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摘要    基因组定点编辑是利用人工核酸酶, 对复杂生物基因组特定位点快速而精确地进行遗传改造的一项新

技术. 尤其是最近从细菌和古细菌的获得性免疫防御反应中改造而来的 CRISPR/Cas9 系统, 因其简单、廉价、

高效以及通用的特性, 目前已经广泛地应用于植物、动物、微生物等各种生物体和细胞的基因功能和应用研究

中. CRISPR/Cas9系统的原理在于其携带的Cas9核酸酶—RNA导向的 dsDNA结合蛋白, 能够在靶位点对双链

DNA 进行定点切割, 随后引发的非同源末端连接或者同源重组修复, 导致了靶位点 DNA 的缺失、插入、替换甚

至染色体大片段重排. 本文对 CRISPR/Cas9 技术的作用机理和应用进行概括, 侧重于模式植物和农作物的最新

进展, 探讨这一新型基因组定点编辑技术在植物基因功能研究和新种质创制中的进一步发展. 
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民以食为天, 纵观历史长河, 每一次的农业生产

变革都对人类的繁衍生息和社会文明的发展产生深

远影响. 农业生产资料的获得, 尤其是保证粮食的稳

定供给一直都是人类社会可持续发展的重大课题 . 

当前, 社会人口爆炸性的增长, 可利用耕地面积的减

少, 自然资源的短缺以及生态环境的恶化使地球不

堪重负, 传统的农业育种方式在解决这一问题上是

杯水车薪[1]. 进入 21 世纪以来, 全基因组测序、基因

功能鉴定和转基因等技术手段的不断涌现让现代生

物技术在农业上发挥了前所未有的作用, 而物种的

核心种质创制, 包括分离用于基因功能解析的突变

体, 在现代分子农业研究中处于关键地位.  

在正向遗传学方面, 利用甲基亚硝基脲(methy- 

lnitrosourea, MNU) 、甲基磺酸乙酯 (ethylmethyl- 

sulfone, EMS)、射线、快中子等理化诱变手段, 或者

T-DNA、转座子插入等生物学诱变手段, 研究人员获

得了大量的遗传变异材料, 由此分离得到数目众多

且与植物各器官发育、根际营养吸收、逆境胁迫、微

生物互作相关的突变体[2~5], 在很大程度上加快了植

物重要功能基因的分离和分子机制解析, 优秀农艺
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性状作物材料的发掘和育种等过程. 然而, 这种途径

由于涉及繁重的后期鉴定工作, 目前仅双子叶模式

植物拟南芥(Arabidopsis thaliana)和单子叶农作物水

稻(Oryza sativa)存在基因组范围相对饱和的突变体

资源, 供大家使用[6,7]. 在反向遗传学方面, 基于单链

RNA 沉默(microRNA)或者双链 RNA 干扰的基因沉

默技术[8,9], 或者病毒诱导的内源基因沉默技术较常

使用[10], 但均存在基因沉默的不彻底、遗传不稳定性

和脱靶问题[9]. 最为关键的是, 对于有重大应用价值

的功能基因, 利用现代生物技术所获得的转基因材

料, 在应用上涉及田间释放的转基因生物安全问题, 

并由此引发公众的顾虑.  

面对各种物种海量的基因组序列信息, 如何将

遗传信息和其控制的表型联系起来? 长期以来, 研

究人员一直在探索能够在生物体内进行特定位点的

基因打靶(gene targeting)技术. 不像在细菌、酵母等

简单微生物中, 利用其体内的同源重组机制能较容

易地实现 DNA 定点置换, 高等植物和动物中的基因

打靶十分困难[11]. 直到最近几年一系列人工核酸酶

的开发成功, 尤其是 CRISPR/Cas9(clustered regulat- 

ory interspaced short palindromic repeat/CRISPR 
associated protein)技术的建立, 因其操作简单、成本

低、效率高以及通用性强, 受到了广泛关注, 已成功

应用于细菌、真菌、植物、动物等生物体中, 并在新

一代无生物安全风险的转基因植物材料开发以及人

类疾病治疗研究中展示了巨大的潜力 [12~16], 形成了

一股 CRISPR 热潮, 先后被 Science 等多个权威杂志

评为重大科学进展或突破技术 . 本文主要介绍

CRISPR 的构成、作用机理和应用, 侧重于植物上的

最新研究进展, 对其在植物基础科学研究和农业应

用研究上的进一步发展进行探讨.  

