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生物信息学基因表达差异分析
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摘　 要：基因的差异化表达由多种因素共同导致，并且与许多疾病的发生和发展有密切联系，对差异化表达的基因进行生物

信息学以及生物统计学的分析对于研究细胞调节机制和疾病机理有着重要意义。 目前，对差异化表达的基因有以下几种主

流的研究方法：ＤＮＡ 微阵列 （ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）， 抑制性消减杂交 （ＳＳＨ），基因表达连续性分析 （ＳＡＧＥ），代表性差异分析

（ＲＤＡ），以及 ｍＲＮＡ 差异显示 ＰＣＲ （ｍＲＮＡ ＤＤＲＴ－ＰＣＲ）。 目前许多基因差异化表达数据是建立在时段（ ｔｉｍｅ ｓｅｒｉｅｓ）基础上，
因此对基于时间变化的基因差异化表达分析变得尤为重要。 本文将对差异化表达基因的几种主流方法进行详细阐述，并介

绍一种基于傅里叶函数的时段基因差异化表达分析。
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　 　 ２００６ 年，随着美英科学家宣布完成了人类 １ 号

染色体的基因测序图，历时 １６ 年的浩大工程———人

类基因组计划终于划上了句号。 这个与曼哈顿工程

和阿波罗登月计划并称 ２０ 世纪人类三大科学项目

的计划对人类了解疾病以及治疗疾病带来了深远的

影响，从此，基因诊断，基因治疗等全新的概念走上

了历史的舞台。 与此相伴的是其他一系列物种的基

因组计划相继完成。 但是紧接着我们发现基因组信

息仅仅是遗传信息发挥作用的第一个层次，基因在

不同生物体以及生物体不同状态下，比如发育，交

配，衰老等，产生的不同程度的表达对生物体的生命

活动则产生了更直接的影响。 因此，对差异化表达

的基因进行数据分析就显得尤为重要。 基因差异化

表达包括基因种类的变化和基因表达量的变化。 传

统的基因表达差异分析主要是对 ｍＲＮＡ 的丰度以

及有无进行分析比较。 现代生物信息学分析方法则

包括 ＤＮＡ 微阵列 （ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）， 抑制性消减

杂交 （ＳＳＨ），基因表达连续性分析 （ ＳＡＧＥ），代表

性差异分析 （ ＲＤＡ），以及 ｍＲＮＡ 差异显示 ＰＣＲ
（ｍＲＮＡ ＤＤＲＴ⁃ＰＣＲ）。 基于时间段的基因差异化表



达数据通常用动态生物系统和基因调控网络进行分

析，微阵列技术使得对高通量基因组差异化表达分

析成为可能［１］。

１　 ＤＮＡ 微阵列 （ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）

ＤＮＡ 微阵列 （ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）技术又称为基

因芯片技术 （Ｇｅｎｅ ｃｈｉｐｓ）。 在 ＤＮＡ 芯片上，一段由

寡聚核苷酸或者 ｃＤＮＡ 构成的脱氧核苷酸序列被固

定在片基上，待测样本中的 ＲＮＡ 被提取出来并进行

反转录染色并与片基上的基因序列进行分子杂交

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ），待测样本中的由 ＲＮＡ 反

转录得来的 ｃＤＮＡ 会和片基上固定的互补 ＤＮＡ 特

异性结合。 杂交后的基因芯片经洗脱出去未杂交的

ｃＤＮＡ 片段，并进行荧光检测，便通过荧光强度平判

断待测样本中 ＲＮＡ 的表达水平［２］。 基因芯片技术

由芯片的制备，杂交，和检测三方面组成。 基因芯片

技术是半导体产业与分子生物学的结合。 由于在极

小的基片 （玻片，硅片，尼龙膜）上集成了大量的寡

核苷 酸 或 者 ｃＤＮＡ， 一 次 性 对 高 通 量 （ Ｈｉｇｈ⁃
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ）的基因进行分析成为可能，克服了传统

