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DNA微阵列原位化学合成

闫汉，肖鹏峰，刘全俊，陆祖宏

（东南大学生物科学与生物医学工程学院，生物电子学国家重点实验室，江苏 南京 210096）

摘要：高通量、快速、低成本DNA合成是合成生物学、DNA信息存储以及DNA芯片等前沿科技领域的重要核心

技术。DNA微阵列原位化学合成方法是在亚磷酸酰胺固相化学合成原理的基础上，整合了微电子学、计算科学、

分子生物学、光电化学和微纳加工等学科的相关技术，近 30年来得到了迅速的发展和应用。DNA微阵列原位化

学合成方法根据不同的碱基分配方式可以分为原位光刻法、光敏抗蚀层合成法、光致酸法、喷印合成法、软光刻

合成法、电致酸法和压印法以及以这些技术为基础衍生的各种合成方法等。本文对上述不同的DNA微阵列原位

化学合成方法及其技术特点进行阐述，并对未来DNA合成方法的发展趋势进行讨论和展望。合成通量和效率方

面基于CMOS芯片的电致酸DNA原位化学合成技术在未来 10年内将具备较大的发展空间，通过解决芯片上微电

极间氢离子串扰问题，有望实现单片TB级的DNA快速低成本合成。
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In situ chemical synthesis of DNA microarrays
YAN Han，XIAO Pengfeng，LIU Quanjun，LU Zuhong

（State Key Laboratory of Bioelectronics，School of Biological Sciences and Biomedical Engineering，
Southeast University， Nanjing 210096， Jiangsu， China）

Abstract: High-throughput, rapid and low-cost DNA synthesis is an important core technology in the research

fields such as synthetic biology, DNA storage and DNA chips. The in-situ chemical synthesis of DNA microarrays is

based on the principle of solid-phase chemical synthesis of phosphorous acid amides, and integrates the

relevant technologies of microelectronics, computational science, molecular biology, photo-electrochemistry

and micro-nano processing. In the past 30 years, the technology has developed rapidly. In-situ chemical

synthesis methods can be grouped into photolithography, photo-acid methods, electro-acid methods, printing

methods and imprinting methods, etc. based on their base allocation strategy. In this paper, we discuss the

different in-situ chemical synthesis methods of DNA microarrays and their technical characteristics, as well as

the potential development trends of DNA synthesis methods in the future. We believe that in terms of synthesis
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throughput and efficiency, the CMOS (Complementary Metal Oxide Semiconductor) chip-based in-situ

chemical synthesis of electro-acid DNA has tremendous potential in the next decade. By solving the problem of

hydrogen ion crosstalk between microelectrodes on the chip, it is expected that the rapid and low-cost synthesis

of TB-level DNA can be accomplished on a single chip. As shown in the schematic diagram, the voltage of

different areas of the DNA synthesis chip is controlled by computer to selectively deprotect the bases at

different sites to achieve high-throughput parallel synthesis of different sequences of DNA. However, the

bottleneck comes from the crosstalk between micro-electrodes due to acidic ion diffusion inside CMOS chip,

which results in the limitation of synthetic capacity at the hundreds-of-megabyte level. After studying the

behavior of hydrogen ion transport at the micrometer scale, the redesigning of CMOS chip with new materials

and structures is suggested, aiming to suppress the ion diffusion between micro-electrodes and optimize the

structure of microelectrodes and microfluidic channels of the chip and device. It is possible that the synthetic

capacity of single chip could reach terabyte-level for CMOS-based in situ parallel DNA chemical synthesis

with electro-acidified deprotection in the future, which will significantly accelerate the practical applications of

synthetic biology and related technologies.

Keywords: synthetic biology; DNA synthesis; DNA microarray in situ chemical synthesis; microarray; electro-

acidification

随着生命科学的飞速发展，全球每年需要合

成数以百万计的DNA片段，用于生命科学相关的

研究［1-5］。在大多数应用中，主要采用基于 DNA

合成柱的固相化学合成方法来合成所需的DNA片

段［6-10］，然而该方法已经无法满足当下的合成要

求。目前，合成生物学的高速发展引领第三次生
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物技术革命［11-19］。DNA 作为生命遗传物质的载

