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［摘 要］ 目的：利用干细胞囊胚互补技术再生同种或异种动物器官已得到验证，其重要的前提是需要构建出相应的器官缺

失动物模型。本文拟通过CRISPR/Cas9基因编辑技术建立猪Six1单基因和Six1/Six4双基因敲除猪细胞系，为构建肾脏发育缺

陷和缺失猪模型奠定重要的研究基础。方法：选取猪 Six1基因和 Six4基因第一外显子为敲除靶点，分别设计并合成单导向

RNA（single guide RNA，sgRNA），将其插入含有Cas9骨架的PX330质粒，分别构建Six1基因和Six4基因敲除打靶载体PX330⁃
sgRNA1和PX330⁃sgRNA4；用T7EN1酶验证打靶载体敲除效率后，将高效打靶载体与含G418抗性的质粒（pCMV⁃tdTomato）共

转染原代猪胎儿成纤维细胞（porcine fetal fibroblasts，PFFs）中，并通过药物筛选获得单克隆细胞群落，随后对单克隆细胞进行

基因型鉴定。结果：分别成功构建Six1和Six4基因的Cas9/sgRNA表达载体。转染Six1基因打靶载体经药物筛选后，利用PCR
方法鉴定所获得的Six1基因敲除单克隆细胞系48个，其中Six1-/-细胞系21个。通过同样方法同时转染Six1基因和Six4基因打

靶载体，经药物筛选后共获得44个单克隆细胞系，其中Six1-/- Six4-/-细胞系为13个。结论：通过CRISPR/Cas9基因编辑技术可

高效获得Six1单基因敲除细胞系和Six1/Six4双基因敲除细胞系，为构建肾脏发育缺陷猪动物模型提供了基础，并有助于研究

Six1和Six4基因在猪肾脏发育中的功能。
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［Abstract］ Objective：The concept of animal organs regeneration via stem cells injection and blastocyst complementation has been
proved. To apply this principle for organ regeneration，the specific organ ⁃deficient large animals must be created firstly in order to
make the specific organ‘developmental niche’. In this study，we attempt to generate the Six1⁃deficient and Six1/Six4⁃deficient pig cell
lines by CRISPR/Cas9，in order to construct pig kidney⁃deficient model next step. Methods：The first exon of Six1 and Six4 gene was
chosen for the target to design the sgRNA and the two sgRNAs were cloned into PX330 plasmids containing Cas9 skeleton respectively.
The efficiency of PX330 ⁃ sgRNA vector was tested by T7EN1 enzyme assay analysis，then，the efficient PX330 ⁃ sgRNA was co ⁃
transfected with the G418 resistant plasmid（pCMV⁃tdTomato）into the primary porcine fetal fibroblasts（PFFs）. The monoclonal cell
populations were obtained through the G418 screening and the genotypes of monoclonal cells were identified by sequencing analysis.
Results：Cas9/sgRNA expression vectors for Six1 and Six4 gene targeting were constructed successfully. Total 48 monoclonal cell
populations with presumed Six1 gene mutation were obtained and identified by PCR，among them 21 cell colonies showed Six1 bialellic
mutation（Six1-/）. By the same way，we obtained total 44 monoclonal cell populations for both Six1 and Six4 targeting and 13 of them
showed Six1-/-Six4 ⁃/⁃ genotypes. Conclusion：The Six1-/- and Six1-/- Six4 ⁃/⁃ cell lines were obtained by highly efficient CRISPR/Cas9
targeting，which can provide the possibility in production of the pig kidney ⁃ deficient model and also be helpful for the function
investigation of Six1 and Six4 genes in pig kidney development.
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肾脏疾病属于一个世界性的疾病问题，慢性肾

