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CRISPR/Cas9 在豆科植物毛根转化中的应用
及共生基因的编辑
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摘要　将CRISPR/Cas９系统与毛根转化相结合,在豆科植物百脉根和大豆中对结瘤因子受体激酶基因

NFR１进行多靶点敲除,旨在快速、便捷获得目的基因突变体.结果表明:在百脉根和大豆中均获得了目的基因

敲除的突变体;其中,百脉根LjNFR１基因中靶位点１处的敲除效率为５８．３％,在靶位点２处的敲除效率为０;

大豆GmNFR１靶位点１处的敲除效率为３３．３％,靶位点２处的敲除效率为４１．７％.进一步测序分析发现,

CRISPR/Cas９系统可同时敲除大豆基因组上编码 NFR１的２个同源基因(GmNFR１和GmNFR１b),为研究植

物体内基因的功能冗余提供了技术支持.同时,CRISPR/Cas９系统在毛根转化中的运用进一步地缩短了获得

突变体的周期.
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　　基因组编辑技术(genomeeditingtechnology)
是人们解读和改造基因功能的重要反向遗传学研究

手段之一[１].近年来,以序列特异性核酸酶(seＧ

quenceＧspecificnucleases,SSNs)为工具的基因组编

辑技术大幅度地提高了植物基因组的编辑效率[２Ｇ３].
与转座子插入、化学诱变、电离辐射诱变等在基因组

随机产生突变相比,SSNs通过识别和切割基因组

上特定位点,产生 DNA 双链断裂(doublestrand
break,DSB),从而激活植物体内易错修复系统,以
非同 源 末 端 连 接 (nonhomologousendjoining,

NHEJ)的方式在 DSB处进行不精确修复,形成几

个碱基的插入或缺失突变[４],如锌指核酸酶(Zinc
fingernuclease,ZFN)和类转录激活因子效应物核

酸酶(transcriptionactivatorＧlikeeffectornuclease,

TALEN)等[５Ｇ６].

CRISPR(clusteredregularlyinterspacedshort
palindromicrepeat,CRISPR)技 术 是 继 ZFN 和

TALENs之后迅速崛起的第三代SSNs基因组编辑

技术[７].它 由 单 导 向 RNA(singleguideRNA,

sgRNA)和 受 sgRNA 引 导 并 切 割 DNA 双 链 的

Cas９核酸酶两部分组成[８].其中,sgRNA５′端的

２０个碱基与基因组上靶位点互补配对,引导 Cas９
核酸酶在靶位点内切割基因组造成 DSB.这种以

RNAＧDNA互补配对来识别基因组特定位点的机

制与 TALENs等依赖多种蛋白质ＧDNA 互作的识

别机制相比显得更为简单、高效[９].有研究者将

sgRNA表达单元改造成多个tRNAＧsgRNA串联的

PTG (polycistronictRNAＧgRNA,PTG)模式,发现

可以大幅度提高编辑效率[１０].因此,越来越多的报

道表明CRISPR/Cas９系统能对多种植物如拟南芥

(Arabidopsisthaliana)、水稻(Oryzasativa)、玉米

(Zeamays)、烟草(Nicotianabenthamiana)、高粱

(Sorghumbicolor)等进行基因组定点编辑.这也

是目前为止在植物基因组编辑中运用最多的技

术[１１Ｇ１２].
豆科植物与根瘤菌相互作用形成根瘤,根瘤是

共生固氮的场所,将大气中的氮气(N２)还原成氨

(NH３)供植物生长和发育[１３].同时,豆科植物也是

研究高等植物与微生物相互作用机制的模式材料.
目前,在豆科植物中分离和鉴定出许多参与共生固
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氮网络调控的基因[１４Ｇ１７],其中包括作用于共生信号

通路早期参与识别和结合结瘤因子(Nodfactor)的
结瘤因子受体激酶 NFR１,该基因突变会使植株对

结瘤因子不敏感,最终形成不结瘤表型[１８].为了丰

富共生相关基因的突变体库,解析豆科植物共生信

号调控网络,本研究利用 CRISPR/Cas９系统和豆

科植物特有的毛根转化技术,以百脉根 (LotusjaＧ
ponicus)和大豆(Glycinemax)的结瘤因子受体激

酶NFR１为靶基因,尝试在豆科植物根系中敲除共

生信号转导相关的基因,旨在为建立共生相关基因

的突变体库提供技术支撑.

