
第 1 期 中 国 科 学 基 金

·

学科进展
·
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〔摘 要」 简要评述 了国内外转基因动物研究的现状
,

归纳了目前常用的几种转基 因动物遗传修

饰的策略
,

比较分析了几种转基因动物建立途径的特点以及存在的问题
。

在此基础上介绍 了国家

自然科学基金重点项 目
“

医学转基因动物模型研究
”

的研究内容
,

并对转基 因动物研究的未来发展

作 了展望
。

〔关键词 〕 转基因动物

转基因动物 ( t
lan

s

gen
ic an i耐 )技术是通过遗传

工程的手段对动物基因组的结构或组成进行人为的

修饰或改造
,

并通过相应的动物育种技术使得这些

经修饰改造后 的基 因组在世代间得以传递和表

现川
。

利用这一技术
,

人们可以在动物基因组的特

定位点引人所设计的基因突变
,

模拟造成人类遗传

性疾病的基因结构或数量异常 ;可 以通过对基因结

构进行修饰
,

在动物发生
、

发育的全过程研究体内基

因的功能及其结构 /功能的关系 ;可以在动物基因组

引入病毒基因组以模拟病毒性疾病的发病过程 ;可

以通过引人具有重要药用价值蛋白的编码基因
,

使

动物成为该药物蛋白的生产农场 ;可以将所引人的

DN A 片段作为环境诱变剂作用的靶 DNA
,

通过对它

回收后的结构分析
,

研究诱变剂造成 D
NA 损伤和诱

发基因突变的规律
。

转基因动物技术不仅在生命科

学研究中的应用越来越广
,

技术本身的发展也越来

越快
,

朝着修饰和精确性与可调性 日益逼近
。

本文

着重介绍对动物基因组进行修饰改造的策略和转基

因动物建立技术这 2个方面的发展情况
。

1 转基因动物技术体系的组成

70 年代中期至今
,

伴随着遗传学
、

细胞学
、

胚胎

学和基因工程等学科及其相关技术的发展
,

转基因

动物技术已经经历 了近 20 年的发展
,

从原理
、

技术

和在生命科学研究领域中的应用来看
,

可以将转基

因动物研究的整个系统归纳为以下 3 个部分
。

( l) 上游部分
:
克隆目的基因

,

分析基因的结构

并在体外或其他系统中进行功能研究
。

(2) 中游部分
:
设计遗传修饰策略 (包括载体系

统的构建等 )
,

选择适当的靶细胞进行基因转移和鉴

定
,

在此基础上将遗传修饰由细胞向整体动物过渡
,

实现对整体动物基因组进行人为修饰的目的
。

( 3) 下游部分
:
按育种程序进行工程动物的选育

和建系
,

在整体动物的背景上对目的基因的功能进

行详细的研究
,

并进一步地开发利用符合设计要求

的遗传工程动物
。

其中
“

上游部分
”

是基础
,

根据相关的基础研究

为后续转基因动物研究提出需解决的问题 ; “ 中游部

分
”

是技术的关键
,

也是整个技术体系的核心 ;而
“

下

游部分
”

则是 目的
。

近年来以
“

基因组计划
”

为代表

的遗传学研究在认识基因组的结构组成方面正在大

步地向前迈进
,

为通过转基因动物技术对动物基因

组进行修饰提供了坚实
、

丰富的基础
。

可以预见
,

对

大量基因相关的基础问题的研究在各个学科深人发

展的同时
,

希望应用转基因动物技术在整体动物背

景上观察特定基因或基因组合的结构与功能的关系

的需求也 日益迫切
。

因此
,

发展和完善转基因动物

技术必然成为整个生命科学研究发展进程中的关键

之一
。

2 转基因动物遗传修饰的策略及其发展

从理论上讲
,

遗传工程的发展
,

已有可能运用多
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种策略在体外培育的哺乳动物细胞中对任何一个或

几个已知基因组结构和 D N A序列 的位点进行各种

类型的遗传修饰
。

2
.

1 导致产生新功能 的基 因组修饰 ( g i a
nf o九 c n.

ti n o
,

G O F )

( l) 普通转基因
:
在基因组中转入一个能有效

表达的基因
,

该基因可以是原基因组所没有的
,

一

也可

以是有相应的内源基 因的
,

还可 以是结构发生了变

化的内源基因等
。

( 2) 基因重复
:
指利用造成基因重复的基因打

靶技术
,

在内源基因的邻近部位引人一个与内源基

因含有相同调控序列 的基因拷贝
,

而
_

巨原则上不破

坏原基因邻近位点上的基因的结构
。

2
.

