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利用干细胞生产转基因动物研究进展
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　　[摘　要 ]　干细胞是个体发育过程中遗留在机体的各个部位、保持着原始状态的一些细胞。在临床上, 干细胞

有着重要的应用价值。文章概述了利用干细胞生产转基因动物的现状、发展、原理和优点等, 以为转基因动物的生

产提供借鉴。
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　　干细胞 (Stell Cell) 是一类具有多种分化潜能、

自我更新和高度增殖能力的细胞, 能生产出与自身

完全相同的子细胞, 也可以进一步分化成为各种不

同的组织细胞, 从而构成机体各种复杂的组织器官。

干细胞存在于早期胚胎、骨髓、脐带、胎盘、皮肤、胰

岛和其他组织中, 对机体修复各种消耗、损伤及保证

生命的延续具有重要意义。

转基因动物技术始于 20 世纪 80 年代, 随着研

究的深入, 转基因动物的生产方法得到了突破性的

的发展。与原核注射法、精子载体法及逆转录病毒法

等转基因动物生产方法相比, 干细胞法的优点有: 能

够将外源基因导入受体染色体的某一特定部位, 或

使某一基因发生突变, 实现了外源基因的定点整合,

克服了随机整合的缺点; 可以进行基因打靶或基因

剔除生产基因缺失动物, 是目前建立某些疾病模型

的一种新途径; 转基因动物的筛选由个体水平转为

细胞水平。相对于体细胞核移植法, 干细胞的全能性

与胚胎细胞相似, 易进行基因的重排和重编程, 具有

较高的成功率。本文对利用干细胞生产转基因动物

的主要方法进行综述, 以供相关研究人员参考。

1　胚胎嵌合法

胚胎嵌和法指将一定数量转染外源基因的胚胎

干细胞 (Em b ryo Stem Cells, ES) 或原始生殖细胞

(P rimo rdia l Germ Cells, PGC s) 注射入囊胚或与裸

胚共同培养, 生产转基因嵌合胚的方法。由于ES 或

PGC s 参与生殖系的嵌合, 因此从嵌合体后代中可

以得到转基因后代。胚胎嵌合法包括以下 3 种方法:

第 1 种方法是将 ES 或 PGC s 细胞与脱透明带的早

期胚胎聚合后, 共同培养, 形成嵌合胚。Go ssler 等[1 ]

用N eo 基因表达元件的逆转录病毒载体DNA 转化

ES 细胞后, 将 ES 细胞与裸胚聚合共同培养 24 h,

形成嵌合胚, 得到了生殖系嵌合体。W ood 等[2 ]将小

鼠裸胚与 ES 细胞聚合制备嵌合体小鼠, ES 细胞嵌

合率高达 90 % 以上。第 2 种方法是将 ES 或 PGC s

细胞与胚胎卵裂球共同置于胚胎的空透明带内, 体

外培养, 形成嵌合胚[3 ]。第 3 种方法是将 ES 或

PGC s 细胞注射入囊胚腔内, 使 ES 细胞与内细胞团

( ICM ) 共同发育, 形成嵌合胚。B radley 等[4 ]通过囊

胚注射法获得首例小鼠 ES 细胞种系嵌合体。M agin

等[5 ]将小鼠干细胞注入到囊胚中, 获得生殖腺嵌合

的后代。程萱等[6 ]将遗传修饰后的 ES 细胞用显微

注射法注入受体囊胚, 成功地获得了首例条件基因

打靶小鼠。

在 ES 细胞中改造的基因, 可以通过嵌合体的

生殖细胞传递给后代, 但其种系嵌合率较低是制约

利用 ES 细胞生产转基因动物的关键问题。为了提

高嵌和率研究人员进行了大量研究工作, 并摸索出

了许多切实可行的方法。M aeda 等[7 ]建议, 胚下腔注

射时注射孔应尽可能浅, 并应采取一定办法阻止细

胞从注射孔外逸; Hong 等[8 ]认为, 用电穿孔法导入

PGC s 可以提高 PGC s 的转染率。最近日本宿外医

药公司药物学技术实验室利用电压显微操作

(PMM ) 技术将 ES 细胞注入小鼠胚泡, 使新生小鼠
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的嵌合率由常规方法的 39% 提高到 42% ; 而有研究

者认为尽量缩短 ES 细胞的体外培养时间以及将

ES 细胞注入早期发育阶段的受体均能提高种系的

传递能力[7 ]。

PGC s 迁移有一定的识别路径, 由于受体 PGC s

的存在, 使供体 PGC s 在受体生殖腺中所占比例甚

小, 致使形成种系嵌合体的比例很低。为了提高供体

PGC s 在受体生殖腺中的比例, 常通过物理学或化

学消毒剂等方法损坏受体胚。R eynaud [9 ]和A ige2Gil

等[10 ]报道紫外线照射可降低受体 PGC s 的比例。

2　细胞核移植法

2. 1　干细胞核移植与受精卵注射DNA

　　干细胞核移植与受精卵注射DNA 生产转基因

动物的特点见表 1。

表 1　干细胞核移植与受精卵注射DNA 生产转基因动物的比较

T able 1　Comparison of p roducing transgen ic an im als by nuclear transp lan ta t ion

of stem cells and DNA in jection of oocytes

方法
M ethods

基因整合特点
T ransgen ic m ethods

筛选水平
Screen

周期
Period

干细胞核移植
N uclear transp lan tation of stem cells

定点整合; 基因位点单一拷贝; 对内源
基因进行基因打靶和基因剔除 Specific
insertion, single copy of gene, gene sho t
and knockou t fo r in trinsic genes

