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摘 要：转基因动物技术是分子生物学前所未有的突破之一。转基因动物是一种携带其他物种基因或用于基因编辑的

动物。动物特征可通过改变基因而有目的地改变。目的基因可以植入酵母人工染色体、细菌质粒和黏粒等多种载体中。

热休克、电穿孔、病毒、基因枪、显微注射和脂质体转染都可以用来携带构建的质粒，进入宿主细胞。转基因技术可以在

性腺、精子、受精卵中，利用 DNA显微注射、逆转录病毒、干细胞和克隆技术来培育胚胎。目前最有效的转基因标记是荧

光蛋白。转基因引发了一些伦理问题，本研究主要关注的是动物转基因的基本原理及其在工业、医药和农业中的应用。

在解决社会和伦理问题后，未来转基因技术会更有前景。
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Abstract：Transgenic animal techniques is one of the unprecedented breakthroughs in molecular biology. A trans⁃
genic animal is one whose genome has been changed to carry genes from another species or to use techniques for ani⁃
mal genome editing for specific traits. Animal features can be changed by purposefully altering the genes. The pro⁃
duced gene of interest is placed into a variety of vectors, including yeast artificial chromosomes, bacterial plasmids
and cosmids. Heat shock, electroporation, viruses, the gene gun, microinjection, and liposomes, are used to deliver
the created vector, which includes the interesting gene, into the host cell. Transgenesis can be carried out in the go⁃
nads, sperm, fertilized eggs, and embryos through DNA microinjection, retroviruses, stem cells, and cloning. The
most effective transgenic marker at the moment is fluorescent protein. Although transgenesis raises a number of ethi⁃
cal concerns, this review concentrates on the fundamentals of animal transgenesis and its usage in industry, medi⁃
cine, and agriculture. If technology solves social and ethical problems, it will be the most promising in the future.
Key words：Transgenic animals; DNA microinjection; Sperm-mediated gene transfer; Somatic cell nuclear transfer;
Xenotransplanta

转基因技术是指将外源 DNA序列导入转染

细胞的基因组中，以确保 DNA序列整合和传递给

后代 [1-2]。转基因技术可使动物获得更强的生产

和繁殖能力，提高饲料利用率和生长速率，改善

胴体指标，提高产奶量以及增强抗病性。其中，

生长素是用于生产转基因动物的一种最重要的候
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选基因，它能提高动物的生长速度和产奶量 [3]。

