
2023 年 第 4 卷 第 2 期 | www.synbioj.comSynthetic Biology Journal   2023，4（2）：394-406

哺乳动物染色体工程研究进展
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摘要：哺乳动物染色体工程是指通过多种实验手段对哺乳动物的染色体进行编辑，从而可以构建疾病动物模型、

制备人源化药物工厂、解析物种进化机制甚至于合成全新生命。近些年，天然染色体改造技术、染色体设计与合

成技术及染色体大片段转移技术等哺乳动物染色体工程的核心技术迅速发展，并相互交叉融合。同时，胚胎干细

胞被发展为一种新型的哺乳动物合成生物学的底盘细胞，极大地推动了哺乳动物染色体工程的发展，催生了一大

批用于医药和进化研究的动物模型，包括模拟唐氏综合征的小鼠模型、产生人类单克隆抗体的工具小鼠以及用于

研究染色体重组生物学效应的染色体连接小鼠等，也极大推动了基础研究和生物医药领域的发展。但是，因为缺

乏对哺乳动物染色体和发育的全面认知，所以对哺乳动物染色体的操纵仍面临诸多挑战，不仅包括技术手段，也

包括生物伦理及安全性等。本文将对以上三种哺乳动物染色体工程主要的技术方法及其在多方面的应用进展进行

简要综述，同时对哺乳动物染色体工程的进一步应用与挑战进行展望。
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Abstract: Mammalian chromosome engineering refers to its editing through various methods to create animal models 

for chromosome diseases, pharmaceutical factories of human proteins, dissection of mechanism underlying evolution, 

and even synthetic life. In recent years, some milestone technologies of mammalian chromosome engineering, such as 

natural chromosome modifications, chromosome design and synthesis, and chromosome large fragment transfer, have 

been developed and integrated with each other. At the same time, embryonic stem cells have also been developed as a 

new chassis for mammalian synthetic biology. Applications of embryonic stem cells to synthetic biology greatly 
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promote the development of mammalian chromosome engineering, giving birth to a large number of animal models for 

studies on diseases and evolution, including mouse models for Down syndrome, mice producing human monoclonal 

antibodies, and chromosome-ligation mice to study the biological effects of chromosome recombination. However, the 

manipulations of mammalian chromosomes are still challenging due to the lack of comprehensive understanding on 

chromosome composition and mammalian development. In addition to technological challenges, there are issues with 

bioethics and bio-safety. In this review, we review main technologies and current applications of mammalian 

chromosome engineering, and we also highlight future applications and challenges of mammalian chromosome 

engineering.

Keywords: chromosome engineering; chromosome modification; chromosome synthesis; chromosome transfer; 

synthetic biology; chromosome disease; embryonic stem cells

1 染色体工程的定义

染色体是遗传物质 DNA 的主要载体，染色

体的稳定包括染色体数目和结构的稳定，对于

个体生存和物种延续来说染色体的稳定性是必

需的，染色体的变异往往会导致个体产生疾病。

然而，并非所有的染色体变异都是有害的，某

些染色体的变异可能会成为物种进化的重要驱

动力，而且物种的进化往往伴随着染色体的变

异。因此通过实验技术对物种的染色体进行改

造，一方面可以研究染色体变异导致疾病发生

的机制，有利于开发染色体异常疾病的诊断及

治疗方式；另一方面也可以用于研究染色体变

异如何影响物种进化，有利于在分子水平上阐
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明物种进化的机制。经过数十年的发展，对于

