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CRISPR/Cas9 编辑 GS3 和 qGL3 
基因创制大粒水稻新种质

赵春芳，梁文化，赫　磊，姚　姝，赵　凌，周丽慧，赵庆勇， 
陈　涛，朱　镇，路　凯，王才林，张亚东

（江苏省农业科学院粮食作物研究所 / 国家耐盐碱水稻技术创新中心华东中心 / 江苏省优质水稻工程技术研究中心，南京 210014）

摘要：CRISPR/Cas9 基因编辑技术已成为植物新种质创制和性状定向改良的重要手段。GS3 和 qGL3 是调控水稻籽粒

伸长的主效基因，功能缺失后产生大粒表型。本研究拟以小粒型粳稻品种南粳 5055 为试验材料，对 GS3 和 qGL3 基因进行

编辑，以期获得能稳定遗传的大粒水稻新种质。利用 CRISPR/Cas9 系统构建了分别携带 GS3-gRNA 和 qGL3-gRNA 双靶点的

pYLCRISPR/Cas9 编辑载体，通过农杆菌介导的遗传转化法，成功获得了 GS3 和 qGL3 基因编辑植株，编辑效率分别为 90.0%

和 88.9%。与南粳 5055 相比，GS3 编辑植株在 T2、T3 世代中平均粒长增幅约 9.0%，千粒重增幅平均为 12.7%，每穗粒数降低

约 9.3%，穗数、穗长、结实率和单株产量差异不明显；qGL3 编辑植株的粒长增幅约 21.0%，千粒重增幅平均为 31.7%，每穗粒

数降低约 31.5%，且穗数表现出增加而结实率表现降低趋势，而穗长和单株产量差异不明显。qGL3 基因对粒形和粒重的贡献

明显大于 GS3。综上所述，通过 CRISPR/Cas9 技术编辑南粳 5055 的 GS3 和 qGL3 基因，获得了一系列大粒水稻新种质，该结

果为水稻粒形改良研究提供了重要参考。
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Creating Novel Rice Germplasms with Enlarged Grain Size by Editing 
GS3 and qGL3 Genes via CRISPR/Cas9
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ZHOU Li-hui，ZHAO Qing-yong，CHEN Tao，ZHU Zhen， 

LU Kai，WANG Cai-lin，ZHANG Ya-dong
（Institute of Food Crops，Jiangsu Academy of Agricultural Sciences/East China Branch of National Center of Technology Innovation 

for Saline-Alkali Tolerant Rice/Jiangsu High Quality Rice Research and Development Center，Nanjing 210014）

Abstract：CRISPR/Cas9-guided gene editing technology has become a popular and precision strategy in 
innovation of new plant germplasms and directional improvement of agronomic traits. The GS3 and qGL3 genes 
are the major regulating factors contributing rice grain elongation，and loss-of-function mutants result in enlarged 
grain size. To obtain new inheritable large grain rice germplasms，this study deployed CRISPR/Cas9 genome 
editing technology to edit GS3 and qGL3 genes in the japonica rice variety Nanjing 5055 showing small grain 
shape. Through agrobacterium-mediated genetic transformation of pYLCRISPR/Cas9 editing vector that carries 
GS3-gRNA and qGL3-gRNA，we obtained the GS3-and qGL3-edited plants，with the editing efficiency of 90.0% 
and 88.9%，respectively. In comparison with the wild-type Nanjing 5055，the GS3-edited lines showed about 9.0% 
increase on grain length，12.5% increase on 1000-grain weight，as well as about 9.3% decrease on grain number 
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per panicle from the analysis of average values of T2 and T3 generations. Interestingly，there was no significant 
difference in panicle number，panicle length，seed setting rate and yield per plant. For qGL3-edited lines，ca. 
21.0% and 31.7% increases on grain length and 1000-grain weight，respectively，and ca. 31.5% decrease on grain 
number per panicle were observed. An increase on panicle number and a decrease on seed setting rate in qGL3 
edited lines were detected if compared to those of Nanjing 5055，while no differences on panicle length and yield 
per plant were found. The contribution of qGL3 gene to grain shape and grain weight was significantly greater 
than those of GS3. Collectively，this study identified a series of new rice germplasms with enlarged grain size via 
genome editing of the GS3 and qGL3 genes in Nanjing 5055，which might have significant implications for grain 
size improvement in rice.

