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　　摘要：ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术相对于锌指核酸酶（ＺＦＮｓ）和转录激活因子效应物核酸酶（ＴＡＬＥＮｓ）而言，具有
操作简便、突变效率高等优点，已经被广泛应用于医学、动物科学、植物科学等领域。拟南芥糖基转移酶 ＵＧＴ８４Ａ１、
ＵＧＴ８４Ａ２参与植物次生代谢及外源毒物反应，并且为同工酶。本研究以拟南芥糖基转移酶同工酶基因 ＵＧＴ８４Ａ１和
ＵＧＴ８４Ａ２为靶向基因，构建ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９双突变体表达载体，并转化到农杆菌浸染拟南芥，从而同时定向敲除靶向基
因。根据拟南芥转基因后代的测序结果，对获得的４２株阳性转化植株进行突变位点分析，结果表明，有２株阳性植株
发生双突变，由此成功构建了ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２双突变体。试验结果可为加快 ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２功能基因资源的开发
利用提供有力的理论与方法支持。
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　　植物体内小分子的糖基化修饰是一种普遍存
在的生理现象，并且是植物细胞维持体内代谢平衡

的主要机制之一［１－２］。研究表明，糖基化修饰参与

调节植物生长发育的各个方面。植物中最早被鉴

定的糖基转移酶基因是诺贝尔奖获得者 ＭｃＣｌｉｎｔｏｃ
于 １９９７年发现的控制玉米种子黑色素沉积的
Ｂｒｏｎｚｅ１基因，后证实该基因编码产生黄酮糖苷的糖
基转移酶。Ｆｒａｉｓｓｉｎｅｔ－Ｔａｃｈｅｔ等研究番茄的防御机
制时发现，糖基转移酶基因Ｔｗｉ１的表达能够使植株
对病原菌侵染做出快速应答［３］。Ｊａｃｋｓｏｎ等通过对
拟南芥中糖基转移酶ＵＧＴ８４Ｂ１的研究，发现其对生
长素吲哚乙酸有活性，过表达后植物莲座叶数目增

加［４］。Ｔｏｇｎｅｔｔｉ等鉴定了拟南芥生长素糖基转移酶
ＵＧＴ７４Ｅ２，研究其过表达体表型发现ＵＧＴ７４Ｅ２参与
调节植物的形态建成和干旱、盐胁迫的应答［５］。

Ｗａｎｇ等研究表明，ＵＧＴ８７Ａ２参与调控拟南芥开花

途径进而影响开花时间［６］，这些研究表明，糖基化

修饰参与植物生长发育的诸多方面。

而针对同一小分子的糖基化修饰，往往需要几

个不同的糖基转移酶基因。例如，在拟南芥糖基化

修饰研究中，Ｈｏｕ等通过离体生物化学分析发现，拟
南芥细胞分裂素糖基转移酶是由５个不同的成员组
成，包括催化细胞分裂素 Ｎ－糖基化的糖基转移酶
ＵＧＴ７６Ｃ１和ＵＧＴ７６Ｃ２，以及催化细胞分裂素Ｏ－糖
基 化 的 糖 基 转 移 酶 ＵＧＴ８５Ａ１、ＵＧＴ７３Ｃ５ 和
ＵＧＴ７３Ｃ１［７］。Ｐｏｐｐｅｎｂｅｒｇｅｒ等在拟南芥中发现，
ＵＧＴ７３Ｃ５可以催化油菜素内酯形成２３－Ｏ－油菜
素内酯糖苷物［８］，随后他们又发现ＵＧＴ７３Ｃ６同样能
够糖基化修饰油菜素内酯［９］。此外，拟南芥中已证

