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摘  要 : CRISPR/Cas9 是新兴的基因组编辑技术，该技术操作简单、效率高，已成为目前最主流的基因组编辑

技术。利用该技术进行突变体创制，对基因功能研究和育种应用具有重要的意义，而快速、高效、低成本的基

因编辑个体鉴定是其中的重要环节。本研究对影响 CELⅠ粗提物鉴定 CRISPR/Cas9 介导的水稻基因编辑个体

的条件，包括蛋白用量及作用时间、PCR 反应缓冲液等条件进行了探索，并将整个检测体系集成于一管操作。

同时，采用 CELⅠ粗提物检测了 CRISPR/Cas9 介导水稻 stn1 突变的 T0 代植株及后代，对杂合突变、纯合突变

及双等位突变的鉴定策略进行了探讨；该方法检测正确率经测序验证达 100%。上述结果表明，采用 CELⅠ粗

提物检测突变体与已有方法比较具有廉价、快速和高效的特点。 

关键词 : CELⅠ粗提物，CRISPR/Cas9，突变体，鉴定，stn1 
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Efficient identification of gene knockout mutant mediated 
by CRISPR/Cas9 by CELⅠ crude extracts 

Wanbing Luo, Qiupeng Lin, Xiaoxia Li, Zejiao Zhou, Huiyong Yang, Rongyu Du, and 
Hongqing Li 
Guangdong Key Laboratory of Biotechnology for Plant Development, School of Life Sciences, South China Normal University, 

Guangzhou 510631, Guangdong, China 

Abstract:  CRISPR/Cas9, emerged as an efficient and powerful gene editing technology, has become the mainstream 

genome editing technology. Constructing mutants using CRISPR/Cas9 system is of great significance to the functional 

study and breeding application of useful genes. As the basis of the technology, a method for identification of mutation with 

efficiency and lower cost is needed. In this report, we studied the factors influencing mutation detected by CEL Ⅰ crude 

extracts, such as the amount of protein, enzyme incubation time, PCR buffers. Under the optimized conditions, we can 

integrate the mutation detection steps into one-tube reaction. We used this system to examine the mutation types and 

frequency of rice stn1 mediated by CRISPR/Cas9. We also used this method to identify different mutation types including 

homozygous, heterozygous and bi-allelic mutations. The accuracy of this method reached 100% verified by sequencing. 

Altogether, our results showed that using CELⅠ crude extracts was an efficient and low cost method for identification of 

CRISPR/Cas9 mediated mutation. 

Keywords:  CELⅠ crude extracts, CRISPR/Cas9, mutant, identification, stn1 

随着测序技术的发展，许多物种的全基因

组测序工作已经完成。阐明基因的功能及构建

基因调控和互作网络成为现阶段的主要任务。

构建基因突变个体是十分有效的基因功能研究

手段。基因组编辑技术的出现，使得快速、高

效地定点突变目的基因成为可能。 

CRISPR/Cas9系统是细菌的免疫系统，其主

要作用是防御外来质粒或噬菌体 DNA 的入侵。

科学家在大肠杆菌发现了特殊的成簇的规律间

隔的短回文重复序列[1]，并于 2002年正式将其命

名为 CRISPR (Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats)[2]。2013年，Science杂

志同期刊登了两篇关于 CRISPR/Cas9 介导的基

因敲除的文献，首次报道了 CRISPR/Cas9系统可

用于人类和小鼠细胞的基因组编辑，证明了

CRISPR技术可用于编辑高等真核基因组[3-4]。此

后，CRISPR技术也被应用到植物基因组编辑中，

并在模式植物拟南芥、烟草以及小麦、水稻、高

粱、玉米等重要农作物中获得成功[5-10]，并且证

明了产生的编辑可以在植物中稳定遗传[11]。此

外，基因编辑过的植物可以通过自交、回交等

手段，获得不带 CRISPR元件的基因编辑株[12]。

CRISPR/Cas9引入突变的方式是通过 sgRNA识

别靶位点，利用 Cas9的核酸内切酶活性使靶位

点DNA的双链发生断裂 (Double-strand breaks，

DSBs)，从而激活个体自身修复机制。编辑个体

可以通过非同源末端连接介导的修复方式 

(Non-homologous end joining，NHEJ) 和同源重

组介导的修复方式 (Homology-directed repair，

HDR) 对双链断裂处进行修复[13]。通过 NHEJ

介导的修复方式进行修复时，断裂的 DNA末端

重新连接，这种非精确的修复会导致在断裂位
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置上产生少量核苷酸的插入或删除，进而产生