Key words：Oryza sativa L.；grain size；GS3；qGL3；CRISPR/Cas9

多通过基因编辑技术进行粒形或产量相关性状的

案例［14-18］，GS3 和 qGL3 的遗传效应曾借助 RIL 群

体进行了比较，但是由于遗传背景不一致，表型性

状存在较大差异［19-20］。目前尚未有在同一背景材

料中对 GS3 和 qGL3 敲除植株的粒形进行比较的 
报道。

南粳 5055 是江苏省农业科学院粮食作物研究

所育成的一个优良食味粳稻品种［21］，该品种食味

品质优异，综合性状较好，但籽粒小呈短圆型，千粒

重低，仅 23 g 左右。本研究以长粒形基因 GS3 和

qGL3 为目标基因，通过构建 CRISPR/Cas9 编辑载

体，在南粳 5055 背景下分别对其进行敲除，以期获

得粒形和粒重改良的优良食味粳稻新种质，并评价

GS3 和 qGL3 基因的遗传效应。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究以优良食味粳稻品种南粳 5055 为遗传

转化受体，开展基因编辑试验。转基因植株及受

体均种植于江苏省农业科学院人工气候室内。试

验 所 用 载 体 pYL-U3-gRNA、pYL-U6a-gRNA 和

pYLCRISPR/Cas9Pubi-H 由华南农业大学刘耀光院

士惠赠。

1.2　gRNA 靶点设计与 CRISPR/Cas9 编辑载体构建

通过 NCBI（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）获

得 GS3（Os03g0407400） 和 qGL3（Os09g0448500）
的基因组和 CDS 序列，利用 CRISPR-GE 在线网站

（http：//skl.scau.edu.cn/），在 GS3 和 qGL3 的第 1 外

显子处各设计 U3 和 U6 两对靶点接头引物：GS3-
U3-F/R、GS3-U6a-F/R、qGL3-U3-F/R、qGL3-U6a-F/
R（表 1）。利用软件 CRISPR Primer Designer［22］，与

水稻测序基因组进行比对，检测靶点的特异性，避免

脱靶效应。 

我国是世界上最大的稻米生产国和消费国，水

稻年种植面积 0.3 亿 hm2 左右，年产稻谷 1.95 亿

吨左右，占全国粮食总产的 40% 左右，水稻生产在

我国粮食安全中的地位至关重要。水稻产量是一

个复杂的农艺性状，由穗数、每穗粒数、结实率和千

粒重决定，其中千粒重的遗传最稳定，变异系数为

40%~60%，国际水稻研究所研究证实，增加粒重可

使水稻产量提高 30% 以上，是提高产量的最有效途

径［1-2］。

水稻的粒重由粒形（粒长、粒宽、粒厚）决定，

是由多基因控制的数量性状，截止目前，已有 60 多

个粒形调控基因被克隆［3-5］，如 TGW6、GS3、GW2、
GS5、qSW5/GW5、GW8/SPL16、GL3.1/qGL3/qGL3-1、
GIF1、EP2/DEP2/SRS1、FLO（a）/FLO2 等。这些基

