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动物乳腺生物反应器的现状和趋势
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摘 要 利用转基因家畜的乳腺生产人类重组蛋白，可以高效获得安全、足量的药用蛋白。本文针对乳腺生物反

应器的成功研制，从目的基因的选择、载体构建、转基因技术等方面探讨了动物乳腺生物反应器的研究现状。分析

了提高转基因效率和外源蛋白表达水平的技术途径，提出了降低总体成本的战略措施。特别探讨了利用 F-70 ,(3G
系统发展“体细胞打靶0体细胞核移植技术体系”，高效生产乳腺生物反应器动物的可能性。
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动物乳腺生物反应器属于转基因动物的范畴，其核心内

容是通过各种转基因技术，将乳腺组织特异性启动子驱动的

外源基因，在动物乳腺组织高效表达，在乳汁中生产目的产

品。!;"1年，科学家首先从转基因小鼠的乳汁中获得了人类
IG5蛋白（组织型纤溶酶原激活剂）［!］。此后十多年的科学实
践证明，动物乳腺有广泛表达外源基因的能力，可以生产各

种蛋白质和多肽，从小分子肽到大分子蛋白质，从分泌型蛋

白到内膜蛋白、多聚蛋白、二价抗体［#］等。显示动物乳腺是

一种很好的生物反应器，在生产高附加值蛋白质方面有广泛

用途。

根据国际上的研究结果总结，用动物乳腺生产重组蛋白

质产品有以下四大优势：（!）产品活性高。动物乳腺可以对
表达的蛋白质进行糖基化、脂化、磷酸化、羧化和形成多聚体

等一系列后加工，产品最接近天然提取物，活性好，不易产生

抗药性。（#）产量高。从表 !中可以看出，动物乳腺可以将
外源基因表达到每升几克到几十克，对于抗凝血酶 560!、
凝血因子 90"、抗血友病因子 90#等许多产品来讲，数头动
物的产量就可以满足全世界的市场需求。（%）产品易于纯

化。乳品生产和加工早已实现机械化，有成熟的技术和设

施，通过传统的制酪技术去除奶中酪蛋白之后，目的产品留

在乳清中，用常规的层析技术可以将产品纯化到 ;;J以上。
（<）生产成本低。动物乳腺表达外源基因是一种可遗传性
状，奶的生产是一种高效技术，一旦研制出生产某种产品的

动物，维持生产的成本很低，产品成本主要是纯化的成本。

! 乳腺反应器的研究现状

十多年来，已有数百种产品在小鼠乳腺获得高效表达，

其中数种重要医用产品已在大动物乳汁中生产出来，即将投

放市场。具体数据如表 !所示。但是，动物乳腺表达的产品
及其产业化的成绩，并未像最初预期那样快，反映出整体技

术尚存在重大瓶颈。下文将概括描述动物乳腺生物反应器

在几个核心环节上的技术现状，分析它们对动物乳腺生物反

应器发展的影响。

!"! 目的基因
国际上首批用动物乳腺表达的产品是 560!、556、90

#、90"、蛋白 F、血纤蛋白原和血清白蛋白等血源产品。这

表 ! 动物乳腺生产医用蛋白实例

#$%&’ ! ()$*+&’, -. %/-+0$1*$2’34/2$& +1-4’/5 /5 40’ */&’ -. 41$5,6’5/2 $5/*$&,

基因名称 受体动物 表达水平（@8K） 开发现状 参考文献

抗凝血酶!（560!） 山羊 3 !期临床 ［%］
抗胰蛋白酶（556） 绵羊 %2 !期临床 ［<］
葡萄糖苷酶 家兔 !$ !期临床 ［2］
蛋白 F 猪 ! !期临床 ［3］

