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摘  要：选择葡萄八氢番茄红素脱氢酶（Phytoene desaturase）基因 VviPDS1 为靶标，利用 CRISPR/Cas9

系统构建基因敲除载体，瞬时转化葡萄叶片原生质体，检测到不同类型的突变。通过农杆菌介导转化‘无

核白’葡萄胚性愈伤组织，筛选获得卡那霉素抗性植株 71 株。经 PCR 鉴定，其中 53 株为阳性植株，阳

性率为 74.64%。测序结果表明，共有 20 株在靶点发生不同类型的突变，编辑效率为 37.74%；其中 9 株

产生了双等位基因突变。对其进行氨基酸序列预测，在第 202 位氨基酸之后发生了不同程度的变异。利

用 CRISPR/Cas9 系统敲除 VviPDS1 获得的突变体植株呈现整体矮化，其叶片出现不同程度白化。表明

CRISPR/Cas9 系统可以通过细胞中的瞬时或稳定表达进行基因编辑，可以实现在葡萄编辑植株中产生纯

合敲除。 
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Knock-out Analysis of VviPDS1 Gene Using CRISPR/Cas9 in Grapevine 
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Abstract：VviPDS1，phytoene desaturase in grapevine，was selected as the target gene. A gene 

knockout vector，using the CRISPR/Cas9 system，was constructed. Different types of mutations were 

detected in grape protoplasts by transient transformation of protoplasts from grape leaves. In addition，the 

vector was constructed and transformed to Vitis vinifera L.‘Thompson Seedless’through Agrobacterium- 

mediated transformation. Seventy-one kanamycin resistant lines were obtained through resistance 

screening. Fifty-three transgenic lines，74.64%，were confirmed by T-DNA specific PCR. Sequencing 

revealed that twenty transgenic lines had different types of mutations at the target site and the editing 

efficiency was 37.74%. Among them，9 lines with biallelic mutations were shown the albino phenotype. 

The prediction of amino acids of biallelic mutations showed them have different degrees of mutation 
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behind the 202th amino acids. These biallelic mutations were shown dwarf and different albino 

phenotypes. These indicated that the CRISPR/Cas9 system allows genome editing in the transient of grape 

cells or stable expression，which can produce homozygous knockout in transgenic plants of grape. 

Keywords：grapevine；CRISPR/Cas9；PDS1；gene editing 

 

基因编辑技术可以依赖序列特异核酸酶在目的基因位点产生双链断裂（Double strand break，

DSB），通过生物体的内源修复机制——非同源末端连接（Non-homologous end joining，NHEJ）或

同源重组（Homologous recombination，HR）进行自动修复，易错的 NHEJ 修复机制会产生碱基缺

失、插入或替换，从而实现对目的基因的改造。第 3 代基因编辑技术——成簇的规律间隔的短回文

重复序列及其相关系统（Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated，

CRISPR/Cas9 system）仅借助 Cas9 核酸酶和 sgRNA（Single guide RNA）即可实现对目的基因位点

的编辑（Jinek et al.，2012；Cong et al.，2013），相对于锌指核酸酶（Zinc finger nuclease，ZFN）技

术（Bibikova et al.，2003）和类转录激活因子效应物核酸酶（Transcription activator like effector 

nucleases，TALENs）技术（Christian et al.，2010；Li et al.，2011），其操作简单、试验周期短、成

本低廉，已在动物、植物和微生物领域广泛应用。 

2013 年，CRISPR/Cas9 系统首次应用于植物基因编辑研究（Li et al.，2013；Nekrasov et al.，2013；

Shan et al.，2013）。截至目前，该系统已成功应用于多种植物基因组编辑，如拟南芥（Li et al.，2013；

Mao et al.，2013；Nekrasov et al.，2013）、水稻（Shan et al.，2013）、玉米（Svitashev et al.，2015）、

