
碱基排列顺序应该是不规

中嘌吟碱基与嘧啶碱

，又称为分子克隆技术 （基因克隆技术（

，通常称为基因工程（技术（）或重组

年代初期在分子遗传学基础。它是基因分子水平上的遗传工程，是 世纪

年

、蛋白质、多

，与

型。这就有力地证明了 是转化因子，

年

年代末期和在 世纪

分子又分子，

上发展起来的一个崭新领域，是一门能人工地定向改造生物遗传性状的育种新技术。

一、基因克隆技术的诞生和兴起

，取得一系

基因克隆技术这门现代生物技术中最先进、最热门的育种新技术的诞生和兴起并非偶然

的事件，它是在几十年中生物化学、微生物学、分子生物学和分子遗传学等学

列研究成就的基础上逐渐发展起来的。概括起来，这些成就主要包括下列几个方面。

（一）遗传物质基础的证明

等，在年 所做的肺炎链球菌转化试验的基础上，采用离体

型细胞中各种分离提纯了的提取物（包括培养的方法，测定

型菌提出的 型菌混合于琼脂

型转化为

糖等）的转化活性。试验结果发现，只有从

平板上进行培养时，才能使

而不是蛋能引起遗传性状的改变。这也就直接证明了遗传信息的物质基础是

白质。

说：① 立体结构中碱基分子相互靠近；

年以后，由于研究生物大分子的手段有了重大进展，又提出了以下四个发现或假

射线衍射显示

基有相互吸引的趋势；③嘌吟与嘧啶碱基的比例为

的结构则的，才有可能携带极丰富的遗传信息。以上这些发现和假说对于进一步阐明

起着巨大的作用。

（二） 双 螺 旋 结 构 和 功 能 的 阐 明

射线衍射分析的结果，提出了著名的和 根据碱基组成的测定和

的理化性质、自体复双螺旋结构模型的理论和半保留复制机理，圆满地解释了

制方式和生物遗传现象。这一重大发现使人类对基因的认识有了实质性的突破，推动了遗传

学的迅速发展，开辟了分子生物学的新纪元。

（三）遗传信息的流向和表达机制的阐明

世纪 年代，相继提出了中心法则和操纵子学说，并成功

地破译了遗传密码，从而阐明了遗传信息的流向和表达机制。

分子上，表现为特

通过复制可以将遗传信息传递给子代

人们已认识到，生物体的遗传信息主要是以密码的形式编码在

定的核苷酸排列顺序。

进而控制专一蛋白质的可以通过转录作用将遗传信息传递给信使



结构分析、载体

合成，使遗传信息在蛋白质肽链的氨基酸排列顺序上得到体现，即遗传密码的翻译。

中心法则的建立，解开了蛋白质合成过程中转录和翻多肽链这一

些病毒能够以

早在

年又发现大肠杆

等质粒载体就是其中突出的代表。

为模板合成互补

译之谜，指导着人们认识蛋白质的生物合成过程。随着后来反向转录酶的发现，又肯定了某

，这就更进一步完善和补充了中心法则。遗传信

结构而引起遗传性状的改变，从而创造出息复制和传递机制的阐明，为人工改变生物

生物新品种和新型产物提供了可能性。

（四）限制酶与连接酶等工具酶的发现

世纪

而使

年代初期，就已发现寄主细胞对噬菌体的限制作用，后来发现这种限制

作用是菌株中限制性核酸内切酶（简称限制酶）作用的结果，它专门分解外来的

侵染的一种防御机制。

世纪 世纪

其失去复制的能力，实际上是寄主细胞抵抗外来

年代末期和 年代初期，经详细的研究，人们弄清了限制酶是一类

水解酶不同之处，在于它们对碱基作用的专一专一性很强的核酸内切酶，它与一般的

性上及对磷酸二醋键的断裂方式上，具有一些特殊的性质。这种酶被形象地称为分子剪刀，

它们的发现和应用大大促进了基因工程技术的进展，在基因的分离、

个实验室几乎同时发现了

的改造及体外重组中均起着重要作用。

在

重组技术的创立具有重要意义的工具酶。

实验室，又发现

合成、

分子进行平末端的连接。该类酶的发现和分离提纯，使两个

分子成为可能，在

聚合酶、逆转录酶、碱

限制酶与连接酶等工具酶的发现，从根本上解决了

题，它是重组

性磷酸醋酶、末端脱氧核苷酸转移酶和

（五）质粒等基因克隆载体的发现

噬菌体作为基因克隆的最有希望的载体，并对其进行多年以来，分子生物学家就选定

噬菌体，而是质粒了最为深入的研究。然而第一个将外源基因导入寄主的载体却不是

载体。

因子）。其中，最早被发现和研究的质粒是大肠杆菌致育因子（

年，在日本发现了抗药性

菌能产生一种蛋白质性的抗菌物质，称为大肠杆菌素。后来查明它是由另一种质粒

