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体细胞基因打靶制备动物乳腺生物反应器的策略与应用

沈 伟!，$ 杨正田! 邓继先!"
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摘 要 在转基因动物研究中，由于基因表达调控元件的人工拼接和外源基因在动物基因组中随机整合所带来的

“位置效应”，致使转基因动物外源基因的表达水平不高并且差异较大。为此，利用定位整合优势，对以基因同源重

组为基础的基因打靶技术进行了大量研究。介绍了就利用体细胞基因打靶和核移植技术制备动物乳腺生物反应

器的策略和应用情况做一综述，并对提高基因打靶效率的各种策略，打靶细胞的选择，转基因细胞核移植的低融合

事件以及基因打靶制备乳腺生物反应器的优越性进行分析。
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在制备转基因动物过程中，由于基因表达调控本身的复

杂性以及外源基因在动物基因组中整合的随机性，使得外源

基因在宿主动物体内的表达大多停留在一个较低水平，且个

体间表达水平差异很大。这主要归因于外源基因在基因组

中随机整合而带来的“位置效应”。为此，国内外学者对影响

外源基因在体内表达的各种调控成分进行了大量的研究。

虽然大多研究证实了这些人工拼接的调控成分能对外源基

因的表达效率有一定的正效应，但却无法使得生物自身内源

性调控元件原有功能正常体现。而外源基因在基因组中定

位整合却能全面克服这一难题，于是许多学者开始利用基因

打靶技术进行转基因的定位整合研究［! H #］。随着体细胞核

移植技术的逐步完善，人们已开始进行转基因克隆动物领域

的技术探索。本文将对该研究领域的新进展作一综述。

! 体细胞基因打靶制备动物乳腺生物反应

器的技术关键

!"! 体细胞基因打靶的技术优越性

在基因组进行外源基因多拷贝随机整合的转基因动物，

其表达水平一般比内源基因低，这可能是由于染色体结构的

影响和插入位点的多拷贝整合。于是人们通过研究插入位

点的独立性等来解决此问题，如插入位点控制区、基质结合

区和基因的共注射等，但效果并不显著。!"3> 年，5;(.8: 等

首次报道利用基因打靶技术在 7I 细胞上对小鼠基因组进行

遗传修饰而产生转基因小鼠以来，基因打靶技术为单拷贝基

因定位整合提供了新思路［#］。

基因打靶能对基因整合位点与整合的拷贝数进行有效

的控制，在利用内源基因 2J和 &J侧翼序列的情况下，使单拷

贝外源基因接近内源基因的表达水平，并且外源基因在不同

动物体内或细胞克隆中的表达水平一致。利用 7I 细胞基因

打靶技术，I908; 等制备了在不同位点有不同启动子调控的单

拷贝转基因小鼠，发现同一启动子的转基因小鼠表达水平一

致，不同启动子的小鼠表达有差异，而随机整合产生的小鼠

转基因表达水平差异大［>］。利用 G0-1K(EL 系统介导的位点

特异性重组，MNON:;9C- 等把人!18AP9< 启动子调控的 )8AQ 基因

打靶到 GRS 细胞基因组中，结果 K8AQ 基因被高水平表达，克

隆间的差异小于 !%T。另外，有研究表明基因打靶允许插入

的外源基因片段在 !U# V 2U3O/ 间［3］。

由此可见，将外源基因定位整合到家畜体细胞的乳蛋白

基因座制备乳腺生物反应器，能够充分利用内源乳蛋白基因

固有的高效表达调控机制。这是当今乳腺生物反应器动物