小麦（Wang et al.，2014；Zhang et al.，2017）、棉花（Li et al.，2017）、大豆（Du et al.，2016）、番

茄（Ito et al.，2015）、西瓜（Tian et al.，2017）、杨树（Fan et al.，2015；Zhou et al.，2015）、苹果

（Malnoy et al.，2016；Nishitani et al.，2016）、芥蓝（郑爱红 等，2019）、柑橘（邹修平 等，2019）

等。 

2016 年，Wang 等（2016）鉴定了葡萄基因组中基于 CRISPR/Cas9 系统的基因编辑特异性靶位

点，并开发了用于编辑葡萄基因组的数据库；Ren 等（2016）利用 CRISPR/Cas9 系统对‘霞多丽’

葡萄 IdnDH 基因进行编辑。2017 年和 2018 年，有报道利用 CRISPR/Cas9 系统对葡萄内源 PDS 基

因和 WRKY52 基因进行编辑（Nakajima et al.，2017；Wang et al.，2018）。同时，Malnoy 等（2016）

将 CRISPR/Cas9 系统转化葡萄愈伤组织原生质体，并通过高通量测序的方法，对目标基因靶位点编

辑情况进行检测和分析。 

八氢番茄红素脱氢是类胡萝卜素生物合成途径中的重要步骤，八氢番茄红素脱氢酶（phytoene 

desaturase，PDS）是此步骤重要的限速酶。拟南芥 PDS3 基因突变会积累高水平的八氢番茄红素，

其在某些负反馈调控中起重要作用，导致至少 20 种代谢途径中涉及的基因表达变化，包括抑制类胡

萝卜素、叶绿素和赤霉素生物合成途径中的许多基因。拟南芥 pds3 突变体植株具有明显的白化和矮

化表型（Qin et al.，2007）。因此，自 CRISPR/Cas9 系统应用于植物基因组编辑以来，研究者大多选

择植物内源 PDS 基因作为靶基因，验证 CRISPR/Cas9 系统是否可以在目标物种中进行编辑。目前

已有多个研究团队通过 CRISPR/Cas9 系统敲除不同植物内源 PDS 基因获得具有白化和矮化表型的

突变体（Shan et al.，2013；Nishitani et al.，2016；Tian et al.，2017）。Nakajima等（2017）通过CRISPR/Cas9

系统敲除‘Neo Muscat’葡萄内源 PDS 基因，获得的突变体植株部分叶片出现白化，但并未出现植

株矮化现象，与报道的其他物种内源 PDS 基因突变表型差距明显。本研究中以‘无核白’葡萄八氢

番茄红素脱氢酶基因 VviPDS1（Young et al.，2012）为 CRISPR/Cas9 系统靶标，重新选择不同的靶
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位点，利用葡萄叶片原生质体转化体系，通过 PCR/RE（PCR/restriction enzyme）方法（Shan et al.，

2014）检测 CRISPR/Cas9 系统在目的基因靶位点的编辑情况，进而通过农杆菌介导的遗传转化获得

了编辑植株，为利用 CRISPR/Cas9 系统在葡萄中开展更加广泛的基因功能研究提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料、载体和菌株 

