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摘  要 : 基因组定点编辑技术是研究基因功能和生物体改造的重要工具。CRISPR-Cas (Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats and CRISPR-associated proteins) 系统是近年来发展的一种新型基因组编辑

技术，该技术通过一段向导 RNA 和配套的核酸酶就可对特定的基因组序列进行定点编辑，具有简单高效、应

用广泛的特点，受到了生物学家的广泛关注。本文着重介绍 CRISPR-Cas 系统在植物中的研究进展，包括

CRISPR-Cas9 系统在植物中的应用与完善、扩大基因组编辑范围的研究、Cas9 切口酶和失活酶的拓展、特异

性单碱基突变编辑系统的研究、无外源 DNA 污染的植物基因编辑技术的发展以及基因组编辑技术在作物育种

上的应用等方面。同时也提出了还需解决的问题，并展望了基因组编辑系统在作物育种中的应用前景，为开展

这一领域的研究工作提供参考。 
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Abstract:  Targeted genome editing technology is an important tool to study the function of genes and to modify 
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organisms at the genetic level. Recently, CRISPR-Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats and 

CRISPR-associated proteins) system has emerged as an efficient tool for specific genome editing in animals and plants. 

CRISPR-Cas system uses CRISPR-associated endonuclease and a guide RNA to generate double-strand breaks at the target 

DNA site, subsequently leading to genetic modifications. CRISPR-Cas system has received widespread attention for 

manipulating the genomes with simple, easy and high specificity. This review summarizes recent advances of diverse 

applications of the CRISPR-Cas toolkit in plant research and crop breeding, including expanding the range of genome 

editing, precise editing of a target base, and efficient DNA-free genome editing technology. This review also discusses the 

potential challenges and application prospect in the future, and provides a useful reference for researchers who are 

interested in this field. 

Keywords:  CRISPR-Cas system, genome editing, plant genomes, crop genetics and breeding 

随着测序技术的进步和测序成本的降低，

越来越多物种的全基因组已经被测序，如何解

析基因功能并利用这些研究结果改造生物体已

成为下一步的研究目标。基因组编辑技术是实

现以上目标的重要研究手段，它突破了之前特

定突变体生物材料获得困难的限制，并尽可能

小地降低了对受体基因组背景的影响，对生物

领域的发展与应用有着重要意义。 

锌指核酸酶 (Zinc-finger nucleases，ZFNs)

和类转录激活因子效应物核酸酶 (Transcription 

activator-like effector nucleases，TALENs) 最先

被应用于基因组定点编辑[1-3]。这两个核酸酶由

识别特异 DNA序列的蛋白与非特异性的核酸内

切酶融合组成，可以发挥基因组定点切割的功

能。但由于这两项技术 DNA 结合结构域的改造

组装复杂且成本高，不利于广泛推广应用。最近，

科学家们发现了一种新的 CRISPR-Cas (Clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats 

and CRISPR-associated proteins) 基因组编辑技

术，该技术通过一段向导 RNA 和配套的核酸酶

对特定的基因组序列进行定点编辑，具有简单

高效的优点，在短短几年时间内，已被广泛地

用于基础科学研究、人类基因治疗与作物遗传

育种等领域。 

本文结合部分在动物及人类中的研究结

果，主要介绍在植物中最常用的 CRISPR-Cas9

系统的研究和应用，CRISPR-Cas 各种改造和升

级版本在植物基因功能研究上的拓展应用，以

及基因组编辑技术在作物育种上的应用成果，

为开展这一领域的研究工作提供参考。 

1  CRISPR-Cas9 系统的研究历史及在植

物中的应用 

日本科学家最早在细菌中发现一段由长度为

29 bp的重复片段 (Repeats) 和 32–33 bp (Spacers) 

的非重复片段间隔相连的重复序列[4]。后来，科

学家们发现这种重复序列广泛存在于细菌和古

细菌基因组中，并将其命名为规律成簇间隔短

回文重复 (Clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats，CRISPR)。之后的研究表明，

