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病毒介导的植物基因组编辑技术研究进展 
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摘要  CRISPR/Cas作为一种新兴的靶向基因组编辑技术, 具有操作过程简便、编辑效率高和支持多靶点编辑等优势, 在

植物遗传育种中应用前景广阔。然而对于一些尚未建立遗传转化体系和再生体系的植物, 基因组编辑技术的应用仍然受限。

病毒介导的植物基因组编辑技术可不依赖遗传转化和再生等步骤, 即可快速获得无外源转基因成分的基因组编辑植物, 受

到广泛关注。该文主要介绍了病毒介导的CRISPR/Cas植物基因组编辑技术的工作原理及优势, 系统总结了该技术在植物

基因组编辑领域的应用现状, 并重点讨论了该技术体系存在的问题及挑战, 以期为深入开展这一领域研究提供参考。 
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CRISPR/Cas9系统是继ZFNs和TALENs技术之

后出现的基因组定点编辑新技术, 是由Cas9蛋白和

向导RNA (sgRNA)构成的RNA-蛋白质复合体, Cas9

蛋白含有HNH和RuvC两个内切酶结构域。CRISPR/ 

Cas9系统利用sgRNA识别并结合特定DNA序列, 引

导Cas9蛋白靶向DNA双链进行切割, 造成DNA双链

断裂, 并诱导细胞进行DNA自我修复, 修复模式主要

包括非同源末端链接(non-homologous end joining, 

NHEJ)以及同源重组修复(homology directed repair, 

HDR)两种, 进而实现对目的基因的功能性敲除或敲

入(Jinek et al., 2012)。由于该方法具有方便、快捷、

高效和精确等优点, 更适宜规模化高通量操作, 展现

出广阔的发展潜力和应用前景, 成为基因定向编辑的

最强有力工具之一(Barrangou, 2014; Gao, 2018; 

Bernabé-Orts et al., 2019; 刘耀光等, 2019; 苏钺凯

等, 2019; Li and Xia, 2020; Zhan et al., 2021; 何晓

玲等, 2022)。 

病毒是一种理想的外源DNA/RNA传递及瞬时表

达工具。在医学领域, 利用腺相关病毒(Adeno-asso-

ciated virus, AAV)包装和体内递送CRISPR/Cas成分

是当前基因治疗最有前景的系统之一, 在多种遗传病 

的治疗临床试验中效果良好(Wang et al., 2019; Yip, 

2020)。在植物科学领域, 病毒介导的植物基因组编

辑技术无须组织培养及再生过程即可以获得不含外

源转基因成分的基因组编辑植株, 备受研究者青睐, 

相关技术方法也在不断优化和升级(Liu and Zhang, 

2020)。本文主要介绍了病毒介导的CRISPR/Cas植

物基因组编辑技术的工作原理及优势, 系统总结了该

技术在植物基因组编辑领域的应用现状, 重点讨论了

该体系目前的技术瓶颈并展望了未来的应用前景。 

1  植物中CRISPR/Cas介导的基因组编

辑技术研究现状及主要应用瓶颈 

目前, 基于CRISPR/Cas方法的基因组编辑技术已在

拟南芥(Arabidopsis thaliana)、水稻(Oryza sativa)和

小麦(Triticum aestivum)等多种植物中得到应用, 然

而尚存在两个主要限制条件: (1) 通常植物基因组编

辑依赖农杆菌或基因枪介导等方法将CRISPR/Cas

主要成分导入受体植物细胞, 并通过组织培养和再生

等途径获得稳定整合的转基因植株, 然后进一步鉴定

获得靶基因位点发生遗传修饰的植株。但由于生物形

态转化易导致组织损失, 而农杆菌容易引起组织褐变 
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和坏死, 且使用农杆菌转化单子叶植物困难。据统计, 

