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摘  要 : 基因编辑是对生物基因组进行靶向修饰的一项新型生物技术，可以在不同物种中实现对目标基因的

定点敲除、基因片段置换以及基因定点插入等基因定向编辑，目前基因编辑技术已在植物基因功能解析和作物

遗传改良研究中得到广泛应用。本文简要回顾基因编辑技术的发展历程，重点介绍新近发展的 CRISPR/Cas9

技术在植物中的研究进展，并对 CRISPR/Cas 基因编辑技术在苜蓿等饲草作物中的应用进行探讨和展望。 
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Genome editing technology and its application in forage legumes 
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Abstract:  Genome editing is a novel targeted genome modification biotechnology, which could successfully mutate specific 

loci as well as generate gene replacement and insertion in various organisms. So far, genome editing technology has been widely 

applied in investigating gene function and developing valuable traits in both model plants and major crops. In this review, we 

briefly survey the historical development of genome editing technology, summarize recent progress using the CRISPR/Cas9 

system for plant genome editing and explore the potential of the CRISPR/Cas technology in improving forage legumes. 
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近年来，基因编辑技术的快速发展为生物学

研究开辟了新的研究领域。基因编辑技术是基于

序列特异核酸酶在基因组水平上对靶标基因进行

定向、准确修饰的一种新兴的基因工程方法[1-3]。

序列特异性核酸酶通过识别和锚定基因组上的

靶标位点序列，对目标 DNA 进行切割产生双链

断裂 (Double strand breaks，DSBs)，引起生物体

内发生同源重组 (Homologous recombination，

HR) 或非同源末端连接 (Non homologous end 

joining，NHEJ) 进行修复，造成基因组特定位

点出现碱基缺失或插入进而实现对基因组的定

向修饰[4-5]。目前，已成功发展的基因编辑技术

主要包括锌指核酸酶  (Zinc finger nucleases，

ZFNs) 技术[6-7]、类转录激活子效应蛋白核酸酶 

(Transcription activator-like effector nucleases，

TALENs) 技术 [8-9]、巨核酶  (Meganucleases，

MGNs) 技术[10]以及新近发展的 CRISPR/Cas系

统  (The clustered regularly interspersed short 

palindromic repeats/CRISPR-associated)[11-14]。其

中 CRISPR/Cas 基因编辑技术由于具有操作简

单、编辑高效、成本低廉等优点，目前已广泛

应用于拟南芥、烟草、西红柿、马铃薯、水稻、

小麦、玉米等植物和主要农作物的基因功能研

究和重要农艺性状遗传改良[15-23]。 

优化调整种植业结构，支持饲料作物种植，

促进粮食作物、经济作物、饲料作物三元种植

结构协调发展是我国新形势下应对居民膳食结

构改变、缓解粮食供求矛盾的重要举措。享有

“牧草之王”美誉的紫花苜蓿 Medicago sativa 是

世界上应用最广、经济价值最高和栽培面积最

大的一种优质豆科饲料作物。苜蓿的产量和品

质改良是我国当前饲料业、畜牧业和奶业发展

的重大迫切需求。与水稻、小麦、玉米、大豆

等主要粮食作物和经济作物相比，目前苜蓿等

饲草作物功能基因组学研究尚处于起步阶段，

相应的基因功能研究和分子遗传改良的研究工

具和技术手段有限，极大地限制了饲草作物分

子育种技术的应用与发展。本文简要回顾 ZFN、

TALEN、MGN以及 CRISPR/Cas9等基因编辑技术

的发展历程，重点介绍新近发展的 CRISPR/Cas9

技术在植物中的研究进展，并对该基因编辑技

术在苜蓿等饲草作物中的应用进行探讨和展

望，希望为苜蓿等豆科饲草作物的功能基因组

学研究及遗传改良提供新的研究思路。 

1  基因编辑技术的发展历程 

1.1  ZFN 基因编辑技术 

ZFN 是一种人工改造的核酸酶，由负责特异

性识别靶标序列的锌指蛋白 DNA 结合域 (Zinc 

finger DNA-binding domain) 和TypeⅡS类限制酶

FokⅠ[24] C端的非特异性DNA切割结构域两部分

组合而成[25]。通过定向改造 ZFN锌指 DNA结合

域的序列识别特异性，可以实现 ZFN特异性地结

合生物基因组中的靶标基因序列，并利用 FokⅠ

的 DNA切割结构域进行剪切，达到基因编辑的目

的[6,26]。1996 年，Kim 等首先报道了将锌指蛋白

连接到 FokⅠ的DNA切割结构域可以产生 1个新

型的有活性的位点识别特异性核酸酶，并且该人

工改造的新型锌指核酸酶可以特异性地切割

DNA序列[25]，标志着 ZFN基因编辑技术的出现。 

目前最常用的 ZF (Zinc finger) 结构为

Cys2-His2锌指，大约由 30个氨基酸包裹 1个锌

原子构成，每个锌指蛋白结构域能够特异性地识别

和结合 3个核酸碱基[27]。研究表明，通过增加锌
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指蛋白的数量可以扩大 ZFN识别靶标 DNA序列

