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摘要 中国是世界上最大的稻谷生产国和消费国, 水稻育种是满足我国可持续发展需求的重要环节之一. 近年来,
基于细菌获得性免疫系统改造而成的CRISPR/Cas作为一种热门的基因编辑技术, 在水稻育种领域发挥巨大的应用

潜力. CRISPR/Cas基因编辑技术具有快速、精准等特点,可以在短时间内生成新种质; 在为开发新型、可持续的农

业系统提供机会的同时, 还促进了一系列新型育种技术的发展, 为农业创新的转变奠定基础. 本文首先综述了近年

来CRISPR/Cas基因编辑技术在水稻产量、外观、品质、抗生物和非生物胁迫性能等方面的新种质开发研究进展,
其次重点介绍了它们在水稻上的应用和突破, 包括从头驯化、多性状协同提升、常规杂交育种、无融合生殖以及

双单倍体育种技术, 最后简要阐明了CRISPR/Cas及其衍生工具的开发及其应用现状. 总之, 基因编辑技术的发现和

发展将加快植物基因工程技术开发和生物育种进程, 在未来水稻育种中有广阔的应用前景, 为稳固我国粮食安全

基础、解决全球粮食安全危机做出重要贡献.
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水稻作为中国的主要粮食作物之一, 其种植面积

占全球种植面积的20%. 自2011年以来, 我国稻谷产量

连续10年保持在2亿吨以上, 为粮食安全做出了重要贡

献. 水稻的稳产增产离不开良种的支持. 我国的水稻育

种经历了矮化育种、杂种优势利用和超级稻培育3次
重大飞跃, 不仅实现了自给自足, 而且良种覆盖率超过

了96%, 使我国水稻育种的科研水平处于国际领先

地位.
随着我国农村社会结构的逐步转型和劳动力的大

量转移, 农业机械化、数字化和智能化的迅速发展, 人
口规模庞大和环境压力加剧给农业生产带来了巨大挑

战, 尤其体现在作物育种方面. 众所周知, 作物产量是

由多基因和环境因素共同控制的复杂数量性状, 作物

在长期驯化过程中聚合了一些与产量相关的性状基因,

但也会逐渐丢失一些与抗逆或抗病相关的基因. 尽管

传统杂交育种和突变育种等方法可以提升作物产量,
但也存在连锁累赘、培育周期长、耗时费力等缺陷[1].
转基因技术、基因编辑技术、双单倍体技术和无融合

生殖技术等前沿生物技术的兴起则为作物育种提供了

新的契机[2].
近年来, 以成簇的规则间隔的短回文重复序列

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats,
CRISPR)/Cas蛋白(CRISPR-associated system)(CRISPR/
Cas)为代表的基因编辑技术给植物生物学和作物育种

带来了革命性变化. CRISPR/Cas系统最初发现于细菌

和古菌, 基于细菌的获得性免疫系统改造而成, 其中

CRISPR序列可以特异性识别外源核酸, Cas蛋白则凭

借其特殊的非特异性核酸内切酶功能将外源核酸切断.
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在水稻育种中, CRISPR/Cas技术的应用推动了新品种

的研发, 加快了品种改良的进程, 为研究水稻的遗传作

用机理提供了重要启示.
CRISPR/Cas技术的出现为位点特异性的基因组编

辑提供了一个良好的平台, 并开启了一个新时代, 研究

人员可通过操纵负责特定农艺性状的关键基因, 快

速、精确地创制新的种质[3]. 基于最初设计的CRISPR/
Cas9, 科学家们已经开发了众多CRISPR/Cas衍生工具,
以应对不同的应用场景. 拓展后的CRISPR/Cas技术可

以实现基因敲除、碱基编辑、基因定点插入或替换、

靶向随机突变、表观遗传调控、转录调控和RNA编辑

等. CRISPR/Cas系统的迭代升级为基因功能分析和在

不同作物中创造理想的新种质提供了空前的机会, 引

发第三次农业绿色革命[4]. 而CRISPR/Cas技术与传统

育种技术、分子标记辅助选择、双单倍体技术、无性

繁殖技术等相结合将大大促进水稻育种的发展.
本文主要总结近年水稻中CRISPR/Cas技术在基因

功能分析与新种质的产生、作物从头驯化、多性状协

同提升、常规杂交育种、无融合生殖、双单倍体育种

中的应用, 并对CRISPR/Cas工具的开发现状进行简要

概括.

