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摘  要：本课题组前期在橡胶树原生质体中分别实现了基于 CRISPR/Cas9-RNP 及质粒介导的瞬时转化基因编辑，并以

HbPDS 基因为靶标，在橡胶树愈伤组织中实现了农杆菌介导的稳定转化基因编辑，并获得了出现白化表型的愈伤组织，

但由于橡胶树愈伤诱导体胚的技术还不稳定，导致未能获得基因编辑植株。为了获得橡胶树基因编辑幼苗，本研究继

续以 HbPDS 基因为靶标，改用橡胶树体胚为侵染受体，开展农杆菌介导的遗传转化，经潮霉素抗性筛选获得增殖的

T0 代抗性体胚，通过 Cas9 基因分子检测共挑选出 116 个阳性转化体胚，通过对靶点处的测序检测发现有 5 个胚块发生

了基因编辑，编辑效率为 4.3%。通过植株再生程序，获得了 2 株再生植株，表型观测均是嵌合体，表现为同一编辑植

株上同时存在绿色及白化叶片。同时取白化叶片和绿色叶片进行高通量测序，发现二者均已发生了基因编辑，除了 1

个白化叶片发生了纯合双等位突变之外，其余叶片均为嵌合突变。其中，白化叶片编辑细胞的占比介于 86%~100%之

间，而绿色部位编辑细胞所占比例介于 66%~69%之间，说明橡胶树 CRISPR/Cas9 编辑植株出现预期表型的突变阈值高

于 69%，介于 70%~85%之间，为今后创制有表型的橡胶树基因编辑幼苗提供理论指导。同时，本研究证明了 T0 代转

化体胚及其获得的再生植株嵌合比例太高，不宜作为植株再生的材料，为今后通过对 T0 代阳性体胚进行继代获得 T1

代纯合体胚，并以 T1 代体胚为转化受体获得纯合基因编辑植株提供思路。本研究首次公开报道获得了橡胶树基因编辑

植株，尽管是嵌合植株，但也增进了对 CRISPR/Cas9 在橡胶树中作用的理解，为下一步在橡胶树中改进并应用基因编

辑技术奠定基础。 
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Abstract: Previously, we achieved gene editing using CRISPR/Cas9-RNP and plasmid in the PEG-mediated protoplasts 
transient transformation of rubber tree, and by targeting the HbPDS gene, callus with albino phenotype were obtained, 

but no edited plants were regenerated because the technology of embryogenesis from callus is not yet mature. In order to 



1522 热 带 作 物 学 报  第 45 卷 

 

obtain gene edited seedlings, we used the same HbPDS target as previous in the callus editing, but used somatic em-

bryos as the transformation receptor instead of callus. After hygromycin resistance screening, 116 positive T0 generation 
embryos were selected through Cas9 gene PCR detection, following by next generation sequencing, five embryos were 

found to be edited at the target, accounting for 4.3% of PCR positive embryos. At last, two regenerated plants were ob-
tained, both were chimeric because only partial albino leaves appeared in the plantlet. Sequencing of both albino and 

green parts revealed that gene editing had occurred in all samples, besides a homozygous biallelic mutation in one al-
bino leaf, all other leaves exhibited chimeric mutations, with mutant sequences in albino parts accounting for 86% to 

100% ratio, while green parts accounting for 66% to 69% ratio. This indicates that the mutation threshold inducing the 
expected phenotype in rubber tree CRISPR/Cas9 editing plants is higher than 69%, ranging from 70% to 85%, providing 

theoretical guidance for obtaining gene editing seedlings with expected phenotype in the future. Meanwhile, it is proven 
that nearly all the regenerated plantlets obtained from T0 generation somatic embryos are chimeric, thus T0 generation 

embryos are not suitable as regenerated materials, but also providing insights to improve the regeneration procedure by 
using T1 embryo to get homozygous seedlings in the future. This is the first report about gene editing plants in rubber 

tree, although they are chimeric, it still enhances the understanding of the function of CRISPR/Cas9 in rubber tree, lay-
ing the foundation for improving and applying gene editing technology in rubber tree. 
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橡胶树原产于亚马逊河流域的热带高大乔木，

