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摘　要：成簇的规律间隔的短回文重复序列 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR)
及其相关蛋白 (CRISPR-associated proteins, Cas) 是细菌和古生菌中抵抗外源病毒或质粒入侵的获得性免疫系

统，目前已经被广泛应用于动物基因组编辑。现回顾 CRISPR-Cas9 系统的发展历程并比较其与锌指核酸酶

(ZFNs)、类转录激活因子效应物核酸酶 (TALENs) 技术的优势，详细介绍了 CRISPR-Cas9 系统的组成成分

和各组分的功能以及其编辑基因组的原理，着重梳理了 CRISPR-Cas9 系统在猪生产性能、抗病育种、人类

模式动物构建和异种器官移植方面的最新研究进展，以期为 CRISPR-Cas9 系统的进一步应用提供参考。
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The principle of CRISPR-Cas9 technology and its application in pig research
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Abstract: CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)-Cas (CRISPR-associated proteins) is 
an acquired immune system found in bacteria and archaea that fights against the invasion of viruses or plasmids. It 
has been widely used in animal genome editing. In this review, we summarized the development of the CRISPR-
Cas9 system and compared its advantages with zinc-finger nucleases (ZFNs) and transcription activator-like effector 
nucleases (TALENs) technology, and introduced in detail the composition of the CRISPR-Cas9 system and the 
function of each component, as well as the principle of editing of genome. We focused on the recent research 
progress of the CRISPR-Cas9 system in pig production performance, disease-resistant breeding, construction of 
human-mode animal and xenotransplantation. This review may provide a reference for the research on the CRISPR-
Cas9 system in pigs.
Key words: CRISPR-Cas9; genome editing; principle; pig

基因组编辑 (genome editing) 是指通过人为操

作引起基因组特定碱基插入、缺失或替换等，对基

因组进行精确修饰和定向编辑的一种技术。早在 20
世纪 80 年代，Thomas 等 [1] 首次将外源 DNA 片段

整合到哺乳动物基因组的特定位点，并成功地修复

碱基突变和删除的 DNA 序列，由此开启了人工修

饰生物体基因组的大门。如今，基因组编辑技术已

发展成为研究生命科学领域的一种重要工具。
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传统的基因组编辑主要是依赖机体自发同源

重组修复机制对基因组进行敲除、替换或修饰，其

效率极低 ( 约 10-7)，而且还发生许多随机整合 [2]，

其应用受到极大的限制。然而，人工核酸内切酶

(engineered endonuclease, EEN) 的出现极大地改变

了这一现状。目前有 3 种常用的 EEN ：锌指核酸酶

(zinc-finger nucleases, ZFNs)[3-4]、类转录激活因子效

应物核酸酶 (transcription activator-like effector nucleases, 
TALENs)[5-6] 和成簇的规律间隔的短回文重复序列

(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats, CRISPR) 及其相关蛋白 (CRISPR-associated 
proteins, Cas)[7-8]。尤其是以 CRISPR-Cas9 为基础的

基因组编辑技术，因其设计和构建简单、切割效率

高和成本低等特点被迅速广泛应用于基因组编辑领

域，成为第三代基因组编辑技术。猪作为一种重要

的农业经济动物和大型模式动物，对其进行基因组

编辑不仅能提高生产性能、加速新品种的培育、疫

病防控，而且还能为人类疾病研究和异种器官移植

做出重要贡献。本文简要回顾 CRISPR-Cas9 系统的

发展及其优势，详细介绍 CRISPR-Cas9 系统的组成

成分和各组分的功能以及其基因组编辑的原理，并

就 CRISPR-Cas9 技术在猪生产性能、抗病育种、人

类模式动物构建和异种器官移植等方面的最新研究

进行了综述。

1　CRISPR-Cas9基因组编辑系统概述

1.1　CRISPR-Cas9系统的发现历程

CRISPR-Cas 系统是细菌和古生菌长期进化形

成的抵抗外源病毒或噬菌体入侵的一种适应性免疫

系统 [9]。自 1987 年首次在大肠杆菌 (E. coli) 基因

组中发现间隔重复序列以来，经过 30 年的发展，

CIRSPR-Cas9 技术不断地被完善，目前已经被广泛

应用 ( 图 1)。
1987 年，Ishino 等 [10] 研究 E. coli 碱性磷酸酶

基因序列和功能时，发现其 3′端下游有 5 个高度同

源的 29 nt 重复序列，且被 32 nt 序列间隔。随后在

细菌基因组测序中证实，这种串联的间隔重复序列

广泛存在于 40% 细菌和 90% 古生菌中，并将这些

间隔重复序列命名为“成簇的规律间隔的短回文重

复序列”[11-12]。研究人员通过对间隔重复序列进行

系统分析，发现间隔序列与噬菌体或质粒等外源核

酸具有高度的同源性，并推测这可能与细菌免疫记

忆和防御机制有关 [13-15]。2007 年，Barrangou 等 [16]

