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基因编辑技术在猪遗传育种中的研究进展

郑虎， 高美娟， 杨化强∗

（华南农业大学动物科学学院， 国家生猪种业工程技术研究中心， 广东 广州　 ５１０６４２）

摘要： 基因编辑是针对基因组特定的靶点序列， 利用人工特异性核酸酶对靶点序列进行编辑 （基因敲除、 插入、 替换等修饰） 的技术。 基因编

辑技术广泛应用于生物医学研究以及农业遗传育种改良。 猪作为重要的农业经济动物， 是养殖最为广泛的肉用型家畜， 随着人类物质需求的提

高， 现代养殖业需要培育更多具有优良经济性状、 适应人们多样化需求的新品种。 利用基因编辑技术提高猪的生产性能、 抗逆性能和抗病性能是

未来生猪种业发展的重要方向。 本文综述了基因编辑猪在畜牧业遗传育种领域的研究进展， 并展望了该领域当前面临的挑战和未来发展方向。
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　 　 基因编辑技术利用人工核酸酶系统靶向切割生物

体基因组特定位点， 诱导细胞 ＤＮＡ 损伤修复， 产生

定点突变， 从而实现定向改变生物遗传信息的目的。
基因编辑技术与传统的转基因技术不同， 转基因技术

是将目的基因随机整合到基因组位点上使其表达， 但

是这种随机插入造成了转基因表达在不同转基因个体

之间的不一致性， 影响了转基因生物表型的稳定性；
而基因编辑可以对目的基因位点进行定点突变， 实现

目的基因型和表型的预期改造。 随着基因编辑技术的

进展， 先后出现锌指核酸酶系统 （ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，
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ＺＦＮ）， 类转录激活样受体因子核酸内切酶系统

（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ－ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ， ＴＡＬＥＮ）
和规律性短回文重复序列簇系统 （ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ ／ Ｃａｓ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ，
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ） ［１－４］等多种基因编辑工具。 当前基因编

辑已广泛应用于生命科学、 农业和医学等领域， 为生

物医学基础和转化研究、 农业作物和动物遗传改良带

来突破性进展。
在畜牧业领域， 降低养殖成本、 提高养殖生产效

率是畜牧业发展的核心。 畜禽遗传资源是畜牧养殖可

持续发展的源头， 动物遗传育种繁殖新技术的变革和

创新是促进优质种业发展的加速剂。 随着现代化生物

育种技术 （如动物转基因技术、 基因编辑、 胚胎工

程等遗传育种和繁殖相关技术） 的发展， 家畜育种

已经从传统育种发展到以调整基因为主的现代分子育
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种技术。 基因编辑技术在改良动物表型、 加快遗传进

程上具有传统育种技术无法比拟的优势。 在猪的遗传

育种上， 基因编辑技术已成功应用于改善猪的生长性

状和生产性能、 提升抗病性， 促进了现代生猪种业的

创新发展。 同时， 猪在生理学和遗传学上与人类具有

较高的相似性， 利用基因编辑猪作为模型动物已广泛

应用于生物医学领域的基础和转化研究［５－６］。 本文聚

焦于近年来基因编辑技术在猪育种领域的研究成果，
综述了基因编辑技术在猪遗传育种改良中的研究和应

用进展。

１　 基因编辑技术及基因编辑工具

基因编辑通过使用特异性核酸酶识别特定基因序

列， 诱导基因组断裂， 利用基因组修复机制对断裂基

因组进行修复， 实现目的基因位点的定向突变， 从而

改变生物体的特定性状和功能。 其本质是利用人工核

酸酶靶向切割 ＤＮＡ 双链， 使 ＤＮＡ 靶位点发生双链断

裂 （ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄ－ｂｒｅａｋｓ， ＤＳＢｓ）， 激活基因组非同

源末端连接 （ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＨＥＪ） 或同

源定向修复 （ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ － ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒ， ＨＤＲ） 机

制， 实现对目的基因的敲除或敲入［７］。 其中 ＮＨＥＪ 是

真核生物 ＤＮＡ 修复的主要方式［８］， 其不需要相应的

同源序列就能将 ＤＮＡ 断裂后的 ２ 个末端重新连接起

来， 这种修复一般是易错的， 导致 ＤＳＢ 区域碱基缺

失或额外碱基插入， 引起目的基因发生移码突变而达

到基因敲除的目的［９］。 ＨＤＲ 的修复方式以同源 ＤＮＡ
作为修复模板， 在 ＤＳＢ 两端的同源区域之间添加所

需的修饰序列， 实现基因敲入的效果。 只有细胞内存

在与损伤 ＤＮＡ 同源序列时， 才能激活 ＨＤＲ 修复途

径。 无论 ＮＨＥＪ 还是 ＨＤＲ 都依赖于 ＤＳＢ 的产生， 基

因编辑工具通过诱导高效的定点 ＤＳＢ 生成， 从而实

现高效的定点基因敲除或敲入。 ＮＨＥＪ 修复的效率远

高于 ＨＤＲ， 因此基因编辑介导的基因敲除效率远高

于基因敲入的效率。 通过基因编辑工具产生 ＤＳＢ 可

引入一系列基因组编辑效果， 从点突变到大片段定点

插入， 实现对目的基因的精确改造。
１􀆰 １　 ＺＦＮｓ

第一代基因编辑工具是利用限制性核酸内切酶在

某些特定位置识别和切割 ＤＮＡ 序列， 随着技术的不

断革新， ＺＦＮｓ 作为基因组定点编辑技术诞生。 １９９６
年， Ｋｉｍ 等［１０］将锌指蛋白 （ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＺＦＰ，
其中 １ 个锌指单元识别 ３ 个碱基） 与 ＦｏｋⅠ （非特异

性限制性核酸内切酶） 融合， 首次构建出具有靶向

切割 ＤＮＡ 功能的 ＺＦＮ， 其中 ＤＮＡ 识别域由 ３ ～ ４ 个

Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２锌指蛋白 （Ｃｙｓ２ Ｈｉｓ２ ＺＦＰ） 连接而成， 用于

