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摘要：基因编辑技术在肉牛育种中展现出巨大的潜力，但目前精子编辑技术仍存在局限，仅能

对精原干细胞进行编辑，无法直接高效地编辑精子。冻干精子技术作为保存遗传资源的有效

手段，具有保存时间长、运输方便等优势，若能实现利用冷冻干燥精子介导基因编辑，将极大地

提升育种效率，缩短育种周期。本文综述了冻干精子、基因编辑技术在肉牛育种中的应用现

状，提出了冻干精子介导基因编辑的设想路径，并分析其应用潜力与育种价值，旨在为肉牛育

种提供新思路。
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生殖细胞的基因编辑作为当下的研究热点，其核心目标是通过精准编辑遗传物质，实现所需性

状培育和遗传性疾病的治疗［1］。截至目前，有关精子编辑的研究多依赖新鲜或液氮冷冻的精子，编

辑过程中存在 3 点局限：一是保存周期短，液氮冷冻精子需持续维持−196 ℃环境，成本高昂且易受液

氮挥发的影响；二是运输受限，利用液氮罐进行运输存在安全风险，实现跨地域资源共享耗费大量财

力和人力；三是样本损耗大，反复冻融会导致精子活力与 DNA 完整性下降，进而影响编辑效率［2-3］。

冷冻干燥精子技术的出现为解决上述问题提供了支撑［4-5］。冷冻干燥是一种通过冰的升华来干

燥冷冻材料的方法，其过程涉及物质从固态（冰）直接转变为气态（蒸汽）。冷冻干燥的主要优势之一

是储存和运输不再需要液氮和干冰，它们可以在室温或 4 ℃条件下储存，从而大幅降低储存和运输成

本［6］。1957 年，Leidl 等［7］首次报道了牛精子的冷冻干燥尝试。尽管当时因为甘油浓度达到毒性水

平、水的过量清除和形态损坏（中间碎片偶尔断裂）等原因未能实现后代出生，但奠定了冻干精子的

技术基础［8］。1976 年，卵胞浆内单精子注射（Intracytoplasmic sperm injection，ICSI）技术的出现使冻

干精子研究进入实用阶段。通过使用 ICSI技术将人类冷冻干燥精子注射到仓鼠卵母细胞中，观察到

生殖核形成，标志着该技术可以进入实用化的研究阶段［9］。21 世纪以来，该技术通过低温脱水使精

子含水量降至 5% 以下，能够实现在不同环境下长期保存：常温可保存不超过 1 个月，4 ℃可保存 1 年

以上，− 20 ℃可保存 10 年，且运输时不需要特殊的保护，运输成本仅为液氮冷冻的 1/5。1998 年，

Wakayama 等［10］首次证实冷冻干燥小鼠精子可支持正常胚胎发育并获得健康后代，自此冷冻干燥精
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子技术在辅助生殖领域正式开始了不断探索前进之路。随着研究的快速发展，已形成了在小鼠中冷

冻干燥精子制备的完整研究链条。2004 年，Liu 等［11］将 230 个冷冻干燥精子注射到卵母细胞，随后移

植到 8 只受体，诞生了 1 只由冻干精子发育而来的家兔后代。同年，Kwon 等［12］研究发现，猪卵母细胞

可通过注射冷冻干燥精子完成受精，并发育至囊胚阶段，冻干 4 h 的精子分离出的头部效果最好，且

冻干时间、储存时长及钙离子载体处理均会影响受精与胚胎发育效果。2007 年诞生了冷冻干燥精子

注射精子发育而来的猪［13］。这些研究结果说明精子冷冻干燥技术可用于保存大多数物种的精子。

除了在辅助生殖领域的应用，利用冷冻干燥精子进行基因编辑也为研究极端环境下基因组的稳

定性及编辑效率调控机制提供了独特的模型，该技术可实现“一次冷冻干燥、多次编辑”，大幅降低了

基因编辑的样本成本，更适用于对珍稀物种或临床稀缺样本的研究。目前精子编辑主要集中在对前

体精原干细胞（Spermatogonial stem cell，SSC）的编辑。2015 年，Chapman 等［14］利用 CRISPR/Cas9
和 SSC 在大鼠中实现了靶向生殖系修饰。SSC 本身编辑效率较低，因此，本文旨在探讨冷冻干燥精

