
第27卷 第1期
2015年1月

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences
Vol. 27, No. 1

Jan., 2015

文章编号：1004-0374(2015)01-0056-08

DOI: 10.13376/j.cbls/2015010

收稿日期：2015-01-20
*通信作者：E-mail: lai_liangxue@gibh.ac.cn

基于体细胞克隆的猪基因打靶技术研究进展
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(中国科学院广州生物医药与健康研究院中国科学院再生生物学重点实验室，广州 510530)

摘　要：基因打靶猪在农业和生物医药领域均有广泛用途。由于猪的能参与生殖系嵌合体的多能性干细胞

尚未建立成功，基因打靶猪的培育主要是通过体细胞克隆技术来实现。最初，人们在体细胞上通过传统的

同源重组技术成功地建立了基因敲除克隆猪，但体细胞在体外的增殖能力有限，传统同源重组在体细胞的

打靶效率极低。虽经十多年的发展，但在世界范围内获得的基因打靶猪屈指可数。最近，三种工程核酸酶

介导的基因编辑技术 (ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9) 的出现，使体细胞的基因打靶效率大大提高。多个实

验室将其用于猪，实现了高效基因打靶，并在很短的一段时间里，获得了一系列基因打靶猪。就传统同源

重组技术以及近几年发展起来的新兴基因编辑技术在基因修饰猪的应用研究进展进行了综述。
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Gene-targeted pigs based on somatic cell cloning approaches
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Abstract: Gene-targeted pigs have wide applications in agriculture and biomedicine. Due to unavailability of germ 
line competent pluripotent cells, the production of gene-targeted pigs is mainly through somatic cell cloning. 
Initially, homologous recombination technology was used to target the genome in pigs. However, the efficiency of 
gene targeting in somatic cells is extremely low because of` their low proliferative capacity in vitro. As a result, only 
a few gene-targeted pigs have been reported in last decade. With the three newly emerging gene editing technologies 
(ZFN, TALEN and CRISPR/CAS9) coming into use, the efficiency of gene targeting in somatic cells has 
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significantly been improved. These three technologies have been successfully applied to pigs with a very high 
efficiency and many gene-targeted pigs have been generated. In this review, we discussed the progress of gene-
targeted pigs with traditional homologous recombination and newly emerging gene editing technologies. 
Key words: somatic cell cloning; homologous recombination; ZFN; TALEN; CRISPR/Cas9

基因修饰猪可用于培育在农业和生物医药领域

有重要应用价值的新品系。体细胞克隆技术出现之

前，受精卵 DNA 原核注射、精子载体法以及病毒

载体法是对大动物基因组进行修饰的主要方法，这

些方法可用于制备表达外源基因的转基因动物。但

是，这些方法导入的外源 DNA 在宿主基因组上的

整合位点是随机的，由于受上下游基因的影响，其

表达量不确定或不表达。另外，这种随机插入的基

因还有可能扰乱宿主基因组的表达。体细胞克隆技

术的出现，使得大动物基因组的定点修饰成为可能，

人们可以对体细胞进行基因定点修饰，获得的打靶

体细胞用体细胞克隆，即可制作基因打靶大动物。

猪的第一例体细胞克隆在 2000 年获得成功后
[1]，

猪核移植技术不断完善，虽然用于繁殖生产的效率

尚需进一步提高，但用于基因修饰猪的培育已不是

主要问题。体细胞克隆途径的基因打靶猪的培育的

真正障碍在于基因修饰细胞系的建立。由于体细胞

在体外的增殖能力有限，在体外培养一定时间后会

很快衰老，对其进行的打靶效率极低。因而，如何

高效获得基因打靶体细胞系就成为基于体细胞克隆

技术的基因打靶大动物培育的关键。

1　传统的同源重组技术

传统的同源重组技术 (homologous recombination, 
HR)，是利用指外源 DNA 片段与宿主基因组 DNA
存在的同源关系，在外源基因导入宿主基因组后，

