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事水稻基因编辑技术和抗除草剂育种研究ꎮ ( Ｔｅｌ )
１３８１１１３６７６５ꎻ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｇｕｏｄｏｎｇｓｈｕｇｕｏｄｏｎｇ＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 为鉴定更多的抗性新位点ꎬ创制更多的抗 ４￣羟基苯丙酮酸双加氧酶(ＨＰＰＤ)抑制剂类除草剂水稻种

质ꎬ实现 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂在水稻生产中的应用ꎬ本研究采用基因编辑技术介导的体内定向进化策略ꎬ针对水

稻 ＨＰＰＤ 基因的编码区、上游启动子区及 ５′非翻译区ꎬ设计 ３００ 个基因编辑靶标位点ꎬ分别利用碱基编辑器和多基

因敲除突变载体构建突变体库ꎬ并进行基因突变当代植株基因型鉴定和测序ꎬ及突变体对除草剂硝磺草酮的抗性

鉴定ꎮ 结果表明ꎬ在 ＨＰＰＤ 基因编码区的 ９９ 个基因编辑靶标位点检测到碱基突变ꎬ在编码区上游区域检测到 ４３ 种

不同形式的纯合插入突变或缺失突变ꎮ 鉴定到 ２ 个对 ０􀆰 ３ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮抗性提高的突变体株系ꎬ包括 １ 个编码

区碱基突变的突变体株系和 １ 个编码区上游碱基缺失的突变体株系ꎮ 编码区碱基突变的突变体株系的突变类型

为 ＨＰＰＤ 蛋白第 ４１９ 位甘氨酸(ＧｌｙｃｉｎｅꎬＧ)突变为天冬氨酸(Ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄꎬＤ)ꎻ编码区上游碱基缺失突变体株系存

在 １６８ ｂｐ 的碱基缺失ꎬ且其 ＨＰＰＤ 基因表达水平是野生型的 ８􀆰 ０ 倍ꎮ 本研究为培育抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的水

稻品种提供了新的遗传材料和方法ꎮ
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　 　 稻田杂草严重危害水稻生产ꎮ 近年来ꎬ随着省

工、节本的水稻直播技术推广ꎬ稻田杂草危害面积和

强度均呈增加趋势[１￣２]ꎮ 目前ꎬ使用除草剂防治杂草

是最为经济有效的手段[３￣４]ꎬ稻田常用除草剂包括酰

胺类、磺酰脲类和合成激素类等除草剂[５]ꎮ 然而ꎬ
单一靶标除草剂的连年超量使用加速了抗性杂草的

产生ꎬ使得除草剂的使用效果越来越差ꎮ 因此ꎬ亟待

开发新型作用靶标的除草剂用于防治稻田抗性杂

草ꎮ 然而ꎬ新型除草剂的开发难度较大且成本较高ꎬ
近 ３０ 年来没有全新靶标的除草剂问世[６￣７]ꎮ 鉴于

此ꎬ使用应用于其他植物的除草剂进行稻田杂草防

治成为一种可行的替代策略ꎮ 常用于玉米田杂草防

治的 ４￣羟基苯丙酮酸双加氧酶(ＨＰＰＤ)抑制剂类除

草剂对于多种稻田杂草具有较好的防治效果ꎬ并且

具有低残留、环境友好等特点ꎬ对于稻田除草具有巨

大的应用潜力[７￣９]ꎮ 然而ꎬ绝大多数 ＨＰＰＤ 抑制剂类

除草剂对水稻产生不同程度的药害ꎮ 因此ꎬ培育抗

ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂水稻品种是将 ＨＰＰＤ 抑制剂

类除草剂应用于稻田除草的先决条件[３ꎬ１０]ꎮ
ＨＰＰＤ 是酪氨酸代谢途径中的关键酶ꎬ能催化

４￣羟基苯基丙酮酸 ( ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｅｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＨＰＰＡ)生成尿黑酸(Ｈｏｍｏｇｅｎｔｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬ ＨＧＡ)ꎬ并进

一步生成质体醌和生育酚[７￣８]ꎮ 质体醌是光合作用

电子传递链的重要辅助因子ꎬ生育酚是重要的抗氧

化剂ꎮ ＨＰＰＤ 功能受到抑制后将导致质体醌和生育

酚无法正常合成ꎬ进而影响植物光合作用和类胡萝

卜素的生物合成ꎬ并导致植株白化死亡[７￣８]ꎮ 植物对

除草剂的抗性主要分为靶标抗性和非靶标抗性ꎮ
Ｗａｎｇ 等[１１] 基于靶标抗性ꎬ利用碱基编辑器创制水

稻 ＨＰＰＤ 基因编码区单碱基突变体库ꎬ并筛选抗性

突变体ꎻＷｕ 等[９]利用基因编辑载体改造水稻 ＨＰＰＤ
基因 ３′非翻译区ꎬ创制抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的

