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基因修饰技术及其在动物育种和生物
医药领域的应用
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摘 要:基因修饰技术是一种能精确改造生物基因组,实现外源基因定点整合和基因定点敲除的技术。早期的基

因修饰形式主要是转基因,随着科学研究的不断深入,新型基因修饰方法也逐渐研发出来,包括敲除、敲入、定点突

变等。根据研究或应用的目的,可以将基因修饰技术分为转基因和基因敲除两方面内容。近年来,随着现代分子

技术的高速发展,基因修饰技术不断改进创新,其相关方法和技术已逐步应用于改良家畜性状、研究基因功能、制
作动物生物反应器以及构建人类疾病动物模型等领域中,使得畜禽基因功能的研究和转基因育种更加高效,在动

物遗传育种以及生物医药等领域取得了显著成就,弥补了传统转基因技术的随机整合、遗传不稳定等缺陷,具有广

阔的发展前景。作者从动物转基因和基因敲除技术两方面阐述了基因修饰技术的发展现状及发展趋势,并简要概

括了基因修饰技术在动物育种和生物医药领域的应用现状。
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Abstract:Genemodificationisatechnologythatcanbeusedtoachievesite-specificintegrationof
exogenoseandknockoutofendogenousgenes.Theearlyformofgenemodificationwasmainly
transgene.Withthedeepeningofscientificresearch,new gene modification methods were
graduallydeveloped,suchasknockout,knockin,site-specificmutation,etc.Accordingtothe
purposeofresearchorapplication,genemodificationtechnologycanbedividedintotransgenicand
geneknockout.Inrecentyears,withtherapiddevelopmentofmodernmoleculartechnology,gene
modificationtechnologyhasbeencontinuouslyimprovedandinnovated,anditsrelatedmethods
andtechnologieshavebeengraduallyappliedinthefieldsofimprovinglivestocktraits,studying
genefunction,makinganimalbioreactorsandconstructinganimalmodelsofhumandiseases,

makingtheresearchofgenefunctionandtransgenicbreedingoflivestockandpoultrymore
efficient.Remarkableachievementshavebeenmadeinthefieldsofanimalgeneticbreedingand
biomedicine,whichhavemadeupforthedefectsofrandomintegrationandgeneticinstabilityof
traditionaltransgenictechnology,andhavebroadprospectsfordevelopment.Inthispaper,the
developmentstatusandtrendofgenemodificationtechnologyweredescribedfromtheaspectsof
animaltransgenicandgeneknockouttechnologies,andtheapplicationstatusofgenemodification
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technologyinthefieldofanimalbreedingandbiomedicinewasbrieflysummarized.
Keywords:genemodification;transgenictechnology;geneknockouttechnology