物种染色体的改造技术不断进步，从对简单生

物的改造向对复杂生物的改造拓展，从染色体

片段向完整染色体拓展，从随机改造向定向改

造拓展，逐渐发展为一门完整的学科，称为染

色体工程（chromosome engineering）。

染色体工程这一术语最早由 Rick 和 Khush 于

1966年首次提出［1］。科学家最早将染色体工程作

为一种用于改良农作物遗传性状的育种新技

术［2-4］。随着生物学技术的发展，尤其是合成生

物学和基因编辑技术的兴起和发展，人类对于染

色体的改造能力大大提升，不仅能够人为增加或

者削减染色体数量，改变染色体结构，甚至可以

实现完整染色体的合成，创造全新的生命［5］。现

在染色体工程技术除了应用于植物育种，还在真

菌和哺乳动物细胞的染色体改造中得到了应用。

目前，染色体工程的主要研究内容是不断开发染

色体改造的新技术，使染色体的编辑更加简单、

更加精确，同时将染色体改造技术应用于药物生

产、疾病诊断与治疗、疾病发病机制研究以及物

种进化研究，并最终实现生命的改造及创造。

2 染色体工程的技术方法

研究染色体结构与数量上的变异，合成新的

染色体甚至新的生命，这些都离不开先进的生物

技术。这些技术包括基因编辑技术、染色体片段

甚至完整染色体的设计与合成技术、DNA及染色

体的转移技术等。下面对染色体工程发展中所涉

及的实验技术进行简要的介绍。

2.1 天然染色体改造技术

为了研究染色体的数目和结构对于物种进化

以及疾病发生的影响，需要对细胞自身的染色体

进行改造，如染色体重排、增加或删减等，这也

是染色体工程的核心技术和难点。染色体改造，

需要科学家在染色体水平上，对大片段基因甚至

是整个染色体进行操作，这就需要利用到基因编

辑技术，包括Cre/LoxP、锌指核糖核酸酶（ZFN）、

转录激活剂样效应核酸酶（TALEN）和以成簇规

律间隔的短回文重复序列（CRISPR/Cas）等。

2.1.1 条件性基因敲除系统

条件性基因敲除是将对某个基因的修饰限制

在某个发育阶段或某一类细胞中，实现时空特异

性修饰。目前的条件性敲除系统主要包括来自于

噬菌体的Cre/LoxP、Gin/Gix系统以及来自酵母的

Flp/FRT 和 R/RS 系统，其中应用最多的就是 Cre/

LoxP系统。

Cre/LoxP 重组酶技术是 1981 年 Sternberg 和

Hamilton［6］开发的一种条件性基因敲除技术。Cre

重组酶可以特异性识别LoxP序列，介导两个LoxP

位点之间的序列删除或重组，通过改变两个LoxP

序列的位置和方向，实现对大片段染色体的改造。

而此技术应用于哺乳动物染色体操纵始于 20世纪

90年代，Allan Bradley等［7-9］利用Cre/LoxP系统对

小鼠染色体进行了缺失、倒位和重复等一系列

操作。

2.1.2 锌指核酸内切酶技术（ZFNs）
锌指核糖核酸酶是一种人工改造的核酸内切

酶，由两部分组成：DNA识别结构域和源于FokⅠ
限制性内切酶的核酸酶结构域［10］。其工作原理就

是通过人工设计合成 8～10个锌指结构域用于识别

靶序列，将这些锌指结构域与核酸内切酶结合，

就可以将特异序列的基因切开，为了形成 DBS，

一般需要两个ZFN分别识别DNA两条链。这也导

致其设计复杂，不易筛选，脱靶率高，耗时耗

力［11-12］。Kazuki等［13］通过ZFN与微细胞介导的染

色体转移法相结合，建立了携带 21 三体（Ts21）

和 GATA 结合蛋白 1 短亚型（GATA1s）的人多能

干细胞系。

2.1.3 转录激活因子样效应蛋白核酸酶（TALEN）

技术

TALEN 的结构与 ZFN 很相似，与 ZFN 一样，

TALEN 也具有 FokⅠ核酸酶结构域，其 DNA 识别

结构域是 TALEN 蛋白，TALEN 由 33～35 个氨基

酸重复序列串联阵列组成，每个重复序列可以识

别一个碱基对［14］。与ZFN相比，TALEN设计更为

简单，构建更为方便，特异性更好，对细胞毒性

和脱靶率都比ZFN低，因此TALEN技术受到大家

青睐。Jaenisch实验室［15］利用TALEN技术在 iPSC

和人的ES细胞中实现了基因敲入；夏庆友团队［16］
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利用两对TALEN在家蚕中实现了 800 bp染色体片

