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摘  要  阐明基因功能和改良生物现状是生物学重点研究内容之一. 近年来利用的基因打靶和转基因技术存在效率

低、耗时长、易引起人们的安全性疑虑等问题. 新近发现的以多种新型高效的DNA靶向内切酶为基础而建立的基因

组编辑技术，主要包括ZFN、TALEN和CRISPR/Cas三种. 本文首先综述这3种技术的原理，即均基于“DNA断裂 /DNA
损伤修复”来实现编辑功能，可以在不同物种中对目标基因进行定点敲除、单核苷酸或多核苷酸片段的置换、添加等

基因组靶向修饰，具有简单、快速、高效、准确等优点. 然后比较3种技术在构成、靶点识别模式、编辑特点、技术难度

以及脱靶效应等方面的异同；归纳该技术在作物遗传育种、家畜改良以及基因治疗等方面的应用现状和前景，并指出

该技术尚存在的脱靶、构建等问题以及解决的途径，重点突出ZFN、TALEN和CRISPR/Cas在模式植物以及粮食作物

中的应用. 最后提出建立基于病毒载体的基因组无痕编辑技术平台，将使基因组编辑用于植物遗传改良更为简约和

安全. （表2 参65）
关键词  基因组编辑；ZFN；TALEN；CRISPR/Cas；原理；分子育种

CLC  S336

Principle and application of the genome editing technology*

HE Feiyan1, 2, YAN Jianjun2, 3, FENG Ruiyun2, ZHANG Aiping4, ZHANG Weifeng2 & BAI Yunfeng2, 3** 
1College of Bioengineering, Shanxi University, Taiyuan 030006, China
2Institute of Crop Science, Shanxi Academy of Agricultural Sciences, Taiyuan 030006, China
3China Key Laboratory of Loess Plateau Crop Gene Resources and Germplasm Creation, Ministry of Agriculture, Taiyuan 030031, China
4Institute of Agricultural Sciences of the Sixth Agricultural Division, Production and Construction Corps in Xingjiang, Wujiaqu, 831300, China

Abstract    Elucidating gene function and improving biological status is one of the key research contents of biology. The use 
of gene targeting and transgenic technology is accompanied with problems including low efficiency, long time, safety doubts 
and others. New genome editing techniques based on novel and efficient DNA targets include ZFN, TALEN and CRISPR/
Cas. In this paper, we first review the three technology principles, which all based on DNA/DNA damage repair to achieve 
editing function, can perform target gene deletion, single nucleotide or polynucleotide fragments replacement, and target 
gene modification in different species of the target gene. The new technology is simple, rapid, efficient and accurate. Then we 
compare the three techniques in terms of composition, target recognition mode, editing features, technical difficulty and off-
target effect. We also summarize the status and prospects of the application of this technology in crop genetics and breeding, 
livestock improvement and gene therapy. The review points out the shortcomings of the technology including off-target effect 
and construction problems, and provides with possible solutions. The application of ZFN, TALEN and CRISPR/Cas in the 
model plant and grain crops is emphasized. At the end of this paper, we also introduce the present research situation and our 
research ideology concerning the technology, proposing the establishment of the technology platform of genome editing based 
on viral vector, which will make simpler and safer application of  genome editing for plant genetic improvement.
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19世纪，达尔文的进化论和孟德尔的三大遗传定律是生

命科学发展的重大进步；20世纪，沃森和克里克的DNA双螺

旋结构模型以及DNA重组技术的诞生从分子水平上揭开了

“生命之谜；”21世纪“人类基因组计划”的完成是又一个生

命科学的里程碑，从此人们进入了基因组时代. 

在高等生物中，一套染色体的完整的DNA序列称之为基

因组（Genome）. 对生物体基因组的结构、功能及表达产物

的研究属于基因组学的范畴. 过去，生物学上研究基因的功

能是从逻辑上来验证的，即根据该基因表达时呈现了某种功

能，该基因被敲除时呈现了相应功能的消失或下降，该基因

恢复表达时功能也随之得到恢复. 近几年出现的定点改造基

因的技术——基因组编辑技术可以快速、简单、准确地实现

基因组上特定基因的定点修饰，比如基因敲除、基因敲入、

基因标签、替换启动子等等，受到广大研究者的青睐，在植

物、动物的基因功能研究和遗传改良以及基因治疗等方面得

到了广泛的应用[1-3]. 

