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摘要　随着越来越多生物基因组测序的完成，生物医学研究已进入后基因组时代。基因捕获技
术由于其在克隆、发现新基因及揭示基因功能方面具有独特的优点，已成为功能基因组时代研究

的有力工具，在生物医学研究各个领域的应用日趋广泛。主要对基因捕获技术的原理、分类、一

般操作流程、优缺点及基因捕获在发育生物学、新基因鉴定、干细胞分化、肿瘤和生殖医学研究方

面的应用作一综述，为相关研究者提供借鉴。
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　　后基因组时代阐明基因的功能及不同基因之间的
相互作用已成为生物医学研究的迫切任务。目前，

７０％以上的基因功能未知，而基因捕获（ｇｅｎｅｔｒａｐｐｉｎｇ）
技术在揭示基因功能方面有独特的优点，在功能基因

组时代可发挥重要作用［１］。此外，国际基因捕获协会

（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＧｅｎｅＴｒａｐＣｏｎｓｏｒｔｉｕｍ，ＩＧＴＣ）在其网站提
供了大量的基因捕获胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ＥＳＣｓ），截至２０１４年１０月６日已包括１２５０２９个可免费
使用的基因捕获细胞系，为阐述基因功能提供了重要

研究平台［２］。本文主要对基因捕获的原理、分类、一般

操作流程、优缺点及在生物医学研究中的应用作一

介绍。

１　基因捕获原理及分类

１．１　基因捕获的基本原理
　　利用一含报告基因（包括 ＬａｃＺ或 ＥＧＦＰ等）的
ＤＮＡ载体通过电转化或者病毒转染的方式随机插入宿

主细胞基因组，形成内源基因和报告基因的融合转录

本，产生内源基因失活突变，通过报告基因的表达提示

插入突变的存在及突变内源基因的时空表达特点。

１．２　基因捕获的基本分类

　　基因捕获载体包括３种基本类型［３４］：增强子捕获

（ｅｎｈａｎｃｅｒｔｒａｐ）载体、启动子捕获（ｐｒｏｍｏｔｅｒｔｒａｐ）载体

和基因捕获载体。增强子捕获载体插入位置常邻近编

码序列［４］。启动子捕获载体只能用于单个细胞产生突

变体，而不能使生物体发生突变，并具有 ＤＮＡ插入偏

向性，且只能捕获有转录活性的基因［５］。但启动子捕

获载体减少了非功能 ＤＮＡ片段被捕获进入 ＥＳＣｓ而造

成假像的机率［６］，也可鉴定冗余基因和在多个发育阶

段行使功能的基因。基因捕获载体常用来研究小鼠体

内插入导致的突变，也可发现和确定机体发生发展过

程中的调控基因，以及外源刺激物调控的基因［７］。由

于基因捕获载体插入在内含子，捕获的效率较启动子

捕获可提高１０～１００倍［８］。但选择性剪接会导致低水

平的野生型转录本产生，从而形成减效等位基因

（ｈｙｐｏｍｏｒｐｈｉｃａｌｌｅｌｅｓ）突变［４］。

１．３　 新型捕获载体

１．３．１　ｐｏｌｙＡ捕获载体　筛选基因自带启动子且含剪
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接供体位点，使得不管捕获到的基因表达与否均可通

过筛选基因获得捕获克隆，但ｐｏｌｙＡ捕获载体有插入偏
向性（大部分在基因３′端），有时会激活 ｍＲＮＡ的无义
介导降解（ｎｏｎｓｅｎｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｄｅｃａｙ，ＮＭＤ）［９］。
１．３．２　分泌蛋白捕获载体　Ｓｈｉｒａｓａｗａ等［１０］利用分泌

蛋白原理及βｇａｌ在内质网被灭活的特点设计了一种
专门捕获编码分泌蛋白基因的载体。孙强等［１１］在此基

础上构建了一种新型报告基因—ｐｅｏ，且证明其改造的
基因捕获载体可用于分泌蛋白基因的筛选，还能减少

假阳性。

１．３．３　含 Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统捕获载体　特点是筛选基因
（如ｎｅｏ）后含ｐｏｌｙＡ可阻止报告基因 ＬａｃＺ的表达。当
被捕获基因表达时，Ｃｒｅ重组酶能切除 ｎｅｏ两边方向相

同的ＬｏｘＰ位点，使ＬａｃＺ直接处于ＰＧＫ启动子后，ＬａｃＺ
表达而ｎｅｏ抗性消失，从而检测短暂表达的基因［１２］。

利用Ｃｒｅ和ＦＬＰ重组酶构建的新型基因捕获载体还可
使基因敲除过程可逆并达到组织及时间特异性打断捕

获基因的效果［１３１４］。

１．３．４　含ＩＲＥＳ捕获载体　在载体报告基因与剪接受

体之间加入内核糖体进入序列（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉｂｏｓｏｍｅｅｎｔｒｙ
ｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ），即使报告基因与捕获基因融合读码框不一
致时或插入在非编码区也可产生报告基因的翻译产

