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棉花是全球重要的经济作物和纺织工业原料。

我国是世界产棉和用棉大国，棉花产业对我国国民

经济发展、棉区农民收入和乡村振兴皆具有重要意

义。棉花遗传改良和新品种选育一直是棉花产业发

基因编辑技术在棉花种质创新和遗传改良中的应用
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摘 要： 棉花是全球重要的经济作物和纺织工业原料，选育优良新品种是提高棉花产量、品质和植棉效益的主要途径。然而，

传统育种方法在改良作物遗传特性方面存在很大的局限性，而基因编辑技术为加快棉花种质创新和遗传改良提供了契机。基因编

辑技术是一种利用人工设计的核苷酸酶，对生物体特定 DNA 序列的基因组片段进行删除、修改、插入或替换单个或多个核苷酸，

从而实现对目标基因精确编辑的技术方法。本文首先综述了 ZFNs、TALENs 和 CRISPR 三种主要基因编辑系统的原理，以更好地

理解如何利用基因编辑技术改良棉花的生长发育、抗逆性等性状 ；其次，重点评述了当前备受关注的 CRISPR 基因编辑系统在改

良棉花抗逆性、纤维与种子品质性状等方面的应用 ；最后分析了基因编辑技术在应用过程中存在的不足和局限，并指出未来应进

一步优化开发有知识产权的基因编辑系统，提高其精确性、安全性，促进其在棉花种质创新和遗传改良中的应用。
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Application of Gene-editing Technology for Germplasm Innovation and 
Genetic Improvement in Cotton
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Abstract: Cotton is a globally important cash crop and a crucial raw material for the textile industry. Breeding superior cultivars is the 
primary approach for increasing cotton yield, fiber quality and agronomic benefits. While traditional breeding methods are increasingly limited in 
improving the genetic traits of crops, gene editing technology offers opportunities to promote germplasm innovation and genetic improvement in 
cotton. Gene editing is a technology that utilizes engineered nucleases to precisely edit the DNA sequences of an organism's genome by deleting, 
modifying, inserting or replacing individual or multiple nucleotides in specific target genes. This article reviews the principles of three major 
gene editing systems, namely ZFNs, TALENs, and CRISPR, aiming to better understand how gene editing technology can be used to enhance 
cotton growth, development, and stress tolerance. Specifically, a comprehensive overview of the CRISPR gene editing system, which has gained 
significant attention, is provided, summarizing its current applications in improving cotton stress tolerance and other desirable traits. In addition, 
this article analyzes the shortcomings and limitations of gene editing technology, emphasizes the need for further research of optimizing and 
developing gene editing system with intellectual property right as well as increasing its accuracy and safety, and thus leverage its application in 
germplasm innovation and genetic improvement in cotton.
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展的重点和难点，但传统育种方法局限性日益显现，

