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摘要: 基因组编辑技术利用人工核酸酶以精准和可预测的方式来快速改造和修饰基因组, 加速了基础研究和

植物育种的进程。近年来兴起的II型CRISPR/Cas9基因组编辑技术成功应用于多种动植物中。CRISPR/Cas9
系统在可定制的小型非编码RNA的指导下定向切割基因组DNA双链, 并通过非同源末端连接(NHEJ)和同源重

组(HDR)机制进行基因修饰, 从而实现基因组靶标基因的定点改造。本综述介绍了CRISPR/Cas系统的结构及

作用原理, 讨论了CRISPR/Cas9系统的靶点效率、脱靶效应以及Cas9突变体的筛选, 并对CRISPR/Cas9系统的

表观遗传调控进行了分析。最后我们详细阐述了CRISPR/Cas9技术在植物中的最新应用进展, 并对CRISPR/
Cas9系统的发展和应用前景进行了展望, 希望为开展植物基因组编辑方面的研究工作提供参考。
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基因组编辑(genome editing)技术是在基因组

水平上对DNA序列进行定点改造和修饰的遗传操

作技术。近几年来, 随着核苷酸测序技术和人工合

成的序列特异性核酸酶(sequence-specific nuclease, 
SSNs)的加速发展, 基因组编辑技术也进入了快速

发展时期, 它在基因功能研究、生物医疗、植物

遗传改良和分子育种等方面发挥着重要的作用。

20世纪80年代, 研究者们可以利用同源重组

的方法来对特定的基因进行靶向修饰。直到2002
年, 基因组编辑技术仅在小鼠(Capecchi 1989)和果

蝇(Bellaiche等1999)等少数物种中实现靶向修饰, 
且效率极低。进入21世纪, 人工核酸酶SSNs技术

的出现和完善, 使得基因组编辑技术能够对基因

组特定位点进行高效和精准的靶向编辑, 从而使

得此项技术具有广泛的发展前景和应用价值。

目前, SSNs主要包括归巢核酸内切酶(mega-
nucleases) (Stoddard 2005; Smith等2006)、锌指核

酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs) (Urnov等2010; 
Davis和Stokoe 2010)、类转录激活因子效应物核

酸酶(transcription activator-like effector nucleases, 
TALENs) (Moscou和Bodganove 2009; Boch等2009)
以及成簇的规律间隔的短回文重复序列CRISPR/
Cas系统(clustered regularly interspaced short palin-
dromic repeats/CRISPR-associated Cas, CRISPR/Cas 
system) (Bhaya等2011; Wiedenheft等2012)。ZFNs和
TALENs技术构建难度大、成本高, CRISPR/Cas系

统介导的基因组编辑由于其低成本、精确性和快

速性, 在作物遗传改良和分子育种中具有重大的

应用价值。CRISPR/Cas系统产生DNA双链断裂

(double-strand breaks, DSBs)后主要通过非同源末

端连接(non-homologous end joining, NHEJ)或同源

重组(homologous recombination, HR)的方式进行修

复(Trevino和Zhang 2014; Bortesi和Fischer 2015)。通

过这两种方式的基因修复, CRISPR/Cas技术可以

在基因的转录因子结合位点、启动子区、外显子

(编码序列)、内含子(非编码序列)和非翻译区实现

定点基因敲除、特异突变引入及定点修饰。除此

之外, CRISPR/Cas技术还可应用于靶向基因敲入

或替换、靶向基因转录调控、靶向RNA编辑、多

基因敲除等方面(Li等2016; Cheng等2013; Abu-
dayyeh等 2017; Zhang等2016c)。

其中, II型CRISPR/Cas9系统已广泛应用于多

种生物体中。此系统不需要组装任何蛋白, 只需

要构建各种gRNA表达框, 设计20 bp的靶位点, 制
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备过程简单易操作。大量的gRNA数据库促进和

实现了CRISPR/Cas9在功能基因组上高通量的应

用, 并且可以实现多靶点的操作。CRISPR/Cas9可
以删除掉基因组中冗余的基因, 也可以通过在同

一染色体上靶向切割两个间隔距离较远的位点, 
实现基因组中长段序列的缺失、替换或重排。本

文对CRISPR/Cas系统的结构和原理、II型CRIS-
PR/Cas9系统的靶点效率、脱靶效应、Cas9突变

体的筛选以及CRISPR/Cas9系统的表观遗传调控

等进行了概述, 并追踪了该系统在植物中的最新

应用进展。

1  CRISPR/Cas系统

1.1  CRISPR/Cas系统的结构及作用机制

CRISPR/Cas系统是细菌和古生菌体内的一种

获得性免疫机制, 在大约50%的细菌和90%的古生

菌中存在着这种系统(Makarova等2015)。CRISPR
是一类规律性重复的短回文序列簇。以产脓链球

菌(Streptococcus pyogenes SF370)的典型Type II 
CRISPR/Cas9为例, CRISPR位点通常由短的高度

保守的重复序列(repeats)和间隔序列(spacer)组成, 
第一个重复序列上游的前导序列(leader sequence)作
为启动子启动CRISPR序列转录产生非编码CRISPR 
RNAs (crRNA)。Cas基因定位在CRISPR位点附

