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基因编辑技术在免疫缺陷动物模型研究中的
应用进展

马云辉,王晓堂,高继萍,宋国华∗

(山西医科大学实验动物中心,实验动物与人类疾病动物模型山西省重点实验室,太原　 030001)

　 　 【摘要】 　
 

免疫缺陷动物模型在临床前研究中发挥重要作用,是现代生物医学研究领域的重要实验工具,广
泛应用于免疫学、遗传学、肿瘤学与微生物学等研究领域。 基因编辑是针对生物体基因组进行靶向修饰的技术,从
出现到应用,极大推动了生物医学研究领域的发展。 基因编辑技术主要包括 HEs、ZFNs、TALENs 与 CRISPR / Cas9
系统。 目前,研究者已利用该技术建立了多种类型的免疫缺陷动物模型,各有其优势和局限性。 近年来,大量研究
证实人源化免疫缺陷动物模型能够精准模拟癌细胞、药物以及免疫系统在人体内的作用,可以更好地模拟人类疾
病,广泛用于研究人类免疫生物学及人类复杂疾病的潜在机制。 本文对利用基因编辑技术构建免疫缺陷动物模型
的研究应用进展进行综述,对基因编辑技术在免疫缺陷动物模型制备中存在的问题及优化策略深入探讨,并对其
未来发展前景进行了展望,以期为研究者选用和建立免疫缺陷动物模型提供参考。
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　 　 【Abstract】 　
 

Immunodeficient
 

animal
 

models
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

preclinical
 

research
 

and
 

are
 

important
 

experimental
 

tools
 

in
 

modern
 

biomedical
 

research
 

that
 

are
 

widely
 

used
 

in
 

immunology,
 

genetics,
 

oncology,
 

microbiology,
 

and
 

other
 

research
 

fields.
 

Gene
 

editing
 

is
 

a
 

technology
 

for
 

targeted
 

modification
 

of
 

biological
 

genomes.
 

From
 

emergence
 

to
 

application,
 

it
 

has
 

greatly
 

promoted
 

the
 

development
 

of
 

biomedical
 

research.
 

Gene
 

editing
 

technology
 

mainly
 

includes
 

homing
 

endonucleases,
 

zinc
 

finger
 

nucleases,
 

transcription
 

activator-like
 

effector
 

nucleases,
 

and
 

the
 

CRISPR / Cas9
 

system.
 

Researchers
 

have
 

used
 

these
 

technologies
 

to
 

establish
 

various
 

types
 

of
 

immunodeficient
 

animal
 

models,
 

each
 

with
 

advantages
 

and
 

limitations.
 

In
 

recent
 

years,
 

a
 

large
 

number
 

of
 

studies
 

have
 

confirmed
 

that
 

the
 

human
 

immunodeficient
 

animal
 

model
 

accurately
 

simulates
 

the
 

functions
 

of
 

cancer
 

cells,
 

drugs,
 

and
 

the
 

human
 

immune
 

system,
 

better
 

simulates
 

human
 

diseases,
 



and
 

is
 

widely
 

used
 

to
 

study
 

human
 

immunobiology
 

and
 

the
 

potential
 

mechanisms
 

of
 

complex
 

diseases.
 

In
 

this
 

article,
 

we
 

review
 

the
 

progress
 

in
 

the
 

research
 

and
 

application
 

of
 

gene
 

editing
 

technology
 

to
 

the
 

establishment
 

of
 

immunodeficient
 

animal
 

models,
 

discuss
 

in
 

depth
 

the
 

problems
 

and
 

optimization
 

strategies
 

of
 

gene
 

editing
 

technology
 

in
 

the
 

preparation
 

of
 

immunodeficient
 

animal
 

models,
 

and
 

present
 

its
 

future
 

development
 

prospects
 

to
 

provide
 

references
 

for
 

researchers
 

to
 

select
 

and
 

establish
 

immunodeficient
 

animal
 

models.
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　 　 实验动物是进行生物医学研究的重要实验材
料,为相关研究的顺利开展提供源自实验动物“真
实世界”的数据支撑。 但其用于人类疾病的研究仍
具有局限性,例如无法完全模拟人类疾病,缺少针
对特定疾病的实验动物,从而导致利用实验动物进
行临床试验的结果与预期相差甚远。 因此,迫切需
要利用特定技术和手段对实验动物加以修饰使之

满足对人类疾病的研究要求,而基因编辑技术的出
现正好满足这种需要。

基因编辑技术是指通过核酸酶对靶基因进行

定点改造,实现特定 DNA 的定点敲除、敲入以及突
变等,以使动植物、细胞等获得新表型的一种新型
技术,极大地丰富了实验动物的品种品系。 基因编
辑技 术 主 要 包 括 归 巢 核 酸 内 切 酶 ( homing

 

endonuclease, HEs )、 锌 指 核 酸 酶 ( zinc
 

finger
 

nucleases,ZFNs )、转录激活因子样效应核酸酶
( transcription

 

activator-like
 

effector
 

nucleases,
TALENs)与规律成簇间隔短回文重复序列 / CRISPR
相关蛋白 9 ( clustered

 

regularly
 

interspaced
 

short
 

palindromic
 

repeats / CRISPR-associated
 

proteins,
CRISPR / Cas9)等[1] 。 尽管基因编辑动物的出现拓
展了相关疾病研究,但由于人源细胞在异种移植时
免疫排斥反应等的局限性,极大限制了其在相关疾
病中的应用,免疫缺陷动物很好地解决了这一问题。

