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动物转基因技术在转基因牛中的研究进展

张兆顺‘，成功2，昝林淼2
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摘要：本研究综述了目前应用于转基因牛中原核显微注射法、体细胞克隆法、病毒栽体法等传统动物转基因

技术以及具有应用前景的zFN技术、TALEN技术和iPs技术等。概述了20年来国内外转基因牛重要的研究

进展，并就目前转基因牛在乳腺生物反应器、抗病育种、品种改良主要3个方面的应用进行了介绍。在此基

础上，就目前转基因牛育种中存在的问题及今后发展趋势进行了讨论，以促进转基因牛技术的发展。
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0引言

转基因技术兴起子20世纪60年代，经历了50年的

发展，目前已经在基因功能研究、动物新品种培育、功

能性重组蛋白生产等方面发挥重要的作用。1980年，

Gordon等“1通过显微注射的方法得到了世界首例转疱

疹病毒胸苷激酶的转基因小鼠，而随后“超级小鼠”的

出现o】，引起了人们极大的关注，也充分认识到了通过

动物转基因技术在动物品种改良方面的巨大的潜在应

用价值。1990年，Ph加n通g公司成功培育了世界上首

例转人乳铁蛋白转基因牛，为今后转基因牛的研究开

创了先河嘞。1999年，中国科学家曾益涛院士通过显

微注射法获得了中国首例转人血清白蛋白转基因牛，

为中国转基因牛研究奠定基础。随着体细胞克隆技

术、锌指核酸酶等技术的出现对转基因技术的改进，转

基因牛研究在乳腺生物反应器、抗病育种、品种改良等

方面也得到了飞速的发展，极大的加速了转基因牛新

品种培育步伐H。本综述就目前动物转基因技术发

展、国内外转基因牛研究进展和转基因牛应用领域进

行综述，探究目前转基因牛育种中所存在的问题，为今

后转基因牛研究提供一定的借鉴。

l转基因牛研究进展

1．】主要动物转基因技术概况

1．1．1原核显微注射法(Pmnuclci micro蜘ecdon)原核

显微注射法是最早制备转基因牛的方法咖这种方法

基金项目：国家转基因重大专项“高产转基因肉牛新品种培育”(2叭1ZXOB007．002)．

第一作者简介：张兆顺，男，1964年出生，陕两成阳人，副教授，本科，主要从事畜牧兽医专业教学与科研工作．通信地址c7120∞陕西省西威新区沣

西新城统一大道l号成阳职业技术学院生物科技系，E．rn酝l；血∞sh吼19“固163．com．

通讯作者：咎林森，男，1963年出生，陕西扶风人．教授．博士。主要从事肉牛奶牛遗传改良及产业化开发．通信地址：712l∞陕西省杨凌示范区西农

路22号西北农林科技大学动物科技学院．hIl029—87∞1923，E“IiI：zan上s固yah∞．咖．饥．
收稿日期：2012-03．眈，修回日期：2012．06-21．

