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利用CRISPR-Cas9技术构建基因修饰

哺乳动物模型的进展
何  笛1  祝献民1,2  徐书旸1  薛志刚2  范国平3*

(1同济大学生命科学与技术学院系, 上海 200092; 2同济大学医学院再生医学系, 上海 200092;
3加州大学洛杉矶分校人类遗传学系, 洛杉矶 90095, 美国)

摘要      基因修饰动物模型(genetically modified animal models)是研究个体发育过程和疾病中

特定基因功能的一种重要工具, 在研究人类疾病发生机制、病理生理和评估新药物、新治疗方法

方面有重要应用。哺乳动物因其与人类的相似性而常被用来进行人类疾病研究和药物筛选。然而, 
传统构建基因修饰动物模型的同源重组等方法不仅需要培养的哺乳动物胚胎干细胞系, 而且费时

费力。近年来新出现的CRISPR-Cas9基因编辑系统可以在哺乳动物中实现快速、准确的基因定点

修饰。该文将介绍CRISPR-Cas9系统在构建基因修饰哺乳动物模型中的应用。
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Recent Advancement in the Generation of Genetically Modified 
Mammalian Models via CRISPR-Cas9
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Abstract       Genetically modified animal models are important tools for understanding the gene function 
in development and disease. They have been widely used for modeling human pathophysiology, drug screening, 
efficacy evaluation and novel therapy development. However, the conventional technologies via homologous re-
combination in embryonic stem cell lines are time-consuming and labor-intense to generate genetically modified 
mammalian animal models. Recently, the emergence of CRISPR-Cas9 genome editing technology provides a much 
quick, precise, and site-specific method in the modification of mammalian genomes. This review will focus on the 
applications of CRISPR-Cas9 in the generation of a variety of genetically modified mammals.  
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基因修饰动物模型是帮助我们了解基因在生

物体内的功能、人类疾病发生机制和筛选新药物的

重要工具。其中, 基因修饰的小鼠模型是实验室最

常用的研究基因功能、模拟人类疾病的一种哺乳动

物模型。目前, 世界上已建立了数千种与发育和疾

病相关的基因修饰小鼠, 这不仅加深了人们对特定

基因在发育中的调控作用以及疾病产生和发展机制

的认识, 而且为新药物的开发提供了新的研究手段

和技术平台。传统构建基因修饰小鼠模型主要有插

入突变和基因打靶两种方法。插入突变是通过病毒

或者转座子在目的基因中插入一段序列, 从而使基

因失去功能。而基因打靶则是通过同源重组造成内

源基因序列的改变, 包括基因敲除和敲入[1-2]。但小

鼠在解剖学、组织学和病理学分析上存在一定的局

限性, 并且小鼠比起灵长类或其他哺乳动物(大鼠、

兔子等)与人的遗传背景相差较远, 因此作为模拟人

类疾病的模型有局限。另外, 采用同源重组方法建

立非小鼠哺乳动物模型存在缺乏相应胚胎干细胞系

的瓶颈。新近, CRISPR-Cas9基因编辑技术的诞生

为建立多种基因修饰的哺乳动物模型提供了简单、

快速和高效的方法。

1   CRISPR-Cas9系统
以往建立基因修饰动物模型的方法包括同源

重组(homologous recombination)技术、锌指核酸酶

(Zinc-finger nuclease)技术和转录激活样效应因子

核酸酶(transcription activator-like effector nuclease, 
TALEN)技术等。但是, 哺乳动物成熟胚胎干细胞

系的缺乏和以蛋白为导向的核酸酶系统在设计上

的复杂性为这些技术的应用, 特别是实现多基因同

时编辑造成了困难。最近研发的成簇的、规律间

隔的短回文重复序列(clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats, CRISPR)-Cas9(CRISPR-
associated)系统是一种在原核生物中发现的由RNA
介导的核酸内切酶系统, 它可以实现快速、方便地

