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　 　 摘要：传统遗传育种方法是建立在有性杂交的基础上，通过遗传重组和表型选择进行新品种选培。 随着所用品种遗传多

样性逐步减少，传统育种瓶颈效应愈来愈为明显，利用常规育种技术已经很难育成突破性新品种。 生物技术的创新极大地推

动了现代育种的发展。 随着分子生物学、基因组学、系统生物学、合成生物学等学科的发展和生物技术的不断进步，多学科联

合催生了设计育种技术的革新。 ２０１７ 年生物技术发展迅猛，各项技术得到了空前的发展，尤其是基因组编辑技术、单倍体育

种、分子设计育种技术的发展，正孕育着一场新的育种技术革命。
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１　 作物育种关键技术论文分析

１ １　 远缘杂交

在 ＳＣＩＥ 数据库共获得 １７６ 篇远缘杂交技术相

关的研究论文。 中国发文量最多，为 ８０ 篇，接近该

领域发文总量的一半；美国发文 １６ 篇，排名第 ２ 位；
日本发文 １４ 篇，排名第 ３ 位。 印度、俄罗斯和韩国

紧随其后，发文量分别是 １３ 篇、５ 篇和 ５ 篇（表 １）。

表 １　 远缘杂交领域主要发文国家

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｄｉｓｔａｎｔ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

排序

Ｒａｎｋ
国家

Ｃｏｕｎｔｒｙ
发文量

Ｎｏ． ｏｆ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ
１ 中国　 Ｃｈｉｎａ ８０
２ 美国　 ＵＳＡ １６
３ 日本　 Ｊａｐａｎ １４
４ 印度　 Ｉｎｄｉａ １３
５ 俄罗斯　 Ｒｕｓｓｉａ ５
６ 韩国　 Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ ５
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发文数量在 ５ 篇及以上的机构有 ６ 个，其中有 ５
个机构来自中国。 扬州大学发文 ８ 篇，排名第 １ 位；四

川农业大学和中国农业科学院各发文 ７ 篇，排名第 ２
位；印度农业研究理事会发文 ６ 篇，排名第 ３ 位（图 １）。

图 １　 远缘杂交领域主要发文机构

Ｆｉｇ １　 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｗｈｏ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｐａｐｅｒｓ ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｄｉｓｔａｎｔ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ

１ ２　 自交不亲和

利用相关检索式，从数据库中检索到 ８ 篇自交

不亲和相关论文。 其中美国发表 ４ 篇，中国发表 ３
篇，英国发表 １ 篇。 中国科学院和美国科罗拉多州

州立大学各发表 ２ 篇文献。
１ ３　 杂种优势利用

在 ＳＣＩＥ 数据库共获得 ２２７ 篇作物杂种优势利用

相关的研究论文。 中国发文量最多，为 １１６ 篇，占该

领域发文总量的一半多；美国发文 ２３ 篇，排名第 ２
位；印度发文 １７ 篇，排名第 ３ 位；德国、巴西和澳大

利亚紧随其后，分别发文 １０ 篇、８ 篇和 ７ 篇（表 ２）。
发文数量在 ５ 篇及以上的机构有 ６ 个，其中有

５ 个机构来自中国。 华中农业大学发文 １３ 篇，排名

第 １ 位；中国农业大学发文 １１ 篇，排名第 ２ 位；西北

表 ２　 杂种优势利用领域主要发文国家

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｏｆ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄ ｖｉｇｏｒ

排序

Ｒａｎｋ
国家

Ｃｏｕｎｔｒｙ
发文量

Ｎｏ． ｏｆ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ

１ 中国　 Ｃｈｉｎａ １１６

２ 美国　 ＵＳＡ ２３

３ 印度　 Ｉｎｄｉａ １７

４ 德国　 Ｇｅｒｍａｎｙ １０

５ 巴西　 Ｂｒａｚｉｌ ８

６ 澳大利亚　 Ａｕｓｔｒａｌｉａ ７

农林科技大学发文 ８ 篇，排名第 ３ 位；上海交通大学

和印度农业研究理事会各发文 ６ 篇，排名第 ４ 位；沈
阳农业大学发文 ５ 篇，排名第 ５ 位（图 ２）。

图 ２　 杂种优势利用主要发文机构

Ｆｉｇ ２　 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｗｈｏ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｐａｐｅｒｓ ｉｎ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄ ｖｉｇｏｒ

