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　　摘要：拟南芥转录因子ＩＬＲ３（ＩＡＡ－ＬｅｕｃｉｎｅＲｅｓｉｓｔａｎｔ３）在铁稳态的调节、葡萄糖异硫氰酸盐（ｇｌｕｃｏｓｉｎｏｌａｔｅ，简称
ＧＬＳ）的生物合成和病原体响应方面起到重要作用。为更深入探索该转录因子在植物体内的更多功能，利用ＹＡＯ基因
启动子驱动Ｃａｓ９在拟南芥中表达，成功获得ＩＬＲ３基因编辑突变体。测序结果及序列分析结果表明，在 ＩＬＲ３编辑拟
南芥中，该基因编码区发生了碱基缺失或插入，导致蛋白ＩＬＲ３保守结构域丢失。并且，这些基因编辑突变体Ｔ２代幼
苗与Ｔ－ＤＮＡ插入突变体ｉｌｒ３－２在缺铁环境下表现出相同的性状，进一步验证 ＩＬＲ３转录因子在植物对铁的吸收及
体内平衡的作用，也为深入研究其更多生物学功能奠定了工作基础。
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　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐｅｒｓｅｄ
ｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ／ＣＲＩＳＰＲ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
９）系统已被用于基因组编辑，具有很高的准确性，
并能高效完成真核基因组中基因敲除（ｋｎｏｃｋｏｕｔ／
ｋｎｏｃｋｉｎ）和点突变［１］，在人类细胞［２－３］、植物［４］、动

物［５］、微生物［６］中均得到了很好的应用，并取得了

举世瞩目的成果。ＹＡＯ参与拟南芥的胚胎发生及
配子发育，主要表达于分裂能力强的组织中［７］；中

科院遗传与发育生物学研究所谢旗研究组通过ＹＡＯ
基因启动子驱动Ｃａｓ９，极大地提高ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９编
辑拟南芥基因组的效率［８］。

ＡｔｂＨＬＨ１０５／ＡｔＩＬＲ３（ＩＡＡ－ＬｅｕｃｉｎｅＲｅｓｉｓｔａｎｔ３）基
因属于拟南芥 ｂＨＬＨ家族Ⅳｃ亚家族［９］，所编码的

蛋白可与其他诸多蛋白协同作用，共同参与植物铁

稳态的调节［１０－１１］。

笔者所在课题组在长期的研究中发现，ＩＬＲ３在
植物生长发育过程中发挥更多的生物学功能。因此，

本研究首次利用ＹＡＯ基因启动子驱动的Ｃａｓ９编辑拟
南芥ＩＬＲ３基因，所获得的基因编辑株系发生碱基插
入和缺失，与Ｔ－ＤＮＡ插入突变体ｉｌｒ３－２在缺铁处
理时具有相同的表型，与文献报道结果一致，为研究

ＩＬＲ３在生物体中的更多功能，奠定工作基础。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验所用拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）野生

型为Ｃｏｌ－０，突变体ｉｌｒ３－２（Ｓａｌｋ＿００４９９７Ｃ）购买自
网站 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ／，双元表达载体
ｐＹＡＯ－Ｃａｓ９－ＳＫ由中国科学院遗传与发育生物学
研究所谢旗研究组馈赠，大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）
ＤＨ５α和根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）
ＥＨＡ１０５由笔者所在实验室保存。限制性内切酶
ＢａｍＨⅠ购自ＮＥＢ（北京）公司，质粒提取和胶回收
试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司，Ｔ载
体、ＤＮＡ连接试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自宝日医
生物技术（北京）有限公司，其他生化试剂及引物购

自生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．２　拟南芥ＡｔＩＬＲ３编辑靶位点的确定
将拟南芥 ＡｔＩＬＲ３基因（Ａｔ５ｇ５４６８０）提交 ＮＣＢＩ

检索，获得其基因序列及外显子序列信息，在外显

子区域寻找ＰＡＭ（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ）位点为
“ＮＧＧ”的２３ｂｐ序列，且该序列最好带有酶切位点，
并通过拟南芥ｂＨＬＨ家族各成员同源序列比对验证
该靶位点的特异性。针对筛选到的靶位点，在序列

５′端添加 ＢｓａⅠ限制性内切酶的黏性末端接头
ＴＧＡＴＴ和 ＡＡＡＣ，分别设计引物 Ｐ１－Ｆ和 Ｐ１－Ｒ
（表１）。
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表１　引物名称及序列

