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杨树 U6 启动子转录活性分析及其对基因

编辑效率的影响
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摘要:【目的】植物 CRISPR/Cas基因编辑的效率受到 sgRNA转录水平的影响，内源启动子可以提高 sgRNA的转录水平，

从而提高 CRISPR/Cas基因编辑效率。U6启动子是双子叶植物 CRISPR/Cas基因编辑系统中驱动 sgRNA表达的常用元

件，但目前尚缺乏关于杨树 U6启动子的研究。本研究旨在挖掘杨树高效内源 U6启动子，以优化杨树 CRISPR/Cas基因

编辑工具。【方法】从‘84K’杨中鉴定并克隆 7条内源性 U6启动子，构建 proPagU6::GUS 融合表达载体并遗传转化烟草；

通过组织化学染色与 qRT-PCR分析不同 PagU6启动子对 GUS 转录活性的影响；选取转录活性最高的 U6启动子驱动

sgRNA表达，构建 CRISPR/Cas基因编辑载体并遗传转化杨树。【结果】7条杨树 PagU6启动子均可驱动 GUS 基因表达，

表现出转录活性，其中 PagU6-1启动子的活性最高；由 PagU6-1启动子驱动 sgRNA表达的基因编辑载体成功编辑了杨

树目标基因，编辑效率达 16.22%。【结论】本研究筛选鉴定出具有较高转录活性的 PagU6-1启动子，可用于优化杨树

CRISPR/Cas基因编辑工具，为提升杨树基因编辑效率提供了技术支撑。
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Abstract: [Objective] The efficiency of CRISPR/Cas-mediated gene editing in plants is influenced by the
transcriptional level of sgRNA. Endogenous promoters can enhance sgRNA transcription and improve gene
editing  efficiency.  The  U6  promoter  is  commonly  used  to  drive  sgRNA  expression  in  CRISPR/Cas  gene
editing in dicottyledonous plants, however, studies on the U6 promoter in poplar remain scarce. This study
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aims to identify potent endogenous U6 promoters in poplar and optimize the CRISPR/Cas toolbox for this
species.  [Method]  Seven  endogenous  U6  promoters  were  identified  and  cloned  from  the  poplar  ‘84K’
(Populus  alba  ×  P.  tremula  var.  glandulosa).  Seven  proPagU6::GUS  fusion  expression  vectors  were
constructed and transformed into tobacco. The transcriptional activities of different PagU6 promoters were
analyzed  using  histochemical  staining  and  qRT-PCR.  A  CRISPR/Cas9  vector  utilizing  PagU6  to  drive
sgRNA  was  constructed  and  transformed  into  poplar.  [Result]  Histochemical  staining  and  qRT-PCR
analyses revealed that all seven PagU6 promoters exhibited transcriptional activity, with PagU6-1 showing
the  highest  activity.  The  gene  editing  vector,  driven  by  the  PagU6-1  promoter  for  sgRNA  expression,
successfully edited target genes in poplar, achieving a gene editing efficiency of 16.22%. [Conclusion] This
study identified PagU6-1 as an ideal endogenous promoter with high transcriptional activity for optimizing
CRISPR/Cas  gene  editing  tools,  providing  a  critical  technical  foundation  for  enhancing  gene  editing
efficiency in poplar.
Key words: Populus spp.; U6 promoter; CRISPR/Cas; transcriptional activity; gene editing

