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利用 CRISPR/Cas9 技术编辑 Badh2基因

改良水稻优质恢复系 QR79 的香味
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摘 要 以优质恢复系 QR79 为受体材料，采用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术，针对其 Badh2基因的第 1 外显子

和第 2 外显子区域，设计 2 个靶向位点，旨在获得具有香味、无转基因成分且主要农艺性状保持稳定的纯合突变

体。对野生型和突变体的 Badh2基因表达量、2-乙酰-1-吡咯啉（2AP）含量、γ-氨基丁酸（GABA）含量及主要

农艺性状进行了系统测定与分析。结果表明，与野生型相比，纯合突变体植株 QR79-badh2-1和 QR79-badh2-2
中 Badh2基因表达量显著降低，2AP 含量显著增加，而 GABA 含量显著减少；同时，粒长、千粒重、整精米率

和结实率等主要农艺性状保持稳定，但产量构成因子受到一定程度影响。综上所述，通过 CRISPR/Cas9 基因编

辑技术成功实现了对优质水稻恢复系 QR79 的香气特性遗传改良，显著提升了香味成分 2AP 的含量，为加速香

型籼稻新品种的研发提供了理论依据和遗传资源。
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水稻作为全球粮食供应的重要基石，其品质的

提升已成为育种领域的研究热点。在众多品质特

性中，香味是衡量水稻品质的关键指标之一[1]。香

稻凭借其独特的香气深受消费者喜爱，市场价格

也相对较高[2-4]。自 20 世纪 80 年代以来，科学家

们开始深入探究大米香味的挥发性成分。迄今为

止，已在多种香稻品种中鉴别出 300 多种挥发性芳

香物质[5-6]。其中，2-乙酰-1-吡咯啉（2-acetyl-1-
pyrroline，2AP）是稻米中爆米花香气的主要化合

物[7-11]。除 2AP 外，还有烃类、醛类、酮类、酯

类、醇类和酚类等多种挥发性物质对稻米香味有

贡献[12]。早期研究[13-14]表明，水稻香气是由 1 个

单隐性基因控制的。随着科学家们对香味基因的

深入研究，遗传分析结果表明，水稻中香味主要受

位于第 8 号染色体上的 1 个单隐性基因 Badh2 控

制[15-16]，包含 15 个外显子和 14 个内含子，编码 1
个由 503 个氨基酸残基组成的蛋白质，该蛋白质具

有 NAD 结合结构域、底物结合结构域及低聚体化

结构域[17]。此外，Badh2基因编码的蛋白质具有醛

脱氢酶活性，能够催化甜菜碱醛、γ-氨基丁醛

（AB-ald）以及 3-氨基丙醛的氧化过程[18]。在非香

米水稻品种中，BADH2 蛋白主要催化 AB-ald 的氧

化，而 AB-ald 正是香米中香味主要成分 2AP 的关

键前体；当BADH2 蛋白正常发挥功能时，将AB-ald
氧化为γ-氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA），

阻断 2AP 的合成路径，导致稻米失去香味[3,16-18]；

相反，在香米品种中，由于 Badh2基因发生了功能

缺失型突变，导致 BADH2 蛋白失去催化活性，

AB-ald 无法转化为 GABA，这一变化促使了 2AP
的合成，赋予了稻米独特的香味[2,19]。

传统水稻育种主要采用杂交育种和系统选育

等方法，这些方法存在育种周期漫长、受环境影响

大、性状易因环境改变而鉴定难、劳动强度高、基

因资源利用局限、育种效率低等缺点。相比之下，

CRISPR/Cas 基因编辑技术作为一种前沿的生物技

术，具有高效性和高度精确性。该技术能够通过特

定的引导 RNA 与目标 DNA 序列的精准互补配对，

在较短的时间周期内培育出具有特定优良性状的

新水稻种质资源。Hui 等[20]以粳稻宁粳 1 号（NJ1）
和籼稻黄华占（HHZ）为受体材料，利用 CRISPR/
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Cas9 基因编辑技术创建 Badh2的新等位基因，将