1  基因组编辑的原理和类型

基因组编辑（Genome editing）是在基因组水平上对DNA
序列进行定点改 造修 饰的遗传操作技术 [1].  该技术被誉为

“后基因组时代生命科学研究的助力器”. 其原理是通过构

建一个人工内切酶，在靶位点切断DNA，产生DNA双链断裂

（Double-strand break，DSB），进而诱导细胞内的DNA修复系

统进行非同源末端连接（Nonhomologous end joining，NHEJ）
和同源重组修复（Homologous recombination，HR）. 通过这

两种修复途径，基因组编辑技术可以实现定点基因敲除、特

异突变引入和定点修饰. 基因组编辑可分为3类，即锌指核酸

酶（Zinc-finger nuclease，ZFN）技术、类转录激活因子核酸酶

（Transcription activator-like effector nuclease，TALEN）技术

和成簇规律间隔短回文重复（Clustered regulatory interspaced 
short palindromic repeat，CRISPR）技术. 

1.1  锌指核酸酶技术(ZFN技术)
ZFNs技术是通过锌指蛋白（ZFP）和核酸内切酶FokI两

部分发挥作用. ZFP通过与特定的靶序列结合发挥重要的转

录调控作用，人类基因组含有上百个ZFP结构的基因，每个
ZFP结构域可识别一段9-12 bp的碱基序列. 不同的ZFP具有

类似的Cys2、His2或Cys4结构框架，ZFP结合DNA的特异性

与框架外特定氨基酸的变异有关. FokI是 一种非特异性的

核酸内切酶，仅在二聚体状态下才具备核酸酶活性. 将人工

构建的锌指蛋白与改造后的FokI限制性内切酶融合，就得到
ZFNs，它能靶向切割特定序列，产生DSB. 每对ZFNs的结合

序列的间隔区域通常为5-7 bp，以确保 FokI二聚体的形成 [2]. 

构建ZFNs的方法有模块组装法和寡聚体库工程化筛选构建

法，ZFNs的构建通常需要数月时间并且工作量大，目前只有

少数实验室掌握这一技术平台. 

1.2  类转录激活因子核酸酶技术（TALEN技术）
TALEN的构成与ZFN相似，通过TALE蛋白DNA结合域

和FokI核酸酶发挥作用. 前者负责靶序列的特异性识别，后

者负责靶位点的切割. TALE是植物病原体黄单胞菌分泌的

一类效应蛋白因子，能够特异的结合DNA，此结合域有一段

高度保守的重复单元，该单元中仅第12和13位的氨基酸不同. 

由于每个TALE单体只靶向1个核苷酸，针对每一个靶位点的

上下游各设计一个TALEN，用二聚体 状态下FokI去切割 [4]. 
TALENS技术很好地解决了ZFNS技术存在的构建困难、成

本高以及周期长等问题. 但是TALEN技术也并非完美无缺，

由于针对不同靶点，每次都需构建新的TALE array，工作繁

琐. 

1.3 成簇规律间隔短回文重复和Cas系统（CRISPR/
Cas系统）
CRISPR是 一种RNA诱导的获得 性免 疫 系统，发现于

细 菌 和 古生菌中.  该 系 统由成 簇 间 隔的 短回文 重 复 序 列

（CRISPR）和位于其侧翼的Cas基因组成. 2008年，Marraffini
等人率先证明了CRISPR/Cas系统切割DNA的能力. CRISPR/
Cas系统分为3种，其中Ⅱ型最为简单，研究的也较多. 它只由
Cas9蛋白与sgRNA（Single-guide RNA）构成，通过sgRNA与

