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差异表达基因的高通量筛选方法

李斐雪王雁玲*

(中国科学院动物研究所计划生育生殖生物学国家重点实验室 ， 北京 1 00080 )

摘要 cDNA 阵列 、基因芯片技术、 iAFLP(introduced amp lified fragment length 

polymorphism) 、 SAGE(serial analysis of gene expression)技术、 cDNA-AFLP、 DDRT-PCR ( diffemtial 

display reverse-transcription PCR) , RC4D (RFLP-coupled differential display )以及抑制消减杂交

技术( suppression subtractive hybridization, SSH )都是能高效鉴别两个不同细胞群差异表达基因

的方法。 现对各种方法的原理进行简要介绍，并对其优缺点进行对比 ， 并结合作者实验室的研究

工作 ， 列举了 cDNA 阵列和抑制消减杂交技术在生殖生物学领域中的应用情况。
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随着人类基因组全长序列的获得，基因组研究

重点就从基因组学转移到蛋白质组学上来，以确定

每个基因的产物并作出基因表达图谱。在组织的发

育与分化过程中，基因的表达模式也在发生持续的

变化，这种基因表达的时空专一性决定了所有生命

过程的有序性，因此研究在正常发育和病理状况下

基因表达的变化情况对诠释这些生命现象有重要意

义，于是差异表达基因筛选技术应运而生 。

许多年以来，分离未知基因的方法仅限于差异

筛选 cDNA 文库，直到 1992 年 Liang 等川发明了一

种检测基因转录模式的方法，即 DDRT-PCR

(diffemtial display reverse-transcription PCR) ，第一

次实现了同时很灵敏地检测到真核细胞中大部分的

转录体。后来又先后出现了 RC4D(RFLP-coupled

differential display) [2.31 、 cDNA-AFLP[41 、 SAGE(serial

analysis of gene expression )[51及 cDNA 微阵列

(microarray)即基因芯片技术[6l ， 目前基因芯片技术

已经得到很大发展，可以在一张芯片上检测成千上

万个基因乃至全部基因组的基因表达情况。 以下对

现有的差异表达基因显示技术进行简要的总结，井

比较它们的优缺点。

1 基因差异表达的高通量定量显示系统
高通量定量显示系统包括 cDNA 阵列杂交、 寡

核昔酸阵列杂交、 SAGE 和 iAFLP(introduced ampli­

fied fragment length polymorphism)技术等， 可以在

一次实验中同时确定上千个转录体的丰度。

1.1 cDNA 阵列技术

cDNA 阵列包括 cDNA 阵列膜(macroarray)和

cDNA 微阵列(microarray)两种 。 macroaηay 技术是

将变性的双链 DNA 片段以机械方式点到尼龙膜上，

现在一张 12 cmx18 cm 的膜上最多可以点 6000 个

点，将实验组和对照组的 mRNA 通过逆转录掺入

[32町-dATP，分别与阵列膜杂交得到各自特异的杂

交模式，两者对照即得出基因的差异表达情况[71 。

Macroarray 在价格方面有优势， 因为一张尼龙膜可

以被重复杂交多达十次 ， 用少量的膜就可以检测出

几种组织或几种不同生理、病理状况下的组织中数

千个基因的表达情况。

cDNA 微阵列技术首先出现于 1995 年，研究者

用此技术检测了拟南芥根与叶组织中基因的表达丰

度，发现有 26 个基因在两种组织中的表达量相差 5

倍以上[61 0 cDNA微阵列技术是将 cDNA文库中的单

个克隆进行 PCR 扩增， 变性获得单链的 DNA 后，

经自动化点样制备阵列，包括光控固相化学合成与

激光共聚焦等在内的多项技术被用于了基因芯片技

术， 实验实现了全部自动化， 阵列上探针的密度通

常在 30000/cm2 。 相 比较 macroarray 技术， cDNA 

微阵列技术可以在一张芯片上同时分析两种不同的

探针，而且灵敏度达到 macroarray 的 50 倍以上闷。

但其不足之处在于所点样的序列并不是都是实验需
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340 -综述.

