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的反式激活作用，目前还没有定论. HBsAg大蛋白与截

短型HBsAg 中蛋白一样，可以激活一系列的启动子元

件. 有足够的资料表明,PKC依赖性的AP-1和NF-κB 的
激活是HBsAg大蛋白作用的主要机制. 在PKC作用的下

游，c-Raf-1激酶是HBsAg大蛋白激活AP-1和NF-κB
的先决条件,因为抑制c-Raf-1激酶的活性，就可以阻断

HBsAg大蛋白对AP-1 和NF-κB的反式激活作用.
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0   引言

新基因的克隆化无异是生物医学领域创新知识源泉的重
要组成部分. 这一任务,不仅是人类基因组计划(HGP)的核
心内容,同时也是后基因组计划(post-HGP)的重要内容. 多
年来，随着以人的基因克隆化为主的不同生物类型基
因克隆化研究的进展，已然积累了大量的不同生物的
基因序列、蛋白质的氨基酸残基序列，同时对于不同
生物种属之间基因序列、蛋白质以及结构序列的保守
结构位点也积累了丰富的资料，并据此建立了庞大的
数据库系统. 对于这些数据的分析，必须依靠计算机分
析技术. 计算机分析技术的不断发展，为这些资料和数
据的分析建立了一些有效的分析技术. 因此，自然而然
就将基因和蛋白质结构的资料与计算机分析技术结合起
来，形成了目前极具潜力的新兴交叉学科- 生物信息
学(bioinformatics)技术[1]. 生物信息学技术的形成和发展，
大大促进了以基因的分子生物学为核心内容的现代生物医
学的发展，以基因的分子生物学为核心内容的理论和技
术，已经成为生物学领域、医学领域重要的创新知识源泉.

1   基因序列和氨基酸残基序列同源性比对及其应用

基因序列和蛋白质一级结构序列的同源性比对，是目
前生物信息学技术中最基本、应用最广泛的技术之一.
随着基因和蛋白一级结构序列数据库的不断扩充，人
们甚至单单从数据库的计算机分析就可以克隆新的基
因. 目前以美国国家生物工程信息学中心(NCBI，national
center of bioengineering information)建立的核苷酸序列数
据库(GenBank)及其相应的检索分析系统的应用最为广泛[2].
       基因序列同源性的比对，对于分析基因组DNA序列
以及完成新基因的染色体定位也是极为便捷的. 将确定
的新基因的编码基因序列作为参照，对于GenBank数据
库中高通量基因序列(htgs)数据库中基因组DNA序列进
行同源性对比，当发现与新基因的cDNA序列完全同源
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的基因组DNA 序列时，根据Chambon 原则，内含子
(intron)的序列总是以GT开始，以AG结束，就可以确
定该基因的基因组DNA序列的结构，及外显子(exon)-
内含子序列结构. 因为在htgs数据库收录的基因组DNA
序列，其染色体的来源是十分清楚的，因此就很容
易、很方便地将该基因组进行染色体的定位，而不再
需要进行荧光原位杂交(FISH)的常规的基因染色体定位
技术. 可见基因的生物信息学技术的发展对于基因组
DNA序列的确定和在染色体上的定位是多么重要. 我们
根据基因序列同源性的比较,曾经以人肝再生增强因子
(ALR,augmenter of liver regeneration)的基因序列为参照,
确定了人ALR基因组DNA序列、小鼠ALR的cDNA序列,
甚至克隆了大鼠的ALR的假基因(pseudogene)序列[3-10] .
       核苷酸、蛋白质一级结构的序列对比,不限于两两
比较的方式,多个序列彼此之间序列的比较技术,逐渐发
展成为遗传树分析法. 例如，对于一个慢性乙型肝炎患
者血清中乙型肝炎病毒(HBV)的基因序列进行克隆测定,
同时对于可能是传染源的血清标本中HBV基因序列进
行测定比较，就可以确定HBV的传染源. 即根据多个
HBV DNA序列的比对分析，判断序列的相似性，确定
彼此之间的序列的同源性，从而确定传染源. 同样的道
理，对于一系列不同生物特定基因序列进行克隆分析、
比较，即可以确定彼此之间的亲缘关系，并绘制成图谱，
进行分类，这就是遗传分类学(cladistics).

