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基因编辑技术在大豆种质资源研究中的利用

王超凡，张大健
（山东农业大学 / 作物生物学国家重点实验室，泰安 271000）

摘要：大豆（Glycine max（L.）Merr.）是一种重要的经济作物，为人类和动物提供了丰富的蛋白质和油分，在我国作物结

构中占有重要地位。但是目前我国对大豆进口的依赖性很高，自给率不到 30%，并且产量、品质与进口大豆均存在较大差距。

我国作为大豆的起源中心，已有 5000 多年的种植历史。中国大豆种质资源丰富，如何高效利用丰富多样的大豆种质资源来提

高产量和品质是科学家们关注的重点问题。近几年来，基因编辑技术迅速发展，与传统技术手段相比，它操作简单、用时短、效

率高，目前被广泛地应用到植物基因功能研究和植物性状改良等方面。本文对近年来大豆种质资源的利用及基因编辑技术在

大豆中的应用进行了总结，以期为未来更加高效地利用大豆种质资源提供参考。
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Germplasm Resources
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Abstract：Soybean（Glycine max（L.）Merr.）serves as an important economical crop in world and also 
China，and provides abundant protein and oil in human and animal diets. However，China is ranging first 
worldwide on import of soybean products，and domestic soybean production only occupies <30% on industry 
demand. Furthermore，the yield and quality of imported soybeans is much better than these of national products. 
Soybean is a native crop species of China with over 5000 years of planting history. Although there are abundant 
soybean germplasm resources in China，how to efficiently use them for high-yield and high-quality breeding 
remained to be concerned for soybean geneticists and breeders. Compared with traditional technology，gene 
editing technology is an easy-to-hand，fast and efficient transgenic approach. In this paper，we summarized recent 
progresses on studies of soybean germplasm resources and the application of gene editing technology，and we 
expect to provide insights for efficient utilization of soybean germplasm resources in the future. 
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大豆（Glycine max（L.）Merr.）起源于约 5000
年之前的中国，由其近缘祖先种野生大豆（Glycine 
soja Sieb.et Zucc.）驯化而来，是一种重要的油料作

物和粮饲兼用作物。历史上，我国曾经是最大的大

豆生产国和出口国，但近年来，我国的大豆生产停滞

不前，进口量急剧攀升，对外依存度高达 80%，使我

国失去了大豆产业发展的掌控权，成为我国供需矛

盾最为突出的农作物。

我国作为大豆的起源中心，大豆栽培历史悠

久，拥有丰富的种质资源，其主要包括栽培大豆

（Glycine max（L.）Merr.）和野生大豆（Glycine soja 
Sieb.& Zucc.）。栽培大豆由祖先野生大豆长期定向
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选择、改良驯化而成。在驯化过程中的遗传瓶颈限

