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摘要
生物学和医学的研究发展很快，不断有新的理论和技术出

现，推动着生物学和医学领域的不断发展. 现代分子生物

学技术和理论为肝脏病学的研究提供了前所未有的机遇. 由

于发展不平衡，对于新理论和新技术的接受程度和推广还

有一段艰难的过程. 在这一过程中，不可避免地存在一些

认识上的误差和偏差. 因此本文选取3个有代表性的例子，

阐明科学研究的设计和方法中的科学性.
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0   引言

我作为几家杂志的编委，经常会审阅来自不同单位的
稿件，在审阅过程中发现了一些问题. 本文的目的是提
出一些问题，供编者、读者作为参考，共同提高我
们科研设计的水平和学术论文的质量. 关于正确理解现
代分子生物学理论和技术在生物医学研究领域中的应
用，有许多鲜明的例子，本文主要选取3个有代表性
的例子，说明在科研设计和学术论文鉴赏过程中常见
的误区.

1   研究基因转录水平主要考虑的是启动子的转录活性

在审稿过程中，我接到一篇研究核苷类似物拉米夫定
(lamivudine)抑制乙型肝炎病毒(HBV)X基因的研究报道.
基本的研究方法和过程如下: 首先利用分子生物学技

术，构建HBV X 基因的真核表达载体，如具有巨细

胞病毒(CMV)早期即刻基因启动子的pcDNA3，然后用

这一载体转染肝母细胞瘤细胞系HepG2，建立稳定转

染细胞系，在细胞系的培养上清中加入拉米夫定，利用

半定量的逆转录多聚酶链反应(RT-PCR)技术，检测

HBV X基因的转录物水平，并进行半定量分析，结果

证明HBV X基因的转录物水平有显著降低，结论是拉

米夫定对于HBV X基因的转录具有显著的抑制作用. 这

一篇文章的设计存在严重的问题，对于分子生物学的

基本原理的理解有偏差，是不能发表的.

       首先我们必须明白，基因的转录调节是在基因启
动子指导下进行的，基因转录水平的高低受到许多因
素的影响，但是主要决定于启动子在这一系统中的转
录活性，而与启动子指导的目的基因的性质没有太多
的关系[1-12]. 这样的设计更多的是研究了拉米夫定对于
CMV早期即刻基因启动子转录活性的抑制作用，而与
HBV X基因的转录没有关系. 如果本实验的目的基因换
成别的什么基因，所得到的结果也同样不能说明目的
基因的变化. 例如这一实验中我们将HBV X基因换成报
告基因氯霉素乙酰转移酶(CAT)，那么岂不是可以得
出结论拉米夫定可以抑制氯霉素乙酰转移酶的表达了
吗？显然这是不合适的.
       关于转录水平的研究，正确的研究方法设计应该
是特定基因的启动子序列与报告基因构件成报告基因
表达载体，转染合适细胞系，共同转染其他的表达质
粒，或者在细胞培养上清中加入某些药物(如拉米夫
定)，以研究基因表达或药物对于该基因转录表达的影
响[13-15]. 要研究什么基因的转录表达，即选择该基因的
启动子基因序列，而不是选择其编码基因序列. 目前
报告基因表达载体的构建与细胞转染模型的建立是研
究基因表达调控非常常用和成熟的研究技术和策略，
常用的报告基因包括CAT、β-半乳糖苷酶(β-gal，β-
galactosidase)、萤虫素酶(Luc，luciferase)、和绿色荧
光蛋白(GFP，green fluorescence protein)等. 报告基因
CAT 的检测有酶联免疫黏附法(ELISA)、同位素分析
法，β-gal 的检测有ELISA法和免疫组织化学染色法，
Luc的表达可用化学发光法，而GFP是惟一可以在活
细胞中进行观察的报告基因类型. 以上报告基因类型可
以根据具体的研究条件和研究的目的进行选择. 但是，
无论采用的是何种类型的报告基因，其表达水平并不
代表报告基因的调控，而是代表了报告基因上游的启
动子的转录活性水平. 利用报告基因表达载体的研究技
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术，具有很多的优点，其一可以避开内源和外源基因
表达水平的影响. 例如，研究一种基因的转录水平表达
而进行报告基因表达载体的构建和细胞转染，如果表
达产物是基因编码产物本身，就难以区别内源性基因
的编码水平或者是外源转染基因的表达水平. 采用报告
基因就可以解决这一问题，因为采用的报告基因类型
是细胞本身不表达的产物，因此，对于报告基因编码产
物的检测水平可以精确地反映基因启动子的转录活性，
不会受到内源性基因表达产物水平的影响. 第二，如果
研究不同基因启动子的转录活性，采取本身基因表达
产物的检测方法，必须建立各种基因表达产的检测方
法，有些基因的表达产物的检测技术还不具备，或者
很难建立，但是如果采用报告基因的研究策略就很容
易解决这一问题，只要建立稳定的报告基因表达的检
测技术就可以应用不同基因启动子转录活性的检测和
研究. 这也正是基因转录表达研究策略中非常成熟和公
认的做法[16-18].

