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Céng nghé chinh swra gen CRISPR/Cas dang mé ra nhirng trién vong dang ké trong linh vwe
chon giéng va cai tién di truyen ¢ vdt nudi, giup vét nuéi ndng cao kha nang chéng chiu véi
bénh tat, hiéu suét sinh san, chat lwong san pham va cé kha ndng thich rng cao véi cdc diéu
kién méi trwwong thay déi. Mét loi ich quan trong cta hé théng CRISPR/Cas la kha ndng chinh
stra gen ma khéng can dén sw can thiép ciia DNA ngoai lai, nén giam thiéu cdc lo ngai vé an
toan sinh hoc va ting cwéng tinh chap nhan cia céng déng. Bai viét tém Iwoc nhirng thanh
twu vé viéc st dung céng cu chinh stra gen trén cdc déi twong dong vat. Tor d6 dwa ra goi y
vé mét s6 diém cén Iwu y trong nghién ciru va phdt trién cdc dong ca thé dong vat dét bién.

Mé dau

Nhu cau lwong thye ngay cang tang do ap lwc dan sé la mét trong nhirng thach thire I6n nhat dbi
v&i san xuat néng nghiép trén thé gi¢i. Mre tiéu thu nay khong chi ting 1én do tang trwdng dan sé
toan ciu (dw tinh vwot 9 ty ngudi vao ndm 2050), ma con do muirc tiéu thu protein ddng vat binh
quan dau ngudi tdng [1]. Cac san pham tlr déng vat, nhw siva, thit va treng cung cip khoang 13%
nang lwong va 28% luwong protein dworc tiéu thu trén toan cau. Trong dd, siva va thit tir trau, bd déng
gop 45% ngudn cung cap protein dong vat toan cau, tiép theo la ga (31%) va lon (20%) [2]. Nhu cau
vé tiéu thu thit lon va thit bo trén toan thé gidi dwoc dy doan cé thé tang téi 43 va 66% vao nam
2050, tao strc ép Ién cho nganh chan nudi (hinh 1). Cac phwong phap lai tao truyén théng dé cai
thién strc khde, dinh duéng, sinh sdn va quan ly vat nudi da dat dworc nhirvng dot pha nhét dinh. Tuy
nhién, qua trinh lai tao nay thwéng ddi hdi nhidu vong ddi dé co thé tich hop gen muc tiéu vao dong
me.

500 Trirng

Thit ctru va dé

By
o
o

Thit bo va trau

X

w
o
o

Thit heo

N
o
o

£

Nhu cau tiéu thu cta
the gi&i (triéu tan)

100 Thit gia cAm

0
1961 1980 2000 2020 2040 2050
Thoi gian

Hinh 1. Nhu céu tiéu thu thit cda thé gidi. Nguén: FAO (2021).

Chinh stra gen 1a mét trong nhitng cong cu can thiép vao vat chét di truyén, d& mé ra “canh cra”
m&i trong linh viec chdn nudi va bao tén dong vat. Théng qua kha nang cét gen chinh xac, cac hé
théng chinh stra sir dung enzyme cat DNA ngén tay kém (Zinc finger nuclease, ZFN), enzyme cét
DNA giéng yéu t6 hoat héa phién ma (Transcription activator - like effector nucleases, TALEN) va
enzyme c&t DNA gan vao nhém céc trinh tw 1&p lai (CRISPR/Cas) [3] hira hen tao ra cac dong dot



bién c6 kha nang thich nghi véi diéu kién méi trwéng khéc nghiét, cai thién chat lwong sadn pham
thit, stra, kiém soat dich hai cling nhw tao ra cac mé hinh chinh stva gen déng vat c& nhd cho nhirng
nghién clru co ban [2, 4, 5].

