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摘   要：CRISPR/Cas9 基因编辑系统是一项通用的基因修饰技术，是植物、动物、真菌以及微生

物的功能基因和遗传育种研究的重要技术。本文介绍了该技术在食用真菌的基因研究和遗传育种中

的应用现状，包括 Cas9 和 sgRNA 的递送和表达策略、遗传转化方法、突变体筛选以及 DNA 双链

断裂后的靶位点的修复策略。同时总结了该技术在食用菌中应用所面临的主要问题及其优化策略，

并结合个人研究背景展望了其未来在食用菌研究中的应用价值。 
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Abstract: The CRISPR/Cas9 gene editing system is a versatile technology for modifying gene, playing 
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a crucial role in the study of functional genes and genetic breeding of plants, animals, fungi, and 
microorganisms. This review provides a comprehensive analysis of the application of this technology 
in gene research and genetic breeding of edible fungi. The review covers various aspects, including 
the delivery and expression strategies of Cas9 and sgRNA, genetic transformation methods, mutant 
screening, and repair strategies for target sites following DNA double-strand breaks. Additionally, the 
review summarizes the main challenges and optimization strategies associated with the application of 
this technology in edible fungi. Lastly, the future application potential of this technology in edible 
fungi research is discussed, drawing from the authors’ personal research background. 
Keywords: CRISPR/Cas9; edible fungi; genome editing; Cas9-RNP 

 
食用菌(edible fungi)是一类具有肥硕子实体

的大型真菌的总称，可作食品、入药或是食药两

用。食用菌营养价值极高，拥有独特的香气和鲜

味，被认为是蛋白质等多种人体必需营养素的重

要来源[1]。同时，食用菌次生代谢物还有抗氧化

等多种药理活性[2]，是公认的食品和制药行业的

重要原料。目前，许多国家已建立完整的食用菌

相关产业链。随着食用菌市场的迅速壮大，对优

质高产菌株的需求激增，同时也面临着菌株退化

等各种挑战[3-4]。然而，食用菌本身复杂的遗传

背景，加之传统的育种手段效率低、耗时费力且

育种方向极不稳定，无法有效开展品种改良[5]。

因此，开发出一种稳定、高效的分子育种技术是

食用菌基础研究和产业发展的重要基础。 
基因组编辑是一种在特定位置操控基因组

DNA 序列的新技术。现有的同源重组技术

(homologous recombination, HR)、锌指核酸酶

(zinc finger nucleases, ZFNs)技术和类转录激活

因子效应物核酸酶 (transcription activator-like 
effector nucleases, TALENs)技术都能实现对靶

基因序列的定点修饰，但考虑到成本、效率以及

食品安全等，仍无法满足于食用菌的分子育种需

求[6-7]。相比之下，第三代基因编辑技术成簇的

规则间隔短回文重复序列/CRISPR 相关蛋白 9 
(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeat/CRISPR-associated protein 9, CRISPR/Cas9)
系统，自开发以来凭借其简便、高效和精确的特

性，已成功应用于多种模式生物的基因组编辑，

是目前最主流的基因打靶工具[8]。自 2016 年在

食用菌中首次应用的报道以来，CRISPR/Cas9
系统不仅加快了食用菌领域的基础研发，也为产

业突破“瓶颈”提供了新思路 [9]。本文综述了

CRISPR/Cas9 系统在现有报道的食用真菌中的应

用现状，针对应用中面临的主要问题提出了一系

列的优化策略，并整理出 CRISPR/Cas9 在目标食

用菌中应用时需要考虑的多种关键因素，为后续

相关研发工作提供了理论基础。 

1  食用菌 CRISPR/Cas9 基因编

辑系统的现状 
生命科学领域理论和技术的更新迭代，让

CRISPR/Cas9 系统成为食用菌相关基因定点修

饰、品种定向改造以及创制新种质资源最有力的

工具。目前，该技术在食用菌中的开发和应用主

要包括担子菌门的大型真菌，如双孢蘑菇

(Agaricus bisporus)[9-10]、灰盖鬼伞(Coprinopsis 
cinerea)[11-12]、金针菇(Flammulina filiformis)[13-18]、

灵芝(Ganoderma lucidum)[19-26]、平菇(Pleurotus 
ostreatus)[27-34]、裂褶菌(Schizophyllum commune)[35]、

玉 米 黑 粉 菌 (Ustilago maydis)[36-39] 、 杏 鲍 菇

(Pleurotus eryngii)[40]、香菇(Lentinula edodes)[41-42]

