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事水稻基因编辑技术和抗除草剂育种研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ) ｇｕ￣
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　 　 摘要:　 ４￣羟基苯丙酮酸双加氧酶(ＨＰＰＤ)是生物体内酪氨酸到质体醌和生育酚合成途径中的关键酶ꎬ同时也

是重要的除草剂靶标ꎮ 研究水稻 ＨＰＰＤ 基因的表达调控机制对于提高水稻非生物逆境抗性和培育抗除草剂品种

具有重要意义ꎮ 本研究通过引导编辑(ＰＥ)技术在水稻 ＨＰＰＤ 基因的 ３′端精准插入３×ｆｌａｇ 标签编码序列ꎬ转基因当

代鉴定到 ３ 个发生目标片段精准插入的植株ꎮ 蛋白质印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测结果表明ꎬ融合蛋白能够正常表

达ꎮ 自交后代的基因型鉴定结果表明ꎬ１ 个株系的精准插入事件遗传到了下一代ꎬ并筛选到不含转基因元件的 Ｔ１

代纯合精准插入 ３×ｆｌａｇ 标签编码序列的植株ꎮ 实时定量 ＰＣＲ 检测结果表明ꎬ在黑暗转光照后的不同时间点ꎬ水稻

ＨＰＰＤ 基因的转录水平表现出由高到低的变化趋势ꎬ而 ＨＰＰＤ 蛋白表达丰度在不同时间点没有表现出显著差异ꎮ
本研究创制的 ＨＰＰＤ 蛋白融合原位 ｆｌａｇ 标签的水稻种质为研究水稻 ＨＰＰＤ 基因转录和 ＨＰＰＤ 蛋白表达的调控机制

提供了重要的遗传资源和理论参考ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｒｉｃｅꎻ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ (ＨＰＰＤ)ꎻ ｐｒｉｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇꎻ ｆｌａｇ ｔａｇ

　 　 ４￣羟基苯丙酮酸双加氧酶(ＨＰＰＤ)是酪氨酸代

谢途径的关键酶ꎬ可催化 ４￣羟基苯丙酮酸(ＨＰＰＡ)
生成尿黑酸(ＨＧＡ)ꎬ在植物体内ꎬＨＧＡ 是合成质体

醌和生育酚的前体物质[１￣２]ꎮ 其中ꎬ质体醌是光合作

用电子传递链的重要辅助因子ꎬ生育酚作为关键抗

氧化剂ꎬ可参与多个生理过程中活性氧的清除ꎬ二者

均为植物正常生长发育的必需物质ꎮ 若 ＨＰＰＤ 的功

能受到抑制ꎬ会直接阻碍 ＨＧＡ 的生成ꎬ进而导致质

体醌和生育酚的合成受阻ꎬ这一连锁反应会进一步

影响植物的光合作用与类胡萝卜素生物合成ꎬ最终

造成植株白化并死亡[１￣２]ꎮ 因此ꎬＨＰＰＤ 也是重要的

除草剂靶标ꎮ 研究 ＨＰＰＤ 基因的表达调控机理ꎬ对
提高水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)非生物逆境胁迫的抗性

和培育抗除草剂品种具有重要意义[１￣３]ꎮ
有研究结果表明ꎬ在拟南芥( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣

ａｎａ)、小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)、大麦(Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌ￣
ｇａｒｅ)、莴苣(Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ)、苜蓿(Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓａｔｉｖａ)
等植物中ꎬＨＰＰＤ 基因的转录受多种植物激素、黑
暗ꎬ以及干旱、盐胁迫等非生物逆境的诱导[４￣８]ꎮ 最

