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[摘  要] 近年来,我国植物基因克隆技术有了新发展,玉米、小麦及水稻等均克隆了较多与植物产品品

质、产量等相关的基因。本文就植物基因克隆技术展开研究,以供借鉴。 
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Analysis of the Research Process of Plant Gene Cloning 
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[Abstract] In recent years, there have been new developments in plant gene cloning technology in China, with 

many genes related to plant product quality, yield, etc. cloned from corn, wheat, and rice. This article conducts 

research on plant gene cloning technology for reference. 
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植物基因克隆技术是现代生命科学的关键组成,也是现

代生命科学技术最为关键的要素,基于20世纪70年代初DNA体

外重组技术的诞生,经历了甄别、分离特异性的基因并得到基

因完整的序列,明确其在染色体上的确切位置,阐明其生化功

能,以及结合生物工程方式应用于生产实践中的过程。通常基

因克隆策略包含两类,即正向遗传学方式和反向遗传学方式。

前者主要以待克隆基因所表现出的功能为前提,基于对包括

基因表达产物及其表现现状实现克隆,包含了功能方面以及

表观方面等多个部分；后者更多综合基因自有的序列或基因

组之中的特殊点位进行克隆,如定位克隆和同源序列法克隆

等。随着DNA测序和生物信息学等理念不断完善,电子克隆等新

兴技术诞生。 

1 功能克隆技术 

功能克隆是以蛋白质的功能为基础进行的基因克隆,主要

内容是综合确切的生化问题或已知与这一功能存在关联性的蛋

白质,对纯化蛋白进行分离,测定出相关氨基酸序列,结合遗传

密码研究明确潜在的编码序列,开发出相关的核苷酸探针、杂交

筛选基因组文库等,基于抗原反应锁定特异克隆,完成测序处理,

继而获得对应的序列。结合该形式克隆基因的核心分离得到纯

蛋白,得到其部分序列以及相关抗体,随后搭建基因组文库,并

结合文库予以筛选。相关学者结合该方式,自拟南芥中克隆到一

个解毒外运载体蛋白基因AtDTX1的同时,也发现了一个涵盖不

少于56个编码相关蛋白基因的基因家族。 

2 定位克隆技术 

定位克隆技术的核心是通过目标基因在染色体之中的点位

实现基因克隆的方式,对于克隆编码产物基因不明确的基因更

为适用。定位克隆技术的原理主要为结合功能基因于基因组中

较为稳定的基因座,基于分子标记模式对其实施精准定位,选择

和目标基因两端联系紧密的分子标记筛选带有较大片断的基因

组文库,结合获得的阳性克隆形成基因区,利用染色体步行,稳

步挨近候选区的方式,得到带有目标基因的大片段克隆,对于

这一目标基因片段实施亚克隆,或是利用这一克隆作为探针

得到基因组文库,以实现目标基因精确值小片段区间内完成

序列的研究,利用遗传转化以及功能互补测试研究,对提取的

目标基因进行判断。植物方面的应用主要包括水稻、番茄、大

麦以及马铃薯等植株,目前均已提取了数十个关键的基因,其中

抗病基因的克隆较多,典型的包括马铃薯的Gpa2基因以及水稻

的Xa1基因等。 

3 抑制性消减杂交技术 

抑制性消减杂交技术以DNA消减杂交方式及抑制聚合酶链

式反应(PCR)为基础,并以此获得高品质及快捷的分离基因。其

中,PCR是一种能够对特定DNA片段扩增放大的分子生物技术,通

常可以把其视为生物外体所具有的特殊 DNA复制,其最大的特

征是能够大幅增加微量的DNA。抑制性消减杂交模式综合了抑制

PCR的高效动力学和消减杂交策略。抑制性消减杂交技术的优势

如下。  

第一,较高的特异性,样品通过两次消减杂交,使差异基因

富集,又经抑制PCR增加了差异基因,致使特异性提升,同时假阳
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性率显著降低。 