近, 是一类较大的多态性家族, 编码的蛋白具有核酸

相关的功能域crRNA与反式激活的trans-activating 
crRNA (tracrRNA)组成向导RNA (guide RNA, 
gRNA), 指导Cas蛋白通过位点特异性的切割将入

侵DNA切断(Brouns等2008; Garneau等2010)。
1.2  CRISPR/Cas系统的研究历史

Ishino等(1987)首次在大肠杆菌(Escherichia 
coli) K12碱性磷酸酶基因的附近区域发现了规律

成簇间隔的短回文重复序列。Mojica等(1995)在
其他细菌和古细菌中也发现了这一特殊的序列。

Jansen等(2002)确定CRISPR相关的Cas基因含有

DNA重复序列成簇。Bolotin等(2005)研究人员发

现CRISPR的间隔序列与宿主菌的部分DNA序列

高度同源, 从而推测这些特殊序列可能与细菌抵

抗外源遗传物质入侵的防御机制有关。Makarova
等(2006)提出CRISPR可能通过一种类似于真核生

物的RNAi机制来行使免疫功能。Barrangou等(2007)
确定了CRISPR重复序列的功能, 首次发现并证明

细菌可能利用CRISPR系统对抵抗噬菌体入侵。

Marraffini等(2008)又发现细菌CRISPR系统能阻止

外源质粒的转移, 首次利用实验验证了CRISPR系
统的功能。Gameau等(2010)发现间隔序列指导

Cas9切割目标DNA序列。Deltchevad等(2011)确定

与Cas9关联的由crRNA和tracrRNA紧密融合形成

的sgRNA。Jienk等(2012)最先利用CRISPR系统作

用于含有互补序列的目标DNA, 成功得到了在该

DNA特定位点的双链断裂, 为此后RNA介导的基

因编辑奠定了基础。美国麻省理工学院张锋实验

室的Ran等(2013)研究发现成对的Cas9切口酶能提

高脱靶效应。同年, 张锋和哈佛医学院George M. 
Church两家实验室同时发表文章, 最先报道了利用

CRISPR/Cas9系统在人类细胞和小鼠细胞中成功对

目标基因实现了定点编辑(Cong等2013; Mali等
2013), 从此开启了CRISPR/Cas9技术的热潮。

1.3  CRISPR/Cas系统的分类

根据Cas基因的分类和阻遏复合物的性质 , 
CRISPR/Cas系统可以分为两大类, 这两大类进一步

分为6个亚类, 并且每个亚类都具有特定的Cas基因

(Makarova等2011)。Class 1类CRISPR/Cas系统包

含type I、type III、type IV三种类型, 它们是由多

种Cas蛋白复合物进行干扰。Type I的标志性蛋白

是Cas3, 它结合其他串联蛋白靶向切割外源DNA。

Type III型系统利用梯级状复合物, 在总体组成和

结构上与type I有极大地相似性。Type IV系统主要

是类似于Cas5、Cas7和Cas8的蛋白介导的CRIS-
PR/Cas免疫综合效应(Koonin等2017)。

Class 2类CRISPR/Cas系统包含type II、type 
V、type VI三种类型, 它们由单个效应蛋白进行干

扰。Type II系统是最广泛的CRISPR/Cas系统, 
Cas9蛋白属于type II类型, 它结合成熟的双链RNA 
(tracrRNA: crRNA)或者人工合成的单链导向RNA 
(sgRNA)实施核酸内切酶的功能, 已经发展为基因

工程常规应用的工具。Cas9通过PAM位点识别目

标DNA序列, 随后在导向RNA的指导下与DNA碱

基配对, Cas9在PAM位点的上游3 bp处产生双链断

裂。Type V分为V-A、V-B、V-C, 分别对应的效应
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蛋白是Cas12a (Cpf1)、Cas12b (C2c1)和Cas12c 
(C2c3)。其中type V-A型的Cas12a不需要tracrRNA
的作用。Cas12a蛋白识别DNA双链上的PAM位点, 
这些位点位于非目标链上并且是碱基T富集的区

