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自 19以〕年 10 月 1 日美国在世界上第一个实施

人类基因组计划以来
,

已整整过去了 9 年
。

这项被

称之与
“

曼哈顿计划
” 、 “

登月计划
”

相媲美的巨大生

命工程提出之初
,

便受到全世界的科学家
、

新闻媒体

等各界的关注
,

并就此展开了激烈的讨论
,

沸沸扬扬

中研究计划启动了
。

时至今 日
,

当初的吵闹声不见

了
,

惊喜代替了担忧
,

乐观代替了悲观
,

积极的参与

代替了冷漠的旁观
。

由于新的技术和方法的不断出

现
,

人类基因组计划极有可能要比原计划提前完成
,

或许多数人想急于了解该计划目前进展如何 ? 现在

主要研究些什么 ?

1 人类基因组测序

人类基因组计划的最终目的是希望用 巧 年时

间
,

完成人全部 23 对染色体的遗传图谱
、

物理图谱
、

序列图谱和转录图谱
,

提供一张精度达 99
.

99 % 的

人类基因组序列 图是整个研究计划的重点和难点
,

因此
,

测序手段的改进和测序方法的创新一直是该

计划的资助重点
。

目前
,

世界上已有美国
、

英国
、

法国
、

德国和 日本

5 个国家正在进行人基因组的大规模测序
,

进展速

度异常之快
。

19塑) 年 12 月 2 日英国的
r

n l e

san ge r

Cen etr 在《NA TURE 》上正式公布完成了人第 22 号染

色体的全序列测定 (其中尚有 11 个序列间隙有待填

补 )〔
` ]

。

这是待测序的 24 条人染色体中第一条完成

测序的人染色体
。

该染色体不大
,

仅 33
.

4 M b
,

至少

包括有 545 个基因和 134 个假基因
。

通过这次测序

新发现 148 个基因
。

令人感兴趣的是在该染色体上

分布有与人的一些遗传病有关的基因
,

如 c at E ye

s y n面m e
( CSE )

,

V el oc 耐10丘比i亦 DI eG
o l名e s” d or n l e

( v e邓 )
,

sc h i z o hP er n i a s u s e e p t ib i l iyt 和 S p inoc
e r e玩 ll ar

Aaxt ia( S以 or )等
。

显而易见
,

这项工作的完成使得

科学家们今后能较容易地从 I ) NA 序列中鉴定出而

不是分离出所感兴趣的基因
。

这也说明开展人基因

组大规模测序的重要性
。

我国科学家继上述 5 国之后也加人了人类基因

组大规模测序这一 国际大协作
。

199 9 年 7 月在国

际上注册承担了全部人基因组 1% 的测序任务
。

工

作区域位于 3 号染色体的 3 etP
r
至 D 3 5 3 610 之间

,

约

30 M b
,

预计 2X( 刃年 3 月底之前完成工作草图 ( wo kr
-

in g ( Im ft )
。

面临的任务是艰巨的
,

但更大的困难是

研究经费的严重不足
。

人类基因组计划实施 9 年以来
,

已完成了整个

基因组约 16
.

7% (截止于 1999 年 12 月 16 日 )的测

序任务
。

从现在的测序手段和方法的进展看
,

估计

到 200 1将完成全部测序任务的 1/ 3
,

到 2X() 3 年将基

本完成全部测序
。

比原计划预定的 2田 5 年提前 2

年完成
,

以此纪念 DN A 双螺旋结构发现 50 周年
。

值得一提的是
,

由于新的测序手段和方法在大规模

测序中的使用
,

有专家认为至 2X() 1年即可完成人全

基因组测序
。

为了配合研究人基因的结构和功能
,

人类基因

组计划中除完成人基因组测序外
,

还包括对大肠杆

菌 ( E
.

co l i )
、

酵母 ( s
.

cean
站诚 )

、

线虫 ( C
.

e
奴笋 nS )

、

果蝇 ( D
.

me 阮
刀马罗砧 etr )和老鼠 ( M

.

