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综  述 

基因编辑猪在生物医学研究中的应用 

黄耀强，李国玲，杨化强，吴珍芳 
华南农业大学动物科学学院，国家生猪种业工程技术研究中心，广州 510642 

摘要: 基因组编辑技术能够精确靶向修饰生物体基因组特定位点、人为改造生物遗传信息。自 21 世纪初，基

因组编辑技术得到迅猛发展，锌指核酸酶 (zinc finger nucleases, ZFN)、转录激活样受体因子(transcription- 

activating-like receptor factor, TALEN)和成簇的规律间隔短回文重复序列及其相关系统 (clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats/Cas endonucleases, CRISPR/Cas）3 种新型基因组编辑系统先后诞生。基因

组编辑技术能对生物体内源基因进行精确靶向修饰，被广泛应用于生物医学研究领域。猪与人类亲缘关系接近，

在生理特征与病理病程等诸多方面与人类具有相似性，是人类疾病动物模型与异种器官移植研究的重要对象。

本文主要介绍了 ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 3 种基因组编辑技术的发展概况与作用机理，综述了基因编辑

猪在人类疾病模型、器官移植与人源化器官培育等生物医学领域里的最新研究进展，并对基因编辑猪的应用前

景进行了展望。 

关键词: 基因编辑技术；基因编辑猪；人类疾病模型；异种器官移植 

Progress and application of genome-edited pigs in biomedical 
research 

Yaoqiang Huang, Guoling Li, Huaqiang Yang, Zhenfang Wu 

National Engineering Research Center for Breeding Swine Industry, College of Animal Science, South China Agricultural 
University, Guangzhou 510642, China 

Abstract: Genome editing technologies (GETs) can precisely alter the genomic sequences and modify the genetic 

information at the target site of an organism. Since the beginning of the 21st century, the GETs, including zinc finger 

nucleases (ZFN), transcription-activating-like receptor factor (TALEN), and clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/Cas endonucleases (CRISPR/Cas), have been successively developed. The GETs can easily engineer 

the targeted genomic site of animals to exhibit a desired phenotype(s), thereby providing valuable tools in biomedical 

research. The pigs are closely related to human, in terms of similarities in physiological properties and patho-

genic characters. Thus, pigs have been used as important animal models in studies of human disease, xenotransplantation, 

and humanized organs regeneration. In this review, we summarize the development of the three GETs, research progress of 
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genome-edited pigs as disease models and organ donors for xenotransplantation, and the prospects of their applications in 

future biomedical research. 

Keywords: genome editing technology; gene-editing pig; disease model; xenotransplantation 

基因组编辑技术 (genome editing technologies, 
GETs)能够精确靶向修饰生物体基因组特定位点、人
为改造生物体遗传信息。以锌指核酸酶(zinc finger 
nucleases, ZFN)、类转录激活因子效应物核酸酶
(transcription activator-like effector nucleases, TALEN)
和成簇的规律间隔短回文重复序列及其相关系统

(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/Cas endonucleases, CRISPR/Cas)为代表的新
型基因组编辑技术已经掀起了生命科学研究的热

潮，在生物学、医学和农业等各领域被广泛应用。

与产生基因随机位点整合的传统转基因修饰技术不

同，人工构建的基因组编辑系统可以实现基因组靶

序列的精确切割，激发细胞内源性 DNA损伤修复继
而实现基因组定点修饰，成为研究基因功能、修改

遗传信息的重要手段，在动物模型建立、异种器官

移植等生物医学领域具有重要作用。尽管啮齿类动

物的生物学基础研究价值无法替代，但由于其与人

类的生理特征相距较远等因素，在模拟人类疾病病

症病程与器官移植等方面的实际应用受到限制。猪

的心血管系统和脏器尺寸等生理解剖特征与人体高

度相似，免疫特征与免疫反应也与人体比较接近，

这就决定了其可作为人类疾病动物模型和异种器官

移植研究的理想对象。然而在相当长的一段时间里，

猪的定点基因修饰操作是非常困难的。由于研究人员

至今尚未建立猪的胚胎干细胞(embryonic stem cells, 
ESC)或诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cells, 
IPSC)等具有生殖系嵌合能力的细胞系，基因修饰猪
只能通过体细胞核移植技术 (somatic cell nuclear 
transfer, SCNT)进行克隆制备。而传统的同源重组技
术对体细胞进行基因修饰的能力极低，极大地限制

了基因修饰猪的制作和研究。具有较高打靶效率的

基因组编辑技术的出现，大大提升了基因修饰动物

的制备效率。SCNT 结合基因组编辑技术，推动了
猪在生物医学领域的应用。本文结合 ZFN、TALEN
和 CRISPR/Cas9等新型基因组编辑技术的发展概况
和作用机理，对基因编辑猪在模拟人类疾病、异种

器官移植等生物医学方面具有重要意义的最新研究

进展进行了综述。 

1  基因组编辑技术的发展 

传统的转基因技术是指将已知外源基因整合进

细胞基因组并使之表达的技术，如原核显微注射法、

慢病毒介导法等。传统转基因技术产生的基因整合

是随机的，其诱导效率与适用性低，同时转基因动

物受内源、外源基因的双重影响而表现出遗传性状

的不确定性。自 20 世纪 70 年代报道了基于酵母细
胞进行外源基因的同源重组(homologous recombi-
nation)和内源基因敲除(knock-out)后，基因打靶技术
迅猛发展[1~3]。1986 年，Thomas 等[4]利用同源重组