引物名称 序列（５′→３′）

Ｐ１－Ｆ ＧＡＴＴＧＡＧＡＡＣＣＴＧＧＡＴＣＣＡＡＡＡＧ

Ｐ１－Ｒ ＡＡＡＣＣＴＴＴＴＴＧＧＡＴＣＣＡＧＧＴＴＣＴＣ

Ｐ２－Ｆ ＴＧＴＴＡＣＴＴＧＡＴＴＣＧＧＧＡＡＴＴＧ

Ｐ２－Ｒ ＣＧＣＴＧＣＴＴＣＴＣＴＣＴＡＣＡＴＧＣ

ＨｙｇＲ－Ｆ ＣＴＡＴＴＴＣＴＴＴＧＣＣＣＴＣＧＧＡＣＧＡＧＴＧ

ＨｙｇＲ－Ｒ ＡＴＧＡＡＡＡＡＧＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＣＣＧＣＧＡ

ＬＰ ＧＡＡＴＴＣＡＣＴＡＧＧＴＴＡＡＴＧＣＣＣＴＧＡ

ＲＰ ＴＧＣＴＡＡＧＧＴＣＡＡＡＣＣＡＴＣＣＡＣＴ

ＬｂＢ１．３ ＧＡＴＴＴＴＧＣＣＧＡＴＴＴＣＧＧＡＡＣＣ

１．３　ｇＲＮＡ的合成及与载体的连接
将１０μｍｏｌ／Ｌ的Ｐ１－Ｆ和Ｐ１－Ｒ各取１μＬ，加

入到８μＬ退火缓冲液（ＴＥ＋５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）中，
混匀后在 ＰＣＲ仪中退火：从 ９５℃缓慢降温至
１６℃，速率为 ０．１℃／ｓ；取 １μＬ退火产物，与用
ＢｓａⅠ 酶切过的载体 ｐＹＡＯ－Ｃａｓ９－ＳＫ进行连接，
体系如下：１μＬ退火产物，１μＬ载体，１μＬ１０×Ｔ４
缓冲液，０．５μＬＴ４连接酶，加ｄｄＨ２Ｏ至１０μＬ，连接
条件为２５℃反应２ｈ。采用热激法转化大肠杆菌
ＤＨ５α感受态细胞，经筛选鉴定后测序。将测序正
确质粒导入农杆菌感受态ＥＨＡ１０５。
１．４　拟南芥遗传转化及基因编辑植株的获得

采用浸花法对拟南芥进行转化［１２］，收集转化后

的Ｔ０代种子，干燥后，７５％乙醇消毒１ｍｉｎ，１０％次
氯酸钠消毒１０ｍｉｎ，无菌水漂洗５次，均与播种于含
潮霉素２５ｍｇ／Ｌ的１／２ＭＳ表面进行抗性筛选，培养
条件为２２℃，１６ｈ光照，８ｈ黑暗。
２周后，选取有潮霉素抗性的拟南芥幼苗，移栽

至土壤基质中生长，同时摘取１张叶片，采用改良的
ＣＴＡＢ法提取基因组 ＤＮＡ，并以此 ＤＮＡ为模板，以
潮霉素抗性基因序列设计引物 ＨｙｇＲ－Ｆ、ＨｙｇＲ－Ｒ
（表１），进行ＰＣＲ鉴定。ＰＣＲ体系：在２０μＬ反应体
系中，ＴａｑＤＮＡ聚合酶１．０Ｕ，ｄＮＴＰ各０．２５μｍｏｌ／Ｌ，
引物０．５μｍｏｌ／Ｌ，１００ｎｇ模板 ＤＮＡ。ＰＣＲ反应程
序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火
３０ｓ，７２℃延伸 １．５ｍｉｎ，循环 ３０次；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，４℃保存。１％琼脂糖凝胶电泳后检测，能
完整扩增出潮霉素抗性基因的个体为转基因拟南

芥阳性植株。Ｔ１、Ｔ２代拟南芥阳性植株采用相同方
法鉴定。

根据基因ＡｔＩＬＲ３序列，在靶位点上下游２００～
３００ｂｐ处设计引物Ｐ２－Ｆ、Ｐ２－Ｒ（表１、图１），以Ｔ２

代转基因拟南芥阳性植株的基因组ＤＮＡ为模板，再
次进行ＰＣＲ，反应体系与程序与上述相同，扩增产
物为含靶位点的５６２ｂｐ的片段。电泳后，回收目的
片段，取其中一部分进行限制性内切酶处理。将未

