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基因编辑技术的研究及在玉米中的应用

张东民，张晓星，朱 慧，张德贵，翁建峰，郝转芳，李明顺
(中国农业科学院作物科学研究所，北京100081)

摘 要：尽管人类已经发现并应用ZFN、TALEN基因编辑技术来实现对基因的定向改变，但由于操作复杂、成

本较高，一直限制着基因组学的研究进展。基因的低成本、高效率、操作简单的编辑技术一直是生物分子领域亟待

解决的问题。2013年《科学》(Science)杂志上两篇有关CRISPR/Cas的报道标志着基因编辑技术取得了重大突破。

CRISPR是从细菌、古菌基因组中发现特殊的DNA重复序列家族。目前，该技术已经成功应用于水稻、斑马鱼、小鼠

等动植物中，实现了对特定基因的定向修饰。简要介绍CRISPR/Cas的发现历史、组成、作用原理和最新研究进展，

对该技术在玉米研究中的应用进行展望。
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Abstract: Although ZFN and TALEN have been discovered and applied in gene editing, both of the two tech⁃
nologies are complex operation and high cost, which have restricted the progress of genomics research. Therefore,
the low cost, high efficiency, and simple editing technology has been an urgent problem in molecular biology. Under
that circumstance, two reports about CRISPR/Cas in“Sciences”make a breakthrough in this field in 2013. CRISPR
is a special DNA repeat family found in the genomes of bacteria and archaea. And at present, the technology has
been successfully applied to the rice, zebrafish, mouse and other animals and plants, to achieve a targeted modifica⁃
tion of specific genes. In this paper, the discovery history, composition, function and the newest discovery of CRIS⁃
PR/Cas were briefly introduced, and prospects for the application of this technology in maize research.
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在过去的几十年里，基因技术飞速发展，现阶段

有许多作物已经完成测序，进入了人工编辑辅助育

种阶段。基因编辑技术也逐渐从ZFN、TALEN技术

发展到了应用 CRISPR/Cas系统进行编辑的阶段。

2012年，TALEN被《科学》(Science)杂志评为十大科

学突破之一 [1]，2013年科学家发现基因编辑的另一

个 突 破 性 技 术 CRISPR/Cas(Clustered，regularly
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interspaced short palindromic repeats-CRISPR-associ⁃
ated proteins)系统。ZFN、TALEN技术是由结合蛋白

与核酸内切酶FokI融合而成，需要针对不同的靶基

因设计不同的核酸酶[2]，脱靶频率高。与ZFN、TAL⁃
EN技术相比，CRISPR/Cas系统只需合成一个向导

RNA(sgRNA)就能实现对基因的特异性修饰[3]，且其

靶点分布频率高，可以简便高效的实现定向编辑，包

括插入、替换和敲除，真正实现了设计简单、低成本

和高效率。

1 发现历史

1987年，日本科学家 Ishino等在大肠杆菌的碱

性磷酸酶基因附近中发现了间隔重复序列，随后的

研究发现，这种序列广泛存在于细菌和古菌中 [4]。
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2002年，Horvath等科学家在完成嗜热链球菌 Strep⁃
tococcus Thermophilus的全基因序列测序后，提出了

CRISPR(Clustered regularly interspaced short palin⁃
dromic repeats)的概念，又称成簇间隔短回文序列[5]。