恢复了抗新霉素基因缺陷细胞的抗药性，这是首次

基于哺乳动物细胞开展的基因编辑。由于猪的 ES
细胞系尚未稳定建立，因此基因编辑猪的制备主要

依靠体细胞同源重组结合 SCNT 技术。然而体细胞
体外增殖能力有限，同源重组效率极其低下，因此

利用传统基因工程技术制备转基因猪的效率极低。

随着多种生物的基因组测序相继完成，生物遗传信

息与生命体间的遗传差异成为重要研究资源，加上

对细胞基因组同源重组机制的认识不断加深[5,6]，以

ZFN、TALEN和 CRISPR/Cas9系统为主的新型基因
组编辑技术应运而生，为解析基因功能及其调控、

精确改造生物遗传信息的研究带来了突破性进展。

1996 年，Kim 等[7]将锌指蛋白(zinc finger protein, 
ZFP)与 FokⅠ融合，首次构建出具有靶向切割 DNA
功能的 ZFN。在 ZFN 诞生 15 年后，第二代基因组
编辑技术 TALEN 开始发展。TALEN 技术最初由
Christian等[8]建立，此后经历了逐步完善的技术改进

过程。ZFN 与 TALEN 技术的发展成熟，重新定义
了遗传学研究的界限和范畴。1987 年，Ishino 等[9]

在大肠杆菌的碱性磷酸酶基因中首次发现规律间 
隔性成簇短回文重复序列的特殊结构，此后 Mojica 
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等[10]和 Jasen 等[11]在其他细菌和古菌基因组也发现

此类结构，并将其命名为 CRISPR，这一结构与病毒
等外源遗传物质之间存在的同源性以及二者间的免

疫调控关系也逐渐明确。CRISPR/Cas9 技术作为第
三代基因组编辑系统，正是基于细菌等微生物抵御

外界 DNA 的获得性免疫系统发展起来的，2012 年
被报道后，便迅速突破了以往的基因组编辑技术在

实际应用上所面临的多种限制，成为基因组定点编

辑的主要工具。 

2  ZFN、TALEN 与 CRISPR/Cas9 基因
组编辑技术的作用机制 

基因组编辑技术通过限制性核酸酶对基因组特

定位点进行切割，产生 DNA双链断裂(double strand 
breaks, DSB)。DSB经细胞内 DNA的主要修复机制
非同源末端连接(non-homologous end joining, NHEJ)
或同源重组(homologous directed recombination, HDR)
后实现靶基因的遗传学修饰。NHEJ是真核生物基因
组的主要修复机制[12]，不需要或仅需有限的同源序

列即可将断开的 DNA游离末端重新缝合，常伴随着
核苷酸的插入或缺失(insertions and deletions，indels)
并形成编码区移码突变，继而敲除内源基因[13,14]。

在同源片段存在的情况下，DSB 处发生 HDR 的概
率大幅提高，通过将同源 DNA 置换或重组至 DSB
以恢复或修改遗传信息，实现基因定点编辑或敲入

(knock-in)[15,16](图 1)。无论 NHEJ还是 HDR都依赖
于 DSB 的产生，然而基因组中自然发生 DSB 的频
率极低，因此如何诱导特定基因位点产生 DSB成为
对动物进行基因编辑所面临的主要问题。ZFN、
TALEN 和 CRISPR/Cas9 系统等新型基因组编辑技
术可以靶向切割基因组，产生 DSB，继而激发细胞
的 NHEJ或 HDR修复，实现多种生物基因组的高效
而精确的编辑。 

ZFN 由负责特异性识别 DNA 序列的 Cys2 His2

锌指蛋白(Cys2 His2 ZFP)与非特异性的ⅡS型限制性

核酸内切酶 FokⅠ经连接区(linker)融合而成[7,17]。

Cys2 His2锌指最初在非洲爪蟾(Xenopus laevis)的转
录因子 TFIIIA 中被发现[18]，是由约 30 个氨基酸组
成的肽链。锌指的 Cys、His氨基酸残基与 Zn+螯合， 

使得肽链折叠成 β-β-α 的结构。α-螺旋的−1、+3、
+6位氨基酸直接同靶序列的三联碱基相互作用，介
导 Cys2 His2 ZF基序嵌合至 DNA链，因此若干与密
码子对应的 ZF 模块微组(modular assembly)后可特
异性结合相应 DNA 片段[19~21]，使用者只需根据靶

基因设计 8~10个锌指结构域，并与核酸内切酶的催
化域结合，可制备出靶向特异性的 ZFN。FokⅠ属Ⅱ
型限制性内切酶，通过识别非回文序列 5′-GGATG- 
3′，在此序列的下游处切割 DNA[22, 23]。ZFNs对 DNA
的切割需要两个 ZFN单体以精确的方向分别结合至
靶序列两侧，一个 FokⅠ先与 DNA反应，激活切割
域，再与另一个 FokⅠ反应形成二聚物并切割 DNA 
(图 1A)。FokⅠ酶切结构域二聚化是 ZFN切割 DNA
所需的条件,也利于减少对 DNA 的非特异剪切，因
为激活 FokⅠ催化域并切割 DNA磷酸键需要二者形
成二聚体[7, 21, 23, 24]。此外，ZFP与 FokⅠ之间的连接
序列及其长度同样会影响 ZFN 的活性及靶向特异 
性[25]。2001 年，Bikikova 等[26]将特制的 ZFN 注射
于非洲爪蟾卵母细胞核后，发现 ZFN 可靶向切割
DNA的特定序列并激发同源重组。随后，该技术在
黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)基因研究上得到
应用[17, 27]。基于模块微组装策略构建的 ZFN在斑马
鱼(Danio rerio)、兔(Oryctolagus cuniculus)、小鼠(Mus 
musculus)和猪(Sus scrofa)等物种中也均实现了基因
敲除或敲入[28~32]。在 TALEN 基因打靶技术出现之
前，ZFN 为实现诸多物种的靶向基因修饰提供了可
能[33, 34]，然而由于 ZFN存在作用靶点受限、打靶效
率不稳定、载体构建困难等弊端，限制了 ZFN系统
的实际应用。 

TALEN由特异性识别蛋白与 FokⅠ内切酶结合
而成的嵌合体，其 DNA识别结构域由自然界的效应
蛋白—TALEs (transcription activator like effectors)衍
生构建所得。TAL 效应蛋白模块串联后识别 DNA
的特定碱基序列[35~37]，直到 2009年两个研究团队分
别报道了植物病原菌黄单胞杆菌(Xanthomona)的
TALE可结合 DNA特定序列[38, 39]，这种特性才开始