CRISPR/Cas系统作为第三代基因编辑技术，能

够对基因组进行精确的定点编辑，具有高效、便捷和

灵活等优势。该系统主要由 Cas核酸酶与单引导

RNA（single guide RNA，sgRNA）组成 [1]。其作用机

制为：Cas核酸酶在 sgRNA的引导下特异性结合靶

基因，形成三元复合物后切割靶基因双链 DNA，产
生位点特异性断裂；随后，借助内源性细胞修复机制

实现基因组编辑[2]。

U6和 U3启动子是植物 CRISPR/Cas系统中驱

动 sgRNA表达的关键元件。其中，U6启动子多用

于双子叶植物，而 U3启动子多用于单子叶植物[3]。

U6核小 RNA（small  nuclear  RNA， snRNA）长度约

为 100 bp，是剪接体的重要组成成分，在真核生物各

组织和细胞中广泛表达且表达水平相对稳定[3]。U6
启动子被 RNA聚合酶Ⅲ识别并启动 U6 snRNA的

转录，其包含 2个保守的核心序列元件，位于−30 bp
处 TATA-like box元件和位于−60 bp处的 USE元件

（5′-RTCCCACATCG-3′）。此外，U6启动子具有明

确的转录起始位点，即“G”碱基[4]。

U6启动子通常具有物种特异性。同一物种中存

在多条不同的 U6启动子，其转录效率存在差异。因

此，在针对特定物种进行基因编辑时，筛选该物种中

具有高效转录活性的内源 U6启动子以驱动 sgRNA
高表达，能够有效提高基因编辑效率。目前，多个物

种的 U6启动子已被克隆并成功应用于 CRISPR/Cas
基因编辑体系。例如，在咖啡（Coffea canephora）中，
应用 CcU6启动子驱动 sgRNA，实现了对八氢番茄

红素脱氢酶（phytoene desaturase gene 8，PDS）基因

的编辑并获得白化植株[5]；生菜（Lactuca sativa）内源

性启动子 LsU6-10在生菜中的编辑效率高于拟南

芥（Arabidopsis  thaliana）AtU6-26启动子 [6]；对葡萄

（Vitis vinifera）叶片进行瞬时转化发现 VvU6-1启动

子的转录活性远超 AtU6启动子，VvU6-1启动子不

仅能提高基因编辑效率，还能驱动多个 sgRNA的表

达以实现多重基因编辑[7]；在白桦（Betula platyphylla）
中筛选 PolⅢ启动子 ，发现 bpU6-6是提高白桦

CRISPR/Cas9编辑效率的最适启动子 [8]；相较于

AtU6-26，使用落叶松（Larix kaempferi）LaU6-12启动

子将基因编辑效率从 4.92% 提升至 14.29%[9]。这些

研究结果表明，在特定物种的 CRISPR/Cas基因编辑

体系中，使用植物内源性 U6启动子驱动 sgRNA表

达可显著提高基因编辑效率。

杨树（Populus spp.）是研究木本植物的模式生物

之一，在经济、生态和科学研究等多个领域都具有重

要地位[10]。目前，在杨树中，CRISPR/Cas技术已经

被广泛应用到新种质创制、基因功能研究等领域，但

以往的研究通常利用外源启动子驱动 sgRNA的表

达。例如 ， Zhang等 [11]为揭示 3-羟基对香豆酸

（p-coumaroyl shikimate 3′-hydroxylase，C3′H）在木质

素合成中的作用，使用 AtU6-26、AtU6-1和 AtU3d 启

动子分别驱动 sgRNA的 3个靶点，构建 CRISPR/
Cas9编辑载体并对野生型毛白杨进行基因编辑，在

14个转基因株系中获得了 2株纯合突变体；Sulis
等 [12]利 用 AtU6启 动 子 驱 动 sgRNA-tRNA的 表

达，利用 CRISPR/Cas9系统进行多重基因编辑，靶

基因咖啡酰辅酶 O-甲基转移酶（caffeoyl-CoA  O-
methyltransferase，CCoAOMT2）的编辑效率为 9.3%；
Yao等[13]应用基于 Cas9 nickase（nCas9）的细胞质嘧

啶碱基编辑器（CBE），利用 AtU6启动子驱动 sgRNA
表达，在杂交杨“717-1B4”中编辑植物真菌病原体

反应转录因子（plant AT-rich protein and zinc-binding
protein， PLATZ），效率达 13%  ~  14%；An等 [14]在

CRISPR/Cas12a系统中利用 AtU6-26启动子驱动

sgRNA表达，靶向 PagPDS 基因并获得白化杨树苗，
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其中 LbCas12a系统的基因编辑效率为 30%，而
PagPDS-FnCas12a系统仅为 3.4%；Wu等 [15]利用Ⅱ