免疫缺陷动物是指由于先天性遗传突变或用

人工的方法改造的免疫功能缺陷的动物,与人类免
疫系统缺陷相似,研究肿瘤、血液学、传染病、自身
免疫和移植物抗宿主病( graft

 

versus
 

host
 

disease,
GVHD)等领域的评估都得益于使用免疫缺陷动物
模型[2] 。 目前,几乎所有类型的人源肿瘤均已在免
疫缺陷动物体内建立了移植瘤模型,为肿瘤发生发
展及转移机制研究、抗肿瘤药物筛选及治疗方法评
估提供了载体。 早在 1966 年,Flanagan[3]首次验证

了 Nude小鼠的免疫缺陷性,由于 Foxn1基因变异导
致其 T 细胞缺失,伴随而来的免疫力显著下降,但

NK细胞活性补偿性增加,正常体液免疫未受影响,
人类造血干细胞移植后无法存活,开创了免疫缺陷
动物研究的先河。 自此,研究者陆续制备了免疫 T、
B以及 NK细胞缺失的免疫缺陷动物,并推广其在
肿瘤学、免疫学等领域研究的应用,尤其是以免疫
缺陷动物为基础开发的人源化动物模型为新药研

发提供了可靠的体内研究平台[4] 。
基因编辑技术不仅为疾病相关基因功能研究

提供便捷途径,也有助于免疫缺陷动物模型构建,
进而促进生物和医药等相关领域发展。 因此,本文
分析比较了 ZFNs、TALENs、CRISPR / Cas9 技术的优
缺点,综述了现有的基因编辑技术在免疫缺陷动物
模型的应用及其在人源化动物模型领域的研究,以
期为多种人类疾病的研究提供新思路。

1　 基因编辑技术的概述

　 　 基因编辑系统主要包括早期兴起的 HEs、ZFNs
和 TALENs 等技术,以及近年来以 CRISPR / Cas9 为
代表的新型技术。 研究者已采用上述技术成功构
建了多种基因编辑动物模型[5-6] 。 因此,本文首先
针对不同的基因编辑技术的主要原理进行概述,并
对其优缺点进行比较分析,如表 1所示。
1. 1　 HEs
　 　 HEs属于巨核酸酶,存在于各种细菌、真核生物
和古生物中[7] 。 该酶具有高特异性,能在 14 ~ 40

 

bp
的特定位点上识别并切割双链 DNA,且只与靶 DNA
相互作用。 HEs促进了遗传物质在生物体内的横向
移动,该过程被称为“归巢”,其在归巢过程中诱导
DNA 激活双链 DNA 断裂 ( double

 

strand
 

breaks,
DSBs)损伤修复。 在真核生物中修复途径除同源重
组(homologous

 

recombination,HR)外,主要为非同源
末端连接( non-homologous

 

end
 

joining,NHEJ)。 然
而,找到适合靶向特定基因序列的 HEs 的概率极
低,实施起来耗时耗力。 此外 HEs 的设计的另一困
难是其 DNA结合结构域和 DNA裂解结构域很难分
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离,很大程度上限制了其广泛应用。
1. 2　 ZFNs
　 　 ZFNs又名锌指核酸酶,来源于真核生物,是杂
交异质二聚体蛋白,每个亚基包含多个锌指结构域
(锌指蛋白( zinc

 

finger
 

protein,ZFP)串联组成 DNA
结合域)和 1个 Fok1内切酶结构域(Fok1 是来自黄
杆菌属细菌的限制性核酸内切酶)。 单个 ZFP 识别
9 ~ 18

 

bp 的特定位点,两个单体 ZFN 相互作用产生
酶切功能,从而达到靶向 DNA 剪切的目的。 ZFNs
通过在特定位点诱导 DNA 中的 DSBs 来促进同源
定向修复( homologous

 

directed
 

recombination,HDR)
和 NHEJ[8] 。 自 1996 年 Kim 等[9]报道 ZFNs 以来,
其显示出相当大的应用前景。 目前,利用该酶已经
成功地在原核生物和真核生物中进行了基因编

辑[10] 。 研究者根据靶 DNA序列设计特异性的锌指
蛋白,从而在特定位置导入外源基因,其特异性不
仅取决于目标序列本身,还取决于基因组中相邻的
序列,因而相比于其他基因编辑技术,ZFNs 具有成
本低、剪切效率高的优点。

表 1　 HEs、ZFNs、TALENs、CRISPR / Cas9比较
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

