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转基因家兔模型制作方法
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摘要：作为生物医学研究重要的实验动物模型，转基因家兔已经被广泛应用在人类心脑血管疾病、艾滋

病以及癌症等生物医学研究领域，特别是利用转基因家兔模型在人类动脉粥样硬化实验研究中已经取

得了令人注目的成绩。本文结合我们自己制作转基因家兔的经验、研究成果以及文献资料，详细介绍了

利用原核显微注射法、直接将外源基因注入受精卵雄原核中的转基因家兔制作技术，回顾了利用转基因

家兔模型在生物医学研究中取得的重要进展。
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家 兔（ =*083(,+/)& 8)$#8),)&）属 于 兔 形 目

（/:=<P<ESJF）动物，和啮齿类实验动物（如，小鼠

和大鼠）相比，在系统发育上更接近人类［%］。家

兔的妊娠周期短、性成熟早、体形较大、容易实

验操作，不存在严重的可以传染给人的疾病，是

生物医学研究中常用的实验动物。家兔脂蛋白

特征与人相似，脂蛋白代谢方面更适合于人类

动脉粥样硬化的研究，是研究人类动脉粥样硬

化核心模型之一［!，&］。

转基因家兔（IE:3F=B34G E:HH4IF）是继转基因

小鼠之后发展起来、体型相对较大的动物模型，

已被广泛应用于脂质代谢、动脉粥样硬化、肥大

性心肌病（JUSBEIE<SJ4G G:EM4<PU<S:IJU，6YW）、抗

病毒及癌症等研究领域。另外，转基因家兔也

适合用作生物反应器（H4<EB:GI<E），通过其乳腺

分泌重组蛋白，用于人类疾病的诊断和治疗［&］。

本文将重点介绍目前常用的转基因家兔制作方

法，并简要介绍了利用转基因家兔模型在生物

医学研究中所取得的进展。

7 转基因家兔的制作方法

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

制作转基因动物的方法包括：原核显微注



射 法（ !"#$%&’()" *+&"#+$,(&-+#$）、胚 胎 干 细 胞

（(*."/#$+& 0-(* &(’’，12）或者精子、卵母细胞介

导的转基因方法、以及核移植（$%&’()" -")$03("）
技术。原核显微注射法是目前制作转基因家兔

最常用的方法，制作过程如图 4 所示。家兔品

系一般选用无特异病原体（0!(&+)’ !)-5#6($ 3"((，

278）新西兰（9(: ;()’)$<）家兔或日本大耳白

（=)!)$(0( >5+-(）家兔。制作转基因家兔时，将

构建好的外源基因直接注射到受精卵的雄原核

中，然后将带有外源基因的受精卵移植到同品

系假孕受体（"(&+!+($-）雌兔的输卵管中，获得新

生转基因仔兔。

图 ! 利用原核显微注射法制作转基因家兔示意图

给供体雌兔注射激素诱导超数排卵，与雄兔交配后，收集受精卵，然后将外源基因注射到受精卵的雄原核中。

注射后的胚胎再移植给假孕的受体家兔。用 7?@ 或 2#%-5("$ 杂交法检测仔兔基因组中是否整合外源基因。

!"! 超数排卵和同期发情（0%!("#A%’)-+#$ )$<
(0-"%0 0/$&5"#$+B)-+#$） 注射孕马血清促性腺激

素（!"(6$)$- *)"( 0("%* 6#$)<#-"#!+$，7C2D）或促

卵泡激素（ 3#’’+&%’)" 0-+*%’)-+$6 5#"*#$(，82E）诱

