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转基因动物的基础与应用研究 

曾邦哲 

(北京中关村 中科院徽生物研究所基因工程中心 1000~0) 
仅 争王一 

摘 要 转基因动物研究的基础：1．经典遗传学 ：揭示了遗传基因的染色体几何位点与生物表型性状的形式 

对应关系。生物个体体现为物种内全套基因不 同等位基因的组合。2．分子遗传学：阐明了基因到性状是核酸 

到蛋白质的信息流调控过程，即操纵子结构模型和中心法别的研究范畴。3结构遗传学：基因组结构(遗传语 

法)、功能(发育调控)与演变(物种进化)过程构成物种进化与发育自组织的结构遗传学基础。进化是基因组 

的信息化增长结构化分层、分歧是基因组同层结构的重构 ，而发育是细胞基因组的复制和基因程序化表达。 

转基因动物研究包括：1制造产品：器管移植、生物反应器。2．改良生命：动物育种、基因(核酸药物)治 

疗。3．研究手段：疾病模型、发育调控。转基因动物的基本方法和原理是相同的，都是建立于基因片段交换重 

组(质粒重组)、基因特异性表达及染色体外基因转移(病毒转位)基础上的。转基因动物表达系统由目的基 

因、转移载体、受体细胞构成。 

关键词 结构遗传学 转基因动物 基因自组织 特异性表达 

一

、转基因动物的研究基础 

(一)经典遗传学 

1．等位基因模型与连锁分析、体细胞遗传技术 

1890年第一届国际遗传学大会，1899年在伦敦进行了杂交育种讨论，1906年第三届国际 

遗传会上 Willian Bateson建议采用“遗传学”(Genetics)术语。1909年，约翰森提出“基 因 

(Gene)和基因型、表现型术语。1932年第六届国际遗传学大会(Ithaca，NY)上提出“遗传工 

程”一词，并定义为将遗传学原理在动、植物繁殖方面的应用。1913年 Sturtevant证明了遗传 

图是线性的和三点测验连锁分析。1932年摩尔根(基因论>发表，1936年斯特恩发现果蝇体细 

胞有丝分裂染色体交换，60年代巴斯基发现体外培养小鼠细胞融台。以后日本冈田善雄发现 

灭活仙台病毒促进细胞融台。1959年伯内特提出抗体形成的克隆选择学说和免疫抗体的 

DNA重排，1975年米尔斯腾使致敏淋巴细胞与骨髓细胞融合，获单克隆抗体细胞株。 

2．染色体交换与同源重组的发现 

遗传交叉(Crossover)发生在减数分裂的染色体联合时，同源染色体交换从而产生同源重 

组，相同或几乎相同的两个DNA节段发生在相应区域的同源片段之问的不对称交叉导致重 

复和缺失。借助于重组可构建新的遗传变种，如酵母基因克隆到细菌质粒并转化另株酵母，可 

发生质粒插入酵母细胞染色体中。 噬菌体DNA能通过重组作用整合进 E．coil染色体的特 

异位点成为前病毒(provlrus)的位点特异重组 ，不依赖于 DNA顺序同源性(有很短同源序列)， 

而依赖于能与某些酶相结台的DNA序列的存在。 

(二)分子遗传学 

1．操纵子模型与分子克隆、转基因技术 

Avery、Maclood及 McCarthy在沙门氏菌、噬菌体、动物细胞染色体中发现病毒转化细胞 
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的能力。1953年华生、克利克发现DNA分子结构标志着分子遗传学的诞生。1957年克利克 