脏疾病以及急性或慢性肾脏衰竭患者的数量正不

断增加［1］。终末期肾病（end ⁃ stage renal disease，
ESRD）患者虽然可以通过血液透析或用腹膜透析来

代替肾脏排毒功能，但并不能取代肾脏在人体内重

要的功能，如肾脏内分泌活动（肾素，促红细胞生成

素和维生素D的活化）以及精细调节电解液［2］。肾

脏移植是迄今为止恢复肾脏正常功能的最佳选择，

但是人类供体器官来源非常有限且存在免疫排斥

等问题。因此，利用患者来源的干细胞通过囊胚互

补再造人源肾脏器官可能成为一个新的解决途径。

囊胚互补技术主要是利用基因敲除或其他基

因调控策略，获得相应器官定向缺失的动物，利用

体细胞核移植技术（somatic cell nuclear transfer，
SCNT）产生器官再生所需的缺陷型胚胎，随后在相

应器官缺失的囊胚中注入外源全能或多能干细胞，

从而再生形成相应器官。目前，通过囊胚互补技术

进行体外同种或异种器官再生研究已得到有效的

验证。UsUi 等［3］利用囊胚互补技术，在 Pdx1-/-缺失

的小鼠囊胚再生出大鼠来源的胰腺。Matsunari 等［4］

利用囊胚互补在胰腺发育受阻的转基因猪胚胎内

再生出同种胰腺。综上，运用囊胚互补在动物体内

再生人源化肾脏器官是可行的。

肾脏发育是个十分复杂的过程，需要多种基因

调控，而Six基因家族在肾脏发育中至关重要。哺乳

动物Six基因家族包括Six1~6共6个基因，其中Six1、
Six4基因主要表达在肾脏发生的间质区，对肾脏发

育具有重要作用。在肾脏发生过程中，输尿管芽和

后肾间质是肾脏发育的重要结构，前者入侵后肾间

质并不断分支形成肾脏的输尿管以及集合系统，后

者分化形成肾脏的肾小球，近端小管，远端小管等

结构。研究发现，在小鼠中敲掉Six1基因后输尿管

芽则无法入侵后肾间质并不断分支形成集合系统，

同时后肾间质区的面积相对于野生型明显变小［5］。

Six1基因敲除小鼠肾脏也表现出单侧肾脏发育缺失

现象。Kobayashi等［6］发现同时敲除Six1和Six4基因

则会导致小鼠肾脏发育完全缺失，输尿管芽和后肾

间质出现严重发育缺陷。

目前，还未见到猪肾脏缺失模型的相关研究报

道。而预想运用囊胚互补在猪体内再生人源化肾

脏器官，首先必须获得肾脏缺失的猪模型。本研究

拟通过 CRISPR/Cas9（clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/Cas9）基因编辑技术对原代

猪胎儿成纤维细胞进行Six1单基因和Six1/Six4双基

因敲除，为下一步获得肾缺失猪模型奠定研究基础。

1 材料和方法

1.1 材料

35 d原代长白猪胎儿成纤维细胞（PFFs）由本组

实验室培养。Dh5α感受态、质粒小提试剂盒、质粒

中提试剂盒（北京天根生化科技公司）；PX330质粒

（Addgene 423230）、Bbs1 限制性内切酶、Quick Li⁃
gase连接酶和T7EN1酶（New England Biolabs公司，

美国）；Plasmid Safe ATP⁃Dependent DNase 质粒链接

去错酶（Epicentre公司，美国）；Basic NucleofectorTM
Kits和细胞电转仪（Lonza公司，德国）；DMEM培养

液，胎牛血清、胰酶、Penn/Strep双抗和 PBS缓冲液

（Gibco公司，美国）；pMD18⁃T载体（TaKaRa公司，日

本）；引物序列和磷酸化的寡核苷酸序列由南京金

斯瑞公司合成。

1.2 方法

1.2.1 sgRNA的设计和CRISPR/Cas9打靶载体的构

建

在 Genbank 中查找猪源 Six1 基因（Gene ID：

100156847），Six4基因（Gene ID：100153985），根据

Six1，Six4基因序列分别在第一外显子两端设计引物

序列并送合成（表1），以PFFs的基因组DNA为模板，

利用PCR分别扩增Six1基因和Six4基因的第一外显

子序列。反应体系：20 μL，反应条件：95 ℃ 5 min；
（95 ℃ 30 s，62 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s）35个循环；72 ℃
7 min；保存4 ℃ 。通过琼脂糖凝胶电泳观察PCR产