1　材料与方法

1.1　材　料

发 根 农 杆 菌 Agrobacterium rhizogenes
LBA１３３４、百脉根野生型根瘤菌 MesorhizobiumloＧ
tiMAFF３０３０９９和大豆野生型根瘤菌SinorhizobiＧ
umfrediiUSD２０５由华中农业大学农业微生物学

国家 重 点 实 验 室 保 藏.含 百 脉 根 U６ 启 动 子

(LjU６)的中间载体pBluescriptＧLjU６和含Cas９表

达单元的植物双元转化载体pCAMBIA１３００ＧsGFPＧ
Cas９由笔者所在实验室改造并保藏.多个串联的

tRNAＧsgRNA单元组成的PTG (polycistronictRＧ
NAＧgRNA,PTG)模板由华中农业大学植物科学技

术学院谢卡斌教授实验室惠赠.平末端连接载体试

剂盒pEASYＧBluntZeroCloningkit为全式金生物

有限公司产品.KODＧplusDNA 聚合酶为 Toyobo
公司产品,各类限制性内切酶为Fermentase公司产

品,Gibson 等 温 一 步 法 酶 连 体 系 相 关 试 剂 为

TaKaRa公司产品.PCR引物的合成及测序工作由

武汉擎科创新生物科技有限公司完成.
1.2　百脉根、大豆基因组靶位点 sgRNA 的设计

基于百脉根、大豆基因组序列,利用在线分析软

件 CRISPRＧP (http://cbi．hzau．edu．cn/cgiＧbin/

CRISPR)[１９],查找出潜在的靶位点.根据靶点位置

和GC含量分别在百脉根和大豆中选择其中２个靶

位点,设计sgRNA序列:
LjNFR１gRNA１:

５′ＧCCATTTCCATGTGACTGTATTGGＧ３′;

LjNFR１gRNA２:

５′ＧCAGTGTATCCCCAGGCCTAATGGＧ３′;

GmNFR１gRNA１:

５′ＧCCTATGATTCGATTGCGAAAGTGＧ３′;

GmNFR１gRNA２:

５′ＧCCTGGTGTCAATTTCAGCAAAGAＧ３′.

1.3　CRISPR/Cas9 载体的构建

以PTG为模板,使用特异性引物扩增,在百脉

根和大豆中分别获得２个gRNA的PTG序列.通

过 Gibson等温一步连接法连入经BbsⅠ线性化的

中间载体pBluescriptＧLjU６中,KpnⅠ和XbaⅠ双

酶切后得到“LjU６启动子ＧPTG”形式的sgRNA 表

达单 元. 含 有 Cas９ 表 达 单 元 的 载 体 pCAMＧ
BIA１３００ＧsGFP经 KpnⅠ 和 XbaⅠ 线 性 化 后 与

sgRNA 表达单元酶连整合,最 终 获 得 CRISPR/

Cas９在豆科植物中的表达载体.
1.4　发根农杆菌介导的百脉根、大豆毛根转化试验

毛根转化方法主要参考文献[２０Ｇ２１],并略作修

改.将萌发５d的无菌幼苗从距离子叶２~３mm
处的下胚轴基部剪断,用携带相应目的质粒的发根

农杆菌A．rhizogenesLBA１３３４菌液侵染幼苗下胚

轴３０~６０min,用灭菌滤纸将幼苗表面菌液吸干,
转移至含２％蔗糖的 MS固体培养基中.暗培养

１周后,待幼苗切口处有明显膨大时将百脉根与大

豆外植体分别转移至含３００mg/L特美汀的 HRE
生根培养基和水培袋中,约１０d左右毛根从下胚轴

切口处长出.在体式荧光显微镜下观察,保留带绿

色荧光的阳性根,剪去无荧光的非阳性根.种植到

蛭石/珍珠岩(体积比为２∶１)混合基质土中,饥饿培

养６d后,接种百脉根根瘤菌(M．lotiMAFF３０３０９９)
和大豆根瘤菌(S．fredii USD２０５),３周后统计结

瘤数.
1.5　基因组 DNA 的提取及目的基因靶位点的突变

检测

　　剪取一部分百脉根或大豆新鲜根组织于１．５
mLEP 管中,采用 CTAB 法抽提百脉根基因组

DNA.以阳性根基因组 DNA 为模板,扩增 NFR１
基因靶位点区域序列.PCR引物如下:

LjNFR１ＧF:

５′ＧGCTGGGGCATGTTTGTTTCCATGTGＧ３′;

LjNFR１ＧR:

５′ＧCATACATCTTCCAGGAATGAAAGCTATCCCACＧ３′;

GmNFR１ＧF:

５′ＧCTCAATATＧTCCATTCCCCTGTGＧ３′;　　　
GmNFR１ＧR:

５′ＧCCAAATCCGATTAGAGAACAACATCＧ３′;

GmNFR１bＧF:

５′ＧGGTGAGTTTCTGGGGCATGTGTTTGＧ３′;

６４
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GmNFR１bＧR:

　　５′ＧGTTATTTTGGTGTACTCATCAATGTATＧ３′.

扩增产物回收后,连入pEASYＧBlunt平末端载

体上,转化后挑取单克隆测序.利用 DNAMAN 序

列比对软件将测序结果与百脉根、大豆NFR１基因

公布序列进行比对,对结果进行统计分析.

2　结果与分析

2.1　sgRNA 的设计与打靶克隆的构建

CRISPR/Cas９系统中sgRNA５′端的２０个碱

基与基因组上含有PAM 序列(NGG)的靶位点互补

配对,引导Cas９核酸内切酶在靶位点内切割基因组

形成双链缺口.为了研究 CRISPR/Cas９系统对豆

科植物靶基因的敲除效率,选取豆科植物百脉根、大
豆结瘤因子受体激酶基因 NFR１为打靶基因.依

据文献[１９]中PTG结构的设计方法,针对百脉根、
大豆中NFR１基因序列,分别在二者的第１个外显

子内筛选并设计出由LjU６启动子启动的含有２个

靶位点的sgRNA表达单元(图１A、B、C),与装载有

Cas９表达单元的载体pCAMBIA１３００ＧsGFP 通过

酶切 酶 连 整 合 成 完 整 的 CRISPR/Cas９ 系 统

(图１D).其中pCAMBIA１３００ＧsGFP 由笔者所在实

验室经原始pCAMBIA１３００载体改造而来,即将原

始载体上 HygromycinＧresistance基因替换为Cas９
蛋白表达单元和作为报告基因的绿色荧光蛋白

(sGFP)表达单元.

　A:各靶点在百脉根、大豆NFR１基因上的分布.方块代表外显子,线段代表内含子,红标和黑色三角形代表打靶位点,箭头所指区

域分别为PCR扩增引物的结合位点;B、C:百脉根、大豆NFR１基因的sgRNA表达单元,每个gRNA 包含不同的打靶序列(多色菱形

表示)和保守骨架序列(绿色矩形表示);D:CRSIPR/Cas９系统瞬时转化载体图谱.A:SchematicillustratingthetwosgRNA (red

lines)targetingtheNFR１geneofLotusjaponicusandGlycinemaxrespctively．Theboxesindicateexons,linesindicateintrons．ThearＧ

easpointedoutbyarrowsrepresentthebindingsitesoftheprimersusedforPCRamplification;B,C:Schematicdepictionofthemethod

forconstructingtheexpressingcassettesofsgRNAsinLotusjaponicusandGlycinemax,eachgRNAcontainsconservedscaffold(laＧ

beledasgreensquare)andatargetＧspecificspacer(labeledasadiamondwithdifferentcolor);D:DiagramofCRISPR/Cas９transient

