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CRISPR/Cas9系统在植物基因组编辑中技术 
改进与创新的研究进展 
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摘要  CRISPR/Cas9基因组编辑技术是一项对基因组进行精准修饰的技术, 可实现对靶标基因的碱基插入、缺失或DNA

片段替换。随着人们对CRISPR/Cas9系统的了解逐渐加深, 其在科研、农业和医疗等领域的应用也越来越广泛。该文简要

介绍了CRISPR/Cas9基因组编辑技术的发展以及工作原理, 总结了近几年对该技术进行优化与改进的研究进展, 包括基因

组编辑效率的提升、基因组编辑范围的扩展、单碱基精准编辑以及多基因同时编辑、基因组编辑安全性的提升以及基因片

段替换与基因靶向转录调控, 以期为深入开展这一领域的研究提供参考。 
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在现代生物学研究中, 基因组编辑技术(genome 

editing)是一种通过人工设计和改造核酸酶达到对基

因组进行定点修饰的技术 (Chamberlain et al., 

2004)。该技术可以使研究人员在极短的时间内模拟

基因的自然突变, 甚至能够完成自然选择中无法完成

的 基 因 演 变 。 从 最 初 的 归 巢 核 酸 内 切 酶

(meganucleases) (Puchta et al., 1993; Redondo et 

al., 2008)到第1代人工核酸内切酶——锌指核酸酶

(zinc finger nucleases, ZFNs) (Durai et al., 2005), 

再到第2代人工核酸内切酶——类转录激活效应因子

核酸酶 (transcription activator-like effector nucle-

ases, TALENs) (Miller et al., 2011; Li et al., 2012), 

以及近几年兴起的第 3代人工核酸内切酶——

CRISPR/Cas9系统(Cong et al., 2013; Jinek et al., 

2013), 基因组编辑技术已经逐渐成为基因改造及基

因功能研究中不可或缺的技术手段(Shan and Gao, 

2015)。尤其是 CRISPR/Cas9技术, 凭借其效率高、

成本低和操作简单等优势(Gaj et al., 2013; Musso- 

lino and Cathomen, 2013), 自创始之初便展现出非 

常广阔的应用前景。2013年8月, 3家实验室同时发表

了CRISPR/Cas9技术在植物基因组编辑中的应用

(Shan et al., 2013; Nekrasov et al., 2013; Li et al., 

2013), 由此拉开了CRISPR/Cas9技术在植物中应用

的序幕。本文简要介绍CRISPR系统的发现与原理, 

重点阐述近几年在植物领域对CRISPR/Cas系统进

行的优化与改造以及基因组编辑技术在植物领域面

临的挑战。 

1  CRISPR/Cas9基因组编辑技术 
1.1  CRISPR/Cas系统的起源 

CRISPR/Cas系统最早是由日本大阪大学的一个研

究团队在1987年对大肠杆菌碱性磷酸酶基因进行研

究时发现的(Ishino et al., 1987), 只是当时这一段特

殊的重复序列并未引起普遍关注。随后研究人员发现

在细菌和古细菌的基因组中广泛存在这种带有间隔

序列的多个重复序列回文结构。2002年, 科学家最终 

将这种重复序列正式命名为CRISPR (clustered re- 

gularly interspaced short palindromic repeats)序列

(Jansen et al., 2002)。虽然人们猜测该序列可能与细

菌的自身免疫功能有关, 但直到2007年, Barrangou

·专题论坛· 
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等(2007)才通过实验首次发现并证明嗜热链球菌利