  基因修饰是指在宿主细胞内插入一段目的基因

或者从其基因组中删除某段特定基因,使得原有基

因型得到加强或改变,主要包括转基因和基因敲除

两大方面内容。与传统的育种技术相比,转基因技

术能突破物种界限、打破生殖隔离、定向选育高产高

效的动物新品种,在品种改良、构建动物模型以及生

产药物蛋白等方面凸显了广阔的应用前景。随后发

展起来的基因敲除技术进一步完善了基因修饰技术,
尤其是近年新兴的锌指核酸酶(zincfingernucleases,

ZFNs)、转录激活子样效应因子核酸酶(transcription
activator-likeeffectornucleases,TALENs)以及规律成

簇的间隔短回文重复序列及相关蛋白9(clustered
regularly interspaced short palindromic repeats/

CRISPR-associatedprotein9,CRISPR/Cas9)成为家畜

改良的有力工具。已有研究报道通过转基因和基因

敲除等技术对基因组进行修饰能够改变动物的生产

性能,在猪、牛和羊等家畜育种中的应用较为广泛,尤
其是在改良农畜性状、提高畜禽抗病能力以及改善畜

产品品质等方面获得了突破性进展。作者从转基因

和基因敲除技术的发展入手,对近年来基因修饰在动

物育种以及生物医药领域的应用现状进行综述。

1 转基因技术
转基因属于早期的动物基因修饰,其是把一个

外源基因导入到宿主动物细胞中,使染色体基因组

整合外源基因,让其表达并改变宿主动物的性状。

1974年,Jaenisch等[1]通过显微操作技术将猿病毒

40(Simianvirus40,SV40)注射到小鼠囊胚胚泡腔

中,将其移植到假孕代孕母体子宫内,世界上首例转

基因小鼠由此诞生。1982年,Palmiter等[2]向小鼠

受精卵原核中显微注射含有小鼠金属硫蛋白-Ⅰ基

因启动子的DNA片段,将重组胚移植到受孕母鼠

内,获得了生长迅速的转基因“超级鼠”。此后转基

因技术不断发展,尤其是从外源基因的随机整合发

展到定位整合,取得了突飞猛进的成就。

1.1 基因的随机整合技术

1.1.1 原核期胚胎显微注射法  原核显微注射

技术是利用显微操作仪把DNA载体注射到受精卵

的细胞核中,使DNA载体随机地整合至染色体中,
再将其移植到代孕雌性动物生殖道内,其分娩后对

新生动物基因筛选鉴定后即获得基因修饰动物。

1980年,Gordon等[3]将由单纯疱疹病毒和SV40病

毒DNA片段组成的重组质粒显微注射到受精小鼠

卵母细胞原核中,再将胚胎植入假孕母体的输卵管

中发育至足月,最终获得转基因小鼠,首次建立了显

微注射法。显微注射法是由显微注射和胚胎移植技

术相结合来制备基因修饰动物,最常用于制作转基

因小鼠。猪受精卵含有大量的脂肪颗粒导致很难找

到其雄原核,通常需要对其进行离心后才能看到原

核,在技术上有一定的局限性。但胞浆的空间比原

核空间大很多,在操作上与原核显微注射相比,胞浆

注射较简单。这种方法的优点是试验周期短、外源

基因的转移率较高、转入的DNA片段大小不受限

制。不足之处是操作技术复杂、成本高、不能定点整

合,且插入拷贝数随机、整合效率低,通常只有1%。

1.1.2 胞浆单精子注射法  胞浆单精子注射法

(intracytoplasmicsperminjection,ICSI)是向处于

成熟分裂Ⅱ期的卵母细胞的胞浆内显微注射单个精

子使其受精,再将体外培养获得的早期胚胎移植到

母体子宫使其发育为动物个体,即获得转基因动物。

1999年,Perry等[4]将破膜处理后的精子与外源基

因共同孵育1min后将其显微注射到小鼠卵母细胞

质中,结果显示后代有20%为阳性小鼠,此研究证

实胞浆单精子注射法是一种有效的转基因手段。相

比于原核显微注射法,胞浆单精子注射法不会造成

卵子阻滞,精子与卵细胞的自然融合可避免人为机

械操作造成的原核损伤,另外体外胚胎发育的状况

良好,转基因效率更高。缺点是整合不稳定,方法体

系不完善,但仍具有广泛的发展前景。

1.1.3 慢病毒载体法  近40年来,原核显微注

射一直是生产转基因小鼠的首选方法,但哺乳动物

通过这种方法获得转基因动物的成功率极低,而利

用慢病毒载体能够将外源基因高效整合到基因组

DNA中,故慢病毒感染成为生产转基因动物的一种

重要工具。Lois等[5]用重组慢病毒载体体外感染

小鼠胚胎,获得了普遍表达启动子驱动的绿色荧光

蛋白(greenfluorescentprotein,GFP)基因的转基

因 小 鼠 和 高 水 平 表 达 GFP 的 转 基 因 大 鼠。

Hofmann等[6]通过携带活性启动子的慢病毒载体

将基因转移到猪胚胎,首次利用慢病毒载体法在哺

乳动物上取得成功,获得了GFP转基因猪。Sasaki
等[7]将含有增强型GFP转基因的慢病毒载体注射
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到囊胚的胚泡中,成功获得了带有增强型GFP转基