expressionsystemvector．

图１　CRISPR/Cas９介导的基因打靶示意图

Fig．１　SchematicdiagramofCRISPR/Cas９Ｇmediatedgenetargeting

2.2　CRISPR/Cas9 系统介导豆科植物毛根转化中

NFR1 基因的突变

　　用携带对应基因的 CRISPR/Cas９表达系统质

粒和空载体pCAMBIA１３００ＧsGFP质粒的发根农杆

菌A．rhizogenesLBA１３３４侵染百脉根和大豆幼苗

的下胚轴部位,获得转基因毛根.观察接种根瘤菌

３周后的结瘤表型.结果显示,在百脉根与大豆中,
与转化空载体的对照组相比,含 CRISPR/Cas９系

统的转基因根系中结瘤数显著减少(图２A、B、C、

D).在百脉根中,结瘤减少或不结瘤的突变植株占

总数的３７．５％,而大豆中占５４．５％(表１).作为豆

科 植 物 共 生 信 号 途 径 中 的 结 瘤 因 子 受 体 激 酶,

NFR１与另一结瘤因子受体激酶 NFR５(Nodfactor
receptor５,NFR５)形成异源二聚体共同感知并结合

结瘤因子,从而激活下游结瘤相关基因的表达,最终

导致根瘤器官的形成,本研究中转基因毛根出现的

不结瘤或结瘤减少的表型均与 NFR１基因功能的

缺失有关.这表明,CRISPR/Cas９系统可定向编辑

７４



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

豆科植物相关基因,并且通过毛根转化技术可快速

地观察到目的基因的敲除表型.
2.3　CRISPR/Cas9 系统对豆科植物 NFR1 基因靶

位点的编辑

　　为了进一步探究不结瘤或结瘤减少的表型是否

与CRISPR/Cas９系统对 NFR１基因的敲除有关,
本研究随机挑选８株百脉根、６株大豆转基因根系

中无瘤或少瘤植株中的单条阳性毛根提取基因组

DNA.利用特异性引物扩增靶位点所在区域片段,
片段大小约为７００bp(图１A).PCR扩增产物清洁

表１　转基因毛根的突变率

Table１　Determinatinofmutantrateintransgenetichairyrootsbasedonphenotype

物种

Species
靶基因

Targetgene
转基因植株数

Transgeneticplant
突变植株数

Mutantplants
突变率/％
Mutantrate

百脉根Lotusjaponicus LjNFR１ ６４ ２４ ３７．５
百脉根Lotusjaponicus CK ５２ ０ ０．０
大豆Glycinemax GmNFR１ １１ ６ ５４．５
大豆Glycinemax CK ８ ０ ０．０

　A、B:百脉根与大豆中对照植株与CRISPR/Cas９转基因植株的结瘤表型;C:百脉根中对照和 CRISPR/Cas９ＧLjNFR１转基因植株

的结瘤数比较;D:大豆中对照和CRISPR/Cas９ＧGmNFR１转基因植株的结瘤数比较,∗∗表示在P＜０．０１水平差异显著.A,B:NodＧ

ulationphenotypesofcontrolandCRISPR/Cas９transgentichairyrootsinLotusjaponicusandGlycinemax,respectively;C:ThenodＧ

ulenumbersperplantoncontrolandCRISPR/Cas９ＧLjNFR１transgenetichairyroots;D:Thenodulenumbersperplantoncontroland

CRISPR/Cas９ＧGmNFR１transgenetichairyroots．∗∗indicatestatisticallysignificantdifferencesatP＜０．０１betweentreatmentsand