万方数据



·2· 中回农掌通拒bttp：／～刑w．c觞b．o唱．cn

是通过显微注射将外源基因直接注入动物受精卵雄原

核中，然后将受精卵移植到受体动物子宫中获得转基

因动物。该方法至20世纪80年代成功应用以来，技术

没有太大改进，因其制备转基因家畜研究中存在着成

功率低(约3％)、技术难度较大、成本较高等不足逐渐

被其他转基因技术所取代。由于克隆鼠难度很大，因

此，目前转基因小鼠仍采用显微注射法获得。

1．1．2体细胞克隆法1997年克隆羊“多莉”的诞生，使

体细胞克隆技术和转基因技术迅速结合，在很大程度

上提高了转基因家畜的成功率，促进了转基因家畜的

发展。体细胞克隆技术及将体细胞如成纤维细胞、乳

腺细胞等与去核卵母细胞融合并去分化为囊胚进而通

过胚胎移植获得克隆动物。体细胞克隆技术的出现，

使对大动物进行更多的基因修饰成为可能。可以通过

体外对体细胞进行基因修饰如转入基因、基因敲除等

对经过修饰的细胞进行鉴定并通过核移植获得转基因

或者基因敲除动物。相比传统显微注射方法，转基因

技术结合体细胞克隆技术大大提高了转基因动物成功

率，出生的动物几乎100％是转基因动物，这在很大程

度上节约了转基因家畜生产成本。近些年来报道的转

基因家畜多数都是通过体细胞克隆技术而获得。目

前，由于对于克隆过程体细胞重编程机理尚不清楚，体

细胞克隆技术普遍存在着克隆效率低、克隆动物发育

异常、存活率低等不足，从重编程机理、表观遗传修饰

等方面研究提高克隆效率是目前研究的一个热点M。

1．1．3病毒载体法病毒载体法介导转基因动物研究中

目前使用较多的病毒为慢病毒(LendvinlS)、逆转录病

毒(Retrovims)。病毒作为载体介导转基因具有侵染效

率高、整合效率高等优点。同时，病毒介导转基因不需

原核显微注射，可以直接将包装有外源基因的病毒注

射到受精卵卵周隙即可，转基因效率相比原核显微注

射法总体上提高了约50倍门。但是相比质粒载体，病

毒载体所存在的高整合率、对转基因动物自身基因(原

癌基因、抑癌基因、相邻基因启动子)影响和转基因食

品安全等问题需要进一步的深入研究并改进9】。

1．1．4 ZFN和．I：址EN介导法锌指核糖核酸酶
(Zhlc．fingers nuclease，ZF№和1=ALEN(_rrans嘶ption

activator．1ike(TAL)efrector删cleases，1：ALEl町介导的

基因组靶向修饰技术的出现是对传统转基因技术的变

革。二者分别通过锌指核酸蛋白(识别3个碱基)和黄

单胞菌属TAL蛋白(识别1个碱基)对DNA序列特异

识别的特性，构建一对由DNA识别域和～个非特异性

核酸内切酶单体构成。当DNA识别域与靶序列DNA

特异性结合后，核酸内切酶形成具有活性的二聚体形

式，进而对靶序列DNA切割，形成DNA双链断裂

(Double strand breal(，DsBl。DNA DsB的形成激活体

内非同源末端连接途径(Non-homologo啪endjoilling，

NHEJ)和同源重组途径(Homologous rccombination，

HR)进而对DsB进行修复。这2种途径的激活可以实

现通过ZFN和TALEN介导的内源基因的敲除或外源

基因的定点敲入。相比ZFN技术，新出现的TALEN

技术具有更广泛的DNA序列识别特性，几乎不受

DNA序列的影响，并且具有更高的识别的特异

性睁”。HauscIlilda等⋯1利用zFN技术，首次在猪上实

现了弘1，3半乳糖苷转移酶基因双等位基因的敲除，敲

除效率最高达到1％。与传统基因打靶的方法相比较，

zFN和1：ALEN技术的应用，极大的提高了对家畜进行

基因靶向修饰的效率(104＆1 o．8)，在今后转基因动物研

究中具有重要的应用前景。

1．1．5诱导性多能干细胞介导法(№ed P11lripotent
St哪CelIs，iPS)iPS细胞即分化细胞经过重编程因子
(如0CT3／4、SOx2、c．Mvc、Klf4等)体外诱导去分化而

