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　 　 摘要:　 江苏省是中国重要的小麦主产省份ꎬ地跨长江中下游和黄淮两大小麦主产区ꎮ 长江中下游麦区种植

的小麦以红皮春性小麦为主ꎬ一般穗形大ꎬ株型松散ꎬ对赤霉病、白粉病和穗发芽等有较好抗性ꎮ 黄淮麦区种植的

小麦以白皮冬性小麦为主ꎬ表现为株型紧凑、穗数多ꎬ但大多数对赤霉病、白粉病和穗发芽敏感ꎮ 为创制满足不同

应用需求的小麦新种质ꎬ以红皮春性软质品种扬麦 １８ 为材料ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术对春化相关基因 Ｖｒｎ￣Ｄ１、籽
粒硬度相关基因 Ｐｉｎａ 和 Ｐｉｎｂ 及种皮颜色相关基因 Ｍｙｂ１０ 进行编辑ꎬ共获得 ６ 种 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 突变体、５ 种 Ｐｉｎ 突变体及

７ 种 Ｍｙｂ１０ 突变体ꎮ 表型鉴定结果表明ꎬ与野生型相比ꎬＶｒｎ￣Ｄ１ 突变体第 ２、第 ４ 节间长度显著降低(除 ｖｒｎＭ５ 编辑

系)ꎬＰｉｎ 突变体籽粒硬度显著增加ꎬ５ 个 Ｍｙｂ１０ 突变体种皮的颜色变为白色ꎮ 本研究结果为利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基

因编辑技术改良小麦特定农艺性状和品质性状提供了参考ꎮ
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ｍｕｔａｎｔｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｄ ｔｏ ｗｈｉｔｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ９ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇꎻ ｖｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｇｅｎｅꎻ ｇｒａｉｎ ｈａｒｄｎｅｓｓ ｇｅｎｅꎻ ｓｅｅｄ ｃｏａｔ ｃｏｌｏｒ ｇｅｎｅ

　 　 普通小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)是中国三大粮

食作物之一ꎬ小麦安全生产对保障国家粮食安全和

促进农民增收具有重要意义[１]ꎮ 江苏省是中国重

要的粮食生产基地ꎬ地跨长江中下游、黄淮两大麦

区ꎬ江苏省内的研究者已经培育出具有不同生态适

应性的小麦品种ꎮ 长江中下游麦区小麦通常以红皮

春性品种为主ꎬ表现为大穗、株型松散ꎬ且对小麦赤

霉病、白粉病及穗发芽有较好的抗性ꎬ但穗数、产量

通常不及黄淮麦区品种ꎮ 黄淮麦区的小麦以白皮硬

质冬性小麦为主ꎬ株型紧凑ꎬ分蘖力强ꎬ穗数多ꎬ产量

高ꎬ但大多数对赤霉病、白粉病及穗发芽等的抗性不

足[２]ꎮ 已有研究证实ꎬ少数持家基因决定了南北方

小麦的形态、适应性的差异ꎬ如北方冬性小麦品种春

化基因 ＶＲＮ１ 均为隐性ꎬ而南方小麦品种大多携带 １
个以上的显性位点ꎬ表现为春性[３]ꎻ北方小麦以硬

质为主ꎬ具有丰富的 Ｐｉｎｂ￣Ｄ１ 变异类型ꎬ而南方软质

小麦籽粒硬度低ꎬ基因型以野生型为主[４￣５]ꎮ 有研究

发现ꎬＭｙｂ１０ 基因(即 Ｔａｍｙｂ１０ 基因)对小麦种皮颜

色起到决定作用ꎬ北方白皮小麦以隐性基因为主ꎬ而
南方红皮小麦存在 １ 个或多个显性基因[６]ꎮ

春化作用是指在某些植物花芽分化和正常开花

之前需要先经过一段时间低温处理的生理现象[７]ꎮ
目前ꎬ研究者已经从小麦中鉴定到 ４ 个春化基因ꎬ并
克隆了其中 ３ 个(ＶＲＮ１[８]、ＶＲＮ２[９]和 ＶＲＮ３[１０])ꎬ其中

ＶＲＮ１ 的春化效应最强ꎮ ＶＲＮ１ 包含 ３ 个同源基因ꎬ分
别分布在 ５Ａ、５Ｂ、５Ｄ 染色体上ꎬ其编码的转录因子是

春化诱导途径的核心调控因子ꎮ 通常情况下ꎬ存在 １
个及以上 ＶＲＮ１ 位点时ꎬ小麦表现为春性ꎻ当 ３ 个

ＶＲＮ１ 位点都表现为隐性时ꎬ小麦表现为冬性[１１]ꎮ
Ｃｈｅｎ 等[１２]研究发现ꎬＶＲＮ２ 与 ＶＲＮ１、ＶＲＮ３ 共同参与

了小麦的春化反应ꎬＶＲＮ２ 通过竞争性结合 ＮＦ￣Ｙ 转

录因子抑制开花ꎬ在春化条件下ꎬＶＲＮ１ 通过下调

ＶＲＮ２ 的相对表达量而促进开花ꎬ证明 ＶＲＮ１ 对 ＶＲＮ２
存在上位性效应ꎮ Ｓｈｉｍａｄａ 等[１３] 研究发现ꎬＶＲＮ１ 位

于 ＶＲＮ３ 上游ꎬ并通过调控 ＶＲＮ２ 形成 １ 个正反馈循

环ꎮ 改变小麦的春化基因可以增强小麦的冬性及分

蘖力ꎬ对提升小麦产量有显著作用[１４]ꎮ
小麦籽粒硬度是衡量小麦品质的重要指标ꎬ主要

由硬度相关基因 Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 控制[１５]ꎮ Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 均位