物长度，并送南京金斯瑞公司进行测序，进一步确

认PFFs中 Six1基因和 Six4基因的序列情况。以测

序获知的 Six1基因序列为模板，利用CRISPR在线

靶点设计工具（http：//crispr.mit.edu/），根据 Cas9靶

点设计原则：5′端为G，3′端为PAM序列（NGG），在

Six1 基因的第一个外显子上设计一个 20 bp 的

sgRNA寡核苷酸序列，并命名为 sgRNA1，送南京金

斯瑞公司合成 5′末端磷酸化修饰的 sgRNA1序列。

同样，Six4基因也通过同样的方法在第一个外显子

上设计一个 sgRNA4，并进行相应修饰。

表1 Six1，Six4第一外显子扩增引物

Table 1 The primers for amplification of Six1 and Six4

Primers
Exon1⁃Six1⁃F
Exon1⁃Six1⁃R
Exon1⁃Six4⁃F
Exon1⁃Six4⁃R

Sequences (5′→3′)
GGCCCGAAAAGCTGCGGAGTGAG
TTGGGGTGGTTGTGAGGCGAGAA
CCCCACCGGGCAGATTGC
GCCAGGCGGTCCAGGTTG
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CRISPR/Cas9打靶载体构建主要是通过引物退

火、PX330载体酶切、线性化PX330载体与 sgRNA连

接等步骤组成。首先，将合成好的引物分别用高压

灭菌的去离子水溶解成100 μmol/L。将正链引物与

负链引物各吸取1 μL，加入8 μL去离子水中。将混

合好的10 μL体系，在PCR仪中经过37 ℃孵育30 min
后，从 95 ℃ 5 min后以每分钟降 5 ℃的速度，降至

25 ℃后4 ℃保持。同时，按照说明书步骤，将PX330
载体用Bbs1酶进行酶切使其线性化，再将线性化的

PX330载体与退火的双链 sgRNA 用Quick Ligase连
接酶进行连接。将连接产物利用Plasmid Safe ATP⁃
Dependent DNase质粒链接去错酶处理后转化至大

肠杆菌DH5α中，挑取单菌落进行菌株保存和测序，

测序引物：5′⁃ACTATCATATCCTTACCGTAAC⁃3′。
测序结果正确的菌株，分别命名为 PX330⁃sgRNA1
和 PX330⁃sgRNA4。利用无内毒素质粒大提试剂

盒，按照说明书步骤提取 PX330 ⁃ sgRNA1 质粒、

PX330⁃sgRNA4质粒以及带有G418抗性基因的 pC⁃
MV⁃tdTomato质粒。

1.2.2 Six1，Six4基因 PX330⁃sgRNA载体打靶效率

验证

在 6 cm培养皿中用含 15%胎牛血清的DMEM
培养液培养原代 PFFs，待细胞汇合度达到 80%~
90%时，用胰蛋白酶，消化并离心收集细胞。Six1，
Six4 PX330⁃sgRNA打靶载体各 4 μg，参照 Lonza成
纤维细胞转染试剂盒中的操作，使用 Lonza 核转染

仪U⁃023程序，分别转染至1×106个细胞。转染48 h
后提取混合细胞基因组DNA，通过PCR扩增 sgRNA
识别切割靶点区域，将PCR产物琼脂糖凝胶电泳后

切胶回收。

胶回收产物利用 T7EN1酶切验证打靶载体的

敲除效率。取 200 ng纯化产物，2 μL 10×Nebuffer，
并用去离子水补足到 19 μL，在 PCR仪中进行退火

反应。退火结束后，各分9.5 μL，其中一管作为实验

组加入0.5 μL T7EN1酶，另一管加入0.5 μL去离子

水作为对照组，37 ℃孵育30 min。利用1.5%的琼脂

糖凝胶，90 V电泳50 min后分析结果。

1.2.3 细胞转染和单克隆的筛选与鉴定

在 6 cm培养皿中用含 15%胎牛血清的DMEM
培养液培养原代PFFs，当细胞在皿中生长混合度达

到 80%~90%左右，用 0.05%胰酶消化细胞用于核

转。将针对Six1打靶的PX330⁃sgRNA1载体与带有

G418抗性质粒pCMV ⁃tdTomato质粒以5∶1的比例，

参照Lonza成纤维细胞转染试剂盒中的操作，用U⁃

023程序转染PFFs。将转染后的细胞分盘至 10 cm
中，每盘密度为4倍镜视野下20~30个细胞，并用含

有 1 mg/mL G418浓度的 15%胎牛血清的DMEM培

养液来进行抗药筛选去除阴性细胞。

分盘后的细胞药筛至第七天时，进行单克隆的

挑选。通过显微镜观察单克隆位置，并做出相应标

记。弃掉 10 cm中培养液，用PBS洗 1遍后，将克隆

环放置在皿底单克隆位置上，利用0.05%胰蛋白酶消

化细胞，接种于24孔板中，当细胞长满后再传至6孔
板中。6孔板中的细胞长满后 1/5用于提取基因组

做鉴定，剩余用于冻存备用。

利用NP40裂解液提取细胞基因组，对 Six1基

因敲除位点两端设计引物序列（表 2），并进行 PCR
扩增。PCR 反应体系：20 μL，PCR 反应条件：95 ℃
5 min；（95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s）35 个循环；