目前我国生产上的主栽品种均是从国外直接引进，

或是用国外引进的少数骨干亲本杂交后选育而成，

品种间遗传背景狭窄。另外，橡胶树基因组高度杂

合，且开花前营养生长周期长达 5~6 a，所以常规

杂交育种只能从 F1 代中选择优良单株进行初级系

比、高级系比、区域试种，整个育种周期长达 30 a

以上，造成品种更新换代缓慢，品种老化严重[1]。

所以，通过生物工程手段开展分子育种，是用超常

规手段打赢橡胶树新品种培育翻身仗的必由之路。

2013 年出现的以 CRISPR/Cas9 为代表的基因编辑

系统是生命科学中的革命性技术，因该系统成本低

廉、操作简单，可以对基因组 DNA 特定靶点实现

特异、高效突变，并且在 T0 代即可产生纯合突变

编辑植株，是对橡胶树这种基因组高度杂合、同源

基因家族众多的物种进行遗传改良的理想技术。目

前多种植物已建立了 CRISPR/Cas9 基因组编辑体

系并得到了广泛应用。相比于模式作物和大田作

物，橡胶树高质量基因组测序于 2016 年才完成[2]，

且没有成熟的转化体系。在本课题组建立较为高效

的橡胶树原生质体瞬时转化体系后，直到 2020 年

和 2021 年才率先分别建立了基于 CRISPR/Cas9- 

RNP 和质粒的橡胶树基因编辑体系[3-4]，证明了橡

胶树活体细胞也可以发生基因编辑，且为快速鉴

定候选基因编辑靶点的效率提供了筛选体系。八

氢番茄红素脱氢酶基因（Phytoene desaturase, 

PDS）是最早被分离与鉴定的类胡萝卜素生物合

成关键酶基因之一，它可以催化无色的八氢番茄

红素生成多种色素物质[5]。在植物中，此基因的

突变会导致叶绿素合成受阻，从而表现出白化表型,

因此在多种植物中作为建立基因编辑体系的标记

基因[6-8]。为了获得橡胶树基因编辑植株，本课题组

构建了以 HbPDS 基因为靶标，基于 pCAMBIA1300

的稳定转化编辑载体，并对橡胶树愈伤进行农杆

菌介导的遗传转化，但由于愈伤诱导体胚形成技

术不稳定，没有得到抗性阳性体胚，因而并未得

到再生编辑植株。为了获得橡胶树基因编辑植株，

本研究直接以橡胶树体细胞胚为转化受体，跳过

了由愈伤诱导体胚的障碍，大大提高了获得基因

编辑植株的概率，最终首次获得了橡胶树基因编

辑植株，并对编辑植株的绿色及白化部位进行了

分子检测，从而得到了橡胶树编辑植株基因型与

表型的对应关系，确定了橡胶树 CRISPR/Cas9 编

辑植株出现预期表型的突变阈值范围，为下一步

改进橡胶树基因编辑技术及利用基因编辑技术提

供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  植物材料  实验转化用的受体材料。橡胶

树品种 Reyan73397 成熟的子叶胚由中国热带农

业科学院橡胶研究所的天然橡胶新型种植材料创

新基地提供。初始体胚由橡胶树花药愈伤组织诱

导形成，并将体胚放在基于 MS[9]的体胚发生培养

基（MSE）上进行继代，培养基中含有 4.44 µmol/L 

6-苄基腺嘌呤、13.9 µmol/L Kinetin（KT）(下同）、
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1.44 µmol/L Gibberellic 酸、0.27 µmol/L 2,4-二氯

