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CRISPR/Cas9技术在热带作物育种中的应用研究进展
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摘要： 在热带地区种植的香蕉、番木瓜、甘蔗、木薯、天然橡胶、油棕等热带作物，是我国农业的重要组成部分，不仅为我们

的日常生活和工农业生产提供了重要的原材料，而且为我国热带与亚热带地区的主要农业产量和经济增长做出了贡献。然

而，这些作物的现代分子育种受其生物学特性和遗传复杂性的严重阻碍，多倍化、杂合性、无性繁殖、童期长和植株高大等问题

导致热带作物的传统杂交育种周期长、难度大、进展慢。基因编辑技术的发展为热带作物育种带来了新途径和新机遇。

CRISPR/Cas9系统介导的基因组编辑技术以其更高的靶向效率、多功能性和易用性，已被广泛应用于植物基因组编辑育种中。

近年来，该技术在香蕉、木薯、天然橡胶、甘蔗等热带作物上也实现了广泛应用。本文介绍了基于CRISPR-Cas9系统的基因组

编辑、CRISPR-Cas9在热带作物改良中的应用进展以及所面临的挑战和问题，同时对热带作物基因编辑育种方面提出建议，以

期为后续研究提供思路，并为进一步开发应用该技术以有效改良热带作物的植物性状提供参考。
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Abstract：Tropical crops， including banana， papaya， sugarcane， cassava， rubber tree， oil palm， etc， are 

of importance in Chinese agriculture， which not only provide raw materials for our daily life and industrial and 

agricultural production， but also contribute to the main agricultural output and economic growth in tropical and 

subtropical zones of China. There are many barriers in tropical crops in use of modern molecular breeding 

techniques， such as polyploidy， heterozygous， vegetative propagation， long juvenile phase and large size of 

plants， etc. The genetic improvement of tropical crops through conventional breeding is troublesome， time-
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consuming， low efficiency and less progress. The development of genome editing technologies has brought a 

new way in tropical crops breeding. CRISPR-Cas9 mediated genome editing has been widely used in plants， 

profited from its higher targeting efficiency， versatility and ease of usage. This approach has been applied in 

banana， cassava， rubber tree， and sugarcane. Here， we focus on the recent advances based on CRISPR/Cas9 

methodologies， and summarize their application in tropical crops breeding， as well as propose future 

perspectives and challenges in improving tropical plants.

Key words： tropical crops；genome editing；CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas系统（Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats/CRISPR-associated protein）

