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　 　 【摘要】 　 目的　 建立 Ｆ０ 代 ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体，以探究普通饲养环境免疫缺陷兔活体保种的方法。
方法　 首先，利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术，将构建好的 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 蛋白注入兔二细胞期胚胎的一个细胞中，以获得

ＦＯＸＮ１ 基因编辑嵌合体胚胎。 然后，胚胎移植至代孕母兔。 最后，通过 ＰＣＲ 技术以及 Ｓａｎｇｅｒ 测序方法鉴定 Ｆ０ 代

仔兔基因型，并观察其在普通饲养环境生长发育的情况。 结果　 ＰＣＲ 结合 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果表明 ＦＯＸＮ１ 基因敲除

兔嵌合体构建成功。 经观察，嵌合体在普通环境下生长发育良好，无免疫缺陷表型。 结论　 本研究初步建立了在

普通环境下可正常生长发育的 ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体，为后续进一步繁育 ＦＯＸＮ１ 免疫缺陷兔奠定了研究

基础。
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ｓｔａｇｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｉｔｈ ＦＯＸＮ１ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ． Ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｉｎｔｏ
ｓｕｒｒｏｇａｔｅ ｄｏｅｓ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｄ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ａｎｄ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ａ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ｈｏｕｓｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｉｔｈ ＦＯＸＮ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ． Ｏｎ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｃｈｉｍｅｒａｓ
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Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ ｗｉｔｈ ＦＯＸＮ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｔｈａｔ ｇｒｏｗｓ ａｎｄ
ｄｅｖｅｌｏｐｓ ｎｏｒｍａｌｌｙ ｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ． Ｔｈｉｓ ｌａｙｓ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ＦＯＸＮ１
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ．
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　 　 先天性免疫缺陷动物是指由于先天基因突变

导致免疫系统功能缺陷的动物模型。 免疫缺陷动

物在科学研究中有着重要的应用价值，被广泛用于

肿瘤移植［１］、人源化免疫重建［２］、人源化肝制备［３］、
异种组织移植［４］ 等。 免疫缺陷相关的突变基因有

ＲＡＧ１［５］、ＩＬ２ＲＧ［６］、ＦＯＸＮ１［７］ 等。 其中，最常用的裸

小鼠和裸大鼠都是由于 ＦＯＸＮ１ 基因纯合突变引

起［８］。 ＦＯＸＮ１ 基因是一种编码核转录因子的基因，
在胚胎发育和免疫系统中有重要作用。 ＦＯＸＮ１ 基

因的突变失活会导致胸腺发育不全和 Ｔ 细胞免疫

缺陷，产生严重的免疫缺陷疾病。 目前已有报道通

过 ＦＯＸＮ１ 基因敲除，可制备免疫缺陷裸兔［９］。 但

免疫缺陷动物容易被感染病原体，在普通环境下难

以长期存活，需要在无菌环境或者无特定病原体屏

障设施（ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）内饲养［１０］。 事

实上，除了啮齿类动物以外，至今其他免疫缺陷动

物尚未能实现规模化生产。
通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术制备基因编辑动物时，

Ｆ０ 代容易形成嵌合体。 已有研究表明，将构建好的

ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 蛋白或 Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 注入二细胞期胚

胎的一个细胞中，可以有效获得基因编辑嵌合体胚

胎［１１］。 利用该方法，可一步法制备嵌合体来实现纯

合致死基因动物的保种繁育。 此外，也有研究表明

通过嵌合体猪可实现免疫缺陷猪的保种［１２］。 为了

今后能在 ＳＰＦ 环境中高效培育 ＦＯＸＮ１ 基因敲除免

疫缺陷裸兔，本研究初步尝试了通过二细胞期胚胎

注射法建立能在普通环境下正常生长发育的

ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体，为免疫缺陷裸兔的培育

提供了一定的研究基础和经验。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 实验动物采用普通级新西兰兔，雌性 ８ 只，３􀆰 ０
～４􀆰 ０ ｋｇ，６～ １２ 月龄；雄性 ３ 只，４􀆰 ０ ～ ５􀆰 ０ ｋｇ，６ ～ １２
月龄，购自广东省医学实验动物中心［ ＳＣＸＫ（粤）
２０１９－００３５］。 实验动物饲养于广东省医学实验动