明的生长素 ＩＡＡ的糖基转移酶包括 ＵＧＴ８４Ｂ１和
ＵＧＴ７４Ｄ１这２个成员［１０－１１］，而水杨酸糖基转移酶

包括ＵＧＴ７４Ｆ１和ＵＧＴ７４Ｆ２这２个成员［１２］。在玉米

糖基化修饰研究中，同样发现针对同一激素存在多

个糖基化修饰的同工酶。例如，玉米中细胞分裂素

包括ｃｉｓ－ＺＯＧ１和 ｃｉｓ－ＺＯＧＴ２这２个成员［１３－１４］。

在水稻中，细胞分裂素糖基转移酶则包括 ｃＺＯＧＴ１、
ｃＺＯＧＴ２、ｃＺＯＧＴ３这３个成员［１５］。这些同工酶的存

在也导致了基因的功能冗余，单单敲除某个基因往

往不会使植株出现明显表型。
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体外试验表明，拟南芥糖基转移酶 ＵＧＴ８４Ａ１、
ＵＧＴ８４Ａ２都能够作用于外源毒物 ２，４，５－三氯苯
酚［１６］，Ｍｅｉｎｅｒ等通过体外试验证明拟南芥糖基转
移酶ＵＧＴ８４Ａ１、ＵＧＴ８４Ａ２同时对羟基肉桂酸具有活
性［１７］，表明拟南芥糖基转移酶 ＵＧＴ８４Ａ１、ＵＧＴ８４Ａ２
与植物脱毒反应及植物的次生代谢有关，并且为同

工酶。目前对拟南芥糖基转移酶 ｕｇｔ８４ａ１、ｕｇｔ８４ａ２
仅仅停留在单突变体植株的研究，但是随着基因编

辑技术的飞速发展以及生物信息学的广泛应用，对

拟南芥糖基转移酶 ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２双突变体的构
建已经成为今后科研工作者所必须的工作。锌指

核酸酶（ｚｉｎｃ－ｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮ）技术［１８］、类转

录激活因子效应核酸（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｏｒ－ｌｉｋｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＴＡＬＥＮ）技术［１９］以及全新的人工

核酸酶ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ
ｓｈｏｒｔｐｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔ／Ｃａｓ９）系统［２０］是目前被广泛

应用的三大基因编辑技术。其中 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系
统由于制作成本低、操作简便，只需合成目标基因

的ｓｇＲＮＡ靶向序列就能实现对基因特定位点进行
特异性编辑，因此更广泛地运用于分子生物学试验

中，这一技术短短几年就广泛应用于世界各地各个

领域的分子实验。

本研究是利用最新的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑
技术，同时对拟南芥糖基转移酶ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２进
行双位点的定向敲除，使糖基转移酶的同工基因同

时突变，从而获得ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２双位点突变体植
株，并详细分析了其突变位点，为验证该糖基转移

酶在体内发挥的功能奠定基础，为加快 ｕｇｔ８４ａ１／
ｕｇｔ８４ａ２功能基因资源的开发利用提供有力的理论
与方法支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
野生型拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）及突变体株

系种植于临沂大学药学院药用植物实验室植物培养

室，温度（２２±２）℃，光照度 １００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。
ＣＰＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体，购于百格基因科技（江苏）有限
公司，大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞、农杆菌
ＧＶ３１０１感受态细胞、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ试剂盒、ＤＮＡ回
收试剂盒、质粒提取试剂盒、Ｔａｑ酶、ＤＮＡＭａｋｅｒ、
ＰＣＲ耗材等材料与试剂为笔者所在实验室现有保
存。ｇＲＮＡ引物由生工生物工程（上海）股份有限公
司合成，基因序列由铂尚生物技术（上海）有限公司

测定，试验开展时间为２０１８年９月至２０２０年１月。
１．２　ｇＲＮＡ引物设计

从拟南芥信息资源网站 （ＴｈｅＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＲｅｓｏｕｒｃｅ，ＴＡＩＲ）查找到已公布的拟南芥
ｕｇｔ８４ａ１和 ｕｇｔ８４ａ２的 基 因 组 序 列 号 分 别 为
ＡＴ４Ｇ１５４８０和 ＡＴ３Ｇ２１５６０。利用 ｓｇＲＮＡ设计软件
分别设计拟南芥ｕｇｔ８４ａ１和 ｕｇｔ８４ａ２的 ｓｇＲＮＡ靶点
序列：２个都按照正向引物５′－ＴＧＡＴＴ＋正向靶点
序列进行序列的合成，按照反向引物５′－ＡＡＡＣ＋
反向靶点序列进行序列的合成。

