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Abstract：【Objective】Fragrant rice, which is favored because of its quality characteristics of faint scent and tastiness, is 
a special rice type. Fragrance in rice is mainly controlled by the gene encoding betaine aldehyde dehydrogenase on 
chromosome 8.【Method】The fragrant gene Badh2 in Zhonghua 11 was edited by CRISPR/CAS9.【Result】Twenty 
T1 individuals derived from T0 generation were genotyped. One plant, which contains an additional T base in the first 
exon of Badh2 without the vector skeleton, was finally produced. qRT-PCR result suggested that Badh2 RNA level was 
decreased in the mutant. Compared with the wild type, the mutant increased 2-acetyl-1-pyrroline content by the GC-MS 
method. Furthermore, two rice yield-related traits including tiller numbers and seed-setting rate showed significant 
difference at the 0.05 level among five traits related to yield and three traits related to cooking and eating 
quality.【Conclusion】We succeed editing the Badh2 by CRISPR-CAS9 technical in rice, and it would provide 
abundant theoretical guidance and accelerate the breeding process of fragrant rice.   
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摘  要：【目的】香稻作为一类特殊的水稻群体，以其清香可口的品质特性备受消费者的欢迎。到目前为止，水

稻中的香味主要受第 8 染色体上编码甜菜碱醛脱氢酶基因 Badh2 控制。【方法】通过 CRISPR/CAS9 技术对中花

11 的香味基因 Badh2 进行编辑。【结果】获得转基因 T0代植株并对其所衍生的 T1代 20 个单株进行了鉴定分析，

获得了一个剔除了载体骨架且第 1 外显子上插入一个碱基 T 的突变体材料。该材料中 Badh2 RNA 水平显著下调；

利用 GC-MS 技术测定野生型及突变体材料籽粒 2-乙酰-1-吡咯啉含量，结果表明突变体材料中的香味物质显著增

加；此外，我们还对野生型及 T2 代香型植株水稻产量及稻米蒸煮食味品质进行了考查及测定分析，发现除分蘖

数及结实率呈现出显著差异外（P<0.05），其余各项指标在两组材料间都无显著差异。【结论】通过 CRISPR/CAS9
技术成功地对水稻香味基因进行了编辑，可为香稻育种提供丰富的理论指导，加快香稻的育种进程。 
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水稻是世界上最重要的粮食作物之一，为全

世界约 21%人口提供了食物来源。近年来，随着人

们生活水平的提高，稻米品质越来越成为消费者考

量的重要指标。香味被认为是一种重要的品质指标，

在世界范围内，香稻已广为传播并普遍受到消费者

的欢迎，其市场价格也比普通大米高出许多，这也

为香稻研究提供了更为广阔的市场前景[1]。 
近些年来，大量研究报道了水稻香味基因的研

究，主要包括香味基因的遗传分析，基因的克隆以

及香味基因的育种利用等[2-4]。早期研究表明香味基

因主要由 1~3 对显性或隐性基因控制[2, 4]，随着研

究的深入，遗传分析结果表明水稻中香味主要受位

于第 8 染色体上的一个单隐形基因 Badh2 控制，该

基因编码甜菜碱脱氢酶[5]，包含 15 个外显子和 14
个内含子，共编码 503 个氨基酸，研究表明该基因

与香味密切相关并成功克隆[5-6]。香味物质的合成也

是香稻研究的重要方面，前人报道了脯氨酸和鸟氨

酸可能为香味物质 2-乙酰-1-吡咯啉（2-AP）的前
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体物质[7]，当 Badh2 突变后导致香味物质 2-AP 含

量的大量积累，非香稻材料中该基因所编码的蛋白

甜菜碱脱氢酶可能通过催化其底物 4-氨基丁醛进

而转化为 4-氨基丁酸，而香稻材料中则可能促进 4-
氨基丁酸转化为 1-吡咯啉，进而与乙酰基团结合，

从而形成香味物质 2-AP，但具体的 Badh2 蛋白功

能及 2-AP 代谢途径还没有彻底研究清楚[6]。 
分子标记辅助选择被认为是一种有效的育种

手段，特别适合于一些性状考查比较困难的基因。

香味性状的鉴定相对比较困难，容易受主观因素的

影响，因此，香味基因分子标记辅助选择可以大大

提高其选择的效率。Badh2 第 7 外显子 8 bp 缺失的

突变体基因 badh2 首先被报道。此外，Chen 等[5]

