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　 　 摘要:　 病原体引起的作物病害日益增多ꎬ严重威胁世界粮食安全ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 等基因组编辑技术能够实现

基因组 ＤＮＡ 片段插入或缺失、碱基编辑以及基因表达调控ꎬ已成为作物抗病育种的重要方法ꎮ 植物具有模式触发

免疫反应(ＰＴＩ)和效应子触发免疫反应(ＥＴＩ)两层免疫机制ꎬ相关基因可分为抗性基因(Ｒ)和感病基因(Ｓ)ꎮ 通过

基因组编辑技术改造 Ｒ 基因或 Ｓ 基因ꎬ能够改良作物对病原体的抗性ꎬ以及定向降解病毒基因组可增强作物对病

毒的抗性ꎮ 水稻、小麦、番茄等作物已成功运用基因组编辑技术改良抗病性ꎮ 基因组编辑技术发展迅速ꎬ效率不断

提高ꎬ但仍应在相关法规的监管下依法进行研究ꎮ 本文介绍了作物的抗病免疫机制和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术在基因组

编辑中的应用ꎬ总结了改良作物抗病性的基因组编辑策略以及利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术提高作物抗病性的研究现状ꎬ
并展望了 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术在改良作物抗病性中的发展前景ꎮ
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ｌｙꎬ ｗｅ ｐｒｏｓｐｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｆｕｔｕｒｅ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ｃｒｏｐ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓꎻ ｃｒｏｐ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　 　 随着人口增加和耕地面积减少ꎬ世界粮食安全

面临着巨大挑战[１]ꎮ 病毒、细菌、真菌等病原体不

断侵害农作物ꎬ导致粮食产量严重降低ꎮ 培育抗病

品种是安全高效的病害防治策略ꎮ 杂交、诱变和转

基因等是目前作物抗病性改良的主要方法ꎮ
然而ꎬ生物技术日新月异ꎬ尤其是基因组编辑技

术备受科学家们的关注ꎮ 该技术是一种精确修饰基

因组特定区域的方法ꎬ可以使基因组中靶位点的

ＤＮＡ 片段发生缺失、插入以及碱基替换等变异[２]ꎮ
基因组的精确编辑和调控对于探索特定基因的功能

至关重要ꎬ而且为改良作物抗病性和其他多种农艺

性状提供了有力的工具ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术(Ｃｌｕｓ￣
ｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ /
ＣＲＩＳＰＲ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ９ꎬ规律成簇间隔短回文重

复序列 / ＣＲＩＳＰＲ 相关蛋白 ９)的发明更是开启了基

因组编辑的新时代[３]ꎮ 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 培育作

物新品种需要的年限比使用回交和标记辅助选择更

少ꎬ而且在农艺性状上优于渐渗杂交品种[４]ꎮ 由此

可见ꎬ基因组编辑技术在作物抗病性改良中的应用

前景十分广阔ꎮ

１　 植物抗病免疫机制

植物没有专门的免疫细胞或组织器官ꎬ依靠先

天的免疫反应来抵御潜在的致病微生物或害虫ꎮ 植

物一般具有两层免疫系统ꎬ分别是模式触发免疫反

应(ＰＲＲ￣ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬＰＴＩ)和效应子触发免疫

反应(Ｅｆｆｅｃｔｏｒ￣ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙꎬＥＴＩ) [５]ꎮ
ＰＴＩ 依靠细胞膜定位的模式识别受体 ＰＲＲ

(Ｐａｔｔｅｒｎ￣ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ)感知外源病原体相关

分 子 模 式 ( Ｐａｔｈｏｇｅｎ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎꎬ
ＰＡＭＰ)或微生物相关分子模式(Ｍｉｃｒｏｂｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎꎬＭＡＭＰ)ꎬ触发植物的免疫反应ꎮ
例如ꎬｆｌｇ２２ 是广泛存在于革兰氏阴性细菌鞭毛蛋白

Ｎ 端的一段保守性极高的区域ꎬ大多数高等植物都

可以通过 ＦＬＳ２ 识别该区域并激活防御性反应[６]ꎮ
当病原体分泌的效应子克服 ＰＴＩ 时ꎬ植物细胞

内免疫受体会特异性识别效应子并引发 ＥＴＩꎮ 目前

普遍认为植物 ＥＴＩ 是比 ＰＴＩ 更快、更强的免疫反应ꎬ
甚至是可能导致局部坏死的过敏反应(ＨＲ) [７]ꎬ是

植物重要的专化性免疫机制ꎮ ＥＴＩ 主要依赖 Ｒ 基因

(Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ) 编码的 ＮＬＲ(Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ￣
ｌｅｕｃｉｎｅ ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ)家族蛋白质识别病原体效应子ꎬ
并激活相关的防御进程[８]ꎮ 例如ꎬ在拟南芥中 ＲＩＮ４
是 ３ 种不同的外源效应子(ＡｖｒＲｐｍ１、ＡｖｒＢ 和 Ａｖｒ￣
Ｒｐｔ２)结合靶点ꎬ而 ＮＢ￣ＬＲＲ 蛋白(ＲＰＭ１ 和 ＲＰＳ２)
识别这些效应子触发免疫反应[９]ꎮ

２　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 在基因组编辑中的应
用

　 　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 最初是在细菌体内发现的ꎬ是细菌

用来识别和抵抗噬菌体等病原体入侵的防御系

统[１０]ꎮ 该系统被改造成人工核酸内切酶ꎬ广泛用于

多个物种的基因组编辑[１１]ꎬ编辑类型包括 ＩｎＤｅｌ、染
色体片段插入或移除、碱基编辑、基因表达调控等

(图 １)ꎮ
２.１　 小片段插入 /缺失(ＩｎＤｅｌ)

在基因组中引入 ＩｎＤｅｌ 是最简单和使用最广泛

的基因组编辑方式ꎮ 此方式通过识别特异性的目标

位点产生 ＤＮＡ 双链断裂 ( Ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄｅｄ ｂｒｅａｋꎬ
ＤＳＢ)ꎬ然后经内源 ＤＮＡ 修复机制来实现基因编辑ꎮ
最常见的修复途径是非同源末端连接(Ｎｏｎ￣ｈｏｍｏｌｏ￣
ｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＨＥＪ)ꎬ其易出错的特性会导致目

