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1.一种重组载体，用于在T0代植物体的基因组内无需插入复制子即可编辑基因组，其特

征在于，在Ti质粒的左边界与右边界序列之间包含基于豆黄矮病毒的复制子，

所述复制子由长基因间区；Rep/RepA蛋白编码序列；短基因间区；CaMV  35S终止子；

Cpf1编码序列；具有AtUBQ内含子的CaMV  35S启动子；U6‑双向导RNA；用于编辑基因组的模

板DNA部位、NOS启动子、NPTⅡ编码序列、OCS(章鱼碱合酶)终止子、CaMV  35S启动子、用于编

辑基因组的模板DNA部位；以及长基因间区依次连接而成。

2.一种在T0代植物体的基因组内无需插入复制子即可编辑基因组的方法，其特征在于，

包括通过在权利要求1所述的重组载体的用于编辑基因组的模板DNA部位中插入外源基因

来转化植物细胞的步骤。

3.一种组合物，用于在T0代植物体的基因组内无需插入复制子即可编辑基因组，其特征

在于，包含权利要求1所述的重组载体作为有效成分。
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用于在植物体的基因组中无需插入复制子即可编辑基因组的

基于病毒的复制子及其用途

技术领域

[0001] 本发明涉及用于在植物体的基因组中无需插入复制子即可编辑基因组的基于病

毒的复制子及其用途。

背景技术

[0002] 植物体的基因剪刀技术作为一种尖端的新育种技术，是一种在最终产物中去除如

基因/基因组编辑中所使用的基因剪刀等所有外部基因并改变内部基因组的碱基序列的技

术。主要通过基于农杆菌(Agrobacterium)的转化来使CRISPR相关蛋白9(CRISPR 

associatedprotein  9，Cas9)等的基因组(genome)编辑工具表达，此时，T0代或T1代中，将T‑

DNA插入至植物体的基因组进行基因编辑。此后，在T1代或T2代中，通过遗传性分离选择未插

入T‑DNA的基因组编辑植物。

[0003] 在植物基因组的编辑中，本发明是为了从T0代中选择的事件中不包含复制子而使

用基于病毒的复制子(replicon)来使复制子不插入植物体的基因组中且完成基因组编辑

后从细胞中去除的技术。此技术中所使用的复制子为基于豆黄矮病毒(Bean  Yellow  Dwarf 

virus)的复制子(双子叶植物用)和基于玉米条纹病毒(Maize  Streak  virus)的复制子(单

子叶植物用)。使用本发明的复制子具有在营养生殖(vegetative  reproduction)作物而非

有性生殖(种子繁殖)中可有效编辑基因组的优点。通常，在T1代中，对于有性生殖作物，可

使用通过孟德尔分离定律来去除基因剪刀的方式，但是对于营养生殖作物，不可能去除基

因剪刀，然而，若利用本发明的复制子，则在营养生殖作物中可有效编辑基因组。另外，若通

过使用本复制子载体系统来确保在T0代中立即发生基因组编辑但未插入外部基因的事件，

则可使新育种的进行速度比从现有T1或T2代中获得这种事件的速度快。此外，由于在完全没

有外部基因插入植物体基因组的状态下，由临时表达的基因剪刀进行基因编辑，因此，在进

程方面上也可以视为非转基因(Non‑GMO)方式的使用不同于现有基因剪刀技术，可有效通

过规制。

[0004] 另一方面，韩国公开专利第2017‑0081268号公开了一种“基因组编辑用核酸构建

体”，其关于植物细胞及其基因编辑用途，该植物细胞包含用于编码单向导RNA(sgRNA)的核

酸序列构建体，上述单向导RNA介导对烟草脆裂病毒(TRV)序列和靶基因组的靶序列具有序

列特异性的切割；以及关于其的基因编辑用途的“基因组编辑用核酸构建体”，但在其中并

没有记载本发明的用于在植物体的基因组中无需插入复制子即可编辑基因组的基于病毒

的复制子及其用途。

发明内容

[0005] 技术问题

[0006] 本发明根据如上所述的要求而提出，本发明人利用基于双生病毒的复制子在植物

体中进行基因组编辑，结果，确认了在T0事件的植物体中发生基因组编辑但复制子未插入
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植物体的基因组内，从而完成了本发明。

