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摘要:为提高作物产量及品质,基因编辑技术被广泛应用。成簇规律间隔短回文重复及关联蛋白(CRISPR/

Cas9)系统是细菌、古细菌抵御外源物质入侵的获得性免疫系统,是继锌指核酸酶(ZFN)、转录激活因子样效

应物核酸酶(TAL)以后的第三代基因编辑技术。本文就CRISPR/Cas9系统的历史起源,以及CRISPR/Cas9
系统的基因结构,其中包括 CRISPR相关核酸酶(Cas9)、特异性 CRISPRRNA(crRNA)以及 反 式 激 活

CRISPRRNA(tracrRNA)进行概述;同时对该系统的作用原理,从间隔序列的获取阶段、表达阶段及免疫干

扰阶段进行综述;另外对该系统在功能基因研究、基因组学筛选等领域,以及农业等相关领域的应用方面也

展开了讨论,并对其将会产生的风险(脱靶效应)及解决方法进行总结,以期为农作物品种选育及功能基因的

挖掘奠定基础。
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  CRISPR/Cas9 系 统 (Clustered Regularly
InterspacedShortPalindromicRepeats/CRISPR
AssociatedProtein9)是来源于酿脓链球菌的Ⅱ型

适应性免疫系统,主要存在于细菌和古细菌中,是
它们抵御外来物质入侵的独特机制[1]。当外源物

质入侵时,宿主细胞对外源物质的保守间隔相邻

基序(PAM)进行识别,把外源物质的DNA序列

整合到自己的序列中;然后,转录成前体crRNA
(pre-crRNA),通过tracrRNA 的激发 作 用,在
Cas9的加工下,得到成熟的crRNA,crRNA 和

tracrRNA组成向导sgRNA来锚定 DNA,Cas9
在sgRNA指导下对靶向DNA进行切割,使基因

组DNA双链断裂(Double-StrandBreaks,DSBs),从
而进行DNA修复,CRISPR/Cas9主要通过非同

源末端连接(NHEJ)和同源重组(HR)进行修复[2-4],
也可通过微同源末端连接(MMEJ,Microhomology-
MediatedendJoining)和单链退火(Single-Strand
Annealing,SSA)等非同源重组途径进行修复。
与传统的基因编辑技术相比,此修复能力赋予该

系统效率高、方便快捷、周期短等优点。
CRISPR/Cas9系统广泛应用于农业、生命科

学研究等各个领域[5]。利用CRISPR/Cas9系统

精确控制基因以提高作物产量、品质及对各种环

境胁迫的耐受性是育种家长期追求的目标[6]。有

研究发现CRISPR/Cas9编辑的AGROS8基因提

高了玉米的抗旱性[7]。另有研究通过CRISPR/
Cas9系统对番茄SiJaz2基因进行敲除,使番茄对

细菌斑点病有较强抗性[8]。另外,基于CRISPR/
Cas9系统,通过突变的方式形成dCas9蛋白,dCas9
蛋白通过与转录激活与抑制因子结合来调控基因

表达,即 CRISPR 干扰与激活技术(CRISPRi/
CRISPRa)。有研究应用CRISPR干扰与激活技

术成功构建了发酵效率更高的缬氨酸生产菌[9],
这种新型、特异性强的基因编辑技术,对功能缺失

与获得研究方面意义深远。两种技术相互补充,
不仅能分析基因功能,获得全面的结果分析,也能

使筛选结果更加准确,为研制相应药物进行基因

治疗打下基础[10]。同时,基于高通量CRISPR筛

选技术,也能更好地研究植物基因工程育种,进而

造福于人类[11]。此外,CRISPR/Cas9系统在基

因敲入、敲除构建突变体并在作物育种改良中应

用广泛,CRISPR/Cas9系统中Cas9与sgRNA复

合体识别特异序列,并实现对目标位点的切割后,
通过同源重组(HR)和非同源末端连接(NHEJ)
两种修复机制,在连接重组过程中实现基因敲入

与敲除[12]。
CRISPR/Cas9系统的基因编辑高效、快速且

应用广泛的同时,也存在的脱靶效应,给研究者造
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成巨大的困扰,本文就CRISPR/Cas9系统的作

