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基因结构与功能

分析的基本策略

喻红
武汉大学基础医学院生化系



问 题 ？

利用比较蛋白质组学从某一病理组织中检测

到一种新的蛋白质，下一步？

A B

探讨相关基因结构与功能，请设计研究方案及相关方法
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基因功能分析方法
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基因启动子及调控序列的结构分析
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新基因结构研究 新基因功能研究

生物信息学的分析与预测
序列同源性比对、查找、定位、功能预测
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第四节

基因功能分析策略
Strategies for Analyzing Gene Function



基因功能研究技术策略的演绎

基因功能分析即从细胞的生物学行为或生物个体的表型

遗传性状的变化鉴定基因的功能。

mRNA检测

蛋白水平检测
基因表达分析

Northern blot， 1977

Western blot， 1979

基因表达序列标签(EST), 1980s’

PCR，1986
DNA/EST/mRNA数据库，1990s’

生物芯片：基因表达谱检测，本世纪初

……

基因生物学功能鉴定技术

功能获得策略

功能失活策略

随机突变筛选策略转基因、基因打靶技术

1980~90s‘



mRNA转录谱检测

蛋白质水平的表达谱分析

2.基因表达谱的分析

1.生物信息学在预测基因功能中的应用

3.基因的生物学功能分析技术

功能获得策略

功能失活策略

随机突变筛选策略

基因功能研究技术策略
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（一）基于杂交的方法可检测mRNA表达水平

1．Northern印迹（Northern blot）

 既可分析mRNA表达又可验证cDNA新序列

一. 基因表达谱的分析

2．原位杂交实验（ ISH ）

 可对细胞/组织中mRNA进行区域定位及

定量分析
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（二）RT-PCR是常用的mRNA检测方法

1．反转录PCR

( reverse transcription-PCR，RT-PCR )

用于mRNA定性及半定量分析

2．实时定量PCR

( Real Quantitative PCR，RT-qPCR )

 常用于mRNA的定量分析

SYBR Green-Real time PCR示意图

一. 基因表达谱的分析
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Western blotting (蛋白质印迹）

根据抗原抗体的特异性结合对细

胞或组织样品中某种特异蛋白进

行定性和半定量分析。

基本原理与核酸分子杂交相似，

只是以偶联标记物的抗体分子作

为探针，检测转移到固相支持物

上的蛋白质/多肽分子。

（三）Western blot可直接测定基因编码多肽

1. 蛋白质样品的制备

2. SDS-PAGE分离

3. 蛋白质转膜及膜封闭

4. 标记探针与膜上蛋白

结合 (特异的第一抗

体及标记的抗抗体孵

育)

5. 酶的底物反应而显影、

成像、扫描信息。

Western blot基本流程

一. 基因表达谱的分析
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酶联免疫吸附分析 ( Enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA) 

也是建立在抗原-抗体反应基础上的蛋白质定性与定量分析方法。

不需电泳分离样品，而将样品包被在支持体上，再经吸附结合

特异一抗及酶标二抗（也可预先包被抗体，“吸附”抗原），

酶-底物反应后通过酶标仪测定。

特点：

高灵敏度及特异性；稳定、操作简便，标本用量少，适于大规

模筛查。

（四）酶联免疫吸附分析检测蛋白质水平

一. 基因表达谱的分析
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免疫组织化学 immunohistochemistry

免疫细胞化学 immunocytochemistry

又被统称为免疫荧光法 immunofluorescence

(五) 原位免疫组化可检测组织/细胞表达的蛋白质

可应用荧光显微镜或激光共聚焦显微镜(confocal microscopy)

对靶分子进行定性、定量和定位分析，是在蛋白质水平分析基

因表达的直观方法。

运用双重或多重着色可同时对多个感兴趣的靶分子进行检测，

可揭示更多有关细胞群的功能和它们之间相互作用信息。

免疫组化

一. 基因表达谱的分析
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flow cytometry利用荧光标记抗体与抗原的特异性结合，通过

流式细胞仪分析荧光信号，检测特异蛋白质表达阳性的细胞。

（六）流式细胞术分析表达特异蛋白质的阳性细胞

可检测活细胞，也可检测甲醛固定的细胞.

