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摘　 要：番茄为呼吸跃变型果实，伴随呼吸跃变产生大量乙烯，即系统 ＩＩ 乙烯，易使番茄果实过熟，导致腐烂变质。 ＳｌＡＣＳ２ 是

番茄系统 ＩＩ 乙烯合成的限速酶，通过 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 基因组编辑系统修饰该基因，调控系统 ＩＩ 乙烯过量表达，将迟滞番茄过熟。
本研究基于 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 建立了 ＳｌＡＣＳ２ 基因的数字表达谱，表明该基因呈果实特异性表达，在植株的根、茎、叶等部位不表达。
ＳｌＡＣＳ２ 位于番茄 １ 号染色体，含 ４ 个外显子和 ３ 个内含子。 利用在线工具 ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ 和 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｐ 发现第 １、２、３ 外显子分

别具有 １８、９ 和 １１ 条 ｓｇＲＮＡ。 其中，ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 和 ｓｇＲＮＡ３⁃８ 及二者的近 ＰＡＭ 的 １２ ｎｔ 种子序列在番茄基因组是唯一序列，ＧＣ
含量高于 ４０％，不存在 ＴＴＴＴ 终止序列。 ＢＬＡＳＴ 结果表明，ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 和 ｓｇＲＮＡ３⁃８ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的 ８ 条 ＳｌＡＣＳ２ 同源序列高

度一致，位于该基因的保守区，而与 ＳｌＡＣＳ４ 和 ＳｌＡＣＳ６ 的同源序列存在多个 ＳＮＰ，预示这 ２ 条 ｓｇＲＮＡ 可用于番茄不同品种

ＳｌＡＣＳ２ 基因的靶向编辑，并可规避对 ＳｌＡＣＳ 家族其他同源基因的脱靶效应。
关键词：番茄；ＡＣＣ 合成酶 ２；ｓｇＲＮＡ；ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９；基因组编辑
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　 　 乙烯（Ｅｔｈｙｌｅｎｅ）是植物内源激素，对植物生长发

育具有重要调控作用。 具有呼吸跃变的果实在呼吸

跃变前产生基础水平的少量乙烯，被称为系统 Ｉ 乙

烯，调控植物正常生长、发育和应对胁迫反应等。 系

统 Ｉ 乙烯具有自抑制机制。 随着果实成熟，伴随呼吸

跃变产生大量乙烯，被称为系统 ＩＩ 乙烯。 系统 ＩＩ 乙
烯具有自催化机制，促进花的凋亡和果实成熟［１］。

乙烯的生物合成遵循甲硫氨酸 （Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，
Ｍｅｔ） → Ｓ⁃腺苷甲硫氨酸 （ Ｓ⁃Ａｄｅｎｏｓｙｌ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ，
ＳＡＭ ） → １⁃氨 基 环 丙 烷 １⁃羧 酸 ＡＣＣ （ １⁃
ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ⁃１⁃ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ，ＡＣＣ）→乙烯的

途径。 ＡＣＣ 是合成乙烯的直接前体，由 ＡＣＣ 合成酶

ＡＣＳ（ＡＣＣ ｓｙｎｔｈａｓｅ）催化 ＳＡＭ 形成，这个过程被认

为是乙烯合成的限速步骤，ＡＣＳ 是乙烯合成的限速

酶。 番茄 （ Ｓｏｌａｎｕｍ ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ） 是呼吸跃变型果

实，其 ＡＣＳ（ＳｌＡＣＳ）由多基因家族编码，ＳｌＡＣＳ１Ａ 和

ＳｌＡＣＳ６ 主导系统 Ｉ 乙烯的合成，负责番茄果实在呼

吸跃变前产生基础水平的少量乙烯， ＳｌＡＣＳ２ 和

ＳｌＡＣＳ４ 主导系统Ⅱ乙烯的合成［２］，在果实成熟过程

中伴随呼吸跃变产生大量乙烯，使得番茄成熟过程

难以控制，果实易过熟导致腐烂变质。
通过基因工程手段抑制番茄 ＳｌＡＣＳ２ 的表达，主

要是把 ＳｌＡＣＳ２ 的反义 ＲＮＡ 基因［ ３ － ４ ］ 或 ＲＮＡｉ 基

因［ ５ － ６ ］导入番茄，可以减缓番茄果实中的乙烯合

成，迟滞果实过熟，延长货架期，提高耐贮运性能。
上述利用常规转基因技术，导入的外源基因在植物

基因组上的整合位置具有随机性，容易出现一些非

预期效应，如转基因整合到宿主基因的“阅读框”，
使其不能有效表达，影响基因工程育种效率。 民众

对于转基因的安全性疑虑，也增加了转基因作物评

价和应用成本。
ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 是一种新型的基因组定点编辑系

统［７－８］，其通过一段 ２０ ｎｔ 的 ｓｇＲＮＡ （ Ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ
ＲＮＡ）与基因组同源序列互补配对引导 Ｃａｓ９ 蛋白结

合于基因组的特异性位点，在 ｓｇＲＮＡ ３ 端 ＰＡＭ
（Ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ， 前间区序列邻近基序）元
件上游的第 ３ ～ ４ ｂｐ 处剪切，造成 ＤＮＡ 双链断裂

（Ｄｏｕｂｌｅｄ⁃ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋｓ， ＤＳＢ）。 不同 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９

的 ＰＡＭ 序列有所不同，经典酿脓链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｐｃｐｃｃｕｓ
ｐｙｏｇｅｎｅｓ）中的 ＰＡＭ 元件序列为 ５⁃ＮＧＧ⁃３。 因此，
ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统中靶位点的选择是由 ２０ ｎｔ 的

ｓｇＲＮＡ 及 ３ 端的 ＰＡＭ 序列共同决定的。
Ｃａｓ９ 蛋白切割造成的 ＤＮＡ 双链断裂有两条修

复途径［９］，即非同源末端连接（Ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ
ｊｏｉｎｉｎｇ， ＮＨＥＪ ） 和 同 源 重 组 （ Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ， ＨＲ）。 非同源末端连接是主要修复

途径，同源重组只发生在特定的细胞周期和类型中。
非同源末端连接容易出错，修复过程中会引入短的

缺失或插入，抑制或修饰特定基因功能。 与诱发突

变相比，ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统为定点突变，效率高、可
控性好。 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统通过植物基因组原位编

辑来抑制或修饰基因功能，无需整合新基因，比转基

因技术更为安全可控，易于消除民众安全性疑虑。
ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统中，２０ ｎｔ 的 ｓｇＲＮＡ 及其 ３

