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摘   要：基于 CRISPR/Cas9 系统的引导编辑(prime editing, PE)技术作为一种新兴的基因组编辑技

术，能在不产生双链断裂的情况下实现所有 12 种单碱基替换和小片段 DNA 的缺失或插入。引导

编辑技术已经在多种植物中成功应用并将在植物精准育种中发挥重要作用。虽然植物引导编辑

(plant prime editing, PPE)技术极大地扩展了植物基因组精准编辑的范围和能力，但是其编辑效率仍

需进一步改善才能推动其在植物基础研究及育种中的广泛应用。文中介绍了植物引导编辑的开发

历程、组成结构、优点和局限性，并重点介绍了植物引导编辑效率优化的进展，包括 Tm 值指导的

PBS 序列设计、RT 模板长度、双 pegRNA 策略、PlantPegDesigner 网站的开发和 PPE 效应蛋白优

化策略。最后，对植物引导编辑技术的未来发展和应用提出了展望。 
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Plant prime editing technique: a new genome editing tool for 
plants 
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Abstract: The CRISPR/Cas9 based prime editing (PE) technique enables all 12 types of base 

substitutions and precise small DNA deletions or insertions without generating DNA double-strand 

breaks. Prime editing has been successfully applied in plants and plays important roles in plant precision 

breeding. Although plant prime editing (PPE) can substantially expand the scope and capabilities of 

precise genome editing in plants, its editing efficiency still needs to be further improved. Here, we 

review the development of PPE technique, and introduce structural composition, advantages and 

limitations of PPE. Strategies to improve the PPE editing efficiency, including the Tm-directed PBS 

length design, the RT template length, the dual-pegRNA strategy, the PlantPegDesigner website, and the 

strategies for optimizing the target proteins of PPE, were highlighted. Finally, the prospects of future 

development and application of PPE were discussed. 

Keywords: plant prime editing; optimization; dual-pegRNA; design of pegRNA 

 
 
 

遗传变异是农作物改良的基础。植物育种

的目的就是创造和利用优良的遗传变异提高农

业生产率 [1]。植物育种的发展过程中，主要使

用了 4 类技术：杂交育种、诱变育种、转基因

育种和基因组编辑育种[2-5]。无论是杂交育种还

是诱变育种，突变的产生都是随机的，育种过

程耗时费力、周期长、效率低[6]。转基因育种

是植物育种技术的重大突破，它将外源基因或

优良性状引入农作物，大大加速了农作物遗传

改良进程；但由于植物基因组中整合了外源

DNA，转基因植物受到各国政府的严格监管，

目前只有少数转基因作物被商业化利用[7]。基

因组编辑技术无需导入外源基因就能对植物基

因组进行靶向修饰从而获得新的性状，它与转

基因植物有本质不同，而与传统育种获得的产

品实质相同。基因编辑已成为高效、安全的新

一代作物育种技术，迅速地应用于水稻、小麦、

玉米、番茄、马铃薯、木薯、西瓜和棉花等作

物，对未来农业生产将产生巨大影响[4,8-12]。 

基 因 组 编 辑 技 术 是 指 对 基 因 组 特 定 的

DNA 序列进行高效定点修饰的遗传操作技术，

主 要 是 通 过 工 程 化 的 序 列 特 异 性 核 酸 酶

(sequence-specific nucleases, SSNs) 实现的。常

用的 SSNs 主要有锌指核酸酶(zinc finger nuclease, 

ZFN)、转录激活因子样效应物核酸酶(transcription 

activator-like effector nuclease, TALEN) 和成簇

的 规 律 间 隔 短 回 文 重 复 序 列 及 其 相 关 系 统

(clustered regularly interspaced short palindromic 
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repeats/CRISPR associated system, CRISPR/ 
Cas)[13-15]。CRISPR/Cas 因其简单、高效和低成