与宿主基因片段发生交换、重组，从而使外源

DNA 整合到基因组上的特定位置上，实现对 DNA
进行靶向修饰，最终改造生物遗传特性的技术 [2]。

20 世纪 70 年代，同源重组技术最早是在酵母细胞

中发展起来的 [3]，随后在哺乳动物细胞也得以实

现 [4-5]。利用传统的同源重组技术进行细胞的基因

打靶流程包括如下 3 个关键步骤。第一步是同源重

组载体的构建。同源重组载体主要包括 5′ 和 3′ 侧
的同源序列和两者间的外源序列，根据外源序列的

类型，可以锚定其靶基因组上插入的位置，从而达

到基因敲除 ( 破坏內源基因的表达 )、基因敲入 ( 外
源基因在宿主细胞特定位置表达功能蛋白 ) 和基因

定点突变 ( 纠正宿主突变的致病基因 ) 的目的。第

二步是同源重组载体的细胞转染。电穿孔转染法、

脂质体转染、病毒感染等 3 种方法均可有效地将外

源基因转入体细胞。第三步是阳性细胞克隆的筛选

和鉴定。常用的是正负双向筛选法和启动子捕获法。

正负筛选法是利用载体携带的正负选择基因，或位

于两侧同源区内的正选择基因 (neo 或者 puro 基因

等 )，前者在随机整合和同源重组中均可正常表达；

而位于两侧同源区之外的负选择基因 ( 多为 HSV-tk
基因 ) 可以排除随机整合的细胞克隆

[6]。启动子捕

获法是在同源序列中插入一个正向的选择标记基

因，该标记基因缺少自身启动的启动子序列，只有

定点整合，才能表达。对于筛选的细胞克隆的鉴定，

一般是先采用 PCR 法，其中一条引物位于打靶载

体上的外源序列区，另一条引物位于基因组上同源

序列的外侧，然后再通过 Southern blot 方法进一步

确定是否发生了同源重组。

同源重组是否能够高效发生受多因素影响，包

括：1) 打靶载体的同源序列与宿主细胞基因组序列

的同源性，同源性越高则打靶效率越高。因此，一

般在构建打靶载体时，都采用高保真的 DNA 聚合

酶来扩增同源序列，以提高其同源性。2) 打靶载体

同源序列的长度。Thomas 等 [5] 发现当同源序列的

长度由 4 kb 增加到 9 kb 时，其同源重组效率可以

增加 10 倍。但同源序列过长会增加 PCR 方法鉴定

的难度，权衡打靶效率和 PCR 鉴定难度，目前打

靶载体的同源序列一般在 4~8 kb。3) 外源 DNA 导

入的效率。理论上效率越高，同源重组的效率也会

越高。4) 靶基因的位置。同源重组效率在不同基因

和同一个基因不同位置的靶位点的选择存在差异。

一般来说，转录活性高的基因有利于基因同源重组

的发生 [7]。

在自然情况下，同源重组的发生概率极其低下，

大约在百万分之一，对哺乳动物而言，通过受精卵

或生殖细胞途径直接建立基因打靶动物是不可能

的。1981 年，能参与生殖系嵌合体形成的小鼠胚胎

干细 (embryonic stem cell, ESC) 的建立才使动物水

平上的基因打靶成为可能 [8]。利用同源重组技术对

小鼠 ES 细胞进行基因打靶，然后将基因打靶细胞

制作嵌合体小鼠，再将后者进行回交即可获得基因
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打靶小鼠。1989 年，第一例利用同源重组技术结合

小鼠胚胎干细胞的基因敲除小鼠诞生。随后的几十

年里，小鼠同源重组技术在研究基因功能方面发挥

了极大的作用。但是，包括猪在内的大动物都没有

建立真正的具有生殖系嵌合能力的 ESC 或诱导多

能干细胞 (induced pluripotent stem cell, iPSC)，所以

同源重组技术在大动物上一直未能实现。直到 1997
年，体细胞核移植技术 (somatic cell nuclear transfer, 
SCNT) 的出现，使得大动物的基因打靶有了可能