要检测的:此外所需的分析仪器比较复杂。本实验

室将 macroa叮叮和 microarray 技术应用于筛选小鼠

子宫动情周期不同阶段和着床起始相关的差异基

因 ， 发现它们与细胞增殖和凋亡、免疫调节 、 精

子获能调控以及子宫内膜接受性建立等密切相关 ，

由此更加全面地揭示了子宫多功能性的分子基础 。

cDNA微阵列技术在分析低丰度转录体方面比较

有限 ， 要确保某种低丰度转录体包含于 cDNA 微阵

列上，需从相应的 cDNA 文库中挑选非常大量的克

隆进行扩增点样:例如若要检测到丰度低于 0.001 %

的 mRNA分子，需制备的 cDNA 微阵列至少是标准

大小的 20 倍以上。

1.2 寡核昔酸微阵列

寡核昔酸微阵列技术首先在 1980 年被提出来，

其原理是通过与足够多的寡核昔酸序列杂交来确定一

DNA 的序列，故最初的目 的是建立一种经济快速的

测序方法[例，后来被主要应用于分析不同细胞间基因

的差异表达。 寡核昔酸微阵列通过直接在支持物表

面合成寡核昔酸片段来制备， 密度也能达到 30000/

cm2[IOJ 。 与 cDNA 阵列技术相比 ， 寡核昔酸微阵列

的优势是可以避免制备并保存许多不同种类的 DNA

群。但要通过寡核昔酸微阵列分析一个基因组的全

部基因表达信息，阵列上必须包含该基因组所有可

能的寡核昔酸序列，而目前的基因芯片技术还不能

使芯片达此种密度，故而要求首先必须知道该基因

组的所有序列，这也就限制了此项技术的使用范

围。 Bonner 等[IIJ用寡核昔酸微阵列技术分析了小鼠

肺的发育过程中基因表达变化情况，在 12 000 个寡

核昔酸序列中发现有 1346 个在各个不同发育阶段的

表达量有明显差异，为以后进一步研究差异表达基

因的功能打好了基础 。

对于一个转录体而言 ， 其浓度与标记荧光的强

弱正相关，在上述的几种阵列分析中，各种转录体

的浓度便是根据它们与芯片上互补片段杂交后信号

的荧光强度来确定的;而由于作为探针的各种转录

体的二级结构及退火温度有差异 ， 加之各自不同的

复性动力常数，杂交过程中所有转录体的杂交条件

都处于最佳是不可能的，因而不可避免会造成一定

的实验误差。

1.3 SAGE 

SAGE 与微阵列技术一样可以对低丰度转录体

进行高通量定量测定和差异分析[5 J 。 它的工作原理

可用图 1 显示，首先通过一系列的限制性内切酶作
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Fig.l Serial Analysis of Gene Expression (SAGE) 

用使每种 cDNA 都产生- 9 bp 的特异寡核昔酸片

段 ， 再通过连接 、 酶切和 PCR 扩增等一系列过程

产生这一片段的多联体， 将此多联体连接到特异载

体， 产生- SAGE 文库。由于这一片段在文库的出

现频率与相对应的 mRNA 在组织中的丰度正相关，

可对相应的转录体进行定量分析 。

一个 SAGE 克隆可以含有 20-50 个不同的寡核

昔酸片段，所以相比较微阵列的 cDNA 文库， SAGE 

文库要小的多。 此外 ， 由于所选用的内切酶作用比

较广泛，几乎所有的转录体都有该酶的切点，可以

产生 SAGE所必须的 9 bp 特异片段[12J 。 如果按每种

cDNA 产生 10 个片段计算，则需要对 150 000 个片

段进行测序，如果每个克隆平均含 20 个标记片段，

则需要测序分析 7500 个克隆;如此大量繁琐的测序

工作加之本身技术的难度和固有的缺陷使这项技术

的使用频率要比 DNA 微阵列少很多;然而近些年，

人们己经通过简化步骤、提高 PCR 扩增效率等对该

方法的修改使这些问题得到很大解决[13 . 14J 0 Berthi町

等[1 5J用此方法检测了牲畜在感染锥虫病前后基因的

表达变化情况， 发现了 187 个差异表达的基因，为

阐明牲畜对锥虫病有抗性的内在机制提供了新思路。

1.4 iAFLP 

iAFLP 也是一种高通量的基因转录模式分析技

术， 不过它只能用于分析不同组织或细胞间某己知
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Fig.2 Introduced 组nplified fragment length polymorphism 

(iAFLP) 