和真姬菇(Hypsizygus marmoreus)[43]，以及少数

子囊菌如蛹虫草(Cordyceps militaris)[44-48]和竹黄

菌(Shiraia bambusicola)[49-50]。CRISPR/Cas9 系统

的应用概况如表 1 所示。 
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表 1  CRISPR/Cas9 系统在食用菌中的应用概况 
Table 1  Application of CRISPR/Cas9 system in edible fungi 
Species Promoter for sgRNA Promoter for Cas9  Target gene Selective marker Materials Methods References 
Agaricus 
bisporus 

− − ppo − − − [9] 

 U6 gpd ppo4 hygr Mycelia ATMT [10] 
Coprinopsis 
cinerea 

U6 ded1/gpd gfp hygr Protoplast PMT [11] 
Synthesis in vitro Synthesis in vitro cre1 split-marker Protoplast PMT [12] 

Flammulina 
filiformis 

H1 gpd-fvs mads-8 hygr Protoplast PMT [13] 
None gpd none hygr Mycelia ATMT [14] 
H1 gpd hk1/hk2 hygr Protoplast PMT [15] 
gpd gpd fvgpcr1/fvgpcr2 hygr Mycelia ATMT [16] 
Synthesis in vitro Synthesis in vitro pyrg 5-FOA Protoplast PMT [17] 
U6 gpd pyrg 5-FOA Protoplast PMT [18] 

Ganoderma 
lucidum 

T7 in vitro 
transcription 

gpd ura3 cbxr Protoplast PMT [19] 

U6 gpd glcrz1/glcrz2 cbxr Protoplast PMT [20] 
T7 in vitro 
transcription 

gpd ura3/gl17624 barr Protoplast PMT [21] 

U6 gpd ura3/cyp5150l8/ 
cyp505d13 

cbxr Protoplast PMT [22] 

T7 in vitro 
transcription 

gpd ura3/ku70 hygr Protoplast PMT [23] 

U6 gpd glcrz2/cyp5150l8 hygr Protoplast PMT [24] 
T7 in vitro 
transcription 

Synthesis in vitro pyrg 5-FOA Protoplast PMT [25] 

T7 in vitro 
transcription 

gpd ura3 cbxr/5-FOA Protoplast PMT [26] 

Pleurotus 
ostreatus 

U6 ef3 pcc1/clp1 hygr Protoplast PMT [27] 
U6 ef3 pyrg/fcy1 hygr Protoplast PMT [28] 
Synthesis in vitro Synthesis in vitro pyrg hygr Protoplast PMT [29] 
U6 ef3 fcy1 hygr Protoplast PMT [30] 
U6 ef3 fcy1/vp1/vp2/vp3/ 

62347 
hygr Protoplast PMT [31] 

U6 ef3 mer3/msh4 hygr Protoplast PMT [32] 
Synthesis in vitro Synthesis in vitro fcy1/pyrg 5-FOA Protoplast PMT [33] 
U6 ef3 vp2/vp3/mnp2/ 

mnp3/mnp6/lac2 
hygr Protoplast PMT [34] 

Schizophyllum 
commune 

Synthesis in vitro Heterologous 
expression 

hom2 nourr Protoplast PMT [35] 

Ustilago 
maydis 

U6 otef be/bw cbxr Protoplast PMT [36] 
U6/tRNA hsp70 eff1-1,2,3,4,8 cbxr Protoplast PMT [37] 
U6 otef um03848/ 

um03849 
hygr/cbxr Protoplast PMT [38] 

U6 otef don3/rua1/emt1/ 
mat1/cdk5 

cbxr Protoplast PMT [39] 

       (待续) 
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       (续表 1) 
Species Promoter for sgRNA Promoter for Cas9  Target gene Selective marker Materials Methods References 
Pleurotus 
eryngii 

U6 gpd pyrg cbxr Protoplast PMT [40] 

Lentinula 
edodes 

U6 gpd hd1 hygr Protoplast PMT [41] 

 − − pyrg cbxr − − [42] 
Hypsizygus 
marmoreus 

U6 CaMV35S/gpd ura5 cbxr Conidium ATMT [43] 

Cordyceps 
militaris 

T7 in vitro 
transcription 

gpd ura3 barr/5-FOA Conidium/ 
protoplast 

ATMT/ 
PMT 

[44] 

tRNA/PtrpC gpd ura3 5-FOA Conidium/ 
protoplast 

ATMT/ 
PMT 

[45] 

tRNA/AfU6-tRNAGly gpd cmwc-1/cmvvd hygr Protoplast PMT [46] 
5S-1/5S-2/U6 gpd ura5 5-FOA Protoplast PMT [47] 
Synthesis in vitro Synthesis in vitro cmhk1 hygr Protoplast PMT [48] 

Shiraia 
bambusicola 

U6 ef1α sbapks hygr Protoplast PMT [49] 
U6/5SrRNA gpd pyrg/ku80 5-FOA Protoplast PMT [50] 

PMT: PEG (polyethylene glycerol)-mediated transformation; ATMT: Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation; − 
indicates that the data were not reported; hygr: Hygromycin resistance; 5-FOA: 5-fluorooric acid; cbxr: Carboxin resistance; barr: 
Phosphinothricin resistance; nourr: Nourseothricin resistance. 
 