被用于基因打靶载体的构建。TALE整体结构包括由
约 33~35个氨基酸残基(典型长度为 34个氨基酸)的
模块串联成的中间重复结构域、N 端分泌转运信号
结构域以及 C 端核定位信号与转录激活结构域。中 
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图 1  ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 系统介导的基因组编辑原理 
Fig. 1  Schematic illustration of the principles of ZFN-, TALEN- and CRISPR/Cas9-mediated genome-editing 

technologies 
A：ZFN 介导的基因组编辑原理；B：TALEN 介导的基因组编辑原理；C：CRISPR/Cas9 介导的基因组编辑原理。ZFN、TALEN 和
CRISPR/Cas9 诱导基因组靶位点形成 DSB，DSB 被细胞内源性修复机制 NHEJ 和 HDR 等修复，实现靶基因的敲除或精确编辑。根
据文献[21,37,53]等修改绘制。 

 
间串联重复序列是 TALE对DNA的识别模块及结合
域，重复片段间的氨基酸序列高度保守，彼此间差

异在于第 12、13 位的重复可变残基(repeat variable 
di-residues , RVDs)。RVDs与 DNA碱基之间的识别
密码为：组氨酸−天冬氨酸(HD)识别 C，天冬氨酸−
异亮氨酸(NI)识别 A，天冬氨酸−甘氨酸(NG)识别 T，
天冬氨酸−天冬氨酸(NN)或天冬氨酸−赖氨酸(NK)
识别 G，同时 DNA 甲基化也会影响 RVD 与碱基对
结合的特异性 [38~40]。成对的 TALEN 分子结合到
DNA 靶序列之后，其碳末端的 FokⅠ酶切结构域会
发生二聚化，并切割 DNA双链(图 1B)。另有研究表
明，直接与碱基结合的是 RVD 的第二个氨基酸残
基，第一个氨基酸残基主要稳定 RVD环状构型[41]。

自 2010年 TALEN技术建立后，陆续有实验室尝试
改进相关的合成技术，包括 Zhang 等[42]基于分层连

接(hierarchical ligation)策略构建出 TALE 工具盒，

有效解决了 TALE串联重复片段的构建难题。Miller
等[37]利用 TALE 特定截断变异型，将 TALEN 系统
改造为更适合哺乳动物细胞的基因组编辑系统。随

着对 TALEN 靶向机制的了解以及产物合成技术的
改善[42~44]，TALEN技术的应用范围迅速扩展，相继
被应用于人类细胞和斑马鱼、小鼠、猴 (Macaca 
fascicularis)、猪等动物的基因组编辑[45]。与 ZFN比
较，TALEN对细胞的毒性较小，基因靶向特异性更
强，且 TALEN的构建也较为方便，因此得到了广泛
应用。 

CRISPR/Cas 系统是迄今为止最新的 RNA 导向
式基因组编辑系统，来源于细菌和古菌等原核生物

识别和摧毁外源入侵的病毒或质粒等遗传物质时获

得的免疫防御系统[46, 47]。化脓链球菌(Streptococcus 
pyogenes SF370)获得性免疫系统的 DNA 序列主要
包括以下部分：CRISPR序列，分别编码 CRISPR序
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列相关核酸内切酶 Cas9、Cas1、Cas2 和 Cns2 的基
因片段，以及反式激活 RNA (trans-activating RNA，
tracrRNA)的编码序列等，其中，CRISPR 序列的高
度重复片段之间存在非重复的间隔序列。当细菌首

次遭到某种病毒或外源质粒入侵时，可将病毒基因

的特定序列整合到自身基因组的 CRISPR 区；当相
应病毒再次入侵时，CRISPR区的特定序列可转录生
成 crRNA前体(pre-crRNA)，pre-crRNA经内源RNase 
III和 Cas9等蛋白的催化剪接后，形成 crRNA[48~52]，

引导 CRISPR/Cas9 复合物寻找病毒同源序列，由
Cas9的 HNH与 RuvC两个酶切域分别切割 DNA双
链[53~55]。基于 II 型 CRISPR/Cas 构建的基因打靶系
统已经被广泛应用，其系统包括具有核酸内切酶活

性的 Cas9、靶向特异性的 crRNA 以及 tracrRNA。
将 crRNA 和 tracrRNA 组合为一条单链的向导 RNA 
(single-strand RNA, sgRNA)，极大推动了 CRISPR/ 
Cas9系统的应用[53] (图 1C)。2013年，Hwang等[56]

率先应用 CRISPR/Cas9系统在斑马鱼胚胎内进行高
效的基因打靶。此后，CRISPR/Cas9 技术被广泛应
用在对多种动物基因组靶向修饰的研究。与此同时，

研究者利用晶体学等多种技术手段，深入解析了

CRISPR/Cas9对 DNA靶序列的识别与切割等机理。
Jinek 等[57]率先解析了 Cas9 的二叶状晶体结构，电
镜显示 Cas9分子内沟槽在 gRNA诱导下可发生结构
重取向反应并形成容纳 RNA/DNA 的中心通道
(central channel)，表明 RNA 的载入可激发 Cas9 对
DNA 的捕获并激活 CRISPR/Cas9。Sternberg 等[58]

借助晶体分析与分子内荧光共振能量转移(intramo-
lecular Förster resonance energy transfer)等方法对
Cas9 的催化域进行相对定位，认为 Cas9切割 DNA
靶位点的效率与 HNH活性构象的状态有关，并揭示
了一种确保 HNH 与 RuvC切割 DNA 的变构通讯模
式，即 HNH通过动态变构对 RuvC的别构调控施加
影响，活性状态的 HNH可通过二者之间的信号传感
器激活 RuvC的酶切功能。这些结果支持了 Cas9精
确切割DNA的多重调控模式，如 gRNA载入与DNA
定向解螺旋之后，对靶向DNA的正确识别促使HNH
变构并触发 RuvC 催化活性等“校勘”机制。这些
分子机制的解析有助于科研人员对 Ca9 进行遗传改
造以适应不同需求的应用。2016 年，Komor 等[59]