的长度，进而提高其序列识别特异性[28]。FokⅠ是

一种 Type SⅡ 限制核酸酶，由于 FokⅠ仅在二聚

体状态下才具备核酸酶活性，因此通常针对 1个

靶位点需要设计一对 ZFNs，并且二者结合序列

的间隔区域保持在 6−8 bp 以确保 FokⅠ二聚体

的形成[29]。ZFN利用锌指结构域特异性地结合目

标 DNA 序列，并通过 FokⅠ的 DNA 切割结构

域对靶位点进行切割，导致目标DNA双链断裂，

进而利用细胞内的同源重组或非同源末端连接

等修复机制实现目标基因的靶向敲除[6,30-31]。目

前 ZFN 技术已成功应用于拟南芥、烟草、玉米

和大豆等植物基因编辑[2,32]。 

1.2  TALEN 基因编辑技术 

TALEN 技术是第二代人工改造核酸酶技

术，TALEN 的构成与 ZFN 相似，由 TAL效应

因子  (Transcription activator-like effector) 的

DNA结合域与核酸酶 FokⅠ的DNA切割结构域

两部分组成 [33]。TAL 效应因子是黄单胞属 

Xanthomonas 植物病原菌分泌的一种细菌侵染

植物的效应蛋白，第一个 TAL效应因子 AvrBs3

于 1989年在野油菜辣椒斑点病菌中被发现[34]。

TAL效应因子含有串联重复的核心结构域、核定

位信号 (Nuclear localization signal，NLS) 和转

录激活区 (Acidic activation domain，AD)[35-37]，

其中串联重复的核心结构域具有特异性识别和结

合 DNA的功能，每个串联重复单元通常由 34个

氨基酸组成，且不同单元的氨基酸序列高度保

守，仅在 12 位和 13 位氨基酸上存在差异，被

称为重复可变双氨基酸残基  (Repeat variable 

di-residue，RVD)[38]。RVD 决定了重复单元的

DNA识别特异性：Asn/Ile (NI) 识别 A，Asn/Gly 

(NG) 识别 T，His/Asp (HD) 识别 C，Asn/Asn 

(NN) 识别 G和 A，Asn/Lys (NK) 识别 G[37-40]。

TAL 串联重复结构域中的 RVD 与靶标 DNA序

列之间的对应关系，使得 TAL效应子的串联重复

单元可以替换 ZFN的 DNA识别元件，从而发展

了新型的基因定点编辑工具 TALEN[41-44]。 

与 ZFN技术相比，TALEN基因编辑技术具

有更高的 DNA识别特异性，同时 TALEN的靶

标位点设计灵活方便，模块组装具有极大的便

捷性。目前科研人员利用 TALEN技术已成功实

现对烟草、水稻等多种植物的基因编辑[2,32]，并

创制出对白粉病具有广谱抗性的小麦材料[45]。 

1.3  MGN 基因编辑技术 

MGN 基因编辑技术也是一种基因工程改造

的核酸酶技术，MGN是一种能够识别大于 12个

碱基长度特异核酸序列的归巢核酸内切酶，包

含保守的 DNA结合结构域和酶切活性结构域，

广泛存在于生物体体内 [46]。通过对 MGN 的

DNA 结合结构域进行改造，可以实现特异性目

标 DNA序列的识别并进行基因编辑[10]。 

与 ZFN 或 TALEN 不同，归巢核酸内切酶

识别的目标 DNA 序列较长且具有很强的特异

性，因此 MGN 改造起来难度较大，任何 DNA

结合结构域的改变都有可能影响目标DNA序列