型启动子 Cestrum yellow leaf curling virus（CmYLCV）
驱动 sgRNA表达，改造 pCAMBIAO380基因编辑载

体，在‘84K’杨中靶向 Golden2-like（GLK）基因，编辑

效率达 45.8%，实现了高效且无外源 DNA残留的可

视化基因编辑，该研究证实不同启动子驱动 sgRNA
表达影响基因编辑效率。随着 CRISPR/Cas技术的

广泛应用，筛选物种内源高效转录活性启动子以提

高基因编辑效率成为研究热点，但关于杨树内源性

U6启动子的研究尚未见报道。因此，本研究对杨树

内源性 U6启动子进行了克隆鉴定并分析了其转录

活性，以期筛选出高效的杨树 U6启动子并用于杨树

基因编辑系统，优化杨树 CRISPR/Cas基因编辑工具，

从而为提高杨树基因编辑的效率提供技术支撑。

 1   材料与方法

 1.1    实验材料

本研究所用‘84K’杨（Populus alba × P. tremula
var. glandulosa）、本氏烟草（Nicotiana  benthamiana）
和载体质粒 pBI121由本课题组保存。大肠杆菌感受

态 DH5α和农杆菌感受态 GV3101购于上海唯地生

物技术有限公司。引物合成及 DNA测序由擎科生

物技术有限公司完成。

 1.2    PagU6 启动子的筛选与克隆

利用拟南芥 AtU6-26 snRNA基因序列在‘84K’
杨树基因组数据库 （https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
datasets/genome/）中进行 BLAST序列比对，选取相

似度高于 90% 的 PagU6 snRNA基因作为候选基因，

以其上游约 700 bp序列作为候选启动子序列。利用

DNAMAN软件将候选序列与 AtU6-26 snRNA基因

及其启动子序列进行比对分析，鉴定 U6 snRNA高

度保守的核心序列区域以及 RNA聚合酶Ⅲ转录所

必需的保守元件。

利用植物基因组 DNA提取试剂盒（艾德莱生物

科技有限公司，北京）提取‘84K’杨基因组 DNA，以
此为模板，利用高保真 DNA聚合酶进行 PCR扩增

各 U6启动子候选序列。所用引物见表 1。反应体系

为 50 μL，退火温度为 58 ℃，延伸时间为 2 min。扩
增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，并使用胶回收试剂

盒（南京诺唯赞生物科技股份有限公司，北京）进行

回收与纯化。

 1.3    proPagU6::GUS 融合表达载体的构建

用限制性内切酶 Hind Ⅲ与 Bam HⅠ对载体质

粒 pBI121进行酶切，37 ℃ 酶切 3 h。酶切产物从胶

内回收后，用无缝克隆方法连接。启动子片段与酶

切载体产物按 1∶4（摩尔比）混合，反应条件为 50 ℃、
1 h。连接产物转化大肠杆菌感受态 DH5α，卡那霉

素抗性筛选含 ProPagU6::GUS 质粒的菌液 ，经

DNA测序确认的重组质粒转入农杆菌感受态

GV3101，用于烟草叶片瞬时转化实验。

 1.4    融合表达载体侵染烟草叶片与 GUS 组织化学

染色

选取 4 ~ 5周龄生长良好的烟草作为转化受体，

采用农杆菌介导法对烟草叶片进行侵染。取瞬时侵

染后的烟草叶片，剪切成适宜大小，进行 GUS组织

 

表 1    ‘84K’杨 U6启动子克隆的引物序列

Tab. 1    Primer sequence for cloning of U6 promoter in ‘84K’

