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　 　 摘要:　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术是近年来发展迅速的一项基因定点编辑技术ꎬ但对特定 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基

因编辑技术的编辑效率进行有效评估的方法仍十分匮乏ꎬ本研究的目的是建立一种准确、简便测定 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
基因编辑效率的方法ꎮ 在我们的方法中ꎬ将与种子专一表达启动子(２Ｓ３)连接的 ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白报告基因作为

选择基因ꎬ并以编码脂肪酸脱氢酶 ＦＡＤ２ 的基因为靶序列ꎻ然后对经 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 编辑的拟南芥种子进行脂肪酸

组分分析ꎬ根据其组分变化计算该方法的编辑效率ꎮ 结果显示ꎬ利用 ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白报告基因的种子专一表达特

性ꎬ可简便快速地筛选阳性的初级转化子和后代的无转基因突变子ꎻ而种子油脂分析法能快速、准确地鉴定

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 编辑的突变体ꎬ可以精确地检测出核酸长度小至单个碱基对的突变ꎬ用该方法获得的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
基因编辑效率(５４.５％~７４.１％)远高于基于聚丙烯酰氨凝胶电泳法获得的编辑效率(３.７％~ １５.４％)ꎮ 说明ꎬ该方法

检测 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率的高效性与可行性ꎮ
关键词:　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ 基因编辑ꎻ 突变体筛选ꎻ 脂肪酸组分分析
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ｇｅｎｅ ａｌｌｏｗｅｄ ｕｓ ｔｏ ｑｕｉｃｋｌｙ ａｎｄ ｅａｓｉｌｙ ｓｃｒｅｅｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｅ￣ｆｒｅｅ ｐｒｏｇｅｎｙ. Ｍｏｒｅｏ￣
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　 　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术在为基础研究和应

用研究创建新材料方面是一个非常有价值的工具ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的基因组编辑技术需要 Ｃａｓ９ 蛋

白ꎬ与目标 ＤＮＡ 序列互补的导向 ＲＮＡ(ｇＲＮＡ)以及

在目标序列中存在 ＮＧＧ 原间隔子相邻基序(ＰＡＭ)
位点[１￣２]ꎮ 简而言之ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的基因组

编辑利用 ２０ ｂｐ ｇＲＮＡꎬ通过碱基配对将 Ｃａｓ９ 核酸

酶导向靶位点ꎬＣａｓ９ 切割目标位点以产生双链断裂

(ＤＳＢ)ꎬ 然 后 在 ＤＮＡ 修 复 过 程 中 引 入 突 变ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术首先应用在人类与动物

细胞系中ꎬ随后被改造应用于植物(如拟南芥、烟
草、高粱、水稻、小麦、玉米等)基因组的定向编辑研

究中ꎬ已经开发了几种 ＣＲＩＳＰＲ 载体用于植物基因

组编辑[２￣９]ꎮ 已有研究结果表明ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介

导的基因组编辑技术可以成功地在植物物种中产生

各种遗传突变并获得了较高的诱导率和可稳定遗传

的基因编辑植株[１０￣１１]ꎮ
然而随着基因编辑模型数量的增加ꎬ如何快速、

高效地获得大量具有预期突变的阳性植株并对基因

突变进行检测ꎬ特别是进行高通量的筛选ꎬ制约了基

因编辑技术的发展ꎮ 同时ꎬ在商业化应用之前ꎬ对某

一特定的编辑载体进行评估有利于该载体的广泛推

广ꎮ 此外ꎬ在发掘新的 Ｃａｓ９ 蛋白的过程中也急需一

种评估其切割效率的方法ꎮ 因此ꎬ开发一种快速、高

效且经济的检测方法显得尤为重要[１２]ꎮ
目前已经报道了许多用于鉴定 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９

基因编辑突变体的方法ꎬ如聚合酶链反应(ＰＣＲ) /
限制酶(ＲＥ)检测法[１３]ꎬＴ７ 核酸内切酶Ⅰ(Ｔ７ＥⅠ)
检测法ꎬＳｕｒｖｅｙｏｒ 核酸酶检测法[１４]ꎬ基于高分辨率熔