IG5（组织型纤溶酶原激活剂） 山羊 3 $期临床 ［1］
乳转铁蛋白 奶牛 %L2 $期临床 ［"］
第八因子（90#） 猪 % ？ ［;］



些产品的编码基因一般都比较大，用其它表达系统难以生

产。后来，由于乳腺组织显示出比其它表达系统更大的优

势，目标产品逐步扩大到 !"#、干扰素（$%&）、胰岛素、乳铁传
递蛋白、乳糖酶、溶菌酶、抗体、疫苗、蜘蛛牵丝蛋白等各种蛋

白质［’］。理论上讲，动物乳腺可以生产绝大多数蛋白质，但

随着细胞大规模培养技术的日趋完善和基因治疗技术的发

展，临床上用量较小的细胞因子将不会再用动物乳腺生产，

而那些用量很大的产品，如治疗性抗体、血清白蛋白、营养蛋

白和工业蛋白将成为动物乳腺生产的主要产品。特别是抗

体生产，数年后将占到生物制品的 ()* + ,)*，是一项很大
的产业。

!"# 表达载体
动物乳腺生物反应器使用的表达载体，其核心生物元件

无一例外地是某一种乳蛋白的基因调控序列。目前已克隆

并已用作构建载体的乳蛋白基因，有!-.酪蛋白基因、"酪蛋
白基因、"乳球蛋白基因（/01）、乳白蛋白基因和乳清酸性蛋
白基因（2#"）等。实验结果表明，以乳蛋白基因调控序列为
核心元件的各种表达载体，在驱动外源基因表达时有如下特

点。第一、启动子在物种间存在相容性，在物种之间可以交

叉使用；一般地，反刍动物一般采用同一物种的启动子，家兔

和猪则用啮齿类 2#"。乳蛋白基因调控元件可以混合使用，
例如：!-.酪蛋白基因 34调控序列和"酪蛋白 (4端调控元件
可以构建成有效的表达载体。第二、包含类固醇应答元件

（-!56789 65:;7<:8=5 5>5?5<!:）、@#@#盒、核糖体结合位点［.)］、转
录终止信号和 ;7>A #信号等元件的表达载体，是基础性乳腺
组织特异性表达载体，可以使外源基因在动物乳腺组织中特

异表达，有时甚至可以高表达。第三、增加 34端调控序列的
长度，以便将增强子包括在表达载体上，常常会增加高表达

的机会。有时增加 (4端调控序列的长度或使用乳蛋白基因
的内含子，也会提高表达水平。第四、即使使用所有已知功

能的生物元件来构建乳腺组织特异性表达载体，仍然不能克

服基因表达的“位置效应”。有人曾经在表达载体上增加鸡

溶菌酶基因的基质结合区序列（B#C序列），以便阻断邻近基
因对转基因表达的干扰［..］。在某些实验中显示一定功效，但

并不普遍适用。近期还发现 B#C序列可以提高外源基因的
整合效率［.’］。

上述乳腺组织特异性表达载体，可以称作是基础表达载

体或最低限度表达载体。因为这类载体可以保证目的基因

在乳腺组织特异表达，但表达水平通常比乳蛋白基因本身差

很多，个别情况下，比乳蛋白基因本身还高［,］。这说明，目前

的表达载体尚缺少重要的表达元件，而这些元件需要依靠外

源基因整合之处的内源基因来提供。最近，有人报道使用一

条包含人乳白蛋白基因 ’.)DE序列的 F#G载体在乳腺中高
效表达了人的生长激素（HIJ KL0），作者宣称其载体能克服
“位置效应”［.(］。但是不同转基因大鼠的表达水平相差很大。

所以，什么是真正的乳腺组织特异性高效表达载体，仍然是

一个可以讨论的理论问题和实践中的瓶颈。另外，还应当注

意一些问题。首先，动物种类对启动子有选择性。如 2#"L

%M#基因构件能被猪整合［J］，不能被绵羊整合［3］。其次，物
种对基因表达有影响，如 %M#基因构件在猪乳腺中的表达
（’IN ?KL0）［J］优于绵羊（!, + O$KL0）

