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CD163 基因敲除大白猪的抗蓝耳病

性能和主要生产性能研究

张　健  ，吴珍芳，杨化强 

(岭南现代农业科学与技术广东省实验室 云浮分中心/广东中芯种业科技有限公司, 广东 云浮 527400)

摘要: 【目的】运用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术和体细胞核移植技术获得 CD163 基因全敲除 (CD163 gene
knockout，CD163-KO)的克隆猪，验证该基因敲除大白猪的抗蓝耳病特性，并研究其与野生型大白猪在生理、生

产和繁殖性能等方面的差别，评估 CD163-KO 大白猪的主要生产性能。【方法】用猪繁殖与呼吸综合征病毒

(Porcine reproductive and respiratory syndrome virus，PRRSV) 流行毒株 NADC30-like 对本研究所获得的 11 头

CD163-KO大白猪和 5头年龄、体质量相当的野生型大白猪进行攻毒试验。连续 14 d观察猪的临床症状，记录

直肠温度变化，检测血清中 PRRSV病毒含量和抗体水平。14 d后取肺部组织进行切片，通过 PRRSV免疫荧光

试验观察肺脏感染情况。采集 CD163-KO和野生型大白猪肺泡巨噬细胞进行免疫染色，观察肺泡巨噬细胞表面

CD163蛋白的表达情况；采集猪外周血单核细胞进行诱导分化，观察 CD163-KO与野生型大白猪诱导分化的巨

噬细胞对血红蛋白−结合珠蛋白复合物的摄取情况。最后，统计分析 CD163-KO与野生型大白猪的生产性能及

公猪的繁殖性能。【结果】本研究获得的 CD163-KO 大白猪对蓝耳病 NADC30-like 毒株具有完全抗性，敲除

CD163 基因不影响巨噬细胞的生理功能，CD163-KO 与野生型大白猪的生长性能和繁殖性能无明显差异。

【结论】本研究是对 CD163-KO猪抵抗蓝耳病的又一佐证和补充，证明 CD163基因敲除操作对生产性能没有潜

在的负面影响，为抗蓝耳病猪的生物安全提供了支撑。

关键词: CD163；基因敲除；大白猪；PRRSV；类 NADC30毒株；抗病育种；生物安全评价
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Resistance to blue ear disease and production performance
assessment of CD163 gene-edited Large White pigs
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Abstract: 【Objective】The purpose of this study was to generate CD163 gene knockout (CD163-KO) Large
White  pigs  by  CRISPR/Cas9  gene  editing  and  somatic  cell  nuclear  transfer  technologies,  investigate  the
resistance  to  blue  ear  disease  and  the  biosafety  effect  including  physiology,  productive  and  reproductive
performances  of  the  gene  knockout  pigs,  and  assess  the  main  production  performances  of  CD163-KO  Large
White pigs.【Method】In this study, the 11 CD163-KO pigs and five age- and body weight-matched wild type
Large White pigs were challenged with NADC30-like strain of porcine reproductive and respiratory syndrome
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virus (PRRSV). The rectal  temperature,  PRRSV antibody and virus variation were monitored continuously for
14  days.  The  lung  tissues  were  examined  by  immunofluorescence  of  PRRSV  antigen.  Expression  of  CD163
protein on the surface of pulmonary alveolar macrophages in wild type and CD163-KO Large White pigs were
examined  through  immunofluorescence  staining.  We  compared  the  differentiation  potential  of  monocytes  into
macrophages  between  CD163-KO  and  wild  type  pigs,  and  observed  their  uptake  capacities  to  hemoglobin-
haptoglobin  complex.  In  addition,  we  analyzed  the  growth  and  reproductive  production  of  the  boars  between
CD163-KO pigs and wild type control to assess their biosafety and breeding value. 【Result】 CD163-KO pigs
were completely resistant to NADC30-like strain without impairing the biological function associated with the
modified gene, as well  as productive and reproductive performances.【Conclusion】This study is an evidence
and supplement of CD163-KO pigs resistance to blue ear disease, and demonstrates that CD163 gene knockout
has no potentially negative effects on production performance, which provides evidences for the biosecurity of
CD163-KO pigs.

