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研究进展

基因修饰工具猪模型的建立及应用
李小平，王可品，刘琪帅，赖良学∗

（中国科学院广州生物医药与健康研究院再生生物学重点实验室，广州　 ５１０５３０）

　 　 【摘要】 　 基因修饰工具动物模型是指对已知基因加以修饰建立的，能够作为工具，从而帮助实现其他目的基

因修饰动物模型。 工具动物模型在生物学研究和生物医药开发中具有非常重要的作用，尤其是基因修饰动物模型

在基因功能和信号通路等生物学基础研究方面做出了突出贡献。 猪不仅是重要的农业经济动物，由于猪在器官结

构、大小以及生理代谢方面与人更加接近，因此，猪也是比较理想的生物医药大动物模型。 近几年，由于基因编辑

技术的突破，工具猪模型的建立取得了引人注目的进展，人们已先后培育出了细胞多能性示踪工具猪模型，如细胞

谱系示踪工具猪模型，可用于重组酶介导的基因交换工具猪模型，免疫缺陷猪模型以及可用于体内基因编辑的基

因修饰工具猪模型，这些工具猪已逐渐得到推广应用。 本文重点拟对具有广泛用途的基因修饰工具猪模型的研究

进展和应用进行综述。
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　 　 基因修饰动物是指通过人工突变的途径获得的

动物品系。 它既可以通过转入外源基因，也可以通

过突变动物本身的基因来实现。 工具动物模型是指

对已知基因加以修饰建立的，能够作为工具，从而帮
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助实现其他目的基因修饰的动物模型。 在小鼠，基
因修饰工具模型已被大量的建立和使用，如干细胞

标记鼠模型（ＯＧ２ 转基因小鼠［１］ ）、Ｃｒｅ ／ ｌｏｘＰ 基因修

饰小鼠［２］、免疫缺陷小鼠［３］ 等，这些工具鼠模型极

大地推动了生命科学和生物医药研究进展。
猪不仅在农业上是主要的经济动物之一，而且

在生物医药领域猪也有广泛的用途。 首先，猪是良

好的人类疾病动物模型，猪的心血管系统、消化系

统、皮肤、营养需要、骨骼发育以及矿物质代谢等都

与人的情况极其相似，猪的体型大小和驯服习性允

许进行反复采样，且繁殖周期短、生产力高，一窝产

仔多。 基因修饰实验动物模型对于研究人类疾病相

关基因功能，疾病表型与基因型的联系，以及疾病的

诊断、治疗都具有重要作用，也可以作为重要的药物

评价模型［４］。 再次，猪是比较理想的异种器官移植

供体，利用转基因技术改造异种来源器官的遗传性

状，使之能适用于人体器官或组织的移植，是解决器

官移植短缺的最有效途径。
通过基因修饰的途径，如同小鼠一样，建立针对

不同应用目的的工具猪将推动猪在以上应用价值的

快速实现。 基因工程工具动物的建立往往涉及到多

基因转移、多步骤基因定点打靶的技术运用才能实

现。 然而，迄今为止猪胚胎干细胞尚未成功建系，利
用诱导多能干细胞技术制备的猪诱导多能干细胞并

不具有生殖系嵌合能力，基因修饰猪的制备主要依

赖于体细胞基因修饰和体细胞核移植技术相结合来

完成的。 体细胞的增殖能力有限，对其进行基因修

饰，尤其是基因打靶效率极低，基因修饰工具猪模型

的建立也就十分困难。 近年来，人工核酸内切酶

ＺＦＮ［５，６］、 ＴＡＬＥＮ［７，８］ 和 ＲＮＡ 介 导 的 Ｃａｓ９ 核 酸

酶［９，１０］的开发为基因敲除技术带来了革命性的突

破，解决了猪基因靶向修饰难的问题，使基因修饰工

具猪模型的建立变成了可能，得益于此，基因工程工

具猪的建立呈现出快速发展的趋势。

１　 细胞多能性示踪工具猪模型

建立如同小鼠一样的胚胎干细胞 （ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＥＳＣｓ） ［１１］，一直是干细胞领域几十年追

