
18
基因组学与后基因组学

　 　由于人类基因组计划（Human Genome Project ，HGP）和模式生物基因组计划
的提出与实施 ，导致产生了一个新的学科 ———基因组学（genomics） 。它是研究基因组
的组成 、结构和功能的学科 ，分为结构基因组学（structural genomics）和功能基因组学
（functional genomics） 。结构基因组学是着重研究基因组的结构并构建高分辨的遗传
图 、物理图 、序列图和转录图以及研究蛋白质组成与结构的学科 ；功能基因组学主要是利
用结构基因组学研究所得到的各种信息在基因组水平上研究编码序列及非编码序列生

物学功能的学科 。利用各种分子标记构建的遗传图和物理图是建立基因组全序列整合
图的基础 。细胞遗传学图谱 、辐射杂种图谱 、限制酶切图谱和叠连群图谱等是一系列的
物理图谱 ，这些图谱的整合是构建基因组框架图的基础 。基因组 DNA大片段文库的构
建是建立基因组图的首项工作 。对基因组图谱构建的根本目的是为了应用 。利用基因
组图谱我们可以寻找新的基因 、克隆分离基因 、定位基因 、对基因功能进行预测 、开展比
较基因组学的研究等等 。由于人类基因组序列图和一些模式生物的全基因组序列图的
完成 ，生命科学研究进入了后基因组时代 ，即从整体水平对生物进行功能研究 ，从而导致
了蛋白质组学的诞生 。
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18畅1 　人类基因组计划与基因组学

18畅1畅1 　人类基因组计划
　 　人类基因组计划是堪称与阿波罗登月计划和曼哈顿原子弹计划相比的惊世壮举 ，是当代生命科
学中的一项伟大的科学工程 。 1986年美国能源部正式提出开展人类基因组的测序工作 ，并提出了
“人类基因组计划”草案 。 1986年 3月诺贝尔奖获得者 ，美国著名肿瘤分子生物学家 Dullbecco在
Sc ience上撰文 ，强调弄清人基因组序列 ，搞清基因组中各基因的结构和功能及其相互关系 ，寻找预
测 、预防和早期诊断人类遗传病的新方法 ，将有助于解决包括癌症在内的人类疾病的发病原因这一美
好前景的到来 。 嗣后经过学术界的一番激烈争论和反复论证 ，美国由能源部和国立卫生研究院
（N IH）合作于 1990年正式启动人类基因组计划 。主要目标是计划拨款 30亿美元 ，用 15年时间完成
人类基因组 30亿 bp全部序列的测定 ，在 2001年完成全部染色体的“工作草图” 。
　 　经过参与该项目的 1 000多名各国科学家的通力合作 ，人类基因组的工作草图已经在 2000年 6
月 26日胜利绘制完成 ，该工作草图包含人体 90%以上碱基对的位置信息 。 2001年 2月 12日中 、美 、
日 、德 、法 、英等 6国科学家和美国 C elera公司联合公布了人类基因组图谱及初步分析结果 ，人类基因
组由 31畅 647亿个碱基对组成 ，有 3万 ～ 3畅 5万个基因 ，远小于原先预计的 10万个基因的估计 。 2003
年 4月 15日 ，上述 6国又共同宣布人类基因组序列图完成 。 2004年 10月 ，国际人类基因组测序联合
体在 N ature周刊上发表了人类基因组常染色质全序列测定的论文 ，宣布人类基因组的常染色质部分
中 99%的序列已经被测定 ，其精度达到每 10万个碱基中只有一个测量误差 。 随着人类基因组精细
图的完成 ，研究者发现 ，人类基因组拥有的编码蛋白质的基因数目在 2万到 2畅 5万个之间 ，比“工作草
图”的估计的基因数又低 33% 。

18畅1畅2 　人类基因组的结构特点
　 　人类基因组是第一个被测序的脊椎动物基因组 ，人类基因组大小约为 3畅 2× 109 bp（ 3 200 M b） ，
其中基因和基因相关序列约为 1 200 M b，基因间 DNA序列约为 2 000 M b。 在基因和基因相关序列
中为基因编码的序列约为 48 M b，占总基因组序列的 1畅 5％ 左右 ，而基因相关序列约为 1 152 M b，占
总基因组的 36% ，其中包括假基因 、基因片段和内含子以及非翻译区（ untransla ted reg ion，UTR） ；在基
因间 DNA序列中散在重复序列 （ interspersed repea t sequences， IRS）为 1 400 M b，占总基因组的
43畅 75% ，包括 64 M b的长散在核元件（ L INE） 、420 M b的短散在核元件（ S INE） 、250 M b的长末端重
复序列（ long term ina l repea t，LTR）和 90 M b的 DNA转座子 。 在基因间 DNA序列还含有 600 M b的
其他的基因间区域序列 ，包括 90 M b的微卫星序列和 510 M b的各种序列成分（图 18 1） 。
　 　显然 ，编码基因的序列仅占人类基因组 DNA的 1%左右 ，98%以上的序列是非编码序列 。 基因
中内含子的序列占基因组的 24％ ，因此基因组涉及与产生蛋白质有关的序列达到 25％ 。基因平均长
27 kb，平均具有 9个外显子 ，一个基因约由 1 340 bp组成编码序列 ，因此平均在一个基因内的编码序
列仅仅只占一个基因序列碱基长度的 5％ 。而人类基因组 DNA中重复序列占 50％以上 ，主要分成 5
种类型 ：① 转座子成分 ，包括有活性的和无活性的 ，占基因组的 45％ 。均以多拷贝的形式存在于基因
组中 。 ② 已加工假基因（ p rocessed pseudogene） ，这是一类与 RNA转录物相似的失活基因 ，约 3 000
个 ，约占基因组的 0畅 1％ 。 ③ 简单重复序列 ，约占基因组的 3％ 。 ④ 大片段重复（长 10～ 30 kb的大
片段）占基因组约 5％ 。只有少部分在相同的染色体上 ，多数分布在不同的染色体上 。 ⑤ 串联重复 ，
主要位于着丝粒和端粒部位 。

18畅1 　人类基因组计划与基因组学
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图 18 1　人类基因组的组织组成（引自 B row n，2002）

　 　从表 18 1可以看出（以 H omo sap iensBuild 36畅 2所提供的数据为例）第 1染色体的基因数最多 ，
达到 2 782个 ，该染色体也最长 ；除 Y染色体外 ，第 21染色体基因数最少 ，仅 352个 ，该染色体在物理
长度上是最短的 ，但 22号染色体仅比 21号染色体长 6 M b，其基因总数达 742个 。 同时每条染色体
物理单位长度上所分布的基因数是不相等的 ，在染色体之间基因的分布也不均匀 。 第 1染色体是
10畅 1个基因／M b，第 2染色体 7畅 7个基因／M b，而第 4染色体 6个基因／M b，但第 21染色体有 7畅 5个
基因／M b。至今我们还不能说明基因数目的分布与染色体结构的关系 。

表 18 1 　人类基因组各染色体的长度和基因的分布

染色体编号 物理长度／M b 遗传长度／ cM 已定位基因数 未定位基因数

1 263① 222② 274③ 293① 2 594② 2 782③ 27③
2 255 237 243 277 1 745　 1 888 5
3 214 197 200 233 1 434　 1 469 8
4 203 190 191 212 1 105　 1 154 5
5 194 176 181 198 1 169　 1 268 3
6 183 172 171 201 1 478　 1 505 15
7 171 154 159 184 1 242　 1 452 11
8 155 143 146 166 878 　 984 6
9 145 112 140 167 977　 1 148 13
10 144 129 135 182 994　 1 106 2
11 144 132 134 不完整 1 795　 1 848
12 143 134 132 169 1 360　 1 370
13 114 96 114 118 528 　 551 6
14 109 87 106 129 915　 1 275
15 106 79 100 110 787 　 945 23

18　基因组学与后基因组学
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续表

染色体编号 物理长度／M b 遗传长度／ cM 已定位基因数 未定位基因数

16 98　 75　 89　 131 972　 1 109 4
17 92　 78　 79　 129 1 351　 1 469 58
18 85　 75　 76　 124 393　 432
19 67　 56　 64　 110 1 605　 1 695 10
20 72　 60　 62　 97 728 737
21 50　 33畅 2 46畅 9 60 326 352 20
22 56　 35畅 1 50　 58 576 742 3
X 164　 155　 155　 198 1 187　 1 336 20
Y 28　 11畅 1 58　 缺乏数据 97 307
合计 3 217畅 2 2 838畅 4 3 105　 26 236 28 924 239

　 　 注 ：表中数据根据 N CB I网站（ h ttp：／／ www畅 ncb i畅 n lm畅 n ih畅 gov／ SC IEN C E96和 h ttp：／／ www畅 ncb i畅 n lm畅 n ih畅 gov／ m apv iew） 2007年 3月
的数据综合进行整理而来 。

　 　 ① 为 h ttp：／／ www畅 ncb i畅 n lm畅 n ih畅 gov／ p ro jec ts／ genom e／ genem ap96／ chr畅 所提供的数据 ；

　 　 ② 为 h ttp：／／ www畅 ncb i畅 n lm畅 n ih畅 gov／ m apv iew中 C e le ra公司所组装的结果 ；

　 　 ③ 为 h ttp：／／ www畅 ncb i畅 n lm畅 n ih畅 gov／ m apv iew中 H om o sap iensBuild 36畅 2（ C urren t）所提供的数据整理而来 。

18畅1畅3 　遗传标记
　 　遗传学中曾将可识别的等位基因称为遗传标记（ gene tic marker） 。 现代遗传学将可示踪染色体 、
染色体片段 、基因等传递轨迹的遗传特性也称为遗传标记 。除以上基因标记外 ，遗传标记还包括 ：形
态标记 、细胞学标记 、蛋白质标记和 DNA标记 。形态标记是指那些能够明确显示遗传多态的外观性
状 ，如小麦的株高 、粒色等的相对差异 ；细胞学标记是指能够明确显示遗传多态的细胞学特征 ，如染色
体结构和数量的遗传多态性等 ；蛋白质标记主要包括非酶蛋白质和酶蛋白质 。在非酶蛋白质中 ，使用
较多的是种子贮藏蛋白 。 酶蛋白质主要是同功酶 ；DNA标记 ，也称 DNA多态性标记 、DNA分子标
记 ，是 DNA水平上遗传多态性的直接反映 。 显然 ，由于各自的条件 ，前几种遗传标记的应用受到限
制 。而 DNA分子标记与形态标记 、细胞学标记和蛋白质标记相比 ，具有很多优点 ：不受环境条件的影
响 ，不受发育阶段的限制 ，也不受个体和生物组织器官的限制 ；同时基因组 DNA变异非常丰富 ，可供选
择的分子标记数量大大超过形态标记 、细胞学标记和蛋白质标记的数量 ；此外 ，大多数 DNA分子标记是
共显性的 ，符合孟德尔遗传规律 ，因此可供遗传标记作图 。几种常用的 DNA分子标记如下 ：
　 　 ① RFLP标记 　在群体中生物个体之间 ，由于 DNA某一位点上的变异有可能引起该位点特异
性的限制性内切酶识别位点的改变 ，包括原有位点的消失或出现新的酶切位点 。 当用限制性内切酶
处理不同生物个体的 DNA时 ，致使酶切片段长度发生变化 ，个体之间出现限制性片段长度的差异 ，
这称为限制性片段长度多态性（图 18 2） 。
　 　 ② VN TRs标记 　真核生物基因组 DNA中含有大量的串联重复序列 ，在不同个体间或同一个体
的同源染色体间都会产生高度的变异 。一般将长 16～ 100个核苷酸为基本单元的串联重复序列称为
小卫星 ，而将以 2～ 6个核苷酸为基本单元的简单串联重复序列 ，例如（ CA） n 、（ GAG） n 、（ GACA） n等 ，
称为微卫星或简单序列重复（ simp le sequence repea ts，SSR） 。小卫星和微卫星其多态性来源于重复序
列的核苷酸组成和重复的次数不同 。 一般又将小卫星和微卫星称作可变数目串联重复（ variab le
number of tandem repeats，VNTRs）。VNTRs标记也呈共显性遗传 ，符合孟德尔遗传传递规律 ，因此可
以用来进行遗传分析和作图（图 18 3） 。而且 VN TRs在基因组中有广泛的分布 ，可检出的多态更丰
富 ，出现的频率更高 。
　 　 ③ AFLP标记 　扩增片段长度多态性（ amp lified fragm ents leng th po lymo rphism，AFLP）标记 ，是结
合 RFLP和 PCR的优点发明的一种 DNA指纹技术 。通过对基因组 DNA酶切片段的选择性扩增来

18畅1 　人类基因组计划与基因组学
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图 18 2　 RFLP的产生与检测（引自 S uns tad等 ，2003）

图 18 3　人 VNTRs的系谱分析（引自 H artl等 ，2001）
人类系谱分析表明 VN TR等位基因的分离 。 在系谱中出现 6个等位基因（ A 1 ～ A 6） ，但

是任何一个个体仅可能有一个等位基因（纯合子）或两个等位基因（杂合子）

检测 DNA酶切片段长度的多态性（图 18 4） 。 AFLP揭示的 DNA多态性是酶切位点和其后的选择
性碱基的变异 。 AFLP具有 RFLP技术的可靠性和 PCR技术的高效性 。 AFLP标记的主要特点是 ：
由于在 AFLP分析中所采用的限制酶以及引物的种类 、数目有较多的选择 ，因此在理论上能够产生的
标记数目是无限的 ；而且扩增片段数目与引物有关而与酶切片段无关 ；AFLP呈典型的孟德尔遗传 ，

18　基因组学与后基因组学
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用于遗传分析 ；AFLP分析中所产生的大多数扩增带的片段与基因组的单一位置相对应 ，因此可作为
遗传图谱和物理图谱的界（位）标 ，用来构建高密度的连锁图 。

图 18 4　 AFLP标记技术的原理示意图（引自 H artl，D an ie l等 ，2001）
（ a） 基因组 DNA用 1种或 2种限制酶消化（ EcoR Ⅰ ） 　 （ b） 加上引物接头
（ c） 寡核苷酸接头与限制片段连接 　 （ d） 用选择性引物进行 PCR扩增

