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摘要: 高等植物的基因组大小差异十分巨大, 在大基因组植物的基因组中, 各种重复序列占据了基因组中相当

大一部分, 而低拷贝或单拷贝的基因序列仅占了很少一部分。对于大基因组物种而言, 大量的重复序列给基因

组的研究工作带来很大困难, 使得大规模获得基因信息成为一项很有挑战性的工作。目前, 在基因组范围内富

集基因的方法有 cDNA 文库、甲基化过滤文库、高 Cot 值文库、转座子标签富集法等。文章综述了这几种方法

的技术原理和特性, 结合近年来国内外运用甲基化过滤技术的研究进展, 探讨了根据不同研究材料和研究目标, 
如何高效选择适合的方法或者方法的组合。 
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Advances of gene enrichment in plant genome 
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Abstract: The genome size varies greatly in higher plants. Repetitive sequences account for most of the large plant ge-
nomes while low-copy or single copy genic sequences, referred to as gene space, take up only a small portion of the ge-
nomes. Considering the large amount of repetitive sequences, it is a great challenge to obtain genic sequences using 
high-throughout methods in non-model plants bearing large genomes. Currently, several approaches have been developed 
for gene enrichment on a genome-wide scale, such as cDNA library, methylation filtration library, high Cot library and 
transposon tagging. Here, we reviewed the technical principles, advantages and disadvantages of these methods, as well as 
the recent development of methylation filtration technology. An in-depth discussion was performed for selection of one 
method or combination of methods according to the research objectives and plant materials, especially for plants with large 
genomes. 
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生命科学研究现已迈入后基因组时代, 对基因
组功能和进化的研究已经开展得如火如荼。在过去

的十几年中, 许多生命科学领域的科学家们都致力

于高效测序技术的发展, 使人们获得的基因组序列
信息量正以前所未有的速度海量增长。植物基因组

学和比较基因组学领域的研究成果也随着越来越多
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的植物全基因组序列的获得而愈加丰硕。目前, 对
全基因组进行测序主要有两种基本途径: 一是“鸟枪
法”(Whole-genome shotgun), 它是美国塞莱拉遗传
公司(Celera Genomics Corporation)创始人克雷格·文
特尔(Craig Venter)发明的, 是目前常用的两种DNA
测序法中较为快捷的一种, 其基本原理是随机地将
DNA片段打乱, 构建随机片段文库, 测序后通过强
大的计算机运算方法对其进行排序。目前该方法已

成功应用于水稻(Oryza sativa L.)[1]、番木瓜(Carica 
papaya L.)[2]、葡萄 (Vitis vinifera L.)[3]、毛果杨

(Populus trichocarpa (Torr. & Gray))[4]以及小立碗藓

(Physcomitrella patens)[5]全基因组测序和芸苔属物

种 (Brassica oleracea)[6]基因组测序。另一种是

BAC-by-BAC策略 , 其原理是先构建一个或多个该
物种的基因组BAC文库, 选择能覆盖全基因组范围
且整体覆盖率能达到 10~20 倍的相互之间重叠最少
的BAC克隆, 再对每个BAC克隆进行亚克隆测序。 

高等植物基因组大小差异悬殊, 从十字花科某
些物种的 40 Mb到百合科某些物种的 60 000 Mb。重要
的经济作物如大麦(Hordeum vulgare L.)(4 900 Mb)、小
麦(Triticum aestivum L.) (16 900 Mb)、高粱(Sorghum 
bicolor (L.) Moench) (735 Mb)和玉米(Zea mays L.)(2 
500 Mb)等不仅基因组大而且还含有大量的重复序
列, 如玉米基因组的重复序列就高达整个基因组的
80%。因此, 要想从高等植物尤其是大量的经济作物
中进行基因富集是一项很有挑战性的工作。对于小

基因组的模式物种如水稻 (430 Mb)和拟南芥
(Arabidospsis thaliana)(130 Mb)等可以采用Whole 
genome shotgun 和  BAC-by-BAC的方法进行高效
测序。但是对于大基因组物种而言, 利用这两种传
统的方法进行基因组测序, 不仅昂贵而且由于重复
序列的存在导致序列拼接困难, 所以通过全基因组
测序获得基因的方法不现实。因此, 剔除基因组中
的“垃圾”序列后进行基因组测序, 成为大基因组物种
获得基因信息的首选经济实用方法。目前已发展出几

