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基因表达的系列分析方法研究进展

熊勇华" 许 杨
（中德联合研究院，南昌 #%%53）

摘 要 基因表达的系列分析（@AB8）是探讨组织或器官在不同条件下基因表达丰度以及差异表达的一种有效方
法。本文介绍了 @AB8方法的详细机理并且对 @AB8方法学的改进进行了综述。
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基因在不同组织、器官以及不同条件下的差异表达是生

物体发育、分化、衰老和抗逆等生命现象的分子基础。探讨

基因组在特定时期转录水平上的表达丰度以及差异表达情

况，可为研究基因组的功能提供重要的信息，而研究基因组

功能是后基因组计划的主要内容之一［!］。目前用于基因表

达水平以及差异表达基因筛选的常用方法有：+(CF;1C<杂交、
消减杂交（@GHFC-?F:I1 ;.HC:J:K-F:(<）、差示筛选（L:MM1C1<F:-)
N?C11<:<=）、9O+A差别显示（L:MM1C1<F J:NP)-.）、表达序列标签
（87PC1NN N1QG1<?1 F-=，8@0）以及逆转录/REO（O0/REO）等，这些
方法在克隆差异表达基因方面曾做出过巨大的贡献，但由于

它们在筛选基因方面的随机性使之无法描述基因转录组

（0C-<N?C:PF(91）的全貌，同时这些方法只适合于高丰度或表
达差异大的基因筛选，而不能胜任对生物体基因转录组进行

全面、系统的分析［$，#］。

基因表达的系列分析（@1C:-) -<-).N:N (M =1<1 17PC1NN:(<）是
以转录子（?L+A）上特定区域 4 S !!HP的寡核苷酸序列作为
标签（F-=）来特异性代表该转录子，然后通过连接酶将多个
标签（$% S 2% 个）随机串联并克隆到载体中，建立 @AB8 文
库［5］。通过对标签的序列分析，可获得基因转录的分布以及

表达丰度情况（尤其是可检测到低丰度表达的基因），从而

可充分了解基因转录组的全貌。由于该方法不需昂贵仪器，

只需拥有 REO仪以及测序条件的实验室即可进行操作，因
此自 !44&年 ’1)?G)1N?G等在 @?:1<?1首次报道了该研究方法
以来，与此有关的研究论文达 #54篇之多（RGH,GJ数据库检
索结果），其研究涵盖了人类疾病，尤其是各类癌症疾病、生

物代谢途径、植物和模式生物以及基因转录组等诸多领

域［& ，2］。随着 @AB8方法广泛深入的应用，许多学者对该方
法提出了这样或那样的改进方案，从而使实验结果更加完

善，并且拓宽了该方法的应用范围。本文仅就 @AB8方法学
的原理及其研究进展做一简要论述。

! 常规 @AB8方法的操作步骤及原理

该技术原理的基本流程见图 !［3］。主要包括以下实验
内容。

!"! 生物体特定阶段组织或细胞中全部 #$%&的制备

!"’ ()%& 双链的合成
用生物素标记的 T):=(（J0）引物将 9O+A反转录成双链

?L+A。

!"* 锚定酶酶切
锚定酶是一种限制性内切酶，具有 5HP的识别位点，常

用的锚定酶如：3,+!，其酶切识别位点为 EA0B 5个碱基序
列。酶切后产物通过生物素磁珠分离含 P().A尾巴的 ?L+A
片段，将此产物平均等分为 $份。

!"+ ()%&片段与接头（,-./01）的连接
接头包括以下 5条单链，U:<V1C !A：&W 000BBA000BE0B/

B0BEAB0AEAAE0ABBE00AA0ABBBAEA0B #W；U:<V1C !X：&W
0EEE0A00AABEE0AB00B0AE0BEAEEABEAAA0E #W； U:<V1C
$A：&W 000E0BE0EBAA00EAABE00E0AAEBA0B0AEBBBBAE/
A0B #W；U:<V1C $X：&W 0EEEEB0AEA0EB00ABAABE00BAA0/0E/
BABEAB #W。将 U:<V1C $A以及 U:<V1C $X末段去磷酸化，并与
相应的 U:<V1C !A以及 U:<V1C !X进行退火形成接头 U:<V1C !
和 U:<V1C $（注：接头末端含有锚定酶以及标签酶酶切位点）。
退火产物分别与各自的 ?L+A片段组分连接。