引物名称 引物序列 （5′—3′）

PagU6-1 F ctatgaccatgattacgccaCAGTACAGATGATGCAATAATGC

PagU6-1 R taagggactgaccacccgggAATTTTATCAGATGTCTCCGAAG

PagU6-2 F ctatgaccatgattacgccaCACAACATGACTTCAAGAGTGCCATAT

PagU6-2 R taagggactgaccacccgggAATTTTATCGGATGTCCCCGAAGGG

PagU6-3 F ctatgaccatgattacgccaCACCACACAGTACGAATCACTA

PagU6-3 R taagggactgaccacccgggAATTTTATCGGATGTCCCCGAAGGG

PagU6-4 F ctatgaccatgattacgccaATGAACCACGACAGATTGCTGGA

PagU6-4 R taagggactgaccacccgggAATTTTATCGGACGTCCCCGAAGG

PagU6-5 F ctatgaccatgattacgccaAATATCATGTATTGCATTCCAA

PagU6-5 R taagggactgaccacccgggAATTTTATCAGATGTCTCCGAAGAGA

PagU6-6 F ctatgaccatgattacgccaTCATCACTACTCAACAGCAGGT

PagU6-6 R taagggactgaccacccgggAATTTTATCGGATGTCCCCGAAGGG

PagU6-7 F ctatgaccatgattacgccaCCTATAAGTAATGAGGAATCTCACACGG

PagU6-7 R taagggactgaccacccgggAATTTTATCAGATGTCTCCGAAGAGA

注：引物序列中小写字母为载体构建所需同源序列，大写字母为启动子克隆引物序列。下同。
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化学染色，随后置于无水乙醇中脱色并观察结果。

 1.5    实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测 GUS 基

因表达水平

利用植物 RNA快速提取试剂盒（康为世纪生物

科技股份有限公司，北京）提取瞬时侵染的烟草叶

片 RNA，并分别进行反转录。以 L23基因为内参基

因（L23-F：5′-AAGGATGCCGTGAAGAAGATGT-3′；
L23-R：5′-GCATCGTAGTCAGGAGTCAACC-3′），以
cDNA为模板来检测 GUS 基因（GUS-F：5 ′ -GCAT
TCAGTCTGGATCGCG-3′；GUS-R：5′-GTAATGAGT
GACCGCATCG-3′）的相对表达量。反应体系 20 μL：
引物各 0.4 μL、cDNA 500 ng、SYBR Green I  qPCR
Mix 10 μL，用 ddH20补足至 20 μL。扩增程序：95 ℃
180 s；95 ℃ 10 s，55 ℃ 10 s（40个循环）。每个样品

设置 3个生物学重复。采用 2−ΔΔCt 方法计算目的基

因的相对表达量，并使用 GraphPadPrism 8.0 软件进

行单因素方差分析。

 1.6    proPagU6-1::PagPDS 基因编辑载体的构建

以 PagPDS 基因为 Cas9的靶点，使用 Golden-
Gate克隆技术将 gRNAs-tRNA片段与线性化的

pRGEB32载体连接 ，构建对照载体 proOsU3::
PagPDS，引物序列详细见表 2。分别以对照载体

proOsU3::PagPDS 及 PagU6-1启动子为模板，克隆

目的片段。用限制性内切酶 Hind Ⅲ和 Sbf Ⅰ对

proOsU3::PagPDS 载体进行双酶切，获得线性化载

体。利用无缝克隆方法将扩增目的片段与线性化载

体连接，得到实验载体 proPagU6-1::PagPDS。将

DNA测序确认的 CRISPR/Cas9基因编辑载体转入

根癌农杆菌感受态 GV3101，用于后续杨树遗传转化

实验。

 1.7    农杆菌介导‘84K’杨稳定转化及转基因植株鉴定

选取 1月龄左右生长良好的‘84K’杨树组培苗，

利用农杆菌介导的叶盘法进行稳定转化，使用

2 mg/L潮霉素筛选抗性芽。提取转基因植株基因组

DNA，使用 SpCas9引物（SpCas9-F：5′-GCCTGACC
CCCAACTTCA-3 ′；SpCas9-R：5 ′ -TTGTCTTGCCGG
ACTGCT-3′）进行 PCR扩增，鉴定基因编辑植株。