段的敲除。

2.1.4 规律成簇间隔短回文重复序列（CRISPR）

技术

CRISPR/Cas系统是一种天然的细菌防御系统，

用于抵御噬菌体的侵染。该系统通过将外来短核

苷酸序列整合到CRISPR位点，然后通过转录加工

成 crRNA 和 tracrRNA，用于识别特异的 DNA 序

列，其可以与核酸酶Cas相融合，实现对靶序列的

切割［17］。Doudna 等［18］通过将 crRNA 和 tracrRNA

融合形成单链引导的RNA（sgRNA），并且可以改

变 sgRNA 上一小段序列，来靶向不同的 DNA 序

列。与ZFN和TALEN相比，CRISPR/Cas技术操作

简单、效率高、特异性好，因此在染色体工程领

域被广泛应用。2017年杨辉团队［19］利用CRISPR/

Cas 技术在小鼠 ESCs 中实现了整条染色体敲除；

2018年，覃重军团队与其合作者［20］利用CRISPR/

Cas9将酿酒酵母单倍体细胞中 16条染色体融合为

一条，创造只含有一条染色体的酵母。2022年作

者所在团队［21］利用 CRISPR/Cas 技术首次在哺乳

动物小鼠中实现了完整染色体的重排，成功将小

鼠 1号与 2号、4号与 5号染色体进行连接，创造了

具有全新核型的小鼠。随后，李劲松团队和周金

秋团队［22-23］也分别通过CRISPR/Cas技术实现了小

鼠染色体的连接。

另外，还有一些其他的基因编辑工具，例如

巨核酸酶，还有基于 CRISPR/Cas 系统开发的 BE

和PE系统等，尤其是PE系统，在大片段染色体操

作方面有很大的发展前景［24-25］。综合来看，目前用

于染色体水平上的编辑工具和方法还有很大的局

限性，已有的方法在编辑效率上仍存在较大的问

题。但随着基因编辑技术的发展，未来一定会有

更多、更高效的染色体编辑工具被应用到哺乳动

物染色体改造中。

2.2 染色体设计与合成技术

合成基因组学不仅是合成生物学领域前沿热

点，也是染色体工程的关键技术。合成基因组学

专注于从零开始构建基因组片段甚至是整个基因

组［26］，通过对天然的遗传物质进行设计和改造，

甚至是对其进行从头合成，获得重构的或者非天

然的生命体，实现“人造生命体”［27］。

2.2.1 合成染色体的设计

合成染色体的设计主要包括三个原则：简化，

扩展和重构［28］。基因组简化原则是探索在不同条

件下支持生命活动最少的基因集合以及其功能，

主要包括了基因水平的简化和非基因区间的简

化［29］。基因组扩展原则就是在天然基因组的基础

上，增加新的基因，赋予生物新的功能与表型［30］。

基因组的重构设计原则根据对天然基因组的设计

再造维度从小到大，包括：密码子替换，基因表

达元件模块化，基因簇重新排列和染色体结构重

排等［31-32］。除此之外，对于重构基因组的表观遗传

改造也是必须考虑的因素。

早期的染色体合成不会对天然染色体进行大

规模改造。1970年，科学家合成了 77 bp的酵母丙

氨酸 tRNA基因［33］，这是人类第一次实现基因的人

工合成。2002年，7.5 kb的脊髓灰质炎病毒 cDNA

被合成出来，并且产生了具有传染性的活病毒，

这是人类合成的第一个病毒基因组［34］。2005 年，

科学家对T7噬菌体基因组中约 12 kb片段进行重新

设计、合成，并将其转移到T7噬菌体中，获得了

人工改造的T7.1噬菌体［35］。随后，越来越多的病

毒基因组相继被合成出来［36-38］，而科学家对于基因

组的合成追求并未止步于病毒基因组，他们开始

向拥有更加复杂基因组的细菌挑战。 2008 年，

J. Craig Venter 团队［39］利用全化学合成的寡核苷

酸，首次对整个支原体基因组进行了合成组装，

但并没有获得活细胞。随后，他们对 1.08 Mb的蕈

状支原体基因组进行全合成，并将其成功转移到

山羊支原体中，这是第一个完全由人类制造并能够

自我复制的生物，他们将其命名为 JCVI-syn1.0［40］。

之后，合成基因组学开始了设计-合成阶段，2016年，

Venter团队［29］通过计算机辅助设计的方式对 JCVI-

syn1.0进行合理删减，将其基因组缩减至 531 kb，

获得了迄今为止能够自我复制的最小细菌生物——

JCVI-syn3.0。

科学家对于基因组的合成并不局限于对于已

有的生物的模拟，他们尝试着创造全新的并不存

在的生命甚至改变生命的规则。2016 年，George 

Church团队［31］创造了一种称为“rE.coli-57”的细
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菌，其中 7个密码子被删除，并用其同义密码子替

