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大豆生物钟基因 GmLNK1/2、GmRVE4/8 和 GmTOC1 CRISPR/Cas9
组织表达分析及敲除靶点的鉴定 
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刘宝辉   芦思佳* 
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摘   要: 生物钟基因能够参与调控植物的整个生命进程 , 对提高作物产量具有重要的作用。LNK1 (NIGHT LIGHT- 

INDUCIBLE AND CLOCK-REGULATED 1)、LNK2、RVE4 (REVEILLE 4)、RVE8 (REVEILLE 8)和 TOC1 (TIMING OF CAB 

EXPRESSION 1)是植物中重要的生物钟基因。本研究利用 BLAST 同源比对和进化树分析的方法分别鉴定 AtLNK1、

AtLNK2、AtRVE4、AtRVE8和 AtTOC1 在大豆中的同源基因, 通过 qRT-PCR实验证明这些生物钟基因在大豆根、茎、

叶等组织中均有表达。成功构建这些基因的 CRISPR/Cas9 敲除载体, 并利用大豆根毛转化体系成功鉴定出 13个基因

的 CRISPR/CAS9 有效靶点。为进一步获得稳定的大豆突变体材料及研究其生物钟基因的功能提供了理论基础。 
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Identification of CRISPR/Cas9 knockout targets and tissue expression analysis 
of circadian clock genes GmLNK1/2, GmRVE4/8, and GmTOC1 in soybean 

GAN Zhuo-Ran, SHI Wen-Qian, LI Yong-Li, HOU Zhi-Hong, LI Hai-Yang, CHENG Qun, DONG Li-Dong, 
LIU Bao-Hui, and LU Si-Jia* 

School of Life Sciences, Guangzhou University, Guangzhou 510006, Guangdong, China 

Abstract: Circadian clock genes play an important role in improving crop yield. LNK1, LNK2, RVE4, RVE8, and TOC1 are im-
portant circadian clock genes in plants. Homologous genes of AtLNK1, AtLNK2, AtRVE4, AtRVE8, and AtTOC1 in soybean were 
found by evolutionary tree analysis. These genes were expressed in soybean roots, stems and leaves. The knockout vectors of 
these genes were successfully constructed by using CRISPR/Cas9 gene editing technology. Transformation system of soybean 
root hair and RT-PCR were used to identify 13 genes targets effectively. The results of this study provide important target infor-
mations for further obtaining soybean mutant materials, and a foundation for further studying the function of circadian clock 
genes. 
Keywords: soybean; gene knockout; clock gene; CRISPR/Cas9 

单产低是我国大豆面临的最大问题 , 因此提高大豆

单产是首要任务[1]。影响大豆产量的因素可归为两大类, 

一是外部因素, 如耕作技术、气候、土壤和自然灾害等; 二

是内部因素, 即基因, 两方面的因素相互影响、协调, 共

同调控大豆的产量[2-3]。大豆作为固着生物, 必须准确地

感知环境信号, 如光和温度, 以适应其生长发育的周围环

境[4]。实际上, 大多数生物并不是简单地对外部环境做出

反应, 而是对外部环境的变化做出预测, 并根据自己的生

物习性进行调整[5]。这种内源性生物节律就是生物钟。生

物钟使生物体能够预测和准备应对周围环境中的变化[4]。

生物种基因在控制植物开花、产量、生物胁迫和非生物胁

迫中都扮演重要的角色。我们前期的研究发现, 大豆长童

期性状关键位点 J是拟南芥生物钟关键基因 ELF3 (EARLY 

FLOWERING 3)的一个同源基因, 并证明在短日照下 J的
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等位变异能够延迟大豆开花, 使大豆产量提高 30%以上[6]。

