国家高技术研究发展计划（863计划）

课题申请书

    领域名称：    生物和现代农业技术

    主题（重大专项）名称：生物反应器
    所属专题名称：高效动植物生物反应器技术体系的建立与创新性研究
    课题名称：    利用BAC载体建立小鼠乳腺高效表达技术体系
    申 请 人：    陈 清 轩

    申请人单位：  中国科学院遗传与发育生物学研究所

    通讯地址：    北京市海淀区中关村南一条3号，2707信箱
    邮    编：    100080

    联系电话：   82614427，62553160     传真：62551951

    电子邮箱：   qingxuanchen@yahoo.com

中华人民共和国科学技术部

二ΟΟ二  年  八  月 22 日

填 写 要 求
1、 请严格按表中要求填写各项；

2、 对于第一部分中的多选栏目，采用在所选项编号上划勾的方式确定；

3、 申请书文本中外文名词第一次出现时，要写清全称和缩写，再出现同一词时可以使用缩写；

4、 申请书文本采用A4幅面纸，可以自行以同样幅面纸复制，填写内容需打印填入,对于篇幅不够的栏目可自行加页；

5、 专利查新结论及其他附件需与本申请书装订成一册,一并报送；

6、 表中单位性质、所在地区和所属部门代码请查阅863计划网站 (http://www.863.org.cn)：《863计划课题信息有关代码对照表》。
1， 基本信息

	课题

申请人情况
	姓名
	陈 清 轩
	性别
	01.男02.女
	出生年月
	1946，11

	
	文化程度
	01.研究生 02.大本03.大专 04.大专以下
	职称
	01. 高级职称 02.中级职称

03.初级职称 04.无职称

	
	联系电话
	82614427; 62553160
	E-mail
	qingxuanchen@yahoo.com

	课题

申请

单位
	名称
	中国科学院遗传与发育生物学研究所

	
	通讯地址
	北京海淀区中关村南一条3号，2707信箱
	邮编
	100080

	
	单位性质
	事业型研究单位
	代码
	   AA
	参加单位总数
	  1

	
	所在地区（省、自治区、直辖市、计划单列市）
	直辖市
	代码
	110000

	
	所属部门（国务院各部、委、局及其机构）
	中国科学院
	代码
	173

	其它

主要联合申请

单位
	单位名称
	参加形式

1.合作 2.协作
	单位性质

（同上）

	
	
	 
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	课题活动类型
	01.应用基础研究 02.应用技术开发 03.试验发展 04.软科学

	成果提供形式
	01. 01.发明专利 02.新产品（或农业新品种） 03.新装置 04.新材料 05.新工艺（或新
02. 方法、新模式）06.计算机软件 07.技术标准08.论文论著09.其它

	总经费概算
	                                              220万元

	拟申请863计划资助（万元）
	160

	其他经费来源
（万元）

（请将提供经费方出据的同意提供经费的证明，作为其他附件附后。）
	科技部其他科技计划资助
	

	
	国家其他资助(包括部门匹配)
	            60

	
	地方政府匹配
	

	
	银行贷款
	

	
	自有资金
	

	
	其它资金
	

	
	合    计
	           220

	预计完成年限
	4
	申报日期
	2002年8月22日


二、课题组主要研究人员情况
	序号
	姓  名
	性别
	出生年月
	职务/

职称
	专  业
	为本课题工作时间（人年）
	在课题中职务（组长、副组长或成员）及分担的任务
	所在单位

	1


	陈清轩
	男
	1946，11
	研究员
	分子发育
	   2.6
	组长,课题设计,实施
	中科院遗传与发育生物学研究所

	2


	刘桂生
	男
	1957，6
	副研
	分子遗传
	2.6
	副组长，基因克隆
	中科院遗传与发育生物学研究所

	3


	何  新
	女
	1966，10
	助研
	细胞遗传
	   2.5
	成员，细胞培养
	中科院遗传与发育生物学研究所

	4


	郁卫东
	男
	1969，4
	博士生
	分子发育
	   2.0
	成员，调控元件克隆
	中科院遗传与发育生物学研究所

	5


	李文雍
	男
	1965，6
	博士生
	分子发育
	 2.5
	成员，表达载体构建
	中科院遗传与发育生物学研究所

	6


	张  冲
	男
	1964，1
	博士生
	分子发育
	   2.5
	成员，表达水平测定
	中科院遗传与发育生物学研究所

	7


	齐  冰
	女
	1976，7  
	博士生
	分子发育
	   2.5
	成员，分子标记
	中科院遗传与发育生物学研究所

	8


	张  娟
	女
	1976，6
	硕士生
	分子发育
	   2.5
	成员，基因库构建
	中科院遗传与发育生物学研究所

	9


	杨立新
	男
	1966，9
	硕士生
	分子发育
	   2.0
	成员,  转基因鉴定
	中科院遗传与发育生物学研究所

	10


	李光三
	男
	1936, 6
	高工
	发育生物
	   2.4
	成员，核移植
	中科院遗传与发育生物学研究所

	11


	陈惠萍
	女
	1949，8
	实验师
	生物技术
	   2.4
	成员，微注射
	中科院遗传与发育生物学研究所

	12


	
	