体，是绘制各种人工生命系统蓝图的基础，高通

量低成本快速DNA合成已成为合成生物学的关键

支撑性技术。近十年来，人类获取信息能力一直

在快速增强。如图 1（a）所示［20］，每年全球获取

信息的总量超过 100 ZB量级。以硅为介质的信息

存储器件存在信息保存时间短（一般十年左右）、

信息保存容量低、耗能高等问题，不能适应大量

“冷数据”（需要长期保存的信息）的存储要求。

生物系统中 DNA 分子具有信息容量大、稳定性

好、读取过程能耗低等特点，其作为未来新的信

息存储介质正受到越来越多的关注［21-31］，并正在

成为半导体合成生物学这一新兴领域的重要研究

方向。正是上述新兴研究领域的巨大需求加速了

DNA 合成技术的发展［32］。DNA 微阵列原位化学

合成作为一项 DNA 合成技术，为 DNA 存储、大

基因组合成提供所需的目的序列。下游的DNA存

储、大基因组合成等新兴应用要求合成更长序列、

更大容量的 DNA 样本，这些是对 DNA 合成的要

求和挑战。同时DNA合成技术能否合成出更长序

列和更大容量的DNA样本将会制约着下游技术的

发展。目前基于合成柱的DNA合成通量低，最大

合成柱仪器的合成通量只有 1536 种 DNA 序列，

成本在 0.05～0.17美元/碱基，无法满足未来 DNA

合成的需求；基于酶等 DNA 合成技术尚未成熟，

其发展还存在一定的不确定性；而基于固相化学

合成的微阵列技术能够很好地兼顾合成通量和成

本，同时该技术比较成熟。因此，发展基于微阵

列芯片的固相化学合成技术，仍然是高通量低成

本 DNA 合成和为下游产业技术提供 DNA 合成产

物的一条重要技术路径。

基于微阵列的 DNA 合成方法可实现 DNA 序

列的并行高通量合成，其合成密度可达到每平方

厘米数百万。2014年基于寡核苷酸微阵列原位合

成方法，DNA 合成成本已低于 10−3 美元/碱基，

2020 年 基 于 电 致 酸 合 成 的 DNA 成 本 估 计 达

到 10−6美元/碱基，且具有进一步大规模降低成本

的潜力［33］。图 1（b）给出了美国半导体研究会

2018 年预测的 DNA 合成成本和速度的发展趋势。

根据该预测，到 2023 年 DNA 合成成本要降低到

10−10美元/碱基以下。然而受到合成产率的限制最

近几年 DNA 合成发展比较缓慢，在合成长度上

同时高通量、高产率地合成超过 200 mer 的 DNA

链仍然存在着挑战。基于微阵列的 DNA 合成方

法在成本和合成通量方面具有明显的发展优

势［34-38］。近年来该领域的进展和突破偏少，基于

固相化学合成原理技术的发展遇到了瓶颈，包

括：单条寡核苷酸的产量过低，通常比柱式合成

低 2～4 个数量级；合成长度受限、产物过于复

杂，干扰后续的 DNA 组装过程；合成准确性受

限，引入更多合成错误，提高验证和错误矫正成

本等。在此基础上更进一步地提高合成产率和合

成长度，是目前该领域的科研工作者的目标。本

文梳理了现有固相合成技术，对它们的原理及其

特点加以介绍，从而给读者和该方向的研究者一

些启发和思路。

图图1 美国半导体研究会预测的存储发展趋势［20］

Fig. 1 American Semiconductor Research Association predicts storage development trends[20]
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1 DNA固相化学合成原理及技术路径

DNA微阵列（DNA芯片）原位合成是指直接

在固体基质（芯片）上用四种单核苷酸实现所需的

DNA片段的合成。其原理基于亚磷酸酰胺固相化

学合成法（图 2）及改良后的亚磷酸酰胺固相化学

合成法［7， 39-43］。芯片上每个阵点均由四个反应步骤

构成一个循环，每循环一次完成一个碱基的合成。

如图 2所示，亚磷酸酰胺固相化学合成法每个循环

的四个反应步骤为：①去封闭，待合成体系中加入

三氯乙酸（TCA）以去除连接在固相载体上核苷酸

5′-羟基端的二甲氧基三苯甲基（DMT）保护基团，

图图2 亚磷酸酰胺DNA固相化学合成法

Fig. 2 Solid phase chemical synthesis cycle of DNA by phosphite amide method

（The reaction consists of four reaction steps. ①Detritylation; ②Activation and coupling; ③Capping; ④Oxidation. Cycle the reaction process to

complete the synthesis of the target DNA strand）
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从而获得游离的 5′-羟基端，以供下一步合成反应。