首次通过实验证实天然 II 型 CRISPR 系统是一种原

核生物适应性免疫系统，间隔序列决定 DNA 靶向

的特异性，Cas 基因控制间隔序列的获取。Garneau
等 [17] 和 Gasiunas 等 [18] 进一步研究发现，Cas9 基

因编码的Cas9蛋白能够造成双链DNA断裂 (double- 
strand break, DSB)，并且这种 DSB 是在 CRISPR 
RNA (crRNA) 引导下特异性完成的；随后，Jinek
等 [9] 对天然的 CRISPR-Cas9 系统进行改造，将

crRNA 和反式激活 crRNA (trans-activating crRNA, 
tracrRNA) 嵌合到一起，形成一条单链向导 RNA 
(single-guide RNA, sgRNA)。

直到 2013 年，CRISPR-Cas9 系统才成功地被

张锋团队首次运用到哺乳动物细胞基因组编辑中，

这开启了 CRISPR-Cas9 技术在哺乳动物基因组编辑

中的应用 [7]。同年，该团队对天然酿脓链球菌

图1  CRISPR-Cas研究历程中的重要事件
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(Streptococcus pyogenes) Cas9 (SpCas9) 蛋白进行改

造，产生 Cas9 切口酶 (Cas9-nickase, Cas9n) ；研究

表明，运用成对 Cas9n 对细胞进行基因组编辑时，

脱靶率显著降低，并且不影响基因敲除效率 [19]。

2014 年，Whitworth 等 [20] 首次使用 CRISPR-Cas9
技术对猪细胞进行基因组编辑，生产出敲除 CD163
基因编辑猪。2017 年 10 月，张锋研究团队在 Nature
杂志上发表研究论文，发现 CRISPR-Cas13a 能够靶

向切割 RNA，降低动物细胞内源性 RNA 水平 [21] ；

一个月后，他又带领团队在 Science 上发表最新成

果，在 CRISPR-Cas13 系统基础之上创建了一种可

编辑人类细胞 RNA 单个碱基的全新基因编辑系

统——REPAIR (RNA editing for programmable A to I 
replacement)[22]。2018 年，哈佛大学 David Liu 研究

团队对天然 SpCas9 蛋白进行改造，生产出一种新

酶——xCas9，它比 SpCas9 蛋白识别更多的前间区

序列邻近基序 (protospacer adjacent motifs, PAM)，
并且特异性更高 [23]。随着对 CRISPR-Cas9 系统不

断地深入研究，越来越多高效和高特异性的 Cas9
蛋白变体被开发出来，这极大地优化和完善了

CRISPR-Cas9 系统，加速了基因组编辑技术的发展。

1.2　CRISPR-Cas9基因组编辑系统的优势和不足

与 ZFNs 和 TALENs 基因组编辑技术相比，

CRISPR-Cas9 系统有其巨大的优势 ( 表 1)。(1)
CRISPR-Cas9 系统构建原理更为简单。CRISPR-
Cas9 系统是通过核酸之间碱基互补配对来识别并结

