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摘 要
:

随着生命科学的发展
,

研究领域的不断开拓
,

越来越多的未知新基因和基因的新功能被科学

家们发现
,

研究这些未知新基因的功能和 己知基因的新功能成为了极其重要的一项内容
。

本文对基因

功能研究的最新方法进行了介绍
。
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19 85 年
,

诺贝尔奖获得者 D ul be c 。o 第一次提

出了人类基因组计划和人类基因组测序的可能性
。

D ul b e c o ol ‘
呼旨出

,

癌症和其他疾病的发生都与基因

有关
,

并指出测定人类整个基因组序列的途径和重

要意义 [1]
。

19 90 年
,

人类基因组计划正式启动
,

在

多国科学家的共同努力下
,

人类基因组序列图已经

完成
,

生命科学的研究己进入后基因组时代
,

基因

组的研究也从结构基因组学转向功能基因组学
。

目

前
,

更大的挑战在于如何确定基因的功能和弄清全

部的遗传信息
,

这将是 21 世纪生命科学研究的重要

领 域
。

本文将对以下研究基因功能的新技术及其新进

展作一综述
。

1 基因的生物信息学分析

生物信息学以大规模序列信息产出为基本特

征
,

除了对人类基因的测序外
,

还包括了多种模式

生物体的基因组测序
,

这些序列可以从美国的基因

库(G e n e Se q u e n e e n a ta B a n k
,

G e n B an k )
、

基因组序

列数据库(G e n e S e q u e n e e D a ta B a n k
,

G S D B )
、

欧

洲的分子生物学实验室(E u ro p e a n M o lee u lar B io lo g y

La bo rat o巧
,

EMB L )和日本的D NA 数据库(D NA D at a

B a n k o f Ja p an
,

D D B J)中获得
。

通过序列分析比较

工具(如 B L A ST n
、

BL A ST x )
,

可以对基因序列资料

中各类信息进行识别和比较
,

寻找序列之间的同源

性
,

得到序列之间的进化关系
,

建立基因序列结构

和功能的关系
。

2 基因的时空表达谱分析

基因的表达在个体发育的不同阶段以及在个体

的不同组织和细胞类型中均不相同
,

即基因表达的

时空性
。

因此
,

在研究一个基因的功能前
,

要对

基因的时空表达谱进行分析
,

包括 m R N A 和蛋白质

两个水平上的基因表达谱分析
。

2. 1 n 1R N A 水平的表达谱分析 研究m R N A 水平的

基因表达谱分析常用的方法有 N or ther n b lot
、
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杂交
、

R T
一

PCR 等
。

N o rth e rn b lo t可对基因进行特

异和定量的检测
,

但测定效率不高
,

灵敏度也低
,

不能检出微小的基因表达量
,

同时实验中使用的放

射性物质对人和环境也有危害
。

作为一种经典的基

因表达量分析方法
,

N or ther n blot 依然被广泛地应

用
。

原位杂交技术由美国耶鲁大学 G al l和 P盯du e 于

196 9 年首先创立
,

广泛用于检测一个特异的 m R NA

在某一种生物体或者组织
、

细胞里的具体表达位

置
,

对待测核酸分子进行定性
、

定量及定位分析
。

R T
一

PCR 主要有半定量 R T
一

PCR
、

实时定量 R T
一

PCR

以及竞争性定量 R T
一

PC R
:

半定量 R T
一

PC R 操作简

便
、

快捷
,

但精确度不高
,

多用于快速初步分析
;

实时定量 R T
一

PC R 是近年来新发展起来的
,

特异性

强
、

自动化程度高
;
竞争性 R T

一

PC R 则是将特异性

的目的序列同已知浓度的内标 R N A 一起扩增
。

通过

比较由内标获得的信号和 目的模板所获得的信号
,

确定目的模板的相对含量
。

近年来发展了一些新方法
,

如表达序列标签串

联排列连接(ta n d e m a rr a yed lig a tio n o f e x p re s sed se
-

qu e n e e ta g s
,

TA LE ST )和 G en eC a llin g
。

T ALE S T 是

应用含有 H S 型限制酶位点的寡核普酸引物
,

产生

在 m R N A 上固定的短(16 bp )E ST s
。

这些 E S T s 与热

变性有关的 G C
一

锁状标点序列相邻
,

因此可串联成

长阵列
,

然后通过高通量 D N A 测序识别
、

分析[2]
。

G en e c all in g 法研究的对象是用两种不同限制酶消化

的 c D N A 样品
。

用荧光标记的引物扩增
、

毛细管电

泳分离这些标记的片断
,

然后同时测定每个片断的

精确长度
。

通过电泳比较两个样品中每个点的强

度
,

自动识别不同表达基因的 c D NA 片段
。

用大小

精确的片段和片段旁侧序列查询特定物种的数据库
,

得出片段信息
,

而旁侧序列由限制酶消化而来
。

查

询数据库包括转录子的
“
in Sili c o ”

