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摘 要：水稻（Oryza sativa L.）是单子叶植物研究的模式作物，同时也是世界上最重要的粮食作物之一。

我国是世界上最大的稻米生产国和消费国，水稻在保障粮食安全方面发挥着极其重要的作用。水稻品种的不断

改良升级是保障稻米稳产增产的有效途径。以育种家经验为基础的传统育种方式的育种周期长、精准性差、可

预见性低，已逐渐不能满足现代育种需求。CRISPR/Cas9 是继锌指核酸酶（ZFN）、转录激活样效应因子核酸酶

（TALEN）等技术之后的新一代基因编辑技术，能在不改变受体遗传背景的前提下，精准、定向地改造控制重

要性状的功能基因以达到性状快速升级改良的目的，已逐步成为动植物科学研究和作物育种的重要工具。目前

CRISPR/Cas9 基因编辑技术已经广泛应用于水稻重要性状的定向改良和种质资源创新研究。综述了 CRISPR/Cas9

基因编辑技术的工作原理及其在水稻抗病性、品质、育性、非生物胁迫等方面的研究进展，并对 CRISPR/Cas9

技术的发展和未来在水稻育种中的应用进行了展望，为未来 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在作物定向改良中的进

一步利用提供参考。
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Abstract: As a model crop for monocots research, rice is also one of the most important food crops in the world. Rice 

plays an extremely important role in ensuring food security, since China is the world’s largest producer and consumer of rice. 

Upgrading and improvement of rice varieties is an effective way to ensure the continuous increase of rice yield. As the heavy 

reliance on the experience of breeders, the traditional breeding method is time-consuming, poor in precision and low in 

predictability, which can no longer meet the needs of modern breeding. As a new generation of gene editing technology after 

zinc finger nuclease (ZFN) and transcription-activating-like effector nuclease (TALEN) technologies, CRISPR/Cas9, which can 

accurately and directionally modify the functional genes that control important traits without changing the genetic background 
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水稻是功能基因组学研究的模式作物，同时

