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在小鼠进行基因打靶的研究进展

杨 晓  黄培堂  黄翠芬
(军事医学科学院生物工程研究所, 100071. Email: yangx@nic. bmi.ac.cn)

摘要  基因打靶是在生物活体研究基因功能的有效手段. 通过基因打靶可以对小鼠染色体组进行

特异性的遗传修饰 包括简单的基因剔除 点突变的引入 染色体组大片段的删除和重排以及

外源基因的定位整合等. 近年来的研究表明, 对基因打靶进行时间和空间上的调控已成为可能.

关键词  基因打靶  基因剔除  基因敲入  染色体组工程

自 20世纪 80年代早期胚胎干细胞技术建立[1, 2]及 13年前第 1例基因剔除小鼠诞生以来

在小鼠进行基因打靶的研究进展迅速, 给现代生物学研究带来了革命性的变化. 基因打靶是

在胚胎干细胞技术和同源重组技术基础上发展起来的可以改变生物活体遗传信息的技术手段.

胚胎干细胞是从早期胚胎中分离出来的多潜能细胞, 经过体外的培养和遗传修饰, 仍然具有

分化的全能性. 它们经显微注射可被引入着床前的胚胎中 , 并发育成包括生殖系在内的各种

组织 [3](图 1). Smithies最早于 1985 年在哺乳动物细胞中实现了同源重组. 他和 Capecchi 的研

究小组两年后在胚胎干细胞中分别实现了

基因的定位剔除 [4, 5]. 目前 在胚胎干细胞

进行同源重组已经成为一种对小鼠染色体

组上任意位点进行遗传修饰的常规技术 .

通过基因打靶获得的突变小鼠已近千种(相

关数据库参见文献[6]), 并正以每年数百种

的速度增加 . 通过对这些突变小鼠的表型

分析 , 许多与人类疾病相关的新基因的功

能已得到阐明 , 并直接导致了现代生物学

研究各个领域中许多突破性的进展 . 因此

前任美国国立卫生研究院 ( N I H )  院长

Varmus 在第 11 届国际小鼠基因组会议上

指出, NIH敏锐地意识到小鼠遗传学通过一

种动物整体的研究策略正在全面地改变科

学的面貌 . 目前人类全基因组序列分析已

基本完成 , 功能基因组学研究正在大规模

地启动 , 基因打靶已成为后基因组时代研

究基因功能最直接和最有效的方法之一 .

现在 , 研究者不仅可以通过简单的基因剔

除改变活体的遗传信息 也可以精确地在

小鼠染色体组中引入点突变 , 甚至可以删

除大至几个分摩的染色体组片段或制造特 图 1  基因打靶的主要技术步骤
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异的染色体易位. 对基因打靶进行时空上的调控也变成可能 , 并成为在脊椎动物成体中研究

基因功能的重要手段.

1  完全基因剔除(complete knockout)的策略

在 ES 细胞中进行基因打靶最常用的策略依然是使用正 -负双选择 (positive-negative

selection, PNS)载体[7]. 阳性选择标记基因通常被插入靶基因功能最关键的外显子中[8, 9], 或通

过同源重组删除靶基因最重要的功能域 [10]. 在许多研究中, 将β-半乳糖苷酶基因(lacZ)以正确

的读框插入靶基因的外显子中, 除了剔除靶基因外, 通过分析β-半乳糖苷酶的活性可以研究

靶基因表达的时空顺序. lacZ 基因 5 端若携带内源核糖体插入位点(internal ribosomal entry

sites, IREs), 则 lacZ基因的插入会不受时相的控制而得到正确的翻译[11](图 2(a)).

图 2  完全基因敲除载体
(a) 带 lacZ基因的 PNS载体, (b) 无启动子载体. 数字表示靶基因的外显子顺序

使用 PNS 载体依然得到较多随机整合的 ES 克隆, 因为阴性选择基因(多为 tk 基因)可能

在转染及整合过程中失活, 从而导致打靶载体随机整合的 ES 克隆得以生长. 启动子缺失的打

靶载体可以进一步提高打靶载体的效率[12]. 载体中阳性选择标记基因 neo是不带启动子的, 只

有发生正确的同源重组, neo基因被精确地插入靶基因启动子后, 抗性基因才会表达, 并使 ES

克隆在选择性药物培养基中存活下来. 若在 neo 基因 5 端连接上 IREs 位点, 则可以在任意

外显子中插入而起相同的作用(图 2(b)).

