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遗传发育所发表升级版引导编辑系统实验指南。基于CRISPR系统开发出的引导编辑系统(Prime E
diting，PE)能够在基因组的靶位点处实现精准的片段插入、删除以及碱基的任意替换，在基因治
疗、育种改良、基础研究等方面颇具应用前景。中国科学院遗传与发育生物学研究所高彩霞研究
组前期在水稻、小麦中建立并优化了植物引导编辑系统，实现了任意碱基精准的替换、增添或删
除。然而，在应用过程中，研究组发现该系统存在效率偏低、设计复杂等问题，难以满足育种需
要以及在不同基础研究场景下的需求(Lin et al., Nature Biotechnology, 2020)。对此，研究组通过对P
E系统进行多轮升级改造，开发出“Tm值指导PBS序列设计”“双pegRNA策略”“逆转录酶的工
程化改造”三种优化策略，将引导编辑系统效率平均提升了10倍以上，并开发了在线的高效、自
动化引导编辑实验设计网站PlantPegDesigner(Lin et al., Nature Biotechnology, 2021;Zong et al., Nature
Biotechnology, 2022)。

为了进一步推进引导编辑的应用，高彩霞研究组在Nature Protocols上发表论文，阐释了如何克服
引导编辑设计复杂的问题。该工作描述了高效pegRNA的设计方法：前期研究发现植物细胞中peg
RNA的编辑效率与PBS序列的Tm值(melting temperature，Tm)有关，在水稻中PBS序列Tm值为30℃
的pegRNA能够获得最大的编辑效率;使用双pegRNA策略，即针对所需突变同时向细胞中递送分
别靶向DNA两条链的两个pegRNA进行共同编辑，可进一步大幅提升植物引导编辑的编辑效率。
科研人员论述了在线自动化pegRNA设计网站PlantPegDesigner的使用流程。该网站可兼顾上述两
种策略，提供完整的pegRNA选择、设计与推荐方案，方便使用者快速设计高活性pegRNA。进一
步，该研究阐明如何使用能够稳定提高编辑效率的ePPE引导编辑器。相比于传统版本的引导编
辑器，ePPE在碱基替换、小片段插入、删除以及较大片段的插入和删除等多种编辑类型下的编
辑效率显著提升，且不增加副产物及脱靶效应。该论文阐述了载体组合的使用、基于原生质体的
编辑效率检测、引导编辑系统的植物细胞荧光报告系统的使用以及引导编辑实验结果的二代测序
数据分析等流程。该文章提出的实验方法，可在2~3周内完成引导编辑的原生质体实验，最快在3
个月内获得经过引导编辑的再生水稻植株。此外，该方法可以便捷地推广到其他物种中，并随着
新型引导编辑工具的不断优化而得到更广泛的应用。

三位审稿人均对该文章给予高度评价：“作者全面、系统地介绍了如何在作物中实现高效的基因
组编辑，以流畅、易读的方式总结了引导编辑的实验方法”“该论文逻辑清晰，对试图在水稻或
其他植物物种中进行引导编辑的研究人员非常有用”“这是一篇想对水稻、小麦或玉米进行引导
编辑的科研人员的非常好的实验指南”。
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11月25日，相关研究成果在线发表在Nature Protocols(DOI：10.1038/s41596-022-00773-9)上。研究
工作得到农业农村部、中科院战略性先导科技专项(A类)、中国科学技术协会青年人才托举工程
、博士后创新人才支持计划等的支持。 高效植物引导编辑实验流程。(a)高效、自动化的pegRNA

设计方法;(b)引导编辑实验设计与植物突变体获得。

研究团队单位：遗传与发育生物学研究所
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