标区域内出现小的 ＩｎＤｅｌ[１２]ꎮ
２.２　 染色体片段移除和多位点编辑

在同一染色体区域内诱导 ２ 个 ＤＳＢ 可进行大

片段 ＤＮＡ 的切除ꎬ实现完全的基因缺失ꎬ甚至是包

含基 因 簇 的 染 色 体 片 段 缺 失[１３]ꎮ 在 水 稻 中ꎬ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 已 实 现 ２４５ ｋｂ 染 色 体 片 段 的 移

除[１４]ꎮ 此外ꎬ通过表达与基因家族中保守区域相匹

配的单个 ｇＲＮＡ 或针对不同位点的多个 ｇＲＮＡꎬ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 可同时编辑多个基因[１５￣１７]ꎮ
２.３　 基因插入和替换

基因组编辑技术可通过 ＮＨＥＪ 或同源介导修复

(Ｈｏｍｏｌｏｇｙ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒꎬＨＤＲ)途径进行基因插入

或替换[１３]ꎮ ＮＨＥＪ 通常自发地在靶点进行 ＤＳＢ 修

复整合供体片段ꎬ而 ＨＤＲ 需要 ｇＲＮＡ、Ｃａｓ 和一个与

靶点边界序列同源的供体修复模板的协同作用[１８]ꎮ
通过 ＨＤＲ 进行基因替换可以在特定的位点无缝地
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整合新基因ꎬ而不会导致不想要的突变[１９]ꎮ 然而ꎬ
在植物中自然发生的 ＤＮＡ 修复大多数是 ＮＨＥＪꎮ 研

究发现将 ＮＨＥＪ 与内含子靶向切割结合的基因组编

辑策略可以避免蛋白质编码序列中不需要的突

变[１８]ꎮ

Ａ:小片段插入 / 缺失(ＩｎＤｅｌ)ꎻＢ:染色体片段移除ꎻＣ:染色体片段插入ꎻＤ:碱基编辑(胞嘧啶编辑器)ꎻＥ:转录激活或抑制ꎮ ＤＳＢ:ＤＮＡ 双链断

裂ꎻＮＨＥＪ:非同源末端连接ꎮ
图 １　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在基因组编辑中的应用

Ｆｉｇ.１　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｉｎ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ

２.４　 碱基编辑

胞嘧啶碱基编辑器(Ｃｙｔｏｓｉｎｅ ｂａｓｅｅｄｉｔｏｒꎬＣＢＥ)
和腺嘌呤碱基编辑器(Ａｄｅｎｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒꎬＡＢＥ)的
发明使得 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 基因组编辑工具的应用更加

广泛[２０]ꎮ 这种方法无需诱导 ＤＳＢ 便可以实现基因

组的碱基编辑ꎬ而且不依赖于 ＮＨＥＪ / ＨＤＲꎮ ＣＢＥ 由

胞苷脱氨酶与 ｎＣａｓ９ 和尿嘧啶糖基化酶抑制剂融合

而成[２１]ꎬ基于人类 ＡＰＯＢＥＣ３Ａ 的编辑器已能够有

效地将小麦、水稻和马铃薯中的 Ｃ 转换为 Ｔ[２０]ꎮ
Ｇａｕｄｅｌｌｉ 等[２２]随后开发了 ＡＢＥꎬ介导基因组 ＤＮＡ 中

Ａ 到 Ｇ 的转换ꎮ 第七代 ＡＢＥ(７.１０)在水稻和小麦

中实现了高达 ６０％的 Ａ￣Ｇ 转换效率[２３]ꎮ
２.５　 基因转录调节和表观基因组编辑

基因表达水平的调控除了通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 编

辑转录调控元件(包括启动子、转录因子、增强子

等)ꎬ还可以在不改变基因组序列的条件下通过修

饰转录组或表观基因组来实现[２４]ꎮ
基因表达干扰技术 ＣＲＩＳＰＲｉꎬ通过 ＣＲＩＳＰＲ /

ｄＣａｓ９(丧失内切酶活性的 Ｃａｓ９)靶定启动子区域抑

制转录因子的初始结合或在靶定的编码区阻断

ＲＮＡ 聚合酶的延伸来抑制基因转录ꎬ达到基因敲除

的目的[２５]ꎮ 利用 ＣＲＩＳＰＲ 招募 ＳＲＤＸ 等转录抑制

因子ꎬ可以提高抑制效率[２６]ꎮ 相反地ꎬ当激活因子

通过 ＣＲＩＳＰＲ 募集时ꎬ基因表达量增加[２４]ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ 技术利用甲基转移酶和乙酰化酶可

以修饰表观基因组ꎬ从而调节基因转录[２４]ꎮ 在植物中ꎬ
ＤＮＡ 甲基化和去甲基化已经成功地通过 ＳｕｎＴａｇ 系统

分别实现基因沉默和激活[２７￣２８]ꎮ 此外ꎬ靶定 ＲＮＡ 的

ＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ 系统(如 Ｃａｓ１３ 和 ＲＮＡ 靶向 Ｃａｓ９)可以靶

向降解 ＲＮＡꎬ甚至精确编辑 ＲＮＡ 序列[２９]ꎮ
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３　 改良作物抗病性的策略

通过传统育种方法将自然变异的优良 Ｒ 基因

导入新品种需要很长的育种年限ꎮ 人为地引入随机

突变也能够发掘新的优良等位基因ꎬ但这需要花费

大量的时间来筛选突变体ꎮ 转基因技术虽然高效ꎬ
但受到政策的严格监管ꎬ应用受到限制ꎮ 然而ꎬ基因

组编辑技术的出现ꎬ克服了以往方法的局限性ꎬ尤其

是 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术可以高效地实现特定位点的突

变[３０]ꎮ 通过基因组编辑调节特定的植物防御机制ꎬ
是目前提高植物抗病性最有效的措施之一ꎮ 其应用

策略(表 １)包括修饰 Ｒ 基因、改造 Ｓ 基因和直接靶

向降解病毒基因组ꎮ

表 １　 基因组编辑改良作物抗病性的策略

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｃｒｏｐ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ ｇｅｎｏｍｅ
ｅｄｉｔｉｎｇ

策略　 　 编辑方法　 　

修饰 Ｒ 基因 (１)编辑已知 Ｒ 基因的病原体识别位点ꎬ提高
识别活性ꎻ(２)替换 Ｒ 基因的识别区域ꎬ使其
识别非特异性的病原体效应子ꎻ(３)提高 Ｒ 基
因表达水平ꎮ