研究者对基因剔除后是否导致无义突变(null mutation)持越来越谨慎的态度. 尽管通常设

计的打靶策略会摧毁靶基因最重要的功能域 , 但只要染色体组中残留有任何编码序列 , 就可

能以末端删除或缺失突变的方式表现出来, 有时甚至会产生所谓的渗漏突变(leaky mutation).

这主要由于 RNA 的异常拼接 替代或隐微启动子的应用, 以及下游 AUGs 翻译位点的启用

等等. 所以在获得基因剔除小鼠后, 应在转录水平和翻译水平检测靶基因的活性. 若有残余蛋

白质表达, 则应检测靶基因蛋白质的相关功能, 以便于对表型分析的结果得出正确的结论. 通

过对渗漏突变进行严谨的分析可能得到无义突变研究无法获得的信息. 如 fgfr2 基因的无义突

变导致小鼠胚胎在胚胎移植到子宫中数小时后 (E3.5)死亡 表明胚胎移植和卵柱形成需要

FGFR2 介导的信号[13].而另一例渗漏突变的 fgfr2 基因剔除小鼠在胚胎期 E10-11 d 死亡, 突变

小鼠没有四肢[14].一系列的研究证实 FGF/FGFR2 信号是肢芽(limb bud)发生所必需的. 我们用

基因剔除技术成功地研制了数种 Smads 基因剔除小鼠[8~10],其中 Smad3 基因剔除小鼠中有突变

Smad3 mRNA 的表达. 尽管其假想的翻译产物不具有生物活性所必需的受体结合功能域和磷

酸化位点, 我们还是进行了多方面的功能实验以证实该基因剔除导致一个可能的无义突变[10].
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2  大规模随机基因剔除  基因捕获(gene trapping)

用常规方法进行基因打靶研究需耗费大量的时间和人力. 研究者必须针对靶位点在染色

体组文库中筛选相关的染色体组克隆 , 绘制相应的物理图谱 , 构建特异性的打靶载体以及筛

选中靶 ES 细胞等. 通常一个基因剔除纯合子小鼠的获得需要一年或更长的时间. 面对人类基

因组计划产生出来的巨大的功能未知的遗传信息 , 传统的基因剔除方法显得有些力不从心 ,

因此, 基因捕获法应运而生. 利用基因捕获可以建立一个携带随机插入突变的 ES 细胞库, 节

省大量筛选染色体组文库以及构建特异打靶载体的工作及费用, 更有效和更迅速地进行小鼠

染色体组的功能分析[15]. 基因捕获的策略如

图 3 所示. 典型的基因捕获载体包括一个无

启动子的报道基因 , 通常是 neo 基因. neo

基因插入到 ES 细胞染色体组中, 并利用捕

获基因的转录调控元件实现表达的 ES 克隆

可以很容易地在含 G418 的选择培养基中筛

选出来. 从理论上讲, 在选择培养基中存活

的克隆应该 100%地含有中靶基因. 中靶基

因的信息可以通过筛选标记基因侧翼 cDNA

或染色体组序列分析来获得.

用基因捕获法在单次实验中可以获得数以百计的带有单基因剔除的 ES 克隆. 这些克隆

可以在 96 孔培养板中生长 复制并用于基因型分析. 大规模地保存和分析中靶 ES 细胞在小

型的实验室中也是可行的. 此方法的缺点是只能剔除在 ES 细胞中表达的基因. 单种的细胞类

型中表达的基因数目约为 104, 现在的基因捕获载体从理论上来讲应能剔除所有在 ES 细胞表

达的基因, 因此, 在 ES 细胞中进行基因捕获还是大有可为的. 1997 年后, 克隆技术接连取得

重要突破, 用哺乳动物体细胞可以克隆出新个体 [16, 17]. 可以设想 在体细胞中应用基因捕获

可以剔除更多在发育晚期才表达的基因, 其后通过核移植技术获得带有突变基因的动物个体,

这不失为一种可以弥补以上缺陷的办法. 用基因捕获法进行基因剔除的另一个缺点是无法对

基因进行精细的遗传修饰.