物中心普通级环境［ＳＹＸＫ（粤） ２０２２－０００２］，室温

１８～２５ ℃，湿度 ５０％～６０％，通风良好，１２ ｈ ／ １２ ｈ 光

照黑暗交替，自由饮食。 该动物实验和麻醉经广东

省医学实验动物中心动物福利伦理审查批准

（Ｂ２０２３０９－１６），实验动物饲养和实验过程中遵循实

验动物使用的 ３Ｒ 原则，尽可能减轻实验过程中动

物所受到的痛苦。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 体外转录试剂盒 ＨｉＳｃｒｉｂｅ Ｔ７ Ｑｕｉｃｋ Ｈｉｇｈ Ｙｉｅｌｄ
ＲＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（Ｅ２０５０ Ｓ，ＮＥＢ，美国）；Ｃａｓ９ 蛋白

（Ｚ０３３８９，金斯瑞生物科技股份有限公司，美国）；２×
Ｆａｓｔ Ｐｆｕｓ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（Ｇ３３０５，武汉赛维尔生物

科技有限公司）；孕马血清促性腺激素 （ ＰＭＳＧ）
（２２１１１１０２，杭州动物药品厂）；人绒毛膜促性腺激

素（ＨＣＧ）（２２０９１２，杭州动物药品厂）；促性腺素释

放素（ＧｎＲＨ） （２３０２１７，杭州动物药品厂）；青霉素

钾、硫酸链霉素、牛血清白蛋白均来自 Ｓｉｇｍａ 公司。
ＰＣＲ 基因扩增仪（ＥＴＣ８１１，苏州东胜兴业科学仪器

有限公司）；水平电泳仪（ＤＹＣＰ⁃３１ＤＮ，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美
国）；显微操作仪（ＤＭｉ８，Ｌｅｉｃａ，德国）；拉针仪（ＭＰ⁃
５００，深圳瑞沃德生命科技有限公司，中国）；锻针仪

（ＭＦ⁃９００，ＮＡＲＩＳＨＩＧＥ，日本）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ｓｇＲＮＡ 设计

　 　 利 用 ｓｇＲＮＡ 设 计 网 站 ＣＲＩＳＰＯＲ （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｃｒｉｓｐｏｒ． ｔｅｆｏｒ． ｎｅｔ ／ ），针对兔 ＦＯＸＮ１ 基因位点（Ｇｅｎｅ
ＩＤ：１００３４６９１２），在 ２ 号外显子上设计 １ 个 ｓｇＲＮＡ，
ｓｇＲＮＡ 靶 点 序 列 为 ５ ’⁃ＧＴＡＣＡＡＧＣＧＧＣＡＴＧ
ＴＣＣＡＣＧ⁃３’，ＰＡＭ 位点为 ＡＧＧ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 体外转录模板合成和纯化

　 　 合成寡链核苷酸片段，ＲＢ⁃ＦＯＸＮ１⁃ｃｒＲＮＡ１ ∶
５ ’⁃ＡＡＧＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＴＡＣＡＡＧＣＧＧＣＡ
ＴＧＴＣＣＡＣＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧ⁃３ ’ 和

ｓｇＲＮＡＴ７ ｃｏｍｍｏｎ：５’⁃ＡＡＡＡＧＣＡＣＣＧＡＣＴＣＧＧＴＧＣＣ
ＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧＧＡＣＴＡＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡ
ＣＴＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣ⁃３’。 通过 ＰＣＲ 得

到含 Ｔ７ 启动子的 ｓｇＲＮＡ 体外转录模板。 模板大小

在 １２０ ｂｐ 左右。 ＰＣＲ 反应体系为：Ｈ２Ｏ ７３􀆰 ５ μＬ，２×
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Ｆａｓｔ Ｐｆｕｓ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ７５ μＬ，ＲＢ⁃ＦＯＸＮ１⁃ｃｒＲＮＡ１
（浓度 １００ ｐｍｏｌ ／ μＬ）０􀆰 ７５ μＬ，ｓｇＲＮＡＴ７ ｃｏｍｍｏｎ（浓
度 １００ ｐｍｏｌ ／ μＬ）０􀆰 ７５ μＬ。 反应条件为：预变性 ９８
℃，１２０ ｓ；变性 ９８ ℃，２０ ｓ；退火 ６０ ℃，３０ ｓ；延伸 ７２
℃，１５ ｓ；终延伸 ７２ ℃，３００ ｓ；扩增 ３５ 个循环。 合成

的 ｓｇＲＮＡ 体外转录模板采用苯酚 ∶ 氯仿 ∶ 异戊醇

（２５ ∶ ２４ ∶ １，ｐＨ＞７􀆰 ８）进行抽提后，再用乙醇醋酸钠

沉淀纯化。 最后用 ２０ μＬ 无酶水重悬，并测定 ＤＮＡ
浓度。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ｓｇＲＮＡ 的体外转录和纯化

