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条件基因打靶研究存在的主要问题及对策
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摘要: 基于 Cre-loxP 等位点特异性重组系统的条件基因打靶技术在解析基因功能和制备疾病小鼠模型方面发 
挥着极其重要的作用。但包括 Cre 重组酶转基因的表达模式不理想、重组效率存在差异、Cre 重组酶的毒性等

在内的 Cre-loxP 重组系统相关的缺陷以及条件基因打靶技术本身存在的问题, 如遗传背景、育种策略、实验对

照、基因代偿等方面的影响往往被忽略, 严重影响基因功能和小鼠表型解析的准确性。针对这些问题, 精细调

控实现 Cre 重组酶的理想时空特异性表达、详尽地分析 Cre 重组酶的重组效率、降低 Cre 重组酶的毒性、遗传

背景单一化、优化育种策略、设立严格实验对照、多基因联合条件基因打靶等诸多解决方案应予以采纳。 
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Issues and solutions of conditional gene targeting 

LIN Fu-Yu, YANG Xiao 
Genetic Laboratory of Development and Diseases, State Key Laboratory of Proteomics, Institute of Biotechnology, Beijing 100071, China 

Abstract: Conditional gene targeting, based on the site-specific recombination system such as Cre-loxP, plays a vital role 
in the study of gene functions and the generation of disease mouse models. It was always under consideration that there 
were problems in the Cre-loxP recombination system, such as illegal expression pattern of Cre transgene, variation of Cre 
recombination efficiency and toxicity of Cre recombinase, as well as the potential influences of genetic background, breed-
ing strategy, experimental control and gene compensation. Oversights of these issues may have a profound influence on the 
accuracy of gene functional dissection and conditional gene targeting mice phenotypic interpretation. Accordingly, solutions 
should be adopted including delicate regulative control of temporal-spatial specific Cre expression, detailed detection of Cre 
recombination efficiency, reduction of Cre toxicity, simplification of mouse genetic background, optimization of breeding, 
setting up of proper control and combined conditional gene targeting. 
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条件基因打靶是基于位点特异性重组酶

Cre/FLP重组酶切除或者颠倒 loxP/FRT锚定的DNA
片段, 在小鼠体内以一种组织/细胞特异性或者可诱
导等“有条件性的”方式引入突变, 从而研究基因

功能的强有力的技术。来源于细菌噬菌体的Cre重组
酶及其特异识别序列loxP位点构成条件基因打靶常
用的系统[1~3]。Cre-loxP系统包含两类小鼠, 一类基
因锚定 floxed小鼠是在各种目的基因的两侧通过同
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源重组引入 34 个碱基对的loxP位点的小鼠, 另一类
Cre重组酶转基因小鼠是各种组织/细胞特异性或者
可诱导的方式调控下表达Cre重组酶的小鼠。通过上
述两类不同小鼠组合交配, 特异条件调控表达的Cre
重组酶将介导loxP位点间基因片段的重组, 获得多
种条件基因打靶小鼠。常规完全敲除那些小鼠胚胎

发育必需的重要基因时, 往往导致小鼠胚胎期死亡
而难以分析基因在成体中功能。条件基因打靶可以

克服完全基因打靶这一缺点, 能够用于更加精细地
解析基因在特定组织、特定发育阶段的功能。条件

基因打靶除用于基因功能基础研究之外, 发明 10多
年以来在生物医学研究领域中已日渐广泛, 还成功
用于构建“第二代”人类疾病小鼠模型, 可以更好
地模拟人类疾病相关体细胞突变。正是由于条件基

因打靶的广泛应用, 此实验技术体系内在固有的一
些问题, 如Cre重组酶转基因的表达模式、靶基因重
组效率的差异、Cre重组酶的毒性、遗传背景、育种
策略、实验对照、基因冗余等诸多方面越来越引起

人们的强烈关注[4, 5], 如果忽略这些问题, 很容易导
致错误的实验结论。 

1  Cre 重组酶表达的保真性和重组效率的 
不同 

1.1  Cre重组酶表达的保真性 

利用条件基因打靶技术可以在特定的细胞类型

或者组织器官(空间特异性)实现对小鼠基因组的遗
传改造, 也可以在小鼠生命周期的特定发育阶段(时
间特异性)在特定的细胞或者组织中进行遗传修饰。
这种调控的基础是Cre重组酶转基因表达的保真性。
这里的“保真性”是指 Cre 重组酶在小鼠中的表达模
式(包括 Cre重组酶表达的强度、空间分布和发育阶
段等)与研究人员所预期的表达模式一致。实现 Cre
重组酶特异性时空调控表达的策略多种多样: 可以
将特异的启动子和增强子与 Cre 基因相连形成经典
的 Cre 转基因载体, 通过显微注射引入小鼠基因组; 
可以将 Cre 的 cDNA 基因通过“基因敲入”整合到小
鼠基因组合适的基因调控序列附近; 也可以整合上
述两种方法, 将包含细胞/组织特异性表达或者特定
发育阶段表达的基因组序列的细菌人工染色体改造

成表达 Cre的转基因表达载体。 

虽然研究人员尽力将组织 /时间特异的基因表
达调控序列与 Cre 编码区组合并将这种表达框架引
入基因组中, 但还不能完全保证 Cre 重组酶转基因
按照预期表达。通过小鼠受精卵显微注射获得的 Cre
重组酶转基因小鼠, 由于转基因随机整合位点染色
体结构的不同形成的“位点效应”, 导致不同的转基
因品系之间 Cre 重组酶的表达模式可能不同。Cre
重组酶基因敲入小鼠 Cre 重组酶的表达受整合位点
内源性的转录调控, 其表达模式理论上应该与整合
位点内源基因的表达模式一致, 但如果内源基因位
点表达水平不高, 重组酶的表达水平能否实现体内
重组完成打靶过程就需要谨慎的检测评价。 

1.2  Cre重组酶的重组活性及作用原理 

即使利用相同的Cre重组酶转基因小鼠 , 不同
靶基因的重组效率也千差万别, 因为不同loxP锚定
的靶基因对Cre重组酶介导重组反应的敏感性差异
明显[6]。有些染色体区的基因似乎对Cre重组反应具
有抵抗性。极端情况下, 同一种Cre重组酶转基因小
鼠能够成功剔除一种锚定基因, 而对另外一种锚定基
因却完全没有作用。B细胞特异的CD19-Cre转基因实
验[7]提供了很好的例证: CD19-Cre能够有效介导成熟B
细胞中大多数loxP锚定基因的剔除, 非成熟B细胞和
前B细胞中部分基因的剔除, 而几乎不能介导B祖细胞
中基因的剔除。其内在的机理目前尚不清楚, 原因可
能是不同锚定基因的loxP位点由于处于不同的染色质
结构差异造成与Cre重组酶的结合能力不同。 

位点特异性重组的机制是两个重组靶位点/loxP
位点之间的随机碰撞。对于 M期包埋在染色体内的
基因而言, 随机碰撞的几率受两个因素的影响: 第
一个因素是两个位点在染色体上的距离。两个位点

相距越远, 相互碰撞的概率越小, 导致重组发生的
几率越低。这是可以确定的; 第二个因素是未知的, 
即 loxP在基因中放置的位置不同造就的“位置效应”, 
导致条件基因打靶过程中的不可控性。锚定靶基因