解(ＨＲＭ)分析检测法[１５￣１７]ꎮ 但这些方法在实践中

往往存在耗时多、昂贵或误报率高的问题ꎮ 目前ꎬ广
泛采用的是基于聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＰＡＧＥ)的基

因分型检测法ꎬ该方法不依赖于异源双链体的形成ꎬ
并且能可靠地检测靶位点处的突变[１８]ꎬ既可用于鉴

定新突变ꎬ还可用作常规基因分型ꎮ 但是ꎬ该方法对

于检测碱基替换或者单个碱基对突变的灵敏度有

限ꎮ 因此ꎬ本研究提出了一种高效评估 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 编辑载体编辑效率的方法ꎬ该方法能在高效检

测突变体的情况下ꎬ对碱基替换和单个碱基的突变

有着更好的检测效果ꎬ并且在操作复杂度ꎬ准确度ꎬ
性价比方面均较现有方法有所提升ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体的构建

在 Ｗａｎｇ 等[１９] 报道的新型的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 编

辑载体的基础上ꎬ我们对其进行了改造ꎬ主要是靶基

因的选择和克隆ꎬ以及荧光蛋白报告基因的插入ꎮ
此过程中涉及的引物序列信息如表 １ 所示ꎮ

表 １　 引物序列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｓｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引　 物　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 序列 (５′→３′) 　 　 　 　 　 　 酶切位点

ＺＹＰ７￣ＦＡＤ２ ＣＲＩＳＰＲ Ｃａｓ９￣Ｆ０ ＴＧＴＣＧＣＡＣＧＧＣＡＣＡＣＧＣＴＴＴＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣ －

ＺＹＰ７￣ＦＡＤ２ ＣＲＩＳＰＲ Ｃａｓ９￣Ｒ０ ＡＡＣＧＴＴＴＧＴＣＣＴＣＧＧＧＴＧＧＣＣＣＣＡＡＴＣＴＣＴＴＡＧＴＣＧＡＣＴＣＴＣＴＡＣ －

ＺＹＰ７￣ＦＡＤ２ ＣＲＩＳＰＲ Ｃａｓ９￣ＢｓＦ ＡＴＡＴＡＴＧＧＴＣＴＣＧＡＴＴＧＴＣＧＣＡＣＧＧＣＡＣＡＣＧＣＴＴＴＧＧＴＴ Ｂｓａ Ｉ

ＺＹＰ７￣ＦＡＤ２ ＣＲＩＳＰＲ Ｃａｓ９￣ＢｓＲ ＡＴＴＡＴＴＧＧＴＣＴＣＧＡＡＡＣＧＴＴＴＧＴＣＣＴＣＧＧＧＴＧＧＣＣＣＣ Ｂｓａ Ｉ

ＺＹＰ１１￣Ａｔ２Ｓ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ￣ＦＰ ＴＴＴＣＡＧＡＴＴＡＡＧＣＴＧＧＣＡＣＡＡＣ －

ＺＹＰ１１￣Ａｔ２Ｓ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ￣ＲＰ ＡＧＡＣＧＡＧＧＡＡＧＡＧＣＴＴＧＴＴＡＧＣ －

ＺＹＰ１２￣ＢａｍＨ Ｉ￣ＥｃｏＲ Ｉ￣Ａｔ２Ｓ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ￣ＢａｍＨ Ｉ￣ＦＰ ＡＴＴＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＴＴＣＴＴＴＣＡＧＡＴＴＡＡＧＣＴＧＧＣ ＢａｍＨ Ｉꎬ ＥｃｏＲ Ｉ

ＺＹＰ１２￣ＢａｍＨ Ｉ￣ＥｃｏＲ Ｉ￣Ａｔ２Ｓ３ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ￣ＢａｍＨ Ｉ￣ＲＰ ＧＣＡＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＴＴＴＴＧＣＴＡＴＴＴＧＴＧ ＢａｍＨ Ｉ
斜体部分为保护碱基ꎬ下划线部分为酶切位点ꎮ

１.１.１　 克隆报告基因至 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 载体　 以拟

南芥基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ以 ＺＹＰ１１￣ＦＰ 和 ＺＹＰ１１￣
ＲＰ 为引物扩增种子特异性表达的 Ａｔ２Ｓ３ 基因启动