Key words:  CD163; Gene knockout; Large White pig; PRRSV; NADC30-like toxic strain; Antiviral

breeding; Biosafety assessment
   

猪繁殖与呼吸综合征 (Porcine reproductive and
respiratory syndrome，PRRS)，俗称“猪蓝耳病”，

是导致养猪业重大损失的主要疾病之一；其防控较

为困难与该病病原猪繁殖与呼吸综合征病毒

(Porcine reproductive and respiratory syndrome
virus，PRRSV)的遗传多样性有关。PRRSV是约 15 kb
的单链 RNA 病毒，有 2 种特征明确的基因型：

Ⅰ型，又称为欧洲型 (EU 型)；Ⅱ型，也称为北美型

(NA 型)。我国流行的 PRRSV 毒株绝大部分为

NA型。2006年中国第 1次爆发高致病性猪蓝耳病

疫情，对养猪业造成了巨大损失[1-2] 。2013年，中国

首次发现新的重组 PRRSV 毒株，称为类 NADC30
(NADC30-like)，该毒株引起的呼吸道症状不明显，

死亡率低，但却会对母猪繁殖性能造成严重影响，

母猪流产率高达 30%[3-4]。近几年流行病学调查表

明 NADC30-like毒株已成为优势流行毒株，特别是

在华南地区呈扩散态势，对养猪业构成了重大挑

战[5]。过去，疫苗接种一直是预防 PRRSV感染的主

要策略。针对 PRRSV 的多种改良活疫苗和灭活疫

苗已经开发出来，然而由于 PPRSV 的高度重组和

变异，这些疫苗未能提供可持续的保护[6-8]，猪场蓝

耳病仍时有出现，因此急需一种行之有效的方法来

抵抗 PRRSV在猪场的传播。

利用 CR I S PR / C a s 9 基因编辑技术敲除

PRRSV 关键宿主因子是一个很有前景的方法。想

要通过基因编辑技术制备出能够抵抗某一种病毒

的猪，重要的前提条件是，需要知道该病毒与宿主

互作的关键受体基因。目前只有为数不多的几种病

毒受体得到了鉴定[9-11]，CD163 基因是目前最广为

认知的病毒受体，Whitworth 等[12] 在 2015 年证实

CD163 基因敲除 (CD163 gene knockout，CD163-
KO) 大白猪表现出显著的 PRRSV 耐药性，并且

CD163 基因修饰猪没有出现病毒血症和临床症状。

2018年，华南农业大学吴珍芳教授课题组利用类似

试验验证了 CD163-KO 杜洛克猪可以完全抵抗高

致病性 PRRSV 的感染[13]。近年来国内外大量研究

也证明 CD163 是 PRRSV 感染宿主细胞必不可少

的蛋白分子，敲除 CD163 基因可使猪抵抗 PRRSV
的感染[14-20]。

本研究是在团队前期研究的基础上，利用

CRISPR/Cas9 基因编辑技术和体细胞核移植的方

法，成功获得 CD163-KO 大白猪。接种国内目前流

行的 NADC30-like毒株进行攻毒试验，通过临床观

察、免疫荧光试验、检测血清中抗体滴度和病毒 RNA
水平等方法，证明了所获得的 CD163-KO大白猪能

够完全抵抗 NADC30-like 毒株的感染；同时，为了

评估基因修饰对种猪生产和繁殖性能的影响，我们

对 CD163-KO 大白猪的生长速度、繁殖性能、肉料

比等生产性能进行了分析，评估其生产性能和育种

价值，为其可能的产业化应用奠定基础。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

大白猪胎儿成纤维细胞由华南农业大学吴珍

芳教授课题组分离培养并保存，代孕母猪由广东中

芯种业科技有限公司提供。猪蓝耳病 NADC30-like
毒株为温氏食品集团股份有限公司研究院猪病研

究室惠赠。

 1.2    试验方法

 1.2.1      猪 CD163 基因 gRNA 设计及靶向质粒
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pX330-CD163 的构建　针对猪 CD163基因外显子

