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摘 要：成簇规律间隔短回文重复序列（clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR）/CRISPR相关

蛋白9（Cas9）已成为一种有价值的基因组编辑工具，能够在特定选择的位点改变DNA序列，可以在作物基因组的靶点

位置精确地实现删除、替换或插入特定序列，引入理想的目标性状。该工具具有简单、高效、成本低以及功能强大等特

性，在柑橘、葡萄、香蕉和草莓等果树中已实现多种类型的应用，包含产生白化表型、调控童期和花期、调控果实品质以

及创造矮化和抗病虫害品种等。综述了CRISPR/Cas9系统及其作用过程，介绍了新开发的精准编辑技术，包括单碱基

编辑器、引导编辑及CRISPR/Cpf1多基因编辑系统，并详细阐述了CRISPR/Cas9系统在果树基因组编辑中的应用进

展，包括果树种类、目标基因及目标性状等，归纳了CRISPR/Cas9系统实现高效编辑所遇到的遗传转化和再生体系、脱

靶效应和启动子选择问题，最后提出了不断优化遗传转化和再生体系、合理选择靶位点和设计 sgRNA、植物内源启动

子及新编辑技术的解决策略。
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Abstract: Since its development in 2013, the CRISPR/Cas9 has become a valuable genome editing tool

that can cut DNA in specific regions of the genome, achieve specific changes in DNA and introduce

new repair mechanisms, and precisely delete, replace or insert specific sequences at target locations in

crop genomes. Compared with previous gene editing tools, this tool has obvious advantages such as sim-

plicity, high efficiency, low cost and powerful function. At present, the application of CRISPR/Cas9 in

citrus, grape, apple, banana, strawberry, kiwi, litchi, blueberry and other fruit crops has been reported.

In this paper, various applications of CRISPR/Cas9 gene editing technology in fruit trees were de-

scribed in detail, including albino phenotype, regulation of juvenile and flowering stage, regulation of

fruit quality and creation of dwarf, disease-resistant and pest resistant varieties. And the problems and

solutions of CRISPR/Cas9 gene editing technology were summarized. Compared with model plants, the

application of CRISPR/Cas9 in fruit crops is limited due to more complex genome and less mature ge-

netic transformation system. At present, CRISPR/Cas9 editing technology is mainly applied in fruit

crops such as citrus, grape, apple, banana and strawberry, and genome editing of fruit trees such as kiwi,



，等：作物中的应用研究进展第5期

litchi and blueberry has also been reported. In fruit crops, related work has been carried out mainly

around the following traits: (1) Albino phenotype, the phytoene desaturase (PDS) as an indicator gene

of CRISPR/Cas9 editing technology, is a more direct target trait and has been knocked out in most fruit

trees. (2) FTL and CEN genes were knocked out in apple and kiwifruit to regulate flowering stage, and

early flowering mutant plants were obtained. (3) Breeding of varieties for resistance to pests and diseas-

es through gene editing is the most widely used in fruit trees, especially in the study of resistance to cit-

rus canker by knocking out CsLOB1 gene. In addition, banana resistant to wilt disease, grape resistant

to Botrytis cinerea, cocoa resistant to phytophthora disease and litchi resistant to phytophthora have

been developed. (4) CRISPR/Cas9 editing technique has also been used to create new plants with dwarf-

ing phenotypes in bananas and pears. (5) Using gene editing technology to improve fruit quality, the reg-

ulation of the synthesis of fruit nutrients in bananas, apples, and grapes has been achieved, and the ap-

pearance and quality of the fruit have also been improved and optimized, such as producing white-

skinned strawberries, kiwis with reduced epidermal hair or without hair. In the process of genetic trans-

formation of fruit trees, CRISPR/Cas9 vector almost infects plant tissues or organs through agrobacteri-

um-mediated method. Besides agrobacterium-mediated protoplast transformation, PEG mediated proto-

plast transformation has also been applied in apple and litchi. There are some differences in the transfor-

mation materials used by different species. For example, suspended embryonic cells are usually used in

bananas and grapes. Flower organs have also been reported to be used. The epicotyls is commonly used

in citrus, and leaf disks are commonly used in strawberry and kiwi. Cas9 and sgRNA are the core parts

of CRISPR/Cas9 editing vector. The expression of Cas9 and sgRNA is of decisive significance to the ed-

iting efficiency of vector. Most Cas9 promoters use the cauliflower mosaic virus promoter 35SCaMV

and the corn ubiquitin promoter Pubi. Arabidopsis U3 (AtU3) and U6 promoters (AtU6) and rice U3