求的梦想，但到现在，还没有得到真正的具有生殖系

嵌合能力的猪胚胎干细胞。 近几年，受到小鼠诱导

多能干细胞技术启发，很多干细胞生物学家尝试建

立猪多能干细胞 （Ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ｉＰ⁃
ＳＣｓ），如 Ｅｚａｓｈｉ 等［１２］和 Ｗｕ 等［１３，１４］报道利用慢病毒

或 ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ 诱导的慢病毒对家猪骨髓间充质干

细胞、耳朵成纤维细胞以及胎儿成纤维细胞进行诱

导，获得了体内分化实验可形成包含三个胚层的畸

胎瘤，能形成类胚体，但均未见生殖系嵌合的后续报

道［１２ － １４］。 对猪的早期猪胚胎发育机制尚不完全清

楚，是猪多能性细胞建立不能成功主要其原因之一。
从前的一些研究结果表明，猪的胚胎发育有其特殊

之处与小鼠和人相比均有较大差异。 如：猪的胚胎

在着床前，大约受精后 １２ ｄ 左右发育成长达一米左

右的带状胚；猪胚胎上胚层 ｅｐｉｂｌａｓｔ 的形成比其他

物种较晚，且需持续 ４ ｄ 才能完全分化［１５］。 猪的细

胞多能性的维持和自我更新的机制上有很多未知之

处，建立能够追踪细胞多能性状态的工具猪模型将

有助于对其加以更深入的研究。 Ｏｃｔ４ 转录因子对

多能性干细胞的维持和自我更新起着至关重要的作

用，是多能性细胞的一个重要标记。 １９９９ 年，Ｙｏ⁃
ｓｈｉｍｉｚｕ 等［１６］构建了将绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓ⁃
ｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）基因插入在 Ｏｃｔ４ 基因下游构建了

一个长约 １８ ｋ 的 ＢＡＣ 载体，通过显微注射鼠受精

卵原核获得了荧光示踪 Ｏｃｔ４ 基因的表达的 ＯＧ２ 小

鼠模型。 该模型被广泛应用于生殖细胞体内迁移、
分化机制研究，极大地推动了小鼠多能干细胞的研

究。 实际上，第一批小鼠 ＩＰＳ 细胞的建立是基于能

够追踪小鼠细胞多潜能性的基因工具鼠上建立

的［１７］。
基于相同的目的，很多实验室在建立能够追踪

猪细胞多潜能性的基因工具猪进行了尝试，并取得

了重要进展。 最初几篇报道均采用转基因技术来培

育这种工具猪。 ２００９ 年，日本科学家 Ｍｉｙｏｓｈｉ 等［１８］

构建了含鼠源 Ｏｃｔ４ 启动子的 ｐＭＯｃｔ４ － ｅＧＦＰ 载体，
利用筛选获得的阳性 ｐＭＯｃｔ４ － ｅＧＦＰ 转基因体细胞

作为体细胞核移植（ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ，ＳＣ⁃
ＮＴ）供体，获得了体外培养表达绿色荧光的囊胚。
２０１０ 年德国的一个课题组采取相同策略，获得生殖