种基因富集测序策略如cDNA文库(cDNA library)、甲
基化过滤文库(Methylation filtration library, MF)[7~9]和

高Cot值文库(High Cot library, HC)[8, 10~12]以及包括利

用转座子标签(Transposon tagging)富集基 因[13~15]等

方法。这些方法各有利弊, 必须依据所要达到的目
标和物种基因组特性, 选择一种或者几种方法的组

合进行基因组测序, 才能更有利于经济、全面、客
观地了解大基因组物种的基因信息。本文在综述各

种基因富集基因组测序方法的基础上, 讨论了如何
高效利用这些方法或方法的组合。  

1  基因富集的方法 

1.1  cDNA文库法(cDNA library) 

自 1976 年Hofstetter成功的构建了第一个cDNA
文库以来 , 构建cDNA文库已成为研究功能基因组
学的基本手段之一。经典cDNA文库的构建虽然高
效、简便, 但文库克隆的片段一般较小, 单个克隆上
的DNA片段太短, 所能提供的基因信息很少, 大多
需要几个克隆才能覆盖一个完整的全基因的cDNA。
为了克隆到完整的全长cDNA, 建立富含全长cDNA的
文库具有重要意义。从构建全长cDNA文库的历程来看, 
主要有CAPture[16]、Oligo-capping[17, 18]、SMART[19]、

Cap-jumping[20]以及Cap-trapper[21~23]等方法。目前 , 
广泛使用的方法是SMART技术。由于基因表达丰度
差异很大, 因此在构建的cDNA文库中, 表达丰度高
的基因将被重复测序, 而表达丰度低的基因很可能
丢失。为了提高低丰度基因的测序概率及降低成本, 
科学家们发明了均一化 cDNA文库法 (Normalized 
cDNA library)[24]。此外, 为了满足不同需求如检测
具有相同遗传背景的材料在不同发育时期或不同处

理之间差异表达的基因, 近年来发展的抑制性消减
杂交技术[25]已成功应用于植物发育以及外界因子诱

导组织细胞中相关应答基因的分析和克隆。目前对

于大多数物种而言, 全基因组测序是不现实的, 为
了快速、经济地获得基因序列、了解基因的功能以

及基因组中基因数量等相关信息 , 构建cDNA文库
是一种有效、简便且快速的可行方法。所以cDNA文
库的构建已成为当前分子生物学研究和基因工程操

作的基础。 

1.2  高 Cot值文库法(High Cot library, HC) 

所谓Cot值指的是 : 在时间 t时 , 由单链DNA复
性成双链DNA时, 待复性的单链DNA的起始浓度Co
与复性时间t的乘积。在某一浓度条件下, 重复序列
DNA复性速度要快于单拷贝DNA, 即重复序列DNA
的Cot值比单拷贝DNA的Cot值小。并且在不同的盐
离子浓度洗脱条件下 , 羟基磷灰石(HAP)具有将单
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链DNA和双链DNA分离的功能。因此, 结合HAP和
DNA复性动力学特点即可将重复序列DNA和低拷
贝DNA分离。在植物基因组中, 通常存在大量的拷
贝数成千上万的重复序列如转座子、反转录转座子、

简单重复序列、卫星DNA等。与上述多拷贝重复序
列不同, 除了部分基因家族外, 植物基因多以低拷
贝存在。所以, 根据DNA复性动力学, 不同拷贝数的
DNA片段在复性过程中速度不同, 经HAP柱后可以
将单链DNA(即基因序列)从双链DNA(即重复序列)
中分离, 从而达到富集基因的效果。目前, 这一技术
在基因组比较大的作物如玉米[8, 10]、高粱[11]和小麦
[12], 以及鸡(Gallus gallus)[26]的基因组测序中应用很

成功。 
早在 20世纪 60年代末, Britten和Kohne[27]采用

Cot值分析(或者称之为复性动力学)发现在真核基因
组中存在大量的重复序列。后来科学家们将Cot/HAP
技术应用于构建均一化的cDNA文库、从基因组中分
离重复序列用于染色体原位抑制杂交和从基因组中

