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生物芯片技术在中枢神经系统感染性疾病
应用方面的研究进展

李硕驰ꎬ李海鹏ꎬ汤海亮ꎬ张　 茜ꎬ黄仁彬

(南华大学附属郴州医院神经内科ꎬ湖南 郴州 ４２３０００)

摘　 要:　 中枢神经系统感染在诊断和治疗上存在很多难点ꎬ而生物芯片技术可将大量的探针同时固定于支

持物上ꎬ满足大量的生物分子进行检测分析的需要ꎬ现已广泛应用于医学、生命科学等领域ꎮ 本文主要就生物芯片

技术在中枢神经系统感染性疾病病原的检测和诊断、耐药性的分析和致病机制的研究进行综述ꎮ
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　 　 中枢神经系统感染是指脑实质、脊髓及其周围

部位受到一种或多种病原微生物的入侵所致的神经

系统的常见疾病ꎬ其重症患者病死率高ꎬ常导致不同

程度的神经系统后遗症ꎮ 中枢神经系统感染性疾病

有多种分类方式ꎬ可按炎性反应部位、发作的急缓、
入侵的途径、流行特征以及病原学的种类来分类ꎬ而
在临床中确诊疾病通常以病原学诊断为标准ꎮ 中枢

神经系统感染按照病原类型大致可分为细菌性感

染、病毒性感染、真菌性感染、螺旋体感染、寄生虫感

染等ꎮ 目前ꎬ中枢神经系统感染的诊断和治疗一直

困扰着广大临床医生并且存在许多的难题ꎬ首先ꎬ中
枢神经系统构造复杂、其症状又缺乏明显特异性ꎬ快
速确诊存在困难ꎻ其次ꎬ其病原种类极多ꎬ即使确诊ꎬ
也不易明确感染患者的病原菌ꎮ 如今精准医疗是医

疗发展的趋势ꎬ也就是要制定与患者分子生物病理

学特征相匹配的个体化诊断和治疗策略ꎬ因此务需

去尽早明确中枢神经系统感染的病原菌、作用机制ꎬ
以使患者得到更加精准化的治疗ꎬ尽早恢复健康ꎮ

目前对于中枢神经系统感染相关性疾病的病原

学检测方法包括如大多数医疗机构仍作为主要手段

的脑脊液病原菌培养、分离技术以及分子诊断技术

如 ＰＣＲ、ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅＰＣＲ、ＥＬＩＳＡ、基因测序等ꎮ 但上述

方法都有着各自的明显缺点ꎬ培养分离技术耗时长、
阳性率低ꎬＰＣＲ、ＥＬＩＳＡ 不能同时检测多种病原体ꎬ

基因测序技术成本高、步骤繁琐ꎬ暂时不利于大批量

应用[１]ꎮ 而生物芯片技术具有高通量、低成本、微
型化、效率高、精确度高等特点ꎬ为研究感染性疾病

提供了新的思路和方法ꎮ
生物芯片技术是 ９０ 年代中期以来影响最深远

的重大科技进展之一ꎬ是融合微电子学、生物学、物
理学、化学、计算机科学为一体的高度交叉的新技

术ꎬ有着重大的研究价值与前景[２]ꎮ 生物芯片主要

分为:(１)基因芯片技术(ＧｅｎｅＣｈｉｐ)又称 ＤＮＡ 微阵

列(ＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙ)ꎬ是最早出现的生物芯片技术ꎮ
基因芯片与计算机芯片类似ꎬ但前者由成千上万的

基因探针有序地高度集成而来ꎬ其技术主要包括 ５
个环节:矩阵的构建、探针的准备、探针与矩阵的杂

交、扫描和检测、标准化和数据分析[３]ꎮ (２)蛋白质

芯片技术ꎬ其与基因芯片的基本原理相同ꎬ但它利用

的不是碱基配对而是抗体与抗原的特异性结合即免

疫反应来检测[４]ꎮ (３)液相芯片技术ꎬ这项技术是

由美国 Ｌｕｍｉｎｅｘ 公司研制的新一代生物芯片技术ꎬ
它将芯片技术与流式检测联系起来ꎬ极大地延伸了

流式检测平台[５]ꎮ 生物芯片技术为中枢神经系统

感染性疾病病原的检测和诊断、耐药性的分析和致

病机制的研究提供了一个有效而强大的武器ꎮ

１　 在中枢神经系统感染病原检测和诊
断中的应用

　 　 在基因芯片的研究中ꎬＤíａｚ￣ＢａｄｉｌｌｏＡ 等[６] 建立

了一种 ＤＮＡ 微阵列可以检测两种不同型别登革热
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病毒的双重感染ꎬ并且证明其具有较高的敏感性和