用CRISPR/Cas系统抵御噬菌体的入侵。2008年, 研

究人员在表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermi- 

dis) (Marraffini and Sontheimer, 2008)和大肠杆菌

(Escherichia coli) (Brouns et al., 2008)中均发现成

熟的crRNAs (CRISPR RNAs)可以与Cas9蛋白形成

复合体, 并通过实验证明该复合体可以干扰噬菌体的

增殖。这些研究为CRISPR系统此后突飞猛进地发展

奠定了基础, 科学家由此逐步揭开了CRISPR系统作

用机理的神秘面纱。 

1.2  CRISPR/Cas9基因组编辑技术的原理 

目前, 应用于基因组编辑的CRISPR系统主要以来自 

酿脓链球菌 (Streptococcus pyogenes)的CRISPR/ 

Cas9系统应用最广, 且研究得最为透彻。该系统由

Cas9 蛋 白 、 crRNA 和 tracrRNA (trans-activating 

CRISPR RNA) 3部分组成。其中, crRNA是由pre- 

crRNA (precursor crRNA)经tracrRNA和RNase III加

工后得到, 主要负责引导CRISPR/Cas系统对特异靶

位点的识别(Deltcheva et al., 2011)。每个crRNA只有

几十个碱基 , 与前 2代基因组编辑技术ZFNs和

TALENs相比, 载体变得更小, 更加容易构建, 且这

个系统识别的PAM (protospacer adjacent motif)序

列NGG广泛存在于各物种的基因组序列中(Gasiu-

nas et al., 2012)。Jinek等(2012)揭示了II型CRISPR 

 

 
 

图1  CRISPR/Cas9基因组编辑原理(Jiang and Doudna, 2017) 

来自酿脓链球菌(Streptococcus pyogenes)的Cas9蛋白(SpCas9)与包含20 nt识别序列的向导RNA (sgRNA)结合, 然后定向切割位

于原型间隔序列毗邻基序(PAM)区域上游的靶序列造成双链断裂(DSB), 最终借助生物体内自身修复实现基因组编辑。 

Figure 1  The schematic diagram of CRISPR/Cas9 genome editing (Jiang and Doudna, 2017) 
The Cas9 protein from Streptococcus pyogenes (SpCas9) and associated guide RNA (sgRNA), containing a 20 nt recognition 
sequence, will cleave a target sequence located upstream of the protospacer adjacent motif (PAM) region, resulting in dou-
ble-strand break (DSB). Ultimately use the repair in the organism to achieve genome editing. 
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系统切割DNA双链的分子机制并完成对CRISPR/ 

Cas9系统的改造和优化, 他们开创性地将原本分开

作用的crRNA和tracrRNA整合形成1条sgRNA (sin-

gle guide RNA), 并成功地在体外定点切割线性寡聚

核苷酸片段和环状质粒DNA。他们还对Cas9不同结

构域的作用以及PAM序列的重要性等多个问题进行

研究, 这些研究成为CRISPR/Cas9基因组编辑系统

最终能广泛应用于生物体的重要基础(Cong et al., 

2013)。至此, CRISPR/Cas9基因组编辑体系已初步

成型。简化后的CRISPR/Cas9系统只由两部分组成: 