获得的新等位基因材料与不育系桃农 1A 杂交，成

功获得了具有香味的三系杂交品种 B-桃优香占。

韦新宇等[21]利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术对无

香水稻明太 B 的香味基因 Badh2进行编辑，在 T2

代通过测交和回交转育的方法，成功培育出高产且

具有香味的三系不育系。张文婷等[22]利用 CRISPR/
Cas9 基因编辑技术以无香水稻日本晴为背景构建

了 Badh2基因的敲除株系，成功获得了 2 株具有香

味的突变体植株。

本研究以非香型恢复系 QR79 为受体材料，利

用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术针对其 Badh2基因

的第 1 和第 2 外显子进行精准编辑，旨在获得具有

香味、不含转基因成分且主要农艺性状保持不变的

纯合突变体，为加速香型优质籼稻新品种的培育提

供理论依据和材料支持。

1 材料与方法

1.1 试验材料

水稻遗传转化受体材料为优质恢复系 QR79，
该材料是贵州省水稻研究所选育的国家审定通过、

符合市场需求的优质稻新品种泰丰优 79 的亲本材

料，具有恢复力强、配合力高、穗大、花粉量足及

制种产量高等特点，属于典型的非香稻材料。香味

表型鉴定香稻对照材料为大粒香，该材料是贵州省

水稻研究所采用粳籼杂交于 2002 年选育而成的优

质、大粒、香型常规水稻品种，属于典型的香稻材

料。转基因材料于 2023 年冬季种植在海南三亚南

繁育种试验田，2024 年夏季种植在江西省农业科学

院水稻研究所试验基地，按正常水稻生长季节在田

间栽培，根据标准田间栽培方法施用水和肥料。

CRISPR/Cas9 敲除载体 pEGCas9Pubi-H 和模

板由华南农业大学刘耀光院士惠赠。

1.2 Badh2 靶点设计及 CRISPR/Cas9 敲除载体

构建

根据 NCBI（National Center for Biotechnology
Information）提供的 Badh2基因序列信息，下载水

稻香味基因 Badh2（登陆号：LOC_Os08g32870）
DNA序列。结合CRISPR-GE（http://skl.scau.edu.cn/）
在线分析网站中“target Design”模块在 Badh2第 1
和第 2 外显子设计靶点，靶点序列见图 1。使用

BLAST 比对分析靶位点，排除潜在脱靶的可能，

确保合成 sgRNA 序列的正确性。载体构建过程依

据 Gao 等[23]的方法进行，具体步骤概述如下：首先，

采用含有 U6 表达框的载体 pEGCas9Pubi-H/U6作
为模板，执行 2 轮聚合酶链式反应（PCR）扩增。

在第 1 轮 PCR 中，利用引物对 U-F 与 OsU6-R 以

及 gRNA-R与 gR-F分别进行扩增；进入第 2 轮 PCR
时，则采用引物对 Pps-R 与 Pgs-L 进行进一步的扩

增，引物见表 1。随后，将 2 轮 PCR 所得的扩增产

物加以混合，并连接到经过 Bsa I 限制性内切酶切

割处理后的 pEGCas9Pubi-H载体骨架上，从而获

取最终的重组表达载体 pEGCas9Pubi-H-Badh2。采

用酶切分析和测序鉴定方法验证载体是否构建成

功，将确认无误的表达载体导入农杆菌 EHA105
中。植物受体材料的遗传转化过程由武汉艾迪晶生

物科技有限公司完成。

靶点1 Target 1

靶点2 Target 2

图 1 试验所用靶点序列

Fig.1 The target sequence used in the experiment

1.3 转基因材料的创建与检测

在幼苗期，采用改良的 CTAB 方法[24]从 T0 代

转基因植株的叶片中提取 DNA。使用 Cas9 核酸酶

的特异性引物 Cas9 F/R（表 1）进行 PCR 扩增。扩

增产物通过 1.2%琼脂糖凝胶电泳进行了检测，其

中显示出明显条带的植株被确认为转基因阳性，而

未见条带的则为阴性。对于 T1 代材料，也采用了

相同的方法，以筛选出不含转基因成分的单株。

1.4 突变类型分析

根据水稻香味基因 Badh2序列，在其靶点位置

上下游设计特异性测序引物 Badh2-F/R，利用 DNA
聚合酶 2×Magic Green Taq SuperMix（TOLOBIo）
对基因编辑后代 Badh2 基因靶点相邻序列进行
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表 1 试验所用引物序列

