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家蚕 β-呋喃果糖苷酶基因 BmSuc1 的 
CRISPR 敲除载体的构建与导入* 
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摘  要  【目的】 CRISPR/Cas9是近些年报道较多的基因编辑新工具，具有简便高效、特异性强等优势。

BmSuc1 是从鳞翅目经济昆虫家蚕 Bombyx mori 体内发现的编码 β-呋喃果糖苷酶（β-fructofuranosidase，

β-FFase）的基因，也是首个被克隆和鉴定的动物型 β-FFase 编码基因。β-FFase 是作用于果糖基的蔗糖水

解酶，BmSUC1 可能与家蚕防御桑叶生物碱的生理过程有关，但目前其发挥作用的分子机制尚不清晰。

为了解析 BmSuc1在蚕体的作用途径及其生理功能，本研究基于 CRISPR/Cas9基因编辑系统构建表达双元

sgRNA的 CRISPR载体，用于敲除家蚕基因组中的 BmSuc1基因。【方法】 根据目的基因 BmSuc1的 ORF

序列设计 2条 sgRNA，通过同源重组的方法分别插入 CRISPR载体的 Sal I和 Nhe I酶切位点。进而利用

转基因显微注射技术将该编辑载体注入 G0代蚕卵，经催青孵化饲养家蚕并自交制备 G1代蚕种。【结果】 

PCR 验证及测序结果均表明 CRISPR 编辑载体构建成功。根据 DsRed2 红色蛋白的荧光标记，从 G1代家

蚕幼虫中成功筛选出阳性转基因个体。【结论】 本文详细介绍了表达双元 sgRNA的 CRISPR 载体的构建

方法，所获得的阳性转基因家蚕对于下一步探讨 BmSuc1在家蚕糖类营养的吸收与利用途径中的作用奠定

了重要的实验基础，有助于阐明蚕-桑相互选择和适应的分子机制。 

关键词  CRISPR/Cas9，基因编辑，sgRNA，家蚕，β-呋喃果糖苷酶 

Construction of a CRISPR vector to edit the β-fructofuranosidase 
gene BmSuc1 and its incorporation in the silkworm Bombyx mori 

ZHU Wen-Kai1**  GAN Quan1, 2**  HE Wei1  ZHANG Xin-Wei1, 2  ZHOU Yue1   
WU Meng-Xue1  SUN Tong-Tong1  JIANG Song1  MENG Yan1, 2*** 
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Abstract  [Objectives]  CRISPR/Cas9 is a novel genome-editing tool that has recently had broad application in many fields 

of research. CRISPR/Cas9 has the advantages of simplicity, efficiency and high specificity. BmSuc1 encodes 

β-fructofuranosidase (β-FFase, a fructosyl-hydrolytic sucrase) in the silkworm Bombyx mori (Lepidoptera). BmSuc1 is also the 

first β-FFase gene to have been cloned and identified in an animal. The physiological function of BmSUC1 in the silkworm is 

probably related to defense against mulberry alkaloids. However, further research is needed to confirm this. In order to clarify 

the role of BmSUC1 we used the CRISPR/Cas9 genome-editing system to construct a dual-sgRNA expressing vector. 

[Methods]  We first designed two sgRNAs against BmSuc1 ORF and inserted these into the Sal I and Nhe I restriction 

enzyme sites of a CRISPER edition vector using the homologous recombination method. We then microinjected the 
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recombinant CRISPR plasmid into G0 silkworm eggs and created a G1 generation by G0 sib-crossing. [Results]  Both sgRNA 

insertions were verified by polymerase chain reaction and sequencing. DsRed2 fluorescence confirmed that we successfully 

obtained positive transgenic G1 individuals. [Conclusion]  This study provides a detailed description of the construction of a 

CRISPR edition vector to express dual sgRNAs. The resultant positive transgenic silkworms will help clarify the biological 

role of BmSuc1-coding β-FFase in the silkworm. 

