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14 分子生物学筛选

分子生物学的发展，不断推出新的技术，有助于筛选参与重要生物学功能的基因，从而进一步揭示分

子机理。

可以是通过提高基因表达或增加基因产物的功能筛选有特定功能的基因，既 gain of function (GOF)的筛
选。例如根据基因表达时间或空间来发现，或细节不同的“表达克隆”方法。也可以通过减少基因表达或

降低基因产物的功能，筛选参与某种功能的基因，也既 loss of function (LOF)的筛选。GOF筛选有助于发现
对功能充分的基因，LOF发现对功能必要的基因。

本章以一些重要的例子来说明这些方法及其应用。

14.1 按表达时间找基因
根据基因表达的时间，加上功能检测，是寻找重要的基因的一种方法。

C3H 10T1/2 C18是来自小鼠胚胎，为研究癌症而衍生的细胞系。1977年，几位科学家用它筛选多种癌
症化疗药物的作用，偶尔发现，胞嘧啶的衍生化合物 5-氮杂胞苷(5-azacytidine，aza)处理后，出现长长的多

核细胞(Benedict et al., 1977)。已知 aza有抑菌、抗癌、诱变等作用，当时已用于治疗白血病。南非科学家

Constantidines、Jones和 Gevers等证明，aza处理 10T1/2细胞后出现的是肌肉细胞(Constantidines, Jones and
Gevers, 1977)。10T1/2细胞和 3T3细胞都可以被 aza诱导产生，有时不仅肌肉细胞，而且还有脂肪细胞等
(Taylor and Jones, 1979)。因为 aza抑制甲基转移酶活性，推测是它抑制 DNA甲基化而影响基因表达让细胞

可以重新改变命运。
1986年，美国西雅图 Fred Hutchinson癌症研究中心的 Harold Weintraub (1945-1995)实验室用这一模型

研究决定肌肉细胞的基因。首先，Weintraub的博士后 Andrew Lassar等证明，aza处理的 10T1/2细胞不仅

有肌肉细胞的形态特征，而且肌肉细胞应该表达的分子如肌球蛋白、乙酰胆碱受体、肌肉特异的肌动蛋白
等也都表达了，所以是货真价实的肌肉细胞。之后，Lassar等从 aza处理 10T1/2细胞后得到的肌肉细胞提

取基因组 DNA，而这些 DNA转染没有经过 aza处理的 10T1/2细胞，可以得到肌肉细胞。而未经 aza处理
的 10T1/2细胞来的基因组 DNA缺乏这一作用。从另外一种已知的肌肉细胞系 C2C12来源的基因组 DNA，
也有这一作用。他们从转染得到肌肉细胞的频率推测单个基因起了改变细胞命运的作用(Lassar, Paterson and
Weintraub, 1986)。

Weintraub的研究生 Robert Davis加入研究。1987年，Davis、Lassar和 Weintraub报道，他们找到了将
10T1/2成纤维细胞变成肌肉细胞的单一基因(Davis, Weintraub and Lassar, 1987)。他们寻找的过程，关键是

图 14-1 Weintraub
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比较 aza处理前后的基因差别。他们用来自 aza处理后的 10T1/2细胞的 mRNA，制备 32P标记的 cDNA探针
(我们在此称为 A)，也用肌肉细胞系 C2C12的 mRNA制备 cDNA(我们在此称为 B)。Davis等也用没有处理

的 10T1/2细胞的 mRNA制备 cDNA(我们在此称为 C)。单链的 DNA与双链的 DNA早就有技术在羟基磷灰
石柱(hydroxyapatite，HAP)上分离 (Bernardi，1965)。Davis 等杂交 A 和 C 后，过 HAP 柱，选择单链的

cDNA留下，就是只在 aza处理后 10T1/2细胞变成的肌肉细胞特异的(我们在此称为 D)。两次杂交并过柱，

得到 10T1/2细胞变成的肌肉特异的探针 D，再与 C2C12的 mRNA进行杂交，杂交后过 HAP柱，选择双链

的 cDNA，也多次过柱选择双链，得到 A和 B共同的 cDNA。这样拿到的就是 A与 B共同、而与 C不同的
cDNA。因为其来自 poly (A)+ RNA (mRNA)，所以是不同的 mRNA。Davis等同样也用 B制备 32P标记的
cDNA探针，找其与 A相同、与 C不同的部分。

