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基因修饰大鼠模型的研究进展
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摘　要 ：相比小鼠，大鼠在生理水平和认知能力等方面与人类更加接近，而且体型更大更容易操作，因而

是研究人类疾病的良好模型。然而，由于遗传修饰技术发展的滞后，基因修饰大鼠模型的应用远远落后于

小鼠。近年来，随着大鼠胚胎干细胞和位点特异性核酸酶等技术的发展，大鼠的遗传修饰得了一系列重要

的进展。对各种遗传修饰技术在大鼠中的应用进行综述，为制备基因修饰大鼠模型提供参考。
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Advances in the development of genome-modified rat models
XU Kai1,2, LI Wei1*, ZHOU Qi1*
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2 School of Life Sciences, Anhui University, Hefei 230601, China)

Abstract: Rats are more similar to humans than mice in many aspects such as physiology and cognition, and also 
have larger body sizes that are convenient for manipulation, providing an important model for researching human 
diseases. However, due to the lack of effective genome-editing tools, the application of genome-modified rat models 
lags far behind that of mice. Recently, technologies on rat embryonic stem cells and site-specific nucleases have 
been developed, which bring many important advancements to genome modifications in rats. Here we review the 
application of various kinds of technologies for rat genome medication, which may help for the generation of 
genome-modified rat models for disease studies. 
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李伟，博士，中国科学院动物研究所研究员，干细胞与细胞周期调控研

究组 PI。主要从事干细胞和转基因动物模型方面的研究工作，在多能性干细

胞的建立、鉴定和应用，以及基因修饰动物模型构建方面取得多项进展，在

Nature、Nature Biotechnology、Cell、Cell Stem Cell 等刊物发表多篇文章。任

中国生殖生物学会理事、中国遗传学会青年委员会委员、中国科学院青年创

新促进会会员等。目前课题组主要针对多能性干细胞独特的细胞周期和基因

组稳定性调控机制开展研究，深入揭示其调控机制及其在细胞命运决定和疾

病发生中的作用，并依托这些机制进一步开发基因组编辑的新工具。

与小鼠相比，大鼠在生理水平和解剖结构上与

人类更加接近，在认知和行为分析方面大鼠也要优

于小鼠。同时，由于大鼠体型较大，在采样和一些

实验检测上，如血液采集等，更加便于操作和研究。
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这些因素使得大鼠成为小鼠之外另一种获得广泛应

