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Abstract: 【Objective】 CRISPR/Cas9-mediated genome editing has become an important way for molecular breeding in 

rice. To promote rice breeding, the non-fragrant japonica rice variety Longjing11 was used as the test material. This 

study aims to edit GS3, GS9 and Badh2 genes for obtaining valuable and stable long-grain fragrant rice materials. 

【Method】 The target genes GS3, GS9 and BADH2 were selected to construct the vector pYLCRISPR/ Cas9-GS3/ 

GS9/Badh2-gRNA by using CRISPR/Cas9 gene editing technology. The Agrobacterium-mediated transformation was 

used to transform Longjing11. Specific mutations were introduced into the GS3, GS9 and Badh2 genes in Longjing 11. 

【Result】 The grain length of the transgenic free homozygote gs3/gs9/badh2 increased by 26.43% to 27.01%, yield per 

plant by 10.82% to 12.11%, 1000-grain weight by 18.34% to 41.36%, rice became fragrant as compared with wild type of 

Longjing 11. This study efficiently transformed round-grain rice into long-grain fragrant rice. 【Conclusion】The 

homozygous mutant lines featured by stable inheritance and long-grain fragrant quality were obtained by using 

CRISPR/Cas9 system. This study provides a convenient and effective way of combining multiple quality traits together, 

which could significantly accelerate breeding process from a breeding perspective. 
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摘  要：【目的】CRISPR/Cas9 基因编辑技术已成为水稻分子育种的重要手段。为了促进水稻育种的发展，本研

究以非香型粳稻品种龙粳 11 为试验材料，对 GS3、GS9 和 Badh2 基因进行编辑，以期获得能稳定遗传的长粒香

水稻材料。【方法】利用 CRISPR/Cas9 技术，以 GS3、GS9 和 Badh2 为靶基因，构建敲除载体 pYLCRISPR/Cas9-GS3/ 

GS9/Badh2-gRNA，通过农杆菌介导法，在龙粳 11 的 GS3、GS9 和 Badh2 基因中引入了特定的突变。【结果】T2

代无转基因的gs3/gs9/badh2纯合突变体与野生型龙粳11相比，粒长增加26.43%～27.01%，单株产量增加10.82%～

12.11%，千粒重增加 18.34%～41.36%，稻米变香，高效地将圆粒水稻变成长粒香型水稻。【结论】利用 CRISPR/Cas9

技术获得能够稳定遗传并具有长粒香品质的纯合突变株系，为组合多个品质性状提供了一种方便有效的方法，从

育种角度加快了新品系创制过程。 
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水稻作为全球最重要的粮食作物之一，全世界

半数以上的人口均食用稻米，水稻是保障中国粮食

安全与实现农业可持续发展的主粮作物[1]。近年来，

人们对高产优质稻米的需求量越来越大，特别是长

粒香型稻米，如稻花香的价格是一般非香型大米的

2～4 倍，长粒香米更易受到农民和消费者们的青
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睐。传统的水稻品种改良过程中，主要通过杂交、

