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提高 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统靶向编辑效率方法的研究进展
赵盼盼，王　丽，袁园园，常卫东，王林嵩
（河南师范大学生命科学学院，河南新乡４５３００７）

　　摘要：近年来，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统经过一系列改造后已成为继锌指核酸酶 ＺＦＮｓ和 ＴＡＬＥＮｓ后的新型高效定点编
辑的新技术，目前，该技术已成功应用于人类细胞、斑马鱼、小鼠以及细菌的基因组精确编辑，但是该技术在农作物等

植物中的应用还比较受限，且其脱靶效应等问题还有待解决。本文首先简要综述了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的发展历程、
结构组成和作用机制及其在农作物中的应用，进而综述了近年来探索出的提高ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统靶向编辑效率的方
法。最后，对基因组编辑技术在农作物和作物育种上的应用进行了展望。
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　　基因组编辑技术产生于２０世纪８０年代，在 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ
出现之前，科学家们只能通过对庞大的突变体库进行筛选，或

通过同源重组途径来对 ＤＮＡ进行编辑。由于细胞发生随机
同源重组的效率只有百万分之一，用同源重组方法进行基因

编辑耗时长、成本高，因此限制了基因组编辑技术的广泛应

用［１－２］。２１世纪初，科研人员相继开发出锌指核酸酶（ｚｉｎｃ
ｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，简称ＺＦＮｓ）技术和类转录激活因子效应物核
酸酶 （ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒ－ｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，简 称
ＴＡＬＥＮｓ）技术，基因组编辑技术得到迅速发展［３］。２０１３年
初，《Ｓｃｉｅｎｃｅ》《Ｎａｔｕｒｅ》《Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ》《Ｃｅｌｌ》等杂志几乎同时
报道了１种不依赖于 ＦｏｋⅠ核酸酶的基因组编辑技术———
ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ／ａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｎｕｃｌｅａｓｅ９（ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９），ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术具有多个
选择的靶向基因的位点，可实现多基因编辑，编辑的类型包括

基因的定点插入、小片段的缺失、多个位点同时突变、基因定
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点的插入／缺失ｉｎｄｅｌ突变等。与其他靶向编辑技术相比，还
具有精确可靠、设计简单、容易操作、成本低廉等优点。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术突破了基因编辑的瓶颈，为基因编辑提供
了一把精确的“手术刀”。该技术从发现至今发展迅速，正在

成为基因改造的重要方法。

１　发展简史

１９８７年日本大阪大学（ＯｓａｋｕａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ）学者 Ｉｓｈｉｎｏ在
研究大肠杆菌碱性磷酸酶基因时，发现该基因附近有１段由
简单重复序列组成的特异序列［３］。随后，研究者们在其他物

种也发现了类似序列，并给予了各种不同的命名：直接可变重

复（ｄｉｒｅｃｔｖａｒｉａｂｌｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＤＶＲ），串联重复（ｔａｎｄｅｍｒｅ
ｐｅａｔ，简称ＴＲＥＰ），长串联重复的重复（ｌｏｎｇｔａｎｄｅｍｌｙｒｅｐｅａｔｅｄ
ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ，简称ＬＴＲＲ），长串串联重复（ｌｏｎｇｃｌｕｓｔｅｒｓｏｆｔａｎｄｅｍ
ｒｅｐｅａｔｓ，简称ＬＣＴＲ），间隔穿插直接重复（ｓｐａｃｅｒｓｉｎｔｅｒｓｐｅｒｓｅｄ
ｄｉｒｅｃｔｒｅｐｅａｔｓ，简称ＳＰＩＤＲ）［４］。Ｍｏｊｉｃａ等在２０００年提出把类
似序列作为重复序列家族的一类成员，并将其命名为规律的

