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(57)摘要

本发明公开了一种OsMPK21-1蛋白及其编码

基因在调控植物抗旱性中的应用。本发明所提供

的应用具体为OsMPK21-1蛋白或其相关生物材料

在如下a)或b)中的应用：a)调控植物抗旱性；b)

选育抗旱性提高或降低的植物品种；所述

OsMPK21-1蛋白为如下a1)或a2)所示的蛋白质：

a1)由序列3所示的氨基酸序列组成的蛋白质；

a2)在序列3所示的氨基酸序列中经过取代和/或

缺失和/或添加一个或几个氨基酸残基得到的与

植物抗旱相关的由a1)衍生的蛋白质。OsMPK21-1

或与OsMPK21-1相关的生物材料可用于调控植物

的抗旱，对于培育抗旱植物特别是水稻新品种具

有重要意义。
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1.培育抗旱性提高的转基因植物的方法，包括如下步骤：抑制受体植物中OsMPK21-1蛋

白的表达或降低受体植物中OsMPK21-1蛋白的活性，得到转基因植物；所述转基因植物与所

述受体植物相比抗旱性提高；

所述OsMPK21-1蛋白为由序列表中序列3所示的氨基酸序列组成的蛋白质；

所述植物为单子叶植物。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于：所述抑制受体植物中OsMPK21-1蛋白的表

达通过如下实现：采用针对编码所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列的基因编辑工具对所

述受体植物中的所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列进行基因编辑，使得所述受体植物中

的所述OsMPK21-1蛋白的表达受到抑制；

所述基因编辑工具为序列特异核酸酶，所述序列特异核酸酶能够特异性剪切所述

OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列中的靶标片段。

3.根据权利要求2所述的方法，其特征在于：所述序列特异核酸酶为转录激活因子样效

应因子核酸酶、锌指核酸酶或CRISPR/Cas9核酸酶。

4.根据权利要求2或3所述的方法，其特征在于：所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列

为序列表中序列1。

5.根据权利要求4所述的方法，其特征在于：所述序列特异核酸酶为转录激活因子样效

应因子核酸酶，所述转录激活因子样效应因子核酸酶对所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序

列的两个作用靶点分别为：序列表中序列1的第208-224位，以及序列表中序列1的第243-

260位。

6.根据权利要求1所述的方法，其特征在于：所述单子叶植物为禾本科植物。

7.根据权利要求6所述的方法，其特征在于：所述禾本科植物为水稻。
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OsMPK21-1蛋白及其编码基因在调控植物抗旱性中的应用

技术领域

[0001] 本发明属于基因工程领域，涉及一种OsMPK21-1蛋白及其编码基因在调控植物抗

旱性中的应用。

背景技术

[0002] 丝裂原蛋白激酶级联(Mitogen  activated  protein  kinase  cascades，MAPK 

cascades)是真核生物中保守的信号通路。MAPK级联包括三个层级的蛋白激酶，细胞膜表面

的受体蛋白接受信号之后以直接或间接的方式激活MAP  kinase  kinase  kinase(MAPKKK/

MAP3K)，依次磷酸化下游特定的MAPK  kinase(MAPKK/MKK)，之后MKK磷酸化并激活MAP 

kinase(MAPK/MPK)。激活的MPK会磷酸化细胞质或细胞核中不同的底物蛋白，这些底物蛋白

包括其它蛋白激酶、各种催化酶、转录因子和结构蛋白等，将细胞外信号转导到细胞内，并

引发细胞的响应。MAPK参与了植物的干旱胁迫响应(Smekalova  et  al.,2014)。干旱是陆生

植物面临的常见的非生物胁迫类型，干旱胁迫会增加植物磷脂酶D(phospholipase  D，PLD)

