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基因纯系扩增与细胞生物学

John Paul 

研究真核细胞基因表达的主要问题是基因

组的结构复杂性。要想如 λ 嗜菌体一样详细地

了解真核细胞的遗传学，就要做大量的令人生

畏的统计，因为人的基因组容纳了近十万倍那

么多的 λ 遗传信息。 分析这样 一个复杂的遗传

体系事实上是不可能的， 直到大约前四年产生

了将任何来源的DNA片段插入细菌质粒扩增

的方法，情况才有了改变。这种方法能够纯系

繁殖长度从几百至几千个碱基对的DNA 片 段

(大多数比 A 嗜菌体小得多 〉 。 技术上虽然复

杂但并非异常困难。由于用这种方陆传递DNA

时，人们尚未认识它也跨越种问隔障， 所以觉

得在掌握生物学后果之T1U须要施加严格的限

制，但结果却人为地引起这领域的研究三年徘

徊不前。 现在又重新获得动力，了解这方面的

技术对所有专业细胞生物学者是非常重要的。

这篇简要综述要讨论 : (1)技术问题， (2) 

在细胞生物学中研究的现状和前 景， (3 )这类

工作有关的立法和规则。 进一步的探时可参考

Glover ( 1977 )的评述。

-、基因纯系扩增技术

( -)重组体的组建和繁殖

组建和繁殖生化重组体的能力依靠运用四

种主要技术。

(1)用质粒和嗜菌体DNA转化细菌。

(2)限制性核酸内叨酶的应用。

( 3)组合DNA分子的生化方法 ， 突出的如

应用末端转移酶、 RNA 和 DNA聚合酶、连接

酶、 一些核酸酶。

( 4)细菌遗传学技术。

1. 转[仁与纯 系繁殖的载体 (Vector) 细

菌内有许乡茶，因组外的DNA片段何吃自我立

制 。 与纯系繁殖最有关的是嗜菌体和质粒。 这

些粒体固然能够借助细胞分裂传给子代，也能

由特别机制直接感染另一细胞。已知 I啻菌体有

很复杂的机制去直接感染细胞。 质*ll划分为两

类，接合型与非接合型的。接合型质粒携带起

动细菌接合的基因，通过按合作用，包含质粒

DNA的细菌DNA从一个细胞传递给另一细胞。

非按合型质粒没有这种能力 。然而， 白 从Avery ，

M cLeod , McCarty ( 194 4 ) 的经典实验之后 ，

知道赤裸的DNA分子)可以传递边传性状 。 特别

是，赤裸暗目体 DNA 或环状质粒DNA能够感

染大 j的T嚣，当然J~U 例要给以特殊的乐件如高
渗钙溶液来打开细菌膜， 容许完整的DNA分子

透过，这样才能取得理想的转化频率。假如这些

NDA 分子已;召人工方法描λ一片外服 DNA ，

这样的重组作能路同佯准确j也感染细菌

质粒主要是一个封闭的环状DNA分子 ， 有

一个复制点 。 广泛被用做轼体是因为它容易操

纵，又能容纳几乎任何大小的插入片段 。应用于

纯系繁殖的Nt粒都带有遗传标记， 很刀·使用来

选择重组作 。 目前大多数用作载体的质粒是:两

类质粒的衍生物。 它们叫做Col质粒(生成大肠

杆菌素)和R质粒(抗抗生素 )o Col质粒带有大肠

忏菌素的基因，大肠杆菌京娃一种具有抗菌活

性的蛋白质。这种质粒还有一种特性 ，就是它们

的DNA合成与宿主细菌的 DNA 合成不紧密连

接; 因此 ， 宿主DNA合成用氧霉素抑制 !1 n质粒

DNA合成继线进行 ，从而得到J i亩产量的 ，质粒。R

质粒带有抗抗生素的基因 ， 这种功能有利于选

择重组体的商落 。担在最常用的质忱公结合这

两类质粒的 1工' r/'! 组建的 。 例如， Col ElKa n质粒

(C onvey等 ， 1 97 6)不仅含有米自 ColE l )民粒的大

肠杆菌素的功能，也含有来 !~ i R质粒 R6 - 5 的卡
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那霉素抗性的功能。 卡那霉素抗性使它能够从