域。PAM位点被识别后, crRNA和目标DNA之间

形成碱基配对, 切割DNA双链, 在PAM远端分别产

生5和7 bp交错双链断裂。Type VI系统含有2个
RxxxxH基序, 这些基序是在RNA酶中常见的高等

真核和原核生物核苷酸(higher eukaryotes and pro-
karyotes nucleotide, HEPN)结合域。其中编码含有

HEPN的效应蛋白Cas13与其他class 2效应蛋白不

同, Cas13切割单链RNA (ssRNA)。Cas13酶由

crRNA编程并被目标ssRNA激活, 整个过程不需要

tracrRNA的参与。

2  CRISPR/Cas9系统的靶点效率

CRISPR/Cas9系统是目前应用最为广泛的Cas
类型, Cas9对不同靶点的切割效率差异很大。需要

从多方面着手考虑Cas9的靶点设计: 第一, 精心进

行靶点的筛选。Moreno-Mateos等(2015)发现靶点

富集G而缺乏A可以增加sgRNA的稳定性和活性; 
Chari等(2015)在基于1 400个靶点和sgRNA的基础

上开发了sgRNA的评分系统, 并表明在离PAM位

点-1位置处, G的偏好性强, T的偏好性差。此外, 
还有许多用于sgRNA效能预测和脱靶位点识别的

软件工具(表1)。表1列出了这些工具的名称、主

要特征和网址。第二 ,  优化sgRNA骨架序列。

Dang等(2015)特异性地将sgRNA延长了10个碱基, 
并将sgRNA中连续胸腺嘧啶中的第4个突变为胞

嘧啶或鸟嘌呤, 经过优化的sgRNA使得CRISPR/
Cas9系统的敲除能力提高了将近50%。第三, 优化

sgRNA表达策略。Xie等(2015)利用内源性tRNA
处理系统, 通过精确地切割tRNA前体的两端提高

CRISPR/Cas9系统的靶向性和多重编辑能力。第四, 
使用特异性启动子启动Cas9基因的表达。在水稻

中, 用Ubiquitin启动子显然比CaMV35S启动子效率

高(Hu等2018b)。在拟南芥中, 用CaMV35S启动

Cas9基因在T1代只产生了嵌合体而没有纯合子或双

等位基因突变(Feng等2013, 2014)。然而, 将卵细胞

特异性启动子用于Cas9的转录翻译可以在T1代生

成三突变体(Wang等2015c; Yan等2015; Mao等
2016)。Feng等(2018)选择玉米减数分裂特异基因

DMC1的启动子用于驱动Cas9基因的表达, 能够在

配子中实现高效的基因组编辑, T0代植株中获得

60%~70%的纯合或双等位的突变体。这种突变能

够稳定遗传到T1代, 实现了玉米基因组的高效编辑。

3  CRISPR/Cas9系统的脱靶效应

基因组编辑过程中, 在靶基因附近产生的脱

靶效应造成了非目标序列的切割, 产生了不必要

的突变, 这是CRISPR/Cas9最重要的缺点。对于

CRISPR/Cas9系统, 选择合适的sgRNA和核酸酶突

变体能够有效地降低脱靶效应带来的突变。现已

开发了大量的生物信息学工具来识别最佳的sgR-
NA, 并且一些研究组已经发表了有助于降低CRIS-
PR/Cas9系统的脱靶效应的策略。

3.1  降低CRISPR/Cas9脱靶效应的策略

首要方法是使用软件工具来预测非目标位点, 
提供脱靶预测的网站有: CRISPRscan、E-CRISP、
CRISPR-P、CRISPRdirect、CRISPR Design、CHOP-
CHOP、CCTop、Cas9 Online Designer、sgRNAcas9
和CRISPRseek等。除了这些通用程序之外, 还存在

更专业化的程序如Cas OFFinder、CasOT和GT Scan
等, 这些程序可以用于预测脱靶位点, 但是其数据

输出需要额外的计算处理和分析方法。其次, 用
类似策略的RNA干扰发夹靶向基因, 针对同一基

因中不同位点设计多gRNA表达框, 可能会在同一

基因中产生突变(Mikami等2015)。Fu等(2014)报
道将gRNA长度由原来的20 bp截短为17~18 bp可
以有效地减低脱靶率。截短的gRNA能使RNA和

DNA之间的结合能降低到一定程度从而绑定一个

特定靶点。另外, 导入Cas9和gRNA的方法也能够

影响脱靶突变的频率。Cas9和gRNA的瞬时表达

(通过mRNA方式导入)或使用Cas9蛋白和gRNA体

外表达代替质粒表达Cas9蛋白的方式, 这些措施

都能观察到较低的脱靶活性(Kim等2014; Woo等
2015; Liang等2017)。

PAM位点的特异性和效率影响CRISPR/Cas9
的切割效率。新的Cas9变异体和新的导向RNA核

酸酶扩大了PAM序列的多样性。SpCas9同源蛋白, 
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表1  CRISPR/Cas9 sgRNA设计软件列表

