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摘要  随着生物信息学的发展, 表达序列标签( EST) 在基因组作图、克隆基因、新基因的识别、蛋白质组研究等方面具有重要作用。笔者
简要介绍了EST 技术的原理及其在构建遗传图谱、分离与鉴定新基因等方面的应用。综述了藻类EST 文库的研究现状 , 并对 EST 的应
用前景进行了展望。
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Abstract  Withthe development of bioinformatics , expressed sequence tags ( EST) had ani mportant role on genome mapping , cloned gene , identifica-
tion of newgene and proteome research and so on. The principle of EST library and its applicationin genetic map , isolation and identification newgene
were si mply introduced . The research status of algae ESTli brary was summarized and the application of EST was prospected .
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  在生命科学的诸多分支中, 分子生物学的发展非常迅

速, 随着人类基因组计划的初步完成及后基因组时代的到

来, 分子生物学研究对分子技术创新与改进的要求越来越迫

切。表达序列标签( EST) 的出现推动了生物信息学的发展 ,

近年来由此形成的技术体系已被广泛应用于基因识别、绘制

基因表达图谱、寻找新基因等研究领域, 推动了人类基因组

计划提前完成, 并且取得了显著成效。

1  EST 技术的功能

在来源于不同组织的 c DNA 文库中随机挑选克隆并测

序, 得到的部分c DNA 序列被称为 EST。一个 EST 对应于某

一种mRNA 逆转录所得到的一段cDNA 序列, 长度一般为150

～500 bp 或更长, 只含有基因编码区。由于 EST 可代表生物

体某种组织某一时间表达的基因, 因此被称为“表达序列标

鉴”[ 1] 。这一概念最先由 Adams 等于1991 年提出 , 近年来由

EST 形成的技术体系被广泛应用于基因识别、绘制基因表达

图谱、寻找新基因等研究领域, 并且取得了显著成效[ 2] 。随

着人类基因组计划的开展,EST 技术逐渐被广泛应用于绘制

人类基因组图谱、寻找人类新基因、识别基因组序列编码区

等研究领域[ 3] 。

1 .1  遗传图谱的构建 遗传图谱、物理图谱和转录图谱是

基因组计划要获得的3 张遗传学图谱。遗传图谱又称连锁图

谱或遗传连锁图谱 , 是指通过遗传重组所得到的基因在具体

染色体上的线性排列图, 其标记有RFLP、Microsatellites 和SNP

等, 而遗传图谱的构建依赖于各种遗传标记。EST 具有较高

的多态性 , 可作为构建遗传图谱的标记。如有人用日本水稻

品种 Nipponbare 和印度水稻品种 Kasal ath 杂交F2 代的186 个

植株作遗传图谱, 选用了2 300 个DNA 标记 ,12 个连锁群, 总

的遗传距离为1 550 c M, 其中70 % 的标记来源于 EST[ 4] 。

在构建物理遗传图谱的过程中需要大量的单拷贝短序

列( STS) 作为界标, 因为大多数基因是单拷贝的, 因此EST 可

以作为STS 用于构建基因图谱。

基因图谱又称转录图谱, 为染色体 DNA 的某一段内所

有可转录序列的分布图,EST 为转录基因的产物, 可直接用

于图谱的构建[ 5] 。1994 年 Kurata N 等利用来自于水稻根组

织和愈伤组织的883 条EST 序列 , 构建了第1 张植物基因表

达图谱 , 也是第1 张以相关克隆序列为背景的高密度遗传图

谱[ 6] 。Miftahudin K. 等[ 7] 从小麦 c DNA 文库中筛选出938 个

ESTs , 并进行杂交检测, 绘制了小麦第4 组染色体上的1 918

个位点。

1 .2  新基因的分离、鉴定 利用EST 技术分析得到的基因

主要有3 种: 第1 种是已知基因, 是人们已鉴定和了解的基

因; 第2 种是以前发现而功能未经鉴定, 但根据组织发育特

点可推测其功能的基因 ; 第3 种是未知基因, 即在数据库中

无同种或异种基因匹配的基因。因此, 利用 EST 技术不但可

迅速地确定部分基因的功能, 而且为推测未知基因功能和发

现新基因提供了重要基础[ 8] 。

自从Admas 于1991 年首次应用表达序列标签寻找到人

脑组织的新基因后,EST 技术逐渐成为科研工作者研究生物

基因组、寻找新基因的主要方法。基于 EST 发现新基因的一

个成功的例子是分离参与合成不饱和脂肪酸生物合成的酶

类基因 pFL2 。1995 年Van de Loo 等应用EST 成功分离到蓖

麻油酸( 12- 羟基油酸) 生物合成的关键酶基因 pFL2 , 这是大

规模测序从特异代谢的植物组织分离新基因的典型例子[ 9] 。

类似的EST 方法, 如Cahoon 等从苦瓜( Momordica Charantia) 和

凤仙花( Impatiens balsamina) 产油组织的EST 数据库中鉴定出

脂质合成途径的关键酶———脂肪酸共轭酶基因[ 9] 。又如钱

骏、董利等对表达序列标签( EST) 、UniGene 等数据库进行综

合搜索分 析, 结 合 c DNA 克隆 测序方 法, 成功 地获得 了

UBAP1 基因在小鼠中的同源基因[ 8] 。

1 .3  DNA 微阵列和基因芯片的研究  随着 ESTs 数据的扩

大, 用ESTs 文库制备的 DNA 芯片将使测序过程简化并有力
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促进功能基因组学研究[ 10] 。杨莉等[ 11] 从红色毛癣菌 cDNA