含有卡那霉素的培基中挑选含有成粒的菌落。

另外最常用的基因纯系繁殖裁体是 λl啻菌

体的衍生物。它们的有 用价值在于对嗜菌休j遗

传学知道得很多 ，可 以充分利用。然而 ， 暗菌体

有其缺点，插入的DNA虽是有限制的 ，重组体的

DNA 总量一定不能超过嗜菌体头部的容纳量。

嗜菌体和质粒载体被利用于在原核细胞中

纯系繁殖入工重组体。 利用病毒载体在真核细

胞中纯系繁殖 DNA 的研究也正在进行。例如

SV40 、 多瘤病毒、或腺病毒这些DNA病毒 ，正

被用做载体在培养的哺乳萄物细胞中进行

DNA的纯系繁殖( Nussbaum等， 1976) 。

2. 际制性核酸内切酶 这领域许多技术

上的进展是利用限制性核酸内切碎的特异专一

性得到的。 这些酶在特异核 i仔酸顺序的专一位

点上裂解DNA。有几类限制酶， 有些裂解的切j

点离开识别位。但遗传重组最感兴趣的是裂解

识别位本身的限制酶。识别位一般由 4 或 6 个

碱基组成。 由于在任何的编码位置都有四种碱

基存在，一个由 4 个碱基对组成的识别位的核

昔酸顺序只是4.次排列机率之一，即 1一:;- , 
256 ' 

一个由 6 个碱基对组成的识别位则是4 6次排列

机率之一 ， 即沾ι。因此，祖略地讲， 在一

个DNA分子中限制位点出现的总频率相当于

这些数字。限制位点还有另一特点，它们毫无例

外都有回文结的，民p都有2或 3'1、核昔酸对的反

向重复，形成碱基顺序对称(表 1 ) 。有些限制酶

裂解双链 ， 111点都在以μ {二;点的中央，另一些

只裂解单链，切点离开对称中心 1 或 2 个碱基。

后一类限制酶熟识的有EcoRl和II-l indIII ， 它们

裂解DNA 后就产生互补末端 ， 与相同的互补未

端能够进行碱基配对结合。这种末端有时称做

"粘性" 末去;吕 ( Mertz 丰r! DRYis , 19 'ì2) 。

出这类限制酶裂解产生的 DNA 不同片段;

能够自 行远火。单链上的断口!如多核背i接连接

酶遥控，产生重组休分子 ( !主11 )。 是种非常

简易的技水 dJ-"L用 于将外跟 DNA 片战插入 到

• :n • 
表1 通常使用的限制垃核酸内切酶和限制位点

(箭头示切点)

微 生 物 限制峰 f民制住λ核主辛酸 jpj 序
• 

大 RfJ杆菌 ( E. Coli) Eco Rl 5'GAAT TC 

浴血性 iiIL i$ it 茵 3'CTTAAG 
• • 

(H.lnfluenzae) Hindlll 6'AAGCTT 

淀粉溶化杆菌 3'TTCGA A 

(B. Amylol叫uefacieus) :::BamI 6'G•GATC• C 

3'CCTAGG 

只有一限制腾切点的载 体上( Morrow 等，

1974 )。外据 DNA 不论来 自真核或原核细胞

都可以。这种技术已广泛使用在真核细胞的

DNA 片段的纯系繁殖上。
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因1 使用 EcoRl !限制性核酸内切酶从一限制切

