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摘 要"",$- 差异显示技术从开始应用至今已经有 ’. 年了#在此期间!此项技术也在

不断发展完善# 简要综述了差异显示技术的基本原理$优越性$存在的主要缺陷及其技术改

进等方面的研究进展#

关键词"差异显示%基因%进展
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! 前言
高等生物中大约有 234. 万个不同的基因!但是!任何一个细胞中同时表达的基因

仅约占总数的 425#这些基因在生物生长发育的各个阶段起着不同的作用!决定了整个
生命过程!包括发育与分化$对逆境的反应$细胞周期调控$衰老乃至程序化死亡#

6789: 和 ;8<=>> 于 4??@ 年以研究与癌症发生有关的基因为目的! 创立了一种鉴定
与克隆哺乳动物正常生理状态与异常状态细胞之间差异表达的基因方法! 即 ",$- 差
异显示技术A",$- =7BB><>9C78D =7EFD8GHI4J# 自创立以来!迅速得到学术界的认同!在动物$
植物的基因克隆当中广泛应用K发挥了巨大的作用 LMN1J#

" 差异显示技术的原理
基因表达要经过转录和翻译两个过程!即 O$-!,$-!蛋白质的过程#表达的差异归

根到底是 ",-$ 序列的差异# 研究发现!真核细胞中绝大多数成熟的 ",$- 的 (P端均
有多聚腺苷酸尾巴!即 FQDGR-+尾巴# 因而可以设计 QD7:QA=S+与 FQDGA-+配对!并外加两个
针对相邻的 4@ 组碱基的配对碱基! 这样共 4@ 组引物 A即 TT TU TS T- UU UT U-
US SS ST SU S-+!称为锚定引物!每组引物理论上可以锚定总 ",$- 当中特定的 ’ V ’M!
如 S’MTU 仅识别一类紧靠 ;QDGA-W上游有 UT 序列的 ",$-#这些锚定引物与 ",$- (P端
锚定后!在逆转录酶作用下!逆转录合成与 ",$- 链互补的 XO$- 的第一链#这样!’M 组
锚定引物就可以把总 ",$- 的群体全部逆转录成 XO$-!然后加入 2Y 端随机引物!经变
性后! 以 XO$- 第一链为模板! 经过低温复性! 形成任意引物与 XO$- 第一链配对!在
S8: 酶作用下进行 XO$- 第二链的合成# 最后在上述两种引物的共同引导下!进行 ;U,
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扩增! 因为 !" 端引物在 #$%& 链上的结合部位是随机的" 所以不同的 ’(%& 扩增产物
有长有短"经电泳分离"通过放射自显影#荧光显色或者银染等方法检测"就可以得到
’(%& 的指纹图谱! 把两种或两种以上不同细胞的指纹图比较即可得到基因的差异表
达! 将这些差异表达的 #$%& 条带从凝胶中回收"作为模板进行第 ) 次扩增"再次回收
纯化"经 %*+,-.+/ 01*, 排除假阳性后可进一步转化#克隆"以便最终获得差异表达的目
的基因!

! 差异显示技术的基本方法
!"# 引物
由于差异显示要用 23( 扩增"所以两个引物是必不可少的! 和一般的 23( 扩增不

同的是"一个引物叫锚定引物"另一个叫随机引物! 在引物的长度上"如果用引物太短
4如 56 078会造成高比例的假阳性"而长的引物 4如 9: 07;"再配合使用高浓度的 <%=2#
热启动 23( 和精确度高的 $%& 聚合酶等"会大大改善这种状况"取得很好的差异显示
结果 >?@!
!"$ %&’ 的提取
从理论上讲"差异显示技术用的是 ’(%&"但是 ’(%& 的分离比较烦琐"而且由于

它极易分解"所以在分离的过程中就增加了污染的几率! 实验证明"用总 (%& 来代替
’(%& 是完全可行的"同时还减少了时间和费用! 对 (%& 提取过程无特殊要求"有多种
方法可以得到 (%&" 目前使用较普遍的有酸性胍A酚A氯仿法和热酚法等! 使用市售
(%&B*1 试剂则更为方便! 需要指出的是"清除 $%& 污染很重要"可先用 CD31 洗涤"而后
用无 (%EF. 的 $%EF. 处理"也可以在 (%& 提取过程中直接加入 $%EF. G!
!"! 逆转录过程和 ()% 扩增
逆转录是指在逆转录酶的作用下"以 ’(%& 为模板"逆转录成 #$%&! 一般来讲"在

