的引物
ＰＣＲ扩增细菌 ＤＮＡ，以及用金链霉亲和素纳米粒子
和银对苯二酚溶液来增强检测。由于金纳米粒子利
用对苯二酚催化银制金属的银离子。逐渐沉淀的银

离子导致光学检测信号的差异，通过肉眼或光学仪器

（如平板扫描仪）很容易地观察到。银染的的方法应

用于纳米芯片，使检测结果更易观察，如刘和平
［２９］
建

立了一种简单、快速的比色芯片判断 ＰＣＲ产物存在
与否的方法。用链霉亲和素 －纳米金结合银染的方
法鉴定４种不同大肠杆菌血清型。结果表明，纳米金
比色芯片检测结果与琼脂糖凝胶电泳的结果一致，芯

片杂交的纳米金标记与荧光标记检测的结果相当，这

个实验合成了 ７对引物，优化了七重 ＰＣＲ反应体系
和反应条件，该实验可直接用肉眼观察检测结果，可

以用来检测食品中的微生物。纳米芯片虽然能够用

肉眼直接观察结果，但比较耗时费工，成本较贵，因此

降低纳米芯片的成本能使纳米芯片更广泛地应用于

微生物的检测。

２．４　其他生物芯片在微生物检测中的应用
酶芯片：ＳＵ等［３０］

提出了基于 ＣＭＯＳ阵列光电传
感器和１×３聚合酶生物芯片对大肠埃希氏菌进行光
学一步检测。这种方法使用 ４甲基伞形酮βＤ葡萄
糖苷酸（ＭＵＧ）作为荧光底物，对 β葡萄糖苷酸酶
（ＧＵＤ）的检出限是０．１ｕ／ｍＬ，约等于１０６ＣＦＵ／ｍＬ大
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２７６　　 ２０１８Ｖｏｌ４４Ｎｏ２（Ｔｏｔａｌ３６２）

肠杆菌的细胞浓度。ＭＵＧ以最终浓度 １００μＬ／ｍＬ
混合于月桂基蛋白胨培养基中，能够在 １×３聚合酶
生物芯片中立即检测出大肠杆菌的存在，对 ４０株大
肠杆菌进行检测，都有较好的结果。

糖微阵列芯片（ｇｌｙｃｏｃｈｉｐ）：糖微阵列芯片是监测
碳水化合物配体和其他生物大分子的分子间相互作

用的现代生物技术。这种芯片具有微尺度、响应快、

灵敏度高、高通量等特点。它广泛应用于许多研究和

开发领域。如 ＷＡＮ等［３１］
提出，多糖是生物信息的重

要载体，在生物体中参与许多生理过程，如能量储备、

病理变化、细胞代谢、抗原抗体结合等。细菌细胞表

面具有许多多糖和糖苷化合物如荚膜多糖、脂多糖和

糖蛋白。利用荧光硅纳米标记细菌，并用碳水化合物

芯片对其进行检测，具有较好的检测效果。

可视化芯片：顾大勇等
［３２］
研究建立了能同时检

测几种肠道病原体（霍乱弧菌、沙门氏菌、副溶血弧

菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希氏菌 Ｏ１５７：Ｈ７）的可
视化快速、高效的基因芯片检测技术。该芯片具有较

好的特异性和重复性，检测灵敏度可达 ２５ｎｇ／μＬ，芯
片检测结果与 ＰＣＲ方法检测结果一致。

生物芯片样品制作和标记方法复杂，造成生物芯

片技术在食品检测方面需要更高的成本和劳动力，简

化样品制作，可减少成本，提高检测效率。

３　展望

生物芯片技术在病原微生物诊断、抗药基因、毒

力基因、致病因子的检测等方面显示出巨大的发展潜

力，现已成为新的研究热点。不但可以应用于病原微

生物的检测，还可以用于生物毒素和病毒等的检测。

但是，该技术本身还存在一些缺陷和亟需改善的地

方。如现阶段的生物芯片大多还要采用荧光（Ｃｙ３和
Ｃｙ５等荧光染料）标记技术［３３］

。芯片检测需要激光

共聚焦扫描仪这种价格昂贵的仪器设备，令使用生物

芯片的成本提高。相对应出现的一种可视化芯片，不

需要高昂的荧光扫描设备，只需用肉眼或借用简单的

设备便可观察结果，既方便又降低了成本。近年来微

电子技术已经渗透到人们的工作、生活以及生产活动

中，成为现代化生产与现代生化的主要支柱，半导体

技术作为微电子技术可用于制作生物芯片，能使生物

芯片朝着更加微型化的方向发展
［３４］
。制造微型全分

析系统或微芯片实验室也是生物芯片未来发展的趋

势。集成化使生物芯片使用起来更加方便，生物芯片

也将在集成化的方向扩展。
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