因子支配产生的，成了第二个研究历史较长的质粒。

因子），具有分子量小、易于操作和抗药性选择标记等优点。后来又不断在细菌和质粒（

放线菌中发现各种各样的质粒。

分子，是能够进行独立自体复制并保持恒定遗传的复制子。它

人们通过对质粒的结构与功能的深入研究，弄清质粒是一种存在于微生物细胞内染色体

外的闭合环状双链小型

能从一个微生物细胞转移到另一种微生物细胞中，而且某些质粒能在细胞中大量复制。因而

有可能利用质粒作为基因的运载体，将某种外源基因从一个细胞转移至另一个细胞并大量复

制该基因的拷贝，从而高产相应的基因产物。

和

质粒的发现为不同生物细胞间基因的转移开创了新局面。目前已被发展成为基因分子克

隆中最常用的载体。如

连接酶。连接酶是另一种对年，世界上有

年 ，当 时在 威斯 康星 大学 的

连接酶具有更高的连接活性，甚至能催化两段

片段在体外连接形成重组

复制和基因重组中起着十分重要的作用。

分子的体外切割与连接技术难

的核心技术。除限制酶和连接酶外，还有

核酸酶等，都是基因操作中必要的工具酶。



，分别进行酶切消化，然后再用噬菌体的

（六）细胞转化方法的建立

年代就已经在肺炎链分子导入细菌细胞的转化现象，虽然早在 世纪将外源

球菌中发现，但对于大肠杆菌来说，却直到 年才获得成功。

处理大肠杆菌，能使该菌对 的吸收有发现用当时， 和

和

分子和一个来自 质粒编码卡那霉素抗性基因的

，然后引入某

等人报道，经氯化钙处理的大肠杆菌细胞同显著的增加。 年，斯坦福大学的

。将该技术应用于质粒 可得到大约的转化，结果每微克样也能够摄取质粒

个转化子。从此，大肠杆菌便成了分子克隆的良好转化受体。大肠杆菌转化体系

的建立，对基因工程的创立具有特别重要的意义。

（七）核酸和蛋白质序列分析技术的发明

分子的核苷酸序列年

序列分析获得重大突破，一次实验便可确定几百个碱基的排列

发明了氨基酸序列分析测定法，接着又发明了

分析测定法，使人们对

的碱基序列，就可根据顺序。知道了某个蛋白质的基因 个碱基决定一个氨基酸的三

联体密码子，推知该蛋白质的氨基酸序列，并可用化学方法人工合成基因。因此，核酸和蛋

白质序列分析技术的发明，使基因的分析和合成成为可能。

双螺旋结构和功能的阐明、遗传信息的流向和综上所述，遗传物质基础的证明、

世纪

表达机制的阐明、限制酶与连接酶等工具酶的发现、质粒等基因克隆载体的发现、细胞转化

方法的建立、核酸和蛋白质序列分析技术的发明等，为基因克隆技术这一划时代的生物新技

术的诞生和兴起，奠定了坚实的理论和技术基础。在 年代初期开展的 重组

博士领导的研究小组，使用核酸内切限制酶

工作，无论在理论上还是技术上都已经具备了条件。

年，美国斯坦福大学的

的在 体 外 对 猿 猴 病 毒

重组的杂种和

分子。 体外重组实验，并因此与

连接酶将两种消化片段连接起来，结果获得了包括

等人率先完成了世界上第一次成功的

年度的诺贝尔化学奖。

和

分享了

年，斯坦福大学的 也成功地进行了另一个体外 重组实

）的大肠杆菌 质粒 ，和编码有四环素

）的另一种大肠杆菌质粒

验。他们将编码有卡那霉素抗性基因（

抗性基因（ 混合后，加入核酸内切限制酶

进行切割，而后再用对 连接酶将它们连接成重组的 分子。

混合物转化大肠杆菌，结果发现，某些转化子菌落的确表现出了用这种连接后的

，带有完整的

既抗卡那霉素又抗四环素的双重抗性特征。从此种双抗性的大肠杆菌转化子细胞中分离出来

的重组质粒

片段也可以在大肠杆菌细胞中增殖，

片段。人们一般认为，这是第一项基因克隆实验，它揭开了基因工程的序幕。

为了说明不同物种的外源 等人又应

片段同用与上述类似的方法，把非洲爪蟾编码核糖体基因的 质粒重组，并导

产物。

入大肠杆菌细胞。转化子细胞分析结果表明，动物的基因的确进入到大肠杆菌细胞，并转录

出相应的 的工作，是第一次成功的基因克隆实验，具有十分重要的

意义。

二、基因克隆技术的特点与步骤

载体结合形成重组基因克隆技术是用人工方法将外源基因与

一受体细胞中，使外源基因复制并产生相应的基因产物，从而获得生物新品种的一种崭新育
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）从一种生物细胞转移到另一种生物细胞中