自然界中约有370 000种高等植物, 然而目前仅有不

到0.1%的物种可通过转基因手段进行遗传改良, 所

以对于一些尚未建立遗传转化体系和再生体系的植

物, 基因组编辑技术的应用仍然受到限制(Cao et al., 

2022)。(2) 部分植物稳定遗传的转化效率较低, 且易

诱发体细胞突变, 此外还存在外源DNA片段插入植

物基因组的可能性。虽然插入的外源基因可通过自交

或回交手段从后代植株染色体中分离去除, 进而获得

无外源转基因成分的编辑植株, 但过程复杂且操作困

难。加之, 目前部分国家和地区基因组编辑植物受到

严格监管, 虽然相关科研人员已开发出多种快速获得

非转基因编辑植株的方法(Liang et al., 2017; Chen 

et al., 2019; Li et al., 2019; He et al., 2020), 但其操

作过程仍然费时费力, 尤其是对一些倍性复杂、育种

周期长和无性繁殖的植物更是如此。因此, 寻找一种

基因型及物种限制较小, 且无须经过遗传转化和再生

等过程的基因组编辑方法成为当前主要的研究热点

之一(Liu and Zhang, 2020)。 

2  病毒介导的植物基因组编辑技术 

病毒介导的植物基因组编辑技术是指以病毒为载体, 

将CRISPR/Cas9系统等基因组编辑工具导入植物细

胞中进行基因组编辑的技术。其原理是利用病毒对宿

主细胞的高侵染能力, 将基因组编辑的功能元件转

移至宿主细胞, 通过病毒复制和传播使编辑工具在

宿主细胞中表达并实现基因组编辑。该过程分为4步: 

(1) 构建病毒介导的基因组编辑载体, 并选择合适的

基因组编辑工具。例如, CRISPR/Cas9系统, 根据目

标基因序列设计靶序列, 在不影响病毒侵染能力的前

提下将基因组编辑成分整合至病毒基因组序列中。(2) 