1.1  sgRNA 的表达策略 

作为 CRISPR/Cas9 系统的重要元件之一，

sgRNA 能否高效地表达直接影响基因编辑的成

败，而 sgRNA 的转录水平取决于启动子活性的

强弱，因此启动子的选择很关键。 
sgRNA在细胞内的表达一般由 RNA聚合酶

Ⅲ (RNA polymerase Ⅲ, Pol Ⅲ)型启动子驱动。在

真核生物中，U6 sn-RNA 作为一种参与剪接反应

的小分子 RNA，始终保持高水平表达，因此组

成型 U6 启动子常被作为驱动 sgRNA 的关键元

件。已报道的食用菌基因编辑中几乎所有表达载

体的构建都尝试并成功以 Pol Ⅲ型 U6 启动子驱

动 sgRNA 的转录。其中，食用菌内源的 U6 启动

子往往是驱动 sgRNA 的最佳选择。在蛹虫草[45-46]、

平菇[31]和玉米黑粉菌[37]中，tRNA 和 U6 启动子

的元件组合被成功用于 sgRNA 的高效表达。

Meng 等 [46] 发 现 蛹 虫 草 中 异 源 嵌 合 体

AfU6-tRNAGly 驱动 sgRNA 时靶向编辑效率可高

达 80%。Deng 等[50]发现竹黄菌内源的 5S rRNA

启动子可以驱动 sgRNA 的表达，其活性甚至高

于内源 U6 启动子。此外，人源的 Pol Ⅲ型启动

子 H1 也被尝试用于驱动金针菇基因编辑中

sgRNA 表达，但并未能获得突变体[13,15]。 
U6 启动子驱动 sgRNA 的表达策略有一定

的局限性，如不具备组织表达特异性且难以实现

条件诱导。因此，也有研究报道尝试使用 RNA
聚合酶Ⅱ (RNA polymerase Ⅱ, Pol Ⅱ)型启动子。

林金德等[16]成功将金针菇内源 gpd 启动子用于

驱动 sgRNA 转录。Chen 等[45]优化蛹虫草基因编

辑体系时发现，相对于直接使用 tRNA 启动子，

与中等强度的 Pol Ⅱ型启动子 PtrpC 共同驱动

sgRNA 的表达，其编辑效率有明显的改善。 
基于两种 RNA 聚合酶启动子驱动 sgRNA

的策略虽然已经实现多种食用菌的靶基因修饰，

但仍有部分物种中难以鉴定出该类型的启动子，

只能采用以T7转录试剂盒体外表达 sgRNA的方

案。该方法可以有效避免外源基因插入的风险，

sgRNA 的稳定性较高，不易引起免疫反应。此
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外，Chen 等[44]研究中也尝试过以新发现的蛹虫

草启动子 Pcmlsm3 和终止子 Tcmura3 构建载体

并转化受体材料，但并未获得对应的突变株。 

1.2  Cas9 蛋白的表达策略 
Cas9 蛋白的高效和稳定表达在食用菌基因

编辑中面临诸多挑战。首先是物种本身的密码子

偏好性差异决定不同食用菌表达 Cas9 蛋白时需

要进行密码子序列的优化。同时核定位信号

(nuclear localization signal, NLS)是帮助 Cas9 蛋

白在细胞核内特异表达的关键，使用天然分离的

Cas9 构建载体时需要在其两端添加如 SV40 
NLS 等作用元件[51]。 

Cas9 蛋白的表达同样与启动子类型相关。

Pol Ⅱ组成型启动子 gpd 作为糖酵解途径的管家

基因，是食用菌基因编辑中内源表达 Cas9 的首

选。此外，其他类型的启动子也有使用报道。如

平菇中以组成型启动子 ef3 驱动 Cas9 表达；

Schuster等分别以组成型启动子 otef [36]和诱导型

启动子 hsp70[37]实现了玉米黑粉菌中 Cas9 的高

效表达；Deng 等[49]在竹黄菌中以组成型启动子

ef1α激活了 Cas9 的表达；梁艳[43]发现 Pol Ⅲ型

启动子 CaMV35S 也能成功驱动 Cas9 的转录。

此外，Sugano 等[11]筛选出灰盖鬼伞的新型强启

动子 ded1，实现了 Cas9 的高效表达。Wang 等[40]

