
植物基因组编辑检测方法 

刘春霞，耿立召，许建平 

先正达北京创新中心，北京 102206 

摘要：以CRISPR/Cas9技术为代表的基因组编辑在生物领域的革命性应用使得生命科学研究迈入新篇章。该技

术以其灵活性、易用性且扩展性强等优势，大大加快了基因工程研究，也加速了植物分子育种的步伐。但是，

遗传转化过程中产生大量潜在的基因编辑植株，使得早期高通量快速筛选和检测目标编辑植株面临很大挑战。

本文综述了近年来植物基因组编辑检测的各种方法，比较了其优缺点和适用范围；同时，还对近几年植物基因

组编辑检测方法的发展趋势进行了深入分析和展望，以期对基因组编辑技术在植物中的应用提供参考。 
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Abstract: The life science has entered a new chapter with the revolutionary implementation of the CRISPR/Cas9 

genome editing technology in various living organisms. With the unique flexibility, feasibility and extendibility, the 

CRISPR/Cas9 technology greatly accelerates genetic engineering research, as well as plant molecular breeding. 

However, it has become a challenge to screen for and identify genome-edited plants at early stages in a rapid and high-

through fashion, due to the massive number of plants produced from transformation process. In this review, we 

summarize the molecular methods developed in the recent years to identify genome-edited plants. We compare their 

advantages and disadvantages, and the scope of application. In addition, we provide insights of the development trend 

of detection methods for plant genome editing. The review article will serve as a reference for future genome editing 

research in plants. 
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随着分子生物学技术的发展以及大量物种基因组测序的完成，以序列特异性核酸酶

(sequence-specific nucleases, SSNs)为基础的基因组编辑 (genome editing) 在植物中得到迅猛

发展。序列特异性核酸酶可以在基因组的特定位置产生DNA双链断裂 (double-strand breaks, 

DSBs) ，DSBs可以激发生物体的修复机制，从而在基因组的特定位置造成DNA序列的变化，

进而改变基因的功能。近年来，成簇的规律间隔的短回文重复序列及其相关系统(clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated 9, CRISPR/Cas9 system)作为