１ ４　 单倍体育种

在 ＳＣＩＥ 数据库共获得 ９０ 篇单倍体技术相关的

研究论文。 中国发文量最多，为 ２４ 篇；美国发文 １７
篇，排名第 ２ 位；加拿大发文 ７ 篇，排名第 ３ 位；澳大

利亚和印度紧随其后，分别发文 ６ 篇和 ５ 篇。 发文

机构统计结果如下：中国农业大学、华中农业大学和

美国农业部各自发文 ４ 篇；印度农业研究理事会和

爱荷华州立大学各自发文 ３ 篇。
１ ５　 多倍体育种

在 ＳＣＩＥ 数据库共获得 ３０ 篇多倍体技术相关的

研究论文。 中国发文 １３ 篇，排名第 １ 位；巴基斯坦

发文 ４ 篇，澳大利亚、印度和日本各发文 ２ 篇。 发文

较多的机构包括中国农科院、西北农林科技大学、四
川农业大学，各发文 ２ 篇。

１９３
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１ ６　 基因组编辑

在 ＳＣＩＥ 数据库共获得 ７１ 篇基因编辑技术相关

的研究论文。 中国发文量最多，发文 ２１ 篇；美国发

文 １９ 篇，排名第 ２ 位；日本发文 ７ 篇，排名第 ３ 位；
德国发文 ４ 篇，排名第 ４ 位。 主要发文机构发文数

量如下：中国农科院和中国科学院各发文 ４ 篇；乌干

达国家农业研究组织发文 ３ 篇。
１ ７　 全基因组选择

在 ＳＣＩＥ 数据库共获得 ６６ 篇全基因组选择育种

相关的研究论文。 美国发文量最多，发文 ２０ 篇；德
国发文 ８ 篇，排名第 ２ 位；墨西哥发文 ７ 篇，排名第

３ 位；澳大利亚和中国发文 ５ 篇，排名第 ４ 位。 其

中，康奈尔大学、莱布尼茨植物遗传与作物研究中心

和霍恩海姆大学各发文 ４ 篇；国际玉米小麦改良中

心发文 ３ 篇，为主要发文机构。
１ ８　 分子设计育种

在 ＳＣＩＥ 数据库共获得 ８３６ 篇分子设计育种相

关的研究论文。 中国发文量最多，为 ３００ 篇，接近该

领域发文总量的 ３６％ ；美国发文 １４７ 篇，排名第

２ 位；印度发文 ５３ 篇，排名第 ３ 位；日本发文 ４５ 篇，
排名第 ４ 位；德国发文 ２８ 篇，排名第 ５ 位；韩国、加
拿大、法国、澳大利亚和菲律宾紧随其后（表 ３）。

表 ３　 分子设计育种领域主要发文国家

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｓｉｇｎ

排序

Ｒａｎｋ
国家

Ｃｏｕｎｔｒｙ
发文量

Ｎｏ． ｏｆ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ

１ 中国　 Ｃｈｉｎａ ３００

２ 美国　 ＵＳＡ １４７

３ 印度　 Ｉｎｄｉａ ５３

４ 日本　 Ｊａｐａｎ ４５

５ 德国　 Ｇｅｒｍａｎｙ ２８

６ 韩国　 Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ ２５

７ 加拿大　 Ｃａｎａｄａ ２４

８ 法国　 Ｆｒａｎｃｅ ２０

９ 澳大利亚　 Ａｕｓｔｒａｌｉａ １９

１０ 菲律宾　 Ｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ １９

发文数量在 １０ 篇及以上的机构有 １５ 个，其中

有 ８ 个机构来自中国。 华中农业大学发文 ２７ 篇，排
名第 １ 位；西北农林科技大学和中国农业大学各发

文 ２２ 篇，排名第 ２ 位；国际玉米小麦改良中心发文

２１ 篇，排名第 ３ 位；美国农业部、印度农业研究理事

会等机构紧随其后（图 ３）。

图 ３　 分子设计育种研究领域主要发文机构

Ｆｉｇ ３　 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｗｈｏ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｐａｐｅｒｓ ｉｎ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｂｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｓｉｇｎ

１ ９　 转基因育种

在 ＳＣＩＥ 数据库共获得 ５５８ 篇转基因育种相关

的研究论文。 中国发文量最多，为 ２２７ 篇，接近该领

域发文总量的 ４０％ ；美国发文 ５５ 篇，排名第 ２ 位；

印度发文 ３４ 篇，排名第 ３ 位；韩国发文 ３２ 篇，排名

第 ４ 位；巴西发文 ２４ 篇，排名第 ５ 位（表 ４）。
发文数量在 ６ 篇及以上的机构有 １０ 个，其中有

８ 个机构来自中国。 中国农科院发文 ２３ 篇，排名第

２９３
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表 ４　 转基因育种研究领域主要发文国家

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｂｒｅｅｄｉｎｇ

排序

Ｒａｎｋ
国家

Ｃｏｕｎｔｒｙ
发文量

Ｎｏ． ｏｆ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ

１ 中国　 Ｃｈｉｎａ ２２７

２ 美国　 ＵＳＡ ５５

３ 印度　 Ｉｎｄｉａ ３４

４ 韩国　 Ｓｏｕｔｈ Ｋｏｒｅａ ３２

５ 巴西　 Ｂｒａｚｉｌ ２４

６ 日本　 Ｊａｐａｎ １４

７ 巴基斯坦　 Ｐａｋｉｓｔａｎ １２

８ 德国　 Ｇｅｒｍａｎｙ １０

９ 加拿大　 Ｃａｎａｄａ ９

１０ 意大利　 Ｉｔａｌｙ ９

１１ 荷兰　 Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ ９

１２ 波兰　 Ｐｏｌａｎｄ ９

１ 位；南京农业大学发文 １３ 篇，排名第 ２ 位；中国农

业大学发文 １０ 篇，排名第 ３ 位；瓦赫宁根大学和陶

氏益农分列第 ４、５ 位（图 ４）。

２　 育种关键技术发展

２ １　 基因组编辑技术

基因组编辑是生命科学新兴的颠覆性技术，特
别是基于 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统的基因组编辑工具近几

