
主要的基因芯片技术平台

Affymetrix Gene Chip

Agilent DNA microarray

Illumina SentrixTM Arrays

博奥的芯片平台



预制的基因芯片 芯片滚动杂交仪 全自动芯片洗涤工作站

智能化的分析软件高分辨率的芯片扫描仪

Affymetrix 基因芯片



光蚀刻原位合成技术

光蚀刻原位合成

Affymetrix 基因芯片的特点（1）



高密度的点阵技术

1 个平方厘米的面积至少可排列几十万到一百多万个探针合

成区（“点”）

Affymetrix 基因芯片的特点（2）



Affymertix独特的PM－MM探针设计

5´ 3´
基因序列

11－20对25mer探针

Perfect Match

Mismatch

Affymetrix 基因芯片的特点（3）

Perfect Match MM      Mismatch 

单点突变Oligo 探针



基因1的Oligo探针组

基因2的Oligo探针组

基因1

基因2

基因1
cDNA

基因2
cDNA

用于cDNA

芯片的探针

（16－20)

特异性高

Affymetrix 基因芯片的特点（4）



基因表达
开放

基因表达
关闭

Oligo arrays cDNA arrays

多个检测结果可以参考 只有一个点的信号

20 µm

~ 150 µm

PM探针

MM探针

芯片结果准确可靠

Affymetrix 基因芯片的特点（5）



重复性高

13,400Signal Intensities: 13,090Signal Intensities:

同一样本，

不同批次的芯片

Affymetrix 基因芯片的特点（6）

Signal Intensities:13,400 Signal Intensities: 11,670

不同的样本，

不同批次的芯片

False I/D

(> 2 fold)

< 0.3%

False I/D

(> 2 fold)

< 1%



GeneChip
的操作流程

以真核生物为例

L L L L

L
L

L L

cDNAAAAA

总RNA的制备 反转录 体外
转录

生物素标记的cRNA

片段化处理

带标记的cRNA片断

35-200 bases

0.5-2 ug/ul

起始用量5-10ug

（IVT）

L L

杂交混合液的制备

Eukaryotic

Hyb.Control

Control
Oligo B2

杂交洗涤

扫描

数据分析



GeneChip


Bacteria

Eukarya

H. influenza

M. tuberculosis绿脓杆菌

枯草杆菌

人 果蝇

大鼠

小鼠

拟南芥
酵母

大肠杆菌

表达谱芯片

秀丽线虫

斑马鱼

爪蟾

金葡菌
大麦

目录产品

研发中的产品

Order to made

蚊子和疟原虫 狗

牛

大豆

葡萄



Agilent Gene Expression Plateform

主要的基因芯片技术平台（2）



Total Solutions for Gene Expression

Optimized Experiment Protocol

• Total Solutions
– Provide quality tools for gene expression 

analysis: Microarray, Labeling, Scanner, 

Analysis Software.

• Open Platform
– Can be used for existent system.

– Or, can be used as a whole system.

Sample Check Labeling
Hybridization

& Wash
Scanner

Spot Analysis
Software

Data Analysis
Data Base

cDNA Array Oligo Array Custom Array



In Situ Oligo Synthesis

Glass Substrate

Phosphoamidite Reaction



In Situ Microarray: Microarrays & Formats

In situ Oligonucleotide
- 60 mer

formats:
- 15 k array 
- 44k array
- 60k array
-

-180K array
-244K array
- 400K array
-1 M  array



Feature Extraction Software

• Rapid

• Automated feature finding

• Intra-feature pixel statistics

• Inter-feature statistics

• Flexible dye normalization

• Statistical significance of 
signals and ratios

Automated Analysis and Feature Extraction



Agilent’s Gene Expression Workflow 

• Rosetta bioinformatics 
solutions both Resolver 
and Luminator for gene 
expression analysis 