②活化偶联，3′端的亚磷酸酰胺单体与四氮唑活化剂

混合形成亚磷酸酰胺四唑活性中间体，并在序列中与

先前连接在固相载体上核苷的5′-羟基发生偶联反应，

形成亚磷酸三酯，使合成序列链向前延长一个碱基。

③盖帽，任何未与亚磷酸酰胺单体发生反应的5′-羟

基通过乙酸酐酰基化反应被封闭，此外在第二步偶联

反应中所有未向前延长一个碱基的序列在后续的合成

反应中将是惰性的，始终维持其长度不变。④氧化，

采用碘的四氢呋喃溶液将不稳定的、易被酸或碱水解

的亚磷酸酯键转化为稳定的五价磷酸酯键。经过上述

步骤的循环反应，即可得到特定长度的DNA片段。

此后对所合成的DNA片段用浓氨水等试剂进行切割，

使其从固相载体上脱落下来，同时脱去碱基上的保护

基团，最后经过纯化得到目的长度的DNA序列。

DNA微阵列原位合成的最大优势是可以同时进

行不同序列DNA的并行合成。其特征是芯片上所

有阵点按照预设计的目标序列，将需要合成相同碱

基的不同阵点上的碱基合成反应合并在一起进行特

定的反应，从而并行完成一个碱基的合成［44-47］；而

预合成不同碱基的其他阵点则不参与本次反应，留

给后续的反应以完成碱基的合成。Southern首次采

用更换不同的微流体通道（相当于物理掩模板），

将单体试剂通过微流体通道与合成区域接触，发明

了微流通道原位合成技术［48-50］。之后，人们提出了

不同DNA微阵列原位合成方法［34， 51-56］。到目前为

止，基于亚磷酸酰胺固相化学合成法原理的DNA

微阵列合成策略根据脱保护方式不同，大致可以分

为光化学选择性脱保护、酸选择性脱保护和单体选

择性转移偶联三种类型（图3）。光化学选择性脱保

图图3 三类DNA微阵列原位化学合成策略

Fig. 3 Three types of DNA microarray in situ chemical synthesis strategies
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护法是将亚磷酸酰胺法中所用的核苷酸单体的 5'-

羟基保护基团替换为光敏基团［图 3（a）］，在光

照下该保护基团可被脱除。酸选择性脱保护法

［包括光（或者电）致酸法］的特点是通过光照射

（或者电极通电）使阵点上的物质发生光（或者

电）化学反应从而产生酸将 5′端的保护基团脱除，

曝露出羟基以供后续的偶联反应［图 3（b）］。单

体选择性转移偶联法是直接采用亚磷酸酰胺合成

方法，通过物理作用（点样、喷印、压印或者与

微流体接触等方式），先后分次将相应的核苷酸单

体反应液转移到芯片的不同阵点上实施偶联反应

［图 3（c）］，经过多次循环后完成不同阵点上不

同DNA序列的合成，这一类型还包括微流体通道

载片合成、喷印合成法和压印（软光刻）法。下

面将对不同DNA芯片原位合成方法分别进行具体

的介绍。

2 DNA芯片原位合成法

2.1 原位光刻合成技术（原位光刻法）

Affymetrix 公司的 GeneChipTM 是高密度 DNA

微阵列原位合成的代表，制造工艺采用原位光刻

法。20世纪 90年代初，Fodor等提出了大规模固定

化多肽阵列和DNA阵列的光导原位合成技术［57-60］。

DNA光导原位合成试剂是利用其碱基单体 5'-羟基

端的光敏保护基团，如图 4所示，这些光敏基团可

以是α-甲基-（2-硝基胡椒基）氧羰基或2-（2-硝基苯

基）丙氧羰基。通过光掩模板（简称光掩模）可

以精准地对特定位置的 DNA 基团进行脱保护

（图 5）［61］，感光区域部分在光作用下保护基团被激

活并脱去，从而暴露出活性羟基基团，进而发生

后续的偶联反应，完成反应后洗去未有效结合的

单体，最后将未偶联的活性羟基用乙酸酐试剂封

闭、阻断其参与后续的反应。单体的合成只在脱

保护基的区域进行，光照区域就是要合成的区域，

该过程通过操作光掩模来控制。一般而言，每层

的四个不同碱基需要相应的四个掩模板（简称掩

模）来完成其偶联反应。当然，不同层的相同碱

基可使用同一掩模来合成以减少合成的次数。通

过交替使用不同的光掩模，重复上述步骤，直到

目的探针序列被完全的合成。光去保护并行合成

技术的关键在于合成出含有光敏保护基的核酸单

体试剂，这种试剂要有高效的偶联和光脱保护基

团效率同时不应对合成序列造成损伤。

在利用光掩模进行DNA芯片制备时，每个碱

基需要 4块光掩模，50个碱基长度的核酸阵列需要

200块光掩模。虽然通过碱基合成流程的优化，实

际所需掩模可以适当减少，但光掩模数量仍然需

要很多。对于大量研究用客户定制型芯片来说，

芯片定制量很小，单一芯片制备的成本高、时间

长。Gassgeet等［62］提出了一种虚拟掩模（无掩模）

图图4 不同类型的核苷酸

Fig. 4 Different types of nucleotides
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技术。该技术直接利用投影仪中常用的光学数字

