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摘要　转基因动物乳腺生产人类重组蛋白人血清白蛋白（ｈＳＡ）、人纤维蛋白原（ｈＦＩＢ）、人蛋白 Ｃ
（ｈＰＣ）、人凝血因子（ｈＦⅧ）和（ｈＦⅨ）等具有较高市场潜力，使其在医学领域获得广泛应用。对
转基因动物乳腺生物反应器的优势、目的基因选择、载体构建、基因工程技术、重组蛋白在肿瘤治

疗上的应用、当前困境和未来前景等方面进行较为全面的综述，以期能有助于转基因动物生物反

应器的研究。此外较详细地探讨了利用 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ基因打靶技术生产高表达量的人类重组蛋
白的可能性。
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　　转基因动物乳腺生物反应器是应用 ＤＮＡ重组和

转基因技术，而获得能在动物乳腺组织中特异表达外

源基因，从而高效生产活性功能蛋白的转基因动物个

体。自１９８７年Ｇｏｒｄｏｎ等［１］首次构建转基因小鼠乳腺

生物反应器成功表达并提取出组织型纤溶酶原激活剂

（ｔＰＡ）后，转基因动物乳腺生物反应器在各国逐渐成为

了研究热点，并相继建立了一批以转基因生物反应器

为核心技术的生物制药公司，其中荷兰 Ｇｅｎｐｈａｒｍ公司

用转基因牛生产乳铁蛋白，每年从乳汁中提炼出的营

养奶粉的销售额是５０亿美元［２］。而美国 ＧＴＣ公司用

山羊乳腺生物反应器生产出重组人抗凝血酶Ⅲ
（ＡＴｒｙｎ），并成为首个在欧洲药监局和美国 ＦＤＡ相继

获准上市的生物工程药物。经过将近３０年的发展，转

基因动物乳腺生物反应器表达的产品由最初的抗凝血

酶Ⅲ（ＡＴｒｙｎ）、抗胰蛋白酶（ｈＡＡＴ）、蛋白Ｃ（ｈＰＣ）、纤

维蛋白原（ｈＦＩＢ）、血清白蛋白（ｈＳＡ）、凝血因子Ⅷ（ｈＦ

Ⅷ）和Ⅸ（ｈＦⅨ）等扩展到市场潜力巨大、其它系统难

以生产而在乳腺中表达有明显优势的组织型纤溶酶原

激活剂（ｔＰＡ）、乳铁蛋白（ｈＬＦ）、葡萄糖苷酶（ｈＧｌｕ）、抗

体、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、溶菌酶、蜘蛛牵丝蛋白和

白介素Ⅱ等，其中近３０种进入临床开发，部分已经获

得批准上市，这将促进人类医药事业发展并给众多患

者带来福音［３］。本文对转基因动物乳腺生物反应器的

优势、目的基因选择、载体构建、基因工程技术、重组蛋

白在肿瘤治疗上的应用、当前困境和未来前景等方面

进行了全面综述。

１　转基因动物乳腺生物反应器的优势

　　与利用微生物或细胞发酵生产药用重组蛋白的传

统技术相比，转基因动物乳腺生物反应器具有不可比

拟的优势。（１）乳腺生产药用重组蛋白产量高、成本

低。哺乳动物的乳腺是高度分化的腺体，具有超强的

蛋白质合成能力，尤其是经过改良的动物品系，其乳腺

的蛋白质合成能力更强，而且乳汁中蛋白质种类相对

较少，主要是酪蛋白、乳球蛋白、白蛋白和从血液中扩

散出来的少量血清蛋白及免疫球蛋白，因此易于药用

重组蛋白分离纯化，且生产工艺简单［４］。（２）转基因动

物乳腺生物反应器技术对动物自身的伤害小。哺乳动

物的乳腺是个相对封闭的分泌系统，其特异性表达的

重组蛋白很少进入血液循环因而对转基因动物造成的

伤害很小。（３）无环境污染。乳腺生物反应器在产品

的生产和纯化过程中没有毒性物质或有害物质释放。

（４）易规模化。由于转基因可以遗传，从而使得扩大种

群和进行规模化生产较为容易。（５）缩短新药上市周

期。据估算如果利用动物乳腺生物反应器生产新药，

其周期缩短为５年左右，而传统技术则需要１０～１５年。
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（６）乳腺生物反应器的产业具有巨大市场潜力和巨额