Key words  CRISPR/Cas9, genome edition, sgRNA, Bombyx mori, β-fructofuranosidase 

鳞翅目模式生物家蚕 Bombyx mori是一种重

要的产丝经济昆虫，对桑叶具有寡食性。除野桑

蚕以外，很多家蚕的近缘种，却不能以桑叶为食。

桑叶乳汁中含有高浓度的 DNJ、D-AB1 等糖类

似生物碱（Asano et al.，2001），它们对于 α-葡

萄糖苷酶有强烈的抑制作用，但不能抑制 β-呋喃

果糖苷酶（ β-fructofuranosidase， β-FFase，

E.C.3.2.1.26）的活性（Daimon et al.，2008）。

β-FFase 是一种蔗糖水解酶，广泛分布于动物以

外的物种。2008 年，研究人员在家蚕体内首次

发现了动物型 β-FFase 编码基因 BmSuc1 和

BmSuc2（Daimon et al.，2008）。该研究表明，

BmSuc1 在家蚕幼虫的中肠、前部及中部丝腺高

量表达，而 BmSuc2 未检测到其表达；BmSuc1

能够编码产生有活性的 β-FFase，且其活性不受

DNJ、D-AB1等生物碱的抑制（Daimon et al.，

2008）。由此推测，BmSuc1编码的 β-FFase可能

在家蚕抵御桑叶生物碱的毒害作用中起着重要

的生理作用（杨伟克等，2016）。 

CRISPR/Cas9 系统是近年来广泛运用于生

物学研究的基因编辑工具（Xing et al.，2016）。

Cas9 是从微生物适应性免疫系统中发现的由

RNA 引导的核酸酶，能够对基因组进行精确、

高效的编辑（Hwang et al.，2013）。Cas9核酸酶

中含有 RuvC和 NHN两个结构域，可造成 DNA

的双链断裂（Barrangou，2012）。Cas9核酸酶依

赖于单链引导 RNA（single guiding RNA，sgRNA）

识别基因组中的 5 ′-NGG 基序（Protospacer 

adjacent motif，PAM），从而精确靶向到目的基

因组进行编辑（Jiang et al.，2013）。sgRNA由一

条约 20 nt的 CRISPR RNA (crRNA)和一段固定

序列的 transRNA构成（Hwang et al.，2013），

CRISPR/Cas9 的靶向特异性由这条根据目标序 

列设计的 20 nt左右的 crRNA提供（Ran et al.，

2013）。有研究表明，尽管 sgRNA决定了大部分

的编辑特异性，但由于其与互补 DNA序列之间

也会因位点及个别碱基的错配，而导致脱靶

（Veres et al.，2014）。构建双元 sgRNA的编辑

载体，并在 sgRNA 设计时尽可能避免易造成脱

靶的位点，可有效减少可能存在的脱靶效应（Ran 

et al.，2013）。 

为了进一步弄清 β-FFase在家蚕幼虫发育中

的生理功能，以及了解 β-FFase在家蚕避开桑叶

生物碱毒害的防御系统中的作用机制，我们试图

利用 CRISPR/Cas9基因编辑系统对家蚕 BmSuc1

基因进行基因组敲除。本实验构建了用于

BmSuc1基因敲除的携有双元 sgRNA的 CRISPR

载体，并导入多化性家蚕转基因基础品系

Nistari，成功获得了该阳性转基因品系。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与主要试剂 

用于家蚕转基因的基础品系 Nistari 及双元

sgRNA原始表达载体PXL-IE1DsRed2-U6-sgRNA 

(以 2个 U6启动子分别驱动表达，图 1：A)，由

中国科学院上海植物生理生态研究所谭安江研

究员实验室惠赠。同源重组试剂盒购自苏州神洲

基因公司，DNA 凝胶回收试剂盒为 Promega 公

司产品。大肠杆菌感受态细胞 DH5a为全式金公

司产品。pMD-19T 载体、连接转化试剂、质粒

抽提试剂盒、质粒 DNA纯化回收试剂盒及 DNA 

marker 等常规分子生物学试剂购自上海生工生

物有限公司。蚕卵显微注射用重组质粒 DNA抽

提试剂盒 EndoFree Plasmid Maxi Kit为 Qiagen

公司产品。 
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图 1  表达双元 sgRNA 的 CRISPR 载体的构建示意图 
Fig. 1  The sketch map for construction of dual-sgRNA expressing CRISPR vector 

A. PXL基础载体；B. sgRNA在 BmSuc1 ORF中的位置与构成；C. sgRNA1同源片段的 PCR扩增与重组构建； 

D. sgRNA2同源片段的 PCR扩增与双元重组构建。 

A. PXL basic vector; B. Constitution of sgRNA and their positions in BmSuc1 ORF; 
C. PCR amplification and homologous recombination of sgRNA1 and construction into PXL vector;  

