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摘要: 成簇的规律间隔的短回文重复序列(clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR)及其

相关蛋白(CRISPR-associated, Cas)是存在于细菌和古细菌中的获得性免疫系统, 可以对外来某一特定单链或双

链DNA实施高特异性地沉默或降解。近年来, CRISPR/Cas9系统已快速发展为一种基因组定向编辑技术。由

于该技术操作简单、快速、突变诱导率高等优点, 已在多种果蔬作物中实现了基因的编辑, 在果蔬作物性状改

良、基因表达、代谢过程调控及逆境胁迫抗性相关基因的挖掘等研究中发挥了重要作用。本文就CRISPR/
Cas9系统的结构、作用原理、在果蔬作物基因编辑研究中的应用及存在的问题等进行了分析和总结。 
关键词: CRISPR/Cas9; 果蔬作物; 应用; 基因编辑

综　述  Reviews

近年来, 随着测序技术的不断完善, 多种果蔬

作物的全基因组测序工作正陆续完成, 但是由于

基因的种类复杂多样, 接下来需要对基因的功能

进行深入研究。基因编辑技术的发展为大规模和

高效率的解决这个问题提供了可能。基因编辑技

术是指对特定的DNA位点进行精确的“编辑”, 造
成靶位点碱基的缺失、插入、替换等的一项新技

术。目前最常见的基因编辑技术包括: 锌指核酸

酶(zinc finger nucleases, ZFNs) (Carroll等2011)、转

录激活因子样效应物核酸酶(transcription activator- 
like effector nucleases, TALENs) (Christian等2010; 
Bedell等2012)及近几年发展起来的成簇的规律间隔

的短回文重复序列(clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats, CRISPR)及其相关蛋白

(CRISPR-associated, Cas)系统(Sander和Joung 2014)。
ZFNs与TALENs系统主要通过DNA结合蛋白来靶

定目标位点, 特异性蛋白的构建既耗时又昂贵, 而
且遗传操作复杂, 因此该技术的发展受到了一定

的限制。CRISPR/Cas系统是广泛存在于原核生物

中的一种适应性防御系统, 研究发现, 87%的古细

菌和超过40%的细菌中都含有此蛋白免疫系统

(Grissa等2007)。基于该系统发展起来的基因组编

辑技术不需要设计蛋白, 只需要改变引导RNA的

20 nt的特殊片段, 并借助Cas9蛋白的切割来实现

对靶基因的定点编辑。与ZFN和TALEN技术相比, 
CRISPR/Cas9系统在设计、合成和筛选上都非常

简便、易于操作、成本低, 构建周期短并且可以

实现同时对多个基因的编辑, 迅速实现了对前两

代基因编辑技术的替代(马兴亮和刘耀光2016; Ma
等2016)。目前, 该系统在番茄、马铃薯、葡萄、

柑橘等多种果蔬作物中实现了基因组的定向编

辑。本文主要介绍了该基因编辑系统的工作原

理、在果蔬作物中的应用现状、存在的问题及应

用前景。

1  CRISPR/Cas9系统的基本结构和工作原理

1.1  CRISPR/Cas9基本结构

CRISPR/Cas系统主要由CRISPR序列元件与

Cas基因家族蛋白组成(图1)。CRISPR序列由一个

前导区、多个高度保守的重复序列和长度相似的

间隔序列间隔排列组成(Shan等2013)。前导序列可

以促使CRISPR转录产生crRNA前体(pre-CRISPR- 
derived RNA, pre-crRNA), 在RNA酶III帮助下pre- 
crRNA可以形成成熟的crRNA (CRISPR-derived 
RNA, crRNA); CRISPR序列中的重复序列区转录

后形成具有发卡结构的反式激活RNA (trans-acti-
vating RNA, tracrRNA) (Wang等2015)。CRISPR/
Cas系统根据单亚基和多亚基的crRNA效应复合物
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的不同可以分为两大类: Class 1和Class 2 (Makarova
等2017a; 2017b)。Class 1包括3种类型(I、III、IV)
和12种亚型(Makarova等2017a), Class 2包括3种类