Hé théng chinh stra gen dwa trén CRISPR/Cas va nhirng thanh twu dat dwoc

CRISPR/Cas la cong cu chinh stra gen thé hé méi, gitp tao ra mot cudc cach mang trong nghién
clru chire ndng gen & cap dd in vivo va in vitro. Hé théng nay cho phép thay dbi chirc ndng clia gen
bang cach xoéal/chén nucleotide tai vi tri xac dinh. So v&i phwong phap chinh stra gen s dung hé
thédng ZFN va TALEN, viéc thiét ké mot doan RNA ngan dan hwéng (single guide RNA, sgRNA) don
gidn va nhanh chéng théng qua nhiéu phadn mém tin sinh hoc, ty & chinh stra gen cao, cé thé chinh
stra ddng thdi nhiéu gen - dwoc goi la chinh stra da gen [6]. Pén nay, cac hé théng CRISPR/Cas da
duwoc st dung phd bién dé chinh sira (cac) gen cuia vi khuan, thye vat cling nhw déng vat [3, 7].

Khi st dung hé thdng CRISPR/Cas, viéc lwa chon va thiét ké enzyme nuclease Cas déng vai trd
quan trong nhdm dam bao tinh hiéu qua va dd chinh xac ctia qua trinh chinh stra gen. Yéu té th
hai can quan tam trong hé théng CRISPR/Cas 14 viéc thiét ké sgRNA dan hwéng. D6 1a cac locus
gen chira doan trinh tw 5'-NGG-3’, goi 1a mé tip lién ké protospacer (PAM). Trinh tw PAM xuét hién
ngay sau vi tri can chinh sira d& enzyme nuclease Cas nhan biét théng qua sw dan hwéng cla
sgRNA. Chinh stra gen trén cac mé hinh dong vat khac nhau thwérng anh hwéng bdi cac cau tric
sgRNA khac nhau [8]. V& mat ly thuyét, viéc thiét ké sgRNA dwa trén nguyén ly dau tan cing 5 cla
sgRNA c6 trinh tw 20 nucleotide bd sung cho trinh tw gen muc tiéu, khi dé phirc hop sgRNA-Cas9
sé lién két d&c hiéu v&i vi tri cat va tao ra phan ng phan cat. Cac mé hinh thiét ké can phai dam
bado dwoc tinh d&c hiéu ctia sgRNA dé giam thiéu hiéu ng d6t bién ngoai muc tiéu (bang 1). Viéc
gay ra cac dot bién khong mong muédn khi chinh stra gen & phéi thai dong vat can phai dwoc xem
xét can trong do thdi gian mang thai thwdng kéo dai va doi héi hé théng cham séc tbn kém, do vay
can tién hanh cac phan tich trén hé tw do ngoai té bao (cell-free system), nudi cly té bao in
vitro hodc kiém tra trwc tiép trén phoi dot bién. Giai trinh tw gen ctia phoi dot bién dé kiém tra hiéu
qua chinh stra can dwoc tién hanh trwdc khi tién hanh chuyén phéi [2].

Bang 1. M6t sé cong cu thiét ké sgRNA dan huong.
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Hién nay, cdng nghé CRISPR/Cas da dwoc (rng dung dé cai thién nang suét, chat lwong vat nudi
trén nhiéu loai dong vat (hinh 2) véi nhiéu thanh twu nbi bat.
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Hinh 2. Ung dung céng nghé CRISPR/Cas vao chinh stra gen trén déng vat [2].

Dén nay, nhiéu dong gia stc dot bién da dwoc tao ra bang hé thdng CRISPR/Cas nhu: dong lon dot
bién c6 kha ndng chéng lai hoi chirng rdi loan sinh san va hd hap théng qua viéc chinh stra lam méat
chirc ndng clia gen CD163 (ma hda cho thu thé dwoc tim thay trén dai thuc bao phé nang & lon lién
quan dén sw xam nhap cuda virus). Cac ca thé lon dwoc chinh stra gen CD163 cho thay kha néng
khang lai virus, va khéng cé dau hiéu Iam sang nhw st hodc hé hap. Dich t& lon chau Phi la bénh
truyén nhiém do virus gay bénh sét xuat huyét 1a mét trong nhirng thach thirc trong chan nudi lon tai
cac qudc gia & chau A hién nay. Mét dot bién ciu tric xay ra & gen RELA ma héa tiéu phan cla
nhan t6 phién ma NF-kB d& gitp cho loai lon risng chau Phi cé kha nang khang lai virus nay. Do do,
chinh stra gen RELA c6 thé 1a gidi phap tiém ndng cho viéc tao ra cac thé hé lon nha dot bién co