细胞水平
Cells

周期短, 可得大量同基因个体
O btain ing m any iden tical gene crea2
tu res and sho rt period

受精卵注射DNA
DNA in jection of oocytes

整合位点随机; 基因位点多拷贝; 无法
对内源基因修饰 Random insertion,
m ultip le cop ies of gene, canπt modifica2
t ion of in trinsic genes

个体水平
Individuals

繁琐、周期长
T rifle and long period

　　由表 1 可知, 干细胞核移植具有基因定点整合、

基因位点单一拷贝、在细胞水平上进行筛选及在短

时间内可得到大量的同基因个体的优点。

2. 2　干细胞核移植与体细胞核移植

由于干细胞与胚胎细胞特征相似, 干细胞作为

核供体注射到去核的卵母细胞胞质中后, 也需要在

去核卵母细胞内重新编程, 但相对于高度分化的体

细胞要容易得多。因此, 与体细胞核移植相比, 干细

胞的核移植效率要高得多。这也正是人们猜想目前

存活克隆个体所用的供体核大多是源于动物组织的

成体干细胞核, 而非最终分化的体细胞核的原因之

一[11 ]。随着对干细胞研究的深入, 人们已在多种动

物上得到了干细胞核移植的后代。W akayam a 等[12 ]

用长期传代 (30 代以上) 的小鼠 ES 细胞克隆出了

31 只小鼠, 其中 14 只存活; Sim s 等[13 ]将培养 6～

101 d 的牛 ICM 细胞核移植到去核卵母细胞中, 结

果卵裂率为 70% , 囊胚率为 24% , 经胚胎移植有 13

头牛妊娠, 生出了 4 头牛犊; St ice 等[14 ]将牛的类 ES

细胞进行核移植, 得到重构胚并移入受体牛子宫, 发

育至 45 d 流产; Campbell 等[15 ]将绵羊的类 ES 细胞

注射到去核卵母细胞中获重构胚, 经核移植有 4 只

羔羊出生。

3　体外诱导 ES 细胞分化成为卵母细
胞或精子

　　利用 ES 细胞在体外能够定向分化的特性, 可

以将转染外源基因的 ES 细胞在体外诱导分化成生

殖细胞 (卵母细胞或精子) , 利用体外受精、单精子注

射等技术生产转基因动物。Hübner 等[16 ]首次将转

染了 g cO ct2GF P 基因的小鼠 ES 细胞体外诱导培养

后形成 PGC s, PGC s 接着分化形成卵泡、卵子, 最后

形成囊胚样结构; Toyooka 等[17 ] 将转染了 M vh2
GF P 和M vh2L az 报告基因的 ES 细胞 (XY ) 与

BM P4 细胞共培养,BM P4 刺激 ES 细胞经 PGC s 向

生殖细胞分化, 将生成的生殖细胞移植给经过处理

的小鼠, 最终得到了精子; Geijsen 等[18 ]利用视黄酸

促进 ES 细胞定向向精子分化, 得到诱导的精子细

胞后, 利用显微注射技术将精子注入卵子, 得到囊

胚。这些方法给转基因动物的生产提供了新的思路,

也为利用 ES 细胞生产转基因动物提供了一种新方

法。

4　利用成体干细胞中的精原干细胞制
造“转基因精子”

　　精原干细胞是出生后雄性生殖系的母体细胞,

其在一生中保持分裂和增殖的能力。性成熟后, 精原

干细胞能够提供子细胞继而发育为精子。同时, 精原

干细胞的分裂增殖能力很强, 理论上讲大鼠 1 个精

原干细胞通过分裂、分化能产生 4 096 个精子; 并且

精原干细胞增殖很快, 人在每次心跳的时间里就有

1 000 个精子诞生[19 ]。因此精原干细胞是许多研究

转基因动物学者关注的对象。

精原干细胞通过体外培养可以建立既能在体外

无限分裂增殖, 又能被诱导分化成精子的精原干细
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胞系, 使体外操作精原干细胞成为现实。在精子成熟

