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CRISPR/Cas9基因编辑技术改良小麦重要性状的研究进展与

应用
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摘要：小麦（Triticum aestivum L.）是世界上最重要的粮食作物之一，在保障全球粮食安全和农业可持续发展中发挥着不可替代的作用。随着人口的

持续增长和气候变化的加剧，小麦产量和品质提升的需求日益迫切。近年来，CRISPR/Cas9基因编辑技术因其操作简便、靶向性强和编辑效率高，被

广泛应用于水稻、玉米等主要作物的功能基因研究和性状改良并取得了显著进展。然而，小麦基因组为多倍体，结构复杂，且遗传转化效率相对较低，

这些因素使得 CRISPR/Cas9技术在小麦中的应用仍面临诸多挑战。针对这一现状，本文系统综述了 CRISPR/Cas9的发现过程与作用原理，归纳了其

能够引发的 4种主要变异的类型，包括短序列插入、序列缺失、单碱基突变和大片段插入，并进一步重点综述了该技术在小麦抗病、抗逆以及增产等

性状改良中的最新研究进展。同时，结合当前 CRISPR/Cas9技术在小麦中应用所面临的挑战，如编辑效率偏低、脱靶效应以及转化体系不完善等问

题，提出了潜在的优化方向与解决方案。本文旨在为后续小麦分子育种研究提供理论依据和技术参考，以推动基因编辑技术在小麦中的高效应用。
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Abstract: Wheat [Triticum aestivum L.] is one of the most important cereal crops worldwide, playing an indispensable role in

ensuring global food security and sustainable agricultural development. With the continuous growth of the global population and the

increasing impact of climate change, there is an urgent need to enhance wheat yield and quality. In recent years, CRISPR/Cas9

genome-editing technology has been widely applied to functional gene research and trait improvement in major crops such as rice and

maize, achieving remarkable progress due to its simplicity, high targeting specificity, and editing efficiency. However, the polyploid

nature and structural complexity of the wheat genome, coupled with its relatively low genetic transformation efficiency, making the

application and advancement of CRISPR/Cas9 technology in wheat particularly challenging. In response to this situation, this review
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systematically summarizes the discovery and underlying mechanisms of CRISPR/Cas9 system, outlines the four main types of edits it

can induce-inculding short fragment insertion, fragment deletions, base substitutions and large fragment insertions, and further

highlights recent advances in applying this technology to improve disease resistance, stress tolerance, and yield related traits in wheat.

Additionally, considering the current challenges in wheat CRISPR/Cas9 applications, such as limited editing efficiency, off-target

effects, and imperfect transformation systems, potential optimization strategies and actionable solutions are proposed in this review.

Overall, this review aims to provide a theoretical foundations and technical references for future molecular breeding research in wheat,

thereby promoting the efficient application of genome-editing technologies in wheat.
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小麦（Triticum aestivum L.）是我国最为重要的粮食作物之一，在保障国家粮食安全中具有战略意义。