１．３　ＣＰＲＳＰＲ／Ｃａｓ９载体的构建
首先根据ｕｇｔ８４ａ１、ｕｇｔ８４ａ２靶点序列制备 Ｏｌｉｇｏ

二聚体（表１）。加入ＡｎｎｅａｌＢｕｆｆｅｒ１８μＬ、ＳＧ６９７７－
ＵＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ、ＳＧ６９７７－ＬＷ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，先在 ９５℃条件下变性 ３ｍｉｎ，然后以约
０．２℃／ｓ缓慢降至２０℃进行退火。另一个Ｏｌｉｇｏ二
聚体同法可得。

将Ｏｌｉｇｏ二聚体与 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ载体连接。加
入Ｖｅｃｔｏｒ－０１６Ｂ（线性化载体）２μＬ、ＥｎｚｙｍｅＭｉｘ
１μＬ、Ｏｌｉｇｏ二聚体１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ６μＬ，在２５℃条件
下反应１ｈ。取５μＬ上述反应液，加入２０μＬＤＨ５α
感受态细胞，通过４２℃热激法转入到ＤＨ５α。转化
子通过引物ＰＵＶ４－Ｒ和 ＰＵＶ３－Ｆ（表１）进行菌落
ＰＣＲ验证，验证正确的阳性转化子再进行摇菌，提
取质粒后送铂尚生物技术（上海）有限公司进行测

序。将验证１００％正确的阳性转化子放于 －８０℃
保存。取 １０μＬ验证正确的质粒转入农杆菌
ＧＶ３１０１感受态细胞中，涂布于含有５０μｇ／ｍＬ利福
平和５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的ＬＢ平板上，２８℃倒置暗
培养２ｄ后备用。
１．４　农杆菌转化拟南芥

挑取含有目的基因质粒的单克隆阳性农杆菌

菌体置于离心管中培养。取培养后的菌液１０μＬ接
种于１０ｍＬ含有利福平和卡那霉素的新鲜 ＬＢ液体
培养基中，２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ条件下培养２～４ｄ，直
到其Ｄ６００ｎｍ值达到０．８左右。取该菌液１ｍＬ放于
离心管中，离心后保留沉淀，用 ５％蔗糖溶液和
Ｓｉｔｗｅｔ－７７（万分之二加入）的混合液重新悬浮。随
后用悬浮液浸染未开放的花序，浸染后的拟南芥用

黑色塑料袋覆盖，暗培养２４ｈ后移入正常光照下继
续培养。为了增加浸染的成功率，每隔２０ｍｉｎ浸染
１次，共浸染３次，并且１周后再次浸染。收集拟南
芥成熟种子，先用 ７０％乙醇消毒 ２ｍｉｎ，迅速用
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０１％的ＨｇＣｌ２清洗种子９０ｓ，最后用无菌水对种子
润洗３次。处理后的种子用琼脂水溶液均匀铺在含
有潮霉素（ＨＹＲ）的 ＬＢ平板上，４℃暗处理 ２～３ｄ
后移入正常光照下继续培养，将长成绿苗的拟南芥

移入浇过营养液的土壤中继续生长，用于筛选阳

性苗。

１．５　拟南芥双突变体的检测
将得到的４２株 Ｔ１代植株进行编码，分别记为

Ｔ１－１、Ｔ１－２、Ｔ１－３、…、Ｔ１－４０、Ｔ１－４１、Ｔ１－４２。剪取拟南芥
Ｔ１代幼苗叶片２～３张，提取其基因组ＤＮＡ，利用引
物８４ａ１－Ｆ和８４ａ１－Ｒ（表１）进行ＰＣＲ扩增目的基
因，ＰＣＲ产物用１％琼脂糖凝胶进行初步检测，初步
检测正确后送公司进行测序验证。以野生型拟南