子介导基因编辑在肉牛育种中的潜力与应用前景，通过提出技术设想路径，分析其应用价值与挑战，

为未来研究方向提供参考。目前，基因编辑（尤其是 CRISPR/Cas 系统）已经在家畜育种中显示出巨

大的潜力，可用于引入优良等位基因、消除有害等位基因或构建耐病耐热等定向性状。然而，受限于

样本的保存与跨地域共享，以及现有 SSC 编辑/克隆方法的高成本与低通量属性，实现产业化推广仍

存在瓶颈。冷冻干燥精子因其常温或 4 ℃条件下长期保存、低运输成本等优势，为“基因编辑按需化、

种质全球化备份”提供了新的可能性。该方向的核心假设是：尽管冷冻干燥精子失去运动性，但其染

色体核物质在适配的保护剂体系（如 EDTA/EGTA、海藻糖、谷氨酸钠）与优化干燥工艺下可长期维

持 DNA 结构稳定性，从而保持 CRISPR/Cas9 等基因编辑工具识别靶点的完整性，并在 ICSI 条件下

注射后仍具备诱导胚胎发育的能力。Wakayama 等［10］的研究已证明冷冻干燥小鼠精子经 ICSI 可产

生正常后代，并进一步支持其核遗传物质的功能性保留，这为其作为基因编辑载体提供了实验

基础［15］。

1　SSC介导的基因编辑技术在育种中的应用现状

1. 1　SSC编辑技术的研究进展

近年来，SSC 编辑技术在肉牛育种中占据了重要位置。通过分离后培养肉牛 SSC，借助 CRISPR/
Cas9、转录激活因子样效应物核酸酶（Transcription activator-like effector nucleases，TALENs）等基因

编辑工具，成功地在 SSC 基因组中特定位置引入突变或者插入外源基因，从而实现了对目标性状的

改良。2015 年，Wu 等［16］首次在小鼠模型中利用 CRISPR/Cas9 系统对 SSC 进行体外疾病基因编辑修

复，将编辑后 SSC 移植生成精子，产生后代，成功治愈相关遗传性疾病。2015年，Sato等［17］用 TALENs
和 CRISPR/Cas9 对小鼠 SSC 进行了基因组编辑，将体外编辑流程标准化：体外长期扩增 SSC＋基因

编辑＋睾丸移植＋子代表型检测，为后续利用 SSC 进行基因编辑及精子发生机制研究提供了可真实

参考的范式，并且证实了 SSC 基因组编辑非生殖相关基因并不会干扰生殖干细胞的精子生成能力。

但是目前 SSC 编辑技术仍然面临着一些难题，比如 SSC 分离与培养难度较大［18］，编辑效率仍然有待

提高［19］，以及编辑后干细胞的功能维持和传递能力仍需进一步验证［20］等。

1. 2　SSC编辑技术路径

通过上述方法得到 SSC 后，利用编辑载体得到编辑后的细胞，可以通过以下两种途径获得基因

编辑的后代：克隆技术与自然繁殖。克隆技术是将编辑后的 SSC 注射到去核卵母细胞中，利用 SSC
的基因组和卵母细胞的全能性，经体外培养与代孕母体的妊娠获得基因编辑个体，该方法可快速制

备大量基因编辑后代，但技术复杂、成本高、成功率低，并且存在伦理争议。自然繁殖则是将编辑后

的 SSC 移植到受体公牛体内，使其发生分化从而产生编辑后的精子，通过自然交配或人工授精方式

繁殖，该方法更符合自然规律，但周期较长，且编辑精子产生的效率与稳定性有待提高［16］。
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2　利用冷冻干燥精子进行基因编辑的技术基础

