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摘要 CRISPR是成簇的、规律间隔的短回文序列, 存在于细菌、古细菌进化出的免疫防御系统中, 由于其能利用

RNA靶向引导Cas核酸酶对基因组中的目标序列进行编辑, 成为基因组研究的重要工具. 木本植物由于世代周期

长, 育种周期通常长达数十年, 且存在近交衰退等问题, 采用分子育种手段十分必要. 以基因组编辑主导的分子设

计育种为木本植物的遗传改良提供了新的思路. 本文对目前在木本植物中涉及的CRISPR/Cas系统Cas9、Cas12、
Cas13、Cas14、单碱基编辑器、引导编辑器等几种编辑技术展开描述, 主要介绍了通过CRISPR/Cas9进行的单基

因、多基因编辑在木本植物生长发育调控、胁迫抗性、品质调控等基因功能研究及性状改良中的应用进展, 及启

动子编辑、单碱基编辑器和基于dCas9的基因激活技术在木本植物性状改良中的应用潜力. 此外, 本文还探讨了木

本植物基因组编辑技术在现阶段存在的问题及可能的解决方案. 最后, 对新型基因组编辑器在木本植物性状改良

中的应用潜力进行了展望, 旨在为木本植物分子设计育种提供参考.
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基因组编辑是基于基因组学的一种在基因组中靶

向和精确修饰的技术[1]. 随着基因工程的飞速发展, 基

因编辑技术愈发成熟, 相继衍生出了三代基因组编辑

技术, 包括锌指核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs)技
术、转录激活因子效应物核酸酶(transcription activa-
tor-like effector nucleases, TALENs)技术以及基于细菌

成簇规律间隔短回文重复序列(clustered regularly inter-
spaced short palindromic repeats, CRISPRs)开发的

CRISPR/Cas基因组编辑技术[2]. 第一代人工核酸内切

酶ZFNs技术是将锌指蛋白(zinc-finger proteins, ZFP)与
限制性内切酶Fok I的切割结构域融合后, 利用锌指结

构识别特异DNA序列并将其切割的基因组编辑技术[3].
该技术对特定序列的ZFP设计和筛选费时费力、成本

较高, 且有脱靶效应和Fok I自身二聚化造成非特异切

割等原因, 导致其在基因组编辑中的应用受限[4]. 第二

代人工核酸内切酶TALENs是将转录激活因子效应物

(TALE)3′端的激活结构域序列换成编码Fok I的DNA序

列后经转录翻译得到的融合人工核酸内切酶, 比锌指

结合DNA序列更稳定, 特异性更高, 但目标序列的每

个碱基都需要一个TALE识别元件, 载体构建工作量大.
为了解决上述问题 , 2012年Jinek等人 [ 5 ]开发出了

CRISPR/Cas9系统 , 该系统由Cas9蛋白和双RNA
(crRNA和tracrRNA)两部分组成, Cas9蛋白是一种利用

RNA作为向导识别靶标DNA的核酸内切酶, HNH和

RuvC结构域是双链DNA的切割位点, 并人工合成了

tracrRNA和crRNA连接在一起的sgRNA(single guide
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RNA). 相较于第一、二代基因编辑技术, CRISPR/Cas
系统有设计流程简单、操作方便、编辑效率高等

优点[6].
森林不仅在保持水土、涵养水源、防风固沙、调

节气候、消除污染等方面发挥重要的生态功能[7], 也

为人类社会生产活动提供了大量原材料, 对促进农林

经济可持续发展有重大意义. 但是木本植物世代周期

长、遗传杂合度高、近交衰退等特点极大限制了木

本植物遗传改良进程[8]. CRISPR/Cas技术提供了将靶

向突变引入植物基因组的有效机制, 系统一经开发就

迅速在微生物、动物和植物中得以应用 . 2013年
CRISPR/Cas9系统首次在模式植物拟南芥(Arabidop-
sis thaliana)和烟草(Nicotiana tabacum)中实现了基因

组编辑. 截至目前, CRISPR/Cas系统已在数十种植物

中成功应用, 如杨柳科的杨属(Populus L.)、芸香科

(Rutaceae)、蔷薇科(Rosaceae)、石榴科(Punica-
ceae)、大戟科(Euphorbiaceae)和禾本科(Poaceae)等.
CRISPR编辑系统的日趋成熟为加速木本植物性状改

良提供了可能[9]. 本文介绍了CRISPR/Cas基因组编辑

器及其在木本植物性状改良中的研究进展, 并对其发

展前景进行了展望, 以期为木本植物分子设计育种提

供参考.

1 基因组编辑器

CRISPR/Cas系统是从细菌和古细菌中发现的抵抗

外源DNA或RNA的免疫防御系统, 经人为改造后, 现已

成为生物体通用的基因组编辑工具[10]. 其最初作用是

细菌在遭受病毒入侵后将病毒基因的一小段序列添加

到自身的DNA中, 当病毒再次遭受入侵后, 细菌可根据

存储序列识别病毒并将其体内DNA切割使其失活[11,12].
根据CRISPR/Cas系统效应器模块的不同设计原则, 主

要可将其分为两大类(1类和2类)的6种不同类型(I~VI
型)[13]. 第1类主要存在于在古细菌中, 由多种Cas蛋白

形成复合物, 结构复杂, 包括I、III和IV型, 较易对靶位

点进行切割, 导致DNA双链断裂(double-stand break,
DSB). 第2类结构简单, 由单一蛋白质组成, 包括II、V
和VI型, 其中II型(以Cas9为代表)在现阶段应用最为

广泛.

1.1 CRISPR/Cas9

Cas9是CRISPR/Cas系统第2类中II型的特征蛋白,
首次发现于酿脓链球菌(Streptococcus pyogenes)[5].

CRISPR/Cas9是通过获取、表达和靶向干扰这3个过

程来识别并切割靶基因的DNA序列[4]. (1) 获取: 外源

DNA序列识别后将其整合到受体基因组中CRISPR基

因5′端的2个重复序列之间; (2) 表达: 在启动子的作用

下将CRISPR基因转录成pre-crRNA(precursor crRNA),
同时与pre-crRNA重复区互补的tracrRNA也被转录,
pre-crRNA在Cas蛋白、tracrRNA和核糖核酸酶Ⅲ的作

用下加工成crRNA, tracrRNA又通过与crRNA的部分

序列配对组成 sgRNA用于识别和靶向DNA序列 ,
sgRNA和Cas9蛋白结合形成复合体为剪切做准备; (3)
靶向干扰: crRNA识别原间隔相邻基序(protospacer ad-
jacent motif, PAM)的“NGG”碱基序列, 并引导sgRNA/
Cas9蛋白复合物通过两个切割结构域分别切割PAM区

附近20 bp与sgRNA互补的靶DNA链和非靶DNA链, 造
成DSB[14]. DSB会诱导DNA通过自然条件下的非同源

末端连接(nonhomologous end-joining, NHEJ)或同源重

组(homology-directed repair, HDR)两种方式进行损伤

修复. HDR可以将外源DNA供体片段重组整合到DNA
双链断裂的位置, 但在自然条件下出现的概率较低; 若
添加一个特定的外源DNA模板, 修复可通过HDR过程

进行点突变的替换等定向进行. 细胞大多数DSB修复

由NHEJ完成, 但该过程易错, 会引入插入或缺失突变,
造成靶标基因丧失功能[15]. CRISPR/Cas9技术的优势

在于操作简单、成本较低、可进行多重靶向修饰且应

用广泛.