D. PCR amplification and homologous recombination of sgRNA2 and dual construction. 

 
1.2  实验方法 

1.2.1  双元 sgRNA 的设计与合成  基于家蚕

BmSuc1基因的开放阅读框（Open reading frame, 

ORF）序列，依据 sgRNA 的基本结构及设计原

则，我们利用在线网站（www.crispr.dbcls.jp）进

行 sgRNA的靶标序列设计。sgRNA的基本结构

由 target sequence 和 transRNA 两部分组成。其

中 target sequence与 BmSuc1序列同源，由 GGN

（共 20 bp）+ NGG（PAM 识别位点，不参与

sgRNA 的构成）组成，transRNA 由一段 84 bp

的固定序列（GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAA-

GTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGA

AAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTT）

组成。将设计的两条 sgRNA 交由上海生工生物

有限公司合成（sgRNA1和 sgRNA2，图 1：B）。 

1.2.2  引物设计及 sgRNA 同源片段的制备  引

物设计要保证目的片段两端至少有 15-25 bp 与

载体酶切位点两端的序列一致，便于重组反应的

进行。因此，PCR所用引物中除了酶切位点和保

护碱基外，还有至少 40-45 bp，包括 5′端与 PXL

载体同源的 20 bp 以及来自 sgRNA 特异性序列

20-25 bp（表 1）。 

如图 1（C，D）所示，分别以合成的 sgRNA1

或 sgRNA2 为模板进行 PCR 扩增。50 μL PCR  
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表 1  PCR 引物序列 
Table 1  Primer sequences used in PCR amplification 

名称 Name 序列 Sequence（5′-3′） 

sgRNA1-F GCGTCGACAATATCGTGCTCTACAAGTGGGCTGGATGAATGACCCTAAGTTTT 

sgRNA1-R GCGTCGACACATAACCTTATCGATACCGAAAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCA 

sgRNA2-F CGGCTAGCAATATCGTGCTCTACAAGTGGGCCGAATTCTATCGCTTGCGTTTT 

sgRNA2-R CGGCTAGCTTGTTATAGATATCAAGCTGAAAAAAAAGCACCGACTCGGTGCCA 

加粗部分为 sgRNA同源序列，下划线部分为与 PXL载体限制性酶切位点外侧同源的序列，斜体为酶切位点和保护碱

基（sgRNA1，Sal I；sgRNA2，Nhe I）。 

Bolded letters are homologous sequences to sgRNA. Underlined letters are homologous sequences to outside of restriction 
sites in PXL vector. Italic letters show restriction site and protective nucleotides (Sal I for sgRNA1, Nhe I for sgRNA2). 

 