广泛应用于细胞表面和胞内分子表达水平的定量分析，

并能区分细胞亚群。

也可使用多个荧光标记抗体同时对多个基因产物进行监测，

是对细胞进行快速分析、分选及特征鉴定的一种有效方法。

一. 基因表达谱的分析
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高通量筛选技术(High throughput screening，HTS)

一. 基因表达谱的分析

（七）基因表达研究的高通量检测技术

“芯片”等快捷、灵敏、信息量大，适合“组学”（omics）研
究，更适合生命活动过程相关的基因表达谱分析。

A. 基因芯片、高通量测序技术、SAGE 和CAGE
在基因水平高通量分析基因表达

B. 蛋白质芯片和双向电泳

在蛋白质水平高通量分析基因表达
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又称DNA微阵列（DNA microarray )、DNA芯片（DNA chip )，

将大量已知序列的核酸片段（包括寡核苷酸、cDNA、基因组

DNA、microRNA等) 集成点阵排列在一基片上，通过与标记样品

进行杂交，检测、获取细胞或组织的基因信息。

基因表达谱（expression prifile）分析是目前基因芯片应用最多的

一个方面，主要采用cDNA芯片，比较不同状态(如生理、病理)下

的基因表达谱，揭示转录组（transcriptome）差异表达的规律，

对探索发病机制、评价治疗、筛选药物靶标具有重要意义。

1. 基因芯片gene chip是基因表达谱分析的常用方法

一. 基因表达谱的分析

（七）基因表达研究的高通量检测技术
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2. 高通量测序技术是新一代基因表达谱分析方法

可一次对几十万到几百万个DNA分子片段进行测序，

从而快速获得转录组或基因组的全貌，又称为深度测序。

主要应用：

DNA测序；

基因组分析：DNA水平——大规模分析基因组多态性、甲基化、筛选
突变基因；RNA水平——对RNA片段进行扫描、定量与鉴定，对全基
因组进行广谱表达研究。

对小分子RNA或非编码RNA(ncRNA)的研究。轻易检测短序列, 高度同
源的小分子RNA；还能发现新的小分子RNA。（“开放系统”）

一. 基因表达谱的分析

（七）基因表达研究的高通量检测技术
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根据制作方法和用途不同，

可分为

1. 蛋白质检测芯片

2. 蛋白质功能芯片

3. 蛋白质芯片protein chip用于蛋白质表达谱的分析

抗体芯片

抗原芯片

配体芯片

碳水化合物芯片等

用来研究蛋白质修饰、蛋白-蛋白/DNA-蛋白
/RNA-蛋白，以及蛋白与脂质、蛋白与药物、
酶与底物、小分子-蛋白等的相互作用

一. 基因表达谱的分析

（七）基因表达研究的高通量检测技术
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分离后比较差异蛋白，还可切

取凝胶中的蛋白点，经胰蛋白

酶消化后得到短肽片段，利用

质谱（mass spectrum）对差异

表达的蛋白质进行定性分析。

4．双向电泳结合质谱常用于蛋白表达谱分析和鉴定
双向PAGE （即二维电泳two-dimensional electrophoresis, 2-D电泳）

一. 基因表达谱的分析

（七）基因表达研究的高通量检测技术



基因结构与功能的研究策略

新蛋白新基因

生物信息学的分析与预测
序列同源性比对、查找、定位、功能预测

新基因结构研究 新基因功能研究

Northern blot

ISH

RT-PCR

基因芯片、深度测序

SAGE、CAGE

基
因
表
达

mRNA

水平

蛋白质

水平

Western blot/ ELISA

免疫组化

流式细胞术

蛋白质芯片及2-D电泳

基因转移、
基因打靶

功能获得策略
功能失活策略

随机突变筛选技术
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转基因技术

基因敲入 (基因打靶技术，gene targeting)

基因功能获得策略即将目的基因直接导入某一细胞或个体

中，使其获得新的或更高水平的表达，通过细胞或个体生物

性状的变化来研究基因的功能。常用方法有：

基因功能失活策略是通过观察细胞或个体的某一基因功能

被部分或全部失活后，细胞生物学行为或个体遗传性状表型

的变化，来鉴定基因的功能。

基因敲除 Gene knock-out (基因打靶）

基因敲减 Gene knock-down
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（一）基因转染细胞模型用于功能研究