HEs,ZFNs,TALENs
 

and
 

CRISPR / Cas9
比较

Comparison HEs ZFNs TALENs CRISPR / Cas9

来源
Source

细菌、动植物
Bacteria,

 

animals
 

and
 

plants
真核生物
Eucaryon

细菌
Bacteria

细菌、古菌
Bacteria,

 

archaea

结构
Structure

二聚体
Dimer

二聚体
Dimer

二聚体
Dimer

单体
Monomer

设计简易度
Simplicity

 

of
 

design
困难
Hard

中等
Medium

略微复杂
Slightly

 

complicated
简单
Easy

靶点 DNA序列的识别区域
Recognition

 

region
 

of
 

the
 

target
 

DNA
 

sequence

归巢核酸内切酶
Homing

 

endonuclease
锌指结构域

Zinc
 

finger
 

domain
重复可变残基

Repeat
 

variable
 

diresidues
crRNA或 sgRNA
crRNA

 

or
 

sgRNA

DNA的剪切结构
Shear

 

structure
 

of
 

DNA
归巢核酸内切酶

Homing
 

endonuclease
Fok1核酸酶
Fok1

 

nuclease
 

Fok1核酸酶
Fok1

 

nuclease
 

Cas9蛋白
Cas9

 

protein

识别靶点大小
Identify

 

the
 

target
 

size 12 ~ 40
 

bp 单体 9 ~ 18
 

bp
Monomer

 

9 ~ 18
 

bp
单体 14 ~ 20

 

bp
Monomer

 

14~ 20
 

bp Cas9
 

22
 

bp

优点
Advantages

特异性高
High

 

specificity
效率高
Efficient

特异性高
High

 

specificity
靶向精确

Precise
 

targeting

细胞核外基因组靶向修饰
Extracellular

 

genome
 

targeted
 

modification

否
Cannot

否
Cannot

能
Can

否
Cannot

脱靶效率
Off-target

高
High

较高
Higher

低
Low

稍高
A

 

little
 

high
剪切效率

Shear
 

efficiency
低

Low
高

High
较高

Higher
稍高

A
 

little
 

high
成本
Cost

高
High

低
Low

较高
Higher

低
Low

1. 3　 TALENs
　 　 TALENs 与 ZFNs 相似,也是由 DNA 结合域和
DNA剪切靶点组成。 TALENs 特异性识别 DNA 序
列依赖于重复可变残基( repeat

 

variable
 

diresidues,
RVDs), 1 个锌指域可以识别 3 个碱基对。 而
TALENs的优势在于 1 个模块只能特异识别其 DNA
结合域中的 1个核苷酸,即使在多个模块连接的情
况下,也不会发生识别序列的干扰。 这一特性促进
了 TALENs系统的创建,使其可以识别更多的目标
序列。 由于其目标序列的剪切比 ZFNs 更具有特异
性,所以适用于任何生物基因组的任何 DNA 序列。
此外,TALENs也是通过在特定位点诱导 DSBs 来促
进 HDR和 NHEJ,但 TALENs 系统在体细胞和多能
干细胞中产生 DSBs 更有效[11] 。 目前,基因编辑细
胞质中细胞器基因组的操作是具有挑战性的,除了
一些 tRNA可以导入线粒体或叶绿体,将 RNA 分子
导入核外细胞器的难度仍较大。 值得一提的是,最
近有研究者将 TALENs成功用于细胞器的基因编辑
中,实现了线粒体和叶绿体基因组的碱基编
辑[12-13] 。 但是 TALENs存在分子量巨大、成本较高
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的局限性。
1. 4　 CRISPR / Cas9
　 　 CRISPR / Cas9 系统于 2012 年首次被报道[14] 。
规律间隔成簇短回文重复序列( clustered

 

regularly
 

interspaced
 

short
 

palindromic
 

repeats,CRISPR),有时
被称为“短规则间隔短重复”,在 20 世纪 80 年代发
现于大肠杆菌中。 ZFNs 和 TALENs 技术对 DNA 位
点的识别是基于需要 DNA-蛋白质相互作用的人工
蛋白对序列的识别,与 ZFNs和 TALENs两种技术不
同,CRISPR / Cas 系统的 DNA 识别是 RNA-DNA 相
互作用。 其是由 Cas9 核酸酶和单链向导 RNA
( single

 

guide, sgRNA ) 组成。 其中 sgRNA 是由
crisprRNA(crRNA)和 tracrRNA组成的单链 RNA 分
子,可以指导 Cas9定位目标 DNA并切割它,在原间
隔邻近模体( protospacer

 

adjacent
 

motif,PAM)区域
产生 DSBs[15] 。 Cas9 核酸酶有组氨酸-天冬酰胺-
组氨酸( histidine-asparagine-histidine,HNH)和 RuvC
两个功能结构域。 HNH 结构域剪切与 sgRNA 互补
的目标 DNA,RuvC 结构域剪切非目标链。 此外,
CRISPR / Cas9 也可通过 HDR 和 NHEJ 机制修复
DSBs。 但与 TALENs相比,在缺乏 sgRNA 的传递方
法的情况下,CRISPR / Cas9 系统目前不能直接用于
细胞器基因组靶向修饰。

