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Abstract：【Objective】In the last century, the usage of semi-dwarf rice varieties brought about significant improvements 

and great achievements in rice breeding. Most of the semi-dwarf rice varieties have loss-of-function mutations in the 

Semi-Dwarf1 (SD1) gene. In order to obtain sd1 mutant, targeted editing of SD1 gene was performed. 【Method】SD1 gene 

editing vector CRISPR-SD1 was constructed by using CRISPR/Cas9 system, and transformed into two rice restore lines 

Shenfan 17 and Shenfan 24 by the Agrobacterium-mediated method.【Result】 Homozygous sd1 mutants were obtained in 

T0 generation in both varieties, and vector-free sd1 mutant lines were segregated from the T1 population. The plant heights 

of the two sd1 mutants were decreased by 25% as compared with those of their wild types. 【Conclusion】CRISPR/Cas9 

is a powerful tool for rice target gene editing, and has enormous potential in rice molecular breeding. 
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摘  要：【目的】半矮秆水稻品种的选育和应用是水稻育种的最重大成果之一。半矮秆品种大多是半矮秆基因

SD1(semi-dwarf1)功能缺失突变体，为了获得 sd1 突变体，本研究对 SD1 基因进行了定向编辑。【方法】利用

CRISPR/Cas9 系统，以 SD1 基因为靶基因，构建基因编辑载体 CRISPR-SD1，用农杆菌介导的方法转化水稻恢复

系申繁 17 和申繁 24。【结果】在 2 个转化受体的 T0 代均获得了纯合的 sd1 突变体，并且在 T1 代株系中分离出了

不含转基因序列的植株。2 个品种的 sd1 突变体与各自的野生型相比，株高分别下降了 25%左右。【结论】利用

CRISPR/Cas9 系统可以有效地对目的基因进行编辑，在水稻分子育种领域具有巨大的应用价值。 

关键词：CRISPR/Cas9；基因编辑；水稻；半矮秆基因 
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农作物的驯化是一个野生植物品种不断变异

加上人工选择的过程[1]。到了近代，人们利用物理、

化学等手段诱导农作物的遗传物质发生变异，再从

诱变群体中选择符合人们某种要求的突变个体，进

而培育成新的品种。在过去几十年里，用这种诱变

育种方法获得了大量有价值的种质资源[2]。然而，

诱变育种存在着变异的位点随机，有益突变频率较

低以及变异方向和性质难以控制等问题。随着功能

基因组学以及基因编辑技术的发展，使得定向编辑

特定靶基因，从而快速获得具有预期性状的农作物

新品种这一目标成为可能。CRISPR/Cas9 是 2013

年开始发展起来的一种基因编辑技术[3-6]，与锌指核

酸内切酶(zinc finger endonucleases, ZFNs)
[7]和转录

激活因子样效应物核酸酶 (transcription activator- 

like effector nucleases, TALENs)
[8]等基因编辑技术

相比，CRISPR/Cas9 技术由于设计使用简单、灵活，
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费用较低等优点，成为最受关注、使用最为广泛的

