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　 　 摘要：水稻白叶枯病是最重要的水稻细菌性病害，严重威胁水稻生产和粮食安全。 培育和种植抗白叶枯病水稻新品种是

控制该病害最经济、有效、环保的技术手段。 Ｗ６０２３ 是本课题组早期通过普通野生稻与 ＩＲ２４ 杂交创制的抗病基因导入系，前
期转录组测序结果显示，Ｐｏｎｇ２⁃１（Ｏｓ０２ｇ２０７８０）和 Ｐｏｎｇ１１⁃１（Ｏｓ１１ｇ１４１６０）在感病亲本 ＩＲ２４ 中激活表达，在抗病导入系 Ｗ６０２３
中不表达。 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 是水稻中 Ｐｏｎｇ 类转座子最相似的两成员，ＤＮＡ 同源性超过 ９０％ ，但转录本却存在明显差异。
为研究 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 是否与 ＩＲ２４ 的感病性相关，本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统定点突变 ＩＲ２４ 的 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃
１ 位点，获得了多个突变株系，毒力测试结果显示 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 突变后 ＩＲ２４ 的抗性得到一定提高，创制出 ６ 个抗白叶

枯病水稻材料。
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水稻白叶枯病菌（Ｘｏｏ，Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｏｒｙｚａｅ ｐｖ．
ｏｒｙｚａｅ）收录于我国《进境植物检疫性有害生物名

录》，是重要的检疫对象。 Ｘｏｏ 从水稻叶片的叶尖或

叶缘水孔处侵入，在细胞间隙增殖，随后进入维管束

组织并利用维管束在植物体内转移扩散。 Ｘｏｏ 在侵

染水稻过程中，通过多种途径将数量众多的毒性因

子分泌到胞外或者转运到宿主细胞内，例如 ＩＩＩ 型分

泌系统效应蛋白（Ｔ３ＳＳ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ）。 这些毒性因子靶
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向多个水稻靶点，通过抑制植物防卫反应或攫取养

分，达到利于病原菌增殖和传播的目的。 例如，Ｘｏｏ
中类转录激活效应因子（ＴＡＬＥｓ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａ⁃
ｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒｓ ） 靶 向 的 水 稻 感 病 基 因 主 要 是

ＳＷＥＥＴ 糖转运蛋白家族基因（包括 ＯｓＳＷＥＥＴ１１、Ｏｓ⁃
ＳＷＥＥＴ１３ 和 ＯｓＳＷＥＥＴ１４） ［１⁃３］。 Ｘｏｏ 引起水稻的白

叶枯病（ＢＢ，ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｂｌｉｇｈｔ ｏｆ ｒｉｃｅ），严重威胁到水稻

生产和粮食安全。 ＢＢ 发生时一般会给水稻造成

２０％ ～３０％的减产，严重情况下可达 ５０％ ～ ６０％ ，甚
至绝产［４］。

长期的生产实践证明，培育和利用水稻抗病品

种是控制此病害最有效、最经济也是最环保的手段。
但是随着病原物的不断进化和生态条件恶化带来的

生物多样性减少，可利用的抗病育种资源愈来愈少。
抗病基因挖掘多从已有抗病资源中获得，如野生稻

资源、地方特色品种等，这些资源应用于育种需要通

过不断杂交和回交才能将抗病基因整合到现代水稻

品种中，所需时间长，且存在遗传累赘等利用困难现

象。 利用外源基因整合到受体品种基因组中即转基

因育种也是一种获得优良性状的手段，但是外源基

因在受体基因组的定点整合问题至今没有解决，而
外源基因在受体基因组的随机插入不仅可能导致外

源基因的表达在某些位点受阻，而且可能导致受体

基因组的某些有益基因失活，因而降低了获得理想

转基因个体的效率，以及目前的转基因植物常常面

临生物安全问题等。
基因组编辑技术的问世，为创制生物资源及育

种利用提供了新途径。 目前，基因组编辑技术主要

包括锌指核酸酶（ＺＦＮｓ，Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ）、类转

录激活效应因子核酸酶（ＴＡＬＥＮｓ，ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉ⁃
ｖａｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ）以及 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９（ｃｌｕｓ⁃
ｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ）３
种编辑技术。 ＺＦＮｓ 体系的构建难度较大、成本高，
目前只成功应用于人类干细胞、大鼠、烟草等少数生

