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尽管基因打靶技术的先驱者 2007 年才获得诺
贝尔生物学或医学奖，基因打靶技术在现代生物学

研究中的应用却已经有 25 年的时间。基因打靶技
术的发明和应用革命性地改变了现代生物医学研

究的面貌，催生了许多生物医学和药物研发领域的

前沿研究，并直接导致了生物医学研究领域中的许

多突破性进展。基因打靶技术的发明使得科学家
第一次能对关于特定基因生理功能的假设进行实

验验证，并通过基因打靶研究真正建立基因和疾病

间的因果关系。近年来，基因打靶技术在现代生物
学研究中的应用日益深入和广泛。本文将简要介
绍相关领域的部分新进展，以及我们实验室在利用

基因打靶技术研究转化生长因子-β 信号通路维持
组织稳态和抑制疾病发生的生理功能和机制方面

的新发现。

1 基因打靶技术在基因组功能研究中的应用

在过去的二十年中，基因打靶技术已经帮助研

究者揭示了大约 5000 种哺乳动物基因的生理功
能［1］。这些研究极大地促进了人类对哺乳动物发
育和稳态维持过程中生理和病理现象及其调控机

制的认识。从来没有一种技术像基因打靶技术这
样全面而深刻地影响了几乎所有生物学和医学研

究领域的进展。仅以近两年为例，通过对组织特异
性表达活化型 RAS 突变体转基因小鼠以及多种基
因敲除小鼠的分析，Tang 等研究者发现 RAS 调节的
ERK1 /2 通路通过控制有丝分裂纺锤体角度决定肺
管的形状［2］。Fujiwara 等人通过对 nephronectin 基
因敲除小鼠的研究，发现毛囊膨隆处的干细胞通过

表达 nephronectin 创造平滑肌细胞的 niche，并行使

立毛肌肌腱细胞的功能［3］。多个课题组通过对
Pdgfrb 基因敲除小鼠的研究，发现了周细胞维持血
脑屏障的重要生理功能［4，5］。Goetz 等人通过对
caveolin-1 基因敲除小鼠的研究，发现基质细胞中的
caveolin-1 通过调节微环境生物应力重塑促进肿瘤
侵袭和转移［6］。

近年来，基因敲除技术开始揭示细胞内一种重

要的非编码 RNA-miRNA 在哺乳动物发育和稳态维
持过程中的生理功能。miRNA 是一种大小约为 21
～ 23 个碱基的单链小分子 RNA，由具有发夹结构的
约 70 ～ 90 个碱基大小的单链 RNA 前体经过 Dicer

酶加工后生成［7］。这些非编码小分子 RNA 与靶基
因 mRNA 分子的 3'端非编码区域( 3'UTR ) 或者编
码区互补配对后，主要通过降低 mRNA 分子稳定性
和翻译抑制两种方式参与靶基因表达调控［8，9］。
miRNA 基因敲除小鼠的研究结果显示，miRNA 能够
决定特定发育过程的转换，但更多的时候对特定发

育过程或者细胞功能起到精细调节的作用［10，11］。

相当数量的 miRNA 基因敲除小鼠没有易观察的表
型，或者仅在应激或者损伤时表现出与野生型不

同［12 － 14］。可以预期，未来更多 miRNA 或者其他非
编码 RNA 基因打靶小鼠的研制和分析将有助于解
析非编码 RNA 的作用模式及其生理功能。

为了高效而迅速地解析全基因组编码基因的

生理功能，研究者一直致力于全基因组诱变策略的

探索。用于小鼠全基因组诱变的策略和技术方法
包括 ENU 化学诱变、转座子诱变和基因诱捕。利用
基因诱捕构建的随机插入诱变的胚胎干细胞，大约

覆盖基因组中一半的编码基因。然而，基因诱捕等
位基因无法被精确设计，且在胚胎干细胞中表达的



基因更容易中靶。
近年来，条件基因打靶技术因为能够对基因打

靶进行时间和空间上的精确调控，迅速取代了传统

的完全基因敲除技术，成为在生物整体水平上进行

基因和基因组功能研究的主流。为了克服基因诱
捕技术的缺陷，研究者建立了高通量的条件基因打

靶策略，构建全基因组范围内所有编码基因的报告

基因标记的条件基因打靶等位基因。迄今为止，已
经构建了 12000 打靶载体，筛选到 9000 种条件中靶
C57BL /6N 胚胎干细胞［1］。通过囊胚注射检测了数
百种中靶胚胎干细胞整合到生殖系的能力，结果显