7 (Exon 7)设计 gRNA：选择 GGTCGTGTTGAAGTAC
AACA 为打靶位点，TGG 为引导识别位点 (图 1)。
表达 gRNA 的 DNA 序列在两端带上的酶切位点

为 BbsI，生物合成 gRNA互补双链−正义链：5′-
CACCGGTCGTGTTGAAGTACAACA-3′，反义链：

5′-AAACTGTTGTACTTCAACACGACC-3′，退火后

连接到载体 pX330 -U6 -Ch ime r i c _BB-CBh -
hSpCas9(简称 PX330，Addgene，货号 42230)，构成

靶向质粒 pX330-CD163。
 
 

ATG
1 6 7

CD163-gRNA PAM

GGTCGTGTTGAAGTACAACATGG

8 9

外显子 Exon

 
图 1    猪 CD163 基因示意图和 CD163-gRNA 序列

Fig. 1    Genetic map of pig CD163 gene and sequence of
CD163-gRNA

 

 1.2.2    阳性单克隆细胞的筛选与体细胞核移植　

复苏大白猪胎儿成纤维细胞，用含 15% (φ) 胎牛血

清的 DMEM 完全培养基，于 38 ℃、5% (φ) CO2 的

培养箱中培养，当细胞长至 80% 汇合度时消化备

用，按照 Lonza 原代成纤维细胞转染试剂盒说明书

将 10 μg 靶向质粒 pX330-CD163 转染至 1×106 个

猪胎儿成纤维细胞中，使用 A-033程序进行瞬时转

染后，将细胞按照每 cm2 10个细胞的密度接种到直

径 10 cm 的培养皿中连续培养 10 d，中途换液

1 次。10 d 后挑取单克隆至 48 孔板中继续培养，

48 孔长满后取少许细胞直接裂解并进行 PCR 检

测，筛选 CD163 阳性细胞，剩余细胞转移至 24 孔

板继续培养。PCR 引物为 CD163-F：GAATTGTCT
CCAGGGAAGGA，CD163-R：AGCCCAGATCTGTCC
ACTTC；产物长度：380 bp。阳性细胞长满后即可作