介导的磷脂酸(PA)和活性氧(Reactive  oxygen  species，ROS)的产生。ROS参与植物气孔开

闭的调节，气孔关闭可以减少植物的蒸腾失水(Zhao  et  al.,2013)。MPK9和MPK12在气孔细

胞表达，干旱诱导的气孔运动主要是由MPK9和MPK12调控(Jammes  et  al.,2009)。植物受到

干旱胁迫通常会导致由WRKY和b-Zip类转录因子介导的抗逆的基因表达谱的变化。MAPK参

与了不同物种的干旱胁迫响应，同时MAPK级联还参与了抗逆相关的WRKY和b-Zip类转录因

子激活(Shen  et  al.,2012)。MPK6是另外一个被干旱激活的MAPK，与MPK9和MPK12不同，ROS

和PA的产生和积累激活MPK6。拟南芥MKK4-OE株系较野生型保水能力强(Kim  et  al .,

2011)。

[0003] 关于MAPK级联在水稻干旱胁迫响应的研究报道较少。研究发现干旱处理会激活水

稻OsMPK4/3/7/14/20-4/20-5等成员(Shen  et  al.,2012)。另外，水稻Raf类MAPKKK突变体

Drought  supersensitive  mutant  1(dsm1)对干旱处理超敏感，株系突变体苗期和成株期

失水速率较野生型快，而且DSM1-RNAi转基因植株也表现出干旱敏感的表型。dsm1突变体中

过氧化物酶基因(POX22.3和POX8.1)表达量显著降低，表明dsml清除ROS能力降低，对干旱

诱导造成的氧化胁迫的敏感(Ning  et  al.,2010)。

[0004] 水稻是世界上近半数的人口的主食。随着全球人口的不断增加和耕地面积的减

少，以及各种极端环境的出现，使得粮食安全面临巨大挑战。而我国干旱半干旱地区面积巨

大，因此利用最新的生物学研究工具筛选、鉴定参与抗旱的植物基因意义重大。研究和培育

高产、优质、抗逆水稻品种对我国粮食安全具有重要意义。

发明内容

[0005] 本发明的目的是提供一种OsMPK21-1蛋白及其编码基因在调控植物抗旱性中的应

用。

[0006] 本发明所提供的应用具体为如下A或B：
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[0007] A.OsMPK21-1蛋白在如下(a)或(b)中的应用：