系特异表达并可进行生殖系传递的绿色荧光转基因

猪［１９］。 虽然小鼠、猪和人 Ｏｃｔ４ 核型启动子具有较

高序列保守性，但在某些功能性序列上仍具有较大

差异，如 ＣＲ２ ／ ＣＲ３ 区，以及 ＥＩＶ ／ ＥＶ 区，因此有可能

造成异源 Ｏｃｔ４ 启动子不能真实反映猪内源 Ｏｃｔ４ 基

因的表达特异性和表达水平。 基于这种担忧，２０１１
年，本实验室采用猪内源 Ｏｃｔ４ 基因的启动子来建立

Ｏｃｔ４ － ｅＧＦＰ 工具猪，含有 ３ ２ ｋｂ 猪源 Ｏｃｔ４ 启动子

的 Ｏｃｔ４ － ｅＧＦＰ 载体成纤维细胞，经体细胞核移植，

０３３
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所获得克隆囊胚能够表达绿色荧光的；同时经逆转

录病毒转染，可将阳性细胞重编程至表达绿色荧光

的 ｉＰＳＣ 细胞［２０］。 我们的系统选用猪源 Ｏｃｔ４ 启动

子，解决了物种间序列差异问题，能较为真实的反映

内源 Ｏｃｔ４ 的表达情况。 但该系统所构建的报告载

体中，仅构建了 Ｏｃｔ４ 起始密码子上游约 ３ ２ ｂｐ 序列

作为其启动子序列，这可能缺乏完整的 Ｏｃｔ４ 调控元

件。 得益于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 高效的基因靶向修饰效

率，本实验室进一步通过同源重组基因修饰技术，将
红色荧光蛋白基因 ２Ａ⁃ｔｄＴｏｍａｔｏ 序列插入并替换猪

Ｏｃｔ４ 基因的终止密码子。 该系统中，猪完整的天然

内源性 Ｏｃｔ４ 启动子直接控制红色荧光蛋白的表达，
因此荧光能准确地显示内源性 Ｏｃｔ４ 的表达特异性

及表达水平。 将基因靶向修饰的体细胞作为核供

体，进行核移植，当重构胚胎发育到囊胚后，能够表

达较强的红色荧光。 将克隆胚胎移植到代孕母猪

后，妊娠至 ３５ ｄ，在胎儿生殖脊中，可观察到红色荧

光的表达，而在其他组织中未见其表达。 来自克隆

胎儿和仔猪的成纤维细胞不表达红色荧光，但将它

们作为核供体，进行第二轮 ＳＣＮＴ，重构胚胎发育到

囊胚后红色荧光再次表达［２１］。 这种模型基因敲入

工具猪模型，在多能性细胞中，荧光表达更灵敏、更
强和更稳定，比转基因模型更好地反映该猪细胞多

能性状态，因此，是目前用于追踪猪细胞多能性状态

最理想的工具猪模型。 我们相信，这一模型的建立

将极大地推动猪多能性细胞系建立的研究进展。

２　 细胞谱系示踪工具猪模型

多细胞生物生长发育的本质其实是细胞的分裂

和分化，在哺乳动物的胚胎发育早期，单个细胞及其

所有后代细胞的分化和发育活动逐渐被确定，即细

胞命运决定。 要弄清分化发育的过程，需要对细胞

的谱系进行追踪，因此，建立能在特定细胞加入示踪

标记的基因修饰工具动物模型将对深入开展胚胎发

育和细胞分化的过程和机制研究提供极大地帮助。
Ｐ１ 噬菌体的 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘＰ 位点特异性重组系统可

