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重 组 D NA与 基 因 工 程
(综 述 )

生物 化学教研室 王震熙

1 3 9 5年 W
a t n s o和 Cr i ek

` ” 发表了 D NA

双螺旋结构模式至今已有 3 0年了
, 1 9 8 3年 4

月在英国伦敦
、

9月在美国纽约举行了《 D N A

的三十年》 ` 2 ’ “ ’
学术讨论会

,

讨论 了 分 子

生物学的今天和明天
,

以纪念为开创分子生

物学新纪元的这一卓越功勋
。

D N A 双 螺 旋

结构学说的创立使 D N A 的研究成 为 生物化

学和分子生物学领域的最引人注目的一个分

支
。

阐明 D N A 结构的最重大意义在 于 它是

基因的物质基础
,

是遗传信 息 携 带 者
,

正

常细胞遗传的信 息 流 动 是 从 D N A转豪 ”

R N A 、 ,
一
、

、
一
, 蛋白质

。

D N A的复制与转录
,

一
’

一翻译 ~ ~
`
”

。

一
’

一 ~ ~
: lJ ,

二
, 、 。 、 ,

m R N A 的翻译与表达和蛋白质产物 的 结构

与功能这三者及其相互关系
,

构成了生命的

活动中心
,

称之为
“ 中心 法 则 ”

(
。 。nt

r al

d o g m a )
。

由于人们揭 示了 这 一法 则
,

对

生命的奥秘进行分子水平的研究才有了统一

的理论
。

D N A 重组技术的出 现 是 D N A研

究的一次飞跃
,

人们不仅可以简而易行的得

到大量纯的基因片段
,

而且可以对基因进行

人工合成
、

设计
、

重组并转化入适当宿主细

胞进行表达
。

这为基因结构与功能的研究揭

开了新的篇章
。

如真核细胞结构基因内含子

(I nt r o )n 插入顺序的存在
,

某些内含子可

能 含有增强子 ( E
n h e n ce r

)
,

各种 基 因功

能顺序的发现
,

证明基因的结构是动态的
。

在生物的个体生长
、

发育
,

细胞的分裂
、

分

化及系统的发生和进化中都有基因结构的变

化
,

如基因的重复
、

放大
、

转位
、

重排
、

缺

失
、

变异和修复等
,

这些都是当前分子水平

深入研究的新领域
。

总之
,

30 年 来 由 于 对

D N A的结构
、

性质和功能作了广 泛 而 深入

的生物化学和生物物理学 的 研 究
,

特 别是

D N A 结构研究的历史性突破
,

推动了细 胞

生物学
、

分子生物学和分子遗传学的发展
。

在这些学科 的相互渗透和相互促进的基础上

而诞生了第四次世界工业革命之一的新兴学

科一基因工程 “ ’ ,

开始了人类能够 改 造生

物或创建生物而服务于人类和用生物来革新

工农业生产的新时代
。

基因工程又称基因操

作
,

或重组 D N A
` 石 ’ ,

其实质就是对 D N A 分

子进行切割
、

拼接而重组成新的 D N A分子
。

用分子生物学术语讲
,

基因就是一段特定的

具有生物学功 能的 D N A 顺序
。

这个含有功

能的区段与非同源 D N A 分子结合并能进入

到其他细胞 进 行 扩 增
,

这就 是 分 子 克隆

( M o l e e u l a r e l o n i n g ) 或基因 克 隆
`
e ’ 。

这种插入的 D N A序列在宿主细胞内 若 能正

确表达就可按人们意愿改造生物或为人们制

造象胰岛素
、

干扰素、 胸腺素
、

生长素等等

蛋 白质分子而造福于人类
。

由此可见
,

基因

工程有二个特点
,

尸是在体外 对 D N A 分子

的断裂切割和重新连接
,

二是在分子水平上

操作
,

在细胞水平上表达
。

所以 基因工程核

心则是应用重组 D N A 技术
。

D N A 重组和细

胞融合是近年来生命科学中迅速发展起来的

带有革命性的新技术
,

它具有广泛的实用价

值和对整个生物科学的革新
,

从而导致工农
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业生产革命的巨大潜力
,

几乎成了当今世界

上学界
、

商界和政界的一个兴奋中心
。

本文

着重讨论重组 D N A技术的基本内 容
,

进展

情况及其远景
。

重组 D N A 技术是一套技术而不是 单项

技术
,

中心问题就是在试管内用酶及其他物

质使不同种间的 D N A 分子彼此结合
,

而 形

成新的遗传物质
,

然后把它送入到原来没有

这类重组体的细胞或宿主休内令其行使功能

而继续扩增或表达
。

所以重组 D N A 技 术包

包以下五个方面
:

即

基因的切连 , 运载体的转运
;
受体细胞

的转化
; 重组 体 的 筛选 和 鉴 定和克 隆化

D N A 分子的表达
。

一
、

基因的分离
、

合成及其限制性 内切

酶

编码任何蛋白质的三联密 码 体存 在于

D N A分子上
,

要将决定蛋白质一级结 构的

结构基因拿到手
,

可以有三种不同途径
:

1
.

天然细胞中分离筛选
:
将人细胞基

因组 D N A 用机械或限制性内 切酶切割为 成

千上万个片段
,

以线 性质 粒 D N A 或久噬菌

体 D N A 作运载体转化入大肠杆 菌
,

每 一片

段以单一克隆而分离出来
` ”

。

2
.

以 n , RN A 为模板 经反 转 录 酶 及

D N A多聚酶合成双链互补
c D N A :

这 种方

法适用于分子量大而不知其序列的基因
。

目

前反转录法已成为得到 任何 m R N A 的 c D
-

N A 的通用方法
,

把 d( T ) n引物及 A M V反转

录酶加入含有四种脱氧核糖棱普酸的反应混

合液中就能合成病毒
、

原核和真核生物等含

p o l y ( A ) RN A 的 D N A 拷 贝
。

这也为研

究真核生物基因组的结构和功能开创了巨大

可能性
。

此外
,

还广泛采用反转录合成的单

链互补 D N A 用作分子杂交探针
。

3
。

化学方法合成基因
` 名 ’ :

近年来人工合

成 D N A片段工作进展很快
。

目前只要蛋白质

的一级结构巳知
,

原则上都可进行基因的人

工合成
。

一般来说这适用于序列较少的基因
,

如生长激素释放抑制因子 ( S o m a t o s t a t i n )

基因是两条各为 55 个核普酸的双链
。

其他如

舒缓激肤
,

增血压素
、

胸腺素 a , 、

脑 啡肤
、

胰岛素
、

干扰素
、

生长激素基因等
。

目前己

有 87 种以上人工合成基因在 国外市场上可以

买到
。

此外
,

合成的寡聚 D N A 片段可以 用

作引物
,

探针或 a接头
” 用于制备

c D N A
,

筛选克隆
,

样品检测
,

基 因定 位
,

基 因 突

变
,
D N A 序列分析及运载质粒

,

表达 质粒

构建等
。

4
。

限制性内切酶
:
如何使 D N A 分子

进行切割
,

而被切割了的 D N A 分子 又如何

与运载体分子相连重组
,

这就要借用一种特

殊工具
,

被誉为生物手术刀的
“ 限制性内切

酶
` “ ’ ”

