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摘要: 表达序列标签(expressed sequence tags, EST) 是从随机选择的 cDNA 克隆进行单向测序获得的短的

cDNA 序列, 代表一个完整基因的一部分。随着生物信息学和基因定位的迅猛发展, EST 已成为基因定位、基因

克隆、基因表达分析的有力工具。近年来, 由于 EST 数据库的迅速扩张, 运用 EST 来克隆和定位基因, 使得新

基因克隆的策略发生了革命性变革。尽管存在一些不足, 实践证明 EST 可大大加速新基因的发现与研究。本文

将就 EST 技术尤其是它在新基因克隆中的应用策略作详细介绍。 
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Abstract: Expressed sequence tags (EST) are short, randomly selected single-pass nucleotide sequence reads derived from 
cDNA libraries and represent a small part of a gene. Along with the development of bioinformatics and genetic localization, 
EST has already become a powerful tool for mapping, cloning and expression profiling of genes. Recently, because of the 
fast distension of EST databases, application of EST in gene mapping and cloning leads to revolutionary change in the 
strategies for cloning of novel genes. Despite of some insufficiencies, it has been proved that EST could promote the dis-
covery and research of novel genes. In this article, an introduction about EST, especially EST-based strategies for cloning of 
novel genes will be given in details. 
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表达序列标签(expressed sequence tags, EST)是
从一个随机选择的cDNA 克隆进行 5′端和 3′端单
一次测序获得的短的cDNA 部分序列, 代表一个完
整基因的一部分。这一概念由Adams等[1]于 1991 年
首次提出。随着人类基因组计划的开展, 生物学家
Venter JC于 1991 年提出了发现表达基因的新战略, 

即用EST克隆和定位新基因 [1], 使得新基因克隆的
策略发生了革命性的变革[2,3]。本文将就EST技术尤
其是它在新基因克隆中的应用策略作一阐述。 

1  EST概述 

随着人类基因组大规模cDNA测序计划的开展, 
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Adams等[2]最先提出了EST的概念。所谓EST即从一
个随机选择的cDNA克隆进行 5′端和 3′端单一次测
序获得的短的cDNA 部分序列 , 其长度一般从 20 
到 7 000 bp 不等, 平均长度为 360±120 bp。每个
EST代表一个完整基因的一小部分。在人类庞大的
基因组中表达基因仅 5 万到 10 万个, 而EST正是这
些表达基因的部分cDNA片段。1995 年, Boguski和
Schuler首先构思以EST为界标的人类基因组转录图
谱计划, 这使科学家们在人类基因组测序即将完成
之际, 提前进入对基因的功能研究。美国国家癌症
研究中心(National Cancer Institute)的癌基因组剖析
计划(Cancer Genome Anatomy Project)也开始存入从
恶性肿瘤组织中发现的EST。截至 2006 年 2 月, 
dbEST数据库已拥有从 559 种生物体获得的 32 889 
225 条EST, 几乎涵盖了GenBank中 3千万个已报导
基因序列的 70%[4]。一个基因转录本的cDNA序列可
能包含有多个序列重叠的EST, 而一个基因mRNA
剪接点不同可以获得多个cDNA克隆, 因此EST既可
能对应于一个 cDNA的某一部分 , 又可能代表
mRNA的不同剪接方式。此外, 由于EST来源于一定
环境下一个组织总mRNA 所构建的cDNA 文库 , 
故EST也能说明该组织中各基因的表达水平及特异
性。EST 自身的局限性集中体现在序列分析中的精
确程度, 另外还有由高丰度与低丰度序列之间的巨
大差异造成的重复测定与漏测[5~7]。 

2  EST的应用 

2.1  基因识别  

EST最早也最常用于基因识别[8]。基因识别即使

用生物学实验或计算机等手段识别DNA序列上的具
有生物学特征的片段。由于EST代表一个完整基因
的一部分, 以其为查询序列在基因组内进行同源性
分析, 可快速地识别基因。Medzhitov等[9]通过果蝇

黑胃TOLL蛋白进行dbEST数据库检索, 该蛋白已证
实在成熟果蝇抗真菌反应中发挥重要作用[10], 通过
同源分析的方法 , 找到相应的人类同源EST, 这为
接下来研究人类TOLL同源蛋白的功能提供了很好
的基础。 