克隆高拷贝的重复序列。直到 2002年, Peterson等[11]

将Cot/HAP技术与克隆测序技术相结合发展出一种新
的基因组测序技术即CBCS(Cot-based cloning and se-
quencing)。Peterson[11]等以高粱为材料, 采用CBCS技
术依据不同Cot值建立了HR(Highly repetitive)、
MR(Moderately repetitive)、SL(Single/low copy)3种
文库; 其中HR文库捕获的DNA序列是高拷贝重复
序列如反转录转座子、rDNA以及着丝粒重复序列, 
MR文库捕获的序列是中度重复序列, 而SL文库中
捕获的序列主要是低拷贝序列如基因。这一技术的

问世, 使Cot/HAP最终成功地应用于基因组测序并
同时富集基因序列, 也为其他大基因组、重复序列
多、利用常规方法测序昂贵的物种进行基因组测序

开辟了新的道路方向, 更重要的是为其他大基因组
物种进行基因组测序提供了成功的经验和一种极具

可行性的新方法。此后, Yuan等[10]、Whitelaw等[8]和

Lamoureux等 [12]分别在玉米和小麦上进一步确证了

利用Cot/HAP方法进行富集基因和基因组测序的可
行性以及高基因富集效率。Yuan等[10]采用高Cot法富
集玉米基因的效率由随机鸟枪法的 5%提高到 20%, 
效率提高 4 倍左右; 并且随着Cot值的增高, 重复序
列反转录元件在HC文库中出现的概率降低。但是, 
是否C o t值越高 ,  基因发现率就越高 ,  关于这 

一点仍然存在诸多争议。在理论上提高Cot值可以提
高基因富集效率, 但是实际情况因实验条件和物种
而异, 例如, Lamoureux等[12]采用高Cot方法构建HC
文库富集基因时发现, Cot值分别为 1189和 1639的
HC文库在序列组成即重复序列和基因含量上没有
明显的差异。此外, Lamoureux等[12]认为在理论上, 
选择大的DNA片段进行复性构建HC文库有利于提
高单拷贝或低拷贝基因富集效率, 但是并不是DNA
片段越大基因富集效果越好, 因为这样很可能将重
复序列周围的低拷贝序列丢失。因此, 在增加DNA
片段大小构建HC文库时, 需特别谨慎。值得注意的
是: Lamoureux等[12]构建的HC文库与鸟枪法构建的
文库相比, 其优越性非常明显: 基因富集效果提高
了 13.7 倍, 未知单拷贝序列富集效果提高了 5.8 倍, 
重复序列的剔除效果提高了 3 倍。因此, 选择适宜
的DNA片段大小范围以及合适的Cot值进行基因富
集, 是HC方法成功与否的关键。除了将Cot/HAP技
术应用于挖掘基因和基因组测序外, 该技术还应用
于基因组重复序列的分布组成以及基因组进化的研

究[26]。 

1.3  甲基化过滤文库法 (Methylation filtration li-
brary, MF) 

迄今为此, 研究学者发现 5mC(胞嘧啶 5号位的
甲基化)在植物基因组中普遍存在。20世纪八、九十
年代, 科学家们发现在植物基因组中大部分重复元
件具有甲基化的限制性位点, 而对于基因而言, 它
们多处于亚甲基化状态。因此, 科学家利用重复元
件和基因间的甲基化水平不同, 采用甲基化敏感的
限制性内切酶构建富含基因的基因组文库。但是这

种方法的使用受到限制性酶切位点的限制, 导致某
些基因在构建富集文库时丢失。直到后来, 发现大
肠杆菌的McrBC的限制修饰系统后, 科学家们发展
出了一种基于大肠杆菌McrBC的限制修饰系统的全
新富集基因的方法, 即甲基化过滤文库[9]。 

Raleigh等[28]和Dila等[29]发现McrBC识别DNA序
列中[A/G]mC位点, 随后Sutherland等[30]发现在大多

数植物基因组中每隔 20~30 个碱基就有一个McrBC
识别位点。因此, 利用McrBC+宿主菌构建基因组文

库就可以剔除甲基化序列。通常植物基因组中重复

序列是处于甲基化状态的, 而基因是处于亚甲基化
或未甲基化状态的, 所以通过这种方法构建文库在
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剔除重复序列的同时可以起到富集基因的效果。