芥序列作为对照，分析该基因片段靶序列是否突变。

将验证好的８４ａ１发生突变的拟南芥继续用潮

霉素筛选获得Ｔ２代，提取阳性绿苗基因组 ＤＮＡ，首
先利用引物８４ａ１－Ｆ和８４ａ１－Ｒ进行ＰＣＲ扩增，与
Ｔ１代的检测结果进行比对，检测其突变是否已经纯
合。将这些８４ａ１突变体纯合体再利用引物８４ａ２－
Ｆ和８４ａ２－Ｒ（表１）进行ＰＣＲ扩增，用１％琼脂糖凝
胶进行初步检测后送铂尚生物技术（上海）有限公

司进行测序验证，以野生型拟南芥作为对照，通过

序列比对确定其突变基因类型。

将突变的８４ａ２但未纯合的拟南芥Ｔ２代继续用
潮霉素筛选获得Ｔ３代，同上提取其基因组 ＤＮＡ，利
用８４ａ１－Ｆ和８４ａ１－Ｒ进行ＰＣＲ扩增获得ｕｇｔ８４ａ１
目标序列，利用８４ａ２－Ｆ和８４ａ２－Ｒ进行ＰＣＲ扩增
获得ｕｇｔ８４ａ２目标序列，将２种扩增产物送公司进
行测序，ｕｇｔ８４ａ１、ｕｇｔ８４ａ２同时发生突变的株系则为
ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２双突变体。

表１　引物

引物名称 引物序列（５′→３′） 引物说明

ＳＧ６９７７－ＵＰ ＴＧＡＴＴＧＣＴＣＧＴＴＡＣＣＴＴＣＧＴＴＡＣＡＡ ｕｇｔ８４ａ１靶点序列
ＳＧ６９７７－ＬＷ ＡＡＡＣＴＴＧＴＡＡＣＧＡＡＧＧＴＡＡＣＧＡＧＣＡ

ＳＧ６９７８－ＵＰ ＴＧＡＴＴＧＡＣＧＡＡＧＡＡＧＴＧＧＡＴＴＡＡＣＧ ｕｇｔ８４ａ２靶点序列
ＳＧ６９７８－ＬＷ ＡＡＡＣＣＧＴＴＡＡＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＧＴＣＡ

ＰＵＶ４－Ｒ ＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡ ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ载体鉴定序列
ＰＵＶ３－Ｆ ＡＧＣＴＧＧＣＡＣＧＡＣＡＧＧＴＴＴＣＣＣＧＡＣＴ

８４ａ１－Ｆ ＣＴＣＴＴＣＴＴＣＧＴＣＴＣＧＧＣＡＡＧ ８４ａ１突变体植株鉴定序列
８４ａ１－Ｒ ＧＴＣＧＡＡＡＡＣＣＣＧＴＧＡＡＣＣＴＡＧ

８４ａ２－Ｆ ＡＴＧＧＡＧＣＴＡＧＡＡＴＣＴＴＣＴＣＣ ８４ａ２突变体植株鉴定序列
８４ａ２－Ｒ ＡＡＴＡＧＴＡＡＴＡＡＧＣＡＧＣＴＡＡＧＣ

２　结果与分析

２．１　ｓｇＲＮＡ靶点序列的选择
从 ＴＡＩＲ数据库查找到已公布的拟南芥

ｕｇｔ８４ａ１和 ｕｇｔ８４ａ２的 基 因 组 序 列 （分 别 为
ＡＴ４Ｇ１５４８０和ＡＴ３Ｇ２１５６０）。利用ｓｇＲＮＡ设计软件
搜索到可能的拟南芥ｓｇＲＮＡ序列，通过进一步筛选
最终选定２条ｓｇＲＮＡ序列，分别为ＧＣＴＣＧＴＴＡＣＣＴＴ
ＣＧＴＴＡＣＡＡ和ＧＡＣＧＡＡＧＡＡＧＴＧＧＡＴＴＡＡＣＧ。利用
该靶点序列设计引物，其中拟南芥 ｕｇｔ８４ａ１靶点序
列的引物为Ｏｌｉｇｏ（５′→３′）ＵＰ（ＴＧＡＴＴＧＣＴＣＧＴＴＡＣ
ＣＴＴＣＧＴＴＡＣＡＡ）和ＯｌｉｇｏＬＷ（ＡＡＡＣＴＴＧＴＡＡＣＧＡＡ
ＧＧＴＡＡＣＧＡＧＣＡ）；拟南芥ｕｇｔ８４ａ２靶点序列的引物
为 ＯｌｉｇｏＵＰ（ＴＧＡＴＴＧＡＣＧＡＡＧＡＡＧＴＧＧＡＴＴＡＡＣＧ）
和ＯｌｉｇｏＬＷ（ＡＡＡＣＣＧＴＴＡＡＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＧＴＣＡ）。

