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乳腺生物反应器的研究现状和产业化前景
王庆忠，李国荣，尹　昆，张会亮，李云龙*

（山东师范大学生命科学学院，济南  250014）

摘　要：转基因动物乳腺生物反应器是伴随转基因动物技术而发展起来的一项高新生物技术。利用这

项技术，我们可以从动物乳汁中源源不断地获取用于医疗或保健目的的有生物活性的基因产物。这是

一种全新的蛋白质生产模式，它将成为许多国家的重要支柱产业之一。本文介绍了乳腺生物反应器的

基本概念和基本原理；概述了制备过程中的目的基因选择、载体构建、转基因等技术环节的研究现

状；分析了乳腺生物反应器的优势及存在的问题，并就其产业化前景进行了展望。
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The study actuality and industrial prospects of mammary
gland bioreactor

WANG Qing-Zhong, LI Guo-Rong, YIN Kun, ZHANG Hui-Liang, LI Yun-Long*
(School of Life Science, Shandong Normal University, Jinan 250014, China)

Abstract: Transgenic animal’s mammary gland bioreactor that was developed from animal transgenic technology

is a new high-biotechnology. Using this technology, we can obtain the active gene products from milk con-

stantly for the purpose of medical treatment and health care. This is a new-type protein-producing mode and

will become one of the major industrial fields in many countries. In this paper, the basic concept and basic

principle of mammary gland bioreactor was introduced; the selection of exogenous gene, the construction of

expression vector, transgenic methods and so on in the course of making mammary bioreactor were summarized;

the advantages and the problems of it at present were also reviewed; the industrial prospects in the future were

discussed.
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基因工程制药始于20世纪70年代。它的发展

经历了细菌基因工程、细胞基因工程和转基因动物

三个阶段。细菌基因工程制药是用含有目的基因的

质粒载体转染大肠杆菌等原核生物，使之表达目标

蛋白。因细菌缺乏翻译后加工机制，表达的重组蛋

白需经人为修饰才具有活性，这提高了生产成本和

工艺复杂性，限制了细菌基因工程制药的发展。于
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是人们开始用真核细胞表达系统来生产药用蛋白，

由此诞生了细胞基因工程。哺乳动物细胞具有转录

后加工修饰能力，能产生有活性的蛋白产物；但哺

乳动物细胞培养条件苛刻，难以实现像细菌那样的

大批量培养。随着转基因动物的问世，通过转基因

动物进行蛋白药物生产成为现实。外源基因在转基

因动物体内最理想的表达场所就是乳腺。乳腺生物
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反应器便是一种利用转基因技术获得药物蛋白的动

物个体表达系统，它利用乳腺特异性调控元件指导

外源基因在乳腺中特异地表达，以转基因动物的乳

腺组织生产药用重组蛋白。这种外源基因在乳腺中

表达的转基因动物称为乳腺生物反应器。

1　乳腺生物反应器研究简史

转基因动物的研究始于20世纪80年代初。1980

年，Gordon等[1]将重组DNA用显微注射法导入小鼠

受精卵原核，首次获得了整合有外源基因的小鼠。

1982年，Palmiter等[2]将大鼠生长激素基因显微注射

到小鼠受精卵中，首次获得了体重为正常小鼠2倍

以上的“超级小鼠”并提出了从转基因动物中提取

药物蛋白的设想。此后几年的许多研究奠定了转基

因动物技术体系的基础，但真正的乳腺生物反应器

研究则始于1987年Gordon等[3]的工作，他们将组

织型纤溶酶原激活剂(tPA)与小鼠乳清酸蛋白(WAP)

