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摘 要
:
随着植物基 因组计划的深入

,

植物基因组学研 究的重点 已经转吏为基因组功能的研究
,

印利 用基因组

序列 的信息和 高通全的 系统分析技 术
,

在基 固组水平研 究植物结构和组织 与桂物功能在细地
、

有机体和进化

上的 关系
.

对功 能基因组学研究的内容
、

方 法以及最祈研 究进展进行 了综述
.
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随着部分模式植物基因组测序的完成
,

功能

基因组的研究愈发受到重视
.

功能基因组学是利

用结构基因组学提供的信息
,

运用高通量序列分

析技术
、

大规模实验技术
、

计算机统计分析技术和

生物信息学来研究基因功能
.

植物的生长和发育是

一个有机体或有机体的一部分形态建成和功能按

一定次序而进行的一系列生化代谢反应的总合
.

反

应在分子水平上
,

它要求相应的遗传代谢途径必须

按照特定的时空次序严格进行以保证正常发育
.

植物功能基因组研究就是要利用植物全基因组序

列的信息
,

通过发展和应用系统基因组水平的实

验方法来研究和鉴别基因组序列的作用 ; 研究基

因组结构和组织与植物功能在细胞
、

有机体和进

化上的关系以及基因与基因间的调控关系 ; 从表

达时间
、

部位和表达水平 3 个方面对 目的基因在

植物中的精细调控进行系统研究
.

1 功能基因组的研究内容

在功能基因组的研究内容方面
, ‘

国内外都注

重尽可能获取更多的全长基 因的表达序列
、

饱和

突变体库的创建
、

高通量的转基 因遗传分析和比

较基因组学研究
,

以便通过改变基因的表达状况
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寻找基因与性状的联系
,

而最终阐明基因的功能
.

“

功能基因组学
”

研究的基本策略是以整体的观

点
,

对转录组和蛋 白组以及代谢组进行系统的高

通量的分析
,

即从一次研究一个基 因或一个蛋

白
、

特定的组分转变到一次系统分析所有基因或

蛋白质以及多种代谢途径及其代谢产物的变化
.

在植物功能基 因组学的研究中
,

拟南芥和水稻是

两种最常用的模式植物
,

对模式植物功能基因组

的研究将有助于整个植物基因组学的研究
.

功能基因组主要包括基因组 (ge no m ics )
、

转

录组 (t

ran
se ip to m e

)
、

蛋 白质组 (Pro teo m e ) 以及代

谢组等几个方面
.

基 因组 (g en
o m e) 是指某一生物

的所有 D N A
.

基因组学是一门研究生物的整个基

因组的科学 ; 转录组是指某一生物或细胞所有基

因表达的 R N A
.

转录组学是一门对某一生物或细

胞所有基因表达的 R NA 进行全面分析的科学 ; 蛋

白质组是指某一生物或细胞在各种不同环境条件

下表达的所有蛋白质
.

蛋 白质组学是一门对某一

生物或细胞在各种不同环境条件下表达的所有蛋

白质进行定性和定量分析的科学
,

转录组学和蛋

白质组学是分别在基因的转录和转录后的蛋白质

翻译与修饰两个水平上研究基因的功能
.

一个细

胞的基因转录表达水平能够精确而特异地反映其

类型
、

发育阶段以及应激状态
,

是功能基因组学的

主要研究内容之一
.

目前的功能基因组研究主要

包括以下几个方面
:

l) 全长 c D NA 克隆与测序 ;

2) 获得 D N A 芯片等基因转录图谱 ;

3 ) 突变体库的构建 ;

4) 高通量的遗传转化鉴定系统 ;

5) 生物信息技术平台与相应数据库的构建 ;

6) 研究基因组表达的全部蛋 白质及其相互

作用为主要内容的蛋白质组学
.

2 功能基因组研究的主要策略

植物功能基因组学是一个崭新的研究领域
,

其研究方法正在不断发展和完善
.