时一般将两个 loxP放置在一个基因的关键区段的外
显子或者重组后将导致移码突变的外显子的两侧。

当然最好将整个靶基因全部锚定, 但锚定片段太长
往往影响打靶效率。因此在设计条件基因打靶时 , 
仔细研究基因的结构、寻求锚定区域的长短与基因

的外显子之间的平衡对于打靶效率有重要影响。 
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1.3  条件基因打靶系统 Cre活性分析与检测 

常规组织特异性启动子调控的 Cre 转基因小鼠
的 Cre 表达依赖于转基因整合位点。通常的应对做
法是构建几个表达 Cre 的转基因小鼠系, 然后评估
Cre 的表达部位和水平, 鉴定出最有效的鼠系用于
和基因锚定小鼠交配实现条件基因打靶。目前多应

用报告小鼠来分析 Cre 重组酶表达的保真性。这类
报告小鼠的等位基因通常是标记基因, 如绿色荧光 

蛋白(GFP)或者β-半乳糖苷酶(β-Gal)基因 , 标记基

因的前面有 loxP锚定的“停止(STOP)” 序列 , Cre重

组酶介导的重组发生前标记基因表达被阻止, 只有

在特异调控下的Cre表达后, 介导锚定的STOP表达

框在特定的组织/器官、发育阶段重组切除后, 标记

基因才能表达。报告小鼠成为检测活体内Cre重组酶

活性和作用的重要遗传学工具小鼠。至今已经有很

多Cre和Flp报告小鼠(表１)[2]。 
 

表 1  Cre 和 Flp 报告小鼠 

报告小鼠 重组酶 启动子/增强子 转基因 T/敲入 KI 报告基因 报告基因条件表达方式 参考文献

R26R Cre ROSA26 KI β-Gal ELC [8]

cAct-XstopXlacZ Cre 鸡β-肌动蛋白 T 核内β-Gal ELC [9]

floxLacZ Cre 鸡β-肌动蛋白 T β-Gal ELC [10]

cβ-STOP-lacZ Cre 鸡β-肌动蛋白 T 核内β-Gal ELC [11]

ROSA26flox Cre ROSA26原病毒 KI β-Gal ELC [12]

Z/AP Cre CAG T β-Gal 
PLAP 

– 
ELC [13]

UCR Cre G3BP(BT5) KI β-Gal ELC [14]

Z/EG Cre CAG T β-Gal 
eGFP 

– 
ELC [15]

CAG-CAT-EGFP Cre CAG T eGFP ELC [16]

ROSA26-EGFPf Cre ROSA26 KI eGFP ELC [17]

LSLMAP2GFP Cre 鸡β-肌动蛋白 T MAP2-GFP ELC [18]

ZW (CAG-lacZ-WGA) Cre CAG T β-Gal  
WGA 

– 
ELC [19]

Z/RED 
(CAG-Bgeo,-DsRed*MST) Cre CAG T β-Gal  

RFP 
– 
ELC [20]

CAG-tdTomato Cre CAG KI RFP variant ELC [21]

piGAP Cre  CAG T eGFP(F)  
hPLAP 

– 
ELC [22]

R26R-TRPV1-ECFP Cre ROSA26 KI TrpV1 
ECFP 

– 
ELC [23]

ZW (CAG-lacZ-WGA) Cre CAG T β-Gal  
WGA 

– 
ELC [24]

luc-gal(Tg)   Cre CAG T EGFP 
Luc/β-Gal 

– 
ELC [25]

Hmgcr::FRTZ FLP Hmgcr序列 T 核内β-Gal EFC [26]

R26::FRAP FLP ROSA26 KI hPLAP EFC [27]

R26FR FLP ROSA26 KI β-Gal EFC [28]

R26::FLAP FLP+Cre ROSA26 KI eGFP(F) 
hPLAP 

EFC 
EFC+ELC 

[29]
 

R26: NZG Cre 
FLP CAG KI β-Gal 

EGFP 
– 
ELC [30]

Thy1-Brainbow1.0/1.1/2.1 Cre 
(FLP)  Thy1  T 

RFP 
CFP/EYFP/(GFP 
in 2.1)   

– 
ELC 
 

[31]

R26R-EYFP Cre ROSA26 KI eYFP ELC [32]

R26R-ECFP Cre ROSA26 KI eCFP ELC [32]

CAG: 鸡β-肌动蛋白启动子偶联巨细胞病毒增强子; Hmgcr羟甲基戊二酰辅酶 A还原酶; β-gal: β-半乳糖苷酶; ELC: LoxP锚定的 STOP 表达框
的切除; hPLAP 人胎盘碱性磷酸酶; UCR, 通用型条件 lacZ 报告小鼠; EYFP, 增强型黄色荧光蛋白; ECFP, 增强型蓝绿色荧光蛋白; EFC:  
FRT锚定的 STOP表达框的切除; eGFP(F): 增强型绿色荧光蛋白-法尼氏酰化(farnistylated); 虚线表示重组前报告蛋白持续表达; WGA: 小麦胚
凝集素(植物凝集素); Thy1: 胸腺细胞抗原 1; Trpv1: 瞬时受体电位阳离子通道 V亚家族成员 1; Luc: 荧光素酶。 
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目前应用最为广泛的报告小鼠是R26R小鼠[8]。

随着研究的不断需要和深入, 这类报告小鼠的种类
还在不断增加。最近一种称为“脑虹”的报告基因小
鼠[31]的复杂和精细显示了研究人员的巨大智慧, 他
们用几种LoxP位点锚定 2 到 3 种荧光蛋白, 使小鼠
的脑组织在Cre重组酶的作用下呈现彩虹样结构, 可
检测到神经细胞会表达多达 166 种可分辨的不同荧
光, 为神经系统的研究提供了有利的工具。 

应用报告小鼠的前提是它们能够真实的反映靶

基因的剔除状态, 但不同基因对Cre重组酶介导的重
组反应敏感性的不同[6]会限制这种分析。尽管标记

基因这种方法可以在单细胞水平上检测Cre重组酶
的特异活性, 但“真正的”条件基因打靶实验中这种
特异的活性并不一定完全相同。一种表达黄色荧光

蛋白的报告小鼠 [32]经Cre重组酶重组表明c-Kit+原B
细胞中重组率为 5%, 前B细胞中为 40%[33]。然而, 转
录因子Mcl-1[34]和c-Myb[35]条件打靶小鼠B细胞发育
严重阻滞在原B细胞向前B细胞转换阶段, PCR分析
表明, 两种实验中在这一阶段的绝大部分细胞中两
种基因都发生了重组[34, 35]。因此, 报告小鼠得到的
结果只能作为一种参考, 这依赖于报告小鼠中loxP
锚定的“停止”表达框的基因位点对Cre重组酶的敏
感性和真正实验中 loxP锚定的靶基因对Cre重组酶
的敏感性是否完全一致。同时机体所有细胞中报告

基因的表达原则上都能被检测到。在某种特定类型

的细胞中报告基因不表达, 并不能证明Cre重组酶没
有表达或在其他的基因位点没有重组活性。为鉴定

Cre转基因小鼠介导重组的的效率及特异性 , 可以
用多种不同的报告小鼠来检测, 同时检测结果可以
反映出Cre重组酶针对不同基因的打靶效率可能会
有所不同。 

为确保条件打靶实验中的特异性, 最好对小鼠
的不同组织 Cre重组酶的表达模式和 loxP锚定的靶
基因进行全面分析, 同时必须检测 Cre 重组酶介导
重组前后基因组发生的变化。检测 Cre 重组酶小鼠
在不同组织中介导的重组的最直接的方法是应用