代。2017年，Pamela Silver领导的团队［41］对沙门

氏菌菌株LT2基因组中约 20万个碱基进行重编码，

消除了基因组上特定的亮氨酸密码子，以防止病

原微生物之间的基因转移。2009年，美国科学家

Boeke［42］ 提 出 “ 人 工 合 成 酵 母 基 因 组 计 划”

（Sc2.0），旨在对真核生物酵母的基因组进行全化

学合成。目前，已经完成了酿酒酵母Ⅱ号、Ⅲ号、

Ⅴ号、Ⅵ号、Ⅹ号和Ⅻ号这 6条染色体从头设计与

化学全合成［43-48］，获得与普通酿酒酵母高度一致的

人工合成型酵母。对基因组所有的设计都旨在提

高遗传的灵活性和基因组的稳定性［32，49-50］。虽然现

在可以通过从头设计和化学合成的方法对简单的

真核生物的染色体进行合成，但是将合成基因组

技术应用于基因组组成更为复杂的真核生物如高

等植物或者动物仍然极具挑战性。

2016 年，由国际科学家联合在 Science 提出

“人类基因组编写计划”（Human Genome Project-

Write， HGP-Write），旨在从头设计合成人类及其

他物种大型基因组，这必将为解决复杂真核生物

中基因组的设计合成提供可行的方案［51］。

2.2.2 染色体合成与组装技术

1955年，Michelson等［52］首次实现了用3′，5′-磷

酸二酯键将两个核苷酸连接在一起。 1981 年，

Beaucage等［53］实现了寡聚核苷酸的自动连接。在

此基础上，形成了第一代DNA合成技术——柱式

合成法，就是将DNA固定在固相载体上，实现连

接。这种方法错误率低，但是通量小、成本高。

1991年，固相亚磷酰胺化学合成法出现［54］，逐渐

形成了芯片合成法，也就是第二代化学合成技术。

与第一代相比虽然通量增加、成本降低，但存在

可合成长度短、错误率高、寡核苷酸库成分复杂

等问题。第三代DNA合成技术是超高通量合成技

术，即半导体结合电化学法。该法通量高、成本

低，但具有超高技术门槛和专利壁垒。目前最新

一代DNA合成技术是酶促合成技术，主要包括微

阵列法、酵母体内DNA合成法、连接介导DNA合

成法，但目前技术还处于研发阶段。DNA合成技

术的更新迭代对于促进染色体合成技术发展具有

重大意义。

DNA组装技术种类很多，按组装位置来分主

要是体外组装和胞内组装两种方法。体外组装主

要 包 括 BioBrick、 Golden Gate 和 Gibson 方 法 。

BioBrick 和 Golden Gate 法都是利用Ⅱ型限制性内

切酶进行识别、切割和连接［55-56］。这两种方法操作

简单，但是受酶切位点的限制，可连接的片段小；

Gibson 法则是利用核酸外切酶产生黏性末端，再

利用连接酶连接，避免了酶切位点的限制，但是

成本高，该法可以实现几万到几十万碱基对的片

段连接［57］。对于更长的片段，则需要在细胞内进

行。胞内组装的方法主要分为位点特异性重组和

同源重组两种。位点特异性重组主要包括 Cre/

LoxP和 attB/P等，将大片段DNA整合到染色体的

特定位置，与限制酶类似，这种方法受到位点限

制［58-59］。同源重组则是利用两端同源序列进行整

合，在原核细胞中常用的是大肠杆菌的Red/ET系

统，同源重组效率高，通常还会利用CRISPR/Cas

在同源处切割，可以进一步提高成功率［60-61］。真核

生物中酿酒酵母具有强大的同源重组能力，因此

在合成基因组学作为组装大片段DNA和分子构建

的工具被广泛使用［62］。

2.3 染色体大片段转移技术

基因组或者染色体合成之后，如果要使其发

挥功能，我们需要将合成的基因组或者染色体引

入到受体细胞中，因此如何实现超大片段DNA的

转移是实现染色体工程的又一关键技术。为此科

学家开发出了多种DNA转移的方法，目前已有的

转移方法主要有三类：物理转移法、化学转移法

和生物转移法。

2.3.1 物理转移法

物理转移法，主要包括电转染和显微注射

法等［63-65］。

电转染主要是通过电击，使得细胞膜破裂开孔，

在瞬间强大的电场内，带电的DNA分子可以通过类

似电泳的方式转移到细胞内，但是由于磷脂双分子

层的电阻很大，电流无法进入到细胞质内，因此对

细胞毒性比较小。但是一般的电转染方法无法将外

源的大片段染色体转移进细胞核中，LONZA 核转染

技术不依赖于细胞有丝分裂，不受细胞增殖的影响，

可直接将外源基因导入到细胞核中［66］。2021 年，
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Boeke团队［63］利用LONZA的核转染技术将 101 kb