(OsU3) and U6 promoters (OsU6) are commonly used as promoters of sgRNA. Endogenous plant pro-

moters U3 or U6 have been used in apple, citrus, grape and strawberry to activate and enhance the ex-

pression of sgRNA. It has been proved to be an effective means to improve editing efficiency. The effi-

ciency of gene editing in fruit trees is often diverse among different fruit trees, and even there are great

differences. Although CRISPR/Cas9 gene editing technology is a powerful and widely used tool, in

fact, there are still some inevitable problems in the application process. First, it is difficult to establish

conditions based on mature and stable tissue culture regeneration system and genetic transformation sys-

tem. Second, miss target effect is a common problem. Three, more appropriate Cas9 and sgRNA pro-

moters need to be selected. Therefore, continuous optimization of genetic transformation system and re-

generation system is essential for the application of CRISPR/Cas9 in fruit trees. The selection of gene

target sites and the design of sgRNA are very important in reducing miss efficiency. In addition, editing

vectors usually design multiple sgRNAs to simultaneously target a gene to improve the accuracy of edit-

ing the target gene. Selecting suitable promoters to simultaneously enhance the expression of Cas9 and

sgRNA is an important factor for high frequency mutation in fruit trees. In addition, emerging gene edit-

ing techniques could complement the CRISPR/Cas9 system, where single-base editing can precisely re-

place a single base, realizing C/G to A/T and C/G to A/T transformation, guided editing can realize all

types of base editing and CRISPR/Cpf1 multi-gene editing system has more advantages than CRISPR/

Cas9 system in multiple gene editing and chromosome fragment deletion.
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作物基因突变能够促成品种的改良，如今大多

数栽培作物来源于自然发生的随机突变[1]。通常作

物自然变异的概率极低，随着育种技术的发展，人工

诱变可以快速得到变异植株，并且已在作物育种中

广泛应用。但是，化学或物理诱变会在作物基因组

中随机引入突变，导致结果无法预测，并且得到目标

表型的概率很低。2013年，高效的成簇规律间隔短

回文重复序列（clustered regularly interspaced short

palindromic repeats, CRISPR）/CRISPR 相关蛋白 9

（Cas9）基因组编辑工具被开发出来，有效解决了这

一难题，并迅速成为作物改良的常规手段[2]。基因

组编辑技术是在基因组特定区域剪切 DNA，实现

DNA的特定变化并引入新的修复机制[3]。基因组编

辑技术可以在作物基因组的靶点位置精确地实现删

除、替换或插入特定序列的作用，最终产生新的目标

性状。全基因组序列与基因组编辑工具两者的相互

结合，可以改变靶基因的可控性和准确性，是研究突

变植株和创造新种质的高效方法，在作物生物技术

领域已发挥了变革性的效应。至今为止，CRISPR/

Cas9是使用最为广泛的基因组编辑工具，在模式植

物拟南芥[4]、烟草[5]、番茄[6]及水稻[7]、玉米[8]等作物中

都有大量的基因突变研究报道，突出了该工具具有

简单、高效、成本低和功能强大的明显优势。近年

来，基因编辑技术陆续应用在柑橘 [9]、葡萄 [10]、苹

果[11]、香蕉[12]、草莓[13]、猕猴桃[14]、可可[15]、梨[16]、荔枝[17]

