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基因编辑技术在大豆基因功能鉴定及遗传改良上的应用
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摘要： 大豆作为重要的粮食作物和油料作物，在人类生产生活中扮演着十分重要的角色。近年来国内大豆供给孱弱，对外依存度

过高，使国内大豆市场受到严重冲击，并给国家粮食安全带来一定隐患，因此培育优质高产的大豆品种是当前国内大豆育种的重要目

标。目前，大豆中一批控制重要性状的关键基因已经被克隆和解析，为开展分子设计育种提供了重要的理论支撑。传统育种周期长、效

率较低，基因编辑技术为生物育种提供了新的途径和工具，可以加速育种进程。以CRISPR/Cas9技术为代表的基因编辑技术已经快速

发展成为大豆基因功能研究、改造及农艺性状遗传改良的重要工具。本文介绍了基因编辑技术的类型、特点及其在植物中的应用概况，

并综述了其在大豆产量、品质、抗病、抗逆、开花期、共生固氮和育性等农艺性状研究中的最新研究进展，为开展大豆基因编辑育种提供

了一定的依据和借鉴。此外，本文还探讨了基因编辑技术在大豆遗传改良中存在的问题，并对其应用前景进行了展望。
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Abstract：Soybean serves as an essential food and oil crop， and plays a crucial role in people's livelihoods. 

However， in recent years， domestic soybean supply has been insufficient， and there is a high dependency on 

imports. This situation has seriously impacted the domestic soybean market and brought some hidden dangers to 

the national food security. Hence， enhancing yield and improving seed quality are major goals in current soybean 

breeding programs in China. At present， a number of key genes controlling important traits in soybean have been 

cloned and analyzed， which provides important theoretical support for molecular design breeding. The traditional 

breeding is time-consuming and low efficiency. Gene editing technology provides a new way and tool for 

biological breeding， which can accelerate the breeding process. Gene editing technologies， represented by 

CRISPR/Cas9， have rapidly developed into important tools for studying soybean gene functions， genetic 

modifications， and improving agronomic traits. This article provides an overview of gene editing technology 

types， features， and their utilization in plants. It also reviews the latest research progress of gene editing 

technology in enhancing agronomic traits related to soybean yield， quality， stress resistance， disease resistance， 

flowering time， symbiotic nitrogen fixation， fertility and other traits， providing a theoretical basis and reference 

for soybean gene editing breeding. Furthermore， this paper also discusses the challenges of gene editing 

technology in soybean genetic improvement and presents its promising future applications.
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大豆（Glycine max）起源于中国，并在世界范围

