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Ø 40年来分子生物学技术的发展

Ø 基于标记的猪分子育种技术

Ø 转基因与基因编辑的应用

Ø 展望

提    纲



一、40年来分子生物学技术的发展
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——人类对生命现象的认识



Werner Arber
(1929- )

Biozentrum der Universität 
Basel, Switzerland

Daniel Nathans
(1928-1999)

Johns Hopkins University 
School of Medicine 

Hamilton O. Smith
(1931- )

Johns Hopkins University 
School of Medicine 

限制性核酸内切酶的发现与应用 (1967-1970)
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978

饶毅：中国的人类基因研究为什么弱？| 核心技术追问

一、40年来分子生物学技术的发展

"for the discovery of restriction enzymes and their application 
to problems of molecular genetics" 
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The Nobel Prize in Chemistry 1980
DNA体外重组 (1972)和DNA测序(1975)

"for his fundamental studies of the 
biochemistry of nucleic acids, with 

particular regard to recombinant-DNA" 

Paul Berg
(1926- ) 1/2

Stanford University
"for their contributions concerning the 

determination of base sequences in 
nucleic acids" 

Walter Gilbert 
(1932- ) 1/4

Harvard University

Frederick Sanger
(1918- 2013) 1/4

Cambridge University



The Nobel Prize in Chemistry 1993
"for contributions to the developments of methods within DNA-based chemistry" 

Kary B. Mullis
Perkin-Elmer Cetus Corporation, CA

"for his invention of the 
polymerase chain reaction 

(PCR) method, 1985"

Michael Smith
University of British Columbia, Canada

"for his fundamental contributions to the 
establishment of oligonucleotide-based, 

site-directed mutagenesis and its 
development for protein studies, 1982"

PCR技术、核酸定点突变技术
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生产性能  ＝  基因型值 + 环境影响 
表现型 ＝ 基因型 ＋ 环境因素

管理、营养、防疫等

猪育种是一个系统工程

分子生物学技术
群体

数据分析

功能基因

分子标记



基于分子生物学技术的家猪分子育种研究进程

Bibikova et al., 2002 CRISPR/Cas系统，张峰，2013
Whitworth, K.M., et al., 2015

基因编辑技术

中国-丹麦家猪基因组测序计划（ 2000/07 ）
Swine Genome Sequencing Project
       (Swine Genome Sequencing Consortium, 2003-2012）

Genomic Estimated Breeding Value，GEBV，基因组育种值
Direct Genomic Values （DGV ），Meuwissen等，2001

基因组测序技术

基因组选择技术

单标记时代



基于DNA标记的  
分子育种技术

基于基因操作的
育种技术

RFLP

PCR-RFLP  单基因或标记

多标记

基因标记聚合育种

主效基因鉴定

SNP芯片—全基因组选择

基因组测序育种

转基因

基因编辑
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通过氟烷基因的选择淘汰产生PSE（
苍白、松软、多汁）劣质猪肉的种猪



• ESR 基因 PvuII RFLP 不同基因型产仔数显著差异

（Rothschild et al 1996，
PNAS 93: 201-205) 



From Dr. M.F. Rothschild 
影响猪肉质性状的QTL定位结果

通过连锁分析确定QTL（数量性状位点） 在图谱上的位置与特定连锁标
记之间的遗传距离, 确定QTL的表型效应。

ISU QTL定位群体



国内：华中农大、江西农大等构建了F2群体进行基因定位

生长性状

肉质性状

免疫性状



Van Laere et al., . A regulatory mutation in 
IGF2 causes a major QTL effect on muscle 
growth in the pig. Nature. 2003, 23: 832-6.

KPL2：猪精子短尾不育

KPL2基因（在精子鞭毛轴纤丝的形

成中发挥重要功能）第一内含子反座

子的插入导致剪接异常，造成精子短

尾无法运动（Sironen et al., 2006）
Sironen et al., An intronic insertion in KPL2 results in 
aberrant splicing and causes the immotile short-tail sperm 
defect in the pig. PNAS. 2006, 28:5006-11. 