年代初，在分子遗传学基础上发展起来的一个崭新技术领

分子可以被引

种技术。

世纪基因克隆技术是

分子，这种重组域。它能将不同来源的遗传物质在体外合成重组

入受体细胞，进行增殖、繁衍而发育成一个新种。这一过程在自然界演化中一般是不会发

生的。

（一）基因克隆技术的特点

基因克隆技术与其他育种技术相比，具有如下特点。

能像工程一样可按人们的意愿来事先设计和控制

基因克隆技术不仅可预知某一基因的改变，而且可以及早纠正，可以有计划、有目的地

构建基因，所以基因克隆技术育种是比较定向的。此外，基因克隆技术育种的每步变化均可

检测，可保证产品的纯度和安全性。因此，应用基因克隆技术，使生物科学工作者首次能将

遗传物质按人们的意愿进行周密设计和人工操纵，为进一步深入研究基因的结构、功能、表

达和调控等提供了一个划时代的有效手段。

人工的、离体的、分子水平上所进行的遗传重组

基因克隆技术有能力在极端错综复杂的生物细胞内取出所需基因，并能人为地将此目的

基因在试管中进行剪切、拼接、重组并转化到受体细胞中，经无性繁殖能增产出数百数千倍

的新型蛋白质（主要是各种多肽和蛋白质类生物药物），这是基因克隆技术最突出的优越性。

能在动植物和微生物间进行任意的、定向的超远缘杂交

片段越过不同基因克隆技术的最大威力在于它能使带有支配各种各样遗传信息的

生物间特异的细胞壁而组入到完全不同的没有亲缘关系的生物体内，能定向地控制、修饰和

改变生物的遗传和变异。因而完全有可能创造出前所未有的具有新的遗传性状的生物新类

型，使育种工作产生了革命性变化。

（二）基因克隆技术的步骤

基因克隆技术实际上是将遗传信息（

个基本步骤。并得以表达的若干实验技术的总称。概括起来，基因克隆技术应包括以下

外源目的基因的取得

扩增等步骤，分离出带有目的基因

的 片段）；或者从特定细胞里提取所需基因的

从复杂的生物细胞基因组中，经过酶切消化或

片段，取得所需的基因（外源性

后，在适宜的条件下利用逆（反）转录酶的作用来取得所需基因；或者通过探明目

的基因所含的遗传密码及其排列顺序，然后用化学方法人工合成所需的基因。

基因运载体的分离提纯

分子，它经过处理后，能与外来基因

）相结合，并带有必要的标记基因。目前，常用的基因运载体主要有两类：一

基因运载体是具有自体复制能力的另一种

（外源性

类是质粒，一类是病毒（包括噬菌体）。以前者为例，首先用溶菌酶分解细菌细胞壁，然后

用物理化学的方法，把质粒与其他成分分开，从而得到纯粹的质粒。

重组 分子的形成

片段和

分子，产生互补的黏性末端而相互配对结合，并

通过专一限制性内切核酸酶的处理或人为的方法，使带有目的基因的外源

能够自我复制并具有选择标记的载体

分子 重组 分子。

引入受体细胞

通过连接酶在体外使两者连接起来，形成一个完整的新的

重组



等合作构建了扩增拷贝数很高的和 质

即是带有目的基因的运载体（杂种质粒或病毒）。用人工的方法（转化或转重组

分子转移到适当的受体细胞（宿主细胞）中，使它能在细胞中“定居”导法）将重组

的无性繁殖系（即克隆），从而扩增产生大量

年从

和

）基因与大肠杆菌 半乳糖苷酶基因和

，通过限制

下来。通过自体复制和增殖，形成重组

特定目的基因，并使之得到表达，即能指导蛋白质的合成。

重组菌的筛选、鉴定和分析

从大量受体菌中设法筛选出带有目的基因的重组菌（克隆株系），并进行鉴定。然后培

养克隆株系，提取出重组质粒，分离已经得到扩增的目的基因，再分析测定其基因顺序。

工程菌的获得和基因产物的分离

将目的基因克隆到表达载体上，再次导入到受体菌中，经反复筛选、鉴定和分析测定，

最终获得较稳定的高产的基因工程菌，然后进行大量培养繁殖，产生出所需要的目的基因产

物，再进行分离纯化。

上述仅是基因克隆技术的基本步骤。在实际工作中，其具体操作步骤还要更多，因为很

多步骤必须重复进行，必须多次分离和分析测定重组

和 的第一项基因克隆实验获得成功并标志着基因工程的正式开

始之后，由于人们对基因工程安全性的过分担心，人为地制定了各种限制措施，使基因克隆

研究受到阻碍而进展缓慢。主要的研究成果有两项。

年，

② 和

粒，为此后的基因扩增研究铺平道路；

年， 等人合作，第一次将一个真核生物基

因引入了大肠杆菌中并得到转录。

后来，随着人们认识的不断深入以及采取了必要的安全防范措施，放宽或取消某些过于

严厉的限制，使基因克隆研究又得到迅速的发展。

月，有机化学家