来帮助
。

这是一种脱氧核搪核酸酶
,

广泛存在于各种原核生物中
,

其生物学作用

是降解外 源 D N A 分子
,

而对 自 己 细 胞的

D N A 分子则因甲基化修饰作用 可 不 被分

解
。

该酶能识别 D N A 分子上 4 一 6 个碱基

对的特异核普酸排列顺序
,

在特定位点切割

D N A 分子
,

如图 1所示
。

由 于 D N A 分子

是逆平行排列的双股多核普酸链
,

该酶的切

割方式是从 中 间将 它裁开
,

这样每条链都

留下一段 (大约 4 一 6 个碱 基 ) 伸 出 来 的

5 产
末端的单链片段

,

这条单链的 碱 基顺序

很有规律
,

不沦那一条链从 5 产

端向 3 了
端读

去总是一样的
,

而且二条单链的碱基彼此互

补
,

人们称之为粘性末端
。

利用这种酶将不

同来源的 D N A 分子切割开为不 同片段
,

由

于这种末端棱普酸的配对性
,

使它们之 间确

能 “
彼此辨认

” 和 “ 互相粘连
” 。

而把二种

不同的 D N A 分子很好地连接起来
,

从而实

现人为支配下的基因重组合
,

形 成 新 的 重

组分子
。

许多限制性酶
,

如 E co R I 切 出 5 产

凸出

末端
,

另一些 (如 sP t l ) 能切出 3 `
凸出末

端
,

还有一些则切二重对称轴间键得到齐头

末端片段 (如 H a e l ) 如图 1 所示
。

D N A 分子的连接除上述利用精 性末端
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图 l 一些限内酶的作用位点

方法外
,

还可利用 D N A 连接酶催化平 末端

片段之间形成磷酸二醋键
,

或利用末端脱氧

核普转移酶在片段末端合成同聚 物 的 3 了

一

单链尾巴进行同聚物谱尾法
。

二
、

运载体
` : 。 )

D N A 克隆的实质就是将某种有 意义的

D N A 片段与运载体分子结合
,

运载体 使该

种 D N A 在细菌或其他细胞中繁殖
、

扩 增
。

所以运载体是一种 复 制 子 ( R e p l i。 。 n)
,

能自我复制
,

且能结合外来的 D N A 片 段
。

含有外来 D N A 片段的运载体 D N A 能容易

地完整地被分离出来
。

对于大肠杆菌常用的

运载体是细菌质粒 ( p l as m id) 和嗜菌 体
。

质粒是独立于染色体外
,

自我复制的并能稳

定遗传的核酸分子
。

至今从细菌中分离的所

有质粒都是双链环状 D N A
。

天然质 粒与人

工构建的质粒种类很多
,

不同质粒具有不同

作用
,

如用一般克隆 扩 增 的 运 载 体 质 粒

P B R 3 22 是多拷贝质粒
,

每个染色体质粒数

在 10 以上
。

若在其培养基中加入蛋白质合成

抑制剂如氯霉素
,

其质粒拷贝数可达数百至

15 0 0左右
,

并能高效地转化进入细胞
。

它具

有抗药 性标 志 T e t : ( T
e t r a c y c l i n e R e s i s

-

t a n e e
) 和 A m p

r 。

( A m p i e i l l i n R e s i s t a
-

n ce )
。

它们是非 转座 的
,

因而很 易 筛选

浙江医科大学学报

出带有重组体的 P B R 32 2质粒的大肠 杆菌
。

噬菌体用作载体主要有 入噬菌体和 M 1 3
,

前

者为线性双链 D N A 分子
, 4 7 K b 长

, 5 产

端

有天然粘性末端 ( C o li e s i v e e n d s i t ) 或称
e o s
位 点 (

e o s s i t )
,

含 有
e o s
位 点 的 入

D N A片段的一种新的质粒叫做 柯斯位 ( c os
-

m id )
,

它是一种特 殊的 运 载 体
。

M 13 是

一种丝状单链环状 D N A
,

含有 6
.

4 K b
,

当

它处于感染的细胞中时便转变为双链的复制

形式
,

拷贝数也增加 到每个 细 胞 含有 50 ~

1 00 个
。

M 13 最有用的特性是在噬 菌体 单链

D N A 上克隆外源 D N A
。

由于能容易地获得

大量单链形式 D N A
,

故至少可用作三种类型

的实验
: ① D N A 顺序分析

,

②位点定 向突变

( S i t
e 一 D i r e e t e d o u t a g e n e s i s )

,

③ 核酸

杂交研究
。

洪国藩等用 M 13 作亚克隆 建立了

D N A 序列分析的快速战略
,

将双脱氧 法与

M 13 克隆系统结合使每人每天可获 得 5 0 0 0个

核普酸以上的序列图谱
` ” ’ 。

此外
,

猴病毒 S V 40
,

牛宪 病毒 等 可运

载基因进入哺乳动物细胞
,

目前正向多样化

运载体方向发展
。

三
、

转化

转化
` ’ “ ’ 是将重组 D N A 质粒或杂交质

粒转入经 C a
CI

:
处理过的大 肠 杆 菌 里 的过

程
。

转染则是通过噬菌体 D N A将外源 D N A

引导到寄主细胞的过程
。

目前最广泛使用的

受体细胞是大肠杆菌系
,

外源基因导入大肠

杆菌的方法已很成熟而且导入频率也很高
。

但枯草杆菌
、

假单抱菌和酵母 “ 3 ’

