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[摘 要： 简迷 T mRNA差异 显示技术 的基本原理及其在 基因表达差异、基 因的鉴定 

与克隆 、激 素调控机理 、抗逆性机理等方面的应用 ．并对其在植 物生理研究中存在的同韪与改 
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据估计 ，高等植物一般具有 1O 个不同的基因，在单个细胞或单个个体中仅有约 15 

的基因得到表达，产生约 I5 000种 mRNA，正是由于基因的选择性表达 ，使得生物的各种 

生命活动得 实现，因此，研究基固的选择性表达，从分子水平阐明生物的整个生命过程 ， 

具 有 非常 重 要 的意 义。转录 水 平上研 究基 因表 达差 异 的常 用方 法 是 减法 杂交 法 

(Subtraetive hybridization)．可 以有效的富集 目的基因的表达 片段 ，但这种方 法耗 时费 

力 ，重复性差，需要大蜒的 RNA，试验步骤繁琐以及难以检测低丰度的 mRNA等一系列 

不 足。Liang和 Pardee等 。根据高等生物成熟的 mRNA 带有多聚 A的特性，建立 了 

mRNA 差 异 显 示 技 术 (mRNA differential disp[ay reverse transcription—PCR，DDRT— 

PCR)。由于该技术具有 DNA用量少，灵敏度高．操作茼便快速和可分析低车度 mRNA 

等特点_1]，因而在研究植物基因表达差异 克隆新基因以及探讨抗病机制等方面得到了广 

泛的 应用 。 

1 mRNA 差异显示技术的基本原理 

mRNA差异显示技术是一种比较不同细胞系、不同组织间 ，或同一细胞系、同一组织 

不同条件下基 因表达差异的方法，其基本原理是：在 mRNA 3 端的 polyA尾前面的 2十 

碱基除了倒二位碱基为 A外，只有 l2种组合，与此相对应 ，人工 合成的 Oligo—dT后面接 

上两个碱基(如 5 T][-12MN3 ，M=G C或 A；N—A、G、C或 T)。 此 引物进行反转录反 

应，然后用与反转录相同的锚定 I物和由10个碱基组成的随机引物，对生成的cDNA进 

行低温退火的 PCR扩增 ，通过变性聚丙烯酰胺凝腔电泳在相邻泳道上平行显示扩增结 

果，电泳谱带使两类细胞群体 的基 因表达差异情 况一清二 楚。然后 ，从胶上 切下这些 

eDNA 片段 ，进行克隆分析或用作探针 ．可 由eDNA库或基因组 DNA库 中筛选到全长的 
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mRNA差异显示技术的技术路线见图 1 
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图 1 mRNA差异 显示技 术 工 作路 线 图 

2 mRNA差异显示技术在植物生理研究中的应用 

2．1 基因表达差异 

由于 mRNA差异显示技术有快速、简便 、灵敏等特点，因而可以了解植物不同发育阶 

段或不同环境下细胞之间基因表达的差异 张驰等l3 利用 mRNA差异显示技术 比较了水 

稻 77—170与其耐盐突变体 M一20在盐胁迫下基因表达的差异，克隆了 13个分别在77—170 

或 M一2O中盐诱导蛋 白的 cDNA 片段 ，这些克隆的获得为进一步研究水稻盐诱导蛋 白的 

表达 特性打下了基础。崔凯荣等 利用 mRNA差异显示技术分析枸杞体细胞胚发生早期 

基因的差异表达 ，得到了 3个在体细胞胚发生早期组织中基因特异表达的片段 ，为 了研究 

非乙烯敏感植物的成熟机理 ，以未成熟和成熟的非 乙烯敏感草莓果实为材料 ，应用差异显 

示技术用 3对引物组合得到 了 5个仅出现在成熟阶段的差异片段，其 中 3个分别与可能 

编码拟南芥 ，40S核糖体 s12蛋白的 eDNA克隆 YAP267T7、豌豆等的膜联蛋 白以及许多 

植物的查耳酮合酶基因有较高同源性 ，研究这些基因表达产物的生物学功能将为从分子 

水平揭示果实成熟本质提供重要线索 ]。王光清等 采用MADS盒基因家族功能区保守 
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序列PCR引物．将水稻“珍汕 97B”悬浮细胞、愈佑组织、分化愈伤组织和再生试管苗等不 