2006年，Makarova等运用生物信息学分析的方法推

测 CRISPR系统可能以一种类似于真核生物RNAi
的方式实现免疫功能[6]。2007年，Barrangou 等首次

发现并证明细菌可能利用CRISPR系统能够抵抗噬

菌体的入侵[7]。2012年，Jinek等的研究取得突破性

进展，发现 TypeII CRISPR系统中的Cas9是个核酸

酶，这个核酸酶结合 2个RNA(crRNA，tracrRNA)就
可 以 切 割 双 链 DNA[8]。 2013 年 ，Le Cong 等 与

Prashant 等发在《SCIENCES》期刊上的两篇有关

CRISPR/Cas9进行人和鼠基因的定点编辑宣告该定

点突变技术获得了重大的突破[9，10]。

2 CRISPR的基因座结构组成

CRISPR的基因座结构简单且较固定，主要由3
部分组成，5’端为 tracrRNA基因，中间是Cas蛋白编

码基因，包括Cas9、Cas1、Cas2和Csn2，3’端为CRIS⁃
PR基因座。CRISPR基因座是由启动子、间隔序列、

重复序列排列组成[11]，其中，重复序列高度保守，长

度通常在 21～48 bp，在不同物种中存在差异；间隔

序列长度约为 26～72 bp，CRISPR通过这些间隔序

列(Space)与靶基因进行识别。

3 CRISPR系统分类

根据CRISPR/Cas信息处理阶段与执行阶段的

差异性，可以将CRISPR系统分为 TypeⅠ、TypeⅡ、

Type Ⅲ共3种类型。

TypeⅠ系统是CRISPR/Cas系统中Cas蛋白最多

和最复杂的系统，包含 6个蛋白，其中，有特征性的

Cas3蛋白，该蛋白具有解旋酶和核酸酶功能，是干

扰阶段的主要作用酶类[12]。在表达阶段，多个Cas蛋
白与成熟的 crRNA共同结合形成CRISPR相关抗病

毒防御复合物CASCAD (CRISPR associated complex
for antivirus defense)，CASCAD与入侵的外源DNA结

合，促使CASCAD内的 crRNA与外源DNA的互补链

配对形成R环结构，Cas3的核酸酶识别R环结构后

先将互补链切开，随后在Cas3的解旋酶和核酸酶作

用下再将非互补链切开[13~15]。

TypeⅡ型系统的主要特征是包含一个标志性的

Cas9蛋白(分子质量很大的多功能蛋白) 参与 crRNA
的成熟以及降解入侵的噬菌体 DNA 或是外源质

粒。Cas9蛋白在 crRNA的成熟和靶标DNA的剪切

中发挥重要作用，并且反式编码小RNA (trans-en⁃
coded small RNA，tracrRNA) 在其中扮演了导向的角

色[16]。Cas9蛋白包含两个功能结构域，一个在N端，

有类似于Ruc核酸酶的活性；一个在中部，有类似

HNH 核酸酶的活性。嗜热性链球菌具有典型的

TypeⅡ CRISPR/Cas系统，它的 CRISPR/Cas系统编

码tracrRNA (trans-activating crRNA)，其指导RNaseⅢ
和Cas9完成前体 crRNA的成熟。随后 tracrRNA还

能与成熟的 crRNA的重复序列配对形成RNA二聚

体，进而和Cas9蛋白结合成核糖核蛋白复合体，发

挥识别和降解入侵的外源DNA功能[17]。

TypeⅢ系统包含特征性的Cas10蛋白，其具有

RNA 酶活性和类似于 TypeⅠ的 CASCAD 功能 [18]。

Cas10主要参与crRNA的成熟和剪切入侵外源DNA。
目前发现 TypeⅢ有两种亚型 TypeⅢA和 TypeⅢB。
激烈热球菌的CRISPR/Cas系统属于TypeⅢA型，它

干扰的靶标是mRNA[19]；表皮葡萄球菌CRISPR/Cas
系统属于TypeⅢB型，它的靶标与TypeⅠ和TypeⅡ
CRISPR/Cas系统相同，是DNA[20]，反映了自然界中