用原理、应用、脱靶效应及其改进方法进行综述。

1 CRISPR/Cas系统的起源与基因结构

1.1 CRISPR/Cas系统的起源

1987年,日本科研小组在大肠杆菌 K12的

iap 基因侧翼序列中,发现 CRISPR 的重复结

构[13]。经过不断研究和探索,在2002年,科学家

为了反映这类重复序列的结构特点,将其正式命

名为CRISPR[14]。2007年有研究发现 CRISPR
的间隔序列是来自质粒或噬菌体等染色体外的序

列,并通过实验证实CRISPR系统能使细菌等宿

主具 备 独 特 的 抵 御 外 来 DNA 入 侵 的 免 疫 能

力[15]。2008年经研究发现细菌CRISPR系统能

阻止外源基因转移,首次用试验证实CRISPR系

统功能[16]。2013年,科研人员发现CRISPR系

统crRNA对目标序列的特异性识别,引导Cas核

酸酶准确定位目标基因并进行精确切割这一特

性,使 CRISPR/Cas系 统 更 广 泛 地 为 人 们 所

熟知[17]。
1.2 CRISPR/Cas9的基因结构

成簇 规 律 间 隔 短 回 文 重 复 及 关 联 蛋 白

(CRISPR/Cas9)系统存在于大约40%的细菌和

90%古生菌基因组中,该系统赋予它们抵御外来

DNA入侵的能力。由于CRISPR/Cas基因保守

性及位点构成不同,目前该系统分为3种类型,即
Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型(表1)[18],Ⅰ型系统特有的蛋白