3  精细突变的引入

基因打靶研究最重要的应用之一是研制人类疾病动物模型. 人类的疾病许多是由于基因

功能丧失所引起的 也有许多是由于基因过表达或功能获得(gain of function)所引起的. 后者

的情况就无法用基因剔除的方法获得相应的疾病模型. 研究者发明了各种方法可以将精细突

变引入小鼠染色体组中, 最早应用的策略首推“hit and run”以及“tag and exchange”[18~20](图 4).

这两种方法均需分别经过两次筛选或两次打靶 . 首先用选择标记基因以及突变基因将野生型

基因置换, 再将选择标记基因剔除. 这样长时间的体外操作有时会影响 ES细胞发育成生殖细

胞的能力. Cre-LoxP系统的应用使得研究者有更多的选择. 来自 P1噬菌体的 Cre 重组酶可以

识别 34 bp部分回文的 LoxP 序列, 并通过分子间重组将两个相同方向的 LoxP 序列间的核苷

酸序列有效切除. Chen等人[21]经一次打靶将 fgfr3 突变引入小鼠染色体组中, 获得突变小鼠后

再与 E -Cre转基因小鼠杂交, 利用在生殖细胞中表达的 Cre重组酶活性删除 fgfr3突变小鼠

图 3  基因捕获的常用策略
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图 4  引入精细突变的策略
(a) “hit and run”法, (b) “tag and exchange”法

染色体组中的两侧带 LoxP 序列的选择标记基因, 获得了精确模仿人类侏儒症的模型小鼠. 可

以预见, 随着功能基因组学的研究进展, 更多人类疾病相关基因会被发现. 各种精确模仿人类

疾病的动物模型会在研究人类疾病的分子机制 研制预防 诊断和治疗药物等方面发挥越来

越大的作用.

4  时空上可调节的基因打靶

完全基因剔除将靶基因自产生时刻起在所有的组织器官中终生灭活. 许多在成体器官发

育中具有重要功能的基因 如肿瘤抑制基因 Brca1, Brca2, Dpc4/Smad4 等 由于在胚胎早期

表达, 基因剔除后往往导致小鼠胚胎早期死亡 , 使得研究者无法深入探索这些基因在成体中

的重要作用. Cre-LoxP 和 FLP-frt系统[22, 23]的应用使得组织特异性基因剔除变为现实. 研究者

利用 Cre-LoxP 和来自酵母的 FLP-frt 系统可以研究特定组织器官或特定细胞中靶基因灭活所

导致的表型. 第 1例应用 Cre-LoxP 系统研

制成功的组织特异性基因剔除小鼠是由

Gu 等人[24]在 1994 年报道的. 构建条件剔

除 (conditional knockout)小鼠的打靶载体

(图 5), 常将阳性选择标记基因置于靶基因

的内含子中 , 并在靶基因重要功能域两侧

的内含子中插入方向相同的 LoxP序列. 最

好将标记基因的两侧也放上相同方向的

LoxP 序列, 因为许多时候选择标记基因即

便被放置在内含子中, 也会阻断靶基因的

转录 [25]. 如果出现这种情况 , 可以用 Cre

重组酶表达质粒转染中靶 ES 细胞, 在细

胞水平通过 LoxP 位点将 neo 抗性基因除

去. 另一种更可行的方法是将条件剔除杂

合子小鼠与 E -Cre 转基因小鼠杂交 [25]. 图 5  研制条件敲除小鼠的策略
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由于 E -Cre 在单细胞期即表达, 通过筛选它们的子代小鼠, 可获得只删除 neo 基因的条件

敲除小鼠(图 5). Meyer 等人[26]同时应用 Cre-LoxP 和 FLP-frt 系统研制了系列 fgf8 等位基因

突变小鼠.  fgf8 染色体组上的不同区域分别放置了成对的 LoxP 序列和 frt 序列, 通过与 Cre

或 FLP转基因小鼠杂交可以分别获得完全敲除小鼠和条件敲除小鼠.

