
 

CRISPR/Cas9系统构建的水稻 OsPht 基因突变体材料
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摘要 :  【目的】CRISPR/Cas9 是细菌和古细菌为免受外来 DNA 片段侵袭形成的一种适应性免疫系统。

CRISPR/Cas9 已经被作为一种基因编辑的工具广泛应用到很多动物和植物的基因编辑。磷元素是植物生长过程

中必需的营养元素，植物对磷的吸收主要由跨膜磷转运蛋白完成。本研究利用 CRISPR/Cas9 技术对 Oryza
Japonica Kitaake 水稻中冰叶日中花磷转运蛋白 McPht 基因的同源体 OsPht 磷转运蛋白基因进行编辑，构建了

McPht 转运蛋白基因导入水稻 OsPht 缺失的突变体，初步验证了该突变体材料的功能。【方法】通过

CRISPR/Cas9 基因编辑手段，将水稻中与 McPht 蛋白同源性最高的磷转运蛋白基因进行编辑。首先将待编辑的

基因片段连接到 U3启动子驱动的 pCXUN表达载体上，转化到农杆菌 EHA105中，然后通过农杆菌转化到水稻

幼胚，将获得的转化后再生 T0 代株系移栽到田间获得 T1 代种子，并将 T1 代株系进行盆栽培养，提取株系叶

片基因组 DNA 用于 PCR 检测，所有株系 PCR 产物纯化后进行测序，依据序列变化判定目标基因的编辑位

点,并对突变体进行生理指标测定。【结果】1) 基因编辑后的类型可分为两类，一类为目标编辑片段 20 个碱基

中后 6个碱基缺失，另一类为目标编辑片段 20个碱基中后 8个碱基缺失或突变。2) 编辑位点缺失 6个碱基的株

系占总突变株系的 28.6%，编辑位点缺失 8 个碱基的株系占总突变株系的 42.9%，GT 碱基突变株系占总突变株

系的 28.6%。3) 水稻突变体的株高、鲜重、根系活力均小于野生型；根系扫描结果显示水稻突变体的根长、投

影面积、表面积和侧根数均大于野生型；Cas-2 的叶绿素和可溶性糖含量显著高于野生型，Cas-7 的叶绿素和可

溶性糖含量小于野生型，但差异不显著。【结论】CRISPR/Cas9 基因编辑系统成功将水稻中 McPht 的同源体

OsPht 基因进行了编辑，所获得的水稻磷转运蛋白 OsPht 基因碱基缺失或突变不仅为所编辑基因的功能研究提

供有效的科学依据，同时为冰叶日中花 McPht 磷转运蛋白基因导入 OsPht 基因功能缺失的水稻株系、验证其生

理生化功能提供宝贵的评价材料支持。本研究表明基于 CRISPR/Cas9 介导的基因编辑系统在功能性评价植物养

分转运蛋白基因方面是一条有效的途径。
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Abstract: 【Objectives】The CRISPR/Cas9 system，a generated adaptive immune system in bacteria and
archaea bacteria by defending against the invasion from exogenous DNA fragments, is widely used nowadays as a
gene editing tool in many animal and plant gene modification. Phosphorus is an essential nutrient element for
plant growth, its absorption is mainly fulfilled through the transmembrane phosphate transporters in plants. In this
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study, the CRISPR/Cas9 gene editing technology was applied to modify rice phosphate transporter protein OsPht
gene sharing the highest homology with the phosphate transporter protein McPht gene in Mesembryanthemum
crystallinum, which would provide a reliable material for scientifically elucidating the function of McPht
transporter protein.【Methods】The rice phosphate transporter protein OsPht sharing high homology with McPht
protein was edited by CRISPR/Cas9 gene editing system. Briefly, based on the sgRNA mediation, the fragments
generated by PCR using a pair of specific primers were inserted to the expression vector pCXUN with U3
promoter, and the resulting transformants were transformed into Agrobacterium EHA105 to infect the rice
immature embryos of rice Oryza sativa L. japonica. cv. Kitaake by Agrobacterium transformation method. The T0
generating plant seedlings with anti-antibiotic were transplanted to the soils in field, and the T1 generation seeds
were obtained and used for pot culture experiments，and the genomic DNA of rice seedling leaf was extracted for
PCR detection, and all the PCR products were purified and sequenced, and the edited sites in the target gene
