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　　摘要：ＬＡＺＹ１基因隶属于ＩＧＴ基因家族，与植物分枝角度调控相关。为敲除８４Ｋ杨中的 ＬＡＺＹ１基因，获得转基因
株系开展功能研究，以银腺杨 ８４Ｋ为材料，克隆 ８４Ｋ杨 ＬＡＺＹ１基因的 ３个同源基因，设计基因编辑靶点，构建
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑载体，运用农杆菌介导法转化８４Ｋ杨并成功获得１３个基因编辑株系，经测序分析发现，有３个
转基因株系的靶标位点发生碱基缺失或插入，表明这３个株系基因编辑成功，编辑效率为２３．０７％。本研究结果丰富
了ＩＧＴ基因家族的功能研究，为ＩＧＴ基因家族的分子育种应用和研究奠定了基础，为ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在银腺杨８４Ｋ
中的应用做出了初步探索。
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　　分枝角度是形成理想株型的重要组成部分，对
植物的生物量、经济林木的产量、固碳量、景观效果

均具有重要影响。分枝角度的大小受基因、内源激

素以及外界环境等多种因素调控，其中，基因调控

是重要的内部因素［１］。研究发现，ＩＧＴ基因家族对
分枝角度的调控尤为显著，隶属于 ＩＧＴ基因家族的
ＬＡＺＹ１基因，最早由Ｔａｋａｈａｓｈｉ等发现并确认其与分
枝角度具有相关性［２］，经Ｋｉｓｈｉｍｏｔｏ等研究确定水稻
中的 ＬＡＺＹ１基因位于 １１号染色体近着丝点位
置［３－４］，在 ｐｄ５６和 Ｍ２６５之间的 ６８ｋｂ区域中［５］。

随着对ＬＡＺＹ１基因的进一步深入研究，多位科学家
先后从水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）、高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍｂｉｃｏｌｏｒ）、
小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）、玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）、拟南芥
（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）等植物中发现了 ＬＡＺＹ１基因
的同源基因，从而证明了 ＬＡＺＹ１基因并不是单子叶
植物所特有的［６－７］。２０１７年，Ｘｕ等以窄冠白杨为
材料，分析了ＰｚＬＡＺＹ１基因在不同组织部位的表达
情况，发现ＰｚＬＡＺＹ１基因在茎中最多，腋芽、叶中次
之，根中表达量最少［８］，这与 Ｏｖｅｒｂｅｅｋ对玉米
ＬＡＺＹ１突变体的研究结果［９］相一致，由此证明

ＬＡＺＹ１基因主要参与了植株地上部分的负向地性重
力反应。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术通过小向导 ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）
介导和Ｃａｓ９蛋白切割实现对靶基因的编辑（碱基插
入、删除、替换等），从而实现基因敲除［１０－１１］。因其

具有简便、高效、低价等优点，被广泛应用于水稻、

小麦、拟南芥、烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）、毛白杨
（Ｐｏｐｕｌｕｓｔｏｍｅｎｔｏｓａ）［１２］等植物的研究中；其中，在水
稻、小麦、拟南芥中都获得了稳定的基因编辑突变

体［１３］，为植物基因功能研究和遗传改良做出杰出贡

献。但目前为止，大部分研究仅是对特定位点的突

变，在目标基因上精准编辑的效率很低［１４］。近年

来，有多位科学家在玉米、大豆 ［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ
（Ｌｉｎｎ．）Ｍｅｒｒ．］、水稻、拟南芥中尝试了同源基因的
精准编辑。例如，Ｓｖｉｔａｓｈｅｖ等成功通过基因枪转化
法对米未成熟胚中的 ＬＩＧ１、ＭＳ２６等基因进行精准
编辑［１５］。Ｚｈａｏ等利用双元 ＲＮＡ向导的 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统对ＴＦＬ１基因的一个特定区段进行了定点
替换［１６］。因此，开发出高效、精准的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
基因编辑技术将是现代基因组学靶向修饰工作的

巨大进步，且具有广阔的应用前景。

本研究以银腺杨８４Ｋ为研究材料，从中克隆获
得ＰａｇＬＡＺＹ１ａ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｂ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｃ基因的基因
组部分序列，设计靶点，构建基因编辑载体，转化