以待测植株基因组 DNA为模板，以 PagPDS 基因引

物（PDS-F：5′-GAATCATATCCGCCCTCC-3′；PDS-R：
5′-TCCCGCATCTGCCAAGTATT-3′）扩增并纯化覆

盖靶位点的片段序列，将其连接到 pCE2-TA/Blunt-
Zero载体，通过 Sanger测序确定靶基因编辑情况[16]。

使用 DNAMAN软件将测序结果与野生型序列进行

比对，分析突变类型。

 2   结果与分析

 2.1    Pag U6 启动子的序列信息

利用拟南芥保守的 102 bp U6 snRNA序列对

‘84K’杨树基因组数据库进行  BLAST比对，筛选

出 9条相似度高于 90% 的候选序列（表 3）。运用

DNAMAN软件 ，对 PagU6-1至 PagU6-9上游的

DNA序列与拟南芥 AtU6-26启动子序列进行比对

分析。结果显示，PagU6-8和 PagU6-9在转录起始

位点“G”碱基处发生突变或缺失，且缺乏 TATA-
like box和 USE元件，推测这两条序列并非功能性

U6启动子。而 PagU6-1至 PagU6-7序列含有转录

起始位点“G”碱基，且上游启动子区域具备 U6启
动子的典型特征，包括位于转录起始位点上游约

−30 bp处的 TATA-like box和−60 bp处的 USE元件

（5 ′ -TCCCACATCG-3 ′），两元件间距离相对固定

（图 1A）。因此，推断这 7个高度同源的 DNA上游

序列为‘84K’杨的 U6启动子。

 2.2    PagU6 启动子的克隆

以 ‘84K’杨基因组 DNA为模板，克隆 7个 U6
 

表 2    CRISPR/Cas9基因编辑载体构建的引物

Tab. 2    Primer sequences for CRISPR/Cas9 gene editing vectors

引物名称 引物序列 （5′—3′）

S5AD5-F CGGGTCTCAGGCAGGATGGGCAGTCTGGGCA

S3AD5-R TAGGTCTCCAAACGGATGAGCGACAGCAAAC

gR1-F TA GGTCTCC AGACCGGACCTTGAgttttagagctagaa

gR1-R CG GGTCTCA GTGTTATCAAtgcaccagccgggaa

gR2-F TA GGTCTCC AAGGTCCGGTCTgttttagagctagaa

gR2-R CG GGTCTCA CCTTGATAACACtgcaccagccgggaa

gR3-F TA GGTCTCC AGACCGGACCgttttagagctagaa

gR3-R CG GGTCTCA GTGTTATCAAGGTCtgcaccagccgggaa

L5AD5-F CGGGTCTCAGGCAGGATGGGCAGTCTGGGCAACAAAGCACCAGTGGACAAAGCACCAGTGG

L3AD5-R TAGGTCTCCAAACGGATGAGCGACAGCAAACAAAAAAAAAAGCACCGACTCG
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snRNA的 5′端 27 bp及其上游约 700 bp序列作为

U6启动子序列。PagU6-1至 PagU6-7启动子的序

列长度依次为 709、724、729、711、734、740、717 bp
（图 1B）。
 2.3    proPagU6::GUS 融合表达载体的构建

用限制性内切酶 Hind Ⅲ和 Bam HⅠ对载体质粒

pBI121进行酶切，回收线性化载体。利用无缝克隆

方法将目的启动子片段连接至酶切后的 pBI121线
性载体，构建‘84K’杨 U6启动子与 GUS 基因融合表

达载体。测序结果与预期一致，表明 7个 proPagU6::
GUS 融合表达载体构建成功。

 2.4    不同 PagU6 启动子的转录活性

将 7个 proPagU6::GUS 融合表达载体通过农

杆菌注射法在烟草叶片中瞬时表达，观察 GUS 染色

情况。CaMV 35S::GUS 阳性对照和 7个实验组均观

察到蓝色信号，其中 PagU6-1中 GUS染色程度最深，

其余组染色较浅（如图 2A）。结果表明，7个 PagU6
启动子均能驱动组成型 GUS 基因表达，具有转录活

性，且 PagU6-1的转录活性可能相对较高。

为进一步验证 PagU6启动子的活性，对瞬时

侵染烟草叶片的 6个不同 proPagU6::GUS 载体利

用 qRT-PCR比较 GUS 基因表达水平。结果显示，

PagU6-1启动子与 CaMV  35S 启动子驱动的 GUS
基因表达水平相当，而其余 5个 PagU6启动子驱

动的 GUS 基因表达量相对较低（如图 2B）。这证明

PagU6-1启动子活性最高，适用于 CRISPR/Cas基因

编辑载体中驱动 sgRNA的高效表达。

 2.5    基因编辑‘84K’杨及基因编辑效率

八氢番茄红素脱氢酶（phytoene desaturase，PDS）
是类胡萝卜素生物合成的关键酶，催化无色八氢番

 