靶序列DNA的碱基配对，然后用Cas9蛋白来切割DNA双链，

产生DSB. 与sgRNA碱基配对的前20个碱基以及3' 端Cas9识

别的三核苷酸NGG的PAM（Protospacer adjacent motif）序列

构成对切割DNA非常重要，Cas9切割位点位于PAM上游3 nt
处 [5]. 
1.4  3种类型的比较

ZFNs技术、TALENs技术与CRISPR/Cas都是高效的基因

组编辑技术，3种技术都是基于“DNA断裂 /DNA损伤修复”

而实现基因组编辑的. 由于DNA损伤修复机制在不同物种中

普遍存在，因而3种技术理论上在不同物种中通用并各具优

势. ZFNs与TALENs技术有较好的可扩展性. 只要将FokI核
酸内切酶 换成其他效 应蛋白，则立即可以获得一种全新的

具有靶向特异性的新技术. 现在开发出的新的效应蛋白有转

录激活因子、转录抑制因子、同源重组酶和DNA修饰酶等为
ZFNs技术与TALENs技术的发展注入新的活力. 尽管有设计

上的难度，ZFNs与TALENs仍是效果更可靠、特异性更高、

符合成本效益的基因组编辑工具. 有文献报道，将转录激活

因子与Cas9蛋白融合，也能够实现对特定基因的转录激活. 

尽管脱靶率高于ZFNs与TALENs，但CRISPR/Cas9在设计灵

活性、简便性以及高通量实验上仍有明显的优势. 

2  基因组编辑技术的应用

2.1  基因组编辑技术在植物研究中的作用
基因组编辑技术不仅应用于植物功能基因组研究，还

应用于农作物的品种改良，帮助育种工作者更加快速、准确

地定向改造作物品种. 目前，利用不同的基因组编辑系统，已

经在模式作物拟南芥、烟草以及粮食作物水稻、玉米、小麦

和马铃薯等多种植物中实现了靶基因的敲除和敲入（表2）. 
2.1.1  ZFNs在植物中的应用    2005年，Lloyd等首先在拟南

芥中利用ZFN诱导染色体基因产生定点突变，后代的突变

率高达20%以上，其中10%的突变可以稳定遗传到下一代 [6]. 
2009年，ZFNs也被 成 功用于敲 除玉 米内源抗除草 剂基因
ZmIPK1 [7]，获得了抗除草剂特性的玉米，也有研究人员利

用ZFNs获得抗除草剂特性的烟草. 之后，科学家利用ZFNs
对 拟南 芥中的 ADH1、TT4、ABI4基因实 现了定 点突 变 [8-9]. 
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Marton等于2010年在矮牵牛中用病毒表达载体TRV瞬时表

