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(54)发明名称

一种干扰植物病毒的CasRx及其制备方法、

重组表达载体、重组菌

(57)摘要

本发明涉及植物抗病毒育种技术领域，尤其

涉及一种干扰植物病毒的CasRx及其制备方法、

重组表达载体、重组菌。本发明提供了一种干扰

植物病毒的CasRx，编辑所述CasRx的核苷酸序列

如SEQ  ID  NO：1所示；其是将修饰后的zmCasRx序

列和修饰后的ntCasRx序列通过连接肽融合得到

的；本发明还提供了一种基于CasRx的植物抗病

毒crRNA高效靶点序列的筛选方法，这种依赖于

CasRx转基因本生烟的供试靶点瞬时表达评估过

程，大大降低了因靶点无效或低效导致的育种风

险，加快了植物抗病毒育种进程。
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1.一种基于CasRx的植物抗病毒crRNA的靶点序列的筛选方法，其特征在于，包括如下

步骤：

(1)将检测靶点的表达序列整合入crRNA表达载体中，得到靶点载体；

(2)将所述的靶点载体转化至宿主菌，收集OD值为0.4～0.6的菌液，得到待接种液；

(3)将所述的待接种液注射至转基因烟中，得到含有靶点的转基因烟；

(4)在所述含有靶点的转基因烟中接种目标病毒，观察接种目标病毒的转基因烟的病

毒病症状的强弱和测定病毒含量，筛选对目标病毒干扰效率高的靶点作为靶点序列；

所述转基因烟的构建方法，包括如下步骤：将重组菌转化到本生烟中，筛选阳性株，得

到转基因烟；

所述重组菌包括编辑CasRx的核苷酸序列以及空载菌；

所述空载菌为农杆菌；

所述编辑CasRx的核苷酸序列如SEQ  ID  NO：1所示；

所述CasRx的制备方法包括如下步骤：将修饰后的zmCasRx序列和修饰后的ntCasRx序

列通过连接肽融合得到的；

所述zmCasRx序列的修饰方法为：在zmCasRx序列两端融合定位肽，N端融合标签蛋白，

得到修饰后的zmCasRx序列；

所述zmCasRx序列如SEQ  ID  NO：2所示；

所述定位肽为NLS；所述标签为Flag标签；

所述定位肽NLS的序列如SEQ  ID  NO：3所示；所述标签Flag的序列如SEQ  ID  NO：4所示；

所述ntCasRx序列的修饰方法为：在ntCasRx序列两端融合定位肽，C端融合标签蛋白，

得到修饰后的ntCasRx序列；

所述ntCasRx序列如SEQ  ID  NO：5所示；

所述定位肽为NES；所述标签为HA标签；

所述定位肽NES的序列如SEQ  ID  NO：6所示；所述标签HA的序列如SEQ  ID  NO：7所示；

所述连接肽为2A连接肽。

2.根据权利要求1所述的筛选方法，其特征在于，所述检测靶点的表达序列包括spacer

序列和检测靶点的反向互补序列；

所述spacer序列如SEQ  ID  NO：8所示；

所述检测靶点为病毒外壳蛋白基因或病毒功能基因区域内5’端富含U的22～30nt的序

列，U的连续数量≥4；

所述crRNA表达载体的构建方法如下：以基因编辑载体为骨架，删除基因编辑载体上的

Cas9表达盒和sgRNA表达盒中的sgRNA‑scaffold，保留AtU6‑26启动子和AtU6‑29终止子，得

到crRNA表达载体。

3.权利要求1或2所述的筛选方法在筛选植物抗病毒crRNA的靶点中的应用。
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一种干扰植物病毒的CasRx及其制备方法、重组表达载体、重

组菌

技术领域

[0001] 本发明涉及植物抗病毒育种技术领域，尤其涉及一种干扰植物病毒的CasRx及其

制备方法、重组表达载体、重组菌。

背景技术

[0002] 植物病毒利用宿主细胞器进行复制和传播，因其种类多、繁殖快、传播途径广，加

上缺少有效的防治药剂和措施，素有“植物癌症”之称。尽管在与病原物的长期互作过程中，

植物进化出了固有免疫和适应性免疫机制来进行防御，但是，大多数病毒仍可以消减或逃

避宿主的防御机制，对宿主细胞造成不可逆的损害。相比于动、植物等真核生物，细菌和古

细菌在对噬菌体等病毒的防御上却拥有更为“先进”的武器，如经典的“限制‑修饰

( r e s t r i c t i o n ‑ m o d i f i c a t i o n )”系 统 和“成 簇 的 规 律 间 隔 短 回 文 序 列

(clusteredregularly‑interspaced  shortpalindromic  repeat，CRISPR)及相关蛋白

(CRISPR  associated  proteins，Cas)”系统。而后者CRISPR/Cas系统是一种更为精巧、特异

的获得性免疫系统。细菌利用Cas核酸酶和CRISPR序列簇迅速检测到入侵的外来核酸并进

行特异性地靶向切割。其特异性就在于这些原核生物能够捕获噬菌体基因组上的短基序，

再以间隔序列的形式整合进自身的CRISPR序列簇中作为对外来入侵者的遗传记忆，从而对

曾经感染过的噬菌体等外源核酸形成获得性免疫。因此，若将细菌的这种精妙的病毒免疫

机制“移植”到植物中，将很大程度上提升植物的病毒抗性，从而以较低成本减小病毒对农

作物造成的经济损失。利用原核生物的病毒防御机制开发真核生物抗病毒免疫系统也是目

前许多研究者着力突破的方向。

[0003] 目前已有一些研究利用该策略进行了针对特定病毒的育种改良尝试。在具体操作

上需要RNA靶向的CRISPR/Cas13系统稳定转化作物，获得转基因植株来保证在作物的整个

生长周期内随时抵御入侵的病毒。而稳定的遗传转化往往需要大量的人力、物力和时间成

本来实现，因此高效的病毒靶点对于作物的抗病毒育种成败就变得至关重要。靶点的高效

与否与靶点自身的属性(如二级结构特征等)相关，也与病毒基因组结构、所选的致病基因

等因素有关。近几年，已有利用RNA靶向的Cas13家族核酸酶在动、植物体内进行抗病毒干扰

的研究报道，但这些工作在具体的crRNA靶点选取上，大多存在一定的随机性。高效的靶点

对于特定病毒的有效防御至关重要，尤其利用Cas13对于植物进行抗病毒育种改良时，依赖

于转基因技术将CRISPR/Cas13系统稳定地整合进植物基因组，这样就要求在靶点选择上务

必谨慎，否则将会浪费大量的人工和时间成本。因此建立一套快速评估靶点效能的筛选系

统是非常亟需和必要的。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种干扰植物病毒的CasRx及其制备方法、重组表达载体、

重组菌，还提供了一种基于CasRx的植物抗病毒crRNA高效靶点序列的筛选方法，这种依赖

说　明　书 1/19 页

3

CN 118421663 B

3



于CasRx转基因本生烟的供试靶点瞬时表达评估过程，大大降低了因靶点无效或低效导致

的育种风险，加快了植物抗病毒育种进程。

[0005] 为了实现上述发明目的，本发明提供以下技术方案：

[0006] 本发明提供了一种干扰植物病毒的CasRx，编辑所述CasRx的核苷酸序列如SEQ  ID 

NO：1所示。

[0007] 本发明还提供了所述的CasRx的制备方法，包括如下步骤：将修饰后的zmCasRx序

列和修饰后的ntCasRx序列通过连接肽融合得到的；

[0008] 所述zmCasRx序列的修饰方法为：在zmCasRx序列两端融合定位肽，N端融合标签蛋

白，得到修饰后的zmCasRx序列；

[0009] 所述zmCasRx序列如SEQ  ID  NO：2所示；

[0010] 所述定位肽为NLS；所述标签为Flag标签；

[0011] 所述定位肽NLS的序列如SEQ  ID  NO：3所示；所述标签Flag的序列如SEQ  ID  NO：4

所示；

[0012] 所述ntCasRx序列的修饰方法为：在ntCasRx序列两端融合定位肽，C端融合标签蛋

白，得到修饰后的ntCasRx序列；

[0013] 所述ntCasRx序列如SEQ  ID  NO：5所示；

[0014] 所述定位肽为NES；所述标签为HA标签；

[0015] 所述定位肽NES的序列如SEQ  ID  NO：6所示；所述标签HA的序列如SEQ  ID  NO：7所

示；

[0016] 所述连接肽为2A连接肽。

[0017] 本发明还提供了一种重组表达载体，包括编辑所述的CasRx的核苷酸序列以及空

载体；

[0018] 所述空载体为pSuper1300。

[0019] 本发明还提供了一种重组菌，包括编辑所述的CasRx的核苷酸序列以及空载菌；

[0020] 所述空载菌为农杆菌。

[0021] 在本发明中，所述农杆菌为农杆菌LBA4404。

[0022] 本发明还提供了所述的CasRx、所述的重组表达载体或所述的重组菌在构建用于

筛选植物抗病毒crRNA高效靶点的转基因本生烟中的应用。

[0023] 本发明还提供了一种用于筛选植物抗病毒crRNA高效靶点的转基因本生烟的构建

方法，包括如下步骤：将所述的CasRx、所述的重组表达载体或所述的重组菌转化到本生烟

中，筛选阳性株，得到转基因本生烟。

[0024] 本发明还提供了所述构建方法构建得到的转基因本生烟在筛选植物抗病毒crRNA

高效靶点中的应用。

[0025] 本发明还提供了一种基于CasRx的植物抗病毒crRNA高效靶点序列的筛选方法，包

括如下步骤：

[0026] (1)将检测靶点的表达序列整合入crRNA表达载体中，得到靶点载体；

[0027] (2)将所述的靶点载体转化至宿主菌，收集OD值为0 .4～0 .6的菌液，得到待接种

液；

[0028] (3)将所述的待接种液注射至转基因本生烟中，得到含有靶点的转基因烟；
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[0029] (4)在所述含有靶点的转基因本生烟中接种目标病毒，观察接种目标病毒的转基