改造 Ｓ 基因 (１)突变 Ｓ 基因的效应子识别位点ꎻ(２)移除
或失活免疫负调节因子ꎻ(３)抑制 Ｓ 基因表达ꎮ

靶向降解病毒
基因组

将 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统转化到作物体内表达ꎬ特
异性切割病毒 ＤＮＡ 或 ＲＮＡꎮ

３.１　 修饰 Ｒ 基因

Ｒ 基因已被广泛应用于作物抗病育种中ꎮ 育种

家可以通过基因重组ꎬ将 Ｒ 基因导入或聚合到优良

品种中ꎬ也可以利用基因工程技术进行 Ｒ 基因转

化ꎬ增强作物抗病性[３１]ꎮ ＮＬＲ 类蛋白质参与了对多

种病原体的防御ꎬ但单一种类的识别范围往往很窄ꎮ
自然变异和自然选择会导致病原体效应子多样化ꎬ
使它们能够演变出克服 Ｒ 基因的变种或生理小

种[１３]ꎮ 因此ꎬ人工设计识别范围更广的 ＮＬＲ 变体

是改良作物抗病性的一种有效方法ꎮ
研究结果表明ꎬ变异的番茄 Ｉ２ 免疫受体(ＮＬＲ)

具有新的识别活性ꎬ其识别的效应子种类增加ꎬ提高

了番茄对致病疫霉(Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ ｉｎｆｅｓｔａｎｓ)和尖孢镰

刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｆ. ｓｐ. ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ)等不同病

原体的抗病性[３２]ꎮ 除了突变效应子的直接受体ꎬ利
用效应子靶标改造非特异性的 ＮＬＲ 可以增强免疫

反应ꎮ 例如ꎬ拟南芥 ＰＢＳ１ 特异性地识别 ＡｖｒＰｐｈＢ
激活 ＥＴＩꎬ而 ＲＩＮ４ 是效应子 ＡｖｒＲｐｔ２ 和 ＡｖｒＲｐｍ１ 的

靶标ꎬＫｉｍ 等[３３]将 ＰＢＳ１ 中效应子结合位点替换成

ＲＩＮ４ 的效应子结合位点 ( ＲＩＮ４ ｃｌｅａｖａｇｅ ｓｉｔｅ ２ꎬ
ＲＣＳ２)ꎬ使 ＰＢＳ１ＲＣＳ２ 能够识别效应子 ＡｖｒＲｐｔ２ꎬ从而

引发植物的免疫反应ꎮ 随着我们对植物 Ｒ 基因功

能和分子机理认识的不断深入ꎬ未来将可以通过人

工设计免疫受体以提高作物抗病性ꎮ
３.２　 改造 Ｓ 基因

Ｓ 基因(Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｇｅｎｅ)编码产物既可能是免

疫的负调节因子ꎬ也可能是与寄主植物发育有关的

蛋白质ꎮ 病原体可以操纵 Ｓ 基因来抑制植物免疫反

应或促进病原体生长和扩散ꎮ Ｓ 基因的移除或失活

会阻碍病原体在宿主中建立易感状态并导致致病力

减弱ꎬ增强植物的抗病性[３４]ꎬ这种策略减慢了病原

体克服植物免疫的进程ꎬ对病原体的选择压力较小ꎬ
其产生的抗病性比 Ｒ 基因的抗病性更持久ꎮ

水稻 Ｐｉ２１ 是 Ｓ 基因的典型代表ꎬＰｉ２１ 蛋白包含

一个重金属相关(ＨＭＡ)结构域ꎬ与稻瘟病效应子

ＡＶＲ￣Ｐｉｋ、ＡＶＲ￣Ｐｉａ 和 ＡＶＲ￣Ｃｏ３９ 靶向结合的结构域

相似[１３]ꎮ Ｆｕｋｕｏｋａ 等[３５]发现 Ｐｉ２１ 在编码富含脯氨

酸的 Ｃ 端带有小片段缺失的自然等位基因产生了

对稻瘟病的隐性抗性ꎬ将其通过杂交手段导入水稻

优良品种中ꎬ与其紧密连锁的基因会引起稻米食用

品质下降ꎮ 而利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术可以精准编

辑 Ｐｉ２１ꎬ定向改良水稻稻瘟病抗性却不影响稻米的

食用品质[１６]ꎮ
３.３　 直接靶向降解病毒基因组

植物大约一半的病害是由病毒引起ꎬ造成了全

球农业生产的巨大损失[２０]ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统本身

就是一种防御机制ꎬ负责切割外源质粒、ＤＮＡ 或

ＲＮＡꎮ 将合理设计的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统导入植物体

内ꎬ能够赋予植物对病毒的抗性ꎮ 花椰菜花叶病毒

(Ｃａｕｌｉｍｏｖｉｒｉｄａｅ)具有双链 ＤＮＡ(ｄｓＤＮＡ)ꎬ可以直接

被序列特异性核酸酶(ＳＳＮ)识别并切割ꎮ 双生病毒

(Ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｉｄａｅ)和矮缩病毒(Ｎａｎｏｖｉｒｉｄａｅ)虽然是单

链 ＤＮＡ(ｓｓＤＮＡ)病毒ꎬ但基因组在宿主细胞核内复

制期间形成 ｄｓＤＮＡ 中间体ꎮ 转座病毒科(Ｍｅｔａｖｉｒｉ￣
ｄａｅ)和假病毒科(Ｐｓｅｕｄｏｖｉｒｉｄａｅ)病毒是逆转录 ＲＮＡ
病毒ꎬ尽管它们的基因组是单链 ＲＮＡꎬ但复制过程

中也具有 ｄｓＤＮＡ 形式[３６]ꎮ 上述几类病毒都能够被

Ｃａｓ 等核酸酶直接靶定降解ꎮ
大多数植物病毒基因组是 ＲＮＡꎬＲＮＡ 病毒给农

业生产造成的损失比 ＤＮＡ 病毒更大[３７]ꎮ 研究结果
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表明ꎬ尽管大多数 ＳＳＮ 只结合 ＤＮＡ 分子ꎬ但当 ＰＡＭ
呈寡核苷酸时ꎬ Ｃａｓ９ 蛋白能够结合和切割 ｓｓＲ￣
ＮＡ[２９]ꎮ Ｐｒｉｃｅ 等[３８] 开发了一种 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系