Rabinowicz等[9]在《Nature Genetics》上发表论文利
用甲基化过滤的方法首次对富含重复序列(占整个
基因组序列的 80%)的玉米基因组进行测序, 发现与
未经甲基化过滤的对照文库(鸟枪法文库)相比, 甲
基化过滤文库的基因富集率要高出 5~7 倍。Palmer
等 [7]采用相同的方法构建玉米甲基化过滤文库, 基
因富集效率提高了 6 倍, 排除了 93%的重复序列对
基因富集的影响。此外, Whitelaw等[8]综合甲基化过

滤和高Cot值两种方法对玉米进行基因富集, 与未经
甲基化过滤文库相比, 基因富集效率提高了 4 倍。
除了在玉米上取得成功之外, 该方法在高粱[31]上也

获得成功, 获得的 550 000个MF 序列代表着 96%的
高粱基因, 而且覆盖基因的平均长度的 65%。同时
该方法也应用于其他植物 [32]如小麦、大麦、大豆

(Glycine max (Linn.) Merr.)、油菜(Brassica napus Linn)、
马铃薯 (Solanum tuberosum L.)、番茄 (Lycopersicon 
esculentum Miller)、棉花(Gossypium hirsutum L.)、苔
藓 (Ceratodon purpureus Hedw.)、蕨 (Ceratopteris 
richardii L.)和松树(Pinus taeda L.)。Rabinowicz等[32]

认为与玉米和高粱相比, 该方法在小麦和松树上的
应用受到了限制, 基因富集效率比较低。与其他植
物相比 , 在六倍体小麦和松树中存在同源性序列 , 
导致基因富集效率降低。 

尽管Palmer等 [7]和Whitelaw等 [8]发现通过基因

组过滤包括高Cot值和甲基化过滤的方法可以捕获
大部分的玉米基因, 而且Rabinowicz等[33, 34]发现用

甲基化过滤的方法可以检测到 95%的玉米外显子, 
但是用基因组过滤获得的基因大部分是编码多肽的

基因, 而对于小分子蛋白和小RNA的基因以及植物
基因组中普遍存在的串联重复序列而言, 富集技术
是否有效？此外, 甲基化过滤方法是否可以区分大
基因家族内进化为不同功能的不同拷贝基因？除此

之外, 甲基化过滤方法还有可能丢失一部分基因。
值得注意的是, 并不是所有物种都适合用甲基化过
滤的方法进行测序。尽管大量文献显示, 该方法在
玉米[7~9, 33]和高粱[31]上获得了巨大成功, 但是, 也应
该注意到在六倍体小麦和松树上, 甲基化过滤的作
用受到限制。Rabinowicz (私人交流)认为基因组大小
与基因的富集效率具有相关性。Okagaki和Philips[35]

认为要将基因组过滤方法应用于其他植物基因组测

序的两个基本前提条件是: (1)该物种的大部分基因
都是处于未甲基化的状态; (2)在该物种的基因内部
没有或存在少量的重复序列。此外, 还要考虑该物
种的基因和基因组结构等因素。所以, 尽管甲基化
过滤法是一种很好的基因组测序方法, 但是并不是
所有物种都适用。对于基因组较大, 基因序列处于
亚甲基化状态的玉米[7~9]、小麦[36]和高粱[31]等物种而

言, 甲基化过滤法基因组测序是一种非常有效的方
法。因此, 在采用甲基化过滤法进行基因组测序时, 
有必要考虑基因组的大小、结构特异性、倍性、和

物种差异等重要因素。 

1.4  跨越甲基衔接物文库法 (Methylation-spanning 
linker library, MSLL) 

