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　　摘　要: 基因表达的序列分析 ( SAGE)方法是一种新的研究特定细胞内基因表达水平的方法。

它利用 IIs内切酶识别位点与切割位点相距特定碱基数目的特点 ,取转录子 3′端特定位置上一定

数目的碱基序列来代表此转录子 ,并以此短片段出现的次数反映其转录水平。 S AGE方法可以进

行全基因组基因表达水平的研究 ,为基因表达调控等研究提供了新的思路。 随着其方法的进一步

改进 ,必将在后基因组研究中发挥作用。

关键词: 基因表达　 SAGE　 DN A芯片　后基因组研究

　　基因表达水平的分析对于研究、了解这

一基因的功能起着至关重要的作用。 研究人

员常常通过测定组织或细胞样本中的 mR-

NA水平来衡量基因的表达情况。 目前已建

立了一些测定 m RNA水平的方法: North-

ern blo t和 mRNA spot blot是较常用的方

法 ,可以同时进行多种细胞或组织样本的测

定 ,但一次只能使用有限数目的探针 ,研究有

限的基因表达 ; RT-PCR(逆转录 -聚合酶链

反应 )方法也可以用来定量 m RNA,但其可

靠性有争议 ,因为它所依赖的扩增反应对不

同的模板和不同的引物都会产生变化很大的

结果 [1 ] ; 表达的序列标记 ( expressed se-

quence tag, EST)也可以用来定量 m RNA,

但大规模的 EST 测序工作量大 ,费用昂

贵
[2, 3 ]
。近年发展了一些新的方法 ,可用于大

规模研究基因表达 [ 4～ 6 ] ,基因表达的序列分

析 ( serial analysis o f gene expression,

SAGE)即是其中的一种
[6 ]
。

1　原理

SAGE方法要求从某一转录本 (m RN A)

的确定位置分离一小段核苷酸作为标记序列

( TAG) ,通常为 9～ 11bp。给这些标记序列做

上一定的标志 ( M arker) ,将其随机连接、扩

增、克隆 ,选择一定数量的克隆产物进行测序

分析。以标志物将标记序列彼此区别 ,其标记

序列代表相应的转录本 ,其重复出现的次数

代表转录本拷贝数 ,即 mRN A水平。

2　操作

首先 ,从细胞或组织中提取全部的 mR-

NA。 用生物素标记的 Olig ( d T)引物将其反

转录成 cDN A。选择一种限制性内切酶 (称锚

酶 ,它具有 4bp识别位点 ,在绝大多数转录

本中至少有一个酶切位点 ) ,用亲和素磁珠分

离 cDN A,获得距 poly A位点最近的带唯一

锚酶切割位点的断片。 将此混合产物一分为

二 ,补平酶切末端 ,分别连上不同的连接子

( linker)。连接子中含有 IIs类内切酶识别位

点 , IIs类内切酶 (称标记酶 , tagging enzyme)

切割 cDN A 5′方向距识别位点约 20bp处的

核苷键。由标记酶切割产生带不同连接子的
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平头末端产物 ,其中含有标记酶识别位点、锚

酶识别-切割位点和 cDN A 5′方向由标记酶

切割产生的内源性短核苷序列 ,即标记 ( tag )