对特异的基因表达进行调控；广泛表达于各种组织

的 Ｒｏｓａ２６ 基因，可启动植入其启动子的下游的外源

基因，保证其稳定和高效表达，将报告基因或毒性基

因植入其下游就可用于追踪和删除特定的细胞谱

系。 将 Ｃｒｅ⁃ｌｏｘＰ 和 Ｒｏｓａ２６ 这两种基因加以结合，建
立修饰工具动物模型，理论上就可对带有特有表达

基因的任何组织和细胞加以追踪。 在小鼠，将特定

启动子驱动的 Ｃｒｅ 转基因小鼠和 Ｒｏｓａ２６ 位点带有

ｌｏｘＰ 报告基因的转基因小鼠结合，Ｃｒｅ 切除 ｌｏｘＰ 位

点之间的转录终止序列从而激活 Ｒｏｓａ２６ 启动子下

游报告基因的持续表达，已成为研究器官发育、组织

损伤修复以及单细胞的分化命运的一种重要手段。
由于该修饰是在 ＤＮＡ 水平上进行的，可遗传到子代

细胞，因此可永久标记某类细胞，并用于研究其子代

细胞的命运。
猪的某些器官（如心脏）的结构和发育过程与

人比较接近人类，是研究人类相应器官、组织发育的

理想模型，因此，建立能够示踪猪细胞谱系的基因修

饰工具猪模型，将对研究人类的器官的发生、发育过

程有重要的参考作用。 Ｌｉ 等［２２］于 ２００９ 年首次建立

了能够检测 Ｃｒｅ 活性的 ＥＧＦＰ 转基因猪报告模型。
２０１０ 年 Ｃｈｅｎ 等［２３］制备了干扰素诱导性表达 Ｃｒｅ 重

组酶转基因猪模型 Ｍｘ１ － Ｃｒｅ。 他们利用高效干扰

素诱导剂聚肌胞进行诱导，在猪各个组织中都检测

表达 Ｃｒｅ 重组酶的表达。 此外，２０１４ 年 Ｌｕｏ 等［２４］利

用猪肾脏特异性表达基因水通道蛋白 ＡＱＰ２（ ａｑｕａ⁃
ｐｏｒｉｎ ２）启动子，制备了肾脏特异性表达 Ｃｒｅ 重组酶

的转基因小型猪。 但由于采用传统的随机转基因技

术，报告基因在猪基因组中的整合位点和拷贝数不

可控、被 Ｃｒｅ 重组酶激活后报告基因在猪体内的表

达不理想。 为了解决这个问题，２０１４ 年，我们对猪

的 Ｒｏｓａ２６ 位点加以利用，首先在猪的 １３ 号染色体

鉴定出猪 Ｒｏｓａ２６ 位点，在此基础上，采用 ＴＡＬＥＮ 介

导的基因打靶技术将 ｌｏｘＰ 和 ＧＦＰ 基因向插入到 Ｒｏ⁃
ｓａ２６ 基因位点，然后利用体细胞核移植技术成功获

得了 Ｒｏｓａ２６ 基因驱动的条件性表达报告基因的基

因打靶工具猪模型［２５］。 该动物模型已成为猪发育

过程中谱系示踪重要工具。 利用这一工具猪，我们

建立了在心脏祖细胞标记基因 ＩＳＬ１ 基因内源启动

下游，敲入 Ｃｒｅ 重组酶基因子的基因打靶猪，对 ＩＳＬ１
＋心脏祖细胞谱系在胚胎中和成体内成功地进行了

标记（未发表）。

３　 可用于重组酶介导的基因交换工具
猪模型
　 　 体细胞的基因修饰主要有宿主基因定点打靶和

外源基因随机插入两种方法。 人工核酸内切酶

ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ 和 ＲＮＡ 介导的 Ｃａｓ９ 核酸酶的出现解

决了基因定点打靶效率低下的问题。 然而通过高表

达外源基因制备具有特定性状的基因修饰动物，在
疾病模型及新品种培育中具有不可替代的作用。 目
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前采用的随机转基因方法存在外源基因在基因组中

的整合位点和拷贝数不可控、外源基因在猪体内表

达不稳定，转基因猪个体之间表型差异等问题，严重

制约了基因修饰猪的培育与应用。 基因定点打靶虽

可解决随机整合带来的问题，但一般都是将外源基

因整合在内源启动子的下游，而很多内源基因的表

达本身就不高，因此，不能实现外源基因的过表达。
哺乳动物的存在着这样一些基因，他们在各种

组织高表达，如果在其启动子的下游转入一个外基

因，该外源基因就能在被转入的动物体内高效表达，
目前发现的基因位点有 Ｒｏｓａ２６ 位点、Ｈ１１ 位点、Ｈ２
－ Ｔｗ３、Ｈｐｒｔ 等，这些位点拥有整合效率高，表达稳