已经成为基因组编辑的最流行和最先进的工具之

一。1987年，研究人员在大肠杆菌（Escherichia coli）

的碱性磷酸酶同工酶（IAP， alkaline phosphatase 

isozyme）基因中首次发现 CRISPR 序列，该序列是

自然界中原核生物的一种防卫系统，通过激活适应

性免疫应答来抵抗噬菌体等入侵［1］。通过CRISPR

序列包含的 Cas 蛋白和引导 RNA（sgRNA， single 

RNA）的双组分系统，CRISPR/Cas可以在真核生物

中进行基因的靶向插入、缺失和置换等遗传操作。

将CRISPR/Cas系统开发应用为真核细胞的基因编

辑工具已经彻底改变了基因组工程领域［2］。

2013 年，CRISPR/Cas9 系统陆续应用于拟南

芥［3］、烟草［4］、水稻和小麦［5］中，显示了CRISPR/Cas9

技术在植物中广泛应用的前景。此后，CRISPR/

Cas9系统的不断改进，使之成为低成本和高效率的

精确遗传操作工具，也使得植物基因组编辑变得更

容易，应用更广泛。越来越多的作物和其他植物物

种已经通过基因组编辑进行基因功能验证和性状

改良。因此，CRISPR/Cas9技术有可能通过在更短

的时间内更准确地引入目标性状来改变传统育种

的前景。更重要的是，CRISPR/Cas9与转基因育种

技术相比，没有将外源基因转移到靶基因组中，从

而为减少生物安全问题铺平了道路。

在热带地区种植的香蕉、木薯、甘蔗、橡胶、木

瓜、油棕等热带作物，为我们的日常生活和工农业

提供了重要的原材料。然而，这些作物的现代育种

受到其生物学特性和遗传复杂性的严重阻碍［6］。虽

然 CRISPR/Cas9 技术已在部分热带作物上有研究

报道，但相关研究尚处于起步阶段，与拟南芥、水

稻、小麦等模式作物相比，其研究和应用水平仍相

差甚远。本文介绍CRISPR/Cas9系统的研究动态，

综述其在热带作物中的应用现状，以期为热带作物

基因组编辑育种工作提供参考。

1　CRISPR/Cas9系统的发展

CRISPR/Cas9 是生物基因组编辑中鉴定最明

确、最受欢迎和应用最广泛的系统。该系统由两个

元件组成：一个是称为Cas9的RNA引导的DNA内

切酶，另一个是 sgRNA。Cas9 与 sgRNA 结合可以

针对与 sgRNA互补的基因组序列，并催化DNA骨

架的双链断裂（DSB，double-stranded break）。然后，

双链断裂主要通过容易出错的非同源末端连接

（NHEJ，non-homologous end-joining）途径或无错误

的同源重组（HDR， homology-directed repair）来修

复。非同源末端连接容易导致单个碱基的插入、缺

失或替换。在自然条件下，真核细胞中同源重组发

生的概率很低，而非同源末端连接发生的几率更

高。因此，可以通过双链断裂和随后的DNA修复来

实现基因修饰和基因组编辑。在植物界中，

CRISPR/Cas9系统已被广泛用于作物的遗传改良或

种质创制，如水稻［7］、大豆［8］、油菜［9］、小麦［10］等。

然而，基于Cas9的基因编辑的最大弱点是在基

因组中形成非靶标的双链断裂，这可能会产生突

变、大的染色体异常，如易位、倒位等。大多数致病

突变和农学上重要的遗传变异都是SNPs，需要更精

确的基因组编辑工具来校正序列。因此，基于Cas9

的碱基编辑器（BE，base editing）和引导编辑器（PE，

prime editing）被开发出来［11-12］。碱基编辑和引导编

辑是两种可以在不需要双链断裂形成或供体DNA

模板的情况下在靶位点进行编辑的精确基因组编

辑工具。碱基编辑是催化失活的Cas9结构域和脱

氨酶结构域的融合蛋白，在 sgRNA引导下靶向目标

碱基序列，从而完成改造目标基因的目的［11］。科研

人员相继研发的碱基编辑工具主要有：可实现C∶G

到T∶A转换的CBE （Cytosin base editor），A∶T到G∶

C转换的ABE（Glycosylase base editor），C∶G到G∶C

转换的CGBE（C到G base editor）和可同时生成4种

类型的碱基转换（C 到 G， C 到 T，C 到 A 和 A 到 G）

以及 InDels 的 CGBE 与 ABE 融合的双脱氧酶介导
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的碱基编辑器（AGBE， a dual deaminase-mediated 