难以满足棉花生产的现实需求，而基因编辑技术为

此提供了新的解决方案，因此备受关注。基因编辑

技术是一种利用人工设计的核苷酸酶，对具有特定

DNA 序列的生物体基因组片段进行删除、修改、插

入或替换单个或多个核苷酸，从而实现对目标基因

精确编辑的技术方法［1-2］。借助基因编辑技术，可

以实现对棉花等作物生长发育、品质以及抗逆性等

性状的高精度突变，拓宽了变异策略的水平，加速

了育种进程，同时也为优质新品种的选育创造了更

有利的条件。

目前广泛栽培的棉花是异源四倍体，其基因组

较为复杂，且重要性状往往由多基因控制，包括纤

维质量、抗病虫性等，这大大增加了基因组编辑的

复杂性。目前应用于植物领域的基因编辑技术主要

包括 ZFNs 基因编辑系统、TALENs 基因编辑系统和

CRISPR 基因编辑系统。其中，CRISPR/Cas9 基因编

辑系统具有高效、精确和成本低廉等优点，因此被

广泛应用于各个领域。就棉花而言，该技术可以针

对棉花生长发育、纤维品质和抗逆性等方面的关键

基因进行高精度的编辑操作，从而创制具有重要优

良性状的品种或种质。本文综述了 CRISPR 技术在

棉花遗传改良中的应用现状、存在问题及未来发展

前景，以期为相关领域的研究提供参考和支持。

1 基因编辑系统的主要种类和特点

1.1 ZFNs和TALENs基因编辑系统

锌指结构（ZF）蛋白由两个保守的半胱氨酸和

两个保守的组氨酸组成，可以招募锌离子折叠成 β-
折叠和 α- 螺旋构象，其中 α- 螺旋可以与 DNA 之前

发生相互作用并识别 DNA 上 3-4 个碱基对［1］。具

有 Fok I 内切酶结构域的锌指（ZF）蛋白可以作为

位点特异性核酸酶对核苷酸序列进行剪切、删除，

并通过非同源端连接（NHEJ）或同源重组（HR）

激活 DNA 修复机制，修复过程中容易导致基因功能

破坏［2］。TALENs 是基因组编辑核酸酶三大类之一，

其原理与 ZFNs 相似，由 TALE 蛋白中的 DNA 结合

域与 Fok I 内切酶进行融合创建［3］。TALEN 基因编

辑技术已在人类细胞、小鼠、斑马鱼、水稻、玉米

等物种中成功应用［4-8］。

1.2 CRISPR基因编辑系统

ZFNs 和 TALENs 技术的出现提高了基因编辑的

效率，但二者对于不同的基因位置都需要设计不同

的蛋白质，操作成本高、流程烦琐，因而应用受到

了限制。CRISPR 系统问世之后，恰好弥补了以上基

因编辑技术的缺陷。CRISPR 系统是在细菌和古生菌

中首次发现的，它出现带来了基因编辑领域全新的

突破。CRISPR 形成了免疫系统的一部分，保护其免

受外来核酸的侵害［9］。目前使用最广泛的是来自酿

脓链球菌的 II 型 CRISPR/Cas9 系统。

1.2.1 CRISPR/Cas9 CRISPR/Cas9 是 一 种 由 RNA

引导的核酸酶，它的特异性依靠 sgRNA。当 sgRNA

存 在 时，CRISPR/Cas9 可 以 结 合 到 含 有 PAM 位 点

的 DNA 序列上进行剪切，形成 DNA 双链断裂，细

胞启动 DNA 修复，易产生突变，从而实现基因编

辑。与其他基因编辑技术相比，CRISPR/Cas9 可以

通过改变 sgRNA 的序列来快速、灵活地指定不同

的靶点［10］，使得 Cas9 核酸酶在不同的位点上发挥

作用，因此具有多重编辑的能力。Xie 等［11］针对

丝裂原激活蛋白激酶基因家族中的 4 个成员设计了

8 个 sgRNA 进行切除，原生质体转化后发现，4 个

目标位点均被高效切除，转化后的植株中 8 个位点

都显示突变，但是仅仅在两个位点检测出了片段缺

失。由此可见，利用 CRISPR/Cas9 可大大提高实验

效率。Wang 等［12］首次成功创建适用于陆地棉的

CRISPR/Cas9 基因组编辑系统，将外源基因红色荧

光蛋白 2（DsRed2）和内源基因 GhCLA1 作为目标，

每个靶位点编辑效率达到 66.7%-100% ；Chen 等［13］

利用 CRISPR/Cas9 系统对陆地棉进行基因组编辑和

靶向诱变，分别靶向棉花 GhCLA1 和 GhVP 基因的不

同位点发现，在转基因棉花中的突变效率为 47.6%-

81.8% ；Gao 等［14］ 发现在棉花中可以同时表达多

个 sgRNA 可以实现多基因靶向，并在两个靶点产生

GhPDS 和 GhEF1 突变。充分表明了 CRISPR 系统应

用于棉花遗传改良的可靠性和广阔前景。

CRISPR/Cas9 系统的编辑效率可以利用双生病

毒滚环复制子来提高，双生病毒载体能以滚环复制

的方式在植物细胞中产生大量的供体模板，并且其

在生物体内能够快速复制表达，而不会随机插入到
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植物基因组内，从而避免对生物体产生毒害作用。