特异性ꎻＬｉｕＹ 等[７] 开发了一种芯片ꎬ该芯片可以同

时检测中枢神经系统感染中的疱疹病毒和肠道病

毒ꎬ包括 ＨＳＶ￣１、ＨＳＶ￣２、ＥＢ 病毒、巨细胞病毒、ＥＶ￣
７１、柯萨奇病毒 Ａ１６ 和 Ｂ５ꎮ 这项研究提供了一个能

同时提取ꎬ扩增ꎬ杂交和检测 ＤＮＡ 病毒和 ＲＮＡ 病毒

的创新方法ꎬ在临床研究中有一定意义ꎮ ＨｕａｎｇＷ
等[８] 设计了一个 ＥＯＰＭ(ＥａｓｙＯｐｅｒａｔｉｎｇＰａｔｈｏｇｅｎＭｉ￣
ｃｒｏａｒｒａｙ)芯片平台ꎬ该芯片具有约 ６ 万条探针ꎬ根据

病原菌的基因组序列可以快速检测大部分已知的病

原菌ꎬ并且自主开发了一款针对此平台的基因芯片

分析软件ꎬ大大减少了分析时间ꎬ其中在使用特异性

引物的情况下ꎬ在 ＲＮＡ 拷贝数为 １０１２ 的人体细胞

中ꎬ肠道道病毒 ＲＮＡ 拷贝数如果大于 １０００ꎬ即可被

系统检测到ꎮ
在 蛋 白 芯 片 的 研 究 中: 早 在 ２００２ 年ꎬ

ＭｅｚｚａｓｏｍａＬ 等[９] 利用风疹病毒、巨细胞病毒、疱疹

病毒 １ 型和 ２ 型作为诊断抗原ꎬ依据抗原抗体的特

异性结合的原理ꎬ制备成抗体蛋白质芯片ꎬ并使用芯

片同时检测这几种病原体ꎬ检测结果与传统的

ＥＬＩＳＡ 法结果相似ꎮ 肖学文[１０] 使用蛋白芯片法对

１６０ 例肺结核病患者、１１９ 例其它疾病患者ꎬ２７９ 例

健康体检患者进行检测ꎬ得出蛋白芯片法检测肺结

核病的敏感性显著高于抗酸菌涂片ꎬ而特异性稍低ꎬ
具有简便、快速等特点ꎮ Ｋａｎｇ Ｘ 等[１１] 开发了一种

同时检测包括日本脑炎病毒、东方马脑炎病毒在内

的五种脑炎病毒的 ＥＬＩＳＡ 阵列ꎬ并证明了该阵列较

高的可靠性ꎮ
在液相芯片的研究中:Ｂｏｖｅｒｓ Ｍ[１２￣１３] 团队先使

用液相基因芯片技术从各类隐球菌性脑膜炎患者脑

脊液中鉴定各种隐球菌属的基因类型ꎬ之后该团队

还通过该技术检测脑脊液中的奈瑟双球菌、埃希氏

菌、肺炎链球菌、葡萄球菌、单纯疱疹病毒 １ 型、２
型、水痘带状疱疹病毒等病原体的核酸ꎬ由此达到能

够同时高通量筛查诊断各种类型的脑炎和脑膜炎的

目的ꎮ Ｆｏｏｒｄ ＡＪ 等[１４] 在日本脑炎病毒的检测及分

型的研究中ꎬ通过液相芯片技术ꎬ建立了 ＪＥＶ 检测

及分型系统ꎬ为临床 ＪＥＶ 感染的诊断及流行病学监

测提供了新的途径ꎻ并证明其操作简便的同时ꎬ具有

较高灵敏度和特异性ꎮ 石莹等[１５] 通过制备特异性

单克隆抗体ꎬ用生物素标记后并将其固定于微球表

面ꎬ建立起日本乙型脑炎病毒、登革热病毒等 ５ 种虫

媒病毒的多重微球芯片检测技术ꎬ结果显示该技术

