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摘　 要： 基因组编辑技术的出现对植物遗传育种及作物性状的改良产生了深远意义。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ
（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔ）是由成簇规律间隔短回文重复序列及其关联蛋白组成

的免疫系统，其作用是原核生物（４０％细菌和 ９０％古细菌）用来抵抗外源遗传物质（噬菌体和病毒）的入侵。
该技术实现了对基因组中多个靶基因同时进行编辑，与前两代基因编辑技术：锌指核酶（ＺＦＮｓ）和转录激活

因子样效应物核酶（ＴＡＬＥＮｓ）相比更加简单、廉价、高效。 目前 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术已在拟南芥（Ａｒ⁃
ａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ）、烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ）、水稻 （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ）、小麦 （ Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ）、玉米 （ Ｚｅａ
ｍａｙｓ）、番茄（ ｔｏｍａｔｏ）等模式植物和多数大作物中实现了定点基因组编辑，其应用范围不断地向各类植物扩

展。 但与模式植物和一些大作物相比，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术在非模式植物，尤其在一些小作物的应

用中存在如载体构建、靶点设计、脱靶检测、同源重组等问题有待进一步完善。 该文对 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在

非模式植物与小作物研究的最新研究进展进行了总结，讨论了该技术目前在非模式植物、小作物应用的局

限性，在此基础上提出了相关改进策略，并对 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在非模式植物中的研究前景进行了展望。
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ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｗｉｌｌ ｅｖｅｎｔｕａｌｌｙ ｂｅ ｏｖｅｒｃｏｍｅ， ａｎｄ ｉｔｓ ｅｍｅｒｇｅｎｃｅ ｗｉｌｌ ｃｅｒｔａｉｎｌｙ ｂｒｉｎｇ ａｂｏｕｔ
ｂｅｔｔｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ， ｐｌａｎｔ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂｒｅｅｄｉｎｇ， ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ， ｎｏｎ⁃ｍｏｄｅｌ ｐｌａｎｔｓ

　 　 遗传突变对于研究植物基因功能和作物遗传

改良至关重要。 在过去，自然突变体的表征已经

揭示了遗传多样性的重要性。 而且，许多研究已

经使用了物理方法（γ 辐射）、化学方法（甲磺酸乙

酯）或生物方法（例如 Ｔ⁃ＤＮＡ ／转座子）导致点突

变、缺失、重排和基因重组得到突变体。 但随机诱

变会产生许多不希望的突变，以及大规模的筛查

突变体不仅工作繁琐且成本昂贵。 序列特异性核

酸酶（ＳＳＮｓ）的出现在基因定点诱变方面实现了突

破。 ＳＳＮ 可以诱导特定的双链断裂（ＤＳＢｓ）染色体

位点，此核酸酶可以引起的两种不同的 ＤＮＡ 双链

修复机制：非同源末端连接 （ ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄ⁃
ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＨＥＪ） 和 同 源 重 组 型 修 复 （ ｈｏｍｏｌｏｇｙ⁃
ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒ， ＨＤＲ）。 锌指核酸酶（ ＺＦＮｓ） 作为

第一代 ＳＳＮｓ（Ｂｉｂｉｋｏｖａ ｅｔ ａｌ．， ２００２）被用于编辑植

物基因组（ Ｐｅｔｏｌｉｎｏ， ２０１５）。 然而，ＺＦＮ 结构难以

操作且成本高昂，极大地阻碍了它们在各类植物

当中的应用（ Ｓａｎｊａｎａ ｅｔ ａｌ．， ２０１２）。 之后 ＴＡＬＥＮ
的开发并在植物中应用（Ｂｏｃｈ ＆ Ｂｏｎａｓ， ２０１０），虽
然在载体的构建及操作上比 ＺＦＮ 更容易但是使用

ＴＡＬＥＮ 仍然需要建造复杂的串联在 ＴＡＬ 蛋白中

的重复结构域且成本仍然很高。
ＣＲＩＳＰＲ 技术的问世加速了基因编辑工程的进

程，突破了前两代基因编辑技术对每个靶基因确定

不同的核酸酶的局限性（Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１６； Ｅｙｑｕｅｍ
ｅｔ ａｌ．， ２０１７； Ｓｖｉｔａｓｈｅｖ ｅｔ ａｌ．， ２０１５）。 相比与前两代

