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摘要

抑制性消减杂交技术(Suppressive subtractive hybridization

SSH)是近年来兴起的一种检测差异表达基因的方法 广泛

用于寻找疾病及肿瘤相关基因 生长和发育相关基因 药

物的筛选和靶向治疗及其明确基因的功能等. 本文从SSH技

术的原理 效率 存在的问题和展望及其在感染病学中的

应用等方面进行了综述.
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0   引言

新近人类基因组计划(human genome project HGP)顺利

完成 通过对人类基因组结构的了解 建立了较为系

统的庞大数据库; 其他物种的基因组结构亦在不断地阐

明与完善. 然而 HGP的完成仅仅是阐明人类众多基

因的基础和必经之路. 基因是细胞的遗传物质 决定细

胞的生物学性状. 细胞的生物学功能最终是由大量的基

因表达产物即蛋白质来完成的. 基因表达是一个复杂而

精细的网络调控过程 细胞的生物学事件是在某一特

定的时间与空间里 多种基因表达及其相互调控的结

果. 明确细胞在生理与病理条件下的基因表达及其调控

过程 将对细胞的生理与病理状态的干预提供极大的

帮助.高等真核生物约含有10 万个不同基因 但在生

物体的发育过程中只有15%的基因得以表达 而这大

约15 000个基因的表达是按时间和空间顺序有序地进

行着 这种表达方式即为基因的差别表达(differential
expression). 而分子生物学的首要任务之一便是要比较不
同细胞或不同基因型在基因表达上的差异 这不仅是研
究生命过程分子机制的基础 亦是分离克隆目的基因的
前提.为了更有效地发现差异表达基因 近年来发展了
一系列方法 包括差异显示PCR (differential display PCR
DD-PCR) RNA指纹技术(RNA fingerprinting) 抑制性消
减杂交技术(suppressive subtractive hybridization SSH)
基因系列表达分析(sequence analyses of gene expression

SAGE) Real-time Quantitative PCR (TaqMan) DNA微

阵列(DNA microarray 或 gene chip)等. 尽管每一种方

法均有各自的优缺点 但总的来说筛选差异表达基因

的方法已从既费时又费力的方法 如聚丙酰胺凝胶为

基础的差异显示发展到自动高通量检测方法 如DNA

微阵列 但微阵列只能检测已知基因 不能发现未知基

因. 消减杂交(subtractive hybridization SH)是一种富集差

异表达基因的有效方法 这种方法最初是60年代中期

由Bautz 和Reilly使用 用于纯化噬菌体T4 mRNA[1]

这种单纯杂交方法有一定的限制 因为需要大量的

mRNA进行杂交 杂交后微量的cDNA进行克隆亦较困

难. 这种方法被Duguid 和 Dinauer进一步优化 在cDNA

后加接头 可以进行选择性PCR扩增[2]. Diatchenko 和

Gurskaya et al [3-4]又进一步改进了抑制性杂交PCR技

术 即SSH 方法 经过几轮循环可以将差异表达基因

扩增1 000倍.

1   SSH技术的原理和方法[3-4]

SSH 是抑制性PCR与消减杂交技术相结合的更简单

更快速的分离差异基因的方法. 该方法运用了杂交二级

动力学原理 即丰度高的单链DNA在退火时产生同源

杂交的速度快于丰度低的单链DNA 从而使原来在丰

度上有差别的单链DNA相对含量达到基本一致. 而抑制

PCR则是利用链内退火优于链间退火的特点 使非目

的序列片段两端反向重复序列在退火时产生类似发卡

的互补结构 无法作为模板与引物配对 从而选择性抑

制非目的基因片段的扩增. 这样既利用了消减杂交技术

的消减富集 又利用了抑制性PCR技术进行了高效率

的动力学富集.具体操作流程见图1.

        第 1步: SSH技术首先将由mRNA逆转录来的检测

子cDNA(Tester)和驱动子cDNA(Driver)分别用同一种识

别四碱基序列的限制性内切酶 Rsa 消化形成平均长

度大于500 bp的 cDNA片段 这样可增加有差别表达

基因检出的可能性 以防止长链片段形成的复杂结构

对消减杂交的干扰.

