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[摘 要」 综述 了基 因打靶在对基因功能研究方法 学上的进展
,

阐明 目前 已能达到在任意时刻
、

任

意组 织 内剔除任意一个基 因
。

〔关键词 〕 转基因
,

基 因剔除
,

时空基因打靶

护如、
,

在机体体内
,

基因的表达具有时空特性
,

在正确

的时间不 同基 因或被打开或被关闭表达的结果导致

机体能正常的发育 和生 长
。

由于分子 生物学 的发

展
,

目前 已证明人类几乎任何疾病的发生
、

发展都与

基因突变或异表达存在直接或间接的关系
。

基因表

达
“

空间特异性
”

指同一个基 因在不同的组织或器官

内有不同的表达水平
,

有些基 因只能在特定的组织

中才能表达
,

如 白蛋白只在肝细胞 中表达
,

此也被称

为基因表达的组织特异性 ; “

时间特异性
”

指基因表

达具有动态性
,

即在不 同的发育阶段或不同的生理

状况下同一基因有不同的表达模式
,

如 甲胎蛋 白基

因只在胎儿阶段才得到表达 [ ’ 〕。

基于基因在时间及

空间上的这些表达特性
,

在细胞生物学水平 的研究

往往无法正确认识体 内基 因的真正功能及作 用角

色
,

所以一直以来研究者们试图努力寻找一种方法

使在动物整体水平来研究和观察基因的功能
。

19 80 年 oG dr on 通过显微注射方法第一次成功

得到使外源基 因在动物水平产 生表型 的转 基因小

鼠
。

19 8 2 年 P al m it o :

等将 大 鼠生长激素 ( ` H )结构

基因和人生长激素 ( h GH )基因融合后导人小 鼠受精

卵原核内
,

获得体积大于原种系两倍 的
“

超级小 鼠

( su eP mr ic e )
”

川
。

这些工作被认为在基因功能研究

史上具有里程碑式 的意义
。

到 目前为止
,

一系列 与

多种疾病相关的动物模型得到建立
。

转基因动物为

阐明基因功能提供了一个有力的分析系统
,

为以分

子
、

细胞到个体多层次
、

多方位地研究分析复杂生理

现象中基因的表达
、

调控提供了新的方法和思路
。

但转基因方法同样存在对基 因功能认识上一定

的局限性
,

具体体 现在
: ( 1 ) D N A 的随机插人性

,

可

造成基因组中整合位点不能清楚 ; ( 2) 在宿主基 因组

中插入的外源 目的基 因的拷贝数不能 明确
,

一系列

的研究证 明插人基 因的拷贝数与基因表达的强弱并

不存在明确的正相关关系
; ( 3) 随机插人很可能造成

基因组内被插人位点基 因的破坏
,

从而使表型分析

具有一定的盲 目性 ; ( 4) 不同的插入位点因为所处的

上下环境不 同而造成 目的基因在表达水平上 不一

致
,

在很多情况下插人的外源基 因有可能并不被表

达 〔3〕 。

此外最大的一个缺陷是常规的转基因手段只

能用于功能获得性研究 ( G al n of uF cn iot n)
,

对基因组

内已有的基 因则无法进行功能分析
。

基于 D N A 同

源重组原理建立的基因打靶技术克服了这些障碍和

缺陷
,

它可使染色体 内的 目的基 因被定点敲除和定

点修饰
。

在此基础上分子生物学前沿学科— 发育

生物学和神经生物学得到全面的发展
。

1 基因 K n oc -k O ut 技术

小鼠胚胎干细胞 ( Ebrn 叮 o n i c s t e m e e ll
,

E s e e l l )