子ꎬ用来驱动 ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白基因ꎮ 利用引物
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ＺＹＰ１２￣ＦＰ 和 ＺＹＰ１２￣ＲＰ 将酶切位点 ＢａｍＨ Ｉ 和

ＥｃｏＲ Ｉ 克隆到 Ａｔ２Ｓ３ 片段两端ꎬ得到的 ＰＣＲ 产物为

ＢａｍＨ Ｉ￣ＥｃｏＲ Ｉ￣Ａｔ２Ｓ３￣ＢａｍＨ Ｉꎮ 用 ＢａｍＨ Ｉ 分别酶

切 ｐＦＧＣ￣３５Ｓ￣ｍＣｈｅｒｒｙ￣ＮＯＳ 和 ＢａｍＨ Ｉ￣ＥｃｏＲ Ｉ￣Ａｔ２Ｓ３￣
ＢａｍＨ Ｉꎬ连接 ２ 个酶切后片段获得表达载体 ｐＦＧＣ￣
Ａｔ２Ｓ３￣ｍＣｈｅｒｒｙ￣ＮＯＳꎮ 再 用 ＥｃｏＲ Ｉ 分 别 酶 切

ｐＨＥＥ４０１ 和 ｐＦＧＣ￣Ａｔ２Ｓ３￣ｍＣｈｅｒｒｙ￣ＮＯＳꎬ连接酶切后

得到的 ｐＨＥＥ４０１ 和 Ａｔ２Ｓ３￣ｍＣｈｅｒｒｙ￣ＮＯＳ 片段ꎬ获得

ｐＨＥＥ４０１￣Ａｔ２Ｓ３￣ｍＣｈｅｒｒｙ￣ＮＯＳ 质粒载体ꎮ
１.１.２　 ｓｇＲＮＡ 靶位点选择及引物设计 　 本研究以

脂肪酸去饱和酶基因 ＦＡＤ２ 为基础设计靶序列ꎬ运
用 ＣＲＩＳＰＲ 在线设计工具(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｅｎｏｍｅ. ａｒｉ￣
ｚｏｎａ.ｅｄｕ / ｃｒｉｓｐｒ / ＣＲＩＳＰＲｓｅａｒｃｈ. ｈｔｍｌ)筛选目标基因

的靶序列ꎮ 并对选择的靶序列作脱靶情况的分析

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｇｅｎｏｍｅ. ｎｅｔ / ｃａｓ￣ｏｆｆｉｎｄｅｒ / )ꎬ最终从拟

南芥 ＦＡＤ２ 基因中选取了 Ｇ＋Ｃ 含量较高、基因特异

性较强的 ２ 个关键片段 ＦＡＤ２￣１( Ｔａｒｇｅｔ１:５′￣ＴＣＧ￣
ＣＡＣＧＧＣＡＣＡＣＧＣＴＴＴＧ ￣３′)、 ＦＡＤ２￣２ ( Ｔａｒｇｅｔ２: ５′￣
ＧＴＴＴＧＴＣＣＴＣＧＧＧＴＧＧＣＣＣ ￣３′)作为靶序列ꎮ
１.１.３　 ｓｇＲＮＡ 表达盒的获取　 以 ｐＣＢＣ￣ＤＴ１Ｔ２ 载体

为模板进行四引物扩增ꎬＺＹＰ７ 用来克隆 ＦＡＤ２ 靶序

列[１２]ꎬ在 ｓｇＲＮＡ 片段两端分别克隆一个靶序列和

Ｂｓａ Ｉ 酶切位点序列ꎬ从而得到具有 ２ 个 ＦＡＤ２ 靶序

列的 ｓｇＲＮＡ 表达盒ꎬ进行琼脂糖电泳检测并割胶回

收目的片段ꎮ
１.１.４　 重组载体的构建　 将 ｓｇＲＮＡ 的 ＰＣＲ 产物和

ｐＨＥＥ４０１￣ Ａｔ２Ｓ３￣ｍＣｈｅｒｒｙ￣ＮＯＳ 载体分别用 Ｂｓａ Ｉ 酶切

后进行连接ꎬ成功构建重组载体ꎬ构建好的载体具有

２ 个 ｓｇＲＮＡ 表达盒和 １ 个 Ｃａｓ９ 蛋白基因ꎬ筛选标记

为潮霉素抗性基因和荧光蛋白基因 ｍＣｈｅｒｒｙ(图 １)ꎮ

ＲＢ、ＬＢ:Ｔ￣ＤＮＡ 左右边界ꎻＥＣ１.２ｐ:ＥＣ１.２ 基因的启动子ꎻｒｂｃＳ￣Ｅ９ｔ:ｒｂｃＳ Ｅ９ 基因的终止子ꎻ２￣ｓｇＲｓ:２ 个 ｓｇＲＮＡ 组成的表达组件ꎻｚＣａｓ９:玉米密