因通过调控细胞增殖和细胞扩展来决定籽粒大小，

功能涉及到植物激素、G 蛋白信号、MAPK 信号、表

观修饰等信号转导途径［6-7］。粒形基因的克隆为水

稻分子设计育种提供了基因资源，对指导水稻高产

育种具有重要意义［8-9］。

GS3 和 qGL3 是两个负调控粒长和粒重的主

效基因。GS3 编码 1 个由 232 个氨基酸组成的跨

膜蛋白，通过 G 蛋白偶联信号转导途径调控水稻

粒形，该基因功能缺失促使籽粒变长［10-11］。GL3.1/
qGL3/qGL3-1 编码含有两个 Kelch 功能域的蛋白

磷酸酶 OsPPKL1，参与油菜素内酯（BR）信号传导

途径，负调控水稻粒长，功能缺失基因型表现超大 
粒［12-13］。GS3 大粒基因型普遍存在于长粒籼稻品

种中，在粳稻品种中很少［11］；而 qGL3 大粒基因型

来源于大粒种质的一个稀有突变，在一般栽培品种

中不存在［13］。近年来，CRISPR/Cas9 基因编辑技

术已经成为水稻育种界的新型手段，相比传统回交

育种，该技术不仅克服了周期长、费时耗力等问题，

而且避免了不利基因的连锁累赘。水稻中已有很



6 期 赵春芳等：CRISPR/Cas9 编辑 GS3 和 qGL3 基因创制大粒水稻新种质 1711

表 1　本研究中所用引物
Table 1　Primers used in this study
名称

Name 
序列（5′-3′）

Sequence（5′-3′）
用途

Purpose

GS3-U3-F GGCAGCTGCCTCAGCTACCTCTCC gRNA 接头

GS3-U3-R AAACGGAGAGGTAGCTGAGGCAGC

GS3-U6a-F GCCGTTGCAGTTGCAGCAGCAGCT gRNA 接头

GS3-U6a-R AAACAGCTGCTGCTGCAACTGCAA

qGL3-U3-F GGCACTCCCGCATGACGACGGAGT gRNA 接头

qGL3-U3-R AAACACTCCGTCGTCATGCGGGAG

qGL3-U6a-F GCCGCAGCGCTGTGATCGAGAAGA gRNA 接头

qGL3-U6a-R AAACTCTTCTCGATCACAGCGCTG

Hyg-F GCTTTCAGCTTCGATGTAGGAG 潮霉素检测引物

Hyg-R CTACACAGCCATCGGTCCAGA

Cas9-F GATCCTTACTTTCCGTATTCCTTACTACG Cas9 检测引物

Cas9-R ATACCCTCCTCAATCCTCTTCATG

GS3seq-F ATTTCCCTTGGCTTGCTTCCG GS3 靶点测序引物

GS3seq-R CATCAGTTCAACTTGCTCGTTT

qGL3seq-F GAATCCCCACGCAATTCCCAA qGL3 靶点测序引物

qGL3seq-R AATATCCACGAGACACGACCA

B1′ TTCAGAGGTCTCTCTCGACTAGTGGAATCGGCAGCAAAGG 载体构建引物

B2 AGCGTGGGTCTCGTCAGGGTCCATCCACTCCAAGCTC

B2′ TTCAGAGGTCTCTCTGACACTGGAATCGGCAGCAAAGG

BL AGCGTGGGTCTCGACCGACGCGTCCATCCACTCCAAGCTC

U-F CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG

gRNA-R CGGAGGAAAATTCCATCCAC

体连接，构建的载体骨架如图 1 所示。利用检测引

物 B1′/BL（表 1）进行载体转化菌液的 PCR 扩增，

选取阳性菌落，摇菌后提取质粒，获得含双靶点的基

因编辑载体。

CRISPR/Cas9 载体构建参照 Ma 等［23］的方法，

首先制备靶点接头、与 gRNA 克隆载体连接，再利

用二轮 PCR 扩增的方法，得到包含 U3、U6a 启动子

和 gRNA 的骨架结构，最后与 CRISPR/Cas9 表达载

pCas9PUbi gRNA2OsU6aNosT gRNA1OsU3

图 1　CRISPR/Cas9-gRNA 载体骨架
Fig.1　The vector skeleton of CRISPR/Cas9-gRNA

1.3　转基因材料获得与阳性植株的分子检测 
通过农杆菌介导法，将基因编辑载体转化南粳

5055 的愈伤组织，愈伤组织经过潮霉素抗性筛选，

分化成 T0 植株。利用 CTAB 法，提取 T0 转化植株

叶片 DNA，利用潮霉素基因标记 Hyg-F/R 和 Cas9
基因标记 Cas9-F/R 进行转基因阳性植株检测。在

目标基因的靶点两侧设计扩增引物 GS3seq-F/R
和 qGL3seq-F/R，分别扩增 GS3 和 qGL3 基因靶

点及其附近的序列，测序结果使用兼并序列解码

（DSDecode）进行分析［24］。

1.4　T1 无转基因成分的纯合编辑植株筛选 
将 T0 阳性植株收获的种子进行 T1 单株种植，提

取叶片基因组 DNA，利用引物 Hyg-F/R 和 Cas9-F/R
筛选无转基因成分的植株，每个株系检测 24 株。再

利用测序引物 GS3seq-F/R 和 qGL3seq-F/R 对无转基

因成分植株进行 PCR 扩增，测序结果通过 DSDecode
分析，筛选出无转基因成分的靶点纯合的编辑植株。

1.5　农艺性状考察与统计分析

对后续世代（T2 和 T3）纯合编辑植株进行粒

长、粒宽、单株穗数、每穗总粒数和空粒数、单株产量
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及千粒重等农艺性状考察。以 5 个单株的平均值作