CRISPR 位点表达与入侵病毒基因组序列相匹

配的小分子 RNA，通过互补序列结合病毒基因

组，引导相关核酸酶复合体切割病毒 DNA，阻

止病毒入侵，为原核生物提供了对抗噬菌体等

外源基因的获得性免疫能力[5-6]。 

2012 年，Jinek 等[7]发现Ⅱ型 CRISPR 系统

组成较为简单，只需依赖 1 个 Cas9 核酸酶及 2 个
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RNA (crRNA，tracrRNA) 就可以切割目的双链

DNA，并发现把 tracrRNA 和 crRNA 人工改造

整合为一个 RNA 转录本时，也能引导 Cas9 蛋

白识别靶序列并引起 DNA 序列双链断裂 

(Double-strand breaks，DSBs)，为此后 RNA 介

导的基因编辑奠定了基础。随后，基于Ⅱ型

CRISPR-Cas9 系统，Church 实验室在多种人类细胞

系中[8]，张峰实验室在人类及小鼠细胞中[9]，成功获

得了预期的非同源末端连接  (Non-homologous 

end joining，NHEJ) 或同源重组介导的修复 

(Homology-directed repair，HDR) 方式产生的基

因定点突变。CRISPR-Cas9 基因组定点编辑技

术的开发，使得多个基因的敲除及敲入变得更

为简单高效，很快就形成了研究热潮。 

经过改造的 CRISPR-Cas9 系统也迅速地被

应用到植物基因组编辑研究中。2013 年 8 月 8

日，Nature Biotechnology 同时报道了 3 个不同

实验室在重要农作物及模式植物中的研究进展：

Shan 等[10]通过基因枪的方式传递 CRISPR-Cas9

系统，在水稻和小麦中进行了定点修饰；Li 等[11] 

报道了在拟南芥、烟草等物种中成功应用

CRISPR-Cas9 进行基因修饰；Nekrasov 等[12]利

用 CRISPR-Cas9 系统在模式植物本生烟中实现

了基因组的定点突变。此外，Feng 等[13]报道在

模式植物拟南芥和水稻中利用 CRISPR-Cas9 系

统实现了定点突变；Miao 等[14]通过密码子优化

Cas9 蛋白在水稻中高效获得了叶绿素合成基因

CAO1 和分蘖夹角控制基因 LAZY1 突变的植株。 

随后，多个实验室对 CRISPR-Cas9 系统在

植物中的应用进行了进一步完善。Ma 等[15]采用

Gibson 或 Golden Gate Cloning 方法将多个

gRNA 及 Cas9 序列组装至一个双元载体，构建

了适用于单子叶和双子叶植物的多重基因组编

辑 CRISPR-Cas9 载体系统。Xie 等[16]将 tRNA

和 gRNA 嵌合在一起，利用 tRNA 的切割在植

物体内游离出多个 gRNA，开发了一套从一个多

顺反子基因生成大量 gRNA 的通用策略，在水

稻中完成了多基因的同时编辑。本课题组[17]基于

同尾酶的特性，设计了一套只包含两个质粒的

gRNA 拼接系统，通过传统的酶切连接方式，实

现多个 gRNA 元件的快速组装，该系统理论上

可以实现无限个 gRNA 的组装，具有简单、稳

定的优点；在此基础上，我们构建了一个双元

载体，对 8 个水稻农艺性状相关基因同时进行

了编辑，T0 代就获得了 8 个基因同时敲除的突

变体[18]。 

转化拟南芥通常采用农杆菌介导的沾花

法，胚囊是转基因插入的主要目标，而普遍采

用的 CaMV 35S 启动子在生殖细胞中活性极低，

因此，由于转化方式的不同，用 CaMV 35S 驱

动的 Cas9 在拟南芥基因组的编辑效率明显低于

水稻，并且绝大多数 T1 植株只是体细胞突变，并

不能遗传到 T2 代。Yan 等[19]利用在胚、胚囊、

胚乳以及花粉中有很高表达量的 YAO 启动子，

Wang 等[20]利用卵细胞特异的 EC1.2 启动子，

Mao 等[21]利用配子体时期表达的 SPL 启动子来

驱动 Cas9 在胚时期特异表达，大大提高了拟南芥在

T1 代的基因突变频率，有效解决了 CRISPR/Cas9

在拟南芥的转基因 T1 代株系基因突变频率低、

诱导得到的主要是嵌合体的难题。 

到目前为止，包括拟南芥、烟草、水稻、

玉米、小麦等模式植物及一些作物在内，均已

报道成功获得了较高的突变率及可稳定遗传的

基因组编辑植株[22]。 
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2  改造开发 CRISPR-Cas 系统扩大基因