８４Ｋ杨，获得转基因株系，以期为分析 ＬＡＺＹ１基因
功能提供研究材料，奠定研究基础，为深入研究

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在木本植物中的应用和技术改良
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提供线索，为杨树分子育种及品种改良奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
银腺杨８４Ｋ（Ｐｏｐｕｌｕｓａｌｂａ×Ｐ．ｇｌａｎｄｕｌｏｓａ８４Ｋ）

无菌苗，由内蒙古农业大学林木遗传育种教研室保

存；ｐＥｎ－Ｃｈｉｍｅｒａ入门载体和 ｐＤＥ－ＣＡＳ９－ＮＰＴⅡ
表达载体质粒由美国农业部林务局西南太平洋工

作站林木遗传所赠送；大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞
和农杆菌ＧＶ３１０１感受态细胞，由笔者所在实验室
制备。

１．２　ＬＡＺＹ１基因克隆及靶点设计
使用ＢｉｏＥｄｉｔ软件，以银腺杨 ８４Ｋ的全基因组

ＤＮＡ数据库创建本地数据库，以沙柳 ＳｐｓＬＡＺＹ１ａ、
ＳｐｓＬＡＺＹ１ｂ、ＳｐｓＬＡＺＹ１ｃ基因的蛋白质编码区（ＣＤＳ）
序列［１７］分别作为查询序列，进行本地 ＢＬＡＳＴ搜寻，
获得３个同源基因序列，分别命名为 ＰａｇＬＡＺＹ１ａ、
ＰａｇＬＡＺＹ１ｂ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｃ。根据这３个同源基因的序
列设计上下游引物，预期产物长度分别为 １８３６、
２０７４、１３７４ｂｐ。试验用到的引物序列详见表１。

表１　本研究所用引物

引物名称 引物序列（５′→３′） 用途

ＬＡＺＹ１ａ－Ｆ ＣＡＴＣＡＴＡＴＡＴＣＣＡＧＧＴＴＧＴＡＴＴＴＧＴ 克隆基因

ＬＡＺＹ１ａ－Ｒ ＣＧＧＧＴＣＴＣＴＡＡＴＡＡＡＧＣＡＡＣＡ 克隆基因

ＬＡＺＹ１ｂ－Ｆ ＡＴＧＡＡＣＡＧＴＴＣＧＡＣＴＴＧＴＡＡＴＴＡＴＧ 克隆基因

ＬＡＺＹ１ｂ－Ｒ ＣＣＡＴＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＣＴＴＣＴＴＡＴＴ 克隆基因