（一）大脑生长激素释放抑制素的克隆与表达

年 等合作，将化学合成的大脑生长激素释

，简 写放抑制素（ 质粒重

）的嵌合型蛋白质，经

肽 ）。

组，转化到大肠杆菌中并表达成功。结果产生含生长抑制素（

溴化氰处理后，释放出有活性的生长抑制素（

这是真核生物的人造基因首次在原核生物中表达成功，其实践意义是可以通过发酵途径

生产出大量廉价的这类有价值的产品。在理论上，它提供了这样一个依据：通过基因克隆技

术利用细菌来研究高等生物基因功能的表达有现实可能性。

万头羊的脑下垂体

生长抑制素能抑制包括生长激素、胰岛素和胰高血糖素等多种激素的产生，是一种很有

用的药物。它可医治肢端肥大症、急性胰腺炎等。按常规制备法，从

生长抑制素，需亿万美元。采用基因克隆技术，只要用中才能提取得 工程菌培养

美元。这项振奋人心的重大成果的取得，大大地增强了人液就可获得同样的产量，只需

们对基因工程的兴趣和信心。

（二）胰岛素原前体基因的克隆

，再用逆转录酶合成它的互补

年，老鼠胰岛素原前体基因成功地转化进入大肠杆菌，并且得到了表达。这个实

验是首先从胰岛瘤提取胰岛素原前体



公司用基因克隆技术使大肠杆菌

上，最后将此重组质粒

链基因的克隆

链的基因，并把这两个链和

克隆技术，进行了人体生长激素基因的

转换到性内切酶的切点，将胰岛素原前体

再转化到大肠杆菌中表达。

链和

等用人工方法分别合成人胰岛素年

（三）人胰岛素

月，

链，另一个专门合成

基因分别与大肠杆菌乳糖操纵子调控基因结合在一起，分别整合到质粒上，再分别转化到大

链。随后再用化学方法将肠杆菌中，一个大肠杆菌专门合成

链（含有 个氨基酸）和蛋白链从乳糖操纵子基因蛋白上切下来，分别提纯，得到了

个氨基酸），再通过二硫键把链（含有 两条多肽链结合在一起，成为一个完整的人

胰岛素。这样，人胰岛素就可以用基因工程的方法人工地大量合成，为广大的糖尿病患者带

来了福音。

等用

（四）人体生长激素基因的克隆

年，美国加州大学

研究，发现该基因具有重叠结构，可作为基因的结构、分化和调节的研究材料。当将带有激

素基因的杂合质粒插入到另一个基因时，可在受体菌中稳定复制，并可表达得到约占总蛋白

的由人体生长激素基因编码的多肽。

（五）酵母基因工程菌合成干扰素

月，瑞士生物基因公司首次报道用基因工程菌生产干扰素获得成功。接着，年

美国旧金山的基因工程公司宣布用酵母基因工程菌合成干扰素也获得成功。

（六）大豆蛋白和人尿激酶基因的克隆

年还有两项重要成果，一是日本的科学家使大豆蛋白的遗传基因插入大肠杆菌在

的质粒中，人工合成大豆蛋白获得成功；二是美国

产生出人体尿激酶。

（七） 克 隆 技 术 生 产 口 蹄 疫 苗

种微小的 种偶蹄类动物。

年，美国科学杂志报道了从基因工程菌中制备出动物口蹄疫苗。口蹄疫起因于一

病毒，其传染力很强，能严重感染包括猪、牛、羊在内的

口蹄疫可引起幼畜死亡，减缓长膘速度，减低牛奶产量，造成严重的经济损失。应用

克隆技术生产口蹄疫苗，以防治动物口蹄疫将具有重大的经济意义。

年，从基因工程菌中获得的新产物还有乙型肝炎病毒表面抗原和核心抗原以及牛

生长激素等。前者对于人的乙型肝炎的诊断和防治，后者对于提高牛肉牛奶的产量均具有重

要意义。

（八）真核生物为受体的基因克隆

等把从大鼠体内分离

重组，再注射到母小鼠受精卵中。结果，在

年，把基因引入实验动物的研究获得重要进展。

到的生长激素基因，在体外与小鼠的开关

出生的小鼠中，有些带有大鼠的生长激素基因，个头大且生长速度快（称为巨型小鼠）。这

是以真核生物为受体的基因克隆技术所取得的首次突破，具有深远的意义。

（九）狂犬病疫苗的克隆

年，报道了用大肠杆菌产生狂犬病毒糖蛋白类似物获得成功，使人工制造狂犬病

疫苗成为可能。也报道了用大肠杆菌生产鸡生长激素，并进行现场应用试验以促进肉鸡的

生长。



（十）基因克隆技术改良动植物品种

年，以真核生物为受体的基因克隆技术取得两项新的突破。一是把人的生长激素

基因转移给小鼠也获得成功；二是把某些外源基因，通过基因克隆技术引入植物（烟草、胡

萝卜、矮牵牛、马铃薯等）的细胞中，都能再生出完整的植株，且外源基因也能随种子遗传

下去。这些成果表明，用基因克隆技术来改良动植物品种的日子已为期不远了。
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分子或片段连接起来的 连接酶。无疑，这两种

