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CRISPR/Cas9 基因组编辑技术在农业动物中的应用 

幸宇云，杨强，任军 
江西农业大学，省部共建猪遗传改良与养殖技术国家重点实验室，南昌 330045 

摘要: CRISPR(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)/Cas(CRISPR associated proteins)是在细

菌和古细菌中发现的一种用来抵御病毒或质粒入侵的获得性免疫系统。目前已发现的 CRISPR/Cas 系统包括Ⅰ、

Ⅱ和Ⅲ型，其中Ⅱ型系统的组成较简单，由其改造成的 CRISPR/Cas9 技术已成为一种高效的基因组编辑工具。

自 2013 年 CRISPR/Cas9 技术成功用于哺乳动物基因组定点编辑以来，应用该技术进行基因组编辑的报道呈现

出爆发式的增长。农业动物不仅是重要的经济动物，也是人类疾病和生物医药研究的重要模式动物。本文综述

了 CRISPR/Cas9 技术在农业动物中的研究和应用进展，简述了该技术的脱靶效应及减少脱靶的主要方法，并

展望了该技术的应用前景。 
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Application of CRISPR/Cas9 mediated genome editing in farm 
animals 
Yuyun Xing, Qiang Yang, Jun Ren 
State Key Laboratory for Pig Genetic Improvement and Production Technology, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China 

Abstract:  CRISPR (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)/Cas (CRISPR associated proteins) 

is an acquired immune system found in bacteria and archaea that fight against invasion of viruses or plasmids. 
CRISPR/Cas systems are currently classified into three main types: I, II and III, of which type II has relatively sim-
ple components. The CRISPR/Cas9 technology modified from type II CRISPR/Cas system has been developed as an 
efficient genome editing tool. Since the initial application of the CRISPR/Cas9 technology in mammals in 2013, the 
reports of this system for genomic editing has skyrocketed. Farm animals are not only economically important ani-
mals, but also ideal animal models for human diseases and biomedical studies. In this review, we summarize the ap-
plications of CRISPR/Cas9 in farm animals, briefly describe the off-target effects and the main solutions, and finally 
highlight the future perspectives of this technology. 
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基因组编辑(Genome editing)是指利用特异性的
核酸酶，通过同源介导修复(Homology-directed re-

pair, HDR)和非同源末端连接(Non-homologous end-
ing-joining, NHEJ)修复机制[1]以实现外源 DNA的插
入、删除或替换，从而在基因组水平对基因及其调

控元件进行定向修饰的一种基因工程手段。精准的

基因组编辑技术对基因功能的研究、经济物种的遗

传改良、人类疾病模型的构建、基因治疗等领域有

重要的推动作用，目前已成为现代生命科学研究的

热点之一。 

迄今为止，成功应用于基因组编辑的特异性核

酸酶包括锌指核酸酶(Zinc-finger nuclease, ZFN)、转
录激活子样效应因子核酸酶 (Transcription activa-

tor-like effector, TALEN)和成簇规律间隔短回文重
复序列 (Clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats, CRISPR)/Cas(CRISPR associated 
proteins)。2002年, ZFN技术首次应用于敲除目的基
因 [2]，之后在基因组编辑的研究与应用中取得了一

系列进展[3]。然而，由于存在制备复杂、成本较高和

效率较低的不足，ZFN 并未成为广泛使用的基因组
编辑技术。2011年，TALEN技术成功应用于目标基

因的编辑[4~6]。与 ZFN技术相比，TALEN技术更简
单和高效，但该技术靶点模块的构建仍较复杂。2012
年，美国 Doudna 教授和德国 Charpentier 教授共同在

Science 上发表文章，阐述了在体外建立的 CRISPR/ 
Cas9 基因组编辑技术 [7]。相比 ZFN 和 TALEN，
CRISPR/Cas9 技术更简单、高效和低成本，该技术

2013年被 Science杂志评为年度十大科学进展之一[8]。 
CRISPR/Cas是一种后天性免疫系统，在约 40%

细菌、几乎所有的古细菌[9]和少量噬菌体[10]中均存

在。根据 CRISPR基因座和Cas基因的不同，CRISPR/ 
Cas 体系目前被分成Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ型，作为Ⅱ型的

