
第七章
实验动物遗传工程技术



遗传工程技术

在生物整体、组织、细胞和分子水平各

个层次上全面系统的研究基因功能的技术。

核心技术：
转基因
染色体大片段删除
基因敲入
点突变
基因敲除



实验动物遗传工程

——功能基因组时代的研究平台

研究基因功能，阐明疾病发生机理，寻

找药物治疗靶点的重要技术工具。具有不可

替代的应用价值。



功能基因组时代，生命科学需要实验动

物科学的支撑，实验动物遗传工程技术的

发展和完善，为推动生命科学的飞跃发展

提供了有力的工具。



小鼠基因组测序的完成

继人类第二个完成全基因组学的哺乳动物。

全基因组框架图可免费获取（NCBI）
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/mous
e



以C57BL/6J 近交系的雄性个体的基因组为蓝

本，通过全基因组鸟枪法和散弹鸟枪法相结
合的策略完成。



小鼠与人类基因组的比较

小鼠的基因总数与人类接近，约30000个编码基

因，其中80%的基因是人类的定向进化同源基

因，在人类基因组中无同源基因的小鼠种属特

异性基因所占比例不到1%。

小鼠基因组大小2.5Gb，人类基因组大小2.9Gb

小鼠基因组90%以上的区域分布在于人类基因

组相对应的同线性区域内



在核酸水平，小鼠基因组与人类基因组有约

40%的同源性

小鼠基因组中中性替代突变率是人类基因组的

2倍，转座元件比人类更活跃

在对应的基因组区域中分布着与人类同类型的

重复序列

在小鼠基因组中，在自然选择压力下呈高度保

守的区段占整个基因组的5%。



小鼠基因组测序可更明确的研究小鼠基因组与

人类基因组的异同，为进一步以小鼠为模式生

物研究人类基因组功能奠定坚实的基础

可更为有效的通过遗传遗传工程技术手段对小

鼠基因组进行改造和修饰奠定基础

推动小鼠遗传工程的研究发展及在生物医学研

究中的应用。







第一节 转基因技术



一、转基因动物

通过插入目的基因用于过表达基因研究

通过插入目的基因的shRNA来降低目的基
因的本底表达

通过同源重组的方法获得基因Knock-in 和
Knock-out

优秀的转基因动物代表：小鼠





三、转基因小鼠技术
将外源基因转导入小鼠的组织细胞内，使

小鼠的不同组织细胞表达该外源基因，并可通

过配子传给子代。



转基因小鼠的制备过程



常规转基因载体的基本结构包括：

①启动子，用于驱动转基因的转录和后期表达；

②拟插入的靶基因cDNA序列，包含有要表达肽段的编码序列；

③cDNA非翻译区(untranslated region，UTR)和3'端加多聚腺苷酸

尾巴(polyadenylation，polyA)；

④质粒复制所需的DNA骨架序列

1.构建转基因表达载体





为了能精确控制外源基因编码序列

的高表达，除了要在转基因载体中保留上
述组件外，在载体设计中还可引入各种附
加DNA序列，

内含子(intron)
基质附着区(MARs)
绝缘子(insulator)
内部核糖体进入位点序列
(internal ribosome entry site，IRES)
E2A框
Kozak序列



为了能提高转基因小鼠的筛选效率，
或者示踪，还使用了各种报告基因。

氯霉素乙酰转移酶基因（cat）

荧光酶基因(luc)

绿色荧光蛋白GFP

β‐半乳糖苷酶基因(Lac Z)