IGF2:肌肉生长、背膘



Ø 猪基因组测序

Swine Genome Sequencing Consortium (SGSC), 
09/2003,USA

Lawrence B. Schook et al., 2005 A high-quality draft genome sequence for the 
pig. Nature 2012



用GWAS 鉴定基因： PHKG1 基因突变引起糖元含量增高，肉质变差

Ma et al., 2014 A Splice Mutation in the PHKG1 Gene Causes High Glycogen 
Content and Low Meat Quality in Pig Skeletal Muscle. Plos Genet., 2014 



表1 已鉴定的猪不同性状部分重要基因/突变

基因 中文名 关联性状 参考文献
Hal 氟烷基因 PSE肉 Sather AP et al 1991
RN 酸肉基因 PH值、系水力 Le Roy et al 1990

PRKAG3 一磷酸腺苷激活蛋白激酶 γ3亚基基因 PH值、系水力 Milan et al 2000
PHKG1 磷酸化酶激酶γ1 PH值、肌内脂肪 Ma et al 2014
CAST 巧蛋白酶抑制蛋白基因 嫩度 Wu et al 2007

PROX2 Prospero同源框基因2 胴体长 DR Ren et al 2012
VRTN 椎体发育同源物 胴体长 Yin Fan et al 2013

H-FABP 脂肪酸结合蛋白 肌内脂肪 Gerbens et al 1997
A-FABP 脂肪酸结合蛋白 肌内脂肪 Gerbens et al 1998

IGF2 胰岛素类生长因子2 生长速率 Van Laere et al 2003
MYOG 肌细胞生成素 生长速率 Anton et al 2006

FTO 肥胖相关基因 背膘厚 Fontanesi et al2009
PLAG1 多形性腺瘤基因1 背膘厚 Ruimin Qiao et al 2015
MC4R 黑色皮质激素受体4 背膘厚 Kim et al 2000
PRLR 催乳素受体 产仔数 Drogemuller et al 2001
ESR 雌激素受体 产仔数 Rothschild et al 1997

FSH-β 促卵泡β亚基基因 产仔数 Ellegren et al 1993，Zhao et al, 1999
RBP4 视黄醇结合蛋白4 产仔数 Messer et al 1996

GNB2L1 G蛋白β2亚基类化物1 产仔数 Kumchoo et al 2015
CD163 分化抗原簇163 繁殖与呼吸综合征 JG Calvert et al 2007
FUT1 岩藻糖转移酶1基因 仔猪腹泻和水肿 Vogili et al 1996
KIT  毛色 Moller et al 1996

TYRP1 酪氨酸酶相关蛋白1 毛色 Jun Ren et al 2011
MC1R 黑色皮质激素受体1 毛色 Kijas et al 1998
PPARD 过氧化物酶体增殖物激活受体δ 耳朵面积 Ren et al 2011
KPL2 有丝分裂驱动蛋白样2 精子短尾 Sironen, 2006

                 CD4 CD4基因 T细胞亚型 Ni et al.  
     



遗传,2015

整合各种层次组学信息鉴定重要基因和突变



Ø  构建了猪整合组学数据库

Ø 鉴定了 CD4 等基因的关键突变位点

倪娟，李新云，赵书红等，Under review



Ø 重要突变可能位于基因组“沙漠”区域

ChIA-PET

HiC
Lieberman-Aiden et al 2009 Science 

Fullwood et al 2009 Nature
https://www.encodeproject.org/



曹建华，赵书红等，未发表



GWAS: 4号染色体上1-Mb 区域发现

与体重增长（WG）和血液病毒载量

（VL）相关的显著区域，可以解释

15.7% （VL）和11.2% （WG42）
的遗传变异. 