不仅与 ＥＬＩＳＡ 有着相近的特异性ꎬ并且有着高通

量、高敏感性、检测速度更快等优点ꎮ 刘畅等[１６] 人

以猪囊尾蚴华支睾吸虫的特异性 ＩＴＳ 基因为靶序列

设计并合成探针及引物ꎬ之后对构建阳性重组质粒

标准品进行测序ꎬ建立一种基于双重 ＰＣＲ 的液相基

因芯片检测方法ꎬ并为寄生虫感染性疾病提供了新

的诊断思路ꎮ

２　 在中枢神经系统感染病病原的耐药
基因检测的应用

　 　 耐药性是指病原体对治疗药物敏感性降低的一

种状态ꎬ其主要原因有产生灭活酶、细菌胞膜透性的

改变、细菌体内靶位结构的改变等ꎬ其机制多由于染

色体、质粒等通过不同途径获得外源新基因而产生ꎮ
目前由于抗生素的滥用、患者服药依从性差、细菌基

因突变率增高、抗菌药物研制相对滞后等原因ꎬ多重

耐药菌感染患者越来越多ꎬ且有一定可能在区域范

围内流行ꎬ危害人类的健康ꎮ 对于中枢神经系统感

染性疾病的用药ꎬ临床上多以经验疗法为第一方案ꎻ
而对患者脑脊液或痰进行培养通常耗时长ꎬ且特异

性低ꎬ难以在疾病早期制订个体化治疗方案ꎻ因此芯

片技术在耐药性的检测以及指导个体化用药中具有

重要的意义ꎮ
在基因芯片的研究中ꎬ早在 １９９８ 年 Ｇｉｎｇｅｒａｓ

等[１７]创造了针对 ＲＮＡ 聚合酶 β 亚基基因而设计的

基因芯片ꎬ在实现快速检测结核分枝杆菌的同时发

现细菌对利福平的耐药性与该基因相关ꎮ ２００１ 年

Ｍｉｋｈａｉ ｌｏｖｉｃｈ Ｖ 等[１８]针对该亚基基因并进行了实验

方法的优化ꎬ制备出含更多寡核苷酸的芯片ꎬ其可以

在短时间内识别该基因的多个突变位点ꎬ更全面研

究该基因导致的耐药性ꎮ Ｙｕ Ｇ 等[１９]挑选出包括 １０
种已知的耐药基因在内的 ９２ 个基因作为候选基因ꎬ
并制作出基因微阵列ꎬ通过药物敏感性测试ꎬ表明这

些耐药基因表达水平和耐药程度之间的极强的相关

性ꎻ这些发现能在耐药机制的研究中提供更多的理

论依据ꎮ Ｐｅｒｒｅｔｅｎ 等[２０] 人早在 ２００５ 年就建立起了

革兰氏阳性菌的抗生素耐药性的基因检测寡核苷酸

芯片ꎮ Ｓｔｒａｕｓｓ Ｃ 团队在 ２０１５ 年更是建立了一种基

于芯片技术的新颖的 ＤＮＡ 标记与扩增系统ꎬ该系统

可以同时检测 １１７ 种革兰氏阳性菌耐药基因ꎬ并且

针对某一细菌ꎬ其可以检测出细菌内的多个基因ꎬ如
金黄色葡萄球菌菌株 ＢＭ３３１８ꎬ检测到的基因多达
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１５ 个ꎬ其特异性达到 ９５％[２１]ꎮ
在液相芯片的研究中ꎬ周林甫[２２]依据 ｋａｔＧ、ｉｎｈＡ