植物生物钟由许多基因共同调控 , 如 LHY (LATE 

ELONGATED HYPOCOTYL)、CCA1 (CIRCADIAN CLOCK 

-ASSOCIATED)、TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION1)、

PRR (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR)、 LUX (LUX 

ARRHYTHMO), ELF3 (EARLY FLOWERING 3)、 ELF4 

(EARLY FLOWERING 4)、RVE (REVEILLE)、LNK (NIGHT 

LIGHT-INDUCIBLE AND CLOCK-REGULATED)等[7]。在

拟南芥中, LHY /CCA1 与 TOC1是植物生物钟的核心元件, 

并且形成反馈调节回路[8-9]。RVE4、RVE6 和 RVE8 是与

LHY/CCA1 同源的生物钟基因, 作为生物钟激活因子调控

下游基因的表达[9-10]。LNK1 与 LNK2 作为转录共激活因

子, 能够与 RVE4及 RVE8相互作用, 共同调控 TOC1基因

的表达[11]。番茄 LNK2基因的突变可导致番茄生物钟周期

延迟[12]。这些生物钟基因在不同植物中引起其他性状的

变化也开始被解析。RVE 功能研究中发现 , 拟南芥

RVE4/RVE6/RVE8 三突变体中, 光敏色素互作因子 PIF4 

(PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4)和 PIF5 

(PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 5)表达量提高, 

从而导致其叶片面积显著大于野生型拟南芥植株 [10]。

LNK2 功能研究中发现, 番茄 LNK2 基因突变可导致番茄

生物钟周期延后, 叶绿素含量明显增加, 有效防止番茄晒

伤 , 该研究指出昼夜节律中的这种条件变化可能对各物

种(包括植物和动物)的纬度适应性至关重要[12-13]。尽管这

些重要的生物钟基因在拟南芥、番茄等植物中的功能相继

被解析, 但在大豆中仍不清楚。 

CRISPR/Cas9 技术能够精准快速地进行基因编辑 , 

因此被广泛应用在动物和植物中[14-17]。近些年在大豆中利

用 CRISPR/Cas9 技术已经成功对多个大豆基因进行定点

编辑。例如 GmFT2a、GmFT5a、GmSPL9、GmFAD2-1a、

GmFAD2-1b 等, 为更加深入研究这些基因的功能, 提供

了良好的遗传材料[18-20]。大豆的基因组复杂, 生长周期长, 

转化效率低, 所以我们在利用 CRISPR/Cas9 技术进行大

豆稳定转化前, 确定目的基因靶点(gRNA)的有效性是十

分重要的。本研究首先利用蛋白同源比对和进化树分析的

方法成功鉴定出与拟南芥同源的大豆生物钟基因

GmLNK1、GmLNK2、GmTOC1、GmRVE4 和 GmRVE8。

并利用 qRT-PCR 技术, 检测这些基因在大豆植株的各个

组织中的表达情况。随后, 利用 CRISPR/Cas9技术, 构建

了 大 豆 GmLNK1a/b/c/d 、 GmLNK2a/b/c/d 、 GmTOC1 

a/b/c/d、GmRVE4/8a/b/c/d 基因的敲除载体, 并利用大豆

发根体系成功检测出大部分基因的有效编辑靶点。为利用

CRISPR/Cas9 技术创造这些生物钟基因的稳定大豆突变

体和进一步研究这些生物钟基因的功能提供了理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

大豆发根转化材料为大豆品种 Williams 82 (W82), 

大肠杆菌菌株 DH5α、发根农杆菌菌株 K599 均由本实验

室保存, 载体构建质粒 AtU3d、AtU3b、AtU6-1、AtU6-29、

Cas9载体由华南农业大学刘耀光院士提供。 

1.2  植物材料处理及 RNA提取 

将大豆品种 W82 种子播于钵中(草炭土∶蛭石=2∶1), 

每钵 6粒, 在温度 25℃、光照 16 h/8 h (光照/黑暗)的温室

内培养。大约 14 d后, 大豆幼苗长到 V1期, 取大豆的根、

茎、子叶、下胚轴、初生叶、三出复叶和生长点于液氮中

速冻。大豆生长到 R1 期(约 48 d), 取大豆的花于液氮中

速冻。参照 RNA提取试剂盒说明书(RNA pure Plant Kit, 

China)提取 RNA。qRT-PCR实验分别进行 3次生物重复。 

1.3  大豆生物钟基因的鉴定和进化树分析 

分别利用拟南芥生物钟基因 AtLNK1、AtLNK2、

AtTOC1、AtRVE4、AtRVE8的蛋白序列, 在 Phytozome 12

数据库进行 BLAST 分析, 分别鉴定与拟南芥同源的大豆

生物种基因。根据同源性由高到低, 分别将每个拟南芥生

物钟基因在大豆中 4个同源基因命名为 a、b、c和 d。利

用 DANMAN软件进行同源比对分析。 

1.4  靶点设计 

利用 CRISPR direct 在线网站(http://crispr.dbcls.jp/)