利用冷冻干燥精子开展基因编辑面临两个核心问题：首先是冷冻干燥精子的生物学特性是否适

配基因编辑操作；其次是冻干体系的优化需平衡冷冻干燥保存效果与基因编辑效率。

2. 1　冷冻干燥精子的生物学特性

冷冻干燥精子在冷冻后会丧失运动能力和自然受精能力，但基因组 DNA 仍保持稳定，从而为基

因编辑提供了基础。冻干处理可在极低含水条件下维持精子既有的高度浓缩核结构，并减少额外损

伤。冷冻干燥过程会降低冻干小鼠精子中染色体的完整性，但如果精子在冷冻干燥之前与二价阳离

子螯合剂一起孵育，则会减轻染色体损伤的诱导［21］。

Kawase 等［22］研究发现，在合适的缓冲剂与二价阳离子螯合剂存在的情况下，小鼠冷冻干燥精子

的 DNA 碎片化指数（DNA fragmentation index，DFI）仅为 8%~12%，与新鲜精子的 5%~10% 接近。

通过电子显微镜对人类精子冷冻干燥后的外在形态特征进行分析后发现，大部分精子维持原有形

态，头尾相连，但也存在干燥过程对精子的膜结构等造成一定损伤的问题，不过由于其 DNA 完整性

并没有受到严重破坏并且可以在较长时间内得以保持，因此通过 ICSI 注射后仍然可以形成囊胚［23］，

证明冻干精子具有基因编辑的基础。

在细胞膜与顶体结构损伤方面，冻干过程通常会导致细胞膜通透性改变与外层膜结构破坏，从而

使其无法完成自然受精，但这一短暂的膜通透窗口可为基因编辑工具（如 Cas9 蛋白或 gRNA）进入精

子核提供便利条件［24-25］。这种“通透性增强”可能会促进编辑体系的导入，从而简化编辑操作。

虽然冷冻干燥精子无法实现自然受精，但通过 ICSI，其内部的遗传物质可正常激活卵母细胞诱

导发育，辅助卵母细胞人工激活，实现对受精功能的恢复，完成胚胎发育［26］。小鼠冷冻干燥精子经

ICSI 后的受精率可达 40%~60%，与传统冷冻精子相当［27-28］。肉牛亦可通过相同技术手段进行编辑

与繁育（图 1）。

2. 2　基因编辑与冷冻干燥精子的匹配性

基于冷冻干燥精子的结构稳定性与短暂膜通透窗口，可以从以下两个方向对其进行编辑。

一是在冷冻干燥过程中进行精子编辑，因为对新鲜精子进行基因编辑存在一定难度，因此可以

通过在冻干过程中加入编辑蛋白实现编辑。该方法的主要思路是在精液制备的冻前缓冲或干燥介

质中加入基因编辑 RNP（Cas9 蛋白+gRNA）或化学/纳米载体，使编辑发生于脱水/冷冻过程中或随

图 1　冷冻干燥精子介导肉牛的基因编辑示意图

Fig. 1　Schematic diagram of gene editing in beef cattle mediated by freeze-dried sperm
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干燥固定于精子核周围。该路径的优势在于：①编辑操作可直接在冻干过程中的精子上进行，编辑

效率较高；②该技术可实现一次操作，样本即为“可编辑库存”，无需复苏即可跨地域运输并按需

ICSI；③该路径可实现大规模的制备。但难点在于：①如何解决低温/脱水环境下编辑体系（如 Cas9/
gRNA）活性与稳定性受损问题；②编辑后的精子需通过密度梯度离心法去除残留编辑试剂，否则会

增加冷冻干燥过程中的细胞毒性，导致复苏率下降。目前，对冻干过程中的精子进行基因编辑的研

究仍处于探索阶段，尚未取得实质性突破。

二是冷冻干燥后进行精子编辑，即先将新鲜精子冷冻干燥保存，使用时复苏后再进行基因编辑。

该路径的优势是可按需复苏冷冻干燥精子进行编辑，灵活度高，但需应对复苏后精子活力下降对编

辑效率的影响。为提升方法的适配性，需优化两点：①在复苏液中添加 100 μmol/L 三磷酸腺苷（Ad⁃
enosine triphosphate，ATP）以恢复精子代谢活性［29］；②采用电穿孔辅助转染，电压为 150 V，脉冲时间

为 20 ms，增强编辑工具的导入效率［30］。

2. 3　关键工艺优化策略

为提升利用冷冻干燥精子进行基因编辑的效率与稳定性，需从冷冻保护剂、冷冻干燥程序及复

苏条件 3 个方面进行工艺优化。

2. 3. 1　冷冻保护剂配方改良

传统冷冻保护剂（如甘油）可能会抑制 Cas9 蛋白活性，需开发适配基因编辑的配方。当精子在

含有 10 mmol/L Tris-盐酸缓冲液（Tris hydrochloride，Tris-HCl）和 1 mmol/L 乙二胺四乙酸（Ethylene 
diamine tetraacetic acid，EDTA）的溶液中冷冻干燥时，约 73% 的受精卵具有正常染色体，57% 的胚胎