是在 一9 8 0 年由 E v an s 和 K a u f n l a n n 首先分离
,

为从早

期胚胎内细胞团中分离出来 的一种多潜能细胞
,

可

在体外培养扩增及进行遗传修饰
,

且仍具有分化的

全能性
,

在重新引入着床前 的胚胎 内可发育成包括

生殖系在内的各种组织闭
。

在 E s 细胞水平首先获

得阳性 细胞克隆可大范 围的减少筛选工作量
。

在

D N A 水平 同源重组可造成靶基 因位点三种情况的

发生
,

分别为插人
、

置换或缺失
,

因此建立一套能有

效筛选 目的基 因被正确敲除的选择系统显得极为重

气` ,
e

~
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目前在 E S细胞水平已有多种策略来筛选靶基

因被正确定点敲除的策略
。

首先有人设法在构建打靶载体时把一阳性选择

标记基因 (通常为 o ne )插人靶基 因功能最关键的外

显 子中 (插人型载体 )
,

此可破坏 目的基因功能
,

达到

靶基因被敲除的目的
。

重组发生可通过阳性选择标

记基因来筛选
,

在许多研究中
,

也有人通常将 价半乳

糖昔酶基因 ( I丑C
)z 以正确的读框顺 序插入靶基 因

的外显子中
,

除剔除基因外通过分析 p
一

半乳糖营酶

的活性 可研究靶基 因表达的时空顺序
。

但此方法的

缺陷是仍不能直接 区别和筛选出外源 D N A 被定点

重组的细胞克隆和随机插人的细胞克隆
,

此外 留下

的选择标记
、

启动子或增强子等元件也可能影 响临

近基因的表达
,

并且产生的串联重复序列不稳定
,

有

发生二次重组的可能
。

19 88 年
,

M a sn ou r
等通过建立

一套正负双选择标记系统来筛选基因组内同源重组

正确发生的 ES 细胞克隆
,

该载体上除含有外源的正

选择基 因 ne
。
( ne

o m ys in )外
,

同时也含有负选择基因

元件 H S V
一
t k ( h

e
甲

e
sr s im p l e 、 、 i ur

s 一 t k ) ts 」(图 l )
。

打靶载体随机整合的 E S 克隆得 以生长
,

对此启动子

缺失的打靶载体可进一步提高打靶载体的效率
,

载

体中阳性选择标记基因 ne o 是不带启 动子的
,

只有

发生正确的 同源重组
、

ne 。 基 因被精 确插人靶基 因

启动子后
,

抗性基因才会 表达
,

从 而使 E S 细胞克隆

在选择性药物培养基中活下来
。

研究者对基因剔除

后是否导致无义突变 ( nu n m ut at i on )持越加谨慎的态

度
,

尽管通常设计 的打靶策略能摧毁靶基 因最重要

的功能域
,

但 只要染色体中残留任何编码序列
,

就可

以末端删除或缺失突变的方式表现出来
,

有时会产

生所谓的渗漏突变 ( lea k y m ut at i on )
,

原因主要是 I扫于

R N A 的异常拼接
、

替代或隐微启动子 的应用
,

以 及

下游 A UG s 翻译位点 的启动等
,

所 以在获得基 因剔

除小鼠后
,

应在转录水平和翻译水平检测靶基 因的

活性
,

若有残余蛋 白表达
,

则应检测靶基因蛋白的相

关功能
,

以便对表型分析得出正确的结论
,

通过对渗

漏突变进行严谨的分析可能得 到无义突变研究所无

法获得的信息 口一 ,。 :
。

t军幸多习: 幻。。

图 1

山U刀 : kt

正负双选 择系统

在同源重组发生时
,

由于 ne 。 基 因对 G
一

4 18 具

有抗性
,

因此可筛选出含 ne
o

的阳性克隆
,

故 ne 。 基

因称为正选择基因 ; 而 H S V
一

kt 基因由于表达的胸昔

激酶可使丙氧鸟昔 ( g a
n e ie l o v i r

,

