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摘要: CRISPR/Cas9基因编辑技术已经成功应用于多种植物基因组的编辑, 但是在生菜中鲜有报道。本研究拟在生菜(Lac-
tuca sativa L.)中建立CRISPR/Cas9基因编辑体系。首先根据生菜FANCM基因序列设计靶位点, 构建Lsfancm-CRISPR/Cas9
载体。然后以生菜子叶作为外植体, 通过农杆菌侵染、共培养、愈伤组织诱导、芽再生及生根培养等过程, 对生菜进行农

杆菌介导的遗传转化, 共获得24株T0代转基因阳性植株。进一步对靶位点序列进行PCR并测序分析, 发现4株转基因生菜

的靶位点发生基因编辑, 产生fancm杂合突变体, 并且在T1代植株中鉴定到纯合突变体。以上结果表明, 本研究已成功将

CRISPR/Cas9基因编辑体系有效地运用于生菜中, 该体系的建立可为将来生菜的基因功能研究及分子育种提供重要的技术

参考。
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近年来, CRISPR/Cas9 (clustered regularly inter- 
spaced short palindromic repeat/CRISPR associated 
nuclease 9)系统作为基因编辑技术广泛应用于植

物基因组的编辑从而推动基因功能的研究(Ding等
2016), 并且在植物的遗传育种、性状改良、对逆

境胁迫的响应等方面取得了一定的成果(Xie和
Yang 2013; Zhang等2014; Bortesi和Fischer 2015; 
Rani等2016)。CRISPR/Cas9来源于细菌和古细菌, 
是自然界中原核生物的一种防卫系统, 通过激活

适应性免疫应答来抵抗噬菌体等入侵(Barrangou
等2007)。CRISPR/Cas9系统主要包含gRNA (guide 
RNA)和Cas9核酸内切酶, gRNA通过和靶序列的

碱基配对结合到DNA上, 同时gRNA可以招募Cas9
蛋白。Cas9蛋白与gRNA结合并识别靶序列下游

的PAM (protospacer adjacent motifs)位点, 在PAM
上游约3 bp处切割DNA双链, 形成DNA双链断裂

(double strand break, DSB), 继而引发生物体内源

性的DSB修复。在DSB修复的过程中会在双链断

裂的位置引起若干碱基的插入或者缺失从而造成

DNA靶位点基因编辑(Cong等2013)。目前CRIS-
PR/Cas9系统主要有两种方式应用于植物基因组

的编辑, 一种是构建Cas9及gRNA表达载体, 通过

遗传转化在植物体内表达Cas9蛋白和gRNA从而

对植物基因组进行编辑。另外一种是将在体外表

达的Cas9蛋白和gRNA预先组装成核糖核蛋白复

合体并导入受体细胞进行基因编辑, 然后将基因

组被编辑的受体细胞诱导再生为完整的植株

(Woo等2015; Liang等2017)。本研究应用第一种

方法, 即构建相关表达载体, 对生菜进行遗传转

化, 利用重组的Cas9蛋白及gRNA对生菜进行基因

组编辑。

生菜(Lactuca sativa L.) (2n=18)属于菊科莴苣

属植物, 是一年或者两年生草本植物, 原产地中海

沿岸, 是全世界广泛种植的叶用类蔬菜, 具有较高

的营养和经济价值 (左晓峰等2001;  范亚丽等

2012)。Michelomore等在1987年已经成功报道生

菜的遗传转化体系(Michelmore等1987)。到目前

为止, 该遗传转化体系已经相当完善和成熟(Curtis
等1999; 邓小莉等2007; 付雅丽等2007; 付雪晴等

2012)。本研究以生菜FANCM基因作为CRISPR/
Cas9系统的靶基因。FANCM蛋白在拟南芥中参

与减数分裂过程, 限制减数分裂交叉(crossovers, 
COs)的形成, 拟南芥fancm突变体相比于野生型, 
CO数目提高, 重组频率增加(Crismani等2012; Knoll
等2012)。本研究希望通过对于生菜FANCM的基

因编辑提高生菜减数分裂的重组频率, 从而加快

生菜的育种进程。

本研究构建Lsfancm-CRISPR/Cas9载体, 以生

菜子叶为外植体, 通过农杆菌介导的方式对生菜

进行遗传转化, 分析T0代和T1代转基因植株基因编

辑状况, 最终建立有效的可遗传的生菜CRISPR/
Cas9基因编辑体系。
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材料与方法 