端的 ＰＡＭ 元件总长度仅 ２３ ｎｔ，易在基因组的非目

标区段出现同源序列。 另外，Ｃａｓ９ 核酸酶可能切割

与 ｓｇＲＮＡ 不完全匹配的序列，导致脱靶效应［１０－１１］。
规避脱靶效应和提高编辑效率是应用 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９
系统的关键。 本文设计、筛选出了番茄 ＳｌＡＣＳ２ 基因

的 ｓｇＲＮＡ， 以 期 为 利 用 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 技 术 抑 制

ＳｌＡＣＳ２ 基因表达、提高番茄的耐贮运性能提供依据。

１　 材料与方法

１．１　 ＳＩＡＣＳ２ 数字表达谱的建立

　 　 以番茄功能基因组数据库网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｔｅｄ．ｂｔｉ．
ｃｏｒｎｅｌｌ．ｅｄｕ ／ ｃｇｉ －ｂｉｎ ／ ）中 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｄａｔａ 的数据作基

础，建立 ＳｌＡＣＳ２ 基因的基于 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 的数字表达谱。
１．２　 ＳｌＡＣＳ２ 染色体定位和基因组结构的确定

利用 ＮＣＢＩ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 核

酸数据库查询获得 ＳｌＡＣＳ２ 的 ｃＤＮＡ，以此作 ｑｕｅｒｙ，
搜索番茄基因组数据库得到相应的 ｇＤＮＡ 序列和所

在染色体信息。 通过序列比对确定 ＳｌＡＣＳ２ 的基因

组结构以及外显子所在染色体位置。
１．３　 ｓｇＲＮＡ 的设计和选择

根 据 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 靶 点 设 计 原 则， 利 用

８ 生　 物　 信　 息　 学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 １５ 卷



ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ（（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｒｉｓｐｒ． ｄｂｃｌｓ． ｊｐ ／ ） ［１２］， ２０１５）
筛选 ＳｌＡＣＳ２ 外显子区域的 ｓｇＲＮＡ 序列，即 ３ 端有

ＰＡＭ 元件的 ２０ 个连续的碱基序列，ＰＡＭ 元件设定

为 ＮＧＧ ［１３］，ｓｇＲＮＡ 的结构为 ５⁃（Ｎ） ２０ＮＧＧ⁃３，Ｎ 为

任意核苷酸。 利用 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｐ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｂｉ．ｈｚａｕ． ｅｄｕ．
ｃｎ ／ ｃｒｉｓｐｒ ／ ） ［１４］ 对 ｓｇＲＮＡ 的靶向特异性进行综合

评分。

２　 结果与分析

２．１ 基于 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 的 ＳｌＡＣＳ２ 数字表达谱分析

以番茄功能基因组 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据库为基础，分
析了 ＳｌＡＣＳ２ 基因（ＴＣ１２５３２９） 在不同组织以及不同

生长时期的的表达模式 （见图 １）。 结果显示，
ＳｌＡＣＳ２ 在番茄的种子、胚根、顶端分生组织、不同时

期的幼苗、根系、叶片、花蕾、绿果中均无表达，在子

房和愈伤组织中有低水平表达，在破色期的果实和

成熟的红果实中有较高水平的表达。 上述基于

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 的表达谱分析证实了 ＳｌＡＣＳ２ 是与果实成

熟相关的基因，利用 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 技术对该基因进

行原位编辑，有可能减缓番茄内源乙烯的产生，迟滞

番茄过熟，提高贮运品质。
２．２　 ＳｌＡＣＳ２ 染色体定位和基因组结构

从 ＧｅｎＢａｎｋ 搜 索 到 ＳｌＡＣＳ２ 序 列 （ ＧｅｎＢａｎｋ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＮＭ＿００１２４７２４９．２），ｍＲＮＡ 长度 １ ８５５ ｎｔ，
ｃｄｓ 位于 １８１～１ ６２９ ｎｔ 之间，长度 １ ４５８ ｎｔ。

以 ＳｌＡＣＳ２ 的 ｃｄｓ 作 Ｑｕｅｒｒｙ，在番茄的基因组数

据库进行 Ｂｌａｓｔ。 比对结果表明，ＳｌＡＣＳ 的 ｇＤＮＡ 位

于番茄的 １ 号染色体 （ ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ： ＮＣ ＿
０１５４３８．２），位置在 ８８ ４５６ ０１１～８８ ４５３ ４９０ ｎｔ 之间，
长度 ２ ５２２ ｎｔ，由 ４ 个外显子、３ 个内含子组成（见图

２），前 ３ 个外显子均较短，位于 ＳｌＡＣＳ２ 的 ５ 端，可
在每个外显子区域设计 ｓｇＲＮＡ，规避 ｓｇＲＮＡ 分布在

外显子和内含子连接处。

图 １　 基于 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 的 ＳｌＡＣＳ２ 表达谱

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｄｉｇｉｔａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＳｌＡＣＳ２ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｅ
注：１⁃子房； ２⁃半绿果实； ３⁃成熟绿果实； ４⁃破色期果实； ５⁃成熟红果实； ６⁃花蕾（０－３ ｍｍ）； ７⁃花蕾（３－８ ｍｍ）； ８⁃开花前花蕾（８ ｍｍ）； ９⁃完全展

开花； １０⁃发育阶段花的混合物； １１⁃野生番茄花粉； １２⁃感染假单胞菌叶片； １３⁃假单胞菌叶片； １４⁃混合诱导叶片； １５⁃植株的顶端分生组织（４－

６ 周龄）； １６⁃植株顶端分生组织（８ 周龄）； １７⁃花前根； １８⁃挂果期根； １９⁃营养匮乏的根； ２０⁃完全吸涨 ５ ｄ 后的胚根； ２１⁃完全吸涨 ７ ｄ 后的幼

苗； ２２⁃休眠种子； ２３⁃愈伤组织。
ＰＲＫＭ： 每百万 ｒｅａｄｓ 中来自于特定基因每千碱基长度的 ｒｅａｄｓ 数。

图 ２　 ＳｌＡＣＳ２ 的基因组结构和染色体位置

Ｆｉｇ．２ 　 ＳｌＡＣＳ２ ｅｎｏｍｉｃ ｃｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

２．３　 ＳｌＡＣＳ２ 第 １ 外显子 ｓｇＲＮＡ 的设计和评价

ＳｌＡＣＳ２ 第 １ 外显子长度 １７１ ｎｔ，位于染色体

８８ ４５６ ０１１～ ８８ ４５５ ８４１ ｎｔ 之间。 根据 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９
靶点设计原则，设定 ｓｇＲＮＡ 长度为 ２０ ｎｔ，下游的 ＰＡＭ