和蓝莓[18]等遗传转化体系稳定的果树作物中，并获

得了一批目标性状显著的株系，为果树育种及研究

工作提供新的工具和研究思路。

1 CRISPR/Cas9系统及作用过程

CRISPR/Cas9 系统属于 CRISPR/Cas 系统中的

Ⅱ型系统，为细菌和古细菌免疫系统中的一部分[19]，

具有避免噬菌体和质粒DNA入侵原核生物的保护

功能[20]。CRISPR/Cas系统由2部分组成：CRISPR序

列和Cas基因家族。CRISPR序列包含了起始转录

的前导序列（leader）、高度保守的重复序列（repeat）

和间隔序列（spacer）[21]。Cas基因家族编码的蛋白质

能够协同CRISPR序列的转录产物共同发挥作用。

CRISPR/Cas9系统作用过程一般可分为 3个阶

段：第一阶段是当外源DNA侵染细菌时，宿主首先

识别外来遗传物质并将外源DNA切割成小片段，继

而将一段DNA结合到前导区和重复区之间形成一

个新的间隔序列[22]。第二阶段是CRISPR前导序列

启动转录合成CRISPR RNA前体（pre-crRNA）和反

式激活 crRNA（tracrRNA），接着 pre- crRNA 通过

RNAase Ⅲ 加工成成熟的crRNA [23]。第三阶段是成

熟的crRNA激活Cas9蛋白的合成，形成一个复合物

并与外源序列特异识别，接着Cas9蛋白剪切目标双

链DNA，导致DNA断裂[24]。DNA被剪切后，植物体

会启动自身的修复机制，主要有2种修复途径：同源

重组（homologous Recombination，HR）和非同源端

连接（non-homologous end joining，NHEJ）[25]。HR途

径可以利用同源模板插入特定基因片段。NHEJ途

径通常有核苷酸的插入或删除，在基因的编码区内

密码子阅读框发生移动，破坏基因的功能，达到基因

敲除的效果[26]。CRISPR/Cas9系统作用原理如图 1

所示[27]。

PAM

tracrRNA crRNA

sgRNA
Cas9

DNA target
DSBCas9

图 1 CRISPR/Cas9 系统作用原理

Fig. 1 Schematic diagram of the working principle of the

CRISPR/Cas9 system

2 最新精确基因编辑技术

CRISPR/Cas9系统自开发以来成为了应用最为

广泛的基因编辑工具。但不可否认的是，NHEJ途

径具有一定随机性，难以达到精确的单个碱基或者

多个基因同时编辑的目的，并且也存在脱靶的问题；

而由HR途径完成的碱基替换或删除，效率也并不

理想。于是，新的基因编辑技术被开发出来，在一定

程度上达到了更加完善的效果。

2.1 单碱基编辑器

单碱基编辑器是基于CRISPR/Cas9基因编辑系

872
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统开发出的新基因编辑技术，在不产生DNA双链断

裂的情况下，能够精准靶向单个碱基，产生单个碱基

替换效应。该系统根据脱氨酶的不同，分为胞嘧啶

碱基编辑器（CBE）和腺嘌呤碱基编辑器（ABE）。

CBE由一个失去活性的Cas9（dead Cas9，dCas9）或

仅产生断裂缺口的Cas9（Cas9 nickase，nCas9）与胞

嘧啶脱氨酶组成，作用过程中胞嘧啶脱氨酶将胞嘧

啶（C）的氨基脱掉形成尿嘧啶（U），经过植物基因组

DNA自身的修复机制和复制将U转化成胸腺嘧啶

（T），完成 C/G到A/T之间转变[28]。ABE的腺苷脱氨

酶是TadA突变体，其将腺嘌呤（A）上的氨基去除，

初步转化为次黄嘌呤（I），经过基因组DNA自身的

修复和复制机制，实现A/T到C/G的转化[29]。

2.2 引导编辑

引导编辑技术（prime editing）是可以在靶标位

点实现任何形式的精准基因编辑技术，例如碱基的

任意替换、基因片段的删除和插入等。引导编辑器

有2个部分：一是融合了nCas9（H840A）与逆转录酶

（reverse transcriptase, RT）的效应蛋白 ；二是 pe-

gRNA（prime editing guide RNA），包含 PBS（primer

binding site）序列和RT模板（RT template）序列。在

pegRNA 的引导下，nCas9 剪切目标 DNA 链断裂，

PBS序列与单链互补结合，并启动RT模板的逆转

录，随后经过DNA修复和复制过程，最终将RT模板

上碱基序列的改变引入对应的目标靶点[30]。

2.3 CRISPR/Cpf1多基因编辑系统

CRISPR/Cpf1 系统是属于 CRISPR 的 2 类 V-A

型系统[31]。Cpf1有双重切割酶活性的特点，能够对

pre-crRNA进行加工处理，随后在 crRNA引导之下，

识别并剪切靶位点，使得基因双链断裂[32]。Cpf1在

同时进行多个基因的编辑方面与Cas9相比更具有

优势，与此同时脱靶效率也相对较低[33]。

3 CRISPR/Cas9基因编辑技术在果树

作物中的应用

3.1 Cas9和 sgRNA启动子的选择

Cas9 和 sgRNA 是 CRISPR/Cas9 编辑载体的核

心部分。Cas9和 sgRNA的表达量对于载体编辑效

率具有决定性的意义，二者启动子的选择也就至关

重要，Cas9的启动子绝大多数使用的是花椰菜花叶

病毒启动子 CaMV 35S 和玉米泛素启动子 Pubi。

sgRNA的启动子常用的是拟南芥U3（AtU3）、U6启

动 子（AtU6）和 水 稻 U3（OsU3）、U6 启 动 子

（OsU6）。不同的果树之间果树基因编辑的效率往

往会有差异，甚至会存在差异较大的情况（表 1）。

目前，在苹果[34]、柑橘[53]、葡萄[58]和草莓[64]中通过使用

植物内源启动子U3或U6来启动 sgRNA的表达，从