示 65%的中靶胚胎干细胞可以整合到嵌合体小鼠
的生殖系［15］。这种高通量的条件基因敲除小鼠资
源库的构建为研究者在动物整体水平上解析基因

功能提供了便利，也为高通量大规模表型分析提供

了可能性。

2 基因打靶技术在人类疾病模型研究中的应用

遗传修饰小鼠疾病模型的应用极大地推动了

转化医学研究进展。通过基因打靶技术研制的人
类疾病小鼠模型保守估计也有数百种。通过对人
类疾病小鼠模型的表型研究，可以揭示疾病发生的

病理学和分子机制; 可以快速解析各种编码基因以

及非编码基因在疾病病理过程中的作用及其机制，

为相关疾病的预防、诊断和治疗提供分子靶标。同
时，人类疾病小鼠模型也可以作为药物筛选与评价

的强有力的工具。例如，最近研究者通过对 p63 基
因敲除小鼠的研究，发现食管癌的癌前病变 Barrett
食管起源于一种独特的胚胎上皮细胞。这种上皮
细胞位于鳞状上皮和柱状上皮的交界处，鳞状上皮

的损伤将诱发这种上皮细胞向相邻的特化的鳞状

细胞迁移，并发展为 Barrett 食管。这一发现为理解
食管癌的发生提供了全新的病理机制［16］。利用人
类疾病小鼠模型结合高通量筛选技术发现了很多

疾病的诊断标志分子。研究者利用 PTEN 基因敲除
导致前列腺癌的小鼠模型高通量筛选差异分子，发

现 TGFβ /BMP-SMAD4 信号通路激活。进一步敲除
Smad4 导致前列腺癌侵袭和转移。深入研究结果发
现 cyclin D1，SPP1，PTEN 和 SMAD4 可以作为前列
腺癌发生和致命转移的诊断标志分子［17］。研究者
最近还报道了利用小鼠模型成功地筛选到可用于

阿尔茨海默病诊断的候选 IgG 生物标志分子［18］。

利用一种遗传修饰的急性髓性白血病小鼠模型，研

究 者 从 shRNAs 文 库 中 筛 选 到 并 确 定 Brd4
( bromodomain-containing 4 ) 可作为有效治疗白血病
的靶分子。抑制 Brd4 表达促进髓系终末分化并消
除白血病干细胞［19］。这一研究又一次确证了人类
疾病小鼠模型在药物筛选中的价值。利用一种血
友病 B 小鼠模型，研究者证实锌指核酶能够在小鼠
肝脏中介导特异位点的基因置换，有效改善疾病症

状［20］。该研究显示有可能通过基因组编辑治疗遗
传病，这为血友病以及其他遗传病的治疗提供了一

种全新的可能性。研究者利用 Pdx1 基因敲除导致
胰腺发育不全的小鼠，在其囊胚中注射大鼠多能干

细胞，成功地在嵌合体小鼠体内发育成了正常行使

功能的大鼠胰腺［21］。这一研究证实可以通过种间
囊胚补偿在异种生理环境下获得供体多能干细胞

来源的组织器官，为干细胞治疗提供了激动人心的

新机会。
基因打靶在除小鼠之外的模式生物中也陆续

获得成功，为研制更理想的人类疾病动物模型提供

了新的机会。长期以来，因为缺乏能进种系的大鼠
胚胎干细胞，利用同源重组技术对大鼠的基因组进

行修饰一直没有获得成功。直到最近，研究者才报
道了肿瘤抑制基因 p53 基因敲除大鼠的研制和鉴
定［22］。结合大鼠在生理学和药理学研究方面的优
势，基因敲除大鼠将为人类深刻理解疾病发生的病

理和分子机制提供新的平台。

3 TGF-β信号通路维持组织稳态的生理功能和
机制

我们实验室近年来一直研究 TGF-β / Smad4 信
号通路维持组织稳态抑制疾病的生理功能和机制。
首先，我们建立了基于 Cre-LoxP 系统的小鼠条件基
因打靶技术平台，自主研制了 13 种组织特异性表达
Cre 重组酶的转基因小鼠［23 － 47］，包括在国际上首先

报道的脑血管内皮细胞［23，24］、肥大型软骨细胞［25］

和胃顶细胞［26］特异性表达 Cre 重组酶的转基因小
鼠，以及在国内首先研制的血管内皮细胞［28，29］、平
滑肌细胞［29，30］、心肌细胞［31，32］、肺上皮细胞［23］、胃
上皮壁细胞［33］、角质细胞［34 － 37］、胰腺细胞［38］、肝细
胞［39］、成骨细胞和成牙本质细胞［40 － 43］、早期成骨细
胞［44］、软骨细胞［45 － 47］表达 Cre 重组酶的转基因小
鼠。利用组织特异性条件基因敲除技术，发现了
Smad4 通过调节组织干细胞动员和自我更新、细胞
增殖和分化、细胞-细胞间相互作用，抑制皮肤癌、食
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管癌、骨质疏松、心肌肥厚、颅内出血等疾病的重要
生理功能和机制［23 － 47］。