他们因此从 104个 cDNA中找到 92个肌肉有、成纤维细胞没有的克隆，基因序列为 26种。他们进一步
加几个标准：在 10T1/2细胞完全不表达，从肌肉母细胞分化到肌管过程表达不变化以排除肌肉终分化过程

的基因、聚焦早期决定肌肉命运的基因等。符合所有这些标准的只有三个基因，他们分别称为 MyoA、

MyoD 和 MyoH。这三个基因分别单独转染 10T1/2 细胞，只有 MyoD 可以让他们变成肌肉细胞。而且
MyoD可以使多种细胞变成肌肉细胞(Davis, Weintraub and Lassar, 1987)。在鼠体内，MyoD只在有肌肉细胞

的组织和器官表达。机理上，MyoD蛋白质是控制 mRNA生成的转录因子(Lassar et al., 1989)。以后的研究

证明MyoD类似的多个基因控制肌肉形成。这一研究成为细胞命运分子机理的典范。

14.2 按表达空间找基因

根据基因表达的空间，也可以寻找基因。
如第五章所述，脊椎动物如两栖类的胚胎早期，与卵母细胞一样，有动物极和植物极。两者不仅外观

着色可以不同，而且如果受精后会成为不同的胚胎部分，植物极的细胞还向动物极的细胞发出分子信号，

例如在动物极与植物极之间的边缘区产生中胚层及其衍生的组织细胞(Nieuwkoop, 1969; Nieuwkoop and
Ubbels, 1972)。

哈佛大学 Douglas Melton实验室决定专门寻找卵细胞植物极和动物极特异的 mRNA。他们用卵细胞的

mRNA，反转录为 cDNA，制成含量 2x106的 cDNA文库 (Rebagliati et al., 1985)。他们切下动物极和植物极，
分别制备 mRNA，然后做 32P标记的探针。用这些探针分别与卵细胞 cDNA文库的模板杂交，寻找两极特

异的 mRNA。他们找到 3个动物极特异的 mRNA (分别命名为 An1、An2、An3)和一个植物极特异的 mRNA
(Vg1)。他们进一步分析 Vg1，发现它编码一个分泌性的蛋白质，属于转化分化因子(TGF-)家族(Weeks and
Melton, 1987)。

图 14-2爪蟾卵母细胞的动物极和植物极
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如第五章所述，胚胎发育的一个重要过程是形成腹背轴。两栖类的背轴含很多结构。虽然背轴在比较
肠胚期才比较容易从外观看见，但其决定却在很早，例如爪蟾胚胎可能在受精过程因为精子进入位点就确

定了其对侧为背侧(Gerhart et al., 1989)。寻找可以决定背轴的基因的一个方法是到早期胚胎的背侧去找有背
唇化功能的基因。已知用紫外线(UV)处理 1细胞期的爪蟾胚胎可以导致胚胎的腹侧化(Gimlich and Gerhart,
1984)，而用氯化锂(LiCl)处理 1细胞期的爪蟾胚胎可以导致胚胎的背侧化(Kao, Masui and Elinson, 1986)。美
国伯克利加州大学的 Richard Harland与博士后 William Smith从不同胚胎提取 mRNA，注射到 UV处理过的

胚胎，检测它们能否让腹侧化的胚胎背侧化(形成背轴) (Smith and Harland, 1991)。他们比较了几种来源的
mRNA，发现作用最强的是 LiCl 处理过的胚胎来源的 mRNA(成功率 46%)，其次是正常胚胎来源的
mRNA(成功率 12%)，而腹侧化胚胎来源的 mRNA具有的背侧化作用(成功率 8%)类似于没注射 mRNA的对
照(成功率 5%)。他们按分子量将作用最显著的 mRNA分成几个组分，其中从组分 8获得一个 mRNA有背