因狨猴,在国际上引起了巨大轰动。2019年,靳泽

华等[8]利用表达鸡mavs基因sgRNA的慢病毒介

导的CRISPR/Cas9技术进行编辑鸡DF1细胞系基

因组,结果表明基于慢病毒系统的 CRISPR/Cas9
技术可用于鸡基因组的编辑。此方法的优点是操作

简单、整合率高、单拷贝定点整合、宿主范围广,缺点

是携带的外源基因长度有限制、外源基因的表达可

能会受到干扰导致低表达,同时可能会激活原癌基

因或有害基因,存在安全隐患。

1.2 基因的定位整合技术

1.2.1 基因打靶技术  基因打靶是指通过目的

基因定点进行同源重组,使基因组中的某一特定基

因发生改变,进而通过生物活体来研究此基因的功

能。2007年,研究人员通过基因打靶胚胎干细胞培

育了基因打靶小鼠,为基因打靶技术奠定了基础[9]。
基因打靶技术的优点是能够较精确地整合位点并且

具有较高的表达水平,但该技术的基因打靶效率太

低、容易发生二次同源重组、敲除某些基因,从而对

动物造成不良影响,甚至死亡等。

1.2.2 胚胎干细胞途径的定位整合技术  胚胎

干细胞途径的定位整合技术是从处于胚泡期的胚胎

细胞群中分离胚胎干细胞,把DNA载体转染到胚胎

干细胞中,筛选实现基因修饰的胚胎干细胞并将其注

入囊胚腔中,将注射后的囊胚移植到代孕雌性动物生

殖道,将得到部分组织发生基因修饰的嵌合体动物,
需要再繁殖一代才能筛选到全身组织发生基因修饰

的动物。Thomas等[10]首先对小鼠胚胎干细胞进行

定点诱变,然后将该打靶ES细胞导入小鼠的囊胚中

并移植到代孕母鼠子宫内,获得嵌合体仔鼠,再相互

交配得到纯合小鼠。此方式需要建立胚胎干细胞系,
并掌握囊胚注射和胚胎移植技术。该方法最大的特

点就是能够实现定向变异与育种,但胚胎干细胞系的

构建和培养技术还不够成熟,而且试验周期较长。

1.2.3 体细胞核移植途径的定位整合技术  体

细胞核移植技术也称为动物克隆技术,其过程是把

DNA载体转染到培养好的体细胞中,通过一定方法

将实现基因修饰的体细胞筛选出来,再通过体细胞

核移植结合胚胎移植获得全身组织发生基因修饰的

动物。1997年,第一个体细胞克隆动物—绵羊多莉

(Dolly)诞生,它是通过向去核的卵母细胞中显微注

射绵羊的乳腺上皮细胞,再将重组胚胎移植到代孕

动物体内,成功获得了克隆羊[11]。此技术需要掌握

体细胞核移植与胚胎移植技术。体细胞核移植技术

具有高效性、不需选配、能够实现大片段基因的转移

等优势。但体细胞转染外源基因的效率较低,细胞

筛选具有一定的难度,移植后代的存活率低、恢复全

能性困难、细胞培养的代数有限等。

1.2.4 转座子介导的基因定位整合技术  转座

子技术通常用于低等生物的遗传操作,是转基因动

物功能研究的一种重要手段。相比之下,由于缺乏

有效的转座子系统,转座子在小鼠和其他脊椎动物

中的使用仍然有限。Ding等[12]通过研究卷心菜环

蛾中携带多个基因的PiggyBac转座子在哺乳动物

小鼠转座子系统中的转座能力,结果发现其能够进

行高效转座,并获得了带有荧光的转基因小鼠。转

座子介导的基因定位整合技术具有整合效率高、承
载容量大、整合位点易确定等特点,但其会诱导剪切

和插入的位点发生突变,结果存在不稳定性,另外还

存在与内源跳跃基因相互作用的可能性[13]。

2 基因敲除技术
基因敲除主要用于研究基因功能和实现基因精

确缺失[14],其是通过基因同源重组原理定点修饰改

造基因组,并使修饰和改造后的遗传信息经生殖系

遗传,改变宿主性状[15]。通过同源重组载体介导实

现内源靶基因敲除一般效率很低,随着基因修饰技

术的发展,除了同源重组外,新的原理和技术也逐渐

被应用,目前一般利用同源重组载体结合ZFNs、

TALENs或CRISPR/Cas9表达载体在内源靶基因

中高效定点插入筛选标记基因,实现高效的基因敲

除。如果目的只是敲除(灭活)靶基因,而不需要在

靶基因中定点插入筛选标记基因,单纯用ZFNs、

TALENs或CRISPR/Cas9表达载体介导也能够实

现高效的基因敲除,其过程是切割靶基因,让其进行

非同源末端连接修复,修复后将会在靶基因的切割

位置产生约几个碱基的突变,从而让靶基因的氨基

酸序列改变,达到敲除或灭活靶基因的目的[16-18]。

2.1 人工核酸内切酶载体介导整合

2.1.1 ZFNs介导的基因敲除  ZFNs技术是近

年来发展起来的新型基因编辑技术之一,ZFNs是

由锌指蛋白和FokⅠ内切酶两部分组成。在存在适

当设计的供体DNA的情况下,ZFNs诱导靶位点和

供体DNA之间的同源重组。在没有供体DNA的

情况下,ZFNs介导的切割使非同源末端连接进而

破坏基因位点。由ZFNs介导的动物靶向遗传修饰

最早是在果蝇[19]和斑马鱼[20]中得到证实。2009年,

Geurts[21]等利用ZFNs敲除了1个外源基因绿色荧
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光蛋白和2个内源性基因免疫球蛋白 M 和Ras相