消化片段以及所

有预测的基因片段
。

这种预测称为
“
G e ne c al lin g

” ,

可瞬时显示基因表达差异的临时列表 131
。

2. 2 蛋白质水平的表达谱分析 蛋白质水平上的表

达分析的常用技术是 W es ter n b to t和免疫组化等
。

W e ste r n blo t与 N o r te r n b lo t类似
,

不仅可以进行定

量分析
,

而且还能够检测蛋白质的分子质量大小及

其聚体形式
。

免疫组化是研究细胞内蛋白质定位
、

定量的重要方法
,

特异性强
、

敏感性高
、

能够准

确确定蛋白质是在特定组织中的哪些细胞以及在特

定细胞的哪个部位中表达
。

3 基因的功能预测

在对基因功能进行实验验证之前
,

可先对基因

的功能进行合理预测
,

包括功能学上的预测和结构

学上的预测
。

3
.

1 利用生物信息学进行功能学上的预测 通过信

号肤序列预测分析
,

初步判定基因的亚细胞定位

后
,

可对其蛋白质的基本理化性质
,

如氨基酸组

成
、

等电点等进行分析
。

再在已知的氨基酸序列的

基础上
,

分析预测其高级结构
。

之后采用 B L A ST

和 FA ST A 程序进行序列同源性分析
,

若新确定的

蛋白质与已确定的蛋白质显示出结构和功能上的相

似性和同源性
,

则可以从已知基因的功能来预测未

知的基因的功能
。

通过对蛋白质结构数据库的检索

比较
,

可初步确定新基因是否属于某一基因家族或

超家族的新成员
,

然后运用 e lu stalw 和 T re e V ie w 软

件来进行多重序列比对和分子进化分析
,

利用这个

基因家族中已知基因的结构
、

功能和它在生物体中

的作用
,

来预测未知基因的结构与功能
。

3. 2 从结构学方面预测基因的功能 通过 SM A R T

(htt p :// sm art
.

em b l
一

he id e lbe rg
.

d e / )或 p R O SIT E (h ttp ://

w w w
.

e x pa sy
.

o rg /p ro s ite/ )数据库可 以进行蛋白质功

能域的分析
,

对推测新基因的功能提供有价值的信

息
。

再利用 X 衍射和磁共振的方法
,

对蛋白质的分

子结构进行推导和探索
,

了解分子之间的识别机制

和生化反应的原理
,

也可以预测蛋白质的功能
。

4 基因功能的实验学验证

在对基因的功能进行合理的预测后
,

需要通过

实验来进行研究和验证
。

通常的研究策略是将基因

导入到一个细胞或个体中
,

通过该基因在体内的表

达情况
,

观察细胞生物学行为或个体表型遗传性状

的变化
,

从而鉴定基因的功能
。

主要的方法有基因

敲除和敲入技术以及人工染色体技术等
。

此外
,

一

些新的技术
,

如反义技术
、

m ic r o R N A 技术
、

基

因诱捕技术和微阵列分析等也得到了广泛的应用
。

4. 1 基因敲除和敲入技术 基因敲除是应用D NA 同

源重组原理发展起来的一 门技术
。

1 9 8 5 年
,

首次

证实的哺乳动物细胞中同源重组的存在奠定了基因

敲除的理论基础
。

1 9 8 7 年
,

T h o m p s so n
首次建立

了完整的 E S 细胞基因敲除的小鼠模型
。

此后的几

年中
,

基因敲除技术得到了进一步的发展和完善
,

目前已成为一种较理想的改造生物遗传物质的实验

方法
。

与基因敲除相反
,

基因敲入是通过同源重组

的方法
,

将基因的编码序列用另 一基因的编码序列

进行替换的技术
。

通过基因敲入
,

可以让基因在体

内表达
、

研究其功能
; 也可以与之前的基因进行比

较
,

看其是否具有相同的功能
。

传统的方法只能在
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基因组中插入较小的 D NA 片段
。

v enk e n 和 B elle n l4 ]

