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摘 要：CRISPR/Cas9 基因编辑技术因其操作简便、高效和准确等优势，成为最流行的基因编辑技术之一，在

畜禽遗传改良领域得到广泛应用。CRISPR/Cas9 文库筛选技术作为新一代基因编辑技术，在解决畜禽育种、

疾病控制等方面都有诸多应用，特别是在猪、牛、羊、鸡等畜禽的遗传育种和疾病防治研究中展现出巨大潜力。

通过 CRISPR/Cas9 文库筛选，能够筛选出与多种病毒及病原体相关的抗性基因，同时挖掘出控制畜禽生长速

度、肉质品质等重要性状的关键因子。本文介绍了 CRISPR/Cas9 文库筛选技术的基本原理及方法流程，综述

了 CRISPR/Cas9 文库筛选技术对猪、牛、羊、鸡等畜禽在遗传改良、疾病防控方面的研究进展，以期为今后

深入挖掘 CRISPR/Cas9 文库筛选技术的应用价值提供参考。
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成簇规律间隔短回文重复序列及其相关蛋白 9

（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/

CRISPR - associated Protein 9，CRISPR/Cas9）是在长期

演化过程中细菌和古细菌形成的一种适应性免疫防御系

统，能够用于抵抗入侵的病毒及外源 DNA[1]。CRISPR/

Cas9 基因编辑技术使用特定引物和酶，借助细菌天然

免疫系统中的 CRISPR/Cas9 系统，可精确切割和编

辑目标基因 [2]，这一技术由于操作简便、高效和准确

等优势而备受欢迎 [3]。作为新一代的基因编辑技术，

CRISPR/Cas9 已经在牛、羊、猪、鸡等畜禽的遗传育

种 [4-5]、疾病控制 [6-7] 和繁殖改良 [8-9] 等方面广泛应用。

随着对 CRISPR/Cas9 系统的深入探索与研究，科

学家们逐渐认识到其在基因编辑领域的巨大潜力。在这

一背景下，构建基因组文库，并巧妙地利用 CRISPR/

Cas9 系统进行高通量筛选，已成为当前研究目标基因

的一种主要且高效的方法 [10]。相较于传统的 cDNA 文

库和 RNAi 文库，CRISPR/Cas9 文库展现出设计灵活性、

操作便捷性以及筛选效率高等显著优势 [11]。这些特点

使得 CRISPR/Cas9 文库在基因功能研究 [12]、疾病模型

构建 [13] 以及药物筛选 [14] 等多个领域具有更为广泛的应

用范围。

CRISPR/Cas9 文库可以根据需求进行分类，以满

足不同的试验目的。具体而言，它可以被划分为敲除文

库、激活文库和抑制文库三大类 [15-17]。激活文库在功能

获得性筛选方面具有优势，能够激活或增强基因表达；

抑制文库比 RNAi 文库在功能缺失性筛选方面更强大，

对于确定靶向药物的最佳组合具有重要意义；敲除文库

可以用于大规模基因功能的研究，能够同时对许多基因

进行功能性筛选，有助于开发针对性的治疗药物。在畜

禽研究领域，CRISPR/Cas9 文库筛选技术为解决育种改

良、营养调控以及疾病控制等关键问题提出了创新解决

方案，有力地推动了畜牧行业的发展。此外，CRISPR/

Cas9 文库筛选技术具备深入挖掘畜禽生长速率、肉质

特性及抗病性等关键性状与表型相关基因的能力，为实

现畜禽遗传改良提供了有效途径，并对畜禽产品的经济

价值产生积极影响，增强畜禽产业的市场竞争力。综上

所述，本文旨在介绍 CRISPR/Cas9 文库筛选技术的基

本原理与方法及其目前在畜禽的遗传改良、疾病防控等
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方面的研究进展。

