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摘要      基因编辑技术是近几年兴起的一项能够对目标基因序列进行编辑的技术, 该技术主

要利用人工核酸酶实现对基因组上特定DNA片段的删除、插入或修饰。猪是我国优质的肉用型家

畜, 但随着人民生活水平的提高, 对猪的需求也由过去的膘肥体重转变为能提供更优质的肉品, 这
就要求对猪的瘦肉率、肉质等主要经济性状方面进行育种改良, 从而优化猪肉的蛋白质和脂肪含

量。此外, 由于猪在解剖学和生理学等方面与人类高度相似, 可以用于疾病模型、药物筛选及致病

机理的研究, 基因编辑将在以上方面发挥显著的作用。利用基因编辑技术可以大大缩短猪在现代

育种和疾病动物模型构建的时间, 使猪在农业发展和生物医学研究中拥有更大的潜力。该文主要

综述传统转基因技术和基因编辑技术在猪育种和动物模型构建中所采用的方法, 并对比各种方法

的优缺点, 旨在为猪的育种和动物模型的构建提供理论依据。
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Abstract      Gene editing technology is a technology that can edit the target gene sequence and delete, insert 
and modify genome specific DNA fragment by artificial nucleic acid enzymes. Porcines are high quality livestock 
for meat production, however, people’s demand for fat and weight is changed to obtain a better quality of meat with 
the improvement of people’s living standards, which requires breeding and improving the main economic traits of 
porcines in lean meat percentage and meat quality to optimize the protein and fat content of pork. Besides, porcines 
are similar as to human in anatomy and physiology and they can be used in human disease models establishment, 
drug screening and the study of pathogenic mechanism. Gene editing technology can greatly reduce the time in 
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传统育种技术, 主要通过杂交或其他诱变手段