组编辑范围的研究 

2.1  Cas9 变体 

除了需要 gRNA对目标序列进行 20 bp左右

的特异匹配，CRISPR-Cas9 系统在基因组上的

精准切割还需要识别一段靶 DNA 附近、称作前

间区序列邻近基序 (Protospacer adjacent motif，

PAM) 的特异核苷酸序列。最常用的 Cas9 来自

于产脓链球菌 Streptococcus pyogenes，被称为

SpCas9。SpCas9 能够识别的 PAM 序列主要为

NGG，这限制了 CRISPR-Cas9 系统在基因组上的

可编辑范围。为突破这个限制，Kleinstiver 等[23]

建立了一个工程系统，使得能够快速地演化

SpCas9 识别不同 PAM 序列的能力。通过收集随

机突变的 SpCas9 变体，筛选到了使得 SpCas9

能够识别新 PAM 序列的突变组合。 

根据细菌中的研究结果，本课题组在水稻

中，通过定点突变的方法对 SpCas9 蛋白进行改

造，获得两种 SpCas9 变体 (VQR 和 VRER)[24]。

通过一系列的转基因实验证明，VQR 和 VRER

这两种变体在水稻中分别可以识别 NGA 以及

NGCG 两个 PAM 序列。生物信息学分析表明

Cas9 变体的创制将使得 CRISPR-Cas9 系统在水

稻中可编辑范围拓展到现有的 2 倍以上。此外，

两种变体也可以同时对多基因进行有效的编

辑，表明其与野生型 Cas9 一样具备巨大的应用

潜力，为在水稻中进行更广泛的基因组编辑提

供了新的可选工具。 

2.2  CRISPR-Cpf1 系统 

Zetsche等[25]通过生物信息学手段发现了新

的Ⅴ型 CRISPR 基因编辑系统 CRISPR-Cpf1 

(CRISPR from Prevotella and Francisella 1)。与

CRISPR-Cas9 系统相比，CRISPR-Cpf1 具有以

下优点：1) Cpf1 是一个比 Cas9 更小、更简单的

核酸内切酶，仅通过一段较短的 crRNA 识别目

的 DNA 底物，更易于操作；2) CRISPR-Cpf1 识

别的 PAM 序列是连续的 2 个或 3 个胸腺嘧    

啶  (T)，这将大大扩展基因组编辑范围；3) 

CRISPR-Cpf1 剪切目的 DNA 造成的是粘性末

端，预计有助于目标序列的精确插入和同源重

组替换，能够更有效及精确地整合一段 DNA；

4) Cpf1 不仅切割 DNA，而且也切割 RNA，表

现出双重切割活性，利于多基因敲除的载体  

构建[26-27]。 

在植物中，科学家同样检测了 CRISPR-Cpf1

的基因编辑功能。本课题组[28]对两种 Cpf1，即来

源于毛螺科菌 ND2006 Lachnospiraceae bacterium 

ND2006 的 Cpf1 (LbCpf1) 和氨基酸球菌属

BV3L6 Acidaminococcus sp. BV3L6 的 Cpf1 

(AsCpf1)进行了密码子优化，同时配套以适于

Cpf1 作用的 crRNA 表达系统，构建载体对水稻

基因组中的多个位点进行靶向切割。实验结果

显示 LbCpf1 能够完成对水稻基因组的有效编

辑，但未检测到 AsCpf1 的基因编辑能力。Xu

等[29]和 Tang 等[30]同样报道了 LbCpf1 在水稻中

的基因编辑能力。Endo 等[31]报道在水稻和烟草

用弗朗西斯菌 U112 Francisella novicida U112 

Cpf1 (FnCpf1) 进行了基因敲除。Kim 等[32]将

LbCpf1 或 AsCpf1 和 crRNA 在体外组装完成后

导入大豆和烟草的原生质体中，成功对目标基

因进行了编辑。最近，Wang 等[33]发现 FnCpf1

和 LbCpf1只需一条非常短的 20–21 bp的直接重

复序列 (Direct repeats，DR) 加上 22–24 bp 的
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靶位点识别序列  (Guide) 即可实现单基因敲