~
以。 )等 5 种

模式生物的测序
。

到目前为止
,

已完成了大肠杆菌
、

酵母和线虫的全部基因组测序
。

估计到 2仪科 年左

右将完成果蝇的全基因组测序
,

2X() 5 年完成老 鼠的

全基因组测序 (表 1 )
。

可以肯定
,

随着测序手段的

完善和测序速度的加快
,

还将对其他与人类活动密
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切相关的生物的基因组测序
,

从根本上揭示生命的 以上经过精心选择的重要的微生物基因组完成了全

本质
。

比如美国能源部 ( DeP
a rt l n e n t of E n

er’gy
,

OD
E ) 部测序

。

可以肯定地说
,

今后将会完成越来越多生

自 199 4 年开 始 了微 生物基 因组 计划 ( iM
c

汕 ial 物的全基因组测序
。

eG ~
。

叫 ec t
,

MGP )
,

估计到目前为止
,

约有 24 种

表 l 人类基因组计划模式生物基因组测序进展
`

模式生物名称 基因组大小 (bM ) 估计基因数 测序完成时间

大肠杆菌 ( sE血滚六她 col i) 4
.

6 4 28 8 1男 7 年完成

酵母 (&州砚 n 朋笋玛

~
`谕 ) 12

.

1 6 0 34 1卯 7 年完成

线虫 ( G配刀。 har 械 ist
e

leg(
盯巧
) 100 11 8X() 一 13 8X() 1男8 年完成

果蝇 ( z玩
绍硬
浏滋

“ 刀以少“移出此 r

) 165 巧 仪刃一 25 〕叉) 预计 2以H 年完成

老鼠 (肠”

~
口动此 ) 3 〕 ) 〕 5 仪X卜一 or 仪11 ) 预计 2仪巧年完成

、
资料截止 日期

: 1更撼)年 10 月

在测 序手段方 面
,

eP kr in
一

E il l记:
推 出 了 A BI

P R ISM 3 700 全自动 DNA 测序仪
。

它是在 ABI PR ISM

37 7 的基础上改进而来
。

加样孔由原来的 36 孔增

加到 384 孔
,

全部采用毛细管自动加样
,

无须人工制

作测序胶
,

与 ABI PR IS M 3 77 相 比省时省力达 so %

以上
。

每台仪器每天可完成 1 以叉〕个样品测序
,

测

序长度达 0
.

5 Mb/ d
。

在测序方法学上
,

鸟枪法测序 (hoS
t

gun eS qu
e cn

-

in g )是 目前的一种全新的测序方法〔4〕
。

传统的测序

方法采用的策略是从克隆到克隆 (
c l o n e 一

场
一 e fo en )

,

即

通过对人基因组 B AC 文库中各克隆的测序而获得

全基因组序列图
。

测序过程中
,

须对每一个 BA C 克

隆进行亚克隆
,

然后对亚克隆进行直接测序
,

再将各

亚克隆的序列通过 DN A 片段两端的重叠性将所有

亚克隆的序列连起来 ;采用同样的方法再将各 B AC

克隆的序列 连起来
,

进而拼接成一连续 的序列图
。

显然
,

采用传统方法测序的中间环节多
,

测序速度受

到限制
,

但准确性高
。

鸟枪法测序的基本原理是在人基因组随机文库

的基础上
,

直接对随机文库中的各克隆进行测序
,

因

为克隆中插入的人 ND A 片段只有 0
.

4一 1
.

2 kb 或

5一20 kb Z 种类型
,

同时从 3’ 和 5’ 两端对同一克隆

测序
。

对于插人片段短的克隆 ( 0
.

4一 1
.