1  植物基因组定点编辑技术的历史 

1.1  基因组定点编辑的原理 

基因组定点编辑是一种在生物体内基因组特定

位点人为地对遗传物质进行改造的基因打靶技术 , 

其引起的遗传信息改变在世代间能够进行稳定传递

和功能呈现. 基因组定点编辑的原理在于利用人工

核酸酶在生物基因组靶位点处进行切割, 产生 DNA

双链断裂(DNA double-strand breaks, DSB), 由此激活

细胞的 DSB 修复机制而达到目的. 生物体内存在着

两种不同的主要修复机制 : 非同源末端连接 (non- 

homologous end joining, NHEJ)修复和同源重组修复

(homology-directed repair, HDR)[17]. 通常, 非同源末

端连接修复机制保真度较低, 它会在切割位点产生

数个核苷酸的缺失或插入, 由此导致了所在靶位点

基因的阅读框架移位, 基因功能丧失; 当存在 DNA

模板时, 高保真的同源重组修复机制启动, 其利用模

板与DSB两侧序列之间的同源性发生DNA片段的交

换, 由此导致了基因靶位点的定点修饰或外源 DNA

片段的插入[11]. 值得注意的是, 在大部分复杂生物体

内, 非同源末端连接修复机制在外源 DNA 片段的 

插入过程中占主导地位, 同源重组发生的概率非常

低[18,19].  

1.2  植物基因组定点编辑技术的发展 

基因组定点编辑的技术核心在于人工核酸酶这

把分子剪刀的使用(表 1). 最初出现的是大范围核酸

酶(meganuclease), 来源于酵母线粒体的Ⅰ-SceⅠ和

绿藻叶绿体的Ⅰ-CreⅠ是这类酶的典型代表, 它们识

别 12~40 bp 的 DNA 碱基对并高度特异地在靶位点进

行双链DNA切割, 但由于这类酶的DNA识别结构域

和内切酶结构域高度重叠, 难以进行人为改造, 致使

它仅在少数植物上成功应用[20~22]. 第一个真正具有

应用价值的人工核酸酶是锌指核酸酶(zinc-finger 
nucleases, ZFN), 它由能特异识别 DNA 双链的锌指

结构域与具有序列非特异性切割活性的 FokⅠ结构

域两部分组成, 人工改变锌指模块的组成可实现对

特定 DNA 序列的切割, 目前已经成功应用于多种植

物中[22~24]. 锌指核酸酶设计比较复杂, 阵列中各个

锌指模块因位置和次序不同而相互影响, 从而影响

其基因打靶的特异性, 导致较严重的脱靶现象及伴

随产生的对植物细胞的毒性[25]. 2009 年, 来自于黄单

胞菌所分泌的Ⅲ型效应蛋白 TALE 所携带的数个

DNA 结合模块被成功解码[26], 促使了人工核酸酶的

进一步升级, 其 DNA 结合结构域采用了 TALE 的重

复模块 ,此类转录激活因子效应物核酸酶(transcri- 
ption activator like effector nucleases, TALEN)应时而

生并得以飞速发展 [ 2 7 ~ 2 9 ] .  不同于锌指核酸酶 , 

TALEN 中的 DNA 结合模块与 4 个 DNA 碱基具有较

严谨的对应关系, 所以 TALEN 的设计, 组装和打靶

的严谨性较锌指核酸酶好. 但是, 类似于锌指核酸

酶, TALEN中的 FokⅠ结构域需要二聚体化才能行使
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表 1  比较核酸酶 ZFN, TALEN 及 CRISPR/Cas9 的优缺点 