进行靶点设计, 载体构建所用基因靶点引物信息, 如表 1

所示。 

 
表 1  基因靶点引物列表 
Table 1  List of gene target primers  

靶点引物 
Target primer 

引物序列 

Primer sequence (53) 
靶点对应基因 
Target of gene 

LNK1T1F gtcaGGAGACAAGTGTGTGGTGG GmLNK1a, GmLNK1b 

LNK1T1R aaacCCACCACACACTTGTCTCC GmLNK1a, GmLNK1b 

LNK1T2F gtcaAGAGGAGTTCTGCTGGCTC GmLNK1a, GmLNK1b 

LNK1T2R aaacGAGCCAGCAGAACTCCTCT GmLNK1a, GmLNK1b 

LNK1T3F attgCTTGGGAGACAAGTGTGTGG GmLNK1c, GmLNK1d 

LNK1T3R aaacCCACACACTTGTCTCCCAAG GmLNK1c, GmLNK1d 

LNK1T4F attgAGACTTTGAAGATGTTGAC GmLNK1c, GmLNK1d 

LNK1T4R aaacGTCAACATCTTCAAAGTCT GmLNK1c, GmLNK1d 
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(续表 1) 

靶点引物 
Target primer 

引物序列 

Primer sequence (53) 
靶点对应基因 
Target of gene 

LNK2T1F gtcaACATAATATGGGGTGAAGG GmLNK2a, GmLNK2b 

LNK2T1R aaacCCTTCACCCCATATTATGT GmLNK2a, GmLNK2b 

LNK2T2F gtcaAAACTGATCAGGGTTCCCT GmLNK2c, GmLNK2d 

LNK2T2R aaacAGGGAACCCTGATCAGTTT GmLNK2c, GmLNK2d 

LNK2T3F attgTTTGATTGGAACGACGAAG GmLNK2a, 2b, 2c, 2d 

LNK2T3R aaacCTTCGTCGTTCCAATCAAA GmLNK2a, 2b, 2c, 2d 

LNK2T4F attgTCATATTGTGCCTTATCCGG GmLNK2c, GmLNK2d 

LNK2T4R aaacCCGGATAAGGCACAATATGA GmLNK2c, GmLNK2d 

RVE48T1F gtcaCTTCCCTGCTGATGAATGC GmRVE4/8b, GmRVE4/8c 

RVE48T1R aaacGCATTCATCAGCAGGGAAG GmRVE4/8b, GmRVE4/8c 

RVE48T2F gtcaTCATCCCATGTGACATACCC GmRVE4/8a, GmRVE4/8d 

RVE48T2R aaacGGGTATGTCACATGGGATGA GmRVE4/8a, GmRVE4/8d 

RVE48T3F attgCAGCTTTGCGCTTTGGACG GmRVE4/8b, GmRVE4/8c 

RVE48T3R aaacCGTCCAAAGCGCAAAGCTG GmRVE4/8b, GmRVE4/8c 

RVE48T4F attgAAGCTTTGCGCTTAGGCCG GmRVE4/8a, GmRVE4/8d 

RVE48T4R aaacCGGCCTAAGCGCAAAGCTT GmRVE4/8a, GmRVE4/8d 

TOC1T1F gtcaCGATTCCAAGAGTTCTCAAG GmTOC1a, GmTOC1b 

TOC1T1R aaacCTTGAGAACTCTTGGAATCG GmTOC1a, GmTOC1b 

TOC1T2F gtcaGTGATGTCCGCACAAGATG GmTOC1a, GmTOC1b 

TOC1T2R aaacCATCTTGTGCGGACATCAC GmTOC1a, GmTOC1b 

TOC1T3F attgGTGGGAATAATAGTAAGAG GmTOC1c, GmTOC1d 

TOC1T3R aaacCTCTTACTATTATTCCCAC GmTOC1c, GmTOC1d 