回交的方式实现优良基因的聚合，但传统育种具有

育种周期长、效率低等缺点，而基因编辑技术可以

为水稻品种的快速改良带来新的契机。 

目前，CRISPR/Cas9 技术作为新一代的基因编

辑技术，在作物遗传育种研究中应用较广泛[2-7]，该

技术可在水稻基因组水平上进行基因定向编辑改

造[8-11]。水稻中已经鉴定出许多与籽粒大小相关的

数量性状位点 (QTL)，如负调控因子 GW2[12]、

GS3[13]、GS9[14]、qW5/GW5[15]和 TGW6[16]，正调控

因 子 GL2[17] 、 GL3.1[18] 、 GS5[19] 、 GL7[20] 、

GLW7/OsSPL13[21]和 GW8/OsSPL16[22]。Li 等[23]利

用该技术编辑水稻中的 GS3 基因，T2代的粒长和粒

重 增 加 ， 产 量 得 到 提 高 。 Zhao 等 [14] 使 用

CRISPR/Cas9 技术，在 GS9 第 1 外显子处插入 1 bp，

造成移码突变，破坏 GS9 正常表达，使粒长增加。 

香味是水稻重要的品质性状之一，由第 8 染色

体上的 Badh2 基因控制。Badh2 编码一个由 503 个

氨基酸组成的蛋白产物[24]。Chen 等[25]研究发现，

在香稻品种中，由于 Badh2 基因发生突变，使得香

味的主要成分 2-乙酰-1-吡咯啉（2-AP）含量增加，

稻米产生香味。Shan 等[26]通过 TALEN 技术，对

Badh2 进行基因组编辑，稻米的 2-AP 含量从无增

加至 0.35~0.75 mg/kg，获得具有香味的稻米。孙慧

宇等[27]利用 CRISPR/Cas9 技术对 Badh2 进行编辑，

使寒地粳稻东农 425 香味获得了改良，但东农 425

适应积温区较小。因此，我们拟利用 CRISPR/Cas9

技术对黑龙江省第二、三积温带品种龙粳 11 进行

香味改良，从而扩大香稻的种植面积。龙粳 11 属

早熟品种，其抗稻瘟病较强，抗倒伏，前、后生育

时期耐寒性强。同时，龙粳 11 的稻米品质优良，

各项指标均达到国家优质米标准。 

本研究利用 CRISPR/Cas9 技术，以龙粳 11 为

研究材料，对 GS3、GS9 和 Badh2 基因同时进行敲

除，能够高效地将圆粒水稻变成长粒香型水稻，可

为加快水稻的种质资源改良提供一定的理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

本研究以粳稻龙粳 11 为试验材料。在黑龙江

哈尔滨（北纬 45°）和海南（北纬 19°），均以 25 cm×25 

cm 的株行距种植，自然长日照条件下生长。 

试验所用 pYL-U6a-gRNA 和 pYLCRISPR/ 

Cas9Pubi-H 双元载体[28]由华南农业大学刘耀光院

士惠赠。 

1.2  gRNA 靶点接头设计及载体构建 

通过 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）获

得 GS3（Os03g0407400）、GS9（Os09g0448500）、

Badh2(Os08g0424500)的基因序列，利用 CRISPR- 

GE 在线网站（http://skl.scau.edu.cn/）[29]，分别在

GS3 第 1 外显子、GS9 第 1 外显子和 Badh2 第 2 外

显子处设计 1 对靶点接头引物，B1-F/R、B2-F/R 及

B3-F/R（表 1）。利用软件 CRISPR Primer Designer

设计 GS3、GS9 和 Badh2 基因靶序列，比对水稻序

列，检测设计靶点是否特异，排除潜在脱靶序列。 

参照 Ma 等[30]的实验方法进行载体构建，将连

接好的载体通过热激法转入大肠杆菌 Match1-T1

中，菌落 PCR 检测后，选取阳性菌落摇菌后提取质

粒。利用检测引物 NOSF/M13F-47(表 1)对载体质粒

进行 PCR 扩增，对产物进行测序，将检测无误的质

表 1  本研究中所用的引物 
Table 1. Primers used in this research. 

引物名称 

Primer name

引物序列（5'-3'） 

Primer sequence（5'-3'） 

B1-F GCCGAGTGACATGGCAATGGCGG 

B1-R AAACCCGCCATTGCCATGTCACT 

B2-F GCCGCGATTGCTTCCTGCTCGGTT 

B2-R AAACAACCGAGCAGGAAGCAATCG 

B3-F GCCGCAAGTACCTCCGCGCAATCG 

B3-R AAACCGATTGCGCGGAGGTACTTG 

U-F CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG 

gRNA-R CGGAGGAAAATTCCATCCAC 

B1' TTCAGAGGTCTCTCTCGCACTGGAATCGGCAG

CAAAGG 

B2 AGCGTGGGTCTCGTCAGGGTCCATCCACTCCA

AGCTC 

B2' TTCAGAGGTCTCTCTGACACTGGAATCGGCAG

CAAAGG 

B3 AGCGTGGGTCTCGTCTTGGTCCATCCACTCCA

AGCTC 

B3' TTCAGAGGTCTCTAAGACACTGGAATCGGCAG

CAAAGG 

BL AGCGTGGGTCTCGACCGGGTCCATCCACTCCA

AGCTC 

Seq1-F TTCAAAGCAAAGCACCAAGC 

Seq1-R GCTGGGGAAAACTTACAATG 

Seq2-F TCCACTCGACTCCTCACTCA 

Seq2-R GATTAGCGTAGGCCCTCACG 

Seq3-F ATCCATCTCCGTATCTCT 

Seq3-R GGTAGTCACCACCCTA 

Hyg-F ACGGTGTCGTCCATCACAGTTTGCC

Hyg-R TTCCGGAAGTGCTTGACATTGGGGA 

NOFS GCGGTGTCATCTATGTTACTAG 

M13F-47 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
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粒通过热激法转入 EHA105 农杆菌感受态细胞中。 