为表型值，每个单株选取 10 粒饱满籽粒进行粒长和

粒宽测定。

用 Excel 2016 处理数据和绘制图表，利用 t 检
验比较编辑株系与南粳 5055 间的粒形性状（粒长、

粒宽和长宽比）差异，利用 SPSS 18.0 对不同编辑株

系间农艺性状进行多重比较分析。

2　结果与分析 
2.1　水稻 GS3 和 qGL3 基因编辑靶点设计及表达

载体构建

根据 NCBI 网站预测，GS3 基因有 5 个外显

子，qGL3 基因有 21 个外显子，均位于水稻第 3 染

色体上，经测序分析小粒品种南粳 5055 的 GS3 和

qGL3 基因的 CDS 序列均与日本晴相同。本研究

在 GS3 和 qGL3 的第 1 外显子上均设计两个 gRNA
靶点，每个靶点分别设计了 20 bp 保守的特异序

列，靶点位置及 gRNA 序列如图 2 所示，通过制备

Oligo 二聚体后，将 gRNA1 与 OsU3 质粒载体连接、

gRNA2 与 OsU6 质粒载体连接，通过两轮 PCR 扩

增获得 U3-gRNA1-U6-gRNA2 的 DNA 片段，将其

与 CRISPR/Cas9 表达载体连接，成功构建了 GS3 和

qGL3 双靶点编辑载体。

gRNA1
( 10 ~10 bp)

gRNA2
(96 ~115 bp)

Exon1

CCGCGAGATCGGATTCCTCGAGG

TCGGAGTGACATGGCAATGGCGG

5'UTR 3’ UTR

TGA

ATG

5' UTR 3’ UTR

TAG

gRNA1
(12 ~31 bp)

gRNA2
(225 ~244 bp)

Exon1

CAGCGCTGTGATCGAGAAGAAGG
CTCCCGCATGACGACGGAGTCGG

GS3(Os03g0407400) 

qGL3(Os03g0646900) 
B

黑框表示外显子，红色序列表示 gRNA 靶点 PAM 序列

The black box represented gene exon and red sequence is the PAM of gRNA

图 2　GS3（A）和 qGL3（B）基因结构和靶点位置
Fig.2　Gene structure and target site of GS3（A）and qGL3（B）

2.2　T0 转基因植株鉴定及编辑效率分析 
利用农杆菌介导的水稻转基因方法，将 GS3 和

qGL3 编辑载体转化至南粳 5055 成熟胚愈伤组织，

通过潮霉素筛选，分化出 23 株和 20 株独立的 T0 转

化株系。利用引物 Hyg-F/R 和 Cas9-F/R 进行 PCR
检测，筛选阳性植株。结果显示，GS3 编辑载体的转

化株系中有 20 株阳性苗，阳性率为 87.0%；qGL3 编

辑载体的转化株系中有 18 株为阳性苗，阳性率为

90.0%。利用引物 GS3seq-F/R 和 qGL3seq-F/R，分别

对 GS3 和 qGL3 阳性转化植株的靶点邻近序列进行

PCR 扩增和测序，经 DSDecode 分析，GS3 阳性转化

植株中有 18 株发生突变，qGL3 阳性转化植株中有 16
株发生突变，基因编辑效率均在 88% 以上（表 2）， 
绝大多数编辑株系的编辑位点表现为杂合型。

表 2　T0 转基因植株的鉴定
Table 2　Identification of T0 transgenic plants
编辑基因

Edited 
gene

转化出苗数

No. of transgenic
plants

阳性苗数

Positive 
seedlings

突变株数

Mutated 
plants

纯合编辑株数

Homozygous 
edited plants

阳性率（%）

Positive 
rate 

编辑效率（%）

Edited 
efficiency 

GS3 23 20 18 2 87.0 90.0

qGL3 20 18 16 0 90.0 88.9
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2.3　T1 无转基因成分的纯合编辑株系筛选