CRISPR/Cas9 是三类体系中结构较简单的一种[11]。

CRISPR/Cas9 基因组编辑基本原理是：靶位点特异
性 crRNA(CRISPR-derived RNA)和辅助的 tracrRNA 

(Trans-activating CRISPR RNA)形成嵌合向导 RNA 
(Guide RNA, gRNA)后，指引 Cas9蛋白切割目标区

域的 DNA序列，目标区域为原型间隔序列毗邻基序
(Protospacer adjacent motif, PAM)前的 gRNA识别序
列，其中 Cas9的 HNH结构域切割与 crRNA互补配

对的模板链，Cas9的 RuvC结构域切割含有 PAM的
链[12]。 

自 2013年 CRISPR/Cas9技术在人(Homo sapiens)

和小鼠(Mus musculus)细胞上成功应用以来[13~15]，该

技术已经广泛用于小鼠、大鼠、斑马鱼、果蝇等多

种模式动物的研究，包括基因功能研究、基因治疗、

疾病模型研制等[16~18]。农业动物既是重要的经济动

物，也是理想的生物医学研究模式动物，本文综述

了 CRISPR/Cas9技术在农业动物中的应用进展情况、

目前存在的主要问题、解决对策及其发展前景。 

1  CRISPR/Cas9技术在农业动物中的应用  

农业动物包括猪(Sus scrofa)、牛(Bos taurus)、

羊(Ovis aries)、马(Equus caballus)、鸡(Gallus gallus)、

鸭(Anas platyrhynchos)、犬(Canis lupus familiaris)、

兔(Oryctolagus cuniculus)、家蚕(Bombyx mori)等，

为人类提供肉、奶、蛋等食物和皮毛等副产品。此

外，农业动物也是人类生物医学研究的理想动物模

型，可在人为设计的条件下反复观察生理和病理变

化，且相比于大鼠(Rattus norvegicus)和小鼠，农业

动物、特别是猪在解剖、生理代谢和疾病特征上与

人更为相似。 

1.1  研制农业动物疾病模型和生物医学模型 

血管性血友病(Von Willebrannd disease, vWD)
是仅次于血友病的常见遗传性出血性疾病，由 vWF 
(von Willebrand factor，血管性血友病因子)基因缺陷

所造成。周琪课题组利用 CRISPR/Cas9 技术，获得
了猪 vWD 模型[19]。该研究将体外转录获得的 Cas9 

mRNA 和靶向猪 vWF 基因外显子的单导向 RNA 
(Single guide RNA, sgRNA)注射入猪原核期胚胎的
胞质中。76枚胚胎移植到 5头受体猪，最终获得了

16头后代，目的基因插入/缺失突变效率达到 68.8% 
(11/16)；单等位基因突变和双等位基因突变的 vWF
抗原水平均极显著低于野生型个体(P<0.01)，双等位

基因突变个体的凝血时间极显著高于野生型个体

(P<0.01)。赖良学课题组运用 CRISPR/Cas9 技术，针

对皮肤白化病相关的酪氨酸酶(Tyrosinase, TYR)基
因、帕金森疾病相关的帕金森疾病Ⅱ型(Parkinson 
disease 2, PARK2)和 PTEN诱导激酶 1(PTEN-induced 
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putative kinase 1, PINK1)基因，获得了分别敲除这 3

个基因的体细胞克隆猪[20]。TYR 双等位基因敲除猪
表现出白化病；PARK2及 PINK1双等位基因敲除猪
的 2 个靶基因均不表达，但由于猪年龄尚小，暂未观
察到帕金森疾病的表型。Honda 等[21]采用 CRISPR/ 
Cas9 技术，在兔原核期胚胎中直接显微注射携带

TYR-sgRNA 序列的 CRISPR/Cas9 质粒 DNA，获得
了敲除该基因的兔子，使其表现出白化病症状。 
开展异种器官移植是解决人供体器官短缺的重

要途径，猪被认为是人体异种器官来源的首选动物。

目前猪器官用于人类的主要障碍为免疫排斥反应和

猪内源性逆转录病毒 (Porcine endogenous retrovi-
ruses, PERVs)造成的重大医疗风险问题。α-1,3-半乳
糖基转移酶(α-1, 3-Galactosyltransferase, GGTA1)基
因与异种器官移植后的超急性免疫排斥反应显著相

关，Sato等[22]通过 CRISPR/Cas9技术敲除猪胎儿成
纤维细胞中的GGTA1基因，并利用皂素物质 IB4SAP
能灭活表达该基因的细胞的特点，在两周的时间内

