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摘  要：为了获得 CsLOB1 启动子较大片段删除的突变体，利用 CRISPR/Cas9 技术对 CsLOB1 启动

子进行多位点编辑。通过在 CsLOB1 启动子的 EBEPthA4区域及其上、下游设计不同的靶标位点，构建了 2

个植物表达载体 pCas9CsLOB1:2sites 和 pCas9CsLOB1:3sites，分别对 CsLOB1 启动子同时进行 2 个位点和

3 个位点的编辑。测序结果表明 pCas9CsLOB1:2sites 和 pCas9CsLOB1:3sites 的基因编辑效率分别为 64.7%

和 80.0%，突变体植株在 2 个 sgRNA 之间发生了 DNA 片段的删除。进一步的分析发现，不同的 sgRNA

具有不同的突变效率，其差异是由于不同的 sgRNA 对 CsLOB1-识别和结合能力的差异造成的。本结果表

明对 CsLOB1 启动子进行多位点编辑可以获得删除较大 DNA 片段的突变体。 
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Abstract：To obtain mutants with large fragment deletions in the CsLOB1 promoter，in this study，

we edited multiple sites of the CsLOB1 promoter using the CRISPR/Cas9 system. Two plant expression 

vectors，pCas9CsLOB1:2sites and pCas9CsLOB1:3sites，which were designed for the simultaneous 

targeting of two and three sites in the CsLOB1 promoter，respectively，were constructed to edit the 

EBEPthA4 region. Sequencing data revealed that the editing efficiency in pCas9CsLOB1:2sites and 

pCas9CsLOB1:3sites transgenic lines was 64.7% and 80.0%，respectively，and fragment deletions between 

two sgRNA target sites occurred in the transgenic citrus plants. Further analyses indicated the mutation 

efficiency differed among the sgRNAs. The differences were likely due to variability in the  
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binding ability of sgRNAs to the targeted CsLOB1- sequence. These results showed that mutants with the 

deletion of large DNA fragment can be obtained through editing multiple sites within the CsLOB1 

promoter. 

Keywords：citrus；CRISPR/Cas9 system；CsLOB1；multiple sites；gene editing 

 