	
	
	
	  
	
	

	          合计：  26.5  人年


	1．课题组长、副组长资历情况(从事过的主要研究任务及所负责任和作用，研究成果和获发明专利情况，在国内外主要刊物上发表论文情况。)
陈清轩：课题组长，
从事过的主要研究任务及所负责任：

 （1），“快速生长的转基因猪研究”，“863”；子课题负责。主要负责上游工作的猪生长激素基因的克隆，表达载体的构建，转基因猪的鉴定，外源基因的定位及转基因猪生理生化指标的分析。

 （2），“羊发情特异糖蛋白基因克隆与功能研究”，“国家基金委”；课题负责，负责课题的设计、指导和实施。

 （3），“胎羊3β,20α-羟甾醇脱氢酶基因克隆与功能研究”，“国家基金委”；课题负责，负责实验设计和指导实施。

 （4），“鱼生长激素分离及其基因克隆的研究”，“国家基金委”；课题负责，鱼生长激素的分离和鉴定。

 （5），“兔轮状病毒主要中性抗原基因的PCR扩增及其酶切图谱的建立”，横向合作项目；负责人之一。
  (6)，“滋补肝肾方对络氨酸酶基因表达的作用”，“北京基金委”；合作项目，负责酪氨酸酶基因转录水平的分析。

 （7），“猪Follistatin基因的克隆”，合作项目；课题负责，实验设计和具体实施。

研究成果及获发明专利情况

 （1），在1989年国内首次成功地克隆了全长的猪生长激素（PGH）基因，和澳大利亚克隆的PGH基因相比，我们克隆的PGH基因更为完整。构建了PGH基因表达载体，用于转基猪研究。（2），建立了鉴定转基因猪的技术系统，这包括单抗的制备，ELISA方法的确立和外源基因定位等。（3），开展了用CHO细胞表达PGH基因的研究，筛选出CHO细胞高效表达PGH的细胞系。 （4），对胎羊
3β,20α-羟甾醇脱氢酶理化性质作了系统研究，并克隆了其cDNA序列。（5），克隆了羊发情特异糖蛋白（EGP）cDNA序列和部分基因组基因。（6），获专利2项：专利号为00133072.1（从发酵大豆中提取异黄酮）；00133625.8（睾丸注射法转移外源DNA的脂质体制剂的应用）。

国内外主要刊物发表论文情况 
  发表文章及获奖情况见3.1页。

刘桂生：副课题组长，
副研究员，1957年出生，1982年毕业于武汉大学生物系微生物专业，曾于1985—1987年在美国新泽西大学生物化学系学习蛋白质化学二年，回国后在中国科学院遗传发育生物学研究所工作至今。先后承担和参加了“863”及国家自然基金资助项目。其研究领域主要是探索胚胎早期发育的分子作用机制，研究内容主要是克隆和鉴定发育相关基因及其表达水平的分析；多年从事转基因猪基因工程育种研究，在表达载体的构建及转基因动物鉴定方面做了大量工作，取得了很好的成绩，积累了丰富的相关知识和经验。目前正探讨外源基因在CHO细胞内染色体上整合位点与表达效率的关系；拟构建不受整合位点影响的高效表达的通用型表达载体，为用乳腺生物反应器生产功能性蛋白进行技术探索。由于长期从事具体的研究工作；能熟练地掌握各种实验技术，如：细胞培养和转染，基因克隆，表达载体的构建及基因定位等实验室技术。已发表相关的各类论文十几篇，详情请看3.1页。


