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基因组工程研究
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一、基因组工程的诞生

1.基因研究与基因工程的发展

随着生命科学和生物技术的发展，对基因的释

义也在不断地发展和深化。最初将基因与遗传学性

状相挂钩，提出所谓一个基因一个性状的概念，以后

发展到一个基因一个酶、一个基因一个多肤、一个基

因一个转录本等，今天看来这些概念都不能涵盖基

因所有的内涵，因为基因还应该包括与转录相关的

所有遗传结构信息。 在结构上可以连续，也可不连

续;在顺式功能上有的转录，有的不转录;在转录本

上有的能翻译，有的不需要翻译 ;在翻译单元结构上

根据细胞生理状况或其他原因，可以产生一种或多

种蛋白或多肤，也可以通过翻译后加工产生多种蛋

白或多肤;在翻译产物的功能上，它与细胞种类和生

理状态紧密相关，同一种蛋白在不同情况下具有不

同的生理功能，也就是说基因释义应是多义的。由

于基因在形态结构上以及生理功能上内涵相当丰

富，用简单的语言很难作出准确的定义，从信息学的

角度，把基因概括成与转录相关的顺式遗传指令可

能比较恰当。

1972 年，斯坦福大学Berg 实验室成功地完成

世界上第一个体外基因重组实验，启动了重组 DNA

技术研究发展，直接导致了一种全新的生物技术学

科和产业一基因工程。 基因工程的诞生使得外源基

因在细菌、酵母和动植物细胞中能进行表达，从而打

破了物种的界限，在实验室内可以用工程原理和技

术对生物直接进行遗传改造， 以达到为生产实践直

接所用之目的。 1982 年重组人膜岛素开始产业化，

随后重组人生长激素 、重组人凝血因子 VIn、重组

疫苗等相继上市，基因工程对人类社会和经济发展

起到了巨大的推动作用。

尽管基因研究进入基因组研究阶段，但目前还

是停留在寻找新基因及其结构与功能的研究方面，

也就是解析式的细化研究。 细胞的生命活动不是一

个一个基因表达的简单组合，而是生理过程所需要

整合的一群基因(少则几十个，多则成千上万)的协

同活动，它们相互协调、制约和促进。 同一基因在不

同生理活动中所用的顺式遗传指令和功能会有很大

差别。以一类生理活动为基础的一群相关基因的整

合式研究目前还很少涉及。基因工程研究还处在一

个或几个基因改造、利用的简单遗传操作阶段，生命

活动复杂体系需要基因群体共同参与，有条不紊地

完成生命有机体复杂的生化反应和生理活动，目前

的基因工程还远远不能满足这种需求。

2. 基因组计划和生物信息学的发展

基因组是指细胞的染色体总和， 1990 年启动的

人类基因组计划，旨在揭示人类所有的遗传结构，包

括所有的基因(尤其是疾病相关基因)和基因外序列

的结构。人类单倍体基因组序列含约 3 X 109 碱基

对，分布在 23 条染色体上，2001 年 2 月公布的序列

研究数据已覆盖了 95% 以上的基因组结构，准确率

高达 99 . 96 % 。 现在公布的数据认为基因个数在

2.65万至 4 万之间，约由 1% 的基因组结构来编码。

人类基因组计划任务有望在 2003 年完成。 尽管人

类不同个体之间有不到 0 . 1%遗传结构的差异(一

百万个碱基中有 800 个碱基不同) ，但不同物种基因

组间的差别是比较明显的，这种差别可作为进化的

标志。 人类基因组研究的意义决不仅仅如此，它还

将极大地促进包括生物信息学 (Bioinformatics) 、功

能基因组学( F unctional Genomics) 、蛋白质组学

(Proteomics) 、药物基因组学( Pharmacogenomics) 和

其他许多相关学科的发展[ 1) 。

生物信息(Biological Information)是以基因作为

单元，研究个体中所有基因以及个体的全部信息[ 2) 。

面对巨大的 、 日益增长的生物信息，计算机的加入成

为一种必然。 生物信息与计算机科学相结合从而诞

生了生物信息学(Bioinformatics) 。 其内容集中在算

法、模拟、数据库构建与分析、大范围基因序列的获

取 、SNP 分析、蛋白质结构预测 、药物分子研究等，
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因而除对生物信息进行管理之外 ，还涉及信息的整