即获得了 GGTA1 双等位基因敲除的细胞系。Tector
课题组[23]针对 3个与免疫排斥相关的 GGTA1、胞苷
单磷酸 N-乙酰神经氨酸羟化酶(Cytidine monophos-
phate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase, CMAH)和
异红细胞糖苷酯合成酶 (Isogloboside 3 synthase, 
iGb3S)基因，共转染靶向上述 2 个或 3 个基因的
CRISPR/Cas9-PX330 重构质粒于肝脏细胞中，筛选
阳性细胞用于体细胞核移植，最终获得了敲除单个

基因及同时敲除 2 个或 3 个基因的胎儿或仔猪。利
用类似的方法，该课题组的另一项研究 [24]针对猪肝

脏细胞分别敲除 GGTA1、GGTA1/CMAH 和 GGTA1/ 
CMAH/β-1,4-N-乙酰半乳糖胺基转移酶 2(β-1,4-N- 
Acetylgalactosaminyl transferase 2, β4GalNT2)基因，
以 3 种细胞系为供体获得克隆猪，然后分析 3 种基
因敲除猪的细胞与人 IgM 和 IgG 抗体的结合能力，
发现 GGTA1/CMAH/β4GalNT2 基因敲除猪的抗体结
合能力最弱。这两项研究与 Sato 等[22]的报道一样，

最终目的均是为了研发出免疫排斥反应较低的器官

供体猪。最近，哈佛大学的 Church 课题组利用
CRISPR/ Cas9技术，将猪肾细胞系 PK15中所有 62
个拷贝的 PERV pol(多聚酶)基因敲除，使内源性病
毒传递给人的风险降低了 1000倍以上[25]。 

值得一提的是，农业动物特别是大家畜作为人

类健康研究重要模式生物的作用凸显出来。例如，

在本文综述的 CRISPR/Cas9 基因组编辑猪的报道中，
一半为探索性地研制用于器官移植和其他疾病研究

的家猪模型。可以预见，随着 CRISPR/Cas9 技术的
逐步完善和成熟，研究人员利用该工具将研制出越

来越多服务于人类健康研究需要的基因组编辑农业

动物。 

1.2  提高农业动物生产性能 

分化簇 163(Cluster of differentiation 163, CD163)

被认为是猪蓝耳病病毒的受体基因，分化簇 1D(Cluster 

of differentiation 1D, CD1D)是一类抗原递呈因子。

Whitworth 等[26]利用 CRISPR/Cas9 技术，通过体细

胞核移植和原核期胚胎显微注射的方式获得了分别

敲除 CD163 和 CD1D 的基因编辑猪；针对 CD163

双等位基因敲除猪的后续研究表明，该基因编辑猪

经过蓝耳病毒株攻毒后未表现出临床症状，具有良

好的抗蓝耳病能力，而 7 头对照猪全部表现出典型

的蓝耳病症状[27]。蓝耳病是对全世界养猪业危害最

大的传染病之一，每年给养猪业造成巨大的经济损

失，该报道在养猪业引起了高度关注；值得一提的

是，通过显微注射 Cas9 mRAN和 sgRNA所获得的

基因编辑猪中仅仅是敲除了 CD163基因，并未导入

任何外源基因序列，不存在转基因生物安全性风险。 

肌肉生长抑制素(Myostatin, MSTN)基因对肌肉

生长发育具有重要调控作用。Menchaca 课题组 [28]

利用 CRISPR/Cas9技术，获得了敲除 MSTN基因的

绵羊，基因编辑绵羊表现出更好的产肉性能。Ni等[29]

选择 MSTN、核孔蛋白 155(Nucleoporin 155, NUP)、

β-乳球蛋白(Beta-lactoglobulin, BLG)和朊蛋白(Prion 

protein, PrP)基因为靶向基因，利用 CRISPR/Cas9技

术，针对山羊原代成纤维细胞实现了单个基因的单/

双等位基因敲除以及 4 个基因的同步敲除；通过体

细胞克隆，获得了 MSTN双等位基因敲除的山羊，但

并未分析其胴体性状。Wang等[30]利用 CRISPR/Cas9

技术，获得了 MSTN 双等位基因敲除猪，基因编辑

猪表现出“双肌”表型。 

牛泌乳量大、乳汁活性蛋白的产量高，因此其

乳腺是理想的生物反应器。人成纤维细胞生长因子
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2(Human fibroblast growth factor 2, hFGF2)是一种多
功能生长因子，在促进组织生长发育、新血管形成