关的GTP结合蛋白(Rab38),首次成功构建了基因

打靶大鼠并证实了ZFNs的高效性。2015年,梁
浩[22]利用构建的一对识别位点和切割位点位于小

鼠MSTN 基因第1外显子区域的ZFNs定点敲除

小鼠MSTN 基因,成功获得了基因纯合突变的小

鼠。ZFNs方法很难找到完全匹配的三连子锌指,
并且其脱靶效率极高,故没有被广泛应用。

2.1.2 TALENs介导的基因敲除  TALENs靶

向基因敲除技术为分子生物学研究提供了一种全新

的手段,实现了基因组的定点突变。其在2012年被

《Science》评选为年度十大科学突破的新技术之一,
已被广泛运用于各种生物的基因组编辑。TALENs
介导的基因敲除首先利用其特异性较强的 TALE
结构识别并定位至靶位点,再通过发挥内切酶活性

在左、右靶位点的中间区域切断DNA双链,从而诱

发DNA损伤修复机制,成功敲除或敲入靶基因[23]。

2011年,Miller等[24]利用 TALENs特异性敲除了

人内源性NTF3和CCR5基因,表明其可以有效地

应用于 内 源 基 因 的 调 控 和 修 饰。2017年,Chen
等[25]利用定点突变将一对编码TALEN的 mRNA
注入SD大鼠的受精卵,获得了瘦素受体敲除的肥

胖SD大鼠。TALENs实现了对任意基因序列的修

饰,与ZFNs技术相比,TALENs技术成功率高、适
用范围广、效率也更高,但其不足是TALENs分子

比ZFNs大很多,制备1个蛋白质分子比较麻烦,不
能有效导入细胞,易引起机体免疫反应等。

2.1.3 CRISPR/Cas9 介 导 的 基 因 敲 除   
CRISPR/Cas9系统是通过Ⅱ型CRISPR/Cas免疫

系统依赖Cas9DNA切割酶和目标序列互补的向导

RNA定点切割外源 DNA,进而识别和降解外源

DNA。CRISPR/Cas9系统是一种新型的基因修饰

技术,可 用 于 治 疗 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 (Human
immunodificiencyvirus,HIV)等免疫疾 病。2013
年,Cong等[26]设计了2种不同的Ⅱ型CRISPR/Cas
系统,并指出Cas9核酸酶能够由短RNA指导来精

确切割小鼠和人类细胞中的内源性基因组位点。

CRISPR/Cas9系统能够精确修饰多个基因组,而且

近年来得到了飞速发展并逐渐偏向于实践应用,如

Khalili等[27]利用CRISPR/Cas9系统清除人 T细

胞基因 组 中 的 Ⅰ 型 HIV(HIV-1)。2017 年,呼
锐[28]利 用 CRISPR/Cas9基 因 修 饰 工 具 将 Cas9
mRNA和sgRNA注射入原核,成功获得了具有长

