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内 　容 　简 　介

　 　基因打靶技术是一种定向改变生物活体遗传信息的实验手段 。它的产
生和发展建立在胚胎干细胞技术和同源重组技术成就的基础之上 ，并促进
了相关技术的进一步发展 。自 ２０世纪 ８０年代早期胚胎干细胞技术建立及
１５年前第一例基因剔除小鼠诞生以来 ，基因打靶的研究进展迅速 ，给现
代生物学和医学研究带来了革命性的变化 ，并直接引发了现代生物学和医
学研究各个领域中许多突破性的进展 ，成为后基因组时代研究基因功能最
直接和最有效的方法之一 。作者参阅了大量国内外近期文献资料 ，并结合
近年来的工作实践 ，比较全面地介绍了基因打靶技术的发展及常用的研究
策略 ，力求反映本研究领域最新的研究进展 。书中附有基因打靶研究中常
用的实验方法和常用数据库 ，可供从事现代生物学和医学领域的研究和技
术人员 、教师和研究生参阅 。
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总 　 　序

近年来 ，生命科学的发展进入了黄金时期 ，由人类基因组计划衍生出的一批
新兴技术 ——— “e唱cell” 、 “克隆技术” 、 “转基因技术” 、 “生物信息学” 等等 ， 如
雨后春笋般呈现在人们面前 。

在现代生命科学发展的近 ２０ 余年中 ， 跨学科 、 跨领域融合以及新思想 、 新
方法的不断涌现 ，使生命科学的各个分支领域的前沿以惊人的速度不断取得突破
性进展 。现代生命科学所展现的美好未来 ，也诱使人们以前所未有的热情关注着
生命科学的最新发展 。

近年来 ，我国生命科学研究力求与世界先进水平同步 ，密切注视着生命科学
前沿研究的最新动态 ，从事生命科学前沿研究队伍的核心力量越来越年轻化 ，青
年生命科学家的最新科研成果更新率及知识刷新率越来越快 。 为此 ， 枟生命科学
前沿丛书枠 将优秀青年科学家的最新研究进展展示给大家 ，对生命科学领域近年
来的新技术 、新成果 、新问题作了精辟的介绍 。

愿我国的生命科学能更上一层楼 ！

北京生物工程学会理事长

２００２年 ９月
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序

生命科学是本世纪的热门研究领域之一 。人们长期以来就不断探索生命的奥
秘 ，关于生命活体运转机制的研究已成为多种学科研究的焦点 。从科学发展的规
律看 ，科学家除了要有理论的思维和明确的探索目标外 ，还须有良好的实践手段
以验证其理论的正确性 ；理性认识的不断深入 ，又促使更新颖的技术建立 ，如此
反复循环 ，科学探索得以逐步地向纵深发展 。

２０世纪中叶 ， DNA双螺旋学说的建立奠定了基因是生物遗传物质的基础 ，
其结构是可以认识的 。 经过 DNA 重组技术的操作 ， 人们发现基因重组 、 缺失 、
突变 、插入等与生物的进化有着密切的关系 ，从而大大促进了生命科学研究的发
展 。由于生物高技术的迅速发展 ， 它已成为生物学特别是医学生物学前进的依
托 。 ２００１年人类基因组密码框架的破译 ， 是人类认识生命的一个里程碑 。 目前
正进入后基因组时代 ，特别是基因功能的研究正成为科学家当前奋斗的方向 。生
物机体的生 、老 、病 、死的规律 ，已在基因水平 、细胞水平 、组织水平上全面展
开 ，整体水平的研究是重要的一环 。我们看到基因打靶技术是研究定向改变生物
遗传信息的手段 ，是了解生物体正常发育及疾病发展机制的十分有用的研究工
具 。国际上分子生物学的研究已普遍采用该技术 ，而我国正在起步 。为了尽快推
广此项新技术 ，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经过两
年实践 ，已取得一定经验 ，因此组织了全室科技人员 ，整理近年国内外发表的文
献资料 ，结合实践体会 ，撰写本书 ，以供国内同行开展本项工作参考 。由于生物
高技术发展迅速 ，更简便 、更有效的技术将不断涌现 ，本书只能起到抛砖引玉的
作用 ，不当之处还请读者多多指正 。

黄翠芬
２００１ 年 １１ 月 ２２ 日
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前 　 　言

人类基因组工作框架图的正式发表 ，标志着人类真正进入了功能基因组学研
究的新时代 。生物学的研究模式也随之发生了巨大的变化 ，系统化 、整体化和综
合化的趋势越来越明显 。功能基因组学研究的主要技术手段包括生物信息学 、生
物芯片 、蛋白质组学等 。此外 ，功能基因组学的研究还将会在极大程度上依赖于
对模式生物的研究 。通过基因打靶对模式生物的遗传物质进行修饰并研究其相关
的表型 ，可以提供基因异常导致疾病的直接证据 ，快速解析相关的分子途径和机
制 。与酵母 、果蝇 、线虫 、大鼠等模式生物相比 ，小鼠作为研究用脊椎动物 ，尤
其是哺乳动物的模式生物具有其特有的优势 。首先 ，小鼠是具有较短世代周期的
哺乳动物 ，组织细胞的生理结构 、功能特征和生化途径与人类相似 ；且繁育能力
强 ，易于在实验室条件下维持 。其次 ，小鼠基因组规模 （３ × １０９ bp） 与人类基
因组近似 ，许多染色体区域中同样的基因以同样的次序排列 。利用小鼠拥有的众
多近交系 ，可在相对均一的遗传背景下展开分析 。最重要的是 ，转基因技术和基
因打靶技术的发展已使得对小鼠遗传物质按预期方式进行活体修饰成为可能 。