同形态发生的组织的 mRNA反转录后选择性放大，经测序胶分离鉴定出 1组差异表达的 

cDNA，对命名为 RMl eDNA的 5 端序列测定表明，RM1与典型的 MADS基因——拟南 

芥 agamous蛋 白保守区一级结构 同源性达 63 ，模拟 二级结构相似性 显著，初步确认 

RMl属 于 MADs基 因家族 成员 。 

此外 ，运用 mRNA差异显示技术研究基 因表达差异 ，在 玉米 ]、家蚕_8] 水稻L9 、豌 

豆 ]、马铃薯0 、拟南芥 】等都有报道 。 

2．2 基因的鉴定与克隆 

分析基 因表达差异，寻找分子标记的目的是为了克隆基因，研究其对植物生长和发育 

的影响。张景凤等“ 利用 mRNA差异显示技术扩增并克隆了 SMV—zk基因组中全部蛋 

白质编码区的 eDNA，通过对 HC—PRO、NIb和 CP编码区进行 序列测定与分析，发现与 

SMV—G2高度同源 ，从而在 分子水平证 明中国大豆作物中存在 SMV～G2类似株系 ，将 

SMV—zkeDNA克隆于细菌表达载体，获得并提纯 了 6种 eDNA 的表达产物，这为进一步 

研究 SMV基固组的功能奠定了基础。Sharma等0 分析了拟南芥对臭氧的反应 。拟南芥 

用臭氧处理后 ，在根和成熟花中，臭氧诱导的转录物 AtOZlmRNA含量极高，是 叶的 3～ 

5倍 。序列分析证明，AtOzl编码 1个 Mr8600蛋 白多肽，其序列与已知的蛋白质序列基 

本一致 ，充分表 明 mRNA差异显示技术是克隆基因的有效方法 。Fischer等口 采用改进 

的 mRNA差异显示技术(RC4D)，从玉米花序中分离出 6个在雌雄 花序 中差异表达 的 

MAD—box基因；从小麦和拟南芥_] 中分别分离出 HSP家族基因。Knaap等 克隆了水 

稻的赤霉素调控基因 ，和用赤霉素处理水稻，一个诱导 ，一个不诱导 ，发现二者存在差异显 

示时，mRNA表达量相差 l0倍 ，因而很容易克隆 1个赤霉素调控基因 

2．3 抗逆性机理的研究 

植物生长、发育与环境条件密不可分，在长期 的自然选择中，两者问形成 了一种动态 

平衡 ，而这种平衡是靠植物体 内相关基因的选择性表达来调节的，如抗病虫基 固，盐胁迫、 

高低温胁迫等抗性基因 。因而 ，研究抗逆性机理对于提高植物的抗逆性很有必要。 

为了探讨橡胶树“死皮病”的分子机理，黄贵修 利用 mRNA差异显示技术 比较了 

巴西橡胶树不同品系 RRIM6OO，13—28，1-20，PB5／51×PR107，RRIM ×PR107 10组共 2O 

株健康树和死皮树胶乳、树皮形成层基因表达的差异 ，发现在健康树中表达而在死皮树中 

未表达的几条差异带 ，命名为 HbR一61，HbR一62，HbR一63，HbR一64，对 HbR一61进行 回收 

和克隆，经过 Northern杂交证实，HbR一61在健康树胶乳中表达活跃 ，而在死皮树胶乳 中 

表达受到抑制。Genebank检索表 明此差异片段为新的 eDNA 序剜 Jaeobsc~B 用 mRNA 

差异显示技术分析了马铃薯的抗冷机理 ，把一部分马铃薯进行玲处理 ，另一部分不处理 ， 

比较两者 mRNA的表达情况 ，发现冷处理的马铃薯增加了一些 mRNA片段 ，表明有一些 

低温诱导的 mRNA片段 出现 ，经过 Nothern杂交分析 ，这些低温诱导的 mRNA片段都是 

组成性表达 。这说明植物在遇到低温时，会产生一些应急反应，以抵挡低温危害 。 

2．4 探索激素调控机理 

激素在植物的生长发育过程中，起着非常重要的作用。因而研究其调控机理有重要意 

义。Knaap等 以深水水稻为材料，分别用水和赤霉素处理水稻植株的茎部节段，用 
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mRNA差异显示技术研究 了赤霉素诱导基因表达的效果，引物组合 T 。MG和 OPA一04 

