基因轉殖技術原理 
I.基因轉殖技術的發展 
1974年， Jaenisch 及 Mintz 發現：若將純化的 SV40 DNA 注入老鼠的胚母細胞腔 (blastocoele cavity) 中，在該胚胎發育成鼠之後，可以在老鼠體組織中偵測到注入的 DNA。由此可以推斷：注入的 DNA 可以插入胚胎細胞的染色體組 (genome) 內。 
    在1980，由 Gorden et al.將 Herpes Simplex Virus的 thymidine kinase (TK) 基因利用微量注射方式注入培養的纖維細胞 (fibroblast) 之細胞核中，發現約有 5~20% 的細胞含有注入的基因且穩定表現該基因。同年，Gorden et al. 發表了第一篇有關成功地經由微量注射將基因轉殖到老鼠體細胞中的研究報告。此方法將基因構築質體 (genetic construct) 微量注射到老鼠之授精卵中，然後將注射過的卵再送入假孕 (pseudopregnant) 母鼠體內。再確認所生出的小鼠後代是否正確地帶有植入的基因及其表現狀況。 
    這些技術被運用在特定的動物上，如：小鼠 、大鼠 、兔子、豬、羊以及牛。基因轉殖技術最主要的目的是發展出新的動物模式 (animal models)。其最著名的例子便是囊性纖維病變 (cystic fibrosis，CF)。 
1981年，Evans and Kaufmann 及 Martin 兩個實驗室，將從囊胚 (blastocyst) 中的胚株母細胞 (embryonic stem cells，ES cells) 利用在基因轉殖上。隨即，研究發現若將胚株母細胞利用微量注射方式注入囊胚中，並使之發育成鼠，則胚株母細胞便有能力發育成嵌合體老鼠 (chimera) 身上的任何一個組織，包括生殖細胞 (germ line)。 
    胚株母細胞的發現並將它當成基因傳到子代的媒介，尤其以基因標的(gene targeting)方面，已經在實驗方法上引起了革命性的進步。
基因轉殖技術的要件 
接著介紹的是有關會影響基因轉殖技術的重要動物變因  
A.  動物無特殊病源株 (specific pathogen free colony，SPF colony) 
維持 SPF 株的優點,簡述如下: 
1. 在繁殖 (breeding) 與存活 (survival) 方面：SPF 動物較健康，活得較久，動物不致因感染而喪失。 

2. 在實驗方面：SPF 品質減少了動物性的疾病，且提供了研究的可信度 (reliability) 與再現性 (reproducibility)。 

3. 在基因型 (genotype) 方面：基因轉殖動物中，被修改基因所產生的基因型，與環境間之相互作用往往是最無法預測的，而且容易由於不易繁殖而失去該動物株及相關研究，但 SPF 可以避免此類的問題。 

