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摘 要：CRISPR/Cas系统是一种从细菌和古生菌中衍生而来的适应性免疫系统，当细菌遭受病毒或者外源质粒入侵时，

会产生相应的“记忆”，从而防止外来 DNA片段的侵袭。CRISPR/Cas9系统以设计操纵简便、编辑高效与通用性广等优势

已经成为改良作物的新一代基因组编辑技术。本文从 CRISPR/Cas9介导的基因组编辑技术的发展与应用等方面综述其

最新研究进展，并着重介绍该技术的关键影响因素，为相关研究者提供参考。
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Abstract：CRISPR/Cas9 system is an immune system of prokaryotes, which is used to resist invasion of exogenous
genetic material. When bacteria are attacked by viruses or exogenous plasmids, they will generate corresponding
memories, so that they can resist their invasion. The CRISPR/Cas9 system has become a new generation of genome
editing technology with the advantages of simple design, efficient editing and wide versatility. The latest research
progress from the development and application of genome editing technology mediated by CRISPR/Cas9 was re⁃
viewed in the paper which focused on the key influencing factors of the technology, so as to provide references for
relevant researchers.
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近年来，随着基因组编辑技术的飞速迅猛发

展，CRISPR/Cas9系统已经成为农作物乃至整个植

物界的基因功能研究和植物生物育种最主要的研

究手段之一 [1-2]。相比于传统的生物育种技术，广

大科学家可以利用新一代的基因组编辑技术直接

在植物基因组上进行定点突变、基因敲除、插入以

及组合编辑等，从而在植物基因组学水平上实现基

因功能与调控元件的系统研究，因此在植物生物育

种等方面具有广阔的应用前景[3-5]。CRISPR（clus
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tered regularly interspaced short palindromic repeats）
是一种规律成簇的间隔短回文重复，是细菌与古

生菌中抵御外源病毒或质粒 DNA入侵的获得性

免疫系统。CRISPR/Cas9系统有 3类，现在最为广

泛使用的 CRISPR/Cas9系统是由最简单的 type II
CRISPR改造而来，该系统由含有核酸内切酶活性

内切核酸酶蛋白（Cas9）和单链的 guide RNA 构

成 [5-6]。CRISPR/cas9系统通过 Cas9蛋白形成 DNA
双链的断裂（DNA double stranded break，DSB）作
用机制，从而实现植物基因组编辑。而经过编辑

的细胞通过非同源性末端连接的修复会造成插入

缺失效应（insertion and deletion），进而造成基因的

移码突变而达到基因敲除的目的 [7]。在此之前已

经发展了多种基因的编辑工具，如：锌指核酸酶

（ZFN），转录激活因子样效应子 (TALEN)等，并且

也已经得到广泛应用。相对于传统敲除技术和其

他两类基因编辑工具 TALEN、ZFN而言，其操作更
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加简便，敲除效率最高，基因的编辑更加精准，大

