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摘要 设计构建染色体是合成生物学的底层技术. 过去二十年基因组设计合成研究实现从微生物基因组到哺乳 

动物染色体序列的设计构建技术跃迁. 从染色体结构元件和功能序列到染色体疾病、人源化免疫系统等模型的 

独特应用, 哺乳动物染色体的设计构建为解析和重构高等生物基因组提供全新的技术范式. 本文围绕设计-构建- 
应用的工程化路线, 综述哺乳动物染色体相关设计原则, 组装方法与实际应用进展, 讨论了哺乳动物染色体设计 

构建的挑战并展望未来的发展方向. 
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合成基因组学借助对DNA大片段进行人工设计 

与构建的工程化手段, 达成对基因组的理性改造乃至 

从头合成的科学目标, 从而揭示遗传信息和生物表型 

之间的内在联系, 实现对特定生命系统的构建和解 

析 [1]. 设计和构建哺乳动物染色体, 应用于基础生物学 

研究, 必将深化人们对高等生物复杂基因组的认知并 

提升其功能重塑的能力 [2]; 同时应用于研发抗体、基 

因与细胞治疗药物、构建复杂疾病模型, 为应对生命 

健康领域的重大难题提供全新的解决思路(图1).  

1 哺乳动物染色体设计 

基因组设计的目标, 是在系统性解析天然染色体 

结构与功能的基础上, 通过精简、扩展、重构、泛基 

因组化、柔性化等手段, 实现对人工染色体模块结构 

与功能的重新设计 [3~7]. 这一过程不仅旨在检验和扩充 

人们对天然染色体的理解, 更致力于创造自然界中不 

存在的染色体, 从而在基因组水平上赋予生命体全新 

的结构与功能. 哺乳动物基因组庞大, 全长达到Gb级, 
单个基因长度达到百kb甚至Mb级别 [8], 基因间调控复 

杂, 受多层级染色质空间结构以及远端调控网络影 

响 [9], 维持染色体存在的着丝粒及端粒等结构元件是 

重复嵌套的复杂序列, 使其人工设计在长度和复杂程 

度上面临着区别于其他生物基因组的独特挑战 [10~12], 
当前哺乳动物基因组设计主要有基于天然序列的有模 

板设计和基于人造序列的无模板设计两种策略. 

1.1 有模板设计 

有模板的基因组设计, 是以天然染色体的序列和 

结构为参考, 通过有针对性和理性的修改(如删除、插 
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入、替换或重排)获得新染色体 [13]. 这些修改通常起始 

于基因水平, 通过基因内部序列与方向的调整、基因 

间重排元件插入和基因顺序的调整使其有别于纯天然 

序列 [14,15]. 但哺乳动细胞基因组的大尺度、复杂性使 

基因注释、功能理解不完全, 难以进行高度精简有模 

板设计哺乳动物染色体 [4,16]. 经过几十年的发展, 哺乳 

动物染色体的有模板设计形成三种主要技术路线. 第 

一种技术路线是“自上而下”的染色体保守删减设计, 
也是最早的设计模式, 它最大程度地保留染色体级别 

的天然序列以维持其功能 [17], 如人21号染色体HAC除 

保留天然着丝粒和端粒外, 还人工增加嘌呤霉素抗性 

基因、潮霉素抗性基因、组胺醇脱氢酶基因、LoxP 
位点等序列 [18]. 第二种技术路线是“自下而上”的染色 

体重复单元扩增设计, 重点关注着丝粒结构元件的功 

能与机制解析 [19], 如在着丝粒α-卫星序列单体中插入 

微生物的操纵基因序列, 扩增构建出在动物细胞中发 

挥功能的人造着丝粒 [20]. 第三种技术路线是人源化替 

换与功能模块移植的染色体设计, 将人源大片段DNA 
序列或特定基因簇精准替换动物染色体片段或整合到 

基因组上, 在保留受体生物染色体结构的同时实现功 

能模块的“人源化”改造 [21], 如人源化HPRT1小鼠. 这 

些有模板设计在维持染色体功能、解析结构元件作用 

及实现功能模块精准移植等方面具有一定的优势, 但 

随着人工智能的发展和生物学大数据的爆炸式增长, 
无模板设计将成为未来哺乳动物染色体的工程化改造 

与功能研究的重要手段.  