人工核酸酶介导的基因组编辑技术是通过特异性识别靶位点造成DNA双链断裂，引起细胞内源

性的修复机制实现靶基因的修饰，其中包括第一代锌指核酸酶（Zinc finger nuclease，ZFN）技术、

第二代转录激活样效应因子核酸酶（Transcription activator-like effector nucleases，TALEN）技术以

及第三代成簇规律间隔短回文重复（Clustered regularly interspaced short palindromic repeat，CRISPR）

技术（Wang et al.，2018）。CRISPR是一种来自细菌降解入侵的病毒DNA或其他外源DNA的免疫机

制。CRISPR发挥作用时需要CRISPR相关蛋白（Cas蛋白）的协同，首先，Cas蛋白与crRNA及tracrRNA

结合成复合物，然后通过PAM序列结合并侵入DNA，形成RNA-DNA复合结构，进而对目的DNA双

链进行切割，使DNA双链断裂。目前，来自酿脓链球菌（Streptococcus pyogenes）的CRISPR/Cas9

系统应用最为广泛。为了将CRISPR/Cas9技术发展为高效的基因打靶工具，科研工作者将crRNA和

tracrRNA融合为一条RNA。通过这种简化，CRISPR/Cas9系统现仅包括两个元素：Cas9蛋白和single 

guide RNA（sgRNA）。CRISPR/Cas9技术由于设计简单，操作方便，基因编辑效率高，在动物、植

物、微生物的基因组编辑中获得了广泛的应用（Jiang et al.，2013；Miao et al.，2013；Pennisi，2013；

Shan et al.，2013）。区别于动物和微生物，植物利用CRISPR/Cas9技术进行基因组编辑通常依赖于稳

定的遗传转化。尽管Cas9和sgRNA表达框可以共同组装在一个T-DNA区域，然而目前植物利用

CRISPR/Cas9系统进行基因组编辑时大部分仅设计一个sgRNA，编辑基因组中一个基因的某个特定

位点（Zhang et al.，2014；Jia et al.，2016；Peng et al.，2017），而针对一个基因的多位点编辑或同

时编辑多个基因的研究主要集中在拟南芥、水稻（Ma et al.，2015）以及组织再生相对容易的杨树

（Fan et al.，2015），对再生和转化相对困难的木本植物（柑橘等）进行多基因编辑或针对某个基因

多位点编辑的报道还较少。 

多位点编辑由于一次能突变多个基因或者对一个基因造成大片段的染色质缺失，更有利于研究

基因的功能或植物的遗传改良。早期的多位点编辑是利用共转化方法将 2 个或 2 个以上的 sgRNA

转入植物中（Li et al.，2013；Mao et al.，2013），由于多个质粒的共转化效率低，从而限制了利用

CRISPR/Cas9 进行基因组的多基因编辑。因而将多个 sgRNA 表达框与一个 Cas9 表达框共同组装入

一个质粒的 T-DNA 区域，实现仅一个质粒的转化，可同时编辑多个基因（Ma et al.，2015）或一个

基因的多个位点（Fan et al.，2015；Ma et al.，2015），从而加速了 CRISPR/Cas9 系统在基因的功能

研究和植物遗传改良上的应用。  

柑橘溃疡病是柑橘产业中的检疫性病害，造成巨大的经济损失，严重影响着柑橘产业健康稳定

的发展。研究表明柑橘溃疡病病原菌的效应因子 PthA4 进入柑橘基因组后，特异识别并结合在

CsLOB1 基因启动子上，调控寄主内 CsLOB1 的表达，引起柑橘对溃疡病的感病反应（Hu et al.，2014；

Li et al.，2014）。近几年，利用 CRISPR/Cas9 技术编辑 CsLOB1 启动子已成为柑橘抗溃疡病研究的

热点。Jia 等（2016）、Peng 等（2017）利用 CRISPR/Cas9 技术编辑 CsLOB1 启动子上 PthA4 的结合

位点（EBEPthA4），获得了一些抗溃疡病能力显著增强的突变体植株。然而，上述研究只针对 CsLOB1

启动子的一个位点即 EBEPthA4 区域或其临近区域进行编辑，设计区域大部分突变发生的是 1 bp 的删

除、插入或替换。柑橘溃疡病的代表性株系有 5 个，它们在 CsLOB1 启动子上的结合位点或与 EBEPthA4
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相同，或位于 EBEPthA4 区域上游 6 bp 处（Hu et al.，2014），因而在 EBEPthA4 附近创造更大片段的删

除更有利于提高突变体植株抗所有柑橘溃疡病株系的能力。为了在 CsLOB1 启动子上获得较大片段

的删除，本研究中对 CsLOB1 启动子进行多位点编辑，以期获得 sgRNA 区段之间发生删除的突变体

植株。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试材料‘晚锦橙’（Citrus sinensis Osbeck）的种子来源于中国农业科学院柑桔研究所国家柑