基于 CRISPR/Cas9与胞嘧啶脱氨酶的融合，构建出
可将胞嘧啶转换为胸腺嘧啶的单碱基编辑系统(base 
editor, BE)。2017年，Gaudelli等[60]将 RNA腺苷酸
脱氨酶与 Cas9突变体融合，经多轮选择与蛋白修饰
后，建立了腺嘌呤单碱基转换系统 (adenine base 
editor, ABE)，在基因组上成功实现了腺嘌呤到鸟嘌
呤的精确转换，再次显示了 CRISPR/Cas9系统的基
因编辑能力 [61]。基于噬菌体辅助持续演化系统

(Phage assistant continuous evolution, PACE)得到的
xCas9可识别 NG等更多类型的 PAM序列，在更精
确的基因组操作方面具有优势。同时，xCas9 靶向
基因组特定序列的特异性有所改善，表明 CRISPR/ 
Cas9技术可能会在基因组编辑效率、特异性与 PAM
可容性等方面实现兼容 [62]。CRISPR/Cas9 具备了
ZFN 和 TALEN 等基因打靶技术未能达到的特异性
和精确性，摆脱了合成 DNA特异识别模块的繁琐操
作，仅需 sgRNA引导即可对基因组任意位点进行打
靶，切割能力不受基因组甲基化影响[63]。但是，在

应用上也面临着脱靶效应[64,65]等困扰。 
基因组编辑技术导致的脱靶效应是指由其导致

的基因组非预期、不可控的意外断裂。由于基因组

中同源序列及高度相似序列的存在，因此 ZFN、
TALEN与 CRISPR 3种基因组编辑技术均存在着潜
在脱靶效应，这是基因组编辑技术应用于生物医学

研究与临床治疗时所面临的主要瓶颈。如何降低脱

靶效应是该领域研究的焦点之一。DNA结合域靶向
DNA的特异性不足与酶切域发生非特异性切割，是
导致脱靶效应的两大因素。目前，科研人员已找到

了针对性的方法来降低脱靶效应，如优化 DNA结合
域长度，对其进行改善以量化评估并增强 DNA结合
特异性，对 FokⅠ酶改造以及通过选择进化以筛选
更具靶向特异性的 ZFN/TALEN 二聚体等手段，均
可弱化由于对基因组特定位点识别能力有限而导致

的脱靶。Pattanayak 等[66]依据能量补偿模式，解释

了 ZFN结合能(binding energy)过剩对其靶位点识别
影响，认为避免使用 DNA 结合能过剩的 ZFN 可减
少脱靶。也有研究表明，当构建的 ZF 数量为 4~6
时，ZFN 对 DNA 的靶向特异性更强[67]。对核酸内

切酶结构域进行改造是增强基因组编辑技术打靶特

异性的另一策略。FokⅠ具有随机同源二聚化的性 
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质，因此通过对 FokⅠ进行异质化改造，使其转变