获得可实现基因组编辑的病毒。目前主要通过2种方

式获得具有侵染能力的病毒: 一是体外直接合成含有

可实现基因组编辑成分的病毒mRNA; 二是将可表达

基因组编辑成分的质粒DNA转入农杆菌, 利用农杆

菌侵染烟草(Nicotiana tabacum)等植物, 获得具有侵

染能力的病毒。(3) 病毒侵染植物细胞。通过病毒侵

染植物细胞, 将基因组编辑元件导入植物细胞中, 实

现靶标基因的定点编辑。(4) 获得可遗传的基因组编

辑植株。通过组织培养或改造病毒, 添加可移动RNA  

元件, 使病毒能直接侵染茎尖分生组织或花器官, 获

得可遗传的基因组编辑植株(图1)。 

病毒介导的植物基因组编辑技术可在植株个体

水平递送CRISPR/Cas主要成分, 进而高效完成基因

组编辑, 此过程既不依赖遗传转化, 也无须分离特定

的受体细胞或组织, 并且通过该方法获得的基因组编

辑植物不含任何外源转基因成分。因此, 该方法的应

用将有助于加速作物育种进程、降低监管成本并推动

基因编辑作物的产业化进程。 

植物病毒可按其遗传物质的不同分为4类, 即单

链RNA、双链RNA、单链DNA和双链DNA病毒。其中, 

单链RNA病毒又可按基因RNA复制和表达方式的不

同分为正链RNA和负链RNA病毒两种。目前, 用于病

毒介导的植物基因组编辑的主要为正链RNA、负链

RNA及双链DNA病毒, 经改造后被用于递送CRISPR/ 

Cas成分并在多种植物中实现了基因组编辑。 

2.1  正链RNA病毒介导的CRISPR/Cas基因组编

辑技术 

据报道, 约有70%的植物病毒属于正链RNA病毒, 是

目前用于病毒介导的基因组编辑最多的病毒类型(表

1)。其主要包括烟草脆裂病毒(tobacco rattle virus, 

TRV)、烟草花叶病毒(tobacco mosaic virus, TMV)、

豌豆早枯病毒(pea early-browning virus, PEBV)、苹

果潜隐球形病毒(apple latent spherical virus, ALSV)、

甜菜坏死黄脉病毒(beet necrotic yellow vein virus, 

BNYVV)、大麦条纹花叶病毒(barley stripe mosaic 

virus, BSMV)、番茄花叶病毒(tomato mosaic virus, 

ToMV)、马铃薯X病毒(potato virus X, PVX)和狗尾草

花叶病毒(foxtail mosaic virus, FoMV)等。 

烟草脆裂病毒(TRV)是最早用于病毒介导的基因

组编辑的正链RNA病毒。Ali等(2015a, 2015b)利用改

造后的TRV载体将PCNA和PDS基因的sgRNA递送

至稳定表达SpCas9基因的烟草中, 在侵染植株的后

代中检测到可遗传的编辑类型, 效率为1/438。后续研

究利用TRV介导的基因组编辑技术, 在拟南芥中也实

现了基因定点编辑(Ali et al., 2018; Luo et al., 2021; 

Nagalakshmi et al., 2022)。为提高编辑植株的可遗

传效率, Ellison等(2020)将拟南芥FT (FLOWERING 

LOCUS T)基因的mRNA、甲硫氨酸tRNA (tRNAMet)、

甘氨酸tRNA (tRNAGly)及异亮氨酸tRNA (tRNAIle)分 
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图1  病毒介导的植物基因组编辑技术流程图 

(A) 获得可实现基因组编辑的病毒载体; (B) 农杆菌注射法表达植物病毒途径; (C) 无法直接用农杆菌侵染的植物表达病毒途径 
 

Figure 1  Flow chart of virus-mediated genome editing in plants 
(A) Engineering of viral vectors for transient expression of genome editing reagent; (B) Pathway of using Agrobacterium inocu-
lation method to express plant virus for genome editing; (C) Pathway of delivery of virus to plants which cannot be infected by 
Agrobacterium inoculation 
 

别与sgRNA融合, 使烟草后代的可遗传编辑效率达

65%–100%。同样, Nagalakshmi等(2022)研究发现, 

将sgRNA与可移动元件融合后的编辑系统在拟南芥

中可实现多基因同时编辑, 并能获得较高且可稳定遗

传的编辑效率。 

烟草花叶病毒(TMV)是烟草花叶病毒属中首个被

发现的正链RNA病毒(Creager et al., 1999), 具有杆

状外观, TMV基因组由6.3–6.5 kb单链(ss) RNA组成。

有专家利用TMV作为sgRNA的表达载体, 在稳定表

达SpCas9转基因烟草中实现了GFP及NbAGO1基因

敲除。此外, 该研究还证明, RNA病毒载体可通过植

株再生或者有性繁殖方法去除(Cody et al., 2017)。另

外, Chiong等(2021)研究表明, 当基因沉默抑制物(如

TMV 126 kDa复制酶或番茄矮壮病毒P19蛋白)存在

时, 可抑制植物体内的基因沉默进而提高Cas9蛋白

的表达量, 该方法为提高病毒介导的基因组编辑效率

提供了一种可行的方案。 

豌豆早枯病毒 (PEBV)以及苹果潜隐球形病毒

(ALSV)均是由2个正义单链RNA分子组成的植物病

毒, 经改造后分别在拟南芥、烟草以及大豆(Glycine 

max)中实现了较高效率的基因组编辑 (Ali et al., 

2018; Luo et al., 2021)。甜菜坏死黄脉病毒(BNYVV)

基因组由5条正义单链RNA组成, 是甜菜丛根病的病

原物。经改造的BNYVV载体可在烟草和甜菜(Beta 

vulgaris)等植物的同一细胞中高效表达4个重组蛋白

(包括一些长度达880 aa的大分子量蛋白)。因此 , 

BNYVV载体在多个蛋白和较大蛋白表达方面优于其

它载体。利用可表达烟草NbPDS基因的sgRNA重组

BNYVV, 侵染稳定表达SpCas9基因的转基因烟草后

表现出白化表型, 与目前基于病毒的sgRNA其它传

递系统相比, BNYVV载体系统对NbPDS3的编辑效率

最高(达85%) (Jiang et al., 2019)。 

© 植物学报  Chinese Bulletin of Botany



 胡丹玲等: 病毒介导的植物基因组编辑技术研究进展  455 

 