1 水稻基因功能分析与种质资源创新

CRISPR/Cas技术可以通过多种手段操纵基因, 如

基因敲除、敲入、替换等, 以快速鉴定基因功能, 进而

生成有价值的作物新种质.
近年来, 人们利用CRISPR/Cas9基因编辑技术已开

发出富含香气和低直链淀粉含量的水稻新品种. 例如,
Hui等人[5]创造了甜菜碱醛脱氢酶2(OsBADH2)的新等

位基因, 培育出谷粒香味增强的三系杂交水稻品种;
Tian等人[6]编辑了OsWx和OsBADH2基因, 培育出同源

雄性不育突变株和不含Cas9蛋白的同源恢复原突变株.
这些突变体的直链淀粉含量大大降低, 而香气(主要成

分为2-乙酰基-1-吡咯啉)含量却显著提高, 进而培育出

对农艺性状影响较小的芳香糯杂交水稻.
在改善水稻的食用与烹饪品质(eating and cooking

quality, ECQ)方面, Zhu等人[7]借助CRISPR/Cas技术开

发了一种高效的多基因载体系统TGS II(TransGene
Stacking II), 并将花青素合成相关的8个关键基因转入

水稻, 实现了花青素在胚乳的特异合成, 创造出首例富

含花青素的水稻新种质“紫晶米”. 同样利用TGS Ⅱ系

统, Zhu等人[8]对水稻胚乳中虾青素的生物合成途径进

行改造, 获得了富含虾青素的新型功能营养型水稻种

质“赤晶米”(aSTARice). Song等人[9]通过CRISPR/Cas9
技术, 在水稻品系SK118中引入Floury Endosperm 2
(Flo2)基因的功能缺失突变, 有效提高了大米的ECQ;
Yang等人[10]开发了由CRISPR/Cas9介导的谷蛋白基因

(OsGlu)敲除技术, 降低了水稻籽粒蛋白质含量(Grain
protein content, GPC), 为改良水稻ECQ提供了新策略;
Huang等人[11]编辑了水稻胚乳中淀粉合成的相关基因

SSII-2和SSII-3, 发现SSII-2在调控水稻胚乳中直链淀粉

的生物合成和含量方面起重要作用, 且仅当SSII-3活性

较低或缺乏时, SSII-2才能发挥作用.
在水稻籽粒形状、分蘖数和产量等方面, Lu等

人[12]敲除了粳稻中的OsAAP3基因, 发现分蘖数显著增

加, 从而提高了谷粒产量; Fang等人[13]利用基因编辑证

明OsAAP4启动子序列在籼、粳稻中的差异, 发现其在

籼稻中的表达量更高, 能产生更多的分蘖数和更高的

谷粒产量; Tao等人[14]敲除高产品种Suken118中的

OsSPMS1基因, 获得了谷物产量增加的突变体, 证实

OsSPMS1是水稻增产的一个重要靶标基因; Li等人[15]

敲除水稻中13个B型反应调节因子基因发现, Osrr30基
因突变体在高温胁迫下表现出茎穗期延迟、产量增加

和垩白度降低的性状, 表明Osrr30在水稻育种中具有

重要的应用价值.
在抗虫抗病、冷热环境适应等方面, Li等人[16]删

除了对水稻生育力有负向调节作用的Xa13基因启动子

的部分序列, 获得了具有抗病性和产量正常的水稻.
Zhou等人[17]在籼型温度敏感雄性不育(TGMS)品系

Longke638S(LK638S)中植入了3个已知的广谱抗稻瘟

病基因Bsr-d1、Pi21和ERF922, 获得了具有更强稻瘟

病抗性的突变体, 同时发现Pi21或ERF922单突变体兼

具稻瘟病抗性和细菌性白叶枯病抗性; Zhao等人[18]敲

除水稻的组蛋白去甲基化酶JMJ710, 发现调控该酶合

成的JMJ710基因是干旱胁迫响应基因的负调控因子,
获得了耐旱性强的水稻突变体; Zhang等人[19]通过敲除

OsWRKY63基因, 培育出耐寒性增强的水稻; Zu等人[20]

在籼稻中分离了一种假尿苷合成酶基因OsPUS1-1的抑

制子sop10, 并利用CRISPR/Cas9技术对其进行定点突

变, 发现sop10功能缺失的突变体产生的活性氧(Reac-
tive oxygen species, ROS)水平较低, 植株对低温胁迫

的耐受力更强, 且产量不受影响, 为耐寒性水稻育种提

供了新的基因资源.
此外, Guo等[21]人对水稻OsTIR1和OsAFB2-5基因
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进行定点突变, 发现OsTIR1/AFB家族成员在水稻产

量、分蘖、株高、根系和萌发等方面的功能部分冗余,
而OsAFB4单突变体则对除草剂表现出强烈的抗性, 这

一发现为创制新的抗除草剂种质提供了机会; Nguyen
等人[22]利用改进后的CRISPR/Cas9技术在αAmy3(糖饥

饿诱导基因)启动子的上游添加了3′剪接位点来实现内

含子的靶向插入, 其插入效率达12.5%, 该方法被证实

可应用于水稻悬浮细胞培养生产药用蛋白.
目前部分编辑的水稻基因如表1所示, 可以看出其

性状主要集中在籽粒产量及大小、分蘖数、株型、抗

病抗逆等方面. 未来利用CRISPR技术可以对水稻的种

质资源进行规模化、精准鉴定, 如基因的定点替换或

表观水平上的微调等, 进而改造水稻资源中蕴藏的重

要农艺性状基因, 从而加快育种利用和遗传改良的进

程, 培育出集多种优良性状于一身的水稻新种质.