新研究结果表明ꎬ拟南芥 ＨＰＰＤ 蛋白的羟基化修饰

可调控其对氧化胁迫的响应[９]ꎮ ＨＰＰＤ 是除草剂作

用的重要靶标ꎬ目前关于水稻 ＨＰＰＤ 基因的研究多

集中于通过基因序列的直接改造或染色体异位等手

段ꎬ提高 ＨＰＰＤ 蛋白对除草剂的抗性和 ＨＰＰＤ 基因

的表达水平ꎬ获得 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的抗性突

变体[３ꎬ１０￣１２]ꎬ而针对水稻 ＨＰＰＤ 基因在转录及翻译

水平的调控机理ꎬ相关研究仍较少ꎮ
研究蛋白质的表达模式和调控机制ꎬ需要获得目

标蛋白质的特异性抗体ꎮ 相比商业化程度更高的人

类蛋白抗体ꎬ制备植物蛋白特异性抗体难度较大ꎬ耗
时长且成本较高ꎮ 经过十余年的发展ꎬ基因编辑技术

已经成为动植物基因功能研究和优化改造的有力工

具[１３]ꎮ 基因编辑介导的精准插入技术可在植物中实

现蛋白质标签的原位插入ꎮ 目前ꎬ植物中实现外源片

段的原位无缝插入主要有 ２ 种基因编辑技术ꎬ即引导

编辑[１４￣１５]和非同源末端连接途径介导的修饰片段直

接插入[１６]ꎮ 相较于需要基因枪转化的修饰片段直接

插入ꎬ引导编辑技术只需构建一个植物表达载体ꎬ通
过农杆菌介导的遗传转化即可实现外源片段的精准

插入ꎮ 引导编辑系统包括 ２ 个组分ꎬ即由 Ｃａｓ９ 切口

酶和逆转录酶融合而成的引导编辑器蛋白ꎬ以及包含

单引导 ＲＮＡ(ｓｇＲＮＡ)、引物结合位点(ＰＢＳ)和逆转录

(ＲＴ) 模板的引导编辑向导 ＲＮＡ ( ｐｅｇＲＮＡ)ꎮ 在

ｓｇＲＮＡ 的引导下ꎬＣａｓ９ 切口酶切开靶标位点的 ＤＮＡ
单链ꎬｐｅｇＲＮＡ 的 ＰＢＳ 序列与切口处 ＤＮＡ 的 ３′末端

互补ꎬ引导逆转录酶按照 ＲＴ 模板序列合成含有碱基

突变或插入缺失的序列ꎬ然后通过细胞内 ＤＮＡ 修复

实现目标基因的精准编辑[１４]ꎮ 已有研究结果证实ꎬ
引导编辑技术可成功应用于植物蛋白标签的原位插

入[１７￣１８]ꎮ 本研究拟通过优化后的引导编辑技术创制

原位表达水稻 ＨＰＰＤ 和３×ｆｌａｇ 标签融合蛋白的水稻

种质ꎬ并分析水稻 ＨＰＰＤ 基因随光周期表达模式的变

化趋势ꎬ为研究水稻 ＨＰＰＤ 基因翻译水平的调控机理

和培育抗逆、抗除草剂水稻新种质以及阐明抗性机理

提供有价值的遗传材料和理论参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

转基因受体粳稻品种日本晴 (Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.
ｓｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ ｃｖ. Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ)由江苏省农业科学院种

质资源与生物技术研究所收集保存ꎮ 在 ２０２５ 年水

稻生长季ꎬ播种于江苏省农业科学院试验田ꎮ
１.２　 引导编辑载体构建

用于构建水稻引导编辑植物表达载体的基础载

体(ＰＥ)由上海辰山植物园华凯博士提供ꎮ 针对水

稻 ＨＰＰＤ 基因(ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ０７１６０)编码区终止密码

子附近区域ꎬ选取基因编辑靶标位点(序列为 ５′￣
ＣＣＣＴＡＣＡＧＴＴＣＡＡＧＧＡＴＣＣＴ￣３′)ꎻ 利 用 在 线 工 具

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｐｌａｎｔｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇ. ｎｅｔ / ) [１９] 设计引导

编辑所需的 ＰＢＳ 与 ＲＴ 模板序列ꎬ由生工生物工程

(上海) 股份有限公司直接合成 ｓｐａｃｅｒ￣ｇＲＮＡ￣ＲＴ￣
ＰＢＳ 融合序列ꎮ 随后ꎬ采用限制性内切酶 Ｂｓａ Ｉ[货
号:Ｒ３７３３Ｌꎬ纽英伦生物技术(北京)有限公司产品]
对 ＰＥ 载体质粒进行线性化处理ꎬ通过单片段快速

克隆试剂盒[货号:Ｃ１１２￣０２ꎬ南京诺唯赞生物科技股

份有限公司产品]将合成的 ｓｐａｃｅｒ￣ｇＲＮＡ￣ＲＴ￣ＰＢＳ 片

段连接至线性化的 ＰＥ 质粒中ꎮ 以引物 ＴＬＣＶ￣ＳＦ 和

ＨＰＰＤ￣ｓｐａｃｅｒ Ｒ(序列详见表 １)进行聚合酶链式反
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应(ＰＣＲ)筛选阳性克隆ꎬ利用质粒小规模提取试剂

盒(货号:ＤＣ２０１￣０１ꎬ南京诺唯赞生物科技股份有限

公司产品)提取质粒后ꎬ委托江苏康为世纪生物科

技股份有限公司进行纳米孔测序验证ꎬ测序结果正

确的质粒载体命名为 ＰＥ￣ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇꎮ
１.３　 农杆菌介导的水稻遗传转化

利用热激法将 ＰＥ￣ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ 质粒转入农杆菌

(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ) 菌 株 ＥＨＡ１０５ ( 货 号:
ＡＣ１０１０ꎬ上海唯地生物技术有限公司产品)ꎬ利用农

杆菌介导的遗传转化将引导编辑载体转入日本晴成

熟胚诱导的愈伤组织ꎬ在含有 ５０ ｍｇ / Ｌ终质量浓度的

潮霉素 Ｂ 的培养基上筛选约 ２８ ｄꎬ在含有 ２５ ｍｇ / Ｌ潮
霉素 Ｂ 的培养基上分化出潮霉素抗性植株[２０]ꎮ
１.４　 靶标位点的基因型鉴定

利用十六烷基三甲基溴化铵(ＣＴＡＢ)法提取水

稻叶片总 ＤＮＡ(ＣＴＡＢ 配方:１００ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ
２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ１􀆰 ４ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ２％ ＣＴＡＢ)ꎮ 利

用 ｆｌａｇ 标签插入位点侧翼序列的特异性引物 ＨＰＰＤ￣
Ｆ 和 ＨＰＰＤ￣Ｒ (表 １) 扩增含有插入位点的片段ꎮ
ＰＣＲ 反应体系(２５􀆰 ００ μＬ):２􀆰 ００ μＬ 基因组 ＤＮＡ
(质量浓度 １００ ｎｇ / μＬ)ꎬ１２􀆰 ５０ μＬ ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓ￣
ｔｅｒ Ｍｉｘ(货号:Ｐ２２２ꎬ南京诺唯赞生物科技股份有限

公司产品)ꎬ０􀆰 ７５ μＬ 正向引物(浓度 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
０􀆰 ７５ μＬ 反向引物(浓度 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ补去离子水至

２５􀆰 ００ μＬꎮ ＰＣＲ 程序:９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ随后进行

３５ 个循环ꎬ每个循环包括 ９４ ℃变性 ２０ ｓ、５６ ℃退火

２０ ｓ、７２ ℃延伸 ３０ ｓꎮ ＰＣＲ 产物直接进行纳米孔测

序ꎮ
１.５　 不含转基因元件的植株鉴定

以水稻叶片总 ＤＮＡ 为模板ꎬ根据潮霉素磷酸转

移酶基因表达盒序列设计特异性引物 ３５Ｓ￣ＮＴＦ１ 和

Ｈｙｇ￣ＳＲꎬ根据 Ｃａｓ９￣ＭＭＬＶ 基因表达盒序列设计特异

性引物 ｎＣａｓ９￣ＳＦ 和ＭＭＬＶ￣ＳＲ(表 １)ꎬ分别进行 ＰＣＲ
扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体系(１０􀆰 ００ μＬ):２􀆰 ００ μＬ 基因组