制了其遗传多样性，大约有一半的遗传多样性在驯

化过程中丢失［1-3］。而野生大豆在遗传上并未受到

人类选择的影响，因此许多控制重要农艺性状的功

能基因被保留了下来，成为研究大豆的重要资源。

近年来，研究人员利用这些种质资源在大豆分子育

种上取得了一系列成果。

基因编辑技术是最近几年兴起的一种新的生物

技术工具，该技术使研究人员能够突变特定基因、改

变特定的核苷酸以及将 DNA 序列插入到基因组的

特定位置［4-5］，不仅能够进行植物基因功能研究，而

且理论上能够创造无限的遗传多样性，因此越来越

多地运用到作物育种当中。将大豆的种质资源库与

基因编辑技术有效地结合在一起，成为近年来的研

究热点。

1　大豆种质资源研究进展

目前人们对大豆种质资源的收集越来越重视，

全世界收集了包括栽培大豆和野生大豆在内的约

18 万份大豆种质资源［6］。表型各异的大豆种质资

源具有丰富的遗传多样性，含有许多控制重要农艺

性状的功能基因，如何利用这些丰富多样的大豆种

质资源来进行遗传育种和种质改良一直是研究人员

关注的重点。特别是近年来随着基因组测序技术

的不断发展，研究人员对这些性状各异的大豆种质

资源进行了深入研究，在种质资源遗传多样性研究、

控制重要农艺性状基因的克隆等方面取得了一系列 
进展。

1.1　大豆种质资源遗传多样性研究进展

野生大豆是栽培大豆的近缘野生祖先，抗逆性

好，并且在遗传上并未受到人类选择的影响，具有丰

富的遗传多样性，而栽培大豆在驯化过程中的遗传

瓶颈限制了其遗传多样性。2010 年，Lam 等［7］通过

对 31 个野生大豆和栽培大豆进行重测序结果也证

实了这一结论，即野生大豆具有较高的等位基因多

样性。由于其存在丰富的遗传资源，近年来，对野生

大豆种质资源的利用不断增多。2014 年，邱丽娟团

队对 7 种野生大豆材料进行基因组测序和组装，鉴

定出大量与抗逆、抗病、花期、品质和株型等重要农

艺性状相关的基因，为充分利用野生大豆种质资源

奠定了基础［8］。随着基因组技术的不断发展，2019
年 3 月，由香港中文大学林汉明教授主导的全球首

个高质量的野生大豆 W05 参考基因组组装完成，这

为充分挖掘野生大豆丰富的遗传资源来进行大豆

种质的遗传改良及新品种的培育提供了一个重要 
依据［9］。

为了更好地对大豆进行遗传改良，研究人员对

不同大豆种质资源所包含的遗传信息进行了解析。

2015 年，Zhou 等［10］通过对 302 份野生大豆、地方

品种和驯化品种材料进行高通量测序，并分析了在

大豆驯化、改良和育种过程中的基因组动态变化，

发现多个遗传变异位点与驯化性状相关，并识别了

13 个新的与含油量、株高等重要农艺性状相关的遗

传位点；2017 年，Fang 等［11］利用收集到的 809 份

大豆种质资源，结合表型与 GWAS 数据，识别到与

重要农艺性状显著相关的遗传位点 245 个，并且发

现其中的一些遗传位点存在多效性，形成了一个复

杂的多性状多位点调控网络；2019 年 7 月，Li 等［12］

利用 1938 份大豆地方品种和 97 份大豆栽培种野

生祖先材料，以 99085 个高质量的单核苷酸多态性

（SNPs）为基础，并结合 GWAS 分析，鉴定出了 17
个与开花性状相关的 SNPs 以及 27 个与温度、光照

和降水相关的 SNPs。
这些研究发现中国地方品种存在着丰富的遗传

多样性，具有丰富的基因资源，但同时也发现控制不

同性状的基因相互关联，给优良新品种的培育造成

了一定挑战。研究人员通过比较栽培大豆和野生大

豆的基因组差异，为找回在人工选择过程中丢失的

重要基因提供了良好的基础。

1.2　控制大豆重要农艺性状基因的克隆

大豆是中国和亚洲地区的重要传统作物，含有

丰富的营养物质。近年来我国在大豆分子设计育种

方面取得了一系列成果，识别并克隆了众多控制大

豆重要农艺性状的基因［13］。

栽培大豆由祖先野生大豆长期定向选择、改

良驯化而成，许多控制大豆优良性状的基因在驯

化过程中丢失。因此，识别与克隆大豆基因组中

受驯化基因对于大豆优良新品种的培育具有重要

作用。大豆结荚习性是一种重要的形态、生态和

育种习性，直接影响植株株高、耐旱性、节数、叶片

大小和开花时间等多种表型，是最重要的株型性

状之一。大豆结荚习性主要是由两个相互作用的

位 点 Dt1/dt1 和 Dt2/dt2 决 定 的。2010 年、2014 年

Tian 等［14］和 Ping 等［15］分别识别和克隆到了控制

大豆结荚习性的基因 DT1 和 DT2，通过对结荚习

性调控基因、等位位点及其调控网络的研究，为今

后大豆株型育种和遗传改良奠定坚实基础。2015
年，Sun 等［16］识别并克隆了控制大豆种子硬实性
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的基因 GmHs1-1。种子硬实性在许多恶劣的条件