性 [9]。SCNT 是指将一个体细胞的核移植到一个去

核的卵母细胞中，得到与供体细胞基因组相同的新

个体的技术。在核移植之前，对体细胞进行基因定

向打靶，经筛选、鉴定和扩增，然后将其作为供体核，

获得的克隆动物即为基因打靶动物。

2000 年，首例利用体细胞克隆技术获得的基

因打靶动物在绵羊上获得成功 [10]。2002 年，首例

基因打靶猪诞生——α-1,3- 半乳糖苷酶基因敲除克

隆猪，为异种器官移植的研究提供了理想的实验动

物模型 [11]。随后的十年，很多实验室进行了大量的

尝试，但到目前为止利用该技术培育出的基因打靶

猪数量极其有限，公开报道只有敲除 CFTR 基因 [12]、

免疫球蛋白 κ 链基因 [13]、免疫球蛋白重链 J 区基

因 [14]、SMN 基因 [15] 和 FAH 基因 [16] 几例。而在猪

定点基因敲入方面，仅见猪 ROSA26 位点定点敲入

可用 Cre/Loxp 调控的双荧光报告系统 [17] 以及对猪

CFTR 基因的定点突变 [18] 两篇报道。其原因在于自

然状态下发生同源重组的概率为 10−6，而由于体细

胞的增殖能力有限，其同源重组的效率比在 ESC
中低大约 2 个数量级，即使使用筛选基因，往往在

数百甚至上千个克隆中才能挑到所需的阳性克隆，

因此，工作量十分庞大，成功与否，带有偶然性。

此外，利用该技术在体细胞上进行的基因打靶，一

般只能得到单等位基因的打靶，需要通过育种或二

次基因打靶得到双等位基因的打靶猪，由于猪的性

成熟时间 (5~7 个月 ) 和妊娠期 (115 天 ) 均很长，因

此要获得纯合子基因打靶猪所需时间较长，一般需

2~3 年。 
科学家们一直在寻求更高效的基因打靶技术来

取代传统的同源重组技术，使大动物能够像小鼠一

样可随心所欲地对其基因组进行定向改造。最近几

年新兴的工程核酸酶介导基因编辑技术的出现使这

一梦想得以实现。

人们在寻找新的基因打靶技术时，也基本是沿

着同源重组的思路进行的。在自然条件下，细胞的

基因组会经常发生双链断裂 (double strand break, 
DSB)，但细胞有能够自身修复的能力。修复的方式

主要有两种：一种途径是同源重组方式 (homology-
directed repair, HDR)，以同源序列 ( 如同源姐妹染

色单体 DNA) 为模板进行精确的修复 ；另一种途

径为非同源末端重组 (non-homologous end-joining, 
NHEJ)，通过简单的末端连接将断裂的 DNA 末端

连接起来，通常会导致小的局部缺失或者插入，或

者一个断裂末端也可能会连接到一个完全无关联的

位置而导致染色体异位
[19]。但在自然情况下，细胞

内自然发生 DSB 的机率非常低，约为 10−6，这也是

同源重组为什么效率极其低下的原因。科学家们发

现，人为增加一个 DSB，同源重组的效率可以提高

1 000 倍以上 [20-21]，并进一步设想，如果能够在打

靶位点处提高 DSB 出现的机率，DSB 刺激细胞启

动修复机制，NHEJ 高频率发生，错误修复的几率

会大大提高，基因的错误修复则会导致基因的功能

失活，从而实现高效率的基因敲除；更进一步，如

果同时引入一个带有同源臂的 DNA 模板，通过

HDR 就可以实现高效率的外源基因的定点整合。

最近出现的 3 种基因修饰技术，ZFN、TALEN 和

CRISPR/Cas9 正是基于提高细胞内特定基因的 DSB
发生的概率而先后开发出来的。应用这类技术，理

论上可以对任意细胞类型的任意基因进行定点改

造，因而被称为基因组编辑技术 (genome editing)。
这 3 种技术有其共同点，均主要由识别特异序列

位点的识别域和切割基因组的核酸酶组成 [22]。这些

新兴的基因组编辑技术可以绕过同源重组这一低概

率的过程而达到高效基因敲除的目的，完全克服了

利用传统的同源重组技术介导基因敲除的低效率的

困境。

2　锌指核酸酶技术

锌指核酸酶技术 (zinc-finger nucleases, ZFNs)
技术是最早开发出来的一种核酸酶介导的基因打靶

技术，由一对锌指核酸酶组成。每个锌指核酸酶是

由 DNA 结合域和 Fok I 核酸内切酶的剪切结构域组

成的融合蛋白，这一对锌指核酸酶上的两个 DNA
结合域分别与 DNA 的两条链结合后，两个 Fok I 核
酸内切酶形成二聚体从而对 DNA 双链进行切割产

生 DSB [23-24]。DNA 结合域具有良好的可塑性，可

根据需求进行设计拼接，决定切割位置的特异性，

它是由一系列 Cys2-His2 锌指蛋白 (zinc finger protein, 
ZFP) 串联组成，每个锌指蛋白特异性识别并结合
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DNA双螺旋中某一条单链上 3个连续的核苷酸——
三联子。一个锌指蛋白大概含有 30 个氨基酸，形