突变体ꎻＬｕ 等[１２] 利用基因编辑介导的基因重复技

术提高水稻 ＨＰＰＤ 基因的表达水平ꎮ 另有一些研

究[３ꎬ７ꎬ１０ꎬ１３]通过细菌中的定向进化或蛋白结构分析

鉴定到水稻 ＨＰＰＤ 基因的抗除草剂位点ꎬ并通过过

量表达或异源表达突变基因等方式验证突变位点的

抗除草剂效果ꎮ Ｍａｅｄａ 等[１４] 基于非靶标抗性ꎬ鉴定

到 １ 个三酮类除草剂的修饰基因 ＨＩＳ１ꎬ该基因能对

除草剂进行羟基化进而实现解毒作用ꎬ且粳稻比籼

稻具有更强的除草剂抗性ꎮ 目前ꎬ已报道的水稻

ＨＰＰＤ 基因抗性突变位点数量及其突变体的抗性水

平仍较为有限ꎬ难以达到生产上的要求ꎮ 水稻

ＨＰＰＤ 蛋 白 第 ３３６ 位 点 ( Ｐ３３６Ｌ ) 和 ３３８ 位 点

(Ｎ３３８Ｄ)的氨基酸突变能够使水稻突变体在萌发阶

段对 ２００ ｎｍｏｌ / Ｌ的硝磺草酮、异口恶唑草酮或环磺酮

具有微弱的耐受性ꎬ在苗期对４０~５０ μｍｏｌ / Ｌ的异口恶

唑草酮和环磺酮具有一定的抗性[１１]ꎮ 其他已报道

的水稻 ＨＰＰＤ 基因抗性位点的验证依靠过量表达或

异位表达ꎬ缺乏水稻内源突变体的试验数据支

持[３ꎬ７ꎬ１０ꎬ１３]ꎮ 鉴定更多具有抗性位点的 ＨＰＰＤ 基因

和抗性突变体有助于深化对抗性机制的理解ꎬ也能

为创制高抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的水稻种质提供

更为丰富的遗传材料ꎮ
近年来发展起来的基因编辑技术已经成为作物

基因改造和优化的强大工具[１５]ꎮ 基于定向进化的策

略ꎬ利用基因编辑介导的碱基编辑器和基因敲除载体

对水稻[９ꎬ １１]、棉花[１６]、拟南芥[１７] 等植物中除草剂靶

标基因进行定点突变ꎬ构建基因编码区以及非编码区

的突变体库ꎬ并利用相应除草剂进行筛选ꎬ获得抗性

突变体ꎮ 然而该种策略存在一定的随机性ꎬ且不同研

究采用的筛选药剂和筛选方法各有不同ꎬ难以一次性

鉴定出所有的潜在抗性位点ꎮ 本研究利用腺嘌呤碱

基编辑器(Ａｄｅｎｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒꎬ ＡＢＥ)和胞嘧啶碱基

编辑器(Ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒꎬ ＣＢＥ)突变 ＨＰＰＤ 基因

编码区以及利用多靶标基因敲除载体突变 ＨＰＰＤ 基

因上游启动子区和 ５′非翻译区ꎬ构建水稻 ＨＰＰＤ 基因

的突变体库ꎬ并利用硝磺草酮进行抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类

６６８ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２６ 年 第 ４２ 卷 第 ５ 期



除草剂水稻种质鉴定ꎬ为创制抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草

剂的水稻种质提供新的遗传材料ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

水稻粳稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. ｓｓｐ. ｊａｐｏｎｉｃａ)品种秀

水 １３４ 作为转基因受体ꎬ由江苏省农业科学院种质

资源与生物技术研究所保存ꎮ
１.２　 质粒载体构建

腺嘌呤碱基编辑器(ＡＢＥ８ｅ￣ＮＧＧ / ＮＧ / ＲＹ)由上

海辰山植物园华凯博士提供ꎬ胞嘧啶碱基编辑器

(ＦＥＲＮＹ￣ＮＧ)和基因敲除载体由华南农业大学刘耀

光教授和祝钦泷教授提供ꎮ
针对水稻 ＨＰＰＤ 基因(ＬＯＣ＿Ｏｓ０２ｇ０７１６０)的编

码区ꎬ设计适用于 ＡＢＥ８ｅ￣ＮＧＧ / ＮＧ / ＲＹ 和 ＦＥＲＮＹ￣
ＮＧ 的靶标位点ꎬ选取 １３１ 个靶点(Ａ１~ Ａ１３１)用于

构建 ＡＢＥ８ｅ￣ＮＧＧ 和 ＡＢＥ８ｅ￣ＮＧꎬ２１ 个靶点(ＡＲＹ１~
ＡＲＹ２１) 用于构建 ＡＢＥ８ｅ￣ＲＹꎬ １０５ 个靶点 (Ｃ１~
Ｃ１０５)用于构建 ＦＥＲＮＹ￣ＮＧꎮ 委托金斯瑞生物科技

股份有限公司合成引物ꎬ每对引物退火形成双链ꎬ对
于 ＡＢＥ８ｅ￣ＮＧＧ / ＮＧ / ＲＹꎬ通过 Ｔ４ 连接酶[宝日医生

物技术(北京)有限公司产品]连入利用限制性内切

酶 ＢｓａⅠ[纽英伦生物技术(北京)有限公司产品]
线性化的碱基编辑终载体(ＡＢＥ 载体)ꎻ对于 ＦＥＲＮ￣
Ｙ￣ＮＧꎬ按照文献[１８]的方法构建碱基编辑终载体

(ＣＢＥ 载体)ꎮ 靶标位点序列委托南京擎科生物科

技有限公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证ꎬ载体骨架通过限

制性内切酶进行酶切验证ꎮ
选取上游基因编码区序列结束的位置到 ＨＰＰＤ

基因起始密码子(ＡＴＧ)前的２ ５００ ｂｐ 区域作为水稻

ＨＰＰＤ 基因的启动子区和 ５′非翻译区(ＵＴＲ)用于突

变体构建ꎮ 设计 ４３ 个间隔为５０~ ２００ ｂｐ 的靶标位

点ꎬ每 ４ 个靶标为 １ 组ꎬ构建在同一个基因敲除载体

上ꎬ共计得到 １４ 个基因敲除载体ꎬ分别命名为

ＣＲＩＳＰＲ￣ＨＰＰＤＰ￣４Ｔ￣１ ~ ＣＲＩＳＰＲ￣ＨＰＰＤＰ￣４Ｔ￣１４ꎬ前 １
个载体的最后 １ 个靶标与后 １ 个载体的第 １ 个靶标

相同ꎮ 参照文献[１８]的“Ｇｏｌｄｅｎ Ｇａｔｅ”策略进行 ４
靶标基因敲除载体的构建ꎬ构建载体的靶标位点序

列及骨架分别进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证和限制性内切

酶酶切验证ꎮ
１.３　 农杆菌介导的水稻遗传转化

利用热激法将每 １ 个碱基编辑载体和编码区上

游 ４ 靶点编辑载体分别转入农杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ)菌株 ＥＨＡ１０５(ＡＣ１０１０ꎬ 上海唯地生物

技术有限公司产品)ꎬ利用含有终浓度为 ５０ ｍｇ / Ｌ卡
那霉素和 ５０ ｍｇ / Ｌ利福平的液体 ＬＢ 培养基培养农

杆菌至 ６００ ｎｍ 吸光值(ＯＤ６００)约为 ２ꎬ用于水稻转

化ꎮ 利用培养 ４ 周左右的秀水 １３４ 成熟胚诱导产生

的愈伤组织作为遗传转化的外植体ꎮ 对于 ＡＢＥ 和

ＣＢＥ 载体ꎬ２５７ 个碱基编辑载体按每５~１０ 个质粒为

１ 组ꎬ通过农杆菌法混合转化水稻ꎮ 其中ꎬＡＢＥ 载体

质粒分为 １９ 个转化组ꎬＣＢＥ 载体质粒分为 １８ 个转

化组ꎮ 每组质粒对应的农杆菌菌液等体积混合ꎬ利
用共培养液调节农杆菌菌液的 ＯＤ６００至 ０􀆰 ０８ꎬ转化 １
份愈伤组织ꎻ对于编码区上游多基因敲除载体ꎬ每个

载体单独转化 １ 份愈伤组织ꎮ 利用含潮霉素 Ｂ 质

量浓度为 ５０ ｍｇ / Ｌ的培养基筛选阳性愈伤组织ꎬ利
用含潮霉素 Ｂ 质量浓度为 ２５ ｍｇ / Ｌ的分化培养基培

养潮霉素抗性愈伤组织直至出苗[１９]ꎮ
１.４　 突变体基因型鉴定

针对水稻 ＨＰＰＤ 基因编码区设计两对序列特异

性引物ꎬ分别用于扩增包含第一外显子和第二外显

子的片段ꎻ针对编码区上游序列ꎬ设计 ５ 对序列特异

性引物覆盖全部靶标位点ꎬ引物序列见表 １ꎮ 利用

ＣＴＡＢ 法提取转基因当代(Ｔ０代)潮霉素抗性幼苗的

叶片总 ＤＮＡ(ＣＴＡＢ 配方:１００ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ ２０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ １􀆰 ４ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ２％ ＣＴＡＢ)ꎮ 利用

聚合酶链式反应(Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＰＣＲ)
扩增含有目标位点的片段ꎮ ＰＣＲ 体系:２􀆰 ００ μＬ １００
ｎｇ / μＬ基因组 ＤＮＡꎬ１２􀆰 ５０ μＬ ２×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ(Ｐ２２２ꎬ南京诺唯赞生物科技股份有限公司产

品)ꎬ ０􀆰 ７５ μＬ １０ μｍｏｌ / Ｌ 正向引物ꎬ ０􀆰 ７５ μＬ １０
μｍｏｌ / Ｌ反向引物ꎬ补充去离子水至 ２５􀆰 ００ μＬꎮ ＰＣＲ
程序:９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ２０ ｓꎬ５６ ℃退火

２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎮ ＰＣＲ 产物委托江

苏康为世纪生物科技股份有限公司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测

序或纳米孔测序[２０]ꎬ利用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 软件比对测序

结果和野生型序列ꎬ并结合峰图确定突变形式和突

变位置ꎮ
对于 Ｔ０代的自交后代(Ｔ１代)中的抗除草剂植

株ꎬ提 取 叶 片 总 ＤＮＡꎬ 利 用 引 物 ＨＰＰＤ￣Ｅ２Ｆ 和

ＨＰＰＤ￣Ｅ２Ｒ进行 ＰＣＲꎬ鉴定编码区突变体基因型ꎻ利
用引物 ＨＰＰＤ￣Ｐ１Ｆ 和 ＨＰＰＤ￣Ｐ１Ｒ 鉴定编码区上游

突变体基因型ꎬＰＣＲ 体系和程序同 Ｔ０代潮霉素抗性
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植株的鉴定方法ꎬ引物序列见表 １ꎮ ＰＣＲ 产物直接

进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序ꎮ
１.５　 突变体除草剂抗性鉴定

对于编码区和编码区上游突变体库ꎬＴ０代检测到

的突变植株自交获得的种子用于生产中常用的 ＨＰ￣
ＰＤ 抑制剂类除草剂硝磺草酮的抗性鉴定ꎮ 采用水培

法鉴定抗性突变体ꎮ 将 Ｔ１ 代突变体种子用清水浸

泡ꎬ置于 ３７ ℃培养箱培养至种子露白ꎬ再转移到含有

改良型霍格兰营养液(ＮＳＰ１０２０ꎬ北京酷来搏科技有

限公司产品)的 ９６ 孔水培盒中ꎬ置于光周期 １６ ｈ / ｄ、
昼温 ３２ ℃、夜温 ２８ ℃的水稻生长室继续培养ꎬ每盒

种植 ４８ 株ꎮ 每个株系鉴定８~１２ 株 Ｔ１代幼苗ꎬ待幼苗

长至２~３ 叶期时ꎬ向营养液中加入 ２７ μＬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
的硝磺草酮母液ꎬ使培养液硝磺草酮终浓度为 ０􀆰 ３
μｍｏｌ / Ｌꎮ 另外向营养液中加入 ２７ μＬ 二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)溶剂作为不加除草剂的对照ꎮ 培养 １４ ｄ 后