	三、课题情况

	1．主要研究内容、拟解决的技术难点，以及预期达到的目标、主要技术指标和水平

主要研究内容：

    本研究拟采用绵羊乳球蛋白基因（BLG）为目的基因，构建其在小鼠乳腺中高效表达BAC表达载体，目的在于建立乳腺高效表达技术平台。之所以选择BLG为实验用基因，主要是考虑到BLG是单拷贝基因，便于对其上、下游调控序列中的功能性元件进行分离和鉴定；又由于BLG在绵羊乳汁中表达水平较高，利用其调控元件构建BAC表达载体有利于外源基因的高效表达。该课题的主要研究内容如下：
  （1），分离绵羊大片段基因组DNA，以pECBAC1质粒为载体，构建绵羊的BAC文库。
（2），筛选BAC文库，分离和鉴定绵羊BLG基因及其上下游调控序列。
  （3），构建BAC转基因载体，转染乳腺细胞（TD47），测定其表达水平。对能在乳腺细胞中高效表达BAC载体，用于制备转基因小鼠，检测BAC载体在乳腺中表达效果。
  （4），分析和鉴定高效表达BAC载体基因中上、下游调控序列中的调控元件。

拟解决的技术难点：

  高质量BAC载体的制备；大片段（>100Kb）基因组DNA的分离纯化；乳腺高效表达转基因鼠的制备；调控元件的分离鉴定。
预期达到的目标：

  构建高效表达的BAC通用载体，鉴定出上下游调控元件，得到乳腺高效表达的转基因鼠；最终建立起乳腺生物反应器高效表达技术平台。
主要技术指标和水平：

  （1），绵羊BLG在小鼠乳腺中表达水平3mg/ml以上。

  （2），分离BLG基因上游调控序列长度大于100Kb,下游的大于30Kb;鉴定出调控元件2-3个。
  （3），得到稳定遗传的乳腺高效表达的转基因鼠。
  预计该课题的完成将在动物乳腺反应器研究方面达到世界先进水平，在构建BAC转基因载体和鉴定调控元件方面可望达到世界一流水平。


	2．预期可获得的发明专利等知识产权情况

  预期可获的具有自主知识产权的专利2-3项；获得乳腺高效表达小鼠品系；构建成功通用型高效表达载体，鉴定出2-3个上游或下游调控元件。
  发表各类研究论文12-18篇。

	3．课题主要研究技术内容的国内外发展现状与趋势，国内现有技术基础，以及与课题有关的技术领域的国内外专利申请和授权情况（附有关专利查新结论）

  自从1987年Gordon等人报道了转基因小鼠乳腺分泌出有生物活性的人纤溶酶原激活剂以来，各国相继开展了利用生物反应器（主要是乳腺生物反应器）生产功能性蛋白的研究；经各国科学家十来年的努力，已取得令人瞩目的成果，在大动物乳腺中得到高效表达的基因有16种，其中有7种蛋白质药物已进入临床试验；正在研究用乳腺表达的基因不下百种。然而随着研究的深入，发现有些问题，比如“随机整合”“位置效应”等严重地影响着该技术的推广和应用。本课题的研究内容是在总结了国内外相关研究的最新进展的基础上，是根据目前转基因动物乳腺生物反应器研究中存在的理论和技术问题有针对性地提出的。本课题利用BAC载体开展建立小鼠乳腺高效表达技术体系的研究，就是要解决乳腺生物反应研制中的理论和技术问题，克服位置效应和构建通用型高效表达载体，最终建立起生产功能性蛋白的乳腺高效表达的技术平台。
由于传统的DNA载体容量有限（一般小于20Kb），不能把转基因的调控元件（如增强子，隔离子，坐位控制区等元件，有的调控元件距基因50Kb以上）完整的融合进去，从而导致转基因的位置效应和表达水平低下或基因沉默，这是目前乳腺生物反应器的研究和开发中遇到的难题之一。人们已经认识到这个问题若得不到解决，就很难把表达提高到有商业开发价值的水平。随着人工染色体技术的发展，使构建大分子(150Kb以上)转基因载体成为可能。考虑到BAC（Bacterial Artificial Chromosome）有许多YAC（Yeast Artificial Chromosome）不具备的优点，如：在宿主菌E.coli中考贝数少，稳定遗传，无缺失，无重组和嵌合现象；且易于筛选和测序等，所以选择BAC作为转基因载体用于乳腺生物反应器研究是该领域研究深入发展的需要，已成为人们关注的研究热点之一。实际上，在国外利用BAC构建乳腺表达载体的研究并不多，以前主要是把BAC（包括YAC）用于动植物大分子DNA的克隆和测序；直到1999年Marie-Georges才将BAC载体技术用于乳腺表达的研究。他将170Kb的山羊α-乳白蛋白BAC序列注入小鼠受精卵，得到的7只转基因鼠中有6只表达了α-乳白蛋白，每个拷贝基因的表达量为0.8mg/ml。该表达有高度的组织特异性，不依赖于整合位点，且与拷贝数正相关。这次BAC在转基因鼠上的成功应用证实了把BAC用作转基因载体是一条能克服位置效应，提高乳腺表达效率的技术路线。然而由于转基因上下游调控元件的位置和功能尚不清楚，在构建BAC转基因载体时有一定的盲目性，因此调控元件的分离和鉴定也是该课题研究的内容之一。  和国外相比，国内开展乳腺生物反应器的研究并不算太晚，经过“八五”、“九五”近十年的持续努力，已取得很大进步，缩短了与世界先进国家的技术差距。除了用小鼠开展一些前瞻性条件实验外，重点进行了羊、牛乳腺反应器的研究，积累了丰富的知识和经验，目前已得到较高水平表达的个体，为“十五”开展乳腺生物反应器的研究打下了良好的基础。应该指出我国尚未获得有商业开发价值的乳腺生物反应器动物群体，在这方面尚有很多基础理论和应用技术方面的研究工作要做。至今我国尚未开展用BAC作载体进行乳腺生物反应器的研究，我们在原有工作的基础上，开展这项研究，探索建立动物乳腺高效表达的新技术系统。


