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近年来生物制药产业发展迅猛，市场对生物

制药的极大需求表明药用重组蛋白有巨大的市场潜

力［1］。与酵母、细菌、哺乳动物细胞等几种重组蛋

白生产系统相比，乳腺生物反应器更高效、经济且

可以生产复杂的具有生物活性的蛋白质，因而具有

更大的优势和前景［2-4］。羊、牛、猪、兔、鼠等动

物都已用于乳腺生物反应器的研究，并已表达多种

重组蛋白，如人溶菌酶、人乳铁蛋白、抗凝血酶 III
（antithrombin III, Atryn）、凝血因子、人体组织型纤

溶酶原激活剂（tPA）等（表 1）。目前美国 GTC 公
司利用山羊乳腺表达的 Atryn 和荷兰的 Pharming 公

司利用兔乳腺生产的 C1 酯酶抑制剂（Ruconest）已

在欧盟和美国获得上市批准。

然而目前大多数重组药物蛋白主要由中国仓鼠
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摘 要： 乳腺生物反应器是指将外源基因导入动物基因组并在动物乳腺中特异性表达，利用动物乳腺合成、分泌蛋白的功能，

在其乳汁中获得外源蛋白的技术。乳腺生物反应器凭借其高表达、低成本以及合成蛋白质的结构接近天然蛋白质等优势而被视为

药用和营养蛋白生产的一次技术革新，然而由于外源基因随机整合以及重组蛋白表达不稳定等问题极大地限制了其应用。本文结

合乳腺生物反应器的发展现状，从利用基因编辑技术、筛选合适的外源基因整合位点以及改进外源基因调控序列 3 个方面对乳腺

生物反应器优化策略进行了综述，以期为提高乳腺生物反应器生产重组蛋白的表达提供理论借鉴。
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Strategies to Optimize the Expression of Mammary Gland Bioreactor
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Abstract:  Mammary gland bioreactor refers to the technology of importing foreign genes into animal genomes which express specifically 

in animal mammary gland, and using the function of synthesizing and secreting proteins of mammary glands to obtain recombinant proteins in the 

milk. Mammary gland bioreactor is regarded as a technological innovation for the production of medicinal protein and nutritional protein in the 

bio-pharmaceutical industry due to its advantages of high expression, low cost and synthesized protein being close to natural proteins in structure. 

However, due to the random integration of foreign genes and unstable expression of recombinant proteins, its application is largely limited. Based 

on the current development status of mammary gland bioreactor, this paper reviewed the optimization strategies of mammary gland bioreactor 

from three perspectives: using gene editing technology, screening suitable foreign gene integration sites and improving the regulatory sequence 

of exogenous proteins, so as to provide theoretical reference for improving the expression of recombinant protein produced by mammary gland 

bioreactor
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卵巢细胞（Chinese hamster ovary cell, CHO 细胞）生

产，由于随机整合导致外源基因沉默或转基因动物

表型发生改变，同时由于缺少对外源基因的有效调

控导致转基因表达水平低等问题，在实际应用中乳

腺生物反应器表达重组蛋白的效率未能达到理想水

平［4, 29］，因此，避免外源基因的随机整合并提高外

源蛋白表达水平是乳腺生物反应器优化的关键。目

前有多种方法可介导外源基因的整合。位点特异性

重组酶可介导外源基因定点整合，但存在可逆、高

脱靶率等缺陷［30］。近几年基因编辑技术的出现，特

别是 CRISPR/Cas9 系统的应用，可以将外源基因精

准整合到基因组特定位点，很大程度上克服了外源

基因随机整合问题。另外，有研究表明，靶位点高

开放性的染色质不仅可提高 CRISPR/Cas9 基因编辑

的效率［31］，也有助于增强外源基因的表达［32］，因

此在高开放位点插入外源基因，也许能提高乳腺生

物反应器的表达效率。此外，参与转录及转录后调

控的顺式作用元件对转基因表达的水平和稳定性

有重要影响。因此，本文就目前乳腺生物反应器

重组蛋白表达效率低的问题提出了 3 条优化策略 ：

表 1 乳腺生物反应器生产重组蛋白实例

Table 1 Example of recombinant protein production by mammary gland bioreactor

重组蛋白

Recombinant protein

物种

Species

表达含量

Expression content /（μg·mL-1）

时间 / 年

Time/Year

参考文献

References

溶菌酶 Lysozym 奶牛 Bovine 3 100 2016 ［5］

人乳铁蛋白 Human lactoferrin 山羊 Capra hircus 3 200 2015 ［6］

人血清白蛋白 HSA 奶牛 Bovine 2 500 2016 ［7］

抗胰蛋白酶 AAT 绵羊 Ovis aries 650 2000 ［8］

重组人纤溶酶原激活物

Recombinant human plasminogen activator

兔 Leporidae 15.2-630 2016 ［9］

凝血因子 VIII FVlll 小鼠 Mus musculus 1 000-4 000 2015 ［10］

凝血因子 IX FIX 猪 Sus 100-400 2008 ［11］

促红细胞生成素 EPO 山羊 Capra hircus 未报道 Not reported 2002 ［12］

人 C1 抑制剂 Human C1 inhibitor 兔 Leporidae 未报道 Not reported 2003 ［13］

人酸性 α- 葡萄糖苷酶

Human acid alpha-glucosidase 
小鼠 Mus musculus 1.5 1996 ［14］

粒细胞巨噬细胞集落刺激因子 GM-CSF 小鼠 Mus musculus 200-4 600 1997 ［15］

重组人抗凝血酶 Recombinant human antithrombin 山羊 Capra hircus 未报道 Not reported 1998 ［16］

