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摘要 :简要叙述了表达序列标签 EST技术的原理和流程 , 综述了 EST在研究林木木材形成和其它生

物学过程时新基因的发现、基因表达分析和基因芯片方面的应用进展以及在开发林木单核苷酸多态

性和简单序列重复等分子标记和构建遗传图谱方面的应用进展 ,并对其在林木基因组研究中的应用

前景进行了展望。
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1991 年Adams 等人从三种人脑组织的 cDNA 文库中随机挑取 609 个克隆进行测序 ,从而得到

一组人脑组织的表达序列标签 EST (expressed sequence tags) ,并将其与数据库进行序列同源性对

比 ,结果表明 :该组 EST中有 36 个代表已知基因 ,337 个代表未知基因 ,这是关于 EST技术应用的

首次报道 ,并首次提出了 EST的概念[1 ] 。随着人类基因组计划的顺利进行 ,EST技术首先被广泛

应用于寻找人类新基因 ,绘制人类基因组图谱 ,识别基因组序列编码区等研究领域 ,之后又被广

泛应用于植物基因组研究[2 ] 。随着 EST测序的飞速发展 ,到 2003 年 6 月 ,美国国家生物技术信息

中心 (NCBI)的 EST数据库中 (dbEST) (http :ΠΠwww. ncbi . nlm. nih. govΠdbESTΠindex. html) 已录入的

来自不同物种的不同组织的 EST共有 17 291 123 条 ,其中人和鼠的最多。EST也被广泛应用于新

基因的发现、基因鉴定、基因克隆、构建基因组图谱、基因定位分析、基因表达分析等方面。在植

物方面 ,除了拟南芥 ( Arabidopsis thaliana (L. ) Heynh. ) 、水稻 ( Oryza sativa L. ) 、小麦 ( Triticum aesti2
vum L1) 、大麦 ( Hordeum vulgare L. ) 、大豆 ( Glycine max (L. ) Merr. ) 、玉米 ( Zea mays L. ) 、棉花 ( Gos2
sypium herbaceum L1)等模式植物和农作物以外 ,近年来也开展了一些木本植物的 EST研究 ,首先

报道的是火炬松 ( Pinus taeda L. ) EST 分析 ,随后是杂交杨 ( Populus tremula L. ×P. tremuloides

Michx. )和毛果杨 ( P. trichocarpa‘Trichobel .’)等其它林木。

1 　EST技术的原理和步骤

EST指从不同组织来源的 cDNA 文库中随机挑选克隆 ,进行 5′或 3′端测序后得到的部分

cDNA序列 ,一个 EST对应于某一种mRNA的cDNA克隆的一段序列 ,长度一般为300～500



bp
[1 ] 。cDNA 是由来源于某一组织的 mRNA 在体外经逆转录酶逆转录合成单链 ,再由 DNA 聚

合酶等催化合成双链 ,只含有基因编码区域 ,因此 ,EST是了解基因表达的“窗口”,可代表生物

体某种组织某一时间的一个表达基因 ,故被称之为“表达序列标鉴”;而且 EST 的数目可以显

示所代表的基因表达的拷贝数 ,一个基因的表达次数越多 ,其相应 cDNA 克隆也就越多 ,所以

通过对 cDNA 克隆的测序分析可以了解基因的表达丰度。EST技术的具体流程为 : (1) 从组织

细胞中提取 mRNA ,构建标准 cDNA 文库 ; (2)从中获得大量的单个 cDNA 克隆 ; (3) 碱裂解法或

PCR 扩增制备测序模板 ; (4) cDNA 片段 5′端或 3′端 300～500 碱基的测序 ; (5) 将测序所得的

EST序列与 dbEST等数据库中已知的核酸和蛋白质序列进行同源性比较分析 ,可以鉴定出哪

些代表已知基因 ,哪些代表未知序列 ,后者可能代表新基因 ,并进行基因表达丰度分析 ,确定这

些基因在该组织中的表达水平 ; (6)新基因及未知基因的基因库登录。目前 cDNA 文库构建都

有现成的试剂盒 ,方法成熟 ,同时 DNA 测序技术的飞速发展 ,进一步降低了大规模 DNA 序列

测定的成本。EST数据库构建费用的成倍降低为林木基因组学研究的开展提供了良机。

2 　EST在林木研究中的应用

近年来 ,随着一些木本植物 EST 分析工作的启动 ,使数据库中木本植物 EST 的数目越来

越多 ,这些 EST为新基因的发现和基因表达研究提供了大量的信息和分析材料 ,也为高密度

林木遗传图谱的构建所需分子标记的开发奠定了基础。

211 　新基因的发现

利用 EST技术分析得到的基因主要有三种 :第一是已知基因 ,是为人类已鉴定和了解的

基因 ;第二是以前发现但功能未经鉴定的基因 ,但根据组织发育特点可以推测该基因的功能 ;