1  材料  
1.1  植物材料  

本研究所用的生菜(Lactuca sativa L.)品种‘日
本结球’购自津沽园艺公司。还有‘沙丽生菜’、‘玻
璃生菜’、‘香港玻璃生菜’、‘四季玻璃生菜’、‘散
叶生菜大速生’、‘红霞生菜’、‘新育奶油生菜’、
‘香港软尾生菜’、‘意大利全年耐抽苔生菜’ 9种生

菜品种购自怡田种业有限公司。

1.2  菌株和质粒

大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α感受态和根

癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens) GV3101感受

态购于第二实验室公司。

本研究所用的CRISPR/Cas9系统由中国农业

大学生物学院陈其军老师馈赠(Xing等2014)。该

系统包含3个载体, 其中pCBC-DT1T2载体为氯霉

素抗性, 含有gRNA表达盒。pHSN401载体在细菌

体内为卡那霉素(kanamycin, kan)和壮观霉素(spec-
tinomycin, spec)抗性, 在植物体内为潮霉素(hygro-
mycin, hyg)抗性, 用于转化根癌农杆菌GV3101感
受态从而进行生菜遗传转化(图1)。pSoup载体为

四环素抗性, 主要作为协助载体, 帮助pHSN401载
体在根癌农杆菌GV3101中复制。

图1  pHSN401载体结构示意图

Fig.1  The structural diagram of pHSN401vector  
U6-26p: 拟南芥U6启动子; U6-26t: 拟南芥U6终止子; 2×35p: 2个串联的花椰菜病毒35S启动子; Nost: 胭脂碱合成酶Nos终止子; zCas9: 

玉米密码子优化Cas9酶; spec (R): 壮观霉素抗性基因; hyg (R): 潮霉素抗性基因; kan (R): 卡那霉素抗性基因; LB/RB: T-DNA插入左/右边界; 
pUC ori: 大肠杆菌复制起始位点; pSa ori: 农杆菌复制起始位点。

2  方法

2.1 构建Lsfancm-CRISPR/Cas9载体以及转化农

杆菌

2.1.1 基因靶位点设计

FANCM基因信息来自于合作单位荷兰Rijk 
Zwaan种业公司。根据CRISPR/Cas9系统的特异性

切割原则(Mali等2013), 即PAM (NGG或者CCN)位
点切割原则(图2), 设计靶位点并且命名为CRISPR/
Cas9-T。
2.1.2  Lsfancm-CRISPR/Cas9载体构建

以pCBC-DT1T2载体为模板, 根据靶位点设计

特异性引物: Lsfancm-CRISPR-DT1T2-T-F (BsaI-T-F)
和Lsfancm-CRISPR-DT1T2-T-R (BsaI-T-R) (表1)。
用该引物对通过PCR扩增得到含有gRNA-scaffold
和靶位点序列的DNA片段。然后用BsaI限制性内

切酶, 酶切pHSN401载体和PCR扩增后的DNA片

段。接下来通过T4连接酶进行连接反应, 将连接产

物转化大肠杆菌。然后通过特异性鉴定引物U626-
FD (表1)测序验证, 挑选单克隆在含有50 μg·mL-1

卡那霉素的LB培养基中摇菌培养(220 r·min-1, 37°C), 
然后抽提质粒(图3), 将构建好的CRIPSR/Cas9载体

命名为Lsfancm-CRIPSR/Cas9载体。

2.2  农杆菌介导的生菜遗传转化体系

本研究采用农杆菌介导生菜的遗传转化, 相
关的转化方法在前人的研究基础上加以优化(Miche- 
lmore等1987; Curtis等1999; 邓小莉等2007; 付雅丽

等2007; 付雪晴等2012), 具有再生效率高、转化率

高等特点。

2.2.1  生菜种子表面消毒

首先将饱满的生菜种子用无菌水浸泡并且摇

床摇晃2 h (150 r·min-1, 25°C)。然后用70%乙醇浸

泡90 s, 接下来用10% NaClO浸泡15 min, 无菌水清
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图2  CRIPSR/Cas9系统基因组编辑原理图