　 　 ④ RAPD标记 　用寡核苷酸随机短引物（人工合成的 9～ 10个核苷酸组成）进行 DNA的 PCR
扩增 。经凝胶电泳分离 ，溴化乙锭染色 ，显示出扩增产物 DNA片段的多态性 。 其分子基础是模板
DNA扩增区段上引物位点的碱基序列发生了突变 。因此 ，不同来源的基因组在该区段（座位）上将表
现为扩增区段产物的有无或扩增片段大小的差异（图 18 5） 。 RAPD标记引物扩增产物所扩增的
DNA区段是事先未知的 ，具有随机性和任意性 ，因此随机引物 PCR标记技术可用于对任何未知基因
组的研究 。 RAPD标记的不足之处是 ，一般表现为显性遗传 ，不能区分显性纯合和杂合的基因型 ，因
而提供的信息量不完整 。
　 　 ⑤ STS标记 　序列标签位点（ sequence唱 tagged site，STS）是在染色体上定位的 、序列已知的单拷
贝 DNA短片段 。 STS标记的原理 ，是根据单拷贝的 DNA片段两端的序列 ，设计一对特异引物 ，经
PCR扩增基因组 DNA而产生的一段长度为几百 bp的特异序列 。 由于不同的 STS序列在基因组中
往往只出现一次 ，从而能够界定基因组的特异位点 。用 STS进行物理作图 ，可通过 PCR或杂交途径
来完成 。 STS标记可以作为比较遗传图谱和物理图谱的共同界标 ，因此在基因组作图上具有非常重
要的作用 。
　 　 ⑥ SN P标记 　 单核苷酸多态性（ single nucleo tide po lymo rphism，SN P）标记是同一物种不同个体
基因组 DNA的等位序列上单个核苷酸存在差别的现象 。 其比较的不是 DNA的片段长度 ，而是相

18畅1 　人类基因组计划与基因组学
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图 18 5　随机扩增 PCR产生多态性的分子基础（引自方宣钧等 ，2001）

同序列长度里的单个碱基的差别 。 因此 ，SN P是二等位多态性 ，其中最少一种在群体中的频率不
小于 1％ ；如果出现频率低于 1％ ，则视作点突变 。 SN P在大多数基因组中存在较高的频率 ，估计
人类基因组中有 300万个以上 ，平均 500～ 1 000 bp中就有一个 。 SN P是人类可遗传变异中最常
见的一种 ，占所有已知多态性的 90％ 以上 。 在基因组中 SN P既可存在于基因序列中 ，也可存在基
因以外的非编码序列中 。 存在于编码序列中的 SN P虽然较少 ，但其在遗传疾病研究中却具有重要
意义 。 相当一部分 SN P直接或间接地与个体的表型差异 、人类对疾病的易感性和抵抗能力有关 ，
因此 ，对 SN P的研究越来越受到人们的关注 。 例如国际人类基因组单体型图计划（ HapM ap pro唱
ject）的科学基础就是染色体上的 SN P的板块（ b lock）结构 。 SN Ps在一段染色体上是成组遗传的 ，
在 DNA上构成无形的区域“板块” 。 每个板块在进化上非常保守 ，在多世代的传递中没有或极少
发生 DNA重组 ，其 SN Ps的构成在单个染色体上的模式 ，即单体型（ hap lo type） 。 确定人类经世代遗
传仍保持完整的单体型图 ，以及在不同族群中这些单体型的类型与分布 ，并将这些不同的单体型
标上标签 ，将为人类不同群体的遗传多态性研究 、疾病和遗传关联分析 、治病基因和治病因子的确
定 、药效及副作用和疾病风险的分析 、人类起源进化迁徙历史的研究等提供完整的人类基因组信
息和有效的研究工具 。

18畅1畅4 　遗传图谱
　 　人类基因组的 DNA序列分布于 22条常染色体及 X和 Y这 2条性染色体上 。 进行核苷酸序列

18　基因组学与后基因组学
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的测定时 ，首先应当将染色体进行分解 ，使之成为较易操作的小的结构区域 ，即对人类基因组进行标
记和划分 ，然后将这些小的结构区域按其在染色体上的位置和先后次序进行准确的排列 ，这个过程简
称作图 。人类基因图有两类 ：遗传图（ gene tic map）和物理图（ physica lm ap） 。
　 　遗传图又称连锁图（ linkage m ap） ，是指确定基因或 DNA标记在染色体上的相对位置与遗传距
离 。它是通过连锁分析 ，计算遗传标记（或基因）间的交换频率 ，将某一染色体上的基因呈直线排列 ，
确定基因之间的相对位置 ，一般用厘摩（ cM）表示 。 人类基因组全长约 3 200 cM ，1 cM 大约相当于
1 000 kb。遗传图的绘制需要应用多态性标记作为位标 ，如最早应用的 RFLP标记 ，20世纪 80年代
后期应用的 STR标记 。近来 ，多应用 SN P标记 。在遗传图中 ，使用遗传标记越多 ，越密集 ，所得到的
连锁图谱的分辨率就越高 ，目前遗传图的分辨率已精确到 0畅 75 cM左右 。
　 　值得指出的是在小鼠 、果蝇 、豌豆等动植物中 ，可以按照人们的意志去设计杂交方案 ，制作连
锁图 ，但对于人类来讲 ，我们无法实施这样的方案 。 所以人的遗传连锁图的构建 ，采取系谱分析以
及体细胞遗传学等特殊方法进行（详见第 4章） 。 利用遗传标记自祖代到后代中的传递 ，进行跟
踪 。 例如 ，利用 RFLP探针 ，通过分析人类系谱亲代和子代的 DNA，可研究 RFLP的遗传规律 ，这里
作为标记的 RFLP就相当于等位基因 ，可分析其连锁和交换的频率 ，将 RFLP标记定位在遗传连锁
图谱上 。

18畅1畅5 　物理图谱
　 　物理图谱是指各遗传标记之间或 DNA序列两点之间 ，以物理距离来表示其在 DNA分子上的位
置而构成的位置图 ，以实际的碱基对或千碱基对或百万碱基对长度来度量其物理距离 。 最早的物理
图谱是细胞遗传学图谱 ，通过原位杂交将基因定位在染色体各区带上 。而现在在 HGP中以 YAC或
BAC为载体构建的连续克隆系覆盖人的每条染色体的大片段 DNA 。以 YAC叠连群或 BAC叠连群
作为大尺度物理图谱 ，同时寻找分布于人类整个基因组的序列标签位点 STS。 STS是具有位点专一
性 ，染色体定位明确 ，而且可用 PCR扩增的单拷贝序列 ，是物理作图通用语言 ，最新制作的物理图包
含了 52 000个 STS位标 。以 STS为基础的图谱最大的优点是 ：适合于大规模测序 ，并很容易在染色
体上定位 。将 YAC克隆在染色体上排序 ，被认为是基因组研究中最基本最关键的步骤 。 然后将
PCR技术 、STS位标和 YAC克隆以及计算机分析技术结合起来最后形成一张人类染色体的完整的
物理图谱 。遗传学图 、细胞学图和物理图之间的相互关系如图 18 6所示 。

18畅1畅6 　模式生物基因组研究
　 　 HGP除了对人类基因组的测序外 ，还包括大肠杆菌 、酵母菌 、线虫 、果蝇 、拟南芥 、小鼠 、水稻等模
式生物体的研究计划 。生物学研究早已表明 ，从模式生物获得的数据 ，对于研究和阐明人类生物学是
必不可少的 。在研究人类基因组的同时 ，研究上述模式生物的基因组的作图和测序 ，可以摸索 、改进
和提高作图和测序技术 。因为这些模式生物的基因组相对于人的基因组来说都比较小 、结构比较简
单 ，易于操作 ；另一方面这些模式生物具有生活周期短 ，遗传背景清楚 ，易于培养繁殖 ，可以得到很
多后代 ，获得很多遗传信息和各种遗传变异等优点 ；在进化的过程中 ，从低等到高等生物许多功能
基因十分保守 ，许多核苷酸序列也十分保守 ，根据比较基因组学原理 ，相同的功能基因有着相似的
生物学功能 ，同线群（ syntenic group）的基因有类似的分布 。 因此 ，从模式生物基因组得到的数据和
资料 ，将对分析人类基因组的组织结构及阐明一些基因和 DNA片段的功能 ，具有十分重要的作
用 。 在原核生物中已开展基因组计划并完成基因组测序的主要有流感嗜血杆菌 、支原体 、大肠杆
菌和枯草杆菌等 。 在真核生物中 ，已经开展基因组计划并完成测序工作的有拟南芥 、线虫 、果蝇 、
酵母 、水稻等 。

18畅1 　人类基因组计划与基因组学
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图 18 6　三种图谱之间的相互关系（引自 Suns tad等 ，2003）
在现代分子标记图谱中 ，遗传图和物理图所表示的基因（和分子标记位

点）在序列上基本相同 ，但在距离上是不相同的 。 这是由于遗传图确定

的是基因或 DNA标记在染色体上的相对位置与遗传距离 。 物理图是

指以物理距离来表示其在 DNA分子上的位置而构成的位置图

18畅2 　基因组测序与序列组装

18畅2畅1 　基因组测序策略
　 　基因组序列的测定是一种大规模的序列测定 ，选择适当的测序策略是很重要的 。 主要有两种测
序策略 ，一种是自上而下（ top唱 dow n mapp ing）或由长到短作图策略 ；另一种是全基因组鸟枪法（ w ho le唱
genome shotgun method）作图策略 ，也称自下而上（ Bo ttom唱 up app roach／mapp ing）或由短到长作图策略
（图 18 7） 。
　 　在“自上而下”测序作图策略中 ，首先建立连续叠连克隆系（ overlapp ing c lones）或叠连群（ contig） 。
再对单个叠连群采用鸟枪法对其中的克隆逐个进行测序 ，最后在叠连群内进行拼接出全长序列 。 同
时 ，需要辅以构建大 DNA克隆（ 100～ 10 000 kb） ，并把克隆依染色体排列构成染色体的克隆图 。 当
对每个克隆测序完成后 ，就可以拼装出整个染色体的 DNA序列 。
　 　在“全基因组鸟枪法”测序作图策略中 ，直接将基因组 DNA随机切成 2 kb左右的小片段（ BAC
克隆） ，然后进行随机末端测序 ，再以基因组的分子标记为起点进行 DNA片段拼接 ，其余过程辅以少
量大片段（约 10 kb） ，计算机分析串联得全序列 。

18　基因组学与后基因组学
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图 18 7　两种测序作图策略（引自 B row n，2002）
一种测序作图策略为克隆叠连群法 ，先建连续叠连群 ，再对单个叠连群采用鸟枪法对其中的克隆逐个进行测序 ，最后在

叠连群内进行拼接 ，拼接出全长序列 ；另一种为全基因组鸟枪法 ，直接将基因组 DNA随机切成小片段（ BAC克隆） ，然后

进行随机末端测序 ，再以基因组的分子标记为起点进行 DNA片段拼接

18畅2畅2 　基因组测序方法与组装
　 　基因组序列测定技术经历了从手工到自动 ，从慢到快的发展过程 。 20世纪七八十年代 DNA测
序技术主要有 Sanger双脱氧链终止法（末端终止法）和 M axam唱G ilbert化学修饰法 。 1977年英国 San唱
ger实验室采用末端终止法完成的 Ф X174全基因组的测定是世界上第一个被测定的基因组 。 由于基
因组测序是大规模的序列测定 ，要求快速 、准确 ，这就必须要求实现自动化测序 。 Sanger的末端终止
法具有这些特点 。因此在后来很快取代了 M axam唱G ilbert的化学修饰法 ，而成为 DNA序列测定的主
流技术 。
　 　荧光标记的应用 、荧光自动测序仪的发明（Hunkap iller等 ，1991） 、高质量 DNA聚合酶的获得以及
引物合成成本的降低等使现代基因组的大规模序列测定成为可能 。其所采用的测序基本原理仍然是
Sanger末端终止法原理 。荧光毛细管电泳技术是目前基因组序列测定的主要技术之一（图 18 8） 。主要
优点是 ：① 使用不同荧光色彩的标记化合物 ，分别标记 4种 ddN TP，加入到一个反应中 ，聚合链终止
反应完成后 ，可以获得分别带有 A ，C ，T和 G的 DNA单链 。 ② 自动化荧光测序系统避免了人眼分辨
的差错 ，结果准确可靠 ，测序质量大大提高 。 ③ 测序速度提高 ，有 96个泳道 ，每次可同时进行 96次
测序 ，极大地提高了测序的工作效率 ，1天可完成近千次反应 。

18畅2 　基因组测序与序列组装
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　 　 DNA芯片（DNA chip）杂交测序（ sequenc ing by hyb rid iza tion）技术是近年发展起来的一种新技术 。

图 18 8　荧光毛细管序列测定原理
（引自 B row n，2002）

所谓 DNA芯片 ，是指采用类似大规模集成电路
的手段将寡核苷酸探针或者 DNA 、cDNA有规律
地排列固定在指甲大小（或更小）的硅片上而形
成的测序集成块 。 在 DNA芯片杂交测序技术
中 ，由于事先已将各种排列顺序的寡核苷酸探针
固定在芯片上 ，每个寡核苷酸探针在排列的方阵
中都有固定的位置 。当待测的样品 DNA分子与
芯片温浴 ，凡是能杂交的寡核苷酸都会在确定的
位置发出杂交信号 ，然后根据获取的信息将寡核
苷酸的序列进行对比组装 ，拼接成完全的 DNA
序列 。 例如有一个 12 核苷酸序列 GTAG唱
CAGATGTA，可以被解析为 5个寡核苷酸 ，相邻
两核苷酸之间只差开一个核苷酸 ，而重叠其余 7
个核苷酸 ，则有以下对位方式 ：

　 　 　 　 　 　

