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摘要：【目的】我国多数人口以稻米为主食，稻米产量关系国家粮食安全，提高单产仍然是目前水稻育种最重要

的目标。水稻中OsGn1a/OsCKX2基因失活被报道可提高穗粒数从而提高产量。拟通过CRISPR/Cas9技术在粳

稻品种“晚粳 34”中对该基因进行靶向敲除，从而快速提高其产量。【方法】通过基因编辑技术对OsGn1a基因进

行定点突变，在成功获得OsGn1a基因功能缺失突变体后，利用获得的同时包含野生型和突变型的 3个独立突变

株系衍生的不含转基因成分的纯合突变株（突变组）和非突变株（野生型对照组）姊妹系（T3代）进行试验，同

株系突变组和对照组不同重复（3 个重复）田间排布采用完全随机设计，不同株系独立排布，通过比较 3 个株

系各自突变组和对照组间产量构成因素之间的差异，探究Gn1a基因功能缺失对“晚粳34”产量构成因素的影响。

【结果】3个株系（编号分别为#01、#06和#16）突变组与对照组相比，每穗粒数均显著增加，增幅分别为 26.2%、

19.8%和 19.0%，均值 21.67%；对于千粒质量，其中两个株系（#06和#16）突变组也显著增加，增幅分别为 8.0%和

8.8%，而另一个株系则无显著差异；而对于有效分蘖数，从均值上看 3 个株系均不同程度降低，不过只有#06
和#16两个株系差异显著，降幅分别为 9.8%和 15.7%，另外一个株系降幅虽然高达 13.4%，但统计上差异并不显

著；对于结实率，3个株系均无显著差异。依据产量构成因素数据计算单株理论产量，突变组与对照组相比，3个

株系的单株理论产量变化并不一致，从均值上看，2个突变体株系（编号分别为#01和#06）增产（增幅 35.1%和

18.5%），但统计上差异并不显著，另外 1个突变体株系（编号为#16）减产（减幅 27.3%），统计上差异显著。【结论】

在粳稻中敲除OsGn1a基因可有效提高穗粒数，但可能伴随千粒质量和有效分蘖数的变化，在某些环境下可使

千粒质量增加同时导致分蘖数减少，最终单株产量也发生变化，不同条件下可能获得不同结果，提示育种中仅

仅通过应用Gn1a无功能等位基因并不一定能提高水稻产量。
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（Nanchang） Jiangxi Key Laboratory for Green Rice Germplasm，Nanchang 330200，China）

Abstract：［Objective］Rice is the staple food of most Chinese people，so that its yield is critical for nation⁃
al food security.Hence，improving per unit yield is still the most important goal of rice breeding at present.The 
inactivation of the OsGn1a/OsCKX2 in rice has been reported to enhance rice yield by increasing grain numbers.
In this study，the CRISPR/Cas9 technology was used to generate targeted knockout of this gene in the japonica 
rice variety “Wanjing 34” to rapidly increase its yield.［Method］In the present study，loss-of-function muta⁃
tions of the OsGn1a gene were generated by gene editing technology，and three independent T0such lines harbor⁃
ing both wild type and mutant alleles were chosen for experiment.The homozygous mutant（mutant group）and 
non-mutant（wild-type control）sister lines（T3 generation）derived from a common T0 ancestorwereused for yield 
trait compare to study the effect of Gn1a disruption on yield components.In the field experiment，the mutant and 
the wild type control replicates derived from a common ancestor were randomly arranged.［Result］The data 
showed that，as compared with that in the control groups，the grainnumber per panicle in the mutant groups of 
all the three lines（designated as #01，#06 and #16）significantly increased（by 26.2%，19.8% and 19.0%，re⁃
spectively；21.67% on average）.Meanwhile，the mutants of two lines（#06 and #16）out of the three ones showed 
significantly increased 1 000-grain weight（increased by 8.0% and 8.8%，respectively），relative to that of the 
controls.Conversely，the mutants of the same two lines（#06 and #16）showed significantly decreased tillernum⁃
bers（decreased by 9.8% and 15.7%，respectively）.It is worth noting that the mutants of Line #01 also showed a 
13.4% decrease of tillernumber but the change was not statistically significant.There was no significant change 
in seed setting rate between the mutants and the wild types of all the three lines.The changes of theoretical yield 
per plant were not consistent among the three lines.According to the mean value，two mutant lines（#01 and 
#06）showed increased yield（increased by as high as 35.1% and 18.5% respectively）relative to the wild types，
but the differences were not statistically significant.On the contrary，the mutants of Line #16showed a signifi⁃
cantly decreased yield（decreased by 27.3%）relative to the controls.［Conclusion］It is very certain that knock⁃
out of OsGn1a can effectively increase grainnumber in japonica rice.The conduct may also improve grain weight 
and reduce tiller number，but these effects may be affected by environmental factors.As a result，the yield per 
plant may also change（even yield reduction may take places）.Taken together，it is suggested that the disruption 
of only the single gene Gn1a can not necessarily improve the yield.