基因的转录体丰度[ 16]。它将不同组织来源的 cDNA

群都用限制性内切酶 Mbo 1 切开，然后分别与不同

长度的接头连接，再把连接不同接头的 cDNA 混合

在一起，用基因特异的引物与荧光标记的接头引物

扩增基因的 3' 端序列，这样由于接头长度不同使同

一转录体在不同 cDNA 群中的扩增片段长度不同，

聚丙烯酌肢凝胶电泳后 ， 边过与内置的标准比较即

可得出转录体丰度(图 2) 。 这项技术的缺点在于它只

能用于己知基因转录体的定量分析，但该技术的灵

敏性和准确性特别高，而且具有很好的可重复性 。

2 基因差异表达的高通量定性显示系统
定性显示系统包括 cDNA- AFLP 、 DDRT­

PCR、 RC4D 和差异筛选技术 。 它们都只能定性或

半定量分析基因的转录模式而不能进行精确的定量

分析 。

2.1 cDNA-AFLP 

cDNA-AFLP 技术由 AFLP 发展而来，经典的

cDNA-AFLP 步骤有 3 步 : ①限制性内切酶切开

cDNA ， 连接上寡核昔酸接头 : ②用 PCR 引物选择

性扩增限制性内切酶酶切片段 : ③电泳分析扩增的

片段，电泳条带的强弱与 PCR 模板的量呈正相关，

由此可以估计转录体的浓度[ 17 ] 。 此方法由于采用

PCR 扩增，使得需要的初始 RNA 量较少 。 但该技

术最大的限制就是要求被分析的 cDNA 分子上有合

cDNA synthesis 

AAAAA E E 
TTT 

5芒毕ts 主雪F 32Tr

相
己
…

+N忡』

仁主 E 
+NN-

E 
Ase -NN+ Taq 

few 
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己
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队在二
Fig.3 cDNA -AFLP 

适的限制性内切酶位点 ， 所以往往需要选用多种不

同的酶以确保每一种 cDNA 分子都能被检测到。在

PCR 扩增过程中会产生三种产物，因为在基因序列

中可能会存在一种酶的两个切点， 使酶切片段的两

端连接同样的引物，但这种几率很低(图 3) 。

2.2 DDRT -PCR 

DDRT-PCR 技术最早于 1992 年出现[1 ]，可以用

于分离在不同的真核细胞中差异表达的 cDNA 并加

以克隆。其原理是将两种细胞的 mRNA逆转录后进

行 PCR 扩增 。 PCR 3' 端引物序列是针对 mRNA 的

poly(A)尾设计的， 一般是 11 个 T 再加上两个碱基，

这样 12 种 3' 端引物(TllAA， T 11 AC , T lIAG , T llAT, 

T llCA, T llGA, T ll CC, T ll CG, T 11CT , TllGC , TllGG, 

TllGT)就可以与所有 mRNA 的 poly(A)尾匹配 ; 5 ' 端

引物是随机引物， 一般为 10 个碱基，因此产生一

些不同长度的 cDNA 片段 ， 电泳后比较两者的差别

而得到差异表达基因的 cDNA 。

这个方法存在许多严重的缺陷，它的 5' 端随机

引物一般常有 2-3 个碱基不能与 cDNA 模板完全匹

配，而且 PCR 反应中随机性、偶然性比较大，容

易造成非特异性扩增而造成高的假阳性率 [18]，这就

使下游的筛选工作很巨大[ 1 9] 。理论上此方法可以检

测到 95 % 以上的转录体， 但由于引物序列的随机性
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-综述

法有一些局限性， 首先由于需要构建文库和进行大

量的克隆筛选，所以此方法通常被认为是效率低而

且工作量极大的工作 ， 尤其当所寻找基因的表达丰

度极低，这可能是不可避免的:但是如果所寻找的

基因在实验组表达很高 ， 而在对照组表达非常低，

或反之，则需要筛选的克隆数不用很多。其次，消

减杂交需要的 mRNA量往往较高，而且会出现一定

的假阳性。 此外， 一次消减杂交只能向一个方向消

减，得到实验组中高表达的差异基因，如要想确定

实验组中低表达或对照组中高表达的基因，就需要

进行反方向消减实验 。

2.5 抑制消;咸杂交

抑制消减杂交(s up p r e ssion s ubtractive 

hybridization, SSH)它最早出现于 1996 年，是消减杂

交进一步改进后建立的一种简便而高效的差异表达

基因筛选方法。该方法是以抑制 PCR 为基础的

cDNA 消减杂交，其原理见图 4，抑制 PCR 就是利

用非目标序列片段两端的长反向重复序列在退火时

TOlal RNA or mRNA- ds-tester cDNA and ds-driver cDNA 
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a 
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一
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统
M
E