2 水稻从头驯化

农作物驯化是人类农耕文明发展的历史必然, 亦

是大型复杂文明发展的基础. 通过驯化农作物, 人类可

以获得与生产力、质量和农业栽培适应性相关的理想

性状. 然而, 长期以来人们只关注与产量相关的性状,
这在一定程度上导致了野生种中潜在的抗病性、抗非

生物胁迫性和营养品质等性状的丧失. 如果这些性状

是单基因性状, 并遵循孟德尔遗传规律, 那么育种工作

会相对简单; 但在面对像抗非生物性胁迫这样呈现出

分散性、多基因遗传特点的性状时, 人们往往难以利

用. 因此, 对于这些复杂性状的改良, 育种工作面临着

更大的挑战. 而基因编辑技术的兴起及发展为改良这

些复杂性状提供了潜在新的解决办法.
2017年, Zsögön等人[35]提出了一种从头驯化野

生物种的策略. 他们利用基因编辑技术对携带多基

因抗逆基因的番茄野生近缘种进行产量相关性状的

基因编辑, 从而实现了野生番茄的从头驯化. 此外,
2021年, Yu等人[36]报道了一种可以从头驯化异源四

倍体水稻(Oryza alta)的途径. 他们在筛选野生水稻

材料时发现一个异源四倍体Oryza alta(CCDD)的野

生稻材料具有高生物量生产率、强抗逆性和较易遗

传转化的特性, 命名为多倍体水稻1号(PPR1), 并为其

建立了高效的组织培养、转化和基因组编辑系统, 同
时完成了高质量的基因组组装; 通过对重要农艺性状

基因的分子设计、功能验证及多基因编辑与聚合来

实现野生稻的从头驯化. 因此, Yu等人[36]的工作为重

新驯化野生物种开辟了一条有效途径; 标志着利用精

准基因组编辑技术快速驯化目标性状的作物新浪潮

的到来.
综上, CRISPR/Cas技术为重新驯化野生物种和利

用野生物种遗传多样性进行作物育种提供了新的机遇.

3 多性状协同提升

权衡效应是指作物不同性状之间存在的此消彼长

的连锁效应, 这一效应往往使一些优异性状不能兼得,
具体表现为高产与抗病、高产与营养质量、产量与植

株结构等[37]. 连锁累赘是指在育种过程中, 目标良性基

因的转移带入了不利性状的基因, 它们与目标基因形

成连锁, 从而导致优劣性状存在于同一个体的现象. 作
物遗传改良需要打破由连锁累赘引起的复杂权衡. 最

近的研究发现, 在水稻中, CRISPR/Cas技术介导的顺

式调控区域编辑可以在不干扰靶基因功能的情况下微

调靶基因的表达水平或表达谱, 从而打破这权衡效应,
在水稻中实现多种优良性状的协同提升.

Song等人[37]通过删除水稻的一个典型多效基因

Ideal Plant Architecture 1(IPA1)的顺式调控区, 巧妙地

解决了每圆锥花序粒数与分蘖数之间的权衡问题, 从

而显著提高了单株谷物产量. 另外, OsSWEET14作为

水稻中另一个多效性基因, 在个体的抗病能力与株

高、分蘖数和种子大小之间存在权衡作用, 其功能缺

失突变会使水稻的抗病能力增强, 但也会导致种子变

小, 且生长延迟. Xu等人[38]通过编辑OsSWEET11和
OsSWEET14启动子中的转录激活效应子(transcription
activator-like effectors, TALEs)结合元件, 解决了分蘖

数、种子大小与抗病性之间的权衡问题, 并解释了通

过丧失效应器触发的植物易感性来产生广谱抗性的原

理. SLG7是调控籽粒纤细度和低垩白度的关键基因, 并
且对谷物产量相关性状的负面影响较小. Tan等人[39]通

过编辑其启动子中的AC II元件区域发现, 编辑后的

SLG7等位基因表达水平增加, 而且可以在不影响产量

和食用质量的情况下, 表现出更好的外观品质. 从细胞

周期调控的角度切入, Wei等人[40]研究了动植物中高度

保守的减数分裂基因HEI10, 发现敲除HEI10可显著减

少减数分裂粗线期非姐妹染色单体交换现象(cross-
over, CO)的产生, 重组型配子的数目减少, 但并不会完

全消除雌雄配子的生育能力, 他们推测, 可以通过编辑

更多类似HEI10的减数分裂基因来堆叠重组, 以产生不

同类型的保留基因功能的突变体. 这为开发优良品种
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提供了新的途径.
此外, Zhou等人[41]基于CRISPR/Cas技术, 在水稻

中将OsGBSS1和OsGS3基因作为靶标, 对OsD18(赤霉

素生物合成途径中的GA3ox编码基因)的启动子进行编

辑, 发现编辑后的品系表现出连续半矮化现象, 但对谷

物产量影响不大. 田间试验表明, 编辑了OsD18启动子

的株系与不同遗传背景下的绿色革命基因OsSD1突变

体具有相似的产量和抗倒伏表型. 因此, 通过编辑

OsD18启动子, 研究人员成功地创造了具有定量绿色

革命性状的高产水稻, 其抗倒伏能力比OsSD1突变体

更好. 这些研究实例为创造农艺性状的数量变异提供

了替代策略.