Table 1  List of software tools available for CRISPR/Cas9 sgRNA design

          软件名称                                   主要特征                             网站地址

CRISPR-Plant Efficacy prediction in plants http://www.genome.arizona.edu/crispr/
CTISPRz Efficacy prediction http://research.nhgri.nih.gov/CRISPRz/
WU-CRISPR Efficacy prediction, Off-target prediction http://crispr.wustl.edu/
CRISPRscan Efficacy prediction, Off-target prediction http://www.crisprscan.org/
sgRNA Scorer Efficacy prediction https://crispr.med.harvard.edu/
CRISPR-P Efficacy prediction and Off-target prediction in plant http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR
CRISPR RGEN Efficacy prediction, Off-target prediction http://www.rgenome.net/
E-CRISP Efficacy prediction, Off-target prediction http://www.e-crisp.org/E-CRISP/
CRISPRTarget Efficacy prediction http://bioanalysis.otago.ac.nz/CRISPRTarget
CRISPR MultiTargeter sgRNA design for common and unique sgRNA sites  https://github.com/SergeyPry/CRISPR_Multi  
 in transcript isoforms and duplicated genes Targeter/
CRISPRdirect Off-target prediction http://crispr.dbcls.jp/
CHOPCHOP Off-target prediction, PCR assay design http://chopchop.cbu.uib.no/
CCTop Off-target prediction, flexible target site definition http://crispr.cos.uni-heidelberg.de/
Cas-OFFinder Off-target prediction http://www.rgenome.net/cas-offinder/
GT-Scan Off-target prediction https://gt-scan.csiro.au/
CasOT Off-target prediction http://casot.cbi.pku.edu.cn/
GUIDE-Seq Off-target prediction https://www.illumina.com/science/sequencing-
  method-explorer/kits-and-arrays/guide-seq.html
CRISPR Design Off-target prediction http://crispr.mit.edu/
sgRNAcas9 Off-target prediction, local installation http://www.biootools.com
CRISPRseek Off-target prediction, allele-specific sgRNA design http://www.bioconductor.org/packages/release/
  bioc/html/CRISPRseek.html
CRISPR-ERA Knock-out, knock-in, CRISPRi and gene activation http://crispr-era.stanford.edu/
CRISPR-Cas Efficacy prediction https://en.wikipedia.org/wiki/CRISPR
sgRNA Designer Efficacy prediction http://www.broadinstitute.org/rnai/public/analy-
  sis-tools/sgrna-design
CRISPI Efficacy prediction http://crispi.genouest.org/
ZhangLabGenome engineering Efficacy prediction http://www.genome-engineering.org/
ZiFiT targeter Design ZFN, TALEN and CRISPR http://zifit.partners.org/ZiFiT/
CRISPRmap Provide newly sequenced CRISPRs to standard  http://rna.informatik.uni-freiburg.de/CRISPR-
 classification system map/Input.jsp

如从嗜热链球菌(Streptococcus thermophilus)来的

StCas9和从金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)
来的SaCas9被鉴定并能够诱导植物目标基因组的

改变(Sapranauskase等2011; Ran等2015)。StCas9和
SaCas9需要更长的PAMs位点, 这些长的位点可以

提高基因组编辑的特异性, 降低脱靶效率。Kleins-
tiver等(2016)开发了一种高保真的SpCas9-HF1蛋
白, 其被设计成通过4个附加突变来减少Cas9蛋白

与非特异性DNA的接触。在人类细胞中证明这大

大降低了脱靶效应到基本上不可检测的水平。

Slaymaker等(2016)诱导SpCas9的突变产生eSp-

Cas9突变体, 它具有类似的增强靶点识别特异性

的性质。Ran等(2013)开发了Cas9突变体切口酶

(D10A和H804A), 切口酶可以在人体细胞中产生单

链切口代替双链断裂, 并利用sgRNA分别配对不同

链上的2个位点产生DSBs, 随后发生HDR修复, 碱基

的缺失和插入可以大幅降低CRISPR/Cas9系统的

脱靶效应。Tsai等(2014)将Cas9改造为失去催化活

性的Cas (dCas9), 其被剥夺了SSB或DSB的能力, 
但可以有效地绑定到靶位点。dCas9与Fok1核酸

酶结构域结合形成融合蛋白, 这个融合蛋白需要

形成二聚体结构通过2个sgRNA靶向目的基因, 这



丁莉萍等: CRISPR/Cas基因组编辑技术研究进展及其在植物中的应用 415

两个位点间隔13~18 bp, 从而使Fok1产生二聚反应

和核酸酶活性。由于这两个距离相近的位点出现

脱靶的几率小, 因此大大提高了基因编辑的特异

性。另一种提高基因插入的特异性的方法是首先

对实验过程中的特定生物体基因组进行测序, 并
使用NHEJ抑制剂来增强HDR机制。

3.2  CRISPR/Cas9脱靶效应的检测

最简单的检测方法就是扩增预先选择的潜在

脱靶位点, 设计引物对扩增的PCR产物进行测序, 
这种方法快速, 适用于大多数实验室, 但容易漏掉

其他位点突变的情况。全基因组测序不仅可以识

别小的InDels和SNP位点, 还可以识别结构变异体, 
如倒置、重排、重复和主要缺失等。但是全基因

组测序花费昂贵而且仅适用于较少的克隆, 并且需

要参考基因组。相对于全基因组测序, 全基因组外

显子测序可以花费较少的钱, 能够对编码蛋白的基

因序列有针对性地测序, 从而识别外显子中的相关

突变, 但是非编码区如内含子的突变却不能检测

到。至今还没有系统地研究植物中的CRISPR/Cas9
特异性。目前已经开发了几种途径如BLESS (Cro-
setto等2013)、GUIDE-seq (Tsai等2015)、HTGTS 
(Frock等2015)和Digenome-seq (Kim等2015)等来

检测人类细胞中的脱靶变化。高保真核酸酶与优

化设计的gRNAs的结合将进一步提高CRISPR/
Cas9系统的准确性。

4  CRISPR/Cas9基因编辑突变体的筛选

检测基因组编辑产生的突变的方法包括PCR/
RE、T7EI酶切、Sanger测序、下一代测序(NGS)、
高分辨率熔解分析(high-resolution melting analysis, 
HRMA)和荧光PCR毛细管凝胶电泳。每个方法都