1 CRISPR/Cas9 文库筛选技术的原理和方法

1.1 CRISPR/Cas9 文库筛选技术的原理    CRISPR/Cas9

文库筛选是 CRISPR/Cas9 基因编辑技术的一种应用，

实质上就是用计算机设计靶向多个基因的单向导 RNA

（Single Guide RNA，sgRNA），组 成 sgRNA 文 库，

再将 sgRNA 文库进行慢病毒包装，随后转移至宿主细

胞中以引发各种基因突变，然后给细胞加以筛选因素（如

药物压力筛选、细胞分选等），导致部分细胞死亡，并

收集筛选后的细胞进行高通量测序，获取存活细胞中富

集的 sgRNA，分析其对应的基因，从而鉴定出影响表

型的候选基因 [10, 18]。

1.2 CRISPR/Cas9 文库筛选技术的方法和基本流程

1.2.1 sgRNA 文库的设计与合成    确定所研究的基因序

列：针对某一特定基因进行研究，可以从 Gene 数据库

中获取目标基因序列；选择合适的 sgRNA 设计软件并

组成 sgRNA 文库，且需要保证其较低的脱靶效率 [18]。

1.2.2 载体的构建及侵染宿主细胞    将 sgRNA 文库进

行慢病毒包装，并以较低的病毒感染复数转导至 Cas9

表达细胞系，确保每个细胞只进入 1 个病毒，从而实

现基因编辑 [18]。除此之外，目前研究发现 [19] 还有一

种 PiggyBac（PB）转座子系统可用于文库载体构建，

在 CRISPR/Cas9 系统中 PB 转座子可以用来构建含有

多个 sgRNA 的文库，用于高通量的基因功能筛选。PB

转座子系统还有助于克服传统病毒载体如慢病毒在构建

CRISPR/Cas9 基因敲除文库时面临的限制，如载荷容

量有限和难以应用于多种类型的真核生物。

1.2.3 阳性或阴性筛选    根据研究目的不同，高通量筛

选分为阳性筛选和阴性筛选。阳性筛选是在施加特定筛

选压力（如药物处理）后进行的，通过诱导文库的基因

组扰动，使得只有具有抗性的细胞能够存活，这些存活

细胞中被编辑的基因往往与细胞存活相关，称为抗性基

因或抑制基因；而阴性筛选则侧重于选择在不同时间点

存活的细胞，横向比较它们的 sgRNA 丰度差异来进行

分析，如果发现某些 sgRNA 缺失，其对应的基因很可

能对细胞的生存至关重要，这些基因的功能可能与细胞

存活紧密相关 [18]。此外，筛选还可以结合荧光表达和

标记基因等技术手段，以更全面地评估所编辑的基因对

细胞的影响。

1.2.4 高通量测序与生信分析    从筛选出的特定细胞

群中提取基因组 DNA，然后针对 sgRNA 的靶向区域

进 行 聚 合 酶 链 式 反 应（Polymerase Chain Reaction，

PCR），以确保这些区域的 DNA 片段得到足够的数量，

便于后续的高通量测序分析 [18]。完成 PCR 扩增后，

对扩增产物进行高通量测序，统计各个 sgRNA 的相对

丰度。通过对比筛选前后的 sgRNA 丰度变化，来判断

sgRNA 靶向基因与特定表型之间的关系。

1.2.5 验证候选基因    用 CRISPR/Cas9 文库筛选技术得

到候选基因以后，需要进一步验证才能鉴定出调控特定

表型的功能基因。具体方法：首先要进行脱靶分析，由

于 CRISPR/Cas9 系统可能会在非目标位点进行切割导

致脱靶效应，如果脱靶标位点在外显子内，可能会干扰

对候选基因的判断，产生假阳性结果；其次要进行单个

基因敲除验证，通过构建敲除细胞系，对候选基因进行

单个细胞敲除来检测细胞的表型变化，如细胞增殖、凋

亡、形态、代谢等方面的变化，以确定候选基因对细胞

功能的影响；最后，还可以进行遗传互补试验、功能恢

复试验、RNA 水平验证、蛋白质水平验证如蛋白质免

疫印记（Western Blot，WB）、免疫荧光等技术来进一

步验证该基因的功能 [20]。具体筛选流程如图 1 所示。

 

1.3 CRISPR/Cas9 文库类型    目前，功能基因文库筛选

主要包括 3 种：cDNA 文库、RNA 干扰（RNAi）文库

和 CRISPR/Cas9 基因编辑文库；根据不同的研究目的

划分，又可以分为基因功能获得法（Gain-Of-Function，

GOF）和基因功能缺失法（Loss-Of-Function，LOF）[21]。

CRISPR/Cas9 技术既可以通过诱导基因突变进行 LOF

筛选，又可通过激活转录进行 GOF 筛选，不仅可以作

用于基因编码区，还可以靶向基因非编码区，与 RNAi

技术相比具有相对较低的脱靶效率和更广泛的作用位

图 1  CRISPR/Cas9 文库筛选流程图
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点，因而逐渐成为高通量基因筛选的主要策略。