2.2  物理图谱的构建  

物理图谱是指有关构成基因组的全部基因的排

列和间距的信息, 它是通过对构成基因组的DNA分
子进行测定而绘制的。EST本身来源于cDNA的表达

序列 , 因编码DNA 序列高度保守而具有自身的特
殊性质, 利用其作为遗传标记可以真实并直接地反
映基因在染色体上的位置, 与来自非表达序列的标
记 , 如扩增片段长度多态性 (amplified restriction 
fragment polymorphism, AFLP)、随机扩增多态性
DNA (random amplified polymorphic DNA, RAPD)以
及微卫星标记(simple sequence repeats, SSR)等相比, 
更可能突破家系与物种的限制, 因此EST标记在亲
缘关系较远的物种间比较基因组连锁图和比较质量

性状信息方面具有优势; 同样, 对于一个DNA序列
缺乏的目标物种, 来源于其他物种的EST也能用于
该物种有益基因的遗传作图, 加速物种间相关信息
的迅速转化, 因此有着其它标记方法无法比拟的优
越性[11,12]。邵筱等[13]应用EST及电子克隆策略研究
了血吸虫的表达基因谱。Tuggle等 [14]将EST应用于
鉴别基因在不同组织或细胞类型间的表达差异以及

人类与猪比较物理图谱的构建。 

2.3  “电子”基因克隆 

“电子”基因克隆(silico cloning), 即采用生物信
息学的方法延伸EST序列, 以获得基因部分乃至全
长的cDNA序列。EST数据库的迅速扩张, 使利用其
来识别与克隆新基因迅猛发展起来。陈大福等[15]以

果蝇腺苷酸转移酶基因cDNA序列作为模板 , 对家
蚕EST数据库进行同源检索筛选, 克隆出家蚕腺苷
酸转移酶基因的cDNA序列。通过EST分析, 还可用
于预测基因结构[16, 17], 挖掘mRNA加工和成熟的分
子机制(如mRNA加工信号元件、可变剪接和  3′末
端加工的多样性等)[18~20]及存在于同一物种个体之

间的单核苷酸多态性 (single nucleotide polymor- 
phism, SNP)信息[21, 22]。近来, 将EST结合其他技术
还可用于蛋白的鉴定 , Edwards[23] 运用EST及序列
数据库压缩的方法找到了一种迅速而有效鉴别蛋白

的新方法。正是由于EST 表现出了这些巨大潜能, 
使其得到了充分的利用与发展。 

3  基于 EST的新基因克隆策略  

利用 EST进行电子基因克隆的具体步骤可总结
为: 首先 , 用已知的 EST 序列为起始序列 , 采用
BLAST(Basic Local Alignment Search Tool)程序检
索数据库中与其同源或有部分重叠的 EST 序列, 以
确定哪些代表已知基因, 哪些代表已知 EST, 哪些
代表新发现的 EST序列; 还可以多个 EST序列电子

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tuggle%20CK%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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延伸组装为基序(contigs), 即通过与已知的 EST 序
列重叠区(overlapping sequence)的配对延伸 , 组装
成毗邻序列; 以此基序为被检序列再进行 BLAST
检索; 重复以上过程, 直至没有更多的重叠 EST 检
出, 基序不能继续延伸为止, 由此可以获得尽可能
长或全长的 cDNA序列。而应用 EST来克隆新基因, 
关键在于感兴趣 EST 序列的选取和获得, 以下将着
重介绍这两个方面。 

3.1  感兴趣 EST序列的选取方法 

3.1.1  选取用定位候选克隆策略得到的疾病相关基

因的 EST 
定位候选克隆策略是在定位克隆的基础上部分

融合了功能克隆的策略, 先以基因的染色体定位信
息和相应的染色体区段物理图和遗传图为基础, 在
分子生物学信息网上查询这一区域内所有的已知基

因EST和部分cDNA序列作为候选基因, 然后在病变
组织或细胞中运用常规分子生物学方法检测这些候

选基因的改变, 从而迅速筛选出致病基因的方法。
由于EST可能是某一细胞或组织中大量未知基因的
部分表达序列, 故通过定位候选克隆策略选取EST
可以方便快捷地发现新的疾病相关基因。阳剑波等
[24]即应用该策略筛选出在鼻咽癌细胞株HNE1 和鼻
咽癌活检组织中表达下调的、定位于共同缺失区内