表 3    ‘84K’杨的 U6 snRNA基因的定位

Tab. 3    Mapping of U6 snRNA chromosome in genome of ‘84K’

基因名称 染色体编号 基因组区段/bp 序列相似度

PagU6-1 3 22 281 589 ~ 22 281 690 98/102 （96%）

PagU6-2 5 3 777 911 ~ 3 778 012 101/102 （99%）

PagU6-3 5 3 780 995 ~ 3 781 093 101/102 （99%）

PagU6-4 5 3 774 511 ~ 3 774 612 100/102 （98%）

PagU6-5 9 11 684 921 ~ 11 685 022 97/102 （95%）

PagU6-6 11 14 401 117 ~ 14 401 218 101/102 （99%）

PagU6-7 11 14 396 075 ~ 14 396 175 100/102 （98%）

PagU6-8 5 3 783 544 ~ 3 783 641 97/98（99%）

PagU6-9 9 6 500 520 ~ 6 500 613 90/94（96%）

 

AtU6-26.seq
PagU6-1.seq
PagU6-2.seq
PagU6-3.seq
PagU6-4.seq
PagU6-5.seq
PagU6-6.seq
PagU6-7.seq
Consensus
AtU6-26.seq
PagU6-1.seq
PagU6-2.seq
PagU6-3.seq
PagU6-4.seq
PagU6-5.seq
PagU6-6.seq
PagU6-7.seq
Consensus

−20 bp−40 bpUSE
TATA-like box

+1 bp

13 14 15 1716 18 19 21 M10 11 12 MM 1 2 43 98765 20
2 000 bp
1 000 bp
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500 bp
250 bp
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750 bp
500 bp
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NeoR/KanR β-glucuronidaseNOS-pro PagU6-pro NOS-ter LB
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NOS-terLB
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C

A. 黑线表示 snRNA 基因序列，黑框中为启动子的重要元件 TATA-like box 和 USE 元件，转录起始位点 “G” 碱基由蓝框显示；

19 ~ 21. PagU6-6；C. proPagU6::GUS 融合表达载体的示意图。
B. M: 2 000 bp Marker，1 ~ 3.PagU6-2，4 ~ 6. PagU6-3，7 ~ 9. PagU6-7，10 ~ 12. PagU6-1；13 ~ 15. PagU6-4；16 ~ 18. PagU6-5；

图 1    PagU6启动子序列比对分析和 proPagU6::GUS 融合表达载体的构建

Fig. 1    Sequence analysis of PagU6 promoters and construction of proPagU6::GUS fusion expression vector
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茄红素转化为有色类胡萝卜素。PDS 基因突变会导

致植物产生肉眼可见的白化表型[17]。选取 PagPDS
为靶基因，构建含 3个重复 sgRNAs的基因编辑载

体。利用农杆菌介导的叶盘转化法对杨树进行遗传

转化，对转基因芽鉴定并进行序列分析（图 3）。结果

显示，转化实验载体（proPagU6-1::PagPDS）与对照

载体（proOsU3::PagPDS）均能实现对‘84K’杨的基因

编辑。其中，转化实验载体获得了 37个转基因芽，
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S
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A. GUS 组织化学染色检测不同 proPagU6::GUS 在烟草叶片中的表达情况，对照组为 CaMV 35S::GUS 载体；实验组为

显著性分析：*p < 0.05，**p < 0.01。
proPagU6::GUS 重组载体；B. qRT-PCR 检测不同 proPagU6::GUS 在烟草叶片中的表达情况，柱值为平均值 ± 标准差，n = 3。

