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Abstract: 【Objective】The creation of herbicide-resistant rice germplasm is essential for breeding new herbicide-

resistant rice varieties. By using CRISPR/Cas9 gene editing technology, the acetyl-CoA carboxylase OsACC1 gene was 

edited with the sterile line An 9S as the material, and a two-line sterile rice germplasm with herbicide resistance was 

created. 【Method】By using CRISPR/Cas9 technology, a single-base mutation vector, ePE2-ACC-I1879V, was 

constructed with acetyl-CoA carboxylase OsACC1 as the target gene. With An 9S as the transformation material, 

transgenic plants were obtained by Agrobacterium-mediated transformation. The genotypes and phenotypes were 

identified by sequencing the mutation sites of transgenic plants, conducting herbicide spraying tests and agronomic traits 

analysis. 【Result】Twenty-four ACC1 I1879V mutant plants were obtained as confirmed by molecular detection in T0 

generation; A total of 96 homozygous mutant plants were obtained from 24 lines in the T1 generation through segregation 

and screening, all of which had herbicide resistance. High-throughput sequencing showed that the three tested lines 

(NS512, NS513, NS514) contained no exogenous transgenic elements. Furthermore, the survival rate after spraying with 

4% haloxyfop-P-methyl was 100%. Compared with the control An 9S, the NS512 line had increased plant height and 

wider flag leaf; the NS513 line had increased plant height and longer and wider flag leaf; and the NS514 line had a 

narrower flag leaf; the fertility of the three tested lines remained unchanged, and there was no significant difference in the 

number of effective panicles per plant and the panicle length. The transgenic safety evaluation indicated that the OsACC1 

protein shares no sequence similarity with any known toxic proteins, antinutritional factors or allergens. Therefore, it is 

considered safe for human consumption. 【Conclusion】Using CRISPR/Cas9 gene editing technology, we obtained 

homozygous mutant lines that are resistant to ACCase inhibitor herbicides. These lines are genetically stable, free of 

transgenic components, exhibit unaltered fertility, and are safe, providing fundamental materials for herbicide-resistant 

breeding in rice. 
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摘 要：【目的】创制抗除草剂水稻新种质是培育抗除草剂水稻新品种的前提。利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技

术，以安 9S不育系为材料，编辑乙酰辅酶 A羧化酶 OsACC1基因，创制具有抗除草剂特性的两系不育系水稻新

种质。【方法】利用 CRISPR/Cas9 技术，以乙酰辅酶 A 羧化酶 OsACC1 为靶基因，构建单碱基突变载体 ePE2-

ACC-I1879V，以安 9S 为转化材料，利用农杆菌介导法转化获得转基因植株，通过对转基因植株的突变位点进

行测序结合除草剂喷施试验、农艺性状分析，鉴定基因型及表型。【结果】经分子水平检测验证，T0 代获得 

ACC1I1879V突变植株 24株；经分离筛选，T1代 24个株系共获得 96株纯合突变单株，均具有除草剂抗性。高通

量测序结果显示，三个试验组株系(NS512、NS513、NS514)均不含外源转基因成分，且喷施 4%甲禾灵存活率仍
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达到 100%。与对照安 9S相比，NS512株系株高增加，剑叶变宽；NS513株系株高增高，剑叶变长变宽；NS514

株系剑叶变窄；三个试验组株系的育性未发生改变，单株有效穗数、穗长、均没有显著差异。转基因安全性评

价分析表明，OsACC1 基因编码蛋白与已知毒蛋白、抗营养因子及过敏原均无相似序列，不存在毒性、致敏性问

题。【结论】利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术，能够获得具有抗 ACCase抑制剂类除草剂特性、稳定遗传、不含