自 ２０世纪 ８０年代早期胚胎干细胞技术建立及 １５ 年前第一例基因剔除小鼠
诞生以来 ，在小鼠进行基因打靶的研究进展迅速 ，给现代生物学研究带来了革命
性的变化 。 Olives Smithies最早于 １９８５年在哺乳动物细胞中实现了同源重组 。他
和 Mario Capecchi的研究小组两年后在胚胎干细胞中分别实现了基因的定位剔
除 。目前 ，在胚胎干细胞进行同源重组已经成为一种对小鼠染色体组上任意位点
进行遗传修饰的常规技术 。通过对这些突变小鼠的表型分析 ，许多与人类疾病相
关的新基因的功能已得到阐明 ，并直接导致了现代生物学研究各个领域中许多突
破性的进展 。因此 ，美国国立卫生研究院 （NIH） 前任院长 Harold Varmus在第
１１届国际小鼠基因组会议上指出 ， NIH 敏锐地意识到小鼠遗传学通过一种动物
整体的研究策略正在全面地改变科学的面貌 。目前 ，研究者不仅可以通过简单的
基因剔除改变活体的遗传信息 ，也可以精确地在小鼠染色体组中引入点突变 ，甚
至可以删除大至几个分摩的染色体组片段或制造特异的染色体易位 。对基因打靶
进行时空上的调控也变为现实 ，并成为在脊椎动物成体中研究基因功能的重要手
段 。可以预测 ，与日俱增的突变小鼠品系及其研究结果将提供越来越多的基因在
脊椎动物发育和各种生理病理过程中功能的立体图卷 ，最终将促进人类对生命现
象本质的理解 。

编 　者
２００２年 ３月
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图 １畅１畅１ 　基因打靶的主要技术步骤

1 　 基因打靶技术的发展简史
及其应用前景

1畅1 　基因打靶技术的概念

　 　基因打靶技术是一种定向改变生物活体遗传信息的实验手段［１ ，２］ 。 通过对生
物活体遗传信息的定向修饰 （包括基因灭活 、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） ，并使修饰后的遗传信息在生物活体内遗传 ，
表达突变的性状 ，从而研究基因功能等生命科学的重大问题 ，以及提供相关的疾
病治疗 、新药筛选评价模型等 。基因打靶技术的发展已使得对特定细胞 、组织或
者动物个体的遗传物质进行修饰成为可能 。 它的产生和发展建立在胚胎干细胞
（embryonic stem cell ， ES细胞） 技术和同源重组技术成就的基础之上 ，并促进了
相关技术的进一步发展 。它的原理和操作流程如图 １畅１畅１所示 。具体方法 ：首先
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要获得 ES细胞系 ，利用同源重组技术获得带有研究者预先设计突变的中靶 ES
细胞 。通过显微注射或者胚胎融合的方法将经过遗传修饰的 ES 细胞引入受体胚
胎内 。经过遗传修饰的 ES细胞仍然保持分化的全能性 ， 可以发育为嵌合体动物
的生殖细胞 ，使得经过修饰的遗传信息经生殖系统遗传 。最终获得的带有特定修
饰的突变动物为研究者提供一个特殊的研究体系 ，可以在生物活体中研究特定基
因的功能 。目前 ，在 ES细胞进行同源重组已经成为一种对小鼠染色体组上任意
位点进行遗传修饰的常规技术 。通过基因打靶获得的突变小鼠已经超过千种 （相
关数据库参见文献 ［３］） ，并正以每年数百种的速度增加 。 通过对这些突变小鼠
的表型分析 ，许多与人类疾病相关的新基因的功能已得到阐明 ，并直接导致了现
代生物学研究各个领域中许多突破性的进展 。

1畅2 　胚胎干细胞技术的发展

干细胞是指一类具有无限分裂能力的细胞 ，它们能通过一次不对称分裂在复
制自己的同时产生不同类型的细胞［４］ 。 ES 细胞是从着床前的哺乳类胚胎中分离
的全能干细胞 ，具有在体外不分化的增殖能力 ，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［５］ 。

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［６］于 １９５６年成功地应用补充了牛血清白蛋白的培养基培养受精卵 ，
使单细胞的受精卵在体外发育到囊胚阶段 。其后 ， Brinster［７］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［８ ，９］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 。 １０年后 ， Gardner［１０］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［１１ ，１２］作为先驱者成功分离了小鼠胚胎瘤细胞 （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 ， Brin唱
ster［１３］ ， Mintz和 Illmensee［１４］ ，以及 Papaioannou［１５］等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 和 Martin 分别独立地从正常的小鼠囊胚中分离了 ES 细
胞［１６ ，１７］ 。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 ， Bradley［１８］随后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 。在此基础上发展起来的基因打靶技术革命性地改变
了生命科学研究的面貌 ，成为研究基因功能的有力手段 。
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此后 ，陆续有从啮齿类动物之外物种的着床前胚胎中分离多潜能细胞的报
道 ，但这些细胞的发育潜能没有得到进一步的研究和证实 。 １９９５ 年 ， Thomson
等［１９］报道从恒河猴中分离了猴的胚胎干细胞 。 这些细胞可以在体外培养 １ 年以
上并维持未分化的状态 。这些细胞具有正常的核型 ， 并保持分化成滋养层细胞 、
内胚层 、中胚层和外胚层组织细胞的能力 。猴 ES 细胞从细胞形态 、 细胞表面分
子标记物 、所需生长因子均不同于小鼠 ES 细胞 ， 而与人类 EC 细胞类似 。 １９９６
年 ， Thomson等［２０］又报道了绒猴 ES细胞的分离 。 １９９８ 年 ， Thomson 等［２１］报道

从人的囊胚中分离了 ES 细胞 。 这些人类 ES 细胞具有正常的核型 ， 表达高水平
的端粒酶活性 。在体外不分化地增殖 ４ ～ ５ 个月后 ， 这些细胞仍然保持分化成滋
养层细胞和所有 ３种胚层的发育全能 。 Shamblott 等［２２］在同年报道从流产胎儿的

胚胎生殖细胞中成功分离了多能的胚胎干细胞 。 其实 ， 早在 １９９４ 年 ， Bongso 等
从人的囊胚中分离并培养了内细胞团来源的细胞 ， 由于没有滋养层细胞的支持 ，
这些细胞最终分化或者死亡 。 ２０００ 年 ， 他们报道了人 ES 细胞的建立 ， 证实了
Thomson等人的研究并进一步对人 ES 细胞的表型及分化能力进行了鉴定［２３］ 。
人源 ES细胞的建立是一个激动人心的进展 ，对人 ES 细胞的研究将促进对人体
早期发育 、人类疾病的发生机制 、新基因的发现 、新药筛选和药效评价等基础和
临床应用的研究 。人源 ES细胞的成功分离和培养以及体内和体外的定向分化研
究 ，使得采用体外定向分化的组织细胞取代体内受损或衰竭组织细胞成为可能 。
随着这一领域的迅速发展 ， ES 细胞培养及定向分化技术正成为新的细胞替代疗
法的基础 。