达ZFN基因来代替稳定整合 [29]. 2011年，Curtin 等利用ZFNs
对大豆基因组中高度重复序列进行定点敲除获得成功，这也

是首次在大豆上用ZFN敲除重复基因，并且用发根农杆菌快

速检测ZFN切割活性 [10].  2012年Sizova等在衣藻中实现了用
ZFN敲除内源基因. 此外，ZFNs也可同时对两个基因组位点

进行靶向切割，产生到位、易位以及重复. 例如，Qi等人利用
ZFNs技术在拟南芥上进行了实验，结果确实观察到了染色体

片段倒位及重复的发生 [11]. 由于有些基因的敲除是致死的，

因此利用基因组编辑进行点突变和基因置换成为科学家追

求的目标. 该目标只是在烟草和拟南芥的原生质体中获得成

功 [12]，在植株水平上还尚未见报道. 可见，利用ZFNs定点切

割编辑DNA序列，实现靶基因的敲除/敲入，可以显著提高基

因定点整合和置换效率. 
2.1.2  TALENs在植物中的应用    自2009年TALEN技术面

世 后，就 迅 速 应 用到各种生物中. 植物中首先在拟南芥的

原生质体中实现了内源靶基因的敲除 [13].  2012年，Li等利用
TALENs使得水稻感病基因OsSWEET14启动子发生突变，

进而提高了水稻对白叶枯病的抗性 [14].  2013年，Shan等通过

构建了一系列TALENs，成功敲除了水稻中与产量有关的一

系列基因如OsDEP1、OsBADH1、OsCKX2、OsSD1基因等，同

年，Shan等人用Golden Gate构建TALEN高效敲除了短柄草

中的一系列基因[15]. 2014年，Haun等在大豆中利用TALENs对

脂肪酸脱氢酶基因FAD2-1A/1B基因进行了定点编辑，大大

提高了大豆作为粮食作物的品质特性 [16]. 同年，Liang等利用

TALENs也成功地敲除玉米中的ZmPDS、ZmIPK1A、ZmIPK、
ZmMRP4基因，突变率也较高[17]. Wang等利用TALENs成功获

得对小麦MLO基因在A、B和D基因组上的3个拷贝的定点突

变，使得小麦抗性增强持久，产生的突变可以稳定遗传到后

代并符合孟德尔遗传规律 [18]. 利用基因组编辑技术还实现了

小麦基因组的定点插入. 小麦是异源六倍体，遗传操作较为

困难，基因组编辑技术的出现可谓是小麦育种家的福音，大

大解决了这一难题. 
2.1.3  CRISPR/Cas在植物中的应用    2013年CRISPR/Cas
技术在植物中得到了快速而广泛的应用. 2013年，Li等利用
CRISPR/Cas在拟南芥和烟草原生质体中产生的突变率显著

高于利用农杆菌介导的烟草遗传转化 [19].  同年，Shan等利

用CRISPR/Cas系统定点敲除水稻的PDS基因，产生的突变

要比转基因水稻中基因突变效率高 [20].  此后研究家们利用
CRISPR/Cas系统在 水稻、番茄、等植物中诱导产生许多具

有优异性状的突变体 [21-22]. CRISPR/Cas系统也可以用于基因

敲除，但随着靶向基因数量的增加，该技术受到一定限制. 

当下研究者通过利用 tRNA-gRNA串联排列高效表 达多个
gRNA，有效地提高了对植物基因敲除的效率 [23-24]. 另外有资

料显示，将不具有酶切活性的Cas9与转录和表达水平有关的

调节因子相融合，可以调控靶基因的转录水平及表达 [25-26]. 

2.2  基因组编辑技术在动物研究中的应用
基因组编辑技术经过20余年的发展，已经逐渐趋于成

熟. 目前ZFNs，ALENs和CRISPR/Cas技术已经在多种昆虫中

测试成功. 2002年，Bibikova等利用ZFNs使果蝇yellow基因发

表1  3种技术的比较
Table 1  Comparison among  ZFN, TALEN and CRISPR/Cas

类别 Category ZFN TALEN CRISPR/Cas
构成
Structure ZFP + FokI TALE蛋白+ FokI

TALE protein + FokI Cas9 + sgRNA

来源
Source

存在于植物、动物和微生物中
Existing in plants, animals and 
microorganisms

来自植物病原体黄单胞菌属
From a plant pathogen Xanthomonas

来自细菌和古生菌针对外源DNA的适应
性免疫系统
From bacteria and archaea adaptive immune 
system against exogenous DNA

靶点识别模式
Target recognition mode

蛋白质-DNA识别
Protein-DNA recognition

蛋白质-DNA识别
Protein-DNA recognition

RNA-DNA识别
RNA-DNA recognition

编辑特点
Editing features

单位点编辑
Single point editor

单位点编辑
Unit point editor

多位点编辑
Multi point editing

技术难度
Technical difficulty

困难
Difficult

较容易
Easier

较容易
Easier

脱靶效应
Off-target effects

较轻
Lighter

较轻
Lighter

较严重
More serious

优点
Advantage

无基因、序列、细胞、物种限制，通过
二聚体起作用
No gene, sequence, cell, species 
restrictions, by acting dimer

无基因、序列、细胞、物种限制，
实验设计简单准确，而且周期短，
特异性高
No gene sequences, cells, species 
restrictions, experimental design 
simple and accurate, and shor t-
cycle, high specificity