!"2 标签酶酶切释放标签序列
标签酶是一种"@限制酶，其切割位点距识别位点 !% S

!5HP。常用的标签酶如：.&46#，采用 Y)1<(Z大片段将标签
序列末端补平。

!"3 连接形成双标签（)-4567）
将含有 U:<V1C !和 U:<V1C $的标签在连接酶作用下连接

形成含 U:<V1C!、$的双标签。



图 ! 常规 "#$%方法图解
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!"# $%&扩增（’()*+,）
345扩增引物依据 6’27,8 !和 6’27,8 9序列设计，分别为

38’-,8 !：:; $$#<<<$4<$$<$4#$<#4# =;；38’-,8 9：:; 4<>
$4<4$##<<4##$4<<4< =;。只有含 6’27,8 !和 6’27,8 9的双
标签才能得到有效的扩增。采用 !9?的聚丙烯酰胺凝胶电
泳纯化 345产物，回收 !@9AB的扩增片段。
!"- 分离纯化双标签
采用锚定酶酶切回收的扩增产物，酶切产物采用 !9?

的聚丙烯酰胺凝胶电泳回收 9CAB的片段，即得双标签。
!". 双标签随机连接形成串联子（%/01*)2324,）
纯化的双标签采用连接酶使之成锁链状连接形成不同

大小的串联子。D?的聚丙烯酰胺凝胶电泳回收一定片段长
度的串联子。

!"!5 克隆串联子，测序
将串联子克隆至含 !"#!酶切位点的 BE,80载体中，测

定串联子的序列。

!"!! 计算机辅助分析
测序结果采用 "#$%软件包进行分析，获得标签序列及

其丰度信息，每个标签可通过与 $,2A.27数据库或者 %"<数
据库数据进行对比，从而可确认其所代表的基因。

6 常规 "#$%方法的技术改进

6"! 提高 !"#!的酶切效率
获得高产率的双标签（9F G 9CAB），是关系到 "#$%文库

完整性的关键。#2(,H.I/80等在实验中发现 $%&"对电泳法
回收的 !@9AB的双标签片段酶切效率较低，往往导致整个实
验的失败。分析原因可能是由于聚丙烯酰胺凝胶中溶出的

污染物严重地抑制了 $%&"酶的活性。因此认为对电泳法
回收的双标签片段进行纯化是必要的。他们采用了 J’.KL’*7
试剂盒（一种 MN#快速纯化试剂盒）以及 4H02/,*+ IB,!@凝胶
过滤离心柱纯化双标签片段，有效地提高了 $%&"的酶切效
果，酶切效率为 D@? G O@?之间，是未经纯化组的 9 G F
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!"! 提高串联子的连接效率
在 "#$%&$#’%&等描述的常规 ()*+ 方法中，,-. 扩增产

物经 !"#!的酶切后，采用了 /01的聚丙烯酰胺凝胶电泳回
收双标签（0234）。而 ,56#$$等认为该步骤无法避免在回收
片段中存在接头污染的可能性，如果存在该种污染，在下一

步连接反应中接头的粘性末端将会连接在串联子上，从而使

连接反应终止。于是他们在实验中提出了一种新的方案，即

在 ,-.扩增的引物中参入含生物素标记的核苷酸，制备出
生物素标记的引物。扩增产物经 !"#!的酶切后，采用磁珠
法除去反应物中接头片段，从而获得不含接头污染的双标签

