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摘 要：了解不同细胞或同类细胞在不同发育阶段，不同生理状态下的基因表达状况，可以为研究

生命活动过程提供重要的信息。表达基因分析方法不断完善，包括抑制消减杂交技术，基因表达

序列分析，基因表达谱芯片，电子克隆等。作者主要介绍了这些技术的原理、方法、特点及其应用

情况。
．
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Abstract：Identifying changes in gene expression is of prime interest in molecular biology．A

variety of methods have been developed for analyzing differentially expressed genes．There are

several methods widely applied，including suppression subtractive hybridization(SSH)，serial

analysis of gene expression(SAGE)．cDNA microarrays，silicon cloning and et a1．This

manuscript describe the principle，characteristic and application of these methods．
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基因携带着生物体的全部遗传信息，高等生物

大约有100 000个不同的基因，然而，在任一细胞中

表达的基因仅占总数的15％，即15000。基因是按

一定的时间和空间顺序进行表达的，并决定生物的

表型特征。了解不同细胞或同类细胞在不同发育

阶段、不同生理状态下的基因表达状况，可以为研

究生命活动过程提供重要的信息，为医疗诊断、疾

病研究及新药设计奠定基础。

最近几年发展起来的方法可以同时在两个或

多个实验样品之间对所有的差异表达的基因进行

分析，包括抑制消减杂交技术、基因表达系列分析

技术、表达谱基因芯片和电子克隆等。作者主要对

这些技术的原理、操作方法、特点及其应用情况做

一介绍。

1 抑制消减杂交技术

抑制消减杂交技术(Suppression Subtractive

Hybridization，SSH)是利用抑制PCR和消减杂交

的原理来寻找差异表达基因。首先提取受试(test一
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er)和驱动(driver)的mRNA并转录成eDNA，将