        第2步: 连接接头(Adaptor). 将Tester cDNA均分为两

份 分别接上接头Adaptor 1和Adaptor2. Adaptor 设计

十分巧妙 由一长链(40 nt)和一短链(10 nt)组成的一端

是平端的双链DNA片段 且双链5 端均无磷酸化基

团 保证了Adaptor以惟一方向与cDNA片段连接. 接头

外侧序列与第1次PCR引物序列相同 而内侧序列则

与第2次 PCR(巢式 PCR)引物序列相同 有利于后续

PCR的筛选扩增. 此外接头上含有 7启动子序列及内



切酶识别位点 为以后克隆和测序提供方便.

        第 3步: 两轮消减杂交. 用过量Driver cDNA样品与

上述两份连有接头的Tester cDNA样品进行第1次消减

杂交 分别得到 4种产物. 这种不充分杂交使得单链

cDNA分子在浓度上基本相同. 同时由于Tester cDNA与

Driver cDNA序列中相同片段大都形成异源双链分子

使得Tester cDNA中差异表达基因得到第一次富集;

然后混合上述两份杂交样品 同时加入新的变性

Driver cDNA进行第2次消减杂交.此次杂交只有第1次

杂交后经扣除和丰度均等化的单链Tester cDNA 能与

Driver cDNA形成双链分子. 这一次杂交进一步富集了差

异表达的cDNA 并且还形成了2个5 端分别接不同

接头的双链分子 .

       第 4步: 两次PCR反应. 5 端填平末端 加入根

据接头设计的引物进行两次PCR. 第1次PCR基于抑制

反应 只有两端连接有2个不同接头的双链cDNA片段

(如 )才能得到指数扩增. 第 2 次 PCR 实际上是巢式

PCR 极大地提高了扩增特异性 使差异表达的目的

基因片段得到大量富集.然后利用接头上存在的酶切位

点 插入适当载体 转化细菌 初步筛选出具有插入的

克隆 再经杂交筛出具有差异表达的克隆 进行测序

同源分析等系列工作 最后完成全长基因的克隆 鉴定.

图1  SSH流程示意图.

2   SSH技术效率分析

对于一个理想的消减系统 不管目的基因丰度如何

均能产生有效富集 且在耗时进行筛选之前 就能鉴

定消减效率 以最大限度地降低假阳性. 那么 SSH技

术的消减效率究竟如何呢 为了进一步指导SSH技术

的应用 Ji et al [5]首次用数学模型和实验模型全面研究

了其实际的效率和局限性.

         Ji et al 根据杂交二级动力学原理推算出的数学模型

表明 影响SSH效率的一个主要因素是靶基因的浓度

和其在Tester 和 Driver 中的比例R 浓度越高 比例

越大 SSH 富集的效率越高; 靶基因富集的效率和R3

成正比. 实验模型用来进一步证实理论模型的结论.