内传播，是重要的粮食作物和油料作物。作为世界

五大作物之一，大豆是人类摄取植物蛋白和油脂的

重要来源，其蛋白质含量较谷类和薯类食物高出

2.5~8倍，是一种理想的优质植物蛋白食物。大豆含

油量约为 20%，是三大油料作物之一。大豆中还含

有卵磷脂、异黄酮、皂苷以及多种生理活性物质，对

人体营养与保健极为有利［1-2］。根据国家统计局

2022年底数据（https：//data.stats.gov.cn/）显示，我国

具有大约 1.5 亿亩的大豆播种面积，常年可生产

1500 万~2000 万吨的大豆用于食用，但仍需进口

9000万~1亿吨转基因大豆用于粮油加工和蛋白质

饲用。近年来我国大豆进口常年保持 80%以上的

高位，过度依赖进口会对国内大豆市场造成冲击，

供求矛盾激化，给国内农业发展和国家粮食安全带

来一定隐患［3］。因此加快大豆的遗传改良，促进大

豆品种的迭代更新是解决我国大豆产业问题的关

键途径。

遗传变异是作物改良的基础，植物育种的目的

是创造和利用这些遗传变异，从而选育出适合农业

生产的性状。在漫长的植物育种历史中先后出现

了四种育种方法，分别为传统育种、突变育种、转基

因育种和基因编辑育种。传统育种虽然可以将各

种有利于提高粮食产量和品质的优良基因聚集到

某个品种中，但该方法时间长、效率低，需要投入大

量的时间和人工。突变育种通过人工诱变的方法

获得生物新品种，这种方法可大幅度改良作物的某

些性状，并且变异范围广，但其诱变的方向不可控，

且有利变异少，须大量处理材料［4］。转基因育种可

以使受体生物在原有遗传特性基础上增加新的功

能特性，培育新的品种，与传统育种相比，具有准

确、直接、效率高和针对性强等特点，但转基因育种

存在一定的风险隐患以及生态安全等问题［5］。基因

编辑技术是在生物自身基因组上进行改造，定向地

修饰DNA序列，进而使得生物体目标性状发生改变

的技术手段，其优点在于成本低、速度快、操作精

准、改良效果明显。

大豆作为古源四倍体，其约75%的基因存在高

度冗余性［6］，化学诱变、转座子插入等传统突变体筛

选手段无法针对特定目标，需要大规模的筛选，费

时费力，在多倍体物种遗传研究中效率较低。这一

瓶颈严重制约了大豆基因功能研究，也影响了大豆

的遗传改良进程。基因编辑技术是将精确和可预

测的基因变异引入植物，以获得理想的性状改变，

由此揭开了精准育种的新篇章［7］。近年来，多国已

将基因编辑育种应用于农作物的商业化生产之中，

如美国、瑞典、芬兰、俄罗斯和巴西等。目前在大豆

中已有大量借助基因编辑技术获得的研究成果，这

些研究证实了基因编辑技术应用于大豆基因编辑

的可能性。本文介绍了基因编辑技术的发展和原

理，对近年来利用基因编辑技术对大豆农艺性状的

改良应用进行了综述，并探讨了当前大豆基因编辑

体系中存在的问题和未来的展望，以期为利用基因

编辑技术加快大豆遗传改良提供借鉴。

1　基因编辑技术的类型和特点

植物基因编辑是利用特异性人工核酸酶（SSNs，

sequence specific nucleases）对基因组靶点序列进行

切割，进而引起DNA双链断裂（DSB，double-strand 

break），通过生命体的非同源末端连接（NHEJ，

nonhomologous end-joining）或同源重组修复（HDR，

homologydirected repair）这两种修复途径达到基因

敲除或基因编辑的目的。NHEJ修复途径发生在高

等真核生物的整个细胞周期中，通常在没有模板的

情况下对DSB进行修复，导致断裂部位一些序列的

插入或缺失，进而造成靶基因的功能丧失。HDR修

复途径只能发生在细胞的 G2 和 S 期，对 DSB 进行

修饰需要有同源序列模板的存在，这种方法可以产

生靶向基因敲入或其他特定突变，HDR的精确性比

NHEJ高，但修复效率低［8-10］。SSNs包括改造的导向外

切酶和核酸酶，主要包括锌指核酸酶（ZFNs，zinc finger 

nucleases）、转录激活因子样效应物核酸酶（TALEN，

transcription activator-like effector nucleases）和规律性

重复短回文序列簇（CRISPR，clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats）Cas 核 酸 酶

（Cas associated endonuclease）。

ZFN和TALEN是最先发展起来的基因编辑技

术，两者结构相似，都是由可以识别并且与DNA结

合的结构域及Fok Ⅰ核酸内切酶的切割结构域组成。

目前这两种基因编辑技术已在多种植物中被广泛

应用，但由于存在模块组装过程繁琐等问题，新的

基因编辑技术如 CRISPR/Cas 也逐渐被开发。

CRISPR/Cas系统主要分为两大类， 6种类型及多种

亚型：第一类包括利用多个Cas蛋白复合物切割外

源核酸的 I型、III型和 IV型，第二类是使用单个Cas

蛋白切割外源核酸的Ⅱ型、V型和VI型［11-12］。目前

第二类系统研究的相对较多，第二类系统主要包括

Ⅱ型的Cas9、V型的Cas12、VI型的Cas13。
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此外，基于CRISPR/Cas的新型编辑系统陆续被