发育到足月。在储存 1 年的精子胚胎中，注射后获得的囊胚中约 25% 可以发育成活的后代［31］。目前

主流方案是以 10%~15% 非还原性糖海藻糖为核心，复合 0. 5% 牛血清白蛋白和小分子渗透调节剂

（如 5% 乙二醇、低浓度甘油等），并测试 EDTA/EGTA 抑制内源性核酸酶。其基本原理是通过牛血

清白蛋白减少细胞膜损伤，使用乙二醇调节渗透压［32-35］。海藻糖可形成玻璃态结构保护 DNA 与编辑

工具的稳定性［36］，但也有研究发现海藻糖并不能保护冷冻干燥精子的 DNA 损伤［37］。研究证实在干燥

培养基中添加 1%~10% 谷氨酸钠后冷冻干燥也可以显著降低 DNA 损伤［38］。孟祥黔等［39］研究发现，

0. 2 mol/L 的海藻糖对猪精子冷冻真空干燥保存的保护效果优于 EDTA 组及对照组，使用其处理的

精子经 ICSI后，雄原核形成率（68. 52%）、卵裂率（59. 17%）、囊胚率（19. 16%）均显著提高，可以更好

地维持精子顶体与尾部的完整性；该组精子在 4 ℃条件下保存 60~180 d，胚胎发育指标稳定，复水化

后孵育 1 h 的效果亦优于 2 h。除海藻糖外，研究证实迷迭香酸也可显著降低冻干绵羊精子的 DNA
损伤，且冻干精子在 4 ℃和常温条件下储存 1 年后，其受精后胚胎的囊胚发育率与冷冻解冻精子无差

异［40］。此外，为保护精子染色体在较高温度储存时不降解，研究人员比较了 Na-ETBS（NaOH/
EGTA/Tris-HCl）和 K-ETBS（KOH/EGTA/Tris-HCl）两种冷冻干燥溶液，发现 pH 5. 0 条件下精子

保存效果极差，无论使用何种溶液、何种储存温度，受精卵染色体畸变率均达 97%~100%；Na-
ETBS 在 pH 8. 0~8. 4 时表现最优，4 ℃时储存染色体损伤率为 14%~17%，50 ℃时储存染色体损伤

率为 24%~26%；K-ETBS 的最佳 pH 因储存温度略有差异，4 ℃时 pH 为 7. 7~8. 4（损伤率为 13%~
15%），50 ℃时 pH 为 7. 7~8. 0（损伤率为 16%~23%）［41］。解决如何在高于 4 ℃条件下储存与运输的

问题同样是将基因编辑冷冻干燥精子进行大范围应用的关键［21］。在 ETBS 溶液中添加抗氧化剂，如

二甲基亚砜（DMSO），可延缓没有抗氧化剂 ETBS 保存下精子质量在室温下的退化［42］。这些保护剂

的改良可通过稳定 DNA 与编辑工具的结构，使冷冻干燥精子不仅能“存活”，且能“携带并释放基因编

辑复合物”。

2. 3. 2　冷冻干燥程序动态调整

对于冻干体系的优化，当前最常采用“两步预冻＋梯度升华”程序：先以−10 ℃/min 慢速降至

−20 ℃（平衡 10 min），再以−50 ℃/min 快速降至−80 ℃，随后分阶段调控真空度与升华温度，并在
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不同阶段采样评估 DNA 完整性与编辑复合物残存性，从而确保水分充分去除且不破坏编辑复合物。

该程序可使精子的冷冻干燥时间缩短 20%，DNA 完整性提升 18%［43-44］。通过加速降解动力学理论证

实，冻干小鼠精子需在−80 ℃条件下储存才能实现长期保存，4 ℃条件下仅能短期维持其活性，但仍然

比室温储存效果好［45-46］。冷冻干燥的压力同样是关键影响因素之一，采用 4、37、103 Pa 3 种不同干燥

压力，在不同储存条件下评估其对冻干精子的影响，并测定胚胎发育率。结果发现，37 Pa 的压力在

无储存和 4 ℃条件下储存 6 个月，均能使精子受精后胚胎发育至囊胚阶段的比例最高［47］。此外，储存

方式同样影响冷冻干燥精子的损伤。有研究开发出一种利用商用塑料微管收集冻干精子的简便且

经济的方法，与传统玻璃安瓿相比，它在精子回收率、损伤控制和成本上更具优势，且能支持精子长

期低温储存并产出健康后代，为遗传资源保存与运输提供了低成本的新方案［48］。冻干程序的优化是

“确保精子 DNA 与编辑复合物在干燥和长期储存中不被破坏”，是支撑整个编辑体系可行性的核心

技术之一。

2. 3. 3　复苏与编辑一体化优化

对于 2. 3. 2 节中第二路径的冻干后编辑，可以使用“复苏-编辑同步”工艺：复苏液中含编辑 RNP
或载体+低浓度还原剂（如二硫苏糖醇）短浴 10~30 s+电穿孔（150 V，20 ms）或脉冲优化方案作为