年迅猛发展。 在过去的一年里，基因组编辑技术得

到空前发展。
２ １ １　 作物基因组单碱基编辑方法的建立　 在作

物育种中，通过简单的方法将遗传变异引入到现代

优异品种中是加速遗传改良、推进育种进程的重要

手段。 在过去的一年里，不同课题组分别建立了单

碱基编辑方法，并在不同作物中进行了尝试。

图 ４　 转基因育种研究领域主要发文机构

Ｆｉｇ ４　 Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｗｈｏ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｐａｐｅｒｓ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｂｒｅｅｄｉｎｇ

中国科学院上海生命科学研究院朱健康课题组

在水稻中利用大鼠 ＡＰＯＢＥＣ１ 系统开发了一种单碱

基置换方法。 类似于哺乳动物“碱基编辑”系统，该
研究小组合成了大鼠 ＡＰＯＢＥＣ１，并利用非结构化的

１６ 残 基 肽 ＸＴＥＮ 作 为 接 头， 将 其 融 合 到 Ｃａｓ９
（Ｄ１０Ａ）的 Ｎ 末端。 将一种核定位信号（ＮＬＳ）肽添

加到 Ｃａｓ９（Ｄ１０Ａ）的 Ｃ 末端。 半主动式的 Ｃａｓ９ 可

切割非编辑的链，并通过诱导碱基切除修复，增加碱

基编辑的效率。 然后，在玉米泛素启动子（ＵＢＩ）的

控制下，这个 ＡＰＯＢＥＣ１⁃ＸＴＥＮ⁃Ｃａｓ９（Ｄ１０Ａ）融合序

列被构建成一个双元载体。 研究人员在水稻上对两

个重要的基因 ＮＲＴ１ １Ｂ 和 ＳＬＲ１ 进行了编辑，数据

表明，采用这种改进的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统，可以有

效地产生 Ｃ→Ｔ 和 Ｃ→Ｇ（Ｇ→Ａ 和 Ｇ→Ｃ）的替换［１］。
同期，中国农业科学院作物科学研究所夏兰琴研究

组与华中农业大学“千人计划”引进人才、美国加州

大学圣地亚哥分校赵云德教授实验室合作，也报道

了利用改造后 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统，成功在水稻中实

现靶标基因高效单碱基定点替换［２］。
日本神户大学及筑波大学的 ３ 个研究团队通过

借鉴哺乳动物单碱基编辑方法，成功在水稻及番茄

中建立了 Ｔａｒｇｅｔ⁃ＡＩＤ 单碱基定点编辑技术体系。
Ｔａｒｇｅｔ⁃ＡＩＤ 系统由海七鳃鳗胞苷脱氨酶基因 ＰｍＣ⁃
ＤＡ１（ ｐｅｔｒｏｍｙｚｏｎ ｍａｒｉｎｕｓｃｙｔｉｄｉｎｅ ｄｅａｍｉｎａｓｅ） 和两种

Ｃａｓ 蛋 白 变 体 ｎＣａｓ９ （ ｎｉｃｋａｓｅ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ） 或

ｄＣａｓ９ （ ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ Ｃａｓ９ ） 及 ｓｇＲＮＡｓ 融合而

成。 研究人员首先通过 ＥＧＦＰ 报告系统成功实现 Ｃ
至 Ｔ 碱基的替换，ｄＣａｓ９Ｏｓ⁃ＰｍＣＤＡ１Ａｔ 和 ｎＣａｓ９Ｏｓ⁃
ＰｍＣＤＡ１Ａｔ 处理的效率分别为 ４ ３％ 和 １８ ３％ ；继
而以水稻中的除草剂靶标乙酰乳酸合成酶基因

（ＡＬＳ， ａｃｅｔｏｌａｃｔａｔｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ） 作 为 编 辑 的 目 标，
ｄＣａｓ９Ｏｓ⁃ＰｍＣＤＡ１Ａｔ 和 ｎＣａｓ９Ｏｓ⁃ＰｍＣＤＡ１Ａｔ 均可创
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造 ２８７ 位点上 Ｃ→Ｔ 的碱基突变（Ａ９６Ｖ 的氨基酸替