物，在载体筛选基因 ｎｅｏ终止密码子下游及剪接供体
（ｓｐｌｉｃｉｎｇｄｏｎｏｒ，ＳＤ）前加入 ＩＲＥＳ可阻止 ＮＭＤ激活及
捕获转录沉默基因而减少插入偏向性［１５］。

２　基因捕获的一般操作流程及优缺点

２．１　基因捕获的一般流程
　　基因捕获的一般流程［１６］包括：（１）获取被捕获基
因的ＥＳＣｓ；（２）确定捕获载体在基因内的精确插入位

点；（３）ＲＴＰＣＲ证实捕获载体的插入及表达；（４）利用
Ｘｇａｌ染色或其它报告基因证实捕获载体的插入及表
达；（５）提取野生型和基因捕获小鼠尾巴或耳朵基因组

ＤＮＡ，利用基因组ＤＮＡＰＣＲ进行基因分型；（６）通过Ｘ
ｇａｌ染色或其它报告基因研究被捕获基因内源性启动
子活性获得被捕获基因在胚胎、器官、组织中的表达

谱。

２．２　基因捕获技术的优点
　　可在一个实验中产生大量随机插入突变体，也可
达到“基因敲除”的效果，比常规基因突变更快得到突

变小鼠［１７］。被捕获基因可用基于 ＰＣＲ的 ｃＤＮＡ末端
快速扩增法（ｒａｐｉｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）技

术分离，而不管其在体内的表达水平，适于检测短暂表

达或表达水平较低的基因［１８］、多效基因［１９］，还可能发

现新基因［２０］，可克服其它寻找差异表达基因的方法如

差异显示、抑制消减杂交、ＤＮＡ微阵列等的缺点：以

ｍＲＮＡ为研究起始材料，在检测低丰度及少量细胞表
达的基因时存在一定局限性；寻找出的差异表达序列

可能是基因的部分片段［２１］。通过报告基因可随时跟踪

被捕获基因在体内的表达，对发育生物学家来说是最

有吸引力的研究基因功能的方法［２２］。目前广泛被鉴定

的基因捕获ＥＳＣｓ克隆可从国际基因捕获协会获得。

２．３　基因捕获技术的缺点
　　具有偏向性［１５］，可能重复捕获，不同捕获策略可捕

获同一基因［２３］；制作的变异鼠可能没有任何表现

型［２４］；可出现异位报告基因表达、剪接错乱和干扰融合

转录本克隆［３］；载体导入包括逆转录病毒感染法和电

转化法，前者包装容量有限，也可能产生基因沉默和报

告基因异常表达，后者常导致多拷贝插入［４］；捕获载体

在内含子中的整合可能引起 ｍｉｃｒｏＲＮＡ及增强子失活
而不能正确解释被捕获基因的功能［２５］。

３　基因捕获在生物医学中的应用

３．１　在发育生物学中的应用
３．１．１　动物发育生物学　基因捕获最初就是用于
ＥＳＣｓ制作基因突变小鼠研究胚胎发育相关基因［２６］。

Ｋｏｈｏｕｔｅｋ等［２７］用含 βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｎｅｏｍｙｃｉｎ（βｇｅｏ）元
件的捕获载体灭活小鼠 ＥＳＣｓ的细胞周期蛋白 Ｔ２（Ｃ
ｔｙｐｅｃｙｃｌｉｎＴ２，ＣｙｃＴ２），并获得了 ＣｙｃＴ２突变小鼠。

ＣｙｃＴ２杂合子小鼠的ＬａｃＺ染色揭示了ＣｙｃＴ２在胚胎发
育过程中的表达特点，提示 ＣｙｃＴ２在整个胚胎发育过

程均发挥了作用；纯合子小鼠在胚胎早期就已死亡，提

示ＣｙｃＴ２突变减少了胚胎发育关键基因的表达。此
外，基因捕获还广泛应用于其它模式生物如斑马鱼、果

蝇、片脚类甲壳动物等。

３．１．２　植物发育生物学　基因捕获已被证明特别适

合于研究那些成年期不能得到其突变表型的早期胚胎

致死基因，在植物生长和发育生物学研究中得到广泛

使用［２８］。Ｓｐｒｉｎｇｅｒ等［２９］用基因捕获在拟南芥分离到一

个基因ＰＲＯＬＩＦＥＲＡ（ＰＲＬ），基因突变体研究显示 ＰＲＬ
对于大配子体和胚胎发育是必须的，并通过报告基因

证明ＰＲＬ在分裂中的细胞表达。Ｙｕ等［３０］在水稻中应

用基因捕获鉴定了一个侧根组织特异性表达基因

ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ１，联合芯片技术证明植物激素 ＡＢＡ可增强

８０１
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ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ１启动子的活性。此外，基因捕获也可用于