Fig.2  The schematic diagram of genome editing using CRIPSR/Cas9 system

洗3次, 最后转移到1/2MS (MS盐2.37 g·L-1+蔗糖

30 g·L-1+琼脂7.5 g·L-1, pH 5.8)培养基, 培养温度为

22~24°C, 16 h光照, 光照强度约100 μmol·m-2·s-1。

2.2.2  外植体准备 
种子萌发5~6 d后, 将长度约5~7 mm的子叶外

植体从幼苗上切下。

2.2.3  农杆菌侵染

将pSoup质粒转化根癌农杆菌GV3101感受态, 
然后将Lsfancm-CRIPSR/Cas9载体转化GV3101/
pSoup感受态, 以BsaI-T-F和BsaI-T-R为引物(表1)
进行菌落PCR, 挑选阳性单克隆菌落, 接种在含有50 
μg·mL-1卡那霉素、50 μg·mL-1利福平、25 μg·mL-1

庆大霉素、5 μg·mL-1四环素的LB液体培养基中, 
摇菌培养(220 r·min-1, 28°C)约12 h至OD600=0.6~ 
0.8。从上述菌液中取200 μL稀释于20 mL添加相同

抗生素的LB液体培养基中, 在220 r·min-1, 28°C条
件下摇菌10~12 h至OD600=0.6~0.8。将菌液在1 600×g, 

7°C条件下离心5 min, 用MS0 (MS 4.74 g·L-1+蔗糖

30 g·L-1, pH 5.8)重悬浮菌体, 调整OD600=0.6~0.8。
最后将外植体在菌液中浸泡10 min。
2.2.4  共培养   

将在农杆菌中浸泡过的外植体转移至MS1 [MS
盐4.74 g·L-1+蔗糖30 g·L-1+琼脂7.5 g·L-1+激动素

(kinetin, KT) 1.0 mg·L-1+吲哚乙酸(indoleacetic acid, 
IAA) 0.2 mg·L-1, pH 5.8]培养基, 使其背部接触培

养基。将外植体在黑暗条件下25°C共培养2 d。
2.2.5  愈伤组织诱导及芽再生

经过2 d的共培养, 将外植体转移至MS2 (MS1
培养基+hyg 17.0 mg·L-1+特美汀300 mg·L-1, pH 5.8)培
养基, 使其背部接触到培养基, 在100 μmol·m-2·s-1的

光照强度, 25°C条件下培养。每隔20 d将外植体转移

至新的MS2培养基进行继代培养, 继代培养2~4次。

2.2.6  生根培养

当分化再生得到的hyg抗性幼苗生长至1 cm

表1  实验中所用引物

Table 1  Sequences of primers used in this study

                     类型                        名称                               序列(5'→3')

CRISPR载体构建特异性引物 Lsfancm-CRISPR-DT1T2-T-F (BsaI-T-F) GAATGGTCTCTATTGTTCAGCTCATGGTATA-  
  CAAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTT
 Lsfancm-CRISPR-DT1T2-T-R (BsaI-T-R) ATTATTGGTCTCTAAACTTGTATACCATGAGC-  
  TGAACAATCTCTTAGTCGACTCTACCA
CRISPR载体测序引物 U626-FD TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGC
潮霉素抗性基因特异性引物 HptII-F CTACACAGCCATCGGTCCAGAC
 HptII-R GGGAGTTTAGCGAGAGCCTGAC
转基因植株特异性鉴定引物 Lsfancm-CRISPRseq-T-F ACGTCCATATGTTTCAAGGCTTTC
 Lsfancm-CRISPRseq-T-R GCTTTCCAAAGTTCTTCTTTCGTG
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图3  Lsfancm-CRIPSR/Cas9载体构建流程图

Fig.3  The flowchart of Lsfancm-CRIPSR/Cas9 vector construction
U6-26t: 拟南芥U6终止子; U6-29p: 拟南芥U6启动子; BsaI-T-F/R: 靶位点正/反向引物; BsaI-T: 融合BsaI酶切位点的靶序列。