1.2 CRISPR/Cas12

Cas12a(也称为Cpf1)属于2类CRISPR系统的V型

RNA引导的核酸内切酶, 是目前Cas12家族中研究最多

的一类, 其作用机制与Cas9相似[16]. 不同的是, Cas12a
不需要tracrRNA的帮助, 靠自身存在的核糖核酸酶位

点就可以将pre-crRNA自主加工为成熟的crRNA并融

合在一起, 形成的蛋白复合物在crRNA引导下识别富

含T的PAM区域(5′-TTTN-3′), 结合靶向DNA序列后进

行切割产生交错黏性末端 [ 1 7 ] . 该系统中crRNA比

sgRNA更短, 其蛋白也比Cas9蛋白更小, 有助于构建装

载量小和多基因编辑的载体.
Cas12b(也称为C2c1)是V-B型Cas蛋白, 也需要

tracrRNA和crRNA共同作用, 促使Cas12b蛋白切割双

链DNA产生交错黏性末端 [18 ] . 它的蛋白比Cas9和
Cas12a更小, 且缺乏HNH结构域, Cas12b对修饰的反应

比Cas12a更灵敏、脱靶效率更低[19].
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1.3 CRISPR/Cas14

Cas14有a、b、c三个亚型, 其中Cas14a不需要

PAM区就可以精确靶向ssDNA, 是一类高度紧凑的

CRISPR核酸内切酶. 该蛋白含有的RuvC结构域是切割

ssDNA的功能结构域, 并且该系统中sgRNA与靶向

ssDNA完全互补才能进行切割, 这会导致sgRNA与靶

向序列的任何不匹配都会严重降低Cas14a的切割活性.
所以Cas14a的独特之处在于单链DNA病毒基因组中的

几乎任何序列都可作为靶标来靶向和切割病毒基因[20].

1.4 CRISPR/Cas13

上述几种编辑器都是以DNA为研究对象, 而RNA
在生物学中具有同等重要的作用, 因此对RNA的编辑

也有重要的应用价值[21]. 与前文中描述的几种Cas蛋白

不同, VI型的Cas13蛋白特异性靶向RNA, 且Cas13a(也
称为C2c2)是第一个应用的RNA核酸酶[22], 其成功开发

加速了科研人员对RNA功能的深入研究. Cas13a是由

crRNA引导切割靶向ssRNA, 其切割活性受两个高等

真核生物和原核生物核苷酸结合结构域(higher eukar-
yotes and prokaryotes nucleotide-binding domain,
HEPN)的影响. 只有crRNA的中心区域与靶RNA结合

形成靶RNA双链后, 形成的双螺旋结构诱导Cas13a构
象发生变化并以此激活HEPN催化位点, Cas13a蛋白才

会发挥其切割作用[23]. CRISPR/Cas13b作为CRISPR/
Cas13系统中的另一种亚型, 与CRISPR/Cas13a的作用

原理相似, 但也存在一些区别, Cas13b蛋白相对较小,
且不含Cas1和Cas2, 有2种不同基因型的附属蛋白——
Csx27和Csx28, Csx27会抑制Cas13b蛋白酶的活性,
Csx28与之相反, 会增强其活性[24]. CRISPR/Cas13d和
Cas13a都含有Cas1和Cas2, 其蛋白更小, Cas13d蛋白具

有切割靶向ssRNA和加工pre-crRNA成为crRNA的双重

活性, 该切割活性可以被WYL结构域正向诱导, 其相对

其他Cas13亚型蛋白有更高的编辑效率[25]. 而CRISPR/
Cas13系统中的其他3种亚型Cas13c、Cas13X和

Cas13Y的作用原理与上述几种亚型类似, 其中Cas13X
和Cas13Y相对于其他亚型更紧凑、氨基酸数量更

少[26].

1.5 碱基编辑器(base editors, BE)

上述CRISPR/Cas系统的基因组编辑多数是通过

NHEJ修复途径导致碱基增加或缺失引起的随机突变,

难以实现稳定的单碱基突变, 因此针对生物性状的定

向改良, 开发一种精准且高效实现单碱基替换的技术

尤为重要. 由CRISPR/Cas9发展而来的CRISPR/Cas单
碱基编辑是一种新兴技术, 碱基编辑器是通过将工程

碱基修饰酶融合到催化核酸内切酶失活的Cas9蛋白

(nuclease-dead Cas9, dCas9)或具有单链切割活性的

Cas9蛋白(nicking Cas9, nCas9)中创建的, 它不需要

DNA双链的断裂就可以实现在靶位点改变核苷酸的类

型[27]. 当前应用较为广泛的BE主要有2种类型: 胞嘧啶

碱基编辑器(cytosine base editor, CBE)和腺嘌呤碱基编

辑器(adenine base editor, ABE). CBE由活化诱导胞嘧啶

脱氨酶(activation-induced cytidine deaminase, AID)、
dCas9/nCas9和尿嘧啶糖基化酶抑制剂(uracil glycosy-
lase inhibitor, UGI)3种元件构成, Cas9蛋白与AID组成

融合蛋白, 融合蛋白会在sgRNA的引导下识别靶向

DNA序列, 这时sgRNA与靶向DNA的一条链互补配对,
而AID则结合到另一条ssDNA链上并将该链上一定范

围的胞嘧啶(C)脱氨变成尿嘧啶(U), 再通过DNA复制

或修复将U转变成胸腺嘧啶(T), 最终实现从G/C碱基对

变成T/A碱基对, 在整个过程中, UGI的作用是抑制尿

嘧啶N-糖基化酶(uracil-N-glycosylase, UNG), 防止

UNG切除脱氨生成的U碱基 , 产生无嘌呤 /无嘧啶

(apurinic/apyrimidinic, AP)位点, 导致DNA发生NHEJ
修复从而降低CBE的编辑效率. CBE的主要局限是只

能诱导C的碱基替换, 其他形式的碱基则无法实现替

换[28]. 为了解决这一限制, Gaudelli等人[29]发现了一种

新的碱基编辑器——ABE, 其工作原理与CBE类似, 腺

嘌呤脱氨酶可将A脱氨变为肌苷(I), 在DNA水平I会被

当作G进行复制, 最终实现A/T碱基对到G/C碱基对的

改变. 它们的不同之处在于, ABE不需要抑制烷基腺嘌

呤DNA糖基化酶(alkyladenine DNA glycosylase, AAG)
的活性. ABE和CBE两种碱基编辑类型只能催化嘌呤

之间和嘧啶之间的转换, 而不能实现嘌呤与嘧啶之间

的相互颠换, 而糖基化酶编辑器(glycosylase base edi-
tors, GBE)的出现为碱基之间的颠换提供了思路. GBE
相当于CBE的副产物, 是以UNG产生的AP位点为突破

口发现的编辑器, 由UNG-nCas9-AID三部分组成, 在

UNG的作用下, 靶DNA序列上识别到的C会脱氨成U后

被去除, 产生的AP位点在大肠杆菌和哺乳动物中通过

DNA修复分别实现C到A和C到G的颠换[30].
将ABE和CBE组合使用可以在不产生DSB或依赖

供体DNA模板情况下实现4种碱基的替换, 而在微生物

评 述
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中将ABE、CBE和GBE组合使用能够实现任意碱基的

替换, 这样有效提高了基因组编辑的效率[31], BE在植

物中已经取代HDR引起的基因突变并成为更有效的基

因组编辑工具[1].

1.6 引导编辑器(prime editor, PE)

PE是为了扩大精准编辑的范围和实现12种“碱基-
碱基”替换或逆转而新开发的一种基因组编辑技术[32],
可以进行多位点编辑、DNA短片段的插入和缺失, 不

需要DSB和修复模板就可以将目的DNA序列引入靶位

点区实现基因编辑, 减少了细胞自身修复过程对编辑

结果的不可控影响[33]. 在PE中, pegRNA(prime editing
guide RNA)是在sgRNA的基础上进行改造的, 在

sgRNA的3′端添加一段引物结合序列(primer binding
site, PBS)和转录模板序列(RT template), PE蛋白是由

仅能切割单链的nCas9(H840A)蛋白与逆转录酶融合而

成. PE蛋白在pegRNA的sgRNA序列引导下由nCas9蛋
白切割靶DNA的一条链, PBS与断裂单链DNA上的碱

基互补配对, 之后逆转录酶发挥作用, 以人工设计的序

列为模板进行逆转录, 再经DNA连接和修复后将新的

DNA序列整合到目标DNA上实现精准的碱基替换、

插入和缺失等变异[34]. 此外, 2020年, Lin等人[35]对引导

编辑系统(prime editing system, PPE)的密码子、启动子

和编辑条件进行了优化, 调整了启动子编辑器在植物

中的应用, 编辑效率高达21.8%. PE将基因组编辑提升

到了一个新的水平, 在开展植物育种和功能基因组学

研究中具有巨大的潜力.