基因的启动子构成重组基因，成功地培育出了37只

在乳汁中能表达tPA的转基因小鼠，同年，世界上

第一只能从乳汁中分泌α1-抗胰蛋白酶(AAT)的转基
因绵羊在英国罗斯林研究所诞生。从此，开始了乳

腺生物反应器的实用性研究。

Simons等[4~5]将带MT启动子 的β-乳球蛋白-凝
血因子IX(BLG －FIX)、BLG －AAT 等重组DNA

片段注射到绵羊受精卵中，获得了在乳汁中有外源

基因表达的转基因后代。Wilmut等[6]将羊乳球蛋白

基因片段与F-IX 和AAT cDNA 融合质粒注入小鼠及

绵羊受精卵中，获得乳汁中含F-IX 和AAT 的转基

因小鼠及绵羊。Wright等[7]将绵羊BLG基因调控区

与人 A A T 基因相连，获得了 4 只转基因绵羊。

Velander 等[ 8 ]利用WAP 基因启动子与人蛋白质C

(hPC)cDNA重组基因获得的转基因猪，重组hPC的

表达量(1g/L)比人血中hPC 浓度还高200倍。Ebert

等[9]用 β-CA基因的启动子引导tPA在山羊乳汁中得
到表达(1~3 g/L)。Wilmut等[10]首创体细胞克隆技术

并成功构建了表达人F-IX的转基因克隆绵羊。2000

年，英国PPL公司将人类AAT基因定点整合到胎儿

成纤维细胞的前胶原基因座，用转基因细胞生产的

转基因打靶绵羊，每升乳中 AAT 蛋白的含量达到

了650 mg，远远高于显微注射法构建的转基因绵

羊18 mg的水平[11]。2001年，他们又利用基因打

靶技术生产出了AAT、3-GT 和朊病毒双剔除的克

隆绵羊[12]。上述研究可以看出，乳腺生物反应器研

究从模式动物——小鼠的转基因开始，逐步建立起

了大动物乳腺生物反应器制备的技术平台。

我国的施履吉院士在20世纪80年代初就提出了

乳腺生物反应器的构想并获得了表达乙肝病毒表面

抗原的转基因兔。1996 年10 月，复旦大学遗传所

和上海医学遗传所合作成功地获得了表达有活性的

F-IX蛋白的转基因小鼠和5只转基因绵羊，真正开

始了我国的乳腺反应器构建工作。1998 年，上海

医学遗传研究所构建成以牛酪蛋白基因启动子驱动

F-IX基因表达的表达载体，显微注射到山羊受精卵

的雄原核，成功制备了5头转基因羊。上海医学遗

传研究所于1999年2月，得到一头带有人血清白蛋

白基因的转基因牛。2000 年，中国农大和北京兴

源生物科技中心合作，将改造的人AAT基因显微注

射到山羊受精卵原核中，获得了3 只带有人AAT的

转基因山羊。近几年来的成功报道仍限于显微注射

等常规方法，离国外尚有一定差距。

2　乳腺生物反应器的产业化进展

20世纪80年代末90年代初，相继出现了以乳

腺生物反应器技术为核心的三大技术公司，即美国

的GTC(Genzyme Transgenics)、英国的PPL(PPL

Therapeutics)和荷兰的PBV(Pharming B V)。目前全

世界从事该项商业开发的公司已有30多家，表达水

平达到可以进行商业生产的药物蛋白达40余种，其

中已在临床试验的蛋白有10 余种，如AAT、hPC、

tPA、F-IX、F-VIII、乳铁蛋白、人血清白蛋白、

抗凝血酶III、胶原、血纤蛋白原等，有些已进入

了三期临床阶段。

GTC公司以生产重组药物蛋白和单克隆抗体为

主导产品。目前已经在不同转基因动物的乳腺中表

达了65种蛋白，其中45种蛋白（14种在转基因山

羊中表达）的表达水平达到了1g/L 以上，而在山

羊的乳腺中表达的AT-Ⅲ[13]已进入Ⅲ期临床。GTC

率先以乳腺反应器生产单克隆抗体，并获得了美国