tester的eDNA分成两份，在eDNA 5’端分别接上

接头1和接头2，再与过量的driver eDNA(不接接

头)混合，变性退火，做第一轮消减杂交。由于test-

er和driver中共同表达的基因大多数被中和，形成

杂交体，使得tester中差异表达的cDNA大量富

集，第一次杂交后各种单链分子在浓度上基本一

致，再将第一轮消减杂交的两份DNA样本混合，加

入过量的eDNA，变性退火，做第二轮消减杂交，进

一步减少了tester中非差异表达的cDNA，即进一

步富集了差异表达的基因。以接头1和接头2为引

物，PCR扩增将cDNA 3 7端补平，按照接头1和接

头2的5’端外侧序列设计引物进行PCR扩增，非目

的的片段因接头产生链内互补“锅柄样”结构而停

止扩增，从而实现选择性抑制非需要序列扩增，从

而有效地扩增低丰度mRNA和找出差异表达的基

因。

SSH技术采用两次杂交，两次PCR，大大降低

了假阳性率，使高、中、低丰度基因均一化，从而大

大提高低丰度基因的检出率。由于SSH技术是利

用driver和tester中共同表达的基因形成杂交体，

抑制相同表达基因的扩增来寻找差异表达的基因，

所以决定了driver和tester具有高度的相似性和良

好的遗传背景，最好是两者仅存在细微的差异。该

方法从表型差异人手，不仅能克隆分析细胞株之

间、同种细胞不同条件下基因表达的差异，也可研

究不同组织间、同种组织不同发育阶段以及正常和

病变组织之间的基因差异，并通过这种差异表达的

基因进一步研究与功能表型之间的关系。抑制性

消减杂交法为寻找差异表达基因和研究已知基因

的新生物学功能提供了一个有利工具，被广泛应用

于肿瘤、发育、组织特异性相关差异基因的研究口]。

Roger[33等利用SSH技术研究了纤维状神经营养

因子对鼠视网膜分化的影响，获得24个差异表达

基因。研究表明，其功能与蛋白质修饰、信号转导

和转录调控相关。朱龙付[41等利用SSH法对接种

病原后的棉花eDNA进行差减杂交，共获得了534

个克隆。对78个呈上升表达的克隆进行Blast分

析比对，结果表明，大部分阳性克隆与拟南芥等多

个物种不同逆境条件下诱导的相关基因或表达序

列相同或同源。但该技术需要以大量纯mRNA(多

达20肚g)为材料，不适合用于活组织采样的样本及

胚胎干细胞样本等的研究。

2 基因表达系列分析技术

基因表达系列分析技术(serial analysis of gene

expression，SAGE)技术是利用9个核苷酸长度的

序列标签代表特定的mRNA转录物，来研究真核

细胞中基因的表达谱信息，并对细胞内所有表达基

因进行定性与定量分析n]。首先抽提细胞的总

mRNA并反转录成双链cDNA，用锚定酶酶切后分

成两份，分别同接头A和接头B连接(接头中包含

了标定酶序列)，然后用标定酶酶切成平末端，从而

获得大小为9 nt的DNA片段。再将连有接头A

和接头B的DNA片段混合，以接头A和接头B的

序列为引物进行PCR扩增，然后用锚定酶酶切，即

可分离得到双标签序列，将30～50份标签序列串

联、克隆并测序，最后利用SAGE软件包分析，即可

得知基因表达谱图。

SAGE技术是一种能检测同一时间、同一细胞

中成千上万个表达基因及其表达水平的实验方法，

不仅能分析已知基因组序列的物种，还可将实验测

序结果与SAGE map表达数据库中不同来源的已

存在文库相比较，可对大部分基因组序列未知的物

种进行研究。构建SAGE库需要大约500 ttg的

mRNA或5～50 pg的总RNA，针对mRNA需要

量大这一特点，MieroSAGE和MiniSAGE【5_6j(Mi—

croSAGE使用量只需SAGE的1／5000～1／500，

MiniSAGE仅需使用1弘g的总RNA)技术得以发

展，被广泛用于来源有限的组织，如骨髓间质干细

胞等的研究口]。经典的SAGE技术是用9～14个

核苷酸长度的序列做标签，对于基因复杂程度低的

生物来说足以代表特定的mRNA转录物，但对于

人类基因组来说，9～14个核苷酸序列的标签特异

性低[8]，构建LongSAGE文库可以改善这个不足。

研究证明，随着标签长度的增大，标签的特异性增

高，当长度增加到21 nt时，SAGE标签在人类基因

组中的特异性高达99．83％，要获得合适长度的标

签，选用适当的锚定酶和标签酶是关键。周村建凹3

等成功构建了白色念珠菌酵母细胞LongSAGE文

库。从1 000个测序文件中，共获得标签17 773

个，代表单一转录本7 333种，其中单一匹配标签占

16．65％，多重匹配标签占6．59％，推测蛋白质标签

占16．27％，基因组及粘粒等标签占1．64％，新标

签为58．86％。标签拷贝数超过35的33个高表达

标签中有11个可能属于新的表达序列。

该方法通过快速和详细分析成千上万个表达

序列标签来寻找出表达丰度不同的SAGE标签序

列，从而全面提供生物体基因表达谱信息，它还可

用来定量比较不同状态下的组织或细胞的所有差

异表达基因。它不但能分析转录子的丰富信息，而
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且还能发现新基因，是基因表达中定性和定量研究