而有效提高编辑效率。

3.2 不同果树所适用的转化方法和材料存在一定

差异

在果树遗传转化的过程中，CRISPR/Cas9载体

几乎都是通过农杆菌介导的方法侵染植物的组织或

器官，除了农杆菌侵染外，聚乙二醇（polyethylene

glycol ，PEG）介导的原生质体转化法在苹果[10]和荔

枝[16]中也有应用。

不同的物种所适用的转化材料存在一定差异

（表 1），如香蕉[37]和葡萄[35]通常使用悬浮胚性细胞，

也有使用花器官的报道[43，57]，柑橘[44]适用上胚轴，草

莓[62]和猕猴桃[61]普遍利用叶片进行叶盘的转化等。

3.3 CRISPR/Cas9编辑技术在果树作物中的应用

目前，CRISPR/Cas9 编辑技术主要应用在柑

橘[9]、葡萄[10]、苹果[11]、香蕉[12]和草莓[13]等果树作物上，

猕猴桃[14]、荔枝[17]和蓝莓[18]等果树也相继被报道（表

1）。八氢番茄红素脱氢酶（phytoene desaturase，

PDS）作为指示基因，容易获得白化目标性状，在绝

大多数果树中已被敲除。在果树花期调控的研究

中，敲除苹果[34]和猕猴桃[61]FTL和CEN基因可以获

得提早开花的突变植株。通过基因编辑培育抗病虫

害的品种在果树中应用最为广泛，特别是敲除柑橘

CsLOB1基因进行抗柑橘溃疡病的研究[45]；另外，香

蕉抗枯萎病[42]、葡萄抗灰霉病[57]、可可抗疫霉病[15]和

荔枝抗霜疫霉病[17]的植株培育效果显著。株型改良

方面，在香蕉[38]和梨[16]中，CRISPR/Cas9编辑技术也

被用于创制矮化表型新品种植株。果实品质方面，

利用基因编辑技术在香蕉[40]、苹果[35]、葡萄[35，56，58]中实

现了果实营养物质合成的调控，也对果实外观品质

进行改善和优化，如产生白果皮草莓[63]、表皮毛减少

或无毛猕猴桃[60]。

3.3.1 产生白化表型 植株白化表型是检验和判断

CRISPR/Cas9体系是否有效的经典和指示表型。自

2013 年 CRISPR/Cas9 系统开始应用于植物基因组

编辑至今，已成功实现了苹果、大蕉、可可、香蕉、柑

橘、葡萄、猕猴桃、草莓、蓝莓、梨和荔枝多种果树的

基因组编辑[65]。敲除PDS基因，能够阻止叶绿素和

何玉坤，等：CRISPR/Cas9基因编辑技术在果树作物中的应用研究进展 873
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表 1 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在果树中的应用

Table 1 Application of CRISPR/Cas9 gene editing technology in fruit trees

苹果

Apple

可可

Cacao

大蕉

Plantain

香蕉

Banana

柑橘

Citrus

DIPM-1/
DIPM-2/
DIPM-4

PDS

PDS/TFL1

IdnDH

TcNPR3

PDS

PDS

MaGA20ox2

eBSV

LCYε

PDS

PDS/
Achr4P16380

PDS

DMR6

PDS

PDS

CsLOB1

PDS

抗火疫病

Resistance to fire
blight disease

白化表型

Albino phenotypes

白化表型、早开花

Albino phenotypes，
early flowering

酒石酸的生物合成

Biosynthesis of
tartaric acid

抗疫霉病

Resistance to
phytophthora disease

白化表型

Albino phenotype

白化表型

Albino phenotype

矮化表型

Dwarf phenotype

控制病毒发病机制

Control of virus
pathogenesis

调控β-胡萝卜素合成

Regulation the syn-
thesis of β-carotene

白化表型

Albino phenotype

白化表型、矮化表型

Albino phenotype,
dwarf phenotype

白化表型

Albino phenotype

抗枯萎病

Resistance to wilt
disease

白化表型

Albino phenotype

白化表型

Albino phenotype

抗溃疡病

Resistance to
canker disease

白化表型

Albino phenotype

PEG介导原生质体转染

PEG-mediated protoplast
transfection

农杆菌介导叶盘转化

Agrobacterium-mediated leaf
discs transformation

农杆菌悬浮液的真空渗透法

Vacuum-infiltration in a suspen-
sion of agrobacterium tumefaciens

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated suspen-
sion cells transformation

农杆菌介导的瞬时叶片转化

Agrobacterium-mediated transient
leaf transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated suspen-
sion cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated suspen-
sion cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的胚胎细胞悬浮转化