nv
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Fig.4 

和竞争性模板结合位点的存在 ， 很难确定实际的效

率[20]。此外，由于 PCR扩增从 rnRNA 的 3' 端开始，

所以一些扩增子(ampl icon)不含有义序列，而只含

有 3' 端的非翻译区，从而在基因文库中找不到同源

序列 。 最后，扩增信号的强弱与开始时 mRNA 的

浓度不存在精确的正比关系。尽管有上述缺陷，由

于其实验步骤较简单，此方法在实际工作中应用仍

较多，例如用于筛选在肿瘤发生、愈伤过程以及胚

胎植入过程中起重要作用的基因 [21 . 22]等 。

2.3 R C4D 

RC4D 由 cDNA-AFLP 与 DDRT-PCR 结合发展

而来， 与其他技术不同 ， 它只能用于分析属于同一

个家族的基因，并且需要已知一个基因家族特异的

核昔酸序列(fami ly specific domain, FSD) 。 鉴于同

一基因家族的基因通常含有保守的区域即 FSD ，

RC4D 技术就根据这一点设计长的 FSD 特异引物代

替 DDRT-PCR 中的随机引物， 使其特异扩增同一基

因家族的基因[23] ; 由于扩增产物的长度大略相同，

所以就引入了 AFLP 方法， 通过限制性内切酶切割

后，扩增子的长度由原来的 1 kb 变为几百个碱基不

等， 这样同一家族的不同基因就可通过聚丙烯酌肢

凝胶电泳很好地区分开来。 此技术中由于采用长引

物与严格退火条件使之比 DDRT-PCR 有更好的可重

复性，井且可以半定量分析转录体的浓度 。 RC4D

技术的主要缺陷是: 被分析基因家族的成员在 3' 端

的上游要存在一保守区 ， 同时在保守区内不能含有

限制性内切酶位点 ， 否则会因丢失引物的结合区而

不被检测到。

2.4 差异筛选技术

最早用于分离差异表达 cDNA 分子的方法是差

异筛选质粒或噬菌体 cDNA 文库。 理论上它可以用

来筛选任何差异表达的基因，而实际运用中 ， 只有

当被筛选基因的 rnRNA在一种细胞总 rnRNA 中的含

量三 0.05 % ，而在另一种细胞中的含量运 0.01 % 

时，对这两种细胞进行基因表达的差异筛选才最有

效[叫 。

随后又发展起来消减杂交 (s ubtracti ve

hybridization)技术，让来自一种细胞的 cDNA ， 与

来自另一种细胞的大约 20 倍量的 mRNA彻底杂交，

这样在第一种细胞中表达而在第二种细胞中不表达

的基因就不会形成 DNA-RNA 杂交体而保持为单链

DNA ， 可以提高低丰度 mRNA 的检测效率，被检

测mRNA 的丰度范围为 11500 到 1120000 。 但此方
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产生"棋柄' 结构，无法与引物配对，从而选择性

地抑制非目标序列的扩增 。 同时由于 SSH 采用两步

杂交和两步 PCR，保证了该方法具有较高的特异

性，大大降低假阳性率。 而且此方法的均等化和目

标片段的富集，保证了低丰度 mRNA 也有被检出的

可能，从而具有比 DDRT-PCR 方法更高的敏感性。

SSH 方法需要的 mRNA 量较多，通常为几微

克，若是 mRNA 量不够，那么低丰度的差异表达

基因很可能会检测不到 。 目前一个有效的解决办法

是将高保真全长 cDNA合成技术与 SSH 相结合，使

一些量少而且很珍贵的实验材料也可以用 SSH 检

测 。 本实验室近年在这方面开展了一些有意义的工

作，我们将 Clontech 公司的 SMARpM PCR cDNA 

Synthesis 试剂盒与 PCR-Select™ cDNA Subtraction 

试剂盒联合使用， 筛选着床启始期恒河猴着床点与

非着床点子宫内膜差异表达的基因 。 SMARTcDNA

合成技术可以确保从 0.05-1 问的总 RNA 也可以得

到扩增量的高质量全长双链 cDNA，而且很好地保

持了原初 mRNA 的相对丰度，使差异筛选所需的

RNA量可以降低很多 。 在恒河猴着床位点的实验材

料非常稀少而难得的情况下，我们成功筛选到一些

与胚胎植入启动相关的恒河猴新基因 [25] 。
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High Throughput Screening Methods Used to Identify 

Differentially Regulated Genes 

Fei-Xue Li, Yan-Ling Wang* 
(State Key Laboratory 01 Reproductive Biology, lnstitute 01 Zoology, Chinese Academy 01 Sciences, Beijing 100080, China ) 

Abstract cDNA 缸Tay， gene chip, iAFLP (introduced AFLP), SAGE (serial analysis of gene expression), 

cDNA-AFLP, DDRT-PCR, RC4D (RFLP-coupled differential display) and SSH (suppression subtractive 

hybridization) are techniques being used extensively to identify differentially regulated genes in organisms. ln this 

review, these display systems are evaluated and compared. The general principles on which the different tech­

niques are based and which determine their potential and their limitations are described. Some examples are given 

about the utilization of these methods. 
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