还发现了 Badh2 另外一个等位基因，即第 2 外显子

存在 7 bp 的缺失，并将有功能的 Badh2 基因转化到

第 2 外显子缺失的香稻材料中，发现转基因植株的

2-AP 含量显著下降，该研究结果表明第 2 外显子上

7 个碱基的缺失也可引起水稻香味的产生。此外，

随着香味基因 Badh2 的克隆[6]，一系列 Badh2 等位

变异基因被成功鉴定，相关的功能标记也被开发利

用[8-11]。近些年来研究人员希望通过生物技术手段

对水稻品种中的香味基因进行编辑，从而加快育种

进程。Niu 等[12]通过 RNAi 技术，对日本晴中的香

味基因 BADH2 进行敲除，结果发现，转基因后代

植株中的香味物质 2-乙酰-1-吡咯啉（2-AP）含量明

显增加；Chen 等[13]采用人工小 RNA 转基因技术，

对日本晴中的香味基因 BADH2 进行敲除，结果表

明转基因后代籽粒中 2-AP 含量明显提高。转录激

活因子效应物核酸酶（TALEN）是基因组编辑核酸

酶，可以有效地对靶向基因组进行编辑，Shan 等[14]

通过 TALEN 技术，对水稻香味基因 BADH2 进行

基因组编辑，获得了大约 30%的杂合 BADH2 基因

型的遗传材料，通过后代分离鉴定，获得剔除了转

基因克隆载体的香型突变体材料，突变体材料的

2-AP 含量明显提高。 
本研究利用 CRISPR-CAS9 技术，以中花 11 为

研究对象，对水稻香味基因 Badh2 进行编辑，获得

不携带转基因克隆载体及表现出香味的植株，以期

为加快水稻香味育种进程提供一定的理论指导。 

1 材料与方法 

1.1 试验材料 
本研究以中花 11 为遗传转化受体，开展常

规的转基因试验，转基因材料种植于中国水稻研

究所富阳试验基地，常规田间种植及管理。 
1.2 载体构建及转基因研究 

利用试剂盒快速方便地将 gRNA靶点序列插

入到 Cas9/gRNA 质粒中。构建好的 Cas9/gRNA
质粒能够同时表达植物密码子优化的 Cas9 蛋白

及 gRNA，应用 CRISPR 技术进行目标基因的敲除

和编辑，构建载体及具体插入位置信息如图 1 所示

（北京唯尚立德生物科技有限公司）。 
1.3 香味物质测定 

香味物质 2-乙酰-1-吡咯啉（2-AP）含量利用

气相色谱-质谱联用仪测定。测定过程中采用 2,4,6-
三甲基吡啶作为内标，将气体成分以氦气作为传送

媒介连续地注射到配置有光离子探测器的气相色

谱仪，气相色谱仪与 5975 质量选择检测器连接，

图 1 Cas9/gRNA 载体图 
Fig. 1. Vector map of Cas9/gRNA. 
LB－载体左边界；Ubi－Ubi启动子；mpCas9－Cas9蛋白；gRNA－引导RNA；rU6－水稻U6启动子；35S－35S启动子；Hyg－潮霉素；RB
－载体右边界。 
LB, Vector left border; Ubi, Ubi promoter; mpCas9, Cas9 protein; gRNA, Guide RNA; rU6，Rice U6 promoter; 35S, 35S promoter; Hyg,
Hygromycin; RB, Vector right border. 
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其中采用一个 HP-5MS 色谱毛细管柱气体样品直

