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基因编辑技术在实验大动物中的应用

刘超楠1,闫丽红2,王　 婧1,沈艳华1,潘明明1,周正宇1∗

(1.苏州大学苏州医学院实验动物中心,江苏
 

苏州　 215000;
2.黑龙江省农产品和兽药饲料技术鉴定站,哈尔滨　 150000)

　 　 【摘要】 　 近年来,随着分子生物学技术的飞速发展,基因编辑作为能够进行基因组修饰的手段,因具有

高效性、精确性和灵活性而被用于实验动物模型的建立。 本文主要概述了最新的基因编辑技术在实验动物

猪、非人灵长类动物以及实验动物犬等动物模型的构建和应用情况,为基因编辑技术在实验大动物的广泛应

用和深入研究提供理论参考,从而更好地模拟人类疾病,研究生物医学和人类复杂疾病的潜在发病机制。
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　 　 【Abstract】 　
 

Recent
 

rapid
 

developments
 

in
 

molecular
 

biological
 

techniques
 

have
 

allowed
 

the
 

use
 

of
 

gene
 

editing,
 

as
 

a
 

means
 

of
 

genome
 

modification,
 

for
 

the
 

establishment
 

of
 

experimental
 

animal
 

models,
 

with
 

high
 

efficiency,
 

accuracy,
 

and
 

flexibility.
 

This
 

article
 

mainly
 

summarizes
 

the
 

construction
 

and
 

application
 

of
 

the
 

latest
 

gene-editing
 

techniques
 

in
 

animal
 

models,
 

including
 

pigs,
 

non-human
 

primates
 

and
 

dogs.
 

It
 

provides
 

a
 

theoretical
 

reference
 

for
 

the
 

application
 

and
 

in-depth
 

study
 

of
 

gene-editing
 

techniques
 

in
 

large
 

experimental
 

animals,
 

which
 

may
 

better
 

simulate
 

human
 

diseases,
 

and
 

for
 

further
 

studies
 

of
 

the
 

potential
 

pathogenesis
 

of
 

biomedical
 

and
 

human
 

complex
 

diseases.
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　 　 随着全基因组测序技术的快速发展,基因编

