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基因克隆技术的研究进展
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摘  要:为能快速而准确地克隆目的基因, 综述了一些基因克隆常用技术, 包括差异表达基因分离技术、转座子
标签技术、图位克隆技术、同源序列技术、表达序列标签技术的原理、应用及应用潜力, 并对其作了简要的评价.

这些技术有利有弊,应根据不同的实验目的和水平来选择相应的技术.
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Abstract: To clone candidate gene quickly and correctly, advances about gene cloning included map-based cloning,

transposon tagging, homology-based candidate gene method, expressed sequence tagging methods and some differen-

tially expressed gene clone method are introduced and appraised. Because of the advantages and disadvantages of

those techniques, various technique should be selected according special purpose and level.
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  克隆基因的途径有两种, 正向遗传学和反向
遗传学途径.前者是依据目标基因所表现的功能

为基础,通过鉴定其产物或某种表型突变而进行

的;后者则着眼于基因本身,通过特定的序列或在

基因组中的位置进行.近几十年来,许多重点实验

室致力于植物基因的克隆,到 1992年取得了突破

性进展.基因的克隆一般采用下列技术:差异表达

基因分离技术、转座子标签技术、表达序列标签技

术、图位克隆技术和同源序列技术等.

1  差异表达基因分离技术

1. 1  扣除杂交技术
扣除杂交技术的原理是用有特异性表达基因

的目标样提取 mRNA 经逆转录形成 cDNA 探针,

与无特异性表达基因的参照样的过量 mRNA 或

cDNA杂交, 经两轮充分杂交后, 移去杂交分子和

过量的无特异性表达基因的参照样 mRNA或 cD-

NA,将不形成杂交体的有特异性表达基因的目标

样 cDNA纯化富集、扩增, 建立相应 cDNA文库即

为差异表达基因 cDNA 文库. 此技术最早是由

Lamar和 Palmer于 1984 年提出
[ 1]
, 他们先用超声

波打断雌性小鼠的 DNA, 用 Mbo1完全消化雄性

小鼠 DNA;将两者一起变性、复性, 再将产物克隆

入表达载体的 BamH I位点中, 只有那些两端有

GATC序列的基因才能被克隆入载体, 这样就达

到了扣除两者共有序列的目的, 并得到雄性小鼠
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Y染色体的 DNA.该法的缺点是技术要求较高、工

作量大,并且有时得出的数据不大可靠.然而经过

多年的改进,扣除杂交技术已发展成为众多克隆

技术的基础,很多克隆技术都是从此技术衍生发

展而来, 如抑制性扣除杂交技术. 它是先将样本

mRNA和参照mRNA分别逆转录成 cDNA, 用 4种

碱基识别并酶切两种 cDNA以产生平端片段; 样

本mRNA 分布接上接头 1 和接头 2, 并与过量的

经 Rsa1 消化的参照样本杂交; 在接头处设计引

物, 使具有差异表达的片段成为 PCR 扩增的模

板,重复杂交以减少非特异性扩增片段,利用接头

上的酶切位点进行克隆和测序.

1. 2  差式筛选技术

分别从有特异性表达基因的目标样和无特异

性表达基因的参照样中提取mRNA经逆转录形成

cDNA,并构建有特异性表达基因的目标样的 cD-

NA文库,再分别用有特异性表达基因的目标样和

无特异性表达基因的参照样的 cDNA探针与有特

异性表达基因的目标样 cDNA文库的菌落或噬菌

斑作原位杂交, 选出只与有特异性表达基因的目

标样杂交的克隆, 即为有特异性表达基因的目标

样特异表达的克隆. 此技术要经过多轮菌斑杂交,

不仅费力费钱, 重复性差,而且灵敏度低.

1. 3  差异显示 PCR

差异显示 PCR
[ 2]
是 1992年由 Liang 报道的.

