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摘要: 以粳稻品种‘日本晴’(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’)为转基因受体ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对抗

稻瘟病基因 Ｐｉｔａ 的第 ６ 至第 ２５ 位碱基进行定点编辑ꎬ对突变体进行鉴定ꎬ筛选出不含 Ｔ－ＤＮＡ 区的纯合突变体ꎬ并
对该基因纯合突变体的稻瘟病抗性及 ６ 个稻瘟病病程相关基因的表达水平进行分析ꎮ 结果表明:在获得的 ８ 株 Ｔ０

代阳性转基因植株中ꎬ有 ７ 株为突变体植株ꎬ包括 １ 株杂合体和 ６ 株纯合体ꎬ突变率和纯合突变率分别为 ８７.５％和

８５.７％ꎬ突变类型包括碱基置换、碱基插入和碱基缺失ꎮ 通过 ＰＣＲ 检测获得 ４２ 株 Ｔ１代 Ｔ－ＤＮＡ 阴性植株ꎬ全部为纯

合突变体ꎮ 纯合突变体的稻瘟病抗性分析结果表明:接种稻瘟病菌小种 ＣＨ１９９(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎ ＣＨ１９９)
后ꎬＰｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株叶片病斑面积明显大于野生型‘日本晴’ꎬ平均病级为 ４.１±０.２ꎬ极显著

(Ｐ<０.０１)高于野生型‘日本晴’(３.０±０.２)ꎮ 此外ꎬ与野生型‘日本晴’相比ꎬＶ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株 ＰＲ２ 和 ＰＲ１ｂ 基

因的相对表达量在接种稻瘟病菌小种 ＣＨ１９９ １２ ｈ 时较低ꎬ其 ＰＲ２、ＰＲ１ｂ、ＰＲ３ 和 Ｅ２Ｆ 基因的相对表达量在接种稻

瘟病菌小种 ＣＨ１９９ ２４ ｈ 时也较低ꎮ 研究结果显示:利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对水稻 Ｐｉｔａ 基因进行定点编辑能够获

得稳定遗传且更易感病的纯合突变体材料ꎬ这些材料可用于水稻抗性品种选育和品质改良ꎬ在一定程度上加速水

稻定向分子育种的进程ꎮ
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ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｍ ａｒｅ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｎｔｓ. Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ
ｏｆ ｂｌａｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｎｔｓ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎ ＣＨ１９９ꎬ
ｌｅａｆ ｓｐｏｔ ａｒｅａ ｏｆ Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｖ１￣３８￣５ ｉｓ ｅｖｉｄｅｎｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ
ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｇｒａｄｅ ｉｓ ４.１±０.２ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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(Ｐ<０.０１) ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ (３.０±０.２). Ｂｅｓｉｄｅｓꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ
ｏｆ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ꎬ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＲ２ ａｎｄ ＰＲ１ｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖ１￣３８￣５ ａｒｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｗｈｅｎ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ Ｍ. ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎ ＣＨ１９９ ｆｏｒ １２ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ＰＲ２ꎬ ＰＲ１ｂꎬ ＰＲ３ꎬ ａｎｄ
Ｅ２Ｆ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ａｌｓｏ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌｏｗ ｗｈｅｎ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ Ｍ. ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎ ＣＨ１９９ ｆｏｒ ２４ ｈ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｆｉｘｅｄ￣ｐｏｉｎｔ ｅｄｉｔｉｎｇ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｏ. ｓａｔｉｖａ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃａｎ ｏｂｔａｉｎ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｎｔ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｅ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｔｏ ｄｉｓｅａｓｅｓꎬ ｔｈｅｓｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｖａｒｉｅｔｙ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｏ. ｓａｔｉｖａꎬ ａｎｄ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ Ｏ. ｓａｔｉｖａ ｔｏ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｅｘｔｅｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.ꎻ ｂｌａｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ Ｐｉｔａꎻ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇꎻ
ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｎｔ

　 　 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌｉｎｎ.)的稻瘟病是由稻瘟病菌

(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ)引起的一种真菌性病害[１]ꎮ 目

前ꎬ研究人员已经鉴定出约 １００ 个抗稻瘟病基因ꎬ定
位于除 ３ 号染色体外的其他 １１ 条染色体上[２]ꎬ并成

功克隆出 Ｐｉｂ、Ｐｉｔａ、Ｐｂ１、Ｐｉ９、Ｐｉ２、Ｐｉｚｔ 和 Ｐｉｄ２ 等 ２７
个抗稻瘟病基因[３－４]ꎮ Ｐｉｔａ 基因是继 Ｐｉｂ 基因之后第

２ 个被克隆出来的抗稻瘟病基因ꎬ其表达产物与稻瘟

病菌的无毒基因 ＡＶＲ－Ｐｉｔａ 的表达产物相互作用ꎬ激
活抗病防御基因表达ꎬ从而抑制水稻稻瘟病发生[５]ꎮ
Ｐｉｔａ 基因是一个包含 ２ 个外显子和 １ 个内含子的单

拷贝显性基因ꎬ定位于水稻 １２ 号染色体近着丝点的

区域[６]ꎻＰｉｔａ 基因编码 ＮＢＳ－ＬＲＲ 类蛋白ꎬ其功能受

到氨基酸位点的控制ꎬ当第 ９１８ 位氨基酸由丙氨酸突

变为丝氨酸时ꎬ该基因功能丧失[６]ꎮ 此外ꎬ不同水稻

个体的 Ｐｉｔａ 基因存在大量的单核苷酸多态性位点ꎬ
导致水稻对稻瘟病菌的抗性存在个体间差异[７－８]ꎮ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 是一种基因编辑系统ꎬ能够为农作

物遗传改良提供高效、快速的遗传操作工具[９]ꎬ已应

用于多种模式植物和农作物的基因敲除[１０－１４]ꎮ 杨海

河等[１５] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对粳稻品种 ‘日本

晴’(Ｏ. ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’)的 ｐｉ２１
基因进行编辑ꎬ从 Ｔ１代转基因株系中筛选获得 ｐｉ２１
纯合突变体ꎻ韩娇等[１６] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对水

稻 Ｐｈｔ３ 亚家族磷转运蛋白基因 ＯｓＰｈｔ 进行编辑ꎬ成
功获得目标基因碱基缺失突变体ꎻ黄忠明等[１７] 利用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对粳稻温敏不育基因 ＴＭＳ５ 进行

编辑ꎬ获得 ｔｍｓ５ 突变体ꎻ白建江等[１８] 利用 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 技术对水稻 ２ 号染色体上的淀粉分支酶基因

ＳＢＥ３ 进行编辑ꎬ获得高抗性淀粉纯合突变体ꎮ Ｐｉｔａ
基因为稻瘟病抗性基因ꎬ对 Ｐｉｔａ 基因进行研究有利

于研究者对水稻抗稻瘟病机制的了解ꎬ然而ꎬ目前尚

未见利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术编辑水稻抗稻瘟病基因

Ｐｉｔａ 的研究报道ꎮ
鉴于此ꎬ本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对粳稻

品种‘日本晴’Ｐｉｔａ 基因的第 ６ 至第 ２５ 位碱基进行定

点编辑ꎬ对突变体进行鉴定ꎬ筛选出不含 Ｔ－ＤＮＡ 区

的纯合突变体ꎬ并对该基因纯合突变体的稻瘟病抗性

及 ６ 个稻瘟病病程相关基因的表达水平进行分析ꎬ以
期明确 Ｐｉｔａ 基因在水稻抵御稻瘟病中的作用ꎬ为水

稻良种选育及品质改良提供材料ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

本研究以稻瘟病感病品种‘日本晴’为转基因受

体材料ꎻ供试的粳稻品种 ‘日本晴’ 和籼稻品种

‘９３１１’(Ｏ. ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｉｎｄｉｃａ ‘９３１１’)均由南京大

学生命科学学院田大成教授馈赠ꎮ 实验使用的真核

表达载体 ｐＧＲＥＢ３１ 购自美国 Ａｄｄｇｅｎｅ 公司ꎻ大肠杆

菌 ＤＨ５α 购自宝日医生物技术(北京)有限公司ꎬ农
杆菌 ＬＢＡ４４０４ 为本实验室保存的菌株ꎻ稻瘟病菌小

种 ＣＨ１９９(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎ ＣＨ１９９)由中国科

学院上海生命科学研究院植物生理生态研究所何祖

华教授提供ꎮ 实验涉及的所有引物均由南京金斯瑞

生物科技有限公司合成ꎮ
１.２　 实验方法

１.２.１　 Ｐｉｔａ 基因靶位点设计　 利用 ＣＲＩＳＰＲ－Ｐ 在线

工具 ( ｈｔｔｐ:∥ｃｒｉｓｐｒ. ｈｚａｕ. ｅｄｕ. ｃｎ / ｃｇｉ － ｂｉｎ / ＣＲＩＳＰＲ２ /
ＳＣＯＲＥ)设计 Ｐｉｔａ 基因的靶位点[１９－２１]ꎬ选择评分较高