合靶序列，与 ZFNs 或 TALENs 系统的蛋白与 DNA
识别结合方式相比，这种结合靶位点的方式更为简

单。(2) CRISPR-Cas9 系统设计更为方便。对于不

同靶基因的敲除仅需要改变 sgRNA 的识别序列

即可，而且可以设计多个 sgRNA 对多个或者单个

基因进行同时敲除。(3) CRISPR-Cas9系统应用广泛、

切割效率高。研究表明，CRISPR-Cas9 能对动物、

植物以及病原微生物细胞基因组进行高效的切

割 [24-26]。(4) CRISPR-Cas9 成本低、应用方便。运

用 CRISPR-Cas9 时，仅需要一个能够在目标细胞内

稳定表达 Cas9 蛋白和特异性作用的 sgRNA 载体即

可，因此，一般能满足普通分子生物学操作和细胞

培养的实验室都可以进行基因组编辑。

目前最新研究表明，以 CRISPR-Cas9 系统为

基础开发的 CRISPR-Cas13 系统和 REPAIR 系统能

够靶向敲低细胞内 RNA 表达水平和对 RNA 进行单

碱基的编辑 [21-22]。同时，对 Cas9 蛋白进行适当的

改造可以产生不同用途的 CRISPR-Cas9 系统，如

Cas9n、xCas9，以及特异性激活或抑制基因表达

的Cas9系统。这些系统丰富了CRISPR-Cas9的用途，

极大地发挥了 CRISPR-Cas9 的优势，使 CRISPR-Cas9
系统不仅能作为基因组编辑工具，而且还可以作为

一种多用途的技术手段。

然而，目前 CRISPR-Cas9 系统存在一些不足。

首先，CRISPR-Cas9 系统存在一定的脱靶效应。

决定 CRISPR-Cas9 系统脱靶有两个因素，一是

sgRNA 20 nt 左右的识别序列；另一个是靶向序列 3′
末端的 PAM。由于基因组极为复杂，sgRNA 可能

与其他非靶向序列局部匹配，导致非预期的基因

组位点突变，造成脱靶效应；Cas9 蛋白对靶向序列

的识别主要依赖于PAM，而PAM具有多样性 (表 2)，
Cas9 蛋白不仅能识别标准的 PAM (5′-NGG)，也有

表1  三种人工核酸内切酶的特征比较

人工核酸内 DNA结 DNA切 载体和质 靶向 靶向特异性 应用 编辑基因数目 细胞

切酶的类型 合元件 割元件 粒的构建 效率  成本  毒性

ZFNs	 锌指基序 Fok I核酸内切酶 简单 低 低 高 单位点编辑 大

TALENs	 串联重复单位 Fok I核酸内切酶 复杂 高 高 高 单位点编辑 较小

CRISPR-Cas9	 sgRNA	 Cas9蛋白质 非常简单 高 有待确定 低 多位点编辑 小

表2  不同细菌的PAM结构

Cas9的来源 PAM结构(5′→3′)
酿脓链球菌(Sp)	 NGG
金黄色酿脓葡萄球菌(Sa)	 NGRRT或者NGRRN
脑膜炎奈瑟氏球菌(Nm)	 NNNNGATT
嗜热链球菌(St)	 NNAGAAW
齿垢密螺旋体(Td)	 NAAAAC
另外20多种Cas9的来源 PAM结构可能不具有特征性

可能识别非标准的 PAM (5′-NAG)，这就增加了脱

靶的风险。其次，Cas9 蛋白作为一种细菌蛋白，应

用于真核生物基因组编辑中是否会带来一定的免疫

原性还尚未定论，有待进一步深入的研究。此外，

虽然 CRISPR-Cas9 系统能够通过同源重组的方式

对 DNA 进行精确敲入和敲除以及修复，但其频率

较低，因此，在一定程度上阻碍了其在基因组编辑
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上应用。

1.3　CRISPR-Cas9系统的组成及其功能

天然 CRISPR-Cas9 系统主要由 3 个部分组成，

分别是 crRNA、tracrRNA 和 Cas9 蛋白。其中 Cas9
蛋白尤为重要，Cas9 蛋白是由识别瓣叶 (recognition 
lobel, REC) 和核酸酶瓣叶 (nuclease lobel, NUC) 组
成 [27-28]。REC 主要的作用是识别、结合 sgRNA 和

靶向 DNA。NUC 包含 4 个功能域：HNH 核酸酶结

构域、RuvC 核酸酶结构域、PAM 相互作用区 (PAM- 
interacting domain, PI)和锲形域(wedge domain, WED)[27]。