2   基因启动子序列的预测分析

真核细胞的基因表达调节虽然是多个水平的调节,但主
要是转录水平的调节. 转录水平的调节基础就是转录因
子蛋白与启动子DNA序列之间的结合和激活. 转录因子
蛋白的结构可以分成结合域(BD，binding domain)以及
激活域(AD，activation domain). 作为基因启动子DNA的
序列也具有特征性的结构. 但是相比较而言，目前基因
启动子以及转录因子蛋白结合的种类，积累的资料还
十分有限，数据库容量偏小，计算技术相对滞后，其
预测结果仅供参考，还必须结合其他的分子生物学技
术进行证实.
      一般情况下，确定了一种新基因的编码区序列之
后，通过与 htgs 数据库的同源性比对，可以很方便地
确定其相应的基因组DNA序列. 在确定编码基因的起始
密码子之后，指导基因表达的启动子序列一般位于其
上游基因序列300-3 000 nt 之间，鲜有例外. 可以从翻
译起始密码子上有的基因组DNA序列，选取3 000 nt
左右的核苷酸序列进行生物信息学分析. 例如可以应用
在线软件分析技术，或自行研发的启动子序列分析技
术等软件分析，如：http://www.cbs.dtu.dk/services/
promoter/、http://www.fruitfly.org/cgi-bin/seq_tools/
promoter.pl，http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/proscan/ 等.
根据这些软件分析的结果，首先确定进行缺失突变体
构建时应该采用的引物序列，如果一段序列的缺失导

致报告基因表达水平的升高，那么说明这一段基因序
列存在着启动子的静息子(silencer)的序列，对于基因的
表达水平具有负调节作用. 通过逐步缺失的策略，最终
确定启动子DNA的核心序列. 报告基因表达载体的构建
以及细胞转染技术，仍然是目前研究基因启动子序列
活性最为基本的方法.
        研究转录因子蛋白的结合及其对基因表达水平的调
节作用和性质有许多技术,但是利用生物信息学技术预
测的启动子DNA序列的结合的转录因子蛋白结果只有
部分参考的意义. 凝胶迟滞(gel shift)试验、超级迁移实验
(super shift)、竞争性结合实验、酵母单杂交技术(yeast
one hybrid)、噬菌体展示技术(phage display)等在转录因子
蛋白与启动子DNA序列结合的研究中具有重要应用前景.

3   不同种属基因序列的克隆化及其分析

细胞凋亡(apoptosis)是生命活动的重要形式. 2002年的诺
贝尔医学奖就颁给了3位在细胞凋亡研究领域做出突出
贡献的科学家. 早期的细胞凋亡研究，相当一部分的工
作是在一种称为美丽线虫(C. elegans)的简单生物模型上
进行研究的. 例如在美丽线虫凋亡相关基因研究中，发
现Ced-3 基因与线虫细胞凋亡有关，被称为线虫细胞
的自杀基因. 根据不同生物同源基因序列的比对，发现
Ced-3蛋白与人白介素-1 β转换酶(ICE)的蛋白质一级结
构序列同源性达到26 %,这种同源性在两种遗传背景相
去甚远的物种的基因之间是鲜见的. 因此初步认为人的
ICE 基因是细胞凋亡促进基因，即人细胞的自杀基因.
通过对人 ICE 基因对于细胞凋亡的研究，发现 ICE的
确可以促进细胞凋亡，从而直接导致了人类第一个自
杀基因的发现与鉴定. 这是生物信息学技术，基因序列
同源性比对在发现新基因或基因的新功能方面一个十分
成功的例子. 随着核苷酸数据库的容量不断加大，计算
机分析技术的不断进步，关于不同生物种属之间序列的
比对在发现新基因或发现基因的新功能方面越来越重要.
      在生物进化过程中，不同生物种属的基因都是高度
保守的. 因此，通过核苷酸序列同源性的比对，就可以
对来源于不同生物种类的同源基因序列进行分析. 这种
分析过程也是新基因克隆化的重要途径. 例如，我们在
利什曼原虫新基因的克隆研究中，为了探索与免疫应答
的相关分子，筛选基因疫苗的更好的靶抗原蛋白编码基
因,就是利用了生物信息学技术. 首先确定利什曼原虫这
种细胞内寄生的原虫类型，虫体表面的蛋白质抗原具有
更多的与机体的免疫系统接触的机会，在机体抗寄生虫
免疫应答中具有重要作用[11,12]. 因此，计划对于利什曼
原虫表面蛋白分子进行研究，以期有所发现. 为了完成
这一研究，我们首先对于GenBank核苷酸数据库中收录
的锥虫(T. cruzi)的基因序列进行检索分析，在GenBank
我们首先发现了无鞭毛体蛋白(amastin)的编码基因序列.
然后以此序列作为参照，利用BLAST作为检索工具，对
于GenBank中所收录的利什曼原虫的同源性基因序列进
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行搜索，结果找到了一段309 nt 的基因片段来源于硕
大利什曼原虫(L. major). 随后，我们利用这一片段作为
探针，对于硕大利什曼原虫的 cDNA 文库进行杂交筛
选，最终获得了硕大利什曼原虫的无鞭毛体蛋白的编
码基因. 随后我们对于其他株的利什曼原虫的无鞭毛体
蛋白的编码基因序列也进行了克隆与分析，获得了显
著的进展[13-20]. 这一基因序列是利什曼原虫基因组中的第
一个无鞭毛体的基因序列，对于研究利什曼原虫与宿
主细胞之间的相互作用研究具有重要意义.
       数据库的相似性搜索使我们能够从数据库中存在的
数十万个基因序列中可以挑选出可能同感兴趣的序列有
关联的序列，这个方法有时会导致意想不到的收获，
用这种策略获得成功的第一个例子就是发腺病毒肿瘤基
因v-sis 是细胞中编码血小板衍生因子(PDGF)的正常细
胞基因的一个变体形式. 那个时候，序列的数据库还不
是很大，因此这一发现令人称奇. 随着数据库的不断扩
大，基本上可以检索到大部分基因的同源序列.