导供 体（<#$#"）雌 兔 超 数 排 卵（图 F）。使 用

7C2D 时，只需在交配前 G < 肌肉注射一次 4HI
JK（图 F：L）。82E 则需要每隔 4F 5 皮下注射

IMH JK 的 82E，共 N 次（图 F：O）。第 P < 让供体

雌兔与 F Q G 只雄兔交配，以保证受精。交配

后，给 雌 兔 肌 肉 注 射 人 绒 毛 膜 促 性 腺 激 素

（5%*)$ &5#"+#$+& 6#$)<#-"#!5+$，5?D）4II Q 4HI
JK，诱发排卵。胚胎移植前一天，给受体雌兔也

注射 4II JK 5?D，使受体雌兔子宫、输卵管与接

受移植的受精卵处于生理同期。

!"# 受精卵收集（B/6#-( &#’’(&-+#$） 交配 4R Q
FI 5 后，处死供体雌兔，打开腹腔，取出输卵管

（留 4 Q 4MH &* 子宫与之相连）。用 CF 培养基

（SPMR **#’TU 9)?’、PMRH **#’TU V?’、4MR4 **#’T
U ?)?’F、4M4S **#’TU VEF7WP、4MFF **#’TU
C62WP、GMSF **#’TU 9)E?WG、HMHH **#’TU 葡萄

糖、FGMFS **#’TU 乳酸纳、IMPH **#’TU 丙酮酸

钠、F4MI **#’TU 羟乙基哌嗪乙磺酸、IMPX牛血

清白蛋白，!E Y RMP）冲取、收集受精卵。将形

态正常受精卵收集在一起，在 GRZ?、HX ?WF 条

件下 用 改 良 C4N 培 养 基（SPMR **#’TU 9)?’、
PMRH **#’TU V?’、4MR4 **#’TU ?)?’F、4M4S **#’T
U VEF7WP、4MFF **#’TU C62WP、FPMH **#’TU
9)E?WG、HMHH **#’TU 葡萄糖、FGMFS **#’TU 乳
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酸纳、!"#$ %%&’() 丙酮酸钠、*+"! %%&’() 羟乙

基哌嗪乙磺酸、!"!$ %%&’() 乙二胺四乙酸钠、

!"#,牛血清白蛋白、*!,胎牛血清、!"+,谷氨

酸钠）培养，直至用于显微注射。

图 ! 用 "#$%（&）或 ’$(（)）诱导供体超数排卵程序及制作转基因家兔时间表

*+, 显微注射 将外源基因注射到家兔受精

卵的过程，是在 *!! 倍放大倍数下、在带有机械

壁的倒置微分干涉相差显微镜下进行（图 -：.，

/）。用固定针（0&’1234 5256776）吸住受精卵，将

吸入 注 射 针（%289&23:6872&3 5256776）内 的 外 源

;<. 溶液注入到雄原核（两个原核中较大的一

个）中。图 -= 是未注射外源基因的家兔受精卵

照片，图 -; 是注射后受精卵的照片。注射成

功的标志是：注射后雄原核体积膨大，大约是原

来的 +"$ > *"! 倍。注射后的受精卵再移到改

良 ?+@ 中，-AB=、$, =C* 条件下培养 * > - 0 后

移植。

图 , 原核显微注射过程

.：在倒置显微镜下进行外源基因原核显微注射；/：原核显微注射示意图，用固定针（左）吸住受精卵、

用注射针（右）将外源 ;<. 溶液注入；=：未注射外源基因的家兔受精卵照片，雄原核（上）比雌原核大；

;：注射后家兔受精卵的照片，雄原核体积比注射前膨大。

*+- 胚胎移植（6%D9E& 79F3GH69） 麻醉假孕受 体家兔，仰位放置，无菌操作实施受精卵移植。
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在下腹部切开皮肤、肌肉和腹膜，找出卵巢和输