为了研制组织特异性 Cre 转基因小鼠, 多将 Cre 基因与组织特异性基因的启动子连接构

建转基因载体, 再通过传统的转基因技术或基因敲入法获得相应的转基因小鼠. 已经发表和

正在研究的 Cre 转基因小鼠已近百种, 相关的信息在数据库 1)中可以查到. 条件剔除小鼠获得

后, 除了与 Cre 或 FLP 转基因小鼠杂交获得组织特异性基因剔除小鼠外, 还可通过感染表达

重组酶的腺病毒或逆转录病毒而实现组织特异性的重组.研究者用表达 Cre 重组酶的腺病毒感

染 apc 基因条件剔除小鼠的直肠,四周后小鼠在感染区发生肿瘤.肿瘤组织中 apc 的第 14 个外

显子被删除 表明腺病毒感染导致 Cre-loxP 介导的重组并使得 apc基因的功能因此而丧失[27].

为了达到在时空上调节基因打靶的目的, 研究者将 cre 基因置于配体或药物可诱导的启

动子控制下. Kühn等人[28]在 1995年报道了 Mx1-Cre转基因鼠的研究. Mx1 是一种与抗病毒感

染相关的基因, 它在健康的小鼠中是不表达的, 但可被重组干扰素或干扰素诱导剂 pI-PC 诱

导. 携带 Mx1-Cre 的条件剔除小鼠只有在干扰素或 pI-PC存在的条件下才会发生 Cre-LoxP 介

导的重组. 另一个常用的系统是四环素调节系统[29]. St-Onge 等人[30]证实应用经典的 tet 系统

可实现 Cre 介导重组的诱导控制, 但存在较高的背景 Cre 重组酶活性. 这些研究都是试图在

转录水平上来控制 Cre 重组酶的表达从而达到在特定时段将靶基因剔除的目的. 另一类研究

则采用在转录后水平调节重组酶活性的策略. Feil等人[31]将 cre 基因与人雌激素受体突变的配

体结合功能域融合, 产生的 Cre-ERT具有 tamoxifen 依赖的重组酶活性. 他们将融合蛋白置于

巨细胞病毒(CMV)的启动子下研制成功了转基因小鼠 配体依赖的 Cre 重组酶介导的基因重

组效率在皮肤中达 50% 脑中仅 10%. 不同组织的效率与组织中 Cre 的表达水平有关. 第 1

例对 Cre 重组酶活性真正实现时空上调节的研究是 1998 年由 Schwenk 等人[32]报道的. 他们

应用 B 细胞特异的启动子将 Cre-ER融合蛋白的表达限制在 B 淋巴细胞中. B 淋巴细胞中 Cre

介导的重组效率高达 80%.

Cre-LoxP 系统的应用标志着基因打靶的研究进入了一个崭新的时代 因为研究者终于可

以如愿以偿地在不同的时相 不同的空间按预期的设计进行基因剔除 . 从理论上来讲 , 应该

可以在任意细胞 任意时刻剔除任意一个靶基因. 然而 现阶段可利用的组织特异性表达 Cre

重组酶的转基因小鼠还十分有限. 对 Cre 转基因表达的精确控制还依赖于更多组织特异性标

志基因的发现以及人工调控基因表达系统的进一步研究.

5  染色体组大片段的删除和重排

染色体重排, 包括缺失 倒位和易位是导致人类遗传性疾病的主要原因, 同时也是肿瘤

发生过程中重要的遗传改变 . 背景清楚的染色体组缺失还是鉴定隐性突变的有力工具 .

