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利用动物乳腺生物反应器生产药用蛋白

刘 森 梁国栋
（中国预防医学科学院病毒学研究所病毒基因工程国家重点实验室 北京 !%%%2$）

摘 要 动物乳腺生物反应器是利用动物乳腺特异性启动子调控元件指导外源基因在乳腺中特异性表达，并从转

基因动物奶液中获取重组蛋白。应用动物乳腺生物反应器生产药用蛋白具有生产方式简单，产量大，蛋白能进行

翻译后修饰等优点，是具有广阔前景的生物医药产业。本文仅就动物乳腺生物反应器的建立、检测、目的蛋白的分

离纯化以及存在的问题等作一综述。
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动物乳腺生物反应器（678879.:)7;<=>(9?7@A(9）技术

是指利用哺乳动物乳腺特异性表达的启动子元件构建转基

因动物，指导外源基因在乳腺中表达，并从转基因动物的奶

液中获取重组蛋白。!/B$年，C7)8>A?9等将大鼠生长激素基

因显微注射到小鼠的受精卵中，获得比普通小鼠大得多的

“硕鼠”，开始了转基因动物的研究，并提出利用转基因动物

生产有价值的药用蛋白［!］。这一领域的诱人前景引起生命

科学界的关注。!//!年，D9>:EA等人在羊的乳腺中成功地

表达了人抗胰蛋白酶基因，羊奶中抗胰蛋白酶的含量高达

12:／F［$］。这一研究结果引起科学界和企业界的极大兴趣。

动物乳腺生物反应器可以作为生产贵重药用蛋白的理想工

具，还可以改变奶液的内源性蛋白，降低脂肪，改变哺乳动物

奶液的组成成分，使其性质更接近人乳，提高奶液的应用价

值［1，#］。人们相信，动物乳腺生物反应器技术将形成低投

入，高产出的巨大产业，是充满生机和活力的生物高技术。

目前，国家“B"1”计划已将动物乳腺生物反应器的研究作为

重大项目进行资助，我国的动物乳腺生物反应器研制工作迅

速发展起来。相信不久的将来，这一技术将产生一定的经济

效益。

! 转基因动物乳腺生物反应器的建立、检测及目的

蛋白的分离纯化

自从!/B$年第一只转基因小鼠出生以来，国际上转基

因动物一般是采用显微注射受精卵原核（图!）的方法研制

成功的。原核显微注射法用得较多而且稳定。

但应用这种方法时，由于整合的时间、位点是随机的，外

源基因的整合率较低（2G），许多转基因动物不能有效地表

达外源基因，导致利用原核显微注射法建立转基因动物的成

本升高。近年来，人们建立了许多新的方法，如整合胚胎移

植法［2］，核移植法［"］等。核移植法是将外源基因导入胚胎

编码外源蛋白的基因 H 乳腺特异性表达的调控基因
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图! 原核显微注射法制备转基因动物的技术路线
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细胞核中，通过显微操作，将此细胞核移植到去掉细胞核的