成一个α螺旋和反向平行的两个β片层 (α-β-β)结构，

其中 α 螺旋中 -1、+3 和 +6 位的氨基酸残基直接与

三联子的碱基相互作用，这就决定了该锌指蛋白的

特异性 [25]。多个锌指蛋白串联起来形成一个锌指蛋

白组就可以识别一段特异的碱基序列。Fok I 核酸

内切酶来源于一种 IIS 型限制性内切酶，同 ZFP 的

C 端融合。当形成二聚体时，Fok I 核酸内切酶通常

在两个结合位点的间隔区约 5~7 bp 处切割 , 产生的

DSB 切口细胞可通过 NHEJ 或 HR 方式进行修复

DSB，从而引起基因敲除或是基因敲入 [26]。

利用 ZFNs 介导基因发生同源重组的基本流程

如下：1) 根据实验需要，在目标序列上选择合适的

靶位点并合成相应的 ZFN，以及体外检测 ZFN 的

切割活性。2) 在 ZFNs 切割位置附近设计同源打靶

载体。传统的同源重组载体的同源序列一般都在

6~7 kb，而利用 ZFNs 介导的同源重组载体的同源

序列在 500~1 500 bp，甚至 50 bp 即可发生同源重

组 [27]。3) 一对 ZFN 和其同源重组打靶载体共同转

染细胞，然后进行细胞的筛选及鉴定。此过程基本

类似于传统的同源重组技术。

利用 ZFN 技术已在多个物种中实现高效的基

因敲除，ZFN 技术介导同源重组的研究最早追溯

到 2001 年，研究人员在非洲爪蟾受精卵中直接注

射 ZFN mRNA，发现同源重组的效率高达 46%。

2005 年，Urnov 等 [28] 对人细胞中 IL2RG 基因缺陷

进行定点修复，发现在不筛选的情况下，基因修复

的效率高达 18%，并且其中有 7% 的细胞发生了双

等位位点的基因修复。ZFNs 在果蝇、小鼠细胞和

个体内、人的细胞系中都实现了基因打靶。猪是最

早利用 ZFN 技术实现基因打靶的大动物。2010 年，

Watanabe 等 [29] 利用 ZFN 技术对绿色荧光猪细胞的

外源 GFP 基因实现了高效敲除。2011 年，Whyte
等 [30] 用同样的方法和技术路线，在获得 GFP 基因

敲除猪成纤维细胞后进行核移植，培育了 ZFN 介

导的 GFP 基因敲除猪；同年，我们实验室利用

ZFN 技术敲除了猪的 PPARγ 基因 [31]，第一次实现

了猪内源基因的敲除；同样在 2011 年，Hauschild
等 [32] 应用 ZFN 技术又进一步实现了猪双等位基因

的敲除。这证明 ZFN 技术不仅可以用于猪内、外

源基因的敲除，还可以只经一代核移植就可获得双

等位基因敲除的纯合子猪。但随后的两三年里，

ZFN 介导的基因敲除猪并没有大量的报道；并且，

到目前为止，利用该技术获得基因敲入猪的报道也

没有出现。其原因在于 ZFN 的合成比较复杂繁琐，

其制备技术专利掌握在少数实验室中，一对 ZFN
的售价昂贵，在 20 万人民币左右，这在很大程度

上阻碍了 ZFN 的推广应用。随后，新的更高效的

基因编辑技术的出现，使 ZFN 的局限性更加突出。

3　类转录激活因子效应物核酸酶技术

类转录激活因子效应物核酸酶 (transcri-ption 
activator-like effector nucleases, TALENs) 技术是继

ZFN 技术之后新发展的又一种基因定点修饰工具。

类似 ZFN 技术，TALENs 是由特异识别并结合

DNA 序列的 TALE 蛋白与 Fok I 核酸内切酶融合组

成的。

早在 1989 年，科学家们发现了来自于植物病

原微生物 Xanthomonas 的菌体蛋白转录激活子样效

应因子 (transcription activator like effectors, TALEs)
的一段氨基酸序列能特异性识别并结合 DNA 序

列 [33]。TALE 蛋白的核心是多个串联的重复片段，

每个片段由 33~35 个氨基酸残基组成。这些重复片

段高度保守，只在第 12 位和第 13 位氨基酸存在差

异，这两位的氨基酸被称为重复可变双残基 (repeat 
variable di-residue, RVD)，RVD 与碱基有恒定的对

应关系，即 HD 识别 C 碱基、NI 识别 A 碱基、NG
识别 T 碱基、NN 识别 A 或 G 碱基以及 NS 识别 4
种碱基 [34-35]。这些重复单元可以任意组合，相应地

就可以识别任意的 DNA 序列。2011 年，Cermak 
等 [36] 将 TALE 蛋白与 Fok I 核酸内切酶融合在一起

组成 TALEN，并证明了 TALEN 技术可以对靶序列

进行定点修饰。利用 TALEN 技术介导基因同源重

组的流程虽然类似于 ZFN 技术，但相比于 ZFN 技

术，TALEN 的构建要简单的多。

目前，构建 TALEN 的方法有以下四种：1)
Gateway 组装法 [37]。这是构建 TALENs 的最早方法，

即把 TALE 序列通过常规的酶切连接反应将 TALE
模块连接，最后再克隆到表达载体中。该方法费时

费力，而且成功率较低。2) Golden Gate 组装法。

Zhang 等 [38] 利用 PCR 方法扩增处含有酶切位点的

TALE 单元，然后把所有的 TALE 单元置于一个体

系中实现所有的酶切酶促反应。该方法把构建周期

缩短在一周之内。3) Toolbox 组装方法。类似于

Golden Gate 方法，通过 PCR 方法引入同尾酶的酶

切位点，然后与 6 个单元先组合，再把 3 个这样的

组合连接到一起，最后克隆到 TALEN 的骨架载体
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中 [39]。4)FLASH 组装法。该方法是将生物素化的