利润。ＧＴＣ公司上市的 ＡＴｒｙｎ预计每年市值７亿美
元，另据美国红十字会分析，人血清白蛋白（ｈＳＡ）、人纤
维蛋白原（ｈＦＩＢ）、人蛋白 Ｃ（ｈＰＣ）、人凝血因子（ｈＦ

Ⅷ）和（ｈＦⅨ）的市场潜力年估值均在几亿和十几亿
美元之间［５］。

２　目的基因选择

　　纵观转基因动物生物反应器表达的产物从最初的
抗凝血酶Ⅲ（ＡＴｒｙｎ）、抗胰蛋白酶（ｈＡＡＴ）、蛋白 Ｃ
（ｈＰＣ）、纤维蛋白原（ｈＦＩＢ）、血清白蛋白（ｈＳＡ）、凝血因
子Ⅷ（ｈＦⅧ）和Ⅸ（ｈＦⅨ）到组织型纤溶酶原激活剂
（ｔＰＡ）、乳铁蛋白（ｈＬＦ）、葡萄糖苷酶（ｈＧｌｕ）、抗体、超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、溶菌酶、蜘蛛牵丝蛋白和白介素

Ⅱ。可见制备转基因动物乳腺生物反应器的目的基因
一般选择医用价值价高的酶、抗体等蛋白相对应的基

因序列。

３　制备转基因动物乳腺生物反应器的载体
选择

３．１　乳腺特异表达载体ｐＢＣ１
　　绝大部分构建转基因动物乳腺生物反应器的研究
中，选用ｐＢＣ１乳腺表达系统作为乳腺表达载体。ｐＢＣ１
乳腺表达载体是美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产的一种乳腺特
异表达载体，大小为２１６２８ｂｐ。ｐＢＣ１乳腺表达载体用
山羊β酪蛋白启动子来启动重组蛋白的高效表达。山
羊β酪蛋白启动子是一个组织特异表达的强启动子，
主要在乳腺上皮细胞内表达。乳蛋白的合成是在乳腺

上皮细胞内完成的，这些细胞负责所有翻译后的修饰，

包括糖基化和磷酸化。糖基化和磷酸化对重组蛋白进

行正确修饰是其具有生物活性的必要条件。除了强启

动子外，乳腺表达载体 ｐＢＣ１还包含外显子（１、２、７、８
和９）的非编码区、内含子（１、７和８）、β酪蛋白３′终止
子区和双拷贝的βｇｌｏｂｉｎ隔离子，其中内含子能增强基
因的转录，β酪蛋白３′终止子区则是外源基因正常转
录的必要条件，而双拷贝的βｇｌｏｂｉｎ隔离子可以减少顺
式调控元件对外源基因表达的影响。由于 ｐＢＣ１载体

具有乳腺特异性表达的结构，常被用于构建转基因动

物乳腺生物反应器并大量表达重组蛋白或抗体。据资

料显示，由 ｐＢＣ１载体构建的转基因小鼠乳腺生物反应
器表达的重组蛋白含量可达到 ３５ｇ／Ｌ（Ｙｏｕｎｇｅｔａｌ，
１９９７），转基因山羊乳腺生物反应器表达的重组蛋白含

量可达到２０ｇ／Ｌ（Ｚｅｏｍｅｋ，１９９８）。由于 ｐＢＣ１载体只有

唯一的克隆位点 ＸｈｏＩ，故在基因链接克隆前需用碱性
磷酸酶ＣＩＰ或ＣＩＡＰ去磷酸化，防止载体自连从而提高
获得重组质粒的概率。在连接时，载体与目的基因的

比例一般为１∶１０，常用的连接酶为 Ｔ４或 Ｔ７，获得重组
质粒后需鉴定目的基因序列的正反方向［６］。

３．２　杂合基因座载体
　　利用外源目标蛋白的基因组序列（从起始密码子
到终止密码子）完全置换某种乳蛋白基因座中该乳蛋

白的基因组序列，从而成功构建杂合基因座载体。目

前常用的乳蛋白基因座主要有：乳清酸蛋白（ｗｈｅｙａｃｉｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＷＡＰ）基因座、ｐ乳球蛋白（ＰＬａｃｔｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，
ＢＬＧ）基因座、牛 αＳｌ酪蛋白（ＢｏｖｉｎｅαＳｌｃａｓｅｉｎ）基因
座和乳清白蛋白（ｌａｃｔａｌｂｕｍｉｎ，ＬＡ）基因座等。２０１２年，
Ｓｈａｏ等［７］利用连续三步缺口修复技术成功构建小鼠乳