正式逆转录之前" 首先在 HIJ条件下破坏 (%& 可能存在的二级结构! 然后短暂退火"
K9J条件下逆转录 !:LH6 ’D/! 逆转录完成后"在 ?!J的条件下保持 ! ’D/"目的是让逆
转录酶失活! 逆转录后"在 =EM 酶催化下 23( 扩增合成 #$%& 的第二链!
!"* 差异片段第 $ 次扩增
上述 23( 产物经 KN!OLHN6O尿素变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离"电泳后经银染显

影或荧光显影"找出差异带"切下后转入干净的小离心管中"加入相同引物#<%=2F"再扩
增 P6LP! 个循环! 扩增后用琼脂糖凝胶电泳分离"回收保存!
!+, 阳性鉴定
筛选出的差异带是否是真正的差异"即差异片段是否真正来源于样品"而不是由于

设计和操作等方面的失误造成的"及序列是什么等"必须经过鉴定予以明确! 目前通常
是先克隆进入载体"而后制成探针"进行 %*+,-.+/ 杂交和测序"也可以直接测序! 但有一
个问题是"如果不是单一片段"直接测序会出现不太尽人意的结果 >Q6@! 如证实为新基因"
可以通过基因库调出全序列"了解其性质"还可以表达出产物"免疫动物"制成抗体进行
免疫反应"也可以原位杂交了解组织或细胞内分布"以进一步探讨其功能和意义!

" 差异显示技术的优缺点
差异显示技术与示差筛选#扣除杂交相比"具有很多优点 >QQ@$!速度快"较易操作%
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!由于 !"# 扩增技术的应用!使得低丰度 $#%& 的鉴定成为可能!理论上只要有一个
模板可以扩增" "灵敏度高!需要的样品少"#可同时比较两种以上不同来源的 $#%&
样品间基因表达的差异#
此项技术也有一些明显的不足!主要表现在$$出现差别条带太多!假阳性率高达

’()左右!严重地干扰试验结果!使后续工作大量增加# 所谓假阳性指克隆的 *%& 片段
用 %+,-./,0 杂交时!没有阳性信号 1234# !重复性差# "对高拷贝数的 $#%& 具很强的倾
向性"5*%& 扩增产物的量不仅取决于 $#%& 的丰度! 也取决于引物与模板之间的特定
匹配情况# 这样!即使是高丰度 $#%&!由于随机引物与之匹配不合适!其扩增产物的量
将少于用丰度虽低!但与引物匹配良好的模板扩出的量!因此!往往导致对基因表达差
异的错误认识# #扩增条带分子长度较短!一般在 22(678( 9: 之间 ;2<=#

! 克服缺点的办法
首先!要有高质量的总 #%&# 本方法是 $#%& 为模板进行逆转录# 但实验证明!以

总 #%& 为模板的效果也非常好!而且省去了 $#%& 的分离!减少了中间环节和污染的
机会!节约了经费和时间# 高质量的总 #%& 包括两个方面!一是要保证 #%& 的完整性"
二是不受 *%& 的污染!否则!在 !"# 扩增过程中!优先扩增 *%&!造成假阳性# 提取的
#%& 要用无 #%>?/ 的 *0>?/ @ 消化!去除痕量的 *%& 污染# 对此!可以在实验中设立一
个不加逆转录酶的反应来检验 *%& 是否去除干净#
第二!改进引物# AB>0C 和 !>,D// 在开始设计 $#%& 差异显示的引物时!其 8E端为

2( 个碱基的随机引物!<E端为 F22G%HGI&J"KL!%I&K"KLKF M的锚定引物!有 23 个组合!
后又将 <E端改为 F22GHGI&K"KLM!工作量大大减少# 引进酶切位点是另一个思路!酶切
之后和特异合成的接头连接后进行扩增!其原理与 &NA! 相同 ;274#此外!针对一些基因家
族的保守序列!可以设计特异的专一性引物进行扩增!结果表明!该法灵敏而又可靠!但
前提要事先知道目的序列 ;284#
第三!降低 D%F! 浓度# 如 D%F! 浓度过高!一是降低扩增的特异性!二是不利于同

位素的掺入#因为高浓度 D%F!? 往往导致非目标位点O识别序列M的错配以及延伸过程中
D%F!? 的错误掺入!降低了扩增的忠实性和专一性#
第四!选择合适的反转录温度#通常在 <’67PQ进行反转录!如采用 F22G% 作为反转

录引物!可采用 73Q# 较低的温度有利于反转录引物和模板的配对!但模板的二级结构
不易解开!从而造成 5*%& 第一链偏短# 可以采用两段式温度来解决这个问题!即先在
73Q反转录 <( $B0!再在 7PQ反转录 <( $B0!这样有利于解开模板的二级结构!合成长
的 5*%&#
第五!设立重复对照# 这里设立重复对照有两层含义!一是利用不同的逆转录酶进

