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生产转基因动物的技术现状

成 国祥· 左嘉客
• 

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

用实验手段， 可将特定外源基因导入早期

胚胎的细胞，由此整合到染色体上， 还可通过

被整合动物的生殖细胞系传给子代。这类整合

外源基因的"新动物"被统 称为转 基 因动物

(Transgenic Animals ) 。

按人为意愿设计生产转基因动物，能达到

如下若干目的: 1 ) 将理想的遗传物质导 入动

物染色体，以扩大种内遗传变异， 迥避有性繁

殖所固有的局限性， 使基因能在种系关系遥远

的机体间流动 ; 2) 通过转基因动物 的表达，

提供一些具有经济价值的新型蛋白 1 3) 能有

效地迥避不利基因，使有利性状转移到高产性

能的种系中 ， 以减少回交所需的劳力 、 财力和

时间 1 4 ) 通过转基因，设计并生产出特定的

实验动物模型。

近 10 年，世界上已有许许多多实验室开

展转基因动物方面的研究工作， 取得了不少有

价值的成果。

生产转基因动物技术的关键主要按及z 对

外源基因组构、载体、 受体(早期胚胎 )、 基因

导入法 、 供转基因胚胎发育的体外培养系统和

宿主动物等等的选择是否恰当 ， 以及一些有关

转基因是否整合和表达的鉴定技术。

本文的重点就转基因动物生产 的关键 技

术一一基因导入法的研究现状，应用以及各方

法的优缺点， 作一简单介绍。

-、基因显做注射法

在显微镜下借助于显微操作仪，将毛细破

管针直接插入受精卵的原核中， 注入特定夕HJJR

基因 。 一般采用的显微玻针直径为 0. 5-1μm ，

注射量约为 2 P 1 ， 并以原核膨胀作为 外 源基

因被正确注入原核的形态依据。注射后的受精

卵经体外培养 0 . 5- 1 小时， 即可 移 植同步发

惰的受体动物输卵管中， 或经体外培养， 待发

育至囊胚后再移植到受体动物的子宫内 ， 以保

证转基因胚胎继续正常发育， 直至分娩产出。

实验动物如兔、 小鼠，用结扎输精管的雄性动

物与可育的雌性动物交自己假孕而获得受体;大

家畜牛、 羊 、 猪等受体动物用前列腺素处理同

步发情而获得。

本法虽为最早发展的技术， 但仍属 有 效

的。 在大家畜上运用此技术， 要比早期在小鼠

上施行转基因的难度高， 因为大家畜所能提供

的受精卵数较少P 又较难把握住大家畜早期胚

胎的发育时序 ， 以正确无误地取得足莹的原核

月1受梢 gl~ 1 更甚者 ， 在大家畜受精卵的细胞质

中 ， 含有不少脂肪和色素等透光度低的颗粒，

降低了原核的可见度。 尽管如此，本法仍被成

功地应用于猪、 绵羊和牛。目前所选用的受精

卵大多为超数排卵后的受精卵。在微分干涉相

差显微镜下，不经处理就能直接观察到J绵羊受

精卵的原核，而猪和牛的受才有卵 ， 事先必须经

离心处理， 才能使原核显露。 研究表明， 适当

离心处理并不影响受精卵的进一步发育。

在小鼠， 转基因整合率(基因整合 的幼仔

数/移植的胚胎总数)可达 6 %，而家畜较低。

Hammer 等将金属蔬因-一一人生长激素融合基

因注入猪和绵羊受精卵，转基因整合率分别为

0 . 98 % 和 0.1 % [1 ] 。 这一结果提示， 在注射后

的整合过程中，可导致不少胚胎死亡。由转基因

胚胎发育至胎儿并顺利分娩产出的百分比， 约
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为 5%-20%胎儿死亡可友生在怀孕各阶段。

