


!"# 外源基因遗传稳定性的分析

对 !"# 和 !" $ 分析获得的结果进行统计，分别计算两个

家系 %! 至 %# 代中阳性小鼠所占的比率。

!"$ 乳汁中 %&’( 的检测

于母鼠分娩后 !$ 天收集乳汁，&’()* 测定其中 +%(, 蛋

白含量，测定方法参见文献［-］。

!") 转基因小鼠后代中 %&’( 整合位点的荧光原位杂交

（&*+,-./0.10. 21 /23+ %45-2627832,1，&’9:）分析

具体方法参见文献［#］。

; 结 果

;"! 转基因小鼠家系的培育

%(,.-- 和 %(,.!/# 家系用常规育种方法培育至 %# 代。

;"; 外源基因完整性的鉴定

彩版图 / 中的 012 扩增结果显示所有的原代及子代转

基因小鼠中外源基因的整合均是完整的，未发现有可见的片

段丢失。

;"< 外源基因遗传稳定性的分析

两个家系的 %! 至 %# 代中阳性小鼠的比率与理论值

$34没有显著性差异（! 5 3" 3$），具体数值见表 /。这表明

外源基因在两个家系中均得到了稳定的遗传。

表 ; 转基因小鼠家系中阳性个体的比率
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;"D 转基因小鼠乳汁中 %&’( 的含量

%(,.-- 家系小鼠乳汁中 +%(, 的表达量稳定在 #3!MH>’
左右（范围：-J"J- N $/"K!!MH>’，OP )Q：#-" -/ P $" #!!MH>’），

%(,.!/# 家系小鼠乳汁中 +%(, 的表达量在 !!MH>’ 左右（范

围：3"$- N !" J#!MH>’，O P )Q：!" !I P 3" #$!MH>’）。 " 测验结

果表明两个家系之间的表达量差异极显著（! R 3"3!）。

;"E &’9: 分析结果

%()S 结果显示同一家系的小鼠中每一代的 +%(, 整合位

点均一致，而不同家系中 +%(, 整合位点则不相同。彩版图

-* 显示 %(,.-- 家系小鼠外源基因整合在一条大染色体的长

臂末端，而彩版图 -T 则显示 %(,.!/# 家系小鼠外源基因整合

在一条小染色体的着丝 粒 附 近，整 合 位 置 均 与 原 代 鼠 相

同［#］。该结果提示外源基因在这两个家系中的遗传是稳定

的，而家系间 +%(, 表达水平的不同可能与整合位点有关。

< 讨 论

目前的研究认为整合的位置效应对于外源基因的表达

水平有着十分重要的影响，O*2、’12 和绝缘子可能对克服

位置效应和增强表达有着一定的作用［$］。本文中所选用的

两个转基因小鼠家系经 %()S 分析证实外源基因整合在不同

的染色体上，其 +%(, 在乳汁中的表达水平亦有显著性差异，

这可能和其附近存在染色质开放区域或 ’12、绝缘子有关。

邻近的开放染色体结构有利于整合基因的表达，而绝缘子成

分则会消除邻近异染色质的抑制效应。若能获知高表达小

鼠的侧翼序列，再结合现在刚刚发展起来的 18@H’AU0 定点整

合技术［I］，则有望得到大量高表达的转基因动物，并用于生

产药物蛋白。

与其他生物制药方法相比，转基因动物乳腺生物反应器

的一大特点是其具有可遗传性。外源基因通过一定的途径

被导入体内后整合于动物的染色体上，成为其基因组中的一

个组成部分，从理论上说该基因及其表达特性应该可以稳定

地遗传给子代，但有些实验中却发现了与之相反的现象。通

过长期的研究，我们认为影响转基因小鼠后代中外源基因遗

传及表达稳定性的因素可能包括：（!）外源基因的表达影响

到了个体的正常生长发育，从而导致不育的发生。（/）原代

中外源基因同时整合在不同的染色体上，后代中它们发生了

分离，而使其表达量与原代有了明显的差异。（-）外源基因

在传代时出现了片段丢失现象，结果大大影响了表达量。

*G.)+9V: 等［J］在他们制备的带有 S)W 7X 基因的转基因

小鼠中发现雄性个体均为不育，后代中亦有这种情况发生，

后来人们发现是 S)W 7X 的表达影响到了雄性生殖细胞的生

成［L］。我们的实验结果表明，转有 +%(, 基因的小鼠可以稳

定遗传且雌雄个体间生殖能力没有明显差异，这可能是由于

我们所用的乳腺特异表达载体使外源基因的表达仅限于乳

腺组织［K］，而不会影响到生殖细胞的生成。综合以前的研究

可以看出外源基因的类型及表达载体的构建会对遗传的稳

定性产生一定的影响。

由于按本文方法获得的转基因小鼠外源基因整合是随

机的，因此其在不同的转基因小鼠中整合位点是不同的，也

可能同时整合在不同的染色体上，即形成双重杂合子。根据

分离和自由组合规律，后代中便会产生不同的基因型和不同

表达水平的转基因小鼠，我们以前的实验发现双重杂合子的

表达量明显高于单重杂合子［/］，所以其后代与原代的表达水

平将会有较大的差别。

本文的结果还显示外源基因在两个家系的实验小鼠中

的遗传不仅是稳定的而且是完整的，未发现有可见的片段丢

失现象，这说明通过正常的繁育能够获得大量同一谱系的转

基因小鼠。当然传代中一些位点特别是重要转录因子结合

位点的部分丢失或突变也有可能会影响外源基因的表达，这

方面的研究还需深入地进行。

外源基因的表达是一个十分复杂的过程，个体的遗传背

景、体质状况、年龄大小都可能会对其产生影响。现在对遗
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传背景是否影响表达还有争议，!""#$ 等［%&］在研究中发现在

’(!)* 和 %*+ 品系的小鼠中外源基因的表达被增强，而在

(!,()- 品系的小鼠中表达则被抑制；’./0# 等［%%］的实验则认

为遗传背景不会对表达量产生影响，因此尚需更多的实验才

能对此下一个明确的结论。我们在实验中曾发现同一小鼠

个体不同胎次的哺乳期中外源基因的表达量是较为接近的

（数据未显示），这与 ’./0# 等的结果一致，而同一哺乳期前

后几天的乳汁中外源基因表达量亦没有明显差异（数据未显

示）。这些结果暗示个体的年龄大小、体质状况可能对表达

量的影响不大。

以上这些因素很大程度上决定着转基因动物中外源基

因遗传和表达的稳定性，而将其中的机理研究透彻、掌握其

规律则会有力地推动转基因动物乳腺生物反应器的产业化

进程。
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