开发与改良，包括碱基编辑器（BE，base editor）［13-15］、

引导编辑器（PE，prime editor）［16］、CRISPR激活［17-19］

（CRISPRa，CRISPR activation）和 CRISPR 抑 制

（CRISPRi，CRISPR interference）［20-21］等。其中碱基

编辑器主要包括胞嘧啶碱基编辑器（CBE，cytosine 

base editors）［14］、腺嘌呤碱基编辑器（ABE，adenine 

base editors）［15］、糖 基 化 酶 碱 基 编 辑 器（GBE，

glycosylase base editors）［22-23］和双碱基编辑器（DBE，

dual base editors）等［22-24］。尽管各种基因编辑技术

在作物中取得了重大进展，但各种方法在不同植物

物种之间的编辑效率存在较大差异。大豆作为一

种全球重要作物，总结基因编辑技术在大豆基因功

能鉴定及遗传改良上的应用，有助于未来更加高效

地利用该技术对大豆进行遗传改良。

2　基因编辑技术在大豆改良中的应用

2.1　基因编辑技术在大豆产量性状改良中的应用

大豆是一种理想的蛋白来源，伴随着人们收入

水平的提高和消费理念的变化，中国居民对大豆蛋

白消费需求逐年提升，因此，提高大豆产量满足人

们的日常需求是目前大豆产业亟待解决的问题。

单株产量与单株粒数、有效荚数、每荚粒数和百粒

重等性状都呈现出显著相关性。单株粒数和百粒

重是重要的产量因子，研究人员通过CRISPR/Cas9

创建的Gmga3ox1突变体百粒重减少，但通过增加

单株粒数提高了单株产量，Gmga3ox1 突变体中大

量光合作用相关基因上调表达，同时赤霉素的生物

合成降低，证明了赤霉素合成途径中的关键酶赤霉

素 3β-羟化酶基因GmGA3ox1在大豆产量中发挥重

要的作用［25］。此外荚粒数也是影响大豆产量的关

键因素之一，通过CRISPR/Cas9技术对高产高蛋白

大豆品种华春6号的GmJAGGED1及其同源基因进

行定点编辑，研究发现敲除植株与对照相比在三粒

荚数、四粒荚数、每荚粒数和单株产量上均显著提

高［26］。通过连续两年对 2400多份大豆自然种质资

源的分枝数进行表型鉴定，研究人员利用全基因组

关联分析（GWAS，genome-wide association study）挖

掘到大豆分枝数主效控制基因Dt2［27］。遗传分析发

现，Dt2负调控大豆分枝数，利用CRISPR/Cas9技术

创建基因敲除株系的分枝数明显增多，小区产量明

显 提 高［27］。 Cheng 等［28］构 建 了 1 个 包 含 15 个

sgRNA片段的 pYLCRISPR-Cas9载体，并用于编辑

15 个乙烯信号转导途径相关基因 EIN2、EIN3 和

EIL。在编辑单株后代中筛选获得 EIL3、EIL4、

EIL2L三基因突变体，该突变体植株生长速度显著

加快，植株顶部荚果增加，单株粒数增加，进而显著

提高了产量。荚果开裂是大豆驯化和育种中的重

要性状，直接影响大豆产量。Zhang 等［29］利用

CRISPR/Cas9技术对荚果开裂关键基因PDH1进行

基因编辑，结果显示pdh1突变体的抗炸荚性显著提

高，这与豆荚内部厚壁组织中木质素分布有关。综

上所述，通过基因编辑有望提高大豆产量，并且该

技术在揭示大豆产量性状调控机制过程中起到重

要作用。

2.2　基因编辑技术在大豆品质性状改良中的应用

大豆种子中的蛋白质含量和油分含量是决定

大豆营养品质和经济价值的重要性状，大豆种子中

含有大约40%的蛋白质和20%的油分，是人类食用

植物蛋白质和植物油的重要来源［30］。AIP2是一种

E3-RING泛素连接酶，其靶向种子特异性转录因子

ABI3，Shen等［31］通过CRISPR/Cas9突变2个AIP2基

因（AIP2a 和 AIP2b），发现 AIP2 的缺失可以调节

ABI3转录因子蛋白的活性，并且ABI3能够改变大

豆球蛋白、伴大豆球蛋白、2S白蛋白和油体蛋白基

因的表达，进而增加种子蛋白质含量。7S与11S球

蛋白含量与大豆加工品质密切相关，培育 7S 蛋白

（高乳化性）或11S蛋白（高凝胶性）亚基缺失新品种

能改变大豆加工特性。研究人员利用多基因编辑

载体 pGES401，对齐黄 34 创制了 7S 亚基全缺的七

基因突变体（7s-null）和11S亚基缺失的五基因突变

体（11s-null）。两个突变体均没有影响产量、油分和

蛋白质等性状，但是分别影响了乳化性和凝胶性，

这有助于针对大豆加工进行精准育种［32］。大豆第5

号染色体末端有1个控制大豆品质和产量性状的经

典位点，研究人员利用自然群体和双亲群体精细定

位克隆到 MOTHER-OF-FT-AND-TFL1 （GmMFT）。

通过 CRISPR/Cas9 技术敲除 GmMFT 基因，突变体

株系的种子含油量和粒重减少，蛋白质含量增加。

此外，研究人员还发现拟南芥mft突变体也表现出

类似的表型，这些结果证实了GmMFT调控大豆种

子油脂、蛋白质含量和粒重［33］。

此外，大豆的品质改良还体现在提高某些营养

成分的含量，如具有保健功能的脂肪酸或氨基酸。

大豆油的主要成分是脂肪酸，其中不饱和脂肪酸占

比较高，饱和脂肪酸占比相对较低，与饱和脂肪酸

相比，适量摄入不饱和脂肪酸对人体健康更有好

处。Qu等［34］创建了大豆油酸相关基因Gm15G117700
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过表达植株和基于 CRISPR/Cas9 技术的突变体植