码子优化的 Ｃａｓ９ 蛋白基因ꎻＵ６￣２６ｐ 和 Ｕ６￣２９ｐ:２ 个拟南芥 Ｕ６ 基因的启动子ꎻＵ６￣２６ｔ:Ｕ６￣２６ 基因的终止子ꎻＡｔ２Ｓ３ｐ:拟南芥 ２Ｓ３ 基因的启动

子ꎻｍＣｈｅｒｒｙ:ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白基因ꎻＮＯＳｔ:ＮＯＳ 基因的终止子ꎻＨｙｇ:潮霉素抗性基因ꎮ
图 １　 用于快速检测 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑系统编辑效率的双元载体质粒图谱

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｂｉｎａｒｙ ｖｅｃｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｍａｐ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ

１.２　 农杆菌介导的浸花法转化拟南芥

以野生型拟南芥 ＷＴ(Ｃｏｌ￣０)为 Ｔ０代植株ꎬ使用

农杆菌介导的浸花法将构建好的编辑基因载体转化

至拟南芥[２０]ꎮ
１.３　 突变体筛选

１.３.１　 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳法 　 在靶序列

两端设计引物ꎬ使 ＰＣＲ 产物为包括靶序列在内约

２００ ｂｐ 的片段ꎬ提取 Ｔ１ 代阳性转基因植株叶片的

ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９４ ℃ 预

变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５９ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ ２５ 个

循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ最后 ４ ℃保温 １０ ｍｉｎꎮ 取

１.５ μｌ ＰＣＲ 产物用 ８％的非变性聚丙烯酰胺凝胶

(丙烯酰胺 ∶ 甲叉双丙烯酰胺＝ ２９ ∶ １ꎬ质量比)检

测[２１]ꎬ用 ２００ Ｖ 电压电泳 １􀆰 ５ ｈꎬ０􀆰 １％硝酸银溶液

染色ꎬ最后用扫描仪记录结果ꎮ
１.３.２　 拟南芥种子油脂分析法　 称取 ５ ｍｇ 拟南芥

种子放入 ２ ｍｌ 离心管中用组织研磨仪进行 ２ 次破

碎(６０ Ｈｚꎬ６０ ｓ)ꎮ 离心 １０ ｓ 后加入 ４００ μｌ １ ｍｇ / ｍｌ

１０３朱丽颖等:一种准确、简便测定 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率的方法



的十七烷酸甘油三酯(正己烷做溶剂)ꎬ上下摇匀后

再进行破碎(６０ Ｈｚꎬ６０ ｓ)ꎬ室温静置 １ ｈ 后１２ ０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎꎮ 吸取 ２００ μｌ 上清液转移到 １２ ｍｌ 玻璃

管中ꎬ氮吹浓缩至５０~１００ μｌꎮ 加入 ２ ｍｌ 含有 １％浓

硫酸的甲醇溶液ꎬ于 ８０ ℃恒温干式金属浴上反应 ２
ｈꎮ 反应结束后ꎬ立即将玻璃管置于冰中冷却ꎬ加入

２ ｍｌ ０􀆰 ９％ ＮａＣｌ(质量体积比)溶液和 ２ ｍｌ 正己烷ꎬ
拧紧管盖后涡旋混匀ꎬ３ ０００ ｇ 离心６~１０ ｍｉｎꎮ 吸取

上清液ꎬ转移到新的 １２ ｍｌ 玻璃管中ꎮ 在原玻璃管

中继续加入 ２ ｍｌ 正己烷再次萃取ꎬ合并 ２ 次获得的

上清液ꎮ 氮吹浓缩上清液体积至 ３００ μｌ 左右后ꎬ转
移到安捷伦顶空进样瓶的内插管中ꎬ继续氮吹至 ５０
μｌꎮ 然后用气相色谱仪进行检测[２２]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 拟南芥转基因阳性后代的筛选