点的质粒与一片外源 DNA 制备重组体

3 . 其他生化技术某些情况下不容易 或

不可能由限制性核酸内切酶的消化得到互补的

未端，用末端转移酶可以将均质多核背酸加到

DNA片 i茸的尾部， 这酶j巳脱氧核昔三磷酸的单

核背酸加到DNA分子的3' 端 (Jackson等 ， 1972;

Lobban丰11Kaiser ， 1973 ) 0 fl在此 ， ~1即出暗i览

核 1'!f酸!眼儿; ( Ol igo-d T )接到-Dl 'IA分于的末

端 ， 而寡 w坚 l原岭脱牙:~核背酸}I!的字 ( Ol igo -dA)

J卖主[1另一分子 DNA 的末端。 这些分子互相杂

交，遗留的快沟用DNA聚合向 I 修补， 继以聚

核;昔战连接酶连接。 用此沽， 从打开的环状质
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粒与打算插入的一片DNA能够重新制备成封
尚的环状分子。虽然在此叙述的修补和连接步
骤可以改进以后感染和转化效率，但它们不是

必需的，因为细菌 自己能实现这些步骤 ( Wen 

sinck等， 1974) 。

这种技术已经应用到把从信息 RNA 复制

的互补DNA (cDNA) 插入到细菌质粒。插入

的步骤如下( 囱 2) : (1) 信息 RNA (如血

红蛋白信息RNA) 用反转录酶转录成cDNA。

这 cDNA有一发夹环在一端。信息RNAJ日碱消

血幻蛋I'_J I:; 也RNA

l 反问
c一一一一一

碱叫川织合仰l

c二二二二
)81核删

|米制'tfJ;阳J
'去

oI AT I' 
ÁAAAA-一一一一­

----AAAAA 

~ 

ι3 

~~~跺
ê'~l'TTl言ZZ川〉

困2 Oligo (dA) 接尾的双链 cDN八的制备和它与

Oligo (dT)接尾的股枝 DNA 的翠组

化后，余下的单链cDNA用大肠杆商DNA聚合

酶I转变成双链 。 用 x.J 单链 DNA 专一的 sl核酸

前处理.除去发夹环和不自己对的 顺序。 汉链

DNA用末端转移而在末崎延伸Oligo- ( dA ) , 

形成的DNA分子适合于与 0ligo- ( dT )接 尾

的质拉重组。这种质粒通常用一种限制酶切开

成线状结构，经sl 核酸晦修剪，再用转移酶接

上Oligo (dT )末端。 尾部接Oligo ( dT )的质

粒和尾部接Oligo ( dA )的cDNA互相退火，并

利用它去感染合适的细菌。 重组体用以后叙述

的一种方法加以鉴定。

4. 细茵通传学的应用 细菌遗传 学的专

门知识主要应用于建立宿主一载体系统。有两

i 9 '7 9 年

个主要目标: -一是产生易于繁殖的、嵌入有选
择性标记的载体，使重组体能够分离 ， 二是发

展有高度生物学限制的宿主一载体系统，即除

fF在特殊的实验室条件下，它不能 生 存和繁

殖。发展这些系统已经投入了许多聪明才智，

在这篇奋限的综述中不可能包括内容广泛的各

种评述。 一些已使用的专一标记，如前已提及

的卡那莓素抗性是这些原理的良好示范。然而 ，

对生物学限制所需要的条件须加以补充说明。

要产生一个安全的宿主一载体系统，其中

一方面是细菌宿主应是广泛残缺的，要求特殊

的生长条件。最熟识的宿主例子是Curtis (1976 ) 

提供的大肠杆菌X 1776。这细菌有大量的营养

缺陆，包括二氨基庚二酸、 L- !i~! 氨酸、 L- 甲硫氨

酸、 生物索和胸腺略脏;是热敏的;对去污剂的

溶解和uv线特别敏感。其次，这载体在改良的

K 12 系统是有欠缺的。这就减少DNA 存活的

机会，即使它无意中传给了其他细菌的话。这