ＤＮＡ(质量浓度 １００ ｎｇ / μＬ)ꎬ５􀆰 ００ μＬ ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ ０􀆰 ２５ μＬ 正向引物 ( １０􀆰 ００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
０􀆰 ２５ μＬ 反向引物 ( １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ用超纯水补至

１０􀆰 ００ μＬꎮ ＰＣＲ 扩增程序:９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎬ随后

进行 ３５ 个循环ꎬ每个循环包括 ９４ ℃变性 ２０ ｓ、５６ ℃
退火 ２０ ｓ、７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ扩增产物经 １％琼脂糖

凝胶电泳检测目标条带ꎮ

１.６　 基因表达水平检测

根据水稻 ＨＰＰＤ 基因的编码序列设计引物

ＨＰＰＤ￣ＴＦ和 ＨＰＰＤ￣ＴＲ 检测水稻 ＨＰＰＤ 基因表达水

平ꎬ采用水稻 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 基因(ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ１３１７０)作为

内参基因ꎬ设计检测引物 ＯｓＵＢＱ￣ＴＦ 和 ＯｓＵＢＱ￣ＴＲ(表
１)ꎮ 不含转基因元件的纯合植株 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０
和转基因受体品种日本晴用于 ＨＰＰＤ 基因的表达水

平检测ꎮ 试验材料种植于植物培养箱 (型号:
ＡＲ４１Ｌ２ꎬ 美国 Ｐｅｒｃｉｖａｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品)ꎬ光周期

设定为 １６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗ꎬ昼夜温度设置为 ３２ ℃ /
２８ ℃ꎮ 水稻分蘖期的倒数第 １ 片叶用于检测ꎬ依次

于黑暗转光照后 ０ ｈ、４ ｈ、８ ｈ、１２ ｈ 和 １６ ｈ 剪取同一

倒数第 １ 张叶的叶片ꎬ液氮速冻后保存于－８０ ℃冰

箱ꎬ待所有样品取样结束ꎬ加入液氮迅速研磨成粉末ꎬ
随后利用总 ＲＮＡ 小量提取试剂盒(型号:ＲＣ４１１￣０１ꎬ
南京诺唯赞生物科技股份有限公司产品)提取 ＲＮＡꎮ
利用逆转录试剂盒(货号:Ｒ３２３￣０１ꎬ南京诺唯赞生物

科技股份有限公司产品)进行逆转录反应ꎮ 实时定量

ＰＣＲ 反应体系 ( ２０􀆰 ０ μＬ) 为: ２× ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ 预混液(货号:Ｑ３１２￣０２ꎬ南京诺唯

赞生物科技股份有限公司产品)１０􀆰 ０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ
正向引物 ０􀆰 ５ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ反向引物 ０.５ μＬꎬｃＤＮＡ
模板 ３􀆰 ０ μＬꎻ补去离子水至 ２０􀆰 ０ μＬꎮ 反应程序为:
９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ随后进行 ４０ 个循环的扩增ꎬ每个

循环依次为 ９５ ℃变性 １０ ｓ、６０ ℃退火 ２０ ｓ、７２ ℃延

伸 ２０ ｓꎬ每个循环延伸阶段结束后进行荧光信号读板

检测ꎻ扩增循环完成后ꎬ进行熔解曲线分析ꎬ条件为

６０ ℃缓慢升温至 ９５ ℃ꎬ升温过程中每 ０.１ ℃采集 １
次荧光信号并读数ꎮ
１.７　 蛋白质免疫印迹(ＷＢ)试验

对于含３×ｆｌａｇ 标签的纯合植株ꎬ取同一份水稻

叶片样品置于液氮中充分研磨成粉末ꎬ分样后分别

用于基因表达水平检测和蛋白质表达量检测ꎮ 向叶

片粉末中加入含有 １％蛋白酶抑制剂 ｃｏｃｋｔａｉｌ(货号:
Ｓ２５９１０ꎬ上海源叶生物科技有限公司产品)的１×ＰＢＳ
缓冲液(货号:Ｐ１０２２ꎬ北京索莱宝科技有限公司产

品)ꎬ混匀后１３ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ加入 １ / ４ 体积的５×
ＳＤＳ 蛋白质上样缓冲液(货号:Ｐ００１５ꎬ上海碧云天

生物技术有限公司产品)ꎬ经 １００ ℃金属浴加热 １０
ｍｉｎꎬ室温下１３ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ采用

４％~２０％梯度凝胶(货号:Ｍ０１００４ꎬ南京金斯瑞生物

科技有限公司产品)进行聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ以

１５６郭冬姝等:引导编辑介导的水稻 ＨＰＰＤ 基因原位插入 ｆｌａｇ 标签编码序列的遗传材料创制



１２０ Ｖ 恒压电泳至溴酚蓝指示剂达到凝胶底部ꎬ利
用伯乐转膜仪将凝胶中的蛋白质转移至聚偏二氟乙

烯(ＰＶＤＦ)膜ꎬ以 １００ ｍＡ 恒流条件转膜 １００ ｍｉｎꎬ然
后利用含有 ５％脱脂奶粉(货号:Ａ６００６６９ꎬ上海生工

生物工程股份有限公司产品)的 １×ＰＢＳＴ 缓冲液室

温封闭 ２ ｈꎬ含有同一组样品的 ＰＶＤＦ 膜分别采用

Ａｎｔｉ￣ｆｌａｇ 单克隆抗体 (１ ∶ ５ ０００ꎬ 体积比ꎬ 货号:
Ｆ４０４９ꎬ美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司产品) 和 Ａｎｔｉ￣ａｃｔｉｎ
抗体(１ ∶ ２ ５００ꎬ体积比ꎬ货号:Ｍ２０００９Ｍꎬ上海艾比