辑技术已经成为生物医学领域的重要工具。 目

前在农业、医学和生物技术等众多领域,基因编

辑技术都发挥了巨大的作用。 基因编辑技术能



够精确定位和修饰生物体内的内源性基因,在生

物医学研究领域有着广泛的应用。 自 21 世纪以

来,基因编辑技术突飞猛进,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) 作为一种新型的基

因编辑技术诞生,使基因组编辑手段获得了质的

飞跃[1] 。 大动物与人有着密切的遗传关系,在生

理特性和疾病的病理过程上有许多相似之处,是
研究人类疾病和异种移植的重要模型。 本文主

要概括了基因编辑技术在实验动物猪、非人灵长

类动物、实验动物犬中的最新应用,为我国实验

大动物的相关研究提供参考。

1　 在实验动物猪中的应用

　 　 随着生命科学、医学研究的快速发展,人们

发现猪在生理构造、器官的组成以及生理代谢等

方面和人有着高度相似性,因此将猪打造成模式

动物、构造基因编辑猪模型成为近年来的热点。
世界第一家从事基因工程猪的制备、模式猪遗传

物质保存以及病原微生物检测、净化的官方机构

是美国国家猪资源研究中心,该机构保存了近 60
余种基因工程猪品系,是世界上最大的人类疾病

模型猪种质资源信息库。 与其他国家相比,我国

起步稍晚,首次引起重视是“十二五”期间,国家

倡导优先进行模式动物表型与遗传研究国家重

大科技基础设施建设,该设施于 2022 年开始启

用,是世界上第一个猪模型动物的科学设施。 该

设施可用于医学等相关领域研究成果的转化和

应用,为动物育种、人类疾病治疗、医药研发、异
种器官移植等研究提供了很好的平台。

与啮齿类动物相比,猪的生理生化指标、器
官大小等方面更贴近于人类,因此人们将重症联

合免疫缺陷的研究放在猪的免疫系统上,利用基

因编辑技术制作基因编辑猪模型。 重症联合免

疫缺陷(severe
 

combined
 

immune
 

deficiency
 

model,
SCID)模型是目前临床医学广泛应用的动物模

型,以前多采用小鼠作为动物模型,目前也可用

猪制作该疾病模型。 王清未等[2] 利用 CRISPR /
Cas12i 基因编辑系统对猪胚胎进行编辑,成功获

得 RAG1- / -基因敲除的 SCID 模型猪,为后续大规

模制备 RAG1- / -模型猪提供保障。 由于 CRISPR /

Cas9 基因编辑产生的后代多为嵌合体,因此获得

可以稳定遗传的后代变得尤为重要。 2023 年 2
月 27 日中国农业科学院深圳农业基因组研究所

获得了 3 个遗传稳定的猪疾病模型新品系,该团

队早在 2016 年就与北京畜牧兽医研究所合作,利
用多基因精准编辑技术获得 6 头 ApoE 和 LDLR
双基因缺失猪,目前这 3 个新品系是国家首次通

过鉴定的基因编辑猪疾病模型[3] 。 猪一旦感染

传染性疾病容易造成猪群大面积生病和死亡,因
此利用基因编辑技术提高猪对传染病的抗性有

助于畜牧业的发展。 猪 δ 冠状病毒 ( porcine
 

deltacoronavirus,
 

PDCoV)是一种新发的猪肠道冠

状病毒,可引起仔猪腹泻,并具有感染人类的风

险,但目前尚无有效的预防或控制 PDCoV 感染的

措施。 2020 年江苏省农科院李彬研究团队与吉

林大学欧阳红生团队合作,应用 CRISPR / Cas9 基

因编辑技术培育氨肽酶 N ( aminopeptidase
 

N,
APN)基因编辑仔猪,结果显示病毒攻击的嵌合

APN 新生仔猪病毒含量降低,肠道组织中病变明

显减少,并且无腹泻现象,因此表明 APN 基因编

辑的仔猪能有效抵御 PDCoV 感染[4] 。 CRISPR /
Cas9 技术主要作用于 DNA 双链使其断裂,但容

易引起染色体结构异常或缺失,导致细胞死亡,
而且有些疾病是由单核苷酸的改变产生的,因此

单碱基编辑技术进入人们的视野。 科学家们陆

续开发出多种 DNA 单碱基编辑器,目前所有碱基

间相互转换的编辑器均已被开发出来。 胞嘧啶

碱基编辑器(cytosine
 

base
 

editor,
 

CBE)可以在不

产生 DNA 双链断裂的情况下,将密码子( CAA、
CAG、 CGA 或 TGG ) 精准转换成终止密码子

(TAG、TAA 或 TGA)来阻止翻译,从而具有更高

的准确性和生物安全性。 肌肉生长抑制 素

(myostatin,
 

MSTN)主要存在于骨骼肌中,是肌肉

生长的负调控因子,调节肌肉组成和蛋白基因的

表达。 研究发现,敲除机体内的 MSTN 基因可以

提高猪胴体瘦肉率,降低饲料成本[5] 。 王晶等[6]

利用 CBE 单碱基编辑技术对宁乡花猪的 MSTN
基因进行定点编辑,在 MSTN 基因第 2 外显子处

成功引入终止密码子,建立基因敲除的单碱基编

辑体系,与野生型相比,机体内单克隆细胞 MSTN
蛋白的表达量降低约 60%,从而为培育 MSTN 碱

基编辑猪奠定了基础。
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与灵长类动物模型相比,猪具有饲养成本

低、繁殖周期短、操作简单等优点,研究表明猪肾

的大小以及心率、血压等各项生理指标都与人类

非常相似,因此可以作为异种器官移植的常用供

体。 由于猴的遗传关系与人较近,因此临床试验

中异体移植的受体首选猴。 2023 年 11 月 10 日,
由窦科峰院士主刀,将基因编辑猪的肝、肾、心脏

等多个器官和组织,分别移植给 7 只受体猴,术后

无不良反应、状态良好;2024 年该团队又成功将

一只多基因修饰猪的肝移植到一位脑死亡患者

体内,术后胆汁分泌正常,无超急性排斥反应,证
明了基因编辑猪作为器官移植供体的可能性[7] 。
通常将基因编辑物质递送至哺乳动物细胞的方

法是显微注射,但是这种方法所需设备昂贵,并
且费时费力。 利用电穿孔的方式可以一次性处

理 35~ 100 个受精卵,与显微注射技术相比,电穿

孔介导的基因编辑技术大大增加了传递效率。
2023 年日本德岛大学 TANIHARA 等[8] 开发了一

种利用电穿孔技术将编辑的胰岛素基因导入猪

受精卵中,生产胰岛素基因突变猪,从而为人异

种移植胰岛提供合适的供体。 异种移植作为器

官移植领域的技术高地,具有不可估量的临床应

用价值。 美国马里兰大学医学院经 FDA 授权,成
功将多基因修饰猪的心脏移植到一名 57 岁男性

心力衰竭患者体内,术后 42
 

d 内未观察到排斥现

象,从而证明了异体移植心脏的可行性[9] 。 2023
年 9 月 20 日,美国马里兰大学的 Bartley

 