第二,有较高的灵敏性,对于分离体量不高的基因有突出优

势。基于使用均等化的设计方式,促使含量不一的单链DNA分子

含量趋同,有利于低含量单链DNA分子的甄选。 

第三,能够开展大面域的基因筛选,该技术1次可同时分隔

得到数百个差异基因。 

第四,操作方式较为便捷,有助于掌握,该技术只要求开展

两次杂交、两次PCR,无须移出杂交复合体,接头的设计也相对简

便,无须频繁更换和移出接头。 

第五,筛选周期不长,结合SSH(安全外壳协议)通常仅 3～4 

d即可得到差异基因。 

此外,抑制性消减杂交技术也存在一定的不足,比如诉求的

起始mRNA(信使核糖核酸,由DNA的其中一条链作为模板转录而

来,并携带有遗传信息,继而指导蛋白质合成的一类单链核酸)

过大。如若mRNA 的量不足,两次差减之后有部分关键、低丰度

表达差异cDNA(互补脱氧核糖核酸,和mRNA链具有互补的单链

DNA,并以mRNA为模板)片段或许无法检测得到,其次单次抑制性

消减杂交反应只可以对比两个mRNA池,不适宜分析多个原料以

及处理彼此间的不同。 

4 同源序列法 

当前,很多植株基因序列已经掌握,在对类似基因进行克隆

时,需从对应的库内检索得到关联基因序列,设计出特异引物；

模板设定为植物基因组DNA或cDNA,利用PCR等方式完成基因的

扩增操作,之后引入纯化工艺,与契合的载体连接,开展序列

研究,对比论证以及明确目标基因克隆。这是在PCR技术出现

以来而研发出的一种相对快捷、简易的克隆植物基因的办

法,RGAs也属于该技术范畴。虽然抗病基因病原物种类型存在

差异性,但此类抗病基因产物有着极为相似的结构域,包括

NBS(N-溴代琥珀酰亚胺)、LRR(氨基酸序列)、STK(种抑癌基

因,编码一种丝苏氨酸蛋白激酶)等。结合此类保守结构域特

点,设计特有异性的简并引物,基于植物总DNA以及cDNA为模

板开展PCR扩增,由此获得抗病基因候选片段,结合分析检验,确

定目的基因克隆。 

5 基因芯片技术 

基因芯片技术是以探针技术杂交测序技术为基础形成的一

类更具高效性的便捷核算研究模式。多个探针片段按照特定的

秩序固化于支持物表面的形式,组成DNA探针阵列,之后和标记

的试样杂交,结合检测杂交参量完成对于目标物高效、并行的检

测。在芯片的研发生产等方面均支持自动化形式,杂交、洗片等

流程均可完成自动化,工作效能全面提升。基因芯片技术在植物

基因克隆方面的应用较为普遍,比如在研究生物体对于逆境的

反应方面,通过芯片技术能够实现更为便捷、有效地分析基因的

差异性表达。赵宝存及其团队结合基因芯片分析了小麦于各个

盐胁迫环境下的根位置基因的应答表现,共得到了61215个小麦

基因差异性表达图谱,并完成了不同盐胁迫情况下根部基因表

达的明显变化。和对照组对比,盐胁迫1h的试样内,5.6个百分点

的基因上调表达,12.4个百分点的基因下调表达,80.9个百分点

未有变化；盐胁迫6h试样内,上调表达、下调表达以及未有变化

的基因分别占比6.8个百分点、9.6个百分点以及82.7个百分点。

基因芯片技术在基因表达水平领域也得到了一定的普及。将已

然明确了的基因置入芯片内,对其mRNA进行反转录处理,得到

cDNA,对应性地开展荧光标记处理,之后与芯片实施杂交,通过

杂交信号等强度情况来明确具体的表达丰度指标数据,结合基

因芯片对表达水平进行分析,通过自主、高效分析得到数万个基

因的表达情况。 

Bevan通过拟南芥基因组内的45个cDNA,分析得到了该植物

根、叶等位置的基因表达信息,对不同荧光剂的标记逆转录研究

分析后实现同该阵列的有效杂交研究,在激光共聚显微镜技术

的支持下,了解并掌握了植株的根部位置及其他位置等存在的

26个基因表达特点及不同之处,参与叶绿素合成的CAB1基因在

叶组织比根组织表达高出500倍。高志勇及其团队基于基因芯片

分析了水稻孕穗期不同器官基因表现,最终得到了主控花的形

态组成MADS2box基因家族中的相关基因,于水稻的孕穗期阶段

在叶和根中得到强烈表达。该基因在叶位置进行表达,也反映了