［.,］。再次，基因对动物

可能有消极影响。P"Q基因容易出现异位表达，导致动物死
亡；1R、@1%、2#"等与乳腺发育有关的重组蛋白L肽类激素，
可能影响动物乳腺发育和分泌能力［.3］。即使与乳腺无关的

蛋白 G，当其浓度达到 . KL0左右（)IJO + .I’ KL0）时，猪乳内源
性 $K1、$KB、$K#的浓度相应升高了 ’ + (倍，转铁蛋白甚至升
高了 , + 3倍［.3］。最后是转基因动物个体间表达能力的差异，
同一转基因个体的 %.后代，它们的表达水平有很大的差异。
!"$ 转基因技术
!"$"! 显微注射技术：.JH)年由 17697<等人［.O］建立的经典
方法。即将目的基因直接注射到受精卵原核内部。转基因

效率分别为小鼠 ’)* + ()*，家兔和猪 3* + .3*，山羊 ’*，
绵羊 .* + 3*，牛不超过 )I3*。转基因个体的嵌合率高，为
O3*；容易剪断大片段 S&#。双原核注射时，整合目的基因
的小鼠能够达到 3)*［.N］。我们课题组曾生产了表达多种基
因的小鼠（ $%&、1R、P"Q、$/ST、GS3J、1%" 等基因；.)* +
.3*）、猪（B@L1R；(*）和绵羊（$/ST基因；(*）［’］等。与之
不同，下面几种方法将外源 S&#直接导入配子细胞中（精子L
卵母细胞），试图在受精前L时完成目的基因的整合，来降低
嵌合体的比例。

!"$"# 精子载体技术：是一项未得到多数科学家认可的技
术。精子质膜能结合 S&#，但 S&#的吸收受到质疑。.JHJ
年，0U=8!6U<7等人详尽报道了精子结合、吸收 S&#、生产转基
因小鼠的研究［.H］。质疑者认为，精子吸收 S&#如此简单的
话，物种的稳定性无法维持。赞成者的解释是，精子表面存

在 S&#结合蛋白，正常情况下被精清的 $%M$因子封闭，洗去

$%M$后，暴露的 S&# 结合蛋白就可能将 S&# 转运到胞质
中［.H］。提高精子质膜通透性、甚至破坏质膜的方法，如电激、

脂质体介导、冷冻、去污剂处理等技术可以协助目的基因进

入精子胞质，最终获得转基因动物。我们课题组用脂质体介

导的精子载体技术，得到了表达 1%"基因的家兔［’］。
!"$"$ 胞内精子注射技术（ $G-$）：.JJJ 年由 "566A 等人建
立［.J］。即将目的基因与去污剂、冻融或冻干方法处理的精子

共注射到 B%期卵母细胞质的方法。H.*桑椹L囊胚能表达
报告基因，纯合比例达 N3*。阳性移植胚胎生产转基因小鼠
的比例是 ’O*［.J］，与显微注射相近，纯合后代多，适合大片
段 S&#的注射，只在小鼠中获得了成功。我们课题组用绵
羊进行了尝试，发现 $G-$胚胎能表达 1%"基因（.)*），显示

$G-$技术生产转基因家畜（绵羊）具有可行性。
!"$"% 逆转录病毒侵染技术：这项技术用目的基因替换病
毒基因组的反式元件，通过顺式元件的调控序列和感染成分

侵染卵母细胞，实现转基因过程。.JJH 年和 ’)). 年，/6M
5?5>［’)］和 -VWU!!5<［’.］研究小组分别获得 ,头转基因奶牛和 .
只转基因猴 #&S8。后者分析了 #&S8的 .(种组织 ?C&#和
S&#，确认是一只纯合个体。优点是目的基因的整合有序而
稳定，拷贝数和插入位点相对固定，转基因（牛）效率高
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（!"#）［!"］。缺点是插入片段小，存在生物安全性问题［!］。
!"#"$ 动物体细胞核移植技术：$%%&年，体细胞核移植技术
成功［!!］。同年底，英国 ’()*+,研究所和 --.公司通过克隆转
基因的体细胞，获得了 /只整合 ,0(和1或 23!基因绵羊［!4］。
随后，其它实验室生产的转基因克隆牛［!5，!6］和表达 72-的
克隆山羊相继出生［!/］。!""$年，我们课题组获得了 !只表达
,0(基因的克隆绵羊［!&］。
上述技术中，目的基因随机整合到动物的染色体中，容