测定不同处理植株高度ꎮ 每处理 ３ 次重复ꎮ
１.６　 基因表达水平检测

取 ３ 叶 １ 心期、生长状态一致的野生型植株和

Ｔ１代抗硝磺草酮突变体的叶片ꎬ利用总 ＲＮＡ 小量提

取试剂盒(ＲＣ４１１￣０１ꎬ 南京诺唯赞生物科技股份有

限公司产品)提取叶片 ＲＮＡꎬ进一步利用逆转录试

剂盒(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ꎬ合成 ｃＤＮＡ 模板ꎮ 根据水稻

ＨＰＰＤ 基因的编码序列设计跨内含子序列的特异性

引物 ＨＰＰＤ￣ＱＦ 和 ＨＰＰＤ￣ＱＲꎬ利用实时定量 ＰＣＲ
(ｑＰＣＲ)检测水稻 ＨＰＰＤ 基因表达水平ꎮ 以水稻

Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ 基因( ＬＯＣ＿Ｏｓ０３ｇ１３１７０) 作为内参基因ꎬ
ＯｓＵＢＱ￣ＱＦ 和 ＯｓＵＢＱ￣ＱＲ 为检测引物(表 １)ꎬ进行

ｑＰＣＲ 扩 增ꎮ ｑＰＣＲ 体 系 为: ２× ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ 预混液(Ｑ３１２￣０２ꎬ 南京诺唯赞

生物科技股份有限公司产品)１０􀆰 ００ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ
正向引物 ０􀆰 ５０ μＬꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ反向引物 ０􀆰 ５０ μＬꎬ
ｃＤＮＡ 模板 ３􀆰 ００ μＬꎬ补充去离子水至 ２０􀆰 ００ μＬꎮ
ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０
ｓꎬ６０ ℃退火 ２０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ ＰＣＲ
产物熔解曲线测定温度范围为６０~ ９５ ℃ꎬ以 ０􀆰 １ ℃
为梯度连续采集荧光信号ꎬ生成熔解曲线ꎮ 根据相

对于内参基因表达水平的倍数得到 ＨＰＰＤ 基因的相

对表达水平ꎮ

表 １　 引物列表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｌｉｓｔｓ

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

ＨＰＰＤ￣Ｅ１Ｆ ＡＣＣＡＧＡＧＧＡＣＡＡＡＴＣＣＣＧＴ ＨＰＰＤ 基因第一外显子基因型鉴定

ＨＰＰＤ￣Ｅ１Ｒ ＧＴＧＴＣＡＣＡＡＴＣＴＴＣＡＧＡＡＡＧＧＣ

ＨＰＰＤ￣Ｅ２Ｆ ＡＣＴＡＣＡＴＣＴＡＡＧＧＴＣＣＡＴＧＧ ＨＰＰＤ 基因第二外显子基因型鉴定

ＨＰＰＤ￣Ｅ２Ｒ ＡＧＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＴＡＧ

ＨＰＰＤ￣Ｐ１Ｆ ＣＣＡＴＴＡＣＴＡＣＴＣＴＣＣＣＣＧＡＴＴＣ ＨＰＰＤ 基因编码区上游序列鉴定

ＨＰＰＤ￣Ｐ１Ｒ ＡＣＣＡＧＡＧＣＴＣＧＡＣＧＴＧＧＴＧＧＡＡ

ＨＰＰＤ￣Ｐ２Ｆ ＴＴＧＡＧＡＣＡＧＣＴＣＡＴＴＣＴＡＣＣＧＣ ＨＰＰＤ 基因编码区上游序列鉴定

ＨＰＰＤ￣Ｐ２Ｒ ＧＧＧＡＡＡＣＡＡＡＴＴＴＴＧＴＧＧＴＡＡＣ

ＨＰＰＤ￣Ｐ３Ｆ ＧＡＡＴＡＡＧＡＣＧＡＡＣＧＧＴＣＡＡＡＣＡＴＧＴＧ ＨＰＰＤ 基因编码区上游序列鉴定

ＨＰＰＤ￣Ｐ３Ｒ ＧＡＡＴＣＧＧＧＧＡＧＡＧＴＡＧＴＡＡＴＧＧＡＧＧＡ

ＨＰＰＤ￣Ｐ４Ｆ ＧＡＧＴＴＴＣＣＡＧＡＴＴＧＧＣＴＴＣＣ ＨＰＰＤ 基因编码区上游序列鉴定

ＨＰＰＤ￣Ｐ４Ｒ ＧＧＴＴＡＴＣＧＴＧＡＴＧＧＣＴＣＴＴＣ

ＨＰＰＤ￣Ｐ５Ｆ ＧＣＴＧＡＡＧＡＡＴＣＧＡＡＡＧＡＣＧＧ ＨＰＰＤ 基因编码区上游序列鉴定

ＨＰＰＤ￣Ｐ５Ｒ ＧＡＧＧＴＡＧＴＡＴＧＧＣＡＴＡＣＴＡＣＡ

ＨＰＰＤ￣ＱＦ ＡＣＡＧＧＧＡＴＧＡＣＣＡＧＧＧＧＧＴＧＴＴＧＣ ＨＰＰＤ 基因表达水平检测

ＨＰＰＤ￣ＱＲ ＧＣＴＴＧＣＴＴＧＧＣＴＴＣＡＡＧＧＧＡＴＴＴＣＴＣＡ

ＯｓＵＢＱ￣ＱＦ ＧＣＴＣＣＧＴＧＧＣＧＧＴＡＴＣＡＴ 内参基因表达水平检测

ＯｓＵＢＱ￣ＱＲ ＣＧＧＣＡＧＴＴＧＡＣＡＧＣＣＣＴＡＧ
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２　 结果与分析

２.１　 水稻 ＨＰＰＤ 基因编码区突变体库构建

水稻 ＨＰＰＤ 基因编码区长度为１ ３４１ ｂｐꎬ包括 ２
个外显子 (图 １Ａ)ꎮ 本研究选择识别 ＮＧＧ ＰＡＭ

(Ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆꎬ前间隔序列邻近基序)
(ＡＢＥ８ｅ￣ＮＧＧ)、ＮＧ ＰＡＭ(ＡＢＥ８ｅ￣ＮＧ) 和 ＲＹ ＰＡＭ
(ＡＢＥ８ｅ￣ＲＹ)的 ３ 种 ＡＢＥ 载体(图 １Ｂ) [２１￣２２] 和识别

ＮＧ ＰＡＭ 的 ＣＢＥ 载体(ＦＥＲＮＹ￣ＮＧ)(图 １Ｃ) [２３]用于

构建水稻 ＨＰＰＤ 基因编码区碱基突变体库ꎮ

Ａ:水稻 ＨＰＰＤ 基因结构ꎬ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外显子 １ 上游黑色直线标注启动子区和 ５′非翻译区

(ＵＴＲ)ꎻＢ:腺嘌呤碱基编辑器(ＡＢＥ８ｅ)载体 Ｔ￣ＤＮＡ 区段示意图ꎻＣ:胞嘧啶碱基编辑器(ｅｖｏＦＥＲＮＹ)载体 Ｔ￣ＤＮＡ 区段示意图ꎻＤ:多基因编辑

载体 Ｔ￣ＤＮＡ 区段示意图ꎮ ＺｍＰＵＢＩ:玉米 Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ１ 基因启动子ꎻＳｐＣａｓ９ｎ￣ＮＧＧ / ＮＧ / ＲＹ:优化后的识别不同 ＰＡＭ 的酿脓链球菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｙｏｇｅｎｅｓ)Ｃａｓ９ 切口酶编码基因ꎻＮＯＳＴ:ＮＯＳ 终止子ꎻＰ３５Ｓ:花椰菜花叶病毒(Ｃａｕｌｉｆｌｏｗｅｒ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓꎬ ＣａＭＶ)３５Ｓ 启动子ꎻＨｙｇＲ:潮霉素抗性