且位于 Ｐｉｔａ 基因 ５′端的第 ６ 至第 ２５ 位碱基序列

(５′－ＧＣＣＧＧＣＧＧＴＣＡＧＴＧＣＡＴＣＧＣ－３′)作为靶位点ꎮ
根据 Ｃａｓ－ＯＦＦｉｎｄｅｒ 和 ＢＬＡＳＴ 分析结果确认不存在脱

靶效应ꎮ
１.２.２　 ｐＴＧＥ１ 表达载体的构建　 利用 ＣＲＩＳＰＲ－Ｐ 在

２
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线工具设计 Ｐｉｔａ 基因的 ｇＲＮＡ 序列 ( ｇ１１Ｓ 序列为

５′－ＧＧＣＡＧＣＣＧＧＣＧＧＴＣＡＧＴＧＣＡＴＣＧＣ－３′ꎬｇ１１ＡＳ 序

列为 ５′－ＡＡＡＣＧＣＧＡＴＧＣＡＣＴＧＡＣＣＧＣＣＧＧＣ －３′)ꎻ将
合成的 ｇ１１Ｓ 和 ｇ１１ＡＳ 等量混合ꎬ制备双链接头ꎻ与经

过 ＢｓａⅠ酶切的 ｐＧＲＥＢ３１ 载体连接ꎬ获得 ｐＴＧＥ１ 表

达载体(图 １)ꎮ

ＬＢ: Ｔ－ＤＮＡ 的左边界 Ｌｅｆｔ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｏｆ Ｔ￣ＤＮＡꎻ ＨＰＴⅡ: 潮霉素磷酸转
移酶基因 Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ Ｂ ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｇｅｎｅꎻ ＯｓＵ３:ｇＲＮＡ: ＯｓＵ３ 启
动子与引导 ＲＮＡ 的融合结构 Ｆｕｓｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＯｓＵ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｎｄ
ｇｕｉｄｅ ＲＮＡꎻ Ｃａｓ９: ＣＲＩＳＰＲ 相关蛋白核酸酶 ９ 基因 ＣＲＩＳＰＲ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｎｕｃｌｅａｓｅ ９ ｇｅｎｅꎻ ＲＢ: Ｔ－ＤＮＡ 的右边界 Ｒｉｇｈｔ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｏｆ Ｔ￣ＤＮＡ.

图 １　 Ｐｉｔａ 基因编辑载体 ｐＴＧＥ１ 的 Ｔ－ＤＮＡ 区
Ｆｉｇ. １　 Ｔ￣ＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ ｐＴＧＥ１

１.２.３　 Ｔ０代阳性转基因植株的获得与验证　 以野生

型‘日本晴’的成熟胚为外植体ꎬ将构建的 ｐＴＧＥ１ 表

达载体转化到农杆菌 ＬＢＡ４４０４ 中并进行侵染ꎬ采用

质量浓度 ５０ ｍｇＬ－１潮霉素进行筛选ꎬ获得再生组培

苗ꎬ炼苗后移栽到土壤中ꎬ置于温室内进行培养ꎬ培养

条件为昼温 ３０ ℃、夜温 ２８ ℃、空气相对湿度 ７０％、光
照度 ３０ ０００ ｌｘ、光照时间 １６ ｈｄ－１ꎮ

取移栽后存活再生苗的新鲜叶片ꎬ采用 ＣＴＡＢ
法[２２]提取总 ＤＮＡꎮ 以 Ｔ－ＤＮＡ 区域的 Ｃａｓ９ 基因序列

为模板设计 １ 对 ＰＣＲ 扩增引物进行阳性鉴定ꎮ 其

中ꎬ引物 Ｃａｓ９Ｓ 的序列为 ５′－ＴＧＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＡＴＡＡ
ＧＡＡＧＣ－３′ꎬ引物 Ｃａｓ９ＡＳ 的序列为 ５′－ＴＣＡＡＡＣＡＧＴ
ＧＴＣＡＧＧＧＴＣＡＧＣ－３′ꎮ 扩增条件:９５ ℃预变性４ ｍｉｎꎻ
９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０ ｓꎬ３５ 个