分子的切割和重新连接。因此，要基因克隆技术的重要特点之一，是在体外实行

分子提供一系列的工具酶。这些工具酶是使基因工程得以实施，首先是要为体外操作

操作过程中必不可少的基本工具。分子生物学家在

连接在一起，在很大

技术赖以创立的

限制性核酸内切酶

多种不同的

株时，

甲基胞嘧啶，而使其不

要取得所需药物之目的基因，并要将此特定目的基因与载体

程度上要依赖于某些工具酶。其中最为重要的是能在特异性的碱基序列部位切割 分子

的限制性核酸内切酶和能将两条

分子的体外切割与连接成为可能，是重组酶的发现与应用，使

重要酶学基础。

随着越来越多的酶分子被人们所发现，这类工具酶的数量和用途不断地增加，而人们对

酶反应的细节也有了进一步的了解。另一方面，许多厂商已能生产并广泛供应各种优质的工

具酶。这些进展不仅大大简化了分子克隆的操作，而且拓宽了基因工程的研究领域。

使用厂商提供的优质酶制剂时，必须注意维持酶在反应混合液中的稳定性，并提供合适

浓度的底物，才能使酶发挥出最高的活性。下面就基因克隆技术制药中常用几种工具酶的特

性、功能和用途作一简介。

，简称限制酶，是一类能够识别双链

双链结构的核酸内切酶。分子中的某种特定核苷酸序列，并由此切割

型限制性核酸内

多种，可识别

限制性核酸内切酶主要是从原核生物中分离纯化出来的。据统计，仅

切酶，迄今已从各种不同的微生物当中分离出了

序列。

水解酶不同之处，限制性核酸内切酶是一类专一性很强的核酸内切酶。与一般的

结构分析、载体的改造及体外重组中均起着重要作用。

在于它们对碱基作用的专一性上，以及对磷酸二酯键的断裂方式上，都具有一些特殊的性

质。它们在基因的分离、

世纪

一、限制酶的发现

早在 年代初期，就已发现寄主细菌对噬菌体的限制作用。如果将已经在大肠

杆菌 噬菌体，用来感染大肠杆菌 株，那么这种感染过程的效率就非常

只有

株上增殖过的

之低，成斑率（ ，这表明 噬菌体在 株中的繁殖受到限制。然而那些在

株时幸存下来并进行繁殖所产生的子代噬菌体，当它再重新感染大肠杆菌感染

其成斑率却达到

株中限制性核酸内切酶作用的结果，它专门分解外来的究其原因，这种限制作用是

侵染的一种防御机制。而使它失去复制的能力。这是寄主细胞抵抗外来

甲基腺嘌吟，把胞嘧啶甲基化为

寄主细胞中另外还有一种酶称为修饰酶。它能修饰限制酶作用部位的结构，如把它的

中的腺嘌吟甲基化为

可以避免被它自己的限制酶所为限制酶所分解。正是由于修饰酶的作用，细菌自身的



噬菌体感染株上增殖过的 株时，由于它没有为 株

分解。而外源 进入一个细菌细胞时也为这两种酶所作用，或被修饰而免于分解，或是

在没有修饰以前就被分解了。

所以，上述原来在大肠杆菌

分子，是因为限制所修饰，所以它的 将遭到限制。而能残存下来的少数噬菌体

株的修饰酶所修饰，因而可对抗限制酶系统得以复

中的限制酶位点已被甲

株时，便有效地防止了限制酶的作用，从而表现出高效的成

制增殖。后来在

酶还未来得及起作用，它们就被寄主

株中复制增殖所产生的子代噬菌体，由于其

基化了，故在它再度感染

斑率。

无论是限制（

寄主控制的限制与修饰现象（简称

它的存在有两方面的作用：一是保护自身的

修饰现象发现的限制性核酸内切酶，现在已成为基因克隆技术的重要工

使之迅速

个代表。

）现象，都是由寄主控制的，统称为）还是修饰（

体系）。寄主控制的限制与修饰是一种广泛的过程，

不受限制；二是破坏外源

降解。根据限制

具酶。

二、限制酶的类型

型 酶、

根据限制性核酸内切酶的限制和修饰活性、分子量大小、酶蛋白结构、切割位点及限制

作用所需的辅助因子等，目前已经鉴定出有三种不同类型的限制性核酸内切酶，即

型酶。这三种不同类型的限制酶具有不同的特性。

型限制酶

是分别从大肠杆菌和 株和 株中

型酶的

型限制酶是早期提取的酶类。例如，

分离得到的 型限制酶一般都是大型的多亚基蛋白复合物。酶蛋白分子

左右，由质量大，约在 种不同的亚基组成，其中特异性亚基具有特异性识别

序列的活性，修饰亚基具有甲基化酶的活性，限制亚基具有核酸内切酶活性，是一类

复杂的多功能酶。

和型酶除了需要二价金属镁离子之外，还需要 腺苷甲硫氨酸）辅助因

分子的切割方式是十分奇特

分子转位，而后从距识别位点

子（提供能量），才能表现出正常的限制活性。该类酶对

的：它结合在识别位点以滚环形式沿着 一侧数千碱基

分子。

型酶也能够识别

处随机切割

虽然 分子中特定的核苷酸序列，但由于它们的切割位点基本上

（二）

是随机的，因此在基因克隆中没有什么实用价值。

型限制酶

型酶没有

型限制酶只有一种多肽，并通常以同源二聚体形式存在，分子质量较小，大约

，是简单的单功能酶，作用时无需辅助因子或只需

那些异常特性，其核酸内切酶活性和甲基化作用活性是分开的。它能识别双链

片段。因而

的核苷酸序列，底物作用的专一性强，而且其识别序列与切割序列相一致，切割后形成一定

长度和顺序的分离的 型酶对于 操作是极为重要的。

株中分离纯化出第一个 型酶 ，是迄今公

型限制性核酸内切酶。后来越来越多的

年，科学家们从流感嗜血菌

认的一种典型 型酶陆续被发现和纯化。几乎所有