2　 免疫缺陷动物概述

　 　 免疫缺陷小鼠是最先应用的免疫缺陷动物模
型,其发展主要经历了以下几次重要突破。 1966 年
T细胞缺乏的无胸腺裸鼠( Nude

 

mouse)产生,迄今
为止其作为模型鼠用于肿瘤细胞成瘤仍有很高的

价值[2] ;1983年产生了 T 细胞、B 细胞均缺乏的严
重免疫缺陷的重症联合免疫缺陷( severe

 

combined
 

immunodeficiency,SCID)小鼠[16] ;1991 年研究者首
次研发出体内移植人外周血细胞的 Hu-SCID 小
鼠[17] ; 1992 年 研 究 者 发 现 了 重 组 激 活 基 因
(recombination

 

activating
 

genes,Rags)Rag1、Rag2 基
因敲除免疫缺陷小鼠[18-19] ; 2002 年研究者们在
NOD / SCID 小鼠品系引入白介素 2 受体 γ 链
( interleukin

 

2
 

receptor
 

subunit
 

gamma
 

chain,IL2rg)的
突变,IL2rg基因编码的蛋白是许多白介素受体的重
要信号成分,包括白介素-2、4、7 和 21,因此被称为
共同 γ链,进而产生了目前来讲免疫缺陷程度最高
的 NSG小鼠或 NOG 小鼠[20] 。 除此之外,其他物种
的免疫缺陷动物也有很大突破,例如大鼠、家兔、猪

等。 目前,免疫缺陷动物广泛应用在在肿瘤学研
究、免疫学研究、干细胞研究、人源化类器官等方面。
3　 基因编辑技术在免疫缺陷动物模型研究中的
应用

　 　 在肿瘤学研究中,利用免疫缺陷动物模型进行
临床前研究至关重要。 基因编辑技术在构建免疫
缺陷动物模型中起着重要作用,随着基因编辑技术
的逐渐成熟,各种免疫缺陷动物层出不穷。 然而,
自发突变且适用于不同肿瘤研究的基因缺陷和免

疫缺陷动物种类少之又少。 传统胚胎干细胞打靶
低效、耗时、费力、成本高昂、构建时间长,并且有物
种限制性,只适用于小鼠,而 CRISPR / Cas9 具有高
效、快捷、简便、成本便宜、构建时间短,无物种限制
性等的优势[21] 。 随着基因编辑技术的发展,能够精
确到靶向修饰基因,简化了免疫缺陷动物模型的改
造,使针对性更强、免疫缺陷程度更高的动物模型
供给临床前研究。
3. 1　 基因编辑技术在免疫缺陷小鼠模型研究中的
应用

3. 1. 1　 自发性免疫缺陷小鼠
　 　 目前,无胸腺裸鼠在各研究领域特别是肿瘤
学、免疫学、药品和生物制品的安全性评价及有效
药品的筛选等方面展现出巨大的价值,已成为医学
生物学研究领域中不可缺少的实验动物模型[22] 。
裸鼠是由位于 11 号染色体上的隐性基因 Foxn1 自
发突变导致,编码的蛋白提前终止而形成截短的无
功能蛋白所致,该编码蛋白可以调节胸腺的发育和
角质形成细胞的分化,突变后导致严重的原发性 T
细胞免疫缺陷和先天性脱发。 因为裸鼠仍有 B 细
胞和较强的 NK 细胞应答,所以不适合用作淋巴瘤
和白血病的研究。 裸鼠来源于近交系,导致其繁殖
能力减弱,乳腺发育不良,无法有效哺育后代,因此
裸鼠成瘤模型难以制备。 此外,在裸鼠和重症联合
免疫缺陷( severe

 

combined
 

immunodeficiency,SCID)
小鼠模型中对人类肿瘤进行异种移植的研究受到

了肿瘤生长不良以及宿主对移植物反应性的限制,
改变了肿瘤结构和肿瘤微环境[23] 。
3. 1. 2　 基因编辑技术改进的免疫缺陷小鼠
　 　 经基因编辑技术改造的严重免疫缺陷的 NOD-
SCID和携带 IL2rgnull 突变的 NODRagnull 小鼠( NSG
和 NRG)使得人类原发性肿瘤的生长与临床上相似
性更高[24] 。 2002 年 Ito 等[20]将 IL2rgnull 小鼠回交

到 NOD / ShiJic-Prkdcscid 小鼠建立了免疫功能严重不
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全的 NOD / SCID / γc
null

 

(NOG)小鼠,在移植人造血细
胞时有极高的植入后存活率。 2005 年 Jakson 实验
室通过将 IL2rgnull 小鼠回交到 NOD / ShiLtSz-Prkdcscid

小鼠而得到 NSG 小鼠,该鼠 T、B 淋巴细胞、NK 细
胞,树突状细胞和巨噬细胞缺陷,细胞渗漏率极
低[25] 。 在 CRISPR / Cas9 基因编辑系统出现后,刘
亚宸等[5]利用 CRISPR / Cas9 系统获得了 NOD 突
变、成熟 B、T 和 NK 细胞完全缺失的 cNSG (中国
NSG)小鼠新品系,与美国 Jakson实验室开发的 NSG
小鼠具有相同的免疫水平,并且缩短了免疫缺陷动
物模型的构建时间。 M-NSG 重度免疫缺陷小鼠同
样如此,其是利用 CRISPR / Cas9 技术在

 