清酸蛋白人溶菌酶杂合基因座。２０１３年，Ｚｈｅｎｇ等［８］

利用连续三步缺口修复技术成功构建牛 αＳ１酪蛋白
人溶菌酶杂合基因座，该杂合基因座在转基因小鼠乳

汁中有效地表达人溶菌酶，浓度可高达６．０６ｇ／Ｌ。
３．３　人工染色体载体

　　人工染色体载体是指利用染色体的复制元件来驱
动外源ＤＮＡ片段复制的载体，其装载外源ＤＮＡ的容量
远大于普通质粒，甚至可以跟染色体的大小接近。常

用的人工染色体有酵母人工染色体（ＹＡＣ）和细菌人工
染色体（ＢＡＣ）等。１９９７年 Ｆｕｊｉｗａｒａ等［９］使用 ＹＡＣ装
载２１０ｋｂ的人α乳白蛋白基因成功制备转基因大鼠，
获得３个可遗传的转基因鼠系，鼠奶中人 α乳白蛋白
的表达量达到２．０～４．３ｍｇ／ｍｌ。２００８年，Ｙａｎｇ等［１０］使

用ＢＡＣ装载人乳铁蛋白（ｈＬＦ）成功制备转基因牛，牛
奶中人乳铁蛋白的浓度达２．５～３．４ｇ／Ｌ。

４　制备转基因动物生物反应器模型的基因
工程技术

４．１　基因组编辑技术
４．１．１　锌指核酶（Ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮ）技术　

ＺＦＮ技术是一种对基因组 ＤＮＡ实现靶向修饰的新技
术，其通过锌指核酶作用于基因组ＤＮＡ上特异的靶位
点产生 ＤＮＡ双链切口，然后经过非同源末端连接或同
源重组途径实现对基因组 ＤＮＡ的靶向敲除或者替换。
锌指核酶是一类人工合成的限制性内切酶，由锌指

ＤＮＡ结合域与具有限制性内切酶活性的 ＤＮＡ切割域

融合而成。ＺＦＮ技术一般采用 ＦｏｋＩＺＦＮ二聚体形式

３９



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．３５Ｎｏ．２２０１５

来保证其切割效率，但使用过程中可能因同源二聚体

效应而导致脱靶，影响切割特异性［１１］。２０１３年，Ｗａｎｇ

等［１２］利用ＺＦＮ技术成功制备表达溶葡萄球菌素的转

基因牛。

４．１．２　ＴＡＬＥＮ技术　转录激活子因子样效应核酸酶

（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＴＡＬＥＮ）技

术是一种对基因组ＤＮＡ实现靶向修饰的新技术，其通

过ＴＡＬＥＮ蛋白作用于基因组 ＤＮＡ上特异的靶位点产

生ＤＮＡ双链切口，然后经过非同源末端连接或同源重

组途径实现对基因组 ＤＮＡ的靶向敲除或者替换，其中

ＴＡＬＥＮ蛋白分子由 ＤＮＡ结合域和 Ｆｏｋ１核酸酶组成。

当两个 ＴＡＬＥＮ分子共转入细胞后，分别结合到靶点两

侧，而Ｆｏｋ１则形成二聚体并发挥切割作用，生成双链

断端，细胞内的非同源性末端接合修复机制启动，断口

被修复同时随机地删除和插入一定数量的碱基，而达

到对基因组进行编辑的目的［１３］。２０１４年，Ｓｈａｉｄａ等［１４］

利用ＴＡＬＥＮ技术成功制备表达人血清蛋白（ｈＳＡ）的转

基因牛。

４．１．３　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统基因修饰技术　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ

系统基因修饰技术是最近发展的一种基因编辑技术，

由ＣＲＩＳＰＲ序列元件和 Ｃａｓ基因家族两部分组成。其

中ＣＲＩＳＰＲ由一系列高度保守的重复序列（ｒｅｐｅａｓ）组

成，重复序列的长度通常 ２１～４８ｂｐ，重复序列之间被

同样高度保守的 ２６～７２ｂｐ间隔序列（ｓｐａｃｅｒｓ）隔开。

Ｃａｓ（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＣＡＳｓ）基因家族是存

在于ＣＲＩＳＰＲ附近区域的一组约由４～１０ｂｐ高度保守

基因组成的序列，这些基因编码的蛋白具有核酸内切

酶、核酸外切酶和螺旋酶等功能域，Ｃａｓ蛋白在向导

ＲＮＡ分子的引导下对特定位点的 ＤＮＡ进行切割，形成

双链ＤＮＡ缺口，然后细胞会借助同源重组机制或者非

同源末端连接机制对断裂的 ＤＮＡ进行修复，从而达到

对基因组进行编辑的目的［１５］。２０１３年，Ｙｏｓｈｉｍｉ等［１６］

利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ技术成功构建了转基因大鼠模型。

４．２　常用的转基因动物制备技术

４．２．１　显微注射技术　显微注射法是一种经典的物

理转基因技术，它是借助显微操作仪通过显微注射固

定针（０．５μｍ＜针口直径 ＜１．５μｍ）把外源基因注入受

体动物受精卵的原核中，由于受体细胞的基因组序列

可能发生重组、缺失、复制或易位等现象从而将外源基

因整合到其染色体上，并使受体细胞成活、增殖而发育

成转基因动物的技术。该技术是目前应用得最广、最

可靠的方法，主要应用于转基因小鼠的制备，而外源基

因的整合效率为１０％ ～４０％。２０１１年，Ｃｈｅｎ等［１７］利

用显微注射法成功制备表达嵌合抗体的转基因小鼠。

４．２．２　体细胞核移植法　体细胞核移植法是指把动

物的体细胞核移植入另一个体的去核卵细胞中，然后

将转核胚移植入同期发情的代孕母体子宫，最终获得

一个与供体细胞个体遗传性状一致的动物个体的技

术。２０１３年，Ｙｕ等［１８］利用体细胞核移植技术成功制

备表达人溶菌酶（ｈＬＺ）的转基因山羊，羊奶中人溶菌酶

含量为２．３～３．６ｇ／Ｌ。目前，该方法是建立兔、猪、羊、

牛乳腺生物反应器的最主要技术。

４．３　其他转基因动物制备技术

４．３．１　病毒感染法　病毒感染法是通过病毒感染的

方式将外源基因导入动物细胞中并发生整合，最终获

得转基因动物个体的技术。该技术是一种常用的转基

因技术，常用的病毒载体包括 ＤＮＡ病毒载体、反转录

病毒载体等。２０１０年，Ｋｒｉｓｚｔｉáｎ等［１９］利用慢病毒载体

法成功制备绿色荧光蛋白转基因ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。

４．３．２　胚胎干细胞介导法　胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳ介导法）是以胚胎干细胞作为载体将外源

基因导入动物细胞中并发生整合，最终获得转基因动

物个体的技术。其获得转基因动物制备的基本步骤可

以是外源ＤＮＡ转化ＥＳ细胞后再通过核移植产生转基

因个体，也可以通过注射法产生嵌合体，经过嵌合体的

繁殖获得转基因个体［２０］。

４．３．３　精子导入法　精子载体导入法就是利用精子

作为外源基因载体，将精子直接与外源基因混合培养

后，外源基因则可以直接进入精子头部，借助生理受精

作用导入受精卵，从而整合到受精卵的基因组中，并进

行胚胎移植，使外源基因得到表达的方法［２１］。

４．３．４　转座子介导法　转座子介导法是指利用转座

子在转座过程中发生染色体 ＤＮＡ缺失或倒置，使得外

源基因插入染色体中从而制备转基因动物的技术。应

用于脊椎动物中的转座子为“睡美女”（ｓｌｅｅｐｉｎｇｂｅａｕｔｙ，

ＳＢ）转座子，该转座子遵循经典的“剪切粘贴”作用机

制。通常“睡美女”转座子能特异性地整合到基因组中

的ＴＡ双核苷酸位点。２０１３年，Ｌｕ等［２２］利用“睡美女”