TOC1T4F attgTTGTAAAGTGCTTGAGGCT GmTOC1c, GmTOC1d 

TOC1T4R aaacAGCCTCAAGCACTTTACAA GmTOC1c, GmTOC1d 

 
1.5  CRISPR/Cas9载体构建 

参照曾栋昌等[21]、侯智红等[22]研究方法进行载体构

建。实验步骤如下: (1)靶点引物退火。(2)已退火的靶点与

小载体 AtU3d、AtU3b、AtU6-1和 AtU6-29一一对应连接, 

并进行第一次边切边连。(3)使用第一次边切边连产物进

行第一次 PCR扩增。(4)以第一次 PCR产物为模板, 进行

第二次 PCR扩增。(5)回收第二次 PCR的产物, 进行第二

次边切边连, 连接 Cas9 载体。(6)第二次边切边连产物转

化大肠杆菌 DH5α。(7)挑取阳性单菌落, 摇菌, 提取质粒, 

转化农杆菌 K599。 

1.6  大豆根毛转化 

参照表 2 配制萌发及根诱导培养基, 并参照 Cheng

等 [23]方法进行根毛转化。步骤如下: (1)将大豆种子灭菌, 

取饱满没有病斑的籽粒置干燥器中 , 在干燥器中放一个

200 mL 烧杯, 盛 96 mL 次氯酸钠和 4 mL 浓盐酸, 灭菌

12~16 h。(2)根据表 2配制大豆萌发培养基, 在无菌操作台中

将已灭菌的大豆种子均匀摆放到萌发培养基。(3)大豆种子萌

发 5 d左右, 根据表 2配制发根培养基, 在无菌操作台中利用

手术刀在大豆的子叶上面切一个小洞。然后将处理的大豆子

叶均匀放置到发根培养基上, 取 20 µL 含有目的载体的农杆

菌 K599 放到大豆子叶的小洞中。(4)将培养基放在大豆无菌

培养室中, 培养 15 d 左右, 从大豆子叶的侵染部位会有根毛

长出, 分别收集大豆的根毛于液氮中速冻。 

1.7  基因靶点编辑有效性检测 

大豆生物钟基因靶点编辑有效性检测步骤如下: (1)用

1.6 中收集的大豆根毛提取 DNA。(2)利用 CRISPR/Cas9

载体通用引物 SP1和 SP3 (表 3)检测大豆根毛是否为转基 

 
表 2  萌发培养基与根诱导培养基 
Table 2  Germination medium and root medium 

培养基类型 
Medium type 

药品名称 
Name of the medicine 

药品用量 
Medicine 
 dosage 

B5盐 B5 salt mixture 1× 

蔗糖 Sucrose (g L–1) 20 

萌发培养基 
Germination medium

琼脂 Agar (g L–1) 8 

MS合成盐 MS salt mixture 1× 

蔗糖 Sucrose (g L–1) 30 

2-(4-吗啉)乙磺酸 MES 0.6 

琼脂 Agar (g L–1) 8 

头孢霉素 Cef (mg L–1) 250 

发根培养基 
Rooting medium 

羧苄青霉素 Car (mg L–1) 250 

MES: 2-Morpholinoethanesulfonic acid. 
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因根毛(目的片段的长度约为 2000 bp 左右), 检测每个载

体 20个转基因事件以检测靶点编辑效率。(3)根据每个基

因的 DNA 序列, 分别设计扩增目的基因的靶点检测特异

引物。利用每个基因的靶点特异引物(表 3)进行 PCR扩增

目的片段, 将 PCR 产物送广州天一辉远测序服务公司测

序。(4)分析测序结果的峰图, 如果在靶点附近发生套峰, 

证明目的基因的靶点是有效的。 

2  结果与分析 

2.1  进化树与同源性比对分析 

在 Phytozome 12数据库中, 搜索并下载与拟南芥生物

钟基因 AtLNK1 (AT5G64170.2)、AtLNK2 (AT3G54500.3)、

AtTOC1 (AT5G61380.1)、AtRVE4 (AT5G02840.1)、AtRVE8 

(AT3G09600.1)同源的大豆基因序列, 发现大豆中分别含

有 4 个 AtLNK1 同源拷贝 , 命名为 GmLNK1a (Glyma. 