最新一代的基因组编辑工具，为植物基因功能研究和作物遗传育种带来了一场全新的技术革

命。目前，CRISPR/Cas9技术已经被广泛地应用于各种植物的研究，包括模式植物拟南芥、

各种农作物和树木[1~9]。与转基因改良作物相比，基因组编辑技术在最终产品中并不会引入

任何外源基因，更类似于传统诱变育种产生的品种，因此成为一种非常受欢迎的作物遗传改

良手段。 

        植物细胞中有两种途径可以修复DSBs：非同源末端连接(non-homologous end joining, 

NHEJ)和同源重组(homologous recombination, HR)。NHEJ在植物中是一条主要的修复途径，

也是一种易错的修复途径，在DNA修复过程中，连接处容易产生少数碱基的插入或缺失，导

致基因失活。HR是一条次要的修复途径，需要以同源片段作为模板进行修复，是一条精确

的修复途径 
[10]。由于HR在植物中的修复效率非常低，因此目前对基因功能的研究和作物改

良主要借助NHEJ途径进行基因敲除。对于二倍体植物来说，NHEJ修复之后会产生5种可能

的结果：（1）没有产生任何突变；（2）单等位基因突变，只有一个等位基因发生突变，也称

杂合突变；（3）双等位基因突变，两个等位基因都发生突变，但是突变的类型不一样；（4）

纯合突变，两个等位基因发生相同的突变；（5）嵌合体（chimeric），同一个样品上有3种或3

种以上的突变类型。这种修复的多样性和不确定性对基因编辑检测提出更高的要求。对于多

倍体植物，由于存在两个以上的等位基因，基因组的情况更为复杂，这对基因编辑的检测带

来更高的挑战。本文对目前植物基因组编辑在目标位点的检测方法进行了综述，对各种检测

方法进行了详细的介绍和对比，并进一步对各种检测方法的应用趋势进行了分析，以期为植

物基因组编辑的应用提供参考。  

1 不同类型植物基因组编辑的检测方法 

1.1 PCR+RE（restriction endonuclease）方法 

1.1.1 PCR/RE 方法 

PCR/RE 是应用特异引物 PCR 和限制性酶切相结合而产生的一种检测方法，主要是通过

对 PCR 扩增的 DNA 片段进行限制性酶切分析来区分目标位点是否被编辑。PCR/RE 也被称

为限制性片段长度多态性 (restriction fragment length polymorphism，RFLP) 分析 [2, 11, 12]
 、 

酶切扩增多态性序列（cleaved amplified polymorphic sequence，CAPS）方法 [13]
 。具体操作

步骤总结如下：首先设计 300~1700 bp 的扩增子，扩增子包含所要突变的目标片段；之后用

限制性内切酶消化该扩增子；最终通过琼脂糖凝胶电泳检测，基于电泳条带的带型进行区分。

条带完全被切开，表示该植株没有产生突变；条带部分被切开，表示该植株为杂合突变或嵌

合体；条带完全没有被切开，表示该植株为纯合突变或双等位基因突变（图 1）。PCR/RE 方

法是目前植物基因组编辑检测中应用最为广泛的方法之一[2, 5~7, 11~71]，尤其是应用在多倍体植

物的检测中。目前，小麦基因组编辑的研究大都是应用这种方法检测[5, 27, 43, 53, 67]。与其他检



测方法相比，PCR/RE 方法优点如下：可以检测所有类型的突变，包括 SNP 和各种大小的插

入缺失；具有很高的灵敏性；整个过程需要的时间也比较短，只需要几个小时；检测成本也

较低；切割产物可以简单地通过琼脂糖凝胶来分辨，非常方便。PCR/RE 方法最大的局限性

是在基因组编辑核酸酶切割的位点处需要有限制性酶切位点。 

1.1.2 CAPS 衍生方法 

CAPS 衍生方法（derived cleaved amplified polymorphic sequence，dCAPS），顾名思义，

这种方法是在 CAPS 基础上发展起来的 [72]
 。不同的是，需要在靠近突变位点的地方通过碱

基错配引入一个酶切位点。酶切位点的引入可以通过 dCAPS Finder 2.0 软件

(http://helix.wustl.edu/dcaps/dcaps.html)
 [73]

 来实现。设计 dCAPS 标记引物需要考虑以下几方

面：首先引物中碱基的错配数目和位置都会影响扩增效率，错配越少，同时离引物 3′端越远，

扩增效率越高；其次，错配的空间特性也会影响扩增效率，因为嘌呤与嘌呤的错配没有嘧啶

与嘧啶的错配稳定，值得注意的是，所产生的限制性内切酶的切割性能和价格也是一个需要

考虑的因素。由于需要错配碱基的引入，所以 dCAPS 的扩增子一般不会太大，通常是

200~300 bp。dCAPS 方法的优点与 PCR/RE 方法类似，但是突破了 PCR/RE 的限制，对

PCR/RE 方法有一定的补充作用。不过在设计上比 PCR/RE 要复杂，所以应用并不是很多 [55, 

74]
 。 

 

图 1 不同植物基因组编辑检测方法的比较示意图 

Fig.1 Comparison of different assays to detect mutations induced by genome editing 

 

 