成熟卵中，经体外培养后，再移植到假孕母体的输卵管或子

宫内，发育成个体。传统的显微注射法是先注射N+O，然后

将N+O整合到基因组中，这样整合的效率低；而核移植法是

先体外整合外源基因，再进行显微注射。减少了注射的盲目

性。资料表明，应用核移植技术建立的转基因羊比用经典的

显微注射技术成功率高$P2倍［"］。这一方法是构建转基因

动物策略的重大突破，可广泛用于转基因动物研究［&］。整合

胚胎移植法是将目的基因注射到受精卵中，经体外培养，挑

选整合有目的基因的胚胎进行移植，同时改进胚胎移植技

术，减少对受精卵的损伤，使受孕率明显提高。应用整合胚

胎移植法建立的转基因羊比用经典的显微注射技术成功率

提高十几倍［2］。在转基因动物研究领域显示出诱人的前景。

!"! 构建表达载体

!"!"! 基因调控序列：建立动物乳腺生物反应器首先要保

证目的蛋白在动物乳腺的特异性表达，这就要求表达载体的

启动子调控元件应选用动物乳蛋白的基因启动子元件。目

前，用于转基因动物乳腺定位表达的调控元件主要有以下



四类：

第一类：!!乳球蛋白（"#$）基因调控元件。%&’()*等将

绵羊的"#$基因转入小鼠，绵羊的!!乳球蛋白在小鼠乳腺

中特异性表达，其奶液中含量可达+,-／#［.］。

第二类：酪蛋白基因调控序列。常用牛"%/!酪蛋白基

因和羊!!酪蛋白基因的调控序列。如"%/!酪蛋白基因调控

序列指导的人白介素!+基因已在转基因兔奶液中成功表

达［0］。

第三类：乳清酸蛋白（123）基因调控序列。123是啮

齿类动物奶液中的主要蛋白质，在家畜奶液中没有 123的

存在，但123基因调控序列可以指导外源基因在家畜奶液

中表达［/4］。

第四类：乳清白蛋白基因调控序列。

第三类和第四类可以指导外源基因的表达，但乳腺表达

的特异性及表达量都不如第一类和第二类。

!"!"# 目的基因的选择：由于动物乳腺生物反应器的研制

周期长，前期投入大，外源基因的整合机制尚不明了，选择目

的基因，构建表达载体时应注意：首先考虑那些正常情况下

浓度低，翻译后修饰复杂，其它表达体系难以表达或表达量

低，而临床应用前景广阔的蛋白基因；在构建表达载体时，基

因组结构的表达效率要高于5672结构［+，//］，所以要首先选

择完整的基因结构；基因下游,8端调控区对基因的表达也很

重要，一些末端结构对’972本身在胞内的稳定起决定性

作用。

选择好适当的目的基因和启动子调控元件后，进行体外

基因操作，构建融合基因，即可转入受精卵，整合到宿主染色

体并在乳腺中特异性表达。

!"# 转基因动物乳腺生物反应器的鉴定

转基因动物乳腺生物反应器建立后尚需进一步鉴定。

可分别从672，972及表达的目的蛋白等不同水平进行检

测。

!"#"! 672水平的检测：检查动物体内是否有外源基因