2 kb )
,

只一

次即能完成该克隆的测序 ;对于插人片段长的克隆

(5一 20 汕 )
,

通过两端同时测序后可获得大量的两

端序列已知而中间部分未知的克隆群
,

然后通过专

门的计算机软件将测得的序列拼接成连续的序列

图
。

理论上
,

通过测 10 倍于人基因组的序列
,

即 3

又 101
”
坤

,

所测序列便可覆盖人的全部基因组
。

由

于所构建随机文库的克隆可直接用于测序
,

且每个

克隆只测序一次
,

省去了许多中间环节
,

简化了原来

的测序方法
,

因而大大加快了测序速度
。

鸟枪法测

序刚被提出来时
,

人们担心 的是如何开发出专门用

于拼接全部克隆序列的计算机软件
,

并使拼接错误

尽可能低
。

现在看来问题已得到很好的解决
。

基于鸟枪法测序原理
,

美国能源部已资助美国

基因组研究所 (竹C R )和华盛顿大学人基因组测序

中心 ( U in ve 翻yt of 研飞比11 in gt o n
)用鸟枪法开展大规模

测序
,

共配备 2 30 台 A BI P R ISM 37 00 D NA 自动测序

仪
,

估计每天将完成 l oo bM 原始序列
。

由于 目前已

积累有大量现成的人基因组 BAC 克隆的 3
,

端和 5’

端的序列
,

所 以计划只对 so 万个 BA C 克隆进行鸟

枪法测序
。

此项工作的结束将使得人类基因组中每

5 比 即能提供一个标记
,

无疑将加快测序速度
,

提高

所测序列的精确性
。

鸟枪测序法的另一个明显的优点是可 以检测到

人基 因组 中大量 的 DNA 多态性 ( DN A oP l卿
o r -

hin sm )
,

又称单核昔酸多态性 ( iS
n
gl

e N uc leo it de oP ly
-

m o甲 hism
,

NS sP )
。

对 SNP 的研究已被列人美国人类

基因组计划最后的一个五年计划 ( l望沟一
一

2X() 3 )的资

助重点
,

并提出要建立一张包含至少 or 万个 NS sP

的遗传图谱
,

使得在人基因组中每 3 万个核昔酸中

即有一个 sN P 标记〔“
,

3〕
。

这种高密度的 sN P 遗传图

将有利于开展人全基因组研究
,

特别是对寻找复杂

性状疾病如肿瘤
、

糖尿病
、

精神病
、

高血压等的相关

基因
,

并据此开发出针对不同人的特效药物
。

鸟枪测序法的测序成本也较传统的从克隆到克

隆测序法便宜
,

估计每个核昔酸的测序费用可从 0
.

3

美元降为 0
.

01 美元
,

完成全部人基因组的费用可从

9 亿美元降为 5 亿美元
,

测序时间由原来的 7 年缩

短为 3 年
。

尽管鸟枪测序法提出之初受到多方面的

质疑
,

但从现在的实际效果看
,

其优点已得到进一步

的肯定
。

2 生物芯片技术

随着大量基因的被克隆
,

人类基因组下一步的
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工作重点和难点便是分析基因的功能
,

了解基因在

时间和空间上的表达特征
。

生物芯片技术正是在这

种需求下应运产生
,

它集生物技术
,

微电子加工技

术
,

分析化学技术
,

激光技术
,

甚至计算机软件技术

等于一体
。

生物芯片技术的发展被评为 199 8 年美

国十大科技进步之一
。

最早研制出来的生物芯片是
CDN A 芯片 ( CD NA

hC in)
。

在一个约为 20 ~
x
45 ~ 大小的芯片上

,

可以将数千个甚至上万个
c DNA 密集排列并固定在

由特殊材料制成的微小芯片表面
,

通过一次原位杂

交反应 ( luF
e
ns

e

cen
e i n s iut 脚b ir id azt io n ,

F IS H )
,

即可

同时获得所有
c DN A 的杂交信号

,

根据信号的有无

强弱
,

去判断不同组织中基因的表达情况
,

描绘出该

组织中基因的表达特征
,

进而鉴定与该组织功能相

关的基因
。

组织芯片 ( iT ss u 、 C hi p )是芯片技术的进一步发

展
。

199 8 年美 国人类基因组研究所 的科学家报

道团
,

先将病变组织在冷酒精中固定再用石蜡包埋
,

以保证组织中 D NA 和 RN A 保持在原位
,

然后用微

小取样器 (直径 0
.