一般将 CRISPR/Cas9 文库分为 3 种：CRISPR/Cas9

敲除文库、CRISPR/Cas9 激活文库、CRISPR/Cas9 抑

制文库 [22]，如表 1 所示。

1.4 CRISPR/Cas9 文库的应用场景    随着测序技术和生

物信息学的飞速发展，对代谢、免疫相关机制的研究已

经由单个基因或通路研究发展为高通量、互作网络式研

究 [23]。近年来，随着全基因组 CRISPR/Cas9 基因编辑

技术的发展，也进一步促进了高通量基因筛选和基因功

能的研究。

目前 CRISPR/Cas9 文库筛选技术已广泛应用于病

毒感染宿主因子鉴定、癌症治疗靶点筛选等多个医学领

域，同时在动物疾病控制和遗传育种领域也展现出巨大

潜力。例如通过 CRISPR/Cas9 文库，可以在人体细胞

上筛选与癌症相关的宿主基因，陈晨等 [24] 在人急性单

核白血病细胞系 THP1 上构建 CRISPR/Cas9 人类全基

因组慢病毒文库，并对肿瘤组织进行深度测序以及数据

分析，最终揭示了 THP1 细胞成瘤能力可能与某些促癌

基因的敲除有关，这一研究不仅验证了 CRISPR/Cas9 文

库筛选技术在疾病诊疗及肿瘤相关基因发现中的有效性，

更为精准医疗与基因治疗领域的发展提供了有力支持。

此外，CRISPR/Cas9 文库在动物研究中也发挥着

重要作用，尤其是疾病相关基因的探究。郑凯杰等 [25]

运用小鼠全基因组 CRISPR/Cas9 敲除文库，针对影响

非小细胞肺癌形成的宿主基因进行了深入筛选，最终鉴

别出 PTEN、CDKN2A 和 NF2 等肿瘤抑制基因。这些

研究都侧面证明了 CRISPR/Cas9 文库筛选技术是一种

可靠的技术手段，在医学和畜牧学研究中都有广泛的应

用前景。

2 CRISPR/Cas9 文库筛选在畜禽研究中的应用

2.1 CRISPR/Cas9 文库筛选在猪上的应用    猪肉是中国

人均消费最多的肉类食品 [26]，猪的育种改良与疾病防

控不仅关乎国民经济，还是肉类食品安全的关键。此外，

猪作为重要的试验模式动物，在病毒感染宿主因子研究

及癌症治疗探索中发挥了不可替代的作用，取得了显著

成果。

在猪的育种方面，利用 CRISPR/Cas9 文库筛选技

术能够精确鉴定猪基因组中的抗病基因，为定向改良猪

只、增强其抗病力提供了可能。例如，利用猪全基因

组 CRISPR/Cas9 敲除文库筛选出猪流感病毒（Swine 

Influenza Virus，SIV）复制必需宿主基因（如 SLC、

R6 等），揭示其如何通过调控病毒入侵、复制等关键

环节抑制病毒增殖，该技术为猪抗病育种提供了靶点，

推动了利用基因编辑技术培育抗 SIV 猪种的发展，突

破传统育种瓶颈，为培育抗 SIV 感染的基因编辑猪提供

理论依据 [27]；通过 CRISPR/Cas9 文库筛选技术还可以

筛选出猪流行性腹泻病毒（Porcine Epidemic Diarrhea 

Virus，PEDV）的宿主基因，张雪等 [28] 基于 CRISPR/

Cas9 系统构建了人肝癌细胞系 Huh-7 的全基因组敲除

文库，用于筛选影响猪流行性腹泻病毒复制的关键宿主

因子，最终发现 ITGA11 基因可作为一种制备抗 PEDV

猪种潜在的靶基因，为猪的抗病育种提供了新策略；

此外，为了充分利用 CRISPR/Cas9 文库筛选在基因组

编辑中的价值，Zhou 等 [29] 设计并构建了猪全基因组

CRISPR/Cas9 文库，通过广泛筛选，初步锁定 140 个

与猪流感病毒复制相关的候选基因。经二级文库深入筛

选，最终鉴定出高尔基体复合体蛋白 COG8 为流感病毒

表 1  CRISPR/Cas9 文库类型及其原理

文库类型 原理

CRISPR/Cas9
敲除文库

主要原理是移码突变，当 sgRNA 与目的 DNA 片段完全互补配对后，Cas9 蛋白在 PAM 序列上游切断靶 DNA 形成断裂双链，然
后细胞的 DNA 修复系统开始工作：当无同源模板时，断裂双链通过非同源末端连接途径重新连接（该过程容易产生突变）。如
果发生移码突变，表达异常的 mRNA 和蛋白质最终就会被降解，即发生基因敲除；如果存在同源修复模板时，断裂双链通过同源
模板直接修复，将修复模板重组进入断裂部位

