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　　[摘 　要 ] 　针对利用动物乳腺生物反应器技术生产重组蛋白 ,具有生产效率高和经济效益明显的特点。综述

了制备乳腺生物反应器时表达载体构建和基因转移两个关键环节的研究现状 ,并就基因打靶和体细胞克隆技术的

结合探讨了乳腺生物反应器的发展趋势。
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　　乳腺生物反应器是转基因动物技术的重要分

支 ,核心内容是利用乳蛋白基因的乳腺特异性调控

成分驱动外源基因在动物乳腺中的高效表达 ,以期

从乳汁中源源不断地获得大量外源蛋白。1985 年 ,

Lovell2Badge[1 ]首次提出用转基因动物乳腺生产重

组蛋白的思路。1987 年 , Gordon[2 ]以人组织纤溶酶

原激活剂 (t PA)与小鼠乳清酸蛋白基因启动区构建

成融合表达结构 ,制作出了首例乳腺生物反应器小

鼠模型。在此后的十多年里 ,生产人α12抗胰蛋白

酶[3 ] 、人尿激酶 [4 ] 、人凝血因子 Ⅸ[5 ] 及人乳铁蛋

白[6 ]的转基因牛相继问世。实践证明 ,乳腺生物反

应器生产的外源蛋白种类广泛 ,从小分子肽到大分

子复杂蛋白质 ,从生物活性酶到抗体、病毒抗原蛋白

均可有效生产。从目前的研究成果看 ,与传统的原

核系统及细胞发酵系统相比 ,动物乳腺生产的重组

蛋白产品具有以下特点 : (1) 生物活性高 ,无污染。

动物乳腺作为一个完善的“分子农场”,可对重组蛋

白进行完全的翻译后加工 ,包括糖基化、磷酸化和羧

基化等 ,从而保证产品的高生物活性 ,并且不易产生

抗药性。(2)纯化简单。现已建立了完整的分离和

纯化乳中重组蛋白的生产程序 ,用常规方法除去酪

蛋白后将乳清分级沉淀 ,再用常规的层析技术即可

分离纯化。(3)产量高 ,成本低。外源基因在动物乳

腺的表达量可达每升几克到几十克 ,小群转基因大

家畜的产量即可满足全世界市场的需求。一旦获得

有高量表达的祖代个体 ,其遗传性即可保证维持生

产的低成本。总之 ,动物乳腺生物反应器已成为生

物技术领域发展的尖端方向 ,具有广阔的开发前景。

针对这一现状 ,本研究对其研究进展进行了综述 ,以

期为动物乳腺生物反应器的深入研究提供资料。

1 　动物乳腺生物反应器的研究现状

1. 1 　表达载体的构建

1. 1. 1 　调控序列 　制备乳腺生物反应器的关键是

保证目的蛋白特异性在乳腺中的高效表达 ,传统表

达载体都是选用某种乳蛋白基因的调控序列作为启

动子元件。目前 ,已经克隆并用作构建载体的乳蛋

白基因主要有β2乳球蛋白 (BL G) 基因、αS12酪蛋白

基因、β2酪蛋白基因、乳清酸蛋白 (WAP)以及乳清白

蛋白基因。后 2 种基因的调控区虽可以指导外源基

因表达 ,但乳腺表达的特异性及效率均不及前 3

种[7 ] 。这些基因的调控区主要包括启动子区、增强

子序列和其他众多转录、翻译相关元件。实际使用

中 ,反刍动物一般采用同一物种的启动子 ,并以

BL G使用较多 ;家兔、猪和鼠类则采用 WAP。另

外 ,乳蛋白基因调控序列可以混用 ,比如用αS12酪
蛋白 5′调控区与β2酪蛋白 3′端调控元件仍可以构

建有效的表达载体。而且大量研究[8 ]发现 ,增加乳

蛋白基因 5′端调控区的长度及使用其第一、第二内

含子 ,往往可获得高效表达的机会 ,这可能是由于
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5′远端及内含子中含有增强子或顺式作用元件 ,甚