（0234）［7］。并将其结果与常规 ()*+方法进行对比，发现其
方法双标签产率在 !88 9 0888:;之间，克隆子克隆片段的平
均长度为 <7= 9 >/=34，每个克隆平均含有的标签数为 <8 9 <7
个；而常规 ()*+方法双标签产率为 =88:;，克隆子克隆片段
的平均长度为 0!=34，每个克隆平均只含 0/个标签。
在常规 ()*+方法中，连接产物经 !1聚丙烯酰胺凝胶

分离，其片段长度平均分布在 <88至几千 34之间，将 ?88 9
/88834、/888 9 /28834、/288 9 0>8834 <组不同长度的片段分
别克隆至 4@#A5载体上，结果测得插入载体的片段长度分别
为 /<? B =?34、08! B /8834、>=0 B /8>34。造成连接产物在克
隆过程中降解的原因，目前尚无定论。有些学者在实验技术

上提出了一些有效的改进措施，使克隆效率得以大大提高。

C#:D#$EF::等在常规 ()*+方法中增加了一个加热步骤，从
而有效地提高了后期的克隆效率，其改进方案如下：双标签

（0234）经连接反应过夜（/2G），后升温至 2>G保持 />EH:，立
即置于冰上保持 /8EH:，其余步骤如常规 ()*+方法。增加
该步骤后，同上 <组不同长度的接头插入 4@#A5载体后获得
的克隆片段长度分别为 227 B //734、77< B <=034、/=>> B
00>34［/8］。

# EH%A5()*+和 EH:H()*+
尽管 ()*+方法在许多领域得到了广泛的应用，但由于

该方法需要较多的出发材料来提供充足的 E.I)（0J> 9
>";），因而使之用于构建某些微量样本来源的 ()*+文库受
到极大的限制，因此许多科学家在常规 ()*+方案上提出了
不同的改进方案，从而建立了多种微量 ()*+的实验方法。
#"$ %&’()*+,-

KFL’5:等以 <0>"E的小鼠脑组织切片（最多含 /8> 个细
胞，/ 9 >:; E.I)）为出发材料建立了 EH%A5()*+文库，该文
库共含 /?70 个转录子标签，代表了 /0=0 个不同转录子信
息［//］。我们在 ()*+的专业网站（MLL4：NNOOOP ’F;#:#L P 5A;N）
也可以看到 QAFR (L P -A5HS等刊登的该方法的详细步骤。EH%T
A5()*+与常规 ()*+方法不同之处见表 /。该方法在实验操
作过程中，采用了偶联生物素的 ,-.薄壁管，使实验中许多
步骤能够在一个 ,-.管中完成，因而大大减少了实验操作
过程中样品的流失；同时在后期采用两次 ,-.反应，从而使
微量的双标签（/8034）模板得到了比一次 ,-.反应更大量的
扩增。以上即是 EH%A5()*+与常规 ()*+方法之间的本质区
别。

表 $ 普通 *+,-和微量 *+,-方法的主要区别

./012 $ 3/&4 5&662(24’2 0278224 ’)%%)4 *+,- /45 %&’()*+,-［$$］

-5EE5: ()*+ EH%A5()*+

) E5&:L 5U H:4&L EFL#AHF$ 0J> 9 >"; E.I) V5LF$ .I) UA5E F ’H:;$# 4&:%M 5U F <88"E LH’’&# ’$H%#

（/8> %#$$’；B / 9 >:; E.I)）

-F4L&A# 5U %KI) 3W： (LA#4LFXHRH:T%5FL#R EF;:#LH% 3#FR’ (LA#4LFXHRH:T%5FL#R ,-. L&3#

Y&$LH4$#TL&3# A#F%LH5: X’P ’H:;$#T

L&3# A#F%LH5:

