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转基因动物研究作为一个崭新的学科，已经成为生命科学研究和讨论的热点。为了普及和增加人们对这一领域的了解，本文对转基因动物的制作方法和转基因动物研究的作用进行了介绍。随着转基因动物研究不断完善，转基因动物定会在生物学研究、畜牧业的发展、医疗卫生的进步等方面展示出巨大的应用潜力。

本世纪近２０年来，科学技术得到突飞猛进的发展；其中生命科学是发展最快和最引人注目的研究领域之一。７０年代开创的DNA重组技术已被广泛地应用在生命科学的各个研究领域；并取得了累累研究硕果。转基因动物自８０年代处诞生以来，一直是生命科学研究和讨论的热点，随着研究的不断深入和实验技术的不断完善，转基因技术得到了更广的应用，几乎年年都有另人瞩目的研究成果报道；有些转基因动物研究成果已进入实用化和商业化的开发阶段。考虑知识的普及和增加人们对转基因动物的了解，本文仅对转基因动物作一简要介绍。

一, 什么叫“转基因动物”？

学术界至今这一新名词并无严格的定义，但一般认为转基因动物是指那些在其基因组中整合有用实验的方法导入的外源基因，且又能稳定遗传给后代的一类动物。不同国家和地区的科学家对这一术语的理解和定义不尽相同，但其基本的含义是一致的。长期以来生物学家希望能克服种间不育的障碍，以实现不同物种间遗传物质的交换，从而有可能培养出动物的新品种；但由于受到传统技术条件的限制，这一难题始终未能得到解决。直到70年代末，随着DNA重组技术的问世和胚胎体外操作技术的进步，使人类有能力用实验的方法进行外源基因的转移，从而使人们能有目的、有计划和有预见地改变动物遗传物质的组成。转基因动物的培育成功，表明不同动物间遗传物质的转移得以实现。这一崭新技术的成功应用，标志着现代生物科学的巨大进步，它对农、牧、渔、医各个学科领域的发展都有重大影响。
二, 转基因动物制作方法

简单地讲，制作转基因动物应包括以下步骤：目的基因（基因组基因或cDNA）的克隆，表达载体的构建；受精卵的收集；外源基因的导入，胚胎的移植和对出生后代的鉴定，分析，繁殖和选育。基因的移植使制作转基因动物的关键技术，本文将分别给予介绍。

外源基因导入受精卵大体可分为三种方法：即物理方法，化学方法和生物方法。这三种方法各有优缺点，可根据不同研究的需要选择合适的方法。

(1),物理方法：主要包括显微注射法，电激法，超声波法，冻融法，基因枪法等；其中以显微注射法用的最普遍，多数转基因动物使通过该法获得的。显微注射法的优点是可导入大片断（大于50Kb）的外源基因；外源基因的整合率较高；外源基因几乎分布于所有组织细胞中。其局限性在于要求仪器精密，造价高，需作特殊处理才能有效地将外源基因导入，显然微注射法很难用于鸟类受精卵的外源基因的导入。基因枪法和电穿孔法主要用于植物的基因转移。

(2),化学方法：磷酸钙沉淀法，多聚阳离子试剂法，脂质体包埋，和DEAE－葡聚糖法等均属于化学方法。目前，脂质体介导是最佳的选择。脂质体种类较多，多数为阳离子脂质体。首先将磷脂、胆固醇或其他脂类的乙醚溶液加到DNA溶液中，加温蒸发得到单层或双层带有DNA的脂质体小泡；DNA包裹在脂质体膜内，可以与细胞融合，被细胞内吞，从而完成细胞的导入。该法效率很高，100％的离体细胞可以瞬时表达外源基因。磷酸钙沉淀法是利用化学反应将外源基因包在形成的沉淀微粒中，然后被受体细胞所吞食而导入。此法材料易得，方法简便，为许多实验室采用。

(3),生物学方法：生物学方法主要包括反转录病毒法，精子载体法，原生质介导法，细胞融合法，ES细胞法及人工染色质法。原则上反转录病毒法可插入各种基因组DNA或cDNA，但其容量较小，在10Kb以下。该方法的优点是感染率高，宿主范围广，整合率高，尤其是在医疗界广泛用于基因治疗，目前在鸟类转基因研究中常用此法。精子载体法是将精子与DNA孵化，使DNA吸附在精质膜上，也有DNA进入精子头部质膜内侧；然后通过授精将外源基因导入。此法特异性强，操作简便。尽管在学术界对精子载体法尚存在争议，但用该方法已成功地培育出转基因鱼，转基因鸡等。ES细胞法是将外源基因直接导入ES细胞，经体外培养筛选后，注入表胚，再移植入受体子宫内，发育为嵌和体转基因动物。该方法可在细胞移植前对其进行鉴定和筛选，有利于培育转基因动物纯合系；但ES细胞的分离合培养并不容易，目前只有小鼠的ES细胞培养成功，因此该方法的应用尚有待于发展和完善。对于超过100Kb的外源基因就需要人工染色质法（YAC）作为载体。这种载体携带外源基因的容量大，高达500Kb －600Kb；可以满足几乎所有单个基因组基因的需要。存在于YAC中的外源基因可不整合到细胞基因组中，从理论上可以在细胞中稳定存在；但YAC如何不为宿主细胞所丢失以及细胞分裂时携带有外源基因的YAC如何正确分配等，尚需在理论和实践中对YAC载体法进行研究和讨论。