的存 在，以 判 明 是 否 是 转 基 因 动 物。可 用 聚 合 酶 链 反 应

（3:9）、斑点杂交（6(;<=(;;&)-）、%(>;?@A)印迹分析等多种方

法进行检测。在这些实验中，模板只需按常规方法提取动物

组织的672即可，而引物、探针须非常特异，要根据启动子

调控序列和目的基因序列精心设计。

!"#"# 972水平的检测：可用7(A;?@A)印迹分析及972
酶保护性实验进行分析，进一步从972水平鉴定外源基因

的转录情况。这两种方法的关键是设计特异性的’972探

针。

!"#"$ 目的蛋白的检测：建立动物乳腺生物反应器的最终

目的是得到有活性的外源蛋白，因此，对目的蛋白的检测非

常重要。检测方法主要有：

%6%!聚丙烯酰胺凝胶（%6%!32$B）。它具有敏感直观

的特点，结合凝胶密度扫描仪能对蛋白进行定量检测。但若

目的蛋白分子量与奶液 中 主 要 蛋 白 的 分 子 量 一 致 时，则

%6%!32$B难以定量目的蛋白。

酶联免疫吸附实验（B#C%2）。它是一种灵敏度和特异

度都较高的免疫学方法，能对目的蛋白进行定性或定量检

测。但由于奶液中含多种大量的蛋白，可能影响对目的蛋白

检测的灵敏度，而对于一些目的蛋白来说，其抗体可能与奶

蛋白和（或）脂类反应，造成假阳性［/4］，应注意设立严格的对

照。

1@*;@A)印迹分析。应用目的蛋白的特异性抗体，从混

杂抗原中检测出目的抗原（蛋白）。具有凝胶电泳分辨率高

和固相免疫测定的特异敏感等优点。

目的蛋白生物活性的检测。获取有生物活性的目的蛋

白是建立动物乳腺生物反应器的最终目的，所以蛋白的生物

活性检测至关重要。由于表达的目的蛋白不同，其生物活性

千差万别，应根据具体的蛋白采取不同的活性检测方法。如

纤维蛋白!琼脂糖!平板法 用 于 测 定 组 织 纤 溶 酶 原 激 活 剂

（;32）的活性，细胞病变抑制实验测定干扰素的活性等。其

它检测方法还有等电聚焦、间接荧光染色［/+］等。

!"$ 转基因动物奶液中目的蛋白的分离与纯化

动物乳腺生物反应器技术仅有十几年的历史，从转基因

动物奶液中分离纯化目的蛋白的研究更为短暂，国内外均无

成熟的纯化技术。哺乳动物奶液中成分复杂，不仅包括蛋白

质、糖类、脂肪、维生素、矿物质，还可能有细菌、病毒及动物

组织脱落的碎片等。奶液中蛋白含量高，种类繁杂。这给目

的蛋白的分离与纯化带来困难。从有关文献来看，其基本纯

化路线如下（图+）：

收集转基因动物奶液

!
离心去脂肪

!
酸处理去除酪蛋白

!
盐析、透析、超滤

!
各种层析技术

!
半成品

图+ 从转基因动物奶液中纯化目的蛋白的技术路线
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/0.0年，:=GAK等在转基因绵羊奶液中表达了人抗凝血