05G118300.1)、GmLNK1b (Glyma.08G073300.1)、GmLNK1c 

(Glyma.08G179400.1)、GmLNK1d (Glyma.15G053000.1); 大

豆中分别含有 4 个 AtLNK2 同源拷贝, 命名为 GmLNK2a 

(Glyma.04G141400.1)、GmLNK2b (Glyma.11G154700.1)、

GmLNK2c (Glyma.13G199300.1) 、 GmLNK2d (Glyma. 

15G237600.1); 大豆中分别含有 4 个 AtTOC1 同源拷贝, 

命 名 为  GmTOC1a (Glyma.04G166300.1)、 GmTOC1b 

(Glyma.06G196200.1)、GmTOC1c (Glyma.05G025000.1)、

GmTOC1d (Glyma.17G102200.1); 大豆中分别含有 4 个

AtRVE4 与 AtRVE8 同源拷贝 , 命名为 GmRVE4/8a 

(Glyma.03G177300.1)、GmRVE4/8b (Glyma.10G048500.1)、

GmRVE4/8c (Glyma.13G136300.1)、GmRVE4/8d (Glyma. 

19G178000.1)。 

利用 DNAMAN 软件, 分别与 AtLNK1、AtLNK2、

AtTOC1、AtRVE4、AtRVE8 进行同源性比对。表明 , 

GmLNK1a/b/c/d在第 503~618位氨基酸比较保守, 保守率

约为 63.38% (图 1-A)。GmLNK2a/b/c/d 在第 176~224、

438~471 和 511~620 位氨基酸比较保守 , 保守率约为

68.81% (图 1-B)。GmTOC1a/b/c/d在第 27~205、553~622

位氨基酸比较保守 , 保守率约为 72.07% (图 1-C)。

GmRVE4/8a/b/c/d在第 35~124、226~282位氨基酸比较保

守, 与 AtRVE4 比对, 保守率约为 73.37%, 与 AtRVE8 比

对, 则保守率约为 76.66% (图 1-D)。 

 
表 3  靶点检测引物 
Table 3  Target primer 

靶点检测引物 
Target primer 

引物序列 

Primer sequence (53) 
靶点检测引物
Target primer

引物序列 

Primer sequence (53) 