Southern 杂交来区分野生型等位基因、loxP 锚定等
位基因和重组后的等位基因, 但这种方法灵敏度有
限, 而且需要大量的细胞。细胞数量较少时可以选
择 PCR方法检测。 

在靶基因条件打靶后, 从细胞水平上追踪以及

区分突变型和野生型细胞的另一种方法就是利用原

位杂交或免疫组化染色来检测野生型细胞中的

mRNA 和蛋白, 但这种检测在很大程度上依赖于探
针和抗体的灵敏性及特异性。事实上, 如果靶基因
只有一小部分编码区被剔除, 那么能够检测 mRNA
的表达被剔除的原位杂交探针可选择的长度不大 , 
其特异性可能较差, 不能有效区分突变型和野生型
细胞。因此, 条件打靶时剔除基因的一大段编码区
有利于寻找良好的原位杂交探针。在没有靶基因编

码蛋白的抗体无法进行免疫组化实验时这显得更为

重要。 
另外一种更直接的检测方法是在条件打靶的靶

基因后插入一个报告基因(如 lacZ、碱性磷酸酶、
eGFP等), 报告基因(通常在 5′端有一个剪接受体SA)
一般放置在最 3′端的重组酶识别位点的后面, 包含
报告基因的中靶等位基因在重组酶介导的切除后 , 
靶基因以一种组织特异性方式被剔除, 同时报告基
因被激活并对发生重组的细胞进行标记 [36,37], 这样
可以直接观测到感兴趣的组织或细胞中靶基因的剔

除效率, 有助于解析打靶小鼠表型。这种方法的前
提条件是靶基因的启动子足够强, 报告基因能够在
特定细胞或者所有细胞中被激活表达并能被检测

到。从此意义上来说, 这种检测虽可以提高灵敏度, 
但不像Southern杂交那么直接。 

1.4  Cre重组酶不“保真”造成的额外优点 

值得欣慰的是, Cre转基因小鼠的不保真性可能
会拓展小鼠的应用空间。B细胞从不成熟的过渡细胞
分化成存活较长的卵泡和边缘区B细胞时, CD21 被
诱导表达, 因此CD21-Cre3A转基因小鼠最初被设计
用于成熟B细胞特异的基因功能的遗传学分析。应用
CD21-Cre3A细菌人工染色体转基因小鼠介导loxP锚
定的转录因子 yy1 等位基因的条件基因打靶
CD21-Cre3A; yy1floxed/floxed小鼠实验 [38]就呈现出Cre
表达的不保真性: CD21-Cre3A的确能介导脾脏成熟
B细胞内 loxP锚定基因的重组 [38], 也能介导同样表
达CD21 的卵泡枝状细胞内锚定基因的重组[39], 但
其他不同的组织中也会发生重组剔除, 最明显的是
前脑。实际上, CD21-Cre3A, yy1floxed/floxed条件基因打

靶纯合子小鼠很早死亡, 表现出众多发育异常, 其
中前脑几乎完全缺失[4]。此结果暗示即使Cre敲入在
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成熟B细胞和卵泡枝状细胞中表达CD21 位  点[40]

也不一定能保证 Cre转基因表达的保真性 , 但
CD21-Cre3A小鼠出人意料地成为一种还可用于前
脑条件基因打靶的工具小鼠。这种由于基因的表达

调控和表达模式尚不清楚就应用其调控序列制备的

Cre转基因小鼠出现易位表达的例子很多 , 拓宽了
不保真Cre转基因小鼠的条件打靶应用范围。 

2  条件基因打靶中的嵌合体 

在条件基因打靶中稳定表达 Cre 重组酶的转基
因小鼠品系至关重要。但大部分组织或细胞特异性

Cre 转基因小鼠并不是 100%有效的, 当这种 Cre 转
基因小鼠与 floxed 小鼠交配时, 特定组织只有部分
细胞由于基因剔除失去功能, 这样就产生嵌合体(个
体中特定组织内的细胞的基因型不完全相同)。残余
存在的野生型细胞可能会掩盖打靶小鼠应有的表型, 
也有可能产生完全不同的表型, 会加大小鼠表型分
析的难度。当靶基因以非细胞自主性方式起作用 , 
特别是当靶基因编码分泌型信号分子时, 仅有的一
小部分野生型细胞表达基因产物可能会完全挽救突

变的表型。相反, 受体或细胞内信号转导分子等细
胞自主性蛋白基因的条件打靶, 并不总是需要达到
100%的重组效率就可以产生表型, 尽管可能与完全
基因打靶不完全相同。 

Cre 重组酶介导的条件打靶是个动态过程, 也
造成所有的靶组织/细胞中同时发生重组。发生重组
的细胞数目开始可能处于很低的水平, 随着时间形
成乙状曲线, 最终才达 100%饱和。Cre 重组酶的表
达特性和 LoxP锚定序列的特点影响该曲线。Cre重
组酶介导的条件打靶小鼠的靶细胞中靶蛋白的缺失

时间存在延迟, 这种延迟具有几个层面: 首先是 Cre
转录开始, 随后是 Cre蛋白的翻译和聚集, 然后 Cre
催化 loxP锚定的靶基因的重组。这个过程会剔除靶
蛋白的转录模板, 但重组前的靶基因转录的 mRNA
依然会在一定阶段内在细胞内作为模板翻译成蛋白

质。翻译过程完成后, 靶蛋白还需要在靶细胞内降
解。RNA 和蛋白质在细胞内的半衰期差异巨大, 如
果基因产物越稳定, 也就意味着从基因剔除到出现
表型的时间间隔越长; 同时 RNA和蛋白质能在很宽
的浓度范围内保持在细胞内发挥正常的功能。这种

问题的存在最初可能会掩盖基因灭活的表型。由于

Cre 和靶基因表达的动力学和靶蛋白及其 mRNA 的
稳定性, 这种延迟会达几小时甚至数天, 限制了条
件打靶在快速发育过程中基因的功能研究。因此 , 
在应用条件基因打靶研究基因功能之前, 应该对目
的基因的性质有所考虑。总体来讲, 有必要分析条
件基因打靶 Cre介导的重组后细胞内靶基因的 RNA
或蛋白质剔除的情况。 

正是由于组织或细胞特异性条件基因打靶的不

完全性, 提供了更丰富的关于目的基因在组织器官
发育过程中的功能信息。VHL(von Hippel-Lindau)综
合征发生与VHL基因突变有关。Vhl基因完全剔除小
鼠死于胚胎期。β-肌动蛋白启动子指导下的Cre重组酶
转基因小鼠制备的Vhl基因条件打靶VHL /Cref/d 小鼠多

个组织的部分细胞中剔除了Vhl基因, 肝脏发生多发
性血管瘤 , 多种组织中出现血管扩张和血管生成 , 
很好地模拟人类疾病的临床特征。有趣的是, 研究
者还发现子代嵌合体雄性小鼠睾丸变小、精子数量

减少并导致不育, 表明Vhl基因还在小鼠精子生成过
程中发挥重要作用[41]。 

Cre重组酶介导的基因在某些组织器官中的不
完全剔除可以更加精确有效地模拟疾病的发生过

程。部分幼儿粒单系白血病(JMML)患者中发现NF1
基因失活的现象。Le等[42]将干扰素可诱导的Cre转基
因小鼠与Nf1条件基因打靶小鼠交配, 子代Mx1-Cre; 
Nf1flox/flox条件打靶小鼠仅部分造血细胞中剔除了Nf1
基因。Nf1基因的部分失活导致髓系增生障碍, 这种
表型相当于JMML的临床亚急性表现。此外, Nf1 基
因的不完全剔除还导致了髓细胞组织浸润、对粒单