物体的基因组编辑［５⁃７］。 在作物改良上，只有一例

利用该技术对玉米性状进行改良的报道［８］。 与

ＺＦＮｓ 相比，ＴＡＬＥＮｓ 载体的构建相对简单、成本也大

幅度降低，此技术迅速被应用起来。 例如，利用该技

术对感病水稻效应子结合元件（ＥＢＥ，ＴＡＬ ｅｆｆｅｃｔｏｒ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｌｅｍｅｎｔ）位点进行突变达到了规避 ＰｔｈＸｏ１、
ＡｖｒＸａ７、Ｔａｌ５、ＴａｌＣ 等 ＴＡＬＥｓ 毒力的目的，使水稻感

病品种产生了抗病的效果［９⁃１１］。 继 ＴＡＬＥＮｓ 技术

后，国际上又出现了基因组定点编辑的 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术，该技术凭借着成本低廉、操作方便、效率

高等优点，被迅速应用于人类、动物和植物等的基因

组编辑［１２⁃１３］。 例如，Ｆ． Ｗａｎｇ 等［１４］ 针对稻瘟病负调

控基因进行定点编辑，获得了稻瘟病抗性明显提高

的水稻材料。 Ｍ． Ｌｉ 等［１５］对水稻产量相关基因进行

定点修饰，发现每穗实粒数、粒长都明显增加。 Ｙ．
Ｗａｎｇ 等［１６］对水稻基因 ＤＥＰ１ 进行定点突变，突变

后使水稻材料植株变矮，籽粒密度、产量增加。 Ｙ．
Ｚｈａｎｇ 等［１７］对小麦 ３ 个负调控同源基因 ＴａＥＤＲ１ 进

行定点编辑，提高了小麦对白粉病的抗性。 Ｊ． Ｓｈｉ
等［１８］对玉米一个乙烯响应的负调控因子 ＡＲＧＯＳ８
进行编辑，在干旱条件下，突变体的抗旱性显著高于

野生型。 Ｊ． Ｌｉ 等［１９］ 对水稻 ＯｓＥＰＳＰＳ 基因定点替

换，获得的突变体对草甘膦具有 抗 性。 目 前，
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在农作物的各种性状改良上得到

了广泛的应用［２０］。
本课题组前期对病原菌诱导下的 ＩＲ２４ 和野生

稻基因导入系 Ｗ６０２３ 进行了转录组测序分析［２１］，
比较基因表达的差异，发现一个在 Ｗ６０２３ 中几乎不

表达 而 在 感 病 供 体 ＩＲ２４ 中 高 表 达 的 基 因

Ｏｓ０２ｇ２０７８０ 和 Ｏｓ１１ｇ１４１６０，推测这 ２ 个基因可能与

感病相关。 本研究旨在利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术对

ＩＲ２４ 开展定点突变，检测定点编辑后的水稻材料

是否产生抗病性。 这一研究将对探讨水稻白叶枯

病感病机理提供依据，也为水稻育种提供新的抗

病资源。

１　 材料与方法

１ １　 供试水稻材料

本研究使用的水稻材料：水稻白叶枯病广谱感

病品种 ＩＲ２４，野生稻基因导入系 Ｗ６０２３［２１］，ＩＲ２４ 的

编辑植株。 所有材料于 ２０１５ 年 １２ 月至 ２０１７ 年 １０
月分别种植在海南三亚市南滨农场中国农业科学院

作物科学研究所南繁基地和中国农业科学院作物科

学研究所网室（北京），常规水肥管理。
１ ２　 供试菌株与接种方式

水稻白叶枯病菌代表菌株 ＰＸＯ９９Ａ 接种前从

－８０ ℃冰箱取出，在 ＰＰＳ 培养基 ２８ ℃培养 ４８ ｈ［２２］，
以无菌水配制接种菌液，浓度调至 ＯＤ６００ ＝ １ ０。 幼苗

期水稻材料（５ ～ ６ 叶）采用注射方法接种，收集样

品、提取 ＲＮＡ 用于基因表达分析。 用于表型鉴定分

析的水稻材料在成株期采用人工剪叶接种法［２３］ 接

种鉴定，分别在接种后 ７ ｄ、１５ ｄ 进行调查。
１ ３　 水稻 ＤＮＡ 提取

采用 Ｓ． Ｒ． ＭｃＣｏｕｃｈ 等［２４］ 报道的酚 ／氯仿抽提

４２５
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法提取水稻基因组 ＤＮＡ。
１ ４　 水稻 ＲＮＡ 提取及反转录

水稻材料总 ＲＮＡ 的提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法（ Ｉｎｖｉｔｒｏ⁃
ｇｅｎ）。 取适量 ＲＮＡ 用 ＤＮａｓｅⅠ（２２７０Ａ，购自宝生物