kha nang khang lai dich ta lon chau Phi. Trong mét nghién ctru khac, céng cu CRISPR/Cas ciing da
dwoc str dung dé tao ra thé hé Ion khang virus Corona théng qua viéc chinh stra gen ma héa amino
peptidase N (mét thu thé cho virus gay bénh viém da day ruét truyén nhiém va virus gay tiéu chay
cap & lon). & Trung Quédc, bod chinh stka gen NRAMP1 ma hoa protein van chuyén Mn®* ¢ kha
nang khang bénh lao... Nhitrng thanh twu nay cho thay tiém nang ctia CRISPR/Cas nhw mét céng cu
hiru hiéu gidp tao ra cac dong vat nudi dot bién cé kha nang kiém soat bénh truyén nhiém

Cb géng loai bd sirng clia cac ca thé bo siva 1a mot trong nhirng nd lwe clia nganh chan nudi nham
han ché ton thwong trong qua trinh cham séc. Cac nha khoa hoc da xac dinh dugc
locus POLLED kiém soat tinh trang khéng sirng, xuét hién & cac loai bo théng thuweng (nhw Angus)
nhung khéng dwoc bdo céo trén cac gibng bo sira (nhw Holstein Friesian). Trong do, it nhat 2 allen
dot bién dwoc dy doan xdy ra & locus POLLED trén nhiém sac thé s 1 & bo cach day 500-
1000 n&m trwéc, bao gdbm mét allen chiva doan 13p c6 kich thuwéc 80.128 bp trén gibng bod sira
Holstein Friesian (Ha Lan) va moét allen Pc c6 doan chiva doan lap c6 kich thuwéc 212 bp trén gibng
bod Celtic. Theo do, allen Pc POLLED dwoc tich hgp vao genome trong té bao nguyén bao sgi tw
phdi bo bang hé thdng TALEN, tlr d6 4 dong té bao mang allen POLLED & trang thai déng hop t&
(HP14-B6, HP14-B4 va HP7-P4-Al) va di hop t&r (HP-24.8) da tao ra 5 con bé& mang hai nén di
truyén khac nhau [9]. Bén canh do, diéu khién giéi tinh & phéi dong vat bang hé théng CRISPR/Cas
cling dang dwoc xem la mét loi thé trong tang cwdng san xuét sinh khi, vi du ca thé duc cé thé
cung cap thit va ca thé cai cé thé cung cap sira nhiéu hon.

Gidng ctru Texel ctia Ha Lan phé bién trén thé gi¢i do c6 kha nang tang truwdng tot va nang suét thit
cao, nhwng chat lwong len kém, tinh trang nay duwoc giai thich do ¢ mot dot bién & gen MSTN lam
thay ddi qua trinh phat trién va biét héa cla té bao co. P& chirng té viéc rc ché chirc nang
gen MSTN gitp cai thién khéi lwong co, phdi ctru Merino Superfine (cho chét lwong len tét nhat
nhwng kich thwéc va téc do ting trwdng kém) dwoc lwa chon dé& gay dot bién mét chirc nang
gen MSTN giup cai thién chat lwong thit, cac ca thé clru chinh stra gen c6 trong lwong co thé va tbc
dd tang trwdng nhanh nhwng van gitv dwoc chéat lwong len. Bén canh d6, dé cai thién chat lwong
thit, cac nha khoa hoc Trung Quéc da chinh stra gen MSTN va FGF5 (mé& hoa yéu t6 tang trudng
nguyén bao soi, fibroblast growth factor 5) trén phdi cla giébng dé Cashmere (c6 16ng chét lwong
cao). Két qud twong tw ciing dwoc ghi nhan khi gay dot bién gen MSTN bdng hé théng
CRISPR/Cas9 lam tang chét lwong thit trén lon.