毛性状的FGF5基因敲除羊。2018年,研究人员利

用体细胞核移植结合CRISPR/Cas9系统成功生产

出1头CD163基因敲除猪[29]。2022年,Widjaya
等[30]提出通过双敲除和敲除-敲入对应靶基因来提

高干细胞移植中用于 HIV治疗的CRISPR编辑效

率,促进了CRISPR编辑的干细胞移植对HIV相关

基因修饰的未来发展。CRISPR/Cas9系统操作简

便,适用于多种生物体,并能够同时对多个靶基因序

列或单碱基进行定点编辑。
近 年 来 发 展 起 来 的 ZFNs、TALENs 及

CRISPR/Cas9基因组编辑三大工具,能够实现基因

组的精确修饰,为高效率基因打靶开辟了一条崭新

的道路。ZFNs、TALENs及CRISPR/Cas9介导的基

因敲除技术被广泛应用,其优缺点也逐渐凸显(表1)。
此外,还有一种特殊的基因修饰技术———条件性敲

除或组织特异性敲除,这种技术目前应用也较多,该
技术一般利用Cre-loxP系统介导实现[17,31]。

表1 ZFNs、TALENs及CRISPR/Cas9优缺点

Table1 AdvantagesanddisadvantagesofZFNs,TALENsandCRISPR/Cas9

基因修饰技术

Genemodificationtechnology
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

ZFNs 靶向传递基因的效率高;
靶向结合效率高

组装困难、耗时耗力;
核酸酶设计成功率低;
可能有较高的脱靶率;
不适合高通量靶向目的基因

TALENs 成本低、细胞毒性较小;
特异性高,容易设计;
靶向结合效率高;
核酸酶设计成功率较高

靶向传递效率低;
重复序列可能造成非特异性剪切;
通量低

CRISPR/Cas9
编辑效率更高;
操作简单,成本低;
通量上无限制

脱靶效率较高;
同源重组效率低
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2.2 同源重组结合人工核酸内切酶载体介导整合

通过同源重组使靶向基因失活能够为研究基因

功能提供理论信息,但自然状态下细胞染色体与供

体DNA发生同源重组效率非常低(约为1×10-6),
费时费力,以及潜在不良的诱变效应,限制了该技术

的使用。人工核酸内切酶是定向修饰基因组的重要

工具,其通过诱导靶向 DNA 双链断裂诱发细胞

DNA修复机制,从而实现精确高效的遗传修饰[32]。

1986年,Thomas等[33]通过同源重组结合基因打靶

技术,成功向缺失新霉素抗药基因的细胞中导入抗

药基因。2008年,Doyon等[34]设计了针对斑马鱼金

色和 无 尾/短 尾 基 因 的 ZFNs,将 编 码 ZFNs的

mRNA注射到单细胞胚胎中,在斑马鱼中成功实现

了基因的定点突变。同源重组结合人工核酸内切酶

载体介导整合大大提高了基因定点整合的效率,为
动物模型的建立与基因组功能的研究提供了强大动

力。

3 基因修饰技术的应用

3.1 动物遗传育种领域

3.1.1 改良畜禽性状  提高畜禽生长性状和产

品品质是畜牧学研究的重大课题,研究者们长期致

力于研发具有优良性状的新品种。传统品种改良主

要是利用杂交育种筛选优良性状,需要消耗大量的

人力物力和时间,而利用基因修饰技术大大提高了

改良效率。Golovan等[35]利用基因修饰技术构建了

唾液腺表达大肠杆菌源植酸酶的基因修饰猪模型,
此成果大大降低了猪饲料中无机磷和植酸酶的添加

量,降低了成本,同时降低了猪排泄物中的磷含量,
猪肉生产更环保。Crispo等[36]利用CRISPR/Cas9
系统将绵羊基因组中的肌肉生长抑制素 Myostatin
基因敲除,通过显微注射获得了肌肉生长抑制素敲

