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乳腺生物反应器制备中表达载体的发展

陈红星" 杨 晓 黄培堂
（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !$$$B!）

摘 要 乳腺生物反应器拥有巨大的开发价值，但开发成功的例子却寥寥可数，主要的原因是外源基因的表达量

较低，达不到开发生产的要求。提高外源基因表达量的关键在于乳腺生物反应器表达载体的构建。近年来，这方

面的新思路、新方法不断出现，本文对此进行了综述。
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乳腺生物反应器，或称动物个体乳腺表达系统，将某种

具有重要价值的生物活性蛋白的基因导入动物的受精卵中

培养出转基因动物，使外源基因在动物的乳腺中高效表达并

分泌到乳汁中，再从乳汁中提取目的基因产物。乳腺生物反

应器可以看作是一个独立的个体发酵系统，与细胞发酵系统

不同，它将整个动物视为一个自动发酵罐，其 EF、温度、离子

强度由动物自身控制和平衡，并且这种发酵特性可以遗传，

当某一群体都具有这一特性时，就可以大规模生产药用蛋

白，因此人们形象地将动物生物反应器称为分子农场。乳腺

生物反应器与传统的细菌、细胞发酵系统相比，几乎克服了

两者的所有缺点而兼具两者的优点。转基因动物用于生产

药用蛋白的产量，据已报道的例子，肺气肿治疗药物 GG3 的

表达量高达每升乳汁 %9H［!］。其生产效率远非细胞发酵系统

可比。生产的药用蛋白翻译后加工完全，具有高活性、低抗

原性的优点。生产相同量药用蛋白的成本仅为细胞发酵系

统的千分之一，费用极其低廉。

尽管乳腺生物反应器拥有巨大的开发前景，开发成功的

例子却寥寥可数，利用转基因动物乳腺作为生物反应器，虽

然已建立了许多模型，但获得高表达的例子却只有鼠和羊乳

中表达!0!0抗胰蛋白酶、鼠乳中表达尿激酶、以及猪乳中表

达蛋白质 D 等。许多工作由于目的蛋白的表达量低，以致不

具备进一步研发的潜力。

外源基因在动物乳腺中高效表达有两个前提：一是选用

的调控成分要能指导目的基因在乳腺中高效、特异地表达，

并且表达产物能分泌到乳汁中。乳汁中含有大量的蛋白质，

理论上认为乳蛋白在乳腺中特异、高效表达并能随乳汁分泌

到体外是由其特异的表达调控序列控制，因此乳蛋白基因及

表达调控序列的研究成为热点。二是整合到动物染色体组

中的表达载体（调控序列 I 外源基因）要处于一个开放和活

跃转录的状态。有时外源基因插入着丝粒这一类异染色质

区时，往往就造成表达载体也处于压缩状态，转录因子根本

无法接近。即使调控序列有效，外源基因也无法表达。这种

现象叫作位点效应，即转基因动物基因组中表达载体插入位

点的邻近序列对外源基因表达的影响。以上的两个前提都

归结到表达载体如何构建，下面就表达载体构建的一些进展

综述如下：

! 基于普通质粒的表达载体

对哺乳动物的染色体结构进行研究发现：哺乳动物染色

体由一个个分散的、独立的染色体区域（J’;,<@）组成，区域

的两个末端被拴在核基质上，在电镜下可看到环状结构从核

基质上伸出［#］。每个区域长约几十到几百 KL，它是一个独

立的结构和功能单位，区域内含有单个或多个转录单元，包

括调控基因表达的所有调控成分，乳蛋白基因也以独立区域

的形式存在于染色体上。对乳蛋白区域进行研究发现其中