二、基因转移技术分析基因功能

将目的基因插入真核表达载体如腺病毒、

Lentivirus等载体，转入某一细胞使基因

高表达，通过观察细胞生物学性状变化

而认识基因的功能。

是目前最常用的基因功能研究方法。

二种方式 ：

1.转染不表达该基因的细胞；

2. 在低表达该基因的细胞导入，使目的基因过表达

人类人工染色体（human artificial chromosome，HAC） ，可携带包含完整基
因或多个基因 ，以及基因外显子、附近的染色体调控区，为目的基因提供了一
个类似正常染色体的环境，保证了转基因在正常细胞中的时空表达。
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转基因动物（transgenic animal ）：

将外源目的基因整合入受精卵细胞或ESC，然后导入模拟

的胚胎发育生长环境，发育成带有目的基因、并能稳定遗

传的新个体。

（二）转基因动物可在整体水平研究基因的功能

1982，世界首例转基因超级鼠
——转大鼠生长激素基因的小鼠

二、基因转移技术分析基因功能

近真实地再现外源基因在整体水平的调控规律

及其表达所致的表型变化 ，从系统性和独立

性角度研究基因的功能。

整体动物水平是目前层次最高的实验体系。
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基本制作过程包括：

• 转基因表达载体的构建

• 外源基因的导入

• 转基因动物的获得和鉴定

• 转基因动物品系的建立以及

外源基因表达的鉴定

转基因动物制作原理示意图

（二）转基因动物可在整体水平研究基因的功能

二、基因转移技术分析基因功能
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优点：

转基因疾病动物模型具有遗传背景清楚、

遗传物质改变简单、更自然更接近疾病

的真实症状等优点。

仍存在的问题：

1. 外源基因随机插入宿主基因组，可

能产生突变；

2. 外源基因在染色体上整合的拷贝数

不等；

3. 外源基因可遗传丢失而导致不稳定

遗传等。

二、基因转移技术分析基因功能

（二）转基因动物可在整体水平研究基因的功能
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 表达转基因获得时空特异性的调控，在构建转基因表达载

体时，选择只在特定的细胞类型或特定的生命时期才启动

基因表达的启动子，即可使外源基因获得时空特异性的表

达。

可调控的基因表达系统也是一种常用的方法：

如四环素调控系统，该表达系统可使转基因动物体内外

源基因的表达受诱导剂（四环素）的调控，通过加入或去

除诱导剂，就可以实现对外源基因表达时间及水平的控制。

转基因技术在不断完善

二、基因转移技术分析基因功能

（二）转基因动物可在整体水平研究基因的功能
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基因打靶：gene targeting

是一种定向修饰生物活体特定基因从而改变相关性状的

实验手段，技术的产生和发展建立在胚胎干(ES)细胞技术

和同源重组的基础之上。

主要包括基因敲除、基因敲入和基因敲减技术

通过基因灭活、点突变引入、缺失突变、外源基因定位

引入、等使特定基因敲除失活、新基因敲入或基因敲减，

使生物体内遗传信息修饰并表达突变的性状，从而进行

基因功能研究

三、基因打靶技术分析基因的功能



“涉及胚胎干细胞和哺乳动物DNA重组方面有着一系列突破性发现”

2007年诺贝尔生理学或医学奖

马丁·埃文斯马里奥·卡佩基 奥利弗·史密斯

由于老鼠有着和人类非常类似的基因，从生理学角度看，通过对小鼠体内不同基因的功能
进行了解，可以进而指导对人类的基因研究。从医学角度看，通过了解基因与疾病的关系
，人类可以开发出更为有效的治疗手段及药物。”

三、基因打靶技术分析基因的功能

利用“同源重组”把正确基
因导入骨髓造血细胞，治疗
遗传性血液病

将外源无功能的DNA整合
入细胞染色体中，重组置
换正常基因，正常基因被
敲除（Knockout）

第一位成功地繁殖
胚胎干细胞

英国
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基因打靶：

构建重组载体;

从小鼠囊胚分离出未分化的胚胎干细胞(embryonic stem cell，

ESC)

利用同源重组原理“正负筛选法”筛选获得中靶的ESC

将修饰的ESC移植回小鼠囊胚，分化、发育为“嵌合鼠”;

杂交交配，传代出生纯合体。

三、基因打靶技术分析基因的功能
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基
因
打
靶
的
原
理
示
意
图