反应体系中包括 5primeSTAR buffer 10 μL,  

2.5 mmol·L-1的 dNTP 4 μL，100 μmol·L-1的上、

下游引物各 2 μL，模板 DNA2 μL，高保真 DNA

聚合酶 0.5 μL及 ddH2O。PCR反应程序：94 ℃

预变性 10 min，后接 35个循环，每个循环包括

98 ℃变性 30 s， 65℃  (sgRNA1)或 56℃

（sgRNA2）退火 30 s，72℃延伸 30 s。循环结

束后 72 ℃反应 10 min。 

1.2.3  TA 克隆与测序验证   将 PCR 产物经

1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测，并用 DNA纯化回

收试剂盒回收目的片段。按 TA克隆载体试剂盒

说明书将纯化得到的 PCR产物连接到 pMD-19T

载体。然后按常规方法将连接产物转化进 DH5a

感受态细胞，用含 0.1%氨苄抗性的 LB 平板培

养，筛选阳性克隆，挑取单菌落送公司进行测序，

验证 sgRNA 同源片段的序列正确性，获得重组

质粒 pMD-19T-sgRNA1和 pMD-19T-sgRNA2。 

1.2.4  同源重组及双元 sgRNA 表达载体的构建 

如图 1（C）所示，用 SalＩ对原始载体 PXL- 

IE1DsRed2-U6-sgRNA 和测序正确的 pMD-19T- 

sgRNA1 重组质粒 DNA 进行单酶切，经琼脂糖

凝胶电泳，用 DNA纯化回收试剂盒回收酶切后

的线性化 PXL 载体和 sgRNA1 同源片段。按照

同源重组试剂盒的说明书要求，将 sgRNA1同源

片段和线性化载体以 3︰1摩尔比加到 0.5 mL试

管中进行重组反应。20 μL反应体系中包含反应

液 10 μL，线性化载体 2 μL，sgRNA1同源片段

6 μL和 ddH2O 2 μL。混匀，45 ℃放置 30 min

后，如上所述进行转化。挑取单克隆进行培养， 

经菌液 PCR验证后，提取重组质粒 DNA，再行

测序验证。如图 1（D）所示，用 NheＩ酶切线

性化处理测序正确的 PXL-IE1DsRed2-U6- 

sgRNA1 和 pMD-19T-sgRNA2 重组质粒 DNA，

纯化回收后，将 sgRNA2 同源片段和包含

sgRNA1 的线性化 PXL 载体进行重组反应。同

样，经转化、单菌落培养、PCR验证及测序验证

双元 sgRNA 表达载体 (PXL-IE1DsRed2-U6- 

sgRNA1-U6-sgRNA2)的成功构建。 

1.2.5  显微注射与荧光筛选  蚕卵的转基因显

微注射委托中国科学院上海生命科学研究院植

物生理生态研究所谭安江小组操作。双元 sgRNA

表达载体的重组质粒构建成功后，导入大肠杆菌

感受态细胞 DH5a进行扩大培养，参照试剂盒操

作手册提取重组质粒。质粒 DNA再经酚-氯仿法

纯化后，按 300 ng/ L的浓度注射入产卵 6 h以

内的 Nistari 蚕卵中，每粒蚕卵显微注射一次，

总共注射 480粒蚕卵。注射后正常催青，待蚕卵

孵化后用新鲜的桑叶饲养（G0）（Zhang et al.，

2015）。按常规方法进行 G0 代母蛾自交，利用

Olympus BX53 荧光显微镜，从自交产生的 G1

代转青卵或刚孵化的蚁蚕中筛选带有 DsRed 红

色荧光标记的转基因阳性家蚕个体。 

2  结果与分析 

2.1  双元 sgRNA 的设计与合成 

根据 BmSuc1 的 ORF 序列，我们利用在线

网站（www.crispr.dbcls.jp）预测出了约 80 条

sgRNA 候选位点（图 2）。我们选用其中 2 个靶

向位点，即 175-197 bp和 1 104-1 126 bp两处， 
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图 2  在线网站设计的 sgRNA 靶向序列及其位置 
Fig. 2  Online design for sgRNA target sequences  

PAM位点（5′-NGG）被短框标出，长框标出的区域为本研究所用的两个 sgRNA靶标序列。 

Short boxes represent PAM motif (5′-NGG). Target sequences for sgRNA1 and sgRNA2 used  
in this study are shown in two long boxes. 

 
其 PAM序列分别为 CGG和 TGG（图 1：B，图

2）。因此，根据 sgRNA 的结构组成，我们设计

合成的双元 sgRNA 的序列分别为：sgRNA1，

GGCTGGATGAATGACCCTAAGTTTTAGAG
CTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGT
CCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGAG
TCGGTGCTTTTTTTT（104 bp，下划线加粗为

20 bp的 BmSuc1靶标序列，其余为 transRNA序

列）和 sgRNA2，GGCCGAATTCTATCGCTTGC-

GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATA
AGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTG
GCACCGAGTCGGTGCTTTTTTTT（104 bp，结

构同 sgRNA1）。 

2.2  sgRNA 同源片段的制备 

为了 PCR 扩增包含目的 sgRNA 的同源片

段，我们设计的 PCR引物对如表 1所示。分别以

合成好的 sgRNA1、sgRNA2 为模板，进行 PCR

反应扩增。PCR 产物经过 1%琼脂糖凝胶电泳分

析，所得 sgRNA同源片段的长度（约 130 bp）与

预期相符（图 3）。分别对所得的 sgRNA 同源片

段 1（图 3：A）和片段 2（图 3：B）进行切胶回

收，并与 pMD-19T载体连接。经转化大肠杆菌和

阳性克隆测序，结果如图 4（A，B）所示，两条

sgRNA同源片段的碱基序列和设计的完全相符。 

 
 

图 3  sgRNA1（A）和 sgRNA2（B）同源片段的 

PCR 扩增 
Fig. 3  PCR amplification for sgRNA1 (A) and  

sgRNA2 (B) homologous fragments 

Maker：DNA标准分子量。 

Maker: DNA molecular standard. 
 