1.1.3 限制性酶切 PCR 法 

限制性酶切 PCR 法（restriction enzyme-PCR, RE-PCR）是与 PCR/RE 非常相似的一种方

法，也是应用特异引物扩增和限制性酶切相结合产生的一种方法。不同之处在于，RE-PCR

是对基因组先进行酶切，然后再对酶切产物进行 PCR 扩增。如果基因组发生突变，相应的片

段就不会被切开，因此可以扩增出条带，而野生型因为被切断，所以无法扩增出条带。这种

方法的灵敏度与 PCR/RE 一样，目前在植物中应用较多 [4, 33, 75~80]
 。但也有研究将两种方法

结合[22, 35]，先对植物基因组进行酶切，然后进行 PCR 扩增，扩增后的产物再次进行酶切

（RE-PCR-RE），这样也增加了结果的准确性。RE-PCR 方法的优点和 PCR/RE 类似，同样

也受限制性酶切位点的限制。 

1. 2 错配切割法 

错配切割法（mismatch cleavage assay）是通过错配切割酶识别并切割异源双链核酸分子

进行检测的一种方法。具体操作步骤如下：首先是用 PCR 方法扩增基因组的目标区域，然后

将扩增子变性、退火产生异源双链核酸分子。这种异源双链核酸分子可以被错配切割酶切开，

但是同源双链核酸分子不能被切开，可以通过切开条带的亮度来估算插入缺失的频率（图 1）。

错配切割酶的优势在于不受限制性酶切位点的限制。但是该方法经常会低估突变频率，因为

它只能检测出单等位基因突变和双等位基因突变类型，不能检测出纯合的基因突变类型。目

前，可以应用的错配切割酶有很多种，包括 T7EI、Surveyor（ CelI）和 Cruiser。T7EI 最为

常见 [23, 24, 27, 36, 57, 67, 75, 81~91]；其次是 Surveyor
[37, 42, 59, 92~98]；报道最少的是 Cruiser

[36]。这 3

种酶也各有优缺点：T7EI 存在假阳性，因为它能够切割 Holiday 结构和十字（Cruciform）结

构；Surveyor 和 Cruiser 特异性稍高一些，但价格相对昂贵。每种方法的灵敏度也不同，

T7EI 是 0.5%~5%
[99]的突变率可以被检出，Surveyor 大约是 10%

[100]
 的突变率才可以被检出。 

1.3 Sanger 测序法  

Sanger 测序（Sanger sequencing）是基于一代测序技术来检测基因组编辑情况的方法。

目前关于植物基因组编辑的研究中，该方法所占的比例很高 [5, 52, 55, 57, 60, 61, 68, 74, 90, 101~162]
 

（图 2）。用来检测基因组编辑的方法分为两种：一种是 PCR 产物直接测序，通过测序图谱

的峰值来判断是否发生编辑，该方法被称为 Sanger sequencing chromatograms。多数情况下，

这种方法只能知道是否发生了突变，不能判断突变的确切类型。Brinkman 等[163]和 Liu 等 [164]
 

分别开发了相关的软件可以将测序的峰图进行解码，进而分辨出具体的突变类型。但是，这

种方法只能分辨同时含有两种基因型的突变，超过两种以上的突变无法用该软件解码。由于

这些软件的推广，目前越来越多的研究采取 Sanger 测序的方法来检测基因组编辑 [129, 137, 138, 

144]。另外一种方法是将 PCR 产物进行克隆测序 [9, 162] ，这种方法得到的结果更为精确，可以

确切判断具体的突变类型，同时也可以测定两种以上的突变类型。实际上，大部分的研究通

过其他的方法进行初筛之后，最终还是选择 Sanger 测序来确定最终的突变类型[11~27, 81~91]。 

1.4 下一代测序法 

随着测序技术的发展，费用更低、通量更高的下一代测序技术（next-generation 

sequencing, NGS）应运而生。下一代测序的核心思想是边合成边测序，通过捕捉新合成的末

端的标记或者合成过程释放的特殊标记来确定 DNA 序列。目前仍在使用的平台有 4 个：



Illumina 平台、Roche 454 平台（ 已经退市）、Ion torrent - Proton / PGM 平台和 PacBio 平台。

植物基因组编辑主要使用 Roche 454 和 Illumina 两种精度更高的测序平台，大部分研究使用

了 Illumina 平台 [46, 53~54, 57, 85~86, 96, 142, 165~176]
 ，少数研究使用了 Roche 454 平台 [118, 177~180]