于 ５Ｄ 染色体短臂上的 Ｈａ 位点ꎬ编码 ｐｕｒｏｉｎｄｏｌｉｎｅ 蛋

白ꎬ当 ２ 个基因均为野生型时ꎬ籽粒表现为软质ꎬ而当

任一基因有功能缺陷时ꎬ会导致小麦籽粒的硬度提

升[１６￣１８]ꎮ 对 Ｐｉｎａ 或 Ｐｉｎｂ 不同基因型的靶向选择ꎬ可
有效拓宽小麦籽粒硬度的变异幅度ꎬ以满足不同终端

食品的需要ꎮ 根据种皮颜色的不同ꎬ可将小麦分为白

皮小麦、红皮小麦ꎬ种皮颜色由 ３Ａ、３Ｂ、３Ｄ 染色体长

臂上的 Ｍｙｂ１０ 等位基因控制[１９]ꎮ 已有研究者发现ꎬ
Ｍｙｂ１０ 对种皮颜色存在加性效应ꎬ其中红色对白色表

现为显性ꎬ且随着基因对数的增加ꎬ颜色加深[２０]ꎮ
Ｍｙｂ１０ 基因能够通过激活类黄酮与脱落酸(ＡＢＡ)生
物合成相关基因来调控种皮颜色、穗发芽抗性ꎬ通过

基因编辑手段可实现红皮与白皮间的转换[２１]ꎮ
由于南北方小麦在生态适应性上的显著差异及

对高产、优质及抗病等品种需求的多样性ꎬ利用传统

冬春杂交方法很难在短期内育成满足地方需求的理

想品种ꎮ 近年来ꎬ随着基因工程技术的迭代更替ꎬ生
物育种技术也在不断创新和发展ꎬ以 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
系统及其衍生工具为主的基因编辑技术因其简单、
高效和精准性ꎬ极大满足了研究者对作物基因功能

解析和靶向分子改良的需求[２２]ꎮ Ｌｉ 等[２３] 利用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术同时编辑小麦 ＭＬＯ 基因在 Ａ、Ｂ、
Ｄ ３ 个亚基因组中的拷贝ꎬ成功创制了广谱抗白粉

病且高产的小麦新种质 Ｔａｍｌｏ￣Ｒ３２ꎮ Ｔａｎｇ 等[２４] 利

用 ＣＲＩＳＰＲ 技术编辑小麦 Ｍｓ２ 基因ꎬ恢复了矮败小

麦的育性ꎬ为从优良矮败小麦群体、太谷核不育小麦

群体中培育小麦新品种奠定了基础ꎮ Ｎｉ 等[２５] 利用

ＣＲＩＳＰＲ 技术成功实现了对 ８ 个小麦基因的同时精

准编辑ꎬ为作物优异性状的快速叠加提供了参考ꎮ
扬麦 １８ 是长江中下游麦区重要的多抗骨干亲

本ꎬ具有红皮软质、优质弱筋等特点ꎬ对小麦赤霉病、
白粉病、黄花叶病及穗发芽有较好的抗性[２６￣２７]ꎮ 笔

者研究发现ꎬ扬麦 １８ 在春化相关基因 ＶＲＮ１ 位点的

基因型为 ｖｒｎ￣Ａ１ / ｖｒｎ￣Ｂ１ / Ｖｒｎ￣Ｄ１ꎬ在籽粒硬度相关基

因 Ｐｉｎ 位点的基因型为 Ｐｉｎａ￣Ｄ１ａ / Ｐｉｎｂ￣Ｄ１ａꎬ在种皮

颜色相关基因 Ｍｙｂ１０ 位点的 Ｂ、Ｄ 基因组上为功能

型ꎮ 本研究拟在扬麦 １８ 材料中对 ４ 个持家基因
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Ｖｒｎ￣Ｄ１、Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 和 Ｍｙｂ１０ 进行 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基