侧化作用，编码 Xwnt8，但当时已经有人发现同类基因(Smith and Harland, 1991)。他们从组分 9获得一个全
新的基因，编码一个分泌性蛋白质，他们命名为 Noggin (Smith and Harland, 1992)。Noggin最早表达在肠胚
刚刚开始形成时期，而且在背唇。以后也在神经管中。这是第一个发现特异表达在背唇的基因。功能上，
它不仅能够背侧化早期胚胎，而且可以有神经诱导作用。

美国洛杉矶加州大学的 Eddy de Robertis实验室专门用背唇制备 cDNA文库，然后注射 mRNA，来寻找
可以背侧化 UV处理后胚胎的基因。他们发现 Chordin，它也先表达在背唇，以后在神经管，并且也有神经
诱导作用(Sasai et al., 1994)。

14.3 按功能特点寻找基因：蛙卵表达克隆

表达克隆，是典型的按照基因编码的蛋白质可能具有的功能，而克隆基因。
用于表达基因的细胞可以根据不同需要而定。用非洲爪蟾卵母细胞(以下简称卵母细胞)，是其中一种

(Mowry, 2020)。
将其他生物来源的基因，体外转录为 mRNA后，注射到爪蟾卵母细胞，可以观察到 mRNA被翻译为蛋

白质(Gurdon et al., 1971)。但要能够用于表达克隆，例如某些神经递质或者激素的受体，不仅 mRNA能够在

卵母细胞表达、而且产物蛋白质能够上细胞膜，如果本身不能被检测到，就还需要其下游偶联的分子也存
在，而能够在细胞外给予其激动剂时检测到反应。烟碱型乙酰胆碱受体（nAChR）本身是离子通道，可以

上膜，形成可以被检测到的离子通道，用电鱼电器官获得的 mRNA注射到卵母细胞，检测到了 nAChR的

反应（Sumikawa et al., 1981）。对哺乳类学习记忆至关重要的 NMDA受体，就是用卵母细胞的表达克隆所

找到的（Moriyoshi et al., 1991）。

图 14-3差异克隆获得 Vg-1，其 mRNA分布
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五羟色胺有多种受体，其中 5-HT1c 受体也是离子通道，是通过卵母细胞的表达克隆而发现的
（Lübbert et al., 1987; Julius et al., 1988）。从富含 5-HT1c的肿瘤制备 cDNA文库，注射 mRNA有 5-HT引

起的氯离子通道形成，然后继续筛选直到一个 cDNA。
神经肽 K物质的受体不是离子通道，而是 GPCR，但其下游偶联的信号转导通路有可以被检测的反应，

也可以用卵母细胞克隆 K物质的受体（Masu et al., 1987）。

电流检测之外，还有其他方法检测功能。例如，转运蛋白可以转运特异的底物，如果有可以同位素标

记的底物（Hediger et al., 1987），或者现代化学分析仪器（质谱等）可以检测的底物，那么也可以用来表
达克隆编码转运蛋白的基因。

14.4 按功能特点寻找基因：钙信号检测
科学研究可以是聚焦一个科学问题、自然现象；也可以是科学家偏好一种技术，利用技术寻找可以由

技术帮助解决的问题。
钱永健（Roger Tsien，1952-2016）以其化学和生物学背景，不断发明技术，

用于生物学研究，带动技术发明逐渐成为生命科学的研究生涯。他发明钙离子检
测的方法有特别的贡献。他先通过改造钙离子的螯合剂，使之在结合钙离子后发
出荧光，从而用荧光强度变化检测活细胞内的钙离子浓度，有 fura-2等一系列检

测钙离子浓度的钙染料（Tsien, 1980， 1981）。

已知辣椒里面的分子辣椒素（capsaicin）可以增强痛敏感性、也可以造成热
感。David Julius（1955-）于 1980年代在 Richard Axel实验室做博士后的阶段用
表达克隆寻找五羟色胺的受体（Julius et al., 1988）。到旧金山加州大学任教多