除；把多个 DR-guide 单元直接串联，只需要一

个启动子驱动即可简单高效地实现多基因敲除。

该系统在载体构建上比 CRISPR-Cas9 系统更 

加简单易行。短期内大量的研究结果表明，

CRISPR-Cpf1 在植物基因组编辑上具有广阔的

应用前景。 

2.3  其他 CRISPR-Cas9 系统 

除 了 SpCas9 ， 还 有 一 些 不 同 来 源 的

CRISPR-Cas 系统，也具有基因编辑能力。通过

比较基因组，科学家们在 600 个 Cas9 同源序列

中找到了一个较小的 Cas9 蛋白——一种来自金

黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 的 Cas9 核

酸酶  (SaCas9)，它比 SpCas9 小 25%，且和

SpCas9 具有相当的 DNA 靶向精确度[34]。SaCas9

与其配套的 gRNA 识别的 PAM 序列为 NNGRRT。

此外，还有一个来自嗜热乳链球菌 Streptococcus 

thermophilus 的 Cas9 (St1Cas9)，识别的 PAM 序

列为 NNAGAA[35-36]。这些 SpCas9 同源蛋白的

发现，为基因编辑及调控提供了更多选择，同

时也扩大了基因组编辑范围。Steinert 等[37]报道

经密码子优化的 SaCas9 和 St1Cas9 在拟南芥中

具有较高的基因编辑效率。 

3  Cas9 切口酶和失活酶的拓展应用 

Cas9 蛋白有 RuvC 和 HNH 两个核酸切割结

构域，将这两个结构域中的任一关键残基转换

成丙氨酸 (D10A 或 H840A)，就获得只对 DNA

单链进行切割的切口酶 nickase Cas9 (nCas9)；

将这两个催化活性位点都突变，就可得到仍能

与 sgRNA 结合识别特异靶位点但不会对目标序

列 进 行 切 割 的 失 活 Cas9 蛋 白 dead Cas9 

(dCas9)。 

Ran 等[38]在人类细胞中，运用 2 条相近的

gRNA 引导一对 nCas9 分别在 DNA 两条链上形

成缺口，造成 DNA 双链断裂从而产生突变，大

大降低了单个 Cas9 造成的脱靶率。Chen 等[39]

将绿色荧光蛋白 (GFP) 与 dCas9 融合，利用

CRISPR-Cas9 系统的基因定位功能来研究基因

组特定区段的染色体结构。dCas9 通过融合具有

转录调控功能的转录激活因子或转录抑制因

子，可以作为调控基因表达水平的控制元件，

形成研究基因表达调控的有效工具[40]，在植物

中同样有效[41]。此外，还可以融合诸如乙酰化

酶、甲基化酶等功能元件，开发出许多基因调

控及修饰的工具[42-44]。 

4  特异性单碱基突变编辑系统的研究 

核苷酸点突变是作物许多重要农艺性状发

生变异的遗传基础。大多数时候科学家希望通

过引入单碱基突变造成氨基酸的变化达到基因

功能的增强或减弱，而不是单纯地敲除基因功

能。由于目前定向同源修复 (HDR) 的编辑效率

低，特异性单碱基突变编辑系统的研究就十分

必要。 

Komor 等[45]报道，将 nCas9 (nCas9-D10A)

融合大鼠胞嘧啶脱氨酶 (rAPOBEC1) 和尿嘧

啶糖基化酶抑制剂 (UGI)，构成了高效的单碱

基编辑系统 BE3 (APOB EC-XTEN-nCas9 

(D10A)-UGI)。在人细胞系和小鼠细胞系中，利

用该系统将碱基胞嘧啶 (C) 转化为碱基尿嘧啶 

(U)，随后在一轮 DNA 复制中，这种尿嘧啶 (U)

被转化为胸腺嘧啶 (T)，最终实现 PAM 窗口前

–11 bp 至–17 bp 靶序列内 C 至 T 的替换 (图 1)。 
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图 1  特异性单碱基突变编辑示意图 

Fig. 1  The schematic diagram of precise base editing. 