Keywords：Gn1a；CRISPR/Cas9；yield；tillernumber；grainnumber；seed setting rate；1 000-grain weight

【研究意义】我国是世界上最大的大米生产和消费国，提高水稻单产是我国水稻育种的永恒主

题。【前人研究进展】水稻的单位产量由单位面积的有效分蘖数、穗粒数（颖花数）、结实率和千粒质

量构成。近年来，随着分子标记辅助育种的发展，与产量构成因素相关的基因不断被报道，包括

GS3[1]、WTG1[2]、LP1[3]和 Gn1a[4]等。其中 Gn1a 是一个控制水稻穗粒数的基因，它编码一个细胞分裂素

加氧酶/脱氢酶（OsCKX2）[4]。细胞分裂素加氧酶/脱氢酶的生物学功能是灭活细胞分裂素（CK），因此

在 Gn1a 功能缺失时植物体内 CK 大量积累，而 CK 正调控茎端分生组织的功能，引起水稻枝梗数增

加，每穗粒数随之增加 [4]。【本研究切入点】随着基因编辑技术的成熟，对目标基因进行靶向敲除已经

变得十分便捷。在“北粳南移”国家战略背景下，江西省在积极推动粳稻的品种选育工作。本研究拟

对株叶形态较好但产量略为欠缺的粳稻品种“晚粳 34”进行改良。【拟解决的关键问题】拟通过 CRIS⁃
PR/Cas9 技术对“晚粳 34”基因组中的 Gn1a 基因进行定点敲除以增加其穗粒数，进而提高产量，从而

快速培育新品种。
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1 材料与方法

1.1　试验材料

“晚粳34”品种为江西省农业科学院水稻研究所王智权博士提供。

1.2　试验地点

江西省农业科学院高安转基因基地

1.3　载体构建

载体为实验室自行构建的 CRISPR/Cas9 载体 pCUbi1390Cas9-U6[5]。利用在线工具 CRISPR-P 2.0
（http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2/）设计针对靶基因 Gn1a 的 sgRNA 向导序列。选择 Gn1a 第 2 外显子

上的一个靶位点[基因组 ORF 位置：1140-1162]，合成向导链 DNA 寡核酸接头正反链。正义链为：ctt⁃
gGGCTCGGTCCACCTGAACCA；反义链为：aaacTGGTTCAGGTGGACCGAGCC。将寡核酸正反链退火后

连接到pCUbi1390Cas9-U6上，具体方法请参照文献[5]。
1.4　遗传转化

采用CaCl2法制备农杆菌，将构建好的Ti质粒使用化学法转化至EHA105根癌农杆菌中，遗传转化使

用Toki等的方法进行[6]。

1.5　基因编辑突变位点检测

利用叶段潮霉素（50 mg/L）水溶液浸泡法对T0再生植株进行潮霉素抗性检测[7]，在T1分离群体继续通

过潮霉素抗性检测筛除含有转基因的单株，通过靶位点PCR产物测序对非转基因单株靶位点突变情况

进行检测，通过T1分离后代基因型推断T0代突变情况。叶片DNA提取通过CTAB法进行[8]。PCR引物如

下：GACAGACTACCTCCACCTCACC（正向）和 AGTTTTTGCAGCTTAGTTGTTCC（反向）。反应体系：2 μL 
10×PCR buffer（含Mg2+）；2 μL dNTPs（2.5 mmol/L）；2 μL引物（上下游各加1 μL；2 μL DMSO（二甲基亚砜）；

0.4 μL rTaq（TaKaRa）；2 μL DNA，9.6 μL H2O，总体积 20 μL。其 PCR 温度程序：94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，
60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35循环；72 ℃ 2 min。PCR产物送至长沙擎科生物技术有限公司进行测序（测序