用MSLL方法构建玉米文库富集基因是基于以
下几点背景而发展出来的: (1)在禾本科植物基因组
中, 如大麦、小麦、玉米基因组中有 5~20 kb的基因
区 (Gene block)散状分布在有几个kb到 100 kb的
DNA重复序列; 在某些情况下, 基因丰富的区域可
以达到 50 kb以上; (2)在玉米基因组中, 存在大量的
重复序列 , 据估计 : 大约有 80%的DNA重复序列 , 
其中LTR型反转录转座子 (LTR-retrotransposons)占
很大比例, 而仅 20%的序列是基因序列[37]; (3)在高
等植物核基因组中, 广泛存在 5mC, 而且通常在 5′- 
CG-3′和 5′-CNG-3′序列的胞嘧啶更加容易甲基化
(5mC)[38]; (4)在成年组织中 , 大部分的LTR- retro-
transposons在 5′-CG-3′和 5′-CNG-3′序列位点上是
100%甲基化; 而相同位置基因序列是处于未甲基化
状态的 [39]; (5)甲基化敏感性核酸内切酶HapⅡ和 
SalⅠ的发现为MSLL的实际操作提供了重要工具和
可行性。HapⅡ和SalⅠ的识别位点序列分别为: 5′- 
C^CGG-3′和 5′-G^TCGAC-3′。由于这两种酶是甲基
化敏感的, 所以当上述序列处于甲基化状态(如该序
列位于重复序列中)时, 这两种酶是不能酶切识别位
点的; 而当上述序列处于未甲基化状态(如该序列位
于基因序列中)时 , 这两种酶是可以酶切识别位点
的。正因为这种特性, 导致MSLL克隆的两个末端序列
是基因和重复序列之间的交界序列。因此, 将其他方
法获得的基因序列如MF、HC序列与MSLL序列拼接可
以将基因定位在遗传图谱上。目前, 该方法仅在玉米
[40]上应用成功, 在其他物种中尚未见报道。Yuan等[40]
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采用HapⅡ和SalⅠ两种甲基化敏感酶对玉米基因组
DNA进行完全酶切后 , 将酶切片段连接转化到
McrBC- E.coli DH10B感受态细胞中构建３个BAC文
库 (HapⅡ  BACs、 SalⅠ BACs(10~15 kb)、 SalⅠ
BACs(15~25 kb))。挑选克隆测序发现: HapⅡBACs, 
SalⅠBACs(10~15 kb), SalⅠBACs(15~25 kb)３个文
库对已知基因发现率分别为 5.5%、14%、18%, 加
权平均值为 10.96%; 而对照EcoRⅠ BAC文库已知
基因发现率与鸟枪法相近仅为 1.3%。由此可见, 用
MSLL方法富集基因是可行的 , 至少在玉米上是成
功的。至于为何从 2002年该方法发明以来, 未见该
方法在其他物种中报道 , 这可能与MSLL方法本身
的局限性(如采用MSLL方法获得的克隆中仍然含有
甲基化重复片段)以及对基因组背景知识(如甲基化
敏感核酸内切酶的限制位点的数量和分布)的了解
尚需深入有关。 

1.5  亚甲基部分限制性文库法(Hypomethylated part- 
ial restriction library, HMPR) 

在MSLL方法基础上 , Emberton等 [41]发明的

HMPR方法也是采用甲基化敏感的限制性内切酶

等

HpaⅡ(5′-CCGG-3′)和Hpy CH4IV(5′-ACGT-3′)构建
HMPR文库。其不同之处在于, MSLL是完全酶切, 而
HMPR为不完全酶切。Emberton [41]同样也以玉米

为材料, 构建HMPR文库 , 测序发现: 大约 25%的
HMPR序列与已知基因序列同源, 而对照未过滤鸟
枪法文库仅为 4%。因此, 采用HMPR方法基因富集
效率提高了 6~7 倍, 与以前采用HC和MF方法相比
富集效果一致。值得注意的是: 与HC和MF方法相比, 
HMPR剔除反转录转座子效果更好, 仅残留  5%的
反转录转座子序列。与MSLL类似, HMPR也有使用
局限性: HMPR只适合于象玉米基因组那样基因序
列区域处于非甲基化状态, 而重复序列如LTR反转
录转座子处于甲基化状态的物种。尽管HMPR和
MSLL都可以获得大片段插入DNA, 弥补MF/HC获
得的拼接序列之间缺口, 但是将该方法应用于对基
因组的甲基化状态和程度有一定研究背景的物种更

容易获得成功。 

1.6  利用转座子富集基因法(Transposon tagging) 