统ꎬ利用来自弗朗西丝菌 (Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａ ｎｏｖｉｃｉｄａ) 的

Ｃａｓ９ 新变体 ＦｎＣａｓ９ 能够靶向降解 ｓｓＲＮＡ 病毒基因

组ꎮ 另一项研究发现ꎬ沙氏纤毛菌(Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ ｓｈａ￣
ｈｉｉ)具有一种新的 Ｃａｓ 蛋白 Ｃ２ｃ２(Ｃａｓ１３ａ)ꎬ包含 ２
个 ＲＮａｓｅ 结构域ꎬ对 ＲＮＡ 噬菌体具有抗性[３９￣４０]ꎮ
这些发现扩展了 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 的应用范围ꎬ使其成

为提高植物对病毒抗性的强力工具ꎮ

４　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术提高作物抗病性
的实践

４.１　 对真菌病害的抗性

最早在大麦中发现的抗白粉病 基 因 位 点

(ＭＬＯ)是普遍存在于单子叶植物和双子叶植物中

的典型的 Ｓ 基因ꎬ其突变体具有白粉病抗性[４１]ꎮ 目

前ꎬＭＬＯ 基因突变产生的抗病性在小麦和番茄等作

物中均得到验证ꎮ Ｗａｎｇ 等[１７] 发现小麦中有 ３ 个

ＭＬＯ 同源等位基因ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 突变其中的

ＴａＭＬＯ￣Ａ１ꎬ增强了小麦对白粉病的抗性ꎮ 番茄中存

在 １６ 个 ＳｌＭＬＯ 等位基因ꎬ其中 ＳｌＭＬＯ１ 是最重要的

基因ꎮ Ｎｅｋｒａｓｏｖ 等[４２] 通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 靶向切割

ＳｌＭＬＯ１ 的两个相近位点ꎬ使突变体的 ＳｌＭＬＯ１ 基因

缺失 ４８ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段ꎬ经自交育成不含转基因成

分的高抗白粉病番茄新品种 Ｔｏｍｅｌｏꎬ而且脱靶分析

显示对 ＳｌＭＬＯ１ 基因座以外的基因组区域没有影

响ꎮ 蒲 艳 等[４３] 选 择 ＳｌＵ６￣２Ｐ４ 为 启 动 子 驱 动

ｓｇＲＮＡꎬ构建番茄白粉病相关基因 ＭＬＯ１ 和 ＥＤＲ１ 为

靶序列的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因组编辑载体ꎬ成功实现

对番茄内源基因的编辑ꎮ
除 ＭＬＯ 位点外ꎬ通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 敲除水稻

中的 ＯｓＥＲＦ９２２ 和 ＯｓＳＥＣ３Ａ 基因ꎬ能够使突变体产

生稻瘟病抗性[４４￣４５]ꎮ 徐鹏等[４６] 敲除长粒粳稻恢复

系 Ｌ１０１４ 中 Ｐｉｔａ、Ｐｉ２１ 和 ＥＲＦ９２２ꎬ稻瘟病抗性显著

提高ꎮ 王芳权等[４７] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术ꎬ敲除

水稻品种南粳 ９１０８ 中的 Ｐｉ２１ 基因ꎬ突变频率大于

７０％ꎻ杨海河等[４８] 对水稻稻瘟病感病品种日本晴

Ｐｉ２１ 基因进行定点突变ꎬ获得了抗稻瘟病的隐性突

变株 系ꎮ Ｗａｎｇ 等[４９] 用 ４ 个 ｇＲＮＡ 靶 向 敲 除

ＶｖＷＲＫＹ５２ 转录因子ꎬ提高了葡萄对灰霉菌的抗

性ꎬ而且双等位基因突变植株和野生型在表型上没

有观察到明显差异ꎮ 以上研究结果表明 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ 系统可以作为改良作物对真菌病害抗性的强大

工具ꎮ
４.２　 对细菌病害的抗性

白叶 枯 病 菌 ( Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｏｒｙｚａｅ ｐｖ. ｏｒｙｚａｅꎬ
Ｘｏｏ)侵染水稻的过程依赖于蔗糖转运基因的诱导

表达ꎮ 水稻至少含有 ２０ 个 ＳＷＥＥＴ 基因ꎬ迄今发现

只有 ３ 种 ＳＷＥＥＴ 基因是能够被 Ｘｏｏ 直接靶定ꎬ诱导

水稻对白叶枯病的易感性ꎬ分别是 ＯｓＳＷＥＥＴ１１、Ｏｓ￣
ＳＷＥＥＴ１３ 和 ＯｓＳＷＥＥＴ１４[５０]ꎮ ＯｓＳＷＥＥＴ１１ 受 Ｘｏｏ 分

泌的类转录因子效应物 ＰｔｈＸｏ１ 诱导表达[５１]ꎬＯｓＳ￣
ＷＥＥＴ１３ 受 ＰｔｈＸｏ２ 诱导[５２]ꎬ ＯｓＳＷＥＥＴ１４ 可以由

ＡｖｒＸａ７、ＰｔｈＸｏ３、ＴａｌＣ 和 ＴａｌＦ 中任意一个诱导[５３]ꎮ
这 ３ 个基因启动子区域的突变均可导致相应的 Ｘｏｏ
生理小种致病性减弱[１６ꎬ５２ꎬ５４]ꎮ Ｏｌｉｖａ 等[５５] 还利用基

于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的多重基因组编辑技术ꎬ对这 ３ 个

基因的启动子区域同时进行编辑ꎬ获得了对 Ｘｏｏ 各

个生理小种具有广谱抗性的水稻品系ꎮ
通过基因编辑提高水稻对白叶枯病抗性的研究

成果较多ꎬ如武广珩等[５６] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术

创制了 ＭＡＰＫＫＫ 蛋白激酶基因单碱基插入的 ＯｓＥ￣
ＤＲ１ 功能缺失突变体ꎬ增强了水稻对 Ｘｏｏ 的抗性ꎮ
郝巍等[５７]定点突变 ＩＲ２４ 的 Ｐｏｎｇ２￣１ 和 Ｐｏｎｇ１１￣１ 位

点ꎬ创制出 ６ 个抗白叶枯病水稻材料ꎮ 郑凯丽等[５８]