因编辑ꎬ创制系列小麦特异种质ꎬ以期为江苏淮南、
淮北 ２ 个生态区小麦的育种工作提供高产、抗病和

优质的小麦遗传材料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

扬麦 １８ 为江苏里下河地区农业科学研究所选

育的优质弱筋高产多抗小麦品种ꎬ用作基因编辑受

体ꎮ 科农 １９９ 为白皮、冬性小麦ꎬ由中国科学院遗传

与发育生物学研究所育成ꎬ在本研究中用作对照品

种ꎮ 基因编辑载体 ｐＬＧＹＥ￣０３ 由山东省农业科学院

李根英团队提供ꎮ
１.２　 基因编辑载体的构建

从扬麦 １８ 中克隆 Ｖｒｎ￣Ｄ１、Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 和 Ｍｙｂ１０
基因后ꎬ将序列在线提交至 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｄｉｒｅｃｔ 网站(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｃｒｉｓｐｒ.ｄｂｃｌｓ.ｊｐ)ꎬ寻找具有“ＮＧＧ”基序的 ＰＡＭ
位点ꎬ分别设计单链向导 ＲＮＡ( ｓｇＲＮＡ)ꎮ 其中ꎬ针
对 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 基因设计 ２ 个靶标位点ꎬ二者相距 ４ ５９２
ｂｐꎻ针对 Ｍｙｂ１０ 基因设计 ２ 个靶标位点ꎬ二者相距

１５４ ｂｐꎻ在 Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ ２ 个基因上各设计 １ 个靶标位

点(表 １)ꎮ 在设计的靶点 ｓｇＲＮＡ 两端添加载体序

列作 为 引 物ꎬ 在 ｐＭＥＴａＵ６ 载 体 中 扩 增、 回 收

“ｓｇＲＮＡ１￣Ｕ６ 启动子￣ｓｇＲＮＡ２”片段ꎬ用同源重组方

法分别将 Ｖｒｎ￣Ｄ１、Ｐｉｎａ / Ｐｉｎｂ、Ｍｙｂ１０ 的 ｓｇＲＮＡ 构建

成编辑载体 ｐＬＧＹＥ￣０３￣Ｖｒｎ、ｐＬＧＹＥ￣０３￣Ｐｉｎ、ｐＬＧＹＥ￣０３￣
Ｍｙｂ１０ꎬ分别进行独立的基因编辑和遗传转化ꎮ

表 １　 基因编辑的靶点序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅｄｉｔｅｄ ｇｅｎｅｓ

靶基因 编辑靶点 靶点序列(５′→３′)

Ｖｒｎ￣Ｄ１ ｓｇＲＮＡ１ ＴＣＧＡＧＣＧＧＡＧＡＴＧＧＧＧＣＧＣＧＧＧ
ｓｇＲＮＡ２ ＧＣＧＣＴＡＣＴＣＴＴＡＴＧＣＡＧＡＡＡＡＧＧ

Ｐｉｎａ ｓｇＲＮＡ１ ＧＴＴＧＧＣＡＧＴＴＡＣＧＡＴＧＴＴＧＣＴＧＧＣＧＧ
Ｐｉｎｂ ｓｇＲＮＡ１ ＧＣＣＧＡＣＴＧＣＡＡＧＴＴＣＣＣＴＡＧＴＧＧ
Ｍｙｂ１０ ｓｇＲＮＡ１ ＧＣＡＣＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＣＣＧＡＴＡＣＧＧ

ｓｇＲＮＡ２ ＴＧＧＧＣＴＴＣＣＴＧＡＴＧＡＧＣＣＣＧＴＧＧ
靶点序列中加粗部分表示 ＰＡＭ 位点ꎮ

１.３　 基因编辑事件的检测

利用 ｂａｒ 基因检测引物(表 ２)检测 Ｔ０代植株的

编辑盒ꎬ引物序列由山东省农业科学院李根英团队提

供ꎮ 扩增程序为:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５５ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎꎮ 用 １％琼脂糖凝胶电泳检测目标条带ꎮ
用高通量突变跟踪平台(Ｈｉ￣ＴＯＭ)的高通量测

序技术对 Ｖｒｎ￣Ｄ１、Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 和 Ｍｙｂ１０ 基因编辑靶

点进行检测ꎬ根据基因编辑靶点的侧翼序列设计特

异性引物(表 ２)ꎮ 对基因编辑植株进行第 １ 轮 ＰＣＲ
扩增ꎬ扩增程序:９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５５ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎꎮ 在特异性引物上添加高通量测序接头

(在左侧引物的左侧添加“５′￣ＧＧＡＧＴＧＡＧＴＡＣＧＧＴ￣
ＧＴＧＣ￣３′”ꎬ在右侧引物的右侧添加 “ ５′￣ＧＡＧＴＴＧ￣
ＧＡＴＧＣＴＧＧＡＴＧＧ￣３′”)ꎮ 以第 １ 轮 ＰＣＲ 产物为模

板ꎬ进行第 ２ 轮 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 扩增程序同第 １ 轮ꎬ
扩增产物直接用于高通量测序ꎮ

表 ２　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ

引物名称 正向引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 反向引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 用途　 　