G C v )转变为毒性氨

基酸
,

此使含有该 基因的转染细胞死亡
,

因此 HS v
-

T K 基 因称 为 负选 择 基 因
。

同源 重 组 发 生后
,

因

H s v
一

kt 基因位于构建的打靶载体 目的基 因同源序

列之外
,

所以可用 gan ic d vo i r 来筛除载体随机整合 的

细胞阳性克隆
。

因此经过正 / 负双选择系统的筛选

可得到同源重组已正确发生的阳性克隆困
。

但一系

列的基因打靶研究显示
,

使用正负双选择标记载体

依然会得到较多随机整合的 ES 克隆
,

原因可能为负

选择基因可能在转染及整合过程 中失活
,

从而导致

2 条件性基因打靶

常规的转基 因及基因打靶技术对调控基因的表

达显得束手无策
,

因为它们在胚胎期 就已造成染色

体内被修饰 目的基因不可逆的变化
,

如失活
、

异表达

或过表达等
,

因此很难将异常的表型 归纳为哪一 类

细胞或组织
,

同时很难排除在成熟动物 上由于发 育

缺陷所引起的异常表型 ; 此外突变 的机体也可能对

缺失基因进行功能上的互补
,

此使被研究的 目的基

因的功能表型得不到全部体现 ; 另外机体对产生 的

突变可能产生一更复杂的二级表型
。

基因敲除技术

存在最大一个缺陷是
:

如果这个基 因的缺失可造成

胚胎致死
,

那么此基因在发育后期的功能将无法分

析
,

而这些基因往往很有 可能是与机体发育或各种

疾病 的发生极为相关
,

因此如能发展一套对 目的基

因在体内的表达进行调控的方法将显得极有价值
。

以 C I’e /肠
x P 系统与基 因打靶技 术相结合的条

件性基因打靶可克服上述局限性
。

此系统主要是应

用了 C er 酶的重组特性
,

它能特异性 的识别和重组

D N A 上的 肠
x P 序列位点

。
C er 是一种来源于 lP 噬

菌体系统的 D N A 酶
,

可特异性地重组基因组中 34 b p

长的 oL
x P 序列 ( AAT A C T l℃G T A AT G C AT A C A 〕

,

r八
-

TA C以A G
r

IT A T )
。

策 略第一步是构建 目的基因置

于两 玩xP 位点间的打靶载体
,

经在 E S 细胞水平 的

筛选
,

将携带该载体 的小鼠与受控于组织特异性启

动子或诱导性启动子的 C er 转基因小 鼠交配
,

经 C。
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时空基 因打靶

介导的重组发生后
,

即可获得 目的基 因在某一组织

器官或发育 时期缺失 的基 因打靶小 鼠
。

C hen 等人

经一次打靶将 卿
r 3 突变引人小 鼠染色体内

,

获得突

变小鼠后再与 E n
一

C er 转基 因小 鼠杂交
,

利用在生

殖系细胞中表达的 C er 重组酶活性删除 琢已 突变小

鼠染色体中的两侧带 助xP 序列的选择标记基因
,

获

得精确模仿人侏儒症的模型小鼠
。

( l) 第一例应用 C er /肠xP 重组 系统成功获得组

织特异性基因剔除小鼠由 G u 等人在 19 94 年首先报

道 [” 〕 ,

构建条件剔除小 鼠打靶载体 时常将 阳性选择

标记基因置于靶基 因的内含子中
,

并在靶基 因重要

功能域两侧的内含子中插人方向相同的 b 〕x P 序列
,

此外最好将标记基 因的两侧也 同时放上 同方 向的

玩xP 序列
,

因许多时候选择标记基 因即使被放置在

内含子中
,

也会阻 断靶基 因的转 录
,

如 出现这种情

况
,

可 以用表 达 C er 重组酶 的质粒转染 中靶 E S 细

胞
,

在细胞水平通过 肠xP 位点间的重组将 ne o 抗性

基因删除
,

然后通过筛选子代小 鼠即可获得 只删除

n
eo 基因的条件敲除小鼠 (图 2 )