因本生烟的病毒病症状的强弱和测定病毒含量，筛选对目标病毒干扰效率高的靶点作为靶

点序列；

[0030] 步骤(3)中，所述转基因本生烟为所述构建方法构建得到的转基因本生烟。

[0031] 作为优选，所述检测靶点的表达序列包括spacer序列和检测靶点的反向互补序

列；

[0032] 所述spacer序列如SEQ  ID  NO：8所示；

[0033] 所述检测靶点为病毒外壳蛋白基因或病毒功能基因区域内5’端富含U的22或30nt

的序列，U的连续数量≥4；

[0034] 所述crRNA表达载体的构建方法如下：以基因编辑载体为骨架，删除基因编辑载体

上的Cas9表达盒和sgRNA表达盒中的sgRNA‑scaffold，保留AtU6‑26启动子和AtU6‑29终止

子，得到pAtU6‑crRNA表达载体，所述pAtU6‑crRNA表达载体的序列SEQ  ID  NO：9所示。

[0035] 本发明还提供了所述的筛选方法在筛选植物抗病毒crRNA的靶点中的应用。

[0036] 本发明的有益效果：

[0037] 本发明构建了的适用植物病毒的靶点筛选方法，即通过创制不同亚细胞定位的

CasRx转基因本生烟、合成供试靶点序列、构建靶点载体、对CasRx转基因本生烟注射靶点载

体、接种目标病毒、系统发病后症状和病毒粒子含量比较等一系列环节，即可在短时间内获

得高效靶点信息。这种依赖于CasRx转基因本生烟的供试靶点瞬时表达评估过程，大大降低

了因靶点无效或低效导致的育种风险，加快了植物抗病毒育种进程。

附图说明

[0038] 图1为植物病毒的靶点筛选方法，其中A为修饰后的zmCasRx序列，B为修饰后的

ntCasRx序列，C为biCasRx序列，D为pAtU6‑crRNA表达载体，E为携带BsaⅠ酶切位点的残余碱

基的正反引物退火后得到的crRNADNA双链表达序列，F为待接种液和病毒侵染性克隆的注

射范围，a为待接种液的注射范围，b为病毒侵染性克隆的注射范围；

[0039] 图2为双元表达载体pSuper‑biCasRx的质粒图谱；

[0040] 图3为实施例2中9个靶点病毒干扰效率的系统发病症状比较；

[0041] 图4为实施例2中9个靶点对TuMV的干扰效率比较的qRT‑PCR病毒含量检测结果；

[0042] 图5为实施例2中9个靶点对TuMV的干扰效率比较的病毒含量Western‑blot检测结

果；

[0043] 图6为实施例3中4个靶点对PVY的干扰效率比较的qRT‑PCR病毒含量检测结果；

[0044] 图7为实施例3中4靶点对PVY病毒干扰效率比较的系统发病症状比较。

具体实施方式

[0045] 本发明提供了一种干扰植物病毒的CasRx，编辑所述CasRx的核苷酸序列如SEQ  ID 

NO：1：ATGGATTACAAGGACCACGACGGGGATTACAAGGACCACGACATTGATTACAAGGATGATGATGACAAGGC

GGCCGCTCCCAAGAAGAAGAGAAAGGTGATAGAAAAAAAGAAGAGCTTCGCTAAGGGGATGGGGGTTAAGTCGACG

CTAGTTAGCGGCTCCAAGGTGTACATGACCACCTTTGCTGAGGGCAGTGATGCGAGGCTGGAGAAGATCGTGGAAG

GAGATAGTATCCGTTCTGTTAATGAAGGAGAGGCATTCTCTGCTGAGATGGCCGATAAAAACGCGGGGTATAAAAT
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AGGTAATGCCAAATTTTCTCATCCAAAGGGATATGCCGTGGTCGCGAACAACCCCTTGTACACGGGGCCTGTACAA

CAGGACATGCTCGGGCTTAAAGAGACATTGGAGAAGAGGTACTTCGGGGAATCAGCAGACGGAAATGATAACATCT

GCATTCAGGTTATCCATAATATCTTGGATATAGAAAAAATCTTAGCCGAATATATCACCAATGCCGCGTATGCTGT

TAACAATATCAGCGGGCTTGATAAGGATATTATCGGTTTTGGTAAATTCAGCACGGTGTACACCTATGACGAGTTC

AAAGATCCAGAGCACCACCGGGCGGCGTTCAACAACAATGACAAACTGATCAATGCCATTAAGGCCCAATACGACG

AATTCGACAACTTTCTCGACAATCCACGGCTAGGGTATTTTGGACAGGCGTTCTTCTCAAAAGAGGGGAGGAATTA

TATAATAAACTATGGTAATGAGTGCTACGACATTCTAGCTCTTCTGTCCGGTCTGCGACACTGGGTGGTGCACAAC

AACGAGGAGGAAAGTCGCATCTCACGGACGTGGCTCTACAATCTGGATAAGAACTTAGACAACGAATATATCTCCA

CACTCAACTACTTATATGACAGAATTACCAACGAGCTGACAAATTCCTTTTCGAAAAATAGTGCTGCCAACGTCAA

CTACATCGCCGAGACTCTTGGGATCAACCCTGCAGAATTCGCGGAGCAGTACTTTCGCTTTTCCATTATGAAGGAA

CAAAAGAACTTGGGTTTCAATATTACTAAGCTGAGGGAGGTGATGCTGGACCGCAAGGATATGTCGGAGATCAGGA

AGAACCACAAGGTATTTGATTCTATTAGAACCAAAGTCTACACAATGATGGATTTCGTGATCTACAGGTATTATAT

TGAAGAGGATGCCAAGGTGGCAGCAGCAAACAAGTCCCTGCCCGACAATGAAAAGTCGCTCTCGGAGAAGGACATC

TTCGTGATCAATCTTCGCGGCAGCTTTAACGACGATCAGAAAGATGCTTTGTATTATGATGAAGCAAATAGAATTT

GGAGAAAGTTAGAGAACATTATGCATAACATAAAAGAATTCCGTGGCAACAAAACCAGGGAGTACAAAAAAAAGGA

CGCGCCGCGCTTACCGAGAATCCTACCGGCAGGCAGAGACGTCTCTGCTTTTTCTAAACTCATGTACGCGCTGACC

ATGTTCTTGGACGGCAAGGAGATAAATGACCTGCTCACAACTCTGATTAACAAGTTTGATAATATTCAAAGTTTCC

TGAAGGTCATGCCTCTGATTGGAGTGAATGCCAAATTTGTTGAAGAATACGCCTTCTTTAAAGACTCCGCGAAGAT

TGCTGATGAGTTGCGTCTCATAAAGAGCTTTGCACGAATGGGGGAGCCCATAGCTGACGCCCGACGAGCCATGTAT

ATTGACGCCATAAGGATCCTAGGTACGAACCTCTCCTATGATGAGCTTAAGGCCCTCGCCGACACGTTCAGCCTCG

ATGAAAATGGTAACAAGCTCAAGAAGGGAAAGCATGGAATGCGGAACTTCATCATTAATAATGTTATATCAAATAA

GCGCTTCCATTACTTGATCCGCTACGGCGATCCAGCGCACTTGCATGAAATTGCTAAAAATGAAGCGGTCGTGAAG

TTTGTGCTCGGCAGGATCGCTGACATCCAGAAGAAGCAGGGCCAGAACGGCAAGAATCAAATCGATAGATACTACG

AAACATGTATTGGCAAAGACAAAGGTAAGAGCGTATCAGAAAAAGTCGATGCGCTGACCAAAATCATCACTGGCAT

GAATTACGACCAGTTCGACAAGAAGCGAAGCGTCATCGAGGACACCGGCCGCGAAAACGCTGAAAGGGAGAAGTTC

AAGAAGATTATTTCGCTTTATCTGACTGTAATCTACCATATACTCAAGAATATCGTCAATATAAATGCGCGTTACG

TCATTGGTTTCCACTGTGTAGAGAGGGATGCGCAGCTCTACAAGGAGAAGGGTTACGATATCAATCTCAAGAAACT

TGAGGAGAAAGGCTTCTCATCCGTCACTAAGCTCTGCGCCGGCATTGACGAGACTGCACCTGATAAAAGAAAGGAT

GTTGAAAAGGAAATGGCGGAGCGCGCGAAGGAGAGTATAGACTCATTGGAATCTGCCAACCCAAAACTATATGCAA

ATTATATCAAGTACTCAGATGAGAAGAAAGCAGAGGAGTTTACGAGGCAAATAAACCGTGAGAAGGCAAAAACAGC

TTTGAATGCATATCTTCGGAATACGAAGTGGAACGTTATTATCCGGGAAGACCTACTTCGCATTGATAATAAGACA

TGCACTCTCTTCAGGAACAAGGCTGTCCATCTTGAGGTTGCCCGCTATGTTCACGCCTACATTAACGATATAGCCG

AGGTCAACTCCTACTTCCAGCTGTACCACTACATCATGCAGAGAATAATAATGAACGAGAGATATGAAAAAAGCTC

TGGAAAGGTGTCCGAGTACTTCGATGCTGTGAATGATGAGAAGAAATACAACGACCGATTGTTGAAGCTGCTGTGT

GTGCCCTTTGGCTACTGCATCCCGCGGTTCAAAAATTTATCTATTGAGGCCCTCTTTGACAGGAACGAAGCTGCAA

AATTCGACAAGGAGAAGAAAAAGGTTAGCGGCAACTCTCCTAAGAAAAAGAGGAAGGTGGGCTCCGGCGCCACCAA

CTTCTCCCTCCTGAAGCAGGCCGGCGACGTCGAGGAGAACCCCGGCCCGGGGCCCGTAATGCTGTATCCTGAGCGG

CTGCGGCGGATCCTGACCATTGAGAAGAAGAAATCTTTTGCTAAAGGGATGGGAGTAAAATCAACATTGGTAAGCG

GAAGTAAGGTATACATGACAACTTTTGCAGAGGGTTCTGATGCTCGTCTCGAAAAAATTGTGGAGGGAGATAGCAT
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TAGGTCAGTTAACGAGGGCGAGGCATTTAGTGCGGAAATGGCTGATAAGAATGCTGGGTACAAAATCGGTAATGCT