4. 在基因轉殖動物的運送方面：具 SPF 品質的基因轉殖動物可以直接運送到另一個無病源的場所 (facility)，不需多花 3-6 個月的監測過程。
5.在花費方面：將基因轉殖動物維持在無菌且避免感染的條件下所需花費較傳統方式來得昂貴，但若將可能因感染而失去基因轉殖動物株，或無法使實驗結果再現…. 等等後果考慮進去，則傳統方式有可能會花費較高。
6.在野生囓齒動物方面：將基因轉殖動物飼養維持在正壓的隔離盒 (isolator) 中或者SPF的保護中，可以避免基因轉殖動物與野生囓齒動物的接觸。
相對地，若干維持 SPF 株的缺點，如： 
1. 方便性：取得 SPF 動物較不易且費時。 
2. 基本組織與建設 (infrastructure)：SPF 動物的飼養需要特殊的儀器設備，因此實驗進行會受限於 SPF 所需的環境。 
總括而論，SPF 品質的基因轉殖動物需求量與日俱增。長遠來說， SPF品質的動物不必因為健康問題而被撲殺。  
B.胚胎提供者的基因型 (genotype of the donor) 為取得較大量的卵母細胞(oocyte)及胚胎 (embryo)，必須考慮下列幾項因素： 
(1) 具有好的 plugging performance 及高精蟲數的male動物。 
(2) 動物必須對 PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotrophin) 及    hCG(human Chronic Gonadotrophin) 具可受性。 
(3) 具有足夠量的足齡動物可供使用。  
C.受孕者 (recipient) 的基因型與衛生狀況隨機配種或 F1 雜交囓齒動物均是可以勝任的受孕者。某些母動物具有很大的壺腹 (ampullae) 以利胚胎植入，通常也具有十分良好的母性。若使用與胚胎相關的 F1 雜交亞型 (strain) 會使得成功率提高。 
　如果在無菌狀態下植入胚胎，SPF 級的受孕體必須被飼養在 SPF 條件下的飼養盒中，一旦小動物出生且離乳 (weaning) 之後，受孕母體則可拿來做微生物的檢測，以便提供新生鼠健康監測資料。
轉殖技術:實驗方法  
A.    微量注射 (microinjection)  
最常用來生產基因轉殖動物的方式為：直接把重組過的 DNA 注入授精卵的原核 (pronuleus) 中，將從胚胎提供者的輸卵管中取得的授精卵移到微量注射台上，然後利用固定吸量管 (holding pipette) 固定住，之後，注射針則依序穿過 zona pellucida，oocyte membrance及male pronuleus membrane 後， 將 DNA 注入， 注入時可以見到原核膨大。  
注射過的授精卵則在無菌狀態下植入 SPF 條件的假孕母體中，仔體則利用進行聚合脢連鎖反應 (polymerase chain reaction，PCR) 或南方點漬 (southern blot) 來檢測植入的基因，以確定基因轉殖動物。由注射過的授精卵發育成的動物通常稱為原源種動物 (founder animals)，從有基因表現的founders而產生的基因轉殖株，依其基因型被以半接合子(hemizygous)或同接合子 (homozygous) 型態保存。  
B. 囊胚注射 (blastocyst injection)
胚株母細胞的發現並將它當成基因傳到子代的媒介,尤其以基因標的 (gene targeting) 方面。現今，此技術多半侷限應用於改造小鼠的基因，其他的動物， 如：大頰鼠 (hamster)、豬 (pig)、羊(sheep)、牛 (cattle) 及貂 (mink)則很少用基因轉殖小鼠對生物研究上產生了許多衝擊，並且增加我們對基礎科學問題的了解，包括：基因表現 (gene expression)， 癌症發生 (cancer induction) 以及生物發生學 (developmental biology)。  
C. 微量注射 (microinjection)  
目前這兩種技術的聯合運用最廣的是：Cre/loxP system。經由精確的將 DNA 移除，則可把內生的基因 (endogenous gene) 或植入的基因 (transgene) 去除，同時活化或關閉入基因。這項技術在 Dr. PlUck 所發表的研究報告中有詳盡的介紹。 
 D.基因移除 (有條件的基因刪除, conditional gene deletion) 
對於一些利用傳統基因剔除實驗而引起胚胎早期會導致死亡(early embryonic lethality) 的基因而言，Cre/loxP system 是一個十分有利的方法，因為此方法具有組織與時間專一性(tissue-specific and time-specific)。它也可以利用於將在特定組織中過度表現 (over-expression) 的轉殖基因除去，以研究轉殖基因負調節 (down regulation) 的反向效果 (reverse effect)。在利用有條件的基因刪除方法中，有兩株老鼠是必須的：
1) 在特定組織或細胞型中含有 Cre recombinase 的基因轉殖鼠
2) 在一個欲刪除基因的兩端插入兩個同向的 loxP 序列的老鼠。將基因剔除的重組反應只在有 Cre recombinase 表現的細胞中發生。如此一來，目標基因在其他不表現 Cre recombinase 的組織中仍是活化的。
E.基因活化 
Cre 的 DNA 剪斷 (DNA excising) 能力，若用於將基因中介於promoter 及 coding region 的 stop sequence 去除，則可以用來活化外來基因。一株在特定組織或細胞型中含有 Cre recombinase 的基因轉殖鼠，加上一株含有轉殖基因的老鼠，則基因重組如：去除 stop sequence，發生在含有 Cre recombinase 的組織中時，就可依 Cre construct 的特異性來去除想去除的基因序列。如此一來， 轉殖基因可以在活化的特定組織中被 DNA polymerase 轉錄，其他不表現Cre recombinase 的組織則不行。 
F.反轉錄病毒載體
在反轉錄病毒的生命週期中有一個步驟是會將雙股的前病毒(provirus) DNA 插入寄主的染色體組中，這個將 DNA 插入的過程是由反轉錄病毒所合成的蛋白質所進行的，這過程是十分準確的， 所以不會發生重組或是染色體組的基因刪除。一旦將病毒的 DNA 插入之後，病毒的 DNA 會被當作一般的基因組來保持，同時隨著寄主進行有絲分裂及減數分裂。若將 provirus 送入老鼠的基因體。組中，可以產生隨機的突變 (random mutation)，因利用它所產生的突變現今之基因治療技術