时, 将它小心切下转移至MS3 (1/2MS培养基+IAA 
0.1 mg·L-1, pH 5.8)培养基上诱导生根。

2.2.7  驯化和移栽

将幼苗移栽到营养土上(蛭石:营养土:珍珠岩

=9:3:1), 置于育苗盒内保湿培养, 光照培养并且逐步

减低湿度至室内正常湿度(培养温度22~24°C, 光照

时间12 h, 光照强度约200 μmol·m-2·s-1)。等到幼苗

驯化2~3周后, 放置在光照培养箱中培养生长。在

幼苗以及生长时期, 设定光照培养箱的条件为光照

时间8 h, 温度20°C; 黑暗时间16 h, 温度15°C。诱导

开花时期, 设定光照培养箱的条件为光照时间14 h, 
温度30°C; 黑暗时间10 h, 温度25°C。
2.3  转基因植株鉴定

2.3.1  转基因植株潮霉素抗性基因PCR鉴定

本研究采用TaKaRa MiniBEST Plant Genomic 
DNA Extraction Kit试剂盒提取生菜的基因组DNA, 
然后以潮霉素抗性基因引物HptII-F和HptII-R为鉴

定引物(表1)对转基因植株DNA进行PCR扩增 : 
94°C预变性5 min; 94°C变性30 s, 60°C退火30 s, 
72°C延伸50 s, 35个循环后; 72°C再延伸10 min。

2.3.2  转基因阳性植株测序

以引物Lsfancm-CRISPRseq-T-F和Lsfancm- 
CRISPRseq-T-R作为测序鉴定引物(表1)对转基因

阳性植株进行PCR扩增(94°C预变性3 min; 94°C变
性15 s, 55°C退火15 s, 72°C延伸1 min, 35个循环后; 
72°C再延伸10 min)并且测序。                    

本研究的引物合成以及测序服务由上海睿迪

生物技术有限公司完成。

2.3.3  生菜基因靶位点序列分析

根据测序的峰型图以及碱基序列来确定生菜

的基因靶位点是否发生编辑。根据PCR产物测序峰

型图, 如果在靶位点附近出现多峰, 则其纯化后的PCR
产物用TIANGEN公司的pEASY-Blunt Cloning kit试
剂盒进行载体连接, 然后将连接产物转化大肠杆菌

DH5α感受态, 挑选多个单克隆菌落, 摇菌培养进行单

克隆测序, 根据单克隆测序结果确定基因编辑方式。

实验结果

1  Lsfancm-CRISPR/Cas9载体构建

如图4-A所示, 生菜FANCM基因全长为7 970 bp, 



植物生理学报740

图4  生菜FANCM基因结构及Lsfancm-CRISPR/Cas9载体示意图

Fig.4  The structural diagram of lettuce FANCM gene and Lsfancm-CRISPR/Cas9 vector
A: 生菜FANCM基因结构以及CRISPR/Cas9靶位点; B: Lsfancm-CRIPSR/Cas9载体。

总共含有20个外显子和19个内含子。根据CRISPR/ 
Cas9系统的特异性切割原则(Mali等2013), 在
FANCM基因的第9个外显子设计靶位点CRISPR/
Cas9-T: TTCAGCTCATGGTATACAA (图4-A), 按
照图3所示流程图构建Lsfancm-CRIPSR/Cas9载
体。如图4-B所示, Lsfancm-CRIPSR/Cas9表达载

体携带有2个串联重复的gRNA表达盒和Cas9酶。

gRNA表达盒含有拟南芥U6启动子和终止子, 能够

表达融合靶位点序列的gRNA, 用于识别和结合生

菜FANCM基因靶位点CRISPR/Cas9-T。Cas9酶识

别CRISPR/Cas9-T的PAM (CCT)位点并且切割

PAM下游的DNA双链, 经过内源性DNA双链断裂

修复产生基因编辑。

2  生菜的遗传转化

2.1  转基因生菜品种的确定

本研究收集了‘日本结球’、‘沙丽生菜’、‘玻
璃生菜’、‘香港玻璃生菜’、‘四季玻璃生菜’、‘散
叶生菜大速生’、‘红霞生菜’、‘新育奶油生菜’、
‘香港软尾生菜’、‘意大利全年耐抽苔生菜’10种生

菜品种, 参考Vanjildorj等(2005)的研究, 对这些品

种的再生频率进行比较, 发现其中再生频率最高

的是‘日本结球生菜’ (78%), 其次是‘玻璃生菜’ 
(56.2%), 其他生菜品种的再生频率均不足30%。

因此本研究以‘日本结球生菜’作为转化材料。

2.2  生菜再生过程激素种类及比例的确定   
以MS培养基为基础, 研究不同激素的种类及

比例对‘日本结球生菜’再生频率的影响。结果如

表2  不同激素配比对‘日本结球生菜’再生频率的影响

Table 2  The effect of different hormone proportions on the 
frequency of lettuce regeneration 