其中，HNH 核酸酶结构域负责剪切与 crRNA 互

补的 DNA 链，而 RuvC 核酸酶结构域负责剪切与

crRNA 非互补的 DNA 链 [9]( 表 3)。
1.4　CRISPR-Cas9基因组编辑技术的原理

1.4.1　CRISPR-Cas9靶向切割DNA序列的原理

天然 CRISPR-Cas9 系统存在于原核细胞中，

其免疫外源病毒或质粒入侵过程可以分为以下 4 步

( 图 2)。(1) 噬菌体侵染细菌。噬菌体通过自己的遗

传物质侵染细菌。(2) Spacer 获取。噬菌体侵染细

菌后，细菌 Cas 基因表达的 Cas1 和 Cas2 蛋白质会

从噬菌体DNA上获取一段原间隔序列 (protospacer)，
并且插入到 5′端两个 Repeats 之间形成 Spacer。(3) 
crRNA 生物合成和加工。 细菌转录产生 pre-crRNA
和 tracrRNA，在内切酶 RNaseIII 作用下形成 crRNA- 
tracrRNA。(4) 靶向 DNA 序列 DSB。crRNA-tracrRNA
与 Cas9 蛋白形成复合物，并在 crRNA 的引导下与

噬菌体靶向 DNA 序列碱基互补配对，只有在 PAM
存在的情况下，Cas9 蛋白才会与靶向 DNA 序列结

合并在 PAM 位点上游 3 个碱基外侧处断裂 DNA
双链。

后来，科研人员对天然的 CRISPR-Cas9 系统

进行改造，产生了适用于真核细胞的基因组编辑系

统；其原理与细菌抵抗外源噬菌体入侵类似，并且

切割和打靶效率没有发生变化，更便于人工设计和

操作 ( 图 3)。

1.4.2　CRISPR-Cas9介导DNA序列修复的机制

CRISPR-Cas9 引起 DNA 特定位点 DSB 后能激

活细胞的修复机制，产生两种不同的修复途径，即

非同源末端连接 (non-homologous end joining, NHEJ)
和同源介导修复 (homology-directed repair, HDR)( 图
4)。NHEJ 是一种随机的易错修复，能高效地在

DNA 的 DSB 位点造成碱基的随机插入或缺失，导

致基因移码突变或基因组重要结构破坏，从而实现

基因敲除或者基因组元件的失效 [32]。HDR 是一种

精确的修复，可以通过导入外源 DNA 模板 (donor 
DNA) 的方法，以同源重组的方式在 DSB 处对基因

组进行定点的插入、删除、突变 [33]。不同于 NHEJ，
HDR 修复效率取决于细胞类型和细胞状态，以及

基因位点和修复模板 [34]。然而，在细胞内，NHEJ
发生频率远高于 HDR，为提高同源重组介导的精

确修复就需要提高 HDR 发生的频率。

2　CRISPR-Cas9基因组编辑技术在猪研究中

的应用

猪 (Sus scrofa) 作为一种重要的农业经济动物，

是人类获取肉食性蛋白质的主要来源之一，因其在

基因组、解剖、生理代谢和疾病特征以及器官大小

和功能上与人类十分相似，被认为是非常理想的大

动物模型 [35]。2017 年，赖良学课题组首次构建新

型条件性表达 Cas9 基因工具猪模型，率先实现直

接对成体大动物进行体内基因编辑 [36] ；利用此猪模

型，可高效地对猪体内细胞单基因、多基因、超大

片段基因进行编辑，这一研究成果将极大地推动基

因编辑猪的生产，并加快在畜牧业和生物医学领域

有重要应用价值的基因修饰猪模型的建立，对于畜

牧业发展和生物医学研究都有重要的价值。这里重

点详细介绍 CRISPR-Cas9 技术在猪上的研究进展。

2.1　利用CRISPR-Cas9技术改善猪生产性能

肌肉生长抑制素 (myostatin, MSTN) 是一种分

泌蛋白，是骨骼肌生长发育的负调控因子；它可以

表3  CRISPR-Cas9系统的组成结构和功能

组分 结构单元  功能 
sgRNA	 crRNA  识别并结合靶向DNA序列，引导Cas蛋白进行切割

	 tracrRNA		  与crRNA形成异二聚体

Cas9	 REC  识别并结合sgRNA和靶向DNA的复合体

		  HNH 切割与crRNA互补的靶向DNA链 
	 NUC 	 RuvC	 切割与crRNA非互补DNA链 
		  PI	 与靶向DNA的PAM区相互作用 
		  WED	 识别sgRNA以及靶向DNA的PAM
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图2  细菌中II型CRISPR-Cas9的免疫机制示意图(修改自[29-31])