行平行实验"二是同一逆转录产物做两次平行 !"# 扩增!如电泳后两平行管的 5*%& 带
型和数目都一致!则表明 *%& 聚合酶的质量符合要求!选取两个反应均同时出现的差
异带!可显著降低假阳性率#
第六!其它方面的改进$$注意加样时的误差!对于相同的试剂可以统一混合 H5+,/

$BRM!降低误差"!用统一的 !"# 管!实验证明!管壁薄厚不同会造成结果不同# 其原因
尚不清楚 ;2S=""用非同位素的方法代替同位素# 罗青等 ;2’=用非同位素的方法分析鼠甲状

腺激素的反应基因!取得了很好的效果"#用琼脂糖代替聚丙烯酰胺 ;2P=!但是在用琼脂
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糖代替聚丙烯酰胺电泳时!分辨率会有所降低!有时看起来是一条带!实际上包含两条
甚至两条以上的带!针对这个问题!最好的办法是把片段克隆到载体上!然后提取质粒
!"#!再制成探针!可以保证是单一的片段"!差异显示一般得到的片段较小!不是真正
差异表达的基因#为了得到全长的基因!有两个方法!一是采用 $!"# 为探针从 $!"# 文
库中筛选 !二是 %#&’($!"# 末端快速扩增 )的方法 ""用加长的引物可以获得从 *+,
-./0 1- 的片段!同时还可以减少假阳性!提高低丰度 2%"# 的检测灵敏度 3*45#

! 我们的工作
经过不断地探索与改进!现在用改进的方法!可以获得长达 *6+ 1- 左右的 $!"# 片

段!说明这个方法经过优化后完全可以克服获得片段较短的缺点!克隆出完整的基因#
例如我们用干旱处理的栽培大豆材料中!得到一个长达近 * 1- 的片段!分离出来后!连
接到 78载体上!测序后得长度 49, -.#在 :;<=>;1 中 =?#@7 后!和干旱有密切关系的基
因 A#74 的符合率达到 44B# 另外还得到一批不同的差异片段!进一步的工作正在进行
中#
为了纪念这个技术发明 *, 周年!0,,0 年 *, 月中旬!来自世界各地的 *+, 多名专家

学者在美国范德比尔特大学 (C>;D<E-FGH I;FJ<EKFHLM举行了$0,,0 差异基因表达%研讨会!
全面总结了这项技术的应用情况!其中也包括在农业领域的应用& 尽管这项技术受到了
其它技术的挑战 ! 如 $!"# 芯片 ! 但它的优势是非常明显的 & 正如它的发明人之一
?F>;N 所说的!芯片技术是一个$封闭的体系%!它只能检测到放在介质上的片段!而差异
显示则是一个$开放的体系%!可以检测到新基因& 我们相信!随着条件不断优化!2%"#
差异显示将会得到越来越广泛地应用&
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质也有一定的提高! 生产中一定要合理使用浓度"一般使用浓度为 !"#$%"!

参考文献#

&$’ 南京农学院 ( 田间试验和统计方法 &)* ( 北京#农业出版社"$+,! (
-.* 何钟佩"等 ( 农作物化学控制实验指导 -)* ( 北京农业大学出版社"$++. (
-/* 王 阳"等 ( 块根茎膨大素和多效唑对马铃薯的效应 -0* ( 中国农学通报"$++,"/#!1 (
-2’ 董 然"等 ( 喷施叶面处理剂对万寿菊育苗效果及产量影响的研究-0’ ( 吉林农业大学学报".%%$"./$!%#.23.!(

!"#$% &’ "() *++)," &+ -#&./0&1(#20&1# &’ 3/,)
!))24/’5 6(070,")7 0’2 8/)42

4567 89:; 8<7 =>3?9:; @5AB C9D3EF:G; FH 9?(
I!"#$%&% "’ (&)*+,$-,).$ /0+12"$"&34 50*1,. 62*70)8*-39 :*$*2 $/.$%$; @JD:9K

9:1"7;,"L AEEFMH NE O>NPD9NQJ>R9NQ> N: SDMF QFFR?D:G MJ9S9MHFS 9:R TDF?R U9Q QH>RDFR(
VFQ>?HQ NE HJF FPWFSDXF:H QJNUFR HJ9H QWS9TD:G NE O>NPD9NQJ>R9NQ> QN?>HDN: 9H NWHDX>X MN:
MF:HS9HDN: Y$Z[ DXWSN\FR QFFR?D:G MJ9S9MHFS QDG:DEDM9:H?T 9:R D:MSF9QFR TDF?R NE SDMF ]T ,(%Z
MNXW9SFR UDHJ HJF MN:HSN?( ^WS9TD:G 9H \FST JDGJ MN:MF:HS9HDN: D:JD]DHFR HJF GSNUHJ NE SDMF
QFFR?D:G 9:R M9>QFR MSNW ?NQQ(