特征 ZFN TALEN CRISPR/Cas9 

DNA 识别 锌指蛋白结构域 TALE 识别模块 crRNA, sgRNA 

核酸酶 FokⅠ FokⅠ Cas9 

作用模式 蛋白二聚体, 蛋白/DNA 互作 蛋白二聚体, 蛋白/DNA 互作 蛋白/RNA 异聚体, RNA/DNA 配对 

靶位点序列 18~36 bp 30~40 bp 17~22 bp 

靶位点 DNA 甲基化敏感性 敏感 敏感 敏感程度较低 

多个靶位点突变 较少使用 较少使用 容易使用 

突变效率 低 适中 较高 

脱靶率 比 TALEN 高 较低 比 ZFN 和 TALEN 高 

操作程度 周期长, 设计难 周期较长, 操作较复杂 周期短, 操作简单 

人工改造 未使用 基因转录激活、阻遏 
携带乙酰转移酶、去甲基化酶等 

基因转录激活、阻遏 
携带荧光蛋白、乙酰转移酶等 

物种应用 动物、植物、真核细胞 动物、植物、真核细胞 细菌、真菌、动物、植物、真核细胞 

 
内切酶功能, 由此导致打靶载体过大, 遗传操作复

杂, 限制了其在植物上的广泛应用. 直到 2013 年, 一

种来源于细菌和古细菌, 由 RNA 引导的新型核酸酶

技术— CRISPR/Cas9 系统在人类和小鼠 (Mus 

musculus)细胞中被报道[30,31], CRISPR/Cas9利用 RNA

引导序列与靶位点 DNA 序列以 Watson-Crick 碱基配

对而定位, 且 Cas9 单体行使功能, 这种简单的靶向

切割属性引起了研究人员的空前关注. 目前在植物

研究领域, CRISPR/Cas9 技术已在拟南芥[32,33]、烟草

(Nicotiana tabacum L.)[34]、水稻[35,36]、大豆(Glycine 

max (Linn.) Merr.)[37,38]、番茄(Lycopersicon esculentum 

Mill.)[39]、玉米(Zea mays L.)[40]、大麦(Hordeum vulgare 

L.)[41]、小麦(Triticum aestivum L.)[16]、马铃薯(Solanum 

tuberosum)[38]等模式植物和农作物研究中百花齐放, 

展现出骄人的成绩和广阔的应用前景 . 总的来说 , 

CRISPR/Cas9 技术呈现了几大优势: 操作简单、极高

的突变效率、等位基因和同源基因的同时突变、多位

点突变以及染色体大片段缺失与倒位、大规模基因功

能筛选等.  

2  CRISPR 技术的原理与发展 

2.1  CRISPR 系统的构成 

CRISPR 系统在所有的古细菌和将近 1/2 的细菌

中均被发现, 介导了对噬菌体、病毒和其他外源遗传

物质入侵的防御反应[42]. CRISPR 系统通常由两个相

邻的部分组成: Cas 基因簇和 CRISPR 阵列. 其中, 

CRISPR 阵列由高度保守的重复序列(repeat)和变异

较大的间隔序列(spacer)交替排列组成, 其最终转录

生成的众多小 crRNA(CRISPR RNA)引导了 Cas 蛋白

对入侵 DNA 的切割. 基于重复序列、Cas 基因序列

的差异、以及 Cas 簇的组成不同, CRISPR 系统被划 

分为 3 种不同类型[43]. 相对于Ⅰ型和Ⅲ型 CRISPR 系

统中较复杂的核酸酶蛋白复合体 , Ⅱ型较为简单  

(图 1). 研究发现, 嗜热链球菌(Streptococcus thermo- 

philus)的Ⅱ型CRISPR系统中, 单个Cas9便能行使对

DNA 切割的功能, 整个过程还涉及成熟的 crRNA 与

tracrRNA(trans-activating RNA)配对形成的RNA二聚

体, 以及 RNase Ⅲ的作用[44]. 进一步将 crRNA 的 3′
末端与 tracrRNA 的 5′末端融合 , 组成的 sgRNA 

(single guide RNA)保留了它们引导 Cas9 对靶位点

DNA 进行切割的属性[45]. 由此, 在借助各生物体细

胞内源RNase Ⅲ的条件下, 人工改造的Ⅱ型CRISPR

系统仅携带有 Cas9 核酸酶和 sgRNA 两个组分, 研究

人员只需要简单改变 sgRNA 中 5′端的~20 bp 引导序

列便能完成对不同 DNA 靶位点的切割[30,31].  

Ⅱ型 CRISPR 系统很多, 大约有 1000 多种 Cas9

基因被分离获得, 编码着含有 900~1600 个氨基酸大

小不等的核酸酶, 它们由相似的结构域构成: RuvC

和 HNH 两个核酸酶结构域, 以及 REC 结构域, 其中, 

REC 结构域的变异决定了 Cas9 蛋白的大小[13]. Cas9

对靶位点(protospacer)DNA双链的切割依赖于紧随靶

位点后的 PAM(protospacer adjacent motifs), 它的长

度一般为 2~5 个碱基, 不同来源的 Cas9 识别不同的

PAM 序列 [46 ] .  分离于化脓链球菌(Streptococcus 

pyogenes)的 spCas9, 所识别的 PAM 序列主要为 
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图 1  CRISPR/Cas9 的作用原理图 

 

5′-NGG, 对 5′-NAG 的靶位点也有一定的切割能   

力[47]. 进一步发现, 根据结构信息而人工改造 Cas9, 

其识别的 PAM 序列和严谨性也随之改变, 这无疑进

一步扩大了 CRISPR/Cas 技术的使用范围[48,49]. 