对哺乳动物的基因组进行定向修饰。

CRISPR系统是存在于细菌和古生菌基因组中

的一些短的间隔重复序列, 是这些原核生物用来抵

抗病毒或质粒等外源DNA入侵的一种“获得性免疫

防御系统”[3]。CRISPR系统主要分为三个类型, 其
中II型CRISPR系统结构比较简单, 被改造后广泛

用于真核生物基因编辑。酿脓链球菌(Streptoco-

ccus pyogenes)中的II型CRISPR-Cas9系统含有以下

几个主要功能位点: 编码Cas9内切酶在内的四个

基因(Cas9、Cas1、Cas2和Csn1); 两个CRISPR非

编码RNA(crRNAs)的位点, 分别是反式调控激活

crRNA(trans-activating CRISPR RNA, tracrRNA)位
点和由间隔序列(spacer)和短重复序列(direct repeats, 
DR)互相间隔形成的前体crRNA(pre-crRNA)位点。

这些前体crRNA位点与某些病毒和质粒的DNA序列

(protospacer)同源。当外源DNA入侵时, Cas蛋白复

合物能够靶向裂解外源DNA, 并将它们整合在宿主

细菌CRISPR位点的5′端; 当外源DNA再次入侵时, 
这些前体crRNA序列能够复制出crRNAs, 这些crR-
NAs因为与外源DNA同源从而能够通过碱基互补配

对识别外源DNA, 并且通过结合tracrRNA和Cas9蛋
白, 达到特异性识别和切割外源DNA [3-7]。

Jinek等[5]发现, Cas9蛋白发挥核酸内切酶的

作用需要与crRNA和tracrRNA形成的二聚体相结

合, 而根据此二聚体设计的复合RNA结构——引

导RNA(single guide RNA, sgRNA)可以介导Cas9识
别靶位点。此外, Cas9还需要识别靶位点中一段由

NGG组成的PAM(protospacer adjacent motif)序列 , 
如果没有PAM序列的存在, 即使crRNA与靶位点互

补, Cas9蛋白也不能对靶位点进行切割[4-5]。张锋实

验室在2013年将酿脓链球菌中的II型CRISPR系统

进行了密码子优化和改造, 构建了能在真核细胞中

表达CRISPR系统的载体。他们在Cas9编码序列两

端各添加了一个核定位信号, 用U6启动子驱动表达

sgRNA, 使CRISPR系统可以有效地应用于真核生物

的基因编辑[8]。在构建CRISPR-Cas9系统时, 需要在

靶位点中寻找PAM序列, 并将PAM上游20 bp的DNA
序列插入载体从而形成sgRNA编码序列; 在细胞

中转染载体后, 表达的sgRNA能够介导Cas9蛋白在

PAM序列上游约3 bp的位点切割DNA底物[5]。

Cas9蛋白在sgRNA的介导下与基因组上的靶

位点结合后可以发挥核酸酶的作用, 切割靶位点导

致DNA双链断裂(double-stranded breaks, DSBs)。断

裂的双链DNA在生物体内可以进行非同源末端连

接(non-homologous end-joining, NHEJ)或者同源指

导修复(homologous directed repair, HDR)[9], 在NHEJ
过程中会造成碱基随机地插入或缺失(indels), 如果

断裂位点在基因的编码区内则可能会导致相应的蛋

白质不表达或者蛋白质功能丧失。当存在同源序列
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时, 断裂的DNA则会以该同源序列为模板进行同源

修复, 利用HDR途径可以实现对基因组DNA的精确

修饰或者外源基因的敲入[10-11]。

Cas9核酸酶包含两个具有切割活性的结构域, 
HNH结构域和Ruvc结构域。HNH结构域切割与crRNA
互补的DNA链, 而Ruvc结构域切割非互补链[4-5]。因

