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基因打靶技术的研究进展
张丽娜 刘国安 杨红
（西北师范大学生命科学学院�兰州 730070）

　　摘　要：　基因打靶技术是20世纪80年代发展起来的新技术�是一种利用 ＤＮＡ同源重组原理和胚胎干细胞 （ＥＳ细胞 ）
技术按定向组合的方式改变生物活体遗传信息的试验手段�具有广阔的应用前景。对基因打靶技术原理、步骤、条件性基因
打靶以及应用进行综述。
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基因打靶 （ｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ）技术是20世纪80年
代发展起来的一项重要的分子生物学技术�是利用
基因转移方法�将外源ＤＮＡ序列导入靶细胞后�通
过外源ＤＮＡ序列与靶细胞内染色体上的同源ＤＮＡ

序列间的重组�将外源ＤＮＡ定点整合入靶细胞基因
组上某一确定的位点�或对某一预先确定的靶位点
进行定点突变�从而改变细胞遗传特性的方法 ［1］。
该技术具有定位性强、打靶后目的片段与染色体
ＤＮＡ共同稳定遗传的特点�为生命科学、基因组学
和疾病治疗等领域的研究提供了强有力的工具。美
国科学家马里奥·卡佩基 （ＭａｒｉｏＲ．Ｃａｐｅｃｃｈｉ） 、奥
利弗·史密斯 （ＯｌｉｖｅｒＳｍｉｔｈｉｅｓ）和英国科学家马
丁·埃文斯 （ＭａｒｔｉｎＪ．Ｅｖａｎｓ）因基因打靶技术的开
创性研究而获得了2007年度诺贝尔生理或医学奖。
1　基因打靶技术的原理

基因打靶技术是在胚胎干细胞 （ＥＳ）技术和同

源重组理论的基础之上产生和发展的。同源重组是
指发生在非姐妹染色单体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。
Ｃａｐｅｃｃｈｉ和Ｓｍｉｔｈｉｅｓ都首先预见到新的遗传物质可

以通过同源重组引入哺乳动物细胞的基因组�并对
基因进行特异性修饰和改造。Ｃａｐｅｃｃｈｉ证明同源重
组可以发生在外源ＤＮＡ和哺乳动物细胞染色体的

同源序列间。他构建了一种携带有缺陷的新霉素抗
性基因的细胞系�并证明这种有缺陷的抗性基因可
以通过与外源ＤＮＡ间的同源重组得到修复 ［2］。在
Ｃａｐｅｃｃｈｉ这些先驱性的工作进行同时期�Ｓｍｉｔｈｉｅｓ
等 ［3］提出了同源重组可能用于修复突变基因的概
念�并在1985年报道了在红白血病细胞中实现了人
工打靶载体和细胞染色体上 β-球蛋白基因间的同
源重组。然而这些工作都是在体外培养的细胞中进
行的。要通过同源重组获得遗传修饰的动物�还需
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要另外一种重要的载体-ＥＳ细胞 ［4］。
胚胎干细胞 （ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ�ＥＳ）是指当

受精卵分裂发育成囊胚时内细胞团的细胞�具有向
各种组织细胞分化的潜能�能在体外培养并保留发
育的全能性。在体外进行遗传操作后�将它重新植
回小鼠胚胎�它能发育成胚胎的各种组织。1981
年�Ｅｖａｎｓ等 ［5］和Ｍａｒｉｎ［6］分别报道从正常的小鼠囊
胚中分离了 ＥＳ细胞。与大多数 ＥＣ细胞不同�ＥＳ
细胞具有完全正常的核型。尤其重要的是�Ｅｖａｎｓ
等 ［7］研究小组在1984年证实通过显微注射引入囊
胚的ＥＳ细胞可以分化为成体的各种组织并整合入

生殖系。胚胎干细胞的分离和体外培养的成功奠定
了基因打靶技术的基础。
2　基因打靶技术的基本环节

基因打靶的技术要点如下：① 基因打靶载体的
构建：把目的基因和调控序列等与内源靶序列同源
的序列都重组到带标记基因的载体上；② 打靶载体
的导入：用电穿孔和显微注射等方法将打靶载体导
入受体细胞内；③ 同源重组子的筛选：用选择性培
养基筛选打靶击中的重组阳性细胞；④ 将重组阳性
细胞转入动物胚胎�产生转基因动物�并进行形态观
察和分子生物学检测。
2∙1　打靶载体的构建