特异性识别碱基三联体［１１］； ＤＮＡ 结构域 Ｃ 端为

ＦｏｋⅠ切割结构域， 该结构域二聚形成非特异性核酸

酶才具有切割基因组活性［１２］， 同时有利于减少对

ＤＮＡ 的非特异性剪切。 当 ２ 个 ＺＦＮ 分别与靶位点结

合时， ＦｏｋⅠ亚基单体结合发生二聚形成功能性核酸

酶作用产生靶向 ＤＳＢ， 并诱导 ＤＳＢ 修复通路［１０］。
ＺＦＮ 的特异性取决于 ＺＦＰ， 单个 ＺＦＰ 的特异性取决

于周围锌指所在的环境和目标 ＤＮＡ， 并不是所有的

ＤＮＡ 三联都有相应的锌指结构域可用； ＺＦＰ 与 ＦｏｋⅠ
在靶序列上的连接方式和位置同样会影响 ＺＦＮ 的结

构活性和功能特异性［１３］。 ＺＦＮ 靶向技术的最新进展

可以改进锌指单元之间跳过核苷酸的能力， Ｐａｓｃｈｏｎ
等［１４］对 ＺＦＮ 结构蛋白进行改造， 通过改变 ＤＮＡ 结合

域和 ＺＦＮ 结构域的顺序， 利用新的接头跳过锌指单

元之间的核苷酸序列， 即如果相邻的 ３ ｂｐ 并没有合

适的一个单元， 则可以跳过 １ ｂｐ， 大大增加了 ＺＦＰ
与目标序列匹配的几率， 提高 ＺＦＮ 的靶向精确度。

然而， ＺＦＰ 载体构建较为复杂， 与配体结合力较

弱， ＺＦＮ 剪切的过程容易形成异源二聚体， 诱导脱靶

效应； 同时引起碱基错配和 ＤＮＡ 序列改变， 产生一

定的细胞毒性， 导致细胞发生死亡、 额外突变［１５］。
此外， ＺＦＮ 在识别 ＤＮＡ 位点时， 存在着上下文依赖

效应， 即识别 ＤＮＡ 的重复氨基酸时会产生相互作用，
改变特异性识别， 影响基因编辑的效果。
１􀆰 ２　 ＴＡＬＥＮｓ

ＴＡＬＥＮｓ 是利用变形菌属植物病原菌黄单胞菌

（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ） 分泌的天然蛋白———激活因子样效应

物 （ＴＡＬ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ， ＴＡＬＥｓ）， 通过人工添加一个在特

定位点切断 ＤＮＡ 双链的核酸酶， 形成的具有 ＤＮＡ 特

异性识别和切割功能的蛋白质工具。 该技术最初由

Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ 等［１６］建立。 ＴＡＬＥＮｓ 由一个 Ｎ 端结构域———
核定位信号 （ｎｕｃｌｅａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ， ＮＬＳ）， 一个

ＤＮＡ 识别域———特异性识别基因组靶序列， 以及一

个 ＦｏｋⅠ内切酶的 Ｃ 端结构域组成。 其中 ＤＮＡ 识别

域由保守的氨基酸重复序列单元组成， 每个单元又由

１４～ １８ 个识别 ＤＮＡ 特异序列的 ＴＡＬＥ 单元连接而

成［１７－１８］， 每个 ＴＡＬＥ 蛋白通过 ＤＮＡ 识别域识别一个

对应的碱基从而结合到靶位点上； ＦｏｋⅠ ＤＮＡ 切割结

构域与 ＴＡＬＥ 融合形成二聚体 ＴＡＬＥＮｓ， 特异性切割

靶序列， 其切割 ＤＮＡ 的原理与 ＺＦＮ 相似。 ＴＡＬＥＮｓ
的序列单元通过组装成模块化蛋白质， 用于特异性结

合与靶向内源性目的基因， 解决 ＺＦＮｓ 不能任意识别

目的基因序列和识别序列存在着上下文依赖效应等

问题。
与 ＺＦＮｓ 技术相比， ＴＡＬＥＮｓ 与 ＤＮＡ 靶位点结合

具有高度特异性， 识别 ＤＮＡ 序列较长， 同源序列较

少， 极大地降低了脱靶率； 而且 ＴＡＬＥＮｓ 相较于
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ＺＦＮｓ， 其识别性更为广泛、 灵活性更强、 切割效率

和成功率高， 细胞毒性小。 但是， ＴＡＬＥＮｓ 构建比较

困难， 需要大量的试验步骤和技术， 技术门槛较高。
此外， 虽然相对于 ＺＦＮｓ 已经有了显著的改进，
ＴＡＬＥＮｓ 仍然存在着一定的脱靶和细胞毒性问题， 还

需要进一步提高精确性和安全性。
１􀆰 ３　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 普遍存在于古细菌和细菌体内，
是一种菌体特异性免疫系统， 该系统首次由 Ｉｓｈｉｎｏ
等［１９］在大肠杆菌碱性磷酸酶基因中发现， 之后通过

对其他细菌的基因结构进行研究， Ｍｏｊｉｃａ 等［２０］ 和

Ｊａｓｅｎ 等［２１］ 也发现该系统的存在， 并提出用 ＣＲＩＳＰＲ
来命名该结构。 在大多数细菌及古细菌中， 该结构是

由一段保守的重复序列区 （ｒｅｐｅａｔ） 和一段间隔序列

区 （ｓｐａｃｅｒ） 组成的重复性 ＤＮＡ 序列， 其中 ｓｐａｃｅｒ
区用于细菌捕获的外源基因片段。 ２００５ 年， Ｐｏｕｒｃｅｌ
等［２２］揭示了 ＣＲＩＳＰＲ 的内部结构， 指出 ＣＲＩＳＰＲ 系统

中的 ｓｐａｃｅｒ 区具有与宿主菌胞质同源的遗传物质， 由

此认为细菌可利用 ＣＲＩＳＰＲ 进行体内干扰从而抵抗外

源基因的入侵。 ２００７ 年， Ｂａｒｒａｎｇｏ 等［２３］ 研究表明宿

主菌可以进一步运用 ＣＲＩＳＰＲ 系统干扰噬菌体入侵菌

体。 研究发现， Ｃａｓ 基因可以编码多种功能的 Ｃａｓ 蛋

白， 与 ＣＲＩＳＰＲ 序列区域共同组成 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统

发生作用， 进而特异性识别外源性遗传物质的靶序

列， Ｃａｓ 蛋白可以与 ＣＲＩＳＰＲ 启动子前导区 （ ｌｅａｄｅｒ）
转录生成的 ＣＲＩＳＰＲ－ＲＮＡｓ （ｃｒＲＮＡ） 相结合， 靶向

切割外源性 ＤＮＡ 序列， 对抗病毒对细菌体的入

侵［２４］。 随 后， 反 式 激 活 ｃｒＲＮＡ （ ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｃｒＲＮＡ， ｔｒａｃｒＲＮＡ） 与 ｃｒＲＮＡ 前体相结合形成向导

ＲＮＡ （ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｒａｎｄ ＲＮＡ， ｓｇＲＮＡ）， 并与 Ｃａｓ 核酸酶

作用形成复合体， 特异性识别并剪断特定核苷酸序

列［２５］。 ２００８ 年， Ｍａｒｒａｆｆｉｎｉ 等［２６］ 研究表明 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ 系统能有效阻止外源基因在体内的合成和表达，
随后研究者揭示 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统是微生物体内一种

可稳定遗传的适应性免疫系统， 能将病毒的遗传序列

转化为自身序列， 保护自身进行二次免疫。
由于不同的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统在适应阶段具有高

度保守性， 且其在表达、 干扰阶段有所差异， 故将其

分为Ⅰ型、 Ⅱ型和Ⅲ型， 适用于基因编辑最常用和最

具特征的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ 系统是基于化脓链球菌发展而

来的Ⅱ型基因编辑工具———ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统。 ２０１２
年， Ｊｉｎｅｋ 等［２７］ 首次发现 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 可以通过

ｓｇＲＮＡ 作为单一转录本进行编程用于体外靶向 ＤＮＡ
切割。 根据 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统基因编辑的原理，
Ｃａｓ９ 系统主要包括 Ｃａｓ９ 蛋白———核酸内切酶活性、
ｃｒＲＮＡ———靶向特异性和 ｔｒａｃｒＲＮＡ， 其中 ｃｒＲＮＡ 和