6 ~
,

高 3一4
~ )在包埋好的组

织的不同部位打孔取样
,

每次取样的厚度仅为 4一 8

脚
,

在组织的同一位置可连续取样达 2 00 次
,

样品

排列在 20 ~
x 45 ~ 大小的石蜡块上

,

然后进行

原位杂交
,

即能获得病变组织中某基因的空间表达

特征
。

用乳腺癌
、

前列腺癌为研究对象
,

不仅验证了

这种方法的科学性和准确性
,

还获得了新的发现
。

199 8 年底
,

美国加州一生物技术公司宣布已成

功 开 发 出世 界 上 第 一 块 蛋 白质 芯 片 ( 马1 ) tie n

hc 中卢〕
。

具体做法是将已知的抗体
、

受体和合成的

化学分子排列在微小芯片上
,

利用生物分子间的相

互作用
,

原位杂交之后即可从一组织中捕捉到与这

些分子相互结合的蛋白质分子
,

再用骊
e r
aZ x〕, 技术

除去芯片上未结合的蛋白质分子
,

再用质谱仪 ( M as s

S衅~ etr )读出结合在芯片上各蛋白质的分子量
,

得到被测样品中蛋白质指纹图 ( I
〕n 〕 te in iF gne 甲 ir in )

。

比较正常人与病人的蛋白质指纹图
,

便能找到与疾

病可能有关的蛋白质分子
。

专家们分析了一种细菌

( H a e l n o p h il us i心
u e

~ )分裂状态和静止状态细胞
,

将该细菌全部 1 7 40 种蛋白质中的 6 洲〕种做成蛋 白

质芯片
,

几个小时后便得到结果
,

发现细胞在这 2 种

状态下约有 30
~
一60 种蛋白质的差异

,

提示这些蛋白

质可能与细胞的分裂有关
。

蛋白质芯片技术还可用

于蛋白质纯化和氨基酸序列的测定
。

生物芯片技术的特点在于快速和大规模的
“

搜

索
”

性研究
,

灵敏度高省时又省力
。

估计美国约有

or 家左右的生物技术公司从事生物芯 片技术的研

究和开发
,

商业化的组织芯片和蛋白质芯片不久将

大量投放市场
。

可以预见神经细胞的生物芯片将是

今后生物芯片研究领域新的热点
。

3 人基因的定位和克隆

人究竟有多少基因
,

目前尚未有确切的定论
。

有人认为约 5 万个基因
,

也有人认为在 6 万一 8 万

个之间
,

甚至有人认为应在 or 万个以 上
,

也许准确

的数字即便到 2X( )3 年测序全部结束也不一定完全

清楚
。

在世界各地的科学期刊上
,

每天都有关于人

新基因的报道
。

目前
,

已定位人基因和基因片段 3

万个以上
,

已克隆基因 1
.