引物Gn1aU6-MF：CGAGGTAATTAAGGTATAGGTGTTT）。

1.6　材料繁殖、小区设计及农艺性状考察

T0代植株在温室盆钵种植；T1代分离群体在网室内种植，在开花前对植株进行筛选，然后对含有转基

因的植株进行筛除；在T2代对无转基因成分突变株系进行扩繁以获得试验用足量种子；利用T3代植株进

行农艺性状分析，材料在转基因基地大田种植，6月 25日播种，抽穗期 9月 10日左右。选择在同时含有

野生型和突变型株系3个株系进行试验，每个株系在T1代选择3个野生型和3个突变型姊妹株分开收种，

继续繁殖获得各自的T2和T3种子。材料按小区种植，1个姊妹系设 1个小区，株系内 6个姊妹系在小区内

随机排列，3个株系独立进行小区布局。每小区 20行，每行 12株，株行距均为 20 cm。所有材料在田间均

为常规水肥管理。从小区中随机选取 10株（异常株和边株除外）考察有效分蘖（以实粒数大于等于五粒

为准）、总粒数、实粒数和千粒质量（#01号株系由于对照和突变体均有一个重复因地势较低而受涝害，长

势较差，不进行取样分析）。数据处理及统计分析通过软件GraphPad Prism 8.3.0进行，使用学生氏 t测验

进行显著性分析。

2 结果与分析

2.1　Gn1a基因编辑株系的获得

本研究一共获得 11个独立转化株系测序结果显示，一共获得 17种突变类型（突变序列见图 1A，不

同株系基因型见表 1），其中 11种突变类型（即#01，#02，#03，#04，#05，#06，#08，#11，#15，#16和#17）造成

移码而导致后续氨基酸发生改变，推导可致蛋白质功能失活，另外6种突变类型（当核苷酸缺失或插入的

数目是 3的整数倍，即 07，#09，#10，#12，#13和#14）导致减少 1个至数个氨基酸，蛋白质功能是否受到影

响未知。因此为了最大程度避免组培突变干扰试验结果，选取分别包含#01、#06、#16 3 种突变类型的

L11、L2、L8株系T3代植株进行试验（突变序列测序峰图见图1B）。

·· 12
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A为Gn1a靶位点突变情况。WT为野生型，#01…#16为不同类型的突变体编号。在野生型中，靶位点以及PAM位点

分别用灰色阴影和灰色阴影与加框表示，其中 sgRNA转录起始碱基另加下划线加粗显示，倒三角表示剪切位点；在突变体

植株中红色横线表示碱基缺失，红色下划线表示碱基的插入；图右边数字表示碱基的插入（+）和碱基的缺失（—）个数。B
为野生型和 3个突变体株系的测序峰图，在野生型中三角指示位置表示剪切位点，在#01和#06株系中三角指示位置表示

碱基缺失位点，在#16株系中三角指示位置表示碱基增加的位置。

A indicates the mutations of Gn1a target site.WT was the wild type and #01 to #16 were the different mutation types.In the 
wild type，the target site and PAM site are，shaded in grey，and bolded plus boxed，respectively，with the transcription start base of 
the sgRNA bolded and under lined.The inverted triangle represented the cut site of the Cas9.In mutant plants，the dashed line indi⁃
cates sequence deletions and the underlined and red bases indicate insertion.The numbers on the right of the figure indicate the 
numbers of inserted（+）and deleted bases（-）.B showed the chromatogram graph section corresponding to target site of wild-type 
and three mutant lines.The triangles in the wild-type，in line #01 and line #06，and in line #16 denote the cut site；the base imme⁃
diately before the deleted ones；and it the inserted base，respectively.

图1　基因编辑株系中Gn1a碱基突变情况

Fig.1　Mutations of the Gn1a target site in gene editing lines
表1　不同基因编辑株系的基因型

Tab.1　The genotypes of different gene editing lines

株系号

Line Number
L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L9

L10
L11

推测突变类型

Deduced mutation type
嵌合突变Chimeric
嵌合突变Chimeric

纯合突变homozygous
嵌合突变Chimeric
嵌合突变Chimeric

双等位基因突变Biallelic
双等位基因突变Biallelic

嵌合突变Chimeric
嵌合突变Chimeric

双等位基因突变Biallelic
杂合突变Heterozygous

基因型

Genotypes
#07
#06
#01
#03
#01
#14
#06
#01
#01
#01
#01

#08
#07
-

#01
#13
#17
#07
#05
#04
#17
WT

#09
#01
-

#15
WT
-
-

#16
#09
-
-

-
#11
-

#10
-
-
-

#02
-
-
-

-
#12
-
-
-
-
-

#17
-
-
-

-
WT
-
-
-
-
-

WT
-
-
-

·· 13
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2.2　敲除Gn1a对产量性状的影响

考察试验设计中各小区材料的每穗粒数、结实率、千粒重和有效分蘖数然后将Gn1a突变体与其相

应对照的数据进行比较分析，结果（图 2）显示：在每穗粒数上，3 个突变体株系与野生型相比均显

著增加，#01、#06 和#16 分别比野生型增加了 26.2%、19.8% 和 19.0%，平均增加 21.67%，说明敲除 Gn1a
能大幅度增加穗粒数；在结实率上，3 个突变体株系和野生型相比没有明显差异，因而敲除 Gn1a 对结

