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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

提供重要信息。以差别筛选，扣除杂交等基本方法为出发点，研究基因表达差异的方法不断完善，先后出现了

BBC1/DEC，CBF，GGH，AB+F 微阵列（基因芯片）等技术。这里着重对这些方法的优缺点及改进进行了论述和评介，

并对技术的发展趋势进行了分析。
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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信

息。从研究肿瘤发生开始，人们已经把基因表达差异的研究

拓展到了诸如病理、植物胚胎发育、形态发生、信号传导、植

物抗逆、抗病等众多领域。而分离与克隆相关基因是了解这

些生命过程的基础。早期使用的差别筛选技术和扣除杂交

法灵敏度低，工作量大，成本高，重复性差，已逐渐被淘汰。

以二者为出发点，分离差异表达基因的技术不断发展与完

善，先后又建立了 9C+F 差异显示技术（BBC1/DEC）［!］，代表

性差异分析（CBF）［$，J］，抑制性扣除杂交（GGH）［#］等方法，同

时，为满足进行大规模基因信息解析的需求，AB+F 微阵列

和基因芯片技术也已经应运而生。目前，这些方法已得到广

泛应用，并且成功地分离了病理［0］、免疫［3］、植物抗逆［&］、组

织特异性表达［"］等相关基因。这些方法各有优缺点，对一项

具体研究而言，选择合适的方法是十分重要的。鉴于此，本

文对目前几种常用方法进行了论述和评介，同时对技术的发

展趋势进行了分析，希望对技术的选择能有所帮助。

! 9C+F 差异显示技术（BBC1"DEC）

!44$ 年由 D* K:6<? 等建立的 9C+F 差异显示技术利用

真核细胞 9C+F JL/M().（F）N 尾，选取 1!$ O+（O P FQEQR，+ P

FQRQEQ1）作为锚定引物与 9C+F 的 M().（F）N 尾结合，在反转

录酶作用下启动 9C+F 群体的反转录，用另一随机寡核苷酸

引物进行 DEC 扩增。由于寡核苷酸随机引物随机结合在

AB+F 的互补靶位点上，因此来自不同 9C+F 扩增片段的大

小是不同的，通过电泳即可显示差异表达的 AB+F 片段。

BBC1/DEC 以 DEC 技术为基础，能将 9C+F 表达差异进

行放大，因此可以对低丰度 9C+F 进行鉴定，具有操作简便，

灵敏度高的优点，但它也存在假阳性率高、重复性差、需要进

行大量的引物筛选工作、得到的特异 AB+F 片段往往是 JL端
的非编码序列以及序列胶分析结果常呈弥散（G926S）状态等

不足之处［4］。

自 !44$ 年建立以来，差异显示法又经过了不少改进，如

引物、电泳条件、探针的标记等，使之得以不断完善。然而，

有些缺点，如需要进行大量的引物筛选工作、得到的特异

AB+F 片段往往是 JL端的非编码序列以及 DEC 优先扩增高

丰度序列等，是由该方法本身的原理所决定了的，仅仅依靠

技术本身的改进是无法克服的。

# 代 表 性 差 异 分 析（C2MS2T2<U6U:(<6) V:>>2"
S2<A2 6<6).T:T (> AB+F，AB+F CBF）

AB+F CBF 技术［J］是在 K:T:UT.< 等［$］建立的基因组 CBF
技术之上发展而来的。在 AB+F CBF 技术中，12TU2S 和 BS:W2S
AB+F 首先用识别 # 个碱基的内切酶消化，然后分别接上寡