表 1 利用CRISPR/Cas技术编辑的部分水稻基因
Table 1 Several rice genes edited using CRISPR/Cas technology

基因 性状 编辑系统 编辑方式 参考文献

OsAAP3 分蘖数、籽粒产量 Cas9 敲除 [12]

OsSPMS1 籽粒产量 Cas9 敲除 [14]

OsNRT 氮转运 Cas9 靶向替换 [23]

OsEPFL 雄穗分支数 Cas12b 转录调控 [24]

SSII-2、SSII-3 直链淀粉合成 Cas9 敲除 [11]

OsAAP4 分蘖数、籽粒产量 Cas9 插入 [13]

OsTIR1、OsAFB2 株高、分蘖数、根形态 Cas9 定点突变 [21]

OsAFB3、OsAFB5 株高、籽粒产量、根形态 Cas9 定点突变 [21]

OsAFB4 除草剂抗性 Cas9 定点突变 [21]

OsACC1 除草剂抗性 Cas9 引导编辑 [25]

OsMPK6等 除草剂抗性 Cas9 碱基编辑 [26]

OsHPPD 除草剂抗性 Cas9 靶向倒位 [27]

OsGS 籽粒大小 Cas12a 敲除 [28]

OsGW 籽粒大小 Cas12a 敲除 [28]

OsBADH2 谷粒香气 Cas9 插入、删除 [5]

OsSD8 株型 Cas9 靶向删除 [29]

OsGlu 谷粒蛋白含量 Cas9 敲除 [10]

Bsr-d1 抗稻瘟病 Cas9 插入 [17]

Pi21 抗稻瘟病、抗白叶枯病 Cas9 插入 [17]

ERF922 抗稻瘟病、抗白叶枯病 Cas9 插入 [17]

OsXa13 抗白叶枯病 Cas9 删除 [16]

JMJ710 耐旱性 Cas9 敲除 [18]

Osrr30 抽穗期、籽粒产量、垩白度 Cas9 敲除 [15]

OsWRKY63 耐寒性 Cas9 敲除 [19]

sop10 耐寒性 Cas9 定点突变 [20]

OsRBL1 真菌抗性 Cas9 靶向删除 [30]

PigmR 抗稻瘟病 Cas9 敲入 [31]

uORF OsDLT 株高、分蘖数 Cas9 引导编辑 [32]

OsS5H 抗病性 Cas9 多位点敲除 [33]

OsWx、OsBADH2 直链淀粉含量 Cas9 定点突变 [6]

Flo2 食用与蒸煮品质 Cas9 敲除 [9]

OsEPSPS 除草剂抗性 nCas9 单碱基编辑 [34]
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4 加快水稻杂交种子的常规生产

杂种优势利用是作物育种中的一项重大突破, 极

大地提高了作物产量. 然而, 由于性状的遗传分离, 后

代无法保持杂种优势, 因此每年都需要耗费大量时

间、精力和资金来生产杂交种子. 近年来, 广泛应用雄

性不育系在杂交种子的产量和作物育种质量方面取得

了巨大的进展, 尤其是CRISPR/Cas技术在揭示水稻雄

性不育的机制和开发雄性不育品系方面显示出独特的

优势, 许多与雄性不育相关的基因已经被成功鉴定, 并
提高了对控制作物雄性不育分子机制的认识.

MYB(v-myb avian mye1oblastosis viral oncogene
homolog)作为植物中最大的转录因子家族, 参与细胞

分化、细胞周期调节等生理发育过程, 并对植物的次

生代谢和器官形态建成具有重要的影响[42]. 近年来, 利
用CRISPR/Cas工具在水稻中研究MYB基因家族的研究

日益增多. Han等人[43]通过CRISPR/Cas技术敲除MYB
转录因子OsMS188, 发现多个敲除品系表现出雄性不

育的表型, 其绦细胞发育和退化异常, 性腺层缺失, 花

药角质层缺陷, 证实OsMS188基因在绦束发育和花粉

壁形成中的关键调控作用; Xiang等人[44]分离并鉴定了

编码MYB蛋白的Baymax1(BM1)基因的雄性不育突变

体, 通过图位克隆、互补和使用CRISPR/Cas9技术的定

向诱变,发现Bm1突变体表现出减数分裂轻微滞后、锥

体向分泌型过渡中止、锥体过早退化和花粉外植体形

成异常的现象, 最终导致成熟的白色花药中缺乏可见

花粉, 证明Bm1对水稻雄性生殖力具有关键调控作用,
具有潜在的应用价值.

温度敏感基因雄性不育系(thermo-sensitive genic
male sterility, TGMS)是两系杂交水稻育种的重要组成

部分, 已被广泛应用. Barman等人[45]利用CRISPR/Cas9
对控制二倍体水稻生育能力的温敏雄性不育基因

TMS5(thermo-sensitive genic male sterility gene 5)进行

编辑, 成功获得突变体YK17S, 并证实了这是一个具有

优异产量潜力的新TGMS品系, 可广泛应用于籼稻两系

杂交育种; Fang等人[46]利用一个超级谷粒品系GXU47,
也在TMS5上设计了特异性突变 , 培育出一个新的

TGMS品系GXU47-5, 再次证实利用CRISPR/Cas9技术

生成优良突变株是可行且高效的; Chen等人[47]的研究

同样聚焦于TMS5, 通过基因编辑获得两个突变品系

H2s和H3s, 在将这些突变株系与四倍体水稻杂交后,
所产生的F1代杂交种的有效圆锥花序数、总粒数和结

实率都有明显优势. 由于杂交种的高杂合度可维持数

代, 这将节省种子成本, 因此利用基因编辑技术开发四

倍体水稻的TGMS是一条有效途径, 可加速多倍体异交

的利用.
湿度敏感雄性不育系(humidity-sensitive genic

male sterility, HGMS)对环境干湿程度十分敏感, 表现

为在低湿度时雄性不育, 而在高湿度时雄性可育. 基于

OsCER1基因具有参与水稻中超长链烷烃(very-long-
chain, VLC)的生物合成的功能, Ni等人[48]敲除OsCER1
基因, 获得表现出HGMS特性的新品系(OsCER1Cas),
证实OsCER1的敲除会影响VLC烷烃的代谢, 使突变体