转座子介导技术成功制备转基因小鼠模型。

　　综上所述，经不同的研究者不断的努力，基因工程

技术取得较大的发展，但它们各有优劣（详见表 １和

表２）。
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表１　转基因动物乳腺生物反应器相关基因组编辑技术的优缺点

Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓａｎｄｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ａｎｉｍａｌｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ

技术类型 优点 缺点 参考文献

ＺＦＮ技术 技术成熟，效率高于被动同源重组。
设计依赖上下游序列，易脱靶其细胞毒性

高。
［１１１２］

ＴＡＬＥＮ技术
识别切割效率更高，几乎可以靶向任何序

列，不受上下游序列影响。
具有一定细胞毒性，模块组装过程繁琐。 ［１３１４］

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ技术 靶向精确，脱靶率低，细胞毒性低等特点。 仍存在脱靶现象，具有一定细胞毒性。 ［１５１６］

表２　转基因动物乳腺生物反应器相关转基因动物制备技术的优缺点

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓａｎｄｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｉｍａｌｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ

技术类型 优点 缺点 参考文献

显微注射技术
外源基因不限长度，转移率高，实验周期相

对较短。
显微操作仪昂贵，技术操作要求高。 ［１７］

体细胞核移植技术
动物转基因效率高，基因整合和生产胚胎分

开有利于使用基因打靶技术。
克隆个体怀孕率低，发育异常，存活率低。 ［１８］

病毒感染法 稳定性好，实验重复性佳，导入效率高。 目的基因不宜超过１０ｋｂ，存在安全隐患。 ［１９］

胚胎干细胞介导法 有利于将外源基因整合到细胞的染色体中。 ＥＳ建株困难。 ［２０］

精子导入法
简单、方便，依靠生理受精过程，避免对原核

的损伤。

目的基因整合率低，效果不稳定，相关理论

及其过程不甚清楚。
［２１］

转座子介导法

安全性相对较高，无免疫原性，对携带序列

无特殊要求，结构简单，对源基因的影响较

小等。

转座效率不高，携带外源ＤＮＡ的能力不强，
多拷贝的ＳＢ座子转座时容易发生染色体缺
失和致死性的背景突变。

［２２］

５　转基因动物品种的选择

　　近三十多年来，经不同的研究者不断的努力，已成

功制备小鼠、兔、山羊和奶牛等多种转基因动物乳腺生

物反应器，但它们各有优劣（详见表３）。

表３　转基因动物乳腺生物反应器受体品种实例

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｅｘａｍｐｌｅｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｉｍａｌｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ

动物品种 优点 缺点 目的基因 参考文献

小鼠 生长快，成熟早，繁殖力强，全年多发情，成功率高。 泌乳量少，表达量低。 抗体基因 ［１７，２３］

兔 生长发育较快，繁殖力较强，哺乳期长、寿命长。 成功率低，技术难度大。 ｈＧＨ基因 ｈＦⅦａ基因 ［２４２５］

猪 繁殖周期短、生产力高，全年多发情、平均寿命较长。 成功率低，技术难度大。 ｈＦⅨ基因 ［２６２７］

山羊 乳房发达、哺乳期时间长，平均寿命长。 成功率低，技术难度大。 ｈＬＺ基因 ＨＢＤ３基因 ［１８，２８］

绵羊 乳房发达、哺乳期时间长，平均寿命长。 成功率低，技术难度大。 ＡＡＴ基因 ｈＦⅨ基因 ［２９３０］

奶牛 乳房庞大、泌乳期较长，产奶量大，平均寿命长。 成功率低，技术难度大。 ｈＳＡ基因 ｈＬＦ基因 ［１０，１４］

　　注：ｈＧＨ：人生长激素；ｈＦⅦａ：人凝血因子Ⅶａ；ｈＦⅨ：人凝血因子Ⅸ；ｈＬＺ：人溶菌酶；ＨＢＤ３：人β防御素３；ＡＡＴ：抗胰蛋白酶；ｈＳＡ：人血清

蛋白；ｈＬＦ：人乳铁蛋白。

６　转基因动物乳腺生物反应器表达的重组
蛋白在肿瘤治疗中的应用

６．１　在宫颈癌治疗中应用

　　２００８年，Ｙａｎｇ等［１０］成功制备能表达人乳铁蛋白

（ｈＬＦ）的转基因牛乳腺生物反应器，其制备人乳铁蛋白

的生物特性经生化分析证实与天然人乳铁蛋白性质一

致。人乳铁蛋白是一种隶属于铁结合蛋白家族的糖基

化蛋白。它具有如抑菌、抗病毒感染、调节体内铁的平

衡、促进铁的传递和吸收、调节机体免疫功能和增强机
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体抗病能力等多种生理作用。据支旭勃（２００８年）研