基因ꎻ３５ＳＴ:３５Ｓ 终止子ꎻＬＢ:Ｔ￣ＤＮＡ 左边界ꎻＲＢ:Ｔ￣ＤＮＡ 右边界ꎻＳｐＣａｓ９ｎ￣ＮＧ:优化后的识别 ＮＧ ＰＡＭ 的 Ｃａｓ９ 切口酶编码基因ꎻｅｖｏＦＥＲＮＹ:优
化后的胞嘧啶脱氨酶ꎻＵＧＩ:尿嘧啶糖基化酶抑制子(ｕｒａｃｉｌ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ)ꎻＳｐＣａｓ９:按照水稻进行密码子优化的 Ｃａｓ９ 编码基因ꎻ３:水稻

Ｕ３ｂ 启动子ꎻ６:水稻 Ｕ６ｂ 启动子ꎻｓｐａｃｅｒ:基因编辑靶标位点ꎻｇＲＮＡ:引导 ＲＮＡꎮ
图 １　 水稻 ＨＰＰＤ 基因结构及基因编辑载体 Ｔ￣ＤＮＡ 区元件示意图

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

　 　 对于 ＨＰＰＤ 基因编码区ꎬ利用单碱基编辑技

术共得到２ ８５０株 Ｔ０代潮霉素抗性植株ꎮ Ｔ０代检测

到的突变类型和氨基酸变化形式如表 ２ 所示ꎮ 从

表中可以看出ꎬ在 ９９ 个靶标位点覆盖区域检测到

至少 １ 种形式的碱基突变ꎬ突变类型包括纯合突

变、杂合突变和双等位突变ꎮ 绝大多数位点的碱

基变化为 Ａ→Ｇ 和 Ｃ→Ｔ 的典型突变ꎬ也存在较低

比例的非典型突变及片段缺失ꎮ 蛋白质水平上突

变类型分为单氨基酸突变、双氨基酸突变和三氨

基酸突变 ３ 种类型ꎬ共 １８２ 种不同氨基酸突变形

式ꎬ包括错义突变、同义突变、氨基酸缺失或翻译

提前终止ꎮ
　 　 本研究随机选取 １ 个转化组的基因突变阳性植

株ꎬ扩增载体上含有基因编辑靶点序列的区段进行

测序ꎬ在 ５３ 株被测植株中ꎬ有 ３９ 株检测到靶标位点

序列ꎬ靶标位点检出率为 ７３.５８％ꎮ 该转化组混合的

全部 ８ 个载体均检测到２~１０ 个独立转化事件ꎬ其中

有 ２ 个靶标位点区域检测到突变(表 ３)ꎮ

９６８郭冬姝等:基于基因编辑的水稻 ４￣羟基苯丙酮酸双加氧酶(ＨＰＰＤ)基因突变体库构建及抗 ＨＰＰＤ抑制剂类除草剂种质筛选



表 ２　 Ｔ０代碱基编辑突变体蛋白质水平上突变类型鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｍｕｔａｎｔｓ

突变类型 突变靶点编号 突变氨基酸形式

单氨基
酸突变

Ａ２、Ａ４、Ａ６、Ａ８、Ａ９、Ａ１０、Ａ１１、Ａ１９、Ａ２１、
Ａ２２、Ａ２３、Ａ２４、Ａ２８、Ａ３０、Ａ３１、Ａ３２、Ａ３５、
Ａ３６、Ａ３９、Ａ４７、Ａ６０、Ａ６３、Ａ６５、Ａ６６、Ａ７１、
Ａ８０、Ａ８８、Ａ８９、Ａ９０、Ａ９１、Ａ９２、Ａ９３、Ａ９５、
Ａ９６、Ａ９８、Ａ１００、Ａ１０１、Ａ１０５、Ａ１０６、Ａ１０７、
Ａ１０９、 Ａ１１２、 Ａ１１８、 Ａ１１９、 Ａ１２２、 Ａ１２３、
Ａ１２４、Ａ１２５、Ａ１２８、Ａ１２９、Ａ１３０、Ａ１３１、Ｃ３、
Ｃ４、Ｃ５、Ｃ１２、Ｃ１９、Ｃ２７、Ｃ２８、Ｃ３２ꎬＣ３３、Ｃ３４、
Ｃ３７、Ｃ４０ꎬ Ｃ４１、 Ｃ４７、 Ｃ５２、 Ｃ６０、 Ｃ６９、 Ｃ７１、
Ｃ７２、 Ｃ７６、 Ｃ８８、 Ｃ９５、 Ｃ９６、 ＡＲＹ１、 ＡＲＹ２、
ＡＲＹ３、ＡＲＹ５、ＡＲＹ６、ＡＲＹ８、ＡＲＹ１０、ＡＲＹ１８、
ＡＲＹ１９、ＡＲＹ２０

Ｔ１１Ａ、Ｖ１４Ａ、Ｓ１５Ｐ、Ｈ３１Ｙ、Ｒ３２Ｃ、Ｖ３５Ａ、Ｎ３８Ｄ、Ｎ３８Ｓ、Ｎ３８Ｇ、Ｒ４３Ｗ、Ｆ４４Ｓ、Ｆ４４Ｌ、Ｆ４４Ｐ、
Ｈ５０Ｒ、Ａ５９Ａ、Ａ５９Ｖ、Ａ６０Ｖ、Ｆ６６Ｐ、Ｆ６６Ｓ、Ｆ６６Ｌ、Ａ７２Ｖ、Ｐ７３Ｓ、Ｒ７７Ｇ、Ａ９８Ｔ、Ｌ１００Ｐ、Ｆ１０１Ｓ、
Ｔ１０２Ａ、Ｙ１０５Ｃ、Ｇ１０７Ｎ、Ｈ１０９Ｒ、Ａ１３３Ｖ、Ａ１３３Ａ、Ｖ１４０Ａ、Ｖ１４３Ａ、Ｖ１４７Ａ、Ｆ１５４Ｌ、Ｆ１５４Ｐ、
Ｆ１５４Ｓ、Ｖ１５８Ａ、Ｆ１６６Ｐ、Ｆ１６６Ｓ、Ｆ１６６Ｌ、Ｆ１７５Ｓ、Ａ１７８Ｖ、Ｅ１７９Ｇ、Ｙ１８３Ｈ、Ｄ１９８Ｇ、Ｌ２０２Ｐ、
Ｅ２０６Ｇ、Ｖ２０８Ａ、Ｓ２０９Ｇ、Ｄ２１５Ｇ、Ｙ２１６Ｈ、Ｖ２２４Ｉ、Ｖ２２５Ａ、Ｖ２２８Ａ、Ｖ２３４Ａ、Ｙ２３７Ｃ、Ｉ２３８Ｖ、
Ｆ２４１Ｌ、Ｆ２４１Ｐ、Ｆ２５０Ｓ、Ｆ２５０Ｐ、Ｆ２５０Ｌ、Ｔ２５１Ａ、Ｔ２５７Ａ、Ｓ２６０Ｇ、Ｎ２７９Ｄ、Ｈ２８３Ｒ、Ｈ２８３Ｙ、
Ｖ３０３Ｍ、Ｑ３０４Ｒ、Ｈ３０５Ｒ、Ｉ３０６Ｔ、Ａ３０７Ｔ、Ｖ３１３Ａ、Ｌ３１４Ｐ、Ｙ３４０Ｈ、Ｖ３４３Ａ、Ｌ３５１Ｐ、Ｓ３５２Ｐ、
Ｑ３６０Ｒ、Ｖ３６４Ａ、Ｔ３７９Ｉ、 Ｐ３８６Ｓ、 Ｐ３８６Ｌ、 Ｔ３８７Ａ、 Ｔ３８７Ｔ、Ｍ３９２Ｖ、Ｍ３９２Ｔ、 Ｉ３９３Ｔ、Ｒ３９５Ｋ、
Ｒ３９５Ｒ、Ｉ３９６Ｖ、Ｍ３９９Ｉ、Ｅ４００Ｋ、Ｓ４０４Ｇ、Ｑ４０６∗、Ｙ４０８Ｙ、Ｑ４０９∗、Ｋ４１０Ｅ、Ｋ４１０Ｇ、Ｃ４１３Ｒ、
Ｇ４１５Ｅ、Ｇ４１７Ｋ、Ｇ４１７Ｒ、Ｇ４１７Ｅ、Ｋ４１８Ｅ、Ｋ４１８Ｇ、Ｎ４２０Ｄ、Ｎ４２０Ｇ、Ｆ４２５Ｌ、Ｓ４２７Ｐ、Ｙ４３１Ｈ、
Ｋ４３３Ｅ、Ｋ４３３Ｇ、Ｓ４３４Ｐ、Ａ４３７Ｖ、Ｐ４４１Ｐ、Ｐ４４１Ｆ、Ｐ４４１Ｓ、Ｐ４４１Ｌ、Ｔ４４２Ｉ、Ｖ４４３Ａ、Ｑ４４４∗、
Ｇ４４５Ｒ、Ｇ４４５Ｋ、Ｇ４４５Ｅ