ＶＲＮ￣Ｔ１ ＣＣＴＧＡＡＴＴＴＣＡＧＡＴＴＣＡＣＴＴ ＡＡＴＡＴＣＴＡＧＴＣＡＴＴＧＧＡＡＧＴ Ｖｒｎ￣Ｄ１ 靶点 １ 变异检测

ＶＲＮ￣Ｔ２ ＧＡＴＣＴＣＧＴＧＣＧＣＣＴＴＣＴＴＧ ＣＣＴＡＣＣＣＴＣＣＡＡＣＡＣＣＧＧ Ｖｒｎ￣Ｄ１ 靶点 ２ 变异检测

ＰＩＮＢ ＣＡＡＣＣＴＴＣＧＣＧＣＡＡＴＡＣＴＣＡ ＴＣＡＴＡＧＡＴＣＡＴＣＡＣＴＣＡＧＣＡＣＴＣ Ｐｉｎｂ 靶点变异检测

ＰＩＮＡ ＡＧＧＡＣＴＧＣＴＴＧＣＴＣＴＧＧＴＡＧ ＡＣＡＧＧＧＣＡＴＴＧＴＴＧＡＧＣＡＣ Ｐｉｎａ 靶点变异检测

ＭＹＢ１０ ＴＧＧＧＣＴＴＣＡＴＧＡＴＧＡＧＣＣＣＧ ＴＡＴＣＧＧＡＣＴＧＣＴＧＣＴＣＧＴＧＣ Ｍｙｂ１０ 靶点变异检测

ｂａｒ ＴＣＴＧＣＡＣＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＣＡ ＣＡＧＡＡＡＣＣＣＡＣＧＴＣＡＴＧＣＣ 基因盒检测

１.４　 不同类型基因编辑系的表型鉴定

在小麦返青期调查 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 各独立编辑系的苗

期形态ꎬ分别以野生型扬麦 １８、冬性小麦品种科农

１９９ 作为春性、冬性小麦对照ꎮ 成熟后ꎬ调查各编辑

系的株高、节间长度ꎮ
采用瑞典 Ｐｅｒｔｅｎ 公司的 Ｐｅｒｔｅｎ ４１００ 型单粒谷

物测 试 仪 ( Ｓｉｎｇｌｅ ｋｅｒｎｅｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬ
ＳＫＣＳ)测定不同 Ｐｉｎ 基因编辑后代的硬度ꎬ每个编
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辑系随机选取 １００ 粒进行测定ꎮ 根据测定结果ꎬ确
定其硬度级别ꎬ硬度指数<４０􀆰 ００ 的为软质麦ꎬ硬度

指数>６０􀆰 ００ 的为硬质麦ꎬ硬度指数为 ４０.００ ~ ６０􀆰 ００
的为混合麦ꎮ

得到 Ｍｙｂ１０ 各编辑事件后代后ꎬ直接观察籽粒

颜色ꎬ分别以扬麦 １８、科农 １９９ 作为红皮小麦、白皮

小麦的对照ꎮ
１.５　 数据处理

用 Ｅｘｃｅｌ ２０２１ 进行数据整理ꎬ用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａ￣
ｔｉｓｔｉｃｓ ２６ 进行均值计算、方差分析和显著性检验ꎬ用
最小显著差异法(Ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)进

行多重比较ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｔ０代基因编辑植株编辑盒的鉴定

利用 ｂａｒ 基因检测标记对 Ｔ０代植株进行编辑盒

的鉴定ꎮ 结果显示ꎬ在 ５５ 个 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 基因编辑植株

中共检出 ４７ 个单株携带编辑盒ꎬ在 ３０ 个 Ｐｉｎ 基因

编辑植株中共检出 ２４ 个单株携带编辑盒ꎬ在 ２９ 个

Ｍｙｂ１０ 基因编辑植株中共检出 ２２ 个单株携带编辑

盒ꎮ 收获上述编辑盒阳性单株种子用于后续分析ꎬ
部分 Ｔ０代植株编辑盒鉴定结果见图 １ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ꎻ１~３２:部分 Ｔ０代 Ｃａｓ９ 编辑植株ꎮ

图 １　 部分 Ｔ０代植株编辑盒鉴定结果

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉａｌ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ Ｃａｓ９￣ｅｄｉｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ

２.２　 编辑事件的检测分析

２.２.１　 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 编辑事件的检测　 用 Ｈｉ￣ＴＯＭ 高通量

测序技术对 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 编辑的 Ｔ２代植株的 ２ 个靶点进

行测序分析ꎮ 在靶点 １ 处共检测到 ４ 个编辑事件ꎬ
分别为 ｖｒｎ￣１￣１、ｖｒｎ￣１￣２、ｖｒｎ￣１￣３、ｖｒｎ￣１￣４ꎮ 其中ꎬｖｒｎ￣
１￣１ 在起始密码子 ＡＴＧ 附近发生 １３ ｂｐ 的碱基缺失

