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小鼠染色体工程的研究进展
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摘 要 以染色体大片段的删除和重排为主要特征的小鼠染色体工程逐渐成为一种大规模研究小鼠基因功能的

重要手段。这里重点介绍了小鼠染色体工程的最新研究进展。
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随着人类基因组计划的完成，其焦点就集中在高通量研

究基因功能的技术发展上。基因打靶是在生物体整体水平

上研究基因功能的一种非常有效的手段。工程化的基因片

段通过基因重组，可以在哺乳动物的胚胎干细胞（8D 细胞）
中造成基因中断、基因缺失或产生突变的蛋白质。修饰过的

8D细胞经囊胚注射可产生带有突变的杂合子小鼠，如果被
修饰的基因不是机体发育所必须的，就可以通过传代培养出

突变的纯合子小鼠。通常的基因打靶程序，只能修饰 $%E?
左右的片段［!］，但这远远小于真核生物的整个基因组。有

时，修饰的基因经常会产生部分缺失或带有突变的蛋白质，

这些蛋白具有部分功能或其他新的功能［$，#］，达不到灭活靶

基因的目的。简单的基因打靶研究过程复杂，一次只能分析

一个基因，不能满足大规模基因功能研究的需要。以染色体

大片段的删除和重排为主要内容的染色体工程解决了这一难

题，成为分析复杂基因组的有利工具。通过染色体大片段的

删除和重排产生携带特定染色体区大片段缺失突变的小鼠，

有助于在特定的染色体区实现系统的基因定位和功能分析。

! 放射线诱导的缺失突变

利用放射线诱导产生突变小鼠已有 2%多年的历史，通
过放射线的诱导，可以产生染色体的缺失、易位、倒位、复制

及基因内的点突变。利用放射线在特定的染色体上产生一

系列的突变，早已成为系统研究基因组功能的一个重要手

段。FGHH5))等在 !0&!年就利用放射性射线在小鼠的 3个非
常显著的遗传标记位点产生突变，进行基因功能的研究［1］。

I-9-J-等发现!射线和"粒子在人成纤维细胞引起的突变
与剂量有关，引起的突变主要是缺失突变，在 56*/ 位点上，
最长的突变可达 $C3,?［&］。胚胎干细胞的成功建系和基因

打靶技术的成熟，使研究者看到了利用放射线诱导突变系统

地进行基因功能研究的曙光。在 8D细胞水平诱导产生突
变，将带有突变的 8D细胞植入小鼠的囊胚，从而产生带有突
变的个体，进一步进行功能的研究，已成为功能基因组学研

究的热点。为了便于筛选突变的细胞，最初，仅集中于小鼠

中的几个多形态的遗传标记位点进行研究。随着研究水平

的提高，现在已经能在染色体的任何一个位点进行诱导突变

研究。

在小鼠基因组的任何一个位点诱导缺失突变的基本策

略包括以下 #个步骤：
!）在靶位点上通过同源重组引入一个选择标记基因，

如 56*/、578/ /9 等。
$）放射处理中靶细胞，选择剂量的标准是致死剂量的

"%K，如用"射线，剂量在 #%% L 2%%A-J之间［&，2］，筛选选择标
记基因丢失的细胞。

#）分析 8D细胞中染色体片段的缺失情况，可借助于染
色体上微卫星标记或单核苷酸多态性（D+M）标记的缺失情
况，推测出缺失片段的大小。

合适的 8D细胞可直接用于囊胚注射产生嵌合体小鼠，
进而分析基因的功能。4N(9-H O , 等用此方法在小鼠的 0
号染色体的 :0+; 位点，产生了一系列的缺失突变，缺失的
大小大都在 #>,以下，有的可达 #& >,，缺失图谱几乎包括
了 0号染色体的一半，为研究 0号染色体的功能提供了很好
的材料［3］。大片段的丢失可能会对动物产生致死性，突变杂

合子就有可能是致死的。通过大量不同类型的缺失突变体

的比较，利用基因重叠的方法可找到某一杂合子致死的特定

区域，在这样的特定区域内可能含有与动物的早期发育密切

相关的基因。



! !"#" !"#$ 介导的染色体重组

有时，单个基因剔除突变动物的表型不易观察。可以同

时删除多个基因，得到可观察的表型后，反过来研究该片段

内基因的功能，这样有利于找到一些新的基因或发现一些基

因的新功能。此外，染色体的重排如染色体的易位、杂合性

丢失（$%&& %’ (#)#"%*+,%&-)+，$./），是导致胚胎发育异常及人
类遗传性疾病的主要原因之一，同时，这种染色体重排也是

肿瘤发生过程中重要的遗传改变。限制性的基因组删除（删

除基因组的某一个大的片段或某一整个的基因簇），可以作

为一个非常重要的遗传工具，建立动物疾病模型，筛选和研

究特定染色体区域内具有隐性性状的突变。要实现多个基

因的同时删除，传统的基因打靶无法实现，!"#01%2$ 系统的
应用则将其变为可能。!"#重组酶是在噬菌体 34中发现的
一个 5678的蛋白质，它能识别 59:;的特异序列（ !"#$），介导
两个 !"#$之间的序列发生重组，从而将两个 !"#$ 位点之间
的序列删除，此过程不需要任何其它辅助因子的帮助［6］。

