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　 　 摘要:　 高油酸能够显著提升大豆食用油的稳定性和食用价值ꎬ是大豆品质改良的育种目标之一ꎮ 为提高大

豆籽粒油酸含量ꎬ本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 多基因编辑技术ꎬ同时敲除负调控大豆油酸含量的 ２ 个关键基因 Ｇｍ￣
ＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂꎮ 采用农杆菌介导的大豆子叶节转化方法获得 ２０ 株 Ｔ０代阳性苗ꎬ但发生基因编辑的株系

只有 １１ 个ꎬ其中 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 发生突变的有 ７ 株ꎬＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 发生突变的有 １０ 株ꎬ这 ２ 个基因同时发生突变的有 ６
株ꎮ 经过加代纯合后ꎬ检测转基因株系(Ｔ３代)大豆籽粒的脂肪酸组分ꎬ发现油酸含量显著提升ꎬ最高达 ８１􀆰 ３８％ꎬ而
亚油酸含量则显著降低ꎬ获得了高油酸新种质ꎮ 本研究采取多基因敲除策略ꎬ成功突变大豆基因 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和

ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂꎬ并获得高油酸大豆突变体株系ꎬ为高油酸大豆育种提供了新的种质资源ꎮ
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　 　 大豆[Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌ.) Ｍｅｒｒｉｌｌ]源产地为中国ꎬ
已有５ ０００多年的种植历史ꎬ是中国重要的经济作物

和粮油作物ꎮ 大豆油脂的主要成分为脂肪酸ꎬ而大
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豆脂肪酸包括 ５ 种主要组分ꎬ分别为油酸 (Ｏｌｅｉｃ
ａｃｉｄꎬ ＯＡ)、硬脂酸(Ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄꎬ ＳＡ)、棕榈酸(Ｐａｌ￣
ｍｉｔｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＡ)、亚麻酸(Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＬＡ)和亚油

酸(Ｌｉｎｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬ ＬＯＡ)ꎬ而大豆油的品质主要取决

于脂肪酸组分及其配比[１]ꎮ 油酸是单不饱和脂肪

酸(只含有 １ 个 Ｃ＝Ｃ 结构)ꎬ抗氧化作用强ꎬ性质稳

定ꎬ增加大豆油酸含量对于提升大豆食用油的稳定

性和食用价值具有重要作用ꎮ 有研究结果表明ꎬ在
动物的脂类代谢过程中ꎬ油酸能够保证有益胆固醇

的稳定性从而降低有害胆固醇密度ꎬ在预防心血管

疾病发生方面发挥重要作用[２￣４]ꎬ同时油酸可以促进

高密度脂蛋白与低密度脂蛋白合理比例的形成ꎬ有
利于人体健康[５￣６]ꎮ 在加工过程中ꎬ由于高油酸植物

油脂中多不饱和脂肪酸含量已经处于较低水平ꎬ因
此不需要再进行多不饱和脂肪酸去除工序ꎬ有利于

人体健康[７]ꎮ 因此ꎬ提高大豆油脂中油酸的比例对

大豆品质改良具有重要意义ꎮ
油酸脱氢酶(ＦＡＤ)在大豆中存在 ２ 个非等位基

因ꎬ分别为 ＧｍＦＡＤ２￣１ 和 ＧｍＦＡＤ２￣２ꎮ 根据基因的稳

定性及磷酸化作用不同ꎬ大豆 ＧｍＦＡＤ２￣１ 基因又可以

分为 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ ２ 个基因ꎬ分别位

于 １０ 号染色体和 ２０ 号染色体ꎮ 一些研究结果表明ꎬ
ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 共同调控大豆油酸与亚

油酸的比例ꎬ调控大豆油脂中油酸和亚油酸的含

量[８￣１２]ꎬＬｉ 等[１２] 发现在酵母细胞中异源表达大豆

ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 基因后ꎬ在酵母中能够检测到亚油酸ꎬ且
含量显著提高ꎬ这意味着 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 可以调控亚油

酸的合成ꎮ 利用传统基因聚合育种技术ꎬＰｈａｍ 等[８￣９]