合 、 比较、推理、发现等。 毫不夸张地说，这种建立在

硅片上的研究新手段重塑了现代生物科学的新面

貌。

随着人类及其他模式生物基因组计划的实施以

及相关生物技术的发展， 以基因组为基础对物种进

行大范围修饰和改造即将成为一种可能。 在这种形

势下基因组工程(Genomic Engineering ) 呼之欲出，

以便可同时对大量的基因群体进行操作，模拟某一

生理过程，产生新的生命活力 ， 改造物种，实现细胞

和生物体能做什么，人类在实验室或工厂也能做什

么的梦想。

二、基因工程与基因组工程的对比

1.操作的基因和载体

基因工程和基因组工程，都是对基因进行工程

性的遗传操作，但两者有着质的不同 。 基因工程常

用的载体是质粒和病毒载体 ，克隆基因的容量有限，

通常包含的基因只有一个或几个，而且长度较短，称

为 Kb 级(指克隆 DNA 片段长度)工程性遗传操作。

在基因组工程研究中，采用的载体是人工染色体，容

纳的基因可达几十到几百个，甚至几千个，是基因群

体克隆和表达，而且这种表达是按生理活动过程予

以遗传控制。 克隆 DNA 片段长度可达几千 Kb，也

称为Mb级工程性遗传操作。

2 . 克隆和扩增的宿主

重组后的基因或基因群体需要在适当的宿主内

寄生，一般以下列中的一种方式存在 :1)于宿主染色

体之外，独立存在 ; 2)整合到宿主的染色体内。 用于

基因工程研究的克隆和扩增的宿主有细菌(如大肠

杆菌、枯草杆菌等)、真菌(如酵母等) 、动植物细胞

(如昆虫细胞、哺乳类细胞等) ，但大多是以大肠杆菌

为主，而用于基因组工程研究的克隆和扩增的宿主

也可以是细菌、真菌、动植物细胞，但主要以酵母和

哺乳类培养细胞为主。

3 . 工程性遗传操作手段

重组 DNA 技术是基因工程研究的基础，它依

赖于质粒或病毒载体、 限制性内切酶、DNA 连接酶

和大肠杆菌宿主等。 基因导人宿主的手段通常有转

化、转导、转染和显微注射等。 基因组工程在重组

DNA技术应用基础上 ， 发展人工染色体作为载体，

建立遗传同源重组技术作为Mb级的 DNA 大片段

切割和整合(包括改造和修饰)的基础，完善酵母和

培养细胞的转化和融合技术 ， 开拓干细胞和体细胞

克隆个体的策略。

4. 产物检测

基因或基因群体导人宿主后，对宿主需作基因

和/或表达产物检测和分析。 在基因工程研究中，利

用限制性内切酶图谱、Southem 印迹、 Northem 印

迹、PCR、序列分析等手段分析基因表达，对其表达

产物可以用蛋白分析、酶学分析、抗体或底物结合等

手段来研究。 在基因组工程研究中，操作的基因数

量大， 产物非常复杂，除掉用常规手段(如 PCR、序

列分析等)来检测基因及表达之外，还需用高通量的

研究手段如生物芯片(包括核酸芯片、蛋白/酶芯片、

抗体芯片、底物芯片 、配体芯片等)来检测基因群体、

表达图谱及产物群。 生物芯片的研制开始于 90 年

代初，它 是基于Southem 印迹 、 Northem 印迹、

Western 印迹 、底物结合、配体/受体结合等杂交技术

基础而发展起来的集多种学科于一身的新技术。 生

物样品群结合在片基上，样品群以微阵列 (Microar­

ray)形式分布，片基主要有玻璃片、半导体硅片、硝

酸纤维膜、尼龙膜等。 生物分子以阵列式固定在片

基表面，它们可以是 DNA、卧-JA、蛋白质或其他分子

(包括小分子) 。 目前有 95 % 以上的微阵列研究工

作是采用 DNA 分子，主要为 cDNA 分子和呈上升

趋势的寡核昔酸片段。 高通量性主要体现在 1 厘米

的硅片或玻片上可以固定成千上万个探针，一次实

验可以获得大量的信息，给产物群检测带来了极大

的方便，成为基因组工程研究的重要手段。

基因工程和基因组工程研究在内容、形式、技

术 、方法学 、信息分析等方面有显著的差别。这两种

技术和方法的差异列在表 1 中 。

表 1 基因工程与基因组工程

基因工程 基因组工程

Gene Engineering Genomic Engineering 

目标基因 单个或几个 可达几十到几百、几千个

DNA 长度 Kb 级 Mb级

操作手段 限制性内切酶、连接酶等 同源重组

片段检测 物理图谱、序列分析等 [NAContigs、DN气芯片等

克隆载体质粒、噬菌体、病毒载体等 人工染色体

导入方式 转导、转染、注射 细胞融合、注射

克隆宿主 大肠杆菌 民肠杆菌、酵母、哺手段细胞
表达宿主 各种细胞或动植物个体 各种细胞或动植物个体

产物形式 蛋白质 次生代谢产物 、全新个体

检测方式
蛋白质检测或酶作用

代谢分析、生物芯片
产物分析

信息水平 单个或几个信息 系统和网络信息
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从上面的论述可以看出，基因组工程的原理、技