短间隔序列（ｓｈｏｒｔｒｅｇｕｌａｒｌｙｓｐａｃｅｄｒｅｐｅａｔｓ，简称 ＳＲＳＲｓ）。
２００２年，荷兰学者 Ｊａｎｓｅｎ分析该序列发现：它由长度不一
（２１～３７ｂｐ）的正向重复序列（ｒｅｐｅａｔｓ）与长度类似的间隔序
列（ｓｐａｃｅｒｓ）间隔排列而成，并将其命名为成簇的、规律间隔
的短回文重复序列（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎ
ｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ，简称ＣＲＩＳＰＲｓ），并在其附近发现ＣＲＩＳＰＲ相关
（ＣＲＩＳＰＲ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ，简称Ｃａｓ）基因，分析发现Ｃａｓ基因表达
产物与ＤＮＡ解螺旋酶及核酸酶具有高度同源性，提示Ｃａｓ蛋
白具有ＤＮＡ内切酶功能。到了２００５年，有３个研究小组发
现ＣＲＩＳＰＲ可能与微生物的免疫作用有关。２００７年，Ｂａｒ
ｒａｎｇｏｕ等首次利用试验证明了嗜热链球菌的 ＣＲＩＳＰＲ系统直
接参与细菌对噬菌体的适应性免疫反应。２０１２年，Ｊｉｎｅｋ等
对细菌的Ⅱ型 ＣＲＩＳＰＲ系统进行改造和优化，成功地在体外
定点切割了环状质粒ＤＮＡ和线性寡聚核苷酸片段，并证明将
分开作用的ｃｒＲＮＡ、ｔｒａｃｒＲＮＡ通过１段 ｌｉｎｋｅｒ连接成１条单
一向导ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅ－ｇｕｉｄｅＲＮＡ，简称 ｓｇＲＮＡ），仍然能高效
地介导Ｃａｓ９蛋白对ＤＮＡ的定点切割。近年来ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统被应用到真核生物中，引起了一场遗传操作的革命性改

变。２０１３年，麻省理工学院张锋团队和哈佛大学Ｃｈｕｒｃｈ团队
在《Ｓｃｉｅｎｃｅ》杂志上同时发表了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在哺乳动
物细胞中的应用，多个靶向 ｓｇＲＮＡｓ可以同时对基因组的多
个位点进行识别，并通过Ｃａｓ９作用产生断裂，通过ＤＮＡ修复
系统的不精确修复在多个断裂点周围同时引发突变，从而使

之作为一种基因编辑方法投入应用。２０１４年，Ｎｉｓｈｉｍａｓｕ等
解析了Ｃａｓ９、ｓｇＲＮＡ和ＤＮＡ复合体的晶体结构，为 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术的进一步改进提供了研究条件［３］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统介导的基因组编辑，是继ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ后的第３代基因
组编辑技术。该技术已在拟南芥、烟草、高粱和水稻等多个物

种中实现了基因组编辑［５］。鉴于此，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术展现
出了广阔的应用前景，并受到众多分子生物学家的青睐，但该

技术的脱靶效应是基因靶向过程中受到广泛关注的一个重要

问题，因此如何改善和提高基因组编辑效率，同时最大限度降

低脱靶风险成为了亟待解决的问题。

２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的组成、结构及作用机制

ＣＲＩＳＰＲ基因座结构包括５′端的 ｔｒａｃｒＲＮＡ（ｔｒａｎｓ－ａｃｔｉｖａ
ｔｉｎｇｃｒＲＮＡ）基因，中间是一系列 Ｃａｓ蛋白编码基因（包括
Ｃａｓ１、Ｃａｓ２、Ｃｓｎ２和 Ｃａｓ９等），３′端由启动子区域、大量 ｓｐａｃ
ｅｒｓ、ｒｅｐｅａｔｓ顺序构成。ＣＲＩＳＰＲ上游的前导序列启动 ＣＲＩＳＰＲ
序列的转录，转录产物为ｐｒｅｃｒＲＮＡ，接下来ｐｒｅｃｒＲＮＡ在 Ｃａｓ９
和核酸酶的作用下被剪切为成熟的 ｃｒＲＮＡ，ｃｒＲＮＡ以碱基互
补配对的方式与 ｔｒａｃｒＲＮＡ结合为 ｔｒａｃｒＲＮＡ：ｃｒＲＮＡ复合体，
ｔｒａｃｒＲＮＡ：ｃｒＲＮＡ复合体与Ｃａｓ９核酸酶形成ＲＮＡ－蛋白质复
合体，由ｃｒＲＮＡ中的特异性序列引导至临近前体间隔序列毗
邻基序（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ，简称 ＰＡＭ）的靶位点，
ｃｒＲＮＡ中的引导序列与靶位点 ＤＮＡ碱基互补配对结合并启
动Ｃａｓ９核酸酶切割ＤＮＡ双链，Ｃａｓ９蛋白的ＨＮＨ核酸酶结构
域剪切互补链，而Ｃａｓ９的 ＲｕｖＣＩ结构域剪切非互补链，进而
在靶位点产生ＤＮＡ双链断裂（ＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，简称
ＤＳＢ），然后利用细胞的非同源性末端连接（ｎｏｎ－ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，简称 ＮＨＥＪ）或同源重组（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａ
ｔｉｏｎ，简称 ＨＲ）修复机制对断裂的 ＤＮＡ进行插入、缺失（Ｉｎ
ｄｅｌ）、修复（Ｒｅｐａｉｒ）或替换（Ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ）。与 ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ
相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术的优势是可针对多个基因设计ｓｇＲＮＡ
并在１次打靶中同时完成多基因编辑。根据Ｃａｓ９可多位点同
时打靶的特点，在待删除片段两端设计 ｓｇＲＮＡ，１次打靶便可
实现片段的定向删除，这一特点可满足基因簇删除、多基因删