CRISPR/Cas9
激活文库

基本原理是将 Cas9 蛋白催化失活变成 dCas9 蛋白与 sgRNA 结合形成“DNA 阅读器”发挥精确定位功能。基于 dCas9 的激活系
统包括 2 种：一种是 dCas9/sgRNA 与转录活化蛋白形成促转录复合体，另一种是 dCas9 与表观遗传修饰酶形成融合蛋白质，通
过调节启动子或增强子区 DNA 甲基化或组蛋白乙酰化促进基因转录，然后在 sgRNA 引导下精确定位到靶基因启动子区，促进转
录。CRISPR/Cas9 激活文库通常用于研究基因和非编码 DNA 功能、病毒和耐药靶点筛选等

CRISPR/Cas9
抑制文库

原理同 CRISPR/Cas9 激活文库类似，包括 2 种系统：一种是 dCas9 蛋白与 KRAB 结构域形成沉默蛋白复合体 dCas9-KRAB，在
sgRNA 引导下精确定位到靶基因启动子或增强子区，将组蛋白甲基化，形成异染色质，抑制转录；另一种是 dCas9 与去甲基化酶
3α 融合形成 dCas9-Dnmt3a 促进 DNA 甲基化，抑制转录。CRISPR-dCas9 抑制文库可用于揭示编辑基因和非编码基因的 DNA 序列
的功能、筛选基因互作、开发肿瘤药物等
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感染的关键调控因子，彰显了 CRISPR/Cas9 文库筛选

在病毒学研究中的巨大潜力，同时也证明了建立猪全基

因组 CRISPR/Cas9 文库筛选在猪的遗传筛选中具有极

其重要的应用价值，它不仅为猪抗病育种的研究提供了

宝贵的参考，有助于揭示宿主细胞在抗病毒感染过程中

的作用机理，还加速了猪重要性状改良和分子定向育种

的步伐，推动了分子定向育种技术的快速发展 [30]。

在猪的疾病防治方面，通过 CRISPR/Cas9 文库筛

选技术除了可以研究猪体内常见的病毒外，猪作为重要

的试验动物模型，还能够深入研究一些人畜共患病，从

医药方面无法解决的一些疾病问题可以从基因方面找到

答案。例如，乙脑病毒（Japanese Encephalitis Virus，

JEV）是一种蚊媒人畜共患病毒，可在哺乳动物中引起

脑炎和生殖障碍，然而对其如何进入细胞、如何复制和

组装的主要宿主因子了解甚少，赵长智 [31] 和 Liu 等 [32]

利用 CRISPR/Cas9 文库筛选技术在猪全基因组范围内

成功筛选出 10 个关键靶基因，这些基因参与硫酸肝素

蛋白多糖的生物合成与代谢，对乙脑病毒复制有显著抑

制作用。进一步试验确认其中 4 个基因在敲除后能明显

阻碍 JEV 在猪细胞内的复制，这也揭示了它们能够促

进病毒入侵的机制，为开发针对乙脑病毒疾病的医疗与

育种技术提供了新方法。在冠状病毒方面，自 1937 年

首次从禽类分离出冠状病毒以来，已经发现的冠状病毒

有近 40 种之多，其中已经报道的猪冠状病毒也多达 6 种，

可引发不同的猪冠状病毒病，给养猪生产造成严重影

响 [33]。其中猪 δ 冠状病毒（Porcine Deltacoronavirus，

PDCoV）是近几年在猪肠道冠状病毒家族中新发现的

病毒 [34]，主要会引起新生仔猪腹泻、呕吐、脱水甚至

死亡，严重影响猪生产性能的提高和养猪业的进步。

Wang 等 [35] 和王晶 [36] 利用猪全基因组范围的 sgRNA

慢病毒文库研究，对 PDCoV 感染相关的宿主因子进

行 筛 选，并 发 现 了 TMEM41B、SLC35A1、SNX10、

VOPP1、PCSK6 基因敲除后对 PDCoV 的增殖有显著

的抑制作用，其中以敲除 TMEM41B 的作用最为明显，

进一步研究发现 TMEM41B 可能是一个泛冠状病毒宿

主因子，敲除后可显著抑制猪新型甲型冠状病毒、猪传

染性胃肠炎病毒、鼠肝炎病毒和猪流行性腹泻病毒的增

殖，这项研究不仅对发掘 PDCoV 的潜在抗病毒药物具

有重要意义，而且在有效控制猪 PDCoV 感染及保障人

类健康方面展现出深远价值。

此 外， 还 有 哺 乳 动 物 呼 肠 孤 病 毒（Mammalian 

Orthoreovirus，MRVs）[37]、流 感 病 毒 [38]、猪 瘟 病 毒

（Classical Swine Fever Virus，CSFV）[39-40]、非洲猪瘟

病毒（African Swine Fever Virus，ASFV）[41] 和口蹄疫病

毒（Foot - and - Mouth Disease Virus，FMDV）[42] 等都

对养猪业构成了严重威胁。在此背景下，研究者们利用

CRISPR/Cas9 文库筛选技术探索这些病毒的致病机制、

寻找有效的防控策略，为如何解决疾病、保障人畜安全，

开辟了全新的路径。例如：曹婉怡等 [43] 成功筛选出与

MRVs 感染相关的候选基因，如 F11R 受体基因，为抗

病毒药物研发提供了理论支持；崔欢等 [44] 和王萍萍等 [45]