表1  病毒介导的植物CRISPR/Cas基因组编辑技术 

Table 1  Virus-mediated CRISPR/Cas genome editing technology in plants 

病毒类型   病毒名称 受体植物 递送成分 
非组织培养稳

定遗传效率 
参考文献 

正链RNA
病毒 

烟草脆裂病毒 本氏烟草(Nicotiana benthamiana) 

(Cas9过表达) 

sgRNAs 0.2% Ali et al., 2015a 

烟草脆裂病毒和豌豆

早枯病毒 
本氏烟草和拟南芥(Arabidopsis tha-
liana) (Cas9过表达) 

sgRNAs N.A Ali et al., 2015b, 
2018 

烟草脆裂病毒 本氏烟草(Cas9过表达) sgRNAs和可移动
sgRNAs 

65%–100% Ellison et al., 2020

烟草脆裂病毒 拟南芥(过表达SunTag系统) sgRNAs和可移动 
sgRNAs 

5%–8% Ghoshal et al., 
2020 

烟草脆裂病毒 拟南芥(Cas9过表达) sgRNAs和可移动
sgRNAs 

39%–60% Nagalakshmi et al., 
2022 

烟草脆裂病毒 烟草(N. tabacum) (Cas9过表达) sgRNAs N.A Oh et al., 2022 

烟草脆裂病毒和豌豆

早枯病毒 
烟草(Cas9过表达) sgRNAs N.A Kim et al., 2023 

烟草花叶病毒 本氏烟草(Cas9过表达) Cas9和sgRNAs N.A Cody et al., 2017 

烟草花叶病毒 本氏烟草 Cas9和sgRNAs N.A Chiong et al., 2021

番茄花叶病毒 本氏烟草(分开的SaCas9s部分过表达) 部分Split-SaCas9s
和sgRNAs 

N.A Kaya et al., 2017 

苹果潜隐球形病毒 本氏烟草和大豆(Glycine max) (Cas9,
Csy4过表达) 

sgRNAs N.A Luo et al., 2021 

甜菜坏死黄脉病毒 本氏烟草(Cas9过表达) sgRNAs N.A Jiang et al., 2019 

大麦条纹花叶病毒 本氏烟草、小麦(Triticum aestivum)和
玉米(Zea mays) (Cas9过表达) 

sgRNAs N.A  Hu et al., 2019 

大麦条纹花叶病毒 小麦(Cas9过表达) sgRNAs和可移动
sgRNAs 

0–17% Wang et al., 2022 

大麦条纹花叶病毒 本氏烟草和小麦(Cas9过表达) sgRNAs和可移动
sgRNAs 

12.9%–100% Li et al., 2021 

大麦条纹花叶病毒 本氏烟草和小麦(Cas9过表达) sgRNAs和可移动
sgRNAs 

0.5%–0.8% Chen et al., 2022 

大麦条纹花叶病毒 本氏烟草和大麦(Hordeum vulgare) 
(Cas9过表达) 

sgRNAs 100% Tamilselvan-Nattar-
Amutha et al., 2023

马铃薯X病毒 本氏烟草 Cas9和sgRNAs N.A Ariga et al., 2020 

马铃薯X病毒 本氏烟草(Cas9过表达) sgRNAs和可移动
sgRNAs 

22% Uranga et al., 2021

狗尾草花叶病毒 本氏烟草 Cas9和sgRNAs N.A Zhang et al., 2020

狗尾草花叶病毒 本氏烟草、玉米和狗尾草(Setaria viri-
dis) (Cas9过表达) 

sgRNAs N.A Mei et al., 2019 

负链RNA 
病毒 

苦苣菜黄网弹状病毒 本氏烟草 Cas9和sgRNAs N.A Ma et al., 2020 

大麦黄条纹花叶病毒 本氏烟草 Cas9和sgRNAs N.A Gao et al., 2019 

番茄斑萎病毒 本氏烟草、番茄(Solanum lycopersi-
cum)、辣椒(Capsicum annuum)、灯笼

果(Physalis peruviana)和花生(Arachis 
hypogaea) 