其原因一则是由于显微手术对胚胎损伤所致，

另则可能是外源基因整入胚胎的基因组后，引

起插入突变 ，有些插入突变是致死的。目前尚无

法预测转基因胚胎的质量。倘 若在注 射基因

后 ，在体外与单层体细胞共培养，或在异种或同

种动物输卵管中寄养一定时间后， 冲洗收集胚

胎。选择能继续发育的胚胎移植， 这样可大大

提高转基因整合率。

聚合酶链反应(Polymerase Chain Reacti­

on ， 简写 PCR)能检测少量胚胎细胞内 DNA

中存在的单拷贝基因 ， 甚至能检测出单个椅子

或二倍体细胞基因组中的单拷贝基因 [2 J。可是

PCR 检测法尚存在某些弊端，首先它需要有特

定的引物，其次用的 32p 标记探针的半衰期短，

反应显示所需时间长，使得杂交反应不能随时

进行，胚胎较难保存。最近用非同位素异起基

洋地黄毒试 ( Digoxigenin)标记探针，不仅具备

32p 标记探针的灵敏度，且稳定， 12 小时 之

内可完成 PCR 检测。这样，可通过 PCR 快速

检测出植入前胚胎是否整合 外源 DNA。取阳

性胚胎，再利用核移植技术，可克隆出更多的

整合外游、基因的动物。

二、染色体片段显微注入法

从人或动物染色体上割取特定的染色休片

段， 然后注入动物早期胚胎中，以获得携带外源

DNA 的动物。用这种方法设计而获得的动物 ，

严格地讲应称作转染色休动物 ( Transomics ) 。

Brunt 介绍 Lo 及其同事成 功地从分裂中期的

成纤维细胞染色体中显微切割下着丝粒，该染

色体片段长约 1- 1. 5 Kbo 注入胚胎并移植受

体动物后， 能发育成为小鼠个体。进一步检测

证实染色体片段巴整合在 小鼠细胞 基 因组

中 [ 3 J 。 由于片段不是注射到原核期受精卵中，

因而被整合的动物都是嵌合体，成为不足之

处。

鉴于本法导入的遗传信息片段长， 在 1000

Kb 以上， 所以能生产山具备某些特殊疾病的

实验动物模型。

三、重组的逆转录病毒感染着床前胚胎

把重组的逆转录病毒载体 DNA 包装成高

滴度病毒颗粒， 去感染着床前胚胎， 于是携带

外源基因的逆转录病毒 DNA 可 在感染过程中

整合到该宿主的染色体内。此法操作较简便，

可通过注射将病毒转移到囊胚腔内， 或将去透

明带的胚胎与分泌病毒颗粒的细胞共培养，以

达到外源基因转移到胚胎中的目的。感染后的

整合率较高，整合的多是单拮贝 ， 单一位点，

且在染色体的整合位点附近未发生明显的重

排。然而本法有欠缺之处， 由于选用的转移，宿

主不是原核期受精卵， 而是卵裂之后的胚胎，

致使外源基因在动物各种组织中的分布不均，

不易整合到生殖 frl P，2 巾。 病毒的 DNA 序列有

时会影响外源基因在宿主中的表达。此外， 病

毒衣壳大小有限， 所能包裹的外源基因的大小

有限， 最大限度为 8 Kb。用病毒作为载体导

入动物，就其安全性问题一直引人深思。

人们成功地以鼠莫氏白血病病 毒 作为载

体， 携带夕l、源基因导入鼠胚胎。最近用猫白血

病病毒作为载体，也成功地将外源基因导-入去

透明带的羊胚胎中 (4 J 。

实际上， 本法非常适用于禽类，因为很难

观察到禽类受精卵的原核。 Salter 等(1 987) 首

先用反转录病毒作载体生产出转基因鸡肉。 由

于所用的载体为禽白血病病毒， 然而一般的鸡，

包括 SPF 鸡， 都带有内源性白血病病毒， 井

整合在染色体上， 所以选用供转基因的鸡胚必

须是不含内源性白血病病毒的 0系鸡。载体病

毒被注射到未孵化的受精鸡蛋卵黄卵中，由此

感染早期的鸡胚。 结果在 37 只 Go 代公鸡中，

有 9 只是嵌合体， 前病毒传给子代的频率为

1%-11 %不等。按孟德尔式进行遗传，由此表

明反转录病毒基因已插入鸡的生殖细胞系中。

Bosselman 等 (1 989)用复制有缺陷的病毒

作为载体， 这样就避开了载体复制完整病毒的

严重后果内。他们m网状内皮组织增生病病寄:
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( REV )作为载体，因此被感染的鸡胚无需ìJ);t 白