９第 １ 期 白云凤，等：靶向番茄 ＳｌＡＣＳ２ 基因 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ ｓｇＲＮＡ 的设计和分析



元件为 ＮＧＧ。 ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ 在线工具分析表明，第 １
外显子含有 １８ 条 ｓｇＲＮＡ（见表 １）。 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｐ 分析表

明，这些 ｓｇＲＮＡ 的靶向特异性综合得分在 ２９～４９。
在 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统中，ｓｇＲＮＡ 的转录通常由

Ｕ６ 或者 Ｕ３ 启动子驱动，二者驱动转录的活性相对

较高。 Ｕ６ 或者 Ｕ３ 启动子属于 Ｐｏｌ ＩＩＩ 型启动子［１５］，
连续的 ＴＴＴＴ 序列会使转录终止。 在第 １ 外显子的

１８ 条 ｓｇＲＮＡ 中，有 ９ 条（ｓｇＲＮＡ１－１、－４、－５、－６、－８、
－９、－１１、－１２、－１８）含有连续的 ＴＴＴＴ 序列，可排除

选择。 另外， ｓｇＲＮＡ１⁃２ 的 ＧＣ 含量较低， ｓｇＲＮＡ１⁃７
除了在靶位点外，在番茄 ５ 号染色体上也有与之完

全匹配的序列，易产生脱靶效应。 在其余 ７ 条

ｓｇＲＮＡ（见图 ３） 中，位于外显子 １３２ ～ １５４ ｎｔ 的

ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 特异性最好，该 ｓｇＲＮＡ 和它包含的对特

异性起重要作用的、邻近 ＰＡＭ 的 １２ ｎｔ 种子序列［１６］

在番茄基因组上均是唯一序列，其他部位没有与之

完全匹配的序列。 ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 的 ＧＣ 含量 ４５％，靶向

特异性综合得分也最高，可作为优选 ｓｇＲＮＡ。

表 １　 ＳｌＣＡＳ２ 基因第 １ 外显子含有的 ｓｇＲＮＡｓ
Ｔａｂｌｅ １　 ｓｇＲＮＡｓ ｏｆ ｅｘｏｎ １ ｉｎ ＳｌＣＡＳ２ ｇｅｎｅ

Ｎｏ．

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｓｔａｒｔ
－ ｅｎｄ

＋
－

Ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２０ｍｅｒ＋ ＰＡＭ （ｔｏｔａｌ ２３ｍｅｒ）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ

ＧＣ％ ｏｆ
２０ｍｅｒ

Ｔｍ（℃） ｏｆ
２０ｍｅｒ

ＴＴＴＴ ｉｎ
２０ｍｅｒ

２０ｍｅｒ
＋ＰＡＭ

１２ｍｅｒ
＋ＰＡＭ

ｓｃｏｒｅ

１－１ ２３ － ４５ － ＣＣＡ ＡＣＴＣＡＡＴＣＴＴＡＴＣＡＡＡＡＴＴＧ ２５．００ ５７．１４ ＋ １ １４ ３６

１－２ ２４ － ４６ ＋ ＣＡＡＣＴＣＡＡＴＣＴＴＡＴＣＡＡＡＡＴ ＴＧＧ ２５．００ ５７．１４ － １ ２７ ３７

１－３ ４３ － ６５ ＋ ＴＴＧＧＣＴＡＣＴＡＡＴＧＡＡＧＡＧＣＡ ＴＧＧ ４０．００ ６８．９１ － １ ６ ４８

１－４ ６７ － ８９ ＋ ＧＡＡＡＡＣＴＣＧＣＣＡＴＡＴＴＴＴＧＡ ＴＧＧ ３５．００ ６３．５９ ＋ １ ３ ３５

１－５ ６８ － ９０ ＋ ＡＡＡＡＣＴＣＧＣＣＡＴＡＴＴＴＴＧＡＴ ＧＧＧ ３０．００ ６２．４４ ＋ １ １３ ３１

１－６ ７１ － ９３ ＋ ＡＣＴＣＧＣＣＡＴＡＴＴＴＴＧＡＴＧＧＧ ＴＧＧ ４５．００ ７０．１１ ＋ １ １１ ３２

１－７ ７６ － ９８ － ＣＣＡ ＴＡＴＴＴＴＧＡＴＧＧＧＴＧＧＡＡＡＧＣ ４０．００ ６７．７５ － ２ ５ ２９

１－８ １１２ － １３４ － ＣＣＴ ＴＴＣＣＡＣＣＣＴＣＴＡＡＡＡＡＡＣＣＣ ４５．００ ７０．９２ ＋ １ ２ ４５

１－９ １１７ － １３９ － ＣＣＡ ＣＣＣＴＣＴＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＡＡＣＧ ５０．００ ７１．９６ ＋ １ ６ ４７

１－１０ １１８ － １４０ ＋ ＣＡＣＣＣＴＣＴＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＡＡ ＣＧＧ ４５．００ ７０．８７ － １ ５ ４６

１－１１ １２０ － １４２ － ＣＣＣ ＴＣＴＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＡＡＣＧＧＡＧ ４５．００ ６９．９３ ＋ １ １０ ４８

１－１２ １２１ － １４３ － ＣＣＴ ＣＴＡＡＡＡＡＡＣＣＣＣＡＡＣＧＧＡＧＴ ４５．００ ７０．４４ ＋ １ ３ ４８

１－１３ １３２ － １５４ ＋ ＣＣＣＣＡＡＣＧＧＡＧＴＴＡＴＣＣＡＡＡ ＴＧＧ ５０．００ ７２．８５ － １ ４ ４９

１－１４ １３２ － １５４ － ＣＣＣ ＣＡＡＣＧＧＡＧＴＴＡＴＣＣＡＡＡＴＧＧ ４５．００ ６８．０６ － １ １ ４９

１－１５ １３３ － １５５ ＋ ＣＣＣＡＡＣＧＧＡＧＴＴＡＴＣＣＡＡＡＴ ＧＧＧ ４５．００ ７０．１２ － １ ５ ４９

１－１６ １３３ － １５５ － ＣＣＣ ＡＡＣＧＧＡＧＴＴＡＴＣＣＡＡＡＴＧＧＧ ４５．００ ７０．１２ － １ ２ ４９

１－１７ １３４ － １５６ － ＣＣＡ ＡＣＧＧＡＧＴＴＡＴＣＣＡＡＡＴＧＧＧＴ ４５．００ ７１．７０ － １ ２ ４８

１－１８ １４７ － １６９ － ＣＣＡ ＡＡＴＧＧＧＴＣＴＴＧＣＴＧＡＡＡＡＴＣ ４０．００ ６７．２４ ＋ １ ３ ４５

注：字体加粗表示该 ｓｇＲＮＡ 具有高特异性；含有连续 ＴＴＴＴ 的靶向序列用灰色表示，含有 ｐｏｌＩＩＩ 启动子的载体应避免 ｓｇＲＮＡ 中含连续的 ＴＴＴＴ 序列。