首选实验方案，并在复苏后 0. 5~2 h 内完成 ICSI，以尽量利用膜通透窗口与短暂的核可塑期［49］。借

助体外编辑 DNA 的体系，利用复苏过程中细胞膜的通透性增强期完成编辑工具导入，无需额外转染

步骤［50］。“复苏-编辑同步”方案充分利用复苏期膜通透窗口，与冷冻保护剂和冻干程序共同构成一个

连贯的工程体系，最终提高基因编辑效率。

3　冷冻干燥精子在肉牛育种中的应用现状

截至目前，冷冻干燥精子在肉牛育种中主要应用于遗传资源库建设，但仍具有一定的局限性，处

于储备与验证阶段，尚未进入大规模商业推广，但其已经表现出明显的优势。首先，研究已证实，冷

冻干燥精子可在室温下密封保存至少 1 年，复苏后体外受精率约为常规冷冻精液的 70%，这可以满

足遗传资源备份需求［38］。其次，在储存和运输过程中无需液氮，运输成本大幅降低，因此可以适用于

偏远牧场以及灾害应急场景，保证样本的持续稳定供给。2021 年，Ito 等［51］首次实现小鼠冷冻干燥精

子常温邮寄后，多国畜牧研究机构启动牛只等大型家畜验证实验。冷冻干燥过程对 DNA 完整性影

响较小，但膜结构受损等结构破坏会导致囊胚率下降，目前仅用于“战略保种”以及基因组的选择参

考群体构建，真正投入使用还需要后续继续深入研究［52］。

1976年，Pfaller等［53］研究发现喷雾冷冻结合冻干的低温制备方法，能减少化学物质对公牛精子超

微结构的影响［43］。2002年，Keskintepe等［26］首次报道牛冻干精子能形成原核，但囊胚率极低（<20%），

并指出 DNA 片段化是主要限制因素。冻干还会削弱公牛精子诱导卵母细胞高频钙振荡的能力，且

这种削弱与储存温度（25、4、-196 ℃）无关，最终导致其使牛卵母细胞恢复减数分裂和形成原核的比

例降低［26］，但冷冻干燥过程不会影响牛精子的微管组织中心功能［54］。以上研究仍然缺乏一个完整的

体系能够保证后代的稳定出生率。Zambrano 等［55］将精液脱水后分装于真空安瓿，在 4 ℃条件下即可

存放 5 年以上，降低了液氮罐高昂支出，极宜跨境引种与濒危牛种基因库建设。然而，冻干过程使精

子失去活力，须依赖卵胞浆内单精子注射受精，牛 ICSI 产犊率仍低于 30%，且设备与人员成本远高

于常规人工授精，故大型牧场仍以常规冻精为主。现有研究主要聚焦抗氧化保护与核稳定性提升：

通过添加茶多酚、白藜芦醇或海藻糖，将 DNA 断裂率降至新鲜精液的 1. 2 倍以内［56-57］；调整冻干缓冲

液的玻璃化转变温度和干燥阶段温度，抑制冻干块状物发生塌陷，减少冻干公牛精子的功能损害［58］；

冻干颗粒充氮密封后，常温运输 3 个月再水化，存活率可维持在 85% 以上［59］。欧美少数种子库已用

顶级安格斯、和牛公牛的冻干精子建立备份，以应对口蹄疫等突发事件，同时加速抗病与体型改良。

业内认为，未来若能把 ICSI 产犊率提高到 50% 以上，并将冻干制剂成本压缩至常规冻精的两倍以
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内，冷冻干燥精子或将在肉牛育种中作为“遗传保险”与“快速引种”双重工具，实现区域性推广，而在