 

此外，Nishida 等[46]报道，通过将 nCas9-D10A

与七鳃鳗 (Sea lamprey) 的胞苷脱氨酶 (Activation- 

induced cytidine deaminase，AID) 融合表达，也

同样实现 PAM 窗口前–19 bp 至–16 bp 靶序列内 C

至 T 的替换。Kim 等[47]通过融合 Cas9 变体或

SaCas9，增加了 CRISPR 基因靶向的范围，而且

将编辑框从 5 个核苷酸缩小到 1–2 个核苷酸，增

加了碱基编辑的精确度。 

借鉴哺乳动物单碱基编辑方法，Li[48]和 Lu[49]

率先报道在水稻中利用 BE3 系统成功实现了单

碱基编辑。同样利用该系统，Ren 等[50]在水稻

中，Chen 等[51]在拟南芥中，Zong 等[52]在三大

重要农作物 (小麦、水稻和玉米) 基因组中都实

现了高效、精确的单碱基定点突变。Shimatani

等[53]则利用 AID 系统在番茄和水稻中实现了单

碱基编辑。单碱基编辑系统的成功建立和应用，

为高效和大规模创制单碱基突变体提供了一个

可靠方案，为作物遗传改良和新品种培育提供

了重要技术支撑。但是该编辑系统不仅受到

PAM 和编辑窗口的限制，还受到只能由 C 替换

为 A 的限制，目前还不能做到基因组上任意位

点的单碱基精准编辑。 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  October 25, 2017  Vol.33  No.10 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1718 