	4．课题拟采取的研究方法（或技术路线、实施方案）及其可行性和风险分析
  技术路线：
A，绵羊细菌人工染色体（BAC）基因文库的构建
（1），载体制备，拟用pECBAC1(张宏彬博士提供;Texas A&M University)
（2），绵羊大片段基因组DNA（>150Kb）的分离；
（3），将大片段DNA连入pECBAC1载体,转染E.coli, 铺板培养。
（BAC基因文库构建技术路线参考图1）。
B，BAC基因文库的筛选及目的DNA片段的鉴定
（4），探针的制备：根据绵羊BLG基因序列设计、合成引物，以绵羊基因组DNA为模板，PCR合成0.5Kb左右的DNA片段，经克隆及测序确认后，用作探针。
（5），目的DNA片段的鉴定：用上述探针筛选BAC库，阳性克隆扩增，分子量确定，对插入大DNA片段的酶切分析，物理图谱建立，序列分析，确定BLG基因所在位置，选择基因上游100Kb以上，下游30Kb以上的调控序列用作转基因研究，并用于调控元件的鉴定和功能分析。
C，高效表达BAC转基因载体的筛选

（6），用以上BAC转基因载体转染小鼠乳腺细胞系TD47，以ELISA法测定BLG表达水平，选择表达量高的（相对量，>1mg/ml）BAC转基因载体用于转基因小鼠的研究。

(7)，显微注射法制备转基因小鼠；同时开展对小鼠ES细胞和体细胞BAC转基因载体Knock-in的研究，筛选乳腺高效表达BLG小鼠，培育稳定遗传转基因品系。
D，绵羊BLG基因两端调控元件的分析鉴定
（8），调控序列中DNase I超敏感位点的检测分析：存在有DNase I超敏感位点的DNA片段，意味着该片段有重要调控作用；本实验拟用DNase I超敏感分析寻找BLG基因上、下游调控序列中的调控元件，如：增强子，隔离子，位置控制区等。
（9），构建GFP报道基因的表达载体，重组不同的调控元件，用于分析和鉴定不同调控元件的功能，作为优化重组BAC转基因载体和提高乳腺表达效率的依据。
（10），总结、分析以上实验数据，建立乳腺高效表达技术体系。 
可行性和风险分析：

以BAC为载体进行转基因动物研究在国外已有成功的先例；在国内，虽然构建BAC转基因表达载体用于乳腺高效表达的研究尚属首次，但所用实验技术基本是成熟的，比如BAC基因文库的构建，基因的克隆，转基因鼠的制备，表达水平分析等技术，经过近些年的发展已有很大改进；当然对于大片段DNA的操作有其特点和难点，这正是本研究要特别关注的地方。应该说本研究思路清楚，目标明确，实验设计合理，技术路线先进可行。申请人及其科研小组有多年从事转基因动物研究的经验，成功地进行了PGH基因的克隆，构建了表达载体，得到了CHO高效表达细胞株；有开展该项研究的工作基础，能保障课题顺利地开展和完成。