基因编辑技术，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统只需要对每 １ 个

基因靶位点修饰合成 １ 个靶标 ｓｇＲＮＡ （ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ
ＲＮＡ），实现了对基因组精确定点编辑。 除此之外

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 还有系统操作简单、花费成本低、编
辑效率高等优势。 目前该技术已在拟南芥、水稻、
玉米（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１７； Ｋｌｅｉｎｓｔｉｖｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）等
模式植物中实现了精确的定点突变，且正在进一步

向更多的植物中实现其应用价值。

１　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的基本组成

结构

一个完整的 ＣＲＩＳＰＲ 序列组件应该含有重复

０２４ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



序列区（ ｒｅｐｅａｔ）和间隔区（ｓｐａｃｅｒ）。 间隔区的功能

在于外源 ＤＮＡ 序列的识别与俘获（Ｄｅｍｉｒｃｉ ｅｔ ａｌ．，
２０１８）短而保守的重复序列区内存在回文序列，可
以形成发卡结构实现对外源基因的降解。 序列的

上游存在一个启动 ＣＲＩＳＰＲ 的前导区（ Ｄｏｕｄｎａ ＆
Ｃｈａｒｐｅｎｔｉｅｒ， ２０１４），破坏外源入侵基因时需要在

前导区上游的 Ｃａｓ 蛋白基因家族的共同作用。 目

前已经发现了 Ｃａｓ１⁃Ｃａｓ１０ 等多种类型的 Ｃａｓ 基

因。 最后 ＣＲＩＳＰＲ 序列和 Ｃａｓ 蛋白基因组合成一

个高度保守的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统（Ｏｓａｋａｂｅ ＆ Ｏｓ⁃
ａｋａｂｅ， ２０１５； Ｐｅｔｏｌｉｎｏ， ２０１５）。

ＣＲＩＳＰＲ 系统分成 ３ 个类型： Ｔｙｐｅ １、Ｔｙｐｅ ２、
Ｔｙｐｅ ３ 。 Ｔｙｐｅ １ 型在细菌和古生菌中均有分布

（Ｐｕｃｈｔａ ＆ Ｆａｕｓｅｒ， ２０１４），Ｔｙｐｅ １ 型较其他两型相

比组成最为复杂，不仅有多个亚型还包含了多种

Ｃａｓ 蛋白，最核心蛋白元件为 Ｃａｓ３ 蛋白，该蛋白是

一个含有多结构域的蛋白，但每个结构域都有不

同的功能，其主要功能是核酸酶和解旋酶；Ｔｙｐｅ ２
型的核心蛋白是含有 ＨＮＨ 和 ＲｕｖＣ 两个核酸酶结

构域的 Ｃａｓ９ 蛋白（Ｐａｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）；其中 ＨＮＨ 核

酸酶 结 构 域 在 ＣＲＩＳＰＲ 系 统 中 可 以 加 工 产 生

ｃｒＲＮＡ，对外源基因的剪切、降解有着重要作用，目
前运用最为广泛操作最为简单的就是 Ｔｙｐｅ ２ 型

ＣＲＩＳＰＲ 系统（Ｌａｎｄｅｒ， ２０１６）；Ｔｙｐｅ ３ 型系统存在

于少数细菌和古细菌，Ｃａｓ６ 和 Ｃａｓ１０ 蛋白元件包

含在该系统中，其主要功能是参与 ｃｒＲＮＡ 的加工

和入侵 ＤＮＡ 的降解。

２　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的作用机理

Ｔｙｐｅ ２ 型 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 系统只需要三个组件，
即 Ｃａｓ９、ＲＮＡ（ ｔｒａｃｒＲＮＡ）、ＣＲＩＳＰＲＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）识
别和定位该系统病原体的遗传物质通过三步过

程，即获得、表达和干扰 （ Ｕｎｃｋｌｅｓｓ ｅｔ ａｌ．， ２０１７；
Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１３）。 第一阶段俘获外源 ＤＮＡ：当噬

菌体和病毒入侵时，细菌的间隔序列将俘获外源

基因的一小片段 ＤＮＡ 序列，外源基因与间隔序列

识别的序列被称为 ｐｒｏｔｏｓｐ ａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ（ ＰＡＭ
位点：ＮＧＧ，Ｎ 为任意碱基）；第二阶段 ｃｒＲＮＡ 的表