base editor by fusing CGBE with ABE）等［13-14］。与碱

基编辑相比，引导编辑则可以在靶位点进行所有可

能的碱基转换、小的 InDels 及其组合［12］。目前，基

于植物的碱基编辑和引导编辑系统已在水稻、小

麦、玉米、番茄等几种植物中进行了测试，并取得了

良好的效果［15-16］。

2　CRISPR/Cas9技术在主要热带作物
中的应用

CRISPR/Cas9系统在理论上适用于所有物种，

在模式植物中已有成熟的应用体系，在香蕉、番木

瓜、甘蔗、木薯、天然橡胶、油棕等主要热带作物中

已有初步应用，应用进展阐述如下。

2.1　香蕉

香蕉（Musa spp.）是世界重要的果粮兼备的经

济作物，也是全球鲜果消费量和贸易额最大的水

果，在推动我国热带与亚热带地区农民脱贫致富和

乡村振兴中起着重要作用。然而，香蕉生产受到枯

萎病、干旱、冷害等生物和非生物胁迫的严重威胁。

全球最重要的香蕉栽培品种是三倍体，高度不育，

遗传基础狭窄，这些特性严重阻碍应用传统杂交育

种培育香蕉优良新品种。而诱变育种与突变体选

育新品种具有周期长、盲目性大等问题。因此，香

蕉生物育种被认为是培育抗逆、抗病优质新品种的

理想途径。

来自国内外的相关学者已相继在香蕉中建立

了 CRISPR/Cas9 基因组编辑技术体系。胡春华

等［17］利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在巴西蕉

（AAA）中编辑八氢番茄红素脱氢酶基因（MaPDS， 

phytoene desaturase gene），获得完全白化和花白叶

杂合的香蕉突变株系，编辑效率为55%。Kaur等［18］

设计针对Rasthali （AAB）中 2个PDS（RAS-PDS1和

RAS-PDS2）基因的 sgRNA引导Cas9剪切靶基因，突

变效率达到 59%。Naim等［19］在Williams （AAA）中

设计针对PDS基因的第1个外显子的2个 sgRNA引

导 Cas9 剪切靶基因，编辑效率达到 100%。Ntui

等［20］比较了来自 Musa accuminata （AA）和 Musa 

balbisiana （BB）参考基因组的PDS基因，在最保守

区域设计了 2 个针对 PDS 基因的 sgRNA 构建

CRISPR/Cas9 载体，并转化到香蕉 Sukali Ndiizi 

（AAB）和大蕉Gonja Manjaya （AAB）的胚性悬浮细

胞中，对 18个编辑株系进行靶位点的测序，两个品

种中均观察到100%的高效突变和723 bp的大片段

缺失。在香蕉基因编辑体系的优化和改进上，2020

年，Wu 等［21］在香蕉原生质体中比较了 CRISPR/

Cas9、CRISPR/Cas12a 和 RNP-CRISPR-Cas9 对 PDS

基因的编辑效率，发现CRISPR/ Cas9介导的诱变效

率高于其他两种体系。2022年，Zhang等［22］通过对

Cas9进行密码子优化和使用香蕉内源U6启动子优

化Cas9基因组编辑骨架载体，使编辑效率提高了 4

倍。2023 年，Hu 等［23］利用 CRISPR/Cas9 基因组编

辑技术，将基因组编辑元件和基因清除元件整合在

同一载体上，实现了在靶位点发生基因组编辑后对

引入的功能基因成分进行删除，从而在香蕉中建立

了高效的无转基因残留的基因组编辑技术体系，为

香蕉基因组编辑技术的产业应用奠定了基础。

随着 CRISPR/Cas9 编辑技术体系在香蕉中的

成功建立，CRISPR/Cas9介导的基因组编辑技术在

香蕉中已被应用于增强抗病性、提高果实品质、延

长货架期和改善株型结构等方面。香蕉条纹病毒

（BSV， banana streak virus）是一种整合在香蕉B基

因组中的双链杆状 DNA 病毒，称为内源性 BSV 

（eBSV， endogenous BSV）。它严重影响了非洲大

蕉（AAB）的生产，也限制了携带B基因组的二倍体

祖先种 Musa balbisiana 或其衍生物作为亲本的使

用。2019 年，Tripathi 等［24］利用 CRISPR/Cas9 技术

编辑香蕉内源条纹病毒，致其失活不能产生感染性

病毒颗粒，为香蕉生产、杂交育种及B基因组在香大

蕉遗传改良中的应用铺平道路，同时也为灭活其他

内源病毒提供有效策略。2021 年，Tripathi 等［25］利

用CRISPR/Cas9对MusaDMR6基因进行编辑，获得

了抗黄单胞菌枯萎病香蕉。研究人员也尝试通过

CRISPR技术培育抗香蕉枯萎病 4号生理小种的新

品种［26］。大多数Cavendish类香蕉品种的果肉中β-

胡萝卜素含量较低，Kaur等［27］使用CRISPR/Cas9技

术编辑香蕉LCYε基因的第 5个外显子来创制富含

β-胡萝卜素的香蕉品种，获得了果实中 β-胡萝卜素

含量提高了 6 倍的编辑株系。研究发现 Rasthali

（AAB）中CCD4 （RAS-CCD4）的较高表达与果肉中

β-胡萝卜素的积累呈负相关。Awasthi 等［28］利用

CRISPR/Cas9 技术对 Rasthali 中的 RAS-CCD4 基因

进行编辑，发现突变株系中根部的β-胡萝卜素积累

量比叶子中的增加更多。在香蕉中分别编辑

MaGA20ox2、Achn379131和MaACO1基因也得到了

半矮化和香蕉果实货架期延长的突变株系［29-31］。

2.2　番木瓜

番木瓜（Carica papaya L.）是木瓜科番木瓜属
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的多年生草本果树，在热带和亚热带国家广泛种