定，插入基因表达量高等优势，在小鼠的转基因培育

中得到证实与并广泛运用。 其中以 Ｒｏｓａ２６ 位点及

Ｈ１１ 位点使用最为广泛，由于每一个基因都定点转

入同一个位点，如果在其启动子下游注入 ｌｏｘＰ 序

列，再加上一个报告基因，人们就不需要每次都运用

人核酸酶系统来实现基因打靶，只需注入 Ｃｒｅ 重组

酶基因和带有目的基因的同源臂，就可实现基因交

换，达到外源基因的在该位点的定点目的。 并且，由
于有报告基因的存在，对于基因打靶的阳性克隆的

筛选也变得直接而又简单，同时由于重组酶介导的

基因交换无需药物筛选即可获得，从而使获得的转

基因猪不携带外源的药物抗性基因，对培育农业转

基因猪而言，可减低转基因猪农产品的生物安全和

食品安全隐患。
本实验室于 ２０１４ 年首次鉴定出猪 Ｒｏｓａ２６ 位

点，采用 ＴＡＬＥＮ 介导的基因打靶技术对猪 Ｒｏｓａ２６
基因位点进行了高效的靶向修饰，基因打靶效率可

达到 ４８％ ，继而利用体细胞核移植技术成功获得了

Ｒｏｓａ２６ 基因打靶猪模型。 在上述基础上，我们在

ｐＲＯＳＡ２６ 位点引入一对异源 ｌｏｘＰ 位点，利用 Ｃｒｅ 重

组酶介导的基因交换，成功地将绿色荧光蛋白 ＥＧ⁃
ＦＰ 基因替换为红色荧光蛋白 ｔｄＴｏｍａｔｏ 基因，红色荧

光蛋白在猪的各种器官均高效表达，构建了第一个

重组酶介导的基因交换猪模型。 利用该模型，我们

可以将任意基因通过重组酶介导的基因交换插入到

Ｒｏｓａ２６ 位点，实现目的基因在大动物所有组织中的

无差异表达［２５］。 国内外其他实验室也开展了相似

的研究工作，德国实验室的 Ｌｉ 等［２６］ 在猪 Ｒｏｓａ２６ 位

点定点插入了一个 Ｃｒｅ 重组酶双荧光报告基因；东
北农业大学 Ｋｏｎｇ 等［２７］ 在 Ｒｏｓａ２６ 位点插入了肌肉

特异性表达基因 ｍｙｏｓｔａｉｎ 启动子，实现了目的基因

在肌肉组织特异性表达。 ２０１５ 年 Ｒｕａｎ 等［２８］ 在猪

基因组 １４ 号染色体鉴定出猪 Ｈ１１ 位点，利用 ＣＲＩＳ⁃
ＲＰ ／ Ｃａｓ９ 介导的基因靶向修饰技术，他们成功对猪

Ｈ１１ 位点进行了靶向修饰。

４　 免疫缺陷猪模型

免疫缺陷动物模型指由于先天性遗传突变或人

工方法造成一种或多种免疫系统成分缺陷的动物，
在免疫、感染、肿瘤和再生医学等研究中有很高的应

用价值，目前应用最广泛的是免疫缺陷小鼠。 但是，
小鼠的免疫源性与人类遗传差距较大，往往不能很

好地反应人类的生理状态和体内微环境。 就免疫系

统而言，小鼠与人类几乎在免疫功能与调节方式的

各个方面都有很大差别［２９］，在炎症应答中，小鼠模

型基本不能模拟人类疾病的基因表达且个体间差异

大［３０］。 另外，小鼠体型小，寿命短，这使在小鼠上实

施外科手术等临床操作十分困难，在使用药物和移

植细胞或者组织后也不能进行长期的观察和预后跟

踪。 所以，在临床前研究中，免疫缺陷小鼠中进行的

药物筛选和免疫评估及开发的临床操作在人体内不

一定得到相同效果。
对猪免疫系统的发育和免疫应答的发生机制的

研究发现，其免疫系统与人类相似［３１ － ３２］，免疫相关

基因与人类同源比例很高［３３］，被认为是研究人类免

疫与疾病的良好模型。 所以，免疫缺陷猪能克服现

有其他免疫缺陷小鼠的局限，为免疫、肿瘤和再生医

学等相关研究，尤其是临床前研究，提供更为理想的

工具。 早在 ２０１１ 年，Ｍｅｎｄｉｃｉｎｏ 等［３４］ 就利用传统同

源重组基因打靶技术将猪免疫球蛋白重链（ ＩｇＨ） Ｊ
片段基因敲除，所获得的基因敲除猪体内没有成熟

的 Ｂ 细胞，也无法产生抗体。 ２０１２ 年，又制备了白

介素 ２ 受体 γ 亚基基因（ Ｉｌ２ｒｇ）敲除猪［３５］。 白介素

２ 受体可与白介素 ４ ／ ７ ／ ９ 等以高亲和力结合，激活

下游信号通路，影响 Ｔ 细胞和 ＮＫ 细胞的发育。 Ｓｕ⁃
ｚｕｋｉ 等报道的 Ｉｌ２ｒｇ 敲除猪没有胸腺，几乎没有 ＮＫ
细胞和 Ｔ 细胞减少，Ｂ 细胞无正常功能，比小鼠能更