 ，

极少数研究使用了 PacBio 平台 [181]
 。这与测序技术的更新换代有着密切的联系，随着 454 平

台的淡出，更多的基因编辑检测会使用 Illumina 平台。与 Sanger 测序相比，下一代测序可以

同时产生成千上万的数据，通量大大提高。由于涉及到大量并行数据读取，下一代测序需要

的时间会更长（Ion torrent 除外），后续的数据分析也更复杂。并且，下一代测序技术读长都

比较短，并不适合大片段缺失的检测。 

1.5 TaqMan 方法 

TaqMan 方法是在 PCR 体系中加入一个与目标区域互补的荧光探针，探针的 5′端标记一

个发光基团，3′端标记一个淬灭基团。当进行 PCR 扩增时，探针与目标区域特异地结合在一

起。随着 PCR 的延伸，聚合酶的 5′外切活性会将探针切下，释放出发光基团，继而发出的荧

光信号可以被检测到，从而通过荧光信号的强弱推测植物体内目标基因的拷贝数[182]
 。如果

目标基因发生突变，拷贝数就会相应改变，从而可以推算出基因编辑的情况[183~187]。

TaqMan 的通量非常高，通常以 96/384 孔板的形式操作，灵敏度也很高，是一种可以高通量

检测植物目标区域突变的方法。当然，这种方法也有其局限性，不能够区分双等位基因突变

和纯合突变。同时，TaqMan 需要昂贵的仪器和试剂，例如合成不同荧光染料标记的探针，

并不适合少量样品操作。所以目前报道的研究中，只有几家大规模的农业生物公司如杜邦先

锋[182~185]和先正达 
[186, 187]应用了 TaqMan 方法。 

1.6 扩增片段长度多态性 

扩增片段长度多态性（amplified fragment length polymorphism，AFLP）的基本原理：

通过对基因组DNA酶切片段的选择性扩增来检测DNA酶切片段长度的多态性。现在用于基因

组编辑检测的AFLP标记已经不完全等同于之前的AFLP，而是指特异的引物扩增出来的不同

长度的DNA片段，通过片段的长度来揭示基因组目标位点是否发生突变。这种标记只适用于

大片段的缺失，不适用于小片段的插入或缺失，也不能检测出碱基的替换，适用范围比较有

限。目前只有少数几篇植物基因组编辑的文章用到了这种方法[94,188,189]。 

1.7 PCR单链构象多态分析法 

单链构象多态分析法(single-strand conformational polymorphism, SSCP)是利用DNA单链

构象具有多态性的特点，结合PCR技术进行多态分析的方法。在低温下，DNA单链呈现一种

由内部分子相互作用形成的空间折叠，当其中一个碱基发生变化时，整条单链的空间构象也

会发生变化，从而影响DNA分子在非变性胶中的迁移率，这样就可以区分不同的核酸分子。

该方法可以有效地检测小片段的插入缺失和错配突变。Zheng 等[190]于2016年将该方法成功

地应用于水稻基因组编辑的检测，灵敏度可以达到10%。Zhou 等[191]将该方法与RFLP相比，

发现SSCP灵敏度更高。与其他DNA检测方法不同，SSCP检测的是单链DNA，几乎可以检测

所有类型的突变，与PCR/RE相比，该方法不受酶切位点的限制，但是并不能确定最终的突

变类型，只适用于初筛。 

1.8 RGEN 介导的 RFLP 



RGEN（RNA-guided endonucleases）介导的 RFLP 是通过 CRISPR/Cas9 或者

CRISPR/Cpf1 对目标片段的切割来判断基因组编辑情况的方法 [192, 193]
 。RGEN 是包含了

Cas9 蛋白或者 Cpf1 蛋白和 gRNA 的复合物，可以特异性切割基因组编辑的目的位点。具体