双氨基
酸突变

Ａ１、Ａ２、 Ａ２３、 Ａ２４、 Ａ２８、 Ａ３２、 Ａ３２ ＋ Ａ３６、
Ａ３９、Ａ４７、Ａ４８、Ａ５５、Ａ６３、Ａ６７、Ａ８０、Ａ８３、
Ａ８４、Ａ８９、Ａ１１９、Ａ１２２、Ａ１２４、Ａ１２５、Ａ１２８、
Ａ１３０、Ａ１３１、Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５、Ｃ７、Ｃ１２、Ｃ１９、Ｃ３２、
Ｃ３８、 Ｃ４１、 Ｃ４４、 Ｃ４６、 Ｃ４７、 Ｃ５８、 ＡＲＹ１、
ＡＲＹ２、ＡＲＹ４、ＡＲＹ５、ＡＲＹ１８、ＡＲＹ６＋ＡＲＹ２０

Ｔ６Ａ＋Ｔ８Ａ、Ｔ１０Ａ＋Ｔ１１Ａ、Ｇ１２Ｄ＋Ａ１３Ｔ、Ｖ１４Ａ＋Ｓ１５Ｐ、Ｈ３１Ｙ＋Ｒ３２Ｃ、Ｒ４３Ｗ＋Ｑ４５∗、Ｌ４７Ｐ＋
Ｆ４９Ｐ、Ａ５９Ｖ ＋ Ａ６０Ｖ、 Ａ７２Ｖ ＋ Ｐ７３Ｓ、 Ｌ１００Ｐ ＋ Ｆ１０１Ｓ、 Ｇ１０７Ｎ ＋ Ｄ１０８Ｎ、 Ｐ１２２Ｐ ＋ Ｓ１２３Ｐ、
Ａ１２９Ｖ＋Ｒ１３０Ｗ、 Ａ１３３Ｖ ＋ Ａ１３４Ｖ、 Ｖ１４０Ａ ＋ Ｖ１４３Ａ、 Ｓ２０９Ｇ ＋ Ｎ２１０Ｄ、 Ｄ２１５Ｇ ＋ Ｙ２１６Ｃ、
Ｙ２３７Ｃ＋Ｉ２３８Ｖ、Ｅ２５９Ｇ＋Ｓ２６０Ｇ、Ｓ２６０Ｇ＋Ｈ２８３Ｒ、Ｌ２６７Ｆ＋Ａ２６８Ｖ、Ｑ３０４Ｒ＋Ｈ３０５Ｒ、Ｖ３１３Ａ＋
Ｌ３１４Ｐ、Ｙ３３９Ｈ＋Ｙ３４０Ｈ、Ｌ３５１Ｐ＋Ｓ３５２Ｐ、Ｇ３６０Ｒ＋Ｅ３６１Ｇ、Ｖ３６４Ａ＋Ｖ３６６Ａ、Ｌ３６５Ｐ＋Ｖ３６６Ａ、
Ｄ３６７Ｇ＋Ｒ３６８Ｇ、Ｐ３８６Ｌ＋Ｔ３８７Ｔ、Ｐ３８６Ｐ＋Ｔ３８７Ａ、Ｅ３９１Ｇ＋Ｍ３９２Ｖ、Ｍ３９２Ｔ＋Ｉ３９３Ｔ、Ｃ３９８Ｙ＋
Ｍ３９９Ｉ、Ｍ３９９Ｖ＋Ｅ４００Ｇ、Ｍ３９９Ｉ ＋Ｅ４００Ｋ、Ｅ４００Ｇ ＋Ｋ４０１Ｇ、Ｓ４０４Ｇ ＋Ｑ４０６Ｒ、Ｑ４０９Ｈ＋Ｄ３、
Ｋ４１０Ｒ＋Ｓ４３４Ｐ、Ｋ４１８Ｋ＋Ｇ４１９Ｄ、Ｋ４１８Ｋ＋Ｇ４１９Ｎ、Ｌ４２４Ｐ＋Ｆ４２５Ｐ、Ｌ４２４Ｐ＋Ｆ４２５Ｌ、Ｙ４３１Ｈ＋
Ｓ４３４Ｐ、Ｐ４４１Ｐ＋Ｖ４４３Ａ、Ｐ４４１Ｆ＋Ｔ４４２Ｉ、Ｐ４４１Ｓ＋Ｔ４４２Ｉ

三氨基
酸突变

Ａ８３、Ａ８４、Ｃ７、Ｃ３８、ＡＲＹ２、ＡＲＹ５ Ｇ１２Ｄ＋Ａ１３Ｔ ＋Ｖ１４Ｉ、 Ｉ１２１Ｔ ＋ Ｐ１２２Ｐ ＋ Ｓ１２３Ｐ、 Ｐ１２２Ｐ ＋ Ｓ１２３Ｐ ＋ Ｆ１２４Ｌ、Ｅ３９１Ｇ ＋Ｍ３９２Ｖ ＋
Ｉ３９３Ｍ、Ｅ４００Ｇ＋Ｋ４０１Ｇ＋Ｄ４０２Ｇ、Ｋ４１０Ｋ＋Ｇ４１１Ｎ＋Ｇ４１２Ｄ

氨基酸以单字母简写表示ꎮ Ａ:丙氨酸ꎻＲ:精氨酸ꎻＮ:天冬酰胺ꎻＤ:天冬氨酸ꎻＣ:半胱氨酸ꎻＱ:谷氨酰胺ꎻＥ:谷氨酸ꎻＧ:甘氨酸ꎻＨ:组氨酸ꎻＩ:异
亮氨酸ꎻＬ:亮氨酸ꎻＫ:赖氨酸ꎻＭ:甲硫氨酸ꎻＦ:苯丙氨酸ꎻＰ:脯氨酸ꎻＳ:丝氨酸ꎻＴ:苏氨酸ꎻＷ:色氨酸ꎻＹ:酪氨酸ꎻＶ:缬氨酸ꎮ 氨基酸之间数字表
示突变氨基酸的位置ꎮ ∗表示终止密码子ꎻＤ＋数字表示氨基酸缺失数目ꎮ

表 ３　 基因突变当代突变体靶标位点统计

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ ｉｎ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｇｅｎｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