转基因成分、育性不发生改变、安全无害的纯合株系，可为水稻抗除草剂育种提供材料基础。 

关键词：CRISPR/Cas9；基因编辑；乙酰辅酶 A羧化酶；不育系  

水稻作为主要粮食作物之一，对保障社会经

济稳定具有重要意义。但随着中国现代化进程的

快速推进，农村劳动力由第一产业迅速向第二产

业、第三产业转移，直接从事农业生产的劳动力

越来越少[1, 2]，水稻生产由传统的人工栽插快速向

直播、机插秧等轻简化方向发展[3]。然而，直播、

机插秧等轻简化栽培由于土表裸露面积大、封行

晚等因素使得草害频发[4, 5]。此外，近年来免耕、

少耕技术的推广使用，也导致了田间杂草种子数

量逐年累积，杂草量远大于耕翻田块，加重杂草

危害[5, 6]。研究表明，双稃草密度为 49 株/m2时，

水稻产量损失率大于 20%[7]；千金子密度为 20 株

/m2时，水稻的单位面积有效穗数、实粒数、千粒

重均显著下降，产量损失率高达 37.46%[8]；稗草

密度仅为 1.6 株/m2时,水稻单位面积内的分蘖数、

有 效穗 数均 显著 下降 ，产 量损 失率 达到

16.48%[9]。草害已成为影响水稻产量的主要因素之

一[10]。合理使用除草剂能够有效杀死杂草，特别

是在农村劳动力短缺、从事农作物生产的农民逐

渐减少的情况下，除草剂除草已经逐渐取代传统

的人工除草，成为经济高效的除草方式。但是，

除草剂的不合理使用，在消灭杂草的同时，也会

对农作物造成损害。培育抗除草剂的新品种，可

在高效地防除杂草的同时，保证农作物不受损

害。 

目前市面上存在多种除草剂，根据其作用机

理，可以分为以下几种：1)抑制光合作用[11]；2)干

扰呼吸作用和能量代谢；3)扰乱植物激素平衡；4)

干扰和抑制蛋白质、脂肪和核酸的形成；5)抑制细

胞的分裂、伸长和分化；6)阻碍营养物质运输；7)

阻碍辅酶 A 的形成；8)夺去植株生长必需的金属

离子[12, 13]。ACCase 抑制剂类除草剂能够抑制乙酰

辅酶 A(Acetyl coenzyme A，Acetyl-CoA)转化为脂

肪酸合成和油脂代谢所必需的丙二酰辅酶

A(Malonyl CoA)，从而抑制脂肪合成，进一步抑制

细胞膜系统的形成，导致细胞死亡[14, 15]。ACCase

抑制剂类除草剂(如高效氟吡甲禾灵)常用于防除禾

本科杂草，作用于茎、叶部位，易被杂草吸收，

从而传导至整个植株，使植物死亡，具有高效、

低毒、施用期长、对后茬作物安全、受环境影响

(低温、干旱、降雨等)较小等优点[16, 17]。 

已有研究表明，OsACC1 基因特定位点发生突

变能够使水稻获得对 ACCase抑制剂类除草剂的抗

性。张保龙等[18-20]发现，水稻 OsACC1 基因第

1792，2015，2038，2052，2089，1796，1797，

1835，1875，2010，2050，2060，2070，2106，

2099 位氨基酸发生突变，能够使水稻植株对

ACCase 抑制剂类除草剂产生抗性。吴丹丹等[21]

通过 EMS 诱变 R1010 水稻种子，获得 OsACC1

基因第 2125 位氨基酸由色氨酸突变为半胱氨酸的

突变体，该突变体植株在喷施 6 倍剂量(180mL/ 

667 m2)的能高效氟吡甲禾灵(高品名：盖草能)后仍

能正常生长，且与野生型相比，其主要农艺性状无

显著差异。江群等[22]通过 EMS诱变镇糯 19水稻种

子得到了对高效盖草能、精喹禾灵和唑啉草酯同时

具有抗性的突变体材料，测序发现该突变体

OsACC1基因第 1792位氨基酸由异亮氨酸突变为亮

氨酸导致了抗药性的产生。刘小双等[23]利用植物碱

基编辑和引导编辑技术，开发高密度碱基编辑文库

技术，并将这些文库导入水稻中，通过除草剂抗性

筛选，在所创制的突变中发现 OsACC1I1879V、

OsACC1C2186R 和 OsACC1W2125S 植株对芳氧苯氧丙

酸 酯 类除 草剂 的抗性 均 得到 提升 ，并 且

OsACC1I1879V突变在提升抗性的同时，主要农艺特

征(株高、剑叶长度、结实率)并未受到影响[24]。 

因具有配组自由、生产程序简单、无细胞质

负效应等特点，两系杂交水稻种植面积持续快速

扩大[25,26]。国家水稻数据中心(http://www. ricedata. 