Cas9和sgRNAs, 
Cas12a和crRNA 

N.A Liu et al., 2023 

DNA 
病毒 

甘蓝曲叶病毒 本氏烟草(Cas9过表达) sgRNAs N.A Yin et al., 2015 

棉皱叶病毒 拟南芥(Cas9过表达) sgRNAs和可移动
sgRNAs 

4.35%–8.79% Lei et al., 2021 

棉皱叶病毒 棉花(Gossypium spp.) (Cas9过表达) sgRNAs和可移动
sgRNAs 

N.A Lei et al., 2022 

N.A: 无或未检测到非组织培养方法获得的可遗传编辑后代。本表不含通过农杆菌及基因枪方式导入双生病毒载体。 

N.A: None or no heritable edited progeny were obtained by non-tissue culture methods. This table does not include geminivirus 

vector delivered by Agrobacterium or bombardment.  
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大麦条纹花叶病毒(BSMV)是正义单链RNA病

毒, 由RNAα、RNAβ和RNAγ三部分组成。有研究表

明, 改造后的BSMV在小麦、大麦(Hordeum vulgare)

以及短柄草(Brachypodium sylvaticum)等单子叶植

物中可以有效诱导基因沉默(Purkayastha and Das-

gupta, 2009; Senthil-Kumar and Mysore, 2011; 

Yuan et al., 2011)和基因超表达(Tai et al., 2007; 

Chapman et al., 2008; Lee et al., 2012)。由于BSMV

可侵染主要粮食作物小麦, 所以其介导的基因组编辑

技术备受关注并取得较大进展(Hu et al., 2019; Li et 

al., 2021; Chen et al., 2022; Wang et al., 2022; 

Tamilselvan-Nattar-Amutha et al., 2023) 。 Li 等

(2021)利用改造的BSMV系统将sgRNA递送至稳定

表达SpCas9的转基因小麦中, 实现了高效且可遗传

的基因组编辑, 获得不携带病毒的突变体植株。 

Avesani等(2007)研究表明, 病毒表达外源基因

的大小与植物病毒载体的稳定性呈负相关。目前已有

报道的病毒介导的植物基因组编辑多数为利用病毒

表达靶标基因的sgRNA, 无法表达较大的Cas9等核

酸酶。有专家将番茄花叶病毒(ToMV)、马铃薯X病毒

(PVX)及狗尾草花叶病毒(FoMV)分别用于部分或者

完整Cas9核酸酶表达, 并实现了基因组编辑(Kaya 

et al., 2017; Mei et al., 2019; Ariga et al., 2020; 

Zhang et al., 2020; Uranga et al., 2021)。ToMV是烟

草花叶病毒属成员, 与模式病毒烟草花叶病毒亲缘关

系较近。由于ToMV病毒无法表达完整的SaCas9蛋

白, 研究人员将SaCas9拆分成两部分, 然后分别利

用农杆菌和ToMV载体表达拆分的SaCas9片段, 结

果表明该方法可诱导植物细胞发生定向突变, 并且可

减少脱靶效应 , 证实了使用植物病毒载体表达

Split-SaCas9的可行性。另外, 该方法具有在时间和

空间上调控CRISPR/Cas9介导的植物细胞基因组编

辑活性的潜力(Kaya et al., 2017)。马铃薯X病毒

(PVX)是由1条正链RNA组成的线性病毒 , 长约6.4 

kb, 病毒粒子呈弯曲的长杆状, PVX的丝状柔性结构

使基因插入的大小在PVX载体中不受限制。利用PVX

载体表达Cas9和sgRNA的高效定向突变烟草, 在无

抗生素筛选情况下, 超过60%的再生芽带有靶向突

变, 而18%的再生芽含有T-DNA (Ariga et al., 2020)。

FoMV与马铃薯X病毒的基因组结构和组成十分相似, 

为单组分正义单链RNA病毒, 寄主范围广泛, 可感染

包括水稻、小麦和玉米(Zea mays)等在内的56种单子

叶植物以及至少35种双子叶植物。Zhang等(2020)研

究表明, FoMV病毒载体可同时表达Cas9、sgRNA和

RNAi抑制因子, 有效地在烟草中实现了基因组编辑。 

2.2  负链RNA病毒介导的CRISPR/Cas基因组编

辑技术 

相对于DNA和正链RNA病毒, 植物负链RNA病毒表

达外源基因的能力更强 (Jackson et al., 2005; 