72 ℃ 7 min；保存 4 ℃ 。PCR产物切胶纯化回收后

连接至pMD18⁃T载体进行转化至大肠杆菌中，每板

挑取15个菌落测序。测序结果与野生型序列比对，

分析单克隆突变情况，即可得到Six1基因敲除猪单

克隆细胞系。

利用上述方法，将 Six1打靶的PX330⁃sgRNA1，
Six4打靶的PX330⁃sgRNA4与抗性质粒pCMV ⁃tdTo⁃
mato质粒共同转染PFFs通过药筛，单克隆挑取与鉴

定，来获得 Six1和 Six4双基因同时敲除的猪单克隆

细胞系。

2 结 果

2.1 Six1，Six4基因序列扩增结果

根据NCBI中猪Six1，Six4基因序列在其两端设

计引物，对 Six1，Six4基因进行PCR扩增，经电泳鉴

定长度分别为 1 180 bp和 1 100 bp处有条带，与目

的片段长度相同（图 1）。同时，将扩增产物送去测

序，经过对比证明序列正确。

2.2 CRISPR/Cas9敲除位点选择和打靶载体构建

分别选取 Six1和 Six4基因的第一外显子作为

CRISPR/Cas9的靶点设计 sgRNA1和 sgRNA4（图2），
根据Cas9靶点设计原则：5′端为G，3′端为PAM序列

表2 Six1，Six4基因型鉴定引物

Table 2 The primers forgenotyping of Six1，Six4
Primers
Six1⁃F
Six1⁃R
Six4⁃F
Six4⁃R

Sequences (5′→3′)
AGAGGCCCGAAAAGCTGCGGAGTGA
AGAGGCGGAGAGGGAGAGGAAGGAA
GCAGGAGAATGGGATGGAAA
TAGGCGGGCGACGAGAAAC
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（NGG），分 别 设 计 sgRNA 并 命 名 为 sgRNA1 和