在玉米中, 利用Mutator转座子倾向于插入单拷
贝序列DNA的特性 [42], 通过改造Mu转座子获得在

整个基因组中转座活性更强的RescueMu转座子, 可以
从转座子的标签序列向两端测序挖掘基因[13, 15]。除了

利用RescueMu转座子挖掘基因外, 还有利用Ac转座
子挖掘基因的报道[14]。由于转座子和反转录转座子

在玉米中的研究比较深入, 采用转座子方法富集基
因是实际可行的。Settles等[43]在玉米中通过插入转

座子进而得到一系列插入突变体和侧翼序列标签

(Flanking sequence tags, FSTs), 并通过FSTs将这些
插入突变定位到基因组的一些特异位点, 为反向遗
传学研究提供了广泛的资源。还有利用Ac/Ds转座子
在胡萝卜  (Daucus carota L.)中挖掘基因的报  道
[44]。除了此前已报道过的Jordan转座子成功地在团
藻(Volvox carteri)中标记到了控制团藻发育过程关
键方面的一些基因之外, 近期又在团藻中发现一种
新的Idaten转座子, 被认为是在团藻中除Jordan外又
一个可用来标记重要发育基因的有力工具[45]。但是, 
由于可用于该方法的转座子数量有限, 具有物种特
异性, 并且富集基因的方法效率较低, 不能实现真
正的高通量大规模富集基因, 这也是限制是其广泛
应用的主要因素。此外, 对于基因组结构了解不是
很清楚的物种而言, 由于转座子的适用性有限, 利
用转座子大规模挖掘基因仍存在诸多困难。 

2  各种基因富集方法的比较和综合利用 

在上述众多基因富集方法中, 目前应用比较广
泛的是cDNA文库法、高Cot值法和甲基化过滤法。
此外, 构建不同组织、不同发育时期的cDNA文库获
得表达基因序列也是当前富集基因的常用方法, 对
于大多数物种而言也是切实可行的方法。由于基因

表达具有时空性即某些基因仅在某些特定的组织部

位和/或者发育时期才表达, 而且有些基因只在特定
的胁迫环境条件下才表达 , 所以采用cDNA文库法
富集基因时, 需构建不同发育时期、组织部位和不
同生长环境条件下的多个cDNA文库才可能获取完
整的全基因组基因信息。此外, 由于各个基因的表
达丰度不同(如看家基因表达量高, 而某些组织特异
性的调控基因表达量相当低), 导致高表达的基因被
多次重复的测序, 而低表达的基因测序的可能性降
低。因此, 获得比较完整的表达基因谱势必提高测
序成本。为了解决这一问题, 大量文献报道采用各种
方法构建均一化cDNA文库(Normalization cDNA li-
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brary)[24]可有效降低高表达基因的代表性 , 提高低
表达稀有基因的代表性, 以期更经济地获得完整的
基因组表达基因。在一定程度上, 均一化cDNA文库
降低了成本, 为低丰度基因的克隆测序奠定基础。
此外, SSH文库的发明为科学家挖掘相同遗传背景
不同发育时期、生长环境之间的差异表达基因提供

了高效率富集方法。随着基因组研究的发展及后基

因组时代的到来, 单个基因的CDS(Coding sequence)
序列的获得已远远不能满足生命科学发展的需求 ; 
获得和了解与基因表达相关的调控序列成为研究热

点。然而, cDNA文库是无法提供启动子和内含子等
非编码序列信息的。相比之下, 高Cot值法和甲基化
过滤法、HMPR法和MSLL法可以弥补cDNA文库法
的这一缺陷。 

早期 , 科学家采用鸟枪法对基因组进行测序 , 
为人们全面了解基因组信息提供了方法, 尤其是基
因组中的非编码和重复序列、基因数量(Gene content)
等。但是由于采用鸟枪法基因组测序花费昂贵, 对
于一些基因组大的作物如玉米、高粱、小麦和大麦