在杏鲍菇基因编辑的探索时证明 tw1 启动子能

高效表达 Cas9，为后续研究奠定了基础。 
当然，利用体外表达并纯化好的 Cas9 蛋白

与 sgRNA 共 同 孵 育 组 装 成 核 糖 核 蛋 白

(ribonucleoprotein, RNP)复合物的方式也是目前

食用菌基因编辑中比较常见的 Cas9 表达策略。

该方法不仅可以体外快速验证复合物对靶基因

的切割活性，同时外源导入的 Cas9-RNP 复合物

切割靶位点后会随细胞修复机制自然降解，从而

实现无外源基因插入的靶位点修饰。这是一种食

用菌分子育种中极具潜力的 Cas9 表达策略。 

1.3  Cas9 和 sgRNA 的递送策略 
CRISPR/Cas9 系统的 Cas9 蛋白和 sgRNA 能

否成功转入受体细胞是遗传转化体系建立的重

要前提。食用菌中报道应用的 Cas9 和 sgRNA 递

送策略主要有 3 种。 
一是将Cas9和 sgRNA构建到同一载体上共

表达。该方法几乎应用于所有食用菌基因编辑体

系的构建。其特点是可实现对单个或多个靶基因

的定向修饰[52]，可快速筛选阳性突变株的同时

成本较低[53]。但该方法存在载体构建困难且其

大小受限[54]，宿主易发生免疫效应[55]，以及外

源基因的不可控插入[56]等不利因素。 
二是将体外转录的 sgRNA导入Cas9蛋白稳

定表达的背景菌株。该方法在灵芝[19,21,26]和蛹虫

草[44]的基因组编辑中已有报道。其特点是可灵

活调整 sgRNA 序列和浓度，构建简便且以 Cas9
稳定表达菌株为背景能有效提高转化效率。但该

方法由于宿主菌株内特异的修饰酶作用，以及不

成熟的制备方法会导致 sgRNA 的稳定性和活性

变化[57]，同时抗性标记的缺乏也会增加突变株

的筛选难度。 
三是基于体外组装的 Cas9-RNP 系统将

Cas9 和 sgRNA 导入受体菌株。这是一种新型的

Cas9 和 sgRNA 递送策略，在灵芝[25]、金针菇[17]、

平菇[29,33]、蛹虫草[48,58]和灰盖鬼伞[12]中均有应用

报道。其特点是组装相对简单，可根据需要快速

制备；Cas9 和 sgRNA 复合物能稳定靶向目的序

列实现高效的基因组编辑[59]；直接使用复合物

可以避免 Cas9 蛋白长期表达对细胞造成毒性，

也不用考虑启动子选择和密码子优化[60]。此外，

该方法获得的突变株无外源基因插入，非常满足

食用菌分子育种的要求[55]。当然，该递送策略

同样缺乏可用筛选标记，在基因编辑效率较低

时难以有效筛选突变株，且经济成本略高于前

两者。 
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1.4  主要遗传转化方法和筛选策略 
遗传转化包括 2 个步骤，一是通过转化方法

将作用元件导入受体材料，使其整合到宿主体内

或基因组上；二是利用筛选标记分离转化子，获

得可遗传性状定向改变的突变株。食用菌多样化

的种类分布及其复杂的细胞壁组成结构，增加了

其遗传转化体系的构建难度。因此，转化方法和受

体材料的选择是转化体系建立的重要前提条件。 
食用菌基因编辑中使用最多的转化方法是

聚乙二醇 PEG 介导法[(polyethylene glycerol)- 
mediated transformation, PMT]；只有少数报道农

杆菌转化法(Agrobacterium tumefaciens-mediated 
transformation, ATMT)[10,14,16,43,46-47]。PMT 法依赖