通过种系基因迁移，将亲代卵子和精子细胞的基

因改变传给转基因动物的后代 [4-5]。现在，基因构

建已经被引入到大多数可食用的动物，包括牛、

绵羊、山羊、猪、兔子、鸡和鱼 [6]。在畜牧业中，将

基因稳定地插入生殖细胞系是一项卓越的技术。

转基因动物能够促进生物技术与基因研究，如对

于大型单基因和多基因的调控机制研究 [3]。因

此，本文将重点综述对于生产转基因动物最为重

要的动物转基因程序。
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1 生产转基因动物的方法

1.1 载体介导的基因转移

1.1.1 逆转录病毒载体

逆转录病毒载体是一类利用逆转录酶由 RNA
逆转录生成 DNA的 RNA病毒。在细胞分裂过程

中，能够自我复制并整合进宿主 DNA[7]。近年来，

逆转录病毒被广泛用于外源基因整合进宿主基因

组。虽然它们可以携带 7 kb~8 kb的外源基因，但

是也不足以满足转录调控长序列基因和结构域的

需求 [8]。1976年，Jaenisch[9]通过逆转录病毒和小鼠

卵裂球共培养法，向小鼠基因组中成功插入莫氏

白血病病毒基因。1986年，Robertson等 [10]利用逆

转录病毒载体，使外源 DNA引入干细胞系，成功

整合入生殖细胞，从而获得了可遗传的转基因动

物后代。这种方法的优点是受精卵携带外源基因

的阳性率高；外源基因多单拷贝整合；操作简单，

避免注射法对卵子的损害；宿主范围广；可同时

感染大量胚胎，感染率及胚胎存活率高。缺点是

容纳大小有限；重组逆转录病毒的长末端容易甲

基化，影响外源基因的表达。

1.1.2 腺病毒相关（Adeno-associated virus , AAV）

载体

腺病毒相关病毒最初是在 20世纪 60年代中

期人体组织实验室腺病毒准备工作中发现 [11]。早

期，人们只是从纯科研的角度出发，了解其生物

学特性，而没有意识到它作为人类基因治疗平台

的巨大潜力 [12-15]。成功克隆野生型腺病毒相关病

毒 AAV2并构建载体，获得了完整的 AAV2基因序

列，使研究其基因组布局和组成、DNA复制和转

录、感染潜伏期和病毒粒子的组装成为可能 [16]。

这些早期研究提供了 AAV作为基因传递载体的

重要信息，它可以携带大约 10 kb的外源DNA。
1.1.3 腺病毒

腺病毒是双链 DNA载体，由于其相对容易操

作和转基因的高水平表达，腺病毒广泛用作体外

试验研究工具和小动物试验模型 [17-18]。腺病毒是

高效基因转移载体，能够携带长约 10 kb的外源

DNA。结构基因如 gag、pol和 env的消除，有助于

由逆转录病毒引起的腺病毒粒子的组装 [19]。

1.2 DNA显微注射技术

1.2.1 原核 DNA 显微注射

目前最常用的方法是将基因显微注射入受精

卵原核中。20世纪 80年代，此技术首次用于兔、

猪和绵羊，随后用于山羊和奶牛中。但是这项技

术对家畜作用还很有限 [20]。这种方法的主要缺点

是一些外源基因的转录本会随机整合进宿主基因

组，从而引起转基因和宿主基因表达紊乱。而

且，此技术操作时需要大量处于原核阶段的胚

胎。因此，当外源 DNA 500到 5 000个拷贝时，后

代只有平均 1%~4%可以引入外源 DNA。也就是

说，100个注射细胞，只有 1~4个细胞能生产转基

因鼠。在牛中成功率会更低。由于其较低的整合

效率和胚胎生存率，通过 DNA原核显微注射进受

精卵的方法生产转基因牛变得异常困难。原核

DNA显微注射技术成功率较低，而且在不同物种

间的成功率也不同。差异原因不得而知，但极有

可能与 DNA修复机制或宿主基因内在的 DNA整
合过程有关 [3]。这种方法的优点是外源 DNA大小

基本不受限制（1~50 kb），导入过程直观；整合率

高。缺点是设备昂贵、环节较多，对操作人员有

较高的技术要求，效率较低（尤其对大家畜），对

卵子伤害大，胚胎存活率低，基因整合具有随机

性，转基因的沉默。

1.2.2 胚胎干细胞（embryonic stem cells , ESCs）
ESCs可以分化成任何细胞类型（包括体细胞

和生殖细胞）和组织，可以在体外长期培养 [21]，

DNA序列可以经同源重组的方式插入到体外培

养的 ESCs中。这些细胞可以用于生产转基因嵌

合体小鼠，在这些动物中，转基因是嵌合性的 [22]。

体外培养过程中，将白血病抑制因子（Leukemia
Inhibitory Factor，LIF）加入培养基中，干细胞可以

保持未分化状态。如果无 LIF添加，ESCs会自行

分化发育成多种组织。经囊胚注射后的 ESCs能
够参与动物受体各组织嵌合体的生成和发育，在

ESCs基因组体外改造过程中，可直接或间接发育

成整个生命个体。此技术以同源重组为基本原

理，外源 DNA被定点整合到靶细胞的特定基因转

座子上，进而对动物基因组进行修饰、重建和改

造。这种方法的优点是外源基因整合情况的可控

性高；可预先在细胞水平检测外源基因的拷贝

数、定位、表达的水平及插入的稳定性；外源基因

的导入方法多样，细胞鉴定及筛选方便。缺点是

ESCs介导法在小鼠上应用比较成熟，在大动物上

应用较晚。

1.3 基因转移配子

1.3.1 精 子 介 导 的 基 因 转 移 技 术（Sperm-
mediated gene transfer technique, SMGT）

Brackett等 [23]研究首次发现，外源 DNA可以整

合进未经处理的精子中。Lavitrano等 [24]研究首次
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证实：（1）小鼠附睾精子可以自发结合质粒 DNA
分子；（2）经遗传修饰的后代可以通过使用含有