的单抗生产专利保护，已在山羊乳汁中生产了8余

种单克隆抗体。PPL公司于1994年开始构建乳腺生

物反应器，1997 年克隆了绵羊“多利”，1999 年

进行体细胞基因打靶研究并于次年培育出体细胞基

因打靶绵羊。P P L 重点开发A A T、人胆盐刺激脂

酶和纤维蛋白原三个药物蛋白，其中在绵羊乳汁中

表达的AAT 达到了40g/L，已进入Ⅱ期临床。PBV

公司致力于建立转基因兔和牛的技术平台，已拥有

36项专利，重点研究和开发C1- 抑制因子、纤维蛋

白原、胶原蛋白和乳铁蛋白等。其转基因兔乳腺反
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应器生产的C1-抑制因子已进入Ⅱ期临床，转基因牛

乳汁中表达的人乳铁蛋白即将进入Ⅱ期临床。除三大

公司外，还有大小不等的多家公司，如日本的

Somitomo Metals 公司、加拿大Nexia生物技术公

司等。Abgenix 和Medarex 两家公司用小鼠乳腺反

应器来生产治疗性单克隆抗体，已有产品进入临

床期 [ 1 4 ]。

1996 年，我国“863”计划将动物乳腺反应

器列入重大项目。目前已表达了10 余种外源基因，

但还没有产品进入临床阶段。国内乳腺生物反应器

构建主要集中在北京、上海、深圳、秦皇岛等地。

深圳绿鹏公司和中国农大陈永福等于1997年创立的

“转基因动物工程技术研究开发中心”已成功培育

出国内首例转基因牛、7只含有人生长素基因的转

基因兔等。北京兴绿源生物科技中心在中国农大李

宁等的指导下已于2000 年6月培育出4只含人AAT

基因的转基因山羊[15]。上海转基因研究中心和上海

杰隆生物工程股份有限公司合作，于2001年用体细

胞克隆技术克隆出3只转基因羊，现已申请专利12

项，成为目前国内最大的乳腺生物反应器基地。

2003 年，河北省博太生物技术有限公司与加拿大

Neuman生物技术公司合作投资8 000万人民币，拟

利用乳腺生物反应器生产hTPA、人血白蛋白(Has)

和单抗等药用蛋白产品。

3　乳腺生物反应器生产重组蛋白的优势

动物乳腺生物反应器的核心是通过乳腺组织特

异性启动子驱动的外源基因在动物乳腺组织中高效

特异地表达，从乳汁中获取目的产物。与其他制药

方式相比，它具有多方面的优势：(1)重组蛋白活

性高。动物乳腺可对表达的蛋白质进行糖基化、脂

化、磷酸化、羧化等一系列后加工，产品接近天

然提取物。(2)药物蛋白产量高。乳腺可将外源基因

表达到每升几克到几十克。(3)生产成本低。一头转

基因动物相当于一个制药车间，况且转基因动物可

无限繁殖，易于扩大生产规模，饲养成本低，费

用主要用于产品提纯。(4)生产条件简单。(5)无环境

污染。乳腺生物反应器产业基本上是一个畜牧业过

程；产品纯化过程中没有毒性物质或有害物质释

放。(6)对动物影响小。乳腺是一种外分泌腺，外

源蛋白质很少进入循环系统，这可避免大量表达的

外源性蛋白对动物健康造成的危害。(7)缩短新药上

市周期。利用乳腺反应器来生产蛋白新药，开发周

期将缩短10年左右。(8)经济回报丰厚。用传统的细

胞培养来生产1克基因药物，平均成本为100~1 000

美元，而利用转基因动物乳腺反应器来生产，则只

需10~25美元[16]。

4　乳汁蛋白基因的表达调控

哺乳动物乳汁中主要含有6 种蛋白质：4 种酪

蛋白(αs1、αs2、 β和K)、2 种乳清蛋白(α- 乳白蛋
白和 β- 乳球蛋白)。在啮齿动物中，乳清酸蛋白
(WAP)是主要的乳汁蛋白。乳汁蛋白基因的表达是