　 GTAGCAGATGTA
1畅 CAGATGTA
2畅 GCAGATGT
3畅 AGCAGATG
4畅 TAGCAGAT
5畅 GTAGCAGA

在这里每个寡核苷酸片段长 8个碱基 ，则其所有
可能的排列顺序为 48 ＝ 65 536种可能 。 当我们
将该 12 nt的核苷酸序列与一组由总数为 65 536
种的 8 nt寡核苷酸组成的探针群体（芯片）杂交
时 ，仅有 5种探针可与该 12 nt的核苷酸序列形成完全互补的双链体分子（图 18 9） 。

图 18 9　 DNA芯片杂交测序
（引自曹仪植 ，2002）

　 　 无论是用全基因组鸟枪法还是采用叠连群逐条克隆法测序 ，得到的都是成百上千万的小片段
DNA序列 ，最后必须要将它们组装成基因组每条染色体上真实的排列顺序 ，这是手工操作无法完成
的 ，需要借助计算机和数据库以及相关的软件系统 。因此 ，DNA序列的组装是一项浩繁 ，技术要求高

18　基因组学与后基因组学
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而又精细的工作 。
　 　首先需要对 DNA序列测定的数据质量和准确性进行评估 ，包括 ：在测序仪读取信息后 ，进行碱
基识别过程的同时 ，软件根据荧光曲线波形给出每个碱基的可信度 ；软件确定所测的每个样品的高质
量部分 ；在序列拼接完成后 ，软件对拼接成的叠连群整体的可信度进行评估 ，给出可能的错误率 。
　 　进行序列的组装 ，一般采用的软件是 PhilG reen实验室建立和发展的 Phred唱 Phrap唱C onsed系统 。
这套软件不仅适用于大规模测序 ，也适用于一般的实验室 。但是随着基因组计划的进行 ，各国各实验
室都开发和建立了自己基因组测序组装的相关软件 。
　 　在基因组测序和组装方面我国也走在世界的前列 ，在 2002年 12月初我国率先完成了籼稻全基
因组“精细图”的绘制 。该图谱的特点和意义是 ：① 该图覆盖了 97%的基因序列 ，并将其中 97%的基
因精确地定位在染色体上 ；覆盖基因组 94%的染色体定位序列准确性达到 99畅 99% 。 成为迄今为止
唯一的基于“全基因组鸟枪法”构建的大型植物基因组高精度基因图 。 ② 通过对籼稻和粳稻亚种基
因组已定序列的比较分析 ，发现了 100多万个单核苷酸多态性 ，并在染色体上定位和整合在精细基因
图谱上 。 ③ 预测出约 6万个水稻基因 ，利用这些信息 ，制备出了全基因组基因芯片 。 ④ 通过比较基
因组学研究 ，发现水稻和拟南芥基因组在基因组结构 、基因表达和基因功能方面存在广泛差异 。
⑤ 建立了全基因组鸟枪法测序基因组组装的计算机软件体系 ，使我国成为世界上少数拥有组装高精
度全基因图的国家之一 。

18畅3 　基因组图谱构建与应用

18畅3畅1 　人类基因组遗传图谱的构建
（1） 经典遗传图谱的构建

　 　首先要对用于作图的基因是否连锁进行判断 。 在人类遗传学研究中 ，由于通常不知道父母的基
因型和父母中标记基因的连锁相是互斥还是互引 ，因而无法简单地通过计算重组体出现的频率来进
行连锁分析 ，而必须通过适当的统计模型来估算重组率 ，并采用或然比或似然比（ like lihood ra tio， r）检
验的方法来推断连锁是否存在 ，即比较假设两个座位间存在连锁（ r＜ 0畅 5）的概率与假设没有连锁
（ r＝ 0畅 5）的概率 。这两种概率之比可以用或然比统计量来表示 ：即 P1（ r）／P2（ 0畅 5） 。 或然率是将连锁
与独立分配区别开来的关键数据 。遗传学上通常用或然率的常用对数作为标准的衡量方法 ，该值的
对数值称为 Lod值（ Lod sco re）或对数优势比（ logarithum o f the odds） ：根据两个非此即彼的假设 ，计算
数据的整体或然性 ，以确定两个基因座或是按一定的重组率而相互连锁的可能性或是互不连锁的可
能性 ；这两种可能性之比 ，是基因座实际上为连锁的可能性 ；这个比率的 10作底的对数就是对数优势
比 。为了确定两对基因之间是否存在连锁 ，一般要求或然比大于 1 000·· 1，即 Lod＞ 3；而要否定连锁
存在 ，则要求或然比小于 100·· 1，即 Lod＜ 2。在其他生物遗传图谱的构建中 ，或然比的概念也用来反
映重组值的可靠程度或作为连锁是否真实存在的一种判断尺度 。
　 　通常判定连锁关系是以 Lod值大小为依据 。 Lod值为 0，意味着连锁假设与不连锁假设的可能
性是相等的 ；Lod值为正值 ，有利于连锁 ；Lod值为负值 ，表示有一定重组率的连锁 。 显著性的域值是
＋ 3和 － 2。 Lod＝ ＋ 3时 ，连锁的概率为 95％ 。如果两个基因座都在 X染色体上 ，则 Lod＝ 2畅 5，就足
以说明两者是连锁的 。
　 　一旦若干连锁基因被确定 ，接下来是估计基因座位的图距 ，并排列出这些基因的相互远近关系 ，
从而构建出一张基因的连锁图 。我们知道遗传距离的单位是厘摩 ，1 cM大约相当于两个基因间平均

18畅3 　基因组图谱构建与应用
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发生 0畅 01次交换而产生的距离 。细胞遗传学的研究表明 ，在产生一个种系细胞的减数分离过程中 ，
平均的交换次数为 33次 ，由此推算 ，人类染色体的平均遗传长度就应约为 3 300 cM 。 1 cM约相当于
1 000 kb，则人类基因组约 33亿个碱基对 。
　 　由上可知 ，经典遗传学图谱主要用来确定生物体的基因在染色体上的排列 ，只能标明基因之间的
相对位置 ，无法指明基因在染色体上的具体位置 ，因此无法按这种图谱直接分离和克隆基因 。 因而 ，
在人类基因组计划中利用价值不大 。

（2） 现代遗传学图谱的构建
　 　现代遗传学图谱的概念是 D avid B o tste in等于 1980年提出来的 ，当时由于 DNA限制性内切酶和
连接酶的应用 ，RFLP成为一种崭新的 DNA多态性标记 。他们利用 RFLP作为标记去构建多态性基
因与这些标记连锁关系 ，进而确定多态性基因的位置 。 其精髓在于将单纯的表型研究深入到 DNA
分子的本质上去 。随后 ，亨廷顿舞蹈病成为第一个被确定与这些标记连锁的常染色体遗传病 。
　 　建立精细的人类遗传图谱的关键是获得足够多的高度多态性的标记 。
　 　第一代用作遗传图谱的 DNA遗传标记是 RFLP。 1987年 ，D onis唱K eller等发表了第一张人类的
RFLP连锁图 ，由于核苷酸序列的改变遍及整个基因组 ，特别是在进化中选择压不是很大的非编码序
列之中 ，RFLP的出现频率远远超过了经典蛋白质多态性 。 但是 ，由于 RFLP仅局限于 1个或少数几
个核苷酸的突变 ，一般只能产生限制性酶切位点的“切开”与“不切开”两种情况 ，故所提供的“多态性”
信息量较小 。
　 　第二代 DNA遗传标记利用了存在于人类基因组中的大量重复序列 。 短串联重复（ sho rt tandem
repeat，STR）具有“多态性”与“高频率”两个突出的优点 ，并可以用 PCR检测 ，具有其他标记不可替代
的优点 。 1996年 3月 14日 N ature发表了法 、加合作获得的人类最新的遗传连锁图 。该图由 5 264个
微卫星（ AC／ TG） n 标记组成 ，遗传距离（分辨率）平均为 1畅 6 cM ，已超过美国原计划到 2000年达到
2畅 5 cM的指标 。
　 　第三代 DNA遗传标记是 SN P。 SN P遗传标记分析完全摒弃了经典的凝胶电泳 ，代之以最新的
DNA芯片技术 ，是目前发现的最好的遗传标记 ，而且已成为研究基因组多样性和识别 、定位疾病相关
基因的一种新手段 。
　 　自人类基因组序列图提前绘制后 ，人类基因组研究的主战场已经转入“单体型图” 。 2002年 10
月 ，中 、美 、英 、日和加拿大五国代表在美国华盛顿正式启动了“人类基因组单体型图计划” ，它将整合基
因组测序结果 ，从基因组水平检测不同族群的 SNP位点 ，绘制人类基因组中独立遗传的 DNA“始祖板
块”及 SNP标记的完整目录 ，以确定不同人群之间的基因差异 ，从而建立人类遗传的群体信息资源库 。

知识窗 18 1

世界首份“个人版”全基因组图谱面世

———诺贝尔奖得主“DNA之父”詹姆斯·沃森（ Jam esW atson）的“生命天书”

　 　 2007年 5月 30日 ，DNA之父 ——— 79岁的沃森博士获得了一张由美国贝勒医学院人类基因组测
序中心（Human G enome Sequenc ing C enter，Baylo r C o llege o fM ed ic ine）和“ 454生命科学公司”（ 454 L ife
Sc iences C o rpo ra tion）共同完成的 、储存着沃森自己全基因组序列的 DVD光盘 ，成为世界首位“个人
版”基因组图谱的拥有者（ N ature，1 June，2007，在线发表 ；do i：10畅 1038／ new s070528－ 10） 。 这是从
2003年人类基因组全序列图谱完成以来分子遗传学和基因组学研究领域的又一里程碑式的伟大
成就 。
　 　首先 ，这标志着人类基因组测序技术的快速改进和提高 ，耗时与耗资均大幅下降 。 1990年启动
的“人类基因组”计划用了 13年时间才完成全序列图谱的绘制 ，耗资近 10亿美元（预计为 30亿美元 ，
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但实际支出由于技术的更新而减少很多） 。 绘制沃森的 DNA图谱采用了一种新的测序技术 ———
G enome Sequencer FLX（ TM） System s，不但极大地提高了测序效率 ，而且仅耗时 2个月 ，花费 100万美
元 。其次 ，2007年 5月 31日 ，沃森的基因组图谱被收入美国国家健康协会的数据库 （ http：／／
www畅 ncb i畅 nlm畅 nih畅 gov／ T races／ trace畅 cg i） ，并向全世界公开 ，研究者可以从中找到被认为与基因有关
的疾病 、智力 、冒险精神 、信仰和性格等问题的密码 。 沃森希望通过自己的行动带动更多的人进行基
因测序 。他认为 ，了解这些信息有助于提早预防癌症 、心脏病 、阿尔茨海默氏症等多种顽疾 ，甚至还能
让人更富有同情心 。这标志着个人基因组时代的到来 。第三 ，随着首份“个人版”基因组图谱的完成 ，
预示着不久的将来其他人的基因组图谱会陆续问世 。但要真正“读懂”个人的“生命天书”上的每一条
信息还有很长的路程 。因为人类对生命本质的认识还处在初级阶段 。 随着技术的进步 ，制作“个人
版”基因组图谱所需时间和成本会不断缩减 ，这无疑预示着个性化的基因组医学时代即将来临 。
　 　沃森称 ，他理解基于个人遗传因素方面的隐私被公开而受歧视所带来的恐惧心理 ，但这种担忧无
疑被夸大了 。从沃森“个人版”基因组图谱的研究分析中得知 ，沃森的基因组中包含很多变异的
DNA ，其中有的基因与癌变有直接的关联 。 据悉 ，从 20多岁开始 ，沃森就患有皮肤癌 。 沃森表示 ，他
允许将自己的基因组信息放在互联网上供科学研究 ，也是为了向社会证实此类信息并没有什么可怕
之处 。个人遗传信息的“生命天书”的隐私信息是否公之于众 ，是否应限制个人基因信息的公开 ，目前
都还处于争议阶段 。

18畅3畅2 　植物基因组遗传图谱的构建
（1） 选择 DNA分子标记

　 　目前用于植物遗传作图的 DNA分子标记有 RFLP、RAPD 、AFLP、SCAR（ sequence charac teristic
amplified reg ions）和 SSR等 。具体选用何种标记 ，要依据标记的特点 、实验条件 、作图植物的生长发育
特性 、对该植物的研究情况及实验目的等决定 。

（2） 亲本的选配
　 　亲本的选择直接影响到构建连锁图谱的难易程度及所建图谱的适用范围 。
　 　对亲本的选择要考虑亲本间的 DNA多态性 、亲本材料的纯度和杂交后代的可育性等问题 。 一
般 ，异交作物的多态性高 ，自交作物的多态性低 。育种家常将野生种的优良性状转育到栽培种中 ，这
种亲缘关系较远的杂交转育 ，DNA多态性非常丰富 ；亲本材料纯度影响试验结果 ，纯度不高的要自交
进一步纯化 ；亲本间的差异太大 ，减数分裂受到影响 ，后代可育性低 ，影响分离群体的构建 ，降低所建
图谱的可信度和适用范围 。最后 ，选配亲本时还应对亲本及其 F1杂种进行细胞学鉴定 。防止亲本间
有染色体易位 、缺失及 F1染色体异常等现象对作图的不利影响出现 。