	5．预期研究成果应用转化的前景预测及分析（包括国内外应用或市场现状、潜在用户、市场前景及风险预测, 经济效益和社会作用、影响分析等）
鉴于本课题的目在于建立新型高效的动物乳腺反应器技术平台，其研究内容将包括基础理论探索和技术创新两个方面，因此研究成果也必然包括这两个方面。本课题拟用BAC载体系统，构建绵羊基因组BAC库；克隆和鉴定BLG基因及其上、下游调控序列，并对调控序列中的调控元件进行鉴定和功能分析；为构建高效表达的BAC转基因载体提供理论根据。由于对BLG基因上、下游调控元件的大小和功能至今尚不清楚，所以该研究若在调控元件的鉴定及其功能分析方面有所突破，其成果将处于在国际领先地位，也就是说该研究的完成将会发表一系列具有国际影响的文章。另一方面，用BAC构建转基因载体，这在国内尚属首次；在该研究完成过程中涉及到的新技术的突破，会形成具有自主知识产权的专利；获得的是有实际应用价值的研究成果。由于BAC的容量大，可以把大片段（>150Kb）调控序列插入，因此可望筛选出乳腺高效表达载体；一旦获得高效表达BAC转基因载体，可以将更有经济价值的基因代替BLG基因，用于实际的工业生产，这样可以大大降低成本，提高乳腺生物反应器制药的经济效益，并为提高人民的健康水平作出贡献。实际上，乳腺高效表达技术平台的建立是要克服当前乳腺生物反应器研究中存在的问题，最终将用于实际生产，提高我国生物反应器技术水平和国际竞争力。


	6．课题现有工作基础与申请单位承诺提供的支撑条件，其他所需增添的支撑条件和主要仪器设备（说明用途）

  中国科学院遗传与发育生物学研究所是国内最早从事转基因动物研究的单位之一，也是国内最早获得转基因动物的单位之一。申请者所在的课题组早在1984年就开始了用人生长激素（hGH）基因进行转基因动物的研究，并先后获的转基因鼠、转基因兔和转基因鱼。自“七五”以来，申请者承担了“863”转基因猪的研究，从猪生长激素（pGH）基因的克隆，表达载体的构建，单克隆抗体的制备，ELISA方法的建立，转基因猪的鉴定到外源基因染色体定位都取得了很好的研究成果，系统地掌握了有关转基因动物研究技术。同时还开展了转pGH基因鱼和鼠的研究，探讨pGH在不同动物的生理功能。用PCR法重构了pGH基因表达载体，研究外源基因在CHO细胞中整合位点和表达效率的关系。用绿色荧光蛋白基因进行了新转基因方法的探讨，简化了转基因方法，提高了转基因效率，获得了专利（专利号：00133625.8）。另外本课题组已有小鼠ES细胞，构建了用于Knock-in研究的GFP表达载体，准备建立新的转基因技术系统。
课题组经多年的不断添置，已具有较好的设备条件，如高速离心机，超净台，培养箱，电冰箱，各类显微镜，PCR仪，电泳仪等。
另外研究所可提供同位素室，暗室，离心机室，电镜室和动物房服务。尚需添置显微操作仪用于显微注射，电激仪用于基因转导和细胞融合。细胞室尚需要改装和扩充以满足研究的需要。
本课题组曾用λ噬菌体成功地构建了猪基因组文库，钓出了全长的猪生长激素（pGH）基因；用同样的方法构建了山羊的基因组文库，希望能钓出全长的山羊发情特异糖蛋白（EGP）基因，但只钓出了EGP基因的部分序列；显然由于噬菌体容量有限，很难插入大片段DNA序列；因此这给克隆大分子基因带来困难，更不要说克隆长达100Kb以上的调控序列了。因此本课题组计划构建山羊的BAC基因文库，并做了一定的准备工作，开始了部分条件实验。可以说对于利用BAC载体进行小鼠乳腺高效表达的研究，本课题组已有相当的知识积累和较好的工作基础，能保障该项研究工作顺利开展。


	7．合作单位任务分工




四、审核意见

	1．申请人所在单位意见

   陈清轩研究员及其研究室长期从事转基因动物的研究；在基因的克隆，表达载体的构建和转基因动物制备方面取得了多项研究成果。该研究室有相当的工作积累和经验，有一支思想活跃，技术精湛的年轻科研队伍，有较好的实验设备条件，能保障课题“利用BAC载体建立小鼠乳腺高效表达体系”的顺利开展。预期该课题的完成将为我国生物反应的发展做出重要贡献。
   本所完全支持该项目的申请，保障实验条件，积极配合课题按计划开展和完成。
                                                    签  章

                                              二00 二  年  八  月二十五 日

	2．联合申请单位意见

联合申请单位（一）
                                             签  章

                                              二00    年    月    日

	联合申请单位（二）

                                             签  章

                                              二00    年    月    日

	联合申请单位（三）

                                             签  章

                                              二00    年    月    日

	附件：有关专利查新结论

   委托国家知识产权局对申请课题“利用BAC载体建立小鼠乳腺高效表达技术体系”
进行了专利查新，没发现相关专利文献和授权。
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