扩增出了 l条命名为 9B的产物，引物组台 T !MG和 OPA一07扩增出了 1条命 名为 D的 

产物。用这 2种产物作探针，对 GA。处理 1～24 h材料的 mRNA 作 Northern杂交 ，发现 

D探针的杂交信号在所有处理 中没有变化．而 9B探针杂交信号从处理 3 h开 始逐 渐增 

强，直到处理 8 h达到高峰且保持到 24 h 对 9B和 D序列对应的氨基酸分析 ，发现 9B与 

水稻组氨酸 H：编码区一致，而 D有 63 的氨基酸与菠菜叶绿体 内部包装蛋白 E 一致． 

比较用 9B探针对不同处理 Northern杂交 信号与 DNA在不同处理的合成量 间的关系， 

显示了高度的相关性 ，说明在细胞周期这个组氨酸是受到转录水平调控的 ，它可作为深水 

水稻 GA 诱导细胞分化的标记。Chen等口 用赤霉素处理水稻幼苗，发现处理过的幼苗中 

mRNA有特异的差异带。克隆该条带 ，发现该条带影响基因调控 过程中的某些蛋白。瞬时 

表达分析证 明，该序列位于 启动子转录起始位点上游 23]～l 59碱基位置 ，另外 ．还发现 

UCB gene可促进 a一淀粉酶基因表达 ，从而调节水稻幼苗发育。 

此外 ，mRNA差异显示技术还被用于分子标记l5 、种属特异性 鉴定 ]、基 因突变、研 

究次生代谢途径 等各个方面。 

3 mRNA差异显示技术存在的问题及改进方法 

3．1 mRNA差异显示技术存在的问题 

mRNA差异显示技术虽具有操作简便 、陕速、灵敏、能同时进行两组或两组以上样品 

的分析 、比较等特 点，但在某些方面也存在着一些尚待解决的问题 。一是“假阳性 (false 

positive)”很高 ，可达 7O 0 ，使探针筛选十分费时，增加了后续工作的难度。二是 由于 

PCR自身对反应条件的敏感性 ，mRNA差异显示技术重复性较差。三是扩增片段小 ，不 

能代表真正差异表达的基因 四是由于只能扩增靠近 Poly A mRNA3 端不大于 600 bp 

的区域 ，使上游的差异表达信息量得不到检测 。 

3．2 mRNA差异显示技术的改进 

(1)提取高质量的总 RNA mRNA差异显示技术以组织或细胞的总 RNA为模板 ，模 

板质量的高低直接关系到 mRNA差异显示技术的成败。在提取 RNA 时，首先 要保证 

RNA的完整性 ，不能被 RNase降解；其次不能受 DNA污染，否则必须用 DNase去除 。 

(2)引物的改进提高了 mRNA差异显示技术的重复性 。如有 的在 3 端锚定引物和 5 

端各加上 10个碱基，带上 EcoR I双酶切位点，可显著提高重复性。 

(3)降低 dNTPs浓度。dNTPs浓度过高，降低扩增的特异性 ，也不利于同位素的掺 ‘ 

入 降低 dNTPs的浓度 ，可以提高序列胶的分辨率。 

(4)选 择 适宜 的 PCR退 火温 度 是决 定 PCR 扩 增 特异 性 的关键 因 素之 一。从 

Khushbeer等 、Mou等[2 和 Chapman等[z43的研究结果来看 ，在锚定引物中，有 1个或 

2个 G，其扩增效率比 c和 A高 。 

(5)使用合适的 DNA聚合酶。差异显示技术对反转录酶和 DNA聚合酶要求比较严 

格，因此 ，在预备试验中，可以用几个不同公司生产的 DNA聚合酶进行 比较 ，筛选合适的 

DNA聚合酶 

(6)采用 mRNA差异显示技术衍生的一系列技术 ，在引物设计 、Northern杂交和凝 
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胶 测序等方面都得到完善和发展 如 cDNA 末端快速扩增法 (Rapid amplification of 

eDNA ends，RACE)_̂ 
、 基因表达连续分析法 (Serial analysis eDNA of gene expression 

．
SAGE)： 

、 RC4D(RFLP--Coupled domain directed differential display)[t41 cDNA代表 

性 差 异 分 析 (Representational difference analysis of cDNA) 、抑 制 消 除 杂 交 法 

(Suppression subtractive hybridization，SSH)[as2,eDNA—AFLP法 等。 

4 结 语 

自 l992年 Liang首创 mRNA差异显示技术以来，mRNA差异显示技术仅仅经娃短 

短 6年的时间，便在基因表达差异、基因的鉴定与分离、激素调控、抗逆性机制 、分子标记 

和种属 特异性鉴定 等方面得到了广泛的应用。尤其是近几年，mRNA差异显示试剂盒 

(kit)的商品化 ，为 mRNA差异显示提供 了成套试剂 ，高分辨率的 DNA测序仪 的研制成 

功 ，为 mRNA差异显示提供了强有力的研究工具。随着mRNA差异显示在植物研究上的 

不断深入，它将对基因克隆、杂种优势机理的揭示、抗逆性机制的研究 、激素调控的分子机 

理、生物体对外因刺激的反应等方面发挥越来越大的作用。 
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The theory of DDRT—PCR and its applications in plants 

W ANG Xi—ping ，LIU Zhen—zhong ，QIN Bao—fu ，ZHAO M ing—de 

(1 College ofHorticulture；2CollegefoLife Science·North~aest Science andTechnology 

University of Agriculture and Forea~ry．Yanghng rShaanxi 71日O0．C 口) 

Abstract：mRNA differentia1 display reverse transcription—PCR (DDRT—PCR )is a 

useful technique for analyzing differential gene expression at transcription leve1．The 

theory and characters of mRNA differentia1 display (DDRT—PCR)and its applications to 

differentially expressed gone，gene cloning，the mechanism of hormone regulation and 

control，and resistance to adverse are reviewed．The main problems of mRNA differential 

display and its improved methods are introduced in the paper． 

Key words：DDRT—PCR ；differentially expressed gene；gene cloning 
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