基因治療之方法

導入基因於體內的方法可分類為『體外療法』及『體內療法』兩種。
　　　

體外療法 (ex vivo therapy)

        將故障細胞取出體外，並導入該細胞所欠缺之基因後再放回體內。

· 舉例：由於愛滋病起因為HIV的感染並且於細胞中增殖，所以只要能讓   人體(宿主)白血球具有即使遭HIV感染也不會讓它增值出新病毒的能力，就夠防治愛滋病的發生。亦即，只要能夠在屬於造血系統的幹細胞內導入足以妨礙HIV增值之基因即可達成此一目標。

體內療法 (in vivo therapy)

        直接將所欠缺之基因投入細胞，亦即，事先製備出含(導入)各式治療基因的安全載體，然後醫生可依疾病之不同而選用適當之此種安全載體，並以注射的方式即可達到治療效果的「夢幻醫術」。

        另一個方法則是傳統的疫苗(無毒化之抗原)接種替代法，將能夠製造抗原之基因(DNA)直接接種於肌肉細胞的這種『DNA疫苗法』，例如：利用『流行感冒病毒DNA』於感冒之預防。

        目前由於標的細胞(targeting cells)的處理及控制比較容易進行，所採用的基因治療方法仍以體外療法居多。此外，由於尚未找到能夠有效解決對於標的器官或組織具特異性的標的法(targeting method)之故，有關將基因載體直接導入體內的這種基因療法目前仍處於困難狀況。

基因之嵌入法

病毒載體法

        利用病毒所具有容易感染細胞的性質，將治療基因(體外基因)導入標的細胞的一種基因嵌入法，以「治療基因」來取代「病毒外殼蛋白質之表現基因」，藉由那些即使進入標的細胞亦不會增殖且無毒性的病毒，來導入治療基因。作為載體的類病毒包括：腺病毒、逆轉錄病毒、泡疹病毒等，其中以逆轉錄病毒最常被使用。

· 逆轉錄病毒

· 病毒感染原理：多數逆轉錄病毒細胞內所含的皆是單股的RNA，其一旦侵入(感染)宿主細胞，則經由該病毒RNA轉錄出來的逆轉錄酵素，會以病毒本身的RNA模型來合成DNA，更進一步合成雙股DNA，此種稱為provirus之雙股DNA，嵌入宿主DNA後會隨之增殖而增加。

· 轉載基因原理：若目的基因所嵌入於provirus的位置是provirus增殖上不可欠缺的DNA領域，則所得到之重組provirus(recombinant provirus)將會因而失去增殖能力，僅留下將目的基因嵌入宿主細胞染色體DNA內的這種能力。

逆轉錄病毒雖然是最常被使用於基因療法的載體，但是對於不會增殖或分裂不旺盛之細胞則不易感染(ex.腦細胞)，感染率亦非常的低，而且所嵌入之基因的表現率亦不高。

研究人員因而著手感染性較強的腺病毒和泡疹病毒，作為將治療基因導入標的細胞的載體。

脂質膜導入法

即使腺病毒有高侵入細胞能力，卻無法將治療基因嵌入標的細胞的DNA內，原先進入之基因會隨著增殖作用逐漸被稀釋掉，為了避免這些病毒使用上的危險性，研究人員開發出稱之為脂質核糖體(liposome)的合成脂質膜，將DNA包覆其中然後進入細胞裡，即所謂的脂質膜導入法。

脂質膜導入法有下列缺點：

· 此法因為所使用的並非病毒而較無安全疑慮，可是所能重組於基因組(genome)的效率非常低，治療用基因於細胞內之表現只不過瞬間而已。

· 體內(in vivo)之基因導入方面，所形成之複合體會被血清及體液成分所分解。

基因治療在疾病上的應用
癌症

癌症之治療

· 原理：因為癌基因(cancer gene)所轉錄出的mRNA和正常mRNA皆為單股RNA，可經由轉譯形成癌基因的蛋白質。若能以化學合成法合成出僅會與癌基因轉錄出的mRNA互補的RNA(反股RNA)，形成雙股的RNA並嵌入體內，則癌基因的mRNA無法製造出由癌基因而來的蛋白質。

　  常被應用於抗癌劑的使用，因為具有強大副作用，癌細胞與正常細胞都會遭損，所以為避免正常細胞被損，可藉由導入能將抗癌劑排出正常細胞外的基因來避免。

· 精靈療法：使用治療慢性骨髓性白血病的STI-571以及治療淋巴癌的化
　　　　　合物B43-Ggenistein，以攻擊癌細胞為主。滑稽

· 介白素：將癌細胞取出體外嵌入介白素，介白素可促進T細胞增殖，將
　　　　以導入此基因的細胞放回體內，患者免疫系統因而活化，得以
　　　　強化攻擊癌細胞的效果。