作为宿主

细胞也正大力开展工作
,

因为大肠杆菌的基

因表达产物在细胞内
,

且含有内毒素必需分

离除去
。

而枯草杆菌合成的蛋 白质分泌到细

胞外
,

不含内毒素
,

安全 可 靠
。

至 今 巳从

枯草杆菌分 离和鉴定了 12 种以上 的启 动 基

因 ` ’ 毛 ’ ,

核糖 体 结 合 位 点 序 列 也 含有

… A G G A …
。

枯草杆菌的芽胞启 动 基因可

作分子开关
。

酵母细胞是真核细胞含有糖基

化酶系适合于糖蛋白合成
,

且 生 长 密 度很
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高
,

突变稳定
,

不产生毒素等
。

已有三种启

动基因
` ’ 4 ’

用于基因工程
,

故以酵母为寄主

的基因工程很有前途
。

以真核细胞作为无性

繁殖系受体是基 因工程的重要目标
,

希望以

此作为治疗遗传病的手段
。

已有人克隆了某

种遗传病基因
,

将它与人体骨髓细胞在体外

培养转化入骨髓细胞内
` ’ 5 ’ ,

再将它移植于

患者骨髓
,

这是有待开发的领域
。

其它受体

细胞因基因工程目的不同而 选 用
,

如 假 单

抱菌与环境 净化
、

放 射线菌 与抗菌 素生产

等
。

四
、

重组体的选择和鉴定
` “ ’

从转化的细菌群体中选择被研究的重组

体有以下几种方法
:

1
.

遗传学方法
:

质粒载体具有的抗药

性标志
,

噬菌体形成的噬菌斑都是在重组体

选择时可供利用的遗传学特性
。

以质粒载体

P B R 3 22 为例
,

鉴定重组体克隆的 第一步是

利用丢失了抗菌素耐药性基因
,

首先检查这

种转化体抗药性的表现型
。

因为双链
c D N A

片段插入在 P B R 32 2 的 P s lt 切 割 部位 (图

2 ) 时
,

就失活 了安 节青霉素 ( A m )P 抗

D N A 序列
,

这个方法能够迅速地从数百个

菌落中检出含有所需的 D N A 序列的菌落 ( 图

3 )
。

其法是将被筛选的菌落影印到铺放在

枷乙
确落厅

.

旅

少
`原

秘

钾兰菌洛

蔺洛

` 2

撰鬓詹鲜
、

一

EC
’

臀
’ 切剧部位

安浓青霉素托知
沂书飞 、 抓素杭药墓因

“
因 `” 川四

妙
` 〔丁

“ ’川

图 2 P B R 3 22遗传图谱
.

质粒带有二

个抗菌素耐药基因

药性基 因
,

因 而 重 组 克 隆 的 表 现 型 为

A m P
,

一 T e t
r 。

将转 化 体 接 种在 含 有 T
e t

( 2 0江g / m l ) 及 A m p ( 5 0卜、 g / m l ) 加 T
e t

(2 O环g / m l) 的琼脂平板 上
,

7S ℃ 培 养 过

夜
,

若在 T e t平板上生长 而 在 T et 加 A m p

平板上不生长者 即含有重组体分 子 的 转 化

体
。

2
.

核酸杂交法
:

用 C r 、 、 n s t e i : : 和 H o g
-

n e “ 的原位杂交法来检 测 转 化 菌 落中的

图 3 菌落杂交法检测重组休克隆

琼脂表面的硝化纤维素薄膜上
,

温育过夜
,

取出已长有菌落的硝化纤维 素 膜
。

用 碱 处

理
,

使细菌在原位溶解
,

其 D N A 变性并同膜

结合
。

由于变性的 D N A 与硝化纤维素膜有很

强的亲和力
,

这样便形成了菌落的
“
D N A

一印迹
, , ( D N A

二
P r i n t )

。
8 0℃真空烘烤

以 固定 D N A
。

再用
“ “

P
一 。 D N A 或

“ “
P一

R N A 探针杂交
。

基于原位杂交差 别
,

含有

插入互补片段 的 A m p
’ 一
T e t

’

转化体 便 可获

得
,

据此可从参照平板上把菌落挑取出来
。

3
.