激素名称*     浓度/mg·L-1 再生频率/%

6-BA 1.0 78.0±5.0
 1.5 82.5±5.4
 4.0 73.5±6.2
KT 0.5 78.0±6.8
 1.0 87.5±5.0
 2.0 68.8±6.3

　　*培养基中添加0.05 mg·L-1生长素(NAA)。

表2所示, 使用萘乙酸(naphthylacetic acid, NAA)和
6-苄基腺嘌呤(6-benzylaminopurine, 6-BA)组合, 当
NAA浓度为0.05 mg·L-1, 6-BA为1.5 mg·L-1时再生

频率最高, 为82.5%。使用NAA和KT组合, 当NAA
浓度为0.05 mg·L-1、KT为1.0 mg·L-1时再生频率最

高, 为87.5%。当将生长素由0.05 mg·L-1的NAA替

换成0.2 mg·L-1的IAA, 并且分别与1.5 mg·L-1的

6-BA和1.0 mg·L-1的KT组合时(表3), 再生频率分别

是90.0%和96.5%。可见对于‘日本结球生菜’再生

表3 不同激素配比对‘日本结球生菜’再生频率的影响

Table 3 The effect of different hormone proportions on the 
frequency of lettuce regeneration

激素名称* 浓度/mg·L-1 再生频率/%

6-BA 1.5 90.0±2.9
KT 1.0 96.5±1.3

　　*培养基中添加0.2 mg·L-1生长素(IAA)。
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2.4  潮霉素抗性生菜植株的获得

如图5所示, 以生菜的子叶作为外植体, 经过种

子萌发、农杆菌浸染、共培养、愈伤组织诱导、

芽再生及生根培养等过程对生菜进行遗传转化。

周期4个月左右, 得到30棵潮霉素抗性的生菜植株。

的诱导, KT要优于6-BA, IAA要优于NAA。因此选

择1.0 mg·L-1的KT、0.2 mg·L-1的IAA的激素配比

应用于后续的实验。

2.3  转基因生菜潮霉素筛选压的确定

本研究以MS培养基为基础培养基, 在1.0 mg·L-1

的KT、0.2 mg·L-1的IAA激素配比下, 研究不同浓

度的潮霉素对野生型‘日本结球生菜’再生频率的

影响。如表4所示, 随着潮霉素浓度的升高, ‘日本

结球生菜’的再生频率迅速的降低。当潮霉素的浓

度达到17.0 mg·L-1时, ‘日本结球生菜’已经完全不

能再生。因此本研究以17.0 mg·L-1作为转基因生

菜的潮霉素筛选压。

图5  生菜遗传转化过程

Fig.5  The process of lettuce genetic transformation
A: 种子萌发; B: 共培养; C: 愈伤组织诱导及芽再生; D: 生根培养。

表4  ‘日本结球生菜’再生时对潮霉素敏感性

Table 4  Hygromycin sensitivity of lettuce regeneration

潮霉素浓度/mg·L-1 再生频率/%

  0.0 96.5±1.3
  5.0 32.0±0.8
12.5   3.8±1.0
17.0   0.0±0.0

3  T0代转基因植株的分子鉴定

使用潮霉素抗性基因序列特异性引物HptII-F
和HptII-R (表1)对上述得到的30株潮霉素抗性植

株进行PCR检测, 其中24株扩增出676 bp特异性条

带(图6), Lsfancm-CRISPR/Cas9表达载体对生菜的

遗传转化率为80.0%。

4  T0代基因编辑植株的鉴定

为检测T0代植株中FANCM基因的基因编辑状

图6  部分转基因生菜植株的PCR检测结果

Fig.6  PCR analysis of some transgenic plants
M: DNA Marker; PC: 阳性质粒对照; NC: 未转化植株对照; 

1~12: 转基因生菜植株。

况, 本研究在靶位点CRISPR/Cas9-T上下游设计特

异性引物: Lsfancm-CRISPRseq-T-F和Lsfancm- 
CRISPRseq-T-R (表1)。以上述得到的24株转基因

阳性植株的基因组DNA为模板, 进行PCR扩增及

测序分析, 结果表明4株转基因生菜发生基因编辑

(图7和8), 基因编辑效率为16.67%。这4株植株中

产生两种基因编辑形式, 其中1株植物在PAM位点

(CCT)下游4 bp处产生2 bp (GC)碱基缺失(图7), 另
外3株植株在PAM位点(CCT)下游2 bp处产生13 bp 
(CAGCTCATGGTAT)碱基缺失(图8)。PCR产物测