苯氧基乙酸（2,4-D）、70 g/L 蔗糖、50 ml/L 椰子

水、1 g/L 木炭和 2.2 g/L 植酸酶。为了减少体胚继

代产生的随机突变，所有体胚均传代不超过 5 代。 

1.1.2  菌株及载体  基因编辑载体由本课题组基

于 pCAMBIA1300 载体构建。其中 Cas9 基因用

2×35S 启动子驱动，sgRNA 由本课题组克隆的

pHbU6.2 启动子驱动，命名为 pCAMBIA1300-2× 

35SCas9-HbU6.2，该载体含有双 Aar Ⅰ酶切位点，

用于插入靶标序列。将基因编辑载体转入农杆菌

EHA105 菌株（上海唯地生物技术有限公司）后

备用。 

1.2  方法 

1.2.1  生物信息学分析  香蕉、苹果、木薯等多

种植物均以 PDS 基因为靶标建立了各自物种的基

因编辑体系，突变植株表现出白化表型[7-8, 10]，因

此 PDS 基因常被用作植物建立基因编辑技术的标

记基因。该基因在不同植物中具有很强保守性，

其中木薯与橡胶树同属于大戟科，用以上报道植

物中 PDS 基因的保守序列为参照，对橡胶树基因

组进行搜索（http://hevea.catas.cn/home/index），

以便预测橡胶树中的 HbPDS 基因。 

1.2.2  基因编辑载体构建  首先用 Aar I（NEB）

酶切 pCAMBIA1300-2×35SCas9-HbU6.2 质粒，酶

切体系如下：质粒 1 µg，10×buffer 5 µL，Aar I

酶 1 µL，50×oligonucleotide 1 µL，补充 ddH2O 至

50 µL，37 ℃酶切 5 h。载体酶切后产生如下粘性

末端（5‒TAGCTCTG----CAATTGCTACTGC‒3，
3‒ATCGAGACTTTG----ACGATGACG‒5）合成

靶标序列，添加接头与上述粘性末端互补，合成

序列（5‒ATTGATGAGATCCATTCTTCTGC‒3，
3‒TACTCTAGGTAAGAAGACGCAAA‒5，阴影部

分的 4 个碱基为与载体酶切后互补的粘性末端）。

通过 T4 DNA 连接酶（NEB），将酶切后的载体与

靶标序列连接，从而构建成完整的靶标 HbPDS

基因的编辑载体（图 1），扫描下方二维码（图 2），

可查看该载体的全序列及结构。 

1.2.3  橡胶树体胚遗传转化  采用超声波辅助的

农杆菌介导方法对橡胶树体胚进行遗传转化[11]。

先挑取 1 个农杆菌单斑放入 1.5 mL 离心管中，

22 ℃，160 r/min 摇床摇 16 h，然后吸取 20 uL 菌

液转入装有 2 0 0  mL L B 的三角瓶中，加入

100 µmol/L 乙酰丁香酮（AS）摇至 OD600=0.45， 

 
 

图 1  基于 pCAMBIA1300 的基因编辑载体 
Fig. 1  pCAMBIA1300-based editing vector 

 

 
图 2  载体序列二维码 

Fig. 2  The QR code for plasmid sequence 
 

然后放入体胚侵染 8 min，接着在 40 kHz 的超声

波强度下处理 50 s，静止 10 min，取出体胚放在灭

菌 滤 纸 上 ， 置 于 超 净 工 作 台 吹 干 后 转 入 含

100 µmol/L AS 的 MSE 培养基上，在黑暗条件下

22 ℃共培养 84 h。 

1.2.4  阳性体胚的分子检测  将侵染后的体胚放

入愈伤诱导培养基[12]，培养基中添加 10 mg/L 潮

霉素和 500 mg/L 特美汀，1 个月后换到 MSE 培

养基继续培养 2 个月，取边长 2 mm 的正方形胚

块按照多糖多酚植物基因组 DNA 提取试剂盒说

明书提取基因组 DNA，用 Cas9 基因特异引物

（Cas9-F：5‒CCGATCGGCACAGCATCAAG‒3，
Cas9-R：5‒TCCACATCGCTATTGTCCGG‒3）做

PCR 检测阳性转化体胚。扩增使用上海吐露港生

物科技有限公司的 2×Magic Green Taq SuperMix

酶，扩增体系如下：正、反向引物（10 µmol/L）

各 1 μL，2×Magic Green Taq SuperMix 10 μL，DNA

模板 1 μL，ddH2O 7 μL。PCR 程序如下：95 ℃预

变性 3 min；95  10 s℃ ，58  10 s℃ ，72  30 s℃ ，35

个循环；72 ℃延伸 5 min，扩增子大小为 433 bp。 

1.2.5  植株再生  挑选 1.2.4 中分子检测为阳性

的体胚，转入植株再生培养基进行植株再生。再
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生培养基成分为在 MS 培养基中添加 0.23 µmol/L 