TALE 单元与磁珠相连，通过磁珠的引力固定

TALE 单元，然后在自动化仪器中快速完成 TALEN
的构建 [40]。

TALEN 技术不止在受精卵中通过注射 mRNA
实现了多个物种的基因打靶，而且在细胞系以及体

细胞中通过转染 DNA 质粒也实现了多个物种的高

效基因打靶。在大动物上结合体细胞克隆技术，

Carlson 等 [41] 于 2012 年利用 TALENs 在牛和猪上

实现了多个基因的敲除。我们实验室利用 TALEN
技术介导的同源重组技术结合体细胞克隆技术，获

得了 RAG 基因敲除的免疫缺陷性猪。在 27 头克隆

猪中，有 10 头为 RAG2 单等位碱基缺失，9 头为

RAG1 双等位碱基缺失，3 头为 RAG2 双等位碱基

缺失，这些碱基缺失都导致了外显子读码框移码。

RAG1/2 双等位敲除猪表现出了典型的重症联合免

疫缺陷疾病，该猪模型将在生物医药和转化医学中

发挥重要作用 [42]。另外，我们利用 TALEN 技术，

在猪中实现了基因的定点敲入。我们成功地在猪

ROSA26 位点处敲入 Cre 重组酶报告系统 [43]，该模

型将在猪体内世系追踪各类干细胞的分化和再生，

为揭示和人类干细胞相关的疾病机理和实施干细胞

治疗提供宝贵的大动物实验依据。 在此基础上，我

们实验室在 ROSA26 位点引入一对异源 loxp 位点，

经重组酶介导的基因交换，成功将 EGFP 基因替换

为红色荧光蛋白 tdTomato 基因，由此又获得了世

界上第一个重组酶介导的基因交换大动物模型。利

用该模型，研究人员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。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，可

消除转基因猪农产品的生物安全和食品安全隐患。

在猪基因改造领域，这算得上是一个里程碑式的成

果，在新的基因编辑技术出现之前，其实现是不可

想象的。例如，我们实验室在用传统的同源重组技

术方法对 CRE 酶基因的敲入尝试中，共筛选了 425
个克隆，但没有得到基因敲除的阳性克隆。随后利

用 TALEN 技术，在获得 96 个转染环状同源打靶载

体的细胞克隆中，其中有 14 个细胞克隆发生了基

因敲入，同源重组率提高到 14.6% ；在获得的 96
个转染线性化的同源打靶载体的细胞克隆中，有 46
个细胞克隆发生了基因的敲入，同源重组率高达

47.9%。

目前，我们实验室利用 TALEN 技术已在猪体

细胞上实现了多个基因的定点敲入，甚至是点突变，

其中同源打靶载体的选择既可以是双链 DNA 还可

以是单链寡核苷酸，基因敲入平均效率在 10% 左右。

4　CRISPR/Cas9技术

CRISPR/Cas9 技术是继 ZFN 和 TALEN 技术之

后最新的一种更高效实现基因定点修饰的基因编辑

技术。在被外来的病毒或是噬菌体入侵时，细菌能

通过一种叫做成簇的有规律间隔的短回文重复序列

(CRISPR) 或与之相关 (Cas) 的序列，在 RNA 的介

导下来剪切外来基因，从而抵御这些病毒及噬菌体

对自身的破坏 [44-46]。一个 CRISPR/Cas 基因座由重

复回文序列和间隔在这些 CRISPR 之间的特异间隔

序列 ( 重复 - 间隔 ) 串联组成的。这些 CRISPR 序

列一般是和编码具有核酸酶、解旋酶、整合酶和聚

合酶等活性蛋白质的 CRISPR-associated (Cas) 基因

相关联，而这些间隔序列可以特异性地识别外源核

酸 [47-48]。

CRISPR/Cas 系统根据 Cas 蛋白和序列的不同

分为 I、II、III 3 种类型，研究比较深入并且应用广

泛的是第 II 类型。在第 II 类型中，参与的蛋白质

是 Cas9 蛋白，该蛋白既能加工 crRNA，同时又能

切割外源 DNA[49]。当外源 DNA 入侵细菌时，CRISPR 
被转录为长的 RNA 前体 (pre-CRISPR RNA, pre-
crRNA)，之后由 Cas9 蛋白加工成一系列短的含有

