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许多年以来，分离差异表达基因的方法仅限于差

异筛选 cDNA文库，直到 1992年 Liang等[1]发明了一

种检测基因转录模式的方法，即 mRNA 差异显示技
术(mRNA Differential Display Reverse Transcription 
PCR, DDRT-PCR)，第一次实现了同时快速灵敏地检
测到真核细胞中大部分的差异表达转录体的目的。近

些年来，在分离和克隆差异表达基因的功能基因组学

研究中，国内外学者又发展了多种分析方法，如，代

表性差异分析 (Representational Difference Analysis, 
RDA)、RNA 指纹技术 ( RNA Arbitrarily Primed 
PCR,RAP-PCR) 、 RC4D(RFLP-coupled Differential 
Display)、SAGE(Serial Analysis of Gene Expression)、
抑 制 消 减 杂 交 技 术 （ Suppression Subtractive 
Hybridization, SSH) [2] 、 cDNA-AFLP 、 iAFLP 
(Introduced Amplified Fragment Length Polymorphism)
及基因芯片技术 ( DNA Chip Technique)等方法克隆
差异表达基因。这些方法的发明与应用，取得了许多

成就，克隆了一系列的差异表达基因。这些方法各具

独特优点，但同时也具有其自身不同的缺陷。这些技

术的原理和优缺点比较已有许多综述总结[3～8]。 
引物退火时能否与其靶序列特异结合，是 PCR

能否成功扩增的关键因素之一，因此引物结构的优化

非常重要。退火温度的高低决定引物是否能与其互补

链完全结合，还是有一个或多个碱基的错配，因此通

过调整退火温度就可以增加引物与模板结合的特异

性。许多研究者提出了各种办法来提高引物退火的特

异性，如在引物的 5’端增加一段通用引物序列，或加
一段同聚物，或加上一段环状序列，以增加 PCR 扩
增的特异性和退火的稳定性[9～11]，但这些方法并不能

消除初始反应的非特异性退火。作者将介绍一种在

DDRT-PCR 基础上发展起来的对差异表达基因克隆
的新方法，即引物退火控制技术(Annealling Control 
Primer, ACP）[12]。该方法则可较好地消除初始反应的

非特异性。在此基础上，我们对此方法做了进一步的

改进，并成功地克隆到了多个差异表达基因。  

1  ACP技术的基本原理 
退火控制引物由独特的三部分组成（图 1），3＇

端和 5＇端部分由中间的调节部分连接。3＇端部分
是核心部分，能与模板完全互补；5＇端部分是通用
引物序列；中间调节的部分为多聚脱氧次黄苷

[poly(dI)]，一般由 5 个脱氧次黄苷(dI)组成，在控制
引物的退火温度时起着关键的作用[13～14]。ACP 技术
主要由以下三个部分组成：逆转录合成第一条链和两

个不同阶段的 PCR反应（图 2）。 
1.1  逆转录合成第一条链 
以总 RNA或 mRNA为模板，dT-ACP1为引物，

在逆转录酶的作用下合成第一条 cDNA 链。引物
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dT-ACP1的核心部分是和 mRNA的 3＇端 Poly(A)互
补的 Oligo (dT)，合成的第一条 cDNA 链含引物
dT-ACP1的 5＇端通用序列。 

 
 
 
 

图 1  ACP结构图 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  ACP技术路线图 

1.2  第一阶段 PCR反应合成 cDNA第二条链 
反应合成的第一条 cDNA 链经稀释后，与

dT-ACP2引物和 ACP随机引物混合于 PCR管中进行

反应。ACP 随机引物的 3＇端的核心部分一般由 10
个碱基组成，在50 ℃退火温度时，引物中间的poly(dI)
部分形成泡状结构，阻止了 5＇端的通用引物序列与
模板的非特异性结合，并且 poly(dI)可以提高 3＇端
随机引物的退火温度，从而保证了引物的核心部分能

与第一条 cDNA链特异结合，同时这个阶段只进行一
个 PCR循环反应。通过第一阶段的 PCR反应使得合
成的第二条 cDNA链的 3＇端含有 dT-ACP1通用序列
的互补序列，以及 ACP随机引物 5＇端序列。 
1.3  第二阶段 PCR反应扩增 cDNA第二条链 

PCR 反应体系中的退火温度提高至 65 ℃，使
dT-ACP2 引物与 cDNA 第二条链特异结合，经 35～
40个 PCR循环，扩增出特异的 cDNA片段。 

2  ACP技术的优点 

2.1  假阳性低 
假阳性高是目前克隆差异表达基因的瓶颈问题

之一，如 DDPCR技术由于随机引物较短（10～13 bp）
在 PCR循环时通常需要在 40～45 ℃退火，这种低的
退火温度导致引物与模板的非特异性结合，使得该技

