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摘要:简要叙述了表达序列标签 ES T 技术的原理 , 对小麦 EST 图谱的构建研究进展进行了综述。分

别阐述了小麦七个同祖群染色体的 EST 图谱的研究进展 , 同时对 EST 在小麦基因组研究中的应用

前景进行了展望。
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Abstract:This a rticle introduced the basic principle s o f ES T analysis , summarized the advance of con-

struction o f mapped EST in w heat.The expatiation o f the prog re ss of ES T mapping fo r wheat homoe-

o lo gous chromosome g roups 1 ～ 7.At the same time , its pr ospect of application on w hea t g enomics

wa s also discussed.
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　　表达序列标签(Expressed Sequence Tag , ES T)

是美国国立卫生研究院(National Institutes o f

Heal th ,NIH)的生物学家 Venter 于 1991 年提出

的[ 1] 。随着人类基因组计划的开展 ,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]
。在植物中 , 拟南芥

(Arabidopsis thal iana L.)被选为第一个开展基因

组计划的双子叶植物
[ 3]
。水稻(Oryza sativa L.)是

第二个被选中进行基因组研究的单子叶植物 , 主要

因为它的基因组小(490 M b),并且是重要的粮食作

物 ,对谷物的比较基因组学研究表明 ,水稻 、小麦 、玉

米 、高粱等的基因组成 、基因顺序等存在高度共线

性 , 因此利用对水稻基因组研究的结果 , 可从其他

谷物中分离 、鉴定出对应的基因。该计划于 1991 年

启动[ 4] , ES T 计划为其中重要的组成部分 。到 2003

年 6月 ,美国国家生物技术信息中心(NCBI)的 ES T

数据库中(dbES T)(ht tp://ncbi.nlm.nih.gov/

dbEST/index.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 。到 2006 年 10月 NCBI 数据库中的 ES T 共有

38 953 178 条 , 其中 水稻 (Oryza sativa L.)

1 188 565条 ,玉米(Zea mays L.)1 143 728条 ,拟南

芥(Arabidopsis thal iana L .)622 973 条 , 大豆

(Glycine ma x L.)359 151条 。除了模式植物和农

作物以外 ,近年来也开展了一些木本植物的 EST 研

究 , 如柑橘
[ 5]
、杨树

[ 6]
等等。

1　EST 技术的原理
EST 是指在来源于不同组织的 cDNA 文库中
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随机挑选克隆 、测序 ,得到部分 cDNA 序列 ,一个

ES T 对应于某一种 mRNA的 cDNA 克隆的一段序

列 ,长度一般为 150 ～ 500 bp ,只含有基因编码区

域 ,因此 , ES T 可代表生物体某种组织某一时间的

一个表达基因 ,所以被称之为“表达序列标鉴” ;而

ES T 的数目则显示出其代表的基因表达的拷贝数 ,

一个基因的表达次数越多 ,其相应的 cDNA 克隆越

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
[ 7]
。目前构建 cDNA 文库一般都使

用试剂盒 ,方法成熟 ,而且飞速发展的 DNA 测序技

术 ,也使得进一步降低大规模 DNA 序列测定成本

成为可能
[ 8]
。

2　EST 在小麦研究中的应用
1998 年 8 月在第九届国际小麦遗传学会议上 ,

由美国 、澳大利亚 、英国三国科学家发起 , 正式成立

了国际小麦族 ES T 协作网(Interna tional Trit iceae

ES T Cooperative ITEC), 同时也拉开了国际麦类

ES T 研究的序幕 。共有 12 个国家的 35 个实验室

注册参加了该研究计划(ht tp://wheat.pw .usda.

gov/genome/participants)。注册成员与 ITEC 签

署有关协议 , 将所获得的 ES T 数据输入该组织的

数据库 , 成员可以共享数据资源
[ 2]
。到 2000 年 5

月 ,在 GenBank 中只有 9 条小麦(Tri ticum aest i-

vum L.)ES Ts , 86 条大麦(Hordeum vulgare L .)

