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摘  要：成簇的规律间隔的短回文重复序列系统（clustered regularly interspaced short palindromicrepeats/CRISPR-associated 

system，CRISPR/Cas）起源于细菌和古细菌的免疫反应。目前改造的 II 型 CRISPR/Cas9 系统是一项突破性的基因组编辑技

术，通过引导 RNA 识别靶基因序列位点实现基因组水平上的 DNA 序列精准修饰。该项技术已在主要农作物的抗病、抗逆和

增产等方面广泛应用，在药用植物有效成分的合成和提高、抗病抗逆等研究中具有广阔的应用潜力。通过对 CRISPR/Cas9 系

统的发现完善、结构和原理及在药用植物中的应用情况等进行综述，为该技术在药用植物研究领域中的推广应用提供参考。 
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Abstract: The clustered regularly interspaced short palindromicrepeats/CRISPR-associated system (CRISPR/Cas) is an adaptive 

immune defense system originated from bacteria and archaea. The modified CRISPR/Cas9 system of type II, a transformative 

genome editing technology, realizes precise modification of DNA sequence at genome level by guiding RNA to identify target gene 

sequence sites. This technology has been widely used in the disease resistance, stress resistance and yield increase of major cr ops, 

and has broad application potential in the synthesis and improvement of effective components of medicinal plants, disease res istance 

and stress resistance research. This review summarizes the discovery refinement, structure and principle of the CRISPR/Cas9 

system, and its application in medicinal plants, in order to provide reference for the popularization and application of this  technology 
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in the field of medicinal plants research. 
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基因组编辑技术是在基因组水平上对 DNA

