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基因编辑技术在家畜抗病育种中的应用
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摘 要：随着现代畜牧业的发展，集约化养殖模式在提高生产效益的同时，也加剧了畜禽传染病的传播风险，

对动物养殖和人类健康产生了严重影响。传统药物治疗和育种方法在应对畜禽疾病方面存在局限性，难以从

根源上解决问题。基因编辑技术的发展和应用为畜禽抗病育种提供了全新的策略和方法。本文综述了基因编

辑技术的发展及其应用于猪、牛、羊等主要家畜抗病育种的最新进展，重点探讨了基因编辑技术在防控猪繁

殖与呼吸综合征（Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome，PRRS）、猪瘟（Classical Swine Fever，
CSF）、非洲猪瘟（African Swine Fever，ASF）、牛乳腺炎和结核病（Bovine Tuberculosis，bTB）等重要传

染病中的应用，以期为本领域进一步的研究和抗病育种提供参考。
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肉、蛋、奶等畜产品是人类重要的食品，其营养丰

富，在健康饮食、提高生活质量方面起着重要作用。随

着社会供给需求的转变以及现代化畜牧业的发展，集约

化和规模化养殖模式成为畜牧业的主流趋势。然而，集

约化养殖模式在追求更高的经济价值和收益的同时，也

增加了爆发病疫的风险。受全球流行病和其他动物疾病

的影响，畜禽传染性疾病的暴发对畜禽生产、人类健康

和动物福利等都有严重的损害 [1]。传统的药物和抗生素

方法仅能够达到治疗和改善畜禽患病状态的效果，无法

从根源上解决传染性疾病对规模化畜禽养殖的影响。此

外，长期使用抗生素还会对生态环境产生破坏，导致畜

禽产生耐药性，加剧疾病传播风险，对畜产品质量和人

类健康产生负面影响 [2-3]。

传统育种技术对于提高畜禽的抗病能力收效甚微。

一方面，抗病力是复杂性状，由多位点调控，受环境影

响大，遗传力低，选种的准确性无法保障，导致育种效

果不理想。另外，传统育种方案存在育种周期长、效率

不高、遗传进展缓慢等缺点 [4]。为弥补传统育种技术的

不足，从 20 世纪开始，科学家们试图寻找一种更高效、

更精准的技术从基因层面提高畜禽的抗病力。2007 年，

Mario R Capecchi、Martin J Evans 和 Oliver Smithies 

3 位科学家发明的基因靶向技术获得诺贝尔奖生理学

或医学奖，该技术发展和应用为从基因层面实现畜禽

抗病这一设想带来了新的契机，为畜禽的抗病育种提

供新的思路。

1 基因编辑技术

基因编辑技术是指通过人工插入、删除或更改特定

基因座的特定脱氧核糖核酸（DNA）序列来改变遗传

物质的技术。基因编辑技术的发展经历了多个阶段，最

早 可 从 James D Watson 和 Francis Crick 发 现 DNA 双

螺旋结构开始追溯，这也是分子生物学的开端。20 世

纪 70 年代末，Scherer 等 [5] 建立了一种能够将体外构

建的外源序列或缺失稳定地导入酿酒酵母染色体的方

法，由此证明任何独立的基因都可以通过删除或改变

用于替代野生型染色体拷贝。上世纪 80 年代，Thomas

等 [6] 通过基因打靶技术在小鼠胚胎干细胞（Embryonic 

Stem Cell，ES）中成功突变了内源性次黄嘌呤磷酸核

糖转移酶（Hypoxanthine Phosphoribosyl Transferase，

收稿日期：2025-02-25；修回日期：2025-04-11
资助项目：科技部科技创新 2030—重大项目 抗病基因编辑奶

牛育种新材料创制课题（2023ZD0405003）
作者简介：邢雯慧（2002-），女，河北石家庄人，硕士研究生，

主要从事动物遗传育种研究，E-mail：wenhuixing@cau.edu.cn
* 通信作者：赵春江（1970-），男，新疆乌鲁木齐人，博士，

副研究员，主要从事动物遗传育种学研究，E-mail：cjzhao@
cau.edu.cn



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

- 29 - 

HPRT）基因，实现了基因的定点突变。这种基因打靶

技术依赖于 DNA 自发产生双链断裂（Double Strand 

Break，DSB）所启动的同源重组修复系统，导致这种

技术受限于细胞状态和突变性质，打靶结果的准确性和

成功率极低，制约了该技术的普及和应用 [7]。在 20 世

纪 90 年代初，科学家们发现使用例如 I-SceI 等归巢内

切酶在哺乳动物细胞中诱导靶向 DSB 可以引发靶位点

的同源重组，这一发现推动了利用具有诱导 DSB 功能

的核酸酶进行基因编辑这一理念的形成，核酸酶的利

用也为科学家编辑和改造基因组提供了一种新的思路

和途径 [8]。

1.1 锌指核酸酶（Zinc Finger Nuclease，ZFN）    基因