微转镜阵列芯片来进行位置选择性曝光，通过计

算机控制实现核酸微阵列的光导原位合成。这种

基于虚拟掩模的DNA芯片合成技术避免了大量昂

贵光掩模的使用，是一种高效、灵活的寡核苷酸

芯片原位合成方法［63-64］。数字微转镜芯片由数十万

个微小铝镜阵列组成，每个微镜相当于一个像素

点，把一束平行光分成数十万个光点，在计算机

指令的控制下精确实时地分别控制其反射方向，

在基片上的特定区域选择性地进行光脱保护处理。

Gassgeet等在 8 h内成功地在 16 mm2的芯片表面上

制备出了 76 000种DNA探针。光脱保护并行原位

合成法优点在于光刻的空间分辨率高，单位面积

上可以合成更多的不同DNA序列，寡核苷酸合成

序列密度可达106 /cm2以上。

光脱保护并行原位合成法的化学合成循环与

传统的固相合成寡核苷酸相似，但由于微阵列阵

点合成的复杂性和玻璃基底上合成动力学的独特

性，需要对合成参数和循环进行仔细的探索和独

特的调整，以提升脱保护和偶联反应效率［55， 65-69］。

传统的固相合成中，偶联效率介于 98%～99%，偶

联效率低于 100%的原因在于偶联反应的不完全以

及嘌呤累积暴露于酸性条件下产生脱嘌呤反应。

偶联反应和后续封闭反应的失败结果与脱保护的

失败结果类似，将会导致合成序列中单个碱基的

“删除”，这是人工基因构建的主要错误。因此合

成反应后的样品库中存在着一些包含错误的非目

的序列，当要获取目的链时可通过封闭反应以及

在碱基脱保护步骤中将脱嘌呤反应的位点链断裂

并纯化的手段来获得正确的全长序列。在光脱保

护并行原位合成法中，偶联效率相对略低导致更

多的“删除”错误；除此之外，“插入”错误对整

体错误率有很大贡献，这是因为光学成像系统不

可避免的缺陷导致微阵列在意外曝光时，就会发

生序列“插入”误差。像漂移、散射、衍射和光

晕都会引起去保护，继而对合成序列引入插入误

差，这也是值得深入考虑的问题。以 5'-NPPOC保

护的亚磷酸酰胺单体为例，目前探索给出的最佳

合成参数为：氧化反应 60 s，偶联反应 60 s

［0.025 mol/L单体+0.25 mol/L催化剂 4，5-二羟基咪

唑（DCI）］，曝光剂量 12 J/cm2（脱保护），乙酸

酐封闭 120 s后氦气干燥 30 s。测得的耦合效率分

别为：99.8%（dA）、98.0%（dC）、98.6%（dG）、

99.4%（dT），四个碱基的平均偶联效率为 99.0%，

远大于之前报道的 95%～98%［64， 70-71］。对化学合成

和光敏保护基团的研究表明［67］，使用 DCI催化剂

将偶联时间减少到几秒亦可以保持芯片的高质量。

在对比了 5种催化剂合成芯片的杂交信号后发现，

使用偶联催化剂的杂交信号强度顺序为5-乙硫基四氮

唑（ETT）>5-（二-3，5三氟甲基苯基）1-H-四唑（活化

剂42）>DCI≥5-苄巯基-1-H-四氮唑（BTT）≥氯化吡

啶，但只有 DCI产生高强度和高稳定性的特征信

号。而用噻吩基团取代NPPOC光敏基团后，光脱

保护时间也缩短到几秒。通过优化，高复杂性

DNA 阵列合成中的偶联反应只需 15 s，脱保护时

间只需 9 s，单循环的总时间（偶联反应-偶联反

应）约 50 s，整个合成时间被减少了三倍。在此基

础 上 ， 非 线 性 半 导 体 光 抗 技 术 （non-linear

semicondutor photoresist technology）的运用，使得

阵点的间距更加微小，增加了单位面积上合成不

同寡核苷酸序列的数量。

2.2 光敏抗蚀层合成法

IBM 公司开发的“光敏抗蚀层合成法”类似

于原位光刻法。该DNA合成方法基于酸脱保护的

固相化学合成方法（亚磷酸酰胺法、氢磷酸酯法

和磷酸三酯法），在每次选择性脱保护之前在芯片

表面涂覆光敏抗蚀层（光刻胶），通过曝光显影把

图图5 GeneChip探针阵列的制备［61］

Fig. 5 Preparation of GeneChip probe array[61]

