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　　[摘　要 ]　表达序列标签 (exp ressed sequence tag, EST )是在生物体特定时空表达基因的一段 cDNA 序列。随

着生物信息学的发展, EST 已成为基因定位、基因克隆、基因表达分析的有力工具。文章对应用 EST 克隆基因和分

析基因表达的研究进展进行了综述, 并讨论了利用 EST 进行基因克隆和表达分析时应注意的问题和发展趋势。
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　　在人类基因组计划 (H um an Genom e P ro ject,

H GP ) 实施过程中, 美国国立卫生研究院 (N at ional

In st itu tes of H ealth , N IH ) 生物学家V en ter J C 于

1991 年提出了发现表达基因的新战略, 即用表达序

列标签 (Exp ressed Sequence T ag, EST )克隆和定位

新基因[1 ]。这一构想的具体过程是将mRNA 在体外

反转录成 cDNA 后克隆到载体上, 构建 cDNA 文

库, 再从 cDNA 文库中大规模随机挑选 cDNA 克

隆, 对其 3′端或 5′端进行一步法测序 ( Single2run

sequencing ) 获得 EST。EST 就是一段长约 150～

500 bp 的基因表达的外元序列片段。利用EST 克隆

基因和分析基因表达, 使得克隆和定位新基因的策

略发生了革命性的变革[2, 3 ]。近年来, 三大国际一级

生物信息数据库, 即美国国家信息中心 (N at ional

Cen ter of B io techno logy Info rm at ion, N CB I) 的

GenBank (h t tp: ööwww. nch i. n lm. n ih. govöw ebö

GenBanköim dex. h tm l)、欧洲分子生物学室验室

( Eu ropean M o lecu lar B io logy L abo rato ry2Eu ro2
pean B io info rm at ics In st itu te, EM BL 2EB I) 的 EM 2
BL ( h t tp: ööwww. eb i. ac. uködatabasesöindex.

h tm l) 和日本 DNA 数据库 (DNA D ata Bank of

Japan, DDBJ ) (h t tp: ööwww. ddb j. n ig. ac. jp ö) 新

收录的核酸序列数据中, EST 占 65% 以上[4 ]。随着

生物信息学 (B io info rm at ics) 的发展, EST 在新基因

的发现、基因定位、基因表达和重组蛋白表达等方面

起到了重要作用, 已成为人们认识生物个体生长发

育、繁殖分化、遗传变异、疾病发生、衰老死亡等生命

过程的有力工具[5～ 7 ]。

1　基于 EST 的基因克隆

1. 1　EST 电子杂交基因克隆

　　目前, 通过数据库查询、cDNA 文库直接测序、

mRNA 差别显示 (DDR T 2PCR )、代表性差示分析

(RDA 2PCR ) 和抑制差减杂交 (SSH ) 等方法获得的

EST 数据越来越庞大。GenBank 数据库中收录的

EST 序列有数百万个之多, 如: 拟南芥的 EST 有 10

万余个[8 ] , 水稻有 4 万余个, 玉米有 7 万余个[9 ]。我

国也计划在未来的几年中获得水稻的 EST 10 万

个[10 ]。与此同时, 随着人类基因组框架图的发

表[11, 12 ]和秀丽线虫 (Canenorhabd itis eleg ans) [13 ]、黑

腹果蝇 (D rosp h ila m elannog aster) [14 ]、拟南芥 (A ra2
bid op sis tha liana ) [15 ] 等模式生物基因组测序的完

成, 这些生物的基因得以初步确定。据估计, 人类约

有 3 万余个基因, 线虫有 1. 9 万个基因, 果蝇有1. 36

万个基因, 拟南芥有 2. 5 万多个基因。这些基因都已

被收录到公共数据库中。由于EST 代表着一段表达

基因序列, 这样就可用其与公共数据库的基因进行

“电子杂交”, 克隆有编码功能的基因。这个过程理论

上是一个虚拟的 RNA 印迹 (V irtua l no rthern

b lo ts)。

利用 EST 电子杂交基因克隆的具体步骤可总

结为: 首先, 用已知的 EST 序列为起始序列, 采用
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BLA ST (Basic L ocal A lignm en t Search Too l,