5  无外源 DNA污染的植物基因编辑技术

应用 

常规植物基因组编辑手段多通过农杆菌或

基因枪的方法将CRISPR-Cas9 DNA表达框转入

并整合到植物基因组中，进而发挥功能对目的

基因进行编辑。尽管通过后代分离方可获得无

CRISPR-Cas9 DNA 的植物突变体，但依然存在外

源 DNA 污染的风险。Woo 等[54]尝试将 Cas9 蛋白

和 gRNA 在体外组装成核糖核蛋白复合体 

(RNP)，再通过 PEG 转化法将 RNP 转入水稻、

生菜、烟草等植物原生质体，成功对目的基因

进行了编辑，并且通过原生质体再生，T0 代就

获得了无任何外源 DNA残留的定点编辑成功的

生菜植株，为如何避免转基因成分残留提供了

新思路。 

同 样 ， Liang 等 [55] 利 用 基 因 枪 法 将

CRISPR-Cas9 RNP 转入小麦细胞中，在两个六

倍体小麦品种中分别对两个不同基因 tagw2 和

tagasr7 进行了定点编辑，成功地在小麦中建立

了全程无外源 DNA 的基因组编辑体系。与此同

时，CRISPR-Cas9 的 RNP 可以明显降低脱靶效

应。这种 DNA-free 的基因组编辑方法具有精准、

特异、简单易行、成本低廉的优势，并且成功

避免了外源 DNA片段整合到基因组中的潜在风

险。这一利用 CRISPR-Cas9 RNP 实现小麦基因

组编辑的方法有助于最大程度地减少监管，建

立起精准、生物安全的新一代育种技术体系，

加快作物基因组编辑育种产业化进程。 

6  基因组编辑技术在作物育种上的应用 

植物基因组编辑技术已经为我们创造了一

些之前很难获得的新品种。例如，在异源六倍

体小麦中，存在 3 个白粉病感病基因 TaMLO 拷

贝，通过传统的育种手段，几乎拿不到这 3 个

拷贝同时突变的抗病材料。Wang 等[56]利用基因

组编辑技术，首次在六倍体小麦中对 TaMLO 基

因的 3 个拷贝同时进行了突变，获得了对白粉病

具有广谱抗性的小麦材料，在小麦农业生产上具有

重大意义。Zhou 等[57]在水稻中通过 CRISPR-Cas9

系统敲除温敏型雄性不育 (TGMS) 基因，开发

了 11 个新的雄性不育品系，仅在一年内就可以

应用于两个水稻亚种的杂交育种，不仅显著加

快了不育系的培育过程，而且也有利于杂种优

势的利用。Shi 等[58]在玉米中利用 CRISPR-Cas9

系统改造乙烯反应的负调控因子 ARGOS8 基因

的启动子区域，获得了新的抗旱玉米品种。 

宾夕法尼亚大学的杨亦农实验室利用

CRISPR-Cas9 技术，在白蘑菇中将容易引起褐

变的多酚氧化酶 (PPO) 的编码基因敲除了 1 个，

将该酶活性降低了 30%，从而获得了不易褐变

的白蘑菇。美国杜邦先锋公司通过 CRISPR-Cas9

技术敲除控制直链淀粉合成的 Waxy1 基因获得

了糯玉米新品种。美国农业部于 2016 年 4 月批

文，表示无需对基因编辑技术改造的这两例农

作物进行监管，意味着得到美国政府上市许可

的基因组编辑生物可以直接用于种植和销售，

无需额外的监管程序，为基因编辑技术用于农

产品的商业生产带来了光明前景[59]。 

与此同时，在作物育种上应用基因编辑技

术也需要严格的实验。本课题组对水稻产量数

量性状基因(Quantitative trait locus，QTL) 进行

定点编辑研究时，发现在不同遗传背景的水稻

中进行 QTL 编辑会产生不同的产量变化[60]。该
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研究结果显示，对特定性状进行编辑时，在不

同的遗传背景下可能会得到不一样的结果。 

7  结语与展望 

基因组编辑技术是继转基因技术之后在生

物遗传操作领域的又一革命性技术。短短几年

时间的发展，基于 CRISPR-Cas9 系统的基因编

辑技术已经在植物基础生物学研究及作物育种

上显现出了巨大的应用潜力，解决了许多之前

由于无法获得定点突变材料造成的难题，也已

经创造了一些优良品种。与转基因品种不同，通

过基因组编辑技术得到的品种不引入外源基因，

具有与常规诱变品种无异的优点，因此在作物改

良的生产应用上更为安全。可以预见，基因组编

辑技术在作物育种上具有十分广阔的应用前景。 

与此同时，还存在多个急需克服的难题。

目前基因组编辑技术主要是产生内源基因功能

缺失的突变体，对植物内源基因进行更为精确

的修饰，如基因定点替换以及基因的定点插入

等，仍然具有极大的挑战性。对基因定点替换

及基因的定点插入在植物中也有研究报道：Li

等[61]在水稻中利用非同源末端连接修复方式在

水稻中建立了基于 CRISPR-Cas9 技术的基因替

换以及基因定点插入体系，对 5-烯醇丙酮酰莽

草酸-3-磷酸合成酶基因 (OsEPSPS) 进行了定

点替换，获得了抗草甘膦除草剂的水稻；Sun

等[62]通过提供外源 DNA 供体利用同源重组修

复对乙酰乳酸合酶基因  (OsALS) 进行了定点

替换，获得了抗嘧啶羧酸类除草剂的水稻；Wang

等[63]利用双生病毒在植物体内的复制扩增 DNA

的能力，结合 CRISPR-Cas9 系统，在水稻中将

带有潮霉素抗性的一段序列插入了特定的位

置。然而，在植物中进行插入或替换的工作仍

然受限于获得抗除草剂或其他抗性性状，目前

尚无法做到在基因组内任一位点上高效地替换

或插入任意序列，这限制了基因组编辑技术在

植物基因组学研究和农作物分子设计育种中的

应用。我们相信在不久的将来，随着基因组编

辑技术的不断发展，这些问题会逐步被解决，

将有助于人们更好地了解植物基因的功能并创

造新的优良品种。 
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