易损伤管家基因；或者容易出现异位表达及表达失控情况。

而且目的基因的表达难以克服拷贝数和插入位点周围染色

体微环境的影响。解决问题的根本出路是实现目的基因在

动物中的定点整合。!"""年，英国 --.公司的科学家将人类
889基因定点整合到胎儿成纤维细胞的 :;(<(**=>0,基因座
位，用转基因细胞生产的克隆绵羊，每升乳中 889蛋白的含
量达到了 /6" 毫克，远远高于显微注射绵羊 $? 毫克的水
平［!?］。这是世界上第一例基因打靶家畜。!""$ 年，又出生
了"3$，4379和朊病毒双剔除的克隆绵羊［!%］。
目前动物乳腺生物反应器研究的现状，可以用难度高、

效率低、时间长和费用高四个词来形容。根本原因在于生产

转基因动物效率低和基因表达受“位置效应”影响这两大技

术瓶颈。假如没有新技术体系的建立，基本情况不会有很大

改变。

% 体细胞核移植方法生产乳腺反应器动物
是发展的必然趋势

克隆技术可以将离体培养的、基因定点修饰后的动物体

细胞转变成动物个体，可以很好地解决动物转基因效率低和

基因表达方面的问题。因此，采用以体细胞克隆技术为核心

的各种技术平台，是未来生产动物乳腺反应器动物的希望和

必然趋势。如果将目的基因定点整合到家畜体细胞的乳蛋

白（或其它合适的）基因座后，由转基因体细胞通过核移植技

术生产的乳腺反应器动物，能够充分利用天然乳蛋白基因固

有的高效表达的调控机制。理论上消除了随机整合的位置

效应，目的基因只在乳腺高效表达，是生产乳腺反应器动物

的理想模式。虽然 --.公司生产打靶绵羊的原胶原座位并
不是乳腺特异的基因座，但是他们的成功经验还是揭示了这

项技术生产乳腺反应器动物的广阔前景。

%"! 技术体系的优越性
%"!"! 动物转基因效率大幅提高：虽然体细胞克隆技术出
现的历史很短，在方法上还有许多可以改进的地方，特别是

在移植成活率上需要大力改进。即使如此，从国际国内已取

得的结果来衡量，使用体细胞克隆技术生产转基因动物的成

功率已超过显微注射等常规技术（表 !）。此外，采用体细胞
克隆技术之后，奶牛成了最容易生产的转基因动物，而奶牛

的产奶量是绵羊和山羊的 !" @ 4" 倍，是最理想的制作乳腺
生物反应器的动物。

%"!"% 克隆技术有利于使用定点表达基因的技术：显微注
射等已建立的转基因技术，其核心是操作受精卵和配子，有

时间上的限制，不可能使用定点整合和表达基因的技术。而

表 % 不同方法生产转基因动物的效率

&’()* % &+’,-.*,/0 *11/0/*,02 31 4/0+3/,5*06/3, ’,7

,80)*’+ 6+’,-1*+ 4*6937-

方法
移植 $""枚
胚胎

使用的

受体数

产生转基因

动物数
参考文献

显微注射

牛 6" "A$ @ "A! ［!］