Griffith
等将一颗转基因猪心脏移植到患有晚期心脏病

的男子体内,目前该男子无明显术后反应,移植

的心脏也可以正常使用,再一次为疾病的治愈提

供新的可能[10] 。
异种移植最主要的问题是生物安全,包括移

植器官的病原体感染、内源性逆转录病毒感染

等,目前人们尝试通过基因编辑技术解决这个问

题。 2024 年 3 月 16 日,全球首例活体人类移植

猪肾手术在美国马萨诸塞州总医院进行,移植的

肾来自一只进行了 69 次基因组编辑的小型猪,这
些编辑的基因可以防止机体出现排斥反应,并降

低器官受病毒感染的风险[11] 。 此外,研究人员在

移植手术的免疫抑制剂上也进行了更深层次的

研究。 研究发现非临床免疫制 剂 Anti-CD40
 

mAb,在猪到猴的异种移植实验中对免疫反应具

有明显的改善作用[12] 。 随着基因编辑技术与临

床医学的结合,相信在未来,基因编辑猪会逐渐

成为异种移植最可靠的器官来源。

2　 在非人灵长类动物中的应用

　 　 近年来,以啮齿动物为模型的研究成为生物

学、实验动物学以及医学方面的主流,但对于某

些特定疾病来说,由于生理结构、物种的差异阻

碍着相关研究的进展,因此非人灵长类动物作为

模式动物被提上日程。 与其它动物相比,非人灵

长类动物与人类的亲缘关系最近,表观特征以及

在遗传物质上与人类相似度达到 90%以上,是用

来研究人类生殖发育以及疾病治疗的理想动物

模型。 此外因为繁育周期长、繁殖率低等因素的

影响,非人灵长类动物模型的使用目前还未达到

完全普及,CRISPR / Cas9 基因编辑技术为基因组

的利用和发展提供了更高效、快捷的基因操作

工具。
2016 年,中国首次利用过表达构建 MECP2

基因成功得到第一只自闭症转基因猴,至此非人

灵长类动物的基因修饰进入另一个高度[13] 。 目

前用于人类致病基因修饰的非人灵长类动物模

型,主要基于受精卵或者胚胎进行基因编辑操

作。 以 Dax1 基因编辑猴为例,首先对成年母猴

进行超数排卵,通过体外受精获得受精卵,随后

利用 CRISPR 系统,将靶向基因 Dax1 的 sgRNA
和 Cas9

 

mRNA 同时注入受精卵中,再将胚胎移植

到受孕母猴体内,经过 160
 

d 左右的孕期最终获

得猕猴 Dax1 基因敲除模型[14] 。 之后,随着基因

编辑技术的飞速发展,特别是 CRISPR 技术,因其

操作简单、使用方便,迅速应用于市场,推动了更

精确的非人灵长类疾病模型的构建。 BMAL1
(brain

 

and
 

muscle
 

ARNT-like
 

1)是生物钟转录反

馈循环的核心因子,BMAL1 基因在脑内表达广泛

且丰富,尤其在神经元和胶质细胞中高表达,还
参与神经元发育和神经活动等方面。 2019 年,中
国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心的孙

强与张洪钧团队合作,使用 CRISPR / Cas9
 

技术首

次建立了 BMAL1 敲除的猕猴模型,随后通过体细

胞核移植技术克隆了 BMAL1 修饰的食蟹猴,从而

为研究生物节律失常相关疾病的机制提供依

据[15] 。 心肌病作为扩张型心肌病的一种亚型,是
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心力衰竭和心源性猝死的重要原因。 2024 年,昆
明理工大学灵长类转化医学研究院陈永昌、季维