序列进行精确改造和修饰的遗传分子生物学技

术，该项技术利用核酸酶在基因组特定位点剪切

产生双链断裂（double-strandbreak，DSB），激活生

物体自我修复系统从而实现靶基因定点突变、插

入、缺失或替换。在现有的基因组编辑技术中，成

簇的规律间隔的短回文重复序列系统（clustered 

regularly interspaced short palindromicrepeats/ 

CRISPR-associated system，CRISPR/Cas）[1-2]与锌指

核酸酶（zinc finger nuclease，ZFN）[3]和类转录激活

因子效应物核酸酶（ transcription activator-like 

effectornuclease，TALEN）[4]相比，CRISPR/Cas 策

略依赖于单链 RNA 进行序列识别，它的识别位点

由核酸组成，改造后的 CRISPR/Cas9 系统相较于

ZFN 和 TALEN 这 2 类基因编辑工具只需要简单的

克隆，且靶序列设计简便、骨架载体构建过程简单、

成本也相对低廉[5]。依靠 CRISPR/Cas9 系统研究人

员可以精准地改变动物、植物和微生物的 DNA，其

彻底改变了分子生命科学，并以此获得 2020 年的

诺贝尔化学奖。 

鉴于 CRISPR/Cas9 系统强大的基因组分子改

造能力和便捷的操作方式，该项技术已迅速发展应

用到大量植物的基因功能研究和分子育种中，如采

用 CRISPR/Cas9 系统同时编辑水稻的 3 个基因

PIN5b（穗长基因）、GS3（谷物大小基因）和

myeloblastosis 30（MYB30，耐寒基因）获得了高产

和优良耐寒性的水稻新突变体 [6]。通过优化的

CRISPR/Cas9 系统在番茄体细胞引入控制单性结实

的关键基因 SlIAA9，可成功获得单性结实的番茄植

株[7]。CRISPR/Cas9 靶向修饰柑橘易感基因 LOB1 启

动子可增强柑橘溃疡病抗性[8]。CRISPR/Cas9 系统编

辑矮牵牛的乙烯生物合成酶 1-氨基环丙烷-1-羧酸

氧化酶 1 基因，可成功构建花期显著延长的 T0 代

株系[9]。近年来研究者对水果[10]、粮食作物[2,11]、油

料作物[12]、园艺作物[13-14]等植物应用 CRISPR/Cas9

技术均进行了系统综述，而在药用植物中自 2016 年

黄璐琦院士团队进行了CRISPR/Cas9技术应用的展

望以来，少有全面系统的综述报道[15]。 

全球约有 80%的人口主要依赖药用植物、植物

提取物及其衍生物进行初级保健和治疗疾病[16]，青

蒿、颠茄、罂粟、人参、丹参等多种植物因其具有

较好生物活性的次生代谢物被广泛认知和使用，相

关有效成分可以通过化学合成获得，但成本高昂。

CRISPR/Cas9 技术结合合成生物学在药用植物有效

成分生产中应用显示出巨大潜力。同时 CRISPR/ 

Cas9 可以编辑多个位点，为药用植物育种提供了一

种全新的途径。CRISPR/Cas9 系统在生产药用成分、

基因功能验证和定向修改药用植物性状实现精确分

子育种等多个方面已经取得了一定的研究进展。本

文重点对 CRISPR/Cas9 在药用植物中的应用进行

梳理，同时就其应用前景和发展方向进行展望，为

该技术在药用植物研究领域中的进一步应用提供

参考。 

1  CRISPR/Cas9 系统 

1.1  基因编辑系统的发现及完善 

Ishino 等[17]首次在大肠杆菌 Escherichia coli 的

IAP 基因序列和功能研究中发现了规律成簇间隔

的短回文重复序列。随后大量研究者对这一特殊序

列进行了研究，先后在其他细菌和古细菌中也发现

了这一特殊的序列并命名为 CRISPR[18-19]。Garneau

等[20]、Barrangou 等[21]和 Bolotin 等[22]推测并证实嗜

热链球菌以 CRISPR/Cas 系统快速抵抗噬菌体的入

侵。Sapranauskas 等[23]发现嗜热链球菌 CRISPR/ Cas9

系统可以转移到大肠杆菌中，并确定了 Cas9 是编

码该项 CRISPR 干扰所必需的唯一 Cas 基因。Jinek

等[24]发现 Cas9 是由 2 个 RNA 引导的 DNA 核酸内

切酶，并系统阐述了 CRISPR/Cas9 系统进行基因组

编辑的原理和巨大潜力。在此基础上，研究者通过设

计 2 种不同的 II 型 CRISPR/Cas9 系统，实现了人和

小鼠细胞的内源基因组位点的精确编辑[25-26]，并利

用CRISPR/Cas9系统进行拟南芥和本氏烟草的原生

质体转化[27]，完成了水稻的基因组编辑和靶向基因

突变[28]。CRISPR/Cas9 技术逐步应用于动物、植物

和微生物的基因组编辑。 

1.2  基本组成结构和作用机制 

根据 Cas 编码基因序列差异，CRISPR/Cas 系统

可分为 I、II 和 III 型。I 和 III 型 CRISPR/Cas 系统

均需要 Cas 蛋白复合体才具有完整的剪切活性[29-30]，
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II 型系统相对简单，只需 1 个包含 RuvC 结构域和

HNH核酸酶结构域的Cas9蛋白即可实现外源DNA

切割[31]。目前应用广泛的 CRISPR/Cas9 系统是在 II

型系统基础上发展改造而来的。经典的 CRISPR/ 

Cas9 系统包括 Cas9 核酸内切酶、CRISPR RNA

（ crRNA）和反式激活 crRNA （ trans-activating 

crRNA，tracrRNA）。Jinek 等[24]将 crRNA 和反式激

活 crRNA 局部碱基配对组成单链向导 RNA（single- 

guide RNA，sgRNA）。Doudna 等[32]进一步把 sgRNA

和 Cas9 构建到同 1 个表达载体上，通过 sgRNA 指

导 Cas9 实现 DNA 序列特异性的切割（图 1）。该系

统只需要设计 20 bp 的靶位点，合成 gRNA 表达框，

构建过程简单迅速，并且可以实现 1 个靶基因的多

个位点和多个靶基因同时编辑[33]。其具体原理为靶

基因中包含 1 个由几个碱基构成的原间隔序列邻近

基序（protospacer adjacent motif，PAM），经典的 PAM

序列为 5’-NGG-3’（N 为任意碱基），CRISPR/Cas9

系统通过识别 PAM 在其上游进行剪切，切割完成

后产生 DSB，从而激活细胞 DNA 修复机制。DSB

通常有 2 种修复机制：同源重组修复（homology- 

directed repair，HDR）和非同源末端连接（non- 

homologous end joining，NHEJ）。自然条件下细胞主

要通过 NHEJ 修复 DSB，NHEJ 修复通过引入随机

的插入、删除或替换实现基因功能的缺失；若存在

同源序列模板，则会激活精确的 HDR 修复途径，实

现基因精确敲入、缺失、替换或突变[34-35]。 
 

 