此法的主要原理是由 mRNA-PCR共同组成的, 利

用大多数真核细胞基因的 mRNA 结尾处有 poly

(A)结构,在其 3c端设计 5cpoly(T )引物,该引物可
与mRNA结合,从而使这部分的基因达到转录.然

后从两种不同类型的细胞中分离 mRNA, 作反转

录,比较 PCR产物后即可克隆目的基因. 其具体

操作为:用一套锚定引物反转录每一部分材料后,

再分别用这一套锚定引物和随机引物从反转录的

每一部分材料中扩增 cDNA, 电泳分离产生扩增片

段后再扩增两种不同状态下有差异的片段,并且

进行克隆和测序.如果采用同位素标记的方法,在

凝胶电泳或放射自显影照片上就可发现不同长度

的扩增产物.该技术能快速地显示细胞 mRNA的

组成,可对各样本 mRNA的差异同时进行比较和

展示, 并且所用 mRNA 量少; 可以立即对扩增的

cDNA进行测序和克隆及与探针标记、杂交和文库

筛选.它的缺点是假阳性条带较多、对丰度低的基

因表达不容易检测, 无法定量研究;基因的克隆受

mRNA表达时效的影响; 其扩增出的条带往往是

在基因的 3c端有比较短的一段序列, 这部分序列
往往是在基因3cUTR区, 所提供的信息比较少,为

得到 cDNA必须进行 cDNA文库的筛选.

PCR技术的发展和应用为差异表达基因分离

技术注入了新的活力. 如在差式筛选技术中引入

了PCR
[3]
, 不仅提高了效率, 还降低了假阳性. L-i

sitsy
[4]
等将 PCR引入扣除杂交, 发展了扣除扩增

方案, 同时用特异性引物结合技术在 PCR中选择

性地扩增差异 cDNA, 形成了代表差示分析法;

Straus等
[5]
受扣除杂交的启发,提出了基因组扣除

方案,若目的基因存在该基因缺失的突变体,就可

以用变性的野生型基因组 DNA 与缺失基因组

DNA进行扣除杂交, 纯化出/多余的 DNA片段0,
然后设计引物进行扩增、富集、制备探针, 筛选侯

选基因的 DNA文库.以上方法在具体操作中也可

结合起来使用, 如 Kang 等
[ 6]
利用扣除杂交后的

RNA或DNA样品进行差异显示 PCR, 发展了交互

式差减差异 RNA 显示技术, 成为一种高效、快速

克隆差异表达基因的方法.

2  转座子标签技术

转座子是 McClintock首先在玉米中发现的,

以后在金鱼草、飞燕草、甜豌豆、细菌、酵母、拟南

芥和一些多细胞绿藻等植物中也发现了转座子的

存在
[ 7]
. 由转座子引起的突变可以转座子 DNA为

探针, 从纯合突变株构建的基因组文库中筛选含

该转座子的同源片段, 并获得含有部分突变株

DNA序列的克隆, 进而以该 DNA 为探针, 筛选野

生型的基因组文库, 最终得到完整的基因(图 1) .

在植物中利用的转座子有: AcPDs、EnPSpm 和Mu-

tator,其中应用最多的是 AcPDs 双因子系统. Johal
等

[ 8]
利用转座子克隆到玉米抗圆斑病基因 HM1,

这是第一个克隆的功能产物未知的植物抗病基

因; Jones等
[ 9]
利用 AcPDs系统克隆到番茄抗叶霉

病基因 c-f 9; Aarts 等
[ 10]
利用 EnPSpm 克隆到拟南

芥菜的一个雄性不育基因; Cui等
[ 11]
利用 Mutator

克隆到了玉米胞质一个恢复基因. 利用转座子标

签技术在克隆植物抗病基因方面也获得了巨大成

果(表 1) .

80年代中期人们在了解转座子的遗传特性

和分子结构的基础上, 开始用转座因子作为分子

标签来分离由于它的插入而引起突变的基因, 它

的优点在于: 1)分离基因不需要预先知道被标签

产物的结构、性质,因此那些背景尚不清楚的如发
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图 1  转座子标签法克隆基因的过程

Fig. 1 The process of cloning gene in transposon tagging

育、抗病及与生理过程有关的基因都有可能用此

法来分离; 2)转座子插入引起的突变会由于转座

子的切离而回复; 3)由于转座子总是沿其邻近的

位点转座,因此只要转座子在染色体上定位后,就

很容易确定与其连锁的突变基因的相对位置; 4)

如果把转座子导入目标植物, 通过自交、杂交、回

交等方法便可得到一个较大的含不同插入位点的

转座子群体; 5)把转座子导入异源植物不受转化

条件的限制.但由于一些植物存在内源转座子,像

金鱼草、拟南芥、玉米等,因而利用和植物本身同

源的转座子转座就不能真正标签基因的转座, 所

以转座子标签技术多用于异源植物; 另外转座子

在不同植物中转座的频率和活性相差很大,并且

需要筛选大量的个体来鉴定转座子突变个体, 植

物基因组中多拷贝基因的存在也限制了转座子标

签技术的应用.因此,许多科学家正致力于转座子

系统的改进以提高转座子的标签效率和提高突变

的频率.在这方面研究较多的是 AcPDs系统. 首先
对Ac转座子作适当的修饰:去掉 Ac两端 200 bp

的任一端,Ac 转座子就不能发生转座, 成为稳定

型;其次, 把 Ac 转座酶基因的启动子去掉, 换成

35S强启动子,这样可以大大提高Ac转座酶的转

录速度,从而提高转座子的切割频率和转录效率;