Ramirez- Solis 等人[33]应用位点特异的重组酶系统首次在小鼠 ES 细胞中实现了最长 3~4 cM

染色体组片段的缺失和倒位. 他们通过先后两次基因打靶在同一条染色体上的靶片段两端分

别引入 LoxP序列 阳性筛选标记基因以及部分缺失的 hprt基因. Cre介导的重组将删除 LoxP

                      
1) http://www.mshri.on.ca/nagy/cre.htm
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间的靶片段, 并使两端部分缺失的 hprt 基因在染色体组上重新组成功能性的 hprt 基因, 使该

克隆能在含 HAT 的培养基中存活[33](图 6). LoxP 序列如果被置于不同的染色体上, 将导致不

同染色体间的易位. Deursen等人[34]将 LoxP 序列通过同源重组引入不同的染色体上, 利用 Cre

重组酶在小鼠 ES 细胞实现了非同源染色体间的重组. Justice 等人[35]用 Cre-LoxP 系统研制了

携带毛色基因标记的染色体组大片段缺失的突变小鼠 , 用突变剂处理, 通过表型筛选可以分

析单倍体区域的隐性突变. 用此策略可以获得小鼠染色体组任意靶位点功能性的信息. 此后,

Zheng 等人[36]报道应用 Cre-LoxP 系统研制了带 24 cM 倒位突变的小鼠. 该小鼠在 11 号染色

体上 p53 和 Wnt3 基因之间的倒位突变隐性致死, 并带有一个显性标记 K14 Agouti 毛色转基

因. 这种倒位具有平衡染色体(balancer chromosome)的功能. 这种用毛色基因标记的倒位或缺

失将成为对小鼠染色体组进行功能分析的重要手段.

图 6  Cre重组酶介导的染色体组大片段的删除
图中数字表示靶片段中基因的顺序(改自文献[33])

6  基因敲入(knockin)法研制转基因小鼠

自 1980年第 1例转基因小鼠诞生以来[37], 通过显微注射法将外源基因片段引入受精卵的

雄性原核一直是研制转基因小鼠最实用的方法. 采用这种传统方法获得的转基因小鼠, 其外

源基因整合的位点和拷贝数是高度不确定的, 对外源基因的表达以及由此而引起的表型有很

大的影响. 传统转基因载体上要设法带上所有的调控元件以期能使外源基因达到理想的表达.

许多时候, 某一基因的调控元件在染色体组上相距甚远, 或存在于内含子中. 应用以 ES 细胞

培养技术和同源重组为基础的基因敲入法 , 可将外源基因整合到特定的靶位点, 利用靶位点

全套的表达调控元件以实现特异性的表达. Rickert等人[38]于 1997 年将 cre 基因定位地整合到

CD19的位点, 使得 cre 基因只在 B 淋巴细胞中表达. 此外, Cre-LoxP 系统也可用于外源基因

定位整合的转基因小鼠研制. 研究者预先通过同源重组在染色体组上的靶位点引入一个 LoxP

位点, 再通过与携带 LoxP序列的打靶载体进行 Cre重组酶介导的重组, 从而将外源基因引入

特定的位点 . 这种重组发生的效率很低, 因为 Cre重组酶可能导致进一步的重组而使插入片

段删除. 研究者往往采用在打靶载体上使用无启动子的选择标记基因的策略 并将外源基因

片段插入染色体组特定的启动子下游 这样只有发生位点特异重组的克隆才能表达标记基因

并在选择培养基中存活.近来,研究者使用突变LoxP序列可以大大地提高插入整合的效率(图 7).

他们将突变分别引入 LoxP 序列的左侧元件(LE 突变 Lox)或右侧元件(RE 突变 Lox). LE 突变

Lox与 RE突变 Lox间的重组将会产生一个野生型的 LoxP以及一个 LE + RE突变 Lox.由于 Cre

重组酶识别这两个位点并导致重组的概率非常低,在 ES 细胞中用这种方法定位整合的效率可

达 2%~16%[39]. Soukharev等人 [40]将一个两端带不同序列 Lox的选择标记基因通过同源重组引
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图 7  Cre重组酶介导的基因敲入
图中细线表示染色体组序列, 粗线表示外源基因片段(改自文献[39])

入到 MHL-1 基因 ATG 数个核苷酸上游的位置. 这两个 Lox 序列间不能重组, 但可以与带外

源基因的打靶载体上同源的 Lox 序列间发生重组, 从而可以将不同的外源基因敲入到特定的

同一位点, 并可利用该基因全部的调控序列对外源基因实现时空上的控制. 这种 Cre 介导的

定位整合发生的概率 3 倍于随机整合, 可以直接使用 PCR 法鉴定正确的克隆而不依赖于任何

药物筛选. 这种策略可以被用于将外源基因整合到染色体上的任何位点.