术具有较高的假阳性，并且结果重复性差。而增加 5’
端通用引物（18～20 bp）长度，经过在 40～45 ℃的
1～4个循环后，引物的退火温度可以提高至 60 ℃，
但是增加 5’端通用序列的引物在低的退火温度与模
板结合时也是非特异的。ACP技术则可使引物在初始
反应就与模板链特异结合，扩增出真实可靠的产物，

从而降低了 PCR结果的假阳性。 
2.2 不需要聚丙烯酰胺凝胶电泳，只需通过琼 

脂糖凝胶电泳就足以进行分析 
ACP 技术显著提高了 PCR 扩增的特异性和敏感

性，使得 PCR产物的特异性大为增强。无须再用繁锁
且有毒的聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测的步骤。通过

普通脂糖凝胶电泳就可以检测 PCR 产物，且脂糖凝
胶电泳显示的条带可以直接用于Northern 杂交分析。 
2.3  不需要特别的技术 

ACP是基于 PCR和普通琼脂糖电泳的一种技术，
简单容易操作。 
2.4  重复性高 
由于 ACP 采用简单容易的操作就可得到结果，

避免了繁复步骤引入误差的机会，使得试验结果的可

重复性大大提高。 
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2.5  速度快、经济实惠 
ACP 技术在较短时间内就可克隆到可信的差异

表达基因，且不需要花大量的时间来排除假阳性。相

反，目前其它的一些克隆差异表达基因的技术要大量

的精力来鉴定候选基因的可信度。 
2.6  PCR产物分布范围广 
产物条带分布可为 150 bp～2 kb，这样不仅增加

了鉴定差异表达基因的机会，也为预测基因的功能提

供了更多重要的序列信息。而其它技术，如 SSH 技
术扩增产物的大小平均为 256 bp，DDPCR技术分离
的 cDNA片段长度也小于 500 bp，这些短的片段所提
供的序列信息对于人、果蝇、酵母等模式生物，由于

GenBank等数据库有大量的数据可供参考，或许足够

用以分析，但对于非模式生物而言，256 bp的序列太
短，不足以满足分析所需。 

3 ACP技术在差异表达基因克隆中的 
应用 
为检测 ACP引物的 3＇端在第一次退火时是否与

模板完全杂交上，Hwang等[12]以小鼠 RIKEN基因的
cDNA 为模板，ACP 引物和通用引物来进行 PCR 扩
增；引物 3＇端均为相同的 10个碱基序列，5＇端均
为通用引物序列。实验结果表明：以 ACP 引物扩增
产物只有一条 635 bp特异条带，10个碱基的引物无
扩增条带，其余引物扩增产物均有多条非特异性条带

产生（表 1）。

 
表 1  小鼠 RIKEN基因 cDNA扩增使用的引物组合及扩增结果[12] 

引物组合 引 物 序 列 扩增结果 

1 正向引物：5＇-AGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-GGTCACGGAG-3＇ 
无条带 

2 正向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-TATGATGCTGTGACGCCGAGGTCACGGAG-3＇ 
多条带 

3 正向引物：5＇-TATGATGCTGTGACGCCGAAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGGTCACGGAG-3＇ 
多条带 

4 正向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATAAAAAAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATAAAAAGGTCACGGAG-3＇ 
多条带 

5 正向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGGTCACGGAG-3＇ 
单条带 

6 正向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-CTGTGAATGCTGCGACTACGATGGTCACGGAG-3＇ 
多条带 

7 正向引物：5＇-CTGTGAATGCTGCGACTACGATAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGGTCACGGAG-3＇ 
多条带 

8 正向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATAAAAAAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-CTGTGAATGCTGCGACTACGATAAAAAGGTCACGGAG-3＇ 
多条带 

9 正向引物：5＇-CTGTGAATGCTGCGACTACGATAAAAAAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATAAAAAGGTCACGGAG-3＇ 
多条带 

10 正向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGGTCACGGAG-3＇ 
单条带 

11 正向引物：5＇-CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIIIIAGGAGATGCG-3＇ 

反向引物：5＇-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGGTCACGGAG-3＇ 
单条带 
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ACP 技术在差异表达基因克隆中的应用，目前
报道的主要集中于哺乳动物（小鼠、牛和猪等）生殖

发育相关的基因的研究（表 2），通过该技术克隆了
许多差异表达基因，为深入了解哺乳动物早期生殖发

育相关的分子调控机制提供了有利证据。 
本实验室也利用 ACP技术对大黄鱼（Pseudo- 

sciaena crocea）、杂色鲍（Haliotis diversicolor）抗病 
相关功能基因的差异表达，虾蟹雌雄性腺差异表达基 

 