Li 等［15］利用这一特点使 CRISPR/Cas9 系统在棉花

中的基因编辑效率显著提高，他们构建了双生病毒

介导的基因编辑载体，这种载体的编辑效率高达

73.3%。此外，还发现基因突变类型中片段缺失的比

例也有所提高，并且缺失片段的长度也增加。表明

这种改进的 CRISPR/Cas9 系统在棉花中的基因编辑

效果得到了显著的改善。

1.2.2 碱基编辑器 单核苷酸突变是改良作物许多

重要农艺性状的遗传基础。然而在常规基因编辑的

过程中，CRISPR/Cas9 会产生 DNA 双链的断裂，而

修复机制 NHEJ 产生的突变是不定向的，很难获得

理想的预期突变 ；而同源重组修复（HDR）虽然可

以产生定向突变，但其编辑效率较低［16］。为此，研

究人员对 CRISPR/Cas9 系统进行了改造，例如引入

了不同类型的碱基脱氨酶，开发出多个新型的碱基

编辑器，如胞嘧啶碱基编辑器（CBE）和腺嘌呤碱

基编辑器（ABE）等，可以实现对于靶基因的精准

编辑。

CBE 是第 1 类单碱基编辑器，可避免 Cas9 引起

DSB 导致的随机突变。其原理是通过将 Cas9 蛋白

序列中第 10 位氨基酸 Asp 替换为 Ala（D10A），使

RuvC 结构域失去切割 DNA 的能力，但保留了 HNH

结构域的核酸酶功能，所以 nCas9D10A 只会切割与

sgRNA 互补的单链 DNA，而脱氨酶 APOBEC1 通过

编辑活性窗口（C4-C8）中的 C 脱氨成 U，在 UGI

的保护下，避免 U 被 UNG 水解。细胞自身对 DNA

的修复作用，可将 U∶G 错配修复为 U∶A，然后

在 DNA 复制后，可产生 T∶A，实现 C∶G 至 T∶A

替换。其互补链则发生相应的 G>A 替换［17］。Zong 
等［18］成功开发出适用于植物的 CBE 编辑器 nCas9-
PBE，在原生质体再生的水稻、小麦和玉米植株中，