1畅3 　同源重组技术的发展

现代生命科学的研究由分子水平的研究向整体水平回归的趋势越来越明显 。
尤其是基因组计划完成之后 ，生命科学研究呈现出系统化 、整体化和综合化的趋
势 。同源重组技术的发展也反映了这些特点 。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 。直到 １９８５年 ， Smithies等［２４］才首次报道在肿瘤细胞中实现

了人工打靶载体和内源 β 球蛋白基因间的同源重组 。 两年后 ， Smithies 和
Capecchi的研究小组在小鼠胚胎干细胞中分别实现了次黄嘌呤磷酸转移酶基因
（ Hprt） 的定位剔除［２５ ，２６］ 。 １９８８ 年 ， Capecchi实验室的 Mansour 等［２７］发展了一

种称为 “正负筛选” （positive唱negative selection） 的策略 ， 将胸腺嘧啶激酶基因
（ tk） 置于打靶载体的外侧 ，作为筛选的负性标记 。 与单用一种阳性筛选标记基
因的策略相比 ，采用 “正负筛选” 策略时正确克隆富集的倍数要高 ３ ～ １０倍 ，真
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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并应用于

生命科学研究的各个领域 。
利用同源重组技术按照研究者预先设计在动物整体水平上灭活特定靶基因的

研究开始揭示许多未知基因的功能 。 由于对基因组遗传信息进行精确修饰的需
要 ，研究者随后发展了一些策略如 “ Hit and Run” 以及 “ Tag and Ex唱
change”［２８ ，２９］将基因的突变引入染色体组内 。 １９９４ 年 ， Gu 等［３０］利用 Cre唱LoxP
系统首次研制成功组织特异性基因剔除小鼠 ，使得对基因剔除进行时间和空间上
的双向控制成为可能 。 １９９５ 年 ， Ramirez唱Solis 等［３１］应用位点特异的重组酶系统

首次在小鼠 ES 细胞中实现了长 ３ ～ ４ cm 染色体组片段的缺失和倒位 。应用此策
略可以构建染色体组任意片段的缺失突变体小鼠 ，用于遗传学分析 ，主要是用于
鉴定缺失区域的隐性基因突变 。近年来 ，世界上多个小鼠基因组中心纷纷采用大
规模 、系统的化学诱变进行突变小鼠的研究 。 ２０００ 年 ， de Angelis 等［３２］报道了

他们用乙烷亚硝基脲 （ N唱ethyl唱N唱nitrosourea ， ENU） 大规模筛选基因显性突变
的研究 。他们对 １４ ０００只小鼠进行了临床相关指标的检测 ， 获得了 １８２ 只具有
各种表型的突变小鼠 。 Nolan等［３３］在同时报道的研究中 ， 从 ２６ ０００ 只子代小鼠
中分离到 ５００种显性突变小鼠 。将 ENU 诱变研究与染色体组缺失突变体研究结
合起来 ，可以快速分析染色体组特定区域内的隐性突变 ，提高大规模基因功能研
究的效率 。

1畅4 　基因打靶技术在生物医学研究中的应用前景

１畅４畅１ 　基因打靶技术在基因功能研究中的应用

　 　走进 ２１世纪 ，生命科学已经进入了后基因组时代 ， 大规模的基因功能研究
正成为生命科学研究的热点 。宏伟的人类基因组计划的顺利实施 ，完成了人类基
因组及多种模式生物基因组的序列测定 ，产生了编码 ３０ ０００ ～ ４０ ０００个基因的核
苷酸序列 ，其中只有一小部分基因的作用是已知的 。面对这样一个打开的基因宝
库 ，人类在新世纪面临的主要挑战是要解读这些序列所编码的基因的功能并研究
基因调控的分子机制 ，这对于深入研究人类遗传疾病 、肿瘤的发生机制以及理解
许多生命现象的本质均有十分重要的意义 。基因打靶技术综合应用现代生物医学
各个研究领域的高新技术及最新研究成果 ，提供一个研究系统使得研究者可以在
生物整体水平 、组织水平 、细胞水平 、分子水平各个层次上全面系统地研究基因
的功能 。在基因功能研究方面 ，它具有其他方法所难以比拟的直接性和有效性 ，
是后基因组时代进行功能基因组学研究的重要平台技术 。从第一例成功的基因剔
除报道至今 ，仅 １３年的时间 ，在包括美国 、日本和欧洲各国在内的发达国家中 ，
基因打靶技术已成为常规性的重要生物医学研究手段 。在小鼠进行的基因打靶研
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究导致了生物医学研究领域中许多重要进展 ，小鼠已成为研究脊椎动物基因功能
最重要的模式生物 。利用基因打靶技术得到特定靶基因功能获得或者缺失的小鼠
突变体并进行相关表型的研究将最终有助于绘制人类基因在各种生理和病理过程

中功能的立体图卷 。对基因功能的深入研究和了解将有利于发现新的具有应用价
值的基因和蛋白 ，因此 ，通过基因打靶进行的基因功能研究将成为今后医药产业
的基础 。

基因打靶技术的发展使得它可以满足大规模基因功能研究的需要 。目前 ，一
种叫做 “基因诱捕”［３４］的策略得到了广泛的应用 。利用基因诱捕可以建立一个携
带随机插入突变的 ES细胞库 ，节省大量筛选染色体组文库以及构建特异打靶载
体的工作及费用 ，更有效和更迅速地进行小鼠染色体组的功能分析 。此外 ，基因
打靶研究结合随机化学物质 （如 ENU） 诱变的研究也正在世界上多个小鼠基因
组中心进行 。除了基因完全失活的小鼠模型 ，携带基因功能获得或者部分基因功
能丧失突变的小鼠模型将会有助于对基因功能更全面和更深入的了解 。

