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摘 要：CRISPR/Cas9 是一种高效、精准的基因编辑技术，在畜禽基因编辑领域已取得了广泛应用。简述了 CRISPR/
Cas9技术在猪、牛、羊及禽类遗传育种方面的研究进展和应用情况，总结了该技术在育种应用方面所面临的问题，并对其

未来发展趋势进行了展望，以期为未来该技术在畜禽育种领域的应用提供参考。
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Abstract：CRISPR/Cas9 is an efficient and accurate gene editing technology， which is widely used in the field of livestock and 
poultry gene editing. This paper introduced the research progress and application of CRISPR/Cas9 technology in breeding of 
pig， cow， sheep and poultry， summarized the problems of its application in breeding， and prospected its future development 
trend， in order to provide reference for the future application of the technology in the field of livestock and poultry breeding.
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基因编辑是一种对基因组进行定点修饰的技

术，可在某一位点实现特定 DNA 片段的插入、缺

失、修改和替换。成簇规律间隔短回文重复序列/
Cas 关 联 蛋 白 9（clustered regularly interspersed 
short palindromic repeat/CRISPR associated protein 
9，CRISPR/Cas9）技术是继锌指核酸内切酶（zinc 
finger nucleases，ZFN）、转录激活因子效应物核酸

酶（transcription activator-like effector nucleases，
TALENs）等基因编辑技术后推出的第三代基因编

辑技术［1］。CRISPR/Cas9 系统靶向精准、脱靶率

低，已成为现有基因编辑和基因修饰中操作最简

便、效率最高、成本最低的技术之一一。

基因编辑技术已被广泛应用于畜牧生产的不

同领域，例如提高动物生产性能、开展抗病育种、

生产无角动物等。本文主要阐述了CRISPR/Cas9
在主要畜禽品种遗传改良方面的最新研究进展，

并简要总结了该技术在应用中所面临的问题和挑

战，以期为我国畜禽产业的可持续发展提供参考。
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1　CRISPR/Cas9 基因编辑技术在猪基因