突变[14]。CRISPR技术与传统基因打靶技术相比

突变效率更高，与 ZFN、TALEN等基因组编辑

技术相比具有耗时更短、操作简单等特点，因

此已被广泛用于突变体的构建。由于编辑效率

的限制，通过 CRISPR 技术产生的大量编辑个

体仍需通过进一步的筛选鉴定，因此建立快速、

高效和低成本的鉴定体系尤为重要。 

CELⅠ酶是芹菜中发现的可以特异识别

DNA 双链中的错配位点并切割双链的核酸内切

酶[15]。研究表明，芹菜 CEL Ⅰ酶粗提物可以用

于点突变的检测[16-17]。利用该酶的特点，可以

有效鉴定 CRISPR 突变体。本文以水稻为材料

构建了 dep1 基因和 stn1 基因的突变体，利用

CEL Ⅰ酶粗提物进行鉴定，并对鉴定条件进行

了优化，将 PCR反应、产物变性、复性处理和

CEL Ⅰ酶切整合在一管中进行，结合琼脂糖凝

胶电泳，建立了一种快速、高效和廉价的突变

体检测系统。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

水稻“中花 11” (Oryza sativa L.) 由本实验

室保存。水稻 dep1突变株由本实验室创制[18]。

rTaq 聚合酶、LA Taq 聚合酶缓冲液购自大连

TaKaRa生物有限公司。B Taq聚合酶、KOD聚

合酶均购自东洋纺 (上海) 生物科技有限公司。

大肠杆菌感受态菌株 JM109、根癌农杆菌感受

态菌株 EHA105为本实验室保存。CRISPR载体

由华南农业大学刘耀光教授提供[19]。限制性内

切酶和 T4 DNA连接酶购自大连 TaKaRa生物有

限公司。质粒抽提试剂盒为 Axygen公司产品。

引物合成由上海生工生物技术有限公司完成。

测序由北京睿博兴科生物技术有限公司完成。

蛋白浓度测定 BCA试剂盒由碧云天生物技术公

司提供。 

1.2  方法 

1.2.1  CEL Ⅰ酶粗提及蛋白质浓度测定 

蒸馏水冲洗芹菜后，用无菌吸水纸擦干，

去掉根部，用榨汁机榨取并收集汁液，在 4 ℃

的条件下用 Bradley 等的方法[20]进行 CELⅠ酶

的粗提取，提取物保存于–20 ℃备用。蛋白测定

的方法采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒进行测

定，调整蛋白浓度至 1 μg/μL。 

1.2.2  构建水稻 stn1 突变用的 CRISPR/Cas9

载体 

stn1为端粒结合蛋白CST复合体中的组分，

是染色体末端的保护蛋白[21-22]。为了突变水稻

中 stn1 基因，首先设计用于构建 CRISPR 载体

的 spacer序列，其 gRNA靶位点位于 stn1基因

CDS序列的第 100 bp (图 1)，两条接头互补序列

见表 1。 

 

 
 

图 1  CRISPR 载体图谱和 stn1 的 CRISPR 靶位点

设计 

Fig. 1  Physical map of CRISPR vector and CRISPR 
target site of stn1. 
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表 1  本研究所用的引物 

Table 1  Primers used in this research 

Primer name Primer sequence (5–3) 
stn1CR-Fw GCCGTTCGCTCGCTGCGGCCGTA 
stn1CR-Re CCCATACGGCCGCAGCGAGCGAA 

dep1CR-Fw GCCGATCTTGAAGCAGCTGTACA 

dep1CR-Re AAACTGTACAGCTGCTTCAAGAT 

stn1-Fw AGAGGGAGACCTGCAGGAGCGAA 

stn1-Re CGTTGAGGATGTCAGAGGTGGTGAG

dep1-Fw GCCTCTAGTCCCTTTGTATG 

dep1-Re GAGCAGGAGAAGCAGTCC 

U6-Fw GAGCTTGGAGTGGATGGAAT 

U6-Re AGCACCGACTCGGTGCCACT 

 

将所需接头引物等量混合，经变、复性处理，

与 Bsa Ⅰ酶切的载体相连接，转化大肠杆菌，提

取阳性菌株的质粒，测序。将确认无误的质粒转

入农杆菌 EHA105，获得含有用于水稻 stn1突变

的农杆菌菌株 EHA105/CRISPRstn1。 

1.2.3  农杆菌介导转化水稻 

参照 Li等[18]的方法，利用农杆菌 EHA105/ 

CRISPRstn1转化水稻品种中花 11的愈伤组织，

用潮霉素筛选获得再生组培苗。组培苗经炼苗

后，移栽盆钵，即为 T0代植株。按转基因水稻

种植要求严格管理。 

1.2.4  扩增 dep1及 stn1突变位点所在片段 

提取水稻叶片的基因组 DNA，以引物组合

dep1-Fw/dep1-Re和 stn1-Fw/stn1-Re进行 PCR扩

增，理论产物长度约为 948 bp和 491 bp。反应体

系包括基因组 DNA 1μL，10×PCR缓冲液 2.5 μL，

dNTPs (2 mmol/L) 2.5 μL，上游引物 (10 μmol/L)  

