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　　摘要：ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统作为第３代人工核酸内切酶，已经成为继锌指核酸内切酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ，简称
ＺＦＮｓ）和类转录激活因子效应物核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒ－ｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅ，简称ＴＡＬＥＮｓ）之后的新型高效定
点的基因组编辑新技术。作为新型的基因编辑技术，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统拥有突变效率高、构建简单、花费成本低等特
点，自其出现之后，受到广泛关注且得到迅速发展，给植物基因组研究和遗传育种带来革命性的变革。目前，该技术已

经在多种单子叶植物中实现了基因组定点精确编辑，包括水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）、小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）、玉米（Ｚｅａ
ｍａｙｓ）等单子叶植物。
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　　基因组编辑技术是指将目的基因整合到宿主基因的特定
靶位点上，从而达到特异性的改造生物基因组 ＤＮＡ，是基因
功能研究的重要方法。基因组编辑技术通过构建人工核酸内

切酶将基因组靶位点双链 ＤＮＡ片段特异性切割开断裂
（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｏｋｅｎ，简称ＤＳＢ），继而使细胞内非同源末端
连接（ｎｏｎ－ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，简称 ＮＨＥＪ）和同源重组
（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，简称ＨＲ）这２种修复机制激活，断

裂ＤＮＡ片段得到修复，使该位点出现插入和缺失以及同源片
段重组，此过程不仅可以使基因发生突变也可实现同源重组，

可以说真正实现了对基因的编辑。目前，能对基因实现定点

精确编辑的技术主要有锌指核酸酶（ｚｉｎｃ－ｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，简
称ＺＦＮｓ）［１－２］、转录激活因子样效应物核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，简称 ＴＡＬＥＮｓ）［３－４］、成簇的规
律的间隔的短的回文重复序列和相关蛋白（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ／ＣＲＩＳＰＲ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ，简称ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９）［５－６］。
　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在应用方面与 ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ相比具
有巨大的优势，载体构建操作简单，对每１个基因靶位点修饰
只需合成１个靶标 ｓｇＲＮＡ，就能顺利实现对基因组精确定点
编辑，而ＺＦＮｓ、ＴＡＬＥＮｓ的编辑操作则相对繁琐复杂［７－８］；此

外，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统还拥有试验周期短、成本花费低、易于
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推广等特点。２０１３年，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统作为一种新的突破
性基因编辑技术出现，就得到迅速推广与应用。目前该系统

在水稻、小麦、玉米、高粱等单子叶植物基因组中成功实现了

精确定点编辑。

１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的基本结构

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统是细菌和古生菌在长期自然进化过程中
针对噬菌体、病毒和外源ＤＮＡ入侵进化形成的一种适应性免疫
防御系统，其结构也是长期自然选择的进化结果。约４０％的细

菌和９０％的古细菌都含有 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统［９－１０］。ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统由ＣＲＩＳＰＲ序列元件及其位点附近的一系列保守的
相关Ｃａｓ蛋白基因（ＣＲＩＳＰＲ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓ，简称Ｃａｓｇｅｎｅｓ）
组成。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的基因座结构相对简单（图１），主要由５′
端的ｔｒａｃｒＲＮＡ、Ｃａｓ蛋白编码基因、ＣＲＩＳＰＲ位点组成。不同物
种间ＣＲＩＳＰＲ位点数目与重复序列的数目也有所不同［１１－１３］，

但均包括３种序列（重复 －间隔序列、Ｃａｓ蛋白序列、前导序
列）。重复－间隔序列由多个相同的重复序列及穿插其间的
间隔序列组成，间隔序列可以特异性地识别外源ＤＮＡ。

１．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的３个主要类型
　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统可分为３种不同的类型：ＴｙｐｅⅠ、Ｔｙｐｅ
Ⅱ、ＴｙｐｅⅢ［１４－１５］。ＴｙｐｅⅠ系统是最复杂以及含有Ｃａｓ蛋白最
多的系统，主要分布于细菌和古细菌中，包含６个蛋白，核心
蛋白元件为Ｃａｓ３蛋白，具有核酸酶和解旋酶的功能。在防御
外源ＤＮＡ入侵时，多个Ｃａｓ蛋白与成熟的ｃｒＲＮＡ共同结合形
成ＣＲＩＳＰＲ相关病毒防御复合物 ＣＡＳＣＡＤ（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｃｏｍｐｌｅｘｆｏｒａｎｔｉｖｉｒｕｓｄｅｆｅｎｓｅ，简称 ＣＡＳＣＡＤ），在 ｃｒＲＮＡ的介
导下，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酶切，使其降解。