在下村脩（Osamu Shimomura，1928-2018）（Shimomura, Johnson and Saiga,
1962; Morise, Shimomura, Johnson and Winant, 1974）和 Douglas Prasher（1951-）
（Prasher et al., 1992）工作的基础上，钱永健参与证明单个蛋白质（绿色荧光蛋
白， GFP）可以发荧光（Heim, Prasher and Tsien, 1994；Chalfie et al., 1994）。

年
后，他继续用表达克隆，其中一个课题为寻找辣椒素的受体，认为找到辣椒素的受体可能有助于理解痛觉

的机理。这一研究最后对感觉系统的分子机理有很大影响，且不限于外周感觉系统，虽然对理解痛觉影响
相对较小。已知脊髓背根神经节（dorsal root ganglia，DRG）不仅传入多种外周感觉，而且对辣椒素有反应。
英国科学家用同位素标记的离子证明辣椒素（capsaicin）可以诱导大鼠背根神经节（dorsal root ganglia,
DRG）的神经元产生钙离子内流和钠离子内流、不诱导氯离子外流（Wood et al., 1988）。依据这一特征，
Julius带领实验室，用 DRG的 mRNA制备 cDNA文库，然后转染到普通培养细胞（常用的 HEK293细胞）。

起步估计用了含一万六千多种 cDNA的库，不断分群并检测，最后拿到一个 cDNA，单独转染到 HEK细胞
就可以对辣椒素出现钙离子内流的反应（Caterina et al., 1997）。编码的蛋白质当时命名为 VR1，它不仅介
导对辣椒素的反应，而且介导对热的反应，被加温所激活。

有趣的是，VR1并非独一无二的蛋白质，而是属于一个已经知道蛋白质氨基酸序列的家族：Trp通道。

但是，在 Julius发现 VR1介导对辣椒素和热反应时，Trp通道家族的功能其实不很清楚。1969年，美国印

地安纳州的 Purdue大学生物系韩裔教授 Willam Pak（1932-2023）用果蝇的视网膜电图（electroretinogram，
ERG）研究果蝇的视觉、并寻找影响果蝇视觉的突变种（Pak et al., 1969）。同年，英国爱丁堡大学的科学
家发现一种突变，根据 ERG的变化，他们称突变果蝇为“瞬间感受器电位”（Transient Receptor Potential，
Trp)，相应突变的基因也就是果蝇的 Trp基因（Cosens and Manning, 1969）。1989年，美国加州大学伯克

利分校 Gerald Rubin（1950-）实验室的博士后 Craig Montell（1955-）克隆了果蝇的 Trp基因（Montell and
Rubin，1989）。他们发现 Trp基因编码的蛋白质有多重跨膜区，各由大约 19个氨基酸组成的疏水段。因为
它的突变影响果蝇视网膜对光反应，所以最容易推测的功能是离子通道。但证明它是离子通道花了相当长
的时间。Trp类似的基因后来发现于多种生物，包括人。但不仅果蝇的 Trp本身并不感受光，其它的 Trp具
体起什么作用，如何起作用，也都不清楚。

Julius实验室 1997年的发现揭示了其直接功能，由此 Trp的研究热火朝天，很多人加入 Trp研究的行
列，发现更多 Trp家族成员，发现更多功能，如 Julius实验室 2002年用薄荷寻找冷敏感的分子（McKemy
et al., 2002），结果发现是 Trp家族另一成员，有多个 Trp通道，温度变化的方向和范围不同的激活不同的

Trp通道。还有科学家发现 Trp通道感受压力，等等。

图 14-4 Tsien
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视觉、嗅觉、味觉的第一级感受分子都是 GPCR。视觉的第一级是通过生物化学分离纯化最早在 19世
纪得到视紫红质。嗅觉的第一级也被发现是 G蛋白偶联的通路，在发现对嗅觉分子敏感的腺苷酸环化酶