编辑核酸酶也被称为可编程核酸酶，是基因编辑技术的

关键工具，具有识别和切割基因组中特定序列的作用。

ZFN 是一种人工核酸内切酶，包含特异性识别靶点序

列的锌指蛋白（Zinc Finger Protein，ZFPs）DNA 结

构域和非特异性核酸内切酶 Fok I[9]。1985 年，Miller

等 [10-11] 首次在非洲爪蟾卵母细胞上发现了重复的锌结

合结构域，每个结构域都以锌离子为中心，被称为锌指

（Zinc Finger，ZF）结构，每个锌指由大约 30 个氨基

酸残基组成（包括 2 对不变的半胱氨酸和组氨酸），并

折叠形成 α-β-β 型的二级结构，可直接特异性识别 DNA

双链中某一条单链上 3 个连续的核苷酸。利用 ZFN 特

异识别能力，串联多个锌指就可以达到识别更长序列的

作用，实现特定靶点的识别。1996 年，Kim 等 [12] 将 2

种不同的锌指蛋白与 Fok I 核酸内切酶的切割结构域结

合，创造出新的位点特异性核酸内切酶，为 ZFN 技术

发展和模块化 DNA 识别蛋白的应用开辟了道路。ZFN

基因编辑技术在小鼠、绵羊和猪等动物中都得到了广泛

应用，在此过程中 ZFN 的优势得以充分展示，但同时

也暴露了该技术的局限性 [13]。尽管这项技术具有编辑

精确度高和安全性好的优点，但由于 ZFN 的识别能力

主要依赖于锌指蛋白的功能，导致靶点的设计和筛选具

有局限性，无法实现全基因组的广泛运用。

1.2 转 录 激 活 因 子 样 效 应 物 核 酸 酶（Transcription 

Activator-like Effector Nucleases，TALEN）    2007 年，

Romer 等 [14-15] 首次发现植物病原菌黄单胞杆菌所分泌

的一组转录激活样效应因子（Transcription Activator-

like Effector，TALE）可以通过串联重复中央 DNA 结

合 域（DNA Binding Domain，DBD） 与 DNA 结 合，

利用 III 型分泌系统注射到宿主的植物细胞中与 DNA

结合，进而改变宿主细胞中的转录，实现病原菌定植。

对 TALE 加以修饰，添加上核酸内切酶（Nucleases），

就形成了 TALEN。TALEN 与 ZFN 组成类似，也是一

种人工核酸内切酶，具有特异性识别的 DNA 结合结构

域和核酸内切酶。TALEN 的 DNA 结合结构域由不同

数目的氨基酸重复序列组成，每个重复包括 33~35 个

氨基酸单元并可识别单 DNA 碱基对。这是通过重复序

列的第 12 和 13 位的高度可变氨基酸残基实现的，也

被称为重复可变双残基（Repeat-variable Di-residues，

RVD）。重复序列能够以模块的形式进行组装，通过改

变 RVD 而生成识别特定目标 DNA 序列的转录激活因

子样（Transcription Activator-like，TAL）效应蛋白，

因此 RVD 也决定了 TALEN 能够识别和结合的 DNA 碱

基序列类型 [16]。由于 TALEN 具有快速创建 Fok I 偶

联的能力，能够识别不同的碱基并且不同单元间相互

独立，所以 TALEN 可以靶向基因组内任何需要的序

列，比 ZFN 适用性强且更快捷，靶向范围也更大。当

前，TALEN 技术已经在小鼠、山羊和猪等动物上有效

运用 [17-19]。但是 TALEN 技术依旧存在着局限性，由

于 TALE 识别碱基序列是通过单个单元一一对应的方式

进行，导致在实际过程中 TALE 的需要量庞大，使得

TALEN 的设计、组装和运用也更加困难 [20]。

1.3 CRISPR/Cas    在 2012 年 以 前， 科 学 家 们 对 于

成 簇 规 律 间 隔 短 回 文 重 复 序 列（Clustered Regularly 

Interspaced Palindromic Repeats，CRISPR） 的 研 究 主

要集中于微生物学相关领域，与基因编辑技术处于 2 个

平行的研究领域，并没有交叉研究。早在 1987 年，日

本大阪大学的 Nakata 研究团队 [21] 就对 CRISPR 结构进

行了首次的研究报道，研究人员发现在 IAP 下游 3' 端

有 29 个碱基的高度同源重复序列，而在这些重复序列

中间存在一段含 32 个碱基的非重复序列，这一结构便

是 CRISPR 结构。随后，关于 CRISPR 的研究发现类似

的重复序列结构存在于多种细菌和古生菌中，并预测该

结构可能与嗜热菌的 DNA 修复和基因调控有关 [22-23]。

2000 年，Mojica 等 [24] 发现这种重复序列存在于 20 多

种细菌及古生菌中，根据序列特点将其命名为短规律

性 间 隔 重 复 序 列（Short Regularly Spaced Repeats，

SRSRs），并列出具有 SRSR 结构的生物，推测其结构

的高度保守性与进化相关，并可能具有共同的生物学功
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能。2002 年，荷兰科学家 Jansen 等 [25] 将这种结构定义