AAGTTTAGTCATCCTAAGGGCTATGCTGTTGTGGCTAATAATCCTTTATACACTGGACCTGTTCAACAAGACATGT

TGGGCTTGAAAGAGACGCTGGAAAAGAGATACTTCGGGGAAAGTGCTGATGGTAACGATAATATTTGTATCCAAGT

TATTCACAATATTCTTGATATTGAAAAGATATTAGCAGAGTACATTACCAATGCAGCATATGCAGTCAATAATATT

TCGGGATTGGATAAAGACATTATTGGCTTTGGTAAATTTTCAACTGTTTACACATATGATGAATTTAAAGATCCAG

AACATCATAGAGCAGCTTTTAACAATAATGACAAACTTATTAATGCCATCAAGGCTCAATATGATGAGTTCGACAA

TTTCTTAGATAATCCTAGACTGGGCTATTTTGGTCAAGCATTCTTTTCCAAGGAAGGTCGAAATTACATTATAAAT

TATGGAAACGAATGTTATGATATATTGGCCCTTCTTTCTGGACTTAGGCATTGGGTTGTTCACAACAACGAAGAGG

AAAGTCGAATCTCCCGAACTTGGCTTTACAATCTGGATAAAAATTTGGACAACGAATATATTTCTACGCTTAATTA

CTTATATGATCGTATCACAAATGAACTAACTAACTCATTCAGCAAAAATTCTGCTGCCAATGTCAACTATATAGCT

GAAACCTTGGGTATAAATCCTGCTGAATTCGCGGAGCAGTATTTCAGATTTTCCATTATGAAAGAACAAAAGAATT

TGGGTTTTAATATTACCAAACTACGGGAGGTTATGTTGGACAGAAAAGATATGTCTGAAATTAGAAAAAATCATAA

AGTTTTCGATTCTATTCGAACAAAAGTTTATACAATGATGGATTTTGTTATTTATAGATACTACATTGAAGAGGAT

GCCAAAGTGGCAGCTGCAAACAAAAGTCTACCTGATAACGAAAAGAGTCTGTCTGAAAAGGACATTTTTGTCATTA

ATCTTAGGGGAAGTTTTAATGATGATCAAAAAGATGCATTGTACTACGACGAAGCTAATAGGATATGGAGAAAGCT

AGAGAACATAATGCACAATATTAAAGAATTCCGCGGGAATAAGACTCGGGAATACAAGAAGAAGGATGCACCCAGA

CTTCCACGGATTTTGCCTGCGGGACGTGATGTTTCAGCTTTCTCAAAATTGATGTACGCCCTCACTATGTTTCTTG

ATGGAAAAGAGATCAATGATTTACTGACTACTCTCATCAACAAATTTGACAACATCCAATCATTCTTGAAGGTGAT

GCCACTTATAGGAGTGAATGCCAAATTTGTGGAAGAGTATGCTTTCTTCAAAGACAGCGCTAAGATTGCAGATGAG

CTTCGTTTAATTAAATCGTTTGCTAGAATGGGAGAACCCATAGCCGATGCACGCAGGGCAATGTATATCGATGCTA

TTCGGATACTCGGAACCAACCTCAGTTATGACGAGTTAAAGGCCCTTGCGGACACCTTTTCATTAGATGAAAATGG

TAATAAACTTAAAAAAGGGAAGCATGGAATGAGAAATTTTATAATAAATAATGTGATCTCAAACAAGAGATTCCAC

TATCTGATTCGCTATGGTGATCCGGCACATCTCCATGAAATTGCAAAGAACGAAGCCGTAGTGAAGTTCGTCCTGG

GGAGAATTGCAGACATCCAGAAAAAGCAAGGGCAGAATGGAAAAAATCAAATTGATCGATATTATGAAACATGCAT

TGGTAAAGATAAAGGAAAATCCGTATCAGAGAAGGTTGATGCCTTGACCAAGATCATTACGGGTATGAACTACGAT

CAGTTTGACAAGAAGCGTTCTGTTATTGAAGACACTGGTAGGGAGAATGCTGAGAGAGAAAAATTCAAGAAAATAA

TTTCTCTCTACTTGACAGTCATTTATCACATATTGAAGAACATAGTGAATATTAATGCAAGATATGTGATTGGATT

TCATTGTGTTGAGAGGGATGCTCAGCTATACAAGGAGAAAGGTTATGACATAAACTTAAAAAAACTTGAAGAAAAA

GGCTTCTCCTCTGTAACGAAACTATGCGCTGGGATAGATGAAACTGCTCCAGATAAGAGGAAGGATGTTGAAAAGG

AGATGGCAGAGAGAGCTAAAGAGTCAATAGATTCTTTGGAATCTGCTAACCCGAAGTTGTATGCAAACTACATCAA

ATATTCTGATGAGAAAAAGGCAGAAGAATTTACTAGGCAGATTAACCGAGAGAAGGCAAAAACAGCTTTAAATGCT

TATCTGAGAAATACAAAGTGGAATGTAATTATACGGGAAGATCTTCTTAGAATTGACAACAAGACATGTACTTTGT

TTAGGAACAAAGCGGTCCACTTAGAAGTTGCCAGGTATGTTCATGCTTATATCAACGATATCGCTGAGGTAAATTC

ATACTTTCAATTATATCATTATATAATGCAGAGAATAATTATGAATGAAAGATATGAAAAGTCTTCCGGGAAAGTA

TCGGAGTACTTCGATGCTGTTAATGATGAGAAAAAGTATAATGATAGGCTGCTTAAACTTCTTTGTGTGCCATTTG

GATATTGCATTCCACGATTTAAGAACCTCTCAATAGAAGCACTTTTTGATAGAAATGAGGCTGCAAAATTTGACAA

AGAGAAGAAAAAAGTCAGTGGTAATAGCCTTTATCCAGAGAGGCTGAGACGCATCCTCACCTACCCATATGATGTT

CCTGATTATGCCTACCCGTACGACGTGCCGGACTACAGCCATGCGCACCACGTCCCCGACCATACATGA所示。

[0046] 本发明还提供了所述的CasRx的制备方法，包括如下步骤：将修饰后的zmCasRx序
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列和修饰后的ntCasRx序列通过连接肽融合得到的；