株，发现过表达植株油酸含量降低了3.94%，突变体

植株油酸含量增加了3.49%，实验证明Gm15G11770

0基因可能是一个负向调节大豆油酸合成代谢的微

效基因。Ma 等［35］通过 CRISPR/Cas9 技术获得了

GmFATB1a和GmFATB1b单基因和双基因敲除突变

体，研究表明 FATB 的突变体减少了棕榈酸和硬脂

酸两种饱和脂肪酸的含量，为大豆油分品质改良提

供了新的方向。FAD2是催化油酸生成亚油酸的关

键酶，Xiao等［36］通过CRISPR/Cas9技术分别创建了

Gmfad2-1B和Gmfad2-2C的单基因和双基因敲除突

变体，结果发现FAD2基因的失活可以增加大豆油

酸和亚油酸的含量，并且双基因敲除突变体的植株

油酸含量显著高于单基因敲除突变体。Jiao等［37］创

建 GmFAD3C-1 过表达及基因敲除植株，发现

GmFAD3C-1基因影响脂肪酸脱氢酶酶活性，脂肪酸

相对含量测定表明GmFAD3C-1基因与植物亚麻酸

含量密切相关。Zhou 等［38］通过 CRISPR/Cas9 对大

豆FAD2基因家族的 5个关键酶基因（GmFAD2-1A、

GmFAD2-1B、 GmFAD2-2A、 GmFAD2-2B 和

GmFAD2-2C）进行基因编辑，发现5个突变体株系通过

影响亚油酸的产生提高了油酸含量。磷脂酰胆碱甘油

二酯胆碱磷酸转移酶（PDCT，phosphatidylcholine 

diglyceride choline phosphotransferas）是磷脂酰胆碱

（PC，phosphatidylcholin）和 二 酰 甘 油（DAG，

diacylglycerol）相互转化的催化剂，Li等［39］在大豆基

因组中鉴定了两个与拟南芥AtPDCT相近的同源基

因GmPDCT1和GmPDCT2，通过CRISPR/Cas9技术

敲除这两个基因，发现突变体油酸含量是野生型的

2.49倍，亚油酸含量较野生型降低了约38%，说明敲

除 GmPDCTs 会降低磷脂酰胆碱衍生的二酰甘油，

进而抑制磷脂酰胆碱修饰后的多不饱和脂肪酸进

入三酰甘油的合成途径。此外，研究人员通过全基

因组关联分析鉴定到了1个控制大豆种子脂肪酸的

主效位点 FA9，位于第 9 号染色体，候选基因编码

1 个 SEIPIN 蛋白［40］。通过基因编辑创制该基因突

变体，发现 fa9突变体种子的亚油酸和油分积累显

著减少，油酸含量增加，同时伴随着蛋白质含量的

增加。此外，该基因突变也会造成大豆种子大小的

改变［40］。

2.3　基因编辑技术在大豆抗病性状改良中的应用

病虫害是导致大豆连作减产的主要因素之一。

大豆主要病害有大豆花叶病（SMV，soybean mosaic 

virus）、大豆白粉病（SPM，soybean powdery mildew）、

大豆疫霉根腐病（PRR，phytophthora root rot）等。

针对这些病害，基因编辑技术在大豆抗病性状的改

良中发挥了重要作用，为大豆优良品种的培育提供

了研究基础。大豆花叶病是全世界各地大豆普遍

发生的一种病毒病害。Zhang 等［41］采用 CRISPR/

Cas9 介导的多基因编辑技术同时靶向大豆中

GmF3H1、GmF3H2和GmFNSII-1基因；与野生型相

比，纯合三基因突变体叶片的异黄酮含量约为对照

的 2倍，大豆花叶病毒外壳蛋白质含量在感染株系

SC7中显著降低了1/3，证明异黄酮含量增强了叶片

对SMV的抵抗力，此研究为提高大豆异黄酮含量和

抗 SMV 提供了材料和基础。此外，生物钟基因

TIMING OF CAB EXPRESSION 1b （GmTOC1b）也

影响大豆对 SMV 的抗性作用。利用 CRISPR/Cas9

技术创建的Gmtoc1b突变体表现出对SMV菌株的

耐受性加强，同时证实了 GmTOC1b 通过直接抑制

GmWRKY40的表达，间接调控水杨酸介导的防御相

关基因的表达，最终导致寄主植物对SMV的抗性降

低［42］。白粉病是大豆的一种主要病害之一，研究人

员利用CRISPR/Cas9系统诱导大豆GmMLO基因的

靶向突变，获得了Gmmlo02、Gmmlo19、Gmmlo23三

基因敲除突变体和 Gmmlo02、Gmmlo19、Gmmlo20、

Gmmlo23四基因敲除突变体，结果显示所有突变体

植株都表现出对病原菌抗性的增强［43］。作为大豆

疫霉（P. sojae， Phytophthora sojae）关键效应因子之

一，PsAvh52通过靶向GmTAP1抑制大豆免疫，从而

增强大豆对 P. sojae 的感病性。 Liu 等［44］通过

CRISPR/Cas9基因编辑系统敲除大豆中的GmTAP1

基因，发现GmTAP1功能丧失对植物基础免疫的影

响较小，并且 tap1突变体田间的农艺性状无显著变

化，但却使大豆对 3 种 P.sojae 菌株（P231、P233 和

P234）的抗性增强。Zhang 等［45］利用 CRISPR/Cas9

和RNAi技术对Glyma05g29080基因在抗白霉病和

结瘤中的作用进行了研究，结果表明该基因突变体

植株及其后代对菌核侵染的敏感性显著提高，结瘤

显著减少，证实了该基因在抗白霉病中的作用。

2.4　基因编辑技术在大豆抗逆性状改良中的应用

逆境是大豆高产稳产的另一重要限制因子。

全球生态环境逐渐恶化，不同灾害频繁发生，雨水

分布不均造成淹水或者干旱的现象很常见，并且我

国盐碱地面积呈逐年增加趋势。随着全球生态条

件与环境的恶化加剧，抗逆育种将越来越重要，抗

逆性品种的推广应用对于合理利用自然资源，保持

农业生产可持续发展有重要意义。Wang等［46］通过
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CRISPR/Cas9技术创建的LHY1a、LHY1b、LHY2a和