然而，近年来， 小麦赤霉病、白粉病、条锈病、茎基腐病等重大病害频繁爆发[1] 以及干旱高温等非生物逆

境的影响[2]导致小麦的产量与品质不断下降，利用生物育种手段进行多抗品种的选育是应对以上威胁最有

效的途径之一。目前，基因编辑技术已成为作物性状改良的重要工具，然而小麦作为异源六倍体植物，其

染色体结构复杂、基因组庞大、且遗传转化效率较低，导致该技术在小麦中的推广与应用仍相对滞后[3]。

成簇规律间隔短回文重复序列（CRISPR，clustered regularly interspaced short palindromic repeat）的出

现为小麦遗传改良带来了新的突破。其由单向导 RNA（sgRNA，single guide RNA）和 Cas9核酸酶组成，

其中 sgRNA的 5'端包含约 20个核苷酸的靶序列，能够通过碱基互补识别并引导 Cas9精确结合目标 DNA

序列，并在间隔序列邻近基序（PAM，protospacer adjacent motif ）附近引发双链断裂，实现基因的定点编

辑。与传统蛋白质-DNA识别机制相比，CRISPR/Cas9依靠 RNA-DNA碱基互补进行特异性识别，因而具

备设计灵活、脱靶率低、编辑效率高等优点。此外，CRISPR/Cas9结构简单，便于构建和操作，且可以同

时编辑多个基因位点，极大提高了多性状聚合的可能性。基于这些优势，该技术已在小麦的抗病、抗逆、

高产、高品质等多个方向得到广泛应用。

本文主要综述了 CRISPR/Cas9基因编辑技术的原理以及在小麦研究中的成功实践，对前人的工作进行

总结归纳，以期为未来基因编辑技术在小麦研究中的应用提供参考，促进小麦品种高产高质、抗病抗逆研

究的持续更新和产业的健康发展。

1 CRISPR/Cas9的发现与原理

1987年，CRISPR/Cas由日本学者在大肠杆菌中发现[4]，2000年 Mojica等[5]提出将此类有规律重复序

列命名为短规律间隔重复序列（SPSPs，short regularly spaced repeats），2005年 Mojica等[6]发现其可能参

与原核生物的免疫反应。2002 年，这类高度保守的 DNA重复序列被 Jansen等[7]正式命名为成簇规律间隔

短回文重复序列（CRISPR）。CRISPR家族种类繁多，截至到 2011年，研究者在细菌和古菌中已经鉴定



出 65组直系同源的 Cas 蛋白质[8]。2017年，Makarova 等 [9]根据不同 CRISPR/Cas 参与 crRNA（CRISPR

RNA）加工和干扰的效应模块将 CRISPR-Cas划分为两类，一类 CRISPR/Cas通常是由多个蛋白最终与

crRNA组成复合物，另一类则是由单一蛋白质与 crRNA组成复合物。其中 CRISPR/Cas9相较于其他系统

只存在一个效应蛋白且能同时编辑双链 DNA，其结构也相对简单，便于工程应用，因此成为了第一个也是

最广泛应用的基因编辑系统。

CRISPR/Cas9 主要由 CRISPR 基因座转录并剪切合成的向导 RNA（ tracr-crRNA， trans-activating

CRISPR-CRISPR RNA）和 Cas9蛋白两个部分组成，其中 tracr-crRNA负责引导 Cas9产生双链 DNA断裂

（DSB，double-strand breakage），切割位点位于 PAM位点的上游；Cas9蛋白是一种 DNA特异性的核酸

内切酶，负责最终切割双链 DNA。当 CRISPR/Cas9发生作用时，双链 DNA在 tracr-crRNA的引导下进入

Cas9蛋白并被解开形成单链，随后结合在 Cas9蛋白的两条沟壑中，在 Cas9的两个核酸酶结构域的作用下

分别被切割产生 DSB[8,10]。工程化应用的 CRISPR/Cas9中，tracr-crRNA被简化整合为 sgRNA（single guide

RNA），通过搭配丰富的植物遗传转化体系可以相对便携地传递进植物体内编辑植物的基因组[11]。

2 CRISPR/Cas9造成的变异

CRISPR/Cas9可在目标基因处引发 4种主要类型的变异，包括短序列插入、序列缺失、单碱基突变和

大片段插入。为了实现对这 4 种变异类型的精确控制，研究者先后开发了单碱基编辑器（BEs，base

editors ）、引导编辑（PE，prime editing）等主流基因编辑系统。在小麦功能基因的研究中，短序列插入

和缺失是最常见的变异类型，被广泛应用于小麦产量与品质改良以及抗病抗逆性等方面。

2.1短片段序列插入和缺失

短片段的插入与缺失是 CRISPR/Cas9诱导 DSB后经非同源末端连接（NHEJ，non-homologous end

joining）过程产生的最常见的突变类型（图 1A），通常涉及一到几十个碱基的增减。由于非同源末端连接

是一种非模板依赖的、低保真度的修复机制，常在切口处随机插入或删除碱基，从而引发编码序列的移码

突变、导致翻译提前终止或破坏功能结构域，最终导致目标基因的敲除[12]。这类变异在小麦等植物的基因

功能研究中具有广泛的应用前景，相较于传统的 RNAi技术，CRISPR /Cas9直接在基因组 DNA层面引入