1 μL，下游引物 (10 μmol/L) 1 μL，DNA polymerase 

1 U，补去离子水到 25 μL。PCR反应的参数设

置如下：94 ℃预变性 5 min，然后进行 35个循

环的 PCR扩增 (94 ℃，30 s；退火温度，30 s；

72 ℃，1 min)，最后 72 ℃延伸 10 min。其中 stn1

退火温度为 65 ℃，dep1的退火温度为 55 ℃。 

1.2.5  CEL Ⅰ酶粗提物切割 PCR产物 

转化株 DNA经 PCR 扩增后，将产物(或加

入等量的野生型 DNA扩增产物) 进行变、复性

处理，再向其中加入 CEL Ⅰ酶，42 ℃温育，用

EDTA终止反应。取 10 μL样品进行电泳检测。 

2  结果与讨论 

2.1  CEL Ⅰ酶粗提物用于突变体的检测 

dep1 是水稻直立密穗控制基因[23]，本论文

dep1-29突变株由本实验室创制，测序结果表明，

该植株为双位点突变  (–2/–5) (图 2)。为检测

CEL Ⅰ酶粗提物是否能切割异源双链 DNA，取

1 μL CEL Ⅰ酶粗提物直接加入到经变性、复性

处理的 PCR样品中，与不加 CEL Ⅰ酶的样品进

行对比。电泳结果显示 CEL Ⅰ酶可以切割异源

双链 DNA，切出条带符合预期大小，证明 CELⅠ

酶粗提物适用于点突变的检测。 

 

 
 

图 2  dep1-29 突变株突变位点的测序结果和 CEL Ⅰ

酶切检测结果 (dep1-29 a 和 dep1-29 b 表示 dep1-29

突变株包含双等位突变的两种突变类型) 

Fig. 2  Sequence of dep1-29 mutant and CEL  analysis. Ⅰ

dep1-29 a and dep1-29 b showed the target sequences of 
bi-alleles mutation of dep1-29. 
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2.2  CEL Ⅰ酶用量及作用时间的优化 

酶的用量是影响酶切效果的重要因素。因此，

采用不同 CEL Ⅰ酶粗提物的量对来源于 dep1-29

的 PCR产物进行酶切 (图 3)，结果表明，粗提物

总蛋白用量在 0.1 μg时，酶切效果达到最佳。增

加粗提物的用量，酶切效果不会有显著提升。 

酶切时间是影响酶切效果的另一重要因

素。采用 0.1 μg CEL Ⅰ酶对 dep1-29突变体材料

的 PCR 产物进行酶切 (图 3)。结果表明，CEL Ⅰ

酶作用 10 min时可以见到酶切的条带，随着时

间增加，CEL Ⅰ酶的切割效率逐渐提升，在 40 min

时达到最佳。继续增加时间并不能提升 CEL Ⅰ

酶的切割效率。 

2.3  PCR 体系对 CEL Ⅰ切割效率的影响 

简便、快捷的突变体鉴定方法要求采用

CEL Ⅰ粗提物在合适的 PCR缓冲体系中进行酶

切。因此，首先选择目前普遍使用的聚合酶和

缓冲系统 (r Taq聚合酶、LA Taq聚合酶、Blend 

Taq聚合酶、KOD聚合酶) 进行实验 (图 4)。结 
 

 
 

图 3  CEL Ⅰ酶粗提物用量及酶切时间对突变鉴定的

影响 

Fig. 3  Effects of the amount of CEL  crude extracts Ⅰ

and digestion time on mutation identification. 

 
 

图 4  不同PCR体系对CEL Ⅰ粗提物酶切效率的影响 

Fig. 4  Effect of digestion using CEL  Ⅰ crude extracts in 
different PCR systems. 