有它的限制条件。PCR/RE方法受靶位点中存在限

制性内切酶位点的限制(Shan等2014)。T7EI酶切

依赖于双链DNA的错配, 不能区分纯合突变体和野

生型, 也不能区分双等位基因突变的杂合突变体

(Lena等2015)。Sanger测序可以直接提供突变的详

细信息。基因组编辑的突变也可以用NGS进行鉴

定, 然后通过生物信息学软件如Cas-analyzer (Park
等2017)、CRISPResso (Pinello等2016)和CRISPR- 
GA (Güell等2014)分析, 检测的灵敏度达到0.01%, 

相对于其它检测方法, Sanger测序和NGS费用较

贵。在线的生物信息学工具如DSDecode (Liu等
2015)和TIDE (Brinkman等2014)可以根据PCR扩增

子的色谱图来解码突变类型。HRMA (Dahlem等

2012)和荧光PCR毛细管凝胶电泳(Ramlee等2015)
需要特殊的仪器。Hua等(2017)运用临界退火温度

的特异性高效精确地对水稻和斑马鱼进行突变体

筛选, 此方法具有简单快速、不受酶切位点限制

的优点, 适用于大批量的突变体筛选。最近, Liang
等(2018)利用CRISPR/Cas系统的体外切割特性, 在
六倍体小麦和二倍体水稻中建立了一种简单、高

效、经济的PCR/RNP植物突变体筛选策略。该方

法可以用于检测基因组编辑中经NHEJ修复产生的

所有indel突变, 为植物中的高通量检测需求提供

了强有力的工具, 而且在复杂的遗传背景下也能

准确地识别多倍体植物中不同基因组中的突变。

5  CRISPR/Cas9系统的表观遗传调控

表观基因组通常指的是影响基因活性和表达

的染色体上的变化, 但也可以用来表达任何不能

从基因组改变产生的可传递表型修饰(Kwon等
2017)。通过CRISPR/Cas9技术进行表观基因组修

饰是一种将基因表达直接转化为细胞表型的技术, 
并对基因调控的基本表观遗传机制进行研究(Tha-
kore等2015)。张锋(2014)开发了Cas9表观遗传效

应器(epiCas9s)可以在特定位点人工地安装或去除

特定的表观遗传标记, 这将作为一个更灵活的平

台来探索表观遗传修饰在形成基因组调控网络中

的因果效应。

近年来, 索尔克研究所研究者对植物表观遗传

学进行了研究, 确定了表观遗传多样性模式, 并报

道这些表观遗传学改变不仅使植物适应不同的环

境, 而且有利于它们的生长发育(Thakore等2015)。
通过CRISPR/Cas9系统了解植物表观基因组的变

化, 可以设计生物燃料、抗病性、抗旱性和耐盐

性的植物。CRISPR/Cas9系统将通过甲基化和组

蛋白修饰在这些基因中产生表观基因组变化。这

些表观基因组改变可以增强效应物的活性和疾病

抗性, 并且还可以激活沉默基因使之在植物发育

中发挥新的功能。Hilton等 (2015)提出一种新的策
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略, 通过以dCas9和DNA甲基转移酶或针对植物启

动子的乙酰转移酶的融合蛋白为靶点, 在植物基

因组中产生表观遗传学变化, 以激活内源性基因

表达。

6  CRISPR/Cas9在植物中的研究进展

CRISPR/Cas9系统的基因组操作正在彻底改

变分子生物科学的所有领域 ,  包括功能基因组

学、遗传学、应用生物医学研究和农业生物技术

(Bortesi和Fischer 2015; Kanchiswamy等2015; Teotia
等2016; Zlotorynski 2015)。CRISPR/Cas9系统是一

种快速发展的基因组编辑技术体系, 通过CRISPR/
Cas9系统来提高作物产量、改良品质、增强植物

生物和非生物胁迫的耐受性等, 这项技术已经在

植物分子生物学和植物基因工程领域得到广泛应

用。我们总结了CRISPR/Cas9系统在模式植物、农

作物、果树及木本植物、草本植物中进行基因组编

辑的成功例子(表2), 并且概述了CRISPR/Cas基因

组编辑技术的最新进展, 包括单碱基编辑、DNA-
free基因组编辑以及其他Cas蛋白的应用。

6.1  单碱基基因组编辑系统

单碱基编辑(base editor, BE)是一种独特的基

因组编辑系统, 它在基因组目标上创建精确且高

度可预测的核苷酸替换, 不需要DSBs或供体DNA
模板, 或依赖于NHEJ和HDR。2016年, 美国哈佛

大学David Liu实验室首次报道了基于胞嘧啶脱氨

酶与CRISPR/Cas9融合形成的单碱基编辑技术。

该技术在一定的突变窗口内实现胞嘧啶(cytosine, 
C)到胸腺嘧啶(thymine, T)的单碱基转换。并且此

研究利用胞嘧啶脱氨酶APOBEC1 (能催化C脱氨

基变成U, 而U在DNA复制过程中会被识别成T)和
尿嘧啶糖基化酶抑制剂UGI (能防止尿嘧啶糖基化

酶将U糖基化引起碱基切除修复)研发了第2代和

第3代单碱基编辑系统APOBEC-XTEN-dCas9-UGI 
(BE2)和APOBEC-XTEN-Cas9n-UGI (BE3) (Komor
等2016)。2017年, David Liu团队在《Nature》上

