
第
!"

卷
!

第
#$

期

%$#&

年
#$

月

西北农林科技大学学报!自然科学版"

'()*+,-(./(*0123405678+9:3*490

;

!

/,0<=>9<?@<

"

A(-<!" /(<#$

B>0<%$#&

网络出版时间#

%$#&C$!C$#

!

#D

#

#&

!

EBF

#

#$<#G%$"

$

H

<>+I9<

H

+2,.)<%$#&<#$<$$D

网络出版地址#

100

J

#$$

I+4<>+I9<+30

$

I>K4

$

@30,9-

$

L#<#G&$<=<%$#&$!$#<#D#M<$#$<10K-

?@$%A@

$

?+(&

技术发展及其应用进展

!

%收稿日期&

!

%$#MC$&C#!

!

%基金项目&

!

国家自然科学基金项目!

G#!"$L""

"'广东省自然科学基金项目!

%$#"5$G$G$"$#"

"'广东科技计划项目!

%$#"5$G$G$G$M

"

"'广东高校果蔬加工与贮藏工程技术开发中心项目!

%$#%

[

>cbV$$#

"'广东省.扬帆计划/高层次人才项目

!

%作者简介&

!

欧阳乐军!

#&""O

"(男(湖南益阳人(副教授(博士(主要从事林木基因工程研究)

?CK,9-

#

()

;

,+

[

-3

H

)+

!

#LG<>(K

欧阳乐军#

!

%

!李莉梅#

!马铭赛#

!

%

!王玉涛%

!尹爱国#

!

#

广东石油化工学院 生物与食品工程学院(广东 茂名
D%D$$$$

'

%

喀什大学 生命与地理科学学院$

叶尔羌绿洲生态与生物资源研究高校重点实验室(新疆 喀什
M!!$$$

"

!摘
!

要"

!

概括了
R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统的结构及作用原理(分析了该系统的不足(重点阐述了该技术在林木基因

组编辑中的应用(并对
R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统的未来研究趋势进行了展望)
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近年来(随着越来越多物种全基因组测序的完

成(人类已逐步迈进后基因组时代222功能基因组

时代)后基因组时代面临的一个重大挑战是(如何

从大量基因组数据库中获得特定基因的功能和相应

的应用价值信息(而基因定点编辑技术恰恰是解决

这一难题的有力工具)基因定点编辑是指将外源

E/5

片段与受体同源片段进行重组(从而使外源

E/5

片段定向整合到基因组特定位点上的一种技

术)与以往的
UCE/5

标签,转座子标签及逆转座

子标签等基因敲除技术相比(基因定点编辑技术既

能实现基因的定点整合(又可对目标基因进行精准

改造(如插入,缺失,替换等(对基因组功能研究具有

重大意义%

#

&

)该技术发展过程中(第一代技术使用

锌指核酸内切酶 !

c9+>.9+

[

3*3+@(+)>-3,43

(

a7/

"进

行编辑(但
a7/

存在组装困难的问题(需耗费较多

的人力,物力和时间才能设计出与
E/5

序列有特

异亲和力的结合区(成本高昂且成功率较低%

%

&

'第二

代技术的工具为人工核酸酶
U5S?/

!

0*,+4>*9

J

09(+

,>09:,0(*C-9I33..3>0(*+)>-3,43

"(

U5S?/

除具备

a7/

的生物基因组精确修饰功能外(基因编辑的效

率更高(特异性更强(

U5S?/

的发现被评为
%$#%

年十大科学突破之一%

G

&

)但
U5S?/

和
a7/

属于

融合蛋白(设计时均需针对每一个基因位点改变

E/5

结合序列(且还需转录,翻译和组装两个核酸

酶(即需要设计相应的蛋白质及其结构(制备成本高

且操作复杂(限制了基因编辑技术的进一步发展)

%$#G

年(基因定点编辑技术
R̀ F=Q̀

$

R,4&

被研究

人员发现(该基因编辑体系只需设计一个
4

[

/̀5



就可对相关基因进行定点编辑(具有操作简单,成本

低,效率高等特点(成为新一代最受欢迎的基因编辑

技术%

!