此, 对Cas9蛋白其中一个结构域突变得到的Cas9切口

酶(Cas9 nickase)可以只对DNA单链进行切割; 同时突

变两个结构域可以得到对DNA只有结合活性而没有

切割活性的dCas9蛋白。实验设计中可以通过两个

Cas9 nickase的组合减少脱靶现象[12]。而将dCas9蛋白

与转录激活或抑制因子构建成融合蛋白, 则能够调控

dCas9结合位点后相应基因的表达[13-14]。

2   CRISPR-Cas9系统在构建哺乳动物基

因修饰模型中的应用
2.1   早期胚胎细胞(受精卵)基因编辑

目前, 用CRISPR-Cas9系统对哺乳动物基因组

进行编辑一般是通过向动物受精卵中注射体外转录

的sgRNA和Cas9 mRNA或纯化后的Cas9蛋白, 将显

微注射后的受精卵移回假孕动物体内从而得到基

因修饰的哺乳动物模型的F0代(founder)(表1)。2013
年, 南京大学的研究人员用CRISPR系统在基因组内

整合了EGFP基因的杂合子小鼠中敲除了EGFP基
因, 首次将CRISPR系统应用在哺乳动物的基因编辑

中[15]。随后, Rudolf Jaenisch实验室在小鼠基因组中

同时敲除了Tet1和Tet2基因, 这是首次利用CRISPR
系统对哺乳动物同时进行多个内源基因的敲除, 且
同时敲除的效率高达80%, 证明了CRISPR系统在哺

乳动物基因编辑方面的应用价值[16]。李大力研究组

在2013年分别构建了Th、Rheb、Uhrf2基因敲除的

小鼠模型以及Mc3R和Mc4R双基因敲除的大鼠模型, 
首次将CRISPR技术应用在小鼠以外的哺乳动物中。

在2014年, 他们又在大鼠中同时敲除了Il2rg和Fah两
个基因, 并且通过注射与大鼠Tgr5基因片段同源且

带有外源基因的寡聚核苷酸链模板而实现了EcoRI
和LoxP两个外源基因片段的敲入[17-18]。中国科学院

动物研究所周琪研究组利用CRISPR系统在大鼠中

同时敲除了Tet1、Tet2和Tet3基因, 并且用Tet1、Tet2
双敲除的大鼠精子与野生型母鼠的卵子进行体外受

精, 产生的子代大鼠中也有与亲本相同的基因突变, 验
证了突变基因可以由第一代基因敲除大鼠成功传递

给子代大鼠, 证明了CRISPR基因编辑的可遗传性[19]。

此外, CRISPR系统还成功在其他哺乳动物(如兔子、

食蟹猴、猪等)上实现了基因敲除[20-24]。

CRISPR系统不仅在由NHEJ介导的动物全基

因组基因敲除上有广泛应用, 而且通过与sgRNA和

Cas9一起注射单链或双链的同源模板, 还可以实现

由HDR介导的精确的基因点突变、外源基因敲入或

者条件敲除。2013年, Rudolf Jaenisch实验室通过注

射与Tet1、Tet2同源的双碱基突变的单链寡聚DNA
实现了对这两个基因的精确突变。同年, 他们在小

鼠基因组的Nanog、Sox2和Oct4三个位点插入了标

签和荧光报告基因, 并且在小鼠Mecp2基因第二个外

显子两端插入了LoxP序列, 构建了Mecp2基因条件敲

除的小鼠模型, 且通过在Mecp2基因的两个位点分别

设计sgRNA引入两个DSB, 造成了该基因700 bp碱基

的大片段缺失, 证明了CRISPR系统可以应用在条件

基因敲除和大片段基因敲除中[16,25]。利用CRISPR
系统在动物模型上引入Cre-LoxP系统可以实现组织

特异和可诱导的条件敲除。马元武等[26]用两端带

有LoxP序列的靶位点同源序列替换相应的靶位点

序列, 通过这种方法他们构建了Cre重组酶诱导的

Dnmt1、Dnmt3a和Dnmt3b敲除的大鼠模型。李劲松

研究组通过在Crygc显性基因突变的白内障小鼠受

精卵中注射Cas9 mRNA、sgRNA及单碱基突变的同

源修复模板成功修正了该突变基因, 并且验证了修

正后的基因可以传递给子代, 首次实现了用CRISPR
系统治疗基因突变导致的疾病[27]。他们还发现, 有
的杂合子小鼠受精卵内没有注射外源同源修复模

板, 但由于Cas9切割的靶位点能够以正常的内源等

位基因为模板, 所以同样可以得到突变基因被修复

后的正常小鼠。

2.2   体细胞基因编辑

利用CRISPR系统进行组织特异的基因编辑可

以在成体动物模型上模拟许多人类疾病的发病机

制。通过病毒载体和蛋白质转导可以将CRSIPR系
统引入体细胞中, 对体细胞基因进行编辑, 这种方法

常被用来建立癌症动物模型。例如, Sanchez-Rivera
等[28]在依赖Cre表达Kras基因的肺癌小鼠模型中, 利
用表达sgRNA、Cas9蛋白和Cre重组酶的载体来敲