又报道了一种可通过将腺苷脱氨酶与CRISPR/
Cas9融合实现A到G转换的腺嘌呤碱基编辑系统

(adenine base editor, ABE), 其原理是一种腺嘌呤脱

氨酶(ecTadA)可以对腺嘌呤(A)进行脱氨形成肌苷

(I), 而肌苷在DNA复制中被DNA聚合酶识别为鸟

嘌呤(G), 从而通过DNA的复制可以把基因组DNA
的A · T碱基对转换成G · C碱基对 ( G a u d e l l i等
2017)。 

单碱基编辑系统在植物品种改良方面有着广

泛的应用前景。2017年, 高彩霞研究组构造了高

效的植物单碱基编辑系统nCas9-PBE, 成功地在三

大重要农作物(小麦、水稻和玉米)基因组中实现

高效、精准的单碱基定点突变(Zong等2017)。该

实验室近期利用Cas9变体(nCas9-D10A)融合大肠

杆菌野生型腺嘌呤脱氨酶(ecTadA)和人工定向进

化的腺嘌呤脱氨酶(ecTadA*)二聚体, 建立并优化

出高效、精确的植物ABE单碱基编辑系统, 在水

稻和小麦中实现高效的A·T到G·C碱基的替换(Li
等2018)。碱基编辑系统也被证明在许多模式植物

和作物中产生目标点突变(Zong等2017; Lu和Zhu 
2017; Li等2017; Hua等2018; Yan等2018)。碱基编

辑很大程度上避免了双链断裂后DNA低效率同源

重组的缺陷, 可以对靶基因进行密码子编辑, 在作

物育种方面具有巨大的应用价值。

6.2  DNA-free基因组编辑系统

在某些国家, 突变植物可能被监管部门视为

转基因生物, 这将会减少SSNs在生物技术和农业

中潜在的应用范围。利用农杆菌、基因枪或原生

质体转化技术将SSNs作为植物蛋白或mRNA瞬时

传送到植物细胞中 ,  在DNA降解之前瞬时表达

SSNs, DNA在整合到植物基因组中之前降解并丢

失, 获得无外源DNA基因(DNA-free)的编辑植株。

或者将Cas9蛋白和gRNA在体外组装成核糖核蛋

白复合体(RNPs), 而不是将DNA编码的质粒递送

到植物细胞中, 可以减少在宿主基因组中插入重

组DNA的可能性(Cho等2013)。
2014年, RGEN (RNA-guided endonucleases) 

RNPs在转染人体细胞后立即切割染色体靶位点, 
并通过细胞内的内源性蛋白酶迅速降解, 降低了

脱靶效应(Kim等2014)。Woo等(2015)将RNP导入

拟南芥、烟草、莴苣和水稻4种植物的原生质体中

能够诱导目标基因组的修饰, 突变效率达到46%。

Malnoy等(2016)将纯化的CRISPR/Cas9 RNPs直接

导入葡萄和苹果的原生质体中, 获得有效的靶向作
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表2  CRISPR/Cas9基因组编辑技术在植物中的应用

Table 2  Applications of CRISPR/Cas9 system in genome editing of plants

       植物类别            植物名称(拉丁学名)                                 目标基因                   文献

模式植物 拟南芥(Arabidopsis thaliana) AtPDS3, AtBON1, ABP1, GAI, CHLI1,  Feng等2014; Gao等2015b; 
  CHLI2, TT4, BRI1, JAZ1, GFP Jiang等2013; Li等2014
 烟草(Nicotiana tabacum) NtPDS, NtPDR6, NbFLS2, NbBAK1  Gao等2015a; Li等2014; 
   Lowder等2015 
农作物 水稻(Oryza sativa) P OsRAV2, OsPDS, OsYSA, OsROC5, Os Duan等2015; Jiang等2013; 
  FTL11, OsMPK2, OsMPK5, OsEPSPS,  Lowder等2015; Ma等2015; 
  OsMYB1, OsDERF1, OsPMS3,OsMSH1   Mikami等2015; Shan等2014; 
  OsSWEET11, OsSWEET14 Wang等2015a; Xie和Yang 
   2013; Zhang等2014; Zhou
   等2014
 玉米(Zea mays) ZmPDS, ZmIPK1A, ZmIPK, ZmMRP4 Liang等2014; Svitashev等
  LIG1, MS26, MS45, ALS1, ALS2, ZmHKT1 2015; Xing等2014
 小麦(Triticum aestivum) TaLOX2, TaMLO, TaGASR7, TaDEP1,   Shan等2014; Wang等2014; 
  TaNAC2, TaPIN1, TaGW2 Zhang等2016b
 大豆(Glycine max) GmPDS11, GmPDS18, GmFE12, GFP  Jacobs等2015; Cai等2015;   
  GmSHR Du等2016
 高粱(Sorghum bicolor) DsRED2 Jiang等2013
 棉花(Gossypium spp.) GhCLA1, GhVP, GFP Chen等2017
果树及木本植物 甜橙(Citrus sinensis) CsPDS Jia和Wang 2014
 葡萄(Vitis vinifera) MLO-7 Malnoy等2016
 苹果(Malus domestica) PDS, DIPM1, DIPM2, DIPM4 Nishitani等2016; Malnoy等
   2016
 柑橘(Citrus) CsLOB1 Jia等2017
 杨树(Popular tomentosa) PtoPDS, 4CL1, 4CL2 Fan等2015; Tsai和Xue 2015;   
   Zhou等2015
草本植物 土豆(Solanum tuberosum) Csy1, Csy2, Csy3, Cas6f, StALS1, StlAA2 Richter等2012; Butler等2015; 
   Wang等2015b
 苜蓿(Medicago truncatula) GUS Michno等2015
 地钱(Marchantia polymorpha) MpARF1 Sugano等2014
 矮牵牛花(Petunia hybrida) PDS Zhang等2016a
 亚麻荠(Camelina sativa) FAD2 Morineau等2017
 西瓜(Citrullus lanatus) CIPDS Tian等2017
 黄瓜(Cucumis sativus) eIF4E Chandrasekaran等2016
 番茄(Lycopersicon esculentum) SlAGO7, ANT1, SP5G Brooks等2014; Cermak等
   2015; Soyk等2017