        在实验模型中 首先检测SSH富集存在于Tester而

不存于Driver中的靶基因的效率. 将 fx174 DNA 和成纤

维细胞(Fibroblast)cDNA混合后作为Tester Fibroblast

cDNA作为Driver fx174 DNA为靶基因. 结果当 fx174

DNA的含量大于总Tester 的 0.01 时 凝胶电泳可以

看到清晰的 fx174 DNA条带; 当 fx174 DNA含量在总

Tester的 0.1-1 之间时 凝胶电泳看到 fx174 DNA条

带的清晰度同前 说明SSH PCR富集 fx174 DNA的效

率同前; 而当fx174 DNA含量小于总Tester的0.01 时

凝胶电泳看不到清晰的 fx174 DNA条带 这和理论模

型不太一致 此时富集的不是靶基因 fx174 DNA 而

是随机扩增的Fibroblast cDNA 片段 原因可能是当

Tester中 fx174 DNA含量低于0.01%时 在第二次杂交

时2条链不能有效退火 而在后续的PCR扩增中双链

cDNA是必需的. 进一步检测在Tester和 Driver中均存在

但丰度不同的靶基因被富集的效率. Tester 中含固定的

1% 的靶基因fx174 DNA 而Driver中所含靶基因fx174

DNA的浓度依次从0%递减到 0.1%. 结果发现当Tester

中靶基因的含量比Driver 中高 5倍以上时 凝胶电泳

可以看到清晰的靶基因条带 当Tester中的靶基因含量

低于Driver 中的5倍时 则看不到靶基因条带; 再进一

步改变靶基因在Tester 和Driver 中的浓度比例和丰度:

Tester cDNA中含 0.1% fx174 DNA 而Driver cDNA中

fx174 DNA的浓度依次从0.1%到 0 结果和前一次相

同 有效的靶基因富集主要取决于靶基因在Tester 和

Driver 中的浓度比 而和靶基因的绝对含量没有关

系 即当Tester中 fx174 DNA浓度大于Driver中的5倍

时 则靶基因得到有效富集.

        该实验模型结果对于有效地应用SSH技术和合理解

释SSH PCR的实验结果很有意义. 要获得有效的靶基因

富集 对于只存在于Tester中的靶基因而言 靶基因至

少应占Tester的0.01% 对于表达丰度不同的基因 靶

基因在Tester 中的浓度应大于Driver 中的5倍. 实际的

PCR扩增效率也可能影响到SSH PCR的效率 但为了

简化模型 没有在模型中考虑.

3   SSH技术在感染病学领域中的应用

3.1 研究细菌毒力相关基因  SSH技术可以研究细菌病

原体的致病株和非致病株或弱致病株之间的基因序列
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差异. 这种基因序列差异可能和细菌的毒力岛(pathogenicity

islands PIs)有关. PIs是存在于致病株的基因序列 和

细菌的致病性有关. PIs 具有一些共同的结构特征 包

括非典型的鸟嘌呤加胞嘧啶的含量百分比 侧翼区存

在重复或插入序列等结构特征[6].

         SSH技术最初由Akopyants et al [7]应用于研究幽门螺

杆菌致病株的致病基因 后来相继应用于大肠杆菌[8]

亲水气单胞菌[9] B. pseudomallei菌[10] 肺炎杆菌的致

病株毒力相关基因[11]. Janke et al [8]用SSH技术检测致病

性大肠埃希氏杆菌株536和非致病株K-12 株MG1655之

间的差异表达基因 发现有22个毒力株536特异性差异

表达基因 其中5个和已知毒力决定簇具有同源性 可

能代表部分毒力岛基因. Reckseidler et al [10]用SSH技术

检测毒力株B. pseudomallei 和无毒株B. thailandensis之

间的差异表达基因 结果发现了 B. pseudomallei株编码

荚膜多糖的糖基转移酶基因 当糖基转移酶基因被失活

以后 在动物模型中B. pseudomallei株和B. thailandensis

株的LD50 值相似 说明这个糖基转移酶基因和荚膜

的产生对细菌毒力很重要. Reckseidler还发现用SSH技

术鉴定的消减克隆基因组具有非典型的鸟嘌呤加胞嘧

啶含量百分比 而此非典型特征是PIs 岛的一个特征

表明该方法对于检测细菌毒力株的特异序列十分有效.

最近 Han et al [12]用SSH技术发现从胃溃疡患者和非溃

疡患者分离出的幽门螺杆菌株的基因序列存在一些特

异的差别 这些差别和菌株的致病性有关.