序列。 将不同连接子引导的标记序列尾尾相

连 ,产生双标记 ( di tag ) ,利用与连接子相匹

配的引物进行 PCR扩增。这一反应除了用来

扩增双标记序列外 ,还可对正确连接物进行

筛选 ,去除相同连接子的双标记序列、单标记

序列和多标记序列。扩增产物包括两个尾尾

相连的标记序列 , 锚酶识别 /切割位点

( M arker )位于其两侧。测序时 ,这种安排将

产生由 4bp锚酶识别 /切割位点相间隔的串

联双标记序列。在同一反应体系中 ,同一标记

序列连接的几率很小 ,即使高丰度的转录子

也不例外。 PCR产物再次经锚酶切割 ,去除

连接子及其所含标记酶识别 /切割位点。剩余

断片随机连接 ,选择一定长度的连接物 ,克

隆、测序 ,进行计算机辅助分析。

SAGE方法通过锚酶在转录本上定位并

产生标记 ,通过 IIs类内切酶产生一定长度

的短核苷序列 ,这位置一定的 9～ 11bp的短

核苷序列就可以唯一代表一个转录本。理论

上 , 9bp核苷酸随机排列可产生 262 144种

不同的组合 ,即 262 144种不同的标记序列 ,

这远大于目前所估计的 (约 80 000个 )人类

基因组数目。 V elculescu等人
[6 ]
通过对 Gen-

Bank的研究 ,证实了距 po lyA位点最近的

N Ia III酶识别 /切割位点上游 9bp处的核苷

酸序列在 95%以上已知基因序列中是唯一

的。

SAGE方法减弱了 PCR反应带来的误

差 ,并可根据实验需要和实际情况增加测序

克隆数目 ,以进一步提高方法的灵敏度 ,这是

Northern blo t或 mRNA spot blo t方法所不

能达到的。 Velculescu等人 [6 ]通过几组对比

实验研究了 SAGE方法的准确性: 首先用胰

脏组织中丰富表达的四种酶基因为探针与

cDN A文库杂交 ,以产生的斑点数代表 mR-

NA水平 ,其结果与由 SAGE方法产生的相

似 ;其次 ,将标记序列 ( 9bp)与标志连接物

( 4bp)做成放射性标记探针与 cDN A文库杂

交 ,以 3′测序保证杂交的准确性 ,所得结果

也十分相似。

3　应用

SAGE方法自 1995年问世以来 ,引起了

研究人员的广泛关注。利用 SAGE方法来研

究基因表达的工作已深入开展起来 [7～ 9 ]。

V elculescu等人 [7 ]利用 SAGE方法研究

了酵母转录组 ( t ranscriptome代表特定细胞

类群中每个表达的基因及其表达水平 )、收集

不同生长时相 (对数期 , S期 , G2 /M期 )的细

胞总 m RNA,建立 SAGE文库 ,共获得了 60

633个 SAGE标记序列 ,其中 56 291个

( 93% )与已知基因吻合 ,这 56 291个标记序

列代表 4 665个不同基因 ,占已知酵母基因

组数目的 76% ;通过 SAGE方法获得的基因

表达水平分布与通过 RNA-DNA缔合动力

学 ( RN A-DNA reassociation kinetics)方法

获得的大体相似 ,只是前者的低丰度分布的

基因远较后者高 ,这是因为 SAGE方法可以

检测到更低丰度表达的基因 ;检测到的所有

高丰度表达基因 (> 60拷贝 /细胞 )都编码与

能量代谢和蛋白合成有关的酶类 ,并在不同

生长时相中有相同的表达 ;在这些高表达的

基因中 ( 30个 ) ,有 3个是以前并不知道的。

对 SAGE资料的分析还表明 ,存在 2648个

基因在可测水平表达 ,但并不清楚其开放阅

读框架 ( O RF) ;另外还有 160个基因在可测

水 平 表 达 , 带 有 nonannota ted O RF

( NO RF) ,其中有一个 NORF仅在 S期表

达。研究结果表明 , SAGE方法不但可以研

究基因表达 ,而且可以提供大量未知基因的

信息 ,对于发现新基因也有作用。

Zhang等人
[8 ]
利用 SAGE方法研究了

人类正常细胞与癌细胞基因表达情况。他们

从正常人、结肠癌患者和胰腺癌患者的结肠

上皮细胞中共获得 303 706个标记序列 ,这

·132· 国外医学· 放射医学核医学分册　　 1999年第 23卷 第 3期



些序列代表了 49 000个不同的基因 ,其表达

水平从 1到 5 300个拷贝 /细胞不等。占 mR-

NA总重量 75%的转录本含有 5个以上拷贝

/细胞 ,而 86%的转录本其表达水平低于 5

个拷贝 /细胞。大量的基因处于低水平表达 ,

用 其它 方 法 , 如 差 异 显示 ( di fferential

display)就很难区分。 许多 SAGE标记序列

代表未曾描述过的转录本 ,只有 54%的转录

本与 GenBank相符 ,这些相符的转录本中的

20%与已知的 mRNA配对外 ,另外的 80%

只与未被了解的 EST序列配对 ,它们占高丰

度表达基因 (> 500拷贝 /细胞 )的 98% ,占低

丰度表达基因 ( < 5拷贝 /细胞 )的 51%。这说

明 ,由其它方法发现的 mRNA序列或 EST

序列中绝大多数是高表达基因 ,而对更多的

低水平表达的基因我们还知之甚少 , SAGE

方法可以帮助我们去发现这些低水平表达的

未知基因。比较正常结肠上皮和原发性结肠

