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基于 CRISPR∕Cas9 技术创制抗稻瘟病基因 pi21 突变体

谢留杰,段　 敏,黄善军∗

(台州市农业科学研究院作物研究所,台州 318000)

摘　 要: 利用 CRISPR∕Cas9 技术对台 15-7 糯的抗稻瘟病基因 pi21 进行编辑。 选择位于 pi21 基因第一、第二

外显子上的 2 段序列作为靶点构建双元表达载体 pHUE411-pi21-Cas9,通过农杆菌侵染法获得 21 个以台 15-7 糯

为背景的 T0 代单株。 加代后在 149 个 T1 代单株中检测出 6 个不含载体的纯合突变体,包含 3 种突变类型,分别

命名为 pi21-t1、pi21-t2、pi21-t3,每种突变分别导致 pi21 基因编码的蛋白缺失 227、239、99 个氨基酸。 稻瘟病鉴定

结果表明:成熟期时,3 种突变体中仅 pi21-t3 的病斑数量和面积较台 15-7 糯显著降低,其他 2 种突变体发病水平

与台 15-7 糯基本相同。 除抗稻瘟病能力有所提高外,突变体 pi21-t3 在成熟期的其他农艺性状,如株高、每穗粒

数、结实率等,与台 15-7 糯没有显著差异。 本研究可为抗稻瘟病水稻育种提供借鉴。
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Creation of rice blast resistant gene pi21 mutants based
on CRISPR∕Cas9 technology
XIE Liujie,DUAN Min,HUANG Shanjun∗

(Crop Research Institute,Taizhou Academy of Agricultural Sciences,Taizhou 318000,China)

Abstract: The rice blast resistant gene pi21 of Tai 15-7 Nuo was edited by CRISPR∕Cas9 technology. Two
sequences located on the first and second exons of pi21 gene were selected as targets to construct a binary
expression vector pHUE411-pi21-Cas9. Twenty one T0 individual plants with Tai 15-7 Nuo as the background
were obtained by Agrobacterium infection. After generation addition,6 homozygous mutants without vector were
detected in 149 T1 plants,including 3 types of mutations named pi21-t1,pi21-t2,pi21-t3。 Each mutation resulted
in the deletion of 227,239,and 99 amino acids in the protein encoded by pi21 gene. The identification results of
rice blast showed that during the mature stage,only the number and area of disease spots in pi21-t3 among the 3
mutants were significantly reduced compared to Tai 15-7 Nuo,while the incidence level of the other 2 mutants
was basically the same as that of Tai 15-7 Nuo. Except for improved resistance to rice blast,the mutant pi21-t3
showed no significant difference in other agronomic traits such as plant height,number of grains per spike,and
seed setting rate during the mature stage compared to Tai 15-7 Nuo. This study could provide some reference for
breeding rice varieties resistant to rice blast.

Key words:CRISPR∕Cas9 technology;pi21 gene;Rice blast;Homozygous mutant

稻瘟病是水稻上发病最广泛的三大病害之一,它是一种由子囊真菌 Magnaporthe oryzae (无性态:
Pyricularia grisea Sacc)引起的大范围水稻病害,严重时可导致水稻绝收,对水稻生产造成极大威胁。 每年

全球各水稻种植区因稻瘟病造成的产量损失达 10%~ 30% [1]。 2013—2017 年,我国稻瘟病年平均危害面

积约为 7 500 万 hm2(https:∕∕www. natesc. org. cn)。 在水稻品种审定过程中,稻瘟病抗性鉴定是必不可少

的因素,具有“一票否决权” [2]。
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挖掘抗病基因、培育抗病品种是防治水稻稻瘟病最经济有效的措施。 近年来,科学家利用图位克隆、
分子标记等方法定位到 100 多个稻瘟病抗性基因,已克隆的有 35 个[3]。 其中,种类最多的是编码 NBS-
LRR 蛋白的基因,包括 Pi2、Pi5、Pi9、Pib、Pigm 等基因[4-8]。 pi21 是目前唯一一个被定位的隐性抗瘟性基