为获得无转基因成分的纯合编辑株系，对 T0 编

辑株系后代开展进一步分析。每个株系种植 24 株

T1 植株，利用 Hyg-F/R 和 Cas9-F/R 标记进行分子

鉴定，在 GS3 和 qGL3 编辑株系中均检测到一系列

不含转基因成分的 T1 植株。通过对植株靶点临近

序列的 DSDecode 分析，在 GS3 纯合编辑 T1 植株中

检测到 7 种突变方式，在 qGL3 纯合编辑 T1 植株中

检测到 5 种突变方式，主要为片段缺失或碱基插入，

其中 GS3 编辑植株中检测到 133 bp 的大片段缺失。

比较发现，T1 靶点的突变类型均与 T0 株系一致，

说明基因编辑可以进行稳定遗传。图 3 分别列举

了 GS3 和 qGL3 编辑株系的突变方式及 PCR 扩增 
结果。

A：GS3 编辑株系的 7 种突变方式；B：GS3 编辑株系靶点邻近序列的 PCR 扩增；C：qGL3 编辑株系的 5 种突变方式； 
D：qGL3 编辑株系靶点邻近序列的 PCR 扩增；红框表示 PAM 序列，红色横线表示缺失碱基，红色字体表示插入碱基， 

括号内 + 表示碱基插入，括号内 - 表示碱基缺失；dGS3 和 dqGL3 表示基因编辑株系，下同

A：The mutated pattern of seven GS3 edited lines；B：PCR fragments of adjacent sequence at target of GS3 edited lines；C：The mutated pattern of  
five qGL3 edited lines；D：PCR fragments of adjacent sequence at target of qGL3 edited lines；The red boxes represent PAM sequences， 

the red transverse line indicate the deletion sequences，the red words indicate the insertion base，+ between parentheses represent base insertion， 
- between parentheses indicated base deletion；dGS3 and dqGL3 indicate the gene edited lines，the same as below

图 3　GS3 和 qGL3 基因编辑材料突变类型分析 
Fig.3　Analysis of mutation types of rice edited lines of GS3 and qGL3 genes

2.4　粒形性状分析

在 T2 和 T3 无标记转基因植株中，分别统计分

析 GS3 和 qGL3 纯合编辑植株的粒形性状。与南粳

5055 相比，GS3 编辑植株在两个世代中平均粒长增

幅约 9.0%，长宽比增幅约 8.9%，均达到极显著水平，

而粒宽增加不显著（图 4A、B）；qGL3 编辑植株在两

个世代中平均粒长增幅约 21.0%，粒宽增幅约 6.9%，

长宽比增幅约 13.1%，均达到极显著水平（图 4A、

C）。以 T2 和 T3 世代粒形性状平均值为表型值，将

南粳 5055、GS3 和 qGL3 编辑植株的粒形性状进行

多重比较，结果表明，qGL3 编辑植株的粒长 >GS3>
南粳 5055，均达到极显著水平，而 qGL3 编辑植株的

粒宽显著大于 GS3 和南粳 5055，在长宽比上，qGL3
和 GS3 无显著差异，但均显著大于南粳 5055（图 5）。
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A：GS3 和 qGL3 编辑株系的籽粒表型（标尺 =1cm）；B：南粳 5055 与 GS3 编辑株系间的粒形性状比较；C：南粳 5055 与 qGL3 编辑株系间的

粒形性状比较；** 表示编辑株系与南粳 5055 在 P<0.01 水平上达到显著性差异（t 检验）

A：The phenotype of grain shape of GS3 and qGL3 edited lines（Bar=1cm）；B：Comparison of grain size between Nanjing 5055 and  
GS3 edited lines；C：Comparison of grain size between Nanjing 5055 and qGL3 edited lines； 

** presents significant difference between edited lines and Nanjing 5055 at P<0.01 level by t-test

图 4　GS3 和 qGL3 编辑植株粒形性状分析
Fig.4　Grain size investigation of GS3 and qGL3 edited lines

图中不同字母表示在 P<0.01 水平上的差异显著性

Different letters show significantly different at P<0.01 level

图 5　GS3 和 qGL3 编辑植株及南粳 5055 间的粒长（A）、粒宽（B）和长宽比（C）间的比较
Fig.5　The comparison of grain length（A），grain width（B）and length/width ratio（C）of  

GS3 and qGL3 edited lines and Nanjing 5055
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2.5　T2 和 T3 植株农艺性状分析