和参与组织修复过程中起着重要的作用，但其在人

体内的表达量较低。Jeong 等[31]借助 CRISPR/Cas9
技术将该基因导入到牛成纤维细胞的 β-casein 基因
内含子中，通过体细胞核移植获得了导入 hFGF2基
因的牛囊胚，在细胞和胚胎水平均检测到 hFGF2基
因的表达，为最终获得表达 hFGF2蛋白的基因编辑
牛奠定了基础。 

1.3  开展功能基因组学研究 

随着猪、牛、羊、鸡、鸭等动物基因组测序工

作的完成，农业动物的功能基因组学研究时代已经

到来。面对农业动物海量的基因组序列，科研人员

力图更深入、全面地挖掘和认识基因功能，并将新

的研究成果更好地服务于农业生产及人类生物医学

研究。CRISPR/Cas9 技术可对基因组序列进行精确
的切割和修饰，是开展基因功能研究的有力武器。 

Brooks 等[32]通过原核期胚胎注射 Cas9 mRNA
和靶向糖皮质激素受体(Glucocorticoid receptor, GR)
基因的 sgRNA，对照组只注射 Cas9 mRNA，比较敲
除和未敲除 GR 基因的羊早期胎儿，发现实验组和
对照组的胎儿在发育、形态和生化指标上均无差异，

证明该基因在早期胎儿的滋养外胚层并未参与调节

皮质醇的功能。 
KU70是参与真核生物 DNA双链断裂修复的重

要基因，该基因功能的缺失能提高同源重组

(Homologous recombination, HR)效率。夏庆友课题
组 [33]利用 CRISPR/Cas9 技术敲除了家蚕胚胎的
KU70 基因，使家蚕胚胎水平 HR 的效率得到提高，
证实在家蚕中破坏该基因可提高 HR 的效率。Wei
等 [34]针对家蚕的 OK、犬尿氨酸 -3-单加氧酶
(Kynurenie 3-monooxygenase, KMO)、酪氨酸羟化酶
(Tyrosine hydroxylase, TH)和 TAN基因，通过显微注
射将 Cas9 mRNA和 sgRNA导入家蚕原核期胚胎，
使靶基因的突变率达到 16.7%~35.0%；敲除 OK 基
因的家蚕表现出应有的透亮表皮，且突变位点可遗

传给后代。无翅型 MMTV 整合位点家族成员
1(Wingless-type MMTV integration site family mem-
ber 1, WNT1)是影响昆虫胚胎发育的重要基因，研究
人员利用 CRISPR/Cas9技术敲除家蚕该基因，使家

蚕胚胎孵化率显著下降，且孵化幼虫表现出体节发

育和着色异常[35]。Li等[36]利用 CRISPR/Cas9技术敲
除家蚕蜕皮激素氧化酶(Ecdysome oxidase, EO)基因，
发现其终龄幼虫阶段被延长。 
突变型的 Cas9(dCas9)会失去对 DNA 的切割活

性，但其与 DNA 的结合能力不受影响，将 gRNA
引导下的 dCas9 结合到启动子区或转录因子结合区，
可抑制基因表达。这种具有转录抑制活性的 CRISPR- 
dCas9 系统简称为 CRISPRi 系统。Zhao 等[37]利用