图 ３　 ＳｌＡＣＳ２ 第 １ 外显子主要 ｓｇＲＮＡｓ 的分布。
Ｆｉｇ．３　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｓｇＲＮＡＳ ｏｆ ｅｘｏｎ １ ｉｎ ＳｌＡＣＳ２

注：括号内数值为该 ｓｇＲＮＡ 所在外显子位置。
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　 　 Ｃａｓ９ 蛋白包含氨基端的 ＲｕｖＣ⁃ｌｉｋｅ 结构域及位

于蛋白中间位置的 ＨＮＨ 核酸酶结构域。 ＨＮＨ 核酸

酶结构域切割与 ｓｇＲＮＡ 互补配对的模板链，ＲｕｖＣ⁃
ｌｉｋｅ 结构域切割另 １ 条链。 突变 Ｃａｓ９ 核酸酶的一个

功能结构域时，则只能切割 ＤＮＡ 双链中的一条链，
形成 Ｃａｓ９ 单切口酶（Ｎｉｃｋａｓｅ）。 体内 ＤＮＡ 单链断裂

修复采用碱基切除修复途径，不能产生突变。 当１ 对

分别位于染色体正负链上、方向相反且距离较近的

两个 ｓｇＲＮＡ（即“Ｐａｉｒｅｄ⁃ｓｇＲＮＡ”）同时引导 Ｃａｓ９ 单

切口酶对基因组编辑时，两个近距离的单链断裂会组

成双链断裂，通过非同源末端连接修复，造成短的缺

失或插入，导致移码突变；而潜在的脱靶位点处只有

单链断裂，修复过程不易发生突变。 因此，采用

“ｐａｉｒｅｄ⁃ｓｇＲＮＡ”和 Ｃａｓ９ 单切口酶编辑策略时，酶切识

别所涉及的核苷酸数就由 ２０ ｎｔ 增加到 ４０ ｎｔ，从而提

高靶位点的专一性，降低脱靶风险［１７－１８］。 据此，采用

“ｐａｉｒｅｄ⁃ｓｇＲＮＡ”和 Ｃａｓ９ 单切口酶编辑策略，对第 １ 外

显子 ｓｇＲＮＡ１⁃３ 及其互补链的 ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 进行切割，
间隔 ６６ ｎｔ，有较大概率产生专一性移码突变。
２．４　 ＳｌＡＣＳ２ 第 ２、３ 外显子 ｓｇＲＮＡ 的设计和分析

ＳｌＡＣＳ２ 第 ２ 外显子位于染色体 ８６ ４５５ ７４２ ～
８６ ４５５ ６１４ ｎｔ之间，长 １２９ ｎｔ，与第 １ 外显子相隔

９８ ｎｔ的内含子。 ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ 在线分析表明，第 ２
外显子有 ９ 条 ｓｇＲＮＡ 序列，其 ＧＣ 含量均低于 ３５％，
邻近 ＰＡＭ １２ ｎｔ 的种子序列的脱靶位点在 ２ 个以上

（见表 ２），没有合适的 ｓｇＲＮＡ 可供选择。

表 ２　 ＳｌＣＡＳ２ 基因第 ２ 外显子含有 ｓｇＲＮＡｓ
Ｔａｂｌｅ ２　 ｓｇＲＮＡｓ ｏｆ ｅｘｏｎ ２ ｉｎ ＳｌＣＡＳ２ ｇｅｎｅ

Ｎｏ．

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｓｔａｒｔ
－ ｅｎｄ

＋
－

Ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２０ｍｅｒ＋ ＰＡＭ （ｔｏｔａｌ ２３ｍｅｒ）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ

ＧＣ％ ｏｆ
２０ｍｅｒ

Ｔｍ（°Ｃ） ｏｆ
２０ｍｅｒ

ＴＴＴＴ ｉｎ
２０ｍｅｒ

２０ｍｅｒ
＋ＰＡＭ

１２ｍｅｒ
＋ＰＡＭ

ｓｃｏｒｅ

２－１ ５ － ２７ ＋ ＧＴＴＴＡＧＡＣＴＴＧＡＴＡＧＡＡＧＡＴ ＴＧＧ ３０．００ ６０．８１ － １ ８ ４６

２－２ ２５ － ４７ ＋ ＴＧＧＡＴＴＡＡＧＡＧＡＡＡＣＣＣＡＡＡ ＡＧＧ ３５．００ ６５．５８ － １ ３ ４３

２－３ ３９ － ６１ － ＣＣＣ ＡＡＡＡＧＧＴＴＣＡＡＴＴＴＧＴＴＣＴＧ ３０．００ ６０．４４ ＋ １ １８ ４１

２－４ ４０ － ６２ － ＣＣＡ ＡＡＡＧＧＴＴＣＡＡＴＴＴＧＴＴＣＴＧＡ ３０．００ ６１．９１ － １ １３ ４２

２－５ ４３ － ６５ ＋ ＡＡＡＧＧＴＴＣＡＡＴＴＴＧＴＴＣＴＧＡ ＡＧＧ ３０．００ ６１．９１ － １ １０ ３８

２－６ ６０ － ８２ ＋ ＴＧＡＡＧＧＡＡＴＣＡＡＡＴＣＡＴＴＣＡ ＡＧＧ ３０．００ ６１．４６ － １ １４ ３９

２－７ ８３ － １０５ － ＣＣＡ ＴＴＧＣＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡＴＴＡＴ ３０．００ ６２．７３ － １ ４ ４３

２－８ ８８ － １１０ ＋ ＧＣＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡＴＴＡＴＣＡ ＴＧＧ ３５．００ ６４．０９ － ２ ２０ ３０

２－９ ８９ － １１１ － ＣＣＡ ＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡＴＴＡＴＣＡＴＧＧＣ ３５．００ ６４．３４ － １ ２９ ４６

　 　 ＳｌＡＣＳ２ 第 ３ 外显子位于染色体 ８６ ４５５ ５２８ ～
８６ ４５５ ３６８ ｎｔ之间，长 １６１ ｎｔ，与第 ２ 外显子相隔 ８５
ｎｔ 的内含子，与第 ４ 外显子相隔 ８８１ ｎｔ 的内含子。
ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ 在线分析表明，第 ３ 外显子有 １１ 条