ＬＡＺＹ１ｃ－Ｆ ＡＡＧＡＡＡＡＧＧＡＴＡＡＡＡＡＡＣＡＧＴＧＧＴＣ 克隆基因

ＬＡＺＹ１ｃ－Ｒ ＴＣＡＧＴＣＴＴＴＴＣＣＣＴＡＡＴＣＡＴＴＴＣＴＴ 克隆基因

ＬＡＺＹ１ａ－ＦＷ ＡＴＴＧＡＡＡＴＧＧＣＡＧＴＧＡＡＡＣＡＣＴＧＡ 靶点

ＬＡＺＹ１ａ－ＲＥＶ ＡＡＡＣＴＣＡＧＴＧＴＴＴＣＡＣＴＧＣＣＡＴＴＴ 靶点

ＬＡＺＹ１ｂ－ＦＷ ＡＴＴＧＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＣＣＡＣＴＧＡ 靶点

ＬＡＺＹ１ｂ－ＲＥＶ ＡＡＡＣＴＣＡＧＴＧＧＴＴＣＡＣＴＡＣＣＡＴＴＴ 靶点

ＬＡＺＹ１ｃ－ＦＷ ＡＴＴＧＡＡＡＧＧＧＴＧＧＡＧＣＣＴＣＡＧＴＧＣ 靶点

ＬＡＺＹ１ｃ－ＲＥＶ ＡＡＡＣＧＣＡＣＴＧＡＧＧＣＴＣＣＡＣＣＣＴＴＴ 靶点

ＳＳ６１ ＧＡＧＣＴＣＣＡＧＧＣＣＴＣＣＣＡＧＣＴＴＴＣＧ 阳性植株鉴定

　　注：“＿＿”为靶点序列。

　　采用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取野生
８４Ｋ杨基因组 ＤＮＡ为模板，利用 ＬＡＺＹ１ａ－Ｆ和
ＬＡＺＹ１ａ－Ｒ、ＬＡＺＹ１ｂ－Ｆ和ＬＡＺＹ１ｂ－Ｒ、ＬＡＺＹ１ｃ－Ｆ和
ＬＡＺＹ１ｃ－Ｒ分别为引物，进行ＰＣＲ扩增，经１％琼脂糖
凝胶电泳鉴定，切胶回收后与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接并
测 序 获 得 ８４Ｋ 杨 中 ｐａｇＬＡＺＹ１ａ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｂ、
ＰａｇＬＡＺＹ１ｃ基因在２条同源染色体上的序列。

利用银腺杨８４Ｋ基因组数据库及克隆获得的

完 整 序 列 信 息，将 ＰａｇＬＡＺＹ１ａ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｂ、
ＰａｇＬＡＺＹ１ｃ基因的第１个外显子序列分别在基因编
辑靶点在线设计网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｚｌａｂ．ｂｉｏ／ｇｕｉｄｅ－
ｄｅｓｉｇｎ－ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ）上设计、筛选出得分最高的靶点
序列，将靶点正向序列５′端添加ＡＴＴＧ碱基，靶点的
反向互补序列５′端添加 ＡＡＡＣ碱基，送至中美泰和
生物技术（北京）有限公司合成引物。

１．３　ＬＡＺＹ基因敲除载体构建
对ｐＥｎ－Ｃｈｉｍｅｒａ入门载体质粒进行酶切，回收

酶切产物，获得线性化ｐＥｎ－Ｃｈｉｍｅｒａ入门载体。采
用重组ＰＣＲ的方法将添加接头的２条靶点序列进
行双链互补，并与线性化 ｐＥｎ－Ｃｈｉｍｅｒａ载体连接，
转化ＤＨ５α大肠杆菌，测序鉴定。将构建成功的入
门载体 ｐＥｎ－Ｃｈｉｍｅｒａ和表达载体 ｐＤＥ－ＣＡＳ９－
ＮＰＴⅡ进行同源置换，转化 ＤＨ５α大肠杆菌，对菌落
进行ＰＣＲ鉴定，并测序检测。将成功构建的表达载
体转化农杆菌ＧＶ３１０１菌株。
１．４　银腺杨８４Ｋ叶盘法转化及转基因植株的检测

活化携带有表达载体的农杆菌菌株，振荡培养至

吸光度Ｄ６００ｎｍ为０．６～０．８时，重悬菌液，用于侵染。
取培养３～４周无菌苗中上部叶片，垂直叶脉划伤，置
于重悬液中，５０ｒ／ｍｉｎ振荡侵染１５ｍｉｎ。将叶片置于
共培养基上，暗培养３ｄ。转移至分化培养基上光照
培养，２～３周继代１次。待叶片长出愈伤组织并分
化出芽，芽高２～３ｃｍ时，切下置于生根培养基中培
养２～３周即可生根，同时利用生根培养基进行单株
增殖扩繁。对获得的抗性株系分别提取 ＤＮＡ，以
ＳＳ６１引物和靶点反向序列为引物进行ＰＣＲ扩增，用
１％琼脂糖凝胶电泳进行鉴定，筛选阳性植株。
１．５　基因编辑效率的检测

以转基因株系ＤＮＡ为模板，加入引物ＬＡＺＹ１ａ－
Ｆ和ＬＡＺＹ１ａ－Ｒ进行ＰＣＲ序列扩增，获得目标产物
经切胶回收后与ｐＭＤ１９－Ｔ载体连接，转化 ＤＨ５α
大肠杆菌，对菌落进行 ＰＣＲ鉴定，并测序检测。利
用ＤＮＡＭＡＮ（Ｖｅｒｓｉｏｎ７．０）对测序结果与靶点序列
进行比对，分析编辑效率。