ｔｒａｃｒＲＮＡ 结合形成一条 ｓｇＲＮＡ， ｓｇＲＮＡ 与原间隔区

相邻基序 （ ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ， ＰＡＭ） 序列

（ＮＧＧ） 毗邻的靶 ＤＮＡ 互补， 由 一 段 识 别 序 列

（２０ ｂｐ） 和一段重复序列组成， 其中识别序列利用

碱基互补原则靶向结合到基因位点上， Ｃａｓ 蛋白与重

复序列形成复合体结构用以发挥核酸酶内切功能， 靶

向切断双链核苷酸目的序列［１］］， 形成 ＤＳＢ， 双链

ＤＮＡ 断裂后利用 ＮＨＥＪ 和 ＨＤＲ 两种方式进行细胞自

我修复， 从而对靶点碱基进行随机插入或删除， 使基

因产生移码突变或破坏基因组结构， 导致基因组功能

失效或基因敲除［９］。 ２０１３ 年， Ｃｏｎｇ 等［２８］ 首次利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 在人 ２９３Ｔ 细胞与小鼠 Ｎｅｒｏ２Ａ 细胞进行

靶向基因定点突变， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统作为基因编

辑新技术的应用， 推动了基因编辑的不断更新。 随着

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统研究不断深入， 科学家将多个

ｓｇＲＮＡ 表达框构建到相应靶点序列， 然后将其整合

在同一个载体中， 从而实现 ｓｇＲＮＡ 表达框的共同表

达， 其高切割活性允许在单个反应中同时靶向单个细

胞中的多个 ＤＮＡ 序列位点， 从而敲除多个基因或染

色体长片段， 实现更灵活和多样化的基因修饰效果。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统相较于 ＺＦＮ 和 ＴＡＬＥＮ， 具有

打靶特异性、 高精度性和操作简单等优点， 仅需

ｓｇＲＮＡ 引导即可对基因组任意位点进行打靶， 切割

能力不受基因组甲基化影响［２９］， 编辑效率高、 成本

低， 在动植物基因编辑中得到了广泛的利用， 大大降

低了基因编辑的门槛。 但是， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 在应用

上依赖 ＰＡＭ 序列， 依然存在脱靶效应和大片段插入

效率低等问题。 表 １ 对目前基因编辑系统的特点进行

了相关比较 （表 １）。

表 １　 ＺＦＮ、 ＴＡＬＥＮ、 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的比较

项目 　 　 ＺＦＮ 　 　 ＴＡＬＥＮ 　 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

靶点 ＤＮＡ 序列的识别区域 锌指蛋白结构域 ＴＡＬＥ 蛋白可变残基 （ＲＶＤ） 单链向导 ＲＮＡ （ｇＲＮＡ）

识别模式 蛋白质—ＤＮＡ 蛋白质—ＤＮＡ ＲＮＡ—ＤＮＡ

剪切结构 ＦｏｋⅠ核酸酶结构域 ＦｏｋⅠ核酸酶结构域 Ｃａｓ９ 蛋白
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续表１

项目 　 　 ＺＦＮ 　 　 ＴＡＬＥＮ 　 　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

靶向序列大小 通常每个 ＺＦＮ 单体靶向 ９ ～ １８ ｂｐ，
每对 ＺＦＮ 靶向 １８～３６ ｂｐ

通常 每 个 ＴＡＬＥＮ 单 体 靶 向 １４ ～
２０ ｂｐ， 每对 ＴＡＬＥＮ 靶向 ２８～４０ ｂｐ

通常为 ２０ ｂｐ 的引导序列＋ＰＡＭ 序列

靶向限制 难以靶向非富含 Ｇ 的位点 每个 ＴＡＬＥＮ 单体的 ５′靶向碱基必须

为 Ｔ
靶向位点必须位于 ＰＡＭ 序列之前

构建难易 需要复杂的分子克隆方法 需要复杂的分子克隆方法 简易的克隆程序和寡聚物合成

导入方法 相对容易， 因为 ＺＦＮ 的尺寸较小，
表达元件适用于多种病毒载体

相对困难， 因为 ＴＡＬＥＮ 功能性元件

尺寸较大

难度大， 因为 ＳｐＣａｓ９ 很大， 导致

ＡＡＶ 等病毒载体的包装问题

优点 蛋白结构小 特异性高， 切割效率较好 高的靶向效率和低细胞毒性

缺点 结构复杂， 靶向效率低， 细胞毒

性高

细胞毒性高和靶向效率低 受限于 ＰＡＭ 序列， 存在脱靶效应

２　 基因编辑在猪育种中的应用

基因编辑通过引入新的遗传变异 （如遗传缺陷

的修复、 无关基因的灭活、 有用的等位基因和单倍型

在品种间的表达等） 来加速畜禽遗传改良， 利用基

因编辑技术对经济性状相关基因进行编辑 （敲除、
插入或修饰）， 增加群体中有利等位基因的频率来提

高群体遗传效益， 促进畜禽生产。 在猪的育种工作

中， 种系传播是最终目标， 编辑后的目标基因必须稳

定传递给下一代， 以进行群体或种系遗传改良。 常用

的基因编辑育种策略主要利用体细胞核移植技术

（ｓｏｍａｔｉｃ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ， ＳＣＮＴ） 将编辑

好的细胞系进行克隆， 在一代内即可产生基因纯合修

饰的基因编辑猪， 但是该方案也存在核移植效率低以

及基因编辑克隆后代出生率低的缺陷； 另一种制备基

因编辑猪的策略是直接对猪单细胞胚胎进行 ＣＲＩＳＰＲ
注射， 该方案操作较为简便， 同时也可避免基因编辑

克隆猪制备效率低的问题， 但是该种方案出生的后代

一般都为嵌合体动物， 需要继续杂交 １ ～ ２ 代以获得

纯合基因编辑动物。 基因编辑现阶段已应用于下述多

个性状的种猪遗传育种改良。
２􀆰 １　 提高生产性能

猪肉是最主要的肉类食物来源， 改良猪肉相关经

济性状是猪育种工作的重点之一。 肌肉的发育和体重

的增长通过垂体和肝脏系统进行调节， 主要由生长激

素 （ｇｒｏｗｔｈ ｈｏｒｍｏｎｅ， ＧＨ） －胰岛素样生长因子 （ ｉｎ⁃
ｓｕｌｉｎ－ ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＩＧＦ） 轴通过 ＩＧＦ － １Ｒ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 信 号 通 路 进 行 调 控［３０］。 １９８５ 年， Ｈａｍｍｅｒ
等［３１］将人源性 ＧＨ 通过胞质注射导入母猪受精卵内

