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基因打靶技术：开启遗传学新纪元 
滕艳, 杨晓 

军事医学科学院生物工程研究所发育和疾病遗传学研究室, 北京 100071 

摘要: 基因打靶技术作为最有效的定向修饰小鼠基因的技术手段在揭示基因的生理功能、研究人类疾病的遗传

机制以及寻找新的药物靶标的过程中发挥着重要的作用。近年来, 随着条件基因打靶技术的发展使基因失活可

以限制在特定时段特定组织或细胞内。文章将主要介绍基因打靶技术的发展简史、近期进展以及在其他模式动

物中的应用。 
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Gene targeting: the beginning of a new era in genetics 
TENG Yan, YANG Xiao 
Genetic Laboratory of Development and Diseases, Beijing Institute of Biotechnology, Beijing 100071, China 

Abstract: Gene targeting, which allows the efficient modification of specific murine genes, plays important roles in eluci-
dating physiological function of genes in vivo, dissecting the genetic mechanisms of human disease and identifying poten-
tial targets for drug development. In recent years, the development of conditional gene targeting has provided novel oppor-
tunities for gene inactivation in specific cells or organs, and at specific time points, both during development and in the 
adult animals. In this review, we introduce the history of gene targeting and recent progress of gene targeting technology 
and its applications in other model organisms. 
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在历经近 20 年的推广和应用后, 基因打靶技
术终于获得诺贝尔奖评审委员会的关注和肯定。 
2007 年 10 月 8 日, 美国科学家Mario R. Capecchi
和Oliver Smithies [1]、英国科学家Martin J. Evans因
为在利用胚胎干细胞对小鼠基因进行定向修饰原

理方面的系列发现分享了 2007 年诺贝尔生理学或
医学奖。他们的这些发现直接催生了基因打靶技术, 
使得对哺乳动物基因组进行修饰和改造并使之通

过生殖系遗传称为可能。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, 并导
致了生物医学研究各个领域中的许多突破性   进
展。 

1  基因打靶技术的发展简史 
基因打靶技术是一种定向改变细胞或者生物个

体遗传信息的实验手段[2]。通过基因打靶技术可以

对生物体基因组进行基因灭活、点突变引入、缺失

突变、外源基因定位引入、染色体组大片段删除等
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修饰和改造, 并使修饰后的遗传信息通过生殖系遗
传, 使遗传修饰生物个体表达突变的性状。通过对
遗传修饰生物体的表型分析和机理研究, 帮助人类
理解生命现象的本质、揭示疾病发生的机理、探寻

疾病预防和诊疗的有效方法。 
基因打靶技术是在胚胎干细胞(ES)技术和同源

重组技术成就的基础之上产生和发展的。同源重组

是指发生在减数分裂或者有丝分裂过程中相同或者

相似DNA序列间的重组。 它通常通过一对同源分子

非姊妹染色体间的断裂而产生新的重组片段。同源

重组在进化过程中高度保守, Joshua Lederberg由于
50多年前在细菌中首先证实同源基因间重组的原理而
获得了 1958年的诺贝尔奖。 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。同源重组技术的概念是 20 世纪 70 年代初在酵
母研究中发展起来的。与酵母系统完全不同的是 , 
哺乳动物细胞中同源重组的概率非常低。  1980 年, 
Capecchi [3]报道用玻璃针将DNA直接注射入细胞核可
以显著提高基因转移的效率。该方法迅速地被改进并

用于将新基因引入小鼠受精卵研制转基因小鼠。他

随后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 [4]。在Capecchi这些先驱性的工作进行同时期, 
Smithies等[5]提出了同源重组可能用于修复突变基因

的概念, 并在 1985年一篇里程碑论文中报道了在红白
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。 

Capecchi 和 Smithies 的工作均证实了利用同源
重组对生物体的遗传信息进行定向改造的可能性 , 
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 ,还需要另外一
种重要的载体: ES细胞。   