２　结果与分析

２．１　ＬＡＺＹ－１基因组序列的克隆与靶点设计
利用银腺杨 ８４Ｋ的基因组数据库结合沙柳

ＳｐｓＬＡＺＹ１ａ、ＳｐｓＬＡＺＹ１ｂ、ＳｐｓＬＡＺＹ１ｃ基因的 ＣＤＳ序
列，经比对获得３个 ＬＡＺＹ１基因的同源序列，分别
命名为 ＰａｇＬＡＺＹ１ａ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｂ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｃ。以野
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生型８４Ｋ杨的ＤＮＡ为模板，ＬＡＺＹ１ａ－Ｆ和ＬＡＺＹ１ａ－
Ｒ、ＬＡＺＹ１ｂ－Ｆ和 ＬＡＺＹ１ｂ－Ｒ、ＬＡＺＹ１ｃ－Ｆ和
ＬＡＺＹ１ｃ－Ｒ 分 别 为 上 下 游 引 物，克 隆 获 得
ＰａｇＬＡＺＹ１ａ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｂ、ＰａｇＬＡＺＹ１ｃ基因组部分同
源序列，该序列为包含上述基因前２个外显子完整
序列的基因组序列。

将上述３个基因的第１个外显子序列分别在基
因编辑靶点在线设计网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｚｌａｂ．ｂｉｏ／ｇｕｉｄｅ－

ｄｅｓｉｇｎ－ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ）上提交设计；获得３个高分靶点
序列（图１）。该靶点序列在目标基因上无单核苷酸
多态性（ＳＮＰ）位点，ＧＣ含量为４０％，前间隔序列邻
近基序（ＰＡＭ）标识位点为 ＮＧＧ（Ｎ可以是 Ａ、Ｔ、Ｇ、
Ｃ中的任意碱基），与杨树中同源关系较近的ＬＡＺＹ１
基因同源序列比对结果显示，错配碱基数为 ３～４
个，说明该靶位点特异性较高，符合敲除靶点的设

计要求。

２．２　ＬＡＺＹ１基因编辑载体构建
将互补双链的靶点序列连接线性化的 ｐＥｎ－

Ｃｈｉｍｅｒａ入门载体，经ＰＣＲ鉴定，目标条带与预计的
３６９ｂｐ目标片段长度一致（图２－ａ）。测序结果表
明，ＬＡＺＹ１ａ、ＬＡＺＹ１ｂ、ＬＡＺＹ１ｃ靶点序列成功进入
ｐＥｎ－Ｃｈｉｍｅｒａ入门载体，可进行下一步表达载体
构建。

将携带有ＬＡＺＹ基因靶点序列的ｐＥｎ－Ｃｈｉｍｅｒａ
入门载体与ｐＤＥ－ＣＡＳ９－ＮＰＴⅡ表达载体进行同源
置换，ＰＣＲ鉴定结果表明，目标条带与预计的
９３３ｂｐ目标片段长度一致（图２－ｂ）。测序分析结
果表明，靶点序列及其驱动元件已成功置换进

ｐＤＥ－ＣＡＳ９－ＮＰＴⅡ 表达载体中，可用于银腺杨
８４Ｋ的基因转化。
２．３　转基因株系获得及ＰＣＲ鉴定

将构建的３个基因编辑表达载体（ｐＤＥ－ＣＡＳ９－
ＮＰＴⅡ：：ＬＡＺＹ１ａ、ｐＤＥ－ＣＡＳ９－ＮＰＴⅡ：：ＬＡＺＹ１ｂ、
ｐＤＥ－ＣＡＳ９－ＮＰＴⅡ：：ＬＡＺＹ１ｃ），通过农杆菌介导
法转化８４Ｋ杨，分别获得２１、１７、１２株抗性株系（图
３）。为检测单基因编辑的转化效率，本研究对转化
ｐＤＥ－ＣＡＳ９－ＮＰＴⅡ：：ＬＡＺＹ１ａ载体的２１株抗性植