cn/variety/)的数据显示，2001 年 36 个国审品种中

仅有 4 个两系杂交水稻品种，2023 年 409 个国审

品种中共有 182 个两系杂交水稻品种。因此，创

制两系不育系抗除草剂资源，对培育具有抗除草

剂功能的两系杂交水稻新品种具有重要意义。 

传统方法选育新品种，要么依靠自然群体的

随机突变再进行人为筛选，要么将具有优良性状

的双亲进行杂交在后代中筛选。然而，自然环境

下植物材料的自发变异率极低，后代筛选周期

长、难度大、劳动强度高等制约了农业生产对优
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良育种资源丰富度的快速需求[27]。诱变育种(化

学、物理、太空、多倍体、组合诱变)能够提高植

物材料的变异率，但诱变的随机性大，诱变性状

难以确定，且有益突变频率低[28]。基因编辑技术

能够精准编辑生物自身的基因，从而快速准确地

创造优良变异，培育理想性状，相较于传统育种

能够缩短年限，快速得到材料。 

本研究根据刘小双等[24]编辑方法，利用

CRISPR/Cas9 及植物碱基编辑技术[29, 30]，以优质

不育系安 9S 为研究材料，对 OsACC1 基因进行

单碱基编辑，以期获得抗除草剂两系不育系新种

质[31]，为水稻抗除草剂两系杂交水稻新品种培育

奠定材料基础。 

1 材料与方法 

1.1 试验材料 

本研究以安徽省农业科学院水稻研究所培育

的优质高配合力两系不育系安 9S 作为受体转化材

料。试验所用载体为 ePE2，转化所用的大肠杆菌

感受态为 X-BLUE，农杆菌感受态为 EHA105。 

1.2 载体构建 

查询水稻基因数据库(Rice Genome Annotation 

Project, http://rice.uga.edu/cgi-bin/)，发现靶基因

OsACC1(LOC_Os05g22940.1)位于水稻 5 号染色体

上，编码核苷酸序列长度为 7245 bp，氨基酸长度

为 2414 aa，包含 35 个外显子。利用刘小双等[24]