究，人乳铁蛋白具有诱导宫颈癌Ｈｅｌａ细胞凋亡的作用，
并检测到突变型 ｐ５３基因及增殖细胞核抗原
（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）在经 ｒｈＬＦ处理

的 Ｈｅｌａ细胞中被显著抑制。
６．２　抗ＣＤ１４７蛋白的应用
　　ＣＤ１４７是一种跨膜糖蛋白，为免疫球蛋白超家族
（ＩｇＳＦ）成员之一。据研究表明，ＣＤ１４７在乳腺癌、子宫

内膜癌、骨髓癌和肺癌等众多肿瘤细胞中存在超表达

的现象，同时与 ＭＭＰ活性增加、肿瘤的浸润和转移等
相关。２０１１年，Ｃｈｅｎ等［１７］成功制备表达嵌合抗体

ｃｈＨＡｂ１８的转基因小鼠乳腺生物反应器，其中嵌合抗
体ｃｈＨＡｂ１８在鼠奶中的含量为１．１～７．４ｍｇ／ｍｌ。而嵌

合抗体 ｃｈＨＡｂ１８是将抗人肝细胞肝癌表面分子
ＨＡｂ１８Ｇ／ＣＤ１４７的特异性单克隆抗体 ＨＡｂ１８ＭｃＡｂ进
行了部分人源化改造后制备而成，其与抗原 ＨＡｂ１８Ｇ／

ＣＤ１４７的亲和力为ＨＡｂ１８ＭｃＡｂ的６８％。
６．３　抗Ｐ１８５ｅｒｂＢ２／ｎｅｕ蛋白的应用
　　人的原癌基因人类表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎ
ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）基因，又称
ｅｒｂＢ２基因，其基因组ＤＮＡ定位于第１７号染色体上长
臂的２区１带。它的编码产物为一种分子量１８５ｋＤａ的
受体酪氨酸激酶，故被称为 Ｐ１８５ｅｒｂＢ２／ｎｅｕ蛋白。ＨＥＲ２基
因过表达在乳腺癌和卵巢癌中比较常见，３０％的乳腺
癌存在ＨＥＲ２基因过表达，２０％的卵巢癌存在ＨＥＲ２基
因过表达。２０１１年，Ｖｅｒｏｎｉｋａ等［２３］成功制备抗 ＨＥＲ２／
ｎｅｕ单链 ＩｇＧ１抗体转基因小鼠生物反应器，其抗
ＨＥＲ２／ｎｅｕ单链ＩｇＧ１抗体与 Ｐ１８５ｅｒｂＢ２／ｎｅｕ结合的解离系
数Ｋｄｉｓ为０．４±０．２ｎＭ，这和赫赛汀（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）与
Ｐ１８５ｅｒｂＢ２／ｎｅｕ结合的解离系数基本一致。Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ能
特异结合于Ｐ１８５ｅｒｂＢ２／ｎｅｕ胞外Ⅳ区，从而阻断 Ｐ１８５ｅｒｂＢ２／ｎｅｕ

同源二聚体和异源二聚体的形成，并介导Ｐ１８５ｅｒｂＢ２／ｎｅｕ的
内吞和在溶酶体中的降解，阻断 ＨＥＲ２的功能，从而抑
制ＭＡＰＫ和ＰＩ３Ｋ信号途径，抑制细胞的生长。