&

)相比传统的转基因技术(

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技

术表达载体插入位点与基因编辑的位点不同(外源

插入质粒待基因编辑完成后(可在后代配子形成过

程中染色体分离时而被去除(遗传编辑后不留下转

基因的痕迹(无需引入外源基因(因而生物安全性

高(无转基因争议(应用前景十分广阔%

D

&

)本研究对

R̀ F=Q̀

$

R,4&

的结构,原理及存在问题和不足进行

总结(重点阐述该技术在林木基因组编辑中的应用

进展(以期为相关研究提供借鉴)

#

!

R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统的组成及工作

原理

!!

R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统是基于细菌自身适应免疫

防御系统成功改造的一种新的基因编辑技术%

L

&

)该

系统最早于
#&M"

年由日本学者研究发现(但限于当

时测序技术的制约和认识的缺乏(未能引起科学家

们的注意'直到
%$#%

年(科学家才揭开了该系统的

真面貌222由
/̀5

指导靶向外源
E/5

的核酸内

切酶免疫系统(并将其改造应用于基因编辑领域)

因其较强的靶向性,较广的编辑范围以及较简易的

操作性(该技术深受科研人员的青睐(荣获
%$#G

年

十大科学突破奖(成为第三代基因编辑技术%

"

&

)
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R̀ F=Q̀

$

R,4

系统组成

R̀ F=Q̀

$

R,4

系统由
R̀ F=Q̀

序列和与之相连

锁的
R̀ F=Q̀

相关基因!

",9

[

3+3

"组成)虽然多数

类型的
R̀ F=Q̀

系统需要多种
R,4

蛋白参与(但是

'

型
R̀ F=Q̀

系统只需要
#

种
R,4&

蛋白即可发挥

相应的免疫功能(因而被科学家改造和应用最多(也

是目前使用最多的编辑技术!

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技

术"

%

M

&

)

R̀ F=Q̀

位点由启动子,重复序列及重复序

列间的间隔序列构成)在同一
R̀ F=Q̀

序列中(重

复序列是相同的(而间隔序列可以是不同的外源

E/5

(并在噬菌体或其他病毒初次入侵时整合至

R̀ F=Q̀

位点)发挥免疫功能的
'

型
R̀ F=Q̀

系统

的相关基因会被激活转录(并经
R,4&

蛋白和
K!,43

(

作用形成
R̀ F=Q̀ /̀5

!

>*̀ /5

"(同时细胞会形

成一段与
>*̀ /5

中重复序列配对的
/̀5

序列(且

带有非配对的约
%$X

J

的末端序列(这一整段序列

被 称 为 反 式 作 用
R̀ F=Q̀ /̀5

!

0*,+4C,>09+

[

R̀ F=Q̀ /̀5

(

0*,>*̀ /5

")

>*̀ /5

由间隔序列,双链
/̀5

序列!重复序列

转录 的
/̀5

和
0*,>*̀ /5

配 对 形 成"以 及

0*,>*̀ /5

非配对区的末端序列组成)间隔序列负

责与外源入侵
E/5

配对(双链
/̀5

序列可被

R,4&

蛋白识别并结合)在间隔序列与外源
E/5

配

对区的上游(外源
E/5

中存在
G

$

L

个碱基组成的

被称为原间隔序列的
Q5]

位点!

J

*(0(4

J

,>3*,@

H

,C

>3+0K(09.

"(

R,4&

蛋白通过识别
Q5]

位点而作用

于间隔序列与外源
E/5

配对的区域(并对外源双

链
E/5

进行切割(进而引起外源
E/5

的双链断裂

!

E=V

")简单而言(

R,4&

蛋白可以特异性地识别由

G

$

L

个碱基组成的
Q5]

位点(并对该位点附近的

双链分子进行切割)由于间隔序列被整合至宿主细

胞
R̀ F=Q̀

位点时不带入
Q5]

位点(因此不会被

R,4&

蛋白识别和切割(即
Q5]

可以作为
R,4&

区分

异己的标记%

&

&

)

R,4&

蛋白切割双链前须形成切割

复合体(即
R,4&

蛋白需要与一个特定的双链
/̀5

分子结合形成复合体(这个双链
/̀5

即相当于

>*̀ /5

和
0*,>*̀ /5

所形成的
/̀5

双链)根据这

一特点(科学家在实际应用
R̀ F=Q̀

系统时将这个

双链
/̀5

改造成一个单向导
/̀5

!