ES细胞是从着床前的哺乳类胚胎中分离的全能
干细胞, 具有较强的增殖能力, 经过长期体外培养
后仍然具有分化成所有 3种胚层的发育潜能[6]。 对
ES细胞的研究可以追溯到 20 世纪 50 年代对小鼠胚
胎进行体外培养的实验。Whitten[7]于 1956年成功地
使单细胞的受精卵在体外发育到囊胚阶段。其后 , 
Brinster[8]于 1965年建立了微滴培养技术, 用于着床
前小鼠胚胎的培养。Mclaren等[9,10]对输卵管移植和

子宫移植条件进行了优化, 并最终使得通过胚胎移
植从体外培养的胚胎产生活的小鼠成为一种常规的

技术。十年后, Gardner[11]建立了将分离的细胞注射

入宿主囊胚获得嵌合体小鼠的方法。这一方法的成

功建立使得研究者有可能系统地检测经过体外操作

的胚胎细胞的分化全能性。 
1970年, Stevens [12, 13]作为先驱者成功分离了小

鼠畸胎瘤细胞(embryonal carcinoma, EC)并将其作为
模式体系研究胚胎细胞的全能性。几年后, Brinster [14], 
Mintz和Illmensee [15], 以及Papaioannou等[16] 证实胚

胎瘤干细胞可以整合入宿主囊胚并分化成多种正常

成年组织 , 但没有胚胎瘤细胞整合入生殖系的报
道。1981 年, Evans等[17]和Marin[18]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[19]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。小鼠ES细胞的分离和应用是ES细胞技术发展
过程中的里程碑, 它与同源重组技术的结合使得在
生物整体水平上定向改变和修饰哺乳类动物的遗传

物质成为可能。 
1987 年, Evans等[20]和Monk等[21]的研究小组在

小鼠胚胎干细胞中分别对次黄嘌呤磷酸转移酶基因

(Hprt)的进行改造, 并获得了经生殖系遗传的突变小
鼠。Capecchi等[22]发展了一种称为“正负筛选”的策略, 
使中靶胚胎干细胞克隆数增加 3～10 倍, 真正使得同
源重组技术可以作为修饰哺乳动物基因组遗传信息的

常规手段。1989 年, 真正通过同源重组获得的基因敲
除小鼠相继诞生[23∼25]，开启了遗传学新纪元的大门。 

2  基因打靶小鼠研制的新进展 

2.1  利用位点特异性重组酶系统实现时空上可调
节的基因敲除 

自从 1994 年第一例应用Cre-LoxP系统研制的组
织特异性基因敲除小鼠问世以来[26], 条件基因敲除技
术迅速取代了传统的完全基因敲除成为主流[27]。条件

基因敲除技术利用Cre-LoxP和FLP-FRT位点特异性
重组酶系统使得时空特异性基因敲除变为现实。在

特定阶段特定组织或细胞中表达Cre或FLP重组酶的
转基因小鼠通过与在基因组中引入LoxP或FRT序列
的小鼠交配, 可导致子代鼠中特定组织或细胞中的
靶基因被删除。基于Cre-LoxP系统的第二代小鼠模
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型可以克服重要功能基因敲除所导致的早期致死表

型, 模拟人类疾病相关的体细胞突变, 并对突变进
行时空上的调控, 提供了激动人心的新机会研究已
知或者未知基因的在疾病的起始、发生和治疗过程

中的作用及其机制。 
近几年来, 利用细菌人工染色体(bacterial arti-

ficial chromosomes, BACs)构建的Cre转基因载体通
过受精卵注射得到了许多与内源性基因表达谱相似

的Cre转基因小鼠[28∼30]。2007 年Xu等[31]将两种不同

细胞特异性的Cre基因部分缺失的转基因小鼠交配
得到了恢复Cre重组酶活性的子代小鼠, 从而对Cre
在特定细胞中的表达达到了“双重”限制。在构建

转基因载体时 , 如果同时将Cre基因置于配体或药
物可诱导的启动子控制下, 就可同时实现在时间和
空间水平上对Cre表达的精确调控。近几年来研究者
利用各种诱导系统结合细胞特异性启动子构建了多