sgRNA和Cas9蛋白。首先, 成功表达的sgRNA通过

自身的Cas9把手(Cas9 handle)与Cas9蛋白形成复

合体; 然后, 复合体开始搜寻并匹配PAM序列, 随后

sgRNA的碱基互补配对区序列通过碱基互补配对原

则识别目标基因的靶序列; 最后, Cas9蛋白利用自身

的核酸内切酶活性对靶序列进行切割, 形成DNA双

链断裂(double-strand break, DSB)(图1)。 

真核生物细胞内有2种修复DSB的方式: 一种是

非同源末端连接(nonhomologous end-joining, NHEJ), 

另一种是同源重组修复(homology-directed repair, 

HDR)。在自然条件下, 同源重组修复出现的概率极

低, 因此细胞中DSB的修复方式主要为NHEJ (Sy- 

mington and Gautier, 2011)。在NHEJ修复过程中, 

断裂链的末端会直接随机连接, 修复后的DNA双链

容易出现个别碱基的缺失或插入, 使靶基因的核苷酸

序列发生移位, 从而导致基因功能的改变, 正是利用

这一点可以使经过CRISPR/Cas9系统编辑后的基因

被敲除; 在提供同源序列的情况下, HDR途径会以同

源序列为模板进行合成修复, 从而对Cas9切割的目

标DNA序列进行精确编辑, 如特定核苷酸序列的定

点替换或者插入突变体。 

2  CRISPR/Cas9基因组编辑技术在植

物领域中的改进与创新 

目前, 在医学(Liang et al., 2015)、农业(Xing et al., 

2016)和生物制药(Peng et al., 2015)等领域的研究

中, CRISPR/Cas9基因组编辑技术都发挥了不可替

代的作用。相比动物和微生物, CRISPR/Cas9在植物

中的应用相对滞后, 但近几年在科学家的不懈努力

下, CRISPR/Cas9系统在植物领域中得到了不断的

改进与优化, 研究成果层出不穷, 主要集中在以下几

个方面。 

2.1  CRISPR/Cas9技术的编辑效率 

2.1.1  CRISPR系统元件对基因组编辑效率的影响 

研究人员发现靶位点的核酸组成(即GC含量)、Cas9

的表达水平以及靶区域的表观遗传等都会对基因组

编辑效率产生影响。Ma等(2015)研究发现高GC碱基

(50%70%)含量在水稻(Oryza sativa)目标基因组中

的编辑效率相对更高, 同时还发现sgRNA中目标配

对序列茎环结构的形成往往会降低基因组编辑效率。

Xu等(2014)为了比较未优化和优化后的Cas9基因编

辑效率, 分别使用经过水稻密码子优化和人类(Homo 

sapiens)细胞密码子优化后的Cas9基因(p Spcas9和

Spcas9) 靶向编辑 2个相同的位点 , 结果表明 p 

Spcas9比Spcas9突变效率显著提高。然而在双子叶

植物中, 使用在人类细胞中进行优化后的密码子同样

可以进行高效的基因组编辑, Cas9基因密码子的优

化可能并不是必需的。此外, 通过使用化学修饰的

sgRNA和Cas9进行基因组编辑也可以提高基因组编

辑效率。Hendel等(2015)通过核苷亚磷酰胺对sgRNA

的稳定作用进行深度测序, 结果显示, 在3'和5'末端

对3个末端核苷酸的修饰改善了靶位点的编辑效率, 

同时脱靶位效应有所下降。 

2018年, 中国科学院遗传与发育生物学研究所

韩方普团队使用玉米(Zea mays) DMC1基因启动子, 

构建DPC (DMC1 promoter-controlled) CRISPR-C-

as9载体系统, 并用其转化玉米幼胚, 结果发现抗性

愈伤组织的基因编辑效率高达100%, 并在T0代植株

中就出现了60%70%的纯合或双等位突变体。 经全

基因组测序分析, 在预测的1 000多个潜在脱靶位点

处并没有发现脱靶突变(Feng et al., 2018)。 

 