文库中选取了3 364 条有明确功能注释的表达序列标签

( ESTs) 制备了c DNA 芯片, 对红色毛癣菌孢子期及萌芽期的

基因表达变化进行了研究。该研究为了解红色毛癣菌孢子

萌发过程中基因表达的变化及信号转导和代谢特点提供了

重要线索 , 对其他浅部真菌的研究也具有重要意义。瑞典的

杨树基因组计划中制备了一个包含13 000 个杨树ESTs 的芯

片, 这些ESTs 来自35 000 个 cDNA 克隆测序后的单基因集 ,

用于研究杨树生长发育过程中的基因表达、鉴定和功能分

析[ 12] 。

1 .4 利用ESTs 分析基因表达水平 一般认为 , 组织和细胞

分化依赖于基因特异性的时空表达, 而生物体在某一时期的

基因表达数量通常只占全部基因的l5 %[ 13] 。EST 技术的优

势就在于其稳定性高、分析规模大。通过对 cDNA 文库中随

机挑选的克隆进行大规模测序, 所产生的EST 数据可以解决

特定组织细胞在某一时期的基因表达和丰度等问题, 从而可

在基因整体水平上研究其相关的功能及代谢。目前基因差

异表达研究是植物 EST 研究的主流, 基因表达图谱的研究

更是其中的热点, 如刘军等以水稻茎尖分生组织( SAM) 为对

照群体, 幼穗分生组织( Pb/ Sb) 为目标群体, 进行抑制差减

杂交, 用经过 SAMc DNA 差减的Pb/ Sb c DNA 群体构建了一

个差减文库。通过差示筛选鉴定了40 个在 Pb/ Sb 中特异表

达或表达增强的候选克隆[ 14] 。又如杨传平等以 NaHCO3 胁

迫紫杆柽柳cDNA 为试验方, 正常生长紫杆柽柳 cDNA 为驱

动方, 应用SSH 技术研究胁迫下柽柳基因的表达。经 North-

ern 杂交检测, 共获得36 个盐胁迫应答基因[ 15] 。

图1 藻类EST 数据统计结果

Fig .1 Thestatistical results of algae ESTs data

1 .5  基于bdEST 的电子克隆技术  电子克隆技术的原理

是利用生物信息学技术 , 借助电子计算机的巨大运算能力 ,

通过EST 或基因组的序列组装和拼接, 利用RT- PCR 技术快

速获得新基因[ 16 - 17] 。该技术以目的EST 为种子序列, 对选

定的dbEST 进行同源性搜索, 将所选高度同源的 ESTs 归类 ,

作为种子序列库, 进行序列拼装 , 构建序列重叠群, 再以重叠

群为种子序列重复进行同源性搜索、聚类、拼接直至无法进

行, 已达到最有效的延伸[ 18] 。中山大学的林慧贤等用已知

遗传图位的BAC 克隆片段筛选水稻小穗c DNA 文库, 获得1

个小GTP 结合蛋白的相关序列 , 以该c DNA 序列为基础将4

个EST 拼接, 进行电子克隆, 得到了1 个新的水稻小GTP 蛋

白基因 Osrab5B 的 c DNA 克隆[ 19 - 20] 。陈大福等[ 21] 以果蝇腺

苷酸转移酶基因c DNA 序列为模板 , 对家蚕EST 数据库进行

同源性检索筛选, 克隆出家蚕腺苷酸转移酶基因的c DNA 序

列。EST 数据库的迅速扩张 , 将导致识别与克隆新基因策略

发生革命性变化。

2  藻类 EST 文库

自EST 技术建立以来,EST 数据库从1993 年的22 537 条

增加到了55 561 006 ( 2008- 8-19) 条。搜索结果表明藻类的

EST 数据有236 375 条, 少于高等动、植物。其中, 模式生物莱

茵衣藻的EST 数量最多, 为202 260 条, 其次为条斑紫菜 , 为

22 070 条[ 1] ( 图1) 。

目前, 公共数据库中只有4 种微藻的全基因序列: 原始

红藻( Cyani di oschyzon merol ae) 、莱茵衣藻[ 22] ( Chlamydomonas

rei nhardtii ) 、伪矮海链藻 ( Thalassiosira pseudonana) [ 23] 、原始绿