技术操作复杂，自动化程度低，检测序列少的问题。
基因芯片技术被广泛应用于生物医学科研，疾病诊

断等各个方面，对于治疗水平的提高有着重大而深

远的意义［３］。 许多研究者目前已经将 ＤＮＡ 芯片技

术用于检测基于时序（ Ｔｉｍｅ ｓｅｒｉｅｓ）的基因表达状

况［４－６］。 目前储存 Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ 数据的公共数据库包

括 ＮＣＢＩ 的 Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍｎｉｂｕｓ （ＧＥＯ） ［７］ ． ＥＢＩ
的 ＡｒｒａｙＥｘｐｒｅｓｓ［８］ 和 Ｓｔａｎｆｏｒｄ Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ Ｄａｔａｂａｓｅ
（ＳＭＤ） ［９］。 在这些数据库中储存了大量基于时序

的 ＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ 数据。

２　 抑制性消减杂交 （ＳＳＨ）

抑制性消减杂交起源于代表性差异分析法

（Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ）。 ＲＤＡ
是一种以杂交为基础的研究基因组之间差异的方

法。 １９９６ 年，Ｄｉａｔｃｈｅｎｋｏ Ｌ 等［１０］ 将“抑制性 ＰＣＲ 理

论” ［１１］与 ＲＤＡ 相结合，建立了一种旨在分离差异表

达基因的方法。 该方法的原理为杂交二极动力学：
高丰度单链 ｃＤＮＡ 在退火时产生同源杂交速度快于

低丰度的单链 ｃＤＮＡ，这样就可以使原来在丰度上

有差异的单链 ｃＤＮＡ 相对含量达到基本一致。 而抑

制 ＰＣＲ 的原理则是利用链内退火优先于链间退火

的规律是非目的的序列片段 ３’端反向重复序列在

退火时产生类似发卡的互补结构，从而导致无法与

引物配对，这样就可以选择性的抑制了非目的基因

片段的扩增。 ＳＳＨ 将需要检测的细胞称为“检测

子”，将对照细胞 ｍＲＮＡ 称为“驱赶子”，当 ｍＲＮＡ
合成 ｃＤＮＡ 后，经限制性内切酶消化成为两份，然后

连上不同的接头，然后进行两轮杂交反应。 两轮杂

交后的样品经末端补平后，用一对与接头外测序列

对应的巢式引物进行第二次 ＰＣＲ 扩增，产物直接用

于差减 ｃＤＮＡ 文库构建。 通过 ＳＳＨ 可以得到某种

细胞相对其他组织的差异基因的全面信息，较好的

解决了低丰度基因难以得到的问题，甚至可以得到

一些传统方法没有得到的新基因［１２－１３］。 ＳＳＨ 技术

的优势主要表现在以下方面：不同丰度的 ｍＲＮＡ 分

子能够趋于一致，从而提高了差减的灵敏度，克服了

不同 ｍＲＮＡ 分子拷贝数目不同对杂交结果的影响。
通过一轮差减杂交就可以对差异表达的 ｃＤＮＡ 分子

实现 １ ０００ 多倍的富集［１４］。 一次 ＳＳＨ 就可以分离

到多 达 几 百 个 的 差 异 表 达 的 基 因， 阳 性 率 高

达 ９４％［１１］。

３　 基因代表连续性分析 （ＳＡＧＥ）

１９９５ 年，Ｖｅｌｃｕｌｅｓｃｕ ＶＥ 等［１５］ 建立了一种高效

快速研究基因表达的方法，称为基因代表连续性分

析 （ＳＡＧＥ），主要理论依据有两个： （１） 一个短寡

核苷酸序列（９ ～ １１ ｂｐ） （来自转录物内特定位置）
含有足够多的鉴定一个转录物特异性的信息，可以

作为区别转录物的标签。 （２） 这些短寡核苷酸序列

式可 以 串 联 在 一 起 的。 形 成 大 量 多 联 体

（Ｃｏｎｃａｔｅｍｅｒ），然后，这些克隆到载体的多联体被测

序并使用 ＳＡＧＥ 专用软件进行分析，基因表达种类

就可以被确定下来，同时，根据标签的数量还可以确

定基因的表达丰度。 尽管如此，ＳＡＧＥ 技术本身还

是存在一个缺陷：ＳＡＧＥ 标签对于识别基因来源通

常太短了（１４ 个碱基） ［１６］。 但是这个问题可以通过

延伸 ＳＡＧＥ 标签到 ３’ ｃＤＮＡ 来解决［１７－１８］。 改进后

的技术可以将标签的长度延展到 ２１ 至 ２６ 个碱

基［１６，１９］。 即便如此，标签的长度依然在基因识别的

过程中产生了一些问题［２０－２１］，ＬｏｎｇＳＡＧＥ 标签与已

知的数据库中的任何表达序列不相吻合［２２－２３］。 另

一方面，同样的标签常常与两个或者更多的基因序

列吻合，使得进一步的分析变得困难［２４］。
在 ＳＡＧＥ 技术中，生物素标记的 ｂｉｏ⁃Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）