提出中心法则，1970年泰明和博尔蒂奠发现逆转录现象。1961年Jocob和Monod发表大肠杆 

菌乳糖操纵子学说揭示了基因表达的调节原理和操纵子结构。1972年 Stanford大学的 

PaulBerg首次将两种不同物种 DNA片段连接成重组 DNA，1973年科恩与博耶将 DNA片段 

连接到质粒上，并转移到大肠杆菌内创立了DNA重组技术。1977年 n月美加州希望城医学 

中心Boyer、板仓等四人和加州大学合作，首次用大肠杆菌生产出生长激素抑制因子。 

2 基因转移与染色体外DNA的发现 

1951年 B．McCIintok在玉米遗传研究中，发现能在基因组内不同区域转移的控制成分， 

即目前称为转座子(transposons)。某些噬菌体 DNA就是转座子，而且有些致癌的RNA病毒 

也有类似细菌转座子的结构。1980年 Temin注意到逆转录病毒前病毒 DNA两端具 LTR，整 

台部位两侧产生靶序列的正向重复(DR)，结构类似于细菌的转座子，因而提出逆转录病毒可 

能由细胞的转座子演化而来。逆转录病毒RNA基因组中p0l基因编码逆转录酶、整合酶和蛋 

白酶。RNA在进化过程中获得的信息可通过逆转座作用而固定到基因组中。逆转座子可引 

起基因突变、重排和作为可移动的同源序列促进同源重组 

(三)结构遗传学 

1．基因组分析技术与遗传学语法 ． 

人类基因组计划始自 1986年(美)达尔贝提出的人类基因组全序列的测定，对人体 24条 

染色体的遗传、物理图谱构建及顺序分析和基因识别及功能的研究。1987年 Olson等首先提 

出酵母人工染色体(YAC)克隆，极大地推动了探讨遗传序列及信息的研究，近年又发展了 Pl 

嗜菌体及细胞人体染色体(BAc)等克隆技术。采用大尺度物理图谱分析、Alu和 Line指纹图 

分析、顺序标签位点(SequenceTagged Site，STS)图谱分析、Alu—PCR指纹图谱、染色体步移、 

染色体特异的YAC克隆库、YAC在染色体上的直接定位等综台构建 YAC重叠群方法，1993 

年 12月完成第一代的人基因物理图谱。 

2．基因调控与特异性表达 

真核细胞中有启动子、增强子顺式调控元件和基因编码的可溶性蛋白或 RNA反式作用 

因子两类调控元件控制基因的时空特异性表达，一般包括单一基因调节系统(SGR)和复式基 

因调节系统(MGR)。同源异形盒基因(Homeoboxgene)是胚胎发育、细胞分化调节基因，控制 

体节、中枢神经系统、前后分化关 系。1984年 McGinnis及 Soolt和 Wc]ner在研究果蝇 

(Drosophila)发育中首先发现，Hox基因产物都为转录因子，能与顺式元件结合。Hox基因问 

距大约4．5kb。基因转录调节的一些重要区可分散在整个基因内或作为距离增强子定位于基 

因一例。根据其沿 A—P轴作用而分为 A—P型和非 A—P型。A—P型 Homeohox基因成簇 

排在一条或多条染色体上。从 1983～1989年在果蝇及其它动物发现近 90种基因，包括 Hox 

和 En,Pax等基 因。 

3．翱种进化和基因(家)族、群模型 

从细胞基本代谢图到多细胞进化、发育框架(模式生物)的维管束、三胚层和四种组织、器 

官系统的自更新、自复制、自协调系统的染色体和基因组的组织层次、结构进化、发育时空格局 

的基因调控，是结构遗传学所要解决的问题  ̈。基因群(genes group)是构成某个性状发育的 

系列相关基因；基因家族(gene family)是同类基因在发育不同时期表达或是不同进化水平的 

基因。基因处于基因组的一定基因位点(gene site)，是否表达或澈活取决于基因环境基因场 
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(genes"lieId)的信号物质，即基因相互作用和细胞通讯、细胞互作。生物进化也就是基因组结 