除、调控区域删除、外源标记基因的大片段删除等的需求［６］。

３　提高ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶向效率的方法

自ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９编辑技术投入使用至今，研究者们一直
在探索提高该技术靶向效率的方法。有研究者指出，通过调

节Ｃａｓ９核酸酶和ｓｇＲＮＡ浓度可降低脱靶风险，但浓度降低
后，相应基因组编辑能力会减弱［７］。Ｚｈａｎｇ等分别通过定性、
定量的方法系统地比较了ＰＡＭ对基因组编辑效率的影响，并
发现编辑效率依次是 ＮＧＧ＞ＮＧＡ＞ＮＡＧ（Ｎ＝Ａ、Ｔ、Ｃ或
Ｇ）［８］。考虑到细胞在ＤＮＡ修复过程中ＮＨＥＪ、ＨＤＲ是２个相
互拮抗的过程，多个研究组通过体外筛选找到小分子化合物

对ＮＨＥＪ过程进行抑制，从而达到了增强ＨＤＲ过程提高定点
敲入效率的目的。Ｍａｒｕｙａｍａ等通过小分子抑制剂 Ｓｃｒ７抑制
ＮＨＥＪ修复途径中的连接酶Ⅳ，大大提高了 ＨＲ效率，为 ＨＲ
介导的基因组编辑更广泛地应用奠定了基础［９－１０］。ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９的脱靶效应在研究中造成的诸多不确定性，无疑制约了
该技术的广泛应用。脱靶率的高低不仅取决于不同的基因编

辑平台（目前对于各种基因组编辑平台脱靶率的比较还没有

确切的结论），也同样受靶向序列、细胞类型、基因编辑工具

在细胞内的表达时间和强度、载体的选择以及脱靶率的检测

方法等影响。笔者主要从提高 ｓｇＲＮＡ的特异性、改造 Ｃａｓ９
蛋白结构以及载体的选择与构建 ３个方面介绍了提高
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术靶向效率的方法。
３．１　提高ｓｇＲＮＡ的特异性

靶向ｓｇＲＮＡ的设计对于 ＤＮＡ片段的编辑效率尤为重
要。由于ｓｇＲＮＡ载体设计的简易性，研究者可针对１个基因
设计多个ｓｇＲＮＡ，并可结合阵列试验构建ｓｇＲＮＡ文库用于功
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能基因筛选。有关 ｓｇＲＮＡ文库设计的相关综述详见谢胜松
等的报道［１１］。２０１２年，Ｊｉｎｅｋ等将 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统中
ｃｒＲＮＡ、ｔｒａｃｒＲＮＡ２个非编码 ＲＮＡ改造成 １个 ＲＮＡ，即
ｓｇＲＮＡ，它能够指导 Ｃａｓ９蛋白对特定的 ＤＮＡ序列进行靶向
断裂，为 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的广泛应用奠定基础［３］。靶向

ｓｇＲＮＡ序列可以选择 ＧＣ含量高一些的序列，尽量使碱基分
布均匀，靶点尽量选择在 ＤＮＡ超敏位点，这样可以更好地实
现 Ｃａｓ９对 ＤＮＡ片段的切割［１２］。Ｄｏｅｎｃｈ等系统性研究了
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统介导的基因组编辑效率，并对 １８４１条
ｓｇＲＮＡ进行比较，发现若 ｓｇＲＮＡ的３′末端第２０位碱基为 Ｇ
和第１６位碱基为Ｃ时，基因组编辑效率较高，若第２０位碱基
为Ｃ、第１６位碱基为 Ｇ时，则基因组编辑效率低；若 ｓｇＲＮＡ
第３位碱基为Ａ，其基因组编辑效率比该位置为Ｃ时高；若第
１８、１９位碱基为Ｔ，其基因组编辑效率则相对较低［１３］。这一