的基因组电转至A17iCre小鼠胚胎干细胞中。

显微注射法是利用显微操作仪将外源基因片

段直接注射到目的细胞内。通过“破坏”细胞膜

结构，将基因片段转移到目的细胞内［67］。与电转

染相比，显微注射法的通量较低。1993年，Olson

团队［65］利用显微注射技术，将 200～500 kb 完整

的YAC DNA片段微量注射到哺乳动物细胞中。

2.3.2 化学转移法

化学转移法，主要包括用脂质体、阳离子聚

合物等介导的DNA转移［68-70］。

脂质体转移法是目前比较成熟高效的方法，

主要利用了脂质体表面带正电荷的特性，其可以

与带负电荷的 DNA 相互结合，形成脂质体-DNA

复合物，再与细胞膜融合或者通过内吞的方式，

将DNA带到细胞内。但与物理转移法相比，脂质

材料对于细胞有毒性。1999 年，Z. Larin 团队［68］

利用脂质体转染将多聚L-赖氨酸（PLL）和聚乙烯亚

胺（PEI）压缩的 2.3 Mb的YAC转移到HT1080细胞

中。2001 年， Jose 等［69］利用脂质体将 404 kb 的

HAC转移到HPRT 缺陷型 HT1080细胞中。

2.3.3 生物转移法

生物转移法主要是以病毒、微细胞介导的染

色体转移（MMCT）技术和 PEG 介导的酵母原生

质体和哺乳动物细胞融合技术等［71-73］。

MMCT 是基于目标细胞和来自染色体供体细

胞的微细胞的融合［71］。首先，用秋水仙胺处理染

色体供体细胞，以阻止纺锤体的形成。长时间的

秋水仙胺处理可诱导大量的微核，每个微核包含

一条到多条染色体。然后利用细胞松弛素B处理微

核细胞，通过离心将微核分离出来。由于微细胞

的质膜保持完整，微细胞与靶细胞的融合允许染

色体进入靶细胞。最后通过药物筛选杂交细胞。

1999 年，Oshimura 团队［74］利用 MMCT 技术，将

人类染色体转移到小鼠A9细胞系中，使得每个细

胞内含有一条人类的染色体，制备了用于进行染

色体转移的细胞库。2005年，Fisher研究组［75］利

用MMCT技术，将人类 21号染色体导入到小鼠胚

胎干细胞中，并通过生殖系嵌合的方式得到了唐

氏综合征小鼠的模型，命名为TC1小鼠。

病毒载体就是利用其传送基因组进入细胞的

机制，将目的基因包装在病毒内，对细胞进行转

染。目前的病毒载体主要有逆转录病毒、腺病毒

和慢病毒［76］。但是病毒载体的容量比较小，而且操

作烦琐，容易出现生物安全问题。2015年，Monaco

团队［77］利用HSV-1将一段 152 kb大小的片段转移

到人的胚胎干细胞中。

酿酒酵母具有很强的同源重组能力，是人工合

成染色体组装的重要工具。利用酵母的原生质体与

哺乳动物细胞融合，可以实现大片段染色体的转移。

过程主要分为三步：①将要转移的片段转移到酵母

细胞内进行包装；②将酵母细胞的细胞壁酶解去除；

③利用PEG介导将酵母原生质与目的细胞融合。这

种方法可以实现转移的片段大小达到Mb级，但实

验操作烦琐、效率低，而且也存在酵母基因随机插

入到动物细胞上的风险。2013年，Li等［78-79］在酿酒

酵母中组装了 1.4 Mb 的人 T 细胞受体基因，利用

PEG介导融合，将其转移到了小鼠胚胎干细胞中，

获得了人源化小鼠。2017年，Brown等［73］利用秋水

仙素等处理细胞，将细胞停留在核膜消失的M期，

再与酵母原生质体融合，将 1.1 Mb的YAC转移到