外源基因定位敲入方法的应用改变了研制转基因动物的传统途径, 将把动物水平的转基

因筛选提高到细胞水平. 打靶载体的发展已使得在体细胞进行基因打靶成为现实. 此外, 利用

体细胞核移植技术生产转基因大动物已获得成功 [41]. 因此, 利用基因打靶技术将外源基因在

ES 细胞或其他体细胞中实现定位整合和高表达, 再利用显微注射或核移植技术获得真正高表

达的转基因动物是完全可行的. 这对于成本较高的转基因大动物的研制尤其具有重要的意义.

7  问题和展望

理论上可以利用基因打靶灭活所有的小鼠基因, 然而实际上实施这样的计划却是十分耗

费财力的, 因为不计维持费的预算已数倍于“人类基因组计划”. 总的来说, 妨碍小鼠基因打靶

研究进一步发展和应用的主要问题是其操作复杂, 实验周期长, 费用高居不下, 这与同源重组

效率低密切相关. 一般实验条件下, ES 细胞中同源重组发生的频率在 10−5~10−7, 体细胞中同源

重组的频率更低一些. 由于一些未知的原因, 染色体组上某些基因位点存在重排(rearrangement)

现象, 严重地影响打靶载体的构建和发生正确同源重组 ES 细胞的筛选. 要解决这个问题, 必

须深入研究同源重组的分子机制, 掌握其规律, 发展新的打靶策略, 同时扩大研究规模, 使基

因打靶研究实现系列化和产业化, 以便更加快速 特异 低廉地研制基因突变或缺失的小鼠

品系, 满足功能基因组学研究的需要. 此外, 在体细胞中开展基因打靶研究可以在细胞水平上

研究一些基础的细胞生物学问题 , 如细胞周期调控等 , 同时避免在动物整体研究中的复杂性

以及高昂的维持费用. 由于伦理道德上的限制, 以剔除人类基因为目的的 ES 细胞途径的遗传

操作难以为人们所接受, 因而利用人类体细胞进行基因打靶对于研究啮齿类动物不能精确重

复的人类特异的疾病或生理过程具有特别重要的意义. 相信随着对同源重组机制的了解和打

靶效率的进一步提高 , 基因打靶研究将在各种人类体细胞系统中广泛地开展 , 并将极大地促
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进体细胞基因治疗的研究和应用 . 由于潜在的巨大利益的驱使 在小鼠以外的物种, 尤其是

在某些经济大动物的 ES细胞中进行基因打靶研究将会改变现有动物反应器的研制模式.

无论如何, 小鼠仍将是功能基因组学研究中最主要的脊椎动物模式生物体系. 除了改进

基因打靶的策略, 提高基因打靶的效率 , 如何实现对基因剔除进行更加简单易行的时空控制

将是下一阶段努力的方向. 在不久的将来, 不仅可以在特定的时间和特定的组织中实施对特

定基因的剔除, 还可以通过特定的调控系统对基因灭活实现定时 定量和定位的准确控制.

与日俱增的突变小鼠品系及其研究结果将提供越来越多基因在脊椎动物发育和各种生理

病理过程中功能的立体图卷 , 最终将产生人类结构基因组计划所无法比拟的信息量. 除了对

小鼠突变品系这种宝贵的遗传资源妥善维持, 并通过生物信息学对产生的功能信息进行全面

的收集 储存 归纳和分析, 还应促进全球化的资源和信息共享, 这将会极大地推进对基因

功能 基因冗余性以及基因相互作用的研究, 促进人类对生命现象本质的理解.
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