CRIPSRi 系统在猪的细胞水平抑制了导入的 eGFP
基因的表达，为在农业动物中开展基因表达调控研

究提供了良好的借鉴。 

1.4  优化 CRISPR/Cas9技术体系 

为了使 CRISPR/Cas9技术更好地应用于农业动
物领域，科研人员针对不同种类动物的受精卵、卵

母细胞、胎儿成纤维细胞、诱导性多功能干细胞

(Induced pluripotent stem cells, iPSCs)等开展多样化
的基因组编辑，并有针对性地优化其技术体系，取得

了良好的成效。如可实现外源基因的定点敲入[38,39]、

多个基因的同步敲除[41,42]、染色体大片段的缺失和

倒置[42]、针对胚胎的打靶成功率达到了 100%[41]等。 
八聚体结合转录因子 4(Octamer-binding tran-

scription factor 4, OCT4)是参与调控胚胎干细胞自我
更新和维持其全能性的重要转录因子之一。Kwon
等[38]将 Cas9 mRNA和 OCT4-sgRNA注射入体外培
养的猪孤雌胚胎中，不同实验组中 37%~50%的胚胎
的 OCT4 基因被敲除；另外，在显微注射时加入增
强绿色荧光蛋白(Enchanced green fluorescent protein, 
eGFP)供体 DNA，获得了敲入荧光蛋白的胚胎。该
研究表明，CRISPR/Cas9 技术可针对孤雌胚胎实现
基因的敲除和敲入。Heo等[39]运用 CRISPR/Cas9技
术在牛 iPSCs 上实现了 NANOG 基因的敲除及 GFP
的定点敲入；此外，针对牛卵母细胞注射Cas9 mRNA、
NANOG-sgRNA 及供体 DNA(GFP)，卵母细胞经体外
成熟培养和体外受精后，在胚胎水平实现了基因的

敲入。Véron 等[40]通过鸡孵化期胚胎神经管和体节电

转的方法，导入靶向配对盒 7(Paired box 7, PAX7)基因
的 CRISPR-sgRNA/Cas9质粒，实现了该基因的敲除。 
研究人员在农业动物中开展了 3 个以上基因的

同步编辑并取得了良好的效果。如赖良学课题组[41]
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选择与免疫机能相关的白介素 2 受体链(Interleukin 
2 receptor gamma chain, IL2rg)、重组激活基因
(Recombination activating gene, RAG)1、RAG2、TIKI1
和血清白蛋白(Albumin, ALB)基因为目标，通过原核
期胚胎注射 Cas9 mRNA 和靶基因 sgRNA，获得了
IL2rg 和 IL2rg/RAG1 双等位基因敲除兔，打靶成功
率为 100%；同时对 3个和 5个基因的编辑分别获得了
100%和 33.3%的突变率。夏庆友课题组 [42]通过

CRISPR/Cas9 技术，针对家蚕卵巢细胞系 BmN-SWU1
实现了 6 个基因的同步敲除，此外还实现了染色体
大片段的缺失和倒置。 
为了提高 CRISPR/Cas9技术在农业动物中的基

因组编辑效率，研究人员合成 sgRNA时用猪 U6启
动子代替人U6启动子，以期获得更佳的打靶效率[43]；

显微注射 Cas9 mRNA和 sgRNA至猪原核期胚胎，待
发育至囊胚后，通过 PCR及测序检测单个胚胎以筛
选出打靶效率最高的 sgRNA[44]；将携带 GFP 和红色
荧光蛋白(Red fluorescent protein, RFP)的 CRISPR/ 
Cas9质粒先后转染猪胎儿成纤维细胞，通过双重荧
光筛选提高打靶成功效率 [45]；应用 SSA(Single- 
strand annealing)报告载体，使 CRISPR/Cas9对猪胎
儿成纤维细胞的打靶效率提高 5倍左右[46]。 

2  CRISPR/Cas9 技术目前存在的主要问题
及可能的解决对策 

CRISPR/Cas9技术因其高效、低价、简单实用
而备受研究人员的青睐。研究人员既可以自己组装用

于不同物种的 CRISPR/Cas9载体，也可以便捷地从
美国 Addgene质粒库(http://www.addgene.org/CRISPR/)
订购获得种类丰富的质粒(表 1)，每个质粒的成本约
为 65美金。不过，由于 PAM之前的识别序列只有
20 个碱基、存在少量错配序列时也能靶向结合 [47]；

且 PAM序列具有多样性，以来自酿脓链球菌(Stre-
ptococcus pyogenes)的 Cas9为例，除了识别 5′-NGG
的 PAM外，5′-NAG之前的 sgRNA序列也可能特异性
地靶向结合，虽然其结合效率较低[48]。因此，该技

术存在一个明显的不足是容易脱靶[16]。目前对于脱

靶位点的预测主要是依据序列的比对，例如麻省理

工学院张锋实验室所开发的 sgRNA序列在线设计软
件 http://crispr.mit.edu，可根据每一条 sgRNA序列推

测出可能的脱靶位点，并按发生概率的高低排序。在

本文所引用的文章中，部分检测了脱靶位点(表 1)；这
些研究对脱靶位点的预测均是根据 sgRNA识别序列
在整个基因组中的同源性(如 3′端多于 12或 14个碱基
相同)，只有 3篇文章报道了极少量的脱靶现象[28,30,41]。 