基因编辑技术[9]。利用 CRISPR/Cas9 技术已经在水

稻[10-12]、玉米[13]、小麦[11, 14]、高粱[12]、大豆[15-17]、

番茄[18]等作物中实现了基因定点编辑。最近的研究

发现使用 CRISPR/Cas9 技术在转基因水稻的 T0 代

植株中，就可以获得纯合的靶基因突变植株，并且

编辑后的基因可以稳定遗传到下一代[19]。 

水稻 SD1 基因，被誉为“绿色革命基因”，编码

赤霉素合成途径中一个关键的酶——赤霉素 20-氧

化酶，功能缺失突变的等位基因 sd1 会使得水稻植

株获得半矮秆的表型，并显著提高产量[20-22]。我国

水稻矮秆育种中普遍利用的籼稻矮源矮仔占、矮脚

南特和低脚乌尖等品种, 其矮生性均由 sd1 控制
[23]。例如，低脚乌尖的 SD1 基因发生了 382 bp 的

缺失[20]。20 世纪 50 年代至 60 年代初开始的矮秆育

种主要是在籼稻品种中进行的，中国选育的代表性

矮秆品种矮脚南特和矮仔占，以及随后菲律宾、韩

国和美国等国相继育成的 IR8、统一和 Calrose 76

等矮秆高产品种都是籼稻品种[23]。Asano 等[24]通过

比较半矮秆的粳稻日本晴和高秆的籼稻 Kasalath 发

现，日本晴的 SD1 基因中存在两个 SNP 位点，导

致 SD1 编码的赤霉素 20-氧化酶在第 100 和 340 位

的两个氨基酸分别为谷氨酸和谷氨酰胺，而

Kasalath 的 SD1 蛋白在第 100 和 340 位氨基酸分别

是甘氨酸和精氨酸，并且这两个功能性的 SNP 位点

在所有粳稻品种中都存在，而几乎所有的籼稻地方

品种和野生稻的 SD1 序列都与 Kasalath 的 SD1 一

致。因此，人类在驯化粳稻品种的过程中，已经将

突变的矮秆基因 sd1 筛选并固定下来。 

上海市农业科学院在利用“籼粳架桥”技术[25]

创制恢复系的过程中，获得一些各方面性状优良，

但株型偏高的恢复系。申繁 17 和申繁 24 从以粳稻

恢复系 ZR213 为母本、CR-3 为父本的重组自交系

后代中选育而来。ZR213、CR-3 以及申繁 17 和申

繁 24 的株高都相对偏高。本研究以申繁 17 和申繁

24 为材料，经测序发现这两个品种的 SD1 基因序

列和籼稻的 SD1 等位基因一致，用 CRISPR/Cas9

技术对这两个品种的 SD1 基因进行基因编辑，以期

快速获得不含转基因序列的矮秆恢复系材料。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料、载体和菌株 

转基因受体材料为上海市农业科学院作物育

种栽培研究所选育的粳稻恢复系申繁17和申繁24。

本研究所用的CRISPR/Cas9中间载体psgR-Cas9-Os

由中国科学院上海植物逆境生物学研究中心朱健

康教授提供[10]。大肠杆菌 Top10、农杆菌 EHA105

和 pCAMBIA1300 载体由本实验室保存。 

1.2  主要试剂 

限制性内切酶BbsⅠ、T4 DNA连接酶购自NEB

公司；Taq 酶、氨苄青霉素、卡那霉素、LB 培养基

等其他试剂购自上海生工生物工程有限公司。 

1.3  引物 

本研究所用的引物序列见表 1。引物由上海生

工生物工程有限公司合成。 

1.4  申繁 17 和申繁 24 的 SD1 基因型检测 

以申繁 17 和申繁 24 的基因组 DNA 为模板，

以引物 EXON1-F 和 EXON1-R 扩增 SD1 第 1 外显

子，以引物 EXON3-F 和 EXON3-R 扩增 SD1 第 3

外显子，然后将 PCR 扩增产物测序，测序结果与日

本晴和 Kasalath 的 SD1 序列进行比对。 

1.5  CRISPR/Cas9 靶位点选择 

使用 CRISPR Primer Designer 软件 [25]进行

CRISPR/Cas9 靶位点选择。然后通过水稻基因组

BLAST 分析，确保靶位点的特异性。 

1.6  CRISPR/Cas9 表达载体的构建 

根据靶位点的序列，合成两条引物 Oligo-F 和

Oligo-R，每条引物(10 µmol/L)各取 1 µL，加入 8 µL

退火缓冲液(TE+50 mmol/L NaCl），以 0.1℃/s 的速

率从 95℃降到 16℃，获得靶位点接头。中间载体

psgR-Cas9-Os 用 BbsⅠ酶切，回收载体片段，然后

以 1∶3 的摩尔数比与靶位点接头混合，用 T4 连接

酶链接，转化大肠杆菌 Top10，用引物为 M13-F 和

表 1  本研究所用的引物 

Table 1. Primers used in this research. 