的 3′末端EST, 克隆出 9p21-22区域内鼻咽癌候选抑
瘤基因。 
3.1.2  选取模型生物基因组研究成果发现功能相近

基因的 EST 
生物在进化过程中保持有某些功能基因的保守

性, 也即同源性, 因此我们可以从各种模型生物基
因组研究中获取精确信息从而对人类可能存在的相

应功能基因的克隆提供极有价值的线索, 并成为人
类基因组研究的重要辅助手段之一。郭丽丽等[25]运

用这一策略克隆出人类新的锌指蛋白基因ZNF18。
Li等[26]利用随机纯合子剔除技术在小鼠纤维母细胞

中发现了抑瘤基因tsg101, 将该基因的cDNA全序列
输入dbEST数据库中进行BLAST分析, 得到 10个与
小鼠tsg101基因高度同源的人类EST, 对这些EST进
行组装、克隆和测序, 最终获得一个人类抑瘤基因
TSG101。因此, 选取模型生物基因组研究成果发现
的功能基因的EST作为感兴趣EST, 有可能发现人
类基因组中功能相近的新基因。 
3.1.3  选取基因家族同源性分析得到的 EST 

基因家族是指一组具有相似或相关外显子的基

因 , 它们具有高度相似的cDNA序列和基因表达产

物。以基因家族某个已知基因序列为查询链, 运用
BLAST程序进行同源性分析获得感兴趣EST, 然后
进行电子克隆, 可以快速、经济地获得基因家族的
新成员。通过这种方法, Hardiman等[27]成功克隆了人

类WNT基因家族的新成员WNTIOB, 而Still等 [28]则

获得了TACC家族另外两个新成员TACC2 和TACC3
基因的全序列。 
3.1.4  选取差异表达或协同表达基因的 EST  

EST来源于一定环境下一个组织总mRNA 所构
建的cDNA文库, 故EST能说明该组织中各基因的表
达水平及特异性。基于此特性, 结合mRNA差异显
示、cDNA代表差异分析及抑制性消减杂交等技术, 
可从快速获取的差异表达cDNA片段筛选出存在差
异表达的未知基因片段, 为克隆新的差异表达基因
提供依据。Aouacheria等[29]利用网络资源,  假定某
EST上调或下调均可能致肿瘤, 由此指定正常组织
和肿瘤组织中的基因差异表达EST文库, 并将所得
肿瘤组织EST文库按组织特异性分组。对组织特异
性肿瘤EST进行电子基因克隆, 可能得到相应组织
新的致癌基因。Wu等[30]则从协同表达的基因着手, 
构建了一个能够实现GBA(Guilt-by- Association)协
同表达运算的网络服务系统: 输入一条与某疾病相
关的已知基因序列或一条新的EST序列, 能够找到
与其协同表达的已知或未知基因的部分序列, 从而
可能得到新基因。 

3.2  感兴趣 EST的具体获取途径 

3.2.1  通过 EST 数据库中寻找 
目前, 在互联网上存在有很多公共的EST数据库, 

常用的EST数据库包括 : NCBI(National Center for 
Biotechnology Information) GenBank 的dbEST[31]、意

大利Tigem的EST machine(包括EST提取者和EST组装
机器)、THC(Tentative Human Consensus Sequences)数
据库。而找出EST的最有效途径是寻找同源序列, 其选
取标准是: 长度≥100 bp, 同源性 50%以上、85%以
下。这一过程可通过使用BLAST检索程序实现。 
3.2.2  通过网上的二级 EST 数据库获取 

随着EST技术广泛深入的发展, 很多研究组织
也根据自己的研究领域 , 构建出该领域内专门的
EST数据库, 或是联合运用多种工具或综合多个数
据库构建出二级数据库, 以便我们能从特异性数据
库中获取信息, 这两种途径均使得我们能更快更好
的寻找和获得感兴趣 EST。 Lazzari等 [32]综合了

GenBank nr 数据库、UniProt KB数据库和室内培养

http://engine.cqvip.com/asp/vipsearch.asp?Query=%E9%98%B3%E5%89%91%E6%B3%A2&Type=A
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真菌基因组数据库构建了ESTuber数据库 , 让我们
能够方便快捷的找到勃氏块菌相关EST。Chen    
等[33]结合分析EST Unigene数据库信息和Ensembl数
据库同源关系后构建了一个ZooDDD数据库。这一
数据库使我们能够找到某单一种属差异表达基因转