聚核苷酸接头（FV6MU(S），并以接头为引物进行 DEC 扩增，随

后切除它们的接头，仅在 12TU2S 0L末端接上新接头，然后与大

大过量的 BS:W2S 混合杂交，杂交产物经 16= 酶补平 JL末端后

以新接头为引物进行 DEC 扩增。杂交形成 J 种杂交体，即

12TU2SQ12TU2S，12TU2SQBS:W2S，BS:W2QBS:W2S。J 种 杂 交 体 中 只 有

12TU2SQ12TU2S 杂交体两个 0L端都带有新接头（见图 !），补平 JL
末端后，两条链均能与 DEC 扩增引物配对，因此其扩增为指

数扩增。其它杂交体呈线性扩增或无法进行扩增。经过首



轮 !"# 过程，$%&’%( 中的目的 ")# 将得到第一次富集。将第

一轮产物更换新接头，进行第二轮 !"# 过程，目的 ")# 可得

到进一步的富集。

图 * !"# 过程示意图

+,-.* $/% &0/%1% 23 ’/% !"#

图 4 !"# 改进示意图

+,-.4 $/% ,15(26%1%7’ 23 ’/% !"# &0/%89:%

0")# !"# 技术实现了对靶序列的差减杂交富集和动

力学富集，可以使靶序列在三轮杂交后被富集百万倍以上，

仅占 $%&’%( 中 ;<;;;=> 的靶序列也可以得到分离与富集。

同时，长引物（4?1%(）及高退火温度（@; 或 @4A）避免了引物

错配问题，假阳性很低。然而，该技术也存在许多缺陷，如需

要高质量的 "(,6%( ")# 和 $%&’%( ")#；不能解决个体 1!)#
在丰度上存在巨大差异的问题，当靶序列浓度较低时，其富

集受抑制等。此外，它还存在操作繁琐，实验周期较长、实验

成本相对较高等不足之处。

为此，我们对 !"# 实验方法进行了改进（见图 4）：首先，

在杂交缓冲液中加入 *;> BCD E;;; 以促进杂交，这样可将

每轮杂交所用 "(,6%( ")# 的用量由 ?;!- 减至 ?!-，$%&’%( 的

用量随之降低；第二，"(,6%( ")# 和 $%&’%( ")# 经限制性内切

酶消化之后，分别与不同的接头连接，并进行 BF! 扩增制备

代表性扩增子；第三，制备好的 $%&’%( 和 "(,6%( 代表性扩增子

无需换接头即可直接用于杂交，杂交产物经绿豆芽核酸酶

（GH)）消化后进行 BF! 扩增即得到该轮差异产物，差异产物

可直接与 "(,6%( ")# 进行下一轮杂交。改进后的 !"# 减少

了 "(,6%( ")# 用量，节省了 $IJ 聚合酶的消耗；整个实验过

程中只在制备代表性 ")# 时进行酶切及连接的操作，简化

了实验步骤，只需不到 * 周的时间即可轻松完成原本 K 周才

能完成的实验；同时减少了昂贵的内切酶、连接酶和接头的

消耗，降低了实验成本，使得改进后的 !"# 更具有了简便、

快捷、经济、实用的优点，增强了该方法的应用性（待发表）。

! 抑 制 性 扣 除 杂 交（L955(%&&,27 &9M’(I0’,6%
/NM(,8,OI’,27，LLP）

!"# 不能解决高丰度序列对低丰度序列富集的干扰，

因此通常需要进行多轮的扣除杂交过程。针对此缺陷，",Q
I0/%7R2 等在 !"# 的基础上发展出了 LLP 技术［?］。LLP 在保

留 !"# 的差减富集和动力学富集因素的同时，通过在杂交

之前对 0")# 的丰度进行均一化处理，使丰度上有差别的单

链 0")# 相对含量基本一致，从而解决了高丰度序列对低丰

度序列富集的干扰。

图 K LLP 过程示意图

+,-.K $/% &0/%1% 23 ’/% LLP

在 LLP 过程中，$%&’%( 0")# 被分为两部分，分别接上不

同的接头（#8I5’2(* 和 #8I5’2(4），然后将过量的 "(,6%( 分别加

入到两份 $%&’%( 样品中进行杂交，样品热变性、退火，单链
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!"#$ 均一化。%&’(&) 中与 ")*+&) 共有的非靶 !"#$ 与 ")*+&)
杂交，而靶 !"#$ 由于差异表达而得到第一次富集。混合第