在类固醇、多肽激素、生长因子等的调节下进行

的。在泌乳期，乳蛋白的大量表达恰好与循环血液

中黄体酮的明显降低、生乳激素(主要为糖皮质激

素和催乳激素)的升高相一致。黄体酮抑制乳汁分

泌[17]，而催乳激素通过与位于乳蛋白基因5'末端启

动子区的激素应答元件(HRE)相互作用促进乳蛋白基

因的表达。α、β酪蛋白基因的HRE序列高度保守，
在转基因时可以在不同动物中通用。

研究表明，乳蛋白基因表达的调控元件有3

类[18]:  (1)5'末端调控元件：包括启动子、增强子

和激素应答元件。 (2)使染色体变构和开放功能的元

件：位于5'端的位点控制区(LCR)，具有增强子和

绝缘子的双重功能；核基质粘附区(MAR)，多数位

于基因的两侧。(3)与转录翻译有关的元件：5'端和

3'端非翻译区，它们能增强mRNA稳定性和翻译效率，

如β-酪蛋白基因的5'端非翻译区能增强报告基因的
表达；P o l y A，决定 m R N A 转录稳定性。

5　表达载体构建

5.1　常用的5'端调控序列　在乳腺反应器表达载体

中常用的5'端调控序列有αs1-酪蛋白(αs1-CA)基因、
β-酪蛋白(β- CA) 基因、β-乳球蛋白 (BLG) 基因和
乳清酸蛋白(WAP) 基因等的启动子序列，它们的来

源多为牛、羊、兔、大鼠和小鼠。研究最多和效

果较佳的是绵羊的BLG、牛的α s1-CA、山羊的 β-
CA、小鼠的WAP 等基因的启动子。小鼠WAP 5'

端调控序列常用来指导人tPA基因的cDNA在小鼠、

猪等乳腺中表达；现已克隆了牛、山羊、绵羊的

BLG 5' 端调控序列，并已指导人F-IX基因cDNA、

A A T 基因、人胰岛素基因、人促红细胞生成素

(EPO)基因等在小鼠、山羊、绵羊等乳腺中表达；

酪蛋白基因5'端调控序列中，常用的是αs1-CA、β-
CA 基因启动序列，牛αs1-CA 基因启动序列已用于
指导人尿激酶基因在小鼠乳汁中、人乳铁蛋白基因

在牛乳汁中表达；大鼠 β-CA 基因启动子指导氯霉
素乙酰转移酶基因(CAT)在转基因小鼠乳腺中表达，
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兔β-CA基因启动子序列指导人IL-2基因在转基因兔
乳腺中特异性地表达。