Table 1 The primer sequences used in this test
引物名称 Primer name 引物序列（5′-3′）Primer sequence 引物用途 Purpose

gR-F-T1 CAGCGGCAGCTCTTCGTCGCgttttagagctagaaat 载体构建

OsU6a-R-T1 GCGACGAAGAGCTGCCGCTGCggcagccaagccagca 载体构建

gR-F-T2 CAAGTACCTCCGCGCAATCGgttttagagctagaaat 载体构建

OsU6b-R-T2 CGATTGCGCGGAGGTACTTGCaacacaagcggcagc 载体构建

U-F CTCCGTTTTACCTGTGGAATCG 载体构建

gRNA-R CGGAGGAAAATTCCATCCAC 载体构建

Pps-R TTCAGAggtctcT accg ACTAGTATGGAATCGGCAGCAAAGG 载体构建

Pgs-L AGCGTGggtctcG ctcg ACGCGTATCCATCCACTCCAAGCTC 载体构建

SP-L GCGGTGTCATCTATGTTACTAG 菌落 PCR 检测

SP-R TGCAATAACTTCGTATAGGC 菌落 PCR 检测

Cas9-F AGATGATCGCCAAGTCCGAGC 转基因阳性株检测

Cas9-R CTTGATGATGAGGTCCTTCTTG 转基因阳性株检测

Badh2 -F TCCATCTCCGTATCTCTCAC Badh2基因扩增、测序

Badh2-R TATGGGGGGCTTATACCGAA Badh2基因扩增、测序

Badh2-RP-F TTATGGTCTGGCTGGTGCTGT Badh2基因的荧光定量 PCR 扩增

Badh2-RP-R TGCTTGACGCTTAGGTAGTTGT Badh2基因的荧光定量 PCR 扩增

Actin-RP GTACAGTGTCTGGATTGGAGGAT 水稻内参基因扩增

Actin-FP GGGTCCGAAGAATTAGAAGCA 水稻内参基因扩增

PCR 扩增。经过 1.5%琼脂糖凝胶电泳验证 PCR 扩

增产物中的目的条带后，将 PCR 产物提交至重庆

擎科生物技术有限公司进行测序。以野生型优质恢

复系 QR79 的 Badh2 基因序列为对照，利用

Snapgene 和 DNAMAN 等软件工具，对测序数据进

行比对与解析。

1.5 通过感官评价试验筛选 T0 和 T1代的香气

香味表型鉴定方法参考文献[14]，具体步骤如

下：首先，将大约 4 g 水稻叶片剪碎后置入试管，

随后向试管中加入 15~20 mL 浓度为 1.7%的 KOH
溶液。接着用橡胶塞紧密封闭试管口，在室温（约

25 ℃）下浸泡 20 min。打开橡胶塞，由 5 位鉴定

人员依次嗅闻其气味，判断是否存在香味。根据 5
次鉴定结果，若大于 3 次鉴定结果为香，则汇总

记为“香”；若大于 3 次鉴定结果为不香，则汇总

记为“不香”。该方法也被应用于鉴定 T1代材料，

以确定无转基因成分单株的香味表型。

1.6 Badh2基因表达水平及 GABA 含量测定

采用 Trizol 试剂从野生型和转基因突变体植株

的分蘖期叶片中提取总 RNA，使用反转录试剂盒

（Takara）获得第 1 链 cDNA，将 cDNA 模板稀释

至适当倍数后，应用于荧光定量 qRT-PCR 分析香

味基因 Badh2的相对表达水平，Actin作为内参基

因，通过 2-ΔΔCT公式计算基因的相对表达量。采用

液相色谱―质谱联用技术（HPLC-MS/MS）检测

和分析野生型和突变体植株成熟籽粒中 GABA 的

含量。

1.7 香味物质 2AP 含量测定

采用气相色谱―质谱联用（GC-MS）仪测定香

味物质 2AP 的含量，以 2,4,6,-三甲基吡啶（TMP）
作为内标。收获野生型和转基因材料成熟种子，脱

壳成糙米，称取 3 g 大米样品添加到 20 mL 顶空瓶

中，加入 3 mL 饱和氯化钠进行萃取，同时加入内

标（TMP，相对密度 1.215 g/mL）盖紧盖子，使用

三重四级杆气质联用仪（Trace1310/TSQ 9000，
Thermo Scientific）进行检测。气相色谱毛细管色

谱柱为 TG-5MS（长 30 m×内径 0.25 mm×膜厚

0.25 μm），色谱及质谱条件参照文献[25]，检测工

作由中山大学生命科学学院水产动物疫病防控与

健康养殖全国重点实验室完成。

1.8 突变体株系主要农艺性状考察

2024 年夏，在水稻成熟期，分别随机选取野生型

和T1代纯合突变且不含Cas9基因的植株，对粒长、

粒宽、长宽比、有效穗数、每穗总粒数、千粒重、结

实率、整精米率主要农艺性状进行考察和分析。

1.9 数据处理

通过 Microsoft Excel 进行数据统计和分析。

2 结果与分析

2.1 CRISPR/Cas9 表达载体的构建

利用 Badh2/badh2 位点特异性引物（Badh2P1-