于 PEG 改变细胞膜通透性，而 ATMT 法的优势

在于农杆菌的作用机制可以将质粒转入受体材

料中。两种转化方法虽各有优劣，但部分研究中

发现 PMT 法在食用菌中的转化效率明显优于

ATMT 法[46]。此外，非离子型表面活性剂 Triton 
X-100 (终质量浓度 0.005%−0.01%)的添加，能够

有效优化 PMT 法介导的原生质体转化，显著提

升靶基因的修饰水平，编辑效率甚至可达到

100%[17,26,40,58]。遗传转化体系中受体材料的选择

也是制约转化效率的另一重要因素，由于大型真

菌特殊的遗传背景，绝大多数食用菌基因编辑中

遗传转化的受体材料都是以原生质体为主，极少

尝试使用菌丝体和孢子等。 
筛选标记是快速、高效获得突变子的关键。

食用菌基因编辑中常用的筛选标记包括抗药性

标记和营养缺陷型标记。几乎所有食用菌中都用

抗药性标记辅助筛选突变株，其中以潮霉素和萎

锈灵抗性最为常见。但抗药性标记在部分食用菌

中存在无法稳定遗传给后代的问题[40]。营养缺

陷型标记是利用代谢基因与相应的营养缺陷型

受体遗传互补实现筛选。最常见的营养缺陷型标

记是利用尿嘧啶合成途径的关键酶基因如 ura3、

pyrg 等。该类型基因编码乳清酸核苷-5′-磷酸脱

羧酶，参与催化尿嘧啶合成的关键反应，当靶基

因被破坏后菌株表现出尿嘧啶营养缺陷，可在含

尿苷和 5-氟乳清酸(5-fluorooric acid, 5-FOA)的
培养基中正常生长；靶基因被回补后菌株可合成

尿嘧啶，在不含尿嘧啶的培养基上正常生长。利

用这种双向选择作用可实现后续靶基因突变菌

株的筛选。 

1.5  靶点的修复策略 
CRISPR/Cas9 系统作用时，Cas9 蛋白能够

识别并靶向修饰基因造成其双链断裂，触发细胞

内源的非同源末端连接 (non-homologous end 
joining, NHEJ)和同源重组 (homology directed 
repair, HDR)修复机制，从而保证 DNA 双链的完

整性。NHEJ 机制存在于所有细胞周期，但其保

真性较差，所获得的突变类型不可控；而 HDR
则具有高保真特性，修复过程有同源供体模板即

可实现基因的定向编辑，如定向敲除基因、敲入

外源基因等。基于此虽可能实现靶向基因的插入

和替换，但实际应用中绝大多数生物更倾向于通

过 NHEJ 途径修复断裂后的双链，而 HDR 的效

率则较低[61]。因此，很多丝状真菌中的相关研

究都尝试并成功通过抑制或失活 NHEJ 修复通

路的方式来提高 HDR 的效率[62]。 
作为细胞内最常见的修复机制，Tu 等[23]发

现灵芝中以 NHEJ 方式修复 CRISPR/Cas9 系统

引发的双链断裂的频率达到 96.7%；而在包括裂

褶菌[62]、灰盖鬼伞[63]和平菇[64-65]等多种食用菌

中，HDR 发生的概率不到 3%。这些因素虽然限

制着基因工程技术的开展，但灰盖鬼伞[63]和平

菇[64]中的研究证实，通过沉默 NHEJ 修复途径关

键酶基因的方式同样也能有效提高 HDR 的效

率。Weterings 等[66]总结出 Ku70 和 Ku80 是 NHEJ
修复通路中的关键作用蛋白。de Jong 等[62]通过

同源重组技术敲除裂褶菌 ku80 后发现突变体中
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HDR 介导的修复类型明显增多。此外，Tu 等[23]

基于 CRISPR/Cas9 系统敲除灵芝 ku70 基因后获

得 NHEJ 修复活性显著降低的突变体，其 HDR
介导的靶基因插入和替换频率达到 96.3%和

93.1%，而对照株仅有 3.3%和 0%；Deng 等[50]

以竹黄菌 ku80 为靶基因，获得靶位置插入 pyrg
基因的效率达到 100%的突变株；Jan vonk 等[35]

