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摘要

巧 年来已建了许多用作研究人类疾病的转基因动物模型
。

转基因动物 已作为研究代

谢调节
、

分化
、

发育中有关基因功能的工具
,

它 已作为一种分子农场可生产基因产品等
。

但

要看到
,

转基因还有许多问题要解决
。

首先是转基因的阳性率低
,

这是受了许多因素如

样品质量
,

分子大小和结构
,

动物种属
,

原核的可见性
,

注射针的调节和微注射技术

等影响
。

通常转基因首建的阳性率在 一
,

有时甚至低于
。

在基因操作后
,

外源

基因整合到宿主基因组
,

可
‘

引起包括插入突变在内的宿主细胞基因突变
,

缺失突变
,

宿主

基因扩增和位移
。

转基因的表达不能预测
,

可能因转基因的改变
,

质拉序列的影响
,

整合部

位和拷贝数不确实
,

缺乏顺式作用元件或反式作用因子
。

这使得转基因功能分析紊乱
。

此

外
,

转基因动物模型可能和预期不符
,

转基因过度表达可使动物表型异常
。

一些社会问题

也将在本文中讨论
。
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一
、

转基因动物的效率
’

,

转基因的总效率 阳性子代动物 注射

目前
,

制备转基因动物最常用的方法仍是 受精卵的总数 为 肠
。

但许多实验室远不

显微注射法
,

从已积累的资料 , “
·“ ,看

,

在转基 能达到此效率“
, ,

且阳性率结果重复性差
,

甚至

因的长度为几至 范围内 最近我们在试 根本无法重复
,

而有的实验室则长时间得不到

图导人 的
,

此法转基因动物的阳 转基因动物
。

等 以鼠为例研究了显微

性率 阳性子代动物 出生子代动物总数 为 注射法的转基因效率
,

如下表所示

注射卵数 存活卵数 移植卵数 子代数 检测数 阳性鼠数

,
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其中转基 因动物的阳性率 为
,

总橄率 为
。

另一组实验数
据则略高于此表 未显示

,

但统计结果基本相

同
。

我们对大鼠的统计结果与此接近 阳性率为

本文发表得到国家
“

八五
”

科技攻关项目 编号 一 一 一 的资助



肠
,

总效率为 。写
。

说明转基因动物的效

率仍然很低
。

因此
,

我们认为提高转基因技术水

平或改进转基因技术方法
,

增加转基因动物的
阳性率

,

仍是目前所要解决的重要问题
。

二
、

转基因的整合造成宿主细胞基因的突变

插人突变

转基因整合于宿主动物的基因组时
,

可能

会弓起宿主染色体的插人突变
,

突变的发生率

约为 一 ‘。 。 这种突变一方面为人们认识和

发现新的基因提供了实验材料
,

但另一方面也

干扰了人们正在进行的转基因研究
,

因为人们

最初的转基因研究可能并不是为了研究突变
。

插 入突变可以是中性突变或有义突变
,

有义突

变
’