2.1.2  环境因素对基因编辑效率的影响 

Le Blanc等(2017)的研究结果表明, 与在标准温度

(22°C)下连续生长的植物相比, 在37°C经历热激的

拟南芥(Arabidopsis thaliana)显示出更高的基因编辑

效率。依赖于GFP报告基因的定量分析表明, 拟南芥

在37°C处理后体细胞基因表达量可以提高5倍, 生殖

细胞基因表达量可以提高100倍以上。该团队还发现

温度对突变率的影响不限于拟南芥, 在37°C热激的

© 植物学报 Chinese Bulletin of Botany



388  植物学报  54(3)  2019   

柑橘(Citrus reticulata)中CRISPR/Cas9的靶向突变

效率也有类似的增加。体外实验证明, 来自化脓链球

菌的Cas9 (SpCas9)在37°C比在22°C下活性更高 , 

更易产生双链DNA断裂, 由此表明温度对CRISPR/ 

Cas9的体内作用机制具有潜在影响。 

2.2  CRISPR/Cas9技术的编辑范围 

除应用最广的SpCas9外, 其它不同来源的Cas9也具

有基因编辑能力。研究人员从金黄色葡萄球菌(Staph-

ylococcus aureus)中找到1种较小的Cas9核酸酶

(SaCas9) (Ran et al., 2015), 它比SpCas9小25%, 

PAM识别序列为NNGRRT。此外, 来自嗜热乳链球菌

(Streptococcus thermophilus) 的 Cas9 核 酸 酶

(St1Cas9)可以识别NNAGAA的PAM序列(Deveau et 

al., 2008; Horvath, 2008)。Steinert等(2015)将经密

码子优化的SaCas9和St1Cas9两种Cas9蛋白成功应

用于拟南芥中, 并获得了较高的基因组编辑效率。这

些SpCas9同源蛋白的发现扩大了基因组编辑的范

围, 为研究人员提供了更多的选择。 

Meng等(2018)发现CRISPR/Cas9系统能够在水

稻中高效识别和编辑NAG位点, 相比传统的NGG位

点, NAG邻近基序靶位点的容错能力更低, 表现出更

低的脱靶效应。这项研究成果不仅拓展了CRISPR/  

Cas9系统在水稻基因组中的可编辑范围, 而且也表

明在进行基因组编辑时需更多考虑到NAG邻近基序

处的潜在脱靶效应。中国水稻研究所王克剑课题组

(Hu et al., 2016)通过定点突变的方法对SpCas9蛋白

进行改造 , 获得了2种SpCas9变体(VQR和VRER), 

并通过一系列的转基因实验证明, 在水稻中VQR可

以高效识别NGA的PAM序列, 而VRER则可以识别

NGCG的PAM序列。这2种突变体使得CRISPR/Cas9

系统在水稻中的可编辑范围拓展到原有的2倍以上。

随后, 他们又通过修饰sgRNA的结构以及使用强内

源启动子, 显著提高了VQR变体的编辑效率(Hu et 

al., 2017a)。哈佛大学David Liu研究团队利用噬菌体

辅助持续进化(PACE)方法获得SpCas9最新突变体

xCas9, xCas9可识别的PAM位点为NG、GAA和GAT, 

并且成功应用于转录激活、基因敲除和单碱基编辑。

研究表明, xCas9不仅应用范围更大, 而且特异性要

高于SpCas9 (Xing et al., 2014)。 

2.3  多基因同时编辑与单碱基精准编辑 

在后基因组时代, 功能基因组研究的重心逐渐由单一

基因转向多基因功能研究。CRISPR/Cas9技术凭借

其简单、高效等优点使多基因同时敲除变得可行。

Xing等(2014)构建了1套适合进行植物多基因编辑的

CRISPR/Cas9载体系统, 在拟南芥的T1代中实现了

三基因同步敲除。Xie等(2015)利用内源的转运RNA 

(transfer RNA, tRNA)加工系统提高了CRISPR/Cas9

进行多基因编辑的能力, 他们将多个tRNA-ssgRNA

结构串联排列, 并通过单个多顺反子转录、加工成多

个ssgRNA。利用这一策略在水稻中实现了多达8个位

点同时突变 , 其中个别位点效率高达100%。由于

tRNA及其加工系统在所有生物中都非常保守, 因此

这一策略有望在其它物种的多基因编辑中广泛应用。

Yu等(2018)则发现在敲除多基因时, 通常做法是针

对1个基因设计1条sgRNA, 这种设计方法虽然提高

了敲除效率, 但每多加1条sgRNA, 脱靶风险将呈指

数级增加。为了解决这一问题, 该研究组以编码拟南

芥核糖体大亚基AtRPL10亚家族的3个同源基因

AtRPL10A (AT1G14320)、AtRPL10B (AT1G26910)

及AtRPL10C (AT1G66580)为切入点, 通过序列分析

找到同时满足编辑3个基因的1条sgRNA, 利用Cas9

同时编辑3个基因。经单克隆测序分析统计, 显示在

Line9植株中, AtRPL10A、AtRPL10B以及AtRPL10C

的编辑效率分别为8.8%、3.8%及23.6%。 

2016年, 在哺乳动物细胞中成功对靶标基因实

现了单碱基编辑(C-T)。随后, 单碱基编辑技术在水

稻、小麦(Triticum aestivum)、玉米、拟南芥和番茄

(Solanum lycopersicum)等多种植物中得到应用, 然

而所采用的APOBEC1胞嘧啶脱氨酶表现出对TC的

偏好性, 对序列为GC的编辑效率较低。鉴于此, Ren

等(2018)采用人的AID胞嘧啶脱氨酶替换APOBEC1

的方法, 在水稻中解决了TC偏好性问题, 对GC和TC

都有较高的编辑效率。 

大肠杆菌腺嘌呤脱氨酶 (ecTadA)能够对正常

DNA上的腺嘌呤进行脱氨, 将腺嘌呤A转变为次黄嘌

呤I, 损伤DNA在重新复制过程中被聚合酶作用, 导

致A-T配对转换为G-C配对(Gaudelli et al., 2017)。

2018年4月, 中国农业科学院植物保护研究所Yan等

(2018)引入TadA及其2个突变体TadA*7.10和Tad-

A*7.8, 并将其密码子优化后, 分别与CRISPR/Cas9
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系统融合, 开发了rBE14、rBE15、rBE17和rBE18多