术和方法是在基因工程、基因组计划以及生物信息

学的研究基础上发展起来的，基因工程与基因组工

程之间的研究既有差别又有相互重叠和交叉。 应该

说重组 DNA技术和基因工程是基因组工程的基础

和出发点;基因组工程是基因工程的延伸及归宿。

三、基因组工程技术

1.基因组工程载体

由于基因组工程操作的是几十万到几百万对碱

基的 DNA 大片段，因此只有大容量的载体才能满

足这一需要。目前用于基因组工程的载体元一例外

地都是人工染色体，包括噬菌体源人工染色体(P1

Phage - Derived Artificial Chromosome , PAC) ，细菌

人工染色体 (Bacterial Artificial Chromosome , 

BAC) 、酵母人工染色体( Yeast Artificial Chromo­

some , YAC) 、哺乳类人工染色体 (Mammalian Arti­

ficial Chromosome , MAC) 、人源人工染色体(Human

Artificial Chromosome , HAC)等。这些人工染色体

作为载体各有利弊。

PAC是基于 P1 噬菌体的一种克隆载体，由于

P1 噬菌体头部较大，可以包装约 110Kb 的 DNA，因

此载体的容量在 100Kb 左右。 PAC 的复制起始点

通常只能复制这一大小的 DNA分子，这样，每个细

胞只能保持一份拷贝，所以重组后的 PAC 比较稳

定[3) 0 BAC 系统基于大肠杆菌的 F 因子。 由于 F

因子的复制受到严格控制，每个细胞只能有一到两

个拷贝，这明显地降低了 DNA插入片段的重组，而

且它的容量可达 1 千 Kb[4) 。重组后的 BAC和 PAC

由于分子过大，不能利用通常的转化或转导方式，需

要依赖电穿孔导人宿主细菌，这会导致高达 5% 的

DNA 插入片段发生改变，给使用这两种人工染色体

进行克隆和扩增带来诸多不便。

YAC 的克隆片段容量在 100Kb 到 1-2Mb，而

且酵母易与培养的哺乳类细胞发生融合。来源于酵

母的染色体可以整合到哺乳类细胞的染色体上，并

能稳定存在，这就使得 YAC 在哺乳类基因、基因簇

和染色体结构元件的研究上大有作为。 此类研究可

在培养细胞或转基因小鼠体内进行。但 YAC 克隆

也存在一些缺陷，如容易断裂、重组、丢失等，因而不

够稳定。 另外酵母与哺乳类细胞的融合对细胞仍有
一定的选择性[ 5.6) 。

MAC可以容纳大染色体片段，并且在细胞或体内

能稳定存在。目前还未见报道插入片段大于 1 千Kb

的 MAC研究工作，可能是这项研究刚开始的缘故。

比气C是在细胞内构建的带有人染色体的着丝

粒、端粒的微型染色体，其克隆片段容量可达

10Mb，是其他人工染色体所不可比拟的[7) 。其缺点

是操作 HAC非常繁琐。

2. 基于遗传同源重组的人工染色体拼接技术

上述人工染色体的克隆片段容量比起基因工程

研究常用的克隆载体(如质粒、病毒载体等) ，已经相

当大了，但有些真核基因的长度要超过几百 Kb，甚

至几千 Kb，如此巨大的基因通常一个人工染色体不

能包容的。建立基因文库时，需要对基因组 DNA

采用部分酶切，这会造成巨大的基因或基因簇克隆

到若干个人工染色体上。 体外操作 DNA 大片段容

易断裂，用常规的酶切、连接的方法来获得完整的巨

大基因或基因簇不现实。 为了获取完整的巨大基因

或基因簇，只能采用遗传同源重组技术将相互重叠

的人工染色体在细胞内拼接成完整的基因或基因

簇。噬菌体或大肠杆菌只在基因组特异位点上发生

遗传重组，不能进行基因组随意的同源重组。 遗传

同源重组主要发生在细胞减数分裂期，故而只能发

生在酵母和高等真核细胞内。 在酵母中， YAC 克隆

之间在减数分裂时进行遗传同源重组需要满足以下

一些条件:

1) 它们位于配型相反的两种酵母体内( a ， α 

型) ; 