目前
,

获得一

段 D N A 序列的功能信息的最简单的方法是将该

D N A 序列与 Ge
n B a n k 中公布的基因序列进行同

源性比较
,

如利用 BLA S Th 和 BLA ST x
两种软件

分别进行核昔酸和氨基酸序列同源性 比较等
.

上

述 同源性检索分析方法仅仅为该 D N A 片段的功

能提供了间接的证据
,

对基因功能的直接证据还

需要实验上的数据
.

B ou ch ez 和 H o ft e 将所需要的

实验证据归纳如下
:

l) 通过研究基因的时空表达模式确定其在

细胞学或发育的功能
,

如在不同细胞类型
、

不同

发育阶段
、

不同环境条件下以及病原菌侵染过程

中 m R N A 和蛋白质的表达的差异等 ;

2 ) 研究基因在亚细胞内的定位和蛋 白质的

翻译后调控等 ;

3 )利用基因敲除 (kn
o ck

一 。ut )技术进行功能

丧失 (105 5 of fu nc ti on ) 分析或通过基因的过量表

达 (转基因) 进行功能获得 (脚
n of fu nc ti on ) 分

析
,

进而研究 目的基因与表型性状间的关系 ;

4 ) 通过 比较研究 自发或诱发突变体与其野

生型植株在特定环境条件下基因表达的差异来获

取基因功能的可能信息
.

为了功能基因组的深人研究
,

人们相继建立

了一系列新的技术和方法
,

包括功能基因表达克

隆 (fu nc tio n al e lo n in g )
、

基因芯片 (罗ne
e h ip ) 或基

因微阵列技术 (mi cr o a rr a y )
、

基因表达系统分析

(Se ri al an al ys is of g e n e e x p re s s io n ,

SA GE )或表达

序列标签 (
e x p re s s e d se q u e nc e

tsg
,

E ST )
、

蛋白质

组技术 ( p ro teo m ic 。
)

、

质谱测序技术
、

生物信息

学 (bi ul nfo
n , a tic s )

、

插人突变 (i、ert ion m u

tag ~
-

51 5 ) 等等
,

这些前沿技术为功能基因组学的研究

提供了强有力的技术发挥
.

2
.

1 表达序列标签测序技术 《ES T )

通过从
c D N A 文库 中随机挑取的克隆进行测

序所获得的部分
c D N A 的 5

’

或 3
’

端序列称为表达

序列标记 ( E ST )
,

一般长 3 00 一 5 00 如 左右
,

利

用 E sT 作为标记所构建的分子遗传 图谱被称为

转录图谱
.

目前植物 E ST 计划主要集 中在拟南

芥和水稻上
.

这些 E sT 不仅为植物基 因组遗传

图谱的构建提供 了大量的分子标记
,

而且来自不

同组 织和器官的 E ST 也为基因的功能研究提供

了有价值的信息
:
当一个已知功能和特征的基 因

从一个植物中克隆出来后
,

就可以通过 EST 数据

库去鉴定另一种植物中的具有同样特征的直向同

源基因
.

此外
,

E sT 计划还为基因的鉴定提供了

候选基因 (
e a n d idate

,
)

.

E ST 的一个不足之处在于

通过随机测序有时难以获得那些低丰度表达的基

因和那些在特殊环境条件下 (如生物胁迫和非生

物胁迫 ) 诱导表达的基 因
.

随着基因组测序计划

的完成
,

这个缺点可以得到弥补
.

2
.

2 播入突变

通 常应用 于植物方 面的插人突变有 两种 类
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型 : 转座因子 (t
ran

spo s
on

s ) 和农杆菌介 导的转移

D N A (Tfa n s fe r D N A
,

T
一

D N A )
.

机理是 :外源序列的

插入
,

导致内源基因表达受阻
,

出现突变体表现型
.

转座子是存在于染色体 D N A 上的一段可 自

我复制和位移 的 D N A 序列
.

转座子的转位插人

作用
,

使被插人的 目的基因发生突变失去活性
,

而

转座子的删除又可使 目的基因恢复活性
.