• Most high-throughput and 
sensitive Microarray 
scanner on the market

• Sure Hybe chamber for easy manipulation 

• Superior Sensitivity of 60mer 
oligo microarray

• 50ng of total RNA for 
sensitive labeling 
solutions

• QA/QC of RNA Integrity 

Total Solution for Gene Expression

30 min to run 
12 RNA Samples 

6 hr labeling rxn

17 hr hybridization

7 Min Scan

~1 Min for Feature Extraction 

30 Min Frag RXN and 
Clean-up



• BeadArrayTM

• 96 arrays configured 

to standard format to 

enable high 

throughput

• Parallel processing of 

96 samples

• Up to 150,000 assays 

per array matrix

• One array—an optical 

fiber bundle

• 1.5 mm in diameter

• Containing 50,000 

individual optical 

fibers

• Beads on each bundle—an 

optical fiber bundle

• Each bead is positioned 

to the end of an optical 

fiber

• Bead diameter ~3 mm

• Bead center-to-center 

distance ~5 mm—

highest feature density

• Bead surface is 

derivatized with DNA 

probes

Illumina  SentrixTM Arrays

主要的基因芯片技术平台（3）



Readout

A
G

Address’
Allele Specific 

Extension

Allele Specific Extension Assay

PCR with 

common primers

P1’

P2’

P1

P2

Product capture

by hybridization

to array

P3’

P3

/\/\/\/

Address

A G

A/A
A G

A/G
A G

G/G



Confocal Scanning Produces 

Superior Image Quality

• Image of one 

BeadArrayTM bundle

• Enlarged view—each 

bright spot is a bead with 

fluorescent signal



BeadLabTM—Integrated Genotyping 

Laboratory



Lab Automation & 

Lab Management



博奥的芯片平台

点样仪 杂交仪 扫描仪



第三部分：蛋白质芯片



一、蛋白芯片的基本原理

蛋白质芯片是指在固相支持物上有序排列的各自独立的

多肽、蛋白或相应配体，利用蛋白质与蛋白质、蛋白质与

DNA、蛋白质与RNA，或与其它配体间的相互作用，同时

平行分析大量蛋白质的生物化学性质，在蛋白质组学基础

研究以及临床诊断、药物研究、环境监测、食品卫生等方

面有广阔的应用前景。



Immobilization

Capture

Detection

蛋白质芯片原理示意图



二、蛋白质芯片（Protein Microarray)的分类

Interaction Arrays

—— Proteins on Chip- Labelled Sample

Caputure Arrays

—— Antibody on Chip-Labelled Sample

μELISA on Array

—— Miniaturised Sandwich Assays

Reversed Phased Arrays

—— Multitude of arrayed Samples



Interaction Arrays

-Cloning and expression 

of 6600 yeast protein

-Complex arrays for 

protein-protein 

interaction studies

Zhu et al. (2001)Science.293,2101



Protein Array Assay Images

Control Sample Treated Sample



Capture Arrays

SAMPLE ARRAYS

Reverse Phase Screen

ANTIBODY ARRAYS

Sample Labelling Approaches

ANTIBODY ARRAYS

Mutiplexed Sandwich ELISAs



Sandwich Immunoassays

• highly parallel

• high sensitivity

• expensive equipment

• labour intense

• automation difficult



三、蛋白质芯片的制备

（一）、基质材料的选择和处理

➢ 聚丙烯酰胺凝胶

➢ 聚偏二氟乙烯膜（PVDF）

➢ 硝酸纤维素膜

➢ 载玻片

➢ 硅片

➢ 纸

➢ 金等

➢ 微珠

固定蛋白的方式包括吸附、共价结合、分子组装等



（二）、蛋白芯片的点样

制备好的蛋白通过使用DNA芯片中成熟的机械针点样系统或是微量液

体分配系统实现。也可以通过原位合成的方法制备。

值得注意的是蛋白的粘稠度比较高，选择点样针的时候，需要针的孔

径大一些。

（三）、蛋白芯片的检测

荧光，同位素标记方法，原子力显微技术，表面等离子体共振技

术，多光子检测技术，基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（MALDI-TOF/MS), 表面增强激光解吸附作用/离子化技术(SELDI)