· 自殺基因：自殺基因遍存於所有細菌及病毒，但哺乳動物無。此基因所
　　　　　產生的酵素能將無作用性的藥劑轉變成強效藥劑。導入自殺
　　　　　基因於癌細胞，則自殺基因於癌細胞產生的酵素(正常細胞
　　　　　無)，能選擇性消滅癌細胞。
愛滋病

愛滋病之治療
· 原理：已知HIV增殖需用到某種蛋白質，若製造假蛋白質(將部分胺基酸
　　　改變)，可能使HIV無法增殖。研究結果為HIV進行增殖時，會
　　　誤認蛋白質，導致無法增殖。由於HIV為RNA病毒，也有研究
　　　合成能分解HIV病毒RNA的酵素基因導入細胞，使細胞能分解
           HIV病毒RNA得以抑制HIV增殖。

愛滋病療法

· 阻礙HIV病毒對細胞的感染

· 抑制HIV病毒於T細胞內的增殖

· 導入能表現反股分子或抗體分子的基因
帕金森氏症

帕金森氏症之治療
· 原理：若能導入以造血幹細胞為標的的保護基因，所有血液細胞都會有
　　　保護基因。

帕金森氏症療法

· 藥物療法：施予杜巴(L-dopa)。此藥物可抗氧化能防禦腦部遭到氧化劑及
　　　　　自由基所引發之打擊。

· 基因療法：由於多巴胺非屬蛋白質，所導入的治療基因而選擇胸嘧啶水
　　　　　解酶，此為多巴胺合成過程中的重要基因。使分泌細胞恢復
　　　　　活性。
嚴重複合性免疫不全症

嚴重複合性免疫不全症之治療

· 原理：SCID指患者(嬰兒)因為先天性的基因缺陷，造成體內無法製造T
　　　細胞，導致嬰兒無法對抗入侵的病毒及細菌。

· 嚴重複合性免疫不全症療法

· 基因療法：改寫基因圖譜或更換缺陷基因。讓攜有正確基因的病毒感染
　　　　　取自患者的骨髓，經約一週後，再將此骨髓放回體內。數週
　　　　　後顯示，所嵌入之基因會表現於是當位置且正常運作，而T
　　　　　細胞數目已能快速回升至正常水準。

· 骨髓移植

基因治療的倫理以及倫理問題
討論基因治療引起的倫理問題之前的原則

1. 不傷害人（non maleficence）

不能以遺傳工程的方法製造病毒，貽害人群。這個原則，不單可應用在蓄意傷人的行為上，也應用在無心闖禍的錯，譬如遺傳工程施不慎將分解石油污染的細菌放置貯油庫中，引起嚴重的石油荒。若遺傳工程師未能完全防範分解石油的細菌在自然界中之分布，就不能將它應用在石油污染的處理，以免以起上述災難。

2. 造福他人（beneficence）

通常基因治療的產品能帶給人類醫學上的應用，促進社會的權利，但若需要某種遺傳工程製成的特效藥而藥品市場狹窄無法投資，但少數病人急需此藥，就需要政府強制要求繼續製造特效藥。需要社會上某些人的施予，才可造福他人。

3. 功利的應用（utility）

在不侵犯人權或人體的情況下，也可用作絕對的道德觀念，譬如遺傳工程正在發展不侵害病人的診斷工具。

4. 公平分配（distributive justice）

又稱公平主義。（1）福利與義務都要平均分配（2）需要大的人應有較多的供給（3）多有貢獻的人應多有權利（4）多用功的人多得。上述理論需同時考慮，才可以探討最佳的道德行為，譬如因遺傳病而喪失私人保險權利的人應受到社會醫療基金的補助。

5. 自主權（autonomy）

看重人本身的價值與自由（1）人不能傷害他人（2）因當事人的本身或社會之間的利害關係，自主權暫被抑制（3）社會的道德系統應能管制個人的自主權（4）自主權可因大眾的利益受抑制。例如病人決定接受基因治療與否。
基因治療的條件 - 治療與改進的差別