聚合 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 的优异等位变异位

点后ꎬ大豆油酸含量能够达到 ８０％以上ꎬ同时发现单

个基因突变ꎬ大豆的油酸含量也会显著提高ꎮ Ｈａｕｎ
等[１０] 利 用 转 录 激 活 因 子 效 应 物 核 酸 酶 技 术

(ＴＡＬＥＮｓ)靶向编辑大豆基因 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 Ｇｍ￣
ＦＡＤ２￣１Ｂꎬ同样获得了大豆油酸含量高达 ８０％以上的

转基因株系后代ꎮ 利用 ＲＮＡｉ 技术干扰 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ
和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 的表达ꎬ发现不论是干扰单个基因还

是干扰 ２ 个基因的表达ꎬ转基因后代中大豆油酸含量

都会显著提升ꎬ可达到２７.３８％~ ８１􀆰 ９０％ [１３￣１５]ꎮ 近年

来ꎬＤｏ 等[１１] 同时将 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ ２ 个

基因同时敲除ꎬ在阳性大豆株系后代中检测到油酸含

量超过 ８０％的高油酸大豆株系ꎬ而侯智红等[１６]发现ꎬ
大豆脂肪酸组分中油酸含量随着大豆 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 基

因被敲除而显著提升ꎮ 总体而言ꎬ上述 ２ 个关键基因

在大豆油酸代谢途径中发挥重要作用ꎬ是负调控大豆

油酸含量的 ２ 个主要基因ꎮ
本研究拟针对上述 ２ 个负调控大豆油酸含量基

因的 ＤＮＡ 序列设计靶标 ＲＮＡꎬ并获得基因敲除重

组载体ꎮ 利用农杆菌介导法转化大豆品种 Ｗｉｌｌｉａｍｓ
８２ꎬ对 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 进行编辑ꎬ创制油

酸含量高的大豆新材料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 遗传受体材料及基因编辑相关载体

以大豆品种 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 为遗传转化的受体ꎻ
ｐＧｍＵ３、ｐＧｍＵ６ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 质粒(ｐＳＣｍ)均由

南京农业大学喻德跃教授馈赠ꎮ
１.２　 靶标位点 ｇＲＮＡ 的设计

利用在线网站 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｐ ( ｈｔｔｐ: / / ｃｒｉｓｐｒ. ｈｚａｕ.
ｅｄｕ.ｃｎ / ＣＲＩＳＰＲ２ / )分别设计长度为 ２０ ｂｐ 的靶标位

点序列(ｇｕｉｄｅ ＲＮＡꎬｇＲＮＡ)ꎬ靶标的位置在 ＧｍＦＡＤ２￣
１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 的外显子区域ꎬ其引物分别为 Ｕ６￣
ＦＡＤ２￣１Ａ￣Ｆ / Ｕ６￣ＦＡＤ２￣１Ａ￣Ｒ 和 Ｕ６￣ＦＡＤ２￣１Ｂ￣Ｆ / Ｕ６￣
ＦＡＤ２￣１Ｂ￣Ｒ(表 １)ꎬ构建载体鉴定测序引物 Ｓｅｑ￣ｔｅｓｔ￣
Ｆ / Ｓｅｑ￣ｔｅｓｔ￣Ｒ 和 Ｂａｒ 基因筛选标记扩增引物 Ｂａｒ￣Ｆ /
Ｂａｒ￣Ｒ、ＦＡＤ２￣１Ａ＿ｔｅｓｔ￣Ｆ / ＦＡＤ２￣１Ａ＿ｔｅｓｔ￣Ｒ 和 ＦＡＤ２￣１Ｂ＿
ｔｅｓｔ￣Ｆ / ＦＡＤ２￣１Ｂ＿ｔｅｓｔ￣Ｒꎬ用来检测转基因株系中 Ｇｍ￣
ＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 突变位点(表 １)ꎮ
１.３　 转基因阳性苗的获得及后代鉴定