图 1  CRISPR/Cas9 系统编辑原理 

Fig. 1  Mechanism of CRISPR/Cas9 system 

1.3  在植物基因组编辑中的基本流程 

首先获取靶基因序列，已有全基因组数据的物

种在数据库中检索基因全长和编码序列，确定外显

子区域序列。鉴于目前大多数的药用植物的缺乏全

基因组数据，可以利用 cDNA 末端快速克隆技术、

染色体步移等方法逐步获得目标基因的基因组序

列，参考近源植物基因组确定外显子区域；通过在

线软件工具CRISPR-P（http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/ 

CRISPR）、CRISPR-P2.0（http://crispr.hzau.edu.cn/ 

cgi-bin/CRISPR2/CRISPR ）等 [36] 设计靶基因的

sgRNA 位点并评价脱靶风险；利用金门法等在适宜

的启动子下将合成的 sgRNA 表达框和 Cas9 克隆到

植物表达载体中；采用农杆菌遗传转化、基因枪等

方法转化植物，药用植物中常用农杆菌介导的遗传

转化；通过上述步骤获得突变体后提取基因组 DNA

进行阳性鉴定，进一步通过 Sanger 测序或高通量测

序确定突变类型（图 2）。 

2  药用植物中 CRISPR/Cas9 系统的构建 

CRISPR/Cas9 技术作为一项新兴的基因组编辑

技术，在大多数药用植物中尚未建立有效的载体构

建和遗传转化体系，故研究者通常利用报告基因或

其他特殊目标基因来验证其有效性和可行性。 

2.1  CRISPR/Cas9 编辑八氢番茄红素脱氢酶

（phytoene desaturase，PDS） 

PDS 是植物类胡萝卜素合成途径中的关键酶，

位于类胡萝卜素合成途径的上游，可催化无色的八

氢番茄红素转变为有色的类胡萝卜素。类胡萝卜素

是构成植物不同器官颜色的重要色素，主要分布于

植物器官的色素细胞中，使花叶等植物器官呈现不

同颜色。当 PDS 基因被沉默时，植物类胡萝卜素合

成途径受阻，从而使叶绿素分解，并导致植物发生

白化和矮化[37]。PDS 基因作为便捷的报告基因已在 

http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/%20CRISPR）、CRISPR-P2.0（http:/crispr.hzau.edu.cn/%20cgi-bin/CRISPR2/CRISPR
http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/%20CRISPR）、CRISPR-P2.0（http:/crispr.hzau.edu.cn/%20cgi-bin/CRISPR2/CRISPR
http://cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/%20CRISPR）、CRISPR-P2.0（http:/crispr.hzau.edu.cn/%20cgi-bin/CRISPR2/CRISPR
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图 2  CRISPR/Cas9 系统在植物基因组编辑中的基本流程 

Fig. 2  Overview of basic flow of CRISPR/Cas9 system in plant genome editing 

植物的基因编辑中被广泛应用，如构建基因沉默

（virus-induced gene silencing，VIGS）的 PDS 载体

转化侵染黄花菜幼苗[38]和百合幼苗[39]后，叶片发生

白化现象，但这种白化突变往往不彻底。近年来研

究者通过构建 PDS 基因的 CRISPR/Cas9 敲除载体

并通过根癌农杆菌侵染法在多个药用植物中获得完

全白化或嵌合白化植株，包括地黄[40]、天目地黄[41]、

山药[42]、萱草[43]和大麻[44]等。PDS 基因的 CRISPR/ 

Cas9 遗传转化体系构建可为其他药用植物的基因

编辑提供参考，也可为其他功能基因的验证与鉴定

提供依据。 

2.2  CRISPR/Cas9 编辑其他植物基因 

在没有报告基因的条件下，研究者通常采用聚

合酶链式反应、Southern 杂交分析和深度测序分析

等方法来证实 CRISPR/Cas9 系统是否可成功在植

物体内建立并完成基因组编辑。Chib 等[45]利用农

杆菌介导法成功地将 CRISPR 双元载体整合到番

红花愈伤组织中，该系统可用于遗传转化和改良相

对困难的番红花的基因敲除或编辑。Liu 等[46]通过

双 sgRNA 的 CRISPR/Cas9 系统构建载体，peg 介

导转化灵芝原生质体，实现灵芝基因组中 ura3 和

GL17624 基因的片段缺失。Wang 等[47]通过设计黑

果枸杞的果实质量数量性状基因 fw2.2 的单一

sgRNA（sgRNA1 和 sgRNA2）和双 sgRNA，利用

农杆菌介导的转化黑枸杞叶片获得植株，双

sgRNA 的 CRISPR/Cas9 系统在纯合子/双等位基因

突变中的编辑效率是单 sgRNA 的 CRISPR/Cas9 系

统的 2 倍多，得到高效的黑枸杞再生和遗传转化体

系。Kui 等[48]对铁皮石斛的木质纤维素合成途径的

5 个基因进行编辑，该系统编辑效率为 10%～

100%，可以用于铁皮石斛的基因组编辑。向舒月[49]

在丹参中设计了单一转录单元骨架 CRISPR/Cas9

系统（single transcript unit CRISPR-Cas9，STU-

Cas9）和双转录单元骨架的系统，基于丹参毛状根

瞬时转化体系，发现双单元系统的编辑效率明显优

于单单元系统，其中以 AtUbi10 启动子驱动 Cas9

表达、AtU6 启动子驱动 sgRNA 表达的双单元骨架

载体，编辑效率最优，实现丹参基因组多位点共编

辑的稳定转化。柴胡是传统常用的中药材，刘璇[50]