除羊,结果表明缺失 Myostatin基因的绵羊体重比

野生型绵羊更高。

3.1.2 提高畜禽抗病能力  传染病的暴发对养

鸡业影响巨大,而通过转基因技术在鸡基因组中转

入对这类疾病具有抵抗力的基因,使这些基因不能

侵染鸡,从而培育出抗病鸡,能够一定程度上减少经

济损失。2023年,“多莉”实验室利用基因编辑技术

修改了鸡生殖细胞中产生蛋白质的基因,培育出了

能够抵抗禽流感的鸡[37]。利用CRISPR/Cas9基因

修饰工具可以精准地编辑猪基因组中的抗病基因,
增强猪对某些病原微生物的抵抗能力,Whitworth
等[38]利用CRISPR/Cas9基因修工具敲除猪基因组

中的CD163基因,使其不受猪繁殖和呼吸综合征病

毒的感染,从而增强了猪抗病能力。Gao等[39]利用

CRISPR/Cas9基因修饰系统在牛基因组中插入

NRAMP1基因,证明其可以提高牛对结核病的抵

抗力。

3.1.3 改善畜产品品质  通过转基因技术能够

使奶牛分泌具有不同特性的牛奶,从而满足大众对

不同奶质的需求。2002年,Ravensbergen等[40]将

牛的αs1酪蛋白启动子与6.2kb的人乳铁蛋白基因

组片段结合作为转基因载体,经显微注射获得了人

乳铁蛋白含量较高的转基因牛,实现了“人源化牛

奶”的规模化生产,广泛应用在开发新型婴幼儿配方

奶粉、功能食品和药物等领域,并且此种奶牛还具有

抗乳房炎等特性,为奶牛培育新品种提供了良好材

料。基因修饰技术也广泛应用于其他肉类动物的生

产中,Zheng等[41]应用CRISPR/Cas9系统在猪内

源性UCP1基因位点定点插入外源小鼠UCP1基

因,成功获得了转基因编辑猪,其瘦肉率得到显著提

高;Park等[42]通过CRISPR/Cas9基因修饰工具定

向编辑鸡基因组从而生产脂肪含量低的基因修饰

鸡。

3.1.4 研究基因功能  随着DNA测序技术的

不断发展,已经有许多物种完成了全基因组测序。
目前生物学研究的一个重要课题就是探究基因的功

能,而基因修饰技术可以特异性识别靶向序列,定点

修饰靶向基因,所以通过其来鉴定重要基因的功能

越来越重要。2015年,Hu等[43]通过 TALENs技

术敲 除 人 乳 头 瘤 病 毒(Humanpapillomavirus,

HPV)阳性细胞系中的E6和E7原癌基因,能够抑

制HPV阳性细胞增长并降低其致癌作用。作为一

种高通量遗传筛选工具,CRISPR/Cas9已被用于分

析癌症相关基因功能以及生物学途径[44]。2023年,

Santinha等[45]建立了一种腺相关病毒介导体内单

细胞CRISPR 筛选的转录连锁分析方法(AAV-
Perturb-Seq),以高通量方式研究复杂组织中基因

型和表型的关系,有助于更好地理解生物学和疾病

机制的因果关系,以确定干预和治疗疾病的治疗靶

点。此方法被广泛应用于体内基因组学研究,如最

新研究表明使用CRISPR研究基因功能有助于理

解22q11.2缺失综合征[46]。

3.2 生物医药领域

3.2.1 基因治疗  随着基因组学的飞速发展,具
有靶向特异性、高精确性等优势的新型基因修饰成

为了基因治疗领域的强大工具,并广泛应用于遗传

366



中 国 畜 牧 兽 医 51卷 

性疾病治疗、传染性疾病治疗和癌症治疗等领域。

Perez等[47]通过定点敲除CD4+ T细胞CCR5基因

获得了HIV抗性基因型细胞,抑制了 HIV的繁殖

与传播,达到了基因治疗的目的。Mussolino等[48]