重组体
c D N A 的 鉴 定

: 一旦 分离

到了携有特别感兴趣的 D N A 序列的 重组体

之后
,

就必须对这种重组体作 进 一 步 的鉴

定
。

并验证所研究的 D N A 是否的确已经克

隆了
。

其法是将显示很强的原位杂交菌落繁

殖
,

大量生长
,

借 C s C I密度梯 度 离 心 法或

其他方法来分离纯化质粒 D N A
,

用凝 胶电

脉测定其大小
。

4
.

重组 c D N A 鉴定的 另一重 要 方法
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是杂交信使 R NA 选择翻译法
。

此 法 能弄清

克隆的
cD A N同其编码的蛋白质之间的对应

关系
。

该法是将克隆的
cD NA固定于硝酸纤

维膜上与某编码蛋白总
, n R N A 进行 D N A一

R N A 分子杂交
,

然后加热使
;。 R N A 释 放出

来
,

再进行体外翻译
,

用凝胶电脉和放射自

显影以检查翻译产物蛋白质的大小
。

五
、

克隆的 D N A 分子的表达

一旦所设计的基因被克隆和鉴定
,

则下

一个最终 目标之一是实现该基因的有效表达

以大量生产该基因所编码的蛋白质产品
。

有

效的表达包括高水平的转录与转译及其稳定

新合成的蛋白质不使其降解
。

由于三联密码

在生物界是统一的
,

即结构基因在真核生物

到原核生物的转移是没有问题的
,

但它们的

调节元件是不同的
。

所以一个克隆基因的转

录必须有一个适合的能被寄主 细 胞 R N A多

聚酶 所识 别的 启动 基因 序 列 ( P r o m ot er

S e q n e n e e
)

,

而 m R N A 的有效转译则必需有

一个核搪体结合位点的顺序
,

这二者均在克

隆基因的5 产非编码区
,

均可通过限制性内切

酶同时引入到克隆基因的适当部位
。

对于大

肠杆菌寄主细胞外源基因表达常用的几个强

的起动基 因 是
:

L ac
,
T r p ,

久P L 及 S V
` 。

病毒启动基因
` ’ 4 ’

等
。

L a c 的表达效率 比其

他三种要低 5 一 10 倍
。

表达的分子一般为每

个细胞 2 00
,

00 0分子
,

占大肠杆菌可 溶 蛋 白

的 5 ~ 3 0%
。

一旦实现高效表达
,

则可将寄

主微生物在大的发酵装置内大量生长
,

这种

发酵罐可大到 2 00 一 1 0 ,

00 0升体积
,

为 了细

胞生长在最适条件
,

蛋 白质产量最高
,

则发

酵装置内的 p H
,

氧张力
,

基质 浓 度
,

细胞

密度等必需连续监视
,

自动调节
。

大规模纯

化蛋白质的方法
一

也需要有特殊的技术
。

上述就是基因工程的主要技术
,

用这套

技术能够把人或其他动物基因放在原核生物

主要是大肠杆菌或真核生物如酵母中表达进

行工业生产
,

如专门为大规模利用垂组 D N A

进行人胰岛 素商业性生产而设计的工厂已在

美国印第安那帕尔斯 ( I n d i a n a p o l i s )