的识别和切割。由于 MGN的基因工程改造成本

较高，MGN技术的研发和应用主要集中在生物

公司。目前已有研究报道 MGN技术可应用于玉

米等作物的基因组修饰[47]。 

1.4  CRISPR/Cas 基因编辑技术 

CRISPR/Cas是细菌和古细菌在长期进化过

程中应对外来病毒和DNA入侵而形成的一种免

疫应答反应系统[48-54]。1987年大阪大学 (Osaka 
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University) 的研究人员报道了细菌基因组中存在

成簇的规律间隔的短回文重复序列 (CRISPR)[52]，

随后发现在 CRISPR 附近区域还存在高度保守

的 CRISPR相关蛋白 Cas[53]，并证明 Cas蛋白具

有核酸酶活性，可以对 DNA序列进行特异性切

割[54]。CRISPR/Cas系统通过将入侵的噬菌体和

质粒 DNA的片段整合到 CRISPR序列中，并利

用 CRISPR RNA (crRNA) 来指导同源序列的降

解。根据功能元件的不同，可以将 CRISPR/Cas

系统分为 TypeⅠ、TypeⅡ、Type Ⅲ三种类型，

其中 TypeⅡ类型 CRISPR/Cas9系统最为简单，

由 pre-crRNA、tracrRNA和 Cas9蛋白构成[12]，

该系统的作用原理是 tracrRNA与 pre-crRNA结

合，随后在 Cas9存在的条件下，RNase Ⅲ完成

对 pre-crRNA/tracrRNA 的切割，进而形成成熟

的 crRNA-tracrRNA-Cas9复合体对靶位点 DNA

序列进行剪切，产生 DNA双链断裂[13-14]。 

2012年 Jinek等将 tracrRNA和 crRNA表达

为一条嵌合的向导 RNA (Single guide RNA，

sgRNA)，并在体外证明 sgRNA可以发挥 tracrRNA

和 crRNA的功能[55]。改造后的 CRISPR/Cas9系统

主要由 sgRNA和 Cas9蛋白构成，Cas9在 sgRNA

的指引下对基因组的 PAM 基序  (Protospacer 

adjacent motifs) 上游进行定点切割[12]。通常 PAM

位点由 3 个保守的核苷酸 NGG (N 可以为任何

氨基酸)[13]组成。由于 CRISPR的 sgRNA识别序

列一般仅需 20 个核苷酸左右，且 Cas9蛋白不需

要形成蛋白二聚体起作用，因此 CRISPR/Cas9系

统与 ZFN、TALEN和MGN等技术相比具有构建

简单、编辑高效等优点，目前已广泛应用于动植

物等基因组编辑研究[12,14,56]。图 1 所示为 ZFN、

TALEN、MGN以及 CRISPR/Cas9技术的原理示

意图。此外，由于 Cas9 能够共定位 RNA、DNA

和蛋白，从而拥有巨大的改造和应用潜力[14]。 

 

 
 

图 1  ZFN、TALEN、MGN 以及 CRISPR/Cas9 基因编辑技术原理示意图 

Fig. 1  Schematic presentation of ZFN, TALEN, MGN and CRISPR/Cas9 methods for genome editing. 
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2  CRISPR/Cas9 技术在植物中的研究进展 