型(II、V、VI)和9种亚型(Makarova等2017b), 大多数

Class 1和Class 2系统基因座都包括效应蛋白Cas1
和Cas2, 以及辅助蛋白, 如Cas4。目前使用范围较

广的II型CRISPR/Cas9系统还需要在Cas9蛋白的协

助下对外源DNA进行靶向切割(Deltcheva等2011)。
Cas9含有HNH和RucV样两个结构域, HNH结构域

切割crRNA的互补链, 而RucV样结构域切割非互补

链, 造成DNA双链断裂(double-strand break, DSB) 
(Doudna和Charpentier 2014)。
1.2  CRISPR/Cas9的工作原理

CRISPR/Cas系统是细菌和古生菌用来抵抗入

侵的病毒及外源DNA的一种适应性免疫系统。其

工作的过程主要通过以下3个步骤: (1)外源入侵

DNA片段的获取。当外源DNA入侵时, 间隔序列

会识别入侵核酸中紧邻靶区域下游的几个原始相

邻碱基基序(protospacer adjacent motif, PAM), 并把

临近PAM的序列整合到CRISPR基因座中(Bhaya等

图1  CRISPR/Cas9的基本结构

Fig.1  Basic structure of CRISPR/Cas9

2011), PAM通常由NGG三个碱基构成(N为任意碱

基)。(2) CRISPR基座表达的成熟产物crRNA与 
tracrRNA通过碱基互补配对形成单链引导RNA 
(single-guide RNA, sgRNA) (Pougach等2010)。(3) 
CRISPR/Cas9特异性靶向切割。sgRNA与PAM上

游的序列碱基互补配对, 引导Cas9核酸酶稳定地结

合到入侵的DNA PAM处的靶位点上, 造成DSB。一

旦产生DSB, 机体自身就会启动易错非同源末端连

接(non-homologous end joining, NHEJ)或同源重组

(homology directed repair, HDR)修复机制。在大多

数情况下, DSB通常由NHEJ修复, 该过程会造成基

因插入、突变或缺失, 从而导致基因敲除(图2)。

2  CRISPR/Cas9在果蔬作物基因编辑中的

应用

2.1  性状相关基因的编辑

CRISPR/Cas9这种高效、便捷的基因编辑技

术自2013年3家实验室(Shan等2013; Nekrasov等
2013; Li等2013)同时在《Nature Biotechnology》
发表研究结果以来, 该技术在植物上得到了广泛

图2  CRISPR/Cas9的工作原理

Fig.2  Mechanism of CRISPR/Cas9
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地应用。研究发现, 番茄ARGONAUTE (SlAG07)基
因功能的缺失会导致番茄叶片由扁平状变为针状

(Yifhar等2012)。为了探究CRISPR/Cas9在番茄中

的编辑效率, Brooks等(2014)利用该技术编辑了

SlAG07第二个外显子的临近序列, 通过农杆菌介

导的叶盘转化法培养番茄植株。实验结果表明, 
在敲除SlAG07的植株中能够明显观察到叶片由扁

平状变为针状, 经测序证实, T0代的突变率为48%。

该实验首次证实CRISPR/Cas9技术能有效地应用

于番茄作物中。

果蔬生产力的高低与花序的复杂程度有关, 复
杂花序主要由封顶花基因(TERMINATING FLOWER, 
TMF)介导分生组织的成熟而产生, 在番茄中的研

究发现, TMF的缺失导致初级花序转化为单花, 而
且TMF可以与SlBOP相互作用形成转录复合物。

为了进一步鉴定SlBOP的作用, Xu等(2016)利用

CRISPR/Cas9系统对番茄SlBOP基因进行了编辑, 
结果发现突变植物的花器脱落、叶片形状改变, 
其中最显著的是花序结构简化为单花序, 与TMF
突变体花序相似; 在SlBOP-TMF突变体中花的缺