Ganesan et al., 2013; Wang et al., 2015; Ma et al., 

2020)。目前, 用于病毒介导的CRISPR/Cas9基因组编

辑的负链RNA病毒包括苦苣菜黄网弹状病毒(Sonchus 

yellow net rhabdovirus, SYNV)、大麦黄条纹花叶病

毒(barley yellow striate mosaic virus, BYSMV)和番

茄斑萎病毒(tomato spotted wilt virus, TSWV)。Ma

等(2020)将CRISPR/Cas9表达框插入弹状病毒载体

SYNV中, 并在sgRNA序列两侧连接tRNAGly前体序

列, 以便利用细胞内源tRNA加工机制对病毒转录的

sgRNA末端进行精确剪切。重组病毒接种本氏烟草

(N. benthamiana)可以有效形成系统侵染并且表达

Cas9和sgRNA, 对转基因GFP靶点产生高达90%以

上的靶向编辑。另外, 该重组病毒载体可通过汁液摩

擦传代, 并且维持CRISPR/Cas9稳定表达和高效编

辑。进一步研究发现, 病毒载体递送的CRISPR/Cas9

对多个内源基因靶点全部表现出较高的编辑频率

(40%–91%)。Liu等 (2023)通过改造番茄斑萎病毒

(TSWV), 在M基因组中插入Cas12a和Cas9等较大

核酸酶基因或含有相应的单碱基编辑元件(ABE或

CBE), 在S基因组中插入sgRNA序列代替非必需病

毒基因, 克服了病毒编码限制, 使TSWV能通过植物

系统传递整个CRISPR/Cas组件 , 并实现基因组编

辑。然而, 目前负链RNA病毒在单子叶植物中的应用

还有技术限制。例如, 多数单子叶植物感染负链RNA

弹状病毒只能通过相应的昆虫介导, 不能利用机械摩

擦等方式接种(Gao et al., 2019)。 

2.3  DNA病毒介导的CRISPR/Cas基因组编辑技术 

植物DNA病毒中双链DNA病毒比较少见, 主要为花

椰菜花叶病毒科病毒。目前开发应用的双链DNA病毒

有甘蓝曲叶病毒(cabbage leaf curl virus, CaLCuV)。

CaLCuV载体表达miRNA诱发的靶基因沉默具有更
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高的沉默效率。稳定表达SpCas9基因的转基因烟草,