·(&3’#Z&#:L A#F%LH5:’ 4#AU5AE#R H:E&$LH4$# L&3#’
·Y&$LH4$# 4M#:5$T%M$5A5U5AE #SLAF%LH5: F:R #LMF:5$ 4A#T

%H4HLFLH5: ’L#4’ 3#L6##: %KI) ’W:LM#’H’ F:R LF; A#T

$#F’#

·(H:;$#TL&3# A#F%LH5: UA5E .I) H’5$FLH5: L5 LF; A#$#F’#
·+F’W %MF:;# 5U 3&UU#A’ 3#L6##: ’&3’#Z&#:L ’L#4’
·I5 4M#:5$T%M$5A5U5AE #SLAF%LH5: F:R #LMF:5$ 4A#%H4HT

LFLH5: ’L#4 &:LH$ LF; A#$#F’#
·[#6#A EF:H4&$FLH5:’ A#R&%#’ $5’’ 5U EFL#AHF$

,-. 0> 9 0! %W%$#’ 5U ,-. 0! %W%$#’ U5$$56#R 3W F $HEHL#R :&E3#A 5U %W%$#’ 5U A#T

,-. 5: #S%H’#R RHLF;（! 9 />%W%$#’）

#"! %&4&*+,-
该方法与 EH%A5()*+有异曲同工之效，采用该法，建立

()*+文库仅需 /";总 .I)，相当于常规 ()*+方法的 /N0>8
9 /N>88。该法与 EH%A5()*+不同之处在于未采用两次 ,-.
进行双标签（/8034）的扩增，因而有效地减少了两次 ,-.反
应所造成的转录组标签发生丰度偏移的潜在可能性。两种

方法的其余实验步骤基本相似。\#等采用此法以微量人表

皮活检标本的成纤维细胞为原料，建立了 ()*+文库，共获得
<!<!个转录组标签，代表了 0<8!个不同转录子信息［/0］。

9 .)(V:,-.和 A()*+
人类基因组大约含有 /8万个功能基因，其中在 *#:3F:]

或 +(V 数据库中已经注册的基因占基因组总基因数目的
>81，因此通过 ()*+方法所获得的转录组的标签中，总有部
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分标签未能与数据库中已知基因相匹配。然而获取这些未

知标签的信息对于充分了解全基因组的功能以及发现新基

因具有较大的参考价值。由于 !"#$文库所获得仅是 %&’’()
的标签（片段太短），无法作为探针或引物从其基因组中调出

全基因。"*+, -.* /,* 0,12等依据逆转录&345（56&345）原理
建立了一种快速分析未知 !"#$标签的方法，叫做 5"!6&345
（5.)7/ .*.89:7: ;< =*+*;>* !"#$ ?.2:），该课题组以此法获得了
@个未知标签的 ABC"大片段，这些片段长度分别为：DEF()、
’’D()、’EF()、D’F()、GD()、’G@()［’H］。I=在 !"#$专业网页上
刊登了一种叫做逆转录&!"#$（5,-,1:, !"#$&&1!"#$）的实验
方法［’F，’J］。该方法与 5"!6&345方法相比较，除了引物设计
略有不同外，其余基本一致。它们的实验步骤主要如下：’K
以 JL末端含 M’H尾巴的 N872,（/6）’%为引物逆转录合成 ABC"
（引物：JL&生物素 44###4#4#44#6""""4#"4##4&4"#6’&’%，该

引物中含有一个 !"#!的酶切位点）；DK $%&"消化，磁珠法分
离 ABC"片段（该步骤同常规 !"#$）；HK 以常规 !"#$方法中
的 87*+,1D与上步所得 ABC"片段连接；FK !"#!酶切释放磁
珠上 HLABC"片段；JK 根据 87*+,1D 和逆转录引物序列设计
345扩增的双引物，其中 87*+,1D的 HL末端含某一待扩增的标
签 序 列，例 如：该 引 物 可 设 计 为：JL&46#464#""6&
64""#46646&% ()标签序列；@K345扩增，获得 ABC"大片段。
综上所述，!"#$方法不仅可以定量分析生物体在不同