陷更加明显, 该研究证实SlBOP也是影响花序结构

的基因。最近, 借助于CRISPR/Cas9系统, tmf-1和
ALOG家族的tfam1和tfam2基因也进一步被证实在

番茄的花序发育中发挥重要作用(Huang等2018)。
Soyk等(2017)通过CRISPR/Cas9敲除了番茄中开花

抑制基因(SELF-PRUNING 5G, SP5G), 研究结果发

现, SP5G突变体的开花过程加快, 番茄果实的产量

得到了快速提升, 该研究为利用CRISPR/Cas9系统

快速提高作物产量提供了借鉴。另外, 在番茄中

的研究还发现, 利用CRISPR/Cas9技术敲除决定类

黄酮积累的SlMYB12基因, 可以高效地获得粉红色

果实(Deng等2018); 敲除控制番茄果实无籽性状的

关键基因SlIAA9, 可以获得与野生型果实一致的无

籽果实, 而且T0代植株的突变效率可达到100% 
(Ueta等2017)。这种精确、快速地培育单性结实

的方法也可以用于西瓜、黄瓜、苦瓜等需要无籽

的果蔬作物中, 为果蔬作物无籽相关性状方面的

研究奠定了基础。

除了番茄, CRISPR/Cas9技术也成功地应用于甘

蓝(Brassica oleracea) (Lawrenson等2015)、莴苣

(Lactuca sativa) (Woo等2015)等发育相关基因的编

辑中。研究发现, 甘蓝赤霉素合成关键基因GA4敲
除以后, 植株明显矮小; 莴苣油菜素内酯不敏感基

因(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2, BIN-2)敲
除以后增强了油菜素内酯信号途径。

2.2  物质合成及代谢途径的研究

γ-氨基丁酸(GABA)是一种广泛存在于细菌、

植物、动物中的非蛋白氨基酸, 具有多种生理活

性。经研究发现, 番茄在生长过程中会产生GABA 
(Takayama和Ezura 2015), 琥珀酸半醛脱氢酶(SS-
ADH)、γ-氨基丁酸转氨酶(GABA-T)、运输蛋白

CAT-9及谷氨酸脱羧酶(GAD)在GABA的代谢过程

中起关键作用(Bao等2015; Koike等2013; Snowden等
2015)。Nonaka等(2017)通过农杆菌介导转化将

Cas9和靶基因SlGAD2和SlGAD3的sgRNA表达盒导

入番茄植株内, 得到的GAD羧基末端敲除突变体中

的GABA含量显著提高。该实验首次利用CRISPR/
Cas9在番茄中实现了GABA含量的增加。另外, 通
过构建GABA代谢途径中的5个关键基因GABA- 
TP1、GABA-TP2、GABA-TP3、CAT9和SSADH的

sgRNA表达盒, 对T0代的植株检测发现, CRISPR/
Cas9系统除在GABA-TP2的位点没产生突变外, 其
它编辑位点都产生了突变。突变率分别为44%、

50%、41%、6%和8%, 增加了番茄叶片和果实中的

GABA含量, 进一步验证了CRISPR/Cas9编辑的有

效性(Li等2017)。
长链非编码RNA (long non-coding RNAs, ln-

cRNA)是一类转录本长度超过200 nt的RNA分子, 
它们不编码蛋白, 但参与细胞内多种过程调控。

目前, 大多数植物lncRNA的生物学功能仍然未

知。Li等(2018a)在番茄中克隆了lncRNAs1459基
因的全长 ,  并利用CRISPR/Cas系统构建了 ln-
cRNA1459突变体。与野生型果实相比, 突变体的

乙烯产量、番茄红素积累显著减少, 成熟过程受

到限制。结果证实, lncRNAs1459在番茄成熟过程

中起着积极的作用, 为研究其他水果的lncRNA功

能提供了一种新的方法。

番茄红素是一种具有多种生理功能的类胡萝

卜素, 最近有研究报道, 利用包含6个sgRNA表达

盒的CRISPR/Cas9系统敲除与类胡萝卜素代谢途
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表1  CRISPR/Cas9对果蔬作物基因组编辑列表