供试材料为欧洲葡萄‘无核白’花药诱导保存的胚性愈伤组织（程远 等，2017）。 

CRISPR/Cas9 基因编辑载体 pKSE401（Xing et al.，2014）由中国农业大学陈其军教授馈赠；

pBI221 载体（Clontech，北京，中国）为葡萄原生质体瞬时转化体系中的阳性对照；pMD 19-T 克隆

载体购自 TaKaRa 公司；大肠杆菌 TOP10 购自天根生化科技有限公司；农杆菌 GV3101 由本课题组

保存。 

1.2  靶位点的选择 

基于八氢番茄红素脱氢酶基因 VviPDS1（Gene ID：100240685，NCBI 数据库）序列（Young et 

al.，2012），根据 CRISPR/Cas9 系统识别 PAM 序列上游约 20 nt 核苷酸序列的特点，在 ORF 区域查

找潜在的靶位点。靶位点的 GC 含量不低于 40%，且带有限制性酶切位点。所选靶位点使用在线

（http：//cbi.hzau.edu.cn/crispr/）软件 CRISPR-P（Lei et al.，2014）进行靶点特异性分析。 

1.3  CRISPR/Cas9 表达载体构建 

利用 NEB 公司限制性内切酶 BsaⅠ酶切 pKSE401 载体。反应体系：BsaⅠ1.5 µL、10× CutSmart 

Buffer 4 µL、pKSE401 2 µg、加去离子水至 40 µL，37 ℃下酶切 2 h。根据所选择的靶位点序列合成

靶点接头引物 VviPDS1t-F 和 VviPDS1t-R，将靶点接头引物稀释至 100 µmol · L-1，各取 30 µL 混合；

65 ℃退火 5 min，25 ℃降至室温，制成靶点接头。将酶切完成的 pKSE401 载体与制备好的靶点接头

按比例加入连接体系（3 µL 靶点接头、2 µL pKSE401 载体、5 µL SolutionⅠ），在 16 ℃下反应 30 min

完成连接（Xing et al.，2014）。 

采用热激法将连接产物导入大肠杆菌感受态 TOP10，涂布于含有 50 mg · L-1 卡那霉素的 LB 平

板，37 ℃培养过夜，挑取平板上单菌落扩繁，并用载体特异性引物 U6-26p-F 和 U6-26t-R 进行 PCR

验证，将 PCR 阳性菌液进行测序验证；将测序正确质粒导入农杆菌感受态 GV3101。 
 

表 1  引物名称与序列 

Table 1  The primer names and sequences 

引物名称 Primer name 引物序列（5′–3′）Primer sequence  

VviPDS1t F：ATTGTCAAATCGGCTGAATTCCCC  R：AAACGGGGAATTCAGCCGATTTGA 

U6-26 p-F：TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGC  t-R：CCCCAGAAATTGAACGCCGAAGAAC

PDS1t F：CCCCACTATTGAATTCATATGGTTGTAG  R：CAAGGATCGATGGCATCAGTGA 

PDS1t F1：GGATGGAGACTGGTATGAGACAGG  R1：ATCGAAACTAATACAAGATGCCGTGG

PDS1t-seq GTTGTCATGCATGGACCTGTGG  

 

1.4  葡萄叶片原生质体分离及转化 

参考 Zhao 等（2016）的方法，取‘无核白’葡萄组培苗叶片切成约 1 mm 宽的细条，放入 10 mL
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含 20 mmol · L-1 MES（pH 5.7）、0.5 mol · L-1 甘露醇、20 mmol · L-1 KCl、10 mmol · L-1 CaCl2、1.5%