构建了 GFP 基因的 CRISPR/Cas9 载体，通过发根

农杆菌介导转化柴胡无菌苗，初步建立了柴胡的遗

传转化体系；冯亮[51]进一步对柴胡侧根发育相关基

因 BcIAA13 构建 CRISPR/Cas9 敲除载体，实现了原

生质体和愈伤组织的转化，进而优化了柴胡的基因

编辑遗传转化体系。此外，研究者在罗勒[52]、大叶

石斛[53]及蛹虫草[54]等基因组中实现了基因位点特

异性缺失和插入，为其他基因的编辑奠定了基础。

药用植物中 CRSPR/Cas9 系统的构建归纳见表 1。 

3  CRISPR/Cas9 在药用植物研究中的应用 

3.1  基因功能研究 

药用植物基因功能的研究利用克隆或多组学筛

选获取相关基因编码片段或基因全长，进而在大肠

杆菌进行原核表达及酵母真核表达完成验证。深入

的功能研究则通过植物体内的 RNA 干扰（RNA 

interference，RNAi）、病毒诱导 VIGS 等实现，这些

方法在药用植物的基因功能研究已有相对深入的

发展，如 RNAi 干扰雷公藤 3-羟基-3-甲基戊二酰

辅酶 A 还原酶（3-hydroy-3-methylglutaryl coenzyme 
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表 1  药用植物中 CRISPR/Cas9 系统的建立 

Table 1  Establishment of CRISPR/Cas9 system in medicinal plants 

药用植物 材料 Cas9 启动子 SgRNA 启动子 靶基因 成株表型 编辑效率/% 文献 

地黄 叶片 35S AtU6 PDS 白化 29.72 40 

天目地黄 嫩叶 35S AtU6 PDS 白化 35.09 41 

山药 原生质体/叶片 Zm Ubi 双 SgRNA，内源 U6 PDS 白化 83.30 42 

萱草 愈伤组织 35S TaU6 PDS 白化后恢复 — 43 

大麻 原生质体/下胚轴 — AtU6 PDS 白化 2.48 44 

番红花 愈伤组织 35S — Cas9 — 4.00 45 

灵芝 原生质体 — 双 SgRNA，— GL17624、ura3 — 36.70 46 

黑果枸杞 叶片 — 单 SgRNA，AtU6 fw2.2 — 43.75～87.50 47 

双 SgRNA，AtU6 93.75 

罗勒 叶片 35S U6 ObDMR1 矮化 92.60 52 

大叶石斛 原球茎 OsUBI OsU3 VAR2 — 0.66 53 

蛹虫草 蛹虫草细胞 — — ura3 — — 54 

铁皮石斛 原球茎 35S OsU3 C3H、C4H、4CL、CCR 和 IRX — 10.00～100.00 48 

丹参 叶片、毛状根 AtUbi10 AtU6 PDS — 77.50 49 

柴胡 毛状根 35S AtU6 GFP — 10.00 50 

柴胡 原生质体/下胚轴 — U6 BcIAA13  19.40 51 

A reductase，HMGR）基因并通过农杆菌介导毛状根

发现 HMGR 的沉默显著降低雷公藤甲素和雷公藤

碱的生物合成量 [55]。Zhou 等 [56]在水仙中建立了

VIGS 系统并发现 MYB3 基因可抑制黄酮类化合物

的生物合成。然而相较于 RNAi 和 VIGS ，

CRISPR/Cas9 可以在基因组上实现基因的完全敲

除，即基因完全不表达，因此使用 CRISPR/Cas9 敲

除基因来验证基因功能更为可靠。目前已有不少药

用植物功能基因通过CRISPR/Cas9系统完成验证或

鉴定了新功能。 

3.1.1  丹参  丹参是常用的大宗中药材丹参的原植

物，也是药用植物基因工程研究的模式植物，因此

丹参功能基因的研究相对深入。丹参主要活性成分

为以丹参酮为代表的二萜类和以丹酚酸B为代表的

酚酸类化合物[57]，目前主要的基因功能研究集中在

2 类活性成分的合成途径关键基因。丹参酮的研究

主 要 是 下 游 合 成 途 径 中 的 细 胞 色 素 P450

（cytochrome P450 enzyme system，CYP450）氧化酶

家族的功能鉴定。于浩滢[58]通过多组学鉴定了可能

参与丹参酮生物合成途径的 CYP71AU66 和

CYP76AK5 基因，并通过 CRISPR/Cas9 获得了

CYP76AK5 基因敲除的毛状根，丹参酮含量变化有

待进一步测定。Li 等[59]使用 CRISPR/Cas9 精确敲除

丹参中丹参酮生物合成的关键酶基因柯巴基焦磷酸

合酶 1，农杆菌介导毛状根转化获得了 3 个纯合突

变体和 8 个嵌合突变体，纯合突变体中丹参酮完全

缺失，其他酚酸代谢物则没有显著影响，嵌合突变

体丹参酮含量也明显下降。李江[60]通过农杆菌介导

丹参叶片获得 CRISPR/Cas9 编辑的 DNA 甲基转移

酶基因 C5-Mtase 突变幼苗，明确了 DNA 甲基化参

与丹参酮的生物合成。 

丹酚酸 B 的部分合成途径如图 3。周正等[61-63]