至是含有可对抗位置效应的位点控制区 (LCR) 或基

质结合区 (MAR) [9 ] 。

以乳蛋白调控区构建的普通质粒表达载体属于

基础性表达载体 ,机械地将调控元件与外源基因组

装在一起 ,人工雕琢痕迹很重 ,尽管偶尔可获得较高

水平的表达 ,但绝大多数表达水平只能达到微克或

毫克级。在表达载体上引入鸡溶菌酶等基因的

MAR 或与之共注射 ,可从某种程度上消除位置依赖

性 ,但是这种方法只是将表达构件“绝缘”在染色体

的独立区域 ,并未达到定点整合的结果[10 ] 。整体上

看 ,这类质粒载体制作出乳腺生物反应器的效率很

低 ,基本无法形成商品化的规模。近几年来 ,酵母人

工染色体 ( YAC)技术得到了较大发展 ,其可将目的

基因替换成乳蛋白基因的独立转录单位 ,而后将乳

蛋白整个区域组装成 YAC 并转染 ES 细胞 ,或直接

注入受精卵的原核去制作转基因动物。YAC 法可

保证表达调控序列的天然状态 ,克服了质粒表达载

体存在位置效应这一最致命的弱点。Fujiwara

等[11 ]以人生长激素基因替代人α乳白蛋白的结构

基因部分 ,以之构建成 YAC 表达载体 ,制作出转基

因大鼠 ,乳腺中高效表达了人生长激素 (0. 25～8. 9

mg/ mL) 。尽管 YAC 法中基因的表达保持了精确

的时空性[1215 ] ,但现在还没有成功使用 YAC 法制

作转基因大家畜的例子 ,且整个技术体系还不成熟 ,

仍需改进和完善。

1. 1. 2 　目的基因 　十多年来 ,已有数种高价值的产

品在大动物乳汁中生产出来 ,于小鼠乳腺中获得表

达的产品更是多达数百种。从国际大公司开发的情

况可以看出 ,高经济价值的医用蛋白和营养蛋白是

重要的研发对象 ,如 A T2Ⅲ、AA T、蛋白 C、乳铁蛋

白、乳糖酶等都已进入了三期或二期临床试验阶

段[16 ] 。选择目的基因应当首先考虑那些正常情况

下来源困难或浓度低 ,其他表达系统难以生产且临

床应用前景广阔的蛋白基因。可以预见 ,由于细胞

工程和基因治疗技术的发展 ,细胞因子类产品将不

会通过动物乳腺反应器生产 ,而用途更广、需求量更

大的治疗性抗体、营养蛋白和工程酶将成为制备乳

腺生物反应器的首选靶蛋白。另外 ,若能建立起稳

定的转基因家畜群 ,以乳腺反应器生产基因工程疫

苗 ,不仅生产效率可观 ,而且可直接以乳汁进行临床

免疫 ,达到方便快捷的目的。值得一提的是 ,利用乳

腺生物反应器生产的“新奇牛奶 ( novel milk)”已经

问世。2003 年 ,Brophy 等[17 ]通过共转染和嘌呤霉

素筛选向牛胎儿成纤维细胞引入β2酪蛋白基因和κ2
酪蛋白基因的多量拷贝 ,而后进行核移植生产出了

8 头转基因奶牛 ,其所产奶中酪蛋白总量较普通奶

高 30 % ,总蛋白量也提高了 13 %。这种奶的蛋白和

钙含量提高 ,热稳定性增强而乳糜颗粒变小 ,其营养

价值更高 ,也更适于奶酪生产。对奶成分的改造方

法还有 : (1)调整酪蛋白基因。如引入酪蛋白磷酸化

位点、蛋白酶裂解位点 ,去除β2酪蛋白纤溶酶水解位

点 ; (2)引入功能性蛋白 ,例如溶菌酶、乳铁蛋白等。

这些工作都将使牛奶更具利用价值。未来 10 年 ,人

工改造奶将占据世界市场每年 400 亿美元的相当份

额 ,澳大利亚和新西兰政府己经斥巨资开始了这项

前景广阔的研究[18 ] 。

1. 2 　基因转移技术

1. 2. 1 　显微注射法 　此法由 Gordon 等[19 ]于 1980

年建立 ,即将表达载体 (线状或环化) 直接注射到受

精卵原核内部。通过此法已经产生了转基因小鼠、

兔、猪、绵羊、山羊和奶牛 ,但是转基因效率也是逐次

降低 ,奶牛的效率更是低到了 0. 5 %以下。这是由

于奶牛繁殖率低 ,尽管超排可以获得较多胚胎 ,但是

卵母细胞的体外成熟和体外受精以及早期胚胎的体

外培养技术仍未达到令人满意的程度 ;并且大动物

胚胎胞浆含有大量泡状颗粒 ,影响透光性 ,不易显微

操作。实践证明 ,此法对大马哈鱼和另外一些鱼类

十分有效 (并不是全部) ,而对于大家畜还需要建立

更多的转基因系以供传代和研究 ,以期找到提高效

率的合适策略[20 ] 。

1. 2. 2 　配子介导法 　使用较多的是精子载体技术 ,

即将精子 (或精子头) 和目的基因共孵育后 ,进行体

内或体外受精[21 ] 。采用此法需提高精子质膜通透

性 ,因此要采用电激、冷冻 ,甚至是去污剂处理 ,但精

子质膜易被破坏而导致精子大量失活 ,而且插入的

目的 DNA 也会发生降解 ,因此这种方法的效率并

不比传统的显微注射高 ,试验结果也很不一致。处

于 M Ⅱ期的卵母细胞核膜会发生分解 ,出现一个短

暂的核膜分解期 ,这为外源基因的整合提供了可能。

目前 ,采用将目的基因转染的精子或整合的逆转录

病毒注射到 M Ⅱ期卵母细胞质的方法 ,已经制作出

转基因小鼠、猴和牛[2224 ] ,用这种方法整合的目的

基因不但有序稳定 ,而且拷贝数和插入位点相对固

定 ,产生后代的纯合个体多。尤其是后一种方法 ,是

能反复转导外源基因到鸡体内的唯一方法 ,但其携

带外源基因能力较差 ,并且病毒颗粒 L TR 与基因启

动子之间可能存在互扰[20 ] 。
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1. 2. 3 　核移植介导法 　1997 年底 ,英国 Roslin 研