除在人类肺癌病人中发现的可能的抑癌基因Pten、
NKx2-1和Apc, 研究这些基因与原癌基因Kras对肺

癌形成和发展的协同影响。他们发现, 在这些抑癌
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基因敲除的肺癌小鼠模型中肿瘤的发展更快。Xue
等[29]将携带编码Cas9蛋白和sgRNA基因的质粒载

体通过小鼠尾静脉注射经门静脉进入肝脏, 在小鼠

的肝脏中特异性地敲除了抑癌基因Pten和p53, 首次

利用CRISPR-Cas9系统在小鼠中构建了体细胞癌症

(somatic cancer)模型。利用病毒载体将CRISPR系
统注射进动物组织内, 也可以实现组织特异地基因

敲除。例如, Maddalo等[30]用携带有编码Cas9蛋白

和sgRNA基因的腺病毒载体灌注小鼠的气管, 通过

使Eml4和Alk基因位点发生DSB, 介导了小鼠Eml4和
Alk基因的重排, 成功建立了模拟人ALK+的非小细

胞肺癌(non-small cell lung cancers, NSCLC)小鼠模

型。张锋实验室通过向小鼠海马区齿回注射腺相关

病毒(AAV)双载体系统, 在成年小鼠的神经元细胞

中敲除了Mecp2基因, 构建了记忆形成障碍的Rett综
合征小鼠模型。他们还在小鼠的Rosa26位点插入了

Cas9蛋白表达组件, 构建了依赖Cre表达Cas9蛋白的

小鼠模型, 他们在这种小鼠的脑和肺组织中注射携

带Cre和sgRNA编码基因的AAV载体, 造成了小鼠脑

和肺部特异的基因敲除[31-32]。

此外, 应用CRISPR系统通过HDR途径可以修

正疾病动物模型中原本突变的基因。Yin等[33]通过

向小鼠尾静脉注射表达Cas9和sgRNA的载体和单链

修复模板成功纠正了Fah基因突变的小鼠, 在小鼠

体内产生了FAH+的肝细胞, 减轻了Fah基因突变造

成的肝损伤。Long等[34]在单碱基突变引发的杜氏

肌营养不良(Duchenne muscular dystrophy, DMD)小
鼠模型(Mdx)中, 通过注射CRISPR系统和修复模板, 
使得Mdx小鼠的肌纤维产生了正常的肌萎缩蛋白

(Dystrophin), 纠正了肌营养不良小鼠的表型。

3   提高HDR途径效率的新研究
HDR途径可以实现动物基因组精确的基因编

辑和外源基因的插入, 这为我们在动物体内更加准

确地模拟人类疾病提供了可能。Liang等[35]发现, 在
人的三核受精卵中倾向于利用内源的同源模板而

不是注射的外源模板通过HDR途径修复断裂基因。

然而, HDR的效率只有大约0.5%~20%, 远远比不上

NHEJ的效率(20%~60%)[9]。所以, 如何进一步提高

HDR的效率成了近期CRISPR技术的研究热点之一。

Maruyama等[36]发现, 在NHEJ缺陷的细胞株中HDR
的效率会升高, 他们利用在NHEJ过程中参与DNA修

复的DNA连接酶IV(DNA Ligase IV)的小分子抑制

剂——Scr7来抑制NHEJ的作用, 通过向CRISPR系
统中添加Scr7, 细胞中HDR的效率可提高19倍, 而在

小鼠模型HDR的效率也提高了两倍以上(从28.6%到

58.3%)。Chu等[9]也发现, 在引入CRISPR系统时注射

短发卡RNA(short hairpin RNA, shRNA)、小分子抑

制剂Scr7或者4型腺病毒的E1B55K和E4orf6蛋白, 能
够通过抑制参与NHEJ过程的KU70、KU80和DNA
连接酶IV, 在细胞系中将HDR效率提高8倍。这些对