Table 1  List of CRISPR/Cas9 gene editing in fruit and vegetable crops

                    果蔬品种                   靶定基因               靶基因功能                参考文献

番茄(Lycopersicon esculentum)  AGO7 调控叶片发育 Brook等2014
 BOP 调控花序结构 Xu等2016

 TFAM1, TFAM2 调控花序结构 Huang等2018
 MYB12 参与果肉色泽调控 Deng等2018
 IAA9 控制单性结实 Ueta等2017
 GABA-TP1, GABA-TP2,  参与γ-氨基丁酸的合成 Li等2017
 GABA-TP3, CAT9, SSADH
 LNCRNA1459 参与果实成熟调控 Li等2018a
 SGR1, LCY-E, LCY-B1,  参与番茄红素的合成 Li等2018b
 LCY-B2, BLC
 PDS 参与类胡萝卜素的合成 Li等2017; Parkhi等2018
 MLO1 灰霉病易感基因 Nekrasov等2017
 TYLCV 黄叶卷曲病易感基因 Mahfouz等2017
 DMR6 霜霉病易感基因 Thomazella等2016
 MAPK3 参与干旱胁迫响应 Wang等2017
 SP5G 调控植株开花 Soyk等2017
胡萝卜(Daucus carotat) F3H 参与花青素的合成 Klimek-Chodacka等2018
牵牛花(Ipomoea nil) CCD4 参与类胡萝卜素的合成 Watanabe等2018
甘蓝(Brassica oleracea) GA4.a 调控植株高低 Lawrenson等2015
莴苣(Lactuca sativa) BIN-2 参与油菜素类脂的调控 Woo等2015
黄瓜(Cucumis sativus) EIF4E RNA病毒易感基因 Chandrasekaran等2016
马铃薯(Solanum tuberosum) MSX914-10, ALS1 除草剂易感基因 Bulter等2015
矮牵牛(Petunia hybrida Vilm) PDS 参与类胡萝卜素的合成 Zhang等2016
西瓜(Citrullus lanatus) PDS 参与类胡萝卜素的合成 Tian等2017
 ALS 除草剂易感基因 Tian等2018
苹果(Malus domestica) PDS 参与类胡萝卜素的合成 Nishitani等2016
 DIPM-1, DIPM-2, DIPM-4 火疫病易感基因 Malnoy等2016
葡萄(Vitis vinifera) IdnDH 参与酒石酸合成 Ren等2016
 MLO-7 白粉病易感基因 Malnoy等2016
柑橘(Citrus reticulata) LOB1 溃疡病易感基因 Jia 等2017
 EBEPthA4 溃疡病易感基因 Peng等2017
香蕉(Musa nana) PDS 参与类胡萝卜素的合成 Kaur等2018

径相关的5个基因(SGR1、LCY-E、Blc、LCY-B1和
LCY-B2), 可使番茄果实中番茄红素的含量增加, 其
中SGR1敲除的果实中番茄红素增加了5.1倍(Li等
2018b)。而敲除类胡萝卜素合成中的2个关键基因

CrtR-b2和Psy1的第一个外显子的临近序列后, 番
茄植物会出现白花表型和黄肉表型(D’Ambrosio等
2018)。八氢番茄红素脱氢酶基因(PHYTOENE 
DESATURASE, PDS)也是类胡萝卜素生物合成途

径中的关键基因, 该基因功能的丧失会阻碍类胡

萝卜素的形成, 使植株表现出光漂白的现象。以

PDS为标记基因, 利用CRISPR/Cas9系统也成功地

在番茄(Li等2017; Parkhi等2018)、矮牵牛(Zhang
等2016)、西瓜(Tian等2017)、香蕉(Kaur等2018)及
苹果(Nishitani等2016)幼苗中实现了PDS的编辑。

黄烷酮3-羟化酶(flavanone-3-hydroxylase, F3H)是
植物花青素生物合成早期阶段的重要催化酶, 通
过对F3H外显子序列靶定敲除, 根据愈伤组织的颜

色变化和测序结果证实CRISPR/Cas9也能够有效地

用于胡萝卜基因的编辑(Klimek-Chodacka等2018)。
在白花型牵牛花中敲除类胡萝卜素裂解双加氧酶

基因InCCD4, 可使花瓣转变为淡黄色, 同时花瓣中

类胡萝卜素的积累量可提高20倍。该研究证实, 
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白花瓣中类胡萝卜素含量低, 可能与类胡萝卜素的

降解有关(Watanabe等2018)。
编码L-艾杜糖脱氢酶的基因IdnDH是葡萄酒

石酸合成的限速基因, Ren等(2016)利用CRISPR/
Cas9系统靶向编辑葡萄的IdnDH基因, 构建的2个
sgRNA表达盒中sgRNA1成功造成该基因位点1~3 bp
的缺失, 突变频率达到100%, 该结果对于改良葡萄