植，以其丰富的营养和药用价值而受欢迎。然而，

番木瓜产业的发展受到番木瓜环斑花叶病毒病

（PRSV， papaya ringspot virus）的严重限制，抗病品

种的培育成为产业发展的关键。由于我国可食用

番木瓜抗病资源匮乏，栽培种遗传基础狭窄，通过

传统的杂交育种难以培育出抗病品种，而分子育种

技术则可有效地改良品种的抗病性［32］。抗番木瓜

环斑病毒的转基因番木瓜是第一个转基因水果作

物，最终于1998年在夏威夷商业化生产［33］；2008年，

番木瓜基因组序列测序完成［34］；番木瓜是果树中相

对容易建立再生体系的物种［32， 35-36］；这些将为利用

CRISPR-Cas9系统进行番木瓜精准分子设计育种提

供有力的技术支撑。

中国热带农业科学院热带生物技术研究所转

基因生物安全研究团队的科研人员利用 Golden 

Gate 法构建了番木瓜曲叶病毒的 CRISPR/Cas9 的

串联多切点表达载体［37］；随后又基于不同的番木瓜

环斑花叶病毒保守序列，采用CRISPR/FnCas9技术

和Golden Gate载体构建系统，将5个 sgRNA串联到

同一载体上，并通过瞬时表达番木瓜叶片实现了对

番木瓜环斑花叶病毒的抑制作用［38］。最近，Brewer

等［39］通过农杆菌介导转化，设计了 3种针对番木瓜

PDS 基 因 的 sgRNA，建 立 了 一 种 有 效 的 基 于

CRISPR/ Cas9 的木瓜基因编辑系统。经过编辑的

转基因植株表现出完全的白化表型，在 3 个 gRNA

靶位点检测到包括插入、倒置和删除在内的多种基

因编辑，InDel 突变的效率为 81%。此外，Hoang

等［40］开发了一种通过根瘤菌来评估木瓜基因组编

辑效率的体内毛状根系。这些研究为利用CRISPR/

Cas9系统进行番木瓜基因功能分析、性状改良和育

种开辟了新的途径。

2.3　甘蔗

甘蔗（Saccharum spp.）是世界上 80% 的糖和

26%的生物乙醇的工业原料作物。甘蔗的基因组

是所有驯化农业物种中最复杂的（2n = 100～130），

其复杂的、高度多倍体的基因组阻碍了传统杂交育

种技术在甘蔗品种改良上的应用进程［41］。基因组

编辑将开启甘蔗精确育种的新时代。

Zhao等［42］通过沉默恢复GUS活性的方法来检

测Cre/lox和CRISPR/Cas9系统转化效果，同时比较

其特异性重组效率，结果表明，优化 Cre/lox 系统> 

Cre/lox系统> CRISPR/Cas9系统。经验证CRISPR/

Cas9系统的突变效应与同源重组完全一致，可以实

现定向精准突变，为甘蔗目标基因编辑的实验设计

提供可靠依据。镁螯合酶（MgCh， magnesium 

chelatase）是叶绿素生物合成途径中的关键酶。与

PDS 敲除基因的矮化和白化表型不同，MgCh 突变

体表现出浅绿色到黄色的叶片表型，与野生型的生

长速度相似。Eid 等［43］设计针对 MgCh 基因的 2 个

sgRNA，以 CaMV35S 启动子驱动密码子优化后的

Cas9 构建载体，利用基因枪法在甘蔗品种 CP88-

1762愈伤组织中进行转化，并比较了转化 4 d后的

愈伤组织保持在28 ℃培养或37 ℃热处理培养48 h

后再转到 28 ℃培养对突变频率的影响，发现热处

理将编辑效率提高了 2倍，并极大地促进了多个等

位基因的共突变。共突变的后代表型最为明显，出

现严重的叶绿体耗竭现象。同时 Oz 等［44］利用

CRISPR/Cas9 技术编辑甘蔗乙酰乳酸合酶（ALS， 

acetolactate synthase）中与除草剂抗性相关的两个密

码子（W574L 和 S653I）。对来自 5 个独立实验的

146个独立转化植株的评价表明，除25个或18个品

系的W574L或S653I外，11个品系的乙酰乳酸合酶

（ALS）中同时出现了靶向W574L和S653I的氨基酸

替换。这项工作可通过靶向核苷酸替换将劣势等

位基因转化为优势等位基因。

2.4　木薯

木薯（Manihot esculenta Crantz）是世界热带与

亚热带地区广泛栽植的重要主粮作物，也是主要的

工业原料。在这种重要的主食作物中进行有效的

基因编辑将为解决木薯生产中生物和非生物胁迫

的限制以及采后利用提供新机遇。木薯遗传转化

体系的建立和基因组测序的完成使得基于CRISPR

的基因组编辑技术在木薯基础和应用研究中的潜

力得以实现，从而改善木薯重要的经济性状。2017

年，Odipio等［45］首次在两个木薯品种（TMS60444和

TME204）中 报 道 了 CRISPR/Cas9 介 导 的 靶 向

MePDS基因编辑的研究。在两个木薯品种中分别

获得 58 和 25 个独立转基因株系，其中木薯品种

TME204的再生植株中90%以上有白化表型。这为

CRISPR/Cas9技术在木薯中的应用揭开序章。

研究人员陆续将 CRISPR/Cas9 技术用于木薯

抗病性的增强、淀粉品质的改善以及无氰木薯品种

的开发等研究。木薯褐条病（CBSD， cassava brown 

streak disease ）和木薯花叶病（CMD， cassava mosaic 

disease）是木薯上的两种主要毁灭性病毒病。

Gomez等［46］在木薯品种TMS60444中对真核翻译起始

因子4E（eIF4E， eukaryotic translation initiation factor 
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4E）蛋白亚型即新型帽结合蛋白-1（nCBP-1， novel 