为供体细胞进行体细胞核移植操作，每头受体母猪

移植 200~250个操作胚胎。

 1.2.3    CD163-KO 大白猪鉴定　新生克隆猪采耳组

织再进行 PCR 测序鉴定。死亡仔猪采肺脏、脾脏、

淋巴结、骨髓组织，提取总蛋白，进行 CD163 蛋白

的 Western blot 检测，一抗选用 anti-CD163 抗体

(兔多克隆抗体，ab87099)，100 倍稀释，二抗选用

HRP 羊抗兔 IgG (博士德，BA1054)，内参一抗选用

GAPDH 小鼠单抗 (上海康成，KC-5G4)，二抗用

HRP羊抗小鼠 IgG (博士德，BA1050)。另取一头瘦

弱仔猪，在实验室取肺冲出肺泡巨噬细胞，用鼠抗

猪 CD163 RPE (伯乐，MCA2311PE) 免疫荧光染

色，荧光显微镜观察到 CD163-KO大白猪无 CD163
蛋白表达。

 1.2.4    CD163-KO 大白猪攻毒试验　取 30 日龄的

11 头 CD163-KO 大白猪和 5 头野生型大白猪 (对
照)，用 NADC30-like 毒株进行攻毒，毒价为 1×107

TCID50/mL，采用滴鼻 1 mL和肌注 1 mL的攻毒方

式，攻毒当天测量温度，采集血清，连续 14 d 记录

体温，攻毒后第 3、7、10 和 14 天采集血清，检测血

清中 PRRSV 含量和抗体水平。14 d 后杀猪取肺脏

组织进行免疫荧光检测。

 1.2.5    CD163-KO 大白猪单核细胞诱导分化的巨噬

细胞对血红蛋白−结合珠蛋白复合物的摄取试验　

分别取 CD163-KO 大白猪与野生型大白猪抗凝外

周血 10 mL，根据 TBD动物外周血单核细胞分离液

试剂盒方法分离外周血单核细胞 (Peripheral blood
mononuclear cell，PBMC)，将分离到的细胞沉淀用

含 20% (φ)胎牛血清的 1640培养液重悬，调整细胞

密度为 5×106~10×106/mL，以每孔 2 mL加入 6孔板

培养 2 h，待 PBMC贴壁，用 37 ℃ 培养基轻轻洗涤

3 遍，去除悬浮细胞。换上含 10% (φ) 胎牛血清和

hM-CSF(巨噬细胞集落刺激因子，20 ng/mL) 的
1640 诱导分化培养基，培养 7 d，中间换液 1 次，诱

导成巨噬细胞。

按照 F ITC 蛋白偶联试剂盒 (生工，货号：

D601049)标记血红蛋白，再将血红蛋白−FITC与结

合珠蛋白按照 1∶1 的质量比混合，形成 FITC 荧光

标记的血红蛋白−结合珠蛋白复合物，将复合物按

照终质量浓度 10 μg/mL 加入到诱导分化的巨噬细

胞培养液中，37 ℃ 条件下避光孵育 30 min，PBS溶

液洗 2遍后拍照，观察细胞荧光情况。

 1.2.6    CD163-KO 大白猪生产性能和公猪的繁殖性

能测定　统计 CD163-KO 大白猪和野生型大白猪

的出生质量、终测数据及公猪的精液质量等指标，

分析 CD163 基因敲除是否影响大白猪的生产性能

和公猪的繁殖性能。

 2   结果与分析

 2.1    CD163-KO 大白猪的克隆与鉴定

筛选得到 3 个阳性单克隆细胞，移植 5 头受体

母猪，共分娩 18头克隆仔猪，采集耳组织提取基因

组 DNA，经 PCR 和测序鉴定，18 头克隆仔猪的

CD163基因都是插入 1个A碱基 (表 1)。采集 CD163-
KO 克隆猪肺脏、脾脏、淋巴结和骨髓，Western
blot检测结果表明成功获得 CD163-KO大白猪 (图 2)，
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CD163-KO 大白猪的肺泡巨噬细胞 CD163 免疫荧

光结果也证实 CD163蛋白完全缺失 (图 3)。
 2.2    CD163-KO 大白猪攻毒试验

野生型大白猪于攻毒后第 3 天开始发热，直到

第 14天体温维持在 40 ℃ 左右，没有出现明显的呼

吸道症状，没有死亡；CD163-KO 大白猪没有任何

临床症状，体温正常 (图 4A)。检测攻毒 CD163-
KO猪第 0、3、7、10和 14天血清中 PRRSV病毒和

抗体含量，发现 5 头野生型大白猪病毒核酸水平快

速增长，第 3 天病毒核酸含量达到 81g RNA 拷贝

数/mL，而 11头 CD163-KO大白猪在此期间血清中

病毒含量一直为 0 (图 4B)。野生型大白猪的抗体水

平在第 10 和 14 天时，滴度明显提高，而 11 头

CD163-KO 大白猪抗体一直是阴性 (图 4C)。猪肺

脏组织免疫荧光结果显示，野生型大白猪肺脏巨噬

细胞表面存在大量的 PRRSV，而 CD163-KO 大白

猪完全没有该病毒存在 (图 5)。

 

野生型
Wild type

CD163-KO

CD163

GAPDH

肺脏
Lung

脾脏
Spleen

淋巴结
Lymph node

骨髓
Bone marrow

肺脏
Lung

脾脏
Spleen

淋巴结
Lymph node

骨髓
Bone marrow

 
图 2    野生型和 CD163-KO 大白猪取样组织中 CD163 蛋白表达

Fig. 2    CD163 protein expression in sampling tissues of wild type and CD163-KO Large White pigs

 