和 ３ 个点突变[即 ３ 个单核苷酸多态性( ＳＮＰ)]ꎻ
ｖｒｎ￣１￣２ 在 ＡＴＧ 处发生 １ ｂｐ 的碱基缺失ꎻｖｒｎ￣１￣３、

ｖｒｎ￣１￣４ 在靶点处均存在 １ ｂｐ 的不同碱基插入ꎮ 以

上 ４ 种突变均导致编码蛋白质发生移码突变ꎮ 在靶

点 ２ 处检测到 ２ 个编辑事件ꎬ分别为 ｖｒｎ￣１￣５、ｖｒｎ￣１￣
６ꎮ 其中ꎬｖｒｎ￣１￣５ 在靶点位置发生 ２１ ｂｐ 的片段缺

失ꎬ但未产生移码突变ꎻｖｒｎ￣１￣６ 在靶点位置存在 １
个 ＳＮＰꎬ为同义突变(图 ２)ꎮ 综合 ２ 个靶点的测序

结果ꎬ共得到 ６ 种突变类型ꎬ将其命名为 ｖｒｎＭ１~
ｖｒｎＭ６(表 ３)ꎮ

ｖｒｎ￣１￣５、ｖｒｎ￣１￣６、ｖｒｎ￣１￣１、ｖｒｎ￣１￣２、ｖｒｎ￣１￣３、ｖｒｎ￣１￣４表示编辑类型ꎻＷＴ 表示扬麦 １８ꎻＳＮＰ 表示单核苷酸多态性ꎻｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 表示插入ꎻｄｅｌｅｔｉｏｎ 表示删除ꎻｅｘｏｎ
表示外显子ꎻ－表示因编辑产生的序列缺失ꎻ＿表示因编辑产生的序列突变ꎮ

图 ２　 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 基因靶点的变异序列

Ｆｉｇ.２　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｖｒｎ￣Ｄ１ ｇｅｎｅ
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表 ３　 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 突变体类型

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｖｒｎ￣Ｄ１ ｍｕｔａｎｔｓ

突变体类型 编辑事件 蛋白质突变类型

ｖｒｎＭ１ ｖｒｎ￣１￣５ / ｖｒｎ￣１￣２ 移码突变

ｖｒｎＭ２ ｖｒｎ￣１￣５ / ｖｒｎ￣１￣１ 移码突变

ｖｒｎＭ３ ｖｒｎ￣１￣６ / ｖｒｎ￣１￣２ 移码突变

ｖｒｎＭ４ ｖｒｎ￣１￣２ 移码突变

ｖｒｎＭ５ ｖｒｎ￣１￣３ 移码突变

ｖｒｎＭ６ ｖｒｎ￣１￣４ 移码突变

２.２.２　 Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 双编辑事件的检测　 利用高通量测

序技术对 Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 双编辑材料进行编辑事件的检

测ꎮ 在 Ｐｉｎａ 靶点处发现 ３ 个编辑事件ꎬ分别为 ｐｉｎａ￣

１、ｐｉｎａ￣２、ｐｉｎａ￣３ꎻ在 Ｐｉｎｂ 靶点处发现 ５ 个编辑事件ꎬ
分别为 ｐｉｎｂ￣１、ｐｉｎｂ￣２、ｐｉｎｂ￣３、ｐｉｎｂ￣４、ｐｉｎｂ￣５(图 ３)ꎮ
其中ꎬｐｉｎａ￣１ 在靶点处存在 １ ｂｐ 的碱基插入ꎻｐｉｎａ￣２
在靶点处存在 １ ｂｐ 的碱基缺失ꎻｐｉｎａ￣３ 在靶点处存在

１ 个 ＳＮＰ、１ ｂｐ 碱基缺失和 ６ ｂｐ 碱基插入ꎮ 以上 ３ 种

突变均导致编码蛋白质发生移码突变ꎮ 在 Ｐｉｎｂ 编辑

位点ꎬｐｉｎｂ￣１ 存在 １ ｂｐ 的碱基插入ꎬｐｉｎｂ￣２ 存在 ４ ｂｐ
的碱基缺失ꎬｐｉｎｂ￣４ 存在 ５ ｂｐ 的碱基缺失ꎬｐｉｎｂ￣５ 存

在 ４ ｂｐ 的碱基缺失ꎮ 以上 ４ 种突变均导致编码蛋白

质发生移码突变ꎮ ｐｉｎｂ￣３ 在靶点处存在 ６ ｂｐ 的碱基

缺失ꎬ未导致编码蛋白质发生移码突变ꎮ 综合 ２ 个靶

点的测序结果ꎬ筛选到 ５ 种纯合的 Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 双编辑

系ꎬ命名为ｐｉｎＭ１~ｐｉｎＭ５(表 ４)ꎮ

ｐｉｎａ￣１、ｐｉｎａ￣２、ｐｉｎａ￣３、ｐｉｎｂ￣１、ｐｉｎｂ￣２、ｐｉｎｂ￣３、ｐｉｎｂ￣４、ｐｉｎｂ￣５ 表示编辑类型ꎻＷＴ 表示扬麦 １８ꎻＳＮＰ 表示单核苷酸多态性ꎻｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 表示插入ꎻｄｅ￣
ｌｅｔｉｏｎ 表示删除ꎻｅｘｏｎ 表示外显子ꎻ－表示因编辑产生的序列缺失ꎻ＿表示因编辑产生的序列突变ꎮ