胡萝卜、番茄、小立碗藓等模式生物的研究。

３．２　发现新基因并研究其功能
　　过程是通过基因捕获得到具有突变表型的小鼠品

系或差异表达克隆，利用 ＲＡＣＥ等技术分离新基因，根
据表型改变发现新基因的功能或已知基因的新功

能［２０］。Ｔａｎｇ等［３１］用 ＰＵ８捕获载体从小鼠 ＥＳＣｓ捕获
到一个新基因（Ａｙｕ１７４４９基因），ＬａｃＺ染色证明
Ａｙｕｌ７４４９蛋白主要在脑神经细胞和肾脏近曲小管细胞
表达，通过功能基团分析提示 Ａｙｕｌ７４９基因可能与激
素分泌有关。Ｆｏｒｂｅｓ等［３２］用基因捕获打断 Ｎｄｕｆｓ６基
因，引起肾脏皮质缺陷，造成了肾脏损伤，包括引起蛋

白尿、肾脏纤维化、细胞线粒体ＡＴＰ及过氧化物酶减少
等，揭示了已知基因的新功能。

３．３　在干细胞分化研究中的应用

　　基因捕获还可方便筛选分化前后的差异表达克
隆，再用ＲＡＣＥ分离得到干细胞分化相关基因，已被用
于揭示干细胞多种分化的分子机制。Ｈｉｒａｓｈｉｍａ等［３３］

用ｐｏｌｙＡ捕获载体转染ＥＳＣｓ后诱导内皮分化，ＬａｃＺ筛
选获得７个差异表达克隆，ＲＡＣＥ分离３个可能的内皮
分化正相关基因ｅｎｄｏｇｌｉｎ、ＡＳＰＰ１和Ｈｅｓ１，并以ＬａｃＺ染

色证明ｅｎｄｏｇｌｉｎ和ＡＳＰＰ１在早期胚胎发育中呈内皮细
胞特异性表达。本课题组用基因捕获载体 ＲＯＳＡＦＡＲＹ
建立了１０Ｔ１／２细胞基因捕获阳性克隆库［３４］，并分离获

得ＴＧＦβ１诱导平滑肌分化前后 ３个差异表达基因：
Ｍｒｐｓ６和两个新基因（ｍｇｔ６和 ｍｇｔ１６），其中新基因
ｍｇｔ６和ｍｇｔ１６可能与平滑肌分化有关［３５３７］。

３．４　在肿瘤研究中的应用

　　主要用于筛选、发现肿瘤相关基因，而收集基因捕
获克隆中恶性转化后基因表达受抑制的克隆还有利于

筛选获得抗肿瘤药物的分子靶标。Ｉｓｈｉｇｕｒｏ等［３８］用四

环素可诱导基因捕获系统转染结肠癌细胞系 ＰＫＯ，证
实ＣＬＣＮ４是一个新的与结肠癌迁移、侵袭及转移正相
关的基因。Ｙａｍａｍｕｒａ等［３９］认为传统癌症研究为假说

驱动的研究，而基因捕获为未知驱动的研究，基因捕获

可找到癌症研究中很少被注意但确实与癌症相关的基

因，并列举３个实例加以证明。
３．５　在生殖医学中的应用
　　近年来基因捕获在生殖医学研究中逐步受到重
视。Ｔａｒｎａｓｋｙ等［４０］用含 βｇｅｏ元件的基因捕获载体的
ＥＳＣｓ制作了外致密纤维蛋白２（ｏｕｔｅｒｄｅｎｓｅｆｉｂｅｒｐｒｏｔｅｉｎ

２，Ｏｄｆ２）突变小鼠，发现 Ｏｄｆ２突变雄性小鼠由于精子

尾巴不正常使精子活动能力缺陷导致其不育。此外，

基因捕获也可用于精原干细胞制作基因突变小鼠［４１］，

为生殖医学研究提供了另一条途径。

４　展　望

　　自从基因捕获出现后，捕获载体的改进一直都受

到研究者的青睐。用基因捕获建立的 ＥＳＣｓ突变细胞

库也将成为以小鼠为模式生物研究人类疾病发生发展

机制及生物制药方面重要的遗传资源。高通量及其它

新兴技术如芯片相结合也是基因捕获发展的趋势。我

们相信，随着更多更完善捕获载体的出现，基因捕获技

术在动植物胚胎发育、新基因鉴定、细胞分化、癌症、生

殖医学及药物靶点［４２］等方面的研究均将作出更大的

贡献。
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