种细菌宿主可以与几种不同的质粒并用。

其他一些受限制的宿主一载体系统是以载

体的快陷为特征，通常是需要特殊细菌宿主的

嗜菌体。一个很好的例子是 λ1I吉菌体的衍生物

λgt WES (Led町等 ， 1977) 。

EcoRI 限制酶在 λgt WES 的切点减少至 2

个(野生型 A 有 5 个) ，使嗜菌体 DNA 裂解

成 3 个片段。中间片段没有11啬菌的复制功能。

然而由两侧片段组成的重组体DNA量 又不 足

以充塞l啻菌体头部，不能完成晦菌周期。 假如

用 -DNA片段(可以是真核DNA片段)以代

替中问片段填满头部的空隙，那么 11苔菌体就能

也复制。 两外侧 DNA 片段可以用电泳与中间

片段分离。它们只有与其他DNA组成 重 组体

才能严生感染颗粒。这种 11蕾菌体也存在某些功

航的突变，如连接头尾部必需的功能W，裂解复

iii ; 的DNA必需的功能E和H杏菌的功能S。 因此，

它在野生型大肠杆菌 Kl1中不能复制。然而，这

些功能的突变在宿主细胞中可由校正基因的突

变而得到恢复(校正基因E和 F)。综合这些因

素使λgtWES 与含有校正基因 E 和F的细菌宿
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主结合，形成一个非常有效的生物学限制系统。

为了各种各样的目的，正在发展许多其他

遗传的改变。可能最重要的是改进载体，使真

核细胞的DNA在细菌中发生转录和转译。这

方面至今尚在研究。

(二)重组体的鉴定和分析

有许多方法鉴远和分析重组体，最通用的

如下z

1. 选将 业已叙述， 载体通常是这样组

建的，使感染的菌落很易识别。 其次，如果插

入的 D N A带有适当的专一性标记，立即就可

能选出重组休。有些载体是由此着眼组建的。

例如 pBR3 13 带有抗氨某青霉素和四环素的基

因。 在 Illi 环亲基因上有一个 Hind III 切点， 假

如外 ilJj( DNA 插入此处，就破坏这功能。通常

要进行两次选择。

2. 菌落杂 交 ( Grunstein和Hogness ， 1975) 

其中一种方法是利用原位杂交方法。 Grunst

ein 的技术是将单个的菌落接种在琼脂板上，覆

以硝化纤维素薄膜。 菌落生长后，移去薄膜，

用碱将细菌溶解，滤膜上菌蓓的 DNA 与标记

的RNA或 DNA 进行杂交， 这些放射性标记核

酸都是与检测的 DNA 互补的。杂交之后，滤

膜贴在感光胶片上， 可以检出放射性斑点的位

置。放射性阳性的菌落接种在复份的琼脂板上

生长，以便进一步的分析。

3. 核酸分子杂交 由于方便 ， Grunste in 

方法通常用于初步筛选。要求继续用更具分辨

力的模相杂交分析。 同样用适当的放射性标记

的互补核酸作为探针。

4 . 杂文阻止转译方 法 ( Patterson 等， 19 

77) 许多质栓的重组体是由已知的信息RNA

制成的cDNA来纯系繁殖的。标准的鉴寇信息

RNA 方指是在小麦胚或网织红血球的无细胞

蛋白合成系统中转译。假如l~知的信息 RNA与

含有相应互补 '1民 序的庆~ÐL杂交 ， 特译受到~l:J止;

假如 DNA 顺序 1- 分不同》 就没有阻止作用 。

5 . 电统分析核版分子杂交也广泛 应用

在用 ~~饰鉴走质挫。 有两仲注术特别有用。一

~ 23 ~ 

种是形成异质双链，依靠两个核酸分子 的杂

交，它们大部分顺序是互补的。 只有一个医域

不能配对( Davis 等 ， 19 71 )。例 如， 质粒

DNA与由此质粒和另外 DNA 分子制备的重组