图 ３　 Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 基因靶点变异序列

Ｆｉｇ.３　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｐｉｎａ ａｎｄ Ｐｉｎｂ

表 ４　 Ｐｉｎ 突变体类型

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｐｉｎ ｍｕｔａｎｔｓ

突变体类型　 　 编辑事件　 　 　 蛋白质突变类型

ｐｉｎＭ１ ｐｉｎａ￣２ / ｐｉｎｂ￣１ 移码突变

ｐｉｎＭ２ ｐｉｎａ￣２ / ｐｉｎｂ￣２ 移码突变

ｐｉｎＭ３ ｐｉｎａ￣１ / ｐｉｎｂ￣１ 移码突变

ｐｉｎＭ４ ｐｉｎａ￣３ / ｐｉｎｂ￣３ 移码突变

ｐｉｎＭ５ ｐｉｎａ￣１ / ｐｉｎｂ￣４ 移码突变

２.２.３　 Ｍｙｂ１０ 编辑事件的检测　 用高通量测序技术

对 Ｍｙｂ１０ 编辑材料进行编辑事件的检测ꎬ结果表

明ꎬ在 Ｍｙｂ１０￣３Ｂ 上ꎬ靶点 １ 存在 ２ 个编辑事件ꎬ靶点

２ 存在 ３ 个编辑事件(图 ４)ꎮ 综合 ２ 个靶点的测序

结果ꎬ共得到 ４ 种突变类型ꎬ 分别为 Ｍｙｂ３ＢＴ１、
Ｍｙｂ３ＢＴ２、 Ｍｙｂ３ＢＴ３ 和 Ｍｙｂ３ＢＴ４ꎬ Ｍｙｂ３ＢＴ１、
Ｍｙｂ３ＢＴ２ 产生了非同义突变ꎬＭｙｂ３ＢＴ３ 产生了移码

突变(表 ５)ꎮ 在 Ｍｙｂ１０￣３Ｄ 上ꎬ靶点 １ 未检测到突

变ꎬ靶点 ２ 检测到 ３ 个编辑事件(图 ５)ꎮ Ｍｙｂ３ＤＴ１、
Ｍｙｂ３ＤＴ２ 产生了非同义突变ꎬＭｙｂ３ＤＴ３ 产生了同义

突变(表 ５)ꎮ
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ｍｙｂ３Ｂ１￣１、ｍｙｂ３Ｂ１￣２、ｍｙｂ３Ｂ２￣１、ｍｙｂ３Ｂ２￣２、ｍｙｂ３Ｂ２￣３ 表示编辑类型ꎻＷＴ 表示扬麦 １８ꎻＳＮＰ 表示单核苷酸多态性ꎻｉｎｓｅｒｔｉｏｎ 表示插入ꎻｅｘｏｎ 表

示外显子ꎻ＿表示因编辑产生的序列突变ꎮ
图 ４　 Ｍｙｂ１０￣３Ｂ 基因靶点变异序列

Ｆｉｇ.４　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｍｙｂ１０￣３Ｂ ｇｅｎｅ

表 ５　 Ｍｙｂ１０ 突变体类型

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｍｙｂ１０ ｍｕｔａｎｔｓ

突变体类型　 　 编辑事件　 　 　 　 蛋白质突变类型

Ｍｙｂ３ＢＴ１ ｍｙｂ３Ｂ２￣１ 非同义突变

Ｍｙｂ３ＢＴ２ ｍｙｂ３Ｂ１￣１ / ｍｙｂ３Ｂ２￣３ 非同义突变

Ｍｙｂ３ＢＴ３ ｍｙｂ３Ｂ１￣２ / ｍｙｂ３Ｂ２￣２ 移码突变

Ｍｙｂ３ＢＴ４ ｍｙｂ３Ｂ２￣３ 同义突变

Ｍｙｂ３ＤＴ１ ｍｙｂ３Ｄ￣１ 非同义突变

Ｍｙｂ３ＤＴ２ ｍｙｂ３Ｄ￣２ 非同义突变

Ｍｙｂ３ＤＴ３ ｍｙｂ３Ｄ￣３ 同义突变

２.３　 基因编辑系的表型鉴定

２.３.１ 　 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 编辑系的农艺性状分析 　 考察各

Ｖｒｎ￣Ｄ１ 基因编辑系的苗期形态发现ꎬ各编辑系在苗

期均呈明显的匍匐特征ꎬ与冬性小麦品种科农 １９９
类似ꎬ而野生型扬麦 １８ 在苗期呈直立状(图 ６)ꎮ 在

成熟期考察各编辑系与扬麦 １８ 的株高、各节间长

度ꎮ 结果(表 ６)显示ꎬ仅 ｖｒｎＭ６ 编辑系的株高与扬

麦 １８ 相比差异显著ꎻ所有编辑系的第 ２ 节间长度均

显著低于扬麦 １８ꎻ除 ｖｒｎＭ５ 以外的其余 ５ 种编辑系

的第 ４ 节间长度也均显著低于扬麦 １８ꎻ各编辑系的

第 １、第 ３、第 ５ 节间长度与野生型相比均无显著差

异ꎮ 上述结果表明ꎬ春化基因 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 的不同突变会

造成株高降低程度的差异ꎬ且这种差异主要来自于

对第 ２、第 ４ 节间长度的影响ꎮ

ｍｙｂ３Ｄ￣１、ｍｙｂ３Ｄ￣２、ｍｙｂ３Ｄ￣３ 表示编辑类型ꎻＷＴ 表示扬麦 １８ꎻＳＮＰ 表示单核苷酸多态性ꎻｅｘｏｎ 表示外显子ꎻ＿表示因编辑产生的序列突变ꎮ
图 ５　 Ｍｙｂ１０￣３Ｄ 基因靶点变异序列