ES Ts , 黑麦(Secale cereale)的 ES Ts 一条都没

有[ 9] 。到 2004年 1月 ,在 GenBank中有小麦 ES Ts

577 538条 ,大麦ES Ts 377 074条 ,黑麦 ES Ts 9 194

条。到 2006年 10月 NCBI的数据库中 ,小麦 ES Ts

855 066条 ,大麦ES Ts 437 321条 ,黑麦 ES Ts 9 195

条 (ht tp://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbES T/

dbES T summary.htm l)。

2.1　小麦 ES T 图谱的构建

2003年 3月 17日负责合作绘图的十个实验室

绘制出 4 485 个 ES Ts (ht tp://wheat.pw .usda.

gov/NSF/prog ress mapping.html)。2004 年 2 月

2日绘制出 8 318个 EST s ,其中 7 637个得到证实 ,

产生了近 40 000 个记录位点 。用于分析的图谱亚

群和已证实的 EST s(4 485个 ,2003年 3月 17日),

经过确认和去除复制位点后 ,产生 16 093 个位点 ,

G.R.Lazo 等人[ 10] 将这些位点绘制在中国春非整

倍体和缺失材料的三个基因组上 ,绘制在 B基因组

上的位点(5 774)多于A 基因组(5 173)和 D基因组

(5 146)上的位点。D基因组的 ES T 的密度显著高

于A 基因组和 B基因组 。通常情况下 ,EST 密度的

增加同距离着丝粒的物理距离有关 。ES T 密度的

主要区域在染色体的末端部分。绝大多数重要农艺

性状基因位于 ES T 密度区域。 L.L.Qi ,等人[ 11]

对同祖群染色体的分析表明 ,共有 15 843位点分布

在七个同祖群染色体上 , 位点数量依次为 2 212 、

2 600 、2 266 、2 236 、2 338 、2 043和 2 148 。

2.1.1　小麦第 1同祖群染色体 EST 图谱　J.H.

Peng 等
[ 12]
将 944个 ESTs产生的 2 212 ES T 位点 ,

绘制在六倍体小麦(Trit icum aest ivum L.)的第 1

同祖群染色体上 。944 个 ES Ts中有 367(39%)个

被绘制在第 1同祖群中的每条染色体上 ,用来构建

第 1同祖群的缺失图谱 。这 367个 EST 已经存储

在互联网上(ht tp://wheat.pw .usda.gov/pubs/

2004/Genet ics/)。ES T 位点在第 1 同祖群染色体

上的分布是不均一的 ,位点数目分别是:1A 染色体

为 660个位点 , 1B 为 826 个位点 , 1D 为 726 个位

点 。在 A 、B 、D三条染色体上 ,长臂上的 EST 位点

数目要多于短臂 ,并且染色体臂上的 ES Ts的分布

不是随机的 ,EST 簇集中在染色体短臂的末端区域

和长臂的中段区域。在其他同祖群上 ,第 1同祖群

的 ES Ts复制位点产生的几率为 35.5%。75%的小

麦第 1同祖群染色体上的 ESTs同水稻基因组序列

(E ≤ e-10)相匹配 ,只有 9.5%的小麦第 1同祖群

的 ES Ts同拟南芥基因组序列相匹配。

2.1.2　小麦第 2 同祖群染色体 ES T 图谱　E.J.

Conley 等人
[ 13]
将 1 110个 ESTs产生的 2 600 个位

点 ( ht tp://wheat.pw .usda.gov/cgi - bin/

westsql/map locus.cg i ,2003-3-17),通过 South-

ern杂交绘制到小麦非整倍体和缺失材料的第 2同

祖群染色体上。651 个 EST 探针产生的 769 个位

点绘制在 2A 染色体上 ,占位点总量的 29.6%, 728

个 ES T 探针产生的 959 个位点绘制在 2B 染色体

上 ,占位点总量的36.9%, 725 个 EST 探针产生的

872个位点绘制在 2D 染色体上 ,占位点总量的

33.5%。染色体 2B上的 ES T 位点要多于染色体2A

和 2D 。

2.1.3　小麦第 3同祖群染色体 ES T 图谱　J.D.

Munkvold等人[ 14] 将 996个 EST s产生的 2 266个

限制性片段(位点)绘制在小麦第 3 同祖群染色体

上 。这些位点在染色体 3A 、3B 、3D上的位点数目

依次为 634 、884和 748。除了 3DS 和 3DL 以外 ,高

密度 ES Ts区域存在于染色体末端 ,低密度 ESTs

区域存在于染色体臂的中部。染色体 3B 的 ESTs

位点最多 ,其次为 3D 和 3A , 3D 的位点密度最大
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(1.1),然后是 3B(1.02),最低的是 3A(0.88)。在

第 3同祖群染色体公认的图谱中大约有 232(44%)

个序列同水稻染色体 1相匹配 。第 3同祖群染色体

中的 EST s单基因图谱大约有 21 个同拟南芥编码

区相匹配 。

2.1.4　小麦第 4 同祖群染色体 ES T 图谱 　Mif-

tahudin , K.等人[ 15] 经过 938个 EST s杂交检测 ,将

1 918个位点绘制在小麦第 4同祖群染色体上 ,这

938个 EST s来源于 26个 cDNA 文库。研究发现

这 1 918个位点在第 4同祖群的三条染色体上的分

布是不均一的 ,在 4A 、4B 、4D 染色体上绘制的比率

分别为 41%,28%和 31%。第 4同祖群染色体特有

的 119个 EST s , 被用来绘制公认的第 4 同祖群染

色体图谱 。在这些 ES Ts中 ,有 49%同水稻染色体

3有同源序列 ,12%同水稻其他染色体有匹配序列 ,

39%同水稻没有匹配序列。使用 BLAST X(Basic

Local A lignment Search Too l ,BLAS T)搜寻全部蛋

白质数据库 ,发现 42% 的第 4同祖群染色体的 ES-

Ts可划分到功能类别 。

2.1.5　小麦第 5同祖群染色体 ES T 图谱　A.M .