[0008] (a)调控植物抗旱性；

[0009] (b)选育抗旱性提高或降低的植物品种；

[0010] 所述OsMPK21-1蛋白为如下a1)或a2)所示的蛋白质：

[0011] a1)由序列表中序列3所示的氨基酸序列组成的蛋白质；

[0012] a2)在序列表中序列3所示的氨基酸序列中经过取代和/或缺失和/或添加一个或

几个氨基酸残基得到的与植物抗旱相关的由a1)衍生的蛋白质。

[0013] B.OsMPK21-1蛋白相关生物材料在如下(a)或(b)中的应用：

[0014] (a)调控植物抗旱性；

[0015] (b)选育抗旱性提高或降低的植物品种；

[0016] 所述OsMPK21-1蛋白为如下a1)或a2)所示的蛋白质：

[0017] a1)由序列表中序列3所示的氨基酸序列组成的蛋白质；

[0018] a2)在序列表中序列3所示的氨基酸序列中经过取代和/或缺失和/或添加一个或

几个氨基酸残基得到的与植物抗旱相关的由a1)衍生的蛋白质；

[0019] 所述OsMPK21-1蛋白相关生物材料，为如下b1)-b5)中任一：

[0020] b1)编码所述OsMPK21-1蛋白的核酸分子；

[0021] b2)含有步骤b1)所述核酸分子的表达盒、重组载体、重组微生物或转基因细胞系；

[0022] b3)针对编码所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列的基因编辑工具；

[0023] 所述基因编辑工具为序列特异核酸酶，所述序列特异核酸酶能够特异性剪切所述

OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列中的靶标片段；所述序列特异核酸酶为转录激活因子样效

应因子核酸酶(transcription  activator-like  effector  nucleases,TALEN)、锌指核酸

酶(Zinc-finger  nucleases,ZFN)或CRISPR/Cas9核酸酶；

[0024] b4)编码所述基因编辑工具的核酸分子；

[0025] b5)含有步骤b4)所述核酸分子的表达盒、重组载体、重组微生物或转基因细胞系。

[0026] 其中，所述“编码所述OsMPK21-1蛋白的核酸分子”为编码所述OsMPK21-1蛋白的

DNA分子或RNA分子；所述DNA分子具体可为如下1)至5)中任一所述的DNA分子；所述RNA分子

可为如下1)至5)中任一所述的DNA分子转录所得的RNA分子：

[0027] 1)序列表中序列1所示的DNA分子；

[0028] 2)序列表中序列2所示的DNA分子；

[0029] 3)在严格条件下与1)或2)所限定的DNA分子杂交且编码所述OsMPK21-1蛋白的DNA

分子；

[0030] 4)与1)-3)任一限定的DNA分子具有90％以上同一性且编码所述OsMPK21-1蛋白的

DNA分子。

[0031] 所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列具体为序列表中序列1。

[0032] 所述“编码所述基因编辑工具的核酸分子”既可为编码所述基因编辑工具(所述核

酸酶)的DNA分子，也可为编码所述基因编辑工具(所述核酸酶)的RNA分子。

[0033] 在所述应用中，所述“调控植物抗旱性”体现为：所述OsMPK21-1蛋白的表达量越低

和/或活性越弱，所述植物的抗旱性越强；所述OsMPK21-1蛋白的表达量越高和/或活性越

强，所述植物的抗旱性越弱。当选育抗旱性提高的植物品种时，可将所述OsMPK21-1蛋白的
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表达量较低和/或活性较弱的植物品种作为亲本进行杂交；当选育抗旱性降低的植物品种