以高达 43.48% 的频率实现了胞嘧啶从位置 3 到 9 的

靶向转化为胸腺嘧啶。另外，华中农业大学棉花遗

传改良团队创建了适用于棉花的单碱基编辑系统，

使 C-T 的编辑效率提高到 57.78%［19］。

胞嘧啶的自发脱氨是 C∶G 到 T∶A 碱基对转变

的主要来源，占人类已知致病性点突变的一半。因此，

有效地将靶向 A∶T 碱基对转化为 G∶C 可以推进

遗传疾病的研究和治疗。腺嘌呤的脱氨反应产生肌

苷（I），肌苷被聚合酶当作鸟嘌呤处理将 I∶T 错配

修复成 I∶C，进而在 DNA 复制后产生 G∶C，实现

A∶T 至 G∶C 的碱基替换［20］。Gaudelli 等［21］成功

获得介导基因组 DNA 中 A∶T 到 G∶C 转化的腺嘌

呤辑器（ABEs），ABEs 有效地将目标 A∶T 碱基对

转化为 G∶C（在人类细胞中效率约为 50%），产品

纯度高（通常至少 99.9%），indel 率低（通常不超过

0.1%）。与基于 Cas9 核酸酶的方法相比，ABEs 可以

更有效引入点突变，并且产生较少的脱靶基因组修

饰。Tan 等［22］开发出植物编辑器 PhieABE，通过高

活性的腺苷脱氨酶 TadA8e 和单链 DNA 结合域（DBD）

与 Cas9（SpCas9）内切单链酶变体，识别 PAM 位点

NGN 或 NNN，以水稻为靶标进行结果评估发现一

些被检测位点出现接近 100% 的编辑效率。有研究

利用 Cas9 突变体（nCas9，dCas9）以及突变失活的

Cpf1（dCpf1），4 个腺嘌呤脱氨酶（TadA6.3，7.8，7.9，

7.10），在棉花中成功构建了多个腺嘌呤单碱基编辑

系统（GhABEs），进一步丰富了棉花单碱基编辑工

具的类型［23］。

1.2.3 CRISPR/Cas12a 系统 CRISPR/Cas12a 系统属

于 V 型 CRISPR 系统，从整体来看与 CRISPR/Cas9

工作原理相似，是依靠 RNA 分子来产生 DSBs［24］，

但从组成结构来看仍与 CRISPR/Cas9 存在较大差

异。首先，CRISPR/Cas12a 只需要一个 crRNA 分子，

而且体积比 Cas9 蛋白小得多，这就使得在多基因

编辑上 CRISPR/Cas12a 具有更大的优势［25］；其次，

Cas12a 更加倾向于复含 T 的 PAM 位点上，而 Cas9

酶识别富含 G 序列的 PAM，这也就意味着对于不同

的目标序列，可能需要选择不同类型的 CRISPR 酶

来进行基因编辑［26］。Li 等［27］创建了适用于棉花

的 CRISPR/Cas12a 系 统 靶 向 棉 花 GhCLA 基 因， 编

辑效率达到 87%，且无脱靶效应，证实了 CRISPR/

Cas12a 系统在棉花中是一个具有高特异性和高编辑

效率的系统，而且有望替代 CRISPR/Cas9 系统在棉

花中实现大规模应用。

1.2.4 CRISPR/Cas12b 系统 CRISPR/Cas12b 具有特

殊的热诱导系统，需要在 40-55℃范围内才可发生

反应，当温度低于 40℃时裂解无法完成［28］。棉花

是一种喜温作物，短暂高温处理不会影响棉花生长，

凭借这一特点，Wang 等［29］成功建立了棉花热诱导
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基因编辑系统，只需要在短暂高温诱导的情况下就