橘品种改良中心。种子于 2016 年 7 月采集，经 0.1% HgCl 消毒 10 min，剥去种皮，接种在 MS 固体

培养基上。28 ℃暗培养 14 d，然后在 28 ℃、16 h 光照/8 h 黑暗的光周期下培养 7 d 备用。 

1.2  载体构建 

CRISPR/Cas9 载体来自华南农业大学刘耀光教授团队。该载体系统包含了一个双元的植物表达

载体 pYLCRISPR/Cas9-DH 和 3 个 sgRNA 表达盒中间载体（Ma et al.，2015）。载体构建采用两步

Golden Gate Cloning 方法（Engler et al.，2009）。首先将所设计的 3 个不同的靶点识别序列插入 sgRNA

表达盒中间载体上，分别与 3 个启动子 AtU3b、AtU6-29 和 AtU6-1 和 sgRNA 不变区骨架形成不同

sgRNA 的表达盒；然后将上述表达盒从中间载体上转移到携带 35S 启动子驱动的 Cas9 编码基因的

植物表达载体骨架上，得到最终载体 pCas9CsLOB1:2sites 和 pCas9CsLOB1:3sites。 

1.3  柑橘遗传转化 

在无菌条件下取出经见光培养 7 d 的‘晚锦橙’种子实生苗，将上胚轴切成 1 cm 左右的茎段，

参照 Peng 等（2015）的方法进行遗传转化。待外植体伤口上卡那霉素抗性芽茎的长度大于 0.5 cm

时，在无菌条件下将其嫁接在‘晚锦橙’实生苗上。待嫁接苗长至一定大小时取其叶片，提取 DNA，

PCR 检测 Cas9 基因。检测引物 Cas9LYG-semiF：5′-AGAAGGACCTCATCATCAAGC-3′和 Cas9LYG- 

semiR：5′-GATGAGAGTAGCGTCGAGAACC-3′。扩增片段的长度为 470 bp。PCR 检测结果呈阳性

的植株移至室外炼苗 7 d，再次嫁接在温室中的枳砧木上。 

1.4  基因编辑分析 

利用引物 LOBP-F：5′-AAGCTTCACATATTTGAAAGTACATCCATAACCC-3′和 LOBP-R：

5′-ATGGATCCTTTTGAGAGAAGAAAACTGT-3′对转基因植株的 CsLOB1 启动子区域扩增，对每个

株系所有的扩增片段进行胶回收，回收片段 T–克隆测序。每个样品测序 40 个单克隆，测序结果利

用 DNAman 软件进行分析。编辑效率（%）= 已发生基因编辑的转基因株系/总转基因株系 × 100。

突变频率（%）= 发生了突变的克隆数/总克隆数 × 100。 

2  结果与分析 

2.1  靶标位点设计与转基因植株筛选 

‘晚锦橙’基因组中 CsLOB1 启动子含有两种类型 CsLOB1G 和 CsLOB1-。根据 CsLOB1G 启动
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子序列（图 1）设计 3 个 sgRNA，构建了 2 个植物表达载体 pCas9CsLOB1:2sites 和 pCas9CsLOB1:3sites

（图 2）。pCas9CsLOB1:2sites 包含 sgRNA1 和 sgRNA3，其靶向识别位点分别位于 EBEPthA4 位点的

5′端和 EBEPthA4 位点；植物表达载体 pCas9CsLOB1:3sites 包含 3 个 sgRNA，在上述 sgRNA1、sgRNA3

存在的情况下，在 EBEPthA4 位点的 3′端还设计了一个 sgRNA2 靶标位点。 

 

 
 

 

 

 

 

图 1 ‘晚锦橙’中 CsLOB1G 启动子序列 

红色字体代表 EBEPthA4；绿色字体代表 CsLOB1 基因的起始密码子；加粗的字体代表 PAM 序列； 

下划线上的碱基序列分别代表 sgRNA1、sgRNA2、sgRNA3 序列；箭头方向代表 Cas9 核酸酶切割的方向。 

Fig. 1  The sequence of CsLOB1G promoter in‘Wanjincheng’orange 

Red indicates the EBE of PthA4 effector；Green indicates the initiation code of CsLOB1 gene；Bold indicates the PAM sequence； 

The base sequences on the underline represent sgRNA1，sgRNA2，and sgRNA3 sequence，respectively； 

The direction of arrows indicates the cutting directions of Cas9 nuclease. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

图 2  pCas9CsLOB1:2sites 和 pCas9CsLOB1:3sites 载体结构图 

LB：左边界；RB：右边界；nos：nos 终止子；npt-Ⅱ：新霉素磷酸转移酶基因；35S：花椰菜花叶病毒 CaMV 35S 启动子； 

Cas9：SpCas9 基因；AtU3b、AtU6-1 和 AtU6-29：拟南芥 U3b、U6-1 和 U6-29 启动子。 

Fig. 2  Schematic diagram of pCas9CsLOB1:2sites and pCas9CsLOB1:3sites vectors 

LB：Left border；RB：Right border；nos：nos terminator；npt-II：Neomycin phosphotransferase gene； 

35S：Cauliflower mosaic virus 35S promoter；Cas9：SpCas9 gene； 

AtU3b，AtU6-1 and AtU6-29：U3b，U6-1 and U6-29 promoter from Arabidopsis. 

 

 

将上述 2 个植物表达载体 pCas9CsLOB1:2sites 和 pCas9CsLOB1:3sites 分别转入‘晚锦橙’上胚

轴，外植体端口萌发卡那霉素抗性（Kanr）芽（图 3）。通过对不定芽进行试管内微嫁接，获得了 350

株 pCas9CsLOB1:2sites 和 278 株 pCas9CsLOB1:3sites Kanr 植株。用 PCR 技术检测 Cas9 基因，17

个 pCas9CsLOB1:2sites、15 个 pCas9CsLOB1:3sites Kanr 植株扩增出了一条 470 bp 的条带；表明 Cas9

基因已转入‘晚锦橙’中。所有的 PCR 阳性植株二次嫁接在田间枳砧木上。为了排除试管内 PCR

检测的叶片受到质粒的污染，待接穗二次嫁接成活后，取其叶片再次用上述引物进行 PCR 检测，17

个 pCas9CsLOB1:2site、15 个 pCas9CsLOB1:3sites 转基因接穗都扩增出了目的带（图 4 示部分转基

因样品），再次表明上述接穗转基因成功。 
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图 3  pCas9CsLOB1:2sites 和 pCas9CsLOB1:3sites 载体在‘晚锦橙’中的遗传转化 