8 万个左右
,

其中定位人疾

病相关基因约 5 〕义) 个以上
,

已克隆约 1 300 个左

右
,

估计人约有 1万个以上的疾病相关基因
。

在基因的克隆过程中
,

有 2 种类型的基因格外

引人注意
:
一是具有重要社会行为功能的基因 ;二是

与疾病相关的基因
。

因为根据这些基因可以开发出

新的药物
,

所以这些基因一旦被克隆便会被专利保

护其知识产权
。

所谓重要社会行为功能基因是指能影响人的日

常生活等但并不一定表现为一种具体疾病的基因
,

如与人的寿命
、

肥胖
、

睡眠
、

记忆
、

行为
、

智商等相关

基因
。

目前只有人生物钟基因
、

肥胖基因和苗条基

因等少数几个这方面的基因被克隆
,

主要原因是由

于缺少研究这些基因的家系
,

实际上也很难搜集这

样的家系
,

无法通过正常的途径去定位这些基因
,

更

谈不 上克隆该基因
。

目前主要依赖对模式生物相应

的基因保守序列 的同源分析去获取这些基因
。

199 8

年《NA’ lU RE 》上报道川
,

科学家们已从果蝇 中鉴定

出一种与其寿命相关的基因
,

携带这种基因的果蝇

较普通果蝇的寿命长 35 %
,

为将来鉴定人寿命相关

基因打下了基础
,

这也说明了为什么在人基因组计

划中需要对老鼠
、

果蝇等模式生物同时开展研究
。

人的疾病相关基因的研究一直是遗传学领域的

一个研究热点
。

目前已克隆到的疾病相关基因几乎

全是以孟德尔方式遗传的质量性状基因
。

然而
,

不

少严重威胁人生命的疾病
,

如肿瘤
、

高血压
、

糖尿病

等
,

均表现为多基因性状
,

发病的早晚轻重与环境
、

个人生活方式等有关
,

研究这些疾病相关基因已成

为今后的一个重点和难点
。

与神经系统功能有关的

基因也是 目前研究的焦点
,

如与 A lz ll e i~ iD~
e

(DA )
,

uH
n t in gt o n D i s e as e

( DH )
,

P ar ki

sonn
D ise ase
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人类基因组计划中目前的几个重要研究领域 11 1

(P D)
,

Am y o t川 p ll ic l丑 t e alr scl ~ is( A巧 )
,

即in oc
e er

-

坑Uar Aaxt ia ( S以 )等相关的基因
。

令人感兴趣的是

有些神经系统疾病的发病机制比较特殊
,

正常人与

病人间的遗传差异表现在相关基因中某一段核昔酸

序列的重复单元次数的不同 (如以GC AGC AGC AC 二

·

)
,

且存在一定的闭值
,

当重复次数超过阑值时即表

现出病状
,

且发病的早晚轻重随重复次数的增加而

增加
。

这种核昔酸重复序列多存在外显子 ( E
x o n

)

中
,

但也存在内含子 ( nI tnID )中
,

甚至在基因的表达

调控区也有发现
。

病人的神经细胞中往往形成包含

体 ( nI d us ion B od y )
,

发病机制仍不清楚
。

4 基因组流行病学

在现实生活中
,

不同人群间由多基因控制疾病

的发生概率明显不同
,

如我国南方广东人群的鼻咽

癌发病率明显较其他地区人群高
,

而山西
、

河南人群

的食管癌的发病率则显著高于其他地区人群
。

要真

正认清这些疾病的机制
,

仅从个体出发进行研究是

远不够的
,

需要 以整个地区人群为研究对象
,

要研究

疾病相关基因及其基因频率
、

生活环境
、

当地人群的

饮食习惯及其相互间的作用等
,

从基因水平开展流

行病学研究
。

专家们呼吁应尽快开展如下四方面的

工作 [8 ] :

( l) 研究不同人群间疾病相关基因的变异频率 ;

( 2 )确定不同人群间基因变异与疾病发生间的

密切程度 ;

( 3) 研究不同人群间基因与基因
、

基因与环境互

作对疾病发生的影响 ;

( 4 )寻找针对不同人群有效的遗传学检测方法
,

并制定相应的措施以提高预防疾病的能力
。

5 讨 论

199 3 年我国也加人了这一行列
,

并根据我国的

具体情况选取了几个有限的领域开展研究
。

面对国

际上人类基因组计划进展的加快
,

我国科学家对 自

己的战略也作出了相应的调整
,

并加大了投资力度
,

已在急性早幼粒白血病研究
、

神经性耳聋基因的克

隆
、

不同民族的多样性研究等领域取得令世界注 目

的成就
。

这些成绩的取得与当初所制定的战略及后

来及时的调整是分不开的
。

人类基因组计划的重点— 全基因组测序估计

在 200 3 年全部完成
,

甚至更多的其他重要生物的基

因组的测序也将陆续完成
,

鉴于此
,

以后的研究重点

将转向寻找基因
,

并研究其功能
。

如何从基因组
DN A 序列库中获取基因并开展功能研究

,

不仅需要

有研究的材料
,

还须具有有效的研究手段
。

收集遗

传病家系是寻找基因的基础
,

因为只有通过对家系

的分析才能从序列库中找到基因
,

否则面对巨大的

序列库会感到无从着手
。

开展基因的功能研究更需

要有强有力的研究方法
。

在这两个方面
,

尽管我们

已有一些工作基础
,

但仍很不够
,

还须作出较大的努

力才行
。
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