绵羊 !6 $A" ［!］
山羊 !6 $A$ ［!］

克隆法

牛 6" $" ［!5，!6］
绵羊 !6 / @ ? ［!4，!&］
山羊 !6 4 @ 5 ［!/］

体细胞克隆技术许可将基因整合和生产胚胎分开操作，有利

于使用在小鼠胚胎干细胞中发展起来的基因打靶技术［4"］。

通过基因打靶技术，可以将目的基因定向地送到一个乳蛋白

基因座或一个已知可以在乳腺组织高效表达外源基因的座

位上，以达到高效表达的目的。如果能有基因打靶技术相配

合，则体细胞克隆技术可以使生产乳腺生物反应器动物的成

本下降 %"#，将会大大促进这项技术的产业化。
%"!"# 克隆技术可以缩短产品生产周期：乳腺生物反应器
研究的另外一个不利因素是产品开发周期太长。在体细胞

克隆技术出现之前，这是一个不可能克服的困难，因为每种

动物的怀孕期和性成熟年龄是物种所特有的，不可能改变。

例如：牛的怀孕期约 %个半月，可以配种的年龄是 $5 @ $?个
月，从操作转基因胚胎开始到转基因牛自身产奶需要经历两

个怀孕期和一个性成熟期，总共 4! @ 4/个月［!6］。从一头转
基因动物扩展成一个生产群体，依赖自然繁殖过程又需数年

时间。有了体细胞克隆技术，可以把已证明是高效表达的动

物个体直接变成一个群体，不依赖这头动物的生理年龄。若

是在细胞阶段能证明目的基因已整合到高效表达基因座上，

甚至可以像工厂生产某种产品一样，按照需求成批生产合格

的动物。据估算，相同条件下，生产 $""B>重组蛋白，显微注
射法生产的转基因奶牛，至少需要 6/个月，如果是转基因公
牛，则需要 /6个月；核移植方法生产的转基因奶牛只需要 5$
个月，而且在第 $6个月时，有望获得至少 !"">的重组蛋白进
行鉴定和临床实验［!6］。

%"!": 克隆技术可以预先决定性别：动物乳腺生物反应器
的生产畜群由雌性动物组成，在生产出一头公的转基因动物

时，只能检测其基因整合状况，只有到这头动物生产出女儿

且其女儿分娩之后，才知道基因表达情况［!6］。这种漫长的等

待，对投资方和研究人员都是很痛苦的。克隆技术可以有选

择性地克隆来自雌性的细胞，显然是很大的优点［4$］。

%"% 面临的技术问题及对策
目前克隆技术尚有许多不完善处，采用克隆技术同时克

服转基因效率和基因表达的“位置效应”尚需时日。但是，采

用“体细胞打靶—体细胞克隆技术体系”可以实行由低级到

高级，逐步完善的方式来实现。

%"%"! 提高克隆技术的效率：现阶段，奶牛克隆胚胎发育到
囊胚阶段的比例已经超过 4"#，与体外受精胚胎相近，此阶
段没有太大问题［4$］。主要问题是克隆胎儿怀孕率低、易流
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产。这是世界范围内的难题。科学家已经发现供体细胞类