KT、0.11 µmol/L IAA 及 8.7 µmol/L GA3，植物凝胶

添加量为 1 g/L，蔗糖用量为 50 g/L。培养条件为

28 ℃光照 16 h，暗培养 8 h。 

1.2.6  编辑植株的分子检测  分别剪取同一株再

生植株上的白色、褪绿及绿色叶片，按 1.2.4 中的

方法提取基因组 DNA，接着用位于靶点两侧的特

异引物（T10-F：5-ggagtgagtacggtgtgcCAGTCTAT-

GCTGGAGTTAG-3，T10-R：5-gagttggatgctggat-

ggGCTTTGCTCTGATCTGCAG-3，小写字母为

二代测序接头序列）对靶点区域进行 PCR 扩增，

扩增产物大小 170 bp。将 PCR 产物送往中国水稻

研究所高通量测序平台进行二代测序[13]。 

2  结果与分析 

2.1  HbPDS 基因的生物信息学分析   

经同源搜索，橡胶树基因组中只有 1 个

HbPDS 基因，全长为 23 928 bp，共有 14 个外显

子，开放阅读框（open reading frame, ORF）为

1749 bp（图 3）。参考香蕉、木薯 PDS 基因的编

辑靶点，在 HbPDS 基因的第 12 个外显子上选取

编辑靶点，序列为 5‒CCTGCAGAAGAATGGA-

TCTCAT‒3，其中前 3 个阴影碱基为 PAM（proto-

spacer adjacent motif）基序。   
 

 
 

图 3  HbPDS 基因结构示意图 
Fig. 3  Schematic diagram of HbPDS 

 
2.2  橡胶树体胚的侵染效率 

用 300 个体胚进行农杆菌侵染，1 个月后在

新形成的愈伤中长出了小球形胚，将该球形胚转

入体胚形成培养基继续培养 2 个月后，切取 2 mm

的正方形小胚块提取 DNA，然后用 Cas9 特异引

物做 PCR 扩增，结果共有 116 个胚块能扩出 Cas9

特异基因片段（图 4），侵染效率为 38.7%。 

2.3  阳性转化体胚的表型及基因型 

经高通量测序，在 116 个 Cas9 分子检测阳性

的转化体胚中，仅有 5 个体胚发生了基因编辑，

抗性体胚表现出了白化表型（图 5A），对经植株 

 
 

M: DL2000 DNA marker. 

图 4  转化胚块 Cas9 基因 PCR 检测 
Fig. 4  Cas9 gene PCR detection of transformed embryos 

 
再生获得的萌芽状态的子叶型胚（图 5B）进行高

通量测序，发现绿色萌芽处和白化子叶均发生了

基因编辑，前者编辑细胞的比例约为 70%，后者

为 84%（图 5C）。 
 

 
 

A：转化体胚（红色箭头处为抗性体胚）；B：子叶型萌芽； 

C：绿色萌芽的编辑类型及比例。 
A: Transformed embryo (The resistant embryo was pointed by red 
arrow); B: Cotyledon sprout; C: The edited genotypes and corre-

sponding ration of the Cotyledon sprout. 
图 5  编辑体胚的表型及基因型 

Fig. 5  Phenotype and genotype of edited embryo 
 

2.4  编辑植株的表型及基因型 

5 个阳性编辑体胚最终获得了 2 株基因编辑

幼苗，2 株苗均为嵌合体，表现为同一植株上既

有绿色叶片，又有白化叶片（图 6A）。采集绿色

和白化部位的叶片进行高通量测序，结果发现，

即使是绿色叶片也发生了基因编辑，编辑细胞的

比例介于 66%~69%之间，而白色部位叶片的编辑
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比例介于 86%~100%之间。因此，橡胶树基因编

辑植株出现预期表型的编辑比例阈值介于 70%~ 

85%之间。除了其中 1 个白化叶片靶点处是纯合

双等位突变外（图 6B），其余绿色部位和白化部

位叶片的细胞均是嵌合状态，编辑类型高达 17 种

（图 6C）。 
 
 

 
 

A：编辑植株的表型；B：纯合部位的基因型； 

C：嵌合部位的基因型。 
A: The phenotype of edited seedlings; B: The genotype of a homo-

zygous site; C: The genotypes of chimeric sites. 