达：将临近 ＰＡＭ 的间隔序列修饰加工并整合到自

身 ＣＲＩＳＰＲ 基 因 座 中，转 录 为 Ｃｒｉｓｐｒ 前 体 ＲＮＡ
（Ｃｒｉｓｐｒ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ＲＮＡ，ｐｒｅｃｒ ＲＮＡ），之后进一步形

成 ｃｒＲＮＡ （ ｓｈｏｒｔ ＣＲＩＳＰＲ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ＲＮＡ， ｃｒＲＮＡ ）
（Ｓｈｅｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｓａｍａｎｔａ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）；第三阶

段靶向干扰：对外源基因的降解除了需要成熟的

ｃｒＲＮＡ 之外还需要一些特异性较好的小分子 ＲＮＡ
（ ｔｒａｃｒＲＮＡ 反 式 激 活 ＲＮＡ） 的 帮 助。 ｃｒＲＮＡ 与

ｔｒａｃｒＲＮＡ 形成新的复合体 ＲＮＡ，在与 Ｃａｓ９ 蛋白经

ｓｇＲＮＡ 的引导在 ＰＡＭ 位点处与外源 ＤＮＡ 互补实

现降解（Ｐｕｃｈｔａ， ２０１７； Ｘｉｅ ｅｔ ａｌ．， ２０１５）。

３　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在非模式

植物、小作物当中的应用

通常情况下非模式植物是指生长周期相对较

长、且基因组尚未得到透彻研究的植物。 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 基因编辑技术通过对基因的移码突变、片段

删除及基因修改等功能，成为了植物遗传改良和

分子设计的理想途径。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技

术在更多非模式植物当中的应该不仅提高了生物

多样性，而且对于开发更多植物的潜力有着重要

意义。 该技术已经逐渐在很多非模式植物中实现

了基因组定点编辑（表 １）。
３．１ 糙叶山黄麻（Ｐａｒａｓｐｏｎｉａ）属于榆科的热带树

种，被称为唯一可以与根瘤菌建立固氮内生真菌

的非豆科植物

Ｖａｎ ｅｔ ａｌ．（２０１８）通过使用拟南芥 ＡｔＵ６ 启动

子驱动 ｓｇＲＮＡ，其中 Ｃａｓ９ 蛋白用 ３５ｓ 启动子驱动，
使 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 介 导 诱 变 ＰａｎＨＫ４、 ＰａｎＥＩＮ２、
ＰａｎＮＳＰ１ 和 ＰａｎＮＳＰ２ 四个基因，发现 ＰａｎＮＳＰ１ 和

ＰａｎＮＳＰ２ 是根瘤形成的必要条件。
３．２ 杨树（Ｐｏｐｕｌｕｓ）是杨属植物，全属有 １００多种

杨木除了用于制作家具、造纸和火柴之外可

广泛用于生态防护林、三北防护林、农林防护林和

工业用材林。 杨树做为道路绿化，园林景观用也

是一 个 非 常 优 秀 的 树 种。 Ｅｌｏｒｒｉａｇａ （ ２０１６ ） 以

ｐＫ２ＧＷ７ 为 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑载体定点突变

ＬＥＡＦＹ 与 ＡＧＡＭＯＵＳ 基因，发现该基因为杨树诱

导雄性、雌性的必要基因。
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表 １　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在不同非模式

植物种中的应用研究
Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｏｎ⁃ｍｏｄｅｌ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