纤维素酶 R-10 和 0.4%离析酶 R-10 的酶解液中，0.08 MPa 下真空处理 30 min 后，黑暗下 40 r · min-1

振荡酶解 8 ~ 10 h。加入等体积 W5 溶液（5 mmol · L-1 葡萄糖，2 mmol · L-1 MES，154 mmol · L-1 NaCl，

125 mmol · L-1 CaCl2 和 5 mmol · L-1 KCl）以终止反应。通过 75 µm 尼龙布滤掉未酶解的叶片；将滤

液转入离心管，25 ℃、200 × g 离心 3 min。去上清液后加入 5 mL W5 溶液重悬原生质体，再次 25 ℃、

200 × g 离心 1 min。小心去上清液后重新加入 2 倍体积 W5 溶液，在冰上静置 30 min。去上清液，

加入适量体积的 MMG 溶液（4 mmol · L-1 MES，0.5 mol · L-1 甘露醇，15 mmol · L-1 MgCl2）重悬原

生质体。镜检，调整原生质体浓度至 2 ~ 3 × 105 cell · mL-1。 

将 40 µg 构建好的包含靶位点 VviPDS1-t 的 CRISPR/Cas9 载体质粒加至离心管，加入 100 µL 葡

萄原生质体和 140 µL 新鲜制备的 PEG-Ca2+溶液，混匀，诱导瞬时转化 10 min，加入 560 µL W5 溶

液混匀，以终止反应。25 ℃、200 × g 离心 1 min，去上清液，加入 200 µL W5 溶液重悬原生质体，

室温暗培养 48 h。 

1.5  转基因植株的获得及验证 

将活化后的农杆菌菌液扩大培养，室温下 5 500 × g 离心 10 min 收集菌落后加入 1/2MS（含 150 

µmol · L-1 乙酰丁香酮）液体培养基重悬，28 ℃、200 r · min-1 恒温摇床上培养 1 h，调节浓度至

OD600 = 0.4 ~ 0.6。加入‘无核白’葡萄胚性愈伤组织，摇动 15 min，通过 200 目细胞筛过滤菌液，

晾干后转移至共培养培养基（含 150 µmol · L-1 乙酰丁香酮的 1/2MS 培养基），室温下暗培养 72 h。 

共培养后的葡萄胚性愈伤组织放入无菌水中清洗 1 min，通过 200 目细胞筛滤去无菌水，使用

含有 200 mg · L-1 头孢霉素和 200 mg · L-1 羧卞青霉素的 1/2MS 液体培养基冲洗脱菌 15 min，再用无

菌水清洗 3 次。置于延迟筛选培养基（MS、200 mg · L-1 头孢霉素和 200 mg · L-1 羧卞青霉素）上室

温下暗培养 3 周后，转入筛选培养基（MS、200 mg · L-1 头孢霉素、200 mg · L-1 羧卞青霉素和 75 

mg · L-1 的卡那霉素）继续暗培养。每 3 ~ 4 周继代培养 1 次。长出次生胚后，逐渐降低筛选培养基

中卡那霉素的浓度，将抗性萌发的胚放至不含任何抗生素的成苗培养基（MS、15 g · L-1 蔗糖）上进

行成苗培养。 

取筛选获得的再生植株叶片 0.1 g 提取 DNA，使用载体特异引物 U6-26p-F 和 U6-26t-R（表 1）

进行 PCR 扩增。理论产物长度为 424 bp，能扩增出目的片段的植株为 PCR 阳性植株。 

1.6  靶位点的酶切检测 

PCR/RE 检测（Shan et al.，2014）：该检测方法的先决条件是目标基因靶位点被 CRISPR/Cas9

系统诱导的突变破坏了限制酶位点，因此扩增含有靶位点的片段，用识别野生型靶位点的限制酶消

化扩增产物，突变扩增产物由于发生突变无法被对应的限制酶酶切，产生未切割的条带。然后进行

琼脂糖凝胶电泳，可通过观察是否产生未切割条带确定是否发生突变。 

使用跨越靶位点的特异引物 PDS1t-F 和 PDS1t-R（表 1）扩增含有靶位点的片段（约 1 090 bp），

由于所选择的靶位点含有 EcoRⅠ限制性内切酶酶切位点 G/AATTC，所以野生型的植株扩增产物可

以被 EcoRⅠ识别并完全切断为两个长度分别约 710 和 380 bp 的片段，而发生突变的植株无法完成

识别和切割。 

提取转化后原生质体的总 DNA，使用特异引物 PDS1t-F 和 PDS1t-R 扩增含有靶位点的片段（约

1 090 bp），对 PCR 扩增产物进行限制性内切酶 EcoRⅠ处理，以此为模板，使用特异引物 PDS1t-F1

和 PDS1t-R1 进行第 2 轮 PCR 扩增，扩增产物为含靶点的片段（约 728 bp），对第 2 轮 PCR 产物进
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行富集后再进行限制性内切酶处理，基因型为野生型的片段被 EcoRⅠ识别并完全切断为两个长度分