换），从而获得对除草剂甲氧咪草烟的抗性，效率分

别为 １ ５６％和 ３ ４１％ ；进一步的研究发现该系统可

实现 ３ 个位点（靶向两个基因 ＦＴＩＰ１ｅ 和 ＡＬＳ）的同

时单碱基编辑。 该系统在双子叶植物番茄中也实现

了高效的编辑。 研究人员选取与激素信号相关的内

源基因 ＤＥＬＬＡ 和 ＥＴＲ，利用未经过密码子优化的

ＰｍＣＤＡ１ 载体 ｎＣａｓ９Ａｔ⁃ＰｍＣＤＡ１Ｈｓ 以及通过拟南芥

密码子优化的 ＰｍＣＤＡ１ 载体 ｎＣａｓ９Ａｔ⁃ＰｍＣＤＡ１Ａｔ 均
可实现单碱基编辑并最终获得了单碱基突变可稳定

遗传且 ｍａｒｋｅｒ⁃ｆｒｅｅ 的番茄突变体。 另外，在 Ｔ０ 代编

辑的植物中发现有部分非预期的基因片段缺失或插

入还有一些 Ｃ 至 Ｇ 突变类型［３］。
中国科学院遗传与发育生物学研究所高彩霞课

题组在前期工作基础上，借鉴哺乳动物单碱基编辑

方法，利用 Ｃａｓ９ 变体（ ｎＣａｓ９⁃Ｄ１０Ａ）融合大鼠胞嘧

啶脱氨酶（ｒＡＰＯＢＥＣ１）和尿嘧啶糖基化酶（ＵＧＩ），构
成了高效的植物单碱基编辑系统 ｎＣａｓ９⁃ＰＢＥ，成功

地在三大重要农作物（小麦、水稻和玉米）基因组中

实现高效、精确的单碱基定点突变。 通过在原生质

体中对报告基因 ＢＦＰ 以及 ３ 种作物中 ５ 个内源基

因 ７ 个位点突变结果的详细分析，发现 ｎＣａｓ９⁃ＰＢＥ
可实现对靶位点 ＤＮＡ 的 Ｃ 至 Ｔ 替换，Ｃ 碱基脱氨化

的窗口覆盖靶序列的 ７ 个核苷酸（距离 ＰＡＭ 远端的

第 ３ ～ ９ 位）；其中单个 Ｃ 的替换效率为 ０ ３９％ ～
７ ０７％ ，多个 Ｃ 的替换效率高达 １２ ４８％ 。 通过遗

传转化，利用该体系获得了靶标区域单碱基替换的

小麦、水稻和玉米突变植株，突变效率最高可达

４３ ４８％ 。 该技术无需在基因组的靶位点产生 ＤＮＡ
双链断裂（ＤＳＢ），也无需供体 ＤＮＡ 的参与，具有简

单、广适、高效的特点。 ｎＣａｓ９⁃ＰＢＥ 单碱基编辑系统

成功建立和应用，为高效和大规模创制单碱基突变

体提供了一个可靠方案，为作物遗传改良和新品种

培育提供了重要技术支撑［４］。
这些研究成果不仅丰富了单碱基编辑的技术手

段，而且为现代作物育种提供了前景广阔的现代育

种新方法。
２ １ ２　 基因组编辑效率与精度的改良　 如何提高

Ｃａｓ９ 编辑效率和避免脱靶是目前限制其发挥巨大

潜力的最主要问题，提高该系统的效率和特异性一

直是基因组编辑方法研究的焦点。
中国农业科学院水稻研究所王克剑课题组和中

科院遗传所李家洋课题组合作，通过优化 ｓｇＲＮＡ 的

结构以及使用水稻内源性强启动子来驱动 Ｃａｓ９⁃

ＶＱＲ 变体的表达，成功将 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９⁃ＶＱＲ 系统

的编辑效率提高到了原有系统的 ３ ～ ７ 倍［５］。
中国科学院—马普计算生物学研究所杨力研究

组与上海科技大学陈佳研究组、杨贝副研究员开展

合作研究，利用共表达尿嘧啶糖苷酶抑制剂（ＵＧＩ，
ｕｒａｃｉｌ ＤＮＡ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）的方法，开发了一种

基于碱基编辑器 ３（ＢＥ３，ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ ３）的增强型碱

基编辑器（ ｅＢＥ，ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ），实现了更高

准确度的基因组单碱基编辑［６］。
通过蛋白质工程的方法，美国两个课题组前期

分别对 Ｃａｓ９ 蛋白进行定向改造，获得了 ３ 种特异性

显著提高的 Ｃａｓ９ 蛋白变体：ｅＳｐＣａｓ９（１ ０）、ｅＳｐＣａｓ９
（１ １）和 ＳｐＣａｓ９⁃ＨＦ１。 中国科学院遗传与发育生物

学研究所高彩霞研究组近期的研究发现，这 ３ 种高

保真的 ＳｐＣａｓ９ 核酸酶的基因组编辑活性会严格受

到 ｓｇＲＮＡ 向导序列（ ｇｕｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ）长度的影响。
将向导序列设为与靶位点精确匹配的 ２０ 个碱基，是
确保 ３ 种高保真 ＳｐＣａｓ９ 核酸酶活性的重要前提。
为此，高彩霞研究团队将水稻 ｔＲＮＡＧｌｕ 序列融合到

Ｕ３ 启动子和 ｓｇＲＮＡ 之间，利用细胞内源的 ＲＮａｓｅ Ｐ
和 ＲＮａｓｅ Ｚ 将未成熟的 ｓｇＲＮＡ 中的向导序列加工

成为与靶序列精确匹配的 ２０ 个碱基，通过这一策略

能够将 ｅＳｐＣａｓ９（１ ０）、ｅＳｐＣａｓ９（１ １）和 ＳｐＣａｓ９⁃ＨＦ１
的活性保持在与野生型 ＳｐＣａｓ９ 相当的水平，并且还

保持其特异性［７］。
丰富的遗传变异和高效的筛选体系是限制作物

育种的主要因素。 基因组编辑技术开创了作物遗传

改良的新途径。 得益于功能基因组学的研究成果，
基因组编辑技术已在控制作物质量性状的功能基因

改良中得到应用。 与功能基因丰富的遗传变异不同

对调控功能基因表达模式的顺式调控序列的自然变

异研究有限。 挖掘和创制顺式调控序列的遗传变

异，不仅有助于阐明数量性状的调控模式，而且对于

作物遗传改良意义重大。 冷泉港实验室的番茄育种

家 Ｌｉｐｐｍａｎ 研究组通过系统的试验证实：（１）通过

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 靶向顺式调控基序能够重建人工驯化

的数量性状位点；（２）多重 ｇＲＮＡ 介导的 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 对启动子区域进行编辑能够创制出新的、连续