保守重复序列和间隔区的成熟 crRNA ；在 pre-
crRNA 转录的同时，与其重复序列互补的反式激活

crRNA (trans-activating crRNA, tracrRNA) 也被转录

出来。在加工完成后，成熟 crRNA 和 tracrRNA 以

及 Cas9 蛋白组成复合体，识别并结合与 crRNA 互

补的 DNA 序列，并对其进行切割 [50]。因为这一过

程是由成熟的 crRNA 参与识别结合 DNA 后引导

Cas9 蛋白发生切割作用，所以又称为 CRISPR/Cas9
系统。CRISPR/Cas9 系统切割的位置位于 crRNA 
互补序列下游邻近的 PAM 区 (protospacer-sdjacent 
motif)，PAM 区的序列为 NGG。自然界的野生型

gRNA/Cas9 系统中的 crRNA 和 tracrRNA 是在 Cas9
的加工过程中才产生的彼此独立的个体。科研人员

在体外把 crRNA 和 tracrRNA 2 个序列通过一个 4
碱基的连接环连接起来，构成一个新的单链引导

RNA (single guide RNA, sgRNA)，模拟体内 crRNA
和 tracrRNA 形成的二聚体结构来结合 Cas9 蛋白，

从而具有剪切 DNA 的功能，所以该系统也称为
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gRNA/Cas9 系统 [51-52]。在此基础上，把这个 sgRNA
构建成表达载体，由U6或T7来启动 sgRNA的表达，