CRISPR/Cas9 技术的脱靶效应无特定规律，难
于预测[48]。为降低脱靶效应，研究人员提出了以下

几点对策:(1)选择特异性尽可能高的 sgRNA 序列。
将 sgRNA 特异性序列在 NCBI(http://blast.ncbi.nlm. 
nih.gov/Blast.cgi)、ENSEMBL(http://asia.ensembl.org/ 
Multi/Tools/Blast?db=core)等生物信息网站比对，从
中选择特异性最高的序列；(2)结合突变型的 nicknase- 
Cas9蛋白和一对 sgRNA识别序列，利用每条序列识
别双链中的一条，使 CRISPR 的靶向特异性提高
150~1500 倍[49]；(3)采用缩短 2~3 个碱基的 sgRNA
识别序列，因为稍短的 sgRNA 序列被认为会降低
CRISPR/Cas9对错配的容忍度[50]；(4) FokⅠ- dCas9融
合策略：dCas9 与 FokⅠ核酸酶融合后，双链断裂
(Double-strand break, DSB)的形成依赖于 FokⅠ的二
聚化，二聚化酶对序列错配的容忍度大大降低，可

显著减少脱靶事件的发生[51,52]；(5)实验体系的优化。
例如降低 gRNA的浓度和(或)Cas9 mRNA (蛋白)在
细胞水平的表达量可减少脱靶的发生 [53,54]；采用细

胞穿透肽(Cell penetrating peptides, CPPs)作为介导
将 Cas9蛋白和 gRNA导入宿主细胞中，脱靶效应显
著下降[55]等。 
由于难于彻底消除脱靶效应，研究人员力图准

确地捕捉脱靶位点。有些课题组针对单克隆细胞系

开展全基因组测序[56,57]；虽然目前全基因组重测序

的费用相比以前大幅下降，但若要对众多单克隆细

胞系开展重测序，其费用依然昂贵。另一种分析脱

靶位点的方法是染色质免疫沉淀 -测序 (Chromatin 
immunoprecipitation followed by sequencing, ChIP- 
seq)，但该方法是将 dCas9与基因组结合，结合位点
并不代表是真实的脱靶位点，因为 dCas9 只结合、但
不切割目标序列[47,58,59]。此外，还有 GUIDE-seq(Gen-
ome-wide, unbiased identification of DSBs enabled by 
sequencing)、IDLV(Integrase-defective lentiviral vector)
和 digenome-seq等检测脱靶位点的方法[60]。可以预见，

随着 CRISPR/Cas9 技术的发展，更多或更好的检测
脱靶位点的方法将会面世。 
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表 1  农业动物基因组编辑报道中所使用的 CRISPR/Cas9 质粒 
Table 1  CRISPR/Cas9 vectors used in reported genome editing in farm animals 

物种 目的基因 CRISPR/Cas9质粒(Addgene编号*) 来源 Cas9/gRNA导入方法 脱靶情况 文献 

猪 vWF pEASY-T1-cas9 (无) 周琪，中国 受精卵细胞质显微注射 未检测到 [19] 

TYR、PARP2、PINK1 hCas9 (41815), hCas9-D10A (41816) 
gRNA-GFP-T1 (41819) 

George Church，美国  细胞转染 未检测到 [20] 

GGTA1 hCas9 (41815) Church George，美国  细胞转染 未检测 [22] 

GGTA1、CMAH、iGb3S PX330 (42230) Feng Zhang，美国 细胞转染 未检测 [23] 

GGTA1 、 CMAH 、
β4GalNT2 

PX330 (42230) Feng Zhang，美国 细胞转染 未检测 [24] 

PERV pol PiggyBac-Cas9 (无) 
lentiCRISPR v2 (52961) 

William T. Pu，美国 
Feng Zhang，美国 

细胞转染 未检测到 [25] 

CD163、CD1D PX330 (42230) 
Mmessage Mmachine Ultra Kit (无) 

Feng Zhang，美国 
Ambion公司，美国 

细胞转染 
受精卵细胞质显微注射 

未检测 [26] 

MSTN PX330 (42230) Feng Zhang，美国 细胞转染 检测到 1个
脱靶位点 

[30] 

eGFP PX260 (42229) 
pdCas9-humanized (44246) 

Feng Zhang，美国 
Stanley Qi，美国 

细胞转染 未检测到 [37] 

OCT4、eGFP hCas9 (41815) Church George，美国  孤雌激活胚胎显微注射 未检测 [38] 