5 . 2　目的基因选择　目的基因多是mRNA反转录得

到的cDNA。首批用乳腺反应器生产的产品是AT-

III、AAT、F-VIII、F-IX、hPC、血纤蛋白原和

血清白蛋白等血源产品。这些产品的编码基因都比

较大，用其他表达系统难以生产。之后逐步扩大到

t P A 、干扰素、胰岛素、乳转铁蛋白、乳糖酶、

溶菌酶、抗体、疫苗、蜘蛛牵丝蛋白等各种蛋白

质[19]。从理论上讲，动物乳腺可以生产绝大部分的

蛋白质，但随着细胞大规模培养技术的日趋完善和

基因治疗技术的发展，临床上用量较少的细胞因子

将不再用乳腺生产，而那些用量很大的产品，如治

疗性抗体、血清白蛋白、营养蛋白和工业蛋白将成

为动物乳腺生产的主要产品，特别是抗体生产，数

年后将占生物制品的30%~40%。

5.3　表达载体构建　乳腺生物反应器构建所用的表

达载体有质粒载体、人工染色体载体和基因打靶载

体。质粒载体携带大片段DN A 时不稳定，而YA C

(酵母人工染色体)可携带大至12Mb的片段，能包容

整个调控区域；但YA C 插入的片段亦不稳定，有

时会发生基因重组。BAC(细菌人工染色体)、PAC

(P1衍生人工染色体)可用于携带300kb，甚至更大

的片段，较稳定。打靶载体含有两段与打靶位点两

端同源的区域，中间一段为不同源的目的基因并带

有某种筛选标记[20]。打靶载体分两种：插入型载体

和置换型载体。前者断裂位点在同源序列内，选择

基因紧邻目的基因的序列，载体DNA同源序列与染

色体靶位点发生一次同源重组，整个载体整合到染

色体靶位点上；后者断裂位点位于同源序列的外侧

或两侧，选择基因位于同源目的序列内部或外侧，

载体的目的序列与染色体靶位点发生两次同源重组

并取代染色体靶位序列。目前多采用置换型载体进

行基因打靶。

表达载体构建必须根据调控序列的功能、特

点、目的基因大小和动物种类加以选择。研究表

明，乳蛋白基因调控序列在驱动外源基因表达时有

如下特点： (1)启动子在哺乳动物物种间可以通用和

重新组合使用。如山羊 β-CA 基因启动子可驱动人
细胞毒性T细胞抗原4免疫球蛋白融合基因在转基因

鼠乳腺中特异地表达[21];  αs1-CA基因5'端调控序列
和β-CA基因3'调控成分可构建成有效地表达载体。
(2)包含类固醇应答元件、TATA盒、核糖体结合位

点[18]、转录终止信号、polyA信号等元件的表达载

体是乳腺特异性表达的基础载体。(3)增加5'调控序

列的长度常会增加高表达的机会，有时增加3'端长

度也会提高表达水平。(4)即使利用所有已知功能的

表达元件来构建乳腺特异性表达载体，目前仍不能

克服基因的“位置效应”。(5)内含子对高水平表达

是一个重要条件。如上海医学遗传研究所用 β-CA
基因的启动子、外显子1、外显子2 和内含子2 的

6.7kb片段构建的人F-IX表达载体在转基因鼠乳腺

中得到高水平表达(52.9mg/L)[22]。另外，在构建载

体时要注意：(1)动物种类对启动子有选择性，如

WAP/FVIII基因构件能被猪整合[23]，却不能被绵羊

整合[24]。(2)物种对基因表达有影响，如F-VIII基因

构件在猪乳腺中的表达(2.7mg/L)优于绵羊(≤

4~6ug/L)。(3)基因对动物可能有消极影响，如影响

乳腺发育或分泌能力。

6　常用的转基因技术

6.1　显微注射技术　显微注射技术是将目的基因直

接注射到受精卵原核内，让其随机整合到染色体

上。体外培养至囊胚，然后移植到代孕子宫。该

方法是由Gordon等于1980年建立的。现已用此技术

生产出大鼠、小鼠、兔、绵羊、山羊、猪、牛

等转基因动物；但其转基因效率较低，据统计[ 2 5 ]，

小鼠为20%~ 3 0 %，家兔和猪5%~ 1 5 %，山羊2%，

绵羊1%~5%，牛不超过0.5%。如果注射后对移植

前胚胎进行阳性筛选，可大大提高转基因效率。

6.2　基因打靶技术　基因打靶是用打靶载体与受体

细胞基因组中与目的基因序列相同或相近的基因进

行同源重组，对细胞基因组进行定点修饰的一种外

源DNA导入技术[26]。基因打靶克服了显微注射法的

随机整合、多拷贝、位置效应等缺陷，具有位点

专一性强、定点整合、单拷贝和可遗传等特点，在

近几年受到广泛关注。常用的打靶细胞是ES 细胞，

但至今发现只有小鼠ES细胞能再分化为生殖细胞，

这限制了对大动物ES细胞的定点打靶[27]。近年来对

体细胞进行基因打靶取得了良好进展。体细胞打靶

和核移植相结合是制备乳腺生物反应器的必然趋

势；但基因打靶效率是极低的。一种提高效率的对

策是引入Cre/LoxP重组体系。Cre重组酶能识别一

段称作loxP的34bp序列，且自身能催化重组反应，

具有创造大片段缺失和插入的能力。另外，可利用

的重组酶是已经在小鼠中应用的来自酵母菌的FLP-

frt系统[28]。此外，细胞体外培养的代数是实施基
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因打靶的主要限制。一般来说，完成一轮打靶需要