获得转基因猪， 与野生型猪相比， ＧＨ 转基因显著提

高了猪的生长速度。 另有研究将猪源性的 ＧＨ 转入湖

北白猪体内获得的转基因猪， 与野生型猪相比， 其生

物转化率提高 １０％左右。 ＧＨ 由脑垂体释放， 刺激肌

肉、 肝脏等组织中的 ＩＧＦ－１ 表达， 研究表明来自肌

肉和肝脏中 ＩＧＦ－１ 均能刺激肌肉发育。 Ｐｕｒｓｅｌ 等［３２］

通过向受精卵中注射 ＤＮＡ， 成功地将编码 ＧＨ 和

ＩＧＦ－１ 的基因引入猪体内， 其中表达 ＧＨ 转基因的 ２
个家系比野生型猪的体重增加了 １１􀆰 １％和 １３􀆰 ７％，
饲料转化效率均提高了 １８％左右， 皮下脂肪水平降

低， 肌肉、 皮肤和骨骼发育速度增加。 表达 ＩＧＦ－１
的转基因猪其生长速度虽与野生型猪类似， 但脂肪含

量显著减少， 瘦肉组织显著增加。 虽然在生长性能上

有了明显改善， 但也发现 ＧＨ 转基因猪存在跛行、 嗜

睡和胃溃疡增加等生理缺陷， 对压力的有效反应能力

降低等问题。 ＩＧＦ－２ 是 ＩＧＦ－１ 的姐妹分子， 也在肌

肉发育和脂肪沉积中起关键作用， ＩＧＦ－２ 基因调节区

的突变调控猪肌肉生长水平。 １９９９ 年， Ｊｅｏｎ 等［３３］ 发

现猪 ＩＧＦ－２ 第 ３ 个内含子处的核苷酸突变使得 ＩＧＦ－２
在骨骼肌发育过程中的表达显著增加， 有效提高瘦肉

率。 ２０１８ 年， Ｘｉａｎｇ 等［３４］ 运用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统对

ＩＧＦ－２ 基因第 ３ 个内含子上的单核苷酸位点 （第

３ ０７２位核苷酸） 进行突变， 培育出 ＩＧＦ－２ 基因修饰

巴马猪， 与野生型猪相比， 其产肉量和瘦肉率都显著

增加。 ２０１９ 年， Ｌｉｕ 等［３５］ 运用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统对

猪胎儿成纤维细胞 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｆｅｔａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， ＰＦＦｓ）
进行编辑， 破坏与 ＺＢＥＤ６ 结合的 ＩＧＦ－２ 第 ３ 个内含

子序列位点， 从而消除了 ＺＢＥＤ６ 阻遏物的结合， 使

其调节功能丧失， 培育出具有较高瘦肉率的 ＩＧＦ２ 基

因编辑猪。
肌肉生长抑制素 （ｍｙｏｓｔａｔｉｎ， ＭＳＴＮ） 是个体生

长、 肌肉发育和脂肪沉积研究的常见靶点， 对肌肉生

长起负调控作用， 其突变会诱导肌肉发育或产生

“双肌” 性状。 ＭＳＴＮ 基因由 ３ 个外显子和 ２ 个内含

子组成， 其中第 ３ 个外显子决定了 ＭＳＴＮ 成熟肽的作

用， 可以通过破坏第 ３ 个外显子的结构使 ＭＳＴＮ 生物

活性丧失。 ２０１５ 年， Ｑｉａｎ 等［３６］利用 ＺＦＮ 技术培育出
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ＭＳＴＮ 基因突变的梅山猪， 与野生型猪相比， ＭＳＴＮ
突变体生长发育正常， 肌肉质量增加， 脂肪沉积减

少， 纯合 ＭＳＴＮ 突变体 （ＭＳＴＮ － ／ －） 具有明显的

“双肌” 表型。 吴添文等［３７］ 使用 ＴＡＬＥＮ 技术对

ＭＳＴＮ 基因进行编辑并培育出 ＭＳＴＮ 基因突变大白

猪、 梅山猪。 华文君等［３８］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 编辑

ＭＳＴＮ 位点， 并结合 ＳＣＮＴ 技术获得高产瘦肉基因编

辑猪新种质———中超 ９１６。 ２０１６ 年 Ｂｉ 等［３９］ 利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统和 Ｃｒｅ ／ ＬｏｘＰ 重组酶系统产生无选

择性标记基因的 ＭＳＴＮ 基因单敲除克隆猪， 其中

ＭＳＴＮ 表达量下降 ５０％， 肌源性基因表达显著上升，
提高了肌纤维数量， 增加了猪体瘦肉率。 ２０１７ 年，
Ｗａｎｇ 等［４０］ 运用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统编辑 ＰＦＦ 细胞中

ＭＳＴＮ 基因， 并运用 ＳＣＮＴ 技术成功培育出 ＭＳＴＮ 双

等位基因突变克隆猪， 与野生型猪相比， 基因编辑猪

肌纤维数目增加， 出现明显的肌间沟， 猪体瘦肉率得

到显著提高。 ２０２０ 年， Ｌｉ 等［４１］ 使用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 将