人尿激酶 Human urokinase 小鼠 Mus musculus 1 000-2 000 1990 ［17］

胰岛素样生长因子 -1 IGF-1 兔 Leporidae 1 000 1992 ［18］

铜 / 锌超氧化物歧化酶、细胞外超氧化物歧化酶

CuZn-SOD、EC-SOD

山羊 Capra hircus 100.14 ± 5.09、279.10 ± 5.38 2018 ［19］

卵泡刺激素 FSHα、FSHβ 山羊 Capra hircus 0.28、0.30 2021 ［20］

芳基烷基胺 N- 乙酰转移酶、乙酰 5- 羟色胺甲基

转移酶 AANAT、ASMT

绵羊 Ovis aries 未报道 Not reported 2017 ［21］

葡糖脑苷脂酶 Glucocerebrosidase 山羊 Capra hircus 111.1 ± 8.1 2015 ［22］

人蛋白 C Human protein C 猪 Sus 100-1 000 1994 ［23］

抗程序性细胞死亡 1 抗体 PD-1 antibody 小鼠 Mus musculus 80.52 ± 0.82 2020 ［24］

丁酰胆碱酯酶 Butyrylcholinesterase 山羊 Capra hircus 1 000-5 000 2008 ［25］

生长激素 Growth hormone 兔 Leporidae 10 2012 ［26］

胶原 Collagen 小鼠 Mus musculus 200 2000 ［27］

抗 CD20 单克隆抗体 Anti-CD20 mAB 小鼠 Mus musculus 17 2008 ［28］

Note: HSA ： Human serum albumin ；AAT ：antitrypsin ；EPO: hemopoietin ；GM-CSF ：granulocyte macrophage colony stimulating factor ；IGF-1 ：insulin-like growth 
factor-1；CuZn-SOD： copper/zinc superoxide dismutase ；EC-SOD：extracellular superoxide dismutase；AANAT: aryl alkylamine N-acetyltransferase；ASMT: acetyl 5-serotonin 
methyltransferase
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（1）采用基因编辑技术定点整合外源基因，如利用

CRISPR/Cas9、TALENs、ZFNs 三大基因编辑技术；（2）

以泌乳期乳腺上皮细胞染色质开放位点作为整合位

点提高外源基因表达，具体措施为 ：通过 ATAC-seq

等测序技术并结合位点安全性评价筛选出泌乳期特

异性开放、安全的位点作为靶位点 ；（3）优化外源

基因的调控序列，具体包括 ：改进启动子中转录因

子结合基序，选择合适的增强子，优化内含子对外

源基因的调控，在表达载体中添加染色质修饰元件，

优化 3'UTR 提高外源基因 mRNA 稳定性等。

1 外源基因定点整合解决位置效应

目前可通过两种方法将外源基因插入基因组中，

一种方法是利用病毒载体或原核显微注射线性化基

因片段随机整合外源基因，但由于大多数基因组随

机整合位点是转录抑制的，可能导致组蛋白去乙酰

化和启动子甲基化而引起基因沉默［30, 33-34］。另一种

方法是利用细胞的自我修复机制定点整合外源基因，

需要在基因组特定位点引入双链断裂（DSB），随后

通过同源重组介导的双链 DNA 修复（HDR）介导

转基因插入［35］。后者是目前最常用的转基因整合的

方法。DSB 的产生至关重要，而基因编辑技术尤其

是 CRISPR/Cas9 技术的进步使其变得简单高效，只

需要根据整合位点的核苷酸序列设计 sgRNA，构建

CRISPR/Cas9 表达载体，与同源重组修复模板共同

转染细胞，经过一系列的筛选鉴定即可将外源基因

精准整合到靶位点［36］。通过这种方法将外源基因插

入合适的位点，可有效解决位置效应，降低转基因

表达的异质性。

2 打靶染色质高开放性位点提高转基因表达
水平

2.1 常用基因打靶位点

随着基因编辑技术的发展，外源基因定点整合

不再是难题，但打靶位点的匮乏不能满足该技术的

应用。如今已证实转基因整合的位置不同，会导致

多达 1 000 倍的转录差异，因此打靶位点的选择十

分重要［37］。目前 Rosa26（the reverse orientation splice 
acceptor β-geo 26 locus）、H11（Hipp11）、Col1a1（αl（1）

procollagen）、AAVS1（the adeno-associated virus site1）、β-
乳球蛋白（BLG）基因和 β- 酪蛋白（β-casein）基因

