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摘  要 

介绍基因编辑技术种类、技术原理，CRISPR/Cas9技术是基因编辑最为主流的工具，重点介绍

CRISPR/Cas9技术原理，总结前人利用CRISPR/Cas9技术在作物育种上的应用，主要应用在提高作物产

量，改善作物品质，提升作物抗逆性。本文还介绍了CRISPR/Cas9技术存在的问题及前景展望。本文为

我国作物育种开展基因编辑研究提供理论参考。 
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Abstract 
The research introduces the types and principle of gene editing technology, CRISPR/Cas9 tech-
nology is the most mainstream tool for gene editing, this paper mainly introduces the principle of 
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CRISPR/Cas9 technology and summarizes the application of CRISPR/Cas9 technology in crop 
breeding by predecessors, which is mainly used to increase crop yield, improve crop quality and 
enhance crop resistance. This paper also introduces the problems and prospects of CRISPR/Cas9 
technology. This paper provides a theoretical reference for gene editing research in crop breeding 
of China. 
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1. 引言 

作物产量和品质的改良一直是农业科技人员研究的重点课题。传统育种可以通过栽培技术和高产途

径提高农作物产量。近几年，在分子育种领域利用基因编辑技术可以有效针对某一基因对作物进行定向

改良。 
基因编辑技术是一种针对基因进行定向靶向修饰的技术[1]，它不仅是解析阐明基因功能的重要工具，

在作物上的应用也是划时代的重大突破。它包括人工核酸酶介导的锌指核酸酶(zinc-finger nucleases, ZFN)
技术，类转录激活效应物核酸酶(transcription activator-like effector nucleases, TALEN)技术和 RNA 引导的

CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated nuclease, Cas)技术

[1]。其中，ZFN 与 TALEN 核酸酶都已在植物基因工程中得到广泛、成功的应用，而基于 CRISPR/Cas
系统的基因组编辑技术则更具有高效方便等特点[2]。 

2. 基因编辑技术分类 

2.1. 锌指核酸酶技术(ZFN) 

锌指蛋白是 1983 年在非洲爪蟾的 TFA 家族中发现的一类转录因子，该技术最初出现在 1996 年[3]。
每个锌指蛋白可以特异性地识别 DNA 链上的 3 个连续碱基，把 3~6 个锌指蛋白串联成结构域，便可识

别更多的碱基及序列[4] [5]，且具有较高的特异性[5]。它是第一种真正靶向蛋白质的试剂，已普遍用于

不同植物物种(如拟南芥(Arabidopsis)，烟草和玉米)的靶向基因组修饰中[6] [7] [8]。但是，它的应用不仅

需要适当的设计和组装新的 ZFN，还需要花费大量时间来验证其筛选过程[9]。 

2.2. 类转录激活效应物核酸酶技术(TALEN) 

TALEN 是一种基于 ZFNs 技术上，在植物病原菌中被定义的一种定点诱变[10]。它的靶位点是靶向

1 个核苷酸，而不是 3 个，这使得 TALENs 更加精确[11]。目前它已被成功运用于被子植物和苔藓植物的

基因组编辑[12] [13]。与 ZFN 相比，TALEN 更容易设计[14]。 

2.3. CRISPR/Cas9 技术 

与 ZFN 和 TALEN 不同，CRISPR 系统是 RNA 定向的 DNA 核酸内切酶，可适用细菌免疫系统[3]。
CRISPR 技术已被广泛用来编辑(超过 20 种作物)植物的基因组，以修饰多种性状，例如产量、品质和对

Open Access

https://doi.org/10.12677/br.2021.105088
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


韩平安 等 
 

 

DOI: 10.12677/br.2021.105088 703 植物学研究 
 

非生物/生物胁迫的抗性等[15] [16]。当前，新的基因组编辑技术，例如成簇规则间隔的短回文重复序列

CRISPR-Cas9、CRISPR-Cpf1 和 CRISPR-Cas13 的基因修饰已开发。同时与 ZFN 和 TALEN 相比，它具

有设计简单、高效和成本低的优势[17] [18] [19]。 
CRISPR/Cas9 是一种 RNA 引导的核酸内切酶，可通过核苷酸碱基配对特异性靶向 DNA 序列[20]。