构建的 ePE2 引导编辑载体和设计的位于第 34 外

显子区域的 sgRNA引物(图 1)，对 OsACC1进行碱

基编辑，构建 ePE2-ACC-I1879V载体。 

1.3 T0代阳性植株的获取 

通过农杆菌介导法，将构建好的 ePE2-ACC-

I1879V载体转入安 9S的愈伤组织中，经过潮霉素

筛选抗性愈伤组织，再转移至含有 0.25 mg/L盖草

能高效氟吡甲禾灵(江苏中旗科技股份有限公司，

农药登记证号：PD20081980)除草剂的筛选培养基

上，后分化培养出苗生根获得 T0代植株。对每株

T0代植株提取叶片的全基因组 DNA，利用 ACC-1

引物(表 1)对靶位点进行 PCR 扩增并送 Sanger 测

序，筛选含有目标突变的 T0代阳性植株，种植于

海南陵水规定区域，成熟后单株收获。 

1.4 T1代纯合植株的筛选 

T0 代单株收获的种子，T1 代发生分离，能够

筛选到纯合突变植株。每个株系的种子分别发

苗，苗期每株剪取少量叶片，CTAB 法提取全基因

组 DNA，使用 4对 T-DNA 分离引物 T-1、T-2、

T-3、T-4(表 1)(引物 T-1 在载体上位于 zmBUI 启

动子与 Cas9之间；引物 T-2在载体上位于 zmBUI 

启动子与 U6之间；引物 T-3在载体上位于 35S 终

止子与M-MLV RT-∆RNase H之间；引物 T-4在载

体上位于 Cas9与 M-MLV RT-∆RNase H之间)进行

PCR扩增，扩增产物用 1%琼脂糖电泳，筛选 4对

引物扩增产物电泳后均无条带的单株，即为不含

外源 DNA成分的单株。 

在不含外源载体 DNA 成分的单株中，使用

HITOM 引物(表 1)进行扩增，取 5 μL 扩增产物用

2%琼脂糖电泳，有明亮条带即进行 Hi-Tom 测

序，据测序结果筛选纯合突变单株。经过 T-DNA

分离和 Hi-Tom 筛选后，最终获得无转基因成分的

T1 代纯合突变单株。种植于安徽省农业科学院岗

集试验基地，喷施 1%甲禾灵(1 L 水中加入 1 mL

有效含量为 108 g/L的高效氟吡甲禾灵)验证其除草

剂抗性。 

1.5 转基因成分鉴定 

对筛选后的 T1代无 T-DNA成分的部分纯合单

株进行高通量测序：挑选试验组中三个株系

(NS512、NS513、NS514)提 取 叶 片 的 基 因 组

DNA，进行 Illumina HiSeq测序。送测样品经样品

检测、文库构建、库检、上机测序等步骤进行生

物信息学分析。 

1.6 除草剂耐受剂量观察 

对照组安 9S 和试验组 3 个 T3 代纯合株系

(NS512、NS513、NS514) 2024 年夏季播种于安徽

省农业科学院岗集试验基地。对照组和试验组 3

个株系分别设置 6 个小区用于观察除草剂耐受剂

量，每个小区按照 6株×4行种植，6个小区在 3~5

图 1    OsACC1在第 34 外显子上的靶位点  

Fig. 1. Target site of OsACC1 on exon 34  
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叶期分别喷施 0%、2%、4%、6%、8%、10%浓度

的甲禾灵(其中 2%浓度药液的配制：每 1 L水中加

入 2 mL有效含量为 108 g/L的高效氟吡甲禾灵乳

油，其余浓度依此类推)。喷施一周后观察植株生

长情况，比较对照组和试验组抗药性，一个月后

统计喷施不同浓度除草剂的植株存活率。植株正

常生长或长出绿色新分蘖的单株统计为存活单

株；整株枯萎发黄且不再长出新分蘖的单株统计

为死亡单株。 

1.7 农艺性状分析 

对照组和试验组 3 个株系分三期播种，Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ期分别播种于 2024 年 6 月 7 日、6 月 18