等位点已应用于家畜基因打靶，其中 BLG 和 β-casein

是制备乳腺生物反应器最常用的几个打靶位点。对

小鼠 β-casein 基因敲除实验证明该基因的缺失对小

鼠的生存没有影响［38］，宋绍征等［39］已证实在山羊

BLG 基因位点打靶获得的重构胚具有类似干细胞的

全能发育性，并且早期胚胎的发育也未受到影响。β-
酪蛋白和 β- 乳球蛋白是反刍动物乳汁中含量较高的

蛋白，在该基因位点打靶，可利用其内源性调控序

列调控转基因表达［40］。此外，利用表达牛乳中主要

过敏源的乳蛋白基因位点整合外源基因，一方面可

以改善牛乳的营养成分，另一方面还能降低牛乳的

致敏性［39, 41］。但需要注意的是打靶乳蛋白基因座可

能会影响乳腺组织的正常泌乳，而且根据已有研究，

在常用的几个打靶位点整合外源基因依旧存在表达

量低、表达不稳定的问题，因此还需寻找更合适的

打靶位点（表 2）。

2.2 打靶位点染色质开放性对转基因表达的影响

将转基因整合到已知具有高转录活性的位置可

以增加其表达，而位点的转录活性与染色质开放性

密切相关，有研究者指出整合位点的开放性是影响

转基因表达水平的主导因素［50］。染色质开放性是指

核大分子能够物理接近染色质 DNA 的程度，真核生

物的 DNA 包裹组蛋白形成核小体，在细胞核中被紧

密压缩，而基因的表达依赖于调控因子与 DNA 序列

结合所发挥的功能，但核小体的存在阻碍调控因子

对 DNA 序列的接近，从而使基因表达受到影响。开

放的染色质通常指缺乏核小体的区域，目标基因及

其上下游调控基因位点的染色质开放性变化可能会

导致转录因子等调控因子的结合发生改变，进而影

响转录效率，因此基因的高水平表达受开放染色质

的调控，转基因的表达与染色质区域的开放性有关。

已有研究证明了在更加开放的染色质区域进行基因

编辑能显著提高转基因的表达效率［51-55］。

染色质开放性受 DNA 甲基化、组蛋白修饰以及

染色质重塑等表观遗传修饰影响，组蛋白乙酰化通

过中和电荷、破坏氨基酸间的静电相互作用降低染

色质的紧密状态［56］；DNA 甲基化与染色质去乙酰

化有关［56］；染色质重塑复合物可被分为 4 个亚类 ： 
ISWI、CHD、SWI/SNF 和 INO80，即使它们发挥着
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不同的功能（核小体组装、染色质访问和核小体编

辑），但都具有使 DNA 易位和打破组蛋白与 DNA 接

触的机制以实现核小体重新定位、滑动、排出或编

辑的功能［57］。其中 SWI/SNF 与染色质开放性最为

相关，它使核小体沿着 DNA 滑动而排出核小体组分

或完整的核小体，从而促进染色质开放［57］。因此染

色质表观遗传修饰特征可以反映染色质开放性。相

关研究表明抑制转基因表达的位点常常具有不开放

染色质结构的表观遗传特性，如缺乏 H3K4 甲基化

和 H3 乙酰化，富集 DNA 甲基化等，而在具有象征

开放染色质区域表观遗传特征的区域进行基因编辑

能显著提高转基因表达效率［51-55］。最近，对猪基

因组顺式调控元件的研究验证了富含 H3K4me3 和

H3K27ac 标志的活性启动子有更高的基因转录激活

水平和表达量［58］，而富含 H3K4me3 和 H3K27ac 表

观遗传修饰的活性启动子和增强子常出现在开放染

色质区域［59-62］。

随着泌乳进程的发展或激素分泌的变化，由于

DNA 甲基化、组蛋白修饰以及染色质重塑等表观遗

传机制的调控，泌乳相关基因的开放程度也会随之

改变，泌乳相关基因的染色质开放性处于一个动态

变化的过程，当开放程度的改变发生在启动子或增

强子等区域时，则会影响基因的表达。并且，相比

干奶期，某些基因在泌乳期会特异性高开放并高水

平表达［3, 63-65］。因此，筛选泌乳期高开放的基因区

域并对其进行打靶可以促进转基因在泌乳期的表达。

值得一提的是，随着 DNase-seq、ATAC-seq、CHIP-
seq 等染色质开放位点测序技术的发展，获得特定时

期的染色质开放位点已不再是难题，尤其是 ATAC-
seq 凭借其简单、省时、灵敏度高且不需要大量细胞

的优势而被广泛应用［66］。

2.3 打靶位点的安全性评价

对于乳腺生物反应器重组蛋白的生产而言，筛

选外源基因整合位点既要保证转基因稳定高水平表

达，也要降低打靶对宿主表型造成不良影响的风险，

即保证靶位点的安全性。外源基因与宿主细胞基因

组之间的相互作用，一方面可能影响外源基因本身

的表达，导致其表达衰减或完全沉默，另一方面还

可能对内源性基因产生影响，最终导致宿主细胞的

克隆扩增或恶性转化［67］，理想的靶位点必须避免上

述情况的发生。“基因安全港”（genomic safe harbors, 
GSHs）是指基因组中能容纳外源基因序列，使之稳

表 2 常用家畜打靶位点

Table 2 Common target sites for livestock

打靶位点

Target site

物种

Species

转基因

Transgenes

基因编辑技术

Gene editing technology

时间 / 年

Time/Year

参考文献

Referencet

Rosa26 绵羊 Ovis aries turboGFP CRISPR/Cas9 2016 ［42］

猪 Sus tdTomato TALENs 2014 ［43］

牛 Bovine 自然抗性相关巨噬细胞蛋白 1

NRAMP1

CRISPR/Cas9 2021 ［44］

β-casein 牛 Bovine 人成纤维细胞生长因 2

Human fibroblast growth factor 2
CRISPR/Cas9 2015 ［45］

绵羊 Ovis aries 芳基烷基胺 N- 乙酰转移酶、乙酰 5- 羟色胺

甲基转移酶 AANAT、ASMT

CRISPR/Cas9 2017 ［21］

奶牛 Bovine 溶葡球菌酶 Lysostaphin ZFNickases 2013 ［46］

BLG 奶牛 Bovine 人血清白蛋白 HSA TALENs 2016 ［7］

山羊 Capra hircus 人 α- 乳清蛋白 Human α -whey protein Homologous recombination 2019 ［41］