别为 505 和 223 bp 的片段，而突变片段的扩增产物则无法完成识别和切割。将发生突变的 PCR 片

段克隆到 T/A 载体中，对阳性克隆进行测序确认编辑类型。 

1.7  测序检测 VviPDS靶位点的基因型 

以 PCR 阳性植株基因组 DNA 为模板，用特异引物 PDS1t-F 和 PDS1t-R 扩增含靶位点的目的基

因片段，使用引物 PDS1t-seq 对 PCR 产物进行测序，使用 DNAMAN 软件进行核苷酸序列比对分析

确认突变植株基因型，产生双峰的测序结果使用在线工具 DSDecodeM 进行解码（Liu et al.，2015），

分析突变的类型。 

2  结果与分析 

2.1  靶位点选择及载体构建 

根据葡萄 VviPDS1 基因序列，设计位于 VviPDS1 第 5 个外显子上具有 PAM 序列的 1 个靶位点，

GC 含量 50%，所选靶位点包含一个 EcoRⅠ（G/AATTC）限制酶切位点（图 1，a），用于 PCR/RE

检测。 

根据靶位点序列合成靶点接头引物 VviPDS1t-F 和 VviPDS1t-R（表 1），退火形成靶点接头后克

隆到 CRISPR/Cas9 载体 pKSE401（图 1，b）。使用载体特异引物 U6-26p-F 和 U6-26p-R 进行阳性检

测，连接成功载体 PCR 扩增产物约 424 bp。将阳性载体质粒送往公司测序验证，将测序正确的质粒

转入农杆菌感受态 GV3101。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  靶位点选择（a）和 pKSE401 T-DNA 区域（b）示意图 

LB：T-DNA 的左边界；RB：T-DNA 的右边界；U6-26p：拟南芥 U6 基因启动子；U6-26t：U6-26 终止子；2 × 35Sp：2 × 35S 启动子； 

3 × FLAG：3 × FLAG 标签蛋白；NLS：核定位信号；zCas9：玉米密码子优化的 Cas9；Nost：nos 基因终止子； 

KanR：卡那霉素抗性基因；35St：35S 终止子。 

Fig. 1  Schematic representation of VviPDS1 with target site（a） and the T-DNA region of the pKSE401 vector（b） 

LB：Left border of T-DNA；RB：Right border of T-DNA；U6-26p：Arabidopsis U6 gene promoter；U6-26t：U6-26 terminator； 

2 × 35Sp：2 × 35S promoter；3 × FLAG：3 × FLAG tag；NLS：Nuclear localization signal；zCas9：Zea mays codon-optimized Cas9； 

Nost：nos gene terminator；KanR：Kanamycin resistance gene；35St：35S terminator. 
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2.2  葡萄原生质体瞬时转化检测 VviPDS1的突变 

通过 PEG 介导的‘无核白’葡萄原生质体转染进行瞬时表达验证。如图 2，a 所示，转化含有

GFP 报告蛋白的 pBI221 空载体质粒对照的效率达 86%，说明转化体系正常，可达到后续研究要求。 

将构建好的包含打靶位点 VviPDS1-t 的 CRISPR/Cas9 载体瞬时转化葡萄原生质体，利用 PCR/RE

方法检测靶位点的变异情况。在多次试验经过一轮 PCR/RE 后，无法通过琼脂糖凝胶电泳反映突变

是否发生。继续以第 1 轮 PCR/RE 反应产物为模板，使用特异引物 PDS1t-F1 和 PDS1t-R1 进行第 2

轮 PCR 扩增，使得突变片段得以富集，再进行限制性内切酶处理，之后通过琼脂糖凝胶电泳可观察

到未被限制性内切酶消化的 DNA 片段（图 2，b 中红色箭头标注），即突变扩增产物。 

将未消化的 PCR 片段（图 2，b 中红色箭头标注）克隆到 T/A 载体中，挑选阳性克隆进行测序。

结果表明，在靶点位置发生 1 ~ 5 类型的编辑（图 2，c），其中缺失突变占大多数。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  原生质体基因组编辑的突变检测 

a：pBI221 载体转化葡萄叶片原生质体明场及绿色荧光照片；b：PCR/RE 检测 VviPDS1 突变（M：Marker；WT：野生型）； 

c：突变克隆 DNA 序列分析[蓝色字母：插入（+）或替换（S）；点：删除（-）]。 

Fig. 2  Mutation detection after genome-editing using a protoplast transfection system 

a：Bright image and green fluorescence image of pBI221 vector transfected grape protoplasts；b：VviPDS1 mutation is detected by the PCR/RE assay 

（M：Marker；WT：Wild type）；Rad arrow：Mutated band；c：DNA sequencing results of mutated clones[WT：Wild type； 

Blue：Insertion（+）or substitution（S）；Point：Deleted nucleotides（-）]. 