4   调节作用靶基因的分析

对于一种新基因生物学和医学意义的认识，可以从多
方面入手. 其中对于这种蛋白的表达及其在细胞中对于
基因表达谱的影响研究，也是重要的突破口. 获得基因
差异表达谱的手段很多，可以从蛋白方面入手，也可
以从基因的克隆化方面入手. 从目前的研究技术来看，
以基因芯片技术和抑制性消减杂交(SSH)技术最为有效.
首先构建这种新基因的真核表达载体，然后与该空白
载体分别转染相同的细胞获细胞系，同时提取
mRNA、逆转录为 cDNA，进行差异表达分析，获得
差异表达的基因片段. 因为目前的差异表达分析技术不
能完全排除假阳性，因此还必须首先借助杂交技术排
除假阳性的可能[21-31].
      获得差异表达基因片段之后，因为这些基因片段有
些是编码基因区片段，有些是非编码区基因片段，而且
位于上游还是下游也不能一下得到确定，这就要借助生
物信息学分析技术的力量. 随着核苷酸序列数据库的不
断扩大，大部分的基因序列片段经过核苷酸序列同源性
的比对就可以迅速得到确定. 如果在已经登录的基因序
列数据库中没有发现同源基因序列时，需要进行相对复
杂的生物信息学技术的分析,同时也蕴藏着发现新的基
因序列的可能. 首先可根据基因序列同源性对比的原则，
以新发现的cDNA片段序列作为参照，对于GenBank数
据库中来源于人的表达序列标签(human EST)数据库以
BLAST为检索工具进行同源序列的比对. 一般可以发现
多个与之同源的EST序列，然后根据这些同源的EST序
列进行电子拚接，得到更长的cDNA片段，然后对于这
一cDNA片段6种可能的开放读码框架(ORF,open reading
frame)进行计算机预测. 一般来讲，除了个别的基因之
外，其编码基因序列都在100个氨基酸残基以上,即>300 bp
的 ORF要得到特别的重视. 之后以此ORF为参照，利

用上述核苷酸序列同源性比对的原则，确定相应的基
因组DNA序列，基因组DNA序列的确定对于新基因编
码取得确定同样具有决定性的意义. 从确定的基因组
DNA序列中，首先要检查该新基因序列的起始密码子
(ATG)是否符合Kozak[32]原则，即ATG周围的序列是否
是哺乳动物细胞起始密码子序列特定性的结构. 大部分
人的基因序列都符合这一特点. 如果能够证实这一新基
因的起始密码子序列符合Kozak原则，那么关于这一新
基因序列的起始密码子的确定就可以认为是基本正确
的. 关于终止码子序列的确定在生物信息学理论中同样
有章可循.在人类大部分基因的基因组DNA序列中,终止
密码子序列是 TAA、或者 TAG、TGA，但无论是哪
一种终止密码子,在其后大约200-600 nt 的位置上,都有
mRNA的加尾信号(tailing signal),即 AATAA序列，有时
这一加尾信号序列还多次重复出现，保证基因转录得
到及时终止，在转录终止的mRNA尾部，加上数量不
等的多聚腺苷酸，对于维持所转录的mRNA的稳定性
至关重要，同时也是调节mRNA稳定性，调节基因翻
译水平和表达时空的重要机制之一. 如果在编码基因序
列下游可以确定明确的多聚腺苷酸信号序列，那么这
一新基因的生物信息学预测结果基本是可信的.
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