将编辑基因载体转化到拟南芥获得 Ｔ１代种子

后ꎬ使用体式荧光显微镜筛选转基因阳性种子ꎬ筛选

结果如图 ２ 所示ꎮ 在蓝色激发光下显示红色荧光的

种子表示有 ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白报告基因转入ꎬ即为

阳性植株ꎮ

图 Ａ:Ｔ１代转基因种子在蓝光激发下的照片ꎻ图 Ｂ:Ｔ１代转基因种

子在明场中的照片ꎮ 其中ꎬ箭头指示在蓝光激发下能够显示红

色荧光的种子ꎬ即转基因阳性种子ꎮ
图 ２　 借助 ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白报告基因高效筛选拟南芥转基因

后代

Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍＣｈｅｒｒｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ

２.２　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率检测

２.２.１　 聚丙烯酰胺凝胶电泳法 　 利用聚丙烯酰胺

凝胶电泳法ꎬ对荧光筛选获得的转基因阳性植株进

行突变与否的鉴定ꎮ 聚丙烯酰胺凝胶电泳结果(图
３)显示ꎬ不具有野生型对照条带的为纯合突变植

株ꎬ既有突变条带又有野生型对照条带的为杂合突

变植株ꎬ只有野生型对照条带的则为未突变植株ꎮ

泳道 １、２、３、５、６、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２８ 为未突变株系ꎻ泳道 ４、２４、２９ 为检测到的基因组突变株系ꎮ Ｍ:
ＤＮＡ 分子标记ꎻＷＴ:野生型对照ꎮ

图 ３　 聚丙烯酰胺凝胶电泳图

Ｆｉｇ.３　 Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｍａｐ

　 　 对鉴定结果进行统计从而确定 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
系统的编辑效率ꎮ 如表 ２ 所示ꎬ４ 次试验的编辑效

率分别为 １５􀆰 ４％、９􀆰 １％、３􀆰 ７％、４􀆰 ０％ꎮ
２.２.２　 脂肪酸组分分析　 将 Ｔ１代对应的 Ｔ２代种子

分别进行脂肪酸组分分析ꎬ结果发现 ＦＡＤ２ 被编辑

后其中一个株系(图 ４Ｂ)与野生型(图 ４Ａ)相比油

酸(Ｃ１８ ∶ １)的相对含量明显增加ꎬ亚油酸(Ｃ１８ ∶
２)与亚麻酸(Ｃ１８ ∶ ３)的相对含量都明显减少ꎬ其中
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Ｃ１８ ∶ ２ 的相对含量降低了 ２６％ꎮ 一般野生型拟南

芥种子中 Ｃ１８ ∶ １ 含量大约 １７％ꎬ当Ｃ１８ ∶ １含量≥
３０％时判定 ＦＤＡ２ 位点突变ꎮ 我们对脂肪酸组分变

化达到判定突变标准的株系提取 ＤＮＡ 后进行了测

序ꎬ测序结果表明这些株系确实存在突变ꎮ

表 ２　 通过聚丙烯酰胺凝胶电泳法检测获得的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因

编辑效率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙａｃｒｙｌ￣
ａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

筛选试验 总植株数 突变体数 编辑效率(％)