360



第2卷 www.synbioj.com

需要连接碱基区域的光刻胶层洗脱，在特定区域

的核酸进行脱保护和偶联反应操作后，再把该层

光刻胶层全部清除。该技术在合成一个碱基时要

在芯片表面涂覆四次光刻胶，也需要采用四块不

同的光掩模［70， 72］。具体的制备方法如图 6 所示，

首先对合成所用的玻璃基片进行硅烷化处理以便

连接末端含羟基的连接手臂分子，手臂分子上端

为羟基，并在其上连接一个带有保护基团的核苷

酸（图 6中的黑点）；随后在其上均匀制备一层光

敏抗蚀层，通过对应的光掩模把需要连接碱基的

区域进行曝光显影后使待合成区域暴露出来，随

后脱去核苷酸上的保护基团（黑点），并暴露出 5′-

羟基，在 5′端发生偶联反应连接一个碱基。该方法

运用成熟的酸脱保护合成试剂，有较高的合成产

率。但其制备过程中需要大量的涂胶、显影、去

胶等复杂光刻工艺，操作过程复杂，表面容易污

染。特别是去胶过程要用化学活性较强的试剂和

强力的物理条件，对表面上所合成的寡核苷酸会

造成一定的损失。

2.3 光致酸法

为了兼容光敏抗蚀层与寡核苷酸层之间的

化学性质，人们开发了一种含有光致酸分子的

光敏保护层［73-74］，用其进行碱基选择性脱保护

反应进而来制备基因芯片。在光致酸法中运用

能够在光照下产生 H+离子的化合物作为脱保护试

剂。当施加光照时，光照区域的脱保护试剂产生

大量的酸，使该区域核苷酸 5′端的保护基团脱

离，暴露出被激活的 5′-羟基端，以进行下一步

碱基的偶联合成反应，这样可简化制备基因芯片

的工艺步骤。光致酸原位合成法除了用光致酸溶

液替代传统的三氯乙酸外，其他的步骤与柱合成

DNA 相同。在光致酸脱保护这一步骤中，Gao

等［75-76］引入了三芳基锍六氟锑酸盐（triarylsulfonium

hexafluoroantimonate）溶液，在光的照射下，三芳

基锍六氟锑酸盐光解生成活性较强的 H+SbF-6，更

容易解离出 H+，从而使 H+扩散区域的 5′端保护基

团DMT脱除，活化出 5′-羟基，以进行下一步碱基

合成（图 7）；而未光照区域周围的三芳基锍六氟

锑酸盐，则不会发生光解反应而离解出 H+，5' 端

的保护基团 DMT 仍然保留，不会发生偶联反应。

光致酸DNA微阵列原位合成中合成反应需要与光

致酸反应在溶液中并行运行。已有研究表明，光

致酸的前体化合物如重氮酮磺酸盐、磺化钠或碘

盐在二氯甲烷等有机溶液中，可以产生质子酸，

并脱除 5′端保护基团DMT［77-78］。除了光照条件外，

还可以加入硫氰酮等增敏剂，这样 10-3 mol/L量级

的光致酸前体溶液就能有效去除 DMT 基团，使

5′-OH基团的核苷酸或载体可以用于下一个核苷酸

图图6 光敏抗蚀层合成法原理（单层抗蚀剂工艺）

Fig. 6 Principle of parallel chemical synthesis of photoresist (Single layer resist process)

图图7 光致酸合成法原理

Fig. 7 Chemical principles of photoacid DNA synthesis
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的合成。实际上，某些光敏感的 5′-OH保护基团，