2.1  基因定点敲除 

CRISPR/Cas基因编辑技术一经面世就受到

植物科学家的广泛关注。 2013 年 Nature 

Biotechnology 杂志同时报道利用 CRISPR/Cas9

技术可以在双子叶植物拟南芥、烟草和单子叶作

物水稻、小麦中成功实现基因编辑。Li 等和

Nekrasov 等研究人员分别利用植物密码子优化的

CRISPR/Cas9 系统成功实现对拟南芥和烟草中的

PDS基因进行定点敲除，同时发现烟草的编辑效

率明显高于拟南芥[57-58]，表明 CRISPR/Cas9 系

统对于不同植物的编辑效率存在差异。Shan 等

科研人员利用 CRISPR/Cas9 系统分别定点突变

了水稻和小麦两个作物中的 OsPDS 和 TaMLO

等 5 个基因，并且在 T0代获得了水稻纯合 pds

突变体，呈现预期的白化和矮小表型，该研究证

实 CRISPR/Cas9系统能够应用于水稻等单子叶作

物的基因组编辑[59]。此后，CRISPR/Cas9 系统被

陆续报道成功应用于拟南芥、烟草、水稻、小麦、

玉米、高粱、番茄等多种植物和农作物中[15-23]。

表 1所示为本文中介绍的 CRISPR/Cas9技术在一

些主要植物和作物中的应用情况。 

2.2  基因定点插入和替换 

利用基因编辑技术实现基因组水平的基因

定点插入和精确替换对于植物遗传改良具有重

要的应用意义。2015年 Svitashev等和 Li等利用

CRISPR/Cas9 技术分别在玉米和大豆中实现基

因定点插入和替换[17,60]。2016年，中国科学院遗

传与发育研究所的研究人员通过非同源末端修

复 (NHEJ) 途径开发了一种内含子介导的位点

特异性基因定点插入和替换方法，通过使用一对

靶向相邻内含子的 sgRNA和包含同一对 sgRNA

位点的供体 DNA模板，在水稻中实现了 5-烯醇丙

酮酸莽草酸-3-磷酸合酶 (5-enolpyruvylshikimate-3- 

phosphate synthase，EPSPS) 基因的定点替换[61]。

该研究拓展了 CRISPR/Cas9 技术在植物中的应

用，为植物基因功能的解析和农作物分子设计

育种提供了一个全新的技术路线。 

2.3  多基因敲除 

作物的重要农艺性状通常受到多基因调

控，因此开发多基因 CRISPR 定点编辑技术对

于解析作物重要农艺性状形成的遗传基础非常

重要。Li 等利用拟南芥原生质体系统研究发现

CRISPR/Cas9可以实现多基因敲除[57]。Xing等于

2014 年开发了基于 pGreen 或 pCAMBIA 骨架的

CRISPR/Cas9 载体，可以在 1 个克隆步骤中同时

产生 Cas9蛋白和 1个或多个 gRNA的表达载体，

并利用该套 CRISPR 载体成功获得可以稳定遗传

的多基因敲除突变体，表明 CRISPR/Cas9技术可

以应用于植物的多基因编辑[62]。2015 年，Ma

等设计出了一种基于 PCR的方式来快速构建多

个 sgRNA表达盒，并采用 Golden Gate ligation

或Gibson Assembly连接方法在一轮克隆中将表

达盒装配到 CRISPR/Cas9 双元载体中[63]，研究

人员利用该系统在水稻中成功编辑了 46个靶位

点，突变率平均为 85.4%，其中大多数为纯合突

变和双等位基因突变 (Biallelic mutation)；同时

在双子叶植物拟南芥中利用该多基因表达载体

在 T1代获得了双重杂合、纯合和嵌合突变，并

证实在水稻和拟南芥中的上述突变位点都可以

稳定遗传[63]。上述工作为研究植物基因家族功

能以及创制多基因突变体提供了一个重要的研

究工具。 
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2.4  基因单碱基精确突变 

基因敲除是解析植物基因功能的重要研究

手段，然而在植物研究中发现，一些单核苷酸

点突变是作物许多重要农艺性状发生变异的遗

传基础。2016年，美国哈佛大学的 Komor等对

CRISPR/Cas9 技术进行定向改进，构建出一种

新型的“碱基编辑” (Base editor，BE) 系统[64]。研

究人员首先突变Cas9蛋白使其丧失DNA双链切

割活性但保持其 DNA 双链的解旋功能 (BE1)；

随后把可以将胞嘧啶  (C) 转变为尿嘧啶  (U) 

的大鼠胞嘧啶脱氨酶 APOBEC1 融合到突变的

Cas9 蛋白 N 端，同时将尿嘧啶 DNA 糖基酶抑

制剂 (Uracil DNA glycosylase inhibitor，UDI) 