集落刺激因子的高敏感性、过度增殖以及抗凋亡。

这种可人为调控的小鼠模型对于进行JMML临床治
疗以及JMML的分子机制深入研究提供了更好的技
术平台。家族性结肠腺瘤性息肉病(FAP)患者携带
APC突变基因。Shibata等[43]利用腺病毒介导Cre重组
酶在大约 10%~20%的结肠上皮细胞中剔除了Apc基
因 , 结果 83%的Apc基因剔除纯合子AxCANCre; 
Apc580S小鼠在病毒感染 4周后发生结肠腺瘤, 平均腺
瘤个数是 6.7个, Apc基因剔除纯合子小鼠结肠腺瘤在
1 年后大约 50%发生癌变, 证明了这种小鼠模型可更
好地模拟结肠腺瘤的发生过程。 

由于Cre转基因小鼠在胚胎干、祖细胞中表达时
相存在差异, 这种“嵌合体”表达的条件基因打靶
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在细胞命运和发育谱系的研究应用广泛, 主要是通
过Cre转基因小鼠与报告小鼠(表 1)检测发育不同时
期报告基因的表达来研究。但这种应用需要注意以

下几条: 第一, Cre转基因在胚胎发育整个过程中特
定组织的表达图谱必须明确。时空表达模式图的检

测方法主要是原位杂交和免疫组化, 也可以通过表
达GFP-Cre融合蛋白[44]用GFP判定Cre表达的简化方
法; 第二, Cre报告小鼠的时空表达特性需要明确。
通过与Cre报告小鼠表达比较, 可以确定细胞谱系关
系; 第三, 在某时间点检测到的Cre报告基因的表达
应该是所有表达Cre和报告基因的前体细胞的后代。
这些前体细胞可能是同一细胞谱系的不同发育阶段, 
也可能是不同的谱系, 仅仅检测发育后期一个阶段
可能会得到错误的细胞命运图。这种缺陷可通过应

用可诱导的条件基因打靶得以解决。一些在分化细

胞中表达的基因, 也可能在胚胎发育的早期有表达, 
用这种基因的启动子制备的Cre转基因小鼠可能由
于胚胎期就开始表达Cre而成为“deleter”小鼠, 丧失
其组织/器官的特异性。因此, 选择Cre转基因小鼠进
行条件基因打靶实验时, Cre开始重组剔除基因的发
育阶段很重要。出生前神经元特异性剔除NMDA受
体I[45]和TrkB受体 [46]基因的小鼠都胚胎致死 , 只有
通过选择出生后神经元才表达Cre的小鼠来对成年
小鼠的长期记忆形成过程和疾病发生中两种受体的

功能进行解析。 

3  生殖系Cre介导的重组造就表观遗传学对
条件基因打靶的影响 

表观遗传学是指单细胞或者多细胞生物将不是

核苷酸编码的信息遗传给后代的现象。现在越来越

多的证据表明, 转基因动物的卵子或精子中的RNA
或蛋白质可以遗传给非转基因的后代引起表观遗传

学改变。Matthaei等[47]在将Tnap启动子调控的Cre小
鼠 和 FloxStop( 基 因 结 构 为 loxP-β-gal-Stop-loxP- 
EGFP)小鼠交配时最直观地发现了这一问题。
FloxStop小鼠表达β-Gal, 由于STOP序列的存在而不
表达GFP。和Cre小鼠交配后的双转基因条件表达小
鼠(delLoxP)因为β-Gal的剔除, 不再表达β-Gal, 同时
预期通过这种交配Cre会剔除β-gal-Stop使小鼠开始
表达GFP而变绿。实际上, Cre转基因是父本时, 确实
看到了Cre稳定遗传给后代并在子代中剔除了锚定

的基因 (Cre/delLoxP)。雄性野生型Cre阳性小鼠和
FloxStop/FloxStop 雌鼠交配产生的后代全部是 
FloxStop 阳性, 一半是Cre阳性。只有Cre阳性子代
小鼠因为停止序列切除(delLoxP)而变绿。然而, 当
Cre转基因是母本时 , 和FloxStop/FloxStop雄鼠交配
产生的后代也全部是 FloxStop 阳性, 一半是Cre阳
性。但全部子代小鼠都表达GFP而变绿, 即便是没有
遗传获得Cre基因的WT/delLoxP阴性小鼠也变绿。其
他科学家也发现了这种现象: 角蛋白K5 启动子调控
的Cre转基因公鼠用于条件打靶时可以实现组织特
异性基因剔除, 而角蛋白K5 启动子调控的Cre转基
因母鼠的所有后代均发生了基因的剔除[48], 即便是
没有遗传获得Cre基因的小鼠; 更为重要的是Cre转
基因小鼠作母本时, 子代基因的剔除不再是组织特
异性的条件剔除, 而是所有组织的锚定基因全部被
剔除 , 表明剔除可能发生在胚胎发育的早期阶段
[48]。这些数据表明, Cre的RNA或者蛋白可能存在于
Cre转基因母鼠的所有卵子中 , 能够遗传给非转基
因的后代, 引起广泛的基因剔除。而且, 这种“母系
遗传”现象发生于其他多种不同的启动子调控的Cre
小鼠[49~51]中, 暗示这种现象可能普遍存在。在这种
情况, 不携带Cre转基因的floxed小鼠可能不是一个
严格的对照。 
在这种“母系遗传”现象逐步引起人们关注之时, 

是否可以应用Cre公鼠和基因锚定的母鼠进行交配
避免这种现象呢？最近的一项研究[52]否定了这种设

想, 他们应用 3.6 kb或 2.3 kb大鼠Col1a1启动子调控
的Cre转基因小鼠(Col3.6-Cre和Col2.3-Cre)与Igf1 第
4 外显子被锚定的小鼠交配制备成骨细胞特异性的
Igf1 打靶小鼠, 结果发现部分没有遗传Cre基因的后
代小鼠也发生了Igf1基因的重组剔除。Col2.3-Cre和
Col3.6-Cre为母本的后代重组发生率分别是 50%和
28%。更为人惊奇的是Col2.3-Cre和Col3.6-Cre为父
本的后代重组发生率分别是 15%和 18%。这种Cre
的RNA或蛋白质通过精子遗传并引起重组的“父系
遗传”现象同样存在, 只不过效率稍稍低于“母系遗
传”现象。 
最近发现了转基因RNA能够在非转基因子代中

引起表型变化的直接证据。Rassoulzadegan等[53]发现, 
携带Kittm1Alf转基因的公鼠的腿和尾有白色斑点。这

些小鼠与野生型母鼠交配产生的后代 , 包括那些
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Kittm1Alf转基因阴性的子代小鼠, 全部具有白色斑点
的腿和尾。更为有趣的是, 他们将Kittm1Alf的RNA注
射到单细胞的小鼠胚胎, 获得了具有白色斑点的腿
和尾的小鼠。这表明, Kittm1Alf/+的RNA能够通过转基因
公鼠的精子遗传给非转基因的后代, 在转基因基因本
身不存在的情况下诱导表型的发生。 
各种Cre转基因小鼠原则上都应该能够有效介导

小鼠生殖系中loxP锚定序列的重组 [48, 54~57] , 否则, 
基因打靶突变体小鼠中部分小鼠携带理想的条件打

靶突变基因, 部分小鼠大部分机体细胞乃至所有细
胞的基因都可能被剔除, 呈现不均一性。这种不均
一性可能完全掩盖真实的实验结果, 主要依赖于条
件打靶小鼠是否能够从它的父本和母本同时遗传获