2.2  CRISPR/Cas9 技术的作用机制 

晶体结构解析表明, 单个的 Cas9 维持着一种酶

活自抑制构型[50]. RNA 二聚体与 REC 叶(lobe)的结

合, 促使 Cas9 构象发生改变, 导致 PAM 的互作(PI)

结构域被打开, REC 叶与 NUC 叶(含 RuvC 和 HNH 结

构域)共同形成中央通道 ,  用以承载后续的 RNA- 

DNA 异源双链分子[50,51]. Cas9-RNA 复合体以三维立

体、随机碰撞的方式在基因组中寻找靶位点, PI 结构

域与 PAM 的互作在此过程中扮演着关键角色[52]. 它

们的结合促发了 DNA 双螺旋向 PAM 的上游方向解

链, RNA 单链得以进入并与其配对, 形成 DNA-RNA

异源双链分子 ,  此过程被认为进一步地激发了

Cas9-sgRNA 复合体发生构象变化, 由非功能活性向 

有功能活性转变[52,53]. 最终在基因组靶位点处, HNH

核酸酶结构域在与 RNA 配对的 DNA 链 PAM 序列上

游第 3 个核苷酸处进行切割, RuvC 核酸酶结构域在

非配对 DNA 链 PAM 序列上游第 3~8 个核苷酸处进

行切割, 造成 DNA 双链断裂[13].  

研究也发现, REC 叶与 RNA-DNA 结合时, 主要

由 REC 中的精氨酸富集螺旋桥(arginine-rich bridage 

helix)与靶位点 DNA 3′端的 8~12 个核苷酸相互作用. 

结合一系列点突变的 sgRNA 引导切割实验表明 , 

PAM 序列上游的 8~12 个核苷酸为种子序列, 它决定 
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了 Cas9 对位点切割的特异性[30,51,54]. 另外也发现, 当

PAM 序列上游的核苷酸为 14~15 bp 时, 此 dRNA 能

引导 Cas9 结合 DNA, 但无法诱导复合体对 DNA 的

切割活性, 正常的引导序列长度为 17 bp 以上[55].  

2.3  CRISPR/Cas9 技术的人工改造 

为了提高对靶位点 DNA 切割的特异性, Cas9 蛋

白中天冬氨酸 D10 或组氨酸 H840 被突变成丙氨酸残

基 ,  形成具有单链 DNA 酶切活性的 Cas9n 或

Cas9H840A 切口酶(nickase), 配合一对 sgRNA 使用, 

分别切割 DNA 正反两条链上的相邻靶位点, 可以较

好地改善 CRISPR/Cas 的脱靶效应[56]. 为了进一步提

高切割效率, D10和H840被同时突变, 生成完全无酶

活的 dCas9, 与 FokⅠ结构域融合在一起, 组装成一

种全新的人工核酸酶 fCas9, 它利用一对 sgRNA 进  

行引导, FokⅠ结构域对靶位点 DNA 双链进行切 

割[57,58]. fCas9 的切割特异性有了显著提高, 但切割

效率差强人意[57,58]. 然而, 最新研究表明, 根据 Cas9

晶体结构提供的信息, 人为突变其中相关几个位点

的氨基酸所获得的 eSpCas9 和 SpCas9-HF1, 特异性

获得较大程度的提高 [59,60]. 另一方面, 改变 sgRNA

自身互补双链的碱基和长度, 在改善 CRISPR/Cas9

的切割效率上也获得了成功[61].  

dCas9 在基因表达的转录水平调控上也有显著

效果. CRISPRi 技术由单个 dCas9 蛋白行使功能, 其

结合靶基因启动子区后, 通过干扰 RNA 聚合酶所在

的转录复合体而有效地阻遏细菌基因转录 [62,63]. 进

一步将 dCas9 与 KRAB, SID, RNAP, SRDX 等转录阻

遏结构域相融合, 在真核生物细胞中也能有效地阻

遏基因转录 [64~66]. 相反 , 融合有 VP16/VP64, p65, 

EDLL 等转录激活结构域的 dCas9 蛋白, 对靶基因的

转录有促进作用, 且多条 sgRNA 的配合使用效果更

佳[67,68]. 最新一代的基因表达调控技术利用 dCas9- 

SunTag/scFv 或 MS2-sgRNA/MCP, 将多个效应蛋白

引导到同一个靶位点, 在细胞内实现了最大程度的

激活或阻遏效果, 高达 100 倍[69~71]. 同样原理, 利用

dCas9与人类乙酰转移酶p300的催化结构域, 能够实

现对靶位点启动子区和增强子区的组蛋白 H3K27 乙

酰化修饰, 从而在靶基因的转录前水平进行调控[72]. 

