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转基因动物的应用及前景

田 小和J r东兰英

(中国医学科学院心血管病研究所生化宝北京 100037 ) 

过去 20 年 ， 用分子克隆及基因转移 ( gene

transfer ) 等手段， 将目 的 基 因 导入特定细

胞后，通过观察外源基因在靶细胞中的行为 ，

研究真核基因的结构与功能，包括基因调节的

顺式元件、反式作用因子及基因产物的生理学

特性等，已取得可喜进展。 其不足之处， 是无

法将单一的目的基因和其在整体中的作用力IJ 以

综合研究，所以不能从整体(个体)水平去全面

认识基因的表达、 调节及其在发育和庆病中的

作用 。 Jaenisch[ 1)及 Gordon ( 2 )等国将外源基因

导入胚泡或受精卵原核内，然后使之发育成个

体， 为研究目的基因在整体水平的功能作了有

意义的探讨。 1981 年 ， Costantini ( 3 )首 次将构

建的兔#血红蛋白基因用显微注射法转入小鼠

受精卵，并发育成可将夕|、 iW，基因传给子代的小

鼠，产生了第一批转基因动物， 这些工作为从

分子到个体多层次、 多方位地研究基因提供了

新的方法和思路。 本文主要介绍转基因动物的

应用及前景。

一、转基因动物的应用

(一) 研究基因的结构和功能

1. 转录和复制调控的研究

曾用爪蛤卵母细胞作为受休细胞， 注入外

调 DNA 或 mRNA ， 研究外源基因的复制 、 转

录或 mRNA 翻译的调控。 实际上爪蛤卵母细

胞常常不能从正常的转录起点开始转录[41 ， 且

外源 DNA 在该细胞中的复1hlJ .1l1常不需特殊的

调控元件， 所以 由此得山的实验结果很难推演

于哺乳类基因[句。用转染细胞研究细胞分化和

基因表达的选择性关启会受到限制。但用转基

因技术将不同周围序列的目的基因转入动 物

(如小鼠)的受精卵中 ， 观察外源基因在发育不

同时期胚胎或个体中的复制和表达行为， 有助

于找出复制和调控的元件。用此法研究 SV40

早期基因转录 活 动时发现: SV40 早期基因转

录的增强子在二细胞期后才发挥作用 ， 尽管

SV4。 在分化后的小鼠细胞中失活 ， 但在小鼠胚

胎发 甫的早期有活性。这一研究提示人们可用

转基因技术在胚胎发育早期研究分化后不再表

达的基因的调控阴。

. 2. 组织表达特异性元件的寻找

把含不同长度周围序列的基因转入动物受

精卵， 发育成个休后， 检查其表达的组织特异

性，以推负Ll组织表达特异性的顺式调控元件。

如 Fukamizu 等 (6)将包括上游 3 kb、 下游 1. 2

kb 的人肾素基因转入小鼠， 发现其表达有组

织特异性，并认为调节肾素表达的组织特异性

元件存在于转入基因的周围序列中。

3. 研究基因改变和功能的关系

将自 然或人工突变的基因转入动物， 通过

研究异常基因和表型的关系 ， 可以有目的地研

究兴趣基因结构和功能的关系。目前多用融合

基因作转基因 [ 7 ] ， 而直接突变基因表达区的转

基因工作目前较少。

(二 ) 建立动物模型
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人类的许多疾病(如高血压)涉及多个基因

的异常。研究每个候选基因在发病中的作用 ，

对综合分析各相关基因的整体效应是必要的。

就高血压而言，目前已有许多动物模型 ，如 自发

性高血压鼠及盐敏感性高血压鼠筹，为高血压

研究提供了方便。由于这些模型的遗传背景复

杂，无法单独考察各基因在血压调 节中的作

用。 Mullins 等于 1990 年 (8) 首次将 小鼠肾素

(Ren-2) 基因转入大鼠， 产生了因单一基因改

变而引起的高血压鼠，成为高血压研究的新模

型。此外，如动脉粥样硬化的转基因模型也已建

戚[ 9) 。

(三)基因治疗

人类体细胞基因治疗始于 1990 年 ，但尚无

用生殖或肝胎细胞进行基因治疗的报道。用改

造的生殖细胞对小鼠遗传病的治疗却已取得惊

人进展。 选用可遗传的基因缺失性疾病的动物

(小鼠)为受体，将其缺失的正常基因导入受精

卵， 使其子代的疾病得到校正。 如一些小鼠

目-血红蛋白基因缺失，其表型类似于人的溶血

性贫血， 将正常的人 。-血红蛋白基 因导入小

鼠受精卵后，发现得到的转 基因 鼠红细胞正

常， 贫血好转[ 10 )。对于因某些基 因过度表达

而造成的疾病，则可通过导入产生反义 RNA

的 DNA 序列加以调整( 11 )。这些工作为人类的

基因治疗打下了基础。

(四 ) 基因产品的制备

传统的基因产品制备是把目的基因克隆于

表达型的质粒上，转入宿主菌， 靠宿主菌的发

酵生产， 诸如人膜岛素、 干扰素及生民素等。

可是真核基因在原核细胞中 表达面 临许多问

题，如原核 RNA 聚合酶不能识 别真核基因启

动子，真核基因的 mRNA 无原核核糖 体识另1]