山羊 Capra hircus 人乳铁蛋白 Human lactoferrin CRISPR/Cas9 2017 ［47］

山羊 Capra hircus 人乳铁蛋白 Human lactoferrin CRISPR/Cas9 2020 ［39］

Col1a1 绵羊 Ovis aries 抗胰蛋白酶 AAT Homologous recombination 2000 ［8］

AAVS1 山羊 Capra hircus 转化生长因子 -β1 TGF-beta1 TALENs 2014 ［48］

H11 猪 Sus 绿色荧光蛋白 GFP CRISPR/Cas9 2015 ［49］

Note ：NRAMP1 ：natural resistance-associated macrophage protein 1 ； TGF-beta 1 ：transforming growth factor-beta 1 ；GFP ：green fluorescent protein
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定且充分表达，并对受体细胞和生物体没有负面影

响的基因打靶位点。最初研究者对“基因安全港”

提出五个衡量标准 ：1）该位点到任何基因 5' 端的

距离大于 50 kb ；2）该位点到癌相关基因的距离大

于 300 kb ；3）该位点到任何 microRNA 的距离大于

300 kb ；4）该位点位于基因转录单元外 ；5）该位

点位于超保守区域外［68］。提出这 5 个标准主要考虑

了两个方面，一是与已知在癌症中起作用的基因或

microRNA 基因保持必要距离，二是避免内源性编码

基因和保守基因元件的破坏［67］。随着对基因结构、

功能和调控等方面的更多研究，“基因安全港”的标

准也得到进一步发展。基因安全港的概念为筛选乳

腺生物反应器安全打靶位点提供了参考。

一些调控性非编码 RNA 已被证明在各种细胞和

其生理过程中发挥重要作用，因此 Papapetrou 等［67］

提出判定打靶位点的安全性还应考虑对调控性非编

码 RNA 的影响。最近 Pellenz 等［69］增加了筛选安全

打靶位点的标准，即靶位点应具有低转录活性、不

在拷贝数可变区域、位于开放染色质区域且在基因

组中只有一个拷贝。另外，染色质拓扑关联结构域

（topologically associating domains, TADs）可作为基因

安全港的标记。TAD 间有边界隔离，在每一个 TAD

内的 DNA 序列与域内其他 DNA 序列的相互作用频

率显著高于与域外的 DNA 序列的相互作用频率［70］。

Hilliard 等［71］指出 TAD 边界与基因表达显著关联，

保守边界之间的稳定 TAD 区域表现出对基因表达下

调的抵抗力，因此保守的 TAD 也许可以作为安全港

区域的标记，帮助我们筛选打靶位点。近几年有人

指出 DNA 酶 I 超敏位点（DNaseI）可能富含 DNA

转录因子结合位点和转录调控元件［72］，所以在筛选

安全打靶位点时排除 DNaseI 超敏区域或许可以避免

对内源基因转录调控的不良影响［73］。

目前多数研究者认为与基因内打靶位点相比，

打靶基因间区域的安全性更高。尽管在基因间区域

包含许多功能性元件，如转录因子结合位点、增强

子样序列和转录终止子等，但与基因内区域相比，

基因间区域的破坏对细胞功能的影响更小，尤其是

非模式生物的大多数基因功能注释不全，打靶基因

区域有更多的不确定性。然而，基因间区域经常处

于沉默状态，在此区域插入的外源基因能否有效表

达仍有待商榷［50, 68］。需要注意的是，打靶位点很难

保证外源基因持久稳定地表达，转基因可能在细胞

分化过程中被沉默，如被我们普遍长久当作安全位

点的 AAVS1 位点在内胚层和中胚层分化时可能发生

甲基化，从而导致基因表达沉默［74］。

3 调控序列对外源蛋白表达效率的影响

虽然靶位点对转基因定点整合及表达效率有极

为重要的作用，但外源蛋白表达效率是多种因素共

同作用的结果，定点整合外源基因到染色质开放区

域不能保证其高表达效率，因此仅通过选择合适的

靶位点并不能完全解决乳腺生物反应器的问题，还

需要考虑基因表达的转录及转录后调控。表达载体

的调控元件通常包括启动子、增强子、内含子、绝

缘子以及染色质修饰元件如基质附着区域（matrix 
attachment region, MAR）、普遍存在的染色质开放元

件（ubiquitous chromatin opening elements, UCOE）、

稳 定 抗 阻 遏 元 件（stabilizing anti-repressor element, 
STAR） 和 5'/3' 非 编 码 区 域（untranslated region, 
UTR）等。启动子具有结合并正确定位转录起始复