因位点。 pi21 基因编码产物富含脯氨酸,包含重金属结合结构域和蛋白互作结构域等功能域[9]。 与感病

品种‘Aichiasahi’中的等位基因相比,抗病品种‘Owarihatamochi’中的 pi21 基因所编码蛋白的第一和第二

个脯氨酸结构域分别缺失 7 个和 16 个氨基酸,即 DNA 序列分别缺失 21 bp 和 48 bp,这是造成抗感差异

的原因所在[10]。
CRISPR(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)是原核生物基因组内的一段保守序

列,当外源 DNA 入侵时,该序列能够特异性识别外源 DNA 并对其进行切割,以达到沉默外源基因的目的,
是一种获得性免疫机制[11]。 CRISPR∕Cas9 基因编辑系统利用蛋白 Cas9 对多个目标 DNA 进行识别并切

除,目前应用最广泛的 Type Ⅱ型包含 1 个 Cas9 蛋白和 sgRNA 元件,机制简单[12-13]。 CRISPR∕Cas9 技术最

大的特点是只对生物自身的内源基因进行编辑和改造,改造后没有外源基因转入。 作为新兴的基因编辑

系统,CRISPR∕Cas9 已广泛应用于水稻品种改良,其中包括增强水稻对生物胁迫的抗性[14]。 鉴于 pi21 基

因突变属于功能缺失型突变,近几年已有不少研究者使用 CRISPR∕Cas9 技术定点改造 pi21 基因,以期在

短时间内获得具有抗病性的水稻材料[15-17]。 有研究表明,pi21 基因与高垩白相关基因紧密连锁[10],因此

相较于传统杂交方法,通过基因编辑技术定点突变 pi21 基因的另一优势是可以保持受体材料的原有特

性,不影响稻米品质。
本研究以自主选育的糯稻品系台 15-7 糯为材料,通过 CRISPR∕Cas9 技术定点突变 pi21 基因,以期获

得无外源载体、综合性状优良且抗稻瘟病的糯稻材料。

1　 材料与方法

1. 1　 试验材料及载体

水稻材料台 15-7 糯为台州市农业科学研究院自主选育的糯稻品系,产量稳定、米质较好,但易感稻瘟

病。 CRISPR∕Cas9 载体 pHUE411、中间载体 pCBC-MT1T2 由南京农业大学张红生教授实验室馈赠。
1. 2　 双靶点 pHUE411-pi21-gRNA 载体的构建

1. 2. 1　 选择靶位点

水稻抗稻瘟病基因 pi21(Os04g0401000)编码富含脯氨酸结构域的蛋白。 登录网址 http:∕∕chopchop.
cbu. uib. no∕,选择 2 个 PAM(Protospacer adjacent motif)序列(NGG)前 20 nt 的寡核苷酸作为靶点,其分别

位于 pi21 基因的第一、第二外显子上,并登录网址 http:∕∕www. rgenome. net∕cas-offinder∕评估脱靶情况。
1. 2. 2　 构建 pHUE411-pi21-gRNA 载体

参照 Chen 等[18]的方法稍作修改。 (1)PCR 扩增。 以中间载体 pCBC-MT1T2 质粒为模板,设计双重

引物 PiT1-BsF∕BsR 及 PiT1-F0∕R0(表 1)扩增 gDNA。 (2)建立酶切-连接体系。 反应体系为 15 μL,包括:
3. 0 μL回收产物,1. 0 μL 载体质粒 pHUE411,1. 5 μL 10 × T4 DNA 连接酶缓冲液,1. 5 μL 10 × BSA,1 μL
BsaⅠ内切酶,1 μL T4 DNA 连接酶,加水补足至 15 μL。 在 37 ℃下反应 5 h。 (3)转化及阳性验证。 连接

液转化大肠杆菌 DH10B 感受态,卡那霉素(Kan)板筛选。 设计引物 PiU3-F∕R 验证单克隆阳性与否,阳性

质粒送南京思普金生物科技有限公司测序。 阳性验证引物序列见表 1。
1. 3　 转基因植株的创制及阳性验证

测序正确的大肠杆菌质粒转化农杆菌 EHA105,经根癌农杆菌侵染台 15-7 糯愈伤组织得到转基因植

株。 参考 Duan 等[19]的方法进行转基因植株验证。
验证为阳性的 T0 代转基因单株,经自交结实获得 T1 代种子。 待 T1 代种子播种成苗后,提取叶片