。

同的发育 阶段或不同的生理状况下
,

基 因的表达可

有不同的程度或方式
,

在某一发育阶段
,

核内绝大多

数基因是关闭表达的
。

为了研究在时间方式上调节

基因表达的 目的
,

研究者将 C。 基因置于配体或药

物可诱导 的启动子控制下达到这种目的
。

该策略的

关键是对 C er 的表达进 行可逆 的诱导调控
。

K hu n

等人在 199 5 年报道了 M xl
一

c er 转基因鼠的研究〔“ 〕 ,

M xl 是一种与抗病毒感染相关 的基 因
,

它在健康的

小鼠中不会表达
,

但可被重组干扰素或干扰素诱导

剂 PI
一

PC 诱导
。

所以携带 M xl
一

C er 的条件剔 除小 鼠

只有在干扰 素或 PI
一

PC 存在 的条件 下才导致 Cer /

肠xP 介导 的重组 发生
。

此外 基于 四环 素 ( et t acr y
-

icl ne
,

eT )t 的 eT t
一 o

ff/ eT t
一

o n 系统 也是新 近发展起来

的高效
、

无毒的基 因诱导表达调控系统
。

目前除上

述诱导系统外
,

基于蜕皮激 素 ( e e d y s o n e )
,

R U 4 8 6 和

化学性诱导二聚体 (
。 h e而

e al i n d u e e r o f d ime ir z at i o n ,

CI D )S 等新 的诱导基因表达 系统 已显示出更加诱人

的应用前景 〔̀ 2 〕 ,

它们的推出势必拓宽对诱导调控系

统的选择范围
。

图 2 组织特 异性基 因打靶

多犷臼 ` `

为了研制组织特异性 C er 转基 因小 鼠
,

研究人

员也常将 C er 基因与组织特异性启动子连接构建载

体
,

再通过传统的转基因技术或基 因敲人法获得相

应的转基因小 鼠
。

但许多时候
,

某一基因的调控元

件在染色体上相距甚远
,

或存在于内含子 中
,

所 以应

用以 E S 细胞培养技术或用同源重组为基础的基 因

敲入法
,

可将外源基因整合到特定的靶位点
,

利用靶

位点全套 的调控元件来实现靶基因的特异性表达
。

iR
c h e记 等人于 19 97 年将 C er 基 因定位整合 到

CD 19 位点
,

得到 C er 基 因只在 B 淋巴 细胞 中表达的

转基因小鼠
。

C er 介导 的在脑
、

乳腺
、

肠等组织器官

中的组织特异性基因打靶已相继产生
。

已经发表和

正在研究的 C er 转基 因小 鼠已 近百 种
,

相关的信息

可在数据库中得以查到 〔̀ 。〕。

( 2) 在机体 内基 因的表达不仅具有组织特异性

(空间特性 )
,

同时也具有时间上的动态特性
,

如在不

3 时空基因打靶

为了达到在时空上调节基 因打靶的 目的
,

研究

者们将组织特异性调控 和诱导性基因打靶相结合
,

从而实现以 时空方式对靶基 因进行功 能研 究的 目

的
。

此策略除 了应用 组织特异性启动子外
,

对 Cer

表达达到 可逆性 的诱导调 控也是 极为关键 的 (图

3 )
。

一-仁工于卜七习卜卡么砂卜
一亡〔卜

甲

刊口
X X

一 . { 工} 一 { 艺卜一口〕 -
.