２．２　载体的构建及其验证
先将ｓｇＲＮＡ靶点序列的引物 Ｏｌｉｇｏ二聚体在

９５℃ 条件下变性３ｍｉｎ，然后以约０．２℃／ｓ缓慢降
至 ２０℃进行退火配对连接。然后与线性化的
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ载体在２５℃反应１ｈ进行连接。反应
结束后首先进行 ＰＣＲ验证，ｕｇｔ８４ａ１阳性转化子的
ＰＣＲ条带大小为５１０ｂｐ（图１），ｕｇｔ８４ａ２阳性转化子
的ＰＣＲ条带大小为４７０ｂｐ（图２）。验证条带大小
正确的转化子，提取其质粒进一步送铂尚生物技术

（上海）有限公司测序验证，选取测序序列１００％正
确的重组载体转入农杆菌并浸染拟南芥。

２．３　拟南芥双突变体的筛选与检测
２．３．１　ｕｇｔ８４ａ１突变体植株嵌合体序列分析　携带
有重组双突变体载体的农杆菌浸染拟南芥获得 Ｔ０
代植株，通过潮霉素筛选拟南芥Ｔ０代得到２０株Ｔ１

—１５—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２０期



代阳性苗，分别编号为 Ｔ１－１、Ｔ１－２、Ｔ１－３、…、Ｔ１－１８、
Ｔ１－１９、Ｔ１－２０。提取 Ｔ１代２０株幼苗基因组 ＤＮＡ，并
利用引物８４ａ１－Ｆ和８４ａ１－Ｒ（表１）进行 ＰＣＲ扩
增，扩增产物送铂尚生物技术（上海）有限公司进行

测序分析。将测序序列与野生型拟南芥植株序列

进行比对，在２０株阳性转基因植株中有１２株缺失
Ａ碱基，引起基因的移码突变；３株缺失Ａ、Ｃ２个碱
基，引起基因的移码突变；５株未发生突变。其中，
缺失Ａ碱基的１２株拟南芥突变基因类型相同，缺
失Ａ、Ｃ２个碱基的３株拟南芥突变基因类型相同
（图３），从而得到 ｕｇｔ８４ａ１突变体植株（表２），从图
３可以看出，测序序列中有嵌合峰，表明 Ｔ１代突变
植株为嵌合体。

２．３．２　ｕｇｔ８４ａ１突变体纯合体筛选　选取 Ｔ１代已
经验证好的 ｕｇｔ８４ａ１突变体 Ｔ１－２、Ｔ１－１６继续经潮霉
素筛选得到 Ｔ２代植株，每个号选取８株，分别编号
为 Ｔ２－２－１、Ｔ２－２－２、…、Ｔ２－２－７、Ｔ２－２－８；Ｔ２－１６－１、
Ｔ２－１６－２、…、Ｔ２－１６－７、Ｔ２－１６－８。对这些 Ｔ２代植株进行
基因组ＤＮＡ提取，利用引物８４ａ１－Ｆ和８４ａ１－Ｒ进
行ＰＣＲ扩增，扩增产物送铂尚生物技术（上海）有限