研究为设计高效的 ｓｇＲＮＡ提供了强大的实验数据支持。还
有的研究者发现在 ｓｇＲＮＡ的５′端额外增加２个 Ｇ后能够显
著提高ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的特异性［１４］。此外，也有研究者尝

试缩短ｓｇＲＮＡ的长度来提高其特异性，Ｆｕ等使用１７～１８ｎｔ
的“ｔｒｕｎｃａｔｅｄｓｇＲＮＡ”进行基因打靶发现不会影响其活性，但
可显著降低脱靶风险［１５］。

３．２　通过改造Ｃａｓ９蛋白结构降低脱靶效应
为降低ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的脱靶效应，有的研究者对野

生型的Ｃａｓ９进行了改造，使其中１个结构域失活，并得到突
变型Ｄ１０ＡＣａｓ９切口酶和 Ｈ８４０ＡＣａｓ９切口酶。野生型的
Ｃａｓ９蛋白有２个内切酶活性结构域，而Ｃａｓ９的其中１个结构
域失活只能切割ＤＮＡ单链，产生１个单链切口，Ｃａｓ９蛋白经
过这一改造，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术应用时就需要设计 ２条
ｓｇＲＮＡ，２条ｓｇＲＮＡ分别结合不同的 ＤＮＡ链，突变体切口酶
Ｄ１０ＡＣａｓ９或Ｈ８４０ＡＣａｓ９会在每个 ｓｇＲＮＡ结合的地方造成
单链缺口，２个相邻的单链切口会形成１个 ＤＳＢ。这种单链
切口酶的优点在于，如果１条 ｓｇＲＮＡ发生错配，只会形成１
个切口，不会形成 ＤＳＢ，这种情况下细胞会自动将其修复正
常；如果２条 ｓｇＲＮＡ同时错配，那么形成双链断裂的脱靶几
率会很小，这就极大地提高了靶点的专一性。张锋课题组用

这一方法对靶向ＤＮＡ进行切割，发现该策略可使脱靶效应降
至１／１０００［３］。另有研究指出，将该方法和适当缩短 ｓｇＲＮＡ
的靶标序列相结合，能够进一步降低脱靶效应［１５］。随后，研

究者将Ｃａｓ９蛋白的核酸酶结构域突变，产生失活的ｄＣａｓ９，然
后将 ｄＣａｓ９与 ＦｏｋⅠ核酸酶结合形成融合蛋白（ＦｏｋⅠ －
ｄＣａｓ９），发现只有当２个融合蛋白单体彼此靠近并形成二聚
体时才能行使切割功能，简单过程是 ２个 ｓｇＲＮＡ分别引导
ｄＣａｓ９－ＦｏｋⅠ结合到相距１５～２０ｂｐ的靶ＤＮＡ区域，ＦｏｋⅠ实
现二聚化而被激活，对中间的 ＤＮＡ序列进行切割，产生双链
末端断裂。Ｔｓａｉ等报道了ｄＣａｓ９－ＦｏｋⅠ融合蛋白可有效降低
ＣＲＩＳＰＲ的脱靶效应至 １／５０００［１６］。此外，研究者还对 Ｃａｓ９
蛋白进行适当的修饰（如加上信号肽，或标签蛋白）［１７－１９］，用

来提高基因组编辑效率。

３．３　选择构建合适的载体
如何有效地将 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因组编辑质粒准确地靶

向运输到特定的细胞、组织和器官中，实现精确导向的基因编

辑，也是提高 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶向效率应考虑的重要因素，尤

其在基因治疗领域成为了当今一大难题。在体外对一些细胞

进行基因组编辑，可以用电穿孔或病毒载体将 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
基因组编辑质粒转入细胞之中。电穿孔的方法进行基因转染

对细胞的损伤较大，这些细胞在体外经过电穿孔处理后，细胞

的活力可能会降低，回输到体内后达不到理想的效果。病毒

载体如逆转录病毒载体、慢病毒载体、腺病毒载体等在体外应

用比较广泛［２０－２１］。将 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统与腺病毒
（ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，简称ＡＡＶ）系统相结合，成功地对小
鼠脑细胞进行了基因编辑，还构建了肺腺癌小鼠模型。也有