1.3  T0代阳性植株的获得 

通过农杆菌介导法，将 CRISPR/Cas9 表达载体

转入龙粳 11 的愈伤组织中，经过潮霉素抗性筛选

愈伤组织，分化成 T0 代植株。在 T0 代植株成熟期

时，采用 CTAB 的方法提取叶片的全基因组 DNA，

通过引物 Hyg-F/R 进行检测，PCR 产物大小为 289 

bp 的植株为阳性转基因植株，筛选出阳性苗。设计

引物 Seq1-F/R、Seq2-F/R 和 Seq3-F/R，分别扩增

GS3、GS9 和 Badh2 基因靶点及其附近的序列，使

用兼并序列解码（DSDecode）法[31]分析测序结果。 

1.4  T1代无 T-DNA 元件的纯合突变植株的筛选 

T1 代植株成熟时期，提取叶片基因组 DNA，

利用引物 Hyg-F/R（表 1）筛选出无 T-DNA 元件插

入的植株。再利用测序引物 Seq1-F/R、Seq2-F/R 和

Seq3-F/R，对无 T-DNA 元件插入的植株进行 PCR

扩增，测序结果通过 DSDecode 方法，筛选出无 

T-DNA 元件的三基因纯合突变的植株，将其自交繁

殖至 T2 代。 

1.5  T2代植株农艺性状考查 

在大田环境下种植龙粳11野生型和T2代植株，

成熟时期分别测量粒长、粒宽、结实率、单株产量

及千粒重，并采用气相色谱-质谱联用技术，分析水

稻籽粒中的 2-乙酰-1-吡咯啉（2-AP）含量。利用

SPSS 18.0 软件对农艺性状数据进行 t 检验。 

2  结果与分析 

2.1  水稻 GS3、GS9和 Badh2敲除靶点设计 

GS3 基因位于第 3 染色体，有 5 个外显子，编

码 232 个氨基酸。GS9 基因位于第 9 染色体，有 4

个外显子，编码 345 个氨基酸。Badh2 基因位于第

8 染色体上，有 15 个外显子，编码 503 个氨基酸。

GS3、GS9 和Badh2 基因 CDS序列均与日本晴相同，

本研究分别在 GS3 第 1 外显子、GS9 第 1 外显子、

Badh2 第 2 外显子处设计 1 对 gRNA 靶点接引物，

分别对 GS3、GS9、Badh2 基因进行编辑(图 1)。 

2.2  GS3、GS9和 Badh2基因表达载体的构建 

根据“金门”克隆法将带有 3 个靶点的 gRNA 表

达盒连接到 pYLCRISPR/Cas9Pubi-H 载体骨架上，

构 建 好 的 载 体 即 为 pYLCRISPR/Cas9-GS3/ 

GS9/Badh2-gRNA 载体(图 2)。 

2.3  T0代转基因阳性苗检测及突变情况 

16 株 T0 代再生苗中有 8 株为阳性苗，阳性率

为 50%（图 3）。利用测序引物 Seq1-F/R、Seq2-F/R

和 Seq3-F/R 扩增 8 株阳性植株的靶点区域序列，并

图 2  pYLCRISPR/Cas9-GS3/GS9/Badh2-gRNA 载体 

Fig. 2. pYLCRISPR/Cas9-GS3/GS9/Badh2-gRNA vector. 

黑色序列为靶点序列，红色下划线序列为 PAM 序列。 
The black sequence is the target sequence and the red underlined sequence 
is the PAM sequence. 
图 1  GS3、GS9和 Badh2基因结构和靶点位置 
Fig. 1. Gene structure and target site of GS3, GS9 and

Badh2. 

M–DM2000 DNA 标记; N–阴性对照; P–阳性对照; 1~16 代表 T0 植株。

M, DM2000 DNA marker; N, Negative control; P, Positive control; Lanes 

1-16, T0 generation plants. 

图 3  T0代植株转基因检测 

Fig. 3. Transgenic detection of T0 generation plants. 
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进行 PCR 扩增，测序比对后，8 株阳性植株中有 4

株发生了突变，突变率为 50%。 

2.4  T1代无T-DNA元件三基因纯合突变植株的筛

选 

将三基因突变植株自交繁殖获得 T1代植株，于

成熟期提取叶片基因组 DNA，利用引物 Hyg-F/R

筛选出无 T-DNA 元件插入的植株。再利用引物

Seq1-F/R、Seq2-F/R 和 Seq3-F/R 进行扩增，通过

DSDecode 方法分析测序结果，筛选出 2 株无

T-DNA 元件的三基因纯合突变植株（55-2、58-2），

分析GS3、GS9、Badh2基因突变的具体情况（图4）。 

2.5  T2代植株农艺性状分析及香味鉴定 

将野生型龙粳 11 与 55-2 株系、58-2 株系的农

艺性状进行比较(图 5)，发现 55-2 株系和 58-2 株系

红色小写字母表示插入 1 bp 的突变，红色连字符表示缺失的序列。 

Red lowercase letters represent 1 bp insertions and the deleted sequences are shown by red hyphens. 

图 4  三基因纯合突变植株测序结果 
Fig. 4. Sequencing result of homozygous plants with triple gene mutation. 