会发生基因编辑，当细胞生长温度恢复到 25-30℃

时，该系统则处于“沉默状态”，能够有效降低脱靶

的可能性。

综上所述，CRISPR 系统相对于传统的转基因

技术有显著的优势。CRISPR 系统基于 RNA-DNA 互

补配对机制，因此具备了更高效、更精准的编辑能

力，并可以同时编辑多个基因位点，是最具发展前

景的基因编辑技术之一。近年来，由于其编辑效率高、

操作流程简便灵活，以及能够同时编辑多个位点的

能力，CRISPR 系统在各种作物中得到了广泛应用。

2 CRISPR/Cas9 系统在棉花中的应用

2.1 棉花抗逆性研究

CRISPR/Cas9 技术已成功应用于改良作物的抗

病性，棉花也是其中的成功案例之一。通过编辑抗

病关键酶基因或编码伴侣蛋白基因等，目前已成功

提高了水稻、番茄、小麦、玉米和棉花等作物的抗

病能力和产量［30-32］。

棉花受到多种病虫害的威胁，严重影响棉花的

生长发育和产量形成，造成经济损失。其中，常见

的虫害包括棉铃虫、红铃虫、蚜虫等 ；而常见的病

害则包括黄萎病、枯萎病等。通过基因编辑技术对

棉花中特定关键基因进行编辑，有望提高其抗虫抗

病能力和环境适应能力。

黄萎病是由大丽花黄萎病引起的一种土壤传染

病，是棉花最具破坏性的病害之一。大丽花弧菌通

过棉花的根部感染，然后沿着维管组织向上扩散，

并分泌毒素，杀死周围的细胞，阻碍棉花维管运输。

患病的棉花植株表现为萎黄、枯萎，甚至死亡［33］。

Zhang 等［34］ 利 用 CRISPR/Cas9 敲 除 Gh14-3-3d 基

因，在 T0 代转基因棉花中的目标位点上检测出了大

量插入与缺失，且能够稳定遗传给下一代，对黄萎

病的抗性显著高于野生型。Binyameen 等［35］针对棉

花卷曲病，利用 CRISPR/Cas9 技术对病毒基因进行

靶向编辑，结果显示转基因棉株对于棉花卷曲病的

抗性高达 60%-70%。类似地，对于棉花枯萎病相关

基因 Fov7，CRISPR/Cas9 介导的 Fov7 基因敲除使得

棉花对枯萎病变得敏感，并丧失了诱导钙内流的能

力［36］。此外，通过 CRISPR/Cas9 同时靶向棉花卷曲

病毒 CLCuV 的 6 个基因，与单个基因靶向相比发现，

多个基因的联合靶向更有效地干扰病毒增殖［37］。

到目前为止，已经发现了许多与棉花抗病性相

关的基因（表 1），通过信号通路如 JA、SA 等发挥作用，

对棉花抵抗大丽花真菌起到正向或负向的调节作用。

CRISPR/Cas9 系统有望通过定向基因敲除获得突变

体，为棉花抗病研究提供更多的参考和育种选择。

表 1 棉花中抗病相关基因

Table 1 Genes related to disease resistance in cotton

抗病类型

Type of disease resistance

基因名称

Gene name

参考文献

Reference

黄萎病 GhLOX2 ［38］

GbMPK3 ［39］

GbRVd ［40］

GhODO1 ［41］

GhNAC100 ［42］

GaRPL18 ［43］

GhHB12 ［44］

GhOPR3 ［45］

GhWRKY70D13 ［46］

枯萎病 GaGSTF9 ［47］

棉花具有较强的耐盐能力，是开发盐碱地的先

锋作物。然而，棉花在不同生育期的耐盐能力存在

较大差异，苗期耐盐能力最弱，随着生长发育耐盐

能力不断增强，在盛花结铃期达到最高点［48］。但

是，棉花的耐盐能力也是有限的。盐胁迫会扰乱棉

花体内原有的离子稳态与渗透平衡，因此需要调节

重建平衡以应对盐胁迫。目前已知，棉花体内的调

节途径包括有丝分裂原活蛋白激酶 MAPK 级联反应

信号转导途径、钙依赖型蛋白激酶 CDPK 级联反应

参与的信号转导调控途径、盐敏感 SOS 信号转导途

径［49］。SOS 信号转导途径是调节植物耐盐性的主要

途径之一［50］。目前，利用 CRISPR/Cas9 系统提高棉

花耐盐能力和发掘棉花功能基因方面的研究尚未有

突破性进展。然而，在水稻上的相关研究进展已经

展示出基因编辑提高耐盐性的可行性和巨大潜力。

例如，通过 CRISPR/Cas9 系统使水稻中的 OsDST 基

因产生突变，可以通过增加叶片宽度与降低气孔密

度，从而提高叶片的保水性，增强水稻的耐盐与耐
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旱性［51］。同时，许多与棉花耐盐性有关的转运蛋