也作为世界上重要的粮食作物养育了全球超过半

数的人口［1］。我国是目前世界上最大的稻米生产

国和消费国，约 60% 的人口以稻米为主食［2］。

水稻生产是关系粮食安全、人民生活福祉和国家

长治久安的头等大事。中国稻作文化源远流长，

是水稻种植历史最为悠久的国家，也是水稻种质

资源富国和稻作科技强国［2］，先后引领了以“矮

化育种”和“杂种优势利用”为基础的两次水稻“绿

色革命”［3］。经过一代又一代稻作科学家的接续

努力，水稻育种技术发展迅速，先后经历了纯系

育种、杂交育种、诱变育种和分子育种等各个阶

段，水稻产量记录不断刷新［2］。目前，我国水稻

育种已经进入以籼粳亚种间杂种优势利用为基础

的“5G 时代”［4-5］，将继续引领世界稻作发展。

随着经济的发展，人民生活水平不断提高，

对稻米的需求逐步从“吃得饱”到“吃得好”转变，

对水稻的产量、品质和抗性提出了更高的要求，

高产优质多抗新品种的培育已经成为水稻育种追

求的主要目标。稻米需求的升级为水稻育种技术

带来了新的要求和挑战，以往的遗传改良方法如

杂交育种、回交育种、诱变育种、分子标记辅助

选择育种和转基因育种等，有的具有明显缺点或

局限，有的面临一些实际技术问题无法大范围推

广使用，已不利于水稻品种的快速迭代升级改良：

杂交育种、回交育种具有后代分离大、难以快速

稳定、育种周期较长、盲目性大等缺点；诱变育

种具有变异方向不稳定不可控、有益突变概率低、

精准性不高等缺点；分子标记辅助选择育种虽然

在一定程度上解决了育种精准性的问题，但也同

样面临连锁累赘无法打破、耗时费力等诸多问题；

转基因育种可以通过将外源功能基因整合到受体

作物的染色体上表达，达到精准定向改良作物性

状的目的，但是由于其会引入外源 DNA 片段，

引发对转基因食品安全方面的担忧而无法全面释

放应用。相较于传统育种方法，新兴的 CRISPR/

Cas9 基因编辑技术能通过预先设定的引导序列，

精准地对内源目标靶基因位点进行定点突变（插

入或缺失）或精准编辑（碱基替换），达到敲

除或者改变目标基因功能的目的。虽然 CRISPR/

Cas9 基因编辑技术依靠转基因的方式完成，但

是由于转基因 TDNA 插入位点往往与编辑位点位

置不同，可以在编辑后代中通过遗传分离得到完

全没有转基因元件的编辑突变体。随着 CRISPR/

Cas9 基因编辑技术不断改进和发展，编辑技术日

渐稳定成熟，目前已经在动植物的功能基因研究、

种质资源创制创新、优良新品种培育和定向改良

中发挥重要作用。在水稻品种改良中，CRISPR-

Cas9 系统能快速定向稳定目标性状、缩短育种周

期，展现出强大的应用潜力，有望成为未来水稻

育种的重要辅助工具。因此，在当前形势下，加

强对水稻基因编辑技术的研究具有十分重要的现

实意义。本文主要综述了近年来 CRISPR-Cas9 基

因编辑技术在水稻性状定向改良上的研究进展，

并对该技术的未来发展前景进行探讨和展望，以

期为水稻育种方法的革新与发展提供新的思路和

参考。

1 CRISPR/Cas9 基因编辑技术

规 律 间 隔 成 簇 短 回 文 重 复 序 列 相 关 系 统

（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats associated system，CRISPR/Cas）是细菌和

古细菌体内长期演化过程中形成的一种适应性免

疫防御机制，可以利用双 RNA 引导 DNA 内切酶

在目标 DNA 中引入位点特异性双链断裂来抵御外

源 DNA 的侵染［6］。CRISPR/Cas 是继锌指核酸酶

（ZFN）、转录激活样效应因子核酸酶（TALEN）

等基因编辑技术之后的第三代基因编辑系统，不

同于 ZFN 和 TALEN 系统的 DNA 识别是依赖蛋白

质来完成，CRISPR/Cas 编辑系统的目标靶位点识

of the receptor to achieve the rapid upgrading and improvement of traits, has gradually become an important tool for animal and 

plant scientific research and crop breeding. At present, CRISPR/Cas9 gene editing technology has been widely used in targeted 

improvement of important traits and germplasm resource innovation of rice. In the study, the working principle of CRISPR/Cas9 

gene editing technology and its research progress in rice disease resistance, quality, fertility and abiotic stress were reviewed. It will 

provide a new insight for application prospect of gene editing in rice breeding and provide a reference for the further application of 

CRISPR/Cas9 gene editing technology in crop targeted improvement in the future.

Key words: rice; CRISPR/Cas9; gene editing; rice quality; disease resistance; trait improvement
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别是利用一段短 RNA 片段实现的。理论上 Cas 蛋