❖ 高通量

❖ 多组织标本

❖ 同时、平行分析

❖ 同时研究一个或多个基因或
蛋白的研究工具

❖ 高质、高效，省材，操作便
捷

❖ 应用广泛

• FISH（荧光原位分子杂交）

• mRNA ISH（原位杂交）

• IHC（免疫组织化学）

• 成百甚至上千份

• 正常或处于疾病状态

• 疾病不同发展阶段

基因、转录、表达水平三方面

概

述

第四部分，组织芯片

http://hmg.oupjournals.org/cgi/content/full/10/7/657/DDE080F3


组织芯片的优点

❖ 高通量——短时（一次即获大量信息 ）、高效（成百成千倍地提高效率 ）

仅2CM2
含数十甚至数百例组织样本，
一次操作即可完成普通实验所
需的数十甚至数百次操作。

❖ 有助于减少实验误差——实验条件保持一致

❖ 便于设置各种实验对照

❖ 费用仅1/10-1/100 

样本准备时间 实验试剂用量

传统

芯片

六
个
月—

—

一
年

一
周

几
万—

—

几
十
万

一
次
一
张
玻
片

上
百
个
单
位
的
珍
贵
试
剂

一
个
单
位
的
试
剂

几
十
次—
—

上
百
张
玻
片

只

需

1/10

︱

1/100

实验操作工作量 研发费用



组织芯片（意义）

对人类基因组学、后基因组学的深入研究与发展

特别表现在如下几个方面：

❖ 研究特定基因及其所表达的蛋白质与疾病之间的相互关系

❖ 疾病的分子诊断

❖ 预后指标的确定

❖ 治疗靶点的定位

❖ 治疗过程的追踪与预测

❖ 抗体和新药物的开发和筛选

❖ 基因治疗的研发等方面

广 阔 的 应 用 前 景

高通量研究DNA、
RNA和PROTEIN

前
列
腺
癌

乳腺癌



肝癌组织芯片（ OD-CT-DgLiv03-001 ）

❖ 高通量——478个样本

❖ 高质量——最新鲜的标本材料和最敏感的生物学活性

❖ 高价值——203例肝细胞癌 18例肝硬化 10例正常肝 14例其他组织对照

Tissue Microaray of HCC（2001/10/03 ）
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1 QD-01K QD-01N QD-02K QD-02N QD-03K QD-03N QD-04K QD-04N QD-05K QD-05N QD-06K QD-06N QD-07K QD-07N QD-08K QD-08N QD-09K QD-09N

2 QD-10K QD-10N QD-11K QD-11N QD-12K QD-12N QD-13K QD-13N QD-14K QD-14N QD-15K QD-15N QD-16K QD-16N QD-17K QD-17N QD-18K QD-18N

3 QD-19K QD-19N QD-20K QD-20N QD-21K QD-21N QD-22K QD-22N QD-23K QD-23N QD-24K QD-24N ZS-01K ZS-01N ZS-02K ZS-02N ZS-03K ZS-03N

4 ZS-04N ZS-04N ZS-05N ZS-05N SY-01K SY-01N SY-02K SY-02N SY-03K SY-03N SY-04K SY-04N SY-05K SY-05N GX-01K GX-01N GX-02K GX-02N

5 GX-03K GX-03N GX-04K GX-04N GX-05K GX-05N GX-06K GX-06N GX-07K GX-07N GX-08K GX-08N GX-09K GX-09N GX-10K GX-10N GX-11K GX-11N

6 GX-12K GX-12N GX-13K GX-13N GX-14K GX-14N GX-15K GX-15N GX-16K GX-16N GX-17K GX-17N GX-18K1GX-18N1 GX-18K2GX-18N2 GX-19K GX-19N

7 LIVER1 LIVER2 LIVER3 LIVER4 LIVER5 LIVER6 LIVER7 LIVER8 LIVER9 中山（ M）中山（ H） 军HCC 浙 1号K 浙 1号N Q01-06K Q01-06N

8 WM-L BALB/c-L SCID-L-T  7402-1  7402-2 7721  Hep3B-W Hep3B-M Hep3B-P

HE

IHC



肝癌组织芯片的应用
p53、COX-2、AFP蛋白表达

COX-2

AFP

p53



人胰腺癌组织芯片
高通量——289个样本

高质量——最新鲜的标本材料和最敏感的生物学活性

高价值——167 胰腺癌（胰腺导管腺癌133例，粘液性囊腺癌16例，腺鳞癌7

例，其他11例）01 癌旁胰腺组织、7例粘液性囊腺瘤、胰腺炎组织4例
与10正常胰腺



P21

P33

P14

Shanghai 

Outdo Biotech

Co., Ltd..

CT-Dig-Pan01-001

Shanghai 

Outdo Biotech

Co., Ltd..