DNA,继续扩增潮霉素基因以寻找不含载体的 Cas9-free 单株[19]。 针对 Cas9-free 单株,以引物 Pi-NF∕NR
扩增 pi21 基因全长序列并测序,寻找靶序列发生纯合突变的单株。 使用生物软件 BioXM 2. 6 及 DNAMAN
对纯合突变体及野生型的 pi21 基因全长序列、编码蛋白的氨基酸序列进行比对分析。 扩增潮霉素及 pi21
基因全长序列的引物序列见表 1。
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表 1　 试验中涉及的 PCR 引物
Table 1　 PCR primers involved in the experiment

引物名称
PiT1�BsF

PiT1�BsR

PiT1�F0

PiT1�R0
PiU3�F
PiU3�R
HYG�F
HYG�R
Pi�NF
Pi�NR

引物序列（5’�3’）

ATATATGGTCTCTGGCGTGCGATGCCAAGATCAGGA
ATTATTGGTCTCTAAACCTGCCCGGCGTACGGGTACC
GTGCGATGCCAAGATCAGGAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
AACCTGCCCGGCGTACGGGTACCGCTTCTTGGTGCC
GACAGGCGTCTTCTACTGGTGCTA
TCACAAATTATCAGCACGCTAGTC
GCGTCTGCTGCTCCATACAA
TGACATTGGGGAGTTTAGCG
GACCAAAGCCTGTCTATCTGC
ACATCGATCAGCCTCGTGTT

　 　 注:下划线表示 2 个 19 nt 大小的靶位点。

1. 4　 无载体 pi21 纯合突变糯稻表型及抗稻瘟病能力田间鉴定

2023 年正季,将 3 种 pi21 纯合突变糯稻与野生型台 15-7 糯种植于台州市农业科学研究院小溪基地,
每个株系种 7 行,每行 7 株,单本插,成熟期时取中间 5 株统计农艺性状。 同年 6 月,采用直播方式将 4 个

株系种植于浙江省淳安县文昌镇东树坑村的稻瘟病鉴定基地,每个株系约 15 株,2 次重复。 同时,在所有

鉴定材料(包含本研究的 4 个株系)周围播种稻瘟病诱发品种‘宁 81’,诱导自然发病。 2023 年 8 月底孕

穗期时,每个株系选取 3 个植株,每株 5 张剑叶,根据《水稻稻瘟病病级分级标准》统计剑叶上的病斑数量

和面积,定级病级[20]。

2　 结果与分析

2. 1　 台 15-7 糯 pi21 基因型及双元表达载体 pHUE411-pi21-Cas9 的构建

台 15-7 糯是一个感病的糯稻品系,以其基因组 DNA 为模板,用引物 Pi-NF∕NR 扩增 pi21 基因全长序

列并测序。 与抗稻瘟病品种‘Owarihatamochi’的序列比对后发现,台 15-7 糯的 pi21 基因属于感病等位基

因,其编码蛋白的第一、第二个脯氨酸结构域分别多出 7 个和 16 个氨基酸,即 DNA 序列分别多出 21 bp
和48 bp(图 1)。
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图 1　 台 15-7 糯与抗病品种‘Owarihatamochi’的 pi21 基因编码蛋白的氨基酸比对

Fig. 1　 Amino acid comparison of pi21 gene encoded protein between Tai 15-7 Nuo and disease resistant variety ‘Owarihatamochi’

选择第一、第二外显子上的 2 个 PAM 序列(NGG)前 20 nt 的寡核苷酸作为靶点,2 个靶点之间相距

583 bp(图 2)。 参照 Xing 等[21]的方法(Golden gate cloning),将 2 个目标序列连入终载体 pHUE411,组成

双元表达载体 pHUE411-pi21-Cas9。
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图 2　 gRNA 的靶点位置
Fig. 2　 Target sites of gRNA

2. 2　 无载体的 pi21 纯合突变株的筛选与鉴定

以台 15-7 糯成熟水稻种子诱导的胚性愈伤组织为受体,将构建好的表达载体 pHUE411-pi21-Cas9 经

根癌农杆菌侵染转入其中,得到 21 个 T0 代植株。 提取 T0 代转基因水稻叶片的 DNA,分别利用 PiU3-F∕R
引物及潮霉素引物 HYG-F∕R 进行阳性验证。 电泳结果显示:21 个 T0 代单株均能扩增出 506 bp 大小的潮