LHY2b四基因突变体表现出显著的耐旱性，证明了

GmLHYs负调控大豆耐旱性；其中 LHY1a和 LHY1b

在大豆干旱响应中起着重要的调控作用，并且这两

个拷贝功能冗余。此外通过转录组分析发现该基

因可以通过ABA信号通路介导大豆的干旱反应，该

研究为通过基因编辑提高大豆的抗旱性提供了潜

在靶点。Wang等［47］通过CRISPR/Cas9同时靶向6个

GmAITR拷贝，生成了Gmaitr3、Gmaitr6双基因突变

体和 Gmaitr2、Gmaitr3、Gmaitr4、Gmaitr5、Gmaitr6

五基因纯和突变体，这两种突变体都表现出耐盐性

增强，该研究表明GmAITR基因的缺失是提高大豆

耐盐性的有效途径。此外，为探究GmHdz4基因对

聚乙二醇模拟干旱胁迫的响应，研究人员创建了

GmHdz4过表达植株（GmHdz4-OE）和基于CRISPR/

Cas9技术的敲除植株（Gmhdz4）并进行干旱胁迫实

验，结果证明Gmhdz4具有比GmHdz4-OE更高的耐

旱性［48］。大豆E2基因是拟南芥GIGANTEA （GI）的

同源基因，研究人员基于CRISPR/Cas9系统创建 e2

突变体，结果表明E2功能的丧失不仅缩短了大豆的

开花时间和成熟度，而且增强了大豆的耐盐性［49］。

分子和遗传分析表明，E2通过促进大豆核心开花抑

制因子E1的转录，抑制参与ROS清除的基因表达，

使大豆更容易受到盐胁迫的影响，同时也延迟开花

和成熟［49］。Wang等［50］研究表明通过CRISPR/Cas9

技术敲除 GmERF1 基因会导致根对磷的吸收效率

显著增加，而GmERF1的过表达则会影响 6个低磷

胁迫相关基因的表达。进一步研究表明 GmERF1

与 GmWRKY6 直接互作，抑制 GmPT5、GmPT7 和

GmPT8的转录，从而影响低磷胁迫下植物对磷的吸

收和利用效率。以上研究为通过基因编辑提高大

豆抗旱性、耐盐碱等性状提供了潜在靶点。

2.5　基因编辑技术在大豆开花期相关性状中的

应用

开花是大豆从营养生长向生殖生长过渡的关

键阶段之一。大豆是一种典型的短日照作物，对光

周期极其敏感，花期会影响大豆的产量、种子质量

和种植区域。突破作物种植的纬度界限、减少区域

环境和季节气候的限制都高度依赖于作物的早熟

性。对大豆的开花期进行改良对提高大豆产量至

关重要，也是大豆育种的重点性状之一。Li等［51］利

用基因编辑、多组学、遗传多样性和进化分析证实

了钙依赖蛋白激酶基因GmCDPK38在调节大豆开

花 时 间 和 抗 虫 性 方 面 起 着 双 重 作 用 ，敲 除

GmCDPK38单倍型Ⅲ基因型会导致大豆的晚花，并

增强大豆对斜纹夜蛾的抗食性。Lin等［52］通过全基

因组关联分析在大豆中鉴定出 1 个促进开花并增

强栽培大豆区域适应性的位点Tof8，并证明Tof8候

选基因为拟南芥FKF1的同源基因。利用CRISPR/

Cas9技术成功获得FKF1a和FKF1b的单基因突变

体和双基因突变体，在长日照与短日照条件下，对

突变体的花期进行调查，发现 FKF1a 和 FKF1b 之

间存在功能冗余，FKF1b 是 Tof8 基因座的关键基

因。AP3 已被报道影响多种植物花器官的结构变

化，对大豆 MADS 转录因子家族成员 GmAP3 进行

研究，发现 GmAP3 的表达与花发育相关的必需酶

基因的表达密切相关，并且 GmAP3 基因的过表达

植株开花时间提前，并导致花器官形态发生改

变［53］。通过 CRISPR/Cas9 基因编辑技术创建的大

豆突变体植株开花时间延迟，因此 GmAP3 可能直

接或间接影响大豆花发育进而影响大豆开花

时间［53］。

2.6　基因编辑技术在大豆共生固氮相关性状中的

应用

豆类和根瘤菌之间的共生关系可以提高作物

产量，减少氮肥的使用，对可持续农业发展至关重

要。大豆作为根瘤菌寄主，其相关基因可以调控共

生固氮过程，如根瘤菌识别、根瘤数量的正负调节、

根瘤信号传导和发育等。NIN是豆类结瘤的协调因

子，NSP1可以调控NIN的表达［54-55］，Chen等［56］使用

CRISPR/Cas9技术证明了NSP1对结瘤数起正调控

作用，并筛选 NSP1 直向同源基因的互作基因

GmRR11d。利用RNAi和CRISPR/Cas9对GmRR11d

进行了功能探究，结果发现GmRR11d的功能缺失突

变导致了结瘤数量的显著增加，证实了GmRR11d是

大豆结瘤的关键负调控因子，并且发现GmRR11d可

以抑制GmNIN1a的表达，从而抑制大豆结瘤。共生

固氮是有时间限制的，因此根瘤的衰老严重影响大

豆的生长发育。研究人员确定了两个结节衰老的

主 要 调 节 因 子 GmNAC039 和 GmNAC018，发 现

GmNAC039和GmNAC018直接激活GmCYP基因的

表达以促进结节衰老，任何一个基因的过表达都会

诱导大豆根瘤衰老并且增加细胞的死亡，而敲除植

株则延迟了根瘤衰老并增加了固氮酶活性［57］。

Wang等［58］发现一类高氮诱导的NAC家族转录因子

SNAPs是大豆成熟根根瘤氮素响应共表达网络的核

心枢纽，通过 CRISPR/Cas9 技术创制了 SNAP1、

SNAP2、SNAP3、SNAP4四基因突变体，发现突变体
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根瘤发育正常，高氮处理后对氮阻遏相对不敏感，