2.3  同源重组及双元 CRISPR 载体的构建 

原理如图 1（C）所示，将 PXL原始载体经

S a lＩ单酶切后，用相同的限制性内切酶把

sgRNA1同源片断从pMD-19T-sgRNA1重组载体

上酶切下来，进而同源重组到 PXL原始载体上。

以提取的重组质粒 DNA为模板，PCR验证结果

表明同源重组成功（图 5：A），测序结果再次确

认了 PXL-IE1DsRed2-U6-sgRNA1重组载体的获

得。同理，将 PXL-IE1DsRed2-U6-sgRNA1载体

用 NheＩ单酶切后，用相同的限制性内切酶把 
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图 4  TA 克隆测序验证 sgRNA 同源片段的序列 
Fig. 4  Confirmation of sgRNA homologous fragments by TA cloning and sequencing 

A. sgRNA1；B. sgRNA2；上行，重组 pMD-19T序列；下行，104 bp 的 sgRNA序列。 

A. sgRNA1; B. sgRNA2. Up, recombinant pMD-19T sequences, down, 104 bp sgRNA. 

 

 
 

图 5  PCR 扩增验证 sgRNA 表达载体的构建 
Fig. 5  Confirmation of the construction of sgRNA expressing vector by PCR amplification 

A. PXL-IE1DsRed2-U6-sgRNA1载体的 PCR验证，泳道 1-6为平行样； 

B. PXL-IE1DsRed2-U6-sgRNA1-U6-sgRNA2载体的 PCR验证，泳道 1-2为两个平行样；marker：DNA分子量标准。 

A. PXL-IE1DsRed2-U6-sgRNA1vector, lanes 1-6, duplicate samples;  
B. PXL-IE1DsRed2-U6-sgRNA1-U6-sgRNA2 vector, lanes 1-2, two duplicate samples. marker: DNA molecular standard. 

 
sgRNA2同源片断从pMD-19T-sgRNA2重组载体

上酶切下来，再同源重组到 PXL-IE1DsRed2-U6- 

sgRNA1载体上（图 1：D）。提取重组质粒 DNA，

经 PCR 和测序验证，我们成功获得了 PXL- 

IE1DsRed2-U6-sgRNA1-U6-sgRNA2双元表达载

体（图 5：B）。 

2.4  转基因阳性个体的荧光筛选 

显微注射后的 G0代 Nistari蚕卵的孵化率约

为 52%，共收集幼虫 249头，用新鲜的桑叶饲养。
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自交 80 个蛾区以制备 G1 代，每个蛾区平均有

120 粒蚕卵孵化，在产生的 G1代中筛选转基因

阳性个体。由于所用载体携带 DsRed2红色荧光

蛋白的表达序列，所以利用荧光显微镜筛选得到

的红色荧光个体即为阳性转基因家蚕。结果如图

6 所示，我们从刚孵化的 G1代蚁蚕中成功筛选

获得了 1 头表达双元 sgRNA 的 CRISPR 转基因

品系，阳性率约为 0.01%。 
 

 
 

图 6  CRISPR 转基因家蚕阳性个体的荧光筛选（40×） 
Fig. 6  The screening of positive CRISPR transgenic 

silkworms through red fluorescence (40×) 
 