的性状变异；（３）跨代 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 驱动的遗传编

辑体系能够高效地筛选和评价数量性状变异；
（４）新创制的顺式调控序列等位变异能够在非转基

因后代中得到固定；（５）顺式调控序列保守区的变

异及其对转录的影响不可以通过表型差异来

预测［８］。
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利用人工转录因子同时激活生物体内多个基因

是一种强大的生物工程和系统生物学工具。 转录激

活子 ＶＰ６４ 与 ｄＣａｓ９ 融合可以促进靶向基因的表达，
但只能较小程度地提高转录水平。 目前报道的 ３ 种

基于 ｄＣａｓ９ 技术的转录激活系统 （ ＶＰＲ、 ＳＡＭ 和

ＳｕｎＴａｇ）在动物细胞中得到很好的应用，但在植物中

还没有一种有效的转录激活系统。 中山大学李剑峰

教授研究团队报道了一种植物中的高效的转录激活

系统 ｄＣａｓ９⁃ＴＶ，与 ｄＣａｓ９⁃ＶＰ６４ 相比，ｄＣａｓ９⁃ＴＶ 在单

基因或者多基因的激活方面都表现比较强的激活效

率，另外研究表明，该系统同样适用动物细胞［９］。
几乎同时，美国马里兰大学戚益平实验室和中

国电子科技大学张勇实验室合作开发了两套分别基

于 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 和 ＴＡＬＥ 的高效植物转录激活系

统。 第一套转录激活体系基于 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统。
通过在拟南芥和水稻中测试转录激活的多种策略，
研究 发 现 通 过 ｄＣａｓ９ 和 经 修 饰 的 ｇＲＮＡ 支 架

ｇＲＮＡ２ ０（ ＣＲＩＳＰＲ⁃Ａｃｔ２ ０ ） 同时富集转录激活子

ＶＰ６４，要比同实验室之前在 ２０１５ 年报道的第一代

ｄＣａｓ９⁃ＶＰ６４ 具有更强的转录激活效应。 ＣＲＩＳＰＲ⁃
Ａｃｔ２ ０ 系统成功的在水稻细胞中进行多基因激活，
表明该系统在植物基因调控中具有很好的应用前景。
第二套的转录激活体系是一个多重转录激活剂样效

应物激活 ｍＴＡＬＥ⁃Ａｃｔ 系统，用于植物中多重转录激

活。 该系统允许将多达 ４ 个 ＴＡＬＥ⁃ＶＰ６４ 基因快速装

配成单个 Ｔ⁃ＤＮＡ 载体，以同时激活植物中多达 ４ 个

基因。 通过在拟南芥中打靶 ＰＡＰ１，作者证实 ｍＴＡＬＥ⁃
ａｃｔ 要比 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ａｃｔ２ ０ 更有效地激活内源基因表

达。 因此，这个 ｍＴＡＬＥ⁃Ａｃｔ 系统是一个强大的转录

激活系统，可同时上调植物中的多个基因［１０］。
２ １ ３　 高通量基因组编辑库的建立　 在植物中，利
用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ／ Ｃｐｆ１ 系统进行基因编辑的步骤主

要包括了特异性靶点的选择，ｓｇＲＮＡ 表达盒的设

计，转化载体的构建与转化，以及后续对突变体的靶

点突变的序列分析。
华南农业大学生命科学学院刘耀光研究组对已

经开发的“ＤＳＤ 简并序列解码法”及其在线软件工

具 ＤＳＤｅｃｏｄｅ 进行了改良，增加了配套的软件工具，
并对网站硬件做了全面系统的升级，推出了一站式

服务的在线基因组编辑工具软件包⁃ＣＲＩＳＰＲ⁃ＧＥ（ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｓｋｌ． ｓｃａｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ）。 该软件包由一系列功能

联动的多个子程序构成，包括特异性靶点的设计

（ｔａｒＤｅｓｉｇｎ）、潜在脱靶位点评估 （ ｏｆｆＴａｒｇｅｔ）、构建

ｓｇＲＮＡ 表达盒和扩增与测定靶点序列的引物设计

（ｐｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ），以及对目标靶点突变的分析（ＤＳ⁃
ＤｅｃｏｄｅＭ）等。 这些功能涵盖了植物基因组编辑实