序结果显示, 其测序峰图出现双峰, 并且PCR产物

连接载体后单克隆菌落测序得到靶位点被编辑和

未编辑的两种形式, 以上结果表明4株植株均为杂

合突变体(图7和8)。
5  T1代转基因植株的基因型分析

上述获得的4株T0代基因编辑植株中, 只有1
株GC碱基缺失杂合突变体自交得到10株T1代植

株。以上述的Lsfancm-CRISPRseq-T-F和Lsfancm- 
CRISPRseq-T-R作为特异性鉴定引物(表1), 对得到
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图7  T0代GC碱基缺失杂合突变体基因型分析

Fig.7  Genotyping of GC base deletion in heterozygous mutant from T0 generation
A: PCR产物测序峰图; B: GC碱基缺失的PCR产物连接载体后单克隆菌落测序峰图; C: 未编辑的PCR产物连接载体后单克隆菌落测

序峰图; D: PCR产物连接载体后单克隆菌落测序序列比对; WT: 野生型生菜; Lsfancm+/-: T0代GC碱基缺失杂合突变体。

的10株T1代植株的靶位点进行PCR扩增。PCR产

物以及PCR产物连接载体后单克隆菌落测序结果

表明, 其中5株植株是GC碱基缺失杂合突变体(图
9), 2株植株是GC碱基缺失纯合突变体(图10), 剩下

3株在靶位点处未检测到基因编辑。

讨　　论

生菜作为一种叶用类蔬菜, 按照叶片的生长

形态可以分为散叶生菜和结球生菜。按照叶片的

颜色可以分为绿生菜和紫生菜。较高的再生频率

是获得大量的转化植株的基础, 基因型是影响生

菜再生频率的主要内在因素(Lim等2011)。本研究

检测的10个生菜品种中, 绿色‘日本结球生菜’的再

生频率最高。此外, 植物生长调节剂是诱导植物

离体器官再生必不可少的因素, 生菜再生过程中

所使用的植物生长调节剂主要有细胞分裂素类和

生长素类。一般细胞分裂素类比例增高有利于芽

的再生, 而生长素类比例的升高有利于愈伤组织

的形成或者根的再生(张小红等2002)。不同的生

菜再生体系需要不同的激素组合(朱路英等2002; 
朱春燕等2008), 这种差异主要是由于所用的生菜

品种不同引起。本研究中‘日本结球生菜’再生体

系的最佳激素组合为1.0 mg·L-1的KT, 0.2 mg·L-1的

IAA。遗传转化过程中抗生素的使用是为了抑制

或杀死未转化的细胞或者组织, 恰当的抗生素浓

度既能够将未转化的细胞充分的杀死, 又不影响

转化细胞的正常生长。本研究以潮霉素作为筛选

转基因植株的抗生素, 确认潮霉素筛选压是17.0 
mg·L-1, 与Lim等(2011)的所用的20 mg·L-1潮霉素筛

选压相近。
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图9  T1代GC碱基缺失杂合突变体基因型分析

Fig.9  Genotyping of GC base deletion in heterozygous mutant from T1 generation 
A: PCR产物测序峰图; B: PCR产物连接载体后单克隆菌落测序序列比对; WT: 野生型生菜; Lsfancm+/-: T1代GC碱基缺失杂合突变体。

图8  T0代CAGCTCATGGTAT碱基缺失杂合突变体基因型分析

Fig.8  Genotyping of CAGCTCATGGTAT base deletion in heterozygous mutant from T0 generation
A: PCR产物测序峰图; B: CAGCTCATGGTAT碱基缺失的PCR产物连接载体后单克隆菌落测序峰图; C: 未编辑的PCR产物连接载体

后单克隆菌落测序峰图; D: PCR产物连接载体后单克隆菌落测序序列比对; WT: 野生型生菜; Lsfancm+/-: T0代CAGCTCATGGTAT碱基缺失

杂合突变体。
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图10  T1代GC碱基缺失纯合突变体基因型分析

Fig.10  Genotyping of GC base deletion in homozygous mutant from T1 generation
A: PCR产物测序峰图; B: PCR产物连接载体后单克隆菌落测序序列比对; WT: 野生型生菜; Lsfancm-/-: T1代GC碱基缺失纯合突变体。