等而言, 这种方法是不可行的。此外, HMPR和MSLL
方法仅局限于基因组背景(甲基化位点的分布和数
量)比较清楚的物种。而利用转座子标签方法富集基
因的限制因素是: (1)可适用的转座子少, 而且转座
子具有物种特异性; (2)不能大规模, 高通量的获得
基因调控序列。由于这些不利因素的限制, 导致这
些方法在实践应用中受到限制, 因此近期的文献鲜
有报道。而高Cot值法和甲基化过滤法与鸟枪法相比
在方法学上具有明显的优势。因为高Cot值法和甲基
化过滤法在构建文库时, 都将基因组中大量的高拷
贝重复序列剔除, 仅剩下占基因组比例比较小的低
拷贝序列用于基因组测序(主要包括基因空间, Gene 
space)。与鸟枪法相比, 综合HC和MF方法可以将基
因发现率提高 4 倍[7, 8], 因此, 将HC和MF方法应用
于基因组较大, 重复序列多的作物进行基因组测序
可以大大节省成本, 提高挖掘新基因效率, 了解更多
物种(除模式物种外)的基因组信息。这一优势在玉米[7, 

8, 10, 32, 33, 46]、高粱[11, 31]、小麦[12, 36]、大麦、大豆、马

铃薯、番茄、棉花[32]等重要作物中得到了充分体现, 
基因富集程度都达到或高于 2 倍 , 大麦甚至达到
18.7倍, 玉米达到了 13.2倍。 

但是对于基因富集而言 , 高Cot值法和甲基化

过滤法也各有优劣。与甲基化过滤法相比, 高Cot值
法具有以下优点: (1)除获得单拷贝或低拷贝序列(即
基因)外, 同时还获得了不同重复度的重复序列, 有
利于了解基因组中重复序列的组成、分布、演化乃

至整个基因组的进化[26]; (2)在构建HC文库挖掘基因
时, 不受材料由于组织部位和发育时期等因素导致
甲基化水平和模式变更的影响; (3)具有转录活性的
转座子和通过CpG镇压或者转录激活脱甲基化的重
复元件也有可能包含在MF文库中。Whitelaw等[8]和

Palmer等[7]发现在MF文库中仍然残留了比例较高的
LTR反转录转座子序列, 而这种序列在HC文库中极
少存在; (4)由于细胞器DNA通常是处于未甲基化状
态的, 因此构建的MF文库中含有大量的胞质基因组
DNA。尽管Rabinowicz[47]改进了MF的构建方法, 但
是在文库中有胞质基因组DNA出现仍然不可避免。
与高Cot值法相比, 甲基化过滤法具有以下优点: (1)
基因家族和旁系基因有可能在构建HC文库时被均
一化而丢失, 而在MF文库中这些基因被保留下来; 
(2)在构建HC文库时 , 需要价格昂贵的仪器设备以
及熟练的技艺, 而构建MF则不受这些因素的限制; 
(3)构建HC文库时, 采用的片段化DNA都比较小(一
般在 300 bp左右), 所以使后续的序列拼接工作遭遇
更多困难。而构建的MF文库时, 选择的碎裂DNA片
段大小一般在 0.5~4 kb之间, 序列拼接问题可以得
到有效改善。由上述可知, 这两种方法各有优缺点, 
综合HC和MF两种方法, 取其之长、避其之短才是今
后基因富集的有效方法。 

Fu等[48]从GenBank中提取 183 条GSSs(Genome 
survey sequences)(105 MF＋78HC)与 10条对照基因
序列比较发现: 启动子、外显子和内含子在MF和HC
文库中出现的比例 (MF/HC)分别是 53%/19%、
71%/56%和 37%/51%。由此可见, MF和HC两种方法对
基因序列中启动子、外显子和内含子的捕获具有偏爱

性。这种偏爱性表现在: 与HC相比, MF更倾向于捕获
基因 5′末端序列; 而对于完整基因序列而言, MF和
HC更倾向于捕获基因 3′末端序列[49]。这一点, 与
Whitelaw等[8]的报道相一致。Whitelaw等[8]发现用这两

种方法捕获的基因序列中仅有大约 1/3 的序列是重叠
的, 而另外 2/3的序列是不同的, 这充分说明两种方法
捕获玉米基因组不同部位的序列。用 78 个玉米全长
cDNA序列与从NCBI(National Center for Biotechnol-
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ogy Information)收集的 587 063条MF序列、445 286
条HC序列、178 125条RM (RescueMu)序列和 362 534
条RC(Random clone)序列进行比较, 通过模拟发现
95%的玉米基因可以用HC或者MF方法捕获 ; 值得
注意的是, 综合两种方法后基因发现率为 100%[49]。

