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摘　要 :RAP - PCR是以 PCR为基础构建 RNA指纹图谱 ,研究基因差异表达的有效方法。所显示的种系特异性

差异可用于对基因的遗传作图 ;所揭示的组织特异性差异可用于研究特异基因的表达。该法可检测各种情形下

RNA群体间的差异。本文简介其基本原理及在基因差异表达研究领域的最新应用。
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Abstract :RAP - PCR is a useful method based on PCR to display fingerprint of RNA populations and to study differential

gene expression. The strain - specific differences revealed should be useful for genetic mapping of genes. The tissue - spe2

cific differences revealed might be useful for studying differential gene expression. In this review ,we introduce the theory of

RAP - PCR and its recent applications.
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　　细胞的生长、分化和发育 ,细胞周期的调控以及细胞的

衰老、死亡等等 ,都是基因选择性表达的过程。进行基因转

录、表达的研究 ,以表达基因为研究客体 ,是直接有效的方

法。研究基因差异表达的主要方法有双向蛋白质电泳指纹

图谱 (two2dimensional protein fingerprint)、依赖杂交的筛选技

术 (hybridization2based screening)、mRNA差异显示技术 (dif2

ferential display of mRNA) 以及 RAP2PCR 技术 ( arbitrarily

primed PCR fingerprinting of RNA)等 ,它们都有各自的特点

及适用范围。本文只介绍 RAP2PCR技术的基本原理及最

新应用。

1　RAP2PCR技术的基本原理
1992年 ,Welsh J 等提出 RAP2PCR技术[ 1 ] ,以 PCR为基

础构建 RNA指纹图谱 ,是研究基因差异表达的有效方法。

该技术基于任意寡核苷酸引物与 RNA之间可能的配对。这

样的相互作用在低严谨度条件下经聚合酶催化使链延伸。

PCR是该技术的主要步骤。细胞总 RNA或 mRNA作为反

转录反应的模板。1微克或更少的 RNA即可进行反应 ,并

且不受少量基因组双链 DNA污染的影响。用于合成 cDNA

第一链的引物为任意寡核苷酸引物 ,其长度一般 6至 25 个

核苷酸。以 RNA为模板在低严谨度条件下反转录产生 cD2

NA第一链和第二链 ,其序列与 RNA互补。随后用 PCR扩

增来富集产物 ,引物与反转录所用引物相同 ,同时在反应体

系中用35 S - dA TP、32 P - dCTP 或33 P2dCTP 代替 dA TP 或

dCTP ,进行放射性标记。经扩增后的产物可以在 4 %的测序

胶上电泳 ,然后放射自显影。也可用非放射性标记如荧光标

记、银染等方法。如果将不同样品 ,如同一品系不同组织的

细胞或不同品系同一组织细胞的扩增产物作对照 ,就可以将

差异表达的微量 mRNA放大 ,建立 RNA群体的指纹图谱 ,

在凝胶或 X光片上显示出 cDNA带谱的表型差异 ,进而鉴定

出不同细胞或同一细胞在不同条件下基因表达的差异。
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　　从凝胶中回收差异条带 ,经纯化后进行 PCR扩增 (可同