ＰＶＤ２０Ｈ 和 ＧＰ１９ｄｅｌ 突变基因导入中国本土猪种的

ＭＳＴＮ 信号肽区， 发现信号肽中的 ２ 个突变都增加了

肌肉质量， 这种策略可以上调肌源性调节因子

（ＭｙｏＤ、 Ｍｙｏｇｅｎｉｎ 和 Ｍｙｆ－５） 的表达， 且不影响细胞

中 ＭＳＴＮ 成熟肽的产生。 该研究表明通过对 ＭＳＴＮ 信

号肽进行精确编辑也可以提升猪肌肉的发育。 然而，
有报道指出， ＭＳＴＮ 敲除猪虽然有效改善了产肉量和

瘦肉率， 但同时出现一系列动物健康问题， 如 ＭＳＴＮ
纯合基因敲除猪存在腿部发育异常、 无法站立和行走

以及高死亡率的问题。 Ｋａｎｇ 等［４２］ 报道了 ＭＳＴＮ 基因

敲除猪具有肌肉发达、 瘦肉增加和背膘减少的优点，

但在长白品种的 ＭＳＴＮ 纯合敲除仔猪中存在前腿或后

腿异常、 无法站立和行走的问题， 受影响的小猪无法

竞争哺乳， 并在出生后 ３ ｄ 内死亡。
ＳＣＦ Ｅ３ 泛素连接酶在许多细胞基础活动过程中

发挥重要作用， 其由 ＳＫＰ１、 Ｃｕｌｌｉｎ－１ ／ Ｃｄｃ５３ 和一种

Ｆｂｏｘ 蛋白组成， Ｆｂｏｘ 蛋白赋予复合物底物特异性，
其中 Ｆｂｘｏ４０ 诱导胰岛素受体底物－ １ （ ＩＲＳ１） 泛素

化， 从而使 ＩＧＦ－１ ／ Ａｋｔ 通路失活［４３］。 Ｆｂｘｏ４０ 表现出

肌肉特异性表达模式［４４］， 在 Ｆｂｘｏ４０ 基因敲除小鼠

中， ＩＧＦ－１ ／ Ａｋｔ 途径激活， 体重和肌肉质量显著增

加。 ２０１８ 年， Ｚｏｕ 等［４５］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术和

ＳＣＮＴ 制备了 Ｆｂｘｏ４０ 基因敲除猪。 在 Ｆｂｘｏ４０ 基因敲

除猪的肌肉中， ＩＲＳ１ 水平提高， ＩＧＦ－１ ／ Ａｋｔ 通路激

活。 与野生型对照相比， Ｆｂｘｏ４０ 敲除猪的肌肉质量

增加了约 ４％， 瘦肉率也得到提升， 且 Ｆｂｘｏ４０ 基因敲

除猪没有任何异常表型。 因此， Ｆｂｘｏ４０ 可作为未来

规避 ＭＳＴＮ 突变副作用的可能替代基因操作位点， 然

而这一观点尚未被充分证实， 需要进一步的研究来验

证其可行性和安全性。 Ｆｂｘｏ４０ 和 ＭＳＴＮ 基因敲除动

物之间的差异可能是由于基因时空表达或调节的差异

所致， Ｆｂｘｏ４０ 主要在出生后的动物骨骼肌中表达［４４］，
而 ＭＳＴＮ 在胚胎发育到成年期都有表达， 其通过自分

泌或旁分泌系统调节肌肉细胞原始细胞［４６］。 因此，
ＭＳＴＮ 可能更广泛地影响包括肌肉在内的多种器官发

育， 而 Ｆｂｘｏ４０ 的功能仅限于骨骼肌。 表 ２ 汇总了目

前已报道的采用基因编辑策略提升猪生产性能的研究

（表 ２）。

表 ２　 基因编辑技术在提高猪生产性能上的应用

基因功能 制备方法 突变方式 编辑工具 参考文献

ＩＧＦ－２： 促生长
胞质注射 内含子序列突变干扰阻遏物 ＺＢＥＤ６ 结合 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［３４］

克隆 ＳＣＮＴ 内含子序列突变干扰阻遏物 ＺＢＥＤ６ 结合 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［３５］

ＭＳＴＮ： 肌肉生长负调节因子

克隆 ＳＣＮＴ 基因敲除 ＺＦＮ ［３６］

克隆 ＳＣＮＴ 基因敲除 ＴＡＬＥＮ ［３７］

克隆 ＳＣＮＴ 基因敲除 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［３８］

克隆 ＳＣＮＴ 基因敲除

通过 Ｃｒｅ 重组酶切除选择性标志物
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［３９］

克隆 ＳＣＮＴ 基因敲除 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［４０］

克隆 ＳＣＮＴ 基因敲除 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［４１］

Ｆｂｘｏ４０： 促进骨骼肌生长 克隆 ＳＣＮＴ 基因敲除 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［４５］

２􀆰 ２　 改善猪肉品质

当前养猪业除了提高猪肉的产量， 对猪肉品质的

要求也不断提高。 不饱和脂肪酸 （ ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ

ａｃｉｄｓ， ＵＦＡｓ） 具有调节血脂、 预防血栓、 调节免疫

等生物学效用， 有较高的营养价值。 哺乳动物自身不

能合成或合成的量不能满足机体生长发育所需， 需通
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过采食来摄取体内所需的 ＵＦＡｓ。 ２００４ 年， Ｓａｅｋｉ
等［４７］在猪的基因组中导入菠菜根部脂肪酸去饱和酶

（ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ－２， ＦＡＤ－２） 基因， 获得了高不

饱和脂肪酸 （ｈｉｇｈｌｙ ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ， ＨＵＦＡ） 转

基因猪， 其不饱和脂肪酸的含量比野生型猪高 ２０％。
多 不 饱 和 脂 肪 酸 （ ｐｌｏｙ ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ，
ＰＵＦＡｓ） 分为 ω－３ 脂肪酸和 ω－６ 脂肪酸两大类， ω－
６ 脂肪酸促进炎症的发生， 而 ω－３ 脂肪酸却能延缓

身体自我防卫机制中那些不利方面的过度反应， 抑制

炎症的发生， 可有效改善心脑血管疾病。 由于猪的体

内缺乏相应脂肪酸转化酶， ω－６ 脂肪酸不能自主转

化为 ω－３ 脂肪酸［４８］。 秀丽隐杆线虫体内含有一种编

码脂肪酸去饱和酶的基因 （Ｆａｔ－１）， 可以将 ω－６ 多

不饱和脂肪酸 （ω－６ ＰＵＦＡｓ） 转化为 ω－３ 多不饱和

脂酸 （ω－３ ＰＵＦＡｓ）。 ２００６ 年， Ｌａｉ 等［４９］ 将 Ｆａｔ－１ 基

因引入猪的基因组中， 生产出富含 ω－３ ＰＵＦＡｓ 的转

基因猪， 猪肉的营养价值得到显著提高。 ２０１２ 年，
Ｚｈａｎｇ 等［５０］将编码子优化的 ｍＦａｔ－１ 基因插入真核表

达载体中， 生产表达 ｍＦａｔ－１ 基因的转基因猪。 ２０１８
年， Ｌｉ 等［５１］ 通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术将 Ｆａｔ－１ 基因成

功插入猪 Ｒｏｓａ２６ （ｐＲｏｓａ２６） 基因座上， 培育出定点

修饰的 Ｆａｔ－１ 转基因猪。 然而， 由于这些转基因猪缺

乏 Δ－１２ 去饱和酶 （Ｆａｔ－２） 基因， 只将外源性而非

内源性产生的 ω－６ ＰＵＦＡｓ 转化为 ω－３ ＰＵＦＡｓ。 ２０１９
年， Ｔａｎｇ 等［５２］利用 ＳＣＮＴ 技术成功培育出脂肪酸去

饱和酶 Ｆａｔ１－Ｆａｔ２ 共表达的转基因猪， 使肌间脂肪组

织中 ω－３ 和 ω－６ 的含量得到显著提高。 ２０２１ 年，
Ｙｏｕ 等［５３］通过使用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统和 ＳＣＮＴ 技术，
将 Ｆａｔ－１ 和 ＩＧＦ－１ 基因精确插入 ｐＲｏｓａ２６ 基因座上，
获得定点修饰的双基因转基因猪， 其中 ω－３ ＰＵＦＡｓ
水平显著增加， 并降低 ω－６ ／ ω－３ ＰＵＦＡｓ 比率， 提供

了富含 ω－３ ＰＵＦＡｓ 的肉类。 生产中在提高猪肉 ω－３
ＰＵＦＡｓ 含量的同时， 人体也应该合理控制对 ω － ３
ＰＵＦＡｓ的摄入量， 不宜过量， 因为 ω－３ ＰＵＦＡｓ 摄入

过量会延长人体凝血时间， 增加出血风险， 同时引起

机体氧化应激， 导致细胞损伤和炎症反应， 抑制免疫

系统， 增加疾病感染风险等不良影响。
猪牛羊等肌肉细胞表面存在 α－半乳糖苷抗原

（ｇａｌａｃｔｏｓｅ－α－１， ３－ｇａｌａｃｔｏｓｅ， α－ｇａｌ）， 食用红肉 （猪
肉、 牛肉和羊肉） 可能会在部分人群诱发过敏［５４］。
同时红肉细胞表面存在大量的 Ｎ－甘氨酰神经氨酸