定点突变 ＩＲ２４ 中新发现的水稻白叶枯病感病基因

Ｘｉｇ１ꎬ突变株系对水稻白叶枯病的抗性得到明显提

高ꎬ而农艺性状无显著差异ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术在其他作物对细菌抗性改良

方面也有广泛应用ꎬ例如 Ｊｉａ 等[５９] 通过编辑葡萄柚

的 ＣｓＬＯＢ１ 基因启动子中的 ＰｔｈＡ４ 效应子结合元

件ꎬ获得了对柑橘溃疡病菌(Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｃｉｔｒｉ ｓｕｂｓｐ.
ｃｉｔｒｉꎬＸｃｃ)具有抗性的突变体ꎮ Ｐｅｎｇ 等[６０] 等利用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术移除了 ＣｓＬＯＢ１ 的效应子结合区

域ꎬ突变体对 Ｘｃｃ 的抗性显著增强ꎮ Ｄｅ 等[６１] 编辑

了番茄 ＳｌＤＭＲ６￣１ 的第 ３ 个外显子ꎬ产生了 ７ ｂｐ 的

缺失ꎬ结果显示突变体获得了对黄单胞菌 (Ｘａｎ￣
ｔｈｏｍｏｎａｓ ｇａｒｄｎｅｒｉ Ｘｇ１５３)、 穿孔黄单胞菌 ( Ｘａｎ￣
ｔｈｏｍｏｎａｓ ｐｅｒｆｏｒａｎｓ Ｘｐ４ｂ)以及丁香假单胞菌(Ｐｓｅｕｄ￣
ｏｍｏｎａｓ ｓｙｒｉｎｇａｅ ＤＣ３０００) 的抗性ꎮ Ｍａｌｎｏｙ 等[６２] 用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ＲＮＰ(Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ核糖核蛋白)
方法编辑苹果原生质体中的 ＤＩＰＭ￣１、ＤＩＰＭ￣２ 和

ＤＩＰＭ￣４ 基因ꎬ提高了对火疫病(Ｆｉｒｅ ｂｌｉｇｈｔ)的抗性ꎮ
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这些研究结果表明ꎬ通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术编辑相

关抗病基因ꎬ能够提高作物对细菌病原体的抗性ꎬ在
作物新品种培育中具有巨大的应用潜力ꎮ
４.３　 对病毒病的抗性

病毒基因组分为双链 ＤＮＡ(ｄｓＤＮＡ)、单链 ＤＮＡ
(ｓｓＤＮＡ)、双链 ＲＮＡ(ｄｓＲＮＡ)、单链 ＲＮＡ( ｓｓＲＮＡ)
等类型[４１]ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 以 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 为底物ꎬ
可直接降解病毒基因组ꎮ 基于 Ｃａｓ９ 或 Ｃａｓ１３ａ 的

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 平台已被成功用于增强植物对 ＤＮＡ 或

ＲＮＡ 病毒的抗性[３１]ꎮ
４.３.１　 直接靶向降解病毒基因组 　 针对双生病毒

(基因组为 ｓｓＤＮＡ)的基因组编辑研究开展的较早ꎮ
Ｊｉ 等[６３] 在甜菜严重曲顶病毒(Ｂｅｅｔ ｓｅｖｅｒｅ ｃｕｒｌｙ ｔｏｐ
ｖｉｒｕｓꎬＢＳＣＴＶ)基因组的编码和非编码区域筛选了

４３ 个候选 ｓｇＲＮＡ / Ｃａｓ９ 靶位点ꎬ在烟草叶片瞬时表

达靶定这些位点的 ｓｇＲＮＡ / Ｃａｓ９ 复合体ꎬ均能不同

程度地降低接种叶片中的病毒积累ꎬ整株转化的烟

草和拟南芥中 Ｃａｓ９ 和 ｓｇＲＮＡ 的表达水平较高ꎬ对
病毒感染的抵抗力强ꎮ Ｂａｌｔｅｓ 等[６４] 设计并转化了

１１ 种针对大豆黄矮病毒(ＢｅＹＤＶ)的 Ｒｅｐ(复制起始

蛋白)基序、Ｒｅｐ 结合位点、发夹结构和非核苷酸序

列的 ｓｇＲＮＡꎬ使烟草中病毒含量降低了 ８７％ꎮ Ａｌｉ
等[６５]开发了针对番茄黄叶卷曲病毒(ＴＹＬＣＶ)编码

和非编码序列具有特异性的 ｓｇＲＮＡꎬ发现靶定保守

的茎环序列能显著降低病毒的复制和积累ꎮ
Ｃａｓ９ 新变体 ＦｎＣａｓ９ 和 Ｃａｓ１３ａ 能够直接靶定

ＲＮＡꎮ Ｚｈａｎｇ 等[３７]在烟草和拟南芥中表达了针对黄

瓜花叶病毒(ＣＭＶ)和烟草花叶病毒(ＴＭＶ)的 Ｆｎ￣
Ｃａｓ９ 和靶定 ＲＮＡ 的 ｓｇＲＮＡꎬ转基因植物中 ＣＭＶ 和

ＴＭＶ 积累比对照减少了 ４０％ ~ ８０％ꎬ而且通过表达

ｓｇＲＮＡ￣ＦｎＣａｓ９ 系统获得的抗性能够稳定遗传ꎮ
Ａｍａｎ 等[６６] 通过转化 Ｃａｓ１３ａꎬ靶定芜菁花叶病毒

(ＴｕＭＶ)ＲＮＡ 基因组的绿色荧光蛋白基因(ＧＦＰ)和
辅助成分蛋白酶沉默抑制剂基因(ＨＣ￣Ｐｒｏ)ꎬ使烟草

获得了有效的对病毒的抗性ꎮ
４.３.２　 修饰作物抗病毒相关基因 　 编辑病毒基因

组的抗病毒策略需要在农作物的基因组中持续表达

外源 Ｃａｓ 和 ｓｇＲＮＡꎬ会受到转基因安全政策的严格

监管ꎮ 而通过编辑作物抗病毒相关基因ꎬ可以获得

不含转基因元件的抗病毒品种ꎮ ＲＮＡ 病毒通常需

要利用宿主植物因子来完成其生命周期ꎬ如真核翻

译起始因子 ｅＩＦ４Ｅ、ｅＩＦ( ｉｓｏ)４Ｅ 和 ｅＩＦ４Ｇ[４１]ꎮ Ｃｈａｎ￣

ｄｒａｓｅｋａｒａｎ 等[６７] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 分别突变黄瓜

易感基因 ｅＩＦ４Ｅ 的 ２ 个不同位点ꎬ而且通过回交分

离去除了基因组中的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 工具ꎬ获得了对

马铃薯 Ｙ 病毒属(Ｐｏｔｙｖｉｒｉｄａｅ)病毒具有抗性的突变

体(ｅＩＦ４Ｅ)ꎮ 该突变体对黄瓜脉黄化病毒(ＣＶＹＶ)ꎬ
西葫芦黄花叶病毒(ＺＹＭＶ)和木瓜圆点花叶病毒￣Ｗ
(ＰＲＳＶ￣Ｗ)均具有抗性ꎮ 付紫梅等[６８] 和杨晶等[６９]