HEK293细胞内，并将效率提高了近300倍。

3 哺乳动物染色体工程的应用

染色体的改变可以分为两类：一是数量上的

改变，包括染色体数目的增多或减少；二是结构

上的改变，缺失、易位、倒位、插入、重复和环

状染色体等［17］。染色体数目改变的原因既有有丝

分裂或者减数分裂的异常导致染色体的不均等分

配，也有染色体的融合或者断裂导致新的染色体

形成。而染色体结构的改变主要是由于DNA发生

断裂之后修复过程中发生了异常，从而产生了缺

失、倒位和易位等改变［80-81］。染色体的改变对于个

体来说一般是有害的，会导致很多种人类疾病的

发生，如 DiGeorge综合征、猫叫综合征、急性淋

巴细胞白血病、唐氏综合征、Smith-Magenis 和

Potocki-Lupski 综合征以及不孕不育等［13，82-86］。但

是染色体的改变在物种进化过程中又扮演了重要

的角色，在大量物种进化中均可以看到染色体的

改变，最为大家所熟知的是，灵长类动物进化过

程中，两条染色体通过罗伯逊易位融合形成了人

399



合成生物学 第 4 卷

类的 2号染色体，而这两条染色体在黑猩猩中仍然

是分离的，因此人类有 46条染色体，黑猩猩却有

48条染色体［87］。同时染色体作为DNA的载体可以

携带大量的遗传信息，如重要的致病基因、抗体

可变区片段以及可以产生特定细胞因子的基因片

段等等。由此可见，研究染色体的改变对于疾病

研究、进化研究以及医药产业发展都具有重要的

意义。

研究哺乳动物的染色体改变需要依赖染色体

工程的各项技术，随着新技术的出现，对于染色

体改变的研究也不断向前推进，对于染色体改变

的模拟也逐渐从小片段向大片段甚至是完整染色

体推进，从对于自身染色体的改造向引入外源染

色体的改造拓展（图1）。

3.1 染色体片段重组构建疾病模型

对染色体大片段的操纵首先是围绕自身的染

色体展开的， 20 世纪 90 年代， Allan Bradley

等［7-9，82］基于Cre/LoxP系统的染色体工程技术对小

鼠染色体进行了一系列操作。1995年，他们通过

连续将 LoxP 打靶到小鼠胚胎干细胞的染色体位

点，然后用Cre诱导重组，使小鼠 11号染色体 3～

4 cM（centimorgan，遗传距离单位）染色体发生

倒位、重复和缺失，首次将基因组上 20 kb的基因

操作拓展到了 3～4 cM，同时产生了具有明确区段

单倍体区域的小鼠，它们可以用于隐性基因的遗

传筛选［7］。1999年，他们开发了小鼠平衡器染色

体，利用 Cre/LoxP 在小鼠 11 号染色体上的 Trp53

（也称为 p53）基因和Wnt3基因之间产生 24 cM倒

置并且带有标记毛色的基因，这种倒置导致倒置

纯合个体死亡，产生自我维持的杂合子种群，这

种策略可以用于种群维持和染色体的大规模诱变

筛选［8］。2000年，他们在小鼠胚胎中利用重组逆

转录病毒产生几千到几百万碱基的嵌套染色体缺

失，同时将嵌套位点拓展到全染色体区域，小鼠

图图1　哺乳动物染色体工程应用（本图利用FigDraw绘图工具绘制）

Fig. 1　Applications of mammalian chromosome engineering(This figure was drawn by FigDraw)
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诱导的单次染色体缺失可以模拟人类缺失综合征，