本，迅速超越 ZFN 和 TALEN 成为用途最广的

基因编辑工具[16-18]。Emmanuelle Charpentier 和

Jennifer Doudna 因开发 CRISPR/Cas9 获得 2020 年

诺贝尔化学奖，成为技术创新推动科学进步的

又一案例[19]。 

CRISPR/Cas 系 统 在 基 因 组 靶 位 点 产 生

DNA 双链断裂 (double-strand breaks, DSBs)，

并通过细胞的非同源末端连接 (non-homologous 

end joining, NHEJ) 或 同 源 定 向 修 复

(homology-directed repair, HDR) 途径实现基因

组定向修饰[20-22]。NHEJ 是主要的修复途径，可

导致小片段的随机插入或删除  (insertions or 

deletions, indels)，通常造成移码突变和蛋白活

性丧失，实现基因敲除 (gene knockout)[12,23]。

HDR 修复途径以导入的外源供体 DNA 为模板

进行精准修复，但在植物细胞中，DSB 介导的

HDR 难以实现高效的基因编辑，原因在于同源

重组效率低下和供体 DNA 递送困难[4,24]。 

随着 CRISPR/Cas 技术的不断发展，其衍

生升级技术，如单碱基编辑技术 (base editor,  

BE) 及引导编辑技术 (prime editing, PE) 也已

相继建立[23,25-27]。BE 包括胞嘧啶单碱基编辑器

(cytosine base editor, CBE) 和腺嘌呤单碱基编

辑器 (adenine base editor, ABE)，是将仅有单链

切割活性的 Cas 缺刻酶 (Cas nickase, nCas) 或失

去切割活性的 Cas 蛋白 (dead Cas, dCas) 与工程

化的脱氨酶相融合构建而成[25-26]，它避开了 DSB

的修复途径，也无需提供供体 DNA，精准实现了

C-to-T (或 G-to-A) 和 A-to-G (或 T-to-C) 的碱基

转换 (transitions)，但对于嘧啶碱基和嘌呤碱基之

间的颠换 (transversions) 及小片段的精确插入

或删除却很难实现。另外 BE 系统有可能会在全

基因组水平上产生不可预测的脱靶效应[28-30]。 

精准基因编辑新工具 PE 编辑器由 Broad 

研究所的 David R. Liu 实验室研发[23] (图 1)，是

一种基于“搜索和替换”(search-and-replace) 的基

因组编辑方式，由两部分组成：即 nCas9 (H840A) 

与逆转录酶  (moloney murine leukaemia virus 

reverse transcriptase, M-MLV RT) 相融合形成

的效应蛋白，以及引导编辑向导 RNA (prime 

editing guide RNA，pegRNA)。与 CRISPR/Cas9

系 统 的 sgRNA (single guide RNA) 相 比 ，

pegRNA 的 3′端又延伸出了一段 RNA 序列，包

括引物结合位点 (prime binding site, PBS) 序

列 和 含 有 目 标 编 辑 序 列 的 RT 模 板 (reverse 

transcriptase template, RT template)。在 pegRNA

引导下，nCas9(H840A) 切割非靶标 DNA 链产

生缺刻，释放出与 PBS 配对的单链 DNA，逆转

录酶以缺刻产生的单链 DNA 的 3′端作为引物，

在 RT 模板指导下开启逆转录过程合成新的

DNA，pegRNA 上的目标编辑序列即被转移到 
 

 
 

图 1  引导编辑器示意图 
Figure 1  Schematic diagram of prime editor.  
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非靶标 DNA 链上，随后通过 DNA 修复，将新