fragments were determined according to the sequence changes, and the physiological measurements of mutant
lines were performed.【Results】1) The mutants with the bases deletion or substitution in the OsPht gene were
divided into two categories, which were represented by separately deleting 6 bases and 8 bases in the target editing
fragment with 20 bases. 2) The mutants missing 6 bases accounted for 28.6% of the total mutant lines, and the
mutants missing 8 bases accounted for 42.9% of the total mutant lines, and the mutants with mutation of GT bases
accounted for 28.6% of the total mutant lines. 3) The plant height, fresh weight and root activity of mutant rice
were lower than those of the wild type. The root length, shoot area, surface area and lateral root number were
higher than those of the wild type. The contents of chlorophyll and soluble sugar of Cas-2 were higher than those
of the wild type, and demonstrated remarkable differences, but the contents of chlorophyll and soluble sugar of
Cas-7 were lower than those of the wild type, and no significant difference was observed.【Conclusions】The
CRISPR/Cas9 gene editing system has successfully edited the rice homologous OsPht of the McPht, and these
mutants with bases deletion or substitution in the OsPht gene not only establish a reliable materials basis for
scientifically elucidating the function of the target gene, but also simultaneously provide valuable material
supports, which the phosphate transporter McPht gene is introduced into the mutants with bases deletion or
substitution in the OsPht gene, for systematically verifying physiological and biochemical functions of exogenous
homologous from other plants. This study shows that the CRISPR/Cas9-mediated gene editing system is a
scientific and effective pathway for the functional evaluation of nutrient transporter genes in plant.
Key words: CRISPR/Cas9; gene editing; OsPht gene; pCXUN; rice mutants

 

CRISPR/Cas9 是细菌和古细菌在防御外来核酸

入侵时形成的一种适应性免疫系统，因其具有特异

性、简单性和多功能性，故被视为一种新型的位点

特异性基因组编辑工具，被用于生物和作物改良的

研究 [ 1 – 3 ]。此前我们所采用的基因组编辑方法主要

有两种，锌指核酸酶 (ZFN) 和类转录激活效应因子

核酸酶 (TALEN)，它们主要依赖蛋白质和 DNA 相

互作用来确定特异性 [4 ]。在 CRISPR/Cas9 系统中，

Cas9 核酸内切酶由单个 RNA (sgRNA) 引导，其引导

原理包括两部分：其中一部分是通过 DNA 和

RNA 之间的 WatsoneCrick 碱基配对识别靶位点；另

一部分是形成一种修复 Cas9 核酸内切酶的结构。对

于靶位点的设计，仅要求必须具有 PAM (NGG) 序
列，这意味着基因组中几乎所有的基因都可以被

CRISPR/Cas9 系统进行靶向编辑[5]。CRISPR/Cas9 系

统可以准确地完全编辑目的基因，其获得的突变是

可遗传的，再经过验证筛选出稳定的突变体株系[6]。

目前，CRISPR/Cas9 系统已经成功应用于植物中靶

向基因组编辑，包括小麦 [7]、烟草 [8–9]、拟南芥 [8, 10]、

玉米 [11–12]、大豆 [13]等。虽然目前尚未有完全详细的

CRISPR/Cas9 系统的作用机制，但其作用机制的大

体过程已经被研究出来，CRISPR/Cas9 的作用机理

可分为三个阶段：第一阶段，CRISPR/Cas9 可变间

隔区的获得，指噬菌体的一段 DNA 序列被整合到

宿主基因组的 CRISPR 位点的 5 ′端；第二阶段，

CRISPR 基因座的表达，插入的序列被转录形成

crRNA；第三阶段，CRISPR/Cas9 系统的激活以及其

抵抗外源遗传物质的干扰能力[14–15]。
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磷是植物生长和发育所需的必需元素，对植物