ＴｙｐｅⅡ系统主要分布于细菌中，结构组分简单，核心蛋
白元件为 Ｃａｓ９蛋白，Ｃａｓ９蛋白包含２个功能结构域，１个在
Ｎ端，有类似于 Ｒｕｃ核酸酶的活性；另 １个在中部，有类似
ＨＮＨ核酸酶的活性［１６］。Ⅱ型与其他２种类型有着截然不同
的区别，成熟的ｃｒＲＮＡ是在Ｃａｓ９蛋白独立参与下进行的，并
与之结合形成复合物，即可对入侵的噬菌体ＤＮＡ或是外源质
粒进行酶切、降解。目前Ⅱ型在 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统研究中最
为深入，而且是被改造的最成功的人工核酸酶［１７－１９］。

ＴｙｐｅⅢ系统主要分布于古细菌中，只有少数的细菌拥有
该类型。该系统的核心蛋白元件为 Ｃａｓ１０，具有 ＲＮＡ酶活性
和类似于ＴｙｐｅⅠ的ＣＡＳＣＡＤ功能，主要参与ｃｒＲＮＡ的成熟以
及外源核酸的降解。根据系统的靶标对象不同可将Ⅲ分成２
种亚型：ＴｙｐｅⅢＡ、ＴｙｐｅⅢＢ，前者的靶标对象为ｍＲＮＡ，后者为
ＤＮＡ，这也反映了自然界中的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的多态性。
１．２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的作用原理

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统通过使用 ＣＲＩＳＰＲＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）来指
导入侵核酸的沉默，为细菌和古细菌提供针对病毒和外源质

粒的适应性免疫。该适应性免疫系统依赖于由 ｃｒＲＮＡ所引
导的特异性序列和Ｃａｓ９蛋白的内切核酸酶活性来清除入侵
的病毒和质粒 ＤＮＡ，其主要作用过程可通过以下 ３步进
行［２０］：（１）间隔序列的获得。当外来的病毒或外源质粒入侵
细菌时，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统能鉴别入侵核酸中的几个保守的
紧邻靶区域下游的原始相邻碱基序列（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔ

ｍｏｔｉｆ，简称ＰＡＭ），然后将临近ＰＡＭ的间隔序列（ＰＡＭ，序列：
ＮＲＧ，其中Ｒ＝Ｇ／Ａ）修饰加工并整合到自身 ＣＲＩＳＰＲ基因座
中。（２）ＣＲＩＳＰＲ基因座的表达。ＣＲＩＳＰＲ基因座先被转录成
ｐｒｅ－ｃｒＲＮＡ，然后与 ｔｒａｃｒＲＮＡ形成一个双链复合物，Ｃａｓ９帮
助ＲＮａｓｅⅢ将复合物切割成小片段，即生成成熟的 ｃｒＲＮＡ。
（３）ＣＲＩＳＰＲ系统特异性降解入侵的外源核酸。成熟的
ｃｒＲＮＡ与ｔｒａｃｒＲＮＡ结合形成发夹 ＲＮＡ，发夹 ＲＮＡ再与 Ｃａｓ９
结合形成功能性复合物（Ｃａｓ９／ｃｒＲＮＡ／ｔｒａｃＲＮＡ），然后在成熟
的ｃｒＲＮＡ中的靶向核苷酸序列引导下将 Ｃａｓ９核酸内切酶结
合至入侵的ＤＮＡ的ＰＡＭ处互补靶位点上，Ｃａｓ９切割入侵的
外源ＤＮＡ靶序列，入侵的外源核酸被降解。
２０１２年，Ｊｉｎｅｋ等针对双链 ｔｒａｃｒＲＮＡ与 ｃｒＲＮＡ基因的功

能，设计出能模拟二者结合后形成发夹结构的单链引导 ＲＮＡ
（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，简称 ｓｇＲＮＡ），ｓｇＲＮＡ具备了 ｃｒＲＮＡ－
ｔｒａｃｒＲＮＡ复合物的功能，在ｓｇＲＮＡ－Ｃａｓ９系统中ｓｇＲＮＡ部分
能与Ｃａｓ９核酸内切酶结合并将后者引导至基因组上的靶位
点处进行结合与切割［２１］。与目前广泛使用的基于ＺＦＮｓ以及
ＴＡＬＥＮｓ的基因定点修饰技术相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的识
别机制赋予了该打靶系统在合成组装上无可比拟的优越性，