１ ２６ ４ １５.４

２ ２２ ２ ９.１

３ ２７ １ ３.７

４ ２５ １ ４.０

　 　 统计分析得出 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率如

表 ３ 所示ꎬ ４ 次试验的编辑效率分别为 ５７􀆰 ７％、
５４􀆰 ５％、７４􀆰 １％、７２􀆰 ０％ꎮ

图 Ａ:野生型 ＷＴ 背景下脂肪酸甲酯气相色谱图ꎬ图 Ｂ:ＦＡＤ２ 脂

肪酸甲酯气相色谱图ꎮ 脂肪酸甲酯(ＦＡＭＥ)峰值 １:十六烷酸甲

酯(Ｃ１６ ∶ ０)ꎻ峰值 ２:十七烷酸甲酯(Ｃ１７ ∶ ０)ꎻ峰值 ３:硬脂酸甲

酯(Ｃ１８ ∶ ０)ꎻ峰值 ４:油酸甲酯(Ｃ１８ ∶ １)ꎻ峰值 ５:亚油酸甲酯

(Ｃ１８ ∶ ２)ꎻ峰值 ６:亚麻酸甲酯(Ｃ１８ ∶ ３)ꎻ峰值 ７:花生酸甲酯

(Ｃ２０ ∶ ０)ꎻ峰值 ８:二十碳烯酸甲酯(Ｃ２０ ∶ １)ꎮ
图 ４　 拟南芥脂肪酸甲酯的 ＧＣ 分析

Ｆｉｇ.４　 ＧＣ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｍｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒｓ

表 ３　 通过脂肪酸组分分析获得的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的编辑效率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

筛选试验 总植株数 突变体数 编辑效率(％)

１ ２６ １５ ５７.７

２ ２２ １２ ５４.５

３ ２７ ２０ ７４.１

４ ２５ １８ ７２.０

２.２.３　 聚丙烯酰胺凝胶电泳法与脂肪酸组分分析

法统计结果比较 　 通过对 Ｔ１代转基因阳性植株进

行分子鉴定ꎬ统计分析后得到 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编

辑效率为３.７％~１５􀆰 ４％ꎬ但对 Ｔ２代种子的脂肪酸组

分进 行 分 析ꎬ 通 过 脂 肪 酸 组 分 的 变 化 得 到 的

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 编辑效率为５４􀆰 ５％~７４􀆰 １％ꎮ 并且ꎬ以
其中一个株系为例ꎬ对其 Ｔ１代植株进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳检测并未检测出突变(图 ５Ａ)ꎬ通过对其

Ｔ２代种子的脂肪酸组分进行测定后分析发现ꎬ
Ｃ１８ ∶ １ 的含量由 １６％上升为 ４０％ꎬ与野生型相比增

加了 ２４ 个百分点ꎮ 对该株系的后代分离群体进行

测序ꎬ测序结果也表明该株系的 ＦＡＤ２ 基因确实存

在突变ꎬ且该突变为一个碱基的插入(图 ５Ｂ)ꎮ 比较

２ 种检测方法所得的结果ꎬ我们可以得知通过分析

脂肪酸组分变化来检测 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑突

变体的方法漏检率更低ꎬ结果更准确ꎬ方法更具优越

性ꎮ 该方法有效地克服了分子鉴定存在的缺陷ꎬ从
而能高效地检测 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术的编

辑效率ꎮ

３　 讨 论

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术是一种高效的基因

编辑技术ꎬ为基因功能研究和作物改良提供了突变

体[２３￣２５]ꎮ 本研究对 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率的

检测方法进行了优化ꎮ 将 ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白报告基

因作为选择基因ꎮ 根据脂肪酸脱氢酶 ＦＡＤ２ 在拟南

芥油脂合成中的作用ꎬ选择 ＦＡＤ２ 基因为靶序列ꎮ
将构建的载体使用农杆菌转化拟南芥ꎬ用荧光筛选

获得 Ｔ１代转基因阳性植株ꎬ对阳性植株分别采用聚

丙烯酰胺凝胶电泳法和 Ｔ２代的脂肪酸组分分析法

对编辑效率进行检测ꎬ结果表明通过脂肪酸组分分

析的方法可以快速、高效地对基因突变进行检测ꎬ特
别是高通量的筛选ꎮ 同时该方法可以对编辑载体进

３０３朱丽颖等:一种准确、简便测定 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率的方法



图 Ａ:聚丙烯酰胺凝胶电泳图ꎬ泳道 １、２、３ 为不同株系的 ＰＣＲ 产物ꎬＭ:ＤＮＡ 分子标记ꎬＷＴ:野生型对照ꎮ 图 Ｂ:ＦＡＤ２ 突变体测序结果图ꎮ
图 ５　 突变体聚丙烯酰胺凝胶电泳检测结果与测序检测结果比对