接下来本文将着重分析 CRISPR/Cas9 技术在作物中的应用以及存在的问题及发展。 

3. CRISPR/Cas9 技术 

CRISPR/Cas 系统是原核生物 RNA 介导的序列特异性适应性免疫系统，根据其组分与序列的不同，

该系统可分为三大类型(I 型、II 型和 III 型)，其中 I 型和 III 型相对复杂，并且参与的 Cas 蛋白相对较多；

而 II 型系统较为简便，仅需单个 Cas9 蛋白作为核酸酶就可进行 DNA 切割功能，因此 II 型系统，被人为

个性化设计，赋予其新的功能，即我们熟知的 CRISPR/Cas9 系统，用于基因编辑[21]。 
该系统有两个分支：CRISPR 阵列和 Cas9 核酸酶。CRISPR 阵列由一系列高度保守的短 DNA 重复序

列组成，通常为 21~48 bp 的回文序列或短的反向重复序列，这些序列由相似长度的独特间隔子隔开。另

一方面，Cas9 是一种与 CRISPR 相关的核酸酶蛋白，可协助外源 DNA 降解。Cas9 由 CRISPR 阵列旁的

Cas 基因编码[22] [23]，CRISPR/Cas9 系统在基因组中产生双链断裂(DSB)的能力，使其成为用做基因组

剪刀的绝佳编辑工具[24]。 
在 II 型 CRISPR/Cas 系统中，编码 Cas9 蛋白和两个 RNA 的单个基因，从间隔子转录的成熟 CRISPR 

RNA (crRNA)和反式作用 RNA(tracrRNA)足以进行 RNA 引导的裂解外来 DNA。要使 crRNA 成熟，必须

使用 RNase III 和 tracrRNA [25]。然而，可以通过工程化的小向导 RNA (sgRNA)来简化此过程，该小向

导 RNA 包含一个发夹，该发夹模仿 tracrRNA-crRNA 复合体和具有与原间隔子相邻的基序的短导序列

(NGG) [24]。因此，Cas9 核酸内切酶可以产生靶 DNA 的序列特异性 DSB 与 sgRNA 结合。Cas9 核酸内

切酶产生的 DSB 被 NHEJ 或 HDR 修复[26] [27] [28] [29]。NHEJ 介导的修复导致在目标位点产生小缺失，

从而导致基因功能通过移码突变而破坏。在具有与 DSB 侧翼序列同源的单链或双链 DNA 模板的情况下，

HDR 可以产生具有精确点突变或 DNA 插入片段的突变等位基因。  

4. CRIPSR/Cas9 在作物上的应用 

到目前为止，CRISPR/Cas9 已被运用于操控几乎所有生命系统的基因组，它被用于提高作物产量、

改善品质、提升抗性、生物(真菌、细菌、病毒等)/非生物(热、干旱、霜冻、盐度等)胁迫以及雄性不育等

方向，具有更广阔的的应用前景。 

4.1. 提高产量 

育种最重要的目的就是提升产量，产量的形成与株型发育(分蘖、株高、茎叶夹角、穗型等)和籽粒形

成(花穗建成、籽粒发育等)相关。分蘖是重要的农艺性状，Xiaoxia Wen 等人发现了一种半矮化和低分蘖突

变体 Osdlt10 基因突变水稻，并且证明了该基因在调节水稻腋芽发育、分蘖的形成过程中起重要作用[30]。
已经对水稻品种中华 11 的 Gn1a (Os01g0197700)、DEP1 (Os09g0441900)、GS3 (Os03g0407400)和 IPA1 
(Os08g0509600)基因进行了突变，这些基因起着谷粒数量调节剂的作用并且控制穗构型、粒大小和植物构

型[30]。这项研究表明，可以利用 CRISPR/Cas9 系统轻松操纵与产量相关的基因，从而改善栽培农作物品

种的重要农艺性状。雄性不育是杂交种子生产的前提，Bin Wang 等人揭示了 SAW1-GA20ox3-GAMYB 途

径控制水稻花药发育的机制，并为通过杂交育种的基因编辑提供了雄性不育系的新的靶基因[31]。Sergei 
Svitashev 等人在玉米中针对雄性育性基因(MS26 和 MS45)进行了基因突变，在此过程中回收了含有双等位

基因多重突变的植物，引导 RNA 将其直接递送到含有预先整合的 Cas9 未成熟胚胎细胞中，也导致了靶向
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突变，后代显示出预期的孟德尔突变[32]。蒋佳芮等人通过花粉离体培育获得单倍体，利用 CRISPR/Cas9
系统编辑氢番茄红素脱氢酶基因位点，产生白化单倍体植株建立了烟草单倍体基因编辑系统[33]。 