也就是核苷 5′端的光活化基团，本身也可用作光致

酸的前体。例如，在多肽微阵列合成中使用光致

酸试剂 2-（2-硝基苯基）丙氧羰基哌啶或 2-（2-硝基

苯基）丙氧羰基肼，可以提高光解反应效率［51］。

2.4 喷印合成法

喷印合成法原理类似于在纸上喷射墨水所用

的喷墨打印机。“墨盒”中装的是四种碱基的液

体，喷印头可在整个芯片上移动并根据芯片上不

同位点探针的序列需要将特定的碱基喷印到芯片

上特定的位置［79-81］。与亚磷酸酰胺法DNA固相合

成相比，主要的变化是用一种更加黏稠和不易挥

发的溶剂，如己二腈，代替了常用的溶剂乙腈。

己二腈代替乙腈的优势是减缓溶剂挥发，避免反

应物固相化：延长液体与载体充分接触的反应时

间，保障偶联效率。在玻璃基片上合成DNA阵列

时，首先在基片上修饰一层一端为羟基的连接臂

分子，计算机控制的微喷头可在整个芯片上移动，

并根据芯片上不同位点DNA序列的需要将四种不

同碱基的DNA合成单体试剂喷印在芯片上特定位

置。微喷头在基片上方移动，分别喷印在基片表

面的不同位置上（图 8）。每次喷印即为在该点阵

上进行一次偶联反应。当基片表面所有点阵全部

喷印偶联完成后，再统一进行其他反应操作流程，

包括冲洗、封闭，氧化和脱保护等化学处理步骤。

然后，再进行下一个碱基的逐点喷印合成，循环

各个步骤，直至完成目的DNA探针合成。喷印合

成法单步合成只需输送很少量的偶联反应试剂，

合成产率高，具有成本上的优势。喷印合成法可

进行较长碱基序列的合成，可达到 120 个碱基以

上，一般是低通量DNA合成的首选技术。喷印合

成法也可以通过对所需脱保护的区域喷射三氯乙

酸脱保护试剂的方法进行碱基的选择性合成。喷

射脱保护试剂区域的保护基团被活化从而暴露出

5′-羟基端以进行下一步的偶联反应。美国 Agilent

公司利用喷墨的原位合成技术合成了阵点大小为

270 μm，60个碱基的寡核苷酸芯片［82］。但该方法

由于喷头的机械定位精度有限，喷印的位置不可

能完全重叠。因此，喷印中心部位的产率比平均

产率要高得多，限制了实现更高密度的DNA阵列

合成。Twist Biosciences公司开发了一种基于半导

体的合成DNA制造工艺，该工艺具有高通量硅平

台，通过更加高效的反应效率使DNA合成所需的

化学成分微量化。该技术将反应体所需的化学试

剂体积减少 100 万倍，同时将合成通量提高了

1000倍。实现了在单个硅芯片上高通量并行合成

9600个基因。与传统的 96孔板合成相比较，相同

合成空间下96孔板只能合成单个基因。

2.5 软光刻合成法

基于微阵列的软光刻合成法，是指模板与基

质接触，将模板阵点上携带纳升级溶液通过印刷

等方式转移到芯片表面进行反应的DNA微阵列制

备技术。高质量DNA微阵列合成的关键技术是高

效准确地将生物分子转移到基质指定的区域上，

图图8 喷印合成法示意图

（通过机械手将“墨盒”中装的四种碱基合成试剂分别点样到基片预定设计的位置上进行碱基的合成，循环该步骤就可以在基片上不同位

置合成出预设的DNA序列）

Fig. 8 Schematic diagram of the in-situ printing synthesis method

(The four base synthesis reagents in the "cartridge" are respectively spotted to the predetermined position of the substrate to synthesize the base, and

this step can be cycled to synthesize a preset DNA sequence in different positions of the substrate)
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以及实现高效率的（偶联）反应［83-88］。软光刻原位

合成法主要包括下列步骤［89］：①模板的制备；

②模板携带的反应分子“墨水”向接触芯片转移；

③反应分子在芯片上的原位合成。分子印章法原

位合成 DNA 芯片是软光刻原位合成技术的一种，

该方法采用涂有单核苷酸的印章多次压印在同一

位置上，合成原理与印章盖印类似，将四种不同

种类的核苷酸用四个不同印章压印在芯片上预先

设定的部位［90-94］（图 9）。每层四种不同碱基的合

成需要四个不同的印章携带相应的核苷酸液体（N

个核苷酸长的芯片一般需要4N个压印步骤），通过

“优化合成探针”把不同“层”相同碱基序列一同

合成（比如第一个序列的第一个碱基C合成后，它

的第二个碱基T可以和第二个序列的第一个碱基T

一起合成）的设计可以减少 16%的压印数［95］。该

技术采用传统DNA固相合成的化学步骤，因此不

需特殊制备的化学试剂即可以获得高的偶联效率。

该方法成功合成出每立方厘米 65 536种不同DNA

序列的DNA微阵列。然而，分子印章法需要保持

印章与芯片大面积间的平行微接触，否则将影响

反应试剂有效传输，进而影响后续的合成效率。

因此，在制备更高密度DNA芯片时该技术需要研

制能够保持印章和芯片的大面积平行精密接触的

压印机械装备。

2.6 电致酸法

最早报导的电解致酸脱保护DNA芯片合成研

究［96］，在 2.0 V电解电位下电解水，释放氢离子富

集于阳极极板附近使得局部酸度增强，进而导致

核酸单体分子发生脱保护反应。该研究发现，电

解电位为 2 V时，在 0.1 mol/L高氯酸四乙基胺浓度

条件下可获得较理想的实验结果。电解时间越长

脱保护效率越高，两者基本呈线性关系，电解质

浓度对脱保护效率基本无影响。

2005年Egeland和Southern报道了DNA微阵列

的电化学脱保护合成法［97］。他们将正负电极做在

同一块板上构成微电极阵列，与基片构成反应池，

DNA 合成反应试剂填充在反应池中。在含有

氢醌（HQ）和苯醌（BQ）的乙腈溶液中，电解条

件下，阳极发生氧化反应产生酸（阴影区域：

HQ¾®¾¾ H++Q），苯醌在阴极发生还原反应被再生

成氢醌（H++Q¾®¾¾ HQ）以减少阳极氢醌的消耗。

酸（H+）从阳极迁移，向下迁移的酸将会到达基

片表面并与 DNA 链末端 DMT 发生脱保护基团反

应，从而有选择性地确定下一个核苷酸偶联反应

发生的位置。

CombiMatrix 公司（前身为 Customarray）在

早期从事微电极生物芯片制备的基础上［98-100］，报

道了电化学原位合成 DNA 阵列的方法［98， 101］。他

们利用以金属氧化物半导体（MOS）场效应晶体

管为元件的集成电路芯片构成可寻址微电极阵

列，单个可寻址的铂电极表面吸附、共价、共聚

连接含有诸如蔗糖的高分子涂层，其表面带有大

量羟基，以便衍生出足量用于 DNA 合成的连接

分子。DNA 合成时，计算机控制某些微电极通

电，用可寻址电极阵列电解产生足够浓度的酸，

选择性地将载体某些区域的 DMT 保护基团脱除，

在有机碱存在的情况下生成的酸被控制在直径

100 μm的活性电极上（图 10）。反应中较大的电

图图9 分子印章原位合成法

Fig. 9 In-situ synthesis of soft-lithography
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流或电压将导致产生更多的酸，较长的反应时间