７　转基因动物乳腺生物反应器当前困境和
未来展望

　　尽管通过乳腺生物反应器生产外源蛋白具有其它
表达系统无法比拟的优势，但仍存在亟待解决的问题：

一是制备动物乳腺生物反应器的转基因技术尚不够成

熟可靠。目前除显微注射法比较成熟可靠外，其他技

术有待进一步发展，以致更稳定、可靠。二是转基因动

物生物乳腺反应器“非预期效应”。转基因小鼠乳腺生

物反应器虽然成功率较高，但是存在表达水平低和自

身泌乳量低等因素限制，难以满足需要。而转基因羊、

转基因猪和转基因牛等大型动物乳腺生物反应器虽然

泌乳量较高，但是成功率较低且技术难度大。三是制

备转基因动物乳腺生物反应器存在“位置效应”和“剂

量效应”等问题。四是存在产品的安全性问题。外源

基因侵入对动物是否会造成基因污染，以及基因药物

对人体正常功能有何影响，目前尚难定论。五是乳汁

蛋白基因表达调控机理、目的基因在宿主染色体上整

合的详细机制、基因表达调控元件在不同家畜表现差

异的原因和乳腺细胞对蛋白质的加工修饰机理等尚待

弄清。综上所述，建立更成熟、可靠、高效、安全的转基

因技术成为了转基因动物乳腺生物反应器能否获得进

一步发展和推广的关键。

　　近年来，随着 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统基因修饰技术等基

因打靶新技术的兴起，为转基因动物乳腺生物反应器

的制备提供更多全新的思路和可能。虽然ＣＲＩＳＰＲＣａｓ

系统基因修饰技术和 ＴＡＬＥＮ技术等基因打靶技术目

前主要应用于构建基因敲出转基因动物模型，且尚无

应用到制备乳腺生物反应器的相关研究中，但这些技

术使得通过将外源基因直接敲入天然乳蛋白位点中从

而使其获得几乎完全接近天然状态下的表达情况变为

可能。在这种情况下，外源基因的表达自动获得了天

然乳蛋白所有的调控序列，完全排除了位点效应的影

响，有助于获得稳定、高表达的目的蛋白。因此，采用

以体细胞克隆技术和基因定点编辑技术为核心的各种

技术平台，可能是未来生产乳腺生物反应器动物的希

望和必然趋势。我们相信随着基础理论和实验技术的

完善，乳腺生物反应器制备将得到更进一步的推广，并

将向市场生产出更多、更好的产品，为人类的生存与健

康发展带来更多福音和在肿瘤治疗中做出更多贡献。
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（１ＧｕａｎｇｘｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｎｉｎｇ　５３００２１，Ｃｈｉｎａ　２ＧｕａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｎｉｎｇ　５３０００４，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ｈＳＡ），ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ（ｈＦＩＢ），ｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎｃ（ｈＰＣ），
ｈｕｍａｎｂｌｏｏｄｃｌｏｔｔｉｎｇｆａｃｔｏｒＶＩＩＩ（ＨＦＶＩＩＩ）ａｎｄｈｕｍａｎｂｌｏｏｄｃｌｏｔｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ（ｈＦＩＸ）ｂｙｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄ
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ｗａｓｍａｄｅｏｎｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓ，ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ，ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｖｅｃｔｏｒ，ｇｅｎｅｔｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
ｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｐｒｏｂｌｅｍｓａｎｄｐｒｏｓｐｅｃｔｓｏｆｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ
ｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｉｍａｌｓ，ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏｔｈｅｓｔｕｄｙｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｉｍａｌｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｓ．Ａｌｓｏｔｈｅｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｈｉｇｈｌｅｖｅｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆＣＲＩＳＰＲＣａｓｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｗａｓｄｉｓｃｕｓｓｅｄ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｍａｍｍａｒｙｇｌａｎｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ　Ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｙ

马尔文仪器宣布成功收购 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｅｎｓｏｒｓ
公司旗下阿基米德产品

　　英国马尔文仪器公司近日宣布成功收购ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｅｎｓｏｒｓ公司旗下阿基米德颗粒表征系统的收购。此次收购

进一步扩展了马尔文仪器公司的产品线，为快速发展的生物制药行业提供材料和生物物理表征分析解决方案。作

为马尔文生物制药行业全套分析仪器之一，阿基米德与Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ及ＮａｎｏＳｉｇｈｔ纳米颗粒跟踪分析技术一起，为生物

配方过程中量化早期聚合状况提供一系列互补解决方案。阿基米德采用共振质量测量技术检测颗粒浮力质量并

同时统计其数量，即使在样品量很小时也能以高分辨率和高精度确定颗粒质量与粒度。阿基米德系统主要用于测

量生物治疗配方中的蛋白质聚集，为加快研发进程、提高药物安全性和有效性提供所需关键信息。
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