型限制酶，有的一个属就有好几种，同一品系的菌株中也细菌的属种中都发现至少有一种

型限制酶大约有两千多种，其中有常有识别不同序列的两种酶。至今已发现和分离成功的

些已商品化。

型酶和

（一）

型酶的

上特异



。如果限制与修饰体系在遗传上是由病

，数量

的条件下，才能呈和

处单链切割

提出来的。他和

③若一种特殊的寄主菌株，具有几个不同的限制与修饰体系时，则以罗马数字加以区

分。例如，流感嗜血菌

型限制酶

型酶（例如型酶和

亚基负责位点的识别与修饰，而

型酶之外，还有一类特性介于两者之间的

相当少。它是由两个亚基组成的蛋白质复合物，其中

亚基则具有核酸酶的活性。

以及辅助因子型酶也需要在有二价金属镁离子

分子移动，并从距识别位点一现出对 分子的切割活性。在反应过程中也会沿着

型限制酶分子。侧约 型限制酶的识别序列是非对称的，它如同

一样，在基因操作中也没有什么实际的用处。

三、限制酶的命名

年由限制性核酸内切酶的命名法，是在

们建议的命名原则包括如下几点（在实际应用上已作了简化）。

写），组成 个字

用

①以寄主微生物属名的头一个字母（大写）和种名的前两个字母

母的略语表示寄主菌的物种名称。例如，大肠杆菌（ 表示，

用 表示。

②菌株名加在这三个字母的后面，例如

毒或质粒引起的，则在缩写的寄主菌的种名后附加一个字母，表示此染色体外成分，例如

。

菌株的几个限制与修饰体系分别表示为

。

分子的随机切割频率也不相同。

碱基 表示嘌吟碱基或 或

限制酶识别序列的大小，决定着一种给定的 分子酶解后产生的片段的大小范围。

假定所有的

个核苷酸长的

即

种核苷酸都具有同等频率的话，那么对于一个识别序列是 个核苷酸的限制酶

即来说，应是平均每 序列中有一个识别位点；识别序列是 个核

个核苷酸长的 序列中有一个识别位点；而识别即

个核苷酸的限制酶，则是平均每

苷酸的限制酶，应是平均每

序列是 序列中有一个识别个核苷酸长的

位点。

由此可见，识别序列长度不一样的限制酶，对

碱基成分是影响限制酶切割频率的重要因素之一。可通过选用不同大小识别序列的限

（ 三 ）

除了

是

是 ；而另一些则识别四核苷酸序 ，如

识别序列的大小是不同的。有的识别序列由严格而独特的六核苷酸

；有 些识别 五核苷 酸序列 ，如

；有些是在其序列中的某些部位有不同程度灵活性的六

是

个核苷酸组成的序列（

是

，识别的是由

表示嘧啶种核苷酸序列：，它识别下列核苷酸序列，例如

）之内。还有一类限制酶能识别多种）识别的六核苷酸序列（酶（例如

，是包含在另一种限制）识别的一种四核苷酸序列（有些限制酶（例如

。还有的限制酶例如

核苷酸，如

是组成，如

各种限制酶对

（一）不同限制酶能专一地识别不同的特异核苷酸序列

四 、 型限制酶的特性



制酶来获得不同大小的 片段，这在 的分级分离和特异顺序分离上是非常有用的。

（二）各种限制酶的识别序列一般都具有回文结构

末端向

虽然各种限制酶识别的核苷酸序列各不相同，但却有一个共同的地方，那就是所有这些

末端读其碱基顺序，则在识别序列的核苷酸都作双重旋转对称排列。如果都从

的识别序列是：

识别序列的两条核苷酸链中的碱基排列次序是完全相同的，这种结构形式称为回文结构

，即正读与反读都相同。如限制酶

，它对碱基的专一性要求很严各种限制酶对其识别序列的切割位点是不同的（表

（三）各种限制酶的切割类型各异，切后形成各种黏端或平端

正读时是 ，反读时也是
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双链而形成的具有彼此互补碱基

的识别序列和和

格，不但对切点上两个碱基有一定要求，而且对切点附近几个碱基序列都有严格要求。按其

切断双链的方式可分两种。第一种是限制酶错位切断

。如限制酶的单链延伸末端，称为黏性末端（

切割位点分别是：

片段：的磷酸二醋键就成为具有平末端的两该酶从中间水解

的识别序列是：片段不易于重新环化。如限制酶。具平整末端的

两条链而形成的双链末端，称为平整末端第二种是限制酶在同一位点平齐切断

对双链 的切割作用图 限制酶

黏性末端（图酶就是属于这种类型，它切割后形成

单链延伸的黏性末端，例如黏性末端；另一种则是形成具有型，它切割后形成

酶就是属于这种类单链延伸的黏性末端，例如而形成黏性末端，但一种是形成具有

分子，这对环状 的体外重组是十分有利的。绝大多数限制酶都行这种切割方式

片段很容易通过单链区的碱基配对联结在一起而产生线状或这种具有黏性末端的

和形成具有互补碱基序列的单链黏性末端

和它们分别水解 之间的磷酸二醋键就成为：



个核苷酸，被诱导星活性时为

比较限制酶的识别序列和切点位置，还可以发现下列两种情况。

识别序列不同的限制酶，切割后有可能产生相同的黏性末端

有一类限制酶，它们虽然来源各异，识别的靶子序列也各不相同，但都产生出相同的黏

性末端，这样一类限制酶称之为同尾酶 。例如

这六种不同来源的限制酶的识别序列是不同的，分别是：和Ⅰ、

，但它们切割和

黏性末端。后都产生相同的

例如

星活性的产生虽然可能为酶提供新识别序列特异性，但星活性却严重干扰了限制酶在

重组中的正常应用。因此，为了防止星活性的出现，所有限制酶反应均在标准条件下