套碱基编辑器, 对OsMPK6、OsMPK13、OsSERK2

及OsWRKY45四个水稻内源基因靶位点进行编辑, 

成功获得预期的水稻突变体材料, 效率高达62%。同

时, 该套系统引入了全新的紫外激活GFP检测系统, 

可以通过手持式紫外灯直接照射水稻组织, 使后代群

体中的转基因分离检测十分便利。Molecular Plant同

期还发表了中国科学院上海植物逆境生物学研究中

心朱健康研究团队关于单碱基编辑的研究, 该文报

道, 通过融合SpCas9 (D10A)和ecTadA*7.10的方法

实现了对IPA1等基因的编辑, 编辑效率高达45.2% 

(Kai et al., 2018)。 

中国科学院遗传与发育生物学研究所高彩霞研

究组利用Cas9变体 (nCas9-D10A)融合ecTadA和

ecTadA*二聚体(Li et al., 2018), 建立并优化了高效

精确的植物ABE (Adenine Base Editor)单碱基编辑

系统, 在植物中实现了高效的A·T转换为G·C的碱基

替换, 为植物基因组功能解析和作物遗传改良及新品

种培育提供了重要技术支撑。 

2.4  CRISPR/Cas9技术的安全性 

人们对CRISPR/Cas9技术安全性的担心主要围绕2

个问题, 一是基因组编辑系统的脱靶效应, 二是基因

组编辑过程中外源基因的插入。 

 

2.4.1  降低脱靶效应 

目前, 所有的基因组编辑技术都存在脱靶问题(王影

等, 2018)。在已完成全基因组测序的情况下, 可以使

用在线工具预测脱靶位点, 从而选择脱靶概率相对较

低的sgRNA进行实验。然而, 许多植物的基因组还没

有完全测序, 且在许多作物中, 相同物种的不同品种

在可变基因座处具有多态性(Mikami et al., 2016)。相

比哺乳动物系统中大量的信息 (Corrigan-Curay et 

al., 2015), 目前描述植物中CRISPR/Cas9基因组编

辑的脱靶效应的数据还较少, 植物系统中可能影响靶

点特异性的潜在因素尚不清楚。  

从生物信息学角度来看, 较长的DNA靶序列会

降低脱靶错配的可能性, 但Fu等(2014)发现长度为

17–19 nt的sgRNA显示出比原先20 nt的sgRNA更好

的靶向活性, 同时脱靶率更低; 然而, 将sgRNA进一

步缩短至15 nt则导致其活性丧失。对此可解释为: 在

错配位点缩短的sgRNA与DNA的结合能力降低, 从

而保持较高的靶点编辑效率以及更低的脱靶效应。 

Endo等(2015)研究发现在植物中进行基因编辑

时, 通常需要同时修饰多个同源基因, 即具有相似但

不相同的DNA序列的基因, 以获得期望的表型, 于是

他们利用CRISPR/Cas9的这种脱靶效应来诱导多种

同源基因的敲除。他们针对细胞周期蛋白依赖性激酶

B2 (CDKB2)设计了一段20 bp的序列作为sgRNA, 

这20 bp与其它水稻CDK基因(CDKA1、CDKA2和

CDKB1)具有不同数目的错配, 并在水稻中验证了

该方法的可行性。Kweon等(2017)开发出一种融合

向导RNA (fgRNA), 通过与Cas9和Cpf1蛋白共同

发挥功能来降低脱靶效应 , 并且不会降低其特异

性和编辑效率。  

 

2.4.2  消除外源基因插入 

近年来, 转基因作物的安全性一直处于社会舆论的风

口浪尖, 基因组编辑技术的出现为植物分子育种提供

了前所未有的新机遇。传统转基因技术插入位点随机, 

常导致许多不利结果, 如内源基因被破坏及外源基因

沉默; 而基因组编辑的插入位点与编辑位点通常相隔

较远, 通过自交得到的F1代中, 可以比较容易地分离

得到不含有外源转基因成分的植株。 

Woo等(2015)将纯化的Cas9蛋白与sgRNA预组

装成蛋白质复合物溶液, 之后利用生成的蛋白质复合

物溶液转染到拟南芥、烟草(Nicotiana tabacum)、莴

苣(Lactuca sativa)和水稻的原生质体中, 在再生植

物中实现了46%的靶向诱变, 且靶向位点的突变如同

自然突变一样, 可以通过生殖细胞遗传给下一代。该

方法在不将外源DNA导入细胞的情况下编辑植物基

因组, 避免了使用可能会导致外源DNA介入的农杆

菌介导法, 使安全性显著提高。 

Liang等(2018)通过基因枪将CRISPR/Cas9 IVT 

(in vitro transcripts)和RNP (核糖核蛋白复合体)导入

小麦未成熟幼胚, 建立了基因组定点修饰的DNA-free 

基因组编辑体系。该方法只需要9–11周即可在T0代获

得不含外源DNA的靶向修饰小麦突变体。由于IVT和

RNP是以瞬时表达方式发挥作用, 故可成功避免外源

DNA整合到宿主基因组中且大大降低了脱靶效应。 

水稻中的CYP81A6编码P450细胞色素蛋白, 该

蛋白失活后水稻对除草剂苯达松表现敏感。基因编辑
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后的个体中如果有CRISPR/Cas9存在且正常表达就