此之前，其角色仍限于科研与种质备份，产业仍聚焦常规细管冷冻精液。未来需突破冷冻干燥保护

剂配方和复苏后精子功能提升技术，方可在肉牛育种中实现实用化。

4　应用潜力与育种价值

4. 1　提高育种效率

传统育种需经过多个世代杂交、筛选，才能固定优良基因型，并且在此之后还需要通过大量样本

的基因组数据组装来明确性状与基因之间的联系［60］，周期长并且成本高。通过编辑冷冻干燥精子，

可以显著提高传统的 SSC 编辑肉牛的编辑效率，缩短世代间隔，快速固定优良基因型。冷冻干燥精

子编辑技术可直接获得携带目标基因突变的精子，可以通过培养囊胚和胚胎移植快速繁殖出大量基

因编辑后代，不仅缩短世代间隔，而且加速优良基因型在种群中的扩散。例如，获得编辑后的冷冻干

燥精子后，通过 ICSI 形成囊胚，可在短时间内对大量母牛进行胚胎移植，快速培育出产肉性能优异、

抗病力强的肉牛群体，提升育种进程，满足市场对优质肉牛的需求。

4. 2　拓展编辑途径

当前的基因编辑改良育种主要依赖于 SSC 或克隆技术，存在技术的局限性。冷冻干燥精子介导

编辑可以不再依赖 SSC 或克隆技术，拓展新的编辑窗口。首先，精子易于获取与处理，冷冻干燥保存

的方式打破了时间与地域限制，使基因编辑不再受限于 SSC 的分离培养、克隆技术的复杂流程与高

成本等问题；其次，可以灵活安排实验时间，提前制备编辑冷冻干燥精子，按需使用；同时，不同地区

实验室也可便捷交换冷冻干燥精子，共享编辑成果，促进全球肉牛育种协作，加速优良品种培育与推

广。基于此，开发针对极端干燥环境下仍能保持 Cas蛋白与 gRNA 活性的多组分玻璃化保护体系（海

藻糖+氨基酸+抗氧化剂+螯合剂）是制备肉牛基因编辑冷冻干燥精子的重要途径［34］。

4. 3　简便技术操作

相较于 SSC 编辑与克隆技术，冷冻干燥精子介导基因编辑简化了基因编辑牛的制备流程，降低

了技术门槛，无需复杂的干细胞分离培养、核移植等步骤，仅需掌握精子冷冻干燥保存与基因编辑系

统导入技术，便可开展实验。这有助于养殖户了解基因编辑领域，推动技术普及与创新。同时，中小

企业还可利用冷冻干燥精子编辑技术，针对自身育种需求快速培育具有特定性状的肉牛品种，增强

市场竞争力，促进肉牛产业整体发展。

5　结论

冷冻干燥精子介导基因编辑体现了生殖生物技术与分子生物学的交叉创新融合，其核心价值在

于将冷冻干燥精子的“保存优势”与基因编辑的“精准优势”结合，解决了传统研究中样本受限、成本

高昂、效率低下的问题。虽然冷冻干燥精子介导基因编辑在肉牛育种中尚处于理论设想与初步探索

阶段，但其已经展现出巨大潜力与应用前景。目前面临的诸多技术挑战与科学问题，如冷冻干燥过

程对 CRISPR 系统稳定性影响、精子摄取外源基因能力有限、编辑效率与脱靶风险评估困难等，都需

要相关技术不断优化与创新，比如开发非病毒递送系统、构建一体化技术流程、优化囊胚培养体系

等，从而有望逐步突破瓶颈，实现技术的成熟与应用的推广。未来，冷冻干燥精子介导基因编辑有望

成为肉牛育种的关键技术，为全球肉牛产业带来高效、精准的遗传改良方案，推动产业持续健康发

展，满足人类对优质肉牛产品不断增长的需求。
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The Potential and Prospects of Gene Editing Mediated by 
Freeze-Dried Sperm in Cattle Breeding

HAI Chao，ZHANG Xinyi，SONG Lishuang，LIU Xuefei，BAI Chunling，
SU Guanghua，LI Guangpeng，YANG Lei

（State Key Laboratory of Reproductive Regulation and Breeding of Grassland Livestock， 
School of Life Sciences， Inner Mongolia University， Hohhot 010070， China）

Abstract: Gene-editing technology has demonstrated great potential in beef cattle breeding； how⁃
ever， sperm-level gene editing remains technically challenging， as current approaches are largely limited 
to the modification of spermatogonial stem cells and do not allow efficient direct editing of mature sperm.
Freeze-dried sperm technology represents an effective strategy for genetic resource preservation， offer⁃
ing advantages such as long-term storage and convenient transportation. If gene editing mediated by 
freeze-dried sperm could be realized， it would substantially enhance breeding efficiency and shorten 
breeding cycles. The review systematically summarizes the research progress and applications of freeze-
dried sperm and gene-editing technologies in animal breeding， proposes a potential pathway for freeze-
dried sperm-mediated gene editing， and evaluates its application prospects and breeding value in beef 
cattle， aiming to provide new insights and technical references for molecular breeding strategies.

Key words: freeze-dried sperm； gene editing； beef cattle breeding； spermatogonial stem cell； 
breeding efficiency
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