是Cas3,在系统中负责在干扰阶段对外源核酸序

列剪切;Ⅱ型系统的Cas9蛋白负责剪切外源核酸

序列,也参与crRNA的生成;Ⅲ型系统的特有蛋白

是Cas10,具体功能有待进一步研究。CRISPR/Cas9
源于酿脓链球菌体内,属于Ⅱ型CRISPR/Cas系

统,该系统较简单,是由RNA指导的Cas9基因,
它主要由特异性CRISPRRNA(crRNA)、CRISPR相

关核酸酶(Cas9)以及反式激活 CRISPRRNA
(tracrRNA)3个基本结构构成。

CRISPR序列是由1个前导序列(Leader)、
多个重复序列(Repeats)和间隔序列(Spacers)组
成。前导序列是具有物种特异性,且位于上游的

序列,长度为300~500bp,其作用类似于启动

子。多个重复序列被间隔序列隔开呈半回文结

构,重复序列长度为21~48bp。而间隔序列是

外源物质入侵后,使细胞获得免疫能力,并且能通

过这些间隔序列,对靶基因进行调控的作用。
Cas9基因区位于CRISPR序列区附近,通常

由4~10个 保 守 基 因 组 成,既 可 以 切 割 双 链

DNA,起到DNA核酸酶的作用,也可以加工前体

crRNA,使其成为成熟crRNA,它的功能类似于

folk酶,但不需要形成二聚体才有活性。Cas9蛋

白有两个核酸酶结构域,其一是HNH结构域,可
以对DNA序列剪切,该序列与crRNA互补;另
一个是Ruvc结构域,可以对与crRNA非互补的

DNA序列进行剪切,经过它们的共同作用,使
DNA 双 链 产 生 切 口,可 能 正 是 因 为 Ruvc和

HNH这样的单链切割作用机制,才容易导致突

变的发生[19]。
TracrRNA位于Cas操纵子上游,与CRISPR重

复序列互补,它可以激发Cas9和相应核酸酶对

pre-crRNA进行加工,使它成为成熟crRNA[20]。
另有研究发现,只有在tracRNA和crRNA共同

存在时,才能引导Cas9对外源核酸进行剪切,即
向导RNA(sgRNA)。

表1 RISPR/Cas系统3种类型的发现、特有蛋白及作用

系统类型 发现 特有蛋白 相应蛋白作用

Ⅰ型 在细菌,古细菌都有发现 Cas3蛋白 Cas3蛋白有解旋酶和核酸酶活性,在Ⅰ型系统中,负责在干

扰阶段对外源核酸序列剪切

Ⅱ型 仅在细菌中发现 Cas9蛋白 Cas9蛋白是一种RNA介导下的RNA内切酶,在Ⅱ型系统

中,负责剪切外源核酸序列,也参与crRNA生成

Ⅲ型 发现于古细菌和少数细菌中 Cas10蛋白 准确功能尚不清楚

2 CRISPR/Cas9系统的作用原理及其脱
靶效应

2.1 CRISPR/Cas9系统的作用原理

CRISPR/Cas系统是细菌用于抵抗噬菌体和

其他病毒侵染的一套免疫系统,当细菌受到病毒

攻击时,会作出以切割破坏外源DNA为目标的

防御反应。CRISPR/Cas系统作为一种可以抵御

外来入侵的独特机制,其作用原理主要分为:间隔

序列的获取阶段、表达阶段和免疫干扰阶段。

2.1.1 间隔序列的获取 宿主细胞对外源核酸
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的识别和选择是通过PAM序列识别的,PAM 位