将提供更多的时间去除 DMT 基团。但 H+的扩散

也随着浓度和时间增加而很难控制在直径 100 μm

的活性电极上，进而导致污染。实验表明，合成

20 mer 探针的最佳窗口期为 0.7～1.4 μA/E。在电

流常数保持在 1 μA/E 条件下，电解 1 min 可以得

到最佳的斑点形状和杂交强度，过长的时间将会

导致斑点形状的退化，过短的时间将导致杂交强

度的减弱。在上述电解条件下，5 mmol/L 的 2，6-

二甲基吡啶提供了良好的酸扩散抑制环境，只在

激活电极上进行了 DNA 合成；在低于 1 mmol/L

的 2，6-二甲基吡啶条件下，非激活电极上也进行

了 DNA 合成；当达到 20 mmol/L 时，激活电极上

不能进行 DNA 合成。在不同的电压下，碱基浓

度保持恒定在 5 mmol/L，反应时间为 60 s，这个

过程中电压从 1.2 V增加到 2.6 V（改变间隔为 0.2

V）。结果表明，在 1.8 V 的最佳电压下产生了良

好的强杂交区域（代表高质量的 DNA 合成）。较

低的电压产生的 DNA 质量较差，这可能是源于

不完全脱保护；而在 2.0 V 以上的情况下可能破

坏固定DNA的载体，从而降低DNA的合成质量。

2009年麻省理工学院通过光电化学在虚拟电

极附近产生氢离子进而合成DNA［102］。半导体电极

通过光寻址应用于氧化还原反应的并行处理，即

在光照射虚拟电极的附近产生氢离子，使周围的

DMT保护基团脱除，曝露出羟基，供下一个核苷

酸单体进行偶联反应；而其他未被光照射区域的

DMT保护基团由于未被脱除而无法参与此次的偶

联反应。依次循环制备单个阵点 100 μm的DNA微

阵列。然而，该方法需要掩模层层间的精准对齐

且不同的DNA序列需要不同的掩模。

目前基于集成电路芯片进行寻址合成DNA的

技术已经商用化。该技术可以按照自己的设计快

速合成所需的 DNA 片段，CombiMatrix 公司可以

为客户定制 96K、12K、4×2K 等不同类型的电化

学合成 DNA 芯片，合成的 DNA 序列开始用于

DNA存储研究［103］。

3 总结与展望

DNA微阵列原位化学合成具有高通量的特点，

在降低成本和提高合成速度方面是满足合成生物

学和DNA信息存储等快速发展需求的一种现实技

术策略。我们把目前常用的基于DNA微阵列化学

合成方法的技术特征和优缺点汇总在表 1 中。由

表 1可以看出，利用机械接触的 DNA化学合成技

术，其主要优势是可以提高每个阵点DNA片段的

合成总量，但在芯片上合成不同DNA种类的通量

图图10 电致酸法原理

Fig. 10 Principle of electrochemical deprotection microarray synthesis method
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方面提高空间十分有限。基于光学方法的原位合