第三, 构建非自主转座子;最后,人们又将 Ds与特

异重组系统CrePlox 成功地结合, 把 CrePlox 重组系
统的一个 lox位点放在 Ds内部,同时将另一个 lox

克隆在T-DNA区, Ds 转座到T-DNA附近后,这两

个 lox 位点再经 Cre的反式作用而重组, 使T-DNA

和Ds之间的 DNA产生重排,可使突变率提高,还

可引起位点特异突变.

表 1  已克隆到的植物抗病基因
Table 1  Resistance gene cloned in plant

植物

Plant

基因名称

Gene names

克隆方法

Cloning method

植物

Plant

基因名称

Gene names

克隆方法

Cloning method

植物

Plant

基因名称

Gene names

克隆方法

Cloning method

拟南芥 Eds1 转座子标签法 亚 麻 L6 转座子标签法 番茄 Pto 图位克隆法

RPS2 图位克隆法 M 转座子标签法 Fen 图位克隆法

RPS5 图位克隆法 Rp1-D 转座子标签法 Prf 图位克隆法

RPP1 图位克隆法 玉米 Hm1 转座子标签法 C-f 2 图位克隆法

RPP5 图位克隆法 Hm2 图位克隆法 C-f 4 图位克隆法

RPP8 图位克隆法 水稻 Xa21 图位克隆法 C-f 5 图位克隆法

RPM1 图位克隆法 Xa1 图位克隆法 C-f 9 转座子标签法

NPP1 图位克隆法 P-i b 图位克隆法 I2C 图位克隆法

烟 草 N 转座子标签法 小麦 Cre3 图位克隆法 甜菜 HslPro-1 图位克隆法

3  图位克隆技术

图位克隆技术是近几年随着各种植物的分子

标记图谱的相继建立而发展起来的一种新的基因

克隆技术, 是根据功能基因组中都有相对稳定的

基因座,在利用分子标记技术对目的基因进行精

确定位的基础上, 用与目的基因紧密连锁的分子

标记筛选 DNA 文库(包括YAC、BAC 、TAC、PAC) ,

从而构建目的基因区域的物理图谱, 再利用此物

理图谱通过染色体步查逐步逼近目的基因或通过

染色体登陆的方法最终找到包含该目的基因的克

隆,并通过遗传转化试验证实目的基因的功能(图
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2) . 随着各种植物的高密度遗传图谱和物理图谱

的建立,图位克隆技术在植物的基因克隆中有着

广阔的应用前景. 图位克隆首先被用于模式植物

拟南芥上,Giraudat等成功地克隆了与拟南芥种子

形成和发芽有关的脱落酸信号传导基因 ABI3
[ 12]
;

Arondel等则克隆到拟南芥脂肪酸脱饱和基因酶

基因 FAD3
[ 13]
;而番茄的Pto 基因是第一个用图位

克隆法克隆到的抗病基因
[14]
, 图位克隆技术的发

展加速了抗病基因的克隆(表 1) .

然而,此技术的缺点是:如果要构建完整的基

因组文库, 建立饱和的分子标记连锁图和完善的

遗传转化体系, 对基因组较大、标记数量不多而重

复序列较多的生物采用此法投资大且效率低, 因

而图位克隆技术目前仅局限于拟南芥、水稻、番茄

等图谱饱和的模式植物上.随着比较基因组学的

兴起,可以利用同科异种间染色体的共线性,通过

比较基因组分析和染色体登陆法, 将控制该物种

有关性状的基因或分子标记直接定位在它的分子

标记连锁图谱中, 如利用小麦与水稻基因组间的

同线性,将小麦控制开花时间的基因( URN)和控

制谷粒硬度的基因( HA)定位在第 5组染色体上,

并利用水稻图谱信息筛选水稻小麦同线区的 BAC

文库或 YAC 文库, 用于测序进而搜索侯选基

因
[ 15]
;另外也可以利用同科异种间染色体的共线

性以模式植物为种间图位克隆中介来克隆其他植

物基因. 可以预测,在不久的将来,在比较基因组

学中统一遗传系统理论的指导下, 在具有高多态

性水平的以 PCR为基础的分子标记日渐成熟的

背景下,在作物的研究中应用图位克隆技术必将

有更大的成果.