和 ｒｐｏＢ 等结核相关耐药基因ꎬ合成 ８ 段含不同检测

位点及不同基因型的序列ꎬ与微球杂交后经液相芯片

检测ꎬ结果显示该方法在检测不同位点、相同位点不

同基因型等情况时均具有较高的特异性ꎮ 最后作者

收集了 １５３ 例临床样本ꎬ用液相芯片法检测 ４ 个目的

位点的 １１ 种基因型ꎬ并与基因测序法进行比较ꎬ结果

示液相芯片法能够快速有效地检测出各位点的基因

型ꎬ与基因测序结果基本一致ꎮ Ｌｅｅ 等[２３]对 ３５７ 例临

床结核患者的 ＤＮＡ 和结核分枝杆菌 Ｈ３７ＲＶ 株通过

多重 ＰＣＲ 扩增ꎬ随后使用等位基因特异性引物延伸

技术得到了 ２３ 对引物ꎮ 该产品最终使用悬液芯片微

阵列检测ꎬ并将结果与基因测序的的结果进行比较ꎬ
得出该芯片技术在检测异烟肼耐药基因的敏感性和

特异性分别是 ８３％和 ９７％ꎬ利福平的分别是 ９０％和

１００％ꎬ乙胺丁醇的分别是 ５８％和 ８６％ꎬ且该技术具有

较高的经济效益ꎮ

３　 在中枢神经系统致病机制的应用

　 　 目前几乎所有疾病发生和发展都是与基因或蛋

白质功能及相互作用变化有关ꎬ生物芯片技术可以整

体监测和分析病原体及其感染宿主的成千上万个基

因及其表达水平ꎬ由此可研究病原体入侵宿主后在疾

病的不同发展阶段的基因表达情况及其防御、逃避、
转移机制ꎬ同时可以评价宿主免疫功能ꎻ生物芯片技

术还可以通过对比宿主内环境发生改变时病原菌基

因表达情况以及同种病原的不同基因型别在宿主体

内的基因表达情况ꎬ分析并筛选出可能的致病基因ꎮ
在基因芯片的研究中ꎬＬａａｓｓｒｉ 等[２４]通过对感染

登革病毒和西尼罗河病毒患者的脑脊液及血液使用

基因芯片技术分析ꎬ揭示了一些自发的现象导致核

酸改变ꎬ这些位点常位于包膜蛋白(Ｅ)和非结构蛋

白 ＮＳ４ＡꎬＮＳ４ＢꎬＮＳ５ꎮ 赵雁林等[２５]通过使用基因芯

片技术和生物信息学方法对 ６３ 例结核患者与 ６９ 例

肺癌患者的癌性胸腔积液和其外周血中单核细胞的

ｍＲＮＡ 表达水平进行分析比较ꎬ筛选出了 ５３ 个差异

性表达基因ꎬ为结核对宿主免疫功能的影响研究提

供了理论依据ꎬ同时为结核性脑膜炎的相关研究打

下了基础ꎮ Ｘｕ 等[２６]使用人类全基因组微阵列用于

分析感染肠病毒 ７１ 型的神经母细胞瘤细胞ꎮ 结果

表明ꎬＥＶ７１ 感染导致 １６１ 个细胞的 ｍＲＮＡｓ 表达发

生改变ꎬ包括 ７４ 个上调的基因和 ８７ 个下调的基因ꎮ
生物信息学分析表明ꎬ差异表达的 ｍＲＮＡ 的可能在

细胞的增殖ꎬ凋亡以及细胞因子、趋化因子应答中起

作用ꎬ并且该微阵列的结果与传统的 ｒｅａｌｔｉｍｅ ＲＴ￣
ＰＣＲ 的结果有高度的一致性ꎮ 这一发现将有助于

解释 ＥＶ７１ 感染和病毒宿主的发病机制相互作用ꎮ
在蛋白芯片的研究中ꎬＬｉ Ｒ 等[２７]人使用蛋白质

微阵列研究疱疹病毒的丝氨酸 /苏氨酸激酶ꎬ并证明

其对疱疹病毒在人类细胞中的复制过程中发挥重要

作用ꎻ随后他们利用人类蛋白质组芯片从单纯疱疹

病毒ꎬ人类巨细胞病毒ꎬＥＢ 病毒ꎬ和卡波西氏肉瘤相

关疱疹病毒中确定了病毒共同的激酶基质ꎬ同时发

现 ＤＮＡ 损伤应答途径的上游调控因子乙酰转移酶

ＴＩＰ６０ 在疱疹病毒复制中必不可少ꎬ这一发现为抗

疱疹病毒药物的研发提供帮助ꎮ
在液相芯片的研究中ꎬＢｅｒａｎ 等[２８] 针对脑膜炎

球菌疾病患者 ＣＳＦ 和血中的促炎细胞因子ꎬ设计了

一种高通量的液相芯片ꎬ通过检测促炎细胞因子的

变化从而来反映疾病的严重程度ꎮ ｖａｎ Ｈｅｔｅｒｅｎ
等[２９]通过使用 ｌｕｍｉｎｅｘ 系统ꎬ对病毒性脑炎、ＡＧＳ 和

不名原因的发热患者脑脊液和血清中的细胞因子进

行检测和分析ꎬ从而证实了干扰素￣α 和趋化因子 １０
抗体在 ＡＧＳ 综合征的发病机制中的作用ꎮ Ｙｅ Ｎ
等[３０]通过使用 Ｌｕｍｉｎｅｘ 技术ꎬ把感染肠道病毒 ７１
型的患者与健康儿童的血浆和脑脊液中的细胞因子

和趋化因子进行了对比ꎬ发现了在较危重病人中ꎬ血
浆中的 ＩＬ￣１βꎬＩＬ￣６ꎬＩＬ￣１０ꎬ和 ＩＬ￣８ 较高ꎻ脑脊液 ＩＬ￣
６ꎬＩＬ￣８ꎬ和 ＩＰ￣１０ 的水平较高ꎬ而 ＲＡＮＴＥＳ 较低ꎻ并且