33 SNP 功能未知
Boddicker    et. al.,  J. Anim. Sci. 2012
                                Anim. Genet. 2014
                                    GSE, 2014 



3D基因组TAD解析GWAS LD区域机制

CTCF CCD 
boundary involved 
SNP variation 
determined the LD 
block in GBP family

Dekkers, JAS  

CTCF 结合区域 SNP 变异导致TAD
拓扑结构域和转录工厂破坏，影
响GBP表达，从而影响病毒载量？

曹建华，赵书红等，未发表



分子育种



标记辅助选择所用的标记只捕获

了构成表型的一部分变异，但无

法检测到构成性状的所有变异

$100 $100

$20 $20

基因组选择



Ø 猪SNP芯片 

2008: Kaminski et al., SNiPORK - a microarray of SNPs in candidate genes 
potentially associated with pork yield and quality - development and 
validation in commercial breeds.  Anim Biotechnol. 19:43-69
2009: Kamińiski et al., Microarray of SNPs for diverse applications in 
commercial pig breeding. Pol J Vet Sci. 12(1):69-74. 
2011: Illumina PorcineSNP60 BeadChip, Genet Sel Evol. 43:42
2013: Burgos-Paz et al., Porcine colonization of the Americas: a 60k SNP story. 
Heredity, 110:321-30
…..50K, 80K, 55K
2017:  中芯一号



基因组选择技术

新的表型测定技术

CT  测定

育
种
效
率
更
高

Fix et al. 2010 
Livestock Sci. 
128:108-114 



利用覆盖基因组的SNP标

记计算个体的基因组估

计育种值(genomic 
estimated breeding 
value, GEBV)

SSBLUP ，一步法

早期选择，间接选择



DanBred——猪基因组选择的先锋

1. 丹麦是第一个运用猪基因组信息开展育种的国家

2. 17 October 2011，DanBred宣布旗下所有品种、所有性状启用
Genomic selection（GS，基因组选择）开展选育

基因组选择

丹麦母猪年生产力的不断提高，
基因组信息的利用卓有成效

拐点

PSY
§主要通过提高选择的准确性(提高
55%), 加快遗传进展获益

§每头猪每年通过育种可提高~10元
的经济效益



2018年起，欧盟将全面禁止公猪阉割

2012年，Danish Pig Research Centre与Copenhagen大学
合作，在Danish National Advanced Technology 
Foundation资助下启动了去除公猪肉骚味的GS项目

DanBred 针对公猪肉骚味的基因组选择

内容包括：

（1）检测影响公猪骚味的基因组信息

（2）DanBred计划通过GS，培育出不经阉割而
没有或轻微骚味的猪群





建立技术流程

李新云 教授



基因组育种值估计、选择指数计算流程

基于一步法（SSBLUP）单性状基因组估计育种值标准流程

核心群

后备群

数据库 

芯片数据
表型数据
系谱数据
环境因子

一步法：就是同时利用基因芯片和系谱信息，构建亲缘关系矩阵
进行育种值估计；因为应用了基因芯片信息，个体间的亲缘系数
评估更准，所以育种值评估比传统的BLUP更准

李新云 
教授

项韬
副研究员



v我们团队重新设计了SSBLUP的计算思路，降低了计算复杂度，
计算效率远超DMU（DMU只有用于科研目的免费）

1万个体，本团队 （32秒 ）- - DMU （25分钟）

 10万个体，本团队（55分钟） - - DMU （>24小时）

与DMU结果的皮尔森相关系数>99%

注：该计算时间包括从芯片数据、表型数据、系谱数据读取到返回GEBV的所
有时间

新算法：本团队“猪基因组育种平台” Vs. 国际上DMU

刘小磊 副研究员

自主知识产权
的算法、软件



刘小磊 副研究员

GS信息系统简介

功能：

v获得综合选择指数，
指导育种

输入数据：

v系谱数据（三联表或
十五联表）

v表型数据

v芯片公司返回的原始
基因型文件

特点：
1.智能化程度高，操作、维护简单
2.兼容市面上主流育种软件
3.算法、程序全部自主开发，具有自主知识产权



选择指数的制订都是根据
当地的市场、技术、经济
环境、猪群生物学特性、
生产繁育体系来制订的，
照搬指数失真，效率不高

马云龙 博士朱猛进 教授



怎么评估？

我们的策略：“后裔测定”