合成的含有目标编辑的 DNA 引入基因组，替换

原来断裂的 DNA 序列[23]。PE 的突破在于可以

精确实现所有 12 种任意类型的碱基置换、多碱

基替换和 DNA 小片段的定点插入与删除，极大

地拓宽了基因组编辑的范围[23,31]。 

为了提高编辑效率，David R. Liu 团队相继

研发了 PE1、PE2、PE3 和 PE3b 引导编辑系统[23]。

PE2 系统筛选获得了含有 5 个点突变 (D200N、

L603W、T330P、T306K 和 W313F) 的 M-MLV

突变体，使其热稳定性和对 RNA-DNA 底物亲和

力得到了改善；PE3 系统通过引入 nicking sgRNA

进一步提高了编辑效率；PE3b 则进一步减少了由

于引入 nicking sgRNA 而产生的 indels[23]。 

1  PE 编辑技术在植物中的应用 

PE 技术一经开发便迅速应用于植物细胞中，

获得了编辑成功的再生植株 [24,32-33]。高彩霞研

究组借鉴了 David R. Liu 团队构建的 PE2、PE3

和 PE3b 系统，通过改造优化植物偏好密码子、

启 动 子 和 编 辑 条 件 ， 构 建 了 适 用 于 植 物 的

PPE2、PPE3 和 PPE3b 系统，并在水稻和小麦

原生质体细胞中获得了靶位点精确的碱基突

变 、 插 入 和 缺 失 编 辑 ， 转 基 因 水 稻 植 株 中

OsCDC48-T1 位 点 的 编 辑 效 率 达 到 21.8% 

(12/55)[24]。张勇研究组在水稻原生质体中测试

了 PPE3-V01 系统的编辑效率，发现其活性仅

有 0.05%–0.15%，经过优化编辑效率得到了提

升，最高达到 1.55%[34]。Magdy M. Mahfouz 研

究组利用该技术，获得了除草剂抗性的 PE 编辑

水稻植株[33]。夏兰琴研究组利用 PE3 系统获

得了精准编辑的纯合水稻植株[35]。魏鹏程研究

组利用 PPE2 系统，在水稻基因组中编辑多个

靶位点，编辑效率为 0%–31%[36]。杨进孝研究

组利用增强型 sgRNA 骨架(EsgRNA scaffold)等

多种策略提高了植物 PE 的编辑效率[37]。朱健

康研究组利用基于 SaCas9 的 PPE 系统在水稻

细胞中编辑了报告基因[38]。此外，朱健康研究

组利用番茄内源的强启动子增加融合蛋白的表

达量，实现了编辑效率的提升[39]。 

PPE 开发仅一年左右，已经在植物中得到

了迅速应用。目前植物引导编辑系统已经广泛

地应用于水稻、小麦、玉米、番茄、马铃薯、烟

草和拟南芥等植物中。但目前编辑效率多数偏

低，且在不同位点的效率差异较大[1,24,40-41]，需

要 进 一 步 优 化 提 高 。 2021 年 3 月 Nature 

Biotechnology 报道了中国科学院遗传与发育生物

学研究所高彩霞研究组和李家洋研究组合作研究

成果，展示了提高 PPE 编辑效率的新策略[42]。 

2  提高 PPE 编辑效率的优化策略 

2.1  pegRNA 优化策略  
2.1.1  基于 Tm 值的 PBS 序列优化  

由于引导编辑系统的 PBS 序列与非靶标链

的结合是起始逆转录过程的重要条件，而熔解

温度 (melting tempreture, Tm) 是决定两条链结

合稳定性的重要参数。PBS 序列及其 Tm 值可能

是影响 PPE 编辑效率的重要因素。Tang 等[34]