于提高同源修复途径效率的研究使得CRISPR技术

能够更加高效地对动物基因组进行精确编辑, 对于

构建模拟人类疾病的动物模型有重要意义。

4   关于CRISPR脱靶效应的研究
因为基因组编辑是对动物基因永久性的修饰, 

所以基因编辑工具的特异性对于构建动物模型来说

非常重要。在sgRNA识别靶位点的过程中, 可能容

忍错配从而与基因组上和靶位点序列相似的其他

位点结合, 引起对其他序列的修饰。Fu等[37]用分别

在引导RNA第1~19个碱基的位置上有错配碱基的

sgRNA来识别人U2OS.EGFP细胞中的EGFP基因。

他们发现, 如果sgRNA有一到两个碱基与靶位点不

匹配也仍然能够识别靶位点, 使细胞不能表达绿色

荧光蛋白, 证明sgRNA的靶向并不是高度特异的。

并且对于不同的靶位点序列, sgRNA对错配的容忍

性也有差异。此外, sgRNA的3′端10~12个碱基属于

特异性识别的“种子”区域(seed region), 即如果这个

区域与靶位点之间有错配出现很可能会影响sgRNA
与目的片段的结合。但这些规律也不是绝对的, 
CRISPR系统有时候也会容忍sgRNA 3′端的错配, 所
以CRISPR系统脱靶的规律很难预测。检测CRISPR
脱靶位点的方法主要是通过比对分析生物基因组上

与靶位点相似的序列来预测可能的脱靶位点进行酶

切检测或者通过Sanger测序、全基因组测序(whole 
genome sequencing)和转录组分析(transcriptome pro-
filing)直接检测脱靶效应[8,37-38]。目前, 避免CRISPR
系统脱靶效应的方法主要包括: 选择sgRNA时, 尽量

在目的基因上选择与基因组上其他序列相差较大的

序列作为靶位点; 降低Cas9蛋白的浓度以减少脱靶

效应的产生, 当然, 这样也同时会降低Cas9对靶位点

的切割效率; 此外, 将Cas9蛋白两个切割结构域中的

一个突变掉, 使之变为只能切割DNA双链中一条链
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的nickase, 将这样不同结构域突变的两个nickase结
合起来, 用针对两条链的sgRNA来靶向目的基因片

段也可以减少脱靶效应的产生[12,37]。

5   各类哺乳动物模型的比较
相比其他哺乳动物而言, 小鼠模型已经成为实

验室应用最普遍的一种哺乳动物模型。然而, 小鼠

模型在研究人类疾病的病理生理、模拟人类某些疾

病特征或是药理、毒理实验方面不如其他一些哺乳

动物, 因此, 建立不同种类的哺乳动物模型在研究基

因功能和人类疾病发病机制和筛选治疗药物等方面

有着重要意义。小鼠模型的优点是遗传信息明确、

体型小便于操作、饲养成本低、寿命较短及便于观

测表型, 其缺点是与人的差异性较大, 在病理生理、

药理、毒理实验许多方面不能很好地模拟人类。与

小鼠模型相比, 大鼠模型更多地应用在病理、药理

和毒理的实验中, 但是大鼠遗传信息不如小鼠明确, 

品系也不如小鼠丰富[39]。相比于小鼠和大鼠模型, 兔
子模型在生理学、解剖学和遗传学上与人类更加相

似, 是模拟人类心血管和代谢类疾病的理想模型[20]。

此外, 灵长类动物如猕猴、食蟹猴等动物模型由于与

人类更加相似, 常被用来研究人类的神经系统疾病、

衰老相关疾病和药物代谢, 但是其繁殖周期长、饲养

成本大等缺点也阻碍了灵长类动物模型的应用[22,40]。

如表1所陈列, CRISPR-Cas9技术的出现, 使得在不

同种类的哺乳动物中进行基因编辑变成现实。从

大鼠到猪、猴及人类三原核异常受精卵, CRISPR-
Cas9都成功地导致特定基因编辑。

6   结语和展望
CRISPR作为一种新的基因编辑技术, 因其在设

计上的简单性、应用上的快速和高效性而广泛、迅

速地被应用于各种基因修饰动物模型的构建过程

中。基因修饰哺乳动物模型的建立为我们更进一步

表1  利用CRISPR-Cas9系统构建基因修饰哺乳动物模型

Table 1  Using CRISPR-Cas9 to generate genetically modified mammalian models
物种

Species
受精卵细胞或体细胞基因编辑

Fertilized eggs or somatic gene editing
Cas9种类

Cas9 type
修饰基因

Modified gene
参考文献

References
Mouse Germline SpCas9 EGFP [15]