因此, 综合MF、HC两种方法既可以弥补两种方法捕
获基因序列不同部位上的差异问题, 为获得完整基
因序列提供可靠依据; 又可以提高基因组中基因发
现率, 为科学家们提供更多的基因组信息。由此可
见, 综合两种或多种方法进行基因组测序可能是未
来对大基因组、重复序列多的物种基因组测序的主

要选择方法之一。 

3  甲基化过滤技术 (Methylation filtration, 
MF)应用进展 

近年来, 由于测序技术的迅猛发展, 越来越多
重要的经济作物或农作物的基因组测序计划也开始

了, 而利用甲基化过滤方法对庞大复杂的基因组进
行基因富集, 是一个着手切入研究这些大基因组物
种的有效途径。由于, 具有降低测序成本, 高通量获
得基因序列和基因调控序列等优点, 甲基化过滤技
术已经在经济作物中得到广泛应用。Wang等[50]利用

甲基化过滤的策略对番茄核基因组结构进行了研究, 
分析了基因组中的非甲基化序列构成和在基因序列

区域的分布规律, 其结果为番茄全基因组测序和其
他茄科物种的基因组测序工作提供策略上的指导。

在棉花基因组测序中, 甲基化过滤技术和高Cot方法
则被用于获取那些在EST序列中没有的基因组中的
低拷贝DNA序列[51]。豇豆的基因组大小预计有 620 
Mb, Chen等[52]通过甲基化过滤方法构建得到一个与

未经甲基化过滤相比的基因富集率达 4.1 倍的基因
组DNA文库, 并估算豇豆基因组中亚甲基化的基因
富集区的大小约是 151 Mb。烟草是一种重要的经济
作物但是其基因组十分庞大, 约有 4.5 Gb, 甲基化
过滤技术也成功地运用于烟草基因组的研究, 获得
了基因富集率达 10 倍, 基因区域覆盖率约 1.0~1.4
倍的序列信息, 这些序列标记到了烟草基因组中约
90%的ORF[53], 并在此基础上深入挖掘分析 , 构建
了一个烟草转录因子数据库TOBFAC[54]。 

中国的传统中药植物多为研究基础较弱并且基

因组复杂的物种。目前武汉植物园已经启动了少数

药用植物的基因组学研究, 其中重点研究的物种淫
羊藿的基因组约为 4 500 Mb(未发表结果), 且只有 6
条染色体, 是研究大基因组结构和药用植物次生代
谢的典型物种。我们实验室也正在运用甲基化过滤

技术开展淫羊藿基因组结构的相关研究工作。初步

的研究结果发现仅甲基化敏感的感受态细胞可以一

定程度上过滤重复序列, 促进基因组中的有用基因
序列的发掘。深入的研究正在开展中, 期望以此获
得的基因组信息有利于淫羊藿的相关研究, 为小檗
科众多药用植物的相关研究提供技术和序列信息参

考, 并为其他大基因组药用植物和重要经济植物的
研究提供科学的研究策略。 

4  结 语 

综上所述, 目前对于大多数基因组结构背景不
是很清楚的物种而言, 采用 cDNA 文库法依然是一
种高效, 快捷的富集基因方法。但是由于 cDNA 文
库法只能富集基因的编码序列, 因此, 为了获得基
因的非编码序列如启动子、具有功能的内含子和基

因间序列等以便于更好的了解基因组信息及分离克

隆到目的基因, 采用高 Cot 值法、甲基化过滤法、
MSLL和 HMPR构建基因组文库成为比较合理的选
择方案。又由于 MSLL和 HMPR方法必须对物种基
因组背景信息比较了解, 使得将这两种方法应用于
大基因组物种基因富集受到限制。高 Cot 值法和甲
基化过滤法各有优缺点且具有互补性(两种方法对
基因的 5′和 3′末端具有不同的富集偏好性), 因此将
这两种方法综合使用是今后高通量获取大基因组物

种基因信息的首选方法。 
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