的花粉在低湿度环境下对柱头的黏附性降低, 难以萌

发, 而高湿度环境则提高了花粉的萌发率. 这种新型

HGMS分子机制, 将在两系杂交稻育种中具有潜在的

应用价值. Pak等人[49]通过沉默与拟南芥AtOPR3的水

稻同源基因OsOPR7, 培育出一类雄性不育系, 为在杂

交水稻中建立不育系-恢复系的双系统提供了新的思

路; Song等人[50]利用CRISPR/Cas9技术, 在籼稻9311的
遗传背景下获得不含转基因成分的CYP703A3缺陷雄

性不育突变体, 并成功获得具有稳定遗传性的保持系

9311-3B, 实现细胞质雄性不育系(GMS)材料的批量育

种, 获得了一批杂交水稻优良组合.
杂交水稻种子的生产过程中, 必须在收获种子前

移除恢复品系, 以避免不希望的自交的种子的污染, 这
一过程耗费大量人、物和财力. 因此, 人们也考虑使用

雌性不育系作为花粉供体, 并要求这种不育系对环境

敏感, 以保持恢复系的条件[51]. 与雄性不育不同, 热敏

雌性不育系的相关报道较少, 但它对通过全机械化生

产作物杂交种子却是非常重要的. Li等人[52]首次在水

稻中鉴定了一种自发的温度敏感雌性不育基因tfs1
(thermo-sensitive female sterility 1)突变体, 其在高温下

完全不育, 在低温下部分可育. 他们发现, 将tfs1的等位

基因导入不同的优异水稻品种中, 均可获得温敏型雌

性不育个体, 因此可利用这一特性构建一种不引起营

养或雄性生殖发育缺陷的雌性不育系. 此外, 在田间试

验中, tfs1突变体作为恢复系的杂交穗的结实率更高,
这一发现为水稻全机械化杂交种子生产铺平了新的道

路. 上述研究表明, CRISPR/Cas技术为水稻常规杂交种

子的生产提供了强有力的工具, 这些成果可向不同作

物中加以延伸, 将极大地促进不同作物的商业杂交种

子的生产.
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5 杂交水稻的无融合生殖

杂种优势通常是指F1杂种在某种性状上的表现优

于两个亲本的现象, 然而由于后代中遗传信息的随机

分离, 这种优势很容易丧失, 无融合生殖(apomixis)则
为这一问题提供了良好的解决方案. 无融合生殖是指

不经过雌、雄性细胞融合, 直接由营养体细胞或未进

行减数分裂的大孢子母细胞发育成无性胚或无性种子

的生殖, 这种无性胚或无性种子保持了F1植株的杂合

性, 因而能够固定杂种优势. 无融合生殖技术的发展将

对农业和粮食生产产生革命性的影响, 因为它可以降

低成本, 缩短育种时间, 并且避免许多与有性生殖(如
不相容障碍)和无性繁殖(如病毒转移)相关的并发症,
因此无融合生殖技术的应用有可能彻底改变未来作物

育种的方向[53]. 近年来, 如何在作物中实现无融合生殖

已成为植物学领域的前沿研究热点, 基因编辑工具介

导的无融合生殖技术也已在部分作物中实现了杂交后

代的杂种优势固定.
在水稻中, Khanday等人[54]于2019年通过CRISPR

技术编辑BABY BOOM1(BBM1)、BBM2和BBM3, 获得

了保留亲本杂合性的无性系后代, 证实其无性繁殖性

状可在多代无性系中稳定遗传. 同年, Wang等人[55]利

用MATL/ZmPLA1/NLD基因(最初在玉米中发现, 可诱

导母本单倍体的产生), 以此诱导MiMe突变体(mitosis
instead of meiosis), 同时突变3个控制减数分裂的基因

PAIR1、REC8和OSD1, 从而导致减数分裂转化为有丝

分裂进行单性生殖, 通过CRISPR技术在杂交稻中实现

4个基因同时敲除的策略, 最终获得无融合生殖的克隆

种子. Vernet等人[56]通过基因编辑技术在卵细胞中表达

BBM1基因来诱导MiMe突变体, 得到了未减数分裂的

雌配子, 证明了人工合成无融合生殖在水稻F1杂种中

的可行性. 为了进一步探究合成无性繁殖性状和优良

异交表型的跨代遗传机理, Liu等人[57]将克隆植株繁殖

到T4代, 通过分析农艺性状, 以及基因组、转录组、甲

基化组和等位基因特异性转录组, 观察到合成的无性

繁殖性状可通过多代稳定传递, 同时也鉴定到少数非

整倍体的存在. 该实验有助于证实未来使用无融合生

殖进行水稻育种的可行性. 以上研究中的共同问题是

无性系后代的结实率均较野生型显著降低, 为解决这

个问题, 近期Wei等人[58]开发了一种与正常杂交稻几乎

相当的高育性人工合成无融合生殖技术. 他们发现,
BBM4基因在卵细胞中的表达可以触发杂交稻的孤雌

生殖和单倍体后代的产生, 且无融合生殖植株的育性

没有受到明显的影响, 其结实率几乎与正常杂交的结

实率相当, 高繁殖力也可以稳定遗传给下一代. 目前,
BBM4依赖的无融合生殖机理仍未完全解析, 未来在解

决无融合生殖的育性方面, 或许可以选择更多的卵细

胞特异性启动子, 尤其是水稻天然启动子来驱动BBM4
的表达, 检测其诱导孤雌生殖和合成无融合生殖的能

力. 此外, BBM1和BBM4在卵细胞中的共同表达也可考

虑用于提高克隆种子的频率, 以促进人工合成无融合

生殖在农业上的应用.

