
汇 报 人：夏沈评

组 员：胡冬秀

罗晨曦

Improvement & application of Genome editing

水 稻 所 研 究 所
2 0 2 2 . 1 2 . 4



目录

1. 课题组介绍

2. 基因编辑介绍

3. 无融合生殖应用

4. 课程感悟



课题组介绍

本团队开展生物育种前沿技术研发及应用研究，主要包括：

1. 无融合生殖固定杂种优势研究；

2. 基因编辑技术研发及应用；

3. 高通量分子鉴定技术研发及应用。



基因组编辑介绍

CRISPR/Cas9,    简单、高效，低成本



CRISPR/Cas系统发现

CRISPR/Cas系统是一种来源于细菌降解入侵病
毒的DNA或其他外源DNA的免疫机制，主要由
CRISPR元件与Cas 基因组成。
该免疫系统在工作时，CRISPR序列转录形成
CRISPR RNA（crRNA），与另一种转录形成的
tracrRNA部分区域配对形成二元复合体，然后该
二元复合体引导具有核酸酶活性的Cas蛋白切割
与crRNA匹配的DNA序列，再整合进入基因组中。
当外源DNA再次入侵时，核酸酶切割活性被激活，
以实现对外源DNA的切割。

CRISPR（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats）/Cas（CRISPR-associated gene）

规律间隔成簇短回文重复序列 CRISPR 相关基因



CRISPR/Cas9系统原理

Cas9蛋白结构域分为REC结构域、Ruvc结构域、HNH结
构域、PI结构域

使用超高速原子力显微镜（HS-AFM）观察Cas9/sgRNA
复合物切断DNA，注意看蓝色箭头指示的位置 (Shibata 
et al., 2017)。



CRISPR/Cas9系统分类

依据Cas蛋白在细菌免疫防御过程中参与的角色，

目前将CRISPR-Cas系统分为两大类。

第一大类：它们切割外源核酸的效应因子为多个

Cas蛋白形成的复合物，包括Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型。

第二大类：它们的作用因子是比较单一的Cas蛋

白，比如Ⅱ型的Cas9蛋白和Ⅴ型的Cpf蛋白



PAM序列的限制

PAM (Protospacer adjacent motif )
前间区序列邻近基序
PAM序列区是CRISPR/Cas9系统行使切割功能的基本
条件。如果靶序列 3′端没有PAM序列，即使靶序列与
sgRNA序列完全匹配，Cas9蛋白也不会切割该序列位
点。 PAM序列主要影响CRISPR/Cas9的DNA切割效率。
在细胞水平上，NGG介导的切割效率是最高的。



1.Cas9 同源蛋白的开发

序列广适性的CPRIPR/Cas9系统开发

不同物种间的cas9同源蛋白拥有着不同PAM序列和编辑效率。



Cas9 家族蛋白比对分析

和SpCas9 亲缘关系最近
的是SmCas9和StCas9 ，
分别有64.45%和52.49%
的序列相似性



Cas9 家族蛋白比对分析

其蛋白序列比对分析发现，有较多的保守结构域。



改造Cas9 变体

对Cas9蛋白进行一
系列工程化改造，获
得多个不同的变体，
分别有扩宽PAM序列、
提高保真性等一系列
功能。



改造Cas9 变体

dCas9

这种突变形式导致在目标位点产生单链刻痕而不是
双链断裂，因此Cas9 Nickase可将脱靶效应最小化。

在两个活性切割位点均突变，使Cas9蛋白没
有切割活性，但仍然可以在gRNA的引导下与
特定的DNA序列结合。

RuvC催化结构域的第10位天冬氨酸突变为丙氨酸（D10A）
HNH催化结构域的第840位组氨酸突变为丙氨酸（H840A）

Cas9 Nickase



CRISPR/Cas9系统的发展：碱基编辑

单碱基编辑系统主要由sgRNA
和融合蛋白（nCas9，胞嘧啶
脱氨酶，尿嘧啶糖基化酶抑制
子）两部分组成。

CBE：C/G→T/A
ABE：A/T→G/C



CRISPR/Cas9系统的发展：引导编辑

pegRNA（PBS+RTtemplate）
融合蛋白（nCas9 + M-MLV逆转录酶）



CRISPR/Cas9系统的应用

 分子诊断

 疾病治疗  作物育种

目前CRISPR的基因组筛选功能应用于筛选对表型有调节
作用的相关基因，如对化疗药物或者毒素产生抑制的基
因、影响肿瘤迁移的基因以及构建病毒筛选文库对潜在
基因进行大范围筛选等。



无融合生殖进展

Gene OsMATL BABY BOOM
annotation 花粉特异性磷脂酶 编码一个AP2/ERF转录因子

Function 能诱导水稻形成单倍体 调控胚胎发生的起始

Phenotype of mutant 能诱导单倍体产生，但结实
率下降

卵细胞异位表达可不经受精
诱导胚胎形成，即孤雌生殖。

MiMe(mitosis instead of meiosis)

MTL敲除



 通过《实用生物信息技术》这门课的学习，我们对NCBI有了进一

步的探索，更全面的了解了NCBI的功能。以及学了PDB和Uniprot

数据库的用法等，更系统的了解了生物信息学的内容。

 本门课程的教学网站ABC为我们研究提供了有力的工具，ABC网站

中也有很多好的资源等待进一步的学习。总之，课程结束并不意味

着我们的学习也终止，我们在以后的工作中还要进一步的学习和掌

握。

课程学习感悟



谢谢！
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