恢复期脑脊液中细胞因子的水平较治疗期低ꎻ通过

对细胞因子变化情况的分析ꎬ可以为感染患者的治

疗提供帮助ꎮ Ｄｕｒｒａｎｔ ＤＭ 等[３１] 使用 ＣＣＲ５ 受体缺

陷小鼠并建立了一个西尼罗河病毒性脑炎的模型ꎬ
通过液相芯片技术ꎬ对中枢神经系统区域趋化因子

的表达进行分析ꎬ揭示了 ＣＣＲ５ 配体ꎬＣＣＬ４ 和 ＣＣＬ５
表达的重要性ꎬ并验证了 ＣＣＲ５ 在大脑区域内限制

病毒复制的作用ꎮ

４　 不足与展望

由于中枢神经系统感染性疾病种类繁多ꎬ且有

着较高的致残率和致死率ꎬ随着近年来细菌、病毒耐

药性的增加以及新型病毒不断出现ꎬ而传统的检测

方法有着通量低、操作繁琐、耗时长等明显劣势ꎬ目

８８５ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＳｅｐ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.５



前急需一种高通量、高效率、高精确度的技术去及时

准确的诊断此类疾病ꎬ因此生物芯片技术在中枢神

经系统感染中的研究中取得了突飞猛进的进展ꎬ并
且在科研以及临床实践过程中不断完善ꎬ但目前该

技术仍有许多不足ꎬ如在基因芯片检测中ꎬ目标基因

和探针杂交易发生错配ꎬ漏配ꎬ需要进一步提高其特

异性ꎻ在对 ｍＲＮＡ 表达情况的进行检测时ꎬ由于编

码蛋白的表达往往需要进行基因的乙酰化、甲基化

修饰ꎬ修饰后基因检测的准确性有待提高ꎮ 在悬液

芯片和蛋白芯片的检测中ꎬ待检样品的成分复杂多

变ꎬ各个生物分子之间的相互作用、抗原或抗体与芯

片或微球非特异结合等均可导致检测结果的特异性

降低ꎬ同时成千上万蛋白质的纯化以及生物学活性

的保持也是具有挑战性的任务[３２]ꎻ生物芯片目前在

国内价格较高ꎬ实验流程较多ꎬ且操作标准、数据分

析标准均未达成一致的意见ꎻ绝大多数科研人员仅

仅是大量重复国外的研究ꎬ创新性的缺乏及生物芯

片的高端核心技术缺少也是制约着我国芯片技术发

展的重要原因ꎮ 随着更多专业人员的共同努力ꎬ该
技术将在中枢神经系统感染相关领域发挥更加重要

的作用ꎮ
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知识介绍

临床试验中的随机化分组

随机化分组就是将参加临床试验的受试者随机分配到试验组和对照组的方法ꎮ 这样做的目的

可以保证每一个受试者均有相同的机会被分配到试验组或对照组ꎬ并且保证一些可能影响试验结果

的临床特征和干扰因素在两组之间分配均衡ꎬ使两组具有可比性ꎮ 在进行随机化分组时ꎬ应遵循的

原则为所有的干预方案和评估方法这时应已确定而不能再改变ꎬ研究者中的直接处理人员和受试者

不能参与分配ꎬ临近处理实施之时才能揭晓分组结果ꎬ一旦分组结果公布ꎬ受试者不能再交换组别ꎮ
随机化分组有下述几种方法:

(１)完全随机化分组:先将受试者编号ꎬ再用抽签或随机数字表的方法分组ꎮ 这种情况适合于一

些主要干扰因素在受试者之间的分布比较均匀的样本人群ꎮ
(２)区段随机化分组:根据受试者进入临床试验的时序分为若十个区段ꎬ再对每个区段随机化分

组ꎮ 这种设计比较适合临床特点ꎬ根据患者陆续就医的情况ꎬ将患者按就医先后分成不同区段ꎬ然后

在每组随机分配ꎬ可提高研究效率ꎮ
(３)分层随机化分组:先根据干扰因素或受试者的临床特征分层ꎬ然后再在每层随机化分组ꎮ 这

种情况适合于受试者之间干扰因素分布不均衡时ꎬ可以消除干扰因素对预后的影响ꎮ
在临床实践中ꎬ患者往往是陆续就医的ꎬ研究者不可能待患者都集中后再分组进行治疗试验ꎬ所

以ꎬ应在研究开始前即按就医的顺序号将患者分组ꎬ一旦患者就医并符合入选条件时ꎬ就可将患者随

机地分配到试验组或对照组ꎮ
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