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人类疾病相关基因定位研究的策略和方法

Strategies and methods for the study of human disease-related gene position

黄　文 ,朱佩芳 ,王正国　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第四研究室 , 重庆 400042)

　　认识自我 , 揭开人类的奥秘 , 追求健康 , 战胜疾病 , 是人类

有史以来最重要的行为之一。美国科学家于 1985 年率先提出

“人类基因组计划(Human genome project , HGP)” [ 1] , 旨在阐明人

类基因组 3×109 bp 的序列 , 发现所有人类基因并阐明其在染

色体上的位置 ,破译人类全部遗传信息 , 使得人类第一次在分

子水平上全面认识自我。而基因鉴定最能反映人类基因组计

划的科学 、社会与经济意义。通过基因鉴定 , 弄清各种疾病中

遗传因素(即基因)所处的地位和作用不但有利于揭示疾病的

病因 、理解非遗传的环境因素对人类健康的影响 , 而且将对诊

断学 、治疗学及预防医学的领域带来深刻的革命。因此 , 定位

和克隆人类各种“基因病”的致病或相关基因便成为人类基因

组学(Genomics)研究的主流方向[ 2 ,3] 。

1　疾病与基因

　　基因[ 4](Gene)一词最早在 1909 年Wilhelm Johansen 采用来

描述传递和表达特定的生物形状的可遗传因子 , 并未涉及任何

特殊的遗传理论。基因的遗传学概念是生物的遗传物质及遗

传的基本单位 ,现代分子生物学将基因定义为:合成有功能的

蛋白质多肽链或 RNA 所必需的全部核酸系列(指 DNA 序

列)[5] , , 及基因是染色体上最小的功能转录单位 。人类基因组

织人的23 对染色体(22 对常染色体和 X , Y两条性染色体)上全

部 DNA 所携带的遗传信息的总和 ,约 30 亿个核苷酸碱基对 , 约

3 ～ 4 万个基因[6 ,7] ,它携带了人类任何一个个体有关生 、长 、育 、

老 、病 、死的全部遗传信息[ 8 , 9] 。因此 , 在认识上 , “人类疾病都

直接或间接的与基因有关” , 或者说“基因是大多数(不是所有

的)人类疾病的主要病因”的观点现已被越来越多的人们所接

受。换言之 ,在“与基因相关”这一认识上 , 人类各种疾病都可

以视为“基因病” 。据此广义的概念 ,目前可将“基因病”分为四

大类[ 10] :①经典的单基因病:这类疾病目前至少已发现 6 000

余种 ,其主要病因是一个基因位点上的缺陷等位基因 , 如:红绿

色盲 、血友病等。 ②复杂性状的多基因病:这类疾病的发生涉

及两个以上的基因位点 ,这些基因也许作用近乎等同 ,即“多因

微效(Multi minor genes)” ,或者可能有主次之分。而各基因之间

的相互作用可能调控这些基因表达的环境因子 , 使其更加复杂

多样。人类的大多数疾病都属这一范畴 , 如:高血压 、糖尿病

等。③染色体病:人的体细胞中共有 23 对染色体 ,每条染色体

上均载有基因。因染色体数目或结构的改变所致的疾病称为
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染色体病 , 由于染色体病涉及许多基因 , 故这类疾病常表现为

复杂的综合征(Syndrome), 如:先天愚型等。 ④获得性基因病:

如病原微生物感染引起的传染病。此类疾病当然不符合原来

的“世代传递(遗传)”方式 , 但大多有一定的遗产基础 , 或者是

病原微生物的基因组和人类基因组相互作用的结果 , 因此涉及

到基因结构与表达的改变。HIV 病毒的研究已在一定程度上

证明了这一点。

2　疾病相关基因的策略和方法

　　对 “基因病”进行遗传分析的 “灵魂”在于紧紧抓住了“表

象(表型)” 与“ 本质(基因)” 之间存在着的实质性的必然联

系[ 11] ,即:①有表型(遗传性状或疾病)就可以肯定在基因组中

有它的基因;②有基因则在基因组中必有其位置(位点);③该

位点与基因组中另一位点(如多态性的遗传标志)之间必有某

种联系(相距远则重组率高 , 近则重组率低或不重组), 进而相

信可用遗传连锁分析得到二者之间的遗传距离并将其定位。

因此 , 通过疾病的表型来定位 、克隆及鉴定疾病相关或易感基

因 ,是最客观 、最有效的“解读天书”的手段之一。迄今 , 以各种

技术克隆到的人类基因已达 1 千多个 , 这些技术按所采取的策

略分为以下三类:定位克隆(Positional cloning)、候选克隆(Candi-

date cloning)与功能克隆(Functional cloning)。

2.1　定位克隆
　　定位克隆又称位置克隆 ,完全是伴随“遗传图”的建立而发

展起来的基因克隆的新策略。定位克隆的起点是定位 , 即建立

表现型(包括疾病)与基因组中的一位点(或某一区域)之间的

联系 ,然后根据这一位置信息 , 应用“物理图”的物理标记经典

遗传学信息转变为“物理标记”所代表的明确的基因组区域 , 再

以相关区域的“相连片段群(Contig)”(或建立更为可靠的“相连

片段群”)来筛选可表达的结构基因 , 即建立该区域的“转录

图” 。然后 , 比较病人与正常人中这些结构基因的区别以确定

与疾病相关的改变 ,最后确定疾病相关基因。定位克隆的最独

特的优点 ,正是抓住了如前所述的遗传分析的灵魂 , 抓住了“表

现型”与“基因”之间的联系。而以遗传分析确定表现型在基因

组中定位这一策略 ,应归功于人类基因组计划所建立的“遗传

图” 。该策略的具体步骤如下[ 12] :1)疾病家系的选择与评估:

一般来说 ,疾病家系越大越好。据一般的经验公式(Basic rule of

thumb),一个有 40多个能提供信息(Informative)减数分裂事件的

三代以上的家系 ,基本上可得到“肯定连锁”的证据(如果使用

200 个遗传标记 , 平均距离为 20 cm)。大家系的重要优点是可

以在很大程度上避免遗传异质性(Heterogeneity)。不管是大家
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系还是小家系 , 对每一个体的诊断是至关重要的 。由于我们

只能假定疾病上有两个等位基因 , 即正常与“有病”两种状况 ,

一个误诊将使整个分析的可靠性受到影响。特别是高血压等

“拟数量性状” 、要据统一的临床标准详细进行鉴别诊断 , 还要

注意发病的时间性 、治疗效应和发病年龄 、发病史。临床诊断

上的异质性 ,则要根据已知的鉴别诊断标准尽可能加以区分 ,

特别是小的家系 , 当然最终肯定“临床异质性”与“位点异质

性” ,还有待致病定位的最后鉴定。 2)遗传标记物的选择:遗传

标记的种类现在基本采用简短衔接重复多态性(Short tandem

repeat polymorphism , STRP)标记 , 其突出优点是多态性高 , 能以

PCR大规模操作 , DNA用量小。遗传标记的选用可遵循以下步

骤[ 13] :①据现有的同一位点报道区域。 ②据同一疾病的不同位

点报道区域。 ③模式生物的“同源区域” 。 ④据可能的候选基

因。⑤据已知的基因密集区。 ⑥已知连锁群的代表标记(人类

基因组至少有70个连锁群 ,即相互遗传距离为 50 cm 的标记)