有一些重要的调控元件，这些元件可人为地分为 % 类：一类

是调控基因转录的元件，包括：

启动子：乳蛋白的启动子一般位于离转录起始点数百

LE 的 9M侧翼区。

增强子：增强子在乳蛋白基因的 9M和 %M端甚至基因内都

有可能，大多数情况下，增强子位于转录起始点数百 LE 的 9M
侧翼区，在有些情况下可远至 !$KL，如 NGO 的增强子位于

P B$$ Q P "$$LE，牛"0酪蛋白基因的增强子位于 P #$$LE 及

P !9$$ Q P !1$$LE处［%］。

激素应答区：乳蛋白的表达受催乳素、胰岛素、糖皮质激

素及细胞间质的诱导，一般的途径为：激素诱导#转录因子



结合到位点上!染色体结构改变!乳蛋白基因表达。糖皮

质激素入胞后与受体结合并进入核内，再与乳蛋白基因上的

糖皮质激素受体结合区结合，而催乳素入胞后引起 !"#"$ 的

酪氨酸磷酸化，酪氨酸磷酸化的 !"#"$ 再与乳蛋白上的结合

位点结合。对于乳清酸蛋白基因来说，糖皮质激素受体结合

区（%&’）位于 ( )*+ , ( -.+/0 处，而 !"#"$ 结合位点则位于

转录起始点附近。糖皮质激素受体及 !"#"$ 与另外一些转

录因子如 123!、445、67’89 相互作用控制着乳蛋白基因的

开放与关闭。

第二类元件具有染色体变构和开放的功能，这类元件能

使区域处于开放和活跃转录的状态，也即这些元件具有对抗

位点效应的能力。这类元件主要有：

位点控制区（:6&）：位点控制区是位于 $;远端的调控序

列，是大区域的 <1=>?@ 高敏区，位点控制区最初发现于"3球
蛋白中，推测乳蛋白中也有，对乳蛋白的位点控制区的搜寻

正在进行中。目前对位点控制区的作用机制有一些推测，认

为：位点控制区内包括有多个 <1=>?@ 高敏区，各个高敏区与

其反式因子结合成一个单元，各个单元相互作用成一个整

体，再对启动子复合物起作用，它具有染色体变构和开放功

能，用于转基因载体的构建时，它能对同源或异源的启动子

起作用，使转基因表达呈位点非依赖性，一般认为它具有增

强子和绝缘子的双重功效［A］。

核基质黏附区：多数核基质黏附区位于区域的两端，推

测它可能与区域的独立性有关，即可能起到绝缘子的作用。

研究表明：核基质黏附区具有染色体变构和开放功能。另

外，核基质黏附区具有转录增强活性。它具有把区域拴在核

基质上的功能，核基质内富含 &1# 聚合酶等转录因子，而核

基质黏附区又具有这些转录因子的结合位点，这样就形成了

一个发起转录的良好环境。可能正是由于它的转录增强功

能和染色体变构和开放功能，使它成为对抗位点效应的一个

有用元件［$］。

第三类是与转录后翻译有关的元件，包括：

$;和 .;非翻译区：乳蛋白的 $;和 .;非翻译区对于 B&1#
的加工、稳定性、翻译效率都有影响，如"3酪蛋白的 $;非翻译

区能增强报告基因的表达［C］。

9DEF# 位点：决定 B&1# 的转运、稳定性。

构建表达载体时使用的外源基因的类型一般有：G<1#；

基因组 <1#；微小基因。外源编码蛋白基因类型对基因的表

达水平有较大的影响。分析现有的文献，使用基因组 <1#，

其表达效果要比使用 G<1# 好，内含子对高水平表达是一个

重要的条件。9=EBHI?J 等采用鼠金属硫蛋白基因启动子与鼠

生长激素基因构建了一个模型，采用删除内含子的方法，研

究内含子对表达水平的影响，发现内含子可增强转基因的表