3.2 研究病原体感染后的应答基因  徐晓春 et al [13]将被

约氏疟原虫感染的斯氏按蚊作检测子 未被感染的斯氏

按蚊作驱动子 二者之间做SSH 寻找与约氏疟原虫感

染相关的应答基因. 表达上调的24个克隆中 12个为功

能已知基因 4个为功能未知基因 7个为新基因 其

中有9个基因与经过细菌脂多糖(lipopolysaccharide LPS)

处理的免疫细胞来源的基因序列具有同源性 表明在疟

原虫感染斯氏按蚊过程中涉及多种生物化学过程 尤其

与免疫系统和能量代谢有关. Patzwahl et al  [14]用SSH技

术分离出相同程度病理改变的HCV感染肝组织和非病

毒性肝脏疾病肝组织之间的差异应答基因 分别是 γ-
干扰素(γ-IFN)诱导的化学趋化因子基因 干扰素诱导
蛋白10 (IP-10)基因 α/β-IFN诱导的抗病毒MxA基
因 α/β-IFN诱导的p44基因 α/β/γ-IFN诱导的 IFI-
56K基因 同非病毒感染引起的肝脏疾病相比 这些基

因的表达增高50倍. Riemer et al [15]用同样的方法检测瘙

痒病感染后脑组织应答基因 发现有19个基因表达上

调 其中有相当一部分基因的表达可以被IFN诱导 如

IP-10 2 5 -寡核苷酸合成酶 Mx蛋白 IIGP蛋

白 HLA- 和 补体 β2-微球蛋白等 表明干扰
素反应在瘙痒病的发病机制中起重要作用.

3.3 研究与病原体发育阶段相关的基因  了解病原体在

不同发育期的差异表达基因对于了解病原体的生理发

育和致病机制具有重要意义. Dessens et al [16]用SSH技术

成功扩增了疟原虫子孢子在蚊子中肠期的差异表达基

因. 将存在于蚊子中肠期的虐原虫P. berghei ANKA 克隆

234作检测子 血液中无性阶段的非配子体克隆233作

驱动子 经过筛选和鉴定发现 4个差异表达基因; 而

Matuschewski et al [17]则发现有30个基因在唾液腺子孢子

内上调表达 其中一个基因编码蛋白激酶 这些基因

编码的产物可能与疟原虫在肝细胞内感染和发育有关.

Bellatin et al [18]用同样的方法发现2个基因显著表达于

利什曼原虫无鞭毛体阶段: 新基因A600和β微管蛋白基
因 Northern印迹法检测到这2个基因的表达升高6倍.

序列分析表明A600包含1个 293 bp的开放读码框架

编码一个膜蛋白或一个分泌蛋白 可能对于无鞭毛体

的分化或在吞噬溶酶体内的生存起重要作用.

3.4 研究病毒基因在肿瘤发生中的作用  刘妍 et al [19]用

SSH技术在转染HBX的pcDNA3.1(-)-X载体和空载体

pcDNA3.1(-)之间寻找HBX转染相关基因. 结果共有85

个阳性克隆 将其中的 65 个克隆进行序列分析 有

19 个功能已知基因和15 个功能未知基因 正在进一

步研究其功能. 刘杰et al [20]在转染编码HBxAg基因的重

组逆转录病毒载体的HepG2 x 细胞和转染空载体的

HepG2Cat 细胞之间做SSH 克隆和HBxAg有关的全

长基因片段 用原位杂交和Northern印迹进行差异筛选

用RACE PCR扩增全长 结果发现一个C2基因的表达

在HepG2 x细胞被抑制 其全长为1.35 kb 编码一个含

113个氨基酸的小蛋白. 将C2基因导入HepG2细胞可以

抑制细胞的生长 在裸鼠可以抑制肿瘤的生长. C2基因

也表达于正常肝脏 但肝癌组织中无表达. 结果表明

HBx可以通过调节基因表达而促进或抑制细胞生长.