图 1 哺乳动物染色体设计构建及应用 
Figure 1 Design, construction, and application of mammalian chromosomes  
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1.2 无模板设计 

人工智能正在为哺乳动物染色体的无模板设计注 

入新动力. 通过学习来自基因组、转录组、蛋白质组 

和代谢组等多层次、大规模实验数据, 这些无模板设 

计模型能预测调控序列功能和三维基因组结构, 从而 

减少对天然序列片段裁剪和拼接的依赖, 从头设计出 

满足特定功能需求的调控元件, 甚至完整的染色体 

序列.  
自2015年以来, 基于深度学习的多层卷积神经网 

络(convolutional neural network, CNN)和循环神经网 

络(recurrent neural network, RNN)开始应用于功能元 

件DNA序列的设计 [22,23]. CNN侧重提取DNA序列的局 

部特征, 如转录因子结合位点, RNN侧重捕捉序列内 

和序列间依赖关系, 在启动子和增强子设计方面取得 

重要进展. 2023年, 本实验室设计构建、表征合成型B 
细胞启动子库强度, 鉴定启动子活性的关键基序组合 

及其位置偏好 ,  开发了基于CNN的启动子设计模 

型 [24]. DeepSEED运用条件生成对抗网络和长短期记 

忆网络(一类特殊的RNN)来捕捉序列中的时序依赖关 

系, 在哺乳动物细胞中设计出多西环素诱导表达的人 

工启动子, 进行表达活性测试与迭代评价, 获得活性 

显著优于天然启动子的合成启动子序列 [25]. 通过在 

GC含量校准的随机序列库中定向植入人肢端黑色素 

瘤MM001细胞系关键转录因子结合位点(如SOX10, 
MITF, TFAP2), 经预训练CNN预测打分并结合双萤光 

素酶报告筛选高分序列, 通过反复迭代优化, 设计出 

MM001细胞特异性人工增强子, 其启动活性与天然增 

强子相当 [26]. 类似地, 2025年, 通过深度学习设计增强 

子, 获得在人HepG2和K562细胞系中高度特异性的人 

工增强子序列, 且最短仅50 bp的微型增强子也能维持 

活性与细胞特异性 [27]. 
CNN和RNN模型一次只能捕捉几十到几百碱基 

范围内的局部序列特征, 在预测元件活性和设计启动 

子、增强子等短片段序列时表现良好. 相比之下, 大 

语言模型(large language models, LLM)在模型结构和 

算法上发展非常迅速, 能够处理Mb级DNA序列, 并整 

合多种数据类型. 近年来, 先后报道多种染色体设计的 

LLM, 从kb级别序列分析工具, 逐步发展为支持哺乳 

动物基因组多尺度研究的Mb级分析与输出平台, 在长 

序列的功能预测和注释、人工增强子序列和染色体级 

别片段生成方面取得显著进展.  
2021年, DNABERT模型采用BERT-base架构, 首 

次将基于Transformer的预训练模型引入基因组功能 

注释领域, 约有110 M参数 [28]. 通过全基因组预训练, 
并对转录因子结合位点识别、染色质可及性预测和 

组蛋白修饰定位等多种任务进行再训练, 显著提升 

DNABERT模型对应功能注释的准确度 .  2023年 ,  
HybriDNA融合Transformer-Attention与Mamba2 SSM 
架构, 能在单碱基分辨率下处理长达131 kb的DNA序 

列, 可控生成人细胞特异性的人工增强子序列 [29]. 同 

年, DNAGPT模型首次将GPT架构引入DNA序列预训 

练, 理论上能设计输出10 kb的DNA序列 [30]. 2024年, 
Evo模型首次结合注意力与数据驱动卷积的分层状态 

空间架构(StripedHyena)进行基因组序列预训练, 应用 

于原核生物基因组设计 [31]. 2025年, Evo 2模型采用多 

尺度StripedHyena 2架构, 参数量升级到40 B, 其训练 

数据包括动物基因组序列, 设计的理论窗口扩展到1  
Mb染色体片段, 并可生成16 kb人类线粒体基因组序 

列 [32]. 
AI设计染色体序列的处理能力不断增强, 输入窗 

口和输出序列长度快速增长. 针对AI设计生成的DNA 
序列, 急需进行真实场景的生物学实验, 通过比较无模 

板设计序列、有模板设计序列及野生型序列的生物学 

功能, 以评估这些设计序列的实际可用性; 并反馈给大 

语言模型, 从而不断优化无模板AI设计能力. 通过建立 

AI设计序列与生物学功能之间的模型关系, 最终实现 

无模板的哺乳动物染色体功能化设计, 这是染色体设 

计的未来方向.  