4.2. 改善品质 

“高产不优质，优质不高产”是作物育种界普遍存在的一个瓶颈问题。植物的休眠对农业生产有至

关重要的影响，如有些种子的休眠期如果较短，在收获前的母株上萌发，影响种子的产量和品质；还有

些作物到了播种季节，但种子未经适当处理就进行播种，田间容易发生出苗参差不齐，出苗率低的现象。

Lawrenson 等人在 2015 年针对大麦的多拷贝基因进行了研究，编码了 ABA 诱导质膜蛋白的 HvPM19 基

因被用来研究休眠特性，并且筛选出与靶基因敲除相关的预期矮表型的 T0 植物[34]。 
植酸(PA)是玉米种子中的天然产物，它是一种抗营养化合物，在人体内会引起消化不良，并且会造

成环境污染。Liang 等人讨论了 PA 与肌醇 1, 2, 3, 4, 5, 6 六基磷酸的存在，并设计两个靶向 ZmIPK (肌醇

磷酸激酶)基因的 gRNA (可催化 PA 生物合成降解中的关键步骤)来降低玉米种子中 PA 的含量[35]。 

4.3. 提升抗逆性 

多年来，生物因素和理化因素已经对植物的生产造成了不利影响，目前植物生物学的研究之一集中

在产生可以耐受恶劣农业气候条件的农作物，以满足不断增长的人类的需求。 

4.3.1. 生物胁迫 
CRISPR/Cas 系统也被用于生产对 DNA 病毒感染具有抗性的植物。Tong Zhang 等人利用 CRISPR/Cas

技术对拟南芥和本氏烟草植物进行了 RNA 病毒分子免疫。其中表达了黄瓜花叶病毒(CMV)和烟草花叶病

毒(TMV)，植物表现出显著减弱的病毒感染症状，此外，在靶向转基因病毒的植物中，这种抗性是可遗

传的，后代显示出了明显较少的病毒积累。这种技术可以在农业领域中用于病毒控制的用途[36]。稻瘟病

是由稻瘟病原菌引起的发生在水稻的一种病害，降低产量。它在水稻的整个生育期中都可能发生，分为

苗瘟、叶瘟、穗瘟和节瘟。Wang 等人在 2016 年通过靶向水稻中的 OsERF922 基因，使水稻产生了抗稻

瘟病的能力[37]。2014 年，Wang 等采用 CRISPR/Cas9 技术，对小麦白粉病抗性相关基因 Ta MLO 进行

特异性敲除，获得了抗小麦白粉病的遗传材料[38]。2017 年 Yongwei Sun 等首次利用 CRISPR/Cas9 技术

介导的 SBEIIb 编辑，改变了淀粉的精细结构和营养特性，证明生产高直链淀粉水稻的可行性[39]。Jun Li
等在水稻内源性基因 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS)中实现基因置换 2.0%，同时还

使用靶向一个内含子的 sgRNA 和包括相同 sgRNA 位点供体 DNA 模板，以 2.2%的频率获得靶向基因插

入。带有 OsEPSPS 基因并具有预期替代作用的水稻植株具有抗草甘膦的能力，此外，位点特异性基因的

替换和插入还被遗传给下一代[40]。 

4.3.2. 非生物胁迫 
玉米 ARGOS8 是乙烯反应负调节剂。先前研究表明，组成型过表达 ARGOS8 的转基因植物在干旱

胁迫条件下降低了乙烯敏感性，并提高了谷物产量。为了探索抗旱育种中 ARGOS8 天然表达变异的目标

用途，检查了 400 多个玉米自交系的多样化集合中的 ARGOS8 mRNA 表达，但所有品系中的表达水平均

低于原始 ARGOS8 转基因事件中的表达水平。然后，采用了具有 CRISPR-Cas 技术来设计 ARGOS8 的

新型变体。赋予中等水平的组成型表达的天然玉米 GOS2 启动子被插入天然 ARGOS8 基因的 5’端非翻译

区，或用于替代 ARGOS8 的天然启动子。通过 CR 和测序验证了其 DNA 修饰的精确度。最后由田间研

究表明，与 WT 相比，该变种在开花干旱胁迫条件下，每公顷增加了 313.9 kg 的谷物产量，而灌溉条件

良好的条件下则没有产量损失[41]。 
所有 OsLOGL5 编辑的植物在干旱条件下均显著提高了结实率，总粒数，每穗满粒数和千粒重，这
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表明 OsLOGL5 可能参与了种子发育和籽粒充实过程的调节。在不同的非生物胁迫条件下，OsLOGL5 蛋