NOD / SCID
 

的基础上敲除 IL2rg基因,致该鼠缺失成熟 T、B、NK
细胞,成为目前免疫缺陷程度最高的小鼠之一国际
公认的免疫缺陷程度较高,较适合人源细胞或组织
移植的工具小鼠[26] 。

NOD
 

Rag2
 

gamma ( NRG ) 小 鼠、 NOD. Cg-
Rag1tm1Mom

 

IL2rgtm1Wjl 小鼠与 NSG 小鼠非常类似,是
由 Rag基因缺失代替 Prkdc 基因缺陷[27] 。 由 Prkdc
缺陷引起的 SCID免疫缺陷小鼠在患者衍生的异种
移植(patient-derived

 

tumor
 

xenograft,PDX)对标准化
疗反应的研究中,在剂量、频率等方面存在局限性
可能是由于 Prkdc 编码突变导致 DNA 修复缺陷和
极端的放射敏感性,而 Rag 基因能够弥补 Prkdc 突
变导致对辐射敏感等不足。 在近些年,基因编辑技
术迅猛发展,北京维通达公司利用 CRISPR / Cas9 技
术获得 Rag2(recombination

 

activating
 

gene
 

2)敲除的
C57BL / 6小鼠品系,然后与 NPG / Vst 小鼠杂交,在
后代中筛选 Rag2敲除、IL2rg 敲除、NOD 型 Sirpa 以
及 scid基因非纯合的个体,再通过杂合互配的方式
获得纯合 NRG小鼠[28] 。 基因编辑技术能够更加快
捷、更加高效地构建免疫缺陷动物模型,并能弥补
以往免疫缺陷动物模型的缺陷。 两种 NRG 小鼠表
型主要为无胸腺和成熟 B、T、NK 细胞完全缺失,经
由基因编辑技术改造的基因缺陷小鼠模型构建时

间短,并且免疫指标相互接近。
3. 2　 基因编辑技术在免疫缺陷大鼠模型研究中的
应用

3. 2. 1　 SCID大鼠
　 　 由于大鼠与人类的生理特性具有很高的相似
性,是众多疾病研究的理想选择对象[29] 。 成年大鼠
的体重是成年小鼠的 10倍左右,这使他们成为外科
手术应用的首选动物模型。 大鼠手术通常更容易,

手术造成的组织损伤也更少,并且大鼠可以比小鼠
携带更大重量的移植物。 另外,大鼠更适合连续样
本收集,比如采血等操作,能更好地跟踪检测实验
动物生理变化数据,只需更少的动物就能获得足够
的材料与数据。 更加重要的是,大鼠在药理、毒理
实验等方面已有着广泛应用,可以直接对接临床前
研究[30] 。 小鼠在免疫缺陷动物模型发展早于大鼠,
但在基因编辑技术出现后,大鼠免疫缺陷动物模型
也在迅猛发展。 Rag 基因表达和功能损伤会导致
T、B细胞发育停滞,导致严重的联合免疫缺陷[31] 。
2012 年,Zschemisch 等[6]利用 ZFNs 技术靶向敲除
Rag1构建该基因敲除大鼠,表型特征为胸腺严重发
育不良,T、B细胞比例显著减少,但 NK 细胞代偿性
增加,外周血中分离到的 T 细胞群由成熟的 CD4+ /
CD3+ / TCRαβ+和 CD8+ / CD3+ / TCRαβ+ T 细胞组成。
在 2012 年, Mashimo 等[32] 利用 ZFNs 技术敲除
Prkdc基因成功构建了 SCID 大鼠。 SCID 大鼠表现
为生长迟缓、成纤维细胞增殖缺陷和严重的免疫缺
陷表型,且胸腺严重发育不良,脾体积减小,T、B 细
胞缺陷。 2014 年,Tsuchida 等[33]利用 ZFNs 敲除大
鼠 Rag1基因建立了人源肝大鼠模型,该鼠在切除
胸腺后可提高人源肝的重建率。 2015 年,Liu 等[34]

利用 TALENs技术敲除大鼠 Rag2基因,建立了免疫
缺陷特征与 Rag1 敲除大鼠一致,能够高效获得感
染天花病毒免疫缺陷大鼠模型。 2018 年, Noto
等[35]利用 TALENs技术敲除 SD 大鼠 Rag2 获得了
SDR大鼠,与 Rag1 基因敲除大鼠一致,该鼠成熟 T
细胞近乎缺失、B细胞比例显著降低,但 NK 细胞代
偿性增加。 同样 Prkdc基因敲除大鼠与 Rag 基因敲
除大鼠有正常 NK细胞导致移植人类细胞寿命和功
能有限,阻碍人类细胞的异种移植。
3. 2. 2　 IL2rg基因敲除大鼠
　 　 2010 年 Mashimo 等[36]利用 ZFNs 靶向敲除大
鼠 IL2rg基因,获得了免疫缺陷大鼠 X 连锁重症联
合免疫缺陷(X-severe

 

combined
 

immunodeficiency,X-
SCID)模型。 X-SCID 大鼠胸腺严重发育不良,脾轻
度缩小,白髓严重发育不良,几乎完全缺乏 T 细胞、
B细胞和 NK细胞,但外周血、骨髓和脾均有部分 T
细胞存在,其中 CD4- CD8+