应用SSBLUP 及 BLUP育种值从高到低对种猪排序，选
取Top100个体

找出SSBLUP 及 BLUP排序前100名种猪中不同的个体，
根据系谱找到其后代，对比后代表型均值



  性  状
SSBLUP
差异母猪数
（后代数）

BLUP
差异母猪
（后代数）

SSBLUP-BLUP

达上市日龄(d) 25 (75) 31 (86)
-4

日增重(g) 6（20） 7（19） 34

背膘厚(mm) 34（116） 35（139） -0.06

眼肌面积(cm2) 7（19） 13（37）
0.7

瘦肉率(%) 8（29） 9（32） 0.8



基因组选择（SSBLUP） 测试初步效果

Ø从实验结果来看，SSBLUP基因组选择的个体，其后代表型在达到
上市日龄性状上提前4天！

Ø在日增重、背膘厚、眼肌面积、瘦肉率等性状上全面优于常规
BLUP选择个体

Ø实验只用了612张芯片，增加芯片理论上SSBLUP的效果会更好

Ø基因组选择更准确！遗传进展更快！



所有选种技术都要依靠性能测定！

没有测定，就没有真正意义上的育种！

新设备！新方法！表型组大数据！

自主研发能力不足！限制了育种！

企业测定投入不足，数据质量不高，限制了育种技术应用！

测定数据信息是否真实可靠，既关

乎种猪的选留与质量，更关乎企业

的育种水平、社会责任和社会诚信

表型测定问题

基因组选择—问题



    

成本控制问题

v  通过小公猪早期阉割降低成本！但需要大参考群体预测！

Ø 每窝选2头以上小公猪收集样品，检测芯片，挑选指数前
50%进入测定站；对指数后50%的小公猪进行阉割，直接卖
小肥猪或者入站测定结束后，当商品猪出售

Ø 早期阉割猪每头可多卖400元，一部分补贴芯片，相当于没
有增加测定成本提高了选择强度！

Ø 在选择强度一致的情况下，如果少测定1200~1500头公猪，
大约可以节约60~70万元成本

v  提高选种的准确度，通过提供优秀种猪或商品猪收益降低成本，
SSBLUP只要做了基因组检测就可以开始GEBV评估！

基因组选择



基于标记的种猪  
分子育种技术

基于基因操作的
育种技术

RFLP

PCR-RFLP  单基因或标记

多标记

基因标记聚合育种

主效基因

SNP芯片—全基因组选择

转基因

基因编辑

单碱基编辑

合成生物学—分子设计
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转基因技术

DNA体外重组 
(Berg, 1972）

限制性核酸内切
酶 (1967-1970)

DNA测序(1975)
Palmiter RD et al., Nature, 1982

转基因小鼠

Zhu ZY（朱作言） et al. 1985. 

Hammer et al. 1985. Nature 
20:241–245..

转基因猪

显微注射

MT-hGH

基于基因操作的育种技术



我国
转基
因动
物新
品种
培育
重大
专项

10年

转基因技术基于基因操作的育种技术 --

l 38个转基因动物新材料

l 21个达到中间实验阶段

l 6个获环境释放证书

l 4个获生产性实验生物安

全证书

l 转fat1、PGC1a 等基因优质

猪

l 转人溶菌酶基因抗腹泻猪

l 转木聚糖酶-葡聚糖酶-植酸

酶基因节粮环保猪

l 转FSHα/β基因高繁殖力猪 

2008-



基因组编辑技术

Hsu et al.Development and Applications of CRISPR-Cas9 for Genome Engineering。Cell, 2014