（Ｎｅｕ５Ｇｃ） ［５５］， 一旦被机体吸收， 就会结合在人类细

胞表面， 引发慢性炎症， 从而导致结、 直肠癌和动脉

粥样硬化。 这些罕见的综合征可以通过基因编辑培育

基因敲除动物去除肌肉表面的过敏抗原来避免。
ＣＭＰＮ－甘氨酰神经氨酸羟化酶 （ＣＭＡＨ） 基因敲除

可以将猪中的 Ｎｅｕ５Ｇｃ 转化为人源性 Ｎｅｕ５Ａｃ， 消除

Ｎｅｕ５Ｇｃ 的副作用。 Ｙｅｎ 等［５６］通过将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 制

备的 α－Ｇａｌ 敲除和 Ｎｅｕ５Ｇｃ 敲除猪进行杂交获得双基

因敲除后代， 发现双基因敲除型猪比野生型猪诱发的

炎症更少， 减少红肉过敏现象， 将其作为健康的红肉

来源。 过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 辅激活因子 α
（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａｃｏ－ａｃ⁃
ｔｉｖａｔｏｒ １ ａｌｐｈａ， ＰＧＣ１α） 是一种调控肌纤维类型转化

和线粒体生物合成的转录共激活因子。 ２０１７ 年，
Ｚｈａｎｇ 等［５７］和 Ｙｉｎｇ 等［５８］通过过表达猪肌肉中 ＰＧＣ１α
基因， 显著增加了肌肉线粒体的生物发生， 通过增强

线粒体呼吸和脂肪酸氧化， 将快速糖酵解纤维转化为

缓慢和氧化纤维， 改善肉色， 降低滴水损失， 有效提

高猪肉品质。 过氧化物酶体增殖物激活受体 γ （ｐｅｒ⁃
ｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｇａｍｍａ， ＰＰＡＲγ）
是脂肪形成的主要调节因子， 在骨骼肌纤维形成和脂

肪沉积中起重要作用， ２０２１ 年， Ｇｕ 等［５９］制备了肌肉

特异性过表达 ＰＰＡＲγ 的转基因猪， ＰＰＡＲγ 可通过激

活脂肪细胞分化调节因子的增强表达来促进脂肪细胞

分化， 从而进行脂肪沉积， 显著增加 ＰＰＡＲγ 转基因

猪肌肉内脂肪含量。 特异性 ＰＰＡＲγ 的过表达也可以

促进氧化纤维的形成， 同时保持了胴体瘦肉率。 表 ３
对目前已报道的基因编辑改善猪肉品质的研究做出相

关汇总 （表 ３）。

表 ３　 基因编辑技术在改善猪肉品质上的应用

基因功能 制备方法 突变方式 编辑工具 参考文献

ＦＡＤ－２： 产生 ＵＦＡｓ 胞质注射 转基因 － ［４７］

Ｆａｔ－１： 将 ω－６ ＰＵＦＡ 转换为 ω－３ ＰＵＦＡ 克隆 ＳＣＮＴ 转基因 － ［４９－５０， ５２］

克隆 ＳＣＮＴ 基因敲入 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［５１， ５３］

α－Ｇａｌ： 诱发过敏

Ｎｅｕ５Ｇｃ： 导致慢性炎症
克隆 ＳＣＮＴ 基因敲除 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［５６］

ＰＧＣ１α： 调节肌纤维类型
胞质注射

克隆 ＳＣＮＴ
转基因

转基因
－

［５７］
［５８］

ＰＰＡＲγ： 肌纤维形成和脂肪沉积 克隆 ＳＣＮＴ 基因敲入 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［５９］

　 　 注： －表示没有利用基因编辑工具。
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２􀆰 ３　 改善仔猪抗寒性

解偶连蛋白 １ （ ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＵＣＰ１） 位

于线粒体内膜， 通过解偶联 ＡＴＰ 合成和质子穿过内

膜产生热量。 ＵＣＰ１ 是非寒颤产热的关键因子， 负责

棕色脂肪组织 （ＢＡＴ） 介导的产热， 在提高仔猪有效

抗寒和调节体温平衡方面起关键作用， ＵＣＰ１ 还参与

动物脂肪沉积， 调节身体肥胖方面发挥重要作用。 猪

线粒体中的 ＵＣＰ１ 表达非常低甚至不存在， 引起 ＢＡＴ
功能表达较弱， 机体产热性能下降， 加速脂肪沉积，
尽管 Ｌｉｎ 等［６０］ 证明了猪的冷适应依赖于 ＢＡＴ 细胞中

的 ＵＣＰ３， 但由于仔猪出生后体温调节系统发育不

良， 机体缺乏非寒颤产热， 仔猪表现出较差的热调

节。 ２０１７ 年， Ｚｈｅｎｇ 等［６１］ 通过外源性小鼠 ＵＣＰ１ 的

ｃＤＮＡ 构建了猪脂联素启动子， 并使用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
技术将其定点插入到猪内源性 ＵＣＰ１ 基因外显子的第

２ 位点位上， 成功制备出能够抗寒的转 ＵＣＰ１ 基因

猪。 试验发现， 在 ４ ℃寒冷条件下， 野生型仔猪体内

直肠温度在急性冷暴露环境下的前 ２ ｈ 表现出体温持

续下降， 在第 ３ 和第 ４ 小时略有恢复， 但仍显著低于

ＵＣＰ１ 转基因仔猪的直肠温度， 而 ＵＣＰ１ 转基因仔猪

体内直肠温度可以保持 ３８ ℃的正常体温 ４ ｈ， 且比野

生型仔猪体温高 ２ ℃。 由于脂联素启动子驱动脂肪细

胞 ＵＣＰ１ 的表达， 与野生型仔猪相比， 转 ＵＣＰ１ 基因

猪生长正常， 背膘厚度、 脂肪细胞大小和体脂沉积均

显著减少， 胴体瘦肉率得到显著提高。
２􀆰 ４　 提高抗病性

当今养猪业高密度的饲养模式加速了猪传染性疾

病的发生和传播， 这些传染性疾病造成生猪养殖死亡

率上升、 生产效率下降， 极大地降低了养猪业经济效

益。 基因编辑技术的新突破从遗传本质上赋予动物对

病原感染的抗性， 为预防和控制养殖业传染性疫病提

供了新的思路。 近年来， 基因编辑技术在猪抗病育种

研究中取得诸多进展， 如利用全基因组学鉴别致病毒

力基因、 诱导基因靶向缺失或突变制备弱毒或减毒疫

苗、 进行动物抗病育种改良等。
２􀆰 ４􀆰 １　 猪繁殖与呼吸综合征

猪繁殖与呼吸综合征 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＲＲＳ）， 即猪蓝耳病， 可引起妊

娠后期母猪流产， 感染仔猪呼吸系统， 引起呼吸系统

传染病甚至死亡。 ＰＲＲＳ 的病原是猪繁殖和呼吸综合

征病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ
ｖｉｒｕｓ， ＰＲＲＳＶ）， 具有高度传染性， 同时由于 ＰＲＲＳＶ
的高进化率， ＰＲＲＳＶ 分离株显示出高度的遗传和抗

原变异性， 阻碍了疫苗免疫的有效性。 ＰＲＲＳＶ 感染

宿主细胞主要通过受体介导的途径， ＰＰＲＳＶ 在宿主

体内表现出精准的细胞嗜性， 靶向猪单核细胞或巨噬

细胞的特定亚群， 并通过硫酸乙酰肝素 （ ｈｅｐａｒａｎ
ｓｕｌｐｈａｔｅ， ＨＳ）， 唾液黏附素 （ｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎ， Ｓｎ） 和清