组编辑中的应用

1.1 在肉质性状方面的应用

我国是生猪养殖与消费大国，利用 CRISPR/
Cas9技术快速改良猪经济性状，对养猪业发展有

重要意义。肉质是影响猪肉的风味、嫩度、色泽、

水分等特性的关键性状之一。早在 2006 年，密

苏里大学团队利用基因编辑技术生产出表达人

源化脂肪非典型钙黏蛋白 1（fat atypical cadherin 
1，Fat1）基因的猪，与野生型对比，基因编辑猪

omega-3 多不饱和脂肪酸（omega-3 polyunsaturat‑
ed fatty acids，ω-3PUFAs）合成增加，亚油酸水平

升高，肉质性状得到改善［2］。

1.2 在产肉量方面的应用

产肉量是影响生猪养殖经济效益的关键因

素，肌肉生长抑制素（myostatin，MSTN）在动物骨骼

肌的增殖、分化、生长中起抑制作用，敲除后可促

进肌肉生长，减少脂肪沉积［3］。2015年，Wang等［4］

使用CRISPR/Cas9技术编辑MSTN双等位基因，将

猪胎儿成纤维细胞（porcine fetal fibroblasts，PFF）
的转染效率提高到约 90%。随后，在二花脸猪［5］、

巴马猪［6］和两广小花猪［7］等地方猪种中也成功实

现了 MSTN 基因的敲除。胰岛素样生长因子 2
（insulin-like growth factor 2，IGF2）能促进成肌细胞

的增殖和肌纤维的分化。王煜等［8］使用 hA3A-

BE3、hA3A-BE3-Y130F 和 hA3A-eBE-Y130F 编辑

巴马猪胎儿成纤维细胞 IGF2基因，编辑效率分别

可达 71.43%、56.86% 和 40.38%。Xiang 等［9］利用

CRISPR/Cas9技术对 IGF2第 3个内含子中一个保

守的 SNP 位点（IGF2-intron3-3072）进行编辑，生

产出的基因编辑猪平均体质量为 49.64±1.55 kg，
比野生型重34.58%，胴体质量提高33.35%。

1.3 在抗病能力方面的应用

猪流行病严重影响着我国生猪产业的发展，

CRISPR/Cas9技术在提高猪抗病能力方面有着巨

大的潜力。猪繁殖和呼吸障碍综合症（porcine re‑
productive and respiratory syndrome，PRRS）是一种

严重影响经济效益的猪传染病。研究发现，利用

CRISPR/Cas9技术敲除分化抗原163（cluster of dif‑
ferentiation 163，CD163）基因第7外显子，攻毒实验

表明，该基因编辑猪可有效抵抗猪繁殖与呼吸综

合征病毒（porcine reproductive and respiratory syn‑
dromevirus，PRRSV）感染［10］。随后有研究发现，敲

除CD163 SRCR5区域［11］或CD163类同源物［12］均可

达到抵抗 PRRSV 感染的作用。随着编辑器的发

展，CD163 的编辑方式和效率也随之提高。2020
年，赵建国等［13］利用改良的 hA3A-BE3-NG成功制

备了 CD163 蛋白缺失猪细胞，在 NGH（H=A、C 或

T）PAM 位点上改良后的编辑器效率（平均为

21.27%）远 高 于 hA3A-BE3 编 辑 器（平 均 为

2.81%）。2022年，赵为民等［14］使用YE1-BE3-FNLS
系统，通过单碱基编辑技术使CD163第7个外显子

提早出现终止密码子，编辑效率高达60%。

基因编辑技术日渐成熟，研究人员不再满足

于单基因编辑。Song等［15］使用碱基编辑器 hA3A-

BE3-Y130生产了三基因编辑猪，实现了CD163和

MSTN表达提前终止，IGF2表达增加，显著提高了

猪的生长性能和抗病能力。猪传染性胃肠炎是一

种高度接触性肠道传染病，pAPN是传染性胃肠炎

病毒（transmissible gastro enteritis virus，TGEV）感

染的关键受体。Xu 等［16］利用 CRISPR/Cas9 技术

同时编辑 CD163 和 pAPN，实现 CD163 和 pAPN 同

时失活，使得双基因编辑猪同时具备猪繁殖与呼

吸综合征和传染性胃肠炎抗性。2023 年，Ren
等［17］使用 Cas12iMax 基因编辑新工具，同时编辑

了巴马猪膜内氨酰氨基肽酶［alanyl （membrane） 
aminopeptidase，NPEP］、CD163、MSTN 和 IGF2，四
基因编辑猪的生长速率和肌肉产量得以提高，同

时具有抵抗猪繁殖与呼吸综合征病毒和猪流行性

肠胃炎病毒感染的能力。

除了 PRRS 和传染性胃肠炎，在猪其他传染

性疾病方面也开展了相关研究。猪是口蹄疫

（foot-and-mouth disease，FMD）易感动物，敲除草

莓缺口同源物 2（strawberry notch homolog 2，SB‑
NO2）基因［18］或敲除 RNA结合蛋白 RALY（RBP as‑
sociated with lethal yellow mutation）基因［19］均可抑

制口蹄疫病毒（foot-and-mouth disease virus，FM‑
DV）复制。Xie 等［20］将包含游离 S-腺苷甲硫氨酸

结构域蛋白 2（radical S-adenosyl methionine do‑
main-containing protein 2，RSAD2）特异性插入猪

Rosa 26 基 因 座 ，生 产 了 一 只 组 成 型 过 表 达

pRSAD2的基因编辑猪，从该基因编辑猪分离的成

纤维细胞猪瘟病毒（classical swine fever virus，CS‑
FV）感染率明显降低。同时，基因编辑猪的聚
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（rC）结 合 蛋 白 1［poly（rc）-binding protein 1，
PCBP1］基因也可显著降低对 CSFV 的感染率［21］。