因其可以通过简单的替换一段短的 ＲＮＡ分子来改变其序列
识别的特异性，故而更为简便、经济。

２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的构建及在单子叶植物中的研究进展

２．１　植物Ｃａｓ９蛋白的优化选择
　　由于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统是细菌细胞所特有的，因此运用
这一系统实现对动植物细胞的编辑，必须借助细菌的

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统类型Ⅱ结构简单、便于
操作，对靶序列的切割只需 ｔｒａｃｒＲＮＡ、Ｐｒｅ－ｃｒＲＮＡ、Ｃａｓ９、
ＲＮａｓｅⅢ等４种成分。Ｃａｓ９基因来源于化脓性链球菌Ⅱ型
ＣＲＩＳＰＲ获得性免疫系统，编码区全长为 ４１０７ｂｐ［２１］。Ｃａｓ９
基因应用于真核生物基因组编辑还需要添加核定位信号，以

保证Ｃａｓ９蛋白能定位到细胞核［１７］。Ｃａｓ９基因在植物基因组
定点编辑时，目前主要采取植物密码子优化［１７，２２］，部分直接

使用动物密码子优化［２３－２４］。Ｆｅｎｇ等研究对水稻 ＳＰＰ、ＹＳＡ、
ＲＯＣ５基因进行了准确地定点编辑，通过对 Ｃａｓ９的密码子进
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行偏好性优化，在Ｃａｓ９碳端添加核定位信号，并用３５Ｓ启动
子驱动Ｃａｓ９表达，最后成功对基因进行了定点编辑［２５］。因

此对植物基因组的编辑过程中都采用了该类型。

２．２　植物的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９编辑载体系统的构建
目前大部分植物ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体系统采用常规的酶切

连接克隆方法构建Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ表达载体，只适合同时打靶单
个或少数几个靶点。Ｍａ等构建了一套适用于单子叶植物、双
子叶植物并可进行多靶点修饰的 ｐＹＬＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体系
统［２６］。该载体系统利用 ＰＣＲ扩增获得多个含不同靶序列的
ｓｇＲＮＡ表达盒，并通过基于Ⅱｓ型限制性内切酶（如 ＢｓａⅠ）的
ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅｌｉｇａｔｉｏｎ［２７］或者基于复合酶的 ＧｉｂｓｏｎＡｓｓｅｍｂｌｙ［２８］

克隆技术，一次性整合到 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９双元载体上。此外，
Ｏｒｅｌ等也设计了Ｇａｔｅｗａｙ双元Ｔ－ＤＮＡ载体来共表达Ｃａｓ９和
ｓｇＲＮＡ，并利用报告基因ＤＧＵ．ＵＳ来研究ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统能
否使双链ＤＮＡ发生断裂［２９］。研究结果表明，当二者被共转化

到水稻的愈伤组织时，只有含有报告基因的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系
统所转入的愈伤组织上含有ＧＵＳ着色点，对照只有报告基因
无ＧＵＳ着色点，说明ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在转入植物细胞中依
然有活性进行表达。其他的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体系统使用传统
的Ⅱ型限制性内切酶克隆方法，需要多轮克隆将少数几个
ｓｇＲＮＡ表达盒组装到ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９双元载体。

由于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统能使植物细胞中产生双链 ＤＮＡ
断裂，并且其基因编码区产生的大部分突变会产生移码或片

段缺失，可导致靶标基因的功能缺失，使植物遗传性状发生变

异。由此可见，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的构建能迅速提高其应用
与推广。

２．３　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在单子叶植物中性状改良与基因功
能的研究

目前由ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统所介导的植物基因组定点编辑
技术的应用主要有植物功能基因组学研究、农作物品种的优良

选育、有针对性地利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统来改造农作物品种，
提高植物的抗病性、提高产量等［３０］。目前该ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术已经被迅速推广及利用，并已经有多位研究者对该系统在水

稻、小麦、玉米和高粱等多种植物中的应用情况进行了综述，阐

述该技术在这些植物的基因组编辑中的应用以及可行性。

Ｊｉａｎｇ等利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统设计靶向水稻细菌性疫
病的易感基因的 ＯｓＳＷＥＥＴ１４和 ＯｓＳＷＥＥＴ１１的启动子区域，
并在水稻原生质体中实施转化，测序结果显示靶标位点发生