2 哺乳动物染色体的构建 

哺乳动物染色体是长度达数十至数百Mb的线性 

DNA分子, 每条染色体含有一个由Mb级重复序列组成 

的功能性着丝粒, 负责维持染色体的稳定分离, 染色体 

末端则由TTAGGG重复序列构成的端粒保护 [33~35]. 此 

外, 染色体上广泛分布转座元件、基因簇与顺式调控 

序列, 构成多层级的调控网络, 支撑其复杂的功能执 

行 [36]. 目前哺乳动物染色体构建的研究进展主要集中 

在三个方面: 着丝粒的构建、功能序列的构建以及Mb 
级染色体大片段的人工合成组装(图2). 
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2.1 哺乳动物染色体着丝粒的构建 

着丝粒是稳定染色体遗传和正确复制、分配的关 

键结构元件, 哺乳动物天然着丝粒序列特点是高度重 

复的α卫星(alphoid)DNA, 含有着丝粒蛋白B (centro
mere protein B, CENP-B)特异性识别结合基序(称为 

CENP-B盒). 基于天然着丝粒序列的特点, 构建含有 

tetO序列(大肠杆菌四环素操纵基因)的α卫星DNA单 

体(简称αtetO)阵列的着丝粒 [37~40]. 类似地, 大肠杆菌 

乳糖操纵基因lacO序列也已经用于构建lacO α卫星 

DNA单体(简称αlacO)阵列的着丝粒 [19]. 这些几十kb的 

阵列, 在细胞内不稳定, 常常自发多聚化形成着丝粒, 
由此构建长达数Mb的tetO-HAC或lacO-HAC, 难以实 

际应用. 
随着对着丝粒组装机制的深入理解, 后续构建策 

略逐渐摆脱对高重复序列α卫星DNA的依赖. 如人类4 
号染色体的4q21区域, 与天然着丝粒DNA序列不同, 
没有重复串联的α卫星DNA序列, 也没有CENP-B盒. 
2019年, 将lacO阵列与4q21 BAC组合, 构建lacO- 
4q21-HAC. 在细胞内过表达LacI-HJURP融合蛋白, 通 

过LacI与lacO的特异性结合作用, 将HJURP定位至 

lacO序列上, HJURP再募集CENP-A, 组装CENP-A核 

小体, 形成着丝粒. 但该着丝粒仍然不稳定, 在细胞内 

多聚化, 最终形成5~10 Mb的HAC [41]. 2024年, 研究发 

现, 在lacO-4q21-HAC中装载600 kb支原体基因组时, 
通过酿酒酵母原生质体融合递送到哺乳动物细胞中, 
能以单拷贝稳定存在, 是哺乳动物染色体着丝粒构建 

的里程碑事件, 为染色体大片段递送、功能研究等提 

供有力工具 [42]. 