cap-binding protein-1）和 nCBP-2 进行靶向诱变，降

低了木薯褐条病相关疾病症状的水平和木薯褐条

病毒在贮藏根中的积累，虽然增强了对木薯褐条病

的抗性，但并未获得完全抗性。Mehta 等［47］利用

CRISPR/Cas9技术开发非洲木薯花叶病毒的抗性，

但编辑株系对非洲木薯花叶病毒没有表现出明显

的抗性。这可能与研究者仅使用靶向一个病毒区

域（AC2）的单个 sgRNA 有关。叶昕彤［48］则利用

CRISPR/Cas9技术靶向编辑斯里兰卡木薯花叶病毒

基因组 DNA，筛选抗病效果优良的 sgRNA 靶点并

转化我国木薯主栽品种华南 8号。而Veley等［49］则

基于CRISPR介导的基因编辑技术，以内源性位点

3 '末端的GFP标记糖外排转运蛋白基因（SWEET， 

sugars will eventually be exported transporters）

MeSWEET10a，开发了一种可视化工具来监测木薯

细菌性枯萎病（CBB， cassava bacterial blight）在体

内的感染进程，这是CRISPR介导的同源重组和基

因标记在木薯体内的首次演示。Wang 等［50］通过

CRISPR/Cas9技术编辑木薯MeSWEET10a基因的启

动子增强了突变株系对木薯细菌性枯萎病的抵抗

力，且并未影响突变植株的正常生长和产量。在改

善淀粉性状方面，Bull等［51］报道了CRISPR/Cas9在

操纵淀粉生物合成和提高淀粉贮藏品质方面的应

用。Luo 等［52］利用双 sgRNA CRISPR/Cas9 系统实

现了木薯中淀粉分支酶（SBE， starch branching 

enzyme）SBE2的基因编辑，获得了直链淀粉和抗性

淀粉显著增加的突变株系。研究人员利用CRISPR/

Cas9 技术对开发无氰木薯品种也进行了尝试。

Juma等［53］利用CRISPR/Cas9对CYP79家族的P450

单加氧酶基因（CYP， cytochrome P450 enzyme）

MeCYP79D1 的 第 3 外 显 子 进 行 了 靶 向 诱 变 。

mecyp79d1编辑株系叶片中亚麻苦苷和嬗变氰化物

的含量降低了 7 倍。 Gomez 等［54］进一步利用

CRISPR/Cas9技术编辑产氰葡萄糖苷生物合成第 1

步中的两个关键酶基因 CYP79D1 和 CYP79D2，发

现双重敲除消除了 3 种木薯（TMS60444， TME419

和 TMS91/02324）的产氰能力，单基因敲除则显示

两个CYP79D基因对木薯产氰的贡献存在差异。

目前木薯遗传转化的模式品种为来源于非洲

的TMS60444品种，该品种产量和淀粉含量低、分枝

多、抗病性差，不是理想的生物育种受体材料。因

此，研发我国优良木薯品种的高效遗传转化技术具

有重要意义。中国热科院生物所植物抗逆基因功

能研究团队在木薯生物育种技术研究方面取得新