接作为离子源，通过电子碰撞的模式起作用，最

后经由 NIST2005 检测香气物质的峰值，2-AP 的

出峰时间为 6.324 min。该方法样品处理简单、快

速、灵敏，样本和试剂消耗少，能较容易地区分

香稻和非香稻品种，降低了人为判断香味的主观

性，提高了香味鉴定的准确性，特别适合大批量香

稻育种材料的鉴定，具体方法参考 Shan 等[14]，并

作了相应的改进。 
1.4 突变体表型分析 

利用中花 11 及突变体材料，考查株高、分蘖

数、结实率及每穗粒数等产量性状。考查 8 个单株，

获得数据通过 Excel 进行统计分析；千粒重的测定

方法为数 300 粒种子并测定其质量，8 个重复。此

外，还对直链淀粉含量，胶稠度及碱消值等三项蒸

煮食味品质指标进行了测定，3 次重复，获得的数

据通过 Excel 进行统计分析。 
1.5  PCR 鉴定分析及 qRT-PCR 分析 

分蘖盛期取参试材料单株叶片，采用 CTAB 法

提取全基因组 DNA，之后放置于-20℃冰箱中保存。

然后将提取的 DNA 用于 PCR 扩增实验，PCR 体系

如下：DNA 5 μL，正反向引物（10 μmol/L）各 1.5 
μL，dNTPs（2 μmol/L）10 μL，2×缓冲液 25 μL，
KOD Fx 酶 1 μL，加 ddH2O 补足 50 μL。PCR 产物

在 2%琼脂糖凝胶上进行电泳，电泳结束后 EB 溶液

显色并拍照，需要测序的样品直接切胶回收送上海

博尚生物技术有限公司。 
利用 RNA 提取试剂盒(Axygen)提取突变体和

野生型叶片总 RNA。 首先利用 DNaseⅠ处理总

RNA，接着以消化处理后的 RNA 为模板，采用

cDNA 合成试剂盒(TOYOBO)反转录合成第 1 链

cDNA，然后利用实时定量 PCR (qRT-PCR)方法分

析 Badh2 在野生型和突变体中的表达量，其中

Ubiquitin 基因作为内参基因。qRT-PCR 体系如下：

cDNA 模板 1 μL，2×SYBR qPCR Mix (TOYOBO) 
10 μL，正反引物(10 μmol/L)各 1 μL，ddH2O 补足

至 20 μL。PCR 扩增程序如下：95℃下预变性 3 min，
95℃下 10 s，60℃下 30 s，72℃下 20 s，45 个循环。

利用公式 2-ΔΔCT方法计算基因的相对表达量。 

1 结果与分析 

2.1 CRISPR-CAS9 表达载体的构建 
通过对中花 11 编码甜菜碱脱氢酶基因 Badh2

进行测序分析，发现该基因开放阅读框 ORF 序列

与日本晴高度一致，属于典型的非香型粳稻材料。

此外，该材料在转基因过程中由于其转化效率高、

生育期适中、结实率较高等优点，因此，我们以中

花 11 为转基因受体，借助 CRISPR/CAS9 基因敲除

技术开展转基因实验。首先我们通过已知的香味基

因 Badh2 登录号 LOC_Os08g32870，获得了其全长

cDNA 序列，结合 http://crispr.dbcls.jp/生物信息学

网站，通过序列比对分析，在 Badh2 外显子上找到

一条长度为 20 bp 特异性较好的靶点序列 Target 1
（表 1， 图 2-A、B），将其构建到表达载体中（图

1），并开展转基因实验。 
2.2 Badh2 的编辑及无标记后代的鉴定分析 

首先我们获得了８个独立的 T0 代转基因植株，

我们对每个转基因苗提取相应的 DNA，同时在表达

载体上设计特异性引物 Vector-identify-F/R 对靶点

序列进行了测序验证（表 1）。测序结果表明，我

表 1 本研究所使用的引物 

Table 1. List of primers used in this study. 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

Primer sequence 

Target1-F CAGTGGCCACGGCGATCCCGCAG 

Target1-R AACCTGCGGGATCGCCGTGGCCA 

Vector identify-F AAAACCTCACCAAAATACGA 

Vector identify-R TTGCTCCCAACAATTCTTAA 

Seq-F TCTCCCACCACCACTCCACA 

Seq-R TCAGCCATGCTTCCAACTTATTC 

Badh2-Q-F TCCGGGCCAAGTACCTCC 

Badh2-Q-R CGTCCATGTCCCATGCTG 

Ubi-Q-F AACCAGCTGAGGCCCAAGA 

Ubi-Q-R ACGATTGATTTAACCAGTCCATGA  
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们验证了靶点序列的载体已成功插入到植物基因

