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　　摘要：ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统是作物分子设计育种的重要手段，ｓｇＲＮＡ设计对于提高基因编辑效率具有重要
作用。为了提高ｓｇＲＮＡ设计的准确度，构建了聚乙烯亚胺修饰的单壁碳纳米管（ＰＥＩ－ＳＷＮＴ）介导的瞬时转化体系，
并用于检测青花菜ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑效率。结果表明，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９编辑体系可以诱导青花菜特定基因位点发
生突变，编辑效率为８．３％。研究结果为利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统创制青花菜新种质提供了基础。
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　　青花菜（ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａＬ．ｖａｒ．ｉｔａｌｉｃａＰｌａｎｃｈ）
又名西兰花，是十字花科芸薹属甘蓝种中以绿色花

球为产品的一、二年生草本植物。营养价值较高，

含有丰富的维生素，并含抗癌物质，受到消费者的

青睐。青花菜栽培历史较短，但发展很快，在我国

已成为一些地区出口创汇的重要优质蔬菜种类之

一。通过现代育种技术，提高青花菜种质资源的抗

性和品质，对于青花菜品种选育工作非常重要。

近年来 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统作为一种
新型生物学研究手段被开发利用，该系统凭借其技

术优越性被广泛应用于拟南芥、烟草、玉米等多种

作物的基因组定点编辑［１－３］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的
编辑效率受多种因素影响，Ｃａｓ９核酸酶启动子、
ｓｇＲＮＡ启动子的类型、ｓｇＲＮＡ与目标位点的结合效
率，目标靶点的数目、载体的类型、转化的方式以及

宿主植株的同源重组修复能力等；优化Ｃａｓ９基因的
密码子可以提高编辑效率［４－５］。熊兴鹏对甘蓝型油

菜的研究结果表明，利用不同的ｓｇＲＮＡ，其编辑效率
从２０％到５６％不等［６－７］。

不同的ｓｇＲＮＡ序列对于目标基因的结合效率
具有很大的差异，在依靠特定软件对 ｓｇＲＮＡ序列进
行设计时，各个软件会依据ｓｇＲＮＡ序列的碱基种类
对其编辑效率进行估算，不同软件的算法差异以及

作物种类的影响会造成估算结果常与实际的编辑

效率有较大的差异［８］，为了排除干扰因素的影响，

通过瞬时表达对 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９转化载体的编辑效
率进行检测就尤为重要。

青花菜的再生体系建立比较困难，转化的效率

也较低，在实际的操作中往往是经过复杂的步骤实

现了遗传转化却由于基因编辑载体的效率较低而

无法实现基因编辑，为了避免这种情况，有必要在

遗传转化前对基因编辑载体的编辑效率进行检测。

近年来纳米材料渐渐应用到植物的遗传转化

中［９］。碳纳米管和聚乙烯亚胺复合体介导的遗传

转化是利用聚乙烯亚胺带正电的特性吸附带负电

的质粒载体，利用碳纳米管长径比很大的特性，刺

破植物细胞壁，将外源载体导入到植物细胞内［１０］。

利用聚乙烯亚胺修饰的碳纳米管介导的瞬时转化

在烟草、小麦、棉花上都已成功实现，在青花菜上还

未有先例，本研究参照烟草试验方法，探索该体系

在检测青花菜基因编辑效率上应用的可行性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用青花菜品种是苏青３号，由江苏省
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农业科学院蔬菜研究所选育而成，由笔者所在课题

组保存；碳纳米管购自于先丰纳米材料科技有限公

司，聚乙烯亚胺购自于 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ。相关试验
于２０１９年１０—１２月在江苏省高效园艺作物遗传改
良重点实验室进行。

１．２　ｓｇＲＮＡ的设计与基因编辑载体的构建
用ＣＲＩＳＰＲ－ｐ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｃｒｉｓｐｒ．ｈｚａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ）

在线软件对青花菜紫色相关基因ＢＥＥ１（Ｂｏｌ０３０７７７）
基因序列进行靶位点分析，选择位于外显子上、ＧＣ
含量不低于５０％、靠近基因编码区５＇端的序列作为
靶位点［１１］；将候选的 ｓｇＲＮＡ与青花菜的基因组序
列进行比对，淘汰脱靶率较高的 ｓｇＲＮＡ，设计的
ｓｇＲＮＡ序列如表１所示，并将人工合成的 ｓｇＲＮＡ序
列连接到北京唯尚立德公司 ＶＫ００５－１４质粒载体
上［１２］。选择测序结果一致的质粒进行摇菌扩繁，质