道夫受体 ＣＤ１６３ （ ｃｌｕｓｔｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ １６３） 等多

个受体感染宿主细胞［６２］。
２０１６ 年， Ｗｈｉｔｗｏｒｔｈ 等［６３］敲除猪受体基因 ＣＤ１６３

后对其进行攻毒， 发现 ＣＤ１６３ 基因敲除猪对 ＰＲＲＳＶ
感染具有完全抗性， 证实 ＣＤ１６３ 是 ＰＲＲＳＶ 入侵宿主

时的关键受体。 ＣＤ１６３ 第 ７ 个外显子上富含与病毒互

作位点———半胱氨酸结构域 ５ （ｓｃａｖｅｎｇｅｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｃｙｓ⁃
ｔｅｉｎｅ－ｒｉｃｈ ｄｏｍａｉｎ ５， ＳＲＣＲ５）。 目前， 通过基因编辑

技术对 ＣＤ１６３ 的敲除、 ＣＤ１６３ 基因第 ７ 个外显子

ＳＲＣＲ５ 的缺失和病毒感染袋中第 ７ 个外显子的部分

缺失已经实现了对 ＰＲＲＳＶ 感染的抗性提升。 ２０１７
年， Ｂｕｒｋａｒｄ 等［６４］ 通过胚胎注射 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 消除

ＣＤ１６３ 的第 ７ 外显子， 成功制备了 ＣＤ１６３ 基因外显

子 ７ 缺失的基因编辑猪， 攻毒试验显示基因编辑猪对

ＰＲＲＳＶ－１ 和 ＰＲＲＳＶ－２ 感染具有抵抗力。 ２０１９ 年，
Ｇｕｏ 等［６５］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术精确地敲除了两广

小花猪和大白猪品种中 ＣＤ１６３ ＳＲＣＲ５ 结构域中一段

长度为 ４１ 个氨基酸片段， 通过病毒感染试验发现这

些基因编辑猪对 ＰＲＲＳＶ－２ 具有抗性。 ２０２０ 年， Ｘｕ
等［６６］ 使 用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 和 ＳＣＮＴ 成 功 地 产 生 了

ＣＤ１６３ 和 ｐＡＰＮ （猪氨肽酶 Ｎ， 一种导致传染性胃肠

炎病毒 ＴＧＥＶ 感染的因子） 双基因敲除 （ ｄｏｕｂｌｅ
ｋｎｏｃｋ－ｏｕｔ， ＤＫＯ） 的基因编辑大白猪， 通过攻毒试

验发现这些 ＤＫＯ 猪对 ＰＲＲＳＶ－２ 和猪传染性胃肠炎

病毒 （ ＴＧＥＶ） 表现出完全抗性， 且与野生型猪相

比， 其生产性能和繁殖性能没有显著差异。 ２０２１ 年，
Ｔａｎｉｈａｒａ 等［６７］通过电穿孔将靶向 ＣＤ１６３ 基因第 ７ 外

显子的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统引入猪体外受精的受精卵

中， 也制备了对 ＰＲＲＳＶ 具有抗性的基因编辑猪。
２􀆰 ４􀆰 ２　 非洲猪瘟

非洲猪瘟 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ， ＡＳＦ） 是一种传

播速度快、 致病性和死亡率高的传染病， 其发病过程

短， 可引起猪发生急性出血热， 给全球养猪业带来巨

大损失。 ＡＳＦ 是由非洲猪瘟病毒 （Ａｆｒｉｃａｎ ｓｗｉｎｅ ｆｅｖｅｒ
ｖｉｒｕｓ， ＡＳＦＶ） 引起， ＡＳＦＶ 的基因组庞大且复杂，
ＤＮＡ 大小在 １７０ ｋｂ 至 １９０ ｋｂ， 可编码 １５０ 多个开放

阅读框 （ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ）， 其中包含 ５０ 种

结构蛋白和 １００ 种宿主诱导的免疫调节蛋白［６８］。 猪

巨噬细胞是 ＡＳＦＶ 攻击的天然靶细胞， 抗 ＣＤ１６３ 基因

的抗体能够抑制 ＡＳＦＶ 对宿主细胞的攻击， 减弱

ＡＳＦＶ 与巨噬细胞的结合， 推测其可以作为 ＡＳＦＶ 侵

染宿主的潜在受体， 然而， Ｐｏｐｅｓｃｕ 等［６９］ 用 ＡＳＦＶ 攻

击 ＣＤ１６３ ＫＯ 猪， 发现 ＣＤ１６３ 基因编辑猪不能抵抗

ＡＳＦＶ 的感染， 在 ＣＤ１６３ ＫＯ 和野生型猪之间观察到
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临床症状和毒理学几乎没有差异。 由于疣猪和家猪感

染 ＡＳＦＶ 后症状有显著差异， Ｐａｌｇｒａｖｅ 等［７０］对二者进

行比较分析发现疣猪和家猪之间 ＲＥＬＡ （ＮＦ－κＢ 转录

因子 Ｐ６５ 亚基） 基因存在序列差异， 推测 ＲＥＬＡ 基

因的多态性可能赋予猪对 ＡＳＦＶ 感染的不同敏感性，
并有后者通过 ＴＡＬＥＮ 和 ＺＦＮ 制备了 ＲＥＬＡ 点突变的

基因编辑猪［７１］。 然而， 通过替换 ３ 个氨基酸引起的

ＲＥＬＡ 突变并没有使家猪对 ＡＳＦＶ 产生明显抗性， 它

只是延迟了临床症状的发作， 并导致一些动物鼻分泌

物和血液中的病毒减少［７２］。 Ｈüｂｎｅｒ 等［７３］ 用编码

Ｃａｓ９ 的质粒和靶向 ＡＳＦＶ ＣＰ２０４Ｌ 的 ｓｇＲＮＡ 转染猪细

胞， 证明该 ＣＲＩＳＰＲ 系统能在细胞水平抑制 ＡＳＦＶ 的

感染， Ｃａｓ９ 切割病毒基因组使病毒产量降低了 ４ 个

数量级。
２􀆰 ４􀆰 ３　 伪狂犬病

伪狂犬病 （ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ， ＰＲ） 是一种强急性自

然疫源传染病， 病原是伪狂犬病毒 （ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ
ｖｉｒｕｓ， ＰＲＶ）， 也称 （ ｓｕｉｄ ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ－１， ＳｕＨＶ－１）。
猪是 ＰＲＶ 的天然宿主和传染源， 在病猪中表现为消

化道、 呼吸道和神经性疾病， 其中仔猪极易患病， 表

现为高热、 腹泻呕吐和神经系统症状， 具有较高死亡

率， 妊娠母猪感染后出现流产、 死胎等繁殖性障碍，
严重危害全球养猪业发展。

目前已有多项利用基因编辑技术修饰宿主基因进

行 ＰＲＶ 抗病育种的研究。 ＰＲＶ 对宿主细胞的感染可

以由细胞膜蛋白 Ｎｅｃｔｉｎ１ 和 Ｎｅｃｔｉｎ２ （ＰＲＶ 病毒糖蛋

白 ｇＤ 候选受体） 介导， ２０２０ 年， Ｈｕａｎｇ 等［７４］ 利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 靶 向 ＰＫ１５ 细 胞 中 敲 除 Ｎｅｃｔｉｎ１ 和