下能够保护种子，让它们一直保持休眠状态直至

出现适合萌芽的条件。研究人员将 GmHs1-1 突变

后，发现野生大豆的硬种皮变得具有通透性，进一

步研究发现，GmHs1-1 基因中的一对核苷酸发生

了改变，导致种皮具有透性。热带地区大豆在收

获后种皮变软，种子活力降低，突变这个基因后可

以使热带地区大豆种皮变硬、种子活力增强，为热

带地区培育优良大豆品种奠定了理论基础。大豆

是一种对光周期敏感的作物，不同地区间的引种

相对比较困难，2017 年，Lu 等［17］克隆了大豆长童

期基因 J，突变该基因后可以推迟大豆在低纬度条

件下的开花时间，提高大豆产量，这为高纬度条件

下的优良大豆品种引种到低纬度地区生产奠定了

基础。2018 年，Zhang 等［18］发现控制野生大豆种

皮泥膜的基因 Bloom1（B1），它编码一个跨膜转运

蛋白，突变该基因后不仅使种子表面有光泽，而且 
提高了栽培大豆的种子含油量；2018 年，Wang 等［19］ 

通过 GWAS 分析，识别到一个控制大豆绿色的基因

G，该基因不仅控制大豆种皮绿色还参与大豆种子

休眠的调控，G 及其同源基因在大豆、番茄和水稻

的驯化过程中均受到强烈选择，并且在大豆、拟南芥

和水稻中均参与对休眠的调控。

培育高产、抗逆、品质优良的大豆品种一直是科

学家们努力的方向。近年来，基因组学技术的快速

发展为控制这些重要农艺性状的基因的克隆提供了

良好的工具。土壤盐渍化是影响全球农业生产最主

要的因子之一，我国次生盐渍地超过 6×106 hm2，占

全国耕地面积的 25%［20］。2014 年，Qi 等［21］利用对

盐胁迫敏感的栽培大豆 C08 和耐盐野生大豆 W05
构建的重组自交系群体进行全基因组测序和表型分

析，并结合大豆种质资源的重测序数据，鉴定并克

隆了一个耐盐基因 GmCHX1，功能验证结果显示，

GmCHX1 对盐胁迫具有保护作用；同年，Guan 等［22］ 

利用铁丰 8 号和 85-140 杂交衍生的 367 个重组

自交系识别了一个耐盐相关基因 GmSALT3，结果

表明，GmSALT3 和 GmCHX1 位于同一基因座位。

2019 年，Zhang 等［23］利用科丰一号与南农 1138-2
杂交衍生的 184 个重组自交系，并结合全基因组关

联分析、基因表达分析等鉴定出一个大豆芽期耐盐

负调控基因 GmCDF1，在大豆毛状根中过表达该基

因导致其耐盐性降低，抑制该基因的表达导致其芽

期耐盐性提高，试验结果表明，该基因通过调节细

胞中的 Na+-K+ 稳态来负调节大豆芽期耐盐性。种

子大小是大豆产量的重要构成因素之一。2017 年，

Lu 等［24］通过对野生大豆 ZYD7 和栽培大豆 HN44
衍生来的重组自交系群体进行全基因组测序，识别

到控制种子大小的基因 PP2C-1，进一步研究发现，

野生大豆的 PP2C-1 等位基因通过与 GmBZR1 的结

合来增加种子大小，将这一优良等位基因导入缺少

这一基因的大豆品种，可能有助于增加种子大小，提

高大豆产量。大豆叶柄夹角是影响种植密度、冠层

结构、光合效率并最终影响大豆产量的重要农艺性

状。Gao 等［25］利用夹角增大的突变体和 Williams 
82 进行杂交，创建了一份包括 891 个单株的 F2 群

体，利用该群体，识别了一个控制叶柄夹角的基因

GmILPA1，该基因编码 APC8-like 蛋白，并通过与

GmAPC13a 蛋白互作形成复合体来发挥作用，该基

因的克隆为大豆株型改造提供了基础。大豆孢囊线

虫病是影响大豆生产的重要病虫害之一。20 世纪

50 年代，美国爆发大规模的大豆孢囊线虫病，给美

国的大豆生产带来了致命性打击，抗病种质北京小

黑豆的发现有效地缓解了这种现状；20 世纪 60 年

代，研究人员识别了分别位于 8 号和 18 号染色体上

的 2 个主效 QTL；近年来，对大豆孢囊线虫病的研

究不断深入，2012 年，Liu 等［26］利用包含 355 个单

株的重组自交系，成功克隆了位于 8 号染色体上的

抗大豆孢囊线虫基因 SHMT，并通过一系列试验证

明其能够提高大豆对孢囊线虫的抗性，为大豆抗病

育种提供重要的基因资源。

这些新基因的识别与克隆，有效地推动了大豆

分子设计育种体系的建设，为培育高产、优质、抗逆

性强的大豆新品种提供了理论基础。

2　基因编辑系统在大豆中的应用

2.1　基因编辑技术简介

CRISPR/Cas 系统是一个用来在基因组特定

位置进行切割的工具，其存在于细菌的免疫系统

中。该技术主要是利用位点特异性核酸酶（SSNs，
site-specific nucleases）来切割 DNA 双链，在基因

组的特定位置形成 DNA 双链断裂（DSBs，double-
stranded breaks），诱发细胞产生非同源末端连接

（NHEJ，non-homologous end joining）或同源重组

（HR，homologous recombination）修复机制对受损

DNA 实现修复。目前常见的 SSNs 包括锌指核酸

酶（ZFNs，zinc finger nucleases）、类转录激活因子

效应物核酸酶（TALENs，transcription activator-like 
effector nucleases）以及规律成簇的间隔短回文重复 
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序列（CRISPR/Cas，Clustered regularly interspaced 
short palindromic repeat-associated protein）［27］。