基于基因组、转录组和代谢组数据对丹酚酸生物合

成途径关键催化酶进行系统研究，采用 CRISPR/ 

Cas9 系统对迷迭香酸合成酶（ rosmarinic acid 

synthase，RAS）、CYP98A 家族氧化酶及丹参漆酶

进行功能研究。在迷迭香酸合酶基因 RAS 编辑中，

分别设计了拟南芥 U6 启动子和水稻 U3 启动子驱

动 sgRNA。U6 启动子的 sgRNA 转化获得了 8 个突

变体的毛状根系，U3 启动子驱动 sgRNA 则没有获

得突变体毛状根。在成功编辑的毛根中，尤其是纯

合突变体中，迷迭香酸和丹酚酸 B 等的酚酸含量显

著降低，迷迭香酸前体物质含量显著增加。在丹参

漆酶编辑中通过靶向保守结构域敲除丹参漆酶家族

的多个基因，获得了 45 个基因编辑的毛状根，根中

迷迭香酸和丹酚酸 B 的积累减少。此外，基因编辑 
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图 3  丹酚酸 B 的部分合成途径 

Fig. 3  Partial biosynthetic pathways of salvianolic acid B 

品系中毛状根的生长发育明显迟缓，且几乎不含木

脂素。在 CYP98A 家族氧化酶编辑中，分别构建了

CYP98A14 和 CYP98A75 的单基因和双基因敲除载

体，获得 12 株成功编辑的毛状根，敲除株系中迷迭

香酸和丹酚酸 B 含量均明显降低。研究证实 RAS10、

CYP98A75 和 CYP98A14 在丹酚酸的生物合成中发

挥重要作用，丹参漆酶是丹参酚酸成分合成、累积

的关键酶，并在丹参根的发育和木脂素形成中起关

键作用，为丹参中丹酚酸生物合成途径的解析提供

了丰富的理论基础。 

此外，Deng 等[64]通过 CRISPR/Cas9 介导的根

癌农杆菌侵染丹参无菌外植体获得毛状根，敲除丹

参的碱性亮氨酸拉链转录因子 1（basic leucine 

zipper 1，bZIP1）。敲除株系毛状根较野生型颜色加

深，酚酸含量减少，丹参酮增加，证实脱落酸响应

转录因子 bZIP1 参与丹参酚酸和丹参酮的生物合

成。胡贝[65]敲除了丹酚酸合成的旁路基因 4-羟苯基

丙 酮 酸 双 加 氧 酶 （ 4-hydroxyphenlpyruvate 

dioxygenase，HPPD），通过发根农杆菌介导转化叶

片获得 17 株 HPPD 基因缺失的毛状根，编辑株系

中迷迭香酸和丹酚酸B化合物含量均显著高于对照

株系，丹参酮类物质则没有显著差异，结果表明敲

除 HPPD 基因可有效增加酚酸类代谢物含量。 

3.1.2  甘草  甘草是我国常用的大宗药材之一，药

用历史悠久，具有补脾益气、清热解毒、祛痰止咳

等功效，其主要活性成分甘草酸是甘草质量的指标

性成分之一[66]。1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸合酶（1-

deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase，DXS）和阿

魏酸 5-羟化酶（ferulate 5-hydroxylase，F5H）基因

是影响甘草酸生物合成的重要功能基因，田少凯[67]