不含内源ä白血病病毒的 0 系鸡。具体地讲，

所用的载体为 REV MEm.它携带 REV LTR 

启动子驱动的 Tn 5 新霉素抗性基因军n 1 型简

单癌痊病毒结构基因 ， 必须用 合 辅助病毒的

C3 辅助细胞复制 ， 效价可达 104TK 转导单

位。 Bosselman 等用 ME m载体感染 259 9 只鸡

胚， 孵出的 760 只仔鸡中 ， 173 只含载体序列。

在 82 只全血检测阳性的公鸡中， 33 只 的精液

中带有载体序列。将血清和精液检测 阳 性的

Go 代公鸡与对照组鸡交配，传递给 0 1 后代的

频率为 2% - 8 % 0 Bosselman 用携带生民激素

基因的同样载体，获得了转基因鸡。综上所述，

用反转录病毒作载体，把外源基因插入生殖细

胞系基因组，是目前生产转基因家食最有效的

途径。

四、胚胎干细胞介导法

装:胚的内细胞团 ( Inner Cell Mass , 

ICM ) 中含有尚未分化的胚胎干细胞。体夕|、建

株的 ICM 细胞称 EK( Embryonic karyotype 

cells )或 ES( Embryonic stem ce l1s) 细胞。 如果

将 EK 细胞植入正常发育的囊胚腔中，它们能

很快地与受休的 ICM 聚集在一起， 参与 正常

胚泡的发育。

用电穿孔和磷酸钙沉淀法， 将外源 DNA

转染到 ES 细胞中， 其转染频率可分别达到万

分之一和千分之一。用反转录病毒作载体感染

ES 细胞， 感染率可达 100%。筛选出整合的

ES 细胞，植入受体囊胚腔，由此发 育而成的

个体就可能携带着特定的外源基因 。

Evans 等从着床前小鼠胚胎分离出能在体

外传代的正常全能干细 脸， 即 EK 细胞( 7 J 。同

年 ， Martin 等以不同方法培养出小鼠胚胎干

细胞[ 8 J。小鼠全能干细胞株的建立无疑方便了

转基因动物的生产。 Alan 等 ( 1987)曾试图建

立绵羊 ES 细胞株， 但未 获成功(9J。次年，

Doetschman 建立了仓鼠 胚 胎干细胞株{ 1气

Evans 等建立了猪的 EK 细胞株[1 11 0

采 j二日本;去 ， 外源基因的整合字很高，约达

5 0 %。整合在生l二植细胞中的比例也相当可观，

约为 3 0 % 。 其缺点是不易建立 EK 细 胞株，

又生产的转基因动物都系嵌合体。

随着家畜核移植技术的不断发展，可以避

免生产嵌合体型的转基因动物， 即把 ES 细胞

核移植到去核受精卵中 ， 由此可获得克隆动
物[ 12 J 。

随着分子生物学技术的飞速发展， 借助于

同源、重组技术 ( Homologous Rfcombination) , 

能将已知外源基因整合到染色体的特定 位点

上。 通过 目标质和:载体和细胞基因组 DNA 顺

序间的同源、重组， 能生产出携带任何基因的或

突变的小鼠品系，包括生产出特定基因功能缺

陷的小鼠。但同源豆组技术对未知基因是无法

定向导入的。而最近几年发展起来的捕获载体

(Entrapment Vectors ) 能克隆各种 未 知基因 ，

因此有助于解决上述不足之处[1 3 J 。

五、以精子作为载体的介导法

Lavitrano 等首次用精子作为载 体生产转

基因小鼠。 将能化后的小鼠附辜精子与含一定

浓度的 pSV 2 CAT 表达型质粒温育半 小时，

再行体外受精和移植。 结果有 30% 的个体整

合了外源基因 ， 而且这些外源基因都具有表达

能力 ( 14 J 。 显而易见， 用此生产转基因动物，

不仅可免去使用复杂而昂贵的设备， 且可省略

不少繁杂的操作和条件准备。遗憾的是， 不少

实验室无法重复 Lavitrano 等的实验( 1 5 )。不

久， Arezzo 等采取同样的方法在海星 上 重复

了实验，并获得正结果(16) ， G anèolfi 等成功

地用精子载体将 pSV 2 CAT 基因导入猪 卵 ，

整合率达 21%，被整合的外源基因全 部具有

表达能力 [17 J 。 作者以精子为载体， 体内受精，

成功地将马立克 38 Kd 磷蛋白基因转移到新扬

州、|鸡的基因组内 ， 但整合率约为 5 % 。

结束 语

综上所述，可以看到作为转基因动物生产
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夫键步骤的基因导人技术正处在进一步发展和

不断完善之中，其发展主耍集中在两个方面，

一是提高转入基因的整合表达卒， 二是实现基

因定点转移和新基因克隆。随着诸如显微注射

等原有技术的不断完善以及捕获载体法等新技

术的不断涌现，基因导入技术将会日趋提高和

充实，从而使转基因动物生产技术日臻成熟，

并更好地造福于人类。
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肥大细胞的分化及其调节

汝小英

(北京放射医学研究所 100850) 

肥大细胞 (mast cell)是一种广泛存在于哺

乳类动物体内的细胞，人类对它的认识可以追

溯到一个多世纪前。当时， 还是医学生的诺贝

尔奖获得者 P. Ehrlich 首次描述了 两种胞浆

中有嗜碱性颗粒的细胞即循环于血液中的嗜碱

性粒细胞和位于结缔组织的肥大细胞。但多年

来， 人们对之仍知之甚少。 1950 年肥犬细胞

在变态反应中的作用得到了证实。由于普通光

学显微镜下肥大细胞的清晰易辨的形态和它在

止血过程中可能具有重要而未被充分认识的作

用 ， 肥大细胞一度吸引了形态学家和比较生物

学家的兴趣。近数 10 年 ，有关肥大细胞研究的

一些进展引起了更多人们的注意，从而推动了

这一领域的研究使之更为活 ，跃1 1985 年并召

开了肥大细胞研究的专题性国际讨论会。迄今

的研究已证明，肥犬细胞来源于骨髓【汀 ， 是多

能造血干细胞的后裔[勺， 分化过程有自身特

点。本文仅就肥大细胞的分化及其调节作简要

综述。

一、肥大细胞分化的特点

虽然同为造血干细胞的后裔，肥大细胞却

有自己独特的分化过程。表现为(图 1 ) : 

1. 红细胞、血小板及粒细胞均在分化后才

离开骨髓，肥大细胞却是在前体细胞阶段便离

开骨髓移向血流的勺， 随后离开血管进入组

本文承葛忠良教授审阅， 谨致谢忱。
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