得loxP锚定的等位基因和Cre转基因。因此, 涉及到
Cre重组酶介导种系重组的研究, 必须事先斟酌好小
鼠交配的方法 , 以保证Cre等位基因和LoxP锚定的
等位基因来源于不同的父本母本。 
这些数据强烈地提示我们在用同窝非 Cre 转基

因小鼠作为对照前, 必须记住配子(包括精子和卵子)
中锚定的基因能够与来源于 Cre 转基因小鼠的配子
形成合子后发生 Cre 重组酶介导的重组反应, 即便
是 Cre 转基因小鼠的配子不携带 Cre 转基因也可能
发生, 因此必须仔细比对与野生小鼠的差异。 

4  Cre重组酶的毒性 

4.1  Cre重组酶毒性产生原因及表现 

应用Cre重组酶的条件基因打靶更为重要的一
个潜在的问题是Cre重组酶本身的毒性。Capecchi研
究小组发现Cre能够引起细胞基因组DNA发生重组, 
表现出细胞毒性。Prm1启动子调控精子细胞在有丝
分裂期后表达Cre, 导致受精卵流产 , 外显率为
100%, 同时伴随大量的DNA损伤, 特点为雄原核染
色体呈现“杂乱的DNA”[58]。以同样方式构建的没有

酶活性的Cre突变体载体, 和野生型Cre相近表达剂
量的Cre突变体并不会造成DNA损伤 , 证明DNA损
伤的确是Cre重组酶的活性造成的。 

另一方面, 哺乳动物基因组中存在隐含的/假的
loxP的序列 , 其序列可能和loxP的保守序列不完全
相同, 但能够被Cre重组酶识别而发生重组[59]。生物

信息学分析表明小鼠的基因组中大约每百万碱基对

中含有 1.2个这样的位点[60]。Cre重组酶与这些隐含
的识别序列的结合力虽然可能大大低于与保守的

loxP位点的结合力[59], 但Cre重组酶仍然可以介导两
个隐含的 loxP 位点间的重组 ; 或者在单个隐含的
loxP位点阻断细胞DNA损伤修复元件的功能, 从而
与DNA共价连接, 成为重组反应的副产物。这些都
能引起DNA的损伤。 

很多研究人员已经应用逆转录病毒转染成纤维

细胞的方法仔细研究了Cre 重组酶的毒性, Cre重组
酶的高水平稳定表达诱导细胞生长停滞[61~64], 染色
体异常[62,64]。大部分发表的文献中Cre转基因小鼠表
型正常, 与野生型小鼠基本难以区分。这种现象令
人费解, 可能的原因是成纤维细胞将细胞中DNA的
断裂和缺口的修复作为生命过程中内在的机制, 造
就了更为精细的修复系统, 从而比其他的细胞(如淋
巴细胞[63])对Cre的毒性更为敏感。其实许多Cre转基
因小鼠并非完全正常, 只是在发育过程中通过选择
和适应消除了Cre的毒性。 

4.2  减少 Cre重组酶毒性的途径 

采用病毒介导Cre基因表达制备条件基因打靶
的方法[43]最大的优点是简单易行。用复制缺陷型腺

病毒瞬时表达的Cre, 能够在成纤维细胞中有效介导
loxP锚定的新霉素抗性表达框的切除, 但不造成明
显的DNA损伤的病毒浓度范围很大[65], 这提示通过
控制重组酶的表达时间, 只要表达足够量的Cre用以
介导loxP锚定的靶基因的重组, 就可以降低Cre的细
胞毒性, 至少在成纤维细胞中如此。但这种方式的
缺点显而易见 , 那就是Cre基因的表达调控太不精
确。此外, 病毒感染可能会引起并发症而干扰小鼠
表型分析。  

减少细胞中Cre重组酶的作用时间的第二种策
略是应用自我切除型Cre表达载体[61,62,66], Cre两侧用
loxP锚定, 表达的Cre重组酶重组切除自身的表达框
架, 从而终结自身的表达。这种策略的设计技巧在
于用突变的 loxP位点锚定Cre表达框 , 用野生型的
loxP位点锚定靶基因, 可以使Cre介导自身切除的效
率低于靶基因的切除, 从而保证Cre表达后能够有时
间完成“真正的”重组。 

可透膜的Cre重组酶首先是Jo等[67]将FGF4 蛋白
12个氨基酸残基的核定位信号序列(NLS)与Cre重组



 
476 HEREDITAS (Beijing)  2011 第 33卷 

  

 

酶构建成融合蛋白NLS-Cre-MTS, 氨基端的NLS可
使Cre重组酶穿越核膜进入核内发挥作用, 在培养的
细胞中成功地切除了被loxP锚定的序列。通过腹腔
注射可透膜的Cre重组酶, 在小鼠的各组织内均检测
到Cre重组酶的活性。这种方法的优势是简单易行, 
而且在非增殖终末分化细胞中也可成功实现Cre重
组酶介导的重组。此方法的缺点是Cre重组酶介导发
生重组的细胞所占比例较少。来源于HIV-TAT的碱
性肽段与Cre融合形成的透膜型Cre重组酶TATCre, 
也可以用于剔除锚定的基因, 能够控制条件基因打
靶的时间 , 而且不用制备并鉴定众多的Cre转基因
系。透膜的Cre重组酶蛋白直接注射到小鼠体内反映
出这种方法的另一种缺陷, 即不具有良好的组织特
异性。Cre通过蛋白转导方法直接导入携带loxP锚定
的靶基因的细胞中 [68,69], 这种方法仅仅限于细胞培
养实验。最近 , Peitz 等 [70]发现改进型透膜的

His-TAT- NLS-Cre(简称HTNCre)转导的ES细胞能够
维持正常的核型, 并能进入种系遗传。同理, Patsch 
等[71]最近研制成功透膜的FLP重组酶。 

可诱导的Cre表达系统, 主要包括I型干扰素系
统、四环素系统、它莫西芬系统等[2], 能够改变常规
Cre介导的一次性的不可逆重组过程, 实现Cre的时
空特异性调控, 减少细胞中Cre重组酶的作用时间。
这种可诱导系统不仅能够实现组织特异性的条件基

因打靶, 其更大的优势在于能够在特定的时间通过
给予诱导剂实现条件打靶的时间控制, 避免了Cre重
组造成发育早期的基因缺失造成胚胎期致死表型或

者代偿机制的激活使表型解析复杂化, 彻底改变常规
转基因小鼠Cre进行基因打靶不可逆的缺点。但任何诱
导系统还不能达到一种理想的诱导状态—— 没有诱
导的情况下完全没有Cre活性, 诱导后能够 100%剔
除靶基因。靶细胞中部分基因剔除产生的嵌合现象

依然存在。四环素系统没有被广泛应用于调控Cre介
导的基因条件打靶的原因似乎就是四环素系统经常

出现“渗漏”。Loonstra等 [64]用成纤维细胞在内源的

Rosa26 启动子调控Cre和雌激素受体配体结合区的
融合蛋白(CreERT) 的表达。成纤维细胞在长(达 9
天的)时间、低浓度的它莫西芬诱导下能有效切除
loxP锚定的靶基因, 没有发生细胞生长停滞。当然, 
完全的靶基因剔除影响了成纤维细胞的扩增。作者