于外源核酸间隔序列前体侧翼处,是一段保守短

序列,一般长为2~5bp,酿脓链球菌中PAM 为

NGG序列。当外源病毒、质粒或噬菌体侵染细菌

时,宿主细胞通过外源核酸的PAM 序列,来对入

侵物质进行识别,从而确定其具体位置。然后外

源DNA的部分DNA序列,通过非同源重组的方

式,被整合到前导序列和重复序列之间,并随着重

复序列而复制,为了保证形成R-S结构,重复序

列的复制是随着间隔序列的加入而进行的。但该

结构并不会无限制的延伸下去,可通过删除机制

进行调控[21]。

2.1.2 CRISPR/Cas系统的表达阶段 表达阶

段包括转录和转录后的加工两个过程。首先,在前

导序列的调控下,CRISPR转录生成pre-crRNA,同
时tracrRNA也被转录生成,形成pre-crRNA与

tracrRNA的复合物,即双链RNA。然后Cas9和

双链RNA特异性内切酶RNaseⅢ对pre-crRNA
进行切割,该切割是在tracrRNA的激发作用下

加工产生成熟的crRNA[21-22]。
2.1.3 免疫干扰阶段 经加工成熟的crRNA
与tracrRNA形成双链的向导RNA,并与Cas蛋

白结合成复合体,当相同的外源病毒、质粒等再次

侵入细菌时,Cas9在向导RNA(sgRNA)指引下,
识别并结合靶 DNA 序列,使其双链解开形成

R-loop,并通过Cas9的HNH核酸酶区和Ruvc核酸

区切割靶基因,使得靶基因PAM位点上游3~8个

碱基处双链断裂(DSB),从而起到对宿主菌的保

护作用[23-24]。
双链断裂后,可引起高度精确的碱基切除修

复机制对靶DNA进行修复,主要有以下两种机

制,一种是非同源末端连接修复(NHEJ),其引入

插入/缺失突变,从而达到基因敲除的效果。另一

种是同源性定向修复(HDR),主要是将外源基因

转入基因同源的序列中,起到基因敲入的效果[25],这
两种修复机制同时也为遗传性基因疾病的治疗带

来希望。
2.2 CRISPR/Cas9系统的脱靶效应

CRISPR/Cas9系统已成为最有效的基因编

辑工具,其应用非常广泛,但是该系统使用时存在

的脱靶效应,会造成假表型现象,从而导致错误的

解释。研究影响CRISPR/Cas9脱靶因素,并对

其进行改造,将为以后的研究做出巨大贡献[26-28]。

2.2.1 影 响 CRISPR/Cas9脱 靶 因 素 首先,
PAM序列是被Cas9识别的特殊序列,位于外源

物质3'端,当外源物质侵入时,宿主细胞可以识别

外源物质PAM序列,如果PAM序列前17~20个核

苷酸与sgRNA序列相同,那么sgRNA/Cas9复

合物可以结合在外源序列上,Cas9在外源序列前

3个碱基处,将其断裂成双链DNA,它的典型序

列是NGG,N 可以被任何核苷酸替换。另外,
PAM近端1~12位碱基被定义为种子区域,
Cas9切割效率由该区域所决定,故PAM 序列的

碱基组 成、序 列 长 短 和 种 子 区 域 等 都 是 影 响

CRISPR/Cas9脱靶因素之一[29]。
其次,sgRNA的结构和其引导序列的长度也

是影响脱靶效应的因素之一。改变sgRNA本身

的结构,可以影响sgRNA 的转录效率,从而对

sgRNA表达水平和Cas9与sgRNA组合效率产

生影响。另外,sgRNA与外源物质的PAM 序列

前17~20个核苷酸序列互补结合成杂交链,这些

核苷酸是sgRNA 引导的序列长度,能够影响

sgRNA的稳定性,从而对靶位点的专一性产生

影响[30]。
再次,Cas9/sgRNA的丰度是影响脱靶效应的

重要因素之一。研究表明,过多的Cas9/sgRNA组

合物,会增加sgRNA的错配程度。Cas9与种子

区域序列的亲和性或改变sgRNA和Cas9的表

达水平,都会影响靶位点的专一性[31]。若脱靶造

成的突变,恰好得到目的基因表型,则会造成假阳

性和错误的解释,从而导致一系列连锁效应,影响

结果分析和实验的准确性。
综上所述,CRISPR/Cas9系统在基因编辑中也

面临着风险和问题。其一,主要是CRISPR/Cas9系

统的脱靶效应,脱靶可能会影响染色体的稳定性,
使基因功能丧失,各信号通路被中断;其二,是突

变基因的传代问题,基于CRISPR/Cas9系统获

得的突变体一般发生在体细胞,其突变位点很难

遗传下去,从而导致实验的不稳定性;其三,是靶

点效率问题,不同靶点被CRISPR/Cas9系统切

割的效率差异较大,有些靶点会检测不到突变

位点。
2.2.2 降低脱靶效应的改进方法 如上所述,
PAM序列结构与附近的种子区域都会影响脱靶

效应,PAM 典型序列是 NGG,若 N只是固定的

某一种核苷酸,那么就会相应提高Cas9识别的专

一性;另外,若PAM 序列比原来序列长,也会使
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靶位点更加准确,但同时也会降低目的序列可设计