使群体中出现新的变异, 再通过选育获得新品种。

该技术在过去的品种选育中做出巨大贡献, 但是遗

传诱变会引起所有性状随机的和不可预测的遗传

变异, 从而导致选育的不精确性和不可预见性, 并且

该方法所需的周期较长, 通常一个新品种的培育至

少需要十年以上。随着猪全基因组测序工作的完

成, 解析基因的功能以及实现对重要功能基因的应

用越来越重要, 基因编辑技术可以直接在分子水平

对目的基因进行编辑, 不但可突破动物、植物和微

生物之间的界限进行基因的转移, 拓宽种质资源的

利用, 又能避开物种间杂交不育的生殖隔离, 在较短

时期内培育出常规方法不能育成或难以育成的动物

品种, 从而加快动物育种的改良进程。猪是我国优

质的肉用型家畜, 但随着人民生活水平的提高, 对猪

的需求也由过去的膘肥体重转变为提供更优质的肉

品, 这就要求对猪的瘦肉率、肉质等主要经济性状

方面进行育种改良, 从而优化猪肉的蛋白质和脂肪

含量, 而基因编辑将在以上方面发挥显著的作用。

由于猪在解剖学、生理学等方面与人类高度相似, 
可用于疾病模型、药物筛选及致病机理的研究。利

用基因编辑技术建立的人类疾病模型, 可以为解析

人类重大疾病的发生、发展以及致病机理的研究提

供良好的动物模型。

1   传统转基因技术在猪育种和动物模型

构建中的应用
20世纪80年代以来, 转基因动物技术一直是动

物遗传育种领域的研究热点。它在改良动物生产性

状、提高畜禽抗病力以及生产人药用蛋白等非常规

畜牧产品方面均有着广阔的应用前景。传统的转基

因技术是指将已知的外源基因移入动物细胞并随机

整合到基因组中, 从而使其得以表达的技术, 主要包

括原核显微注射法、病毒载体法等。

1.1   原核注射

原核注射是指利用显微注射技术将外源DNA

导入受精卵的雄原核中, 随着受精卵的发育, 外源基

因随机整合到受精卵的基因组中, 将受精卵移植入

受体输卵管或子宫中获得转基因动物的方法。与

其他转基因方法相比, 原核注射简单易行, 导入的基

因片段大, 长度可达100 Kb。缺点是该方法不能用

于晚期胚胎。外源DNA随机整合入宿主染色体中, 
筛选插入位点非常困难, 在家畜中整合效率较低[1]。

1985年, Hammer等[2]用显微注射技术把人生长激素

融合基因 (metallothionein-I/human growth hormone, 
MT/hGH)注射入猪受精卵中, 然后将受精卵移植入

发情母猪, 获得了世界上第一头转基因猪。

1.2   体细胞电转

电穿孔技术是利用脉冲电场临时改变细胞膜

的状态和通透性, 将外源基因导入细胞内的一种技

术。这是最简单高效的一种将外源基因导入细胞

内的方法。因此, 很多实验室利用这种方式获得

转基因供体细胞以用于体细胞核移植(somatic cell 
nuclear transfer, SCNT)[3], 最终获得转基因动物。通

过该方法生产的转基因动物其优点在于出生的动物

必然是阳性的转基因动物, 但该方法需要在体细胞

上进行长期的筛选, 导致体细胞的状态不佳, 会影响

克隆动物的出生率。

电穿孔之后, 外源性DNA进入细胞, 与基因组

随机整合。由于随机的整合特性, 有些外源性基因

会结合到松散的、有转录活性的染色质区, 有些外

源性基因会结合到紧实的无转录活性的区域, 这就

会影响到转基因的效果, 导致产生不同的表达水平, 
该作用被称为位置效应[4]。有报道证明, 使用绝缘

元件可以保护相邻元件避免受到外源基因表达的影

响, 这种方法能有效的克服“位置效应”[5]。核基质附

着区(matrix attachment regions, MARs)是与核基质

(或核骨架)特异结合的DNA序列, 属于非编码序列, 
富含AT, 通常长度为300~2 000 bp。通过与核基质

的结合, 它能使染色质形成独立的环状结构, 调控基

因的转录和表达, 减少由于位置效应引起的转基因

沉默。MARs在提高转基因表达水平、消除转基因

modern porcine breeding and animal models of disease establishment, which makes porcines have greater potential 
in agricultural development and bio-medical research. This paper reviews traditional trans-genetic engineering and 
gene editing technologies in porcine breeding and animal models establishment and compares the advantages and 
disadvantages of each method. It provides a theoretical basis for porcine breeding and animal model establishment.
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个体间表达水平的差异、抑制转基因沉默等方面起