最近，我们报道了世界上首例脑血管内皮细胞

特异性条件基因敲除小鼠的研制和分析［24］。通过
对脑血管内皮细胞 Smad4 基因敲除导致颅内出血
小鼠模型的表型分析，阐明了脑血管内皮-周细胞相
互作用维持血脑屏障和脑血管稳态的重要生理功

能及其调控机制，为理解新生儿颅内出血和成人脑

中风的发生机制提供了全新的理论基础和实验模

型。此前的研究虽然揭示了周细胞维持血脑屏障
和微血管稳定性的生理功能，然而，人们对内皮细

胞-周细胞相互作用的遗传调控机制仍然知之甚少。

我们的研究显示，脑血管内皮细胞 Smad4 缺失的小
鼠因颅内出血死于围产期。该小鼠脑血管的通透
性显著增强，其血脑屏障功能下降。脑血管内皮细
胞增殖能力显著增加，其特化和分化正常，但与周

细胞不能紧密接触，造成血管扩张和血管瘤的形

成。体外的共培养实验证实内皮细胞的 Smad4 信
号缺失导致内皮细胞-周细胞的相互作用缺陷。进
一步的机制研究发现，Smad4 通过与 Notch 的胞内
段共同结合在 N-cadherin 启动子的 RBP-J 结合位点
发挥对 N-cadherin 的转录调节作用，进而稳定脑血
管内皮细胞-周细胞的相互作用并维持脑血管的完
整性。

我们的工作还揭示了受 TGF-β 信号调节的非
编码小 RNA 调节成肌分化和心脏稳态的功能和机
制，为理解 TGF-β 信号维持组织稳态的生理功能提
供了新的表观遗传机制［48，49］。我们利用心肌细胞
特异性 Smad4 基因敲除导致心肌肥厚小鼠的心脏
及其对照小鼠的心脏通过 miRNA 芯片杂交进行差
异 miRNA 筛选，发现 miR-24、miR-27b 等 miRNA 在
心肌肥厚小鼠心脏组织中表达显著上调。进一步
的研究发现 miR-24 在成肌分化过程中显著上调并
能被 TGF-β1 所抑制，并证明了 miR-24 在调节 TGF-

β1 依赖的成肌分化抑制作用中的关键功能［48］。体
外体内的研究结果都证明 miR-27b 过表达导致心肌
肥厚。体外实验显示 miR-27b 的表达能被 TGF-β1。
miR-27b 过表达导致心肌细胞肥大性生长，而降低
miR-27b 表达可以显著抑制由苯肾上腺素( PE ) 或
者 miR-27b 过表达导致的心肌细胞肥大性生长。进
一步动物整体水平的研究结果表明，心肌细胞特异

性表达 miR-27b 足以诱发转基因小鼠发生心脏肥大
和功能失调。分子机制上，发现 miR-27b 直接靶向

过氧化物酶体增殖物激活受体-γ ( PPAR-γ ) 从而促
进心肌肥大。特别有意义的是，在一种压力负荷导
致心肌肥厚的小鼠模型中用 antagomir 阻断 miR-27b
的表达可以显著上调 PPAR-β 的表达，减轻心脏肥
大和功能失调。这些结果证明了受 TGF-β 信号通
路调节的 miR-27b 在心肌肥厚中的作用，并提示
miR-27b 可作为心脏肥大治疗的有效靶标［49］。
这些在动物整体水平上开展的系统研究，证明

了 TGF-β / Smad4 重要信号通路失调导致组织稳态
失衡及其与疾病发生间的因果联系，为理解多种重

要疾病的发生机制奠定了新的理论基础。
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景清晰( 近交系) 、致敏暴露途径适合( 经口给予致
敏原) 、是高免疫球蛋白( 尤其是 IgE ) 应答品系、并
且 BN 大鼠过敏血清与人类过敏病人血清识别相似
的食物致敏原。

6 结语

以上我们从 5 个方面阐述了食品安全和实验动
物的关系，最后，我们用一个实例来进一步说明二

者的关系。相信大家对 2008 年在我国发生的三聚
氰胺事件仍然记忆犹新。让我们来回顾一下我们
处理这次食品安全事件的过程。首先我们要对三
聚氰胺进行风险评估，通过毒理学的方法对其危害

进行识别和特征描述，确定了三聚氰胺的每日耐受

摄入量( TDI) 。这个健康指导值的确定是通过一个
90 d 喂养动物实验来推导出来的，而这个动物试验
所用的动物是大鼠。至此，大家可以看到食品安全
和实验动物联系在一起了。
总之，在可预见的将来，动物试验仍是食品安

全风险评估中危害识别和危害特征描述的重要组

成部分; 当然，将实验动物数减少到大家一致认同

的最小量，用最少的实验动物来获取最多的信息是

一个必然的趋势。
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