选择水稻内源基因的 23 个编辑位点，分别测试

了不同 PBS 长度条件下 PPE 系统的工作效率。

结果表明其编辑效率明显受到 PBS 长度的影

响，然而不同内源位点达到最大效率时的 PBS

长度并没有明显的规律性，Lin 等[24]首先在水稻

原生质体中选择 OsCDC48-T1、OsCDC48-T2 和

OsALS-T1 3 个基因组靶位点测试了不同的 PBS

长度 (6–16 nt) 对 PPE2 编辑效率的影响，得出

了与 Tang 相似的结果。但当 OsCDC48-T1 位点

PBS 序列的 Tm 值为 30 ℃、OsCDC48-T2 为

28 ℃、OsALS-T1 为 30 ℃时 PPE 系统的编辑效

率最大。随后又选择 OsACC-T1、OsCDC48-T3、



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

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

30 

OsEPSPS-T1 和 OsPDS-T1 4 个位点，在 6–17 nt

的 PBS 长度范围内 (其对应 PBS 的 Tm 值范围

为 18–52 ℃) 对 pegRNA 的编辑活性进行测

试，也发现 PBS 的 Tm 值为 30 ℃左右时 pegRNA

的编辑活性最高，比其他 Tm 值高出 1.5–4.3 倍

(其中 OsACC-T1 的最佳 Tm 值范围为 24–30 ℃，

OsEPSPS-T1 为 26–34 ℃， OsCDC48-T3 为

28–36 ℃，OsPDS-T1 为 30 ℃)。对另外 11 个

位点 (OsALS-T2、OsDEP1-T1、OsEPSPS-T2、

OsAAT-T1 、 OsGAPDH-T1 、 OsLDMAR-T1 、

OsODEV-T1 、 OsIPA1-T1 、 OsIPA1-T2 、

OsNRT1.1B-T1 和 OsROC5-T1) 的检测结果显

示，81.8% (9/11) 的位点符合 Tm 值为 30 ℃左

右时编辑效率最大的规律，当 Tm 值超出此范围

(无论升高或降低)编辑效率均降低[42]。这些结

果表明，PBS 序列的 Tm 值与 PPE 的编辑效率密

切相关，在水稻中多数编辑位点最适 Tm 值为

30 ℃。也就是说，最适 Tm 值指导下的对应 PBS

序列是优化 pegRNA 设计，能够提高 PPE 的编

辑  效率。 

2.1.2  RT 模板长度优化 

研究者们分别测试了水稻不同内源位点不

同 RT 模板长度对 PPE 编辑效率的影响[24,34]，

结果表明，RT 模板长度是影响其效率的重要参

数，但不同内源位点达到最大效率时的 RT 模

板长度并不一致，没有明显的规律性。 

2.1.3  双 pegRNA 策略 

基于双 pegRNA(dual-pegRNA) 可以进一

步提高 PPE 的编辑效率[42]：即针对同一靶标位

点 同 时 设 计 2 个 pegRNA(NGG-pegRNA 和

CCN-pegRNA)，分别识别对应的 2 条 DNA 单

链。Lin 等[42]选取了 9 个水稻基因中的 15 个内

源位点，分别在仅使用 NGG-pegRNA、仅使用

CCN-pegRNA 和使用双 pegRNA 条件下对同一

位点进行引导编辑，发现 86.7%的位点 (13/15)

使用双 pegRNA 的编辑效率明显提高，它们产

生了 C-to-A、G-to-A、G-to-T、A-to-G、T-to-A、

C-to-G 和 CT-to-AG 点突变，单碱基或 2 个碱基

缺 失 以 及 单 碱 基 插 入 ， 编 辑 效 率 最 高 达 到

24.5%；所有检测位点的双 pegRNA 平均编辑效

率 比 单 NGG-pegRNA 高 出 约 4.2 倍  (其 中

OsNRT1.1B 位点的 A 碱基插入效率高出 27.9 倍)，

比单 CCN-pegRNA 高出 1.8 倍 (其中 OsALS 位

点 A-to-G 碱基替换效率高出 7.2 倍)。值得注意

的是，双 pegRNA 策略在 OsNRT1.1B (A 碱基插

入)、OsNRT1.1B (G-to-A) 和 OsODEV (CT-to-AG)

位 点 的 引 导 编 辑 效 率 高 达 2.7% ， 而 采 用

NGG-pegRNA 则没有任何的引导编辑事件产

生。更重要的是，在以上编辑中，双 pegRNA

策略的副产物  (包括 indels 在内 ) 比例与单

pegRNA 策略相比并没有升高。 

2.1.4  PlantPegDesigner 网 站 助 力 植 物

pegRNA 的高效设计 

设计高活性的植物 pegRNA 是提高引导编

辑效率的有效途径，但通过常规实验方法设计

pegRNA 耗时费力。基于 Tm 指导的 PBS 序列设

计优化及双 pegRNA 优化策略，Lin 等设立了植

物 pegRNA 设计网站 PlantPegDesigner (http:// 

www.plantgenomeediting.net/)，大大简化了植物

pegRNA 的设计流程[42]。PlantPegDesigner 提供

了包括“PAM 序列” “spacer 的 GC 含量” “引导

编辑窗口” “PBS 长度” “推荐的 PBS 的 Tm 值” 

“RT 模板同源臂长度”等一系列参数选择，以满

足用户的不同需求。使用者只需输入 DNA 序

列，即可分析获得靶位点、PBS 序列、RT 模板

序列及载体构建所需的引物等推荐方案。与其

他 pegRNA 设计网站相比，PlantPegDesigner 推

荐的双 pegRNA 策略在 OsCDC48、OsNRT1.1B

和 OsALS 靶位点处的编辑效率比平均高出 1.8 倍、

16.3 倍和 45.8 倍[42]。 
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此外，研究者们采用了 PPE-核酶  (PPE- 

