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摘  要：以番茄自交系 1479 为材料，利用基因编辑技术创制番茄组蛋白变体 H2A.Z 基因双突变体

hta11hta9。测序结果表明番茄 H2A.Z 基因被敲除。发芽试验结果表明组蛋白基因 H2A.Z 双突变体 hta11hta9

种子萌发受到严重影响。在相对低温（17 ℃）下，H2A.Z 基因双突变体生长明显比野生型迟缓。 
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Tomato Double Mutant of Histone Variant Gene was Obtained and its 
Function Research 
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Abstract：Using tomato inbred line 1 479 as the material，a double mutant of H2A.Z gene of histone 

variant hta11hta9 was obtained by gene editing technique. Sequencing analysis showed that the tomato 

H2A.Z gene was knocked out. The results of germination experiment showed that H2A.Z double mutant 

hta11hta9 had a serious effect on seed germination. The growth of H2A.Z double mutant hta11hta9 was 

obviously slower than wild type under the relative low temperature of 17 ℃. 
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全基因组测序和基因组学的发展亟需有效的基因编辑工具来阐明基因的功能。锌指核酸酶

（zinc-finger nucleases，ZFNs）是由锌指结构域与核酸内切酶 FokⅠ的切割结构域融合而形成的具

有识别特性的核酸内切酶。ZFNs 是最早开发的基因编辑工具，但是由于其具有载体设计困难、脱

靶率高以及有限的靶位点等缺点限制了广泛应用（Qi et al.，2013）。类转录活化因子核酸酶

（transcription activator-like effector nucleases，TALENs）是由识别 DNA 碱基序列的 TALEs 蛋白和

核酸内切酶 FokⅠ的切割结构域融合形成（Zhang et al.，2010）。作为基因编辑的工具 TALENs 比 
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图 1  中间载体 pGEM-SlU6-sgRNA（A）和表达载体

pC131-35S-Cas9（B） 

Fig. 1  Intermediate vector pGEM-SlU6-sgRNA（A）and 

expression vector pC131-35S-Cas9（B） 

ZFNs 高效，同时构建载体简单，成本低廉，但是构建具有相似 TALE 模块序列的载体比较复杂。2013

年，有两个研究团队分别独立发现并证明了常间回文重复序列丛集/常间回文重复序列丛集关联蛋白

（clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated proteins，CRISPR/Cas）