SP3 GTCGTGCTCCACATGTTGACCGG LNK2cT4&2R TCCTGAGGTTAGTAGTTCTCCACT 

SP1 GAAGTTATTGCATCTATGTCGGG LNK2dT3F CTCTCCGTCGCCGTTATAGCA 

LNK1aF TGACGCCAGGGTATCTTAAA LNK2dT3R ACCAAACGAAGCACGAACA 

LNK1aR TCTCCATGTGTGTGTTTTGGTA LNK2dT4&2F GGTGGTGGAGGGAGAAGATGAG 

LNK1bF CTCAGGGTAGGGAGGACTTG LNK2dT4&2R AGACACTTATTGCCGCTACAACTG 

LNK1bR CGGTAAAGTTGAGCCTTGGT RVE4/8aF ACAGCTCTTCAGCTAGGTGTT 

LNK1cF TCATATAGTGCCCCATGCCA RVE4/8aR GAGGAGAGGGGGTATGGGTT 

LNK1cR AGTTCTATAGCAGCTCATGACA RVE4/8bF AGCGAAGAACTCTGCAATCCA 

LNK1dF GCCCGATCATTGCTTCAAGAG RVE4/8bR CTACCACCTTGGGCCGAAAT 

LNK1dR AGTTCTATAGCAGCTCGTGGC RVE4/8cF TTCGAAGCCATGCTCAGAAG 

LNK2aT3F GAATTCGGCGATGTGTGAGC RVE4/8cR CCAGCAACAAGGTTCGTAGT 

LNK2aT3R ACAGCTACACAAAGACACACA RVE4/8dF TTCGTTGGTCATCTTGCTGGT 

LNK2aT1F CCGTCCAAGGAGATTGTCACTGA RVE4/8dR CTGGACATGGCCTTCTGTGT 

LNK2aT1R TCCTGAGGTAGGTAGTTCTCCACT TOC1aF TCCCTCAACGATGCTG 

LNK2bT3F TGATGGAGTGCGTTTCTCTG TOC1aR GCCTCCGTCTCCACAT 

LNK2bT3R CCCTGATTTTCCTGGCGTAA TOC1bF TTGAGCAAGTCCAGGGTT 

LNK2bT1F CCGTCCAAGGAGATTGTCACTGA TOC1bR ATGGCTGTGATGGTAACTCG 

LNK2bT1R TCCTGAGGTAGGTAGTTCTCCACT TOC1cF CTCTAACTAACTATCCAGACCCTA 

LNK2cT3F TTCTCCGTCGATCAGTGAAGTG TOC1cR ATGGCTGGTGGGTTGA 

LNK2cT3R GCTAAGAGTCACGCCTCCTTG TOC1dF TACGCCCTCCCTCTTT 

LNK2cT4&2F CGTGATGCCAAATTAGTTGGGTAT TOC1dR GGGACTTGGGAAATACA 
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图 1  同源性比对 
Fig. 1  Homology comparison 

A: AtLNK1与 GmLNK1a、GmLNK1b、GmLNK1c、GmLNK1d氨基酸序列对比; B: AtLNK2与 GmLNK2a、GmLNK2b、GmLNK2c、
GmLNK2d氨基酸序列对比; C: AtTOC1与 GmTOC1a、GmTOC1b、GmTOC1c、GmTOC1d氨基酸序列对比; D: AtRVE4、AtRVE8与
GmRVE4/8a、GmRVE4/8b、GmRVE4/8c、GmRVE4/8d氨基酸序列对比。 
A: amino acid sequences comparison of AtLNK1, GmLNK1a, GmLNK1b, GmLNK1c, and GmLNK1d; B: amino acid sequences comparison of 
AtLNK2, GmLNK2a, GmLNK2b, GmLNK2c, and GmLNK2d; C: amino acid sequences comparison of AtTOC1, GmTOC1a, GmTOC1b, 
GmTOC1c, and GmTOC1d; D: amino acid sequences comparison of AtRVE4, AtRVE8, GmRVE4/8a, GmRVE4/8b, GmRVE4/8c, and GmRVE4/8d. 

 
2.2  组织特异性表达分析 

生物钟基因在整个植物生命进程及应答环境胁迫过程

中扮演至关重要的角色, 因此检测生物钟基因在植物中的

表达部位非常重要。通过 qRT-PCR 技术检测显示 , 

GmLNK1a、GmLNK1b 和 GmLNK1c、GmLNK1d 在大豆各

个组织中均有表达 , 但 GmLNK1a/b/c 表达量较低 , 而

GmLNK1d在下胚轴、子叶、茎、生长点中表达较高(图 2-A); 

GmLNK2a/b/c/d在大豆各个组织中均有表达, 且在初生叶   

 

图 2  4 个生物钟基因组织特异表达 
Fig. 2  Expression of four clock genes in soybean tissues 

A: GmLNK1a/b/c/d在 W82中的组织特异表达; B: GmLNK2a/b/c/d在 W82中的组织特异表达; C: GmTOC1a/b/c/d在 W82中的组织特异
表达; D: GmRVE4/8a/b/c/d在 W82中的组织特异表达。 
A: the expression of GmLNK1a/b/c/d in soybean W82 tissues; B: the expression of GmLNK2a/b/c/d in soybean W82 tissues; C: the expression 
of GmTOC1a/b/c/d in soybean W82 tissues; D: the expression of GmRVE4/8a/b/c/d in soybean W82 tissues. 