白可以在 RNA 的引导下对任何一段特异的基因组

DNA 序列进行精准操纵，用来阐释基因功能、修

复有害突变、抑制被激活的致病基因或者激活病

症的抑制基因；研究者可以通过一次实验同时靶

向编辑多个位点验证多个基因的功能［6］。该技术

目前已经广泛应用于水稻、小麦、玉米、人类、

斑马鱼、猪等动植物的基因组研究，具有设计简

单、操作简便、成本低廉、精准高效等优点［6-10］。

CRISPR/Cas 系统主要分为 3 种类型（图 1A），

Ⅱ型主要在细菌基因组中被发现，Ⅲ型则主要存

在于古细菌，而Ⅰ型则在细菌和古细菌中均有分

布［11］。3 类系统均含有靶向 DNA 区域、crRNA

区域，I 型和 II 型依赖于前间区序列临近基序

（Protospacer Adjacent Motif，PAM）， 而 Ⅲ 型 则

不依赖 PAM 序列［11］。CRISPR/Cas9 基因编辑系

统属于Ⅱ型系统，是广泛应用于基因编辑、转录

调控、表观遗传修饰和基因组成像等领域的一个

强大基因编辑平台［6］，也是目前为止研究最多最

透彻、操作最简单方便的基因编辑系统。在Ⅰ型、

Ⅲ型 CRISPR/Cas 系统中，成熟的 crRNA 引导几

个核酸酶 Cas 组成的大型蛋白复合体共同发挥作

用才能顺利剪切外源 DNA，而Ⅱ型 CRISPR/Cas

系统仅需要单一的 DNA 内切酶 Cas9 蛋白配合

crRNA、tracrRNA 即可识别和剪切目标靶 DNA，

不依赖于多蛋白复合体［6,12］。为方便使用，目前

常 用 的 CRISPR/Cas9 系 统 经 过 简 化 将 crRNA 和

tracrRNA 合并成一个嵌合的 sgRNA 转录本，并完

全保留了 Cas9 介导的序列特异性剪切功能（图

1B），可以根据实验需求设计改造 sgRNA，引导

Cas9 蛋白到基因组上特定区段，并在 PAM 序列

的上游剪切 DNA 双链形成平末端裂口［6,11,13］。

当目的基因双链断裂后，裂口会被细胞中存在的

DNA 修复机制所修复。修复机制可分为同源修复

（HR）和非同源末端连接（NHEJ），NHEJ 修复

过程中会在剪切位点产生小片段的插入或缺失引

发基因编码改变或者提前终止，导致基因沉默；

HR 修复会恢复野生型序列；而在有供体 DNA 存

在的情况下，断裂位置会通过 HR 修复方式进行

同源修复精准地引起 DNA 片段插入或替换，达到

基因敲入的目的（图 1B）［6,11］。

2 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在水稻定

向改良中的应用

性状改良是新品种不断升级迭代的源动力。

传统的水稻品种改良通常采用杂交方式将各种优

异等位基因聚合于受体亲本，周期漫长、费时耗

力且无法打破连锁累赘，在引入优良基因的同时

可能会带入诸多不利基因。如何实现目标基因的

精准快速改良，克服传统育种方式的种种弊端是

育种家面临的一个亟需解决的问题。作为一种新

兴的基因编辑技术，由细菌免疫系统发展而来的

CRISPR/Cas9 仅需改造引导 RNA 序列即可实现基

因组靶位点的定点编辑［11］。在基因编辑过程中，

由于 CRISPR/Cas9 基因编辑植株的转基因标签插

入位点往往与编辑位点不在同一位置，易于在后

代中获取没有外源基因整合的编辑材料，避免了

传统转基因方法导致的食品安全担忧问题。因此，

CRISPR/Cas9 基因编辑技术在水稻定向改良中具

有巨大的应用潜力。目前，众多研究者已经利用

CRISPR/Cas9 基因编辑技术针对水稻中的多个重要

靶标展开定向改良研究工作，取得一系列研究成

果（表 1）。

A

B

图 1 CRISPR-Cas 系统的类型及 CRISPR-
　　　Cas9 的工作模型［11］

Fig. 1 Types of CRISPR-Cas system and
　　　   working model of CRISPR-Cas9［11］
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表 1 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在水稻育种中的应用
Table 1 Application of CRISPR/Cas9 gene editing