的CRISPR/Cas系统的多态性。

在以上 3类CRISPR/Cas系统中，TypeⅡ型系统

的核糖核蛋白复合物相对简单，除 crRNA 和

tracrRNA 外，只有 Cas9 这 1 个蛋白。3 种类型的

CRISPR/Cas系统的分布也有所不同，TypeⅠ系统在

细菌和古细菌中都有发现；Type Ⅱ系统仅存在于细

菌中；TypeⅢ型大多存在于古细菌中，只有少数的细

菌是TypeⅢ型[21]。20世纪90年代末期，测序技术开

始飞速发展，越来越多的细菌和古细菌的基因组信

息被解密，科学家们发现，一些特殊的菌株中同时存

在多种类型的CRISPR/Cas系统，推测基因的水平转

移可能是导致这一现象的主要原因，例如一些包含

有CRISPR/Cas系统的质粒、转座子元件，在不同的

菌株之间的转移[22～25]。

4 作用原理

尽管CRISPR/Cas分为 3种类型，不同类型系统

之间的主要作用机制有差异，但是对于这 3种类型

都包含相同的3个阶段，适应、表达和干扰。第一是

CRISPR的高度可变的间隔区的获得(Space acquisi⁃
ton)；第二是CRIPSR系统基因的表达(包括基因座的

转录和转录后的成熟加工、Cas的转录翻译)；第三是

CRISPR/Cas 系统活性的发挥或者是对外源遗传物

质的干扰[26]。

在第一阶段，当噬菌体、质粒等外源DNA侵染

细菌时，其中的一段DNA序列(Protospacer)会整合到



宿主菌的 CRISPR 的 5’端的两个重复序列之间。

CRISPR/Cas 系统识别外源 DNA 中的 PAM 序列

(NGG)，特定的 Cas蛋白将 PAM旁边的序列加工成

间隔序列整合到细菌基因组的CRISPR位点上，这

些间隔序列被同向重复序列隔开，保证了CRISPR
系统对自身序列和外源序列的正确识别[27]。

在第二阶段，细菌体内的CRISPR基因座转录

出前体 crRNA(pre-crRNA)，保守的蛋白编码基因转

录翻译出一种 RNA导向双链 DNA(dsDNA)核酸酶

——Cas 蛋白。pre-crRNA 由 tracrRNA 指导在 Cas
蛋白的作用下被剪切为小的RNA，这些小的RNA就

是 成 熟 crRNA。 成 熟 crRNA 通 过 碱 基 配 对 与

tracrRNA结合成二聚体复合物 trac/crRNA，被称为

向导 RNA(single guide RNA, sgRNA)。 sgRNA 中的

crRNA结合与其互补的外源DNA序列，决定了酶的

特异性；tracrRNA引导Cas蛋白接近靶位点进行切

割。通过人工设计这两种RNA，可以改造形成具有

引导作用的 sgRNA，足以引导Cas蛋白对DNA定点

切割。同时也有推测称 tracRNA的 5’端与成熟的

crRNA3’端有部分序列(约13 bp)配对形成的茎环结

构对维持crRNA与靶点的配对可能十分重要[28]。

第三阶段的干扰是CRISPR/Cas抵御外源遗传

物质入侵最关键的步骤。成熟的 crRNA与特异的

Cas蛋白形成核糖核蛋白复合物，再与外源DNA结

合并扫描到外源DNA，寻找其上的靶序列，crRNA
的间隔序列与靶序列互补配对，外源DNA在配对的

特定位置被核糖核蛋白复合物切割。CRISPR/Cas9
系统的剪切位点位于 crRNA互补序列下游邻近的

PAM(Protospacer Adjacent Motif) 区 ，主 要 序 列 为

NGG，PAM 区对于 CRISPR/Cas9 系统的活性是必

须的。

5 研究进展

2017年1月，张锋实验室在《Cell》上发表关于第

二类CRISPR/Cas系统中Cpf1的综述[29]，介绍Cpf1系
统相对于Cas9系统的优势，Cpf1系统编辑成功率更

高，剪切位置的不同使得其选择和校正错误的余地

更大，产生黏性末端，便于新DNA序列的插入。

2017年 2月，张锋实验室在《Molecular Cell》杂

志上发表关于两个新型的RNA靶向CRISPR系统的

文章 [30]，这类新系统利用了一种新的 Cas 酶——

Cas13b。研究发现，Cas13b具有靶向和编辑RNA的

能力。仅靶向RNA的这一能力使得研究人员能够

以高通量地方式特异性地操纵RNA，从而用于研究

广泛的生物过程。Cas13b与之前发表的Cas13a有

一些共同的特性，仅需要单个向导RNA就能够找到

靶标。此外，Cas13b能够同时靶向多个RNA转录本。

与此同时，中国科学院遗传与发育生物学研究

所高彩霞课题组同样在《自然·生物技术》杂志上发

表了一篇关于单碱基突变的基因编辑技术的文

章 [31]。该课题组在前期工作基础上，借鉴哺乳动物

单碱基编辑方法，利用 Cas9变体（nCas9-D10A）融

合大鼠胞嘧啶脱氨酶（rAPOBEC1）和尿嘧啶糖基化

酶抑制剂（UGI），构建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、精确的单碱基定点突

变。nCas9-PBE单碱基编辑系统成功建立和应用，

为高效和大规模创制单碱基突变体提供了一个可靠