用的哺乳动物疾病模型。Abbott [1] 认为，针对一些

复杂的疾病，在同样的诱导条件下，大鼠能够呈现

疾病症状而小鼠不会呈现，提示在一些复杂疾病的

模拟方面大鼠相比小鼠更具有优越性。遗传学修饰

技术通过改变基因组的序列，包括基因插入、删除、

突变、倒位和易位等形式控制基因的功能或表达调

控模式，从而改变或建立相应的生物学表型，是研

究基因功能和制备疾病动物模型的一种重要手段。

通过基因修饰可以将基因型和表型直接关联，便于

发病机制研究，也使得动物模型可以通过繁殖大量

扩群，因而在疾病动物模型的制备中使用越来越广

泛。由于基因修饰技术在大鼠中发展滞后，严重阻

碍了大鼠基因修饰模型的广泛应用。近年来，随着

大鼠干细胞技术和位点特异性核酸酶 (site-specific 
nuclease) 技术的突破，大鼠基因修饰模型的制备取

得了一系列重要突破。本文主要综述遗传修饰技术

在大鼠上的应用。

要实现哺乳动物个体的基因修饰，需要两个方

面的结合：一是对遗传物质基因组 DNA 的修饰，

常见技术包括质粒和病毒载体介导的随机整合、转

座子系统介导的基因捕获、同源重组和位点特异核

酸酶介导的精确基因突变等；二是将遗传修饰拓展

到个体水平上并能够通过生殖系有效传递到下一

代，常见技术包括胚胎原核注射、体细胞核移植、

胚胎干细胞介导的生殖系嵌合以及单倍体胚胎干细

胞替代精子与卵母细胞融合产生个体等。

1　利用转基因和随机突变技术制备基因修饰

大鼠模型

1982 年和 1983 年，Gordon 和 Ruddle [2-3] 首次

采用在小鼠受精卵中原核内注射 DNA 片段的转基

因方法，制备了转基因小鼠，随后证实原核注射的

外源基因可以稳定整合进生殖系并随小鼠繁殖稳定

地传递到下一代。这一技术迅速被不同的实验室所

证实和采用，并一直沿用到今天，成为制备转基因

动物系最常用的手段。Brinster 等 [4] 将这一技术用

于特定功能基因的导入，制备了一系列转基因动物

模型，包括第一只小鼠脑瘤模型。利用这一方法，

Hammer 等 [5] 克隆了脊椎炎患者的 HLA-B27 基因

并导入到大鼠中，制备了第一只转基因大鼠，并具

有自体免疫类疾病的多种疾病表型，直到今天仍然

是重要的疾病研究模型。在大鼠干细胞技术和位点

特异性核酸酶技术建立之前，获得基因突变大鼠非

常困难。制备基因突变大鼠需要通过高通量突变和

遗传筛选相结合，筛选出携带特定基因突变的大鼠

系。2003年，Zan等 [6]利用N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)
高通量突变和遗传筛选获得了可遗传的基因突变大

鼠。2007 年，Kitada 等 [7] 利用 Sleeping Beauty (SB)
转座系统进行大规模基因捕获，成功地获得了具有

插入突变的大鼠。

然而，利用基因随机整合制备的转基因大鼠，

存在外源基因表达不稳定和非特异插入突变等问

题，而且利用高通量的遗传突变和筛选制备基因突

变大鼠还存在成本过高、流程复杂等问题，这些都

给基因突变大鼠的广泛应用带来很多挑战。

2　大鼠胚胎干细胞介导的精确基因修饰

胚胎干细胞具有分化形成包括配子细胞在内的

机体各种细胞的能力，可以通过早期胚胎嵌合形成

嵌合动物的生殖细胞，因而可以作为基因修饰的载

体，将携带的基因修饰通过生殖系嵌合传递到下一

代。同时，由于胚胎干细胞可以在体外大量扩增传

代，因而易于进行遗传修饰和筛选，可以在胚胎干

细胞上进行精确的基因修饰。早在 20 世纪 80 年代，

通过同源重组技术在胚胎干细胞中破坏掉原有的正

常的基因实现基因敲除，并通过其生殖系嵌合能力

获得了基因敲除小鼠 [8-12]。

然而，由于大鼠胚胎干细胞系难于建立，基因

敲除技术一直未能在大鼠上获得成功。直到2008年，

Buehr 等 [13] 和 Li 等 [14] 才首次报道建立具有种系嵌

合能力的大鼠胚胎干细胞系。随后，Tong 等 [15] 在

大鼠胚胎干细胞系中通过同源重组敲除 p53 基因并

进而利用胚胎嵌合获得基因敲除大鼠。

2011 年，Elling 等 [16] 和 Lee 与 Wutz[17] 建立了

小鼠孤雌胚胎来源的单倍体胚胎干细胞，证实其在

大规模遗传筛选中的应用。2012 年，Yang 等 [18] 和

Li 等 [19] 建立了小鼠孤雄来源的单倍体胚胎干细胞，

证实其既具有种系嵌合能力，又可以替代配子与卵

母细胞融合后获得到期发育 (full-term development)
小鼠，并通过这种方式获得转基因小鼠，证实这种

方法可以作为一种新的转基因动物制备方法。Li
等 [20] 随后建立了大鼠的孤雄单倍体胚胎干细胞，

并通过种系嵌合和替代配子两种途径，均获得了转

基因大鼠，从而为转基因大鼠模型的制备提供了一

种新的途径。
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3　利用位点特异性核酸切割酶制备基因敲除

大鼠

虽然大鼠胚胎干细胞和单倍体胚胎干细胞可以

完成大鼠的精确基因修饰，但是这种方法需要近 2
年时间才能获得基因敲除大鼠，而且操作流程十分

复杂。最近，位点特异性核酸切割酶技术获得飞速

发展，为基因组精确编辑带来了革命性的变化。位

点特异性核酸切割酶包括锌指核酸酶 (zinc finger 
nuclease, ZFN)、转录激活子样效应因子核酸酶

(transcription activator-like effector nuclease, TALEN)
和成簇规律间隔短回文重复序列系统 (clustered 
regulatory interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR/Cas system)，通过识别特定的 DNA 序列进