藻 ( Ostreococcus tauri ) [ 24 - 25] 。其他的如红藻 ( Galdieria sul-

phur ari a) [ 26] 、三角褐指藻( Phaeodactylumtricornutum) [ 27] 、一种

多细胞藻类 ( Volvox careen) [ 28] 、球石藻 ( Emiliania huxleyi) 已

在国际上开展了相关研究并取得了很大进展。但是, 基因组

测序非常昂贵, 且对海量数据的分析需要较长时间。快捷而

有效的方法就是对c DNA 序列进行EST 分析[ 29] 。目前 , 公共

数据库中公布的EST 有5 000 多万条, 除了上述进行全基因

测序的藻类外, 关于条斑紫菜( Porphyrayezoensis ueda) [ 28 - 30] 、

红藻 ( Galdieria sulphuraria ) [ 31] 、塔玛亚历山大藻( Alexandri-

umt a marense ) [ 32] 、强 壮 前 沟 藻 ( Amphidinium carterae Hul-

burt) [ 33] ESTs 的研究也有相关报道。

2 .1  微藻的 EST 研究  微藻的EST 研究主要集中在紫菜

( Porphyra) 上, 共 28 109 ( 2008- 8-19) 条。其中, 以条斑紫菜

( P . yezoensis) 为主 , 有EST 记录22 069 ( 2008-8-19) 条, 其次为

江蓠属( Gr acil ari a) ,8 535 ( 2008-8- 19) 条。紫菜的EST 多来自

其叶状配子体, 而来自其丝状孢子体的较少。坛紫菜是中国

南方海域特有的栽培品种, 然而国际上对其研究较少, 目前

NCBI 中尚未收录与其相关的 EST。2003 年中国科学院海洋

研究所和浙江大学沃森基因组科学研究院联合对坛紫菜丝

状孢子体进行了大规模测序, 得到7 064 个 EST 原始数据, 经

处理最终获得2 535 条特异序列[ 4] 。

表达序列标签( EST) 在微藻研究中的应用主要集中在基

因序列研究上。王孟强、胡景杰等利用公共数据库中条斑紫

菜的EST , 对简单重复序列 ( SSR) 即微卫星标记进行分析。

该研究利用了EST 序列能够代表特定基因的特性及SSR 标

记的多态性, 当具有多态性的SSR 与功能确定的基因相关联

时, 这种SSR 就可作为遗传标记看待。王孟强等对21 954 条

EST 序列分析发现 , 其中1 162 条含有微卫星序列, 对这1 162

条EST 序列进行聚类, 其中984 条可聚为112 个重叠群, 其余

178 条不与其他序列聚类, 共得到非冗余基因290 个[ 24] 。又

如Nikaido 等[ 34] 从条斑紫菜 ( P . yezoensis) 的 cDNA 文库中建

立了10 154 条( 3 267 个非重复组) EST 序列 , 比较后发现其中

33 .1 % 的序列与己知序列相似 ,66 .9 % 的EST 是首次报道的

新序列。Lee 等[ 35] 测定并分析了来自条斑紫菜的200 条EST

序列, 其中81 条 ( 40 .5 %) 与 GenBank 中已知基因相似,8 条

与己知的藻类相关基因相似。

南极冰藻 ( Chla mydomonas sp .ICE- L) 是一种单细胞真核

藻类, 属于衣藻科( Chlamydomonadaceae) 衣藻属( Chla mydomonas

sp .) , 是研究极端环境生物学的良好模式生物。王能飞等通过

对南极冰藻L4( Chl a mydomonasL4) c DNA 文库的筛选, 克隆出一

个具有5’和3’非编码区的40 S 核糖体蛋白S5( RPS5) 全长基因
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序列。与GenBank 中日本凋毛藻、拟南芥、果蝇、斑马鱼、非洲