综上可知，基于 CRISPR/Cas9 基因编辑技术开展

的抗病育种，主要原理是敲除或者改变病毒感染

受体的关键位点，影响 RNA 病毒的结合和复制，

从而达到抗病育种的效果。

1.4 在其他方面的应用

猪是恒温动物，对环境温度有一定的适应范

围，其中冷应激对仔猪危害很大。解偶联蛋白 1
（uncoupling protein 1，UCP1）是适应性产热的关键

基因，猪缺失 UCP1 基因可导致仔猪体温调节能

力弱，易产生冷应激死亡［22］。Zheng 等［23］使用

CRISPR/Cas9 技术在猪内源性 UCP1 位点敲入小

鼠 UCP1，在急性寒冷暴露环境中，这些基因编辑

猪在不改变体力活动或日常能量需求的同时，体

温调节得到改善，脂肪沉积变少。毛色是猪重要

品种特征之一，遗传调控机制较复杂。Liang等［24］

使用CRISPR/Cas9技术对大白猪体细胞原癌基因

（proto-oncogene c-kit，KIT）重复拷贝进行精确删

除，首次在大家畜中获得结构性变异修复的基因

编辑猪，尽管毛色仍为白色，但红细胞数量显著提

高，贫血症状得到改善，肉色也显著提高。

以上研究结果证实CRISPR/Cas9基因编辑技

术在改良猪生长、肉质、毛色等多种经济性状方面

的有效性，为提高生猪产业经济效益提供了新的

方向。

2　CRISPR/Cas9基因编辑技术在牛、羊基

因组编辑中的应用

2.1 在生长性状方面的应用

牛、羊均属于单胎动物，繁殖周期与生长周期

均比猪长，试验成本高，基因编辑发展相对滞后，

而随着 CRISPR/Cas9 技术的出现，该领域的研究

进入快速发展期。生长性状是影响养殖经济效益

的关键指标，牛羊方面最成功的基因编辑案例也

是 MSTN 基因。通过 CRISPR/Cas9基因编辑技术

对牛的MSTN基因进行定点编辑，培育出的MSTN
基因编辑牛的平均活体质量、胴体质量、屠宰率、

净肉重与净肉率均显著高于对照牛，可显著提高

生长性能和产肉率［25］。已有研究证实，MSTN 基

因编辑牛成熟后没有健康问题，并可通过生殖细

胞将 MSTN 突变传给下一代，说明基因编辑所得

性状能够稳定种系传递［26］。使用CRISPR/Cas9系

统编辑绵羊 MSTN 基因，比野生型绵羊体质量更

重，肌肉质量更高［27］。Wang 等［28］通过 CRIPSR/
Cas9技术获得MSTN、刺鼠信号蛋白（agoutisignal‑
ingprotein，ASIP）和 β-胡萝卜素加氧酶 2（beta-car‑
otene oxygenase 2，BCO2）三基因编辑羊，平均日增