2.2 哺乳动物染色体功能序列的构建 

在哺乳动物染色体功能序列自下而上的组装构建 

过程中, 几kb到几十kb片段主要通过聚合酶循环组装、 

Gibson组装、Golden Gate组装等体外组装方式, 这些 

方法为后续构建更大尺度DNA提供基础模块. 如采用 

酶切和Gibson组装相结合, 将53个人类免疫球蛋白重 

链可变区基因表达单元(每个约3.5 kb), 逐级组装成 

100 kb左右的压缩型人类免疫球蛋白重链可变区基因 

座 [43]. 然而, 随着目标片段长度的增加, 高分子量DNA 
在体外组装过程中易受剪切力损伤而发生断裂, 操作 

困难, 体内能组装到百kb级以上DNA片段, 更具优 

势 [1]. 酿酒酵母因其高效的同源重组能力、强大的大 

片段DNA承载能力以及成熟的遗传操作技术体系, 已 

经成为哺乳动物染色体大片段DNA组装构建的首选 

宿主 [44~48]. 
转化相关的重组(transformation‐associated re

combination, TAR)是一种最早开发的酵母体内DNA片 

段同源重组组装技术 [49,50]. 2019年, 利用TAR技术将34 
个平均长度3.8 kb的DNA片段, 组装成119 kb的人类 

HTRA1/ARMS2 [51]. 2022年, 针对鼠HoxA基因簇, 将长 

度为5 kb的28个DNA片段组装成134 kb的基础HoxA构 

建体, 随后引入增强子模块, 构建总长约170 kb的HoxA 
扩展版本 [52]. 2024年, 利用CRISPR-Cas9技术在酿酒酵 

母中对构建的Sox2基因进行精确的片段删除、倒位或 

插入等二次编辑操作, 构建多种长度不同的Sox2变体. 
这些构建体可以通过酵母质粒回收后转入大肠杆菌扩 

增, 形成高纯度、大量的重组DNA, 为后续在小鼠胚 

胎干细胞中进行的靶向整合与功能研究提供可靠的 

DNA大片段 [53]. 
TAR技术可直接从复杂的哺乳动物基因组中捕获 

特定的染色体DNA片段, 也可用于合成序列的多片段 

迭代组装. 为此, 将在合成酵母基因组计划(Sc2.0)中使 

用的SwAP-In (Switching Auxotrophies Progressively by 
Integration)技术 [13]拓展应用到动物染色体功能序列的 

构建中, 开发eSwAP-In (extrachromosomal Switching 
Auxotrophies Progressively by Integration)技术 [21]. 与 

SwAP-In技术不同, eSwAP-In的同源重组与迭代整合 

多个DNA片段、置换酵母营养缺陷标记发生在质粒 

上. 2021年, 将38个带重叠同源臂的3 kb片段, 通过三 

轮eSwAP-In, 在酵母中组装出长度为101 kb的人 

HPRT1基因. 2024年, 通过eSwAP-In技术, 由27个4 kb 
和1个2 kb的合成片段在酵母中迭代组装100.7 kb的反 

向HPRT1序列, 用于后续小鼠胚胎干细胞中的功能研 

究 [54]. 
为了在哺乳动物细胞内应用SwAP-In技术进行组 

装, 开发mSwAP-In (mammalian switching antibiotic 
resistance markers progressively for integration)技术 [55]. 
在小鼠胚胎干细胞中, 交替使用两种可互换的标记盒 

(由不同Cas切割位点序列和筛选标记基因组成), 通过 

CRISPR-Cas9介导的同源重组, 逐轮整合DNA片段, 实 

现115 kb合成型Trp53基因座的染色体内构建. 同时, 
该方法也支持一次性将116或180 kb的人源ACE2组装 
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体定点整合至基因组上. 最后通过CRISPR-Cas9或pig
gyBAC去除标记盒, 实现染色体功能序列的无痕组装 

和细胞构建. mSwAP-In在小鼠胚胎干细胞中进行的 

百kb级染色体片段精准整合构建, 可望扩展到其他细 

胞类型中. 

2.3 哺乳动物Mb级染色体大片段的构建 

哺乳动物染色体长度在百Mb级 [33,35], 开发Mb级 

大片段组装技术是染色体构建的关键. 目前已经在大 

肠杆菌、酿酒酵母和哺乳动物细胞中分别开发人类染 

色体Mb级DNA组装构建技术.  

图 2 哺乳动物染色体构建策略 
Figure 2 Strategies for mammalian chromosome construction  
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2023年, 英国剑桥大学的Chin团队 [56]开发BAC逐 

步插入合成(BAC Stepwise Insertion Synthesis,  BA
SIS)技术, 这是一种大肠杆菌细胞内迭代DNA组装技 

术. 每一轮组装中, 含供体DNA的BAC通过接合转移 

进入受体菌, 利用CRISPR-Cas9辅助切割, 在λ-Red系 

统作用下发生同源重组, 实现供体DNA片段与受体 

DNA片段的组装. 采用此技术, 将9个170 kb的DNA片 

段, 迭代组装构建1.1 Mb的人类21号染色体区域片段. 
该染色体片段包括多个功能基因、调控元件、G-四 

链体以及长散在重复序列和短散在重复序列在内的复 

杂基因组特征. 
与BASIS技术不同, 接合转移辅助的线性BAC迭 

代组装(conjugation-associated linear-BAC iterative as
sembling, CALBIA)技术是以原核线性BAC作为载体, 
无需CRISPR-Cas9和λ-Red系统辅助, 可对大片段DNA 
的迭代组装 [57]. 使用该方法对7个150~200 kb的线性 