生产的理想模式，它在一定程度上能避开乳用家畜胚胎干细

胞建系这一难题。如果能提高乳腺细胞的核移植效率，直接

利用乳腺细胞进行乳蛋白基因座的基因打靶或者建立乳蛋

白基因座插入 K(EL 位点的通用靶细胞，那么基因打靶在制

备乳腺生物反应器方面将更具实际应用价值。

!"# 体细胞核移植的技术平台

哺乳动物体细胞核移植技术的快速发展为转基因动物

的研究注入了新活力。利用该技术可在体外培养条件下对

整合外源基因的体细胞进行大量增殖和筛选，并可以进行外

源基因的表达分析，然后将整合外源基因并能高效表达的体

细胞核移植，得到具有相似遗传特征的转基因动物群系。

自 !""> 年 W9).NP 等［"］获得了克隆绵羊“X())@”以来，其

它类型体细胞的克隆动物也随即产生，细胞类型有成年动物

的皮肤成纤维细胞、输卵管Y子宫上皮细胞、卵丘Y颗粒细胞和

肌肉细胞等［!%］。!""> 年，IA;<9-O- 等把人因子"基因随机整

合到胎儿成纤维细胞中，核移植生产了 $ 只转基因绵羊［!!］。

随后，转基因克隆牛、山羊等相继出世［!$ H !#］。有研究表明，

虽然转基因的胎儿成纤维细胞在体外培养生存的时间有限，



但当培养至衰老时，其群体倍增的细胞数足够进行核移植。

无论是利用转基因胚胎培养的体细胞系，还是用遗传改造过

的成年动物的皮肤成纤维细胞等，都可以做核供体来生产转

基因克隆动物，有些转基因动物所携带的外源基因还可以得

到高水平表达［!"，!#］。

! 体细胞基因打靶与核移植的技术难点

!"# 体细胞基因打靶现存的技术难点

一般而言，在胚胎干细胞进行基因打靶时同源重组率为

!$% & ’ !$% "，而在体细胞中的打靶概率要低 ( 个数量级，并且

打靶细胞的非同源重组率又非常高，有时要比同源重组高出

几个数量级［!)］。为解决这些问题，要求有很大数目的细胞克

隆来筛选，这就增加了实验的难度。虽然人们可以利用正负

标记选择、启动子诱捕或 *+,-./01 系统等方法来提高选择的

准确性和效率，但这些策略在实际应用中都有一定的局限

性。如：由于靶细胞和靶位点的差异导致中靶细胞富集能力

差、筛选困难；在制备乳腺生物反应器时，在成纤维细胞中乳

蛋白基因的打靶无法有效地使用启动子诱捕策略；以及打靶

后期细胞传代困难等。

!"! 体细胞核移植现存的技术难点

由于转基因体细胞的基因组结构被进行了一定的遗传

修饰并要进行多次传代，所以其核移植效率比正常体细胞要

低［2$］。有研究发现，转基因后的山羊胎儿成纤维细胞体外传

代 !$ 代后，重构胚融合率显著下降［!3］。4,55657 等发现相当

数量的中靶细胞在进行核移植前已经老化，延长培养时间与

打靶后的严格筛选对细胞核移植不利［2!，22］。89*+,:;< 等所

获得体细胞基因打靶绵羊的总有效率为 (=3>；.:6 等构建了

((#个 重 构 胚 胎 仅 有 ! 只 正 常 发 育 生 长，总 有 效 率 为

!=2>［!#］。4,55657 等的研究也如此，出生的 ? 只羊羔中生存

时间最长的为 !2@［2!］。

转基因体细胞在体外培养时，染色体的核型可能受到外

界诸多因素的影响而发生改变，但有研究认为克隆动物效率

低的原因不在于基因打靶或其它形式的转基因，而主要是供

核基因组的不完全重编程导致机体发育不正常。体细胞作

为已经分化的细胞，它的重编程过程不仅要依次打开胚胎发

育所需的相关基因，还要关闭细胞本身已经开放活化的基

因。这一过程大部分要在核移植后卵裂开始前完成。由于