株进行ＰＣＲ鉴定，检测结果表明，共１３个株系为阳
性植株，ＰＣＲ阳性鉴定阳性率为６１．９％（图４）。
２．４　转基因植株靶点序列编辑效率分析

对ＬＡＺＹ１ａ的１３个转基因株系进行靶点序列
测序分析，结果表明，在１号、５号、９号株系中均发
生不同程度的碱基缺失，其中 １号株系靶点的第
１６、１７个碱基发生缺失，５号株系靶点的第１５个碱基
发生缺失，９号株系靶点的第１８个碱基发生插入，靶
点编辑效率为２３．０７％，均为杂合突变体（表２）。

３　讨论

植物分枝角度和分枝方向在植物形态建成过

程中具有重要作用，与植物生物量和作物产量密切

相关。其中，有关分枝角度调控的分子层面研究目

前仍以高粱、水稻、小麦等草本模式植物为主［１８］，在

木本植物中的研究相对较少，尚缺乏系统性研究。

本研究利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统对银腺杨８４Ｋ分枝
角度相关基因 ＬＡＺＹ１基因进行敲除，获得抗性植
株，检测靶标位点，分析编辑效率，旨在为后续 ＩＧＴ
基因家族在杨树中的基因功能研究提供基础参考

数据。
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　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统是近年来发展起来的能够实
现对基因组精准定点编辑的技术，相对于其他基因

编辑技术效率更显著，操作更便捷，但在某些植物

中编辑效率较低。本研究按照 ｓｇＲＮＡ的设计原则，
设计ＬＡＺＹ１基因靶标序列，长度均为２０ｎｔ，转化银
腺杨８４Ｋ后对 ＬＡＺＹ１ａ阳性植株进行靶标序列检
测，发现靶点编辑效率仅为２３．０７％，效率较低，可
能存在２个方面的原因。首先，靶标序列的长度对
编辑效率有影响。据 Ｆｕ等的研究显示，采用小于
２０ｎｔ的短 ｓｇＲＮＡ进行基因打靶试验，可以有效降

低脱靶风险，提高编辑效率［１９］。Ｃｈｅｎ等比较不同
长度（１８、１９、２０个碱基）ｓｇＲＮＡ的切割效率，发现
长度为１９个碱基的ｓｇＲＮＡ具有最高的切割效率［２０］。

其次，选用合适的启动子能够有效提升ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统的基因编辑效率［２１］。本研究利用来自拟南芥

的ＡｔＵ６－２６启动子构建表达载体，虽然成功获得
基因编辑成功株系，表明该启动子可应用于银腺杨

８４Ｋ的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统研究，但编辑效率较低，
可能有启动子的影响。因此，在后续基因编辑工作

中，将采用１９ｎｔ靶点序列，同时采用来自８４Ｋ杨的
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表２　ＰａｇＬＡＺＹ１ａ基因编辑株系的靶标位点序列分析

株系 等位基因 靶点序列（５′→３′） 突变类型

ＷＴ ａｌｌｅｌｅ１ ＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＡＣＡＣＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＴＧ ＷＴ

ａｌｌｅｌｅ２ ＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＡＣＡＣＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＴＧ ＷＴ

０－１ ａｌｌｅｌｅ１ ＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＡＣ———ＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＴＧ －２

ａｌｌｅｌｅ２ ＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＡＣＡＣＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＴＧ ＷＴ

０－５ ａｌｌｅｌｅ１ ＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＡ—ＡＣＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＴＧ －１

ａｌｌｅｌｅ２ ＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＡＣＡＣＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＴＧ ＷＴ

０－９ ａｌｌｅｌｅ１ ＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＡＣＡＣＴＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＴＧ ＋１

ａｌｌｅｌｅ２ ＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＡＣＡＣＴＧＡＡＧＧＡＴＴＴＴＧ ＷＴ