合物的作用，为启动转录所必需的调控序列 ；增强

子包含基因调控所需的特定转录因子的结合位点，

具有刺激和调节基因转录活动的作用 ；非编码区域

影响转基因表达水平和稳定性。这里将主要介绍启

动子、增强子、内含子、3' UTR 和染色质修饰元件（包

括绝缘子、UCOE、MAR 和 STAR）对重组蛋白表达

效率的影响。表 3 列出了部分在试验中已被证实对

转基因表达有积极作用的调控序列。

3.1 启动子

哺乳动物细胞的转录过程较为复杂，受顺式调

控元件和反式作用因子的调节。其中，启动子在整

合和处理与转录起始相关的信号方面起着关键作用，

较弱的启动子会增加基因间转录的干扰性，而强启

动子的基因表达量通常会更高，因此启动子的选择

也影响着基因表达的效率［50］。在乳腺细胞产生乳蛋

白的过程中，参与转录激活的转录因子具有保守性，

所以一种动物的启动子可以在另一种动物的乳腺细

胞中有效调控基因的转录［35］。山羊 β- 酪蛋白（goat 
β-casein）、牛 α-s1 酪蛋白（bovine αS1-casein）、鼠乳

清酸性蛋白（Mouse WAP）和绵羊 β- 乳球蛋白（ovine 
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BLG）等基因的启动子已成功用于乳腺生物反应器