　 　 采 用 ＨｉＳｃｒｉｂｅ Ｔ７ Ｑｕｉｃｋ Ｈｉｇｈ Ｙｉｅｌｄ ＲＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ，按照说明书进行 ｓｇＲＮＡ 体外转录。 合

成的 ｓｇＲＮＡ 采用苯酚 ∶氯仿 ∶异戊醇（２５ ∶ ２４ ∶ １，ｐＨ
＜５􀆰 ０）进行抽提后，再用乙醇醋酸钠沉淀纯化。 最

后用 ６０ μＬ 无酶水重悬并测定 ＲＮＡ 浓度，分装成每

管 ５ μＬ，置于－８０ ℃保存。
１􀆰 ３􀆰 ４　 同期发情和超数排卵

　 　 兔子根据外阴颜色判断发情状态。 挑选处于

发情间期的母兔进行超数排卵，方法如下：（１）首

先，对处于发情间期的供体母兔进行皮下注射 １５０
ＩＵ 的 ＰＭＳＧ。 （２）然后，约 ７２ ｈ 后将其与公兔放入

同一笼中进行配种，并静脉注射 １５０ ＩＵ 的 ＨＣＧ 促

进排卵。 与此同时，挑选处于发情期的代孕母兔肌

肉注射 １５ μｇ 的 ＧｎＲＨ。 （３）配种后 ２２ ｈ，供体母兔

用盐酸塞拉嗪麻醉后 ＣＯ２ 安乐死，取卵。
１􀆰 ３􀆰 ５　 显微注射

　 　 配置 ｓｇＲＮＡ（终浓度为 ５０ ｎｇ ／ μＬ）和 Ｃａｓ９ 蛋白

（终浓度为 ５０ ｎｇ ／ μＬ）显微注射混合液，置于 ３７ ℃
孵育 １０ ｍｉｎ 后备用。 显微注射时，将混合液注入兔

二细胞期胚胎的一个细胞中，以获得 ＦＯＸＮ１ 基因编

辑嵌合体胚胎。 显微注射完毕后，置于 ５％ ＣＯ２，
３８􀆰 ５ ℃条件培养 ３０ ｍｉｎ。
１􀆰 ３􀆰 ６　 胚胎移植

　 　 代孕母兔肌肉注射盐酸塞拉嗪后，用 ４％异氟

烷呼吸诱导麻醉，用 ２％异氟烷维持呼吸麻醉。 手

术备皮，消毒，侧卧位。 后侧腹部开 ２ ～ ３ ｃｍ 切口，
逐层切开皮肤、肌肉层和腹膜，暴露输卵管和卵巢。
将胚胎装载至兔胚胎移植管中。 移植管从输卵管

的伞部开口插入至 ２ ～ ３ ｃｍ，将胚胎推入至输卵管。
最后逐层缝合伤口。 双侧移植，８ 枚胚胎 ／侧。
１􀆰 ３􀆰 ７　 分娩与护理

　 　 术后 ３ 天预防感染。 母兔孕期自由采食，自由

饮水。 母兔妊娠期 ３１ ｄ。 分娩前 １ 周移至产笼待

产。 仔兔由母兔正常哺乳。
１􀆰 ３􀆰 ８　 基因型分析与鉴定

　 　 采集少量兔子的对应组织或体液，用 ＤＮＡ 提取

试剂盒提取 ＤＮＡ 后 ＰＣＲ 扩增 ＦＯＸＮ１ 基因靶点。
ＰＣＲ 引物为：ＦＯＸＮ１⁃Ｆ：５’⁃ＣＴＣＴＧＴＣＣＡＣＣＣＡＧＡＡＧ
ＣＡＣ⁃３ ’； ＦＯＸＮ１⁃Ｒ： ５ ’⁃ＣＡＧＡＧＧＡＣＣＣＡＡＧＡＣＡＧ
ＣＴＧ⁃３’。 反应体系为：Ｈ２Ｏ １９ μＬ，２×Ｆａｓｔ Ｐｆｕｓ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬ， ＦＯＸＮ１⁃Ｆ （浓度 １０ ｐｍｏｌ ／ μＬ） ２
μＬ，ＦＯＸＮ１⁃Ｒ（浓度 １０ ｐｍｏｌ ／ μＬ）２ μＬ，兔 ＤＮＡ（浓
度约 １００ ｎｇ ／ μＬ）２ μＬ。 反应条件为：预变性 ９８ ℃，
１２０ ｓ；变性 ９８ ℃，２０ ｓ；退火 ６０ ℃，３０ ｓ；延伸 ７２ ℃，
１５ ｓ；终延伸 ７２ ℃，３００ ｓ；扩增 ３５ 个循环。 ＰＣＲ 产