（Pace et al., 1985）、嗅觉神经元特异的 G 蛋白（Jones and Reed，1989）和环核苷酸激活的离子通道
（Dhallan et al., 1990）的基础上，美国哥伦比亚大学的 Richard Axel（1946-）和他的博士后 Linda Buck
（1947-）通过多聚酶链反应（PCR）发现了小鼠嗅上皮的数以百计的 GPCRs（Buck and Axel，1991），以

后证明它们是感受嗅觉的分子。味觉再模仿嗅觉也得到类似发现，但味觉的感受分子只有几个，分别对应

不同的味觉（甜、咸、苦、酸、鲜）（Hoon et al., 1999; Chandrashekar et al., 2009）。
确定 Trp通道的功能，解决了其他常见感觉（温、部分的压、部分的痛）第一级的分子机理，有较大

意义。

最初以为听觉也是用一种 Trp通道，后来发现听觉的毛细胞还有其他结构完全不同的压力感受分子，
如 TMC（Kurima et al., 2002; Vreugde et al., 2002; Jia et al., 2020）。而外周和内脏的压力感受器也有多种，

如美国加州的 Scripps研究所的 Patapoutian实验室发现的 Piezo（Coste et al., 2010, 2012）和 GPCR（Xu et
al., 2018）。貌似简单的压力，却在第一级的感受用了很多结构不同的分子。

14.5 按功能特点寻找基因：重组激活基因的发现
第七章我们讲到，体细胞 DNA重组是免疫球蛋白多样性的最重要原因。

那么，发现重组酶就应该是理解其机理的关键。
重组酶发现于当时在MIT的分子生物学家 David Baltimore（1938-）的实验室。Baltimore两年完成自己

的博士论文，32岁发现反转录酶，37岁与 Howard Temin共享诺奖，1986年发现 NF-kB，1989年发现重组
激活基因（RAG）。RAG基因的发现是一系列实验的结果。

1984年，Baltimore的研究生 Susanna Lewis设计了实验，用免疫球蛋白轻链基因的部分序列重构 V-J
重组。他们选取了鼠胚 V和 J及其附近的 DNA序列，装在病毒里面。将这种病毒感染淋巴细胞样的体外

培养细胞系 PD。他们在序列 V和 J之间，装了来自细菌的可以产生对霉酚酸起抵抗性的黄嘌呤-鸟嘌呤磷

酸核糖转移酶（xanthine-guanine phosphoribosyl transferase，gpt）。因为预计重组导致其间 DNA序列翻转，

所以放到病毒的是反向的 gpt序列。一旦发生 V和 J之间重组，其间的序列翻转，gpt成为正向而可以表

达 GPT蛋白质，细胞能够抵抗霉酚酸。Lewis等成功地观察到，她们的分子构造，转染入 PD细胞系后，经

过霉酚酸后得到的细胞株多数都是因出现了 V和 J之间 DNA重组、gpt序列翻转（Lewis et al.，1984）。

Baltimore实验室的另一位研究生 David Schatz用类似 Lewis的方法，再构建了一个含 B潮霉素抗性基

因（hph）的病毒。用两种病毒，他们检验了多种 B细胞前体细胞样的细胞系，多数能够重组 V和 J之间

DNA、翻转 gpt或 hph抗性基因序列，导致细胞对霉酚酸或 B潮霉素有抵抗性。但如果用同样的病毒感染

3T3成纤维细胞系，就不能发生 V和 J之间 DNA重组（Schatz and Baltimore，1988）。Schatz在实验室周

图 14-5 Baltimore
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会上讲自己工作进展时，以色列来的博士后 Yoav Citri（1953-1995）建议想办法激活 3T3细胞中的 V（D）
J重组活性，这一建议影响了后面的研究（Schatz and Baltimore，2004）。