第 8期 甘卓然等: 大豆生物钟基因 GmLNK1/2、GmRVE4/8和 GmTOC1 CRISPR/Cas9组织表达分析及敲除靶点的鉴定 1297 

 

 

中表达最高(图 2-B); GmTOC1家族中 4个 GmTOC1的表

达情况与 GmLNK1 家族相似, GmTOC1a、GmTOC1b 和

GmTOC1c的表达量都很低, GmTOC1d在下胚轴的表达量

最高 (图 2-C); GmRVE4/8 家族则没有明显的规律 , 

GmRVE4/8a 在三出复叶处的表达量最高, GmRVE4/8b 在

花处的表达量最高, GmRVE4/8c在生长点处的表达量最高, 

GmRVE4/8d在花处的表达量最高(图 2-D)。 

2.3  CRISPR/Cas9载体构建 

为了鉴定这些基因有效的基因编辑靶点 , 分别将

GmLNK1a/b/c/d 、 GmLNK2a/b/c/d 、 GmTOC1a/b/c/d 、

GmRVE4/8 a/b/c/d 16 个基因的 16 个靶点构建到 4 个

CRISPR/Cas9 载体上, 每个基因包含 2~3 个靶点, 各基因

所对应靶点如表 1所示。载体结构如图 3所示, GmLNK1、

GmLNK2、GmTOC1 和 GmRVE4/8 基因的 T1靶点连接拟

南芥的 AtU3d启动子, T2靶点连接拟南芥的 AtU3b启动子, 

T3靶点连接拟南芥的 AtU6-1启动子, T4靶点连接拟南芥

的 AtU6-29启动子。 

2.4  GmLNK1、GmLNK2、GmTOC1和 GmRVE4/8基

因的靶点有效性检测 

从图 4-A 可以看出, GmLNK1 基因的 T1 靶点测序峰

图在靶点附近发生套峰, 说明这个靶点是有效的。根据测

序发现的 16个基因中, 有 13个被成功编辑, GmLNK1a的

LNK1T1 靶点、GmLNK1b 的 LNK1T2 靶点、GmLNK1c

和 GmLNK1d 的 LNK1T4 靶点可被有效编辑(图 4-A); 

GmLNK2a 和 GmLNK2b 的靶点 LNK2T1 靶点, GmLNK2c

和 GmLNK2d 的 LNK2T4 可被有效编辑 (图 4-B), 

GmRVE4/8b的 RVE48T1靶点和 GmRVE4/8d的 RVE48T4

靶点可被有效编辑(图 4-C), GmTOC1b的 TOC1T2靶点, 

以及 GmTOC1c 和 GmTOC1d 的 TOC1T4 可被有效编辑

(图 4-D)。 

3  讨论 

基因组定点编辑是将外源的 DNA导入受体细胞染色

体的特定位点上, 特异地改造基因组, 是目前研究基因功

能的重要方法之一[24]。2013 年, 科学家发现了一个突破

性的基因编辑技术 CRISPR/Cas 系统, 这个系统作为防御

系统存在于部分古生菌和细菌的基因组中[24-27]。在植物中, 

CRISPR/Cas9 系统已成功应用于包括拟南芥、烟草、水

稻、烟草、高粱、小麦、玉米、柑橘和苔类植物在内的多

种植物中[28-35]。CRISPR/Cas9系统较传统基因编辑技术更

加便捷高效, 应用广泛[36]。 

大豆是古四倍体植物, 约 75%的基因重复[37]。在大豆

中一个基因往往存在 2~4个拷贝, 而且这些基因大多是功

能冗余的, 随机突变一个基因往往不会产生表型[38]。随着

对 CRISPR/Cas9 系统的不断完善, 现已成功应用到大豆

中, 实现对目标基因的定点编辑[18-19,39]。但由于大豆的转

化效率低 , 基因组复杂 , 生长周期长等特点 , CRISPR/ 

Cas9 技术在大豆中的应用仍然会出现靶点无效的问题。

生物钟基因在植物的生长发育、生物胁迫和非生物胁迫中

都扮演着重要的角色。但大部分生物钟基因在大豆中的功

能都没有被解析。本试验通过蛋白序列比对和进化树分析

鉴定了大豆中的GmLNK1、GmLNK2、GmTOC1、GmRVE4/8

同源基因 , 初步分析了它们在大豆植株不同组织中的表

达情况 , 为进一步预测这些基因在大豆的不同组织中是

否具有功能提供了理论基础。例如, GmRVE4/8a在三出复

叶中的表达量最高, 推测 GmRVE4/8a 在大豆的叶片中具

有重要功能; GmRVE4/8b和 GmRVE4/8d在大豆的花中表

达量最高, 这 2 个基因可能对大豆花的发育具有重要作用; 