4   SSH存在的问题和展望

SSH综合了DD PCR和RDA两种技术的特点 因此具

备两项技术各自的优点且相应地改进了各自的缺点. Liu

et al [21]用DNA 阵列 SSH DD-PCR 3种方法寻找用

全反式维甲酸作用于急性早幼粒细胞白血病NB4细胞

系的差异表达基因. 用588个已知基因构成的DNA阵列

中 99个基因的信号强度大于2倍 37 个表达上调

62 个表达下调; 用 DD-PCR 法检测到的 30 个克隆经

Northern 杂交分析只有13个代表差异应答基因; 用SSH

方法得到703个克隆 代表316个基因 其中278个表

达上调 38个表达下调; 159个是已知基因 132个是新

序列片断. 经逆向Northern 印迹和半定量RT-PCR筛选

159个已知基因中63个差异表达 132个新基因中 49

个差异表达. 用 3种不同的方法 共检测出169个差异

应答基因 100个上调 69个下调 结果是可信的. 如

RIG-E RIG-G和细胞色素P450基因用DD-PCR和SSH

检测结果一致 有16个基因 如MCP IL-8  Src样蛋

白和 Bfl-1等用cDNA阵列和SSH均得到证实. 3种方法

中 cDNA阵列仅含588个已知基因 范围有限 而DD-

PCR 仅得到部分差异表达基因 只有SSH比较全面地
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检测了差异表达基因.

        SSH也存在一些缺点和不足. 既往人们普遍认为用

SSH寻找差异表达基因时 Tester和Driver之间的背景

要尽可能相同 如同一个体的病变和正常组织间 同一

组织的不同发育或治疗时期 但我们从Ji et al [5]的试验

模型和理论模型可以看出 SSH 检测低丰度表达的靶基

因的能力是有限的. 要获得有效的靶基因富集 对于只

表达于Tester 的基因 靶基因含量至少应占Tester 的

0.01% 对于表达丰度不同的基因 Tester 中靶基因

浓度应大于Driver的 5倍. 所以 Ji et al认为SSH方法主

要用于富集高度差异表达的基因 如病毒感染前后或2

种不同组织中的差异表达基因谱; 而同一组织患病前后

或同一组织的不同发育或治疗时期 基因表达的变化

可能和生理学变化有关 丰度较低 用SSH PCR不能

有效富集 用其他方法筛选大量SSH PCR文库既费时

又费力. Li et al [22]用鼠血脑屏障的毛细血管与鼠的肝和

肾之间做SSH 寻找与血脑屏障有关的特异表达基因

以期从分子水平阐明脑血管病变的机制及发现促进药物

通过血脑屏障的新靶标 就是一个用SSH在不同的组

织间寻找差异表达基因的典范; 而Nagayama et al 用SSH

在正常个体和患病个体间成功地寻找到与自身免疫性

肝炎发病相关的基因IP-10. Patzwahl et al [14] 用 SSH在

不同病因引起的病理改变基本相同的不同个体间成功

地发现了与慢性HCV感染有关的应答基因.

       除此之外 SSH还存在一些其他缺点和不足 如

对起始材料相对要求较多 不适于来源困难的样品 且

若用 DNA做SSH则需来源样品保持新鲜以防RNA降

解造成信息丢失; 非酶切位点区域内的点突变 小缺失

或插入均不能有效被发现; 得到的片段尚需扩增其全长;

筛选过程较繁杂. 在实际应用中 选择合适的内切酶消

化是关键 提高接头与片段的连接效率则是整个筛选

过程有效性的保证 选择高效的筛选方法可以提高靶

基因的检出率; 用不同方法相互结合可以取长补短 提

高差异应答基因的检出率. 如 Nishizuka et al  先后用

DD-PCR及SSH检测非致瘤性和致瘤性HeLa x纤维母细

胞CGL1 和CGL3细胞株间的差异应答基因 用SSH筛选

出了用DD法未筛选出的p16基因 但用DD-PCR和SSH

技术均未发现的IAP基因 却用寡核苷酸微阵列检出了.

         随着人类基因组计划和微生物全基因组测序的逐渐

完成及基因芯片技术的成熟 SSH与微阵列结合将促进

差异基因的大规模快速筛选 而且筛选到的特异序列可

与相应的基因序列库中EST进行同源比较或通过计算机

分析查找到基因的全序列 进而推测 鉴定基因表达蛋白

的功能 进一步把基因克隆的研究推向基因功能的研究.
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