2 CRISPR/Cas基因组编辑在木本植物性状
改良中的应用

在一代、二代基因组编辑技术的基础上, 新形成

的CRISPR/Cas技术发展迅速, 目前在以杨属植物为首

的多个物种中实现了单基因、多基因编辑, 并在启动

子编辑、BE以及基于dCas9的CRISPR激活技术的应用

方面进行了一些探索(表1).

2.1 单基因编辑在木本植物性状改良中的应用

为了验证CRISPR/Cas系统在植物中的可操作性,
类胡萝卜素生物合成途径上的第一个合成酶——八氢

番茄红素脱氢酶(phytoene desaturase, PDS)常被用作测

试系统的内源靶基因. PDS具有保护叶绿素免受光漂白

的作用, 编辑该基因后植株表现出白化表型, 可直接通

过可视化筛选检验CRISPR/Cas系统在植物中的可

行性.
在木本植物研究方面, Fan等人[9]在毛白杨(Popu-

lus tomentosa Carr.)中使用4个gRNAs同时靶向PDS基
因, 根据白化表型所占的比例发现产生的突变率超过

50%, 测序分析结果显示有93.3%的突变体发生双等位

基因突变和6.7%发生单等位基因突变, 表明CRISPR/
Cas9系统可以在杨树基因组中实现高效编辑. 此外,
An等人[36]以银腺杨(Populus alba×glandulosa ‘84K’)为
材料, 使用高活性的MAS启动子驱动Cas9系统, 使突变

表 1 CRISPR/Cas基因组编辑技术在木本植物性状改良中的应用简表(详见表S1)
Table 1 Summary of the application of CRISPR/Cas genome editing in woody plant traits improvement (see Table S1 for details)

研究目的 木本植物 包含编辑类型 涉及性状

CRISPR/Cas系统测试
毛白杨[9]

、银腺杨[6,36]
、杂交杨[37]

、银灰杨[38]
、甜橙[39]

、
金柑[40]

、核桃[41]
、欧洲板栗[42]

、苹果[43]
、毛竹[44]

、
麻竹[45]

单基因编辑、单碱基编辑 白化

调控生长发育

南林895杨[46,58]
、银灰杨[7,47,51,53,55]

、欧洲山杨[7]
、

杂交杨[48,54]
、毛白杨[49]

、蒙达利松[50]
、巴西橡胶树[52,61]

、
毛果杨[56,57]

、苹果[59]
、

核桃[60]
、麻竹[45]

、美洲黑杨[62]
、银灰杨[62]

单基因编辑、多基因编辑、
基因激活

高生长、径向生长、芽生长/
再生/休眠、细胞壁合成、毛
状体发育、不定根发生等

非生物胁迫抗性
毛果杨[63]

、杂交杨[64]
、银灰杨[65]

、山新杨[66]
、枳橙[67]

、
落叶松[68]

、银腺杨[69]
、新疆杨[70] 单基因编辑、单碱基编辑

干旱胁迫、盐胁迫、除草剂
抗性等

生物胁迫抗性 葡萄柚[67,71,72]
、甜橙[39,67]

、美洲黑杨[62]
、银灰杨[62] 单基因编辑、单碱基编辑 柑橘溃疡病等

木质素合成
银灰杨[73,75]

、毛白杨[74,82]
、毛果杨[76,77,80,84]

、银腺
杨[78,79,81,83]

、杂交白杨[85]
、桉树[86]

单基因编辑、多基因编辑、
单碱基编辑

木质素、纤维素、木聚糖
等生物合成

类黄酮合成 毛白杨[87,89]
、银灰杨[88]

、西洋梨[90] 单基因编辑、基因激活 类黄酮、(原)花青素等

酚类代谢物合成 荔枝[91]
、银灰杨[92,93]

、石榴[94]
、山金柑[95] 单基因编辑、多基因编辑

水杨酸、茉莉酸、柠檬酸、
安石榴苷及其相关代谢
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率提高至75%. 在金柑(Fortunella hindsii)中, Zhu等
人[40]利用2种sgRNA靶向PDS基因, 发现T0代产生了3
种不同程度白化表型的突变体, 其突变效率在45%
~100%不等, 并预计在T1代能将靶基因突变率提至

100%. Walawage等人[41]基于核桃(Juglans regia cv.
Chandler)基因组开发了辅助gRNA设计的计算工具, 并

通过CRISPR/Cas9系统精确敲除PDS基因, 为坚果类木

本植物的基因功能解析和分子设计育种奠定了基础.
另外, 通过测试PDS基因, 证实了CRISPR/Cas9系统也

可在欧洲板栗(Castanea sativa Mill.)[42]、苹果半矮化

砧木品种(Malus prunifolia (Wild.) Borkh. ‘Seishi’×M.
pumila Mill. var. paradisiaca Schneid. ‘M.9’)[96]、毛竹

(Phyllostachys edulis)[44]、麻竹(Dendrocalamus lati-
florus Munro)[45]等木本植物中起作用, 为进一步利用

CRISPR/Cas基因编辑系统对木本植物进行遗传改良提

供了方法.
目前, 利用CRISPR/Cas系统编辑单个基因的报道

最多, 并在木本植物生长发育调控、提高抗逆性、改

善木材及果实品质等方面(图1)取得一些进展.
2.1.1 调控生长发育

通过CRISPR/Cas9系统直接编辑参与植物生长发

育及细胞活动的关键基因, 可显著调控木本植物的生

长发育过程, 以期获得速生、优质、抗逆的木本植物

新种质来满足现阶段不断增长的木材需求量.
油菜素内酯(brassinosteroid, BR)是植物特异性类

固醇激素, 可动态调节植物生长发育, DET2 (DEETIO-
LATED2)是BR合成的限速酶. Fan等人[49]敲除毛白杨

(Populus tomentosa Carr.)中PtoDET2, 发现突变体中

BR水平降低, 导致植株生长迟缓、生物量降低. Ye等
人[45]用CRISPR/Cas9技术对麻竹(Dendrocalamus lati-
florus Munro)赤霉素(Gibberellin, GA)响应基因GRG1
进行单基因编辑, 产生的纯合grg1突变体由于节间伸

长导致株高增加. 植物类成束阿拉伯半乳糖蛋白(fasci-
clin-like arabinogalactan protein, FLA)在植物生长发育

的各阶段发挥作用, 对毛果杨(Populus trichocarpa)中
FLA40/45双基因敲除导致突变体的茎长、直径增加,
木质部纤维和导管的细胞增大, 木质素含量增加[57], 这
为解析林木生长调控通路提供了有力手段.