１畅４畅２ 　应用基因打靶技术研制人类疾病动物模型

随着生物医学研究的迅速发展 ，人们已经认识到 ，所有的疾病 ，无论是器质
性的还是功能性的 ，均可在基因水平上去探究其原因 ，并以此为基础研制早期诊
断试剂 ，设计新的治疗方案 ，发展新的治疗药物 。许多人类遗传病及肿瘤一旦确
诊后已处于不可逆转的发生阶段 ，而且至今仍无理想的治疗药物 。由于人类作为
研究对象的局限性 ，发展相应的人类疾病动物模型 ，对于研究人类疾病的分子机
制以及研制相应的诊断 、治疗药物均具有非常重要的意义 。

通过基因打靶研制的人类疾病小鼠模型已有数百种 。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［３５ ，３６］ 。 以成纤维细胞生长因子受体
３ （FGFR３） 的功能研究为例 ，我们可以了解小鼠模型是如何帮助研究者发现该
基因在长骨发育中的作用的 。最早的临床研究发现 FGFR３ 上不同功能域的突变
导致不同程度的侏儒症［３７ ～ ３９］ 。而在小鼠中进行的研究显示 Fgf r3 基因剔除导致
与侏儒症病人完全相反的表型 ， Fgf r3 缺失突变导致小鼠长骨过度生长［４０ ，４１］ 。
这些数据提示 FGFR３ 是长骨生长的负调控因子 。 此后 ， 研究者利用基因敲入
（gene knock唱in） 和 Cre唱LoxP系统将 Fgf r3 突变引入小鼠基因组研制成功了侏儒
症的模型小鼠［４２ ，４３］ ，证实侏儒症确实是由 Fgf r3 突变导致基因功能激活所引起
的 。目前 ，这些模型小鼠正用于进一步的功能研究和 Fgf r3 抑制物的筛选 ， 研
究者希望通过药物筛选可以获得 Fgf r3 活性的抑制物以用于这种遗传疾病的治
疗 。

许多肿瘤病人都有家族史 ， 家族中的人对某种特定的肿瘤表现出一种易患
性 。现在知道这种家族易患性与肿瘤抑制基因的突变经生殖系遗传有关 。用基因
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打靶技术已经研制出了数十种小鼠肿瘤模型 ， 其中最著名的当属肿瘤抑制基因
P53基因剔除小鼠［４４ ～ ４６］ 。 P53 基因突变导致人类 Li唱Fraumeni综合征 ， 患者并
发各种类型的肿瘤 ，主要是软组织肉瘤 、 乳腺癌 、脑瘤 、 骨瘤 、 白血病等 。 P53
基因剔除小鼠精确地体现出 Li唱Fraumeni综合征患者的表型 ， 其肿瘤表型受小鼠
种系遗传背景的影响［４４］ 。因此 ，通过对这些小鼠的研究 ， 可能发现 P53 基因相
关的影响肿瘤发生率的修饰基因 。由于肿瘤抑制基因往往在生命的基本活动中担
当重要的功能 ，许多肿瘤抑制基因如 Brca1 、 Dpc4／ Smad4定位缺失导致小鼠在
胚胎期死亡［４７ ～ ５０］ ，使得研究者无法研究这些基因在成体器官发育和肿瘤发生中
的功能 。现代基因打靶技术的发展已使得对基因打靶进行时间和空间上的控制成
为可能 ，研究者利用条件基因剔除技术建立了多种组织特异的肿瘤模型 。如乳腺
癌肿瘤抑制基因 Brca1 基因剔除导致小鼠在中胚层发生前死亡［４７ ，４８］ ， 研究者利
用 Cre唱LoxP系统研制了乳腺组织特异性 Brca1基因剔除小鼠［５１］ 。 经过一个很长
的潜伏期之后 ，突变小鼠长了乳腺癌 ， 在组织病理学上与人类乳腺癌惊人的相
似 。对该小鼠进行表型分析的结果表明 ， Brca1基因缺失导致基因组不稳定性增
加 ，引起了其他基因包括肿瘤抑制基因和癌基因的突变 ， 最终导致乳腺癌发生 。
这些小鼠除了可被继续用于研究相关疾病的分子机制 ， 也可用于治疗药物的筛
选 ，并可作为传统治疗药物和基因治疗的评价系统 。

１畅４畅３ 　应用基因打靶技术改良动物品系
和研制动物反应器

　 　自 １９８０年第一例转基因小鼠诞生以来 ， 通过显微注射法将外源基因片段引
入受精卵的雄性原核一直是研制转基因动物最实用的方法 。采用这种传统方法获
得的转基因动物 ，其外源基因整合的位点和拷贝数是高度不确定的 ，对外源基因
的表达以及由此而引起的表型有很大的影响 。传统转基因载体上要设法带上所有
的调控元件以期能使外源基因获得理想的表达 。长期以来 ，某一基因的调控元件
在染色体组上相距甚远 ，或存在于内含子中 ，使得外源基因要得到理想的表达十
分困难 。应用以 ES细胞培养技术和同源重组为基础的基因敲入技术 ， 可将外源
基因整合到特定的靶位点 ，克服外源基因整合的位点效应 ，并可利用靶位点全套
的表达调控元件以实现组织与时空的特异性表达 。由于经济大动物的胚胎干细胞
系还鲜有报道 ，克隆技术却有突飞猛进的发展 ，在体细胞中进行基因打靶并通过
核移植获得转基因动物是一条可行的途径 。 ２０００年 ， McCreath 等［５２］成功地利用

基因打靶技术在绵羊胎儿成纤维细胞中将 α抗胰蛋白酶 （AAT） 基因定位整合入
绵羊 α１原胶原 （COL１A１） 基因位点 ，并通过核移植技术获得了一只活的绵羊 ，
外源基因在乳汁中的含量达 ０畅６５mg／ml［５２］ 。 显而易见 ， 通过基因打靶技术研制
动物生物反应器正在改变传统研制转基因动物的方法 。此外 ，由于高级哺乳动物
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恒河猴和人的 ES细胞系相继建立成功 ， 有理由期待其他经济大动物的 ES 细胞
系在近期成功建立 。随着对人类基因组功能了解的逐渐加深 ，人类对高等动物遗
传物质的改造能力也将逐渐增强 ，利用基因打靶技术定向改变这些经济大动物的
经济性状是完全有可能的 。