与表达 Cas9 蛋白的质粒共同导入到细胞或受精卵

中，即可发挥基因打靶的功能 [51,53-54]。

相比于 ZFN 和 TALEN 技术，其设计合成更为

简单，整个载体的构建在一周内即可完成，并且打

靶效率更高。2013 年，科学家首次报道了利用该技

术成功在人细胞中进行基因敲除。短短一年多时间，

CRISPR/Cas9 系统已在多个物种上验证了其基因敲

除的高效率，并同时证实，CRISPR/Cas9 系统还有

另一个独特的优势，即可以在一个细胞内同时高效

实现多个基因的靶向修饰，该技术已在多个物种的

胚胎、细胞以及个体上实现了多个基因的同时敲

除 [53,55]。目前，CRISPR/Cas9 系统已经成为很多实

验室进行基因打靶的主流技术，该技术不仅具有比

TALENs 更高的基因打靶效率，而且倾向于介导双

等位基因定点修饰 [56]。2014 年，Hai 等 [57] 首次利

用 CRISPR/Cas9 技术结合受精卵显微注射获得

vWF 基因敲除猪，但这种基因打靶动物一般都是嵌

合体，需要进一步繁殖来获得基因打靶动物纯合体，

这比通过体细胞核移植技术获得基因打靶动物纯合

体耗时要长，尤其对猪等大动物来说，其繁殖周期

长，要获得纯合子打靶猪，需要的时间过长 (2~3 年 )。
同年，美国 Prather 实验室利用该技术结合体细胞

移植技术或受精卵显微注射都成功获得了 CD163
和 CD1D 基因敲除猪 [58]。我们实验室在 2014 年利

用 CRISPR/Cas9 基因敲除技术成功地培育出两种基

因敲除克隆小型猪，即酪氨酸酶基因敲除猪和

PARK2 与 PINK1 双基因敲除猪，建立了人类白化

病和帕金森综合征两种猪模型 [59]。针对猪的酪氨酸

酶、PARK2 与 PINK1 基因的外显子分别设计 gRNAs，
将 gRNA 和 Cas9 质粒分别转染版纳小型猪的胎儿

成纤维细胞和巴马小型猪的胎儿成纤维细胞后，获

得了纯合的酪氨酸酶基因敲除以及 PARK2 与

PINK1 双基因敲除的细胞系。将细胞系用于体细胞

核移植后，获得 15 头酪氨酸酶基因敲除克隆猪，

20 头 PARK2 与 PINK1 双基因敲除克隆猪。酪氨酸

酶基因敲除后，本为黑色的版纳小型猪，变成了白

猪，表现出了典型的白化病特征；而缺失 PARK2
与 PINK1 双基因的敲除克隆猪可以作为帕金森症

大动物模型，用于研究其发生机制和评估相关治疗

药物的有效性和安全性。CRISPR/Cas9 技术与体细

胞克隆相结合，不仅使猪基因打靶效率更高、更为

精确，而且在一个世代内首次实现了大动物双基因

的等位敲除。该技术路线的建立将大大加速多基因

修饰猪的制备。

CRISPR/Cas9 技术除了广泛用于基因敲除的研

究，其还在多个细胞系和个体上成功进行了基因的

定点敲入 [55,60-61]，如 Auer 等 [62] 在斑马鱼的胚胎和