6 水稻双单倍体育种技术

双单倍体育种技术, 因其可以快速产生纯合子植

物, 极大地加快育种过程, 目前已成功地应用于玉米等

作物的育种[59]. 近年来, 利用CRISPR/Cas基因组编辑技

术在不同作物中进行单倍体诱导的机制和应用方面取

得了许多进展.
随着控制玉米单倍体诱导的主效基因MATL的克

隆, 先正达公司率先利用基因编辑技术获得了水稻Os-
MATL同源基因的突变体, 并成功地诱导出水稻的单倍

体, 其诱导率为2%~6%[60]. Liu等人[61]通过CRISPR/
Cas9技术在水稻中创制了一系列OsMATL基因的移码

突变体, 实验表明这种突变体在自交群体中有6%的单

倍体诱导率, 证实了MATL的功能保守性, 并创建了水

稻单倍体诱导系, 这是水稻育种的重大突破. 近期, Liu
等人[62]在水稻中鉴定了玉米ZmPLA1和ZmDMP的同源

基因OsPLA1(OsMATL)和OsDMP3/6, 发现OsPLA1的敲

除会导致结实率降低并引起单倍体的诱发 , 而

osdmp3、osdmp6和双突变体则均不能单独触发单倍体

的产生, 与ospla1结合时也不能提高单倍体诱导率. 这

些结果表明, 不同作物间单倍体诱导存在不同的作用

机理, 如何提高水稻单倍体的频率则是未来研究的

重点.
除了MATL以外, Kalinowska等人[63]在2019年通过

在CENH3蛋白的N末端区域替换单个氨基酸, 开发了3
种单倍体诱导系, 产生了1%的单倍体后代. Kaur等
人[64]最近在水稻中鉴定并分析OsCENH3基因的几个

突变体, 发现在基因库中存在的大多数OsCENH3等位

基因都具有同义替换, 并且有少数非同义替换现象发

生在N末端结构域, 尽管这在一定程度上影响蛋白质的

构象,但由于组蛋白折叠结构域未发现任何功能性SNP
位点, 因此这些变异可能对单倍体诱导并不起作用. 未
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来针对于OsCENH3突变体的研究还有待进一步深入.
此外, Zhang等人[65]发现, 通过敲除编码卵细胞的特异

性天冬氨酸内肽酶(ECSs)的ecs1、ecs2基因可以诱导

单倍体, 并证实水稻中精子与卵细胞成功融合后, ECSs
在确保受精后雌雄细胞核融合方面发挥了关键作用.
这些研究结果为水稻单倍体育种提供了新的方法和

见解.

7 CRISPR/Cas工具在植物基因组编辑中的
应用现状

利用CRISPR/Cas9技术对功能基因进行敲除

(knockout)是目前在植物中应用最广泛的研究方向. 其

原理是, 细胞通过非同源末端连接(non-homologous
end joining, NHEJ)修复途径实现对2个等位基因的同

时编辑, 进而产生等位突变, 实现基因敲除. 对于二倍

体植物, 如水稻, 研究发现, 由CRISPR/Cas9产生突变的

效率能达到80%以上[66].
为进一步提升编辑方式的精准度、灵活性, 人们

逐渐聚焦于通过同源重组(homologous recombination,
HR)修复途径来实现供体片段的精准插入或替换. 传统

的递送CRISPR/Cas编辑元件的方法多数依赖于农杆菌

转化法,而农杆菌仅提供有限的DNA拷贝数,供体DNA
的有效递送是制约基因插入/替换效率的关键因素之

一, 除了基因枪转化外, 病毒递送是提供高拷贝DNA供

体的有效策略之一 . 为此 , Wang等人 [67 ]首先利用

CRISPR/Cas9产生的双链断裂(double-strand breaks,
DSBs), 结合一种双生病毒载体, 将丰富的供体DNA导

入水稻细胞, 通过复制出大量供体片段拷贝, 在转基因

水稻植株中实现高达19.4%的靶向频率. 此后, Ellison
等人[68]在烟草中发现了一种RNA病毒, 经改造后可被

用于递送CRISPR-Cas复合体, 导致多个基因同时发生

可遗传的突变, 在感染的体细胞组织中编辑效率达到

90%~100%, 有效减少对植物组织培养的需求. 近年来,
一种基于纳米颗粒的CRISPR基因组工程递送系统被

提出[69], 其具有低毒性、可选择递送所有生物分子、

不依赖植物物种等优势, 为一些对农杆菌有抗性或对

组织培养有抗药性的植物提供了新的选择.
随着CRISPR/Cas系统的衍生工具, 如CRISPR/

Cas12a(Cpf1)、单碱基编辑(base editing, BE)和引导编

辑(prime editing, PE)等技术的开发和利用, CRISPR系
统的单基因及多基因编辑能力得到进一步提升. 相对

于CRISPR/Cas9而言, 我国自主研发的新型CRISPR/

Cas12i与CRISPR/Cas12j系统对顺式调控元件的识别和

切割效率更高, 也能更好地发挥启动子编辑效应. 它的

出现打破了国外对CRISPR/Cas系列工具技术的垄断,
一些现代基因工程的“卡脖子”问题得以缓解. 近年来,
以CRISPR/Cas12a为基础的一系列基因编辑工具逐渐