 

T细胞和 CD4+ CD8-
 

T细
胞均有减少,外周血和骨髓中 CD3- CD45RA+

 

B 细
胞和 CD3- CD161a+

 

NK细胞数量明显减少。 研究发
现 X-SCID大鼠在移植人类卵巢癌肿瘤细胞后 14

 

d
内发生肿瘤,成瘤时间短[36] 。 X-SCID 动物模型为
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药物治疗、基因治疗以及检查异种移植恶性肿瘤治
疗效果提供了有价值的体内工具。 Mashimo 等[32]

在敲除大鼠 Prkdc 基因的基础上敲除 IL2rg 基因后
构建了 FSG 大鼠,在 FSG 大鼠中无 NK 细胞活性;
在 2020年时,Mnoret 等[37]利用 HEs 和 TALENs 技
术将 Rag1和 IL2rg 基因敲除后敲入人信号调节蛋
白 α ( human

 

signal
 

regulatory
 

protein
 

α,hSIRPα)基
因,建立了 RRGS 大鼠。 由于 RRGS 大鼠缺乏成熟
的 T、B 和 NK 细胞,给 RRGS 大鼠注射人外周血单
个 核 细 胞 ( peripheral

 

blood
 

mononuclear
 

cells,
PBMCs)能有效地对 RRGS动物进行免疫人源化,并
能检测到抗肿瘤免疫反应。 利用基因编辑技术可
以成功克服 NK细胞的代偿性增加后会阻碍人类细
胞的异种移植的困难,使构建 PDX、细胞异种移植
( cell

 

derived
 

xenograft, CDX ) 模 型 更 加 简 便。
hSIRPα基因可以增强与人类 CD47 的结合,并通过
CD47-SIRPα相互作用对大鼠吞噬细胞提供抑制调
节(“不要吃我”信号),从而显著增加人造血干细胞
(human

 

hemopoietic
 

stem
 

cell, hHSCs)在大鼠骨髓
(bone

 

marrow,BM)中的定植和维持,这也为血液疾
病研究提供了宝贵的动物模型资源[38] 。
3. 2. 3　 重建人免疫系统大鼠
　 　 随着 CRISPR / Cas9 技术在大鼠的应用。 2018
年 Yang 等[39]利用 CRISPR / Cas9 技术构建了 Prkdc
和 Il2rg基因双敲除表达 hSIRPα 的 NSG 样( NSG-
like,NSGL)大鼠。 NSGL大鼠缺乏 T、B 淋巴细胞和
NK细胞,生长迟缓,但表达 hSIRPα。 NSGL 大鼠比
SG大鼠更有效植入人癌细胞,并且 NSGL 大鼠可以
植入 hHSCs来重建人类免疫系统。

2019年 He 等[40]通过 CRISPR / Cas9 技术靶向
敲除了大鼠的 Rag1、Rag2和 IL2rg基因,获得了 SD-
RG大鼠。 SD-RG 大鼠与 FSG 和 NSGL 大鼠类似,
缺乏 T、B淋巴细胞和 NK细胞。 SD-RG大鼠胸腺急
剧缩小,脾与野生型相当。 相较于 NSG小鼠,在 SD-
RG大鼠上肿瘤移植后 20

 

d 生长体积是 NSG 小鼠
的 10倍,适用于建立癌细胞 CDX模型,并且肿瘤生
长速度优于 NSG 小鼠。 研究者通过该免疫缺陷模
型成功建立了首例肺鳞癌的 PDX大鼠模型,移植肿
瘤生长迅速并具有原发肿瘤的病理学特征[40] 。
3. 3　 基因编辑技术在免疫缺陷家兔模型研究中的
应用

　 　 家兔作为经典的实验动物,与人类基因同源性
较高,成本较低、繁殖力强,且无胚胎干细胞、体细

胞克隆技术效率低的限制[41] 。 因此,对其基因组进
行高效的遗传改造,将促进其在生物医学模型中的
广泛应用。 2021 年,Song 等[42]通过 CRISPR / Cas9
系统敲除 Foxn1基因开发了裸兔模型,该兔无毛、无
胸腺,并表现出指甲营养不良,T 淋巴细胞减少[43] 。
目前,裸鼠是 CDX / PDX研究的主要模型物种,裸兔
能够扩展用作 CDX 和 PDX 研究的中型动物模型,
可用于癌症研究、药物开发,并在再生医学中有广
泛的应用。 SCID表型是由于 Prkdc 基因缺陷引起,
2018 年, Song 等[44] 通过 CRISPR / Cas9 系统敲除
Prkdc构建了 SCID 兔,其 T、B 淋巴细胞缺失,这些
SCID兔模型有助于研究细菌和肺孢子虫感染,促进
免疫缺陷患者早期诊断和治疗的发展[44] 。 相似的,
利用 ZFNs敲除 IL2rg 构建的 X-SCID 大鼠,该技术
也同样能应用在家兔中, Hashikawa 等[45] 通过