野生型
Wild type

空白对照
Blank control

50 μm 50 μm 50 μm

CD163-KO

 
图 3    野生型和 CD163-KO 大白猪肺泡巨噬细胞表面

CD163 免疫荧光检测

Fig. 3    Immunofluorescence detection of CD163 on the
surface of pulmonary alveolar macrophages in wild
type and CD163-KO Large White pigs
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图 4    野生型和 CD163-KO 大白猪攻毒后直肠温度、血清中 PRRSV 含量和抗体水平

Fig. 4    Rectal pemperature, PRRSV load and antibody level in serum of wild type and CD163-KO Large White pigs post
infection

 

表 1   阳性单克隆细胞及 CD163-KO 大白猪测序结果

Table 1    Sequencing results of positive monoclonal cells and CD163-KO Large White pigs
 

类型

Type
靶位点序列(5′→3′)
Sequence of target site

插入/缺失

Insertion/ Deletion
数量

Number
野生型大白猪

Wild type Large White pig
GGTCGTGTTGAAGTACAACATGG

阳性单克隆细胞

Positive monoclonal cell
GGTCGTGTTGAAGTACAAACATGG +A 3

CD163-KO大白猪

CD163-KO Large White pig
GGTCGTGTTGAAGTACAAACATGG +A 18
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 2.3    CD163-KO 大白猪巨噬细胞功能分析

野生型和 CD163-KO大白猪得到相同结果，体

外分离得到的单核细胞利用 hM-CSF 体外诱导得

到的巨噬细胞能够正常摄取血红蛋白−结合珠蛋白

复合物 (图 6)，并不影响其正常的生理功能。

 2.4    CD163-KO 大白猪生产和繁殖性能测定

取 10头品系相同、年龄和体质量相近的野生

型大白猪为阴性对照，对 5头 F0代 CD163-KO公

猪的出生体质量、体长、体高、115 kg背膘厚和 115 kg
眼肌面积、30~115 kg测定期平均日增体质量和饲

料转化率进行测定，结果如表 2 所示。F0 代基因

敲除猪的出生体质量、体高、体长、115 kg肌内脂

肪、115 kg背膘厚、115 kg眼肌面积、平均日增体

质量和饲料转化效率等指标与野生型对照没有明

显差异。

取 10 份 F0 代 CD163-KO 大白猪的精液样

本、20 份一级野生型大白猪的精液，进行精液质

量分析，统计结果如表 3显示。CD163-KO大白猪

采精量，精液 1∶1稀释后精子活力、密度与野生型

大白猪无明显差异，其中畸形率略低于野生型大

白猪。

 

野生型
Wild type

CD163-KO

100 μm

DAPI FITC DAPI+FITC

DAPI+FITCDAPI FITC

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm
 

图 5    野生型和 CD163-KO 大白猪攻毒后第 14 天肺脏 PRRSV 免疫荧光结果

Fig. 5    Immunofluorescence result of PRRSV in lung of wild type and CD163-KO Large White pigs at 14 d post infection

 

野生型 Wild type CD163-KO

20 μm 20 μm
 
图 6    野生型和 CD163-KO 大白猪巨噬细胞对血红蛋白−

结合珠蛋白复合物的摄取能力

Fig. 6    Uptake capacity of macrophages from wild type
and CD163-KO Large White pigs to hemoglobin-
haptoglobin complex

 

表 2   野生型 (n=10) 和 CD16-KO (n=5) 大白猪生产性能比较1)

Table 2    Comparison of the productive performance of wild type and CD163-KO Large White pigs
 

项目 Item 野生型 Wild type CD163-KO P
出生体质量/kg Birth body weight 2.04±0.13 1.80±0.15 0.277