报道利用ＡＡＶ递送 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统，成功地对
小鼠脑部神经细胞的多个基因进行编辑，并观察到了小鼠行

为上的变化［２２］。此外，纳米颗粒和脂质体也是一种颇具前景

的递送工具［２３－２４］。在农作物等植物中，则载体的选择比较单

一，一般会构建含有分别驱动 Ｃａｓ９（如３５Ｓ）、ｓｇＲＮＡ（如：Ｕ６
或Ｕ３）表达的启动子序列、密码子优化的Ｃａｓ９以及设计好的
ｓｇＲＮＡ的表达载体，可以将 Ｃａｓ９、ｓｇＲＮＡ构建到同一表达载
体，也可以构建为不同的表达载体。Ｕｐａｄｈｙａｙ等在烟草细胞
中比较了ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９核酸酶构建到同一个载体或分别构建
到不同的２个载体表达对突变效率的影响，结果表明，在构建
到同一载体中表达的突变效率显著高于分别构建到不同载体

中表达的突变效率［１９］。

４　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在农作物中的应用

为了检测ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统能否应用于植物细胞，Ｏｒｅｌ
等设计 Ｇａｔｅｗａｙ双元 Ｔ－ＤＮＡ表达载体来共表达 Ｃａｓ９、
ｓｇＲＮＡ，利用外源报告基因 ＤＧＵ．ＵＳ研究 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
在水稻的愈伤组织中能否产生双链 ＤＮＡ断裂。结果发现当
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统、ＤＧＵ．ＵＳ报告基因共转化到水稻的愈伤
组织时，在愈伤组织上发现 ＧＵＳ的着色点，而只有报告基因
转入的愈伤组织上则无ＧＵＳ着色点［２５］。由此可知，ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统能够在植物细胞中产生双链 ＤＮＡ断裂，这是该系
统在动物、人之后成功应用于植物中进行外源基因编辑，并且

明显简化了试验过程。我国学者利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术成
功剔除了１个基因，使小麦获得白粉病抗性，进而在小麦抗病
关键生物技术领域取得重要进展，并第１次在１个多倍体物
种中证明了可以对多个部分同源的基因同时并准确进行编

辑，而在水稻上使４个基因功能失活的试验，则意味着该技术
可以用于水稻这种重要农作物的改良［１７，２６］。此外，该技术在

玉米、高粱、甜橙、大豆、马铃薯、番茄等农作物中均实现了基

因的定点编辑甚至多位点的精确编辑［２７－２８］。但在这些农作

物中只有水稻得到了稳定的突变体植株，其余物种均是通过

原生质体或者叶片注射等瞬时验证系统证明了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统在植物细胞中的可行性［２９］。

５　展望

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９作为一种新型的基因靶向修饰技术，虽然
其应用尚处起步阶段，但相比于 ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ技术的耗时、
耗力以及设计繁琐等缺点而言，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９以其设计简单、
耗时短、试验操作性强等优势而备受科研人员青睐。２０１４年
初，《ＮａｔｕｒｅＭｅｔｈｏｄｓ》将 ＴＡＬＥＮｓ和 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术评为
２０１４年值得关注技术，但同时也明确指出了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的
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脱靶现象，我们相信随着科研人员对改善脱靶效应方法的不

断探索研究，不久的将来 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统将更好地帮助研
究者们了解基因的功能，探索基因组的奥秘。除了应用于植

物功能基因组研究，基因组编辑技术还可以应用于农作物品

种改良［３０］，便于育种工作者加快培育更优质、高产、多抗性的

农作物优良品种。例如：通过基因组编辑技术将花粉或花药

发育相关的基因进行定点突变，可以人工创制隐性核雄性不

育材料，进一步用于农作物杂种优势的利用。如何改造该技

术及供体基因载体的设计，利用ＨＤＲ在基因组特定位点引入
功能基因，这将是今后 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术重点发展的方向，
一旦获得突破必将使该技术在农作物改良方面起到更大的作

用。除了技术方面仍存在的问题（例如如何更完善地提高靶

向效率，更精确地脱靶效应评估体系的研发等），作物育种方

面面临的最大问题在于通过该技术产生的植物和相关产物是

否受转基因相关法律约束，这更引发了知识产权保护和法律、

社会伦理等诸多领域问题的思考。总之，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术
在农作物中的应用，既是机遇又充满了挑战。
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