则利用 CRISPR/Cas9 文库筛选技术发现了 H7N9 流感

病毒感染的关键宿主因子 CYTH2，揭示了病毒感染机

理；孙慧敏等 [46] 通过 CRISPR/Cas9 文库筛选技术，识

别出 CSFV 复制过程中的关键候选基因，为疫苗研发提

供了精准靶标；Dixon 等 [7] 鉴定出 ASFV 复制所需的潜

在宿主因子 TMEM239，为 ASFV 疫苗研发开辟了新途

径。Semler 等 [47] 则证实了 TOB1 基因是猪口蹄疫病毒

感染的关键宿主因子，填补了病毒与宿主相互作用机制

的知识空白。这些研究不仅加深了病毒与宿主之间的相

互作用机制的理解，还为开发新型抗病毒药物、疫苗以

及实施抗病育种策略提供了强有力的工具，为畜牧业健

康发展和公共卫生安全提供了有力保障。CRISPR/Cas9

文库筛选技术的广泛应用，展示了其在猪疾病防治领域

的巨大潜力。

综上所述，CRISPR/Cas9 文库筛选技术在猪遗传

育种以及抗病防治领域均展现出重大的应用价值。借助

这一先进技术，能够精准地解决一系列基因相关难题，

从而极大地深化了人们对于猪只性状在基因层面的表现

特征及其复杂调控机制的理解与认识。

2.2 CRISPR/Cas9 文库筛选在牛上的应用    牛是一种生

长周期长、繁殖效能低但具有极大肉用或乳用潜能的畜

禽类型，但由于其育种改良进程比较缓慢，因此研究人

员利用现代分子育种新技术结合常规育种手段来进行牛

的育种 [48]，而 CRISPR/Cas9 文库筛选技术为奶牛和肉

牛品种的选育和疾病防控提供了新的手段。

在牛的遗传育种方面，张文广等 [23] 构建了牛全基

因组 CRISPR/Cas9 敲除文库，并筛选鉴定出 9 个与 β

羟丁酸（BHBA）代谢紧密相关的候选基因，这些基因

可作为药物筛选、标记辅助管理的分子标记或制备基因



综述·Review Papers                                                                     2026 年 第 62 卷 第 02 期