115 kg体长/cm Body length of 115 kg 119.8±1.2 119.2±1.0 0.746

115 kg体高/cm Body height of 115 kg 68.6±0.6 68.4±0.8 0.841

115 kg背膘厚/mm
Backfat thickness of 115 kg

12.069±0.401 11.702±0.495 0.592

115 kg眼肌面积/cm2

Eye muscle area of 115 kg
35.670±1.202 36.320±1.090 0.736

30 ~115 kg平均日增体质量/kg
Average daily gain of body weight during 30−115 kg

1.075±0.047 1.008±0.068 0.428

30~115 kg饲料转化率

Feed/gain ratio during 30−115 kg
2.326±0.085 2.548±0.154 0.191

　1)表中数据为平均值±标准误，P>0.05表示两组间差异不显著 (t检验)
　1) Data are expressed as the mean ± standard error, P > 0.05 means there is no significant difference between two sets (t test)
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 3   讨论与结论

大量研究表明，PRRSV 进入细胞是由多种细

胞受体介导的，如唾液粘附素 (Sn/CD169)、CD151、
硫酸肝素、CD163[21-23]。其中，目前已经证明 CD163
是 PRRSV感染过程中的关键受体。CD163被称为

清道夫受体，是一种 I 型跨膜糖蛋白，在单核细胞/
巨噬细胞系 (如肺泡巨噬细胞) 和非洲绿猴胚胎肾

细胞 (MAC145)表面表达。CD163由富含半胱氨酸

的 9 个清道夫受体结构域 (SRCR1~9) 组成，其中

SRCR2 被证明支持红细胞的黏附，促进红细胞成

熟，SRCR3 可以清除血浆中的游离血红蛋白，

SRCR5 对 PRRSV 进入靶细胞至关重要[24-25]。本研

究通过设计靶向 CD163 基因的 SRCR5 区域 (对应

外显子 7) 的 gRNA，通过单克隆筛选只有 1 个

A 碱基插入的突变型作为供体细胞移植，获得

18 头 CD163-KO 克隆猪，克隆效率处于较高水平，

在方法学上也为制备 CD163-KO 大白猪提供了一

定的参考。

本研究证实了利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技

术获得的 CD163-KO 大白猪对当前本地区流行的

蓝耳病 NADC30-like毒株具有完全抗性，并且不损

伤猪的主要生产性能。CD163基因缺失并没有影响

猪正常生理功能，体外单核细胞诱导分化的巨噬细

胞能够保持吞噬细胞外血红蛋白的功能[24, 26]，但是

CD163 基因敲除是否会影响 CD163 的其他一些功

能还需要更多研究进行验证。下一步工作需要尽可

能详尽地追踪 CD163-KO 大白猪的生长性能和繁

殖性能，扩大群体规模，为后期应用提供更多数据

支撑。

本研究敲除 CD163 基因没有改变猪的生产性

能等指标。CD163-KO大白猪与自然分娩的野生型

大白猪在出生体质量和料肉比等性状上无明显差

异，这一结果和多数研究结果相似。研究报道，克

隆猪的出生、3 周龄和断奶体质量以及 30~110 kg
平均日增体质量、料肉比、背膘厚等性状与对照猪

均无明显差异[27-29]。

对于猪常见的其他传染性疾病，目前还没发现

很有效的受体基因。一方面是因为病毒侵袭宿主基

因组很可能是多个基因协同作用的结果，这导致仅

修饰单个基因很难达到抵抗病毒入侵的目的；其

次，目前的分子试验技术很难一次性精准找到与病

毒相互作用的关键基因，而会识别出大量的候选基

因，导致后期验证工作量异常艰巨，进展缓慢。

2020年，华中农业大学赵书红教授团队首次利用猪

全基因组 CRISPR 敲除文库，对抗乙型脑炎病毒

(Japanese encephalitis virus，JEV)基因进行了筛选，

筛选到几个显著影响 JEV 病毒在细胞内复制的关

键基因[29] ，然而这些基因并不是 JEV病毒进入细胞

的膜受体，所以并不能阻止病毒进入细胞。此外，

即使找到了病毒的关键受体基因，也不能简单地将

其敲除。基因组的每个编码基因不仅执行特定功

能，而且参与多个基因通路，起着不同的作用，如果

简单地敲除，必然会影响宿主某一方面的功能；或

者有些基因至关重要，敲除后会导致胚胎致死等情

况。这些都决定了病毒受体的寻找和利用难度非常

大，还有更多的工作要做。
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