用。同年, Svitashev等(2016)通过基因枪法将RNPs
导入玉米胚性细胞中, 再生植株获得等位基因均

发生突变的情况。Zhang等(2016b)以DNA或RNA
的方式在植物愈伤组织中瞬时表达CRISPR/Cas9
蛋白, 在T0代产生了无转基因并且纯合的小麦突变

体, 这种基于瞬时表达的基因组编辑系统是非常

特异和有效的。Liang等(2017)通过深度测序分析

表明在小麦中RNP介导的基因组编辑中的靶外突

变的几率比CRISPR/Cas9 DNA的编辑要低得多。

He等(2018)利用自杀基因与CRISPR载体融合, 开
发出高效去除含有Cas9转化事件的新技术, 为快

速获得无转基因标记的基因编辑技术的应用提供

了新研究策略。

6.3  其他Cas蛋白的应用

最常用的Cas9基因是从化脓性链球菌中分离

而来(SpCas9), 从金黄色葡萄球菌中发现的SaCas9
基因比SpCas9基因序列短1 kb, 同样具有SpCas9的
编辑效率(Ran等2015)。来自不同物种的Cas9基因
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能够识别特定的PAM位点 ,  通过引入D1135V/
R1335Q/T1337 R突变而产生VQR变异体, 它们针

对非规范的NGA的PAM位点并且具有较少的脱靶

效应(Kleinstiver等2016)。最近, 一些高保真的Sp-
Cas9变异体, 包括eSpCas91.0、eSpCas91.1、Sp-
Cas9-HF1和HypaCas9, 已经被合理地设计以提高编

辑的特异性(Slaymaker等2016; Kleinstiver等2016; 
Chen等2017)。

CRISPR/Cpf1是一个简单有效的Class 2类
Type V型CRISPR基因组编辑系统, Cpf1与Cas9的
切割方式不同, 它在基因的5'端进行交错切割。

Cpf1的PAM位点识别T碱基富集的区域, 并且它只

需要一条42 nt的crRNA链的辅助就能实现双链

的切割(Zetsche等2015)。Cpf1介导的基因组编辑

导致双链断裂后是通过NHEJ的方式进行修复。目

前AsCpf1 (Acidaminococcus sp. Cpf1)、LbCpfa 
(Lachnospiraceae bacterium Cpf1)和FnCpf1 (Fran-
cisella novicida Cpf1)已经报道具有核酸酶活性(Endo
等2016; Fonfara等2016; Yamano等2016)。CRISPR/
Cpf1技术已成功应用于烟草、大豆和水稻(Kim等

2017; Wang等2017b)。这些技术的优点是快速高

效地用于植物遗传改良但由于没有引入外源DNA, 
可不受转基因安全性问题的困扰。

Cas13酶属于Class 2类VI型Cas蛋白。它具有

2个高等真核生物和原核生物核苷酸(HEPN)结合

的内切酶结构域 ,  能介导精确的RNA剪切功能

(Abudayyeh等2016)。目前已鉴定出3个Cas13蛋白

家族: Cas13a (以前称为C2c2)、Cas13b和Cas13c 
(Shmakov等2017)。2017年, 张锋实验室证明了Ca-
s13a酶可以用于核酸检测工具, 并且Cas13a能够稳

定切割细菌和动植物细胞中的RNA, 特异性地降

低哺乳动物细胞中的内源性RNA和报告RNA水平

(Gootenberg等2017)。同年, 张锋实验室的Abu-
dayyeh等(2017)人利用Cas13构建一种RNA编辑系统

REPAIR (RNA editing for programmable A to I re-
placement), 通过使用催化失活的Cas13 (dCAS13)和
RNA腺苷脱氨酶(ADAR)融合, 将腺苷转化成肌