CT-Dig-Pan01-001

胰腺癌组织芯片的应用

P53ATM

ATM、p53、 p21、 p14、 p33 AFP蛋白表达



高通量测序技术正变革着当今的生物学研究

Nature biotechnology October 2008

Roche 454
焦磷酸测序

Illumina Solexa
合成法测序

ABI SOLiD
连接法测序



Illumina 测序原理



42

Sequencing forward strand



1 2 3 7 8 94 5 6

T T T T T T T G T …

T G C T A C G A T …

The identity of each base of a cluster is read off 

from sequential images

根据每个点每轮反应读取的荧光信号序列，转换成相
应的DNA序列

Base calling from the raw data



二代半测序（Ion Torrent ，MiSeq）

Illumina MiSeq Ion Torrent

Systerm
Reagent Kit 

v2

Reagent Kit 

v3
PGM Proton

Read length (bp)

1×36

2×25

2×150

2×250

2×75

2×300

1×200

1×400

1×200

Output (Gb) / run

540-610 Mb

750-850 Mb

4.5-5.1 Gb

7.5-8.5 Gb

3.3-3.8 Gb

13.2-15 Gb

30 Mb~1 Gb

60 Mb~2 Gb

10 Gb

Run time (day)

4 h

5.5 h

24 h

39 h

24 h

65 h

2.3~4.4 h

3.7~7.3 h
2~4 h



通量更高、速度更快



测序成本：1000美元/每人类基因组



NovaSeq 



第三代测序：单分子测序
1、Pacific Biosciences

▪ 技术： Single Molecule Real Time (SMRT™)

▪ 平台： PACBIO RS II



PacBio的技术优势

1. Longest Read lengths

– Sequence reads >20kb

– Some reads >60 kb

2. Highest Accuracy

– Achieves >99.999% (QV50)

– Lack of systematic sequencing 

errors

3. Greatest Uniformity

– Lack of GC content or sequence 

complexity bias

4. Can sequence native DNA

– No DNA amplification

– Epigenome characterization



2、Oxford Nanopore Technologies

Oxford Nanopore Technologies

▪ 技术： nanopore-based electronic systems for analysis 

of single molecules

▪ 平台： MinION，PromethION，GridION
MinION

PromethION GridION



MinION的基本结构和参数

样品量（PCR Free）： 10pg - 1µg

通量：

6G（10kb，标准模式）

42G （10kb，快速模式）

最长读长：230-300kb

运行时间：48 h



Nanopore的测序原理



测序市场份额



全球基因测序市场增速



基因测序行业产业链



基因组/转录组 re-sequencing

2018-10-21

WGSS，基因组重测序
WTSS，转录组重测序

Nature October 2009 

利用二代测序技术对同一

个样品进行基因组和转录组
的重测序工作， 在人类乳腺

小叶肿瘤中发现未报道过的
碱基突变。

56



基因组/转录组 re-sequencing

2018-10-21

找到基因组和转录组同时存在新的位点突变
发现新拷贝数变异位点， CNV

57



序列捕获/Targeted sequencing

2018-10-21

Nature September，2009

采用Target enrichment(Agilent)+ NGS(solexa)

的技术，对一个已知疾病，Freeman–Sheldon 
syndrome（弗-谢二氏综合征, 颅腕跗营养不良）

进行基因组突变扫描

探索利用外显子测序技术通过对小量样品

（相对于全基因组扫描），进行孟德尔遗传疾病

候选基因筛查的技术可行性

58



序列捕获/Targeted sequencing

2018-10-21

在12个样品中经过数据过滤后发现的

候选SNP位点分布情况

◆A:已知变化 vs 新发现变化

◆B：同义突变 vs 非同义突变

◆C：同义突变，良性突变，可疑突变和致

病突变的的分布

◆D：3碱基缺失突变 vs 非三碱基缺失突

变

通过测序在多个样品中定位的致

病基因

59



序列捕获的主要平台

• 对感兴趣的DNA片段进行测序

• 在不增加测序成本的前提下提高目的区段测序的覆盖深度

• 采用的技术平台

➢捕获
• Agilent SureSelect（固相/液相）

• Nimblegen Sequence Capture（固相）

➢测序
• SOLiD

• Solexa

2018-10-21 30



无创产前基因检测：母血浆DNA+高通量测序

母体和胎
儿ＤＮＡ
的混合物

Unique reads (单一

序

列读取）: no 

mismatch, one 

location

(Lo et al, PNAS, 2008)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y

on chromosomes:



孕妇外周血中存在胎儿DNA

Cell-free nucleic acids in the blood

Cell-free fetal DNA



无创产前基因检测的优势：

• 准确性高于99%；

• 早期诊断，12孕周即可检测；减少妊娠晚期引产对孕妇造成的伤害；

• 非侵入性，减轻孕妇心理负担，无流产风险以及产前诊断引起的并发

症；

• 可以同时检测其它染色体异常

• 所需样本量少，只需5毫升母体外周血。



实测案例1：结直肠癌的个体化治疗

表达谱分析

病例：女，49岁，发病前无任

何征兆，通过体检发现CEA和
CA19.9高出正常值10倍，后确
诊为结直肠癌肝转移。



药靶筛选（伊立替康）
• 适用表型：TOP1高表达患者该药物疗效好；UGT1A1分型，ATG上游

TATA box“TA”拷贝数分析，数量越少药物毒副作用越小。

• 表达谱芯片数据表明癌组织TOP1表达2倍与癌旁

• 测序数据表明UGT1A1的“TA”拷贝数5-6，属于低拷贝基因型

• 结论：推测适用伊立替康（化疗）

• 筛选出5组候选药物组合：

• 1.Irinotecan + Bevacizumab

• 2.Sorafenib + Bevacizumab

• 3.Erlotinib + Irinotecan

• 4.Irinotecan + Decitabine

• 5.5-FU + Cetuximab

后续的PDX的药物敏感性实

验结果也验证了伊立替康
敏感。



病人的治疗情况
• 2014年5月确诊为肠癌，肝转移，不能手术

• 先进行化疗方案

• 基因表达数据分析结果出来后，增加了伊立替康

• CEA和CA19.9明显下降。

• 2014年8月底，手术切除肠上的病灶。

• 继续化疗。

• 2014年12月底，手术切除肝上病灶。

• CEA和CA19.9恢复到正常水平。



病人的样本取材情况

• 确诊后，取材病人全血和血浆，肠镜新鲜
组织样本（癌和癌旁）

• 肠上病灶的新鲜组织样本（癌和癌旁）

• 肝上病灶的新鲜组织样本（癌和癌旁）

• 不同治疗阶段的血浆样本（初诊，化疗后
，第一次手术前，手术后，第二次手术前
后，第二次手术后半年，一年。。。。。
。



实测案例2：乳腺癌肝转移

该研究通过对一例乳腺癌肝转移患者进行表达谱RNA分析研究，

找到了肝转移特异性高表达基因和乳腺癌特异性高表达基因，在此
基础上，筛选特异性“靶向”药物——MPA和doxorubicin ，并在临

床用药后取得明显成效，为个性化精准医疗提供了一个很好的思路
和策略。

Affymetrix U133-A芯片在本研究中用于差异表达
基因筛选The Open Access Journal of Science and Technology Vol. 3 (2015)



病人病史

患者：女，55岁，65kg。于2007年确诊为三阴性

右侧浸润性乳腺癌，进行手术切除及6个疗程化疗

（顺铂、紫杉醇）、1个疗程放疗。

2009年，出现脊柱转移，进行6个疗程化疗、1个

疗程放疗。

2011年，出现肝转移，进行1个疗程介入治疗。

2012年，再次出现肝转移和多淋巴节转移。利用

表达谱芯片分析筛选特异性“靶向”药物进行个性

化治疗。



个性化治疗整体思路

第二步：药物
发现与运用

第一步：遗传
学数据整理与
分析



乳腺癌相关特异性差异上调基
因（set-2）

set-2 ：primary breast 
tumor



肝转移特异性高表达基因（
Set-1）

set-1 ：hepatic 
metastasis



药物比对分析



候选基因Pathway网络图

Set-2 Set-1 

FDA认证的
“靶向”药

FDA认证的
“靶向”药



个性化治疗方案



靶向治疗后效果良好

个性化治疗3个

月后，肝与淋巴
管有良好药物反
应。

治疗前，患者出
现明显多器官肿
瘤转移。