方案，为作物遗传改良和新品种培育提供了重要技

术支撑。

6 CRISPR/Cas在作物中的应用

CRISPR/Cas 系统已经成功应用于水稻、斑马

鱼、小鼠等物种的基因编辑，并且随着该技术的发

展，经过人工改造的CRISPR/Cas系统也迅速被应用

到拟南芥、小麦、玉米、水稻等不同植物的基因组的

定向编辑研究中，并且获得较高的诱导突变率和可

稳定遗传的基因组编辑植株。

北京大学瞿礼嘉教授实验室使用该技术进行水

稻叶绿素合成基因CAO1和分蘖夹角控制基因 LA⁃

ZY1的定点突变实验，发现有83.3%的T1转基因植株

中CAO1相应位点发生了突变，有高达91.6%的T1转

基因植株中 LAZY1相应位点发生了突变。LAZY突

变的纯合体比例达到 50%，均表现出分蘖夹角变大

的突变表型[32]。Zhang等通过研究CRISPR/Cas9在2
个水稻亚种的 11个靶基因中诱导突变的效率、特

点、遗传性及特异性，发现突变效率非常高 [33]。至

此，很多研究结果都表明，CRISPR/Cas9系统在水稻

中有很高的特异性，利用 CRISPR/Cas9 系统可实现

对水稻特定基因的高效、可稳定遗传及特异性的定

点突变。Wang等利用CRISPR/Cas9基因组编辑技

术对小麦Ta MLO进行了定向突变，在原生质体和转

基因植物中的鉴定结果表明，突变只发生在A基因

组上，为小麦基因功能的研究以及培育小麦新品种

提供了一个全新的技术路线[34]。中国科学院遗传与

发育生物学研究所Liang等率先建立了玉米的TAL⁃
ENs和 CRISPR/Cas9基因定向编辑系统，并且在玉

米原生质体中比较了TALENs和CRISPR/Cas9诱导

ZmIPK 同一位点的突变效率，发现CRISPR/Cas9的

诱导突变为率为 13.1%，TALEN 的突变诱导率为
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9.1%[35]。中国农业科学院作物科学研究所谢传晓课

题组对CRISPR/Cas9系统进行了改良设计，利用双

元RNA向导的 CRISPR/Cas9系统分别对植物两个

MiRNA 基因的基因座 (MiR169a 和 MiR827a)Pri-
miRNA区域实现了人工删除，删除效率分别达到

20%和24%。

7 前景展望

7.1 敲除作物的目的基因

有了前人成功的案例，设想可以利用已知的玉

米的信息，根据自己的目的来对基因进行编辑，使其

发生缺失、插入和替换等。现在已知Opaque2(O2)野
生型玉米的胚乳呈现硬质透明的特点，当O2基因发

生隐形突变，突变体玉米的胚乳呈现粉质不透明的

特点。Mertz[36]等通过对玉米子粒胚乳氨基酸含量进

行分析，发现 o2突变玉米中的胚乳中赖氨酸的含量

比普通玉米提高了至少 70%，其余的氨基酸含量也

与正常玉米有所差异，也就是说 o2突变玉米有不一

样的氨基酸组成模式。为了提高玉米的品质，可以

利用CRISPR/Cas9技术对正常型玉米中的O2基因

进行编辑，采用敲除使其突变为 o2，最终达到获得

新型o2突变玉米的目的。除了o2突变体，前人还相

继发现了新的高赖氨酸玉米突变体，如 fl2、opaque7、

opaque6、De-30等。这些突变体也能够不同程度的

改变胚乳氨基酸的组成，增加赖氨酸的含量。

所有突变体中，opaque6基因突变导致赖氨酸的

含量最高，但是由于 o6基因隐性纯合体大多在苗期

死亡，很难在育种和生产上使用。o7基因表现较为

复杂的遗传方式，其胚乳表现似为一种阈值性状。

fl2基因表现半显性，遗传方式具有剂量效应。国际

玉米小麦改良中心(CIMMYT)专家在20世纪60年代

后期开展了高赖氨酸玉米材料的筛选工作。实践证

明，o2基因纯合突变体是用于高赖氨酸玉米育种的

最好选择[37]。

7.2 替换作物的目的基因

谢传晓课题组在之前研究的基础上，尝试采用

一个核定位表达的eGFP修改模板对TFL1基因的一

个特定区段在删除的基础之上进行定点替换。经过

一系列实验验证后，证实通过该实验成功地实现了

目标基因的替换，双元RNA向导的CRISPR/Cas9系
统技术可以作为目标基因替换的工具。该研究成果

可以应用于目标基因的定点定向替换，从而实现将

目标基因进行分子设计、遗传改良和生产应用。

7.3 可以作为病毒杀手

最新报道Cas9系统还可以作为病毒杀手保护

宿主。有研究小组将Cas9系统做了一定修改，将其

注入蚕卵，作为家蚕的免疫系统，使其能够识别并攻

击家蚕的核型多角体病毒。当病毒进攻到家蚕体内

时，该免疫系统就会将病毒撕碎，从而起到保护宿主

的作用。这项技术通过保护家蚕能够提高丝绸产

量，而且科学家也正在进一步研究证实其能够抵抗

人类病毒。

CRISPR/Cas9技术是现代研究作物遗传育种的

有效工具，应用该技术可以进一步提高作物的产量，

增强作物抗性及培育优质作物。该技术操作简单便

捷、成本较低，突变频率高，但是怎样合理的应用该

技术是一个值得思考的问题。
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