的生理和生化过程具有积极的影响[16]。磷是核酸和磷

脂的重要组分，其主要在光合作用、能量代谢、信

号转导和基因表达等过程中起重要作用[17]。由于植物

中的磷浓度远大于土壤中的浓度，因此植物吸收磷

是通过逆浓度梯度能量耗散过程得以完成[18]。通常磷

的缺乏已经成为植物生长的主要限制因素，磷转运

蛋白基因对磷素缺乏有着积极的应答。磷转运蛋白

系统有两种类型，高亲和力磷转运系统和低亲和力

磷转运系统，两者都在磷吸收中起重要作用[19]。

实验室先前将冰叶日中花磷转运蛋白基因转入

水稻中进行超表达，发现在低磷胁迫下，其对水稻

的生长具有重要的作用。本研究利用 CRISPR/Cas9
基因编辑技术将 Oryza  sa t i va  L .   j apon ica .   cv .
Kitaake 水稻中冰叶日中花磷转运蛋白基因 McPht
(GenBank：JQ343214.1) 的同源体，Pht3 亚家族

OsPht (GenBank：AK069397.1) 磷转运蛋白基因进行

编辑，获得 OsPht 目标基因碱基缺失的突变体，并

对突变体材料进行相关生理指标的测定，明确

OsPht 磷素转运蛋白基因碱基缺失下的突变体的生理

功能变化，为深入探讨线粒体磷素转运蛋白生理功

能提供科学的材料支持，同时也为冰叶日中花植物

磷转运蛋白基因 McPht 导入 OsPht 基因碱基因突变

或缺失的模式植物水稻株系，建立磷转运蛋白外源

同源基因恢复磷转运功能提供可靠的材料支撑，依

此系统深入研究外源同源体如 McPht 基因的生理生

化功能。

1    材料与方法

1.1    敲除靶点引物序列设计

根据编辑靶点引物序列设计的三点要求：1) 20
bp 靶序列应紧接在 5′-NGG PAM 之前；2) 如果敲除

目的是破坏基因功能，靶序列应该避免在编码区或

内含子的 3 ′末端；3 )  为了减少脱靶效应，利用

gRNA 网站 (http://crispr.dbcls.jp/) 设计水稻磷转运蛋

白基因敲除引物，上游引物的接头序列为 5′-GGCA-
3′，下游引物的接头序列为 5′-AAAC-3′。用于基因

编辑引导引物：F：5′-GGCACGCAGCCGTGGGTGTA
CGTG-3′；R：5′-AAACCACGTACACCCACGGCTGCG-3′。

1.2    载体构建

稀释正向和反向目标特异性 sgRNA 寡核苷酸至

10 μmol/L 的终浓度。 sgRNA 寡核苷酸退火体系共

20 μL，包括 2 μL Annealing buffer (10 ×)，F 和 R 各

9 μL。退火程序：95℃，5 min；95℃～25℃，1 min
下降 1℃；最后 10℃ 保存。pCXUN-U3 表达载体酶

切体系共 50 μL，包括 5 μL AarI buffer (10 ×)，1 μL
Oligonucletide(50 ×)，2 μL AarI，2 μL 载体 pCXUN-
U3 (由作物科学研究所夏兰琴博士课题组友好捐

赠)，最后用灭菌水补充到 50 μL。37℃ 反应 3～6 h，
跑胶，对酶切后的载体片段进行胶回收和纯化。将

退火后的 sgRNA 寡核苷酸与用限制性内切酶 AarI 酶
切后的载体连接，22℃ 反应 3 h。

1.3    大肠杆菌转化及质粒的提取

将 5 μL 连接后的载体与 50 μL Trans1 大肠杆菌

感受态于 2 mL EP 管中轻轻混匀，冰浴 30 min，
42℃ 水浴 30 s，再冰浴 2 min，在超净台内向 EP 管

加入 500  μL 不含抗生素的 LB 液体培养基，于

37℃，200 rpm 的摇床上培养 1 h。8000 rpm 离心

1 min，弃上清液，保留 100 μL 培养液，用枪头吹打

混匀，均匀涂在含卡那抗生素的 LB 固体培养基上，

37℃ 黑暗条件下倒置培养基到有菌斑出现。挑取单

克隆菌斑于 2 mL 含卡那抗生素的 LB 液体培养基的

EP 管中，于 37℃，200 rpm 的摇床上培养过夜。以

菌液为模板，用表达载体通用引物进行 PCR 扩增，

PCR 扩增含有阴性对照，从而筛选出阳性菌斑。对

于阳性菌斑用质粒小提试剂盒   (TIANprep  Mini
Plasmid Kit) 提取质粒 DNA。

1.4    农杆菌转化

将 1 μg 表达载体质粒 DNA 与 200 μL EHA105
农杆菌感受态于 2 mL EP 管中轻轻混匀，先冰浴 30
min，然后液氮冷冻 5 min，迅速置于 37℃ 水浴锅中