着重要的作用。

随着电转技术的发展, 德国Amaxa公司研发的

一种新型的转染技术被称为核转技术(nucleofection 
technology), 极大地提高了转染效率。核转染的原

理是利用细胞特异性的多脉冲技术, 辅以专利的细

胞特异性的核转试剂, 将DNA质粒直接导入细胞核

内, 从而提高基因表达的效率。由于这种方法不依

赖于细胞分裂就能达到细胞转染的目的, 所以对于

那些分裂较慢的细胞比如原代细胞来说, 能够大大

提高转染效率。一些很难转染的细胞利用这种方法

可以被成功转染, 如淋巴细胞、原代的神经细胞以

及树状突细胞等[6]。与普通电转相比, 核转技术为猪

的胎儿成纤维细胞的转染提供更加有效和快速的方

法。这对通过核移植技术来制作基因编辑猪来讲是

一个非常有效的改变。2007年, Nakayama等[7]报道

一组高效转染猪胎儿成纤维细胞的核转参数, 转染

后进行体细胞核移植, 有30%~50%的胚胎表达绿色

荧光, 并且有5%~6%的胚胎能发育到囊胚阶段。

1.3   病毒载体

1.3.1   慢病毒(lentiviruses)      慢病毒属于逆转录病

毒的大家族, 能够转导非分裂细胞并且主动运输慢

病毒基因组到细胞核。慢病毒载体可以通过与去透

明带的合子共培养直接进入胚胎, 或通过直接注射

进入合子或卵母细胞的卵周隙中。慢病毒进入宿主

细胞后, 病毒RNA基因组反转录成DNA, 然后整合

到宿主基因组(病毒)为子代病毒生产模板[8]。

与原核注射相比, 慢病毒法转基因更加高效。

出生的转基因猪可达到80%~100%[9]。例如将携带绿

色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)基因的慢

病毒感染猪的合子, 共出生46头仔猪, 32头(70%)携
带GFP, 其中30头(65%)表达GFP。与原核注射DNA
相比, 慢病毒在制作转基因动物方面的效率要高出

27倍。同一个研究组在牛上也获得成功, 他们用慢

病毒感染牛的卵母细胞得到的后代都是转基因的并

且所有的后代均表达GFP。然而, 用注射法把病毒

颗粒注射到牛合子的卵周隙中没有获得转基因动物, 
说明这项技术获得成功的关键在于注射的时间。慢

病毒载体也可以用于核移植中体细胞的转染, 2004
年, Hofmann等[10]获得高效转染的牛胎儿成纤维细

胞, 并可以作为核移植的核供体。Ritchie等[8]把pgk-
GFP慢病毒载体导入绵羊受精前的卵母细胞或体外

受精后6 h的受精卵的卵周隙中, 结果显示, 导入卵母

细胞的获得20%的转基因羊, 导入受精卵的可获得

30%的转基因羊。这些结果与牛的结果不同[10]。

慢病毒转基因技术还存在一些缺陷。使用慢病

毒载体制作转基因动物, 由于在胚胎的第一次卵裂

中存在多点整合, 会导致出生的转基因动物有显著

程度的嵌合, 同时由于癌基因的激活或基因沉默会

导致一些不必要的副作用。此外, 还有一些残余载

体的序列会具有增强子活性的可能[11]。多点插入和

嵌合就需要通过育种来分离不同的插入, 这需要耗

费大量的时间和昂贵的饲养费用。慢病毒载体的另

一个缺点是容量较小。一种HIV-1载体颗粒的最大

包装能力为10 Kb。由于慢病毒载体中的顺式活性

病毒元件有1.5 Kb, 所以要求包括内源启动子在内

的转基因要小于8.5 Kb[12], 然而DNA直接注射和电

转/核转能够传递大于100 Kb的DNA片段, 如以细菌

人工染色体为代表的DNA片段。

1.3.2   腺相关病毒载体 (adeno-associated virus 
vectors)      腺相关病毒(adeno-associated virus, AAV)
属于微小病毒科。最初, 在腺病毒制品中发现而得

名。rAAVs具有高效感染哺乳类细胞的能力(基本上

达到100%), 并且能将两侧为反向重复序列的单链

DNA转入细胞中。病毒DNA可以通过随机整合和同

源重组的方式整合入细胞的基因组。Russell等[13]证

明, rAAVs(recombinant adeno-associated virus)能通过

同源重组来修饰细胞, 效率为0.1%~0.3%。基于之前

的观察, 科学家开始对这个系统进行修改以期提高

同源重组的效率并且降低随机插入率。在家畜中最

明显的例子是, 通过rAAVs对CFTR基因的失活或修

饰获得囊性纤维化猪的模型。Rogers等[14]报道, 使用

rAAVs能够使G418抗性细胞的CFTR位点的同源重

组效率高达10%, 然而, 如果使用靶载体的电转法就

不能获得同源重组。rAAVs的缺点是不易制作并且

花费较为昂贵, 其容量较小, 只能携带小于4.5 Kb的
片段, 这就限制了rAAVs在转基因领域的广泛应用。

1.4   反转录转座子(retrotransposons)
反转录转座子是指通过RNA为中介反转录成

DNA后进行转座的可动元件。与慢病毒相比, 转座

子能更高效地将DNA整合进基因组。这种转座系

统基于一种转座酶的能力, 来催化两侧是末端反向

重复序列(inverted terminal repeat sequence, ITRS)
的插入DNA。反转录转座子在植物中被发现, 现在
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被广泛应用于动物和植物上。其中, 有两种最常用