更为巧妙的是, 利用同一个有活性的 Cas9 蛋白, 结

合使用 dRNA 和 sgRNA, 可以做到同一个生物体细

胞不同基因的编辑和激活表达[55].  

3  CRISPR/Cas9 技术在植物上的应用 

3.1  植物基因组单位点定点编辑 

过去 3 年, CRISPR/Cas9 技术在植物学研究中的

应用的范围不断扩大 , 模式植物拟南芥、本氏烟

(Nicotiana benthamiana), 农作物水稻、玉米、小麦, 其

他经济作物蔬菜、水果、林木等均有涉及, 所用的受

体材料、转化技术、载体元件种类繁多(表 2). 已有

研究表明, crRNA-tracrRNA 的二聚体或长度较短的

sgRNA(+48)虽在水稻原生质体中成功引导 Cas9 蛋白

对靶位点进行有效切割, 但在转基因植株中, 它们的

效率显著低于 sgRNA(+85)[35,77]; 野生型 Cas9 基因和

按人类密码子优化的 Cas9 基因在植物中异源表达时, 

相对于按自身物种密码子优化的 Cas9 基因, 其切割

效率有待于进一步提高[32,35]. 在植物上, 利用 RNA

聚合酶Ⅲ型U6或U3启动子驱动 sgRNA(+85)的转录, 

和表达按植物密码子优化的 Cas9 基因, 借助植物的

原生质体系统、发根农杆菌诱导产生的不定根系统、

根癌农杆菌介导瞬时表达系统或愈伤组织的瞬时表

达系统, 研究人员快速而有效地在众多植物中验证

了 CRISPR/Cas9 技术的有效功能[33,34,79,94].  

拟南芥是二倍体双子叶模式植物, 农杆菌介导

的稳定遗传转化表明, DNA 突变被分别成功引入到

基因靶位点中, 其中 BRI1 基因的突变效率高达 84%, 

50%以上的 T1 植株显露出 bri1 突变体的症状, 由此

说明 Cas9 核酸酶在当代便对两个等位基因进行切割, 

使之突变产生相应表型[32]. 最有意义的研究来自于

多倍体植物, 因为多个基因的功能冗余性使传统的

基因功能研究在此举步维艰 . 研究表明 , CRISPR/ 

Cas9技术分别在四倍体大豆DD20和DD43两个靶位

点上造成了 59%和 76%的突变率, 其中 31.5%和

44.1%的植株证明为双等位基因突变[37]; 在普通烟草

中, NtPDS gRNA4 的效率高达 81.1%, 36.4%的 T0 代

转基因植株直接显示 PDS 功能完全丧失而导致的白

化表型[94]. CRISPR/Cas9 技术的高效性在多个单子叶

植物中也得到了证实 ,  借助按水稻密码子优化的

Cas9基因, SWEET13等基因位点发生了 100%的突变, 

且所有被检测的等位基因均出现了数个核苷酸的插

入或缺失[35]. CRISPR/Cas9 技术在六倍体小麦里也呈

现了其精巧的一面 ,  利用 MLO-A1 ,  MLO-B1 和

MLO-D1 复等位基因序列之间的微小差异, 研究人员

精确地突变了单个基因 MLO-A1[16]. 最近, CRISPR/ 
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Cas9 技术在毛白杨中也应用成功, T0 代转基因植株

PDS 基因突变效率高达 89.3%, 当代出现白化表 

型[104]. 由此可见, CRISPR/Cas9 技术能广泛而高效地

应用于植物基因功能学研究和新种质创制中.  