时，可将所述OsMPK21-1蛋白的表达量较高和/或活性较强的植物品种作为亲本进行杂交。

[0034] 本发明还请求保护一种培育转基因植物的方法。

[0035] 本发明所提供的培育转基因植物的方法，可为如下(A)或(B)：

[0036] (A)培育抗旱性提高的转基因植物的方法，具体可包括如下步骤：抑制受体植物中

OsMPK21-1蛋白的表达或降低受体植物中OsMPK21-1蛋白的活性，得到转基因植物；所述转

基因植物与所述受体植物相比抗旱性提高；

[0037] (B)培育抗旱性降低的转基因植物的方法，具体可包括如下步骤：促进受体植物中

OsMPK21-1蛋白的表达或提高受体植物中OsMPK21-1蛋白的活性，得到转基因植物；所述转

基因植物与所述受体植物相比抗旱性降低；

[0038] 所述OsMPK21-1蛋白为如下(a)或(b)所示的蛋白质：

[0039] (a)由序列表中序列3所示的氨基酸序列组成的蛋白质；

[0040] (b)在序列表中序列3所示的氨基酸序列中经过取代和/或缺失和/或添加一个或

几个氨基酸残基得到的与植物抗旱相关的由(a)衍生的蛋白质。

[0041] 在所述(A)中，可采用任何基因沉默相关技术抑制所述受体植物中OsMPK21-1蛋白

的表达。如采用针对编码所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列的基因编辑工具对所述受体

植物中的所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列进行基因编辑，使得所述受体植物中的所述

OsMPK21-1蛋白的表达受到抑制；所述基因编辑工具为序列特异核酸酶，所述序列特异核酸

酶能够特异性剪切所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列中的靶标片段；所述序列特异核酸

酶为转录激活因子样效应因子核酸酶(transcription  activator-like  effector 

nucleases,TALEN)、锌指核酸酶(Zinc-finger  nucleases,ZFN)或CRISPR/Cas9核酸酶。

[0042] 所述序列特异核酸酶对所述靶标片段进行特异性剪切会造成所述靶标片段发生

插入突变、缺失突变和/或替换突变，从而使得所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列发生能

够抑制所述OsMPK21-1蛋白表达的突变。其中，所述靶标片段可位于所述OsMPK21-1蛋白的

基因组DNA序列的如下区域中的至少一种：增强子区、启动子区、外显子区、内含子区、终止

子区。

[0043] 当所述序列特异核酸酶为转录激活因子样效应因子核酸酶或锌指核酸酶时，对所

述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列进行基因编辑，是通过如下实现的：向所述受体植物的

细胞或组织中导入表达转录激活因子样效应因子核酸酶或锌指核酸酶的遗传物质，或者直

接导入转录激活因子样效应因子核酸酶或锌指核酸酶，再将导入后的细胞或组织培养成完

整植株。当所述序列特异核酸酶为CRISPR/Cas9核酸酶时，对所述OsMPK21-1蛋白的基因组

DNA序列进行基因编辑，是通过如下实现的：向所述受体植物的细胞或组织中导入表达

CRISPR/Cas9核酸酶的遗传物质或者直接导入Cas9蛋白，与向导RNA一起转化，经过细胞或

组织培养成完整植株。所述遗传物质可为DNA质粒或DNA线性片段或体外转录的RNA；即根据

所述核酸酶种类的不同，所述遗传物质可为能表达转录激活因子样效应因子核酸酶、锌指

核酸酶、Cas9蛋白、向导RNA、tracrRNA、crRNA的DNA质粒或DNA线性片段或体外转录的RNA。

所述细胞为任何能作为导入受体并能经过组织培养再生为完整植株的细胞(如原生质体细

胞或悬浮细胞等)；所述组织为任何能作为导入受体并能经过组织培养再生为完整植株的

组织(如愈伤组织、幼胚、成熟胚、叶片、茎尖，幼穗或下胚轴等)。所述导入的方法可为基因
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枪法、农杆菌侵染法、PEG诱导原生质体法、电极法、碳化硅纤维介导法、真空渗入法或其他

任何导入方法。

[0044] 其中，所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列具体为序列表中序列1。

[0045] 在本发明的一个实施例中，所述序列特异核酸酶具体为转录激活因子样效应因子

核酸酶，所述转录激活因子样效应因子核酸酶对所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序列的两

个作用靶点分别为：序列表中序列1的第208-224位，以及序列表中序列1的第243-260位。

[0046] 进一步，组成所述类转录激活因子效应物核酸酶的两个TALEN蛋白的氨基酸序列

分别如序列表6的第3-950位和第995-1972位。

[0047] 在所述(B)中，所述促进受体植物中OsMPK21-1蛋白的表达可通过如下实现：向所

述受体植物中导入编码所述OsMPK21-1蛋白的核酸分子，从而促进所述受体植物中所述

OsMPK21-1蛋白的表达。

[0048] 其中，所述“编码所述OsMPK21-1蛋白的核酸分子”可为编码所述OsMPK21-1蛋白的

DNA分子或RNA分子；所述DNA分子具体可为如下1)至5)中任一所述的DNA分子；所述RNA分子

具体可为如下1)至5)中任一所述的DNA分子转录所得的RNA分子：

[0049] 1)序列表中序列1所示的DNA分子；

[0050] 2)序列表中序列2所示的DNA分子；

[0051] 3)在严格条件下与1)或2)所限定的DNA分子杂交且编码所述OsMPK21-1蛋白的DNA

分子；

[0052] 4)与1)-3)任一限定的DNA分子具有90％以上同一性且编码所述OsMPK21-1蛋白的

DNA分子。

[0053] 当所述“编码所述OsMPK21-1蛋白的核酸分子”为DNA分子时，可先进行如下修饰，

再导入所述受体植物中，以达到更好的表达效果：

[0054] (1)根据实际需要进行修饰和优化，以使基因高效表达；例如，可根据所述受体植

物所偏爱的密码子，在保持本发明所述OsMPK21-1蛋白的氨基酸序列不改变的同时改变其

密码子以符合植物偏爱性；优化过程中，最好能使优化后的编码序列中保持一定的GC含量，

以最好地实现植物中导入基因的高水平表达，其中GC含量可为35％、多于45％、多于50％或

多于约60％；

[0055] (2)修饰邻近起始甲硫氨酸的基因序列，以使翻译有效起始；例如，利用在植物中

已知的有效的序列进行修饰；

[0056] (3)与各种植物表达的启动子连接，以利于其在所述受体植物中的表达；所述启动

子可包括组成型、诱导型、时序调节、发育调节、化学调节、组织优选和组织特异性启动子；

启动子的选择将随着表达时间和空间需要而变化，而且也取决于靶物种；例如组织或器官

的特异表达启动子，根据需要受体在发育的什么时期而定；尽管证明了来源于双子叶植物

的许多启动子在单子叶植物中是可起作用的，反之亦然，但是理想地，选择双子叶植物启动

子用于双子叶植物中的表达，单子叶植物的启动子用于单子叶植物中的表达；

[0057] (4)与适合的转录终止子连接，也可以提高本发明基因的表达效率，任何已知在植

物中起作用的可得到的终止子都可以与本发明基因进行连接；

[0058] (5)引入增强子序列，如内含子序列(例如来源于Adhl和bronzel)和病毒前导序列

(例如来源于TMV，MCMV和AMV)。
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[0059] 在本发明中，所述“同一性”指与天然核酸序列的序列相似性。“同一性”可以直接