为引物合成双链 ｃＤＮＡ， 然后用限制酶酶切，捕获

３’ ｃＤＮＡ。 在此，产物被分为两部分，分别与包含有

ｉＩＳ 型内切酶位点的 ａ， ｂ 连接子连接。 ｉＩＳ 型内切酶

的作用位点处于识别位点以外。 经过酶切得到 ９ ～
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１０ ｂｐ 的标签序列。 以每两个标签的钝端结合后产

生的 ＰＣＲ 模板为基础，以基于 ａ， ｂ 连接子的引物

进行 ＰＣＲ 反应，得到大量包含两个不同来源标签的

序列，然后再进行酶切和连接，就能把多个不同的标

签连接在一起，克隆至质粒载体后集中测序［２５］。
ＳＡＧＥ 的结果最后通过统计学处理得到，根据标签

出现频率的高低来判断所属基因表达的丰度。

４　 代表性差异分析 （ＲＤＡ）

代表性差异分析 （ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＤＡ）是一种对微阵列方法进行补充的技

术，通常用于识别在测试样本和对照样本中差异表

达的基因［２６－２７］。 这种技术后来被进一步发展成为

ＲＯＭＡ 技术 （ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ＲＯＭＡ）。 ＲＯＭＡ 技术用阵列技术来进行

类似的分析。 这种技术可以用来探测 ＤＮＡ 甲基化

的差异［２８］。 这种技术依赖于 ＰＣＲ 技术来对在两个

几乎相同的 ＤＮＡ 类别 （被称为“ｄｒｉｖｅｒ”和“ ｔｅｓｔｅｒ”
ＤＮＡ）消化得来的非同源 ＤＮＡ 片段进行扩增。 通常

来说“ｔｅｓｔｅｒ” ＤＮＡ 包含了一段与“ｄｒｉｖｅｒ” ＤＮＡ 非同

源的序列。 当两个 ＤＮＡ 类别被混合时，ｄｒｉｖｅｒ 序列

被过量加入 ｔｅｓｔｅｒ 序列。 在 ＰＣＲ 过程中，双链 ＤＮＡ
片段在大约 ９５℃变性，然后在退火温度退火。 因为

ｄｒｉｖｅｒ 和 ｔｅｓｔｅｒ 序列几乎是相同的，过量的 ｄｒｉｖｅｒ
ＤＮＡ 会和同源的 ｔｅｓｔｅｒ ＤＮＡ 片段结合。 这样就阻

碍了 ＰＣＲ 扩增，因此就没有同源片段的增加。 然

而，与 ｄｒｉｖｅｒ 和 ｔｅｓｔｅｒ 序列不同的片段就会扩增。

５　 ｍＲＮＡ 差异显示 ＰＣＲ （ｍＲＮＡ ＤＤＲＴ
－ＰＣＲ）

　 　 ＤＤＲＴ－ＰＣＲ 技术是目前在筛选和克隆差异表

达基因方面最有效的方法［２９］。 １９９２ 年，位于美国

波士顿的 Ｄｅｎａ⁃Ｆａｒｂｅｒ 癌症研究所的 Ｌｉａｎｇ． Ｐ 和

Ｐａｒｄｅｅ．ＡＤ 创立了该技术。 ＤＤＲＴ－ＰＣＲ 技术的最大

优势是简便，它把 ｐｏｌｙ－Ａ ＲＮＡ 逆转录技术，多聚酶

链式反应 （ＰＣＲ）和聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＰＡＧＥ）
技术结合，这样我们就能看到并比较 ２ 个样本或者