BLA ST ) 检索程序检索数据库中与其同源或有部分

重叠的 EST 序列, 以确定哪些代表已知基因, 哪些

代表已知 EST , 哪些代表新发现的 EST 序列; 还可

以多个 EST 序列电子延伸组装为基序 (con t igs) , 即

通过与已知的 EST 序列重叠区 (overlapp ing se2
quence) 的配对延伸, 组装成毗邻序列; 以此基序为

被检序列再进行BLA ST 检索; 重复以上过程, 直至

没有更多的重叠 EST 检出, 基序不能继续延伸为

止。此外, 也可直接用 EST 序列从数据库中检出未

知功能的基因序列, 然后进行定性分析 (characteri2
zat ion)。定性分析是电子杂交克隆基因的重要步

骤, 主要用核酸和蛋白序列分析软件分析重复序列、

转录结合位点、编码区统计特征、内含子ö外显子剪

接位点及氨基酸序列和蛋白质二级结构等, 确定组

装或查询的序列是否具有基因特征[16 ]。

常用的生物信息学分析工具有: 适于核酸序列

查询的BLA STN、BLA STX、TBLA STX (主要用于

EST 分析) 和适于蛋白质序列查询的 BLA STN、

BLA ST P 数据库; 另外, DBEST (D atabase EST ) 是

集成了Genbank、欧洲分子生物学实验室数据库、日

本DNA 数据库、美国B rookhaven 国家实验室蛋白

质结构数据库 (PDB ) 的非冗余的 EST 数据库; N r

既 是一个汇集了瑞士蛋白质数据库 ( SW ISS2
PRO T )、蛋白质信息资源数据库 (P IR )、日本蛋白质

研究基金会蛋白质数据库 (PR F ) 以及从 Genbank

序列编码区中的蛋白质和 PDB 中拥有原子座标的

蛋白质的非冗余蛋白质数据库, 又是一个非冗余

DNA 数据库。近年来, 生物信息学仍在不断完善和

发展中[17, 18 ] , 我国于 1996 年在北京大学建立了生物

信息中心 CB I (h t tp: ööwww. ch i. pku. edu. cn ) , 引

进了核酸、蛋白序列和结构等近 40 个数据库[19 ] , 一

些新的核酸和蛋白序列相似性分析工具也在开

发[20 ]。这些都为利用 EST 在数据库中克隆基因提

供了更为快捷和准确的手段。

利用 EST 电子杂交克隆基因已有许多成功的

范例。李永青等[21 ]用果蝇心脏发育基因 zf h21 的

cDNA 序列从 BLA STX (网址为: h t tp: ööwww.