为 CRISPR，在其附近发现同源性的特征基因将其命名

为 Cas，共 发 现 4 个 Cas 基 因（Cas1、Cas2、Cas3 和

Cas4），并验证了部分 Cas 蛋白的功能。2005 年科学

家们观察到 CRISPR 中的许多间隔序列来自质粒和病

毒 [20,26]。随着 CRISPR 基因座转录的研究以及对 Cas 基

因的各种推测，科学家们提出 CRISPR/Cas 是一种适应

性防御系统的设想 [27-28]。经过深入探索，3 种 CRISPR/

Cas 类型（I、II 和 III）的分子机制相继被发现和报道 [29]。

2011 年 Sapranauskas 等 [30] 第一次证实了从嗜热链球菌

中可将 CRISPR 系统转移到大肠杆菌。随后 Charpentier

等 [31] 首次证实了 Cas9 能够实现 DNA 的体外切割。次

年，张锋等 [32] 利用 CRISPR/Cas9 在哺乳动物细胞中完

成了特定的基因编辑。至此，CRISPR/Cas9 基因编辑

技术受到广泛关注，并在多种动植物的基因编辑中得

到运用。随后张锋团队 [33-34] 相继发现新的 CRISPR/Cas

系统（Cas12a 和 Cas13a），在一定程度上补充了 Cas9

的不足，为 CRISPR 的开发与运用提供了更多的可能。

有关基因编辑技术的发展历程如表 1 所示。

1.4 单 碱 基 编 辑    传 统 的 CRISPR/Cas9 编 辑 技 术 原

理是通过 DSB 诱发细胞内的同源重组（Homologous 

Recombination，HR）和非同源末端连接（Non-homol 

ogous End Joining，NHEJ）修复途径，从而实现对 DNA

的定点敲除、替换、插入等修饰，这种 DSB 引发的

DNA 修复机制使得在剪切位点随机引入插入或缺失，

很难实现稳定的单碱基突变，导致编辑结果不稳定，因

此开发一种能够精准且高效实现单碱基替换的技术就成

为一项重要的工作 [31]。2016 年，刘如谦团队 [35] 首次提

出胞嘧啶碱基编辑器（Cytosine Base Editor，CBE），

这是基于 CRISPR 所开发的一种单碱基编辑技术，旨在

治疗单碱基突变引发的相关疾病。单碱基编辑技术实现

既保留向导 RNA（Single Guide RNA，sgRNA）的编

辑作用又避免了 DNA 双链的断裂，不再需要对双链进

行切割或是提供供体模板来完成编辑，能够介导胞嘧啶

直接转化为尿嘧啶，从而实现 C→T（或 G→A）的转换。

2017 年，刘如谦等 [36] 进一步补充单碱基替换技术，提

出腺嘌呤碱基编辑器（Adenine Base Editor，ABE），

该技术将一种转移 RNA 的腺苷脱氨酶与 CRISPR/Cas9

突变体结合，实现基因组 DNA 中 A→G（或 T→C）

转换的功能。2019 年，刘如谦团队 [37] 开发出引导编辑

器（Prime Editor，PE），利用由 Cas9 H840A 切口酶

和工程化的逆转录酶组成的融合蛋白，以及一种引导

RNA（Prime Editing Guide RNA，pegRNA）进行编程，

直接在特定 DNA 位点实现 4 种碱基的任意转换，并且

该技术在人类细胞中成功纠正了镰状细胞贫血和泰 - 萨

克斯病（Tay-Sachs Disease）的致病遗传位点，为罕见

遗传病的基因治疗提供了新的可能性，也推动了更精准

基因编辑技术的进步。3 种基因编辑工具特点详见表 2。

至此，基因编辑技术的研究精度和技术手段得到显著提

升，这也为家畜相关性状遗传改良以及家畜传染病防治

提供了新的技术和方向。

2 基因编辑技术在家畜抗病育种中的应用

2.1 猪繁殖与呼吸综合征    猪繁殖与呼吸综合征（Porcine 

Reproductive And Respiratory Syndrome，PRRS），

又称为蓝耳病，是由猪繁殖与呼吸综合征病毒（Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome Virus，PRRSV）

引起的一种严重影响猪呼吸和母猪繁殖功能的疾病，可

表 1  基因编辑技术的发展历程

时间 基因编辑技术 CRISPR

19 世纪 70 年代 1979 年在酵母中实现基因替换 -

19 世纪 80 年代
在小鼠 ES 细胞中实现基因定点突变；1985 年
发现锌指结构

1987 年，CRISPR 首次被描述

19 世纪 90 年代
利用 NHEJ、HDR 进行基因组断裂修复；锌指
核酸酶用于基因组工程

-

20 世纪初 TAL 效应子和 TALE 核酸酶被发现
2002 年，验证部分 Cas 蛋白功能；提出 CRISPR/Cas 是一种适应性防御系统的设
想；3 种 CRISPR/Cas 类型分子机制相继被发现

2010 年 - II 型 CRISPR/Cas 可切割靶标 DNA

2011 年 - Cas9 能体外切割 DNA，是 II 型 CRISPR/Cas 发挥防御功能所需的唯一 Cas 基因

2012 年 -
证实 CRISPR/Cas9 是 RNA 引导的 DNA 核酸内切酶，并在哺乳动物细胞完成基
因编辑

2015 年 - 发现 Cas12a 和 Cas13a，补充 Cas9 不足
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通过空气传播导致母猪流产和各阶段猪只患急性肺炎等