<)% =&721L VDMF_ O>NPD9NQJ>R9NQ>_ ^FFR?D:G MJ9S9MHFS_ =DF?R

. 期 $‘周 岚等#多效疏导素对水稻秧苗素质及产量影响的研究

!上接第 "# 页 $
-$/* 0>SFMDM V; B9MJHX9: V a; @N?DMNQ ^ ); FH 9?( <RF:HDEDM9HDN: 9:R M?N:D:G NE RDEEFSF:HD9??T FPWSFQQFR GF:FQ ]T ?N:G3RDQb

H9:MF RDEEFSF:HD9? RDQW?9T( c:9?( dDNMJFX( $++,; .!+Y.[L ./!3.22(
-$2* d9MJFX @ e d; \9: RFS 5NF\F: V ^; RF dS>Df: ^); FH 9?( $++1; gDQ>9?Dh9HDN: NE RDEEFSF:HD9? GF:F FPWSFQQDN: >QD:G 9

:N\F? XFHJNR NE VBc ED:GFSWSD:HD:G ]9QFR N: ci8jL 9:9?TQDQ NE GF:F FPWSFQQDN: R>SD:G WNH9HN H>]FS RF\F?NWXF:H; W?9:H
0(; +; ‘2!3‘!/(

-$!’ 8DF\F:Q ^; aNNSX9MJHDG ^ 9:R 5N?QHFSQ )( c MSDHDM9? F\9?>9HDN: NE RDEEFSF:HD9? RDQW?9T 9Q 9 HNN? HN DRF:HDET GF:FQ D:b
\N?\FR D: ?FG>XF :NR>?9HDN:L ?NNkD:G ]9MJ 9:R ?NNkD:G ENSU9SR( B>M?FDM cMDRQ VFQ(; .%%$; .+Y$‘[L /2!+3/21,(

-$1’ 8D9:G j( i9MHNSQ F:Q>SD:G Q>MMFQQE>? >QF NE RDEEFSF:HD9? RDQW?9T( )FHJNRQ; $++,; $1L /1$3/12(
-$‘’ 苏 青 "等 ( 非同位素 XVBc 差异显示方法的建立及应用 -0’ ( 上海第二医科大学学报".%%%".%Y![#2%!32%‘ (
-$,’ ^Nk?N\ d j; jSNMkNW O 0( c S9WDR 9:R QDXW?T j@V3]9QFR XFHJNR ENS DQN?9HDN: NE MOBcQ ESNX RDEEFSF:HD9? FPWSFQQFR

GF:FQ; B>M?FDM cMDRQ VFQ; $++2; .. Y+[L 2%%+32%$!(
-$+’ @9??9SR O; 8FQM>SF d 9:R )9hhN?D:D 8( $++2; c XFHJNR ENS HJF F?DXD:9HDN: NE E9?QF WNQDHD\FQ GF:FS9HFR ]T HJF XVBc

RDEEFSF:HD9? RDQW?9T HFMJ:Dl>F; dDNHFMJ:Dl>FQ; $1L $%+13$$%/(

-->?63@ ;’ *++)A"/B) C;% "& D1&4;") E)= F)’)1
m<Ba ^J9N3MJF: 9:R 8<B mD>3EF:G

Y;*"<-0=12"$"&3 >080?)=1 =02-0)9 (=?@0A3 "B C&)*=,$-,)?$ D=*02=08 "B E*$*2 F)"7*2=09
G"2&H1,$*2& $/1$%%; @JD:9[

9G1"70,"L <H J9Q ]FF: HF: TF9SQ QD:MF HJF D:\F:HDN: NE XVBc OO3j@V HFMJ:Dl>F( cQ
HDXF W9QQFR; HJDQ HFMJ:Dl>F U9Q RF\F?NWFR 9:R DXWSN\FR MN:HD:>N>Q?T( nJF ]9QDM WSD:MDW?F; 9Rb
\9:H9GFQ 9:R WSN]?FXQ NE HJDQ HFMJ:Dl>F UFSF SF\DFUFR D: HJF W9WFS( VF?9HFR QH>RDFQ UFSF 9?QN
D:ENSXFR(

<)% =&721L ODEEFSF:HD9? RDQW?9T_ aF:F_ OF\F?NWXF:H

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!