杨树ASX (attenuation of secondary xylem)基因是木

质部特异表达的受体样激酶(receptor-like kinases,
RLKs)成员. Xie等人[46]在南林895杨(Populus deltoides
×euramericana ‘Nanlin895’)中利用CRISPR/Cas9编辑

ASX, 发现突变体植株木质部分化及次生细胞壁(sec-
ondary cell wall, SCW)加厚受到抑制、植株生长减缓.
VCS (VASCULAR-CAMBIUM-SPECIFIC)和WOX
(WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX)是茎维管形成层

特异表达基因, 在毛果杨中编辑VCS2及其同源基因

VCS2-h, 导致双突变体vcs2 vcs2-h的维管形成层增殖

区细胞层数和茎粗度均显著增加; 而同时敲除WOX4a
WOX4b表现出形成层增殖区细胞层数减少, 为定向调

图 1 (网络版彩色)不同类型CRISPR基因编辑器在木本植物性状改良中的应用
Figure 1 (Color online) Application of different types of CRISPR genome editors in woody plant traits improvement
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控林木的径向生长提供了关键候选基因及途径[56].
Muhr等人[47]在银灰杨(P. tremula×alba ‘INRA 717-

1B4’)中对芽生长抑制因子(BRANCHED)BRC1和BRC2
分别用2个sgRNA进行单基因编辑, 获得了芽生长更健

壮的brc1-1突变体和侧芽增多的brc2-1突变体, 证实了

BRC1在杨树中具有保守的功能而BRC2在侧芽生长调

节中起更重要的作用. Maurya等人[48]发现, 杂交杨(Po-
pulus tremula×tremuloides ‘T89’)中敲除BRC1后导致短

光周期下的生长停止表型延迟, 该过程通过APETALA1
和FLOWERING LOCUS T2基因介导, 表明杨树的BRC1
参与光周期调控. Chang等人[60]在核桃(Juglans regia L.
‘Zhonglin 6’)中使用多个gRNA编辑控制细胞增殖和分

化的关键转录因子WOX11, 获得的Jrwox11突变体不定

根数量减少, 细胞数量增加但细胞体积变小, 为调控木

本植物根系结构和株型提供了思路. 此外, 有研究在苹

果‘GL-3’中成功利用CRISPR/Cas9敲除苹果MdSPL6
(SQUAMOSA PROMOTER BINDNG PROTEIN-LIKE 6)
基因, 获得了叶片再生能力和芽再生效率显著增强的

苹果Mdspl6突变株[59].
与阔叶树相比, 针叶树往往幼年期长、基因组巨

大且复杂, 通过传统育种对针叶树进行遗传改良非常

耗时, 目前关于针叶树种的基因编辑的报道较少. Poo-
vaiah等人[50]在蒙达利松(Pinus radiata)中分别使用单

个gRNA、2个gRNA和RNP靶向细胞壁合成基因

GUX1, 通过体细胞胚胎发生途径产生蒙达利松突变体,
其中使用单个、2个gRNA进行基因组编辑的胚胎/幼
苗都是等位基因突变, 编辑效率分别达到15%和12%,
而用RNP与双gRNA共同递送时编辑效率可达33%, 这

为针叶树种的定向分子育种提供了更高效的策略.
2.1.2 提高胁迫抗性

目前已经鉴定到大量调控木本植物非生物胁迫响

应及生物胁迫响应的关键基因, 利用CRISPR/Cas9直接

破坏植物相关敏感基因的表达, 是提高木本植物胁迫

能力的快捷有效方法之一.
在干旱条件下, AREB1-ADA2b-GCN5复合物会结

合PtrNAC启动子区的ABRE基序进而驱动该基因表达,
提高植物抗旱性. Li等人[63]在毛果杨中利用CRISPR/
Cas9技术成功靶向ADA2基因(ALTERATION/DEFI-
CIENCY INACTIVATION2)中的一种可变剪切类型基因

ADA2b-3, 得到的Ptrada2b-3基因编辑植株因缺乏

ADA2b-3蛋白, 导致AREB1-ADA2b-GCN5复合物功能

破坏, 无法启动PtrNAC表达, 从而引起杨树的抗旱能力

降低. NF-YB21是一类根特异性转录因子, 杨树nf-yb21
单基因突变体根中木质部导管直径变小, 影响其吸水

导致耐旱性降低[64]. 此外, Harding等人[65]在银灰杨

‘INRA 717-1B4’中利用CRISPR/Cas9编辑质体蔗糖外

排转运蛋白SUT4基因, 导致其移码突变, 通过影响淀

粉利用及叶片相对含水量的动态平衡, 使得突变体在

干旱条件下维持较高的相对含水量. Yang等人[66]基于

CRISPR/Cas9编辑系统, 提出了一种通过热处理(37°C)
以增加Cas9的切割活性来提高CRISPR/Cas介导基因编

辑效率的方法, 在山新杨(Populus davidiana×bolleana)
中获得了敲除盐胁迫响应相关的基因PdbKH(K homol-
ogy(KH)domain-containing protein)的突变体, 发现该基

因是盐胁迫响应的负调控因子. HyPRP是富含脯氨酸

和羟脯氨酸的细胞壁结构蛋白. Zhang等人[69]对我国北

方地区栽植的树种‘84K’杨中的PagHyPRP1进行单基

因敲除, 证实其在盐和干旱胁迫中起负调控作用, 发现

突变体可通过提高POD和SOD过氧化物酶活性和脯氨

酸含量来增强抗氧化和渗透调节能力, 从而提高抗旱

和耐盐性, 为建立高基因组杂合度的木本植物基因编

辑新策略提供了新思路. Bai等人[70]对新疆杨(Populus
alba var. pyramidalis)中C2H2-ZFP转录因子编码基因

OSIC1(OSMOTIC STRESS INDUCED C2H2 1)进行编

辑, 发现osic1突变体对渗透胁迫更敏感, 其主要通过含

铜多胺氧化酶介导调节H2O2在保卫细胞中的含量调节

气孔开闭, 为进一步通过遗传改良提高木本植物抗逆

性提供了参考.
柑橘溃疡病是对柑橘属植物造成严重危害的病害

之一. CsLOB1(LATERAL ORGAN BOUNDARIES)及其

同源基因CsLOB9是导致葡萄柚(Citrus×paradisi)感染

溃疡病的关键基因. Jia等人[71]利用CRISPR/Cas9对这2
个基因编辑, 发现柑橘溃疡病菌(Xanthomonas citri
subsp. citri. Xcc)接种后葡萄柚Cslob1及Cslob9突变体

表现出来的溃疡症状大大减少[72]. 由于Cas12a可识别

富含T的PAM序列——“TTTV”, 可通过该技术进一步

提高基因编辑效率, 利用Cas12a/crRNA核糖核蛋白转

化胚性原生质体成功提高了甜橙(Citrus sinensis)溃疡

易感基因CsLOB1的编辑效率[39], 为林木及果树抗病分

子育种提供了新思路.
2.1.3 改善品质性状

(1) 调控木质素合成. 目前我国木材供需矛盾加剧,
针对木材性状(如木质素含量、木材结构等)的改良对

提升我国木材产量及品质有重要意义. 木质素是位于
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细胞壁的芳香族聚合物, 为木质组织提供结构支撑, 但
其影响了木质纤维素的生物能源转化效率. 咖啡酰莽