图 2  图位克隆技术克隆基因的过程

Fig. 2 The process of cloning gene in map-based cloning technique

4  同源序列技术

这是一种克隆抗性基因的新策略.根据基因

家族保守氨基酸序列设计兼并引物, 并用兼并引

物对含有目的基因的 DNA文库进行扩增、再对扩

增产物进行扩增、克隆和鉴定,如通过对已克隆的

抗性基因蛋白序列的分析,发现这些抗病基因所

编码的蛋白都存在同源序列, 如富含亮氨酸重复

区( LRR)、核苷酸结合位点( NBS)、蛋白激酶( PK)

等,所以人们设想用同源序列来克隆新的抗病基

因.王石平
[ 16]
等根据这些保守序列设计合成了特

异性和兼并性引物, 对水稻基因组 DNA 进行扩

增,得到了 100个大小不同的克隆,定位了 26个

克隆,其中的 10个克隆与 8个已定位的水稻抗病

基因在分子标记连锁图上的位置对应或毗邻, 表

明这些克隆的抗病基因在染色体位置上有较好的

对应关系, 证明了同源序列分离和克隆基因的可

能性. 黄烈健
[ 17]
等根据已克隆的抗病基因同源序

列设计引物, 对玉米 DNA 进行扩增、克隆并对部

分克隆进行测序, 测序结果与 Genbank 进行了序

列同源的比较, 两者同源性达 85% 以上. 此法的

长处在于: 若同源序列与抗病基因紧密连锁或带

有抗性基因的同源序列,则可用其作探针来筛选

基因组文库,获得侯选基因,但植物基因组中有许

多与 LRR或 NBS同源的区域,其功能并不都是与

抗病有关.所以,该技术应与图位克隆技术结合使

用. 同源序列技术存在的问题也是值得重视和思

考的: 1)由于密码子的兼并性和不同同源序列间

同源程度的差异,兼并引物的特异性要设计得当;

2)由于某些同源序列并不专属于某一家族,因而

扩增产物不一定是某一基因家族的成员; 3)基因

家族成员成簇存在, 克隆的基因片段是否为目的

基因尚需进一步判断.因此对 PCR扩增产物和克

隆产物, 有必要进行基因与性状共分离分析、插

入失活或遗传转化等功能鉴定, 以便最终筛选到

目的基因.
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5  表达序列标签技术( EST)

EST 是完整基因上能特异性标记基因的一部

分序列,通常包含了基因足够的结构信息区, 从而

与其它基因相区分, 大规模 EST 克隆和资料库的

建立,为利用生物信息学克隆基因提供了条件.其

基本原理是从组织特异性或细胞特异性的 DNA

文库中随机挑选克隆,并进行 5c和3c端部分测序,

通过对基因库的检索, 可以检测所测序以及翻译

的多肽氨基酸序列与基因库中已知的是否有同源

性,最后对发现的新基因进行突变检测和表达分

析.这样不仅可检测到许多已知的基因,更可以发

现许多未知的基因.

该技术建立在大量已有的生物信息资源基础

上的,同时, 结合了目前的新技术,为大规模克隆

基因提供了捷径.目前,国际上大部分的基因克隆

是从分析同源 EST 开始的,如田芳
[ 18]
探讨了如何

利用 EST 发现并克隆肿瘤基因; Okano
[ 19]
利用此

技术克隆到一簇新的哺乳动物的 DNA-5 胞苷甲

基转移酶基因; Dymock等通过 EST 数据库分析克

隆到细胞分裂素的 1 个跨膜突变受体基因

GCR1
[ 20]
.另外,可利用对体细胞杂交体 DNA进行

扩增来达到 EST 在染色体上的定位. 美国密执安

大学利用此法将 36个 EST 定位于人的第 6号染

色体.

EST 具有广泛的用途.利用对独立 EST 的拼

接可获得新基因的全长 cDNA序列; 利用 EST 标

签克隆的斑点杂交可鉴定涉及组织或器官发育过

程不同阶段各个基因表达的不同, 与其它差别杂

交方法相比,它能进行初步筛选和鉴定,因而节省

了时间;由于事先获得了某个基因的 EST, 所以可

加速对该基因的克隆以及序列测定; 通过构建

cDNA文库,可得到有关植物的 EST, 从而可了解

植物生长发育过程中不同的基因表达, 为植物育

种改良打下基础.
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