sgRNA4。同时，在 sgRNA的两端加上能与 Bbs1酶

切位点相连接的粘性末端（表 3）。sgRNA寡核苷

酸序列经退火形成双链与Bbs1酶切的 PX330载体

相连接，转化到大肠杆菌后，成功得到单克隆菌

落。挑菌扩培后，将提取的质粒送测序，对比证明

PX330 载体分别成功与 sgRNA1 和 sgRNA4 重组

（图 3）。

2.3 CRISPR/Cas9重组载体打靶效率验证

提 取 分 别 转 入 PX330 ⁃ sgRNA1 和 PX330 ⁃
sgRNA4打靶载体的细胞基因组后，经过 T7EN1酶

处理后，跑胶电泳均证明PX330⁃sgRNA1和PX330⁃
sgRNA4重组质粒可以成功打靶细胞（图4）。从图中

可以看出，1号 sgRNA1为对照组，2号为T7EN1酶处

M 1 2

1 500 bp
1 000 bp

500 bp

100 bp
M：100 bp DNA Ladder；1：Six1基因 PCR扩增产物凝胶电泳结

果；2：Six4基因PCR扩增产物凝胶电泳结果。

图1 Six1基因和Six4基因PCR扩增产物凝胶电泳结果

Figure 1 The results of PCR amplification products of
Six1 and Six4

A：Six1基因结构信息以及 sgRNA1打靶序列；B：Six4基因结构信息以及 sgRNA4打靶序列。

图2 Six1、Six4基因 sgRNA靶点设计

Figure 2 Schema for CRISPR/Cas9⁃mediated Six1 and Six4 knockout

5′ ⁃ ATGTCGTGCCAGCCATCGTTCGGCTTCACACAGGAGCAAGTGGCTTGCGT ⁃ 3′Target PAM

3′ ⁃TACAGCACGGTCGGTAGCAAGCCGAAGTGTGTCCTCGTTCACCGAACGCA⁃ 5′

Six1 genome

sgRNA1 sequence

E1 E2

3′ ⁃ CCCGTCTAACGTTCACGCCGCCTATAGTTCGTCCTCTTACCCTACGAAAG ⁃ 5′
5′⁃GGGCAGATTGCAAGTGCGGCGGATATCAAGCAGGAGAATGGGATGCTTTC⁃3′

Target PAM

Six4 genome

sgRNA1 sequence

E1 E3E2B

A

A

B

A：Six1打靶载体 PX330⁃sgRNA1sgRNA位点测序结果；B：Six4
打靶载体PX330⁃sgRNA4 sgRNA位点测序结果。

图3 重组载体测序验证

Figure 3 Verification of recombinant vector via sequencing

理组共有3个条带。T7EN1酶可以将两条错配DNA
序列，在错配位置进行剪切，所以2号泳道200 bp到
300 bp为错配DNA序列被剪切成的 2个片段，3、4
号分别为 sgRNA4 的对照组、处理组，4 号泳道中

400 bp左右有 2个片段，较小的为T7EN1酶剪切出

来的片段。Six1和Six4基因的PCR产物经过T7EN1
酶处理后均能产生剪切片段，说明 PX330⁃sgRNA1
和 PX330 ⁃ sgRNA4 重组载体分别能够有效打靶

Six1，Six4基因。

2.4 Six1单基因和 Six1/Six4双基因敲除猪细胞系

的建立及鉴定结果

PX330⁃sgRNA1和抗性质粒 pCMV ⁃tdTomato共
同转染PFFs通过药筛后得到单克隆细胞系共48个
（图5），TA克隆测序结果显示在靶标区域有40个克

隆发生基因突变。其中有21个克隆发现双等位基因

突变（Six1-/-，biallelic mutation）PX330⁃sgRNA1载体

打靶效率为44%，且有6个克隆双等位基因突变情况

表3 sgRNA寡核苷酸序列

Table 3 The oligonucleotide sequence of sgRNA
sgRNA
Six1⁃sgRNA1⁃F
Six1⁃sgRNA1⁃R
Six4⁃sgRNA4⁃F
Six4⁃sgRNA4⁃R

Sequences（5′→3′）
caccGCCATCGTTCGGCTTCACAC
aaacCGGTAGCAAGCCGAAGTGTG
caccGAAGTGCGGCGGATATCAAGC
aaacCTTCACGCCGCCTATAGTTCG
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完 全 相 同（homozygous biallelic mutation，图 6）。