爪蟾、人等物种的同源基因或ESTs 序列比对, 得到了根据RPS5

基因序列相似性绘制的系统分类树, 其符合传统的物种分类系

统。这说明通过持家基因的一种———RPS5 基因的序列相似性

进行分子分类学研究具有可行性。

2 .2  大型藻的EST 研究 大型藻类的EST 研究主要集中在

褐藻上。有关于褐藻的 EST 数据已达到13 208( 2008-8- 19)

条。使用ESTs 分析等基因组学研究之前, 只有很少的褐藻

基因被克隆 , 如钙调蛋白基因、海藻糖叶绿素a/ c 结合蛋白

等[ 36] 。现已从掌状海带 ( L. digitata) 的配子体和孢子体中

获得了约500 条 EST。其中 ,39 % 的配子体 EST 和48 % 的孢

子体EST 可以根据数据库数据确定其可能的功能, 尽管EST

数量不多, 但已在EST 分析基础上分离得到了溴过氧化酶、

碘过氧化酶、甘露糖醛酸C5 表异构酶[ 37] 和6 个碳代谢相关

基因[ 38] 等重要功能基因。可见,EST 技术在藻类相关研究中

已得到了广泛应用 , 而其应用主要集中在相关基因的筛选和

功能鉴定等方面。

3  展望

虽然EST 技术功能强大, 被广泛应用于基因组学研究的

各个领域, 但目前的技术仍存在一定局限性。第一,EST 文

库中基因丰度的问题。生物基因组极其庞大, 生物体某一特

定组织在特定时期的基因表达频率各不相同。但人们寻找

到的具有特异性的新基因往往就是低频率表达的基因, 因

此随机选取c DNA 克隆测序时不可避免地会得到大量重复的

ESTs , 不能有效获取有用的、新的ESTs , 造成人力物力浪费 ,

效率较低 ; 第二,EST 的测序方法存在误差, 许多应用程序也

存在一定的局限性 , 使独立基因在聚类拼接过程中可能与同

源性较高的不同基因混杂在一起[ 39] ; 第三 ,EST 仅仅作为一

个基因的部分序列, 它所揭示的基因组信息不全, 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[ 40] ; 第四, 就世界范围来讲, 如何避免不同研究机构

对同一物种进行重复测序, 协调好科学家之间的分工, 加快

国际EST 计划的进程, 也是一个需要解决的问题[ 41] 。

随着“后基因组”时代的到来, 生物信息学在基因功能

研究中发挥着越来越重要的作用。而 EST 分析是生物信息

学分析的核心, 它为新基因的克隆和功能分析提供了新的

出发点。同时, 激光显微切割、c DNA 文库标准化、RACE (rap-

idamplification of c DNA ends) 等技术的应用, 以及测序和DNA

芯片技术的发展, 也使得快速大规模进行c DNA 序列测定和

分析成为可能。因此,EST 技术将成为一种强有力的工具 ,

帮助人们揭示基因组所包含的信息, 使基因组研究进入一个

新的阶段。
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高、茎粗、地上部鲜重、地上部干重显著高于营养土; 地下部

鲜重、地下部干重极显著高于进口泥炭和营养土; 全株鲜重

极显著高于进口泥炭, 显著高于营养土; 全株干重显著高于

进口泥炭和营养土; 壮苗指数有机复合基质和进口泥炭极显

著高于营养土 , 有机复合基质和进口泥炭间无显著差异。

2007 年与2008 年试验结果基本一致。

表1 有机复合育苗基质对西瓜出苗、成苗的影响

Table 1 Effects of compound organicseedling substrates onthe emergenceandfor mationof watermelonseedlings

年份
Year

处理
Treatment

播种期
( 月/ 日)

Sowing date

播种株数∥株
Sowing
plants

出苗时间( 月/ 日)
Seedling occ-
urrence ti me

齐苗时间( 月/ 日)
Ti me for full

seedlings

出苗株数∥株
Emerged
plants

成苗株数∥株
Survival
plants

出苗率∥%
Seedling-

emerged rate

成苗率∥%
Seedling

formationrate

2007 有机复合基质 1/ 20 200 1/ 24 1/ 26 172 .67 171.67 86.33 85 .83
进口泥炭 1/ 20 200 1/ 24 1/ 25 175 .67 174.33 87.83 87 .17
营养土( CK) 1/ 20 200 1/ 24 1/ 27 174 .67 173.33 87.33 86 .67