还发现重组反应和Cre毒性与细胞增殖密切相关[64]。

有趣的是转基因果蝇中增殖和Cre诱导的发育异常
正相关 [72]。Raffel等 [73]试图用它莫西芬诱导的

CreERT2系统分析活体内B细胞受体在c-Myc转化的
B细胞淋巴瘤维持和进展中的作用 , 实验最后归于
失败, 其原因在于尽管实验设计时预先排除了会引
起B细胞受体的剔除 , 但能够有效介导靶基因重组
的所需浓度的它莫西芬通过CreERT2 足以消除淋巴
瘤。值得注意的是, 对肿瘤细胞的毒性不是它莫西
芬自身, 而是由于CreERT2的表达[4]。CreERT2融合
蛋白是否是因为ERT2 配体结合区招募自身进入转
录复合体而加剧毒性还需进一步鉴定。最近实验发

现体内表达CreERT2 直接引起血液学毒性和染色体
重组[74]。这些结果清楚地表明Cre重组酶是一种浓度
依赖性DNA损伤因子, 对哺乳动物细胞具有毒性作
用。同时, 诱导剂本身可能引起细胞毒性。小鼠能
够耐受单剂量的 4-羟基-它莫西芬, 但长期给予小鼠
4-羟基-它莫西芬会引起严重的毒性作用, 特别是对
肝脏损伤最严重。因此, 条件基因打靶前系统评估
4-羟基-它莫西芬的毒副作用具有重要意义。 

配体诱导二聚化技术(DiCre系统)最近研制成功
[75], 更为严谨地调控Cre重组酶的体内表达。在这种
方法中, Cre与FKBP12 的FK506 结合域相融合或与
FKBP12 -雷帕霉素相关蛋白FRB的结合域融合生成
两种无活性的Cre融合蛋白。雷帕霉素诱导两种Cre
融合蛋白形成异源二聚体而重建Cre重组酶活性。该
DiCre系统已用于ES细胞Cre的活性以及小鼠胚胎和
成体组织, 还可以用来建立条件性Cre的“Deleter”
老鼠。此技术提供了一种组合的方式来调控Cre重组, 
可以在任何特定时间点或者细胞类型通过从两个不同

的启动子调节融合蛋白的表达来实现对Cre活性的严
谨调控。该系统另一额外优势在于能克服在哺乳动物

基因组隐藏的loxP位点可能会导致不必要的Cre介导
的染色体重排引发的毒性问题。 

4.3  Cre转基因可能造成“Cre毒性”假象 

除了Cre重组酶自身的毒性外 , 和其他转基因
一样 , 随机整合的Cre转基因可能会改变整合位点
及其附近的内源基因的表达(插入突变)。这些改变可
能是Cre转基因的直接插入造成的内源基因的破坏
和/或Cre转基因载体携带的启动子、增强子、拼接
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调控序列、多聚A尾巴等影响了内源基因的表达。最
近发现基因组中存在大量功能尚不清楚的非编码区

序列, 它们并非“垃圾DNA”, 而是具有重要调控功
能的序列。如果Cre转基因插入破坏这些基因编码区
外的序列, 同样可能引起小鼠表型的改变。实际上, 
一些Cre转基因确实表现出明显的异常表型 , 如用
于分析胰腺β细胞基因功能的RIP-Cre小鼠不能耐受
葡萄糖 [76], 造成的原因是高水平表达的Cre或转基
因的插入效应还是两者兼而有之尚不明确。与之相

反 , 许多Cre编码区定位打靶敲入内源基因位点制
备的小鼠是杂合子基因剔除, 基因的剂量效应开始
显现。和野生型小鼠的B细胞相比, CD19-Cre转基因
杂合子小鼠的B细胞表达一半剂量的CD19, 这些小
鼠B细胞发育初级过程似乎正常, 但腹膜B1 细胞的数
量稍有下降[4], 这些结果与CD19 的表达变化影响B细
胞的选择和功能的结果[77]相一致。 

5  条件基因打靶的育种策略 

最基本的条件基因打靶的育种策略图见参考文

献[78]。组织或细胞特异性表达Cre重组酶的转基因
小鼠与 floxed小鼠交配时 , 两代后可以得靶基因的
一条等位基因被剔除 , 另外一条等位基因被锚定 , 
并且在特定组织或细胞表达Cre重组酶的小鼠, 基因

型为Cre/+; floxed/Δ, 得到的机率是 25%, 其前提

是被锚定的等位基因与Cre基因并不连锁。被剔除的
这条等位基因可来自完全基因剔除小鼠, 也可来自
Cre介导的去除筛选标记的副产物-I型缺失。许多情
况下, 第二代的怀孕母鼠(F2)经常被处死, 取F3 代

胚胎用于条件基因打靶研究。因此Cre/+;Δ/+小鼠

通常是公鼠, 而靶基因两条等位基因被锚定的纯合
floxed/floxed锚定小鼠通常是母鼠。这样可以不用鉴
定实验过程中经常处死的纯合锚定小鼠。如果没有

靶基因被剔除的小鼠, 也可用靶基因一条等位基因
被锚定的小鼠(Cre/+; floxed/+)代替靶基因一条等位

基因被剔除的小鼠(Cre/+;Δ /+)和纯合锚定小鼠交

配。但这样做, 就需要Cre重组酶有较强的活性, 因
为F3 代小鼠两条被锚定的靶基因都需在Cre重组酶
的作用下被条件剔除。最近Zhao等[79]应用这种简化

策略获得的αGSU-Cre; Sf1f/f小鼠具有下垂体特异的

亚效等位基因表型。另外, Cre/+;Δ/+小鼠交配可得

到基因型为 Cre/Cre;Δ /+的小鼠 , 这种小鼠与

floxed/floxed小鼠交配可使得到条件基因剔除F3 代
小鼠的机率提高到 50%。但要注意的是, Cre重组酶
位点纯合的小鼠表型是否为野生型的表型。通过基

因敲入方法制备的Cre转基因小鼠通常不是野生型
表型, 因为Cre引入的同时伴有基因剔除的发生。育
种计划并非完全如上所述一成不变, 而要根据小鼠
的遗传背景、不同基因型小鼠的生育率和存活率等

来决定。 
研究隐性胚胎致死突变小鼠时, 通过杂合子育

种途径获得纯合子条件打靶小鼠的几率仅占子代小

鼠的四分之一。除了这种效率低的缺陷, 每一个胚
胎还都需要进行基因型鉴定。当需要大量的突变体

胚胎进行实验时, 收集足够的样品所需的时间和财
力物力将成为一大障碍。当然, 可以用大量的人力
和充足的空间进行大规模的小鼠交配来获得突变体, 
但实验动物的 3R原则和资金的要求还是需要研究
者做出合理的实验设计。一种生殖细胞特异性条件

打靶育种策略可以提高获得条件打靶小鼠的孟德尔

遗传比例。原理上讲, 生殖细胞特异表达Cre并携带
锚定靶基因的小鼠将只产生基因剔除的配子, 这两
种小鼠交配产生的后代将全部是基因剔除的小鼠。

实际上, 卵子特异的Zp3-Cre/+; Sox9 flox/flox母鼠与精

子特异的Prm1-Cre/+; Sox9 flox/flox公鼠交配的后代

75%为Sox9∆/∆条件剔除, 而 25%为Sox9∆/flox。Sox9基
因剔除杂合缺失导致小鼠死亡。可以想象, 单倍体
致死小鼠很难用于获得纯合子。这种策略实际上避