!"#$的位置和方向不同，!"#重组酶介导重组形成的产物亦
不相同，可以导致染色体的倒位、删除和易位（见图 4）。所
有的过程都是可逆的，由于动力学的原因，分子内的重组频

率比分子间的重组频率高。此系统最大的优点是可以实现

染色体的定点操作，克服了用放射线诱导产生突变的缺点。

图 4 !"#0 !"#$介导的位点特异性重组

<-,=4 !"#0 !"#$ >#?-@)#? &-)#0&;#A-’-A "#A%>:-B@)-%B

C=D#A%>:-B@)-%B :#)E##B )E% !"#$ &-)#& -B&#")#? -B)% )(# &@># 8FC

>%1#AG1# -B %;;%&-)# %"-#B)@)-%B 1#@?& )% -BH#"&-%B %’ )(# -B)#"H#B-B, 8FC

&#,>#B)= I= J(# )E% !"#$ &-)#& 1%A@)#? %B &#;@"@)# 8FC >%1#AG1#&，

)"@B&1%A@)-%B A@B :# @A(-#H#?= != D#A%>:-B@)-%B :#)E##B ?-"#A)1+ "#;#@)

!"#$ &-)#& "#&G1)& -B #2A-&-%B %’ )(# ’1@B7#? 8FC "#,-%B

!#$ %&’"!"#$介导的染色体内大片段的删除和重排
位点特异的重组可以介导长距离的重组，这种重组已被

应用于果蝇［K］和植物［4L，44］，在哺乳动物中也已取得成

功［4M，45］。$-等在 4KKN年用此方法成功地将淀粉样前体蛋白
基因（%$$）MLL 7:的片段去除。他们采用两步打靶的方法
分别将两个 !"#$ 位点引入靶位点的上游和下游，在第一次
打靶的过程中同时将 M个选择标记基因 &’"、() 及 5O端缺失
的 *+,( 基因和 !"#$序列引入到靶位点的上游，通过筛选得到
&’" 抗性的阳性克隆。筛到的克隆用于进行第二次打靶，在
靶位点的下游引入另一个 !"#$ 序列和 PO端缺失的 *+,( 基因
（两个部分缺失的 *+,( 基因单独没有功能，组合在一起时才
具有功能），同时引入 M个选择标记基因 +-," 和 () 基因。在
两次打靶过程中 () 基因可只用一次，但两次打靶的正选择

标记基因不能相同，便于筛选。中靶的阳性克隆在 !"#重组
酶的存在下发生重组将 () 基因去除，将对 <QCR产生抗性。
同时，两端部分缺失的 *+,( 基因在染色体上重新组成有功
能的 *+,( 基因，使该克隆能在含 /CJ的培养基中存活［4M］（见
图 M）。具体的实施过程有两种策略：其一是通过两次打靶

图 M !"#0 !"#$介导的染色体大片段删除示意图

<-,=M !"#0 !"#$ @&&%A-@)#? A("%>%&%># 1@",# ’"@,>#B) ?#1#)-%B&=

J(# :1@A7 )"-@B,1# "#;"#&#B)& !"#$ &#SG#BA#= )(# A@;-)@1-*@)-%B 1#))#"&

"#;"#&#B) ?-’’#"#B) #2%B&

分别将 M个 !"#$位点引入靶位点，每次 打靶都经过严格的
筛选和验证，可用 3!D和 T%G)(#"B杂交的方法进行筛选和验
证。中靶的克隆转染表达 !"#酶的质粒，去除 M个 !"#$位点
之间的序列；其二是第一次中靶的克隆直接转染第二次的打

靶载体和 !"#酶表达质粒，直接筛选最终中靶的克隆，而不
用筛选和验证第二次中靶的克隆。两种方法都得到了嵌合

体小鼠［49］。UG&)-A#［4P］等用此系统研制了携带毛色基因标记
的染色体大片段缺失的突变小鼠。用诱变剂处理后的小鼠

与特定基因组大片段缺失的突变小鼠杂交，通过表型筛选可

以分析单倍体区域的隐性突变，为鉴定隐性突变提供了有力

工具，用此策略可以获得小鼠基因组任意靶位点的功能性信

息。此后 V(#B,［4N，4W］等用此系统研制了带 M9AX倒位突变的
小鼠，该小鼠在 44号染色体上 +P5和 .&(5基因之间的倒位
突变隐性致死，并带有一个显性标记 Y49 %/"-(0 毛色转基
因。这种倒位具有平衡染色体（I@1@BA#" A("%>%&%>#）的功能，
这种用毛色基因标记的倒位突变将成为对小鼠染色体组进