物通过 Ｓａｎｇｅｒ 测序方法鉴定 Ｆ０ 代仔兔基因型。

２　 结果

２􀆰 １　 仔兔出生情况

　 　 二细胞期胚胎显微注射后移植至 ２ 只代孕母兔

（图 １）。 其中一只代孕母兔于移植后第 １８ 天时拔

毛返情，未能产出仔兔。 而另一只妊娠 ３１ ｄ 后顺利

产出 ６ 只仔兔，均健康存活。

注：Ａ：二细胞期胚胎显微注射，只注射其中一个细胞，生成嵌合体；
Ｂ：兔胚胎移植手术。

图 １　 建立 ＦＯＸＮ１ 嵌合体胚胎

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｍｉｃｒｏｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ⁃ｃｅｌｌ ｓｔａｇｅ ｅｍｂｒｙｏｓ， ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎｔｏ ｏｎｌｙ
ｏｎｅ ｃｅｌｌ ｔｏ ｇｅｎｅｒａｔｅ ｃｈｉｍｅｒａｓ． Ｂ， Ｒａｂｂｉｔ ｅｍｂｒｙｏ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｓｕｒｇｅｒｙ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＮ１ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｅｍｂｒｙｏｓ

２􀆰 ２　 基因型鉴定

　 　 针对新西兰兔设计了 ＦＯＸＮ１ 基因靶点 （图

２Ａ），ＰＣＲ 产物 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果发现：本实验成功获

得了一只 ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体（图 ２Ｂ），其余

均为野生型。 经 ｔｉｄｅ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｉｄｅ． ｎｋｉ． ｎｌ ／ ）定
量评估基因编辑效果（图 ３）。
２􀆰 ３　 生长观察

　 　 目前，ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体在普通环境下

健康生长，除了胡子弯曲和毛发略微蓬松稀疏外，
未见其他明显异常。 记录了 ＦＯＸＮ１ 基因敲除嵌合

体兔和同龄野生型兔的生长曲线（图 ４），二者无明

显差异。
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注：Ａ：针对新西兰兔 ＦＯＸＮ１ 基因的第二个外显子设计了 ｓｇＲＮＡ；Ｂ：ＰＣＲ 产物 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果可见 ｓｇＲＮＡ 靶点后有测序套峰（红色箭头所

示），提示该仔兔为 ＦＯＸＮ１ 嵌合体。

图 ２　 ＦＯＸＮ１ 基因靶点和 Ｆ０ 代 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果比对图

Ｎｏｔｅ． Ａ， ｓｇＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｅｘｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＦＯＸＮ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ． Ｂ， Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ
ｓｈｏｗ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｐｅａｋｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ （ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ）， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｒａｂｂｉｔ ｉｓ ａ ＦＯＸＮ１ ｃｈｉｍｅｒａ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｏｆ ＦＯＸＮ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｆ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

注：Ａ：尾部组织 ＤＮＡ（突变比例 ２９􀆰 ９％）；Ｂ：耳组织 ＤＮＡ（突变比例 ４４􀆰 ３％）；Ｃ：血液 ＤＮＡ（突变比例 ３６􀆰 ８％）；Ｄ：精子 ＤＮＡ（突变比例

３６􀆰 ４％）。 各小图的上部分为 ＦＯＸＮ１ 靶点经编辑后发生碱基插入、删减等变异比例分析统计图；下部分为 ＦＯＸＮ１⁃ｓｇＲＮＡ 靶点切割位点分

析统计图，预测 ＤＮＡ 的主要被切割位点。

图 ３　 定量评估基因编辑效果

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｔａｉｌ ｔｉｓｓｕｅ （ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ２９􀆰 ９％）． Ｂ， ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｅａｒ ｔｉｓｓｕｅ （ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ４４􀆰 ３％）． Ｃ， ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｂｌｏｏｄ （ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
３６􀆰 ８％）． Ｄ， ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｓｐｅｒｍ （ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ３６􀆰 ４％）． Ｉｎ ｅａｃｈ ｆｉｇｕｒｅ， ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｐａｒｔ ｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｓｕｃｈ ａｓ ｂａｓｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ｅｄｉｔｉｎｇ ａｔ ｔｈｅ ＦＯＸＮ１ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ； ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｐａｒｔ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｓｉｔｅ ｆｏｒ
ｔｈｅ ＦＯＸＮ１⁃ｓｇＲＮＡ ｔａｒｇｅｔ， ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ＤＮＡ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ
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注：生长曲线显示 ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体能在普通环境下健