日、6 月 25 日。Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期的对照组和试验组每

个株系随机选择 3个单株，取开花前一天的颖花保

存在诺丁固定液中，经 I2-KI 染色后，在显微镜下

观察花粉粒育性。开花结束后，对照组和试验组的

每个株系取中间 5株考察其株高，单株有效穗数、

穗长、剑叶长度等性状，考察后割茬使其再次生长

恢复育性，收获种子。通过 SPSS 27.0 分析比较试

验组株系与对照组农艺性状是否具有显著性差异。 

1.8 安全性评价 

1.8.1 OsACC1 与 NCBI 毒蛋白、抗营养因子相关

数据库比对  

利用 NCBI 数据库，以 toxin 等作为关键词，

将 OsACC1与已知毒蛋白和抗营养因子进行比对。 

1.8.2 OsACC1 过敏性生物信息学分析 

根据联合国粮农组织和世界卫生组织

(FAO/WHO)确立的专门程序，对转基因食品的潜

在致敏性进行评估时，主要依据对基因来源的分

析以及蛋白质序列相似性的比对。本研究将目的

基因 OsACC1 所编码的蛋白序列与现有致敏原数

据库(http://www.allergenonline.com/)中的已知过敏

原进行比对，以评估其致敏性风险。 

2 结果与分析 

2.1 T0代阳性植株的获取 

T0代编辑植株经 Sanger测序，发现有 24株编

辑株获得目标变异，即 OsACC1基因第 34外显子

区域本研究将目的基因 OsACC1 所编码的蛋白序

列第 5635位碱基 A替换为 G，导致第 1879位氨

基酸由异亮氨酸(Ile)突变成缬氨酸(Val)，变异植株

均为杂合子(图 2)。这 24 株突变体分别编号为

NS502~NS525。 

2.2 T1代纯合突变株筛选 

T0代获得的 24 株杂合植株成熟后，分别单株

收获种子，24个株系共收获约 8000粒种子。经 T-

DNA分离筛选，从这 24个株系中共获得 138株不

含 T-DNA 元件的植株(图 3)。进一步利用 Hi-Tom

技术筛选获得 94株纯合突变植株。94株纯合突变

表 1    本研究中所用的引物 

Table 1. Primers used in this study  

引物名称 

Primer name 

正向引物 

Forward primer (5’-3’) 

反向引物 

Reverse primer (5’-3’) 

ACC-1 GGACCTTGAAGATGTCCACTCC GCAGGAACATAACTGAGCCACC 

T-1 GATATACTTGGATGATGGCA GAGCCTGTGGAAGAAGCTG 

T-2 TAGACATGCAATGCTCATTATC ACAGGTAAGAGCTAAGCATC 

T-3 GAATTCTGCAGGTCACTGGATT TGACCCACTACCAGGCCCTG 

T-4 CGCCACCCTCATCCACCAGTCT CTCCTGAGACATTGGGTACTGC 

HITOM ggagtgagtacggtgtgcCTGTCATAGCACATAAGATGCA gagttggatgctggatggTCCAACAGTTCTTCCAGTCACA 

 

图 2    T0代转基因植株（部分）测序结果 

Fig. 2. Sequencing results of T0 transgenic plants (partial)  
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株种植于安徽省农业科学院岗集试验基地，缓苗

期过后喷施 1%甲禾灵后均正常生长，证明其具有

除草剂抗性。 

2.3 转基因成分鉴定报告 

将三个试验组株系(NS512、NS513、NS514)

测序结果与 26,921个载体序列(包含 46,695个转基

因成分结构)的数据库进行比对分析，鉴定所包含

的外源成分序列。经过分析，试验组三个样品均

不包含外源转基因成分(附表 1，NS512 编号为

FED139, NS513 编号为 FED140, NS514 编号为

FED141)。 

2.4 除草剂耐受剂量评价 

对照 组(安 9S)和试验组(NS512、NS513、

NS514)在 3~5 叶期喷施不同浓度的甲禾灵，存活

率见表 2。2%及 4%浓度下对照组第 4天观察到心

叶卷缩、叶尖枯黄，随后枯黄叶面积逐渐增加直

至死亡；试验组 3 个株系均无明显变化。6%、

8%、10%浓度下对照组和试验组株系第 4 天均观

察到心叶卷缩、叶尖枯黄，对照组枯黄叶面积逐

渐增加直至死亡；试验组枯黄叶逐步萎缩的同

时，一部分植株死亡，另一部分植株能够长出新

叶片(图 4)。 

3 个株系在经 4%甲禾灵处理后，存活率均达

到 100%，具有较高的除草剂抗性。其中，NS514

株系对甲禾灵的抗性最高，经 10%甲禾灵处理后

存活率仍能达到 79.2%。较高浓度的甲禾灵处理相

比较低浓度甲禾灵的处理整体生长较为迟缓，

NS514 株系在清水处理(0%甲禾灵)小组几乎全部

抽穗时，4%甲禾灵处理小组每株仅抽 1~2穗，8%

甲禾灵处理小组没有抽穗(图 5)。 

2.5 纯合突变株农艺性状分析 

2.5.1 育性分析 

Ⅰ期播种植株(安 9S、NS512、NS513、NS514)