生产重组蛋白，其中 β- 酪蛋白基因启动子作为最有

效的启动子之一，广泛用于小鼠、山羊和奶牛乳腺

生物反应器［92］，但这些启动子仍旧不能满足工业化

生产的需求。启动子是转录激活的第一步，同时也

决定着转录的组织特异性，因此在不改变启动子泌

乳期特异性表达的基础上对其进行改进十分重要。

参与乳蛋白表达的关键转录因子都不是乳腺所

特有的，但由于特定的组合而导致乳蛋白基因启动

子在泌乳期间特异性激活转录，所以有必要阐明乳

蛋白在生理状态下的转录激活过程。乳腺分泌乳汁

的过程受到激素的调控，而启动子和增强子含有多

种与激素相关的转录因子结合元件，如激活性转录

因子 STAT5 和 C/EBP 以及抑制性转录因子 YY1 等。

以往的研究已经阐述了催乳激素激活 β- 酪蛋白表达

的信号通路 ：当缺乏催乳激素的刺激时，YY-1 与

β-casein 基因的近端启动子结合，并通过影响染色质

的表观遗传修饰，促进组蛋白 H3 的去乙酰化和二

甲基化以抑制染色质的开放，从而抑制 β- 酪蛋白基

因的表达 ；而经催乳激素刺激后，激活 JAK2-STAT5

信号通路，进而使 STAT5 蛋白被磷酸化，磷酸化的

STAT5a 和 STAT5b 形成同源或异源二聚体［93］。二聚

体 STAT5、GR 和 C/EBP 等迅速与 β-casein 基因近端

启动子和远端增强子结合，招募共激活因子 p300 促

进组蛋白 H3 乙酰化，从而使染色质结构开放，促

进 β-casein 基因的表达［94］。在这些乳蛋白基因转录

相关的转录因子中，STAT5 起着核心作用［95］。研究

者发现，敲除或者突变 STAT5 基因序列会导致乳蛋

白基因的表达显著降低［95］，而 STAT5 的过度表达

使乳蛋白基因的表达显著升高［93］。另外，介于 YY1

的转录抑制作用，近端启动子区 YY1 负调控元件的

缺失可能对提高催乳素诱导的近端乳蛋白表达至关

重要［96］。

在以上研究的基础上，改进转录因子结合基序，

增强激活性转录因子与启动子的结合，而不改变启

动子乳腺特异性启动转录的特性，将有助于增强外

源蛋白在乳腺中特异性表达。

3.2 增强子

即使核心启动子足以启动组装 RNA 聚合酶 II

的机制，但缺乏增强子调控的转录水平通常较弱［62］。

利用增强子能显著提高乳腺中转基因的表达水平，

Cheng 等［77］将 CMV 增强子和乳腺特异性启动子杂

合以调控小鼠中重组人乳铁蛋白的表达，并使目标

蛋白增加了约 10 万倍，且目标蛋白并没有在乳腺以

外的组织中表达。之后他们使用山羊 β- 酪蛋白 /CMV

嵌合启动子驱动目标蛋白在山羊和兔乳腺中的特异

性表达也获得了较理想的结果［9, 19］。在转录过程中，

先锋转录因子先与增强子结合，随后募集其他转录

因子、辅调节因子、染色质重塑因子和修饰因子以

及 RNA 聚合酶 II 等进一步激活转录［97］。增强子的

功能主要由其包含的密集的转录因子结合位点反映，

一方面增强子中聚集的多个转录因子结合位点使转

录因子协同作用从而逐渐克服增强子形成核小体的

倾向，进而实现基因调控，另一方面因为增强子表

达多个不同转录因子的结合位点，使得一个增强子

可以在多个细胞类型中调节同源基因［97］，这为我们

利用不同来源的增强子调节转基因表达提供了便利。

增强子通常混合在其他基因座中，想要充分

利用增强子的转录激活效应就要注重其激活作用的

特异性，多种因素决定了增强子 - 启动子相互作

用的特异性，如启动子的染色质可及性、核心启动

子内的序列、结构蛋白在启动子近端的结合以及周

围的染色质环境等［98］。哺乳动物含有的增强子数

目远多于启动子，一个启动子可能与多个增强子相

互作用，在同一基因附近具有类似活性的多个增强

子相互补充，并且功能冗余增强子能在其他增强子

损失时发挥补偿、缓冲的作用，从而赋予表型稳健 
性［99-100］。Panigrahi 等［97］发现同一基因附近的多个

增强子中最远端的增强子直接与启动子接触，并将

增强子链中的其他增强子带到目标启动子处，因此

最远端增强子在靶基因调节中起着关键作用。另外，

这些相似的增强子在基因表达方面可能起着协同调

节的作用，例如小鼠 Wap 基因在孕期的表达上调了

近 1 000 倍，虽然远端增强子的作用最强，但这是 3

个增强子的联合作用导致的结果［101］。

目前很多对增强子的研究集中于超级增强子，

超级增强子是被相关转录因子、RNA 聚合酶 II 及

其相关的辅因子和染色质调节因子占据的一大簇增

强子，驱动定义细胞特性的基因的表达［102］。相比
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常规增强子，超级增强子对转录的影响更大、更有

利于促进转基因的表达［103］。Zeng 等［104］便发现在

乳腺中，Wap 基因超级增强子和 Tbrg4 基因启动子

的组合使 Tbrg4 基因的表达增加了 5 倍。不过由于

超级增强子具有启动子特异性，它与自身靶启动子

组合上调基因表达的能力远优于与其他启动子的组

合［104］，因此在通过超级增强子提高转基因表达时

还需要将其与自身靶启动子结合以更好发挥超级增

强子转录激活的潜力。

需要注意的是，增强子不仅具有转录激活的

功能，随着增强子上组装的蛋白质不同，增强子也

可能抑制转录［97］；最近研究也证实了位于内含子

中的某些增强子在控制组织特异性表达中起核心作

用［105］；启动子和增强子的功能也有重叠，某些增

强子具有驱动局部转录起始的启动子功能，同时，

某些启动子又具有增强子的增强转录功能［106-107］，

例如 Zhu 等［108］发现随着活性启动子数量的增加，

其附近的增强子的数量会减少，这可能是由于活性

启动子具有普遍的增强子样功能，这也使得对启动

子和增强子的定义变得模糊。

3.3 内含子

在哺乳动物、植物和真菌等真核生物体中，都

发现了内含子提高基因表达的能力，加入内含子已

被公认为是提高转基因表达水平的一种途径。目前

已有通过添加内含子提高 CHO 细胞重组蛋白产量的

报道［79, 109］，在乳腺生物反应器中，β-casein 基因的

第一个内含子也常被添加到载体中以提高外源蛋白

的表达［78］。内含子增加基因表达的这种现象被称为

“内含子介导的增强”（intron-mediated enhancement, 
IME）［110］，但是这种现象背后的分子机制仍不完全

清楚。Bieberstein 等［111］发现哺乳动物细胞中内含子

与染色质修饰有关，内含子可促进启动子 H3K4me3

和 H3K9ac，从而有助于将通用转录因子招募到启

动子，提高基因表达水平。真核生物的转录通常启

动子在正义方向和上游反义方向启动，在正义方向

mRNA 的转录持续到聚合酶到达基因的 3' 端，而反

义方向的转录很快会终止，这种启动子的方向性被

认为与内含子有关，其主要依赖于内含子导致的基

因环状结构的形成，该环状结构有助于基因 5' 端附

近招募终止因子以终止启动子的上游反义转录，从

而赋予启动子方向性，有研究表明该环状结构缺陷

的突变体会丧失转录的方向性［112］。不过内含子促

进基因环状结构形成的机制及基因环状结构增强转

录的机制仍不清楚。此外，内含子促进转录还可能

与其促进 mRNA 输出和稳定 mRNA 结构等机制有关。

有人指出 mRNA 被剪接后，剪接体沉积于外显子与

外显子连接处形成外显子连接复合体（exon junction 
complex, EJC），有助于 mRNA 向胞质输出［113］，而

一些动植物的全基因组分析表明 mRNA 稳定性与基

因中内含子的数量呈正相关［114］。研究表明一个转

基因必须至少包含一个内含子，由于许多基因的第

一内含子包含转录因子结合位点，将其添加到载体

中有利于转基因表达［115］。

同一内含子插入同一基因的不同位置或是在同

一基因的同一位置插入不同内含子都对 IME 有重

要影响［114］。并不是所有内含子都有增强转录的能

力，有些内含子甚至抑制基因的表达［116］。通常认

为内含子必需位于转录序列内，距离转录起始位点

必须小于 1 kb 才能有效提高基因表达［117］，且距离

启动子更近的内含子有更强的增强潜力［118］。但最

近 Dwyer 等［119］将内含子插入酵母基因不同位置时

发现随着远离启动子的内含子对终止子的接近，内

含子重新对基因表达产生积极影响。该现象可能与

终止子的近端内含子影响转录起始前复合物（pre-
initiation-complex, PIC） 的 组 装 和 启 动 子 方 向 性 有

关［119］。总之，由于内含子介导转基因表达效率提

高的复杂性，还需要进一步探究内含子类型、位置

与基因、细胞类型以及生理条件的关系，以获得最

有利于外源基因在乳腺生物反应器中表达的内含子

组合。

3.4 染色质修饰元件

由于宿主基因和引入的转基因之间的关系复杂，

即使将外源基因稳定整合到靶位点，在转基因附近

染色质结构和内源性调控元件的影响下也有可能引

发位置效应，导致转基因沉默。在载体上添加染色

质修饰元件有助于将打靶位点的染色质环境维持在

有利于转录的状态，从而提高转基因表达水平和稳

定 性。 研 究 表 明，MAR、 绝 缘 子、UCOE 和 STAR
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等染色质修饰元件能有效提高转基因表达效率。根