因此利

用转座子的转位插入作用可对被插人的目的基因

进行基因功能的研究
,

这就是转座子标签技术
.

转座子标签技术已成为植物基因鉴定
、

分离的有

效方法
.

土壤根癌农杆菌可将 自身携带的 Ti 质粒上

的一段 T
一

D N A
,

通过侵染植物伤 口而转移到植物

基因组中
.

T- D N A 的插入可引起植物基因突变
,

它一般是通过阻断正常基因的表达而表现为敲除

突变
.

通过对 T
一

D NA 两侧基因序列作特异扩增

等方法可分离野生型的基因
.

这种方法可在预先

不知道基因的产物和表达的情况下分离基因
.

插人性诱变最大的技术障碍是
: 转化过程中

经常产生体细胞克隆变异
.

这种变异不是插入诱

变的结果
,

而是组织培养转化体系诱变的产物
.

但随着转化方法的改进
,

将降低非标记突变体的

出现
.

2
.

3 基因表达系统分析 (S A G E )

V e le u le s e u 等人 19 9 5 年 发明 T 基 因表达系

列分析技术
.

这是一种高通量且快捷有效的基因

表达研究技术
,

可用于研究任何一种 由细胞转录

变化引起的生物现象
,

而无须对基因性质和生物

系统预先有所了解
.

SA G E 是以转录子 (
c D N A )上特定区域 9 一 10

bp 的寡核昔酸序列作为标签 (tag ) 来特异性代表

该转录子
.

然后通过连接酶将多个标签 (一般为

20
~ 6 0 个 ) 随机 串联并 克隆到载 体 中

,

建立

SA GE 文库
.

通过对双标签的序列分析
,

可获得

基因转录的分布以及表达丰度的情况 (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
.

SA G E 技术 已广泛用于全面获

取生物基因的表达信息
,

定量比较不同状态下的

基因表达
,

寻找新基因等研究领域
.

2
.

4 基因芯片

基因芯片技术
,

是指采用特殊的手段
,

将大

量基因探针分子按一定的方式密集排列并固定在

面积有限的特殊材料表面
,

通过未知样品中的生

物分子与芯片上所载的已知分子间的杂交
,

反应

结果用同位素法
、

化学发光法或酶标法显示
,

然后

用精密的扫描仪或 CCD 摄像技术记录
,

通过计算

机件分析
,

形成可读信息
,

实现对细胞
、

蛋 白质
、

D N A 以及其他生物组分的准确
、

快速
、

大信息量的

检测
.

通常比较典型的 D N A 芯片制备方法有4 种
:

第 1 种方法是 A ff) 叨
e tri x

公司开发的光引导

原位合成法
,

该方法是微加工技术中光刻工艺与

光化学合成法相结合的产物 ; 第 2 种方法是 Inc yt e

Ph~ ac eu ti c d 公司采用的化学喷射法
,

该方法

是将合成好的核昔酸探针定点喷射到芯片上并加

以固定化来制作 D N A 芯片 ; 第 3 种方法是斯坦福

大学研制 的接触式点涂法
.

在 D N A 芯片制备中

通过高速精密机械手的精确移动让移液头与玻璃

芯片接触
,

而将 D N A 探针涂敷在芯片上 ; 第 4 种

方法是通过使用 4 支分别装有 A
,

T
,

G
,

C 核昔的

压电喷头在芯片上并行地合成出 D N A 探针
.

根 据制 备 方法 的不 同 可分 为
: D NA 芯 片

(n N A e hip )
、

微点阵 (M ie ro a rr a y) 和电子芯片
.

D N A 芯片是利用原位合成法或将一 系列寡

核昔酸以预先设定的排列方式固定在固相支持介

质表面 (硅片
、

玻片
、

尼龙膜等 )
,

形成高密度的寡

核昔酸的阵列
,

以用于杂交
.

由于链 内互补序列

及 Tm 值等因素的限制
,

其中寡核昔酸的长度一

般 为 25 如 左右
.

此种芯 片可用于 D N A 的序列

测定
、

突变的检测及基因转录表达分析
.