时进行放射性标记) ,扩增产物与适当载体连接 ,分析其核苷

酸序列 ,与数据库资料 (如 GenBank、GenEMBL 和 DDBJ )进

行比较 ,若与已知序列同源性很低 ,则为潜在的新基因。或

用作探针进行 Northern blot 杂交 ,也可从 cDNA文库中筛选

全长 cDNA。RAP2PCR实验设计如图 1所示。

制备组织或细胞
↓
提取 RNA

↓
逆转录
↓

PCR扩增
↓

显示 RNA指纹图谱
↓

回收条带并扩增
f 　　　　　　　↓　　　　　　　　g

测　　序　　←　　克　　隆　　→　　确定差异表达
h 　　　　g 　　　　　　　　　　　　　　　　　

筛选 cDNA文库←检索序列数据库→差异表达基因→基因功能分析

图 1　RNA指纹图谱技术原理图

由于该法所需的总 RNA很少 ,可从任何组织中获得 10

- 20个清晰可见的 PCR产物条带 ,而且是可重复的图谱。

从不同小鼠系的相同组织中分离的 RNA和从同种小鼠的不

同组织中分离的 RNA在 PCR指纹图谱上可以检测出是有

差异的。结合该技术的靶定 RNA 指纹图谱 ( targeted RNA

fingerprinting , TRF)技术 ,用随机引物反转录 mRNA ,随后用

一套对应于特定基因家族编码区序列的简并引物进行扩增。

鉴于数据库中已知的多基因家族序列资料 ,以 TRF可对特

定的多基因家族进行研究。许多实验表明 , RAP2PCR技术

在一定条件下有较好的重复性 ,并且 RNA浓度和 DNA污染

对结果无明显影响。但该法需要较高的变性温度和较低的

离子强度 ;并且随机引物有可能于某一类基因的保守区或分

散的基因重复区复性 ,因而只须选择性扩增这一类基因。

2　最新应用
视黄酸 ( retinoic acid , RA)在大脑发育过程中有重要作

用 ,但其诱导神经元分化的分子机制不甚明了。Cheung WM

等 (1997)在培养基中加入 10μmol/ L all - trans RA ,对培养的

N T2/ D1 (Ntera 2 cl. D1)细胞进行分化诱导 ,用 RAP2PCR分

析 N T2/ D1细胞在 RA 诱导的分化过程中基因转录及表达

的差异[ 2 ]。RA诱导的时间分别为 1、2、3、7天 ,对照组无 RA

诱导。结果表明 11个基因的转录受 RA调节。特异片段扩

增后克隆在 pCRScript SK +载体上 ,测序并检索。其中 7个

为已知基因 (如克隆 12. 33 ,与人 CD59序列有 100 %同源性 ,

克隆 32. 2与人 cadherin - 6序列有 95 %同源性)。RA诱导

后 ,能加强或减弱它们的表达。而另外 4个片段的核苷酸序

列经检索与数据库存入序列无同源性 ,表明它们是 RA诱导

后特异表达的新基因。如克隆 1. 31 ,其表达水平很低 ,在 RA

诱导后的第 7天 ,表达量达到最大 ,表明 RA 诱导能加强其

表达。可能由于与大鼠基因序列同源性较低 ,经 Northern印

迹分析 ,该片段作探针与大鼠大脑和肝脏总 RNA无杂交反

应。Schweitzer B等 (1998)对 RAP2PCR技术作适当改进并

结合单链构象多态性 ( single strand conformation polymor2

phism ,SSCP) ,分离了在大鼠坐骨神经发育过程中特异表达

的 NMP35 (neural membrane protein 35)蛋白的 cDNA[ 3 ]。实

验材料分别为出生后第 3天 (p3)、第 14 天 (p14)和第 60 天

(p60)坐骨神经细胞总 RNA。反转录 cDNA 第一链 ,引物

OPN24长 10个核苷酸 ,用于扩增的引物 Kin A1 + 、Kin A2 +

和 Kin A - ,分别长 11、11和 17核苷酸。经扩增的 cDNA在

SSCP凝胶上分离 ,得到一特异的 209bp片段 RAP - 6B ,在成

年大鼠坐骨神经细胞中特异表达。用 RAP - 6B 片段作探

针 ,筛选 6周龄大鼠λZap ⅡcDNA文库 ,得到一插入 1291bp