Ｆｉｇ.５　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｍｙｂ１０￣３Ｄ ｇｅｎｅ

１７４１赵霈泽等:基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术改良扬麦 １８ 农艺与品质性状



１、２:扬麦 １８ꎻ３:ｖｒｎＭ１ꎻ４:ｖｒｎＭ２ꎻ５、６:科农 １９９ꎮ
图 ６　 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 基因编辑系的苗期形态

Ｆｉｇ.６　 Ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｖｒｎ￣Ｄ１ ｅｄｉｔｉｎｇ ｌｉｎｅｓ

２.３.２　 硬度相关基因编辑对籽粒硬度和质地的影

响　 对 ５ 种 Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 双编辑系进行硬度的测定ꎬ

由表 ７ 可以看出ꎬ与野生型 (ＷＴ) 相比ꎬｐｉｎＭ１~
ｐｉｎＭ５ 的籽粒硬度均显著增强(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ硬度指

数均超过 ５０􀆰 ００ꎬ表现为硬质麦或混合麦特征ꎬ其
中 ｐｉｎＭ３ 突变体表现为超高硬度ꎮ 对籽粒进行横

切观察发现ꎬ野生型扬麦 １８ 具有明显的粉质特

征ꎬ而所有编辑系的籽粒均呈现角质或半角质特

征(图 ７)ꎮ
２.３.３ 　 Ｍｙｂ１０ 基因编辑对种皮颜色的影响 　 对

Ｍｙｂ１０ 基因各编辑系的种皮颜色进行观察发现ꎬ除
Ｍｙｂ３ＢＴ４、Ｍｙｂ３ＤＴ３ 这 ２ 个同义突变类型保持了

扬麦 １８ 的红色种皮外ꎬ其他编辑系小麦的种皮颜

色均变为白色ꎮ Ｍｙｂ１０ 编辑系种子外观的比较结

果见图 ８ꎮ

表 ６　 野生型和突变型农艺性状

Ｔａｂｌｅ ６　 Ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔｓ

类型　 株高
(ｃｍ)

第 １ 节间长度
(ｃｍ)

第 ２ 节间长度
(ｃｍ)

第 ３ 节间长度
(ｃｍ)

第 ４ 节间长度
(ｃｍ)

第 ５ 节间长度
(ｃｍ)

ＷＴ ９０.３１±０.９４ａ ５.１１±０.３２ａ ９.１７±０.１６ａ １１.９４±０.２７ａ １９.５６±０.３１ａ ２９.６３±０.４４ａ

ｖｒｎＭ１ ８７.８３±１.０１ａ ４.７３±０.３１ａ ７.６５±０.１３ｂ １２.５９±０.２６ａ １８.２２±０.２０ｂ ２９.７０±０.３４ａ

ｖｒｎＭ２ ８８.２９±３.１３ａ ５.０９±０.５４ａ ７.７０±０.３７ｂ １１.７９±０.７５ａ １７.９５±０.７３ｂ ２９.３７±１.２５ａ

ｖｒｎＭ３ ８８.００±１.０４ａ ３.７２±０.３７ａ ７.９５±０.２９ｂ １２.２８±０.２５ａ １７.６２±０.５４ｂ ２８.６０±０.４９ａ

ｖｒｎＭ４ ８９.００±２.０８ａ ５.５５±０.８３ａ ８.０８±０.３２ｂ １２.６３±０.８９ａ １８.２８±０.７８ｂ ２９.８７±０.３７ａ

ｖｒｎＭ５ ８５.３３±０.６７ａ ５.０７±０.５２ａ ７.９６±０.１１ｂ １０.７３±０.１７ａ １８.９５±０.６８ａ ２８.５７±０.７３ａ

ｖｒｎＭ６ ８１.００±３.１４ｂ ４.４８±０.５７ａ ７.２４±０.４４ｂ １１.６５±０.２６ａ １７.５０±０.９９ｂ ２７.６５±１.０５ａ
ＷＴ:扬麦 １８ꎻｖｒｎＭ１~ ｖｒｎＭ６ 见表 ３ꎮ 同列数据后标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

表 ７　 突变型与野生型籽粒硬度分析

Ｔａｂｌｅ ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｒａｉｎ ｈａｒｄｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ
ｓｅｅｄｓ

突变体类型 硬度指数 硬度类型

ＷＴ １４.１２ａ 软质

ｐｉｎＭ１ ６２.５５ｃ 硬质

ｐｉｎＭ２ ５７.９０ｃ 混合

ｐｉｎＭ３ ７０.４３ｄ 硬质

ｐｉｎＭ４ ５１.６９ｂ 混合

ｐｉｎＭ５ ５８.４８ｃ 混合

ＷＴ:扬麦 １８ꎮ 同列数据后标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨 论

与长江中下游麦区红皮春性小麦相比ꎬ北方黄

淮麦区冬性小麦主要表现为白皮、硬质、多穗、高产ꎬ
但在穗发芽、抗赤霉病和白粉病等方面ꎬ南方小麦具

有显著优势[２８￣３０]ꎮ 红皮春性软质小麦品种扬麦 １８

Ｙ１８￣ＷＴ:野生型扬麦 １８ꎻｐｉｎＭ１~ ｐｉｎＭ５ 见表 ７ꎮ
图 ７　 Ｐｉｎ 基因编辑系籽粒剖面

Ｆｉｇ.７　 Ｓｅｅｄ ｃｒｏｓｓ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐｉｎ ｅｄｉｔｉｎｇ ｌｉｎｅｓ