重 较 野 生 型 高 1.31 倍 。 姚 旭 东［29］使 用 An‑
cBE4max 系统对哈萨克羊 MSTN 基因进行编辑，

让其提前终止翻译，sg1位点在孤雌胚和受精胚中

编辑效率分别为 70% 和 90%，获得的 8 只羔羊均

发生碱基转换，编辑效率达 100%。除 MSTN 外，

细胞因子信号抑制蛋白 2（suppressor of cytokine 
signaling 2，SOCS2）也是调控生长性状的关键基

因，缺乏 SOCS2 可改变能量代谢、影响脂肪组织

重 塑［30］。 Zhou 等［31］利 用 CRIPSR/Cas9 技 术 在

SOCS2基因抑制子引入突变，获得的突变羊的体

质量、体长、身高明显高于野生型。

2.2 在奶制品品质改良方面的应用

牛羊是奶制品的重要来源，CRISPR/Cas9 技

术在奶制品品质改良及乳腺反应器方面也具有应

用。β-乳球蛋白（β-lactoglobulin，BLG）基因是奶

中的过敏原，使用 CRISPR/Cas9 技术生产 BLG 基

因缺失牛、羊，它们所产的奶不含 BLG 过敏

原［32-33］。硬脂酰 CoA 去饱和酶 1（stearoyl-CoA de‑
saturease1，SCD1）是脂肪酸代谢途径的关键调节

因子，SCD1 基因敲除的编辑羊可生产出低脂羊

奶［34］，褪黑素可用于改善睡眠，研究表明 N-乙酰

血清素-O-甲基转移酶（N-acetylserotonin-O-meth‑
yltransferase，ASMT）和 5-羟色胺 -N-乙酰基转移

酶（aaralkylamine N-acetyltransferase，AANAT）是

褪黑素（melatonin，MT）合成过程中的限速酶［35］，

Ma 等［36］利用 CRISPR/Cas9 技术生产的 AANAT 和

ASMT编辑绵羊可生产出富含褪黑素的羊奶。这

些研究为乳制品品质改良提供了参考，有利于促

进功能性牛羊奶产品的开发和生产。

2.3 在抗病能力方面的应用

基因编辑技术也广泛应用于牛、羊的抗病育

种，天然抗性相关巨噬细胞蛋白 1（natural resis‑
tance associated macrophage protein 1，Nramp1）是

结核病易感基因之一，提高其表达量可增强牛的

抗结核能力。Gao 等［37］利用 Cas9 切口酶（Cas9n）
技术将 NRAMP1 敲入到牛肌动蛋白结合蛋白 1
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（fascin actin-bundling protein 1，FSCN1）基因和肌