了定点突变［３１］。Ｘｉｅ等同样利用该技术也构建水稻３个不同
位点的 ｓｇＲＮＡｓ，检测的突变效率为３％ ～８％；此外，研究者
还发现构建 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在不完全匹配的基因组位点
存在脱靶效应，进一步分析表明 ｓｇＲＮＡ与靶标 ＤＮＡ的错配
位置是决定Ｃａｓ９／ｇＲＮＡ打靶特异性的关键因素［２３］。为了最

大限度地降低可能存在的脱靶效应的影响，应该谨慎选择

ｓｐａｃｅｒ序列，尽可能选择序列特异性较高的位置。此外，结合
植物研究的特点，针对同一个目标基因，分别使用不同的

ｓｐａｃｅｒ构建独立的基因敲除个体，进而综合分析试验结果是
排除偶然因素干扰试验结果的行之有效的方法。

　　Ｗａｎｇ等利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统实现了对小麦ＭＬＯ基因
的定向突变，即针对ＭＬＯ基因的单个拷贝设计ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
靶位点，在原生质体和转基因植物中的结果表明，突变只发生

在Ａ基因组上［３２］。结果表明，在多倍体的小麦中，利用基因

组编辑技术既可以同时突变多个拷贝，也可以特异地突变单

个基因拷贝。此外，该研究还利用基因组编辑系统引发的

ＤＮＡ自身修复途径非同源末端连接（ｎｏｎ－ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄ
ｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＨＥＪ）在小麦 ＭＬＯ位点实现了基因的定点插
入，插入的片段可以稳定遗传。Ｓｈａｒｍａ等利用面包小麦
（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）ＥＳＴ数据库中的１２０万条序列，采用严谨
型参数装配出２７２６８条ｃｏｎｔｉｇｓ。在２８３２条ｃｏｎｔｉｇｓ中鉴定出
３３２７条ＥＳＴ－ＳＳＲ和每个 ｃｏｎｔｉｇ中可能的 ＣＲＩＳＰＲ结合位
点，并指出利用 ＣＲＩＳＰＲ系统可能减少小麦植酸含量的重要
靶标基因［３３］。

　　Ｌｉａｎｇ等利用 ＴＡＬＥＮｓ、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９等２种技术对玉米
相关基因中分别进行了定点编辑，二者都在玉米原生质体获

得了很高的突变效率。此外还发现，这２种系统诱导玉米原
生质体靶基因突变的效率基本相似［３４］。Ｘｉｎｇ等同样也利用
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统实现了在原生质体中对玉米的高亲和性钾
转运蛋白基因（ＺｍＨＫＴ１）的定点编辑，同时也使 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统在转基因玉米植株中进行了稳定遗传［３５］。

　　试验结果表明，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统可以对单子叶植物的
单一外源基因、内源基因或是单子叶植物的多个基因进行定

向的基因编辑。然而，在应用过程中 Ｃａｓ９蛋白的修饰、启动
子的选择等要素对单子叶植物基因组编辑的效率影响完全不

同，这在设计 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的实际操作过程中须要注
意。以ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因组编辑技术正广泛应用于植物新
基因的功能研究，比反义基因和 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术的效
果更好。因此，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因组编辑技术将更广泛应用
于植物基础生物学研究和作物遗传改良中。

３　展望

　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术自２０１３年初开始被成功应用以来，已
被迅速应用于多种生物的研究，其在基因编辑中的优越性是

显而易见的，相较于传统的转基因技术而言是高效的、精准

的，相对于ＴＡＬＥＮｓ和ＺＦＮｓ技术而言，其操作更加简便、敲除
效率更高、基因编辑更加精准，大大降低了脱靶机率。最近美

国麻省理工学院和哈佛学院的张峰博士实验室又鉴定出２种
与Ｃａｓ９蛋白具有相似功能，同样来源于 ＣＲＩＳＰＲ系统的 Ｃｐｆ１
蛋白，形成了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃｐｆ１系统［３６］。Ｃｐｆ１的 ＰＡＭ特异性以
及切割方式都不同于 Ｃａｓ９，这一发现无疑是对基于 ＣＲＩＳＰＲ
的基因组编辑技术的重要补充。

　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９及其相关技术系统的发展随着植物功能基
因组研究的开展，以及对 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的深入研究，将
全面推动基因组编辑技术的发展，其应用领域必然会越来越

广。毫无疑问，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统将是一种强大而高效的辅
助工具，它的出现为植物基因工程的研究提供了一个新的想

法和思路，必将给植物基因组定点编辑和植物遗传育种带来

革命性的变革。
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