操作步骤：扩增基因组编辑的目标区域，然后再加入 RGEN 进行切割，如果之前已经被编辑

就不能切开，没有编辑的可以被切割，通过琼脂糖凝胶可以清楚地区分基因组被编辑的情况

（图 1）。与错配切割的方法相比较，该方法可以检测出纯合的突变类型，也能够区分单等位

基因突变和双等位基因突变类型，但是不能够区分双等位基因突变和纯合突变的个体。当然

该方法多用于检测 CRISPR 系统所产生的基因突变，少数情况下适用于 TALEN 产生的突变 

[193]
 。而且相比于限制性内切酶，CRISPR/Cas9 酶或者 CRISPR/cpf1 酶价格更高，所以该方

法在植物基因组编辑的应用也很有限[85, 193]。 

1.9 高分辨率片段分析方法 

高分辨率片段分析（high-resolution fragment analysis, HRFA）是结合 PCR 和毛细管电泳

的一种方法。具体操作步骤是采用 96 孔板进行 DNA 提取、PCR 扩增，然后毛细管电泳，就

可以分辨出不同类型的突变。或者在扩增引物上添加荧光标记，引物覆盖目标位点，加上荧

光检测可以区分不同大小的产物。该方法的灵敏度比较高，可以区分小到 1 bp 的插入或缺失。

另外，也可以区分多种不同大小的突变。这种方法的局限是不能检测出含有单碱基替换的突

变，也不能区分具有相同大小插入缺失的突变。通过设计不同长度的扩增片段，同时结合不

同的荧光标记，HRFA 方法可以很容易地分析多个基因位点发生突变的情况。该方法更适用

于多倍体植物的检测，Andersson 等[194]利用该方法一次检测了 4 个基因位点的突变。 

1.10 高分辨率溶解曲线分析方法 

高分辨率溶解曲线分析（high-resolution melting analysis, HRMA）方法是一种基于单核

苷酸溶解温度不同而形成不同溶解曲线的检测方法。具体步骤：设计 PCR 引物进行扩增，扩

增子大小一般是 90~200 bp，应用实时定量 PCR 加上相应的荧光染料，然后通过分析溶解曲

线的方法来分析突变类型。该方法具有极高的灵敏度，并且在 PCR 之后不需要酶切和电泳分

析，可以在几分钟之内得到结果，特别适用于高通量操作。Thomas 等 [195]
 最早将这种方法

应用在斑马鱼（Barchydanio rerio var）基因组编辑的检测，灵敏度可以达到 5%。Hilioti 等 

[196]将该方法应用于植物基因组编辑的检测。 

1.11异源双链泳动分析法 

异源双链泳动分析法（heteroduplex mobility assay, HMA）是根据野生型和突变型DNA

分子经过变性和退火后会产生异源双链DNA分子，按照同源双链分子和异源双链分子在非变

性聚丙烯酰胺凝胶中电泳的泳动速度不同来区分基因组有没有发生突变。另外，也可以利用

微芯片电泳系统来进行区分。与错配切割方法相比，省去了酶切步骤，避免了切割不完全导

致的假阳性，但是容易错过大片段的缺失突变。Ota等[197]最早将该方法应用在斑马鱼基因组

编辑的检测，之后该方法在植物基因组编辑检测中得到推广[41,42, 49]。 

1.12 单等位基因识别 PCR 

单等位基因识别 PCR（simple allele-discriminating PCR，SAP）的原理是基于 ARMS 

(amplification refractory mutation system)，即 PCR 的延伸是基于 3′末端与模板的完全匹配，



当 3′端不完全匹配时候，会有不稳定的效应。在有些情况下，3′末位的单碱基错配并不能够

很好地区分野生型和突变型，需要在倒数第二位引入错配来增加 PCR 的特异性。Bui 等[198]