图 2    不同 PagU6转录活性分析

Fig. 2    Transcriptional activity analysis of different PagU6
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D
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E

sgRNA：TTCACCGTGTTATCAAGGTCCGG

Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5PagPDS

实验载体
proPagU6-1::PagPDS

L
B HYG 35 S OsU3 hspCas9OsUBI R

B
对照载体

proOsU3::PagPDS

L
B HYG 35 S OsU3 hspCas9OsUBI R

B

1 cm 1 cm 0.5 cm

基因编辑载体 检测植株总数 转基因植株数量 转化效率/% 突变植株数量 突变效率/%

proOsU3::sgRNA 37 21 56.76 3 14.29

proPagU6-1::sgRNA 60 37 61.67 6 16.22

靶点

野生型 5´-GACTATCCAAGACCGGACCTTGATAACACGGTGAAT-3´

proOsU3::sgRNA

01 GACTATCCAAGACCGGACTCTTGATAACACGGTGAAT +1

02 GACTATCCAAGACCGGAC-TTGATAACACGGTGAAT −1

03 GACTATCCAAGACCGGA-CTTGATAACACGGTGAAT −1

proPagU6-1::sgRNA

01 GACTATCCAAGACCGGAC-TTGATAACACGGTGAAT −1

02 GACTATCCAAGACCGGACCCTTGATAACACGGTGAAT +1

03 GACTATCCAAGACCGGAC-TTGATAACACGGTGAAT −1

04 GACTATCCAAGACCGGA------TAACACGGTGAAT −6

05 GACTATCCAAGACCGGACACTTGATAACACGGTGAAT +1

06 GACTATCCAAGACCGGACACTTGATAACACGGTGAAT +1

A. 对照载体 proOsU3::PagPDS 与实验载体 proPagU6-1::PagPDS 的载体图谱；B. PagPDS 基因的靶点位置，蓝色为靶基因序列，
红色为 PAM 位点；C. 基因编辑植株的获得，a. 叶片预培养，b. 不定芽分化，c. 不定芽再生；D. 数据统计不同基因编辑载体的遗传
转化效率和基因编辑效率；E. 不同载体介导基因编辑植株的测序结果，红色为 PAM 位点，绿色为靶基因序列，蓝色为突变碱基。

sgRNA

sgRNA

sgRNA

sgRNA

sgRNA

sgRNA

图 3    CRISPR/Cas9基因编辑载体构建与杨树遗传转化结果

Fig. 3    Construction of CRISPR/Cas9 gene editing vector and the results of genetic transformation in poplar
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6个发生了基因编辑，编辑效率为 16.22%，较对照载

体高。基因编辑植株呈绿色，突变类型主要为单碱

基缺失或插入，其中 1株为 6个碱基缺失。

 3   讨　　论

CRISPR/Cas系统作为广泛应用的基因编辑工

具，编辑效率高度依赖 sgRNA的稳定表达水平[18]。

在双子叶植物中，U6启动子是驱动 sgRNA转录的

关键序列，其物种适配性与转录活性决定了 sgRNA
的转录效率，进而影响 CRISPR/Cas编辑效率[3]。杨

树作为林木生物学和木本植物研究的重要模式生物，

基因编辑研究虽已取得显著进展，但其生长周期长、

基因组复杂等特性限制了编辑效率的提升[10]。目前，

杨树 CRISPR/Cas编辑体系中广泛应用拟南芥 AtU6、
AtU3等异源启动子[13−14]，其转录活性可能受物种差

异影响。因此，鉴定和分析杨树自身内源性 U6启动

子，筛选合适的 U6启动子用于杨树 CRISPR/Cas基
因编辑体系，对提升杨树基因编辑效率至关重要。

本研究通过对 ‘84K’杨树基因组数据库进行

BLAST比对，鉴定出 9条与拟南芥 AtU6 snRNA保

守序列相似度高于 90% 的 PagU6基因序列。其中，

PagU6-8和 PagU6-9在典型的转录起始位点（通常

为高度保守的“G”碱基）发生变异或缺失。snRNA
基因转录起始位点，尤其是起始“G”碱基，对于 Pol
III的精确识别与有效转录至关重要，其缺失或突变

通常导致转录活性丧失[19]。因此，推测 PagU6-8和
PagU6-9为非功能性假基因，这与荨麻等植物中 U6
snRNA基因家族存在无转录活性假基因[20−22]的报道

相符。

进一步分析显示，其余 7条 PagU6序列（PagU6-
1至  PagU6-7）编码区高度保守，且上游启动子区

域完整包含 U6 snRNA基因特有的两个核心调控元

件：TATA-like box和 USE元件[3]。在木豆（Cajanus
cajan）、 苜 蓿 （Medicago  sativa）、 枸 杞 （Lycium
ruthenicum）等多种植物中 [8−9,  23−25]， Pol  III对 U6
snRNA基因启动子的识别需这两个元件的协同作用；