将含有 D NA 片段的
、

P转座因子转入到质粒里
,

质粒

能够较 P 转座因子自身更稳定地携带大片断 D N A
。

这种方法可将 20 kb 到 133 k b 的 D N A 敲入果蝇基因

组
。

这一突破使生物学家向果蝇体内敲入大片段的

D N A 成为可能
。

4. 2 人工染色体的转导 质粒载体不仅承载能力有

限
,

且表达水平低
、

缺乏组织特异性等
。

因此
,

克隆大片段 D NA 常用酵母人工染色体(Y A C)
、

细菌

人工染色体(B A C)等
。

它们不仅可产生较高的表达

水平和组织特异性
,

还可精确地调节重组
。

自2 0 世

纪末
,

又出现了一种全新的载体系统—
人类人工

染色体(HA C )
。

与其他基因载体相比
,

H AC 能携带

包含完整基因或多个基因以及基因的所有外显子和附

近染色体区域的调控区的大片段 D N A
,

为目的基因

提供了一个与其在正常染色体上一致的环境
,

保证

了转基因在正常细胞中时空性的表达
。

同时
,

H A C

不整合到基因组中
,

从而不产生宿主基因组本身的

插入突变和转基因沉默等现象
,

能够使基因表达的

时限增长
。

Shi tar a 等I5] 就将这种非插入型的 HA C 载

体成功应用于人端粒逆转录酶(h T E R T) 的研究
。

4. 3 反义技术 反义技术包括三类
:
反义寡核昔

酸
、

核酶和小干扰 R N A
。

反义寡核普酸包括反义

D NA 和反义 R N A
。

197 8 年
,

Z a m e e n ik 利用人工合

成的与劳氏肉瘤病毒(R sv )的 m R N A 互补的D NA 来

抑制 R S V 增殖
,

阻止 了 R S V 使鸡红细胞癌变
,

使

其成为研究反义 D NA 的第一人
。

目前反义 D N A 用

于基因功能研究效果较好
,

也可用自动 D NA/ RN A 合

成仪很方便地合成
,

但因合成后的未修饰寡核营酸

对核酸酶的抵抗力较弱
,

不易透过细胞膜
,

与靶序

列的亲和力也较低
,

故经常需要修饰
。

反义 R N A

则是通过与靶 m R NA 形成较稳定的二聚体来抑制靶

基因的表达
,

其作用机理可能在 D N A 复制
、

转录

及翻译水平上抑制靶基 因的表达
。

核酶是一类具有

催化活性的特殊的 R NA 分子
,

具有高度专一内切核

酸酶活性
。

单个核酶分子可以结合多个
1llR N A 分子

并使之在特定部位断裂
,

而核酶本身具有不易受

R N as e 攻击的较稳定的空间结构
,

使得催化效率比

反义 R N A 高
。

核酶己经成功地应用于培养细胞中基

因表达的阻断
,

主要靶基因包括 H I V
、 c 2f

0 : 、

bc rZ ab l和HZ ra s 等I6]
。

小干扰 R N A 可通过双链 R N A

(d sR N A )介导特异性的降解靶 m R N A
,

导致转录水

平或转录后水平的基 因沉默
。

1 9 9 5 年
,

G u 。 和

K e m p h e u s [, ,在研究秀丽新小杆线虫(C
.

e le g a n s )的

p盯 l 基因功能时最先发现这种现象
,

但直到 19 98

年
,

F ir e 等 [“l才解释 了这种现象
,

他们发现将

ds R N A 注入线虫后可以有效地引起序列特异性的基

因抑制
,

并将这种转录后水平的基因沉默机制称为

R N A i(R N A in terfe
re n e e )