要在 3T3细胞发生 V和 J之间 DNA重组，当时一般的设计应该是把可重组 V-J的细胞（前 B细胞）

的 mRNA做成 cDNA文库。文库的大量不同 cDNA转染到 3T3细胞，后者含有可以检测 V和 J之间 DNA
重组的 gpt或 hph。在没有转染来自前 B细胞 cDNA的情况下，3T3细胞会被霉酚酸或 B潮霉素杀死。而如
果有前 B细胞的 cDNA导致 V和 J之间 DNA重组，使得其间的 gpt或 hph基因成为可以表达的方向，从

而有 GPT或 HPH合成，这样的 3T3细胞就能抵抗霉酚酸或 B潮霉素。多数 3T3细胞都被转染了与重组酶
无关的 cDNA，这些 3T3细胞会被霉酚酸或 B潮霉素杀死，剩下可抵抗霉酚酸或 B潮霉素的 3T3细胞就很

可能是表达了重组酶的 cDNA从而导致 V和 J之间 DNA的重组。
因为一种细胞表达很多 mRNA从而可以得到很多不同的 cDNA，如果是一种 cDNA编码重组酶，那么

这种方法一般是可行的。但是，如果是多种 cDNA编码的蛋白质才能引起 V和 J之间 DNA重组，那么同

时含有两种或多种起作用的 cDNA 的几率就会很小。Baltimore 当时在 Whitehead 研究所的同事 Robert
Weinberg（1942-）用分子生物学研究癌症，Weinberg实验室用基因组 DNA制备文库。将这种文库转染到

3T3细胞时，每个 3T3被转染的不会只是单个 cDNA，而是一段基因组 DNA，可能含相邻几个基因。

Schatz把 B淋巴瘤的基因组 DNA转染到 3T3，基因组 DNA接了一种抗性基因（组氨醇脱氢酶），首

先用这种抗性基因针对的药物（组氨醇）选择被 B淋巴瘤的基因组 DNA转染了的 3T3细胞。然后用霉酚酸

选择发生了 V-J重组的 3T3细胞。他们从 1500个抵抗组氨醇的 3T3细胞克隆得到 1个抗霉酚酸的 3T3细胞

株（Schatz and Baltimore，1988）。他们分析发现这一 3T3细胞株确实出现了 V和 J之间 DNA重组，使

得其间的 gpt表达，而不是其他原因对霉酚酸出现抵抗。但很多人不信，他们附近的实验室认为他们的结果

不可靠、发表的是伪迹（Schatz and Baltimore，2004）。

Schatz与研究生 Marjorie Oettinger组成两人合作，每天倒班、想方设法克隆重组激活基因（RAG）。

他们用特定的寡核苷酸标记基因组的 DNA，从出现重组的细胞中通过用于标记的寡核苷酸取得基因组

DNA片段，以此克隆了 RAG的催化亚基 RAG-1（Schatz, Oettinger and Baltimore，1989）。RAG-1基因编

码含一千余氨基酸残基的蛋白质，其同源基因存在于有 V（D）J重组的动物如人、鼠、兔、羊、马、鸡、

蛙。在人和鼠能够进行 V（D）J重组的细胞系，RAG-1也有表达。RAG-1表达的细胞和组织与 V（D）J
重组活性相关：RAG-1表达于鼠的胸腺、骨髓和胚胎，而不在脾脏和脑表达。

在一派大好的形势下，有个异数：含 RAG-1基因的 18kb DNA，催化 V（D）J重组的活性居然与最初

全基因组切的片段效率一样，比预计的低 100到 1000倍。当时他们的估计是也许因为所用的基因组 DNA
不够长，缺乏某些未知的转录控制元件和 34个氨基酸（Schatz, Oettinger and Baltimore，1989）。但后来发

现，得到全长的 cDNA后，活性也不高（Oettinger et al.，1990）。他们经过几个月的迷惑不解，不断提各

种可能。其中一个比较难以置信的可能性是 RAG-1旁边碰巧还有一个基因，与它共同起作用（Schatz and
Baltimore，2004）。在细菌中，已知相关功能的基因聚集在附近，而动物细胞的基因早已知道没有这样的