而 GmRVE4/8c 在生长点处的表达量最高, GmRVE4/8c 可

能与大豆的开花和生长习性有关。  

CRISPR/Cas9 系统在应用于大豆的过程中靶点的编

辑效率存在相对低的问题。本研究利用 CRISPR/Cas9 系

统成功构建多个用于诱导大豆 GmLNK1、GmLNK2、

GmTOC1、GmRVE4/8突变的 CRISPR/Cas9载体。共设计

了 16个靶点, 其中 9个能有效编辑目的基因, 同时也发现

9 个有效的靶点能够有效敲除 13 个基因。本研究设计大

豆多个拷贝的同源基因 CRISPR/Cas9 基因敲除靶点的策

略尽可能设计一个能够同时敲除 2个或 2个以上基因的靶

点, 在构建一个多基因敲除载体时保证每个基因含有 2个

或 2个以上的靶点。本研究中, 构建的 CRISPR/Cas9载体

能够同时敲除 GmLNK1 的 4 个同源基因和 GmLNK2 的 4

个同源基因证明 CRISPR/Cas9 靶点设计策略是有效的。 

 

图 3  Cas9 载体结构图 
Fig. 3  Schematic diagram of the Cas9 vector construction 
a: 靶点 LNK1T1、LNK2T1、TOC1T1和 RVE4/8T1; b: 靶点 LNK1T2、LNK2T2、TOC1T2和 RVE4/8T2; c: 靶点 LNK1T3、LNK2T3、
TOC1T3和 RVE4/8T3; d: 靶点 LNK1T4、LNK2T4、TOC1T4和 RVE4/8T4。 
a: target of LNK1T1, LNK2T1, TOC1T1, and RVE4/8T1; b: target of LNK1T2, LNK2T2, TOC1T2, and RVE4/8T2; c: target of LNK1T3, 
LNK2T3, TOC1T3, and RVE4/8T3; d: target LNK1T4, LNK2T4, TOC1T4, and RVE4/8T4. 
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图 4  发生编辑靶点的测序峰图 
Fig. 4  Detailed sequence of the targets site in the transgenic soybean hairy roots  
A: GmLNK1a 的靶点 LNK1T1、GmLNK1b 的靶点 LNK1T2、GmLNK1c 的靶点 LNK1T4 和 GmLNK1d 的靶点 LNK1T4 突变情况; B: 
GmLNK2a的靶点 LNK2T1、GmLNK2b的靶点 LNK2T1、GmLNK2c的靶点 LNK2T4和GmLNK2d的靶点 LNK2T4突变情况; C: GmTOC1b
的靶点 TOC1T2、GmTOC1c的靶点 TOC1T4和 GmTOC1d的靶点 TOC1T4突变情况; D: GmRVE4/8b的靶点 RVE4/8T1和 GmRVE4/8d
的靶点 RVE4/8T4突变情况。 
A: mutations were found in target LNK1T1 of GmLNK1a, target LNK1T2 of GmLNK1b, target LNK1T4 of GmLNK1c and target LNK1T4 of 
GmLNK1d; B: mutations were found in target LNK2T1 of GmLNK2a, target LNK2T1 of GmLNK2b, target LNK2T4 of GmLNK2c and target 
LNK2T4 of GmLNK2d; C: mutations were found in target TOC1T2 of GmTOC1b, target TOC1T4 of GmTOC1c and target TOC1T4 of 
GmTOC1d; D: mutations were found in target RVE4/8T1 of GmRVE4/8b and target RVE4/8T4 of GmRVE4/8d. 

 
本研究提供了一个简单高效的大豆多拷贝同源基因

CRISPR/Cas9 靶点设计策略, 保证每个基因设计 2 个或 2

个以上靶点 , 同时利用大豆发根转化体系快速检测靶点

的编辑效率 , 为更加快速创造大豆关键基因的稳定突变

体提供了理论基础。 
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