水浴 5 min，最后冰浴 2 min。在超净台中向 EP 管中

加入 500 μL不含抗生素的 LB液体培养基，于 28℃，

230 rpm 摇床上过夜培养。8000 rpm 离心 1 min，弃

上清液，保留 100 μL 培养液，用枪头吹打混匀，均

匀涂在含卡那和利福平抗生素的 LB 固体培养基上，

28℃ 黑暗条件下倒置培养基直到有单克隆菌斑长

出。挑取单克隆菌斑于 2 mL 含卡那和利福平抗生素

LB 液体培养基的 EP 管中，于 28℃，230 rpm 的摇

床上培养过夜，以扩大培养。以菌液为模板进行 PCR
扩增，筛选阳性菌落，在 28℃、转速 230 rpm 培养

24 h，向菌液内加入终浓度为 50% 的甘油，置于

–80℃ 冰箱内。

1.5    突变体的筛选与鉴定

取低温储存携带 pCXUN 表达载体的农杆菌

EHA105 阳性转化体按上述条件进行活化培养，待
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OD 值达到期望值时，在无菌条件下利用活化的农杆

菌液浸染 Oryza sativa L. japonica cv. Kitaake 水稻幼

胚组织，并在含卡那和利福平抗生素 MS 固体培养

基上培养 2 个月左右，将所获再生幼苗在光照生长

箱进行适应性培养一个星期，然后移栽到草炭土中

在温室培育 3 个半月，收获 T0 代转基因水稻种子。

将所获的 T0 代转基因水稻种子在田间土壤进行栽

培，对所有株系取相同位置叶片提取基因组 DNA
(EasyPure® Plant Genomic DNA Kit 试剂盒) 。通过特

异性引物：F：5′-ATGGCCGTCGTCTCCGAGAGC-
3′和 R：5′-CAGCATAGCCTTCTGCCTTGAC-3′，进

行 PCR 检测分析，利用凝胶电泳回收纯化 PCR 扩增

产物片段，用于测序。将测序得到的结果与原始序

列通过 DNAMAN 进行序列比对，确定阳性转化材

料，筛选出目标基因位点突变或缺失的水稻株系

Cas2和 Cas7用于后续实验。

1.6    试验材料准备

将野生型和 T1 代突变体水稻种子 Ca s 2 和

Cas7 在盛水的玻璃培养皿 (直径 9 cm) 中 30℃ 黑暗

条件下发芽 3～4 天，每天更换玻璃培养皿中的水，

待种子发芽后将其转移到温室含有支撑网 (网孔面积

为 1 mm2) 的塑料盆中水培 1 周。选择长势均一的小

苗，移栽到装有草炭土盆中，在网室自然光照下培

养 4 个星期，对突变体和野生型水稻进行表型观测

与取样用于相关的生理测试分析。

1.7    生物量测定与根系扫描

用自来水将水稻冲洗干净，并用吸水纸吸干水

分。用直尺测量野生型与突变体水稻的高度 (3 个生

物学重复)，用天平称重。用根系扫描仪 (EPSONLA，

UK) 对水稻根部进行扫描，用WINRHIZO Pro software
of 2004c version (WINRHIZO，Regent，Co. Canada)
进行数据分析。