SD 序列 ， 内含子无法剪切，转.录 的 RNA 或

产生的蛋白无法修饰，因缺乏伴侣分子气 1 Z)难以

完成其天然构象等。尽管针对上述缺点已做了

不少努力，但有些问题仍不能解决。

用转染真核细胞表达这些基因 [ 1 3 ) 虽能解

决上述问题，但由于真核细胞的大规模培养有

一定困难， 致使产品难于大批量制备。转基

因动物却为基因产品的大量制备开辟了新天

地，因此这种转基因动物也被称为动物生物反

应器 (animal bioreactor)或动物个体表达系统

(whole animal expression system) o 1982 年

Palmi ter 等 ( 14)成功地将大鼠生长素基因转入小

鼠，在 2 1 只子代中，有 7 只按合有外源基因 ，

6 只高度表达生长素的小鼠体积明显增加，证

实了用转基因动物生产外ìE~(基因产 物的 可行

性。最近人 自-干扰素(1町 、 y-干扰素 [ 16) 、 尿激

酶( 17)及牛 α-半乳清蛋白[ 18) 的转基因动物已产

生， 为用转基因动物生产外源基因产品奠定了

基础。

(五) 研究基因表达和发育

由于转基因动物是将目的基因直接转入受

精卵或着床前胚细胞后产生的， 故把特定基因

转入后，可以观察该基因在胚胎不同发育时期

的表达改变， 研究 目的基因在胚胎发育过程中

的启闭和作用。Krumlauf等 [ 19 ) 曾将甲胎球蛋白

基因转入小鼠后发现其先在卵黄囊中表达，后

于肝、肠中表达。

(六) 发病机制的研究

除建立庆病动物模型外， 在研究基因异常

和疾病关系及病毒性疾病中，转基因动物也大

有可为。特定的基因 (异常或正常) 或病毒基因

(全长或片段) 转入动物后， 观察转基因动物的

病理改变，研究基因或病毒在发病中的作用。

在高血压和肾素基因的转基因研究中 ，

Mu11i ns 发现将同一肾素基因 (Ren-2 ) 转入小鼠

后 ， 虽然高度表达，但血压不高[ZOJ J 而转入

大鼠后 ， 尽管表达不高， 但血压升高[8)。这为

人们从更深层次去认识肾素系统在血压调节中

的作用给予了新的启示。在乙型肝炎的转基因

研究中， Ghumgmin 等 [ ZI )将 HBx 基 因转入小

鼠后产生了肝癌， 直接证明了 HBx 对肝癌的

诱发作用。

(七 ) 研究癌基因

原癌基因在调节代谢军口癌变中的作用是不

言而喻的。转基因动物可供从整体水平研究癌
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基因(包括原癌基因及病毒癌基因) 的作用。将

其转入动物后， 可观察其半是达水平、 组织特异

性和病变的关系 ， 甚至可以将几个癌基因同时'