在人类和老鼠细胞中的靶向基因组切割功能（Cong et al.，2013；Mali et al.，2013）。CRISPR/Cas

系统的识别位点末端有 PAM 序列 NGG，只需要根据需求改变 gRNA 来特异靶向基因组 DNA，而

起切割作用的 Cas9 蛋白不需要改变，因此比 ZFNs 和 TALENs 更加简洁。CRISPR/Cas 系统被开发

以来，以其高效、简单、低成本等特点被广泛应用于各个领域（Li et al.，2013）。目前，CRISPR/Cas

在许多物种中能够成功进行基因敲除、插入、激活和抑制（Pennisi，2013），该系统已经被应用到

拟南芥、短柄草（Shan et al.，2013）、烟草（Nekrasov et al.，2013）、水稻、小麦以及高粱（Chen 

& Gao，2014）中。自 2014 年开始利用 CRISPR/Cas9 系统编辑番茄基因组（Brooks et al.，2014），

改良番茄重要性状的报道不断，例如利用 CRISPR/Cas9 系统敲除 SlIAA9 创制单性结实番茄（Ueta et 

al.，2017），通过敲除 SP5G 促进番茄提早开花和果实成熟（Soyk et al.，2017a），通过基因编辑 J2

和 EJ2 创制多分枝高产量番茄材料（Soyk et al.，2017b）等。 

组蛋白变体 H2A.Z 参与很多生物学过程，包括基因激活（Xiao et al.，2013）、DNA 损伤修复

（Lee et al.，2010）、染色体分离（Segarra et al.，2010）和异染色质沉默等（Yoo et al.，2011）。

拟南芥中组蛋白变体 H2A.Z 调节开花时间，参与免疫反应和感知环境温度变化（Nah & Jeffrey，2010；

Crevillen & Dean，2011）。本研究中根据植物组蛋白同源性获得了番茄组蛋白变体 H2A.Z 基因，利

用基因编辑技术获得了番茄组蛋白变体基因 H2A.Z 纯合单突变体，高通量测序表明番茄 H2A.Z 基因

均被敲除；通过杂交进一步获得了番茄 H2A.Z 基因双突变体，发芽试验表明双突变体种子萌发受到

严重抑制，低温试验表明双突变体生长明显迟缓于野生型。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

番茄（Solanum lycopersicum L.）自交系

‘1479’和根癌农杆菌 GV3101 均由上海市农

业科学院园艺研究所提供。试验于 2015 年 7

月到 2017 年 12 月在该所进行。 

1.2  基因敲除载体构建 

将番茄 SlU6 启动子和 sgRNA 通过融合

PCR 连接并克隆到 pGEM-T 载体上，SlU6 启

动子和 sgRNA 含有 2 个 BsaⅠ酶切位点，形成

中间载体 pGEM-SlU6-sgRNA（图 1，A）。将

Cas9 序列通过酶切位点 BamHⅠ和 SacⅠ克隆

到 pC131-N1-YFP 载体上，形成表达载体

pC131-35S-Cas9（图 1，B）。 

根据番茄目标基因设计靶向序列，根据靶

向序列合成带有与 BsaⅠ酶切粘性末端互补序
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表 1  突变体鉴定引物 

Table 1  Primers for mutant identification 
引物名称  
Primer name 

引物序列（5′–3′） 
Primer sequence 

HTA11F GGAGGGAAAGGGCTAGTAGCGG 
HTA11Fm GGAGGGAAAGGGCAGCGGGGAA 
HTA11R CTCTTTCTAATGGTAGAAAT 
HTA9F GGGAAAACAGCGGCTAATAAGG 
HTA9Fm GATTATGGGGAAAACAGTAAGG 
HTA9R ATGCGCAAACTTTTCAAATT 
HTA11CeF TTACAGATCTACGCACAAAT 
HTA11CeR CTCTTTCTAATGGTAGAAAT 
HTA9CeF CCTTCCAGCTCAGTCCCAAT 
HTA9CeR ATGCGCAAACTTTTCAAATT 

 