卵管。给每只家兔移植 !" # $" 枚注射过的受

精卵（每侧输卵管 %& # ’" 枚）。移植时，用 &"!(
的微注射器连接一个细小的塑料管，将含有受

精卵的 )’ 培养基吸入细塑料管内（大约 &!(），

通过输卵管口将细塑料管插入输卵管内，徐徐

推动注射器柄将受精卵移入输卵管内。缝合腹

膜、肌肉和皮肤。将术后的家兔移入到单独的

饲养笼内。分娩前 ’ * 移入繁殖笼内，准备好

产箱。

!"# 转基因家兔的鉴定 仔兔出生 ’ # ! 周

后，取 耳 组 织，提 取 基 因 组 +,-，溶 解 在 ./
012234 中。用 567 或 891:;34< 杂交检测仔兔基

因组 中 是 否 整 合 了 外 源 基 因，用 ,94:;34< 或

=3>:34< 杂交检测外源基因表达水平。如，我们

在人类血管内皮生长因子（?@>A1(@4 3<*9:;3(B@(
C49D:; 2@A:94，E/FG）转基因家兔的肝脏中检测

到人类 E/FG 基因的 H7,-，图 $ 是 ,94:;34< 杂

交照片［$］，结果显示人类 E/FG 基因主要在家

兔肝脏中表达。

携带外源基因的仔兔就是转基因 291<*34，
让 291<*34 转基因家兔与同品系非转基因家兔

交配，以确定该家兔携带的外源基因是否稳定

遗传；繁殖产生大量的 G% 代，可用于基因表达

的研究。

图 $ %&’()*’+ 杂交检测转基因家兔各组织中人类 ,-./ 基因 01%2 转录水平

3 转基因家兔制作效率分析

通过显微注射技术将外源基因直接注射到

家兔受精卵雄原核中制作转基因家兔的方法，

与使 用 相 同 方 法 制 作 转 基 因 小 鼠 的 过 程 相

似［&］，不同之处是，家兔受精卵的直径大约是小

鼠的 ’ 倍，但原核的大小却差不多；家兔受精卵

的透明带比较厚（图 !：6、+）。另外，制作转基

因家兔的成本也比制作转基因小鼠的成本高。

人们对影响制作转基因小鼠效率的因素已

经进行了比较详细的研究［I］，但对于家兔来说，

目前还缺乏系统研究，制作效率较低［!］。主要

原因是超数排卵后仍不能获得足够的受精卵，

胚胎移植后妊娠率低，仔兔中的转基因效率（阳

性仔兔数J受精卵移植数）低等［!，K］。以制作表

达人类载脂蛋白 -L" 基因（-M9(BM9M49:3B< -L

"，@M9-L"）的转基因家兔为例，使用 G8N 诱发

超数排卵，每只家兔得到受精卵 ’ # KO 枚，平均

’O 枚。大约 ’"P的雌兔对 G8N 没有反应。从

$O 只供体雌兔中获得 QKI 枚形态正常受精卵，

通过显微注射方式注入了人类 @M9-L" 基因，

Q’’ 枚受精卵被移植给 ’Q 只受体家兔，妊娠率

是 &KR%P（%IJ’Q）。产仔兔 &O，存活 !K 只。经

567初筛、891:;34< 杂交证实，$ 只仔兔携带人

类 @M9-L"基因，存活 ! 只［Q］。再如，我们制作

人类 E/FG 转基因家兔时，将外源基因注射到

% Q"$枚胚胎的原核中，产仔兔 %!K 只，但最终

只得到 % 只用于研究的转基因家兔［$］。

)14@S@HB 等发现受体雌兔的年龄是影响转

基因效率最重要的因素之一，I # %K 月龄的受体

雌兔转基因效率最高，大于 %K 月龄或小于 I 月

龄，转基因效率降低［K］。胚胎移植率（仔兔数J胚
胎移植数）也与年龄有关，家兔 %’ 月龄以前比

较高，之后随着年龄的增加，移植率逐步下降。

超过 ! 岁后，胚胎移植率最低［O］。家兔自然妊

娠率大约 I&P，胚胎移植率 $!P［O，%"］。
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文献报道转基因家兔基因整合率（转基因