分别构建了靶定番茄 ｅｌＦ４Ｅ１ 基因和甜瓜 ｅＩＦ４Ｅ 基

因的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体ꎬ可用于创制抗病毒作物新

材料ꎮ 潘洪杏等[７０] 定向敲除烟草 ｅＩＦ４Ｅ￣６ 基因ꎬ改
良了优质烤烟品种 Ｋ３２６ 对马铃薯 Ｙ 病毒的抗性ꎮ
Ｐｙｏｔｔ 等[７１]对拟南芥 ｅＩＦ( ｉｓｏ)４Ｅ 基因引入位点特异

性突变ꎬ该位点 １ ｂｐ 插入或缺失都赋予了植株对单

链 ＲＮＡ 病毒 ＴｕＭＶ 的完全抗性ꎬ并且 Ｔ３ 代纯合突

变体与野生型植物相比在生长和发育上没有显著差

异ꎮ Ｍａｃｏｖｅｉ 等[７２] 通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 诱变水稻中

的等位基因 ｅＩＦ４Ｇꎬ创制了新的抗水稻东格鲁球状

病毒(ＲＴＳＶ)材料ꎮ

５　 面临的挑战和发展前景

５.１　 深入研究植物抗病机制

为精确编辑作物基因组和改良作物抗病性ꎬ我
们必须更加全面地了解病原菌感染过程中的基因调

控动态ꎬ发掘植物的 Ｒ 基因和 Ｓ 基因ꎬ并阐明其作

用机制[７３]ꎮ 目前ꎬＤＮＡ 测序技术发展迅速ꎬ产生了

大量的基因组数据ꎬ包括许多物种的全基因组序列ꎮ
这对理解控制农艺性状及其与环境因素相互作用的

复杂遗传网络具有很大的帮助ꎮ 未来研究人员还可

以借助于群体水平的基因组方法ꎬ结合不同的“组
学”数据库和基因编辑工具深入了解农艺性状的调

控机制ꎮ
５.２　 提高遗传转化效率

目前的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 转化体系大多限于特定的

物种、基因型或特定组织ꎬ几乎所有的方法都需要组

织培养和遗传转化ꎬ费时费力[７４]ꎮ 编辑植物生殖细

胞或分生组织细胞可以实现不依赖基因型和组织培

养过程的遗传转化[７５]ꎮ Ｍａｈｅｒ 等[７６] 开发了 Ｆａｓｔ￣
ＴｒＡＣＣ 方法ꎬ通过共表达生长调节因子和基因组编

辑的各种组件将基因组编辑的体细胞重新转化为分

生组织ꎬ诱导其成为可育植株ꎬ从而简化或完全避免

了组织培养ꎮ 为了进一步扩大转化体系的应用范

围ꎬ研究者还可以修饰农杆菌或植物相关基因来提
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高农杆菌介导的转化效率和成功率ꎮ 例如ꎬ过表达

胚状体发育相关基因 Ｂａｂｙ ｂｏｏｍ 和 Ｗｕｓｃｈｅｌ２ 能够显

著提高玉米等单子叶作物的转化效率ꎬ增加了可转

化的优良基因型种类[７７]ꎮ 另外ꎬ基于纳米技术和病

毒颗粒结构的新型转化体系统也有望用于作物改

良ꎬ它们对细胞损伤小、毒性低ꎬ转化效率可能更

高[７８]ꎮ
５.３　 提高 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 的特异性和编辑效率

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术是目前最流行的基因组编辑

方法[７９￣８０]ꎬ限制其效率和特异性的因素有 ＰＡＭ 特

异性、ｓｇＲＮＡ 的设计合理性和脱靶效应[１３]ꎮ Ｃａｓ９
与 ＰＡＭ 序列(ＮＧＧ)的严格匹配在一定程度上限制

了目标序列的选择范围ꎮ 在野生型 ＳｐＣａｓ９ 的 ＰＡＭ
识别结构域引入突变能够克服 ＮＧＧ￣ＰＡＭ 的靶区限

制[８１]ꎮ 由于脱靶效应受 Ｃａｓ９ 对 ｇＲＮＡ 错配的耐受

性以及错配序列数量、位置和分布影响[１３]ꎬＳｌａｙｍａｋ￣
ｅｒ 等[８２]基于蛋白质结构ꎬ改变 Ｃａｓ９ 中 ３ 个氨基酸ꎬ
显著减少了脱靶编辑ꎮ Ｗｏｏ 等[８３] 研究发现应用核