为必须依赖 ZF或 TALE等靶向定位结构才能形成稳

态二聚化的性质，能在一定程度上避免非特异性酶

切的发生[68]。单切口(single-strand break，SSB)趋向

于高保真修复且不能诱导 NHEJ，因此构建切口酶

(nickase)也可降低非特异性酶切的几率，如通过

ZFNickase定点诱导 DNA形成单链断裂，能有效改

进基因组编辑的靶向性[69]。Cas9 的 D10A 突变型

Cas9-nickase (Cas9n)具有切口酶性质，结合 1 对

sgRNAs以诱导 DNA相应范围内的单链断裂后即可

形成 DNA双切口，能明显降低 CRISPR技术导致的

脱靶效应[70,71]。Slaymaker等[72]筛选出具备更强打靶

特异性的 eSpCas9，并验证了 Cas9 结合 DNA 以及

DNA 重杂化等反应过程对脱靶效应的影响。由于

CRISPR/Cas9系统的特异性主要取决于 sgRNA的定

点靶向能力，考虑到基因组潜在脱靶位点的复杂性，

以及 gRNA与DNA靶序列之间错配碱基的具体数量

与定位对 CRISPR/Cas9打靶特异性的影响，因此设

计 sgRNA时应保证其足够的特异性[73]，通过对基因

组潜在脱靶位点进行高通量分析并量化评估 Cas9

对特定位点的潜在脱靶效应，可为 sgRNA的选择与

相关的脱靶检测提供依据[74]。 

3  基因编辑猪在医学领域中的应用 

基于 ES 和同源重组的传统基因打靶技术在猪

等缺乏体外稳定培养的 ES 细胞系的大动物上的应

用效率极低，大大限制了基因打靶大动物的制备。

ZFN、TALEN和 CRISPR/Cas9等基因组编辑技术可

定点切割基因组并激发细胞 DNA损伤修复，高效介

导基因定点修饰，提高基因编辑大动物的制备效率。

猪具有与人类相似的解剖学、生理学等特征，遗传

亲缘关系和营养代谢生理与人类接近，寿命较长且

具有繁殖周期短、产仔量高等特征，允许研究者对

疾病模型猪的病程发展进行长期研究，并可通过遗

传改造获得移植器官，可用于人类疾病动物模型和

器官移植等生物医学领域的研究。基因组编辑技术

结合 SCNT 制备基因编辑猪，可为生物医学研究提

供遗传稳定的材料。 

3.1  利用基因组编辑技术建立人类疾病模型猪 

基于基因操作手段获得的人类疾病动物模型对

于研究疾病的发病机理、开发医疗诊断新技术具有

重要意义。长期以来，人类疾病动物模型以基因修

饰小鼠为主，然而小鼠体型较小、寿命较短，生理

功能等各方面与人类存在较大差异，与人类具有同

样遗传缺陷的小鼠可能无法完全模拟人类疾病特

征，同时小鼠模型无法对疾病进程和药物疗效进行

长期跟踪，因此限制了其在人类医学上的转化应用，

如小鼠模型获得的抗肿瘤药物临床前研究成果仅有

约 5%可在临床Ⅲ期试验中表现出期望的药效[75]。非

人灵长类动物与人类遗传亲缘最为接近，其生理解

剖特征与代谢反应等特征与人类相似度最高，基于

灵长类动物取得的实验结果能客观地反映人体内的

各种相应机制。然而，非人灵长类动物不仅资源匮

乏，对其进行基因修饰与胚胎操作也较难实施，而

且对非人灵长类动物开展实验也受到伦理限制。以

资源丰富的猪作为实验动物，既弥补了非人灵长类

动物所面临的资源匮乏，也克服了小鼠寿命短、亲

缘关系远等方面的不足，且猪实验成本较低、遗传

修饰与胚胎操作技术成熟，作为实验模型受到的伦

理争议较小，是理想的大动物模型。具有特定遗传

缺陷基因编辑猪可模拟多种人类疾病，以此为平台

进行肿瘤、心血管系统疾病、代谢性疾病和神经退

行性疾病等的发病机理研究、药物评估等临床前试

验，有利于加速推动实验动物研究成果的临床转化。 

3.1.1  心血管系统疾病模型 

建立心血管疾病动物模型对于研究心血管疾病

机理与药物研发具有重要意义。小型啮齿类动物与

人类的心血管系统差异明显，如小鼠心跳频率每分

钟可达 500 次以上，与人类有较大差距。猪的心血

管系统，特别在解剖结构、运动机能等方面，与人

类相似度高，是人类血管疾病模型制备的理想对象。

胰岛素增敏剂噻唑烷二酮类药物(troglitazone, TZD)
是 2 型糖尿病的治疗药物，可作为配体激活过氧化

物酶体增殖物激活受体-γ (peroxisome proliferators- 

activated receptors-γ, Ppar-γ)，对小鼠心血管疾病模

型表现出一定的疗效，但在病患的临床使用上却面 
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临着不良心血管事件的限制[76]。PPAR-γ与人类心血
管疾病、机体免疫及胰岛素敏感的关系密切。为探

究其在人类心血管疾病中的作用，2011年 Yang等[77]

应用 ZFN 技术，靶向敲除了猪成纤维细胞中的
Ppar-γ基因，对获得单碱基突变细胞系进行 SCNT，
成功制备出单等位 Ppar-γ基因敲除猪。这是首次将
锌指核酸酶基因打靶技术应用于猪的内源基因敲

除，并结合 SCNT 技术获得基因敲除猪，该模型可
作为心血管疾病发病机理、Ppar-γ 的体内精确调控
机制以及 Ppar-γ 靶标药物与治疗新方法开发等研究
的对象，在基因治疗和转化医学研究上具有重要意

义。家族性肥厚型心脏病(familial hypertrophic card-
iomyopathy, HCM) 是主要的遗传性心脏病，HCM
的病理机制尚未明确，病因包括编码 β-心肌球蛋白
重链(β-myosin heavy chain, MyHC)的 MYH7基因发
生突变。啮齿类等动物的心肌球蛋白亚型异于人类，

因此 MYH7 突变的小鼠模型并不能有效模拟人类的
HCM。猪的电生理学等与人类类似，具备作为 HCM
模型动物的可能。2017年，Montag等[78]利用 TALEN
技术对猪MYH7位点进行 R723G碱基突变并获得单
碱基突变的克隆猪，该模型表现出明显的由 R723G
型 MYH7 突变导致的 HCM 早期症状，如心肌排列
紊乱、核畸形以及 MHY7 过表达导致引起的 α/β- 
MyHC失调，但是该克隆猪存活时间极短(产前死亡、
产后 24 h内死亡)，这可能与 MYH表达紊乱有关。
该研究是首次基于 Selection-free SCNT通过诱导点
突变构建出的心血管疾病模型猪。由于在医学研究

上，病变心脏组织较难获得，因此对 HCM 的长期
研究需要动物模型加以辅助。以猪为代表的大动物

模型实验成果有利于研究 HCM 病人早期心脏衰竭
等的遗传机制。 

3.1.2  免疫缺陷模型 

X 染色体上的白细胞介素-2 受体共同 γ 链基因
(IL-2RG)编码的受体蛋白对动物体自然杀伤细胞
(natural killer cell，NK cell)的发育起着重要作用。
IL-2RG缺陷会导致 NK细胞活性丧失，机体免疫功
能严重受损。2013年，Watanabe等[79]向猪胎儿成纤

维细胞转入 ZFN 表达载体后，靶向敲除了细胞的
IL2RG 基因，经 SCNT 得到的 IL2RG-KO 猪表现出

与人类 X 染色体连锁重症联合免疫缺陷(X-severe 
combined immunodeficiency disease, X-SCID)相似的
症状，包括一个胸腺完全缺失、T与 NT细胞量不足
等。在成熟前 T细胞发育为成熟 T细胞以及成熟前
B 细胞发育为成熟 B 细胞的免疫组库分化过程中，
发生 V(D)J 基因片段的重排，形成淋巴细胞表面的
高度多样性抗体可变区的编码基因。V(D)J 重排的
一个早期步骤是 B、T 细胞内 IG 或 TCR 基因 SRR
双链断裂，该过程由重组激活基因(Recombination 
Activating gene 1/2, RAG1/2)的蛋白产物催化，
RAG1/2中任意一者缺失都会导致 T、B淋巴细胞分化
阻滞、外周血不具成熟淋巴细胞而引发 SCID[80,81]。

猪与人类免疫系统具有相似性，RAG 突变猪可模拟
人类 SCID，为进一步解析 SCID机制和探究治疗方
法提供帮助。2014 年，Lee 等[82]利用 TALEN 系统
对猪体细胞的 RAG2 进行靶向修饰，经 SCNT 后获
得的 RAG2 突变纯合子胸腺异常，并有脾脏内炎症
与细胞凋亡等发育停滞现象。在接受人类诱导多能

干细胞移植后，RAG2基因修饰猪发育为成熟的三胚
层畸胎瘤，说明该 RAG2-KO 猪具有免疫缺陷的表 
型，是成功的 SCID大动物模型。同年，Huang等[83]