仔兔数!总仔兔数）为 "#$% & ’(%［’) & ’$］。我们

制作 *+,- 和 ./01233 转基因家兔的基因整合

率分别 4#4%、’)#5%［4，5］。最近，有人提出对家

兔的雄原核和雌原核同时实行双注射（60789:
;<=>0<?@:=A<0?）外 源 基 因，可 以 提 高 基 因 整 合

率［’(］。B7>.C.;< 等发现，注射外源基因的结构

对家兔基因整合率有重要影响，但与胚胎移植

率没有关系［"］。在小鼠中，外源基因的结构对

基因整合率影响不大［D，E］。

与小鼠相比，制作转基因家兔不但要消耗

更多的时间（家兔妊娠期是小鼠的 ’#D 倍）和资

金，而且制作过程更加困难。显微注射技术本

身、外源基因的纯度（家兔雄原核对 FG1 纯度

很敏感）、外源基因结构及在基因组中的整合位

点、外源基因不正常表达等影响制作转基因家

兔的效率。其中，最重要的因素是注射的 FG1
浓度必须适当、纯度要高［"］。

虽然利用显微注射方法制作转基因家兔效

率不是很高，但仍然是目前最常采用的方法，其

他制作方法仍在探索之中。家兔 +H 细胞系还

没有真正建立起来，通过同源重组技术培育基

因剔除（C?0=C207A）或基因替换（C?0=C2<?）家兔

模型的愿望就不可能实现。利用体细胞核移植

技术，4 年前培育成功克隆家兔［’4］，今后，核移

植技术有可能用于生产转基因家兔。另外，通

过精子介导的转基因家兔培育方法，也已经在

我国和国外两个独立研究小组获得成功［’D，’E］。

最近，沈伟等采用一种“二甲基亚砜!精子介导

的基 因 转 移 技 术（FBHI2J/:>; ;:6<.A:6 K:?:
A>.?JL:>）”，提高了家兔基因整合率［’"］。精子介

导的转基因技术比显微注射法简单一些，但其

有效性仍有待于进一步验证。

! 转基因家兔的应用

!"# 转基因家兔与转基因小鼠模型 毫无疑

问，小鼠是生物医学研究中使用最广泛的实验

动物模型，但家兔某些特殊的生物学特性也决

定了它在医学研究中重要地位。如，家兔体内

低密度脂蛋白（MFM）含量高，与人相似，而啮齿

类实验动物体内高密度脂蛋白（NFM）占优势；

家兔的肝脏不能编码 ./0O45 ;PG1，像人的肝

脏一样只能合成 ./0O2’))，而小鼠肝脏既能产

生 ./0O2’))，又可以合成./0O45。因此，小鼠的

./0O45既 存 在 于 肝 源 性 极 低 密 度 脂 蛋 白

（*MFM）中，也存在于肠源性乳糜微粒之中，而

人类的 ./0O45 只存在于人的乳糜微粒之中。

和人类一样，家兔血浆中富含胆固醇酯转移蛋

白（Q+RS），在动脉粥样硬化发生、发展中起重

要作用。高胆固醇饲料容易诱发家兔动脉粥样

硬化，对于大多数小鼠品系则不能，因为小鼠缺

乏 Q+SR［$，(］。家兔的这些特性使之成为独特的

模型用于研究血浆脂蛋白代谢与动脉粥样硬化

的关系。

家兔和小鼠在脂蛋白代谢方面的不同还表

现在，当相同的人类基因导入到它们的基因组

之后，可能在家兔和小鼠身上呈现出不同的表

型。如，人类卵磷脂胆固醇酰基转移酶（MQ1R）

在家兔身上对饲料诱导的动脉粥样硬化有抑制

作用，但在小鼠身上却没有反映出来［$，(］。人类

同一基因在不同种动物中反映出来表型的差

异，可能会影响人们对实验结果的解释。但是，

通过对来源不同种类的动物模型的比较分析，

将会不断提高我们对生物医学认识水平。

!"$ 人 类 疾 病 转 基 因 家 兔 模 型 ’T5D 年，

N.;;:> 等在世界上首次制作成功转基因家兔，

在家兔的血清中检测到了人的生长激素（K>0UAV
V0>;0?:）［’)］。随后，W?<KVA 等制作了携带 =2;X=
原癌基因的转基因家兔［’5］，S:?K 等制作了携带