3.2  植物基因组多位点定点编辑和 DNA 片段删除 

CRISPR/Cas9 技术的强大功能还体现在它同时

对多个不同靶位点的操作能力, 由此避免了常规杂

交, 直接创造多基因突变体, 极大地节约了研究周

期. 例如, 利用一对 sgRNA分别针对拟南芥TT4基因

的两个不同靶位点, 在 58 个 T1 转基因植株中各产生

了 84%和 74%的突变率, 其中 26%的突变株中发生了

两个 sgRNA 靶位点之间 230 bp 的基因组 DNA 片段

丢失[78]. 利用一个携带有 8 个 sgRNA 的表达载体转

化水稻, 在 T0 代转基因植株中发现了 FTL 基因家族

中的 7 个成员在不同特定位点的移码突变及其伴随

的叶片早衰表型[90]. 多个 sgRNA 的使用并不降低

Cas9 核酸酶对 DNA 的切割效率, 如对于 PTG9:Cas9

的 T0 水稻转基因植株中 5 个 RE 靶位点进行检测, 发

现双等位基因突变率在 50%左右, 单个靶位点之间

效率不相上下 ,  测序结果进一步揭示了 MPK1 , 

MPK2, MPK5和 MPK6基因中所有 8个靶位点均发生

了 DNA 变化, 包括因两对 sgRNA 同时发生作用而导

致在 MPK1 和 MPK5 基因内部分别产生了 350 和 

750 bp 的 DNA 片段缺失[36]. 成对 sgRNA 的使用在染

色体大片段的删除上表现出巨大的潜力, 利用多对

针对于OsCPS4与CYP99A2和CYP76M5与CYP76M6

靶基因的 sgRNA 组合, 将两个分别 170 kb 和 245 kb

的水稻植保素合成代谢途径相关基因簇成功删除 , 

并获得转基因植株[35].  

3.3  植物基因组 DNA 片段定点置换 

Cas9 核酸酶形成的 DNA 双链断裂, 可以有效地

激活拟南芥细胞中同源重组机制, 使非功能的 GFP

或 GUS 蛋白向有功能转变[88,90]. 同样, 在存在外源

DNA模板的情况下, CRISPR/Cas9技术利用植物细胞

同源重组机制可以实现对靶基因的改造或外源大片

段的插入. 研究人员将编码乙酰乳酸和酶的 ALS 基

因片段定点置换, 成功地在特定位点改造氨基酸序

列, 获得了抗除草剂的水稻、玉米植株和大豆愈伤组

织[16,37,84]. 研究同时发现, 单链或双链 DNA 模板对

同源重组均有效[16]. 利用靶位点两端各 1 kb 的同源

臂, 外源潮霉素磷酸转移酶基因的整个阅读框大片

段也被同源重组整合到大豆基因组中, 由此获得的

大豆植株具有对潮霉素的抗性[37]. 另外在番茄中的

研究表明, 借助双生病毒复制子元件, 提高植物转化

细胞中的模板 DNA 含量, 编辑位点的整合效率被提

高了 10 倍[99].  

3.4  植物基因表达在转录水平上的控制 

类似于动物系统, 借助 sgRNA 对 dCas9 蛋白的

引导作用, 与 dCas9 蛋白融合在一起的各转录调控结

构域在植物中能对特定靶基因的表达进行调控. 初

步利用 dCas9:EDLL 和 dCas9:TAD 对外源 GUS 报告

基因与本氏烟内源 PDS 基因的激活研究发现, 不同

sgRNA 之间存在协调促进作用; 设计 sgRNA 时, 正

反链靶位点和空间上的分布都是需要考虑的因 

素[106]. 相同的结论也适合 dCas9:SRDX 介导的对烟

草内源 PDS 基因表达的阻遏效应[106].  

3.5  突变基因的稳定遗传分离 

对数个不同物种多个突变靶位点多世代追踪分

析表明 , 双等位基因突变 (homozygous or biallelic 

mutations)在第二代开始便稳定地进行传递[35,91,99,107,108]. 

例如, 水稻 SWEET13 基因的 T0 突变体株#7, 启动子

区携带有 4 和 11 bp 的缺失, 通过 T1 代分离群体的

T7EI和测序分析发现, 4和11 bp突变稳定, 没有出

现新的靶位点突变; 两个突变基因型呈现 1:2:1 的孟

德尔分离比; 个别单株已经检测不到 T-DNA 区的存

在[35]. 继续对#7-1(4 bp)和#7-4(11 bp)的 T2 代株系

追踪发现, 它们已经完全纯合, 且不存在任何转基因

元件[35]. 而对于单个基因位点的突变体(heterozygous 

mutation)植株, T2或者T3拟南芥群体发生了偏分离甚

至出现新的突变类型, 由此说明, 转基因植株携带的

Cas9 核酸酶和 sgRNA, 在后代植株中对野生型靶位

点依然行使了功能[82,90].  