动蛋白β基因（β-actin，ACTB）区域间，培育出的奶

牛 NRAMP1基因表达水平明显增强，提高了奶牛

对结核分歧杆菌的抵抗力。牛病毒性腹泻病毒

（bovine viral diarrhea virus，BVDV）会引起牛的胃

肠道、呼吸道、繁殖疾病，补体调节蛋白 46（com‑
plement regulator protein，CD46）对 BVDV 的附着

起重要作用，Workman 等［38］使用 CRISPR 工具定

向编辑牛 CD46，发现第一头 CD46 基因编辑小牛

“金格”对BVDV易感性大大降低［48］。朊病毒蛋白

（prion protein，PrP）是传染性海绵状脑病的病原

体，通过CRISPR/Cas9技术敲除该基因，可生产出

抗传染性海绵状脑病的山羊［39］。透明质酸酶 2
（hyaluronidase 2，HYAL2）是 绵 羊 肺 腺 瘤 病 毒

（jaagsiekte sheep retrovirus，JSRV）受体，Menchaca
等［40］通过CRISPR/Cas9技术生产了HYAL2基因缺

失绵羊，有助于绵羊肺腺瘤病的防治。

2.4 在其他方面的应用

羊的产毛量也是重要经济性状之一，成纤维

细胞生长因子 5（fibroblast growth factor 5，FGF5）
对哺乳动物毛发周期性生长具有重要调控作用，

FGF5表达量降低可使羊毛长度变长和数量显著

增加。李冠纬［41］使用BE2编辑器将陕北白绒山羊

FGF5基因第一外显子引入终止密码子，与野生山

羊相比，所获得的 5只基因编辑羊毛纤维更长，毛

囊更多。繁殖性状是绵羊的重要经济性状，其中

多胎基因（fecundity booroola，FecB）是绵羊繁殖性

状的主效基因之一，丁一格［42］对滩羊FecB基因进

行单碱基定点编辑，胚胎编辑效率为 22.91%，所

得的基因编辑羊产羔率提高了43.86%。

以上研究证实CRISPR/Cas9基因编辑技术可

用于反刍动物经济性状改良和抗病育种，有利于

提高牛、羊产业的经济效益。

3　CRISPR/Cas9 基因编辑技术在其他畜

禽类基因组编辑中的应用

3.1 在产肉量方面的应用

禽类为人类的生活提供了大量的肉、蛋产品，

但其与哺乳动物生理结构的差异，导致基因编辑

技术在禽类育种中的应用受限。CRISPR/Cas9技

术解决了传统基因编辑技术在鸡上应用难的问

题。2019 年，Bhattacharya［43］使用 CRISPR/Cas9 技

术敲低了 MSTN 基因的表达，抑制其抗肌源性功

能，生成的 MSTN 敲除鸡的体质量比野生型高

17.6%。2020年，Kim等［44］发现使用D10A-Cas9切

口酶生产出的MSTN基因敲除鸡与野生型相比，腿

质量高出55.3%，腹部脂肪沉积量平均降低77.9%。

3.2 在肉质性状方面的应用

鸡腹部脂肪过度沉积会降低饲料利用率，其

中脂肪甘油三酯水解酶（adipose triglyceride li‑
pase，ATGL）是调控甘油三酯水解的关键酶［45］，其

活性受到 G0/G1开关基因 2（G0/G1 switch gene 2，
G0S2）基因编码蛋白质的抑制［46］，Park 等［47］发现

G0S2 基因敲除鸡腹部脂肪沉积与野生型相比平

均减少49.2%，脂肪酸组成也得到了优化。

3.3 在性别决定方面的应用

早期性别鉴定可以降低孵化场的饲养成本，

利用 CRISPR/Cas9 技术将绿色荧光蛋白（green 
fluorescent protein，GFP）插入鸡的 Z 染色体中，使

雄性鸡携带 ZZ 染色体，雌性鸡携带 ZW 染色体。

结果发现，基因编辑的 ZW 雌性（表达 GFP）与野

生型 ZZ 雄性交配所生的后代中，表达 GFP 的为

ZZ雄性，而不表达GFP的为雌性，在实际生产中，

使用荧光检测装置即可实现性别的早期、高效

辨别［48］。

3.4 在抗病能力方面的应用

禽白血病给养鸡产业带来了严重的经济损

失。Lee 等［49］通过 CRISPR/Cas9 技术对Ⅰ型 Na+/
H+交换蛋白（Na+/H+ exchange type 1，NHE1）进行

精准编辑，致使鸡胚成纤维细胞（douglas foster-1，
DF-1）对 B 亚群白血病病毒（avian leukosis virus 
sub-group B，ALV-B）感染产生抗性。随后，Lee
等［50］又使用相同的方法对 A 亚群禽白血病病毒

（ALV-A）受体基因外显子 2 进行敲除，得到了可

增强 ALV-A 抗性的 DF-1 细胞。2020 年，Koslová
等［51］使用 CRISPR/Cas9 技术完成了 NHE1 基因精

确敲除，制备出的基因编辑模型对 ALV-J产生抗

性。鸭坦布苏病毒（duck tembusu virus，DTMUV）
造成 5%~30% 的病鸭死亡，战彦韬［52］通过 CRIS‑
PR/Cas9 敲低了鸭胚成纤维细胞中的 HMGB1 基

因，发现DTMUV复制能力显著提升，证实了 duH⁃
MGB1具有抗DTMUV感染的作用，为研发针对该

病的新型药物或疫苗佐剂提供了科学依据。

综上所述，CRISPR/Cas9 基因编辑技术在禽
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类的生长、抗病育种、肉质等多种经济性状改良方