Hiéu qua tao ra ddng vat cé vi chinh stra gen c6 thé dwoc céi thién bang cach két hop cac ky thuat
di truyén va k¥ thuat té bao nhw tiém trwc tiép vao phéi sau khi thu tinh nhan tao, tuy nhién diéu nay
van bi han ché b&i kho khan cla viéc tiép can nhan té bao trong trirng dwoc thu tinh [4]. Do vay, mot
s6 loai chim, dién hinh nhw ga, t 1au da dwoc st dung lam déi twong trong ther nghiém hé théng
CRISPR/Cas. Vi du, gay mét chirc nang gen G0S2 béng CRISPR/Cas9 dwoc chirng minh lam giam
kha n&ng tich Idy lipid & ga nhung &nh hwéng khéng dang ké dén cac tinh trang khac. Tuong tw, ca
thé ga dot bién mat chirc ndng gen MSTN (ma hoa myostatin lién quan kiém soat va phat trién co)
dwoc tao ra bang cong nghé CRISPR/Cas9 thé hién kiéu hinh tang co giam mé& [10]. Gan day, nd
Iwc cla cac nha khoa hoc ciling da dwoc ghi nhan trong viéc tao ra dong ga dét bién cé kha nang
khang lai virus gay bénh bach cau & gia cdm. Di (’ng v&i ovomucoid trong long dd trirng ga ciing la
mot trong nhirng tredng hop dang dwgc quan tdm hién nay [11]. Ovomucoid dong vai trd nhu mét
chéat &c ché trypsin, ngan chan hoat dong ctia enzyme tiéu hoa trypsin trong hé tiéu héa, do dé gay
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ra cac triéu chirng di (rng (dau bung, ndi man, séc phan vé) [11]. Si dung CRISPR/Cas9 d3 tao ra
nhirng ca thé ga dot bién mét chirc nang gen OVM, trirng tir cac ca thé ga dot bién dwoc ghi nhan
da loai bd gan nhw hoan toan ovomucoid, tr 6 mé ra tiém nang tré thanh ngudn thwe pham khong
gay di rng cho hau hét bénh nhan bi di &ng v&i trivng [11]. M6t s6 thanh twu trong viéc tao ra cac
dong ga doét bién bang cong nghé chinh stra gen tr CRISPR/Cas9 ciing d& dwoc ghi nhan nham
xac dinh gi¢i tinh & giai doan sém [12], s&n xuat thwong mai protein tai t& hop nhw hIFN-B (cytokine
thudc nhdm interferon & ngudi) tlr 10ng tréng trirng ga. Cé thé thay rang, dong vat chinh stra gen c6
thé mang lai loi ich cho nganh chan nudi trong twong lai gan. Phat trién cac dong ga dét bién khéng
chi gilp can thiép vao nhirng tinh trang mong muén dé gidi quyét nhu cau trong cung ng thuc
phdm, ma con dwa ra md hinh cho phép mé rong déi twong thir nghiém chinh stra gen [2, 4].

Cai thién kha nang khang bénh & cac loai dong vat cling la mét trong nhirng tiéu chi ctia cong tac lai
tao gidng. Vi du, hoéi chirng rdi loan sinh san va hé hap do virus gay ra triéu chirng chan an, bé an,
sbt, kho thé, sdy thai, kho thai & lon lam thiét hai khoang 2,5 ty USD méi ndm & My va cac nuéc
chau Au. Trong bdi cadnh vic-xin chwa c6 kha ndng kiém soat duwoc virus, ca thé lon dot bién lam
mat chirc ndng ctia gen CD163 bang hé thdng CRISPR/Cas9 da dat dwoc budc dot pha 1on, thé
hién kh& nang khang lai virus va khéng c6 dau hiéu Iam sang nhuw sbt hodc hd hap. Bén nay, cac
thé hé lon dét bién dwoc lai tao tai My va Scotland da thé hién kha nang khang cac chiing virus gay
bénh & khu vwc Béc My va chau Au.

Dinh hwéng nghién clru chinh sira gen trén cac déi twong déng vat

Chinh stra gen v&i hé théng CRISPR/Cas dang mé ra nhirng kham pha mé&i, mang lai wu diém vuwot
xa so v&i nhirng ky thuat chuyén gen truyén thdng trong phong thi nghiém. Sw phat trién cla cong
cu nay cho phép tao ra ca thé dot bién mang (cac) gen dwoc chinh stra ¢ dinh huéng, tir d6 tao ra
hoc thuyét vé truyén dong gen (gene drive). Nh& tinh wu viét cla céng nghé chinh sira gen, thoi
gian va né luc can thiét dé phat trién va danh gia an toan cta san pham dwoc phat trién béi cong
nghé nay sé ngan hon va it hon twong &ng.