第三是未知基因 ,即该基因在数据库中无同种或异种基因的匹配 ;所以利用 EST 技术不但可

迅速地确定部分基因的功能 ,而且为推测未知功能基因和发现新的基因提供了重要基础。

EST分析是基于大量基因测序基础上 ,具有基因组学的研究特点 ,为像树木这种分子生物学研

究背景少、突变体难以获得的植物提供了有效研究手段。1998 年 Allona 等[3 ] 构建了火炬松未

成熟木质部的 cDNA 文库并从中获得了 1 097 个 EST序列 ,通过与公共数据库序列同源对比发

现 59 %与已知功能的基因序列相似 ,其中大约 10 %为编码细胞壁形成有关的因子 ,如一些参

与细胞壁形成的蛋白质、已知的木质素生物合成的酶类和几个与糖类代谢相关的酶 ,另外还有

许多是推测的调节蛋白。2002 年 1 月在圣地亚哥召开的动植物和微生物基因组学会议上 ,来

自美国北卡罗来纳州立大学的 Johnson 等[4 ]阐述了美国 1999 年启动了从基因组学途径研究火

炬松木材形成的分子基础的计划 ,目前已构建了 4 种不同的正在发育的木质部区域 cDNA 文

库并建立了 EST库 ,总共 60 000 多个序列 ,约 80 %产生了有效的 ESTs ,大量的火炬松 EST与已

知的植物基因有高度的同源性 ,其中相当一部分与细胞壁形成有关。在 EST单基因克隆库里

有一部分是新基因 ,表现出与拟南芥或其它植物的序列没有明显的同源性。1998 年瑞典的

Sterky 等[5 ]从杂交杨的形成层区域和毛果杨的未成熟木质部区域获得了 5 692 个 ESTs 序列 ,通

过与公共数据库同源对比 ,发现形成层 EST库的 63 %和木质部 EST库的 54 %与 820 种已知功

能蛋白质序列相似 ,两个文库中分别有 25 %和 37 %的 ESTs 与来自其他物种的且功能未知的

序列有显著同源性。另外 ,12 %和 9 %的 ESTs 与公共数据库中的任何序列均无相似性 ,表明这

些序列代表的基因可能为新基因 ,并在木材形成中具有特殊功能。上述研究是杨树 ( Populus
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spp1)基因组计划的一部分 ,到现在杨树 EST已增加到 95 000 多个 ,分别来自不同组织和发育

阶段的 20 个 cDNA 文库。分析表明这些 EST 来自杨树基因组可能编码基因总数 40 000～

50 000中的 15 000～20 000 个基因。所有这些 EST的功能归类还没全部完成 ,但其中几个子集

已被分析。例如杨树幼嫩叶片 36 %的 ESTs 为与能量代谢有关的基因 ,而衰老叶片中与细胞程

序化死亡和蛋白质降解相关的 ESTs 占的比例比幼嫩叶片增加 2～3 倍[6 ] ,因此 ,EST分析能够

检测基因表达的趋势和揭示特定组织的生物学过程。此外 ,Hisada 等[7 ] 对温州蜜桔 ( Citrus un2
shiu Marc1)果实细胞快速膨大期的幼果组织和上岛脐橙 ( Citrus sinensis (L1) Osbeck) 的未成熟

种子[8 ]进行了 EST分析 ;在动植物和微生物基因组学会议上还报道对洋槐 ( Robinia pseudoaca2
cia L1) [9 ] 、海岸松 ( P. pinaster Ait1) [10 ] 、桉树 ( Eucalyptus globulus Labill1) [11 ] 等也进行了类似的