微点阵
,

多指通过点样法制备的中
、

低密度点

阵芯片
.

所用支持物一般为玻片
、

尼龙膜等
.

玻

片需经特殊的处理
,

多是经过多聚赖氨酸等进行

包被或进行其他形式的化学修饰
.

点样于其上的

探针可 以是 。D N A 片段
,

基因组片段
、

寡核昔酸或

核酸类似物如 PNA 等
.

微阵数据分析的一个主

要用途是在特定的组织和代谢过程中鉴定有相关

作用的基因
.

电芯片是带有阳电荷的硅芯片
、

芯片经热氧

化
,

制成 1 m m x l
~ 的阵列

,

每个阵列含多个微

电极
,

每个电极上通过氧化硅沉积和蚀刻制备出

样 品池
.

将连接链亲和素的琼脂糖彼盖在 电极

上
,

电场作用下生物素标记的探针即可结合在特

定电极上
.

基因芯片技术的主要应用领域为基因表达谱

分析
、

新基因发现
、

基因突变及多态性分析以及监

测基因组在不同时期断面上的整体转录表达状况
.

因此
,

基因芯片技术已成为功能基因组学研究中

一项非常重要和关键的实验技术
.
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.

5 蛋白质组技术

由于 基 因芯 片技 术 只 能反 映从基 因组 到

R NA 的转录水平上的表达情况
,

而从 R N A 到蛋

白质须经过许多中间环节的影响
,

因此仅凭基因

芯片技术我们还不能最终掌握生物功能具体执行

者
—

蛋 白质的整体表达状况
.

蛋 白质组是指基因组表达的全部蛋白质及其

存在方式
.

蛋白质组学 旨在 阐明生物体全部蛋 白

质的表达模式及功能模式
,

其内容包括鉴定蛋 白

质的表达
、

存在方式 (修饰形式 )
、

结构
、

功能和相

互作用等
.

利用蛋白组研究植物功能基 因组可以

得到以下 3 方面信息
:
从基因序列预测的基因产

物的翻译情况 ;基因产物的相对浓度 ;基 因产物翻

译后的修饰程度
.

蛋 白质组学将基 因表达的数据

与植物代谢和植物表型的问题紧密连在一起
,

既

可以用于研究植物生理机制
,

又可以用于研究未

知功能的蛋白质
.

蛋 白质组学研究技术和方法很

多
,

并不断发展和出现新的技术
.

2
.

5
.

1 双向聚丙烯跳胺凝胶 电泳 (Z D
一

PA G E)

迄今为止
,

它仍然是分离蛋白质的最有效的

方法
.

与基因组研究不同的是
,

蛋白质组学并没

有类似于 PCR 反应的扩增方法
,

因此
,

分离样品

的精确性就成了至关重要的问题
.

随着荧光染料

应用
,

以及 Z D
一

PA G E 相关技术
,

如高度敏感的质

谱 (Ma s s 一 s p e e

tro m e tri e ) 和 E ST 数据库的发展
,

使

分离和鉴定蛋 白质的工作进一步得到提高
.

2
.

5
.

2 质谱 (M a s s 一s p e e tro m e trie )技术

质谱技术是近年来蛋 白质组学研究最重要的

技术 突破之一
,

其原理是将样品分子离子化
,

根

据离子间质荷 比 (m / : ) 的差异来分离并确定质

量
,

是高灵敏度高特异性地快速鉴定生物分子的

技术
,

质谱鉴定有两条主要途径
,

一是
“

肚链质量

图谱
”

途径
.

测量质谱 的方法是基质辅 助激 光

解 吸附 / 电离法
,

通过测定一个蛋 白质酶解混合

物 中肤段 的电离飞行时间来确定其分子量等数

据
,

最后通过相应的数据库搜索鉴定蛋 白质 ; 二

是串联质谱途 径
,

将胰蛋 白酶 消化后 的蛋 白质

单 个肤 链直 接从液 相经
“

电喷离 子化
”

而 被 电

离
,

分解为氨基酸或含有 C 末端 的片段
,

片段化

离子被喷射 到
“

串联 质谱仪
”

进行 质量测定
,

以

得到序列信息
.