与水稻、玉米、小麦等物种使用愈伤组织进行遗

传转化不同, 拟南芥的蘸花法转化决定了其卵细胞

是 T-DNA 的受体, 胚胎干细胞第一次分裂后才对

T-DNA 进行吸收经常造成转基因的嵌合体现象, 由

此获得的 CRISPR/Cas9 造成的基因靶位点修饰在遗

传分离上比较复杂, 在后面多世代中会出现新的突

变体类型并发生分离 [90,108]. 最近研究发现, 利用两
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个串联的来自于EC1.1和EC1.2基因的卵细胞特异启

动子, 结合增强子和 rbcS E9终止子来调控Cas9基因

在拟南芥卵细胞和单细胞阶段胚胎中的表达, 可有

效地避免嵌合体的发生[97]. 利用组织特异性表达的

启动子, 像 SPL-p, YAO-p, ICU2p等驱动Cas9也能达

到同样的效果[91~94,109,110].  

4  CRISPR/Cas9 技术在植物新种质创制中
的问题和对策 

4.1  CRISPR/Cas9 技术引起的脱靶效应 

CRISPR/Cas9 技术的高效性使研究人员在发展

这一技术的开始便对它的脱靶效应有所关注. 研究

表明, 带有错配位点的 sgRNA 仍能引导 Cas9 核酸酶

对靶位点进行切割, 结合全基因组重测序、ChIP-seq

或潜在靶位点的序列分析发现, CRISPR/Cas9 技术在

人类、哺乳动物细胞等系统中引起了严重的脱靶效 

应[47,111~115]. 追根溯源, 这一切都是由 sgRNA 与靶位

点 DNA 配对时存在种子序列, 以及不严谨性而造成

的[49]. 然而, CRISPR/Cas9 技术的脱靶现象似乎因物

种和位点而异. 对所有 SWEET13 基因突变体独立单

株中的 6 个潜在靶位点进行了跟踪, 序列分析显示它

们均为野生型[35]. 对拟南芥和水稻的转基因突变植

株进行大规模全基因组重测序, 研究人员并没有找

到明显的非靶位点突变, 脱靶现象仅低概率地存在

于一个位点上[90,116]. 但也有报道显示, 利用 sgRNA

的错配, CDKA2, CDKB1, CDKB2 的多基因敲除突变

体成功获得[81].  

为了降低 CRISPR/Cas9 技术引起的脱靶效应, 

研究人员改造出了 Cas9 切口酶并在拟南芥上应用成

功, 但与 Cas9 核酸酶相比, 其效率显著降低, 约 740

倍[87,108]. sgRNA 的长度减至 17 bp 或者适当的 GC 含

量, 以及改良版本的 eSpCas9 和 SpCas9-HF, 在动物

系统中被认为可提高 CRISPR/Cas9 技术基因打靶的

严谨性 [59,60,117~119], 但在植物中还有待进一步证实 . 

然而, CRISPR/Cas9 技术在植物上引起的脱靶效应并

不是一个关键问题. 因为通过严谨的 sgRNA 设计, 

以及辅助的基因互补实验, 研究人员可以很好地进

行基因的功能验证; 而对于植物新种质的创制, 多个

独立突变单株的多代回交, 结合基因组重测序, 便能

很好地解决这一问题.  

4.2  CRISPR/Cas9 技术的关键点 

如表 1 所示, CRISPR/Cas9 技术因其使用门槛

低、高效率、通用性强已经在植物的应用上表现出强

大的潜力, 预计在不久的将来会有愈来愈多的报道

出现在更多的物种上. 综合现有的数据, 基本发现

Cas9 基因的表达水平和 sgRNA 的转录调控无非是基

因打靶载体的两大重要因素. 来自于化脓链球菌的

spCas9 基因目前在各物种中使用最为广泛, 其野生

型也能在不少物种中引起靶位点 DNA 编辑事件. 然

而, 密码子优化后的 Cas9 基因使用效果更佳. 目前

已基本发现, 按拟南芥密码子优化的 Cas9 基因可以

在其他的双子叶植物上使用, 而按水稻或玉米优化

的 Cas9 基因也可以拓展到其他的单子叶植物上, 这

一切都是基于靶位点 DNA 编辑水平的高低. 与 ZFN

和 TALEN 类似, Cas9 蛋白对细菌和植物细胞均有一

定的毒性, 即使在使用带内含子序列的玉米 ubiquitin

启动子时, 对大肠杆菌的毒性依然明显. 现在还不清

楚其他来源的 Cas9 基因, 如 nmCas9 或 stCas9 等蛋

白是否存在类似的问题. 总之, 对于 CRISPR/Cas9 基

因的应用, 认为 CRISPR 的效率和特定 Cas9 基因的

表达量之间存在着一条相关曲线.  

植物上 sgRNA 的转录基本由 RNA 聚合酶Ⅲ型

U6或 U3启动子驱动. 类似于 Cas9, 来自于拟南芥和

水稻的 U6 启动子分别适用于单子叶和双子叶植物. 