BAC进行组装, 获得1.07 Mb的人类免疫球蛋白重链可 

变区基因簇. CALBIA也能在线性大肠杆菌染色体上 

组装, 经过6轮迭代, 将人类18p11.2区域311~845 kb 
的6个BAC片段组装在大肠杆菌染色体上, 构建出 

2.13 Mb染色体片段. 
为提高酵母中超大片段DNA的组装效率, 本实验 

室提出将大片段DNA的组装过程嵌入酿酒酵母生命 

周期的策略, 开发酵母生活史组装技术(Yeast Life Cy
cle assembly, YLC-组装) [58]. 通过不同型别单倍体酵母 

细胞的交配, 将两个大片段DNA转移到二倍体细胞中. 
在CRISPR-Cas9系统的辅助下, 两个DNA片段在二倍 

体细胞内发生高效组装. 经过减数分裂与拆孢, 筛选 

出含组装体的单倍体酵母细胞, 即可进入下一轮交配 

与组装循环. 该方法将大片段DNA的转移、组装一体 

化, 在细胞内实现高效、迭代式的大片段DNA组装. 
通过三轮迭代组装, 成功将6个200 kb的人类免疫球蛋 

白重链片段组装成1.26 Mb功能基因座. YLC组装技术 

突破现有酿酒酵母体内DNA组装的限制, 理论上可构 

建十Mb级超大DNA片段, 可用于大规模人工基因组的 

构建. 相较于TAR, SwAP-In等酵母体内方法, YLC-组 

装避免体外提取和转化操作对大片段DNA的剪切力 

损伤, 简化实验流程, 提高组装效率, 降低细胞内组装 

的技术门槛. 
针对现有方法在重复序列组装中易出现错配的问 

题, 本实验室提出组合式层级组装策略, 开发SynNICE 

(nucleus isolation for chromosomes extraction, NICE)技 

术. 和SwAP-In技术相比, 第一轮将5.5 kb的小片段组 

装成40~71 kb的长片段, 使含有末端重复序列的片段 

数量大大减少, 降低后续长片段之间的同源重组频率 

和错配发生几率; 同时增加同源臂的长度(约500 bp), 
并利用酵母有性生殖和CRISPR-Cas9技术, 提高大片 

段的正确组装效率. 通过三轮迭代组装, 将233个约 

5.5 kb的DNA序列组装成1.14 Mb、重复序列含量达 

69.38%的人类Y染色体AZFa区域片段, 首次实现Mb级 

人类高度重复序列的从头合成组装. 开发酵母细胞核 

载体技术, 将1.14 Mb的组装体转移到小鼠胚胎细胞 

中. 该技术实现高重复序列、超大DNA片段的构建和 

跨物种转移, 拓展了哺乳动物Mb级染色体大片段功能 

重构的技术路径 [59]. 
为开发哺乳动物中染色体级别的重排技术 ,  

2022年, 在小鼠单倍体胚胎干细胞中, 通过CRISPR- 
Cas9系统引入双链断裂, 并利用NHEJ通路将两条非同 

源染色体融合, 构建出308.3 Mb的小鼠4号和5号融合 

染色体, 以及377.6和263.3 Mb两种小鼠1号和2号融合 

染色体, 为Mb级染色体大片段的构建和哺乳动物染色 

体合成提供新策略 [60]. 

3 哺乳动物染色体设计构建的应用前景 

哺乳动物基因组具有高度复杂性, 其基因调控网 

络、顺式作用元件及染色质构象之间的相互作用难以 

系统解析, 常规方法在操控尺度、保真度与调控环境 

重建方面仍存在局限. 通过合成和精准整合百kb级功 

能序列, 能够实现内源或异位背景下的序列重构与调 

控解析. 哺乳动物染色体设计构建已广泛应用于生物 

学基础研究、抗体药物研发、基因细胞药物开发及复 

杂人类疾病模型的构建, 为深入理解哺乳动物基因调 

控原理与推动精准医疗提供重要技术支撑.  