基于CRISPR/Cas9系统使用发根农杆菌侵染甘草无

菌苗分别获得 DXS 和 F5H 敲除的甘草毛状根体系，

敲除根系中甘草酸含量显著高于野生型和阴性对照

组甘草毛状根，证实 DXS 和 F5H 基因负调控甘草

酸的生物合成。 

3.1.3  人参  人参的根和根茎是临床常用的补虚药

之一，具有大补元气、补脾益肺、安神益智和生津

养血等功效，人参皂苷类有效成分在医疗、保健、

食品和化妆品等领域都有广泛应用[68]。人参中原人

参二醇 6-羟化酶催化原人参二醇产生原人参三醇，

Choi 等[69]使用 2 个 sgRNA（sgRNA1 和 sgRNA4）

分别构建 2 个 CRISPR/Cas9 系统敲除载体，利用农

杆菌介导人参根原人参二醇 6-羟化酶基因靶突变，

获得的纯合突变根系仅产生原人参二醇型人参皂

苷，且 CRISPR/Cas9 系统诱导的靶突变对人参

sgRNA 靶点具有高度的特异性，该研究首次在人参

属中使用CRISPR/Cas9系统靶向诱导突变皂苷生物

合成的关键基因。 

3.1.4  黄花蒿  黄花蒿在我国入药历史悠久，古

籍记载可治疟疾，屠呦呦研究团队证实了黄花蒿

中的提取物青蒿素具有高效的抗疟特性 [70]。

Koerniati 等[71]利用 CRISPR/Cas9 破坏蒿属植物甾

醇合成的生物途径来提高青蒿素含量，在黄花蒿中

靶向突变青蒿素生物合成的竞争基因——角鲨烯合

酶，并获得了 52 株突变体植株，青蒿素的含量尚未

测定。朱智慧[72]构建多靶点的 CRISPR/Cas9 载体定

向突变青蒿素合成途径中的竞争性萜类合成酶，拟

通过阻断合成其他萜类化合物的分支实现青蒿素产

量的提高，获得黄花蒿基因编辑阳性再生植株 33

株，青蒿素含量变化尚不清楚。 

3.1.5  聚合草  聚合草是一种具有抗炎、镇痛等作

用的药用植物，其毒性成分吡咯里西啶生物碱

（pyrrolizidine alkaloids，PAs）限制了其应用。Zakaria

等[73]敲除了 PAs 生物合成途径的 2 个 hss 等位基因

并介导转化获得毛状根，2 个 hss 基因中只敲除 1 个

时 PAs 水平显著降低；2 个 hss 基因同时敲除时则
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没有检测到 PAs，表明 CRISPR/Cas9 在非模式植物

PAs 的生物合成改造中潜力巨大。 

3.1.6  烟草  烟草是研究功能基因的模式植物。

Mercx 等[74]通过 CRISPR/Cas9 在普通烟草 BY-2 悬

浮细胞中敲除 2 个 β(1,2)-木糖基转移酶 XylT 基因

和 4 个 α(1,3)岩藻糖基转移酶 FucT 基因（共 12 个

等位基因），转基因的 3 个品系显示出 β(1,2)-木糖

和 α(1,3)-岩藻糖的含量显著降低，为人工改造植物

的药理糖蛋白奠定基础。蒋悦[75]通过构建低温胁迫

转录因子 MYB4a 的 CRISPR/Cas9 敲除载体，发现

MYB4a 参与烟草花青素的合成和烟株的生长发育。 

3.1.7  其他  CRSPR/Cas9 系统在苦荞麦、龙葵、颠

茄、喜树等多种药用植物的基因功能研究也有应用，

并进行归纳总结，见表 2。 

表 2  多种药用植物基因功能研究的 CRSPR/Cas9 系统应用 

Table 2  Application of CRSPR/Cas9 system in gene function studies of various medicinal plants 