[0007] 解决问题的方案

[0008] 为了解决上述问题，本发明提供在Ti质粒的左边界(left  border，LB)与右边界

(right  border，RB)序列之间包含基于双生病毒(geminivirus)的复制子(replicon)的用

于在T0代植物体的基因组内无需插入复制子即可编辑基因组的重组载体。

[0009] 并且，本发明提供在T0代植物体的基因组内无需插入复制子即可编辑基因组的方

法，包括：通过在上述重组载体中插入外源基因来转化植物细胞的步骤。

[0010] 并且，本发明提供包含上述重组载体作为有效成分的用于在T0代植物体的基因组

内无需插入复制子即可编辑基因组的组合物。

[0011] 发明的效果

[0012] 本发明为在植物基因组编辑中通过使用植物体质粒形态的基于病毒的复制子的

系统来使本发明中所使用的复制子未插入于植物体的基因组中而在T0代中消失，从而可缩

短育种过程，并在植物基因组中未发生外部基因的插入的非转基因方式的技术。

附图说明

[0013] 图1为基于豆黄矮病毒(BeYDV)的pLSL.R.Ly载体(Golden  Gate2级载体)的载体图

谱。

[0014] 图2为pLSL.R .Ly载体的T‑DNA的示意图及示出LIR‑Rep/RepA‑SIR的碱基序列的

图。

[0015] 图3为基于玉米条纹病毒的(MSV)的复制子(pMSV0)的示意图。当内含子(intron)

不操作时，Rep/RepA编码DNA部分的RepA被编码为短ORF，当内含子被切除而后部分被操作

为外显子时，Rep蛋白被生成为长ORF。蛋白编码ORF由反向(reverse)序列表示。

[0016] 图4为确认使用pLSL.R .Ly载体试图编辑基因组的番茄T0植物体是否编辑基因组

(是否同源重组)以及复制子是否存在的结果。

[0017] 图5为pContorol  2.6(8161.1)的载体图谱。

[0018] 图6为从pContorol  2.6(8161.1)载体中释放的复制子的图谱。

具体实施方式

[0019] 为了实现本发明的目的，本发明提供在Ti质粒的左边界(left  border，LB)与右边

界(right  border，RB)序列之间包含基于双生病毒(geminivirus)的复制子(replicon)的

用于在T0代植物体的基因组内无需插入复制子即可编辑基因组的重组载体。

[0020] 术语“重组”是指细胞复制异源核酸或者表达上述核酸或者表达由肽、异源肽或异

源核酸加密的蛋白。重组细胞可以将在上述细胞的天然形态中未发现的基因或基因片段表

达为正义或反义形态中的一种。并且，重组细胞还可以表达在天然状态的细胞中发现的基

因，但是，上述基因是经过修饰的通过由人工方式重新引入细胞内的。

[0021] 术语“载体”是在将(多个)DNA片段、基因分子可传递到细胞内时所使用的。载体可

以在宿主细胞中使DNA独立地复制并再生。术语“传递体”通常与“载体”互换使用。术语“表

达载体”是指包含表达目的编码序列以及在特定宿主生物中可操作连接的编码序列所必需

的合适基因序列的重组载体。重组载体是指细菌质粒、噬菌体、酵母质粒、植物细胞病毒、哺
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乳动物细胞病毒载体或其他载体。通常，可以使用任何质粒和载体，只要可以在宿主内复制