A：‘晚锦橙’上胚轴茎段；B：外植体端口上的卡那霉素抗性芽；C：卡那霉素抗性芽的微嫁接；D：PCR 阳性芽田间嫁接。 

Fig. 3  Transformation of pCas9CsLOB1:2sites and pCas9CsLOB1:3sites vectors，respectively，into‘Wanjincheng’orange 

A：Epicotyls of‘Wanjincheng’orange；B：Kanamycin resistant（Kanr）shoots from the cut end of explants； 

C：in vitro grafting of Kanr shoot；D：The field grafting of PCR positive shoot. 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 4  Cas9 基因的 PCR 检测 

M：Marker；P：质粒；W：野生型；1 ~ 5：pCas9CsLOB1:2sites 样品；6 ~ 10：pCas9CsLOB1:3sites 样品。 

Fig. 4  The identification of Cas9 gene in kanamycin resistant shoots 

M：Marker；P：Plasmid；W：Wild type；1–5：pCas9CsLOB1:2sites samples；6–10：pCas9CsLOB1:3sites samples. 

2.2  转基因植株的基因编辑分析 

为了分析转基因植株的编辑效率和突变类型，对获得的所有转基因株系进行 T–克隆测序。测

序结果表明，17 个 pCas9CsLOB1:2sites 转基因株系中，有 11 个转基因株系在靶标位点发生了基因

编辑，基因编辑效率为 64.7%；15 个 pCas9CsLOB1:3sites 转基因株系中有 12 个在靶标位点发生了

基因编辑，基因编辑效率为 80.0%。11 个发生了基因编辑的 pCas9CsLOB1:2sites 株系（突变体）所

发生的突变或者发生在 CsLOB1G 链，或者/和 CsLOB1-链。突变体 C2-12 中靶标位点的突变频率为

100%，所有的 CsLOB1-链发生了相同的突变，而 CsLOB1G 的突变则含有 3 种类型，因而 C2-12 突

变体为杂合体（表 1，图 5）；而剩余的 10 个突变体中靶标位点的突变频率小于 100%，因而这 10

个突变体为嵌合体（表 1）。每个发生了基因编辑的 pCas9CsLOB1:3sites 突变体（共 12 个）的突变

频率都小于 100%，因而所有的 pCas9CsLOB1:3sites 突变体都是嵌合体（表 1）。 
 

表 1  转基因‘晚锦橙’编辑效率分析 

Table 1  Editing efficiency of transgenic‘Wanjincheng’orange plants 

转基因植株 
Transgenic plant 

转基因株系数量 
Number of transgenic line 

杂合体数量 
Number of heterozygote 

嵌合体数量 
Number of chimera 

编辑效率/% 
Editing efficiency 

pCas9CsLOB1:2sites 17 1 10 64.7 
pCas9CsLOB1:3sites 15 0 12 80.0 
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在突变类型分析中，pCas9CsLOB1:2sites

突变体以删除为主，而 pCas9CsLOB1:3sites 突

变体以替换为主（表 2）。两种类型的突变体发

生的突变大部分是 1 bp 的插入、删除或替换。

pCas9CsLOB1:2sites 突 变 体 sgRNA1 和

sgRNA3 之间发生了 67、70 bp 的删除，删除的

效率为 5.0%；而 pCas9CsLOB1:3 sites 突变体

sgRNA2 和 sgRNA3 之间发生了 37 bp 和 38 bp

的 删 除 ， 删 除 的 效 率 为 2.3% 。

pCas9CsLOB1:2sites 突变体 C2-11 和 C2-12 分

别为嵌合体和杂合体，其 CsLOB1 启动子分别

有 50.0%和 18.0%在 sgRNAS1 和 sgRNAS3 位

点之间删除。pCas9CsLOB1:3sites 突变体 C3-1

中分别有 17.5% CsLOB1 启动子在 sgRNA2 和 sgRNA3 之间发生了 37 bp 和 38 bp 的删除（图 5）。

上述结果表明，CRISPR/Cas9 可以介导 CsLOB1 启动子上两个 sgRNA 之间 DNA 片段的删除。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  突变体 C2-11、C2-12、C3-1 的基因编辑分析 