49+

[

-3C

[

)9@3

/̀5

(

4

[

/̀5

")

4

[

/̀5

分为
G

部分#可变的
%$+0

的区域(其转录产物可与靶
E/5

配对'

!%+0

的发

夹结构(其转录产物相当于双链
/̀5

(可被
R,4&

蛋

白特别性识别并结合(形成切割复合体'

!$+0

的转

录终止子(可终止
4

[

/̀

的转录)

R̀ F=Q̀

$

R,4&

基

因编辑技术是将
4

[

/̀5

和编码
R,4&

蛋白的序列

构建到表达载体上共表达(由
4

[

/̀5

引导
R,4&

蛋

白对靶标进行切割(从而完成基因编辑)

#<%

!

R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统工作机制

为操 作 方 便(科 学 家 将 成 熟 的
0*,>*̀ /5C

>*̀ /5

双元结构融合成一条
[

/̀5

(这条
[

/̀5

具

有两个关键的部分#

Dg

端的
%$

个碱基序列需要与作

用的目标位点通过
Y,40(+CR*9>I

互补配对(同时
Gg

端的双链结构能够与
R,4&

蛋白结合(两者之间通过

一条不影响空间结构的连接环结合在一起)

对化 脓 链 球 菌 !

-12%

M

1#.#..69

M3

#

&

%)%9

"的

[

/̀5

,目标靶序列以及
R,4&

蛋白三复合体晶体结

构分析表明#它具有两个主要的颞叶结构(其中识别

颞叶结构区用于识别
[

/̀5

和
E/5

形成的双链(

核酸酶颞叶区用于对双链进行切割%

#$

&

)与之前的

a/7

和
U5S?/

相比(

R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统的优越

性在于针对不同基因编辑仅需改变
[

/̀5Dg

端前

%$X

J

的碱基即可%

##

&

)其导致基因突变的过程为#

首先(

R,4&

蛋白与
[

/̀5

结合形成切割复合体'接

着
[

/̀5

上的序列通过碱基互补配对与基因组
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E/5

序列识别'随后切割复合体上的
R,4&

蛋白将

[

/̀5

识别的基因组
E/5

序列切割(造成双链

E/5

的断裂'最后在
E/5

修复过程形成碱基突变

或缺失(从而造成基因的突变或缺失)

%

!

R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统的不足

%<#

!

活性及稳定性差

R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统在植物中的应用面临两大

挑战(一是该表达系统在植物中表达的活性有待进

一步提高(二是通过
R̀ F=Q̀

$

R,4&

获得的基因编辑

后代遗传稳定性不佳%

#%

&

)目前(研究人员构建的

R̀ F=Q̀

$

R,4

载体大多只针对基因组的一个靶位点

设计
#

个
4

[

/̀5

(形成基因的单位点突变)由于

4

[

/̀5

自身效率以及断裂基因的突变修复等原因(

这种单位点突变的效率不高)通过设计多个

4

[

/̀5

编辑同一靶标基因可提高基因编辑效率(形

成基因组大片段的缺失(有利于运用
QR̀

扩增的方

法对突变体后代进行鉴定)

a1,+

[

等%

#G

&将
L

个

[

/̀5

融合表达到一个载体上(分别用拟南芥

508L

,

508G

,

50"=S

启动子表达
[

/̀5

(结果显示(

单突变体的效率在
#Ĝ

$

&Ĝ

(六突变效率为

#

$

#D

(通过一次性表达多个
[

/̀5

可以对多个靶位

点进行编辑)

e9+

[

等%

#!

&将
8LC%L

的启动子和终止

子固定在含有
E9,

&

酶切位点的载体上(利用

[

(-@3+

[

,03

重组将
%

个或
G

个
[

/̀5

融合到载体

上(最终得到多个
[

/̀5

引导
R,4&

蛋白对多个靶

点进行编辑)

%<%

!