碱性磷酸酶基因

生物传感器（如钙或cAMP传感器）

用于细胞系敲除的基因（如白喉毒

素及甲型流感病毒的M2蛋白的突变

体）等。



转基因载体的线性化

DNA的纯度和浓度对后续转基因动物制备的
成功率影响较大。

质粒线性化
（单酶切）

电泳

凝胶回收

工作浓度
1-5ng/ul



2.转基因小鼠的建立

线性化载体导入小鼠胚胎细胞中。

两种方法
胚胎干细胞囊胚显微注射法

DNA原核显微注射法



（1）DNA原核显微注射法

通过显微操作仪将外源基因直接注入
受精卵，使外源基因整合到DNA中，发育
成转基因动物。

最经典
最广泛
多拷贝首尾相连的形式
整合机制目前不清楚



（2）胚胎干细胞囊胚显微注射法

胚胎干细胞体外培养时保持未分化状态，当
被注入囊胚腔后，可以参与包括生殖腺在内
的各种组织嵌合体的形成。出生的动物其生
殖系统就可能整合上外源基因，通过杂交繁
育可得到具有纯合目的基因的个体。

在体外将外源基因导入胚胎干细胞；然后
将转基因的胚胎干细胞通过显微操作仪注
入动物囊胚，此胚胎干细胞可参与宿主的
胚胎构成，形成嵌合体。（小鼠应用成熟）



（重点介绍）

原核显微注射法步骤



显微注射流程



1.小鼠受精卵的获得

供体
雌鼠

正常
雄鼠

注射绒毛膜促性腺激素



收集受精卵

具有杂交优势，量多质优



受精卵采集

输卵管胚胎采集
子宫角胚胎回收



2.受体母鼠的获得

受体母鼠用于孕育注射后存活的受精卵


正常雌鼠 结扎公鼠

假孕雌鼠
（受体母鼠）



公鼠输精管结扎



3.受精卵原核DNA显微注射

• 将纯化的外源基因注射进受精卵的原核内。
工作液中受精卵可能成团状，显微注射用
的受精卵必须是单个细胞，而且无细胞碎
片。如不符合该标准，需用透明质酸酶进
行消化，随后漂洗干净。





4.受精卵体外培养
商品化的小鼠培养培养液M16、CZB、

KSOM，有效的克服2‐4细胞的阻滞现象。

培养条件：每孔500ul培养液，其上覆盖石蜡油，培养
箱中预平衡3-4小时，每孔放入20-30枚受精卵。培养条件：
37度，5%CO2.饱和湿度，连续培养120h，不换液，统计
24,48,72,120h，受精卵的体外发育情况。

采用四孔培养皿



小鼠胚胎发育阻滞的原因？

葡萄糖和磷酸盐是导致阻滞的主要原因。

文献认为小鼠胚胎发育阻滞是由于胚胎吸

收大量葡萄糖所致，并且认为磷酸盐在此

过程中起协同作用。



不同商品化小鼠受精卵体外培养液的组成成分





PVA聚乙烯醇，不能明显支持小鼠的胚胎发育

重组人白血病抑制因子，能够促进胚胎体外发育，提高胚胎发育到囊胚的比率



5.代孕小鼠输卵管移植

• 移植时选择只能容纳1个胚胎直径的移植管，约120~180um，吸

入胚胎的次序为石蜡油、空气泡1、培养液、空气泡2、胚胎

（多个胚胎紧密排列，带入的培养液要尽量少）、空气泡3、

培养液。撕开壶腹部，用小镊子夹住输卵管伞口附近边缘，移

植管插入壶腹部开口处，吹入胚胎，气泡3和气泡2都进入壶腹

部即可。子宫和输卵管归位，缝合。

将存活受精卵或存活胚胎移植到同步交配的假孕母鼠的输
卵管(或子宫)内，饲养后鉴定是否受孕以及个体发育状况





6.子代鼠外源基因整合和表达的检测

• 产出的鼠仔中，属转基因小鼠者，约占全
部小鼠的20％‐30％。因此，对转基因小鼠
必须进行鉴定筛选。

• 较常用的鉴定基因是否整合的方法有PCR法
及Southern杂交法。而Northern杂交，RT‐
PCR检测，Western杂交，免疫组织化学法
则被用来检测转入基因的蛋白表达状况。