得到开发. Zhou等人[41]基于CRISPR/Cas技术, 开发了

一种新型CRISPR/Cas12a启动子编辑系统(CAPE), 用

于通过编辑特定的基因启动子来改善水稻的农艺性状.
Zhang等人[70]证实, CRISPR/Cas12a可以在植物中实现

高效的多位点基因组编辑, 因为其富含T的PAM偏好性

补充SpCas9在基因组靶向时富含G的PAM需求. Cheng
等人[71]在水稻中开发了高效的Cas12a胞嘧啶碱基编辑

器(cytosine base editors, CBEs)和腺嘌呤碱基编辑器

(adenine base editor, ABEs)系统, 通过实验证实, 该类

碱基编辑器与基于Cas9切口酶的碱基编辑器相比, 产

生DNA断裂的可能性较小, 非常适合用于多重启动子

编辑, 可以在不产生插入或缺失突变的情况下对基因

表达进行微调. 近期, Tong等人[72]开发出一种新型的腺

嘌呤碱基颠换编辑器(AYBE, Y=C或T)及其变体, 并被

证实可用于哺乳动物细胞的靶向编辑, 但其在植物基

因组编辑中的应用尚未可知. Gupta等人[73]利用一种高

度特异性的高效引导编辑系统 , 首次将水稻OsS-
WEET14基因中的TAL效应结合元件敲入功能失调的

Xa23启动子中, 从而实现可诱导的TALE依赖性细菌性

枯萎病抗性, 并创造了具有广谱抗性的抗性等位基因.
PE系统被证实可以有效地插入短片段(~44 bp), 但在大

片段的插入方面效率却不高, 为此, Wang等人[74]开发

了GRAND编辑, 可以在没有DNA供体的情况下精确地

插入大的DNA片段, 且允许插入的最高片段大小达

1 kb. Li等人[75]利用水稻优化的ePE2系统, 将3个广泛

使用的表位标签精确插入到目标基因的3′末端, 证实通

过GRAND编辑可以有效地插入更长的序列, 为植物研

究提供了一种简单、易用、高效的蛋白质标签策略,
有助于实现顺式元件、增强子和其他工程元件的精确

插入, 用于作物育种.
在利用CRISPR/Cas9调控植物基因表达方面, 研

究发现可以将人工突变后失去核酸酶活性却仍保留

DNA结合能力的dCas9蛋白与特定的转录调控结构域

融合, 通过sgRNA将融合蛋白带到目标基因的启动子

区, 从而同时靶向多个不同的基因组位点, 以此调控

基因表达. 通过将不同类型的组蛋白修饰酶或DNA去

甲基化酶与dCas9蛋白进行融合, 植物的表观基因组便
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有可能实现重新编辑[76].基于此, Li等人[77]开发了一种

高效的dCas9的转录激活平台, 其能同时适用于植物与

哺乳动物细胞, 具有更强的单个或多个靶基因的转录

激活作用, 并在水稻中得到了成功应用. Ming等人[24]

在水稻原生质体中共筛选到12种转录激活构型, 并揭

示了一个强大的基于dAaCas12b的转录激活系统, 在

植物中实现了5~8倍的转录激活. CRISPR/dCas系统的

开发为操纵多个基因的同时表达提供了一种特别的思

路, 对植物中作物的生产应用具有重要的价值. 目前该

项技术在哺乳动物细胞中已被证实可用于实现全基因

组范围的筛选[78], 这为将来实现控制植物发育和环境

胁迫反应的关键基因的高通量筛选提供了必要的

保障.

8 展望

CRISPR/Cas基因编辑技术的出现使基因工程领域

发生了革命性的变化, 其为基因功能分析和作物育种

提供了新的契机, 快速推动了水稻驯化、创建雄性和

雌性不育系、双单倍体技术, 以及无融合生殖技术的

发展, 并预示着作物新育种时代的到来. 一些国家如美

国、日本、澳大利亚等对基因编辑作物采取了相对开

放的监管政策, 并允许它们进行田间试验, 然后投放商

业种植[79]. 近年来我国对基因编辑作物的品种开发也

出台了一系列政策. 2022年1月, 农业农村部制定公布

了《农业用基因编辑植物安全评价指南(试行)》, 首次

为农业用基因编辑技术颁布相关政策与管理措施, 主

要针对没有引入外源基因的基因编辑植物, 依据可能

产生的风险申请安全评价, 明确基因编辑产品区别于

转基因作物管理. 2023年5月, 农业农村部下发了全国

首个植物基因编辑安全证书, 标志着我国基因编辑正

式驶入产业化快车道, 这对我国生物育种技术研发与

产业推动具有里程碑意义.