康生长。

图 ４　 ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体与同龄野生型兔的生长曲线图

Ｎｏｔｅ． Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＦＯＸＮ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｒａｂｂｉｔ
ｃａｎ ｇｒｏｗ ｈｅａｌｔｈｉｌｙ ｉｎ ａ ｎｏｒｍａｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｇｒａｐｈ ｏｆ ＦＯＸＮ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ
ｃｈｉｍｅｒｉｃ ｒａｂｂｉｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ｒａｂｂｉｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｇｅ

３　 讨论

　 　 本研究作为培育 ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔种群的前

期预实验，只移植了 ２ 只代孕母兔，仅获得了 １ 只嵌

合体，案例略显不足。 兔性成熟时间较长，至少四

月龄以上才能配种。 目前该兔依然健康存活，已检

测到其精子 ＤＮＡ 也存在一定比例的 ＦＯＸＮ１ 突变，
理论上可通过进一步繁育获得 ＦＯＸＮ１ 纯合突变的

免疫缺陷裸兔。 由于二细胞期胚胎的显微注射技

术难度较大，容易造成胚胎中被注射的细胞后续发

生死亡或停止生长发育，而胚胎中未经注射的细胞

则继续发育成野生型个体［１２］，因此可能导致最终出

生的嵌合体数量比例较低。 在本次研究中所获得

的 ６ 只仔兔中仅有 １ 只为嵌合体，其余均为野生型，
获得嵌合体的比例并不高。 因此，优化显微注射操

作技术，减轻被注射细胞的损伤以避免其死亡，也
许能提高每胎出生嵌合体兔的获得比例。

本研究利用二细胞胚胎注射法成功制备了

ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体，并证实了 ＦＯＸＮ１ 基因

敲除兔嵌合体能在普通环境下健康生长。 由于

ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体能在普通环境下正常存

活，理论上可采集普通级的 ＦＯＸＮ１ 嵌合体种公兔的

精子，然后对 ＳＰＦ 级母兔大规模人工授精，短期内

能获得很多 ＳＦＰ 级的 ＦＯＸＮ１ 杂合子种群。 再通过

ＦＯＸＮ１ 杂合子间交配，能大量获得 ＦＯＸＮ１ 纯合敲

除的免疫缺陷裸兔。 ＦＯＸＮ１ 基因敲除兔嵌合体的

建立，可为后续繁育 ＦＯＸＮ１ 免疫缺陷兔奠定良好基

础和提供技术优化。
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构建临床癌症研究相关的人源肿瘤异种移植模型的进展

人源肿瘤异种移植（ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ＰＤＸ）模型是从癌症患者手术切除肿瘤组织，随后移

植到免疫缺陷小鼠体内，从而更好地保留了肿瘤的异质性。 这是一种重要的转化医学研究方法，特别是在

推动精准医学方面，这种方法已经崭露头角。 本文从时间维度阐述了 ＰＤＸ 模型在各个阶段的发展。 作为

ＰＤＸ 模型发展的第一阶段，人源肿瘤原位异种移植（ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｒｔｈｏｔｏｐｉｃ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ＰＤＯＸ）模型将人源肿

瘤组织植入小鼠体内，位置与患者的解剖位置相对应。 ＰＤＯＸ 模型具有多个优势，包括高度保真地还原原始

肿瘤、增强药物敏感性以及提高移植成功率。 然而，ＰＤＯＸ 模型也存在严峻的挑战，需要先进的手术技术和

精密的成像技术，限制了其应用。 随后，人源化小鼠模型以及斑马鱼模型相继被开发应用。 人源化小鼠模

型具有类似肿瘤和免疫系统相互作用的人类免疫环境，是 ＰＤＸ 模型研究的热点话题。 斑马鱼异种移植模型

（ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｔｕｍｏｒ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ，ｚＰＤＸ）和患者源性类器官（ｐａｔｉｅｎｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｒｇａｎｏｉｄｓ，ＰＤＯ）模型作为

研究癌症与药物开发的新模型，ｚＰＤＸ 模型将用于肿瘤移植到斑马鱼体内，成为新型个性化动物疾病模型，
具有缩短患者等待时间的优势。 ＰＤＯ 模型提供了一种新的药物测试方法，可复制体内环境并保存重要的与

患者相关的肿瘤信息。 本综述突出了 ＰＤＸ 模型每个新阶段的功能特征，并阐述了这一快速发展领域所面临

的挑战以及未来的发展。
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