更多样本之间的基因表达谱［３０］。 在真核细胞的

ｍＲＮＡ ３’ 端有一个长度为 ３０ ～ ３００ 的多聚苷酸

（ＰｏｌｙＡ）尾巴，与 ３’相连接的两个碱基有 １２ 种组

合： ＴＴ， ＧＧ， ＣＣ， ＡＴ， ＣＴ， ＴＣ， ＴＧ， ＧＣ， ＣＧ， ＡＣ，
ＧＴ， ＡＧ。 总 ｍＲＮＡ 被从样品中提取出来，在逆转录

酶作用下启动 ｍＲＮＡ 反转录，合成 ｃＤＮＡ 模板链，以
该模板链为基础，加入 ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，ｄＮＴＰ， ５’

和 ３’引物进行 ＰＣＲ 扩增，扩增后的 ｃＤＮＡ 用变性或

非变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离差异片段，如果

在一种细胞型中的总 ｍＲＮＡ 扩增出某条别的细胞

型没有扩增出来的带，就可以认为这条带代表的基

因是特异性表达的，一旦找到这些特异性带，就可以

从 ｃＤＮＡ 文库中筛选出相应的基因［３１－３２］。
虽然这项技术有着操作简单，灵敏度高，效率高

等优点［３２］，但是也有一些缺陷：产生假阳性条带；对
高拷贝的 ｍＲＮＡ 有很强的倾向性；片段较短，不含

编码信息；安全系数低；易造成污染等［３３］。 针对这

些缺陷， 研究者对该技术进行了以下一些改进：（１）
ｃＤＮＡ 合成底物由 ｍＲＮＡ 改为总 ＲＮＡ， 可避免

ｐｏｌｙ（ｄＴ）柱纯化 ｍＲＮＡ 时的污染［３０］；（２） ３’引物由

ＯｌｉｇｏＴ１１ＭＮ 简化为 ＯｌｉｇｏｄＴ１２Ｍ，由 １２ 种减少到 ３
种，进一步利用单碱基把 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物锚定于 ｐｏｌｙ
－Ａ 尾的起始端，同时在锚定引物和随机引物的 ５’
引入限制酶切位点［３４］；（３）荧光标记电泳条带［３５］；
（４） ＤＮａｓｅ 处理 ＲＮＡ 样品已消除 ＤＮＡ 的可能污

染［３６－３７］；（５）提高差异阳性带验证的可靠性［３８－４４］。

６　 基于傅里叶函数的时序（Ｔｉｍｅ ｓｅｒｉｅｓ）
数据分析

　 　 傅里叶分析是数学分析中的一个重要分支， 主

要分析傅里叶函数变换及其性质。 研究领域由最初

的直线群，圆周群扩展到了一般的抽象群。 最近一

系列研究都集中在了基于傅里叶系数对基于时序的

基因表达数据的分析上。 这些数据都是通过收集在

不同时段的 ＤＮＡ 芯片实验数据得到的。 研究人员

通过使用基于傅里叶系数（Ｆｏｕｒｉｅｒ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ）控制

的 ＦＤＲ 和基于模型的群扫描识别在时段上差异表

达的基因，并且与 ＧＰ 扫描技术进行了比较。 最近

光谱混合内核引入高斯混合的傅里叶变换内核，这
些内核能够发现模式和推断和模型的负协方差，说
明 ＧＰ 和傅立叶方法之间的关系。 基于傅里叶函数

的方法可以识别基于时序的差异化表达基因，并且

可以找到有相同生物进程特点的基因，对于将来的

数据分析有重要意义。

７　 结论和展望

通过对以上几种基因差异化表达的方法进行比

较，我们可以发现他们各自具有各自的特点，各自有

各自的优缺点。 随着技术的发展，ＤＤＲＴ－ＰＣＲ 技术

已经逐渐成为分离，克隆和分析差异表达基因的主

流技术，这项技术由最初的医学研究领域逐渐扩展
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到其他领域，包括高等植物研究，随着 ＤＤＲＴ－ＰＣＲ
技术的不断完善，在分子水平上研究园马铃薯，西红

柿，豌豆，草莓，苹果和芒果生长发育，成熟衰老以及

抗病抗虫等等问题都可以应用该技术［４４］。
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