酒的品质具有借鉴作用。以上研究结果表明, CRISPR/  
Cas9技术在果蔬体内物质合成及代谢途径的研究

中应用前景广阔。

2.3  CRISPR/Cas9在果蔬作物抗逆性中的应用研究

2.3.1  生物胁迫 
果蔬作物生长发育过程中经常遭受细菌、真

菌、病毒或害虫的侵害, 因此, 基于CRISPR/Cas9
技术的诸多优点, 其在果蔬作物抗病相关基因功能

的研究中得到了迅速发展。Jia等(2017)在柑橘中设

计了6个sgRNA靶定柑橘易染溃疡病基因CsLOB1的
不同位点。通过分析发现, 其中有2个编辑位点效

率达到89.36%、88.79%。另外, 接种病原体黄单

胞菌(pathogen Xanthomonas citri subsp. citri, Xcc)
以后, 高突变率的柑橘与野生柑橘相比感染溃疡病

的程度明显降低, 并且没有其它的负面影响。柑橘

溃疡病易感基因CsLOB1含有效应物结合元件

(EBEPthA4), 可被致病基因PthA4识别, 并激活

CsLOB1表达。Peng等(2017)将CsLOB1启动子中

的效应物结合元件作为靶标, 利用CRISPR/Cas9进
行敲除, 破坏了响应于Xcc感染过程CsLOB1基因的

表达, 与野生型相比, 其对柑橘溃疡病的抗性得到

了增强。

在葡萄品种‘霞多丽’和苹果品种‘金冠’中, 利
用CRISPR/Cas9技术首次实现了对葡萄中白粉病易

感基因MLO-7和苹果中火疫病易感基因DIPM-1、
DIPM-2和DIPM-4的敲除, 所获得的转基因植株分

别对白粉病和火疫病的抗性得到了增强, 并在实

验中发现sgRNA与Cas9的比例会影响目的基因的

敲除效率(Malnoy等2016)。利用CRISPR/Cas9构建

的番茄抗霉素基因SlMlo1敲除植株能够有效地抵抗

由真菌引起的白粉病(Nekrasov等2017); 番茄黄化

曲叶病毒(Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV)基
因敲除株系对黄化曲叶病毒的抗性增强, 并且能

够稳定地遗传到T2和T3代(Mahfouz等2017); 番茄霜

霉病抗性基因6 (downy mildew resistance 6, DMR6)
外显子区域编辑株系表现出对细菌病原体的抗性, 
且植株的生长发育不受影响, 与拟南芥中的研究

结果相似(Zeilmaker等2015), 证实了该基因在不同

物种间的保守性(Thomazella等2016)。 
真核翻译起始因子eIF4E是RNA病毒繁殖所

需要的主要宿主因子, Chandrasekaran等(2016)利
用CRISPR/Cas9敲除黄瓜eIF4E基因中的片段, 与
野生型黄瓜相比抗RNA病毒的特性明显加强。以

上结果显示, CRISPR/Cas9系统是研究植物抗病相

关基因功能的强有力的工具。

2.3.2  非生物胁迫

促分裂原活化蛋白激酶(MAPK)是一种重要

的信号分子, 它在植物生长、发育以及生物和非

生物胁迫条件下的多种细胞信号传导途径中起关

键作用(曹红利等2017)。番茄中包含有SlMAPK3
在内的16个MAPK基因, Wang等(2017)利用CRISPR/ 
Cas9技术研究了SlMAPK3在番茄干旱胁迫抗性中

的作用, 试验结果表明, SlMAPK3突变体在干旱胁

迫下表现出更严重的萎靡症状, 过氧化氢含量明

显增加, 抗氧化酶活性降低, 细胞膜损伤加剧, 该
研究利用CRISPR/Cas9技术明确了SlMAPK3在番

茄抗旱中的作用。利用该技术敲除二倍体马铃薯

MSX914-10和四倍体马铃薯Desiree的内源乙酰乳

酸合成酶(ALS1)基因, 所获得的突变体表现出较强

的抗除草剂特性(Butler等2015)。Tian等(2018)利
用CRISPR/Cas9单碱基编辑技术, 成功地实现了西

瓜ALS基因单碱基突变, 研究出全球首个由CRISPR/ 
Cas9介导的抗除草剂西瓜。T0代23%的植株具有

成功编辑的位点, 并在T1代获得了不含转基因元

件且具有纯合编辑位点的植株, T2植株对苯磺隆

除草剂具有很高的抗性。这些研究表明, CRISPR/
Cas9基因编辑技术可以成功地用于果蔬作物非生

物胁迫响应的研究。

3  CRISPR/Cas9系统的局限性与改进措施

3.1  PAM序列的依赖性及改进

CRISPR/Cas9系统中, sgRNA所结合的外源基

因必须具备PAM位点, Cas蛋白能够准确切割的位
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点也必须是在PAM位点之前。识别更多的PAM位