抑制骨骼肌细胞的增殖与分化，决定肌纤维的数量，

影响动物体肌肉发育和瘦肉率。吉林大学逢大欣团

队利用 CRISPR-Cas9 技术诱导猪胎儿成纤维细胞

(pig fetal fibroblasts, PFF) 发生 NHEJ，通过体细胞

核移植 (somatic cell nuclear transfer, SCNT) 技术和

胚胎移植 (embryo transfer, ET) 技术获得了 MSTN 双
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图3  人工改造的CRISPR-Cas9切割目标DNA序列示意图

图4  CRISPR-Cas9介导的NHEJ和HDR
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等位基因敲除 (knockout, KO) 的猪 [37]。通过表型测

定发现，双敲 MSTN 基因猪的骨骼肌纤维增多、瘦

肉率提升，并且表现出“双肌”表型。湖北省农科

院郑新民团队和河南科技大学董发明教授课题组合

作，运用 CRISPR-Cas9 和 Cre-LoxP 重组酶技术敲

除猪初生细胞中 MSTN 的一个等位基因，制备了无

选择标记 MSTN 基因 KO 克隆猪 [38]。免疫印迹显示，

克隆猪的 MSTN 蛋白表达量降至约野生型的 50%，

肌原性基因在肌肉中的表达增加；组织学检查显示，

肌纤维数量增加，但是肌纤维大小保持不变；超声

波检测显示，最长肌大小增加，背脂肪厚度降低。

无选择标记 MSTN 基因 KO 克隆猪的构建为家畜良

种生产提供了一种安全、可靠，并且减少潜在生物

安全风险的策略。上述研究构建出 MSTN 基因 KO
猪，这对于研究 MSTN 基因对肌肉生长发育和产肉

性能的影响具有重要意义，为改善家畜生长性能带

来了巨大的希望。

中国农业科学院李奎团队利用 CRISPR-Cas9
和 SCNT 技术首次获得位点特异性基因敲入

(knockin, KI) 猪模型，发现基因组上的一个“安全港”

位点，并命名为 pH11[39] ；这个“安全港”能够在

猪 PFF、胚胎和体内稳定表达外源基因，且不影响

其他基因的表达。通过 CRISPR-Cas9 技术成功地对

该位点进行大于 9 kb 基因片段的插入，实现了基因

稳定高效表达。这项研究证实，在育种过程中可以

通过人为地在 pH11 位点导入与生产性状相关基因

的方式来快速得到某一表型，提高动物生产性能，

加快育种进展。解偶联蛋白 1 (uncoupling protein 1, 
UCP1) 是棕色脂肪产热和代谢调节系统的必要条

件和关键组分。在进化过程中，现代家猪祖先在

2 000 万年前丢失了 UCP1 基因，缺少棕色脂肪，

这可能是新生仔猪对寒冷环境极其敏感的原因之

一。中国科学院动物所赵建国团队利用 CRISPR-
Cas9 介导的非同源重组整合外源片段的方式，通过

SCNT 技术和 ET 技术构建出 UCP1 基因定点 KI 的
猪，实现小鼠 UCP1 基因在猪白色脂肪组织的特异

表达 [40]。该研究揭示了 UCP1 基因对猪脂肪代谢的

影响机制，实现了 UCP1 基因在猪的白色脂肪中正

常表达，并且减少猪脂肪沉积，增加瘦肉率，同时

提高猪的抗寒能力。生产性能测定结果显示，

UCP1 基因编辑猪脂肪率显著降低 ( 减少 4.89 %)，
背膘厚度显著降低 ( 减少 2.4  mm)，瘦肉率显著增

加 ( 增加 3.38 %)。UCP1 基因 KI 基因编辑猪的产

生是一个具有极大价值的资源，不仅可以提高仔猪

的福利，而且还能减少寒冷给猪生产带来的经济损

失；此外，增加了饲料报酬，降低了猪生产的成本，

为人类提供了健康优质的猪肉。以上研究为猪的育

种提供了一个新的思路，开辟了一个新的途径，极

大地推动了猪抗寒育种的研究。

2.2　CRISPR-Cas9技术在抗病育种中的应用 
猪蓝耳病，又称猪繁殖与呼吸综合征 (porcine 

reproductive and respiratory syndrome, PRRS)，是由

猪繁殖与呼吸综合征病毒 (porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus, PRRSV) 引起的一种猪高

度接触性传染病，并且是养猪业危害最大的传染病

之一。分化簇 163 (cluster of differentiation 163, CD163)
被认为是 PRRSV 的受体基因。Whitworth 等 [20] 利