列的引物。将合成的引物通过 BsaⅠ酶切位点克隆到中间载体 pGEM-SlU6-sgRNA，并通过 HindⅢ

酶切位点将带有靶向序列的 SlU6-sgRNA 克隆到表达载体 pC131-35S-Cas9，获得 pC131-SlU6- 

sgRNA-35S-Cas9。 

将 pC131-SlU6-sgRNA-35S-Cas9 转化农杆菌

GV3101，并侵染番茄子叶。利用潮霉素对侵染后

番茄子叶进行抗性筛选，分离抗性芽后进行生根

培养。提取抗性苗基因组 DNA，并通过对目标基

因进行 Sanger 测序验证靶向位点突变情况。靶向

位点设计位置位于番茄 HTA11和 HTA9 基因的第

1 个外显子。Sanger 测序引物（表 1）设计在靶

序列的上游和下游。分别构建 HTA11 和 HTA9 的

基因敲除载体，获得单基因纯合突变体之后，通

过杂交获得双突变体。 

1.3  番茄遗传转化和突变体检测 

野生型番茄种子经 70%乙醇消毒 1 min，无菌水冲洗 3 次，10%次氯酸钠（可加 0.1% Tween-20，

不加 SDS）处理 10 min，用无菌水冲洗 5 次。种子转移到 1/2MS 培养基上发芽（26 ℃，16 h 光照）。

将 7 d 的子叶切下并在低光照条件下 25 ℃预培养 24 h。将农杆菌菌液倒入装有子叶的培养皿中，

室温放置 30 min，并不时晃动以帮助农杆菌与子叶的接触。将多余的菌液用移液器移去，于 25 ℃

黑暗条件下共培养 48 h。48 h 后将子叶转移到含 15 mg · L-1 潮霉素的筛选培养基上，子叶的上表面

朝上。每 2 周换新鲜筛选培养基，1 个月后切取抗性芽转到生根培养基。生根的无菌苗经炼苗后移

入营养土中，检测基因转化和靶基因突变情况。基因转化检测引物用 Cas9F/Cas9R。鉴定 hta11hta9

双突变体的引物为 HTA11F/HTA11R、HTA11Fm/HTA11R、HTA9F/HTA9R、HTA9Fm/HTA9R（表 1）。 

1.4  种子发芽率统计和低温处理试验 

选取野生型和 hta11hta9 双突变体种子各 300 粒，设置 3 次重复，每次重复 100 粒。番茄种子

置于垫有直径 9 cm 滤纸的培养皿中，倒入 8 mL 蒸馏水，加盖后放置在 26 ℃的恒温培养箱中进行

发芽。种子以胚根明显露白认定为发芽。每隔 24 h 将发芽的种子取出计数，直至 11 d 为止。 

为了研究番茄组蛋白 H2A.Z 基因在番茄耐受低温中所起的作用，分别将野生型和双突变体

hta11hta9 在 17 ℃和 22 ℃条件下培养 5 周，光照 16 h，黑暗 8 h。在 17 ℃和 22 ℃条件下培养 5

周，测量野生型和双突变体的株高和单株鲜质量，均为 12 次重复。在 22 ℃条件下培养 5 周，通过

对野生型和 hta11hta9 双突变体进行 RNA 测序获得 FPKM（fragments per kilobase million）值，3 次

重复。 

2  结果与分析 

2.1  番茄组蛋白变体 H2A.Z 基因突变体的获得 

根据同源性比对，从番茄基因组发现 3 个 H2A.Z 基因，分别是 HTA11（Solyc06g084090）、HTA9 

（Solyc12g006830）和 HTA8（Solyc09g065755）。根据番茄 HTA11 和 HTA9 设计靶向位点，利用基
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因编辑技术获得了杂合突变和纯合突变的后代（表 2）。 

表 2  基因编辑结果统计 

Table 2  Statistics of gene editing results 

番茄目标基因 
Tomato target gene 

靶向位点 
Target site 

检测总数

Total 

杂合突变体数量 
Number of  
heterozygous mutation 

纯合突变体数量 
Number of homozygous  
mutation 

HTA11（Solyc06g084090） GGAGGGAAAGGGCTAGTAGC 33 20 4 
HTA9（Solyc12g006830） GGGGAAAACAGCGGCTAATA 27 17 1 

 

对 T0 代进行 Sanger 测序，发现了 HTA11 基因缺失 4 个碱基和 HTA9 基因缺失 7 个碱基的纯合

突变单株（图 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 2  番茄 HTA11 和 HTA9 基因 Sanger 测序结果 

Fig. 2  The Sanger sequencing results of tomato HTA11 and HTA9 

 

根据靶位点基因序列缺失差异设计能够检测突变体和野生型的引物，用来检测 HTA11 和 HTA9

基因的杂合和纯合状态。引物 HTA11F/HTA11R 和 HTA9F/HTA9R 根据野生型的 HTA11 和 HTA9 基

因设计，如果 PCR 有条带，基因没有突变。引物 HTA11Fm/HTA11R 和 HTA9Fm/HTA9R 根据两个基

因发生突变的序列设计，如果 PCR 有条带说明基因发生突变。 

将两个基因的单突变体hta11和hta9杂交获得F1，经过突变体引物验证发现F1的HTA11和HTA9

基因均为杂合状态（图 3）。F1 自交获得 F2 并经过突变体引物鉴定获得了 hta11hta9 纯合双突变体

（图 3）。对于经过 PCR 鉴定的双突变体经过进一步 Sanger 测序，证实 HTA11 和 HTA9 基因均为

纯合突变，即获得番茄的 HTA11 和 HTA9 基因的纯合双突变体 hta11hta9。 

2.2  双突变体基因敲除效果检测 

取双突变体 hta11hta9 和野生型叶片，经过表达谱测序验证，发现番茄 HTA11 和 HTA9 基因表

达在双突变体中表达极低（图 4）。检测番茄 H2A.Z 基因 HTA8（Solyc09g065755）表达情况发现，

HTA8 基因表达在对照和 hta11hta9 之间没有差别（图 5）。以上结果表明通过基因编辑技术，HTA11

和 HTA9 基因均被定点敲除，获得了番茄 HTA11 和 HTA9 双突变体 hta11hta9。 
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图 3  突变体 hta11 和 HTA9 杂交 F1 和 F2 代的 PCR 检测结果 