- 116 - 

编辑抗病动物模型的分子靶点，为牛遗传育种提供了重

要的分子标记资源。此外，该试验首创性的发明了一种

牛全基因组编码基因 CRISPR-Cas9 文库的构建方法，

构建了牛肾上皮细胞全基因组敲除细胞库，该细胞库为

深入探索牛酮体代谢调控机制及病毒感染相关基因功能

搭建了新的研究平台，标志着反刍动物遗传研究步入新

的阶段。CRISPR/Cas9 文库筛选技术不仅在代谢相关

基因研究中展现出强大的筛选能力，而且在牛育种中对

肌肉生长关键基因的精准把控体现出巨大潜力。Wang

等 [49] 通过敲除 MSTN 基因，提升了肉牛的肌肉质量和

生长速度，进而增加牛肉产量、提升肉质并降低了饲料

消耗。

在牛的疾病防控方面，郝晋杨等 [50] 成功建立了牛

全基因组 CRISPR/Cas9 敲除文库，可快速挖掘出重要

病原微生物与宿主互作的关键基因，为以后将牛全基因

组敲除文库应用到牛相关病原微生物关键宿主因子的筛

查和牛疫病防控提供了理论支持。此外，CRISPR/Cas9

文库筛选技术在对抗病毒感染的研究中也展现出重要价

值，例如：Tan 等 [51] 利用 CRISPR/Cas9 文库筛选技术

高通量筛选牛全基因组，成功鉴定出与 1 型牛疱疹病毒

复制相关的关键宿主基因，如 PVR、PVRL2 等，这些

发现不仅揭示了病毒进入细胞和复制的机制，还为开发

抗病毒疫苗提供了理论支持。通过敲除这些基因，还可

以增强宿主的抗病毒能力，推动抗病育种和疫苗研发。

综上，CRISPR/Cas9 文库筛选技术为理解病毒复

制策略及制定防控措施提供了革命性工具，能够提升牛

遗传育种的精准性和效率，也为牛的抗病育种和疫苗研

发提供了理论依据。

2.3 CRISPR/Cas9 文库筛选在羊上的应用    羊是一种常

见的经济动物，在社会生产中发挥着至关重要的作用，

为了满足人类的不同需求培育出许多功能不同、适应性

不同的山羊、绵羊品种，如：肉用、毛用、乳用、药用

品种 [52]。随着基因编辑技术的蓬勃发展，羊的遗传育

种和疾病防控也朝着更精准更多元的方向进步。

在羊的遗传育种方面，基于 CRISPR/Cas9 文库筛

选技术可实现多靶点的基因组编辑，同时在基因功能的

鉴定方面，该技术也可以实现对细胞耐药性、细胞增殖

等相关基因的筛选。例如：绒山羊的毛囊发生与发育涉

及众多关键基因，为了弄清其主要功能基因及其互作网

络，高晔 [53] 利用 CRISPR/Cas9 文库筛选、KEGG 分析

等方法筛选鉴定出影响胎儿期绒山羊毛囊发育的关键基

因，并成功构建了 9 个 gRNA 文库，最终发现绒山羊胎

儿期 VDR 基因对毛囊发育成熟有重要作用，为绒山羊

毛囊周期性生长调控并进行遗传改良奠定理论基础；此

外，CRISPR/Cas9 文库筛选还可以对细胞增殖的相关基

因进行筛选，例如：李岚 [54] 利用 CRISPR/Cas9 文库在

陕北白绒山羊毛乳头细胞中进行基因筛选，进而鉴定毛

乳头细胞增殖的必需基因，最终成功筛选出 202 个差异

基因，然后通过进一步的 GO 富集分析以及 KEGG 分析，

发现了 SBDS、HJURP 和 FNDC5 基因都参与了绒山羊

毛乳头细胞的增殖过程，且 SBDS 和 HJURP 基因对毛乳

头细胞的增殖具有正向的调节作用，FNDC5 基因对毛乳

头细胞增殖有负向的调节作用。这一发现不仅揭示了绒

山羊毛乳头细胞增殖的必需基因，还为未来通过基因编

辑技术改良山羊绒品质和产量提供了宝贵的基因资源。

在羊的疾病防控方面，羊身上有一种常见的疾病—

布鲁氏菌病，是由布鲁氏菌引起的人畜共患病，具有较

强的传播性，造成母畜流产、不孕，公畜睾丸炎等，严

重影响畜牧业发展 [55]。因此，Xu 等 [56] 通过羊全基因

组 CRISPR/Cas9 文库筛选技术，研究受布鲁氏菌感染

对细胞活力影响最大的宿主基因，通过筛选发现敲除基

因 GOLGA6L6、DEFB103B、OR4F29 和 ERCC6 会 减

弱宿主细胞和细胞内布鲁氏菌的活力，表明这些基因是

控制布鲁氏菌的潜在治疗靶点，尤其是敲除 DEFB103B

基因，会改变宿主细胞的自噬作用，降低布鲁氏菌细胞

内存活的效率。该研究不仅鉴定出与布鲁氏菌感染相

关的宿主基因，开辟了布病治疗的新路径，也证明了

CRISPR/Cas9 文库筛选技术在羊上具有极大的研究潜

力和应用价值。

2.4 CRISPR/Cas9 文库筛选在鸡上的应用    鸡作为卵生

动物，具有独特的生殖特点，相比其他的畜禽，鸡繁殖

能力强、性成熟快、生命周期短且成年后法氏囊退化，

其受精卵紧密连接在卵黄表面，因而不能通过核移植技

术高效地获得基因修饰的个体 [57-58]。近年来，随着基因

组编辑技术的不断发展，人们对基因认识的不断加深，

CRISPR/Cas9 文库筛选技术在鸡遗传育种和抗病研究

中取得了一定的研究进展。

在鸡的遗传育种方面，CRISPR/Cas9 文库筛选技

术在解析集约化养殖场中影响生产性能的关键基因方面

展现出巨大潜力。例如，匍匐表型是鸡中特有的一种矮
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小表型，主要特征为胫短身矮、翅膀短小，Jin 等 [59] 利