草酸酯酶(caffeoyl shikimate esterase, CSE)参与合成木

质素单体, 对银灰杨中2个CSE基因CSE1和CSE2基因

编辑, 导致2个单突变体中咖啡酰莽草酸积累; cse1
cse2双突变体的木质素减少了35%, 但纤维素到葡萄糖

的转化率提高了4倍[53]. Zhou等人[73]在银灰杨(P. tremu-
la×alba)中编辑了参与木质素合成的CoA连接酶基因

4CL1和4CL2(4-COUMARATE:COA LIGASE), 其突变体

木质素含量降低, 为在需要低木质素含量的纸浆生产

等应用提供了理论基础. MYB156是调控次生细胞壁中

木质素、纤维素及木聚糖等合成的关键调节因子 .
Yang等人[74]在毛白杨中对MYB156进行基因编辑, 导致

次生细胞壁中的木质素、纤维素等发生异位沉积. 对

毛果杨中分别靶向2个关键转录因子进行单敲, 突变体

hsfb3-1和myb092通过在应力木形成过程中影响木质素

和纤维素生物合成来调控木材形成转录调控网络, 最

终使木质素含量减少、纤维素增加[76]. SAG基因在拟

南芥中属于EDS1家族, 是一类衰老相关基因, 杨树中

P a g SAG1 0 1 a基因受木质部分化关键转录因子

PagC3H17的直接调控, 敲除PagSAG101a后杨树茎形

成层活性及木质部分化受到显著抑制[79]. 有研究发现,
DJ-1超家族非典型成员PtrDJ1C在杨树早期叶绿体发

育和木质素沉积过程中发挥重要作用. Wang等人[78]通

过CRISPR/Cas9基因编辑系统成功敲除‘84K’杨的

PtrDJ1C基因, 得到了一系列白化程度不同的突变体株

系,且这些突变体生长较慢,而纯白表型的杨树因DJ1C
的完全缺失而致死, 并且木质素大量沉积. CCR肉桂酰

辅酶A还原酶是关键的木质素生物合成基因. 在桉树

(Eucalyptus grandis)中, Dai等人[86]对CCR1和IAA9A
(Aux/IAA家族的生长素依赖性转录因子)分别进行单

基因编辑, 发现ccr1编辑株系中木质化减少、导管塌

陷; 相较ccr1的等位基因编辑效率(32.0%), iaa9a可高

达92.6%. Takata等人[85]针对SCW合成关键转录因子

VND家族成员, 在杂交杨‘T89’中用CRISPR/Cas9构建

vns9/10/11/12四敲突变体, 发现其木纤维、韧皮部纤维

和木质部射线实质细胞中的SCW均受到严重抑制, 为

定向调控木材发育提供了参考. BAHD家族酰基转移

酶是一类可控制对羟基苯甲酸酯修饰木质素的酶, 通

过CRISPR /C a s 9基因编辑毛果杨中该家族基因

PHBMT1,几乎可消除茎木质素中的所有对羟基苯甲酸

酯[84]. 此外, ‘84K’杨中敲除乙烯响应转录因子Pa-

gERF81基因引起导管细胞密度增加、导管细胞面积

减小, 且次生壁木质素含量显著上升[81]. 漆酶(laccase)
在木质素单体聚合过程中发挥作用,对毛白杨中LAC14
单敲后, S/G比值增加、木质化程度降低, 导致生物质

酶促糖化效率提高[82]. Guo等人[83]通过对‘84K’杨中

LAC19、LAC25、LAC32进行单基因、双基因和三基

因的编辑, 其突变体的株高和直径增加、木质素含量

均有不同程度的降低, 且木质素聚合程度显著下降. 纤
维素也是参与木本植物次生细胞壁的主要组成成分,
对毛果杨中纤维素合成酶Ces基因进行基因编辑 ,
Ptrcesa4、7a/b和8a/b突变体都具有匍匐生长、丧失顶

端优势、矮小成垂枝的盆景树特征, 遗传证据表明

PtrCesA7a和7b、PtrCesA8a和8b存在功能冗余[80]. 另

有研究利用CRISPR/Cas9技术对PalCesA4亚基保守区

(P-CR)中的4个残基Pro435、Trp436、Pro437和Gly438的高

效结合位点进行敲除, 导致突变体生长速度、根系发

育受到抑制, 为利用CRISPR/Cas9技术介导的木本植物

基因工程改良提供了一种策略[77].
(2) 调控类黄酮合成. 类黄酮类化合物包括黄酮、

黄酮醇、花青素和原花青素(PA, 又称缩合单宁), 其中

PA在植物响应生物及非生物胁迫中发挥重要作用 .
Wang等人[87]发现,毛白杨MYB115转录因子可直接结合

并激活PA合成结构基因来参与PA生物合成 , 利用

CRISPR/Cas9得到的myb115突变体中PA含量降低, 且

对真菌Dothiorella gregaria更为敏感. 随后, Liu等人[88]

对MYB115和MYB134在PA合成途径中的功能进行深度

分析, 利用2种杂交杨(P. tremula×tremuloides ‘INRA
353-38’和P. tremula×alba ‘INRA 717-1B4’)构建了

myb115和myb134的单基因及双基因敲除突变体, 发现

PA生物合成途径在杨树叶片和根系中存在差异, 且

MYB115和MYB134正向调控杨树PA合成分支路径. 在

花青素合成调控方面, 在毛白杨中敲除组蛋白H3K9去
甲基化酶基因JMJ25导致花青素显著积累, 其主要是通

过JMJ25直接结合MYB182基因座并使其染色质去甲基

化来调控花青素生物合成[89].
(3) 调控酚类等代谢物合成. 植物酚类次生代谢物

有广泛的生理及药理活性, 是果树类林木的果实风味

及营养价值等品质的决定因素. 多酚氧化酶基因(poly-
phenol oxidase, PPO)是果皮褐变关键基因. Wang等
人[91]成功利用CRISPR/Cas9系统编辑了‘妃子笑’荔枝

(Litchi chinensis Sonn.)中的PPO基因. 发现Lcppo突变

体中出现碱基插入、缺失和替换等多种碱基编辑类型,
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为果树果实品质改良奠定了基础. 水杨苷类(salici-
noids)化合物是一类酚基糖苷类化合物, 在杨柳科植物

中大量积累, Fellenberg等人[92]对银灰杨中水杨酸(SA)
生物合成UDP-葡萄糖糖基转移酶基因(UGT71L1和
UGT78M1)敲除, 发现ugt71l1突变体毛状根中水杨素含

量降低, 且敲除UGT71L导致杨树节间变短、叶片变小,
水杨酸和茉莉酸(JA)合成受到影响[93]. Chang等人[94]对

石榴毛状根中2个UDP-糖基转移酶基因 (PgUG-
T84A23、PgUGT84A24)分别进行单敲及双敲, 双敲材

料中安石榴苷(punicalagin)的含量降低了40%, 这为改

善果实品质提供了新思路. 柑橘亚科基因组广泛, PH
是柠檬酸合成中的MYB类转录因子, Huang等人[95]对

早花柑橘山金柑中CitPH4进行敲除, 发现其通过介导

PH4调控柑橘液泡酸化使柠檬酸含量显著降低, 表明

CitPH4可以作为柑橘果实风味改良的关键基因.

2.2 多基因编辑在木本植物性状改良中的应用

木本植物的关键性状通常受多基因控制, 为了改

良复杂性状, 可通过基因编辑手段对多个基因进行编

辑. 近期, Science报道了林木多基因编辑方面的一项重

要突破[97]. 该研究利用机器学习模型预测并筛选出毛

果杨全基因组的近7万种基因编辑策略, 在针对木质素

生物合成途径里21个关键结构基因对应的347种策略

中, 超过99%的策略可编辑至少3个基因. 选取了7种最

佳策略并构建了174个编辑株系, 发现单基因编辑无法

大幅降低木质素含量, 而多基因编辑植株木质素含量

降低了50%以上; 此外, 该研究还包含复杂的纸浆生产

厂模型, 评估了CRISPR编辑木材对纸浆生产效率及温

室气体排放的影响. 该研究建立的这种结合遗传学、

计算生物学、CRISPR工具和生物经济学的跨学科策

略, 为未来的林木分子设计育种提出了更高维度的解

决方案及更广泛的应用.
在多基因编辑过程中, 由于gRNA及启动子效率等

因素, 多个gRNA效率常受到影响. Bruegmann等人[7]获

得了多个gRNA结构之间关系的证据, 对2种杨树中的

开花时间基因SOC1(SUPPRESSOR OF OVEREXPRES-
SION OF CONSTANS1)和FUL(FRUITFULL)、性别决

定相关基因NFP(NFP-like)和TOZ19(TORMOZEMBRYO
DEFECTIVE 19)进行单基因、多基因编辑, 发现gRNA
上的GC含量在40%~60%之间、gRNA 3′末端的嘌呤碱

基量(4个左右)和不形成二级结构配对的种子序列区域

(seed region, 18~20 nt)都对会提高gRNA的编辑效率.