2   肝炎病毒准种特点是一个不能忽视的问题

乙型肝炎病毒和丙型肝炎病毒(HCV)存在状态时准种
(quasispecies)状态，这是一个不能忽略的问题[19-31]. 在
研究抗病毒治疗前后的病毒的基因序列改变的研究中
尤其要注意病毒基因准种的特点. 例如，一篇论文研究
慢性乙型肝炎的抗病毒治疗前后的病毒基因序列的改
变，治疗前留取患者的血清，抗病毒治疗后再一次留取
血清，由两份血清提取HBV DNA，应用聚合酶联反应
(PCR)技术进行扩增，扩增的HBV DNA片段进行克隆
化，各挑取1个克隆进行序列分析，结果发现2个序
列存在差别，因此就判定抗病毒治疗前后病毒的基因
序列发生了改变，而且认为这种改变与抗病毒治疗的
效应有关. 如果慢性乙型肝炎患者抗病毒治疗前后的
HBV基因序列始终各自都是均一的病毒基因序列，或
许这种研究方法是可行的，但是，事实上HBV 基因
序列有准种特点，就是说慢性乙型肝炎患者血清中的
病毒，其基因序列，不同的病毒株之间十分相似，但
又不同，这种相似性达到 95% 以上，差别占总核苷
酸数的5%以下，这种差别较小，还不足以分成不同
的血清型，也不足以分成不同的基因型，但这种差别
又是客观存在的. 病毒株之间的差别是一个较为普遍的
现象，甚至在患者的血清中很难找到2株序列完全一
致的病毒. 因此，我们对于HBV在患者血清中的存在
状态，应该是把HBV看成是由不同的基因序列的HBV
组成的一个病毒群，而且随着病毒自身复制过程的变
化，以及机体的免疫力和抗病毒药物应用的情况，各种
病毒在病毒中所占的比例在时时刻刻的变动之中[32-35].
因此，准种概念之所以十分重要，就是改变了以往人
们对于HBV存在状态的看法，换了一种角度来看HBV
的存在状态，更为客观和准确. 利用准种的观点来看上
述研究结果，就不难看出这种科研设计的局限性. 如果慢

性乙型肝炎患者血清中HBV的拷贝数在1011拷贝 /mL，
而且各株病毒间的序列都是不同的，那么在治疗前随
机扩增、克隆、测序一个克隆，仅仅代表的是该病
毒株而已，与其他病毒无关，没有多少普遍的意义.
如果治疗后，也是随机挑取一个病毒基因序列进行测
定，也是同样的道理. 但是，治疗前后研究同一个病毒
的可能性只有1/108，换句话说这是不可能的. 因此，
在治疗前后，根本就是对于2株肯定不一样的病毒基因
序列进行比较，这样的结果与治疗的效应又有何干？
因此，不能对于治疗前后各1个或少数的病毒基因序列
进行测定来研究抗病毒治疗前后病毒基因序列的改变，
这种差别根本就不可能与治疗的效应有关.
         类似的例子还有很多. 有些有心人对于血清丙氨酸
氨基转移(ALT)正常的HBV无症状携带者(ASC)进行研
究，观察病情变化过程中病毒基因序列的改变. 也是在
ALT治疗前获取一个HBV基因克隆进行序列测定，在
治疗后又获取一个克隆进行测序，并且将ALT正常和
ALT升高2个时间点的HBV基因序列进行比较，并且
将这种差别，解释为HBV感染者从ALT 正常状态到
ALT升高状态转变过程中的HBV基因序列的变化及其
规律，殊不知2次获得HBV病毒株根本就是不同的病
毒，序列本来就不同，这样的比较不但没有意义，还
会误导HBV基因序列变化与病情变化之间相关性的研
究. 如果将HBV基因准种特点考虑进去，就不难理解
这样的科研设计的局限性，就可以避免类似的错误或
不足之处. 因此，关于HBV准种研究的结果，尽管这
一概念十分浅显，容易理解，但是对于我们认识HBV
的存在状态，进行合理的科研设计，提高学术论文的
鉴赏水平，都具有十分重要的意义. 同样的道理，关
于HCV和人免疫缺陷病毒-1(HIV-1)的类似研究，也
必须将病毒基因的准种特点考虑进去，事实上，关于
HBV准种特点的研究就是采用了在HCV、HIV-1的研
究中所采用的准种概念.
       研究病情变化前后，或者是研究治疗前后病毒基
因序列的改变，应该将准种特点考虑进去，因此不能通
过单个或少数的几个克隆的序列分析进行判断[36-38]. 正
确的做法是对于病毒的准种种群进行研究，从优势种
群的漂变(shift)规律来解释病毒基因序列的改变与病情
变化和治疗疗效之间的关系. 由于病毒的准种特点，由
于病毒的基因序列的异质性(heterogeneity)广泛存在，
应用目前少数克隆的序列分析技术是不可能解决的. 近
年来基因芯片(DNA chips)这类高通量分析技术的出现为
研究这一课题提供了前所未有的机遇. 可以通过基因芯
片的高通量研究，对于HBV 基因准种的特点进行研
究，阐明HBV 基因的变化与临床病情之间的相互关
系、与抗病毒治疗疗效之间的相互关系.