2.3  葡萄的遗传转化 

经过叶片原生质体系统验证的 CRISPR/Cas9 表达载体，利用农杆菌介导侵染‘无核白’葡萄的

胚性愈伤组织，在 24 ℃下共培养 3 d，脱菌后，延迟筛选培养 3 周（图 3，a），之后放在含 75 mg · L-1

卡那霉素的筛选培养基上进行抗性筛选（图 3，b），每 1 个月继代 1 次直至长出抗性胚（图 3，c）。

将萌发的抗性子叶胚（图 3，d）转移至成苗培养基（图 3，e）光下培养，共获得 71 株抗性植株，

按其表型分为 3 种，分别为全绿叶片、纯白叶片和花白叶片（图 3，f ~ h）。 

2.4  再生植株的分子鉴定 

提取抗性植株基因组 DNA，利用载体特异引物 U6-26p-F 和 U6-26p-R 进行 PCR 扩增（图 4，a）；  
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图 3  农杆菌介导的‘无核白’葡萄遗传转化及植株再生过程 

a：延迟筛选；b：抗性筛选；c：抗性胚；d：抗性子叶胚；e：抗性胚在光下培养；f：全绿抗性植株； 

g：纯白抗性植株；h：花白抗性植株。 

Fig. 3  Agrobacterium-mediated transformation of Thompson Seedless grape and regeneration 

a：Embryogenic calluses were cultured on the medium without kanamycine；b：Embryogenic calluses were cultured on the medium with kanamycine； 

c：Positive embryos；d：Positive cotyledonary embryos；e：Positive embryo cultured under light；f：Positive plants with all green leaves； 

g：Positive plants with all albino leaves；h：Positive plants with some albino leaves. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4  再生植株的 PCR 鉴定（a）、靶位点 PCR/RE 检测（b）和#16 植株靶位点测序（c） 

M：Marker；WT：野生型；P：质粒，阳性对照；红色方框：突变条带；点：删除（-）。 

Fig. 4  Identification of regenerated plants by PCR analysis（a），detection of mutations at the target locus by the PCR/RE assay（b） 

and DNA sequencing results of transgenic line #16（c） 

M：Marker；WT：Wild type；P：Plasmid used as positive control；Red pane：Mutated band；Point：Deleted nucleotides（-）. 
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野生型植株（WT）无法扩增出目的片段；带有目标靶点的 CRISPR/Cas9 载体质粒阳性对照（P）可