的位点数,所以要根据实验要求来具体分析[32]。
设计并改变sgRNA序列也是有效降低脱靶

效应的因素之一。为了提高sgRNA的特异性,
应设计sgRNA 与种子区域至少有2个错配碱

基,也可以在sgRNA的3'端、5'端加长或缩短修

饰,应尽可能降低脱靶效应与sgRNA配对碱基

数,同时,将sgRNA引导序列长度由标准的20个核

苷酸,截短到17~18个核苷酸,能够在一定程度

上降低脱靶效应[33]。
控制Cas9/sgRNA丰度或用突变体dCas9,

也会有效降低脱靶效应。若增加 Cas9/sgRNA
的丰度,会使其他正确靶点结合率增加,但随之也

增加了脱靶效应,故相应地降低Cas9/sgRNA丰

度,会有效降低脱靶效应[34]。另外,若只切割一

条DNA链或不切割DNA链的突变dCas9配合

sgRNA,分别切割单链DNA,若产生错配,一个

切口也很快会被细胞修复,若没有错配,用2个

dCas9和sgRNA产生2个切口,也会得到双链断

裂的DNA,从而大大降低了脱靶效应。经过仔细

的靶标选择,脱靶突变在CRISPR/Cas9介导的水

稻基因编辑中是罕见的,在利用 CRISPR/Cas9系

统的T代中,将来有希望产生可遗传的靶向基因

组修饰水稻[35]。
随着CRISPR/Cas9系统的不断改进,通过设

计并改变sgRNA序列以及控制Cas9/sgRNA丰度

等降低脱靶效应;另有研究通过生殖细胞特异启

动子驱动Cas9来实现突变基因的向下传代[36];
另有通过优化对靶点的筛选来提高靶点突变的效

率等问 题。相 信 在 研 究 者 们 的 共 同 努 力 下,
CRISPR/Cas9系统会更加完善,完善后的基因编

辑系统必将为遗传育种改良带来更大的贡献。

3 基于CRISPR/Cas9系统的衍生技术

基于CRISPR/Cas9系统,进一步加工改造成

一种新型、特异性强的基因编辑技术,即CRISPR
干扰技术,该技术能抑制基因表达,从而实现类似

RNAi的作用。CRISPRi通过突变Cas9的2个活

性位点,形成缺陷的Cas9(dCas9),使它没有切割

DNA双链的功能,在sgRNA识别靶序列时,由
于dCas9与靶 DNA 启动子的结合,从而使得

RNA聚合酶与启动子的结合被阻止,使转录终

止,抑制基因的表达[37]。CRISPRi技术不切割自

己的序列,并且抑制基因表达过程,具有高度特异

性、可逆性、可诱导性等特点,对功能缺失研究方

面意义重大。与此同时,CRISPR激活技术,也是

通过失活Cas9,从而引入转录激活子,精确激活

靶基因表达,对功能获得研究方面意义深远。两

种技术相互补充,不仅能分析基因功能,获得全面

的结果分析,也能使筛选结果更加准确[38]。有研

究利用CRISPRi技术抑制人Hela细胞的转铁蛋

白受体(CD71)和C-X-C趋化因子受体(CXCR4)
基因表达[39]。

基于以上几种技术原理,CRISPR/Cas9系统

已用于高通量筛选全基因组,高通量筛选平台构

建方式如下,首先是建立sgRNA慢病毒筛选文

库,慢病毒载体选择有两种类型,一种是Cas9和

sgRNA序列构建在1个慢病毒载体上,即单质粒

系统;另一种是Cas9和sgRNA分别构建在2个

不同的慢病毒载体上,即双质粒系统,构建好合适

的载体后,插入不同的sgRNA,建立文库[40]。接

下来是目的细胞的感染与功能性筛选和富集,对
已建好的文库进行慢病毒包装,并进行目的细胞

的感染后,根据研究需要进行功能筛选。有以下

两种筛选方式,其一是阳性筛选,是指在一定筛选

压力作用下,少数能存活的细胞是研究者所需要

的,可以进一步获得存活细胞富集的sgRNA。其

二是阴性筛选,是指通过筛选可鉴定出某些特殊

基因,如引起细胞功能异常或缺失的基因,通过比

较筛选起始时间和筛选终止时间的sgRNA丰度

差,从而鉴定出所对应的基因[41]。此项技术,可
以广泛应用于基因组筛选相关领域的研究,有助

于研究功能基因并挖掘新基因。

4 CRISPR/Cas9系统在农业相关领域的
应用

  CRISPR/Cas9基因编辑技术,主要分为体内

和体外两种应用,体外对基因组片段进行靶向切

割以替代传统的限制性内切酶或PCR克隆,体内

应用主要在细胞或个体水平上实现基因的敲除和

插入的基因编辑。相比早期基因编辑技术,不仅

载体 构 建 简 单,只 需 要 根 据 靶 基 因 位 点,对

sgRNA进行设计使得突变效率显著提高,而且可

以同时高效快速地编辑多基因位点,是一种新型

的基因编辑技术[42]。
4.1 在农作物遗传育种改良中的应用

CRISPR/Cas9系统是一种自然产生的基因

编辑工具,它的发现和修饰为研究基因功能和精

确作物育种开辟了新的时代。目前,CRISPR/Cas9
基因组编辑已经用于改良作物的许多不同性状,
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有研究通过CRISPR/Cas9介导的基因组编辑技