粒提取步骤按照天根生化科技（北京）有限公司质

粒提取试剂盒说明书进行，提取的质粒浓度需达到

１０００ｎｇ／μＬ，浓度不够则利用浓缩仪进行浓缩。
表１　青花菜ＢＥＥ１基因编辑位点ｓｇＲＮＡ序列

编号 ｓｇＲＮＡ序列（５′→３′）

Ｂ１ ＧＴＣＴＣＴＡＣＡＡＡＡＴＣＡＡＧＴＣＧＡＧＧ

Ｂ２ ＣＣＡＣＡＧＣＴＴＡＧＣＡＧＡＧＡＧＧＧＴＡＡ

Ｂ３ ＣＣＴＴＴＧＴＣＴＴＣＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＡＧ

　　注：斜体标记的是ＰＡＭ。

１．３　ＰＥＩ－ＳＷＮＴ的制备
按照文献［１３－１４］的方法制备 ＰＥＩ－ＳＷＮＴ。

将１．３ｍｇ干燥 ＣＯＯＨ－ＳＷＮＴｓ加入５０ｍＬ锥形底
离心管中，加入３０ｍＬ蒸馏水，超声波浴处理获得
ＣＯＯＨ－ＳＷＮＴ悬浊液，ＰＥＩ与 ＣＯＯＨ－ＳＷＮＴｓ共反

应获得 ＰＥＩ－ＳＷＮＴ复合体。ＰＥＩ与 ＣＯＯＨ－
ＳＷＮＴｓ按照１∶２０的比例共反应获得 ＰＥＩ－ＳＷＮＴ
复合体，将 ＰＥＩ－ＳＷＮＴ复合体转移到 １０００００－
ＭＷＣＯ过滤器中。用无核酸酶的水洗涤 ＰＥＩ－
ＳＷＮＴ溶液６次，将过量的ＰＥＩ洗去。
１．４　基因编辑载体瞬时转化青花菜叶片

准备ＭＥＳ输送缓冲液（ｐＨ值＝４．５～５．０）用于
稀释ＰＥＩ－ＳＷＮＴ，以 ＰＥＩ－ＳＷＮＴ∶ＤＮＡ（３∶１）的
质量比将５００ｎｇＰＥＩ－ＳＷＮＴｓ与１６７ｎｇ质粒 ＤＮＡ
复合在一起，室温下孵育 ３０ｍｉｎ以形成 ＤＮＡ－
ＰＥＩ－ＳＷＮＴ复合物。将ＤＮＡ－ＰＥＩ－ＳＷＮＴ溶液吸
入 １ｍＬ的无针注射器。在青花菜叶子背面用针尖
刺穿，将注射器缓慢注射到青花菜的叶片中。在叶

片上轻轻地标记入渗区域，１ｄ后质粒 ＤＮＡ转录为
ｍＲＮＡ，２～３ｄ将ｍＲＮＡ翻译为蛋白。
１．５　青花菜子叶中瞬时表达荧光蛋白检测

将注射后的植株转移到光培箱（光周期为白天

１６ｈ，２７℃；夜晚８ｈ，２２℃）进行培养。于注射后第
３天（７２ｈ）在激光共聚焦显微镜下观察叶片是否有
ＧＦＰ荧光蛋白表达。
１．６　候选ｓｇＲＮＡ基因编辑效率检测

取青花菜叶片有ＧＦＰ荧光表达部位的叶片，用
ＣＴＡＢ法提取叶片的基因组 ＤＮＡ，根据编辑的基因
序列设计包含编辑位点的引物进行 ＰＣＲ扩增（表
２）。纯化回收扩增后的ＰＣＲ片段，连接Ｔ载体后进
行大肠杆菌转化，每个样品挑取８个单克隆摇菌后
ＰＣＲ扩增测序。将测序结果与青花菜的基因序列
进行比较，检测基因位点是否被编辑，并计算编辑