突变，实现永久性的可遗传的基因敲除[13]。CRISPR/Cas9不仅可以敲除功能基因，也可以敲除调控元件和

miRNA等目标区域[14]，这使得 CRISPR/Cas9对基因表达的调控拥有更高的自由度。



A：CRISPR/Cas9，CRISPR/Cas9通过识别 PAM位点与目标片段结合并切割双链，切口在 DNA修复后会产生切割位点处的碱基产生突变，切割位置

处发生短的片段插入和切割位置处出现片段缺失 3种变异；B~C：在单碱基编辑中，Cas9蛋白的核酸酶活性失活，使得整个系统在与目标蛋白结合

后不会切割目标位点，而是在碱基脱氨酶的作用下改变目标位点的碱基；胞嘧啶单碱基编辑器中，胞嘧啶在脱氨酶的作用下变成尿嘧啶，在复制过程

中被当做胸腺嘧啶；腺嘌呤单碱基编辑器中腺嘌呤被脱氨变成次黄嘌呤，并在复制过程中被认为是鸟嘌呤；D：引导编辑中的 Cas9蛋白的核酸酶活

性部分失活，只会切割非靶向链，在切割后 PegRNA的 PBS区会结合在切口处，并在逆转录酶的帮助下使 DNA单链沿着逆转录模板延伸，从而将外

源片段引入进基因组中

A: The CRISPR/Cas9 system recognizes the PAM site and binds to the target sequence, where it cleaves the DNA double strand. After DNA repair, three types of

variations may occur: (1) base substitutions at the cleavage site; (2) short fragment insertions at the cleavage site; (3) fragment deletions at the cleavage site; B-C:

In base editing, the nuclease activity of Cas9 is inactivated, so the system does not cut the target site after binding to the target sequence. Instead, bases at the

target site are modified through the action of a base deaminase; In the cytosine base editor, cytosine is deaminated to uracil, which is recognized as thymine

during replication; In the adenine base editor, adenine is deaminated to inosine, which is interpreted as guanine during replication; D: In the prime editing, the

nuclease activity of Cas9 is partially inactivated, allowing cleavage of only the non-target strand. After cleavage, the PBS region of the pegRNA anneals to the cut

site, and with the help of reverse transcriptase, the DNA single strand is extended along the reverse transcription template, thereby integrating the exogenous

fragment into the genome

图 1 CRISPR/Cas9及其变体的原理

Fig. 1 Principles of the CRISPR/Cas9 system and its variants



2.2单碱基突变

单碱基突变是在目标基因特定位点，仅发生 1个碱基对的改变，而不引入任何插入或缺失（图 1B、

C）。此类变异能够产生精确的单碱基改变，从而对特定氨基酸或顺式调控位点进行微调，相较于其他类

型的变异，单碱基突变对基因组整体结构的扰动更小，更接近自然突变发生的方式，从而在不扰乱整体基

因组结构的前提下，实现对表型性状的定向调控[15]。为实现对碱基突变的高效诱导，有研究者开发了碱基

编辑器，其核心结构通常由催化失活的 Cas9（dCas9，dead Cas9）或切割缺陷型 Cas9（nCas9，nickase

Cas9）与碱基脱氨酶融合构成。该系统可在无需诱导 DSB产生的前提下，通过定向脱氨反应实现 C/G到

T/A或 A/T到 G/C的碱基转换[16]。

单碱基编辑器已在植物中成功应用。2018年，Li等[17]利用腺苷酸脱氨酶与 Cas9蛋白融合构建了腺苷

酸单碱基编辑器（ABE，adenine base editor），在植物细胞中能实现由 A到 G的转换，应用于水稻后实现

了乙酰辅酶 A羧化酶基因目标区域的单碱基突变，使水稻具备了抗除草剂的特性。同样，Shimatani等[18]