获得的一种多能干细胞。2006年蚴舔lli等㈣首次
报道成功诱导获得小鼠iPS细胞后，先后有人、猪、猴

子、绵羊、牛等iPs细胞诱导成功”””，并且已经有猪、

绵羊诱导分化得到的iPS细胞获得了种系嵌合体动

物，证明该细胞具有全能型”“q。由于家畜的EsCs细

胞一直没有分离成功，限制了家畜转基因研究特别是

基因打靶的研究。而家畜iPS的出现，可以在一定程

度上加快转基因动物研究。2011年，H锄等。哪利用牛6

个转录因子(POU5Fl、SOX2、Ⅺ。F4、MYC、LIN28和

NANOG)首次诱导胎儿成纤维细胞获得了牛iPS细

胞，畸胎瘤实验和SCNT实验表明：iPS细胞可分化为3

个胚层并具有体外形成囊胚的能力。由于iPS细胞具

有全能性，可以直接通过内细胞团注射获得转基因牛

种系嵌合动物，进一步杂交而获得到纯合转基因动

物。此外，将iPS细胞与SQⅡ技术结合起来进行转基

因动物研究也具有很大的应用前景。目前，如何提高

家畜iPS细胞形成效率，是亟待解决的问题，而家畜

iPS细胞通过SCNT能否获得健康存活的动物也有待

进一步研究。

1．2国内外转基因牛研究进展

近20年来，随着转基因技术的发展，在众多科学

家和畜牧兽医科技工作者的共同努力下，转基因牛研

究取得了很多重要的成果。主要成果见表1~2。

2转基因牛的主要应用领域

2．1乳腺生物反应器

利用动物乳腺作为生物反应器表达外源蛋白一直
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表l国外转基因牛重要的研究进展

中国农业大学李宁院士课题组。“1获得了乳腺特异表达人乳铁蛋白、人礴L清蛋白和人溶菌酶、

人岩藻糖、cD20抗体转基因牛和聊基因敲除牛

是转基因动物研究热点。动物乳腺生物反应器具有重

组蛋白产量高、成本低、产物易于纯化、重组蛋白具有

天然活性等优点。利用乳腺生物反应器生产药用和保

健蛋白具有很高的市场价值，也是目前在转基因动物

研究方面研究最多，进展最快的研究方向。乳腺生物

反应器目前主要应用于三个方面：一是生产保健蛋

白。1990年，P11a∞iIlg公司获得了世界上第一头名为
“H㈨”的人乳铁蛋白转基因牛，人乳铁蛋白对于
铁、锌的吸收，增强人体免疫力等具有重要作用。在随

后的十几年中，分别有人溶菌酶、人胆盐刺激酯酶、人

乳清白蛋白等多种具有保健功能的转基因牛等乳腺生

物反应器转基因动物成功报道，并且有些已经进入临

床试验，部分已经进入了产业化生产：二是生产药用蛋

白。与传统制药相比较，乳腺生物反应器生产药物蛋

白大大降低了生产成本。如传统的提取工艺生产l g

药用蛋白，成本约需800~5000美元；而转基因动物只

需0．02加．5美元，预计到2D20年，全世界90％以上的药

物都将通过转基因动物生产。2008年，中国农业大学

李宁院士课题组获得世界上首例转CD20抗体转基因

牛，cD20抗体作为B淋巴细胞瘤等恶性肿瘤细胞表面

特异性抗体可以作为“分子导弹”携带药物实现特异性

的细胞杀死，极大的提高了肿瘤治疗的有效性并降低

副作用。CD20抗体也是美国FDA批准的第一个抗肿

瘤单克隆抗体药物；三是生产特殊用途蛋白。2007年

№Athe∞公司获得了重组人丁酰胆碱转基因山
羊，该蛋白作为神经毒剂的解毒药，可以保护人体不受

神经毒剂的侵扰，该重组蛋白在2009年已经完成了一

期临床试验⋯l。2003年和2010年美国ⅫⅨ队公司和

怀俄明大学分别成功获得了乳腺特异表达蛛丝蛋白的

转基因山羊，该蛋白被称为“生物钢”，在将来医疗和军

工行业具有很大的应用前景。2006年和2009年欧盟

药监局(Europe锄Medicines Agency，EMEA)和美国食

品药品管理局(Food and Dmg Adminjs仃ation，FDA)先

后批准了GTC公司转基因山羊乳腺生产的重组人抗

凝血酶(伽锄tithromb洫Anyn)上市(药品名A=】时n@)，

这是世界上首例乳腺生产的药物获得批准上市，预计

年收益7．5亿美元。这标志着转基因药物真正迈入了

产业化阶段，这也必将加速利用乳腺生物反应器生产

重组蛋白的研发与应用。利用牛乳腺生物生产重组蛋

白因其具有重组蛋白活性高、易于纯化，重组蛋白对动
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物本身影响小、重组蛋白涉及到安全性顾虑小等优点，