引物名称 

Primer name 

引物序列(5′-3′) 

Primer sequence (5′-3′) 

Oligo-F TGGCGGAGGATGGAGCCCAAGATCC 

Oligo-R AAACGGATCTTGGGCTCCATCCTC 

M13-F 

SEQ1-F 

SEQ1-R 

EXON1-F 

EXON1-R 

EXON3-F 

EXON3-R 

HYG-F 

HYG-R 

CAS9-F 

CAS9-R 

TGTAAAACGACGGCCAGT 

GGGTCATTGATTCGACCATC 

GTGCTCGGACACCTGGAAGAAC 

GTCATTGATTCGACCATCATGTCTGTC 

GAATTACTTGTTCTGTTGCTTCGAAGCA 

CTCTCCGTTGATGAATGATGATG 

CTTCTGTTCGTTCCGTTTCGTTC 

CGTGCTTTCAGCTTCGATGTAGGA 

GCATATGAAATCACGCCATGTAGTGT 

CTTCATCGAGCGGATGACCAACT 

AGATCGTGGTATGTGCCCAGGGA  
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Oligo-R 进行菌落 PCR 鉴定，并测序验证。获得的

中间载体 psgR-Cas9-Os-SD1 用 EcoRⅠ和HindⅢ双

酶切后，回收大约 5.6 kb 长的片段，并用 EcoRⅠ

和 HindⅢ双酶切载体 pCAMBIA1300，回收载体片

段，将回收的片段与载体连接，转化大肠杆菌 Top10，

同样用引物M13-F和Oligo-R进行菌落PCR鉴定，

并测序验证，获得双元载体 CRISPR-SD1。 

1.7  阳性转基因植株的获得及验证 

获得的载体 CRISPR-SD1 用农杆菌 EHA105 介

导的方法转化申繁 17 和申繁 24 的愈伤组织，用潮

霉素筛选获得 T0 代植株。取叶片提取基因组 DNA，

用 CRISPR-SD1 载体特异性引物 M13-F 和 Oligo-R

进行 PCR 扩增，扩增产物的大小为 253 bp，能扩增

出目的片段的植株为转基因阳性植株。 

1.8  靶位点序列的检测 

取叶片提取基因组 DNA，以引物 SEQ1-F 和

SEQ1-R 进行 PCR 扩增，扩增产物连入 pMD18-T

载体，转化大肠杆菌 Top10。随机挑取 10 个阳性克

隆进行测序，测序结果与野生型的 SD1 基因编码区

序列比对，如果 10 个克隆的序列全部是突变的，

则为纯合突变体，如果 10 个克隆的序列既有突变

的，也有野生型的，则为杂合子。 

2  结果与分析 

2.1  申繁 17 和申繁 24 的 SD1 基因序列的分析及

靶位点设计 

为了分析 ZR213、CR-3、申繁 17 和申繁 24 中

SD1 基因的基因型，对其 SD1 基因的第 1 和第 3 外

显子进行测序，发现 ZR213、CR-3、申繁 17 和申

繁 24 中 SD1 基因型与籼稻 Kasalath 的 SD1 等位基

因型是一致的(图 1)。表明在“籼粳架桥”创制恢复系

的过程中，将籼稻的 SD1 等位基因导入到了申繁

17 和申繁 24 中，导致这两个品种株高过高。 

为了构建编辑 SD1 基因的 CRISPR/Cas9 表达

载体，将 SD1 基因 cDNA 序列输入 CRISPR Primer 

Designer 软件，找到了 7 个 CRISPR/Cas9 靶位点(表

2)，用 BLAST 分析这些靶位点序列在水稻基因组

中的特异性，最后选用靶位点 1(Target 1)作为 SD1

基因编辑的靶位点。 

2.2  CRISPR/Cas9 基因编辑载体构建 

根据靶位点的序列，合成两条引物 Oligo-F 和

Oligo-R(表 1)。将 Oligo-F 和 Oligo-R 混合复性后获

得的靶位点片段与用 BbsⅠ酶切后的 psgR-Cas9-Os

载体连接。连接产物转化大肠杆菌后进行菌落 PCR

鉴定，鉴定所用引物为 M13-F 和 Oligo-R，在阳性

克隆中可以鉴定出 253 bp 的条带。共鉴定了 8 个克

隆，其中有 5 个克隆正确(图 2)，选取 1 号克隆进行

测序验证，并将最终获得的载体命名为 psgR-Cas9- 

Os-SD1。 

将载体 psgR-Cas9-Os-SD1用 EcoRⅠ和 HindⅢ

双酶切，回收 5.6 kb 的片段，然后与经 EcoRⅠ和

HindⅢ双酶切回收的 pCAMBIA1300 载体连接，转

化大肠杆菌后，再次用引物 M13-F 和 Oligo-R 进行

菌落 PCR 鉴定，共鉴定了 8 个克隆，其中 7 个克隆

为阳性克隆(图 2)，最后选取 1 号克隆进行测序验证

正确，将获得的 CRISPR/Cas9 基因编辑载体命名为

CRISPR-SD1。 

图 1  水稻 SD1 氨基酸序列的比对 

Fig. 1. Comparison of rice SD1 amino acid sequence. 