植物名称
Ｐｌａｎｔ

靶向基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

研究年份
Ｔｉｍｅ

糙叶山黄麻
Ｐａｒａｓｐｏｎｉａ

ＰｅｎＨＫ４，ＰａｎＥＩＮ２，
ＰａｎＮＳＰ１，ＰａｎＮＳＰ２

２０１７

杨树
Ｐｏｐｕｌｕｓ

ＬＥＡＦＹ，ＡＧＡＭＯＵＳ ２０１６

地钱
Ｍａｒｃｈａｎｔｉａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ

ＡＲＦ１ ２０１４

苜蓿
Ｍｅｄｉｃａｇｏ

ＰＤＳ ２０１６

百脉根
Ｌｏｔｕｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ

ＳＮＦ ２０１６

甜橙
Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ

ＣｓＰＤＳ ２０１４

香蕉
Ｍｕｓａ ｓｐｐ．

ＭａＰＤＳ ２０１７

葡萄
Ｇｒａｐｅ

ＩｄｎＤＨ ２０１６

矮牵牛
Ｐｅｔｕｎｉａ

ＰＤＳ ２０１５

３．３ 地钱（Ｍａｒｃｈａｎｔｉａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ）是苔藓类植物

中分布最为广泛的物种之一

Ｓｕｇａｎｏ ｅｔ ａｌ． （２０１４）以生长素调控因子 ＡＲＦ１
为靶基因，用 Ｕ６⁃１ 的启动子驱动 ｓｇＲＮＡ， 以及

３５Ｓ 启动子驱动的含核定位信号的 Ｃａｓ９ 蛋白，实
现了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 在地钱当中的应用。
３．４ 苜蓿是苜蓿属（Ｍｅｄｉｃａｇｏ）植物的通称，俗称金

花菜，是一种多年生开花植物

Ｍｅｎｇ ｅｔ ａｌ． （ ２０１７） 以 ｐＦＧＣ５９４１ 为 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 基因编辑载体，以苜蓿 Ｕ６ 启动子驱动特定

ｓｇＲＮＡ，３５ｓ 启动子驱动 Ｃａｓ９ 蛋白对蒺藜苜蓿 的

ＰＤＳ 基因进行定点敲除， 并在 Ｔ０ 代得到 １０．３５％
的纯合敲除突变体， 为苜蓿等豆科牧草的功能基

因组学研究提供了新的研究工具。
３．５ 百脉根（Ｌｏｔｕｓ ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ），豆科，属多年生草

本植物

百脉根不仅可以作为饲料，还可以用于田地

土壤 的 改 良 植 物。 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ． （ ２０１６ ） 利 用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术，对百脉根共生固氮

ＳＮＦ 相关基因进行了编辑研究。

３．６ 甜橙（Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ），乔木，枝少刺或近于无刺

橙子中含量丰富的维生素 Ｃ、Ｐ，有着能增加

机体抵抗力的作用。 Ｊｉａ ＆ Ｗａｎｇ（２０１４）以 ｐＢＩ１２１
为 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑载体，靶向编辑 ＣｓＰＤＳ
基因， 检测突变频率在 ３．２％ ～ ３．９％，为今后利用

该技术进行柑橘的品种改良奠定了基础。
３．７ 香蕉（Ｍｕｓａ ｓｐｐ．）是一种重要的热带水果和粮

食作物

胡春华等（２０１７）构建了以 ＭａＰＤＳ 为靶标基

因的 ｐＹＬＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９⁃ｓｇＲＮＡ 载体。 该载体中的

Ｃａｓ９ 蛋白 由 ＰＵｂｉ 启动子驱动，而 ｓｇＲＮＡ 由水稻

来源的 Ｕ６ａ 驱动，成功的获得了抗性植株。
３．８ 作为全球最重要的水果作物之一，葡萄

（ｇｒａｐｅ）具有巨大的经济价值

Ｒｅｎ ｅｔ ａｌ．（２０１６）以 ＩｄｎＤＨ 为靶基因的 ｐＣＡＣ⁃
ＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 二元载体。 其中拟南芥 Ｕ６ 启动子

（ＡｔＵ６）驱动 ｓｇＲＮＡ，Ｃａｓ９ 蛋白基因又以 ３５ｓ 启动

子驱动。 实现了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在葡萄当中的

应该最终获得了转基因植株。
３．９ 矮牵牛（Ｐｅｔｕｎｉａ），碧冬茄属，茄科，正式名碧

冬茄，多年生草本植物

广泛用于花坛布置，花槽配置，景点摆设，窗
台点缀，家庭装饰。 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． （ ２０１６ａ）以 ＰＧＧＥ
为载体，利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 靶向编辑了类胡萝卜

素生物合成中的关键酶 ＰＤＳ 基因，成功获得了突

变体植株。

４　 目前 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在非

模式植物中的局限性

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在模式作物和一些大作物

中已经得到了充分的利用，如拟南芥、玉米、水稻、
小麦等。 但是扩展到非模式植物尤其是一些其开

发潜力巨大实用价值有待提高的小作物，如蓖麻、
荞麦、丝瓜、荠菜等，还存在着一定的局限性。
４．１ 非模式植物中 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 载体构建问题