F1：1：野生型；2：hta11 突变体；3：hta9 突变体；4 ~ 9：HTA11 基因和 HTA9 基因均为杂合突变。F2：1 ~ 4：HTA11 基因纯合突变体 

和 HTA9 纯合突变体；5：HTA11 基因杂合突变，HTA9 基因纯合突变；6：HTA11 基因纯合突变，HTA9 基因杂合突变； 

7：HTA9 基因纯合突变；8：HTA11 基因杂合突变；9：HTA11 基因杂合突变，HTA9 基因杂合突变； 

10：HTA11 和 HTA9 基因均未突变；11：HTA9 基因杂合突变；12：HTA11 基因杂合突变； 

13：野生型。M：DNA 标记。 

Fig. 3  Identification of tomato H2A.Z double mutant 

F1：1：WT；2：hta11 mutant；3：hta9 mutant；4–9：Heterozygous mutation at HTA11 and HTA9 genes. F2：1–4：Homozygous mutation at HTA11 

and HTA9 genes；5：Heterozygous mutation at HTA11 gene，homozygous mutation at HTA9 gene；6：Homozygous mutation at 

HTA11 gene，heterozygous mutation at HTA9 gene；7：Homozygous mutation at HTA9 gene；8：Heterozygous mutation at HTA11 gene； 

9：Heterozygous mutation at HTA9 gene；10：No mutation at HTA11 and HTA9 genes；11：Heterozygous mutation 

at HTA9 gene；12：Heterozygous mutation at HTA11 gene；13：Wild type. M：DNA marker. 

 

 

 

 

 

 

2.3  番茄组蛋白变体 H2A.Z 基因双突变体发芽率检测 

种子萌发试验表明 hta11hta9 双突变体发芽能力显著低于野生型（图 6），发芽 11 d 时 hta11hta9

发芽率为 53%，而野生型为 90%。这表明番茄 H2A.Z 基因参与了种子萌发过程，对于种子正常萌发

具有重要作用。 

2.4  番茄组蛋白变体 H2A.Z 基因对于番茄苗期低温耐性的影响 

将番茄野生型和双突变体 hta11hta9 在 17 ℃和 22 ℃条件下培养 5 周，结果发现在 22 ℃条件

下野生型和双突变体 hta11hta9 株高无显著差异，但是在 17 ℃条件下 hta11hta9 双突变体株高要明

显小于野生型（图 7）。 

图 4   HTA11 和 HTA9 基因在番茄野生型和双 

突变体 hta11hta9 中的表达 

Fig. 4  Expression of HTA11 and HTA9 genes in wild type and 

double mutant hta11hta9 

** P < 0.01. 

图 5  组蛋白变体 H2A.Z 基因 HTA8（Solyc09g065755）在番茄

野生型（WT）和双突变体 hta11hta9 中的表达 

Fig. 5  Expression of HTA8 gene in wild type（WT）and double 

mutant hta11hta9 
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在 17 ℃条件下 hta11hta9 双突变体的单株质量极显著低于野生型，而在 22 ℃条件下，两者没