究所和 PPL 公司通过克隆转基因体细胞 ,获得了 6

只整合 neo 或 neo 和 F2IX基因绵羊 ,这标志着核移

植介导的转基因技术成功问世[25 ] 。理论上讲 ,外源

基因转染的细胞在体外筛选培养后 ,通过核移植技

术生产的转基因动物 100 %为阳性个体 ,但实际上

生产效率大约只有 2. 5 %。成年动物体细胞经过长

期体外培养 ,会出现染色体丢失、异常甲基化等现

象 ,用作核移植时效率很差 ,用此法获得成功的例子

均使用了胎儿成纤维细胞为供核细胞 ,以最大限度

地克服这一缺陷。显然 ,成熟的供核细胞培养技术

对此法来说十分关键 ,若想获得普遍成功 ,就必须将

细胞培养技术改善得更为合理成熟。另外 ,对一些

高繁殖的动物来说 (小鼠、兔、猪) ,显微注射法仍保

持着优越性[26 ] 。

2 　基因打靶与体细胞克隆结合是乳腺
生物反应器的发展趋势

2. 1 　基因打靶实现目的基因的定点整合

利用同源重组原理的基因打靶技术 ,能够将目

的基因定位整合于乳蛋白 (或其他合适的) 基因座 ,

充分利用天然乳蛋白固有的高效表达调控机制 ,克

服拷贝数依赖性和随机整合的位置效应 ,保证目的

基因在乳腺中的特异性表达 ,并可能取得与乳蛋白

一致的表达水平。基因打靶的前提是构建合理的打

靶载体 ,通常的打靶载体分为插入型载体和置换性

载体 ,区别在于载体与靶基因组同源序列双链断裂

位点的位置不同 ;20 世纪 90 年代又出现了“Hit and

Run”和“Tag and Exchange”两种新的打靶策略[27 ] 。

但无论是哪种方法 ,其所依赖的同源重组是一个稀

有事件 ,其在胚胎干细胞中发生的频率比体细胞中

高 3 000 倍 [28 ] ,而小鼠基因打靶之所以应用较广

泛 ,也是因为其胚胎干细胞建系及胚胎重建技术较

为完善。目前大家畜的胚胎干细胞建系进展缓慢 ,

以其进行基因打靶制作乳腺生物反应器还无法实

现。另外 ,以上 4 种打靶策略均为完全基因敲除 ,导

入的外源筛选基因片断可能会对内源性调控造成致

命干扰 ,从而影响基因 DNA 功能的变化 ,在胚胎发

育的早期就将靶基因敲除置换 ,亦无法反映出基因

受到的特定调控作用。

2. 2 　条件性重组体系与核移植技术的巧妙结合

条件性同源重组技术中 ,独特的 DNA 序列可

在重组酶的作用下发生高效重组 ,从而将打靶事件

限定在特定的细胞形态和特定的生命周期 ,实现时

空双向的调节。常用的 2 种条件性重组体系是 Cre2
LoxP 系统和 FL P2f rt 系统 ,基本原理是在 Cre 或

FL P 重组酶作用下 ,相应地敲除靶基因 LoxP 位点

或 f rt 位点间特定的 DNA 片断 ;当在靶染色体上引

入 LoxP 位点或 f rt 位点后 ,含有相应序列的构件在

重组酶 Cre 或 FL P 作用下插入靶位点 ,即实现了基

因的条件性定点整合[29 ] 。

由以上讨论可以想象 ,以条件性重组体系对大

家畜体细胞进行打靶 ,将目的基因整合到合适的基

因座后 ,通过体细胞核移植技术生产转基因动物 ,将

是一种很巧妙的方法。首先 ,条件性基因打靶可以

保证目的基因在乳腺的特异性高效表达 ,并且可以

进行激素、调节因子的诱导性生产 ,通过筛选培养 ,

可 100 %保证供核细胞对目的基因的整合。其次 ,

从现有成果看 ,体细胞克隆技术生产转基因动物的

成功率已经超过了显微注射等常规技术[8 ] ,并且克

隆技术可以缩短生产周期 ,并可以选择性克隆雌性

细胞。两项技术的结合 ,基本突破了动物转基因技

术的发展屏障而又具有明显的生产优势 ,是未来动

物乳腺反应器发展的必然趋势。2000 年 ,英国 PPL

公司将人 AA T 基因定点整合到胎儿成纤维细胞的

α1 原胶原 ( Procollagen) 基因座位 ,而后用转基因细

胞进行核移植 ,生产出世界首例基因打靶绵羊 ,其乳

中 AA T 蛋白含量达到了 650 mg/ L ,远高于显微注

射法 18 mg/ L 的水平[30 ] ;据《Science》2002 年 2 月

报道 ,赖良学等[31 ]用核移植方法获得了 4 头敲除了

α21 ,32半乳糖苷酶基因的克隆猪。这两项最近的研

究成果虽然并不完全采用“条件打靶2体细胞克隆”

方法 ,但都是以体细胞核移植技术为支持平台 ,通过

基因打靶 (敲除) 于细胞水平上操作处理的结果 ,其

成功经验预示着这项技术的良好发展前景。

各种抑制内源基因表达策略如三级螺旋法、反

义 RNA 法 ( RNA 干 涉 法 ) 和 翻 译 抑 制 蛋 白

法[20 ,32 ,33 ]的出现 ,在某些层次上也为乳腺生物反应

器的研究提供了思路。这些方法只要转入一个抑制

基因 (或一段抑制核酸序列) ,即可以特异性、精确而

灵活地抑制某种内源基因的表达 ,但方法体系还远

未成熟到应用于大家畜转基因技术的程度 ,而只是

比较有发展潜质的基因治疗技术。

3 　问题及展望

目前 ,生产实践中动物乳腺生物反应器的应用

已崭露头角 ,但这项技术还存在着众多问题 ,首先是

研发周期长、前期投资大及技术难度高等 ,导致所有
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产品都未商品化 ;其次 ,有关转基因动物的基础理论

研究还比较薄弱 ;另外 ,乳腺生物反应器的异位表达

和表达产物的泄露问题也需要各种新技术来解决 ;

最后 ,人们出于对转基因产品安全性以及转基因技

术所涉及的伦理道德问题的考虑 ,对转基因产品接

受程度不高 ,这在一定程度上阻碍了乳腺生物反应