可维持较高的固氮酶活性并延迟根瘤衰老。铁在

根瘤菌共生固氮中发挥十分重要的作用，Wu等［59］

通过CRISPR/Cas9系统敲除GmYSL7的转基因株系

中根瘤铁响应所需的转录因子GmbHLH300的表达

量提高，而过表达GmbHLH300则会降低根瘤数量、

固氮酶活性和根瘤中铁含量，证明了GmYSL7是控

制铁从根到根瘤的运输和在大豆根瘤中分布的关

键调节因子，揭示了铁影响根瘤数量和固氮酶活性

的分子机制。

2.7　基因编辑技术在大豆育性相关性状中的应用

杂种优势利用是提高作物产量的有效途径之

一，其中不育系的创制与利用对大豆杂交种的选育

及生产起着至关重要的作用。目前已知大豆雄性

不育突变体 ms1、ms2、ms3、ms4 和 ms6 已被研究。

其中 ，MS1 基因编码 1 个微管马达驱动蛋白

NACK2，在花药减数分裂末期参与细胞板的形

成［60］。通过CRISPR/Cas9基因敲除MS1后，ms1突

变体的花粉粒变大并呈败育表型［61］。此外，研究人

员发现MS2编码 bHLH转录因子，通过直接调控次

生代谢物的生物合成和脂质代谢相关基因发挥作

用，并且利用CRISPR/Cas9技术证实了导致ms2突

变体雄性不育表型的基因是 Glyma.10G281800，在

相同遗传背景下与其他雄性不育突变体的异交率

比较表明，ms2突变体的异交率最高，是杂交大豆种

子生产的理想工具［62］。Hou 等［63］鉴定到 1 个含有

PHD-finger 结 构 域 的 基 因 MALE STERILITY 3 

（MS3），MS3的自发突变导致翻译提前终止和PHD-

finger结构域部分缺失，进而使ms3突变体产生雄性

不育的表型。通过CRISPR/Cas9技术创建ms3突变

体，进一步验证了雄性不育的表型是由ms3基因突

变引起的。此外研究发现ms3突变体的育性可以在

长日照条件下恢复。因此，ms3突变体可用于创建

新的、更稳定的光敏核不育系，用于两系杂交制种，

这对杂交育种具有十分重要的意义［63］。Yu等［64］在

大豆中通过图位克隆法克隆了1个编码R2R3-MYB

转录因子的细胞核雄性不育基因 MS6。进一步利

用CRISPR/Cas9基因编辑技术，验证了MS6基因调

控大豆花粉形成及雄性育性的功能，并最终获得稳

定遗传的大豆无花粉型ms6核不育新种质［65］。基于

大豆中已克隆的细胞核雄性不育基因，结合

CRISPR/Cas9基因编辑技术有望实现大豆第三代杂

交育种技术系统的建立与大豆杂种优势的利用。

2.8　基因编辑技术在大豆其他性状改良中的应用

在生产中杂草会和大豆竞争养分，进而造成产

量的严重损失，因此培育抗除草剂大豆是解决田间

草害的有效方法之一。Wei 等［66］通过 BE3 系统在

GmAHAS4中成功引入碱基替换，获得了GmAHAS4

纯合且可遗传的P180S突变，从而获得新型抗除草

剂大豆，GmAHAS4 P180S突变体对氯磺隆、氟唑磺

隆和氟唑磺草胺具有明显的抗性。株型可以影响

植物的光合面积，进而影响光合利用率，因此株型

对产量形成和品质改良等具有重要意义。Kong

等［67］前期鉴定了 1 个株型紧凑的大豆突变体

（T4219），并通过图位克隆定位到 1 个候选基因

GmVPS8a （Glyma. 07g049700），进 一 步 发 现 在

T4219突变体中，GmVPS8a第一个外显子上的两个

核苷酸缺失导致编码蛋白提前终止，并利用

CRISPR/Cas9技术对GmVPS8a基因进行定点突变，

进而获得了与T4219突变体表型一致的突变体。该

研究为大豆理想育种株型的遗传改良提供了新的

靶基因（表1）。

表1　基因编辑技术在大豆中的应用

Table 1　Application of gene editing technology in soybean

产量

Yield

角果开裂

Pod shattering

GmGA3ox1

GmJAGGED1

Dt2

EIL3、EIL4、EIL2L

PDH1

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

［25］

［26］

［27］

［28］

［29］

性状

Characters

靶基因

Target gene

编辑系统

Editing systems

参考文献

Reference