（3） 分离群体类型的选择
　 　根据其遗传稳定性分离群体分为暂时性分离群体和永久性分离群体两类 。在暂时性分离群体中
分离单位是个体 ，经自交或近交后其遗传组成会发生变化 ，无法永久使用 ，这些群体包括 F2 、F3 、F4 、
BC和三交群体等 ；在永久性分离群体中分离单位是株系 ，株系间基因组有差异 ，而株系内个体间的
基因型是相同的（纯合的） ，是杂交不分离的 ，这类群体有重组近交系（ recomb inant inb red lines，R IL s）
和双单倍体（ doub le hap lo id，DH）群体等 ，它们可杂交或近交繁殖后代而不改变群体的遗传组成 ，可以
永久使用 。因此 ，构建 DNA连锁图谱应根据具体情况选择不同类型的分离群体 。 目前构建遗传连
锁图谱主要应用 F2群体 、R ILs和 DH群体 。
　 　 F2群体是常用的作图群体 ，迄今大多数植物的 DNA标记连锁图谱都是用 F2 群体构建的 。 其主
要优点是容易建立 F2群体 ，其不足之处是对于显性纯合与显性杂合基因型无法识别 ，造成基因型信
息简并现象的存在 。
　 　 R IL s群体是杂种后代经过多代自交而产生的一种作图群体 ，通常从 F2 开始 ，采用单粒传的方法
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来建立 。自交的作用是使纯合的基因型增加 ，杂合的基因型减少 ，因此 ，R ILs群体中每个株系都是纯
合的 ，因而 R ILs群体是一种可长期使用的永久性分离群体 ，又可以进行重复试验 。 它除了可用于构
建分子标记连锁图外 ，还特别适用于数量性状基因座（Q TL）的定位研究 。
　 　 DH群体是由植物的单倍体经过染色体加倍形成的二倍体即加倍单倍体或双单倍体（ DH）而来 。
DH群体产生的途径很多 ，最常见的方法是通过花药培养 ，诱导产生单倍体植株 ，然后对染色体加倍
产生 DH植株 。 DH植株是纯合的 ，自交后产生纯系 ，这种纯系可以稳定繁殖 ，长期使用 ，是一种永久
群体 。 DH群体的遗传结构直接反映了 F1配子中基因的分离和重组 ，因此 DH群体作图效率是最高
的 。同时 ，DH群体也适合于 Q TL作图 。
　 　由于植物可以很方便地建立和维持较大的分离群体 ，所以其遗传图谱构建工作的发展速度超过
了动物的同类研究 。迄今为止 ，已构建图谱的植物多达几十种 ，其中包括了所有重要的农作物 ，如玉
米 、番茄 、水稻 、小麦 、大麦 、燕麦 、大豆 、高粱 、油菜 、莴苣 、马铃薯等 。

（4） 群体大小的确定
　 　遗传图谱的分辨率和精度与群体的大小有密切的关系 。 群体越大 ，作图精度越高 。 但群体太大
会增加实验工作量和费用 。因此确定合适的群体大小是十分必要的 。 一般 ，构建 DNA标记连锁图
谱所需的群体远比构建形态性状特别是数量性状的遗传图谱要小 ，大部分已经发表的分子标记连锁
图所用的分离群体一般都不足 100个单株和家系 。 在实际工作中 ，构建分子标记骨架连锁图可基于
大群体中的一个随机小群体（如 150个单株或家系） ，当需要精细地研究某个连锁区域时 ，再针对性地
在骨架连锁图的基础上扩大群体 。

（5） 连锁图谱制作的统计学原理
　 　 ① 两点测验 　对两个基因座位之间的连锁关系进行检测 ，称为两点测验 。 在进行连锁测验之
前 ，必须了解各基因座的等位基因分离是否符合孟德尔分离比例 ，这是连锁检验的前提 。在共显性条
件下 ，F2群体中一个座位上的基因型分离比例为 1·· 2·· 1，而 BC1和 DH群体中分离比例均为 1·· 1；在
显性条件下 ，F2群体分离比例为 3·· 1，而 BC1和 DH群体中分离比例仍为 1·· 1。检验 DNA标记的分
离是否偏离孟德尔比例 ，一般采用 χ2

检验 。而对基因座位之间的连锁关系 ，则采用或然比检验的方
法 ，即 Lod值的大小来进行重组率的估计从而推断连锁是否存在 。
　 　 ② 多点测验 　在构建分子标记连锁图谱中 ，每条染色体都涉及许多标记座位 。 要确定这些标记
座位在染色体上的正确排列顺序及彼此间的遗传距离必须同时对多个基因进行联合分析 ，利用多个
基因座间的共分离信息来确定它们的排列顺序 ，进行多点测验 。多点测验通常也采用或然比检验法 。
先对各种可能的基因排列顺序进行最大或然比估计 ，然后通过或然比检验确定出可能性最大的顺序 。
在一条染色体上 ，经过多次多点测验 ，就能确定出基因的最佳排列顺序 ，并估计出相邻基因间的遗传
图距 ，从而构建出相应的连锁图 。

（6） DNA标记分离数据的处理
　 　从分离群体中收集分子标记的分离数据 ，获得不同个体的 DNA多态性信息 ，是进行连锁分析的
第一步 。通常各种 DNA标记基因型的表现形式是电泳带型 ，将电泳带型数字化是 DNA标记分离数
据进行数学处理的关键 。进行 DNA标记带型数字化的基本原则是 ，必须区别所有可能的类型和情
况 ，并赋予相应的数字或符号 。 例如 ，用 RFLP标记构建遗传图谱 ，假设全部试验共 100个 F2 单株 ，
检验了 90个 RFLP标记 ，经数字化处理 ，可得到一个由 90（行） × 100（列）的 、由简单数字组成的 RFLP
数据矩阵 。获得有关数据矩阵后 ，选择适合的构建 DNA标记图谱的计算机软件对其进行分析和处理 。

18畅3畅3 　物理图谱的构建
（1） 细胞遗传学图谱

　 　细胞遗传学图谱（ cy togene tic map）是将基因或 DNA片段直观定位于染色体上的物理图谱 ，因此
也称为染色体图谱（ chromo some map） 。它是把基因或其他被分离出的 DNA片段定位在它所在的染
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色体区域 ，并且粗略地测出它们之间相距的碱基长度 。其图谱的制作主要采用原位杂交技术 ，将目标
基因或特定的 DNA片段定位到特定的染色体区带上 。细胞遗传学图谱制作的关键是原位杂交探针
序列与染色体目标序列的相互作用 。 目前用得最多的是荧光原位杂交（ fluoscence in situhybridiza唱

tion，FISH）技术 。 其基本原理是将 DNA探针用特殊修饰的核苷酸分子标记（如生物素 b io tin dUTP
或地高辛 d ig oxigenin dUTP） ，使标记的探针通过碱基互补原位杂交到染色体切片上 ，再用与荧光素
分子偶联的单克隆抗体与探针分子特异结合来检测该 DNA序列在染色体上的位置 。 近年发展起
来的染色体 DNA F iber F ISH技术 ，可以将几组探针带上不同的荧光标记 ，同时与染色体杂交 ，利
用不同的抗体进行检测 ，一次可以进行多个位点的杂交 ，并且有较好的分辨率 。 一般染色体原位
杂交的分辨率在 3 M b左右 ，即两个相距小于 3 M b的探针杂交信号会相互重叠 ，不能分清 。 改进
的 F ISH技术能将 DNA序列精确到 2～ 5M b的范围 。 而 DNA F iber F ISH结合多色荧光路标探针 ，
与 DNA大分子限制性酶切位点进行精密排序 ，分辨率可达到 0畅 5～ 8 kb。

（2） 限制酶切图谱
　 　 DNA限制性内切酶酶切图谱是一种重要的 DNA物理图谱 ，它由一系列位置确定的多种限制性
内切酶酶切位点组成 ，以直线或环状图式表示 。 限制性内切酶在 DNA链上的切口是以特异序列为
基础的 ，核苷酸序列不同的 DNA ，经酶切后就会产生不同长度的 DNA片段 ，由此而构成独特的酶切
图谱 。其主要的步骤是 ：制备克隆 DNA ；克隆 DNA指纹分析 ，包括酶切 、电泳分离 、杂交标记或图像
处理 ；计算机对克隆的排列和 DNA片段的排序 ；填补空隙 ，包括分离新克隆 ，PCR验证等 。
　 　构建 DNA限制性内切酶图谱有许多方法 。 通常结合使用多种限制性内切酶 ，通过综合分析多
种酶的单酶切及不同组合的多种酶同时酶切所得到的限制性片段大小来确定各种酶的酶切位点及其

相对位置 。
（3） 叠连群图谱

　 　一组相互两两头尾拼接的可装配成长片段的 DNA序列克隆群称为叠连群 。 分辨在基因文库克
隆中叠连群插入片段的顺序关系 ，通过相互邻接的两个片段间存在的重叠部分 ，推断出各叠连群覆盖
整个染色体的克隆片段在染色体上的顺序 ，最后构建出叠连群图谱（ contig map） 。其具体步骤是将染
色体切割成小片段后 ，克隆并排序 ，得到由排好序的插入 DNA片段克隆组成的叠连群 。 克隆叠连群
有多方面的重要应用 ，是人类基因组计划物理图谱的核心部分 。使用这些叠连群图谱 ，可以重新确定
克隆片段或其他 DNA探针在基因组中的位置 ，一旦构建成叠连群图谱 ，则整个基因组就可以以克隆
形式获得 ，从而可在碱基序列水平上用这些克隆来分析基因组的任何区域 。
　 　克隆叠连群的组建通常采用染色体步移（ chromo somalw alk ing）法 。首先从基因文库中随机取出
一个指定的或随机克隆 ，然后在文库中寻找与之重叠的第二个克隆 。 在第二个克隆的基础上再寻找
第三个克隆 ，依次延伸 ，这便是克隆叠连群图谱构建的基本原理 。 从实验技术上看 ，一个叠连群是一
组克隆跑胶后的一系列泳带序列 ，这些泳带序列相互部分重叠 ，并仅属于一个叠连群 ，且每个叠连群
至少含有一条泳带 。根据重叠顺序的相对位置 ，通过原位杂交的方法将各个克隆首尾连接 ，即构成了
一个连续的序列 ，其长度即叠连群长度 ，可达几百万碱基对 。 当今将克隆片段装配成叠连群 ，主要依
靠计算机来处理 。首先计算重叠的可能性 ，如果重叠的可能性在 90％ 以上 ，可认为两个克隆是相邻
的 ，将之重叠起来 ，然后再将其他重叠可能性大的克隆找出 ，这样可逐步增长 ，直至形成这个叠连群 。
质粒 、BAC 、PAC和 YAC文库都能构建叠连群 。叠连群图谱的绘制往往是核苷酸测序的第一步 。

18畅3畅4 　基因组图谱的应用
（1） 寻找新的基因

　 　弄清基因组序列中所包含的全部遗传信息 ，即从基因组序列中进行基因搜寻 、分析与基因相关的
序列 ，这是解读整个基因组图谱的基础 。
　 　在基因组序列中查找新的基因有多种方法 ：一是根据已知的序列进行人工或计算机分析 ，来寻找
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与基因相关的序列 。二是通过同源查询来寻找基因 。利用已存入数据库中的基因顺序与待查基因序
列进行比对 ，从中即可查找与之匹配的碱基顺序用于界定基因 。现有生物的不同种属之间具有功能
或结构相似的直系基因成员 ，它们具有共同的起源 ，存在保守序列 。 当某一 DNA序列含有这类基因
时 ，通过与已确定的其他基因序列比较 ，就可以发现其中的相似性 。

（2） 基因的克隆与分离
　 　根据饱和的基因组图谱 ，可以对基因进行克隆和分离 。有多种克隆和分离基因的方法 。 通过图
位克隆法（map唱 based c loning）或定位克隆（ po sitiona l c loning）法 ，对基因进行克隆与分离是一种比较常
见的方法 。它是根据功能基因组中都有相对较稳定的基因 ，在利用分子标记技术对目标基因进行精
细定位的基础上 ，用与目的基因紧密连锁的分子标记筛选 DNA文库（包括 YAC 、BAC 、TAC 、PAC和
co sm id文库） ，从而构建目的基因区域的物理图谱 ，再利用此物理图谱通过染色体步移逐渐逼近目的
基因或染色体登陆（ chromo some land ing）的方法最终找到包括该目的基因的克隆 ，并通过遗传转化试
验证实目的基因的功能 。
　 　随着人类基因组计划信息资料的积累和各种数据库的建立 ，我国及时建立了利用生物信息学方
法进行基因克隆的技术 ，例如 1997年夏家辉等建立了“基因家族 ———候选疾病基因克隆”的生物信息
学克隆的技术 ，利用该法克隆到 9个全长 cDNA ，并于 1998年 5月在国际上最早克隆到定位在 1p34
的 ，以高频听力下降为主要特征的 ，神经性耳聋的疾病基因 G JB3。 该基因是完全在我国本土上独立
克隆的第一个疾病基因 ，实现了我国本土上克隆遗传疾病基因零的突破 。

（3） 基因功能的预测
　 　利用基因组图谱对基因功能进行预测 ，观察基因组作为一个整体如何行使其功能 。 基因功能的
预测可以通过计算机预测和实验确定两种途径进行 。计算机预测可以通过比较基因的同源性和氨基
酸的一致性或相似性来进行 ，由已经确定了的基因和多肽的功能可以推断与之同源的片段的功能 。
通常氨基酸水平的比较可以更为有效地确定两个 DNA顺序是否同源 ，更为准确地推测基因功能 。
有时两个无明显同源的基因间会出现局部相似的区域 ，这是因为其功能域有共同的起源 。
　 　 通过实验对基因功能进行预测 ，主要是采取反求遗传学（ reverse gene tics）的方法 ，可通过从
DNA 、RNA水平上进行各种定点破坏结构基因或抑制结构基因的表达 ，包括定点引入碱基突变 、基
因敲除（ knock唱 out） 、反义 RNA技术 、RNA干扰技术 、转座子插入突变技术等 ，使基因或突变或缺失或
失活来鉴别目标基因相关的表型 ；或在基因组内定位表达目的基因 ，或通过酵母双杂交系统等来研究
基因的表达及其功能 ，或通过转基因方法来研究基因的功能 ，以及通过基因芯片等技术来研究和预测
基因的功能 。

（4） 比较基因组学研究
　 　通过基因组比较作图（ compara tive mapp ing）可以揭示染色体或染色体片段上同线性（ synteny）或
共线性（ co linearity）的存在 ，从而对不同物种的基因组结构及基因组进化历程进行精细分析 。 比较作
图就是利用共同的分子标记（主要是 cDNA标记及基因克隆）在相关物种中进行物理或遗传作图 ，比
较这些标记在不同物种基因组中的分布情况 。