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

行评估ꎬ为载体的商业化应用提供理论基础ꎮ 此外ꎬ
该方法也可以为评估新的 Ｃａｓ９ 蛋白提供一个有效

的工具ꎮ
Ｗａｎｇ 等[１９] 报道了一种新型的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９

编辑载体ꎬ该载体中的 Ｃａｓ９ 蛋白基因由卵细胞特异

性表达的 ＥＣ１.２ 基因的启动子驱动ꎬ以此可以有效

地避免组成型过表达启动子常产生的嵌合型 Ｔ１代

突变体[２６]ꎮ 另外ꎬ该载体中 ２ 个串联的 ｓｇＲＮＡ 取代

了传统的单个 ｓｇＲＮＡꎬ从而可以同时对 ２ 个甚至多

个基因进行编辑ꎬ避免了传统的杂交方法获得多突

变体过程中的基因连锁和基因渗透现象ꎮ
本研究对该编辑载体进行了设计和改造ꎬ在标

记基因的选择上ꎬ用报告基因替代了常用的选择基

因ꎬ将种子特异性表达的 Ａｔ２Ｓ３ 基因启动子驱动的

ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光蛋白基因插入在 Ｃａｓ９ 蛋白基因之后ꎬ
可以高效筛选 Ｔ１代转基因阳性植株以及最终获得

非转基因的突变后代ꎮ 荧光蛋白报告基因的插入相

比于传统的筛选方法如抗生素筛选具有更高的优越

性ꎬ它可以克服抗生素筛选不足ꎬ比如基因编辑后造

成的植株致死或由于抗性较差而不能筛选到阳性植

株ꎮ 而且基于荧光信号筛选ꎬ突变体可以从大群体

中分离出来ꎬ这有助于节省时间和劳动力ꎮ 最后ꎬ前
人常使用组成型表达的 ３５ Ｓ 启动子来驱动荧光蛋

白的表达ꎬ但是往往由此造成荧光蛋白在植物体内

广泛表达而影响植物的生长发育ꎬ因此ꎬ我们在本研

究中选用了在种子中专一性表达的 Ａｔ２Ｓ３ 基因启动

子来驱动 ｍＣｈｅｒｒｙ 荧光基因ꎮ 在靶序列的选择上ꎬ
将以脂肪酸脱氢酶基因 ＦＡＤ２ 为基础设计的靶序列

插入载体ꎮ 在拟南芥ꎬ脂肪酸脱氢酶 ｆａｄ２ 是位于内

质网的油酸(Ｃ１８ ∶ １)去饱和酶ꎬ负责在油酸中引入

第二个双键形成亚油酸(Ｃ１８ ∶ ２) [２７]ꎮ 因此ꎬ突变

体 ｆａｄ２ 中 Ｃ１８ 不饱和脂肪酸的组成均较野生型有

极大的区别[２８]ꎮ 最后只要通过检测转基因阳性植

株中 Ｃ１８ 不饱和脂肪酸的组成ꎬ快速简便地筛选出

被编辑的植株ꎬ从而确定特定的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因

编辑技术的编辑效率ꎮ
我们对 Ｔ１代转基因阳性植株进行分子鉴定ꎬ鉴

定结果进行统计分析后得到的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因

编辑效率为３.７％~１５􀆰 ４％ꎮ 但对 Ｔ２代种子的脂肪酸

组分进行分析ꎬ通过脂肪酸组分的变化得到的

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率为５４.５％~ ７４􀆰 １％ꎮ 由

此我们发现ꎬ通过分析脂肪酸组分变化来检测

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑突变体的方法漏检率更低ꎬ
结果更准确ꎬ方法更具优越性ꎮ 该方法有效地克服

了分 子 鉴 定 存 在 的 缺 陷ꎬ 从 而 能 高 效 地 检 测

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术的编辑效率ꎮ
本研究对鉴定 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑突变体

的方法进行了改进ꎬ与其他方法相比ꎬ该方法既不受

可用的限制性内切酶酶切位点的限制ꎬ也不需要大

量的人力物力就可以进行高通量的筛选ꎻ而且该方

法有效地克服了分子鉴定存在的缺陷ꎬ能够有效地

筛选出被 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑后 １ 个或 ２ 个碱

基的缺失、插入或者替换的突变体ꎬ从而快速、准确、
高效地对 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑效率进行检测并

快速筛选突变体ꎮ
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