CRISPR / Cas9 系统敲除 IL2rg 基因构建的 X-SCID
兔能够正常发育并在四代内稳定遗传,缺乏 B、T 和
NK细胞,并且 X-SCID 兔可以移植与人类相近或相
同数量的细胞。 由于 X-SCID兔 NK细胞缺失,使得
此模型移植人癌细胞具有更好的效果。
3. 4　 基因编辑技术在免疫缺陷猪模型研究中的
应用

　 　 猪在解剖学和生理学上比鼠、家兔更类似于人
类,使他们成为临床前再生医学和癌症研究的宝贵
工具[46] 。 现有研究中已有多种由各种基因编辑技
术构建的 SCID 猪模型,包括 ARTEMIS、 IL2rg 或
Rag1 / 2基因突变,SCID 猪具有缺乏 NK 细胞、T 细
胞或 B 细胞的免疫表型[47] 。 2016 年, POWELL
等[48]发现由 Artemis 隐性突变引起的 SCID 猪缺乏
T、B细胞,但拥有 NK细胞,并且证明了人类癌细胞
可以在体外被来自非 SCID 和 Artemis

 

SCID 猪的活
化 NK细胞识别和杀死,导致在 SCID猪中人类细胞
移植效果差。 2014 年,Huang 等[49]应用 TALENs 技
术敲除猪 Rag1 / 2建立无成熟 T、B淋巴细胞的 SCID
猪模型;以及 Lee 等[50]利用 TALENs 技术敲除猪
Rag2构建出的 SCID 猪模型,然而在移植人类细胞
时效果仍然不佳。 Watanabe 等[51]研究者将公猪 X
染色体上的 IL2rg 利用 ZFNs 技术敲除后构建 X-
SCID 猪[51-52] ;以及 Kang 等[53] 利用 CRISPR / Cas9
技术以更高的效率靶向敲除猪 IL2rg构建雌性 SCID
猪。 不同的基因编辑技术构建出的 SCID 猪具有相
同的表型,缺乏 T 细胞和 NK 细胞[51] 。 2016 年,Lei
等[54]通过 CRISPR / Cas9 系统靶向敲除 Rag2 / IL2rg
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基因,构建缺乏 T、B淋巴细胞和 NK细胞的 SCID猪
模型, 能够移植人诱导多能干细胞 ( induced

 

pluripotent
 

stem
 

cells,iPS
 

cells)。 Boettcher 等[55]利

用 CRISPR / Cas9靶向突变 ART- / -胎儿成纤维细胞

细胞系中的 IL2rg基因构建 ART- / -
 

IL2rg- / YSCID
 

猪。
这种猪 T、B、NK 细胞都缺乏,在导入人 CD34+脐带

血干细胞建立了人源化模型。 基因编辑技术敲除
IL2rg构建出的 SCID 猪缺乏 T 细胞和 NK 细胞,在
移植人类细胞时具有良好的效果[56] 。 与大鼠免疫
缺陷模型类似,应用基因编辑技术后敲除 IL2rg 基
因后,陆续开发出针对特定疾病的免疫缺陷猪,如
Rag2- / IL2rg- / YFAH- / -(RGFKO)猪,能较好地移植
人肝细胞[57] 。

表 2 总结了近年来免疫缺陷的动物模型,包括
小鼠、大鼠、家兔和猪。

表 2　 近年来免疫缺陷动物模型
Table

 

2　 Animal
 

models
 

of
 

immune
 

deficiency
 

in
 

recent
 

years
动物种类

Animal
 

species
突变

Mutations
突变方法

Mutation
 

methods
细胞表型

Cell
 

phenotypes
参考文献
References

小鼠
Mouse

Prkdc,
 

IL2rg
Prkdc,

 

IL2rg
IL2rg,Rag1 / Rag2

杂交遗传
Hybridization

CRISPR / Cas9
CRISPR / Cas9

T- B- NK-

T- B- NK-

T- B- NK-

[20,
 

25]

[26]

[27]

大鼠
Rats

Rag1
Rag2

Rag1,
 

IL2rg,
 

hSIRPα
Prkdc

Prkdc,
 

IL2rg
IL2rg

Prkdc,
 

IL2rg,
 

hSIRPα
Rag1,

 

Rag2,
 

IL2rg

HEs,
 

ZFNs
TALENs

HEs,
 

TALENs
ZFNs
ZFNs
ZFNs

CRISPR / Cas9
CRISPR / Cas9

T- B- NK+

T- B- NK+

T- B- NK-

T- B- NK+

T- B- NK-

T- B- NK-

T- B- NK-

T- B- NK-

[33-34]

[35,
 

37]

[37]

[32]

[32]

[36]

[39]

[40]

家兔
Rabbits

Foxn1
Prkdc
IL2rg

CRISPR / Cas9
CRISPR / Cas9
CRISPR / Cas9

T- B+ NK+

T- B- NK+

T- B- NK-

[42]

[44]

[45]

猪
Pigs

IL2rg
IL2rg
Rag1 / 2
Rag2

Rag2,
 

IL2rg
ARTEMIS,

 

IL2rg

ZFNs
CRISPR / Cas9

TALENs
TALENs

CRISPR / Cas9
CRISPR / Cas9

T- B+ NK-

T- B+ NK-

T- B-

T- B-

T- B- NK-

T- B- NK-

[51]