的方法分别是PB(piggyBac)和SB(sleeping beauty)
系统[15-16]。这两种系统在哺乳动物细胞中都具有高

效的插入和切除作用。在携带容量方面, 转座子比

慢病毒要好一些, 能携带14~18 Kb的插入片断[17]。

此外, 由于这种方法不需要筛选标记, 所以可以用于

生产无标记的转基因动物。

转座子生产转基因动物的缺点是它能在动物

基因组中催化产生多个插入位点, 从而导致得到的

每个转基因动物都是独特的, 并且由于转基因的随

机分离得到的后代也是独特的。虽然这些多个位点

的分离对于短的世代间隔的物种可能是实用的, 如
小鼠, 但不适用于猪和牛, 除非这种方法能够在核移

植之前识别出供体细胞的单个整合。尽管有这些缺

点, 还是有一些研究组报道使用转座子系统来生成

转基因动物, 包括小鼠、猪和牛, 并且表明转座子酶

在生产转基因动物中的高效率以及多个插入位点的

问题。据报道, 使用SB系统生产的三个转基因猪的

品系携带不同的转基因。总的转基因动物的出生率

为71%(27/38), 但是很大比例的后代含有多位点插

入, 甚至有8个不同位点的插入。如果单个插入能够

被控制和重复的话, 那么转座子酶法会成为一种更

能为大家接受的转基因的方法。

综上所述, 在过去的几十年中, 传统的转基因

技术发挥了重要的作用, 也获得了多种转基因动物, 
但是由于其效率较低、随机整合等缺点, 限制了它

们的广泛应用, 人们对基因组进行精细编辑的迫切

需求促进新型基因编辑技术的出现。

2   基因编辑技术概述
基因组编辑技术是对目标基因组进行“编辑”, 

实现针对基因组特定DNA片段的删除、插入或修饰

的技术。近年来, 人们开发三大人工核酸酶技术, 即
锌指核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs)、类转绿激活

因子效应物核酸酶(transcription  activator-like effector 
nuclease, TALEN)和CRISPR/Cas9[clustered regulatory 
interspaced short palindromic repeats/Cas(CRISPR-
associated 9]技术。高效精准的基因编辑技术使猪在

农业发展和生物医学研究中拥有更大的潜力。

2.1   锌指核酸酶

基因失活是分析基因功能和生产再现遗传性疾

病的模型动物的一种有效工具。与费时、费力以及

低效的同源重组技术相比, ZFNs是一种更加有效的

方法。ZFNs作为第一代人工核酸内切酶, 是由锌指结

构的DNA识别结构域和DNA切割结构域Fok I融合而

成[18], DNA识别域包括三个或更多的Cys2His2锌指

蛋白, 并且每个锌指与三个连续的DNA碱基对相互

作用。Fok I内切酶只有当形成二聚体的时候才有活

性[19]。因此, 在基因组的特定位点上具有适当距离相

反方向上的两个单独的ZFNs二聚体能够在靶DNA上

产生双链断裂, 并诱导DBS修复通路, 包括直接连接

两个DNA的双链DNA断裂(double-Strand DNA breaks, 
DSB)末端的非同源重组末端连接(nonhomologous end 
joining, NHEJ)以及有外源DNA片段存在的同源性修

复(homology directed repair, HDR)。
Bibikova等[20]报道, 在活体细胞中实现了ZFN介

导的基因打靶, 他们是通过向非洲爪蟾卵母细胞的

核中注射ZFNs质粒和外源DNA片段而实现的。随后, 
ZFNs被用于果蝇的基因打靶。在没有同源供体DNA
的情况下发生NHEJ介导的基因打靶, 会产生小的缺

失或小的插入[20]。相反, 在有同源供体DNA存在的

情况下能发生同源重组, 这促进精确基因打靶的应

用。从此, ZFNs技术被广泛应用于在很多种类哺乳

动物的基因缺失, 如大鼠[21]、牛[22]、人类细胞的基

因定点插入[23]以及生产条件化的敲除大鼠[24]。2011
年, 有研究报道了ZFNs介导的基因打靶应用于猪, 
Whyte等[25]用ZFNs技术和体细胞核移植技术结合生