 

果表明，KOD酶的扩增效果最佳，但 CEL Ⅰ酶

在该体系中的切割效果不理想。B Taq酶体系和

r Taq酶体系中 PCR扩增效果差，电泳检测时不能

看见 1 000 bp处的条带。LA Taq酶体系能够扩增

到 dep1 片段，且 CEL Ⅰ酶在该体系中表现出了

切割活性。进一步通过采用 LA buffer 与不同的

Taq 酶组合，发现 B Taq 与 LA buffer组合可以

提高 PCR 的效率和保证 CEL Ⅰ的酶切活性。 

2.4  CEL Ⅰ酶对 CRISPR介导的 stn1 基因敲

除株突变进行分型 

采用农杆菌介导的方法，我们将 stn1-CRISPR

转化水稻，获得 35个独立的转基因株系。由于转
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基因株中可能含有无突变、杂合突变、纯合突变

及双位点突变等多种类型，我们根据 CEL Ⅰ酶能

切割异源 DNA双链的特点，设计了两种方法对上

述类型进行区分：1) 将 PCR 产物直接变性、复

性、酶切；2) 将 PCR 产物与野生型植株的 PCR

产物等量混合，变性、复性，再用 CEL Ⅰ酶切。

stn1-1和 stn1-4是通过的 stn1-CRISPR转化获得

的两个突变株系。其中 stn1-1的 PCR产物变、

复性后可以被 CEL Ⅰ酶切割，其 PCR产物与野

生型植株 PCR 产物混合变、复性后也可以被

CEL Ⅰ酶切割，说明突变株为杂合突变或双位

点突变。stn1-4 的 PCR 产物变、复性后不能被

CEL Ⅰ酶切割，其 PCR产物与野生型植株 PCR

产物混合变、复性后可以被 CEL Ⅰ酶切割，说

明该突变株为纯合突变。对上述两个突变株

PCR 产物进行克隆，转化大肠杆菌并挑单克隆

进行测序，结果表明 stn1-1 突变株存在两种突

变类型 (–3 bp/–1 bp)，而 stn1-4为单碱基缺失的

纯合突变 (–1 bp/–1 bp)。以上结果表明，CEL Ⅰ

酶不仅可以快速鉴定突变体，而且可以对不同的

类型进行有效区分 (图 5)。 

2.5  CEL Ⅰ酶策略检测 CRISPR 介导的 stn1

基因突变株及验证 

为验证 CEL Ⅰ酶策略检测的正确率，利用

该策略对 CRISPR介导的 stn1突变的 T0代植株 

(已测序) 进行酶切检测。结果表明，其中#4、

#9、#17 为纯合突变植株，#8 为野生型植株，

其余植株为杂合体或双等位突变体或嵌合体 

(图 6)。CEL Ⅰ酶检测结果与测序结果对比完全

一致。以上结果表明利用 CEL Ⅰ酶策略在本次

实验中的正确率达 100%，表明该方法是一种非

常理想的检测 CRISPR突变株的方法。 

 
 

 
 

图 5  CEL Ⅰ酶检测两种不同突变类型的突变株 (A：stn1-1 和 stn1-4 两种突变株的测序结果；B：利用 CEL Ⅰ

酶策略检测杂合和纯合突变株) 

Fig. 5  Identification of two types of mutations using CEL  enzyme. (A) SequenceⅠ s of stn1-1 and stn1-4. (B) Identification 
of heterozygous and homozygous mutants using CEL  strategyⅠ . 
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图 6  CEL Ⅰ酶策略检测 CRISPR 介导的 stn1 基因突变株 

Fig. 6  Identification of stn1 knockout mutant mediated by CRISPR/Cas9 using CEL  strategy.Ⅰ  
 
 