进展，建立了我国木薯主栽品种华南 8号的高效遗

传转化及基因编辑体系，该团队以分生组织高表达

的YAO启动子驱动Cas9蛋白表达，编辑MePDS基

因，编辑效率达到 93%，单等位纯合突变率达到

45%，为迄今木薯基因编辑领域的最高纯合突变

率［55］。该研究团队还利用 CRISPR/Cas9 技术成功

编辑了木薯可溶性淀粉合成酶Ⅲ（SS， soluble 

starch synthase）即MeSSⅢ-1和MeSSⅢ-2、己糖转运

蛋白基因（STP， sugar transport proteins）MeSTP7 和

MeSTP15、液泡转化酶（VINV， vacuolar invertase）

MeVINV1以及WRKY转录因子家族基因MeWRKY12

等靶标位点，这为获得相关突变体，进一步解析木

薯块根发育、木薯淀粉合成与积累机制奠定基础。

2.5　橡胶树

巴西橡胶树（Hevea brasiliensis Muell. Arg.）是

当前天然橡胶的主要来源。作为一种具有长童期

（6～7年）的异花授粉树种，通过常规育种方法对橡

胶树进行遗传改良的效率非常低，难以满足经济需

求。因此，迫切需要更有效的分子方法来加速橡胶

树的性状改良。橡胶树全基因组序列的测序完成

及橡胶树原生质体再生植株方法的成功建立为利

用 CRISPR/Cas9 技术在橡胶树中进行基因编辑奠

定了坚实的基础［56-57］。刘承圆［58］以拟南芥感橡胶树

白粉菌突变体pad4为靶标，通过CRISPR/Cas9系统

得到突变体植株，为进一步培养橡胶树抗白粉病品

系奠定了基础。中国热带农业科学院华玉伟团队

首先尝试在橡胶树原生质体中使用 CRISPR/Cas9

核糖核蛋白开发无DNA基因组编辑系统，该团队分

别针对可以加快和延迟橡胶树花期的基因（FT 和

TFL1）设计 sgRNA，利用PEG介导法将Cas9-sgRNA

组装成的核糖核蛋白（RNP，ribonucleoprotein） 导入

叶肉细胞制备的原生质体，在国际上率先建立了橡

胶树CRISPR/Cas9系统，为培育无外源DNA污染的

基因编辑橡胶品系提供了参考［59］。2021年，该团队

进一步利用 5个橡胶树内源U6启动子驱动 sgRNA

的转录，在巴西橡胶树原生质体中进行瞬时编辑发

现 HbU6-2 和 pHbU6-4 驱动的编辑效率最高，并选

择最短启动子HbU6-2作为后续实验的启动子。随

后，Dai等［60］利用 10个靶向 5个开花时间相关基因

（FT和TFL1）的 sgRNA对巴西橡胶树原生质体进行

基因组编辑分析，发现 3种突变模式，即缺失、插入

和碱基替换，其中短缺失最为突出并构建了针对

HbPDS基因的稳定转化编辑载体，将其转化进橡胶
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树愈伤组织中，获得了CRISPR/Cas9介导的基因编