打靶载体中 sgRNA 的数目决定了靶位点的多少. 本

研究发现, 由于其高度的重复性, sgRNA 达到 4 个时, 

细菌和植物体内的同源重组机制会一定程度的破坏

载体元件. 这时使用不同的序列差异较大的Ⅲ型启

动子尤为必要. 最新报道也显示, 利用细胞内 tRNA

的后熟过程 ,  单个Ⅲ型启动子驱动的一条由多个

tRNA 和 sgRNA 相间排列的序列, 能够生成 8 条有功

能活性的 sgRNA[36], 这种方案也不失为一个好的 

策略.  

sgRNA 设计的严谨性也是 CRISPR/Cas9 技术的

关键点, 目前已有多个在线网站提供植物 sgRNA 的

设计服务[120~122]. 通常来说, 对于 spCas9 蛋白, 设计

其识别的靶位点序列为 GN19NGG, 35%~70%的 GC

含量、无复杂的二级结构, 以及避免染色体上可能的

表观修饰位点.  
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5  展望 

随着科技的高速发展, 人类已经进入大数据时

代, 海量的各物种信息促使“拟南芥 2010”和“水稻

2020”等计划相应而生. 对植物基因组相关遗传信息

进行功能注释是人类利用自然资源的起点, 而将已

获得的宝贵基因资源应用于实际生产中是农业生命

科学研究的最终目的, 植物基因组定点编辑技术, 尤

其是 CRISPR/Cas9 系统因为其简单易行、通用性和

高效性成为了贯穿这一过程的利器.  

CRISPR/Cas9 技术已经在小鼠、人类等生物体细

胞全基因组范围基因敲除筛选中展现了强大的性能, 

相对于植物中所运用的 T-DNA, EMS, 射线等化学、

物理或生物诱变物的使用局限性, 建立全基因组范

围的 CRISPR/Cas9 基因敲除群体在水稻、玉米、烟

草等作物上不失为不错的选择. 尤其是以种传病毒

为介质时, 简单的农杆菌注射接种简单易行, 使研究

周期明显缩短. 另外, 同源重组造成的对内源基因的

原位标签 ,  可以在研究中真实呈现靶基因的生理 

功能. 由此可见, CRISPR/Cas9 技术将会极大地促进

植物基因资源的发掘.  

利用 ZFN 和 TALEN 人工核酸酶定点修饰特定

基因位点, 研究人员已经成功地创建出抗白叶枯病

水稻、抗白粉病小麦、抗除草剂玉米、加工品质改善

的马铃薯等人工植物新种质, 靶基因位点的微小差

异以及转基因骨架 T-DNA 的缺失使之类似于常规手

段诱变产生的种质资源 , 因此被定义为 GEC 

(genome-edited crops)植物, 科研界对其管理框架目

前已被提出, 相信不久的将来可以被允许进行田间

释放和生产应用[16,28,123~125]. 另外, 直接 Cas9 蛋白和

RNA, 结合利用原生质体再生体系 , 这种不通过

DNA 遗传操作的技术也给研究者们提供了一个崭新

的思路[126]. 新一代的 CRISPR/Cas9 技术在这一方面

已如箭在弦上, 充分利用各物种的安全港区域(safe 

harbor locus), CRISPR/Cas9 介导的新一代转基因技

术将极大扩展分子育种、分子聚合育种的范畴, 缓解

人类农业生产和食品安全危机.     
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Overviews and Applications of the CRISPR/Cas9 System in Plant Functional 
Genomics and Creation of New Plant Germplasm 

YAN Fang & ZHOU HuanBin 
Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100094, China 

 
The clustered, regularly interspaced, short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR associated proteins (Cas9) system 
is a recently developed groundbreaking technology which enables the production of highly specific genome 
modification with high efficiency and specificity. The CRISPR/Cas9 system is derived from the adaptive immunity 
system in bacteria and archaeas, it uses Cas9, a RNA-guided nuclease, to create double-strand breaks in the genomic 
loci of interest. The repair of breaks through either non-homologous end joining or homonlogous recombination 
leads to insertions, deletions, replacements or larger chromosomal rearrangements at the desired sites of genome. The 
CRISPR/Cas9 system is facile, highly efficient and widely used in diverse cells and organisms, including the species 
that have traditionally been a challenge in their genetic manipulations. In this review, we provide an overview of 
recent advances with the CRISPR/Cas9 system, highlight their practicalities on a variety of plants, and discuss the 
key points and prospective application in plant functional studies as well as crop improvement in the near future. 
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