CRISPR/Cas9系统作为一种新兴的基因编辑

技术在拟南芥(Mao等2013; Feng等2013)、水稻

(Shan等2014; Li等2016)、小麦(Wang等2014; 
Liang等2017)等植物的基因组编辑研究中取得巨

大的发展, 但是在生菜中的应用还较少。目前仅

有研究报道利用体外表达的Cas9蛋白和gRNA预

先组装成CRISPR/Cas9核糖核蛋白复合体并导入

生菜原生质体, 对生菜基因组进行基因编辑(Woo
等2015)。本研究首次通过传统的遗传转化方式, 
即构建重组的CRISPR/Cas9植物表达载体、通过

农杆菌介导的遗传转化, 在生菜体内表达CRISPR/
Cas9系统进而对靶基因进行编辑。在T0代总共获

得24株转基因阳性植株, 但是得到的转基因植株

大多长势较弱, 莲座叶少, 易抽薹。生菜对于热比较

敏感, 高温条件下容易抽薹开花(Mulabagal等2010), 
希望在以后的研究中通过对温度的改善来调整植

株的状态, 促进营养生长, 推迟抽薹。此外, 对T0代

的24株转基因阳性植株进行靶位点序列分析, 其
中4株发生基因编辑, 基因编辑效率为16.67%。而

Woo等(2015)用预组装的CRISPR/Cas9核糖核蛋白

复合体对生菜BIN2基因进行基因编辑, 基因编辑

效率为46% (Woo等2015)。Woo等(2015)利用体外

表达的Cas9蛋白和gRNA预先组装成核糖核蛋白

复合体进行CRISPR/Cas9系统构建, 这种构建方式

确保转化植株体内均具有CRISPR/Cas9核糖核蛋

白复合体。而本研究通过构建Cas9及gRNA表达

载体转化生菜, 得到的转基因植株体内只含有Cas9
及gRNA基因, 其能否表达Cas9蛋白和gRNA以及

Cas9蛋白和gRNA的表达量在每株转基因植株中

是不同的, 这可能是本研究基因编辑效率偏低的

原因。但是相比较于Woo等(2015)方法, 本研究建

立的生菜CRISPR/Cas9基因编辑体具有操作简单, 
周期短, 易于广泛推广应用等特点。此外, 将T0代获

得的GC碱基缺失fancm杂合突变体自交, 我们在T1

代获得2株GC碱基缺失纯合突变体, 5株植株GC碱
基缺失杂合突变体, 说明被编辑的基因能够在后代

中稳定遗传, 具有遗传稳定性。生菜fancm基因纯

合突变体的获得,  为进一步研究该基因的功能, 
验证其能否提高生菜减数分裂的重组频率提供了

基础。

本研究建立的生菜CRISPR/Cas9基因编辑体

系对于生菜的基因功能研究具有重要的意义。同

时通过CRISPR/Cas9系统编辑生菜基因组, 开展生

菜遗传改良, 加快生菜育种进程, 以期培育出具有

优势性状的生菜新品种。
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Establishment of CRISPR/Cas9-meidiated genome editing system in lettuce 
(Lactuca sativa L.)  
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Abstract: CRISPR/Cas9 system has been widely applied to genome editing in many plant species, but was 
rarely reported in lettuce. The present study was aimed to establish the CRISPR/Cas9-meidated genome editing 
system in lettuce (Lactuca sativa L.). The lettuce FANCM gene was used for testing the system. According to 
the FANCM gene sequence, we designed the target site and successfully constructed the Lsfancm-CRISPR/Cas9 
vector. Then we introduced the constructed Lsfancm-CRISPR/Cas9 plasmid into lettuce through Agrobacterium 
tumefaciens mediating genetic transformation approach with seedling cotyledons as explants and inoculating 
agrobacterium strain, co-cultivating, calli-inducing, shooting, and rooting as transformation steps. In total, 24 
transgenic positive plants were obtained in T0 generation by PCR verification. Further PCR detection and se-
quence analysis on target site demonstrated that 4 plants were genetically edited resulting in heterozygous 
fancm mutants. Furthermore, the homozygous mutants in T1 generation were obtained. The effective heritable 
genome editing system CRISPR/Cas9 established in this study will provide important resources not only for 
functional gene studies but also for genetic manipulation of lettuce breeding.
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