好地模拟人类 Ｘ⁃ＳＣＩＤ。 随后，Ｗａｔａｎａｂｅ 等［３６］ 报道

了类似的结果。 ２０１４ 年包括本实验室在内的两个

实验室利用 ＴＡＬＥＮ 介导的基因靶向修饰技术相继

获得了重组激活基因（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｇｅｎｅ，
ＲＡＧ）敲除猪［３７，３８］。 ＲＡＧ 包括 ＲＡＧ１ 和 ＲＡＧ２，两者

排列于同一染色体上邻近的位置。 ＲＡＧ１ 和 ＲＡＧ２
共同表达于 Ｔ、 Ｂ 细胞的前体细胞中，分别编码

２３３
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ＲＡＧ１ 和 ＲＡＧ２ 蛋白，在 Ｔ、Ｂ 细胞的发育中起到至

关重要的作用［３９］。 本实验室获得了 ＲＡＧ 基因敲除

猪后，我们对 ＲＡＧ１ 或 ＲＡＧ２（ＲＡＧ１ｏｒＲＡＧ２，ＲＡＧ１ ／ ２）
纯合敲除猪分别进行了分析，与对照的野生型猪相

比，ＲＡＧ 基因敲除猪的胸腺严重发育不全，变得极小

或消失；脾脏变薄，组织切片观察，没有明显的淋巴

细胞聚集区；外周血、胸腺、骨髓和脾脏中未发现成

熟的 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞，Ｖ（Ｄ）Ｊ 重组也消失。 ＲＡＧ 基

因敲除猪呈现明显的重症联合免疫缺陷表型，而且

ＲＡＧ１ 和 ＲＡＧ２ 的纯合敲除猪表型一致，均可作为免

疫缺陷猪模型。 杂合子在普通的饲养环境中，生长

发育正常，并能够繁殖后代；但纯合敲除猪生长明显

缓慢，由于免疫能力降低，对微生物感染没有抵抗能

力，在出生不久后陆续死亡，最长存活 ３０ 多天，即在

断奶后死亡。 如果在无病原微生物的洁净环境中饲

养，如同免疫缺陷鼠一样，纯合子免疫缺陷猪应该能

长期存活［３８］。 免疫缺陷猪可成为生产人类组织器

官的工具。 在临床上，活体捐肝切下的供体肝体积

较小，往往在接受肝脏器官的病人中引起小肝综合

症。 在小鼠中的研究表明，如果将人的肝组织移植

入免疫缺陷性小鼠中，人的肝脏能够增殖，体积变

大。 利用免疫缺陷猪，可以进行相同尝试，解决肝脏

移植手术中出现的小肝综合征问题。 另外，如果将

免疫缺陷猪和肝脏缺陷猪相结合，将人的肝细胞移

植到这种双器官缺陷猪体内，有望从猪体内获得可

用于药物测试的人肝细胞。

５　 可用于体内基因编辑的基因修饰工
具猪模型
　 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 是最新出现的一种由 ＲＮＡ 指导

的 Ｃａｓ９ 核酸酶对靶向基因进行编辑的技术，基因靶

向修饰的特异性由 ｇＲＮＡ 决定，可以通过设计多条

ｇＲＮＡ， 实 现 多 个 基 因 的 同 时 修 饰［９，１０］。 根 据

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的这些特点，研究人员把 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 系统应用在成体小鼠体内进行条件性敲除。
多个研究团队通过注射 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 病毒或质粒