ｓｇＲＮＡｓ。 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｐ 分析表明，ｓｇＲＮＡｓ 的靶向特异

性综合得分在 ２２ ～ ４８，差异较大（见表 ３）。 在这些

ｓｇＲＮＡｓ 中， ｓｇＲＮＡ３⁃９ 和 ｓｇＲＮＡ３⁃１０ 含有连续的

ＴＴＴＴ 序列，易使转录提前终止；ｓｇＲＮＡ３⁃１、－２、－３ 的

ＧＣ 含量较低；ｓｇＲＮＡ３⁃６ 的靶向特异性综合得分最

低。 在其余 ５ 条 ｓｇＲＮＡｓ（见图 ４）中，ｓｇＲＮＡ３⁃８ 特异

性最好，其邻近 ＰＡＭ １２ ｎｔ 的种子序列在番茄全基

因组上是唯一序列，其他部位没有与之完全匹配的

序列，靶向特异性综合得分也较高。 该 ｓｇＲＮＡ ３
端第 ２０ 位的碱基为鸟嘌呤 Ｇ，意味着基因组编辑

效率较高［１９］ ，可作为优选序列。 ｓｇＲＮＡ３⁃１１ 特异

性也较好，靶向特异性综合得分也较高，其 １２ ｎｔ 的
种子序列除了靶位点外，在 ５ 号染色体的 １ 个位点

上有与其完全匹配的序列，其脱靶效应可根据脱靶

位点两侧的序列（见图 ５）设计引物，对 ＰＣＲ 产物

测序予以验证。 另外该 ｓｇＲＮＡ 的第一碱基为 Ｇ，也
适合 Ｕ６ 启动子转录，是另一优选序列。 ｓｇＲＮＡ３⁃８
与位于互补链的 ｓｇＲＮＡ３⁃４ 间隔 ５ ｎｔ， ｓｇＲＮＡ３⁃１１
与位于互补链的 ｓｇＲＮＡ３⁃７ 之间相隔 ３４ ｎｔ，这两对

ｓｇＲＮＡ 均可设计为“ ｐａｉｒｅｄ⁃ｓｇＲＮＡ”，用 Ｃａｓ９ 单切

口酶进行编辑。
２．５　 优选 ｓｇＲＮＡ 的 ＳＮＰ 分析

以 ＳｌＡＣＳ２ 的第 １ 和第 ３ 外显子作 Ｑｕｅｒｙ 在

ＧｅｎＢａｎｋ 中进行 ＢＬＡＳＴ，搜索同源序列，进行多序列

比对（见图 ６， 图 ７）。 比对结果表明， ｓｇＲＮＡ１⁃１４、
ｓｇＲＮＡ３⁃１１ 在搜索到的 ８ 条序列上均完全一致，
ｓｇＲＮＡ３⁃８ 也只有 １ 个 ＳＮＰ，表明本研究优选的 ３ 条

ｓｇＲＮＡ 均具有较好的保守性， 可用于不同品种

ＳｌＡＣＳ２ 基因的靶向编辑。 而与 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的

ＳｌＡＣＳ４ 和 ＳｌＡＣＳ６ 比对，ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 均有 ５ 个 ＳＮＰ，其
中 ３ 个位于种子序列区；ｓｇＲＮＡ３⁃８ 分别有 ３ 个和 ６
个 ＳＮＰ，且有 １ 个 ＳＮＰ 位于 ＰＡＭ 的第 ２ 个核苷酸，

１１第 １ 期 白云凤，等：靶向番茄 ＳｌＡＣＳ２ 基因 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ ｓｇＲＮＡ 的设计和分析



ＴＧＧ 突变为 ＴＡＧ；ｓｇＲＮＡ３⁃１１ 有 ３ 个 ＳＮＰ，其中 ２ 个

位于种子序列区；预示本研究优选的 ３ 条 ｓｇＲＮＡ 均

可规避对 ＳｌＡＣＳ 家族其他成员的脱靶效应。

表 ３　 ＳｌＣＡＳ２ 基因第 ３ 外显子含有 ｓｇＲＮＡｓ
Ｔａｂｌｅ ３　 ｓｇＲＮＡｓ ｏｆ ｅｘｏｎ ３ ｉｎ ＳｌＣＡＳ２ ｇｅｎｅ

Ｎｏ．

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｓｔａｒｔ
－ ｅｎｄ

＋
－

Ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２０ｍｅｒ＋ ＰＡＭ （ｔｏｔａｌ ２３ｍｅｒ）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ

ＧＣ％ ｏｆ
２０ｍｅｒ

Ｔｍ（°Ｃ） ｏｆ
２０ｍｅｒ

ＴＴＴＴ ｉｎ
２０ｍｅｒ

２０ｍｅｒ
＋ＰＡＭ

１２ｍｅｒ
＋ＰＡＭ

ｓｃｏｒｅ

３－１ １０ － ３２ ＋ ＡＡＡＴＴＴＡＴＧＧＡＧＡＡＡＡＣＡＡＧ ＡＧＧ ２５．００ ５７．５１ － ２ ２０ ２２

３－２ １３ － ３５ ＋ ＴＴＴＡＴＧＧＡＧＡＡＡＡＣＡＡＧＡＧＧ ＡＧＧ ３５．００ ６３．７９ － ２ ８ ２８

３－３ ４８ － ７０ ＋ ＴＧＡＴＣＣＡＧＡＡＡＧＡＧＴＴＧＴＴＡ ＴＧＧ ３５．００ ６４．７１ － １ １４ ４４

３－４ ５２ － ７４ ＋ ＣＣＡＧＡＡＡＧＡＧＴＴＧＴＴＡＴＧＧＣ ＴＧＧ ４５．００ ６８．８３ － １ ２ ４２

３－５ ５２ － ７４ － ＣＣＡ ＧＡＡＡＧＡＧＴＴＧＴＴＡＴＧＧＣＴＧＧ ４５．００ ６８．８３ － １ ７ ４３

３－６ ５５ － ７７ ＋ ＧＡＡＡＧＡＧＴＴＧＴＴＡＴＧＧＣＴＧＧ ＴＧＧ ４５．００ ６８．８３ － １ ２ １４

３－７ ６４ － ８６ ＋ ＧＴＴＡＴＧＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＡＣ ＴＧＧ ６０．００ ７７．８７ － １ ４９ ４８