面提供了一种有效的方法，有助于提高这些产业

的经济效益。

4　问题与挑战

目前，尽管我国拥有丰富的畜禽遗传资源，但

筛选的有重要育种价值的基因并不多，能用于基

因编辑的基因更是有限，同时一些畜禽重大疫病

致病基因尚未明确，满足不了基因编辑育种的需

要，这极大地限制了畜禽基因编辑的发展，因此亟

需挖掘、鉴定、验证重要性状关键基因。

自 CRISPR 技术诞生以来，始终面临各种难

题。关于基因组不稳定性和染色体完整性的安全

问题尚未得到深入研究，CRISPR/Cas9 基因编辑

导致的基因组不稳定性不容小觑。Adikusuma
等［53］研究显示 CRISPR/Cas9 切割后，小鼠受精卵

中出现千碱基量级的缺失；法国波多尔大学研究

团队发现CRISPR/Cas9基因组编辑会诱导出现百

万碱基规模的染色体大片段缺失［54］。这么大长度

的片段缺失，比脱靶效应更为严重。2018年 6月，

两项研究表明，CRISPR/Cas9 基因编辑后的细胞

往往是 p53 基因发生突变的细胞，有变成癌细胞

的可能性［55-56］。Leibowitz 等［57］研究发现 CRISPR/
Cas9基因编辑技术会对细胞核结构造成损伤，出

现微核及染色体桥等畸变，从而引起染色体断

裂。由此可见，目前对 CRISPR/Cas9 基因编辑技

术的相关机制及安全风险的认识尚且不足，在进

行 CRISPR/Cas9 基因编辑时务必做好安全性

评估。

此外，动物基因编辑的伦理问题很复杂，包括

基因编辑脱靶效应导致的动物畸形、寿命缩短等

损害动物福利的问题、基因编辑畜禽产品相关食

品安全问题、环境安全问题以及消费者的知情权

等。尽管 CRISPR/Cas9 技术面临很多挑战，但该

技术已取得了很多突破性的进展，这将有助于畜

禽类改良、疾病防控等。

5 展望

CRISPR/Cas9技术在易用性、效率、速度以及

成本方面都具有优势，但目前该技术在畜禽方面

的应用绝大多数都是以编码区为目标。近年来，

随着高通量测序技术的发展，筛选出大量调控畜

禽经济性状的miRNA、lncRNA、circRNA等非编码

RNA，以及启动子、增强子等调控元件，这些非编

码区也可作为CRISPR/Cas9技术的编辑对象。此

外，CRISPR/Cas9 技术还可与全基因组关联分析

联合使用，对畜禽重要经济性状的标记进行功能

表征。

基因编辑技术发展迅速，基因编辑工具箱也

在不断扩展。新发现了Cas9的多种替代物，例如

saCas9 具有更广泛的 PAM 序列和更高的 DNA 敏

感性［58］，Cas12a不需要 tracrRNA，可靶向富含T的

基序［59］，Cas13提供了改变转录组的可能性，还可

用于成像、碱基编辑和检测转录变异等［60］，Cas14
蛋白可靶向 ssDNA，具有先进的基因编辑效率［61］。

此外，胞嘧啶碱基编辑器（cytosine base editor，
CBEs）和腺嘌呤碱基编辑器（adenine base editor，
ABEs）也先后被开发出来，可有效进行单碱基编

辑［62］。中国科学院遗传与发育生物学研究所高彩

霞研究组创新运用 AI 辅助的大规模蛋白结构预

测，开发了一系列新型碱基编辑系统，其中 Sdd6-

CBE碱基编辑器，在小鼠细胞系的编辑效率高达

43.1%［63］。张锋团队开发了新的搜索算法识别出

188 种新型 CRISPR 系统，脱靶效应比目前的

CRISPR-Cas9系统要少［64］。

虽然基因编辑技术发展速度很快，但基因编

辑畜禽进入消费市场还受到政府法规和公众接受

度的限制。2023年 10月，哥伦比亚成为全球首个

批准抗蓝耳病基因编辑猪上市的国家。美国食品

药品监督管理局（Food and Drug Administration，
FDA）已批准 4种基因编辑动物产品，包括生长速

度更快的三文鱼、可减少过敏反应和免疫排斥反

应的 Galsafe 猪、耐热短毛牛等。目前，只有美国

允许转基因牲畜进入消费市场，澳大利亚和新西

兰允许销售不包含外源基因的转基因产品，中国

和欧盟国家禁止转基因畜禽进入消费市场。2023
年 6月，我国农业农村部组织制定了《农业用基因

编辑动物安全评价指南》并广泛征求社会意见。

可以预见，随着基因编辑技术的逐渐完善，基因编

辑畜禽产品进入消费市场大有前景。

CRISPR/Cas9 基因编辑技术的发展，极大地

提高了动物遗传育种的效率，推动了畜禽遗传改

良事业的发展。同时，我们也应该清醒地认识到

CRISPR/Cas9技术在畜禽育种中的应用仍然存在
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一些问题，例如编辑诱导的染色体大片段缺失、双

链断裂、染色体碎裂等风险，这些也将是未来研究

的重点。随着基因编辑技术的进一步成熟和发

展，其将对畜禽育种的发展起到积极推动作用。
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