质谱技术还可用于蛋 白质磷酸化
、

硫酸化
、

糖

昔化以及其它一些修饰的研究
.

2
.

5
.

3 蛋 白质芯片 (枷
te in e hip s

) 技术

蛋白质芯片技术是一种高通量
、

微型化和 自

动化的蛋白质分析技术
.

在蛋白质芯片技术途径

中
,

首先将一系列的蛋白质 (如抗体 )按照一定的

排列格式 固定在经特殊处理 的材料表面上
.

然

后以我们感兴趣的样品为探针来探查该表面
,

那

些与相应的抗体相结合的蛋白质就会被吸附在表

面上
.

而后把未与抗体结合的蛋白质洗掉
,

把结

合的蛋白质洗脱下来
,

经凝胶 电泳之后通过质谱

法进行鉴定
.

这种技术实际上是一种大规模的酶

联免疫分析
.

蛋 白质芯片制作过程 中最重要的是

保持蛋 白质的活性
.

蛋白质之间的相互作用是蛋白质组研究中的

一个关键问题
.

蛋白质芯片能够同时分析上千种

蛋白质的变化情况
,

使得在基因组水平研究蛋 白

质的功能 (如酶活性
、

抗体的特异性
、

配体
一

受体

交互作用以及蛋 白质与蛋白质或核酸或小分子的

结合 ) 成为可能
.

2
.

6 生物信息学

生物信息学是分子生物学和计算机信息处理

技术结合后研究生命现象
、

组织和分析呈指数增

长的生物学数据的一门学科
.

生物信息学由数据

库
、

计算机网络和应用软件 3 大部分组成
.

它是

利用计算机科学
、

数字和统计学的方法
,

通过搜

索
、

分析
、

比较大量的基因和蛋 白质序列数据
,

建

立理论模型
,

进行基因结构的鉴定
、

分子设计
、

蛋

白质结构预测
、

蛋白质结构 与功能关系的研究
.

该学科以计算机和生物电子设备为主要工具
,

发

展各种软件
,

对 日益增长 的 D NA 和蛋 白质 的序

列结构进行收集
、

整理
、

储存
、

发布
、

提取
、

加工
、

分

析和发现
.

生物信息学的研究 目标是揭示
“

基因

组信息结构的复杂性及遗传语言的根本规律
”

.

生物信息学研究的重要 内容有
:
大规模基因

组测序中的信息分析 ; 大规模基因功能表达谱的

分析 ;新基因和新 SN P (s in
gl

e n u e le o tid e
po l卿

o r-

p hi s m s
)的发现 ;与鉴定密码起源和生物进化的研

究等
.

随着功能基因组研究的深人
,

生物信息学发

挥的作用越来越大
,

这将推动功能基因组的快速

发展
.

3 小结

随着人类基因组计划
、

植物基因组计划和微

生物基因组计划的出现
,

生物科学的研究已进入
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后基因组时代
.

基因组学的研究也从结构基因组

学转 向功能基因组学研究
.

结构基因组学是 以建

立生物体遗传
、

物理和转录图谱为主
,

是基因组研

究的初级阶段
.

功能基因组学是利用结构基因组

学提供的信息
,

运用高通量序列分析技术
、

大规模

实验技术
、

计算机统计分析技术和生物信息学来

研究基因功能
,

是基因组研究的离级阶段
.

植物

功能基因组学的研究将不仅会使我们全面
、

客观

地了解基因的功能
,

而且将有助于我们更好地利

用这些研究结果定性地改造植物性状
,

使其更好

地服务于人类社会
.

相信随着对基因调控规律的

进一步揭示和蛋白质结构与功能的进一步研究
,

植物功能基因组学的研究一定能够在农业 的高

产
、

优质
、

超高产育种以及人类重大疾病的防治等

方面做出重大贡献
.
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