观察或采用计算机软件进行评价。使用计算机软件，两个或多个序列之间的同一性可以用

百分比(％)表示，其可以用来评价相关序列之间的同一性。

[0060] 在本发明中，所述“转基因植物”理解为不仅包含将相关遗传物质或非遗传物质转

化到所述受体植物中后得到的第一代转基因植物及其无性系，也包括其子代及其无性系。

对于所述转基因植物，可以在该物种中繁殖该基因，也可用常规育种技术将该基因转移进

入相同物种的其它品种，特别包括商业品种中。所述转基因植物可为种子、愈伤组织、完整

植株或细胞。

[0061] 在上述应用或方法中，所述植物既可以为单子叶植物，也可以为双子叶植物。

[0062] 在本发明的一个实施例中，所述植物为单子叶植物中的禾本科植物，具体为水稻

(具体如水稻品种日本晴)。

[0063] 本发明的实验证明，向日本晴水稻中导入针对所述OsMPK21-1蛋白的基因组DNA序

列的基因编辑工具(TALEN核酸酶)的编码基因得到的OsMPK21-1突变体转基因水稻

(OsMPK21-1基因发生突变，改变了OsMPK21-1基因的阅读框，使其失去功能)，突变体表现出

抗干旱胁迫表型，说明OsMPK21-1或与OsMPK21-1相关的生物材料可用于调控植物的抗旱，

对于培育抗旱植物特别是水稻新品种具有重要意义。

附图说明

[0064] 图1为pGW3-T-OsMPK21-1在水稻原生质体的活性检测。其中，Marker中各条带由大

到小依次为1000bp、750bp、500bp、250bp和100bp。

[0065] 图2为T0代OsMPK21-1基因的TALEN敲除纯合突变体基因型。

[0066] 图3为T2代OsMPK21-1纯合突变体在干旱处理5天时的抗旱表型。

[0067] 图4为T2代OsMPK21-1纯合突变体在田间正常种植灌溉条件下的表型。其中，A为野

生水稻(WT)；B为T2代OsMPK21-1纯合突变体。

具体实施方式

[0068] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0069] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0070] 农杆菌菌株AGL1(Agrobacterium  strain  AGL1)：文献：Hellens，R.，Mullineaux，

P .，and  Klee，H .(2000) .Technical  Focus：Aguide  to  Agrobacterium  binary 

Tivectors.Trends  in  Plant  Science  5：446-451.公众可从中国科学院遗传与发育生物

学研究所获得。

[0071] 水稻日本晴(Oryza  sativa  L .ssp .japonica  cv .Nipponbare)：文献：

StephenA .Goff  et  al .A  Draft  Sequence  of  the  Rice  Genome(Oryza  sativa 

L.ssp.japonica) .Science.2002，(296)：92，公众可从中国科学院遗传与发育生物学研究

所获得。

[0072] 实施例1、OsMPK21-1的生物信息学分析

[0073] OsMPK21-1是水稻OsMPK家族中的E组成员，该基因位于第5号染色体上。其在日本

水稻注释计划Rice  Annotation  Project  Database(RAP-DB)美国水稻基因组注释计划The 
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MSU  Rice  Genome  Annotation  Project  Database(RGAP7)的登录号分别是Os05g0576800