药用植物 Cas9 启动子 SgRNA 启动子 靶基因 是否得到成株 结果 文献 

苦荞麦 35S 双 SgRNA FtMYB45 否/毛状根 突变体中芦丁、儿茶素和其他类黄酮的含量增加，CRISPR/ 

Cas9 介导的 FtMYB45 靶向突变可以提高荞麦类黄酮含量 

76 

AtU6 

龙葵 35S AtU6 SnAN2 是 突变体植株的成熟果实呈黄绿色，表明 SnAN2 在龙葵花青素

的合成中起重要作用 

77-78 

蒺藜苜蓿 — 双 SgRNA CYP93E2 是 突变体在叶、茎和根中均不产生大豆甾醇，植株形态特征无

显著变化 

79 

— 

颠茄 — — PYKS 否/毛状根 获得几乎不含托烷类生物碱的颠茄毛状根 80 

喜树 — AtU6 OpG10H、OpSLS 否/毛状根 OpG10H 或 OpSLS 敲除株系中喜树碱含量明显降低，表明这

2 个基因在喜树碱生物合成中发挥重要作用 

81 

灵芝 GPD 内源 U6 CYP5150l8 否/菌丝体 研究构建了内源 U6 启动子的 CRISPR/Cas9 系统，突变体灵

芝酸的含量显著降低 

82 

罂粟 35S AtU6 4'OMT2 是 基因敲除植株中的苄基异喹啉生物碱 BIAs（如吗啡、蒂巴因）

的生物合成显著降低，为药用植物中 BIA 代谢和生物合成

研究提供研究基础 

83 

雷公藤 — — TwSE 否/酿酒酵母 鉴定了 5 个 TwSE 基因，TwSEs1～4 均与雷公藤特殊代谢物

有关，TwSE1 可能是雷公藤红素的生物合成的关键基因，

TwSE5 可能具有新功能 

84 

3.2  药用植物活性成分的酵母生产 

近年来合成生物学的迅速发展实现了许多药用

植物活性成分的酵母工程化生产[85]，CRISPR/Cas9

技术则加速了酵母菌株的改造和活性成分的生产。

酿酒酵母是植物天然产物微生物细胞工厂构建的理

想宿主，在酵母中实现有效成分的生物合成并提高

生产效率是研究者的主要目标。 

在酵母中实现有效成分的生物合成方面，

Utomo 等[86]利用 CRISPR/Cas9 开发了增强显著抗

癌活性化合物紫杉醇的前体紫杉二烯生物合成的酵

母菌株。单葡糖醛酸基甘草次酸（glycyrrhetic acid 

3-O-β-D-glucuronide，GAMG）是甘草酸的衍生物之

一，也是一种高甜度天然功能性甜味剂，具有优良

的抗炎症、抗过敏等作用，其在甘草中含量较低且

难以获得，Huang 等[87]基于 CRISPR/Cas9 基因组编

辑技术在工程化的酿酒酵母菌株中实现了 GAMG

的生物合成。 

在酵母的有效成分生产效率方面，汤皓等[88]优

化了酿酒酵母内的 CRISPR/Cas9 基因编辑系统。雷

公藤中的雷公藤红素的具有显著的抗癌和抗肥胖活

性，其骨架来源于木栓酮，Zhou 等[89]在 CRISPR/ 

Cas9 系统构建的工程酵母中重建了木栓酮的生物

合成途径，Gao 等[90]进一步构建了高产的木栓酮工

程菌株，最终获得的四重突变体菌株中木栓酮的产

量为比原始菌株高约 65 倍，为以木栓酮为骨架的

三萜类化合物的高效生产提供了依据。柳杉二醇是

在日本柳杉中发现的具有抗炎、抗氧化和抗菌活性

的倍半萜，Tong 等[91]克隆鉴定了一种合成柳杉二醇

的新型倍半萜环化酶，并利用 CRISPR/Cas9 在酿酒

酵母中重建了柳杉二醇的生物合成，改造的菌株比
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原始菌株产量高出 38 倍以上。Liu 等[92]基于多重基

因组编辑技术增加藏红花酸合成途径关键酶基因

CCD2 和 ALDH 的拷贝数，建立了温度响应性的生

产藏红花酸的酿酒酵母菌株，进一步提高了藏红花

酸的产量。 

综上，CRISPR/Cas9 系统的开发与发展为微生

物合成生物学的研究提供了高效便捷的基因编辑技

术[93]，2 种新兴学科和技术的结合在药用植物活性

成分的生产中潜力巨大。 

3.3  药用植物的改良和育种 

传统的杂交育种利用各个物种优良的基因融合

实现植物的增产与高抗，但存在育种时间长、过程

繁琐、结果不确定等问题。外源转基因育种也是研

究较为广泛的育种方式，然而严格的法律限制及未

知的安全性受到公众质疑。CRISPR/Cas9 基因编辑

可以准确在基因组水平对目标基因进行多靶点定向

突变或敲除，能在较短育种周期内获得目标性状植

株，而且该技术对基因的编辑效果类似于自然变异，

公众的接受度更高。 

药用植物中目前主要应用于增加有效成分含

量、改善代谢物、增强植物抗逆性等方面。胡淞等[94]

敲除了铁皮石斛茎中表达量较高的类纤维素合成酶

DeCsl4 基因，发现突变的 DeCsl4 导致铁皮石斛茎

干中纤维素的合成降低，该研究为培育纤维素含量

较低的铁皮石斛和其他药用植物提供了依据。颠茄

中含有的莨菪碱在临床上广泛应用，用于治疗心律

失常和有机磷中毒等。然而，植物中的莨菪碱含量

极低，且莨菪碱与颠茄中的其他托烷类生物碱如山

莨菪碱和东莨菪碱分离困难、成本昂贵。Zeng 等[95]