提取鼠尾组织DNA，通过PCR或者southern 检测

转基因的靶基因是否插入到小鼠基因组中。

首建鼠F0：靶基因插入的小鼠称为首建鼠，不同首建

鼠DNA拷贝数不同，呈杂合状态。（不能自行交配）

F1代：首建鼠与野生型小鼠交配后，转基因阳性的小

鼠随机分配，外源DNA随机插入，基因表达水平差

异较大。可能诱发突变影响转基因小鼠的表型。



如何解决随机插入诱发的突变？

• 采用多种方法多种手段检测几个品系子代
不同组织、不同器官mRNA及蛋白质的表达
水平，如果两个以上的品系小鼠的表型或
者细胞学变化具有一致性，才可以选择其
中一个品系进一步展开功能学研究。





7.转基因小鼠的建系与保存

• DNA原核显微注射方法制作转基因小鼠：半

合子，后代只有一部分个体带有整合的基
因,有的没有目的基因。

• 所以，转基因小鼠需要一个相当长的筛选
和纯化过程，以期获得纯合子的转基因小
鼠。



（1）如何杂交获得纯合子小鼠？

 制作同一批转基因小鼠后，将其中一的

部分与正常的野生型小鼠杂交，检测后代
的整合几率。

 通过同一窝的阳性雌雄小鼠交配，在基因
的同源重组作用下，最终得到纯合子小鼠。



首建鼠F0 野生型小鼠

F1，不同窝的分别统计

同窝F1阳性转基因小鼠交配

F2，不同窝的分别统计

同窝F2阳性转基因小鼠交配

F3,阳性转基因小鼠

鉴定纯合基因小鼠 F4

采用
的经
典育
种与
PCR-
south
ern结
合的
方法
筛选



（2）转基因小鼠的保种

筛选鉴定的纯合子的转基因小鼠保存育种。

半合子小鼠代替
目的基因有毒性、致畸或胚胎致死性，

则有可能无法得到首代转基因小鼠；或者
由于纯合后基因的毒性增加，导致后代健
康状况差，丧失生育能力或存活期短等问
题。每次繁殖都需要经过烦杂的筛选。



（3）转基因小鼠的饲养环境要求

• 用于建系和种系保存的转基因小鼠一般饲
养于SPF级环境中。



8.原核显微注射的优缺点

[优点]
（1）外源基因在宿主染色体上的整合率相对较高；
（2）转基因小鼠得率在60%‐80%；
（3）导入的外源基因可长达50kb。

[不足之处]
（1）外源基因随机整合；
（2）个别原核不清晰，需进行特殊处理；
（3）需大型精密仪器，费用昂贵；
（4）操作周期相对较长



9.转基因小鼠的应用



（1）基因表达调控、基因功能及发育调控作
用的研究



（2）基因工程定向育种



（3）转基因动物生物反应器







4.人类疾病小鼠模型与基因治疗



5.药理学研究



7.器官移植





第二节 基因打靶技术



• 研究基因功能及基因表型
• 人类的很多疾病都与特定的基因有关。

某个疾病有哪些基因有关？

这些基因怎么样影响人类健康？

机理如何？

大多数基因的生物学功能还不清楚，通

过了解一个生命体缺失或者获得某个特定

基因时它的表型如何，可以研究基因功能。



• 结合基因重组和胚胎干细胞培养技术建立

发展了基因打靶技术
• 应用基因打靶技术建立的小鼠

基因剔除（knock out，KO）
基因敲入（knock in，KI）

基因打靶技术





基因打靶的优势

适应的细胞系既可以是原核细胞，也可以

是真核细胞；

能够把外源基因引入染色体DNA的特片段上；

可对宿主细胞的染色体进行精细的改造；

Knock out 或者knock in 的基因随着染色

体DNA的复制而稳定复制；



在ES细胞进行同源重组已经成为一种对小鼠染色体

组上任意位点进行遗传修饰的常规技术。

通过基因打靶获得的突变小鼠已经超过千种(相关数

据库参见文献)，并正以每年数百种的速度增加。

通过对这些突变小鼠的表型分析，许多与人类疾病

相关的新基因的功能已得到阐明

二、基因打靶的意义



心血管疾病，神经病变，糖尿病和癌症

实例：人类囊肿性纤维化疾病属于单基因遗传性
疾病，将致病基因移植到小鼠身上，培育出患囊
肿性纤维化疾病的小鼠，为针对这一疾病的治疗
提供了动物模型，有望在药物或治疗方法上取得
突破。