和稳定化。

[0022] 根据本发明一实例的重组载体，上述双生病毒可以为豆黄矮病毒(Bean  Yellow 

Dwarf  virus，BeYDV)或玉米条纹病毒(Maize  Streak  virus，MSV)，但并不限于此。上述豆

黄矮病毒为了制备双子叶植物用复制子而使用，玉米条纹病毒为了制备单子叶植物用复制

子而使用。

[0023] 根据本发明的重组载体，上述复制子可以由长基因间区(long  intergenic 

region，LIR)、启动子、Rep/RepA蛋白编码序列、终止子、短基因间区(short  intergenic 

region，SIR)、能够插入要表达的外源基因的多克隆位点(multiple  cloning  site，MCS)、

短基因间区以及长基因间区依次连接而成，但并不限于此。

[0024] 病毒的长基因间区(long  intergenic  region，LIR)具有与复制起点及启动子相

同的功能，短基因间区(short  intergenic  region，SIR)具有与终止子相同的功能。

[0025] 通常，复制子的尺寸越小，复制数量越多，并且随着模板(template)的复制数量的

增加，同源重组的可能性增加，因此可以考虑多种因子来调整复制子的结构。

[0026] 根据本发明一实例的重组载体，上述复制子可以为由基于豆黄矮病毒的序列1的

碱基序列组成的复制子或由基于玉米条纹病毒的序列2的碱基序列组成的复制子，但并不

限于此。

[0027] 术语“复制子(replicon)”是指自主控制的复制单元，其中，复制单元为连续的DNA

分子，复制起始于分子内的特定部位中依次进行并结束。质粒、病毒的DNA及细菌的染色体

全部为一个复制单元。

[0028] Baltes等(2014，植物细胞26(1)：151‑163)表明了使用诱导现有的双链断裂

(double  strand  break，DSB)的锌指核酸酶(Zinc  Finger  Nuclease，ZFN)和基于双生病毒

的病毒复制子扩增同源重组(homologous  recombination，HR)模板，从而使烟草植物中的

同源重组效率显著提高。包含锌指核酸酶和同源重组模板的双生病毒复制子装载在T‑DNA

上，通过农杆菌注入到烟草中，然后通过滚环式复制制作环状复制子，并且表达锌指核酸

酶，在有缺陷的GUS靶基因中诱导双链断裂，此时，由复制子中所装载的同源重组模板生成

同源重组。

[0029] 在本发明的复制子中，上述多克隆位点可以由限制酶BsmBI、AarI或BpiI组成，但

并不限于此。上述限制酶BsmBI、AarI或BpiI是用于Golden  Gate克隆的IIs型限制酶。

[0030] 可通过同源重组(homologous  recombination)机制进行利用基于病毒的复制子

的基因组编辑。

[0031] 根据本发明的上述多克隆位点中，可以克隆用于基因组编辑的模板DNA序列或者

可以克隆用于基因组编辑的模板DNA序列；选自由CRISPR相关蛋白9(CRISPR  associated 

protein  9，Cas9)、来自Prevotella和Francisella  1的CRISPR(CRISPR  from  Prevotella 

and  Francisella  1，Cpf1)、转录激活因子样效应物核酸酶(Transcription  activator‑

like  effector  nuclease，TALEN)、锌指核酸酶(Zinc  Finger  Nuclease，ZFN)或其功能类

似物组成的组中的一个以上的核酸酶编码序列；以及能够将上述核酸酶诱导至待编辑的靶

基因组位点的向导RNA等，但并不限于此。

[0032] 本发明人根据Cas9或Cpf1的差异比较了同源重组效率，结果，确认了Cpf1具有比
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Cas9更高的同源重组事件效率。

[0033] 本发明还提供在T0代植物体的基因组内无需插入复制子即可编辑基因组的方法，

包括：通过在本发明的重组载体中插入外源基因来转化植物细胞的步骤。

[0034] 本发明的重组载体与上述相同，发生基因组编辑的T0事件中，从细胞中去除复制

子，从而可在营养生殖作物而非有性生殖中也可以有效编辑基因组。

[0035] 根据本发明一实例的上述复制子可以由序列1或序列2的碱基序列组成，但并不限

于此。

[0036] 本发明还提供包含本发明的重组载体作为有效成分的用于在T0代植物体的基因

组内无需插入复制子即可编辑基因组的组合物。本发明的组合物包含重组载体作为有效成

分，该重组载体包含本身不会插入植物体的基因组内并可编辑靶基因的基于病毒的复制

子，因此，在T0代植物体的基因组内无需插入复制子即可发生所需的基因编辑。

[0037] 以下，通过实施例详细说明本发明。然而，以下实施例仅用于例示本发明，本发明

的内容不限于以下实施例。

[0038] 材料及方法

[0039] 1.实验材料

[0040] 本发明中所使用的材料如表1所示。

[0041] 表1.本发明中所使用的实验材料、试剂及工具
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[0042]
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[0043]

[0044] 2.克隆

[0045] 2.1.利用PCR的DNA片段扩增

[0046] 根据制造商的协议，利用Phusion  Taq聚合酶(高保真(high  fidelity))，混合了

特异性引物(最终浓度为0.4μM)、dNTPs(最终浓度为0.2mM)及模板(10～20ng的基因组DNA

或0.1～0.5ng/reaction的纯化的DNA)进行PCR反应。PCR反应中使用了不含DNase、RNase及

蛋白酶(protease)的水，其电导率小于2μS/cm。通过装载在0.8％的琼脂糖凝胶来确认PCR

产物，并且使用QIAquick  Gel  Extraction  Kit(Qiagen)将预期大小的条带部分的凝胶切

除并纯化。使用Nanodrop2.0(赛默飞世尔科技(ThermoFisher  Scientific))来测量PCR产

物的浓度。

[0047] 2.2.构建Golden  Gate酶切‑连接(digestion‑ligation)