点或者减弱Cas蛋白对于PAM位点的依赖性就能

够更有效地利用CRISPR/Cas技术。Kleinstiver等
(2015)通过对Cas9蛋白进行改造, 成功扩增了PAM
位点的识别碱基, 在斑马鱼和人类内源性基因位

点中找到了野生型SpCas9无法编辑的位点。Cpf1
蛋白最初于2015年被发现, 它隶属于typeⅡ类型的

CRISPR系统, 是现存的比Cas9蛋白更小更简单的

核酸内切酶, CRISPR/Cpf1系统是当时发现的最简

单的CRISPR免疫系统(Zetsche等2015)。不同于常

用的Cas9, Cpf1的PAM识别位点为TTTN, 另外

Cpf1系统仅仅需要单个RNA分子即crRNA就能够

切割DNA序列, 在一定程度上简化了CRISPR/Cas
系统的操作、提高了编辑效率、降低了脱靶风险。

但是, 由于PAM位点的限制, 并没有使该系统广泛

应用于基因编辑的研究。Li等(2018c)定点突变了

毛螺科菌(Lachnospiraceae bacterium) Cpf1的2个
关键氨基酸位点, 获得的突变体LbCpf1(RR)成功

实现了对水稻基因组的编辑, 进一步扩大了Cpf1
的编辑范围。Hua等(2019)通过使用化脓性链球菌

Cas9 (Streptococcus pyogenes Cas9, SpCas9)和金黄

色葡萄球菌Cas9 (Staphylococcus aureus Cas9, Sa-
Cas9)开发了新的胞嘧啶碱基编辑器和腺嘌呤碱基

编辑器变体, 改变了以前胞嘧啶和腺嘌呤编辑器

对于(NGG) PAM序列的依赖性, 进而大大增加了

水稻基因组中碱基编辑的目标范围。另外, 研究

还发现两种碱基编辑器可以同时应用于水稻基因

组编辑。Hu等(2018)利用噬菌体辅助持续化进程

(PACE)的方法获得了Cas9的变体xCas9, 其能够识

别更多的PAM位点(NG、GAA、GAT), 虽然xCas9
的应用范围扩大了, 但是其特异性反而比Cas9更
好。因此, 进一步开发或改造Cas9蛋白, 可以明显

改善该技术的特异性及适用范围。

3.2  脱靶现象及其改造  
与ZFNs和TALENs相似, CRISPR/Cas9系统也

存在脱靶问题。(1) Cas9和sgRNA不恰当的浓度比

例会导致脱靶效应的产生, 比例越高脱靶情况越

严重(Hsu等2013; Pattanayak等2013)。Li等(2013)
通过对拟南芥中AtPDS3和AtFLS2基因进行编辑, 
得出达到最佳突变效果的Cas9和sgRNA的比例为

1:1。(2)大量干扰的PAM位点会导致非目的DNA
区域被切割导致脱靶(Sternberg等2014)。为了避

免这种情况的发生 ,  可以利用生物信息学工具

E-CRISPR、CasOT辅助sgRNA的设计(Xie等2014; 
Yan等2015; Cradick等2014)。(3)启动子的选择, 目
前大多数的CRISPR/Cas9系统都是使用外源启动