时期转录组的全部信息，而且是全面了解生物体在不同条件

下基因表达的一种强有力工具，随着更多的研究人员对

!"#$方法的关注，该方法将会在更多的领域中发挥其独特
优势，为后基因组计划做出更多的贡献。
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"(&)#:，’%%G，’*（’F）：HFFJ V HFF@

［’E］ _,*a,8T.** M，M=]8,T.** _S !=(:?.*?7.889 ,*].*A,/ A8;*7*2 ,<<7&
A7,*A9 ;< !"#$（!,17.8 "*.89:7: ;< #,*, $X)1,::7;*）(9 .//7*2 .
],.?7*2 :?,) ?; ?], ;1727*.8 )1;?;A;8 S $8#2(+# !#+*" 4("(&)#:，’%%%，’,
（H）：%’U V %’G

［’’］ B.?:;* C "，-.* /,1 3,1+&/, Y;*2 Y，-.* /,* 0,12 M 3S M7A1;!&
"#$：. T;/7<7,/ )1;A,/=1, <;1 :,17.8 .*.89:7: ;< 2,*, ,X)1,::7;* 7*
87T7?,/ .T;=*?: ;< ?7::=,S $8#2(+# !#+*" 4("(&)#:，’%%%，’,（J）：’HEE
V ’HEU

［’D］ I$ ! \，QR"C# O \，QR$C# b (, &2 S M7*7!"#$：2,*, ,X)1,::7;*
)1;<787*2 =:7*2 :,17.8 .*.89:7: ;< 2,*, ,X)1,::7;* <1;T ’#2 ?;?.8 5C"S
!0&25,+#&2 =+.#:(7+",)5，DEEE，’/,：’FF V ’JD

［’H］ -.* /,* 0,12 "，-.* /,1 O,7c Y，3;)),T. !S !,17.8 .*.89:7: ;< 2,*,
,X)1,::7;*：1.)7/ 56&345 .*.89:7: ;< =*+*;>* !"#$ ?.2:S $8#2(+#
!#+*" 4("(&)#:，’%%%，’,（’U）：,’U

［’F］ C,78:;* O，"*/.87(7 "，_.*2 BS M;8,A=8.1 )],*;?9), ;< ?], ]=T.*
;;A9?, (9 345&!"#$S <(0.7+#"，DEEE，*(（’）：’H V DF

［’J］ 3;89.+ _，[P" I，Q>,7,1 Y O (, &2 S " T;/,8 <;1 )JH&7*/=A,/ .);)&
?;:7:S $&,8)(，’%%U，(/+（@@FG）：HEE V HEJ

0123456578296 :;<9421= 5> &1?896 :496@=8= 5> A141 "BC?1==854

[PNC# I;*2&R=.! [W I.*2
（3+0.&<()7&0 ;.+0, 4("(&)#: %0",+,8,(，$&0#:&0/ HHEEFU，9:+0&）

:D=E?92E !,17.8 .*.89:7: ;< 2,*, ,X)1,::7;*（!"#$）7: .* ,<<,A?7-, T,?];/ ;< /,?,1T7*7*2 2,*, ,X)1,::7;* )1;<78,: ;< ?7::=,:
.*/ ;12.*: =*/,1 /7<<,1,*? A;*/7?7;*: S P* ?]7: ).),1，?], /,?.78 )1;?;A;8 ;< !"#$ >.: 7*?1;/=A,/ .*/ :;T, T;/7<7,/ )1;A,/=1, ;<
!"#$ >.: 1,-7,>,/S

F1@ G5?;= !"#$，T;/7<7,/ !"#$，T7A1;!"#$，1!"#$

5,A,7-,/：’D&EH&DEE’

! 4;11,:);*/7*2 .=?];1 S 6,8：G@&U%’&GH’DUJF；b.X：G@&U%’&GHHHUEG；$&T.78：9]X7;*2dD’A*S A;T
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