一次杂交的两份样品，再一次加入变性 ")*+&)，只有在第一轮

杂交过程中未退火的 %&’(&) !"#$ 才能再结合形成 ,、! 和新

的 & 杂交体（见图 -）［.］。新形成的杂交体 & 与第一次和第二

次形成的杂交体 ,、! 有明显不同的特征，即 & 杂交体的 /0端
有不同的接头序列，一个来自于样品 1（$234(5)1），另一个来

自于样品 6（$234(5)6）。随后进行的 789 扩增所采用的引物

71和 76 的序列分别与 $234(5)1 和 $234(5)6 的外段序列相

同，这样只有 & 型分子两端的接头均能和引物配对，进行指

数扩增，而其余分子或者无法进行扩增，或者只能进行线性

扩增。

对富集高丰度和低丰度差异表达基因的 !"#$ 而言，

::; 技术是一种简单而有效的方法，一轮 ::; 过程仅需 - < .
2 的时间；均一化步骤使 ::; 可以一次分离到上百个差异表

达的基因，阳性率有时可高达 =.>［1?］，但如此多的差异产物

也增加了后期的分析工作。同时，与 9"$ 相比，::; 只进行

一轮杂交循环，差异基因的富集程度较低，特别是当 %&’(&)
与 ")*+&) 两群体间的差异较小时，仅一轮杂交将造成假阳性

率升高。

! !"#$ 微阵列和基因芯片

上述技术都是基于扣除杂交或差异筛选技术之上的，他

们均面临一个共同的、难以解决的矛盾，即要达到有效地扣

除，必然会丢失一些表达差异较小的或是低拷贝的基因，而

获得较为全面的差异产物的同时，又增加了后期的分析工

作。!"#$ 微阵列和基因芯片是用 )&+&)’& #5)(@&)A 斑点杂交

来检测基因表达差异的技术，它把代表不同待检测基因的

!"#$ 或特异的寡聚核苷酸固定在固相支持物上，并与来自

不同细胞、组织或同一细胞不同状态下的 "#$ 探针或 !"#$
探针进行杂交，然后用特殊的检测系统对每个杂交点进行定

量分析，杂交信号的有无或强弱反映了其所代表的基因在不

同细胞、组织或器官中的表达状况。这样就可以以定量的方

式同时对大量基因的表达差异进行对比分析。

!"#$微阵列和基因芯片技术的优越性是十分明显的，

它解决了上述几种方法所面临的富集与扣除之间的矛盾，目

前已经在人类疾病诊断［11］、文库筛选［16］、转录调控［1-］、植物

抗逆性研究［B］等领域得到了越来越广泛的应用并获得了巨

大成功，将来必将成为该领域的技术主流。然而，对基因序

列信息的依赖使该方法只能用于研究较深入的少数物种，此

外，成本过高，灵敏度低以及点在玻璃片上的 3))3C 不能重复

使用等问题也是目前限制该方法广泛应用的主要因素。

" 前景与展望

综上所述，!"#$ 微阵列和基因芯片技术具有十分突出

的优点，然而目前还无法广泛采用。其它几种方法都有各自

独特的优点和局限性，将不同方法有机地结合起来不失为一

种良策。现在已有实验室将 !"#$ 微阵列技术与 9"$ 或

::; 相结合，作为 9"$ 及 ::; 产物的鉴定技术，对阳性差减

产物进行快速、有效的筛选［1.，1/］。这种结合可能是目前分离

与鉴定差异表达基因的一个较好的选择。

分离差异表达基因的方法很多，除了以上介绍的几种技

术之外，还有 9DE7 与区域定向差异技术相偶联的 ""9%F
789（9DE7F!5G4H&2 25I3*A 2*)&!(&2 2*JJ&)&A(*3H 2*’4H3C，98."）技

术，交互扣除 9#$ 差别显示技术，以及基因表达系列分析

（:&)*3H 3A3HC’*’ 5J K&A& &L4)&’’*5A，:$MN）等，限于篇幅，在此不

作介绍。
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