　　　　  technology in rice breeding

编辑基因
Edited gene

性状
Trait

基因位点
Gene locus

编辑
区域

Edited
region

参考文献
Reference

pid3 抗稻瘟病 LOC_Os06g22460 编码区 ［15］

Bsr-d1 抗稻瘟病 LOC_Os03g32230 编码区 ［16］

OsERF922 抗稻瘟病 LOC_Os01g54890 编码区 ［16-17］

Pi21 抗稻瘟病 LOC_Os04g32850 编码区 ［16,18］

VQ25 抗稻瘟病 LOC_Os06g45570 编码区 ［19］

OsSWEET14 抗白叶枯病 LOC_Os11g31190 编码区 ［20］

OsSWEET14 抗白叶枯病 LOC_Os11g31190 启动子区 ［21］

pong 2-1 抗白叶枯病 LOC_Os02g20780 编码区 ［22］

pong11-1 抗白叶枯病 LOC_Os11g14160 编码区 ［22］

Xig1 抗白叶枯病 LOC_Os11g39100 编码区 ［23］

OsEDR1 抗白叶枯病 LOC_Os03g06410 编码区 ［24］

OsERF922 抗白叶枯病 LOC_Os01g54890 编码区 ［16］

Pi21 抗白叶枯病 LOC_Os04g32850 编码区 ［16］

VQ25 抗白叶枯病 LOC_Os06g45570 编码区 ［19］

Badh2 香味 LOC_Os08g32870 编码区 ［18,25-26］

Wx 直链淀粉含量 LOC_Os06g04200 编码区 ［27］

Wx 直链淀粉含量 LOC_Os06g04200 启动子区 ［28-30］

SBEIIb 直链淀粉、抗
性淀粉含量

LOC_Os02g32660 编码区 ［31］

GS3 粒形 Os03g0407400 编码区 ［32-33］

GS9 粒形 LOC_Os09g27590 编码区 ［32］

GL3.1 粒形 LOC_Os03g44500 编码区 ［33］

TMS5 温敏不育 LOC_Os02g12290 编码区 ［34-36］

Sc-i 籼粳杂种不育 LOC_Os03g14310 编码区 ［37］

REC8 无性繁殖 LOC_Os05g50410 编码区 ［38-39］

PAIR1 无性繁殖 LOC_Os03g01590 编码区 ［38-39］

OSD1 无性繁殖 LOC_Os02g37850 编码区 ［38-39］

MTL 无性繁殖 LOC_Os03g27610 编码区 ［39］

ALS 抗除草剂 LOC_Os02g30630 编码区 ［41］

EPSPS 抗草甘膦 LOC_Os06g04280 编码区 ［42］

OsNAC041 耐盐 LOC_Os03g013300 编码区 ［43］

OsDST 耐旱、耐旱 LOC_Os03g57240 编码区 ［44］

OsFTIP1 耐旱 LOC_Os06g41090 编码区 ［45］

TT2 耐热 Os03g0407400 编码区 ［46］

SCT1 耐热 LOC_Os03g09100 编码区 ［46］

SCT2 耐热 LOC_Os10g22950 编码区 ［46］

Hd2 抽穗 LOC_Os07g49460 编码区 ［47］

Hd4 抽穗 LOC_Os07g15770 编码区 ［47］

Hd5 抽穗 LOC_Os08g07740 编码区 ［47］

OsRhoGDI2 株高 LOC_Os06g21340 编码区 ［48］

SD1 株高 LOC_Os01g66100 编码区 ［49］

IPA1 株型 LOC_Os08g39890 编码区 ［50］

Gnla 穗粒数 LOC_Os01g10110 编码区 ［50］

DEP1 穗型 LOC_Os09g26999 编码区 ［50］

DFOT1 开花时间 LOC_Os01g42520 编码区 ［51］

EMF1 开花时间 LOC_Os01g42520 编码区 ［52］

OsFAD2 油酸含量 LOC_Os02g48560 编码区 ［53］

2.1 水稻抗病性的定向改良

稻瘟病是水稻生产中的主要病害之一，全

球每年因稻瘟病导致的产量损失约占水稻总产量

10%~30%，稻瘟病爆发时，轻则引起水稻大幅减

产，重则导致绝收［14-15］。因此，改良水稻稻瘟

病抗性对水稻稳产增产具有重要意义。目前，水

稻中已鉴定出超过 100 个稻瘟病抗性位点，其中

超过 30 个稻瘟病抗性基因已被克隆［14,16］。在抗

性基因克隆和功能解析的基础上，通过 CRISPR/

Cas9 基因编辑技术定点修饰抗性相关基因，可以

有针对性地定向改良水稻稻瘟病抗性。Zhou 等［16］

在籼型光温敏不育系 LK638S 背景下采用 CRISPR/

Cas9 技术对 Bsr-d1、Pi21 和 ERF922 等 3 个已知

的稻瘟病抗性相关基因进行基因编辑研究，发现

单基因突变体和 3 基因突变体的稻瘟病抗性均显

著高于野生型受体品种，同时突变体的产量性状

基本不受影响，为水稻抗病性的快速定向改良提

供了范例。在粳稻 Kuiku131 中敲除水稻稻瘟病抗

性的负调控因子OsERF922也得出类似实验结果，

突变体在不影响穗数、株高、千粒质量等重要农

艺性状的前提下，显著提高了稻瘟病抗性［17］。

在高感稻瘟病的优质水稻品种大粒香中，利用

CRISPR/Cas9 基因编辑技术定点编辑稻瘟病相关

基因 pid3，后代无转基因标签的纯合突变体材料

的稻瘟病抗性有效提高，因病损失率显著降低，

达到了稻瘟病抗性定向改良的目标［15］。编码区

内 21 bp 和 48 bp 的两处缺失导致 pi21 功能丧失，

进而赋予水稻稻瘟病广谱抗性，房耀宇等［18］利

用 CRISPR/Cas9 技术在 Pi21 基因的外显子区域设

计 2 个靶标位点对该基因进行敲除研究，结果发

现在敲除 Pi21 的突变体中该基因发生移码突变，

表达量较野生型品种明显降低，稻瘟病抗性则显

著提高。OsVQ25 通过与 E3 泛素连接酶 OsPUB73

和转录因子 OsWRKY53 互作，在平衡水稻的广谱

抗病性和生长发育中发挥重要功能［19］。VQ25 通

过抑制 OsWRKY53 的功能负向调控水稻抗病性，

在水稻中敲除 VQ25，敲除突变体的稻瘟病抗性

得到显著提高，而其他农艺性状基本不受影响，

表明 CRISPR/Cas9 技术改良作物性状可以做到精

准定向、有效避免连锁累赘。

白叶枯病是一种由水稻黄单胞杆菌（Xanthomonas 
oryzae pv. Oryzae，Xoo）引起的毁灭性水稻病害，

白 叶 枯 病 频 繁 爆 发 严 重 威 胁 水 稻 生 产。 水 稻
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OsSWEET14 基因是已知大部分 Xoo 菌株的易感