3   结合蛋白和受体的区别

利用配体蛋白分子进行筛选，一方面可能会得到受体
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蛋白分子，另一方面也会得到蛋白结合蛋白. 如果只是
发现一种配体蛋白结合的蛋白，还不足以肯定这种蛋白
就是配体蛋白的受体蛋白分子，还需要有另外的足够的
研究证据，否则就会不完整，就会导致错误的结论.
         研究蛋白蛋白之间相互结合的技术相当多[39-51]. 研究
细胞内蛋白与蛋白质间的结合与相互作用的技术，主
要有哺乳动物细胞双杂交、活细胞的激光共聚焦显微
技术、酵母双杂交技术等; 研究体外蛋白与蛋白之间相
互作用的技术包括体外免疫共沉淀技术、放射性配体
分析技术、拖拉(pull down)技术等[52-59]. 作为受体蛋白，
必须具备与配体分子之间的结合，还必须具备跨膜的
分布特征，与配体分子结合以后介导信号转导过程. 配
体分子与受体分子之间存在结合的现象，但是同时也
会存在与其他蛋白结合的现象. 因此，仅仅只有与配体
分子结合的能力还不够，还必须阐明配体结合蛋白的
分子结构与性质，才能决定配体蛋白结合的蛋白分子
究竟是否是受体分子. 如果明白这一点，就不会在仅仅
证明有配体分子结合活性的情况下，就匆匆断定这就
是配体分子的受体分子. 这样的研究结果，必须具备重
组的实验证据，否则仅仅靠蛋白之间的这种结合就判
定是配体的受体分子就显得证据不足，可能会导致错
误的结论.
        我们利用酵母双杂交技术对于各种肝炎病毒的结构
和非结构蛋白的结合蛋白进行了系统的筛选，从理论
上来讲，如果“诱饵”质粒表达的是肝炎病毒的包膜蛋
白，那么就有可能筛选得到肝炎病毒的特异性受体分
子，因为筛选的惟一要求是在酵母细胞中存在蛋白与
蛋白之间的相互结合[60-66]. 但是，我们所筛选得到都是
结合蛋白，都不是受体蛋白，可见结合蛋白与受体蛋白
之间的差别.
       研究一种配体分子蛋白的受体的研究策略，可以
参考发现HIV-1第二受体分子的研究策略. 首先对于配
体分子的细胞系通过流式细胞学技术进行分选、富集，
从这样的细胞系中分离纯化总mRNA，可以很好地保证
受体蛋白编码基因的mRNA的丰度. 然后应用这样的
mRNA逆转录后建立真核细胞表达载体，转染不表达配
体蛋白分子的细胞系，然后利用配体分子与转染细胞系
结合的磁珠细胞分离方法，富集配体分子结合的转染细
胞系，从中提取质粒DNA，以大肠杆菌扩增质粒，重复
细胞转染，配体分子结合细胞的筛选等步骤，最终获得
配体分子结合的受体分子结合蛋白编码基因. 无论采用
什么样的筛选技术和流程，最终的判断筛选分子是否是
受体分子，在没有确定其分子结构及功能之前，任何草
率的结论都是一种误导，应该特别小心[67-69].
       现代分子生物学的理论和技术，极大地推动了现代
肝脏病学的研究和进展. 同时也在不断地修正着我们对
于肝脏病学的概念和理论. 在这一探索过程中，不可避
免地存在着一些偏差，甚至是错误[70-72]. 我们要勇于提
出这些不足或者是错误之处，只要我们认识到了错误

或不足之处之所在，我们的认识就会提高一步，我们
的学科建设才会更快进步.
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