达效率［)］。这一结果已由众多报道证实。内含子可能通过

几种不同的机制来提高表达效率。一是某些内含子包含有

增强子或其他顺式调控元件，它们同某些蛋白的结合影响转

录的起始和延伸；二是内含子的剪接增加了 B&1# 在核内的

稳定性，导致在细胞质中积累更多的成熟 B&1#；另一种可

能性是内含子中含有一些能开放染色体结构的顺式成分。

综上所述，基于普通质粒的表达载体将以上的表达调控

元件与外源基因组装在一起。用这类表达载体制备的乳腺

生物反应器外源基因有高水平表达的例子，但多数研究结果

表达水平只能达到微克级甚至纳克级，说明有必要探索新的

表达载体构建方式。

! 基于酵母人工染色体的表达载体

基于普通质粒的表达载体常常将乳蛋白的一些调控元

件人为地拼凑在一起，而这些调控元件之间的序列并非毫无

作用，并且可能还有一些调控元件未被发现。限于普通质粒

的容量有限，不可能将整个区域都克隆进去。为了保持表达

调控序列的天然状态，减少人为的组装，就有必要利用整个

区域的调控序列来表达外源基因。要克隆整个区域，就需要

新的大容量的载体，这就是酵母人工染色体（4#6）。随着脉

冲凝胶电泳的发展，使得 4#6 的概念得以成为现实，4#6 由

三大要素构成：着丝粒、端粒、复制原点。5K-. 年将分离出的

端粒、着丝粒、复制原点组装并导入酵母细胞，创建了第一个

4#6。随后又加入了筛选标志（L?D）和外源片段插入位点。

5K-) 年，8MJN? 开始用 4#6 克隆大片段人 <1#，它可插入 $+
, *++N/ 外源片段，能够包容下整个区域。

4#6 转基因动物的制备一般有两种方法：

’!细胞转染法：用脂质体将 4#6 转入 ’! 细胞，利用

4#6 左臂上的 L?D 标记基因来筛选整合有 4#6 的 ’! 细胞，

再经由囊胚注射形成嵌合体。这种方法的缺点是很难得到

完整 4#6 插入的动物，如 O=ND/DPHI> 制备的表达人 Q9&" 的

4#6 转基因鼠［-］，6RDH 制备的表达人免疫球蛋白重链的 4#6
转基因鼠［K］，都是采用 ’! 细胞法。

显微注射法：将 4#6 注入受精卵的原核。这种方法相

对来说可以得到 4#6 完整插入的转基因动物。但注射时也

容易对 4#6 造成剪切，并且 4#6 溶液的粘度大，注射较困

难。这方面的例子有表达人"3球蛋白和鼠酪氨酸激酶的

4#6 转基因鼠［5+，55］。

根据已有的例子，4#6 转基因鼠表达外源基因一般都能

达到内源水平，并且基因的表达保持精确的时空特异性，显

示独立转录单位内包括有完整的表达调控因素。近年来对

乳蛋白独立转录单位的寻找工作正在进行中，已发现的有长

约 *5+N/ 的#3乳白蛋白的独立转录单位，2MSHT=J= 4 等将人生

长激素基因替代#3乳白蛋白独立转录单位中的#3乳白蛋白

基因，构建了 4#6 表达载体，建立了转基因大鼠。大鼠乳汁

中人生长激素的表达量高达 -UKBV7B:，且人生长激素的表

达仅限于乳腺组织中［5*］。这些结果提示基于 4#6、利用整

个乳蛋白独立转录单位的调控序列来表达外源基因将是将

来的发展方向之一。

" 基于基因敲入的表达载体

随着基因打靶技术的发展，为乳腺生物反应器表达载体

的构建提供了新思路。为了克服位点效应的影响，将带启动
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子的外源基因敲入一些开放的、活跃转录的位点如：!"#$ 位