靶标，能够被 Xoo 中的转录激活样效应子（TAL）

通过结合其启动子区域的效应子结合元件（EBE）

激活表达，从而负向调控水稻的白叶枯抗性，

不同研究者分别利用 CRISPR/Cas9 技术定点编

辑 OsSWEET14 的 基 因 编 码 区 和 启 动 子 序 列 的

EBE 元件，均获得白叶枯病抗性显著提高的水稻

材料［20-21］，并且可保持主要农艺性状基本不改

变［20］。为改良 IR24 的白叶枯病抗性，郝巍等［22］

利用 CRISPR/Cas9 定点编辑了与白叶枯病抗性相

关的 Pong2-1、Pong11-1 两个基因位点，发现与

野 生 型 IR24 相 比， 突 变 体 pong2-1 和 pong11-1
的主要农艺性状无显著变化，但对白叶枯病的抗

性显著提高，由此创制出新的白叶枯病抗性材

料。Xig1（Xoo-induced gene 1）是一个受水稻白

叶枯病菌诱导表达的基因，与感白叶枯病相关。

在籼稻 IR24 背景下敲除 Xig1 的突变体对白叶枯

病菌敏感性降低，接种 14 d 后突变体的病斑长度

较野生型降低 53%~65%，白叶枯病抗性提高且突

变株系在主要农艺性状上与野生型 IR24 无显著

差异［23］。武广珩等［24］ 通过 CRISPR/Cas9 技术

敲除水稻的免疫防卫相关基因 OsEDR1，白叶枯

病原菌 Xoo PXO99 的接种侵染试验结果显示，突

变体水稻植株病斑长度相较于野生型日本晴减少

约 50%，白叶枯病抗性明显增强。除修饰单个基

因位点获得某一特定抗性外，利用 CRISPR/Cas9

技术编辑 1 个抗性基因也可以实现多种抗病性状

协同改良的目标。研究发现，Pi21 或 ERF922 的

单基因敲除突变体除可显著提高水稻稻瘟病抗性

外，白叶枯病的抗性也得到显著增强［16］；在水

稻中敲除 OsVQ25 能同时协同提升稻瘟病和白叶

枯病的抗性［19］。

稻瘟病和白叶枯病是水稻生产中面临的主

要病害，爆发严重时会造成水稻大幅减产甚至绝

收［14,20-21］。长期通过喷洒农药防控水稻病害，会

造成环境污染、药害、推高水稻生产成本等一系

列问题，因此，通过培育抗病新品种来改良水稻

的抗病性，是解决水稻病害问题最直接、最有效、

最经济的方法。通过杂交育种方法改良水稻抗病

性周期过长，加上病菌进化变异速度快，往往经

过多年杂交、回交导入的抗性基因刚刚稳定就

已失去对新的病菌小种的抗性作用，严重制约抗

病新品种的培育。前人研究表明，利用 CRISPR/

Cas9 基因编辑技术定向改良抗病相关基因，如

pid3［15］、Bsr-d1［16］、ERF922［16-17］、Pi21［16,18］、

VQ25［19］、OsSWEET14［20-21］、Pong2-1［22］、

Pong11-1［22］、Xig1［23］、OsEDR1［24］ 等， 能 在

基本不改变其他主要农艺性状的前提下，在短期

内（两个水稻生长世代）获得纯合稳定、不含转

基因标签的定向改良水稻新材料。CRISPR/Cas9

基因编辑技术大大提高了育种效率、缩短了育种

年限，为未来水稻抗病性的定向改良提供了参考

和范例。

2.2 水稻品质的定向改良

稻米品质是复杂的农艺性状，包括外观品

质、加工品质、蒸煮食味品质和营养品质等，是

水稻商品价值的重要衡量因素。香气被认为是优

质稻米的重要指标，水稻 OsBadh2 基因功能的缺

失导致 2- 乙酰 -1- 吡咯啉（2-AP）的积累是水

稻香气形成的主要原因。研究者在不同的遗传背

景下运用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术对 OsBadh2
进行敲除研究，发现敲除突变体材料的 2-AP 含