S1：sgRNA1；S2：sgRNA2；S3：sgRNA3；下划线上的核苷酸序列表示 EBEPthA4；黑色斜体表示 sgRNAs 序列；红色表示 PAM 序列； 

G 和–分别表示 CsLOB1G 和 CsLOB1-；wt、i 和 d 分别表示野生型、插入和删除，i、d 后面的数字表示插入或删除的碱基数。 

Fig. 5  Gene editing in C2-11，C2-12，C3-1 mutants 

S1：sgRNA1；S2：sgRNA2；S3：sgRNA3. The sequence with underline is EBEPthA4. The black bold italics are the sequence of sgRNAs. 

Red represents the sequence of PAM. G and – represent CsLOB1G 和 CsLOB1-，respectively. wt，i and d represent wild type， 

insertion and deletion respectively，the number behind i and d represents the number of base. 

2.3  不同 sgRNA 对 CsLOB1G和 CsLOB1-结合效率的差异分析 

‘晚锦橙’基因组中 CsLOB1 启动子含有两种类型 CsLOB1G 和 CsLOB1-。为了分析 sgRNA1、

sgRNA2 和 sgRNA3 对两种类型启动子结合能力的差异，对 17 个 pCas9CsLOB1:2sites 和 15 个

pCas9CsLOB1:2sites 转 基 因 株 系 进 行 CsLOB1G 和 CsLOB1- 突 变 率 的 统 计 。 在 680 个

pCas9CsLOB1:2sites 转基因株系的单克隆中，有 172 个克隆发生 sgRNA1 位点突变（25.3%），其中

135 个为 CsLOB1G 突变（19.9%），37 个为 CsLOB1-突变（5.4%）；有 125 个克隆发生了 sgRNA3 位

点突变（18.4%），突变都发生在 CsLOB1G 启动子上（表 3）。这些结果说明 sgRNA1 可以识别 CsLOB1G

表 2  转基因‘晚锦橙’的突变类型分析 

Table 2  Indel types in transgenic‘Wanjincheng’orange plants 

突变类型 
Indel types 

碱基数/bp   
No. of base 

pCas9CsLOB1:2 
sites（%） 

pCas9CsLOB1:3 
sites（%） 

删除 
Deletion 

1 92（13.5） 56（9.3） 

2 ~ 5 15（2.2） 8（1.3） 

6 ~ 14 7（1.0）  8（1.3） 

15 ~ 40 23（3.4） 14（2.3） 

60 ~ 70 34（5.0）  
插入 Insertion 1 51（7.5） 14（2.3） 
替换 
Replacement

1 82（12.1） 111（18.5） 

4  14（2.3） 

注：pCas9CsLOB1:2sites 和 pCas9CsLOB1:3sites 转基因株系

测序的总克隆数分别为 680 和 600。 

Note：There were 680 and 600 clones in the pCas9CsLOB1: 2 

sites and pCas9CsLOB1:3 sites transgenic lines，respectively. 
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和 CsLOB1-，由于‘晚锦橙’基因组中 CsLOB1G 与 CsLOB1-的比例大概为 3︰1（Peng et al.，2017），

因而 sgRNA1 对 CsLOB1G 与 CsLOB1-的结合效率差异不大。sgRNA3 仅能识别和结合 CsLOB1G，而

不能识别和结合 CsLOB1-。pCas9CsLOB1:3sites 含有 sgRNA1、sgRNA2 和 sgRNA3。对 600 个单克

隆测序结果进行分析，有 85 个克隆发生了 sgRNA1 靶位点突变（14.2%），其中 71 个 CsLOB1G突变

（11.8%），14 个 CsLOB1-突变（2.4%）；有 77 个 sgRNA2 位点突变（12.8%），其中 CsLOB1G突变

率为 11.7%，CsLOB1-突变率为 1.1%；有 57 个克隆发生 sgRNA3 位点突变（9.5%），都为 CsLOB1G

突变（表 3）。这些结果说明 sgRNA1、sgRNA2 具有识别 CsLOB1G 与 CsLOB1-的能力，但 sgRNA1，

sgRNA2 对 CsLOB1-结合能力存在差异。在 pCas9CsLOB1:3sites 转基因植株中，sgRNA3 也仅能识

别和结合 CsLOB1G启动子。 
 

表 3  不同 sgRNAs 对 CsLOB1G 和 CsLOB1-结合能力分析 

Table 3  Ability of sgRNAs to bind to the CsLOB1G and CsLOB1- promoters 

类型 
Type 

pCas9CsLOB1:2sites pCas9CsLOB1:3sites 
sgRNA1（%） sgRNA3（%） sgRNA1（%） sgRNA2（%） sgRNA3（%） 