[0047] 所述zmCasRx序列的修饰方法为：在zmCasRx序列两端融合定位肽，N端融合标签蛋

白，得到修饰后的zmCasRx序列；

[0048] 所述zmCasRx序列如SEQ  ID  NO：2：ATGGATTACAAGGACCACGACGGGGATTACAAGGACCAC

GACATTGATTACAAGGATGATGATGACAAGGCGGCCGCTCCCAAGAAGAAGAGAAAGGTGATAGAAAAAAAGAAGA

GCTTCGCTAAGGGGATGGGGGTTAAGTCGACGCTAGTTAGCGGCTCCAAGGTGTACATGACCACCTTTGCTGAGGG

CAGTGATGCGAGGCTGGAGAAGATCGTGGAAGGAGATAGTATCCGTTCTGTTAATGAAGGAGAGGCATTCTCTGCT

GAGATGGCCGATAAAAACGCGGGGTATAAAATAGGTAATGCCAAATTTTCTCATCCAAAGGGATATGCCGTGGTCG

CGAACAACCCCTTGTACACGGGGCCTGTACAACAGGACATGCTCGGGCTTAAAGAGACATTGGAGAAGAGGTACTT

CGGGGAATCAGCAGACGGAAATGATAACATCTGCATTCAGGTTATCCATAATATCTTGGATATAGAAAAAATCTTA

GCCGAATATATCACCAATGCCGCGTATGCTGTTAACAATATCAGCGGGCTTGATAAGGATATTATCGGTTTTGGTA

AATTCAGCACGGTGTACACCTATGACGAGTTCAAAGATCCAGAGCACCACCGGGCGGCGTTCAACAACAATGACAA

ACTGATCAATGCCATTAAGGCCCAATACGACGAATTCGACAACTTTCTCGACAATCCACGGCTAGGGTATTTTGGA

CAGGCGTTCTTCTCAAAAGAGGGGAGGAATTATATAATAAACTATGGTAATGAGTGCTACGACATTCTAGCTCTTC

TGTCCGGTCTGCGACACTGGGTGGTGCACAACAACGAGGAGGAAAGTCGCATCTCACGGACGTGGCTCTACAATCT

GGATAAGAACTTAGACAACGAATATATCTCCACACTCAACTACTTATATGACAGAATTACCAACGAGCTGACAAAT

TCCTTTTCGAAAAATAGTGCTGCCAACGTCAACTACATCGCCGAGACTCTTGGGATCAACCCTGCAGAATTCGCGG

AGCAGTACTTTCGCTTTTCCATTATGAAGGAACAAAAGAACTTGGGTTTCAATATTACTAAGCTGAGGGAGGTGAT

GCTGGACCGCAAGGATATGTCGGAGATCAGGAAGAACCACAAGGTATTTGATTCTATTAGAACCAAAGTCTACACA

ATGATGGATTTCGTGATCTACAGGTATTATATTGAAGAGGATGCCAAGGTGGCAGCAGCAAACAAGTCCCTGCCCG

ACAATGAAAAGTCGCTCTCGGAGAAGGACATCTTCGTGATCAATCTTCGCGGCAGCTTTAACGACGATCAGAAAGA

TGCTTTGTATTATGATGAAGCAAATAGAATTTGGAGAAAGTTAGAGAACATTATGCATAACATAAAAGAATTCCGT

GGCAACAAAACCAGGGAGTACAAAAAAAAGGACGCGCCGCGCTTACCGAGAATCCTACCGGCAGGCAGAGACGTCT

CTGCTTTTTCTAAACTCATGTACGCGCTGACCATGTTCTTGGACGGCAAGGAGATAAATGACCTGCTCACAACTCT

GATTAACAAGTTTGATAATATTCAAAGTTTCCTGAAGGTCATGCCTCTGATTGGAGTGAATGCCAAATTTGTTGAA

GAATACGCCTTCTTTAAAGACTCCGCGAAGATTGCTGATGAGTTGCGTCTCATAAAGAGCTTTGCACGAATGGGGG

AGCCCATAGCTGACGCCCGACGAGCCATGTATATTGACGCCATAAGGATCCTAGGTACGAACCTCTCCTATGATGA

GCTTAAGGCCCTCGCCGACACGTTCAGCCTCGATGAAAATGGTAACAAGCTCAAGAAGGGAAAGCATGGAATGCGG

AACTTCATCATTAATAATGTTATATCAAATAAGCGCTTCCATTACTTGATCCGCTACGGCGATCCAGCGCACTTGC

ATGAAATTGCTAAAAATGAAGCGGTCGTGAAGTTTGTGCTCGGCAGGATCGCTGACATCCAGAAGAAGCAGGGCCA

GAACGGCAAGAATCAAATCGATAGATACTACGAAACATGTATTGGCAAAGACAAAGGTAAGAGCGTATCAGAAAAA

GTCGATGCGCTGACCAAAATCATCACTGGCATGAATTACGACCAGTTCGACAAGAAGCGAAGCGTCATCGAGGACA

CCGGCCGCGAAAACGCTGAAAGGGAGAAGTTCAAGAAGATTATTTCGCTTTATCTGACTGTAATCTACCATATACT

CAAGAATATCGTCAATATAAATGCGCGTTACGTCATTGGTTTCCACTGTGTAGAGAGGGATGCGCAGCTCTACAAG

GAGAAGGGTTACGATATCAATCTCAAGAAACTTGAGGAGAAAGGCTTCTCATCCGTCACTAAGCTCTGCGCCGGCA

TTGACGAGACTGCACCTGATAAAAGAAAGGATGTTGAAAAGGAAATGGCGGAGCGCGCGAAGGAGAGTATAGACTC

ATTGGAATCTGCCAACCCAAAACTATATGCAAATTATATCAAGTACTCAGATGAGAAGAAAGCAGAGGAGTTTACG

AGGCAAATAAACCGTGAGAAGGCAAAAACAGCTTTGAATGCATATCTTCGGAATACGAAGTGGAACGTTATTATCC

GGGAAGACCTACTTCGCATTGATAATAAGACATGCACTCTCTTCAGGAACAAGGCTGTCCATCTTGAGGTTGCCCG
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CTATGTTCACGCCTACATTAACGATATAGCCGAGGTCAACTCCTACTTCCAGCTGTACCACTACATCATGCAGAGA

ATAATAATGAACGAGAGATATGAAAAAAGCTCTGGAAAGGTGTCCGAGTACTTCGATGCTGTGAATGATGAGAAGA

AATACAACGACCGATTGTTGAAGCTGCTGTGTGTGCCCTTTGGCTACTGCATCCCGCGGTTCAAAAATTTATCTAT

TGAGGCCCTCTTTGACAGGAACGAAGCTGCAAAATTCGACAAGGAGAAGAAAAAGGTTAGCGGCAACTCTCCTAAG

AAAAAGAGGAAGGTG所示；

[0049] 所述定位肽为NLS；所述标签为Flag标签；

[0050] 所述定位肽NLS的序列如SEQ  ID  NO：3：CCCAAGAAGAAGAGAAAGGTG所示；所述标签

Flag的序列如SEQ  ID  NO：4：ATGGATTACAAGGACCACGACGGGGATTACAAGGACCACGACATTGATTACA

AGGATGATGAT  GACAAG所示；

[0051] 所述ntCasRx序列的修饰方法为：在ntCasRx序列两端融合定位肽，C端融合标签蛋

白，得到修饰后的ntCasRx序列；

[0052] 所述ntCasRx序列如SEQ  ID  NO：5：ATGCTGTATCCTGAGCGGCTGCGGCGGATCCTGACCATT

GAGAAGAAGAAATCTTTTGCTAAAGGGATGGGAGTAAAATCAACATTGGTAAGCGGAAGTAAGGTATACATGACAA

CTTTTGCAGAGGGTTCTGATGCTCGTCTCGAAAAAATTGTGGAGGGAGATAGCATTAGGTCAGTTAACGAGGGCGA

GGCATTTAGTGCGGAAATGGCTGATAAGAATGCTGGGTACAAAATCGGTAATGCTAAGTTTAGTCATCCTAAGGGC

TATGCTGTTGTGGCTAATAATCCTTTATACACTGGACCTGTTCAACAAGACATGTTGGGCTTGAAAGAGACGCTGG

AAAAGAGATACTTCGGGGAAAGTGCTGATGGTAACGATAATATTTGTATCCAAGTTATTCACAATATTCTTGATAT

TGAAAAGATATTAGCAGAGTACATTACCAATGCAGCATATGCAGTCAATAATATTTCGGGATTGGATAAAGACATT

ATTGGCTTTGGTAAATTTTCAACTGTTTACACATATGATGAATTTAAAGATCCAGAACATCATAGAGCAGCTTTTA

ACAATAATGACAAACTTATTAATGCCATCAAGGCTCAATATGATGAGTTCGACAATTTCTTAGATAATCCTAGACT

GGGCTATTTTGGTCAAGCATTCTTTTCCAAGGAAGGTCGAAATTACATTATAAATTATGGAAACGAATGTTATGAT

ATATTGGCCCTTCTTTCTGGACTTAGGCATTGGGTTGTTCACAACAACGAAGAGGAAAGTCGAATCTCCCGAACTT

GGCTTTACAATCTGGATAAAAATTTGGACAACGAATATATTTCTACGCTTAATTACTTATATGATCGTATCACAAA

TGAACTAACTAACTCATTCAGCAAAAATTCTGCTGCCAATGTCAACTATATAGCTGAAACCTTGGGTATAAATCCT

GCTGAATTCGCGGAGCAGTATTTCAGATTTTCCATTATGAAAGAACAAAAGAATTTGGGTTTTAATATTACCAAAC

TACGGGAGGTTATGTTGGACAGAAAAGATATGTCTGAAATTAGAAAAAATCATAAAGTTTTCGATTCTATTCGAAC

AAAAGTTTATACAATGATGGATTTTGTTATTTATAGATACTACATTGAAGAGGATGCCAAAGTGGCAGCTGCAAAC

AAAAGTCTACCTGATAACGAAAAGAGTCTGTCTGAAAAGGACATTTTTGTCATTAATCTTAGGGGAAGTTTTAATG

ATGATCAAAAAGATGCATTGTACTACGACGAAGCTAATAGGATATGGAGAAAGCTAGAGAACATAATGCACAATAT

TAAAGAATTCCGCGGGAATAAGACTCGGGAATACAAGAAGAAGGATGCACCCAGACTTCCACGGATTTTGCCTGCG

GGACGTGATGTTTCAGCTTTCTCAAAATTGATGTACGCCCTCACTATGTTTCTTGATGGAAAAGAGATCAATGATT

TACTGACTACTCTCATCAACAAATTTGACAACATCCAATCATTCTTGAAGGTGATGCCACTTATAGGAGTGAATGC

CAAATTTGTGGAAGAGTATGCTTTCTTCAAAGACAGCGCTAAGATTGCAGATGAGCTTCGTTTAATTAAATCGTTT

GCTAGAATGGGAGAACCCATAGCCGATGCACGCAGGGCAATGTATATCGATGCTATTCGGATACTCGGAACCAACC

TCAGTTATGACGAGTTAAAGGCCCTTGCGGACACCTTTTCATTAGATGAAAATGGTAATAAACTTAAAAAAGGGAA

GCATGGAATGAGAAATTTTATAATAAATAATGTGATCTCAAACAAGAGATTCCACTATCTGATTCGCTATGGTGAT

CCGGCACATCTCCATGAAATTGCAAAGAACGAAGCCGTAGTGAAGTTCGTCCTGGGGAGAATTGCAGACATCCAGA

AAAAGCAAGGGCAGAATGGAAAAAATCAAATTGATCGATATTATGAAACATGCATTGGTAAAGATAAAGGAAAATC

CGTATCAGAGAAGGTTGATGCCTTGACCAAGATCATTACGGGTATGAACTACGATCAGTTTGACAAGAAGCGTTCT
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GTTATTGAAGACACTGGTAGGGAGAATGCTGAGAGAGAAAAATTCAAGAAAATAATTTCTCTCTACTTGACAGTCA