（杨 　晓）
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2 　 基因打靶的策略及载体设计

2畅1 　完全基因剔除

　 　完全基因剔除指通过同源重组直接将靶基因在细胞或者动物个体中的活性完
全消除［１］ 。进行完全基因剔除首先要在体外进行目的基因功能的缺失突变 ， 即
构建携带突变基因的打靶载体 。携带突变基因的打靶载体通过各种方法导入胚胎
干细胞或者体细胞中 ，通过同源重组将基因组中的野生型基因置换下来 。

图 ２畅１畅１ 　置换型载体和插入型载体的基本结构
粗线代表靶位点的同源序列 ， 细线代表载体质粒的序列 。 长方形

框代表靶基因的外显子 ， 正选择标记基因用框加 “ ＋ ” 表示 ， 负

选择标记基因用框加 “ － ” 表示 。 A畅 置换型载体 ， 转染之前在同

源序列的外侧线性化 ； B畅 插入型载体 ， 转染之前在同源序列的内

部线性化 ， 产生一个双链断裂点或区

完全基因剔除过程中首要的问题是打靶载体的构建 。打靶载体用来和打靶位
点重组 ，使打靶位点产生突变 。一个打靶载体至少要包括靶基因基因组的同源序
列和质粒的基本骨架 。由于真核细胞中同源重组发生的频率通常很低 ，因此要在
打靶载体上添加一些选择标记基因 （如正选择标记基因和负选择标记基因） ， 来
筛选打靶重组的产物 （图 ２畅１畅１） 。 打靶载体中正选择标记基因有两个功能 ： 一
是作为选择标记从转染细胞中分离整合了外源基因的细胞 ； 二是作为突变原
（mutagen） 插入或置换靶基因的编码外显子 ，使靶基因产生突变 。负选择标记基
因用来对抗打靶过程中的非同源重组 ，起富集中靶克隆的作用［２］ 。
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２畅１畅１ 　构建载体的一般原则

设计一个打靶载体首先要考虑以下几个问题 ： ①用置换型载体还是用插入型
载体 ？ ②打靶载体中带有多长的同源序列 ？ ③ 用同系的 （isogenic） DNA 还是非
同系的 DNA构建打靶载体 ？ ④ 用筛选 （screening） 的方法还是用富集 （enrich唱
ment） 的方法获得中靶的 ES细胞 ？哺乳动物细胞打靶中常用的两种载体是置换
型载体 （Ω 型） 和插入型载体 （O 型） ， 其基本的结构如图 ２畅１畅１ 所示 。 研究者
可根据研究的需要选择相应的载体类型 。打靶载体中同源序列的长度及 DNA 同
源性的选择将在不同类型的载体设计中分别讨论 。

基因剔除最早是在小鼠的一些选择性标记基因 （如次黄嘌呤磷酸核糖转移
酶 ， Hprt） 位点上进行的［３ ，４］ 。 Hprt 基因编码的蛋白 ——— 次黄嘌呤磷酸核糖转
移酶可以将核苷类似物代谢成对细胞有毒性的物质 ，基因剔除后的细胞可以在含
有核苷类似物的培养基上存活 。且 Hprt 位于 X 染色体上 ， 故雄性来源的 ES 细
胞中以单一拷贝的基因存在 ，因此 ，只需要单一拷贝的基因突变即可获得可筛选
的表型 。

表 2畅1畅1 　常用的选择标记基因
１畅 正选择标记基因

选择标记基因 来 　 源 正选择药物

新霉素磷酸转移酶 （ neo） B G４１８
潮霉素 B 磷酸转移酶 （ hph） B 潮霉素 B
黄嘌呤／鸟嘌呤磷酸转移酶 （ gp t） ［８］ B 麦考酚酸 ＋ HAT ＋ 黄嘌呤

次黄嘌呤磷酸核糖转移酶 （ Hp r t） M HAT
胸腺嘧啶激酶 （ tk） M HAT
嘌呤霉素乙酰转移酶 （ pu ro） B 嘌呤霉素

２畅 负选择标记基因

选择标记基因 来 　 源 负选择药物 宿主基因型

次黄嘌呤磷酸核糖转移酶 （ Hp r t） M ６ TG Hp r t －

黄嘌呤／鸟嘌呤磷酸核糖转移酶 （ gp t） B ６ TG Hp r t －

胸腺嘧啶激酶 （ tk） M ６ TX w t or Hp r t －

白喉毒素 （DT） B 不需要 w t
单纯疱疹病毒胸腺嘧啶激酶 （ HS V tk） V ５BdU

GANC ， FIAU
tk －

w t
　 　 B畅 细菌 ， V畅 病毒 ， M畅 哺乳动物 ， HAT畅 氨基喋呤 ， 次黄嘌呤 ， 胸腺嘧啶 ， GANC畅gancyclovir ， FI唱
AU畅１ （１唱２唱deoxy唱２唱fluoro唱β唱Darabinofuransyl） 唱５唱iodouracil ， ６ TG畅６ 巯基 鸟嘌 呤 ， ６ TX畅６ 巯 基黄嘌呤 ，