体 DNA 杂交， 就会形成异质双链分子，插入

的顺序没有配对， 展现单链的环。

另一种常用鉴定插入DNA的技术 是 R-环

制图 ( Thomas 等， 1976) 。这 种技术是在形

成的RNA/DNA杂交物比DNA/DNA杂交物更

稳定的条件中使信息 RNA 与质粒杂交。假如

信息 RNA在 DNA的一条链上找到它的互补顺

序，形成的 RNA/DNA杂交物使 DNA 的另一

条链游离， 在电铺下能够识别，现出眼状结

构。这种技术能够鉴定插入物的性质和在重组

体上的远位。

6. 限制酶分析质粒的DNA用一种识别

四核背酸顺序的限制酶处理j)才， 一般产生几个

片段。 它们可以用琼脂糖凝胶!包泳分{莓 ， 提供

质粒的特征性图谱。假如质粒由于增加插入顺

序而改变，用同一种限制酶消化会产生不同的

图谱。例如，一条原有的带可能消失，代以较

大分子量的带，这是由于有外报 DNA 插入该

片段。

7 . 核 :吝政 )11!ÍÎ f} 分析最终为捅入物提供

肯定的鉴定，最好是分析核背酸顺序。 所用的

技术是近年 Maxam 和 Gilbert ( 1977 )和

Sanger ( 1977 )提出的。 这些技术已经变成相

当简易的操作。

二、基因纯系扩增在细胞生物学的应用

在过去三年里逐步积累了在原核细胞中纯

系繁殖真核细胞 DNA 的实验结果。 纯系繁殖

从信息RNA复制的cDNA取得了许多进展。如

以上所述， DNA 首先用反转录酶从信息 RNA

复制，然后用 DNA 聚合阵 I 或反转录酶复 制

单链 DNA;点汉链，最后插进适合的政粒。这

种技术最先由儿个不同的研究者应用到纯系繁

强血红砖 白cDNA ( Rabbits , 1976 ; Rougeon 

等 ， 1976 ) M211 ia t is 等 ， 1976 ; Wood 和 Lee

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



• 24 ~ 

1976 , Wilson 等， 1918 J Hurnphries 等，

1978 ) 。从纯、 爪糖、 小鼠和人血红蛋白信息

RNAíÞ~ 备的 c DNA，己用此法纯系繁殖。 也应

用到其他信息、 RNA ， 突出的是卵清蛋白 信息

RNA ( Humpüries等 ， 1977; McReynold等 ，

197 1 )。最近令人兴奋的有纯系繁殖前脚均示

蛋白蝉( Ullrich等， 1977) ，生民激素 ( Shine 

等， 1977; Seeburg 等 ， 1 9 í'7) 的 cDNA，还

选行了巨大的努方米纯系策殖其他有兴趣的肤

类， 突出的如干扰素。

这种研究的主要目的，之一是想用细菌友酵

方法来合成相应的人类蛋日。特别象干扰素的

例于，有很大的社会价值(不谈商业价值) 。

早先的实验曾经提出纯系繁殖ιDNA等于纯系

;来殖相应的信息 RNA 的基因 乡 现在知道这是

过于简单化。然闽台'有相j半信息、 RNA 顺 序的

革组体会比含有基闯组内真实基因的重组体对

于在原核细胞内生产真核细胞的蛋白质豆 有

用。 现时，这些豆组体的主妥周边是作为核酸

杂交的探针和用 Maxam 和 Gilbert ( 1977 )就

Sanger ( 1977 )方法做顺序分析的材料。

在这领域培感兴趣的一些部分是纯系繁殖

基凶组 DNA 。 本文开头曾说过研究真核细胞

调节的主监届准是基因组的复杂性。这个困难

现在完全能够丸胀，可以tM备纯净的、纯系繁殖

的 J单个基因以供研究。最初的一些结果是纯系

资姐爪瞻的民和核糖体Dl'-lA 。有许多工作是从