癌细胞基因表达情况发现 ,许多转录本的水

平是相似的 ,但有 289个转录本表现异常 ,其

中 181个转录本在癌细胞中表达降低 (平均

10倍 ) , 108个转录本在癌细胞中表达升高

(平均 13倍 )。比较结肠癌细胞系和结肠组织

中基因表达水平表明 ,在 181个低水平表达

的基因中 , 103个基因在细胞系中也呈低水

平表达 ,而在 108个高水平表达的基因中 , 48

个基因在细胞系中也呈高水平表达。这表明 ,

尽管许多在活体组织中存在的正常细胞与癌

细胞基因表达的差异在离体条件下也存在 ,

微环境对基因表达还是有影响的。分析胰脏

来源的 SAGE资料表明 ,另有 136个基因可

能与肿瘤组织的发生相关而与细胞来源无

关。利用 SAGE方法 ,还研究了同种组织不

同个体间异质性的问题:同一器官来源的肿

瘤组织间存在生物学特性的异质性。 这似乎

也可为个体差异提供一些佐证。

随着 SAGE受到更多研究人员的关注 ,

在方法上也有了改进。 Pow ell在双标记序列

PCR扩增反应时引入生物素标记的引物 ,使

过量的引物及不正确的连接物可以更加有效

地分离 ,提高了双标记序列的产量及克隆产

物的信息含量 [11 ]。针对基因组中大多数基因

是低水平表达 ,最近 , Wang和 Pow ell
[12 ]
在

SAGE方法的基础上引入差减克隆方法 ,形

成 IPGI ( interg rated pracedure for gene i-

denti fica tion)。此法除去了许多高丰度表达

基因 ,使发现新基因的能力大大增强。同时 ,

此方法强调了与已有的 EST信息文库的紧

密联系。

SAGE方法与同它几乎同时出现、现在

已广为重视的 DNA芯片 ( DN A chip)法在

研究基因表达差异方面有异曲同工的效果。

DNA芯片方法主要基于杂交和微点阵原理 ,

它以荧光强度来代表 mRNA水平 ,常常以相

对值的方式出现。 SAGE和 DNA芯片法都

可以进行大量基因表达水平的研究 ,相比较 ,

DN A芯片法速度更快 ,自动化程度也更高 ,

但 DNA芯片法通常研究的是已知基因或序

列 ,同时目前 DNA芯片法还存在一些方法

上的制约 ,如杂交背景高、特异性低、寡核苷

酸配对杂交等
[13 ]

, DN A芯片法对仪器设备

的要求也很高 ,需要激光共聚焦显微镜、

DNA合成仪、高精度光栅等 ;而任何一家实

验室只要会 PCR和手工测序 ,就可以利用

SAGE方法进行研究 ,使用一台自动测序仪 ,

一个工作人员在一个月内就可完成 20 000

个 SAGE标记序列的分析 [14 ]。

对单个基因的分析和了解最终要在综合

的、整体条件下加以深化和印证。 SAGE方

法摆脱了传统上对单个基因的研究 ,为从整

体上全面地研究转录组的生物学动态变化 ,

提供了一种在更广范围内研究物质基础和生

物学特性的方法 ,便于人们更加深入地了解

基因的功能和生命的本质。

现在 ,酵母基因组已完全测序
[ 15]

,人类

基因组 DNA测序工作将于 2003年完成 [16 ] ,

对基因结构和功能及其生物学特性的研究将

成为下一世纪生物学研究的主要内容。
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SAGE方法可以定量研究不同细胞 (包括组

织、器官、种属 )、不同发育阶段、不同进化程

度及不同生理病理状态下基因表达的差异 ,

是全面综合了解基因表达与生命活动关系的

强有力的工具 ,在后基因组研究中必将发挥

更大的作用。
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　　摘　要:乏氧组织显像剂 能选择性地滞留在乏氧组织或细胞中 ,并通过核医学显像探测组织

缺氧及其程度。 乏氧显像能直接提供任何器官中组织存活但有功能障碍的依据 ,这些信息在临床

诊断决策中起到重要作用 ,尤其是在心、脑血管疾病和实体瘤的诊断方面。本文简要介绍乏氧组织

显像剂与乏氧显像的特点及其研究的最新进展。

关键词: 乏氧组织显像剂　乏氧显像

　　 应用乏氧组织显像剂探测缺氧、缺血组

织是目前国际上放射性新药研究的一个热

点。组织乏氧是临床上许多疾病的一个显著

特征 ,了解组织氧水平对这些疾病的诊断十

分重要。

采用非侵入性方法确定乏氧组织一直受

到广泛重视 ,到目前为止 ,比较成熟的方法有

磁共振光谱法 ( M RS)、核医学技术及电子自

旋共振 ( ESR)光谱法等
[1 ]。其中 ,核医学技术

是利用乏氧组织显像剂进行 SPECT 或

PET,简便易行 ,非常适于临床推广应用。

1　乏氧组织显像剂与乏氧显像

乏氧组织显像剂是一类阳性显像剂 ,它

们能选择性地滞留在乏氧组织或细胞中 ,并

通过核医学显像探测组织缺氧及其程度。 理

想的乏氧组织显像剂应具有如下特点 [2 ]: ①

能迅速浓集于感兴趣的乏氧组织 ,病灶 /本底

的比值大于 3∶ 1,并能在短时间内提供足够

的光子流以得到高质量的图像 (要求不超过

病人能承受的辐射剂量 ) ;②能在血液中迅速

清除 ,若要在注射后 1小时成功显像 ,它在血
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