TTTATCACATATTGAAGAACATAGTGAATATTAATGCAAGATATGTGATTGGATTTCATTGTGTTGAGAGGGATGC

TCAGCTATACAAGGAGAAAGGTTATGACATAAACTTAAAAAAACTTGAAGAAAAAGGCTTCTCCTCTGTAACGAAA

CTATGCGCTGGGATAGATGAAACTGCTCCAGATAAGAGGAAGGATGTTGAAAAGGAGATGGCAGAGAGAGCTAAAG

AGTCAATAGATTCTTTGGAATCTGCTAACCCGAAGTTGTATGCAAACTACATCAAATATTCTGATGAGAAAAAGGC

AGAAGAATTTACTAGGCAGATTAACCGAGAGAAGGCAAAAACAGCTTTAAATGCTTATCTGAGAAATACAAAGTGG

AATGTAATTATACGGGAAGATCTTCTTAGAATTGACAACAAGACATGTACTTTGTTTAGGAACAAAGCGGTCCACT

TAGAAGTTGCCAGGTATGTTCATGCTTATATCAACGATATCGCTGAGGTAAATTCATACTTTCAATTATATCATTA

TATAATGCAGAGAATAATTATGAATGAAAGATATGAAAAGTCTTCCGGGAAAGTATCGGAGTACTTCGATGCTGTT

AATGATGAGAAAAAGTATAATGATAGGCTGCTTAAACTTCTTTGTGTGCCATTTGGATATTGCATTCCACGATTTA

AGAACCTCTCAATAGAAGCACTTTTTGATAGAAATGAGGCTGCAAAATTTGACAAAGAGAAGAAAAAAGTCAGTGG

TAATAGCCTTTATCCAGAGAGGCTGAGACGCATCCTCACC所示；

[0053] 所述定位肽为NES；所述标签为HA标签；

[0054] 所述定位肽NES的序列如SEQ  ID  NO：6：CTGTATCCTGAGCGGCTGCGGCGGATCCTGACC所

示；所述标签HA的序列如SEQ  ID  NO：7：TACCCATATGATGTTCCTGATTATGCCTACCCGTACGACGTGC

CGGACTACAGCCATGCGCACC  ACGTCCCCGACCATACA所示；

[0055] 所述连接肽为2A连接肽。

[0056] 在本发明中，zmCasRx序列是黄色瘤胃球菌(Ruminococcusflavefaciens 

XPD3002)菌株的CasRx序列(NCBI  Reference  Sequence:NZ_FPJT01000005.1，Cas13d  gene 

4911～7814)进行玉米密码子优化得到的。

[0057] ntCasRx序列是黄色瘤胃球菌(Ruminococcusflavefaciens  XPD3002)菌株的

CasRx序列(NCBI  Reference  Sequence:NZ_FPJT01000005.1，Cas13d  gene  4911～7814)进

行烟草密码子优化得到的。

[0058] 本发明还提供了一种重组表达载体，包括编辑所述的CasRx的核苷酸序列以及空

载体；

[0059] 所述空载体为pSuper1300。

[0060] 本发明还提供了一种重组菌，包括编辑所述的CasRx的核苷酸序列以及空载菌；

[0061] 所述空载菌为农杆菌。

[0062] 本发明还提供了所述的CasRx、所述的重组表达载体或所述的重组菌在构建用于

筛选植物抗病毒crRNA高效靶点的转基因烟中的应用。

[0063] 本发明还提供了一种用于筛选植物抗病毒crRNA高效靶点的转基因烟的构建方

法，包括如下步骤：将所述的CasRx、所述的重组表达载体或所述的重组菌转化到本生烟中，

筛选阳性株，得到转基因烟。

[0064] 本发明还提供了所述构建方法构建得到的转基因烟在筛选植物抗病毒crRNA高效

靶点中的应用。

[0065] 本发明还提供了一种基于CasRx的植物抗病毒crRNA的靶点序列的筛选方法，包括

如下步骤：

[0066] (1)将检测靶点的表达序列整合入crRNA表达载体中，得到靶点载体；

[0067] (2)将所述的靶点载体转化至宿主菌，收集OD值为0 .4～0 .6的菌液，得到待接种
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液；

[0068] (3)将所述的待接种液注射至转基因烟中，得到含有靶点的转基因烟；

[0069] (4)在所述含有靶点的转基因烟中接种目标病毒，观察接种目标病毒的转基因烟

的病毒病症状的强弱和测定病毒含量，筛选对目标病毒干扰效率高的靶点作为靶点序列；

[0070] 步骤(3)中，所述转基因烟为所述构建方法构建得到的转基因烟。

[0071] 在本发明中，所述OD值优选为0.5。

[0072] 在本发明中，所述检测靶点的表达序列包括spacer序列和检测靶点的反向互补序

列；

[0073] 所述spacer序列如SEQ  ID  NO：8：AACCCCTACCAACTGGTCGGGGTTTGAAAC所示；

[0074] 所述检测靶点为病毒外壳蛋白基因或病毒功能基因区域内5’端富含U的22或30nt

的序列，U的连续数量≥4；

[0075] 所述crRNA表达载体的构建方法如下：以基因编辑载体为骨架，删除基因编辑载体

上的Cas9表达盒和sgRNA表达盒中的sgRNA‑scaffold，保留AtU6‑26启动子和AtU6‑29终止

子，得到pAtU6‑crRNA表达载体，所述pAtU6‑crRNA表达载体的序列SEQ  ID  NO：9所示；SEQ 

ID  NO：9为：taaacgctcttttctcttaggtttacccgccaatatatcctgtcaaacactgatagtttAAACcga

cttgccttccgcacaatacatcatttcttcttagctttttttcttcttcttcgttcatacagtttttttttgttta

tcagcttacattttcttgaaccgtagctttcgttttcttctttttaactttccattcggagtttttgtatcttgtt

tcatagtttgtcccaggattagaatgattaggcatcgaaccttcaagaatttgattgaataaaacatcttcattct

taagatatgaagataatcttcaaaaggcccctgggaatctgaaagaagagaagcaggcccatttatatgggaaaga

acaatagtatttcttatataggcccatttaagttgaaaacaatcttcaaaagtcccacatcgcttagataagaaaa

cgaagctgagtttatatacagctagagtcgaagtagtgattgggagaccaacccagtggacataagcctgttcggt

tcgtaagctgtaatgcaagtagcgtatgcgctcacgcaactggtccagaaccttgaccgaacgcagcggtggtaac

ggcgcagtggcggttttcatggcttgttatgactgtttttttggggtacagtctatgcctcgggcatccaagcagc

aagcgcgttacgccgtgggtcgatgtttgatgttatggagcagcaacgatgttacgcagcagggcagtcgccctaa

aacaaagttaaacatcatgggggaagcggtgatcgccgaagtatcgactcaactatcagaggtagttggcgtcatc

gagcgccatctcgaaccgacgttgctggccgtacatttgtacggctccgcagtggatggcggcctgaagccacaca

gtgatattgatttgctggttacggtgaccgtaaggcttgatgaaacaacgcggcgagctttgatcaacgacctttt

ggaaacttcggcttcccctggagagagcgagattctccgcgctgtagaagtcaccattgttgtgcacgacgacatc

attccgtggcgttatccagctaagcgcgaactgcaatttggagaatggcagcgcaatgacattcttgcaggtatct

tcgagccagccacgatcgacattgatctggctatcttgctgacaaaagcaagagaacatagcgttgccttggtagg

tccagcggcggaggaactctttgatccggttcctgaacaggatctatttgaggcgctaaatgaaaccttaacgcta

tggaactcgccgcccgactgggctggcgatgagcgaaatgtagtgcttacgttgtcccgcatttggtacagcgcag

taaccggcaaaatcgcgccgaaggatgtcgctgccgactgggcaatggagcgcctgccggcccagtatcagcccgt

catacttgaagctagacaggcttatcttggacaagaagaagatcgcttggcctcgcgcgcagatcagttggaagaa

tttgtccactacgtgaaaggcgagatcaccaaggtagtcggcaaataatgtctagctagaaattcgttcaagccga

cgccgcttcgcggcgcggcttaactcaagcgttagatgcactaagcacataattgctcacagccaaactatcaggt

caagtctgcttttattatttttaagcgtgcataataagccggtctcggttttttttttgcaaaattttccagatcg

atttcttcttcctctgttcttcggcgttcaatttctAagcttTCTAGAAGGCCTGAGCTCCCTGCAGGgaattcgt

aatcatgtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacatacgagccggaagcata
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aagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgcgttgcgctcactgcccgctttccagt

cgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattggctagag

cagcttgccaacatggtggagcacgacactctcgtctactccaagaatatcaaagatacagtctcagaagaccaaa

gggctattgagacttttcaacaaagggtaatatcgggaaacctcctcggattccattgcccagctatctgtcactt

catcaaaaggacagtagaaaaggaaggtggcacctacaaatgccatcattgcgataaaggaaaggctatcgttcaa

gatgcctctgccgacagtggtcccaaagatggacccccacccacgaggagcatcgtggaaaaagaagacgttccaa

ccacgtcttcaaagcaagtggattgatgtgataacatggtggagcacgacactctcgtctactccaagaatatcaa

agatacagtctcagaagaccaaagggctattgagacttttcaacaaagggtaatatcgggaaacctcctcggattc

cattgcccagctatctgtcacttcatcaaaaggacagtagaaaaggaaggtggcacctacaaatgccatcattgcg

ataaaggaaaggctatcgttcaagatgcctctgccgacagtggtcccaaagatggacccccacccacgaggagcat

cgtggaaaaagaagacgttccaaccacgtcttcaaagcaagtggattgatgtgatatctccactgacgtaagggat

gacgcacaatcccactatccttcgcaagaccttcctctatataaggaagttcatttcatttggagaggacacgctg

aaatcaccagtctctctctacaaatctatctctctcgagctttcgcagatcccggggggcaatgagatatgaaaaa

gcctgaactcaccgcgacgtctgtcgagaagtttctgatcgaaaagttcgacagcgtctccgacctgatgcagctc

tcggagggcgaagaatctcgtgctttcagcttcgatgtaggagggcgtggatatgtcctgcgggtaaatagctgcg

ccgatggtttctacaaagatcgttatgtttatcggcactttgcatcggccgcgctcccgattccggaagtgcttga

cattggggagtttagcgagagcctgacctattgcatctcccgccgtgcacagggtgtcacgttgcaagacctgcct

gaaaccgaactgcccgctgttctacaaccggtcgcggaggctatggatgcgatcgctgcggccgatcttagccaga

cgagcgggttcggcccattcggaccgcaaggaatcggtcaatacactacatggcgtgatttcatatgcgcgattgc

tgatccccatgtgtatcactggcaaactgtgatggacgacaccgtcagtgcgtccgtcgcgcaggctctcgatgag

ctgatgctttgggccgaggactgccccgaagtccggcacctcgtgcacgcggatttcggctccaacaatgtcctga

cggacaatggccgcataacagcggtcattgactggagcgaggcgatgttcggggattcccaatacgaggtcgccaa

catcttcttctggaggccgtggttggcttgtatggagcagcagacgcgctacttcgagcggaggcatccggagctt

gcaggatcgccacgactccgggcgtatatgctccgcattggtcttgaccaactctatcagagcttggttgacggca

atttcgatgatgcagcttgggcgcagggtcgatgcgacgcaatcgtccgatccggagccgggactgtcgggcgtac

acaaatcgcccgcagaagcgcggccgtctggaccgatggctgtgtagaagtactcgccgatagtggaaaccgacgc

cccagcactcgtccgagggcaaagaaatagagtagatgccgaccggatctgtcgatcgacaagctcgagtttctcc

ataataatgtgtgagtagttcccagataagggaattagggttcctatagggtttcgctcatgtgttgagcatataa

gaaacccttagtatgtatttgtatttgtaaaatacttctatcaataaaatttctaattcctaaaaccaaaatccag

tactaaaatccagatcccccgaattaattcggcgttaattcagtacattaaaaacgtccgcaatgtgttattaagt

tgtctaagcgtcaatttgtttacaccacaatatatcctgccaccagccagccaacagctccccgaccggcagctcg

gcacaaaatcaccactcgatacaggcagcccatcagtccgggacggcgtcagcgggagagccgttgtaaggcggca

gactttgctcatgttaccgatgctattcggaagaacggcaactaagctgccgggtttgaaacacggatgatctcgc

ggagggtagcatgttgattgtaacgatgacagagcgttgctgcctgtgatcaccgcggtttcaaaatcggctccgt

cgatactatgttatacgccaactttgaaaacaactttgaaaaagctgttttctggtatttaaggttttagaatgca

aggaacagtgaattggagttcgtcttgttataattagcttcttggggtatctttaaatactgtagaaaagaggaag

gaaataataaatggctaaaatgagaatatcaccggaattgaaaaaactgatcgaaaaataccgctgcgtaaaagat

acggaaggaatgtctcctgctaaggtatataagctggtgggagaaaatgaaaacctatatttaaaaatgacggaca

gccggtataaagggaccacctatgatgtggaacgggaaaaggacatgatgctatggctggaaggaaagctgcctgt
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tccaaaggtcctgcactttgaacggcatgatggctggagcaatctgctcatgagtgaggccgatggcgtcctttgc

tcggaagagtatgaagatgaacaaagccctgaaaagattatcgagctgtatgcggagtgcatcaggctctttcact

ccatcgacatatcggattgtccctatacgaatagcttagacagccgcttagccgaattggattacttactgaataa

cgatctggccgatgtggattgcgaaaactgggaagaagacactccatttaaagatccgcgcgagctgtatgatttt

ttaaagacggaaaagcccgaagaggaacttgtcttttcccacggcgacctgggagacagcaacatctttgtgaaag

atggcaaagtaagtggctttattgatcttgggagaagcggcagggcggacaagtggtatgacattgccttctgcgt

ccggtcgatcagggaggatatcggggaagaacagtatgtcgagctattttttgacttactggggatcaagcctgat

tgggagaaaataaaatattatattttactggatgaattgttttagtacctagaatgcatgaccaaaatcccttaac

gtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcg

cgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaact

ctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggcc

accacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtgg

cgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacgggg

ggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaa

gcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgag

ggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgattt

ttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggcctttt

gctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtg

agctgataccgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatg

cggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatg

ccgcatagttaagccagtatacactccgctatcgctacgtgactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaaca

cccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagct

gcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgaggcagggtgccttgatgtgggcgccggcggtcga

gtggcgacggcgcggcttgtccgcgccctggtagattgcctggccgtaggccagccatttttgagcggccagcggc

cgcgataggccgacgcgaagcggcggggcgtagggagcgcagcgaccgaagggtaggcgctttttgcagctcttcg

gctgtgcgctggccagacagttatgcacaggccaggcgggttttaagagttttaataagttttaaagagttttagg

cggaaaaatcgccttttttctcttttatatcagtcacttacatgtgtgaccggttcccaatgtacggctttgggtt

cccaatgtacgggttccggttcccaatgtacggctttgggttcccaatgtacgtgctatccacaggaaacagacct

tttcgacctttttcccctgctagggcaatttgccctagcatctgctccgtacattaggaaccggcggatgcttcgc

cctcgatcaggttgcggtagcgcatgactaggatcgggccagcctgccccgcctcctccttcaaatcgtactccgg

caggtcatttgacccgatcagcttgcgcacggtgaaacagaacttcttgaactctccggcgctgccactgcgttcg

tagatcgtcttgaacaaccatctggcttctgccttgcctgcggcgcggcgtgccaggcggtagagaaaacggccga

tgccgggatcgatcaaaaagtaatcggggtgaaccgtcagcacgtccgggttcttgccttctgtgatctcgcggta

catccaatcagctagctcgatctcgatgtactccggccgcccggtttcgctctttacgatcttgtagcggctaatc

aaggcttcaccctcggataccgtcaccaggcggccgttcttggccttcttcgtacgctgcatggcaacgtgcgtgg

tgtttaaccgaatgcaggtttctaccaggtcgtctttctgctttccgccatcggctcgccggcagaacttgagtac

gtccgcaacgtgtggacggaacacgcggccgggcttgtctcccttcccttcccggtatcggttcatggattcggtt

agatgggaaaccgccatcagtaccaggtcgtaatcccacacactggccatgccggccggccctgcggaaacctcta

cgtgcccgtctggaagctcgtagcggatcacctcgccagctcgtcggtcacgcttcgacagacggaaaacggccac
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gtccatgatgctgcgactatcgcgggtgcccacgtcatagagcatcggaacgaaaaaatctggttgctcgtcgccc