工程（大连）有限公司）消化残留的 ＤＮＡ 后，使用

ＲＮＡ 纯化试剂盒（ＤＰ４１２，购自天根生化科技（北

京）有限公司）纯化。 取 ２ μｇ 总 ＲＮＡ 使用反转录试

剂盒（ＫＲ１０６，购自天根生化科技（北京）有限公司）
合成 ｃＤＮＡ。
１ ５　 基因克隆

根据日本晴基因组信息设计 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１
克 隆 引 物 分 别 为 Ｐｏｎｇ２⁃１Ｆ： ＡＴＧＡＡＴＣＣＧＡＣＧ⁃
ＧＡＡＴＣＧＡＡＧＡＡＧＣＧＴＣ； Ｐｏｎｇ２⁃１Ｒ： ＴＣＡＡＴＴＡＴＣＴＴ⁃
ＴＡＧＣＡＡＡＣＡＡＡＧＣＣＡＡＴ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１Ｆ： ＡＴＧＡＡＴＣＴ⁃
ＧＡＣＧＧＡＡＴＣＧＡＡＧＡＴＧＣＧＴＣ； Ｐｏｎｇ１１⁃１Ｒ： ＣＴＡＴＡＧ⁃
ＴＡＴＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴＣＴＡＡＧＡＴＣＡ。 ＰＣＲ 反 应 体 系 为

２０ μＬ：２ ×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ、正反向引物各 １ μＬ、
ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ （３５ ｎｇ）、Ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ 水补齐到

２０ μＬ。 反应程序为：９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ １０ ｓ，５２ ℃ ２０ ｓ，
７２ ℃ ６０ ｓ，４０ 个循环。 基因克隆及载体构建时采用

高保真 ＫＯＤ ＦＸ 酶（ Ｔｏｙｏｂｏ，日本）并测序，转基因

植株阳性检测及基因剪切分析等用普通 Ｔａｑ 酶

扩增。
１ ６　 水稻突变体的构建和检测

本研究构建 ＩＲ２４ Ｐｏｎｇ 转座子突变体时，采用

华南农业大学刘耀光实验室提供的 ｐＹＬＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９Ｐｕｂｉ⁃Ｈ 载 体， 首 先 将 接 头 引 物 （ 靶 点 １Ｆ：
ＧＧＣＡＣＣＧＧＣＡＧＣＣＴＧＡＴＴＧＧＡＴＴ； 靶点 １Ｒ： ＡＡＡ⁃
ＣＡＡＴＣＣＡＡＴＣＡＧＧＣＴＧＣＣＧＧ； 靶点 ２Ｆ：ＧＣＣＧＴＣＧ⁃
ＧＣＴＣＣＣＡＣＡＡＣＡＣＴＡＧ； 靶点 ２Ｒ：ＡＡＡＣＣＴＡＧＴＧＴ⁃
ＴＧＴＧＧＧＡＧＣＣＧＡ）９４ ℃加热 ３０ ｓ，室温自然冷却退

火，然后与对应的 ｓｇＲＮＡ 载体连接，将含有不同靶

位点的 ｓｇＲＮＡ 通过 ＰＣＲ 扩增形成含有多个靶位点

的 ｇＲＮＡ 表达盒，详细步骤参见 Ｘ． Ｍａ 等［２５］。 本试

验采用农杆菌介导的水稻遗传转化技术［２６］。
１ ７　 亚细胞定位

用特异引物扩增基因编码序列，克隆到 ｐＣＡＭ⁃
ＢＩＡ１２０５⁃ＹＦＰ 上， 电击转入农杆菌 ＥＨＡ１０５ 中。
３０ ℃培养箱中过夜培养菌液，４０００ ｒ ／ ｍ 离心收集菌

体，缓冲液重悬菌体浓度调节到 ＯＤ６００ ＝ １ ０，室温静

止 ３ ｈ。 采用 １ ｍＬ 注射器吸取菌液，注射本氏烟叶

片后，人工气候室培养 ２ ～ ３ ｄ。 将注入菌液部分的

叶片用手轻轻撕下，用荧光染料 ＤＡＰＩ（特异性细胞

核染色试剂）对本氏烟叶片进行染色处理。 使用

ＬＳＭ ７０００ 激光共聚焦扫描显微镜（蔡司）观察蛋白

在细胞中表达的位置。

２　 结果与分析

２ １　 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１ 的转录表达分析

Ｗ６０２３ 经过多轮回交后在遗传背景上与 ＩＲ２４
很接近，为了探究 Ｗ６０２３ 与 ＩＲ２４ 水稻白叶枯病抗

性差异原因，本实验室前期通过 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析了在

ＰＸＯ９９Ａ诱导情况下的两个材料转录组之间的差异。
结果显示，Ｐｏｎｇ 类转座子成员 Ｏｓ０２ｇ２０７８０（Ｐｏｎｇ２⁃
１）和 Ｏｓ１１ｇ１４１６０（Ｐｏｎｇ１１⁃１）在 ＩＲ２４ 中均有表达，
但是在 Ｗ６０２３ 中几乎没有表达。 为了验证转录组