研究人员对 CRISPR/Cas 系统的研究从 20 世

纪 80 年代就已经开始，1987 年日本大阪大学的

吉助石野教授在研究大肠杆菌碱性磷酸酶的基因

编辑序列时，在 3′UTR 区发现了 5 个高度同源的

重复序列，这些重复序列由长度为 32 bp 的间隔序

列隔开［28］。重复序列的长度为 25~50 bp，间隔序

列的长度为 14~84 bp。2002 年西班牙学者 Mojica 
等［29-31］和荷兰学者 Jansen 等［32］将具有这一特征的

重复序列统一命名为成簇的规律间隔短回文重复

序 列（CRISPR，clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats），与此同时，Jansen 等［32］在不同

生物中发现了与 CRISPR 相关联的一系列基因，统

称为 Cas 基因。2007 年，美国学者 Barrangou 等［33］

证实 CRISPR/Cas 系统是一种适应性免疫系统，即

针对外源入侵者做出的一种免疫应答反应。

随着研究的不断深入，CRISPR/Cas 系统作用

机制的神秘面纱也不断被揭开。它是以细菌保护自

身不受病毒感染为基础，当细菌检测到病毒入侵时，

它会产生两种较短的 RNA——crRNAs（CRISPR 
RNAs）和 tracrRNA（trans-activating crRNA），可

以引导 Cas9 蛋白切割特定位置的双链 DNA 片段［34］。 
后 来 研 究 人 员 利 用 这 一 原 理，将 crRNAs 和

tracrRNA 的核心序列连接到一起，形成长度为 20 bp 
左右的导向 RNA（sgRNA，single guide RNA），引导

Cas 蛋白在含有保守的 PAM（protospacer adjacent 
motif）的靶 DNA 序列上切割双链 DNA 分子形成

DSBs，随后利用体内的 NHEJ 和 HR 修复机制进行

修复，在修复过程中引入突变。由于其操作简单、效

率较高，目前被广泛应用到各种基因组编辑中。

近年来，CRISPR/Cas 系统介导的基因组编辑技

术得到了飞速的发展，并已应用于包括大豆在内的

多种植物。据报道，在 50% 的细菌和 90% 的古细

菌基因组中均发现了 CRISPR/Cas 系统，在 CRISPR
序列周围可以发现编码 Cas 蛋白的小簇基因。根据

Cas 蛋白的组合以及作用机制的不同，将其分为 2
大类 5 小类（Ⅰ ~ Ⅴ）16 种亚型，其中Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型