型对克隆效率有影响。颗粒细胞和胎儿成纤维细胞的克隆

效率相对高于肌肉细胞、乳腺细胞等其他类型的体细胞。采

用“体细胞打靶!体细胞核移植技术体系”生产乳腺反应器动
物时，首先应当选择雌性体细胞，而且是已经有克隆后代诞

生的体细胞。要求这种细胞应该易培养，倍增时间短。

!"!"! 克服基因随机整合带来的基因表达“位置效应”问
题：虽然通过体细胞克隆生产出来的动物百分之百是整合了

目的基因的动物。但在转染细胞时基因整合位点仍然是随

机的，实现同源重组，把目的基因整合到乳蛋白基因座上的

机会微乎其微。解决这个问题的根本办法是在细胞中进行

基因打靶，通过靶向整合把目的基因送到乳蛋白基因座上。

实现打靶的条件是要具备适宜的打靶载体和可用以体细胞

克隆的乳腺细胞系。目前，尚未见有人报道获得了既可用于

打靶又可作克隆核供体的牛、羊乳腺细胞系。即使分离到这

样的乳腺细胞系，短时间在培养的乳腺细胞上实现目的基因

在乳蛋白基因座上靶向整合，仍然存在很大的疑问［"#，""］。基

因打靶技术是在小鼠胚胎干细胞上建立起来的，在小鼠胚胎

干细胞上实施打靶时实现同源重组的机会在 $%& ’至 $%& (之

间。有报道说，在培养的体细胞上实现同源重组的机率比在

小鼠胚胎干细胞低 "%%%倍［"#］。如果这份报道所说的事实具
有普遍性，那么事情就不太乐观了，即使把目前现有的所有

能提高基因打靶效率的策略，如增加同源臂长度［")］、*+,-
.+,寡聚复合物转染细胞［"#］、载体双酶切混合物共转染［"’］、
无启动子筛选［""，"/］等都使用上，在乳腺细胞上实现基因打靶

仍将是很困难的，虽然乳腺上皮克隆牛［"(］和羊［##］是成功的。

在这种情形之下，一种可行的对策是引入 012- !"#3重组
体系。来自 $ 4 %"&’ 噬菌体 3$的 012! &"#3系统，可以在小鼠

56细胞、小鼠活体和体外培养的人体细胞中行使有效的功
能。首次成功的实例是免疫球蛋白基因时空调控打靶小

鼠［"7］。012! &"#3 系统中，012 重组酶（089:;<=>;?@ 129?AB;@=!
>;?@），能识别一段称作 &"#3（:?9CD ?E F!?G21 ?E 3$）的 ") BH核苷
酸序列（’!,I,,0II0JI,I,J0,I,0,II,I,0J,,JII,I!"），
&"#3序列由两个倒转的 $" BH重复序列构成，中间被 7 BH非
回文序列隔开，非回文序列决定了 012 酶的识别方向。012
酶本身就能催化重组反应，不需要辅助分子的参与。012!
&"#3系统具有创造大片段缺失和插入能力。通过 012! &"#3
系统建立的第一例乳腺反应器动物模型，是 K>?A? () *&
（$LLL）采用 M,3驱动的 1>I,因子在小鼠乳腺上皮的大量表
达，表达部位与常规转基因小鼠相同［"L］。表明 012! &"#3适用
于研制乳腺反应器动物。我们首先用 012! &"#3系统删除染
色体片段的能力，通过正负筛选机制将一个单拷贝的乳蛋白

基因从启动子下游删除，并且将 &"#’$$（突变的 &"#3）序列导
入该靶位点，以期提高插入整合的效率。由此得到的突变细

胞作为基础材料，可以将各种各样的目的基因插入到这个突

变细胞的 &"#3位点，然后继续核移植过程，最终生产乳腺反
应器动物。另外一组可资利用的重组酶是已经在小鼠中应

用的、来自酵母菌 NO3!E1>系统［)%］。

!"!"# 解决体细胞的长期培养问题：细胞体外培养的代数
是实施基因打靶的主要限制。研究发现，传代 )’ 次的牛成
纤维细胞，仍然能够作为核供体生产克隆动物［)$］。一般来

说，完成一轮打靶，从原代培养、打靶到核移植需要体细胞传

代)’ 代以上［""］。绵羊 NNP 细胞的传代极限是 7% Q $%%
次［""］，理论上计算，NNP细胞能够完成两轮基因打靶过程。
一般认为，体外培养的体细胞，特别是长期培养的细胞，容易

发生染色体组的丢失，其比例甚至可达 ’%R。如果中靶细胞
发生了染色体丢失，则前功尽弃，无法进行核移植。目前，还

没有办法解决这个问题，只能是提高研究人员的技术水准。

研究人员正在探讨延长细胞寿命的方法，包括端粒酶基因共

转染细胞［)#］和用 O!9=1@?D;@2等药物的处理。
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