3  讨论 

家蚕作为吐丝结茧的经济昆虫，为我国及世

界上很多国家的经济社会发展作出了巨大贡献。

然而，与同为模式生物的果蝇相比，家蚕的遗传

操作研究相对缓慢。家蚕转基因技术自建立后

（Tamura et al.，2015），近些年才逐步有所发展。

基因重组、基因敲除等基因编辑技术在家蚕研究

中严重滞后（马三垣和夏庆友，2015）。自 2004

年家蚕基因组草图（Xia et al.，2004）发表以来，

其精细图谱（Consortium，2008）、遗传变异图

谱（Xia et al.，2009）、表观遗传图谱（Xiang et al.，

2010）等里程碑式的成果陆续发表，引起了国内

外昆虫研究者的广泛关注。在此背景下，同时顺

应近年来基因编辑技术的革命性进展，该类技术

开始运用于家蚕功能基因组的研究（Daimon 

et al.，2014；Xia et al.，2014）。CRISPR/Cas9

基因编辑系统是近几年出现的新的基因敲除技

术。相比于较早的 ZFN、 TALEN 技术，

CRISPR/Cas9系统具有载体构建简单，靶向更精

确，效率更高，可同时进行多位点编辑并且可遗

传等多个优点（Cong et al.，2013；Wang et al.，

2013）。 

虽然相较于其他技术，CRISPR/Cas9系统的

靶向性有明显优势，但脱靶效应依然存在（Veres 

et al.，2014）。采用双元 sgRNA系统的构建方式

可进一步提高其靶向精确性（Ran et al.，2013）。

单元 sgRNA 体系只在靶标位点形成局部的片段

插入或缺失，很容易造成脱靶效应；而双元

sgRNA 体系可以在靶标区域的 2 个位点形成片

段的插入或缺失，很可能造成两个 sgRNA 之间

长区域的缺失，大大的降低了脱靶效应，相应的

提升了基因组敲除效率。2013 年，谭安江课题

组成功利用双元 sgRNA 系统敲除了家蚕基因组

BmBLOS2基因，获得了 3 482 bp缺失型转基因

家蚕，验证了 BmBLOS2与油蚕形成的重要关联

（Wang et al.，2013）。2015年，他们同样利用

双元 sgRNA 系统，成功敲除了 BmWnt1 基因，

获得了 18 081 bp大片段缺失型转基因家蚕，证

明了 BmWnt1 基因在家蚕胚胎发育时期的重要

作用（Zhang et al.，2015）。这些应用实例说明

双元 sgRNA相对于单元 sgRNA来说，有着更佳

的基因组 DNA 编辑效应。因此，为了使得

CRISPR/Cas9 基因敲除系统能够特异性地敲除

BmSuc1 基因，尽可能降低脱靶问题，我们基于

BmSuc1 的开放阅读框序列，遵从 sgRNA 的基

本结构及筛选原则，在 www.crispr.dbcls.jp 网站

分别设计出 sgRNA1及 sgRNA2两条序列（图 2）。

按图 1 所示原理进行设计和操作，经 PCR 和测

序验证，结果表明我们成功构建了带有双元

sgRNA 的 CRISPR 表达载体 PXL-IE1DsRed2- 

U6-sgRNA1-U6-sgRNA2（图 5）。进而利用蚕卵

显微注射技术，把该质粒载体导入家蚕基因组，

经荧光筛选确认，我们获得的了阳性 CRISPR转

基因品系（图 6）。 

sgRNA由 target sequence和 transRNA两部

分构成，其中 transRNA由固定的长为 84 bp的

碱基组成。值得注意的是，target sequence与目

的敲除基因的序列同源（20 bp + PAM），PAM的

基序特征为 5 ′-NGG，是 sgRNA引导 Cas9核酸
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酶进行基因组编辑的识别位点，因此 PAM 位点

不参与 sgRNA 的序列设计。本研究选用以 GG

（或 CC）碱基为头或尾的 20 bp BmSuc1靶向序

列（图 2），可增强 sgRNA 引导 Cas9 核酸酶进

行基因组切割的特异性，从而提高对 BmSuc1的

编辑效率。另外，本文详细介绍了 sgRNA 的设

计合成、同源重组和 CRISPR表达载体的构建过

程（图 1），为 CRISPR/Cas9 基因编辑系统在家

蚕及其他物种中的运用提供了理论参考。 

BmSuc1 是在家蚕体内发现的第一种动物型

β-呋喃果糖苷酶基因。虽然研究者推测该基因与

家蚕抵抗桑叶生物碱相关，但具体分子机制尚不

明确（Daimon et al.， 2008）。本研究基于

CRISPR/Cas9 基因编辑系统，成功构建了针对

BmSuc1 基因编辑的 CRISPR 载体，并获得了阳

性转基因品系（图 6）。为后续利用该 CRISPR

转基因品系和携带 Cas9 的转基因品系进行杂

交，从其后代中筛选 CRISPR/Cas9-BmSuc1的基

因编辑体系，进一步解析 BmSUC1 在蚕体内的

生理功能奠定了必要的实验基础。 
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