验中的主要步骤，可以极大地帮助研究人员高效利

用 ＣＲＩＳＰＲ 系统进行基因组编辑的设计和结果分

析。 另外，该软件包还提供了一个方便下载参考基

因组特定区间序列的工具（ｓｅｑＤｏｗｎｌｏａｄ），用户只需

输入目标基因号或小段标记序列，指定要下载的基

因（标记）上下游序列的长度，即可下载对应的基因

组片段序列。 该软件包还支持对若干个动物基因组

编辑的靶点设计和基因组片段序列的下载［１１］。
水稻突变体是进行水稻功能基因组学基础研究

和水稻分子设计育种的重要材料。 常规的水稻突变

体来源于自发突变或化学、物理及生物的诱变，具有

很大的随机性和局限性，不能满足大规模的水稻功

能基因组学研究和水稻分子设计育种的需求。 利用

高效便捷的 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因组编辑技术和高通

量的寡核苷酸芯片合成技术可以大规模地对水稻全

基因组进行编辑，实现水稻突变体的高通量构建和

功能筛选。 中国科学院遗传与发育生物学研究所李

家洋研究组和高彩霞研究组合作，通过农杆菌介导

的水稻遗传转化法，以水稻中花 １１ 作为受体材料，
对水稻茎基部和穗部高表达的 １２８０２ 个基因进行高

通量的基因组编辑，获得了 １４０００ 余个独立的 Ｔ０ 代

株系，并对它们的后代进行了部分表型和基因型分

析鉴定［１２］。 同期，百格基因公司研究团队也公布了

他们利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统构建水稻突变体库的

研究进展，获得了 ８ ４ 万个突变植株，随机抽取部分

转基因植株分析后表明，突变频率可以达到 ８０％
以上［１３］。

这些研究表明，利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因组编辑

技术大规模构建水稻突变体库并进行功能筛选是高

效便捷获得水稻重要突变体和快速克隆对应基因的

有效方法，同时能够为水稻分子设计育种提供重要

的供体材料。
２ １ ４　 育种公司对基因组编辑技术的关注 　 ２０１７
年 １ 月 ４ 日，孟山都宣布与哈佛大学—麻省理工学

院的 Ｂｒｏａｄ 研究院就新型的 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃｐｆ１ 基因组编

辑技术在农业中的应用达成全球许可协议。 新的

ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃｐｆ１ 系统与 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统相比，在针

对性的改善细胞 ＤＮＡ 方面有望变得更加简单和精

确，是基因编辑技术领域的重大进展。 研究人员认

为 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃｐｆ１ 系统相较于 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９，在改善

农业产品方面具有更多优点，例如编辑方式以及编

辑发生位点更加灵活；ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃｐｆ１ 系统体积更小，
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能够更加灵活的运用于多种作物。 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃｐｆ１ 系

统的专利独立于 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ 专利，这个新的系统将

为孟山都在基因编辑这个迅速发展的科学领域提供

另一个更有价值的工具。
２０１７ 年 ７ 月，Ｅｖｏｇｅｎｅ 宣布发现镰刀菌抗性基

因，目前表现最好的一部分基因已在孟山都的玉米

产品研发线上进行测试。 同时，Ｅｖｏｇｅｎｅ 宣布完成

了玉米和大豆产量及非生物胁迫逆境性状候选基因

的筛选，发现了约 ４０００ 个与作物性状相关的基因。
同年 ９ 月，Ｅｖｏｇｅｎｅ 公司宣布利用基因组编辑技术改

良的抗黑叶斑病香蕉获得成功。 两年的田间试验结

果证实，该基因编辑香蕉品种能够提高对黑叶斑病

的抗性，并预计于 ２０１８ 年底开展第 ３ 年田间试验。
２０１７ 年 ８ 月 １６ 日，孟山都宣布和 ＴｏｏｌＧｅｎ 公司

就 ＣＲＩＳＰＲ 技术平台在农业领域的应用达成全球许

可协议。 ＴｏｏｌＧｅｎ 是一家专注于基因编辑的生物技

术公司，是基因编辑研究领域的先驱。 上述许可协

议的签署，授权孟山都在植物应用领域使用 ＴｏｏｌＧｅｎ
全套 ＣＲＩＳＰＲ 知识产权保护技术。
２ ２　 单倍体育种机理研究

单倍体诱导也具有巨大的商业育种价值，最近

几十年，单倍体育种已经广泛应用于玉米育种中，利
用单倍体诱导产生单倍体然后加倍产生纯合的二倍

体，可以大大加快育种进程，解析单倍体诱导形成的

机制将有利于进一步提高诱导率，助力作物的遗传

改良。
尽管双受精是开花植物所特有的生殖方式，但

现在有越来越多的植物育种者试图“绕过”这一过

程，而是通过对诱导的单倍体采用药剂处理从而产

生双单倍体来完成开花植物的繁衍。 由于产生的双

单倍体自交系能够直接稳定单倍体所携带的遗传变

异，从而可以加速育种进程。 植物组织培养目前已

普遍应用于作物育种，但以种子生产为目标的双单

倍体育种体系还很少有研究以及大规模成功应用。
Ｓｔｏｃｋ６ 是玉米中发现的第一个孤雌生殖诱导系，于
１９５６ 年被首次报道，并在随后几十年的玉米单倍体

诱导中广为应用。 但有关玉米 Ｓｔｏｃｋ６ 及其衍生系

诱导单倍体的分子机理并不十分清楚。 先正达公司

的 Ｋｅｌｌｉｈｅｒ 等通过图位克隆、基因组重测序、遗传互

补以及基因编辑等方法，证实玉米中单倍体诱导是

由一个花粉特异表达的磷酸酯酶基因 ＭＡＴＲＩＬＩＮ⁃
ＥＡＬ（ＭＴＬ）移码突变造成的。 通过基因编辑获得的

ｍｔｌ 突变体可以达到 ６ ７％ 的单倍体诱导率。 ＭＴＬ
定位于花粉母细胞质中，并且通过对花粉转录组

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 分析表明，在单倍体诱导过程中，一系列花

粉特异表达的基因均显著上调，这些过表达基因很

可能部分参与了单倍体种子的形成。 该研究成果表

明雄配子细胞质成分对于有性生殖过程的顺利完成

以及雄配子所携带染色体组在后代中的稳定传递均

起了重要的作用［１４］。 值得一提的是，２０１７ 年 ２ 月 ４
日，中国科学家（中国农业大学的陈绍江教授、金危

危教授及华中农大的严建兵教授团队）联合在 Ｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ 上同样也报道了该诱导基因（基因命名