霉素片段,除 16 号单株外,其余植株均能扩增出 831 bp 大小的载体 + 基因片段(图 3)。 综合来看,所有

T0 代单株均为突变杂合型。

500bp

750bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415161718192021

　 　 M,marker;1 ~ 21,T0 代单株。 上一行为潮霉素片段,大小 506 bp;下一行为载体 + 基因片段,大小 831 bp,扩增出片段表

示植株为阳性。
图 3　 T0 代转基因植株阳性检测结果

Fig. 3　 Positive identification results of T0 transgenic plants

21 个 T0 代植株选留正常结实单株,共收回 15 个单株。 将 T1 代种子按照株系加代种植,共计 149 个

单株。 继续以引物 PiU3-F∕R 及 HYG-F∕R 进行分析,发现 T1 代单株中有 30 株不含表达载体。 对 30 个无

载体单株的 pi21 基因进行测序,共获得 6 个纯合突变株,包含 3 种类型的突变,分别命名为 pi21-t1、
pi21-t2、pi21-t3。 与台 15-7 糯相比,这 3 种突变均在靶点 2 上有 1 个碱基插入,靶点 1 的序列变化则各不

相同。 其中,pi21-t1 和 pi21-t2 突变在靶点 1 分别缺失、插入 1 个碱基,pi21-t3 突变在靶点 1 之前缺失

48 个碱基(图 4)。 比较突变体与野生型的氨基酸序列得知,3 种突变体比台 15-7 糯分别缺失 227、239、
99 个氨基酸。 利用 SWISS-MODEL 网站(https:∕∕swissmodel. expasy. org∕interactive)预测蛋白质二级结构,
显示突变体的蛋白质二级结构也发生了变化,其中 pi21-t2 突变体由于编码的氨基酸数量过少无法预测出

结构域(图 5,图 6)。
2. 3　 pi21 突变体农艺性状及抗稻瘟病表型鉴定

2023 年 6 月初,将 3 种 pi21 纯合突变体及台 15-7 糯于播种于浙江省淳安县文昌镇东树坑村的稻瘟

病鉴定基地,8 月底调查孕穗期发病情况。 结果显示:台 15-7 糯叶片上存在较多的纺锤形病斑,突变体中

只有 pi21-t3 表现出较高的抗稻瘟病能力,剑叶上的病斑数量和面积较野生型明显减少,病级为中抗

(图 7);而 pi21-t1 和 pi21-t2 的病斑情况与野生型类似,稻瘟病抗性没有明显提升。
对台 15-7 糯及 pi21-t3 突变体的成熟期性状进行考种分析。 如图 8 所示,pi21-t3 突变体在株高、每穗

粒数、穗长、结实率等方面与台 15-7 糯没有显著差异。 可见,该突变体的 pi21 基因突变提高了台 15-7 糯

的抗稻瘟病能力,但没有改变其他农艺性状。
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图 4　 pi21 突变体与野生型目标基因靶点序列比对
Fig. 4　 Comparison of target gene sequences between pi21 mutants and wild-type(WT)
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图 5　 pi21 突变体与野生型目标基因编码氨基酸序列比对
Fig. 5　 Comparison of amino acid sequences encoded by target genes between pi21 mutants and WT

台15�7糯 pi21�t1 pi21�t3

图 6　 pi21 突变体与野生型预测 pi21 基因编码蛋白二级结构比对
Fig. 6　 Comparison of predicted secondary structure of pi21 gene encoded protein between pi21 mutants and WT
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图 7　 稻瘟病田间鉴定结果

Fig. 7　 Field identification results of rice blast
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图 8　 台 15-7 糯与 pi21-t3 突变体成熟期表型对比及性状分析

Fig. 8　 Phenotype comparison and traits analysis during the mature stage between Tai 15-7 Nuo and pi21-t3 mutant

3　 讨论

基因编辑依赖于经基因工程改造的核酸酶,在基因组中特定位置产生位点特异性双链断裂(Double
strand break,DSB)。 目前,主要有 4 种核酸酶可以介导靶向识别与切割,即巨型核酸酶[22]、转录激活样效

应因子核酸酶 TALEN[23]、锌指核酸酶蛋白 ZFN[24] 以及成簇规律间隔短回文重复 CRISPR∕Cas9 系统[25]。
相较于前 3 种核酸酶,CRISPR∕Cas9 系统设计简单,仅需合成一个 sgRNA 就能实现对基因的特异性修