效率。

表２　鉴定青花菜编辑位点的引物序列

编号 正向引物（５′→３′） 反向引物（５′→３′）

Ｂ１ ＧＡＴＣＧＴＣＴＣＴＡＣＡＡＡＡＴＣＡＡＧＴＣＧＡＧＧ ＴＣＧＡＣＣＴＣＧＡＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＡＧＡＧＡＣ

Ｂ２ ＧＡＴＣＣＣＡＣＡＧＣＴＴＡＧＣＡＧＡＧＡＧＧＧＴＡＡ ＴＣＧＡＴＴＡＣＣＣＴＣＴＣＴＧＣＴＡＡＧＣＴＧＴＧＧ

Ｂ３ ＧＡＴＣＣＣＴＴＴＧＴＣＴＴＣＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＡＧ ＴＣＧＡＣＴＧＴＴＣＴＣＣＧＡＴＧＡＡＧＡＣＡＡＡＧＧ

２　结果与分析

２．１　ＳＷＮＴ水分散液浓度和ＰＥＩ－ＳＷＮＴ分散液浓
度分析

通过对ＳＷＮＴ和ＰＥＩ－ＳＷＮＴ浓度的测量表明
ＳＷＮＴ水悬浊液的浓度为９０．１１ｍｇ／Ｌ（建议浓度在
１００ｍｇ／Ｌ左右），ＰＥＩ－ＳＷＮＴ的浓度可以达到
４１７２ｍｇ／Ｌ（表 ３），回收效率为 ４６．３％。ＰＥＩ－
ＳＷＮＴ的浓度达到试验要求。

表３　ＳＷＮＴ水分散液浓度ＰＥＩ－ＳＷＮＴ分散液浓度

样品 吸光度 浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＳＷＮＴ ０．１８２ ９０．１１

ＰＥＩ－ＳＷＮＴ ０．０８４ ４１．７２

　　注：样品稀释倍数为１０。

２．２　青花菜叶片ＧＦＰ荧光表达分析
利用荧光共聚焦显微镜观察荧光标签的表达

情况，由图１可见，注射碳纳米管和质粒的复合体的
青花菜叶片可在共聚焦显微镜下观察到绿色的荧
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光，说明 ＧＦＰ蛋白在注射后第 ３天已经在叶片表
达，通过此方法可以将外源基因导入到青花菜的叶

面细胞中并完成外源基因的表达。本试验成功注

射３２个叶片中有７个可以在荧光共聚焦下观察到
绿色荧光，占注射总数的２１．９％。

２．３　青花菜ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统候选ｓｇＲＮＡ基因编
辑结果

提取有ＧＦＰ荧光蛋白表达的叶片 ＤＮＡ，用表２
的引物扩增检测有 ＧＦＰ荧光表达的青花菜基因组
的序列，胶回收ＰＣＲ产物，然后连接到 Ｔ载体上并
转化到大肠杆菌，将挑取的２４个单克隆样品摇菌后
进行测序。测序的结果中有２个编号样品的序列在
基因编辑位点附近发生了基因突变，第５号样品在
Ｂ１编辑位点ＰＡＭ附近检测到３个碱基的缺失，第
１０号样品检测到 Ｂ１编辑位点单碱基的突变（图
２），Ｂ２和 Ｂ３编辑位点没有检测到基因突变。
ｓｇＲＮＡ在青花菜中的编辑效率为８．３％。