P10）[16]对优质恢复系 QR79 香味基因 Badh2全长
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序列进行克隆和测序分析。研究结果（图 2a）显

示，优质恢复系 QR79 香味基因 Badh2 不存在突

变，属于典型的非香籼稻品种。在其 Badh2基因的

第 1 和第 2 外显子上设计 2 个特异性靶点（图

2b）。将这 2 个靶点的 sgRNA 表达盒构建至载体

pEGCas9Pubi-H-Badh2上（图 2c），并通过 PCR
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(a)优质恢复系 QR79 香味基因 Badh2全长序列对比图，NIP：日本晴，CON：共识序列，下同；(b)2 个靶位点在 Badh2基因上的位置，黑
色区域为外显子区域，左一为第 1 外显子，左二为第 2 外显子，红色序列为靶点序列，蓝色序列为 PAM 序列；(c)U6a 驱动的 T1 和 U6b
驱动的 T2 2 个表达盒在 pEGCas9Pubi-H-Badh2载体上的连接顺序。
(a) full-length sequence alignment of fragrance gene Badh2 in elite restorer line QR79, NIP: Nipponbare, CON: consensus, the same below; (b)
positions of two target sites on the Badh2 gene. Black regions represent exons (the leftmost one is Exon 1, the second from the left is Exon 2); red
sequences indicate target sequences, and blue sequences denote PAM sequences; (c) assembly order of two expression cassettes (T1 driven by U6a
and T2 driven by U6b) on vector pEGCas9Pubi-H-Badh2.

图 2 靶位点在 Badh2基因上的位置及载体构建图

Fig.2 The position of the target site on the Badh2 gene and the vector construction diagram
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扩增及测序验证。验证无误后，将携带 sgRNA 的

Cas9 表达载体转移至农杆菌 EHA105 的感受态细

胞中，进而开展后续的转基因试验。

2.2 T0 代阳性转基因植株鉴定及靶点突变类型

分析

通过农杆菌介导的水稻转化法进行遗传转化，

共获得 12 个独立的 T0代转基因植株。分别提取每

个转基因植株苗期叶片全基因组 DNA，并利用核

酸酶 Cas9 特异性引物 Cas9-F/R 对 DNA 进行 PCR
扩增检测外源基因。根据琼脂糖胶图看出，其中有

9 个单株为转基因阳性植株，转化率达到 75.0%

（图 3a）。通过设计特异性测序引物 Badh2 J-F/R
对筛选出的 9个阳性转基因植株Badh2基因靶点位

置相邻序列进行 PCR 扩增和测序分析。通过序列

对比得出，在 9 个转基因阳性植株中，有 4 个单株

为杂合突变，分别是 J-19（缺失 19 个碱基）、J-22
（插入 1 个碱基 A）、J-23（插入 1 个碱基 T）和

J-27（插入 1 个碱基 T）；有 3 个单株为双杂合突

变，分别是 J-25（插入 1 个碱基 T，缺失 8 个碱

基）、J-26（插入 2 个碱基 T 和 A）和 J-32（插入

2 个碱基 C 和 A）；2 个单株为双等位基因纯合突

变，分别为 J-18（缺失 1 个碱基）和 J-29（靶点上

T0代编号 T0 generation ID
QR79(WT)

J-18(-1/-1)

基因型分析 Genotype analysis 突变类型 Mutation type
无突变 No mutation
无突变 No mutation
碱基缺失 Base deletion
纯合突变 Homozygous mutation

GTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCAATCGCGGCCAAGGTA
GTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCAATCGCGGCCAAGGTA
GTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCA–TCGCGGCCAAGGTA
GTCCGGGCCAAGTACCTCCGCGCA–TCGCGGCCAAGGTA