行切割进而引发突变，实现对基因组的精确修饰。

3.1　ZFN技术在大鼠遗传修饰中的应用

锌指核酸酶是一种人工构建的核酸内切酶，它

由能够特异识别 DNA 序列的结合结构域和不具有

序列特异性的核酸酶结构域组成。锌指核酸酶的

DNA 结合结构域是由锌指蛋白组成，一个锌指是

由大约 30 氨基酸组成，每一个锌指能够识别 3 个

特定的脱氧核糖核苷酸。通过多个锌指蛋白的串联

形成的锌指蛋白结构域就能够特异地识别基因组中

的一段核苷酸序列 [21]。与锌指蛋白结构域相连的核

酸酶结构域是来自 Fok I 的 C 端的 96 个氨基酸残

基 [22]。Fok I 只有在二聚化状态下才具有酶切活性，

每一个 Fok I 单体与一个锌指蛋白结构域相连构成

一个锌指蛋白酶，识别一个特异性的位点。当两个

识别位点相距适当的距离时，两个单体 ZFN 相互

作用产生酶切功能，将 DNA 切断产生双链断裂

(double-strand break, DSB)，通过然后同源定向修复

(homology directed repair, HDR) 机制定向插入删除

或非同源末端连接 (non-homologous end joining NHEJ)
修复机制来产生随机插入缺失，从而进行基因敲除

或敲入 [21-24]。

2009 年，Geurts 等 [25] 通过大鼠受精卵原核注

射 ZFN 获得了基因敲除的大鼠。2010 年，Mashimo
等 [26] 利用 ZFN 获得了 X 染色体连锁的严重免疫缺

陷的基因敲除大鼠。2011 年，Cui 等 [27] 利用 ZFN
技术结合同源重组技术在大鼠胚胎中直接引入了位

点特异性修饰，从而实现了更精确的基因组编辑，

包括点突变、精确的插入删除和条件性的敲除敲入

等。2013 年，Brown 等 [28] 利用 ZFN 基因组编辑技

术和 Cre-loxp 系统快速有效地实现了大鼠的条件性

基因敲除，为大鼠基因敲除的时空控制提供了新的

方法。

然而，利用 ZFN 进行基因敲除需要构建大量

不同的模块进行组装，这需要耗费大量的人力物力，

成本高昂，使 ZFN 在大鼠基因修饰中的广泛应用

具有一定的局限性。

3.2　TALEN技术在大鼠遗传修饰中的应用

TALEN 技术主要是应用转录激活样效应子结

构域来实现与 DNA 的特异性结合 [29]。转录激活样

效应子是黄单胞菌进入植物细胞分泌的一种蛋白

质，由多个能够特异性识别 DNA 的串联“蛋白质

模块”和两侧的 N 端及 C 端序列组成。每一个蛋

白质模块包括 34 个氨基酸，第 12 和 13 位氨基酸

残基负责识别单个的脱氧核糖核苷酸。因此，当

足够多的蛋白质模块串联在一起时，就能够特异

性地识别一段 DNA 序列 [30-31]。TALEN 的核酸酶结

构域然仍是 Fok I，需要二聚化状态下才能够进行

切割，两个识别位点间的适当间距为 14~20 个 bp。
TALEN 也可以在基因组的特定位点酶切产生 DNA
双链断裂，然后通过 HDR 或 NHEJ 产生插入缺失，

进行基因敲除敲入。

2011 年，Tesson 等 [32] 通过 TALEN 的胚胎显

微注射成功获得了基因敲除的大鼠。2012 年，Tong
等 [33] 利用 TALEN 在大鼠的胚胎干细胞中进行快速

有效的基因打靶。2014 年，Remy 等 [34] 将 TALEN
和供体 DNA 片段显微注射到大鼠受精卵中，在 3
个不同的基因组位点 Rosa26、Hprt1 和 lghm 高效