白、转录因子以及关键基因已被报道，包括 CIPK、

MYB、NAC、LEA、WD40、CDPK 等家族［52］。通过

基因编辑技术提高棉花耐盐性的前景看好。

干旱是影响棉花生长发育和产量品质形成的重

要限制因素之一。棉花各个生育阶段对干旱的敏感

程度不同，其中幼苗、开花和棉铃发育阶段最为敏

感［53］。目前，已有研究报道了 CRISPR/Cas9 系统

在棉花抗旱方面的应用，并发现了一些与棉花抗旱

相关的基因。例如，通过 CRISPR/dCas9-TV 系统高

效上调棉花内源基因 GhTULP34 和 GhTLP19，可以

显著提高突变体材料的抗旱能力［54］。另外，通过

过表达拟南芥液泡 H+ 焦磷酸酶基因 AVP1 和碱性转

录因子基因 AtRAV1/2 以及亮氨酸拉链转录因子基因

AtABI5，在棉花中观察到了耐旱表型的表现［55-56］。

此外，通过过表达水稻的 SNAC1 基因（转录因子

NAC 基因家族成员）和 AVP1 基因以及 AtNHX1 基

因，棉花在亏缺灌溉和旱作条件下展现出更好的耐

旱和耐盐性［57-58］。除了上述基因，一些与棉花耐旱

性相关的转录因子也被发现，如拟南芥转录因子基

因 AtEDT-1/HDG11 可以通过促进根系发育和增强抗

氧化防御机制来提高转基因棉花的耐旱性［59］。由此

可见，CRISPR/Cas9 技术和转基因技术为提高棉花

的耐旱性提供了可靠的途径。

高温胁迫也会对棉花产量和品质造成负面影

响。研究发现，在高温下，耐高温品种中的 GhAOS
和 GhAOC2 基因表达较高，而敏感品种中的表达变

化不大，这可能是导致高温下棉花雄性不育的原因。

为验证这一预测，利用 CRISPR/ Cas9 介导的基因编

辑技术，在敏感品种中得到了 GhAOS 和 GhAOC2 基

因突变体，结果显示突变体表现出明显的雄性不育

表型［60］。这项研究深入揭示了高温导致棉花雄性不

育的机制。

刺 吸 式 害 虫 对 棉 花 产 量 的 破 坏 性 较 大。Sun 
等［61］利用 CRISPR/Cas9 技术靶向棉花内源抗虫相

关基因，在植株中生成了基因突变体。结果显示，

超过 10% 的基因突变体表现出对虫害的抗性改变。

此外，还发现 GhMLP423 基因可以响应昆虫取食信

号，进一步诱导其他基因的表达，来抵御昆虫取食。

2.2 棉花纤维和种子品质改良

棉花纤维是决定棉花产量和纺纱品质的关键，

比化学纤维具有更强的保水、保热能力［62］。棉花纤

维是由棉花子房胚珠外表皮细胞经过分化突起而形

成［63］，大量基因参与和调控［64］。纤维长度是棉纤

维最重要的质量参数之一。通过棉纤维转录组分析

发 现，GhAlaRP 可 以 与 GhAnnexin 和 GhEXPA 互 作

调控纤维伸长。应用 CRISPR/Cas9 技术产生的棉花

纤维素合成酶基因突变导致纤维长度和强度分别下

降了 6.03% 与 12.10%［65］。此外，转基因棉花植株

的成熟棉纤维捻数增加，表面更光滑，纤维素结晶

度指数较低。

棉花是全球第四大植物油来源［66］。棉籽油主

要由三酰基甘油组成，其中不饱和脂肪酸占 65%-

70%，而不饱和脂肪酸中亚油酸又占大多数 ；除主要

脂肪酸外，棉籽油还含有肉豆蔻酸、花生酸等［67］，

能够降低胆固醇以及具有抗氧化功效。棉籽油的合

成过程中酮脂酰 ACP 还原酶和烯脂酰 ACP 还原酶是

脂肪酸合成过程中两个关键的还原酶，主要负责脂

肪酸碳链的延伸。刘丽等［68］克隆了上述两个酶的

基因 GhKAR 和 GhENR 发现，转基因植株的含油量

提高了 10.2%-14.1%。Chen 等［66］根据基因表达分

析发现 GhFAD2-1A/D 主要在种子中表达，且在种子

发育中后期表达量更高，推测该基因与种子油分组

成相关。利用 CRISPR/Cas9 技术敲除 GhFAD2-1A/D，

在突变体种子中油酸含量显著升高，亚油酸含量显

著降低，且不影响棉花产量、纤维品质和种子总油量。

此外，通过 CRISPR/Cas9 技术去除棉籽中对哺乳动

物有害的左旋棉酚，获得了无毒和低毒棉籽，不影

响其抗虫性［69］，为棉籽的安全利用开辟了新途径。

2.3 棉花其他性状改良

除了上述应用以外，基因编辑技术在棉花基因

功能验证方面也被广泛应用。利用 CRISPR/Cas9 系

统成功敲除了陆地棉同种异体四倍体 A 染色体和 D

染色体上的 GhARG 基因，并发现在高氮和低氮条件

下，CRISPR/ Cas9 介导的突变均显著改善了棉花侧

根的发育［70］。另外，通过 CRISPR/ Cas9 基因编辑

技术获得的突变体，研究揭示了细胞色素 P450 单加

氧酶 GhCYP703A2 在 ms5ms6 品系的花粉形成中起
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核心作用［71］。Zhu 等［72］在研究棉花体细胞胚胎发