GGTA1 pCX-Flag2-NLS1-Cas9-NLS2(无), 
ppU6-BSaI2-gRNA(无) 

Chin-Kai Chuang， 
中国台湾 

细胞转染 未检测 [43] 

MITF PX330 (42230) 
PXT7-hCas9(无) 

Feng Zhang，美国 
中国斑马鱼资源中心 

细胞转染 
受精卵细胞质显微注射 

未检测到 [44] 

BMP15 PX458 (48138) Feng Zhang，美国 细胞转染 未检测到 [45] 

IGF2 PX330 (42230) Feng Zhang，美国 细胞转染 未检测 [46] 

牛 β-casein、hFGF2 pR-GEN-BovineCSN2_U6-SG(无), 
CMV-Cas9(无) 

ToolGen Inc，韩国 细胞转染 未检测 [31] 

NANOG、GFP PX330 (42230) Feng Zhang，美国 细胞转染/成熟卵母细胞 
的细胞质显微注射 

未检测到 [39] 

羊 MSTN PX330 (42230) 
JDS246 (43861) 

Feng Zhang，美国 
Keith Joung，美国 

细胞转染 
受精卵细胞质显微注射 

检测到 1个
脱靶位点 

[28] 

MSTN、NUP、BLG、PrP PX330 (42230) Feng Zhang，美国 细胞转染 未检测到 [29] 
GR PX330 (42230) 

pT7-gRNA (46759) 
Feng Zhang，美国 
Wenbiao Chen，美国 

受精卵细胞质显微注射 未检测到 [32] 

兔 TYR PX330 (42230) Feng Zhang，美国 细胞转染/原核显微注射 未检测到 [21] 

IL2rg、RAG1、RAG2、
TIKI1、ALB 

T7-Cas9-NLS-BGH (无) 赖良学，中国 原核期胚胎细胞质显微

注射 
检测到 1个
脱靶位点 

[41] 

蚕 KU70 pUC57-hA4-Cas9 (无) 
pUC57-gRNA(无) 

夏庆友，中国 细胞转染/胚胎显微注射 未检测 [33] 

OK、KMO、TH、TAN pSP6-2sNLS-SpCas9(无) 高冠军，中国 胚胎显微注射 未检测到 [34] 
WNT1 pTD1-T7-Cas9(无) 谭安江，中国 胚胎显微注射 未检测 [35] 
EO IE1-Cas9(无) 

U6-BmEOsgRNA(无) 
谭安江，中国 胚胎显微注射 未检测 [36] 

KYNU2、BMBLOS2、TH、
RE、FL、YELLOW-E 

pUC57-hA4-Cas9 (无) 
T-U6-gRNA(无) 

夏庆友，中国 细胞转染 未检测到 [42] 

鸡 PAX7 hCas9 (41815) 
gRNA_Cloning Vector (41824) 

Church George，美国  胚胎电转 未检测 [40] 

注：* “无”表示该质粒未储入 Addgene质粒库。 
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3  展  望 

农业动物是人类健康研究的重要模式动物，应

用精准的 CRISPR/Cas9技术研制重要的疾病模型将

有广阔而光明的前景。如果利用该工具将猪体内引

起免疫排斥的基因和 PERVs基因全部敲除，将向猪

的器官成功移植于人这一目标迈出关键的步伐。在

小鼠中，研究人员利用该技术已成功研制出了肺脏

和肝脏肿瘤模型[61,62]。相比小鼠，猪无论从器官大

小、生理结构和基因组都更接近于人，如果利用该

编辑技术，针对中国小型猪研制出人类重要疾患(如

癌症)的小型家猪模型，将会为靶向药物的开发提供

重要帮助。在牛、羊中利用 CRISPR/Cas9技术将目

的基因精确导入 ROSA26“安全港位点(Safe harbor 

locus)”，将可通过乳腺生物反应器获得重要活性功

能蛋白。此外，CRISPR/Cas9 技术为农业动物的分

子育种提供了有力的技术手段。例如，研究表明携

带 RELA(V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene 

homolog A)基因 S531P突变的非洲野猪具有天然抵
抗非洲猪瘟的能力[63]，若利用精准的 CRISPR/Cas9

基因组编辑技术将该突变位点导入商业猪种中，将

使商业猪获得非洲猪瘟的天然免疫力。可以预见，

CRISPR/Cas9 技术在农业动物领域将会有广阔的应

用前景，并将对农业动物生产产生深远的影响。 
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