1.8    生理指标测定

1.8.1  根系活力测定　标准曲线制作：取 0.25 mL
0.4% 的 TTC 溶液加入到 10 mL 试管中，加入少量次

硫酸钠粉末，混合均匀后会有红色的甲腙产生。用

乙酸乙酯定容至刻度并摇匀。取上述溶液 0.25、
0.5、1、1.5 和 2 mL 分别加入 10 mL 容量瓶中并用

乙酸乙酯定容，以空白作为参照，测定 485 nm 下的

吸光度，制作标准曲线。

取野生型和突变体水稻根尖样品，剪碎，称取

根尖样品约 0.2 g，三次生物学重复，分别放入 50

mL 管中，加入 5 mL 0.4% 的 TTC 溶液和磷酸缓冲

液，将根尖浸没于上述溶液中，37℃ 黑暗条件下反

应 2～3 h，加入 2 mL 的 1 mol/L H2SO4 终止反应，

对照组先加 1 mol/L H2SO4，再加根尖。用镊子把根

尖取出，用吸水纸吸干水分，在研钵中与 2 mL 乙酸

乙酯一起进行研磨，将红色研磨液放入 10 mL 试管

中，用乙酸乙酯冲洗研钵，将冲洗液倒入试管中，

用乙酸乙酯定容至 10 mL，以空白作为参照，测定

485 nm 下的吸光度，制作标准曲线。根系活力计算

公式为：

根系活力 [mg/(g·h)] = C/(W × t)

式中：C 为标准曲线中查出的四氮唑还原量 (mg)；
W为样品质量；t为反应时间。

1.8.2  可溶性糖含量测定　标准曲线制作按照强晓晶

方法 [20]：取野生型和突变型水稻新鲜叶片，剪碎混

匀，称取 0.2 g 新鲜叶片，三次生物学重复，分别放

入 25 mL 试管中，加入 5～10 mL 蒸馏水，封口膜封

口，于沸水中提取 30 min (提取 2 次)，提取液过滤

到 25 mL 容量瓶中，用蒸馏水反复清洗并定容至刻

度。取 0.5 mL 样品液于 25 mL 试管中，首先加入

1.5 mL 蒸馏水，然后加入 0.5 mL 蒽酮乙酸乙酯和

5 mL 浓 H2SO4 充分混匀，放入沸水中保温 1 min，
自然冷却至室温，以空白作为对照，测定 630 nm 下

的吸光度。可溶性糖含量按以下公式计算：

可溶性糖含量（%）=（C×VT×N×100)/(W×VS×106)

式中：C 为从标准曲线中查得的糖量 (μg)；VT 为提

取液总体积 (mL)；N为稀释倍数；W为样品质量 (g)；
VS 为测定时取用提取液的体积 (mL)。
1.8.3  叶绿素含量测定　标准曲线制作按照强晓晶方

法[20]：取野生型和突变体水稻新鲜叶片，剪碎混匀，

称取 0.2 g 新鲜叶片，三次生物学重复，分别放入研

钵，加入少量石英砂和 80% 丙酮，研磨成匀浆，放

入 25 mL 试管，向试管中加入 10 mL 80% 丙酮，将

试管封口置于黑暗处直到叶片退为无色，期间不间

断摇动试管。将滤纸放于漏斗中，先用 80% 丙酮湿

润滤纸，再将提取液慢慢倒入漏斗并过滤到 25 mL
容量瓶中，用 80% 丙酮定容至 25 mL，摇匀。以

80% 丙酮作为对照，测定 470 nm、646 nm、663 nm
下的吸光度。叶绿素含量的计算公式：

叶绿素含量 (mg/g) = C × V × N/(W × 1000)[21]

式中：C 为色素含量   (mg /L )；V 为提取液体积

(mL)；N为稀释倍数；W为样品鲜重 (g)。
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2    结果与分析