图 6  编辑植株的表型及基因型 
Fig. 6  Phenotype and genotype of edited seedlings 

3  讨论 

本课题组前期分别以 CRISPR/Cas9-RNP 和

质粒的形式实现了橡胶树原生质体瞬时转化基因

编辑[3-4]，但未获得基因编辑幼苗。究其原因，还

是橡胶树遗传转化体系不太成熟。尽管国际上以

花药为外植体获得了橡胶树转基因植株[14-16]，但

橡胶树转基因效率仍然较低。以花药为外植体进

行遗传转化存在诸多弊端：一是花药可采集时间

短，只有开花期才能获得外植体；二是如遇到阴

雨天或白粉病爆发，也难以采集到足量的花药；

三是剥花是一个相对技术难度较高又耗时费力的

工作，且整个过程容易污染；四是由花药愈伤诱

导体胚也是一个挑战，常常难以获得足量的体胚

进入下一步的植株再生步骤。 

鉴于以上花药作为遗传转化外植体的弊端，

本课题组尝试用次生体胚作为转化受体，结果证

实能够获得较好的转化效率 [11, 17]。但以体胚为

受体的转化也存在弊端，即再生部位与转化部

位往往不一致 [18-19]，因此推测以体胚为受体再

生的常规转基因植株以嵌合体为主，但无法获得

证据，因为即使是嵌合体，也能检测到 T-DNA 的

插入及目的基因的表达。而借助对 HbPDS 基因开

展编辑研究，首先可以从表型上观测转化子是否

嵌合体，若肉眼区分不开，可以利用二代测序检

测转化子细胞中是否含有野生型序列，及区分编

辑序列的类型和各类型的比例。本研究证实了直

接由侵染体胚→抗性愈伤→抗性体胚（T0）→植

株再生过程获得的 T0 代体胚及再生苗大概率都

是嵌合状态。 

由本研究可知，要使 HbPDS 编辑植株出现预

期白化表型，编辑细胞的比例至少要达到 70%以

上。所以，提高编辑细胞的比例至关重要，而只

有获得纯合植株才更能保证编辑出现预期表型。编

辑植株在局部位置也存在纯合的叶片，因此推断若

是 T0 代阳性体胚不进行植株再生，而是将其分割

为多个小胚块，再经历一遍抗性愈伤诱导→抗性

体胚诱导（T1）→植株再生的筛选过程，在分割

成多个小胚块后，再经过抗性筛选就有可能分离

出纯合的转化细胞，通过植株再生最终获得纯合

的编辑（转化）植株，从而提高橡胶树转基因或

基因编辑植株出现预期表型的概率。 

另外，在 116 个 Cas9 基因分子检测阳性的转

化体胚中，仅有 5 个体胚发生了基因编辑，编辑

效率仅为 4.3%，说明当前的基因编辑载体效率不
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高，需要优化。本研究中 Cas9 基因的启动子为

235S，基因序列是根据水稻密码子偏好进行的优

化[20]。已有研究证明，多种启动子特别是植物内

源强启动子均比 35S 启动子能获得更高的编辑效

率[21-23]，下一步，本课题将用橡胶树内源强启动

子 pHbUbiquitin[24]替换 235S 启动子，并对 Cas9

基因进行橡胶树密码子优化，以期提高目前编辑

载体的编辑效率。 

参考文献 

[1] PRIYADARSHAN P M. Refinements to Hevea rubber 

breeding[J]. Tree Genetics and Genomes, 2017, 13(1): 1-17. 