玛特生物医药科技有限公司产品)室温孵育过夜ꎬ

利用辣根过氧化物酶标记的二抗(１ ∶ １０ ０００ꎬ体积

比ꎬ货号:ＺＢ￣５３０５ꎬ北京中杉金桥生物技术有限公司

产品)溶液室温孵育 ４０ ｍｉｎꎬ抗体稀释液均为含有

３％ 脱脂奶粉的１×ＰＢＳＴ 缓冲液ꎬ利用 ＥＣＬ 发光液

(货号:１８０￣５０１ꎬ上海天能科技有限公司产品)显色ꎬ
利用天能 ５２００ Ｍｕｌｔｉ 全自动化学发光图像分析系统

(型号:５２００ꎬ上海天能科技有限公司产品)采集蛋

白质条带图像ꎬ采用 ＩｍａｇｅＪ 软件对蛋白质免疫印迹

条带的灰度值进行定量分析ꎬ以 Ａｃｔｉｎ 蛋白为内参

校正目标蛋白质的相对表达量ꎮ

表 １　 本研究所用引物序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

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

ＴＬＣＶ￣ＳＦ ＴＴＧＧＧＡＡＡＴＧＴＣＣＡＣＴＣＡＣＣ 植物表达载体及农杆菌菌落 ＰＣＲ 鉴定

ＨＰＰＤ￣ｓｐａｃｅｒ Ｒ ＡＧＧＡＴＣＣＴＴＧＡＡＣＴＧＴＡＧＧＧ
ＨＰＰＤ￣Ｆ ＧＴＧＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＡＴＧＡＧＡＧＴＧ 插入位点基因型鉴定

ＨＰＰＤ￣Ｒ ＧＣＣＡＡＣＡＣＴＡＧＧＴＴＡＣＡＴＴＣＴＴＧ
３５Ｓ￣ＮＴＦ１ ＡＣＡＡＴＣＣＣＡＣＴＡＴＣＣＴＴＣＧＣＡＡＧ 潮霉素抗性基因表达盒鉴定

Ｈｙｇ￣ＳＲ ＧＴＡＣＴＴＣＴＡＣＡＣＡＧＣＣＡＴＣＧＧＴＣ
ｎＣａｓ９￣ＳＦ ＡＣＡＴＣＡＴＣＣＡＣＣＴＣＴＴＣＡＣＣ ｎＣａｓ９￣ＭＭＬＶ 基因表达盒鉴定

ＭＭＬＶ￣ＳＲ ＴＴＧＡＴＧＧＡＣＡＣＣＧＧＴＧＴＴＧＡ
ＨＰＰＤ￣ＴＦ ＡＣＡＧＧＧＡＴＧＡＣＣＡＧＧＧＧＧＴＧＴＴＧＣ ＨＰＰＤ 基因表达水平检测

ＨＰＰＤ￣ＴＲ ＧＣＴＴＧＣＴＴＧＧＣＴＴＣＡＡＧＧＧＡＴＴＴＣＴＣＡ
ＯｓＵＢＱ￣ＴＦ ＧＣＴＣＣＧＴＧＧＣＧＧＴＡＴＣＡＴ 内参基因表达水平检测

ＯｓＵＢＱ￣ＴＲ ＣＧＧＣＡＧＴＴＧＡＣＡＧＣＣＣＴＡＧ

２　 结果与分析

２.１　 引导编辑载体构建

本研究以粳稻品种日本晴作为转基因受体ꎬ在
水稻 ＨＰＰＤ 蛋白羧基端原位精准融合 ３ 个串联的

ｆｌａｇ 蛋白标签(３×ｆｌａｇ)ꎮ 为了利用引导编辑载体在

不产生插入缺失的情况下精准插入３×ｆｌａｇ 标签编码

序列ꎬ本研究在 ＨＰＰＤ 基因 ３′端终止密码子附近选

择 １ 个 ２０ ｂｐ 的基因编辑靶标位点(图 １Ａ)ꎮ 利用

玉米 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ１ 基因启动子驱动优化后的 Ｃａｓ９ 切口

酶和逆转录酶融合蛋白的编码基因(图 １Ｂ)ꎻ利用含

有花椰菜花叶病毒 ３５Ｓ 增强子、黄化曲叶病毒核心

启动子和截短的拟南芥 Ｕ６ 启动子的复合启动子驱

动引导编辑元件表达(图 １Ｂ、图 １Ｃ)ꎻ利用花椰菜花

叶病毒 ３５Ｓ 启动子驱动潮霉素抗性基因表达(图
１Ｂ)ꎮ 引导编辑元件包含顺序排列的甘氨酸 ｔＲＮＡ
编码序列、基因编辑靶标位点、引导 ＲＮＡ、ＲＴ 模板

序列、 ＰＢＳ 序列、 ｅｖｏＰｒｅＱ１ 基序和丁型肝炎病毒

(ＨＤＶ) 核酶序列 (图 １Ｂ、图 １Ｃ)ꎮ 合成 ｓｐａｃｅｒ￣
ｇＲＮＡ￣ＲＴ￣ＰＢＳ 序列ꎬ连入线性化的引导编辑终载

体ꎬ构建用于３×ｆｌａｇ 标签编码序列插入的引导编辑

载体 ＰＥ￣ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇꎮ 引导编辑载体采用农杆菌介

导的遗传转化转入水稻品种日本晴ꎮ
２.２　 转基因当代植株基因型鉴定

本研究共获得 ２１ 株具有潮霉素抗性的 Ｔ０代转基

因植株ꎮ 提取转基因植株叶片总 ＤＮＡꎬ利用插入位

点两侧序列特异性引物扩增含有插入位点的片段ꎬ进
行基因型鉴定ꎮ 如图 ２Ａ 所示ꎬ在 ２１ 个被测植株中ꎬ
均观察到长度约为 ３５６ ｂｐ 的条带ꎬ与野生植株基因