2.1    载体构建与测序结果

图 1 所示，冰叶日中花 McPht 磷转运蛋白与水

稻 OsPht 磷转运蛋白氨基酸序列具有 75% 的高度同

源性。

OsPht 基因靶位点敲除序列如图 2 所示，靶点序

列长度为 20 bp，位于编码区+ 95 到+ 115 处。经

U3 启动子驱动 gRNA 引导的 pCXUN 表达载体转化

体浸染水稻幼胚组织后，获得具有抗生素抗性的水

稻幼苗共计 13 株。对 13 株水稻苗期叶片 DNA 提取

(提取试剂盒 EasyPure® Plant Genomic DNA Kit) 并进

行 PCR 检测 (所用引物如方法 1.5 所述)，检测结果

表明都有与目标基因一致的 DNA 片段。为了证实水

稻基因的敲除情况，将水稻幼苗 DNA 的 PCR 产物

纯化并测序，测序结果显示 13 株水稻幼苗中 7 株编

辑目标靶点展示出基因缺失或突变，这 7 株突变体

碱基的编辑情况可概括为两类：一类为目标编辑片

段 20 个碱基中后 6 个碱基缺失；另一类为目标编辑

片段 20个碱基中后 8个碱基缺失或突变。

图 3A 为株系 2 和 3 的 PCR 检测电泳图，在株

系 2 和 3 中，目标编辑片段 20 个碱基中后 6 个碱基

被缺失 (图 3B)，图 3C 和 3D 显示的分别是野生型植

株 PCR 产物测序峰图与突变体植株 2 和 3 的 PCR 产

物测序峰图，与野生型相比，突变体株系后 6 个碱

基 TACGTG缺失。

图 4A 为株系 7、10、11、12 和 9 的 PCR 检测

电泳图，株系 10、11 和 12 为目标编辑片段 20 个碱

 
图 1   氨基酸同源性比较

Fig. 1   Comparison of amino acids

 
图 2   OsPht 基因靶位点

Fig. 2   Diagram of OsPht gene target site
[注（Note）：ATG 为起始密码子; CGG 为 PAM 序列; CGG 为
PAM 序列 ;  白色部分表示外显子，黑色为内含子   ATG   i s
translation site; CGG is PAM motif；The white boxes indicate
extron，and the black boxes indicate intron.]
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基中后 8 个碱基被完全敲除，株系 7 和 9 为后 8 个

碱基发生缺失和突变 (图 4B)，其中碱基突变主要发

生在 G 与 T 之间。与野生型相比，株系 10、11 和

12 的 PCR 测序峰图显示后 8 个碱基 TGTACGTG 完

全缺失 (图 4C 和 D)；图 4E 所示，突变体 7 与野生

型株系相比，倒数第 7 和 8 位碱基由 TG 变为 GT；

图 4F 所示，突变体 9 与野生型株系相比，倒数第

7 位碱基不变，倒数第 8 位碱基由 T 变为 G。统计分

析表明水稻株系总突变率为 53.8%，后 6 个碱基成功

敲除的株系占总突变株系的 28.6%，后 8 个碱基成功

敲除的株系占突变株系的 42.9%，GT 碱基突变株系

占 28.6%，证明 CRISPR/Cas9 基因编辑系统对水稻

磷转运蛋白基因的敲除具有较高的编辑效率。通过

DNAMAN 对突变体氨基酸进行分析发现，后 6 个碱

基缺失的突变体 2 和 3 其氨基酸序列与野生型株系

相比，仅中间缺失 2 个氨基酸；而后 8 个碱基成功

敲除的突变体 10、11 和 12 其氨基酸序列中共有

14 个终止密码子，第一个终止密码子位于第 60 个氨

基酸；GT 碱基突变体 7 中第 37 个氨基酸由 V 变为

L;T碱基突变体 9，氨基酸序列不变 (图 5)。

2.2    生物量测定和根系扫描结果

野生型和 T1 代突变体水稻表型如图 6 所示，水

稻生物量和根系扫描如图 7 所示。突变体 Cas-2 和

Cas-7 与野生型水稻相比，鲜重分别减少 0.01 g 和

0.02 g，经方差分析差异显著 (图 7A)；株高分别为野

生型水稻的 0.85 和 0.62 倍 (图 7B)，差异极显著。水

稻对营养元素的吸收主要通过根系进行，因此根系

结构的变化可以间接反映植物对营养元素的吸收状

况。突变体的总根长、总投影面积、总表面积和侧

根数均高于野生型水稻。与野生型水稻相比，突变

体 Cas-2 和 Cas-7 总根长分别增加了 35.79 cm 和

20.69 cm，差异极显著 (图 7C)；总投影面积分别增

加 2.07 cm2 和 1.98 cm2 (图 7D)，Cas-2 与野生型相比

差异极显著；总表面积分别是野生型水稻的 1.14 和

0.95 倍 (图 7E)，Cas-2 与野生型相比差异极显著；侧

根数高于野生型水稻 (图 7F)，差异极显著。

2.3    生理指标测定

植物吸收土壤中的营养元素主要通过根系进

行，植物生长情况、体内营养状况及其产量都可以

通过根系生长情况及活力水平反映出来。突变体水

 
图 3   PCR 检测电泳图及测序结果

Fig. 3   PCR product analysis of electrophoresis and sequencing results
[注 （Note）：A— 突变体植株与野生型植株 PCR 电泳图; B— 野生型与突变体株系核苷酸序列对比图; C— 野生型株系目标基因靶点测