⑦已发现远距离连锁线索的区域中的标记。 ⑧更为密集的遗

传标记进行全基因组扫描。有关这些标记的数据 , 都可以通过

Internet从 GDB(Genome data base)上获得。 3)靶区域的基因组分

析:HGP所提供全基因组物理图(STS 图)、部分区域的转录图

(EST图)与序列图已使一部分工作简化到前所未有的程度。

我们做的工作只是把遗传学分析或细胞遗传学信息转化为物

理信息。大多数短串联重复序列(Short tandem repeat , STR)之间

的距离都可从GDB网络上查到。在得到候选区域的物理大小

后 ,基因组分析的第二步 , 便是基因组 contig 的构建。 以 YAC

构建的 contig可以从 GDB 上查到 ,可从 YAC 文库服务中心直接

拿到 contig 中的所有克隆。部分区域的 BAC 或 PI contig 也已建

好 ,都可直接向资源服务中心索取或购买。如没有合适的现成

的 contig ,则需自己以 STS 或其他区段通过筛选对应片段进行

构建 ,或以 YAC 来筛选 BAC 克隆。值得注意的是 ,现有的 con-

tig 不完全可靠 ,须逐一验证每个克隆。 4)编码序列的筛选:现

在已知的蛋白质都是由 RNA 聚合酶指导合成的带 3′多聚 A 的

mRNA的外显子中的编码序列编码的。因此 , 从候选区域中筛

选编码序列是当前位置克隆的主要途径。 现在的常规是以候

选区域中基因片段来筛选可转录序列。经典的 cDNA 文库直接

筛选的方法简单易行 , 但较大的 DNA片段 , 如 YAC 、BAC 等用

于大规模筛选 cDNA常带来严重假阳性及后来的复选问题。在

这基础上采用 PCR技术建立起来的 cDNA selection 是目前使用

较多的方法。5)致病突变的筛选:致病突变的筛选实质上就

是致病基因的筛选。一般可用部分或全长的 cDNA 来进行。筛

选疾病相关突变的技术可采用突变检测的所有技术:如酶切杂

交技术 、杂质双链技术等等。还要注意检测 mRNA 的表达水平

与大小的变化。突变检测还要注意与“正常”的多态性的区别。

因此 , 要选择多个无亲缘关系的正常个体与患者个体进行比

较。可能的突变方式要加以较全面的分析 , 除了通常的突变类

型 ,如表达与否 、点突变与一般重排以外 , 还要考虑短核苷酸重

复 、大规模的基因组重排。定位克隆目前广泛的用于许多疾病

的遗传研究。如:1999 年 , Krushkal等[14 , 15]采用美国 Rochester 心

脏病家系研究的样本 ,对一组 55 个家系的血压不一致性同胞

对 427名成员 , 用 359 个微卫星引物进行 22 对常染色体扫描。

将与人群中收缩压变异有关的基因成功定位到染色体上。

2.2　候选克隆
　　候选克隆策略完全是在HGP的进展 、已定位克隆的基因越

来越多的情况下派生出来的一种新捷径。候选克隆又分为“定

位候选克隆” 、 “功能克隆”和“定位 、功能候选克隆” , 即“定位

克隆”分别甚至于同时与“定位克隆” 和“功能克隆” 相结合。

“定位候选克隆”是在将疾病基因以连锁分析或染色体分析基

本完成后 , 即从 GDB 中检索该标志附近与该区域之中所有已

知的基因 , 包括与疾病已有联系或未建立联系的基因 , 已知的

EST , 已知的模式生物对应的“同源板块”上的已知基因与 EST ,

用它们直接进行致病改变的筛选。“功能候选克隆”是根据致

病基因的可能功能 , 检测 GDB 或 Gen Bank 中的基因功能区域 ,

将含有接近功能域用于致病的改变检测。 而“定位 、功能候选

克隆”途径则是在基本区域确定之后 , 将该区域中 , 已知或探测

功能可能接近致病基因的基因作为候选者。这一策略可能得

到事半功倍的效果。“候选克隆”的另一途径是将功能已知 、但

与疾病尚未建立联系的基因定位 ,再在定位区域附近检索已定

位的疾病。其著名的成功例子便是α-丙种球蛋白血症[ 16 , 17](α-

Gammaglobinemia)。美国 UCLA一个小组将早已发现的激酶(Ki-

nase)用 FISH 定位于 Xq21 , 再从 GDB 中查到α-Gammaglobinemia

也已定位到这一区域 , 便以该基因筛选病人而确定了该 kinase

便是α-gammaglobinemia 的基因。

2.3　功能克隆
　　HGP之前的人类基因基本上是按功能克隆的策略成功分

离的。人类的性状(包括疾病)都是与蛋白质功能有关。功能

克隆便是从蛋白质功能着手的基因分离策略。 镰刀细胞贫血