录子, 并为我们比较研究动物基因组的功能、调节

和进化以及寻找疾病相关新基因或差异表达的未知

基因提供了一个很好的平台。表 1[34]显示了更多可

获取的EST资源。当得到了感兴趣EST之后就可以按
照电子基因克隆的一般方法 , 得到完整的基因序
列。 

 
表 1  EST 数据资源 
Table 1   Resources for EST data 

资  源 

Resource 
网  址 

Web site 
ApiEST-DB http: //www.cbil.upenn.edu/apidots/ 
dbESTat NCBI http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/ 
Diatom EST database http: //avesthagen.sznbowler.com. 
ESTree http: //www.itb.cnr.it/estree/ 
Fungal genomics project https: //fungalgenomics.concordia.ca/home/index.php 
Honey bee brain EST project http: //titan.biotec.uiuc.edu/bee/honeybee_project.htm 
Nematode ESTs at the Sanger Institute ftp: //ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/nem_ests/ 
NEMBASE-parasitic nematode ESTs http: //www.nematodes.org 
Parasitic and free-living nematode EST resource http: //www.nematode.net/ 
Phytopathogenic Fungi and Oomycete EST database http: //cbr-rbc.nrc-cnrc.gc.ca/services/cogeme/ 
Plant Gene Research, Kazusa DNA Research Institute http: //www.kazusa.or.jp/en/plant/database.html 
Plant Genome database http: //www.plantgdb.org/ 
Rat EST data at University of Iowa http: //ratest.eng.uiowa.edu 
Sanger Institute Xenopus tropicalis EST project http: //www.sanger.ac.uk/Projects/X_tropicalis/ 
The TIGR Gene Indices http: //www.tigr.org/tdb/tgi/ 
UniGene database at NCBI http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene 

 
4  EST应用中应注意的问题 

4.1  提高预测的精确度 

由于mRNA在不同时空的丰度差异、反转录酶
的误配、同功密码子的存在、电子杂交对碱基错配

等原因, 常造成预测的精度较低。为了克服这些问
题, 在序列分析时应用多种综合软件如GeneScan、
Phred、Polyphred等, 使候选序列同见于 2个或 2个
以上的文库, 以有效排除假阳性结果[35]。 

4.2  减少冗余 

4.2.1  避免重测和漏测 
由于在对cDNA克隆随机测序时 , 高丰度的基

因容易被反复测序 , 而低丰度的基因则有可能漏 
测[6,7], 故需建立标准化的cDNA文库, 使cDNA文库
中基因出现的频率基本一致, 可采用以下 4 项措施: 
(1) 建立差减文库 , 扣除管家基因 , 使所研究的差
异基因富集; (2) 用出现频率高的基因作探针, 文库
杂交筛选后再测序; (3) 用mRNA差异显示技术获得
特异性片段, 测序分析; (4) 在EST数据库中剔 
 

除冗余重复序列[36]。 
4.2.2  剔除非正常转录序列   

由于构建cDNA文库过程中可能引入种种污染, 
如载体序列等, 应用EST数据时必须将其剔除。通过
应用本地BLAST等程序将EST与非冗余载体数据库
(如UniVec 和EMVEC)比较即可识别出载体序列并
将其剔除[34]。 

4.3  注意实验过程和描述的标准化 

由于核苷酸测序存在的 1%~3%碱基错误 [37], 
计算机软件和操作中限定匹配条件的不同 , 运用
EST电子克隆获得的新基因必须通过进一步的鉴定
才能证实其存在及功能。这就要求注意实验过程和

描述的标准化, 以建立标准注释的公共数据库, 使
实验数据具有更准确的可比性。而标准化的基因表

达数据库要有以下 5 类必要的信息: 联系信息、杂
交靶探针信息、杂交样本、细胞类型和组织来源要

用标准语言描述、mRNA转录定量及统计学意义[36]。

研究者应注意实验描述的标准化, 使研究结果快速
登陆数据库。 



 
第 3期 刘媛等: 基于 EST的新基因克隆策略 261 

 

 

5  展望 

由于 EST数据库中包含着丰富的分子生物学信
息, 使其在新基因克隆中展现出明显的优势。随着
基因组学的研究从结构基因组学过渡到功能基因组

学, EST 作为基因组学与功能基因组学及后基因组
学之间的桥梁, 将为大规模基因识别、克隆和表达
分析提供空前的动力并起到更加显著的作用。 
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