循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
１.２.４　 突变体鉴定　 设计 １ 对跨越靶位点的引物对

Ｔ０代阳性转基因植株的 Ｐｉｔａ 基因进行扩增ꎮ 其中ꎬ
引物 Ｐｉｔａ７８７ 的序列为 ５′－ＴＧＣＣＴＡＣＴＴＣＴＴＴＣＣＡＣＡＴ
ＣＡ－３′ꎬ引物 Ｐｉｔａ１９００ 的序列为 ５′－ＡＴＣＣＧＡＡＧＡＣＴＧ
ＡＴＧＣＴＧＡＴＧＴＴ － ３′ꎮ 将 扩 增 产 物 进 行 测 序ꎬ 用

Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ ４.５ 软件对测序结果进行序列比对ꎬ统计

突变类型和突变体类型ꎮ
１.２.５　 不含 Ｔ－ＤＮＡ 区的纯合突变体筛选 　 利用引

物 Ｐｉｔａ７８７ 和 Ｐｉｔａ１９００ 扩增 Ｐｉｔａ 基因编辑位点上、下
游的 ＤＮＡ 片段ꎬ对 Ｔ－ＤＮＡ 阴性植株进行 Ｐｉｔａ 基因

突变位点鉴定ꎮ 具体操作如下:播种 Ｔ０代纯合突变

体植株自交获得的 Ｔ１代种子ꎬ根据 ＰＣＲ 扩增结果确

定 Ｔ－ＤＮＡ 阴性植株ꎬ从 Ｔ１代 Ｔ－ＤＮＡ 阴性植株各株

系材料中分别随机选择 ３ 株植株ꎬ对其 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ将扩增产物进行 ＴＡ 克隆ꎬ随机选取 ４ 个

单克隆进行测序ꎮ 若 ４ 个单克隆中 Ｐｉｔａ 基因编辑位

点的碱基突变完全一致ꎬ则判定为纯合突变体ꎮ 按照

上述方法对 Ｔ２代植株进行检测ꎬ确定 Ｐｉｔａ 基因编辑

材料是否稳定遗传ꎮ
１.２.６　 纯合突变体对稻瘟病的抗性分析　 将稻瘟病

菌小种 ＣＨ１９９ 进行活化培养ꎬ待培养至第 １２ 天时洗

脱并收集稻瘟病菌的孢子ꎬ调整至 １ ｍＬ 溶液中包含

２.５×１０５个孢子[２３]ꎬ用于样株的稻瘟病菌喷雾接种ꎮ
分别以抗稻瘟病的籼稻品种‘９３１１’和野生型‘日本

晴’为对照进行稻瘟病抗性分析ꎮ 取健康饱满的

‘９３１１’、野生型‘日本晴’和基因编辑材料 Ｖ１－３８－５
的 Ｔ２代植株种子进行萌发ꎬ发芽 ５ ｄ 后移栽到土壤

中ꎬ在同一盆中分区种植ꎬ每个区种植 １０ 株ꎻ移栽 ８ ｄ
后进行稻瘟病菌喷雾接种ꎬ接种稻瘟病菌 ５ ｄ 后对每

个区的样株分别进行病级调查及评定ꎬ最终计为样株

的平均病级[２４]ꎮ
１.２.７　 纯合突变体稻瘟病病程相关基因的相对表达

量分析　 分别在接种稻瘟病菌小种 ＣＨ１９９ 的 ０(未接

种)、１２ 和 ２４ ｈ 时采集基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２

代植株和野生型‘日本晴’植株的嫩叶ꎬ用 ＴＲＩｚｏｌ 试
剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)提取总 ＲＮＡꎬ并反转录成

ｃＤＮＡꎻ以 ＥＦ －２５７ 基因为内参基因[１５]ꎬ采用 ｑＲＴ －
ＰＣＲ 技术检测水稻稻瘟病菌病程相关基因 ＰＲ２ [２５]、
ＰＲ１ｂ[２６]、ＰＲ３ [２７]、ＰＤＲ (引物 Ｆ 的序列为５′－ＡＴＣＣ
ＡＣＴＣＡＣＣＧＣＡＡＧＴＡＡＣＡＧ － ３′ꎬ 引 物 Ｒ 的 序 列 为