以敲除了 ku80的裂褶菌突变体为背景菌株进行

基因编辑，结果表明靶位点的同源重组率明显

增加。 
除了直接将 NHEJ 修复通路抑制或失活，研

究发现以含有靶基因同源臂的供体 DNA 为模板

可以有效提高 HDR 频率。Meng 等[46]在蛹虫草

中基于自主复制的 AMA1 质粒建立了高效

CRISPR/Cas9 基因编辑系统，在引入同源修复模

板后，对光受体基因 cmwc-1 和 cmvvd 的编辑效

率提高到 73.9%。Tu 等[23]在灵芝 ku70 基因突变

后以含有 1.5 kb 同源侧翼序列的供体 DNA 为模

板，实现了高效的靶基因插入和替换。此外，

Zou 等[58]发现基于优化后的 Cas9-RNP 系统，供

体模板只需要 20 bp 左右的同源臂即可实现

56.52%的同源重组整合率。Jan vonk 等[35]也在裂

褶菌中验证出含有 100 bp 的同源臂就能实现同

源重组，而 250 bp 的同源臂则有效提高重组效

率。Wege 等[39]在玉米黑粉菌中以短双链寡核苷

酸为同源重组模板实现靶基因的敲除，成功创制

出几种不同类型的突变体。 

2  面临的主要问题与优化策略 
CRISPR/Cas9 基因编辑技术在拥有广阔应

用前景的同时，仍有诸多待解决的问题。与动、

植物和其他微生物相比，食用菌 CRISPR 系统存

在基因编辑效率不稳定、容易产生脱靶效应等共

性问题。同时作为大型真菌的食用菌，其特殊性

是物种多样性所带来的种属遗传差异以及多细

胞形态、细胞分化和厚几丁质细胞壁等导致

CRISPR 系统开发时难以有效筛选突变体，并且

部分抗性筛选标记在食用菌中无法稳定遗传。此

外，食用菌作为一种重要的新型农产品，所开发

的分子育种工具不仅要能满足高效快捷的基础

研究需求，同时能否保障转基因生物的安全问题

是将改良后的栽培品种或新创制的种质资源与

商业化的食用菌产业联系起来的关键和难点。 
2.1  编辑效率低 

编辑效率是指获得的阳性转化子中靶基因

被成功编辑的菌株所占的比例。编辑效率低是

CRISPR/Cas9 系统自开发应用于基因工程以来

一直存在的普遍问题，在食用菌中同样如此。造

成这一现象的 3 个主要原因及其优化策略如下。 
一是遗传转化体系的效率低。刘建雨等[14]

使用 ATMT 法将 Cas9 表达载体转入金针菇菌丝

时的转化率为 6.84%，而欧阳萍兰等[15]通过 PMT
法将靶向冷诱导基因 hk1 和 hk2 的编辑载体转化

原生质体的效率分别为 24.1%和 12.5%。表明同

一物种使用不同的转化方法和不同的受体材料

时的转化效率存在差异。因此，针对不同食用菌

的基因编辑时，首先要考虑能否建立一套高效、

稳定的遗传转化体系，同时结合其他研究进展对

其进行优化和改进，如添加适量的化学试剂、改

进原生质体的制备和再生条件以及选择合适的

受体材料等。 
二是 Cas9 和 sgRNA 的表达水平低。Chen

等[44]发现 sgRNA 的低水平转录会影响载体靶向

ura3 基因的效率。密码子的稀有性和核定位信

号决定着 Cas9 蛋白的表达水平。因此，构建 Cas9
和 sgRNA 高表达的食用菌基因编辑体系时，首

先是选择合适的启动子，如内源的 Pol Ⅲ组成型

U6 启动子驱动 sgRNA 转录，内源的 Pol Ⅱ组成

型启动子 gpd 驱动 Cas9 表达。其次，针对不同

食用菌进行 Cas9 密码子优化，并添加核定位信
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号辅助 Cas9 蛋白入核。保证 Cas9 和 sgRNA 顺

利表达后进一步尝试引入一些作用元件如

AMA1 片段等优化系统的工作效率[46]。 
三是 sgRNA 的靶向效率低。CRISPR/Cas9

系统在胞内面临着各种复杂的生理生化环境，如

不同 sgRNA 的二级结构、与靶位点的底物亲和

力以及半衰期和稳定性等都会影响其靶向效率。

不同食用菌或同一物种的不同靶基因修饰中，

CRISPR/Cas9 系统也表现出编辑效率的差异[20]。

因此，应用 CRISPR/Cas9 系统时要保证其

sgRNA 的靶向效率，可以借助在线软件 (如
CRISPOR 等)进行 sgRNA 的设计和评估；采用

如金针菇[18]、灵芝[21,23]、平菇[33]中已经实现的双

重 sgRNA 介导的靶基因编辑策略；也可以通过

设计多个 sgRNA 并添加内源性 tRNA 结构元件

实现多基因的高效编辑[31,37,45-46]。此外，采用体

外表达 sgRNA 的方法进行靶向效率的快速验

证，可有效避免使用低效率的 sgRNA。 

2.2  存在脱靶效应 
CRISPR/Cas9 系统应用的另一个问题是存

在脱靶效应。虽然 Cas9 的切割特异性受 sgRNA
序 列 和 原 间 隔 序 列 相 邻 基 序 (protospacer 
adjacent motif, PAM)元件的控制，但潜在的脱靶