构的分层次进化；个体发育构成基因组的程序表达功能过程。植物进化到维管束的出现、动物 

进化到出现循环系统后更高级层次的神经、免疫、内分泌系统_2J基因族结构与功能是动物发 

育的很重要内容。 

(四1人工与天然基因重组 

高科技产业化是经济腾飞的关键，产品的高技术含量和生产规模化是生物工业发展的重 

要指标。改造生命(遗传工程)和仿造生命(仿生工程)是人工进化、生物工业的两大主题，包括 

分子元件(生物分子芯片)、生化反应器(固定化核糖体、酶、细胞器技术)、仿生机器(人工神经 

网络)等，将构成生物物理联盟工业模式 J的基础。 

生物工程包括三个层次的内容 ：(1)、微生物发酵、动植物细胞培养及细胞融合杂交的代谢 

工程、蛋白质工程和基因工程 ，都是通过基因重组改变单细胞的生化过程而获得所需产品的生 

物技术；(2)、细胞器及核蛋白体、酶的固定化技术包括传感器和反应器的应用，实际上 已属于 

仿生工程范畴；(3)、转基因动物、植物和动植物杂交育种，动物 ES细胞和植物全能细胞应用 

提供了动、植物遗传工程的有利手段。 

大肠杆菌缺乏修饰酶类，真核生物蛋白翻译后糖基化、磷酸化、酰氨化等加工修饰，不能正 

确折叠，缺乏分泌作用形成无活性包含体，不能进行内含子剪切。酵母提纯工艺复杂、成本高、 

制品纯度达不到要求。制品免疫原性差和接种剂量大等。动物、植物细胞培养成本高、易污 

染、工艺上存在不少问题，培养时细胞话性、旋转产泡和透气问题。细胞培养和蛋白质加工需 

系列仪器设备及工艺流程复杂、工作量大，培养中产生大量次生代谢产物不种分离提纯 转基 

因植物表达最低、易扩散到生物环境，尤其医用蛋白基因扩散到病源生物体内从而产生抗性。 

转基因动物成为较先进的表达系统。美国红十字会预测，至 2005年，全美转基因动物生物反 

应器生产的药物，每年可达350亿美元，至2010年，所有基因工程药物中利用转基因动物生物 

反应器生产的份额，将高达95％。 ． 

二、转基因动物技术方法 

转基因动物表达系统由且的基因、转移载体、受体细胞构成，包括基因工程上、中、下游技 

术，在转基因哺乳类、鸟类、鱼类和昆虫中广泛应用L4』：(1)、上游：基因改造、载体构建。外源 

基因古调控元件(Regulatory element)的旁懊I序列(Flanking~gene)和可表达的结构基因(stnlc— 

tur8l gene')序列和转录终止信号，同时为了检测方便引人报告基因(Reporter gene)或报告序列 

(Reporter sequence)，删除目的基因的天然启动子(Promoter)，将强启动子序列甚至包括增强 

子(B池aIIoer)序列和目的基四拼接戚融合基因(Fusiongen)。(2)、中游：基因转移、胚胎移植与 

建系。转移基因的细掘导人是将己梅建好的携带外源基因的基因载体系统通过物理、化学、生 

物方法导人细胞内，爱体细胞及胚胎移植是转基因动物的重要环节，决定细胞水平筛选和外源 

基因的传递。外源基因通过细胞膜导人受体细椎，除天然的DNA转移系统(动、檀钫病毒、土 

壤农杆菌等)外，主要是物理方法在膜上形成孔道，使外源DNA进入细胞。(3) 下游：基因整 

合、表达检测与细胞筛选。转基因个体基因整合与表达检测包括染色体、基因水平、转录水平、 

蛋白质水平：A、DNA水平，外源导人的DNA只有很少一部分能整合到宿圭基因组。可采用 
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Southern印迹杂交、原位杂交、Dot杂交法或PC B、RNA水平，Noahem blot杂交如表达量 