３－８ ８０ － １０２ － ＣＣＡ ＣＴＧＧＡＧＣＴＡＡＴＧＡＧＡＣＡＡＴＴ ４０．００ ６６．９７ － １ １ ４７

３－９ ９３ － １１５ ＋ ＴＧＡＧＡＣＡＡＴＴＡＴＡＴＴＴＴＧＴＴ ＴＧＧ ２０．００ ５５．９４ ＋ １ ５４ ２５

３－１０ １０３ － １２５ ＋ ＡＴＡＴＴＴＴＧＴＴＴＧＧＣＴＧＡＴＣＣ ＴＧＧ ３５．００ ６４．８３ ＋ １ ５ ３０

３－１１ １２１ － １４３ － ＣＣＴ ＧＧＣＧＡＴＧＣＡＴＴＴＴＴＡＧＴＡＣＣ ４５．００ ６９．５１ － １ ２ ４７

注：字体加粗示该 ｓｇＲＮＡ 具有高特异性；含有连续 ＴＴＴＴ 的靶向序列用灰色表示，含有 ｐｏｌＩＩＩ 启动子的载体应避免 ｓｇＲＮＡ 中含连续的 ＴＴＴＴ
序列。

图 ４ 　 ＳｌＡＣＳ２ 第 ３ 外显子主要 ｓｇＲＮＡｓ 的分布

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｍｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｓｇＲＮＡＳ ｏｆ ｅｘｏｎ ３ ｉｎ ＳｌＡＣＳ ２

注：括号内数值为该 ｓｇＲＮＡ 所在外显子位置。

图 ５　 第 ３ 外显子 ｓｇＲＮＡ３⁃１１ 的脱靶位点和染色体位置

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｏｆｆ⁃ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅ ｏｆ ｓｇＲＮＡ３⁃１１ ｉｎ ｅｘｏｎ ３
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图 ６　 ＳｌＡＣＳ２ 第 １ 外显子 ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 的 ＳＮＰ 位点

Ｆｉｇ．６　 ＳＮＰ ｌｏｃｉ ｏｎ ｓｇＲＮＡ１⁃１４ ｏｆ ｅｘｏｎ １ ｉｎ ＳｌＡＣＳ２

图 ７　 ＳｌＡＣＳ２ 第 ３ 外显子 ｓｇＲＮＡ３⁃８和 ｓｇＲＮＡ３⁃１１ 的 ＳＮＰ
Ｆｉｇ．７　 ＳＮＰ ｌｏｃｉ ｏｎ ｓｇＲＮＡ３⁃８ ａｎｄ ｓｇＲＮＡ３⁃１１ ｏｆ ｅｘｏｎ ３ ｉｎ ＳｌＡＣＳ２

３　 讨论

科学设计 ｓｇＲＮＡ，提高基因组编辑效率和最大

限度降低脱靶风险是 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统面临的最大

挑战。 番茄是模式植物之一，已完成了全基因组测

序，ｓｇＲＮＡ 的特异性及其脱靶位点可通过全基因组

层面扫描获得相关信息。 ｓｇＲＮＡ 的设计已有多个工

具软件和在线分析平台，如 ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ 综合考虑

了 ｓｇＲＮＡ 全长和 １２ ｎｔ 及 ８ ｎｔ 种子序列的特异性，结
果输出中会标出每条 ｓｇＲＮＡ 在外显子上的位置和

ＧＣ 含量，还将特异性高、脱靶位点少的 ｓｇＲＮＡ 以及

含有转录终止序列“ＴＴＴＴ”的 ｓｇＲＮＡ 分别用亮绿色

和灰色作出标示；华中农业大学作物遗传改良国家

重点实验室开发的 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｐ 则根据特定公式对每

个 ｓｇＲＮＡ 序列的靶向特异性进行综合评分和排序，
并标示出 ｓｇＲＮＡ 靶标位点中是否含限制性内切酶识

别序列，以方便采用酶切法检测基因组切割效率。
本研究综合运用 ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ 和 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｐ 两个在

线分析平台，对 ＳｌＡＣＳ２ 基因 ５ 端的第 １、２、３ 个外显

子上所分布的 ｓｇＲＮＡｓ 进行了综合评价，筛选出 ３ 条

ｓｇＲＮＡｓ 优选序列，即第 １ 外显子 ｓｇＲＮＡ１⁃１４、第 ３ 外

显子 ｓｇＲＮＡ３⁃８ 和 ｓｇＲＮＡ３⁃１１。 其中 ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 和

ｓｇＲＮＡ３⁃８ 的全序列或 １２ ｎｔ 的种子序列在番茄基因

组上均为唯一序列，但它们的 ５ 端第 １ 个碱基为 Ａ
或 Ｃ。 双子叶植物 ｓｇＲＮＡ 的转录一般选用 Ｕ６ 启动

子驱动，其转录活性相对较高，有明确的转录起始位

点，即以“Ｇ”碱基开头。 精确起始转录能消除无关

ＤＮＡ 序列的转录，从而减少脱靶效应的产生［２０－２１］。
因此，如果选用 Ｕ６ 启动子，需要在这 ２ 条 ｓｇＲＮＡ 的

５ 端添加鸟嘌呤核苷酸。 有研究表明，在 ｓｇＲＮＡ 的

５ 端额外增加两个鸟嘌呤核苷酸后能够显著提高

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的特异性［１７］， 为非 Ｇ 起始的

ｓｇＲＮＡ 应用提供了依据。
乙烯除了促进果实成熟，在植物种子萌发、叶片

扩展、根毛伸长、侧根生长、开花、植株衰老等阶段均

起重要作用。 抑制番茄系统 Ｉ 或过度抑制系统 ＩＩ 乙
烯的生成，将影响番茄的正常生长或致使果实不能

成熟。 本研究从 ＳｌＡＣＳ２ 中筛选出的 ３ 条 ｓｇＲＮＡｓ 与

ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的 ＳｌＡＣＳ４ 和 ＳｌＡＣＳ６ 的同源序列存

３１第 １ 期 白云凤，等：靶向番茄 ＳｌＡＣＳ２ 基因 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ ｓｇＲＮＡ 的设计和分析



在 ３～８个 ＳＮＰ，其中 ２ ～ ３ 个 ＳＮＰ 分布在 １２ ｎｔ 的种

子序列区。 这些 ＳＮＰ 的存在规避了 ｓｇＲＮＡ 对

ＳｌＡＣＳ４ 和 ＳｌＡＣＳ６ 的脱靶效应，可望达到预期目的：
（１）既抑制系统 ＩＩ 乙烯合成限速酶基因 ＳｌＡＣＳ２ 的表

达，又不影响 ＳｌＡＣＳ４ 的正常表达，使系统 ＩＩ 乙烯保

持在一定水平而不致过量，以迟滞番茄过熟；（２）不
干扰系统 Ｉ 乙烯形成的 ＳｌＡＣＳ６ 基因的正常表达，保
证番茄的正常生长。 生物信息学可以提供许多有用

信息，但不能代替实验验证。 在应用这 ３ 条优选的

ｓｇＲＮＡ 改良番茄的耐贮运性状前，可先用原生质体

系统验证其靶向能力和编辑效率。
ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统通过 ｓｇＲＮＡ 引导 Ｃａｓ９ 蛋白