会对苯达松表现敏感。浙江大学舒庆尧研究团队将靶

标为CYP81A6的RNAi干涉片段与CRISPR/Cas9编

辑元件串联整合,得到96个独立转化事件, 其中29个

事件对苯达松表现敏感(CRISPR/Cas9正常表达)。后

续通过在T1代喷施苯达松, 就可筛选得到不含外源基

因的植株(Lu et al., 2017)。 

华中农业大学赵云德研究团队通过利用自杀基

因与CRISPR载体融合, 开发出高效去除含有Cas9

转化事件的新技术, 通过基因型鉴定发现所有的T1代

植株都不含有Cas9 (He et al., 2018)。这些DNA-free

基因组编辑体系的建立将有助于进一步完善作物基

因组编辑技术, 推进基因组编辑育种产业化进程。 

2017年, 美国农业部(USDA)宣布将不会对采用

基因组编辑工具CRISPR/Cas9进行遗传工程改造的

双孢蘑菇(Agaricus bisporus)实施管控。这种蘑菇是

由宾夕法尼亚州立大学的杨亦农(Yinong Yang)课题

组改造的一种抗褐变白蘑菇(Waltz, 2016), 也是全球

第一例获得商业化许可的基因编辑食品。 

2.5  基因片段的插入与替换 

目前, CRISPR/Cas9系统在植物领域中的应用大部

分都通过NHEJ修复方式形成错配, 从而造成基因靶

向敲除; 而在植物染色体上定点插入或替换一段序列

一直以来都是困扰科学家的一个难题, 必须要借助

HDR修复方式才能解决。Schiml等(2015)首次报道了

通过CRISPR/Cas9系统利用HDR介导的修复机制在

拟南芥ADH1基因位点上实现卡那抗性片段的导入。

Sun等(2016)通过HDR修复方式修饰了水稻内源性

ALS基因, 从而使其具有抗除草剂特性, 并发现当质

粒和自由双链DNA形态同时存在时, 提供HDR供体

能够有效提高植物同源重组修复效率。同年, 高彩霞

团队与李家洋团队合作, 利用Cas9和1对sgRNA从

DNA供体上剪切下一段序列, 之后再插入到水稻基

因组的靶位点上, 从而实现基因的靶向敲入(Li et al., 

2016)。据报道, 以小麦矮缩病毒WDV (wheat dwarf 

virus)作为载体, 通过提高供体DNA的拷贝数, 可以

大幅提升敲入效率, 并在水稻中获得成功, 敲入效率

最高可达19.4% (Wang et al., 2017)。   

朱健康研究团队报道了一种在拟南芥中基于二代

转化策略与CRISPR/Cas9系统的超长基因片段高效

精准敲入以及替换技术(Miki et al., 2018)。它无需任

何标记辅助筛选就可以在拟南芥基因组精准定向地实

现单氨基酸或大片段的插入或替换, 效率高达5%– 

10%, 极大地推动了高等植物基因编辑技术的发展。 

2.6  靶向基因转录调控 

将不同的功能蛋白(转录抑制、转录激活的蛋白元件)