体细胞传代45次以上[29]。研究发现，传代45次以

上的牛成纤维细胞，仍能作为核供体生产转基因动

物[30];  但体外长期传代培养的体细胞，容易发生染

色体丢失。

6.3　体细胞核移植技术　体细胞克隆技术是将目的

基因转移到动物胚胎或成体来源的培养细胞中，筛

选出已整合有目的基因或获得相应的遗传修饰的细

胞后，克隆转基因细胞系，然后将细胞核移入去核

的卵细胞中，经电融合刺激卵裂，并将获得的重构

胚移入代孕母体子宫，从而获得转基因动物个体。

与显微注射等常规方法相比，体细胞克隆技术具有

四大优势：( 1 ) 提高了转基因效率。经过基因转

移、阳性细胞筛选和核移植等过程，淘汰了阴性细

胞克隆，转基因动物成功率大大提高，如体细胞克

隆牛的成功率为20%，绵羊为24%~32%，山羊为

16% 左右。(2)便于和基因打靶技术相结合，以达到

定点整合和高效表达的目的。(3)缩短了生产周期。

由于同时获得大量的具有相同遗传背景的转基因细

胞，只要能证明目的基因已整合到高效表达的基因

座上，我们就可以像工厂生产某种产品那样，成批

生产合格的乳腺反应器动物，从而克服了动物自然

生长和生殖周期长的限制。(4)可预先决定性别。克

隆技术可以有选择性地克隆产生雌性动物，直接组

成乳腺生物反应器生产群。

在转基因动物研究和乳腺反应器构建中，还曾

使用过逆转录病毒载体转染法、精子载体法等技术

进行基因转移，但因各种原因已被淘汰。目前，原

核显微注射法仍是主要的动物转基因方法，但基因

打靶和体细胞克隆已在转基因动物乳腺生物反应器

制备中开辟了一条崭新的道路，成为理想的策略和

首选方案[31]。

7　存在的问题与产业化前景

在乳腺反应器研制中尚存在下述待解决的难

题：(1)转基因动物的成功率低。(2)目的蛋白的表达

水平远低于乳汁中总蛋白含量。(3)目的基因的分

离、改造、载体构建、体细胞克隆等技术环节还

不够成熟。( 4 )“位置效应”与“剂量效应”目前

无法克服。(5)乳汁蛋白基因表达调控机理、目的基

因在宿主染色体上整合的详细机制、基因表达调控

元件在不同家畜表现差异的原因、乳腺细胞对蛋白

质的加工修饰机理等还未弄清。(6)产品的安全性的

问题，外源基因侵入对动物和基因药物对人体正常

功能有何影响，否会造成基因污染，尚难定论。

虽有这些问题存在，但许多国家政府和大型制

药企业仍竞相投入巨资资助乳腺生物反应器产品的

开发和生产，使乳腺反应器研制和产业化呈现日益

加速的趋势。利用乳腺反应器生产营养活性蛋白，

如需求量极大的护肤品中的活性蛋白，或者改造奶

质而使其具备营养和药用双重功能，或者直接生产

口服生物制品，都具有极大的市场潜力。我们相信

乳腺生物反应器产业不仅会成为有高额利润回报的

新型行业，而且将会带动整个国民经济的发展，形

成全新的产业结构模式。因此，我们应当抓住机

遇，增加投资力度，大力兴办乳腺反应器产业，以

在未来的生物高技术竞争中夺得主动权。
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