进行，特别是要控制 值、离子强度和二价离子的浓度等反应条件。

的单酶切与限制片段末端连接五、

用单一限制性内切酶切割 分子的一般方法是：吸取适量 酶切的 片段或质

入一洁净的粒 管中， ℃温育 ，冷至室温，加入相应的缓冲液和限

酶解片段能够通过其黏性末端之间的互补作用而彼此结合，在连接这类同尾酶的

酶的作用下，可以在体外重组得到嵌合

分子，

，称为异源二聚体。由一对同尾酶分别产生的

黏性末端共价结合形成的位点，称之为杂种位点。这类杂种位点的序列，一般是不能够再被

原来的任何一种同尾酶所识别的（也有例外情况），这有利于得到大量的重组

故在基因工程实验中是非常有用的。

来源不同的限制酶，其识别序列可以相同，但其切点位置可不同或相同

有一些来源不同的限制酶识别的是同样的核苷酸靶子序列，这类酶称之为同裂酶

。同裂酶产生同样的切割，形成同样的末端。

和 ，切点位置是一对同裂酶，它们都识别四核苷酸序列

和

也相同。但同裂酶当中有些虽然识别序列完全相同，但其切割位点却可以不同，因而产生的

切割末端也不同。例如 也是同裂酶，虽然它们都识别六核苷酸序列

，形成带有，但前者的切点在 黏性末端的 片段，而后者

切点却在 ，并不形成黏性末端而是平整末端。

（四）某些限制酶在非标条件下，可能导致酶的识别序列特异性发生改变

在标准反应条件下，每种限制酶都有上述严格的识别序列。但在甘油浓度、离子强度、

值、有机溶剂、二价阳离子、酶与

限制酶的识别序列特异性发生改变，在

个核苷酸序列

称为星活性。因能产生第二活性的酶常在酶名称的右上角加一星号“★”，如

通常的识别序列是

制性内切酶，在该种酶的最佳反应温度下温育 ；加入等体积 抽提，乙醇沉淀，烘
～ 　 　

的比例等参数单独或同时发生改变时，会导致

内产生附加切割，称为限制酶的第二活性，又

分子的两个互补末端之间的分子内连接。

分子间的连接，另一种是同一性的。这种连接作用有两种不同的类型，一种是不同

分子将是永久和 之间封闭起来 ，那么这样形成的环形酶处理，使它们的

连接来，而且这些环形分子经过加热之后又会重新线性化。但如果环化之后，马上用

分子后形成的短片段，又能够通过互补的黏性末端自发地重新环化起限制酶切割

℃存放备用。干， 溶解，取 进行琼脂糖凝胶电泳，确定酶切效果，



，需 作能源辅助因子。该酶比较容易制备，在分子生物学研究

的来源无关，也就是说不带有种的特异性，是对各种限制酶识别的靶子序列同

，经过适当限制酶处理之后，都可以通过它们的黏普遍适用的。任何不同来源的

技术的重要基础之一。性末端或平末端连接起来。这一特性是重组

分子，必须将它们彼此连接并封闭起来。片段组成新的杂种要将不同来源的

。它是在 年发现的一种连接酶拼接起来的酶称为能将两段

羟基末端与 磷酸基团末端之间形成磷酸二酯键，片段紧靠在一起的能够催化双链

使两末端连接起来的酶。如果是两个或两个以上不同的双链 片段末端连接，则产生重

分子。因此，这类酶的发现，使两个 片段在体外连接形成重组 分子变组

为可能。它在 合成、 复制和基因重组中的应用，对于基因工程技术的创立与发

末端具有一个磷酸基（

是彼此相邻的，并且是各自位于与互补链上之互和

口 （

⑤由于在羟基和磷酸基团之间形成磷

或子（

噬菌体

。反应温度控制在

展具有十分重要的意义。

连接酶连接作用的特点一 、

①　 链的 ，而在另一

链的

连接酶需要在一条

条 分子的功能

连接酶只有当

作用。

②　

补碱基配对的两个脱氧核苷酸末端时，才能将它们连接成磷酸二醋键。

的 分子，被

连接酶不能够连接两条单链

分子或环化的单链

连接的 分子的链必须是双螺旋

一部分。

连接酶只能封闭双螺旋

的某一条链

上失去一个磷酸二酯键所出现的单链缺口

，而不能封闭双链

上失去一个或数个核苷酸所形成的单链裂

（ 图 。

酸二醋键是一种吸能反应，因此， 连接酶在进行连接反应时，还需要提供一种能源分

（ 图 。

二、基因工程中常用的连接酶

（一） 连接酶

噬菌体感染的大肠杆菌中纯化而得，是由大肠杆菌

噬菌体

从 编码的连接

酶，分子质量为

及基因克隆中有广泛的用途。

片段互补黏性末端之间的连接（示例一），也可用于

在低浓度下可促进

连接酶既可用于双链

的连接。 分子间的连接。例如，在 反应液

连接酶，于的 ℃下作用 ，可使 完全酶切成黏性被

以上重新连接。反应系统中必须加有辅助因子片段有 。反应缓冲液

值（二硫赤藓糖醇）、

带切口

中，用

末端的

含有

末端具有一个游离的羟基（

的情况下，才能发挥其连接



连接酶（二）大肠杆菌

以上重新连接，若此反应系统中含

分子（示例二），但反应速率要比上连接酶还能够连接两条平末端的双链

可提高平末端连接速率。例如，在述黏性末端连接慢得多。低浓度 反应液中，

的

，是一种应用 种

连接酶生成一种共价结合的酶提供了激活的 ，同

连接酶，于 ℃下作用 后，可以使 被完全酶切成平末端的用

（质量体积分数）的片段有

则重新连接的片段可超过

是由大肠杆菌染色体编码的 连接酶，只能催化互相匹配黏端的 突出端与

之间的连接，不能催化双链

突出

端的双链 片段平末端之间的连接。此酶用途较窄，