子来表达Cas9和sgRNA, 因此启动子的选择也非

常重要。在双子叶植物中, 花椰菜花叶病毒的35S
启动子能够很好的表达Cas9, U6启动子能够表达

sgRNA。在单子叶植物中, 35S和Ubi都能够很好的

表达Cas9, 但是sgRNA的表达则不同, OsU3启动子

可以用于水稻的sgRNA表达, TaU6启动子可以用

于小麦的sgRNA表达。另外, Mikami等(2015)发现

在提高水稻突变率方面OsU6比OsU3更好。因此, 
为了减少脱靶效应, 选择恰当的启动子也非常重

要。(4) Cas9蛋白的优化, Ran等(2013)通过突变

Cas9核酸酶的DNA切割结构域, 将CRISPR/Cas9系
统改造为切口酶, 并且证明使用配对切口酶可以

在细胞中将脱靶活动减少50~1 500倍, 并且在不影

响靶向切割效率的情况下成功敲除了小鼠受精卵

中的基因。Guilinger等(2014)将催化失活的Cas9
和FokI核酸酶融合为变体fCas9。fCas9对DNA切

割需要两个fCas9单体同时结合靶位点15~25个碱

基对。在人类细胞中, fCas9修饰的靶DNA位点的

特异性比Cas9高140倍。另外, Kleinstiver等(2016)
通过对SpCas9进行改造, 构建出变体SpCas9-HF1, 
减少了与非特异性DNA的接触, 并在人体细胞中

成功验证了SpCas9-HF1打靶的高精确性。Chen等
(2017)发现Cas9中的非催化结构域REC3能够识别

目标错配, 并利用REC3中涉及错配传感的残基设

计了一种超精确Cas9变体(HypaCas9), 其在人体细

胞中保留了强大的靶向活性, 并且能对基因组进

行精确的编辑。上述研究与改进措施虽然还没有

在果蔬作物中开展, 但为CRISPR/Cas9系统在果蔬

作物基因组编辑中的改进提供了重要的参考。

4  展望

果蔬作物种类繁多、性状各异, 而且目前大

量的果蔬作物仍然缺乏充足的序列信息, 对于决

定果蔬作物性状的主要基因还没有被挖掘, 因此
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在不同果蔬作物中建立高效的CRISPR/Cas9基因

编辑体系还存在许多局限和挑战。另外, CRISPR/
Cas9系统仍具有如目的基因脱靶、多余突变、基

因编辑的效率低等问题。因此, 该技术在果蔬作物

中的应用有巨大的研究空间。近年来, 研究人员将

Cas9蛋白和gRNA在体外组装成核糖核蛋白复合

体(RNP), 导入小麦细胞中, 成功创新了一种避免

了外源DNA片段整合到基因组中的DNA-free的基

因组编辑方法(Liang等2017)。另外, 有研究人员

为了解决HDR修复效率低的问题, 在水稻中开发

了单碱基替换编辑系统(Lu和Zhu 2017)。相信, 随
着研究人员对CRISPR/Cas9系统研究的不断深入, 
目前存在的一些局限终将被攻克。另外, 与传统

的转基因作物相比, 人们对利用该技术改良的果

蔬作物的接受度可能会更高, 如2014年加拿大卫

生部批准通过基因编辑改良的抗除草剂油菜作为

商业作物, 美国农业部2016年批准在蘑菇中使用

CRISPR/Cas9防褐变。因此, 随着果蔬作物基因组

测序研究的快速进展, 该技术一定会成为未来果

蔬作物基因功能研究的重要工具, 并在果蔬作物

品种改良以及防止病虫害等方面的研究中发挥更

大的作用。
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Application of CRISPR/Cas9 gene editing technology in fruit and 
vegetable crops
SHU Pan, CUI Xi-Xi, LI Fu-Jun*, MIN De-Dong, ZHANG Xin-Hua*, DONG Lu-Lu, REN Chun-Tao
School of Agricultural Engineering and Food Science, Shandong University of Technology, Zibo, Shandong 255000, China

Abstract: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and CRISPR-associated protein 
(Cas) is a prokaryotic immune system which derived from bacteria and archaea, and can be used to silence or de-
grade a specific foreign single-stranded or double-stranded DNA with high specificity. In recent years, the CRIS-
PR/Cas9 system has been rapidly developed as a genome-oriented editing technology. Due to its simple, rapid, and 
high mutation induction rate, the technology has achieved gene editing in a variety of fruit and vegetable crops, 
and plays important roles in the improvement of fruit and vegetable characters, gene expression, metabolic process 
regulation and stress resistance related gene mining. In this review, we introduced the structure and principle of 
CRISPR/Cas9 system and summarized the applications of this system in fruits and vegetables. Meanwhile, the 
problems and its solutions of the application of CRISPR/Cas9 system were also analyzed.
Key words: CRISPR/Cas9; fruit and vegetable crops; application; gene editing
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