白的 C 末端在调节水稻产量中起着重要作用，而 OsLOGL5 对于提高水稻的产量和稳定性很重要[42]。 

5. 问题及展望 

通常，CRISPR/Cas9 构建体通过农杆菌介导[43]、基因枪[44]和原生质体转染的方式进入植物细胞

[45]。其中，由于农杆菌介导偏向于插入单个或低拷贝数基因的特性，并且相较于基因枪更加廉价，使得

农杆菌介导更受人欢迎[46]。但这项技术难免在构建以及运用过程中会有些问题。 

5.1. 技术方面的问题 

5.1.1. 脱靶问题 
CRISPR/Cas 核酸酶并非 100%准确，并且其可以与实际靶标具有相似性的靶位点进行切割[47]。在

小麦等多倍体物种中，以相同的 sgRNA 靶向全部三个同系同源物，则 CRISPR/Cas 脱靶可用于一种优势，

而其中一个与另一个则具有核酸多态性[48]。有大量证据表明，CRISPR/Cas 在植物中使用时是一种非常

精确的基因组编辑工具。在大多数情况下，可以通过设计具有最少预期脱靶数的特异性 sgRNA 来避免脱

靶。尽管需要更多的研究来确定 CRISPR/Cas 引起的意料之外的靶位点改变(例如大的染色体插入、缺失

或倒位)，若做好避免，CRISPR/Cas 或成为作物改良和育种的首选技术。尽管如此，在逆向遗传研究中

仍然有很多问题，让植物科学家关注[49]。 

5.1.2. 外源基因问题 
在使用质粒做载体时，降解以后的小片段 DNA 会残留，形成外源基因。这种小片段外源基因是无法

检测出来的。基于 CRISPR/Cas9 的植物基因组单碱基编辑系统和植物基因组定点插人和替换系统，以及

全程无外源 DNA 的 DNA-free 植物基因组编辑系统[50]等不断出现和改进。 

5.1.3. 转化系统限制 
植物基因编辑效率的提高在一定程度上依赖于高效的转化系统，目前常用的转化系统包括农杆菌介

导法、基因枪轰击法和 PEG 转化法[51]。其中，最成熟的就是农杆菌介导法，但由于宿主范围的限制，

只能适用于部分植物；基因枪轰击法和 PEG 转化法虽然无宿主限制，但基因枪轰击法具有随机性，外源

基因进入宿主基因组的整合位点相对不固定，不利于外源基因的稳定表达；而 PEG 转化涉及到植株再生

问题，目前仅有烟草等少数物种可以实现[52]。 

5.1.4. PAM 序列问题 
尽管 CRISPR/Cas 系统在基因工程方面显示出巨大的希望和灵活性，但 PAM 序列中的序列要求可能

会限制某些应用。Cas9 蛋白的定向进化应提供一种走向 PAM 独立的途径，也可以提供一种产生更有效

的 Cas9 核酸内切酶的手段。还需要进行其他研究，以评估 RNA 引导的 DNA 核酸内切酶在体外和体内

的特异性和毒性[53]。最后，依靠可定制的重组酶[54]和转录因子[55]影响基因组结构和功能的条件方法

的不断发展将补充现有和未来的核酸酶技术。这些技术在一起有望增强我们探索和改变任何基因组的能

力，并构成理解和治疗新的疾病。 

5.2. 法律监管方面的问题 

基因编辑技术的出现为植物育种提供了极好的机遇，但我国对于基因编辑作物并无明显的法律界定

[56]。在欧盟，只要具有外源 DNA 导入，不论植物是否含有该基因，都会被定义为转基因生物。在美国

农业监管部门认定 5 种基因编辑作物(ZFNS 技术创制的低植酸玉米、TALEN 技术创制的耐冷藏马铃薯品
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种和髙油酸、低亚油酸大豆、以及通过 CRISPR/Cas9 技术创制的抗褐化双孢菇和抗除草剂玉米)新品种为

非转基因作物。所以，合理合法的使用这种高效的基因编辑技术至关重要，同时也是对广大群众食品安

全的保障。 

5.3. 展望 

CRISPR/Cas9 技术作为针对简单或复杂生物体中特定基因组序列的选择方法，为多倍体作物基因编

辑提供了技术手段，不同于转基因作物育种，基因编辑作物育种仅编辑作物内源基因，且可以通过后代

的杂交分离将导入的外源基因剥离，所以获得的品种完全不含外源基因。在不改变作物原本的优良性状

的条件下使新选育出的品种产能提高、相关经济产量增加等，综合以上几种优势，CRISPR/Cas9 技术未

来将广泛应用于作物育种中。虽然目前的 CRISPR/Cas9 技术仍然存在挑战。现有报道的作物修饰是

CRISPR 介导基因敲除，敲除事件少，效率低，但是敲除对于作物育种非常有用，因为通过编辑可以赋

予作物中不存在的一些新性状。相信不久的将来通过开发不同的策略来完善这项具有前景的育种新技术。 
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