测序的结果，本研究通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测了 Ｐｏｎｇ２⁃１
和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 的表达情况， 结果表明 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和

ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析结果一致（图 １）。

Ｍ：分子量标记；ＤＤＷ：双蒸水；Ｎｉｐ：日本晴

Ｍ：ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ，ＤＤＷ：ｄｄＨ２Ｏ ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｎｉｐ：Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ

图 １　 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 全长 ｃＤＮＡ 的克隆

Ｆｉｇ １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｃｏｄｉｎｇ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ Ｐｏｎｇ２⁃１ ａｎｄ Ｐｏｎｇ１１ －１

依据日本晴基因组信息，水稻携带有超过 １００
个 Ｐｏｎｇ 类转座子成员。 在 ＤＮＡ 水平上 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和

Ｐｏｎｇ１１⁃１ 是最接近的两个成员，序列同源性超过

９０％ （结果未显示）。 由于 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 间

存在单核苷酸多态性， 基因组预测 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和

Ｐｏｎｇ１１⁃１ 的 ＲＮＡ 剪接形式存在差异（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｒｉｃｅ．
ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ． ｍｓｕ． ｅｄｕ ／ ）。 为了明确这两个 Ｐｏｎｇ 类

转座子成员转录本的真实情况，尝试克隆日本晴、
ＩＲ２４ 和 Ｗ６０２３ 的 Ｐｏｎｇ２⁃１ 与 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 的 ｃＤＮＡ 并

测序（图 １），结果显示 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１ 在日本晴

和 Ｗ６０２３ 中均未检测到有表达，但在 ＩＲ２４ 中有表

达并表现为不同的两种剪接体形式。
２ ２　 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 的序列分析与亚细胞定位

克隆得到 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１ 全长 ｃＤＮＡ 后，测
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序分析发现 Ｐｏｎｇ２⁃１ 编码 １９０ 个氨基酸，Ｐｏｎｇ１１⁃１
则编码一个 ３９８ 个氨基酸的蛋白。 二者与日本晴的

序列也存在一定差异，差异的原因是 ＳＮＰ 导致两种

剪接体形式不同。 为了研究 Ｐｏｎｇ 类转座子蛋白在

细胞中的定位，选取 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 作为研究对象。 克隆

Ｐｏｎｇ１１⁃１ 全长 ｃＤＮＡ，连接到 ｐＣＡＭＢＩＡ１２０５⁃ＹＦＰ 载

体后转化农杆菌 ＧＶ３１０１。 通过注射烟草，利用农杆

菌瞬时表达系统，激光共聚焦显微镜观察到融合蛋

白在细胞中的位置，如图 ２Ａ ～ Ｄ 显示 ＹＦＰ⁃Ｐｏｎｇ１１⁃１
在本氏烟叶片表皮细胞的细胞核中表达。 Ｈ 为空载

体 ＹＦＰ 的定位结果，其表达分布在整个下表皮细胞

（图 ２Ｅ ～ Ｇ）。 通过烟草瞬时表达系统表明 Ｐｏｎｇ１１⁃１
编码一个核蛋白。
２ ３　 基因编辑载体构建及遗传转化

由于发现 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１ 仅在 ＩＲ２４ 中表

达，为了验证其表达是否对水稻感病起作用，利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统对 ＩＲ２４ 中的 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１
进行定点突变。 由于 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１ＤＮＡ 同源

性高，设计了针对这两个基因的共同 ｇＤＮＡ（图 ３），
选择了 ２ 个靶位点（图 ３Ａ）。 参照 Ｘ． Ｍａ 等［２５］的方

法构 建 成 含 有 双 靶 位 点 的 ＣＲＩＳＰＲ 表 达 载 体

ｐＣｐｏｎＴ１２（图 ３Ｂ）。

Ａ ～ Ｄ：ＹＦＰ 与 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 融合蛋白在本氏烟叶片细胞中的亚细胞定位；Ｅ ～ Ｈ：ＹＦＰ 蛋白（对照）在本氏烟叶片细胞中的亚细胞定位；
Ａ、Ｅ 为 ＹＦＰ 荧光图像；Ｂ、Ｆ 为明场图像；Ｃ、Ｇ 为 ＤＡＰＩ 染色图像；Ｄ、Ｈ 为叠加图像