一、基因打靶技术的理论基础

ES细胞全能性
同源重组技术

首先获得ES细胞系，利用同源重组技术获得带有基因
突变的ES细胞。通过囊胚显微注射或者胚胎融合的方
法将经过遗传修饰的ES细胞引入受体胚胎内。由于经
过遗传修饰的ES细胞利用全能性，发育为嵌合体动物
的生殖细胞，使得经过修饰的遗传信息经生殖系统遗
传



（一）细胞的全能性？

指细胞经分裂和分化后仍具有形成完整有机体

的潜能或特性。

在多细胞生物中每个个体细胞的细胞核具有个

体发育的全部基因。

在一定条件下，都可以发展成多功能细胞。

只要条件许可，每个个体细胞的细胞核都可发

育成完整的个体。



证明实验

（1）经典爪蟾核移植实验:
将爪蟾蝌蚪小肠上皮细胞的细胞核移植

到去除了核的卵细胞中并刺激其分裂，结
果发现这样的卵细胞仍然可以发育成蝌蚪
甚至成体，也证明了细胞核具有全能性

（2）克隆羊多利：体细胞核移植



• 在生物体的所有细胞中，受精卵的全能性
是最高的。

• 其次生殖细胞：尤其是卵细胞



（二）胚胎干细胞

1.概念：(embryonic stem cell，ESCs，简
称ES、EK或ESC细胞）

早期胚胎(原肠胚期之前)或原始性腺中分
离出来的一类细胞，它具有体外培养无限
增殖、自我更新和多向分化的特性。

无论在体外还是体内环境，ES细胞都能被
诱导分化为机体几乎所有的细胞类型。





目前中国外研究人员已在仓鼠、大鼠、兔、猪、

牛、绵羊、山羊、水貂、恒河猴、美洲长尾猴以

及人类都分离获得了ES细胞

已经证明小鼠ES细胞可以分化为心肌细胞、造血

细胞、卵黄囊细胞、骨髓细胞、平滑肌细胞、脂

肪细胞、软骨细胞、成骨细胞、内皮细胞、黑色

素细胞、神经细胞、神经胶质细胞、少突胶质细

胞、淋巴细胞、胰岛细胞、滋养层细胞等。



• 德美医学小组向试验鼠体内移植了由ES细
胞培养出的神经胶质细胞。通过鼠胚细胞
移植技术，使瘫痪的猫恢复了部分肢体活
动能力。

• ES细胞将会给人类移植医学带来一场革命。



2.ES细胞的形态结构

• 具有与早期胚胎细胞相似的形态
结构，细胞核大，有一个或几个
核仁，胞核中多为常染色质，胞
质胞浆少，结构简单。

• 体外培养时，细胞排列紧密，呈
集落状生长

• 细胞克隆形态多样，多数呈岛状
或巢状。

• 小鼠ES细胞的直径7μm～18μm，
猪、牛、羊ES细胞的颜色较深，
直径12μm～18μm。



3.ES细胞的伦理问题

• 成功的培养出人类ES细胞，保持了ES细胞
分化为各种体细胞的全能性。这样就使科
学家利用人类ES细胞治疗各种疾病成为可
能。

• 人类ES细胞的研究工作伦理问题



支持者认为这项研究有助于根治很多

疑难杂症，是一种挽救生命的慈善行

为，是科学进步的表现。

反对者则认为，进行胚胎干细胞研究

就必须破坏胚胎，而胚胎是人尚未成

形时在子宫的生命形式。由胚胎来源

的原始(未分化)细胞，它们具有分化

成为众多特异细胞类型的潜能。



（二）.同源重组
（homologous recombination）

是指发生在姐妹染色单体（sister 
chromatin) 之间或同一染色体上含有同源序
列的DNA分子之间或分子之内的重新组合。



• 同源重组需要一系列的蛋白质催化，如原
核生物细胞内的RecA、RecBCD、RecF、
RecO、RecR等;以及真核生物细胞内的Rad51、
Mre11‐Rad50等等