规律，类似功能的基因在附近一般少见。

图 14-6克隆 RAG的实验设计
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她们发现在原初有重组活性的 18kb基因组 DNA中，RAG-1基因只占其中 6.6kb，另有 11kb，余下的
基因组 DNA中还有一个基因。她们进一步的工作证明这个基因可以提高 RAG-1重组效率 1000倍，因此她

们称这一基因为 RAG-2（Oettinger et al.，1990）。以后知道，RAG-1独立进化自转座酶 Transib，后来又捕

获了 RAG-2基因进一步增强其活性，之后 RAG-1和 RAG-2的序列和功能变化成为专门用于 Ig基因重组的

酶（Carmona and Schatz，2017）。

14.6 基因敲除或敲低

降低或敲除特定基因并观察后果是研究基因功能的重要方法。如果这种方法能够高效用于多个基因，
可成为能够广泛应用于筛选。经过很多科学家的努力，现已发展出多种优秀的技术，使得针对单个基因的

方法演变进行大规模筛选的技术。

分子生物学技术诞生的初期，MGH的 Paul Zamecnik实验室就探索了用“反义寡核苷酸”来抑制基因表
达（Zamecnik and Stephenson, 1978）。通过设计与靶基因转录的 mRNA互补的反义寡核苷酸，并使它进入

细胞后与 mRNA结合，从而抑制基因的功能。最初，人们认为反义寡核苷酸直接抑制了 mRNA的功能，后
来发现实际上是细胞内有酶在降解这种双链 RNA。所用的寡核苷酸，初以 RNA（“反义 RNA”）为主，后

来有其他修饰的寡核苷酸。曾经有一段时间效率很低，多年工艺改造后，效率得到提高。
在细菌里面，按照 DNA序列进行同源重组，很容易敲除目的基因。但在其他高等真核生物细胞中，同

源重组的效率极低。美国犹他大学的 Mario Cappechi（1937-）首先证明哺乳动物的细胞也有同源重组，尽
管效率低下。然后他带领实验室发明可以筛选同源重组的正反选择方法，使得可以用小鼠胚胎干细胞（ES）
进行同源重组。利用这种方法选出发生了重组的 ES细胞，然后将这些细胞植入小鼠子宫，从而产生缺失目
标基因的小鼠，这成为了第一个非常有效的哺乳动物基因敲除方法（Thomas and Capecchi, 1987；Mansour,
Thomas and Capecchi, 1988）。这一方法用于敲除单个基因很有效，但难以用于同时筛选很多基因。

RNA干扰（RNAi）现象，是 Andrew Fire（1959-）偶尔发现的。他的实验室用反义 RNA研究线虫特
定基因功能的时候，用正链 RNA作为对照的时候，有时居然也有与反义 RNA一样的“抑制作用” （Fire et
al., 1998）。他们注意到 1995年另外一个实验室也观察到这样的结果，并如实报道了，但没有作为科学问

题进一步研究（Guo and Kemphues, 1995）。Fire等的研究发现这不是针对少数几个 RNA的现象，在线虫
是普遍现象。以后吸引很多人研究 RNAi，搞清楚其特异的分子机理，而且知道在其他物种怎么可以高效地
起作用。在线虫，甚至可以通过食物喂寡核苷酸，可以被摄取，而且到细胞里面起作用，所以可以用于筛
选。衍生的技术也可以用于哺乳动物细胞的基因筛选。。

“锌指核 酸酶 ”（ zinc finger nucleases, ZFN）是美 国霍普金斯大 学印度裔科学 家 Srinivasan
Chandrasegaran成功发明的技术。将核酸内切酶结构域 FokI与特异 DNA序列结合的锌指区融合，让锌指把
核酸内切酶结构域带到特定 DNA，可以精确切割特定 DNA 序列，实现基因的敲除（Kim, Cha and
Chandrasegaran,1996）。这一方法始于体外生化反应，进一步发展到可以用于动植物细胞（Bibikova et al.,
2002）。