是长江中下游麦区重要的抗病亲本ꎬ兼抗赤霉病、白
粉病、黄花叶病和穗发芽ꎮ 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术
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Ａ:扬麦 １８ꎻＢ:Ｍｙｂ３ＢＴ４ 编辑系ꎻＣ:Ｍｙｂ３ＢＴ１ 编辑系ꎻＤ:科农

１９９ꎮ
图 ８　 Ｍｙｂ１０ 编辑系种子外观的比较

Ｆｉｇ.８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｅｄ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｉｎ Ｍｙｂ１０ ｅｄｉｔｉｎｇ ｌｉｎｅｓ

对春化基因等持家基因进行靶向编辑ꎬ将北方小麦

的株型优势引入南方小麦中ꎬ并保持南方小麦的抗

性优势ꎬ对于创制满足不同农艺、品质需求的小麦新

种质及其在分子育种中的应用具有重要价值ꎮ
本研究通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术成功创制了

Ｖｒｎ￣Ｄ１、Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 和 Ｍｙｂ１０ 等 ４ 个持家基因的系列

编辑系ꎮ 创制的 ｖｒｎＭ１~ ｖｒｎＭ６ 等 Ｖｒｎ￣Ｄ１ 编辑系表

现出不同的株高、节间长度ꎬ为筛选具有适宜株高的

小麦育种新材料提供了重要种质ꎮ 上述编辑系在苗

期均表现出匍匐特征ꎬ与冬性小麦相似ꎬ延长了春化

进程ꎬ推迟了拔节时间ꎬ而成熟期与扬麦 １８ 相近ꎬ对
于避开倒春寒、提高抗倒性有重要价值ꎮ

Ｐｉｎａ、Ｐｉｎｂ 基因编码的膜结合蛋白 ｐｕｒｏｉｎｄｏｌｉｎｅ
是 ｆｒｉａｂｉｌｉｎ 蛋白复合体的核心组分ꎬ是调节小麦籽

粒硬度的关键蛋白[３１]ꎬ其不同变异类型可导致小麦

籽粒硬度产生差异ꎮ 迄今ꎬ小麦中已报道的 Ｐｉｎｂ￣
Ｄ１ 等位变异已达到 ２７ 种[３２]ꎬ但得到育种利用的仍

是 Ｐｉｎｂ￣Ｄ１ｂ 等极个别类型ꎬＰｉｎｂ￣Ｄ１ｂ 突变类型在优

质小麦品种中的分布频率很高ꎮ 本研究创制的 ５ 个

Ｐｉｎ 基因编辑系具有各不相同的硬度表现ꎬ拓宽了

硬度变异范围ꎬ可以满足面包、馒头、饼干等不同终

端食品对小麦品质的需求ꎬ未来可在品质分子育种

中发挥重要作用ꎮ
Ｍｙｂ１０ 编辑结果证实ꎬ该基因是决定种皮颜色

的关键基因ꎮ 已有研究发现ꎬ种皮颜色与种子休眠

间存在密切联系ꎬ白皮小麦的休眠期一般短于红皮

小麦[３３]ꎬ在成熟后期持续阴雨条件下容易发生穗发

芽危害ꎬ导致大面积减产、品质下降[３４]ꎮ 因此ꎬ本研

究获得的白皮小麦编辑系更适用于北方小麦品种的

改良ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术与传统诱变和转基因方法相

比ꎬ具有操作简便、靶向变异效率高、对基因组损伤

小等优点ꎬ对于提高作物遗传多样性、育种实用性具

有重要利用价值[３５]ꎮ 利用该技术ꎬ本研究高效创制

了白皮、冬性和高硬度等基因编辑系ꎮ 由于遗传背

景均为扬麦 １８ꎬ可以通过不同编辑系之间的杂交ꎬ
快速创制满足不同生态型和品质需求的新品系ꎮ 如

通过三者杂交创制白皮硬质冬性小麦新品系ꎬ可直

接在冬季温度更低、生育后期降水较少的黄淮麦区

种植ꎮ 由于小麦新品系保持了扬麦 １８ 对赤霉病、白
粉病和黄花叶病的综合抗性ꎬ与北方当前主推品种

相比具有突出的抗性优势ꎮ

４　 结 论

本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术在扬麦 １８ 遗传

背景下对 ４ 个持家基因 ( Ｖｒｎ￣Ｄ１、 Ｐｉｎａ、 Ｐｉｎｂ 和

Ｍｙｂ１０)进行基因编辑ꎬ创制了冬性、籽粒硬质、白皮

等系列小麦新种质ꎬ研究结果可为南北方小麦跨生

态区分子育种提供理论支撑ꎮ
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