城及英国利物浦建立起来并于 1 9 8 2年首次在

欧美市场上正式出售
。

其他如抗病毒抗肿瘤

的干扰素
,

提高人体免疫力的胸 $)J 索
,

治疗

矮小病的生长素
,

很多病毒疫苗如乙型肝炎

病毒抗原
,

小儿麻痹症疫苗
,

流感疫苗
,

牲

畜用的口蹄疫苗
,

人血清白蛋白
,

人血清降

钙素
,

人抗血友病因子等等都已克隆表达成

功
,

处于实验阶段
。

此外
,

重组 D N A 技术

用于癌基因研究
,

固醇类激素 作 用 机 理研

究
,
D N A 探针用 于 传 染 病

,

遗传 病的诊

断 ` ’ 7 ’
为肠毒素基因诊断腹泻

,

乙型肝炎
、

肝

癌
、

日
一

地中海贫血产前诊断等不胜枚举
。

所

以基因工程已给许多生产领域带来了新的技

术途径
,

给许多重大课题带来突破
,

因而近

年来国际市场上出现了基 因工程热
。

从 1 9 7 3年 C o h e n 等在美国生 物 学 会议

上第一次提出基因可以人工重新组合并能在

细菌中繁殖的苗头
,

到 1 9 7 7年第一个脑激素

一脑垂体释放抑制素表达成功
,

仅仅化了四

年时间就进入了应用
,

接着各种基因克隆和

表达如雨后春笋
,

发展迅速
。

到目前为止
,

在 医药方面就有几十种激素
、

疫苗
、

酶和其

他生物制剂被生产
,

但多数尚处于开发试验

阶段
,

这种基础学科的新成就如此之快的走

向应用并涉及到国计民生为各个方面
,

其来

势之猛是前所未有的
。
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窦性心动过缓 1 4
.

4 %
。

一般窦性心律不齐或

窦性心动过缓的原因
,

是迷走神经与交感神

经的张力强弱不匀所致
,

但亦有窦房结在供

血不足或代谢等的影响下
,

产生窦性心动过

缓
、

显著窦性心律不齐甚或暂停
,

即所谓病

态窦房结综合征
。

窦性心律不齐又往往是由

于肺脏及其血管中的压力感受器在呼吸运动

中受了不同程度的压力
,

因而向延髓的呼吸

中枢传入不同程度的兴奋
,

反射地影响了迷

走神经的张力所引起
。

一般的慢性放射病在

病初往往以中枢神经系统和植物神经机能失

调为主
。

铀对机体造成的辐射损伤主要是氮

气的吸入及其子代产物的作用
,

有认为窦性

心动过缓的程度与铀 中 毒 的 程度成平行关

系
` ” ,

且常伴有迷走神经效应
。

窦性心律不

齐与窦性心动过缓虽亦常见于正常人
` 2 ’ “ ’ ,

但就我们这次检查来看
,

程度暇较严重
,

如

本组有 1例窦性心动过缓的心率为 44 次 /分
,

似非正常现象
。

然而
,

本组窦性心律不齐及

窦性心动过缓分别为 2 3
.

5 %与 1 4
.

4%
,

与楼

福庆 “
、

等报告的窦性心律不齐与窦性 心 动

过缓分别为 69 %与 45 %相比较
,

显然低得多
。

本组 1 11 例中左心室肥厚仅 2例 (占 1
.

8 % )
,

低 电压及 电压较低者 29 例 (占2 6
.

1% )
,

其

原因可能是与本组工人的工作环境 中氛气浓

度较高引起一般血压较低
,

以 及引起营养不

良性心肌病变致使电压明显较低有关
。

T 波与 R 波的关系
,

在 I n 例 中 T 波小

于 1八 O R 波者 7 例
,

T 波负正双 向 2 例
,

T 波切迹 3 例
,

在导联 I 的 R波与 T 波后肢

延长线呈直接交叉现象者 1 例
。

K o p o 江 e 。在

实验报告中认为
,

铀的裂变产物能够引起冠

状动脉营养不良性障碍
。

本组部分铀矿工人

出现心肌变化是否与铀及其子代产物的影响

有关
,

尚待作更进一步的研究
。

综合本组心电图变化
,

较明显窦性心动

过缓 ( 44 次 / 分 )
、

低电压
、

T 波变化及限

局性室内传导阻滞
,

我们认为这些变化较正

常人有明显差 异
。

历年对该矿区氛气浓度测

定均高于非放射性矿区
,

最低 0
.

0 1爱曼
,

最

高达 1 2 8
.

4 6爱 曼
,

分别 有 3 1
。

1 6~ 1 9
。

2 4 %

的样品超过 国家规定的允许浓度
。

故这些差

异很可能与铀及其子代产物尤其是氧气浓度

较高有一定的关系
。
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