靶点选择限制

设计
R̀ F=Q̀

靶点时(应选择
WR

含量高的靶

点序列'同时(需要考虑靶点序列的偏好性(大多研

究将
Q5]

前
%$

个左右的碱基序列作为靶序列(以

保证
",9&

基因的转录激活因子能更好地发挥作用)

Y,+

[

等%

#D

&研究发现(选择后
!

位碱基为嘌呤的靶

序列时(靶点
E/5

更易与
R,4&

蛋白结合'

E(3+>1

等%

#L

&通过构建平铺式
4

[

/̀5

文库(筛选发现.

RWC

W/

/!

/hR

(

U

或
5

"的
Q5]

序列比一般认定的

.

/WW

/

Q5]

序列效果好)

%<G

!

启动子低效

不同物种对
",9

基因和
4

[

/̀5

启动子的要求

不同)在原核生物中(用
/̀5

聚合酶
(

依赖的启

动子
8L

或
8G

(在时间,空间以及表达量上都能很

好地启动
[

/̀5

的表达%

#"

&

)而在植物中(非
8L

或

者
8G

启动子启动的
[

/̀5

会出现不能正常表达的

现象)因此(为了进一步提高定点编辑技术的应用

范围与成效(用植物体内非
8L

或
8G

启动子启动

[

/̀5

的表达也是研究热点)对于
",9&

基因(只有

融合在
/

端或两端的核定位信号序列上(才能确保

R,4&

蛋白能被转运到细胞核中并发挥作用(所以应

选择高表达且依赖于
/̀5

聚合酶
'

的启动子%

#M

&

)

目前(单子叶植物中比较常用的启动子是泛素启动

子(双子叶植物中广泛应用的是
R,]AGD=

启动

子%

#&

&

)

73+

[

等%

%$C%#

&利用
GD=

启动优化的
1=

J

R,4&

(

将目标靶序列嵌入到
508LC%L

!拟南芥"和
B48LC%

!水稻"启动子中(通过拟南芥和水稻的基因定点编

辑试验发现(优化的
R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统可以很好地

在拟南芥和水稻中表达(编辑效率为
%L̂

$

M!̂

'

同时(通过对
P(S

基因突变体的后代进行分离比检

测(证实约
%%̂

的纯合体可以稳定遗传(这也是有

关
R̀ F=Q̀

编辑后代符合孟德尔定率稳定遗传分离

比率的第一次报道)

W,(

等%

%%

&为剔除拟南芥突变

体后代中的
R,4&

表达核(创造性地将种皮特异性启

动子
50%=G

与荧光蛋白基因
+";%22

3

融合在一起

构建
R̀ F=Q̀

$

R,4&

载体(通过对突变体后代进行可

视化筛选(实现了
R,4&C7*33

)

%<!

!

定点插入外源基因低效

目前(利用
R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术只能对内源基因

进行定向敲除(无法实现高效定点插入外源基因(这

限制了基因功能的全面研究)

S9

等%

%G

&以拟突变的

基因序列为模板(将固定的
5S=#

突变引入到定点

的大豆基因组中(获得了氯磺隆抗性大豆植株(但突

变效率不高)

=:90,413:

等%

%!

&在玉米中通过同源重

组修复定点引入
5S=%

(获得了氯磺隆抗性的小麦)

=)+

等%

L

&在水稻中通过提供突变的寡核苷酸双链和

构建到载体上的
5S=

突变序列(提高了获得氯磺隆

抗性的概率(但上述外源基因定点插入都存在效率

不高的问题)笔者将以植物
(-#

基因作为靶向目

标的
%

个
4

[

/̀5

,

#

个
(-#

基因同源臂和筛选标记

基因的重组载体(转入到植物中共同表达(发现

4

[

/̀5

与植物基因组中
(-#

基因的
%

个
0,*

[

30

序

列识别(使
R,4

蛋白敲除
(-#

基因(

(-#

基因同源

臂作为同源重组修复的模板修复
(-#

基因(实现了

外源基因的定点插入(实现了真正意义上的基因.定

点/编辑%

%D

&

)

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术除可用来进行基因编辑外(

还可调控对基因表达(也可定位运输以及
/̀5

沉

默(其他功能还有待进一步开发研究(相关问题也有

待深入探讨)
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G

!