Hién nay, bén canh viéc lai tao ra cac dong ca thé dot bién, hé théng Bioreactor dwoc thiét ké dé
nudi cay sinh khdi dong té bao dong vat chinh stra gen, gitip tdng hop protein tai td hop hodc cac
san pham trao dbi thir cAp. Cac phuwong phap san xuét protein tai td hop truyén théng thuwdng st
dung vi khuan, nAm men va hé théng nudi cly té bao dong vat cé vu thueng tén kém, phirc tap va
gdp mot sb6 van dé trong qua trinh stra ddi sau dich m4, sinh khéi tao ra cé thé gay ra phan &ng
mién dich trén nguwoi [13]. Mot s protein tai td hop, nhw cytokine va khang thé cé thé dwoc san xuét
dwa trén nudi cay dong té bao than phéi ngudi (HEK293) va budng trirng chudt hamster (CHO). Vi
du, dong té bao CHO mang d6t bién mét chirc ndng gen ma héa glutamine synthetase, va HEK293
mang d6t bién mét chirc ndng gen ma hda dihydrofolate reductase tao ra bang hé théng
CRISPR/Cas9 c6 thé sir dung trong nuéi cy Bioreactor dé san xuét methotrexate (diéu tri khang di
(ng), va methionine sulfoximine (chdng viém) [4, 5, 14].

Kh& n&ng loai bd hodc thay dbi ciu tric gen mét cach chinh xac 1a nén tadng dé xac dinh chirc nang
gen nham cai bién di truyén. Dbi v&i vat nudi, chién lwoc gay mét chirc ndng gen da tao ra nhiéu
thanh twu I&n trong viéc cai thién kha nang khang bénh, gidm nguy co lay truyén bénh tir déng vat,
thay déi dac diém san xuét va nang cao phuc loi dong vat [3, 4, 13]. Tuy nhién, hién twong dot bién
ngoai muc tiéu cling la mét han ché va thach thirc khi str dung hé théng CRISPR/Cas9 trong chinh



stra gen muc tiéu trén dong vat. Do do, van dé vé an toan va dao dirc khi st dung trong liéu phap
gen cho dbng vat can phai dwoc xem xét.

Mac du céng cu chinh sra gen s dung hé théng CRISPR/Cas da dat dwoc nhiéu thanh twu, tuy
nhién viéc quan ly cac sy kién chinh slra gen trén dbi twong dong vat van can dwoc kiém soat mot
cach chat ché. Ndm 2017, Cuc Quéan ly Thuc phdm va Dwoc phdm My da ra méat du thdo hudng
dan vé “Quy dinh vé viéc thay ddi cé chi dich genome cla ddng vat” [15]. Argentina ciing dwa ra
quy dinh quan ly cong nghé lai tao mai (New breeding technique, NBT) trén dbi twong dong vat va vi
sinh vat nam 2019 [15]. Pén nam 2020, cac quy dinh vé NBT da dwoc cap nhat va don gian hoa,
nham quén ly cac sw kién chinh stra gen co6 thudc sinh vat bién ddi gen hay khéng, dwa theo cac
danh gia phién ban tham van trudc. Déi véi Viét Nam, chang ta phai tra 161 dwoc cau hdi vé viéc cd
nhét thiét phai s& dung cdng cu chinh stra gen dé giai quyét cac bai toan trong chan nudi (cai thién
nang suét/san lwong/chéat lwgng protein, tinh khang bénh, tdng cwdng kha nang thich &ng véi bién
d6i khi hau va gidm thiéu tac ddong dén maéi trweng). Theo do, chinh stra gen co phai la cong cu duy
nhét dé gidi quyét cac bai toan nay hay khéng va cac tac ddng méi trwdng clia cac dong dét bién ra
sao? Trong twong lai, ching ta can chuan bi mét nén tang vé doi ngli nhan lwc dwoc trang bi day dd
cac kién thirc, kinh nghiém vé chinh stra gen va cac ky thuat phu tro (thu tinh trong 6ng nghiém,
bién nap gen, giai trinh tw gen thé hé mai, danh gia kiéu hinh théng lwong cao).
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