此外, Bewg等人[51]在银灰杨‘INRA 717-1B4’中利用

s g R N A靶向MYB家族的 3个毛状体调节因子

(MYB186、MYB138和MYB38)的保守序列, 发现针对保

守位点的单个sgRNA对于杨树的多重编辑也很有效.
Triozzi等人[55]利用Golden Gate MoClo的工具包在银灰

杨中用根尖干细胞分裂转录因子SHR(SHORT ROOT)
基因测试基因编辑的效率, 得到缺乏明确的内皮细胞

层的SHR双等位基因突变体, 并测试了在同一载体中

连入2个sgRNA分别靶向YUC4(YUCCA 4)和PLT1
(PLETHORA 1)或分别靶向LBD12(LATERAL ORGAN
BOUNDARIES-DOMAIN)和LBD4的双基因编辑效率,
发现在每个载体对应的4个编辑植株中, 有3个(yuc4/
plt1)和2个(lbd12/lbd4)突变体检测到了3个基因的双拷

贝突变, 表明基于Golden Gate MoClo双基因编辑的效

率高. 油菜素内酯信号在植物生长发育中起关键作用,
在杨树中敲除4个BR受体基因(PdBRI1-2/3和PdBRI1-1/
6), 发现4突变体植株茎形成层分布不连续、木质部分

化和生长受到显著抑制[58]. 开花时间相关基因FT在杨

树一年生长周期中具有重要作用, André等[54]研究发现

ft1突变体仅在冷处理中芽萌发受抑制, ft2a单敲无明显

表型变化、ft2b芽在长日照条件下提早开花、ft2双敲

严重矮化, 在长日照下花芽分化更加明显, 表明在春季

和夏季, FT2对杨树营养生长是必需的, 调节杨树进入

休眠状态; 而FT1与解除冬季休眠有关, 并在春季萌芽

调控中起着重要的作用, 揭示了FT在杨树生长周期中

调节两个完全不同的主要发育控制点.
传统基因编辑大多依赖于农杆菌介导的稳定转化

获得编辑植株, 该过程周期较长, 为了测试不同基因编

辑器的编辑效率, 在木本植物中利用瞬时转化的方法

可以有效加快测试过程. Yuan等人[37]通过应用eYGF-
Puv紫外可见报告基因, 开发了一种在转化初期能很容

易筛选阳性突变体的方法, 并检验了基于多重CRISPR
的基因组编辑在杂交杨(P. trichocarpa×deltoides ‘52-
225’)原生质体中的效率. 结果表明, 两种表达Trex2-
Cas9系统的构建体在杂交杨中的编辑效率为31%
~57%, 且能产生2个靶位点之间的大片段缺失,表明Be-
YDV衍生的复制子提高了多基因编辑效率, 为木本植

物多基因编辑提供了一种新策略. Dai等人[52]在橡胶树

(Hevea brasiliensis)中编辑5个开花时间相关基因

(HbFT1、HbFT2、HbTFL1-1、HbTFL1-2、HbTFL1-
3), 编辑效率可达到8.47%~24.92%. Fan等人[61]开发了

一个使用核糖核蛋白的橡胶树基因组编辑系统, 在橡
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胶树原生质体中靶向开花相关基因FT、TFL1的5个靶

位点上得到了3.74%~20.11%的突变率. 但通过瞬时表

达得到的突变体不能稳定遗传, 所以可先使用瞬时表

达系统明确合适的编辑器及编辑效率高的gRNA等, 再

进行稳定转化, 为缩短林木育种周期和进行遗传改良

提供思路.

2.3 启动子编辑介导的性状改良

启动子编辑通过调控结合元件的策略能够在木本

植物中影响基因的表达水平, 将有助于基因功能解释,
并为木本植物分子育种提供更多的可能性. 这种编辑

策略能够通过编辑靶基因启动子区域顺式作用元件

来影响上游转录因子对其启动子区域的结合, 从而实

现对靶基因表达的微调, 但该策略受限于功能性顺势

作用元件的挖掘. 目前启动子编辑的报道较少, 且效

率偏低, 迫切需要提高启动子编辑效率来提高基因组

编辑的多样性[98]. Huang等人[67]用ABE碱基编辑器将

葡萄柚和甜橙溃疡易感性基因LOB1启动子区域中的

TATA盒编辑为CACA, 通过瞬时表达生成无转基因的

突变体, 编辑后的LOB1启动子区增强了2种柑橘属果

树的溃疡病抗性, 为木本植物性状的微调提供了新

思路.

2.4 单碱基编辑在木本植物性状改良中的应用

上述几种编辑器下产生的突变体都是随机突变产

生的, 但是当某种操控木本植物性状的基因功能活性

位点和调控分子机制已经明确的情况下, 可以针对该

功能性位点进行定向编辑, 以期获得精准控制的性状

改良. 近年来, CBE和ABE的开发在许多植物中得到应

用, 并产生了相对较高的编辑效率, 极大促进了农林业

定向精准分子育种的研究进程.
相较于直接敲除植物的内源性基因, 单碱基编辑

通过介导显隐性抗病基因之间的转化在增强植物的抗

病性的同时能更大限度地减少对植物正常生长的影响.
例如, Huang等人[67]用CBE单碱基编辑器编辑枳橙

(Carrizo citrange)中的抗除草剂乙酰乳酸合酶基因

(acetolactate synthase, ALS), 在编辑ALS基因的植物中

仅观察到C到T的替换, 且检测不到外源T-DNA的插入,
表明Csals突变体不属于传统意义上的转基因植株. 此

外, Yao等人[62]利用pHEE901(BE3)和A3A/Y130F-BE3
两种CBE编辑器通过C-T转换, 使银灰杨中参与植物真

菌病原响应的转录因子PLATZ提前终止, 发现这两种

编辑器的编辑效率均可达到13%~14%. Li等人[75]同样

在‘717杨’中测试了2种CBE(PmCDA1-BE3和A3A/
Y130F-BE3)和2种ABE(ABEmax_V1 and ABEmax_V2)
的效率, 发现在2种CBE中A3A/Y130F-BE3通过AtU3启
动子产生编辑效率(50%~95.5%)比PmCDA1-BE3AtU6
(26.3%~78.9%)的高, 而ABE中ABEmax_V2通过AtU3
启动子产生编辑效率(95.5%)高于ABEmax_V1(84.2%).
对AtU6启动子, A3A/Y130F-BE3(19.0%)的编辑效率高

于PmCDA1-BE3AtU6(0%). 因此, 利用AtU3启动子表

达sgRNA能在测试的CBEs和ABEs中产生较高效率的

碱基编辑. 另外, Sretenovic等人[38]评估了6种用于编辑

植物中NGG的PAM位点以及无PAM目标位点的CBE,
尽管效率较低, 但在杨树和水稻的稳定转化品系中实

现了C到G的编辑.
此外, 在ABE和CBE基础上, 衍生出了双碱基编辑

器(dual-base editors): 双碱基编辑器将胞嘧啶脱氨酶和

腺嘌呤脱氨酶同时与单个Cas蛋白融合, 可同时将C-T
和A-G替换引入同一基因组区域. 例如, Xu等人[99]用编

辑效率高达87.6%的新型植物双碱基编辑器pDuBE1,
诱导水稻除草剂抗性相关基因OsALS的2个点突变, A-
G和C-T的同时转换效率高达49.7%. 此外, 近期报道的

SAFE(split deaminase for safe editing)系统, 适用于含有

不同胞苷或腺苷脱氨酶的BE, 在拟南芥和水稻中表现

出高效的靶向编辑[100]. 然而, 目前关于双碱基编辑器

或者SAFE系统在林木中的研究尚未见报道. 综合上述

优点, 单碱基编辑器在未来木本植物的性状精准调控

领域将会有更广阔的应用.