序列、细胞、物种限制少，实验设计灵活
简便，而且周期短，适用于高通量实验，
无需构建融合蛋白
Sequences, cells, species less restrictive, 
simple experimental design flexibility and 
short cycle, suitable for high-throughput 
experiments, without having to build a 
fusion protein

限制
Restrictions

部分三联碱基对尚未发现对应锌指，
依 赖性 强，影响特 异性，需大 量时间
及成本进行优化和筛选
Part of the triple base pairs not found a 
corresponding zinc finger, dependent, 
affecting specificity, it requires a lot of 
time and cost optimization and screening

需 重 复构建 融合蛋白，识 别受 染
色体结构序列甲基化敏感
Construction of the fusion protein to 
be repeated, the recognition sequence 
by chromosomal methylation-sensitive

识别受染色体结构、SNP及拷贝数影响，
脱靶严重，并非靶向任意序列
Identification of chromosome structure, SNP 
and copy number affected by serious off-
target, not targeting any of the sequences
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表2  植物中ZFN/TALEN/CRISPR/Cas实现的基因组编辑
Table 2  Genome editing of ZFN/TALEN/CRISPR/Cas in plants 

DNA修饰的类型
DNA modification type

类型
Type

传送方法
Delivery method

物种
Species

靶序列
Target sequence

参考文献
Reference

性状叠加
Characters 

superimposed
ZFN 基因枪转化

Bombardment
玉米
corn

转基因
Transgenic [27]

基因敲除
Knockout

ZFN

稳定整合
Stable integration

拟南芥
Arabidopsis ADH1, TT4, ABI4, MPK8, Transgenic [8, 9, 11, 28]

大豆
Soybean DCL1, DCL4, RDR6, HEN1, Transgenic [10]

RNA病毒
RNA viruses

烟草、矮牵牛
Tobacco; petunia

转基因
Transgenic [29]

稳定整合、根癌农杆菌
T-DNA(瞬时)

拟南芥、烟草
Arabidopsis; tobacco

转基因
Transgenic [30]

TALEN

稳定整合
Stable integration

大麦
Barley

转基因
Transgenic [31]

拟南芥
Arabidopsis

ADH1, TT4, MAPKKK1, DSK2B, 
NATA2, GLL22 [32]

大豆
Soybean FAD2-1A/B [16]

大麦
Barley PAPhy_a [33]

根癌农杆菌T-DNA(瞬时)
Agrobacterium tumefaciens 

T-DNA (instantaneous)

水稻
Rice SWEET14 [14]

原生质体
Protoplasts

拟南芥、烟草
Arabidopsis; tobacco AtTT4, AtADH, NbSurB [13]

水稻、短柄草属
Rice, Brachypodium OsDEP1, OsBADH2, SPL, SBP [15]

基因枪转化
Bombardment

小麦
Wheat MLO [18]

原生质体、稳定整合
Protoplasts、Stable integration

玉米
Corn PDS, IPK1A, IPK, MRP4 [17]

CRISPR/Cas

稳定整合
Stable integration

拟南芥
Arabidopsis

RTEL1, TT4, GAI, BRI1, JAZ1, CHLI, 
AP1, ADH1; TT4 ,Transgenic [34, 35, 36]

水稻
Rice

SWEET11/13/1a/1b, PDS, PMS3, 
EPSPS, DERF1, MSH1, MYB5, MYB1, 

ROC5, SPP, YSA
[37, 38]

拟南芥、水稻
Arabidopsis; Rice

AtBRI1, AtJAZ1, AtGAI, OsROC5, 
OsSPP, OsYSA [39]

原生质体、基因枪转化
Protoplasts、Bombardment

水稻、普通小麦
Rice; Common wheat

OsPDS, OsBADH2, Os02g23823, 
OsMPK2, TaMLO [15]

原生质体、根癌农杆菌
T-DNA(瞬时)

Protoplasts、Agrobacterium 
tumefaciens T-DNA 

(instantaneous)