　　注：ＷＴ为野生型植株；０－１、０－５、０－９为转基因型植株；＿＿为靶点序列；　为ＰＡＭ序列；—为碱基缺失；Ｔ为碱基插入；ａｌｌｅｌｅ１、ａｌｌｅｌｅ２分

别指ＰａｇＬＡＺＹ１ａ基因的２个等位基因；－２、－１、＋１分别表示减少了２个碱基、减少了１个碱基、增加了１个碱基。

启动子来构建基因编辑载体，预计能够有效提高基

因编辑效率。

４　结论

本研究利用银腺杨８４Ｋ为材料，成功构建了３
个ＬＡＺＹ同源基因的基因编辑表达载体，获得１３株
转化ｐＤＥ－ＣＡＳ９－ＮＰＴⅡ：：ＬＡＺＹ－１ａ载体的阳性
株系，其中 ３个株系基因编辑成功，编辑效率为
２３０７％。该研究结果可以为 ＬＡＺＹ基因功能的研
究和杨树分子育种提供理论依据，为 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统在银腺杨８４Ｋ中的应用做了初步探索，同时，
为改良ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统提供了参考。
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Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ－ｌｉｋｅｌｉｆｅｃｙｃｌｅａｓａＣ４ ｍｏｄｅｌｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ

Ｐｌａｎｔｓ，２０２０，６（９）：１１６７－１１７８．

［１１］高俊华，王润奇，毛丽萍，等．安矮３号谷子矮秆基因的染色体

定位［Ｊ］．作物学报，２００３，２９（１）：１５２－１５４．

［１２］钱继岳．谷子矮秆基因的等位性和ＧＡ３敏感性测定［Ｄ］．石家

庄：河北师范大学，２００９．

［１３］赵美丞．谷子半显性矮秆基因ＳｉＤｗ１的图位克隆及形成机制分

析［Ｄ］．北京：中国农业科学院，２０１３．

［１４］ＸｕｅＣＸ，ＺｈｉＨ，ＦａｎｇＸＪ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄｆｉｎｅｍａｐｐｉｎｇ

ｏｆＳｉＤＷＡＲＦ２（Ｄ２）ｉｎｆｏｘｔａｉｌｍｉｌｌｅｔ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，２０１６，５６

（１）：９５－１０３．

［１５］ＦａｎＸＫ，ＴａｎｇＳ，ＺｈｉＨ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｆｉｎｅｍａｐｐｉｎｇｏｆ

ＳｉＤＷＡＲＦ３（Ｄ３），ａｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃｌｏｃｕｓｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ－

ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｗａｒｆｉｓｍｉｎｆｏｘｔａｉｌｍｉｌｌｅｔ［Ｊ］．ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅ，２０１７，５７

（５）：２４３１－２４４２．

［１６］ＴａｋａｇｉＨ，ＡｂｅＡ，ＹｏｓｈｉｄａＫ，ｅｔａｌ．ＱＴＬ－ｓｅｑ：ｒａｐｉｄｍａｐｐｉｎｇｏｆ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｉｉｎｒｉｃｅｂｙｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｒｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆＤＮＡ

ｆｒｏｍｔｗｏｂｕｌｋｅｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，２０１３，７４（１）：

１７４－１８３．

［１７］ＭｉｃｈｅｌｍｏｒｅＲＷ，ＰａｒａｎＩ，ＫｅｓｓｅｌｉＲＶ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍａｒｋｅｒｓ

ｌｉｎｋｅｄｔｏｄｉｓｅａｓｅ－ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｂｙｂｕｌｋｅｄｓｅｇｒｅｇａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ：ａ

ｒａｐｉｄｍｅｔｈｏｄｔｏｄｅｔｅｃｔｍａｒｋｅｒｓｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｏｍｉｃｒｅｇｉｏｎｓｂｙｕｓｉｎｇ

ｓｅｇｒｅｇａｔｉｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆ

ＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，１９９１，８８（２１）：９８２８－

９８３２．　

［１８］ＴａｋｅｄａＫ．Ｉｎｔｅｒｎｏｄｅｅｌｏｎｇａｔｉｏｎａｎｄｄｗａｒｆｉｓｍｉｎｓｏｍｅｇｒａｍｉｎｅｏｕｓ

ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＧａｍｍａＦｉｅｌｄＳｙｍｐｏｓｉｕｍ，１９７７，１６：１－１８．