EST研究。

212 　基因表达研究

EST技术稳定性高 ,分析规模大 ,对 cDNA 文库随机挑选克隆进行大规模测序 ,可直接回

答特定组织细胞在某一时期哪些基因表达了 ,丰度如何等问题 ,从而能在整体水平研究相关的

功能和代谢。如 Sterky 等[5 ]通过比较杨树形成层区域和发育木质部的 EST库发现 :两文库包

含不同的高丰度的转录产物 ,木质部库中高丰度转录产物的比率高于形成层库 ;木质部库中细

胞壁相关基因的表达几乎是形成层库的 2 倍 ,而蛋白质合成相关基因的表达是形成层库的一

半 ;两库中都有木质素生物合成基因 ,但在木质部库中丰度更高。与木质化有关的其它基因的

表达也有明显区别 ,特别是漆酶、S2腺苷蛋氨酸合成酶和过氧化物酶的丰度 ,过氧化物酶在形

成层库中表达更高 ,而漆酶、S2腺苷蛋氨酸合成酶在木质部库中高度表达。S2腺苷蛋氨酸合成

酶被认为是通用甲基供体 ,在木质素单体合成中非常重要。虽然漆酶、过氧化物酶都参与木质

素单体聚合反应 ,但漆酶的作用更重要 ,其在火炬松的高水平表达也证明了这一点。

EST除了通过丰度分析可以确定基因表达水平外 ,还可用于制备 DNA 芯片 ,利用不同组

织和发育时期的试验材料进行基因表达研究 ,成为鉴定新基因和功能的初始材料。利用 EST

序列 ,采用 PCR 技术可以方便地扩增代表不同基因的 cDNA 片段 ,用于制备基因芯片。Johnson

等[4 ]在 2002 年召开的动植物和微生物基因组学会议上叙述了用一部分火炬松 EST制备芯片 ,

研究了幼材和成材在正常生长和受到机械压迫时以及早材和晚材形成过程中的基因表达变

化。Hertzberg 等[12 ]利用来自杂交杨的 2 995 个 EST 制备芯片 ,研究了木材形成过程中的几个

阶段如细胞分化、扩张、次生壁形成、木质化和细胞程序性死亡的基因表达变化 ,揭示了一些编

码木质素和纤维素生物合成的基因、木质化过程的许多转录因子和其它潜在的调节因子受严

格的特定发育阶段的转录调节。目前在上述杨树 95 000 个 EST的基础上 ,开始了高密度芯片

的制备 ,如瑞典进行的杨树基因组计划中制备了一个包含 13 000 个 EST 的芯片 ,这些 EST 来

自于 35 000 个 cDNA 克隆测序后的单基因集 ,用于研究杨树的许多生长发育过程中基因的表

达、鉴定和功能分析[6 ] 。作为合作者之一 ,Taylor 等[6 ] 利用该高密度杨树 EST 的芯片研究了长

期处于高浓度 CO2 中杨树基因的表达 ,发现其中 1 500 个 EST表达增加 ,而另外 1 000 个 EST

则表现出表达下降 ,Taylor 强调这些研究将揭示在未来气候变化下树木对环境适应的机制。

213 　开发分子标记和图谱的构建

EST片段由于其多态性高 ,可以开发为分子标记 ,用于林木群体的遗传分析 ,大量的 EST

分子标记可以用于建立遗传连锁图谱。EST序列本身的碱基变化就可以开发单核苷酸多态性
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标记 (SNP) ,可以采用 PCR 扩增结合测序或梯度变性电泳加以鉴定。微卫星 DNA 是由少数几

个核苷酸 (一般为 2～4 个)为单位多次串联重复的 DNA 序列 ,故又称为简单序列重复 (Simple

sequence repeats (SSR) ) ,主要是以两个核苷酸对为重复单位。SSR 在基因组中非常丰富 ,所以

EST中也存在 SSR ,设计 SSR 两侧保守区引物 ,通过 PCR 扩增就能检测出 EST 中的 SSR ,所以

利用 EST可以开发出 SSR 标记。Xu Yong 等[13 ]利用扁桃 ( Amygdalus communis L1) 种质的 1 057

个 EST设计了 26 个 SSR 引物 ,通过扩增获得了 11 个 SSR 标记 ,这些 SSR 标记被用于研究扁桃

种质的遗传多样性 ,并发现来源于基因组的 SSR 和来源于 EST的 SSR 在每个位点上检测到的

等位基因的数目有很大区别。Scott 等[14 ]分析 5 000 个葡萄 ( Vitis spp1) EST得到 124 个微卫星

DNA ,从中设计 16 个 SSR 引物 ,通过扩增获得 10 个 SSR 标记 ,检测了它们的多态性和可转移

性 ,并与来源于基因组的 SSR 进行了比较。Decroocq 等[15 ] 从杏 ( Prunus armeniaca L1) 和葡萄的

EST中得到了一些 SSR ,并研究了来源于 EST 的 SSR 在葡萄科 (Vitaceae) 和蔷薇科 (Rosaceae)