• 同源重组反应严格依赖DNA分子之间的同源
性，100%重组的DNA分子之间的重组常见

于非姐妹染色体之间的同源重组，称为
Homologous Recombination



在基因敲除小鼠制作过程中，需要针对目的基因两端特异

性片段设计带有相同片段的重组载体，将重组载体导入到

胚胎干细胞后外源的重组载体与胚胎干细胞中相同的片段

会发生同源重组，特异性的破坏内源性基因（基因打靶）



二、基因打靶的基本环节



三、基因敲除的基本程序





（1）打靶载体的设计

• 根据打靶基因设计不同，同源重组可以在靶基
因位点造成插入置换或者确实，基因打靶载体
有出入性载体和基因置换型载体两种

• 插入行载体：与靶基因同源的区段中患有特异
的没切位点，线性化后，同源重组导致基因组
序列的重复，从而干扰了目标基因的功能。置
换型载体进行线性化的没切位点在引导序列和
筛选基因外侧，显性化后，同源重组使染色体
DNA序列为打靶载体序列替换。大多数基因敲
除突变都采用置换型载体进行基因打靶



2.ES细胞打靶基因的转染

• 打靶基因载体的质粒提取（无内毒素）

• 线性化打靶载体

• 采用电转移的方法导入ES细胞，并进行抗药
性ES细胞克隆筛选



3.基因剔除阳性克隆的筛选



• 抗药性ES细胞筛选

• 采用内切酶线性化

• 采用打靶序列以外的DNA片段作为探针，经
southern印记区分打靶基因序列与内源性野
生型基因序列

• PCR



基因打靶可以定向修饰

外源基因在靶细胞基因组中的整合微店一般
是随机的，主要导致下面几种结果：

（1）整合在正常基因的中部，导致基因表达
缺失

侧翼序列，影响周围正常基因活性

基因整合微店不恰当，在细胞内部表达或者
表达难以控制

外源基因导入可能激活下包内的原癌基因。







5.嵌合体阳性转基因鼠的筛选

• 嵌合体小鼠通过提取鼠尾DNA，用筛选阳性
打靶ES细胞的southern印记方法来确定打靶
阳性的ES细胞是否可以通过生殖细胞传给子
代
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三、条件性小鼠基因剔除

• 完全剔除——所有细胞产生靶基因的活性丧

失，引起小鼠胚胎死亡，影响该基因在发
育及成体的功能研究，阻碍对疾病病因及
发病机制的认识

• 条件性剔除——研究基因在特定组织、细胞
及特定时间内的功能。



三、条件性小鼠基因剔除

• Cre‐LoxP系统（核心技术）

• Flp‐FRT系统



• Cre重组酶：于1981年从P1噬菌体中发现，属于λ Int
酶超基因家族。Cre重组酶基因编码区序列全长
1029bp（EMBL数据库登录号X03453），编码由 343 
个氨基酸组成的38kDa单体蛋白。它不仅具有催化
活性，而且与限制酶相似，能识别特异的 DNA 序列，
即 loxP位点，使 loxP位点间的基因序列被删除或重
组。Cre重组酶有70%的重组效率，不借助任何辅助
因子，可作用于多种结构的 DNA 底物，如线形、环
状甚至超螺旋 DNA。它是一种位点特异性重组酶，
能介导两个LoxP位点（序列）之间的特异性重组，
使LoxP位点间的基因序列被删除或重组。