Ａ⁃Ｄ：Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＹＦＰ：Ｐｏｎｇ１１⁃１ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｎ． ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ ｌｅａｆ ｃｅｌｌｓ，Ｅ⁃Ｈ：Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＹＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎ（ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ） ｉｎ Ｎ． ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ ｌｅａｆ ｃｅｌｌｓ，Ａ ａｎｄ Ｅ ｆｏｒ ＹＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅ，Ｂ ａｎｄ Ｆ ｆｏｒ ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ｉｍａｇｅ，Ｃ

ａｎｄ Ｇ ｆｏｒ ＤＡＰＩ ｓｔａｉｎｅｄ ｉｍａｇｅ，Ｄ ａｎｄ Ｆ ｆｏｒ ｍｅｒｇｅｄ ｉｍａｇｅ

图 ２　 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 在本氏烟叶片细胞中的亚细胞定位

Ｆｉｇ ２　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｏｎｇ１１⁃１：ＹＦＰ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｄｏｍｉｎ

Ａ：ｓｇＲＮＡ 在 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 上的结合位点，下划线指示，ＰＡＭ 位点序列被加粗；
Ｂ：用于 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 敲除的 ｐＣｐｏｎＴ１２ 载体结构示意图

Ａ：Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｓｉｔｅｓ（ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ）ｉｎ Ｐｏｎｇ２⁃１ ａｎｄ Ｐｏｎｇ１１⁃１，Ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ（ＰＡＭ）ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｉｎ ｂｏｌｄ，
Ｂ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒ ｐＣｐｏｎＴ１２ ｕｓｅｄ ｆｏｒ Ｐｏｎｇ２⁃１ ａｎｄ Ｐｏｎｇ１１⁃１ ｋｎｏｃｋ⁃ｏｕｔ

图 ３　 基因编辑位点与表达载体

Ｆｉｇ ３　 Ｇｅｎｏｍｅ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ
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２ ４　 Ｔ０代转基因植株的 ＰＣＲ 检测

将上述 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 载体 ｐＣｐｏｎＴ１２ 通过农杆

菌介导法转入 ＩＲ２４ 的愈伤组织中，经筛选分化获得

２０ 个 Ｔ０代植株，种植于海南试验基地。 为了验证其

是否为真正的转基因植株，根据 Ｃａｓ９ 基因 ＤＮＡ 的

序列，设计了一对基因特异引物 Ｃａｓ９ｐＦ ／ Ｃａｓ９ｐＲ
（Ｃａｓ９ＰＦ：ＴＴＣＧＡＣＣＡＧＴＣＣＡＡＧＡＡＣＧＧ，Ｃａｓ９ｐＲ：ＣＴＴ⁃
ＧＡＣＣＴＴＧＧＴＧＡＧＣＴＣＧＴ），对上述 ２０ 株的 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 扩增。 ２０ 株转化体都能扩增出 ５３１ ｂｐ 的 ＤＮＡ 特

异性条带，而阴性对照 ＩＲ２４ 无扩增条带（图 ４）。 结果

表明 ２０ 株转基因植株全部为阳性植株。
２ ５　 编辑植株的基因型鉴定及抗性检测

随机选取部分 Ｔ１代进行 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１ 位

点基因型鉴定，测序结果显示，在 ５ 个 Ｔ１ 代群体

中，检测到在 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１ 位点发生编辑突变

的植株，而且都是双靶点突变，大部分植株的突变位

点基因型已纯合，５ 个群体中共检测到 ６ 种编辑类型

如图５。 对这６ 种编辑类型的植株进行了白叶枯病抗

性测定，选取的测试菌株为 ＰＸＯ９９Ａ。 接种 １５ｄ 后调

查，每个编辑类型选取 ５ 株，每株选取 ３ 个叶片，进
行调查统计。 ６ 种编辑类型植株病斑平均长度在

６ ９４ ～ ８ ７１ ｃｍ 之间，而 ＩＲ２４ 发病长度为 １４ ８５ ｃｍ
（图 ６）。 结果表明 Ｐｏｎｇ２⁃１、Ｐｏｎｇ１１⁃１ 编辑植株对

水稻白叶枯病菌（ＰＸＯ９９Ａ）表现出一定程度的抗性

增强。

Ｍ：分子量标记；１、２、３ ～ ２２ 分别表示 ｐＣｐｏｎＴ１２（阳性对照）、ＩＲ２４（阴性对照）以及 Ｔ０代转基因植株

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ，１，２，３ ｔｏ ２２ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｐＣｐｏｎＴ１２ （ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ），ＩＲ２４ （ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ） ａｎｄ Ｔ０ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ４　 Ｔ０代转基因植株分子检测