的一种有效工具，为了解正常基因作用机制，肿瘤

发病机制、信号分子调控机制等提供信息。这使之

成为从总体上研究基因表达、构建基因表达图谱的

首选策略。

3基因表达谱芯片

表达谱基因芯片(DNA microarrays for gene

expression profiles)是基因芯片的一种，对不同细

胞或组织来源的mRNA在逆转录反应中分别用不

同颜色的荧光标记成探针(目前常用Cy3一dUTP

(绿色)标记对照组mRNA，Cy5一dUTP(红色)标

记样品组mRNA)，探针混合后与芯片或微阵列板

上的基因进行严格杂交，再通过不同波长的荧光扫

描芯片，将扫描所得每一点荧光信号值自动输入计

算机并进行信息处理，给出每个点在不同波长下的

荧光强度值及其比值(ratio值)，同时计算机还给

出直观的显色图。在样品中呈高表达的基因其杂

交点呈红色，相反，在对照组中高表达的基因其杂

交点呈绿色，在两组中表达水平相当的显黄色，这

些信号就代表了样品中基因的转录表达情况[1 0|。

基因表达谱可直接检测mRNA的种类及丰

度，可以同时分析上万个基因的表达变化，来揭示

基因之间表达变化的相互关系。基因芯片是将许

多的已知序列的eDNA或寡聚核苷酸固定在固定

相上，最多可以达到30 000多个序列，预测人类基因

组全序列含有20 000～25 000个基因，所以基因芯

片一次反应几乎就能够分析整个人的基因[I川。利

用基因芯片可以分析多个样本，同时筛选不同样本

(如肿瘤组织、癌前病变和正常组织)之间差异表达

的基因，这样可以避免了芯片间的变异造成的误

差¨2|。张幸燕n朝等将512个人癌基因和抑癌基因

的cDNA用点样仪点在特制玻片上制成表达谱芯

片，对正常人卵巢组织及卵巢癌组织基因表达的差

异性进行比较研究，结果发现在卵巢癌组织中下调

的基因有23个，上调的基因有15个，初步筛选出

了卵巢癌相关基因。LoweE“3等利用胰腺癌、问充

质细胞癌等组织的cDNA制备基因芯片，筛选到胰

腺癌细胞中高表达的基因，为医疗诊断、病理研究

及新药设计奠定基础。基因芯片因具有高效率，高

通量、高精度以及能平行对照研究等特点，被迅速

应用于动、植物和人类基因的研究领域，如病原微

生物毒力相关基因的分析、肿瘤相关基因的发现和

研究、药物研发等。 7

该技术亦存在缺点，如芯片造价昂贵，制备芯

片需要大量的RNA(每次需50～200 mg total

RNA)，对于低拷贝的mRNA需要量更大。基因芯

片只能分析已知基因的表达情况，无法获得未知基

因的表达情况，对于未完成测序工作的生物样本不

适用，基因表达谱芯片分析技术依赖于完善的基因

数据信息。

4 电子克隆

电子克隆(silicon cloning)是基于生物信息学

资源展开的，利用计算机技术，依托现有的网络资

源(EST数据库、核苷酸数据库、蛋白质数据库、基

因组数据库等)，采用生物信息学方法(包括同源性

检索、聚类、序列拼装等)，通过EST或基因组的序

列组装和拼接，利用RT—PCR快速地获得全长

cDNA序列的方法。根据EST相关注释，可知基因

表达的时空信息，推断基因的功能[15-16]。

电子克隆是近年来伴随着基因组计划和EST

计划发展起来的基因克隆的新方法。与传统的基

因克隆方法相比，该方法速度快，其中同源性比较、

序列拼接组装等工作在计算机上完成，只需要RT

—PCR序列验证即可；实验成本低；技术要求低，实

验步骤简化，只需要掌握RNA抽提，反转录，PCR

扩增等分子生物学基本实验。电子克隆依赖EST

数据库的发展，近年来，由于DNA自动测序技术的

快速发展，EST数据库的发展尤为迅速，且趋向于

专业化，即建立特定物种和特定内容的数据库。但

也因受基因组数据库和EST数据库等资源的限制，

所以电子克隆更适用于已大量测序的生物(如小

鼠、大鼠、水稻、拟南芥等)和人类表达基因的研究。

王海涛[17]等利用电子克隆技术成功克隆了人和大

鼠自噬相关新基因WIPI一3的cDNA。张会敏[1胡

等利用电子克隆技术从稻瘟菌中克隆到一个新的

I型烯醇化酶全长cDNA，是第一个用电子克隆技

术从稻瘟菌中克隆到的基因。

随着基因大量测序，阐明基因的结构和功能等

问题摆在研究者面前，电子克隆充分利用相关生物

信息快速经济地对基因进行克隆及功能分析，符合

基因组时代的迅猛发展的要求。

5 结 语

抑制消减杂交技术、基因表达系列分析技术和

基因表达谱芯片在新基因的发现方面都各有其独

特的优势，均可寻找出差异表达序列，但也有其不

足。第一，获得的差异表达序列大部分情况都不是

完整的基因。随着基因组数据库和EST数据库的
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发展，电子克隆的出现弥补了上述方法的不足，但

该技术受数据库资源的限制，如仍不适合用电子克

隆获eDNA全长的物种，还需结合传统方法(如cD—

NA文库的构建或快速末端扩增法)来获得全长基

因序列，为进一步的基因功能研究(如基因敲除，

siRNA技术等)提供信息。第二，以mRNA为起始

材料，且需要量大。MicroSAGE和MiniSAGE的

出现解决了传统SAGE中mRNA需要量大的问

题。SSH与DNA microarrays的结合使用[1引，可
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