据染色质修饰元件功能可将其大致分为两类 ：一类

可以阻止异染色质标记扩散到常染色质区域，形成

染色体区域之间的边界，如 MAR 和绝缘子 ；一类可

以主动使染色质进入允许转录的状态，如 UCOE 和

STAR［120］。

绝缘子是在相邻染色质区域之间形成功能边界

的 DNA 序列，不同于传统的顺式调控元件，绝缘

子本身并不表现出固有的转录增强或抑制活性，而

是通过保护其他顺式调控元件不受周围染色质的干

扰而发挥作用。根据绝缘子功能可以将其分为两

类 ：一类绝缘子可以干扰某个基因增强子与另一个

基因启动子之间的相互作用，从而保护后者的转录

活性，这类绝缘子称为增强子阻断绝缘子（enhancer-
blocking insulators）；另一类绝缘子具有屏障功能，

可以防止异染色质扩散到邻近区域，称为屏障绝缘

子（barrier insulators）［121］。最初人们认为绝缘子是

功能上独立的元件，它们的活动与周围染色质无关

且不会与其他绝缘子进行任何形式的交互作用，不

过之后的试验表明，不仅相邻近的绝缘子之间会有

相互作用，而且远距离的绝缘子间也可以进行物理

接触［122］。目前一些研究已经证实了绝缘子在避免

位置效应和增强转基因表达方面的作用，但基于不

同的试验条件，绝缘子呈现出了不同的效果［123］。

当前在乳腺生物反应器中应用最广泛的是鸡 β 珠蛋

白绝缘子（chicken β-globin insulator）［79-80］，但对其

在乳腺生物反应器中的效果还需要进一步探索。

MAR 是染色质中的一段与核基质特异结合的序

列，其与核基质结合使染色质形成独立的环状结构，

通过形成不同的调节域来隔绝周围染色质产生的影

响以增加基因的表达［124］。研究已表明在载体中添

加 MAR 能改善转基因的表达，且通过添加 MAR 优

化表达载体已被商业化［125］。不过，在使用不同的

MAR、载体或细胞系统时结果可能不同甚至相互

矛盾，因此推断 MAR 功能或活性受到载体成分的 
影响［126-127］。

UCOE 是位于普遍表达的管家基因启动子内的

无甲基化 CpG 岛，可以通过抑制启动子 DNA 甲基

化而避免转基因沉默［128］。研究者已证实 UCOE 在

瞬时和稳定转染中皆可以提高转基因表达水平［129］，

且 UCOE 与 MAR 类似，都具有启动子特异性［125］。

Wang 等［130］发现 MAR、UCOE 与启动子上调控元

件相互作用调节染色质的改变，并且 UCOE 与含增

强子的启动子结合更有利于基因表达，而 MAR 与

含 CpG 岛和 TATA 盒的启动子结合更利于基因表达，

其可能机制是 MAR 更有利于转录起始区含 CpG 岛

的启动子上形成核小体占位的合理分布 ；而 UCOE

则有利于带增强子的启动子上核小体占位的“合

理”分布。另外，与含 MAR 的载体相比，通常情

况下含 UCOE 的表达载体具有更高效和更稳定的基

因表达［130］。目前 UCOE 也已被用于构建生产重组

蛋白的商业化表达载体［125］。有研究者对比 4 种染

色 质 修 饰 元 件 后 发 现，A2UCOE 相 比 MAR X-S29, 
STAR40 和 cHS4 这几种常用染色质修饰元件有更强

的增强转基因表达量和稳定性的能力［90］。

STAR 可以抵消染色质相关阻遏物的副作用，使

染色质进入转录允许状态，从而提高重组蛋白的表

达水平和稳定性。Kwaks 等［91］首次报道了 STAR40

对 CHO 细胞外源蛋白碱性磷酸酶表达量和表达稳

定性的增强效果，但在 Saunders 等［90］的研究中却

发现 STAR40 仅具有有限的活性，不过他们验证了

STAR7 和 STAR67 在 CHO 细胞中增强外源蛋白表达

的功效，特别是将其组合使用时，二者显示出了更

强的效果。目前对 STAR 的报道还较少，STAR 也还

未被用于工业生产［125］。

需 要 注 意 的 是， 对 MAR、UCOE 和 STAR 等

染色质修饰元件影响外源蛋白表达的研究大多基于

CHO 细胞，而染色质修饰元件对转基因的影响基本

都具有特异性，外源蛋白表达系统、细胞类型和载

体构建等因素都会对其效果产生影响，因此还需要

进一步探索其在乳腺生物反应器中的功能。

3.5 优化3'UTR提高mRNA稳定性

基因表达受到转录调控以及转录后调控的影响，

从基因结构的角度考虑，5'UTR 主要影响转录激活

以及翻译激活，3'UTR 则主要调控 mRNA 稳定性。

在反刍动物中，乳蛋白主要由酪蛋白组成，其中 αs2

酪蛋白与 β 酪蛋白的 mRNA 丰度相差不大，但最终

蛋白质积累量却相差几倍，关键就在于 mRNA 稳定

性的差异。
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表 3 外源蛋白调控序列

Table 3 Regulatory sequences of exogenous proteins

类型

Type

名称

Name

转基因

Transgene

表达系统

Expression system

参考文献

Reference

启动子

Promoter 
β-lactoglobulin promoter 溶菌酶

Lysozyme

山羊乳腺生物反应器

Goat mammary gland bioreactor

［75］

αS1-casein promoter 抗程序性细胞死亡 1 抗体

PD-1 antibody

小鼠乳腺生物反应器

Mouse mammary gland bioreactor

［24］

CMV promoter 凝血因子Ⅷ

FVlll

小鼠乳腺生物反应器

Mouse mammary gland bioreactor

［10］

增强子

Enhancer 
CMV enhancer 人乳铁蛋白

Human lactoferrin

山羊乳腺生物反应器

Goat mammary gland bioreactor