生途径的过程中，利用 CRISPR/Cas9 基因组编辑和

过表达证明了 LAX2、LAX1 和 LOX3 在愈伤组织增殖

和植物再生中的重要作用，为深入解析棉花代谢相

关基因在作物适应性和生长发育方面的作用提供了

重要信息。

总之，CRISPR/Cas9 技术在棉花抗旱、抗病虫

和纤维与种子品质改良等方面展现出具有巨大潜力。

然而，与其他大宗农作物相比，棉花有其自身的特性。

棉花纤维和种子都是收获对象，协同调控两者生长

发育的意义大，但颇具挑战性 ；棉花具有无限生长

习性，株型可塑性大，这对产量和品质形成有重要

影响 ；棉花营养器官和生殖器官中皆含有棉酚，影

响棉花副产品的综合利用，减少或抑制棉酚合成积

累的意义重大 ；作物源库理论形成于棉花“叶 - 铃”

关系，深入研究棉花“叶 - 铃”关系具有重要的理

论和实践意义。这些方面的研究曾长期基于传统技

术，取得进展的难度越来越大，而基因编辑技术可

以在这些方面的研究发挥重要作用，值得期待。

3 基因编辑技术面临的挑战及展望

3.1 CRISPR/Cas9的局限和应对

在基因编辑和育种过程中，高特异性和精确的

基因编辑是至关重要的。如果脱靶事件发生，将导

致基因组不稳定、破坏正常的基因功能，并阻碍育

种过程。

降低脱靶效应的手段有以下几种 ：一是增加

sgRNA 中 GC 的含量。在设计 sgRNA 时保证 GC 含

量在 40%-60% 之间，以此来增加 DNA 与 RNA 结

合的牢固性，降低脱靶可能性［73］。二是控制 sgRNA

长度。在精确的基因靶向过程中，不同长度的 gRNA

定向靶向会导致数量或位置的错配。通常 gRNA 的

典 型 长 度 为 20 bp， 如 果 sgRNA 被 截 断，CRISPR/

Cas9 的脱靶效应就会降低，将 sgRNA 的序列降低

到 17-18 bp，gRNA 的靶向特异性就会显著提高［74］。

三是通过调节 sgRNA 和 Cas9 浓度可降低脱靶风险，

但浓度降低后，相应的基因组编辑能力也会减弱，

要根据实际情况选择合适的 gRNA 和 Cas9 复合物比

值［75］。四是选择合适的递送方式。CRISPR/Cas9 本

身组件成分较大，且需要递送到细胞内部发挥作用，

不同的递送方式适用于不同类型的细胞和生物体，

因此选择合适的递送方式十分关键，目前常见的递

送方式有电穿孔［76］、病毒介导递送［77］等。五是改

造 Cas9。化脓性链球菌的 SpCas9 和来自金黄色葡萄

球菌的 SaCas9 是 CRISPR 基因编辑系统中使用最广

泛的 Cas9 同源物，SaCas9 比 SpCas9 短了 300 多个

氨基酸，更利于递送，SaCas9 需要更长的 PAM 序列

增加了识别的特异性，与 SpCas9 相比明显表现出脱

靶效应的减少［78］。Hu 等［79］开发的 xCas9 系统具备

对多种 PAM 序列（NG、GAA、GAT）的识别功能，

该优化系统对基因组编辑的适应性提升了 4 倍，而

且该系统的特异性比 SpCas9 高得多，脱靶率更低。

3.2 基因编辑在植物中的安全性应用

植物中基因编辑技术的应用主要通过两种方式

来实现 ：一种是使用无外源 DNA 插入的 DNA-free

的方法完成，该方法是利用蛋白质或 RNA 纳米粒

子，将编辑工具直接传递到目标细胞中，而无需引

入外源 DNA ；另一种是利用常规的转基因技术获得

基因编辑植株后，在后代材料中通过自交或杂交等

手段将外源插入片段完全剔除，最终获得的基因组

编辑植株也没有外源基因的插入。由此可见，基因

编辑不仅为作物改良提供了多种可能，如提高产量、

改善品质、增加抗性等，而且尤为重要的是，基因

编辑只针对植物自身基因组内部进行修改，避免外

源基因整合，可以避免传统的转基因技术应用过程

中存在的安全性隐患及伦理问题。利用基因编辑技

术获得的材料中没有外源整合，与通过传统育种方

法获得的材料相似，因此基因编辑技术在植物中的