和LOC_Os05g50120。OsMPK21-1基因在水稻基因组中的序列如序列表中序列1所示；CDS序列

如序列表中序列2所示；编码的OsMPK21-1蛋白的氨基酸序列如序列表中序列3所示。该基因

共有11个外显子。本发明在基因的第一外显子上设计了转录激活子样效应因子核酸酶

(TALENs)的靶序列。以期对OsMPK21-1基因进行敲除。

[0074] 实施例2、OsMPK21-1靶位点的设计及相关敲除载体的构建

[0075] 在水稻基因组中OsMPK21-1基因的第一外显子处设计一对TALEN，靶位点序列如

下：

[0076] 5’-TCGGAGGACGCGGGCACgcacctgccggtgcgcacGGAGCCGCGACGCATGGA-3’；其中的小

写字母为间隔序列，两侧大写字母为TALEN模块识别序列(分别命名为L-arm和R-arm)；下划

线为FspI酶切识别序列；其左侧识别模块L-arm的RVD序列为：HD  NN  NN  NI  NN  NN  NI  HD 

NN  HD  NN  NN  NN  HD  NI  HD；右侧识别模块R-arm的RVD序列为：HD  HD  NI  NG  NN  HD  NN  NG 

HD  NN  HD  NN  NN  HD  NG  HD  HD。将识别L-arm的TALEN命名为T-OsMPK21-1-L；识别R-arm模

块TALEN命名为T-OsMPK21-1-R，将编码T-OsMPK21-1-L/T-OsMPK21-1-R的DNA片段分别与核

酸内切酶FokI的DNA编码片段融合后得到DNA片段T-OsMPK21-1，T-OsMPK21-1-L和T-

OsMPK21-1-R构建在同一表达盒中并被18个氨基酸组成T2A连接，可以在表达时断开形成两

个蛋白。结合到靶位点处形成FokI二聚体，行使对OsMPK21-1靶位点的编辑。

[0077] DNA片段T-OsMPK21-1的序列如序列4所示，其中7-2850位编码L-arm的编辑蛋白T-

OsMPK21-1-L：7-27位编码核定位信号NLS；第463-2052位编码L-arm的TALEN识别模块蛋白；

第2248-2850位编码核酸内切酶FokI(603bp)；第2851-2904位编码由18个氨基酸残基组成

的T2A序列；序列4中2983-5916位编码R-arm的编辑蛋白T-OsMPK21-1-R，第2983-3003位编

码核定位信号NLS；3439-5130位编码R-arm的TALEN识别模块蛋白；第5326-5916位编码FokI

核酸内切酶(591bp)。

[0078] 将序列4所示的DNA片段通过Gateway克隆(Invitrogen  Gateway  LR  Clonase  II 

Mix克隆酶)方法插入pGW3载体的玉米ubiquitin启动子下游，获得重组载体pGW3-T-

OsMPK11。

[0079] 所述载体pGW3是将载体pMDC32(Arabidopsis  Biological  Resource  Center，网

址：http://abrcosuedu/，Stock#CD3-738)中HindIII和Acc65Ⅰ位点间的35S启动子替换为

序列表序列5的第7-1993位所示的玉米ubiquitin启动子(Shan ,Q .,Wang ,Y .,Chen ,K .,

Liang,Z.,Li,J.,Zhang,Y.,Zhang,K.,Liu,J.,Voytas,D.F.,Zheng,X.,Zhang,Y.and  Gao,

C.(2013)Rapid  and  efficient  gene  modification  in  rice  and  Brachypodium  using 

TALENs.Mol.Plant  6,1365–1368.)后得到的重组质粒。

[0080] 实施例3、OsMPK21-1靶位点TALEN的活性筛选

[0081] 将实施例2构建完成的重组载体pGW3-T-OsMPK21-1大量提取之后通过PEG介导的

方式转入水稻品种日本晴的原生质体，25℃避光培养48小时，然后提取原生质体的基因组

DNA，用特异引物通过PCR扩增包含靶位点的OsMPK21-1基因，然后将含有靶位点OsMPK21-1

的PCR扩增产物用FspI酶切(如果PCR扩增产物有部分条带不能被切开，说明实施例1中设计

的靶位点有活性)，将不能被限制性内切酶FspI切开的PCR扩增产物进行测序。

[0082] 用于扩增含有靶位点OsMPK21-1的引物序列如下：上游引物OsMPK21-1-iden-F：
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CTCCATCCTACGCTGGCTCCGTC(序列1的第18-40位)；下游引物OsMPK21-1-iden-R：