CAAGTACCTCCGCGCAATCG CGG

外显子2 Exon 2

靶点2 Target 2

ATG

PAM

TGA

Badh2

(c)

(a) M

750 bp
500 bp

+ - 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(b)

CAGCGGCAGCTCTTCGTCGC CGG

外显子1 Exon 1

靶点1 Target 1

ATG

PAM

TGA

Badh2

CGATCCCGC– – – – – – – – – – – – – CGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTACGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTTCGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTTCGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAG– – – – – – – –CGCCGGCGAGTGGC

CGATCCCGCCAGCGGCAGCTCTTCGTTCGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTACGCCGGCGAGT GGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGT CGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTTCGCCGGCGAGT GGC
CGATC– – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – GCCGGCGAGTGGC
CGATC– – – – – – – – – – – – – – – – – – – – – GCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCCGCCGGCGAGT GGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTACGCCGGCGAGT GGC

J-22(WT/+1)

J-23(WT/+1)

J-27(WT/+1)

J-25(+1/-8)

J-26(+1/+1)

J-32(+1/+1)

J-29(-21/-21)

碱基缺失 Base deletion

碱基缺失 Base deletion

碱基插入 Base insertion

碱基插入 Base insertion

碱基插入 Base insertion

碱基插入 Base insertion

碱基插入 Base insertion

碱基插入 Base insertion

CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGC
CGATCCCGCAGCGGCAGCTCTTCGTCGCCGGCGAGTGGC

T0代编号 T0 generation ID
QR79(WT)

J-19(WT/-19)

基因型分析 Genotype analysis 突变类型 Mutation type
无突变 No mutation

碱基缺失 Base deletion
杂合突变 Heterozygous mutation

杂合突变 Heterozygous mutation

杂合突变 Heterozygous mutation

杂合突变 Heterozygous mutation

纯合突变 Homozygous mutation

双杂合突变 Double heterozygous mutation

双杂合突变 Double heterozygous mutation

双杂合突变 Double heterozygous mutation

(a) Cas9-F/R 引物对 T0 代阳性转基因植株 PCR 检测；编号 1~12 对应材料 J-18、J-19、J-22、J-23、J-25、J-26、J-27、J-29、J-32、J-阴-1、
J-阴-2、J-阴-3；“+”代表阳性对照，“-”代表阴性对照，M 代表 2000 bp DNA marker，下同。(b)和(c)分别为基因编辑株系 T0代单株靶
点 1 和靶点 2 突变类型分析；红色字体表示靶点序列，蓝色字体表示 PAM 序列，“-”表示碱基缺失，黑色加粗表示碱基突变。
(a) PCR detection of T₀ positive transgenic plants using Cas9-F/R primer pairs; Numbers 1–12 correspond to materials J-18, J-19, J-22, J-23, J-25,
J-26, J-27, J-29, J-32, J-Neg-1, J-Neg-2, J-Neg-3;“+”denotes positive control,“-”denotes negative control, and M represents 2000 bp DNA marker,
the same below. (b) and (c) Mutation pattern analysis at Target 1 and Target 2 of individual T₀ gene-edited lines, respectively; red fonts indicate
target sequences, blue fonts indicate PAM sequences,“-”represents base deletions, and bold black fonts represent base substitutions.

图 3 T0 代转基因阳性植株鉴定及其突变类型分析

Fig.3 Identification of T0 generation transgenic positive plants and analysis of their mutation types
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缺失 18 个碱基，靶点之前缺失 3 个碱基，共计缺

失 21 个碱基）（图 3b~c）。

2.3 筛选 T1 代不含 Cas9基因的纯合突变植株

为获得有香味且无转基因载体成分的基因编

辑株系，分别单独收取 2 个 T0代纯合突变植株 J-18
和 J-29 成熟种子，于 2024 年夏在转基因试验田种

植 T1代分离材料，每个株系分别种植 16 个单株。

抽穗期，在 2 个株系中，分别挑选与野生型长势一

致的 8 个单株提取基因组 DNA，利用核酸酶 Cas9
特异性引物来筛选不含外源转基因载体，在 J-18
株系挑选的 8 株中，有 1 株不含 Cas9外源基因；