利用诱导性胞苷脱氨酶对乙酰乳酸合成酶基因 OsALS进行多位点的单碱基编辑，也成功地使水稻获得了抗

除草剂的突变。然而，由于小麦自身基因组特性，单碱基编辑器在小麦中的应用仍相对有限。Zong等[19]利

用人源胞苷脱氨酶 APOBEC3A 与 nCas9 蛋白融合表达形成的胞嘧啶单碱基编辑器 A3A-CBE

（APOBEC3A-Cytosine base editor）对小麦乙酰乳酸合成酶基因 TaALS进行了编辑，成功将基因的保守位

点 Pro197的脯氨酸替换苯丙氨酸。Zhang等[20]则通过胞嘧啶单碱基编辑器对小麦的 TaALS基因进行单碱基

编辑，将基因的保守位点 Pro174进行了由脯氨酸到丝氨酸或苯丙氨酸的转换，使突变体产生抗除草剂的能

力。

2.3引导编辑

引导编辑是目前新兴的 CRISPR/Cas9 变体，由一类融合了逆转录酶的 Cas9 和引导编辑向导 RNA

（pegRNA，prime editing guide RNA）构成（图 1D）。pegRNA的 5´端有一段与目标基因互补的碱基序列

即引物结合位点（PBS，primer-binding site），而 3´端携带有逆转录模板区域。Cas9蛋白结合到目标基因

并切割 DNA后，断开的单链与 pegRNA互补配对，并沿逆转录模板序列延伸，从而将逆转录模板上的变

异引入到目标区域[21]。整个引导编辑的过程无需诱导双链断裂，也不依赖细胞的同源重组途径，因而能减

少非预期变异并显著提高插入效率，且由于变异来自于逆转录模板，引导编辑的编辑效果相较于单碱基编

辑器更加稳定精确，引导编辑能造成短片段插入和缺失以及单碱基突变 3种变异类型。Lin等[22]通过引导

编辑在水稻细胞中诱导细胞周期蛋白基因 OSCDC48-T1产生了 6 bp的插入和缺失，突变效率分别为 1.2%

和 19.2%。尽管引导编辑能够精确诱导 DNA产生 3种类型的突变，但是突变效率却并不如 CRISPR/Cas9

和单碱基编辑器，加上小麦自身的基因组特性，引导编辑没有被广泛应用于小麦基因的研究中。



2.4大片段插入

通过 CRISPR/Cas9可以在基因组特定位点引入长度为数百至数千碱基的 DNA序列，包括功能基因、

调控元件、标签序列或调控模块等。此类插入可用于功能基因插入、启动子替换、顺式调控元件重构等复

杂基因操作，扩展了植物基因组的工程化潜力。传统的大片段插入主要依赖 CRISPR/Cas诱导目标基因产

生 DSB，并借助同源重组（HDR，homology directed repair）机制插入携带有目标区域同源臂的供体 DNA。

然而，该过程常受到非同源末端连接竞争性修复的干扰，且植物中 HDR效率普遍较低，严重限制了大片

段插入的稳定性与效率[23]。

为克服这类问题，引导编辑的变体模板跳跃型引导编辑（TJ-PE，template-jumping prime editing）被提

出，相较于引导编辑，TJ-PE可以切割两个位点，同时 TJ-PE含有两个引物结合位点，在切割 DNA后两个

引物结合位点之间的模板序列可以通过逆转录过程引入到目标区域中[24]，由于不再受到 pegRNA长度的限

制，TJ-PE可以插入超过 100 bp的序列，例如 Li等[25]在水稻中使用 TJ-PE已经成功在花青素合成相关基因

OsC1序列上实现了最高 710 bp的插入。

3 CRISPR/Cas9在小麦中的应用

在小麦中，产量、品质、抗病、抗逆性的提升是育种的核心目标。目前，小麦中大多数都是通过

CRISPR/Cas9使目标基因发生短片断缺失插入从而敲除目标基因，使相关的表型发生改变（表 1）进而达到基因

功能研究的目的。

表 1 CRISPR/Cas9在小麦中的应用

Table 1 Applications of CRISPR/Cas9 in wheat

基因名称 基因敲除后植株表型

The plant phenotype of gene
knockout

转化方法

Transformation method
参考文献

Gene name References

TaARF12 小麦穗状花序增大，产量提高 农杆菌转化 [26]

TaD27 小麦的分蘖数和籽粒数提高 农杆菌转化 [27]

TaWUS 小麦的千粒重和产量提高 农杆菌转化 [28]

TaZnF-B 小麦矮化且产量提高 农杆菌转化 [29]

TaPGS1 平均千粒重、粒宽和粒长降低 农杆菌转化 [30]

TaSPL13 粒径和数量提高 农杆菌转化 [31]

TaFT-D1 淀粉晶粒尺寸和重量降低 — [32]