controls．

图２　CRISPR/Cas９系统对NFR１基因的编辑影响植株结瘤

Fig．２　CRISPR/Cas９ＧmediatedmutagenesisofNFR１effectsnoduleformation

回收后连入pEASYＧBlunt平末端载体上,转化后各

随机挑选１２个单克隆进行测序分析.发现在百脉

根随机挑选的１２个克隆中,有７个在LjNFR１靶

位点１处发生基因突变,突变形式为小片段的插入

或者缺失,编辑效率为５８．３％(７/１２).但未能在靶

位点２处检测出突变(图３A).该结果表明百脉根

中sgRNA１能引导 Cas９蛋白在靶位点进行剪切,

然而sgRNA２却无法介导 CRISPR 的编辑.这可

能是由于sgRNA２所含的２０bp识别序列与基因组

非靶位点发生部分配对,使得sgRNA２ 脱靶,从而

无法引导 Cas９蛋白结合到LjNFR１的靶位点２
处.大豆GmNFR１基因的靶位点１和２均检测到

小片段插入或缺失类型的突变,编辑效率分别为

３３．３％(４/１２)和４１．７％(５/１２)(图３B).说明大豆

８４
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中这２个sgRNA均能识别基因组上各自的靶位点

并且编辑效率相近.
2.4　CRISPR/Cas9 系统介导多个内源基因的编辑

大豆基因组中存在与GmNFR１同源的另一基

因GmNFR１b.为了证明 CRISPR/Cas９系统能敲

除多个内源基因,本研究中大豆NFR１基因的２个

打靶位点均选取在GmNFR１和GmNFR１b基因的

同源区域内.利用特异性引物扩增GmNFR１b 靶

位点区域片段,依照上述方法随机挑选８个单克隆

测序分析,发现其中有５个克隆在GmNFR１b靶位

点１处均出现突变,有４个在靶位点２处出现突变.
突变效率分别为６２．５％(５/８)和５０％(４/８),突变率

　A:百脉根LjNFR１基因靶位点突变的测序检测;B:大豆GmNFR１基因靶位点突变的测序检测;右侧的黑字表示突变的类型(“－”

代表缺失;“＋”代表插入),数字代表突变出现的次数和比例.A:Detectionoftargetedmutation(deletionorinsertion)ofLjNFR１

genebasedonDNAsequencing;B:Detectionoftargetedmutation(deletionorinsertion)ofGmNFR１genebasedonDNAsequencing．

Blacknumberinrightsidemeansthetypeofmutation(“－”indicatesDNAdeletions;“＋”indicatesDNAinsertions)．TheNo．ofmuＧ

tantclonesandthemutantrateareatrightboxes．

图３　CRISPR/Cas９介导的百脉根、大豆NFR１的基因编辑

Fig．３　CRISPR/Cas９ＧmeditatedgeneeditingofNFR１inLotusjaponicusandGlycinemax

　大豆结瘤因子受体激酶GmNFR１b基因突变的测序检测;右侧的黑字表示突变的类型(“－”代表缺失;“＋”代表插入);数字代表突

变出现的次数和比例.Detectionoftargetedmutation(deletionorinsertion)ofGmNFR１genebasedonDNAsequencing．Theblack

numberinrightsidemeansthetypeofmutation(“－”indicatesDNAdeletions;“＋”indicatesDNAinsertions)．TheNo．ofmutant

clonesandthemutantrateareshownatrightboxes．．

图４　CRISPR/Cas９系统对GmNFR１同源基因GmNFR１b的编辑

Fig．４　CRISPR/Cas９ＧmediatedgeneeditinginhomologousgeneofGmNFR１

与GmNFR１基因内的突变率相近(图４).由此可

推测,通过对同源基因结构的分析和sgRNA 设计

的优化,CRISPR/Cas９系统可用于多个内源基因的

敲除,这对于研究高等植物中多个同源基因的功能

冗余具有重大意义.

3　讨　论

突变体对于研究植物功能基因组学具有重要意

义.通过物理、化学诱变和转座子插入等方式获得

的突变体会随机地在基因组上多个位点产生突变,
从而对目的基因的研究造成干扰.共生信号转导途

径中存在多个基因共同调控某一生理过程的现象,
故获得多个目的基因共同敲除的突变体对于研究共

生固氮网络十分关键.CRISPR/Cas９系统可同时

在基因组多个靶位点处造成双链缺口,随后激发植

物体内的非同源末端修复机制在各个缺口处形成几

个碱基的插入或者缺失型突变,造成目的基因移码,
从而实现多个目的基因的敲除.而已有的 RNA 干

９４



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

扰技术只能将单个目的基因沉默而非基因敲除.