毒
。 ; :

~

图 3 时空基 因打靶

S t o n g e 等人 将 四环素 阻遏 蛋 白 ( t e t acr y e li n e er
-

p er s s o r ,

T e t R )基因与单纯疤疹病毒 ( HS v )编码蛋 白
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P1 C 6端 1 30个氨基酸的基因片段相融合
,

构建成置

于组织特异性启动子控制下并表达四环素转录激活

因 子 ( t e t ar e y e li n e tar n s e d p t i o n al a e t iv at o r ,
t
AT ) 的质

粒〔” 」; 而含有 四 环素抗 性操纵 子 ( ett acr cy iln
。 er iss

-

t a n ( e O p e ar to r ,

介 t o )和巨细胞病毒 e M V 启动子的四

环素反应 因 子 ( t e t ar
e
y
e l i n e er s p

o n s e e l e m e n t
,

T R E )则

与被调控的 目的基 因 C er 融合构建成第二个质粒
。

将上述构件通过转基因方法即可获得在某一特定组

织器官表达 tTA 和 C er 的转基 因鼠 ; 然后将该 鼠与

携带靶载体的 1乃 x P 修饰小 鼠交配
,

所产后代若服用

T et
,

由于 T et 与 eT tR 具有高亲合性
,

使 t
TA 蛋白构型

发生改变
,

导致不能结合 eT ot
,

从 而引起 T R E 下游

C er 基因的转录阻断 ; 如在发育某一 阶段停止服用

,lb t
,

则 tT A 可激活 T R E 表达
,

引起 T R E 下游 C er 基

因在某一特异组织器官得到表达
,

表达的 C er 酶介

导位点特异重组 的发生
,

从而达到 以时空的方式实

现对靶基因的表达调控
。

T et 刃 l工/ eT t一

On 系统是通过转录水平来试图控制

C er 重组酶的表达
,

从而实现在特定 的时间段将 靶

基因剔除
,

另一个实现时空基因打靶的策略是采用

转录后水平来调节重组酶的活性
。

通过将 C re 与雌

激素受体 ( E R )的配体结合域 的融合来控制 Cre 的功

能
。

F iel 等人将 E R 的配体结合域与 C re 重组酶融

合产生一嵌合重组 酶 ( C re
一

E R )
,

在细胞水平首先论

证该酶活性依赖雌激 素或 aT m ox iif n 的存在
,

但 由于

机体 内源性激 素 的存在
,

因此 他们将 C er 与突变

L B D 融 合构建成嵌合体 Cer
一

E tR 蛋白
,

该蛋 白仅能

与外源配体结合
,

与内源激素不发生结合
,

而外源配

体也仅 与突变的 E R t 结合
,

从而使这一策略在小 鼠

中能够实施
。

B or ca dr 等 人随后 的研 究结果显示在

CM V 启动子控制下表达 Cer
一

E tR 的转基 因小鼠服用

Ta m ox iif n 后
,

可导致 Cer 介导的重组在预定时间 内

的多数组织上发生
,

重组效 率在皮肤 中达到 50 %
、

脑中为 10 % 仁̀ 4
}
。

s ch w en k 等通过构建置于 B 细胞特

异性启动子 E n / PS V 4 0 控制下表达 Cer
一

E tR 蛋 白的

基因构件
,

得到仅在 B 细胞特异性表达 C er
一

E tR 蛋

白的转基因小鼠
,

在服用 aT m ox iif n 后
,

激活的 C er 重

组酶导致在预定时间和特定组织内的重组发生 [ ’ 5〕
,

这是口前第一例真正实现时空基因打靶的例子
。

分子生物学最为核心的一个内容是研究基因的

表达机制和调控功能
,

它也使我们对生命现象的认

识首次深人到揭示生命本质的深度
。

C er /助xP 系统

的应用标志着基因打靶进人崭新的时代
,

因为研究

者终于可以如愿 以偿地在不 同的时相
、

不同的空间

按预期的设计进行基因剔除
,

从理论上讲
,

可以在任

意组织器官
、

任意时刻剔除任意一个靶基 因
。

目前

人类基 因组计划 ( H u m a n e e n o而
。 P orj e e t

,

HG p )测序

工作 已基本完成
,

研究人员随之将面对的是周 期更

长
、

耗资更巨大 的基因组后计划—
功能基 因组计

划
。

此计划的中心任务是研究已知序列上一个个未

知基因的功能
。

基因打靶作为对基因功能研究具有

最直接和最有效的方法和手段
,

必将在这场后基因

组时代
“ G e n e

oG ld R u s h ”