型预期大小相近ꎬ同时在第 １、第 ２ 和第 １１ 号植株的

扩增产物中观察到 ２ 个大于野生型的条带ꎮ 将第 １、
第 ２ 和第 １１ 号植株对应的 ＰＣＲ 产物进行纳米孔测

序ꎬ尽管琼脂糖电泳观察到 ３ 条条带ꎬ但测序结果仅

检测到两种基因型ꎬ一种基因型的测序结果表明在
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ＨＰＰＤ 基因的 ３′端发生了３×ｆｌａｇ 标签编码序列的精准

插入(图 ２Ｃ)ꎬ另一种基因型的序列与野生型一致ꎬ测
序 Ｒｅａｄ 长度分布图中也仅观察到 ２ 个峰ꎬ表明 ＰＣＲ
产物仅包含两种基因型对应的条带(图 ２Ｂ)ꎮ 上述结

果表明ꎬ第 １、第 ２ 和第 １１ 号转基因植株 ＨＰＰＤ 基因

的 ３′端发生了预期的３×ｆｌａｇ 标签编码序列的精准插

入ꎬ由于同时可以检测到野生型条带ꎬ表明这 ３ 个植

株中蛋白质标签的插入可能以杂合或嵌合的形式存

在ꎮ ３ 个检测到精准插入事件的植株分别命名为

ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１、ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣２ 和 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ꎮ

Ａ:水稻 ＨＰＰＤ 基因结构ꎻＢ:引导编辑载体 Ｔ￣ＤＮＡ 区段示意图ꎻＣ:引导编辑元件区序列示意图ꎮ 图 Ａ 中灰色方框表示 ２ 个外显子ꎬ外显子间

的黑色短线代表内含子ꎬ蓝色竖线显示基因编辑靶标位点的位置ꎬ带下划线的字母表示基因编辑靶标位点序列ꎬ红色字母表示原间隔相邻

基序(ＰＡＭ)序列ꎻ图 Ｂ 中 ＺｍＰＵＢＩ 为玉米 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ１ 基因启动子ꎬｎＣａｓ９ ＫＫ Ｈ８４０Ａ 为优化后的 Ｃａｓ９ 切口酶编码基因ꎬＭＭＬＶ 为逆转录酶编

码基因ꎬＮＯＳＴ 为 ＮＯＳ 终止子ꎬａｍｉＲＮＡ ＯｓＭＳＨ２ 为针对水稻 ＭＳＨ２ 基因的 ａｍｉＲＮＡ 元件ꎬｒｂｃｓＥ９ 为豌豆(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ.)核酮糖￣１ꎬ ５ 二磷

酸羧化酶小亚基 Ｅ９ 基因的终止子ꎬ３５Ｓ 为花椰菜花叶病毒(ＣａＭＶ)３５Ｓ 启动子ꎬＨｙｇＲ 为潮霉素抗性基因ꎬ３５ＳＴ 为 ３５Ｓ 终止子ꎬＰｒｏｍｏｔｅｒ 为引

导编辑元件启动子ꎬＰＥ ｅｌｅｍｅｎｔ 为引导编辑元件ꎬｔＨＳＰ 为热体克蛋白终止子ꎻ图 Ｃ 中 Ｐｒｏｍｏｔｅｒ 和 ＰＥ ｅｌｅｍｅｎｔ 对应 Ｂ 中相应区域ꎬ３５Ｓ Ｅｎｈａｎ￣
ｃｅｒ 为 ＣａＭＶ３５Ｓ 增强子ꎬＣｍＹＬＣＶ 为黄化曲叶病毒核心启动子ꎬＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｕ６ 为截短的拟南芥 Ｕ６ 启动子ꎬＧｌｙ ｔＲＮＡ 为甘氨酸 ｔＲＮＡ 编码序

列ꎬｓｐａｃｅｒ 为 ＨＰＰＤ 基因编辑靶标位点ꎬｇＲＮＡ 为引导 ＲＮＡꎬＲＴ 为逆转录模板ꎬＰＢＳ 为引物结合位点ꎬｅｖｏＰｒｅＱ１ 为工程化的 ｐｒｅＱ１ 核糖开关适

配体基序ꎬｃＨＤＶ 为丁型肝炎病毒核酶序列ꎮ 示意图下方为 ＰＥ 元件的序列ꎬ绿色字母代表 ｓｐａｃｅｒ 序列ꎬ黑色字母代表 ｇＲＮＡ 序列ꎬ红色字母

代表 ＲＴ 序列ꎬ下划线标注的为３×ｆｌａｇ 标签编码序列ꎬ蓝色字母代表 ＰＢＳ 序列ꎮ
图 １　 水稻 ＨＰＰＤ 基因结构及引导编辑载体 Ｔ￣ＤＮＡ 区元件示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ＨＰＰＤ ｇｅｎｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｔ￣ＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｖｅｃｔｏｒ

２.３　 Ｔ０代精准插入植株融合蛋白表达检测

为了检测 ＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融合蛋白是否能够正常
表达ꎬ本研究首先利用 Ａｎｔｉ￣ｆｌａｇ 单克隆抗体对 ３ 个 Ｔ０

代鉴定到精准插入３×ｆｌａｇ 标签编码序列的植株(ＨＰ￣
ＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１、ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣２ 和 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１)的总蛋白

质进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ 利用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 软件预测

ＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融合蛋白的相对分子量约为５０ ０００ꎮ 如

图 ３ 所示ꎬＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１、ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣２ 和 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣
１１ ３ 个植株中均检测到大小与预测相对分子量相近
的条带ꎬ说明在本研究所得 Ｔ０代发生精准插入的植

株中ꎬＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融合蛋白可以正常表达ꎮ

２.４　 不含转基因元件的纯合插入植株的鉴定

将 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１、ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣２ 和 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１
３ 个检测到３×ｆｌａｇ 标签编码序列精准插入事件的 Ｔ０