糖核蛋白复合物(ＲＮＰ)进行基因组编辑时脱靶频

率比植株直接表达 Ｃａｓ 要显著降低ꎮ Ｌｉｎ 等[８４] 建立

并优化了适用于植物的引导编辑系统(Ｐｌａｎｔ ｐｒｉｍｅ
ｅｄｉｔｉｎｇꎬＰＰＥ)ꎬ在水稻和小麦基因组中实现了更加

精确和高效的碱基替换、插入或删除ꎮ 此外ꎬ开发新

型的 Ｃａｓ(如 Ｃａｓ１２ｂ)也能够提高编辑效率[８５]ꎮ
５.４　 完善监管政策

世界各国对基因编辑作物仍然缺乏明确和一致

的监管政策[７３]ꎮ ２０１６ 年美国农业部裁定ꎬ不含外

源 ＤＮＡ 的基因编辑蘑菇和玉米不需要受传统转基

因政策的监管ꎬ但是欧盟法院却将基因编辑作物归

类等同于转基因作物ꎮ
中国于 ２００１ 年颁布«农业转基因生物安全管理

条例»ꎬ２０１７ 年发布修订版[８６]ꎮ 条例第三条规定

“本条例所称农业转基因生物ꎬ是指利用基因工程

技术改变基因组构成ꎬ用于农业生产或者农产品加

工的动植物、微生物及其产品”ꎮ 基因编辑技术是

新一代的基因工程技术ꎬ基因编辑作物属于上述管

理范畴ꎬ应按现有法规加以管理ꎮ 农业农村部发布

的«２０２０ 年农业转基因生物监管工作方案»首次明

确表示基因编辑等新育种技术研究要依法开展[８７]ꎮ
因此ꎬ目前中国的基因编辑作物仍然按照农业转基

因生物进行监管ꎮ
目前中国学者对不含外源 ＤＮＡ 的基因编辑作

物的监管有争议ꎬ有学者认为基因编辑作物和传统

育种技术点突变产生的结果是一致的ꎬ按传统的转

基因生物进行安全评价和管理会阻碍该技术的发

展[８８￣９１]ꎮ 因此ꎬ完善基因编辑作物的相关政策是利

用基因组编辑技术进行作物育种、推广基因编辑作

物的关键ꎮ

６　 总 结

基因组编辑技术引发了植物生物学的一场重大

革命ꎬ对作物育种也产生了巨大的影响ꎮ 与传统育

种相比ꎬ利用基因组编辑技术既可以快速获得目标

性状ꎬ又可以极大地缩短育种年限ꎮ 本研究团队主

要进行稻麦诱变育种研究ꎬ通过辐射诱变技术育成

了扬辐麦系列小麦品种、扬辐粳系列水稻品种 ２０ 余

个ꎮ 但是ꎬ传统诱变育种技术存在变异不确定、选择

效率不高等缺点ꎮ 通过基因组编辑技术进行定向诱

变将极大地提高育种效率ꎬ有助于快速育成优质抗

病稻麦新品种ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术以其简单、高效和通用性等

特点成为当前基因组编辑的标准方法ꎬ是进行植物

基因敲除、插入、替换、点突变、转录调控和表观修饰

的有力工具ꎮ 该技术已被广泛应用于修饰 Ｓ 基因或

改造 Ｒ 基因ꎬ以提高作物对各种病原菌的抗性ꎮ 随

着政策的完善以及分子生物学技术的进一步发展ꎬ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 等基因组编辑技术必将在作物抗病性

改良中发挥巨大作用ꎮ
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ｆｅｃｔｏｒ ＰｔｈＸｏ２ ｒｅｖｅａｌｓ ｃｒｙｐｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｌｉｇｈｔ ｏｆ
ｒｉｃｅ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０１５ꎬ ８２(４): ６３２￣６４３.

[５３] ＤＯＵＣＯＵＲÉ Ｈꎬ ＰÉＲＥＺ￣ＱＵＩＮＴＥＲＯ Ａ Ｌꎬ ＲＥＳＨＥＴＮＹＡＫ Ｇꎬ ｅｔ
ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣ｄｒｉｖｅｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＴＡＬ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｇｅｎｅ ｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｎｏｖｅｌ ｖａｒｉａｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｌｔｅｒｅｄ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ ｉｎ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ Ｍａｌｉａｎ Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｏｒｙｚａｅ ｐｖ.
ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎｓ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１８(９): １６５７.

[５４] ＪＩＡＮＧ Ｗꎬ ＺＨＯＵ Ｈꎬ ＢＩ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ / ｓｇＲＮＡ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓꎬ
ｔｏｂａｃｃｏꎬ ｓｏｒｇｈｕｍ ａｎｄ ｒｉｃｅ[ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１３ꎬ
４１(２０):ｅ１８８.

[５５] ＯＬＩＶＡ Ｒꎬ ＪＩ Ｃꎬ ＡＴＩＥＮＺＡ￣ＧＲＡＮＤＥ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｌｉｇｈｔ ｉｎ ｒｉｃｅ ｕｓｉｎｇ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ[Ｊ] . Ｎａ￣
ｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０１９ꎬ ３７(１１): １３４４￣１３５０.

[５６] 武广珩ꎬ傅仙玉. 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术编辑水稻负调控抗病

基因 ＯｓＥＤＲ１ 及功能分析[ Ｊ] . 应用与环境生物学报ꎬ ２０２０ꎬ
２６(３): １￣１０.

[５７] 郝　 巍ꎬ纪志远ꎬ郑凯丽ꎬ等. 利用基因组编辑技术创制水稻白

叶枯病抗性材料[Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ ２０１８ꎬ １９(３): １５１￣
１５８.

[５８] 郑凯丽ꎬ纪志远ꎬ郝　 巍ꎬ等. 水稻白叶枯病感病相关基因 Ｘｉｇ１
的分子鉴定及抗病资源创制[ Ｊ] . 作物学报ꎬ ２０２０. Ｄｏｉ:１０.
３７２４ / ＳＰ.Ｊ.１００６.２０２０.

[ ５９] ＪＩＡ Ｈꎬ ＯＲＢＯＶＩＣ Ｖꎬ ＪＯＮＥＳ Ｊ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＰｔｈＡ４ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｔｙｐｅ Ｉ ＣｓＬＯＢ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｕｓｉｎｇ
Ｃａｓ９ / ｓｇ ＲＮＡ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｄｕｎｃａｎ ｇｒａｐｅｆｒｕｉｔ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ
ＸｃｃΔｐｔｈＡ４: ｄＣｓ ＬＯＢ １.３ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒ￣
ｎａｌꎬ ２０１６ꎬ １４(５): １２９１￣１３０１.

[６０] ＰＥＮＧ Ａꎬ ＣＨＥＮ Ｓꎬ ＬＥＩ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｃａｎｋｅｒ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｐｌａｎｔｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｔａｒｇｅｔｅｄ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｇｅｎｅ ＣｓＬＯＢ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎ ｃｉｔｒｕｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ
２０１７ꎬ １５(１２): １５０９￣１５１９.

[６１] ＤＥ ＴＯＬＥＤＯ ＴＨＯＭＡＺＥＬＬＡ Ｄ Ｐꎬ ＢＲＡＩＬ Ｑꎬ ＤＡＨＬＢＥＣＫ Ｄꎬ ｅｔ
ａｌ. ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ａ ＤＭＲ６ ｏｒｔｈｏｌｏｇ ｉｎ ｔｏ￣
ｍａｔｏ ｃｏｎｆｅｒｓ ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ [ Ｊ] . Ｂｉｏ Ｒｘｉｖꎬ
２０１６. Ｄｏｉ:１０.１１０１ / ０６４８２４.