ncb i. n lm. n ih. gov. b last ) 查找基因序列数据库

“N r”, 从数据库中检索出了该 cDNA 的各种人类同

源序列新编码的氨基酸序列, 在其中发现了一个新

的蛋白质, 用蛋白质序列检索到了 ZN F 322, 这是一

个与人类锌指基因 ZN F 家族同源的 cDNA , 用该段

cDNA 查询BLA STN 发现了一个包含 ZN F 322 的

基因组序列, 用BSL 程序 (网址为: h t tp: öödo t. im 2
gen. bcm. tm c. edu. 9331) 对该序列进行特性分析,

找到了该序列的启动子 5′端起始密码子A T G, 3′端

终止密码子 T GA 以及加尾信号A TAAA , 成功克

隆了一个新基因, 经国际基因命名委员会批准, 命名

为 ZN F 322 基因。李刚等[22 ]用mRNA 差异显示法,

在恶性转化的大鼠气管上皮细胞中, 克隆到不与任

何已知开放阅读框架的基因同源的 ZA 73 cDNA 序

列。通过 T igem (意大利 T elethon 遗传及医学研究

所)的服务器对人及小鼠的U n iGene 数据库进行

BLA ST 检索, 检出 ZA 73 与人的 H s. 100293 号基

因族有同源性, 该基因族由 128 条 EST 序列构成,

可组装为 1 871 bp , 777 bp 2 个基序; 与小鼠的

M m 22710 号基因族有同源性; 该基因族由 22 条

EST 序列构成, 可组装为 1 417 bp 的基序。对尝试

性的人类一致性序列数据库 ( T en ta t ive H um an

Con sen su s Sequence, THC ) 进行 BLA ST 检索, 检

出 ZA 73 与 261843 号 THC 序列同源, 该序列长度

为 2 797 bp , 由 97 条EST 序列组装而成, 与人的N 2
乙酰葡萄糖胺转移酶 (GlcNA c) 基因有 704 bp 的完

全一致性重叠区。并从基因组及其表达的整合分子

分析 ( In tegra ted M o lecu lar A nalysis of Genom e

and their Exp ression, IM A GE ) 协 定 ( 网 址 为:

h t tp: ööbb rp. lln l. govöbb rp öim ageö) 免费索取相应

的 cDNA 克隆用于进一步的研究。

1. 2　EST 结合 PCR 技术基因克隆

经电子杂交基因筛选后的 EST 及其延伸产物

基序可作为某一基因的标签, 结合 PCR 技术克隆新

基因。一般是以该标签序列提供的信息设计合成基

因特异引物 (gene specif ic p rim er, GSP ) , 在使用

O ligo (dT ) 对mRNA 进行反转录的同时加上锚定

引物 (ancho red p rim er) , 然后在总 RNA 中, 采用

cDNA 末端快速扩增 ( rap id amp lif ica t ion of cDNA

ends, RA CE)技术[23 ] , 获得目的基因的全长序列。也

可以用该标签序列提供的信息设计引物, 合成探针

对 cDNA 文库进行筛选, 挑取最长的阳性克隆进行

测序, 以期获得目的基因。邢桂春等[24 ]用电子延伸

结合RA CE 技术克隆出了肿瘤相关M A GE 基因家

族的一个新基因M A GE 2D 1; 罗瑛等[25 ]用与辐射诱

导基因 (R adia t ion induced gene l, R IG1) 相关的两

段 EST 序列, 电子基因筛选预测其外元序列, 据此

设计巢式RA CE2PCR , 成功分离了 R IG 1 基因的全

序列; 韩为东等[26 ]用已获得的一段与血友病复发相

关的DNA 序列, 在N CB I 的 hEST s 数据库中进行
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电子杂交对重叠克隆片段组装, 再设计引物, 进行

RA CE2PCR , 扩增出了L R P 16 基因的全序列。Q ian

Jun 等[27 ]用一个与泛蛋白途径 (U b iqu it in pathw ay)

相关的 EST 序列, 结合 RA CE2PCR 技术, 分离了

UB A P 1 基因。

2　基于 EST 的基因表达分析

在拟南芥基因组研究中[8 ] , 用已知的 EST 和蛋

白质序列对基因进行精确定位, 93% 的 EST 和表达

序列相匹配。与此同时还将已确定的 25 498 个基因

与秀丽线虫、黑腹果蝇、酿酒酵母 (J . cerev isiae)、流

感嗜血杆菌 (H . inf luenz ae) 的基因在结构和功能上

的同源性进行了比较, 这不仅在基因水平上认识了

物种间的差异和进化关系, 而且为基因表达研究提

供了思路。EST 在果蝇基因结构和定位分析中也发

挥了重要作用[14 ] , R ub in 等[28 ] 还报道了通过 5′端

EST 和 3′端 EST 测序, 获得非冗余的具有全长序

列的 cDNA 克隆, 这些克隆能够精确地揭示基因结

构, 包括开放阅读框架 (open reading fram e, OR F )