可以引起动物表型的改变甚至造成动物的不

育或死亡
。

如 等‘, ,在研究中发现
,

鲁

斯氏肉瘤病毒的启动子和氯霉素乙酞转移酶基

因拼成的融合基因引起的插人突变可造成鼠足

连脚等
,

说明这种插人突变为有义突变
。

缺失突变

等
召 ,
报道转基因引起小鼠四月好表

型异常
。

进一步研究发现
,

当转基因插人 号染

色体时
,

造成插人位点周围约 基因组片段

的缺失
,

这种缺失突变可能是造成四肢畸型的

原因
。

宿主基因的扩增和移位

等
‘
曾观察到

,

转基因插人宿主

动物基 因组 时
,

引起插人位点周 围序列 约
》 的倍增

。

等‘ ,发现转基因插人

后引起基因的移位等
。

由于转基因介人动物的基因组可导致基因

的突变
,

因此
,

如果转基因动物出现新表型时
,

应仔细区分此表型的产生是转基因表达的结果

还是基因组突变的结果
。

三
、

转基因的表达

表达混乱

表达混乱包括 不在预期的组织中表达 子

代中的表达情况不同 同一启动子在不同的个

体或不同的动物中表达行为不同‘, 。 如 日一珠

蛋白的转基因研究中
,

个实验室所得到的表

达情况不同 均使用天然启动子 , 其表达率 表

一 一

达的动物 总 阳性 动物 分别为 。
、

肠
、

写
、

肠
、 、 、 、

和
。

转基因在

细胞和动物水平的表达情况也可能不一样
,

如
‘幻和 ‘。,启动子在细胞水平均为强的

启动子
,

但在某些转基因动物中的表达活性则

较弱甚至不表达
。

因此
,

细胞水平的表达并不能

完全作为判断外源基因是否在转基因动物中表

达的标准
,

这也为转基因研究带来了困难
。

又如

主要在领下腺表达的小鼠 一 基因
,

在其
转基因大鼠中则在肾上腺表达“

‘’,

不在预期组

织中表达的原因是多方面的
,

可能是调节基因

表达的顺式调控元件和反式作用因子之间的不

协调造成的
。

外源基因被转人动物后
,

动物组织

细胞并不是外源基因的
“

故乡
” 。

因此
,

宿主动物

在和原动物相同的组织细胞中可能缺乏相应的

反式作用因子
,

而造成转基因不在预期组织中

表达或表达混乱的结果
。

除此
,

宿主细胞基因和

转基因之间的相互作用或转基因的整合位点不

适
,

也可能是表达混乱的原因
。

子代表达行为不

同包括 亲子表达行为不同
,

子代之间表达行为

不同以及转基因在子代中表达消失
。

这也是转

基因研究中难以解释和解决的问题
。

转基因的修饰与表达

等‘ 在乙型肝炎病毒的转基因研究

中发现
,

有些阳性鼠在随雌性传代时
,

肝炎病毒

基因的表达则受抑制
,

经研究发现
,

这些肝炎病

毒基因在雌性动物的细胞中已被甲基化
,

因此
,

转基因表达的抑制可能和其甲基化有关
。

等‘”’在转基因研究中也发现
,

甲基化可以

抑制转基因的表达
。

这些研究说明宿主动物细

胞可以通过修饰
一

限制系统影响转基因的表达
。

载体序列影响转基因的表达

和 等‘
’‘ , ‘ , ,在 一珠蛋白的

转基因研究中发现 当将携带有质粒载体的

一珠蛋白转人小鼠时
,

珠蛋白基因不表达或表

达极低 删去载体序列时
,

乒一珠蛋白的表达可

提高 。倍
。

尽管并非所有的转基因表

达都受载体序列的抑制
,

但在转基因工作中
,

当

转基因携带有载体序列而又不表达时
,

考虑载

体序列对转基因表达的影响是必要的
。



作为转基因的 可能不表达

真核细胞基因被内含子分割
,

这些内含子

中可能存在着基因表达的调控元件
,

在缺失内

含子的 中
,

这些元件也不存在
,

因此用

作转基因时
,

转基因在宿主动物细胞 中

的表达将会受到影响甚至不表达
。

如
泌 。

等‘
,‘ ,

曾用小 鼠 的 和 的调控

元件拼接成融合基因建立转基因动物
,

转基因

阳性鼠中并不表达
。

但若引入内含子
,

则 的表达水平接近正常且具有组织特异

性
。

说明对 基因而言
,

内含子是其表达必需

的调控元件
。

除此
, ‘” ’和 等‘

, ’
,

“ ,

也研究了内含子对转基因表达的影响
,

均发现

内含子 包括异源 内含子 可以加强基 因的表

达
。

。

转基因部分整合时不表达

受精卵细胞在接受外源 时
,

可能只

整合了外源基因的一部分
,

从而造成外源基因

的残缺和不表达
。

等将人 一珠蛋白基

因和 基因转人小鼠时发现
,

得到的两只转

基因鼠中
,

其中一只仅整合有人 归一珠蛋白基

因的一部分
,

尽管该部分能传给子代