仅用几分钟到几小时的时间完成自然受精胚大约几个月甚

至更长的时间，从而造成了重编程的不完全，进而导致胚胎

发育过程中基因的异常表达。一旦基因异常表达程度超越

了发育中胚胎的忍受程度，胎儿就会面临死亡［2(，2?］。

$ 提高体细胞基因打靶效率的策略

$"# 基因打靶方式的选择

启动子诱捕法对打靶细胞的富集通常达到 !$$ ’ &$$$
倍，因而无启动子载体是一种非常有效的打靶载体［2!］。但用

无启动子载体打靶，靶细胞应能有效进行抗性筛选，如果利

用的靶基因是乳蛋白基因，而靶细胞是成纤维细胞而非乳腺

细胞，这样乳蛋白基因启动子就很难调控无启动子的标记基

因表达。

通过建立在特定位点插入 ./01 序列的通用靶细胞系，

即在内源基因启动子下游先行插入一个 ./01 位点，在二次

打靶载体的外源基因两侧设计两个同向的 ./01 位点，这样

就可利用 *+, 酶将目的基因定位敲入到内源基因启动子的

下游了，并且 *+, 酶介导的位点特异性重组没有插入基因长

度的限制。AB9 等证明了 *+,-./01 系统在小鼠 CD 细胞中参

与基因敲除是有效的，并且基因组中存在的单拷贝 ./01 位

点对外源基因的表达影响不大［2&］。E5@+,:F 等利用双置换法

先把 ./01 位点引入到!-酪蛋白基因，然后把单拷贝的报道

基因定位整合到已经存在的 ./01 位点，从而得到位点特异

性重组的 CD 细胞［23］。由于转基因在特异类型细胞中表达需

要特殊的转录调控元件，然而完整的调控元件很难获得。在

这种情况下，该策略弥补了外源基因调控成分不全、排列顺

序不当和位置效应等缺陷。为检测位点特异性重组所组成

的内源启动子与外源基因转录表达盒构建的有效性，GH/I 对

打靶后的整个表达盒克隆并在细胞中进行瞬间表达，认为这

种方法是有效的［2"］。

在同源重组事件中，一些基因表达水平的暂时改变可能

会提高打靶效率，如：J:@&2K、J:@&!K、J:@&(K 和 L+9:!K 的过

表达，MIH!K、LHNK 和 1&( 的表达干扰可能会提高同源重组的

效率，8+,!!KOJ:@&$KOPIF!K 复合物的表达干扰与 4PE 依赖

性蛋白激酶途径可降低随机整合的几率［!)，2#］。

$"! 基因打靶细胞的选择

先前的基因转移，其受体细胞大多是受精卵或配子，而

受精卵和配子在体外操作时间是有限的，因而无法直接实现

基因打靶。胚胎干细胞是一种非常适宜基因打靶的细胞，但

在当前，乳用家畜胚胎干细胞建系还比较困难。体细胞核移

植使基因打靶技术有了更大的应用空间，通过对打靶的体细

胞进行核移植来生产转基因动物已成为现今乳腺生物反应

器研制的一理想策略，但这同时也对靶受体细胞的培养传

代、打靶以及核移植等环节提出了更高的技术要求。一般认

为，靶受体细胞应具有高的中靶效率和核移植效率，以及体

外传代次数。乳腺细胞是乳腺生物反应器研究的一理想细

胞模型，它可通过乳蛋白基因启动子调控标记基因的表达直

接进行中靶细胞的筛选，以便利用无启动子载体，但乳腺细

胞的建系和基因打靶却很难实现［3］。成纤维细胞在这两方

面比乳腺细胞、肌肉细胞等其他类型细胞有明显优势，并且

易于培养传代和核移植操作。有研究表明，传代 ?& 次的牛

成纤维细胞仍能作为核供体生产克隆动物。但胎儿成纤维

细胞在打靶过程中容易衰老死亡，并且打靶后得到的抗性细

胞克隆容易发生形态上的分化，所以进行两轮基因打靶还是

有一定困难的，虽然这些细胞在体外培养 !2$ @ 后仍具有分