辑诱导的具有预期白化表型的纯合突变愈伤组织。

2.6　油棕

具有“世界油王”美誉的油棕（Elaeis guineensis 

Jacq.）是一种重要的热带木本油料作物，是棕榈

（仁）油的主要原料作物。全球对棕榈油的需求逐

年增加，到 2050年，棕榈油的需求将增至 2.5亿吨，

超过世界油类和脂肪的总产量［61］。培育性状改良

的高产油棕是满足日益增长的棕榈油消费需求的

先决条件。油棕属棕榈科单子叶异花授粉植物，后

代性状变异大，常规杂交育种难以满足商业化需

求。生物育种成为油棕育种技术的理想选择。科

研人员对油棕转基因技术进行了优化，获得了转基

因苗或者转基因愈伤组织［62］。为了在油棕中建立

高效的CRISPR/Cas9系统，研究人员以EgPDS为靶

点设计了 5个 gRNAs，使用快速电穿孔介导的原生

质体瞬时表达系统，检测了密码子优化的SpCas9的

功能和5个gRNA的有效性，以识别高效的gRNA［63］。

结果发现，油棕叶肉原生质体电转染效率为 17% ~ 

26%，在 Cas9/gPDS4 和 Cas9/gPDS5 转化的原生质

体中检测到剪切频率分别为 6.49% 和 25.49%。

Yeap等［63］进一步利用生物离子轰击法转化油棕未

成 熟 合 子 胚 对 EgPDS 和 BR 受 体 蛋 白 基 因 

（EgBRI1，brassinosteroid-insensitive 1）的靶位点进

行编辑，获得了较高的编辑效率（42.86%～100%）；

在经EgPDS编辑的棕榈小苗中观察到嵌合白化表

型，而在EgBRI1编辑的棕榈小苗中则表现出生长发

育不良和叶尖坏死表型。该结果通过优化高效

gRNA的选择和DNA传递方法在油棕中实现有效

的基因编辑，为油棕遗传改良提供了新的途径。

2.7　咖啡和可可

作为饮料类热带经济作物，咖啡（Coffea canephora 

L.）和可可（Theobroma cacao L.）是全球消耗最多的

植物源饮品。2018年，法国和美国的科学家分别建

立 了 咖 啡 和 可 可 的 CRISPR/Cas9 基 因 编 辑 系

统［64-65］。科研人员针对咖啡 CcPDS 基因进行基因

编辑时，得到了T0代纯合突变体，但该突变体并没

有表现出完全的白化，只有黄化和弱小矮化等表

型［64］。可可黑果病是影响可可作物产量的重要病

害。研究发现抑制可可免疫系统调节基因TcNPR3

的表达可增强植株对疫霉菌的抗性。Fister等［65］认

为，通过 CRISPR/Cas9技术敲除可可的病程相关非

表达子基因（TcNPR3，Non-Expressor of Pathogenesis-

Related3），可以显著增强其对疫霉菌的抗性。Fister

等［65］首次使用农杆菌注射方法，将含有该基因编辑

载体的农杆菌注入离体叶片48小时后，再将疫霉菌

接种到叶片上，发现与对照组相比，病斑面积明显

减小，测序发现基因突变率为 27%，但转化可可体

细胞胚后仅获得了嵌合突变体胚。Scharf等［66］则报

道了一种基于CRISPR/Cas9的快速检测方法，用于

定量测定优质风味可可 Arriba 中的 bulk coco 

（CCN-51）。利用该技术可以在Arriba中检测到至

少10%的CCN-51混合物。

3　问题与展望

相较于模式植物和主粮作物而言，CRISPR/

Cas9 系统在热带作物基因功能研究和品种改良方

面的应用比较滞后，多数尚处于基因编辑体系建立

的初步阶段。高效的遗传转化再生体系是进行转

基因和基因编辑的前提。目前虽已在上述热带作

物中建立了有效的再生和遗传转化体系，但仍然存

在着较大问题。如在香蕉中，已报道的转化受体有

香 蕉 胚 性 细 胞 悬 浮 系（ECS， embryogenic cell 

suspensions）、原生质体、茎尖或多芽体薄切片等，但

每种受体却都有明显的缺陷，如ECS法虽可得到单

细胞起源的转基因株系，但建立和维持ECS需要耗

费大量时间、精力，再生周期长（15～18个月），而且

ECS 诱导技术仍仅限于有限的几个实验室和几个

基因型品种，技术重现性差；茎尖或多芽体薄切片

虽简单快速，但成功率极低，极易产生嵌合体而导

致后期筛选过程中目标性状的丢失；原生质体虽转

化方便，但再生非常困难。因此，迫切需要一种广

适、高效、稳定的香蕉遗传转化再生方案。作为单

子叶多年生的木本油料作物，目前油棕遗传转化的

受体主要是胚性愈伤组织［62］。未成熟花序是诱导

油棕体细胞胚再生较为理想的外植体材料，但油棕

愈伤组织体细胞胚发生频率较低，芽再生困难。由

胚性愈伤经体细胞胚发生过程到获得再生株系通

常需要 2年以上时间，其中体细胞胚发生过程最为

困难，一般需6～8个月时间。目前国内相关研究团

队正在积极开展油棕遗传转化及基因编辑工作。

咖啡和可可遗传转化体系涉及因素较多，研究者们

采用的遗传转化方法也存在着较大差异，存在可重

复性差、转化效率低等问题。因此，构建适合我国

咖啡和可可主栽品种的高效稳定的遗传转化体系

仍需进一步探究。相较而言，国内相关研究团队已

在热带果树番木瓜和热带经济作物甘蔗、木薯和橡

胶上建立了较为成熟的以胚性愈伤组织为受体的
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遗传转化再生技术，但其杂合性和多倍体在内的基