过低或存在内源性的同源基因表达受限制。反转录聚合酶链反应(RT—PCR)~g是高敏感、特 

异检测转基因表达的方法。C、蛋白水平，可用 Western blot分析 ，但内源性同源产物会有干 

扰，所以抗体的特异性功能非常重要。 
● 

三、转基因动物的应用 

转基因动物技术最初由Cordon在 1980年进行原核的显微注射而创立。1981年 Gordon 

和Puddle将外源基因TK与sv早期启动子重组到质粒 PBR中，再用显微注射法导人小鼠， 

并首次称为转基因小鼠(transgenic mice)。1982年Palmiter等人用小鼠金属硫因蛋白一I基 

因(metallothloein)融合大鼠生长激素基因重组子显微注射小鼠受精卵，移植假孕受体，21只新 

生小鼠，发现其中7只携带上述融合基因，6只小鼠生长速度高，体重 1．8倍对照组，激素高到 

100~800倍，并不因插人导致生物活性改变。1981年，Constanfini用兔的 日一球蛋白基因对 

小鼠转基因，24只中有 9只新生小鼠肝细胞整合 B球蛋白基因。1985年转基因猪、绵羊、兔问 

世，至今为止；转基因兔、鸡、牛相继成功。Simons 1987年的工作表明小鼠能分泌外源基因表 

达的蛋白进人乳汁。1987年成功实现内源基因的定点失活，五年内定点整合导致突变的基因 

达数十个。19鹋 年Ebert等利用转基因猪生产活性生长激素。1989年 Capecchil发现哺乳动 

物的同源重组或基因打靶技术ⅡJ。1990年荷兰基因药物公司诞生了世界第一名为 Herman的 

转基因公牛，导人了乳铁蛋白基因，经人工受精 1／4后代母牛产乳铁蛋白。1992年 erasIJy将 

B羊酪蛋白基因注人小鼠乳什台外源蛋白达21～24mg／ml。1996年，中国转基因动物学会 

(筹)与国际科学理事会遗传实验委员会等主办的第一届国际转基因动物会议在北京召开。 

随着转基因技术的发展，转基因动物育种、改良与繁殖，转基因药物表达生物反应器，疾病 

动物模型与基因治疗、器官移植，生物发育调控、免疫及神经生物学等研究在工业、医学和农业 

生物科学、工程领域广泛开展起来。 

1．转基因哺乳类表达系统 

1987年Gordon等首次利用组织纤维溶酶原激活因子(tPA)与小鼠乳清酸蛋白(WAP)启 

动子的重组基因，培育出 37只转基因小鼠，外源性 tPA均获表达，其中1只小鼠乳清蛋白水平 

选 50~／rats 1990年，Meade等利用相似的重组基因也培养出7只转基因小鼠，经 ELISA检 

测，其中 |R小 鼠奶中的 A含量达 100~／ml。随后在 tPAc,DNA引人一个点突变，半衰期 

延长，称=馨LAtPA(LongActingtpA，LA A)，与WAP启动子融合．构建重组子WAPLAtPA， 

分别导人小鼠和山羊受精卵。转基因小鼠奶中LAtPA含量达50001~g／m1．被检测的5只转基 

因山羊奶中 LAiPA含量为3．0~g／ml。同年Meade等利用牛 1一酪蛋白启动子构建屎激酶 

(uK)和 tPA'进行可转基 因小鼠研究，在鼠奶 中 UK和 lA台量分别达 1～2000t~g／ml和 

400,,~Inil；'凝血因子ill IX、千扰紊(IN"F一口B )、白介素(1L2)、肿瘤坏死因子(TNFd)等转基 

因小鼠亦获憾功 1991年苏格兰受丁堡制药公司的Colman等培育出5只能于奶中高水平表 

选n。_胰蕾l白酶(oAT)的绵羊，可达30gA，德国Pharmaceutical Protein有限公司亦进行了类似 

的研究，并获成功，在 1只转基因绵羊前奶中 AAT含量高达 35gA。美国Genzyme有限公司 

培育获得两批tPA转基因山羊，奶申tPA含量最高的1只山羊谜 lOOgAo美国红十字 培育 
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出能高效表达人 c蛋白的转基因猪，c蛋白在猪乳汁中可达 lg／l等。 

转基因哺乳类最有前景的是器官移植供体的开发，1992年 I1月英国剑桥大学 White将 

人的DAF基因克隆和转移到猪基因组，在子代的血管内皮上表达了抑制人体免疫排斥反应的 

DAF基因，将携带了DAF基因的猪心脏移植到 1O只猴子，其中 2只猴子的猪心脏跳动了 6O 

天。 

2．转基因鸟类生物反应器 

1988年Salter及1990年Shuman曾提到过鸡输卵管表达的可能商业价值，但有系统、有 

目的的用鸟类做生物反应器的工作远未开展，1993年由英国爱丁堡的 Sang博士将外源基因 

注入小公鸡，首次获蛋黄中含贵重的人类蛋白的母鸡。转基因输卵管表达体系包括三个配套 

技术方案：(1)转基因鸡产生，卵清蛋白融合基因构建、导人、整合获转基因鸡；(2)繁殖育种，转 

基因鸡杂交配种系统建立；(3)卵黄基因突变，卵黄代谢酶失活使鸡蛋成分单纯化。鸡白蛋白 

基因位于 2号染色体长臂上。基因表达的调控受甾体激素诱导，即鸡输卵管细胞在接收的甾 

体激素信号刺激下引起细胞受体蛋白变化，产生信号并传输到卵清蛋 白基因上游调控区引起 

卵清蛋白基因的表达。采用鸡卵清蛋白基因侧翼序列可构建筛选转基因鸡输卵管表达系统的 

载体 · 。此外，转基因昆虫蛹、转基因鱼卵都可作为很好的生物反应器。 
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Ⅱ．TRANSGENIC 0RGANISMs 
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