用 CRISPR/Cas9 文库筛选技术、超深度测序和广泛分

析等方法确定了导致该表型的致病基因 IHH，该基因

的缺失是导致鸡匍匐表型的致变基因，这为后续解决该

疾病提供了基因基础；Zuo 等 [60] 和 Zhang 等 [61] 利用

CRISPR/Cas9 文库筛选、体外诱导试验等方法发现了

鸡的 Stra8 和 C1EIS 基因，这 2 个基因可以阻止胚胎干

细胞转化为雄性生殖细胞，为产蛋种鸡的育种研究提供

了新的参考。从实践角度来看，这些基因的发现为育种

工作者提供了精准的遗传标记，有助于他们通过基因编

辑等现代生物技术手段，针对性地优化鸡的生产性能，

提高养殖效益。

在鸡的疾病防治方面，新城疫病毒（Newcastle 

Disease Virus，NDV）是养禽业的重大威胁病毒之一，

具备在多种细胞中高效复制的能力，还能对宿主先天性

免疫进行调节，诱导产生高水平干扰素，但其感染的关

键宿主因子尚不明确。徐娟 [62] 利用 CRISPR/Cas9 文库

筛选技术，构建了鸡成纤维细胞系全基因组敲除文库，

并进行了 CRISPR/Cas9 文库筛选以及高通量测序分析，

最终筛选到 10 个可能的基因，初步确定了影响 NDV

感染的相关宿主因子，为未来疫苗研发和疾病防控提供

理论依据；此外，在鸡上还有一种重大传染病—鸡滑液

囊支原体病，该病是由鸡滑液囊支原体（Mycoplasma 

Synoviae，MS）引发的一种传染病，主要感染鸡和火

鸡，可以经蛋传播给子代，该病可以引起上呼吸道感染、

关节炎和传染性滑膜炎的发生，导致生长发育迟缓及胴

体降级，甚至会降低免疫力，给养殖业带来巨大的经济

损失 [63]。为了深入探究其致病机制，孙佳琳 [64] 构建了

MS 基因组表达文库，并进行了 MS 感染试验，利用文

库筛选最终筛选出了与 MS 感染相关的 17 个 MS 体内

诱导基因，为后续的进一步深入研究提供参考，也为设

计抗 MS 药物提供了新的靶标。

3 总结与展望

近年来，随着生物技术的飞速发展，全基因组测序

技术的广泛应用为畜禽科学研究开辟了新的篇章。科学

家们已成功构建了包括猪、鸡、牛、羊等多种重要畜禽

的全基因组文库，这些文库的建立不仅为深入解析畜禽

遗传信息提供了宝贵的资源，更为畜禽育种、疾病防控

等领域的进步奠定了坚实的基础。其中 CRISPR/Cas9

文库筛选技术以其高效、精确的特点，在畜禽研究中展

现出了非凡的潜力和广阔的应用前景。

在 抗 性 基 因 筛 选 方 面，科 研 人 员 利 用 CRISPR/

Cas9 文库筛选技术，成功筛选出了与多种畜禽病原体

相关的抗性基因。例如，针对猪流感病毒、猪瘟病毒、

日本乙型脑炎病毒等畜禽重要疾病，科研人员通过构建

CRISPR/Cas9 文库，实现了对这些病原体抗性基因的

精准筛选和鉴定。这些抗性基因的发现，不仅为畜禽疾

病的防控提供了新的思路和方法，更为畜禽养殖业的可

持续发展提供了有力保障。

在重要性状关键因子的挖掘方面，CRISPR/Cas9

文库筛选技术同样展现出了强大的优势。通过该技术，

科研人员成功挖掘出了控制畜禽生长速率、肉质等重要

性状的关键遗传因子。例如，在羊毛乳头细胞增殖的研

究中，科研人员利用 CRISPR/Cas9 文库筛选技术，成

功鉴定出了控制羊毛乳头细胞增殖的必需基因，为优化

羊毛品质和产量提供了新的途径；控制鸡匍匐表型的致

变基因的挖掘，为鸡只的遗传改良提供了可能。这些关

键因子的发现，不仅为畜禽育种提供了精准的遗传标记，

更为通过基因编辑技术培育优良品种提供了可能。

然而，随着人们对基因编辑技术的深入了解，也揭

示了在畜禽生产领域使用基因编辑、文库筛选等技术所

带来的诸多问题。首先是基因编辑技术本身存在的问题，

如脱靶效应、DNA 切口修复的不确定性、插入片段的

概率性问题 [65] 等，这些都对 CRISPR/Cas9 文库筛选造

成了一定的影响。其次，对于国民认可度和思想普及性

而言，基因编辑技术仍未被大量民众所了解，基因编辑

所产生的负面影响，部分民众对食品安全和生物安全的

担忧加深，给技术进步和生产应用带来了舆论负担。最

后是目前科学界对于 CRISPR/Cas9 文库筛选技术的应

用程度还不够全面，研究人员尚未充分将 CRISPR/Cas9

文库筛选技术整合到自己的研究领域中去，该技术所展

现的旺盛生命力还有待继续挖掘与应用。

不过，这些问题并非无计可施，通过优化基因编辑

系统、设计多条 sgRNA 以及加大后期验证力度等可以

弥补基因编辑系统自身存在的问题。除了技术层面的优

化和改进，科学工作者应当积极地向民众科普相关技术

问题，提高公众对基因编辑技术的认知和理解。同时，

政府应出台相应法律条款来规范转基因食品、转基因动

物或基因编辑动植物的生产和应用，切实保障国民健康
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安全以及科学技术的合理应用。