器的发展。

乳腺生物反应器这项技术还需要在众多方面加

以改进 ,尤其是转基因动物生产效率低和基因表达

受“位置效应”影响这两大技术瓶颈[34 ] 。虽然核移

植与基因打靶技术相结合可消除转基因技术的发展

屏障 ,但这两项高新技术还未完全成熟 ,尚存在着许

多缺陷[35 ,36 ] 。然而 ,成功的实例[30 ,31 ]证明 ,这两项

技术正在不断完善和完美对接 ,最终将会为乳腺生

物反应器的商品化铺平道路 ,并造福于人类。
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Research progress on mammary gland bioreactor

SHU Jian2hong1 ,L IU Jin2 , HU Xian2chun3 ,YANG Rui2feng1 , ZHANG Yong1
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Abstract :The mammary gland bioreactor is an efficient and novel technique to produce functional proteins ,

which has great commercial value. The article reviews the current status of construction of expression vector and

ways of gene transfer ,the two key procedures in mammary gland bioreactor. Moreover ,the article discusses the

prospect of mammary gland bioreactor based on the conjunction of gene targeting and somatic cloning.

Key words :mammary gland bioreactor ;expression vector ;t ransgene ;gene targeting ;somatic cloning
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Review of nutrient source studies on Gast rodia elata Bl. growth up

HUANG Hai2ying ,L IANG Zong2suo , WANG Wei2l ing
( Callage of L if e Sciences , Northwest A & F U niversity , Yangling , S haanxi 712100 , China)

Abstract :This paper reviewed the research deveoplopment on nutrition of Gast rodia elata Bl. f rom the

germination nutrition of seeds , the nutrition growth , the nutrition at reproduction stage and the secondary

nutrition. It was suggested that there are three ways for G. elata to get nutrition at germinating stage :to digest

the hyphae of invading M ycena osm undicola , to consume its own storage nutrients , to absorb nutrient in

solution. The main nutritional resource of the growth of G. elata depends on assimilating the M ycena hyphae.

When G. elata enters the reproduction stage ,it supplies the massive carbohydrates ,which G. elata Block stem

stored. The secondary nutritional resource of G. elata is organic and the inorganic nutrients in its surrounding

environment which can be used during the vegetative growth and the reproduction growth stage. No matter how

nit rogen ,phosphorus ,potassium enters G. elata block stem ,they are the secondry nutritional resources and will

influence G. elata physiological activity.

Key words : G. elata ;source of nutrition ; M ycena osm undicola ; A rm ilariella mellea
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