+Y2>.J 基因和棉尾兔乳头瘤病毒（QPS*）FG1
的转基因家兔［’T］。’TT4 年，范江霖等培育成功

表达人类肝脂酶（V:/.A<= 9</.J:，NM）的转基因家

兔［$)］，开始使用转基因家兔研究人类脂质、脂

蛋白的代谢。

用“ A>.?JK:?<= >.88<AJ”或“ A>.?JK:?<= .?6
>.88<AJ”主题词检索 S78B:6 生物医学数据库，

发现 $))D 年 ’$ 月 (’ 日以前 S78B:6 收录的关

于转基因家兔的论文中，D)%以上是利用转基

因家兔模型研究人类心脑血管疾病的，包括动

脉粥样硬化、血脂代谢异常、NQB、肥胖、糖尿病

·EE· 动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 4’ 卷



等，!"#左右是以开发转基因家兔生物反应器、

生产重组蛋白为目的，其余是关于其他疾病模

型和基础研究的论文。

动脉粥样硬化是人类心脑血管疾病最常见

的病因，动脉粥样硬化引起的心脑血管疾病是

目前威胁我国人民健康、导致死亡率最高的疾

病［$%］。动脉粥样硬化的发生和发展与许多因

素有关，其中脂蛋白代谢异常是主要危险因素

之一，而转基因家兔模型开辟了研究人类脂质

代谢异常新领域。到目前为止，人类 &’(（&）、

&’()*!、&’(+、&’(,$、&’(,!、-.、./)0、脂蛋白

脂酶（ 12’(’3(4526 12’&75）、%8*脂 质 氧 化 酶（%8*
12’(9:;56&75）、基 质 金 属 蛋 白 酶 %$（ <&4329
<54&11(’3(4526&75*%$）、=,>? 基因以及家兔的载脂

蛋白 + <@A) 编码蛋白催化多肽 %（)’(12’(’3(4526
+ <@A)*5B2426; 56C:<5 D&4&1:42D ’(1:’5’42B5 %）基