的抽穗期均为 2024年 8月 15日左右，Ⅱ期播种植

株(安 9S、NS512、NS513、NS514)的抽穗期均为

2024 年 8 月 28 日左右，Ⅲ期播种植株(安 9S、

NS512、NS513、NS514)的抽穗期均为 2024 年 9

月 2 日左右，对照组与试验组抽穗期无显著差

异。对照组和试验组中 3个株系的花粉粒在Ⅰ期、Ⅱ

期、Ⅲ期均表现为完全不育；割茬后，对照组和

试验组在显微镜下观察到花粉粒大部分可育，少

数败育(图 6)。因此，编辑前后植株的花粉育性未

发生改变。 

安 9S 及其转基因株系在安徽区域生育期约为

110 d。NS512 株系平均株高为 84.05 cm，平均剑

叶宽度为 1.68 cm，相较野生型安 9S 株高增加

20.7%，剑叶宽度增加 12.8%。NS513 株系株高为

82.63 cm，平均剑叶长度为 39.59 cm，平均剑叶宽

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

M: 标记；1～22: T1代单株；23: 阳性对照；24: 阴性对照。 

M, Marker；Lanes 1-22, T1 plants; Lane 23, Positive control; Lane 24, Negative control. 

图 3    T1代 T-DNA 分离（部分）检测结果  

Fig. 3. T-DNA isolation (partial) test results of T1 generation   

 
表 2    喷施不同浓度甲禾灵后的存活率  

Table 2. Survival rate after spraying different concentrations of haloxyfop-P-methyl                                                                  % 

甲禾灵浓度
1）
 

Concentrations of haloxyfop-P-

methyl
1）

 

对照组存活率 

Survival rate of control group 

 试验组存活率 

Survival rate of experimental group 

安 9S An 9S  NS512 NS513 NS514 

0 100.0  100.0 100.0 100.0 

2 0  100.0 100.0 100.0 

4 0  100.0 100.0 100.0 

6 0   91.6  75.0  79.2 

8 0   66.7  87.5  91.6 

10 0   33.3  25.0  79.2 

1）0, 2, 4, 6, 8 和 10分别指每 1 L水中加入 0, 2, 4, 6, 8 和 10 mL有效含量为 108 g/L的高效氟吡甲禾灵乳油。 

1）0, 2, 4, 6, 8, and 10 refer to the addition of 0, 2, 4, 6, 8, and 10 mL of haloxyfop-P-methyl EC with an active ingredient content of 108 g/L per liter of 

water, respectively. 
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度为 1.70 cm，与野生型相比株高增加 18.6%，剑

叶长度增加 18.1%，剑叶宽度增加 14.1%。NS514

株系剑叶宽度为 1.37 cm，相比野生型剑叶宽度降

低 8.1%。对于试验组株系，随着喷施除草剂浓度

的上升，株高(图 7-A)和穗粒数(图 7-B)总体呈现下

降趋势。 

2.6 安全性评价 

2.6.1 毒蛋白、抗营养因子分析 

利用 NCBI数据库将 OsACC1与已知毒蛋白和

抗营养因子进行比对(图 8)。同时，在 NCBI 数据

0% 4% 8%

图 5    NS514 在 0%、4%、8%甲禾灵处理下的生长状况（标尺=10 cm） 

Fig. 5. Growth of NS514 under 0%, 4% and 8% haloxyfop-P-methyl treatments (bar=10 cm)  

 

0% 2% 10%

安9S
An 9S

NS514

图 4    对照组和试验组 NS514 经不同浓度甲禾灵处理后对比图（田间） 

Fig. 4. Comparison of control group and experimental group NS514 treated with different concentrations of haloxyfop-P-

methyl (field)  
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库搜索 OsACC1同源性蛋白，搜索结果显示数据库

中有 100个蛋白与 OsACC1有同源性，其中 75个

为乙酰辅酶 A相关的基因，2个为 ACCase相关， 

19 个为假定蛋白，4 个为未命名的蛋白质(图 8)。

此外，OsACC1已在传统水稻育种中被广泛应用，

没有中毒现象的发生；因此，OsACC1不会给水稻

 期
Stage 

 期
Stage  

 期
Stage  

割茬后
After 
stubble 
cutting

安9S NS512 NS513 NS514

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期分别指播种于 2024年 6月 7日、18日和 25日。 

The sowing dates for stage Ⅰ, Ⅱ, and Ⅲ were June 7, 18 and 25, 2024, respectively. 