Agrobacterium- mediated
embryogenic cell suspension
cultures transformation

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

胚性愈伤组织或叶

Embryogenic callus
or leaves

叶片

Leaves

微芽幼叶

Younger leaves of
micro sprouts

胚性愈伤组织

Embryogenic callus

叶片

Leaves

胚性细胞

Embryogenic cells

胚性细胞

Embryogenic cells

胚性细胞

Embryogenic cells

胚性细胞

Embryogenic cells

胚性细胞

Embryogenic cells

胚性细胞

Embryogenic cells

胚性细胞

Embryogenic cells

胚性细胞

Embryogenic cells

胚性细胞

Embryogenic cells

未成熟雄花

Immature male
flowers

上胚轴

Epicotyls

上胚轴

Epicotyls

上胚轴

Epicotyls

—

35SCaMV

PcUbi4-2

—

CaMV35S

CaMV35S

Ubi1、
CaMV35S

Pubi-H

PcUbi

CaMV

CaMV35S

Pubi

Pubi

2×CaMV35S

CaMV35s

YAO

CaMV35

35S

—

AtU6-1

MdU3/
MdU6

—

AtU6­26

OsU6

OsU3

OsU6a/
OsU3

OsU6

OsU3

OsU6

OsU6

OsU6a

OsU6

OsU3

AtU6-26

—

AtU6

0.50~
6.90

31.80

95.12/
93.00

0.10

27.00

100.00

100.00

70.00~
95.00

95.00

—

100.00

4.70/
11.10

100.00

100.00

59.00

25.00~
87.00

23.80~
89.36

15.55~
79.67

[10]

[11]

[34]

[35]

[15]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[36]

[41]

[12]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]
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葡萄

Grape

梨

Pear

猕猴桃

Kiwifruit

PDS

CsLOB1

CsWRKY22

DMR6

CsLOB1

CsLOB1

CsP5CS2

IdnDH

PDS

PDS

IdnDH

VvWRKY52

TMT1/
TMT2

PDS

PDS/TFL1

PbPAT14

PDS

Achn116791/
Achn302211/
Achn379131

白化表型

Albino phenotype

抗溃疡病

Resistance to
canker disease

抗溃疡病

Resistance to
canker disease

抗黄龙病

Resistance to
Huanglongbing

抗溃疡病

Resistance to
canker disease

抗溃疡病

Resistance to canker
disease

调控脯氨酸合成

Regulation of
proline synthesis

调控酒石酸含量

Regulation tartaric
acid content

白化表型

Albino phenotype

白化表型

Albino phenotype

调控酒石酸含量

Regulation tartaric
acid content

抗葡萄孢菌

Resistance to
botrytis cinerea

调控糖合成水平

Regulation the level
of sugar synthesis

白化表型

Albino phenotype

白化表型、早开花

Albino phenotypes，
early flowering

矮化表型

Dwarf phenotype

白化表型

Albino phenotype

果皮毛减少或无毛

Hairless or glabrous
pericarp

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

农杆菌介导上胚轴转化

Agrobacterium-mediated epicotyl
transformation

农杆菌介导的上胚轴转化

Agrobacterium-mediated
epicotyl transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的愈伤组织转化

Agrobacterium-mediated callus
transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension
cells transformation

农杆菌介导的悬浮细胞转化

Agrobacterium-mediated
suspension cells transformation

农杆菌介导的体细胞胚胎转化

Agrobacterium-mediated somatic
embryos transformation

农杆菌介导的转化

Agrobacterium-mediated
transformation

农杆菌介导的转化

Agrobacterium-mediated
transformation

农杆菌悬浮液的真空渗透法

Vacuum-infiltration in a suspen-
sion of agrobacterium tumefaciens

农杆菌介导的转化

Agrobacterium-mediated
transformation

农杆菌介导转化

Agrobacterium-mediated
transformation

农杆菌介导叶盘转化

Agrobacterium-mediated leaf
discs transformation

上胚轴

Epicotyls

上胚轴

Epicotyls

上胚轴

Epicotyls

上胚轴

Epicotyls

上胚轴

Epicotyls

上胚轴

Epicotyls

上胚轴

Epicotyls

胚性愈伤组织

Embryogenic callus

胚性愈伤组织

Embryogenic callus

胚性愈伤组织

Embryogenic callus

胚性愈伤组织

Embryogenic callus

花蕾

Flower buds

胚性愈伤组织

Embryogenic callus

胚性愈伤组织

Embryogenic callus

微芽幼叶

Younger leaves of
micro sprouts

愈伤组织

Callus

愈伤组织

callus

叶片

Leaves

CaMV35S

35S

35S

—

—

35S

—

—

35S

CaMV35S

CaMV35S

2×35S

UBQ2

2×35S

PcUbi4-2

35S

35S

—

—

AtU6­1

AtU6­1

—

—

AtU3b/
AtU6-29/
AtU6-1

CsU6

—

AtU6

AtU6

AtU6

AtU3d/
AtU3b/
AtU6-1/
AtU6-29

VvU6/
VvU3

U6-26

MdU3/
MdU6

AtU3d/
AtU6-1/
AtU6-29

AtU6­1

—

50.00

42.00

42.86

—

—

64.70~
80.00

—

0.50~
6.90

40.74

—

100.00

25.00/
27.78/
5.55/

16.67

10.51/
20.85

37.74

9.00

27.27

7.14~
8.33

41.70

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[35]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[34]