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术在林木基因组

定向编辑中的应用

!!

R̀ F=Q̀

技术功能强大(应用广泛(不仅解决了

当前研究中存在的许多技术性问题(还为许多领域

的研究带来了革命性的突破)在植物基因组功能研

究和遗传改良应用方面(

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术已在低

等植物地钱%

%L

&

(双子叶植物拟南芥%

!

(

#!

(

%$

(

%"CG$

&

,烟

草%

%"

(

G#CG%

&

,大豆%

GGCGD

&

,番茄%

GLCG"

&

,马铃薯%

GM

&

,甘蓝型

油菜%

G&

&

(单子叶植物水稻%

!

(

%M

(

!$C!D

&

,小麦%

!$

(

!%

(

!L

&

,高

粱%

!"

&

,玉米%

#!

(

!M

&

,矮牵牛%

!&

&

,香蕉%

D$

&等植物中有广

泛应用(但木本植物中仅在毛白杨%

D#

&

,苹果%

D%

&

,甜

橙%

DG

&

,葡萄%

D!

&上有所涉及)作为具有重要生态效益

与经济效益的木本植物(对其开展基因组定点编辑

技术研究具有十分重要的意义)目前多个树种基因

组信息的测序完成(为选择
R̀ F=Q̀

$

R,4&

靶标奠定

了基础(对于一些速生经济林树种如桉树,杨树,松

树等(由于其生长周期较长(用常规方法的新种质培

育效率低(通过
R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术实现基因组的定

点编辑(以筛选有益的突变性状(进行遗传改良(可

为培育优良的林木新种质提供途径'在有关林木的

功能基因研究中(由于获得突变体不易(传统方法多

是先用外源基因转化再在体内超量表达或利用

/̀59

等(但这类方法无法准确衡量目标基因的时

空表 达 特 征(研 究 结 果 可 靠 性 差)若 能 利 用

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术(并结合基因组测序信息数据构

建林木功能基因的突变体库(将有助于加快林木相

关功能基因的基础研究(因此本研究对
R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术在林木基因组研究中的应用成果进行重

点阐述)

G<#

!

在林木基因组定向改良中的应用

杨树!

D#

M

6$6912*.;#.,2

M

,

"作为首个完成基因

组测序的多年生木本植物(是公认的木本模式植物)

利用
R̀ F=Q̀

技术体系的基因组定点编辑研究也在

杨树中率先开展)

%$#D

年(美国乔治亚大学的研究

人员首次利用
R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统(在毛白杨!

D#

M

L

6$691#+%)1#9,R,**

"中实现了木质素合成相关关键

酶基因的定点编辑%

#"

&

)同年
"

月(有中国学者报

道(通过
R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统实现了毛白杨的基因组

编辑和靶基因突变%

D#

&

)

%$#L

年(刘婷婷等%

DD

&利用

R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统实现了对杨树八氢番茄红素脱

氢酶基因的定点敲除(突变率最高达到
ML<!̂

(且

证明该系统可快速高效地敲除
%

个以上的目标基

因(从而获得多基因突变植株)

'9,

等%

DG

&将甜橙

"9DC-

基因与
",9&

基因共同组装到
J

R,KX9,#GM$

载体中(得到
R̀ F=Q̀

$

R,4&

载体(并转化甜橙植株(

QR̀

检测结果证明
R,4&

对靶标基因的突变效率达

到
G<%̂

$

G<&̂

)

/94190,+9

等%

D%

&设计
!