中发挥 巨大的贡献
。
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信息
·

20 00 年度国家自然科学基金委员会与香港研究资助局

联合科研资助基金项 目评审结果揭晓

气, ~ 备

20 00 年 11 月 17 日
,

由祖 国内地 9 名专家和香

港特别行政区 9 名专家组成的国家 自然科学基金委

员会与香港研究资助局联合科研资助基金第二届评

审委员会在香港举行
。

根据协商一致和公开
、

公正
、

公平的原则
,

在双方两轮同行专家评审的基础上
,

经

过与会专家的复议和无记名投票表决
,

有 16 个项 目

获得本年 度联合科 研资 助基金 的资 助
,

总金 额为

50 0 万元人民币和 10 00 万元港币
。

国家 自然科学基金委员会与香港研究资助局联

合科研资助基金是 19 9 8 年 11 月在北京设立 的
。

其

目的是为了进一步促进祖国内地与香港特别行政区

在科学技术领域的合作
,

共 同资助一批立足科学前

沿
,

体现优势互补和双方共 同感兴趣并具有实质性

研究内容的合作项 目
。

项 目获得者将被视为国家 自

然科学基金项 目和香港研究资助局项 目的承担者
。

与去年相 比
,

今年的 申请情况和资助结果有如

下的变化
。

首先是减 少了申请的盲 目性
,

申请项 目

的质量有了提高
。

申请项 目从去年的 2 29 项减少到

今年的 149 项
,

而初选获得通过的项 目数却从 去年

的 3 2 项增加到今年 的 52 项 ;其次是获得批准的项

目有了增加
,

批准率提高
。

获得资助 的项 目从去年

的 14 项增加到今年 的 16 项 ;再次是双方不再对于

每一个项 目都按照二 比一的 比例 匹配经费
,

而是在

总经费范围之内各方根据需要对 于每个项 目确定资

助经费
,

双方各 自投 人的经费原则上用于 当地 的规

定仍然保持不变 ;最后是联合资助基金项 目的受理

与评审时间与国家 自然科学基金面上 申请项 目的受

理和评审时间做到了同步进行
。

此次获得资助 16 个项 目仍然分 布在 6 个研究

领域
,

其 中新材料领域 4 项
,

中医中药领域 2 项
,

海

洋与环境科学领域 3 项
,

生命科学领域 2 项
,

信息科

学领域 3 项
,

管理科学领域 2 项
,

与去年相 比
,

资助

信息科学
、

中医 中药研究和新材料研究的项 目有了

增加
。

此次获得联合科研基金资助的单位分布是
:

祖

国内地方面
,

高等学校 8 项 (清华大学 2 项
,

北京大

学
、

浙江大学
、

厦 门大学
、

华 中科技大学
、

南京大学和

吉林大学各 1 项 )
,

中国科学 院 5 项
、

中国医学科学

院
、

军队院校和中央部委研究所各 1 项 ; 香港方面
,

香港科技大学 5 项
,

香港大学 4 项
,

香港中文大学 3

项
,

香港城市大学和香港理工大学各 2 项
。

在联合科研资助基金项 目评审会上
,

双方确定
,

2 00 1年度国家 自然科学基金委员会与香港研究 资

助局联合科研资助项 目的 申请
、

受理和评审程序仍

同于 2《XX) 年度
。

在 2 00 1 年 1 月 巧 日之前
,

合作双

方的初步 申请书由港方的申请者通过所在的院校向

香港研究资助局提交
。

双方对于这 次会议 取得的成 果给予了积极评

价
。

香港研究资助局 主席杨纲凯教授表示
,

该项联

合基金加强了香港特别行政 区与 内地 的科研联系
,

提供渠道让两地的研究人员就共同的研究领域进行

合作
。

(科学基金杂志部 汤锡芳 供稿 )