2017/3/28

Gene knock-out 属于基因打靶技术的一种，可使基因的功

能完全缺失

是利用染色体DNA可与导入的外源DNA在相同序列的区域

发生同源重组的现象，在ES细胞中定点破坏内源基因，然

后利用ES细胞发育的全能性，获得带有预定基因缺陷的杂

合子，通过遗传育种最终获得目的基因缺陷的纯合个体。

1987年，首次建立了完整的ES细胞基因敲除的小鼠模型，

此后基因敲除技术得到进一步的发展和完善，目前该技术

已经成为研究基因功能最直接、最有效的方法之一。

三、基因打靶技术分析基因的功能

（一）基因敲除



图12-8  同源重组法
基因敲除的基本过程

三、基因打靶技术分析基因的功能

（一）基因敲除
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条件性基因敲除（conditional gene knock-out）是对目的基因在

不同发育阶段和不同器官、组织的选择性敲除。

三、基因打靶技术分析基因的功能

（一）基因敲除

基因被完全敲除之后使得表型分析受到很多限制：

有些重要的靶基因被敲除后会引起胚胎早期死亡，无法分析

成年期该基因功能；

某些基因在不同的细胞类型中执行不同的功能，完全敲除会

导致突变小鼠出现复杂表型，很难判断异常表型是由一种细

胞引起的，还是由几种细胞共同引起的。
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Cre/loxP系统的条件性基因敲除原理

三、基因打靶技术分析基因的功能

（一）基因敲除
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技术的缺点：

1. 费用太高

2. 周期较长

3. 许多基因在剔除后并未产生明显的表型改变，可能是这
些基因的功能为其他基因代偿所致

条件性基因打靶的优势：

1. 克服了重要基因被敲除所导致的早期致死

2. 能客观、系统地研究基因在组织器官发生、发育以及疾
病发生、治疗过程中的作用和机制

三、基因打靶技术分析基因的功能

（一）基因敲除
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（二）基因敲入可实现基因的定向插入

Gene knock-in 也属于基因打靶技术的一种，可实现基因

的定向插入。

通过同源重组，用某一基因替换另一基因, 或将一个设计好

的基因片段插入到基因组的特定位点，使之表达并发挥作

用。

基因敲入可以研究特定基因在体内的功能；也可与之前基

因的功能进行比较；或将正常基因引入基因组中置换突变

基因以达到靶向基因治疗的目的。

三、基因打靶技术分析基因的功能



（三）基因敲减(基因沉默、基因失活)

三、基因打靶技术分析基因的功能

Gene knock-down （Gene silencing）

是指由外源基因导入引起的生物体内的特定基因不表达或

表达受抑制的现象。

最常用的基因沉默技术包括：

1. RNA干扰（RNA interference，RNAi）转录后基因沉默

2.反义寡核苷酸（antisense oligonucleotide，ASON）

采用功能失活的策略之一，可利用siRNA——在细胞水平、整体水平上研究
基因的功能。

采用功能失活策略鉴定基因的功能
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1 . RNA干扰（SiRNA）可引发基因沉默

三、基因打靶技术分析基因的功能

（三）基因敲减(基因沉默、基因失活)

利用dsRNA介导同源序列的mRNA特异性降解，导致的

转录后基因沉默。

RNAi是机体的一种天然防御机制，具有防御病毒感染、

入侵等功能。

利用RNAi能够在短时间内高效特异地抑制靶基因表达的

特点研究基因的功能已成为功能基因组学的热点之一。
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若将RNAi技术与Cre/loxP重组系统以及基因表达调控系统相

结合，建立条件转基因动物模型，则不仅具有稳定、可遗传、

可诱导等特点，而且无需使用胚胎干细胞技术和基因打靶技

术，与基因敲除相比具有简单、易操作、周期短等优势。

已被作为一种简便和有效的工具广泛用于基因功能的研究。

缺点：

1. 该技术可能对靶基因的相似序列发生作用，导致脱靶

（off-targeting）效应。

2. 还可能诱导干扰素和其他细胞因子的表达。
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ASON引发基因沉默的机制：

 可能是通过与靶mRNA互补结合后以位阻效应抑制靶基因的翻译；

 也可能通过与双链DNA结合形成三股螺旋而抑制转录；

 也不能排除激活细胞内的Dicer酶进入RNA干涉途径而降解靶mRNA。

2. 反义寡核苷酸可引发基因沉默

ASON技术简便易行，已成为研究基因功能的方法之一。

ASON是指能与mRNA互补配对的RNA分子，长度约为20nt
左右。

三、基因打靶技术分析基因的功能

（三）基因敲减(基因沉默、基因失活)
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四、随机突变筛选策略