应用也更加安全，商业化应用也更容易被接受。美

国早在 2016 年，利用基因编辑技术培育白蘑菇不受

农业部监管［80］。目前美国等多个国家已经修改了有

关植物基因编辑的监管制度，不再将基因编辑作物

归类于转基因作物［81］。这些政策的出台对于基因编

辑技术在植物育种中的应用和发展具有极大的促进

作用。

在中国，农业农村部于 2019 年发布的《植物

新品种培育技术规范》第三十七条中提出了基因编

辑植物应符合法律法规的要求等规定。农业农村部

于 2022 年 1 月 24 日发布了《农业用基因编辑植物
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安全评价指南（试行）》［82］，旨在规范农业用基因

编辑植物的安全评价工作。该指南对未引入外源基

因的基因编辑植物的安全评价申报程序等进行了

规范，并将安全评价分为 4 种类型 ：（1）对于目标

性状不增加环境安全和食用安全风险的基因编辑

植物，在中间试验后可以申请生产应用安全证书。 
（2）对于目标性状可能增加食用安全风险的基因编

辑植物，需在中间试验后提供食用安全数据资料，

方可申请生产应用安全证书。（3）对于目标性状可

能增加环境安全风险的基因编辑植物，需进行环境

释放或生产性试验，并积累环境安全数据资料后，

再申请生产应用安全证书。（4）对于目标性状可能

增加环境安全和食用安全风险的基因编辑植物，需

在中间试验后开展环境释放或生产性试验，积累环

境安全和食用安全数据资料后，申请生产应用安全

证书。2023 年 4 月，山东舜丰生物科技有限公司研

发的高油酸大豆成功获得我国首个基因编辑安全证

书，进一步加速了基因编辑技术产业化在我国的发

展进程。

3.3 展望

棉花具有庞大且倍性复杂的基因组，含有许多

高度重复的序列，这增加了准确选择目标位点的难

度；同时，目前适用于棉花的基因编辑工具相对有限。

为了加速基因编辑技术在棉花上的应用，未来的研

究应注意以下几个方面 ：

一是继续开发有自主知识产权的新型基因编辑

系统。目前，许多基因编辑系统的技术核心仍被国

外垄断。为了促进该技术的商业化发展，应优化现

有技术的操作过程，并进一步开发适用于棉花特点

的具有自主知识产权的新系统，以提高编辑效率和

安全性。二是进一步提高基因编辑技术的精确度。

为了克服目标位点选择不准确和 DNA 修复导致的拼

接错误等技术瓶颈，降低脱靶的概率，特别是针对

棉花基因组特点进行的定制化改良。虽然目前棉花

的全基因组测序工作已经完成，但仍有许多重要性

状的主效基因未被鉴定，限制了 CRISPR/Cas9 系统

在棉花上的应用。因此，要加强重要性状主效基因

的挖掘。三是加强与传统育种技术的结合。基因编

辑技术应与传统育种方法有机结合，以加快突破性

品种的育成。四是应根据特定作物特点和市场需求

制定有针对性的育种策略与技术路线，实现基因编

辑技术的商业化应用。五是关注“DNA-free”的基

因编辑技术。这种技术可以避免外源 DNA 在目标细

胞中产生不必要的随机插入或突变，从而提高编辑

技术应用的安全性。六是关注新型转化方式与基因

编辑技术的结合。由于棉花的复杂基因组结构和遗

传机制，它在遗传转化过程中可能呈现出遗传不稳

定性。另外，CRISPR/Cas 系统的应用需要经历长时

间的基因转化过程。随着植物遗传转化方法的改良，

出现了无需组织培养的转化方法［83］和 SAMT 遗传

转化系统［84］等新型转化方式。推动这些新方法和

新技术在棉花研究中的应用，将进一步加快棉花基

因功能研究与遗传改良的进程。

综上所述，基因编辑技术在棉花上的应用面临

诸多挑战，但随着基因编辑系统的不断开发，基因

编辑技术的研发和应用也将进入一个新的阶段。未

来的研究应继续开发新的基因编辑系统，加强基因

编辑技术与育种技术的结合，并推动基因编辑技术

的商业化应用。
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