2) 彼此之间存在一定程度的同源序列的重叠;

3) 有相同的极性，即载体一插入片段方向一

致。

3. 两种常用的重组序列与重组酶系统

cre/loxP和 FLP/FRT 是两种常用的重组系

统[8 . 9.阳 1.1 2) 。前者来自 P1 噬菌体，后者来自于酵母，

同属于重组酶系列的整合酶超家族。 loxP和 FRT有

相似的 34bp 序列结构，两端是 13bp 的反向重复序

列，之间有一个 8怜的不对称核心序列，决定 loxP或

FRT方向(见图 1) 0 Cre( Causes Recombination)重组

酶基因和 loxP(l∞US ofα'C6S1鸣 over( x) in Pl)序列位

于 P1 噬菌体线性基因组的两个末端。 FLP重组酶由

酵母 2μ 质粒上 Flp 基因编码， FRT (Flp Reo:军nition

T吨et)序列是 Flp 识别位点。重组过程中两者都产
生日olliday 中间体[8 .13) 。

除上述两种重组酶外，酵母的重组酶 R[ 14 ) 也已

经在酵母和植物中被利用。有理由相信在比酵母更

高形式的生物体中应有其他重组系统存在，若能发

现，可以扩大同源重组技术研究和基因操作。
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Cre 

工+
l ATAAC1寸CGTATA I GCATACAτ1TATACGAAGTTATI 

.... tζ 
Cre 

loxP 

反向重复序列 反向重复序列

(a) 

FLP 

|GAAGTTCCTATTJTCTAGAAAIGTATAGGAACTTC 
_. T ... 

FLP 
FRT 

反向重复序列 反向重复序列
、
、
，
J

-b 
r
，
‘
、

图 1 (a)loxP序列及 Oe酶识别、切割 loxP序列示意图;