靶标位点编号 测定株数 突变情况

Ａ１４ １０ 未检测到突变

Ａ１５ １０ 未检测到突变

Ａ１６ ２ 未检测到突变

Ａ１７ ３ 未检测到突变

Ａ１８ ４ 未检测到突变

Ａ２０ ３ 未检测到突变

Ａ２１ ２ ２ 株植株突变

Ａ２２ ５ ３ 株植株突变

２.２　 水稻 ＨＰＰＤ 基因启动子区和 ５′非翻译区突变

体库构建

　 　 分别用在水稻 ＨＰＰＤ 基因的启动子区和 ５′ＵＴＲ
选取的 ４３ 个靶标位点构建的 １４ 个 ４ 靶标基因编辑

载体转化野生型水稻后共得到 ３８９ 株 Ｔ０代潮霉素

抗性植株ꎮ Ｔ０代被测植株中共检测到 ４８ 种不同的

突变形式ꎬ包括 ４３ 种纯合突变ꎬ其中发生大于 １０ ｂｐ

的较长片段插入或缺失的突变形式有 ２７ 种(表 ４)ꎬ
其余突变体的突变形式为小于 １０ ｂｐ 的短片段插入

或缺失ꎮ 另有 ５ 种突变体的 Ｓａｎｇｅｒ 测序结果表现

为套峰形式ꎬ可能为杂合或双等位突变ꎮ
２.３　 抗除草剂硝磺草酮突变体

０.３ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮处理 １４ ｄ 对秀水 １３４ 野

生型和突变体 ３ 叶期株型和株高的影响如图 ２ 所

示ꎮ 从图中可以看出ꎬ硝磺草酮处理 １４ ｄ 时ꎬ秀水

１３４ 野生型茎秆和新叶明显白化(图 ２Ａ、图 ２Ｃ)ꎬ
生长受到严重抑制ꎬ移栽后植株死亡ꎻ绝大多数基

因突变阳性植株后代表现出与野生型相似的表

型ꎮ 有 ２ 个株系的被测植株在硝磺草酮处理 １４ ｄ
时茎秆和新叶均保持绿色(图 ２Ｂ、图 ２Ｄ)ꎬ植株形

态与 ＣＫ(图 ２Ｅ、图 ２Ｇ)相似ꎬ且其株高显著高于硝

磺草酮处理 １４ ｄ 时秀水 １３４ 野生型植株ꎬ移栽后

植株能够成活ꎮ 这两个株系分别为编码区突变体

和编码区上游突变体ꎬ本研究将这两个株系分别

命名为 ＣＭＲ 和 ＰＭＲꎮ 无硝磺草酮处理下ꎬ水培 １４
ｄ 时 ＣＭＲ、ＰＭＲ 突变体株系植株表型和株高均与

野生型植株无显著差异ꎮ
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表 ４　 Ｔ０代基因编辑突变体 ＨＰＰＤ 基因启动子区和 ５′非翻译区(ＵＴＲ)较长片段(>１０ ｂｐ)插入或缺失突变体的基因型鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｔ０ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ￣ｅｄｉｔｅｄ ｍｕｔａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｎｇｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔ ( >１０ ｂｐ) ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ ｏｒ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＨＰＰＤ ｇｅｎｅ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ａｎｄ ５′ ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄ ｒｅｇｉｏｎ (ＵＴＲ)

载体编号 靶点组合 碱基突变形式和位置

１ Ｔ１~Ｔ４ Ｄ６１(２４~８４)＋Ｄ１０２(９２~１９３)＋Ｄ５ꎬＩ１＋Ｄ７６(８８~１６３)ꎬＩ１＋Ｉ１＋Ｄ１６(１５８~１７３)ꎬＤ４＋Ｄ７７(２０７~２８３)

２ Ｔ４~Ｔ７ Ｄ４２９(９０~５１８)＋Ｄ３９(５８７~６２５)ꎬＤ１６(５０６~５２１)＋Ｄ２１(５８０~６００)＋Ｉ８ꎬａ Ｉ１＋Ｄ７１２(５７９~１ ２９０)ꎬｂ Ｉ１＋Ｄ７１２(５７９~１ ２９０)ꎬＤ１８(５７６~
５９３)＋Ｉ５

４ Ｔ１０~Ｔ１３ Ｄ７＋Ｄ３２(８９０~９２１)＋Ｉ１ꎬＤ１０６(８７８~９８３)＋Ｉ１５ꎬＩ１＋Ｄ１３(９１９~９３１)＋Ｉ１ꎬＤ３２(８９０~９２１)＋Ｄ１７９(９５２~１ １３０)ꎬＤ３２(８９０~９２１)＋Ｉ１ꎬＩ１＋
Ｄ５０(９５５~１ ００４)

１０ Ｔ２８~Ｔ３１ Ｄ７２１(１０６４~１７８４)＋Ｄ４９(１ ８０２~１ ８５０)＋Ｉ１＋Ｉ１ꎬＤ６２０(１ ２３１~１ ８５０)＋Ｉ３＋Ｉ１＋Ｉ１ꎬＩ１＋Ｄ８４(１ ８５２~１ ９３５)ꎬＤ７０(１ ８４５~１ ９１４)＋Ｉ１

１１ Ｔ３１~Ｔ３４ Ｄ６５４(１ ８２８~２ ４８１)

１２ Ｔ３４~Ｔ３７ Ｄ４＋Ｄ１２２(２ ０１７~２ １３８)ꎬＩ１＋Ｄ２＋Ｄ１１３(２ １１３~２ ２２５)＋Ｉ１７

１４ Ｔ４０~Ｔ４３ Ｄ１９９(２ ２２３~２ ４２１)ꎬＤ１４５(２ ２５８~２ ４０２)ꎬＤ１０(２ ２６０~２ ２６９)＋Ｉ４６８＋Ｉ１＋Ｄ９ꎬＩ１＋Ｄ８８(２ ３８７~２ ４７４)ꎬＩ１＋Ｄ３７(２ ４７３~２ ５０９)
突变形式中ꎬＤ＋数字表示缺失碱基数目ꎬ大于 １０ ｂｐ 的突变位点标注缺失区段的起止位置ꎬ以起始密码子 ＡＴＧ 上游第 １ 位为 １ꎻＩ＋数字表示插
入碱基数目ꎻ“＋”表示前后的突变在同一突变体中同时出现ꎻａ和ｂ表示在同一位置插入的碱基不同ꎮ