基于CRISPR/Cas9敲除莨菪碱转化为山莨菪碱途径

中的关键酶基因莨菪碱 6β-羟化酶（hyoscyamine 6β-

hydroxylase，H6H），获得 H6H 纯合突变的颠茄植

株中，其莨菪碱产量显著升高，而未检测到山莨菪

碱和东莨菪碱，在培育高莨菪碱且不含山莨菪碱和

东莨菪碱的颠茄新品种中应用前景广阔。半夏是常

用的药用植物之一，其块茎医药用途广泛。半夏高

温抗性较差，通常夏季地上部分就全部枯萎，块茎

停止生长，Zhang 等[96]鉴定了半夏中参与热应激反

应的硬脂酸去饱和酶基因硬脂酸-ACP 去饱和酶基

因 （ stearoyl-ACP desaturase ， SAD ）， 通 过

CRISPR/Cas9 系统敲除 SAD 后子代植株的抗热胁

迫能力增强，为半夏耐高温的新种质培育提供了基

础。Hasley 等[97]通过编辑罗勒霜霉病易感基因霜霉

病抗性 6（downy mildew resistant 6，DMR6）并转

化获得了 56 个 T0 代植株，鉴定了 3 个 DMR6 完全

敲除的无转基因系。无转基因系的 T2 代幼苗与野

生型植物相比，病原体生物量减少了 69%～93%，

霜霉病抗性显著增强，该研究获得了霜霉病抗性高

的无转基因罗勒品种。此外，华霜 [98] 利用

CRISPR/Cas9 编辑了人参抗疫病基因 RPS2，通过农

杆菌介导人参愈伤和叶片转化，获得 4 个突变株系，

抗疫病的有效性则有待进一步研究。 

4  结语与展望 

随着基因编辑技术的迅速发展，CRISPR/Cas9

在药用植物的遗传系统构建、基因功能验证、有效

成分生产和分子育种等方面均有长足的发展，同时

也存在一些问题需要优化和解决。 

在药用植物基因编辑系统的构建中，许多常用

药用植物如人参、丹参、地黄等已建立了完整高效

的 CRISPR/Cas9 基因编辑遗传转化体系。研究者在

此类药用植物的后续研究中可参考已建立的系统和

方法。然而诸多药用植物如柴胡、大麻、番红花的

CRISPR/Cas9 系统编辑效率仍需提高，金银花、三

七、黄芪等常用药用植物的 CRISPR/Cas9 系统亟待

建立。以表 1 为参考，药用植物中单 SgRNA 编辑

的编辑效率较低，而采用双 SgRNA 和植物内源启

动子的编辑系统的编辑效率相对较高。CRISPR/ 

Cas9 系统的核心表达元件：启动子、Cas9 核酸酶、

sgRNA 都可以设计改造，如 Cas9 的启动子可以使

用 CaMV35S、ubi 等 polI 型启动子，也可以使用植

物内源启动子（表 1 和 2），Cas9 蛋白可以选择不同

的突变体，如 SpCas9[99-100]等，亦可通过密码子优化

来提高编辑效率[101]，gRAN 表达框通常使用 CaMV 

35S、植物内源 U6 或 U3 等 polII 启动子并可以 2 个

或多个 gRAN 串联实现多位点共编辑[47]，Cas9 和

gRAN 亦可共用 1 个 STU-Cas9[49]，CRISPR/Cas9 系

统包含的全部元件几乎都可以选择性更改。因此在

未建立CRISPR/Cas9系统或编辑效率较低的药用植

物中，可以通过优化各项元件或采用不同编辑策略

来建立适应性的高效低脱靶系统。 

在药用植物的基因功能研究中，受限于大多数

药用植物基因组尚未公布和解析，因此研究深度相

对滞后。以数据较为完整的丹参为例，研究者基于

转录组、代谢组和基因组的多组学联合分析鉴定了

大量的功能基因和代谢途径，采用 CRISPR/Cas9 系

统逐步阐明其有效成分丹参酮和丹酚酸的合成代谢
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途径，为其他药用植物如人参的人参皂苷、黄花蒿

的青蒿素、红景天的红景天苷等合成代谢途径研究

提供参考和思路。而在木本植物如灰毡毛忍冬、马

兜铃等中，由于生长年限较长等原因验证功能基因

的纯合筛选往往是在模式植物、愈伤组织或原核细

胞中完成的，缺乏成株表型，通过 CRISPR/Cas9 在

T0 代获得纯合突变体简化了这一过程。随着将来更

多药用植物基因组的解析，CRISPR/Cas9 将会被应

用于大量功能基因和代谢途径的研究中。此外，

CRISPR/Cas9 技术既可通过基因的外显子设计

gRAN 精确编辑基因组 DNA，也可实现编码 RNA

和非编码 RNA 转录水平的调控[102]，在基因功能和

转录调控的研究中均表现出强大的编辑能力，故在

研究药用植物的转录调控方面也具有广阔的发展

潜力。 

在药用植物的有效成分生产中，甘草次酸、柳

杉二醇和藏红花酸等成分已经利用CRISPR/Cas9技

术在酵母中实现了从头合成并提高生产效率。目前

尚有大量药用有效成分如石斛碱、紫草素等获得成

本高昂、提取分离困难，微生物合成生物学为药用

植物有效成分生产提供了载体和方法[93]。通过以微

生物为载体，使用高效精准的基因编辑技术改造已

有微生物细胞或设计创建新的微生物元件，在微生

物体内完成相关有效成分的从头合成，进而创建高

效的微生物细胞工厂，对于便捷低成本地获取药用

植物有效成分具有重要意义。 

在药用植物的分子育种中，CRISPR/Cas9 的应

用还处于初步阶段。首先，应用的药用植物的种类

较少，仅限于人参、颠茄及罗勒等少数物种，而且

许多未获得预期目标性状。其次，应用的方法较为

单一，通常采用单位点突变或单基因敲除来培育新

种质，很少靶向编辑多个 DNA 位点。CRISPR/Cas9

多重基因编辑可同时对基因组中多个靶位点进行编

辑，极大地缩短了研究中高阶突变体获取的周期和

难度[103-104]。在水稻中，研究者利用 CRISPR/Cas9 多

重基因技术构建了 8 个农艺性状相关基因的共敲除

载体[105]，迅速高效地获得了突变材料，该项研究为

药用植物育种中快速引入遗传多样性和多样化种质

创新提供了策略。 

综上所述，CRISPR/Cas9 技术在药用植物的应

用中仍存在诸多不足，发展空间和发展前景广阔。

以研究相对较为深入和系统的丹参为参考，随着

CRISPR/Cas9 技术的完善和深入发展，以及未来结

合碱基编辑器和引导编辑的应用，可以预见大量的

药用植物遗传转化体系逐步建立，许多有效成分的

生物合成关键基因及代谢途径将会被解析，进一步

使得有效成分的生产效率提高、获取来源丰富、生

产成本降低。同时药用植物的品种改良和种质创新

更为便捷，育种周期大幅缩短，最终实现药用植物

资源的可持续利用，为人类的医疗和保健提供丰富

的物质基础。 
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