基因治療有兩種：補救性的（therapeutic）和增進性的（enhancement）。前者是要改正一種先天的缺陷，後者卻是要增進原有基因的功能。前者是理所當然的，因為這些病人是除此之外無藥可治的；後者卻是一種划不來的投機冒險，例如引進生長激素的基因於期望成為運動健將的人的體內中，但生長激素的基因不單會助長發育，還會影響到他的神經反應和細胞管制系統等重要功能。因為我們對遺傳基因與身體功能的相互作用所知太有限，何況一個更好的身體或更好的人不單是一個醫學上的問題，也是哲學上和神學上的問題，除非涉及到病人的生存能力，我們實在不應該在這麼多未知數的情況下干擾或強化人體內的基因。
基因治療隱憂

基因療法研究的高速發展推力來自生物製藥公司，62%的基因療法研究是依靠來源於這些公司資助的。這些公司為得到研究成果，會讓研究人員把這項研究往錢眼裡推，而且會使醫院盲目的宣稱自己取得了積極的進展，以獲得研究資金，這種現象是非常可怕的。而事實上基因療法研究雖然有大量的臨床應用，可是其中很少被證明具有科學性的突破或者臨床效果。而且從經濟的角度講，臨床效果如何對這些公司來講不是很重要。從公司純經濟角度來看，大多數公司的興趣在於怎樣把藥物賣出去，他只考慮藥物是否賣光了，而不考慮這種藥物是否真的管用。
使用人類胚胎細胞學來做基因治療實驗工具以及此範疇

在創造基因治療之前，必會有無數的實驗以及臨床應用。美國總統柯林頓在一九九三年一月廢除前任總統布希禁止聯邦政府的經濟支援胚胎組織（經墮胎或死胎而來）實驗的勒令，一九九四年十二月美國國家衛生局一個由十九位有關的專業人士組成的委員會提倡政府支持胚胎細胞的實驗，十四天至十七天當胚胎發展到具有原始的條紋仍可考慮，但在十八天之後已具人形的胚胎則不能作為實驗的樣本。國家衛生局聲言胚胎細胞的研究可幫助遺傳病、不孕症和癌症的治療。但反對胚胎研究的人認為胚胎的選擇和實驗乃是納粹黨以人作為實驗的優生學的前奏。雖然反對眾多，但我們不能忽視胚胎細胞實驗可能帶來防止甚至是醫治遺傳病的事實。雖然英美嘗試立法禁止人的複製，不過卻容許用人類胚胎在體外實驗，這種中立的立場有可能成為世界在人類胚胎的研究上的一些範疇。
基因治療實際倫理問題以及解決辦法

當美國國會支持人類基因構造計畫時，也開始研究倫理問題，這個研究個案被稱為倫理、法律和社會的影響。雖然會議並沒有帶來什麼重要的答案，但起碼提出三大類的問題作為研討方向：

1. 保險的問題

保險公司可能性的與商業化的遺傳實驗室掛勾，將實驗結果變成商品，也將之當作保險費的尺度。一個人的遺傳基因月多帶病的徵兆，他的保險費越高，甚至可以被保險公司拒絕，因為他生病的機率太高或壽命太短。因遺傳檢驗的結果越多，有些人獲得保險保護的機率越低。所以應保障這些基因有問題的人的權益。很多社會主義國家已採用全國性的保險制度（英國與加拿大是採用社會主義的資本國家），使不論有無遺傳病基因的市民，都能享受國家保險的權利。在市場經濟的國家，則需要政府立法來保護有遺傳病基因的公民例如美國。

2. 使用遺傳實驗產品上的專利

因為是人的發明，所以是屬於專利權保護範圍。雖然有些私人研究公司承諾可提供大學學者自由使用，但主要條件都還是保護自己的專利權，因此商業化的動機可能攔阻學識的傳流和推進，是學術界一個重要的挑戰。而且熱門普遍的遺傳疾病備受生物工程企業注意，但一些少數人得的遺傳病卻無人問津，使病患求助無門。而基因治療的價格，也可能會因為主權掌握在私人研究公司手上而價格昂貴使病患無法負擔。所以社會也需要制定關於此類的法則規範幫助病人得到正確的治療。

3. 醫療資訊的保密

這是人類基因構造計畫所引起最令人注目的倫理問題。擁有基因疾病的人例如愛滋病，未發病的愛滋病人通常都會被解僱以及被保險公司退保，危害到個人生計及尊嚴問題，但不公佈卻也有很大的隱憂，目前愛滋病沒有特效藥可以根到病除，傳染給別人是有很大可能性的。目前並沒有實際的解決辦法。

總而言之，基因治療是具有世界性的發展，這些研究不但可提高人的生活水準，同時可促進國際合作。雖然帶來的倫理問題有待解答，但以博愛的精神推己及人，正確的應用基因治療，基因治療將是社會上有用重要的工具，減輕人類許多的痛苦，維護世界和平。
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