组，通过利用设计特异性测序引物Seq-F/R对Badh2
靶点位置的基因组序列进行了测序分析（表 1）。

结果表明，其中 3 个独立转基因系材料在 PAM 附

近发生了编辑，由于两个转基因系没有收到足够的

种子，因此仅对其中一个转基因系进行了遗传研究

（图 2-C）。 
我们将 T1 代材料种植到转基因实验田，通过

DNA 提取及载体序列扩增，发现载体在后代中发生

了分离（图 2-D）。此外，我们进一步对 T1 代植株

Badh2 进行了测序分析，发现在 Badh2 第一外显子

上距离起始密码子ATG下游 18 bp位置插入一个碱

基 T，导致了蛋白质的移码，影响了 Badh2 蛋白的

结构和功能（图 2-B）。通过对 T1 20 个单株 Badh2
编辑位点进行测序分析，发现了该基因突变位点也

发生了分离（图 2-E）。通过 CRISPR-CAS9 技术

对水稻中的香味基因进行编辑，希望获得剔除了载

体骨架，同时还有香味的遗传材料，结合载体序列

PCR 鉴定和 Badh2 靶点测序结果，发现单株 3 中的

载体骨架已经分离出去，而且还携带有突变形式的

A－Badh2 结构; B－Badh2 PAM 序列及基因编辑; C－中花 11(ZH11)和 T0植株在靶点位置测序结果; D－转基因 T1代植株载体序列的分离; 
E－转基因 T1代植株 Badh2 基因的分离; H－杂合基因型; mu－突变体; W－野生型。 
A，Badh2 structure; B, PAM sequence and Badh2 editing; C, Target region sequencing in Zhonghua 11(ZH11) and T0; D, Segregation of vector 
sequence in T1 generation; E, Segregation of edited Badh2 in T1 generation. H, Heterozygous genotype; mu, Mutant; W, Wild type. CK, H2O. 
图 2 Badh2 及基因编辑 

Fig.2. Badh2 and its CRISPR-CAS9-mediated editing.  
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香味基因 badh2(图 2-D、E)。 
2.3 转基因后代 Badh2 RNA 水平检测及香味物质

2-AP 含量的测定 

前期我们获得了一个转基因材料 badh2，该材

料中不包含载体序列且 Badh2 已被成功编辑，野生

型与 badh2 表现出相似的植株表型(图 3-A)。此外，

为了进一步研究香味基因在转基因后代中的功能，

我们对中花 11 和突变体材料中 Badh2 RNA 表达水

平进行了检测。前人已报道水稻苗期叶片适合于

Badh2 RNA 检测[5]，因此我们提取了两组材料苗期

14 d 左右叶片总 RNA，然后通过 qRT-PCR 技术，

对 Badh2 进行了定量分析，我们发现突变体材料中

Badh2 表达水平显著降低(图 3-B)。该结果表明香味

基因第 1 外显子一个核苷酸的插入，影响了该基因

的转录水平，导致该基因在突变体材料中表达显著

下调。 
与此同时，我们进一步分析了该基因的突变及

表达水平的降低是否与香味的产生相关。采用气相

色谱-质谱联用技术对两份材料中花 11 及突变体材

料籽粒中的 2-AP 含量进行了分析(图 4-A、B)，与

野生型中花 11 对照相比，突变体材料中的香味物

质 2-AP 显著提高，中花 11 中 2-AP 含量约 0.07 

A，中花 11 及 badh2 植株表现； B，中花 11 及 badh2 中 Badh2 RNA 水平 
A, Phenotype of Zhonghua 11 and badh2; B, Badh2 RNA level in Zhonghua 11 and badh2. 
图 3 Badh2 基因编辑后代表型及 RNA 表达水平的检测 
Fig. 3. Phenotype and Badh2 RNA level of ZH11(Zhonghua 11) and badh2. 

A和B－中花 11和 badh2 2-AP总离子色谱图及内标 2,4,6-三甲基吡啶; C－中花 11及 badh2 2-AP含量. 数据用平均数±标准差表示(n=3). **
表示在 0.01 水平上差异极显著 (t 检验)。ZH11－中花 11。 
A-B, Total ion chromatograms(TIC) of 2-AP and TMP (as internal standard) in Zhonghua 11 and badh2; C, 2-AP content in Zhonghua 11 and badh2.
Values are shown as mean±SD (n＝3).  **presents significant difference at P<0.01 level by t-test. ZH11, Zhonghua 11. 
图 4 中花 11 及 badh2 中总离子色谱分析及香味物质 2-AP 的含量 
Fig. 4. Total ion chromatograms(TIC) and 2-acetyl-1-pyrroline(2-AP) content of Zhonghua 11 and badh2. 
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mg/kg，而突变体中则增加到 1.2 mg/kg（图 4-C），