因组复杂性导致了将基因组编辑应用于这些物种

的困难，编辑效率有待提高。

总体而言，上述这些热带作物的全基因组测序

工作虽已相继完成并公布，但对重要农艺性状相关

的基因通路和基因功能的解析仍需进一步加强；多

数热带作物尚不具备稳定的遗传转化体系或转化

效率偏低，使得基因组编辑实验和优化变得困难，

想要得到稳定可遗传的基因编辑材料，工作量大，

耗时长；热带作物的多倍体特性和基因组杂合性增

加了在遗传转化T0代就能获得目标基因的突变表

型的难度；现有的植物 sgRNA在线设计软件数据库

中仅包含少数热带作物基因组信息，收集更多热带

作物品种的基因组数据将有助于 CRISPR/Cas9 的

应用。

使用瞬时原生质体系统进行 PEG 介导的

CRISPR元件递送对于gRNA验证非常有用，但只有

极少数植物物种可以从原生质体再生。微粒轰击

（基因枪）和农杆菌介导的递送，高度依赖植物种

类、基因型和组织类型特异性［67］。为克服基因型依

赖性，利用特定的形态发生因子对体细胞进行重

组，使其开始胚胎发生，是植物转化领域的一项重

大突破，对单子叶植物和难以转化的植物尤其如

此。如玉米胚自主发生基因（BBM， baby boom）和

WOX转录因子（WUS2，Wuschel2）基因的异位表达

提高了几种作物的转化效率，包括玉米、高粱、籼稻、

甘蔗等［68］。WOX 转录因子（WOX5， WUSCHEL-

like HOMEOBOX5）或GRF4-GIF1嵌合蛋白的组成

型表达提高了小麦、其他单子叶和双子叶植物的转

化效率［69-70］。因此有必要设计和克隆包含 GRF4-

GIF1 等形态发生因子的嵌合复合物的 CRISPR/

Cas9载体，并应用于热带作物中以产生具有更高再

生效率的稳定转化体。

南方科技大学朱健康团队开发了一种递送系

统（CDB，cut-dip-budding），利用根茎再生的优势，

利用发根农杆菌对甘薯进行转化和编辑，直接产生

毛状根［71］。该技术在组织培养过程中难以从外植

体重新再生的植物物种中显示出巨大的潜力。为

解决热带作物基因组编辑的限制，集中精力开发基

于非组织培养的转化系统也是一个重要的研究领

域。例如纳米颗粒辅助的直接转基因传递或转基

因的病毒介导的转基因沉默（VIGS， virus induced 

gene silencing），然后从受感染的组织中再生植株。

Wolabu 等［72］ 在 苜 蓿 上 利 用 多 重 gRNA-

CRISPR/Cas9 载体将 MsSGR 基因的诱变效率提高

了 23%～49%，并在 T0代中产生了完全敲除 4 个等

位基因拷贝的纯合突变体。这种多重 gRNA-

CRISPR/Cas9基因组编辑系统提供了一种可靠有效

的基因功能鉴定方法。多重gRNA-CRISPR/Cas9基

因组编辑系统的另一个策略是BREEDIT（多重基因

编辑工具），已在玉米中报道以改良其数量性状［73］。

利用该策略编辑与植物生长相关的多个基因，获得

了超过 1000个经基因改造的玉米突变体库［73］。最

近，Gupta等［74］开发了一种模块化的多重基因PE编

辑系统，最高可以同时对水稻中的 4个基因位点进

行编辑。Gupta 等［74］主要是利用 Golden Gate 克隆

和Gateway重组技术，使多个 pegRNA-ngRNA模块

的装配变得简单。利用该系统，Gupta等［74］进行了

两基因（双重），三基因（三重）和四基因（四重）的同

时编辑实验，并产生了较高的编辑效率，简化了构

建多基因编辑PE载体的过程，使更多实验室可以利

用PE进行多基因编辑实验。以上研究对于具有复

杂基因组和多倍化的热带作物具有很好的借鉴

作用。

基因组编辑分子生物学研究的进展导致设计

出具有广泛应用的各种基因组编辑工具。因此，选

择编辑给定物种的最佳系统和编辑的目的变得至

关重要。最近新兴的碱基编辑和引导编辑技术具

有扩大基因组编辑范围和效率的潜力，其在热带作

物中的应用可以在精确和加速遗传改良中发挥至

关重要的作用。
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