根据巴马猪的 RAG1、RAG2 基因，分别设计了
TALEN表达载体，对成纤维细胞打靶后建立 RAG1、
RAG2基因双敲除的细胞系，并克隆出 RAG1/2双敲
猪，RAG1/2功能障碍导致胸腺胰腺发育出现缺陷，
免疫器官内成熟 T、B 淋巴细胞大幅减少且淋巴细
胞 V(D)J 基因片段重排消失，表现出典型的 SCID
特征。由于小鼠的生理指标以及炎症免疫反应等机

制与人类差距较大，因此基于 SCID 小鼠模型进行
的药物筛选与临床评价、干细胞治疗长期跟踪等方

面的研究，获得的成果难以有效地转化为临床应用，

而 SCID 模型猪的应用有望填补这方面的空白。同
时，免疫缺陷疾病的致病因素复杂，制备免疫缺陷

模型猪有利于研究者对相关功能障碍基因与环境因

素进行筛查，推动人体免疫细胞的分化以及机体免

疫系统的建立或损伤等研究。 

3.1.3  脂代谢异常疾病模型 

家族性高胆固醇血症 (familial hypercholester-
olemia, FH)作为一种导致人体脂代谢紊乱的常染色
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体单基因显性遗传病，其发病源于低密度脂蛋白受

体(low density lipoprotein receptor，LDLR)基因缺陷，
致使细胞表面 LDLR 蛋白功能障碍，LDLR 无法介
导血液中携带胆固醇的 LDL、β-VLDL 进入细胞进
行清除代谢，导致二者血浆浓度增高继而引发动脉

粥样硬化 (atherosclerosis)等临床症状。2012 年，
Carlson 等[84]利用 TALEN 打靶技术敲除猪成纤维细
胞基因组的 LDLR，经 SCNT后获得 LDLR-/- 克隆猪，

对模拟人类 FH 等脂代谢综合征具有重要生物医学
价值。2017年，Huang等[85]将靶向 ApoE (apolipopro-
tein E)及 LDLR基因的 sgRNA与 Cas9载体同时转入
巴马小型猪的胚胎成纤维细胞后，获得 11 个 ApoE
与 LDLR 基因双敲的细胞克隆；经 SCNT 后获得 6
头 ApoE−/−/LDLR−/−后代，其血清低密度脂蛋白胆固

醇(LDL-C)、总胆固醇(TC)和 LDL 的主要载脂蛋白
APOB 浓度较阴性猪显著增高，表现出动脉粥样硬
化相关的脂代谢异常。该研究首次获得脂代谢紊乱

及血管粥样硬化的基因修饰猪。猪的消化系统和新

陈代谢接近人类，ApoE/LDLR 双基因修饰猪等代谢
性疾病猪模型为研究人类代谢性疾病分子机理、开

发相关药物和治疗手段提供重要动物平台。 

3.1.4  癌症模型 

世界首例癌症相关基因打靶猪——重组腺相关

病毒介导的乳腺癌相关基因 1 (breast cancer associated 
gene 1, BRCA1)敲除猪于 2010 年被报道[86]。随着

CRISPR/Cas9 等新型基因组编辑技术的出现，构建
可模拟人类癌症的克隆猪发展也逐步加快。2017年，
Wang 等[87]利用 TALEN 技术，在猪基因组上插入
Cas9 基因，获得可在 Cre 酶诱导下表达 Cas9 核酸
酶分子的基因编辑猪。研究人员利用包含重组酶与

靶向肿瘤相关基因的 gRNAs 慢病毒感染猪的肺脏
后，成功诱导了猪肺癌相关抑癌基因以及原癌基因

的突变，率先在体内利用基因组编辑技术建立原发

性肺癌大动物模型。该研究成果的技术突破之一在

于 Cas9条件性表达体系的建立，达到了跳过胚胎注
射和 SCNT 等阶段，仅需使用重组酶即可启动
sgRNA引导的体内基因组编辑的目的。该基因编辑
猪的建立，将推动猪基因功能研究，加快生物医药

研究与重要基因修饰模型的制备，人类癌症模型猪

将在癌症治疗策略与诊断技术研发、药物评估中具

有重要作用。 

3.1.5  神经退行性疾病模型 

亨廷顿舞蹈症(Huntington disease, HTT)、脊髓
侧缩硬化症(Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS)和
帕金森病(Parkinson’s disease, PD)等神经退行性疾
病的特征之一是伴随年龄增长逐渐加重的神经病理

学症状与选择性神经元退化。神经退行性疾病模型

猪可模拟病患脑组织致病蛋白沉淀聚集、神经元死

亡等特征病变，显示出比转基因小鼠模型更为优越

的临床前应用前景。2015年，Zhou等[88]应用 CRISPR/ 
Cas9 技术获得了 PARK2 与 PINK1 基因突变的猪细
胞系，进行核移植克隆后得到基因编辑猪，经检测，

克隆猪的神经元无法表达 PINK 1与 Parkin蛋白，而
且 7 月龄猪未表现出明显的帕金森综合征，与人类
神经退行性疾病随着年龄增长愈渐明显的病程相

符。该研究首次实现了一个世代内大动物双基因的

等位敲除，加速了大动物疾病模型的建立和异种器

官移植研究进展。亨廷顿舞蹈症是常染色体显性遗

传病，以特定神经元退化为特征，由亨廷顿基因上

CAG密码子重复突变所致。CAG三碱基重复过多会
导致毒性蛋白产生，聚集于神经元并引起神经元死

亡，最终出现亨廷顿舞蹈症。2018 年，Yan 等[89]应

用 CRISPR/Cas9技术精准地将包含 150CAG重复的
人源亨廷顿突变基因插入猪 HTT内源基因位点，经
SCNT建立了表达人源突变型 HTT的基因编辑猪，
这是国际上首次建立的模拟神经退行病人基因突变