术替换乙酰乳酸合成酶(ALS)的两个氨基酸残

基,成功获得了多个抗除草剂水稻品系,不仅可以

通过 NHEJ产生多个水稻和小麦突变体植株用

于功 能 分 析 和 遗 传 改 良,而 且 还 可 以 通 过

CRISPR/Cas9介导的碱基编辑精确替代蛋白质

中的单个或几个氨基酸残基,定向诱变氨基酸转

运体基因改良稻米品质,大大扩展了修饰水稻和

小麦重要性状的基因,为作物品种选育提供了一

种新的策略[43-44]。另外在大豆育种方面,利用

CRISPR/Cas9技术对大豆 AMS同源基因进行

靶向编辑,从而获得稳定的雄性不育系,为大豆杂

交育种提供新的不育系材料[45]。另有研究通过

CRISPR/Cas9系统,对番茄SlCLV3启动子序列

的不同靶位点进行编辑,筛选获得高产突变株系,
为作物产量数量性状遗传育种提供了新途径[46]。
CRISPR/Cas9的基因组编辑系统已经被建立在

几乎所有的主要作物上,它可以影响农作物对病

原体的抗性和非生物耐性、植物发育和形态,甚至

次级代谢和纤维发育等方面,CRISPR/Cas基因

编辑已经成为一种成熟的生物技术工具[47]。
4.2 在农作物病原菌及植物抗病中的应用

植物病害的发生不仅会影响植物的生长发

育,还会降低作物的产量和质量。CRISPR/Cas9
被用作基因编辑工具以来,它已经被迅速用于创

建具有植物抗性的基因组编辑突变体,这些突变

体可以使植物抵抗由真菌、病毒和细菌引起的各

种疾病。有研究发现,应用CRISPR/Cas9技术

抑制小麦及大麦 MLO 基因,可减少其白粉病的

发生[48-49]。另有研究通过CRISPR/Cas9系统沉

默ERF转录因子基因OsERF922,能使水稻植株

在其幼苗期及分蘖期的抗稻瘟病能力都显著提

高[50]。同时CRISPR/Cas9技术在植物抗病性的

应用可能与植物水杨酸(SA)水平的增加和免疫

反应的转录激活相关,通过 CRISPR-Cas9介导

DMR6同源基因的功能缺失可以使番茄对几种

病原体产生抗性[51]。CRISPR/Cas9技术不仅广

泛应用于水稻、小麦等主要作物,同时在拟南芥、
烟草上也开展了大量的基因组定点编辑研究,为
构建植物突变体模型,从而为深入进行植物遗传

改良奠定坚实的基础[52]。

5 结语与展望

CRISPR/Cas9系统是细菌和古细菌防御外来

入侵的特殊机制,是高效、快捷的第三代基因编辑技

术。随着这几年研究的不断深入,以CRISPR/Cas9
系统为基础所建立的高通量筛选平台,可以广泛

应用于作物遗传育种研究,CRISPR/Cas9系统除

了能对植物进行定点突变,还能切割整段双链

DNA,另外也能通过同源重组机制突变特殊类型

的基因,从而精确控制基因,在农作物病原菌及植

物抗病中广泛应用,给农业领域带来了巨大的创新

和突破。相比传统的转基因技术,CRISPR/Cas9
系统具有操作简单、成本低、周期短等优点。同时,
基于CRISPR/Cas9系统衍生的CRISPRi/CRISPRa
技术已经被整合到难以进行遗传操作的细菌染色

体上,相信经对可诱导表达CRISPRi和CRISPRa工

具的不断开发,将会使其应用领域更加广泛。
CRISPR/Cas9系统存在的脱靶效应,是研究

者们面临的重大挑战。最近,科学家通过改变

sgRNA的二级结构,在一定程度上降低了脱靶效

应。另外基于CRISPR/Cas9基因编辑技术多数

集中在室内研究,未来应加强在田间的应用研究。
相信CRISPR/Cas9系统的不断改进和完善,能
够为农作物遗传育种改良和抗病品种的选育带来

巨大贡献。
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CRISPR/Cas9GeneEditingandItsApplicationinAgriculture

LIUYue,LANYing,LIQingchao,ZHAOXiumei,LIUYang,WANG Lida,WANGJunqiang,

HANYehui
(QiqiharBranch,HeilongjiangAcademyofAgriculturalSciences,Qiqihar161006,China)

Abstract:Geneeditingtechniquesarewidelyusedtoimprovecropyieldandquality.Clusteredregularlyinterspaced
shortpalindromicrepeatsandassociatedprotein(CRISPR/Cas9)systemistheacquiredimmunesystemof
bacteria,archaearesistexogenoussubstancesinvasion,thezincfingernuclease(ZFN),transcriptionactivator
likeeffectornuclease(TAL)afterthethirdgenerationofgeneeditingtechnology.Thisarticlediscussedthe
historicaloriginsoftheCRISPR/Cas9system;AnoverviewofthegenestructureoftheCRISPR/Cas9
system,includingCRISPRrelatednucleases(Cas9),specificCRISPRRNA (crRNA),andtransactivated
CRISPRRNA(tracrRNA).Atthesametime,theworkingprincipleofthesystem wassummarizedfrom
threestages,astheacquisitionstageofintervalsequences,theexpressionstage,andtheimmuneinterference
stage.Inaddition,discussionshavebeenconductedontheapplicationofthesysteminfunctionalgene
research,genomicscreening,andrelatedfieldssuchasagriculture.Anditsummarizedtherisks(offtarget
effects)andsolutionsthatwillarise,tolaythefoundationforcropvarietyselectionandtheexplorationof
functionalgenes.
Keywords:CRISPR/Cas9system;geneediting;agriculture;misseffect
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