［１９］刘　浩，王加峰，孙大元，等．水稻矮秆基因研究进展［Ｊ］．广东

农业科学，２０１３，４０（２２）：１３９－１４４．

［２０］杨　秀．玉米矮生突变体ｄａｓ的鉴定和基因定位［Ｄ］．北京：中

国农业科学院，２０１９．

［２１］宋秋平，俞佳虹，刘　佳，等．植物矮化基因相关研究进展［Ｊ］．

广东农业科学，２０２１，４８（８）：１９－２８．

［２２］姚　丹．遗传作图群体中 ＳＮＰ识别软件开发及杨树高密度遗

传图谱构建［Ｄ］．南京：南京林业大学，２０１９．

［２３］ＮｅｆｆＭＭ，ＴｕｒｋＥ，ＫａｌｉｓｈｍａｎＭ．Ｗｅｂ－ｂａｓｅｄｐｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎｆｏｒ

ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＧｅｎｅｔｉｃｓ，

２００２，１８（１２）：

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
６１３－６１５．

（上接第２６２页）
　　ｅｄｉｔｉｎｇｉｎ ａｌｌｏｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ ｃｏｔｔｏｎ （Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ） ｕｓｉｎｇ

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，２０１８，１６

（１）：１３７－１５０．

［１１］ＳｈｅｎＬ，ＨｕａＹＦ，ＦｕＹＰ，ｅｔａｌ．Ｅｒｒａｔｕｍｔｏ：ｒａｐｉｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆ

ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｂｙｍｕｌｔｉｐｌｅｘＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇｉｎｒｉｃｅ

［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅＣｈｉｎａＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１９，６２（９）：１２７０．

［１２］曾秀英，侯学文．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因组编辑技术在植物基因功

能研究及植物改良中的应用［Ｊ］．植物生理学报，２０１５，５１（９）：

１３５１－１３５８．

［１３］胡春华，邓贵明，孙晓玄，等．香蕉 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑技术

体系的建立［Ｊ］．中国农业科学，２０１７，５０（７）：１２９４－１３０１．

［１４］李希陶，刘耀光．基因组编辑技术在水稻功能基因组和遗传改

良中的应用［Ｊ］．生命科学，２０１６，２８（１０）：１２４３－１２４９．

［１５］ＳｖｉｔａｓｈｅｖＳ，ＹｏｕｎｇＪＫ，ＳｃｈｗａｒｔｚＣ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ，

ｐｒｅｃｉｓｅｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇ，ａｎｄｓｉｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｉｎｓｅｒｔｉｏｎｉｎｍａｉｚｅｕｓｉｎｇ

Ｃａｓ９ａｎｄｇｕｉｄｅＲＮＡ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１５，１６９（２）：９３１－

９４５．　

［１６］ＺｈａｏＹＰ，ＺｈａｎｇＣＳ，ＬｉｕＷ Ｗ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒ

ｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｉｎｐｌａｎｔｓｕｓｉｎｇａｄｕａｌ－ｓｇＲＮＡ／Ｃａｓ９

ｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１６，６：２３８９０．

［１７］张　磊．沙柳ＳｐｓＬＡＺＹ１ａ、ｂ基因克隆及功能初步分析［Ｄ］．呼

和浩特：内蒙古农业大学，２０１８．

［１８］时　欢，林玉玲，赖钟雄，等．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的植物基因编

辑技术研究进展［Ｊ］．应用与环境生物学报，２０１８，２４（３）：６４０－

６５０．　

［１９］ＦｕＹＦ，ＳａｎｄｅｒＪＤ，ＲｅｙｏｎＤ，ｅｔａｌ．ＩｍｐｒｏｖｉｎｇＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ

ｎｕｃｌｅａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｕｓｉｎｇｔｒｕｎｃａｔｅｄｇｕｉｄｅＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１４，３２（３）：２７９－２８４．

［２０］ＣｈｅｎＣＨ，ＸｉａｏＴ，ＸｕＨ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄｄｅｓｉｇｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＣＲＩＳＰＲＫｎｏｃｋｏｕｔＳｃｒｅｅｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１８，３４（２３）：６３－７３．

［２１］张　成，何明亮，汪　威，等．一种 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９介导的拟南

芥高效基因编辑系统的构建与应用［Ｊ］．中国农业科学，２０２０，

５３（１２）：２３４０－２３４８．
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