遗传转化受体为容易获得阳性苗后代的大豆品

种 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ꎻ利用农杆菌(ＥＨＡ１０５)介导的大豆

子叶节遗传转化法进行大豆遗传转化[１７]ꎮ
使用十六烷基三甲基溴化铵(ＣＴＡＢ)法提取阳

性苗株系后代及野生型对照 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 的基因组

ＤＮＡꎬ为获得转基因植株ꎬ利用特异引物 ＰＣＲ 扩增

筛选标记基因 Ｂａｒ 来确定阳性苗ꎬ检测引物为 Ｂａｒ￣
Ｆ / Ｂａｒ￣Ｒꎮ 用 ＦＡＤ２￣１Ａ ＿ ｔｅｓｔ￣Ｆ / ＦＡＤ２￣１Ａ ＿ ｔｅｓｔ￣Ｒ 和

ＦＡＤ２￣１Ｂ＿ｔｅｓｔ￣Ｆ / ＦＡＤ２￣１Ｂ＿ｔｅｓｔ￣Ｒ ２ 对引物分别 ＰＣＲ
扩增转基因植株 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 的碱基

序列ꎬ并对 ＰＣＲ 产物进行测序ꎮ
１.４　 大豆脂肪酸组分的提取和检测

用粉碎机粉碎大豆种子ꎬ过 ６０ 目筛ꎬ混匀备用ꎮ
大豆脂肪酸组分的提取和检测方法参考昝光敏

等[１８]的方法ꎮ 将适量的大豆粉放入 ２ ｍｌ 离心管

中ꎬ加入 １ ｍｌ 甲醇钠ꎬ５０ ℃水浴加热 ３５ ｍｉｎꎮ 然后
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加入 １ ｍｌ 正己烷ꎬ２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液

放置于色谱专用样品瓶中ꎬ进行气相色谱检测ꎮ 试

验设置 ３ 个生物学重复ꎮ

表 １　 试验中使用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

引物名称　 　 　 　 　 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

Ｕ６￣ＦＡＤ２￣１Ａ￣Ｆ ＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＣＡＣＴＧＧＴＧＴＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧ

Ｕ６￣ＦＡＤ２￣１Ａ￣Ｒ ＣＡＣＡＣＣＡＧＴＧＡＧＡＡＧＧＣＡＡＣＡＡＴＣＣＡＴＡＴＧＴＴＴＴＣＣＴＧＧＧＡＣ

Ｕ３￣ＦＡＤ２￣１Ｂ￣Ｆ ＡＡＴＧＧＧＡＧＧＴＧＧＡＧＧＣＣＧＴＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡＧＣＡＡＧ

Ｕ３￣ＦＡＤ２￣１Ｂ￣Ｒ ＣＡＣＧＧＣＣＴＣＣＡＣＣＴＣＣＣＡＴＴＡＡＴＣＣＡＴＡＴＧＴＴＴＴＣＣＴＧＧＧＡＣ

Ｓｅｑ￣ｔｅｓｔ￣Ｆ ＧＡＧＴＴＡＧＣＴＣＡＣＴＣＡＴＴＡＧＧＣ

Ｓｅｑ￣ｔｅｓｔ￣Ｒ ＧＡＴＡＧＡＧＧＴＡＣＧＣＴＡＣＴＡＴＡＣ

Ｂａｒ￣Ｆ ＣＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＣＡＣＴＡＣＡＴＣＧＡＧＡＣＡ

Ｂａｒ￣Ｒ ＣＴＴＣＡＧＣＡＧＧＴＧＧＧＴＧＴＡＧＡＧＣＧＴ

ＦＡＤ２￣１Ａ＿ｔｅｓｔ￣Ｆ ＧＴＡＧＧＣＡＣＣＴＡＧＣＴＡＧＴＡＧＣＴＡＣＡ

ＦＡＤ２￣１Ａ ＿ｔｅｓｔ￣Ｒ ＧＡＴＣＧＣＡＡＣＡＡＧＣＴＧＴＴＴＣＡＣ

ＦＡＤ２￣１Ｂ＿ｔｅｓｔ￣Ｆ ＧＧＣＡＣＧＴＴＡＡＡＡＣＡＣＧＴＣＧＴＡ

ＦＡＤ２￣１Ｂ＿ｔｅｓｔ￣Ｒ ＧＣＡＧＧＣＴＧＣＡＧＣＡＴＡＴＴＴＴＡＴＣＣ
引物序列中下划线部分为靶标位点序列ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 基因编辑载体 ｐＳＣｍ￣ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ / ＧｍＦＡＤ２￣
１Ｂ 的构建