之前, 采用与 ES 细胞相同的处理方法对精原干细

胞进行基因转染和筛选, 可获得转染的精原干细胞

系。与利用 ES 细胞生产转基因动物不同, 一旦从细

胞水平上筛选到整合了目的基因的精原干细胞克

隆, 即可将其移入不育动物的睾丸, 或经过各种理化

手段处理的不育动物的曲精细管中, 依靠精原干细

胞自身的增殖潜能和分化潜能, 源源不断地产生遗

传信息改变的干细胞、各级生精细胞和精子。然后,

通过自然交配就可将携带目的基因导入受精卵中,

从而免除了利用 ES 细胞生产转基因动物所需要的

着床前胚胎的采集, 以及繁杂的显微注射等步骤。因

此, 利用精原干细胞生产转基因动物是一种捷径。但

到目前为止, 精原干细胞没有永生化细胞系, 各国学

者立足现有条件, 采用曲细精管显微注射法和精原

干细胞移植法生产转基因动物, 其原理均是借助生

物体自身的生精微环境, 诱导异源、异体精原干细胞

的定向分化。

4. 1　曲细精管显微注射法

K im 等[20 ]用白消安预处理动物, 创造一个适合

高效转染精原干细胞的生精小管环境, 3 周后用显

微注射针向曲细精管中注射脂质体- 细菌L acZ 基

因复合物, 直接转染小鼠曲细精管或猪睾丸中的雄

性生殖细胞。结果显示, 在小鼠上有 8. 0%～ 14. 8%

的精子表达L acZ 基因, 7%～ 13% 的附睾精子携带

外源基因; 在猪的曲细精管中有 15. 3%～ 25. 1% 生

殖细胞表达外源基因。该成果被视为“跨物种精子产

生中的重大突破”。在曲细精管显微注射法中, 为了

提高其转染效率, 国外学者还进行了其他一些尝试,

如逆转录病毒载体法和最近应用较多的慢病毒载体

法等[21 ]。在国内, 曹阳等[22 ]、沈新明等[23 ]、王宁等[24 ]

分别用曲细精管显微注射法对兔、小鼠的曲细精管

注射外源基因, 再与雌性动物交配, 分别获得转基因

兔和转基因小鼠。

虽然曲细精管显微注射法成功地避开了精原干

细胞体外培养的难题, 但由于不能对动物进行多次

转染, 所以其转染效率仍很低。

4. 2　精原干细胞移植法

B rin ster 等[25 ]将L acZ 基因导入 5～ 28 日龄小

鼠的精原干细胞后, 将精原干细胞移植到白消安处

理的成年小鼠睾丸中, 移植的细胞可以在生精小管

中成活, 并发育成精子, 将受体产生的精子用于受

精, 结果 80% 的后代携带有报告基因。R u ssell 等[26 ]

将大鼠精原干细胞移入 10 只丧失免疫力的小鼠曲

细精管中, 结果小鼠产生了大鼠的精子。N agano

等[27 ]用反转录病毒离体感染供体睾丸细胞, 并将其

移植入受体小鼠睾丸中, 结果在子代中有 4. 5% 的

转基因小鼠。Dob rin sk i 等[28 ]和O atley 等[29 ]分别将

兔、狗和牛的精原细胞移植入小鼠曲细精管中, 供体

精原细胞均在受体内成功增殖聚集。这种异种间移

植的成功, 更为转基因动物的生产提供了一个绝佳

的方案, 引起人们的广泛关注。

5　利用干细胞生产转基因动物存在的
问题及展望

　　除了在小鼠以外, 在其他动物上还没有真正意

义上的胚胎干细胞建系, 无法利用干细胞技术有目

的地获得基因敲除动物, 这大大限制了其他哺乳动

物模型在生物基础科学、人类健康和医药领域的应

用。同时, 转基因动物的生产是一个艰辛、复杂的系

统工程, 在这个工程中还存在以下问题: 首先是生产

个体的成功率太低, 核移植的成功率只有 1% 左右;

其次是转基因动物模型可能与预期的动物模型不

符; 第三是已整合的外源基因很容易从宿主基因组

中消失, 遗传给后代的概率很低; 第四是转基因的整

合还可造成宿主细胞基因的突变, 导致四肢畸形、死

胎、木乃伊等现象的发生。总之, 效率低下是制约转

基因动物生产的关键问题。但不能否认, 转基因动物

正以其特有的、潜在的优势蓬勃发展, 相信随着理论

和技术的不断完善, 转基因动物及其产品必将进入

真正的产业化和市场化阶段, 为人类的生产和发展

做出重大贡献。
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P rogress on p roducing tran sgen ic an im als w ith stem cells
YANG Chun -rong,DOU Zhong-y ing

(S haanx i B ranch of N a tiona l S tem Cell E ng ineering and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Stem cells, harbou red in som e parts of o rgan ism s, rem ain p rim it ive du ring the developm en t.

T hey p lay a key ro le in clin ica l app lica t ion. In th is paper, the sta tu s quo , developm en t, m echan ism , and ad2
van tage to p rovide references fo r p roducing tran sgen ic an im als w ere summ arized.

Key words: stem cell; t ran sgen ic an im al; t ran sgen ic techno logy
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