Ｎｅｃｔｉｎ２ 基因， 与野生型 （ＷＴ） 细胞相比， Ｎｅｃｔｉｎ１
或 Ｎｅｃｔｉｎ２ 基因敲除细胞中的 ＰＲＶ 载量显著减少。 通

过同时敲除 ＰＫ１５ 细胞中的 Ｎｅｃｔｉｎ１ 和 Ｎｅｃｔｉｎ２， 发现

与单基因敲除细胞相比， 双基因敲除细胞对 ＰＲＶ 的

抵抗力没有进一步增加， 进一步研究发现， Ｎｅｃｔｉｎ１
或 Ｎｅｃｔｉｎ２ ＫＯ 不会显著影响病毒对细胞的吸附和内

化， 但会阻断 ＰＲＶ 在细胞间传播。 因此 Ｎｅｃｔｉｎ１ 和

Ｎｅｃｔｉｎ２ 可能是有效的 ＰＲＶ 抗病育种候选基因位点。
先前的研究报道， Ｎｅｃｔｉｎ１ 的胞外 Ｎ－末端可变区样

（Ｖ） 结构域对 α 疱疹病毒感染很重要， 某些残基中

的氨基酸取代会严重降低 ＰＲＶ ｇＤ ／ Ｎｅｃｔｉｎ１ 结合和

ＰＲＶ 感染能力［７５］。 ２０２２ 年， Ｙａｎｇ 等［７６］将 Ｎｅｃｔｉｎ１ 的

１２９ 位处的苯丙氨酸突变为丙氨酸产生 Ｎｅｃｔｉｎ１
（Ｆ１２９Ａ） 点突变小鼠， 用 ＰＲＶ 感染突变小鼠发现，
纯合突变小鼠显著减轻了疾病表型， 降低了血清与脑

组织中的病毒载量和小鼠死亡率。 Ｎｅｃｔｉｎ１ 基因修饰

是赋予动物 ＰＲＶ 抗性的有效途径， 为培育 ＰＲＶ 抗病

猪提供方法参考。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 可直接剪切 ＰＲＶ 基

因组来清除胞内病毒， 从而有效防治 ＰＲＶ 感染。
２０１７ 年， Ｔａｎｇ 等［７７］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统靶向

ＰＲＶ 基因组中的多个基因位点 （多为病毒基因组 ＵＬ
和 Ｕｓ 区）， 设计了 ７５ 组 ｓｇＲＮＡ， 通过荧光素酶 （Ｌｕ⁃
ｃｉｆｅｒａｓｅ） 标记 ＰＲＶ 进行 ｓｇＲＮＡ 高通量筛选， 发现大

多数 ｓｇＲＮＡ 显著抑制 ＰＲＶ 复制， 使用多个 ｓｇＲＮＡ 同

时靶向 ＰＲＶ 可完全抑制细胞中 ＰＲＶ 的复制。 ２０１８
年， Ｒｅｎ 等［７８］ 构建了靶向 ＰＲＶ ＵＬ３０ 的 ＣＲＩＳＰＲ 系

统， 发现其可以在细胞水平显著抑制 ＰＲＶ 的感染。
Ｈöｌｐｅｒ 等［７９］建立了猪 ｓｇＲＮＡ 文库， 靶向猪基因组中

所有注释基因， 并使用该文库筛选 ＰＲＶ 感染猪细胞

的关键宿主基因。 该研究鉴定出鞘磷脂合酶 １
（ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ １， ＳＭＳ１） 在 ＰＲＶ 感染中发

挥重要作用。 表 ４ 对当前基因编辑在提高猪只抗病性

方面的应用进行了相关概括 （表 ４）。

表 ４　 基因编辑在提高猪只抗病性上的应用

病毒 目的基因 编辑工具 ／ 突变方式 参考文献

猪繁殖和呼吸综合征病毒 ＣＤ１６３ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， 基因敲除 ［６３， ６７］

ＣＤ１６３－ＳＲＣＲ５ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， 基因缺失 ［６４－６５］

ＣＤ１６３， ｐＡＰＮ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， 基因敲除 ［６６］

非洲猪瘟病毒 ＲＥＬＡ ＴＡＬＥＮ， ＺＦＮ， 位点突变 ［７０］

ＡＳＦＶ ＣＰ２０４Ｌ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， 基因敲除 ［７３］

伪狂犬病毒 Ｎｅｃｔｉｎ１， Ｎｅｃｔｉｎ２ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， 基因敲除 ［７４］

Ｎｅｃｔｉｎ１ （Ｆ１２９Ａ） ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， 位点突变 ［７６］

ＰＲＶＵＬ 和 Ｕｓ 区 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［７７］

ＰＲＶ ＵＬ３０ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［７８］

ＳＭＳ１ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９， 基因敲除 ［７９］
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３　 小结和展望

基因编辑技术可快速实现猪的生产性能、 抗逆性

和抗病性等方面的改良， 对养猪业的创新发展具有重

要意义。 虽然当前基因编辑在技术操作上并无显著瓶

颈， 但该技术在应用中仍存在一定的脱靶效应、 额外

ＤＮＡ 插入等问题， 基因编辑猪的生物安全具有一定

风险性。 农业农村部对农业用基因编辑产品其脱靶

性、 载体片段随机的整合和载体序列残留等具有一定

要求， 且要求编辑后的基因在个体间无基因漂移的发

生， 这就需要提高基因编辑对目的基因定点修饰的效

率、 降低脱靶效应， 建立更加优良的基因编辑系统，
培育符合生物安全规范的基因编辑猪。

尽管基因编辑猪在实验室中显示出潜在优势， 但

其能否用于商业化生产还存在一定的生物安全性和产

业转化应用问题， 亟待我们进一步研究和解决。 农业

部要求农业用基因编辑产品的生物安全需满足食用安

全和环境安全， 即不会对人类健康或环境造成危害，
因此， 基因编辑猪的食品安全需要经过严格的实验室

试验验证， 对基因编辑猪自身健康状况、 行为表现、
生长和繁殖能力以及猪肉的营养价值、 毒性和过敏原

性等方面进行安全性评估， 使优良经济性状的基因编

辑猪肉满足人体食用标准， 同时对基因编辑猪进行严

格的环境风险评估， 以确保不会对环境造成负面影

响。 此外， 基因编辑猪能否用于商业化生产， 除了基

于基因编辑猪对人类、 自身和环境是否有益外， 还取

决于社会公众的可接受性， 当前人们对基因编辑的伦

理问题还具有争议， 在基因编辑全面到来以前， 人们

仍需保持警惕、 审慎、 包容和创新的态度接受该技术

的应用。 因此， 建立合理的基因编辑产品管理体系、
强化监管和审批流程， 进行公众教育， 以提高公众对

基因编辑技术的认识和理解， 推进基因编辑动物从实

验室走向市场。
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