５′－ＣＴＣＣＡＧＧＡＡＧＡＣＣＡＡＣＴＡＡＡＧＣＡ－３′)、ＰＢＺ１ [２８]

和 Ｅ２Ｆ[２９] 的表达水平ꎮ 采用 ２－ΔΔＣｔ法计算各基因的

相对表达量ꎮ
１.３　 数据统计分析

使用 ＳＰＳＳ １６.０ 统计分析软件对病级和各病程

相关基因的相对表达量进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 水稻 Ｐｉｔａ 基因突变体鉴定

利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对‘日本晴’的 Ｐｉｔａ 基因

进行编辑ꎬ利用农杆菌介导的水稻转化方法将 Ｐｉｔａ

３
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基因编辑载体 ｐＴＧＥ１ 转化到野生型‘日本晴’的成熟

胚中ꎬ经过潮霉素筛选及 ＰＣＲ 扩增ꎬ共获得 ８ 株 Ｔ０代

阳性转基因植株ꎮ
使用引物 Ｐｉｔａ７８７ 和 Ｐｉｔａ１９００ 对获得的 ８ 株 Ｔ０

代阳性转基因植株进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ测序和鉴定结果

(表 １)显示:有 ７ 株 Ｔ０代阳性转基因植株的 Ｐｉｔａ 基

因发生了突变ꎬ突变率为 ８７.５％ꎻ经鉴定ꎬ在这 ７ 株突

变体中ꎬ有 １ 株为杂合体ꎬ６ 株为纯合体ꎬ纯合突变率

为 ８５.７％ꎮ 突变类型包括碱基置换、碱基插入和碱基

缺失ꎮ

表 １　 粳稻品种‘日本晴’Ｐｉｔａ 基因突变体的测序和鉴定结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’

编号
Ｎｏ.

突变位置１)

Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｏｓｉｔｉｏｎ１)
突变情况
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ

突变类型
Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ

突变体类型
Ｍｕｔａｎｔ ｔｙｐｅ

Ｖ１－２６ ２１ｓｔꎬ２２ｎｄ ＡＴ 置换成 Ｇ ＡＴ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｔｏ Ｇ 碱基置换 Ｂａｓｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ 纯合体 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ
Ｖ１－２９ ２１ｓｔꎬ２２ｎｄ ＡＴ 置换成 Ｇ ＡＴ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｎｇ ｔｏ Ｇ 碱基置换 Ｂａｓｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ 纯合体 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ
Ｖ１－３５ ２０ｔｈꎬ２１ｓｔ Ｔ 插入 Ｔ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 碱基插入 Ｂａｓｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 纯合体 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ
Ｖ１－３８ ２０ｔｈꎬ２１ｓｔ Ｔ 插入 Ｔ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 碱基插入 Ｂａｓｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 纯合体 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ
Ｖ１－３９ ２０ｔｈꎬ２１ｓｔ Ｔ 插入 Ｔ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 碱基插入 Ｂａｓｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 纯合体 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ
Ｖ１－４７ ２０ｔｈꎬ２１ｓｔ Ｔ 插入 Ｔ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 碱基插入 Ｂａｓｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 纯合体 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ
Ｖ３－５５ ２０ｔｈꎬ２１ｓｔ ＣＡ 缺失 ＣＡ ｄｅｌｅｔｉｏｎ 碱基缺失 Ｂａｓｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ 杂合体 Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ

　 １)从起始密码子开始的碱基位置 Ｂａｓｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ.

２.２　 不含 Ｔ－ＤＮＡ 区的纯合突变体筛选

根据 ＰＣＲ 扩增结果共获得 ４２ 株 Ｔ１代 Ｔ－ＤＮＡ 阴

性植株(部分检测结果见图 ２)ꎬ经鉴定这 ４２ 株 Ｔ１ 代

Ｔ－ＤＮＡ 阴性植株全部为纯合突变体ꎮ 同样ꎬ从来源

于基因编辑材料 Ｔ１代 Ｖ１－３８－５ 自交的 Ｔ２代植株中ꎬ
随机选取 ８ 株进行 ＰＣＲ 扩增及测序分析ꎬ结果(图
３)显示这 ８ 株 Ｔ２ 代植株全部为纯合突变体ꎬ说明