（5） 基因定位 　
　 　 借助基因组图谱 ，可使基因定位在精度 、深度 、广度等方面有极大的提高 。 基因定位有多种方
法 ，其中全基因组扫描法（ genome唱w ide scanning）是一种新的基因定位方法 。 该法在对人类许多与疾
病相关基因的定位中产生了很好的效果 。 其原理是利用人类基因组内存在的大量的短串联重复
序列（ STR） ，即微卫星标记 。 通过 PCR利用特定序列的引物可将某条染色体上特定位置的 STR扩
增出来进行分析 ，探测在它的周围是否存在疾病相连锁的相关基因 。 该方法并不能直接寻找到具
体的相关基因 ，而是通过研究均匀分布于整个基因组的微卫星标记来间接筛查其相关的基因 。 在
得到阳性结果后 ，又可在这些阳性位置附近再加密微卫星标记 ，用同样的方法来确定哪一个与疾
病连锁的可能性最大 ，这样在不断缩小分析范围后 ，相关基因定位的范围也越来越明确 ，当目标基
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因的定位精确度达到约 1 cM（即 100万碱基对）时 ，采用或是直接在该区域进行大规模测序 ，找到
候选基因后在该疾病及正常人群中进行突变筛选 ；或选择与该疾病表型呈连锁关系的微卫星位点
作为标记筛选入基因组文库 ，以阳性克隆的 DNA为探针筛选 cDNA文库 ，对阳性 cDNA克隆进行
测序并进行致病基因突变最终筛查出该疾病的相关基因 。

18畅4 　基因组 DNA大片段文库的构建

18畅4畅1 　酵母人工染色体文库
　 　完整的基因组文库（ genom ic lib rary）的构建是进行基因组作图的先决条件 。 目前构建大片段基
因组文库主要有 YAC 、BAC和 PAC载体系统 ，它们的区别如表 18 2：

表 18 2 　基因组克隆所采用的高容量载体

载体 容量／ kb 复制子 宿主 导入细胞方式 重组子的筛选 克隆 DNA的回收
YAC 250～ 400 ARS 酵母 转化 ade2 脉冲场凝胶

BAC 120～ 300 F 大肠杆菌 电穿孔 α互补 碱提取

PAC 130～ 150 P1 大肠杆菌 电穿孔 sacB 碱提取

　 　酵母人工染色体（ yeast artific ia l chromo some ,YAC）由 3种功能单位（元件）组成 ：着丝粒 DNA序
列（ centromere DNA sequence，CEN）是染色体有丝分裂和减数分裂并保证向两极运动的必需组分 ；端
粒 DNA序列（ te lomere DNA sequence，TEL）能与端粒酶结合 ，完成染色体末端复制 ，防止染色体末端
融合及降解 ；自主复制序列（ autonomously rep lica ting sequence，ARS）确保染色体在细胞周期中能够自
我复制 ，维持染色体在世代传递中的连续性 。
　 　 ARS、CEN和 TEL这 3种关键序列是真核生物染色体自主复制功能基本的 ，也是必需的结构基
础 。所有真核染色体中都含有这 3种功能元件 。 用重组技术将这 3种元件分别从染色体上分离出
来 ，并按顺序重组就构成了所谓的人造微小染色体（ artific ia lm inichrom som e） ，将这种线状的小染色体
转化进入酵母细胞后可以进行正常的复制和有丝分裂 。称这种“人造微小染色体”为酵母人工染色体
即 YAC 。人工染色体在细胞周期中可以正常复制 、配对 、分离 。这种小染色体经过改造 ，组装上作为
载体所必需的其他功能序列 ，例如多克隆位点（ SmaⅠ 、N o t、EcoR Ⅰ 等）和选择标记（ Sup 4、URA3和
TRP等）等就可以成为人工染色体载体 。
　 　图 18 10显示了用 pYAC 4载体构建植物 YAC文库的基本步骤 。首先 YAC载体用 BamH Ⅰ 和
EcoR Ⅰ消化和去磷酸化 。同时 ，植物基因组 DNA用 EcoR Ⅰ部分消化 ，制备 M b级大片段 DNA ，利用
脉冲场凝胶电泳（ PFGE）进行 1或 2次选择 ，PFGE能分辨大至 12 000 kb的 DNA分子 ，对 YAC克隆
片段（ 100～ 1 000 kb）的分析十分适宜 。然后将 YAC载体与一定大小的基因组 DNA片段重组 ，将得
到的重组体转化酵母宿主 ，依据尿嘧啶原养型和红色进行转化体筛选 ，红色菌落为候选克隆 。将红色
克隆进一步转移到缺乏色氨酸和尿嘧啶的培养基中以证实转化体中有 YAC两臂的存在 。 1983年
M urray等首次构建了长度为 55 kb的酵母人工染色体 ，1987年 Burke等构建了能克隆大片段的人体
DNA分子的载体 ，并构建了第一个 YAC文库 。至今已对很多种真核生物构建了 YAC文库 。
　 　 YAC的优点体现在 ：YAC载体具有灵活性 ，它可以作为一个质粒在大肠杆菌中增殖 ，因而可以
用于亚克隆进行序列分析 。当载体臂与基因组 DNA大片段连接导入酵母细胞后 ，又可以作为非人
工的或天然的染色体在酵母细胞中复制 。 YAC的最大优点是克隆容量大 ，可插入 100～ 2 000 kb的
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图 18 10　 YAC文库构建的基本步骤
（引自曹仪植 ，2002）

外源 DNA片段 ，利用不多的克隆就可以包含特定的基因组全部序列 ，这样可以保持基因组特定序列
的完整性 ，有利于通过重叠片段克隆绘制基因组物理图谱以及进行基因定位克隆等 。
　 　 YAC的不足是 ：① 某些克隆稳定性较差 ，存在序列重排和插入丢失现象 。 ② 嵌合现象严重 ，有
5％ ～ 50％的 YAC克隆存在嵌合现象 。在同一 YAC克隆中嵌合两个不连续的大片段 ，来自不同染
色体或同一染色体的不连续的区域 ，这些克隆很不适合测序和作图 。 ③ 插入 DNA片段的分离与纯
化困难 ，因为转化细胞中 YAC的分子结构与酵母天然染色体的分子结构有一定的相似性 。 ④ 转化
效率低 。

18畅4畅2 　细菌人工染色体文库
　 　细菌人工染色体（ bac teria l artific ia l chromo some ,BAC）是以细菌 F因子为基础 ，人工构建的大容量
细菌克隆体系 。细菌人工染色体其结构为环状的 DNA分子 。 例如 ，由 Shizuya等（ 1992）所构建的
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BAC克隆载体 pBAC 108L如图 18 11所示 ，其复制起点为大肠杆菌 F因子的复制起点 ，以氯霉素抗
性基因为选择标记 ，在 F质粒 pM BO 131基础上构建而成 。为便于克隆选择 ，K im等（ 1992）在 pFO S1
质粒克隆位点引入 pGEM 32的 lacZ基因片段 ，构建成 pBAC lac载体 ，可进行蓝白斑筛选 。

图 18 11　 BAC克隆载体 pBAC108L结构（引自朱玉贤等 ，2002）
pBAC 108L来自细菌的一个小型 F质粒 ，其中 o riS ， repE控制了质粒

的复制起始 ，pa rB和 parA控制了拷贝数

　 　 BAC文库构建的基本思路与 YAC文库相似 ，只是需要采用 BAC载体和大肠杆菌宿主系统 ，例
如 ，可用 pBe loBAC 11作为载体 ，以大肠杆菌 DH10B作为宿主来构建 BAC文库 。首先用限制酶 H ind
Ⅲ分别对载体和基因组 DNA进行适当消化 ，然后将一定大小的基因组 DNA片段与载体重组 ，经电
穿孔法转化大肠杆菌 。通过蓝／白颜色进行筛选 ，白色菌落为阳性克隆 。
　 　虽然 BAC载体的插入片段长度一般为 100～ 350 kb，小于 YAC载体的克隆片段 ，但是其优势在
于 ：BAC在大肠杆菌宿主中具有相当的稳定性 ；BAC文库中没有嵌合现象 ；采用电激法转化大肠杆
菌 ，转化效率比 YAC的转化效率高 10～ 100倍 ；由于 DNA以环状超螺旋形式存在于大肠杆菌 ，BAC
克隆易于操作和 DNA提取 ；采用菌落原位杂交方法 ，使 BAC文库筛选方便 ；BAC载体上的插入片段
可以直接进行测序以获得末端序列 。

18畅4畅3 　 P1噬菌体衍生人工染色体文库
　 　 P1噬菌体衍生人工染色体（ P1唱 derived artific ia l chromo some）是将 BAC和 P1噬菌体克隆体系
（ P1唱 c lone）的优点结合起来所产生的克隆体系 。 P1噬菌体作为载体 ，可克隆 95 kb长的 DNA片段 。
该体系将克隆的 DNA及载体包装 λ噬菌体颗粒后注入大肠杆菌中 ，其 DNA通过 P1 loxP重组位点
和在受体菌中表达的 P1 C re重组酶的作用而环化 ，形成环形质粒 。 P1唱 clone载体含有卡那霉素抗性基
因 ，便于筛选 。该环形质粒在宿主细胞中以单拷贝存在 ，可以避免因多拷贝所造成的克隆的不稳定性 。
　 　在 P1克隆及 BAC基础上 ，Loannou等（ 1994）结合 F因子及 P1噬菌体的特点构建了 PAC载体
及 PAC文库 ，PAC载体的插入片段平均为 130～ 150 kb。 PAC克隆通过电激法转化大肠杆菌 ，以单
拷贝形成稳定遗传 ，没有嵌合体 。由于 PAC无嵌合现象 ，可以作为 YAC连续克隆文库的重要补充 。
例如在日本水稻基因组计划（ R ice G enome P rogram，RGP）中 ，为了克服 YAC克隆的局限性 ，又以
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PAC为载体构建了水稻 N ipponbare（日本晴）基因组文库 ，此文库由 72 000个 Sau3A Ⅰ 酶切克隆组
成 ，平均插入片段长 120 kb，覆盖水稻基因组的 16倍 。
　 　高质量的大片段基因组文库的建成极大地方便了基因 、基因组的研究工作 。 在大片段基因组文
库基础上开展了大规模的物理作图 、测序 、图位克隆基因及基因转化 、分子标记的发掘 、着丝粒的研
究 、基因的定位及比较基因组的研究工作等 。

18畅5 　比较基因组学和功能基因组学研究

18畅5畅1 　比较基因组学
　 　比较基因组学（ compara tive genom ics）是一门通过运用数理理论和相应计算机程序 ，对不同物种
的基因组进行比较分析来研究基因组大小和基因数量 、基因排列顺序 、编码序列与非编码序列的长
度 、数量及特征以及物种进化关系等生物学问题的学科 。最重要也是最能体现比较基因组学的学科
特点的是不同生物间全基因组的核苷酸序列的整体比较 。
　 　随着人类基因组计划的完成和 676种生物全基因组序列的测定以及 3 109种基因组测序的即将
完成（GO LD ，G enome O nline D a tabase，2007 10 30） ，爆炸式增加的基因组数据需要进行比较 ，只有
进行基因组的比较分析 ，我们才能认识蕴藏其中的遗传信息或了解这种序列和表型的关系 ，获取更多
有效信息 。这是由于生物在进化上是相互关联的 ，对一种生物的研究可以为其他生物提供有价值的
信息 。比较基因组学的重要作用之一是它能根据对一种生物相关基因的认识来理解 、诠释甚至克隆
分离另一种生物的基因 。
　 　 ① 通过比较基因组学的研究加深了人们对基因组结构和基因功能的认识 　 例如对基因组大小
和基因数目的比较（表 18 3） ，使我们更进一步加深了对 C值悖理的理解 。基因组大小与遗传复杂性
并非线性相关 ，果蝇和线虫的基因组大 8～ 9倍于酵母 ，但其基因数目却仅为酵母两倍多 。 黑青斑河
豚基因数目比人类多 ，但它的基因组大小却仅为人类的 1／ 10。 这是因为编码区只代表总 DNA的很
小一部分 ，非编码序列的存在使我们不能从基因组总大小来推测其基因数目 。 一般大的基因组中有
非编码 DNA的大量增加 ，而编码序列的大小及数目的差别不如非编码序列显著 。 同一基因组中基
因的分布也是不均的 ，甚至某些区段的基因密度远远高于全基因组中的平均密度 ，形成基因岛（ gene
island）。已经发现一些基因岛中的基因群通常具有功能上的相关性 ，可能是造成这些基因紧密连锁
的重要原因 。

表 18 3 　部分物种的基因组大小与基因数目

物 　种 碱基对／ bp 预测基因数 备 　注

矱X174 5 386 10 E畅 co li的病毒
米米病毒 M im i virus 1 181 404 1 262 迄今基因组最大的病毒

甲烷球菌 M ethanococcus jannas唱
chii 1 664 970 1 783 第一个被测序的古细菌

超耐温寄生虫 N anoarchaeum eq唱
uitans 490 885 552 迄今发现的最小基因组

生殖道支原体 M ycoplasma ge唱
nitalium 580 073 485 最小的生物体

大肠杆菌 E畅 co li 4 639 221 4 377 4 290编码蛋白 ，其余编码 RNA
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续表

物 　种 碱基对／ bp 预测基因数 备 　注

蓝色链霉菌 S trep tomyces coeli唱
co lo r 6 667 507 　7 842 用来生产全世界 2／ 3的抗生素药以及其

他药物的放线菌

裂殖 酵 母 Schizosaccharomyces
pombe 12 462 637 4 929
酿酒酵母 Saccharomyces cerev i唱
siae 12 495 682 5 770
拟南芥 A rabidopsis thaliana 115 409 949 28 000 开花被子植物

水稻 O ryza sativ a 3畅 9× 108 37 544
秀丽隐杆线虫 Caenorhabd itis ele唱
gans 100 258 171　 19 427 第一个被测序的多细胞真核生物

黑腹果蝇 D rosophila melanogaster 122 653 977　 13 379
疟蚊 Anopheles gambiae 278 244 063　 13 683 携带疟疾寄生虫蚊虫