2.5 基于dCas9的CRISPR激活技术

CRISPR/Cas编辑技术除了可以进行基因组编辑,
还可以利用dCas9对基因进行表达水平的激活. Yao等
人[62]采用基于dCas9的CRISPR激活技术微调2个分别

参与光合作用和微管动力学以及植物免疫的靶基因

TPX2(Targeting Protein for Xklp2)和LecRLK-G(G-type
lectin receptor-like protein kinase)的表达, 并在美洲黑

杨(Populus deltoides ‘WV94’)中通过原生质体瞬时表

达, 将这两个基因激活, 使表达量升至1.2~4.7倍. 随后

分别在银灰杨‘717-1B4’和美洲黑杨‘WV94’中通过农

杆菌介导稳定转化这两种基因, CRISPR导致靶基因表

达激活至1.5~7.0倍, 证明了基于dCas9的CRISPRa系统

在杨树中的有效性. Ming等人[90]以CRISPR-Act3.0为
基本骨架, 在西洋梨(Pyrus communis)中构建了基于
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CRISPR/dCas9的基因转录激活系统(CRISPRa), 对梨

愈伤组织中的花青苷生物合成基因进行单基因及多基

因激活, 包括单基因激活PybZIPa、双基因激活Py-
MYB114 /PybHLH3及三基因激活PyDFR /PyANS /
PyUFGT, 并获得花青苷积累增加表型, 表明利用基因

组编辑系统进行的转录激活可以对多个目的基因表达

水平的发挥调控作用. 该系统的开发进一步拓宽了

CRISPR/Cas基因组编辑系统在木本植物性状改良中

的应用.

3 总结与展望

传统木本植物遗传育种由于周期长、效率低等问

题, 难以应对未来林业面临的需求及挑战. 相较于草本

植物, CRISPR/Cas系统在木本植物基因功能研究和改

良方面的应用相对滞后, 多数林木及果树品种尚处于

基因编辑体系建立的初步阶段. 而CRISPR/Cas技术在

木本植物基因功能研究及分子模块设计育种方面有巨

大优势, 可极大缩短育种周期, 在木本植物遗传改良方

面具有广阔的发展和应用前景. 目前, 在木本植物中应

用CRISPR/Cas9系统所面临的主要问题及发展趋势体

现在以下几个方面.

3.1 组培及遗传转化体系不健全

传统的方法如利用农杆菌或基因枪将目的基因或

遗传修饰工具递送进入植物细胞后, 需要经过复杂的

组织培养过程产生遗传改良植株, 这个过程周期长、

操作繁琐, 且大多数植物难以通过这一方法实现遗传

转化 . 近几年 , 虽然通过利用BBM和WUS [ 1 0 1 ]、
WOX5[102]或GIF-GRF[103]等与植物再生有关的基因在

一定程度上能够辅助遗传修饰工具的递送, 但这些方

法目前仅实现在一些单子叶植物和少数双子叶植物的

研究中[104].
为克服传统技术植物组织培养过程带来的困难,

研究人员开发了一种植物遗传修饰方法: Cut-dip-
budding(CDB)递送系统, 即不需要组织培养过程, 而

是利用遗传修饰根长出芽的过程将发根农杆菌侵染

切断的植物幼苗而获得稳定的遗传修饰植株. 在木本

植物(椿树、楤木、臭茉莉)中实现了基因编辑工具的

递送, 展示了在多种易根蘖植物中的应用潜力. 未来,
随着对植物根蘖机制的研究深入, CDB递送系统有望

实现对更多植物物种的简便遗传转化操作, 进一步促

进遗传改良[105].

3.2 易产生嵌合体

在木本植物中应用CRISPR/Cas9的另一个缺点是

可能会产生嵌合体. 这可能是由于Cas9和sgRNA的组

成型表达, 导致不同发育时期的诱变. 要避免CRISPR/
Cas9在植物中产生嵌合体, 可采取以下几种方法.

(1) 优化gRNA设计. 选择高特异性和高效率的

gRNA, 合理选择引导RNA序列长度、配对强度和结构

以及特定的靶向位点.
(2) 精确的Cas9表达调控. 调控Cas9蛋白的表达水

平和时机可以减少嵌合体的形成. 通过使用特定的启

动子和组织特异性表达的载体, 可以确保Cas9蛋白只

在目标组织和特定发育阶段表达.
(3) 引入预组装的Cas9蛋白. 可以使用Cas9蛋白和

gRNA先进行重组再转移到植物细胞中的策略, 这在其

他物种如拟南芥和烟草这类草本模式植物中已经有所

应用, 如Woo等人[106]使用预组装的CRISPR-Cas9 核糖

核蛋白对植物进行无DNA插入的基因组编辑.
(4) 新型载体和纳米粒子的使用. 针对植物基因编

辑, 研究人员正在开发新型的载体和纳米粒子, 用于有

效地传递Cas9蛋白和gRNA到植物细胞中. 这些载体和

纳米粒子可以通过包装和修饰的方式, 增强Cas9蛋白

和gRNA的稳定性和特异性.
总之, 综合运用上述的几种策略可提高确保木本

植物基因组编辑的准确性和安全性. 此外, 对编辑后植

物进行全面的分子和生化分析, 以及长期的观察和验

证, 也是避免嵌合体形成的重要措施.

3.3 脱靶效应

虽然CRISPR/Cas9基因编辑效率高, 但是gRNA在

与基因组的互补配对时可允许1~5 nt的错配, 因此在对

靶点进行编辑时有可能会对基因组上的其他相似序列

位置产生编辑, 而使基因编辑在精准度降低的同时带

来风险[107]. 针对这个问题, 研究人员也开发了各种基

于CRISPR/Cas9开发的衍生软件或者工具包等来解决

这个问题. 例如, Xue等人[108]开发了一种基于网络的工

具, 通过提高银灰杨基因组的高度相似序列之间的区

分性, 同时减少错误比对, 有助于提高二代测序数据分

析基因组编辑的精准性. Ren等人 [68]开发CRISPR-
SpRY工具, 通过以无PAM的方式实现DNA编辑, SpRY
可以通过NHEJ在Dahurian落叶松原生质体和水稻转基

因系中的松弛PAM位点实现高效的靶向诱变, 打破了
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植物基因组工程中的PAM限制性屏障, 实现高效的靶

向诱变. 此外, Pan等人[109]开发了一种基于单个Cas9蛋
白的多功能CRISPR-Combo平台, 该系统依靠单个Cas9
蛋白和工程化的gRNA来招募转录调节因子, 用于同时

进行基因组编辑(靶向诱变或碱基编辑)和植物中的基

因激活, 证明了通过激活杨树中的形态发生基因来加

速基因组编辑植物的再生和繁殖. 目前高通量测序技

术已被广泛应用到各种检测分析中, 但是复杂的测序

文库构建方法以及专业的生物信息学分析, 限制了二

代测序技术在基因编辑检测领域的应用. Liu等人[110]

面向普通生物学实验室开发的Hi-TOM突变鉴定方法

只需两步简单的PCR, 即可完成多样本混合测序文库

的构建, 且在得到测序数据后, 只需要将数据上传至在

线分析网站就可获得每个样品及每个靶位点的详细突

变序列信息及其对应的基因型信息, 为基因组编辑突

变鉴定提供了一种简单经济高效的策略.

3.4 无外源DNA污染的基因编辑

迄今为止, 几乎所有关于木本植物和克隆作物中

进行的基因编辑都在内源基因组中存在外源DNA的插

入的现象, CRISPR系统的表达盒渗入野生近缘种可能

被视为潜在的风险, 在有性繁殖的植物中, T-DNA可以

通过孟德尔分离消除, 但在童期较长的木本植物中难

以在短期内通过分离子代获得无DNA插入的基因编辑

植株. 而目前市场对在生物中引入外源DNA的管控制

度可能会极大限制转基因植物的商业应用, 因此获得

DNA-free编辑的植株有望避免或减轻许多国家的监管

负担, 并可能提高市场接受度[111].
近期一些CRISPR/Cas9的拓展应用打开了新局面.