用 CRISPR-Cas9 技术，通过显微注射 Cas9 mRNA
和 sgRNA 及 SCNT 获得敲除 CD163 基因的编辑猪；

经蓝耳病毒株攻毒后发现，CD163 双等位基因 KO
猪未表现出临床症状，具有良好的抗蓝耳病能力。

此外，用这种方法生产的基因编辑猪没有导入任何

外源的基因序列，因此不存在转基因生物安全风险。

上述的研究为研究 PRRS 提供了模型，并且为防治

PRRS 提供了一个可行的思路。

猪伪狂犬病是由伪狂犬病病毒 (pseudorabies 
virus, PRV) 引起的猪急性传染病，每年给猪养殖产

业造成了巨大经济损失。伪狂犬病毒是 α- 疱疹病

毒属成员，由 150 kb 左右的 DNA 双链构成。Xu
等 [41] 通 过 共 转 染 纯 化 的 PRV 基 因 组 和 Cas9-
sgRNA 到 PK15 细胞，实现了 100% 破坏病毒基因

的效率。干扰素 (interferon, IFN) 是哺乳动物先天抗

病毒反应的主要执行者，延长起始因子 4E 结合蛋

白 (elongation initiation factor 4E binding proteins, 
4E-BPs) 是干扰素调节因子 7 (interferon regulatory 
factor 7, IRF-7) 的转录调控因子，而 IRF-7 能调控

IFN 的表达。Ramírez 等 [42] 利用 CRISPR-Cas9 技术

敲除猪肾脏细胞 (swine kidney cells, SK-6) 中 4E-BPs
基因，发现敲除 4E-BPs 基因的 SK-6 中 IFNα 和 β
的表达升高，干扰素刺激基因的表达也升高。体外

攻毒实验发现，敲除 4E-BPs 基因的 SK-6 中水泡性

口炎病毒滴度比野生型 SK-6 显著降低。此外，

Whitworth 等 [43] 通过在猪受精卵中共同注射 Cas9 
mRNA 和特异 sgRNA 的方式，产生靶向敲除 TMPRSS2
基因猪；研究发现，TMPRSS2 基因 KO 猪有一定抵

抗流感病毒的能力。抗病基因编辑猪的制备不仅能

为研究猪发病的机制提供重要的模型，而且能减少

因疾病引起养猪业的经济损失，推动养猪业的健康
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快速发展。

2.3　以猪为模式动物，利用CRISPR-Cas9技术建

立人类疾病模型

与模式生物小鼠相比，猪在器官生理、结构、

大小、功能及生理代谢、免疫系统等方面与人类非

常接近。因此，猪相比小鼠更适合作为人类疾病和

生物医学的模型。近几年，科学家运用 CRISPR-
Cas9 技术对猪基因组进行有目的的改造，生产出大

量用于人类疾病和生物医学研究的模型。血管性血

友病 (von willebrand disease, vWD) 是仅次于血友病

的常见遗传性出血性疾病，由血管性血友病因子

(von willebrand factor, vWF) 基因缺陷所造成。中国

科学院 Hai 等 [44] 将体外转录出的 Cas9 mRNA 和靶

向 vWF 基因的 sgRNA 通过显微注射到巴马小型猪

的受精卵中，经过 ET 获得 KO vWF 双等位基因的

巴马小型猪。该团队发现，突变 vWF 基因后，巴

马小型猪出现了严重的凝血功能障碍，与血管性血

友病患者的临床表现相似，这为人类临床 I 型和 II
型血管性血友病的研究与治疗提供了重要的模型支

持。2015 年，Zhou 等 [45] 利用 CRISPR-Cas9 技术，

在猪 PFF 中注射表达 Cas9 mRNA 和特异性 sgRNA
的载体，通过 SCNT 获得 15 头酪氨酸酶 (tyrosinase, 
TYR) 双等位基因 KO 的猪和 20 头 PARK2 和 PINK1
双等位基因 KO 的猪，成功建立了人类白化病猪模