[2] TANG C R, YANG M, FANG Y J, LUO Y F, GAO S H, 

XIAO X H, AN Z W, ZHOU B H, ZHANG B, TAN X Y, 

YEANG H Y, QIN Y X, YANG J H, LIN Q, MEI H L, 

MONTORO P, LONG X Y, QI J Y, HUA Y W, HE Z L, 

SUN M, LI W J, ZENG X, CHENG H, LIU Y, YANG J, 

TIAN W M, ZHUANG N S, ZENG R Z, LI D J, HE P, LI Z, 

ZOU Z, LI S L, LI C J, WANG J X, WEI D, LAI C Q, LUO 

W, YU J, HU S N, HUANG H S. The rubber tree genome 

reveals new insights into rubber production and species ad-

aptation[J]. Nature Plants, 2016, 2(6): 16073. 

[3] FAN Y T, XIN S C, DAI X M, YANG X F, HUANG H S, 

HUA Y W. Efficient genome editing of rubber tree (Hevea 

brasiliensis) protoplasts using CRISPR/Cas9 ribonucleopro-

teins[J]. Industrial Crops and Products, 2020, 146: 112146. 

[4] DAI X M, YANG X F,WANG C, FAN Y T, XIN S C, HUA 

Y W, WANG K J, HUANG H S. CRISPR/Cas9-mediated 

genome editing in Hevea brasiliensis[J]. Industrial Crops and 

Products, 2021, 164: 113418. 

[5] FURUBAYASHI M, SAITO K, UMENO D. Evolutionary 

analysis of the functional plasticity of staphylococcus aureus 

C30 carotenoid synthase[J]. Journal of Bioscience and Bio-

engineering, 2014, 117(4): 431-436. 

[6] FAN D, LIU T T, LI C F, JIAO B, LI S, HOU Y S, LUO K 

M. Efficient CRISP/Cas9-mediated targeted mutagenesis in 

populus in the first generation[J]. Scientific Reports, 2015, 5: 

12217.  

[7] NISHITANI C, HIRAI N, KOMORI S, WADA M, OKADA 

K, OSAKABE K, YAMAMOTO T, OSAKABE Y. Efficient 

genome editing in apple using a CRISPR/Cas9 system[J]. 

Scientific Reports, 2016, 6: 31481. 

[8] KAUR N , ALOK A , SHIVANI, KAUR N, PANDEY P, 

AWASTHI P, TIWARI S. CRISPR/Cas9-mediated efficient 

editing in phytoene desaturase (PDS) demonstrates precise 

manipulation in banana cv. Rasthali genome[J]. Functional 

& Integrative Genomics, 2018, 18(1): 89-99. 

[9] MURASHIGE T, SKOOG F. A revised medium for rapid 

growth and bioassays with tobacco tissue cultures[J]. Physi-

ologia Plantarum, 1962, 15: 473-497. 

[10] WANG Y J, LU X H, ZHEN X H, YANG H, CHE Y N, 

HOU J Y, GENG M T, LIU J, HU X W, LI R M, GUO J C, 

YAO Y. A transformation and genome editing system for 

cassava cultivar SC8[J]. Genes, 2022, 13: 1650. 

[11] UDAYABHANU J, HUANG T D, XIN S C, CHENG J, 

HUA Y W, HUANG H S. Optimization of the transforma-

tion protocol for increase efficiency of genetic transforma-

tion in Hevea brasiliensis[J]. Plants, 2022, 11: 1067. 

[12] HUA Y W, HUANG T D, HUANG H S. Micropropagation 

of self-rooting juvenile clones by secondary somatic em-

bryogenesis in Hevea brasiliensis[J]. Plant Breeding, 2010, 

129: 202-207. 

[13] LIU Q, WANG C, JIAO X Z, ZHANG H W, SONG L L, LI 

Y X, GAO C X, WANG K J. Hi-TOM: a platform for high- 

throughput tracking of mutations induced by CRISPR/Cas 

systems[J]. Science China Life Sciences, 2019, 62: 1-7. 