为ＺＭＰＬＡ１） ［１５］。 鉴于 ＭＴＬ 基因在农作物中的保守

性，这一发现有助于在其他农作物中发展单倍体诱

导体系来加速育种进程。
玉米中存在天然的单倍体诱导系：当诱导系与

普通玉米材料杂交之后，后代有一定几率产生仅含

有普通玉米材料染色体的单倍体个体。 剖析单倍体

诱导过程对理解染色体行为及遗传稳定与物种进化

的关系有重要价值。 华中农业大学玉米团队严建兵

课题组与中国农业大学金危危课题组合作利用单核

测序技术，初步解析了玉米单倍体诱导的机制。 该

研究首先利用显微观察证明诱导系花粉减数分裂过

程中染色体行为并无异常，进而利用单细胞单核测

序技术发现诱导系成熟花粉的精核中存在高频的染

色体片段化，这些结果表明发生于花粉有丝分裂时

期的精子染色体片段化是造成受精后染色体消除及

单倍体诱导的直接原因［１６］。 该研究结果为进一步

研究单倍体诱导的分子机制提供理论支持，有利于

进一步提高诱导率，助力作物的遗传改良。
２ ３　 转基因技术进展

发展高效、安全的新型遗传转化方法，一直是基

因工程、分子生物学和遗传育种等领域的研究热点

之一。 传统植物转基因方法，通常需要比较繁杂的

组织培养等植物再生程序，才能获得转基因植株，尤
其像诸如棉花等难再生作物的转基因植物制备更加

困难。 中国农业科学院环发所崔海信研究员领衔的

“多功能纳米材料及农业应用”创新团队同生物所

的“作物分子育种技术”创新团队合作在纳米生物

技术研究方面取得重要突破。 合作团队通过利用磁

性纳米粒子作为基因载体，创立了一种高通量、操作

便捷和用途广泛的植物遗传转化新方法。 此次研发

的基于磁性纳米颗粒基因载体的花粉磁转化植物遗

传修饰方法，可以利用 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒作为载

体，在外加磁场介导下将外源基因输送至花粉内部，
通过人工授粉利用自然生殖过程直接获得转化种

子，然后再经过选育获得稳定遗传的转基因后代。
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该方法将纳米磁转化和花粉介导法相结合，克服了

传统转基因方法组织再生培养和寄主适应性等方面

的瓶颈问题，可以提高遗传转化效率，缩短转基因植

物培育周期，实现高通量与多基因协同并转化，适用

范围与用途非常广泛，对于加速转基因生物新品种

培育具有重要意义，并在作物遗传学、合成生物学和

生物反应器等领域也具有广泛应用前景［１７］。 该研

究推动纳米载体基因输送与遗传介导系统研究取得

了重要进展，开辟了纳米生物技术研究的新方向。
２０１７ 年 ６ 月 １５ 日，美环保署首次批准了孟山

都以 ＲＮＡ 干扰技术为基础研发的一种特殊杀虫剂⁃
ＤｖＳｎｆ７ 双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）。 ＤｖＳｎｆ７ 双链 ＲＮＡ 作为