[16]

[14]

[60]
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草莓

Strawber-
ry

蓝莓

Blueberry

荔枝

Litchi

CEN4/CEN

FvARF8/
FveTAA1

PDS

RAP

FvCO4

CEN

PlAvh133

早开花

Early flowering

调控生长素合成

Regulation auxin
synthesis

白化表型

Albino phenotype

调节果皮颜色

Regulation skin color

调控果实发育

Regulation fruit
development

调控花期

Regulation flowering
time

抗霜疫霉病

Resistance to phyto-
phthora infestans

农杆菌介导转化

Agrobacterium-mediated
transformation

农杆菌介导的转化

Agrobacterium-mediated
transformation

农杆菌介导叶和叶柄转化

Agrobacterium-mediated leaf and
petiole transformation

农杆菌介导的转化

Agrobacterium-mediated
transformation

农杆菌介导的叶盘转化

Agrobacterium-mediated leaf
discs transformation

腋芽转化法

Axillary bud transformation

PEG介导的原生质体转化

PEG-mediated protoplast
transfection

叶片

Leaves

植物体

Plants

叶和叶柄

Leaves and petioles

愈伤组织

callus

叶片

Leaves

腋芽

Axillary bud

原生质体

Protoplast

Ubi

UBQ

35S

35S

UBQ

Ubi4-2/2×
CaMV35S

—

AtU6/
AtU3

FveU6/
AtU6

U6-26/
U6III

U6-26/
U6-29

FvU6-2

U6-26

—

30.00~
75.00
(CEN4)

49.00/
75.00

51.50/
63.00

12.77

92.30

13.00

8.60

[61]

[13]

[62]

[63]

[64]

[18]

[17]
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注：“—”表示参考文献中无相关信息。

Note:“—”means no relevant information in the references.

续表 Continued Table

类胡萝卜素的产生，从而导致植株形成白化表

型[66]。该目标性状相对容易获得，因此往往用来判

断基因组编辑系统在果树中的有效性。设计针对香

蕉中2个PDS基因的 sgRNA引导Cas9剪切靶基因，

突变效率达到 59%，获得了完全白化和杂色表型的

植株[43]。利用经过改良后的CRISPR/Cas9多靶点载

体系统编辑香蕉MaPDS基因，结果发现，61.2%的植

株表现出白化突变表型 [12]。此外，利用 CRISPR/

Cas9基因编辑系统在香蕉中递送多顺反子 gRNAs

靶向PDS基因外显子的编辑效率高达 100%[37]。同

时，在草莓中实现了高效的PDS基因突变结果，获

得明显白化表型的目标植株[62]。另外，在柑橘中用

AtYAO基因启动子代替常用的花椰菜花叶病毒 35S

启动子驱动Cas9基因时，突变效率明显提高，甚至

达到 100% [44]。使用 SaCas9/sgRNA 系统替代 Sp-

Cas9/sgRNA系统敲除PDS基因也能成功进行柑橘

基因组编辑 [46]。CRISPR/Cas9 编辑技术也在苹

果[11,34]、葡萄[54-55，59]、猕猴桃[14]、梨[34]、金橘[47]和大蕉[36]中

成功应用，实现PDS基因的敲除。

3.3.2 调控童期和花期 一般多年生果树童期长，

限制了品种通过传统育种方法进行优化[67]。童期的

长短与终端开花（terminal flower，TFL）蛋白相关。

TFL通过抑制多种开花蛋白的表达，发挥着开花的

负调控作用 [68]。利用针对 TFL1 基因的不同

sgRNAs，通过CRISPR/Cas9系统编辑苹果和梨，苹

果中有93%早花表型的突变株系，而梨中只有9%具

有早花性状，突变率相对苹果显得极低[34]。培育早

花早熟品种，可以满足市场需求，增加生产者收益。

CEN和与其密切相关的基因TFL1是拟南芥的开花

抑制因子，CEN 的敲除可能导致早熟开花。通过

CRISPR/Cas9系统介导的蓝莓基因组编辑最终获得

含有CEN区域突变的 6个株系，但是这些株系不仅

没有得到早开花的目标性状，反而植株生长明显受

到抑制，可能是开花调节物质不仅影响生殖发育，还

影响营养生长[18]。同时，CEN同源基因是潜在的开

花抑制因子。以猕猴桃CEN的同源基因AcCEN4和

AcCEN为靶点，利用CRISPR/Cas9系统同时进行敲

除，发现突变植株由原来的多年生木本攀缘植物转

变为株型紧凑的植株，并且产生顶花和果实迅速发

育的现象[61]。

3.3.3 改善果实品质 果实品质由外观品质和内在

品质组成，是衡量果品商品价值的重要指标。在香

蕉中，以LCYε基因的第5外显子为靶点，利用CRIS-

PR/Cas9技术提高香蕉中β胡萝卜素的含量，创制了
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富含 β胡萝卜素的香蕉品种；编辑株系的果肉与未