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品质

Quality

抗病

Disease resistance

抗逆

Stress resistance

开花期

Flowering date

根瘤固氮

Root nodule nitrogen fixation

雄性不育

Male sterility

抗除草剂

Herbicide resistance

株型

Plant type

AIP2

7S α1、α2、α'1、α'2、7S α'3、β1、β2、11S A1ab2、

A2B1a、A1ab1、A5A4B3、A3B4、Gy7

GmMFT

Gm15G117700

GmFATB1a、GmFATB1b

GmFAD2-1B、GmFAD2-2C

GmFAD3C-1

GmFAD2-1A、GmFAD2-1B、GmFAD2-2A、GmFAD2-2B、GmFAD2-2C

GmPDCT1、GmPDCT2

FA9

GmF3H1、GmF3H2、GmFNSII-1

GmTOC1b

GmMLO

GmTAP1

Glyma05g29080

GmLHY

GmAITR

GmHdz4

E2

GmERF1

GmCDPK38

FKF1

GmAP3

GmFT2a、GmFT4

GmRR11d

GmNAC039、GmNAC018

SNAP

GmYSL7

MS1

MS2

MS3

MS6

GmAHAS4

GmVPS8a

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CBE

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9

CBE

CRISPR/Cas9

［31］

［32］

［33］

［34］

［35］

［36］

［37］

［38］

［39］

［40］

［41］

［42］

［43］

［44］

［45］

［46］

［47］

［48］

［49］

［50］

［51］

［52］

［53］

［94］

［56］

［57］

［58］

［59］

［61］

［62］

［63］

［65］

［66］

［67］

表1（续）

性状

Characters

靶基因

Target gene

编辑系统

Editing systems

参考文献

Reference
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3　挑战与展望

3.1　基因编辑技术有助于解析大豆复杂基因组

大豆作为由古四倍体进化而来的二倍体植物，

栽培大豆基因组大小为 1.1 Gb~1.15 Gb（n=20）［68］。

基因组高度重复，其中约有75%的预测基因均具有

多个拷贝。由于大豆基因组的复杂性，使得其功能

基因组研究落后于其他模式物种。大豆中首个参

考基因组Williams 82于 2010年发表。随着测序技

术的发展和测序费用的降低，近年来在大豆中先后

解析了一系列参考基因组，包括日本栽培种

Enrei［69］、美国栽培种 Lee［70］、中国栽培种中黄 13［71］

和冀豆17［72］。但是，高度重复的基因组区域如端粒

和着丝粒，难以精确地被注释，导致现有参考基因

组中仍然存在几百个空白区域。近期，Wang 等［73］

采用了PacBio HiFi，ONT超长测序和Hi-C技术，成

功组装了第一个端粒到端粒（T2T）无缺口的大豆基

因组Wm82-NJAU。随后两个研究团队陆续发布了

中国大豆品种中黄13（ZH13）的T2T完整基因组，并

公布了首个大豆表观遗传修饰图谱［74-75］。这些基因

组的揭示有利于通过同源基因克隆的技术手段来

鉴定调控重要农艺性状的关键基因。随后通过基

因编辑技术实现多重基因编辑，为鉴定具有功能冗

余的同源基因功能提供了一个有力的工具。

3.2　提高大豆转化效率和基因编辑效率

大豆遗传转化的方法主要是农杆菌介导的大

豆子叶节转化方法，具有经济、操作简单等特点［76］。

但大豆的转化效率较低，大豆遗传转化中存在基因

型依赖难题，是制约大豆基因编辑研究及应用的主

要障碍。与子叶节转化方法相比，基于发根农杆菌

的根毛转化是一种简单且高效的实现转基因根的

转化系统，可用于如大豆等难于通过根癌农杆菌转

化的物种［77-78］。大豆毛状根转化系统被广泛认

可［79］，目前已应用在代谢、盐胁迫、干旱胁迫、病原