Ｐｉｔａ 基因编辑材料遗传稳定ꎮ
２.３　 纯合突变体对稻瘟病的抗性分析

以抗稻瘟病籼稻品种‘９３１１’和野生型‘日本晴’
为对照ꎬ对 Ｐｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代(即
纯合突变体)进行稻瘟病菌小种 ＣＨ１９９ 接种ꎬ并对其

稻瘟病抗性进行分析ꎬ结果(图 ４)显示:接种稻瘟病

菌小种 ＣＨ１９９ 后ꎬ‘９３１１’的叶片没有出现病斑ꎬ平均

病级为 ０.０± ０.０ꎬ说明‘９３１１’未感病ꎻ野生型‘日本

晴’的叶片病斑面积较小ꎬ平均病级为 ３.０±０.２ꎬ表现

为轻度至中度感病ꎻＶ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株叶片病斑

面积较大ꎬ平均病级为 ４.１ ± ０. ２ꎬ表现为重度感病ꎮ
Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株的平均病级与野生型‘日本晴’
和‘９３１１’在统计学上存在极显著(Ｐ<０.０１)差异ꎬ说
明 Ｐｉｔａ 基因被编辑后 ‘日本晴’对稻瘟病菌的抗性

降低ꎮ
２.４　 纯合突变体稻瘟病病程相关基因的相对表达量

分析

　 　 ｑＲＴ－ＰＣＲ 分析结果(图 ５)表明:与未接种稻瘟

病菌(０ ｈ)时相比ꎬ基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植

Ｍ: ＤＮＡ 标记 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ １: 阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ２－１２ꎬ１４－２４: Ｔ－ＤＮＡ 阳性植株 Ｔ￣ＤＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓꎻ １３: Ｔ－ＤＮＡ 阴性植株 Ｔ￣ＤＮＡ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｌａｎｔ.

图 ２　 粳稻品种‘日本晴’Ｐｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ－ＤＮＡ 阴性植株的部分检测结果
Ｆｉｇ. ２　 Ｐａｒｔｉａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｔ￣ＤＮＡ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｖ１￣３８￣５ ｏｆ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’

４
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ＷＴ: 野生型 ‘日本晴’ Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ꎻ Ｖ１－３８－５: Ｐｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株 Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ
ｍａｔｅｒｉａｌ Ｖ１￣３８￣５. : 突变的碱基 Ｍｕｔａｎｔ ｂａｓｅ.

图 ３　 粳稻品种‘日本晴’Ｐｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株纯合突变体鉴定
Ｆｉｇ. ３　 Ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｎｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｖ１￣３８￣５ ｏｆ

Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’

９３１１: 籼稻品种‘９３１１’ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｉｎｄｉｃａ ‘９３１１’ꎻ ＷＴ: 野生型 ‘日本晴’ Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ꎻ Ｖ１－３８－５: Ｐｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１－
３８－５ 的 Ｔ２代植株 Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｖ１￣３８￣５.

图 ４　 接种稻瘟病菌小种 ＣＨ１９９ 后粳稻品种‘日本晴’Ｐｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株抗性分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｖ１￣３８￣５ ｏｆ Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ

‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎ ＣＨ１９９

: Ｐｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１ － ３８ － ５ 的 Ｔ２ 代植株 Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｖ１￣３８￣５ꎻ : 野生型‘日本晴’ Ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｏｆ
‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ .

图 ５　 接种稻瘟病菌小种 ＣＨ１９９ 后粳稻品种‘日本晴’Ｐｉｔａ 基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株病程相关基因的表达分析
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｔ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｐｉｔａ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｖ１￣３８￣５ ｏｆ

Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ ｓｕｂｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ ‘Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ’ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎ ＣＨ１９９

５
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株 ＰＲ２、ＰＲ１ｂ、ＰＲ３、ＰＤＲ、ＰＢＺ１和 Ｅ２Ｆ ６ 个稻瘟病病