呼吸系统传染病，对全球养猪业造成严重经济损失 [38]。

该病毒自 20 世纪 80 年代首次在美国发现后，如今已

遍及世界各地，成为全球养猪行业所关注和重点防治的

重要传染性疾病之一。尽管早在 1994 年就已经研究出

疫苗接种预防技术 , 但由于存在无法区分患病猪只、预

防不彻底、效果不均一等问题，还需要进一步研究新

的抗病技术 [39]。Jay 等 [40] 在 2007 年证实，PRRSV 侵

入宿主细胞依赖巨噬细胞表面蛋白 CD163，其作为病

毒细胞融合受体，可介导 PRRSV 通过内吞方式进入猪

肺泡巨噬细胞。随后 Whitworth 等 [41-42] 利用 CRISPR/

Cas9 技术培育出 CD163 基因敲除猪。该研究表明，敲

除 CD163 基因能够有效防止 PRRSV 感染，从而验证了

CD163 在 PRRSV 感染中发挥着重要作用。该研究同时

还实现了 CD163 与 CD1D 双基因敲除，为利用基因编

辑技术提高畜禽抗病能力和性状改良提供了示范。

尽管研究证明了敲除 CD163 具有防止 PRRSV 感

染的能力，但仍需要对更多的基因型以及不同的毒株

进行研究和佐证。Prather 等 [43] 的研究进一步证实了其

他细胞表面受体对病毒感染只起到辅助作用，CD163 是

决定 PRRSV 感染的关键因素。2018 年，Burkard 等 [44]

通过敲除受精卵 CD163 基因的第 7 个外显子，移除

SRCR5 结构域，培育出对 PRRSV 1 型具有完全抗性

的 ΔSRCR5 猪。Yang 等 [45] 利用 CRISPR/Cas9 和体细

胞 核 移 植（Somatic Cell Nuclear Transfer，SCNT） 技

术培育的 CD163 基因敲除猪对 HP-PRRSV TP 株具有

完全抗性且不影响正常生物学功能。同年，Wells 等 [46]

对 CD163 基因进行 3 种不同编辑处理，证实 CD163

是 PRRSV 1 型和 2 型病毒感染的关键受体，且部分敲

除 CD163 即可表现抗感染能力，填补了 CD163 在不同

类型 PRRSV 感染机制的研究空白。2020 年，Xu 等 [47]

同时敲除 CD163 第 7 个外显子和 pAPN 第 2 个外显子

培育出能够抵抗 HP-PRRSV 2 型和传染性胃肠炎病毒

（Transmissible Gastroenteritis Virus，TGEV）的双基因

敲除（Double Knockout，DKO）猪，为培育多基因编辑

品种提供了参考。2024 年，任吉龙 [48] 利用 Cas12iMax

对编辑 ANPEP、CD163、MSTN 和 IGF2 等 4 个基因，

培育出的基因编辑猪不仅改善了生长速率和肌肉品质，

并对 PRRSV 和 TGEV 表现出抗性。当前利用基因编辑

技术提高猪抵抗 PRRS 的相关研究已积累了大量成果，

有望培育出具有抗蓝耳病的商品化猪品种。

2.2 猪瘟病毒    典型猪瘟（Classical Swine Fever，CSF）

又 称 猪 霍 乱， 是 由 猪 瘟 病 毒（Classical Swine Fever 

Virus，CSFV）引起的一种可多向传播的具有高传染性

的疾病。CSFV 是一种囊膜单链正义 RNA 病毒，共分

为高毒力、中毒力和无毒毒株 3 种基因型，极易引起家

猪和野猪的感染，导致免疫功能下降，继发肠道或呼

吸道感染 [49-50]。针对 CSF 对全球猪养殖产业的严重影

响，当前的防控策略主要包括系统性接种疫苗和扑灭。

我国采用强制性接种疫苗的方式，实现疫苗覆盖率达到

90% 以上 [51]。2018 年 Xie 等 [49] 使用 RNAi 和 CRISPR

技术将 shRNA 插入 Rosa26 位点培育的抗 CSFV 转基

因猪在体内外攻毒中能够有效限制 CSFV 的复制，且

抗病特性可遗传至 F1 代。RSAD2 基因的表达产物能够

抑制 CSFV 的复制，基于这一研究培育出的 RSAD2 基

因敲入（RSAD2-KI）猪表现出更强的抗 CSFV 感染能

力 [52]。2022 年，Qi 等 [53] 首次利用基因编辑技术建立

PCBP1 基因敲除细胞系，并利用 SCNT 得到 PCBP1 基

因敲除（PCBP1-KO）猪，研究证明 PCBP1 基因能够

影响 CSFV 感染的结合过程，该基因缺失会抑制 CSFV

的复制，PCBP1-KO 猪表现出抗 CSFV 能力。这些研

究成果为通过基因编辑技术建立抗猪瘟猪新品系打下

了良好基础。

2.3 非洲猪瘟    非洲猪瘟（African Swine Fever，ASF），

表 2  3 种基因编辑工具的比较

CRISPR/Cas9 BE PE

组成
Cas9 蛋白

sgRNA
供体 DNA

Cas9（H840A）与脱氨酶的融合蛋白
sgRNA

Cas9（H840A）与逆转录酶的融合蛋白
pegRNA

非靶标链导向 RNA(nsgRNA)

断链方式 DSB SSB SSB

编辑效率 适中 高 高

脱靶效率 高 低 低

应用于 基因敲除和敲入 单核苷酸转换 基因插入、缺失以及单核苷酸替换
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是由非洲猪瘟病毒（African Swine Fever Virus，ASFV）