以南粳 5055 为对照，分别将 GS3 和 qGL3 的

2 个纯合编辑株系，进行 T2 和 T3 世代种植，比较其

农艺性状差异。结果表明，GS3 编辑植株千粒重

为 24.6~25.7 g，相比南粳 5055 的增幅约为 12.7%；

而 qGL3 编辑植株千粒重为 28.8~30.2 g，相比南

粳 5055 的增幅约 31.7%。在每穗粒数上，qGL3 和

GS3 编辑植株均显著低于南粳 5055，其中 GS3 编

辑植株降低率约 9.3%，qGL3 编辑植株降低率约

31.5%。此外，不同世代中 qGL3 编辑植株的穗数比

GS3 编辑植株和南粳 5055 有增加趋势，而结实率比

GS3 编辑植株和南粳 5055 有降低趋势，但多数未达

到显著水平；在穗长和单株产量上，GS3 和 qGL3 编

辑植株与南粳 5055 相比均无显著差异（表 3）。

表 3　T2 和 T3 编辑植株的农艺性状分析
Table 3　Analysis of agronomic traits of T2 and T3 edited plants

世代

Generation 
材料

Materials

穗数

Panicle 
number

穗长（cm）

Panicle 
length　

每穗粒数

Grain number 
per panicle

结实率（%）

Seed setting 
rate

单株产量（g）
Yield per 

plant

千粒重（g）
1000-grian 

weight

T2 dGS3-1 8.7±0.8a 18.2±2.7a 163.7±20.1bc 91.2±1.2ab 31.5±0.6a 24.6±0.4b

dGS3-2 9.0±1.0ab 17.9±3.5a 159.6±13.3bc 90.0±1.5ab 32.2±0.5a 25.7±0.8b

dqGL3-1 11.1±1.2b 18.3±2.1a 117.2±12.8a 89.8±0.5a 32.9±0.3a 28.8±0.1c

dqGL3-2 10.8±0.8b 17.7±1.2a 115.3±15.6a 89.8±1.0a 32.7±1.5a 30.2±0.3c

南粳 5055 9.2±0.8ab 17.7±2.8a 176.4±20.7bc 92.5±0.6b 32.8±1.1a 22.6±0.4a

T3 dGS3-1 9.1±1.4ab 16.5±1.7a 161.0±18.4bc 91.0±0.5ab 32.6±0.4a 25.3±0.4b

dGS3-2 9.2±0.7ab 17.3±2.4a 162.5±10.7bc 89.2±1.1a 32.8±1.3a 25.1±0.6b

dqGL3-1 10.5±0.7ab 18.0±1.4a 123.0±15.6a 88.9±1.5a 32.5±1.2a 29.0±0.3c

dqGL3-2 10.0±1.4ab 16.3±3.4a 124.0±11.3a 89.2±1.1a 31.8±1.0a 29.7±0.6c

南粳 5055 9.3±1.1ab 18.3±2.3a 180.2±12.3c 92.1±1.2ab 33.0±1.2a 22.1±0.8a

数据用平均数 ± 标准差表示，同一列中的不同字母表示在 0.05 水平上差异显著

Values are shown as mean±SD；Different letters in the same column show significantly different at 0.05 level