(b)FRT序列及 FLP酶识别、切割 FRT序列示意图。

对于存在两个 !oxP (FRT ) 位点的染色体或

DNA分子， Cre(FLP)重组酶有如下功能:1)删除/整

合，一个线形 DNA 分子或染色体上有两个同向的

!oxP(FRT)位点时，经 Cre(FLP)酶作用，位点之间

的片段被环化，游离于线形 DNA 分子或染色体之

外，此时线形分子或染色体和环状分子上各留有一

个 !oxP(FRT)位点，其逆向过程就是一种整合的过

程 ;2)倒位，一个线形 DNA 分子或染色体上有两个

反向的 !oxP(FRT)位点时 ， Cre(FLP) 酶作用后，发

生位点之间片段的倒位 ;3)转位，两个线形 DNA 分

子或染色体上各有一个或两个同向的 !oxP(FRT)位

点时，Cre(FLP)酶可以导致分子间片段的转位。我

们实验室正在探索利用同源重组和 Cre/ loxP系统

的删除功能来原位套取染色体大片段。目前同源重

组实验都是利用胚胎干细胞或成纤维细胞来实现，

其他细胞是否可行，也可值得一试。

4. 带有外源染色体大片段的新个体的构建

带有染色体大片段的人工染色体通过两条途径

构建新的个体: 1)人工染色体先导人受体细胞，再经

细胞注射或细胞核移植的胚胎工程操作，可以构建

新的个体 ;2)成熟的卵细胞注射 : 直接注射受精卵，

或者以死精子为载体注射卵细胞，然后通过胚胎发

育产生新的个体[ 15] 。用胚胎干细胞作受体，然后注

射囊胚，获得的新生个体其体内只有一部分细胞带

有外源染色体大片段，这种个体称为嵌合体。只有

转基因的干细胞进人新生个体的生殖腺系统才能传

代遗传。经体细胞核移植或直接注射成熟的卵而产

生的新生个体，外源染色体大片段可以在新生个体

所有细胞内存在，因而可传代遗传。

四 、基因组工程学的研究展望

1.遗传语文一一遗传、发育、分化的操作指令

和程序

人类的基因组序列无疑像一本有 30 亿个字符的

天书，它是一堆毫无章法的核昔酸残基堆集，还是一篇

有序的遗传语文?答案当然是后者。 人类基因包括已

知的和推测的约有四万个左右，估计许多基因有 2-3

种剪接形式，所以基因的总数在十万上下(不包括基因

重排、组合等产生的基因数量放大)。 编码基因的序列

仅占基因组序列的 1% ，99%非编码序列的功能还不太

清楚。细胞及个体有着极其复杂的生理过程(包括发

生、成长、衰老、死亡等)，还有与外界的物质、能量和信

息的交换，所有这些都依赖于各个基因的协同激活与

关闭，即依赖各个基因时空表达的程序。 基因通常不

会单独作业，而是以基因群的形式彼此协调、制约，相

互作用共同完成细胞的生理活动。 这一过程是如何实

现的? 这正是遗传语文所要探究的内容。基因可以看

作是一个个的单词，单词需要按一定的语法结构和规

则组合成句子、段落、章节和文章。 这篇文章可能是一

生命个体演化的剧本。不同物种的生命演化有着不同

的剧本，但它们之间所用的单词基本相同。例如人、

鼠、鸡，这三者在生命活动表现形式上是风、马、牛不相

及，但它们所用的基因(单词)在数量和结构上基本相

同，基因组大小也基本相同。 用形象语言来说，人、鼠、

鸡三种物种用的是同一本词典，但写出的剧本、剧情却

完全不同。从遗传学角度来看，这三种生命形式尽管

结构基因差别不大，但占 95% 以上的基因组非编码区

却千差万别，同源性不到 ω% 。 另外在基因群体组织

(αganization)上也有很大差异，在染色体数量和结构方

面也显著不同。 从上所述可以看出仅仅研究基因组结

构和各个基因的功能是远远不够的，要想揭开生命本

质的奥秘，必须从基因群体表达的时空调控程序来研

究，也就是从遗传语文角度来探索基因群体时空表达

的语文程序。这需要高通量的基因群体和信息网络实

验处理系统和技术平台，基因组工程学研究正是上述

方法学的基础。

2. 细胞生命活动的网络(整合生物学)

生命科学的发展从宏观观察走向实验，从整体

研究走向微观分析。 目前发展趋势从分子水平走向
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细胞水平，以致走向整体、综合水平，整合生物学或

称整合生理学 (Integrative Biology or Integrative 

Physiology) 已经呼之欲出。这种整合应是生命活动

的网络整合:基因调控网络、代谢网络、信号传递网

络、物质和能量转运网络、神经网络、免疫系统网

络.. .等等。 这些网络的整合反映出"网中有网，生

命之窗"的概念，透过这个窗口可以窥测到生命的本

质和奥秘。这种整合研究与掌握大量的高通量技术

平台是密不可分的。 基因组工程研究就是整合这些

高通量技术平台为整合生物学研究服务的。

3. 作为人类社会 21 世纪主导产业的希望之星

一一基因组工程产业

生物技术作为主导产业，将在 21 世纪取代信息

技术，这一观点已被国际上许多国家政府和不同阶

层人士所认识。 就目前生物技术的发展水平来说 ，

很难担当此重任。

生物技术作为产业对人类最大诱惑力，在于生

物体不仅能在常温常压下高效地生产出几十万种甚

至上百万种的产品，而且能量转化效率是目前的社

会生产能力与之无法比拟的，更为奇观的是能生产

思维，认识世界，改造世界。生物体(包括人)之所以

有如此法力不在于上帝而是遗传信息。

遗传语文的研究需要同时操作大量基因。 而大

量基因同时操作，目前生物技术所用的基因工程无

法适用，必须发展高通量的技术平台。这些高通量

技术平台的组合，我们称它为基因组工程。生命科

学进入高通量遗传信息研究需要基因组工程，而且

生物技术对生物体进行高通量遗传信息改造也需要

基因组工程。

如果基因组工程技术能够成熟，点石成金(生物

采矿) ，化废为宝(将垃圾变成生产原料或方便地转

化为能源) ，植物生产牛奶、动物生产人的组织器官 ，

电脑变成人脑，到那个时代人类社会将会发生什么

样的变化，这是难以想象的。基因组工程技术成熟

的标志就是细胞能做什么，人类在工厂里也能做什

么或者基本能做。细胞的神奇魅力在于能按遗传语

法操作指令同时指挥成千上万个基因有条不紊地工

作，基因组工程的魅力不仅在能模仿细胞的功能，而

且能改造它，按人类意愿去控制它、指挥它。

如果能够理解基因组工程这些内在的魅力，基因

组工程作为 21 世纪生物技术的领头羊也g-，it)顺理成章。
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IKB 激酶 (IKK) 结构与功能研究进展

董少忠

(中国医学科学院中国协和医科大学医学生物学研究所 昆明 白0118)

核转录因子 NF. ，cB，是由 Rel 蛋白家族成员组 P105 、和 P100 等( 1) 。 它们都含有一个由 N 端 300

成的二聚体。 在哺乳动物中，这些蛋白包括 P50

(NF.κB1) 、 P52(NF.κB2) 、 P65 (RelA) , ReIB , c-Rel 、 李琦涵先生对本文进行了审校，谨此致谢。
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