1. 生物体的代偿机制，使得基因敲除动物常常观察不到异常表型；

2. “反向遗传学”只能对已知的基因进行研究，而人类基因组中尚有90%
以上的非编码序列处于未知状态；

3. 由于“功能缺失”和“功能获得”小鼠常出现胚胎期死亡，而目前条件
性基因改造的启动子还很少，从而阻碍了成体动物中特定基因的功能分
析；

4. 由于一个蛋白有多个不同的功能域，特定基因在不同位点上的突变可能
产生不同的表型，应用单一的“功能缺失”方法，显然不可能发现这些
不同的异常表型。

利用转基因、基因敲除等技术从特定基因的改造到整体动物
表型分析的“反向遗传学”研究也存在明显的局限性：

故基于“正向遗传学”（从异常表型到特定基因突变）

的随机突变筛选策略逐渐受到青睐。
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随机突变筛选策略的第一步是通过物理诱变、化学诱变

或生物技术产生大量的基因组DNA突变。

ENU诱变是近年来发展起来的研究基因功能的新手段。

ENU是一种化学诱变剂, 它通过对基因组DNA碱基的烷基化

修饰, 诱导DNA在复制时发生错配而产生突变。

ENU诱变主要诱发单碱基突变, 双突变的情况非常少, 更接近于
人类遗传性疾病的基因突变情况。

ENU突变效率非常高, 可达0.2%, 是其他突变手段的10倍左右。

ENU处理后雄鼠精子基因组发生点突变，使得后代小鼠有可能

出现突变表型，经筛选及遗传试验即可得到突变系小鼠。对其
深入研究、对突变基因定位及位置候选法克隆突变碱基就会得
到突变基因的功能信息。

四、随机突变筛选策略
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基因捕获技术Gene trapping是一种产生大规模随机插入突

变的便利手段，对于揭示基因序列所对应的基因功能具有重

要的应用价值。

基因捕获技术的基本过程：
将一含报告基因的DNA载体随机插入基因组，产生内源基因失活突变，

通过报告基因的表达，提示插入突变的存在，以及内源基因的表达特点。

利用基因捕获可以建立一个携带随机插入突变的ES细胞库, 每一种ES细胞

克隆中含有不同的突变基因，ES细胞克隆经囊胚注射发育为基因突变动

物模型，通过对动物模型的表型分析鉴定突变基因的功能。

基因捕获技术可节省大量构建特异打靶载体，以及筛选

染色体组文库的工作及费用，成为可同时对基因的序列、

基因的表达以及基因的功能进行研究的高效技术。

四、随机突变筛选策略



基因结构与功能的研究策略

新蛋白新基因

生物信息学的分析与预测
序列同源性比对、查找、定位、功能预测

新基因结构研究 新基因功能研究

Northern blot

ISH

RT-PCR

基因芯片、深度测序

SAGE、CAGE

基
因
表
达

mRNA

水平

蛋白质

水平

Western blot/ ELISA

免疫组化

流式细胞术

蛋白质芯片及2-D电泳

基因转移、
基因打靶

功能获得策略
功能失活策略

随机突变筛选技术



基因结构与功能的研究策略

新蛋白新基因

基因启动子等调控序列分析基因编码区结构分析

启动子克隆

足迹法

EMSA

ChIP

报告基因

启动子捕获

cDNA克隆测序

cDNA末端快速扩增(RACE) 

Deep-RACE

5’端连续分析基因表达(5’SAGE)

帽分析基因表达(CAGE)

启
动
子

转
录
起
始
点

编
码
区

cDNA文库分析

qPCR—基因拷贝数

FISH-定位及拷贝数

DNA芯片及SNP芯片

RNA剪接分析

新基因结构研究 新基因功能研究

生物信息学的分析与预测
序列同源性比对、查找、定位、功能预测



小 结 问题 ？

 利用比较蛋白质组学从某一病理组织中检测到一种

新的蛋白质，拟进一步探讨相关基因结构与功能，

请设计研究方案及相关方法。

充分应用生物信息学已知数据进行预测和分析；

基因功能的鉴定最终仍需要通过实验来验证，尤其是在
整体水平（模式生物）的研究。

结合基因功能获得和失活技术，从正反两方面解析。
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Persistence

Accuracy

Think and Try

Honest and Hardworking

•PATH to success
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