监个 DNA. 分子 中 )=8 物理方法分闻这些重复顺

序的 DNA。由此获得纯化的 DNA进行纯系繁

池 ， I司 时证明用限制酶梨解边些 DNA ， 得到带

有粘!柑末端的片段是相当简单的，能修插入到

ml司一|快制酶梨蝉的质粒内 (Morrow 等 1974;

C arrol 手fl Brown ， 1976 ; Wellauer 等， 1976 ) 。

部姐的组后白基因也能用密皮国心无法提

站， l51 为 ι 1I" J 也是以 ·段一段的豆豆 顺 序存

。 KeieG -.~宇( 19/5 )和Gross等 ( 1976 )进行

~( i电瓦茨览。有些纯系繁殖片段包含整块组蛋

白 是.民群" {壶 'ι有可能用限制脚分析并确定组

5L AG ? 公 :'J的排列顺序相它们的问闹。

197 9 年

取代在开始时使用的已经纯化的基因，

Wensinck 等( 1974 )在细菌肢粒内纯系繁殖

呆且也DNA 的任意片段。象其他双翅目， 果 蝇

( Dro soph归 melanogaster )提供特别有用的

研究对象 1 用为在它的巨染色体上进行原位杂

交，能够鉴定插入顺序的染色体定位和绘制带

的定位囱。

纯系繁殖小鼠的免疫球蛋白基因和血红蛋

白基因出现很有趣的结果 (Tonegawa等 ， 1 9 7 7 ;

ßrack 在ì Tonegawa , 1977; Tilghman ~芋 ，

1977 )。在所有这些例子中发现相当长的核背

酸顺序插入到结构基因顺序内。 它的含义是这

些基因的转录物是→个大RNA分子，含有一些

顺序，后者与信息RNA决定蛋白质的氨基酸顺

序注元关的 。 推想这些无关顺序在信息RNA..的

加工过程被切掉。 已经确定有儿个其他例子有

同样的现象。 一个特别感兴趣的例子是酵母转

移 RNA 的校正基因，它有一段14个核 工1J:酸的

插入，紧挨着反密码子 顺 序( Goodman 等 ，

1977 ) 。 这些观察的意义尚未清楚， 但不能否

认它的基本重要性。毫无疑义，真核细胞的纯系

繁殖不久将会提供更新奇和意想不到的发现。

一个长期存在的生物学课题一一免疫球蛋

白多样性的发生，已经从这些研究中开始布所

收获。将小鼠基因组DNA 纯系繁殖， Brack 和

T onegawa ( 1977 )表明，非免疫组织的免疫

站蛋白的恒定区和可变区基因是不连在一起

的。 而在骨髓瘤细胞 DNA，它们紧密连在一

扭。这提示这个或那个基因的位移可能涉及B

兰llI Ml的分化。

三、遗传重组 DNA 研究的规则

在某些地区存在着许多推测， 认为真核基

囚的纯系繁殖会在原核细胞中创造一个完全崭

新的生物状态，会有潜在的危险， 如创造新的

致病病毒。 假如记得每天大约有 2 万吨人的肉

件遭受细菌降解和存在着外源DNA 相 当 容易

扣i入细菌的机制，那么，遗传工程学家要取得

比自然创造的多几千倍以上的东西看来似乎是
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不可能的，但我们不能确定这点。因此在掌握

必需的知识之前， 比较聪明的办法是对这类工

作施加严格的限制。

在美国，国立卫生研究院 (NIH) 公布了

重组 DNA 研究的详细准则。规定凡接受 NIH

研究基金的研究人员必须遵守，但不限制外单

位(如工业单位〉的工作。 然而，目前正在推

动变成联邦立法，以控制全美国所有这类工作。

在英国， "微生物遗传成分实验处理委员

会"考虑这问题，在1975年提出一个报告，通

常叫做 Ashby报告。 报告中的建议由另一委员

会"实用遗传处理委员会"进一步考虑。这委