成技术，每个芯片一次可以获得百万级的寡核苷

酸片段，通量虽高，DNA片段长度较短，需要提

高光敏核酸基团的偶联效率，电致酸技术能够获

得较长的核酸片段，但当芯片的通量大幅度提高

时，游离 H+会在电极间扩散，H+离子在电极间的

串扰将成为DNA序列合成中重要的制约因素。

化学合成法目前只能合成 200 nt 以内的 DNA

序列，长序列DNA片段合成仍存在着技术上的挑

战。在长序列DNA合成方面目前主要通过后续拼

接方法进行。从芯片合成的不同产物中挑选和鉴

定出正确序列，结合多重 PCR，选择性扩增所需

的目的片段，通过DNA连接酶把短序列连接成长

序列、结合合成序列纠错等实现超长DNA序列的

制备。

近几年来，TdT聚合酶等 DNA酶合成方法的

合成准确率有所提高［104-105］。该方法在合成过程无

需使用有害化学试剂，合成过程产生的副产物少；

与目前化学合成法相比DNA酶合成法的合成条件

更加温和，对DNA产物的损伤较小，具有长片段

DNA合成的潜力。因此，基于DNA酶合成方法开

始展示出巨大的发展潜力［106］。但目前TdT等聚合

酶的合成方法还不能进行高通量平行地 DNA 合

成，其低通量方法也尚未进入实际应用［11， 107］。

英国创业公司Evonetix已经开发出一种独特的

硅芯片，可以并行进行大规模的 DNA 合成。

Evonetix并不是在物理分离井中创建不同的链，而

是使用热工程来独立控制每个反应位点合成链的

顺序。通过控制每个反应位点的温度，DNA的生

长链被选择性地脱保护，为DNA序列添加新碱基

做准备。由于四种碱基（A、C、G、T）的试剂依

次引入，控制热脱保护的时间使得在每个反应位

点合成不同的序列。由于硅芯片能够精确和独立

地控制各个反应位点的温度，可以在将任何有错

误的链并入双链DNA之前检测并移除它们。可以

通过了解退火DNA链的熔化温度和序列错误引起

的温度变化来实现这一点。这节省了搜索和组装

无错DNA所需的工作。通过从短链组装长的、双

表表1 基于微阵列DNA原位合成方法及其发展潜力

Tab. 1 Characteristics of in situ synthesis of microarray DNA

方法

原位光刻法

光敏抗蚀层

合成法

光致酸法

喷印合成法

电致酸法

压印法

技术特征

光通过掩模（或者虚拟掩模）照射特定的

阵点，5'端保护基团发生光化学反应被直接

脱除，被活化的 5'-羟基可以进行偶联、封闭、

氧化反应

光通过掩模（或者虚拟掩模）照射特定的

阵点。将光敏抗蚀层清除，采用常用的酸脱

保护剂，将暴露区域 5′-羟基保护基团脱除，

被活化的 5′端羟基可以进行偶联、封闭、氧化

反应

光通过掩模（或者虚拟掩模）照射特定的

阵点，使阵点上物质发生光化学反应，产生

的酸将 5′端保护基团脱除，被活化的 5′端羟

基可以进行偶联、封闭、氧化反应

在特定阵点上喷印单体进行偶联

在特定阵点的电极通电，使阵点周围物质

发生电化学反应，产生的酸将 5′端保护基团

脱除，被活化的 5′端羟基可以进行偶联、封

闭、氧化反应

在特定阵点上压印单体进行偶联

优点

光刻的分辨率高。可合成106DNA序列/cm2，

合成长度60 nt（已商业化）

光刻分辨率高，与传统亚磷酸酰胺法单体

试剂兼容。可合成106DNA序列/cm2，合成长

度20 nt

光刻分辨率高，单位面积上阵点数目多。可

合成106DNA序列/cm2，合成长度120 nt

与传统亚磷酸酰胺法兼容，合成效率高。可

合成103DNA序列/cm2，合成长度120 nt

半导体制造技术，合成区域定位准确。可

合成 105DNA序列/cm2，合成长度 160 nt（已

商业化）

与传统亚磷酸酰胺法兼容，合成效率高。可

合成6×104DNA序列/cm2，合成长度60 nt（已

商业化）

缺点

与传统亚磷酸酰胺法单体

试剂不兼容，光干扰影响偶联

效率

涂胶、显影、去胶等复杂的

光刻工艺，极易污染合成芯

片，同时影响被保护寡核苷酸

的稳定性

与传统亚磷酸酰胺法脱保

护试剂不兼容，需选择合适的

光致酸试剂，需防止酸扩散

污染

喷头的机械定位精度要求

高，喷印的位置无法做到完全

重叠，不适合高密度 DNA 阵

列合成

与传统亚磷酸酰胺法脱保护

试剂不兼容，需选择合适的电

致酸试剂，需防止酸扩散污染

压印机械定位精度要求高，

两个接触面需高度平行
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链的DNA，能够在组装过程的每一步测试准确性，

从而防止错误污染最终产品。独特的二元组装过

程是革命性DNA制造方法的核心。目前集成电路

工艺技术已经突破 10 nm，这为进一步大幅度提高

微阵列 DNA 合成的通量提供了技术基础。对于

DNA微阵列的电致酸合成方法，主要瓶颈是每个

微小电极之间H+相互串扰，通过优化适用于DNA

芯片的微电极以及相关微流控通道材料、工艺和

结构设计，在微纳尺度上高效准确地调控微小电

极上的氢离子输运。考虑到目前半导体集成电路

芯片结构和材料等改进，人们正在克服电极之间

酸性液体的串扰效应，电致酸技术的合成通量预

计将能够大幅度提高。可以预测，电致酸合成方

法有可能在现有基础上把DNA的合成通量进一步

提高 103量级。通过计算机自动化微流控技术，优

化合成过程中相关化学反应过程，阻止过量的液

相试剂进入芯片，减少每一步反应中试剂纯化步

骤等［14， 62， 65， 108-111］。目前我国在高通量 DNA 合成

方面也有突破，泓迅科技Syno®3.0平台采用精准的

电化学技术，可在一张半导体芯片上一次性合成

上万甚至十万条引物。通过创新性的合成流程设

计及质量管理确保可以提供高质量的 DNA 片段

（包括引物、元件以及基因），实现全基因合成、

通路合成、基因组合成、核苷酸池以及各种突变

库的合成。对于CMOS芯片的电致酸DNA原位化

学合成技术而言，目前仍然存在着 “边缘效应”

引起的离子串扰等问题，包括反应液滴未对准、

试剂封闭不力和光控系统中光束偏移导致不精确

的脱保护反应，使邻近区域的寡核苷酸序列产生

碱基错误。通过对芯片设计的改进可以提高微阵

列寡核苷酸的保真度，此外新型微电极材料和结

构设计的运用，也能够很好地解决芯片上微电极

间氢离子串扰问题，从而进一步提高DNA合成通

量和速度。可以预计通过采用 100 nm以下的集成

电路工艺，单片DNA合成通量有望达到 1012碱基，

实现TB级的DNA快速低成本合成。
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