是今后转基因牛研究进展的一个热点，也是发展最快

的一个研究应用领域。

2．2抗病育种

动物抗病一直是转基因动物研究的一个热点。牛

乳腺炎一直是畜牧业亟待解决的一个问题，据世界奶

业协会统计，牛隐性乳房炎的发病率高达50％左右，平

均降低奶量10％一15％，每年会给美国奶业带来20亿

美元的损失。walI等””利用转基因的方法得到了牛乳

腺特异表达溶葡球菌酶(Lysost印hin)的转基因牛，转基

因牛乳房进行金黄色葡萄球菌培养物注射实验发现，

与非转基因牛相比较，转基因牛乳房抗菌能力提高了

5倍。同样，乳中表达L广氨基酸氧化酶(L．锄i∞∞id
oxid硒e，LAo)、防御素fDefcnc蛐、溶菌酶等基因都可

以一定程度的提高牛抵御乳房炎的能力，为畜牧业中

对于牛乳房炎的防治提供一个新的可行的路线。利用

转基因方法制备抗疯牛病转基因牛也是目前牛抗病育

种研究的一个热点。2006年，鼬cht等㈤利用基因打靶

的方法将引起疯牛病的脚基因敲除得到抗疯牛病
的牛，各项生理指标检测发现，在大脑组织、外周血淋

巴细胞及耳组织成纤维细胞中均没有检测到致病蛋白

的存在。体外实验表明，脑组织的匀浆物没有检测到

疯牛病致病因子的增殖。此外，I出A干扰技术结合体

细胞克隆技术，针对引起牛布病、腹泻的布鲁氏菌和牛

病毒性腹泻病毒设计干扰I心渔制各转基因牛可以一

定程度上增强牛抵御该病毒性疾病的能力。

2．3品种改良

牛品种改良主要涉及到牛的产肉量(包括肉质)和

产奶量(包括牛乳品质)等。通过转基因技术进行品种

改良，可以极大的加速动物品种改良进程，同时品种改

良的目标性更强。因此，利用转基因技术进行品种改

良也是目前转基因牛研究的一个热点。被称为“美臀

基因”的抑肌素基因(Myostatin，册7M是一个肌肉生
长抑制因子，小鼠上研究发现该基因的敲除对于增加

产肉量具有重要作用删。2011年，中国农业大学李宁

院士课题组首次获得了埘7N双等位基因敲除牛，该
牛臀部肌肉明显比对照普通牛增加。同样，作为

MSTN拮抗蛋白的卵泡抑素伊ollis臼ltin，FSll)转基因小

鼠和鳟鱼肌肉量明显增加，这提示该基因可能作为产

肉量相关的重要候选基因㈣。增加产肉量的同时如何

改善肉品质也是育种中关注的一个点。2010年，内蒙

古大学李光鹏教授课题组获得了转线虫忍扛J转基因

牛．经检测肌肉和乳汁中咖3，肛6多不饱和脂肪酸比值

得到明显提高唧1。食用这种富含肛3多不饱和脂肪酸

的牛肉对于改善人体不饱和脂肪酸组成，预防心脑血

管疾病等具有重要作用。此外，人磷酸烯醇式丙酮酸

羧激酶(PhosphD衄olp”uvate carboxylcinase，PEPCK)、

脂肪型脂肪酸结合蛋白(Fa竹acid binding protein4，

A．彤出P4)等与脂肪合成相关的重要基因研究发现对

于增加肌内脂肪含量有重要作用Ⅲ】，因此，通过在肌肉

中过表达上述基因对于改善牛肉嫩度具有重要应用前

景。近年来，在牛奶品质改良方面也取得了一定的进

展。2003年，Brophy等“”首次培育的转基因牛牛奶

中肛酪蛋白的含量提高了20％，水酪蛋白的含量也

增加了2倍，很大程度上提高了牛乳乳蛋白含量，增

加了牛乳的营养价值。2011年，中国农业大学李宁

院士课题组首次获得了牛乳中肛乳球蛋白基因敲除

牛，该基因的敲除牛乳更适合于对伊乳球蛋白过敏

的消费人群ml。同样，通过转基因的方法在乳汁中