因此，我们的结果表明 Badh2 突变是引起香味的一

个关键基因。 
2.4 Badh2基因编辑后代产量性状的考查及蒸煮食

味品质的测定 
为了研究香味基因是否与水稻产量及稻米品

质密切相关，我们对中花 11 及其 T2代突变体材料

中的产量性状及蒸煮食味品质等几项指标进行了

考查及测定。产量性状主要包括株高、分蘖数、千

粒重、每穗粒数及结实率，而蒸煮食味品质主要包

括直链淀粉含量、胶稠度及碱消值。通过生物统计

分析，我们发现除了分蘖数及结实率在两组材料中

表现出显著差异外(P<0.05)，其余各项指标间都无

显著差异(图 5)。因此，通过以上数据的分析结果，

推断该基因并不影响稻米品质，但是有可能影响水

稻的产量。 

3 讨论 

全球香稻资源丰富、栽培历史悠久、种植范围

分布广泛，印度的 Basmati 系列、泰国的 KDML105、

日本的宫香、美国的 Della 都是颇有名气的香稻品

种。我国也是香稻的主要种植区域，种植历史悠久，

各水稻主产区都有适应当地气候的原始香稻类型，

如云南的螃蟹谷、贵州的香禾、广西有靖西香糯等。

实际生产过程中，传统香稻存在地域性强、生育期

长、抗倒伏和抗病能力差、产量低等缺点，使得香

稻的推广和生产应用受到了较大的限制[15]。传统的

香稻育种主要通过香型和非香型品种间杂交，由于

后代分离植株香味鉴定的不确定性，以及香味基因

可能与一些产量、品质或抗病基因存在连锁累赘，

因此成功选育成香型优良品种比较困难。 
众所周知，传统香稻育种还是主要通过传统的

育种手段，品种间杂交及后代鉴定筛选，需要花费

大量时间和精力，因此，前人已尝试通过转基因的

技术，直接对我们所培育品种中的香味基因 Badh2
进行敲除或编辑，从而加快育种进程 [12-14]。

CRISPR-CAS9 系统是继 RNAi 技术、锌指核酸酶和

TALEN 核酸酶之后最新发展起来的另一个可精确

定点编辑基因组 DNA 的新技术，其具有设计构建

简单快速等优点。该技术首先在动物中广泛利用，

随后科研人员将该技术应用于植物基因组编辑。我

数据用平均数±标准差表示(n=8). *表示在 0.05 水平上差异显著(t 检验)。ZH11－中花 11。 
Values were shown as mean±SD (n＝8). *presents significant difference at 0.05 level(t-test). ZH11, Zhonghua 11. 
图 5 水稻产量及蒸煮食味品质在野生型及突变体材料中的表现 
Fig. 5. Performance of rice yield and cooking and eating quality in ZH11 and badh2. 
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们通过在 Badh2 基因 ORF 区域上设计特异性靶位

点(图 2-A)，进行转基因特异性敲除实验，成功获

得了一个携带有香味且剔除了载体序列的突变体

材料 badh2，该基因第一外显子上发生了一个核苷

酸Ｔ的插入(图 2-B)，不仅导致 Badh2 RNA 水平显

著降低(图 3-B)，而且引起了该蛋白质的移码，突变

后的 Badh2 不能发挥正常蛋白功能，进而导致了香

味的产生(图 4-C)，由于该材料未携带转基因元件，

可直接应用于育种研究，培育新的香型水稻材料，

因此，利用该转基因技术策略及特异性靶点，可以

直接对不同水稻品种的 Badh2 进行编辑，创制香型

遗传材料，这将大大加速香稻品种的选育进程。 
前人已报道香味基因与产量、品质及抗病性存

在一定的关系，我们通过对野生型材料中花 11 及

转基因后代材料的产量及品质指标进行了统计分

析，发现香味基因的变异与稻米品质没有表现出一

定的相关性，只有分蘖数和结实率两项指标在中花

11 及突变体材料中表现出显著差异，株高、千粒重、

每穗粒数以及三项蒸煮食味品质指标在两组材料

都无显著差异(图 5)。转基因植物容易导致植株变矮，

分蘖数变少及结实率降低，所以我们推测该差异可

能归因于脱靶或转基因过程中的组织培养，因此，

我们目前将对突变体材料与野生型材料进行回交，

进一步研究香味基因与分蘖数及结实率的关系。 
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