型，为人类研究白化病发病机制及治疗提供了重要

的模型。

帕金森病 (Parkinson´s disease, PD) 是老年人最

常见的神经退行性运动障碍。为研究 PD 生理病理

学和开发新的治疗方法，中国科学院赵建国团队使

用 CRISPR-Cas9 技术通过一步法双敲与帕金森病相

关的 3 个隐形基因 (DJ-1、parkin 和 PINK1)，通过

ET 技术产生出基因编辑猪，为人类研究帕金森病

提供了宝贵的医学模型 [46]。先天性甲状腺激素功能

低下症 ( 甲减 ) 是由甲状腺激素分泌不足导致的最

常见的内分泌紊乱之一。在临床中，20%~60% 甲

减患者表现贫血或免疫缺陷等症状。该团队运用

CIRSPR-Cas9 技术和 ET 技术生产出 DUOX2 基因

KO 的猪，首次构建了人甲减贫血和免疫缺陷的猪

模型 [47]。Chen 等 [48] 利用靶向作用 IgM 基因的

Cas9 质粒，通过 SCNT 技术获得双敲 IgM 基因的

B 细胞缺陷的猪；经后续实验发现，IgM 基因缺失

的猪 IgM 蛋白的表达量显著减少，并且 IgM 重链

蛋白不能被检测到，B 细胞缺陷猪的生产为研究哺

乳动物免疫细胞缺陷疾病提供了重要的模型。Lei

等 [49] 利用 CRISPR-Cas9 技术快速生产出双基因

RAG2/IL2RG KO的猪，这种基因编辑猪缺失B细胞、

T 细胞和自然杀伤细胞，为研究人诺如病毒 (human 
noroviruses, HuNoVs) 免疫缺陷提供了很好的模型。

2016 年，上海科技大学 Yu 等 [50] 通过 CRISPR-Cas9
技术 KO 滇南小型猪受精卵中的 DMD 基因，成功

地构建出人类杜氏肌营养不良症 (Duchenne muscular 
dystrophy, DMD) 疾病的模型。2016 年，第三军医

大学 Zhou 等 [51] 利用 CRISPR-Cas9 诱导的同源重

组修复定点突变猪受精卵中的 Sox10 基因，生产出

了 Sox10 基因突变的猪，为人类研究瓦登伯革氏症

候群提供了珍贵的医学模型。目前，科学家运用

CRISPR-Cas9 技术已经在猪上构建了多种人类重要

疾病模型，这些疾病模型的建立将给人类疾病研究

提供重要的模型支持，对人类疾病治疗方法的研究

起到推动作用。

2.4　CRISPR-Cas9在异种器官移植上的研究

尽管猪被认为是人体异种器官移植的首选动

物，但由于免疫排斥和内源性逆转录病毒的原因使

得猪的器官移植成为障碍。α-1,3- 半乳糖基转移酶

(GGTA1) 基因与异种器官移植后的超急性免疫排斥

反应显著相关。Sato 等 [52] 通过往猪 PFF 中共转染

表达 Cas9 和特异性 sgRNA 载体，成功地敲除 α-1,3-
半乳糖基转移酶基因 (GGTA1)，获得了双等位基因

KO 猪的 PFF。Li 等 [53] 针对 3 个与免疫排斥相关基

因，即 α-1,3- 半乳糖基转移酶基因、胞苷单磷酸 N-
乙酰神经酸羟化酶 (CMAH) 和异红细胞糖苷酯合成

酶 (iGb3S) 基因，运用 CRISPR-Cas9 技术向肝细胞

内转染靶向作用于 3 个基因的 Cas9-PX330 质粒，

通过 SCNT 技术获得 KO 单个基因及同时 KO 2 个

或 3 个基因的仔猪。Chuang 等 [54] 通过原核显微操

作往猪胚胎细胞中注射靶向作用 GGTA1 基因的

Cas9-sgRNA 质粒，生产出 GGTA1 基因缺失的猪，

研究发现这些基因编辑的性状可以通过生殖细胞稳

定遗传给后代，因此可以对基因编辑猪进行大规模

的繁育和保种，为人类研究异种器官移植提供大量

动物模型，并为以后器官移植提供大量的供体。

猪内源性逆转录病毒 (porcine endogenous retrovi- 
ruses, PERVs) 是嵌在猪细胞基因组的病毒，在猪体

内不会有毒性，但当猪细胞和人细胞接触时，这种

病毒就会从猪基因组“跳”到人基因组中。因此，

猪基因组的内源性逆转录病毒成为人体移植利用猪

器官面临的一个重大医疗风险问题。哈佛医学院杨

璐菡等 [55] 利用 CRISPR-Cas9 技术对猪肾细胞系
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(PK15) 中所有 62 个拷贝的 PERVs pol ( 多聚酶 ) 基
因进行敲除，使猪内源性病毒传递给人的风险下降