被切开的ＰＣＲ片段克隆到Ｔ载体，转化至大肠杆菌
中，并对插入片段进行菌落 ＰＣＲ，阳性克隆进行质
粒提取并测序。

１．５　ＡｔＩＬＲ３编辑拟南芥的表型分析
将拟南芥野生型、ｉｌｒ３－２突变体及获得的４个

株系的ＩＬＲ３编辑拟南芥Ｔ１代幼苗，播种于１／２ＭＳ、
１／２ＭＳ－Ｆｅ和 １／２ＭＳ－Ｆｅ＋５０μｍｏｌ／Ｌ菲洛嗪
（ｆｅｒｒｏｚｉｎｅ，Ｆｒｚ）培养基，２周后，拍照并统计最长根
长度。

采用三引物法［１３］对 ｉｌｒ３－２突变体进行鉴定，
引物ＬＰ、ＲＰ和ＬｂＢ１．３位点及序列见图１和表１。

２　结果与分析

２．１　ＡｔＩＬＲ３编辑靶位点的筛选及载体构建
序列分析结果表明，ＡｔＩＬＲ３基因包５个外显子，

４个内含子，编码区全长７０５ｂｐ，根据 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
设计原理，选择其第２个外显子上的特异序列为编
辑靶序列（图１），并且该靶位点 ＰＡＭ序列前６ｂｐ
包含１个 ＢａｍＨⅠ限制性内切酶位点（ＧＧＡＴＣＣ），
方便检测。

根据靶位点序列合成靶点接头引物 Ｐ１－Ｆ和
Ｐ１－Ｒ，退火形成靶点接头后克隆到 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
载体 ｐＹＡＯ－Ｃａｓ９－ＳＫ［８］，测序后将正确质粒导入
农杆菌感受态ＥＨＡ１０５。
２．２　拟南芥基因编辑植株的获得及鉴定

利用引物ＨｙｇＲ－Ｆ、ＨｙｇＲ－Ｒ做ＰＣＲ鉴定得到
转基因阳性苗；利用 Ｐ２－Ｆ、Ｐ２－Ｒ为引物，阳性苗
基因组ＤＮＡ为模板，扩增出含靶位点的ＤＮＡ片段；
回收此片段，用ＢａｍＨⅠ酶切鉴定电泳后，获得４株
ＩＬＲ３基因编辑拟南芥幼苗。如图２－Ａ所示，野生
型的片段被 ＢａｍＨⅠ识别，并完全切断为２个长度
分别为２７６、２８６ｂｐ的片段（由于２个片段大小过于
接近，电泳结果只看到１条带），而突变片段的扩增
产物则无法被识别和切割。

将未消化的ＰＣＲ片段克隆到Ｔ载体中，转化大
肠杆菌，并将插入片段进行菌落 ＰＣＲ，阳性单菌落
培养过夜后提取质粒进行测序。结果表明，在靶点

位置发生不同类型的编辑，在 ＰＡＭ序列前３～７ｂｐ
分别产生了插入和缺失突变，其中缺失突变占多数
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（图２－Ｂ）。
２．３　ＡｔＩＬＲ３编辑拟南芥的表型

拟南芥ＩＬＲ３蛋白在铁动态平衡的调控过程中
发挥着重要作用，突变体在缺铁环境中出现黄化、

发育不良等表型［１０－１１］。将野生型、ｉｌｒ３－２纯合突
变体及筛选得到的４个基因编辑 Ｔ１代幼苗播种于
１／２ＭＳ、１／２ＭＳ－Ｆｅ和１／２ＭＳ－Ｆｅ＋５０μｍｏｌ／ＬＦｒｚ
培养基，２周后发现，４个基因编辑株系的幼苗与
ｉｌｒ３－２突变体出现相同的表型，均弱于野生型
（图３－Ａ）。数据显示，在含有铁元素的 １／２ＭＳ
上，６个株系的拟南芥生长状况基本无差异；在缺铁
培养基上，野生型根系明显增长，由约１．８ｃｍ增长
到约７４ｃｍ，而突变体ｉｌｒ３－２和４个基因编辑株系
仅增长到约２．７ｃｍ；Ｆｒｚ可以螯合培养基中琼脂中
的微量铁元素［１４］，在 １／２ＭＳ－Ｆｅ＋５０μｍｏｌ／ＬＦｒｚ