的大动物模型。克隆猪表现出 HTT患者神经元选择
性退行病变的典型病理特征以及亨廷顿舞蹈样、呼

吸衰竭等疾病表型，且这些疾病特征均可遗传至克

隆动物后代。作为神经退行性疾病研究领域的重大

突破，亨廷顿基因敲入猪的建立既可促进神经退行

性疾病的新药研发筛选、干细胞治疗手段的临床前

评价，也为更深入了解神经细胞死亡的机制及寻找

有效的治疗方法提供支持。 

3.1.6  其他疾病模型 

血管性血友病因子(von Willebrand factor, vWF)
作为重要的血浆成分，在血凝过程中具有重要作用。
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vWF 基因突变可导致遗传性血管性血友病 (von 
Willebrand disease, vWD)的发生，病人表现为出血时
间延长等凝血障碍。Hai 等[90]通过将靶向切割 vWF
的 Cas9 与 sgRNA 注射受精卵胞浆后，利用胚胎移
植技术高效获得存活的 vWF双等位基因敲除猪。猪
的心血管与循环系统与人体具有可比性，vWD-KO
猪的肺部 vWF 表达基本被阻断，凝血因子 FVⅢ降

解失活且机体出血时间延长，与 vWD患者的凝血功
能障碍等临床表型相似。这是首次利用 CRISPR/ 
Cas9技术构建的具有特定疾病表型的哺乳动物疾病
模型，胚胎注射结合胚胎移植的发育方式，为基因

修饰大动物模型的快速建立提供了一种可行方法，

对人类 vWF等遗传性疾病的发病机理与治疗方法的
研究起到推动作用。2015年，Zhou等[88]利用 Cas9- 
nickase载体对猪胎儿成纤维细胞进行转染，获得纯
合的酪氨酸酶基因(Tyrosinase, TYR)敲除细胞系，经
体细胞克隆后建立 TYR基因敲除的克隆猪。由于酪
氨酸酶的失活，克隆猪体内黑色素等酪氨酸酶反应

产物缺失，其皮肤、虹膜异常白化，表现为典型的

白化病特征。该研究应用 Cas9-nickase，避免了因脱
靶效应而对克隆胚胎的发育过程造成过大影响。猪

皮肤的结构、厚度、色素沉着及血液供应方面都与

人类更为相似，因此该克隆猪可在白化病发病机制

方面的研究上发挥作用。纯发-甲型外胚叶发育不良
症(ectodermal dysplasia-9, ED-9)患者毛发稀少且甲
营养不良。Han等[91]通过单链寡核苷酸结合 CRISPR/ 
Cas9和 SCNT的技术路线，成功在猪体内引入导致
ED-9 的 Hoxc13 基因无义突变，制备出毛发缺失、
毛囊与蹄发育异常的 ED-9 克隆猪，可应用于 ED-9
与皮肤癌等疾病的发病机制、动物体毛发再生以及

伤口愈合等需要无毛动物模型的研究。   

3.2  新型基因组编辑技术在异种器官移植和

人源化器官研究上的应用  

临床器官移植是治疗终末期器官衰竭的重要方

法，器官移植医学领域所面临的一大困境就是器官

资源匮乏。异种器官移植和人源化器官培育等方法

有望解决这个难题，而猪器官被视为合适的器官移

植供体。虽然猪的心脏、肾脏等器官在规模尺寸、

生理机能上与特定病理反应上跟人类器官接近，但

种属间器官不相容性和猪内源逆转录病毒(porcine 
endogenous retrovirus, PERV)跨物种感染的隐患仍
然限制异种器官移植的临床应用[92, 93]。通过基因编

辑技术对器官移植过程中与免疫排斥反应相关的基

因加以修饰，有望使猪源器官更加接近人类免疫系

统可接受的范围；嵌合体大动物体内培育人源化器

官同样是解决移植器官供源匮乏的可能途径。基因

编辑猪的制备，有望加速猪-人种间器官移植的研
究，推动人源化器官的培育，缓解移植器官供源不

足的紧张局面。 

3.2.1  猪−灵长类器官移植过程的免疫不相容 

外源器官植入后与人类免疫系统的不相容阻碍

了异种器官移植的临床应用进展。特异性敲除猪体

内抗原分子或其合成酶基因可缓解异种器官移植出

现的免疫排斥反应。导致宿主对猪器官发生超急性

排斥反应(hyperacute rejection)的表面抗原主要包括
由 GGTA1 (α-1,3-galactosyltransferase)基因编码的
α-1,3-galactosyltransferase、CMAH (cytidine monop-
hosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase)基因
编码的 Meu5Gc，以及 B4GALNT2 (beta-1,4-N-acetyl- 
galactosa-minyl transferase 2)基因编码的 Sda blood 
group 等。α-1,3-galactose (α-gal)表面抗原作为在猪
细胞表面广泛表达的多聚糖分子，是猪-灵长类动物
器官移植进程中导致超急性排斥反应的最主要抗原

分子，因此敲除 α-gal 的合成酶基因 GGTA1，对于
解决免疫排斥反应、延长移植器官存活具有重要意

义。2002 年，Lai 等[94]基于传统基因打靶载体介导

的同源重组和 SCNT 技术对猪细胞 GGA1 基因进行
同源置换后，制备出首例敲除半乳糖苷转移酶的克

隆猪，对异种器官移植研究的具有重大意义。2011
年，Hauschild等[95]应用 ZFN技术对 GGTA1基因进
行高效双敲除，获得细胞表面完全无 Gal 表达的转
基因猪，其抗补体介导溶解 (complement-mediated 
lysis)能力与利用传统同源重组技术获得的转基因猪
相似，很大程度上抑制了猪源器官移植人体后超急

排斥反应的发生。CMAH编码的 N-羟乙酰神经氨酸
(N-g1yco1ylneuraminicacid, Neu5Gc)是除Gal之外的
主要免疫抗原，Neu5Gc 可在 GGTA1-KO 猪上皮细
胞广泛表达[96]。Lutz 等[97]结合 ZFN 技术和 SCNT
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构建出 GGTA1/CMAH双基因敲除猪，并证明人体血
清对 GGTA1/CMAH-KO 猪细胞的免疫排斥性较
GGTA1- KO 猪更小。2017 年，Martens 等[98]利用