免了单倍体致死, 但还没有见到用于提高突变体比
例的报道[80]。 

6  条件基因打靶的实验对照 

Cre重组酶的毒性问题的存在是文献中已经证
明的, 但在条件基因打靶这一领域多被忽略。近期
一项应用RIP-Cre小鼠的综合分析 [76]表明 , 大部分
研究者没有设立只携带Cre转基因而靶基因没有被
锚定的小鼠这种必要的严格对照, 这种省略将导致
严重的错误实验数据。Naiche等[81]仔细检测了 3 种
曾经报道过的Cre小鼠系, 发现Cre重组酶本身足以
引起严重的发育缺陷, 其中 2种Cre转基因小鼠系造
血功能丧失, 许多胚胎组织细胞凋亡明显增加, 表



 
478 HEREDITAS (Beijing)  2011 第 33卷 

  

 

明Cre重组酶的毒性表达会造成假象, 影响表型遗传
学分析的准确性。特别是应用这些小鼠的研究报道

并没有设立Cre转基因小鼠作为阴性对照 , 因此条
件基因打靶小鼠的表型全部归咎于靶基因的功能缺

失。实际上, 部分或者全部表型的出现是Cre重组酶
毒性造成的, 这提示我们需要仔细评估以前发表的
条件打靶实验, 谨慎细致地设计以后的条件打靶实
验。 

在条件基因打靶实验中即便设立 Cre 转基因的
小鼠或细胞作为常规对照, 这样的对照实验未必能
完全解决问题的存在, 因为 Cre 毒性可能只有通过
打靶引入突变后才显现出来, 而自身并没有毒性作
用, 比如 Cre重组酶介导的抗凋亡基因或 DNA损伤
相关基因的剔除会导致中靶细胞的凋亡, 因为它们
不能继续抵抗 Cre 重组酶的毒性作用。当 Cre 重组
酶介导引入一个致癌突变时 , 也无法简单地排除
DNA 损伤造成稀有细胞的转化。很明显, 这时可以
尝试控制 Cre 重组酶在细胞内表达的时间, 或者应
用挽救实验来逆转打靶突变。 

7  条件基因打靶小鼠的遗传背景 

遗传背景被定义为能够和目的基因相互作用的基

因组中全部其他基因并能潜在影响表型的基因型[82]。

因此, 条件基因打靶实验中遗传背景也是个值得关
注的问题 , 因为它不仅可能影响主要的病理表型 , 
还会影响条件打靶系统本身的效率。不同小鼠品系

中rtTA系统的调控也不相同为此提供了证据[83]。尽

管目前还没有系统的研究, 但据此类推, 不同的Cre
介导的基因打靶可能也是小鼠品系依赖性的。自然

界存在的这种复杂性可能造成难以预料的结果或者

将误导我们的研究, 特别是不同的近交背景下不同
的条件小鼠杂交造成遗传多重性时影响更为严重。

基于此, 许多实验者主张实验过程中需要尽力保持
纯的小鼠遗传背景。 

只是最近大鼠ES细胞来源的基因敲除才被成功
报道[84], 在此之前, 动物中只有小鼠的ES细胞能够
种系遗传, 而且是仅仅来源于几个品系的小鼠。小
鼠的ES细胞最早来源于 129 系小鼠, 构建floxed小
鼠时由于其种系遗传性、易于遗传操作和扩增等优

点应用最为广泛。但 129 系小鼠存在以下 3 方面的

问题需要引起注意: 首先, 129系小鼠由于内在的遗
传缺陷 , 繁殖能力极差 , 因此 , 实验中难以保持简
单的同类系遗传背景; 其次, 129系小鼠常伴有神经
解剖学和行为学缺陷。与B6小鼠相比, 129小鼠的理
毛行为、空阔场地的活动和习惯、运动能力和运动

学习、记忆、恐惧、抑郁样行为、焦虑、药物反应

等生理参数完全不同[85], 因此应用条件打靶进行神
经生物学研究时遗传背景显得更为重要; 第三, 129
系小鼠存在 129/J、129/Sv、129/SvEv以及 129/Ola
等亚型, 不同亚型之间的遗传变异造成不同的生理
和行为表现。经常会发现用同一个打靶载体, 在不
同的遗传背景下进行打靶, 获得的小鼠表型却有很
大差别。因此, 在实验设计、特别是打靶小鼠表型
分析时, 一定要考虑到这些差异的存在。可喜的是, 
特定区域的单核苷酸多态性检测能够准确区分这些

亚型[86], 有利于 129系同类系的建立。    
为制备基因打靶小鼠, 一般在 129系小鼠 ES细

胞中引入突变, 考虑到应用毛色直接判断定嵌合体
小鼠的方便, 中靶 ES细胞注射到 C57BL/6(B6)囊胚, 
获得棕、黑杂色的嵌合体小鼠, 这种可种系遗传的
嵌合体小鼠产生的后代为 129:B6杂合背景。为消除
遗传背景对于小鼠表型分析造成的影响, 一般重复
回交至理想的遗传背景之中。回交遗传背景通常选

择 B6。B6 在打靶小鼠被广泛应用的原因主要是繁
殖力强, 比 129系具有更少的生理和行为异常表型。
通过至少 10代的回交, 同类系可以达到 99.9%的 B6
背景, 但永远不能完全恢复 100%的 B6 背景, 因为
在基因突变位点或转基因整合位点附近的染色体总

包含至少几百个侧翼基因与突变基因或转基因连锁, 
侧翼基因与突变基因距离越近, 染色体交换时相互
分离的几率越小, 连锁就越紧密, 因此这些连锁基
因的遗传学来源是不确定的。同时, 这种回交需要
的时间可能达两年之久, 因此通常的做法就是开始
实验时就采用遗传背景一致的小鼠。另外, 显微注
射法制备的 Cre 转基因小鼠的背景的选择通常是由
不同遗传背景的小鼠超排能够获得的卵子的数量和

质量来决定。在特定遗传背景下的 Cre 转基因小鼠
与 129或 129/B6杂合遗传背景下锚定基因的小鼠交
配进行条件打靶, 这种技术本身也会造成混杂遗传
背景。 
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替代 129系的惟一选择是B6。如果能从B6背景
的小鼠分离几种具有生成嵌合体和种系遗传能力的

ES细胞, 将取代 129系ES细胞, 从而使B6成为基因
打靶和显微注射的主要遗传背景 [87]。其实 , 早在
1991 年, 第一株B6 ES细胞系就已建立[88], 但是和
随后的几株都没有被成功得以推广应用, 主要原因
是B6 ES细胞技术方面的障碍[89], B6系ES细胞难以
培养, 标准培养条件下染色体不稳定, 易于产生非
整倍体。表达芯片分析[90]表明培养中的B6系ES细胞
比 129系ES细胞更易于失去全能性。B6系ES细胞产
生种系嵌合体的效率比 129系弱, B6与 129/S5系ES
细胞的嵌合效率分别为 43%和 81% [91]。目前正在进

行的国际基因剔除协会  (IKMc), 主要包括美国的
剔除小鼠计划 (KOMP)、欧洲的条件小鼠突变
(EUCOMM)和加拿大的北美条件小鼠突变, 一致同
意应用相同的C57BL/6N遗传背景的ES细胞系进行
[92], 主要的目的就是完全消除遗传背景对小鼠表型
的影响, 使基因功能的分析简单化。已经有实验室
成功分离了B6小鼠的ES细胞, 并构建了多种基因锚
定小鼠和Cre转基因小鼠 [93], 还有实验室建立了B6
背景的Flp转基因小鼠[94], 从而可以在单一的B6 遗
传背景下进行条件基因打靶研究机体生理和病理的