表 2  水稻 SD1 基因中的 CRISPR/Cas9 靶位点 

Table 2. Putative CRISPR/Cas9 target sites in rice SD1 gene. 

靶位点编号 

Target number 

靶位点序列 

Sequence of target site 

候选识别位点的毗邻基序

Protospacer adjacent motif  

位置 

Site / bp 

DNA 链 

DNA strand 

1 GAGGATGGAGCCCAAGATCC CGG 108 + 

2 AGATCCCGGAGCCATTCGTG TGG 122 + 

3 GAGCCATTCGTGTGGCCGAA CGG 130 + 

4 GGATCTTGGGCTCCATCCTC AGG 107 － 

5 ACGAATGGCTCCGGGATCTT GGG 120 － 

6 CACGAATGGCTCCGGGATCT TGG 121 － 

7 TTCGGCCACACGAATGGCTC CGG 129 － 
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2.3  农杆菌介导的遗传转化及转基因植株靶位点

突变类型分析 

CRISPR-SD1 载体用农杆菌介导的方法转化水

稻恢复系申繁 17 和申繁 24 的愈伤组织，用潮霉素

筛选获得转基因苗。申繁 17 和申繁 24 分别获得了

10 株和 18 株 T0 代转基因苗。用载体特异的引物

M13-F 和 Oligo-R 进行 PCR 鉴定，在 10 株申繁 17

的转基因苗中，有 3 株阳性苗，而在 18 株申繁 24

的转基因苗中，有 5 株阳性苗。 

为了分析这 8株阳性转基因苗中的 SD1靶位点

序列是否已经被编辑，用引物 SEQ1-F 和 SEQ1-R

在转基因苗中扩增包含 SD1 基因靶位点的 DNA 片

段，进行测序。结果发现在这 8 株转基因苗中，靶

位点序列都发生了不同类型的突变。其中有 4 个株

系插入 1 个碱基，还有另外 4 个株系发生了不同数 

目碱基的缺失突变(图 3)。 

在 8 个突变株系中除了繁 17-1 和繁 24-8 两个

株系的突变分别导致缺失 5 和 23 个氨基酸外，其

他的突变株系的突变都导致了移码突变使得翻译

提前终止。在 T1突变体中发现繁 17-1 和繁 24-8 的

株高与其野生型相比没有显著的变化。而其他突变

株系的株高与野生型相比显著降低，且同一个品种

不同突变株系之间株高的差异不显著。 

2.4  不含转基因的矮秆突变体的获得 

为了获得不含转基因(T-DNA)序列的矮秆申繁

17 和申繁 14 株系，选取 2 个纯合的转基因株系繁

17-4 和繁 24-5 开展进一步研究。这 2 个转基因株系

分别种植24株T1代植株，在苗期分别取单株叶片，

提取 DNA，用转基因载体的特异性引物 M13-F 和

Oligo-R，以及潮霉素和 Cas9 基因特异的引物进行

PCR 鉴定，在繁 17-4 和繁 24-5 的 T1代群体中，分

别鉴定出了 10 株和 8 株不含转基因载体序列的单

株(图 4)。同时，对不含转基因载体序列单株的靶基

因位点进行测序，结果显示 T1代中的靶位点突变和

上一代是一致的，说明用 CRISPR/Cas9 基因编辑获

得的突变是可以稳定遗传的。在此，分别将获得的

不含转基因载体片段的繁 17-4 和繁 24-5 株系命名

为矮繁 17 和矮繁 24。在 T2 代，测量了矮繁 17 和

矮繁 24 株高、有效穗数、穗长、千粒重、每穗粒

数和结实率等农艺性状，发现与它们各自的野生型

申繁 17 和申繁 24 相比，除了株高出现显著下降外

(下降约 25%)，而其他农艺性状均没有出现显著的

改变(图 5)。 

M―D2000 标记；N―阴性对照；1～8―克隆。 

M, D2000 marker; N, Negative control; 1 to 8, Clones. 