Linkiew icz等人[ 16] 构建了小麦染色体 5A , 5B , 5D

的高密度缺失图谱(High -density dele tion bin

maps),其中包括用 1 052个 EST 探针绘制的 2 338

个位点 ,和 217个以前已经绘制的位点(位点总数为

2 555个)。研究结果表明 ,在 5B 染色体上绘制出

相当高的位点数(38%), 5A 和 5D 染色体分别为

34%和 28%。在三条染色体上产生多态水平的差

异 ,一部分原因可能是因为这些位点差异造成的 。

在 5B 染色体上发现复制位点的数量也很多

(42%)。除了已知的 5AL/4A L 易位和染色体 5A

的部分区域以外 ,在第 5同祖群染色体中观察到了

良好的完整的共线性 。在小麦第 5同祖群的低拷贝

ES Ts数和水稻染色体 12(88 个 ESTs)、9(72 个

ES Ts)和 3(84个 ES Ts)的低拷贝 EST s数之间 ,可

以观察到统计学意义显著的共线性 。

2.1.6　小麦第 6同祖群染色体 ES T 图谱　H .S.

Randhaw a等人[ 17] 用来源于 146条染色体 、染色体

臂 、非整倍体亚臂和缺失的材料的 37 个 cDNA 文

库的 7 965 个独立成分 ,进行小麦 ES Ts 染色体定

位 ,有 882 个 EST s被确认在小麦第 6同祖群染色

体上 。这 882个 ES Ts被绘制成 25个区域 ,这些区

域在 23 个断裂位点的侧面。用 882 个 ES Ts 检测

了5 154个限制性片段 ,其中有 2 043个(位点)定位

在第 6同祖群的染色体上 , 806个绘制在其他同祖

群染色体上 。结果表明 ,6B 染色体上绘制的位点最

多 ,而 6D染色体上绘制的位点最少。同水稻基因

组序列进行同源比较 ,小麦第 6同祖群有 43%的

EST s得到确认。在这些 ESTs中 ,58%存在于水稻

染色体 2上 ,其余的存在于其他水稻染色体上。

2.1.7　小麦第 7同祖群染色体 ES T 图谱　K.G.

Hossain 等人[ 18] 将来源于 919 个 EST s 克隆的

2 148个位点绘制在小麦第 7 同祖群上 。其中 528

个 ES Ts绘制在染色体 7A 上 ,确认了 661个位点;

549个 ES Ts绘制在染色体 7B 上 ,确认了 719个位

点;613个 EST s绘制在 7D 染色体上 ,确认了 768

个位点 。在大多数情况下 ,位点数量在着丝粒区域

很低 ,在末端区域逐渐增加 。在 919个 ES Ts中 ,有

44个绘制在 7A 和 7D 染色体上。在第 7同祖群

中 ,复制位点的水平为 24%,绝大多数位点定位在

染色体末端区域 。119 个 ES Ts 探针杂交三个片

段 ,绘制在第 7同祖群的 3条染色体上 ,这些 ESTs

被定为路标探针 ,用来构建公认的第 7 同祖群染色

体图谱 。小麦 、水稻和大麦的路标探针的顺序和比

较图谱的产生是依据水稻 BAC/PAC 文库和定位

在水稻第 6 、8条染色体上的遗传标记 。

3　展望
EST 技术已经在小麦基因组研究中发挥了重

要作用 ,为评定基因组中基因密度区域 、分布情况以

及研究基因组进化等方面提供了一种有力手段 。同

时 ,小麦丰富的可用资源也为研究者提供了用武之

地 ,如小麦缺体 -四体系统(nul li somic -tet ra-

somic , NT)、双端体系统(ditelo somic)、缺失系(de-

letion lines)等 。随着生物信息学(Bioinfo rmatics)

的发展 , ES T 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也将发挥更大的作用[ 19] ,这

必将推动小麦高分辨率基因组图谱中基因精确定位

的研究进程 ,为深入研究多倍体基因组同相关物种

的共线性分析及比较基因组研究提供帮助 。
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