表２　ｕｇｔ８４ａ１突变体植株

拟南芥基因类型 基因突变位点 对应的植株号

未突变／野生型 ＣＴＣＧＴＴＡＣＣＴＴＣＧＴＴＡＣＡＡＣＧＧ Ｔ１－３、Ｔ１－１７、Ｔ１－１８、Ｔ１－１９、Ｔ１－２０

缺Ａ碱基突变类型 ＣＴＣＧＴＴＡＣＣＴＴＣＧＴＴＡＣＡＣＧＧ Ｔ１－１、Ｔ１－２、Ｔ１－４、Ｔ１－６、Ｔ１－７、Ｔ１－８、Ｔ１－９、Ｔ１－１０、Ｔ１－１１、Ｔ１－１２、Ｔ１－１３、Ｔ１－１４

缺Ａ、Ｃ碱基突变类型 ＣＴＣＧＴＴＡＣＴＴＣＧＴＴＡＣＡＣＧＧ Ｔ１－５、Ｔ１－１５、Ｔ１－１６
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公司进行测序分析。观察并分析测序结果，与Ｔ１代
８４ａ１突变体植株的突变位点进行比对，其中
Ｔ２－２－１、Ｔ２－２－５、Ｔ２－２－６的 Ｔ２代与 Ｔ１代突变位点一
致，缺少Ａ碱基；Ｔ２－１６－４的Ｔ２代与Ｔ１代突变位点一

致，缺少 Ａ、Ｃ碱基（表３），并且为纯合突变体（图
４）。经过 Ｔ１代与 Ｔ２代的验证，得到了 ｕｇｔ８４ａ１纯
合体植株。

表３　ｕｇｔ８４ａ１纯合突变体植株

拟南芥基因类型 基因突变位点 对应的植株号

未突变／野生型 ＣＴＣＧＴＴＡＣＣＴＴＣＧＴＴＡＣＡＡＣＧＧ ＷＴ

缺Ａ碱基突变类型 ＣＴＣＧＴＴＡＣＣＴＴＣＧＴＴＡＣＡＣＧＧ Ｔ２－２－１、Ｔ２－２－５、Ｔ２－２－６

缺Ｃ、Ａ碱基突变类型 ＣＴＣＧＴＴＡＣＴＴＣＧＴＴＡＣＡＣＧＧ Ｔ２－１６－４

２．３．３　ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２双突变体筛选　将检测的
ｕｇｔ８４ａ１纯合体Ｔ２－２－１、Ｔ２－２－５、Ｔ２－２－６和Ｔ２－１６－４进行
ｕｇｔ８４ａ２基因突变检测（图 ５）。首先进行基因组
ＤＮＡ提取，利用引物８４ａ２－Ｆ和８４ａ２－Ｒ进行ＰＣＲ
扩增，扩增产物送铂尚生物技术（上海）有限公司进

行测序分析。分析测序结果，与野生型植株的８４ａ２
相应基因位点进行比对，检测结果发现，Ｔ２－２－１、
Ｔ２－２－５、Ｔ２－２－６缺失 Ａ碱基，Ｔ２－１６－４的 Ａ碱基突变为
Ｔ碱基，插入１个Ｔ碱基（表４），由此得到了２种不

同类型的 ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２双突变体，分别为
ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２Ｔ２－２－１（ｕｇｔ８４ａ１缺失Ａ，ｕｇｔ８４ａ２缺
失Ｔ）、ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２Ｔ２－１６－４（ｕｇｔ８４ａ１缺失 Ｃ、Ａ，
ｕｇｔ８４ａ２缺失Ｔ、Ａ突变为Ｃ、Ｇ突变为Ｔ）。

３　讨论与结论

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９是一种能够对基因组的特定位点
进行精确编辑的技术，其原理是核酸内切酶Ｃａｓ９蛋
白通过导向性ＲＮＡ识别特定基因组位点并对双链

表４　ｕｇｔ８４ａ２突变体植株

拟南芥基因类型 基因突变位点　　　　 对应的植株号

未突变／野生型 ＣＣＡＣＧＴＴＡＡＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＧＴＣ ＷＴ

缺失Ｔ碱基突变类型 ＣＣＡＣＧＴＡＡＴＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣＧＴＣ Ｔ２－２－１、Ｔ２－２－５、Ｔ２－２－６