黑青斑河豚 Tetraodon nigrov irid is 3畅 42× 108 27 918
人 Humo spaiens 3畅 3× 109 约 25 000
大鼠 M ouse 2畅 7× 109 25 000左右
玉米 Zea mays 4畅 5× 109 ?
蝾螈 Amphiumaspp畅 7畅 65× 1010 ?
两栖动物 Amphibians 109 ～ 1011 ?
　 　 注 ：表中数据来源于 h ttp：／／ use rs畅 rcn畅 com／ jk im ba ll畅 m a畅 u ltrane t／ B io logyP ages／ G／ G enom eS izes畅 h tm l，并经过修改 。 表中数据截止日

期为 2007年 7月 13日 。

　 　 ② 比较基因组学的研究表明在亲缘关系较近的物种中存在保守的连锁群或染色体“板块”
结构 　人类与小鼠可能有 181个不同的保守连锁群 ，平均大小为 9 cM 左右 。 如小鼠的 11号染色体
很可能由多个祖先染色体片段“拼凑”而成 ，而这些片段在人类基因组中分布于 22q、7p、2p、5q、17p和
17q等染色体区域（图 18 12） 。 有人将人类的基因与小鼠的基因进行比较 ，发现有 1 886个基因同
源 。而大鼠的 775个基因中 ，有 542个与小鼠同源 ，530个与人类同源 。 2002年对小鼠物理图谱的绘
制证实小鼠与人的基因组存在着很高的相似性 。研究发现 ，小鼠基因组共有约 27亿个碱基对 ，比人
类少 15％ ，但其包含的基因数目约为 3万个 ，与对人类基因数的最新估计非常接近 。 人类和小鼠约
40％的基因组完全相同 ，80％的人类基因组可以在小鼠身上找到对应的基因组部分 。 大鼠基因组测
序结果（ 2004）也揭示 ，大鼠染色体上有 27畅 5亿个碱基对 ，与人类染色体上碱基对相当接近 ，大鼠约包
含了 25 000个基因 ，其中 90％的基因与小鼠以及人类的基因相匹配 。
　 　近缘物种如人类和黑猩猩相似性高达 98畅 7%（ Enard等 ，2002） ；远缘物种如酿酒酵母 S畅 cerev isiae
也有多至 30%的基因与人类基因相近 。借助这种相似性 ，我们可以通过对不同物种的基因组的比较
追踪它们在进化长河中的共同起源 。除了基因组成的相似性 ，在不同基因组中基因在染色体片段上
排列顺序也具有一致性 ，即共线性 ，更能体现基因组的共同起源 ，例如禾谷类作物之间具有广泛的共
线性 ，加之得到一些相应的遗传图和物理图 ，可以将某作物的共线性区域的标记作为相关作物进行精
细定位和鉴定候选基因 。作为模式作物水稻的小基因组为其他禾谷类基因组研究提供了基础 ，包括
鉴定高效直系基因 、调控区域 、基因功能和便利其他禾谷类基因组的测序 。 Go ff等报道几乎每个禾谷
类蛋白质与水稻都有一个相关基因 ，80% ～ 90%禾谷类基因与水稻有同源性 。 禾谷类作物中大部分
基因是保守的 ，它们的表型差异是由于少数不同基因或相似基因的功能差异引起的 。 通过基因组共
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图 18 12　小鼠 11号染色体和人染色体保守区段的比较（引自 S im on等 ，2002）
小鼠的 11号染色体 ，很可能由多个祖先染色体片段“拼凑”而成 ，而这些片段在人类基因组中分布于

22q、7p、2p、5q、17p和 17q等染色体区域

线性比较 ，有利于鉴定其他禾谷类定位的性状与水稻相关的基因 。
　 　从上述事例可见 ，基因共线性既可出现在不同基因组的对应区段 ，也可以出现在同一基因组内部
的不同染色体区段 。宏观水平的共线性系指遗传连锁图上锚定标记排列次序的一致性 ，而微观共线
性则指物理图上基因顺序的一致性 。在进化过程中 ，基因共线性被转座 、染色体片段的插入 、缺失 、重
排或加倍等各种因素所破坏 ，使得物种间进化距离越远 ，基因共线性越差 ，如水稻与小麦基因组的共
线性远大于水稻与拟南芥间的 。对于保守性高的区段 ，共线性的破坏往往会产生致命的结果 。 近缘
物种之间较为精确的微观共线性使得在基因组较小的模式生物中分离被精确定位在大基因组中的基

因成为可能 ，如致病基因 、重要功能基因等 。但微观共线性往往被各种各样的因素破坏 ，只在相当有
限的距离内保持 ，因而有的基因如植物中与抗病基因相关的区段由于共线性较低而很难实现跨种
分离 。

18畅5畅2 　功能基因组学
　 　随着多种生物全基因组序列的获得 ，基因组研究正在从结构基因组学（ struc tura l genom ics）转向
功能基因组学（ func tiona l genom ics）的整体研究 。 在功能基因组学的研究中通常运用高通量技术

18　基因组学与后基因组学



447　　

（ high唱 throuput techniques） ，如 DNA微阵列（DNA m icroarrays） ，反求遗传学技术如基因打靶（ gene tar唱
geting），转基因（ transgene）以及反义 mRNA（ antisense mRNA）和 RNA干扰（RNA interference，RNA i）等
技术来系统地分析基因功能及基因间相互作用 、基因组的时空表达以及发现和寻找新基因等 。
　 　 DNA微阵列技术又称 DNA芯片（ DNA chips）或基因芯片（ gene chips）技术 ，它通过将对应于不
同基因或 cDNA的 DNA片段或寡聚核苷酸点样于微芯片上形成高密度的矩阵 ，与荧光标记的总
mRNA进行杂交 ，然后通过激光共聚焦扫描检测并运用计算机软件对杂交信号进行自动化定性定量
分析 ，具有高通量 、实时 、灵敏 、准确等特点 。
　 　基因打靶是指通过转染的 DNA序列与细胞内同源的基因组序列（靶序列）之间进行同源重组 ，
以改变靶序列来研究其结构和功能或进行基因治疗的技术 。 基因打靶技术包括基因敲除（ knock唱
out）和基因敲入（ knock唱 in） ，前者是用无功能的 DNA序列与靶序列重组 ，破坏原基因组的遗传功能 ，
后者是用有功能的 DNA序列与受到破坏的靶序列重组使其恢复遗传功能 。 基因打靶技术是一种从
基因到表型的新研究方法 ，属于反求遗传学范畴 。
　 　反义 mRNA技术是通过向细胞导入一段与特定编码 mRNA互补的非编码 RNA链 ，使其与该段
mRNA特异性结合而定向阻抑靶基因表达的技术 。这一技术的成熟 ，为功能基因组学的研究和基因
治疗提供了新的思路 。在反义 mRNA技术的研究过程中 ，科学家们意外发现导入正义 mRNA（ sense
mRNA）与导入反义 mRNA具有等效的阻抑效应 。 而更令人吃惊的是如果导入相应双链 RNA
（ dsRNA） ，其阻抑效应比导入任一单链 RNA强十倍以上 ，dsRNA若经纯化则阻抑效应更强 。 这种双
链 RNA特异性地作用于与其序列配对的基因而抑制其表达的现象称为 RNA干扰 。 RNA干扰技术
作为一种新的定点基因敲落（ gene knockdow n）技术 ，赋予了功能基因组学 、基因治疗等全新的思路 ，
堪称生命科学近年来的革命性的突破 ，因而发现 RNA干扰机制的两位美国科学家安德鲁·法尔和克
雷格·梅洛荣获 2006年诺贝尔生理学或医学奖 。可见该项成果的重大科学意义（详见第 15章） 。

18畅5畅3 　蛋白质组学
　 　 2003年 4月 15日美 、英 、德 、日 、法 、中 6国共同宣布人类基因组序列图完成 。 至此 ，生命科学研
究进入了后基因组时代（ po st genome era） 。后基因组时代的基本任务是从整体水平上对生物进行功
能研究 ，从而导致了蛋白质组学（ p ro teom ics）的诞生 。
　 　蛋白质组学是研究细胞内全部蛋白质的组成 、结构与功能的学科 。 蛋白质组（ p ro teome）是指由
一个基因组所表达的全部相应蛋白质 。因此 ，蛋白质组与基因组相对应 ，也是一个整体的概念 ，是基
因组表达的全部蛋白质 。两者的根本区别在于 ：一个有机体只有一个确定的基因组 ，组成该有机体的
所有不同细胞基因组都相同 ；但基因组内各个基因表达的条件和表达的程度则随时间 、地点和环境条
件的不同而不同 ，因而它们表达的模式 ，即表达产物的种类和数量随时间 、地点和环境条件也是不同
的 。所以 ，蛋白质组是一个动态的概念 。由于蛋白质的种类和数量总是处在一个新陈代谢的动态过
程中 ，同一细胞的不同时期 ，其所表达的蛋白质是不同的 。同一细胞在不同的生长发育阶段和生长条
件下（正常 、疾病或外界环境刺激） ，所表达的蛋白质也是不同的 。正是这种复杂的表达模式表现了各
种复杂的生命活动 。 DNA序列并不能提供这些信息 ，所以仅用核酸语言不足以描述整个生命活动 。
再加上由于基因剪接 、蛋白质翻译后修饰和蛋白质剪接等 ，使从基因到蛋白质的遗传信息的表现规律
变得更加复杂 ，不再是经典的一个基因一个蛋白对应关系的理念 ，一个基因可以表达的蛋白质的数目
可能远大于一 。如现在预测人类基因总数为 20 000～ 25 000，但是已发现的蛋白质总数就已高达
200 000种 。
　 　蛋白质组学是蛋白质组概念的延伸 ，是在整体上研究细胞内蛋白质组的结构与功能及其活动规
律的科学 ，包括分析全部蛋白质组所有组成成分及它们的数量 ，确定各种组分所在的空间位置 、修饰
方法 、互作机制 、生物活性和特定功能等 。与传统对单一蛋白研究相比 ，蛋白质组学研究所采用的是
高通量和大规模的研究手段 。

18畅5 　比较基因组学和功能基因组学研究
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　 　双向电泳（ tw o唱 d imensiona l e lec tropho resis，2 DE）技术 、计算机图像分析与大规模数据处理技术
以及质谱（mass spec trome try，M S）技术是蛋白质组学研究的三大基本支撑技术 。 双向凝胶电泳是目
前分离蛋白质最有效的方法 ，是蛋白质组技术的核心 。在双向电泳中 ，第一相是以蛋白质的电荷差异
为基础进行分离的等电聚焦（ isoe lec tric focusing， IEF） ，第二相是以蛋白质分子量差异为基础的 SDS
PAGE（sodium dodecyl sulfate唱polyacrylamide gel electrophoresis）。近年由于第一相采用 IPG（ imm ob i唱
lized pH gradients）胶条 ，分辨率可达 0畅 001 pH单位 ，大大提高了分辨率和重复性 。在目前情况下双向
电泳的一块胶板（ 16 cm× 20 cm）可分出 3 000～ 4 000个 ，甚至 10 000个可检测的蛋白斑点 。 通常在
银染条件下 ，灵敏度可以达到 10－ 18 ～ 10－ 15 mo l水平 ，基本满足了对蛋白质组分析的要求 。 双向电泳
分离得到的图谱经扫描输入计算机 ，数字化处理 ，确定每个蛋白质点的等电点和相对分子质量 ，并进
行图谱间的比较 。提供蛋白质鉴定的初步信息 ，一旦蛋白质点经过分析鉴定 ，就可以建立起蛋白质组
数据库 。
　 　蛋白质组分析技术有多种选择 ，质谱分析以其快速 、准确 、灵敏而成为蛋白质组的主要鉴定分析
技术 。目前在蛋白质组鉴定分析中以电喷雾离子化（ e lec tro sp ray ioniza tion，ES I）质谱仪和介质辅助的
激光解吸／离子化飞行时间质谱（matrix唱 assisted laser deso rp tion／ ioniza tion唱 tim e唱 o f唱 flightmass spec trome唱
try，MALDI TOF MS）技术应用最为广泛 ，这是因为这两种质谱仪在离子化和质量分析方式上适应
于蛋白质大分子的性质 。它们都是“软电离”方法 ，即样品分子电离时 ，保留整个分子的完整性 ，不会
形成碎片离子 。现在质谱技术可在几分钟内完成一个蛋白质整个肽谱的鉴定 ，得到完整的蛋白质全
序列 ，经计算机数据库查询 ，可以很快地鉴定蛋白质 。 所谓“肽质量指纹图谱”（ pep tide m ass finger唱
printing，PMF）就是首先用蛋白酶部分消化 2 DE凝胶上的蛋白质 ，获得多肽 ，用质谱分析后得到的一
套多肽分子量质谱 。由于每个蛋白酶有相对固定的酶切位点 ，因此不同的蛋白质消化后获得的肽链
长度及数目 、肽链的氨基酸组成是不同的 ，所以各蛋白质的多肽分子量谱是特异的 ，称之为“肽质量指
纹图谱” 。
　 　目前 ，在蛋白质组的研究中有很多新的发展 ，例如 ES I质谱可以很方便地与高压液相色谱
（HPLC） 、毛细管电泳（ CE）等分离仪器在线联用 。运用 X射线衍射晶体分析（X唱 ray crystallography）和核
磁共振（ nuclearmagnetic resonance，NMR）分析蛋白质或多肽的三维结构 ；运用亲和色谱（ a ffinity chroma唱
tography）、酵母双杂交 （ yeast tw o hyb rid iza tion） 、荧光共振能量传递 （ fluo rescence resonance energy
transfer，FRET）和表面胞质团共振分析技术（ surface p lasmon resonance，SPR）分析蛋白质 蛋白质 、蛋
白质 DNA相互作用等 。
　 　蛋白质组研究中最重要的一个方面是数据库的建立 ，包括蛋白质序列数据库 、质谱数据库 、双向
电泳数据库等等 。著名的蛋白质组数据库有 Sw iss唱P ro t and T rEM BL（ http：／／ us畅 expasy畅 o rg／ sp ro t／） ，
PIR（International Protein Sequence Database，http：／／www畅 p ir畅 o rg／） ，P fam（ P ro te in fam ilies da tabase o f
alignments and HMMs，http：／／www畅 sanger畅 ac畅 uk／ So ftw are／ P fam／）和 PDB（ P ro te in D a ta B ank，http：／／
www畅 rcsb畅 o rg／ pdb／）等 。
　 　最使人振奋的是人类蛋白质组计划（Human P ro teome P ro jec t）是继人类基因组计划之后最大规
模的国际性科技工程 ，也是 21世纪第一个重大国际合作计划 。 其首批行动计划包括“人类血浆蛋白
质组计划”和“人类肝脏蛋白质组计划”（Human L iver P ro teome P ro jec t，HLPP） 。其中 HLPP是第一个
人类组织／器官蛋白质组计划 ，也将是我国第一次领导的重大国际协作计划 。拟在 2010年前后完成 。
HLPP的科学目标是 ：构建蛋白质表达全谱和蛋白质修饰谱 ，绘制蛋白质相互作用连锁图和细胞定位
图 ，建立符合国际标准的肝脏标本库 ，发展规模化抗体制备技术并建立肝脏蛋白质抗体库 ，建立完整
的肝脏蛋白质组数据库 ，寻找药物作用靶点和探索肝脏疾病防治诊治的新思路和新方案 。