人们利用CRISPR/Cas系统, 已经编辑了水稻中控

制不同性状的重要基因, 由此创制了一批优良的新种

质. 为进一步了解基因家族不同成员间功能冗余性, 分
析遗传途径中的上位性关系, Xiong等人[80]在水稻中建

立了一个基于同尾酶技术的多重基因编辑系统, 该系

统被证实具有方便、稳定、高效等特点, 理论上可以

同时编辑无限数量的基因. 除了靶向方法外, CRISPR
技术也被用于高通量筛选突变体, 早在2017年, Lu等
人[81]就在水稻中创建了覆盖全基因组的突变群体, 以

在不同的条件下筛选不同的性状. 预计在不久的将来,
在其他作物中也将获得由CRISPR介导的全基因组敲

除群体.
尽管CRISPR/Cas技术目前依旧存在如插入效率偏

低、脱靶效应明显、通用载体构建困难等问题, 但毋

庸置疑的是, 基因编辑技术的发现和发展已经对植物

基因工程和作物育种产生了巨大影响. 当前, CRISPR/
Cas系统的迭代升级为基因功能分析和在水稻中创造

理想的种质资源提供了前所未有的机会, 其与传统育

种方法、分子标记辅助选择、双单倍体技术、无性繁

殖技术等相结合将大大促进水稻育种的发展. 在可预

见的未来, 基于CRISPR/Cas技术开发出的基因编辑及

其衍生工具将更具有普适性、简捷性, 以从全基因组

范围对基因型和表型进行鉴定和筛选, 推进水稻乃至

禾本科植物的高效育种.
未来, 鉴定、发掘与创制一批具有重要育种价值

的新种质仍是水稻育种的重要方向, 人们可以结合基

因组学、信息学等现代科学技术, 加速水稻育种的精

准化、数据化、智能化, 实现有利基因的聚合, 从而建

立定向改良目标性状的方法. 无融合生殖系统产生杂

交种的克隆种子 , 有望改变未来育种模式 . 随着

CRISPR-Cas技术的不断革新, 其将成为水稻精确育种

的主要策略, 并将彻底改变未来农业生产.
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Research progress of CRISPR/Cas gene editing technology in
rice breeding
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China is the world’s largest producer and consumer of rice, and expanding grain output through rice breeding is one of
China’s primary measures for meeting sustainable food demands. The country’s sustainable development strategy heavily
relies on advancements in rice breeding, which is a critical factor in meeting the growing food demand and addressing
environmental challenges. Currently, domestic food security is threatened by global climate change, population expansion,
environmental pollution, and a lack of resources. Simultaneously, the promotion of global sustainable development poses
new challenges to China′s modern agriculture. There is a pressing need to solve the food crisis, break through the monopoly
of seed sources, and achieve the “two-carbon” (carbon peaking and carbon neutrality) goal. This requires mastering core
bio-breeding technologies to promote the development of green and low-carbon modern agriculture. For example, breeding
high-yield, pest-resistant, and drought-resistant crops can reduce the use of pesticides and carbon emissions. Breeding
food-saving, high-yield, and disease-resistant farm animals can efficiently use grass fodder and reduce drug and carbon
emissions. Some innovative solutions such as CRISPR/Cas gene editing have emerged as vital to revolutionizing rice
breeding programs in recent years. CRISPR/Cas, a widely adopted gene-editing technology based on the modified acquired
immune system of bacteria, has great potential for applications in rice breeding. It enables the rapid and precise generation
of new germplasm, providing an opportunity for the development of new and sustainable agricultural systems, while
facilitating a series of novel breeding technologies and laying the foundation for agricultural innovation. Using CRISPR/
Cas technology, researchers can edit genes related to rice yield, appearance, quality, and resistance to biotic and abiotic
stresses, thereby enhancing the agricultural value of rice and making it more marketable. By editing relevant genes,
researchers can increase rice resistance to pests and diseases, as well as tolerance to drought, salinity, and other abiotic
stresses. In addition to its application in germplasm development, the CRISPR/Cas technology has facilitated the
development of novel breeding techniques. For example, de novo domestication is enabled by transforming wild rice into
cultivated rice by editing specific genes. Moreover, CRISPR/Cas technology can break the linkage drag, allowing the
simultaneous expression of multiple beneficial genes by editing genes that affect genetic linkage. It can also be used for
hybrid seed production, apomixis, and doubled haploid technology. Finally, we discuss the development of CRISPR/Cas
tools, their derivatives, and their applications are briefly elucidated. The discovery and advancement of gene-editing
technologies will undoubtedly have a significant impact on plant genetic engineering and breeding, offering broader
prospects for future rice breeding. In conclusion, progress in research on CRISPR/Cas gene-editing technology in rice
breeding provides new opportunities and challenges. Through the application of this technology, we can improve the traits
of rice more precisely, increasing its yield, quality, and resistance, which will provide important support for the sustainable
development of China’s rice industry and contribute to solving the problem of global food security. The discovery and
development of gene editing technology will accelerate the development of plant genetic engineering technology and the
process of bio-breeding and has broad application prospects in future rice breeding, which will make an important
contribution to solidifying the foundation of China’s food security and solving the global food security crisis.
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