在侵染可表达NbPDS3和NbIspH基因sgRNA的重组

CaLCuV后, 新叶表现出白化表型(Yin et al., 2015)。 

单链DNA病毒以双生病毒科病毒的研究最为广

泛。双生病毒是一类在世界范围内广泛流行的植物单

链DNA病毒, 对全球作物造成毁灭性危害。目前, 用

于基因组编辑的双生DNA病毒载体包括棉皱叶病毒

(cotton leaf crumple virus, CLCrV)、菜豆黄矮病毒

(bean yellow dwarf viurs, BeYDV)和小麦矮缩病毒

(wheat dwarf virus, WDV)。CLCrV是一种双组分

DNA病毒, 含有CLCrV-A和CLCrV-B两个基因组。Lei

等(2021)利用CLCrV介导的VIGE系统有效实现了拟

南芥内源基因的靶向编辑 , 将sgRNAs的5′端与FT 

mRNA融合方法获得了可遗传突变, 效率为4.35%– 

8.79%; 并且通过FT-sgRNAs进行基因编辑的后代

不包含CLCrV基因组的任何成分。利用CLCrV递送

sgRNA的策略可以有效编辑棉花(Gossypium hirsu-

tum)基因, 并可同时递送多个sgRNA, 实现多基因编

辑, 但是很难检测到可遗传的突变体后代(Lei et al., 

2022)。 

基于双生病毒的复制子能实现高效的基因组工

程。与DNA病毒复制子相比, RNA病毒载体的优势在

于完全避免了与植物基因组的整合, 并能产生无外源

DNA的植物, 从而规避了额外的安全问题。 

3  结语与展望   

传统的植物基因组编辑在一定程度上依赖高效的转

化系统, 目前常用的转化系统包括农杆菌介导法和基

因枪轰击法等。然而, 这两种方法有宿主范围限制, 

仅适用于部分植物物种和组织, 故仅在一些物种中建

立, 组织培养再生困难的植物仍然无法应用(Lin et 

al., 2018; Cao et al., 2022)。理论上讲, 病毒介导的

CRISPR/Cas基因组编辑技术可突破物种限制, 但受

限于病毒表达蛋白的能力, 多数情况下外源基因插入

的长度与植物病毒载体的稳定性呈负相关(Avesani 

et al., 2007)。目前所报道的研究中虽然有烟草花叶病

毒、马铃薯X病毒、狗尾草花叶病毒、苦苣菜黄网弹

状病毒、大麦黄条纹花叶病毒和番茄斑萎病毒可用于

表达完整的Cas9, 但由于载体的改造或较大核酸蛋

白的插入导致病毒的稳定性及传播能力改变, 使病毒

侵染后无法引起植物系统性感染。在接种病毒的植株

新叶或茎尖分生组织等中检测不到病毒的存在和基

因组编辑, 只能通过对感染病毒的叶片进行组织培养

和再生等过程获得基因组编辑植株。针对受病毒表达

外源蛋白能力限制这一科学问题, 专家们进行了不断

尝试。例如, 将Cas9蛋白分裂成2个或多个非活性蛋

白片段, 并利用病毒在植物细胞内进行表达, 这些片

段可在体内重新组装成具有核酸酶活性的蛋白。Kaya

等(2017)将SaCas9截断成两部分, 结果表明2种类型

的截断SaCas9 (_430N/431C和_739N/740C)均表现

出基因组编辑活性 , 并且split-SaCas9_739N/740C

的活性与全长SaCas9的活性几乎相同。利用烟草花

叶病毒和农杆菌分别表达Split-SaCas9两部分, 在烟

草中实现了基因组编辑, 证实了在植物中采用该方法

的可行性。 

另一种有效的方法是, 将具有基因组编辑能力且

分子量较小的核酸酶(大小仅为400–800 aa)应用于

病毒介导的基因组编辑技术, 如CasΦ (Pausch et 

al., 2020)、AsCas12f1 (Wu et al., 2021)、Un1Cas-

12f1 (Kim et al., 2022)、SpCas12f1 (Bigelyte et al., 

2021)和Cas λ (Al-Shayeb et al., 2022)。之前的报道

均证明, CasΦ、SpCas12f1和Casλ可在植物中实现

基因组编辑, 编辑效率分别为0.85%、14%–59%和

18%。最新的两项研究显示, 利用CRISPR/CasΦ在

水稻和拟南芥中实现了基因组编辑(Cai et al., 2022; 

Liu et al., 2022; Li et al., 2023)。可见, 这些新型核酸

酶在病毒介导的植物基因组编辑领域的应用具有一

定的可行性(Ariga et al., 2020; Pausch et al., 2020)。 

对于植物基因组编辑而言, 为获得稳定的遗传性

状, 首先须保证编辑植株的突变位点可稳定遗传到下

一代。然而, 目前报道的植物病毒介导的基因组编辑

技术中, 获得可遗传的基因组编辑方法还主要通过感

病植株的组织或器官的组织培养及再生过程, 故仍受

到物种及基因型限制, 对尚未建立组织培养及再生体

系的植株无法应用。病毒介导的植物基因组编辑后代

遗传效率较低的主要原因是多数病毒无法进入茎尖

分生组织或花器官等。现有报道中, 仅大麦条纹花叶

病毒(BSMV)被证明可高效侵染植物的种子和发育器

官, 并可将突变稳定遗传到下一代。针对该问题, 专

家们提出了不同的解决方案。例如, Ellison等(2020)