细胞内通过同源重组介导长达 5.7 kb 的基因的定点

敲入，其最高效率可达 66%。此外，CRISPR/Cas9
技术结合单链寡核苷酸链在靶位点处引入两个 lox
位点即可达到条件性基因敲除的目的 [61,63]。我们实

验室利用该技术结合同源重组载体，获得了多个基

因的定点敲入猪和利用寡核苷酸链介导的基因定点

突变猪，平均效率在 15% 以上，且能够得到双等

位基因的打靶 ( 数据未发表 )。CRISPR/Cas9 系统

的出现是基因打靶技术史上又一次革命性的飞跃。

5　问题和展望

在大规模应用之前，ZFN、TALEN 和 CRISPR/
Cas9 技术还有一些问题需要解决，最令人关切的是

潜在的脱靶问题。这 3 种技术都存在潜在的脱靶问

题，其中 ZFN 系统的打靶效率最低、脱靶率最低，

而 CRISPR/Cas9 系统与其相反，打靶效率最高，但

脱靶问题也最高。在实际应用中，如何克服该技术

的脱靶效应将是一个关键问题。在实践中，我们实

验室采用了如下两种方法来克服潜在脱靶问题，一

是在设计和构建载体时，靶位点选择应尽量规避那

些具有潜在脱靶效应的位点，具体做法是利用

E-CRISPR 网站 (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/design- 
crispr.html) 来筛选某个基因的所有合适靶位点，再

结合 NCBI 的 BLAST 功能一一比对这些靶位点与

该物种基因组的匹配程度，舍弃那些有超过 14 个

碱基与基因组序列匹配的靶位点，并且尽量选择与

基因组匹配程度最低的靶位点，但即使在理论上选

择了最适的靶位点，也不能完全克服脱靶问题。二

是在筛选出基因打靶细胞系后，通过把不同的阳性

细胞克隆混合在一起，然后将混合的细胞进行核移

植，这样将有不同类型突变的克隆胚移植到同一代

孕母猪中。这种方法是行之有效的，因为脱靶是随

机发生的，不良脱靶在不同的细胞系出现也是随机

的。由于在制备克隆猪时，移植的胚胎一般在 100
枚以上，只有那些没有发生有害脱靶的胚胎才能活

下来并发育到期，这样就可以增加获得正常基因打

靶猪的概率。

总之，ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 技术是

生物学和生物医药等研究领域中的革命性工具，几
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乎可以对任意物种的基因组进行靶向修饰，使得对

于基因的功能研究、疾病模型的建立等可以应用到

猪等与人类亲缘关系更接近的大动物上，也有望成

为基因治疗的重要手段。这些技术的不断完善，将

极大地推动基因修饰猪在农业和生物医药领域的广

泛应用。
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