基于基因操作的育种技术



Sheets 等，2017 IJMS

基因编辑细胞
胚胎注射

基因组编辑技术基于基因操作的育种技术 --

基因敲除

基因敲入



Ø 培育肌肉发达的超级猪、羊

Ø 培育抗病猪、牛、羊 

Ø 培育没有过敏原的鸡蛋、牛奶

Ø 使鱼生殖激素基因失活，不育

Ø 基因组编辑与全基因组选择技术结合，实现高效精准育种  

基因组编辑技术基于基因操作的育种技术 --



基因编辑：第一个走入市场的产品

杨亦农教授 蘑菇在采摘后，极易发生褐变，酶加速蘑菇腐烂

蘑菇含有6个多酚氧化酶的基因，用CRISPR技术敲除了一个，
就使酶的活性降低了30％：抵抗褐变的能力，更长的保质期。

美国农业部豁免了一种基因编辑
蘑菇和一种基因编辑玉米的监管

基因组编辑技术基于基因操作的育种技术 --



肌肉MSTN敲除猪

基因编辑在猪育种中的应用(1)：

Qian等，2015 梅山猪

Cellular and Molecular Life 

Sciences，2018.  IGF2 单位点编
辑猪

PNAS，2017 抗寒猪

MSTN基因编辑高瘦肉率猪



NBT， 2016

（1）将猪的序列替换成人的结构
域,抗性猪含有外源基因

基因编辑在猪育种中的应用(2)：抗蓝耳病猪(CD163)

（2）将猪的第七外显子去掉,
抗性猪不含有外源基因



华中农大基因组编辑

Ø 改善猪乳成分的编辑

Ø 改善猪肉品质

Ø 改善抗病力

sgRNA 设计

脱靶效应评估软件

猪CRISPA文库

筛选抗病毒感染基因



基因组编辑在育种中应用的局限、问题

1. 可以用于编辑的基因太少 MSTN，CD163 …

2. 有些性状没有或还没有找到主基因

人类身高研究：253 000 人,  697 GWAS， 
Only cumulatively explained about 20 % of the heritability for this highly 
polygenic quantitative trait (most strongly associated ~2,000, ~3,700 and 
~9,500 SNPs explained ~21%, ~24% and ~29% of phenotypic variance)

3.哪些动物需要编辑？顶级公畜？

4.基因组编辑与全基因组选择结合提高育种效率？ 



Jenko et al. Genetics Selection Evolution (2015) 47:55

Cumulative response to selection 
across 21 generations of recent 
historical breeding based on genomic 
selection only (GS only) and 20 
generations of future breeding based 
on GS only or genomic selection plus 
the promotion of alleles by genome 
editing (GS + PAGE) when different 
numbers of QTN (1, 5, 10, or 20) were 
edited for all 25 sires 

基因组编辑与全基因组选择结合提高育种效率：
编辑多少个体？哪些个体？

500 edits per generation were 
distributed across all of the 25 or 
the top 5 selected sires 
GSE 2015



基因组编辑：其他问题

基因编辑技术是颠覆性技术，不仅用于基因功能、

药物靶标筛选等基础研究，还可推动我国在育种工

程、医学等领域的跨越式发展。

安全评价？在不引入外源基因的情况下，如果敲除基因

，是否可不受转基因的监管范畴？基因编辑技术的产学研体

系构建？与企业合作，创造育种新材料？



合成生物学与动物育种

美国女科学家、加利福尼亚理
工学院教授Frances H. Arnold
因在定向进化(directed 
evolution)领域做出的开创性
工作而独享一半的奖项

定向进化
分子设计育种
合成生物学育种？



Ø 40年来，分子生物学理论和技术发展迅速，越来越多的控
制性状的关键基因被鉴定和应用

Ø 基因组选择技术应用越来越普遍，选择准确性大大提高

Ø 种猪克隆、基因组编辑技术应用更加广泛

Ø 分子设计育种（未来）：猪基因组人工设计育种，根据客
户/市场个性化需求，精准设计

小   结
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