Germline SpCas9 Tet1, Tet2 [16] 
Germline SpCas9 Th, Rheb, Uhrf2 [17]
Germline SpCas9 Crygc [27] 
Liver D10ACas9 Cebpa [44]
Primary hematopoietic stem and progenitor cells SpCas9 Tet2, Runx1

Dnmt3a, Ezh2, Nf1, Smc3,  
p53, Asxl1

[45]

Liver SpCas9 Pten, P53 [29] 
Neuron SpCas9 Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b,  

Mecp2
[31]

Cre dependent & lung specific SpCas9 Pten, NKx2-1, Apc [28]
Cre dependent SpCas9 NeuN, p53, Lkb1, Kras [32] 
Lung SpCas9 Eml4, Alk [30]
Germline SpCas9 Dmd [34] 
Hepatocytes SpCas9 Fah [33] 
Germline SpCas9 Laf4, Eph, Pax3 [46]
Drug induced D10ACas9 CR8, Apc, p53 [47]
Germline SpCas9 Dip2a, LacZ (knockin) [48]

Rat Germline SpCas9 Mc3R, Mc4R [17]
Germline SpCas9 Tet1, Tet2, Tet3 [19]
Cre dependent SpCas9 Dnmt3a, Dnmtb3b, Dnmt1 [26] 
Spermatogonial stem cells SpCas9 Epsti1, Erbb3 [49]

Rabbit Germline SpCas9 Il2rg, Rag1 [20] 
Monkey Germline SpCas9 Ppar-g, Rag1 [21] 

Germline SpCas9 p53 [22] 
Pig Germline SpCas9 EGFP, CD163, CD1D [23]

Germline SpCas9 vWF [24]
Human Tripronuclear zygote SpCas9 HBB [35]  
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地了解基因在发育和疾病过程中的调控机制以及

研究筛选新药物和新治疗方法都提供了有力的工

具。目前, CRISPR技术也有了越来越多的新应用, 
比如将针对大量基因的sgRNA克隆到慢病毒载体

中, 建立一个慢病毒文库, 通过对慢病毒感染后的细

胞进行筛选, 可以筛选出有特定功能的基因[41]。此

外, Cas9蛋白可以被突变为只有结合活性而没有切

割活性的dCas9蛋白, 将荧光蛋白、转录调控蛋白与

dCas9融合表达, 可以实现对特定基因的监测或是启

动/沉默基因表达[36]。O′connell等[42]甚至发现, Cas9
也可以以RNA为底物进行特异性的切割。最近, 张
峰实验室还发现了与SpCas9蛋白具有相似活性但是

分子量远小于SpCas9(~4.2 Kb)的SaCas9(~3.2 Kb), 
可以实现将编码Cas9蛋白和sgRNA的基因整合进同

一个腺相关病毒(AAV)载体中, 使得组织特异的基

因编辑变得更加高效[43]。

然而, 构建基因修饰的哺乳动物模型需要得到

能够稳定遗传的纯合品系才能有真正的研究和应用

价值。此前, 在许多利用CRISPR系统建立动物模型

的报道中都未提及得到的第一代基因修饰动物的等

位基因纯化问题, 特别是利用CRISPR-Cas9系统同

时敲除多基因时, 如何快速得到纯合子是建立动物

模型的关键。利用CRISPR-Cas9系统构建能够模拟

人类疾病的哺乳动物模型还面临诸多问题, 最近, 中
山大学的研究人员用辅助生殖中废弃的三核受精

卵检测了CRISPR系统编辑β球蛋白时的脱靶现象和

HDR的低效率, 这对CRISPR系统应用在人类基因

编辑中的伦理和安全问题提出了挑战[35]。CRISPR-
Cas9这个崭新的基因编辑工具虽然还有许多需要解

决的问题, 但相信随着对CRISPR-Cas9系统研究的

不断深入, 该技术可以帮我们更好地研究基因功能, 
了解甚至治疗人类相关疾病。
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