PX330⁃sgRNA1，PX330⁃sgRNA4以及抗性质粒 pC⁃

MV ⁃tdTomato三个质粒共同转染得到单克隆细胞44个
（图5），TA克隆结果显示Six1和Six4基因同时发生突

变有30个克隆。双等位基因突变克隆（Six1-/-/Six4⁃/⁃）

共有 13个（biallelic mutation），打靶效率为 30%。其

中Six1等位基因和Six4等位基因突变分别相同（ho⁃
mozygous biallelic mutation）的有6个克隆（图6）。

M 1 2 3 4
1 000 bp

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

M：100 bp DNA Ladder；1、3：Six1，Six4 基因 PCR 产物不加

T7EN1酶对照组；2、4：Six1，Six4基因PCR产物T7EN1酶处理组。

图4 sgRNA敲除效率验证

Figure 4 Verification of sgRNA knocking⁃out efficiency

BA
A：Six1-/-单个细胞系传代至 6孔板（x40）B：Six1-/-/Six4-/-单个细

胞系传代至6孔板（x40）。
图5 Six1单基因和Six1/Six4双基因敲除细胞系

Figure 5 The cell lines of Six1 and Six1/Six4 mutation

A

B

A：Six1基因纯合敲除单克隆突变基因型；B：Six1/Six4双基因纯合敲除单克隆突变基因型。

图6 Six1⁃/⁃与Six1⁃/⁃Six4⁃/⁃敲除细胞系基因型

Figure 6 Genotypes of Six1⁃/⁃andSix1⁃/⁃Six4⁃/⁃cell lines

3 讨 论

肾脏发育是一个十分复杂的过程，其中输尿管

芽入侵后肾间充质，二者相互作用引发间质向皮质

转化最后发育形成成熟的肾脏。调节二者相互作

用的基因有许多，主要包括 Six1，Six4，Eya1，Gdnf，
Pax2，Pax8等基因。Six1基因敲除后肾脏发育不全

且有单侧肾脏缺失，Pax2、Six2、Sall1、Gdnf基因的表

达明显降低。Six1和 Six4基因同时敲除后，小鼠肾

脏发育完全缺失，且Pax2、Pax8和Gdnf基因的表达

完全消失。说明Six1和Six4基因在肾脏发育中起到

重要作用，与肾脏发育的其他基因之间存在相互的

调控关系。因此，本研究利用CRISPR/Cas9基因编

辑技术选择 Six1和 Six4基因进行敲除，为构建肾脏

缺失猪模型提供了可能性。同时，根据开放阅读框

（ORF）分析显示，打靶位点后面不含有其他起始密码

子，因此分别选取Six1和Six4基因的第一外显子为靶

点进行基因敲除，能够使Six1和Six4基因在转录时尽

早发生移码突变，从而导致蛋白质功能的缺失。

目前，CRISPR/Cas9基因编辑技术已在哺乳类

动物上得到广泛应用。Jinek 等［7］研究将 crRNA和

tracrRNA 改 装 成 一 个 单 向 导 RNA（single guide
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RNA，sgRNA），这个 sgRNA能够帮助Cas9内切酶对

DNA进行定点切割，使得CRISPR/Cas9基因敲除系

统使用更加简便。通过将CRISPR/Cas9基因编辑技

术和 SCNT相结合，大量的人类疾病模型及基因敲

除猪模型已经产生。例如，Chen 等［8］利用CRISPR/
Cas9基因编辑技术敲除 IgM基因，获得B细胞缺失

猪模型；Zhang等［9］利用CRISPR/Cas9基因编辑技术

获得C3基因敲除猪；Li 等［10］通过CRISPR/Cas9系统

敲除猪TPH2基因来研究认知和情绪调节以及精神

类疾病。不同基因敲除猪的产生更加说明CRISPR/
Cas9基因编辑技术能够在猪细胞上进行有效的基

因打靶。本实验中所设计的CRISPR/Cas9打靶载体

具有较高的效率，Six1基因的打靶载体有效敲除效

率为 44%，Six1和 Six4基因的载体同时打靶的有效

敲除效率为30%，所以本研究中高效的打靶载体能

够大量制备所需的基因敲除细胞，而 SCNT则为大

规模制备基因缺失型胚胎用于囊胚互补创造了很

好的条件。

囊胚互补在动物体内再造人源肾脏，其前提是

需要得到合适的器官再造载体，为外源互补多能干

细胞提供发育所需微环境。猪与人类在解剖、代

谢、生理学、器官大小、基因组和细胞周期特征等方

面具有很高的相似性，所以猪成为体外再造人类肾

脏的理想动物模型［11］。目前，猪全基因组测序的完

成［12］，以及SCNT在猪上的广泛应用［13］，使得猪成为

生物医学中最受关注的大动物模型之一，也为在猪

体内再造人类肾脏提供了技术支撑。以猪为模型

利用囊胚互补再造同种外源器官已得到验证。Mat⁃
sunari 等［4］在 Pdx1基因的启动子后面插入Hes1基

因，Hes1基因的过表达使得胰腺的发育受到阻滞，

从而获得胰腺缺失的猪模型，通过囊胚互补将外源

猪胚胎干细胞注入插入Hes1基因的猪囊胚中成功

再生出外源胰腺。因此，本研究获得的Six1单基因

和Six1/Six4双基因敲除猪细胞系可作为SCNT的供

体细胞，来获得肾脏缺陷模型，进一步利用该模型

作为器官再生的载体，通过囊胚互补利用肾脏缺陷

的猪囊胚来再生异种肾脏，是具有可行性的。

综上所述，本研究通过高效的CRISPR/Cas9打

靶载体成功获得了Six1单基因和Six1/Six4双基因敲

除猪细胞系，为获得肾脏缺失的猪模型创造了前提

条件。同时，大型哺乳类动物肾脏发育是一个连续

而又复杂的过程，Six1单基因敲除以及 Six1/Six4双
基因敲除有利于研究肾脏发育的相关信号通路。
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