ribozyme, PPE-R) 系统或 tRNA 加工策略对

pegRNA 进行表达优化[32,34-35,43]；或者通过引入

增强型骨架 (EsgRNA scaffold) 提高编辑效率[36-37]。

另外，研究发现 PPE 编辑的副产物受到 RT 模

板序列的影响，不同 RT 模板序列可影响副产

物的类型及比例，可以通过调整 RT 模板序列

降低副产物产生的频率[42]。 

2.2  使用不同来源的 Cas9 或变体拓展

PPE 的编辑范围 
朱健康研究组通过构建 CRISPR/SaCas9 介

导的引导编辑系统，将其识别的 PAM 基序拓宽

至 NNGRRT 序列，并在水稻细胞中实现了报告

系统的精确修改和荧光的激发[38]。高彩霞研究

组 开 发 的 基 于 nCas9 (H840A) 切 刻 酶 的 双

pegRNA 策略需要分别识别 DNA 两条单链的

5ʹ-NGG-3ʹ和 5ʹ-CCN-3ʹ PAM 基序，因而限制了

编辑范围。为了解决这一问题，Lin 等[42]选择了

使用 PAM 基序为 NG 的 SpCas9 变体 SpG[44]，通

过 SpG-PPE 系统进行引导编辑，在水稻中的编辑

效率最高可达 1.9%。此外，基于 SpG-PPE 使用

双 pegRNA 策略检测了另外 2 个 NG PAM 靶位点

的编辑效率，发现使用双 pegRNA 与单 pegRNA

相比同样可提高 PPE 系统的编辑效率[42]。通过

计 算 分 析 水 稻 基 因 组 数 据 库  (Os-Nipponbare 

reference IRGSP-1.0) 中双 pegRNA 的编辑范

围，发现当 PPE 系统的编辑窗口范围设定值在

+1–+15 位时，基于 SpCas9 的双 pegRNA 策略

可编辑水稻基因组 21.5%的碱基序列，而基于

SpG-PPE 的双 pegRNA 策略理论上可编辑水稻

基因组 89.2%的碱基序列。此外，可以利用识

别不同 PAM 基序的其他 Cas 变体，进一步扩大

PPE 编辑的靶向范围。 

2.3  PPE 蛋白优化策略 
提高 PPE 编辑效率的另一有效途径是对

PPE 效应蛋白进行优化。研究者们利用包括对

载体系统中植物密码子偏好性优化、增加核定

位信号序列 (nuclear localization sequence, NLS)、

启动子优化、更换逆转录酶和改变培养条件等

一系列策略，可以达到提高融合蛋白表达量和

活性的目的。 

Lin 等[24]、Tang 等[34]分别通过对载体系统

中植物密码子偏好性优化、启动子优化和增加

核定位信号等方法，实现了水稻原生质体的

PPE 编辑效率的提升。朱健康研究组通过将融

合蛋白启动子更换为由番茄内源的强启动子

RPS5A 驱动，实现了编辑效率的提升[34]。尝试

不同的 RT 是优化 PPE 的思路之一。然而，Lin

等[24]采用来源于植物花椰菜花叶病毒逆转录酶

(cauliflower mosaic virus RT, CaMV RT) 和大肠

杆 菌 BL21 来 源 的 retron 系 统 逆 转 录 酶

(RT-retron) 替换工程化的 M-MLV RT，水稻原

生质体中的研究结果表明，这两种 RT 能够实

现 PPE 精准编辑，但并没有提高编辑效率。

M-MLV 逆转录酶最佳温度在 37 ℃左右，Lin

等测试了 37 ℃培养条件下 PPE 系统在水稻原

生质体中的编辑效率，将 26 ℃培养 12 h 的原

生质体置于 37 ℃培养 8 h 后继续 26 ℃培养 8 h。

结果显示 37 ℃培养后，在 5 个测试位点中的   

2 个位点上，PPE 的平均编辑效率由 3.9%提升

至 6.3%，说明通过改变培养条件可以提升 PPE

的编辑效率。 

3  总结与展望   

许多作物的农艺性状改变都与特定位点处

的碱基变异密切相关，这些变异部分源自碱基突

变，部分源自小片段 DNA 的删除和插入[45-46]。

通过同源重组可以实现以上的遗传修饰，但其

在植物细胞中的频率低[4,24]。单碱基编辑器主要

实现碱基的转换，对碱基颠换仍无能为力；而 
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开发仅一年左右的 PPE 能够在植物中实现基因

组目标位点处任意类型的单碱基精准替换。目

前针对全基因组的特异性分析发现 PE 不会产

生显著的单核苷酸水平的脱靶及 indels[47]，其

脱靶率远低于 CRISPR/Cas9 系统和 BE 系统。

而对于多碱基置换和小片段 DNA 的任意编辑，

引导编辑系统则是目前功能更为强大、应用范

围也更广泛的工具，对于基础研究和精准分子

育种等方面都会产生深远的影响。展望未来，

后续研究工作中可以进一步从两个方向加快现

有 PPE 技术的优化：一个方向是提高 pegRNA

编辑活性；另一个方向是针对 PPE 效应蛋白进

行优化，包括融合蛋白的结构优化、提高蛋白

表达水平和酶活性，或者开发更高效、精准的

PPE 系统，提高编辑效率实现这项技术在未来

农作物遗传改良和植物精准分子育种领域的突

破，将推动农业的可持续发展。 
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