而在 J-29 株系中挑选的 8 株中，有 2 株不含 Cas9

外源基因（图 4a~b）。随后，以野生型作为非香稻

对照，大粒香为香稻材料对照，对筛选出来的 3 株

不含外源基因的植株进行香味表型鉴定，结果表明

J-18 株系中筛选到的 1 株不含 Cas9外源基因植株

不具有香味，J-29 株系中筛选到的 2 株不含 Cas9
外源基因植株具有香味。接着对 J-29 株系中的 2
株无 Cas9基因有香味的植株对其 Badh2基因靶点

位置 DNA 序列进行 PCR 扩增和测序分析。测序结

果（图 4c）显示，2 株都为纯合突变，与 T0 代突变

一致，在后续的研究中，将其命名为 QR79-badh2-1
和 QR79-badh2-2。在抽穗期，对这 2 株进行套袋，

防止飞花，等到种子成熟后，分别收取进行进一步
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图 4 Cas9-F/R 引物对 T1代基因编辑株系中 Cas9基因 PCR 检测图

Fig.4 The PCR detection diagram of the Cas9 gene in the T1 generation gene-edited lines using the Cas9-F/R primer pair

加代繁殖，并用于后续的功能研究和表型分析。

2.4 T1 代纯合突变植株 Badh2 基因表达水平及

GABA 含量

为了深入探究香味基因 Badh2在转基因植株后

代的功能特性及其 RNA 转录层面的表达模式，分别

提取野生型 QR79 和纯合突变体 QR79-badh2-1、
QR79-badh2-2材料叶片总 RNA，并通过荧光定量

qRT-PCR 技术对 Badh2基因进行表达水平分析。

根据数据分析（图 5a）得出，相较于野生型 QR79，
突变体中 Badh2基因的相对表达量显著降低。表

明突变体QR79-badh2材料中Badh2基因的突变是

直接导致该基因 RNA 水平降低的原因。用

HPLC-MS/MS 对 GABA 含量检测的结果（图 5b）
显示，野生型中的 GABA 含量显著高于突变体中

的，表明 Badh2基因发生了功能缺失型突变，导致

BADH2 蛋白失去催化活性，使得 AB-ald 无法转化

为 GABA。

2.5 转基因后代香味物质 2AP 含量

为测定基因编辑品系中香气成分 2-AP 的浓

度，收取纯合突变体植株 QR79-badh2-1、QR79-
badh2-2 与野生型植株的成熟籽粒样本，并利用

GC-MS 对样本中的 2AP 含量进行了定量与分析。在

此分析过程中，选用了 TMP 作为内标物，因其分子

量及化学属性与 GC-MS 检测中的 2AP 相近。检测

结果（图 6）显示，在野生型 QR79 的成熟籽粒中，

未检测到香气成分 2AP 的存在；相比之下，编辑品

系 QR79-badh2-1 的成熟籽粒中 2AP 含量达到了

2.2923 μg/kg，显著高于野生型（P＜0.05）；而在

QR79-badh2-2的成熟籽粒中，2AP 含量更是高达

3.4847 μg/kg，与野生型相比呈现出极显著差异
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图 5 转基因后代中 Badh2基因表达水平及 GABA 含量检测

Fig.5 Detection of the expression level of the Badh2 gene and the content of GABA in the transgenic offspring

（P＜0.01）。上述发现表明，突变体中 Badh2基
因的突变导致了其表达水平的下调，进而促使香气

成分 2AP 的含量上升，赋予了突变体更为浓郁的香

气特征，实现了香味性状的优化。
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图 6 野生型 QR79 和突变体 QR79-badh2
成熟籽粒中 2AP 含量