3.1 生物学基础研究应用 

哺乳动物染色体设计构建通过合成与操控大片段 

DNA, 能够重构基因调控网络、解析染色质状态, 广 

泛应用于关键基因簇调控机制研究、增强子功能验证 

及默认表观状态研究, 为复杂性状建模与表观遗传研 

究提供核心技术支撑.  
哺乳动物基因组复杂基因簇中多元件的调节作用 
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难以解析, 如哺乳动物HoxA基因簇编码高度保守的转 

录因子HOXA, 其精确调控依赖于复杂的顺式作用元 

件、三维染色质结构和信号应答机制, 而各调控元件 

的相对贡献仍未阐明. 在酵母中设计构建130~170 kb 
不同大小的HoxA基因簇及其变体, 转移整合至小鼠胚 

胎干细胞的Hprt1位点, 构建包含不同组合的转录因子 

结合位点、增强子及染色质结构元件的细胞模型, 以 

研究其在视黄酸诱导分化过程中的转录、染色质结构 

和拓扑域形成 [52]. 结果表明, 在HoxA基因簇中, 簇内的 

转录因子结合位点特别是视黄酸反应元件和HOX是 

响应视黄酸信号激活基因表达并建立染色质边界的核 

心模块, 远端增强子在激活基因表达的初始特异性中 

并非必需, 但可与簇内激活子结合协同作用, 从而增 

强转录活性. HoxA基因簇内部的功能性顺式调控元件 

还能驱动染色质边界形成和组蛋白修饰积累, 构建稳 

定的拓扑与表观状态, 完成从形态信号到基因表达程 

序的转换.  
增强子作为调控基因表达的顺式作用元件, 其功 

能已被广泛认可, 但增强子的活性及调控效果高度依 

赖其基因组上下游的邻近序列、三维染色质结构及相 

互作用元件等. 这种依赖性导致单一增强子功能难以 

被独立分析和准确预测, 限制对复杂基因调控网络的 

系统理解. 小鼠胚胎干细胞中Sox2基因是关键发育调 

控基因, 其表达依赖于远端增强子簇, 该区域由多个 

DNase I超敏位点(DHSs)构成, 但其单个位点的贡献及 

相互依赖程度尚不明确, 且传统研究方法难以在内源 

基因座背景下解析这些复杂调控元件的功能. 设计构 

建一系列包含定点缺失、倒位、易位及转录因子识别 

位点精细突变的合成大片段, 并整合到小鼠胚胎干细 

胞内源Sox2基因座获得细胞模型, 分析单个DHS对基 

因表达的影响 [53]. 结果表明, 单个DHS元件的激活活 

性取决于其所在的序列组合和相对位置关系而非方 

向, DHS24和DHS26具有自主活性, 而其他元件则完全 

依赖邻近元件共同作用, 明确核心增强子内部特定转 

录因子(如雌激素相关受体、SOX等)结合位点对整体 

调控活性的贡献, 揭示调控元件之间复杂的协同作用 

网络.  
真核基因组中大量非编码区功能尚不明确, 尤其 

在缺乏显性调控输入的情况下, 染色质的默认转录状 

态及其物种间的保守性仍未阐明. 采用eSwAP-In技术 

从头设计构建101 kb大小的反向人类HPRT1基因, 删 

除原有序列中进化形成的编码或调控信息并保留天然 

序列基本特征. 将该片段分别导入酿酒酵母和小鼠胚 

胎干细胞, 研究进化上未经选择的大片段序列的默认 

转录活性 [54]. 结果表明, 酵母基因组处于开放、活跃 

的转录状态, 有利于新生基因的出现和进化. 而小鼠 

基因组转录状态趋于沉默, 且转录激活需要特定调控 

元件或精细序列环境, 从而揭示不同真核细胞之间基 

因组的默认表观遗传状态的重大差异.  