Ｆｉｇ ４　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｉｎｓｅｒｔｓ ｉｎ Ｔ０ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

ＩＲ２４：野生型；Ｚ：Ｔ１突变体株系；红色字体的碱基为 ｓｇＲＮＡ 序列，加粗碱基为 ＰＡＭ 序列；小写字母代表插入序列

ＩＲ２４：ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ，Ｚ：Ｔ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ，Ｔｈｅ ｂａｓｅ ｉｎ ｒｅｄ ｉｓ ｔｈｅ ｓｇＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ａｎｄ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｉｎ ｂｏｌｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＰＡＭ，ｔｈｅ ｂａｓｅ ｉｎ ｌｏｗｅｒ ｃａｓｅ ｉｓ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔ ｂａｓｅ

图 ５　 Ｐｏｎｇ２⁃１ ／ Ｐｏｎｇ１１⁃１ 突变体序列分析

Ｆｉｇ ５　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｏｎｇ２⁃１ ａｎｄ Ｐｏｎｇ１１⁃１ｍｕｔａｎｔｓ ｉｎ Ｔ１ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ

图 ６　 Ｐｏｎｇ２⁃１ ／ Ｐｏｎｇ１１⁃１ 突变体的抗性表现

Ｆｉｇ ６　 Ｌｅｓｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＰＸＯ９９Ａ ｉｎ Ｐｏｎｇ
２⁃１ ／ Ｐｏｎｇ１１⁃１ｍｕｔａｎｔ ｌｉｎｅｓ

２ ６　 Ｃａｓ９⁃ｆｒｅｅ 编辑植株的获得与农艺性状考察

为了获取可利用的 Ｃａｓ９⁃ ｆｒｅｅ 水稻抗性资源，利
用 Ｃａｓ９ 基因特异引物 Ｃａｓ９ｐＦ ／ Ｃａｓ９ｐＲ 检测 ６ 种编

辑类型的 Ｔ２代单株，从中选取 ＰＣＲ 检测阴性植株作

为后续试验研究材料（图 ７）。 田间再次接种试验显

示接种 ７ ｄ 后，ＩＲ２４ 平均发病长度为 ２ ８１ ｃｍ，而
Ｚ２２３、Ｚ２２９、 Ｚ２３５ 和 Ｚ２５５ 平均发病长度分别为

０ ６７ ｃｍ、０ ８８ ｃｍ、０ ６９ ｃｍ 和 ０ ７５ ｃｍ。 接种 １５ ｄ
后病斑有扩展，ＩＲ２４ 发病长度为 １５ ｃｍ，而 Ｚ２２３、
Ｚ２２９、Ｚ２３５ 和 Ｚ２５５ 平均发病长度分别为 ７ ５１ ｃｍ、
８ ６９ ｃｍ、７ ３４ ｃｍ 和 ８ ３１ ｃｍ（图 ８Ａ、Ｂ），可见编辑

植株病斑长度仍显著小于 ＩＲ２４ 的病斑长度。

７２５
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图 ７　 Ｔ２代转基因植株 Ｃａｓ９ 基因检测

Ｆｉｇ ７　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓ９ ｖｅｃｔｏｒ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｎ Ｔ２ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ

Ａ：Ｔ２代基因编辑植株与 ＩＲ２４ 病斑对比图；Ｂ：Ｔ２代基因编辑植株与 ＩＲ２４ 病斑长度统计直方图

Ａ：Ｔ２ ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ＩＲ２４ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｓｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈｓ，
Ｂ：Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｌｅｓｉｏｎ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ｔ２ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＲ２４

图 ８　 ４ 个 Ｔ２纯合突变株系的抗病反应

Ｆｉｇ ８　 Ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ Ｔ２ ｌｉｎｅｓ ｕｐｏｎ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｘｏｏ ｓｔｒａｉｎ ＰＸＯ９９Ａ