实率影响不明显；在千粒质量上，3个突变体株系与野生型的相比均不同程度增加，#01、#06和#16分别

比野生型增加了 3.8%、8.0% 和 8.8%，平均增加 6.9%；但#01 与野生型相比差异不显著，尽管如此，3 个

株系相同的变化趋势说明敲除 Gn1a可增加千粒质量；而对于分蘖数，3个突变体株系与野生型相比均

不同程度减少，#01、#06 和#16 分别比野生型减少了 13.4%、9.8% 和 15.7%，平均减少 13.0%，值得注意

的是，3 个株系中虽然#01 株系与对照相比减少较大，但差异却并不显著，提示较大的环境误差掩盖了

试验差异，笔者认为 Gn1a功能缺失会使分蘖数减少；通过产量构成因素数据计算单株产量，数据显示

3个突变体与野生型相比变化趋势不一致，有两个株系表现出增产（增幅 35.1%和 18.5%），另一个株系

却表现出减产（减幅 27.3%）（图 2E），值得注意的是，两个增产株系与对照相比统计上并无显著差异，

估计环境误差较大掩盖了试验差异，而减产株系与对照相比在统计上差异显著。产量是个综合性状，

其变化是各个产量构成因素变化综合的结果，由于正向和负向的变化同时存在，不同株系之间各个产

量构成因素变化幅度又不一致，最后表现出增产或减产都是可以理解的。综上所述，敲除Gn1a可增加

穗粒数的同时还可能增加千粒质量，但可能造成分蘖数减少，有利与不利影响并存，最终对产量的影

响很大程度上受环境因素影响较大，增产或减产都有可能。

A、B、C、D和E分别为 Gn1a突变株系与野生型在分蘖数、穗粒数、结实率、千粒质量及单株产量上的比较分析；#01、
#06和#16指包含突变序列编号为#01、#06和#16（突变情况见图 1A）基因突变株系的 3个不同比较组，WT为野生型，MUT
为突变体，同一组内的野生型和突变体来自同一个株系T0代祖先；数据格式为“均值±标准误”，#01号株系小区数 n=2，#06
和#16株系小区数n=3，每小区考种10个单株。*，P<0.05；**，P<0.01；***，P<0.001；差异显著性通过学生氏 t测验检测。

A，B，C，D and E denote changes of tiller number，grain number per panicle，seed setting rate，1000-grain weight and yield 
per plant in the gn1a mutants relative to those in the wild types.#01，#06 and #16 indicate the comparative groups including the 
gn1a mutants with alleles numbered as #01，#06 and #16（see Fig.1A for sequences）.WT，wild types；MUT，gn1a mutants.WT and 
mutants within a group were derived from a common line of T0 generation plant；values are “means ± SE”，n（replicate number of 
plots）= 2 for Line #01，and n=3 for Line #06 and Line #16，ten plants were observed for each replicate；*，P<0.05；**，P<0.01；
***，P<0.001；the significance was determined by Student’s t test.

图2　Gn1a突变株系性对于野生型的产量性状变化

Fig.2　Changes of yield related traits in gn1a mutants as compared to those in the wild type
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3 结论与讨论