特殊生物可以含有特别的分子。地热环境中找到的生物含高温稳定的 DNA多聚酶，可以被人们用于
PCR。同样引人注目的是黄单胞菌(Xanthomonas)中的转录激活因子， 即所谓的“TALE” （ transcription
activator-like effectors）。这种蛋白识别 DNA序列的方式非常有趣：它们主要依赖于 TALE蛋白的 DNA结
合域，该域由一系列重复的氨基酸序列组成，每个重复大约由 34个氨基酸构成（Moscou and Bogdanove,
2009; Boch et al., 2009）。每个 34氨基酸重复单元中的第 12和第 13位氨基酸是决定 TALE与特定 DNA碱

基配对特异性的关键，被称为“可变二核苷酸”，它们的特定组合可以识别 DNA序列中的特定单个碱基。将
可编程的 TALE蛋白与 FokI核酸酶的非特异性切割域融合，就形成了可以在特定 DNA序列处引入双链断

裂（DSB）的 TALENs（Transcription Activator-Like Effector Nucleases），达到基因剔除的效果。然而这一

基因编辑方法并不适用于基因功能的高通量筛选。

14.7 分子生物学筛选：CRISPR系统

CRISPR-Cas9系统，提供了迄今最有效的基因编辑方法。

日本和西班牙科学家最初在原核生物中发现 CRISPR：clustered regularly interspaced short palindromic
repeats,后来才意识到这些重复序列之间的间隔序列是细菌和古细菌对曾经入侵噬菌体的基因组整合和记忆，
可以与 DNA进行特异的碱基配对的结合。而与 CRISPR相关（Cas）的 Cas9是核酸内切酶，CRISPR/Cas9
组成的体系原本在细菌中起免疫作用。法国科学家 Emmanuelle Charpentier（1968-）和美国科学家 Jennifer
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Doudna（1964-）合作发明作为通用于基因编辑的 CRISPR-Cas9体系（Jinek et al., 2012），Cas9在 sgRNA
（single guide RNA）引导下，切割被 sgRNA结合的 DNA序列。CRISPR-Cas9技术不仅在众多生物体中显

示出高效的编辑能力，而且众多科学家在不断提高其编辑性能并扩大其应用领域。

对本章重要的是，它可以衍生出筛选的方法。2014年以下四个实验室同时发明的基于 CRISPR系统的
高通量基因功能筛选技术：MIT 的 Eric Lander（Wang et al., 2014）和张锋两个实验室（Shalem et al.,
2014）、英国 Sanger 研究所的遊佐宏介实验室（Koike-Yusa et al., 2014）和北京大学的魏文胜实验室

（Zhou et al., 2014）。简而言之，在用于筛选的细胞中通过慢病毒载体递送和表达 sgRNA 文库，利用

CRISPR/Cas9系统在多种癌细胞和多能干细胞中实现蛋白编码基因的功能性筛选。

基于 CRISPR系统的高通量筛选可以有多种衍生技术，除了基因敲除，也可以进行基因表达的抑制筛
选（CRISPRi），或者是基因表达的上调/激活筛选（CRISPRa）（Gilbert et al., 2013; Mali et al., 2013; Perez-
Pinera et al., 2013; Maeder et al., 2013）。除了对蛋白编码的基因进行功能筛选以外，针对非编码 RNA的高

通量技术也被建立出来，魏文胜实验室建立了基于大片段删除和 RNA 剪切破坏两种技术路线，张锋和
UCSF的 Jonathan Weissman团队也分别报道了运用 CRISPRa以及 CRISPRi系统实现全基因组水平长链非编

码 RNA（lncRNA）的高通量功能性筛选。利用单碱基编辑器针对单氨基酸位点进行功能性研究的高通量技
术平台也被陆续报道出来。

在培养细胞系之外，能否在组织、器官甚至动物体内做筛选，也是技术发明者们努力的目标。

图 14-7 Charpentier和 Doudna

图 14-8 CRISPRi
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