缺失Ｔ、Ａ突变为Ｃ、Ｇ突变为Ｔ突变类型 ＣＣＡＣＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＴＣＴＴＣＴＴＣ Ｔ２－１６－４
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ＤＮＡ进行切割，细胞随之利用非同源末端连接或者
同源重组方式对切割位点进行修复，实现ＤＮＡ水平
基因敲除或精确编辑［２２－２４］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编
辑技术比起ＺＦＮｓ和ＴＡＬＥＮｓ基因编辑技术而言，有
着无法比拟的优点［２５］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统操作较
为简便，只需设计ｓｇＲＮＡ靶向序列便可对基因进行
编辑［２１］，由于其独特的优势，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编
辑技术已经在医学、动物科学、植物科学等领域广

泛应用［２６－２８］。

植物体内含有大量的小分子化合物，这些小分

子物质的糖基化在植物体内普遍存在［２９－３０］。糖基

化修饰是植物小分子代谢修饰的一种重要形式，通

常会引起小分子化合物的失活，从而调节细胞内小

分子稳态，影响植物生长发育的诸多方面［３１－３２］。研

究表明，拟南芥糖基转移酶 ＵＧＴ８４Ａ１、ＵＧＴ８４Ａ２都
能够糖基化外源毒性物质２，４，５－三氯苯酚［１６］以

及植物内源物质对羟基肉桂酸［１７］，表明 ＵＧＴ８４Ａ１
和ＵＧＴ８４Ａ２为同工基因。目前这２个基因的功能
研究都停留在单基因突变体研究，目前的研究结果

对于解析同源基因的功能和互相作用还缺少有力

的证据。虽然拟南芥糖基转移酶 ＵＧＴ８４Ａ１和
ＵＧＴ８４Ａ２基因早已被发现并克隆，但由于体内代谢
平衡调控是一个复杂的过程，其中涉及的相关基因

的有序时空表达与基因之间的相互作用还没有具

体研究透彻。基于以上原因，本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统成功获得了拟南芥 ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２双突

变体，此研究为 ＵＧＴ８４Ａ１和 ＵＧＴ８４Ａ２基因功能研
究提供了试验材料，为其他物种中 ＵＧＴ８４Ａ１和
ＵＧＴ８４Ａ２同源基因的功能研究提供了借鉴。

快速高效筛选双突变体材料对于科学研究是

必要的。本研究中，将 ＵＧＴ８４Ａ１与 ＵＧＴ８４Ａ２靶序
列同时构建到 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９双突变体载体，从而同
时敲除同源基因ｕｇｔ８４ａ１／ｕｇｔ８４ａ２，通过分析突变体
突变位点时发现，针对单一基因突变体往往会筛选

到２～３种不同位点突变，其中多数突变的碱基是一
致的，说明构建的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体系统工作稳定
性很高。在筛选双突变体过程中，由于２个基因同
时突变的概率很低，所以首先筛选 ｕｇｔ８４ａ１单突变
体，找到其突变体纯合体后，再筛选另一个基因

ｕｇｔ８４ａ２是否同时突变，这样不仅工作效率高，需要
测序的样品数也大大减少，从而提高了突变体筛选

效率。综上，本研究的开展对于加快 ｕｇｔ８４ａ１／
ｕｇｔ８４ａ２功能基因资源的开发利用提供有力的理论
与方法支持。
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ｍａｎａｇｅｒｓｏｆｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，

２００５，８（３）：２５４－２６３．

［３１］ＬｉｍＥＫ，ＢｏｗｌｅｓＤＪ．Ａｃｌａｓｓｏｆｐｌａｎｔｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄ

ｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，２００４，２３（１５）：２９１５－

２９２２．　

［３２］ＳｉｅｂｅｒＰ，ＳｃｈｏｒｄｅｒｅｔＭ，ＲｙｓｅｒＵ，ｅｔａｌ．ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ

ｐｌａｎｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｆｕｎｇａｌｃｕｔｉｎａｓｅｓｈｏｗａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ａｎｄｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｔｈｅｃｕｔｉｃｌｅａｎｄｐｏｓｔｇｅｎｉｔａｌｏｒｇａｎｆｕｓｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｐｌａｎｔ

Ｃｅｌｌ，２０００，１２（５）：７２１－７３８．

—５５—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２０期