[0048] 如表2所示，设定用于Golden  Gate组装的酶切(digestion)以及连接(ligation)

的条件。

[0049] 表2.酶切‑连接条件
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[0050]

[0051] 利用BsaI或BpiI的基因扩增反应程序如表3所示，利用BsmBI的基因扩增反应程序

如表4所示。

[0052] 表3.扩增反应条件(BsaI或BpiI)

[0053]

[0054] 表4.扩增反应条件(BsmBI)

[0055]

[0056]

说　明　书 7/11 页

9

CN 112689678 B

10



[0057] 2.3.大肠肝菌转化

[0058] 将酶切‑连接混合物转化为10β菌株的大肠肝菌后，将转化的大肠肝菌和15μL的

XGAL(5‑溴‑4‑氯‑3‑吲哚基‑β‑D‑吡喃半乳糖苷(5‑bromo‑4‑chloro‑3‑indolyl‑β‑D‑

galactopyranoside)，20mg/mL)涂抹在含有125mg/L的羧苄青霉素(Carbenicillin)或氨苄

西林的左边界固体培养基上，培养过夜，鉴定出阳性白色菌落。

[0059] 为了确认构建体在菌落内的比例，将每个构建体的白色菌落接种在含有50mg/L的

链霉素的左边界液体培养基(0级克隆确认用)、含有125mg/L的羧苄青霉素的左边界液体培

养基(1级克隆确认用)或含有50mg/L的卡那霉素的左边界液体培养基(2级或3级克隆确认

用)中并进行培养，然后分离质粒并用适当的限制酶处理。将包含显示预期大小的切割大小

的质粒的菌落分类为每个阳性克隆。

[0060] 2.4.排序

[0061] 委托Solgent(韩国)对每个构建体的两个阳性克隆进行排序分析。分析排序结果

后执行克隆步骤。

[0062] 3.制作基于豆黄矮病毒(Bean  Yellow  Mosaic  Virus，BeYDV)的复制子受体载体

[0063] 在LIR‑SIR‑LIR内，为了制作包含具有调整为表达的Rep/RepA的豆黄矮病毒复制

子的2级载体(能够使用Golden  Gate  2级受体作为载体)，将BpiI克隆位点(TGCC..GGGA)插

入LIR‑SIR与LIR之间。通过从pLSLR载体克隆来使用LIR和SIR。

[0064] 对于pLSL载体的克隆反应，该载体包含在SIR‑LIR之间具有BsaI克隆位点的LIR‑

SIR‑LIR，使用BpiI依次组装以下DNA片段以生成附着末端，并使用T4  DNA连接酶连接：

[0065] a)PCR产物(PCR  product)：BpiI(TGCC)‑LIR‑SIR‑(TGCC)BsaI.(GCAA)BpiI

[0066] b)PCR产物：BpiI(GCAA) .BsaI(GGGA)‑LIR‑BpiI(ACTA)

[0067] c)pICH41744末端连接载体(pICH41744  end  linker  vector)：BpiI(ACTA)‑L3E‑

(GGGA)BpiI

[0068] d)2级受体(Level  2acceptor)：pAGM4673或pAGM4723(TGCC..GGGA)。

[0069] 此后，为了克隆在LIR‑SIR之间包含多克隆位点(multicloning  site，MCS)的

pLSL.MCS1，将以下DNA片段整合(integration)并连接到pLSL载体的MCS1位点：

[0070] a)由AscI和BstXI切割的pLSL。

[0071] b)MCS1(混合MCSf1和MCSr1并进行退火)。

[0072] 此后，将以下DNA片段连接以制作载体(pLSL.Ly)，其中将番茄红素表达盒作为克

隆标记引入pLSL.MCS1中。

[0073] a)由BpiI切割的pLSL.MCS1。

[0074] b)由BpiI切割的pAGM4723及分离的番茄红素片段。

[0075] 此后，将以下DNA片段连接到复制子内以克隆pLSL .R .Ly载体，其中在LIR的调整

下，克隆了Rep/RepA编码序列。

[0076] a)由BsaI切割pLSL.Ly。

[0077] b)由RRA‑F4/RRA‑R4引物生成的Rep/RepA  PCR产物。

[0078] 在如上所述的方法制备的pLSL.R .Ly载体(图1和图2)中，去除与番茄红素生产相

关的基因(Ly)，并通过Golden  Gate组装方式(命名为8161.1)克隆包含crRNA、35S‑Cpf1、供

体模板(donnor  template)等的构建体，用于以后的实验。
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[0079] 4.番茄转化