的基因鉴定是功能克隆的典型例子。功能克隆的另一常规方

法是以某种蛋白质的抗体来筛选可表达的 cDNA文库 。现在 ,

人们把通过比较mRNA 的克隆策略也归类于功能克隆 , 其根据

是蛋白质功能的差异首先反映在同一组织中 mRNA 的差异。

这一归类显然不很全面。这类方法较经典的有“消减杂交(Sub-

tractive hybridization)” , 即将正常与异常的同一组织(或不同组织

经诱导的不同细胞培养物等)的 mRNA或 cDNA 文库以一定比

例进行液相杂交 ,再以特定的方法克隆其相异的组分 , 从中筛

选代表其相异的克隆。近几年被广泛采用的“差异显示(Differ-

ential display)”巧妙地采用了“锚定 PCR(Anchor PCR)”技术 , 能

很灵敏的扩增两个 mRNA 样品中的相异成分。其基本原理也

与“消减杂交”的“克隆相异”类似。功能克隆的共同特点应该

说是不依赖于基因组信息 ,其缺点主要是由于大多数症状的生

理 、生化变化很复杂 , 对与之有关的蛋白质了解甚少 , 对于其基

因表达的主要组织也知之不多。而且不同组织以至于同一组

织的蛋白质与 mRNA 的“正常”差异很难与特异性差异区别。

这就是为什么在“定位克隆”问世之前 , 只有少数疾病相关基因

被克隆。但功能克隆技术成熟 、方法直接 、费用较低 , 迄今仍然

是克隆基因的首选策略。最近克隆的人的一种 Disintegrin met-

alloproteinase [ 即 TACE(TNE-α-converting enzyme)] [18～ 20] , 便采取

了这一途径 ,但是有了不少新的改进。

3　展望

　　HGP的发展 ,尤其遗传图和物理图的制作完成 , 为疾病相

关基因定位 、克隆和发展展示了诱人的前景。我国地大人稠 、
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民族众多 , 由于历史 、地理 、传统等原因 , 保存着许多相对隔离

群体 ,这是我们开发人类遗传病相关基因研究一项不可多得的

资源优势。充分利用我国丰富的家系资源 , 迅速开展多基因疾

病全基因组扫描和分型的连锁分析研究 , 对推动我国遗传病研

究和提高我国人类遗传学科研水平具有极为重要的现实意义。

相信经过不懈的努力 ,中华民族将来一定能在人类基因组研究

中占有自己应有的一席之地。

4　结语

　　综上所述 ,要掌握基因克隆技术 , 其知识需要了解疾病的

病理 、真核基因的结构 、所有已知致病基因的改变方式 , 其技术

则综合了遗传学 、分子生物学的几乎所有技术。 而其最重要的

则是疾病家系的获得。人类基因组计划为基因克隆奠定了基

础 ,而每一基因的成功克隆都进一步丰富了“遗传图” 、“物理

图” 、“转录图”与“序列图” 。不久的将来 , 我们将第一次从分子

水平上全面认识自我 ,实现真正掌握自己命运的宏伟目标。

　　关键词:基因定位;疾病 病因学

　　中图法分类号:R394　　　文献标识码:A
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文章编号:1000-5404(2003)04-0351-03　 综述

ICOS:一种重要的新型诱导共刺激分子

ICOS:a new important costimulatory molecule

许雪青 综述 ,白　云 审校　　(第三军医大学基础医学部分子遗传学教研室 ,重庆 400038)

　　抗原特异性 T淋巴细胞免疫应答的有效产生及维持需要 2

种信号———MHC-肽提供的特异性的抗原信号 , 以及由 APC 表

面共刺激分子提供的共刺激信号(Costimulatory signal)。随着研

　　作者简介:许雪青(1979-),男 ,湖北省京山县人 ,硕士 ,主要从事T 细胞活化

机制方面的研究。电话:(023)68752258

　　收稿日期:2002-02-03;修回日期:2002-07-09

究的深入 ,这一观点逐渐得到广泛认可[1 ,2] 。在 T细胞活化的不

同时空阶段, 多种共刺激分子发挥着不同的调控作用。 CD28 

CTLA-4-B7-1 B7-2共刺激途径是研究最早最深入的共刺激途径

之一 , 来自该途径的共刺激信号对 T 细胞的活化和耐受发挥着

重要调节作用。但众多证据, 例如 CD28 缺失的小鼠仍能产生一

定的免疫应答[ 3] ,表明 CD28 并不是惟一的共刺激分子。
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