　 　 将 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 基因的靶标序列

(ｓｇＲＮＡ)同时重组到 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑载体ꎬ
获得 ｐＳＣｍ￣ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ / ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 双敲除突变载

体(图 １Ａ)ꎬ并转化到大肠杆菌中ꎬ为确定载体构建

的准确性ꎬ提取菌落 ＰＣＲ 鉴定后正确的阳性单克隆

(图 １Ｂ)的质粒并进行测序ꎬ测序所用的特异性引物

为 Ｓｅｑ￣ｔｅｓｔ￣Ｆ 和 Ｓｅｑ￣ｔｅｓｔ￣Ｒ(表 １)ꎬ利用冻融法将正确

的基因编辑重组质粒转化到根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５
中ꎬ用于后续的大豆遗传转化ꎮ

Ａ:ｐＳＣｍ￣ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ / ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 载体示意图ꎬＣａＭＶ３５Ｓ:花椰菜花叶病毒(ＣａＭＶ)３５Ｓ 启动子ꎻＧｍＵ６￣ｐｒｏｍｏｔｅｒ:大豆 Ｕ６ 启动子ꎻＧｍＵ３￣ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅｒ:大豆 Ｕ３ 启动子ꎻＮＯＳ ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ:胭脂碱合成酶基因终止子ꎻＣａＭＶ ｔｅｒｍ:花椰菜 ＣａＭＶ ｔｅｒｍ 终止子ꎻＢａｒ:膦丝菌素乙酰转移酶基因ꎻ
Ｃａｓ９:Ｃａｓ９ 基因ꎻＧｍＦＡＤ２￣１Ａ￣ｓｇＲＮＡ:靶向 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 基因的向导 ＲＮＡꎻ ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ￣ｓｇＲＮＡ:靶向 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 基因的向导 ＲＮＡꎮ Ｂ:菌落

ＰＣＲ 凝胶电泳图ꎬＭ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~７:单克隆菌落编号ꎮ
图 １　 基因敲除载体 ｐＳＣｍ￣ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ / ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 构建及鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＳＣｍ￣ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ / ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ ｖｅｃｔｏｒ
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２.２　 转基因阳性苗后代鉴定

经过遗传转化后ꎬ我们一共获得以大豆品种

Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 为受体的转化幼苗 ２０ 株ꎮ 以提取的幼

苗叶片 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用特异性引物 Ｂａｒ￣Ｆ / Ｂａｒ￣Ｒ
(表 １)对重组敲除质粒上的筛选标记 Ｂａｒ 基因进行

扩增ꎬ凝胶电泳结果(图 ２Ａ)表明ꎬ这 ２０ 株幼苗都可

以检测到筛选标记 Ｂａｒ 基因ꎬ即基因编辑重组载体

成功插入到大豆基因组中ꎮ 以 ２０ 株幼苗叶片 ＤＮＡ

为模板ꎬ利用 ＦＡＤ２￣１Ａ ＿ ｔｅｓｔ￣Ｆ / ＦＡＤ２￣１Ａ ＿ ｔｅｓｔ￣Ｒ 和

ＦＡＤ２￣１Ｂ＿ｔｅｓｔ￣Ｆ / ＦＡＤ２￣１Ｂ＿ｔｅｓｔ￣ＦＲ ２ 对引物分别特

异性扩增 ２ 个基因的靶标位点并进行测序ꎮ 测序结

果(图 ２Ｂ)表明ꎬ７ 株阳性苗在 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ￣ｓｇＲＮＡ
位置出现双峰ꎬ占 ３５％ꎻ１０ 株阳性苗在 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ
靶标位置发生突变ꎬ占 ５０％ꎻ２ 个基因靶标位点附近