序峰图; D— 突变体株系 2 和 3 目标基因靶点测序峰图; B 图中下划线为设计的基因编辑片段, 红色为实际测序敲除碱基; C 图中红框标记

的是缺失或替换的碱基。 A— PCR electrophoresis detection of wild type and mutants; B— Nucleotide sequence comparison of target gene site
from wild type and mutants; C— Sequencing peak map of target gene site from wild type plants; D— Sequencing peak map of target gene site
from mutant plants 2 and 3; Underlines in Fig. B represent the designed nucleotide sequences for gene editing fragment，red colors mean the
actual bases deletion by sequencing; The red boxes in the Fig.C indicate the deleted or substituted bases.]
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稻 Ca s - 2 和 Ca s - 7 的根系活力分别是野生型的

0.63 和 0.42 倍 (图 8A)，差异显著；可溶性糖含量分

别是野生型的 1.29 和 0.83 倍 (图 8B)，Cas-2 与野生

相比差异极显著；叶绿素含量是野生型水稻的

1.01和 0.95倍 (图 8C)，差异不显著。

3    讨论与结论

早在 1987 年科学家就首次在 E.coli 碱性磷酸酶

基因附近发现了短的回文重复序列，直到 2002 年将

其命名为 CRISPR/Cas9。最近几年，CRISPR/Cas9技

术才逐渐趋成熟并被广泛应用 [ 22 ]。在 2013 年 8 月

8 日，该技术在植物基因编辑中首次取得了巨大突

破，Nature Biotechnology 实验室成功对重要作物水

稻、小麦以及模式植物拟南芥和本生烟的基因组进

行定点编辑，主要包括多个基因定点敲除及插入，

这说明了 CRISPR/Cas9 技术在植物基因组中可以完

成定点编辑[23–25]。CRISPR/Cas9 技术已经被成功应用

于许多植物、动物和微生物中。在本研究中，我们

 
图 4   株系 7、10、11、12 和 9 的 PCR 检测电泳图及测序结果

Fig. 4   PCR product analysis of electrophoresis and sequencing results for plants of 7, 10, 11, 12 and 9
[注 （Note）：A— 突变体植株与野生型植株 PCR 电泳图; B— 突变体植株与野生型株系核苷酸序列对比; C— 野生型株系目标基因靶点

测序峰图; D— 突变体株系 10、11 和 12 目标基因靶点测序峰图; E— 突变体株系 7 目标基因靶点测序峰图; F— 突变体株系 9 目标基因靶

点测序峰图; B 图中下划线为设计的基因编辑片段，红色为实际测序缺失碱基，绿色为突变碱基; C 图红框指示突变体株系 10、11、12 与
野生型相比敲除碱基; 图 E, F 中绿框代表突变株系 7 和 9 与野生型相比突变碱基。 A— PCR electrophoresis map of wild tape and Mutants;
B— Nucleotide sequence comparison of target gene site from wild type and mutants; C— Sequencing peak map of target gene site from wild
type; D— Sequencing peak map of target gene site from mutant 10, 11 and 12; E— Sequencing peak map of target gene site from mutant 7; F—
Sequencing peak map of target gene site from mutant 9; Underlines in Fig. B represent the designed nucleotide sequences for gene editing
fragment, red colors mean the actual base deletion by sequencing, green color is a mutated base; Red boxes in Fig. C indicate the deleted bases in
the mutants of 10, 11 and 12 relative to wild type; The green boxes in Fig. E and Fig. F indicate the mutated bases in mutant plants of 7 and 9.]
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利用 CRISPR/Cas9 技术对水稻磷转运蛋白基因组进