拟南芥、烟草、高粱、水稻
Arabidopsis, tobacco, 

sorghum, rice

AtPDS3, AtRACK1c, NbPDS3, 
OsSWEET14, Transgenic [19, 26]

基因置换
Gene replacement

ZFN

根癌农杆菌T-DNA(瞬时)
Agrobacterium tumefaciens 

T-DNA (instantaneous)

拟南芥
Arabidopsis Transgenic, PPO [40, 41]

烟草（悬浮培养细胞）
Tobacco (suspension culture cells) CHN50, Transgenic [12]

DNA复制子
DNA replicon

烟草
Tobacco

转基因
Transgenic [42]

原生质体
Protoplasts

拟南芥
Arabidopsis ADH1 [11]

烟草
Tobacco Transgenic, Sura, Surb [43]

TALEN 原生质体
Protoplasts

烟草
Tobacco Sura, Surb [12]

CRISPR/Cas

原生质体
Protoplasts

水稻 PDS [20]

烟草
Tobacco PDS [19]

稳定整合
Stable integration

拟南芥
Arabidopsis ADH1 [44]
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生定点突变[49]. 2010年，Takasu等利用ZFNs使家蚕的BmBLOS2
基因发生定点突变，而且这种个体的突变表型变异可以稳定
地遗传到下一代[50]. 2012年，Ma等使用TALENs成功破坏家蚕
的BmBLOS2基因，突变个体表现出油蚕表型[51]；另外，通过使
用两组TALENs切割靶序列的两个位点，造成了两个位点的中
间片段的缺失. 同年，Watanabe等使用ZFNs和TALENs两项
技术的融合，定点敲除了蟋蟀（Gryllus bimaculatus）的Lac2
基因[52]；2012年，Liu等使用TALENs成功敲除了果蝇的yellow
基因[53]. 2013年，Gratz等使用CRISPR/Cas技术定点敲除了果
蝇yellow及rosy基因，还成功地实施了多位点编辑，片段删除，
以及基于同源重组的修复 [54]. 2014年，张圣棂等利用TALEN
介导的成功敲除家蚕的BmBlos2基因，个体也表现突变性状，
将突变个体提取基因组并进行测序分析，可观察到缺失、插
入突变、单碱基突变等多种突变类型[55]. 以上的相关研究表明
ZFN、TALENs和CRISPR/Cas9技术是研究昆虫分子遗传发育
的强大武器，这些技术正在逐步走向成熟，未来必将大放异彩. 

基因组编辑技术也已经用于家畜的改良. 2011年，Yu等在
牛中利用ZFN敲除了β乳球蛋白(BLG)基因[56]. 同年，Hauschild
等在猪中利用ZFN完成了α1,3-半乳糖基因的敲除，验证了锌指
核酸酶技术在家畜中的应用能力[57]. 2012年，Carlsson等在牛和
猪的原代细胞中实现了TALEN介导的基因敲除，可见TALEN
在家畜改良中能够发挥作用[58]. 而CRISPR/Cas9在多种模式动
物以及人类细胞基因组的研究上都发挥了重大作用. 基因组编
辑技术可以预期将被应用在各个方面来改良家畜，比如在生长
性状改良、肉质改良以及抗病改良等方面[3]. 

2.3  基因组编辑技术在基因治疗中的应用
由于 经典的基因治疗 存 在一定的安 全隐 患，Z F Ns、

TALENs和CRISPR/Cas等工具的出现，实现了对hESC、iPSC
等多种细胞系AAVSI位点和CCR5位点的定点双链断裂DSB
和基因敲入[59-64]. 例如：ZFNs被用来修复色素性视网膜炎的视
紫红质基因以及修复帕金森病相关基因SNCA；利用TALENs
定点修饰Ⅶ型胶原蛋白基因COL7A1，治疗大疱性表皮松解症
（RDEB）；利用CRISPR/Cas技术靶向小鼠Cryge基因3号外显
子，通过正常的基因供体修复突变序列，治疗小鼠Cryge基因突
变引起的显性白内障. 除了直接敲除或敲入某一基因以外，基
因组编辑技术还可以替换失活的基因，从而恢复原有基因的功
能. 在性染色体疾病比如B型血友病、镰刀型细胞贫血病等的
基因治疗中发挥举足轻重的作用. 此外，基因组编辑技术在生
物制药领域中也有应用，比如在新药研发与筛选细胞模型的建
立、细胞水平的糖基化工程、工程细胞的改造与优化等方面. 