图 6    试验组在 期、 期、 期及割茬后的花粉育性 

Fig. 6. Pollen fertility of the experimental group in the first, second and third stages and after stubble cutting  

 

表 3    T3代纯合株系农艺性状 

Table 3. Agronomic traits of T3 homozygous lines  

农艺性状 

Agronomic trait 

对照组 

Control group 
 

试验组 

Experimental group 

安 9S An 9S  NS512 NS513 NS514 

株高 Plant height(cm) 69.65±5.10  84.05±2.47** 82.63±1.59** 73.30±2.35 

抽穗期 Heading date(d) 70  70 70 70 

单株有效穗数 Effective panicle number per plant 9.37±1.85  9.75±1.67 10.88±1.13 9.33±0.52 

穗长 Panicle length(cm) 25.00±0.51  23.12±2.28 24.40±0.90 24.62±0.43 

剑叶长度 Flag leaf length(cm) 33.52±1.52  34.60±3.74 39.59±1.53** 32.81±3.02 

剑叶宽度 Flag leaf width(cm) 1.49±0.06  1.68±0.08** 1.70±0.10** 1.37±0.07* 

数值用平均数±标准差表示；*,**分别表示差异达到了 0.05, 0.01和 0.001水平。 

Values are listed as mean ± standard deviation; *,** indicate that the difference between the control and experimental groups was significant at 0.05, 0.01 

and 0.001 level, respectively. 
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造成毒性，且不会干扰水稻对营养物质的利用。 

2.6.2 过敏性分析 

过敏性分析结果表明 OsACC1 与任何已知的

致敏原都没有 8 个以上连续氨基酸或高于 35%的

相似性(图 9)。按照 FAO/WHO 决策树的评价策

略，基因表达产物具有过敏性的判定标准是至少

有 8 个连续氨基酸与已知过敏原相同，或与已知

过敏原存在 35%以上的相似性，参照这个标准，

OsACC1不存在过敏性问题。 

3 讨论 

相较于传统育种，基因编辑技术可以定向改

良作物性状，同时极大缩短育种年限，提高育种
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不同小写字母表示同一株系在不同处理之间差异显著（P＜0.05）。 

Different lowercase letters indicate significant difference among different treatments (P < 0.05). 

图 7    不同浓度甲禾灵处理后的株高和穗粒数 

Fig. 7. Plant height and grain number per panicle of mutants treated with different concentrations of haloxyfop-P-methyl  

 

图 8    OsACC1 蛋白在 NCBI 中与已知毒蛋白序列同源性比对结果 

Fig. 8. Results of homology comparison between OsACC1 protein and known toxic protein sequence in NCBI 
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效率，为创制新的种质资源提供了技术支持。本