２.４　 Ｔ１代抗除草剂硝磺草酮突变体基因型鉴定和

ＨＰＰＤ 基因表达水平检测
　 　 ２ 个抗硝磺草酮突变体株系基因型鉴定结果如

图 ３ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ被测 Ｔ１代抗性植株均

表现为和 Ｔ０ 代相同的纯合基因型ꎬ在 ＣＭＲ 突变体

株系中ꎬＨＰＰＤ 基因编码区第１ ２５４和１ ２５６位的鸟嘌

呤(Ｇ)同时突变为腺嘌呤(Ａ)ꎬ导致 ＨＰＰＤ 蛋白第

４１９ 位甘氨酸(Ｇｌｙｃｉｎｅꎬ Ｇ)突变为天冬氨酸(Ａｓｐａｒ￣
ｔｉｃ ａｃｉｄꎬ Ｄ)ꎬ第 ４１８ 位赖氨酸(Ｌｙｓｉｎｅꎬ Ｋ)发生同义

突变(图 ３Ａ)ꎬ该突变对应识别 ＮＧ ＰＡＭ 的 ＣＢＥ 碱

基编辑器靶标位点ꎬ靶点第 ５ 位和第 ７ 位的胞嘧啶

(Ｃ)突变为胸腺嘧啶(Ｔ)ꎻ与野生型 ＨＰＰＤ 基因碱

基序列相比ꎬＰＭＲ 突变体株系 ＨＰＰＤ 基因编码区上

游有 ３ 段碱基发生缺失ꎬ累计共缺失 １６８ 个碱基(图
３Ｂ)ꎮ ２ 个突变体株系中 ＨＰＰＤ 基因的表达水平如

图 ４ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬＰＭＲ 突变体中株系

ＨＰＰＤ 基因的表达水平显著高于野生型ꎬ为野生型

的 ８.０ 倍ꎻ而 ＣＭＲ 突变体株系 ＨＰＰＤ 基因的表达水

平没有显著变化ꎮ

３　 讨 论

水稻 ＨＰＰＤ 是重要的除草剂作用靶标ꎬ创制对

ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂抗性提高的突变体对于抗

ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂水稻品种的培育具有重要意

义ꎮ 本研究选取 ２５７ 个基因编辑靶标位点ꎬ利用腺

嘌呤碱基编辑器和胞嘧啶碱基编辑器构建了水稻

ＨＰＰＤ 基因编码区的突变体库ꎬ在２ ８５０个基因突变

阳性植株中ꎬ在 ９９ 个靶标位点覆盖区域至少检测到

１ 种碱基编辑事件ꎻ同一靶标位点可能发生不同位

置的碱基突变ꎬ绝大多数突变分布在靶标位点的第

３~１２ 位ꎬ突变形式为 Ａ→Ｇ 或 Ｃ→Ｔꎬ仅有个别突变

体发生非典型突变ꎬ符合 ＡＢＥ 和 ＣＢＥ 碱基编辑器

的识别规则[２１￣２３]ꎮ 在被测的基因突变阳性植株中ꎬ
检测到突变的靶标位点数目占总靶标位点数的

３８􀆰 ５％ꎬ有半数以上靶标位点未检测到突变ꎮ 由于

ＨＰＰＤ基因对于植物生长发育具有重要作用ꎬ部分关

键位点突变可能导致突变体在愈伤组织阶段无法生

长或再生植株白化ꎬ本研究旨在筛选对 ＨＰＰＤ 抑制

剂类除草剂抗性提高的突变体ꎬ故仅对能够正常再

生的绿色基因突变植株进行基因型统计ꎬ因此发生

突变的靶点比例可能在一定程度上被低估ꎮ 此外ꎬ
研究结果还表明本研究所采用的混合转化方案可以

较为全面地覆盖不同靶标位点ꎬ而不同靶标位点的

碱基编辑效率可能有较大差异ꎮ 为了获得更为丰富

的变异形式ꎬ未来的研究中可采用编辑效率更高的

碱基编辑器ꎮ 本研究还利用 ４ 靶基因编辑载体构建

了 ＨＰＰＤ 基因编码区上游突变体库ꎬ在 ３８９ 株基因

突变阳性植株中检测到至少 ４３ 种不同的纯合突变

形式ꎮ 突变形式包括少数几个碱基的插入或缺失ꎬ
同时也检测到较长片段的插入或缺失ꎮ 在 ４３ 种不

同的纯合突变形式中ꎬ有 ２７ 种突变形式包含大于

１０ ｂｐ 的片段插入或缺失ꎮ 构建多靶标位点载体有

助于实现不同靶标位点之间的较长片段缺失ꎬ以更

大程度上对基因启动子区和 ５′ＵＴＲ 进行突变ꎮ
　 　 利用相对稳定可控的水培体系ꎬ本研究鉴定到

２ 个对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂硝磺草酮抗性提高的

突变体株系ꎮ 其中ꎬ１ 个突变体株系的 ＨＰＰＤ 蛋白

第 ４１９位甘氨酸(Ｇ)突变为天冬氨酸(Ｄ)ꎬ这在以

１７８郭冬姝等:基于基因编辑的水稻 ４￣羟基苯丙酮酸双加氧酶(ＨＰＰＤ)基因突变体库构建及抗 ＨＰＰＤ抑制剂类除草剂种质筛选



Ａ~Ｄ:０.３ μｍｏｌ / Ｌ 硝磺草酮处理 １４ ｄ 时抗硝磺草酮突变体株系 ＣＭＲ、ＰＭＲ 和野生型 ＷＴ 的表型ꎻＥ ~ Ｇ:无硝磺草酮处理的突变体株系

ＣＭＲ、ＰＭＲ 和野生型(ＷＴ)的表型ꎻＨ、Ｉ:０.３ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮处理 １４ ｄ 时突变体株系植株和野生型植株的株高ꎻＪ:无硝磺草酮处理的突变体

株系植株和野生型植株的株高ꎮ ∗∗∗表示在 ０􀆰 ３ μｍｏｌ / Ｌ硝磺草酮处理下抗硝磺草酮突变体株系与野生型相比在 ０.００１ 水平上差异显著ꎮ
图 ２　 硝磺草酮处理后突变体和野生型植株表型

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｐｌａｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｍｅｓｏｔｒｉｏｎｅ

Ａ:抗硝磺草酮突变体株系 ＣＭＲ 和野生型靶标位点附近基因序列比对结果和突变体 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰图ꎬ黑色带箭头线段指示靶标位点序列ꎬ
箭头方向表示靶标位点 ５′→３′方向ꎬ方框标注突变碱基ꎻＢ:抗硝磺草酮突变体株系 ＰＭＲ 和野生型靶标位点附近序列比对结果和突变体

Ｓａｎｇｅｒ 测序峰图ꎬ序列和测序峰图分两段展示ꎬ虚线(－－－－)表示突变体缺失碱基ꎬ△加数字表示缺失碱基数目ꎬ序列下方数字表示所示序

列首尾碱基在 ＨＰＰＤ 基因起始密码子 ＡＴＧ 上游的位置ꎻ绿色、红色、蓝色和黑色峰分别表示碱基 Ａ、Ｔ、Ｃ 和 Ｇꎬ红色箭头指示缺失序列两侧

碱基的位置ꎮ
图 ３　 抗硝磺草酮突变体基因型鉴定及 Ｓａｎｇｅｒ 测序峰图

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ Ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｍｅｓｏｔｒｉｏｎｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ
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ＣＭＲ:ＨＰＰＤ 基因编码区发生突变的抗硝磺草酮突变体株系ꎻ
ＰＭＲ:编码区上游发生突变的抗硝磺草酮突变体株系ꎻＷＴ１、
ＷＴ２ 分别为不同批次野生型ꎮ ∗∗表示与野生型 ＨＰＰＤ 基因表

达量相比差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ４　 抗硝磺草酮突变体和野生型 ＨＰＰＤ 基因表达水平

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＰＰＤ ｇｅｎｅ ｉｎ ｍｅｓｏｔｒｉｏｎｅ￣
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｐｌａｎｔｓ

前的水稻相关研究中未见报道ꎮ Ｑｉａｎ 等[１６] 利用大

肠杆菌的显色反应证明ꎬ棉花 ＨＰＰＤ 蛋白第 ４１２ 位

氨基酸由甘氨酸(Ｇ)突变为丝氨酸(Ｓ)能提高棉花

ＨＰＰＤ 蛋白对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的抗性ꎬ且棉

花 ＨＰＰＤ 蛋白第 ４１２ 位甘氨酸和水稻 ＨＰＰＤ 蛋白第

４１９ 位甘氨酸可能为对应位置的保守氨基酸ꎬ暗示

该位置的甘氨酸对 ＨＰＰＤ 与除草剂的结合可能具

有重要作用ꎮ Ｗａｎｇ 等[１１]利用碱基编辑器获得水稻

ＨＰＰＤ 蛋白 Ｐ３３６Ｌ 和 Ｎ３３８Ｄ 突变能够赋予水稻突

变体对不同种类 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的较弱抗

性ꎻＤｏｎｇ 等[１３]利用蛋白质结构预测和拟南芥中突

变基因的异位表达试验证明ꎬ水稻 ＨＰＰＤ 蛋白第

４３２ 位氨基酸由谷氨酸(Ｅ)突变为甲硫氨酸(Ｍ)能
够提高突变体对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的抗性ꎻ
Ｙａｎｇ 等[３]通过大肠杆菌中的定向进化和水稻中过

量表达突变基因证明ꎬ６ 位点组合突变能够提高水

稻对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的抗性ꎮ 目前ꎬ多个能

提高水稻对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂抗性的突变位点

得到了鉴定ꎬ这为创制高抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂

的水稻种质提供了抗性位点资源ꎬ同时也为蛋白功

能分析和新抗性位点的预测提供了试验数据支持ꎮ
未来的研究中可结合 ＨＰＰＤ 蛋白结构信息ꎬ进行分

子对接和预测模拟ꎬ对不同的单个抗性位点进行聚

合ꎬ有望获得抗性更高的多位点组合突变[３ꎬ１６]ꎮ
　 　 本研究同时鉴定到 １ 个 ＨＰＰＤ 基因上游序列发

生片段缺失的突变体株系ꎮ 该突变体株系 ＨＰＰＤ 基

因上游存在 ３ 段缺失ꎬ累计共 １６８ 个碱基发生缺失ꎬ

而基因编码区没有变化ꎮ 该突变体株系对硝磺草酮

的耐受性高于野生型ꎮ 此前未见报道改造 ＨＰＰＤ 基

因启动子区或 ５′ＵＴＲ 能够提高水稻对 ＨＰＰＤ 抑制

剂类除草剂的抗性ꎮ ｑＰＣＲ 结果显示该突变体株系

中 ＨＰＰＤ 基因的表达水平高于野生型ꎮ ＨＰＰＤ 基因

表达水平提高可能是该突变体株系对硝磺草酮抗性

提高的一个原因ꎮ Ｐａｒｋ 等[２４]的研究结果表明ꎬ拟南

芥 ＨＰＰＤ 基因的表达水平受到油菜素内酯(Ｂｒａｓｓｉ￣
ｎｏｓｔｅｒｏｉｄꎬ ＢＲ)的抑制ꎬ响应 ＢＲ 的转录因子 ＢＺＲ１
(ＢＲＡＳＳＩＮＡＺＯＬＥ ＲＥＳＩＳＴＡＮＴ １) 直接结合 ＨＰＰＤ
基因启动子区ꎬ在 ＢＺＲ１ 功能获得性突变体中ꎬＢＲ
对 ＨＰＰＤ 表达的抑制作用增强ꎮ 这一结果说明植物