苷。这种RNA编辑器能够造成RNA的点突变, 从
而拯救已知的致病突变(G→A), 或提前引入终止密

码子, 造成RNA没有功能。这个系统的升级版RE-

PAIRv2的特异性比REPAIRv1高919倍。2018年, 
他们又将CRISPR-Cas13a与等温RNA扩增结合, 新
开发了核酸检测平台SHERLOCK (specific high 
sensitivity enzymatic reporter UnLOCKing), 检测具

有单碱基特异性的RNA和DNA。SHERLOCK还

可用于检测Zika和登革病毒的特异性菌株, 区分致

病细菌、并鉴定细胞肿瘤DNA的突变(Gootenberg
等2018), 具有重要的的应用价值。

另外, 来源于毛螺菌科(Lachnospiraceae bac-
terium)的ND2006亚型细菌的Cpf1 (简写为LbCa-
s12a)也具有类似Cas13a的“Collateral effect”效应。

这种LbCas12a一旦与crRNA结合之后, 就能够立马

降解单链DNA (ssDNA), 从而可以应用于基因突变

检测(Chen等2018)。2018年, David Liu研究团队设

计出一种称为xCas9新酶, 可更多更有效地修改基

因组中的位点, 进而提高CRISPR/Cas9的效用, 同
时还可降低脱靶风险(Hu等2018a)。

7  展望

CRISPR/Cas技术的出现为基因组定向编辑提

供了一个强有力的应用新工具 ,  相对于ZFN和

TALEN技术, CRISPR/Cas基因组编辑技术由于其

低成本、精确性和快速性, 为植物育种提供了前所

未有的可能性, 被应用的植物物种不断增长。近5
年来II型CRISPR/Cas9系统应用最为广泛(Jiang等
2013; Hsu等2014; Ma等2015), 并在农业研究领域中

实现了许多目标, 该系统对特定基因组序列材料的

修饰和基因组编辑系统的研究具有重要意义。

我们可能会看到CRISPR越来越多地用于阐

明植物的基因组结构和基因功能。例如 ,  利用

Cas9和Cpf1进行转录调控、可视化基因位点、鉴

定表观遗传修饰和调节启动子活性的机制方面, 
以及建立全基因组关联研究和遗传性状鉴定的单

核苷酸多态性之间的因果关系等。除了基因组编

辑之外, CRISPR/Cas9系统适用于直接靶向植物感

染双生病毒, 从而提高植物对双生病毒病的抗性

(Ji等2015; Wang等2017a)。CRISPR/Cas9系统已广

泛用于植物遗传改良, 包括产量水平、营养价值、

抗逆性、抗虫性和除草剂抗性优良性状的获得。

多重基因组编辑, 有助于在主栽品种中快速积累
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多个性状, 将对有效地改善作物的复杂农艺性状

产生显著影响。

植物基因组编辑仍然面临挑战, 主要是提高

同源重组概率和提高靶向精准性方面。提高植物

遗传转化效率, 发展高通量基因组编辑体系也能从

根本上获得更多的植物基因组编辑突变体(Zhang
等2017)。已有研究证明, 过量表达从玉米基因组

中克隆的Baby boom和Wuschel2基因能够提高玉

米、高粱、甘蔗和籼稻的转基因效率。优化这种

方法可以使植物遗传转化减少基因型的限制, 从
而拓宽基因组编辑应用范围(Lowe等2016)。Durr
等(2018)描述了一种新的增强CRISPR的策略。将

新型的双元载体(pUbiCAS9-Red and pEciCAS9- 
Red)、高效的sgRNAs的选择和从细胞培养直接诱

导再生植株三者相结合, 可以高效地产生可遗传

的目标染色体上大基因簇和基因调控序列的缺

失。研究结果表明, 这种改进的CRISPR/Cas9方法

可以为有针对性地产生遗传染色体缺失提供一种

快速、有效和低成本的工具, 这将为未来的高通

量植物功能研究提供一个组学工具。另外, 多靶

点载体系统的发展、特异性启动子的使用以及多

种Cas蛋白的鉴定也对CRISPR/Cas基因组编辑技

术的应用和推广起到了极大地推动作用(Xing等
2014; Ma等2015; Wang等2015c; Zetsche等2015)。
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Abstract: Targeted genome editing using artificial nucleases has the potential to accelerate basic research as 
well as plant breeding by providing the means to modify genomes rapidly in a precise and predictable manner. 
Until recently, the type II CRISPR/Cas9 genome editing technology has been successfully applied to many ani-
mal and plant species. The CRISPR/Cas9 system allows targeted cleavage of genomic DNA guided by a cus-
tomizable small non-coding RNA, resulting in gene modifications by both non-homologous end joining (NHEJ) 
and homology-directed repair (HDR) mechanisms. In this review, we introduced the structure and mechanism 
of CRISPR/Cas system, discussed the target efficiency, off-target effect and the screening of Cas9 mutants in 
CRISPR/Cas9 system, and analyzed the epigenetic regulation of CRISPR/Cas9 system. Finally, we summarized 
the latest development and applications of CRISPR/Cas9 technology in plants, as well as highlight challenges 
and future directions of CRISPR/Cas9 system, which would provide a reference for the research in plant ge-
nome editing. 
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