种在时空水平上可调控的Cre转基因小鼠,为揭示靶基
因在特定阶段特定细胞中的功能提供了强为有力的工

具[32∼34]。除了利用Cre转基因小鼠, 还可通过感染具有
自我剪切功能的表达重组酶的逆转录病毒和慢病毒以

及直接注射可透膜的Cre重组酶蛋白而实现重组, 同
时可以减少Cre重组酶的细胞毒性[35∼38]。 

最近 , 研究者利用组织特异性基因敲除技术
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。在小鼠脑组织中特异性

敲除胰岛素受体底物 2(Irs-2)可导致小鼠寿命的延
长 [39]。  转录调节因子Sox7 在维持小鼠胚胎和新
生期的造血干细胞的过程中发挥重要的作用 [40]。  
在小鼠卵巢上皮中同时敲除PTEN和Apc两个抑癌
基因导致小鼠 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
[41]。近年来 ,我们研究室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

用和机制 [42∼47]。  

2.2  大规模随机基因敲除技术 

大规模随机基因敲除技术主要包括基因诱捕、

乙烷亚硝基脲(ENU)诱变以及近几年快速发展起来
的转座子介导的基因突变。研究者利用位点特异性

重组酶系统对传统的基因诱捕策略进行了改进使条

件性的基因诱捕成为可能[48]。在小鼠ES细胞中进行

ENU诱变可以在ES细胞中直接进行突变基因的筛
选，使ENU诱变技术同样适合于基因驱动的研究。
而通过在cDNA样品库中检测特定基因的剪接突变，使
在ES细胞水平上进行基因突变的筛选更加方便、有效
[49]。近几年来, 研究者成功地将不同的转座子系统应
用到小鼠中, 为大规模地研制基因突变小鼠以及构建
新的疾病模型提供了崭新的途径[50, 51]。在转座子系统

基础上，同时结合不同的诱导系统可以对基因突变

实现时空水平上的调控[52, 53]。最近，利用位点特异

性重组酶系统和转座子系统的一种新的基因诱捕策

略为在小鼠基因组范围内大规模地进行基因突变提

供了一种更方便、快捷的方法[54]。 

2.3  miRNA敲除小鼠证实miRNA在哺乳动物中的
生理功能 

最近引起极大关注的基因打靶小鼠首推 2007
年诞生的miRNA敲除小鼠。 采用与传统基因打靶相

似的策略, 数个研究小组成功地删除了基因中编码
miRNA的部分, 这些突变小鼠表现出各种不同的缺
陷表型。靶向删除miR-1-2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 [55]。

miR-208 是α-肌球蛋白重链基因一个内含子中编码
的、在心脏特异性表达的miRNA。miR-208 敲除小
鼠表型相对正常, 但研究结果显示miR-208 是心肌
肥厚和纤维化所必需的, 证明α-肌球蛋白重链基因
除了编码一种主要的心肌收缩蛋白, 还通过miR-208
调节应激和激素信号条件下心脏生长和基因表达
[56]。另两个小组同时报道了miR-155 敲除小鼠的研
制和表型分析[57, 58]。他们的结果显示miR-155 敲除
导致突变小鼠由于T细胞、B细胞和树突状细胞功能
失常而导致免疫缺陷。所有这些研究为在新的层面

上理解基因调控正常发育和抑制疾病的机制提供了

新的线索。 

2.4  重组工程系统用于构建基因打靶载体 

利用常规方法构建打靶载体费时费力, 而且如
果基因组和克隆载体上缺少合适的限制性内切酶位

点, 就会使打靶区域受到限制。而近些年来发展起
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(40~60 bp), 不需使
用限制性内切酶和连接酶, 为构建打靶载体提供了
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一个高效、精确、灵活的平台[59, 60]。大肠杆菌内重

组蛋白的表达通常可以通过转染表达重组蛋白的质

粒[61]或复制缺陷型的λ噬菌体[62], 或者使缺陷型的前
噬菌体基因整合进大肠杆菌基因组来完成[63]。2002年, 
Zhang等[64]通过重组工程系统从噬菌体的基因组文库