精子细胞的质粒并经体外受精操作产生；（3）外
源 DNA序列可以在祖细胞中表达；（4）精子携带

的外源DNA可以被整合进入受精卵。

SMGT可以通过人工授精 (Artificial Insemina⁃
tion，AI)的方法用于家畜，如牛和猪 [25]。从供体动

物体内采集的新鲜精液，清洗后离心去除精浆。

动物人工授精，精子细胞悬液与外源 DNA质粒共

孵育，然后经适宜浓度的 DMSO和 Triton X-100稀
释，可以提高精液中 DNA提取质量 [6]。精膜的不

稳定使外来 DNA完全进入精子。此外，在精子冻

融的过程中也有类似的发现 [26]。

另一种替代方法是胞浆内精子注射，包括注

射精子经过外源 DNA的处理和培养后直接进入

卵母细胞 (ICSI)。 ICSI已被成功用于小鼠中转移

长片段 DNA，还可以用在酵母菌、细菌和其他人

工染色体片段（YACs，BACs和 MACs）[27]。Keejone
等 [28]证实了利用精子和示踪的外源 DNA和单克隆

抗体 (mAb C)共孵育的方法来生产转基因动物。

mAb C是一种简单的蛋白质，可以通过离子互作

附着在 DNA上，从而使外源 DNA选择性地与精子

相连。值得注意的是，外源 DNA摄取介导机制是

研究有性繁殖生物学的一个重要方面 [29-30]。这种

方法的优点是精子与卵细胞之间的自然融合过程

减少人为操作对胚胎的损伤，整合效率较高。缺

点是整合尚且不够稳定。

1.3.2 体外精子前体

精子细胞可以在体外分离，经短时间培养后

转移到受体睾丸。转移的细胞可以继续分化，最

终产生有功能的精子。治疗不育的男性患者，可

以服用一种可以阻碍睾丸干细胞发育的药物—丁

硫芬，能够显著增强移植干细胞产生的精子细胞

数量。这种方法在培养干细胞过程中可以成功将

基因注入干细胞。这项技术可以用于研究精子干

细胞成熟过程中基因的生物学效应和创造转基因

动物。

1.3.3 睾丸介导的基因转移技术（Testis-mediated
gene transfer technique，TMGT）

此种方法不涉及体外受精或胚胎转移。睾丸

被视为一种免疫特权器官。它在体内具有将基因

转移到特定睾丸细胞类型的能力，提供了一种用

于研究精子发生的分子调控的工具 [31]。基因可以

通过 DNA转染复合物转移到附睾精子从而进入

睾丸。外源 DNA插入睾丸，通过睾丸网转移至附

睾管，在附睾管整合至附睾的上皮细胞和附睾精

子 [32]。将腺病毒载体溶液注入小鼠睾丸的间质空

间（睾丸内注射）或输精管（管内注射）是引入外

源基因的另一种方法。研究表明，腺病毒携带的

基因转移对于转染睾丸体细胞更为有效，而且这

种方法未来可用于体内治疗男性不育，事实上这

种方法会引起一些问题，例如精子发生的轻微受

损和炎症性反应。研究表明，TMGT可用于胎儿

的基因治疗和转基因动物生产 [33]。

1.4 体细胞核移植（Somatic cell nuclear trans⁃
fer, SCNT）
核移植后代的发育是低效的，成功率从 0.5%

到 5.0%不等。发育异常通常发生在怀孕、分娩后

的几个星期和几个月里。引起异常的原因不明，

可能是由不适当或不充分的重编程引起，甚至是

印记基因的问题 [34-35]。这项技术将体细胞核移入

去核的细胞，经卵子细胞质重编程成为受精卵 [36]。

在哺乳动物中，受精卵需要人工移植到代孕体的

子宫 [37-38]。1986年，Willadsen第一次成功进行了

核移植，从胚胎细胞核的 8~16细胞期中克隆出羔

羊。开启了动物转基因新的篇章。胚胎重建所用

的细胞核来自经过基因改造的细胞，通过核移植

产生的动物可视为一个群体转基因动物(添加、替

代或改变某些基因)。
特定的外源基因经转染可以进入体细胞，然

后转移至多能细胞（桑葚胚或囊胚细胞）。嵌合

体后代能够继承并稳定遗传外源基因 [20,39]。这种

技术可以将 DNA随机整合进入基因组。虽然重

构胚胎的发育能力有所下降，但这种方法生产转

基因动物比原核显微注射技术更为有效。体细胞

核移植技术大大提高了动物转基因效率，并可以

创造基因工程动物，实现基因的同源重组。这种

方法的优点是对体细胞进行基因改造后，用于核

移植可以提高转基因的效率，不仅具有“ESCs细
胞途径”的全部优点，而且物种适用面广，无需经

过嵌合体育种就可获得纯合个体，周期短，效率

高。缺点是技术难度大、成功率低，胚胎死亡率

高，一般实验室很难开展。

2 转基因动物的应用

2.1 动物生产

转基因动物生产应用包括多产性、繁殖力、高

饲养消耗和生长速率、产奶量和抗病力等。提高

转基因家畜生长速率和产奶量最为重要的候选基

因是生长激素 [40]。肌生成抑制蛋白是肌肉细胞增
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殖的负调控因子。众所周知，失活突变在包括牛