为了研究编辑植株主要农艺性状是否发生改变，
对上述 ４ 个 Ｃａｓ９⁃ ｆｒｅｅ Ｔ２纯合株系的主要农艺性状进

行了考察。 从表 １ 可看出，４ 个材料的株高、分蘖数、
结实率和千粒重与野生型对照（ＩＲ２４）基本一致；４ 个

材料的 Ｔ 检验分析结果显示上述农艺性状与野生型

对照无显著性差异。 基因被编辑后对水稻的主要农

艺性状无显著影响，最终本研究获得了白叶枯病抗性

提高、Ｃａｓ９⁃ｆｒｅｅ 及农艺性状基本一致的种质材料。

３　 讨论

植物———病原物之间的斗争是寄主与病原菌协

调进化的过程，植物病原物为自身的生存和发展会

利用多种手段侵入寄主并攫取养分，造成植物病害

的发生，而寄主植物主要利用自身的先天免疫系统

（ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｉｔｙ）应对不断变化的病原菌。 植物的

先天免疫系统可以分为两个层次，ＰＴＩ（ＰＡＭＰ⁃ｔｒｉｇ⁃
ｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ）和 ＥＴＩ（ｅｆｆｅｃｔｏｒ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ）。
ＰＴＩ 主要是植物模式识别受体（ＰＲＲｓ，ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇ⁃

表 １　 ４ 个 Ｔ２突变材料的农艺性状分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｉｎ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｔｒａｎｓ⁃
ｇｅｎｉｃ Ｔ２ ｌｉｎｅｓ

株系

Ｌｉｎｅｓ
株高（ｃｍ）
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

分蘖数

Ｔｉｌｌｅｒ ｎｕｍｂｅｒ

结实率（％ ）
Ｓｅｅｄ ｓｅｔｔｉｎｇ

ｒａｔｅ

千粒重（ｇ）
Ｔｈｏｕｓａｎｄ

ｇｒａｉｎ ｗｅｉｇｈｔ

ＩＲ２４ ８７ ８ ± ３ ４４ａ １０ ４０ ± ３ ７６ａ ８０ ９１ ± ５ ９０ａ ２４ ６０ ± １ ３５ａ

Ｚ２２３ ８７ ８ ± ３ １６ａ １２ ５０ ± １ ２０ａ ８３ ３７ ± ３ ４６ａ ２４ ８６ ± ０ ４１ａ

Ｚ２２９ ８８ ７ ± ４ １５ａ １１ １０ ± ２ ５９ａ ８２ ５５ ± ５ １８ａ ２５ ３０ ± ０ ４５ａ

Ｚ２３５ ８９ １ ± ３ ９４ａ ９ ６０ ± ２ ００ａ ８１ ４５ ± ４ ９６ａ ２４ ９４ ± ０ ６５ａ

Ｚ２５５ ８６ １ ± ４ ０８ａ １２ ５０ ± １ ４ａ ８２ ３１ ± ３ ０４ａ ２５ ２４ ± ０ ７９ａ

结果表示为平均值 ± 标准误差，统计于每个突变株系的 ５ 个单株。

标有相同字母 ａ的值之间无显著差异（Ｐ ＜ ０ ０５，Ｔ 检验）

Ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｓｈｏｗｎ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｍｕｔａｎｔ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｕｔａｎｔ ｌｉｎｅ ａｎｄ ｗｅｒｅ

ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ａｓ ｍｅａｎ ± ＳＥ． Ｖａｌｕｅｓ ｍａｒｋｅｄ ｗｉｔｈ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒ ａ ａｒｅ ｎｏｎ⁃ｓｉｇ⁃

ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ ＜ ０ ０５，Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ⁃ｔｅｓｔ）

ｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ）识别某些保守的病原物模式分子

（ＰＡＭＰｓ，ｐａｔｈｏｇｅｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ），例

８２５
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如 ＦＬＳ 可以识别细菌鞭毛蛋白的保守短肽［２７］，诱导

防卫反应产生，限制病原物的入侵。 为成功侵染寄

主，植物病原物会利用各种效应分子来抑制 ＰＴＩ，
例如 Ｘｏｏ 来源的 Ｔ３ＳＳ 效应分子 ＸｏｐＹ 通过抑制

ＯｓＣＥＲＫ１ 对 ＯｓＲＬＣＫ１８５ 的磷酸化阻止了 ＰＴＩ 的

信号转导［２８］ 。 同时寄主植物也会进化出 Ｒ 基因监

控、识别病原菌某些效应蛋白，一旦被识别即会触发

强烈的免疫反应 ＥＴＩ（ｅｆｆｅｃｔｏｒ⁃ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ），例
如 Ｘａ２３ 基因通过启动子 ＥＢＥ 区识别 Ｘｏｏ 的 ＴＡＬＥ
ＡｖｒＸａ２３ 蛋白［２９］，作物抗病育种利用的也大多是这