3  展 望

巧夺天工的基因组编辑技术自出现以来就受到广泛关

注，已用于生命科学研究的各个领域，成为功能基因组学以及

基因治疗的重要工具. 基因组编辑技术与传统的遗传操作技

术相比有很大的优势，但要真正大规模地应用还存在着一些

问题：（1）利用基因组编辑获得的植物材料与与常规方法一样

也是使基因组中出现部分的碱基的添加、缺失或替换，因此，

分子检测无法分辨基因组编辑获得的植物突变体与常规突变

体；（2）基因组编辑技术也有可能产生脱靶效应；（3）ZFNs
构建时间长、TALE蛋白的编码序列过长，CRISPR/Cas系统对
PAM序列的依赖性大等问题. 然而，更多的工作需要做的是简

化基因组编辑，使其应用发展范围更广泛[65]. 因此，进一步改

进人工核酸酶和供体DNA传递的方法，提高在特定的细胞类

型和位点的核酸酶活性，增加核酸酶的特异性和降低毒性，这

都是需要亟待解决的问题. 

尽管基因组编辑技术目前还存在着种种不足，但随着分

子生物学的不断发展及新的实验方法的不断涌现，这些新技

术将不断发展与成熟，如可以通过靶位点选择、优化FokI切割

结构域、改造sgRNA和优化核酸酶的表达水平等方式来减少

脱靶效应，由单臂TALE识别蛋白融合归巢核酸酶I-TevI或二

聚化FokI酶组成新型的TALEN解决载体量大的问题. 基因组

编辑技术在不断发展和完善，应用也愈来愈广，如通过定点敲

入 /敲除基因将实现对益虫的利用和害虫的防治以及动、植物

产量和品质的改良；通过对基因组特定序列的编辑，将为基因

治疗带来新希望；将基因组编辑技术与iPS等干细胞技术相结

合，将使医学发生新变化. 

与转基因技术相比，植物基因组编辑技术对基因组特定

靶位点的原位编辑，精准性和安全性更高，但是该技术需要将
sgRNA基因和RNA靶向内切酶CRISPR-Cas9基因导入植物细

胞. 在基因组编辑完成后，这两个基因就成为多余，并可能影

响植物细胞的正常代谢并易引发转基因安全性问题. 利用有性

繁殖过程中的遗传分离或利用同源重组删除系统剔除基因比

较费时、费力，对于无性繁殖植物更是难以实现. 作者所在实

验室正在构建侵染性植物病毒克隆，将sgRNA基因和RNA靶

向内切酶CRISPR-Cas9基因整合到病毒载体上，通过人工接

种使重组病毒携带的基因在植物细胞中表达，实现对基因组

特定靶位点的编辑. 编辑完成之后剔除病毒，也将同时剔除其

所载的基因，建立一种新型的基因组无痕编辑技术平台，使基

因组编辑用于植物遗传改良更为简约和安全. 

DNA修饰的类型
DNA modification type

类型
Type

传送方法
Delivery method

物种
Species

靶序列
Target sequence

参考文献
Reference

控制基因表达
Control of gene 

expression

ZFN 稳定整合
Stable integration

油菜
Cole KasII [45]

TALEN

稳定整合
Stable integration

拟南芥
Arabidopsis RD29A, Transgenic [46]

根癌农杆菌T-DNA(瞬时)
Agrobacterium tumefaciens 

T-DNA (instantaneous)

烟草
Tobacco

转基因
Transgenic [47]

CRISPR/Cas
根癌农杆菌T-DNA(瞬时)
Agrobacterium tumefaciens 

T-DNA (instantaneous)

烟草
Tobacco PDS, Transgenic [48]

续表2  Table 2, continued
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