[６２] ＭＡＬＮＯＹ Ｍꎬ ＶＩＯＬＡ Ｒꎬ ＪＵＮＧ Ｍ￣Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＮＡ￣ｆｒｅｅ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｅｄｉｔｅｄ ｇｒａｐｅｖｉｎｅ ａｎｄ ａｐｐｌｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｒｉｂｏｎｕ￣
ｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｓ[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１６ (７): １９０４.

[６３] ＪＩ Ｘꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇ ａ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ￣
ｌｉｋｅ ｉｍｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ ＤＮＡ ｖｉｒｕｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] .
Ｎａｔｕｒｅ Ｐｌａｎｔｓꎬ ２０１５ꎬ １(１０): １５１４４.

[６４] ＢＡＬＴＥＳ Ｎ Ｊꎬ ＨＵＭＭＥＬ Ａ Ｗꎬ ＫＯＮＥＣＮＡ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｇｅｍｉｎｉｖｉｒｕｓｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｉｍ￣
ｍｕｎｅ ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｐｌａｎｔｓꎬ ２０１５ꎬ １(１０): １５１４５.

[６５] ＡＬＩ Ｚꎬ ＡＢＵＬＦＡＲＡＪ Ａꎬ ＩＤＲＩＳ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｖｉｒａｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ[ Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１５ꎬ １６(１):
２３８.

[６６] ＡＭＡＮ Ｒꎬ ＡＬＩ Ｚꎬ ＢＵＴＴ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ＲＮＡ ｖｉｒｕｓ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｖｉａ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ１３ａ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２０１８ꎬ １９
(１): １.

[６７] ＣＨＡＮＤＲＡＳＥＫＡＲＡＮ Ｊꎬ ＢＲＵＭＩＮ Ｍꎬ ＷＯＬＦ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ ｏｆ ｂｒｏａｄ ｖｉｒｕｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｕｓｉｎｇ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ[ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ
１７(７): １１４０￣１１５３.
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[６８] 付紫梅ꎬ 向 本 春ꎬ 袁 　 伦ꎬ 等. 靶 向 加 工 番 茄 ｅｌＦ４Ｅ１ 的

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体有效性验证[ Ｊ] .新疆农业科学ꎬ ２０１８ꎬ ５５
(２): ２３０￣２３７.

[６９] 杨 　 晶ꎬ李 　 冠ꎬ王旭辉ꎬ等. ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 技术敲除甜瓜

ｅＩＦ４Ｅ 基因表达载体的构建 [ Ｊ] .新疆农业科学ꎬ ２０１８ꎬ ５５
(５): ８２１￣８２８.

[７０] 潘洪杏ꎬ刘　 侠ꎬ万秀清ꎬ等. 利用 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 基因组编辑技

术定向敲除烟草 ｅＩＦ４Ｅ￣６ 基因[ Ｊ] . 分子植物育种ꎬ ２０１７ꎬ １５
(２):５３８￣５４４.

[７１] ＰＹＯＴＴ Ｄ Ｅꎬ ＳＨＥＥＨＡＮ Ｅꎬ ＭＯＬＮＡＲ Ａ. Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ/
Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｐｏｔｙｖｉｒｕｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｅ￣ｆｒｅｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｐｌａｎｔｓ[Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ２０１６ꎬ １７(８): １２７６￣１２８８.

[７２] ＭＡＣＯＶＥＩ Ａꎬ ＳＥＶＩＬＬＡ Ｎ Ｒꎬ ＣＡＮＴＯＳ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ａｌｌｅｌｅｓ ｏｆ
ｒｉｃｅ ｅＩＦ４Ｇ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｃｏｎ￣
ｆｅｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｒｉｃｅ ｔｕｎｇｒｏ ｓｐｈｅｒｉｃａｌ ｖｉｒｕｓ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ￣
ｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２０１８ꎬ １６(１１): １９１８￣１９２７.

[７３] ＨＵＡ Ｋꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊꎬ ＢＯＴＥＬＬＡ Ｊ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｐ￣
ｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ￣ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ｉｎ ｃｒｏｐ ｂｒｅｅｄｉｎｇ[Ｊ] . Ｍｏ￣
ｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔꎬ ２０１９ꎬ １２(８): １０４７￣１０５９.

[７４] ＪＩ Ｘꎬ ＹＡＮＧ Ｂꎬ ＷＡＮＧ Ｄ. Ａｃｈｉｅｖｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｗｈｉｌｅ
ｂｙｐａｓｓｉｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ[ Ｊ] . Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２０ꎬ ２５
(５): ４２７￣４２９.

[７５] ＨＡＭＡＤＡ Ｈꎬ ＬＩＮＧＨＵ Ｑꎬ ＮＡＧＩＲＡ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｉｎ ｐｌａｎｔａ ｂｉｏｌｉｓ￣
ｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｔａｂｌｅ ｗｈｅａｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ
２０１７ꎬ ７(１): １１４４３.

[７６] ＭＡＨＥＲ Ｍ Ｆꎬ ＮＡＳＴＩ Ｒ Ａꎬ ＶＯＬＬＢＲＥＣＨＴ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｎｔ ｇｅｎｅ
ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｅ ｎｏｖｏ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｒｉｓｔｅｍｓ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２０２０ꎬ ３８(１): ８４￣８９.

[７７] ＬＯＷＥ Ｋꎬ ＷＵ Ｅꎬ ＷＡＮＧ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｉｃ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ Ｂａｂｙ
ｂｏｏｍ ａｎｄ Ｗｕｓｃｈｅｌ ｉｍｐｒｏｖｅ ｍｏｎｏｃｏｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｔｈｅ Ｐｌａｎｔ
Ｃｅｌｌꎬ ２０１６ꎬ ２８(９): １９９８￣２０１５.

[７８] ＤＥＭＩＲＥＲ Ｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈꎬ ＭＡＴＯＳ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ａｓｐｅｃｔ ｒａｔｉｏ
ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｅｎａｂｌｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｔｅｒｉａｌ ｗｉｔｈｏｕｔ
ＤＮＡ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｍａｔｕｒｅ ｐｌａｎｔｓ [ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
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