3.2 抗体药物研发应用 

哺乳动物染色体设计构建可实现对免疫基因座的 

精确设计, 突破常规基因工程的限制, 可构建具备外源 

抗体重构、表达能力的模型动物 .  针对新冠病毒 

(SARS-CoV-2)持续进化, 其受体结合域(RBD)突变株 

导致疫苗预防效果下降, 从多种骆驼科动物中筛选获 

得30个具有完整开放阅读框的重链抗体的可变区基 

因, 将每个基因与小鼠免疫球蛋白重链基因座的可变 

区启动子、前导外显子-内含子序列及下游重组信号 

序列构建为单一表达单元, 组装成约25 kb的插入盒, 
通过CRISPR-Cas9技术定点整合至小鼠免疫球蛋白重 

链基因座可变区, 构建能表达骆驼来源纳米抗体的小 

鼠模型, 可用于研发具有中和新冠病毒变异株活性的 

抗体 [61].  

3.3 基因细胞药物的开发 

通过百kb级基因座的合成与精准操控, 突破传统 

载体在容量、调控和安全性上的瓶颈, 哺乳动物染色 

体设计构建为精确模拟人类疾病和开发新型治疗策略 

提供可能.  
奈梅亨断裂综合征(NBS)和冯·希佩尔-林道综合 

征(VHL)分别由NBS1和VHL基因突变导致, 均需精确 

递送全长基因以恢复其生理功能. 然而当前基因治疗 

载体在容量与调控能力方面不能满足大片段基因的承 

载和递送. 将NBS1(约55 kb)或VHL(约25 kb)基因, 定点 

组装到αtet-HAC上, 导入NBS1缺陷细胞和VHL缺陷肾 

癌细胞, 可恢复细胞正常功能. 这为NBS和VHL综合征 

等单基因病提供潜在治疗策略, 也为干细胞编辑与瞬 

时表达提供安全可控的新方法 [37,40].  
P53是关键肿瘤抑制因子, 在小鼠中由肿瘤抑制基 

因Trp53编码, 长达115 kb. 该基因的其突变高度集中 

于含甲基化CpG二核苷酸的热点位点, 而基因编辑技 
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术难以实现百kb级高保真序列替换, 限制对高风险突 

变位点的系统性改写及抗突变模型的构建. 通过密码 

子优化将小鼠Trp53热点区CpG位点同义突变为不易 

甲基化的AG, 构建抗突变的合成基因synTrp53, 并采 

用mSwAP-In技术实现其在内源位点的精准替换. 结 

果表明, synTrp53正常激活下游靶基因并维持细胞周 

期及凋亡响应, 热点区C>T/G>A突变率较野生型下降 

90%以上, 这为癌症突变机制解析及预防性基因干预 

提供新策略, 拓展哺乳动物染色体设计构建在细胞治 

疗中的应用 [55].  

3.4 疾病模型构建 

哺乳动物染色体的设计构建还可以精确设计组装 

和整合大规模基因组序列, 在哺乳动物基因功能验证 

及疾病模型构建中展现出独特优势.  
β-地中海贫血(β-thalassemia)是遗传性红细胞疾 

病, 主要由β-珠蛋白基因突变或缺失导致. 通过理性设 

计, 可构建α-珠蛋白和β-珠蛋白基因编码区域及调控 

区域的变体来替换小鼠中的同源基因, 以研究它们对 

血红蛋白产生的影响并揭示地中海贫血的致病机理. 
相比于传统研究方法, 设计合成的变体可以从新的角 

度解析致病机理, 并为进一步的疾病治疗提供新思 

路 [62].  
次黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸核糖转移酶(HPRT1)是嘌呤 

代谢途径中的关键酶, 其突变可导致严重的X连锁遗 

传疾病. 由于HPRT1基因结构复杂且富含调控元件, 
基因编辑技术难以实现大规模、高精度的基因插入. 
通过基于酵母的eSwAP-In迭代组装体系, 可组装包含 