图 2  阳性克隆的菌落 PCR 筛选 

Fig. 2. Screening positive clone by colony PCR. 

灰色字体表示靶序列，下划线表示候选识别位点的毗邻基序(PAM)序列，方框表示插入碱基，横线表示缺失碱基，箭头表示 Cas9 剪切位点。 

The grey letters indicated the target sequence. The underline indicated protospacer adjacent motif(PAM) sequence. The box represented the insert 

base. The transverse line indicated deletion sequence. Arrow indicated the Cas9 cleavage site.  

图 3  T0代转基因株系中 SD1 基因突变类型的分析 

Fig. 3. Mutation type in SD1 gene of T0 transgenic lines. 
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**表示差异极显著(P＜0.01)。 

**Significant at 0.01 level. 

图 5  野生型与 T2代 sd1 突变体的农艺性状(n=20) 

Fig. 5. Agronomic traits of wild type and T2-generation sd1 mutants (n=20). 

M―D2000 标记；W―野生型；1～24―T1转基因植株；P1―引物 M13F 和 Oligo-R；P2―引物 HYG-F 和 HYG-R；P3―引物 CAS9-F 和 CAS9-R。 

M, D2000 marker, W, Wild type; Lanes 1-24, T1 transgenic plants; P1, Primer M13F and Oligo-R；P2, Primer HYG-F and HYG-R; P3, Primer 

Cas9-F and Cas9-R. 

图 4.  T1代中不含转基因载体序列植株的 PCR 筛选 

Fig. 4. PCR screening of transgenic-free plants in T1 generation. 
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3  讨论 

水稻矮秆品种的选育和应用是水稻育种领域

的一个重大的突破[23]，过去一般利用与矮源品种进

行杂交，并结合表型或分子标记辅助选择的方法进

行矮秆品种选育，费时费力。现代分子生物技术育

种的兴起为矮秆育种提供了一些比较快捷高效的

手段，可以直接抑制或者敲除矮秆基因，而不改变

基因组中其他基因的序列和表达水平，从而可以获

得预期的株高表型，而对其他的性状不会有影响。

Qiao等[26]利用RNAi技术抑制半矮秆基因SD1的表

达，获得了半矮秆的水稻品种。然而 RNAi 技术本

身存在一些缺点，限制了 RNAi 技术在作物分子育

种领域的应用。比如 RNAi 技术常常存在脱靶的问

题，一些和靶基因序列相近的基因表达也会受到抑

制；RNAi 技术通过降解靶基因的 mRNA 进行基因

干涉，降低其表达水平，而非完全敲除靶基因的功

能[27]。基因编辑技术，特别是 CRISPR/Cas9 技术的

发展，使得 RNAi 技术在功能基因组学和作物分子

育种领域的应用正迅速地被取代。 

Zhang等[19]发现利用CRISPR/Cas9 技术对水稻

进行基因编辑，在 T0代转基因植株中即可获得纯合

的基因突变植株，并且这些突变可以稳定遗传给下

一代。由于转基因过程中，如果转基因是单拷贝插

入的情况下，根据孟德尔遗传定律，在 T1 转基因的

群体中，就会出现 1/4 的植株不含转基因序列。因

此，从理论上讲用 CRISPR/Cas9 技术，在第 2 代就

可以获得不含转基因的突变体。 

本研究利用 CRISPR/Cas9 技术对粳稻恢复系

申繁 17 和申繁 24 进行 SD1 基因编辑，发现在获得

的 8 个转基因株系中，有 5 个株系在 T0 代就获得了

纯合的 sd1 突变。选取其中 2 个纯合的转基因株系

繁 17-4 和繁 24-5 分别种植成 T1群体，筛选出了不

含转基因序列的个体，并且这些个体中 SD1 的突变

方式与 T0 一致，说明 CRISPR/Cas9 技术编辑后的

突变位点可以稳定地遗传给下一代。株高测定结果

表明，CRISPR/Cas9 技术编辑后获得的半矮秆品种

的株高与其野生型相比大约降低 25%。本研究结果

表明 CRISPR/Cas9 技术是一种非常有效的水稻矮

秆育种工具。 
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