一般并不常用。

反应系统中必须有

冲液中含有

，但为了提高

一般控制在

（三）热稳定的

热稳定的

连接酶进行体

条寡核苷酸探针发生连接作用的一种核酸酶。这种连接酶在

而且在重复多次升温到

外连接，便可明显降低形成非特异性连接产物的概率。现在已经能够从克隆的大肠杆菌中大

量制备此种核酸酶。

连接酶的作用所进行的连接酶链式反应（通过热稳定的

的方法。寡核苷酸探针扩增已知序列靶

三 、

或

连接酶连接作用的分子机理

在反应中，

。最适反应温度为

（氧化型烟酰胺腺嘌吟二核苷酸）作能源辅助因子。反应缓

值

片段两互补黏性末端之间氢键的稳定性和连接效率，实际反应温度

，反应时间为

连接酶

连接酶，是从嗜热高温放线菌中分离纯化的，一种能够在高温下催化两

℃高温下具有连接酶的活性，

℃之后也仍然保持着连接酶的活性。使用此种

，但双链 ℃的较高温度下进行。片段平末端之间连接时，可在



）或烟酰胺腺嘌吟单核苷酸（复合物，同时伴随着释放出焦磷酸（

末端磷酸基团上，形成

氨基相连。激活的是通过一种磷酸酰胺键同

一条链的

连接酶的赖氨酸之

氨酸残基转移到

对活跃的磷原子进行亲核攻击，结果形成磷酸二醋键，同时释放出

。聚合酶温度诱发溶原性菌株，就可以获得大量的

噬菌体上，通过基因成功地克隆到离子，基本上是一个椭圆形的结构。现在已经将

个氨基酸，酶分子中含有一个双硫键和一个硫氢基，还含有锌量为 ，约有

是由大肠杆菌大肠杆菌 基因编码的一种单链多肽蛋白质，分子质聚合酶

聚合酶一、大肠杆菌

聚合酶的一种重要特性。况。这种聚合能力，是

末端，催化核苷酸的聚合作用，而不发生从引物模板上解离的情分子引物链的

这些 聚合酶的共同特点在于：它们都能够把脱氧核糖核苷酸连续地加到双链

聚合酶。。下面是几种在基因工程制药中常用的拷贝

聚合酶可优先的，有一种聚合酶，即反转录酶，是依赖于合酶和

聚聚合酶聚合酶（测序酶）；⑤耐热噬菌体聚合酶；④经修饰的

和片段）； 噬菌体编码的大片段（聚合酶酶 ）；② 大 肠 杆 菌

（ 全聚 合 酶的 聚 合 酶有 ：① 大肠 杆 菌但效率较低。最常用的依赖于

模板，模板，也可作用于模板并且优先作用于这类酶作用时大多数需要

体外合成反应。聚合酶催化下进行的酶，在基因工程操作中的许多步骤都是在

分子损伤的一类复制和修复）是能够催化聚合酶（

（图

腺苷酸复合物。最后一步是

随后从赖

。其中，



聚合酶Ⅰ才能将脱氧核苷

模板，双链的

游离基团的引物链，有了引物，

和三磷酸这些条件包括：①全部四种脱氧核苷

离子；②带有

末端；③单链或双链引物链的酸加到这段预先存在的

磷酸主链上有一至数个断裂的情况下，才能是有效的模板。只有在其糖

聚合酶

的核酸外切酶活性。

模板及带 羟基的 引物，进行聚合

是一种多功能酶，在其分子活性部位上有几个不同底物的结合聚合酶大肠杆菌

具有三种酶活性，即位点协同一起完成其各种功能。

的核酸外切酶活性和

的聚合酶

活性、

聚合酶活性

聚合酶

（一）

这是 的主要功能，即聚合脱氧核苷酸，使之逐个接到引物上去，最后合

分子。其作用底物是单链成一个新的

聚合酶的相应结合位点上，该结合位点紧挨着作用时，首先是脱氧核苷三磷酸结合到

引物末端的

结合成磷酸二醋键，这时整个酶分子就向前移动一步，

，并且该脱氧核苷三磷酸直接被引至模板相对的位置上，与模板上对应的

脱氧核苷三磷酸就与引物上的

末端重新占据聚合酶的引物末端结合位点。如此重复，使得新嵌入的脱氧核苷酸的

脱氧核苷酸就一个一个接上去，直至模板用完为止（示例三）。

从

从

（ 二 ）

该酶活性起

端降解双链

，只对

核苷酸可高达

是切除损伤的

的一条链产生缺口时， 聚合酶切口平移反应：当双链

聚合酶

脱氧核苷酸加添到 末端上，与此同时，其

核酸外切酶活性（三）

外切核酸降解作用，其作用底物是带有 羟基端的双链 或单链

羟基端降解

该酶活性起

， 从 ，每次只能切除一个脱氧核苷酸（示例五），对双链 的外

聚合酶活性所抑制。该外切酶的主要功能是校对所合成的链是否能与模切酶活性可被

外切核板精确无误地配对在一起；若在聚合作用中嵌入了错误的脱氧核苷酸，便开始

酸降解作用，将此错误嵌入的脱氧核苷酸降解掉，再重新进行聚合。

示例五：

的 聚合酶将

核酸外切酶从缺口的

原有核苷酸，使切口沿着

末端切除

平移，此即称为切口平移反应，又称为缺口翻译（图

聚合酶Ⅰ能够进行这种独立的链的取

核酸外切酶活性，可以在聚合酶沿

在迄今已发现的所有聚合酶中只有大肠杆菌

代反应，因为它具有 链推进之前从 链

上去除核苷酸。在严格控制的实验条件下，可以做到在单链缺口只发生聚合作用，而并不同

杂交体，：

核酸外切酶活性

或

杂交体的

外切核酸降解作用，作用底物是双链

：，也降解 成分。此核酸酶的作用方向是

上配对部分即双链的磷酸二醋键有切除作用，每次能切除的寡聚脱氧

聚合作用能刺激该外切酶活性的增加。该酶活性的主要功能

修复作用（示例四）。，起

个，且

只有在具备了下述三种条件的情况下， 的互补链。聚合酶Ⅰ才能够催化合成
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