５BdU畅５ 溴脱氧尿核苷 ， w t畅 野生型 ， 宿主基因型是指所用细胞株的基因型 ， 便于筛选 ， 改自文献 ［９］ 。
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要将基因剔除技术应用于其他基因位点的研究 ，如何建立高效 、快捷的筛选
中靶 ES细胞的方法显得尤为关键 。 Mansour 等［５］于 １９８８ 年设计了一种称为正
负选择系统 （positive唱negative selection ， PNS） 的载体 ， 即通常所说的 PNS 载
体 ，获得了高富集的中靶细胞 。此系统主要包括正选择标记基因和负选择标记基
因 。正选择标记基因 neo （目前常用的选择标记基因见表 ２畅１畅１） 通常被插入到
靶基因功能最关键的外显子中［６］ ， 或通过同源重组删除靶基因最重要的功能
域［７］ ，以使靶基因彻底失活 。 利用筛选培养基检测是否存在选择标记基因 ， 可
以判定打靶载体是否整合到细胞的基因组中 ， 当然这其中也包含随机整合的情
况 。为了最大程度地富集同源重组的克隆 ，研究者将从单纯疱疹病毒来源的胸腺
嘧啶激酶 （ HSV tk） 基因作为负选择标记基因插入到同源序列的一侧 。 HS V tk
基因产物以核苷酸类似物 （FIAU ， GANC） 为底物 ， 将其代谢成对细胞有毒性
的物质 ，使细胞被杀死 ， 而细胞 tk 基因编码的蛋白不能代谢 FIAU 和 GANC 。
当打靶载体随机整合到细胞的基因组上时 ， HSV tk也被整合到细胞的基因组上 ，
细胞就不能在含有 FIAU 或 GANC 的药物培养基中存活 。 当打靶载体通过同源
重组整合到靶位点上时 ， HSV tk 基因由于在同源序列的外侧而不能与载体同时
整合到细胞基因组中 ，细胞得以在含有正负筛选药物的培养基中存活下来 。

在许多研究中 ，将 β 半乳糖苷酶 （ lac Z） 基因以正确的读码框重组入靶基
因的外显子中 。通过组织学检测 lac Z的表达情况 ， 可研究靶基因表达的组织和
时相特异性［１０］ 。 lac Z基因的 ５′端若携带内源核糖体插入位点 （internal riboso唱
mal entry sites ， IREs） 序列 ，则 lac Z基因的插入会不受时相的控制而得到正确
的翻译［１１ ，１２］ （图 ２畅１畅２） 。

图 ２畅１畅２ 　 PNS载体的基本结构
数字代表靶基因的外显子顺序

使用 PNS载体依然得到较多的随机整合的 ES 细胞克隆 ， Mansour 等［１１］在

int 2基因的打靶过程中发现在其一端插入一个 HS V唱tk基因 ， 同源重组和非同
源重组的比例最高可提高２ ０００倍 ， 即富集因子是２ ０００ 。如果在打靶载体的两端
各插入一个 HSV唱tk 基因 ， 富集因子就会从 ２ ０００提高到 ４ × １０６ ， 这是因为
HS V唱tk基因在转染和整合的过程中容易被破坏而活性丧失的缘故 。 当载体的两
端各插入一个 HSV唱tk基因时 ，转染过程中至少有一个 HS V唱tk基因不被破坏的
可能性大大增加 ，富集因子得以大幅度提高 ， 这也被后来的实验所证实［１３］ 。 其
他的研究也表明 ，基因打靶载体的改进可显著提高同源重组克隆的比例［１４］ 。
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除了 tk基因 ，特异性免疫毒素也能作为负选择标记基因 。重组免疫毒素 anti唱
Tac（Fv）唱PE４０由抗人 IL ２受体的 α亚单位（Tac）抗体的可变链与部分假单胞菌
外毒素融合而成 ，它能特异性地杀死表达 IL ２Rα的细胞 。 将表达 IL ２Rα的打
靶载体转染 ES 细胞 ，得到的表达 IL ２Rα 的阳性克隆用 anti唱Tac（Fv）唱PE４０ 处
理 。 anti唱Tac（Fv）唱PE４０在 ０畅５ ～ ２００ng／ml的范围内 ，对照组细胞的生长和形态完
全正常 ，而表达 IL ２Rα的阳性克隆的平皿接种效率（plating efficiency）随 anti唱Tac
（Fv）唱PE４０浓度的升高而明显降低 ，ID５０约为１畅３ ng／ml 。当 anti唱Tac（Fv）唱PE４０ 达
到 １００ ng／ml时 ，平皿接种效率降至 ５ × １０ － ５ ，说明 anti唱Tac（Fv）唱PE４０能有效地杀
死表达 IL ２Rα的细胞 。根据这一特异性 ，可以将 IL ２Rα作为一个负选择标记
用于基因打靶 ，anti唱Tac（Fv）唱PE４０ 作为一种筛选药物 ，可有效杀死打靶载体随机
整合并表达 IL ２Rα的克隆 ，而对其他细胞没有毒性 。 Kobayashi等［１５］用此方法

进行基因打靶获得了成功 。 anti唱Tac（Fv）唱PE４０作为负筛选药物 ，也可应用于产生
精细突变的基因打靶实验中 。

２畅１畅２ 　置换型载体

置换型载体又称 Ω 型载体 ， 其基本元件包括与靶位点两侧同源的同源序列
臂 、正选择标记基因 、细菌质粒序列和载体上同源臂外侧的线性化位点 。在许多
情况下 ，还要在载体上加一个负选择标记基因以富集发生同源重组的中靶细胞
（图 ２畅１畅１A） 。置换型载体重组的具体机制到目前为止还没有定论 。 重组的结果
是 ：载体中同源序列与靶基因间发生两次染色体交换 ，靶基因序列被打靶载体上
同源臂及同源臂间的序列所替代 ，而载体末端的非同源序列被切除［１６］ 。

2畅1畅2畅1 　设计置换型载体的原则

设计置换型载体首先考虑的是产生突变的类型 ，其次 （也是非常重要的） 是
筛选富集方法的选择 。 一般不需要将整个的靶基因完全去除以使靶基因失去功
能 ，而通常在靶基因外显子处插入一个正筛选标记基因 ，使基因产生移码突变或
缺失突变 。用置换型载体进行基因打靶时 ，影响突变类型的主要因素是打靶载体
中正选择标记基因的位置 。用正选择标记基因置换靶基因中的编码序列在大多数
情况下会使靶基因失去功能 ，但在有些情况下 ，会产生还具有一定的功能的部分
缺失的蛋白质 ，使研究复杂化 。因此 ，关于靶基因在其他系统中突变体的功能研
究对载体的设计有很大的帮助 ，有助于选择合适的突变位点 。通常将正选择标记
框插入到靶基因上游的外显子中 ，虽然正选择标记框重组到上游外显子的等位基
因有时也会编码出一些小肽 ，但与正选择标记基因重组到下游外显子的等位基因
相比 ，前者更容易产生无义突变 。