量均能显著提高，可以产生强烈香气，稻米食味

性状得到快速精准改良［18,25-26］。直链淀粉含量是

影响水稻口感的重要因素，黄李春等［27］在粳稻

日本晴背景下，利用 CRISPR/Cas9 技术在 Wx 基

因编码区的 C 端第 12、13 外显子处设计 2 个靶

标位点进行定点敲除研究，获得 8 种无转基因标

签的纯合突变材料。与野生型相比，8 种突变材

料的农艺性状无显著变化，但是直链淀粉含量从

16.79% 下降至 3.69%~4.44%，得到直链淀粉含量

极低的糯稻新种质。除编辑 Wx 基因的编码区，

研究者还利用 CRISPR/Cas9 技术编辑 Wx 基因启

动子上的关键顺式作用元件，通过调节 Wx 基因

的表达量，进而达到改良稻米直链淀粉含量的目

的［28-30］。毛兴学等［28］在籼稻保持系吉丰 B 背景

下，定向编辑 Wx 基因的编码区上游序列，得到

两份低直链淀粉含量的水稻新种质。Huang 等［29］

通过分析Wx基因启动子序列上的顺式作用元件，

并选择 7 个靶标作为编辑位点，通过下调 Wx 基

因的表达量调节稻米直链淀粉含量，获得 6 个新

的 Wx 等位基因类型。利用 CRISPR/Cas9 技术编

辑 Wx 基因的启动子序列，Zeng 等［30］也在高直

链淀粉含量的保持系天丰 B 背景下获得了直链淀

粉含量不同程度降低的一系列新材料。Sun 等［31］

运用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术对水稻淀粉分支
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酶基因 SBEI、SBEIIb 进行敲除研究，结果表明