在内的许多物种中，导致了肌肉的过度生长 [41]。

虽然增加的肌肉被认为是一种阳性性状，但却加

大了小牛出生时难产的概率，在农业生产中限制

了这些自然发生的肌肉生长抑制素的突变。

转基因技术可以改变牛奶的成分或是在奶中

制造出新的蛋白质。牛奶成分的改变可能会增加

家畜生长和存活概率。乳糖、脂肪和蛋白质是牛

奶的三大营养成分，可以通过改变任一成分影响

后代的生长发育。提高产奶量或成分利于牛、羊

的饲养和肉类生产。

2.2 医疗

2.2.1 营养补充剂和药物生产

牛奶成分可以经多种方式改变：如改变不饱

和脂肪酸的浓度、降低乳糖含量、去除 β-乳蛋白

或加入营养物质。通过加入营养物质和遗传干

预，研究人员寄希望于生产药用性牛奶，富含有

益于健康的营养成分。 1997年，第一头转基因

牛罗西诞生，它产的奶中含有人的 α-乳清蛋白

2.4 g/L。这种转基因牛奶营养更均衡，比天然牛

乳要好，更适于有特殊营养或消化需求的婴儿

或老人 [42]。

2.2.2 异种器官移植

随着细胞移植和器官移植技术的不断发展，

人类的寿命也随之延长。患者自体或异体移植的

需求不断攀升，然而器官捐献者却寥寥无几。异

种器官移植可以缓解这种压力。需求与可得性

（适配性）之间的鸿沟是人体器官临床移植的障

碍 [43]。然而，异种器官移植可以解决这一医学难

题。对于人体对异种器官的免疫排斥问题，可以

通过经人源化修饰和改造动物器官，利用转基因

动物技术培育出对人体基本无免疫排斥反应的克

隆动物而解决。由此可见，动物转基因技术对异

种器官移植并最终应用于临床仍具有深远意义。

2.3 药用动物

药用蛋白的编码基因插入表达载体，转染进

细胞或者器官可以产生大量的蛋白质。人的胰岛

素可以从基因改造的细菌中制造出来。用重组的

胰岛素而不是猪来源胰岛素来治疗糖尿病患者。

在纯度和结构上重组激素与人胰岛素无异。这种

技术虽然有效但有其缺点：（1）某些蛋白质很难

由细菌合成，并很难纯化；（2）许多药用蛋白质特

别是人来源的蛋白质是糖基化的，其生理功能必

须经转录后修饰才能发挥作用。

经遗传改造的动物细胞可以作为重组蛋白质

的来源。转基因家畜的血液、乳汁和体液可以分

泌外源蛋白质。在兔、绵羊、山羊和奶牛中的临

床试验中均可检测到乳蛋白基因启动子与 β-乳
蛋白编码区结合 [44]。临床上，由母兔产生的人的

一种葡萄糖苷可以改善婴儿的庞贝病。人的乳腺

可以产生胶原蛋白、纤维蛋白和 EC超氧化物歧化

酶等外源蛋白 [45]。

2.4 工业

澳大利亚 Nexia公司研发了一种来自西非的

矮山羊，在自然繁殖和泌乳早期，与传统方式繁

殖的绵羊、奶牛和山羊相比，缩短了转基因蛋白

的产生周期。这种雄性山羊 15周龄即可达到性

成熟，传统雄性山羊性成熟需 30周龄，进而大大