属于第 1 大类，它们在切割靶基因 DNA 双链的过

程中需要多种靶基因的参与，Ⅱ和Ⅴ型属于第 2 大

类，它们只需要 1 个蛋白就能完成靶基因双链 DNA
的切割，因而在应用中更具有优势。目前应用较多

的 CRISPR/Cas9 系统属于Ⅱ型，新一代 CRISPR 基 
因编辑工具CRISPR/Cpf1（Cas12a）系统属于Ⅴ型［34-38］。

2019 年 7 月，Qu 等［38］研究发现，只需向细

胞中导入导向 RNA 就能招募细胞内源脱氨酶

（ADAR，adenosine deaminase acting on RNA）实现

靶向目标 RNA 的编辑。与 CRISPR/Cas 系统相比，

不需要引入任何外源蛋白，更加安全高效。

2.2　基因编辑技术相对于传统转基因技术的优点

与传统转基因技术相比，CRISPR/Cas9 基因编

辑技术存在许多优点。传统转基因技术是将外源

目的基因导入目的生物体中，从而改变植物性状，

目的基因在受体基因组中的插入位置是随机的，

而 CRISPR/Cas9 基因编辑技术没有外源基因的导

入，只对内源基因进行修饰，其更加安全、高效；其

次，CRISPR/Cas9 基因编辑技术可以实现同时对多

个位点进行编辑，并能够对突变或插入位点实现精

确调控，这是传统转基因技术所无法完成的；另外，

传统转基因技术只能在 RNA 水平上下调目的基因

的表达，并不能完全抑制其转录，且遗传不稳定，而

CRISPR/Cas9 基因编辑技术能够实现靶基因的突

变，更加稳定可靠［39］。

2.3　基因编辑技术在大豆中的应用

基因编辑的实现依赖于遗传转化技术的应

用。因此，建立稳定高效的大豆遗传转化体系是

大豆基因编辑技术应用的前提。目前，常用的大豆

遗传转化体系主要有农杆菌介导法、电击法、基因

枪法、花粉管通道法等。农杆菌转化法由于其操

作简单、成本低而备受人们关注，成为大豆遗传转

化应用最为广泛的方法。农杆菌转化法在大豆中

的应用主要有两方面：（1）农杆菌介导的大豆子叶

节遗传转化，该方法能够获得稳定遗传的大豆转

基因植株，但是转化效率较低，过程复杂，周期长； 
（2）农杆菌介导的毛状根遗传转化，该方法操作简

单、实验周期短、效率高，用发根农杆菌 K599 侵染

大豆子叶节后形成大豆嵌合体植株。目前 CRISPR/
Cas9 基因编辑技术在大豆子叶节遗传转化及毛状

根遗传转化中均得到成功应用。在子叶节遗传转

化中突变率为 10%~20%，而在毛状根中的转化效

率最多可到 77%。2015 年，Li 等［5］利用 CRISPR/
Cas9 系统对大豆 GmALS1 基因进行编辑，获得了

抗氯磺隆大豆；2017 年，李明［40］利用毛状根遗传

转化体系，通过利用 CRISPR/Cas9 系统敲除基因

GmNAC06、GmNAC08、GmNAC15 来 快 速 验 证 其

功能，缩短了验证周期，提高了转化效率；2018 年，

Cai 等［41］利用基因组编辑技术，特异性地对大豆

开花关键基因 GmFT2a 和 GmFT5a 进行突变，创
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制出更适合在低纬度地区种植的突变体材料。在

GmFT2a 突变体中，删除片段的长度在 599~1618 bp
时的效率为 15.6%；在 GmFT5a 突变体中，删除片

段长度在 1069~1161 bp 时效率为 15.8%，并且还证

明，CRISPR/Cas 系统介导的大片段缺失可以遗传。

2019 年，Bao 等［42］通过 CRISPR/Cas9 系统介导的

GmSPL9 基因靶向突变改变了植株结构。研究人员

在 GmSPL9a 和 GmSPL9b 靶位点分别检测到 1 bp
的缺失，在稳定遗传的突变后代中发现主茎和分支

节数增加，导致植株结构改变。

基因编辑技术在大豆中的应用，为解析大豆基

因功能及其分子机理提供了重要的工具。由于该技

术本身所具有的优势，使其不仅能够对植物体内的

重要基因进行敲除、插入或替换，而且可以实现对植

物性状或品种的精确改良，培育出适合各种不同的

地理环境条件以及满足人们不同需求的大豆新品

种，对于缓解我国目前存在的大豆困境，促进农业生

产的发展将会起到重要的推动作用。

3　问题与展望

分子生物技术与基因组学的快速发展，为大豆

种质资源的开发与利用提供了便捷的条件。日益成

熟的大豆遗传转化体系，为利用基因编辑技术对大

豆基因组进行编辑提供了良好的基础。然而，当前

基因编辑在大豆种质资源中的利用也存在诸多问

题：首先，大豆种质资源的利用还不够充分，目前仅

有较少的优良性状得到解析；其次，大豆转化效率

依然较低，想要得到稳定可遗传的基因编辑材料，工

作量大；另外，CRISPR/Cas 系统存在脱靶效应。因

此，更加广泛地收集大豆种质资源，充分利用具有优

良性状的野生大豆材料，发展更加高效简捷的基因

编辑系统仍是科研人员努力的方向。

随着基因编辑技术的不断进步和大豆种质资源

的利用越来越多，大豆分子设计育种迎来高速发展

的阶段。因此，我们应当把握机遇，充分利用丰富的

种质资源去解析遗传调控网络、克隆功能基因，运用

基因编辑技术来对基因进行定点修饰及编辑，验证

其功能，并最终实现大豆品种以及重要农艺性状的

精确改良，为大豆新品种的培育及遗传改良奠定坚

实基础。
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