连接到 APOBEC1-CRISPR/dCas9融合蛋白的 C

端 (BE2)，实现单碱基的精确转变；为进一步

提高点突变的编辑效率，研究人员利用了哺乳

动物细胞中固有的错配修复 (Mismatch repair，

MMR) 机制，通过定点突变恢复 Cas9 蛋白的

DNA 单链切割活性 (BE3)，最终实现高效的基

因单碱基精确突变[64]。2016年，Li等通过利用

胞嘧啶脱氨酶、Cas9 (D10A) 和尿嘧啶糖基化酶

抑制剂 (UGI) 的融合蛋白 (BE3)，构建植物表

达载体，成功对水稻 OsPDS和 OsSBEIIb基因进

行单碱基定点替换，效率最高可达 20%左右[65]。

最近，Zong等利用 Cas9变体 (nCas9-D10A) 融

合大鼠胞嘧啶脱氨酶 (rAPOBEC1) 和 UGI，构

成了高效的植物单碱基编辑系统 nCas9-PBE，成

功地在水稻、小麦和玉米等农作物基因组中实

现高效、精确的单碱基定点突变[66]，该项技术

不需要外源 DNA 供体和双链 DNA 的切割，具

有简单、广适、高效的特点，为高效和大规模

创制单碱基突变体提供了一个可靠方案。 

3  CRISPR/Cas9 基因编辑技术在苜蓿等

豆科饲草作物中的应用 

紫花苜蓿是世界著名优良牧草，也是我国

栽培面积最大的一种豆科饲料作物，由于其具

有蛋白质丰富、适应性强、能改良土壤和经济

价值高等优点而享有“牧草之王”的美誉。但由于

紫花苜蓿是多年生同源四倍体牧草，虫媒传粉，

其复杂的遗传特性使得紫花苜蓿与二倍体作物

相比在重要性状基因挖掘及遗传改良方面的研

究工作相对滞后。蒺藜苜蓿 Medicago truncatula

是豆科苜蓿属一年生放牧型牧草，二倍体，与

紫花苜蓿、黄花苜蓿、三叶草等豆科饲草具有

高度的遗传相似性，随着蒺藜苜蓿全基因组测

序的完成，蒺藜苜蓿已成为研究紫花苜蓿等豆

科牧草遗传学和功能基因组学的理想模式[67]。 

与水稻、小麦、玉米、大豆等主要粮食作

物和经济作物相比，目前关于 CRISPR/Cas9 基

因编辑技术在苜蓿等豆科饲草作物中的应用研

究非常有限。为研究 CRISPR/Cas9基因编辑技术

在大豆等豆科作物中的应用，美国明尼苏达大学

的研究人员开发了一个可以预测 CRISPR/Cas9

目标位点的网页工具，在此基础上，利用大豆

密码子优化的 Cas9 蛋白构建了一个同时包含

sgRNA的 CRISPR/Cas9载体，并通过根毛转染

的方法分别转化大豆和豆科模式牧草蒺藜苜

蓿，分子检测发现在大豆和蒺藜苜蓿的根毛转

化细胞中靶标基因出现一系列的突变[68]。2016

年，Wang 等在豆科模式植物百脉根中利用

CRISPR 技术成功实现 LjLb1、LjLb2 和 LjLb3

的多基因敲除，导致百脉根产生白色根瘤[69]。

最近，我们实验室利用蒺藜苜蓿特异表达的 U6

启动子结合密码子优化的 Cas9蛋白建立了 1个 
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表 1  CRISPR/Cas9 技术在植物中的应用 

Table 1  Application of CRISPR/Cas9 technology in diverse plant species 

Plant species Target genes Gene editing type References 

Arabidopsis thaliana AtPDS3, AtFLS2 Site-specified knockout [57] 

Nicotiana 
benthamiana 

NbPDS Site-specified knockout 

Nicotiana 
benthamiana 

NbPDS Site-specified knockout [58] 

Oryza sativa OsPDS, OsBADH2 et al Site-specified knockout [59] 

Triticum aestivum TaMLO Site-specified knockout 

Oryza sativa CAO1, LAZY1 Site-specified knockout [15] 