在 ＰＡＭ 元件上游第 ３～４ ｂｐ 处剪切，造成 ＤＮＡ 双链

断裂，在非同源末端连接修复过程中引入短的缺失

或插入，使基因失活，但失活基因仍能复制和转录，
消耗植物营养和能量，如能删除失活基因的完整序

列或大片断，将降低植物营养和能量的消耗。 近年

来，已通过双 ｓｇＲＮＡ 引导 Ｃａｓ９ 系统在植物［２ ２ －２ ３ ］ 和

动物［２ ４ ］上删除了一段 ＤＮＡ 序列，最大缺失片段达

１０５ ｋｂ。 本研究筛选的 ｓｇＲＮＡ１⁃１４ 和 ｓｇＲＮＡ３⁃８ 特

异性较好，在染色体上相隔 ４０９ ｎｔ，利用双 ｓｇＲＮＡ 引

导 Ｃａｓ９ 将其删除，造成 ＤＮＡ 大片段缺失，将更彻底

的抑制 ＳｌＡＣＳ２ 基因功能。

参考文献（Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ）

［１］ＭＣＭＵＲＣＨＩＥ Ｅ， ＭＣＧＬＡＳＳＯＮ Ｗ， ＥＡＫＳ Ｉ． Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｆｒｕｉｔ ｗｉｔｈ ｐｒｏｐｙｌｅｎｅ ｇｉｖｅｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｏｕｔ ｔｈｅ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ
ｅｔｈｙｌｅｎｅ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ， １９７２， ２３７（５３５２）： ２３５－ ２３６． ＤＯＩ：
１０．１０３８ ／ ２３７２３５ａ０．

［２］ＢＡＲＲＹ Ｃ， ＬＯＰ⁃ＴＯＵＳ Ｍ， ＧＲＩＥＲＳＯＮ Ｄ． Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
１⁃ａｍｉｎｏｃｙｃｌｏｐｒｏｐａｎｅ⁃１⁃ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｓｙｓｔｅｍ⁃１ ｔｏ ｓｙｓｔｅｍ⁃２ ｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２０００， １２３（３）：
９７９－９８６． ＤＯＩ： １０．１１０４ ／ ｐｐ．１２３．３．９７９．

［３］ＯＥＬＬＥＲ Ｐ， ＬＵ Ｍ， ＴＡＹＬＯＲ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｏｍａｔｏ ｆｒｕｉｔ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｂｙ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＲＮＡ［ Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ，
１９９１， ２５４ （ ５０３０ ）： ４３７ － ４３９． ＤＯＩ： １０． １１２６ ／ ｓｃｉｅｎｃｅ．
１９２５６０３．

［４］熊爱生，姚泉洪，李贤，等． ＡＣＣ 氧化酶和 ＡＣＣ 合成酶反

义 ＲＮＡ 融合基因导入番茄和乙烯合成的抑制［Ｊ］． 实验

生物学报，２００３，３６（６）：３５－４１．
　 ＸＩＯＮＧ Ａｉｓｈｅｎｇ， ＹＡＯ Ｑｕａｎｈｏｎｇ， ＬＩ Ｘｉａｎ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｕｂｌｅ

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＣＣ ｏｘｉｄａｓｅ ａｎｄ ＡＣＣ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｆｕｓｉｏｎ ｇｅｎｅ ｉｎｔｒｏ⁃
ｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔｏｍａｔｏ ｂｙ ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．
Ａｃｔａ Ｂｉｏｌｏｇｉａｅ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｉｓ Ｓｉｎｉｃａ， ２００３，３６（６）： ３５－４１．

［５］陈银华，李汉霞 ，叶志彪． 不同结构的外源 ＡＣＯ 基因导

入番茄对乙烯生成速率的影响 ［ Ｊ］． 园艺学报，２００７，
３４（３）：６４４－６４８．

　 ＣＨＥＮ Ｙｉｎｈｕａｎ， ＬＩ Ｈａｎｘｉａ， ＹＥ Ｚｈｉｂｉａｏ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｒｏｄｕｃ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｔ⁃ＤＮＡ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ＡＣＯ ｇｅｎｅ ｔｏ ｔｏｍａｔｏ ｇｅ⁃
ｎｏｍｅ ｏｎ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ［ Ｊ］． Ａｃｔａ Ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ
Ｓｉｎｉｃａ， ２００７， ３４（３）： ６４４－６４８ ．

［６］ＧＵＰＴＡ Ａ， ＰＡＬ Ｒ， ＲＡＪＡＭ Ｍ． Ｄｅｌａｙｅｄ ｒｉｐｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｍ⁃
ｐｒｏｖｅｄ ｆｒｕｉｔ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｂｙ ＲＮＡｉ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｈｏｍｏｌｏｇｓ ｏｆ １⁃ａｍｉｎｏｐｒｏｐａｎｅ⁃１⁃ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ ｇｅｎｅ ［ Ｊ ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２０１３，
１７０（１１）：９８７－９９５． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／ ｊ．ｊｐｌｐｈ．２０１３．０２．００３．

［７］ＣＯＮＧ Ｌ， ＲＡＮ Ｆ， ＣＯＸ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｇｅｎｏｍｅ ｅｎｇｉ⁃
ｎｅｅｒｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ ｓｙｓｔｅｍｓ ［ Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１３，
３３９（６１２１）：８１９－８２３． ＤＯＩ： １０．１１２６ ／ ｓｃｉｅｎｃｅ．１２３１１４３．

［８］Ｄｏｕｄｎａ Ｊ Ａ， Ｃｈａｒｐｅｎｔｉｅｒ Ｅ． Ｔｈｅ ｎｅｗ ｆｒｏｎｔｉｅｒ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ ｅｎ⁃
ｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１４，
３４６（６２１３）： １２５８０９６－１２５８０９６．ＤＯＩ：１０．１１２６ ／ ｓｃｉｅｎｃｅ．
１２５８０９６．

［９］ ＩＬＩＡＫＩＳ Ｇ， ＷＡＮＧ Ｈ， ＰＥＲＲＡＵＬＴ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｏｆ ＤＮＡ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ａｂｅｒｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃ ＆ Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２００４，
１０４（１－４）： １４－２０． ＤＯＩ： １０．１１５９ ／ ００００７７４６１．