[0080] 利用含有本发明构建体的农杆菌转化在生物体外(In  vitro)培养的番茄

Hongkwang品种的子叶(cotyledon)外植体。简而言之，在25±2℃的温度、16小时(明)/8小

时(暗)的光周期条件下，在1/2×MSO培养基(2 .2g的MS盐(MS  salts)+B5、20g的蔗糖

(sucrose)、0.5g的MES(pH＝5.7)、7.5g的琼脂(1L))中，将Hongkwang品种的灭菌种子培养7

天后，回收幼苗，将子叶切割成0.2～0 .3cm的大小，然后将各个切片(外植体)置于含有

PREMC培养基(2.2g的MS盐+B5、30g的麦芽糖(maltose)、0.1g的抗坏血酸(Ascorbic  acid)、

1.952g的MES，0.2mg的IAA(pH＝5.5)、7.5g的琼脂(1L)；将上述混合物灭菌后，添加1.0mg的

玉米素反式异构体、1mL的腐胺(Putrescine)(1mM)、100μM的乙酰丁香酮(acetosyringone，

AS))的平板培养基上进行1小时的预处理。刺穿经预处理的外植体以形成小孔后，使用含有

本发明的构建体的根癌农杆菌GV3101：：pMP90菌株，在常温下反应20分钟进行转化。在30℃

的温度下，在含有适当抗生素的LB培养基中搅拌并培养将用于转化的农杆菌GV3101：：

pMP90菌株过夜，然后，通过离心分离从OD600值为0.6～0.8水平的培养液中回收细胞。该细

胞沉淀物悬浮在含有200μM的AS的ABM‑MS液体培养基后，用于番茄外植体的转化。

[0081] 用农杆菌转化的番茄外植体转移到共培养基(ABM‑MS培养基，8g/L的琼脂，200μM

的AS)中，并在25℃的温度下培养2天。之后，将外植体转移到非选择性培养基(NSEL)中并培

养5天，然后转移到选择性培养基(SEL5)中进行培养。在选择性培养基中，以10天为间隔执

行转化的外植体的传代培养，直至达到最佳的再生效率。当芽长到足够长(1.5～3.0cm)时，

将其转移到生根培养基中以诱导再生为完整的植物体。从生根培养基中生长的完整植物体

转移到蛭石中并固化，直到转移至温度为26±2℃、光周期为16小时(明)/8小时(暗)的温室

中的土壤中。

[0082] 表5.用于培养番茄外植体的培养基组成

[0083]
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[0084]

[0085] 5.T0番茄转化体的分析

[0086] 收集番茄转化体的叶子，并根据制造商的协议使用DNeasy  Plant  mini  kit

(Qiagen)提取总基因组DNA。使用提取的gDNA作为模板，利用对复制子的左交接(Left 

junction)或右交接(Right  junction)具有特异性的引物，通过PCR分析来评价T0植物体中

是否存在同源重组事件，并且通过环状DNA的存在与否，确认了T0事件植物体内是否存在复

制子。肌动蛋白基因用作内参基因，通过Sanger法对PCR产物进行序列分析，以确认通过复

制子交接和同源重组交换的序列。

[0087] 表6.用于确认是否存在复制子的同源重组事件以及是否存在复制子的PCR分析中

使用的引物信息
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[0088]

[0089] 实施例1.确认T0番茄转化体的复制子是否存在

[0090] 利用本发明的基于病毒的复制子转化番茄植物体的结果，在所分析的所有16个T0
番茄植物体中都鉴定出右交接的PCR扩增产物，从而证实了16个植物体中都发生了同源重

组，在10个植物体中鉴定出左交接的PCR扩增产物，可以看出在10个植物体中发生了完整的

同源重组。有趣的是，在16个植物体中只在2个植物体(C11及C117)中鉴定出环状DNA，则表

明在其余14个植物体中，用于转化的复制子未插入于T0事件植物体的基因组内(图4)。即，

可以推断出，使用本发明的复制子，即使不在有性生殖(种子繁殖)，而在营养生殖作物中也

可以有效编辑基因组。
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图3
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图5
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