之间转移的可能性。

利用 EST开发的分子标记 ,有如下优点 : (1) 如果一个 EST标记被发现与一个有意义的遗

传性状有关 ,那么这个 EST所代表的基因就有可能直接影响这个性状 ; (2) 与候选基因同源或

在某个组织中有差异表达的 EST 可被选定为遗传作图的标记 ,对了解分析目标性状大有益

处 ; (3)由于 EST来源于编码区 DNA ,一般有高度的序列保守性。与多数来自非表达区的其它

标记如 AFLP、RAPD、SSR 相比 ,EST标记更可能在家族和物种之间转换 ,因此 ,EST标记在远亲

物种之间校正基因组连锁图谱和比较数量性状定位方面特别有用 ;同样 ,如果一个目标物种缺

少 DNA 序列信息 ,那么其它物种的 EST能被用作这个物种的遗传作图 ,因此利用 EST遗传作

图将使物种之间连锁信息的转换更快 ,能用作校正标记 ,实现多个图谱整合 ,并进行比较基因

组学研究。Temesgen 等[16 ]利用构建的火炬松幼苗针叶和幼树木质部两个 cDNA 文库 ,得到了

部分 EST ,其中有 56 个 EST标记可定位到由两个作图群体构建的火炬松遗传连锁图上和一张

整合的火炬松遗传连锁图上。不像常用的其它分子标记 ,EST可以定位已知功能的基因或定

位影响火炬松重要性状的候选基因。Brown 等[17 ]利用火炬松的 90 个 EST开发的标记 ,对松属

( Pinus L1)的单维管束亚属 ( Strobus)与双维管束亚属 ( Pinus) 和松科的花旗松 ( Pseudotsuga me2
nziesii (Mirbel1) Franco)进行了比较作图研究 ,结果表明 :89 %、49 %和 22 %的 EST 引物可以从

双维管束亚属、单维管束亚属及花旗松中实现扩增 ,多态性比例处于 37 %～61 %。35 个 EST

标记处于火炬松和花旗松图谱的相同位点 ,为构建松属的“通用”图谱、研究基因组的结构与进

化奠定了基础。Komulainen 等[18 ] 利用 EST 标记和其它分子标记构建了欧洲赤松 ( P1sylvestris

L1)的遗传图谱 ,这些 EST标记的一部分以前已被用于火炬松的作图 ,并比较了欧洲赤松和火

炬松的基于 EST的遗传图谱。此外 ,对辐射松 ( P1 radiata D1Don) [19 ] 、桉树[20 ] 和云杉 ( Picea as2
perata Mast1) [21 ]等也利用 EST进行了遗传作图。遗传图谱的构建是基因组研究中的重要环节 ,

可为基因定位及基因组结构和功能的研究打下基础 ,高密度的遗传图谱有助于克隆基因和精

确地解析数量性状基因。

3 　展望

EST技术在林木基因组研究中的应用展示了良好的前景。虽然林木基因组研究开展得较

晚 ,树种也有限 ,与人、拟南芥和水稻等作物的基因组研究比较起来相对滞后 ,但随着 EST 分
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析技术的日趋完善、其应用的不断开发 ,相信其在林木研究中会越来越被重视 ,必将在林木基

因组学中发挥重要作用。另外 ,分子育种对品质、抗性基因的定位和基因的分离需求紧迫 ,

EST分析无疑可以用来研究这些性状形成过程的基因及其表达 ,同时为基因的表达分析提供

基础 (基因芯片) ,成为阐明目标性状分子机理的重要技术途径。

EST序列代表着染色体上识别位点 ,它对应的序列标记位点 ( sequence2tagged site , STS) 已

成为绘制基因组物理图谱的标准标记 ,可以突破传统林木遗传图谱密度低、通用性差等应用瓶

颈 ,所以 EST标记不仅用于“通用”林木遗传图谱的构建 ,也将为林木基因组物理图谱的构建

奠定基础 ,物理图谱的构建也为基因组结构分析、克隆已经定位的基因提供了条件。随着模式

树种杨树基因组测序工作的完成和功能基因组计划的实施 ,预见未来几年 EST 在基因识别、

基因表达和功能研究等方面将发挥越来越大的作用 ,而且随着生物信息学的发展 ,在林木研究

中的应用范围也将更加广阔。

我国有许多特有木本植物资源急待开发 ,EST分析作为基因组研究的首要手段 ,无疑是新

基因发掘的良好工具 ,这应引起我国科学工作者的高度重视。
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Expressed Sequence Tag ( EST) and Its Application in Forest Research

LI Hong1 ,2 , LU Meng2zhu2 , JIANG Xiang2ning1

(11Beijing Forestry University ,Beijing 　100083 ,China ; 21Research Institute of Forestry ,CAF ,Beijing 　100091 ,China)

Abstract :This article has introduced the basic principles and procedure of EST analysis ,and also reviewed the

application of EST in novel gene finding ,gene expression analysis and the use in preparation of gene2chips in

genomic studies on different biological processes ,wood formation for instance. EST database provide a resource to

develop molecular markers such as SNP ,SSR ,etc1 ,the latter has been used to construct genetic linkage maps.

It’s prospect of its application on forest genomics is also discussed.

Key words :EST;gene identification ;gene expression analysis ;molecular marker
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