缩短了生产转基因种群的时间 [46]。2001年，两位

加拿大科学家将蜘蛛的基因整合进山羊细胞。这

种山羊奶丝可以制造世界上最坚韧的材料，命名

为生物钢铁。科学家可以制造出一种由高分子化

合物分离而成的轻质、耐用的柔性材料，可用于

军事装备、医疗缝合和网球拍线 [47]。

2.5 转基因动物应用的风险

涉及转基因动物的主要环境争议是基因逃

逸。由于所转基因和物种的不同，基因逃逸的风

险差别很大。转基因动物可用于研究基因和生物

学功能。转基因动物是研究人和动物疫病的良好

模型，同时也是检验临床药物疗效和人体器官的

来源 [48]。所涉及的技术在生产转基因动物方面占

有很大优势，在农业和生物医学方面有良好的应

用前景，但也存在潜在风险。在生物安全的大框

架下研究转基因动物的生态效应是新兴的热点问

题 [49]。由于转基因过程需要高成本的投入，现在

只有几种小型动物可以应用这项技术。如果使这

项技术经济可行，有必要借助辅助生殖技术，如

人工授精结合胚胎移植或试管技术。利用转基因

动物研究人类疾病最受关注的是伦理问题和对环

境的影响问题。由于其对动物福利的负面影响，

这同样也是动物作为药用蛋白或器官移植的来源

所面临的问题 [50]。

3 展 望

随着科技的持续发展和进步，转基因动物在

畜牧业、生物医药等研究领域具有巨大的经济价

值和应用前景。基因工程技术可将外源基因整合

进入动物基因组，使外源基因得以在后代中继承

和表达。转基因动物技术在农业技术、食物供应

和食品消费管理中是必需的。随着抗病动物和其
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他提高动物生产能力的措施的发展，未来动物转

基因会替代传统药物，此技术也可以用于弥补器

官的缺陷从而改善人类的健康和生产抗病毒药

物。但动物伦理的限制是转基因技术应用的难

题，并且转基因的效率有待进一步提高。

从生物安全的角度出发，单纯实现外源基因

的高效表达是远远不够的，还应关注基因衍生的

问题，尤其是外源基因整合过程中引入的选择性

基因标记，它的残留可能会引起生物安全的问

题，故在设计表达方案之初，就需充分考虑标记

的处理问题，以满足生物安全的要求 [51]。另外，转

基因动物也不得不面对社会大众的接纳和社会伦

理、动物福利等问题。转基因技术研究过程中对

动物造成的健康损害问题不容小觑 [52]。

随着对基因沉默机理研究的不断深入，不断

挖掘出更多的友好基因位点，以及转基因技术的

进步和创新，以基因编辑技术为主导的多种系统

技术的综合、灵活运用，动物转基因研究必将会

不断向纵深推进，未来一定会有更为广阔的应用

前景 [53-54]。
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