和 3′端不翻译区 (un tran sla ted regeion s, U TR s) ,

用这一方法确定了大约 40% 的果蝇基因结构。

EST 代表着一段表达的功能基因, 根据同源同

功原理, 按照一组同源 EST 在不同组织不同时期的

分布, 利用数据库提供的信息, 可在基因整体表达的

水平上研究相关的功能及代谢。李永青等[21 ]在电子

杂交获得 ZN F 322 基因后, 用其 cDNA 序列检索人

体表达数据库 (H um an EST )和基因组DNA 序列库

(H T GS) , 获得了属于该基因的 38 个 EST , 根据这

些 EST 在不同组织的分布, 确定了该基因在人体不

同组织中的表达情况。H isada 等[29 ]构建了温州蜜桔

(G itrus unsh iu M arc) 果实细胞快速膨大期的幼果

组织 cDNA 文库, 对获得的全部 950 个 EST 序列在

GenBank 中进行了同源性分析 (用 FA STA 程序) ,

426 (44. 8% )个 EST 与已知序列基因有同源性, 524

(55. 2% ) 个 EST 为新的 EST 序列。大部分与已知

序列同源的 EST 与转录、翻译、细胞壁代谢和协迫

反应相关基因有关, 而与已知基因同源的 EST 与持

家基因、协迫反应基因 (包括金属硫蛋白、L ea 蛋白、

热激蛋白基因)相关。H isada 等[29 ]对这些 EST 组装

成的基序进行分析, 发现最大的一个基序由 10 个

EST 组成, 与拟南芥 EST 和转录序列相关。结合已

有资料, 分析了温州蜜桔果实细胞快速膨大期的代

谢特性。H isada 等[30 ]还运用来自 192 个 cDNA 克隆

的 EST 对上岛脐橙 (C itrus sinensis) 的未成熟种子

进行分析。L im 等[31 ]曾对白菜花芽 cDNA 文库的

965 个 EST 序列进行了同源性分析。由于用 EST

研究基因表达的稳定性高且分析规模大, 使其成了

研究基因差异表达的热点。在植物上诸如水稻胚乳

发育中的基因表达[32 ] , 拟南芥防御系统基因表

达[33 ] , 杨树[34 ]和松树[35 ]木质形成中的基因表达等,

都是通过 EST 分析来进行的。用 EST 研究植物基

因表达所涉及的植物种类多, 研究内容广泛。

利用来自特定组织的 EST 还可对未知功能的

基因进行功能分析。潘巍等[36 ]用肝细胞癌组织的

mRNA 反转录合成 cDNA 探针, 杂交筛选获得了在

肝癌和正常肝中表达量有明显差异的 EST 片段, 根

据 GenBank 的相关数据合成引物, 从人肝 cDNA 文

库中扩增出了一个新基因, 经查该基因已登录 Gen2
Bank 但功能未知。他们进一步分析了该基因的转录

结合位点、同源性、氨基酸组成, 并预测了蛋白二级

结构及蛋白定位, 用N o rthern 杂交分析了该基因在

肝、胰脏、肾、脑和肺等不同组织的分布, 脂质体转染

N IH 3T 3 细胞检测表达, 推测其可能与肝癌相关, 暂

命名为 f up 1。

3　EST 应用中应注意解决的问题

3. 1　EST 基因克隆和基因表达分析的精确性

基于 EST 电子杂交的基因克隆为预测基因序

列和功能提供了经济、快捷的手段和大量信息。但由

于mRNA 在不同时空的丰度差异、反转录酶的误

配、同功密码子的存在、物种间的特异性、电子杂交

对错误碱基的敏感性等, 常造成预测的精度较低。为

了克服这些问题, 在序列分析时应用多种综合软件

如 GeneScan、Ph red、Po lyph red 等, 使候选序列同见

于 2 个或 2 个以上的文库, 以有效排除假阳性结

果[37 ]。还有一个值得注意的问题是: 在对 cDNA 克

隆随机测序时, 如何避免重复测序或漏测, 因为高丰

度的基因会被反复测序, 而低丰度的基因有可能漏

测[38, 39 ]。要解决这一问题除了建立标准化的 cDNA

文库, 使 cDNA 文库中基因出现的频率基本一致

外, 还可采用以下 4 项措施: ①建立差减文库, 扣除

管家基因, 使所研究的差异基因富集; ②用出现频率

高的基因作探针, 文库杂交筛选后再测序; ③用

mRNA 差别显示技术获得特异性片段, 测序分析;