饰[26],因此在水稻、小麦等作物中得到广泛应用。
本研究构建的双元表达载体 pHUE411-pi21-Cas9 使用的是中国农业大学陈其军教授课题组研发的

pHUE411 载体体系[18],可以进行双靶点或者多靶点同时编辑,针对单靶点编辑效率低下的缺点进行了有

效的改进[27]。 获得的突变体 pi21-t1、pi21-t2 在靶点 1 分别缺失、插入 1 个碱基,pi21-t3 在靶点 1 之前缺失

48 个碱基。 对于 pi21-t1、pi21-t2,由于靶点 1 缺失或插入 1 碱基,已在靶点 2 前形成移码突变,蛋白质翻译

提前终止,因此靶点 2 的变化可以不作分析。 pi21-t3 在靶点 1 之前的突变形式是非移码的,结合靶点 2 的

单碱基插入,导致蛋白质翻译至 166 位时终止。 从序列分析结果来看,3 个突变体的 pi21 基因编辑都是成

功的。
感病株的 pi21 基因编码一个由 5 个保守的 PxxPxxP 组成的脯氨酸富集的互作蛋白,已克隆的抗病株

pi21 则缺失了 2 个脯氨酸富集元件,这 2 个基因的表达都受到稻瘟病菌的诱导,Pi21∕pi21 在早期的防卫

反应中扮演重要角色[10]。 本研究中 pi21-t1 和 pi21-t2 突变体的移码突变导致翻译提前终止,缺失了所有
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脯氨酸富集元件。 因此,推断这 2 个突变体在稻瘟病菌侵染后,初始防卫反应未能启动,故而表现出感病

型。 相比之下,pi21-t3 的基因序列在靶点 1 之前缺失 48 bp,保留了 1 个脯氨酸富集元件,防卫反应能够

正常启动,表现出抗病性增强。
Fukuoka 等[10]研究发现,栽培稻中 pi21 基因位点的等位性变异非常丰富,共有 12 个单倍型,其中在

2 个外显子区域分别缺失 21 bp 和 48 bp 的单倍型表现出了抗病能力。 Feng 等[28] 在东北的一个粳稻品

系 GKGH 中发现了 pi21 基因的新抗性等位位点,并以 GKGH 为供体,通过构建染色体片段置换系将该位

点导入主栽品种‘空育 131’中,增强了‘空育 131’的抗稻瘟病水平。 基因编辑创制的 pi21 突变材料,在接

种稻瘟病菌后叶片病斑面积占比为 4%~9% [29-30],与野生型相比,其病斑扩展速率下降,但病原菌仍然繁

殖,表现出具有部分抗性的典型特征。
随着基因编辑技术的发展与优化,研究者通过对 pi21 基因位点的编辑获得非转基因性质的抗性植

株,同时不改变其他农艺性状[16,31]。 本研究得到的 pi21-t3 突变体田间抗稻瘟病能力相较于台 15-7 糯有

显著提高,而其他农艺性状没有显著变化,达到了预期的目标。 另外,也有研究者将 pi21 基因与其他目标

基因同时突变,以期获得多种目标性状的突变体[17]。 需要注意的是,尽管基因编辑的高效率扩大了 pi21
基因的应用范围,但 pi21 基因具有部分抗性的特性,在抗稻瘟病性育种中,pi21 基因的应用需要聚合主效

抗病基因,以达到培育高抗、广谱、持久抗病新品种的目的。

4　 结论

本研究利用 CRISPR∕Cas9 技术对台 15-7 糯的抗稻瘟病基因 pi21 进行编辑,获得了 3 种突变体

pi21-t1、pi21-t2、pi21-t3;每种突变分别导致 pi21 基因编码的蛋白缺失 227、239、99 个氨基酸;突变体的株

高、每穗粒数、结实率等农艺性状与野生型台 15-7 糯无显著差异;成熟期调查稻瘟病病斑,显示仅pi21-t3
的病斑数量和面积相较台 15-7 糯有显著降低,其他 2 种突变体发病水平与野生型基本相同。 研究表明,
对感病水稻材料台 15-7 糯的 pi21 基因位点进行编辑后,成功获得了 1 个稻瘟病抗性提升的突变株系。
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