2 导致功能丢失的基因组修饰 ( 1058 of fo n c it on
,

L《〕F )

( l) 插人突变
:
外源 D NA 片段在基因组中发生

整合后
,

势必造成插人位点的基因组结构发生变化
,

如果该位点是某基因的所在位点
,

造成相应基因的

结构破坏而导致的 c)L F
,

可以是在进行 OG
F 的转基

因时发生的
,

也可 以是利用插人型载体进行的基因

打靶
。

( 2) 大片段缺失突变
:
利用置换型的基因打靶载

体
,

将内源基因的功能片段用某些选择基因片段替

换而造成 ID F 的基因打靶方式
。

( 3 )引人点突变
:
通过基因打靶

,

可以对基因组

中的特定的位点引入单个碱基置换或几个碱基的定

向改变
。

( 4) 条件性基因缺失突变
:
利用位点特异性重

组系统
,

如 c er
一

IO X I〕
,

R J丫 FRT 系统
,

通过对造成体

内基因打靶的重组酶表达的调控
,

在特定的组织或

不同的发育阶段特异性地
、

或诱导性地实现所要求

的遗传修饰事件
,

借以克服某些重要 的基因在纯合

缺失或杂合缺失状态下的致死效应和生存能力下降

的问题
。

2
.

3 导致基因替换的基因组修饰 (OL F /
OG

F )

基因替换
:
利用基因打靶技术进行的基因替换

,

使得替换位点上内源基因被另一个基因取代
,

使得

内源基因丢失的同时
,

获得另外一个基因的功能
,

这

种策略通常比较精确
,

不影响邻近位点基因的结构
。

2
.

4 染色体畸变图

利用位点特异性重组系统介导的 DN A 重组原

理
,

通过对重组酶识别的位点在染色体上位置的控

制以及重组酶表达的控制
,

可以造成各种类型的染

色体畸变
,

如重复
、

倒位
、

相互易位等等
。

学 基 余 2 (盯〕年

由此可见
,

就遗传修饰的后果来看
,

可以造成基

因结构和功能 的丢失 (山F )
,

也可以造成基因结构

和功能的获得 (OG
F ) ; 可以对基 因组造成较大范围

的缺失突变
,

也可 以在基因组的特定部位引人单个

碱基的改变 ; 可以对 D NA 片段进行操作
,

也可 以造

成染色体结构的人为变化 ; 可 以造成基因的缺失突

变
,

也可以在内源基因的位点附近引人相同的基因

重复
; 可以造成

“

永久的
”

(相对于
“

条件性
”

的而言 )

基因组结构改变
,

也可以造成
“

条件性
”

的遗传修饰
,

使得遗传修饰变得受人为的精确调控
。

所以说
,

对

于 一 个细胞中的某一特定的基因组结构
,

目前已经

能够进行各种类型的遗传修饰
,

而将这些遗传修饰

过渡到转基因动物
,

则取决于育种技术的进步

3 建立转基因动物途径及其发展

能否将在细胞中进行的遗传修饰过渡到整体以

及实现向后代的传递
,

主要取决于所进行修饰的细

胞类型和 与其相应的育种技术
。

至今为止
,

能够被

有效地用来进行转基因动物研究的途径 主要有以下

儿条
:

( 1) 受精卵原核显微注射和育种
: 以单细胞期受

精卵为靶细胞
,

利用显微注射技术将构建好的载体

DNA 直接注射人受精卵的原核
,

并将受注射的受精

卵移入假孕母体输卵管继续发育
,

获得转基因动物

个体 该途径获得 OG
F 模型 的效率高

,

操作简便
,

实验周期短 ;其转基因的长度没有严格限制 ;适用的

动物物种广泛
。

但由于转基因的整合是 随机的
,

因

此整合的位点
、

拷贝等均难以精确控制
。

同时随机

整合也可造成较严重的插人突变
,

影响基因组的其

他结构和功能
,

无法满足精确修饰的要求
。

此外遗

传修饰的方式无法在细胞阶段得到确证
,

必须在得

到转基因动物后才能验证
。

目前在普通的 印F 转

基因动物研究中
,

受精卵原核显微注射已作为 常规

方法推广应用

( 2 )胚胎干细胞 (
e n山卿 on i C S tem

c e ll 、
,

E s )介导

的基因转移和育种 [3 〕:
体外培养 Es 细胞

,

利用电穿

孔等基因转移技术将载体 D
NA 转人 E S 细胞后

,

在

体外经过适当的筛选和鉴定
,

首选得到符合设计要

求的基因组修饰
,

再将所获得的 E S 细胞经过囊胚腔

注射等与受体囊胚细胞混合
,

并移植人假孕母体子

宫继续发育产生嵌合体
,

通过利用生殖系嵌合子代

设计适当的交配育种
,

获得纯系
。

该系统能将所有

上述的遗传修饰在细胞中得以实现
,

并可以由此引

人到转基因动物整体
,

遗传修饰能力强月
.

十分精确
。
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基因转移操作方便
,

体外培养细胞阶段即可经分子

鉴定来保证只有发生预设遗传修饰 E S 细胞用 于囊

胚腔注射
,

提高了效率
。

但目前可用于该系统的 E S

细胞系只来源于小鼠
,

适用物种少
。

此外动物育种

需经过嵌合体途径
,

受 E S 细胞的生殖系嵌合能力以

及交配几率的影响
,

实验周期较长
。

( 3) 体细胞基因转移和克隆闭
: 以体外培养的哺

乳动物体细胞为材料
,

通过普通的哺乳动物细胞基

因转移技术
,

获得相应的经过遗传修饰的细胞后
,

直

接利用核移植介导的哺乳动物体细胞克隆技术
,

即

将该体细胞的细胞核移人去核的卵细胞中
,

并将所

得细胞移入代孕动物
,

获得转基因动物克隆个体
。

该系统不仅具有
“
ES 细胞途径

”

的全部优点
,

而且物

种适用面广
,

无需经过嵌合体育种就可直接获得纯

合个体
,

实验周期短
,

效率高
。

但作为一个较新的技

术体系
,

体细胞克隆技术在基础理论和实验技术上

尚待进一步地完善
。

从目前已有的几个体细胞克隆

动物的实验结果来看
,

普遍反映出实验的成功率较

低
。

该体系的成熟和推广应用依赖于受精卵和核移

植卵发育程序的准确启动和精细调控
,

而这方面的

基础研究较为薄弱
,

目前尚难在规模水平开展
。

据

报道世界上首例体细胞克隆动物
“

多利羊
”

出现了早

衰的迹象 [ 5〕
。

这反映出在体细胞重新回复到发育全

能性细胞的过程中
,

尚有许多基因表达精细调控的

未知细节
。

从长远的观点来看
,

大力发展体细胞克

隆技术并推广应用到转基因动物的建立
,

必将大大

推动转基因动物技术的发展
,

它可以综合所有途径

的优点
,

又可以克服它们的缺点
,

应该说是理想的发

展方向
。

同时 ES 细胞在体外能长期建系培养
,

又能

维持正常的核型
,

这是其他核型正常的体细胞所不

具备的
,

可能成为在细胞水平对基因组进行精确的

遗传修饰的一个重要基础
。

所以
,

先在 E S 细胞中完

成各种遗传修饰
,

再利用体细胞克隆技术将遗传修

饰向整体动物过渡
,

将可能是一条非常有效的途径
。

(4 )精子介导的基因转移和育种困
:
将精子细胞

(通常是灭能后
,

即细胞膜被破坏后 )与转基因载体

DNA 混合共浴后
,

将精子头部直接注射人卵细胞
,

经过人工受精的受精卵移人假孕母体输卵管继续发

育获得转基因动物个体
。

该方法涉及的基因转移方

法简便
,

效率高 ;育种所用的体外受精技术已经相当

成熟 ;动物育种不经过嵌合体
,

实验周期短
。

但从目

前的研究结果来看该体系和
“

受精卵显微注射
”