基因打靶载体包括载体骨架、靶基因同源序列
和突变序列及选择性标记基因等非同源序列。其中
同源序列是同源重组效率的关键因素。试验表明�
在哺乳动物细胞内�当同源序列长度在295ｂｐ－1∙8
ｋｂ之间时�重组率与同源序列长度呈正比�当同源序
列长度在200ｂｐ以下时�重组效率明显降低 ［8�9］。

基因打靶载体有基因插入型载体 （ｇｅｎｅｉｎｓｅｒ-
ｔｉｏｎｖｅｃｔｏｒ）和基因置换型载体 （ｇｅｎｅｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ
ｖｅｃｔｏｒ）。插入型载体中与靶基因同源的区段中含有
特异的酶切位点�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
体进行线性化的酶切位点在引导序列和筛选基因外

侧�线性化后�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。

近些年发展起来的基于噬菌体的大肠杆菌同源

重组系统�也称为重组工程 （ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｅｒｉｎｇ）�可以

在线性化 ＤＮＡ片段和大肠杆菌染色体、ＢＡＣ和
ＰＡＣ克隆等之间实现同源重组�该技术所需的同源
序列短 （40－60ｂｐ）�不需使用限制性内切酶和连接
酶�为构建打靶载体提供了一个高效、精确、灵活的
平台 ［10�11］。例如�2007年Ｃｈａｎ等 ［12］通过改进重组
工程系统的技术�在96孔板上可进行全部的操作�
同时完成96个条件基因打靶载体的构建只需要2
周�使大规模构建基因打靶载体成为可能。
2∙2　转化受体细胞

外源ＤＮＡ导入的方式主要有显微注射法、电穿
孔法、精子载体法和逆转录病毒法等。目前应用最
广的是显微注射法。逆转录病毒载体法利用某些病
毒与组织细胞有特异的亲合力�可用于时空特异性
基因打靶�在人类疾病的基因治疗方面具有较大的
发展潜力 ［13］。

通常情况下�遗传修饰的中靶 ＥＳ细胞通过显
微注射被引入受体囊胚的内细胞团中。这些ＥＳ细
胞必须整合入生殖系�才能使修饰过的遗传信息传
递到子代小鼠。为了快速获得基因打靶小鼠�一些
研究小组采用四倍体囊胚补偿技术�通过电融合获
得只能发育为胎盘组织的小鼠四倍体囊胚用于中靶

ＥＳ细胞的显微注射�ＥＳ细胞在这样的环境中能利
用其全能性发育为一个完整的个体�从而直接获得
基因突变的杂合子小鼠 ［14－16］。2007年�Ｐｏｕｅｙｍｉｒｏｕ
等 ［17］报道了将中靶的ＥＳ细胞通过激光辅助注射到
8细胞期的小鼠胚胎中�此时受体胚胎的内细胞团
还没有形成�使得中靶 ＥＳ细胞更具竞争力。通过
这种方法获得的Ｆ0代小鼠几乎完全由中靶ＥＳ细胞
发育而来�并100％能经过生殖系将突变基因遗传
到Ｆ1代小鼠。这种改良的显微注射方法不受ＥＳ细
胞品系的限制�显著提高了中靶 ＥＳ细胞的整合效
率�大大缩短了基因打靶小鼠研制的周期 ［4］。
2∙3　筛选受体细胞

由于外源基因与靶细胞ＤＮＡ可发生同源重组

或非同源重组�而且同源重组的发生频率较低�故必
须从中筛选出被转化的靶细胞�并从中去除随机插
入的细胞。这就需要在打靶载体上加入正负选择系
统 （ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｌｅｃｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍ）。其原理是
首先在体外构建打靶载体�然后在靶基因的同源序
列之间插入新霉素抗性基因 （ｎｅｏ）作为正筛选的标
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记�在同源序列的3′端插有不含启动子的单纯疱疹
病毒胸苷激酶基因 （ＨＳＶ-ｔｋ）作为负选择�疱疹病毒
胸苷激酶基因由邻近的新霉素抗性基因启动子调

节。将打靶载体导入细胞后�因为随机整合使新霉
素抗性基因与胸苷激酶基因同时整合至基因组中�
胸苷激酶基因的表达产物能将致死核苷类似物9-
（1�3-二羟-2-丙氧甲基 ）鸟嘌呤代谢成致死核苷�从
而杀死随机整合细胞。而同源重组细胞由于仅有位
于同源序列之间的新霉素抗性基因而整合�在药物
Ｇ418和丙氧鸟苷的双重筛选下仍能存活。该系统
主要是通过杀死随机整合细胞而浓缩同源重组子克