程相关基因的相对表达量均在接种稻瘟病菌 １２ 和

２４ ｈ 时明显升高ꎻ野生型‘日本晴’ＰＲ２ 基因的相对

表达量在接种稻瘟病菌 ２４ ｈ 时明显升高ꎬ其 ＰＲ３ 和

Ｅ２Ｆ 基因的相对表达量在接种稻瘟病菌 １２ 和 ２４ ｈ
时也明显升高ꎬ而其 ＰＲ２ 基因的相对表达量在接种

稻瘟病菌 １２ ｈ 时明显降低ꎬ其 ＰＲ１ｂ、ＰＤＲ 和 ＰＢＺ１
基因的相对表达量在接种稻瘟病菌 １２ 和 ２４ ｈ 时也

明显降低ꎮ
比较发现ꎬ与野生型‘日本晴’相比ꎬ基因编辑材

料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株 ＰＲ２ 和 ＰＲ１ｂ 基因的相对表

达量在接种稻瘟病菌 １２ ｈ 时较低ꎬ其 ＰＲ２、ＰＲ１ｂ、
ＰＲ３ 和 Ｅ２Ｆ 基因的相对表达量在接种稻瘟病菌 ２４ ｈ
时也较低ꎮ

３　 讨论和结论

稻瘟病既是水稻易遭受的严重病害之一ꎬ也是限

制水稻高产和稳产的重要因子ꎮ Ｐｉｔａ 基因是水稻中

的单拷贝抗稻瘟病基因ꎬ因此ꎬ研究 Ｐｉｔａ 基因有助于

人们更好地了解稻瘟病的发生机制ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
技术可通过编辑目的基因改良农作物的农艺性状ꎬ利
用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术开发的遗传材料常存在多种突

变类型[３０]ꎬ可为植物育种研究提供丰富的遗传材料ꎮ
本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对水稻 Ｐｉｔａ 基因进行

了编辑ꎬ结果表明:Ｔ０代阳性转基因植株的 Ｐｉｔａ 基因

突变率达 ８７.５％ꎬ且 Ｔ０代的纯合突变率高达 ８５.７％ꎻ
突变类型包括碱基置换、碱基插入和碱基缺失ꎬ并且

这些突变可稳定遗传ꎮ
相关研究[５－６] 表明:Ｐｉｔａ 基因通过特异性识别

ＡＶＲ－Ｐｉｔａ 可产生超敏反应ꎬ激活抗病防御基因的表

达ꎬ并且 Ｐｉｔａ 基因第 ９１８ 位氨基酸的突变决定了该基

因对 ＡＶＲ－Ｐｉｔａ 的识别特异性ꎬ当该位点的丙氨酸被

丝氨酸取代后ꎬＰｉｔａ 基因与 ＡＶＲ－Ｐｉｔａ 的互作被削弱ꎬ
从而导致水稻感染稻瘟病ꎮ 本研究使用的转基因受

体材料为‘日本晴’ꎬ其 Ｐｉｔａ 基因的第 ９１８ 位为丝氨

酸ꎬ接种稻瘟病菌 ＩＣ１７ 后表现为重度感病[７]ꎬ接种稻

瘟病菌小种 ８１２７８ＺＢ１５ 和 ＧＵＹ１１ 后表现为抗病[３１]ꎬ
本研究接种稻瘟病菌小种 ＣＨ１９９ 后则表现为轻度至

中度感病ꎬ推测这可能是由于使用的稻瘟病菌小种不

同所致ꎮ 本研究中ꎬ ‘日本晴’ Ｐｉｔａ 基因编辑材料

Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株表现为重度感病ꎬ这可能是因

为 Ｐｉｔａ 基因的 Ｎ 端发生了碱基非 ３ 整数倍的替代、
插入或缺失ꎬ致使该基因的编码框提前终止ꎬ从而导

致植株丧失抗稻瘟病菌的能力ꎮ 另外ꎬ‘日本晴’Ｐｉｔａ
基因编辑材料 Ｖ１－３８－５ 的 Ｔ２代植株各病程相关基因

的相对表达量总体上明显低于野生型‘日本晴’ꎬ说
明水稻 Ｐｉｔａ 基因的突变可能影响病程相关基因对稻

瘟病菌的敏感性ꎬ导致植株抗病能力下降ꎬ更易感病ꎮ
综上所述ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对水稻 Ｐｉｔａ

基因进行定点编辑ꎬ能够获得稳定遗传且更易感病的

纯合突变体材料ꎬ这些材料为水稻抗性品种选育和品

质改良奠定了材料基础ꎬ从而在一定程度上加速水稻

定向分子育种的进程ꎮ
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