类 Ｒ 基因，植物———病原物互作的特点决定了植物

抗病育种是一项没有终点的工作。
现阶段挖掘得到的和已被利用的白叶枯病抗病

基因有很多，例如 Ｘａ３、Ｘａ４、ｘａ５、Ｘａ２１ 和 Ｘａ２３ 等，但
由于 Ｒ 基因的不合理使用和病原菌的高速进化，一些

优秀抗病基因在生产上逐步丧失作用。 粳稻大多利

用的 Ｘａ３ 基因，在孟加拉、印度、尼泊尔、印度尼西亚、
韩国及中国的南方等地区，含有 Ｘａ３ 基因的品种遭受

到病原菌的危害［３０⁃３１］。 章琦［３２］ 研究表明，大面积种

植的籼型杂交稻中主要应用了抗白叶枯病基因为

Ｘａ４，曾使白叶枯病得到了有效的控制。 但到 ２０ 世纪

８０ 年代中期，在中国南方各稻区及印度、印度尼西

亚、韩国、尼泊尔等国也相继发生了携有 Ｘａ４ 基因的

品种抗性逐渐丧失的报道。 Ｘａ２１ 基因自鉴定克隆以

来，由于各国争相利用在一些国家和地区如韩国、印
度尼西亚、印度、中国的广东、云南等地发现能使携

Ｘａ２１ 基因的宿主致病的菌系［３３⁃３７］。 夏立琼等［３８］ 发

现的海南 Ｘｏｏ 菌株优势致病类型对携带 ｘａ５、Ｘａ２３ 基

因以外的材料都致病。 因此育种家对水稻白叶枯病

抗性资源的需求越来越迫切，挖掘和创制新抗病资源

依旧是水稻白叶枯病防治工作重要的方面。 基因组

编辑技术的问世为创制基因资源提供了新途径，尤其

是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统具有简单、高效、低成本的特点，
在人类、动物和植物上得到了广泛的应用。 例如，用
该技术对水稻、小麦、玉米、柑橘等某些负调控基因进

行了基因编辑，这些性状在不同程度上得到了改良，
获得了抗病、抗逆性材料［１６⁃１８，２０，３９］。

为了充分利用 Ｗ６０２３ 这一抗病资源和研究其

抗病特征，前期研究采用强致病菌 ＰＸＯ９９Ａ接种处

理 ＩＲ２４ 和 Ｗ６０２３ 后，对不同时间点的样品进行转

录组测序，分析在不同致病表型下 ＩＲ２４ 和 Ｗ６０２３
材料表达差异。 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 发现 Ｐｏｎｇ 类转座子在

感病品种 ＩＲ２４ 中激活表达，但在野生稻导入系

Ｗ６０２３ 中不表达。 有研究发现玉米 Ｐｏｎｇ 类转座

子在体外培养或者某种压力下会被激活表达，并
且被认为对玉米基因组的进化起到贡献［４０］ 。 我们

推测 Ｐｏｎｇ 类转座子可能与 ＩＲ２４ 的感病性有关联，
ＩＲ２４ 是对多种病原物均感病，包括水稻白叶枯病

菌、水稻细菌性条斑病菌和水稻稻瘟病菌；与野生

稻 ０３⁃６６ 杂交后，导入系 Ｗ６０２３ 抗性明显增强，
Ｐｏｎｇ 类转座子的两个成员也不再表达，暗示病原

菌胁迫解除后该类转座子转录被抑制，Ｗ６０２３ 基因组

趋于稳定。 由于 Ｐｏｎｇ２⁃１ 和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 在 ＩＲ２４ 中高表

达，本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ／ Ｃａｓ９ 技术对 ＩＲ２４ 的 Ｐｏｎｇ２⁃１
和 Ｐｏｎｇ１１⁃１ 进行了敲除，获得了多个纯合株系，田间

接种试验显示基因编辑株系的抗性得到不同程度的提

高，编辑后的主要农艺性状无显著影响，最终获得了白

叶枯病抗性提高、Ｃａｓ９⁃ ｆｒｅｅ 及农艺性状基本一致的种

质材料。 但 ＩＲ２４ 抗病性差是否与基因组稳定性有联

系，Ｐｏｎｇ 转座子的表达是否增加了 ＩＲ２４ 的感病性，还
需开展更深入的研究。
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