TATA-like box主要参与招募转录因子 TFIIIB复合

物，而 USE元件则增强转录起始的效率和特异

性[3, 26−27]。此外，这 7个 PagU6启动子中 TATA-like
box与 USE元件的间距与拟南芥 AtU6-26启动子保

持一致。这种元件组成和空间排列的高度保守性是

U6启动子具备驱动转录活性的关键特征[4]。本研究

借助 GUS 报告基因系统在烟草叶片中进行瞬时表

达分析，证实从‘84K’杨中克隆的 7个 PagU6启动子

均具备驱动转录的功能活性。

然而，杨树中不同 PagU6启动子的转录效率存

在显著差异，该现象与生菜 [6]、玉米（Zea mays）[28]、
咖啡[5]等物种中内源 U6启动子的活性分化规律一

致，反映出同一植物不同 U6启动子转录活性的差异

性。PagU6-2启动子在重复实验及不同个体间转录

水平波动显著，推测这可能是由于表观遗传调控的

动态变化所导致。DNA甲基化、组蛋白修饰等表观

遗传标记在启动子区域的异质性分布，可能通过改

变染色质构象或转录因子结合效率，间接影响 Pol
III的招募与转录起始过程[29]。GUS组织化学染色

和 qRT-PCR结果一致显示，PagU6-1的转录活性与

CaMV 35S 启动子相当，说明 PagU6-1具有较高的

转录活性。因此，PagU6-1可作为 CRISPR/Cas基因

编辑载体中驱动 sgRNA表达的候选启动子，以提升

杨树中的基因编辑效率。

本研究利用内源性 PagU6-1启动子驱动 sgRNA
表达，构建 CRISPR/Cas基因编辑载体并遗传转化

‘84K’杨。实验结果显示，与对照载体 proOsU3::
PagPDS 相比，实验载体 proPagU6-1::PagPDS 提高

了靶基因编辑效率，达到 16.22%。这表明，杨树

PagU6-1是理想的内源启动子，能够有效引导 sgRNA
表达，进而实现对目的基因的编辑，且其编辑效率优

于外源启动子 OsU3，可用于优化杨树 CRISPR/Cas
基因编辑工具。这与白桦、落叶松等木本植物中内

源 U6启动子活性优于外源启动子的研究结果一

致[8−9]，进一步支持了物种内源性启动子在基因编辑

中的应用价值。在基因编辑类型方面，基因编辑植

株主要为单碱基的缺失或插入，仅有一个编辑植株

发生了 5个碱基缺失的情况。这一结果与先前研究

报道一致，即 3个 gRNAs重复靶向同一位点会减少

大片段删除突变的发生，使靶基因更容易产生单碱

基突变[16]。之前的研究表明，PDS的纯合突变或杂

合突变可造成部分白化表型，并难以达到完全白

化[17, 30]。此外，中国白杨基因组中存在 PDS的另一

个同源基因[17]，白化表型受基因功能冗余等复杂因

素调控，因此本系统造成的单碱基突变或小片段删

除未能形成彻底白化表型。然而，分子鉴定证实，本

研究利用 PagU6-1启动子可有效驱动 sgRNA，使
CRISPR/Cas9基因编辑系统精准修饰靶基因。综上，

本研究筛选得到杨树内源 U6启动子，优化了杨树

CRISPR/Cas基因编辑工具，为提高杨树基因编辑效

率提供了技术支撑。

 4   结　　论

本研究从‘84K’杨树中筛选、鉴定并克隆了 7条
杨树内源 U6启动子。通过 GUS组织化学染色和

qRT-PCR分析证明，7条 PagU6启动子均具有转录
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活性，其中 PagU6-1的转录活性最高。使用 PagU6-1
驱动 sgRNA表达构建 CRISPR/Cas基因编辑载体并

遗传转化杨树，基因编辑效率达到 16.22%。结果表

明，杨树 PagU6-1是理想的内源启动子，可用于优

化杨树 CRISPR/Cas基因编辑工具，从而提高杨树基

因编辑效率。
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