产出eGFP转基因猪, 在猪上开启高效基因编辑的大

门。随后, Hauschild等[26]和Yang等[27]用相同的技术

分别得到敲除GGTA1(α1,3-galactosyltransferase)基
因和PPARγ(peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma)基因的克隆猪, 并且在原代细胞中观察到双

等位基因失活的比率达到1%, 这比之前同源重组的

打靶效率高10 000倍。虽然ZFNs的出现大大促进基

因组靶向修饰技术, 但是由于锌指基序与其靶序列

间并不具有特异性, 对于每一个特定的靶点, 往往需

要构建庞大的锌指表达文库, 并通过实验筛选出高

效且特异结合靶序列的锌指蛋白, 因此在基因组上

找到合适的ZFNs靶点比较困难。此外, ZFNs技术还

存在其他缺点, 如脱靶现象、细胞毒性等, 限制该技

术的广泛应用[28]。

2.2   类转录激活因子效应物核酸酶(transcription 
activator-like effector nuclease, TALEN)

TALENs技术是一种崭新的分子生物学工具, 
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是基于对DNA识别域(TALEN结合臂)和人工改造

的核酸内切酶的切割域(Fok I)的结合对细胞基因

组进行修饰而实现的。TALENs的DNA识别域是由

一些非常保守的重复氨基酸序列模块(module)组
成, 每个模块由34个氨基酸组成, 其中, 第12和13位
的氨基酸种类为可变的, 且决定该模块识别靶向位

点的特异性。通过DNA识别域结合到靶位点上以

及Fok I的切割域形成二聚体后, 可特异性对目标基

因DNA实现切断, 在非同源末端连接修复过程中, 
DNA双链断开后会由于碱基的随机增减造成目标

基因功能缺失。利用TALENs的序列模块, 可组装

成特异结合任意DNA序列的模块化蛋白质, 从而达

到靶向操作内源性基因的目的, 它克服了ZFNs方
法不能识别任意目标基因序列以及识别序列经常

受上下游序列影响等问题, 而且具有比ZFNs更好

的灵活性, 使基因操作变得更加简单方便, 并且其

脱靶效应和细胞毒性非常低。但是, 由于TALENs
模块的组装比较费时费力, 这会影响该技术的大范

围推广。

TALENs介导的基因编辑已经成功地应用于多

个物种, 如大鼠[29]、人类细胞[30]、小鼠[31]、兔子[32]和

猴[33]。2012年, Carlson等[34]发现, 通过向家畜的合子

中直接注射TALEN(transcription activator-like effector 
nuclease)mRNA能够诱导75%的胚胎发生基因失活, 
其中包括双等位基因修饰。他们还发明了一种用于

原代成纤维细胞中TALENs介导的基因修饰的转座

子共选策略。含有筛选标记的转座子与TALEN-编
码的质粒同时转入细胞中, 并且瞬时的TALEN表达

和转座子整合只能发生在成功转染的细胞中。转染

一个TALEN-pair后共筛选能够分别得到54%的单个

修饰和17%的双等位基因修饰。转染两个TALEN-
pair后共筛选能够获得大片段的染色体缺失或倒

置(分别有10%和4%的克隆)。此外, 使用mono和
biallelic修饰的ossabaw成纤维细胞做SCNT(somatic 
cell nuclear transfer), 获得75%的妊娠率, 并且6头妊

娠的母猪产下18头仔猪。事实证明, TALENs比ZFNs
更容易获得双等位基因的突变, 这大大缩短在大动

物中获得纯合子的时间。之后, 大量的TALENs介
导的基因修饰猪在短时间内出现。如2013年, Xin
等[35]利 用TALENs技 术 成 功 实 现 猪GGTA1(α-1,3-
galactosyltransferase)基因的定点敲除。2014年, Li等[36]