体和结瘤等研究中［79-83］。利用该方法可以显著提高

转化效率，大约30~45 d完成一个流程［84］。目前，已

有多种改进方法被开发应用［85-86］，例如在改造后利

用大豆毛状根转化系统在 14 d内评估CRISPR/Cas

载体中 sgRNA的编辑效率［86］。因此借助毛状根转

化系统进行编辑效率的评价对后期进行大豆子叶

节转化具有参考作用。除了提高遗传转化效率外，

研究人员还积极探究提高大豆基因编辑效率的方

法。高彩霞团队基于结构的聚类方法，发现并提出

了一套具有不同特性的脱氨酶，可以在植物和哺乳

动物细胞中起作用，在人工智能理性发现和设计的

脱氨酶中，Sdd7 和 Sdd6 在疾病治疗和农业应用中

具有应用潜力，其中Sdd7能够有效地介导大豆植株

发生编辑［87］。

3.3　全新基因编辑技术体系助力大豆遗传改良

SNP变异广泛存在于大豆基因组中，并且许多

大豆重要农艺性状均与 SNP变异有关，因此，开发

出精确诱导目标基因点突变的单碱基编辑技术对

改善作物农艺性状也极为重要。目前，大豆基因编

辑较多使用 CRISPR/Cas9 技术，新出现的 CRISPR/

Cas工具，如BE、PE、Cas12a和Cas13等正在被应用

于各种作物基因编辑，但上述方法用于编辑大豆基

因组还处于起步阶段。目前仅有一篇报道是利用

Cpf1介导的大豆植物基因编辑，该试验还是在原生

质体中进行，并未获得稳定遗传的编辑单株，编辑

效率在 10%左右［88］。其次，在基因组精准编辑方

面，碱基编辑已被广泛应用于多种农作物性状改良

的研究和应用中，特别是在水稻中已经成功开发出

高效成熟的CBE、ABE和PE系统，可以实现任意碱

基的替换和小片段的插入［89-93］。在大豆中目前仅有

4篇关于大豆CBE系统的报道。Cai等［94］首次报道

利用CBE体系对GmFT2a和GmFT4基因进行单碱

基编辑，编辑效率为 6.0%~18.2%，但在基因型检测

结果中发现部分C-G的突变形式，研究者认为C-T

或 C-G 的碱基突变频率的变化可能取决于序列背

景或物种。 Wei 等［66］利用 BE3 对 GmAHAS3 和

GmAHAS4 基因进行单碱基编辑，T0代编辑检测结

果表明 GmAHAS3 和 GmAHAS4 基因编辑效率分别

为0和33.3%，而最后只有1个编辑单株遗传给下一

代。Huang 等［87］通过基于人工智能辅助的结构预

测，发现并评估了一套具有不同特性的脱氨酶，其

中 Sdd7在大豆的 5个位点的编辑效率相比于脱氨

酶 rAPOBEC1、hA3A和hAID分别提高26.3倍、28.2

倍和 10.8倍，在大豆中实现 22%（34/154）的编辑效

率。Bai 等［95］通过加入大豆内源 GmRAD51a 的

ssDBD linker，在大豆中开发了基于胞嘧啶脱氨酶

PmCDA1 的高效 CBE 碱基编辑工具 ChyCBE。该

工具在稳定转化的T0代大豆中碱基编辑效率最高，

达 79%，T0代即可获得目标基因型的纯合突变体。

目前，大豆的单碱基编辑工具仍然面临编辑效率

低、脱靶和有限的活性窗口等问题，需要继续优化

改良。此外，一些新型编辑工具，例如引导编辑、转

录激活工具等需要开发适用于大豆的高效、精准且

稳定的编辑体系，逐步实现大豆精准编辑，为培育
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高产优质大豆品种提供技术支持。

3.4　基因编辑技术助力大豆高产优质育种

基因编辑育种相较于传统诱变育种效率高，可

以避免多次的回交转育流程，在优异底盘品种中引

入理想表型。转基因育种虽然也能快速引入外源

基因，但受限于人们对转基因的认知、科学防范和

生物安全风险，在大豆中尚未推广转基因大豆品

种。而基因编辑育种可以规避转基因问题，通过杂

交技术，很容易将转基因外源片段分离出来，实现

快速、精确并在不引入外源基因的情况下对生物体

基因组的改造，但基因编辑育种仍然需要被监管。

目前大豆育种仍处于传统育种向分子育种的过渡

阶段，在这个阶段亟需加快对调控大豆重要农艺性

状的关键基因及其调控网络的认识。通过对品质、

产量、抗病和抗逆等重要农艺性状的关键节点基因

进行多重定点编辑，实现在短时间内创制不含转基

因成分的优异种质资源，加快大豆分子设计育种

进程。
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