研究利用 CRISPR/Cas9 技术，以两系不育系安 9S

为实验材料，对 OsACC1 基因进行定点突变，成

功获得具有除草剂抗性的两系不育系材料。3 个突

变株系在喷施 4%的甲禾灵后存活率均为 100%，

其中 NS514 株系在喷施 10%的高效氟吡甲禾灵乳

剂后存活率仍能达到 79%，具有较高的除草剂抗

性。在实际生产中，由于农户绿色农业意识差以

及除草剂使用监管不严等原因，常常造成除草剂

的过度使用，喷施的剂量远超推荐剂量，容易对

农作物造成危害[32]。本研究所获得的抗除草剂水

稻两系不育系突变材料，抗性水平高，不易出现

因除草剂使用过量而造成危害，应用前景广阔。

抗除草剂的不育系材料未来将与其他优质恢复系

进行配组，培育具有抗除功能的两系杂交水稻新

品种。 

基因编辑在育种中广泛应用，用于改善品种

的抗病性、抗虫性、不良性状等，但在改良目标

性状的同时，可能也会改变其他农艺性状。覃玉

芬等[33]利用 CRISPR/Cas9 技术创制了新型水稻温

敏雄性核不育系，与野生型相比，突变体在改变

育性的同时，其株高变矮、有效穗数增多。王新

等[34]利用基因编辑技术定向编辑 SD1 基因，改良

易倒伏的优质糯稻品种靖西香糯，获得的半矮杆

突变体穗数增加、穗长缩短、剑叶长度变短、穗

粒 数 减 少 、 单 株 产 量 增 加 。 孔 铭[35]利 用

CRISPR/Cas9 技术创制抗穗腐病玉米，突变体在

获得穗腐病抗性的同时，株高、穗位高等农艺性

状方面存在差异，但未对综合农艺性状产生显著

的 负 面 影 响 。 在 前 人 的 研 究 中 ， 利 用

CRISPR/Cas9 技术改良品种性状，编辑位点多会

导致其他性状发生改变。刘小双[24]研究认为，

OsACC1I1879V突变在提升抗性的同时，株高、剑叶

长 度、 结实率 并不受 到影 响。本 研究 对

OsACC1I1879V位点进行编辑，但未获得与对照组农

艺性状完全一致的株系，3 个试验组株系在农艺性

状方面均发生了一定的改变。由此推测，对不同

背景材料，可能需要更高世代、更大的群体和更

多性状的评价，才能全面反映此位点编辑后是否

对综合农艺性状产生显著影响。 

当前，抗除草剂育种发展迅速，抗草甘膦、

草铵膦、五氟磺草胺等种质资源的创制均有报

道。抗单一类型除草剂的种质资源只能使用该类

型除草剂进行除草，然而，长期单一使用某种(类)

除草剂，会导致农田杂草长期处于同一选择压

下，加速抗性杂草的产生[36]。迄今，全球已在 273

个物种(156 个双子叶植物和 117 个单子叶植物)中

发现 533个独特的抗除草剂杂草案例(物种×作用部

位)，72 个国家在 101 种作物中发现存在抗除草剂

杂草。据统计，杂草已经对 168 种不同的除草剂

产生了不同程度的抗药性[37]。培育多种类型的抗

除草剂种质资源，在同一地区使用抗不同类型除

草剂的种质资源进行轮作，并交替使用不同作用

机理的除草剂，实现对杂草稻和其他一年生杂草

的可持续防控，减少抗性杂草的产生和流动。除

抗性杂草问题以外，部分除草剂残留期长，容易

危害后茬作物， ALS 抑制剂类除草剂和咪唑啉酮

类除草剂长期使用所产生的农药残留易对土壤环

境及后茬敏感作物造成影响[38]。已有研究表明，

土壤 pH 值为 7 时，甲氧咪草烟的半衰期为 1.4

周，咪唑乙酸烟的半衰期为 16 周，咪唑喹啉酸的

半衰期高达 191 周[39]。谢勇波[40]使用高效氟吡甲

禾灵 10%的乳油兑水使其浓度为推荐浓度的 1.5倍

图 9    OsACC1 在 Allergen Online 中的检索结果 

Fig. 9. Search results of OsACC1 in Allergen Online 
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(1125 mL/hm2)，分别喷施在烟草和土壤表面，测

得甲禾灵在烟田土壤和烟叶中的半衰期分别为 

12.6 d、3.96 d。甲禾灵、草甘膦、草铵膦与咪唑

啉酮类、ALS 抑制剂类除草剂相比残留时间更

短，不影响下茬作物的种植。未来，可以优先选

用半衰期较短的除草剂以及培育具有其抗性的种

质资源，不仅能够有效防除抗性杂草的产生，还

能减少对后茬作物的危害，对环境更安全友好。 

近年来，抗除草剂水稻品种推广面积不断增

大，随着抗除草剂材料在农业中的不断应用，可

大幅度降低农业生产成本，提高农户经济效益，

推动农业现代化的不断进步。 

在线辅助性信息：附表 1 请见《中国水稻科

学》网站(http://www.ricesci.cn)。 
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