大降低了脱靶机率[8]。

1 CRISPR 系统特征及作用原理

CRISPR/cas系统是由 Cas蛋白基因、前导序

列、CRISPR基因座共同构成的 CRISPR基因序列。

其中 CRISPR基因座基因结构的主体是由同向重

复序列（repeat）和间隔序列（spacer）构成的多段

R-S结构组成。此外，在 R-S结构之前，包括由前

导序列（leader）和一系列的 CRISPR相关蛋白基因

座 (CRISPR-Associated/CAS genes)。 CRISPR 基因

座和其相关基因联合能够针对噬菌体感染、质粒

接合和转化所造成的基因导入而形成一种特异性

的防御机制，因此被称为 CRISPR干扰 [9-10]。CRIS⁃
PR干扰的免疫过程主要包括适应、表达和干扰三

个阶段。在适应阶段，CRISPR系统通过将 DNA
序列插入到前导序列与第一段重复序列之间，且

每次插入活动都伴随着重复序列的复制，从而形

成一个新的 R-S单元，其中这段 DNA序列与质粒

或噬菌体上基因片段（原间隔序列 proto-spacers）
同源。这种作用方式使得 CRISPR基因座中存在

外源质粒或噬菌体的序列信息，进而为适应性免

疫奠定了结构基础。在表达阶段，CRISPR基因座

经过转录形成长链 CRISPR RNA（crRNA）前体，即

pre-crRNA。然后，长链 crRNA前体将会在重复序

列处被 Cas核酸内切酶加工，形成一段小 crRNA
来识别靶序列。第三阶段是干扰阶段，即靶向干

扰，成熟的 crRNAs引导相关的 Cas9蛋白到互补靶

标，从而使靶序列被特异的 Cas核酸酶降解。

2 CRISPR/Cas9 技术工作基本原理

CRISPR/Cas9技术的基本原理就是将核糖体

RNA（rRNA）设计为引导 RNA。使引导 RNA包含

位于 5'-端的靶 DNA的互补序列以及位于 3'-端的

crRNA的类似序列，从而利用靶 DNA的互补序列

来定位需编辑的位点，并通过 crRNA的类似序列

与 Cas9结合，仅设计引导 gsRNA就可实现对含有

前间区序列邻近基序（PAM）序列的任一靶 DNA
序列进行敲除、插入与定点突变等修饰。目前一些

公司已经推出了商业化的 CRISPR/Cas载体，将这

些必要的元件组合成单个载体，简化了实验设

计。这类载体也被称为 All-in-One CRISPR系统。

由于设计操作简单、编辑效率高与通用性好等优

势，这类系统被广泛应用于植物基因组编辑 [14-15]。

此系统包含两个组分，核酸内切酶 Cas9和非编码

向导 RNA（gRNA）。gRNA又由两部分组成：与目

标互补的 CRISPR RNA（crRNA）和辅助性的反式

激活 crRNA（tracrRNA）。 gRNA指导 Cas9核酸酶

到达特异的基因组位点，而Cas9蛋白在目标序列上

引入双链DNA断裂（DSB）。在CRISPR/Cas9诱导的

DNA断裂后，DSB可通过细胞修复机制来修复，非

同源末端连接（NHEJ）或同源性指导的修复机制。

这类表达载体包含 Cas9核酸酶表达框和 gRNA克
隆框，能够轻松地克隆编码目标特异性 crRNA的
双链 DNA。这样只需单个质粒就能以序列特异

的方式编辑和改造基因组位点 [16-17]。

3 影响 CRISPR/Cas9 系统关键因素

CRISPR/Cas9系统是否能够在目标形状中起

作用，其中最为关键的因素之一就是避免 Cas9的
脱靶效应是设计 sgRNA中关键的一步。尽管控制

脱靶效应的规则仍处在起步阶段，但一些准则已

经被开发出来，并融入目前的设计算法。目前已

有生物信息学工具能帮助确定那些表现出最大的

序列独特性的基因组位点，如华中农业大学

CRISPR/Cas9系统介导的基因组编辑技术 sgRNA
设计和脱靶效应评估软件（sgRNA cas9）、麻省理

工大学的 CRISPR网站等。

此外，CRISPR/Cas9系统在植物学研究中主要

是通过植物稳定高效的遗传转化来对目的基因进

行定点编辑敲除，通过基因枪和农杆菌介导的植

物遗传转化法来实现将 CRISPR/Cas9系统带入到

植物体内，在 T0代植株中实施目的基因的编辑，

并在自交产生的后代中分离得到目的基因纯合突

变体。因此，植物稳定高效的遗传转化体系也是

CRISPR/Cas9成功高效运用的因素之一。用于植

物转化过程中，CRISPR/Cas9系统虽然缩短了试验

周期，但是由于植物遗传转化系统的局限性，部

分转基因中存在的嵌合体形式会在一定程度上制

约着对于目标基因表型的研究。因此，CRISPR/
Cas9系统的转化更加适用于突变体表型的快速

检测。若要进一步分析某个或某些基因的表型，

还需通过稳定转化经过后代筛选获得敲除完全的

突变体 [18-20]。

4 CRISPR/Cas9 技术在植物基因编

辑中的应用

迄今为止，通过 CRISPR/Cas9技术已经在多

种植物中实现了基因定点编辑，包括油菜、柑橘、

黄瓜、大豆、棉花、大麦、莴苣、苜蓿、烟草、矮牵
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牛、山杨、番茄、马铃薯、高粱、橡胶草、小麦、葡萄

和玉米等 [21-24]。在对农作物遗传改良方面，与传

统育种技术相比，基因编辑技术已经在很多农作

物中发挥了优势。如我国科学家通过基因编辑技

术获得抗白粉病的小麦，与传统育种相比，仅用

半年时间就可以实现。美国生物公司也通过相关

技术获得耐冷藏和不易产生致癌物质的新品种马

铃薯。美国杜邦先锋公司通过 CRISPR/Cas9技术

敲除控制直链淀粉合成的基因，从而获得糯玉米

新品种。美国孟山都公司已经获得高油酸的基因

编辑大豆并准备上市。我国“杂交水稻之父”袁隆

平最近宣布，通过对 CRISPR/Cas9技术的成果利

用，获得不吸收镉离子的水稻品种。美国华裔科学

家杨亦农博士利用 CRISPR/Cas9技术在白蘑菇获

得不易褐变的、更加易于保存和运输的品种[25-26]。

此外，CRISPR/Cas9系统介导的基因组编辑技

术在生物工程与生物医学方面有广泛的应用，可

利用基因组编辑改造细菌细胞工厂，生产大宗化

学品与精细化学品如药品前体等 [27-31]。

5 CRISPR/Cas9 系统展望

CRISPR/Cas9系统已被用于改良作物各种性

状，由于其低成本、精确性和快速性，基因组编辑

技术为作物育种提供了前所未有的可能性，并且

正在应用于越来越多的植物物种。越来越多的使

用 CRISPR技术改良的植物将在不久的将来进行

商业化。基因编辑技术 CRISPR/Cas9势必会带来

生物研究的革命。

除了 CRISPR/Cas9系统，CRISPR系统还有其

它很多类型存在。Cas9是当今研究最深入、应用

最成熟的一类作用蛋白，CRISPR序列理论上还可

以跟许多其它蛋白共同作用。随着生物技术的不

断发展，相信不久的将来其它并未被验证的

CRISPR系统会被进一步开发与利用。CRISPR已
经成为当今最为主流的科学研究技术之一。

CRISPR不仅在植物研究领域引起巨变，而且席卷

整个生物领域，如研究人员希望将它应用于包括

人在内的哺乳动物中的基因修饰，从而帮助人类

攻克各种疑难杂症等。
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