Fig.6 2AP content in mature grains of wild-type
QR79 and the mutant QR79-badh2

2.6 主要农艺性状考察

为研究香味基因 Badh2突变后是否对主要农

艺性状及产量有影响，针对野生型 QR79 及其 T1

代纯合突变体（QR79-badh2-1与 QR79-badh2-2），

进行了包括粒长、粒宽、长宽比、有效穗数、每穗

总粒数、千粒重、结实率以及整精米率等农艺性状

的统计分析。由图 7 可得，相对于野生型，纯合突

变体 QR79-badh2-1和 QR79-badh2-2的千粒重、每

穗总粒数、整精米率和结实率无显著差异；粒长显

著降低，粒宽显著提高（P＜0.05），每穗总粒数

有所降低；而突变体 QR79-badh2-1长宽比则极显

著降低（P＜0.01），QR79-badh2-2显著降低（P＜
0.05）。因此，通过以上数据分析结果可以推断，

利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术对优质恢复系

QR79 中的香味基因 Badh2进行敲除后，可以获得

有香味的纯合突变植株，且植株的粒长和结实率等

核心农艺性状保持稳定，但产量构成因子受到一定

程度影响。在后续育种实践中，可采用回交育种技

术与野生型亲本进行多代回交，在田间开展双重筛

选：一方面针对目标性状进行定向选择，在保证受

体亲本主要农艺性状（株型和产量构成因子等）稳

定遗传的前提下，筛选出香味物质含量显著提升的

单株；另一方面通过 SSR 分子标记辅助选择，结合

GC-MS 技术对 2AP 等特征香气成分进行定量检

测，精准鉴定携带目标香味基因的纯合株系。最终

通过系统选育，构建既保持 QR79 品种原有丰产性

和抗逆性等优良特性，又兼具优质香味性状的新种

质资源。

3 讨论

在市场经济环境下，商品的价格由供需关系决

定。对于大米而言，香气出众的品种更受消费者喜

爱，其市场需求通常较高。然而，由于种植条件、

品种特性等因素的限制，优质香气大米的供给量相

对有限。这种供不应求的市场态势使得香气优良的

大米在价格上具有明显优势[26]。Badh2基因作为调

控水稻香气的主要基因，其功能丧失会导致芳香族

化合物 2AP 的积累，从而增强大米的香气，不同类

型的 Badh2突变会影响 2AP 的积累水平。CRISPR/
Cas9 基因编辑技术凭借其精准高效的基因组编辑

能力，在植物育种领域成为传统育种方法的有效替

代方案。相较于传统的回交法和诱变育种技术，该

技术能够根据实际生产需求及人类改良目标，对任

意目标性状进行定向编辑与优化。该技术不仅加速

了有利等位基因材料的开发，还促进了新型遗传资

源的创造，为新品种的培育提供了高效且创新的策
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图 7 野生型 QR79 和纯合突变体植株 QR79-badh2的表型性状

Fig.7 Phenotypic traits of wild-type QR79 and homozygous mutant plant QR79-badh2

略[27-28]。

CRISPR/Cas9 技术已成功应用于改良水稻中

的 Badh2基因，直接对不同水稻材料中的香味基因

Badh2进行敲除或编辑，不仅显著提高了香味物质

含量，还获得了适应性广、产量高且品质优良的水

稻品种，从而加快育种进程。例如，胡黎明等[29]

利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术对镉吸收转运基

因 OsNramp5和香味基因 OsBadh2同时进行编辑,
培育出后代性状稳定的优质低镉水稻品种；李景芳

等 [30]利用 CRISPR/Cas9 技术对 Badh2 和 OsRR22
基因编辑获得能稳定遗传且无外源基因插入的耐

盐香稻材料，加快了水稻多性状聚合的选育进程；

黄艳辉[31]以从江老香禾为材料，利用 CRISPR/Cas9
技术对其 SD1和 LARGE2基因进行编辑，获得了

SD1与 LARGE2基因同时突变的从江老香禾新种

质；卫正[32]利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术，分

别通过同源重组修复（homology directed repair，
HdR）和非同源末端连接（non-homologous end
joining，NHEJ）2 种途径实现了水稻抗白叶枯病优

质种质的创制。

本研究对受体材料质恢复系 QR79 的 Badh2基
因进行了全长序列测定，并利用 CRISPR/Cas9 技术

对该基因进行了编辑，成功培育出无外源基因整合

且携带香味特征的纯合突变体植株 QR79-badh2-1
与 QR79-badh2-2。2 株突变体植株的 Badh2基因

在第 1 外显子区域存在 18 个碱基的缺失，使得突

变体中该基因的表达水平相较于野生型显著降低，

从而促使突变体籽粒中香味成分 2AP 的含量大幅

增加，赋予了突变体植株籽粒浓郁的香气特征。在

T0 代中，J-18 表现为纯合突变，在 T1 代中筛选出 1
株不携带 Cas9 外源基因的植株，然而通过 1.7%
KOH 的表型鉴定，该植株被判定为非香型。相比

之下，同样在 T0 代表现为纯合突变的 J-29，在 T1

代中筛选出了 2 株既无 Cas9外源基因又保持纯合

突变的植株，这 2 株经 1.7% KOH 表型鉴定确认为

香型。因此，两者的检测结果呈现出明显差异。为

进一步验证，采用 GC-MS 技术对 J-29 中筛选出的

2 株无 Cas9外源基因植株的香味物质进行了定量

分析，结果显示其香味物质 2AP 含量显著高于野

生型（图 6），这与先前的 1.7% KOH 鉴定结果相
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吻合。至于 J-18 与 J-29 后代在表型鉴定上出现的