TaABI3 成熟籽粒淀粉含量提高 — [33]

Ta33-mer 小麦的致敏性降低 基因枪法 [34]

TaASN2 游离天冬酰胺含量降低 基因枪转化 [35]

TaIPK1 籽粒中铁和锌积累提高 农杆菌转化 [36]

TaPPO 面团褐变降低 农杆菌转化 [37]

TaMLO 小麦对白粉病的抗性提高 — [38]

TaPsIPK1 小麦对黄锈病的抗性提高 — [39]

TaCIPK14 小麦对条锈病的抗性提高 农杆菌转化 [40]

TaeIF4E 小麦黄花叶病毒的抗性提高 — [41]

TaPDIL5-1 小麦对黄花叶病毒抗性提高 农杆菌转化 [42]

TaEDR1 小麦对白粉病的抗性提高 — [43]



TaHAG1 小麦对白粉病的抗性降低 农杆菌转化 [44]

TaPAD4 小麦对白粉病的抗性降低 农杆菌转化 [44]

TaNLR 小麦对茎锈病的抗性降低 农杆菌转化 [45]

TabHLH27 小麦的耐旱性和水利用率降低 — [46]

TaSal1 小麦的耐旱性提高 基因枪转化 [47]

TaGW2 抗旱性和产量提高 农杆菌转化 [48]

TaAT1 小麦幼苗成活率和株高提高 — [49]

—表示为文章中未注明转化方法

— indicates that the gene transformation method was not mentioned in the original article

3.1 CRISPR/Cas9在提高小麦产量与品质方面的研究

小麦产量是影响粮食安全的最重要的性状，其稳定对于我国粮食安全具有重要意义。研究表明，敲除

生长素响应因子基因 TaARF12可以使突变体的穗状花序增大，产量提高[26]，敲除调节分蘖的负调控因子

TaD27可以使小麦的分蘖数增加，从而使小麦的分蘖数和籽粒数提高[27]，敲除蔗糖代谢相关基因 TaWUS[28]、

油菜素内酯信号相关基因 TaZnF-B[29]、调节植物发育的转录因子基因 TaPGS1[30]、SPL 转录因子基因

TaSPL13[31]、淀粉合成相关基因 TaFT-D1[32]和 TaABI3[33]等与小麦籽粒的大小相关的基因都可以显著提高籽

粒大小，从而实现增产。

除产量外，小麦的加工品质与营养品质同样至关重要。例如，麸质蛋白中的 33-mer肽段是诱发乳糜泻

的关键抗原表位，Sánchez-León等[34]通过设计特异性 sgRNA对目标保守区域进行敲除，显著降低了α-麦胶

蛋白总量及其免疫反应性，从而降低小麦的致敏性。敲除天冬酰胺合成酶基因 TaASN2可降低籽粒游离天

冬酰胺水平，从而大幅减少小麦制品在高温加工（如烘焙、煎炸）过程中产生的致癌物丙烯酰胺的含量，

降低致癌风险[35]。敲除肌醇五磷酸 2-激酶基因 TaIPK1，能增强籽粒对铁和锌的生物富集能力，提高微量

营养元素水平，改善小麦的营养价值[36]。此外，敲除多酚氧化酶基因 TaPPO可改善面粉的加工与贮藏特

性，有效抑制生面团的酶促褐变，延长其色泽与风味的稳定时间，提升最终产品的感官品质[37]。

3.2 CRISPR/Cas9在提高小麦抗病性方面的研究

小麦常遭受条锈病、白粉病等严重病害侵袭，传统农药防治效果有限且易产生抗药性问题。

CRISPR/Cas9 技术通过靶向编辑抗病性相关基因，特别是易感（S，susceptibility）基因和抗性（R，

resistance）基因，可显著增强小麦抗病能力，有效减少病害造成的产量损失与品质降低。通过将 S基因敲

除能直接地显著提升小麦的抗病能力，例如 Li等[38]通过 CRISPR/Cas9定向改变了小麦感病基因位点MLO，

使其大片段缺失，进而获得了对白粉病具有广谱持久抗性的小麦品种；针对由真菌引起的小麦条锈病，

Wang等[39]鉴定出一种小麦蛋白激酶基因 TaPsIPK1，其在敲除后提高了植株对小麦条锈病的抗性；He等[40]