智团队和广州实验室、上海交通大学医学院附属

新华医院等机构合作,利用 CRISPR-Cas9 介导的

突变技术构建了携带 DMD 基因第 5 外显子突变

的嵌合体恒河猴,分析发现该模型与临床患者表

型高度吻合,从而为研究治疗杜氏肌营养不良症

的有效性和安全性提供了一个新思路[16] 。 家族

性高胆固醇血症 ( familial
 

hypercholesterolemia,
FH)是一种遗传性常染色体显性遗传病,与高血

浆低密度脂蛋白胆固醇水平息息相关,容易引起

各种心血管疾病。 SATO 等[17] 利用 CRISPR / Cas9
基因组编辑系统删除低密度脂蛋白受体 ( low

 

density
 

lipoprotein
 

receptor,
 

LDLR)基因,共获得 6
只 LDLR 基因敲除食蟹猴,结果显示猴子的血浆

胆固醇和甘油三酯水平相当高,对治疗高胆固醇

血症的药物有很强的抵抗力,该模型对 FH 的研

究和临床治疗提供坚实的基础。 自闭症谱系障

碍( autism
 

spectrum
 

disorder,ASD)是一种复杂的

神经发育疾病,影响社会互动和行为,广泛受到

人类关注。 2023 年暨南大学教授李晓江团队与

中科院遗传与发育生物学研究所研究员张永清

团队合作,LI 等[18]使用非人灵长类动物作为动物

模型,发现食蟹猴胚胎中 CRISPR / Cas9 介导的

CHD8 突变可以导致胶质细胞生成增加,从而导

致食蟹猴出现大头畸形症状,从而为自闭症患者

早期干预治疗提供新的思路和靶点。
由于利用 CRISPR / Cas9 技术构建的基因编

辑猴多为嵌合体,不表现出某些疾病的临床症

状,而且构建成本高、成功率低、周期长,因此需

要提高基因编辑的效率,来改变这一现状。 研究

发现,可以将 CRISPR 系统与腺病毒或脂质纳米

颗粒(lipid
 

nanoparticles,
 

LNPs)等基因传递技术

联合使用,基于体细胞进行基因编辑构建非人灵

长类模型[19] 。 由中科院、云南省二院以及云南中

医药大学等研究团队合作, 利用腺相关病毒

( adeno-associated
 

virus,AAV) 传递的针对甲基-
CpG 结合蛋白 2

 