点中，为外源基因的表达提供一个良好的染色体环境。其操

作的主要步骤为：第一步打靶破坏 %& 细胞中的 !"#$ 启动

子。第二步打靶的打靶载体中有带启动子的外源基因及

!"#$ 的启动子。通过第二次打靶，将带启动子的外源基因

敲入 !"#$ 位点中，同时恢复了 !"#$ 基因的表达，使打靶成

功的 %& 细胞能在 !’$ 选择培养基中成活。&()(* +, -)./.0
等使用这种两步打靶的方法将人1鸡肌动蛋白启动子控制下

的小鼠 23456 378’ 成功敲入 !"#$ 位点中，由 %& 细胞发育

而成的小鼠中 23456 的表达量高于随机插入方法制备的转基

因鼠［9:］。!;4;0 <(44(3; 等将小鼠 .3=> 基因启动子指导下的

4(3? 敲入 !"#$ 位点，无论是在 %& 细胞中还是在小鼠中定位

敲入的表达都要高于随机插入［9>］。这些实验结果显示出定

位整合方法的优势，同样受到位点效应困扰的动物乳腺生物

反应器的制备完全可以参考这些方法。

另一种巧妙的方法是将外源基因直接敲入内源乳蛋白

基因位点中，使外源基因的表达自动获得了天然乳蛋白所有

的调控序列。并且外源基因的表达发生在天然乳蛋白位点

上，完全排除位点效应的影响。#@A;) % - 等通过第一步打

靶，在 %& 细胞的内源乳清酸基因中引入 4.B" 位点，在第二步

打靶中利用 3); 酶介导的 4.B" 位点重组将新霉素抗性基因

敲入内源乳清酸基因启动子之下，实现了利用内源乳蛋白启

动子指导外源基因表达的构想［9C］。在此工作的基础上，’05
D);(/ E,+.42 等使用相似的两步打靶将荧光素酶报告基因插

入了内源!5酪蛋白基因启动子之下，为了验证荧光素酶报告

基因能否获得表达，从两步打靶的 %& 细胞中克隆了内源!5
酪蛋白基因启动子和荧光素酶报告基因的连接体，使用羊!5
乳球蛋白基因启动子控制下的荧光素酶报告基因作为阳性

对照，两种表达载体转入乳腺上皮细胞 !F99 中瞬时表达，

两者都获得了荧光素酶报告基因的高效表达［9G］。这个实验

中的荧光素酶报告基因完全可以替换成具有药用价值的其

他外源基因。

由于大动物的 %& 细胞技术尚不成熟，而核移植技术则

已完全可行，可以进行大动物的体细胞（如胎牛成纤维细胞）

打靶，再通过核移植获得转基因大动物。

基于基因敲入的策略具有明显的优势，很可能是未来的

主要发展方向。

! 结 语

天然乳蛋白的表达量都高达毫克级，但用乳蛋白基因的

表达调控序列来指导外源基因的表达往往归于失败，主要的

原因在于对乳蛋白的表达调控并未完全了解，因而许多操作

带有明显的人工斧凿的痕迹。随着对乳蛋白表达调控的深

入研究，乳腺生物反应器表达载体越来越趋于天人合一。最

初是模仿原核表达系统中一个启动子指导一个基因的做法，

随着独立转录单位概念的提出，人们认识到独立转录单位内

存在着很多调控元件，如：核基质黏附区、位点控制区、绝缘

子、增强子、激素应答区等。于是人们将这些元件人工组装

成迷你型独立转录单位，在这种迷你型独立转录单位内插入

外源基因使之获得表达，这就是基于普通质粒的表达载体。

很明显这类载体的人工痕迹很重，因为独立转录单位内可能

还有未发现的调控元件、并且各个调控元件之间的序列肯定

不会毫无作用。但当时限于载体的容量有限而只能如此。

随着大容量载体 H’F 的问世，在整个独立转录单位内插入

外源基因并使之获得表达成为可能。这样就保持了乳蛋白

调控因素的天然状态。基因打靶技术的发展为表达载体的

构建提供了全新的思路，通过将外源基因直接敲入天然乳蛋

白位点中，使外源基因的表达自动获得了天然乳蛋白所有的

调控序列。并且外源基因的表达发生在天然乳蛋白位点上，

完全排除了位点效应的影响。这是一种最接近天然状态的

表达情况。总之，如何使外源基因的表达调控和乳蛋白的表

达调控保持一致，将是未来的努力方向。
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