3  讨论 

3.1  CEL Ⅰ酶策略与其他方法用于鉴定

CRISPR 基因敲除株的比较 

CEL Ⅰ酶具有切割异源双链中非配对碱基

位点的特性，该特性已被广泛用于突变体的鉴

定，本研究采用 CEL Ⅰ的粗提物，通过优化酶

的用量、作用时间、PCR 反应系统及采用检测

方法，建立了一个廉价、高效的检测 CRISPR

方法创制的突变体，并且所有集成于一管的检

测方法，其正确率达 100%。该方法可以广泛用

于 CRISPR基因敲除个体初筛及后代鉴定。 

商品化的产品 CEL Ⅰ价格较高，单个样品

检测成本大于 3元人民币，而 CEL Ⅰ粗提物来源

于廉价的芹菜，从 600 g材料就能得到 15–20 mL

的蛋白粗提物，每次用量也只需 0.5 μL，一次提

取的量至少可用于 30 000个样品的鉴定。与采

用聚丙烯酰胺凝胶电泳的方法相比 [24]，采用

CEL Ⅰ酶的方法，只需要使用常规的琼脂糖凝胶

电泳，操作更加方便、省时。而且，采用 CEL Ⅰ

酶粗提物时，我们扩增 PCR产物一般为 1 kb左

右，有利于检测大片段的缺失。 

T7E1法[25]与 CEL Ⅰ策略法非常相似，其工

作原理与 CEL Ⅰ法相同，都是通过错配酶识别

并切割异源双链 DNA，从而达到基因型分型的

目的。该方法也是目前广泛应用的 CRISPR 突

变个体检测方法。相比于 CEL Ⅰ而言，该方法

商品化程度更高，应用面更广。然而在大量样

品的检测筛选方面，CEL Ⅰ酶策略只需要获得

芹菜粗提物，大大降低了成本，更能适应大量

样品的筛选，表现出比 T7E1更高的性价比。 

PCR-SSCP是一种简单、快速的点突变筛查

手段[26]，其技术原理是 PCR 扩增后的 DNA 片

段经变性成单链 DNA，单链 DNA 在中性聚丙

烯酰胺凝胶中电泳时形成不同的立体构象，其构

象直接影响泳动速率，相同长度的 DNA 单链其

核苷酸序列仅有单个碱基的差别，就可以产生立

体构象的不同，产生不同的泳动带。PCR-SSCP
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的缺点是存在假阴性和假阳性，对长度不超过

300 bp 的待测片段的检出率为 70%–80%。与

PCR-SSCP相比，CEL Ⅰ粗提物检测法只需要简

单的琼脂糖凝胶电泳，而且可检测片段不受长

度限制，检出突变的效率高。 

PCR/RE (PCR/restriction enzyme) 检测法

是将靶点切割位点设计在限制性内切酶识别位

点上，CRISPR/Cas9 诱导的突变会改变该酶切

位点，被突变的靶序列不能被限制性内切酶切

断，从而可以通过对酶切基因组 DNA进行 PCR

扩增来鉴定突变。其检测特定是：操作简单，

突变检出效率高。缺点是 CRISPR 系统作用的

靶点选择受到限制，尤其是需要对特定碱基进

行突变时。各种酶的使用也需要一定的费用。

与采用 PCR/RE (PCR/restriction enzyme) 检测

法鉴定 CRISPR突变个体相比[27]，使用 CEL Ⅰ

酶鉴定的方法可以灵活选择靶位点，使用的是

能针对所有位点的廉价的酶。 

DNA 序列测定法 (Direct sequencing，DS) 

是 PCR产物经克隆后测序或直接对 PCR产物进

行测序，可以直接提供突变的位点和序列。在

采用 CRISPR 系统获得高效率突变的情况下，

可以采用 PCR 产物直接测序的方法进行鉴定。

但在突变效率不高或进行子代突变体遗传规律

分析时，与 DNA序列测定法相比，CEL Ⅰ酶策

略具有廉价的特点。 

3.2  不同 PCR 体系对 CEL Ⅰ酶策略效果有

影响 

采用 CEL Ⅰ酶粗提物进行突变体的鉴定，

除廉价外，还需要做到快速和高效。为此，通

过整合检测过程的各个环节包括 PCR、产物变

复性和酶切，达到在同一管中操作。我们发现，

不同的 PCR 体系对基因的扩增效果有影响，且

不同的缓冲液对 CEL Ⅰ酶的粗提物的切割效率

也有影响。其中 Blend Taq聚合酶在 LA Taq聚

合酶所配套的 LA buffer中能表现出更加优越的

PCR 效率以及切割效率。由于不同缓冲液的组

成成分不同，对聚合酶和 CEL Ⅰ酶切的作用效

率存在差异。因此在进行 CEL Ⅰ酶策略鉴定的

时候应重视 PCR体系的选择，建议先通过预实

验挑选最适合的 PCR体系。 

3.3  CEL Ⅰ酶策略对 CRISPR 突变材料进行

鉴定和分型 

采用 CRISPR 创制的突变个体多数表现为

少量的碱基缺失或增加，且创制的个体在 T0代

可能为野生型、杂合突变、纯合突变或双位点

突变。CEL Ⅰ具有可以切割异质双链 DNA的特

点，可以对 DNA双链中不配对的核苷酸所在的

位置进行切割。利用 CEL Ⅰ酶的这一特点，可

以对 CRISPR 突变动植物材料进行鉴定。采用

该方法还可以对突变类型进行区分。其原理是：

杂合突变和双位点突变个体的 PCR 产物变性、

复性后能被 CEL Ⅰ酶识别。纯合突变个体 PCR

产物与野生型个体 PCR 产物混合后经变、复性

处理后可以被 CEL Ⅰ酶识别。 
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