( methyl-CpG-binding
 

protein
 

2,
 

MECP2) 的 sgRNA, 在青少年恒河猴 ( Macaca
 

mulatta)的海马( DG 和 CA1-4)中诱导了 MECP2
的基因突变,该基因突变可引起自闭症的出现,
包括社会交往障碍、睡眠模式异常、对厌恶刺激

不敏感等异常行为。 这项研究表明,通过腺病毒

介导的对体内致病基因的编辑操作,可直接导致

青少年灵长类动物行为的变化,为快速生成用于

神经生物学研究和治疗的非人类灵长类动物模

型铺平了道路[20] 。 LNPs 通过受体介导的 LDLR
将基因编辑货物运送到肝细胞。 纯合子家族性

高 胆 固 醇 血 症 ( homozygous
 

familial
 

hypercholesterolemia,
 

HoFH)是一种病态的遗传性

疾病,可引起过早的动脉粥样硬化性心血管疾

病。 KASIEWICZ 等[21]开发了一种新的 LNP 递送

技术, 在利用 CRISPR-Cas 技术构建的食蟹猴

HoFH 模型中,证明了 GalNAc-LNP 传递技术能够

在 HoFH 猴模型中对肝基因进行有效的基因编

辑。 此外,广西医科大学赵永祥团队利用彩超技

术经肝门静脉将 CRISPR / Cas9 系统导入食蟹猴

的肝,对肝细胞的抑癌基因 Pten 和 p53 直接进行

编辑,产生全球首例原发并转移性肝癌食蟹猴模

型,探索出一条抗癌新药高效研发新捷径,为肝

癌等恶性肿瘤治疗提供了重要技术平台[22] 。
灵长类动物的生理特性决定了其在生物医

学研究中的独特性,我国灵长类动物资源丰富,
但对灵长类动物相关的研究较少,因此在模型的

构建和临床研究方面与发达国家相比仍有较大

的进步空间。 随着科技的进步,未来一定可以更

加便捷和快速地制备非人灵长类动物模型,更好

地为生物医学和疾病研究提供服务。

3　 在实验动物犬中的应用

　 　 犬作为犬科动物中最早被驯化的动物,目前

广泛应用于宠物、军用和医学实验等领域。 与啮

齿类动物不同,狗与人类相似,出生时就具有免

疫能力,后续在成长过程中免疫系统逐渐发展完

善。 目前随着基因编辑技术的发展,基因修饰犬

也得到广泛的应用。 犬作为人类疾病模型的价

值优势是其寿命较长,可以进行慢性疾病的研

究。 犬还可以作为研究人类社会行为和精神障

碍的动物模型,它们在与人类共同进化的漫长历

史中,已经发展出复杂的跨物种情感和社会处理

能力,这在其它物种中是没有的。 此外,犬的脑

结构与人类相似,而且繁殖速度比猴要快得多,
因此犬也适合用于神经方面的疾病研究。 利用

体细胞核移植技术获得的基因编辑犬目前已被
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广泛应用于各种用途,不仅用于嗅探犬和救援犬

的繁殖工作,也被用于珍稀犬种和狼等濒危犬科

动物的保护工作。
犬作为常用的动物模型,在许多疾病领域有

着更广泛的运用。 DJ-1 是一种几乎在所有细胞

和组织中表达的多功能蛋白,可以作为免疫、炎
症和眼部疾病的治疗靶点。 为了更好地评估该

基因的作用和功能,KIM 等[23] 利用体细胞核移植

和 CRISPR-Cas9 技术培育了 DJ-1 基因组编辑犬,
该犬表现出部分抑制靶基因的表达,为后续的研

究提供了可靠和稳定的数据。 犬性情温顺,拥有

丰富的社交行为并且积极主动与人交流,特别适

用于社交与情感研究。 利用基因编辑技术构建

与社交和情感相关基因的突变体,从而为相关精

神疾病包括自闭症的发病机制提供检测体系和

平台。 SH3 和多重锚蛋白重复域 3 ( SH3
 

and
 

multiple
 

ankyrin
 

repeat
 

domains
 

3,SHANK3)基因是

自闭症谱系障碍的一个高度复制的致病基因,并
在多个啮齿动物模型中得到了验证。 2024 年,中
国科学院遗传与发育生物学研究所的 ZHU 等[24]

利用 CRISPR / Cas9 编辑技术,建立了一个携带

SHANK3 突变犬的模型,能够表现出一系列类似

自闭症的行为,如社交障碍和高度焦虑,从而表

明 SHANK3 突变犬是自闭症研究的新的有效动物

模型。 基因编辑技术通过纠正突变或整合转基

因用于治疗肝代谢性疾病的方法多体现在糖原

累积病Ⅰa 型( glycogen
 

storage
 

disease
 

type
 

Ⅰa,
GSD

 

Ⅰa)小鼠中,大动物涉及较少。 GSD
 

Ⅰa 是

遗传性糖原代谢障碍疾病,与危及生命的低血糖

以及肝细胞癌的并发症相关。 ARNSON 等[25] 最

新研究了一种 CRISPR-Cas9 介导的基因组 GSD
 

Ⅰa 犬模型,使用两种腺病毒载体进行基因组编

辑,证明基因整合在 GSD
 

Ⅰa 的大型动物模型中

是可行的。
犬目前在精神疾病、代谢系统疾病的临床研

究和药物研发筛选等多个领域中被广泛应用,为
相关疾病的治疗及预防提供了宝贵的思路,促进

了医学的发展,展现出极大的应用价值。 然而目

前基因编辑犬多为比格等外来犬种,可以多发掘

本地犬种的丰富资源,为本土高发疾病及药物的

治疗提供更有力的支持。

4　 结论

　 　 随着基因编辑技术研究的深入,大动物模型

已成为探索疾病病理机制和开发治疗方法不可

或缺的工具。 每种动物模型都在不同的研究方

面展示了其独特的价值。 实验动物猪的生理结

构、生化指标等各方面与人类相似,以其繁殖速

度快、基因操作简便的特点,在异种器官移植方

面具有极大的优势。 非人灵长类动物作为与人

类亲缘关系最近的动物,除遗传物质外,在生理、
认知、社会复杂性等方面与人类具有高度的一致

性,是用来研究人类生殖发育以及神经疾病治疗

的理想动物模型。 而犬作为常用的实验动物,体
型适中、寿命较长,多用于精神疾病、代谢系统疾

病的治疗。 目前的大动物模型构建已取得一定

的进展,但建立稳定、可靠、可控的动物模型尚面

临一些问题,动物个体之间的差异可能导致实验

结果出现误差,现有模型有时无法完全准确表现

人类疾病的所有症状。 因此需要继续优化现有

模型,开发新的模型,为人类发展做出贡献。
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