转入，研究癌基因间的相互作 用 。 Brinster曾

将 SV40 病毒 T 和 t 抗原基因转入 小鼠后，发

现 T 抗原基因在脑、 肾 、 胸腺中表达 ， 使这些

组织增生， 但仅在脉 胳丛成癌 ( 22 1 0 1992 年

Lakso (叫将品状体特异性蛋白的启动子和 T 抗

原基因重组后转入小鼠，研究了 T 抗原在设定

组织(晶状体)中的致癌性。 为这方丽的研究作，

了有意义的探索。

(八 ) 应用于免疫学研究

该研究领战较为1月- 跃， 主要是将一些特定

的抗原 h主 151 、 抗原受体基因及 MHC 基 因转入

小鼠后， 研究转基因动物的免疫耐受性等。

( :11. ) 应用于抗病育种

将抗病毒基因或具优良性状的基因转入受

椅卵后发育成的个体原则上应具有抗病或获得

优良性状的表型， 目前这方而研究主要试用于

小动物如鼠 、兔等。澳大利亚学者曾报道用转基

因技术增加羊毛产Þ[l(问。

二、 展 望

由于转基因技术具 有 分子 及细胞水平操

作、 整体水平表达的特点 ， 使得人们能从更完

整的系统中去认识生物分子的作用， 所以具有

广阔的应用前景。预测今后几年的转基因工作

在下述方面将有所发展或突破 : ( 1 ) 同时转入

两个或更多个基因 ， 研究多 基因 间 的 相互作

用 ， ( 2 ) 基因产品的制备和抗病育和[1等方面工

作将走出实验室取得经济效益 1 (3) 涉及免

疫、 发育等重要基因的研究将 有新的突破2

( 4) 遗传病及病毒性疾病的研究和治疗将取得

新的进展。

三 、 结语

转基因功物 自 19 8 0- 19 8 1 年产生后，迅

速发展。文献检索表明 ， 1 9 8 3 年后有关转基因

的 ( transgenic) 文献呈指数上升 ，在生命科学研

究中形成了新的浪潮。 目前国内一些实验室也

已开展这方面的工作， 其意义是显而易见的。

当 然，转基因工作 目前还存在许多难以解决的

问题:如受精卵经体外操作后成活率低， 外源

基因整合率低 ， 整合位点及拷贝数不能控制，

表达不能和预期结果相衍，外讶、基因插入后易

引起插入或缺失突变乃至不育。但相信随着技

术的提高， 新一代转基因仪器的产生，定点整

合的实现， 这些问题将被部分或全部避免。转

基因动物将成为生命科学研究中的有力工具。
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缺氧对新生大鼠海马培养细胞的影晌来

丁爱石 王福庄赵桂f令**

(军 E41医学科学院基础医学研究所 北京 10085 0) 

服i缺氧的研究，通常使用整体动物棋型，

为了排除麻醉 、 讯度 、 酸中毒等因素的影 III"J ，

有人用 )J后i 1于方、法 (1-3] ， 1口不易鉴别神经细 胞和

非神经细胞发生变化的差别。 体外培养的细胞

易于进行形态观察分析，近年来已开始应用于

缺氧的研究 (4 - 7 ]。本实验选用对缺氧较为敏感

的海马脑区进行体外分散培养，探讨了缺氧对

海马神经元的损害。

材料 和 方法

-、 海马神经细胞培养

海马神经细胞的培养采用我们实验室建立的神经

细胞培养方法[8州。取当天出生的 Wistar 大鼠， 在无

菌条件下分离出双侧海马，用 0 .1 25%膜蛋白酶消化

C36 0C , 30 min )分散后， 制备成 5 X 10 5 细胞/m1 密度

的细胞悬液。接种细胞悬液于涂有小牛皮胶的 35 mm

塑料培养皿巾，每皿 2 m1。置标本于 36 0C 、 含 90% 空

气、 10 % COz 的培养箱内培养 12 天。培养 液!才'3 94%

Eagle's MEM , 5% 马监[洁和 1%N 3 组合液 ( 1 0)组成。

另加入葡萄糖 300 mg/ 100 ml 培养液。 接京11第 3 天 ，
在培养皿中分别加入细胞分裂抑制剂 5-纸-2 '-脱氧尿

音 15 问/mLf日尿苦 35 问/m1 以 抑制非神经细胞的过

度增殖， 作用 48 小时后更换新鲜培养液。 以后每周

换液两次 ， 每次更换一半。实验前 24 小 时 再更换新

鲜I肖养;夜 1 ml 。

二 、 兔寝组织化学观察

取j音养 12 ;人的神经细胞做神经特异性烯醇化酶

CNSE )抗血清 ABC 法染色， 随机计数 500 个 相邻细

胞， 算出 12 天培养物中神经细胞所占的百分率。

三 、 缺氧实验

取培养 1 2 天的海马神经细胞， 按:实验分为 对照

和缺氧两组。对照组神经细胞仍 置子 36 0C ， 含 90%

空气、 10 % C02 的培养箱内继续培养 4 、 8 、 12 和

24 小时 s缺氧组神经细胞移置 2000 cm3 的恒温C36 "C)

密闭容器内 ，连续充以无氧气体 C 90 %Nz 、 10 %C0 2 ) , 

在缺氧条件下继续培养 4 、 8 、 12 和 24 小时。 两 组

实验平行进行 ， 得组实验均重复 5 次。

囚 、 形态学观察

用倒置相差显微镜分别观察对照和缺氧培养 4 、

8 、 12、 24 小时后神经细胞的形态变化， 并用。 . 5%

台盼蓝浸染 3 分钟 ， 在倒置相差显微镜下分别观察计

数 500 个相邻神经细胞中蓝染 (死神经细胞)及未蓝染

(活神经细胞)的细胞数， 计算神经细胞死亡百分率。

每组实验均重复 5 次。

五 、 乳酸脱氢酶 CLDH )和 K + 流出的测定

取对照和缺氧培养 4 、 8 、 12 、 24 小时的细胞培

养液各 1 m1 ， 用 0.45 μm 路器过滤后 ， 立即用 IMP-

* 国家 自然科学基金资助课题。

" 山东医科大学。
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