编辑株系相比，果肉中 β胡萝卜素积累量提高了 6

倍[40]。在葡萄中，分别用VvU6和UBQ2启动子替代

AtU6 和 35S 启动子对 CRISPR/Cas9 系统进行了优

化，开发了一个包含传统多个 sgRNA表达盒或多顺

反子 tRNA-sgRNA盒的多重基因组编辑系统；以渗

透性单糖转运体TMT基因家族成员TMT1和TMT2

基因为靶点，进行了葡萄多基因组编辑，整体编辑效

率提高了10%，同时糖合成水平下降，表明这2个基

因在葡萄糖积累中起重要作用[58]。以葡萄中调控酒

石酸（tartaric acid，TA）生物合成的 IdnDH基因为靶

基因进行敲除沉默，TA在葡萄悬浮细胞及其再生植

株中的生物合成或积累失败 [35，56]。通过 CRISPR/

Cas9系统定点突变山金柑中脯氨酸合成限速酶编

码基因CsP5CS2，得到了突变的阳性植株[53]。

草莓果实的颜色是草莓育种的重要性状。叶柄

花青素还原基因（reduced anthocyanins in petioles，

RAP）编码 1 种谷胱甘肽 S 转移酶（glutathione S-

transferase，GST），该酶结合花青素，促进其从细胞

质运输到液泡。CRISPR/Cas9系统在T0代同时敲除

6个RAP基因拷贝，得到了绿茎白果表型。经检测，

果实的总花青素含量较野生型果实显著降低[63]。草

莓的FvCO4基因在果实的髓部和皮层都有特异性

表达，CRISPR/Cas9 基因编辑草莓 FvCO4 基因，获

得12株基因编辑株系，突变株系的果实发育受到显

著影响，证明该基因与草莓果实发育相关[64]。以拟

南 芥 表 皮 毛 起 始 和 发 育 基 因 的 候 选 基 因

Achn116791、Achn302211 和 Achn379131 为靶基因，

在猕猴挑中进行CRISPR/Cas9基因编辑，分别获得

9、1和0个株系的基因编辑植株，且突变植株出现叶

片表皮毛密度降低、长度变短的表型[60]。

3.3.4 产生矮化表型 CRISPR/Cas9系统诱导调控

香蕉矮小性状的MaGA20ox2基因突变，共得到7个

半矮化突变系，检测显示赤霉素含量与突变表型变

化一致 [38]。另外，CRISPR/Cas9系统敲除香蕉候选

矮化基因 Achn379131，获得了 87 个抗性转基因株

系[41]。培育具有矮化、紧凑特性的植株可显著提高

梨果实产量。设计 3种不同的 sgRNAs，通过CRIS-

PR/Cas9系统敲除梨中与植物发育相关的S酰基转

移酶基因PbPAT14，得到6个矮黄、叶片数量减少表

型的株系[16]。

3.3.5 培育抗病虫害植株 果树生长发育过程中受

到的虫害和病害，会直接影响到果品的产量和品

质。病虫害的发生通常会增加生产成本，也增大造

成重大损失的风险。解决这些问题最有效和经济的

办法之一是培育抗病虫害品种。柑橘溃疡病由细菌

病原体柑橘黄单胞菌（Xanthomonas citri subsp.