效应会发生在与靶序列同源性较高的基因组任

意位置，非特异性切割会引起一系列未知的连锁

反应[67]。内源 Cas9 的表达多以组成型的强启动

子驱动，虽然其高水平的表达有利于保证编辑效

率，但 cas9 基因在宿主体内的持续性高表达会

导致宿主积累的 Cas9 蛋白冗余，从而增加脱靶

的风险。 
因此在食用菌中应用 CRISPR/Cas9 系统时，

可以借助 sgRNA 设计软件选择出特异性较高的

sgRNA 序列降低脱靶率；通过一些新技术手段如

染色体重排检测技术(primer extension-mediated 
sequencing, PEM-seq)等量化 sgRNA 对靶位点的

切割效率[68]；同时，适当截短 sgRNA 序列的长

度[69]或在 5′端添加两个鸟嘌呤核苷酸能增加其

特异性[70]；控制 sgRNA 的浓度以及瞬时表达作

用元件的方式也能有效避免脱靶效应[30]。此外，

可以考虑使用体外组装Cas9-RNP复合物的表达

策略来有效抑制 Cas9 的持续表达；修饰后的

Cas9 对靶 DNA 和 PAM 序列的特异识别能力增

强，降低了非特异识别概率[71]；也可以尝试使

用诱导型启动子驱动 Cas9 在特定条件下完成

表达。 

2.3  突变体筛选困难 
食用菌基因编辑突变体筛选困难的主要原

因之一是存在非纯合编辑。食用菌的异核性决定

其在转化过程中会有很多未被编辑的核，极大地

增加了筛选难度。因此，多数食用菌研究都以该

物种自身的单核体为背景材料，Zou 等[58]发现添

加化学试剂肌醇和苯菌灵等可以有效提高单核

原生质体的制备率。最近，Yamasaki 等[32]基于

质粒介导的 CRISPR/Cas9 技术成功在平菇双核

菌株 PC9×#64 中实现了靶基因的修饰，并证明

该质粒可以应用于其他不同类型的食用菌双核

菌株的靶基因修饰，为其他食用菌中以双核菌株

为背景材料开展工作提供了技术和理论基础。 
突变体筛选困难的另一限制因素是可用筛

选标记不足。食用菌中最常见的筛选标记为抗药

性标记和营养缺陷型标记。然而，这些标记都存

在局限性和潜在问题。虽然抗药性标记可以满足

高效、快捷地筛选出基因编辑突变体，但部分抗

药性标记稳定性不够，经过几次传代后存在抗性

丢失的风险[40]。营养缺陷型标记则只有当对应

的营养缺陷基因被成功回补时，突变体才能在缺

素培养基上正常生长，且该方法应用的前提是需

要获得相应的缺陷突变体，在实际应用中也不能

保证回补的表型与野生型是否一致。因此，除了

基于现有的筛选标记进行食用菌突变株筛选，也
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要考虑发掘、建立更多稳定而便捷的筛选办法，