[53]

[49]

[50]

[54]

[55]

4　 基因编辑技术在免疫缺陷动物模型研究中新
应用

4. 1　 免疫缺陷动物在人源化动物模型制备中的潜
在价值

　 　 人源化动物模型是在免疫缺陷动物模型的基
础上建立起来的,是指将人类细胞或组织植入免疫
缺陷动物体内构建免疫系统人源化动物模型及人

源化动物疾病模型,由于免疫系统缺陷,来源于人

的移植物才可在免疫缺陷动物体内存活[58] 。 基于
已有研究可知,人源化动物模型相较于普通动物模
型能够更精确地模拟包括肿瘤在内的多种疾病在

人体内的发生发展进程,为临床治疗提供精准的研
究材料。
4. 2　 基因编辑技术在人源化动物模型制备中的
应用

　 　 近年来,随着基因编辑技术的快速发展,广泛
应用于人源化动物模型制备,极大推动了人源化动
物模型的推广与应用,越来越多的新型人源化动物
模型不断涌现[59] 。 目前,采用基因编辑技术构建的
人源化动物模型主要包括重建人免疫系统、基因人
源化及嵌合体人源化动物模型。 人源化免疫系统
动物可分为人源化外周血单核细胞( huPBMCs)或
人源化外周血淋巴细胞(huPBLs)、人源化造血干细
胞(huHSCs)和人源化骨髓、肝、胸腺( huBLT)动物
模型,且 huPBMCs (或 huPBLs)、 huHSCs 和 huBLT
重建人免疫系统有不同的优缺点[60] 。 基因人源化
动物模型是利用转基因或同源重组技术,将人源基
因插入动物基因组,从而表达人源基因而不是动物
自身基因。 Huang 等[61] 使用腺相关病毒 ( adeno-
associated

 

virus,AAV)载体在移植人类白细胞抗原
A2(human

 

leukocyte
 

antigen
 

A2,
 

HLA-A2) / HDD 至
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NSG 小鼠,诱导表达人 HLA-A2。 此外, Sharma
等[62]也使用 AAV 载体移植 HLA-DR 导入 NSG 小
鼠中,表达人 HLA-Ⅱ类(DR1 或 DR4),在感染呼吸
道合胞病毒( respiratory

 

syncytial
 

virus,
 

RSV)后,病
毒清除速度比 NSG 小鼠快。 表达主要组织相容性
复合体-I(major

 

histocompatibility
 

complex
 

I,MHC-I)
类(HLA-A2)和 MHC-Ⅱ类( HLA-DR4)转基因的人
免疫系统重建小鼠在免疫系统重建后产生 CD8+

 

T
细胞和细胞毒性,发生流感特异性抗体应答,而表
达 MHC-I 类( HLA-A2)的小鼠中没有此现象[63] 。
人源化动物在人类疾病方面具有广泛应用价值,构
建多种人源化动物模型对于研究人类疾病发生发

展、治疗手段等都有巨大的益处。

5　 总结与展望

　 　 在最初偶然发现的裸小鼠到现今能够通过基
因编辑技术靶向修饰基因构造免疫缺陷动物模型,
是技术迭代进步,不断更新的结果,新技术带来的
往往是更加高效且简便的方法。 第三代基因编辑
技术 CRISPR / Cas9 相较于 HEs、ZFNs、TALENs,以
其设计简便、靶向更加精确、成本低等的优点,对免
疫缺陷动物模型的构建起到了巨大作用。 从自然
突变而来的寥寥几种免疫缺陷动物模型,到利用基
因编辑技术对目标物种特定基因进行修饰,数种免
疫缺陷动物模型应运而生,免疫缺陷程度也有了质
的提升,对肿瘤学、血液学、免疫学、药物学等研究
领域大有裨益,更能够精确模拟人癌细胞、药物、免
疫系统在人体内的作用。 研究者能够根据自己的
实验目的选择最适的免疫缺陷动物。

以免疫缺陷动物模型为基础的人源化动物模

型,在当前的生物医学研究中具有重要地位[64] 。 免
疫缺陷小鼠是经典的免疫缺陷动物模型,发展迅
速,品系众多,应用广泛。 相较于小鼠,大鼠具有很
多优势,肿瘤可以生长到小鼠允许的近 10 倍体积,
采血量可满足血癌疗效评估、临床病理分析和药代
动力学研究用量。 肿瘤大鼠模型可同时评估化疗
疗效、药代动力学以及初步测试毒理学,大大减少
动物使用量大鼠模型具有重要的研究意义。 猪在
解剖结构及生理、免疫特性上与人类更相近,因此
可构建人源化猪模型来大量生产人源多克隆抗

体[65] 。 目前,尚未有人源化动物模型完全模拟人类
免疫系统,基因编辑技术在基因敲入方面具有独特
优势,目前已构建出多种人免疫相关基因敲入动物

模型,有助于人源化免疫缺陷动物模型的构建,随
着基因编辑技术的不断发展,有望构建出再现人类
免疫缺陷系统的动物模型,为研究疾病发病机制、
新型疗法以及药物开发和评价提供更加匹配的疾

病动物模型。
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