员会提出的报告，通称William报告，是英国遗

传重组工作条例的基础 。 最后建立了一个委员

会，叫做 "遗传处理顾问组" (GMAG) ，它

负责审查英国所有这类工作的申请。其他国家

是照美国或照英国的法规形式。

美国相英国系统的差别首先是在美国有一

个训令式的条文，所有NIH研究基金接受 者一

定要遵守。在英lliI每一应用要考虑它的价值，

然后提出适当限制的规定。由此积累许多先行

的案例，导出可行的法规。虽然 GMAG 完全

具顾问性质，但它由强有力的卫生和安全行政

部门支持并保证使用者遵守满意的工作标准，

迫使 GMAG 的建议是有权威性的。除开这些

程序的差别外，两系统有非常相同的 … 些规

定。都承认要有生物和物理的限制。关于物理

的限制有 4 种类别，在英国称作类别 I 至[\T ，

在美国P1至问，代表逐步增加的严格程度。类

别 I 或P1的限制条件是指这类工作在规定的实

• 25 • 

验室内照正常一样小心操作。 在另一极端类别

W 或凹，设备全受控制。 全部流出空气必须经

过绝对净菌滤器滤过，全部流出液体必须消毒，

任何设备离开实验室都要经过高压锅消毒或没

消毒被消毒 ， 同样，所有工作人员离开之前必

须淋浴和更衣。

美国系统的生物限制归类为 EKl ， EK2 , 

EK3 0 EK1表示野生型细菌如大肠杆菌 K12 与

质粒的任何结合。 EK2 的结合必须如此残缺，

除在非常特殊实验室条件下，它们的生存机率

是很微小的。 X1776/质1粒和 ÀgtWES/大肠忏

菌K12DP50校正基因F结合是EK2系统的例子A

EK3结合必须证明在人肠道中不能生存，但至

今没有肯定一个例子。 英国的规则非常相似，

虽然生物宿主一载体系统的分类较欠严格。 一

般地讲，物理和生物限制水平被认为有某种等

同的效果。 因此，假如生物限制水平是高的，

在某实验的物理限制的要求会相应降低。

两套规则都经常受到检查，将来会有 很大

改变，朝那方向很难预测。 这些安排现在是较

为合理的。这领域的研究经过三年人为的约束

后正开始加快步伐。 这种新技术的冲击对我们

了解细胞生物学一定不会缺少革命性，对医学

上的意义将会表现出来是很深远的。

李文裕译自 (( Cell Biology Interna 

tional Reports )) Vol. 2 , No. 4 , 

· 遗传工程中现在开始用无性繁殖表达Clo Il ing一词 ，由于在

生物学用语中无性繁殖一词已有其固定意义，而且用来表达

Clon;ng 不够确切，因此建议用纯系扩增或纯系繁殖.
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美国Mount Sinai 医科大学实验细 j疤，生 物

学研究中心，著 名 月中癌病毒学家Friend放校示，

白豆L病免戎化疗专在 Cuttner 岳IJ 丰生j麦等二人、，

应中国科学 院上海细胞生物学研究所的边砖 ，
于六月四日 豆于 4二 日来我国进行学术文泣。在

上海和北京 曾先后访问了科学院上海生化研究

所，上海细胞生物学研元所，上海市肿瘤研究
所，以及医学科学院月中精听完所 ， 病毒研究所

等二手位，并与有关科研工作者进行了学术应

谈。在沪期 间， Fl' iend 教授宵作过两 次学术报

告，题目分别沟 z "小鼠红白血病细胞分化的

访导"及"体外培养的小鼠红 白血病细胞 I与
Friend 病毒的合成"。关于这两 Zi J民告的内

容，将在整I皇后陆续在本杂志 ;句刊载。
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