ttgggcggcttcctaatcgacggcgcaccggctgccggcggttgccgggattctttgcggattcgatcagcggccg

cttgccacgattcaccggggcgtgcttctgcctcgatgcgttgccgctgggcggcctgcgcggccttcaacttctc

caccaggtcatcacccagcgccgcgccgatttgtaccgggccggatggtttgcgaccgctcacgccgattcctcgg

gcttgggggttccagtgccattgcagggccggcagacaacccagccgcttacgcctggccaaccgcccgttcctcc

acacatggggcattccacggcgtcggtgcctggttgttcttgattttccatgccgcctcctttagccgctaaaatt

catctactcatttattcatttgctcatttactctggtagctgcgcgatgtattcagatagcagctcggtaatggtc

ttgccttggcgtaccgcgtacatcttcagcttggtgtgatcctccgccggcaactgaaagttgacccgcttcatgg

ctggcgtgtctgccaggctggccaacgttgcagccttgctgctgcgtgcgctcggacggccggcacttagcgtgtt

tgtgcttttgctcattttctctttacctcattaactcaaatgagttttgatttaatttcagcggccagcgcctgga

cctcgcgggcagcgtcgccctcgggttctgattcaagaacggttgtgccggcggcggcagtgcctgggtagctcac

gcgctgcgtgatacgggactcaagaatgggcagctcgtacccggccagcgcctcggcaacctcaccgccgatgcgc

gtgcctttgatcgcccgcgacacgacaaaggccgcttgtagccttccatccgtgacctcaatgcgctgcttaacca

gctccaccaggtcggcggtggcccatatgtcgtaagggcttggctgcaccggaatcagcacgaagtcggctgcctt

gatcgcggacacagccaagtccgccgcctggggcgctccgtcgatcactacgaagtcgcgccggccgatggccttc

acgtcgcggtcaatcgtcgggcggtcgatgccgacaacggttagcggttgatcttcccgcacggccgcccaatcgc

gggcactgccctggggatcggaatcgactaacagaacatcggccccggcgagttgcagggcgcgggctagatgggt

tgcgatggtcgtcttgcctgacccgcctttctggttaagtacagcgataaccttcatgcgttccccttgcgtattt

gtttatttactcatcgcatcatatacgcagcgaccgcatgacgcaagctgttttactcaaatacacatcacctttt

tagacggcggcgctcggtttcttcagcggccaagctggccggccaggccgccagcttggcatcagacaaaccggcc

aggatttcatgcagccgcacggttgagacgtgcgcgggcggctcgaacacgtacccggccgcgatcatctccgcct

cgatctcttcggtaatgaaaaacggttcgtcctggccgtcctggtgcggtttcatgcttgttcctcttggcgttca

ttctcggcggccgccagggcgtcggcctcggtcaatgcgtcctcacggaaggcaccgcgccgcctggcctcggtgg

gcgtcacttcctcgctgcgctcaagtgcgcggtacagggtcgagcgatgcacgccaagcagtgcagccgcctcttt

cacggtgcggccttcctggtcgatcagctcgcgggcgtgcgcgatctgtgccggggtgagggtagggcgggggcca

aacttcacgcctcgggccttggcggcctcgcgcccgctccgggtgcggtcgatgattagggaacgctcgaactcgg

caatgccggcgaacacggtcaacaccatgcggccggccggcgtggtggtgtcggcccacggctctgccaggctacg

caggcccgcgccggcctcctggatgcgctcggcaatgtccagtaggtcgcgggtgctgcgggccaggcggtctagc

ctggtcactgtcacaacgtcgccagggcgtaggtggtcaagcatcctggccagctccgggcggtcgcgcctggtgc

cggtgatcttctcggaaaacagcttggtgcagccggccgcgtgcagttcggcccgttggttggtcaagtcctggtc

gtcggtgctgacgcgggcatagcccagcaggccagcggcggcgctcttgttcatggcgtaatgtctccggttctag

tcgcaagtattctactttatgcgactaaaacacgcgacaagaaaacgccaggaaaagggcagggcggcagcctgtc

gcgtaacttaggacttgtgcgacatgtcgttttcagaagacggctgcactgaacgtcagaagccgactgcactata

gcagcggaggggttggatcaaagtactttgatcccgaggggaaccctgtggttggcatgcacatacaaatggacga

acggataaaccttttcacgcccttttaaatatccgttattctaa。

[0076] 所述基因编辑载体为pHSE401。

[0077] 在本发明中，在本发明中，步骤(1)中，所述整合入crRNA表达载体前，需要将表达

序列合成DNA双链片段，合成方法如下：以表达序列为模板设计正、反引物，将正、反引物混

合后置于90℃金属浴10min，冷却至25℃合成DNA双链片段；
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[0078] 所述表达序列在合成DNA双链片段时，为了可以插入至crRNA表达载体中，需要在

序列两端添加BsaⅠ酶切位点的残余碱基。

[0079] 在本发明中，步骤(1)中，所述的检测靶点或所述的表达序列是通过启动子和终止

子之间的两个BsaⅠ酶切位点整合入crRNA表达载体中。

[0080] 在本发明中，步骤(2)中，所述宿主菌为农杆菌LBA4404；

[0081] 所述待接种液需要静置4～6h，优选为5h；静置的温度为20～30℃，优选为25℃。

[0082] 在本发明中，步骤(4)中，所述接种目标病毒的方法为侵染性克隆或摩擦接毒；

[0083] 若目标病毒有侵染性克隆，优选采用侵染性克隆注射接毒；若目标病毒无侵染性

克隆，优选采用摩擦接毒进行接种；

[0084] 所述接种病毒的位置为待接种液注射的范围内；待接种液注射的位置为转基因烟

的叶背。

[0085] 本发明还提供了所述的筛选方法在筛选植物抗病毒crRNA的靶点中的应用

[0086] 下面结合实施例对本发明提供的技术方案进行详细的说明，但是不能把它们理解

为对本发明保护范围的限定。

[0087] 实施例1

[0088] (1)将来自黄色瘤胃球菌(Ruminococcusflavefaciens  XPD3002)菌株的CasRx序

列(NCBI  Reference  Sequence:NZ_FPJT01000005.1，Cas13d  gene  4911～7814)进行玉米

密码子优化，得到zmCasRx序列；在zmCasRx两端融合核定位信号肽NLS，并在N端融合3×

Flag标签，得到优化后的zmCasRx序列，如图1A所示；

[0089] (2)将来自黄色瘤胃球菌(Ruminococcusflavefaciens  XPD3002)菌株的CasRx序

列(NCBI  Reference  Sequence:NZ_FPJT01000005.1，Cas13d  gene  4911～7814)进行烟草

密码子优化，得到ntCasRx序列；在ntCasRx两端融合核定位信号肽NES，在C端融合HA标签，

得到优化后的ntCasRx序列，如图1B所示；

[0090] (3)将修饰后的zmCasRx序列和修饰后的ntCasRx序列通过2A连接肽融合得到的一

种干扰植物病毒的CasRx，命名为biCasRx，如图1C所示；

[0091] (2)将编辑biCasRx的核苷酸序列构建至载体pUC57‑simple质粒(购买自金斯瑞生

物科技股份有限公司)上，得到重组质粒；将重组质粒通过自身携带的限制性内切酶位点

XbaⅠ、SacⅠ插入至pSuper1300(来自中国农业大学)表达载体的多克隆位点处，构建得到用

于植物转化的双元表达载体pSuper‑biCasRx，即重组表达载体如图2所示；

[0092] (3)将重组表达载体(双元表达载体pSuper‑biCasRx)转化至转化农杆菌LBA4404

中，再利用农杆菌介导的遗传转化技术转化至本生烟(Nicotiana  benthamiana)中，通过抗

性筛选和转基因阳性鉴定获得转化阳性株，得到pSuper‑biCasRx转基因本生烟。

[0093] 实施例2针对芜菁花叶病毒(TuMV)的高效靶点筛选

[0094] 芜菁花叶病毒(Turnip  Mosaic  Virus，TuMV)为正义单链病毒，马铃薯Y病毒属，与

其他病毒相比，TuMV具有广泛的宿主范围，在人工接种下，除十字花科外，至少有318种双子

叶植物，隶属于43科156属，其中包括菊科，茄科、藜科、苋科、豆科和石竹科等。在自然条件

下，主要寄主有大白菜、油菜、蔬菜、芥菜、卷心菜、花椰菜、芥菜、花青素、胡萝卜 等十字花科

植物。

[0095] (1)检测靶点序列选择和表达序列的合成
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[0096] 在芜菁花叶病毒(NCBI  Reference  Sequence:NC_002509 .2)的Hc‑pro(mat_

peptide  1217 ..2590，protein_id＝"NP  734214 .1")、CI(mat_peptide  3812 ..5743，

protein  id＝"NP  734217 .1")、NIb(mat_peptide7208 ..8758，protein_id＝"NP_

734221.1")三个蛋白编码基因中选取5’端富含U的22nt序列作为检测靶点序列，每个基因

分别选取了3个检测靶点，共计9个检测靶点，如表1所示：

[0097] 将上述9个检测靶点序列反向互补后添加上spacer序列，得到表达序列，即表达序

列为：AACCCCTACCAACTGGTCGGGGTTTGAAAC+22nt检测靶点反向互补序列；在表达序列后添加

BsaⅠ的残余碱基，以表达序列为模板设计正反引物，正反向引物序列如表1和图1E所示。

[0098] 表1TuMV的检测靶点序列以及正反向引物序列

[0099]
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[0100]

[0101] 将上述9对正反向引物序列分别退火得到9个DNA双链片段，具体步骤如下：将溶解

成100μM的TuMV‑Hc‑T1F和TuMV‑Hc‑T1R分别取10μL混合，置于95℃金属浴10min后，关闭金

属浴，使其自然降温至25℃，得到DNA双链片段TuMV‑Hc‑T1，按照上述方法依次获取其它的

DNA双链片段：TuMV‑Hc‑T2、TuMV‑Hc‑T3、TuMV‑NIb‑T1、TuMV‑NIb‑T2、TuMV‑NIb‑T3、TuMV‑

CI‑T1、TuMV‑CI‑T2、TuMV‑CI‑T3。

[0102] (2)靶点载体的构建

[0103] 以基因编辑载体pHSE401(来自中国农业大学)为骨架，删除基因编辑载体上的

Cas9表达盒和sgRNA表达盒中的sgRNA‑scaffold，保留AtU6‑26启动子和AtU6‑29终止子，得
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到pAtU6‑crRNA表达载体，如图1D所示；

[0104] 将crRNA表达载体进行BsaⅠ酶切，得到酶切产物，将酶切产物进行电泳检测，符合

预期；将酶切产物置于65℃金属浴20min使BsaⅠ内酶切失活，得到失活后的酶切产物；取1μL
失活后的酶切产物分别与步骤(1)中9个表达载体的DNA双链片段进行连接，得到连接产物

pAT‑TuMV‑Hc‑T1、pAt‑TuMV‑Hc‑T2、pAt‑TuMV‑Hc‑T3、pAt‑TuMV‑NIb‑T1、pAt‑TuMV‑NIb‑T2、

pAt‑TuMV‑NIb‑T3、pAt‑TuMV‑CI‑T1、pAt‑TuMV‑CI‑T2、pAt‑TuMV‑CI‑T3；将9个酶切产物分

别经过含100mg/L卡那霉素的LB固体培养平板筛选、菌落PCR鉴定和质粒测序确认获得构建

成功的9个靶点载体；

[0105] 其中菌落PCR的体系和程序如下：

[0106] 体系：10μM正反向混合引物1μL，Taq  mix  10μL，ddH2O  19μL，枪头尖部蘸取微量菌

落溶解于反应体系中作为模板；

[0107] 程序：95℃，10min‑(95℃，15s‑60℃，15s‑72℃，30s)×30round‑72℃，5min‑16℃，

forever。

[0108] (3)供试转基因烟苗准备

[0109] 以T2代实施例1所述的pSuper‑biCasRx转基因本生烟为试材；提前播种好供试的

本生烟苗，烟苗在25℃、16h/8h光周期、光强20000Lux、相对湿度60％的光照培养箱内(避免

蚜虫等传毒干扰)培养至6叶期。

[0110] (4)靶点载体注射

[0111] 将步骤(2)中构建成功的9个靶点载体分别转化到农杆菌LBA4404中，通过对菌落

进行PCR鉴定筛选阳性克隆菌；将取50mL阳性克隆菌进行28℃振荡培养过夜，菌液OD600＝1，

将菌液5000rpm离心10min，弃上清后用农杆菌侵染缓冲液(10mM  MES，10mM  MgCl2，150μM乙
酰丁香酮)重悬菌体，调整至菌液的OD600为0.5，得到待接种液；将待接种液静置6h后，用去