行功能分析的重要手段。V(G等用 !"#0 !"#$ 系统将位于小
鼠 44号染色体的一个长约 9PL7:的片段（与人染色体 PS54
相对应）删除，因为在这个区域内无论是人，还是小鼠都含有

一些未知功能的基因簇。删除大片段的杂合子小鼠在出生

后一天就出现腹部肿胀、肝脏异常肿大的现象，进一步研究

发现是甘油三酯的分泌异常所致。将其和一系列含该区内

片段的鼠 IC!和人的 ZC!的转基因鼠杂交，检测转基因小
鼠所表达的不同基因产物对其表型的补偿能力，发现含有

1234M（一个新发现的未知功能的基因）的人 ZC!转基因鼠
能补偿大片段缺失后引起的异常［46］，提示该基因在维持甘

油三酯正常分泌和代谢过程中具有重要的功能。

!#! %&’" %"#$介导的姐妹染色体间的重排
哺乳动物细胞中有相当数量的基因是多拷贝的，这些多
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拷贝的基因在染色体上排列在一起形成基因簇。基因簇中

的基因具有相同或相似的功能。用基因打靶的方法研究这

些基因的功能必须使这些基因同时产生突变。如果基因簇

内的各基因的遗传距离较大，可以分别在每一个拷贝上引入

突变，通过子代的杂交获得每个拷贝同时带有突变的个体。

但当基因簇内的各基因间的距离很小时，染色体交换的频率

非常低，无法通过子代杂交获得各拷贝同时带有突变的个

体。用 !"#$ !"#$系统可以实现这一目的。具体的实施战略
是将两个 !"#$ 序列通过同源重组分别引入到两个基因中
去，得到两个分别带有 !"#$ 序列的小鼠品系。两个品系杂
交，就会得到在两条姐妹染色体上同时带有 !"#$ 序列的小
鼠，再和表达 !"#酶的第三个小鼠品系杂交便可获得两个拷
贝同时删除的子代（图 %）。&’()*’+’等将编码肾素基因簇内
的两个基因 %&’,和 %&’-用此方法同时灭活获得了成功［,.］。
与 !"#介导的染色体内的位点特异重组相比，!"#介导的染
色体间的重组效率大大降低。!"#介导的染色体内的位点特
异重组在受精后很快就发生，重组的频率为 ,//0［-/，-,］。!"#
介导的染色体间的位点特异重组的频率仅为 .120，但这足
以满足研究的需要。

图 % !"#介导同源染色体间的重组

3456% !"#$7#84’(#8 "#9:7;4<’(4:< ;#(=##< >:7:?:5:*) 9>":7:):7#)

@># ;?’9+ ("4’<5?# "#A"#)#<( !"#$ )#B*#<9#，(># <*7;#") "#A"#)#<(#8 (=:

5#<#)

!"# $%&介导的非同源染色体间的重排
众所周知，人类的许多染色体疾病是由于染色体的易位

引起的。如何建立相应的动物模型，一直是研究者努力探索

的问题，!"#$ !"#$ 系统的应用成功地解决了这一难题。将

!"#$ 序列分别引入到非同源染色体上，在 !"#酶的存在下诱
导非同源染色体之间的重组（图 C）。D’< E*#")#<等通过两次
连续的基因打靶将两个 !"#$ 序列分别引入到小鼠 FG细胞
的 ,%号染色体的 ()*和 -号染色体的 +,’ 基因中，两次中
靶 FG细胞转染超螺旋结构的编码 !"#重组酶的质粒，得到
了染色体易位的 FG细胞，重组的频率为 ,H,-// I , H -C//［--］。
非同源染色体间重组的成功，也为研究者进行动物品系的改

造提供了重要的技术手段。

如果我们调节 !"#酶表达的时空顺序，就可以获得染色
体大片段在特定的组织或特定的时间删除或重排的小鼠，就

可以研究基因与组织特异性疾病间的关系。

染色体大片段的删除和重排为我们通过表型分析研究

基因的功能提供了一个非常有用的工具。通过小鼠染色体

图 C !"#介导的非同源染色体间序列重组

3456C !"#$7#84’(#8 )4(#$)A#94J49 ("’<)?:9’(4:<

;#(=##< <:<>:7:?:5:*) 9>":7:):7#)

@># 9’A4(’?4K’(4:< ?#((#") "#A"#)#<( (=: 84JJ#"#<( <:<>:7:?:5:*) 9>":7:$

):7#)，(># ("4’<5?# "#A"#)#<() !"#$ )#B*#<9#

大片段的删除和重排可以产生一些人为可见的表型，建立疾

病动物模型，来模拟人类的某些疾病，为肿瘤抑制基因的识

别和疾病的治疗诊断找到了捷径。
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