3　讨论

CRISPR/Cas9 技术与传统育种相比，因其具有

操作简单、编辑效率高、周期短、成本低等优点，正广

泛应用于水稻性状改良和新种质创制中［14-16，25-28］。

本研究中，为研究粒长基因 GS3 和 qGL3 的效应，定

向改良小粒型优良食味粳稻品种南粳 5055 的粒长

和千粒重，利用 CRISPR/Cas9 技术分别对南粳 5055
的 GS3 和 qGL3 基因进行了敲除，成功获得功能缺

失的纯合突变体，并考察了不同世代的粒形和产量

相关性状。发现编辑株系的粒长和千粒重均比南

粳 5055 显著增加，GS3 株系在 T2、T3 世代中平均粒

长增幅约 9.0%、千粒重增幅约 12.7%；qGL3 株系粒

长增幅约 21.0%、粒宽增幅约 6.9%、千粒重增幅约

31.7%，表明 qGL3 基因对粒长和粒重的贡献明显大

于 GS3。
与前人研究比较发现，不同遗传背景敲除 GS3

基因产生的效应不同。Li 等［17］报道的 GS3 编辑

突变体的粒长比野生型增幅达 20%。Shen 等［29］

对 5 个江浙粳稻品种进行 GS3 和 GS3/Gn1a 敲除，

突变体粒长比野生型仅增加 1%~4%、千粒重增幅

为 0~8%。而在 4 个东北水稻品种的 GS3 和 GS3/
Gn1a 编辑突变体比野生型的粒长增幅为 8%~18%、

千粒重增幅为 2%~21%［15］。因此，本研究中 GS3 编

辑株系的粒长和千粒重增幅均与 4 个东北品种［15］

接近，远大于 5 个江浙品种［29］。通过比较 GS3 编

辑位点，本研究与已有报道均选择在基因第一外显

子上设计靶点，使用了两个 gRNA 靶点进行编辑，

除了能确保基因编辑效率，还获得了从 gRNA1 至

gRNA2 间 133bp 的大片段缺失材料，这种突变类型

可以使基因功能完全丧失。而在使用单个 gRNA
靶点时，不仅经常出现无编辑状况，而且在发生编辑

时只能产生单个或少数碱基的插入或缺失，导致目

标基因的功能部分保留，达不到基因功能编辑的效

果。因此，本研究构建的 CRISPR/Cas9 载体在打靶

效率和精确性上具有一定优势。

较多研究证实 qGL3 基因敲除可以显著提升粒

长和粒重。Gao 等［30］利用 CRISPR/Cas9 技术在水
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稻品种 Dongjin 中获得了 qGL3 基因编辑突变体，

其粒长和粒重较野生型极显著增加。Liu 等［31］证

实 PPKL1（qGL3）基因上特定氨基酸 D364 突变激

活了细胞分裂素反应，从而使突变体粒形和千粒重

极显著增加，粒长增幅约 30%，千粒重增幅约 40%。

本研究中 qGL3 编辑株系的粒长、粒宽和千粒重较

南粳 5055 有大幅增加，与已有报道表型一致［30-31］，

进一步证实 qGL3 基因对粒形和粒重的调控作用。

此外，本研究 qGL3 编辑株系的穗数同时表现出比

对照品种增加趋势，Gao 等［30］报道的 qGL3 编辑突

变体也出现相似表型。关于 qGL3 敲除株系粒形变

化也有相反报道，Liu 等［31］在中花 11 背景下编辑

了参与油菜素内酯信号途径的系列基因，获得了具

有多样化农艺性状的突变体，其中 PPKL 家族基因敲

除突变体的粒长增加不明显，ppkl3 和双基因敲除突

变体表现出粒长显著降低，这些不同的表型差异极有

可能是由于遗传背景或者编辑位点不同而导致的。

产量是作物最重要和最复杂的性状之一，其决

定因素主要有千粒重、每穗粒数、结实率和有效穗

数［32］。GS3 和 qGL3 基因主要控制粒长，进而影响

千粒重，理论上通过基因编辑可以在增加千粒重的

同时提升产量，然而本研究发现两个基因编辑植株

的单株产量并没有得到提升，甚至某些编辑株系表

现出降低趋势。Shen 等［29］也检测到不同遗传背景

下 GS3 和 GS3/Gn1a 敲除突变体的单株产量降低。

Chen 等［33］在日本晴背景下敲除 GS3 后，突变体的

粒长显著增加，但千粒重和单株产量并没有改变。

本研究中编辑植株每穗粒数显著降低，可能是单株

产量无提高的主要原因；另一方面，结合作物栽培

学的源 - 库 - 流理论，推测可能是因为水稻籽粒的

库容量增加，而光合作用产生的源不够充足，使得籽

粒的充实度降低、瘪粒数增加，最终导致产量不能提

升。当然，在大规模田间试验中，单株籽粒产量不一

定与群体产量一致，因此，为了证实这些基因编辑材

料的产量效应，可能需要优化栽培方法，例如确定合

理的栽插密度、控制小分蘖的数量等。

综上，通过 CRISPR/Cas9 技术对 GS3、qGL3 基

因进行敲除，获得了无转基因成分的单基因纯合编

辑植株，定向改良了南粳 5055 的粒形和千粒重，获

得一系列大粒水稻新种质，为加速长粒种质资源的

选育进程提供了材料和理论基础。
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