差异，可能源于鉴定过程中人员主观判断的不同，

或是由于种植地点的生态条件及种植季节的差异

所导致。研究[26,33]表明，香稻的香气特征受生态气

候条件、土壤类型、肥料种类、栽培管理实践以及

储存方式等因素的影响。

基因编辑结果显示，该技术具有高效精准编辑

基因、短时间培育新种质、推动新型育种技术发展

等优点。但实际上它也存在脱靶效应或损伤正常基

因、递送效率欠佳、部分细胞递送困难且载体可能

引发免疫反应、编辑效率在不同细胞和位点不稳

定、面临伦理争议等缺点[34-35]。从当前水稻育种的

发展现状以及未来农业生产对于水稻品种的多样化

与优质化需求来看，在可预见的未来，鉴定、发掘

与创制一批具有重要育种价值的新种质，依然会是

水稻育种领域中至关重要的研究方向与实践目标。

4 结论

通过 CRISPR/Cas9 基因编辑技术对优质恢复系

QR79 的 Badh2基因进行编辑，利用 GC-MS 技术测

定野生型及突变体材料籽粒中香味物质 2AP 含量，

野生型成熟籽粒 2AP 的含量为 0.0000 μg/kg，纯合

突变体植株 QR79-badh2-1、QR79-badh2-2成熟籽粒

中 2AP 的含量分别为 2.2923 和 3.4847 μg/kg，实现

了香味物质含量的显著提高；成功获得了具有香

味、无转基因成分且主要农艺性状未发生显著变化

的纯合突变材料，实现了香味成分含量的显著提

升，为加速香型籼稻新品种的研发提供了理论依据

和遗传资源。
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CRISPR/Cas9-Mediated Editing of the Badh2 Gene
Improves Aroma in Elite Restorer Line QR79

Wu Qianrong 1,2, Wu Xian 2, Jiang Xue2, Wang Qian 2,3,
Gong Yanlong2, Wang Zhongni2, Zhu Susong4, Song Li1

(1College of Life Sciences, Guizhou University/ Institute of Agro-Bioengineering, Guizhou University/Key Laboratory of
Mountainous Plant Resources Protection and Germplasm Innovation, Ministry of Education, Guiyang 550000, Guizhou,
China; 2Guizhou Rice Research Institute, Guiyang 550000, Guizhou, China; 3Key Laboratory of Crop Gene Resources
and Germplasm Innovation in Karst Mountainous Area, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Guiyang 550000,

Guizhou, China; 4Guizhou Crop Germplasm Resources Institute, Guiyang 550000, Guizhou, China)

Abstract In this research, the elite restorer line QR79 was used as the recipient for CRISPR/Cas9-mediated
editing of the badh2 gene, with two targeting sites designed within exon 1 and exon 2. The primary aim was to
obtain homozygous mutant lines characterized by a distinct aroma profile, complete absence of transgenic
elements, and stable inheritance of main agronomic traits. The expression level of the Badh2 gene, the
concentration of 2-acetyl-1-pyrroline (2AP), the content of γ-aminobutyric acid (GABA), as well as the key
agronomic traits of both the wild-type and mutant genotypes were systematically quantified and comprehensively
analyzed. The results showed that, compared with the wild type, the expression levels of the Badh2 gene in the
homozygous mutant plants QR79-badh2-1 and QR79- badh2-2 were significantly reduced, the content of 2AP
were significantly increased, while the content of GABA were significantly decreased. At the same time, the
main agronomic traits such as grain length, 1000-grain weight, head rice rate, and the seed-setting rate remained
stable, but the yield components were affected to a certain extent. In conclusion, the genetic improvement of the
aroma characteristics of the high-quality rice restorer line QR79 was successfully achieved through the
CRISPR/Cas9 gene editing technology, which significantly increased the content of the aroma component 2AP,
provided theoretical support and genetic resources for accelerating the research and development of new fragrant
indica rice varieties.
Key words Fragrant rice; Badh2; CRISPR/Cas9; 2-acetyl-1-pyrroline; γ-aminobutyric acid
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