sbeI 突变体与野生型相比无明显差异，而 sbeIIb
突变体的直链淀粉、抗性淀粉含量分别提高至

25%、9.8%，创制了高直链淀粉、高抗性淀粉含

量新种质。在外观品质方面，为获得优质长粒水

稻，徐善斌等［32］利用 CRISPR/Cas9 技术将水稻

的 GS3 和 GS9 基因位点进行编辑，高效地将圆粒

形粳稻龙粳 11 改造成长粒。Cheng 等［33］在粳稻

日本晴背景下敲除粒形基因 GS3 和 GL3.1，发现

GS3 敲除突变体呈现细长粒，同时垩白率降低；

而 GS3/GL3.1 双敲除突变体表现为大粒和高垩白，

表明敲除 GS3 和 GL3.1 可以快速改良粒形并影响

稻米品质。

水稻品质是稻米商品价值的重要影响因素，

是水稻不断升级改良的重要目标，同时也是调控

最复杂的重要性状之一。水稻品质性状调控涉及

方面广、参与基因多、调控网络复杂。传统方式

对品质性状的遗传改良中，往往不同性状之间

相互制约、相互影响，难以多方面协调改良。

CRISPR/Cas9 基因编辑技术不仅可以精准定点修

饰目标基因、有效避免不利的连锁效应，还能同

时编辑多个基因位点，协同改良多个性状，是复

杂性状定向改良的理想工具。此外，控制水稻

重要品质性状的基因往往只有一个到几个有限

的等位基因类型，多样性有限，采用传统遗传

改良方法创制新的等位基因类型十分困难，而

CRISPR/Cas9 基因编辑技术能通过编辑基因的启

动子序列不同程度地上调或下调基因的表达量，

从而产生一系列自然变异中不存在的新等位基因

类型［28-30］，以满足不同的需求。在未来水稻品

质定向改良、新优异种质资源创制中具有广阔的

应用前景。

2.3 水稻育性的定向改良

在 两 系 法 杂 交 水 稻 中， 光 温 敏 核 不 育 系

（TGMS）是杂种优势利用的基础，TMS5 是调

控光温敏核不育的主效基因。梁敏敏等［34］ 利

用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在早籼品种中早

70 中敲除 TMS5，获得了败育稳定的温敏不育系

材料。在粳稻武运粳 7 号背景下敲除 TMS5，同

样可以快速获得粳型温敏雄性不育系［35］。通过

CRISPR/Cas9 技 术 编 辑 TMS5 基 因，Zhou 等［36］

仅用 1 年时间即获得具有商业应用潜力的籼型和

粳型温敏核不育系 11 个，大大提高了不育系的

育种效率。水稻籼粳间杂种不育是亚种间杂种优

势利用的主要障碍。在水稻籼粳杂种 F1 代，多个

拷贝的 Sc-i 通过高表达等位抑制 Sc-j 导致花粉败

育，利用 CRISPR-Cas9 敲除 1~2 个 Sc-i 基因拷贝

可以有效克服籼粳杂交 F1 代的雄性不育［37］，该

研究为克服籼粳杂种不育、充分利用水稻亚种间

杂种优势奠定了基础。杂种优势的固定是一系法

水稻的前提和基础。Khanday 等［38］研究表明，

敲除 REC8、PAIR1、OSD1 等 3 个介导减数分裂

的主要基因，同时异位表达 BBM1 能够调控水稻

的无性繁殖而实现杂种优势固定。Wang 等［39］通

过使用 CRISPR/Cas9 系统在杂交水稻中同时编辑

REC8、PAIR1、OSD1、MTL 等 4 个 内 源 基 因，

在杂种一代水稻中获得了克隆杂一代种子，有望

实现杂种优势的固定，使一系法水稻的创制成为

可能。

水稻育性是关乎产量的重要农艺性状。在

杂交水稻中，不育系是杂种优势利用的基础，前

人研究表明，利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在

不同的遗传背景下均可以快速创制光温敏核不育

系［34-36］，这将大大拓宽水稻杂种优势的利用范围。

理论上通过利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术，未

来我们可以将任何一个水稻材料快速定向改造成

不育系应用于杂交水稻生产。籼粳杂种不育一直

是水稻亚种间杂种优势利用的主要障碍，以往以

籼粳架桥或寻找中性亲和基因的克服杂种不育策

略，受到严重不育和资源的制约而困难重重，今

后可以利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术敲除籼粳

亚种间杂种不育相关位点，精准快速创制亲和性

材料，将为充分利用水稻籼粳亚种间杂种优势扫

清障碍。

2.4 水稻耐受非生物胁迫的定向改良

除了改良上述农艺性状，CRISPR/Cas9 基因

编辑技术在水稻非生物胁迫相关性状改良中也展

现了广阔的应用前景［40］。利用 CRISPR/Cas9 定

向编辑水稻 ALS 基因，Sun 等［41］成功获得不含

转基因元件的抗除草剂水稻品系。Li 等［42］使用 

CRISPR/Cas9 编辑水稻 EPSPS 基因，在后代中获

得具有除草剂草甘膦抗性的水稻。这些研究为水

稻耐除草剂筛选和抗除草剂育种打下基础。研究

者在水稻中编辑 OsNAC041 基因，结果发现突变

体水稻对盐分敏感性发生变化，影响其耐盐性［43］。

在籼稻品种 MTU1010 中敲除 OsDST 基因后，叶
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片增宽、气孔密度降低、叶片保水能力提高，水