在进行 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的载体构建时，与
非模式和小作物相比模式植物和大作物的研究较

为透彻，可用其专属启动子驱动敲除载体。 而大

２２４ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



多数非模式植物尤其是小作物只能使用通用的强

启动子（拟南芥 Ｕ６）来驱动 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９⁃ｓｇＲＮＡ
（Ｆａｕｓｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｚｈａｎｇ ＆ Ｚｈｏｕ， ２０１４； Ｄ′ｈａｌ⁃
ｌｕｉｎｋ ＆ Ｒｕｉｔｅｒ， ２０１３）。 经不断的研究一些科研人

员构建了一套可以作为双子叶植物或单子叶作物

的通用载体（Ｋｈａｔｏｄｉａ ｅｔ ａｌ．， ２０１７）。 这些通用的

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 载体只需将物种进行单双子叶的区

分便可以进行基因编辑。 但这些通用载体对植物

的适应性及敲除效率是否优于植物的专属敲除载

体，其结果有待验证。
４．２ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在非模式植物中的靶点设

计问题

自 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统开创到应用，衍生出了

包括人、动物、植物在内的在线和 ／或单机版共有

２０ 多 种 ｓｇＲＮＡ 设 计 软 件。 如 ＣＲＩＳＰＲ Ｄｅｓｉｇｎ、
ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｐ 等软件（Ｌｅｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１３）。 按照操作平

台、选择物种、输入序列、参数设置、结果输出等内

容，通过制定 ３０ 多个评测指标来确定靶基因的靶

点。 但是这些设计软件在智能涵盖的大多数模式

植物和大的经济作物，还有很大一部分非模式植

物及小作物目前没有相应的 ｓｇＲＮＡ 设计软件。 相

关研究人员不得不根据常规靶点设计原则：
（１）靶点序列长度 １８ ～ ２２ ｂｐ，一般选择 ２０

ｂｐ；（２）选择的靶点序列应尽量靠近起始密码子。
一般以第一个或第二个外显子为最佳；（３）选择特

异性较好的靶点序列相，尽量避免重复序列、多联

Ａ 序列，多联 Ｔ 序列；ＧＣ 含量为 ４０％ ～ ５０％为最

佳；（４）靶点 ５’端允许 １ ～ ２ ｂｐ 的错配，但应保障

靶点碱基匹配数不小于 １８ ｂｐ。
为了确保敲除位点的准确性，通过基因外显

子 核 苷 酸 序 列 找 到 ＰＡＭ 位 点 手 动 设 计 多 个

ｓｇＲＮＡ。 这为 后 期 靶 点 检 测 确 定 特 异 性 好 的

ｓｇＲＮＡ 增加了工作量。
４．３ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在非模式植物中的基因编

辑效率与脱靶评估问题

对确定的靶点进行效率检测和脱靶评估时模

式植物除了用实验方法外。 如酶切法、ＳＭＡＲＴ 测

序法、ＳＳＡ 报告载体活性检测法、Ｓａｎｇｅｒ 测序法等

（Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１３； Ｈｅｎｄｅｌ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｙｉｎ ｅｔ
ａｌ．， ２０１５）。 以综合各类脱靶检测方法为基础，衍

生出了定量分析基因敲除效率的相关软件，如
ＣＲＩＳＰＲ⁃ＧＡ （ ＣＲＩＳＰＲ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｚｅｒ， ｈｔｔｐ： ／ ／
５４．８０．１５２．２１９ ／ ）。 目前非模式植物只能通过体外

转录 ｓｇＲＮＡ 及体外酶切靶点 ＤＮＡ 片段反应通过

与已知活性的标准 ｓｇＲＮＡ 靶点进行比较来评价目

标 ｓｇｒｎａ 的特异性（Ｃｒａｄｉｃｋ ｅｔ ａｌ．， ２０１４； Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ．，
２０１５）。 此活性测定虽然不难但是过程较为繁琐