因子CL，并用单克隆抗体亲和层析技术进行分离纯化［/,］。

随后，许多单位对此进行了研究（表/）。

从奶液中分离纯化目的蛋白一般用常规的层析技术，但

难以应用于大规模生产。双水相体系分配具有处理量大，设

备简单，操作方便，条件温和等优点，具有良好的工业开发

前景。

# 利用动物乳腺生物反应器技术生产药用蛋白的

优越性

尽管利用基因工程技术在微生物中表达外源基因蛋白

++M 生 物 工 程 学 报 /N卷



表! 从转基因动物奶液中分离纯化目的蛋白

"#$%&! ’&(#)#*+,-#-.(/)+0+1#*+,-,0*#)2&*(),*&+-0),3*)#-42&-+13+%5

目的蛋白 纯化技术 转基因动物 纯化特点 资料来源

凝血因子!" 免疫亲和层析 转基因绵羊 特异性高，但产率较低

（#$%&!#$’&）

()*+,等［-.］

"-/抗胰蛋白酶 离子交换层析，染料

亲和层析，凝胶过滤层析

转基因绵羊 联合多种层析方法，

产品纯度!0’&
1+2345等［#］

"-/抗胰蛋白酶 双水相体系分配和

离子交换层析

转基因绵羊 纯度高达00&，但要求

目的蛋白浓度高

1+2345等［-6］

"-/抗胰蛋白酶 双水相体系分配 转基因绵羊 适用于大规模提纯，

要求目的蛋白浓度高

7*++28等［-’］

纤溶酶原活性因子 免疫亲和层析，疏水

作用层析

转基因山羊 特异性好，纯度高，产率

!#’&，纯度!09&
:;<=*<等［->］

活性蛋白( 免疫亲和层析 转基因猪 特异性好 ?*<(@55等［-A］

活性蛋白( 固定化金属亲和层析 转基因动物 高效，迅速 :*)5@<等［-9］

凝血因子?!!! 免疫珠吸附法 转基因猪 特异性高 B*);C*<D*等［-%］

凝血因子!"和蛋白(E<（#F）/选择性沉淀法 转基因动物 产品纯度高!0’& :;3;<;+等［-0］

的技术已经成熟，但存在不同程度的缺陷：如以大肠杆菌表

达外源基因时，形成包涵体，不能折叠成正确的立体结构而

丧失应有的生物活性，原核细胞系不能进行真核蛋白的加

工；哺乳动物细胞系则难以提高细胞密度。而且这些表达系

统对培养基和培养设施要求甚高，分离纯化步骤繁杂，对生

产建设投资要求高。利用转基因动物的乳腺组织生产药用

蛋白与上述方法相比，具有很大的优势：

首先，这种蛋白表达体系简单，一旦建立转基因动物乳

腺生物反应器，只要简单地饲养好动物，利用动物乳腺的高

表达能力，即可源源不断地得到贵重的药物蛋白。

其次，动物乳腺的表达可进行翻译后修饰，如信号肽切

除，蛋白的糖基化［#%］，#/羟基化［-6］及#/羧基化［#-］等，生产的

外源蛋白具有生物活性和稳定性。

第三，转基因动物乳腺反应器的生产过程是一个畜牧业

过程，饲养费用低廉，对环境没有污染，有广阔的发展前景。

因此，利用乳腺专一性表达的生物反应器生产药用蛋白，具

有其它表达系统不可替代的优越性。

6 问题与展望

尽管转基因动物乳腺生物反应器给人们展示了美好的

前景，但迄今为止商品化的产品屈指可数。动物乳腺生物反

应器的研制周期长，前期投资大，涉及的技术领域较多，尚有

许多问题需要解决。

67! 目的基因在宿主染色体的整合问题

包括目的基因的整合位点，拷贝数，对宿主染色体的影

响，对目的基因本身的影响，整合的详细机理等。

678 目的基因在动物乳腺中特异性表达问题

乳腺特异性表达载体一般是选择乳蛋白的基因表达调

控元件，但同样的基因调控元件在不同的种系中差别很大。

这可能与外源基因的类型，宿主的遗传背景，基因的插入位

点以及各种启动子调控因子结合位点的突变等有关。

676 目的蛋白的翻译后修饰问题

转基因动物能够对外源蛋白进行翻译后修饰，但用于制

备动物乳腺生物反应器的大牲畜毕竟是自然界长期进化的

结果，机体的保护系统会对一切外源性物质产生排斥作用。

如可能出现蛋白水解过程［-%，##］，$/羧基化不充分［#.，#6］，糖基

化形式与人类不同［->，#’］等等。

679 从动物奶液中分离、纯化目的蛋白问题

动物奶液中蛋白多种多样，总量高达6%!>%3／G。而目

的蛋白在奶液中的表达量变化很大，每升奶液中目的蛋白量

从数微克到数十克不等。有时表达的蛋白以不完全修饰的

多肽形式存在。奶液中可能含有细菌、病毒等微生物。这些

问题都会给目的蛋白的检测及分离纯化带来困难。

尽管利用动物乳腺生物反应器生产目的蛋白遇到许多

困难，但这种新型的药物生产技术的美好前景吸引着众多研

究者和投资者，它已成为生物技术领域发展的重要方向。转

基因动物乳腺生物反应器生产的人抗凝血酶!!!和人抗"/胰

蛋白酶已进行!!!期临床试验。随着基础研究的深入，转基

因动物乳腺生物反应器将按照人们的意愿生产贵重的药用

蛋白，形成全新的生物医药产业。
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综述专栏稿约

《生物工程学报》自!223年恢复开辟“综述”专栏以来，一直受到广大读者的关注。像刊登在今年第!期上的，由姚斌、范

云六撰写的综述“植酸酶的分子生物学与基因工程”，就受到广泛的好评。但是，在编辑部筛选大量综述稿件的过程中，也发

现具备新颖、全面和有一定高度的文章较少。当今生物技术的发展日新月异，我们欢迎生物技术各领域的专家、学者，就本领

域最新的科研动态、学术争鸣及发展方向，或结合自己的工作，以科学的观点客观及时地予以综述报道。文章不需太长，6@@@
字以内最好，特别优秀的文章我们将在?个月内刊出，稿酬从优。欢迎踊跃投稿！
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