代转基因植株移栽到田间ꎬ分别收获自交 Ｔ１ 代种
子ꎮ 每个株系随机选取 ３０ 个 Ｔ１代单株进行基因型
鉴定ꎬ结果表明 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ 的 Ｔ１代植株中可以检

测到与精准插入３×ｆｌａｇ 标签编码序列对应的较长条

带ꎬ而 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１ 和 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣２ 的 Ｔ１代植株只

检测到与野生型序列长度对应的短条带ꎮ 如图 ４ 所

示ꎬ在 ３０ 个 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ 的自交 Ｔ１代单株中ꎬ有 ７
个单株检测到了与精准插入３×ｆｌａｇ 标签编码序列对
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Ａ:Ｔ０代基因编辑植株基因型鉴定 ＰＣＲ 产物琼脂糖电泳结果ꎻＢ:Ｔ０代基因编辑植株 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ 的基因型鉴定 ＰＣＲ 产物纳米孔测序 Ｒｅａｄ

长度分布图ꎻＣ:发生３×ｆｌａｇ 标签编码序列精准插入的 Ｔ０代基因编辑植株的有代表性的测序峰图ꎮ 图 Ａ 中 Ｍ 表示 ＤＮＡ 碱基序列长度标准ꎬ

１~２１ 分别为 Ｔ０代转基因植株样品编号ꎻ图 Ｂ 中红色和绿色箭头分别指示两个主峰ꎻ图 Ｃ 中上方序列为野生型(ＷＴ)基因序列ꎬ其中带下划

线的字母为基因编辑的靶标区域ꎻ下方序列为编辑后序列ꎬ其下划线标注的大写字母为３×ｆｌａｇ 标签编码序列的三联密码子ꎬ密码子下方对应

的大写字母为其编码的氨基酸ꎬ野生型序列和编辑后序列下方的∗和􀅰分别标记了相同的碱基对应的位置ꎬ可直观对比野生型与编辑后序

列的碱基差异ꎮ
图 ２　 Ｔ０代基因编辑植株基因型鉴定结果

Ｆｉｇ.２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

ＮＰ 为空白对照ꎻＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１０ 为阴性植株对照ꎮ
图 ３　 Ｔ０代精准插入３×ｆｌａｇ 标签编码序列植株中 ＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ

融合蛋白蛋白质印迹法检测结果

Ｆｉｇ.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｈａｒｂｏｕｒｉｎｇ ｐｒｅｃｉｓｅ ｉｎ￣

ｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ３×ｆｌａｇ ｔａｇ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

应的单一条带ꎬ１０ 个单株检测到了与野生型相对应

的单一条带ꎻ另有 １３ 个单株检测到了与 Ｔ０代引导

编辑阳性植株相似的 ３ 个条带ꎮ 上述结果表明ꎬ
ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ 的３×ｆｌａｇ 标签编码序列精准插入事件

遗传到 Ｔ１代ꎮ
为进一步鉴定不含转基因元件的插入株系ꎬ设

计潮霉素和 ｎＣａｓ９￣ＭＭＬＶ 基因表达盒的特异性引

物ꎬ对 ３０ 个 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ 的 Ｔ１ 代自交单株进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ在 ３０ 个被测单株中ꎬ有 １１
个单株用两对引物均不能扩增出条带ꎬ表明这 １１ 个

单株应为不含转基因元件的植株ꎮ 综合基因型鉴定

结果和转基因元件鉴定结果ꎬ共获得 ３ 个不含转基

因元件的纯合３×ｆｌａｇ 编码序列精准插入植株ꎬ随机

选取 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０ 进行后续试验ꎮ
２.５　 长日照条件下 ＨＰＰＤ 基因转录水平

为了探究水稻 ＨＰＰＤ 基因的转录本水平是否与

光周期存在相关关系ꎬ本研究在光照培养箱中设置

长日照光周期ꎬ种植野生型植株和不含转基因元件

的精准插入３× ｆｌａｇ 标签编码序列植株 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣
１１￣１０ 至分蘖期ꎬ在黑暗转光照后每 ４ ｈ 采集 １ 次叶

片样本(图 ５Ａ)ꎬ利用实时荧光定量聚合酶链式反

应(ｑＰＣＲ)检测野生型和 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０ 在黑暗

转光照后不同时间点的 ｍＲＮＡ 水平ꎮ 如图 ５Ｂ 所

示ꎬ野生型植株中 ＨＰＰＤ 基因的表达水平随光照时

长表现出从高到低的变化趋势ꎬ在黑暗转光照 ０ ｈ
和 ４ ｈ ２ 个时间点表达水平高ꎬ１２ ｈ 时达水平最低ꎮ
在 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０ 植株中ꎬＨＰＰＤ 基因随光周期的

表达水平表现出与野生型植株一致的变化趋势(图
５Ｃ)ꎮ 上述结果表明ꎬ在水稻 ＨＰＰＤ 基因的 ３′端精

准插入３×ｆｌａｇ 标签编码序列不影响 ＨＰＰＤ 基因的表

达模式ꎬ且水稻 ＨＰＰＤ 基因与拟南芥 ＨＰＰＤ 基因表

现出相似的与光周期相关的表达模式[４]ꎮ
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Ｍ 表示 ＤＮＡ 碱基序列长度标准ꎬ１~３０ 分别为 Ｔ１代转基因植株样品编号ꎮ

图 ４　 精准插入３×ｆｌａｇ 标签编码序列植株 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ 自交后代基因型和转基因元件鉴定结果

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｅｌｅｍｅｎｔ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｆｒｏｍ ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ ｗｉｔｈ ｐｒｅｃｉｓｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ

３×ｆｌａｇ ｔａｇ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ａ:长日照处理及取样点示意图ꎻＢ:野生型植株不同时间点 ＨＰＰＤ 基因的相对表达水平ꎻＣ:ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０ 植株不同时间点 ＨＰＰＤ 基因的