此外，尽管 CRISPR/Cas9 敲除文库已在畜禽基因

功能筛选与育种靶点挖掘中取得显著进展，但针对激活

文库和抑制文库的系统性研究仍处于探索阶段。主要原

因在于现有的研究多聚焦于单一基因编辑，缺乏对多基

因协同调控网络的系统性探索，而激活文库和抑制文库

在解析基因剂量效应、表观遗传互作等方面具有独特优

势 [66-67]。

但是，随着生物技术的不断发展，基因组学（如畜

禽单细胞图谱、三维染色质互作数据）与合成生物学工

具（如模块化 dCas9 效应器、可诱导调控系统）的深度

融合，可以构建物种特异性激活、抑制文库，并开发适

配畜禽模型的高通量功能筛选平台 [68-69]。随着 AI 技术

和机器学习的加入和发展，未来人类可能利用文库筛选

和基因编辑手段找到解决癌症等复杂疾病的治疗之方，

揭示肿瘤发生的规律和内在机制。在畜禽研究方面，

CRISPR/Cas9 文库筛选技术的广泛应用将推动动物育

种全面进入基因育种阶段。通过精准控制基因变异类型

和最终结果表现，科研人员可以大大缩短育种时间，提

高育种效率。同时，从基因水平上克服动物疾病也将成

为可能，为畜禽养殖业的可持续发展提供有力保障。可

以预见，在不久的将来，畜禽生产将进入一个全新的时

代，人类将得到更多健康、优质的畜禽产品。
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CRISPR/Cas9 Library Screening Technology and Its Application in Livestock and Poultry Research

WANG Yinghui1,2, LIAN Zhengxing2*

(1. College of Animal Science and Technology, China Agricultural University, Shandong Yantai 264670, China; 
2. College of Animal Science and Technology, China Agricultural University, Beijing 100193)

Abstract: CRISPR/Cas9 gene editing technology has become one of the most popular gene editing technologies due to its 
advantages of simple operation, high efficiency and accuracy. And it has been widely used in the field of genetic improvement 
of livestock and poultry. CRISPR/Cas9 library, as an important part of the new generation of gene editing technology, has 
many applications in solving livestock and poultry breeding, breed improvement, disease control and many other aspects. 
Especially in the genetic breeding of pig, cattle, sheep, chicken and other livestock and disease prevention research, it has 
shown great potential. Through the application of CRISPR/Cas9 library screening, the resistance genes related to a variety 
of viruses and pathogens can be screened, and the key factors to control the growth rate, meat quality and other important 
traits can be excavated. This paper introduces the basic principle, method process and application type of CRISPR/Cas9 
library screening technology, and summarizes the research progress of CRISPR/Cas9 library screening technology on pig, 
cattle, sheep, chicken and other livestock animals in genetic improvement, disease prevention and control, in order to provide 
reference for the future exploration of the application value of CRISPR/Cas9 library screening technology.
Keywords: Gene editing; CRISPR/Cas9 library screening; Livestock and poultry breeding; Disease prevention and control
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Modulations of Non-coding RNAs on Muscle Growth and Development in Livestock
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Abstract: The growth rate, muscle yield, and meat quality of domestic animals directly affect the economic benefits of animal 
husbandry. Therefore, research on skeletal muscle development is significant in livestock production. Recent advancements 
in sequencing and omics technologies have led to the identification of many non-coding RNAs (ncRNAs) in muscle cells. 
NcRNAs are RNA molecules that are not involved in the protein translation. They mainly include microRNAs (miRNAs), 
long non-coding RNAs (lncRNAs), and circular RNAs (circRNAs). These ncRNAs regulate key genes involved in muscle 
growth and development at the post-transcriptional level. They influence the number and size of muscle cells via multifaceted 
mechanisms, ultimately determining muscle quality. This review summarizes candidate ncRNAs, including miRNAs, 
lncRNAs, and circRNAs, that regulate muscle growth and development. It also discusses their related genes, regulatory 
mechanisms, and signaling pathways. The aim is to provide a theoretical reference for understanding the molecular regulatory 
mechanisms of ncRNAs in livestock muscle growth and development.
Keywords: Muscle growth and development; miRNAs; lncRNAs; circRNAs
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