隆�达到从大量随机整合的细胞中筛选到同源重组
子克隆的目的 ［18］。
2∙4　中靶细胞的鉴定

采用特异 ＰＣＲ和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交等技术对所筛

选克隆的基因组进行鉴定。进行ＰＣＲ鉴定时�先设
计一对引物�其一端以打靶细胞染色体基因组ＤＮＡ
的特定基因座为模板�另一端以载体上导入的外源
基因为模板�对筛选细胞的染色体 ＤＮＡ进行特异
ＰＣＲ扩增�这样可保证扩增后的片段为同源重组产
生的特殊片段。然后对经ＰＣＲ鉴定的克隆用Ｓｏｕｔｈ-
ｅｒｎ杂交产生特殊带谱的方法来进一步确定同源重

组克隆�即中靶细胞。
3　条件性基因打靶技术

条件性基因打靶 （ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ）可
定义为将某个基因的修饰限制于某些特定类型的细

胞或小鼠发育的某一特定阶段的一种特殊的基因打

靶方法。它实际上是在常规的基因打靶的基础上�
利用重组酶介导的位点特异性重组技术�在对小鼠
基因修饰的时空范围上设置一个可调控的 “按纽 ”�
从而使对小鼠基因组的修饰范围和时间处于一种可

控状态。条件性基因打靶的基本原理是利用一种位
点特异性的重组酶 Ｃｒｅ。Ｃｒｅ是一种主要存在于低
等生物体中�但在哺乳动物细胞中能有效的发挥作
用的重组酶 ［19］。这个酶的特点是可特异性识别具
有34个碱基的不对称的核酸序列ｌｏｘＰ�使得两个位
于ｌｏｘＰ之间的序列发生重组。Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ系统首先是
使目的基因位于两个同向的ｌｏｘＰ位点之间�然后在
ＥＳ细胞内发生同源重组�选择性标记筛选后�将其
注入胚囊中�最后再注入假孕小鼠子宫内以繁殖转

基因小鼠。这与传统的敲除技术一样�但是产生的
小鼠却与正常小鼠表型一致�仅在基因组上目的基
因的两端含有ｌｏｘＰ位点。当Ｃｒｅ出现时�ｌｏｘＰ位点
间的目的基因被敲除。因此这个系统不但需要目的
基因位于ｌｏｘＰ位点间的转基因小鼠�还需要Ｃｒｅ转
基因小鼠。将Ｃｒｅ序列的前端插入组织特异性的启
动子�就使得Ｃｒｅ在特定的组织或细胞中表达�导致
这些组织或细胞中的靶基因被敲除�而其它组织或
细胞中Ｃｒｅ不表达�靶基因不会被改变�也就形成不
同组织特异性的Ｃｒｅ转基因小鼠 ［20�21］。因此�当目
的基因位于ｌｏｘＰ位点间的转基因小鼠与组织特异

性的Ｃｒｅ转基因小鼠交配后�则目的基因就可在特
异的组织中敲除�达到了敲除组织类型上的控
制 ［22］。军事医学科学院生物工程研究所的研究者
在国内自主研制成功了10余种组织特异性 Ｃｒｅ重
组酶转基因小鼠以及系列组织特异性条件基因敲除

小鼠�通过对突变小鼠的表型分析�系统地揭示了
Ｓｍａｄ4基因在组织器官发育和稳态维持以及相关疾
病发生过程中的作用机制 ［4］。
4　基因打靶技术的应用
4∙1　基因功能的研究

后基因组时代的主要任务就是分析大量新基因

的功能。研究者利用基因打靶技术揭示了某些基因
在组织器官发育、生理过程以及疾病发生中的重要
功能。例如�Ｌｏｌｉｎ等 ［23］敲除试验鼠体内负责编码
产生Ｓ6蛋白激酶1的基因�可以起到 “热量限制 ”
的效果�试验鼠患与衰老有关疾病的情况可大大减
少�其中雌性试验鼠的寿命可延长约五分之一。这
一研究为开发抑制人类衰老的药物提供了思路。最
近日本研究者发现�小鼠内的转录抑制因子 Ｂｍｉ1
基因被敲除后�造血干细胞失去了多能性�只能分化
成淋巴细胞。由此认为该基因是造血干细胞生成血
细胞过程中的一个关键分化基因 ［24］。Ｗｕ等 ［25］通
过同时敲除小鼠卵巢上皮中的两个抑癌基因ＰＴＥＮ