调控区的101 kb人HPRT1基因序列, 借助Cre介导将 

DNA整合至小鼠胚胎干细胞X染色体预设位点. 功能 

验证显示, 重组细胞稳定表达人源HPRT1蛋白, 且保 

持多能性及染色体完整性 [21].  
血管紧张素转化酶2 (ACE2)是新冠病毒刺突S糖 

蛋白的功能受体, 介导新冠病毒的入侵和感染. 而小 

鼠Ace2在表达水平和剪接模式上与人类存在显著差 

异 ,  限制其在新冠病毒感染模型中的应用 .  通过 

mSwAP-In方法, 用116和180 kb人ACE2基因座片段 

替换小鼠同源位点, 构建人源化ACE2小鼠模型. 该模 

型表现出更接近人类的组织特异性表达模式和剪接 

异构体生成模式, 特别是180 kb ACE2人源化模型能 

够更为精准地模拟人类在新冠病毒感染后肺部病毒 

载量变化、免疫响应特征及疾病严重程度. 进一步 

地, 在人源化ACE2小鼠胚胎干细胞中, 构建更接近人 

类的双人源化新冠病毒感染小鼠模型, 为新冠病毒致 

病机制研究和抗体药物开发提供了高度拟人的动物 

模型 [55]. 

4 展望 

哺乳动物染色体的理性设计与合成为解析复杂基 

因调控与重塑高级生命功能开辟崭新道路. 借助有模 

板路线的自上而下删减与模块化扩增, 以及人工智能 

驱动的元件与染色体无模板序列生成, 已从基因元件 

迈向整染色体雏形的新阶段. 基于跨宿主迭代组装、 

体内同源重组与接合转移等技术原理建立的整合体 

系, 已能高保真组装与定点整合百 kb~Mb级DNA片段. 
由此催生的关键调控网络解析、抗突变基因替换及多 

位点人源化模型等案例, 正在变革基础研究、精准医 

学与抗体药物开发的模式.  
尽管技术突破不断涌现, 染色体设计、构建与应 

用环节仍相互制约, 面临系统性挑战. 在染色体设计 

环节, 现有AI模型主要基于统计规律, 通常仅能捕捉 

局部序列特征, 尚难以准确预测染色质的3D结构和动 

态表观修饰; 同时, 训练数据多以单一细胞系的短片段 

为主, 缺乏跨物种、跨发育阶段的多样性信息, 加之缺 

少功能验证的高通量闭环系统, 导致大语言模型设计 

仍需依赖“合成后试错”. 在染色体构建环节, Mb级组 

装及其转移都存在瓶颈，特别是由于内源的DNA同 

源重组修复机制, 异源重复序列的组装是所有组装宿 

主的通用问题; 现有的转移技术手段(如电转、显微注 

射和细胞融合)效率低下, 且有诱发染色体断裂、脱靶 

整合和免疫激活的致瘤风险, 难以支撑临床应用和大 

规模动物模型的构建.  
针对当前染色体设计和构建的瓶颈, 需要建立覆 

盖设计-构建-测试-学习的全流程数据闭环, 配合自动 

化设备, 将每轮构建与测试的结果数据实时传回给AI 
设计模型, 以快速迭代, 提高设计的准确性和实用性. 
针对染色体构建环节的挑战, 需要深度开发和优化组 

装用专属底盘细胞, 如减弱内源同源重组修复能力、 

保护组装序列等, 提高细胞内重复序列的组装准确率 

和组装染色体的长期稳定性, 不断拓展组装染色体的 

长度. 针对Mb组装染色体转移难的问题, 开发新型生 
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物材料或无核人工细胞, 用于合成染色体的包裹和跨 

细胞转移, 加速临床应用转化. 展望未来, 随着基因组 

和医学数据等生物学数据的积累、设计构建工具的完 

善和成熟, 将促进完整染色体乃至全基因组的设计合 

成, 加速新药研发, 服务于生物医药产业和人民健康 

福祉.    
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Construction and application of mammalian chromosomes 
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The design and construction of chromosomes represent foundational technologies in synthetic biology. Over the past two decades, 
genomic design and synthesis research has made significant progress, transitioning from the microbial genomes to mammalian 
chromosomes. From the chromosomal structural elements and functional sequences to the unique application of the chromosomal 
disease models and humanized immune systems, the design and construction of mammalian chromosomes offer a novel technical 
paradigm for exploring and reconstructing the genomes of higher organisms. In this article, we focused on the design-construction- 
application workflow of mammalian chromosomes, and summarized the progress of the design principles, assembly methods, and 
practical applications. We discussed the challenges and proposed the future prospects for designing and constructing mammalian 
chromosomes.  
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