• LoxP（locus ofX‐overP1）序列：来源于P1噬
菌体，是由两个13bp反向重复序列和中间
间隔的8bp序列共同组成，8bp的间隔序列
同时也确定了LoxP的方向。Cre在催化DNA
链交换过程中与DNA共价结合，13bp的反向
重复序列是Cre酶的结合域。其序列如下：

• 5' ‐ ATAACTTCGTATA ‐ GCATACAT ‐ TATACGAAGTTAT ‐ 3'
• 3' ‐ TATTGAAGCATAT ‐ CGTATGTA ‐ ATATGCTTCAATA ‐ 5'



• Cre‐LoxP系统的特性
• 编辑
• Cre重组酶介导两个LoxP位点间的重组是一个动态、可逆的过程，

可以分成三种情况：
• 1、如果两个LoxP位点位于一条DNA链上，且方向相同，Cre重

组酶能有效切除两个LoxP位点间的序列；
• 2、如果两个LoxP位点位于一条DNA链上，但方向相反，Cre重

组酶能导致两个LoxP位点间的序列倒位；
• 3、如果两个LoxP位点分别位于两条不同的DNA链或染色体上，

Cre酶能介导两条DNA链的交换或染色体易位。
• 另外，Cre不仅可以识别LoxP的2个13bp的反向重复序列和8bp的

间隔区域，而且当一个13bp的反向重复序列或者8bp的间隔区
发生改变时仍能识别并发生重组。利用这一特点，人们在构建
载体时可以根据需要改造LoxP位点序列，以用于特定的基因突
变或修复，增加了该系统的应用范围。



• Cre/loxP重组酶系统在基因打靶中的应用策略
• 编辑
• 基于Cre/loxP的基因打靶要分两步来进行。首先要在胚

胎干细胞的基因组中引入loxP序列，这一步可以通过打
靶载体的设计和对同源重组子的筛选来实现。下一步通
过Cre介导的重组来实现靶基因的遗传修饰或改变。
Cre/loxP系统既可以在细胞水平上用Cre重组酶表达质粒
转染中靶细胞，通过识别loxP位点将抗性标记基因切除，
又可以在个体水平上将重组杂合子小鼠与Cre转基因小
鼠杂交，筛选子代小鼠就可得到删除外源标记基因的条
件性敲除小鼠。或者将Cre基因置于可诱导的启动子控
制下，通过诱导表达Cre重组酶而将loxP位点之间的基因
切除（诱导性基因敲除），实现特定基因在特定时间或
者组织中的失活。



四、小鼠的基因敲入 KI

• 构建人源化目的基因小鼠，研究特定基因
的功能。

• 理论基础：基因同源重组



（1）构建人源化基因敲入载体

• 将人的目的基因的功能区克隆到表达载体
中，构建基因敲入载体，通过同源重组的
方式与小鼠ES细胞内源性的DNA在相同或者

相近序列的区域内发生同源重组，使小鼠
一条染色体上的目的基因被人源化的基因
片段置换。



• 基因敲入有两种，一种是原位敲入,即在原
基因敲除的位点插入新基因,它是基因敲除
的逆过程；另一种是定点敲入,即无论敲除
基因的位点在哪里,敲入的基因是在特定启
动子下，以转移载体的形式转座进去,所以
插入的位点是一定的。



基因敲入原理：gRNA识别并结合在目标基因区域引导Cas9蛋白对结合位点进行
切割，引起DNA双链断裂（DSB），此时若导入外源供体DNA，即可通过同源重
组（HR）的方式将供体中的基因定点敲入到基因组中，实现外源基因的表达。

通过CRISPR/Cas9系统进行基因敲入



• （2）将线性化的敲入载体经过电转移至小鼠
ES细胞内，通过同源重组将目的定点突变基因
置换ES细胞内源性目的基因片段，获得
Targeted ES细胞

• （3）ES细胞抗药性筛选，获得含有目的基因
的ES细胞

• （4）囊胚注射

• （5）嵌合体胚系传递

• （6）靶基因敲入小鼠的分析及功能验证试验
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• 利用基因打靶技术制备转基因动物的基本
程序