同时发生突变的共有 ６ 株ꎬ占 ３０％ꎮ

Ａ:Ｔ０代转基因株系的 Ｂａｒ 筛选基因检测ꎬＭ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１~ ２０:２０ 株 Ｔ０代单株编号ꎻＨ２Ｏ:水空白对照ꎻＣＫ:野生型对照ꎮ Ｂ:基因

编辑靶标位点测序ꎬ方框内分别表示 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ(左)和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ(右)的靶标序列ꎻ箭头为双峰信号开始出现的位置ꎮ
图 ２　 突变体后代鉴定结果

Ｆｉｇ.２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ

２.３　 脂肪酸组分

我们在来自同一 Ｔ０代单株且经过 ２ 次加代获

得的 Ｔ３代幼苗中检测到 ３ 种不同类型的纯合突变

家系ꎬ即只有 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 发生了突变且纯合的突变

株系ꎬ只有 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 发生了突变且纯合的突变

株系以及这 ２ 个基因都发生突变且完全纯合的突变

株系ꎬ上述 ３ 个纯合株系都来自于同一个 Ｔ０代单株

幼苗ꎮ
　 　 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 的基因编辑靶标位

点都设计在基因外显子上(图 ３)ꎬＰＣＲ 特异扩增上

述 ３ 种突变体的 ２ 个基因并进行测序ꎬ结果表明ꎬ

ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 突变纯合株系存在 １ 个 ３４０ ｂｐ 的缺失ꎬ
该突变位于 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 基因的第二外显子区域ꎻ
ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 突变纯合株系存在 １ 个 １ ｂｐ 的缺失ꎬ该
突变位于 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 基因的第二外显子区域ꎬ上
述 ２ 种缺失突变都导致转录提前终止ꎬ氨基酸数目

减少ꎬ蛋白质功能缺失ꎮ 而在 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 Ｇｍ￣
ＦＡＤ２￣１Ｂ 双突变纯合突变株系 中ꎬ在 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ
和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 靶标位点附近分别发生了 ３４０ ｂｐ 和

１ ｂｐ 的碱基缺失(图 ３)ꎮ
利用气相色谱法检测种子脂肪酸组分发现上

述 ３ 种突变体株系的油酸含量均极显著提高(Ｐ<
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０􀆰 ０１)ꎬ亚油酸含量极显著下降(Ｐ<０􀆰 ００１)ꎬ棕榈

酸含量显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５) (表 ２)ꎬ３ 种突变体株

系 的 油 酸 含 量 分 别 为 ５８􀆰 ５６％、 ４３􀆰 １８％ 和

８１􀆰 ３８％ꎬ是野生型 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２( ２２􀆰 ０３％)的 ２􀆰 ６６
倍、１􀆰 ９６ 倍和 ３􀆰 ６９ 倍ꎻ我们发现ꎬ与野生型 Ｗｉｌ￣
ｌｉａｍｓ ８２ 相比ꎬ３ 种突变体株系的亚油酸和棕榈酸

含量都显著降低ꎬ其中亚油酸平均含量分别为

２３􀆰 ４６％、３６􀆰 ９６％和 ３􀆰 ６３％ꎬ棕榈酸平均含量分别

为 ７􀆰 ８３％、８􀆰 ４３％和 ６􀆰 ０９％ꎻ而硬脂酸和亚麻酸含

量则没有显著变化ꎮ 上述突变体株系油酸和亚油

酸含量的显著变化ꎬ说明在大豆中ꎬＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和

ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 基因是调控大豆油酸和亚油酸代谢途

径的关键基因ꎮ

图 ３　 突变体株系鉴定

Ｆｉｇ.３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

表 ２　 Ｔ３代转基因纯合株系脂肪酸组分

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｆ Ｔ３ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ

材料 棕榈酸(％) 硬脂酸(％) 油酸(％) 亚油酸(％) 亚麻酸(％)

大豆品种 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２(野生型) ９.７７ ３.５９ ２２.０３ ５７.０６ ５.７０

ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 突变纯合株系 ７.８３ ２.６８ ５８.５６ ２３.４６ ５.９４

ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 突变纯合株系 ８.４３ ３.２４ ４３.１８ ３６.９６ ６.８０

ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 双突
变纯合株系

６.０９ ２.３７ ８１.３８ ３.６３ ４.３５

３　 讨 论

大豆油在中国饮食结构中发挥着重要作用ꎬ提
高大豆油品质对于改善国人饮食结构具有重要意

义ꎮ 研究结果表明ꎬ高油酸植物油有益于身体健康ꎬ
它在维持有益的高密度脂蛋白的同时降低对人体不

利的低密度脂蛋白[１９￣２０]ꎮ 高油酸含量的橄榄油因
其有益于人类健康ꎬ而受到国人的追捧ꎮ 然而ꎬ由于

气候及地理原因橄榄树无法在中国种植生产ꎬ因而

绝大部分橄榄油只能从地中海国家进口ꎬ价格昂贵ꎬ
普通人难以消费ꎮ 因此ꎬ创制高油酸大豆新品系、品
种ꎬ压榨出高油酸大豆油则为改善国人的饮食结构

提供可能ꎮ

近年来ꎬ作为第三代基因编辑技术ꎬ ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 基因编辑技术得到了十分迅速的发展[２１￣２９]ꎮ
与第一代基因编辑技术(锌指核酸酶技术ꎬＺＦＮ)和
第二代基因编辑技术(转录激活因子效应物核酸酶

技术ꎬＴＡＬＥＮ)相比ꎬ该技术简单灵活ꎬ基因编辑效

率和编辑精确度高ꎬ目前已得到大范围的应用[３０]ꎮ
由于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术能够高效精准地

编辑植物基因组ꎬ因而在作物分子育种方面具有巨

大的应用前景ꎮ 目前ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术

在大豆产量、开花期、大豆蛋白质含量、耐逆性等方

面的改良上应用已有较多报道[３１￣３４]ꎮ 大豆 Ｇｍ￣
ＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ 是决定大豆籽粒油酸含量

的主要基因[１２ꎬ３５]ꎬ通过抑制这 ２ 个基因的表达ꎬ可

５２３张　 威等:基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑的高油酸大豆品系创制



以显著提高大豆籽粒中油酸和亚油酸比例ꎮ 已有众

多的研究者通过同时抑制 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣
１Ｂ 基因表达ꎬ获得油酸含量显著提高到 ８０％的转

基因大豆材料[１０ꎬ１３]ꎮ 在这些研究中ꎬ油酸含量提高

到 ８０％的转基因大豆均为 ＦＡＤ２￣１Ａ 与 ＦＡＤ２￣１Ｂ 基

因的双突变纯合体ꎬ而这些研究中获得的单基因突

变体ꎬ油酸含量虽然也得到显著提高ꎬ但提高的程度

比双突变体低的多ꎬ只能提高到２７％~５０％ꎮ 这些研

究结果都表明ꎬ只有当 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣１Ｂ
基因同时突变时ꎬ油酸含量才能提高到 ８０％ꎬ从而

达到高油酸的标准ꎮ 本研究运用多靶点基因敲除系

统ꎬ构建了可以同时敲除 ＧｍＦＡＤ２￣１Ａ 和 ＧｍＦＡＤ２￣
１Ｂ 基因的基因编辑载体ꎬ单个基因发生基因编辑

(突变)效率分别达到 ３５％和 ５０％ꎬ双基因同时发生

基因编辑(突变)效率达到 ３０％ꎬ在转基因后代中获

得了多种不同类型的突变株系ꎮ 纯合突变体株系油

酸含量远远高于野生型ꎬ油酸含量最高时超过

８０％ꎬ与橄榄油的油酸含量不相上下ꎮ 我们创制的

能够稳定遗传的大豆突变体材料ꎬ为大豆品质改良

育种提供了新的基因资源ꎬ另一方面ꎬ外源基因骨架

和筛选标记在遗传转化的后代中经过几次自交后丢

失ꎬ即最终产生 Ｃａｓ９￣ｆｒｅｅ 的突变体植株ꎬ这也为高

油酸大豆育种提供了新的种质资源ꎮ
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