杀虫剂产品将会添加到 ＳｍａｒｔＳｔａｘ Ｐｒｏ 转基因玉米

中，当西方玉米根虫开始取食植物时，这种植物自己

产生的 ＤｖＳｎｆ７ 双链 ＲＮＡ 能够干扰玉米根虫一个重

要的基因，进而杀死害虫。 孟山都预计这款 ＲＮＡｉ
转基因玉米将于 ２０２０ 年上市。
２ ４　 分子模块设计育种的发展

不同团队分别在不同作物上开展了分子模块设

计育种的探索，在过去的一年里，分子设计育种取得

了较好的进展。 以中国科学院遗传与发育生物学研

究所李家洋团队为例，与中国农科院水稻研究所、深
圳农业基因组研究所钱前研究组联合，经过精心设

计，以超高产但综合品质差的品种特青作为受体，以
蒸煮和外观品质具有良好特性的品种日本晴和

９３⁃１１ 为供体，对涉及水稻产量、稻米外观品质、蒸
煮食味品质和生态适应性的 ２８ 个目标基因进行优

化组合，经过 ８ 年多的努力，利用杂交、回交与分子

标记定向选择等技术，成功将优质目标基因的优异

等位聚合到受体材料，并充分保留了“特青”的高产

特性。 这些优异的“品种设计”材料，在高产的基础

上，稻米外观品质、蒸煮食味品质、口感和风味等方

面均有显著改良，并且以其配组的杂交稻稻米品质

也显著提高。 这项研究结果将极大推动作物传统育

种向高效、精准、定向的分子设计育种转变［１８］。 最

近，其研究团队与浙江省嘉兴市农业科学院合作，运
用“分子模块设计”技术育成的水稻新品种“嘉优中

科系列新品种”获得了丰收，种植嘉优中科 １ 号水

稻品种的两块田实收测产表明，平均每 ６６７ ｍ２ 产量

分别为 ９１３ ｋｇ 和 ９０９ ５ ｋｇ，比当地主栽品种增产

２００ ｋｇ 以上。
不同复杂性状间的耦合是分子设计育种的关

键科学问题。 作物的产量、品质等大都是多基因

控制的复杂性状，由于受到一因多效和遗传连锁

累赘的影响，某些性状在不同材料和育种后代中

协同变化，呈现耦合性相关。 解析复杂性状间耦

合的遗传调控网络，明确关键调控单元，对分子设

计育种具有重要意义。 中国科学院遗传与发育生

物学研究所田志喜研究员联合王国栋研究员、朱
保葛研究员、华盛顿州立大学张志武研究员等多

家研究团队深入解析了大豆 ８４ 个农艺性状间的

遗传调控网络，揭示了不同性状间相互耦合的遗

传基础，发现其中重要节点基因对不同性状的形

成起到关键调控作用［１９］ 。 该研究为大豆的分子设

计育种提供了重要的理论基础，对于提高大豆的

品质和产量具有非常重要的意义，同时也为其他

作物性状耦合研究提供了借鉴。
目前，大批水稻、小麦、玉米和大豆分子模块育

种品系正在区域性生产评比试验中，对作物新品种

培育起到了重要推动作用。
２ ５　 大数据育种的发展

大数据正快速发展为发现新知识、创造新价值、
提升新能力的新一代信息技术和服务业态，已成为

基础性战略资源。 各个国家和各大育种公司也在大

力推进大数据育种。 ２０１７ 年主要动态如下：
ＮＲＧｅｎｅ 是一家全球领先的基因组大数据公

司，该公司开发的 ＧｅｎｏＭＡＧＩＣＴＭ平台能够分析海量

的基因组数据，鉴别出广泛的序列多态性和单体型，
使基因组选择和性状定位更加高效。 目前，该软件

被全球多家种子公司以及学术研究团队广泛采用，
大数据的加速使用使育种的年限和成本都得到大幅

的缩减。
２０１７ 年 １ 月 ５ 日，先正达宣布与 ＮＲＧｅｎｅ 进一

步加 强 合 作， 选 择 使 用 基 于 云 计 算 的 软 件

ＧｅｎｏＭＡＧＩＣＴＭ，以加快性状开发和作物育种的进度。
此前，先正达与 ＮＲＧｅｎｅ 已开展了为期两年的合作，
并对 ＧｅｎｏＭＡＧＩＣ 软件进行测试，评估分析了该软件

所带来的好处。 这次两家公司开展进一步的合作，
以期更全面广泛地评估 ＧｅｎｏＭａｇｉｃ 在整个育种过程

的收益。
２０１７ 年 １ 月 １２ 日，孟山都与 ＮＲＧｅｎｅ 公司就先

进基因组分析技术达成了全球性多年的、非排他专

利许可协议。 该合作将有助于孟山都研发人员从其

海量的遗传学、基因组和性状信息数据库，更好地预

测、比较并筛选出最佳的遗传修饰，进一步提升孟山

都在基因组筛选、性状发现以及基因组改造领域的

研发能力。
２０１７ 年 ６ 月 １４ 日，孟山都宣布与 Ａｔｏｍｗｉｓｅ 公
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司达成合作，利用 Ａｔｏｍｗｉｓｅ 旗下人工智能技术

ＡｔｏｍＮｅｔ 加速挖掘和开发新的作物保护产品。 补

充了该公司对作物保护发现的独特合作方式。
Ａｔｏｍｗｉｓｅ 公司开创性的 ＡｔｏｍＮｅｔ 技术能够通过强

大的深度学习算法和超级计算机来分析百万个潜

在的作物保护产品分子，预测哪些分子可能对控

制疾病和害虫产生积极影响，缩短前期研发时间。
目前，孟山都是农业界首家与 Ａｔｏｍｗｉｓｅ 合作的公

司，并计划将 ＡｔｏｍＮｅｔ 这一人工智能系统与其公司

旗下育种、生物技术、作物保护、农业生物学和数

据科学平台几大业务进行有效结合，缩短新产品

的研发时间，及时推出能帮助农民获得更高种植

收益的新产品。
可以预见，随着大数据的发展，作物数量遗传

学、全基因组关联分析、作物基因组编辑技术将不断

突破和改进，通过定点编辑、定点修饰顺式调控序

列、定点激活基因表达实现对数量性状的精准操控，
必将引领新一轮的育种技术革命。
２ ６　 未来育种技术发展

性状的形成同时受到基因型和环境的影响。 即

使生物体本身也是一个复杂的整体，是多模块互作

的系统。 涉及多尺度、多过程、多层次的调控。 复杂

性状多维控制是育种的巨大挑战。 大数据、人工智

能和基因组编辑技术的发展为未来育种带来机遇，
一些颠覆性的技术也正在孕育。 未来育种技术的发

展应该会向精准、高效、智能方向发展。
致谢：文中“作物育种关键技术论文分析”由中

国科学院文献中心提供。
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