产生的一种高传染性疾病。ASFV 是一种复杂的双链

DNA 病毒，具有 150 多个开放阅读框（Open Reading 

Frame，ORF），通常患病猪只的致死率将近 100%，

严重损害生猪行业的稳定发展 [54]。由于目前没有有

效的预防治疗手段，对 ASF 的防治仍主要采取扑杀

策略。在抗性基因的研究中，CD163 的表达水平曾

被认为与 ASFV 的感染能力密切相关，但在后续研究

中均表明 CD163 在 ASFV 感染过程中并不是必要条

件，推测 ASFV 的感染机制可能较为复杂，需要深入

探 索 [55]。2022 年 Gao 等 [56] 研 究 证 明 了 CD163 和 唾

液酸结合免疫球蛋白样凝集素 1（Sialic Acid-binding 

Immunoglobulin-ike Lectin 1，Siglec1）的表达与对 ASFV

的抗性密切相关，并证明二者在 ASFV 感染中具有协

同作用，为研究 ASFV 的感染机制和疫苗打下了良好

基础。2016 年研究人员 [57] 推测疣猪与家猪 RELA 基因

的 3 个氨基酸差异与 ASFV 抵抗力相关，并利用 ZFN

对猪 PK15 细胞进行编辑替换，成功培育出了携带疣猪

RELA 单倍型的家猪，研究显示基因编辑猪与野生型个

体相比在临床、病理和病毒学相关参数上无显著差异，

仅表现延迟的临床症状和较低的病毒载量。

在疫苗研发方面，Vivian 等 [58] 删除分离株的 MGF

基 因 构 建 出 ASFV-G-ΔMGF 重 组 病 毒， 接 种 ASFV-

G-ΔMGF 后猪只不表现疾病，证明 MGF 基因能够作

为 ASFV 毒力独立决定因素，为研发 ASFV 疫苗提供

了 重 要 参 考 依 据。2018 年 Borca 等 [59] 利 用 CRISPR/

Cas9 技术删除了 ASFV 基因组中与 CD2 结构部分相似

的非必需基因 8-DR，为疫苗的研究提供新思路。同年

Hübner 等 [60] 靶向 ASFV p30 基因的 CP204L 序列编辑

野生猪肺细胞系（Wild Boar Cell Line，WSL），得到

的 WSL-gRp30 细胞系能够抑制 ASFV 的复制，降低了

病毒量，这对培养抗 ASFV 感染的猪只提供了新的方法。

此外，基于 CRISPR/Cas 技术还研发了快速检测 ASFV

工具，例如基于 Cas12a 的现场快速检测系统（Cas12a-

based On-site and Rapid Detection System，CORDS）

技术，能够实现在 1 h 内检测 ASFV 及其他病毒，且无

需仪器设备 [61]。当前 ASFV 感染机制仍未完全明确，对

主要受体及宿主因子的鉴定仍倍受关注。而 ASFV 感染

机制的复杂性已成为基因编辑培育抗病猪的主要障碍。

2.4 伪狂犬病    伪狂犬病（Pseudo Rabies，PR）是由伪

狂犬病毒（Pseud Roabies Virus，PRV）感染导致的传

染性疾病，PRV 是典型的具有包膜的疱疹病毒，基因

组线性 DNA 双链长度约为 140 kb，包含多个可编码氨

基酸链的 ORF[62]。该病于 1902 年首次报道，能够通过

直接接触和间接接触感染绝大多数哺乳动物。当前的防

治措施主要依赖于多种疫苗免疫，例如 Bartha-K61 疫

苗、TK 基因缺失疫苗和 gE 基因缺失疫苗等 [63]。2016

年 Liang 等 [64] 利用 CRISPR/Cas9 和 Cre/Lox 系统替换

PRV 的 TK 和 gE 毒力基因研发出一种新疫苗，感染试

验证明其具有抗 PRV 能力，这也是首例利用基因编辑

技术研发出 PR 疫苗。PRV 中的 EP0 和 UL50 基因对转

录调控、病毒复制和毒力表达等方面具有重要作用。

Xu 等 [65] 靶向 PRV EP0 和 UL50 基因在 PK15 细胞中实

现对病毒基因的高效敲除，为研发新的 PR 疫苗和了解

病毒的增殖机制提供了思路。彭志园 [66] 对 PRV 高度保

守的 UL30 基因进行编辑，从而抑制了 PRV 的增殖。

2017 年 Tang 等 [67] 设计了 75 个 sgRNA 来靶向 PRV 的

不同位置，研究表明大多数的 sgRNA 具有抑制 PRV

复制能力，但单一 sgRNA 容易引发病毒逃逸，多个

sgRNA 联合可以达到完全抑制复制的作用，该研究采

用的多 sgRNA 靶向策略也为抗 PRV 感染提供了新思路。

Xie 等 [68] 利用 CRISPR/Cas9 技术在 ROSA26 位点插入

RSAD2 基因培育出 RSAD2 基因敲入（pRSAD2-KI）猪，