加上 需 做 重 复 试 验 来 最 终 确 定 活 性 较 高 的

ｓｇＲＮＡ，耗时耗力。
４．４ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在非植物中的重组效率

问题

重组效率低是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在模式植物

和在非模式植物的通病，常规 ＣＲＩＳＰＲ 使用与核酸

酶（最常见的是 Ｃａｓ９）偶联的指导 ＲＮＡ（ ｇＲＮＡ），
其一起连接到特定的 ＤＮＡ 碱基区域；然后核酸酶

剪切双螺旋（Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１５）。 细胞修复机制

尝试重新加入切割的 ＤＮＡ 末端，但偶尔会插入或

删除一些碱基，这将使 ＤＮＡ 代码变成乱码，并且

可能误敲除靶基因。 为了修复点突变，ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 系统还必须引入具有正确碱基的“供体”ＤＮＡ
链，然后依靠称为同源性定向修复（ＨＤＲ）的第二

种细胞机制。 但是此修复模式依赖于细胞分裂状

态，细胞分裂差 ＨＤＲ 的作用也就很差。
４．５ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在非模式植物中的遗传转

化问题

利用遗传转化得到转基因植株，重点在于转

化效率。 目前相关研究表明转化效率与载体大小

成反 比。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基 因 编 辑 系 统 中， 通 常

Ｃａｓ９ 蛋白原件大于 ５ ｋｂ，所以遗传转化效率在一

定程度会受到影响。 虽然一些研究发现通过以连

续转化的方式（即首先得到 ｈＣａｓ９ 转基因植株，之
后将卸载 Ｃａｓ９ 的小型 ｓｇＲＮＡ 质粒转化至 ｈＣａｓ９
植株中）得到了与直接转化 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 同样的

突变体植株，但此方法多适用于以叶片为受体的

遗传转化系统，且 ｈＣａｓ９ 基因整合至植物基因组中

有无毒害作用目前尚未可知（Ｌｏｗｄｅｒ ｅｔ ａｌ．， ２０１５；
Ｍｉｋａｍｉ ｅｔ ａｌ．， ２０１５）。
４．６ 单碱基基因编辑系统在非模式植物中的应用

问题

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 单碱基编辑系统的应用实现了
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ＤＮＡ 双链不发生断裂的情况下，通过 ｓｇＲＮＡ 靶向

定位，利用胞嘧啶核苷脱氨酶进行碱基编辑（魏瑜

等， ２０１７）。 这项技术的成功纠正效率为 ２３％ ～
３５％。 目前该系统已经在模式植物中得到应用。
此技术的不足之处在于，该系统只能实现单个碱

基 Ｃ→Ｔ 或 Ｇ→Ａ 的编辑。 单碱基编辑系统的活

性窗口仍然较大。 单碱基编辑系统仍然会导致靶

位点产生极少量 ＤＮＡ 序列插入或缺失。

５　 提高 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统在非

模式植物中的应用效率相关策略

５．１ 完善非模式植物全基因组测序

全基因组测序的目的是获得物种的基因组序

列，它可以研究基因组水平上物种的生长、发育、
进化和起源加深对物种的了解，并在发现新基因

和改进改良育种中发挥重要作用。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
系统用于基因组编辑研究，可以全面挖掘基因功

能获得重要的遗传信息（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ．， ２０１６ｂ）。 许

多非模式植物，在各种极端生境中具有广泛的生

态适应性和生长能力，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的应用

将促进在极端生境中生长的一些特殊性状基因的

探索，如耐旱基因、耐盐基因、耐冷基因等。 此外，
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的应用加速了探索基因代谢途

径和转录调控机制，并可以通过基因敲除和插入

突变，以实现对基因的改造。
５．２ ｓｇＲＮＡ 和 ｓｓＯＤＮｓ 的设计

在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因组编辑技术中，Ｃａｓ９ 蛋

白在特定靶位点上的裂解主要是由 ＰＡＭ 序列和

单链 ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）中的 ２０ ｎｔ 序列决定的。 因此，
ｓｇＲＮＡ 序列的选择具有靶向性，直接决定了 Ｃａｓ９
蛋白核酸酶的定位位置。 首先，必须有 ＰＡＭ 序

列，其中 ＰＡＭ 序列是 ＮＧＧ（Ｎ 是任意碱基）序列。
其次，为了减少切割过程中 Ｃａｓ９ 蛋白的缺失率，
ｓｇＲＮＡ 序列应该与基因组上的靶序列高度匹配

（Ｃｅｎｃｉｃ ｅｔ ａｌ．， ２０１４）。 此外，ｓｇＲＮＡ 与基因组其

它位点的同源性最差，否则很容易导致错配。 最

后在设计 ｓｇＲＮＡ 时将其长度从 ２０ ｎｔ 缩短到 １７
ｎｔ，有助于降低错配几率。

在 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因组编辑技术中， ｓｇＲＮＡ
的设计和选择非常重要。 但在定点修改中，同源