到至少以前的 1/1 000。两年以后，杨璐菡及其导师

Church 教授团队与云南农业大学魏红江教授课题组

合作 [56]，证实猪细胞内的 PERVs 与人类细胞共

同培养时可传播给后者。他们通过分析猪 PFF 基因

组，发现 25 个 PERVs 基因拷贝，并且利用 CRISPR- 
Cas9 使 25 个 PERVs 基因失活；通过 SCNT 技术成

功克隆诞生世界首批内源性逆转录病毒灭活猪，突

破了动物移植器官两大关键技术之一。

人猪嵌合体是指把人类体细胞诱导而来的多功

能干细胞注入到猪胚胎中，并使人嵌合体猪胚胎在

代孕母猪内发育成为一个完整的个体。人猪嵌合体

的生产有助在动物体内培育出可供移植的人类器

官，从而解决移植器官来源严重不足的难题。2017
年，Wu 等 [57] 运用 CRISPR-Cas9 技术删除猪胚胎

内形成器官的关键基因，创造遗传“空位”，把人

类诱导的多能干细胞注入到猪胚胎内，首次成功地

培育出人猪嵌合体胚胎，并使之在猪体内发育至

3~4 周。人猪嵌合体胚胎的生产有助于人们模拟认

识许多人类遗传疾病的早期发病过程，并实施药物

测试，同时将会给人类带来大量可供移植的器官。

更重要的是，诱导多能干细胞是直接取自需要器官

移植的患者，生产出的器官移植后将会大幅降低免

疫排斥的风险，但由于目前人猪嵌合体的研究面临

巨大的伦理争议，因此，猪嵌合体器官的实际应用

还需要经历很长一段时间。不管怎样，上述研究为

猪作为异种器官移植的供体提供了巨大的可能性，

推动了整个异种器官移植领域的研究，同时提高了

人们把猪作为器官移植供体的信心，给全世界

千千万万需要器官移植的患者带来了生存的希望。

3　展望

自 2013 年 CRISPR-Cas9 基因组编辑技术第一

次被运用到哺乳动物细胞以来，短短的 4 年多时间

里其飞速发展，极大地推动畜牧业和生物医学领域

各个方面的研究，成为当今应用最广泛的基因组编辑

技术。

相比传统的选择育种，CRISPR-Cas9 技术有其

独特的优势，其对特定基因的编辑不仅可以在短时

间内得到人们想要的性状，提高生产性能，而且还

能缩短育种年限，加快育种速度；但由于猪大多数

的经济性状是由微效多基因控制的复杂性状，很难

通过某一基因的改变显著地改变其表型，因此，

CRISPR-Cas9 技术的应用受到一定的限制。此外，

由于大众对基因编辑动物认识还不够充分，对基因

编辑还有一定的误解和担忧，这也在一定程度上阻

碍和影响了基因编辑动物实际的应用和推广。相对

于人类疾病模型和异种器官移植的研究，猪抗病育

种的研究就略显不足。猪疾病对于养猪业是一个重

大的挑战，如果能加大 CRISPR-Cas9 技术在猪抗

病育种上的研究，并将培育出的抗病基因编辑猪运

用于实际的生产过程中，那么必将会促进养猪产业

进一步迅速蓬勃的发展。猪作为人类模式动物越来

越受到人们的重视，特别在人类疾病模型和器官移

植等领域。据报道，中国将启动一项雄心勃勃的研

究项目——国际模式猪计划 (pig model project, PMP)
(http://www.pigmodel.org)。这一项目将逐步对猪基

因组几乎所有 2 万个基因进行敲除研究，建立完整

的基因敲除猪表型品系，实现猪的模式动物化。这

一项目的实施将有助于进一步阐明生命表型的形成

规律和调节方式，认识人类和动物生命活动规律、

重大疾病的发生发展规律，并为功能基因研究、异

种器官移植和动物遗传育种提供理论和技术支持。

总之，随着 CIRSPR-Cas9 基因组编辑技术的不断完

善和发展，运用 CRISPR-Cas9 技术对猪基因组进行

编辑一定会给畜牧业和生物医学产生深远的影响。
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