抗病试验表明其对 CSFV 和 PRV 具有显著的抑制效果。

2.5 猪流行性腹泻    猪流行性腹泻（Porcine Epidemic 

Diarrhea，PED） 是 以 猪 流 行 性 腹 泻 病 毒（Porcine 

Epidemic Diarrhea Virus，PEDV）为主要病原体所引

起的高死亡率疾病。PEDV 属于正义单链 RNA 冠状病

毒，可引发猪只急性肠道疾病，表现为呕吐、水样腹

泻和脱水等症状，其中新生仔猪致死率极高，作为高

致死率的传染性疾病严重损害全球养猪业。1971 年，

PED 首次在英国育肥猪中被发现，并被认定为急性传

染性肠胃炎，随后确认病原体为 PEDV，陆续在各个国

家和地区被发现并报道 [69]。核转运蛋白 Karyopherin α  

2（KPNA2）参与增殖、分化、凋亡和宿主免疫等多种

细胞活动 [70]。Gao 等 [71] 通过试验发现 KPNA2 在感染

细胞中显著富集，证明其与 PEDV 的复制过程有关，且

KPNA2 可以通过与 PEDV 的 E 蛋白结合并降解病毒来

达到抑制 PEDV 复制的作用。进一步研究表明，过表达

KPNA2 基因可以抑制 PEDV 的复制，而敲除 KPNA2
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则相反。氨肽酶 N（Aminopeptidase-N，APN）在哺乳

动物的肠上皮组织细胞中广泛分布并参与多种生物调

控过程，很多研究将其作为治疗相关疾病的靶点 [72]。

2019 年，罗磊 [73] 利用 CRISPR/Cas9n 系统编辑猪胎儿

成纤维细胞 APN 基因得到 APN 基因编辑仔猪，发现

APN 对 PEDV 感染是非必需的，但为 TGEV 的主要受

体。Liu 等 [74] 继续对 APN 进行研究，进一步证明其对

TGEV 感染具有重要调控作用，对 PEDV 无显著影响。

同年，梅彦等 [75] 利用 CRISPR/Cas13b 系统对 PEDV 的

polI 基因和 S 基因设计 CRISPR RNA（crRNA）位点，

构建打靶质粒 U6-crRNA（1-4），研究发现打靶质粒

转染的细胞病毒增殖水平显著降低，为防控 PED 和制

备动物模型提供了新的思路。

2.6 乳腺炎    哺乳动物的乳腺炎（Mastitis）是在实际

生产中最常见的疾病之一，通常分为临床乳腺炎和亚

临床乳腺炎（又称为隐性乳腺炎），主要由病原菌感

染导致，常见病原菌包括金黄色葡萄球菌、乳房链球菌

和大肠杆菌等 [76]。患乳腺炎会导致泌乳量和奶品质降

低，影响畜禽健康的同时，还会危害人类食品安全健

康。研究发现奶牛的 TLR4 基因外显子 1760 C>T 突变

位点具有一定生物学效应，可作为研究抗乳腺炎的位

点 [77]。Shandilya 等 [78] 利用 CRISPR/Cas9 敲除牛乳腺

上皮细胞的 TLR4 基因，证明该基因对大肠杆菌和分岐

杆菌感染的细胞具有不同作用，能够降低大肠杆菌的

炎症反应。溶葡萄球菌素（Lysostaphin）、人类 β- 防

御素 3（Human Beta-Defensin-3，HBD3）、人溶菌酶

（Human Lysozyme，hLZ）和干扰素 -γ（IFN-γ）是具

有显著抗菌活性的分子，它们在对抗乳腺炎方面展现出

巨大的潜力。2006 年研究发现表达 hLZ 的转基因山羊

乳汁体细胞数显著低于非转基因山羊，产量与成分无显

著差异，表明 hLZ 可以作为乳腺炎的防治途径 [79]。随

后 Liu 等 [80] 将 hLZ 基因整合到牛胎儿成纤维细胞的 β-

酪蛋白（Beta-casein，CSN2）基因座培养出转基因克

隆牛，其牛奶对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和无乳链球

菌表现抗菌活性，证实 hLZ 提高了奶牛对乳腺炎的抵

抗力。Liu 等 [81-82] 相继利用 ZFN 技术将 lysostaphin 基

因插入到 CSN2 基因座中，获得抗金葡菌感染的转基因

牛，并检测到具有生物活性的溶葡萄球菌素蛋白，通过

将 HBD3 基因与 CSN2 基因启动子连接导入山羊基因组

中，结果证明 HBD3 在乳中表达并抑制大肠杆菌和金葡

菌。2016 年中国农业大学研究团队 [83] 培育出牛奶中高

效表达重组人溶菌酶 rhLZ 的转基因克隆牛，为乳腺炎

防控以及规避抗生素抗性基因风险提供了可靠的动物模

型。Liu 等 [84] 将 IFN-γ 基因导入山羊的乳腺上皮细胞中，

证实 IFN-γ 可以直接或间接杀伤细菌达到抗菌效果，尤

其能够抑制金葡菌和大肠杆菌的增殖。2024 年任吉龙 [48]