。

R N A i广泛存在于自然界

中
,

其高度的序列专一性和高效的干扰能力
,

可以

使特定的基因表达降低或沉默
,

是研究基因功能的

强有力的工具
。

Xi a 等191 利用RN Ai 降低sPI 和亡RE B

的表达
,

同时通过 E MSA 位点的突变和缺失
,

从而

验证了c A M p 反应位点(C RE )和 SPI 结合位点在调节

人类 S N FZL 基因基底活性中的作用
。

4. 4 而er o R NA 成熟的而cro R N A 长约 19 一 25 ni
,

是一类重要的内源性单链的非编码小分子 RN A
,

可调

节与其序列互补 m R N A 的表达
。

19 9 3 年
,

由 Lee

等在线虫中首次发现
。

m ic ro R N A 在不同物种间具

有高度的保守性
,

表达具有细胞或组织特异性
,

与

细胞的生长
、

增殖
、

分化和衰亡等相关
。

它可以

在转录和翻译水平来抑制基因的表达
。

根据最近的

研究推测
,

目前已经有多达 2 0 0 个基因可以通过

m iero R N A 进行调节 [‘o
,

”’
。

S te w a rt等l‘2 ]在研究猪胎

儿血红蛋白中 sh o rt h ai印in RN A(s hR N A)的干扰效应

时
,

结合 m ier o R NA 技术和 R T
一

PCR 检测技术
,

来

进一步验证和研究 sh R N A 的干扰效应
。

可以说
,

而c ro R N A 技术和 RT
一

PCR 检测技术的结合
,

使得基

因功能的研究技术得到了新的发展 [’2
1

’3〕
。

4. 5 基因诱捕技术和基因诱捕数据库 基因诱捕技

术是近几年发展起来的
,

是基因打靶技术的进一步

发展
,

已成为研究基因功能及分析其生物学现象的

重要工具
。

其基本原理是
:
通过物理

、

化学
、

生

物等方法
,

将带有外源基因的 D N A 载体导入 E S 细

胞中
,

使内源基因突变
,

并在被诱捕序列启动子的

转录控制下表达插入的报告基因(常为新霉素或半乳

糖普酶基因) 以鉴定突变[I4 ]
。

无启动子
、

增强子的

报告基因在 E S 细胞中通过同源重组得到重组子后
,

分析不同发育阶段
、

不同组织器官中报告基因的表

达情况
,

可以研究重组部分内源基因的表达特性
。

基因诱捕载体在整合位点可利用内源基因调控元件

模仿内源基 因表达
,

使其表达终止
,

从而可以阐明内

源基因的功能
,

因此广泛应用于基因功能的研究
。

Uc hi has hi 等 [l5l 利用该技术来研究与软骨分化相关因

子的作用
。

目前
,

公共投资的大规模基因诱捕计划

在一些国家开展
,

基因诱捕也臻于完善
,

基因诱捕

组织也逐渐增多
。

近年来
,

全世界主要的基因诱捕

组织联合成立了国际基因诱捕联盟(I G TC)
,

并为此



生命科学 第20 卷

开发 了一个以用户为导向的网站 (ht tP: // w w w
.

ge ne tr aP
.

or g)
,

其目的在于集中接纳所有可以公共

获得的基因诱捕资源 [l0 ]
。

IG T C 数据库及网站的建

立标志着大规模小鼠基因诱捕的一个重大进展
。

通

过基因诱捕计划的世界性合作
,

发展了标准化的鉴

定及注释程序用以进行诱捕数据分析
,

为基因功能

研究人员在第一时间提供了资讯平台
。

4. 6 微阵列分析 微阵列(而er o
拼ay )是近年来发展

起来的可用于大规模快速检测基因差异表达
、

基因

组表达谱
、

D N A 序列多态性
、

疾病相关基因的一

项研究基因功能的新技术
,

于 19 84 年由G ey sen 等

首次开发出
。

它包括 c D N A 微阵列和 D N A 芯片
,

其

原理为
:

将成千上万条 D N A 片段(CD NA
、

表达序

列标签等)按横行纵列方式在固相支持物上有序点

样
。

检测时
,

先用来自不同生理状态和发育阶段的

m R N A 作为模板
,

以放射性同位素或荧光标记的

dNT P为底物反转录合成 c D NA
,

再用所得 cD N A 与

微阵列或 D N A 芯片进行杂交
,

然后通过计算机对结

果进行判读和处理
,

从而判断待测样品中基因是否

存在或者存在多少
。

微阵列分析是一种新的大规模检测基因表达的

技术
,

具有高通量分析的优点
。

采用微阵列分析
,

可以进行 D N A 或 R N A 表达水平的高效快速的检

测【‘7
,

’8 ]
。

微阵列分析打破了以往
“

一种疾病一个基

因
”

的研究模式
,

通过对个体在不同生长发育阶段

或不同生理状态下大量基因表达的平行分析
,

研究

相应基因在生物体内的功能
,

阐明不同层次多基因

协同作用的机理
,

已成为后基因组时代生命科学研

究强有力的工 具
。

5 展望

基因功能的研究是科学研究的重要内容
,

也是

一项复杂的工程
。

除了以上的研究方法外
,

还有许

多其他的方法可用于基因功能的研究
。

在实际工作

中
,

研究者需要根据具体情况制定某一特定基因功

能的研究方案
,

且对一个特定基因功能进行全面
、

系统的研究
。

相信通过广大研究者的努力创新
、

国

际间的广泛合作以及新技术新方法的开创和应用
,

还会有更多更好的方法出现
。

在不久的将来
,

我们

能够更全面了解基因组的功能
,

完成生命周期表的

制作
,

认识人类基因组中约 3 万个基因是如何在人

类的生长
、

发育
、

疾病
、

衰老
、

死亡等过程中发

挥功能及相互 协调
,

解密生命的奥秘
。
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