ATGTAAGCATGTGAATGAACATGCC(序列1的第449-523位的反向互补序列)。

[0083] 原生质体中检测重组载体活性的酶切结果见图1，泳道1为野生型对照PCR产物未

经FspI酶切(大小约为506bp)；泳道2为转化后的原生质体，其中含有不能被FspI切开的PCR

条带(大小约为506bp，与预期一致)，同时也含有能被EcoRV切开的两个PCR条带(大小分别

约为221bp和285bp，与预期一致)，说明靶位点T-OsMPK21-1有活性。将泳道2中未被酶切开

的条带切胶回收后测序，结果表明靶位点处产生了少量碱基的插入与缺失，证实重组载体

pGW3-T-OsMPK21-1在靶位点处进行了基因定点编辑。

[0084] 将重组载体pGW3-T-OsMPK21-1热击转化农杆菌菌株AGL1，获得含有重组载体

pGW3-T-OsMPK21-1的重组农杆菌，命名AGL1/pGW3-T-OsMPK21-1；同时将空载体pGW3热击转

化农杆菌菌株AGL1，获得含有重组载体pGW3的重组农杆菌，命名为AGL1/pGW3。

[0085] 实施例4、定点敲除水稻基因组中的OsMPK21-1基因

[0086] 一、农杆菌介导法转基因水稻的构建

[0087] 用实施例3中获得的重组农杆菌AGL1/pGW3-T-OsMPK21-1和AGL1/pGW3分别侵染水

稻品种日本晴(Oryza  sativa  L.ssp.japonica  cv.Nipponbare)成熟胚诱导的愈伤组织，

将获得抗性愈伤组织分别命名为抗性愈伤T-OsMPK21-1和抗性愈伤CK1。

[0088] 其中，重组农杆菌侵染愈伤组织的具体方法如下：

[0089] (1)将25％次氯酸钠消毒后的日本晴水稻种子接种于愈伤组织诱导培养基上，28

℃黑暗培养7天，去除芽和残留胚乳后再置于愈伤组织继代培养基上继代培养4-6周，得到

成熟胚愈伤组织。

[0090] (2)将重组农杆菌接种于YEB液体培养基(含50μg/ml卡那霉素和25μg/ml利福平)

中，28℃振荡培养至OD600为1.0-1.5；以10000rpm室温离心1min，用AAM液体培养基(其中，葡

萄糖浓度为100g/L，乙酰丁香酮浓度为100μM，pH  5.2)重悬菌体并稀释至OD600为0.1，得到

菌悬液。

[0091] (3)将步骤(1)得到的成熟胚愈伤组织浸于步骤(2)得到的菌悬液中25-30min后，

于含有两层滤纸的共培养培养基上，25℃黑暗下共培养3天。

[0092] (4)将经过步骤(3)共培养的愈伤组织接种于筛选培养基中28℃黑暗下筛选培养2

周，转入新配置的筛选培养基中进行再次筛选培养，获得存活的淡黄色抗性愈伤组织。

[0093] (5)从经两轮筛选后长出的抗性愈伤组织中，挑选乳黄色致密的抗性愈伤组织转

至含有50mg/L潮霉素的分化培养基上，先暗培养3天，然后转至15h/d光照条件下培养，一般

经过15-25天左右，有绿点出现。30-40天后进一步分化出小苗。

[0094] (6)当抗性愈伤组织分化的芽长至约2cm时，将小苗移到生根培养基上，培养两周

左右。选择高约10cm、根系发达的小苗，洗去培养基，移栽至田间，得到分别转入pGW3-T-

OsMPK21-1和pGW3的T0代转基因植物。

[0095] 其中，所用的培养基如下：

[0096] 1、培养基母液配方：

[0097] 1)20×N6培养基母液：
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[0098]

[0099] 注：配制时按表中所列顺序逐一添加。

[0100] 2)100×B5微量母液(每升含量)：

[0101]

[0102]

[0103] 3)B5有机母液：

[0104]

[0105] 4)100×铁盐

[0106]

[0107] 注：配制顺序如下：

[0108] ①称取2.78g  FeSO4·7H2O溶解于200ml去离子水中(A)。

[0109] ②称取3.73g  Na2-EDTA·2H2O溶解于200ml去离子水中(B)。

[0110] ③将B置于70℃水浴锅中直至溶质完全溶解(C)。

[0111] ④将A倒入C中混合，置于70℃水浴锅中保温2h。

[0112] ⑤定容至1L。

[0113] 5)AA大量元素母液(每升含量)：
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[0114]

[0115] 2、培养基配方

[0116] 1)愈伤组织诱导培养基(每升含量)：

[0117]

[0118] (CH：Casein  Hydrolysate，水解酪蛋白)

[0119] 2)愈伤组织继代培养基(每升含量)：

[0120]

[0121] 3)共培养培养基(每升含量)：

[0122]

[0123] 4)筛选培养基(每升含量)：
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[0124]

[0125] 5)分化培养基配方(每升含量)：

[0126]

[0127] 6)生根培养基配方(每升含量)：

[0128]