表 2  ACP技术在差异表达基因克隆中的应用 

研究内容 使用引物数 获得的差异表达基因 文 献 

研究小鼠妊娠 4.5、11.5和 18.5 d的孕体组织中基因的差异

表达 

3对 6个已知基因，2个 EST， 

2个未知基因 

[15] 

研究体外培养的牛早期胚泡和孵化胚泡中基因的差异表达 8对 4个已知基因，5个 EST [16] 

研究体外培养的牛生发泡期的卵母细胞、8细胞期和胚泡期

胚胎中基因的差异表达 

4对 

 

2个已知基因，2个 EST [17] 

研究小鼠 4细胞期和胚泡期胚胎中基因的差异表达 120对 62个已知基因，12个未知基因 [18] 

研究小鼠生发泡期和第二次减数分裂中期卵母细胞基因的

差异表达 

20对 26个已知基因，6个未知基因 [19] 

研究猪生发泡期和第二次减数分裂中期卵母细胞基因的差

异表达 

60对 13个基因，已知基因或 EST [20] 

60对 9个基因，已知基因或 EST [21] 研究猪单性生殖 2细胞期和胚泡期胚胎中基因的差异表达 

120对 46个基因，已知基因或 EST [22]  

 
因的克隆等进行了初步研究，并对引物做了适当的改

进。以 dT-RSL引物取代了 dT-ACP1和 dT-ACP2，并
使原 dT-ACP 和 ACP 随机引物的 5’端均具有相同的
通用引物序列，从而使得到的短的基因片段两端反向

-重复系列在退火时产生类似于“锅柄”的结构，降低
了其与引物配对的几率，选择性地抑制了短片段的扩

增。例如，我们分别从对照组和副溶血弧菌诱导 4 h，
1 d和 2 d的大黄鱼肝脏中提取总 RNA, 等量混合后
分为对照组和实验组总 RNA，以 dT-RSL为引物，在
逆转录酶的作用下合成第一条 cDNA 链，再通过
dT-RSL与 20条 RSL随机引物（表 3）组成 20对引
物，共扩增出多个差别表达基因，图 3所示为 5对引
物扩增出的 3个差异表达基因。对其中的 4个基因进
行测序分析，获得 1个 1 360 bp纤维蛋白原 β链基因
长片段（GenBank accession：EF014896）的抗病候选
基因，已有研究表明该基因的表达水平可受病原体感

染诱导而提高，可能是参与机体免疫机能的重要基因
[23]。其余序列为 EST。 

综上所述，ACP技术操作简单，无需昂贵仪器设 
 

备，是一种高效便捷克隆差异表达基因的新方法。目

前虽然在世界范围内仅有几个研究小组对为数不多

的材料进行了研究，但可肯定该方法的出现和应用将

在基因克隆中发挥更多的积极作用。 
 
 

 

 

 

 

 

图 3  5对 RSL引物扩增出的大黄鱼肝脏差异表达基因 2% 

琼脂糖凝胶电泳结果图 

C表示对照组；V表示副溶血弧菌诱导组；M 代表 100 bp marker；

箭头所示为差异表达基因 
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表 3  大黄鱼抗病相关功能基因 cDNA扩增使用的引物 

引 物 序 列 

dT-RSL 5＇-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT T-3＇ 

RSL1 5＇’- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGC CAT CGA CC -3＇ 

RSL 2 5＇’- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IAG GCG ATG CC -3＇ 

RSL 3 5＇’- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III ICC GGA GGA TG -3＇ 

RSL 4 5＇’- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGC TGC TCG CG -3＇ 

RSL 5 5＇’- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IAG TGC GCT CG -3＇ 

RSL 6 5＇’- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGG CCA CAT CG -3＇ 

RSL 7 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III ICT GCG GAT CG -3＇ 

RSL 8 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGG TCA CGG AG -3＇ 

RSL 9 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGA TGC CGC TG -3＇ 

RSL 10 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III ITG GTC GTG CC -3＇ 

RSL 11 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III ICT GCA GGA CC -3＇ 

RSL 12 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IAC CGT GGA CG -3＇ 

RSL 13 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGC TTC ACC GC -3＇ 

RSL 14 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGC AAG TCG GC-3＇ 

RSL 15 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III ICC ACC GTG TG -3＇ 

RSL 16 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGT CGA CGG TG -3＇ 

RSL 17 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III ICA AGC CCA CG -3＇ 

RSL 18 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III ICG GAG CAT CC -3＇ 

RSL 19 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III ICT CTG CGA GC -3＇ 

RSL 20 5＇- AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTI III IGA CGT TGG CG -3＇ 
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