利用 Cas12iMax 编辑牛的 MSTN、PRNP 和 CD18 基因，

培育出 3 基因编辑牛胚胎，并证明了其具有发育潜力。

同年，Feng 等 [85] 利用 ISDra2-TnpB 系统将炎症调节序

列 IRS 靶向整合到溶菌酶 LYZ 基因上，获得具有显著

抗乳腺炎能力的基因编辑奶山羊。

2.7 牛结核病    牛结核病（Bovine Tuberculosis，bTB）

主要由牛分枝杆菌引起，是一种常见的牛慢性传染病和

人畜共患病，对全球的养牛产业和人类健康都具有严

重的威胁 [86]。研究发现在小鼠中 SP110 可抑制结核分

枝杆菌，基于此研究人员利用 TALEN 将 SP110 敲入牛

基因组获得转基因牛，试验表明转基因牛对牛分枝杆

菌具有较强的抵抗力且抗病能力可遗传，为基因编辑

治疗结核病打下了基础 [87]。过表达自然抗性相关巨噬

细胞蛋白 -1（Natural Resistance-associated Macrophage 

Protein，NRAMP1）可以增强牛对结核病的抵抗力，

Gao 等 [88] 利用 Cas9n 技术将 NRAMP1 基因整合到牛

胎儿成纤维细胞基因组，通过核移植获得的转基因牛

在感染分枝杆菌后表现出较强的抗菌能力。Yuan 等 [89]

采用同源臂介导的末端接合（Homology-Mediated End 

Joining，HMEJ）技术，克服传统基因编辑技术插入效

率较低的问题，构建含有 NRAMP1 基因及其启动子的

靶向载体，培育出过表达 NRAMP1 基因的基因编辑牛，

表现出更强的抗结核病能力，既证实了 HMEJ 的功效，

也进一步证明了 NRAMP1 是抗结核病的功能基因。

2.8 口蹄疫    口蹄疫（Foot-and-mouth Disease，FMD）是

由 口 蹄 疫 病 毒（Foot-and-mouth Disease Virus，FMDV）

引起的急性高传染性疾病，偶蹄动物易感，发病率和

死亡率高，给全球的畜牧业造成了严重的经济损失。

FMDV 属于单股正链 RNA 病毒，能够在自然环境下

长期存活并不受季节影响，根据血清型主要分为 O、

A、C、Asia1、SAT1、SAT2 和 SAT3 等 7 种类型，其

中 O 型是全球分布范围最广泛的一类 [90]。在疫苗研究

方面，Carr 等 [91] 通过注射 CD4 单克隆抗体和商业灭

活 FMDV 疫苗接种，揭示了 CD4+ T 细胞对机体抵抗
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FMDV 感染、提高免疫能力的重要性，对研发和改进