中 ＨＰＰＤ 基因的表达可能存在负调控机制ꎮ 未来的

研究可以利用报告基因系统等对本研究鉴定到的抗

硝磺草酮突变体株系 ＰＭＲ ＨＰＰＤ 基因中缺失区段

进行更细致的分析ꎬ探究水稻中是否也存在对基因

表达水平起关键作用的元件或位点ꎬ这有助于利用

基因编辑技术创制更多的抗 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂

的水稻种质ꎮ
除了改造 ＨＰＰＤ 基因的编码区和启动子区ꎬ改

造 ＨＰＰＤ 基因的 ３′ＵＴＲ 也能够获得对 ＨＰＰＤ 抑制

剂类除草剂抗性提高的突变体ꎬ但其抗性机制目前

尚不清楚[９]ꎮ 敲除水稻氨基转移酶编码基因 ＤＮＲ１
能通过提高 ＨＰＰＤ 的底物 ＨＰＰＡ 和产物 ＨＧＡ 的水

平ꎬ从而提高水稻对 ＨＰＰＤ 抑制剂类除草剂的抗

性[２５]ꎮ Ｍａｅｄａ 等[１４]克隆到 １ 个通过对三酮类除草

剂的羟基化实现解毒作用的基因 ＨＩＳ１ꎬ过量表达

ＨＩＳ１ 基因或改造 ＨＩＳ１ 基因可赋予水稻对 ＨＰＰＤ 抑

制剂类除草的抗性ꎮ 通过倒位等手段创制染色体结

构变异突变体ꎬ将 ＨＰＰＤ 或 ＨＩＳ１ 基因的编码区置换

到高表达基因的启动子下游也能够提高 ＨＰＰＤ 或

ＨＩＳ１ 基因的表达ꎬ创制除草剂抗性水平提高的突变

体[１２ꎬ２６]ꎮ 但基因组较大片段的倒位或异位可能导

致染色体空间结构的变异ꎬ进而影响非目标基因的

表达ꎬ可能产生在常规种植条件下不易发现的潜在

风险ꎬ因此相关抗性种质使用前需在不同环境条件

下谨慎评估ꎮ 与乙酰乳酸合酶基因(ＡＬＳ)或乙酰辅

酶 Ａ 羧化酶基因(ＡＣＣａｓｅ)等单一位点突变即可产

生对相应除草剂的高水平抗性突变体不同[５ꎬ２７]ꎬ目
前已报道的水稻 ＨＰＰＤ 基因的单一位点或单一抗性

机理的突变体抗性水平有限ꎬ单一突变类型难以达

到实际生产中所需的高抗性水平ꎮ 未来的研究中可
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通过精准多基因编辑、杂交育种等手段ꎬ聚合不同类

型的抗性突变形式ꎬ对不同组合突变体的除草剂抗

性和农艺性状进行综合评估以创制高抗 ＨＰＰＤ 抑制

剂类除草剂的水稻种质ꎮ
除了作为除草剂靶标基因ꎬ植物 ＨＰＰＤ 基因在

促进质体醌和生育酚的合成、提高植物抗氧化能力

和抗非生物胁迫中的重要作用也备受关注[２８￣３０]ꎮ
本研究构建的水稻 ＨＰＰＤ 基因突变体库也可用于筛

选抗氧化和抗非生物逆境能力提高的水稻种质ꎮ

４　 结 论

本研究利用基于基因编辑的单碱基编辑器构建

水稻 ＨＰＰＤ 基因编码区突变体库ꎬ利用多靶标编辑

载体构建 ＨＰＰＤ 基因启动子和 ５′非翻译区的突变体

库ꎬ分别筛选到 １ 个 ＨＰＰＤ 蛋白第 ４１９ 位甘氨酸

(Ｇ)突变为天冬氨酸(Ｄ)的突变体(ＣＭＲ)及 １ 个

ＨＰＰＤ 基因编码区上游缺失 １６８ 个碱基的突变体

(ＰＭＲ)ꎬ其中ꎬＰＭＲ 突变体 ＨＰＰＤ 基因表达水平显

著高于野生型ꎮ ２ 个突变体表型与无 ０􀆰 ３ μｍｏｌ / Ｌ的
硝磺草酮处理对照无显著差异ꎮ
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１２８４.

[１９] ＭＩＡＯ Ｊꎬ ＧＵＯ Ｄ Ｓꎬ ＺＨＡＮＧ Ｊ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ
ｒｉｃｅ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ ｓｙｓｔｅｍ[Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１３ꎬ２３(１０):
１２３３￣１２３６.

[２０] ＷＡＮＧ Ｙ Ｈꎬ ＺＨＡＯ Ｙꎬ ＢＯＬＬＡＳ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ￣
ｏｇｙꎬ２０２１ꎬ３９(１１):１３４８￣１３６５.

[２１] ＨＵＡ Ｋꎬ ＴＡＯ Ｘ Ｐꎬ ＬＩＡＮＧ Ｗ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｄｅｎｉｎｅ ｂａｓｅ
ｅｄｉｔｏｒｓ ｉｍｐｒｏｖｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｒｉｃｅ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０２０ꎬ１８(３):７７０￣７７８.

[２２] ＲＩＣＨＴＥＲ Ｍ Ｆꎬ ＺＨＡＯ Ｋ Ｔꎬ ＥＴＯＮ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈａｇｅ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｖｏ￣
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ｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｄｅｎｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒ ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｃａｓ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｍｐａｔ￣
ｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ３８(７):８８３￣
８９１.

[２３] ＺＥＮＧ Ｄ Ｃꎬ ＬＩＵ Ｔ Ｌꎬ ＴＡＮ Ｊ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. ＰｈｉｅＣＢＥｓ:ｐｌａｎｔ ｈｉｇｈ￣
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｙｔｉｄｉｎｅ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｏｒｓ ｗｉｔｈ ｅｘｐａｎｄｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｒａｎｇｅ [ Ｊ] .
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔꎬ２０２０ꎬ１３(１２):１６６６￣１６６９.

[２４] ＰＡＲＫ Ｔ Ｋꎬ ＫＡＮＧ Ｉ Ａꎬ ＰＡＲＫ Ｃ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ４￣
ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｂｒａｓｓｉｎｏｓｔｅｒｏｉｄ
ｒｅｄｕｃｅｓ ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘ￣
ｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０２２ꎬ７３(５):１４１５￣１４２８.

[２５] ＬＩ Ｙꎬ ＬＩＮＧ Ｘ Ｔꎬ ＺＨＡＮＧ Ｗ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. ＯｓＤＮＲ１ ａｓ ａ ｋｅｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ
ｏｆ ｒｉｃｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ
２０２５ꎬ６７(９):２２６２￣２２６４.

[２６] ＳＵＮ Ｃꎬ ＬＩ Ｈ Ｃꎬ ＬＩＵ Ｙ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｔｅｒａｔｉｖｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏ￣
ｇｉｅｓ ｆｏｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｅ ｇｅｎｏｍｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｃｒｏｓｓ ｋｉｌｏｂａｓｅ ｔｏ
ｍｅｇａｂａｓｅ ｓｃａｌｅｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ２０２５ꎬ１８８(１７):４６９３￣４７１０.

[２７] ＺＨＯＵ Ｚ Ｚꎬ ＪＩＡＮＧ Ｑꎬ ＱＩＵ Ｚ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ
ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎ ｒｉｃｅ:ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｆｒｏｍ ｔｗｏ ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ｔａｒｇｅｔ￣ｓｉｔｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓ￣
ｔｒｙꎬ２０２４ꎬ７２(２１):１２０２９￣１２０４４.

[２８] ＦＡＬＫ Ｊ Ｏ Ｎꎬ ＫＲＡＵＢ Ｎꎬ ＤÄＨＮＨＡＲＤＴ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｓｅｎｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｏｆ ｂａｒｌｅｙ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｉｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２００２ꎬ１５９(１１):１２４５￣１２５３.

[２９] ＲＥＮ Ｗ Ｗꎬ ＺＨＡＯ Ｌ Ｘꎬ ＺＨＡＮＧ Ｌ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ
ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅ
ｆｒｏｍ Ｌａｃｔｕｃａ ｓａｔｉｖａ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１１ꎬ １６８
(１０):１０７６￣１０８３.

[３０] ＹＵ Ｘ Ｈꎬ ＷＥＮ Ｘꎬ ＤＯＮＧ Ｊ Ｑꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＰＰＤ ｆａ￣
ｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｉｔｓ ＰＵＢ１１￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅ￣
ｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｃｏｍｍｕｎｉｃａ￣
ｔｉｏｎｓꎬ２０２５ꎬ６(１１):１０１５２１.
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５７８郭冬姝等:基于基因编辑的水稻 ４￣羟基苯丙酮酸双加氧酶(ＨＰＰＤ)基因突变体库构建及抗 ＨＰＰＤ抑制剂类除草剂种质筛选