［１０］ＦＵ Ｙ， ＦＯＤＥＮ Ｊ， ＫＨＡＹＴＥＲ Ｃ，ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ⁃ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆｆ⁃
ｔａｒｇｅｔ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， ３１ （ ９）：
８２２－８２６． ＤＯＩ：１０．１０３８ ／ ｎｂｔ．２６２３．

［１１］ＨＳＵ Ｐ， ＳＣＯＴＴ Ｄ， ＷＥＩＮＳＴＥＩＮ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＤＮＡ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＲＮＡ⁃ｇｕｉｄｅｄ Ｃａｓ９ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏ⁃
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， ３１（９）： ８２７－ ８３２． ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｎｂｔ．
２６４７．

［１２］ＮＡＴＩＯ Ｙ， ＨＩＮＯ Ｋ， ＢＯＮＯ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＣＲＩＳＰＲｄｉｒｅｃｔ： ｓｏｆｔ⁃
ｗａｒｅ ｆｏｒ ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ ｗｉｔｈ ｒｅｄｕｃｅｄ
ｏｆｆ⁃ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ［Ｊ］． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ， ２０１５， ３１（７）： １ １２０－
１ １２３． ＤＯＩ：１０．１０９３ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／ ｂｔｕ７４３．

［１３］ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＧＥ Ｘ， ＹＡＮＧ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｃａ⁃
ｎｏｎｉｃａｌ ＰＡＭｓ ｆｏｒ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｃｌｅａｖａｇｅ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｐｏｒｔｓ， ２０１４（４）： ５４０５． ＤＯＩ：
１０．１０３８ ／ ｓｒｅｐ０５４０５．

［１４］ＬＥＩ Ｙ， ＬＵ Ｌ， ＬＩＵ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｐ： ａ ｗｅｂ ｔｏｏｌ ｆｏｒ
ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ⁃ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ
ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｌａｎｔ， ２０１４， ７（９）： １ ４９４－ １ ４９６．
ＤＯＩ：１０．１０９３ ／ ｍｐ ／ ｓｓｕ０４４．

［１５］ＳＨＡＮ Ｑ， ＷＡＮＧ Ｙ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｍｏｄｉｆｉ⁃
ｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｏｐ ｐｌａｎｔｓ ｕｓｉｎｇ ａ ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］． Ｎａ⁃
ｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， ３１ （ ８）： ６８６ － ６８８． ＤＯＩ： １０．
１０３８ ／ ｎｂｔ．２６５０ ．

［１６］ ＰＡＴＴＡＮＡＹＡＫ Ｖ， ＬＩＮ Ｓ， ＧＵＩＬＩＮＧＥＲ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｇｈ⁃
ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｏｆｆ⁃ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｃｌｅａｖａｇｅ ｒｅｖｅａｌｓ
ＲＮＡ⁃ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ Ｃａｓ９ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ［ Ｊ ］． Ｎａｔｕｒｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， ３１（９）： ８３９－ ８４３． ＤＯＩ： １０． １０３８ ／
ｎｂｔ．２６７３．
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［１７］ ＣＨＯ Ｓ Ｗ， ＫＩＭ Ｓ， ＫＩＭ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｏｆｆ⁃ｔａｒｇｅｔ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ＲＮＡ⁃ｇｕｉｄｅｄ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ
ａｎｄ ｎｉｃｋａｓｅｓ ［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ２０１４， ２４（１）： １３２－
１４１． ＤＯＩ： １０．１１０１ ／ ｇｒ．１６２３３９．１１３．

［１８］ＲＡＮ Ｆ， ＨＳＵ Ｐ， ＬＩＵ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｕｂｌｅ ｎｉｃｋｉｎｇ ｂｙ ＲＮＡ⁃
ｇｕｉｄｅｄ ＣＲＩＳＰＲ Ｃａｓ９ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉ⁃
ｔｙ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ， ２０１３， １５４（６）： １ ３８０－１ ３８９． ＤＯＩ： １０．１０１６ ／
ｊ．ｃｅｌｌ．２０１３．０８．０２１．

［１９］ＤＯＥＮＣＨ Ｊ， ＨＡＲＴＥＮＩＡＮ Ｅ， ＧＲＡＨＡＭ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｔｉｏｎ⁃
ａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ａｃｔｉｖｅ ｓｇＲＮＡｓ ｆｏｒ ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９⁃ｍｅｄｉａ⁃
ｔｅｄ ｇｅｎｅ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１４，
３２（１２）：１２６２－１２６７．

［２０］ＢＥＬＨＡＪ Ｋ， ＣＨＡＰＡＲＲＯ⁃ＧＡＲＣＩＡ Ａ， ＫＡＭＯＵＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ．
Ｅｄｉｔｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｗｉｔｈ ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ［Ｊ］． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏ⁃
ｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１５ （ ３３）： ７６ － ８４． ＤＯＩ： １０．
１０１６ ／ ｊ．ｃｏｐｂｉｏ．２０１４．１１．００７．

［２１］ＬＩ Ｘ， ＪＩＡＮＧ Ｄ Ｈ， ＹＯＮＧ Ｋ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｒｉｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃

ａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｕ６ ｓｍａｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ
ＲＮＡ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００７，
４９ （ ２）： ２２２ － ２２９． ＤＯＩ： １０． １１１１ ／ ｊ． １７４４ － ７９０９． ２００７．
００３９３．ｘ．

［２２］ＬＩ Ｊ， ＮＯＲＶＩＬＬＥ Ｊ， ＡＣＨ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏ⁃
ｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ａｎｄ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｕｓｉｎｇ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ ａｎｄ Ｃａｓ９［Ｊ］．
Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３， ３１（８）： ６８８－６９１． ＤＯＩ：１０．
１０３８ ／ ｎｂｔ．２６５４．

［２３］ＢＲＯＯＫＳ Ｃ， ＮＥＫＲＡＳＯＶ Ｖ， ＬＩＰＰＭＡＮ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｉｎ ｔｏｍａｔｏ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ］． Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２０１４（１６６）：
１ ２９２－１ ２９７． ＤＯＩ： １０．１１０４ ／ ｐｐ．１１４．

［２４］ ＳＯＮＧ Ｙ， ＹＵＡＮ Ｌ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｄｕａｌ
ｓｇＲＮＡ⁃ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｌａｒｇｅ ｇｅｎｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｂｂｉｔ ｗｉｔｈ ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］． Ｃｅｌｌｕｌａｒ ＆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｃｍｌｓ，
２０１６（７３）：２９５９． ＤＯＩ： １０．１００７ ／ ｓ０００１８－０１６－２１４３－ｚ．

５１第 １ 期 白云凤，等：靶向番茄 ＳｌＡＣＳ２ 基因 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ ｓｇＲＮＡ 的设计和分析