中筛选到靶基因, 同时也完成了基因打靶载体的构
建。2003年, Cotta-de-Almeida等[61]和Liu等[63]利用该技

术截取了小鼠BAC载体上的靶基因序列构建了条件基
因打靶载体, 而Valenzuela等[65]和Yang等[66]将修饰过

的小鼠BAC载体直接进行ES细胞转染。 2007年Chan
等[62]通过改进重组工程系统的技术细节, 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
的构建只需要两周, 使大规模构建基因打靶载体成为
可能。同样, 应用重组工程系统也使构建Cre基因敲入
载体和BAC载体更加方便、快捷。 

2.5  显微注射技术的改良 

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[67∼69]。但采用四倍体囊胚补偿技术必须使用较

早代数杂交ES细胞才有可能获得出生存活的小鼠。
2007年, Poueymirou等[70]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。 

3  小鼠以外模式生物中基因打靶技术的研
究进展 

3.1  利用转基因和同源重组技术研制基因敲除果蝇 

果蝇是遗传学研究中经典的模式生物之一。利

用P转座子构建的果蝇插入突变体文库 , 为研究果
蝇功能基因组学提供了丰富的遗传材料。但研究者

始终无法对基因敲除的过程进行精细的调控, 利用

此方法获得的突变体常常不是无义突变。由于P转座
子的插入位点不是完全随机的, 因此也无法利用此
方法灭活所有的基因。2000年, Rong等[71]报道了一

种可以在果蝇体内进行定位修饰的方法。在其他模

式生物中的研究结果表明, 带有缺口的环状DNA或
者线性DNA比完整的环状DNA更容易重组。利用这
一特性, Rong等构建了带内切核酸酶Ⅰ-SceⅠ消化
位点的突变基因。 将该突变基因和筛选标记基因置
于两个FRT序列之间, 并利用P转座子获得转基因果
蝇。另外构建表达识别FRT位点的FLP重组酶转基因
果蝇, 以及识别突变基因所携带消化位点的Ⅰ-Sce
Ⅰ内切核酸酶转基因果蝇。在携带 3 种转基因的果
蝇中, FLP将FRT序列间的突变基因切下形成一个环
状DNA, Ⅰ-SceⅠ内切核酸酶作用于消化位点 , 使
突变基因线性化, 从而驱动同源重组的发生。突变
基因插入内源基因中, 从而使特定内源基因的活性
丧失。他们用该方法先后研制了数种内源基因敲除

的果蝇, 结果显示利用该方法可以有效地获得携带
插入突变和等位基因置换的果蝇突变体, 不临近端
粒的果蝇基因均可以被有效地敲除。随后, 利用该
技术研制的基因敲除果蝇已经出现了几十种。 在果
蝇中敲除转录因子Hand揭示了其在果蝇的心脏发生
以及造血发生中的作用[72]。研究者为了研究 Dscam
基因编码多种蛋白质的生物学意义 , 研制了多种
Dscam基因的不同区域敲除的突变果蝇和基因敲入
果蝇, 揭示了Dscam蛋白多样性在神经系统中的重
要作用[73∼76]。 

3.2  利用核移植技术研制基因敲除大动物 

自从首例通过核移植技术利用培养的分化细胞

成功获得活的哺乳动物的研究[77]报道以来, 利用体
细胞作为供体进行核移植在绵羊、牛、小鼠、山羊

和猪中相继取得了成功。核移植技术的迅速发展使

得对大动物的基因组进行定位修饰成为可能。2000
年, McCreath等[78]对绵羊胎儿成纤维细胞进行基因

打靶, 将α抗胰蛋白酶(AAT)转基因定位整合到绵羊
α1 原胶原(COL1A1)基因位点, 并通过核移植培育
成功一只活的绵羊。2002年, Lai等[79]成功研制了首

例基因敲除猪。他们首先通过同源重组技术获得了

α-1, 3-半乳糖基转移酶基因敲除中靶猪胚胎成纤维
细胞, 而后通过核移植技术将中靶细胞的核引入去核
的卵母细胞中, 最终获得了一个α-1, 3-半乳糖基转移
酶等位基因敲除的克隆猪。理论上可以采取同样的策