运用TALENs技术成功将猪Rosa26基因位点进行定

点敲入。

2.3   CRISPR/Cas9
2013年, 一种由RNA介导的DNA剪切技术

CRISPR/Cas9系统被引入基因工程和生物医学的

研究, 引发一场新的革命。1987年, Ishino等[37]在

大肠杆菌中发现有串联间隔重复序列, 之后的研

究发现这种重复序列存在于大多数古细菌和细菌

中。2002年, 这种重复序列被正式命名为CRISPR。
CRISPR的间隔序列和侵染细菌的病毒或噬菌体高

度同源, 这可以保护细胞防止噬菌体的感染。2007
年, Barrangou等[38]发现, CRISPR以及CRISPR相关

(Cas)的基因能提供对抗噬菌体的特异抵抗力。随

后, crRNA(CRISPR RNA)、tracrRNA(transactivating 
crRNA)、PAM(protospacer adjacent motif)以及

CRISPR系统中其他的一些细节被报道[38]。根据适

应阶段的高度保守性及表达和干扰阶段的差异性, 
将CRISPR系统分为三大类型: I型、II型和III型。其

中, II型系统结构较简单, 只需要一个Cas蛋白质来

识别和切割目标DNA序列。2012年, Jinek等[39]报

道crRNA-tracrRNA形成一个双链RNA结构能够指

导Cas9切割双链DNA。将 crRNA-tracrRNA双链

RNA结构改造成单链导向RNA(single-guide RNA, 
sgRNA)同样能够指导Cas9特异切割双链DNA。这

表明, Cas9-crRNA-tracrRNA复合体是一个通过诱

导目标DNA双链断裂的强大的基因编辑工具。从

此, CRISPR/Cas9系统成为一种可以在多个物种基

因中敲除(knock out, KO)或定点敲入的新型工具, 
例如人和小鼠细胞[40]、小鼠[41]、食蟹猴[42]和恒河

猴[43]等。2014年, Hai等[44]首次通过向胚胎中注射

CRISPR/Cas9方法获得vWF的KO猪, 并且打靶效率

高达68.8%(11/16)。CRISPR/Cas9在猪基因编辑上

的高效率和成功应用促进了对TALENs和ZFNs的广

泛替代, 并且多个基因敲除、定点敲入和单核苷酸

校正都在猪上取得成功。除了它对基因组的高效编

辑, 脱靶切割可能是CRISPR/Cas9介导的精确基因

编辑的最主要的挑战。研究表明, 尽管在胞质中注

射大量的sgRNA, 但是CRISPR/Cas9系统并没有在

猪的基因组中诱导显著的脱靶切割。此外, 已报道

几种策略能提高Cas9的特异性以满足某些需要高水

平特异性的基因组编辑的应用。

与传统的转基因方法相比, 核酸酶介导的基因

编辑技术具有效率高、适用性广的优势, 并且能够
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更为精确地对目标基因进行定点编辑, 并且同时进