[0129]

[0130] 7)悬浮农杆菌感染愈伤组织团的培养基配方(AAM)每升含量：

[0131]

[0132] 二、TALENs诱导的转基因T0代植物突变筛选

[0133] 1、在步骤一获得T0代转基因植物之后，利用PCR/RE对所有获得的转基因植物进行
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突变筛选。涉及到引物为实施例3中描述，涉及的内切酶和检测标准在实施例3中描述。

[0134] 结果显示：经PCR/RE检测后，T0代共获得84株转入重组载体pGW3-T-OsMPK21-1的

转基因植株。其中共有13株植物中OsMPK21-1基因TALEN结合位点处有突变；13株突变体中

有4株为纯合突变体带型，9株为杂合突变体带型，突变效率为15.5％(携带突变的植株数

目/T0代获得的转基因植物总数)。

[0135] 2.OsMPK21-1突变体基因型测序确定

[0136] 将上述T0代植物中的PCR/RE筛选出的转入重组载体pGW3-T-OsMPK21-1的突变体

植株的PCR产物连接pEasyblunt克隆载体(TransGen  Biotech)。转化大肠杆菌后37℃培养

过夜，在蓝白斑筛选培养基上挑取白色单克隆测序，确定各株系基因型。选取其中移码突变

株系(记为转入OsMPK21-1-T0-11、OsMPK21-1-T0-15和OsMPK21-1-T0-16突变体植株)进行

后续试验。

[0137] 对其中3个T0代OsMPK21-1TALEN位点纯合突变体植株(T0-11、T0-16和T0-15)的测

序结果见图2，其中T0-11在设计的靶位点处含有29bp的碱基删除；T0-15在设计的靶位点处

含有1bp碱基的插入；T0-16在设计的靶位点处含有76bp碱基的删除。这些突变都最终改变

OsMPK21-1基因的阅读框，使其失去功能，获得osmpk21-1纯合突变体。

[0138] 实施例5、水稻基因OsMPK21-1敲除突变体的抗干旱胁迫表型

[0139] 将实施例4获得的T0代OsMPK21-1TALEN位点纯合突变体植株(T0-11、T0-16和T0-

15)自交种子鉴定纯合突变体，获得T2代OsMPK21-1纯合突变体，对T2代OsMPK21-1纯合突变

体进行干旱处理。具体如下：

[0140] 首先将种子在75％乙醇中洗涤1min，然后将种子转移到25％次氯酸钠溶液中置于

旋转摇床上消毒30min；然后将种子用无菌水洗5遍后置于37℃催芽48小时。催芽两天后，将

萌芽的种子置于水培皿中培养10天。将10天的幼苗转移至无菌土中，每3天浇水一次，期间

浇1/2MS营养液三次，培养30天。在第30天时，水饱和之后断水干旱处理，干旱处理5天左右

拍照记录表型。处理7天之后复水，复水5天后统计存活率。

[0141] 实验同时设置未转基因的日本晴水稻为野生型对照，同时以转入pGW3空载体的转

基因水稻作为空载体对照。

[0142] 实验设置3次重复，定量结果取均值。每次重复中保证供试的各水稻材料均不少于

30株。

[0143] 结果显示，在干旱处理过程中野生型水稻和空载体对照水稻失水速率比T2代

OsMPK21-1纯合突变体水稻要快。干旱处理5天时T2代OsMPK21-1纯合突变体水稻和野生型

水稻的表型见图3。而OsMPK21-1纯合突变体在正常栽培条件下与野生水稻无明显表型差异

(图4)。各水稻干旱处理7天后复水5天时统计的存活率情况如表1所示，可见与野生水稻相

比，T2代OsMPK21-1纯合突变体水稻的存活率显著提高(P<0.05)。另外，空载体对照水稻的

存活率与野生水稻的存活率基本一致，无统计学差异。

[0144] 表1  OsMPK21-1纯合突变体水稻和野生水稻在干旱处理7天后复水5天时的存活率

[0145]   重复1 重复2 重复3 均值(％)

OsMPK21-1纯合突变体 63.3 76.7 73.3 71.1

野生水稻 53.3 63.3 60 58.9

[0146] 以上结果表明：与野生水稻相比，osmpk21-1纯合突变体水稻表现出抗干旱胁迫表型。
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