的培养基上，虽然ｉｌｒ３－２和基因编辑株系最长根长
度影响不大，但侧根减少，长势更弱，而野生型影响

较小（图３－Ｂ）。
为鉴定Ｔ－ＤＮＡ插入突变体 ｉｌｒ３－２是否为纯

合子，采用三引物法对１０棵突变体单株和野生型进
行ＰＣＲ鉴定。电泳结果（图３－Ｃ）表明，可以证明
所用突变体ｉｌｒ３－２为纯合子，以上表型数据可信。

３　讨论

ＣＲＳＰＲ／Ｃａｓ９是一种高效且简便的基因定点编
辑技术，该技术具有合成简单、周期短、操作灵活、

效率高等优点，给基因工程带来技术性革命，在众

多植物基因编辑中已经得到了成功应用，如拟南

芥［１５］、水稻［１６］、玉米［１７］、小麦［１８］、大豆［１９］、矮牵

牛［２０］、巨桉［２１］等。将这一技术应用于拟南芥的遗
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传转化过程中，多采用农杆菌介导的浸花法来进

行，因而囊胚是 Ｔ－ＤＮＡ的主要靶点［２２］。３５Ｓ和泛
素启动子常用于驱动Ｃａｓ９基因在拟南芥的中表达，
前者应用得更多。而已有的研究表明，ＣａＭＶ３５Ｓ
启动子在生殖细胞中活性极低，用 ＣａＭＶ３５Ｓ驱动
的Ｃａｓ９对拟南芥基因组的编辑效率明显低于水稻，
并且绝大多数 Ｔ１植株只是体细胞突变，并不能遗
传到Ｔ２［２３－２４］。ＹＡＯ是一个在细胞分裂旺盛组织优
先表达的基因，尤其在胚、胚囊、胚乳以及花粉中有

很高的表达量［７］；谢旗研究组用该基因的启动子

ｐＹＡＯ代替３５Ｓ启动子来启动 Ｃａｓ９的表达，提高了
编辑效率并获得生殖系突变，且编辑形式更多［８］。

因此，本研究也利用启动子 ｐＹＡＯ来驱动 Ｃａｓ９的表
达，Ｔ０共获得４株基因编辑拟南芥株系。为简化突
变检测过程，本研究选择在ＰＡＭ上游存在 ＢａｍＨⅠ
限制性内切酶位点的序列作为靶位点。利用

ＢａｍＨⅠ 进行突变检测和测序的结果显示，４个株
系中有３个为缺失突变，１个为插入突变，突变位点
位于 ＰＡＭ上游３～７ｂｐ处。由于本试验中只有不
被ＢａｍＨⅠ消化的 ＰＣＲ产物才会被收集鉴定，因

此，存在虽然发生突变，但突变位点不在ＢａｍＨⅠ内
切酶位点的可能，这样的突变将不会被检测到。因

此本试验所检测到的各突变类型的比例可能比真

实的突变类型偏小，试验设计还有待进一步完善。

拟南芥 ｂＨＬＨ家族Ⅳｃ亚家族成员 ｂＨＬＨ３４／
１０４／１０５／１１５是铁稳态调节的主要因子，其中
ｂＬＨＬＨ１０５（ＩＬＲ３）可 与 ＰＹＥ［２５］、ＢＴＳ［２５－２７］、
ｂＨＬＨ３４［２８］、ｂＨＬＨ１０４［１０］、ｂＨＬＨ１１５［２９］等蛋白协同
作用，调控铁吸收、转运相关下游基因 ＦＩＴ、ＺＩＦ１、
ＮＡＳ４、ＦＲＯ２／ＩＲＴ１、ｂＨＬＨ３８／３９／１００／１０１、ＭＹＢ１０／
７２［２８］的表达；ＩＬＲ３还和 ＰＹＥ共同参与植物缺铁胁
迫下葡萄糖异硫氰酸盐（ｇｌｕｃｏｓｉｎｏｌａｔｅ，简称 ＧＬＳ）积
累的调控网络［１１］。由此可知，ＩＬＲ３基因在植物生
长发育、抵御胁迫过程中发挥着重要作用。ＩＬＲ３的
Ｔ－ＤＮＡ插入突变体 ｉｌｒ３－２已广泛应用在该基因
功能的研究中。本研究发现，ＩＬＲ３在生长发育过程
中具有新的功能，所以利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术对
ＩＬＲ３基因进行编辑。为确保突变后的基因完全失
去功能，靶位点一般选择在编码区，尤其是靠近５′
端或处于编码蛋白功能区之前的序列［３０］。因此，本
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研究选择对ＩＬＲ３基因第２个外显子进行编辑，共获
得４个突变株系，且这些株系在缺铁情况下与
ｉｌｒ３－２表现出相同的生长状态，与文献报道结果一
致，进一步验证了ＩＬＲ３在植物生长发育过程中及抗
逆性方面所起的重要作用。
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