CsLOB1G 135（19.9） 125（18.4） 71（11.8） 70（11.7） 57（9.5） 
CsLOB1- 37（5.4） 0 14（2.4） 7（1.1） 0 
合计 Total 172（25.3） 125（18.4） 85（14.2） 77（12.8） 57（9.5） 

3  讨论 

Jia 等（2017）利用 SaCas9/sgRNA 系统实现了‘卡里佐’枳橙中 Cs7g03360 基因 2 个位点的编

辑，但突变只发生在单个 sgRNA 设计的靶标位点，而两个 sgRNA 之间并没有发生 DNA 片段的删

除。在本研究中，利用 CRISPR/Cas9 系统传递 Cas9 核酸酶和 2 个或 3 个 sgRNA 进入‘晚锦橙’基

因组，部分突变体植株实现了 2 个 sgRNA 靶标位点之间 DNA 片段的删除。本研究结果表明通过设

计合理的 sgRNA，实现柑橘基因组中某基因的多位点编辑是可能的。 

研究表明，CRISPR/Cas9 系统在柑橘体内引起的突变，其碱基数的变化大多数为 1 bp（Jia et al.，

2016；Peng et al.，2017）。本研究中的测序结果表明，单个 sgRNA 靶标位点发生的突变主要以 1 bp

为主，而发生在两个 sgRNA 靶标位点之间的较大片段的删除较少。2 个靶标位点之间大片段的删除，

需要 Cas9 核酸酶同时切割 2 个靶标位点。Cas9 核酸酶在 DNA 序列上的结合需要 sgRNA 的引导，

因而 sgRNA 对靶标位点的结合能力直接影响着突变效率（Doudna & Charpentier，2014）。在本研究

中，由于不同的 sgRNA 对靶标位点识别和结合效率不同，导致 Cas9 核酸酶同时切割 2 个或 3 个

sgRNA 的效率较低。 

不同的 sgRNA 具有不同的突变效率，本研究中这种突变效率的差异主要是由于不同的 sgRNA

对 CsLOB1-识别和结合能力的差异所引起的。在‘晚锦橙’内 CsLOB1 启动子有两种类型 CsLOB1G

和 CsLOB1-，比例大约为 3︰1（Peng et al.，2017）。尽管 CsLOB1G和 CsLOB1-中 EBEPthA4 区域是相

同的，但在其他的区域存在着单核苷酸多态性，其中最为突出的为 CsLOB1G的 EBEPthA4 后含有碱基

G，而 CsLOB1-则缺失了这一碱基（Peng et al.，2017）。sgRNA3 的靶标序列设计在 EBEPthA4 上。sgRNA3

序列与 CsLOB1G 完全匹配，而与 CsLOB1-发生错配，导致在本研究中 sgRNA3 不能识别 CsLOB1-。

因而对于编辑 CsLOB1 的启动子来说，在 EBEPthA4 上直接设计靶标位点不是最理想的选择。sgRNA1

和 sgRNA2 都具有识别和结合 CsLOB1G 和 CsLOB1-的能力。sgRNA1 在 pCas9CsLOB1:2sites 转基因

植株中结合 CsLOB1G 和 CsLOB1-的比例大约为 3︰1，在 pCas9CsLOB1:3sites 转基因植株中大约为

5︰1；但 sgRNA2 结合 CsLOB1G和 CsLOB1-的比例大约为 10︰1，与 CsLOB1G 和 CsLOB1-在‘晚锦
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橙’基因组中大约为 3︰1 的比例严重不符，表明 sgRNA1 的设计比较理想，而 sgRNA2 结合 CsLOB1-

的能力较低，不是理想的靶标位点。因而筛选 EBEPthA4 下游理想的 sgRNA 位点，利用 CRISPR/Cas9

系统对 CsLOB1 启动子进行多位点的编辑，对于获得 CsLOB1 启动子上 EBEPthA4 区域及其附近大片

段删除的突变体具有十分重要的意义。 
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