,

但并未表

达
。

说明整合的基因未必都完整
,

而这种不完整

的基因是不能表达的
。

转基因拷贝数可能影响其功能的实现

一般认为
,

转基因整合的拷贝数并不影响

转基因的表达水平
,

但 等“
, ,

发现
,

将

人 俘一珠蛋白基因转人 一地贫小鼠时
,

如果转

基因的拷贝数大于
,

则地贫可被校正
,

而拷

贝数为 时则无效
‘

说明转基因整合的拷贝数

也有可能影响转基因的表达和功能的发挥
。

除

此
,

有人观察到转基因在染色体的整合位点对

其表达也有影响
,

此不赘述
。

由于转基因的表达受多种因素影响
,

给转

基因表达调控的研究带来了不便
,

在工作中只

有全面了解转基因在宿主动物细胞中的行为
,

才能正确认识转基因的表达调控的机制
。

四
、

动物模型可能和预期不符

在镰刀状贫血动物模型的研究中
,

人们试

图将突变的血红蛋白基因转人小鼠以获得镰 刀

状贫血动物
,

但结果使研究者大失所望 所有的

转基因动物都只表现出镰刀状红细胞的病变而

并未表现贫血 的
。

除此
,

在高血压转基因动物

模型的建立中
,

多数结果和预期不符
‘ ‘’。

造成

这些结果的原因可能是 因物种之间的差异
,

可能同一种疾病在不同的物种 如人和动物 中

发病机制不同
。

生物体内有极其复杂的调节

和平衡机制
,

在内源基因功能正常时
,

单一的外

源基因对动物整体的作用可能是有限的
。

转

基因的整合
、

表达和调节尚不能真正达到人为

控制等
。

这些给转基因动物模型的建立带来了

一定的困难
。

五
、

病毒转基因研究中存在的问题

病毒基因可能从整合位点脱下恢复病毒特

性
,

而造成细胞功能紊乱或死亡
。

等 ,将

牛 病毒的基因组 转人小鼠后
,

其 可能整人小鼠的基因组中
,

但有时可

以从染色体上脱离下来
,

成为染色体外独立复

制的成份
,

这时
,

小鼠将患皮肤癌
。

六
、

看家基因与转基因研究

看家基因是维持细胞生存所必需的基因
。

显而易见
,

如果转基因使看家基因产生有义突

变或作为看家基因的转基因不适表达时
,

细胞

的正常生理功能将受到严重影响甚至导致细胞

死亡
。

其结果可能使转基因受精卵不能发育
、

纯

合子动物死亡和不育
。

这也给以定点整合为目

的的胚胎干细胞法的研究带来了困难
。

七
、

转基因产品制备中的问题

用转基因动物生产基因产品时
,

人们总是

希望能提高转基因的表达水平
,

但动物机体能

否承受转基因高表达带来的不适或紊乱
,

应该

是一个值得探讨的问题
。

等在二氢叶酸

还原酶基因的转基因研究中发现
,

如果该基因

在体内过多表达
,

将引起骨骼肌缺损
、

侏儒甚至

不育
。

除此
,

动物具有杂种优势
,

不宜建立纯系
,

这样转基因在动物传代中表达的维持也将是一

个尚需解决的问题
。
‘

、

一些社会问题

用人基因制备的转基因产品中
,

在食用时

可能会存在不适心理
。 ‘

如将人的生长素基因转

一 一



人鱼的受精卵
,

可得到转基因鱼
,

但由于这种转

基因鱼中表达人的蛋白—生长激素
,

则人们

在食用这些鱼时可能心趣上有顾虑
,

尽管这个

问题可通过转鱼生长激素基因得到解决
,

但面

对这种工程食品
,

人们的顾虑可能一时难以消

除
,

当然
,

食品中高表达的基因产物是否对人类

有害
,

也难以预测
。

另一方面
,

在病毒等致病基

因的转基因研究中
,

不可避免地会产生一些有

害的转基因动物
,

虽然至今未见有转基因动物

向社会扩散的报道
,

但人们总存在着担心等
。

转基因动物的建立是一个艰辛
、

复杂的系

统工程
,

从第一例转基因动物的建立至今已有

十余年的历史
,

毋庸置疑
,

十多年来
,

其已在生

物学
、

医学
、

农牧和食品等方面取得了卓著的成

绩
。

现在回过头来剖析和探讨转基因研究中存

在的问题和困难
,

不仅可以为我们更好的利用

转基因动物这个工具为人类服务
,

也有助于转

基因技术的改进和提高
。

转基因研究的重复性

差和多样性也反应了客观世界的复杂和多样

性
,

从此意义上看
,

转基因研究中的
“ 副产品

”

如突变体
,

表达多样性等 为人类更多地提供

了展示自然规律的窗 口
。

相信将来转基因技术

做为认识和改造生命的手段将为人类做出更多

的贡献
。
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