相对表达水平ꎮ 图 Ｂ 和图 Ｃ 中相对表达水平为 ＨＰＰＤ 基因相对于内参基因 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ１ 的表达倍数ꎬ误差线表示 ３ 次重复的标准差ꎮ
图 ５　 野生型植株和不含转基因元件的纯合３×ｆｌａｇ 标签编码序列精准插入植株 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０ 中 ＨＰＰＤ 基因表达水平检测结果

Ｆｉｇ.５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＰＰＤ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０ ｒｉｃｅ ｐｌａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｒｅｃｉｓｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ３×ｆｌａｇ ｔａｇ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｆｒｅｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

２.６　 长日照条件下 ＨＰＰＤ 蛋白表达丰度

蛋白质是酶功能的直接执行者ꎬ利用本研究创

制的含有 ３× ｆｌａｇ 标签编码序列精准插入的植株

ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０进一步分析水稻 ＨＰＰＤ 蛋白随光

周期的表达丰度变化ꎮ 利用与 ｑＰＣＲ 检测相同的样

品提取叶片总蛋白质ꎬ用 Ａｎｔｉ￣ｆｌａｇ 单克隆抗体进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ并以 Ａｎｔｉ￣ａｃｔｉｎ 抗体检测 ａｃｔｉｎ 蛋

白表达丰度作为蛋白质定量分析的内参ꎮ 如图 ６ 所

示ꎬ在黑暗转光照后的 ５ 个时间点ꎬＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融

合蛋白对应的 Ａｎｔｉ￣ｆｌａｇ 条带没有表现出明显的强度
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变化ꎮ 以 Ａｎｔｉ￣ｆｌａｇ 条带的灰度与 Ａｎｔｉ￣ａｃｔｉｎ 条带的

灰度的比值表示 ＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融合蛋白的相对表达

强度ꎬ结果表明在黑暗转光照后的不同时间点ꎬＨＰ￣
ＰＤ 蛋白表达丰度相近ꎬ且没有表现出与 ＨＰＰＤ 基因

转录水平相似的从高到低的变化趋势ꎮ

图上方数字表示黑暗转光照后检测时间点ꎬ图下方数字表示相

同时间点样品 Ａｎｔｉ￣ｆｌａｇ 条带灰度和 Ａｎｔｉ￣ａｃｔｉｎ 条带灰度的比值ꎮ
图 ６　 不含转基因元件的纯合３×ｆｌａｇ 标签编码序列精准插入植

株 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０ 中 ＨＰＰＤ 蛋白表达丰度分析结果

Ｆｉｇ.６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＰＰＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｂｕｎｄａｎｃｅ
ｉｎ ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１￣１０ ｗｉｔｈ ｐｒｅｃｉｓｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ３×ｆｌａｇ
ｔａｇ ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｆｒｅｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓ

３　 讨 论

植物内源蛋白的抗体制备存在难度大、周期长、
成本高的问题ꎬ且部分内源抗体无法有效区分同源

蛋白ꎮ 因此ꎬ为目标植物蛋白质添加蛋白质标签ꎬ借
助成熟稳定、成本低廉的商业化抗体检测生理条件

下内源蛋白的天然状态ꎬ是一种高效且经济的研究

策略ꎮ 本研究利用基因编辑介导的引导编辑技术ꎬ
成功为水稻内源 ＨＰＰＤ 蛋白添加了原位 ３×ｆｌａｇ 标

签ꎬ并筛选鉴定出无转基因元件的纯合株系ꎮ 蛋白

质免疫印迹试验结果表明ꎬＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融合蛋白

可在水稻中正常表达ꎬ且该株系中 ＨＰＰＤ 基因的表

达模式与野生型植株保持一致ꎮ 该水稻遗传材料可

进一步用于 ＨＰＰＤ 蛋白丰度、蛋白质修饰及蛋白质

稳定性等方面的检测分析ꎬ为解析水稻 ＨＰＰＤ 基因

转录和 ＨＰＰＤ 蛋白表达的调控机制提供了有价值

的试验材料ꎮ
本研究共获得 ２１ 株转基因当代潮霉素抗性植

株ꎬ其中 ３ 株检测到３×ｆｌａｇ 标签编码序列的精准插

入ꎮ 在 ３ 个阳性株系的自交后代中ꎬ仅 １ 个株系的

精准插入事件可稳定遗传至下一代ꎮ 这一结果表

明ꎬ转基因当代植株中检测到的精准插入事件可能

以嵌合体形式存在[２１]ꎮ 为提升可遗传精准插入突

变体的获得效率ꎬ可提高独立转基因单株的获得数

量ꎬ或尝试优化引导编辑载体的元件与编辑策略ꎮ
已有研究结果证实ꎬ对引导编辑的核心元件进行优

化可有效提升引导编辑效率ꎬ且相同元件对不同物

种或不同基因编辑位点的增效作用存在差异[１７]ꎬ而
采用双重引导编辑(ＤｕａｌＰＥ)策略ꎬ选取 ２ 个基因编

辑靶标位点ꎬ利用引导编辑技术产生相互重叠的编

辑序列ꎬ也可进一步提高引导编辑精准插入的效

率[１８ꎬ２２]ꎮ
值得注意的是ꎬ对于发生精准插入的 ３ 个转基

因当代植株ꎬ基因型鉴定 ＰＣＲ 产物的琼脂糖凝胶电

泳均检测到 ２ 个大于野生型的条带ꎬ其中 １ 个条带

的大小与发生精准插入事件的序列长度相仿ꎬ在精

准插入条带上方另有 １ 个条带ꎬ起初推测该条带可

能为目标序列的非特异性整合产物ꎮ 由于包含野生

型条带在内的 ３ 条带大小相近ꎬ不易切胶分离ꎬ本研

究采用纳米孔测序技术对 ＰＣＲ 样品进行测序ꎮ 根

据纳米孔测序原理ꎬ纳米孔偶联的马达蛋白会把

ＤＮＡ 解旋成单链后再进行测序[２３]ꎮ 纳米孔测序结

果表明ꎬ含有 ３ 条带的 ＰＣＲ 产物仅能检测到对应两

种 Ｒｅａｄ 长度的峰ꎬ分别对应野生型和精准插入两种

基因型ꎮ 在 ＨＰＰＤ￣Ｆｌａｇ￣１１ 的 Ｔ１代ꎬ对应纯合插入和

野生型基因型的植株中仅检测到相应的单一条带ꎬ
且仍可检测到扩增产物呈现 ３ 个条带的植株ꎮ 理论

上ꎬ在不含转基因元件的自交后代中ꎬ同一基因位点

最多有两种基因型ꎮ 因此ꎬ综合纳米孔测序和自交

后代基因型分离结果ꎬ猜测最长的条带可能为野生

型条带与含有精准插入的条带退火后形成的具有二

级结构的 ＤＮＡ 双链ꎬ造成电泳迁移率变低ꎬ表现为

比两种单一基因型更长的条带ꎬ后续需要进行更深

入的研究以验证这一猜想ꎮ
另有研究通过基因枪轰击供体片段ꎬ实现外源

片段的精准插入ꎮ 插入片段通过非同源末端连接

(ＮＨＥＪ)机制整合到目标位点ꎮ 对外源片段进行末

端 ５′磷酸化和硫代磷酸化修饰可以提高外源片段

的插入效率[１６]ꎮ 但该方法存在外源片段插入方向

随机的问题ꎬ易产生非预期的反向插入事件ꎬ且插入

位点两侧常伴随碱基的插入或缺失ꎬ若插入的是蛋

白标签的编码序列ꎬ还可能导致融合蛋白发生移码

突变ꎮ 此外ꎬ基因枪转化技术所需的设备与耗材成
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本较高ꎬ该方法对植物基因组的损伤较大ꎬ转化后代

中还易出现外源片段的碎片化随机整合ꎮ 因此ꎬ针
对较短蛋白质标签的插入需求ꎬ农杆菌介导的引导

编辑系统更具应用优势ꎮ
作为重要的除草剂靶标基因ꎬ水稻 ＨＰＰＤ 基因

的相关研究主要集中在直接改造编码区或染色体异

位ꎬ通过提高蛋白质的除草剂抗性或基因表达水平ꎬ
获得对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂抗性提高的突变

体[３ꎬ１０￣１２]ꎬ对 ＨＰＰＤ 基因的转录和翻译调控机理研

究较少ꎮ 另有研究通过基因编辑技术改造水稻 ＨＰ￣
ＰＤ 基因的 ３′非翻译区ꎬ获得了抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类

除草剂的突变体ꎬ但其抗性调控的具体分子机制尚

未明确[２４]ꎮ 为阐明抗性的作用机理、实现多种抗性

突变的理性聚合ꎬ同时规避所得抗除草剂突变体在

不同生理状态或环境条件下可能产生的潜在副作

用ꎬ系统解析 ＨＰＰＤ 基因在转录和翻译水平的调控

机制具有重要的研究价值ꎮ
本研究利用创制的原位表达 ＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融合

蛋白的水稻材料分析了光周期对于 ＨＰＰＤ 基因转录

水平和蛋白质表达水平的影响ꎮ 与拟南芥中的研究

结果相似[４]ꎬ水稻 ＨＰＰＤ 基因同样表现出在黑暗转光

照后的高表达ꎬ随着光照时间的延长ꎬ转录水平显著

下降ꎮ 值得注意的是ꎬ根据本研究结果ꎬ虽然黑暗转

光照后８~１６ ｈ ＨＰＰＤ 基因表达水平显著下降ꎬ但最低

值出现在 １２ ｈꎬ拟南芥中没有表现出这一现象ꎬ可能

与取样时间间隔较长有关ꎮ 为了更精确地研究水稻

ＨＰＰＤ 基因的表达调控机制ꎬ可以进一步缩小取样时

间的间隔ꎮ 与 ＨＰＰＤ 基因转录水平变化趋势不同的

是ꎬ在黑暗转光照后的所有时间点ꎬＨＰＰＤ 蛋白表达

丰度的变化不大ꎬ这与 ＨＰＰＤ 是质体醌和生育酚合成

途径中的关键酶ꎬ在光合作用中具有重要作用这一生

理功能相一致ꎮ 转录和蛋白质水平随光周期的变化

趋势不同ꎬ暗示水稻 ＨＰＰＤ 基因在蛋白质的翻译、降
解或稳定性等方面可能存在复杂的调控机制ꎮ 原位

表达 ＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融合蛋白的水稻株系后续可用于

水稻 ＨＰＰＤ 基因转录和 ＨＰＰＤ 蛋白表达的调控机制

研究ꎬ有助于创制 ＨＰＰＤ 蛋白表达水平或活性提高的

水稻种质ꎮ

４　 结 论

本研究利用引导编辑技术创制出原位表达

ＨＰＰＤ￣３×ｆｌａｇ 融合蛋白的不含转基因元件的纯合水

稻种质ꎮ 精准插入到 ＨＰＰＤ 基因 ３′端的３×ｆｌａｇ 标签

编码序列不影响 ＨＰＰＤ 基因的表达模式ꎮ 转录水平

分析结果表明ꎬ水稻 ＨＰＰＤ 基因在黑暗转光照后的

不同时间点的转录水平表现出从高到低的变化趋

势ꎬ而 ＨＰＰＤ 蛋白表达丰度在黑暗转光照后所有被

测时间点变化不大ꎬ暗示水稻 ＨＰＰＤ 基因在蛋白质

水平可能存在复杂的调控机制ꎮ 本研究创制的水稻

遗传材料ꎬ为深入解析 ＨＰＰＤ 基因转录及 ＨＰＰＤ 蛋

白表达水平的调控机制提供了宝贵的遗传材料ꎬ同
时为提升水稻非生物逆境耐受性和除草剂抗性提供

了潜在的应用基础ꎮ
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