裂增殖能力（沈伟，未发表资料）。

% 提高转基因体细胞核移植效率的方法

核受体细胞的去核是核移植过程的关键环节。现今较

好的方法是利用纺锤体强的双折射性，借助偏振光显微镜寻

找 8"期染色体的位置，然后对卵母细胞进行无创伤去核。

这一方法已有效用于小鼠、仓鼠、牛和人的卵母细胞去核［2)］。

在克隆胚的重建中，通常使用电融合的方法。但由于体细胞
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与卵母细胞的体积相差较大，因此用电融合重建胚胎的效率

较低［!"］，而用细胞质内直接注入法可以大大提高重构胚的成

功率，并得到了克隆猪［!#］、克隆羊［!$］等。而原核互换法可以

克服卵母细胞人工激活不完全的缺陷，利用自然激活胚的胞

质驱动移入核的正常发育。%&’()*(+* 等利用此法得到了体细

胞克隆猪［!!］。人们对克隆胚胎激活的研究思路来源于卵母

细胞的激活，因而电激活便成为常用的激活方法，但简单的

电激活效率较低，而与化学激活的配合利用可以提高胚胎的

进一步发育。,-./* 等就是利用电脉冲和放线菌酮联合激活

的方法得到了成年肌肉细胞克隆牛［#"］。另外，0*1*2*3* 等

利用 ,4$ 5 与细胞松弛素 6 联合激活方法得到了成年体细胞

克隆鼠［!7］。

由于基因打靶要求体细胞在核移植前需要多次传代，因

而，保持体细胞的正常分裂增殖而不过早衰老也是转基因体

细胞核移植的一个关键。端粒酶可使体外培养的细胞在增

殖过程中不会因细胞的连续分裂而出现端粒的过快缩短，这

也就在一定程度上防止了细胞的过快衰老和死亡［!8］。有研

究报道，体外培养的成年动物成纤维细胞端粒酶活性几近消

失，而胎儿成纤维细胞端粒酶活性比胚胎干细胞的要高数百

倍，但随着细胞传代次数的增加，它们的端粒酶活性都迅速

下降，可能要降至胚胎干细胞的 "98:，甚至更低。在这种情

况下，通过在细胞培养液添加端粒酶的方式可以延长体细胞

在体外 的 培 养 代 数，从 而 为 核 移 植 提 供 更 多 的 核 供 体 细

胞［!;］。另外，培养液中添加白血病抑制因子（<=>）可以明显

促进细胞的分裂，而未加 <=> 的对照组细胞衰老较快（沈伟，

未发表资料）。

! 进展与展望

随着对基因同源重组和细胞基因组重编程基础理论的

深入研究，基因打靶和体细胞核移植技术正不断地发展和完

善。到目前为止，国际上已经有数例基因打靶家畜的诞生。

$""" 年，?@A4(*B- 等把 6<CDEEF 基因连接体定位整合到绵羊

胎儿成纤维细胞的 AG<=E# 基因座上，并获得了 $ 只成活的

转基因克隆绵羊。EEF 在乳腺中的表达量达到 ;8"!/H3<，而

同期随机整合 EEF 的绵羊最高表达量为 #I!/H3<
［#J］。这初

步显示了基因打靶制备乳腺生物反应器的优越性。K(LL.L/
等对原代培养的胎儿成纤维细胞进行了 CCFE# 和 %4% 基因

的敲除，并通过核移植得到 %4% M H 5 绵羊 7 只，一只存活了

#$ N［$#］。<*. 等［#I］和 K*. 等［!J］分别对猪的原代胎儿成纤维细

胞进行了基因打靶，使 *’O-*D#，!DCF 位点的一个等位基因缺

失，都得到了成活的克隆猪。他们成功的研究结果为规模化

转基因克隆动物的研究提供了可借鉴方案，势必推动动物生

物技术的快速发展。
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