通过 CRISPR/Cas9将钙调磷酸酶蛋白相互作用蛋白激酶 TaCIPK14敲除，突变株系中小麦病程相关基因的

表达增强，使得小麦对条锈病产生广谱耐受性；Kan等[41][42]以及 Zhang[43]等过敲除易感基因 TaelF4E的保



守区域、TaPDIL5-1的直系同源基因以及 TaEDR1的直系同源基因获得了对黄花叶病以及白粉病具有防御

能力的新品系。与之类似，R基因也可以通过敲除增强小麦的感病性来验证功能，例如 Song等[44]对小麦

组蛋白乙酰转移酶基因 TaHAG1及其互作基因 TaPAD4进行敲除后，发现小麦对白粉病的抗性降低，证实

了 TaHAG1和 TaPAD4的作用；Wang等[45]通过敲除小麦中的 NLR抗病蛋白，降低了小麦对条锈病的抗性。

3.3 CRISPR/Cas9在提高小麦抗逆性方面的研究

利用 CRISPR/Cas9靶向敲除与非生物胁迫响应相关的关键基因，可有效创制具有增强耐受性的小麦新

种质。Wang等[46]通过敲除非典型碱性螺旋-环-螺旋转录因子基因 TabHLH27，成功获得水利用效率更高、

耐旱性显著增强的小麦突变体。Abdallah等[47]敲除核酸酶/焦磷酸酶基因 TaSal1后，突变体展现出气孔形态

优化（气孔开度减小、宽度增加、泡状细胞膨大）以及加速气孔关闭的特性，使其在干旱胁迫下的萌发与

幼苗生长表现显著优于野生型，证明了其抗旱能力的提升。Li等[48]通过 CRISPR/Cas9对 RING-E3连接酶

基因 TaGW2进行敲除后，植株的耐旱性降低。CRISPR/Cas9在耐碱方面也有所应用，例如 Sun等[49]将小

麦保守的耐碱基因 TaAT1敲除后，突变体在碱胁迫条件下的幼苗存活率和株高均显著优于野生型，确证了

TaAT1在小麦中作为碱胁迫敏感因子的作用。

4 CRISPR/Cas9在小麦中的技术挑战

CRISPR/Cas9作为植物遗传改良的革命性工具，其高效率、低成本与精准靶向的优势为作物性状带来

了突破。然而，受限于小麦自身基因组的复杂性以及再生效率导致的编辑效率不高，CRISPR/Cas9在小麦

中的应用主要局限于诱导目标基因产生短片段的插入、缺失，利用单碱基突变、引导编辑等对小麦基因组

进行更复杂操作的研究较少。针对这一问题，优化递送方法、多位点编辑和拓展 Cas蛋白多样性有望成为

解决的手段。

（1）优化递送方式。近年来，已有研究者通过改造植物 RNA病毒作为递送载体，将 CRISPR系统组

分导入小麦，实现了可遗传基因编辑[50-51]。病毒载体可将 sgRNA表达盒递送至已稳定表达 Cas9蛋白的植

株中，实现瞬时编辑。相较于传统的遗传转化方法，使用病毒载体传递可以免去组织再生的步骤，既不会

出现基因枪法的随机插入现象，也不会像农杆菌转化法一样传递效率低依赖特定的基因型。Li等[52]利用改

造的大麦条纹花叶病毒（BSMV，barley stripe mosaic virus）构建的 BSMV-sgRNA 载体成功实现了对

TaPDS、TaGW2和 TaGASR7基因的敲除，并在突变体的下一代中同样观察到遗传变异，验证了该变异具有

可遗传性。

（2）多位点编辑。通过设置多个不同靶向位点的特异性 sgRNA以诱导小麦基因组目标区域产生大片

段缺失或编辑目标区域在 A、B、D染色体组上的同源片段，是提高编辑效率的一种简便而有效的方法。



多位点编辑可通过两种途径实现。传统方法将多个 sgRNA表达盒串联，每个表达盒配备独立的启动子和

终止子[53]，而目前应用最广泛的方法是通过 Golden Gate或 Gateway等组装方法将多个 sgRNA串联在同一

表达盒中，并利用核酶、前体 tRNA或可剪切的内含子等序列进行分隔，使转录后的 RNA在加工系统作用