与dCas9 (Dead Cas9, 无DNA切割活性的Cas9)融

合表达, 利用sgRNA的特异性引导功能, 可以实现转

录抑制或转录激活等不同的遗传操作。Baazim 

(2014)采用CRISPR/dCas9系统在烟草的瞬时转化

实验中成功实现了对目标基因表达的激活与干扰。 

在dCas9的C端融合转录激活因子EDLL或TAD (TAL 

effector激活结构域), 通过半定量PCR实验, 结果表

明GUS基因或PDS基因可以被激活; 在dCas9蛋白

的C端融合SRDX转录抑制结构域, 结果表明dCas9-

-SRDX可以靶向性干扰烟草PDS基因的表达。Cheng

等 (2016)构建出一种全新的基因调控系统 , 称为

Casilio系统。该系统包括dCas9蛋白, 附带有多个

Pumilio/FBF结合位点的sgRNA以及与Pumilio/FBF

结构域融合的效应蛋白 , 将CRISPR/Cas9系统和

Pumilio RNA结合蛋白结合在一起, 可实现对基因的

高效调控。美国马里兰大学戚益平实验室与中国电子

科技大学张勇实验室合作开发的CRISPR-Act 2.0比

该实验室报道的第1代dCas9-VP64系统更具转录激

活效应, 已在水稻细胞中成功进行多基因激活, 表明

该系统在植物基因调控中具有很好的应用前景

(Lowder et al., 2018)。  

3  展望 

与前2代基因编辑技术相比, CRISPR/Cas9技术的出

现为广大科研人员提供了一个简单、廉价且高效的遗

传操作平台, 不仅能为基础研究提供强大支持, 还

能将功能基因组学的研究成果加速向产品转化(李红

和谢卡斌, 2017)。尤其在植物研究中, 基因组编辑技

术独有以下优势: 其一不涉及伦理问题; 其二脱靶

效应对植物的影响较小, 即使在T0代有脱靶现象发

生, 在后代分离中也可以把脱靶位点分离出去。 

随着CRISPR/Cas9基因组编辑技术的不断改进

和创新, 人们对CRISPR/Cas9系统运行机理的了解
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进一步加深, 原本一些困扰研究人员的问题已经迎刃

而解。 例如, PAM限制基因组编辑范围和单碱基的精

准编辑。然而, 植物基因组编辑也依然存在着一些亟

待解决的问题。例如, 如何更高效地将基因组编辑材

料运送到目的植物中 , 随后产生定点编辑的植物

(Altpeter et al., 2016)。目前, 虽然有多种可用的遗传

转化方法, 但往往仅局限于特定的基因型、组织和培

养类型, 并不能应用于所有的植物品种。另外, 目前

大多数的基因组编辑依旧聚焦于创制DSB进而破坏

基因功能, 仅有少数报道是运用HDR修复方式对内

源基因进行序列插入和替换, 其主要原因是由于缺乏

对基因组编辑的分子机理研究, 同时还缺少转化多种

基因组编辑材料的有效手段与工具 (冉毅东等 , 

2017)。  

近年来, 一些新的基因组编辑系统不断问世。

2015年 , 麻省理工学院张峰团队报道了一种新的

CRISPR效应蛋白Cas12a (Cpf1) (Zetsche et al., 

2015), 并先后在动物(Kim et al., 2016; Hur et al., 

2016)、微生物(Ungerer and Pakrasi, 2016)以及植物

(Xu et al., 2017; Hu et al., 2017b)的基因组编辑中成

功应用。Cas13a (C2c2)是能够靶向和切割噬菌体基

因组的单链RNA (ssRNA)分子。据Aman等(2018)

报道, Jesser等使用CRISPR/Cas13a干扰植物中的

RNA病毒——芜菁花叶病毒(TuMV), 并取得了成功。

以色列的科学家在细菌体内发现了10种新的免疫防

御系统, 这些新系统将为开发新的基因组编辑工具带

来希望(Doron et al., 2018)。相信在不久的将来, 不

断改进优化的CRISPR/Cas9系统以及更多新型的基

因组编辑技术必将在作物遗传改良和品种选育方面

发挥更大的作用。 
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Recent Progress in Evolutionary Technology of CRISPR/Cas9 
System for Plant Genome Editing 

Yuekai Su, Jingren Qiu, Han Zhang, Zhenqiao Song, Jianhua Wang* 

College of Agronomy, Shandong Agricultural University, Tai’an 271018, China 

Abstract  CRISPR/Cas9 genome editing is used for precisely modifying the genome, enabling nucleotide insertion, 

deletion, or DNA fragment replacement in targeted gene(s). With more understanding of the CRISPR/Cas9 system, this 

technology has been widely applied in research, agriculture, medical treatment and other fields. This article briefly intro-

duces the discovery and working principle of the CRISPR/Cas9 genome-editing technology, and summarizes the re-

search progress in optimizing and improving the technology in recent years, including improving the gene editing effi-

ciency, the range expansion of gene editing, base editing and multigene editing, the safety enhancement of genome edit-

ing, replacing gene fragments and transcriptional regulation of targeted genes, to provide references for thorough re-

search work in this area. 
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