稻的抗旱性和耐盐性得到提高［44］。Chen 等［45］

利用 CRISPR/Cas9 敲除 OsFTIP1 基因，获得更加

耐旱的水稻材料。高温是影响水稻生产的重要胁

迫因素，Kan 等［46］研究发现敲除水稻 TT2 基因

能有效提高水稻的耐热性，同时发现敲除钙敏转

录因子 SCT1 和 SCT2 同样可增强水稻耐热性，为

耐高温水稻品种的定向改良提供了新思路。

随着全球气候变化加剧，极端天气（如超

高温、极端低温）频发，加上盐渍化土壤增多，

这为未来水稻品种耐受非生物胁迫提出了更高要

求。CRISPR/Cas9 基因编辑技术已经在水稻的耐

盐性［40,44］、除草剂抗性［41-42］、耐干旱［44-45］和

耐高温［46］等性状改良中崭露头角，今后或将在

更多非生物胁迫性状的定向改良中发挥更重要的

作用。

2.5 水稻其他性状的定向改良

抽穗期是水稻的重要农艺性状，抽穗期性

状的定向改良对扩展水稻品种的区域适应性具有

重要意义。Li 等［47］通过设计特异靶点在 7 个主

栽品种中定向编辑 Hd2、Hd4、Hd5 等 3 个抽穗

期基因，结果显示敲除后代均能在不同程度上缩

短抽穗期，达到生育期定向改良的目标。抗倒

伏是保证水稻稳产的重要性状，在水稻中敲除
OsRhoGDI2 基因可以缩短水稻第Ⅱ、第Ⅲ茎节，

显著降低株高，提高水稻的抗倒伏能力［48］。王

新等［49］运用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术将水稻

的 SD1 基因敲除，突变体中 GA 水平降低，水稻

株高降低，有效改良了优质香糯品种的抗倒性。

水稻株型、穗粒数和穗型是产量相关的重要农艺

性状，研究者通过编辑 IPA、Gnla、DEP1 等基因，

定向改良了水稻株型、穗粒数和穗型等性状［50］。

水稻开花时间是影响杂交水稻制种的主要因素，

Wang 等［51］通过敲除 DFOT1 基因将粳稻中花 11

在一天中的花时提前约 2.5 h，成功改良了粳稻

晚花性状，有望应用于籼粳杂交育种中以提高籼

粳杂交制种的产量。随后，Xu 等［52］ 报道了早

花基因 EMF1，缺失该基因能提高浆片的吸水能

力，引起早花，无论在籼稻还是粳稻中敲除该基

因均能提早花时 2.0~2.5 h，这为不育系花时改良

提供了新途径。为探索高油酸水稻种质资源的创

制，任代胜等［53］利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技

术在粳稻日本晴中靶向敲除脂肪酸去饱和酶基因
OsFAD2，敲除突变体籽粒中的油酸含量较野生型

水稻提高 25%~30%，为高油酸稻米育种和稻米油

产业发展提供了材料基础。

CRISPR/Cas9 作为新一代基因编辑技术，以

其强大的编辑能力、极简便的可操作性和广阔的

应用前景，逐步成为现代水稻育种过程中不可或

缺的重要补充，其应用已经深入到水稻性状定向

改良的各个方面（图 2），必将在水稻育种方式

不断革新中发挥更加重要的作用。

其他性状改良：
Hd2, Hd4, Hd5, OsRhoGDI2, SD1,
IPA1, Gnla, DEP1, DFOT1, 
EMF1……

非生物胁迫：
ALS, EPSPS, OsNAC041,
OsDST, OsFTIP1, TTP2,
SCT1, SCT2……

抗病改良：
Pi21, ERF922, QV25,
OsSWEET14, Brs-di,
pong2-1, pong11-1, Xigl,
OsEDR1……

品质改良：
Badh2, Wx, SBEllb,
GS3, GS9, GL3.1……

育性改良：
TMS5, Sc, REC8, PAIR1
OSD1, MTL, BBM1, 
BBM2, BBM3……

图 2 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在水稻定向改良中的应用
Fig. 2 Application of CRISPR/Cas9 gene editing technology in targeted improvement of rice 
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3 展望

目前水稻育种已经进入新时代，对水稻品种

的产量、品质、抗性等方面都提出了更高要求，

以育种家经验为基础的传统育种方式已逐渐不能

满足新时代的育种要求。CRISPR/Cas9 技术以其

在水稻性状定向改良中展现出来的无可比拟的精

准性、可预见性和高效性，已然成为新时期水稻

育种的重要辅助手段。此外，创制多样化的种质

资源类型以满足不同人群的消费需求也是未来水

稻育种的重要方向。传统遗传方法难以在水稻中

创制新的等位基因类型，而通过修饰基因的调控

区域，CRISPR/Cas9 基因编辑技术能达到调节基

因表达的目的，从而创制一些自然变异中不存在

的新等位基因，这将在未来突破性、多样化水稻

新品种的培育中具有广阔的应用前景。

目前，CRISPR/Cas9 基因编辑技术对作物改

良研究仍处于基础研究或技术储备阶段，真正应

用到水稻生产实践中仍面临着不少挑战和问题。

首先，国际上对基因编辑作物的监管普遍采用基

于过程或基于产品的两种管理方法。其中，欧盟

采用基于过程的监管方式，将基因编辑作物视作

转基因作物监管；美国、加拿大和阿根廷等国家

则是基于产品监管，将基因编辑作物视作非转基

因作物监管［54］。截至目前，我国对这种经过转

基因过程产生的且不带有转基因元件的基因编辑

产物，尚未按照非转基因作物对待全面放开推广

释放，这意味着基因编辑作物的大范围推广仍面

临不确定性。其次，水稻重要性状的调控往往是

涉及众多基因的调控网络，其中发挥重要功能的

基因有些是正向调控，有些是负向调控。目前基

于 CRISPR/Cas9 基因编辑技术的研究绝大部分是

敲除或失活基因，对增强正向调控或功能获得性

基因敲入的研究还非常少，这在很大程度上限制

了 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在实际育种中的应

用。 未 来， 根 据 需 要 对 CRISPR/Cas9 基 因 编 辑

平台与其他基因组改造技术进行深入交叉融合升

级［9］，进一步扩展 CRISPR/Cas9 基因编辑技术的

应用范围，实现无转基因元件残存的基因增强和

基因敲入功能，将大大扩宽该技术的育种应用。

再次，目前主流应用的 CRISPR/Cas9 基因编辑技

术，编辑靶位点设计和选择往往需要依赖 PAM

序列，这将严重限制敲除位点的灵活选择，难以

实现任意位点的基因编辑，也将是 CRISPR/Cas9

基因编辑技术的主要限制因素。研究发现Ⅲ型

CRISPR/Cas 系统的基因编辑不需要依赖 PAM 序

列［11］，未来或将具有更加广阔的应用前景。最后，

CRISPR/Cas9 基因编辑技术在应用过程中会存在

一定程度的脱靶现象，这将引起非目标区域的基

因突变，导致编辑结果的不确定性或者偏差。以

上这些因素都会影响 CRISPR/Cas9 基因编辑技术

在实践中的大规模商业化应用。

CRISPR/Cas9 基因编辑技术作为一种新的育

种辅助手段，尽管还存在各种制约问题，但仍以

其独特的精准改造基因能力吸引着越来越多的研

究者对其开展深入研究。随着研究的不断推进和

深入，上述制约问题或将迎刃而解。靶标任意选

择、精准定点替换、基因敲入的实现将大大扩展

CRISPR/Cas9基因编辑技术在育种中的适用范围，

助推育种技术不断革新。
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