由于外显子的长度可影响 RNA的拼接［１７］ ，带有标记框的大外显子常常不能
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被拼接系统识别 ，而被当作内含子剪切掉 。如果外显子恰好是编码序列 ，碱基数
不是密码子的整数倍 ，就会造成靶基因的缺失突变或移码突变 ，产生一个没有功
能的等位基因 。如果被拼接掉外显子的碱基数正好是密码子的整数倍 ，就会形成
部分缺失的蛋白质 ，会保留部分功能或全部功能 。可见靶位点的突变是十分复杂
的 。

为使遗传背景清楚 ，大多数情况下 ，都采取删除部分或全部的靶基因 。用正
选择标记框置换全部基因或部分基因 ，便可达到这个目的 。到目前为止 ，还没有
确切的数据说明到底去除基因的哪一部分 ，打靶效率会更高 。一般情况下 ，删除
的基因片段的长度不超过 ３ kb 。当然 ，删除的基因片段超过 ３kb的 ，也有文献报
道［１８］ 。值得注意的是 ， 当删除的片段太大时 ， 可能会影响靶基因邻近的基因 ，
因为这些删除的片段可能正好是其他基因的调控序列 。

打靶载体同源臂的长度对打靶效率影响很大［１９］ 。大多数载体同源臂的长度
在 ５ ～ ８kb之间 。同源臂和正选择标记框的相对位置决定了只有通过同源重组打
靶成功的克隆才能通过药物培养基被筛选出来 。 为了进一步确定是否打靶成功 ，
通常采用 PCR的方法进行验证 ，用 PCR方法扩增打靶载体和打靶位点连接处的
片段 。设计引物时采用的原则是 ：一个引物同正选择标记框退火 ，另一个则同打
靶载体外侧相邻的基因组序列退火 。 PCR 扩增的效率取决于一个相对确定的引
物位点 （正选择标记框） 与另一个引物位点之间的距离 。两者之间的距离一般为
０畅５ ～ ２ kb ，这样有利于 PCR 检测 。 因此 ， 置换型载体两侧的打靶臂是不对称
的 ，有长臂和短臂之分 。短臂为 ０畅５ ～ ２ kb ，便于 PCR进行检测 ；同时长臂要足
够长 ，保证有足够的同源序列形成染色体交换复合体 。 PCR 方法检测出来的中
靶克隆最后一定要用 Southern杂交的方法进行验证 。

另一种常用的筛选方法是 Southern杂交分析 。这种方法要求在设计载体时 ，
设计好合适的限制性酶切位点 ，选择好正确的探针 ，以便把中靶的克隆和未中靶
的克隆区分出来 。

由于打靶载体在转染细胞之前要线性化 ，因此 ，打靶载体要在同源臂的外侧
至少有一个单一的限制性酶切位点 ，使载体线性化 。至于打靶载体上的原核序列
是否去除 ，对打靶效率的影响不大［１６］ 。

综上所述 ，为使产生的缺失突变达到研究的目的 ，设计置换型载体时 ，应注
意以下几点 ：

（１） 同源臂为 ５ ～ ８kb 。
（２） 正选择标记框应插在靶基因上游的外显子内 。
（３） 应避免将正选择标记框插入到靶基因外显子两个编码密码子之间 。
（４） 如果靶基因太小或 ５′端的外显子太大 ，应删除整个靶基因 。
（５） 如果采用 PCR的方法进行筛选中靶的克隆 ，打靶载体的短臂应为 ０畅５ ～

２kb 。
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（６） 转染细胞前 ，在同源臂的外侧 ，将载体线性化 。

2畅1畅2畅2 　置换型载体产生的重组等位基因

我们期待在打靶过程中 ，载体的序列通过同源重组成功地置换掉野生型基因
组同源区的序列 。实际上 ，打靶过程中经常会出现非预期的结果 。这主要是指载
体的末端相互连接 ，形成链状聚合体 （concatemer） ， 或重新环化 ， 或同时具有
两种类型的异常结构 。链状聚合体和环化产物重组的结果是把整个的载体 （包括
细菌质粒的结构及其他的非同源序列） 整合到基因组中去 （图 ２畅１畅３） 。 加入负
选择标记可以排除这些副产物 。这些副产物在 PCR筛选的过程中往往是阴性的 ，
因为 PCR引物的设计是和打靶载体的短臂相对应的 ，副产物 DNA片段太长 ，往
往不能通过常规 PCR方法被扩增出来 。

图 ２畅１畅３ 　置换型载体重组模型
载体在转染前线性化 ， 粗线代表打靶位点的同源序列 ， 细线代表质粒骨架 ， 深

色的框代表打靶位点的一个外显子 ， 正选择标记框和负选择标记框分别用带有

＋ 和 － 的框表示 。 深色的小箭头代表 PCR 引物 。 A畅 简单的基因置换产物 。 B畅
载体聚合和环化时的重组模型 ， 浅色的箭头代表聚合或环化的连接处 ， PCR 引

物跨越的距离太长 ， 而不能扩增出阳性带
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２畅１畅３ 　插入型载体

插入型载体又称 O 型载体 ， 在打靶过程中 ， 整个载体序列通过同源重组插
入到基因组序列中 ， 使靶基因产生突变 。 其基本的结构元件同置换型载体类似
（图 ２畅１畅１B） 。其主要区别在于二者的线性化位点不同 ， 置换型载体的线性化位
点在同源序列的外侧 ，插入型载体的线性化位点在同源序列的内部 。在载体的双
链断裂点或断裂区的诱导下 ，插入型载体与靶序列之间经过一次染色体交换 ，将
打靶载体插入到靶基因组序列中 ，从而使同源序列 “复制” 了一倍 。对于相同的
打靶序列 ，通常插入型载体的打靶效率比置换型载体高 ５ ～ １０ 倍［１６ ，１９ ，２０］ 。 虽然
插入型载体的打靶效率很高 ，由于插入型载体在打靶时有许多的拓扑构型 ，人们
在打靶过程中更倾向于使用置换型载体 。