商业疫苗具有重要作用。此外，Michael 等 [92] 比较接

种重组 FMDV A 型疫苗与未接种的荷斯坦公牛血液指

标，证明疫苗可预防临床疾病和刺激免疫反应，但不能

完全预防 FMDV 感染。近年以来，CRISPR/Cas 技术在

FMD 防治的研究中应用增多，中国农科院兰州兽医研

究所发现，TPL2 基因能够参与多种信号蛋白的调控与

免疫反应 [93]。对敲除 TPL2 基因的 PK-15 细胞系进行

攻毒，其表现出更高的病毒复制水平和病毒滴度增加，

证明敲除 TPL2 基因会抑制干扰素信号通路的表达，促

进病毒的复制，为利用基因编辑技术作为动物疾病治

疗和疫苗研发工具以促进家畜抗病的研究提供支撑。

后续该团队相继研究了 KLHL34 编码蛋白、RAB20 蛋

白、CDGSH 含铁硫结构域蛋白 2（CDGSH Iron-sulfur 

Domain 2，CISD2）、TRIM3 蛋白、管腔结构域样膜

相关蛋白 1（LULL1）和白三烯 A4 水解酶（Leukotriene 

A4 Hydrolase，LTA4H），发现 KLHL34、RAB20、TRIM3

和 LULL1 基因均参与细胞增殖活动和细胞内多重调控

过程，CISD2 参与并调控线粒体的表达，而 KLHL34

和 LTA4H 可能与 FMDV 的病毒蛋白存在互作关系进而

调控其复制 [94-99]。基于上述研究，研究团队分别构建

KLHL34、RAB20、CISD2 和 LTA4H 基 因 敲 除 PK-15

细胞系以及 TRIM3 和 LULL1 基因敲除和过表达细胞

系，通过试验证实了 KLHL34、RAB20 和 CISD2 基因

的表达具有抑制 FMDV 复制的作用，LTA4H、TRIM3

和 LULL1 基因缺失同样能够抑制 FMDV 的复制，且

进 一 步 证 实 了 TRIM3 和 LULL1 基 因 过 表 达 会 促 进

FMDV 复制，为深入研究 FMDV 复制机制的调控和利

用基因敲除技术研发 FMDV 疫苗提供参考。

3 小结与展望

随着基因编辑技术的快速发展，其在家畜抗病育种

领域的应用已取得了诸多突破性进展，为解决传统育种

方法难以攻克的难题提供了全新思路。从早期的 ZFN

到 TALEN，再到如今广泛应用的 CRISPR/Cas 系统和

单碱基编辑技术，新兴基因编辑技术不断迭代升级，其

精准性和效率得到大幅提升，为畜禽抗病育种带来了前

所未有的机遇。

尽管基因编辑技术在畜禽抗病育种中展现出巨大潜

力，但仍面临诸多挑战。当前困扰基因编辑技术发展和

应用的最大阻碍就是基因的脱靶问题，任何一个微小的

改变都可能影响基因功能的改变甚至引发疾病，对于基

因编辑的安全性和脱靶效应仍需进一步评估，以确保基

因编辑后的动物在长期生产中不会产生不可预测的负面

影响。其次，虽然基因编辑技术拓展了人类改造生物遗

传结构的能力，实现对任何位点的基因都可以进行敲除、

插入和转换操作，但单碱基编辑技术的编辑效率依旧很

低，而 CRISPR/Cas9 编辑则存在一定细胞毒性且需要

产生 DSB 继续编辑，存在脱靶风险。应充分认识到当

前基因编辑技术存在的不足，并在此基础上对现有技术

继续进行完善和改进，探索和研发更为安全、高效的基

因编辑工具。另外，基因编辑技术在不同物种和不同疾

病中的应用效果存在较大差异，在家畜抗病育种方面研

究较少，尚需要更多研究加以完善和优化。与此同时，

基因编辑技术的应用还伴随着生物安全与监管的完善优

化。由于全球各国的监管模式差异显著，不仅阻碍了产

品流通，也埋下了生物安全与监管的隐患。此外，基因

编辑技术本身存在的潜在风险以及打破自然进化规律所

引发的伦理争议和生态影响，都需要谨慎应对。

针对上述问题，未来的研究可以通过继续优化编辑

技术、优化试验流程和改造编辑工具并结合人工智能和

大数据算法来进一步降低脱靶效率、拓宽技术应用范围

以及提高编辑精度和稳定性。与此同时，必须加快推进

监管体系建设与法律法规修订，在积极推动基因编辑技

术的研究与应用的同时，强化公众认识，理清伦理边界，

切实保障生物安全。

总体而言，基因编辑技术在畜禽抗病育种中的应用

前景广阔。随着技术的不断进步，基因编辑的精准性和

效率将进一步提高，有望实现复杂性状的改良。通过基

因组学、转录组学、蛋白质组学、代谢组学等多组学技

术，还可以更全面地揭示基因编辑对动物机体的影响，

从而开发出更安全、更有效的基因编辑策略。
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犬猫肠道菌群特点及益生菌对肠道菌群的
调控研究进展

张美婷 1，牛  玉 1，王国明 2，康  佳 1，王润羽 1，陈广勇 2，杨彩梅 1*

（1. 浙江农林大学动物科技学院 ·动物医学院，浙江杭州 311300；
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摘 要：肠道菌群在调节动物免疫功能、营养物质代谢和消化吸收中发挥着重要作用，影响着肠道稳态和宿

主健康。近年来，益生菌作为一种安全且有效的微生态制剂广泛应用于调节犬猫肠道平衡，维护犬猫健康。

然而，益生菌的作用效果受菌株特异性、宿主差异性等因素影响，其具体机制仍需进一步研究。目前，犬猫

的肠道菌群研究处于起步阶段，本文就犬猫肠道菌群的特点、肠道菌群对营养物质代谢与宿主健康的影响、

及益生菌对犬猫肠道菌群的调控作用进行了综述，旨在为改善犬猫肠道健康及促进功能性宠物食品开发提供

理论依据。
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随着社会进步和生活水平的提高，犬和猫作为家庭

成员之一，其健康尤其是肠道健康越来越受到关注。有

研究表明，肠道菌群失调与犬猫多种疾病相关 [1]。犬猫

的肠道菌群与其他哺乳动物相似，具有调节免疫、改善

营养物质代谢、影响神经信号等功能，在犬猫健康中发

挥重要作用 [2]。研究表明，犬猫肠道菌群主要由厚壁菌

门、拟杆菌门、变形菌门和放线菌门等组成，各菌群的

相对丰度存在差异 [3]。与人类肠道菌群研究相比，犬猫

的肠道菌群和营养调控方法研究还处于起步阶段。

益生菌作为对宿主健康有益处的活性微生物，主

要通过调节肠道菌群平衡、增强肠道屏障、调节免疫

反应等途径，在改善犬猫肠道健康中发挥重要作用。

然而，犬猫本源益生菌的特性，益生菌在犬猫应用上

的适宜剂量及作用机制研究较少。本文综述了犬猫肠

道菌群的特点及其与健康的关系，并探讨益生菌对犬

猫肠道菌群的调控机制，为益生菌在犬猫中的合理应

用提供理论依据。

1 犬猫肠道菌群的特点

相比于牛羊等草食动物，犬猫的肠道较短但肠壁较
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Abstract: With the development of modern animal husbandry, the intensive livestock farming  improves the efficiency of 
rearing, but at the meantime increases the risk of transmission of infectious diseases, which has a serious impact on animal 
husbandry and human health. Traditional drug treatment and breeding methods have limitations in dealing with the diseases, 
and it is difficult to solve the problem at the root. The development and application of gene editing technologies provides a 
new strategy for disease resistance breeding of livestock and poultry. This article reviews the development of gene editing 
technologies and their application in disease resistance breeding of major livestock such as pigs, cattle and sheep, focusing 
on the application of gene editing technologies in the prevention and control of important infectious diseases such as 
porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS), swine fever (CSF), African swine fever (ASF), bovine mastitis and 
tuberculosis (bTB). It is expected to provide a reference for the further research and disease resistance breeding in this field.
Keywords: Gene editing; Breeding for disease resistance; Infectious diseases; Viruses; Immunity

（责任编辑：石丽丹）