分子机制。C57BL/6N系ES细胞培养体系的优化以及
种系嵌合体的制备技术的成熟将加速大规模基因条

件打靶计划的完成[95], 必将对小鼠实验生物学研究
产生深远的影响。 

遗传背景的不同使小鼠的表型的解析变得复杂

的同时, 也为我们分析突变的研究提供了机会。条
件基因打靶小鼠最初的制备和保种通常是在杂合背

景下(B6和 129打靶小鼠或 B6和 SJL的 Cre转基因
小鼠), 进一步育种和回交可能会得到与杂合背景小
鼠完全不同的表型, 甚至可能从胚胎致死表型变成
能存活到出生后的转变。另有原因支持选择杂合背

景: 回交消除杂合背景的周期较长; 许多品系特异
性的隐性等位基因导致一些小鼠的表型分析实验难

以辨认, 能通过不同品系的等位基因杂合消除这种
影响, 有些表型在杂合小鼠中比近交系小鼠中差异
要小。 

8  双/多基因条件基因打靶 

在发育、生理和疾病的过程中, 多种遗传学信

号通路连续或者平行地或交织发挥功能。常规的打

靶突变体很难用于探究出它们之间的相互调节与关

联。在突变遗传背景下的组合多基因条件打靶为探

讨特定生物学过程中不同信号途径之间的相互作用

提供了研究的平台。现在, 越来越多的双/多基因条
件打靶小鼠用于研究复杂的信号转导通路以及各种信

号通路之间的互作来解析复杂的生理和病理机制。 
Jonkers等[96]最先应用Brac2 和p53 双基因条件

打靶小鼠研究了上皮细胞特异性条件基因剔除在肿

瘤发生中的作用。他们将抑癌基因Brca2(锚定外显
子 11)和/或p53(锚定外显子 2–10)小鼠与上皮特异性
K14-Cre 小 鼠 交 配 , Brca2 条 件 剔 除 K14Cre; 
Brca2F11/F11小鼠没有肿瘤发生, 而Brac2 和p53 双基
因剔除K14Cre;Brca2F11/F11; Trp53F2-10/F2-10母鼠发生

乳腺肿瘤和皮肤肿瘤, 证明Brac2和p53两基因的剔
除共同介导乳腺肿瘤的发生, 二者具有协同作用。 

多基因条件打靶还可以解决是否存在基因冗

余。一个很著名的例子可见于加州大学的发育生物

学家Martin及其同事的工作 [97]。外胚层嵴尖(AER)
产生信号控制肢体近端-远端轴的发育。成纤维细胞
生长因子 (FGF)是重要的细胞因子 , 但有 4 种
FGF(FGF4、FGF8、FGF9、FGF17)在小鼠的AER表
达, 很难研究它们的功能。解决的办法就是得益于
应用Msx2-Cre在小鼠肢体条件敲除不同组合的Fgf, 
从而解析出每一种FGF对整个AER-FGF 信号的作
用。她们发现, Fgf4/9/17 三基因条件打靶小鼠的肢
体骨骼和野生型类似, 而只有Fgf8 是正常肢体发育
所必需的。其余 3种Fgf的功能是冗余的吗？和单独
的Fgf8 条件打靶小鼠相比, 一系列Fgf8 与其他 3 种
Fgf基因中一种或多种的组合条件打靶小鼠表型不
同程度地加重, 说明AER产生的 4 种FGF全部作用
于肢体的图式形成同一信号通路 , 但作用强度不
同。这种独特的遗传学研究解决了困扰多年的难题, 
革新了多年来人们传统的发育学理论。 

需要注意的是, 如果多基因条件打靶小鼠两个
不同的基因携带 4 个loxP位点可能会导致染色体重
组。减少这种重组的一种方法是其中一个基因用经

典的loxP位点锚定, 另一个基因用突变的loxP锚定, 
因为经典的loxP位点和突变的loxP位点之间的重组
效率大大降低。突变的loxP可以用于锚定特定的外
显子, Cre介导锚定序列的颠倒, 而不是剔除外显子, 
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结果用突变的外显子置换了野生型外显子。为使这

种颠倒不可逆转, 可以在上游loxP位点(loxP1)和下
游loxP位点(loxP2)引入多种点突变。重组后生成的
loxP位点(loxP1、loxP2)含有两个原始loxP位点的突
变, 将大大降低重组效率[98]。 

9  不用组织特异性重组酶实现组织特异性
条件基因打靶 

小鼠基因的表达调控逐渐明确, 不仅有利于制
备更多的组织/细胞特异性的Cre转基因小鼠用于条
件基因打靶, 也为不用组织特异性重组酶而实现组
织特异性条件基因打靶提供了可能。Terauchi等[99]应

用常规的基因打靶方法剔除了葡萄糖激酶基因在胰

腺β细胞中特异的可变拼接外显子 1, 从而在胰腺β

细胞中特异剔除了葡萄糖激酶基因, 而肝细胞中没
有剔除, 实现了条件打靶。Norris等[100]定位并靶向

破坏了Nodal基因非对称表达的增强子, 改变了该基
因在神经节和侧板中胚层非对称性表达的模式。随

着小鼠基因组测序的完成, 基因表达调控的逐步深
入以及转基因小鼠的制备 , 这种不通过和Cre转基
因小鼠交配而实现条件打靶研究基因来研究不同的

组织/细胞中的多种功能将成为现实。 
最近发展起来的基因组靶向改造的系统应用了

锌指核酶。锌指核酶最初设计用来进行基因治疗[101], 
包含一个锌指DNA结合结构域和一个DNA切割结
构域/限制性内切酶, 不同的锌指结构域决定特异性
的DNA断裂位点的特异性, 因为每个锌指与特定的
DNA三碱基对结合。不同的锌指组合能够识别并结
合 9~12 bp的基序。锌指核酶在特定的基因位点制造
出双链断裂。断裂缺口可以通过与锌指核酶共转的

染色体外DNA供体序列同源重组修复, 这样, 供体
序列携带的任何突变或挽救都能够导入基因组中。

断裂缺口也可以通过简单的非同源末端连接的增加

或删除碱基引入突变。锌指核酶技术已经成功用于

内源基因的敲除和外源基因的表达[102]。 

10  展 望 

理论上, 研究人员可以选择任意特定的组织或
时间实现条件基因打靶, 而选择重组系统时主要依
赖于研究的目的和本实验室专长的实验技术, 除非

是特殊需要, 首选的还应该是那些已经成熟并广为
应用的系统。条件打靶实验需要大量的资源和较长

的时间周期, 而且无法保证实验的成功。虽然很多
问题有待解决, 诸如嵌合体、Cre的异位或渗漏等不
保真表达、Cre转基因表达模式需要精确分析(如应
用可靠的报告小鼠或敲入报告基因)等, 但多种条件
基因打靶体系(如Cre-LoxP、Flp-FRT、可诱导系统
等以及最近发明的Dre-rox系统[103])的完善将使更加
复杂的结合实验实现精细条件打靶显示出更广更深

的应用前景。大规模小鼠全基因组的条件基因打靶

计划中应用同一遗传背景可以消除遗传背景对条件

基因打靶小鼠表型的影响。虽然条件基因打靶技术

在完全基因剔除的基础上已有长足进步, 但如何对
条件基因打靶在时间上和空间上进行更为精细的调

控仍然需要进一步研究和探索。我们相信, 各种Cre
重组酶工具小鼠的不断完善, 越来越多的条件基因
打靶小鼠的建立必将使得条件基因打靶技术在现代

生物医学研究各个领域发挥越来越大的作用。 
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