把携带有外源基因的受精卵移植到受体动物后，能保障出生的幼小动物就是转基因动物吗？不能。只有通过鉴定才能确认是否得到转基因动物。对动物的鉴定通常采用的是不同层次的分子杂交法；如基因水平的DNA印迹法（Southern blot）,转录水平的RNA印迹法（Northern blot），翻译水平的蛋白印迹法（Western blot），也可采用基因定位法(Gene Location)。1996年由“863”办公室主持召开了“转基因动、植物学术研讨会”，会上确定了转基因的标准。这些标准包括：要有严格的对照；能提供转化后当代（RO）可靠的分子生物学证据；应具有目的基因控制的表现性状；所携带的外源基因能稳定遗传后代。用这些标准可以衡量转基因动物研究发展情况。

三, 转基因动物研究的应用

转基因动物研究的应用基本上可包括两个方面：一是基础理论研究方面的应用；二是实际生产方面的应用，现分别介绍如下：

1, 在发育生物学研究方面的应用。通过对转基因小鼠的研究，可以了解基因表达的时间、空间特异性以及表达的调控原理。例如，通过诱捕载体与ES细胞技术相结合，可以识别出小鼠发育过程中任何基因及其表达活动情况。其原理是诱捕载体含有一个报告基因，报告基因的表达是由细胞内源的顺时作用片段启动的。导入的诱捕载体整合到某个基因的旁边或内部后，诱捕基因的表达就反映了内源基因的表达。通过检测报告基因的时空顺序，可以了解内源基因表达的时空顺序。

2, 在遗传学研究方面的应用。经典遗传学只根据表性变化，来识别自然发生

突变和人工诱导的突变。由转基因小鼠体系发展而建立的反向遗传学（reverse genetic），则先在体外使基因某一片段产生突变，然后导入小鼠基因组，从而研究基因结构与功能的关系。这一研究遗传学的新思维来自对转基因小鼠外源基因插入突变的研究。另外转基因小鼠还可以用于其他基础生物学的研究，如，免疫学，生理学，细胞生物学，生物化学等。可以这样说，生物科学进入分子水平后，要想研究基因的结构、表达及其调控机制，转基因小鼠是非常有用的工具和手段。

3, 培育动物新品种。利用转基因技术改变动物的遗传性状，使其按着人们所

望的方向转变，如，提高生长速度，增加畜产品产量，改进产品质量等。继Palmiter将大鼠GH基因导入小鼠基因组得到巨型鼠后，人们用不同GH基因对不同的动物进行了转基因研究，发现整合有外源GH基因的转基因动物的生长速度都有不同程度的提高。把牛生长激素(bGH)基因导入猪的受精卵的研究表明，出生的转基因猪比对照的日增重，瘦肉率、饲料转化率都有提高。新西兰关于转基因羊的研究取得了显著的经济效益，羔羊在14个月龄剪毛时，转基因羊净毛均产量比非转基因羊提高了6.2％，羊毛光泽度和羊毛脂含量比对照有明显的提高。通过转基因技术也可以培育出抗病抗寒的动物新品种。

4, 利用转基因动物生产药用蛋白。用某些用药物功能的蛋白基因制作转基因动

物，使其表达这种功能蛋白，实际上这种转基因动物时作为“生物反应器”来生产药用蛋白。例如，可从转基因动物的血浆或乳汁中分离某些重组蛋白，而不需杀死动物。这方面成功的例子是很多的，如，用转基因猪生产人血红蛋白；用转基因羊生产红细胞生长因子（EPO）、凝血因子IX、α－抗胰蛋白酶等，有些已发展到规模化生产阶段。利用“生物反应器”生产功能性蛋白的前景是十分光明的。

5, 用转基因动物提供人器官移植所需的动物器官。这属于异源器官移植，主要

是解决器官移植中材料短缺问题。目前对器官供体动物研究的较多的是猪，因猪的不同发育阶段的器官，如心脏，肝脏，肾脏等与不同年龄的人的器官大小十分接近；且猪的生产周期短，产仔多，生长快，成本低，也不存在伦理问题。但要克服异源器官移植中的超急性排异反应（HAR），只有通过制作转基因猪来实现。这方面的研究在国内外都在积极开展，有的已取得阶段性成果。可以预见，异源器官移植是很有发展前途的。

转基因动物研究作为一个崭新的学科，发展的时间尚短，还存在很多问题有待解决。例如， 转基因效率低，外源基因的随机整合和表达水平异常等，尚需时间进行深入研究逐渐克服。随着转基因动物研究的不断发展，转基因动物定会在生物学研究，畜牧业的发展，医疗卫生的进步等方面显示出巨大应用潜力和发展前景。