cDNA的阳性克隆 ,测序并推测出编码 316个氨基酸的多肽 ,

分子量约为 35 kDa。氨基酸序列与大鼠 GBP (glutamate -

binding protein)有 42 %同源性 ,与果蝇 NMDARA1有 40 %同

源性。Northern印迹能检测到该基因在 p60 坐骨神经细胞

中特异表达 ,而在较年幼大鼠中结果呈阴性。NMP35 与

GBP的表达均呈增量调节。但不同的是 ,NMP35 只在大脑

和脊髓中有较高的表达 ,而 GBP除在神经组织中大量表达

外 ,在其他组织如肾脏、大肠中仍有一定量的表达 ,而且在发

育早期其表达量比 NMP35 高。Schweitzer 认为 NMP35 和

GBP属同一基因家族 ,在神经系统的发育中起重要作用。节

段性回肠炎 (Crohn’s disease)是一种慢性肠炎 ,其病因不甚

了解。Lafontaine DA等 (1998)用节段性回肠炎患者不同程

度的炎症组织 (如溃疡性结肠炎)和非炎症组织细胞总 RNA

为模板 ,随机六核苷酸为引物 ,经反转录和扩增反应得到一 1

065bp的特异片段 ,和载体 pCRⅡ连接 ,双向测序 ,结果与序

列数据库比较无明显同源性[ 4 ]。经 Northern印迹分析 ,探针

能与一长 3. 1kb的 mRNA结合。由于该序列含有几个回阅

框 ,且与完整 mRNA不完全对应 ,故对其编码的蛋白质尚需

进一步研究。经 Dot 印迹杂交进一步证实此 3. 1kb mRNA

为诊断节段性回肠炎的特异标记。

Sokolov BP等 (1994)报道[ 5 ] ,用 RAP2PCR方法简单迅

速地分离差异表达基因的 cDNA。所用反转录引物为六聚体

核苷酸 ,扩增 cDNA引物长 10至 23核苷酸 ( GC含量为 60 %

～70 %)。分离的 cDNA长达 3. 0kb ,且量足够用于 Northern

印迹、克隆和测序分析 ,而不需作进一步放射性标记扩增。

Nagase M (1999)以 0. 3 %和 8 %饮食饲喂大鼠 ,用该技术分

离了在大鼠肾小管特异表达的新基因[ 6 ] ,其序列与尼古丁乙

酰胆碱受体α7 亚基基因有 90 %同源性 ,分离的全长 cDNA

含有与反转录基因 pol同源的元件 ,属于一个新的转座子家

族。差异片段回收时常会出现分子量相同的杂带混合。

Gromova I (1999)等报道[ 7 ] ,利用 Resolver Gold (bisbenzimide
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衍生物)与富含 A/ T序列优先结合的特点 ,回收片段经扩增

后再用含 Resolver Gold的胶进一步分离 ,则可以保证回收产

物为均一所需差异片段。本实验室建立了神经元体外培养

模型 ,用该技术克隆神经元在不同生理阶段特异表达的新基

因 ,旨在进一步阐明神经元发育、分化和衰老的分子机制。

图 2为银染后的 RNA指纹图谱。P1 ,P2 ,P3和 P4分别代表

RAP2PCR扩增用的不同引物组合。D2 ,D4 ,D7为不同生长

阶段的样品。

图 2　银染后的神经元 RNA指纹图谱 ,空白处DNA已回收

3　展　望
RAP2PCR是研究基因差异表达的有效工具 ,可用来快

速分析细胞在不同条件下基因的表达差异 ,以及克隆有表达

差异的基因。该技术经改进 ,如 : (1)胶分离后经银染显示片

段或直接荧光标记 ; (2)用不同的染料标记不同样本后在同

一泳道分离片段 ; (3)扫描仪定量分析差异表达片段 ; (4)结

合 SSCP ,用非变性胶分辨大小相同而构象不同的片段 ,以及

点突变的检测。以 RAP2PCR为基础的基因组指纹图谱分析

方法 ,可应用于序列多态性遗传作图、菌株鉴定和种群特性

分析。随着这一技术的不断完善和应用 ,它在生物发育、细

胞周期调控、信号传导、遗传突变诊断、肿瘤的诊断及治疗等

领域会有更广阔的应用前景。
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