扩增出约 424 bp 的目的片段；抗性植株中可扩增出与阳性对照大小相同片段的（如#5、#8、#16、

#28、#39）为 PCR 阳性植株。在 71 株抗性植株中，PCR 阳性植株有 53 株，阳性率为 74.64%。 

进一步利用 PCR/RE 方法对 53 株 PCR 阳性植株的靶位点编辑情况进行检测。使用特异引物

PDS1t-F 和 PDS1t-R 扩增 1 090 bp 的目的片段，野生型经酶切处理后产生两个长度分别为 710 和 380 

bp 的片段（图 4，b 中 WT）；发生编辑的植株则由于酶切位点被破坏，限制性内切酶无法完成识别

切割（图 4，b 中#5、#39）。 

按照酶切结果所示，经 PCR 检测为阳性的#16 和#28 也被切割，应为非编辑植株，表型应为野

生型，但在试验中观察到#16 表现部分白化表型，所以用特异引物 PDS1t-F 和 PDS1t-R 扩增#16 含

靶位点的 1 090 bp 目的片段，并进行测序鉴定（图 4，c）。结果表明，#16 在靶位点（红色箭头标注

处）发生 1 个碱基 G 的缺失。由于紧邻被缺失碱基的同为 G，导致 EcoRⅠ限制酶切位点并未被破

坏，经酶切处理后得到长度分别约为 710 和 380 bp 的片段，琼脂糖凝胶电泳结果与野生型相同。因

此 PCR/RE 检测结果不能准确反映植株的编辑情况，所有 PCR 阳性植株应经测序确定是否编辑以及

编辑类型。 

2.5  编辑效率和编辑类型 

以 53 株 PCR 阳性植株和 18 株有卡那霉素抗性但 PCR 阴性植株 DNA 为模板，使用跨越靶位点

的特异引物 PDS1t-F 和 PDS1t-R 进行 PCR 扩增，对 PCR 产物进行测序。结果表明，在 53 株 PCR

阳性植株中，共有 20 株在靶位点发生不同类型的突变，编辑效率为 37.74%；18 株 PCR 阴性植株中

不存在突变。 

进一步分析 20 株发生编辑的植株基因型发现，9 株为纯合突变（图 5，a），占 PCR 阳性植株总

数的 16.98%，使用 DNAMAN 对基因型进行比对分析，其中发生缺失（-）和插入（+）的各有 4 株，

发生替换（S）的 1 株（图 5，a）。对于剩余 11 株测序结果使用在线工具 DSDecodeM 进行解码发现，

其中 5 株发生杂合突变（图 5，b），占 PCR 阳性植株总数的 9.43%；6 株因编辑情况复杂而导致解

码失败，占 PCR 阳性植株总数的 11.32%。 

2.6  氨基酸序列分析 

在获得的 9 株发生双等位基因突变的植株中，按编辑结果可分为 A、B、C、D 4 组（图 6，a）。

进一步使用 DNAMAN 对这 9 株突变株 VviPDS1 编码的氨基酸序列进行预测分析，#5 植株由于发生

6 bp 的替换导致第 202 位氨基酸突变，并造成 26 个氨基酸片段缺失（图 6，a），产生完全白化表型

（图 6，b）；#16、#21、#49 发生 1 个碱基 G 的缺失，产生移码导致其第 203 位至第 216 位共 14 个

氨基酸发生突变，随后翻译提前终止（图 6，a），产生部分白化表型（图 6，b）；#27、#28、#47、

#54 发生 1 个碱基 T 的插入，使其在第 203 位氨基酸突变为终止信号翻译提前终止（图 6，a），产

生完全白化表型（图 6，b）；#39 发生 2 bp 的碱基缺失，导致其第 203 位氨基酸突变为终止信号翻

译提前终止（图 6，a），产生部分白化表型（图 6，b）。这些结果表明本研究获得的编辑植株，VviPDS1

编码的氨基酸存在不同程度的变异。 
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图 5  CRISPR/Cas9 介导的编辑植株的不同编辑类型 

a：纯合突变；b：杂合突变；WT：野生型；蓝色字母：插入（+）或替换（S）；点：删除（-）。 

Fig. 5  Different types of mutations detected in the edited plant after CRISPR/Cas9-mediated gene editing 

a：Same mutation in both alleles；b：Different mutation in two alleles；WT：Wild type； 

Blue：Insertion（+）or substitution（S）；Point：Deleted nucleotides（-）. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 6  野生型和双等位基因突变植株的预测的氨基酸序列（a）和表型（b） 

Fig. 6  Predicted amino acids（a）and the phenotype（b）of wild type and mutants with biallelic mutants 
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3  讨论 