数值用平均数±标准差表示，*，**分别表示在 0.05 和 0.01 水平上显著差异(t 检验)。 

Values are shown as mean ± SD．*,**Significantly different at 0.05 and 0.01 levels by t-test, respectively． 

图 5  T2代植株农艺性状考查 
Fig. 5. Agronomic traits of T2 generation plants. 
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的粒长比野生型植株分别增加 27.01%、26.43%，都

达到了极显著的水平，粒宽较野生型植株降低

13.4%、24.6%，结实率没有显著变化，单株产量分

别增加 10.82%、12.11%，千粒重分别增加 18.34%、

41.36%，58-2 株系千粒重增加比例显著(图 5)。研

究表明，通过 CRISPR/Cas9 技术同时对 GS3、GS9

基因进行编辑，高效地将圆粒水稻变长，在育种方

面加速了新品系的创制。 

采用气相色谱-质谱联用技术，对野生型龙粳

11、突变体 55-2、58-2 株系中籽粒的 2-AP 含量进

行分析（图 6）。野生型龙粳 11 中 2-AP 含量约 87.13 

μg/kg，与龙粳 11 对照相比，55-2 株系中香味物质

2-AP 含量增加至 248.22 μg/kg，58-2 株系中 2-AP

增加至 176.43 μg/kg。55-2 株系和 58-2 株系分别在

Badh2 基因第 2 外显子处缺失 2 bp、插入 1 bp，均

产生移码突变。结果表明，通过对 Badh2 基因进行

编辑，能有效创制香型水稻种质新资源。 

3  讨论 

CRISPR/Cas9 技术与传统育种相比，因其具有

操作简单、编辑效率高和成本低等优点，正广泛应

用于水稻的种质改良中[32-35]，极大地缩短了培育高

产优质水稻品种的周期。本研究以粒型负调控基因

GS3、GS9 和香味负调控基因 Badh2 为目标基因，

构建 pYLCRISPR/Cas9-GS3/GS9/Badh2-gRNA 载

体，对 GS3、GS9、Badh2 基因进行敲除，筛选出

两个无 T-DNA 元件的三基因纯合突变株系。 

GS3 和 GS9 是粒长的负调控因子。Nan 等[36]

利用具有 gs3 等位基因的供体 GKBR 与黑龙江省优

良栽培品种空育 131 杂交后，以空育 131 为轮回母

本，经过回交 3 代改善了空育 131 的 GS3 位点，籽

长增加 12.05%，千粒重和单株总粒数提高，进而产

量增加，但改良周期过长，效率低。通过

CRISPR/Cas9 技术可以极大地缩短育种年限，还大

幅度提高粒长。Li 等[23]利用 CRISPR/Cas9 技术对

GS3 基因进行编辑，破坏 GS3 正常表达，粒长增加

20%。Zhao 等[14]使用 CRISPR/Cas9 技术，在 GS9

第 1 外显子处插入 1 bp，使粒长增加 5.5%。本研究

通过将两个基因连入同一载体，同时对 GS3 和 GS9

进行编辑。通过对 GS3 和 GS9 基因进行编辑，粒

长与野生型相比差异达到极显著水平，增幅为

26.43%～27.01%，增幅大于通过 CRISPR/Cas9 技术

分别敲除 GS3 和 GS9 的效果，单株产量增加

10.82%～12.11%，结实率没有显著变化，千粒重增

加 18.34% ～ 41.36% 。研 究 结 果 表 明 ， 利 用

CRISPR/Cas9 技术可以培育出长粒型且高产的品

种，加快长粒种质资源的创制。 

传统的香稻育种主要通过杂交和回交选育，但

因其后代分离不稳定、试验周期漫长、抗逆性较弱、

产量较低等因素，使得培育出稳定遗传的优良香稻

品种较为困难。本研究对 Badh2 基因进行编辑后，

通过对籽粒的 2-AP 含量进行分析，Badh2 基因功

能缺失后香味物质 2-AP 含量由 87.13 μg/kg 增加至

176.43～248.22 μg/kg，香味物质 2-AP 显著提高。

孙慧宇等[27]通过 CRISPR/Cas9 技术对 Badh2 基因

进行编辑，在香味检测时采用咀嚼法和氢氧化钾浸

泡法，主观干扰性大。本研究采用气相色谱-质谱联

用技术，定量分析水稻籽粒中的 2-AP 含量，结果

更客观准确。 

综上所述，本研究以龙粳 11 为材料，通过

CRISPR/Cas9 技术对 GS3、GS9 和 Badh2 基因进行

定点敲除并获得了无 T-DNA 元件的三基因纯合突

变体材料，使龙粳 11 粒型变长，单株产量增加，

千粒重增加，同时香味物质 2-AP 含量增加，创制

出长粒香型水稻品种，为培育产量与品质均提高的

水稻品种提供了理论和材料基础，加速了高产优质

香稻品种的选育进程。 
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