citri，Xcc）引起，Citrus sinensis LATERAL ORGAN

BOUNDARIES（CsLOB1）是该病的易感基因[69]。研

究显示，通过使用 CRISPR/Cas9 系统修饰 CsLOB1

的 2个等位基因启动子中 PthA4效应子顺式元件，

可以明显提高突变体植株对Xcc的抗性[9]。通过构

建 5个CRISPR/Cas9编辑载体修饰柑橘CsLOB1启

动子中的 PthA4结合元件，有 4个品系表现出对柑

橘溃疡病具有较强的抗性[48]。由CRISPR/Cas9系统

衍生的双组分系统 Cas9/sgRNA，只需要对 sgRNA

进行微小的改变就可以特异性靶向目的基因，实现

在柑橘中突变CsLOB1基因 [51]。利用CRISPR/Cas9

系统靶向晚锦橙基因组的CsLOB1启动子，在突变

体植株中也实现了较大DNA 片段的删除[52]。在柑

橘中分别敲除CsWRKY22[49]和DMR6[50]基因也得到

了抗溃疡病和抗黄龙病的突变植株。

以苹果 DIPM-1、DIPM-2 和 DIPM-4 基因为靶

点，将CRISPR/Cas9系统直接递送到原生质体系统，

从而实现定向基因编辑，提高植株对火疫病的抗

性[10]。针对葡萄的WRKY52基因（编码与生物胁迫

响应相关的转录因子）的第一个外显子设计 4 个

gRNAs，CRISPR/Cas9系统介导敲除WRKY52基因，

增强了对灰霉病菌的抗性[57]。CRISPR/Cas9系统编

辑可可的NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-

RELATED GENES3（NPR3）基因，该基因编码防御

反应抑制因子。先在叶片中进行瞬时表达测试，随

后生成CRISPR/Cas9系统突变的体细胞胚胎[15]。

香蕉条纹病毒病（banana streak virus，BSV）对

香蕉有很大的危害，利用CRISPR/Cas9系统对整合

到香蕉基因组的BSV基因序列进行突变。水分胁迫

下，75%的基因组编辑再生植株没有出现病害症

状 [39]。香蕉黄单胞菌病（banana xanthomonas wilt，

BXW）是由香蕉黄单胞菌引起的病害，只有野生种

具有抗 BXW 的能力。Downy mildew resistance 6

（DMR6）是编码2-氧戊二酸铁（II）依赖性加氧酶（2-

oxoglutarate oxygenase，2OGO）的易感基因，该基因

在病原体感染期间上调，抑制植物的抗性免疫功

能。CRISPR/Cas9系统敲除香蕉MusaDMR6基因，
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大多数突变体对病害BXW的抗性增强，植株延迟

感病时间甚至未有感病症状，并且能够正常生长，没

有形态上的变异[42]。荔枝霜疫病严重危害荔枝产业

的发展，该病的 RXLR ( Arg -X - Leu - Arg，X 代表

任意氨基酸)效应蛋白编码PlAvh133基因，通过借鉴

大豆的CRISPR/Cas9编辑体系，获得了 5个突变植

株，进一步验证显示该基因在突变体中未表达[17]。

4 展 望

CRISPR/Cas9系统是一项革命性的技术，可以

通过引导和控制基因组的变化用于作物育种和生物

研究。果树的世代周期长、杂合度高，采用传统育种

手段培育新品种难度高且耗时，CRISPR/Cas9基因

编辑技术的开发能够在很大程度上解决这一问题。

但是，CRISPR/Cas9系统在应用的过程中仍然有许

多障碍需要克服。首先，高效的组织培养再生系统

和遗传转化技术是开展基因编辑技术工作的基础。

虽然许多果树都有自身的遗传转化和再生流程体

系，但是遗传转化方法通常具有基因型特异性，在一

个物种中建立高效的遗传转化体系需要对多个因素

进行探索优化，研究者关注度较高的柑橘、葡萄、苹

果和梨等大宗果树遗传转化体系趋于成熟，香蕉、荔

枝等热带果树遗传转化体系也逐步建立起来，但研

究不够深入的油梨、番石榴、莲雾和杨桃等优稀果树

则稍显滞后。其次，脱靶效应是CRISPR/Cas9基因

编辑存在的普遍问题。再者，需要选择更加合适的

Cas9和 sgRNA启动子以提高编辑效率。

高效的编辑效率是应用CRISPR/Cas9系统过程

中追求的重要目标，因此，持续不断地优化遗传转化

体系和再生系统，对于将CRISPR/Cas9系统应用于

果树中意义重大。在降低脱靶效率方面，基因靶位

点的选择和 sgRNA的设计都显得格外重要，通常编

辑载体设计多个 sgRNAs同时靶向一个目标基因来

提高编辑靶基因的准确性[70]。近年来，利用拟南芥

YAO启动子和植物泛素UBQ启动子驱动Cas9的表

达，克隆本物种内源U3和U6启动子驱动 sgRNA的

表达，编辑的效率明显提高。由此可见，选择合适的

启动子同时表达Cas9和 sgRNA是果树高频率突变

的重要因素。新出现的基因编辑技术也能够弥补

CRISPR/Cas9系统的不足。如单碱基编辑器能够精

准替换单个碱基，实现C/G到A/T和C/G到A/T的

转变，该技术已在水稻和玉米应用，获得了性状改良

的植株[71]。引导编辑系统可以实现所有类型的碱基

编辑，目前在水稻和小麦上已建立起适用于植物的

引导编辑系统 [72]。近年来发现的新基因编辑系统

CRISPR/Cpf1，在多重基因编辑和染色体片段删除

方面更有优势。利用该技术在水稻中实现了多重基

因编辑[73]，在大豆中也实现 8个靶基因的编辑并且

实现染色体大、中、小片段的删除[74]。从成功应用新

编辑系统的作物中可以推测，单碱基编辑、引导编辑

以及CRISPR/Cpf1系统都有应用于果树的可能性，

但是不同的编辑系统所产生的目的效应不同，选择

的编辑系统应根据具体研究情况而定。
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