行多位点的编辑。此外, 核酸酶介导的基因编辑在

大动物上应用的另一个优点是可以直接通过受精卵

的直接注射来完成[44-45]。在这种方案下, 对于基因

打靶或更加精细的基因编辑来说, 体细胞核移植不

再是必需的, 也使得对大动物胚胎干细胞的需求不

再那么迫切。基因组编辑技术中最重要的一个特性

就是打靶的特异性。最优的打靶工具是只在打靶位

点上产生修饰, 而在基因组的其他位点不产生修饰。

TALENs和CRISPR/Cas9在基因编辑上广泛应用, 然
而它们都没有完美的DNA识别特异性, 所以在基因

组的其他DNA位点也可能发生断裂。这种脱靶效应

会在基因组序列上引入不被预期的改变, 从而导致

细胞、器官、组织甚至环境发生无法预计的后果。

总之, 由于基因编辑技术还存在打靶特异性低、大

片段插入效率低等问题还不能完全取代传统的转基

因技术, 尤其在大片段的插入上, 传统的转基因技术

还存在优势。但传统的转基因技术在定点插入和无

筛选标记方面仍存在缺陷, 相信随着科学发展和研

究需要, 基因编辑技术将会不断地被完善和发展, 最
终形成一套完善的基因编辑技术体系。

3   基因编辑在猪育种和动物模型构建中

的应用
3.1   猪的育种

肌抑素(myostatin, MSTN)对肌肉生长具有负

调控作用, 其功能缺失会导致动物肌肉肥大, 表现出

“双肌”性状。2015年, Qian等[46]和Wang等[47]分别利

用ZFNs技术和CRISPR/Cas9技术对猪胎儿成纤维细

胞自身肌抑素基因进行定点编辑, 然后通过核移植

技术获得MSTN基因纯合子敲除猪, 显著降低MSTN
的表达并提高瘦肉率。

猪繁殖与呼吸综合征(porcine reproductive and 
respiratory syndrome, PRRS), 又称蓝耳病, 是20世纪

80年代首先在美国出现的一种灾难性疾病, 其临床

表现为严重的繁殖障碍, 断奶猪普遍发生肺炎、生

长延缓以及死亡率增加的症状。该病曾在上世纪迅

速传遍世界各个养猪国家, 常造成严重的经济损失。

近几年, 该病在国内呈现明显的高发趋势, 对养猪

业造成重大损失, 已成为严重威胁我国养猪业发展

的重要传染病之一。Whitworth等[48-49]利用CRISPR/
Cas9技术成功获得CD163(C luster of D ifferentiation 

163)敲除猪, 该猪对猪繁殖与呼吸综合征病毒耐受, 
PRRSv抗病猪的产生是人类在对抗此种致命性猪病

上的重大突破。

3.2   疾病模型构建

心血管疾病是当代社会引起死亡的重要原因

之一。动物模型的建立会帮助我们理解疾病的发病

机理以及治疗方案的探索。尽管已经建立一些研究

心血管疾病的啮齿类动物模型, 但是由于啮齿类体

型较小, 与人类生理差别较大, 阻碍从基础研究向临

床的转化。而猪的心脏解剖、血管和供血、冠状动

脉系统解剖和功能以及胆固醇和脂蛋白代谢都与人

类相似, 这使得猪成为研究人类心血管疾病的理想

模型。随着核酸酶介导的基因编辑技术的快速发展

加速基因编辑猪作为人类心血管疾病模型的建立。

2011年, Yang等[27]结合ZFNs和核移植技术获得过氧

化物酶体增殖物激活受体γ(PPARγ)敲除猪, 用于研

究PPARγ在人类心血管疾病中的作用。低密度脂蛋

白受体(low-density lipoprotein receptor, LDLR)是家

族性高胆固醇血症的主要致病基因, 其特点是血清

低密度脂蛋白升高导致胆固醇水平升高, 会加速动

脉粥样硬化与早发冠心病的高风险。Carlson等[34]

通过TALENs和核移植制作LDLR敲除的ossabaw小

型猪, 为研究家族性高胆固醇血症提供动物模型。

NPC1L1(niemann-pick c1-like 1)对膳食胆固醇的吸

收和胆汁中胆固醇的吸收至关重要, 通过直接向一

细胞胚胎中注射CRIPR/Cas9获得Npc1l1敲除猪, 这
个猪模型将为Npc1l1是如何影响人类的心血管和代

谢疾病提供新的信息[28,50]。

猪作为研究人类疾病的理想模型, 不仅在研究

心血管疾病方面作出巨大贡献, 在其他疾病方面的

作用也是其他动物不可比拟的。2015年, Cui等[51]