在稳定表达SpCas9的转基因烟草中, 通过病毒感染
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方法表达sgRNA, 与建立组织培养和再生体系不同

的是, 该sgRNA的3′末端融合了FT (Flowering Locus 

T)编码序列, 融合后的sgRNA能被FT RNA引导至茎

顶端分生组织并对茎尖分生组织细胞进行编辑, 通过

该方法获得的后代植株编辑效率达65%–100%, 同

时感染表达3种sgRNA的病毒子代中, 3个靶向位点同

时突变的频率高达30%。Lei等(2021)将sgRNAs与FT

部分序列融合后重组到棉花皱缩病毒, 发现稳定表达

SpCas9蛋白的拟南芥在感染重组的病毒后, 可实现

基因组编辑并且获得可遗传的后代, 效率为4.35%– 

8.79%。因此, 利用RNA病毒和可移动RNA基因组编

辑系统能获得稳定遗传的编辑材料, 且无须经过组织

培养和再生等过程, 极大加速了育种进程(Ellison et 

al., 2020)。 

有研究表明, 部分植物病毒可通过种子等传播至

下一代, 对植物产量等造成影响。因此, 病毒介导的

植物基因组编辑技术另一个需要解决的问题是基因

组编辑后代植株的脱毒处理。 有文献报道, 通过自交

或杂交方法即可从基因组编辑后代中筛选获得无毒

的基因组编辑株系 (Li et al., 2021; Tamilselvan- 

Nattar-Amutha et al., 2023)。例如, Li等(2021)通过

自交或者与野生型植株杂交方法, 从BSMV介导的基

因组编辑后代中筛选到53.8%–100%不带毒株系。

Tamilselvan-Nattar-Amutha等 (2023)报道的BSMV

介导的大麦基因组编辑研究中, 通过自交方法获得的

38个植株内有14株不带病毒。另外, 通过组织培养方

法获得的可遗传的编辑植株, 可通过在培养基中添加

化学药物进行脱毒处理。例如, Liu等(2023)研究发现, 

核苷酸类似物利巴韦林可以使再生植株100%脱除病

毒。此外, 植物种子常用的(物理、化学和生物等)脱

毒方法在病毒介导的植物基因组编辑技术中应用的

可行性也值得探索。 

基于CRISPR/Cas的基因组编辑技术在植物科学

领域产生了深远的影响。目前, 许多植物病毒已应用

于CRISPR/Cas成分的递送且实现了基因定点编辑。

尽管还存在一些技术瓶颈, 但我们相信所有瓶颈终将

会被突破, 病毒介导的基因组编辑技术有望应用于创

制优良的作物新品种, 为全球粮食安全做出贡献。 
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Advances in Virus-mediated Genome Editing Technology in Plants 

Danling Hu, Yongwei Sun* 

School of Life Sciences, Inner Mongolia University, Hohhot 010000, China 

Abstract  As a new technology for targeted genome editing, clustered regularly interspaced short palindromic repeat 

(CRISPR) and CRISPR-associated protein (Cas) have the advantages of easy operation, high editing efficiency, and 

support for multi-target editing, thus showing wide application prospects in plant genetic breeding. However, the process 

in plants relies mainly on Agrobacterium- or particle bombardment-mediated genetic transformation, which is time-con-

suming as well as species- and varieties-dependent. Virus-mediated plant genome editing has attracted extensive atten- 

tion because of its no requirement of genetic transformation and plant regeneration. In this review, we introduce the 

working principle and advantages of virus-mediated CRISPR/Cas plant genome editing technology, systematically sum- 

marize the current application status of this technology in the field of plant genome editing, and focus on discussing the 

problems and challenges of this technology system, aiming to provide reference for further research and development in 

this field. 
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