Oryza sativa ROC5, SPP, YSA Site-specified knockout [16]

Arabidopsis thaliana BRI1, JAZ, GAI Site-specified knockout 

Sorghum bicolor DsRED2 Site-specified knockout [21] 

Solanum lycopersicum SlAGO7 Site-specified knockout [22] 

Solanum tuberosum StIAA2 Site-specified knockout [19] 

Zea mays LIG1, Ms26 et al Site-specified knockout [17] 

Glycine max GS1, CHI Site-specified knockout [68] 

Medicago truncatula MtPDS Site-specified knockout [70]

Zea mays LIG Gene replacement and insertion [17] 

Glycine max DD20, DD43 Gene replacement and insertion [60] 

Oryza sativa EPSPS Gene replacement and insertion [61]

Arabidopsis thaliana AtRACK1b, AtRACK1c Multiplex gene knockout [57] 

Arabidopsis thaliana TRY, CPC, ETC2 Multiplex gene knockout [62] 

Arabidopsis thaliana mTERF et al Multiplex gene knockout [63] 

Oryza sativa 46 genomic targets Multiplex gene knockout 

Lotus japonicus LjLb1, LjLb2, LjLb3 Multiplex gene knockout [69] 

Oryza sativa OsSBEIIb, OsPDS Precise base editing [65] 

Oryza sativa OsCDC48, OsNRT1.1B, OsSPL14 Precise base editing [66] 

Zea mays ZmCENH3 Precise base editing 

Triticum aestivum TaLOX2 Precise base editing 

 

适用于农杆菌介导的苜蓿 CRISPR/Cas9 基因组

编辑系统，并利用该系统成功对蒺藜苜蓿的内

源基因 MtPDS进行了定点敲除，在 T0代得到了

比例达到 10.35%的具有白化表型的蒺藜苜蓿纯

合敲除突变体[70]。上述研究工作为苜蓿等豆科

植物功能基因组学研究提供了重要的研究工

具，同时为 CRISPR/Cas9 技术应用于紫花苜蓿

等具有复杂基因组豆科饲草作物的遗传改良提

供研究思路和技术参考。 

4  展望 

随着我国经济快速发展，人民生活水平日益

提高，广大城乡居民的饮食结构发生了很大改

变，居民口粮消费逐渐下降，对牛羊肉、禽肉和

奶制品等草食畜产品的消费不断加大，进而对苜

蓿等优质饲草料的需求与日俱增。目前我国苜蓿
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等优质草种和饲草产品缺口较大，无法满足畜牧

业生产的消费需要，导致苜蓿大量进口，对我国

的饲料产业和畜产品安全造成严重威胁。 

通过分子育种与传统育种相结合，加快培育

高产优质苜蓿新品种，对于解决我国饲料作物生

产和畜产品安全等问题至关重要。CRISPR/Cas9

系统作为一种新兴的基因编辑技术，由于其具

有操作简单灵活、编辑特异高效等特点，并且

可以同时对多个基因进行高效精确定点修饰，

目前已在植物基因定点编辑方面得到了大量应

用，然而 CRISPR/Cas9 系统在使用上仍存在着

一定的局限性。CRISPR/Cas9 系统工作时需要

将 crRNA与 tracrRNA融合在一起，并且需要在

宿主 RNA 酶的帮助下才能发挥作用。最近，

Zetsche 等发现并改造出新型 CRISPR/Cpf1 系

统，克服了 CRISPR/Cas9 系统的上述局限，

CRISPR/Cpf1系统不需要 tracrRNA的辅助，并

且 Cpf1蛋白兼具 DNA剪切酶和 RNA修剪酶双

重功能，不但可以切割 DNA双链，而且能把非

成熟型 crRNA (pre-crRNA)加工剪切为成熟型

crRNA[71]，目前科研人员利用该系统可简单高效

地在动植物中实现多基因敲除，进一步拓展了

CRISPR技术的应用[71-73]。相信随着 CRISPR/Cas

基因编辑技术的不断发展和完善，未来基因编

辑技术将在农作物，尤其是饲草作物的产量、

品质和抗性等重要性状的基因功能解析和遗传

改良中发挥更大的作用。 
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