3.1　结论

本研究结果表明，水稻中Gn1a功能缺失可大幅增加穗粒数的同时减少分蘖数，也可使千粒质量小

幅提高，而对结实率没有显著影响，最终影响产量。需要指出的是，Gn1a功能缺失的遗传效应可能受环

境影响较大，不同种植条件下对综合产量的影响可能得到不同结果，一定条件下甚至造成减产。

3.2　讨论

产量是一个综合性状，产量构成因素每一个要素的变化最终都会对产量造成影响。增加穗粒数是

提高单产的一条重要途径，而产量构成因素之间存在复杂的相互关系，某一因素的改变可能会使其它因

素发生变化。Gn1a作为一个重要的穗粒数控制基因，国内外多个研究团队试图通过基因编辑技术对其

进行敲除从而提高水稻产量[9-13]，在这些研究中，研究者除了考察敲除Gn1a对穗粒数的影响，也对其它产

量构成因素和总体产量的变化进行了鉴定。

前人研究结果均表明Gn1a功能缺失可使穗粒数显著增加，本研究结果显示，3个基因编辑株系平均

增加穗粒数 21.67%，与前人结果一致，说明Gn1a功能缺失引起穗粒数增加的效应十分稳定，受遗传背景

和环境因素影响较小，因而敲除Gn1a确实是一种增加穗粒数的有效方法。

Gn1a功能缺失对其它产量构成因素的影响，不同作者获得的结果不完全一致。对于分蘖数，Shen
等[14]等发现Gn1a功能缺失在一些背景下分蘖减少，本研究结果显示，3个基因编辑株系平均分蘖数减少

12.97%，与这一结果相吻合，与此不同，李光正等[10]的研究中，分蘖数没有显著变化，而Yeh等[15]的研究中

分蘖数反而增加；对于千粒质量，Chare[16]的研究显示一个Gn1a基因敲除株系千粒质量显著高于野生型，

本研究结果显示，3个基因编辑株系平均千粒质量增加6.87%，与前人研究结果一致，但也有报道Gn1a功

能缺失后千粒质量无显著变化[10]，对于结实率，李光正等[10]的研究中发现Gn1a功能缺失对结实率没有显

著影响，与本研究一致，而Chare[16]研究发现Gn1a功能缺失可以增加结实率，但沈兰等[9]研究发现Gn1a功

能缺失降低结实率。

产量构成因素的变化最终都会反映到产量的变化上来，李光正等[10]和Chare [16]的研究均发现Gn1a功

能缺失使单株产量提高，而本研究同时观察到了增产和减产两种截然不同的结果，3个Gn1a基因敲除株

系中，两个表现出增产，增产分别为 35.07% 和 18.54%，一个表现出减产，减产为 27.32%。类似地，Shen
等[14]的研究也展示了Gn1a功能缺失对产量影响矛盾的结果，在该研究中，研究者比较了 gs3（粒长控制基

因，功能失活为长粒型，为多数籼稻的基因型，功能正常为短粒型，为多数粳稻的基因型）和 gs3gn1a两种

突变体在5种背景下两种基因型品系在产量方面的变化，发现产量变化不一致，在有些背景下增产（包括

Y4227、Z22），有些背景下减产（包括N9108、W27、Z88）且减产的株系分蘖都是减少的（1%~29%），揭示了

在不同背景中Gn1a功能有所差异。因此，Gn1a功能缺失并不一定能获得综合产量的增加。依据Gn1a
功能缺失对产量构成因素的影响，Gn1a功能缺失是否增加产量取决于穗粒数的增加幅度以及其它产量

构成因素特别是分蘖数是否减少以及减少的幅度。

Gn1a功能缺失对分蘖和产量的影响不同研究结果差异较大，这应该与材料背景不同及种植环境差

异有关。某些不良种植条件下，或某种遗传背景下，Gn1a功能缺失会引起分蘖数减少的幅度可能比较

大，大于穗粒数（和千粒质量）增加（叠加增加）的幅度，因而综合起来表现出减产。在本研究中，由于试

验材料和籼稻种植于一块大田中，肥水管理均依照籼稻进行管理，在双季晚稻高温环境下，粳稻生长慢，

在育秧和移栽后的一段时间内，按照籼稻进行水肥管理，粳稻由于植株较矮，生长较慢，经历了一段时间

的涝害，生长和分蘖明显受到抑制，在这种逆境条件下，Gn1a功能缺失突变体较对照分蘖受影响更加严

重，这可能是本研究中突变体较对照分蘖下降的原因之一，之所以一个株系表现出减产，应该与试验时

该株系小区所在的大田处于比较低洼位置因而受到较严重的涝害有关。因此，正常功能的Gn1a可能对

于某种逆境下植株的正常生长（例如分蘖）具有促进作用。

需要指出的是，组织培养往往会产生无性系变异，由于产量是综合性状，这些变异有可能对产量造

成影响。一些试验中突变体材料经历了组培过程，将这样的材料与原始野生型进行比较并不能排除背

景突变对产量的可能影响，因而带来试验误差，甚至错误，因此本研究为了减少这种误差，采用杂合突变
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体衍生出来的纯合突变体和野生型进行对比，这就最大化消除了突变体和野生型之间的背景差异，获得

的结果更加可靠。
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