CRISPR/Cas9 敲除猪胚胎内上述 3 种糖类抗原的编
码基因 GGTA1、CMAH和 B4GALNT2后克隆出三基
因敲除猪，检测发现人类血清对三基因敲除细胞的

异种免疫抗性结合显著减少。这些特异性抗原敲除

猪将在抗免疫排斥药物的筛选、建立更安全器官供

体、临床转化等研究上发挥重要作用，一系列技术

路线的建立也为最终培育出适用于临床应用的猪器

官奠定基础。尽管目前应用基因修饰技术降低猪异

种器官移植中的免疫排斥反应已取得了显著进展，

然而在实际应用中仍有诸多问题需要解决，猪器官

的异种移植仍然任重而道远。 

3.2.2  PERV 的跨物种感染 

PERV 属 γ-逆转录病毒(γ-retroviruses)。目前尽
管尚未有 PERV 感染人体的报道，但 PERV 感染体
外培养条件下的人类细胞并整合入细胞基因组仍然

是猪器官移植必须解决的隐患。为克服猪-人器官移
植过程中 PERV 传播至宿主这一隐患，在实现了对
PK15 细胞内 62 拷贝的 PERV pol 序列的靶向敲除 
后[99]，2017 年，Niu 等[100]基于 CRISPR/Cas9 系统
联合细胞凋亡抑制因子等策略，培育出全部 PERV 
pol拷贝突变、PERV失活的克隆猪。检测发现，克
隆猪不仅生理表现正常，而且其 PERV 对人类细胞
的感染率大幅降低，从而消除了器官移植中 PERV
感染的潜在隐患。这一研究成果通过基因组修饰解

决了异种器官移植中潜在的内源病毒感染问题，为

移植医学研究提供相对稳定安全的研究材料，再次

展示了基因组编辑技术对推动解决供体器官紧缺局

面的意义，“定制”异种器官的医学应用前景光明。 

3.2.3  培育人源化器官 

人类多能干细胞(human pluripotent stem cells, 
hPSCs)具备多潜能分化能力，可在动物胚胎内整合
发育，通过囊胚间的互补，可形成异种嵌合体并获

得再生器官。以小鼠为宿主培育 hPSC 衍生的人-小
鼠异种嵌合体的效率低，以猪为活体系统培育人-猪
嵌合体则有望培育出正常的人源器官。2013 年，

Matsunaria 等 [101]利用异体猪的卵裂球胚胎对因

Hes1基因表达异常而导致胰腺发育缺陷的克隆猪胚
进行补偿，成功制备出健康可育的嵌合体猪，胰腺

器官由异体胚胎发育而来，证实了同种异源间囊胚

互补与再生器官的可行性。2017年，Wu等[102]应用

CRISPR/Cas9 系统对猪胚胎中胰腺发育相关基因
PDX1进行敲除，为结合 hPSC移植建立大动物体内
再生人类胰腺的平台奠定基础。随后，Wu 等[103]利

用 Cas9/gRNA获得小鼠基因修饰胚，建立了多能囊
胚补偿平台，研究人员通过将大鼠 PSC注射进器官
发育缺陷小鼠的胚胎内，验证了大鼠 PSC对嵌合体
的生成以及再生器官发育的贡献作用。该研究还首

次评估了基于 naive、intermediated以及 primed等不
同分化状态的 hiPSCs (human induced pluripotent 
stem cells)对人−猪嵌合胚胎发育的作用，不同状态
的 hiPSCs在猪胚胎中形成不等程度的嵌合，为在动
物体内再生人类器官打下了理论基础。这项研究有

力地推动基于基因组编辑技术制备人−猪嵌合胚胎

以及人类器官再生的研究进程，同时也必须认识到，

以基因编辑猪为载体再生人体器官的科学进程仍受

多方面条件的制约，既包括对胚胎微环境调控尚缺

精确认识等技术短板，也包括研究过程中必须面临

道德与监管等问题。 

4  结语与展望 

基因组编辑技术已经成为生命科学发展进程的

里程碑式的突破，是生命科学研究方法的革新。多

种生物基因组测序的相继完成，为解析具体基因功

能、创造符合研究目的遗传变异提供了资源。

CRISPR/Cas9 等基因组编辑技术可对动物体基因进
行高效精确的修饰，同时可以避免外源遗传物质整

合入宿主基因组，体现出传统转基因技术无可比拟

的优势。基于基因组编辑技术与体细胞克隆技术的

策略制备基因编辑猪，在遗传病病理研究、医疗技

术开发等医学研究的应用上具有独特优势，并已在

模拟人类疾病和异种器官移植研究上获得突破。此

外，基因组编辑技术还可以应用于基因治疗，为遗

传性的机体代谢障碍、器官衰竭病变的医治提供有

别于药物治疗的新思路。利用基因组编辑操作对疾
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病模型动物开展疾病相关突变基因位点的碱基编

辑、基因替换或敲除等基因修复治疗，可为多种遗

传病开发有效的治疗手段，并提供重要的临床前安

全与策略指导，其医学应用前景巨大。然而，基因

组编辑技术的应用也面临着体内导入效率不高、潜

在脱靶效应和基因编辑效率不足等缺点，且目前制

备的疾病模型猪种类偏少，仍然需要大量工作以建

立更多能精确模拟人类疾病表型的疾病模型猪。此

外，如何最大限度地解决异种器官移植过程中宿主

对外源器官的免疫排斥、彻底清除外源器官携带的

内源性病毒仍需继续研究；动物体内培育人源器官

的研究应用更是处于初级阶段，相关法律条例的评

估与颁布也迫在眉睫。尽管如此，基因编辑大动物

的研究无疑将为生物医学的发展注入更大的动力。

随着人们对生物遗传机制认识的深入，对猪等大动

物进行精确的基因编辑操作将会更为简易和高效，

基因编辑猪也会在生物医学研究中得到更为广泛的

应用并使得相关领域受益。 
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