18畅5畅4 　生物信息学与后基因组学
　 　生物信息学（ b io info rmatics）是运用计算机技术和信息技术开发新的算法和统计方法 ，对生物实验

18　基因组学与后基因组学
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数据进行分析 ，确定数据所含有的生物学意义 ，并开发新的数据分析工具以实现对各种信息的获取和
管理的学科 。生物信息学产生于 20世纪 80年代 ，它是生物学与计算机科学以及应用数学等学科相
互交叉而形成的一门新兴学科 。 生物信息学以计算机为主要工具 ，开发各种软件 ，对日益增长的
DNA和蛋白质的序列和结构等相关信息和生物学实验数据进行收集 、储存 、发行 、提取 、加工 、分析和
研究 ，同时建立理论模型 ，指导实验研究 。它由数据库 、计算机网络和应用软件三大部分构成 ，在基因
组计划中发挥不可替代的作用 。
　 　自动化测序技术和基因组计划催生了大规模的 DNA 、蛋白质序列实验数据 ，使得 G enBank，EM唱
BL（European Molecular Biology Laboratory nucleotide sequence database），DDBJ（DNA Data Bank of Ja唱

pan），PIR（Protein Information Resource）和 Sw iss P ro t等数据库也如雨后春笋般呈现眼前 ；在基因组
计划实施过程中和实施后产生的结构基因组学 、功能基因组学 、蛋白组学 、转录组学（ transcrip tom ics） 、
代谢组学（metabo lom ics）等使得分子生物学数据越来越多样化 。 没有强大的数据存取 、分析技术 ，它
们将是一堆垃圾 。随着计算机数据库技术的长足的发展 ，特别是互联网的出现 ，信息技术 、信息基础
设施的各个层面如数据库技术 、数据的访存接口技术 、出版技术及软件的开发与使用都发生了革命性
变化 ，这为生物信息学的产生和发展提供了强有力的动力 。
　 　目前生物信息学主要被应用在以下一些方面 ：大规模基因组测序中的信息处理与分析 ；基因组相
关信息的收集 、存取与管理 ；新基因和新 SN P的发现与鉴定 ，在“国际人类基因组‘单体型图’计划”实
施中 ，进一步确立世界上主要人群基因组的遗传变异图谱 ；基因识别及编码序列 、非编码序列分析 ；序
列比对 ，遗传密码的起源和生物分子进化 ；完整基因组的比较研究 ；大规模基因功能表达谱的分析 ；生
物大分子的结构模拟与药物设计和药物开发 ；生物信息学分析方法的研究 ；建立国家生物医学数据库
与服务系统等 。
　 　由于 DNA与蛋白质的不完全对应性 ，因此提出了转录组的概念 ，指特定环境下某生物一个或一
类细胞中由一套基因组转录产生的全套 RNA分子 。对于某种特定的生物 ，其基因组是固定不变的 ，
而转录组却是变化的 。转录组学是研究基因组转录产生的全部转录物的种类 、结构和功能的学科 。
尽管 RNA的表达水平与蛋白质实际表达水平存在差异 ，但它仍是走近生命活动真实过程的重要环
节 。我们将特定条件下 、特定时间点的特定细胞 、组织 、体液 、器官或生物体代谢物 ———基因表达终产
物的总和称为代谢组（metabo lome） ，而代谢组学即研究代谢组的学科 。 细胞内许多生命活动如细胞
信号转导 、能量传递 、细胞通信等都发生在代谢物层面且受代谢物调控 ，因而通过代谢物的种类和浓
度可以分析细胞瞬时的生理生化功能状态 ，因而代谢谱的研究是极其直观而重要的 。 其主要技术手
段是核磁共振 、质谱 、色谱（ high p ressure liquid chromatography，HPLC） ，其中以核磁共振为主 。 在完成
基因组图谱构建以及全部序列测定的基础上继基因组学后产生的功能基因组学 、蛋白质组学 、转录组
学 、代谢组学 ，以及其他旨在全基因组水平研究基因功能 、相互关系及调控机制为主要内容的学科 ，统
称为后基因组学 。

知识窗 18 2

　 　解码人类基因组的蓝图 ——— ENCODE计划
　 　 The Encyc loped ia o fDNA E lements P ro jec t即“DNA元件百科全书计划” ，简称 ENCODE计划 ，是
在完成人类基因组全序列测定后的 2003年 9月由美国国立人类基因组研究所（ N ationa lHuman G e唱
nome Research Institute，NHGRI）组织的又一个重大的国际合作计划 ，其目的是解码基因组的蓝图 ，鉴
定人类基因组中包括基因 、启动子 、增强子 、抑制子（ rep resso r）／沉默子（ silencer） 、内含子 、复制原点 、
复制终止位点（ sites o f rep lica tion term ina tion） 、转录因子结合位点（ transcrip tion fac to r b ind ing sites） 、甲
基化位点（methy la tion sites） 、DN aseⅠ高敏感位点（DN aseⅠ hypersensitive sites） 、染色质修饰（ chromatin
modification）和还未知功能的多个物种的保守序列等在内的所有功能元件 。 ENCODE计划中提出的

18畅5 　比较基因组学和功能基因组学研究
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每一类元件都是已经被发现过的 ，所不同的是现在要在全基因组的范围内进行系统的研究 。
　 　 ENCODE计划的实施分为 3个阶段 ：试点阶段（ a p ilo t phase） 、技术发展阶段（ a techno logy deve唱
lopment phase）和生产阶段（ a p roduc tion phase） 。 在试点阶段中 ，首先集中对按一定标准选择的人类
基因组中约 1％的序列 ，共长 30 M b，分布在不同染色体上的 44个靶区（ ENCODE targe ts）序列 ，例如
α 和β 珠蛋白基因簇 、囊性纤维化跨膜传导调节蛋白基因 CFTR等进行解码注释 ，并评估现有各种
鉴别基因组元件的策略方法正确与否 ，确定一套有效程序 ，促进发展高通量更准确的基因组功能元件
的鉴别技术方法 。而技术发展阶段是与试点阶段同时进行的 ，其主要目标是设计发明新的实验方法
和计算方法来改进鉴别新的功能序列和发现新的基因组功能元件的能力 。生产阶段是利用以上两个
阶段所建立的成熟的技术和方法 ，对人类基因组其余 99％的基因组序列进行高效益的全面分析（ Sci唱
ence，2004，306：636— 640） 。
　 　 ENCODE计划联合体（ C onso rtium）由 11个国家 80家科研机构 35个小组的研究人员组成 。 在
2007年 6月分别在 N ature和 G enome Research上报道了他们 4年来研究的主要成果 ：研究表明人类
基因组的大多数 DNA都会被转录成 RNA ，即基因组中的碱基大多会出现在原始转录物中 ，包括非蛋
白编码转录物和重叠转录物等 ，因此 ，人类基因组实际上是一个非常复杂的网络 ；对转录调控的研究 ，
确定了许多以前不为人知的 DNA转录起始位点 ，在基因之外的调控区域新发现了 4 491个转录起始
位点 ，对转录起始位点有了新的认识 ，包括它与特异性调控序列 、组蛋白修饰和染色质可接近性等之
间的联系 。推翻了传统观点的认识 ，调控区域也有可能位于 DNA转录起始位点的下游 ；进一步认识
了染色质结构 ，以及它与 DNA复制 、转录调控之间相互关系的复杂性 ；通过哺乳动物种间和种内的
序列比较 ，对人类基因组在功能与进化上又有了新的认识 ，研究表明大约一半人类基因组中的功能元
件在进化过程中不会受到很大限制 。
　 　以上这些新的成果挑战了关于人类基因组的传统理论 ，说明人类基因蓝图不是由孤立的基因和
大量“垃圾 DNA片段”组成的 ，而是一个复杂的网络系统 ，单个基因 、调控元件以及与编码蛋白无关
的其他类型的 DNA序列一道 ，以交互重叠的方式相互作用 ，共同控制着人类的生理活动 。
　 　与人类基因组计划相比 ，“ ENCODE计划”的显著特点是 ：采用综合性研究策略 ，重视新技术的研
究与开发 ，将计划向学术界和公司开放 。 ENCODE计划的实施为进一步认识人类基因组的功能蓝图
开辟了道路 。
　 　 ENCODE数据的主要门户网址 ：www畅 genom e畅 ucsc畅 edu／ ENCODE
　 　 ENCODE原始数据的门户网址 ：http：／／ www .ncb i.nlm .nih .gov／ p ro jec ts／ geo／ info／ ENCODE .htm l和
http：／／ www .eb i.ac .uk／ arrayexp ress／
　 　 ENCODE联合体的信息网址 ：http：／／ www .genome .gov／ ENCODE

18畅6 　基因组的进化

18畅6畅1 　基因组进化的分子基础
　 　生命多样性的表现特点之一是遗传的多样性 。遗传变异在自然界中是十分普遍的现象 。进化的
基础是遗传的变异 ，遗传变异的存在是进化的必需条件 。遗传物质的改变主要包括基因突变 、遗传重
组和染色体畸变 ，是进化的基础 。遗传物质改变所发生的分子事件是基因组进化的分子基础（详见第
12和 13章） 。
　 　基因组随时间而进化 ，由突变引起小规模序列改变 ，而重组则使其产生 DNA序列大规模重排 。
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重组和突变是遗传变异的两种截然不同的机制 ，重组是已经存在的信息重排 ，而突变是在基因组中导
入新的信息 。在真核生物中重组涉及真核细胞减数分裂时同源染色体之间的交换 。随后又在分子水
平观测到细菌的接合 、转导和转化等都与外源 DNA的重组有关 。 重组可直接改变基因组的遗传组
成 。重组主要包括同源重组 、位点专一重组 、转座和异常重组这四种方式 ，其分子机制是互不相同的
（详见第 6、7、8和 11章） 。

18畅6畅2 　基因组的起源
　 　对基因组的起源与进化的研究 ，是探索生命起源和进化的重要组成部分 。 DNA分子既是遗传信
息的载体 ，又能进行自我复制 ，被认为是生命大分子进化的起点 。而现存地球上所有生物的基因组可
分为核基因组（包括真核和原核生物） 、线粒体基因组和叶绿体基因组 。从进化上追踪寻源 ，这 3类基
因组都应起源于一种原始基因组 。那么原始基因 、原始生命从何而来 ？

（1） RNA起源假说
　 　 1982年 C ech发现四膜虫的 rRNA前体可自我剪接生成成熟的 rRNA ，表明 RNA具有催化活性 ，
改变了传统的只有酶蛋白具有催化活性的观念 。 随后 ，经过一系列的实验发现具酶活性的 RNA
（RNA催化剂）还具有核苷酸转移酶 、磷酸二酯酶 、RNA限制性内切酶 、磷酸转移酶和磷酸酯酶等多
种催化活性 。虽然 DNA能编码氨基酸和自我复制 ，但所有的反应必须依赖蛋白质的参与才能进行 ；
酶蛋白虽能催化生化反应 ，但它不能自我复制 ，其合成需由多核苷酸编码 。而 RNA分子既能催化生
化反应 ，又能自我复制 ，这些正是生命起源物质所要求的特点 。 据此 ，G ilbert于 1986年提出了“生命
起源的 RNA世界”说 。根据该学说 ，人们推论生命进化似乎按以下进化路线进行 ：存在于原始地球
上的小分子物质经过一系列化学进化首先形成一种具有自体催化能力的 RNA催化剂系统 。 RNA催
化剂不仅催化自身的复制 ，还会催化环境中其他分子的复制 。 一些 RNA可能结合氨基酸生成原始
tRNA ，一些 RNA则可能促进邻近两个 tRNA的结合 ，而在 RNA模板上催化肽链的形成 ，并通过某种
机制合成了最初的蛋白质 。这些蛋白质反过来又催化产生更多的 RNA催化剂分子 ，这些分子则更
多地聚合在一起 。自然选择和 RNA分子的突变使核糖在第二位脱氧生成脱氧核糖 ，因而形成了
DNA ；或者 RNA与蛋白质结合以 RNA为模板合成 DNA。由于 DNA比 RNA更具稳定性 ，因此经过
一代又一代的调整 ，最初 RNA的编码功能由 DNA取代 ，催化功能转移到蛋白质 ，RNA自身则只起
着遗传信息表达的中介作用 。遗传信息就由 DNA承载 ，并通过指导蛋白质合成来体现生物的性状 。