④在 EST 数据库中剔除冗余重复序列,DBEST 和

N r 都是这样的数据库。

3. 2　重视基础实验的描述标准化

应用 EST 数据结合生物信息学分析, 可为生物
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学研究提供极有价值的参考和新的研究思路, 但一

个基因的原初确定及其表达分析还要结合实验的方

法来解决。这就要求要注意实验过程和描述的标准

化, 以建立标准注释的公共数据库, 使实验数据具有

更准确的可比性。具体而言, 标准化的基因表达数据

库要有以下 5 类必要的信息: ①联系信息, 提交数据

的实验室或研究人员的信息; ②杂交靶探针信息, 对

阵列上的每个“点”, 应有相应的DNA 序列在公共

数据库中的编号; ③杂交样本、细胞类型和组织来源

要用标准语言描述; ④mRNA 转录定量; ⑤统计学

意义, 应经济合理且有足够重复次数地重复一个实

验, 以便给出基因表达测定的变异情况。研究者应注

意实验描述的标准化, 使研究结果快速登陆数据库。

4　展　望

虽然 EST 有其所获基因组信息不全, 一些调控

序列、内元序列等在基因表达调控中起重要作用的

信息不能体现出来等缺点, 但它在基因组学研究中

的优势是显而易见的[1 ]。随着人类基因组计划和一

些模式生物基因组计划的完成, 有关基因组研究的

重点将转向功能基因组和后基因组的研究, EST 作

为基因组学与功能基因组学及后基因组学之间的桥

梁, 将会起到更加显著的作用。模式生物基因组计划

完成后, 其他生物的基因组测序有无必要正在争论

之中, 但 EST 应用却方兴未艾[5, 9 ]。在未来的几年

中, 基因定点突变技术、定向重组技术、基因表达

DNA 芯片技术和蛋白质组计划都会有长足发展, 更

多的全长序列 cDNA 文库将被建立, EST 将用于在

组织、细胞和亚细胞水平上, 研究不同环境状态下的

基因表达系统以及生物的系统发育[40 ]。比较不同的

EST 数据, 结合实验方法还可获得单核苷酸多态性

(sing le uncleo t ide po lymo rph ism , SN P ) , 可以构建

更为个性化的基因图[41, 42 ]。这些研究提供的资料将

丰富和发展生物信息学, 人们将开发模型植物 (vir2
tua l p lan t) [40 ] , 甚至在硅片上进行“杂交”作图, 定位

与复杂疾病相关的基因[43 ] , 这将使基因组研究进入

一个全新的阶段。
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Gene clon ing and exp ression ana lysis based on

exp ressed sequence tag

YANG Ke-q iang,W ANG Y ue- j ing, ZHANG J in - j in ,W ANG X i-p ing, ZHANG J ian -x ia ,W AN Y i-zhen
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Exp ressed sequence tag (EST ) is a part ia l cDNA sequene of the gene w h ich exp ressed in

specif ic t issue and specif ic stage. W ith the developm en t of b io info rm at ics, EST rep resen ts a u sefu l too l of

gene iden t if ica t ion, gene locat ion and gene exp ression. T he paper summ arized the advance of gene iden t if ica2
t ion and gene exp ression by EST s and discu ssed som e p rob lem s and tendencies in these p rocedu res as w ell.

Key words: exp ressed sequence tag; gene clon ing; gene exp ression
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