途径

一样具有目的基因整合的随机性和无法早期验证遗

传修饰事件等缺点
,

成功的例子不多
,

还有待进一步

的研究
。

鉴于体外受精卵技术比较成熟
,

该途径也

可能成为较有效的 OG
F 转基因动物的建立技术

,

也

可以作为进行生殖系细胞基因治疗的实验研究途

径
。

4 存在的主要问题及研究重点

综合上述情况
,

我们认为
,

在进行转基因动物研

究时
,

提高对动物基因组进行遗传修饰后的精确性
、

可调控性以及可对比性
,

是转基因动物能否广泛地

用于 目的各异的生命科学研究的关键
,

同时
,

如何有

效地将精确的遗传修饰在整体动物中得到表现和实

现世代间的传递则是转基因动物技术的关键
。

理想

化的作法是在一种体外培养的永生的体细胞中实现

各种精确的遗传修饰
,

并通过核移植介导的体细胞

克隆等方法有效地将经过修饰的体细胞基因组过渡

到整体动物并实现世代传递
。

在克隆技术尚不可能

推广应用 的时候
,

针对转基因整合的随机性问题
、

E S 细胞育种的效率低等问题
,

以及在我国切实建立

向动物基因组引人点突变
、

引入基因重复突变
、

引入

条件性突变等几种精确修饰基因组的策略
,

我们拟

开展的工作主要包括 4 个方面
:

( l) 通过提高 E S 细胞体外培养技术以及观察研

究 E S 细胞体内分化规律及其影响因素
,

来提高 ES

细胞生殖系嵌合能力
。

我们试图通过建立高效表达

报告基因 (绿色荧光蛋白
,

G FP )的 E S 细胞株系和相

应的示踪系统
,

并利用该 E S 细胞系来系统研究 E s

细胞在囊胚腔移植后的分化规律
。

我们构建了高效

表达报告基因 GF P 的载体
,

以电穿孔的方式转人 SE

细胞
,

经筛选后得到阳性 sE 细胞移入小 鼠的囊胚

中
,

比较分析了 ES 细胞移人不同的胚胎发育期的实

验结果
。

目前已获得了嵌合体小鼠
,

正在对移植 SE

细胞的分化规律进行分析
。

( 2 )基于 坤 rt ( h卿~ ht ien
一

即an i n e p ll o印ho ir bos
y l

t
二

s fe璐
e ,

次黄嚓吟鸟嗓吟磷酸核糖转移酶 )基因位

点的转基因定点整合系统的建立 v[] :
针对受精卵原

核显微注射法中转基因随机整合的缺点
,

我们曾提

出建立
“

转基因定向整合系统
” 。

结合基于 DN A 同

源重组的基因打靶原理和位点特异性重组系统介导

的重组和受精卵原核显微注射途径
,

来实现 OG F 的

转基因定向整合
。

我们设计构建一套通用的将外源

基因定向整合于小鼠 h rtP 基因位点的工具载体
,

拟

以与 lA
z e h ime

r ’ s
病有关的一种

C d cZ 型激酶 cn kas 基

因进行可行性和应用研究 [“
,

9]
,

可望得到一条可 以

用于 OG F 型转基因小鼠模型建立的通用系统 ;
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(3) 向基因组中引人点突变的基因打靶研究
:
建

立引人点突变基因打靶的技术体系
,

以精确地再现

自然界的基因突变
,

具有重要的实用意义
。

我们以

与血友 病 B 发 生 有关 的小 鼠 的凝 血 因 子 ix

(m r ix ) [’ o 〕基因突变为例进行普通 k n
oc k o u t 和用

“ i n
-

an d
一

ou t’’ 策略在 I
,

I X 基因组上特定的位点引人微小

突变
,

以精确地模拟 自然界的血友病 B 基因突变
,

在建立这 一策略体系 的同时
,

建立血友病 B 的模

型 ;

( 4) 诱导性突变和引人基因重复的基因打靶策

略研究
:
该体系对组织特异性表达的基因功能及基

因的数量性状的研究有重要的意义
。

我们已经进行

了以脑内表达 的 cn k sa 基因为靶基因
,

构建基于位

点特异性同源重组的 cn ks a
基因的诱导型基因打靶

和引人基因重复的基因打靶
,

研究神经细胞中蛋 白

(如 aut )磷酸化与神经系统的发育
、

A助 le me
r
病中神

经纤丝的缠结等病理改变的发生
。

通过上述四方面的工作
,

我们有可能摸索建立

一套高效的
、

完善的
、

能适应对基因组进行各种精确

修饰需要的转基因动物研究体系
。
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