突变体对于生命科学领域基因功能研究至关重要。通过传统的化学和物理措施等获得突变体的

方法（Colbert et al.，2001）往往存在随机性，需要构建大规模的突变体库和进行大规模筛选（Till et 

al.，2003）。长期以来葡萄缺乏突变体，主要通过超表达和 RNAi 的手段研究基因功能（Dai et al.，

2015；Pessina et al.，2016）。CRISPR/Cas9 技术的出现，可以直接在基因组特定位置引入突变，从

而获得特定的突变体，将促进基因功能的研究和遗传改良的应用。 

本研究中通过 CRISPR/Cas9 系统敲除葡萄 VviPDS1 基因，获得 20 株在目的位点发生编辑的突

变体葡萄，具有明显白化和矮化表型，其中完全白化植株共 5 株，占发生突变植株的 25%。研究表

明，拟南芥 pds3 突变体的白化和矮化表型是由 PDS3 基因的功能性破坏引起的（Qin et al.，2007）；

利用 CRISPR/Cas9 定向编辑技术，在 T0 代获得了水稻 PDS 基因功能缺失的纯合突变体，也呈现预

期的白化和矮化表型，影响植株的正常发育（Shan et al.，2013）。另外，在苹果和西瓜等园艺作物

中，其内源 PDS 基因通过 CRISPR/Cas9 定向编辑同样呈现完全白化和严重矮化的表型（Nishitani et 

al.，2016；Tian et al.，2017）。而 Nakajima 等（2017）的报道中，通过 CRISPR/Cas9 系统定向编辑

葡萄内源 PDS 基因，突变植株未能呈现矮化，只表现部分叶片部分白化。本研究结果中获得的突变

植株表型与其差异较大，可能与所选择的靶位点有关，或者与其未获得纯合突变的植株有关。在本

研究中，通过 CRISPR/Cas9 系统在 VviPDS1 上的预期位置成功产生突变，获得 9 株纯合突变植株并

产生白化和矮化表型，这表明葡萄内源 PDS 基因的缺失会同样会导致矮化及白化，且 CRISPR/Cas9

系统能够在葡萄基因组中进行基因组编辑。 

葡萄作为木本植物，遗传转化周期长，遗传转化过程复杂且效率较低，因此评估体内靶向效率

对于在稳定转化的葡萄中实现成功的基因组编辑至关重要（Lin et al.，2018）。本研究中通过 PEG 介

导质粒瞬时转染葡萄叶片原生质体，通过两次 PCR/RE 的方法验证载体功能。此前 Malnoy 等（2016）

使用 PEG 介导转化葡萄胚性愈伤组织分离的原生质体细胞后，通过高通量测序的方法检测到了

CRISPR/Cas9 系统可在葡萄内进行定点编辑，但葡萄胚性愈伤组织诱导保存十分困难（程远 等，

2017），且高通量测序费用高昂，因此此方法不适用于简单、快速地验证载体功能和靶向序列的工作

效率。本研究中使用葡萄叶片原生质体进行转化，并通过 PCR/RE 进行检测的方法则相对简单、快

捷和成本低，且使用叶片提取原生质体材料丰富，可用于大量验证。但是本研究中以转染后的原生

质体总 DNA 为模板，在第 1 轮 PCR/RE 分析期间不能观察到无法被对应的限制酶消化突变扩增产

物。以第 1 轮 PCR/RE 产物为模板，再进行第 2 轮 PCR/RE 后，使得突变扩增产物得以富集，可通

过琼脂糖凝胶电泳观察到突变条带。正因如此，致使无法通过 Shan 等（2014）报道的方法，使用凝

胶图像进行编辑效率的估算。对类似葡萄等需要通过两次 PCR/RE 才能在原生质体转化中检测到编

辑的物种，可尝试通过 Lin 等（2018）报道的方法，使用单个原生质体，确认是否发生编辑并进行

编辑效率估算。 

综上所述，本结果表明 CRISPR/Cas9 系统可以通过葡萄细胞中的瞬时或稳定表达进行基因组编

辑。此外，CRISPR/Cas9 系统能够在再生植株中产生纯合敲除。因此，CRISPR/Cas9 系统将成为促

进葡萄基因功能研究和遗传改良的有力工具。 
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