如 DiGeorge综合征，嵌套缺失区域的候选基因进

行疾病基因的功能鉴定以及染色体区域的功能

分析［9，82］。

3.2 染色体融合研究染色体重组的生物学效应

完整染色体融合在疾病和进化过程中是极为

常见的，为了研究染色体融合如何影响染色体空

间结构、细胞的基因表达、表型以及动物的表型，

科学家通过基因编辑的方式对染色体进行融合，

并研究其生物学效应。2022 年，作者的研究团

队［21］首次利用 CRISPR/Cas 技术，在小鼠细胞中

实现了完整染色体的可编程连接，连接的方式为

头尾相连，即一条染色体的端粒与另一条染色体

的着丝粒位置相连接，端粒与着丝粒的融合模拟

了自然界物种进化过程中发生的串联融合现象，

然后通过单倍体注射的方式首次获得了完整染色

体连接的小鼠。这项研究探讨了染色体重组对于

细胞倍性维持、动物表型、染色体三维结构以及

物种生殖隔离建立的影响，极大地拓展了染色体

工程技术的应用范围，为利用染色体工程进行进

化研究提供了重要参考。之后来自中国科学院生

物化学和细胞生物学研究所的李劲松团队和周金

秋团队［22-23］利用CRISPR/Cas技术，分别通过着丝

粒与着丝粒融合以及着丝粒与端粒融合的方式实

现了染色体的连接，采用单倍体注射的方式得到

了染色体连接的小鼠，通过染色体空间结构分析

联合基因表达对染色体连接的生物学效应进行了

分析。完整染色体重排技术的建立为研究染色体

重组的生物学效应提供了有效路径，极大地推动

哺乳动物染色体工程的发展。

3.3 染色体敲除实现染色体疾病的治疗

三体综合征是常见的染色体异常，为了对染

色体的数目进行纠正，科学家开发了完整染色体

敲除技术，用来纠正非整倍体细胞中整条染色体

的基因过量。靶向染色体消除可以通过将相反方

向的 LoxP位点插入靶向染色体，然后进行 Cre介

导的姐妹染色单体重组［88］，或者将TKNEO转基因

插入靶向染色体的一个拷贝中，然后通过自发性

染色体丢失对染色体缺失的克隆进行药物选择来

实现靶向染色体消除［89］。为了使染色体的删除更

为简单，2017 年中国科学院神经研究所杨辉团

队［19］利用CRISPR/Cas9技术在靶染色体上的多个

位点进行切割，实现单条染色体的消除，并成功

将唐氏综合征模型小鼠的ESCs中的人类 21号染色

体去除。这些研究提示了染色体工程技术在未来

可能应用于染色体疾病的治疗。

3.4 染色体片段人源化制备药物生产测试工厂

MMCT 技术的开发使得科学家可以将外源的

染色体大片段甚至是完整的染色体导入到受体细

胞中，同时利用干细胞技术获得携带有这些大片

段的动物。Tomizuka等［90］首次完成将人类染色体

引入到小鼠胚胎干细胞以及小鼠。他们开发了一

个 10 Mb染色体片段，其包含 2号和 14号染色体上

的 IgK 和 IgH 基因，使小鼠产生人类单克隆抗

体［91］。类似的技术应用于奶牛，从超免疫牛中产

生人免疫球蛋白和抗原特异性人多克隆抗体［92］。

除了制备人源化抗体，科学家利用相似的手段制

备了CYP3A人源化小鼠。CYP3A酶是人肝脏和小

肠中含量最高的 P450同工酶，具有代谢约 50%的

医疗药物的能力，然而，CYP3A 酶因物种而异，

所以小鼠和大鼠等动物模型不能反映人类CYP3A

相关的药代动力学。因此，人源化CYP3A模型动

物可用于预测人类新药的CYP3A相关药代动力学

和毒性。完全人源化的 CYP3A 小鼠表现出性别、

组织和发育阶段特异性 CYP3A 表达，与人类相

似［93］。人源化的CYP3A小鼠也具有在人类中观察

到的CYP3A代谢活动。此外，人源化CYP3A小鼠

胚胎的全胚胎培养物显示出沙利度胺的致畸作用，

这在啮齿动物中是没有的。因此，人源化的

CYP3A小鼠有望通过预测CYP3A相关的药物代谢

来用于药物筛选，这是染色体工程促进人源化动

物产生的结果［94］。

2019年，Kazuki等［95］构建了人源化药物糖基

化代谢的大鼠模型，分别将UGT2（约 1.5 Mb）和

CYP3A（约 700 kb）通过MAC成功引入大鼠，再

通过这种跨染色体大鼠与内源直系同源基因缺失

的大鼠结合，得到人源化大鼠模型。这种模型可
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以改善对人类药代动力学和药物间相互作用的预