引入新的序列，获得了同源定向修复修饰的大鼠。

这些研究成果都证实了利用 TALEN 技术能够在大

鼠中实现精确有效的基因敲除。

虽然，理论上 TALEN 能够打靶大鼠的任何

DNA 序列，但是与 ZFN 一样，TALEN 模块的构建

和组装非常复杂，需要耗费大量的时间和成本，这

在一定程度上限制了 TALEN 技术在大鼠基因修饰

中的应用。

3.3　CRISPR/Cas系统在大鼠遗传修饰中的应用

CRISPR/Cas 系统是一种 RNA 指导的核酸内

切酶系统，主要包括 CRISPR 相关的 RNA 指导的

DNA 内切酶 Cas9、CRISPR RNAs (crRNA) 和 trans-
activating crRNA (tracrRNA) 等。crRNA 能够与 PAM 
(protospacer adjacent motifs)上游20个核苷酸 (protospacer)
序列互补配对，和 tracrRNA 一起形成复合 RNA 共

同指导 Cas9 蛋白在基因组这段特异的序列上进行

切割，从而产生 DNA 双链断裂，然后，通过同源
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定向修复插入供体 DNA 或者通过非同源末端连接

修复产生插入缺失。

1987 年，Ishino 等 [35] 首先报道了 E. coli 碱性

磷酸酶的同工酶序列中存在 CRISPR 成簇的重复序

列。后来随着测序技术的发展，很多微生物基因组

测序完成，在不同的细菌和古菌的基因组中其他的

重复元件被报道。2000 年，Mojicaet 等 [36] 将超过

40% 的细菌和 90% 的古菌中间隔的重复元件分类

为一个特殊的成簇的重复元件家族。2002 年，

Jansen 等 [37] 和 2005 年，Mojica 等 [38] 定义了 CRISPR，
确定了 Cas 基因。2005 年，确定了 spacers 的来源，

提出了适应性免疫系统 [38-39] ；Bolotin 等 [40] 确定了

PAM。2007 年，Barrangou 等 [41] 首次用实验证实了

CRISPR 的适应性免疫。2008 年，Brouns 等 [42] 提

出 spacers 转变成了 crRNA。2010 年，Garneau 等 [43]

证实Cas9是由 spacers指导并切割DNA靶。2011年，

Deltcheva 等 [44] 认为 tracrRNA 和 crRNA 形成复合

结构与 Cas9 相互作用。Sapranauskas 等 [45] 提出

type II CRISPR 能够在其他的生物中进行异源表达。

2013 年，首先证实了在真核细胞中利用 CRISPR-
Cas9 系统能够进行基因组的构建 [46-47]。

相对于 ZFN 和 TALEN 技术，CRISPR/Cas 系
统更容易构建，而且容易进行多靶向突变。2013 年，

Li 等 [48] 利用 CRISPR/Cas 系统在大鼠同时实现了

3 个基因的突变，并且证实这些突变能够通过生

殖系传递到下一代，从而为快速获得多基因同步突

变大鼠提供了一种新的途径。2014 年，Ma 等 [49]

利用 CRISPR/Cas 系统实现了大鼠的条件性敲除。

这些都证实了利用 CRISPR/Cas 系统能够在大鼠中

实现快速精确高效的遗传修饰，这为大鼠基因功

能的研究和人类疾病模型的建立提供了良好的方

法和途径。

4　展望

大鼠干细胞技术和位点特异性重组酶技术的飞

速发展，极大地推动了大鼠基因修饰的发展。利用

这些新技术我们已经可以像制备基因修饰小鼠一

样，稳定快速地制备基因突变大鼠、多基因同步突

变大鼠、条件性敲除大鼠等，从而可以更好更快地

开展大鼠基因功能研究和建立大鼠疾病模型。鉴于

大鼠模型的优势，未来大鼠基因修饰技术将进一步

发展，在遗传修饰的效率、精确性和速度上继续提

高，最终使基因修饰大鼠成为人类疾病和生物学研

究的常用模型。
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