例如, 近期报道的利用微粒递送CRISPR系统为林木基

因编辑提供了新的策略, 利用机械力将涂有基因编辑

试剂的微粒输送到植物的体细胞胚胎中, 成功获得了

DNA-Free基因编辑的银灰杨[112]. 其中3.0%基因编辑

株系瞬时表达了CRISPR质粒, 但没有整合到植物基因

组中, 效率比之前报道的苹果树中的瞬时转化策略高

出10倍[113]. 但这种方法也可能会导致染色体重排, 这

一点可能需要通过全基因组测序来排除. 另外, 还有应

用于BEs的SAFE系统. 该系统不仅消除了与gRNA非依

赖性的脱靶DNA/RNA编辑, 还减少了gRNA依赖性的

脱靶编辑, 同时提高靶向编辑产物的纯度[100].
原生质体介导的瞬时转化在前文中提到其对于确

定靶位点的效率有一定帮助. 此外, 通过将RNP复合物

递送至原生质体中并诱变靶基因, 可在不引入外源

DNA的情况下获得突变体, 目前率先在拟南芥、莴

苣、水稻 [106]
、烟草 [114]

、马铃薯 [115]
、野甘蓝和芸

薹[116]等多种作物中得到应用. 近期, 在一些木本植物,
如葡萄树[117]

、橡胶树[61]
、苹果[118]

、板栗[119]和松

树[50]中也通过使用RNP实现无外源DNA插入的基因组

编辑.
病毒介导的递送可将目标基因传递给植物宿主并

进行表达, 目前已在稳定表达植物蛋白方面有了一些

应用 [ 1 2 0 ] . 在双子叶植物中 , 已有烟草环斑病毒

(TRSV)、豆荚斑驳病毒 (BPMV)、大豆花叶病毒

(SMV)和黄瓜花叶病毒(CMV)被成功改造, 以便产生重

组蛋白质[121~124]. 新型的递送载体, 如病毒样颗粒

(VLP), 具有包膜和衣壳, 但不具有病毒基因组, 也被开

发用于DNA递送[125]. 基于上述原理, 开发病毒介导的

基因编辑系统也将成为一种趋势. 此外, 纳米载体, 包

括无机材料、脂质、聚合物或碳基纳米载体, 以及基

于DNA的纳米结构, 已用于将CRISPR/Cas复合物递送

到细胞中[22]. 与传统方法相比, 这些系统具有改善生物

相容性、降低毒性、增强稳定性细胞和组织特异性递

送, 以及刺激响应激活CRISPR/Cas核酸酶潜力等方面

的优势. 最近, 通过纳米载体携带DNA, 已在烟草、棉

花细胞中初步实现无需转基因整合的基因组编辑, 但

在木本植物中的应用仍待探索.
另外, 还可通过嫁接的方式绕过传统遗传转化方

式获得转基因系. TLS(tRNA-like structure)作为一个信

号, 可以实现从根到地上部的长距离移动. 利用这一特

点, Zaman等人[126]用CRISPR-RNA即CRISPR/Cas9基因

技术以RNA的形式, 从转基因砧木运输到未修饰的接

穗的远端部分, 使靶基因在接穗处实现可遗传编辑, 绕
过了组织培养转化的限制, 在扩大基因编辑应用领域

有重大意义.

3.5 其他基因组编辑技术的应用潜力

现阶段基于CRISPR/Cas系统衍生的CRISPR/
Cas13系统、CRISPR/Cas14系统、引导编辑器等技术

在木本植物中应用报道较少, 拓宽这些新技术在木本

植物上的应用, 将为木本植物遗传改良提供更多可

能性.
与传统的RNAi技术相比, Cas13脱靶率较低, 但是

CRISPR/Cas13对基因组不进行编辑, 因此可绕过DNA
双链互补带来的修复机制, 调节RNA以改变靶基因的
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表达或对RNA的化学修饰, 如N6-甲基腺嘌呤(m6A)、
N1-甲基腺嘌呤(m1A)、5-甲基胞嘧啶(m5C)、5-羟甲基

胞嘧啶(hm5C)等修饰, 这些修饰可以通过影响RNA的

稳定性、翻译效率、可识别性等, 进而影响基因的转

录表达, 调控植株的生长过程, 并导致植株产生可遗传

的表型变化.
CRISPR/Cas14a的主要优点是不需要任何限制性

序列来靶向和切割单链DNA, ssDNA病毒基因组中的

几乎任何序列都可以被精准地靶向, 因此是引导切割

ssDNA病毒的理想工具. CRISPR/Cas14a可能能通过大

量地切割ssDNA病毒控制流行病、保护植物免受病毒

的侵害.
PE系统在水稻等农作物育种中目前已取得了一些

研究进展, 尤其是抗除草剂种质的创造[127], 但是该编

辑系统的编辑效率较低且不稳定. Anzalone等人[34]最

近在哺乳动物细胞中开发的twin-PE系统解决了编辑效

率低的问题, 但是植物中该技术的编辑效率低于哺乳

动物细胞, 由于植物和动物细胞通过DNA修复的方式

存在差异, 因此一些动物中的研究在植物中不适用, 这
对该系统在植物中发展应用具有局限性, 尤其在木本

植物中关于该系统的研究更少, 因此在未来研究人员

通过对PE系统的不断优化可能会成为在已知位点进行

定点突变和在未知位点产生新突变的首选工具[128].
综上所述, 基因编辑器为木本植物性状改良提供

了新的可能性. 通过这一技术, 可大幅改变木本植物生

长、抗性、品质等相关性状. 然而在应用基因编辑技

术时, 需要谨慎考虑相关法律法规的约束, 重视其可能

带来的长期影响和潜在风险, 以确保可持续发展及应

用. 此外, 本文探讨的在木本植物中提高编辑效率和安

全性的递送方法, 亟待科研人员进一步开发及完善, 并
拓展其应用潜力, 期望以此手段为加速木本植物性状

改良提供参考价值.
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CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) is a system found in bacteria and archaea that functions
as an immune defense mechanism against foreign DNA or RNA. Due to its ability to edit specific target genes within the
genome using RNA-guided Cas nucleases, CRISPR has become a valuable tool in genome research and genome
modification. Forests play a crucial role in various ecological functions, including soil and water conservation, regulation
of climate, prevention of wind and sand erosion, and pollution removal. Additionally, they provide abundant raw materials
for human production activities, making them vital for promoting sustainable development in agriculture and forestry
economies. However, woody plants face challenges such as inbreeding depression due to their long reproductive periods
and generation cycles spanning several decades. With the rapid development of molecular breeding technology, the
application of genome editing-driven molecular design breeding offers a promising approach to improve the genetics of
woody plants. The CRISPR genome editing system provides opportunities to expedite the improvement of woody plant
traits. By manipulating the genes related to growth and disease resistance, it is possible to cultivate woody plant varieties
that can better adapt to diverse environmental conditions. This, in turn, enhances growth rates, stress resistance, and quality
characteristics of woody plants. This review introduces several CRISPR/Cas system genome editing technologies
applicable to woody plants, including Cas9, Cas12a, Cas13, Cas14a, base editors, and prime editors. Furthermore, this
review summarizes the latest advancements in applying CRISPR/Cas genome editing systems for single gene editing in
woody plants, focusing on their impact on growth, development, stress resistance, and wood or fruit quality. The potential
applications of other emerging technologies, such as multi-gene editing, promoter editing, base editing, and dCas9-based
activation, in improving woody plant traits are also discussed. Additionally, challenges associated with woody plant
genome editing technology, such as incomplete genetic transformation systems, chimeras, off-target effects, and the risk of
foreign DNA contamination in transgenic lines, are addressed along with potential solutions. While gene technology holds
immense potential for enhancing woody plant genetics, it also raises concerns regarding human health and biodiversity.
Therefore, comprehensive research and evaluation are necessary to ensure the safety and sustainability of gene technology
in the genetic improvement of woody plants. Finally, this review presents an outlook on the potential applications of new
genome editors like CRISPR/Cas13, and CRISPR/Cas14a and PE in the genetic enhancement of woody plants, aiming to
provide insights for molecular design breeding efforts. In conclusion, the utilization of genome editing technology for
improving woody plant genetics is a captivating field. With further advancements in science and technology, we anticipate
the development of more innovative gene editors or improved delivery systems to enhance the performance of woody
plants. This, in turn, will have a significant impact on enhancing key plant traits and laying the foundation for the
sustainable development of forestry and horticulture.

woody species, trait improvement, genome editing, CRISPR/Cas system, base editors, prime editors
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