和Ａｐｃ�结果表明小鼠100％发生卵巢子宫内膜腺
癌�其肿瘤的发生、发展以及转移过程均与人类疾病
相似。Ｚｈａｏ等 ［26］将ｍｉＲ-1-2基因靶向敲除后�可导
致50％突变小鼠在分窝前死亡�研究结果揭示了该
ｍｉＲＮＡ在调节心脏形态发生、电传导和细胞周期控
制方面的生理功能。
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4∙2　建立人类疾病的动物模型
由于人类疾病动物模型对医学和生命科学的研

究非常重要�而以自然或诱发发生的人类疾病模型
既不能满足现代医学研究的需要�也具有很大的局
限性。基于基因同源重组原理的基因打靶技术的出
现�使转基因在体内的定点整合成为现实�因而产生
了去除特定基因的动物模型。例如�Ａｒｏｎ等 ［27］用
基因打靶技术剔除了大鼠一个插入报告基因和两个

内源基因ＩｇＭ和 Ｒａｂ38�成功培育出首只永久可遗
传的基因突变大鼠�为后续开发人类疾病基因突变
动物模型奠定基础。Ｊａｍｅｓ等 ［28］发现敲除一个对正
常肌肉功能至关重要的肌动蛋白基因�小鼠肌肉仍
然能够形成�但是肌肉细胞功能受损。在这个发现
的基础上建立了目前了解甚少的人类肌肉疾病的新

小鼠模型�该模型还给研究退化肌肉疾病的遗传学
家一个研究人类中央核疾病的新靶标。Ｓｈａｐｉｒｏ
等 ［29］通过基因打靶途径建立了肺慢性阻塞性疾病
小鼠模型�为肺慢性阻塞性疾病的基因治疗提供了
很好的动物模型。随后�利用基因打靶技术建立了
人类癌症、心血管疾病、骨质疏松、神经退行性病变、
免疫缺陷等疾病小鼠模型�为疾病机理研究、新药研
发和治疗方案提供了宝贵的遗传资源。
4∙3　用于疾病的基因治疗

基因治疗是纠正疾病相关缺陷基因的一种技

术�大多数试验性基因治疗是从正常基因替换异常
的致病基因。因此通过基因敲入技术将正常基因引
入病变细胞中。代替原来异常的基因或对缺陷基因
进行精确改正。使修复后的细胞表达正常蛋白�不
再表达错误产物�是一种理想的基因治疗策略。另
外�可通过基因打靶技术敲除多余的、过量表达的、
影响正常生理功能的基因�以达到治疗目的。
4∙4　用于改造生物和培育新的生物品种

基因打靶技术不仅适用于动物。而且可以应用
于植物�使转基因植物和生物反应器的制备更为精
确。外源基因将被准确地插入受体的基因组中。定
点改造原有的基因功能�使生物获得优良的性状�并
避免由于外源基因在基因组中随机整合可能带来的

不利影响。对动植物生殖细胞或早期胚胎干细胞的
基因进行修饰改造�可以产生一些人类需要的新品
种。如生长速度、喂食效率 （ｆｅｅｄｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ）等特性

的改造。Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ基因敲除小鼠比野生型小鼠具
有明显多的骨骼肌 ［30］�双肌牛也是由于 Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ
基因外显子3个碱基突变造成的。因而如果能在绵
羊或猪上敲除该基因将可产生骨骼肌明显增大的品

种�这将具有很高的经济价值 ［31］。又如Ｒａｌｐｈ等 ［32］

敲除了烟草中一种能够将尼古丁转化成去甲烟碱的

基因�结果表明�遗传修饰的烟草植株中致癌物
ＮＮＮ的量减少了6倍�并且与烟草致癌有关的亚硝
胺物质减少了50％。这一发现可能有助于发展出
致癌物含量减少的烟草产品或无烟烟草产品。在中
国�袁三平发明了一种利用基因打靶技术制备哺乳
动物乳腺生物反应器的方法�通过该方法将医用蛋
白基因加到基因打靶动物中�可以获得合成医用蛋
白的基因打靶生物反应器。这将对人类的健康产生
深远的意义。
5　展望

基因打靶技术自诞生以来�对生命科学和医学
的研究领域产生了深远的影响。它使得科学家第一
次能对关于特定基因生理功能的假设进行试验验

证。基因打靶技术的应用使得研究者可以在生理状
态下深入研究基因在哺乳动物胚胎发育、神经系统、
心血管系统和免疫系统等复杂生物学过程和组织器

官中的功能。现在的发展趋势是：（1）通过条件基
因打靶技术在时间和空间上对基因剔除进行调控；
（2）发展满足大规模基因功能研究需要的随机基因
打靶技术；（3）通过定位引入技术在基因组上引入
精细突变以研制精确模仿人类疾病的动物模型。
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