利用 TALENs和 ZFNs技 术 成 功 定 点 敲 除 了

HEK293细胞的CCR5及CCR2基因位点中19bp
的靶序列,结果显示45%转染细胞均实现了基因编

辑。Niu等[49]将Cas9的mRNA和sgRNA共同注

射到单细胞阶段胚胎中,成功在食蟹猴中实现了精

确的基因靶向,这对人类遗传性疾病的基因治疗具

有里程碑式的意义。利用CRISPR/Cas9基因修饰

系统能够编辑干细胞和免疫应答细胞中的基因。如

在癌症免疫治疗中,通过CRISPR/Cas9系统靶向

敲除程序性死亡受体-1,然后将工程细胞移植回体

内,能够显著提高其对癌细胞的细胞毒性[50],该技

术对肝癌、肺癌和前列腺癌的临床试验正在进行中,
有望取得更大突破。Koo等[51]通过腺病毒共同递

送编码Cas9蛋白和表皮生长因子受体(EGFR)突
变特异性sgRNA的质粒,结果抑制了异种移植小

鼠肿瘤的生长。除了目前研究较多的抗癌领域,

CRISPR/Cas9系统在与遗传性疾病相关的各种疾

病(如β地中海贫血、酪氨酸血症)的治疗发展中也

显示出巨大的潜力[52-53]。基因组定点修饰技术在治

疗遗传性疾病方面有很大的应用价值,如果能够针

对人工核酸内切酶所引起的不良反应设定安全的检

测方法、使细胞毒性降低,则将会不断扩大基因治疗

的应用范围。

3.2.2 生产动物生物反应器  动物生物反应器

的研制为生产药物蛋白开拓了新局面,并且目前已

有从动物生物反应器中成功表达外源活性蛋白的报

道。2015年,曾有学者利用CRISPR/Cas9基因修

饰工具对猪受精卵的基因组(产生猪白蛋白的基因

区域)进行了基因编辑,敲入人类生产白蛋白的等位

基因,所产仔猪均带有预期敲入的基因,并且能在其

血液中检测到人白蛋白[54]。利用唾液腺生物反应

器而获得表达人基因治疗蛋白方面的研究也取得了

很大进展。2017年,Zeng等[55]构建出了唾液腺特

异表达人神经生长因子(hNGF)的转基因小鼠,从
而能够利用该转基因小鼠的唾液腺作为生物反应器

从转基因小鼠的唾液中制备出hNGF蛋白。2022
年,Zeng等[56]成功制备了转人神经生长因子基因

猪,首次利用转基因猪的唾液腺作为生物反应器,高
效合成人神经生长因子。与小鼠等生物反应器相

比,近年开发和应用的猪唾液腺生物反应器中存在

的蛋白表达总量较多、活性较高,为推动重组药物蛋

白的生产和应用作出了重要贡献。

3.2.3 建立人类疾病的动物模型  动物疾病模

型的构建对于疾病发生机制的研究以及疾病的防治

等具有极其重要的意义,另外,在药物开发、器官移

植等方面也发挥着重要作用。由于临床上对动物模

型的需求日益增加,因此,利用基因修饰技术构建动

物模 型 已 成 为 研 究 热 点。Song等[57]首 次 利 用

TALENs技术获得了世界首例免疫缺陷家兔疾病

模型,并建立了兔基因打靶的高效技术平台。2001
年,Uchida等[58]通过显微注射技术成功获得了亨廷

顿蛋白(Huntingtin,HTT)基因突变的基因编辑

猪。随后,Yang等[59]利用体细胞克隆技术构建了

亨廷顿舞蹈症(huntingtondisease,HD)猪模型。

2018年,Yan等[60]将人源突变 HTT 基因定点插入

到猪HTT 基因座内,成功制备出表达人源性全长

突变型 HTT的基因编辑猪,此模型可以模拟人类

神经退行性疾病的特征,为进一步研究大型哺乳动

物神经性疾病的发病机制和治疗策略提供依据。

4 小结与展望
基因修饰技术在给人类健康、生活带来诸多益

处的同时,也面临着由此引发的法律问题和伦理挑

战。2018年的“基因编辑婴儿”事件引发争议,国家

明令禁止以生殖为目的的人类胚胎基因编辑活动,
基因编辑双胞胎婴儿的诞生严重违背了伦理道德和

基因发展规律,极易引发道德问题与社会风险,因此

应不断完善有关人类基因编辑的法律制度。在动物

福利方面,基因修饰技术是一把双刃剑。一方面,使
用更精确的基因修饰技术,如CRISPR/Cas9技术

可以提高畜禽的抗病性,还可用于缓解动物生产中

的福利问题,例如在孵化场大量扑杀不需要的雄性

雏鸡和反刍动物去角。另一方面,在基因修饰过程

中存在脱靶效应会致使动物畸形。近年来,国家高

度重视科研伦理的治理工作,法律制度的不断完善

为基因修饰技术的发展提供了有利保障,另外应使

公众积极参与到伦理监管中,还应当加强科研人员

的道德培育,提高科研人员的社会责任感。
基因修饰技术随着现代生物学分子技术的发展

而不断完善,使得畜禽基因功能的研究和转基因育

种更加高效,在动物遗传育种以及生物医药等领域

取得了显著成就,其在畜牧业的应用前景不可估量。
基因修饰技术弥补了传统转基因技术的随机整合、
遗传不稳定等缺陷,具有广阔的发展前景。尤其是
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CRISPR/Cas9技术因其具有简单、高效、成本低等

特点,逐渐被研究人员认可并使用。基因修饰技术

对于研究基因遗传功能和控制至关重要,极大推动

了有关疾病治疗领域的发展。但此技术的组织靶向

递送困难和脱靶效应仍在一定程度上限制了其临床

应用,因此提高药物传递效率和特异性是未来主要

的研究方向。虽然目前仍有许多问题丞待解决,但
随着研究的不断深入以及科研人员的不断努力,相
信在不久的将来会研发出更加安全、高效的基因编

辑工具,为人类生活和畜牧生产造就福音。
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