３　讨论

基因编辑技术已经被广泛应用于各类蔬菜的

种质资源创新中，ｓｇＲＮＡ的编辑效率是影响基因编
辑技术成败的关键因素之一［１５］，通过常规遗传转化

方法对ｓｇＲＮＡ有效性进行验证比较耗时，且成本较
高［１２］。瞬时表达体系作为一种简便高效的方法可

用于快速验证ｓｇＲＮＡ的编辑效率，徐璇等利用柑橘
的原生质体成功实现了柑橘的瞬时转化［１６］，郑天慧

等利用原生质体转化的方法在拟南芥上实现了基

因编辑并筛选出高效率的 ｓｇＲＮＡ序列。但通过原
生质体实现瞬时转化的方法存在许多局限性，如试

验过程中材料容易被污染，对编辑效率的检测难度

大等。已有研究表明，ＰＥＩ－ＳＷＮＴ介导的瞬时转化
方法具有操作简便、检测周期短等优点，能够被用

于验证ｓｇＲＮＡ的编辑效率。本研究探索了在青花
菜上建立切实可行的瞬时转化方法，该方法操作简

便、快速，可以方便快捷地验证ｓｇＲＮＡ的编辑效率。
本研究在已有研究的基础上优化了试验步骤，较

大幅度提高了碳纳米管分散液的浓度，利用 ＰＥＩ－
ＳＷＮＴ介导的瞬时转化系统在青花菜上实现了更加
高效的瞬时转化。试验结果表明，ＳＷＮＴ水悬浊液
的浓度可以达到９０ｍｇ／Ｌ以上，ＰＥＩ－ＳＷＮＴ溶液的
浓度可以达到４１．７２ｍｇ／Ｌ，ＳＷＮＴ结合 ＰＥＩ后的回
收率为４６．３％，可以满足试验的需求；ＰＥＩ－ＳＷＮＴ
介导的瞬时转化体系可以将外源载体通过叶面注

射的方法导入到青花菜的叶面细胞中。提取青花

菜瞬时转化部位叶片的基因组 ＤＮＡ，对编辑位点进
行测序后发现有单碱基的突变和缺失，说明构建的

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在青花菜上具有编辑能力。本试
验结果显示由ＰＥＩ－ＳＷＮＴ介导的瞬时转化体系可
以完成对青花菜更加高效的瞬时转化，本方法相较

于其他瞬时转化方法更简单高效，且单次转化成本

可以降低到３美元。该方法为利用基因编辑技术创
制青花菜的新种质奠定了良好的基础。
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４种血清型沙门氏菌多重 ＰＣＲ检测方法建立及应用
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　　摘要：为检测鉴别鸡白痢、肠炎、鼠伤寒、伤寒４种养禽业中常见的沙门氏菌血清型，利用每种血清型的特异基因位
点，建立多重ＰＣＲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）检测方法，并通过试验对多重ＰＣＲ法的特异性、灵敏度进行验证。结果显
示，所建立的检测方法特异性强，与非沙门氏菌无交叉反应，灵敏度高。鸡白痢沙门氏菌的最低检测限度１３．１ｐｇ／ｍＬ，肠
炎沙门氏菌最低检测限度达１２．５ｐｇ／ｍＬ，鼠伤寒沙门氏菌、伤寒沙门氏菌的最低检测限度１３．７ｐｇ／ｍＬ，伤寒沙门氏菌最
低检测限度１２．３ｐｇ／ｍＬ。结果表明，此方法准确可靠、特异性强、灵敏度高，有望成为以后检测沙门氏菌的有效工具。
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　　目前，已发现的沙门氏菌血清型有 ２０００多
种［１］。其中，鸡白痢沙门氏菌、肠炎沙门氏菌、鼠伤

寒沙门氏菌、伤寒沙门氏菌这几种血清型的沙门氏

菌在我国部分地区感染率较高［２］。有资料显示这

几种血清型的沙门氏菌基因组相近［３］，想要检测鉴

别这几种沙门氏菌血清型，可通过培养为前提的传

统检测方法和分子生物学检测方法［４］。传统检测

方法包括平板上鉴别培养［５］，生化检测以及血清分

型等［３］。这些方法虽然结果清晰、准确，但是存在

检测时间长［５］、特异性差、操作过程繁琐等缺点，不

适用于大批量的临床样本检测［６］。分子生物学检

测技术包括聚合酶链反应技术 ＰＣＲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｚｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ）、恒温核酸扩增技术、脉冲场凝胶电
泳、基因探针技术等，本试验用到的检测技术是聚

合酶反应技术ＰＣＲ中的多重ＰＣＲ检测技术［６］。

多重ＰＣＲ检测技术可以同时扩增多个目的片
段，实现多通量的目的基因检测。本研究用多重

ＰＣＲ检测技术检测鉴别鸡白痢沙门氏菌、肠炎沙门
氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、伤寒沙门氏菌４种养禽业中
常见的沙门氏菌血清型。这个技术相比沙门氏菌

传统的检测方法既快速、高效，也简单易操作［３－７］，

并适用于规模化养殖中大量的样本检测。因此这

个方法的建立能及时发现生产养殖中出现的沙门

氏菌感染，为沙门氏菌的防控奠定基础。
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