获得各种癌症模型，包括肝癌［４０］、肺癌［４１ － ４３］、胰腺

癌［４４，４５］和结直肠癌［４６］ 等多种实体肿瘤模型。 这种

方法避开了在细胞或胚胎水平上的编辑，以及小鼠

饲养和交配的繁琐等问题，同时为癌症模型的构建

和基因组学的研究提供了新方法和新思路。 但是，
Ｃａｓ９ 基因长度长达 ４ ３ ｋｂ 左右，直接转入成体组织

效率极低，给成体动物体内基因编辑带来较高的不

确定性。 张锋及其研究团队又创造性设计了一条新

的思路，即将上游带有 ｌｏｘＰ 位点 Ｃａｓ９ 基因敲入小

鼠体内，构建出一个细胞内能够条件性表达 Ｃａｓ９ 的

小鼠（ｉＣａｓ９ 小鼠），这样便克服了向成鼠体内导入

Ｃａｓ９ 蛋白的困难［４７］。 利用此小鼠模型，采用腺病毒

的形式向该 Ｃａｓ９ 小鼠中导入 Ｃｒｅ 重组酶，ＴＰ５３、
ＫＲＡＳ 和 ＬＫＢ１ 等与癌症相关基因的 ｓｇＲＮＡ 以及用

来编辑 ＫＲＡＳ 基因的同源臂，致多基因发生突变，最
终在小鼠体内诱导出了肺癌，此小鼠模型也在胰腺

癌模型的构建中得到应用［４４］。 该小鼠模型已经成

为肿瘤发生机制、新防治手段的研发及基因组学重

要的工具鼠。
对于大动物来说，虽然随着高效基因编辑技术

的出现，使利用细胞基因修饰后再进行体细胞核移

植来制作基因修饰大动物技术链条中，其上游体细

胞的基因打靶的低效率不再是制约基因修饰模型猪

制备的技术瓶颈，但由于受其他诸多因素的影响，例
如：供核细胞质量，卵细胞质量，胚胎移植，受体质

量，体细胞核重编程等，其下游体细胞克隆效率依然

很低（０ ５％ ～ ２％ ），只有很少一部分体细胞核移植

胚胎能够发育成存活个体，利用体细胞核移植技术

制备克隆猪模型是耗时、耗力、成本高的工作。 因

此，亟需构建能够正常、长期、稳定、高效地体内调控

特定组织特定基因或多基因的表达的新工具猪模

型。 为了绕过这一障碍，我们已经把 Ｃａｓ９ 插入到猪

基因组的 Ｒｏｓａ２６ 位点，构建新型条件性表达 Ｃａｓ９
基因工具猪模型，然后在 Ｃａｓ９ 基因工具猪的特定组

织导入靶向目的基因 ｇＲＮＡ 的载体，使特定组织发

生条件性多基因突变，获得的大动物模型。 我们获

得了条件性表达 Ｃａｓ９ 的基因修饰猪，不仅解决了

Ｃａｓ９ 基因转运问题，也绕过了体细胞核移植技术制

克隆猪模型耗时耗力，成本高的障碍，只需将包装的

含有靶向特定基因的 ｇＲＮＡ 和 Ｃｒｅ 重组酶的腺病毒

或慢病毒注射到这种工具猪的特定组织，即可实现

成体大动物成体细胞发生条件性多基因编辑（未发

表）。 通过这种方法可以获得各种大动物疾病模

型，尤其是癌症模型。 例如：通过注射靶向神经疾病

相关基因的 ｇＲＮＡ 的病毒至脑中，可构建神经退行

性疾病模型；注射靶向肿瘤相关基因的 ｇＲＮＡ 注射

到各个组织，可构建各种组织原发性肿瘤。

６　 结语

以上我们介绍了几种基因修饰工具猪模型，一
方面显示在技术上培育这种模型已没有障碍，另一

３３３
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方面，也展示了重要的应用前景。 这得益于近年来，
以 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 为代表的基因编辑技术的快速发

展［４８］。 但与小鼠相比，其种类和和应用范围相差甚

远。 这是由于基因修饰工具猪的培育和应用中仍面

临诸多的问题，迄今具有生殖系嵌合能力的猪胚胎

干细胞和诱导多能干细胞仍未成功建立，基因修饰

猪的制备主要依赖于体细胞核移植和胚胎注射技

术，其极低的效率。 再加之，相对于小鼠模型，尽管

猪作为动物模型有诸多优势，但猪的生殖周期长，饲
养和繁殖成本，需要特殊饲养环境的猪，如免疫缺陷

猪需要 ＳＰＦ 级饲养，其维持成本尤其高昂，运输流

通难度大，限制了其像小鼠一样在在基础研究的领

域大规模应用。 另外，目前对猪的基因修饰操作主

要是单一的转基因修饰或基因靶向修饰，如要将基

因修饰工具猪模型的推向更广泛的应用，多重基因

修饰和更为复杂的条件性基因修饰工具猪的培育有

待加以研究。
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