利用ZFNs技术获得生长激素受体(growth hormone 
receptor, GHR)的敲除猪, 对研究人类Laron综合

征提供了理想的动物模型。同年, Zhou等[52-53]和

Wang等[45]利用CRISPR/Cas9技术成功获得酪氨酸

酶基因敲除猪、PARK2/PINK1(parkinson disease 2/
PTEN induced putative kinase 1)双基因和PARKIN/
DJ-1/PINK1三基因敲除猪, 为人们研究人类白化病

和帕金森病提供了良好的动物模型。2016年, Kang
等[54-55]利用CRISPR/Cas9技术获得了RUNX3(runt-
related transcription factor 3)和 IL2RG(interleukin 2 
receptor subunit gamma)敲除猪。利用RUNX3敲除猪
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建立人类的胃癌模型, 为人类胃癌的治疗提供有效

的模型, 而IL2RG敲除猪为免疫缺陷猪, 该敲除猪为

再生医学异种移植等提供了良好的医学动物模型。

同年, Han等[56]利用CRISPR/Cas9技术在猪上敲除

Hoxc13(homeobox C13)基因, 获得无毛猪, 为治疗人

类外胚层发育不良-9(ectodermal dysplasia-9, ED-9)
疾病提供了模型。Yu等[57]利用CRISPR/Cas9技术敲

除编码肌萎缩蛋白的DMD基因获得肌营养不良症

疾病模型。

3.3   异种器官移植模型

由于猪的器官在体积和组织结构上都和人的

器官比较接近, 人们一直期望能够用猪的器官代替

人的器官开展异种器官移植。α-1,3-半乳糖基转移

酶在猪细胞表面合成半乳糖抗原表位, 而半乳糖抗

原表位是猪–人移植的主要抗原, 能引起急性排异

反应。为抑制这种急性排异反应, Phelps等[58]利用

转基因克隆技术获得世界上第一头GGTA1基因敲

除的克隆猪, 从而开启利用转基因克隆技术进行基

因打靶获得异种器官移植供体的先例。近年来, 随
着核酸酶介导的基因打靶技术的发展, 使用ZFNs、
TALENs和CRISPR/Cas9等技术都分别获得GGTA1
敲除猪。将敲除GGTA1基因猪的心脏移植到狒狒体

内, 结果证实, 移植后的心脏可在狒狒体内正常存活

2~6个月, 最长的个体生存期可长179 d[59]。

3.4   建立猪干细胞的报告筛选系统

转录因子Oct4可以维持胚胎干细胞的多能性, 
它的表达能够反映胚胎干细胞的多能性。2016年, 
Lai等 [60]利用CRISPR/Cas9技术将2A-tdTomato基因

片段敲入到Oct4基因的序列中, 并精确替代Oct4的
终止序列, 从而获得能够荧光指示内源性Oct4激活

表达的猪。该荧光报告基因由内源性Oct4启动子驱

动, 使得荧光能够精确地指示内源性Oct4的激活。

这种内源性Oct4启动子基础的报告系统不仅能够提

高猪细胞在胚胎发育和细胞重编程过程中多能性的

精确监控, 而且优化克隆猪和建立猪胚胎干细胞系

的方案。

4   结语与展望
基因编辑技术效率高, 适用性广, 对基因的修

饰精确度高, 被认为是理想的基因操作工具。基因

编辑技术对应的友好位点的选择、多基因连接策略、

表达调控策略等配套的技术体系的形成, 为今后大

规模、多基因的动物改良奠定了基础。猪基因组的

测序完成以及基因修饰与新兴技术的结合将带来现

实中可用的模型猪, 可为人类器官和治疗性蛋白质

的迫切需求提供一种安全、可靠的来源, 并且为人

类疾病提供的载体。将基因编辑技术与诱导多能干

细胞(inducedpluripotent stem cell, iPSC)等干细胞技

术相结合, 其应用前景更不可估量。另外, 生产能适

应各种环境条件同时不容易受到和/或传播疾病的

猪, 将有助于满足不断扩大的世界人口的营养需求。
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