2畅1畅3畅1 　设计插入型载体的原则

插入型载体的主要元件包括 ：打靶位点的同源序列 （至少含有一个惟一的限
制性内切酶位点 ，可用作线性化位点） 、 正选择标记框及细菌质粒的骨架 ， 如图
２畅１畅１B所示 。在插入型载体的设计中非常重要的一点是考虑重组后基因的剪接
和翻译的可能形式 。通常 ，在靶基因外显子中插入打靶载体足以灭活靶基因的功
能 。然而 ，当选择标记框插入到载体中的惟一外显子内时 ，中靶的克隆将会含有
一个正常的外显子和一个加长的人工外显子 ，在 RNA 的剪接过程中 ， 就有可能
会跳过这个加长的外显子形成正常的剪接产物［２１］ 。此外 ， “复制” 的外显子序列
如果不能产生移码突变 ，就不能产生缺失的蛋白质 。为确保在蛋白质水平上形成
突变 ，一般要在打靶载体上引入一个终止密码子 。 如果移码突变发生在 C 端 ，
产生的 N 端蛋白序列往往会具有部分或全部的功能 。 如果 “复制” 发生在靶基
因的第一个或最后一个外显子处 ，容易形成正确的剪接产物 ，形成野生型的蛋白
（图 ２畅１畅４） 。

另外 ，在载体的设计时还应考虑到重组基因的筛选 。 在靶位点处 ， 基因
“复制” 了一份 ，因此 ，筛选中靶的克隆比置换型载体复杂 。

综上所述 ，插入型载体的设计应遵循以下原则 ：
（１） 同源序列为 ５ ～ ８ kb 。
（２） 同源序列上应至少含有一个单一的限制性内切酶位点 ， 以便形成双链断

裂点 。
（３） 正选择标记框可以位于同源区内 ，也可以位于同源区外 。
（４） 如果载体中的同源序列仅含有一个外显子 ，正选择标记框不要插在外显

子内 。
（５） 不要选用基因的第一个和最后一个外显子序列作为打靶载体的插入位
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图 ２畅１畅４ 　带有 ５′非翻译区插入型载体的整合模型
正选择标记框带有自己的启动子 。 pro 和 pA 分别代表靶基因的启动子和 poly （A）
序列 ， ATG 代表翻译起始位点 。 长箭头代表靶基因的转录方向 。 靶基因的外显子

顺序用数字表示 。 改自文献 ［９ ， ２２］

点 。
（６） 设计载体时 ， 尽量破坏一些限制性内切酶位点 ， 便于 Southern 杂交分

析 。

2畅1畅3畅2 　重组基因的筛选

与置换型载体相比 ，插入型载体整合的种类更多 ，类型更复杂 。如果载体的
同源序列没有突变 ，整合的效率比置换型载体更高 。 在设计载体时有两种方法 ，
一种是形成双链断裂点 ，一种是双链断裂区 。采用两种方法获得的中靶克隆都可
以通过 PCR的方法检测出来 ，双链断裂区的可靠性更好一些 。 这是因为 PCR 引
物的设计更合理 ，一条引物和双链断裂区相对应 ，而另一条引物则和载体上的异
源序列相对应 （图 ２畅１畅５） 。 一旦载体插入到打靶位点 ， 双链断裂区就以染色体
序列为模板得以修复 ，可以通过 PCR 扩增出来 。 而发生随机整合时 ， 整合后基
因组中仅有载体上的一个引物位点 ，不能提供合适的 PCR模板 。

经 PCR或 Southern杂交初筛获得的阳性克隆需要传代扩增 ， 以便进行更精
细的 Southern杂交分析 ， 确定载体具体的整合模式 ， 经常采用打靶序列以外的
DNA片段作为探针 。一个比较好的 Southern 杂交设计是 ， 探针不在打靶位点的
同源序列上 ，限制性内切酶位点又不在打靶载体上 。插入一个拷贝的阳性克隆酶
切片段应增大 ，增加的大小正好等于打靶载体的大小 ，同样 ，链状聚合体的插入
也可用类似的方法来验证 。由于在琼脂糖凝胶上只能分离 ２０kb 以内的片段 ， 有
时往往没有合适的酶切位点 ，就需要使用多种限制性内切酶进行消化 。
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图 ２畅１畅５ 　利用插入型载体获得中靶克隆的 PCR筛选
两条竖线之间为双链断裂区 ， 箭头表示 PCR 引物 ， 一个位于裂区内 ，

另一个位于正选择标记框上 。 双键断裂区在重组的过程中被修复

２畅１畅４ 　影响中靶效率的因素

提高中靶效率始终是打靶载体设计过程中首要考虑的问题 。影响打靶效率的
因素很多 ，如载体的类型 、同源臂的长度 、打靶位点等 。

2畅1畅4畅1 　双链断裂区

基因打靶过程中 ，打靶载体和打靶位点之间的重组是一个非常复杂的过程 。
在哺乳动物中 ，随机重组的频率远远高于同源重组的频率 ， 为同源重组的 ３０ ～
４０ ０００倍 ，可见载体和打靶位点之间的重组大部分为非同源重组 。 同源重组的机
制 ，目前尚未有一个很好的定论 ，大家普遍认可的一个模型是双链断裂修复模型
（DSBR） 。 DSBR模型最初是在解释 DNA 断裂后的修复时提出来的 ，后来在酵母
打靶过程中发现 ，如果在打靶的同源区提供一个双链断裂区 （DSB） ， 能明显提
高打靶效率［２２ ～ ２５］ 。尽管这个模型是在酵母中提出的 ，实验证明在哺乳动物的基
因打靶过程中 ，载体和染色体之间的重组也有此规律［２６］ 。 在此模型中 ， 同源重
组发生在双链断裂区 ，断裂区的修复以对应的同源 DNA 作为模板 ， 修复的断裂
区实质上成为基因交换区 。 DNA末端共价连接形成两个 Holiday结构 ，每个结构
都有两种选择 ，或形成交换双链 ， 或形成非交换双链 。 基因的交换不需要 DNA
杂合链的形成和以后的修复过程 。载体通过这种方式打靶 ，可产生两种产物 ，一
种是整个载体整合到同源区形成同源区的复制 ，即基因插入产物 ；另一种产物是
DNA的异源组合 ，载体中的特异序列交换到基因组中 ，即基因置换产物 。

无论是插入型载体 ，还是置换型载体 ， 载体同源区的任何一处有 DSB 都能
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