测，以及用于基础研究与药物发现。

此外，科学家通过 MMCT技术将人的完整的

21号染色体转移到小鼠的胚胎干细胞中，然后通

过胚胎嵌合的方式得到携带人 21号染色体的小鼠，

成功模拟了人类的唐氏综合征，这些小鼠出现了

人类唐氏综合征患者表征，包括心脏异常和行为

障碍等，同时这个小鼠可以通过交配的方式将 21

号染色体进行有效的传递，这一模型的建立，为

进行唐氏综合征的药物筛选测试、开发新型治疗

方法，提供了理想的模型［75］。

4 展 望

染色体工程技术的快速发展为解决染色体异

常导致的疾病提供了新的参考模型，例如唐氏综

合征小鼠模型的建立为研究唐氏综合征的病因提

供了理想的模型，大大提高了染色体疾病治疗的

可能性。同时染色体工程技术的发展为染色体片

段的人源化提供了可行方案，通过HAC或者染色

体片段的导入结合基因敲除技术，可以快速地获

得染色体大片段人源化的动物，从而用于药物测

试以及药物的生产。染色体工程技术的发展也为

物种进化和生殖隔离提供了重要的研究方案，完

整染色体的融合可以模拟进化中的串联融合和罗

伯逊易位，而染色体片段的编辑可以模拟倒位、

易位等染色体变化对于物种进化的影响。由此可

见，哺乳动物染色体工程的发展对于疾病研究、

进化研究和药物的研发都具有重要的价值。

染色体工程技术之间的交叉融合，其他生化

和细胞技术的发展，以及新型的染色体编辑技术

的开发是推动染色体工程继续发展的核心推动力。

在低等生物的研究中DNA合成技术与染色体的转

移技术的交叉催生了第一个可自我复制的人造生

命的产生。DNA合成技术与计算机辅助设计技术

的融合则催生了最小基因组的诞生。而在哺乳动

物染色体工程领域，仍然面临三方面的挑战：

一是哺乳动物的基因组庞大、复杂，尚未全

面彻底地解析清楚，除此之外染色体本身在细胞

核内并非线性排列，哺乳动物染色体具有复杂的

空间构象，人为编辑染色体是否会改变染色体本

身的空间结构，是否会影响发育、基因的表达及

细胞分化还有待研究。例如，作者所属的研究团

队在对 17号染色体连接的动物进行分析时，发现

17号染色体上的基因Capn11可能受到远程调控的

影响而沉默，进而导致小鼠产生抑郁表型。

二是缺少对染色体进行编辑的工具与方法，

虽然现在 CRISPR/Cas 系统可以对染色体进行编

辑，但是染色体编辑的效率极低，其特异性和效

率都亟待提高。另外，现在哺乳动物染色体的从

头合成受限于片段组装的技术方法，酵母细胞很

难实现哺乳动物染色体级别的片段的组装，需要

开发能够实现超大哺乳动物染色体片段组装的工

具细胞。

三是缺乏哺乳动物染色体工程的底盘细胞，

对现有的胚胎干细胞进行操作面临两个问题：

胚胎干细胞基因组本身的印迹丢失；二倍体胚

胎干细胞只能通过生殖系嵌合传递遗传操作，

无法一步得到遗传改造的动物。根据我们的研

究结果，印记固定的单倍体胚胎干细胞可以作

为一种新型的底盘细胞，来进行哺乳动物染色

体工程研究，实现稳定、高效、快速得到染色

体编辑动物。

未来计算机辅助设计、DNA合成技术和染色

体转移技术等的交叉融合可能会催生新的生命，

离真正实现人造复杂染色体、人造复杂生命，也

必定不会遥远。然而，这必将面临一系列的生命

伦理与生物安全问题。首先，科学家们必须意识

到哺乳动物染色体工程所涉及的新领域将重塑人

们对于生命的理解。其次，伦理监督机构对于涉

及到合成生物学的实验及实验产物需要严格管

理、严格审批，最大程度地规避风险。最后，合

成生物学的所有从业人员需要时刻遵守 2021 年

7 月达成的《天津指南》，严格规范自己的实验

行为。

综上所述，哺乳动物的染色体工程技术已经

进入了新纪元。作为合成生物学的新兴板块，这

种复杂的操纵哺乳动物大片段染色体的工程技术，

在当前的基因组时代展示了独特的优势。使用该

技术在哺乳动物基因组的功能分析、开发人类疾

病的动物模型以及自然进化方面的独特优势已经

得到认可，并将在未来继续发挥作用。
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