最初用 SAP 方法区分拟南芥的突变体和野生型，之后 Morineau 等[120]将该方法用于基因组编

辑检测。这种方法不受限制性内切酶的限制，但对 PCR 引物的设计有较高的要求。而且

CRISPR/Cpf1 系统的突变多为多碱基的缺失，所以不适合用这种方法进行检测。 

1.13 ACT-PCR 

Hua 等 [199]
 通过控制 PCR 成功的两个关键因素，即特异的引物以及适宜的退火温度实现

了基因组编辑的检测，这种方法被称为 ACT-PCR（at critical temperature PCR）。在临界退火

温度下，特异引物不能和突变体严格匹配，也就不能有效地进行扩增，因此可以用来区分野

生型和基因编辑的突变体。该方法只需要进行一次常规的 PCR 反应，便可以很快地检测出成

功编辑的个体，是一种简单准确、快速经济的方法，不过这也对 PCR 引物的设计和扩增条件

提出较高要求。利用 ACT-PCR，研究人员不仅在水稻中鉴定出基因编辑的个体，同时也在

斑马鱼中成功鉴定出基因组编辑的个体，表明 ACT-PCR 的应用不受物种的限制[199]。 

1.14 微滴数字 PCR 

微滴数字PCR（droplet digital PCR, ddPCR）被称为第三代PCR，可以利用有限稀释、终

点PCR和泊松分布来实现核酸浓度的绝对定量。该方法最早应用在人类细胞系基因组编辑检

测方面[200，201]，随后Gao等[202]将该方法应用在植物基因组编辑检测。与错配切割法相比，该

方法需要很少的模板量，具有很高的灵敏度，适合高通量操作。 

2 植物基因组编辑检测方法的现状及发展趋势 

本文总结了目前植物基因组编辑领域的所有检测方法，并对近几年国内外具有较高影响

力期刊中近 200 篇文章所涉及的检测方法进行了分类归纳。图 2 显示不同方法在植物基因组

编辑研究中的应用次数，可以看出不同实验室使用的方法比较集中。PCR/RE 和 Sanger 测序

占据非常大的比例，下一代测序技术和错配切割法应用也比较广泛。其他方法的应用相对较

少，有的方法仅被报道过一次[120, 194, 196, 199]，说明这些方法需要进一步优化。当然，大部分研

究应用了不止一种方法，而是结合多种方法来分析不同的目标基因，说明每种方法各有优缺

点，有的研究甚至使用了 3 种及以上的方法来检测基因组编辑的情况[42, 55, 57]。 

选择何种方法进行植物基因组编辑的检测，与诸多因素有关，现总结如下： 

（1）基因组编辑效率。如果突变频率很低，花费较高的 Sanger 测序方法不适用；如果

突变频率高，高通量检测方法不具有优势，科研人员可以直接利用 Sanger 测序，从少量的样

品中就可以得到需要的突变类型。 

（2）植物的倍性。有些检测方法不适用多倍体植物检测，例如 TaqMan 方法在多倍体小

麦的检测中很难设计出合适的引物和探针，而 PCR/RE 和 NGS 却是不错的选择。目前，关

于小麦基因组编辑的研究也大多利用这两种方法 [5, 27, 43, 53, 67] 。 

（3）基因组编辑工具。大部分方法都适用于 CRISPR/Cas9 系统，因为这些方法也大都

是针对该酶而开发的，尤其是 RGEN 介导的 RFLP。但是，如 Base editing 这样的工具，由

于其造成的变化限定在特定的范围，科研人员更倾向于利用下一代测序的方法来检测。由于



CRISPR/Cpf1 系统一般会造成多碱基的缺失，很难用 SAP 或者 ACT-PCR 方法设计出合适的

引物进行检测。 

本文统计了 2013~2017 年间植物基因组编辑检测方法的发展趋势（图 3）。为了便于统计，

本文将 PCR/RE、dCAPS 和 RE-PCR 统一归为 PCR+RE，而把数量很少的检测方法归为其他。

从表 3 中可以看出，Sanger 测序所占的比例由 2013 年的 9.5%上升到 2017 年的 45.2%。

PCR+RE 方法所占的比例在逐渐下降，由 2013 年的 66.7%下降到 2017 年的 27.4%。推测原

因如下：（1）测序技术的快速发展，成本有所降低；（2）Brinkman 和 Liu 等[163,164]开发的解码

软件大大简化了 Sanger 测序的流程，加快了 Sanger 测序直接用作基因编辑检测手段的推广；（3）

测序的结果能更直接地反映突变的类型，所有的筛选方法初筛之后最终都需要测序来确定突

变类型，如果成本和通量差不多，那人们将会首选 Sanger 测序。 

下一代测序技术由于高准确性、高通量、高灵敏度以及低运行成本等突出优势，在基因

组编辑检测中的应用也越来越广泛，呈现出一种上升的趋势。未来如果能将时间缩短，并且

简化分析流程，该方法将是一个非常不错的选择。从图 3 也可以看出，2015 年和 2016 年报

道了很多新的方法用来检测植物基因组编辑，但是这些方法却没有得到推广，这也对科研人

员开发新的检测方法提出了更高的要求。 

随着越来越多植物基因组测序的完成，解读与改造基因的功能更为紧迫，从低等的苔藓

到高等的树木，从二倍体的拟南芥到多倍体的小麦，以 CRISPR/Cas9 为代表的基因组编辑技

术无不显露出其强大的优势，这也对植物基因组编辑的检测方法提出更高的挑战。目前，还

有一些检测方法在其他物种的基因组编辑中也有报道[203，204]，但在植物中尚未尝试。将来可

以根据植物基因组编辑的具体情况，考虑是否可以开发为植物基因组编辑的检测方法。 

 

图 2 植物基因组编辑检测方法应用次数分布双饼分布图 

Fig.2 Double pie distribution graphs showing application frequencies of genome editing detection methods 
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图 3 植物基因编辑检测方法发展趋势 

Fig.3 The trend for detection methods in plant genome editing  

每个点代表应用此种检测方法的研究占该年所有研究总数的比例。 
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