NAC(乙酰半胱氨酸)之中的Zinc(锌)和EST(钾)等都出现了在幼

穗之中的可靠基因表达情况,这证明了水稻花类似的基因已远

优于花发育ABC(向前叶片概念)机制下的MADS2box基因。此类发

现进一步扩展了对Zinc及EST等基因在植株内生长发育效用的

认知,也为该领域后期全面性研究工作的开展打下了重要基础。

此外,基因芯片技术在转基因产品检验领域有较好的效用。搜集

关于转基因技术的启动子、目的基因以及标记基因的多个基因

序列信息,得到基因芯片,可对转基因农产品展开研究。Suzuki

及其团队选择寡聚核苷酸序列展开研究,综合芯片技术确定了

353个VP1/ABA控制基因。此类基因分布在73％的植株组织内,

且VP1以及ABA存在联系,由此反映了ABA信号传达以及VP1功用

彼此的联系。 

6 电子克隆技术 

电子克隆技术即计算机杂交技术,主要以数学算法为核心,

强调计算机、互联网等方式对已有的基因序列、EST等生物学测

试编码和功能验证的基因手段。电子克隆技术的主要流程如下。

第一步,综合目标基因和同源基因EST当作是搜索序列,确定

BLASTN(序列比对分析),搜索对应的EST库未有研究或是得到起

始检索的片段有着同源性和部分重合的序列,长度大于100bp。

第二步,分析得到的序列组装成重叠群,综合这一重叠群作为检

测序列,反复开展BLAST检索,并确保序列充足,进一步扩展重叠

群,循环这一流程,直到不出现新的EST序列,最终获得cDNA。第

三步,将该cDNA和相关数据库进行相似度对比分析,假设不存在

精准匹配基因情况,将这一序列数据通过EST序列6类阅读框转

化为蛋白质形式,随后和蛋白质序信息库对比。基因研究结果为

3类,一是已知基因为人类已然甄别以及掌握的基因；二是位置

基因,此类基因彼此并无同种以及异种基因匹配,之前未有鉴定

新基因；三是新基因以及未知基因予以生物学的分析,由此综合
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获得基因序列得到引物,引入PCR模式获得基因组的序列数据,

随后深入开展功能分析,于电子克隆的前提下,结合IMAGE协议

得到对应的免费克隆,有效避免了筛选全长基因的制约,加强基

因功能方面的研究。电子克隆的应用获取明确的数据资源,结合

ESTs序列,利用同源筛查得到基因系列及全长的cDNA序列,大大

削减了搭建及筛选cDNA文库等频繁的试验活动,进一步加快基

因克隆。和以往的实验室方式对比,电子克隆技术更为快捷、高

效、成本更低。基于多类模式生物基因测序工作,和各个生物EST

数据库构建以及完善,电子克隆势必会对基因克隆起到重要作

用,也必定加速新基因等发展及克隆技术发展。 

7 植物克隆技术发展趋势 

生物基因犹如汪洋,在基因克隆方面人类已然迈出了坚定

的步伐,但要想切实掌握该技术,基因克隆工作任重道远。展望

未来,基因克隆技术将会朝着以下方向发展。第一,高通量、高

效能及更经济性的方向,SSH(安全外壳协议)技术以及基因芯片

技术等为未来发展主流方向之一。第二,全基因组测序的方向,

拟南芥以及水稻等基因测序已然完成,势必会对更多植株进行

全基因组测序,比如玉米以及柑橘等。第三,分析更多功能基

因彼此的调控网络。高速发展及持续完善的高通量基因克隆

技术,包括芯片技术等在短期内实现对诸多基因团的表达分析,

可以对植株功能整体层面的基团作用机理进行深层次剖析,继

而把对基因调控效用的认知从单个基因提升到多基因网络层面

上。对有关分析数据进行综合统筹,从而系统性地认识功能基因

的调控网络,有利于从更多层面利用功能基因开展植物基因工

程改良。 

8 结束语 

一直以来,生命科学研究人员创造了多类植物基因克隆方

式,各种方式有着不同的特色,也存在不同的问题。未来,随着技

术的发展以及社会关注的不断提升,生命科学研究必将迎来新

的广阔空间,实现更好的发展。 
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