CRISPR/Cas９系统在植物学研究中主要通过

根癌农杆菌介导的稳定转化来对目的基因进行定点

敲除,并可在自交产生的后代中分离得到目的基因

纯合突变体.本研究将 CRISPR/Cas９定点编辑系

统应用于豆科植物毛根转化中,在百脉根和大豆中

初步建立了对目的基因进行快速定点敲除的体系.
采用毛根转化,一方面可大幅度地缩短试验周期;另
一方面也为CRISPR/Cas９系统在较难实现转基因

的农作物(如大豆)中的应用拓宽了范围.本研究中

CRISPR/Cas９系统采用多个sgRNA 串联表达的

PTG模式,实现了对百脉根、大豆结瘤因子受体激

酶NFR１基因的多靶点编辑,CRISPR系统在百脉

根、大豆NFR１基因内的编辑类型主要是小片段插

入或缺失(图３、４),并且在百脉根中靶位点１处突

变率为５８．３％,而靶位点２处突变效率为０％.这

说明不同的sgRNA 引导 Cas９蛋白进行靶向切割

的能力不同,sgRNA的碱基分布及 GC含量对于其

与靶位点的亲和性很关键,这一亲和性直接决定

Cas９蛋白对靶位点的编辑效率.与此同时,在GmＧ
NFR１和GmNFR１b 二者的同源区域选取靶位点

并设计sgRNA 可同时敲除这２个同源基因,突变

率高达５４．５％(图４).由于高等植物中存在多个基

因功能冗余现象,它们参与组成复杂的基因网络来

精确地调控植物体内各项生命活动
[２２],因此,多靶

点CRISPR/Cas９基因编辑系统对于研究这类功能

冗余的基因群具有重要意义.
此外,本研究还发现 CRISPR/Cas９转基因毛

根中存在一部分有结瘤表型的阳性根(图２A、C).
这可能是由于毛根转化过程中,不同的转基因毛根

起源于不同的转化事件,它们各自的转化效率不同.
即在 阳 性 毛 根 上 可 能 同 时 存 在 着 未 能 转 入

CRISPR/Cas９表达系统的细胞,包含这种细胞的区

域在接种根瘤菌后便会出现结瘤表型,导致这一类

阳性根最终表现出敲除不明显的嵌合体表型.与此

同时,CRISPR/Cas９表达系统插入染色体位置的

不同也可能造成其敲除效率的不同,即存在某些细

胞的基因组上虽然整合了 CRISPR/Cas９ 表达系

统,然而目的基因并没有发生突变,所以这些细胞的

基因型也会与野生型无异.
将CRISPR/Cas９系统运用于豆科植物毛根转

化过程中,虽然缩短了试验周期,但是部分转基因毛

根中存在的嵌合体形式会在一定程度上制约着对于

某些基因表型的研究.因此,CRISPR/Cas９系统的

毛根转化更加适用于突变体表型的快速检测.若要

进一步分析某个或某些基因的表型,可通过稳定转

化经过后代筛选获得敲除完全的突变体.
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CRISPR/Cas９Ｇmediatedsymbioticgenesmutagenesis
inlegumesbyhairyroottransformation

TANQian　WANGLongxiang　ZHANGXianpeng　YU Haixiang　ZHANGZhongming

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScience&Technology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　 Combinedwithhairyroottransformation,CRISPR/Cas９isusedtoeditmultiplesitesin
Nodfactorreceptor１(NFR１)ofLotusjaponicusandGlycinemax,toquicklyobtainthetargetmuＧ
tants．Theresultsshowedthattargetgenemutantsweregeneratedinbothofthem．Editingefficiencyof
target１inLjNFR１was５８．３％．Nomutationwasdetectedontarget２．Theefficiencyoftarget１andtarＧ
get２inGlycinemaxwas３３．３％and４１．７％,respectively．Furthersequencinganalysisdemonstratedthat
theCRISPR/Cas９systemiscapabletosimultaneouslyknockoutmultiplehomologousgenesinGlycine
max,implyingthattheCRISPR/Cas９canfunctionallymanipulateredundantgenesinplants．Exertionof
theCRISPR/Cas９systemintransgenetichairyrootsshortenedtheexperimentalcycleofobtainingthe
desiredmutants．

Keywords　CRISPR/Cas９;genomeeditingtechnology;siteＧspecificediting;Nodfactorreceptor１;

legumes
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