因等已经在家兔身上表达。此外，人类 &’(（&）、

&’()*E、./)0 和 .F. 基因已经被导入到 .G. 受

体缺陷的 H--.（I&4&6&J5 K5324&J15 K:’5312’2B5 L
<2D）家兔体内。双基因转基因家兔也已经培育

成功。这些转基因家兔模型为研究人类动脉粥

样硬化及其相关疾病的发生、发展提供了新的、

独特的方法［$ M N，O，$$］。

除了研究人类动脉粥样硬化以外，$ 个独

立的研究小组利用转基因家兔模型研究心血管

生理和 -/P［$!，$N］。其中一个研究小组培育了

表达 人 类 突 变 肌 球 蛋 白 重 链（"*<:(726 K5&Q:
DK&26）基因的转基因家兔模型，其表型与人类

-/P 患者的临床症状相似：心肌肥大、心肌细

胞和心肌纤维紊乱、间质纤维化、未成年死亡。

并用组织多普勒成像（G(’’153 2<&;26;）技术研

究了心肌的收缩和舒张以及降血脂药辛伐他汀

（72<Q&74&426）对 -/P 和间质纤维化的作用［$!，$8］。

另一个研究小组利用转基因家兔表达了突变肌

球蛋白轻链［$N］，研究该肌球蛋白轻链与 -/P
的关系，结果发现该转基因家兔模型从出生到

成年没有出现 -/P 症状，提示该基因突变不会

导致 -/P［$R］。

家兔也被用来研究人类艾滋病（)EGS），家

兔可以感染人类的艾滋病病毒（-E=*%），但由于

家兔和人类的 /GN 上 -E= ;’$" 蛋白的结合位

点不同，自然感染过程十分缓慢。GT66 等制作

出表达人类 /GN 的转基因家兔，该转基因家兔

模型的淋巴细胞很容易感染 -E=*%［$U］，显示出

该模型在开发预防和治疗抗艾滋病药物方面有

较 大 的 潜 力。 另 外，表 达 人 类 原 癌 基 因

（(6D(;5657）的转基因家兔模型，也已经被广泛

应用于研究人类肿瘤发生机理、寻找预防和治

疗措施［$O M !"］。

!"! 转基因家兔生物反应器 选择哪一种转

基因动物作为生物反应器生产重组蛋白，取决

于该重组蛋白市场需求量和生产成本。一般来

说，如果一年生产数吨重组蛋白（如，白蛋白），

应该选择转基因奶牛作为生物反应器，生产数

百公斤，选择转基因山羊或绵羊，生产数公斤，

可以选择转基因家兔。

和大型家畜相比较，家兔体型小、饲养成本

低、制作转基因家兔周期短、见效快，也容易

SF? 化。另外，家兔乳汁中蛋白含量是绵羊乳

汁的 $V8 倍、山羊的 NVO 倍。一只哺乳期的雌

兔一天可分泌乳汁 %U" M $$" ;，一年可产 %" W;
的乳汁［!%］。家兔乳腺表达重组蛋白可以高达

$" ;X.，建立一个中、小型家兔生产设施，一年

可以生产出 8" W; 重组蛋白。所以，转基因家

兔也是一种有效的生物反应器。

世界上很多实验室和医药公司正在开发转

基因家兔生物反应器，用来生产单克隆抗体、激

素、活性肽和药物蛋白，用于人类和动物疾病的

诊断与治疗。到目前为止，人类抗胰蛋 白 酶

（&64243:’726）、白介素*$（2645315TW26*$）、组织纤维

蛋白溶酶原激活质（4277T5 ’1&7<26(;56 &D42Q&4(3）、

促红细胞生成素（53:4K3(’(25426）、胰岛素样生长

因子（267T126*12W5 ;3(I4K Y&D4(3*%）、细胞外超氧化

歧化酶（5943&D511T1&3 7T’53(92B5 B27<T4&75）、生长

激 素、#*葡 萄 糖 苷 酶（#*;1TD(72B&75）、降 钙 素

（D&1D24(626）、神经生长因子（653Q5 ;3(I4K Y&D4(3*

"）、凝乳酶（DK:<(726）、/% 抑制剂（/% 26K2J24(3）、

凝血因子 =$（KT<&6 D1(4426; Y&D4(3 =$）以及马

绒 毛 膜 促 性 腺 激 素 （ 5ZT265 DK(32(62D
;(6&B(43(’26）、牛 ?S- 等已经在转基因家兔乳腺
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中表达［!，!"，!!］，其中有些药物经过提纯及药理、

药效学研究之后，已经进入临床试验中。

糖原贮积症!型（#$%&’#() *+’,-#( ./*’,.(,
+%0(!）是由溶酶体"1葡萄糖苷酶缺乏引起一

种致命的遗传病。患有此病的患者由于缺乏"1
葡萄糖苷酶，溶酶体糖原不能分解，在肌肉组织

中聚集，严重影响肌肉组织功能、导致心脏肥大

症，危急生命。现行的治疗方案是给患者注射

利 用 遗 传 工 程 改 造 的 中 国 地 鼠（ 23/)(*(
3-4*+(,）卵巢细胞系生产的"1葡萄糖苷酶制剂。

5667 年，荷兰 8/9:’(+ 等制作成功表达人类"1葡
萄糖苷酶的转基因家兔，将从转基因家兔乳汁

中提取的人类"1葡萄糖苷酶注射给糖原贮积症

!型小鼠，小鼠糖原贮积症!型症状减轻或消

失［!;］。随后，患有糖原贮积症!型的患者使用

转基因家兔提供的人类"1葡萄糖苷酶治疗后，

肌肉功能恢复正常、心功能明显改善［!< = !7］。目

前，位 于 荷 兰 的 >3-,4/)# >3-,4-&(?+/&-$ 公 司

（3++0：@@AAAB 03-,4/)#B &’4）正在将转基因家兔

生产的人类"1葡萄糖苷酶和人类 25 抑制剂（治

疗人类遗传性血管性水肿）市场化，其中人类

25 抑 制 剂 已 经 进 入 三 期 临 床 试 验（>3-*( #
&$/)/&-$ +,/-$*）。可以预见，不久的将来患者有可

能在药店上买到这两种转基因家兔生产的药

物。

需要说明的是，不是所有的转基因家兔都

可以成为有效的生物反应器，重组蛋白表达水

平低或者表达的蛋白没有活性是目前开发转基

因家兔生物反应器面临的主要困难。

! 结语

在生物医学研究中，虽然家兔模型的应用

远不如实验小鼠广泛，但家兔独特的生物学特

性，决定了它在生物医学研究中有着啮齿类实

验动物无法取代的重要地位。随着转基因家兔

制作技术的丰富和完善、以及家兔 CD 细胞系的

建立，培育出基因剔除家兔将成为可能，利用小

分子 干 涉 EFG（ */EFG）原 理 培 育 基 因 封 闭

（H)’&H1.’A)）转基因家兔的愿望也会实现，核移

植技术也将广泛应用于转基因家兔的生产。新

的转基因家兔模型的不断培育成功，将大大推

动生物医学研究和认识水平。
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