（2） 原基因组的形成
　 　根据以上假说及其思路 ，原始基因应来自 RNA ，形成所谓的原基因组（ p ro togenome） 。 原基因组
发展成为 DNA基因组时 ，最重要的一个变化是 ：出现了酶蛋白 ，以取代酶性核酸（ RNA）的催化活性 。
最初的 DNA基因组由许多单个 DNA分子组成 ，一个 DNA分子只确定一种蛋白质 ，相当于一个基
因 ，以后在进化过程中连接起来生成最初的染色体 。
　 　最初的生命世界很有可能只是由种类单一的可自我复制的原始 RNA大分子组成 。 当这些原始
RNA大分子复制到具有一定的数量后 ，通过形成重复序列 ，不但可以使生物大分子成十倍百倍地增
加其大小并有可能形成更稳定的结构 ，而且更重要的是获得了比单独存在的原始 RNA大分子大得
多的进化潜力和进化可能性 。在这种意义上 ，可以认为最原始的“基因组”就是由可自我复制的原始
RNA大分子组成的重复序列 。重复序列构成的最原始的基因组的最有可能的进化产物是断裂基因 。
根据这种观点 ，原始的基因组是由重复序列和原始的断裂基因构成的 。那么 ，这种原始的基因组又如
何进化成为现代的各种基因组呢 ？核（类核）基因组可以比较直接地从原始基因组进化而来 ，而从原
始基因组进化成线粒体基因组和叶绿体基因组还要经历“内共生”的过程以及一系列包括将一部分基
因转移到核基因组的基因组变迁 。由于内共生是发生在生物进化和基因组进化的比较原始的阶段 ，
所以进入内共生状态初期的线粒体和叶绿体各自祖先的基因组是仍然含有重复序列和内含子的 。对
此 ，特别是对含有内含子这一点 ，已有不少共识 。从而可以认为 ，核（类核）基因组 、线粒体基因组和叶
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绿体基因组的进化起点在结构特征上是相似的 。而通过对现代核（类核）基因组 、线粒体基因组和叶
绿体基因组的结构分析发现 ，这三种基因组都存在着“小基因组”型和“大基因组”型以及与之对应的
结构特点 。
　 　通过对各种生物进行基因组测序和比较 ，使我们对基因组的起源与进化有了更深的了解 。 根据
基因组测序结果发现 ，人与果蝇之间的种间同源基因有 2 758个 ，人与线虫之间的种间同源基因有
2 031个 ，人 、线虫和果蝇 3者之间共有的种间同源基因有 1 523个 ，这是跨越了无脊椎动物与脊椎动
物之间的种间同源基因 。同时 ，科学家通过几个完整基因组的比较 ，统计出维持生命活动需要的最少
基因为 250个左右 。同样 ，当我们比较鼠和人的基因组就会发现 ，尽管两者基因组大小和基因数目相
似 ，但基因组的组织却差别很大 。例如存在于鼠 1号染色体上的基因已分布到人的 1、2、5、6、8、13、
18号 7条染色体上了 。由此推测鼠与人的表型差异主要来自基因组的组织 。 完整基因组分析的最
新结果还发现 ，同源基因的百分比与它们的亲缘关系紧密相关 。人们试图通过比较基因的排列顺序
来研究物种间的系统发生（ phy logeny）关系 。亲缘关系越近 ，基因排列顺序越相似 。 通过对禾本科几
种重要作物作图比较 ，发现它们在染色体或染色体片段上遗传图之间存在广泛的同线性或共线性 。
水稻和玉米的基因组大小相差 9倍 ，染色体数目也不同 ，它们从共同的祖先分化已有 5千万年 。水稻
与小麦分化更早 ，有 6千万 ～ 7千万年 ，小麦基因组为水稻的 35倍 。 但它们在较大染色体片段上存
在遗传标记顺序的一致 。如今 ，对水稻 、小麦 、大麦 、黑麦 、燕麦 、珍珠谷 、玉米 、高粱 、甘蔗等进行比较
作图发现 ，尽管它们在一些基因组中有大量重复（玉米和小麦中更明显） ，并通过易位和其他突变方式
而进行基因重排 ，但仍然可识别出具有一套相同的祖先基因 。

18畅6畅3 　基因组的进化
　 　基因组的进化表现为编码区组分 DNA与非编码区组分 DNA的进化 。编码区组分 DNA的进化
主要表现在新基因的获得 。

（1） 基因组大小的进化
　 　基因组大小的进化主要反映在基因组 DNA含量 、基因组的结构以及基因组所含基因的数量多
少等几个方面 。
　 　 DNA含量 ：不同种的生物 ，甚至近缘种中单倍体的平均 DNA含量变化很大 。 一般而言 ，真核生
物基因组比原核生物基因组大 ，DNA含量高 。基因组的大小大体上反映了一种进化趋势 ，但却存在
C值悖理 ，例如玉米和蝾螈的 DNA含量远高于人的 。
　 　基因组结构 ：原核生物基因组一般是环状 ，再形成拟核高级结构 ，DNA含量仅数百万碱基对 。 其
基因组都是由单拷贝或低拷贝的 DNA序列组成 ，基因的排列比较紧密 ，基因数目较少 ，为几百个到
几千个 ，一般以多顺反子为转录单位 ，较少非编码序列 ，更缺少非编码的重复序列和内含子 ，因此 ，在
大小和结构上属于所谓的“小基因组” 。真核生物的核基因组 ，一般是线状 ，再形成染色体或间期核的
高级结构 ，比原核生物拟核基因组大许多倍 ，基因数目多 ，为几千个到几万个 ，且变化范围大 。在结构
组成上 ，普遍存在非编码区 、重复序列以及内含子结构 ，重复序列和内含子的含量直接影响了基因组
的大小 。因此相对原核生物来说 ，真核生物的核基因组被称为“大基因组” 。 由 RNA而来的原始基
因首先是由重复序列组成的 ，在此基础上发展成具有原始的外显子 、内含子及重复序列的原始基因
组 。再向着小基因组与大基因组两个方向发展 。如果向小基因组进化 ，则由于繁殖效率 、空间结构等
的约束 ，使其在进化过程中丢失重复序列和内含子结构 ；如果向大基因组进化 ，那么重复序列 、内含子
作为残遗结构都能继续存在 ，并具结构上和进化上的功能 。
　 　基因数目 ：从原核生物到真核生物 ，基因数目增加的一个先决条件是要获得新的基因 。现在认为
可以通过两条途径获得新的基因 ，一条途径是基因组中现有基因的全部或一部分实现倍增 ，另一条途
径则是从其他物种那里获取 。在基因组进化中现有基因的加倍毫无疑问是最重要的方式之一 。在进
化进程中 ，可以发生整个基因组倍增 、一条染色体或一条染色体的一部分倍增以及一个基因一组基因
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倍增 。整个基因组倍增使基因数目突然增加 ，这是增加基因数目最迅速的途径 ，但并未改变基因组的
复杂性 ，仅增加了基因的拷贝数 。从进化角度看 ，更多考虑的是单个基因或一些基因的倍增 ，而不是
整个基因组的倍增 。基因的重复倍增 ，例如珠蛋白基因家族 ，在进化过程中是经常发生的 ，由于突变
和选择 ，产生新的基因 ，因而促进基因组的进化 。核苷酸顺序的变化往往会造成基因的失活 ，从而成
为假基因 。但偶尔也有一些突变会使加倍的基因具有新的功能 ，这些基因对生物的进化会有所贡献 。
单个基因以及基因群加倍在进化过程中经常出现 。 从其他物种的基因组中获取基因的方式 ，主要有
转化 、转导 、转座等基因转移的途径 。另外染色体重排和染色体畸变等 ，也是其中重要的途径 。

（2） 基因组的分子进化
　 　 DNA序列的进化 ：通过研究不同物种的同源基因序列表明 ：有的 DNA序列比别的 DNA序列进
化速度快 。像前胰岛素原被加工成胰岛素时 ，抛出的无功能或近乎无功能的序列 ，其进化速度比编码
有功能的蛋白质序列快 。又如小鼠和人类的生长激素基因 ，二者的序列相差 20个核苷酸 ，这 20个核
苷酸是通过了 6 500万年的进化过程发生歧化而形成的 ，其进化速率为每年每个位点取代 4× 10－ 9

个

核苷酸 。对众多基因中核苷酸序列的研究揭示了基因不同部分以不同的速率在进化 。基因的不同区
域 ，其进化速率不同 。内含子中的碱基对趋异进化速率大于外显子 ；在有功能的基因中 ，编码序列涉

图 18 13　珠蛋白家族的进化（引自 L ew in，2004）
所有的珠蛋白经过一系列重复 、转化和突变从一个祖先基因进
化而来 。 最先从植物豆血红蛋白基因开始 ，经过外显子融合变
为单个珠蛋白基因（肌红蛋白基因） ，再经过重复和趋异 ，变为
连锁的 α和 β 基因（两栖类和鱼类） ，然后经过基因的分离变为
α和 β两个基因 ，又经过基因族的扩展 ，成为分离的 α和 β两个

基因家族（哺乳类和鸟类）

及同义突变的进化速率快于非同义突变的速率 ，因为这种改变不会影响到蛋白质的功能 。 编码序列
中的非同义突变的进化速率最低 ，这些核苷酸发生
突变会改变蛋白质中氨基酸的序列 ，因此这种突变
大部分会被自然选择所淘汰 。 没有功能的假基因
进化速率最高 ，如人类的珠蛋白基因中的假基因 ，
其核苷酸的进化速率是有功能珠蛋白基因编码序

列进化速率的 10倍 。 这是由于这些假基因不再编
码蛋白 ，而且这些基因的改变并不影响人的适应
性 ，所以也没有被自然选择淘汰 。 如果我们发现了
某段序列有很高的进化速率 ，那么意味着此序列可
能没有什么功能 。
　 　多基因家族的进化 ：在真核生物进化过程中 ，
由一个祖先基因经重复而产生一系列相关的基因 ，
这样的一组基因称为多基因家族（multigene fam ily） 。
基因的进化机制主要是通过基因扩增和不均等交

换形成多拷贝基因 ，再通过突变积累 、基因重排和
自然选择等因素形成多成员的基因家族或形成新

的基因 。例如 ，珠蛋白的基因家族就是一个多基因
家族 ，在人类的第 16号染色体上有 α 珠蛋白基因
簇 ，在第 11号染色体上有 β－ 珠蛋白基因簇 。 在动
物中也有珠蛋白基因 。 在多种动物中几乎所有有
功能的珠蛋白基因结构都相同 ，由 3个外显子组
成 ，中间间隔两个内含子 。 但珠蛋白基因的数量和
次序在各种动物中是不同的 ，由于所有的珠蛋白基
因的结构和顺序都是相似的 ，因此它们存在着一个
原始的珠蛋白祖先基因 。 肌红蛋白基因和珠蛋白
基因相似 。 植物的豆血红蛋白基因也和珠蛋白基
因相似 ，它们都由 3个外显子结构组成 ，因此可将 3
个外显子结构看成它们共同的祖先 。 通过对哺乳
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动物肌红蛋白单个基因的研究 ，推测它大约在 8亿年以前和珠蛋白基因在同一进化枝上分歧 。 根据
对各个物种的珠蛋白基因组的分析 ，推测珠蛋白祖先基因的可能进化途径是哺乳类和鸟类的 α基因
簇和 β基因簇各自独立 ，而两栖类和鱼类的 α基因和 β基因仍然是连锁的 。 哺乳类和鸟类从爬行类
祖先歧化出来的时间大约在 2亿 7千万年前 ，而爬行类从两栖类祖先歧化出来的时间大约在 3亿 5
千万年前 。这样 ，α基因和 β基因失去连锁的时间在 2亿 7千万至 3亿 5千万年前 。 α基因和 β基因
分离开可能是由于转座作用造成的 。某些原始圆口类和原始鱼类只有一种珠蛋白基因 ，它们从进化
路线上歧化出来大约在 5亿年前 ，而所有这些珠蛋白基因 ，大约起源于 5亿年前 ，由一个祖先基因通
过外显子的融合和内含子的插入反复进行最后重复和歧化而形成（图 18 13） 。
　 　此外 ，外显子混编 、基因水平转移（ gene la tera l transfer）等现象都可以产生新的基因 ，促进基因组
的进化 。在外显子混编中 ，来自不同基因的 2个或多个外显子相互接合 ，或基因内部的外显子产生重
复而形成新的基因结构（详见第 11章） 。基因水平转移是指遗传物质从一个物种通过各种方式转移
到另一个物种的基因组中 。在原核生物中 ，转化 、转导 、接合和转染等机制的基因转移是频繁发生的 。
因此 ，基因水平转移对原核生物的基因组进化的贡献是相当大的 。 这些通过水平转移产生的外源基
因在选择的作用下 ，经过突变积累 ，功能分化 ，可能形成新的基因 。

思考题

　 　 1畅 你认为人类基因组计划的意义是什么 ？近年基因组研究有哪些重要进展 ？
　 　 2畅 人类基因组的结构特点有哪些 ？与其他模式生物基因组有哪些不同 ？
　 　 3畅 有哪些 DNA分子标记 ？这些 DNA分子标记的特点和用途有哪些 ？
　 　 4畅 何为遗传图 ？何为物理图 ？两者的关系如何 ？阅读相关书籍或专著了解除本章所述的人类基因组图谱之外
还有一种什么图谱 ，其图距单位有何不同 ？
　 　 5畅 基因组测序策略和方法有几种 ？各自的特点是什么 ？
　 　 6畅 为什么说人类经典遗传图谱在人类基因组计划中利用价值不大 ？经典遗传学图谱与现代遗传学图谱的主要
差别是什么 ？
　 　 7畅 植物基因组遗传图谱的构建有哪些步骤 ？各要注意哪些事项 ？
　 　 8畅 物理图谱有哪些类型 ？它们的特点是什么 ？基因组物理图谱的利用价值有哪些 ？
　 　 9畅 YAC文库 、BAC文库和 PAC文库各自的特点是什么 ？如何利用这些文库进行基因组研究 ？
　 　 10畅 试述比较基因组学和功能基因组学各自的研究特点在技术方法上有什么不同 ？有什么新进展 ？
　 　 11畅 何为蛋白质组学 ？有哪些研究蛋白质组学的新技术 、新方法 ？
　 　 12畅 生物信息学在后基因组学研究中的重要作用是什么 ？
　 　 13畅 基因组进化的分子基础是什么 ？谈谈你的看法 。

18　基因组学与后基因组学