有显著差异（图 8）。 

 
图 6  番茄野生型和双突变体 hta11hta9 种子发芽率 

Fig. 6  Seed germination rate of wild type and double mutant hta11hta9 

**P < 0.01. 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

基因编辑系统 CRISPR/Cas9 自 2013 年报道以来，以其高效、操作简单、特异性好等优点迅速

被应用于医疗、基因功能研究、农作遗传改良等领域（崔霞和张率斌，2017）。本研究中利用番茄

U6-26 基因启动子启动 guide RNA，利用 35S 启动子启动 Cas9 基因表达，建立基于 CRISPR/Cas9

载体系统获得番茄基因组定点敲除突变体的方法，并且获得了较好的基因敲除结果。目前，随着研

究的深入，对于基因编辑精度要求越来越高，因此利用 CRISPR 系统进行碱基替换受到人们的重视，

包括 C：G 编辑为 T：A 以及 T：A 编辑为 C：G（Gaudelli et al.，2017；Komor et al.，2017）。高

彩霞研究组构建了高效的植物单碱基编辑系统 nCas9-PBE，成功地在小麦、水稻和玉米三大重要农

作物的基因组中实现高效、精确的单碱基定点突变（Zong et al.，2017），朱健康研究组利用

APOBEC1-XTEN-Cas9(D10A)融合序列在水稻中对 NRT1.1B 和 SLR1 进行了碱基替换（Lu & Zhu，

图 7  不同温度下番茄野生型和双突变体 hta11hta9 株高 

Fig. 7  Plant height of wild type and double mutant hta11hta9  

under different temperatures 

**P < 0.01. 

 

图 8  不同温度下番茄野生型和双突变体 hta11hta9 质量 

Fig. 8  Weight of wild type and double mutant hta11hta9 under 

different temperatures 

**P < 0.01. 
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2017）。因此，开发适合番茄碱基替换载体系统将是研究番茄基因组编辑技术应用的一个重要方向。 

H2A.Z 是组蛋白 H2A 的变体之一，在不同物种之间有着高度的序列保守性，在调控植物开花、

生长发育、免疫应答、有丝分裂、DNA 修复以及温度感应等方面均发挥了重要作用。本研究中通过

基因编辑获得了番茄的 H2A.Z 基因的双突变体 hta11hta9，并发现双突变体 hta11hta9 种子萌发受到

严重影响，发芽率明显低于野生型，这表明组蛋白 H2A.Z 基因对于种子正常萌发发挥了重要作用。

通过对拟南芥的 ARP6 基因缺失突变体 suf3 表型研究发现 suf3 在胚胎发育和种子萌发方面都存在明

显缺陷，而 ARP 通过染色质重塑复合物 SWR1 将 H2A.Z 组装到核小体中（Crevillen & Dean，2011；

Berriri et al.，2016）。 

番茄在 17 ℃条件下处理 5 周，发现 hta11hta9 生长明显迟缓于野生型，植株质量和株高均显著

小于野生型，但是在 22 ℃培养条件下 hta11hta9 和野生型没有明显差别。这些结果表明 H2A.Z 基因

在相对低温情况下番茄生长发育具有重要作用。在拟南芥上的研究表明，组蛋白变体 H2A.Z 及其参

与的核小体组装在植物感知温度变化的过程中扮演了重要角色，H2A.Z 赋予核小体更高的稳定性，

含有 H2A.Z 的核小体在相对高的温度下可以保持稳定（Kumar & Wigge，2010）。在染色质重塑复

合物 Swr1 成员 ARP6（Actin related protein 6）缺失的突变体中，H2A.Z 不能够正常加载到温度应答

基因 Hsp70 上，并且 arp6 突变体植株热相关基因转录水平也与野生型在高温处理下一致（Kumar & 

Wigge，2010）。在二穗短柄草中，受 ARP6 调节参与染色质重塑的 H2A.Z 在热胁迫应答和谷粒发

育过程中扮演了重要角色（Boden et al.，2013）。染色质重塑以及核小体组装过程在植物应答外界

环境温度过程中起了重要作用。低温处理拟南芥时，COR15A 和 ATGOLS3 通过启动子区域染色质

的去组装来激活表达；而当恢复正常温度条件时，组蛋白和核小体的动态变化得到逆转（Kwon et al.，

2009）。核小体的组装和去组装机制可能是一种植物通过快速调节染色质结构来适应环境温度变化

的机制（Zhu et al.，2013）。在高等植物中，从染色质层面上认识 H2A.Z 调控基因表达的分子机理

是新的研究热点。关于温度调控植物生长发育，H2A.Z 感知温度及参与调控免疫（Cheng et al.，2013）

的研究主要在模式作物拟南芥上取得一些进展，而在重要农作物如番茄上的研究很少。 
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