除针头的1mL一次性无菌注射器将400μL待接种液注射至pSuper‑biCasRx转基因本生烟的

叶背上，得到含有靶点的转基因烟，其中每个靶点注射5株转基因烟苗，每株注射一片叶子。

同时注意设置野生型本氏烟对照，也按上述方法进行靶点注射。

[0112] (5)病毒接种

[0113] 在靶点载体注射2d后，将侵染性克隆载体(TuMV‑GFP，侵染性克隆载体在Hc‑pro融

合端融合了GFP蛋白，因此可以通过绿色荧光蛋白分布指示病毒粒子的系统侵染情况)转化

到农杆菌中，将50μL转化了侵染性克隆载体的农杆菌进行28℃振荡培养过夜，菌液OD600＝

1，将菌液5000rpm离心10min，弃上清后用农杆菌侵染缓冲液(10mM  MES，10mM  MgCl2，150μM
乙酰丁香酮)重悬菌体，调整至菌液的OD600为0.25，静置6h，得到TuMV病毒侵染性克隆悬液；

将TuMV病毒侵染性克隆悬液注射到靶点载体注射的叶片上，注射范围在靶点载体注射的范

围内，注射量为200μL，如图1F所示；野生型本生烟苗作对照，接种相同剂量的病毒侵染性克

隆菌液。

[0114] (6)系统发病症状观察和病毒含量检测

[0115] 将接种病毒后的转基因烟苗和野生型本生烟苗继续在25℃、16h/8h光周期、光强

20000Lux、相对湿度60％的光照培养箱内培养，观察植株的系统发病情况；

[0116] 培养5d后，野生型出现病毒病症状，采用实时荧光定量PCR和western‑blot对所有

靶点注射后的转基因烟取顶端系统叶进行病毒粒子含量检测，检测结果如图3～5所示，其
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中图3是9个靶点病毒干扰效率的系统发病症状比较，图4是9个靶点对TuMV的干扰效率比较

的qRT‑PCR病毒含量检测结果，图5是9个靶点对TuMV的干扰效率比较的病毒含量Western‑

blot检测结果。

[0117] 从图3～5中可以看出，9个靶点中TuMV‑CI‑T3、TuMV‑NIb‑T2、TuMV‑NIb‑T1表现出

更高的干扰效率，其中以TuMV‑CI‑T3靶点的病毒干扰效率最高。综上，通过上述过程，成功

筛选出最佳的病毒crRNA靶点TuMV‑CI‑T3，为后续进行稳定转基因创制特异性抗TuMV病毒

的作物品种奠定实践基础。

[0118] 实施例3对马铃薯Y病毒(PVY)的高效靶点筛选

[0119] (1)检测靶点序列选择和表达序列的合成

[0120] 在马铃薯Y病毒(NCBI  GenBank:NC_001616.1)的序列中选取5’端富含U的30nt序

列作为检测靶点序列，选取4个检测靶点，如表2所示；

[0121] 将上述4个检测靶点序列反向互补后添加上spacer序列，得到表达序列，即表达序

列为：AACCCCTACCAACTGGTCGGGGTTTGAAAC+30nt检测靶点反向互补序列；在表达序列后添加

BsaⅠ的残余碱基，以表达序列为模板设计正反引物，正反向引物序列如表2所示。

[0122] 表2PVY的检测靶点序列以及正反向引物序列

[0123]

[0124] 将上述4对正反向引物序列分别退火得到4个DNA双链片段，具体步骤如下：将溶解

成100μM的PVY‑T1F和PVY‑T1R分别取10μL混合，置于95℃金属浴10min后，关闭金属浴，使其

自然降温至25℃，得到DNA双链片段PVY‑T1，按照上述方法依次获取其它的DNA双链片段：
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PVY‑T2、PVY‑T3、PVY‑T4；

[0125] (2)靶点载体的构建

[0126] 以基因编辑载体pHSE401(来自中国农业大学)为骨架，删除基因编辑载体上的

Cas9表达盒和sgRNA表达盒中的sgRNA‑scaffold，保留AtU6‑26启动子和AtU6‑29终止子，得

到pAtU6‑crRNA表达载体；

[0127] 将crRNA表达载体进行BsaⅠ酶切，得到酶切产物，将酶切产物进行电泳检测，符合

预期；将酶切产物置于65℃金属浴20min使BsaⅠ内酶切失活，得到失活后的酶切产物；取1μL
失活后的酶切产物分别与步骤(1)中4个表达载体的DNA双链片段进行连接，得到连接产物

pAT‑PVY‑T1、pAt‑PVY‑T2、pAt‑PVY‑T3、pAt‑PVY‑T4；将4个酶切产物分别经过含100mg/L卡

那霉素的LB固体培养平板筛选、菌落PCR鉴定和质粒测序确认获得构建成功的4个靶点载

体；

[0128] 其中菌落PCR的体系和程序如下：

[0129] 体系：10μM正反向混合引物1μL，Taq  mix  10μL，ddH2O  19μL，枪头尖部蘸取微量菌

落溶解于反应体系中作为模板；

[0130] 程序：95℃，10min‑(95℃，15s‑60℃，15s‑72℃，30s)×30round‑72℃，5min‑16℃，

forever。

[0131] (3)供试转基因烟苗准备

[0132] 以T2代实施例1所述的pSuper‑biCasRx转基因本生烟为试材；提前播种好供试的

本生烟苗，烟苗在25℃、16h/8h光周期、光强20000Lux、相对湿度60％的光照培养箱内(避免

蚜虫等传毒干扰)培养至6叶期。

[0133] (4)靶点载体注射

[0134] 将步骤(2)中构建成功的4个靶点载体分别转化到农杆菌LBA4404中，通过对菌落

进行PCR鉴定筛选阳性克隆菌；将取50mL阳性克隆菌进行28℃振荡培养过夜，菌液OD600＝1，

将菌液5000rpm离心10min，弃上清后用农杆菌侵染缓冲液(10mM  MES，10mM  MgCl2，150μM乙
酰丁香酮)重悬菌体，调整至菌液的OD600为0.5，得到待接种液；将待接种液静置6h后，用去

除针头的1mL一次性无菌注射器将400μL待接种液注射至pSuper‑biCasRx转基因本生烟苗

的叶背上，得到含有靶点的转基因烟，其中每个靶点注射5株转基因烟苗，每株注射一片叶

子。同时注意设置野生型本氏烟对照(WT)，也按上述方法进行靶点注射。

[0135] (5)病毒接种

[0136] PVY病毒采取摩擦接种的方式接毒。本例中利用改造后的PVY病毒PVY‑Ros1(在侵

染植物后病毒粒子会在系统叶积累表现为玫红色斑点)作为靶标病毒。

[0137] 在靶点载体注射2d后，制备PVY‑Ros1毒源的摩擦侵染液。取1g被PVY‑Ros1侵染发

病的普通烟叶片，置于灭过菌的研钵中加入30mL  PBS缓冲液(pH  6.8)研磨成浆，再用纱布

过滤以去除组织碎片获得用于摩擦接种的滤液；在pSuper‑biCasRx转基因本氏烟草注射叶

正面撒上少量金刚砂，之后用移液枪吸取100μL滤液滴在靶点crRNA载体注射过的叶片正

面，并用食指指肚以相同力度轻轻涂抹固定次数(5次)，注意摩擦的范围在靶点载体注射范

围以内。

[0138] (6)系统发病症状观察和病毒含量检测

[0139] 将接种病毒后的转基因烟苗和野生型本生烟苗继续在25℃、16h/8h光周期、光强
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20000Lux、相对湿度60％的光照培养箱内培养；

[0140] 培养14d后，采用实时荧光定量PCR对所有靶点注射后的转基因烟苗取顶端系统叶

进行病毒粒子含量检测，每个靶点随机检测三株转基因烟苗，检测结果如图6所示；培养21d

后，观察植株的系统发病情况，如图7所示；

[0141] 从图6～7中可以看出，在接种PVY‑Ros121天后，野生型本氏烟系统叶发生了较强

的卷曲，新生叶中心生长点附近有病毒积累并出现指示性红斑，而注射靶点crRNA载体后的

pSuper‑biCasRx转基因本氏烟仅表现为系统叶轻微卷曲，无明显红斑；靶点PVY‑T1、PVY‑

T2、PVY‑T3、PVY‑T4均表现出较高的干扰效率，尤其以靶点PVY‑T1、PVY‑T2、PVY‑T3最佳；因

此，成功筛选出最佳的病毒crRNA靶点为PVY‑T1、PVY‑T2、PVY‑T3，为后续进行稳定转基因创

制特异性抗PVY病毒的作物品种奠定实践基础。

[0142] 由以上实施例可知，本发明提供一种干扰植物病毒的CasRx及其制备方法、重组表

达载体、重组菌，还提供了一种基于CasRx的植物抗病毒crRNA高效靶点序列的筛选方法，这

种依赖于CasRx转基因本生烟的供试靶点瞬时表达评估过程，大大降低了因靶点无效或低

效导致的育种风险，加快了植物抗病毒育种进程。

[0143] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应

视为本发明的保护范围。
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图2

图3
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图4

图5

图6
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图7
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