行定点编辑，将其基因进行了定点敲除或突变，通

过 PCR 及测序证实水稻基因 OsPht 被成功编辑；

OsPht 目标基因靶点编辑引发的突变的特异性与效率

差异表明 CRISPR/Cas9 系统的编辑效率可能受

多种因素影响，主要包括基因靶位点的特异性、

sgRNA 序列、用于 Cas9 和 sgRNA 表达的启动子及

T-DNA 插入位点[26]。有研究表明不同植物物种利用

CRISPR/Cas9技术的敲除效率不相同，在拟南芥中的

敲除率最低，在水稻中的编辑效率最高[27–28]。Li 等[29]

利用 CRISPR/Cas9 技术对水稻基因组进行编辑，结

果表明水稻的基因组编辑效率很高，而且突变主要

发生在 G 至 A 的改变，但也有 G 至 C 或 G 至 T 的

改变。这与本研究结果相一致，水稻 OsPht 基因编

 
图 5   CRISPR/Cas9 对 OsPP1 基因编辑后蛋白序列比对结果

Fig. 5   Multiple alignments of OsPP1 protein between wild type and mutants
[注 （Note）：X—终止密码子 Stop codon.]

 
图 6   野生型和突变体水稻表型

Fig. 6   Phenotypes of the wild type and mutant rice
[注 （Note）：WT—野生型Wild type; Cas-2 and Cas-7代表两株

突变体 Cas-2 and Cas-7 represent mutants.]
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辑效率较高，占水稻株系总突变率为 53.8%，后 6 个

碱基成功敲除的株系占总突变株系的 28.6%，后 8 个

碱基成功敲除的株系占突变株系的 42.9%，GT 碱基

突变株系占突变株系的 28 . 6%。高清松对水稻

OsABC1K3 突变体研究发现，OsABC1K3 突变体的株

高和叶绿素含量低于野生型[30]；辛伟杰对 OsPT2 和

OsPT6 的突变体水稻进行研究发现，突变体水稻的

生物量低于野生型，根长、总表面积和总体积等高

于野生型 [ 3 1 ]，与我们的结果相一致，突变体水稻

Cas-2 和 Cas-7 的鲜重和株高均小于野生型，根长、

表面积、投影面积和侧根数高于野生型，Cas-7 的叶

绿素含量小于野生型。有研究表明根是植物吸收营

养的主要器官，根系的生长和活力直接影响植物地

上部的生长情况[21]，与我们的结果相符，野生型水稻

地上部生长优于突变体，根系活力显著高于突变体。

尽管我们没有测试植株体内磷素吸收量 (由于干重量

不足无法满足测试需求)，但突变体株系生物量的显

著减少，无疑会影响水稻 OsPht 基因碱基缺失突变

体对磷素的吸收。Anna 等发现正常处理下，突变体

522DK和 527DK中葡萄糖及果糖含量高于野生型[32]，

我们的研究同样发现 Cas-2 中可溶性糖含量高于野

生型。

CRISPR/Cas9 基因编辑系统的问世给基因组定

向编辑的研究带来突破性的技术创新，特别是对基

 
图 7   生物量和根系扫描

Fig. 7   Biomass and roots scanning

 
图 8   水稻生理指标

Fig. 8   Physiological index of rice
[注 （Note）：WT—野生型Wild type; Cas-2 and Cas-7代表两株突变体 Cas-2 and Cas-7 represent mutants.]
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因功能的研究有广阔的应用前景，使农作物水稻、

小麦在性状改良与分子育种方面朝着对人类有益的

方向发展[23]。水稻作为模式植物，具有基因组简单、

结实率高和遗传操作简单等优点，被作为研究的首

选植物。本研究对水稻磷转运蛋白 OsPht 基因的成

功编辑获得的突变体测试结果表明，CRISPR/Cas9
作为基因编辑的工具可以成功应用到植物养分转运

蛋白基因的编辑修饰，以科学有效地解释植物养分

蛋白基因对养分转运的分子调控机理。同时，利用

所获得的养分转运蛋白基因碱基缺失或突变的水稻

突变体，将外源磷转运蛋白基因如冰叶日中花

McPht 磷转运蛋白基因转入突变体中，获得磷转运

蛋白回复株系材料，以进一步科学验证 McPht 基因

的生理生化功能。本研究表明，基于 CRISPR/Cas9
所介导的基因编辑技术在植物养分分子调控机理的

研究与应用中具有重要的科学意义。
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