下可以被切割成多个 sgRNA[54]。为便于将多个 sgRNA 串联在同一表达盒中，已有研究通过人工诱导

sgRNA产生突变，开发出大量 sgRNA变体[55]，这些 sgRNA变体仍然具有原始 sgRNA的功能但同源性降

低，显著地提高了多靶向位点编辑的效率。二是通过模块化载体设计流程并结合软件辅助设计特异性

sgRNA，多靶向位点编辑的效率可以被进一步提高，例如Wu等[56]开发出一套新型的 CRISPR/Cas9植物超

多重基因组编辑系统，这套系统最高可以承载 49个 sgRNA靶向 49个细胞分裂素代谢相关基因的靶序列，

编辑后有 33个靶序列存在短片段的缺失、插入，总体编辑效率为 67.3%。

（3）扩展 Cas蛋白的多样性。通过对 Cas9蛋白进行定向改造或者应用其他的 Cas家族成员也能从根

本上解决编辑效率的问题，例如针对 PAM位点判定严格导致 CRISPR/Cas9无法应用于不同序列的问题，

可以改造 Cas9蛋白使其拥有更宽泛的结合基序，进而使实验设计提高效率[57-59]，也可以通过生物信息学挖

掘，从其他微生物中寻找出特异的 CRISPR/Cas作为主流 CRISPR/Cas9的补充，例如 Zhong等[60]在鼠李糖

乳杆菌中分离出的 CRISPR/LrCas9拥有偏向 AT含量多的 PAM位点，在水稻中被成功应用于进行多位点编

辑，也被开发出了对应的单碱基编辑器。此外，Thomas 等 [61]在斑马鱼中的实验证明了核酸外切酶与

CRISPR/Cas9共表达可以增强其编辑效率；Wang等[62] 使用 Cas12与外切酶结构域的融合蛋白编辑小麦的

DNA，提高了其编辑效率，证实了该方法在小麦中的可用性。有研究证明染色质结构的开放可以提高

CRISPR/Cas9的效率并抑制脱靶[63-64]，因此使用拥有转录激活结构域的蛋白促进染色质的开放可以增强

CRISPR/Cas9 的可及性和编辑效率，例如 Liu 等 [65]将 Cas9 蛋白与转录激活结构域融合形成 Cas9-TV

（Cas9- Transcription activation domain）融合蛋白结构，在水稻中产生的插入、缺失效率分别是普通 Cas9

蛋白的 1.87 倍和 1.44 倍，同一研究中还发现，若在 sgRNA 的靶向区域附近引入失活的 sgRNA（Dead

sgRNAs），可以进一步增强 CRISPR/Cas9系统的编辑效率。

5展望

与传统育种方法相比，CRISPR/Cas9在实现目标作物改良方面具有更高的效率和精度。近年来，随着

多种 CRISPR/Cas9扩展工具不断涌现，科研人员能够对小麦关键基因实施更加精准的调控，从而系统性地

提升其产量及品质、抗病性、非生物胁迫耐受性。然而，由于小麦庞大且高度重复的基因组以及更多的同

源基因使得靶位点设计、脱靶控制和突变类型验证等工作仍面临挑战，限制了 CRISPR/Cas9在小麦生物学

研究中的广泛应用。随着基因编辑研究的深入，生物信息学和人工智能在分子生物学中的重要性日益凸显。

两者与 CRISPR/Cas9技术的结合，正逐渐成为推动小麦基因编辑研究的关键方向。具体而言，生物信息学



在小麦基因组序列解析、高效的 CRISPR靶点筛选及脱靶效应预测等方面发挥重要作用，而人工智能的引

入，不仅提升了信息处理与整合效率，更为人工设计新功能蛋白质提供了可能[66]。在未来，小麦的基因编

辑研究应当顺应这种趋势，不断地发掘和改造能提高基因编辑效率的因子，使其更适配于小麦基因组。通

过不断地创新与突破，CRISPR/Cas9 的应用将会为小麦精准育种奠定坚实基础，推动具有优良农艺性状的

小麦种质的开发，为全球粮食安全做出贡献。
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