如通过靶向基因置换的方式快速筛选突变体，以

及尝试将其他物种中的标记开发应用于目标食

用菌等。 

2.4  生物安全问题 
生物安全问题是转基因产品迈向商业化首

要面临的挑战之一。基因编辑技术对促进农业生

产和改善农产品性状等各方面的作用毋庸置疑。

目前已有少数基因编辑作物如 SU 油菜 TM[72]和

抗褐变双孢蘑菇等种植售卖的报道，我国也在今

年通过了首个关于大豆的基因编辑安全证书[73]。

可以预见的是，基因编辑技术在未来必将逐步融

入各个领域的发展。然而，基因编辑作用所产生

的物种遗传变异以及残留的 CRISPR 基因编辑

结构是否会引发一些不良影响还需进一步探讨。

不同国家/地区对此态度也不尽一致，而少量碱

基突变以及无外源基因插入的基因编辑产物显

然更容易被公众接受，也更容易通过法律监管[74]。

因此，在农业生产中使用 CRISPR 系统的一个主

要挑战是获得无转基因且具有稳定可遗传性状

的基因编辑产物。 
如何获得无转基因材料是将 CRISPR/Cas9

系统用于食用菌育种时必须攻克的问题。基于质

粒载体的稳定转化中外源 DNA 主要整合到宿主

染色体上，利用传统的遗传分离方法虽然有几率

获得无转基因的突变体，但耗时耗力，且食用菌

本身复杂的遗传背景加大了操作的难度。针对这

种外源序列的残留问题，可以参考通过引入带有

AMA1 自主复制序列的质粒有效避免其整合到

宿主染色体上，并在非选择性培养条件下将其分

离 [46]。通过瞬时表达转化引入的环状质粒或

RNA 在完成切割后会被细胞内源的核酸酶分

解，可以实现全程 DNA-free 的基因组编辑，在

很多模式生物包括食用菌平菇等的基因编辑体

系开发中均有应用报道，可以作为参考策略[30]。

基于体外组装 Cas9-RNP复合物的转化不需要优

化 CRISPR/Cas 表达盒，减少了评估启动子转录

效率等复杂的构建步骤，且复合物只会在受体细

胞内短暂存留，有效降低了脱靶的风险，是目前

报道的食用菌编辑中尝试修饰缺陷型基因的首

选策略。同样，还可以参考开发和利用更为成熟

的植物基因编辑体系来克服外源序列残留的问

题，包括药物诱导、荧光标记辅助、纳米生物技

术以及转基因自我消除技术 (transgene killer 
CRISPR, TKC)等[75]。当然，结合新开发的胞嘧

啶碱基编辑器(cytosine base editor, CBE)和腺嘌

呤碱基编辑器(adenine base editor, ABE)等对现

有的食用菌基因编辑体系进行优化或开发新的

工具也是未来行业发展的前沿方向。 

3  结论与展望 
CRISPR/Cas9 基因编辑技术是生命科学领

域近年来最伟大的发明之一。尽管相对于其他模

式真菌，该技术在大型真菌中的开发和应用仍处

于起步阶段，还有很多亟待解决的问题，但自

2016 年首次应用以来，CRISPR/Cas9 系统为更

多食用菌物种精准、稳定的基因组编辑奠定了基

础。结合现有食用菌中相关报道，将 CRISPR/Cas9
应用于目标食用菌时可以参考以下策略：(1) 基
于 PMT 法介导的原生质体转化，并添加适量的

化学试剂 Triton X-100 进行优化，可以构建出高

效、稳定的遗传转化体系；(2) 首选营养缺陷型

基因为靶标，并使用在线软件辅助分析、设计出

特异的 sgRNA 序列；(3) 优先选用内源 U6 启动

子驱动 sgRNA，内源 gpd 启动子驱动 Cas9 表达；

(4) 根据目标物种对 Cas9 进行密码子优化并添

加核定位信号；(5) 采用体外组装 sgRNA和Cas9
复合体的策略可快速获得突变体； (6) 敲除

NHEJ 修复机制的关键酶基因 ku70 和 ku80 可以

有效提高同源重组修复的概率。 
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与传统的 ZFNs 和 TALENs 技术相比，

CRISPR/Cas9 系统优势明显。作为一种理想的食

用菌基因组修饰工具，将其应用于目标食用菌的

研究和开发是非常必要的。与 CRISPR/Cas9 系

统在其他食用菌中的应用报道一致的是，前期展

开的探索实验结果表明所选择的目标食用菌菌

株显示出对潮霉素和萎锈灵的敏感性，可作为基

因编辑突变体的筛选标记。同时参考该技术在其

他食用菌中所取得的应用进展有望在目标食用

菌中实现相关技术体系的建立。此外，随着科技

的不断进步，CRISPR/Cas9 系统也将在诸如人工

改造 Cas9 蛋白以及开发出更多 Cas 同源蛋白等

多方面获得进一步改造和优化，从而实现控制脱

靶效应、减弱甚至是消除 PAM 基序对 Cas 蛋白

的限制作用以及提高精确打靶效率等。这种优势

也将使得该技术在食用菌菌种改良、分子育种和

代谢产物调控等多领域内占据不可替代的地位。

同时，该技术在动、植物以及丝状真菌等的基因

功能研究和作物遗传改良中所展现出来的跨物

种间巨大的应用潜力，包括单碱基编辑、双碱基

编辑以及糖基化酶碱基编辑技术等最新技术的

应用报道，也预示着其未来在食用菌相关领域包

括功能基因挖掘、定向菌种改良以及创制新种质

资源等不可估量的应用价值。当然，不可忽视的

是目前 CRISPR/Cas9 技术在食用菌中的应用还

存在诸如脱靶效应、编辑效率低、突变筛选困难

等不足，需要更多根本性的突破和解决方案以推

进现代化食用菌产业发展。值得注意的是，食用

菌具有极高的营养、药用和研究价值，并且食用

菌产业作为我国继粮、油、蔬、果后新兴的第 5 大

农业种植业，食品安全问题不容小觑。因此，相

关机构必须致力于建立一套科学严谨的监管体

系来有效引导和管理市场，兼顾人类健康和环境

安全的同时稳步推动食用菌基因编辑产品的产

业化，并完成生产方式和技术的转型。 
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