修复模板 （ ｓｓＯＤＮＳ） 的设计也是一个关键问题。
两种不同的 ＤＮＡ 修复模式（ＨＲ 和 ＮＨＥＪ）在双链

断裂后被诱导。 两种 ＤＮＡ 修复方法的区别在于

ＨＲ 需要 １ 个同源修复模板，即短链 ＤＮＡ，即单链

寡核苷酸（ｓｓＯＤＮｓ）。 使用该模板的 ＨＲ 可以进行

精确的点突变、插入和敲除 ＤＮＡ。 当在靶位点引

入 １ 个大片段 ＤＮＡ 序列时，修复模板也可以是含

有同源臂的 １ 个双链质粒。 近年来，ｓｓＯＤＮｓ 替代

了双链质粒在基因组位点修饰中的应用。 为了提

高修复效率，ｓｓＯＤＮ 包括和靶向序列互补的，分别

沿着至少 ３′方向和 ５′方向延伸至少 ４０ ｎｔ 的序列

（Ｒａｎ ｅｔ ａｌ．， ２０１３）。 在此基础上最好引入酶切位

点，这 样 就 可 以 用 限 制 性 酶 切 多 态 性 实 验

（ＲＦＬＰ），很方便的检测基因编辑系统是否有效。
５．３ Ｃａｓ９ 蛋白的改造

由于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的发展，研究人员除

了开发野生型 ＳｐＣａｓ９ 系统之外，还开发了新成员。
在 ２０１５ 年，张峰团队发现了一种更简单的核酸酶

（ － Ｃｐｆ１ ）， 它 比 Ｃａｓ９ 更 简 单 它 可 以 单 独 完 成

ｃｒＲＮＡ 的加工和成熟，而不依赖于核糖核酸酶

（ＲＮａｓｅ）和 ｔｒａｃｒＲＮＡ。 －Ｃｐｆ１ 不仅可以切割 ＤＮＡ
序列，而且可以作用于 ＲＮＡ，并且没有脱靶现象

（Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ．， ２０１６）。 同年，张峰研究团队还发现

了 １ 个新的蛋白质 Ｃ２ Ｃ２，仅针对细菌中特定的

ＲＮＡ 序列进行切割。 这些新发现可以为研究者解

决未来的问题提供便利。

６　 展望

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术自 ２０１３ 年问世以来，已经

迅速的普及到多种植物的遗传育种当中，相对于

前两代 ＴＡＬＥＮｓ ＼ ＺＦＮｓ 的基因编辑技术而言，敲除

效率高、操作更加简便、耗材少，适用于很多实验

室。 在植物领域 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统基因组编辑主

要应用于模式植物和部分大作物，但要实现技术

的应用普及至更多的非模式植物和小作物中，在
未来需要进一步改进和完善。 （１）特异性基因的

发掘。 虽然目前许多模式植物，尤其是大作物的
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全基因组测序工作已经完成。 但是，很多非模式

植物的基因组序列还尚未明确，许多关于重要性

状的基因还有待鉴定，一定程度上阻碍了 ＣＲＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术在植物基因工程育种中的应用。 （２）载

体构建效率有待提高。 目前在非模式植物中，
ｓｇＲＮＡ 的设计主要通过研究人员对植物基因外显

子手动设计，且对 ｓｇＲＮＡ 的特异性还要经过试验

进一步验证确定，严重影响后期的敲除效率，在没

有相关辅助软件的情况下，费时费力。 （３）非模式

遗传转化体系的建立。 目前，还有许多非模式植

物由于没有有效遗传转化体系难以应用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 基因编辑技术，加之该系统载体相对较大，对
实现转化效率也有一定的影响。 （４） ＨＤＲ 发生频

率的提高。 目前 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的研究主要是

通过敲除靶位点，获得转基因植株。 所以如何通

过改造 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统，将 ＨＤＲ 在基因组靶位

点引入相关功能基因，将成为 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术

在植物基因工程改良工作中的重点突破方向。 相

信随着 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术的进一步发展这些问题

终将被克服，它的出现必将给植物基因工程带来

更好的发展。
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