［76］

CMV enhancer 人乳铁蛋白

Human lactoferrin

小鼠乳腺生物反应器

Mouse mammary gland bioreactor

［77］

内含子

Intron 
β-casein intron 溶菌酶

Lysozyme

小鼠乳腺生物反应器

Mouse mammary gland bioreactor

［78］

SV40 intron 促红细胞生成素

EPO

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［79］

绝缘子

Insulator

β-lactoglobulin insulator 溶菌酶

Lysozyme

猪乳腺生物反应器

Porcine mammary gland bioreactor

［80］

cHS4 insulator 人血清白蛋白

HSA

牛乳腺生物反应器

Cattle mammary gland bioreactor

［81］

tDNA insulator 单克隆抗体

Monoclonal antibody

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［82］

MAR MAR X-29 增强型绿色荧光蛋白

eGFP

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［83］

Chicken lysozyme MAR 免疫球蛋白 G
IgG

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［84］

IFN-β MAR 促红细胞生成素、肝细胞生长因子

EPO，HGF

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［85］

β-globin MAR 可溶性 TGF-II 型受体

sTbetaRII

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［86］

TOP1 MAR 增强型绿色荧光蛋白

eGFP

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［87］

DHFR intron MAR 增强型绿色荧光蛋白

eGFP

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［88］

MAR6 增强型绿色荧光蛋白

eGFP

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［88］

UCOE UCOE 绿色荧光蛋白

GFP

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［89］

STAR STAR7 单克隆抗体

Monoclonal antibody

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［90］

STAR67 单克隆抗体

Monoclonal antibody

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［90］

STAR40 分泌碱性磷酸酶

SEAP

中国仓鼠卵巢细胞

CHO cell

［91］

Note ：HGF ：hepatocyte growth factor; sTbetaRII ：soluble TGF-beta type II receptor; SEAP ：secreted alkaline phosphatase
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3'UTRs 通 过 调 节 mRNA 稳 定 性 和 翻 译 来 决

定 蛋 白 质 水 平， 主 要 由 富 含 AU 的 元 件（AU-rich 
elements, ARE） 和 miRNAs 介 导［131］。ARE 元 件 广

泛存在于哺乳动物基因的 3'UTRs 中，根据与之结合

的 RNA 结合蛋白（RNA binding protein, RBP）的不

同，起到稳定 mRNA 或诱导 mRNA 衰变的作用。β
酪蛋白的 ARE 通过结合 HuR 蛋白而稳定 mRNA 从

而促进 CSN2 mRNA 的高表达［132］，因此可在转基因

的 3'UTRs 中添加 ARE 元件以提高乳腺中外源基因

mRNA 的稳定性。除了 ARE 元件外，还有多种 RNA

基序可用于增强 mRNA 的稳定性［133-135］，但在乳腺

中是否具有相同作用还有待探究。

4 总结与展望

在众多可用于生物制药的表达系统中，乳腺生

物反应器以其低成本、高效益的特性脱颖而出，然

而外源基因随机整合以及外源蛋白表达不稳定等问

题长期限制了其发展。近几年基因编辑技术的出现，

使乳腺生物反应器迎来新机遇。通过基因编辑技术

将外源基因定向整合到合适的靶位点，可以有效避

免位置效应的发生并使外源基因稳定表达，同时通

过优化调控序列构建高效表达载体又可以进一步提

高外源蛋白表达水平。

除以上提到的问题外，乳腺生物反应器还存在

其他一些问题待克服，如体细胞核移植效率低，有

人畜共患病风险，重组蛋白的提纯难度较大等。目

前乳腺生物反应器生产重组蛋白的技术依旧不够成

熟，如何优化仍然充满挑战，但乳腺生物反应器投

入药用蛋白规模化生产、成为药用蛋白生产的主流

是生物制药业发展的必然趋势。随着对基因表达调

控研究的深入、分子生物学技术的进步，以及对乳

腺生物反应器的不断优化，研发出更有效、更安全、

更经济的乳腺生物反应器将成为可能，届时将满足

全球对治疗性蛋白日益增长的需求，从而减少疾病

的发生，以维护人类及其他生物的健康和福祉。
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