略获得其它种类大动物的基因敲除突变体, 用于深入
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研究基因的功能或者研制更理想的人类疾病模型。 

3.3  利用 ENU诱变技术研制基因敲除大鼠 

大鼠是一个在生物医学研究中广泛使用的模式

生物, 在许多生理学和病理学研究领域中是研究者
首选的啮齿类实验动物。2004年大鼠的全基因组序
列测定已经顺利完成, 研制基因敲除大鼠对于许多
疾病相关基因功能的深入研究具有重要的意义。以

前的研究显示ENU可以有效地诱导小鼠的种系突变, 
是小鼠功能基因组学研究的有力工具[80]。2003 年, 
Zan等 [81]利用乙烷亚硝基脲(ENU)诱导大鼠种系突
变体, 对子代大鼠Brca1 和Brac2 基因上的功能突变
进行筛选, 最终获得了这两种肿瘤抑制基因的基因
敲除大鼠。2007 年Homberg等 [82]在 ENU诱导的大鼠
种系突变体中筛选到一种 5-羟色胺转运蛋白的基因敲
除大鼠, 揭示了 5-羟色胺转运蛋白在维持 5-羟色胺稳
态中的作用。可以预期在不久的将来, 结合核移植技
术和ENU体细胞诱变或者体细胞打靶应能产生更多的
基因敲除大鼠, 对促进相关领域的研究产生积极的影
响。最近，转座子系统介导的基因突变为大规模地构

建基因敲除大鼠提供一种新的方法[83, 84]。 

4  基因打靶技术对生命科学和医学研究的
深远影响 

自诞生之日起, 基因打靶技术应用到生命科学
和医学几乎所有的研究领域, 对生命科学和医学的
研究模式和总体面貌产生了深刻的影响。基因打靶

技术的应用导致生命科学和医学研究领域的突破性

进展层出不穷, 使得许多古老的学科如发育生物学
和胚胎学焕发出新的异彩, 并直接催生了许多新的
学科如遗传生理学(Genetic Physiology)。 

在基因打靶技术诞生之前, 人类对高等模式生
物中基因功能的认识主要来自于对人类患者和实验

动物中随机突变的连锁分析和相关性研究、少量的

过表达转基因动物研究, 以及大量的体外细胞培养
实验。体外细胞培养系统很难帮助科学家揭示基因

在复杂的多种细胞参与的生物学过程以及相关疾病

发生中的功能和机制。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。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。 
人类基因组及模式生物基因组的序列测定结果

显示, 人类和小鼠的基因组均编码大约 22 400个基
因。人类在 21世纪面临的主要挑战是要解读这些基
因的功能并研究基因调控的分子机制。目前, 在不
同模式生物中利用基因打靶技术已对上万种基因的

功能进行了研究, 研制成功的基因打靶小鼠也有数千
种。通过对这些突变小鼠的表型分析, 许多与人类疾
病相关的基因功能已得到阐明。 

事实上, 只有通过基因打靶研究才能真正建立
基因和疾病间的因果关系。通过基因打靶技术研制

的人类疾病小鼠模型已超过 500 种。这些模型的建
立极大地丰富了人类对这些疾病相关基因功能的了

解。每年都有利用基因打靶技术新建立的人类癌症、

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
治疗方案评价提供了宝贵的遗传资源。即便是对复

杂性疾病相关的基因功能研究, 利用基因打靶技术
可以在生理状态下每次只研究一种因素的影响, 并
通过杂交得到的多基因突变小鼠证实基因与复杂性

疾病发生间的因果关系。 
国际小鼠基因敲除联盟将在不久的将来完成小

鼠全基因组的基因敲除[85, 86]。国内也启动了十一五

支撑计划系统研制条件基因打靶小鼠。下一轮

miRNA敲除小鼠研制的热潮将会进一步帮助人类加
深对生命本质的了解。可以想象基因打靶技术对生

命科学和医学研究的深远影响才刚刚揭开序幕。 
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