2008 有机复合基质 2/ 25 200 2/ 29 3/ 2 173 .33 173.00 86.67 86 .50
进口泥炭 2/ 25 200 2/ 29 3/ 1 175 .33 174.67 87.67 87 .33
营养土( CK) 2/ 25 200 2/ 29 3/ 3 171 .67 170.67 85.83 85 .33

表2 有机复合育苗基质对西瓜苗生长的影响

Table 2 Effects of compound organicseedlingsubstrates onthe growthof water melonseedlings

年份
Year

处理
Treatment

株高
cm

Plant
height

茎粗
cm

Stem
diameter

鲜重Fresh weight∥g

地上部
Aboveground

part

地下部
Underground

part

全株鲜重∥g
Fresh weight

of whole
plant

干重Dry weight ∥g

地上部
Aboveground

part

地下部
Underground

part

全株干重∥g
Dry weight
of whole

plant

壮苗指数
Seedling-
raising
index

2007 有机复合基质  6 .20 Aa  0.30 Aa  4 .39 Aa 0.81 Aa   5 .20 Aa  0 .310 Aa 0 .056 Aa   0 .366 Aa 0 .017 5 Aa

进口泥炭 6 .00 Aab 0.27 Aab 4 .24 Ab 0.75 Bb 4 .99 ABb 0 .280 Ab 0 .045 Bb 0 .325 Bb 0 .014 5 Bb

营养土( CK) 5 .77 Ab 0.24 Ab 4 .20 Ab 0.73 Bb 4 .93 Bb 0 .282 Ab 0 .045 Bb 0 .327 ABb 0 .013 6 Bb

2008 有机复合基质 6 .00 Aa 0.28 Aa 3 .85 Aa 0.79 Aa 4 .64 Aa 0 .305 Aa 0 .057 Aa 0 .362 Aa 0 .016 9 Aa

进口泥炭 5 .77 Aab 0.26 Aab 3 .81 Aab 0.74 Bb 4 .55 Bb 0 .287 Aab 0 .051 Bb 0 .338 Ab 0 .015 1 Aa

营养土( CK) 5 .57 Ab 0.24 Ab 3 .76 Ab 0.73 Bb 4 .49 ABb 0 .284 Ab 0 .048 Bb 0 .332 Ab 0 .014 5 Bb

 注 : 纵列大、小写字母不同分别表示差异达0 .01 极显著水平和0 .05 显著水平。

 Note :Different capital letters in the same column mean extremely significant difference at 0 .01 level and different small letters mean significant difference at 0 .05

level .

3  讨论与结论

(1) 有机复合基质是以食用菌下脚料、花生壳为主要原

料, 配以稻壳灰、凹凸棒土、缓释肥料等而成的育苗基质, 其

有机物含量高, 颗粒较小, 持水能力好, 但透气性不及进口泥

炭, 因此齐苗比进口泥炭晚1～2 d。营养土主要由园土与腐

熟的有机肥配制而成 , 透气性最差, 造成齐苗时间最晚, 要比

有机复合基质晚1～2 d , 且出苗不整齐。

( 2) 从3 种不同育苗基质的西瓜幼苗的生长来看 , 由于有

机复合基质和营养土均含有一定的养分, 可以满足西瓜幼苗

30～35 d 的生长需要, 因此在西瓜育苗期间不需追肥。进口

泥炭由于仅添加了少量的养分, 在齐苗后7 d 左右幼苗出现

黄化、生长缓慢现象, 因此在西瓜育苗期间需要追施2 ～3 次

肥料。从对西瓜苗期生长的影响来看, 有机复合基质培育的

西瓜幼苗表现为长势旺、叶色绿、植株健壮, 易于培育西瓜壮

苗; 在苗期补充肥料的条件下, 进口泥炭培育的西瓜幼苗长

势稍优于营养土, 二者差异不显著。

( 3) 从2 年的试验结果来看 , 各个处理表现基本一致。综

合分析,3 个处理中有机复合基质最适于西瓜育苗 , 易于培育

壮苗, 可以用于西瓜等瓜类蔬菜育苗 , 为西瓜获得高产奠定

了坚实的基础。
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