个
[

/̀5

(

利用
R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统诱导苹果
DC-

基因突变(

发现转化后代中有
G#<M̂

的白化病预期表型(且有

一个长
#MX

J

的
[

/̀5

诱导了靶向突变)这些研究

结果表明(利用基因编辑技术获得基因定点突变后

代的方法切实可行(但编辑效率差异较大(转化后代

的突变体发生比例有待提高)最近有研究人员针对

林业害虫如松毛线虫的易感基因进行定点编辑敲

除%

DL

&

(这对于一些林木高发病虫害(如危害桉树的

枝瘿姬小蜂,青枯病等的防治提供了一条新思路(对

提高林木抗性,培育抗逆新种质具有重要意义)

G<%

!

在林木基因功能研究中的应用

长期以来(由于缺乏有效的构建相关基因突变

体库的方法(林木功能基因的基础研究进展十分缓

慢)随着越来越多的木本植物基因组序列完成(包

括种植面积很广的经济林作物以及药用植物的相关

功能基因研究也越来越受到研究人员的重视)利用

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术可有效地对基因进行定向敲除,

替换,插入等(同时还可实现多基因同时突变与染色

体重组(这为研究人员从反向遗传学角度快速解析

基因功能及研究多基因控制代谢相关途径的互作机

制奠定了基础)

纤维素合成酶是纤维素合成调控网络中心的下

游元件(可直接调控纤维素的合成)徐惠芳等%

D"

&以

中国鹅掌楸纤维素合成酶!

R3--)-(434

;

+01,43

(

R?C

=5

"为研究对象(首次构建了具有表达
R?=5

[

/̀5

的
R̀ F=Q̀

$

R,4&

基因敲除系统(经
QR̀

鉴

定与测序分析确认(

[

/̀5

已经完整准确地连入所

构建的
R̀ F=Q̀

载体)唐雨薇等%

DM

&以茶树咖啡碱

合成酶基因为靶标(构建了含
%

个
4

[

/̀5

的双靶

点
R̀ F=Q̀

$

R,4&

基因组定点编辑载体)中国科学

院植物研究所运用
R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统对葡萄酒石

酸合成的关键酶基因进行敲除(降低了葡萄细胞中

酒石 酸 的 含 量(建 立 了 对 葡 萄 悬 浮 细 胞 进 行

R̀ F=Q̀

$

R,4&

基因编辑的技术(证明
R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术在葡萄基因组编辑中的可行性%

D!

&

)

桉树!

=6.,$

3M

169

"是南方重要的工业用材林树

种(具有良好的经济及生态社会效益)近年来(高效

的基因组定向编辑
R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术体系为桉树

材质改良,抗性育种提供了可能%

D&CL$

&

)笔者基于已

测序的巨桉基因转录组数据分析(以巨桉木质素合

84
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R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术发展及其应用进展



成关键酶基因,分裂素氧化酶基因,调控巨桉胚状体

发生的不同
K9̀ /5

为靶标(成功构建了
R̀ F=Q̀

$

R,4&

系列载体%

L#

&

(现正在进行转化及后续的鉴定工

作)

!

!

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术研究展望

与其他技术相比(

R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术具有明显

的优势(因为该技术体系完成对靶标基因的遗传编

辑后(可在后代配子形成过程中随着染色体的分离

而去除(在编辑后代中无转基因的痕迹(无需引用外

源基因(因此生物安全性高)

a1,+

[

等%

L%

&采用瞬时

表达
R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术(通过结合基因编辑后细胞

离体培养再生获得基因编辑后代植株)用该方法在

小麦中顺利培育出了一种无转基因的基因组定点编

辑突变植株)

Y((

等%

LG

&将纯化好的
R,4&

蛋白和

[

/̀5

直接转染到原生质体中(经过组织培养获得

了经过基因编辑的突变体)这种非外源基因转化方

法可降低公众对传统转基因操作的顾虑(对利用现

代生物技术培育林木新种质研究的快速推进意义极

为重大)

R̀ F=Q̀

$

R,4&

系统的出现使原来复杂或很难

实现的研究工作变得简单易行(在获得相关基因序

列的基础上(对任何生物基因组均可有效开展定点

编辑(这对林木遗传改良与新种质培育意义深远)

在
R̀ F=Q̀

$

R,4&

技术的应用方面(减少脱靶,提高

基因重组效率和基因编辑的稳定遗传性等仍是需要

深入探究的问题)
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