[14] JAYASHREE R, REKHA K, VENKATACHALAM P, 

URATSU S L, DANDEKAR A M, JAYASREE P K, KALA 

R G, PRIYA P, KUMARI S S, SOBHA S, ASHOKAN M P, 

SETHURAJ M R, THULASEEDHARAN A. Genetic trans-

formation and regeneration of rubber tree (Hevea brasiliensis 

Muell. Arg) transgenic plants with a constitutive version of 

an anti-oxidative stress superoxide dismutase gene[J]. Plant 

Cell Reports, 2003, 22: 201-209. 

[15] BLANC G, BAPTISTE C, OLIVER G, MARTIN F, MON-

TORO P. Efficient Agrobacterium tumefaciens-mediated 

transformation of embryogenic calli and regeneration of He-

vea brasiliensis Mull Arg[J]. Plant Cell Reports, 2006, 24(12): 

724-733. 

[16] LESTARI R, RIO M, MARTIN F, LECLERCQ J, 

WORAATHASIN N, ROQUES S, DESSAILLY F, VIDAL 

A C, SANIER C, FABRE D, MELLITI S, SUHARSONO S, 

MONTORO P. Overexpression of Hevea brasiliensis ethyl-

ene response factor HbERF-IXc5 enhances growth, tolerance 

to abiotic stress and affects laticifer differentiation[J]. Plant 

Biotechnoloy Journal, 2018, 16: 322-336. 

[17] HUANG T D, LI J, LI Y T, HUANG, H S, HUA Y W. So-

matic embryo an alternate target tissue for Agrobacterium 

mediated transformation in Hevea brasiliensis[J]. Journal of 

Rubber Research, 2015, 18: 171-188. 

[18] NIAZIAN M, SADAT N S A, GALUSZKA P, MORTAZA-

VIAN S M M. Tissue culture-based Agrobacterium-medi-

ated and in planta transformation methods[J]. Czech Journal 

of Genetics and Plant Breeding, 2017, 53: 133-143. 

[19] WANG T D, HUANG T D, HUANG H S, HUA Y W. Ori-

gin of secondary somatic embryos and genetic stability of the 



第 8 期 杨先锋等：橡胶树 CRISPR/Cas9 编辑植株出现预期表型的突变阈值 1527 

 

regenerated plants in Hevea brasiliensis[J]. Journal of Rub-

ber Research, 2017, 20: 101-116. 

[20] SHAN Q W, WANG Y P, LI J, ZHANG Y, CHEN K L, 

LIANG Z, ZHANG K, LIU J X, XI J Z, QIU J L, GAO C X. 

Targeted genome modification of crop plants using a 

CRISPR-Cas. system[J]. Nature Biotechnology, 2013, 31: 

686-688. 

[21] OSAKABE Y, WATANABE T, SUGANO S S, UETA R, 

ISHIHARA R, SHINOZAKI K, OSAKABE K. Optimization 

of CRISPR/Cas9 genome editing to modify abiotic stress re-

sponses in plants[J]. Scientific Reports, 2016, 26(6): 26685. 

[22] FENG C, SU H D, BAI H, WANG R, LIU Y L, GUO X R, 

HAN F P. High-efficiency genome editing using a dmc1 

promoter-controlled CRISPR/Cas9 system in maize[J]. Plant 

Biotechnology Journal, 2018, 16(11): 1848-1857. 

[23] 刘光宇, 徐晓静, 夏科科, 孙海汐, 陶月如, 崔震，顾颖. 

基于原生质体的谷子 CRISPR/Cas9 基因编辑系统优化[J]. 

河南农业科学, 2022, 51(1): 34-42. 

LIU G Y, XU X J, XIA K K, SUN H X, TAO Y R, CUI Z, 

GU Y. Optimization of CRISPR/Cas9 genome editing sys-

tems in protoplasts of Setaria italica[J]. Journal of Henan 

Agricultural Sciences, 2022, 51(1): 34-42. (in Chinese) 

[24] XIN S C, UDAYABHANU J, DAI X M, HUA Y W, FAN Y 

T, HUANG H S, HUANG T D. Identification and functional 

evaluation of three polyubiquitin promoters from Hevea bra-

siliensis[J]. Forests, 2022, 13(6): 952. 

 