表达半乳糖苷酶从而降低牛乳汁中乳糖可以很好的

缓解部分人群的乳糖不耐症。通过动物转基因技术

进行品种改良具有重要的应用前景，也是将来转基

因牛育种的一个重要发展方向。

3讨论

随着动物转基因技术的发展，转基因牛研究也取

得了许多重要的成果。但是，目前转基因牛研究仍有

许多问题亟待解决。一是体细胞克隆效率有待提高。

目前，转基因牛研究中主要是采用体细胞克隆技术，但

是目前体细胞克隆技术存在转基因效率低、克隆牛死

亡率高、成本较高等不足，上述问题的解决也许能从根

本上加快转基因牛研究的发展。I∞ue等9”研究发现，

抑制小鼠X染色体上．跏f基因，使克隆小鼠出生率提
高了8~9倍。这提示在体细胞在重编程过程中表观修

饰的变化可能很大程度上影响着体细胞克隆效率。同

时，近年来iPs细胞体外诱导去分化机理研究地深入

将促进并明晰体细胞重编程过程机理，为今后提高体

细胞克隆效率提供一定的借鉴；二是转基因研究逐渐

向精细化发展。近年来，随着动物转基因技术的发展，

转基因研究由过去随机插入逐渐向定点整合发展。外

源基因的随机插入，可能出现多拷贝整合、外源基因表

达沉默、干扰动物自身基因表达、转基因可控性较差等

问题，这些问题是需要转基因研究中避免的。而随着

最近几年ZFN和T址EN技术的出现，使得转基因家
畜的靶向基因修饰成为可能，也提高了基因打靶的效

率。利用该技术可以实现对家畜进行精确的基因敲除

和定点敲入，很大程度上提高了转基因的可控性，也提

高了转基因动物的成功率，这也是今后转基因育种技

术的发展方向。目前，进一步提高ZFN和"山EN识
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别的特异性，避免“脱靶效应”的出现是该技术需要解

决的问题；三是转基因动物的安全性有待提高。转基

因动物安全性包括二个方面：第一，动物自身安全，从

动物福利角度考虑转入外源基因不应干扰动物自身生

理代谢，尽可能降低外源基因转入对动物产生的潜在

危害，而实现外源基因的定点敲入对于提高动物自身

安全具有一定作用；第二，转基因动物食品的安全性也

是转基因育种需要考虑的问题。转基因育种更多的是

从“育种”角度出发，因此在制备转基因动物时我们应

从长远考虑，尽可能的提高转基因动物的安全性(包括

转基因动物性食品)，如标记基因(新霉素基因、绿色荧

光蛋白)等非功能基因的去除等。同时，加强转基因牛

后期检测，如外源基因的表达及稳定性，基因漂移分

析，转基因动物自身生理代谢水平、营养成分分析、毒

理分析等进一步对转基因动物进行安全性进行评价，

提高转基因动物的实际应用价值。

4结论

随着国家转基因动物育种重大专项的提出，中国

转基因牛育种也取得了重要的研究进展，出生了许多

有重要育种价值的转基因牛。尽管目前对于转基因动

物安全性存在着很大的争议，但相信随着转基因技术

的不断更新，转基因动物育种不断发展，上述顾虑将逐

渐被消除。在美国，转植酸酶的“环保猪(EnvimPig’”

和转生长激素的转基因鲑鱼(AquAdv雅tage@Salm∞)

已经经过一系列严格地审批后有望近l一2年进入市

场。如果最终得到美国FDA批准，这将使转基因动物

性食品首次进入人们餐桌，也必将在很大程度上促进

今后转基因牛的研究。
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