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摘　要：基因组编辑工具不仅方便构建高效鲁棒的工程细胞，还能用于深入地理解生物系统。现综述在细

菌中建立基因组编辑方法，特别是基于 CRISPR-Cas 的编辑工具的进展，并尝试归纳细菌基因组编辑技术

开发通用流程，供打算自建基因组编辑工具的同行参考。
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Abstract: Genome editing tools not only facilitate the development of robust engineered cells, but also provide 
insight into biological systems. Here, we summarized the genome editing tools in bacteria, particularly the progress 
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of CRISPR-Cas based genome editing, and we attempted to conclude the universal processes of establishing 
genome editing techniques in bacteria which may provide reference for persons who intend to build genome editing 
tools.
Key words: genome editing; bacteria; engineered endonuclease; CRISPR-Cas

基因组编辑技术是指对目的基因进行精确修饰

的技术，包括对靶基因的敲除、敲入或碱基的删除、

替换或插入 [1]，可应用于工程细胞的构建、生命机理

的认识，推动了生命科学研究领域的进程。近年来，

基因组编辑技术快速发展，多种高效的基因组编辑

工具被开发，其中以可编程核酸酶介导的基因组编

辑技术应用较为广泛 [2]。目前用于基因组编辑中的

可编程核酸酶有锌指核酸酶 (zinc finger nucleases, 
ZFN)[3]、类转录激活因子效应物核酸酶 (transcription 
activator-like effectors nuclease, TALEN)[4] 和成簇的规

律间隔的短回文重复序列 (clustered regularly inter- 
spaced short palindromic repeats, CRISPR) 相关蛋白

(CRISPR associated nuclease, Cas)[5]。这类核酸酶能

在基因组上匹配位置进行切割而形成双链断裂缺口

(double strand break, DSB)，DSB 主要通过非同源末

端连接 (non-homologous end joining, NHEJ) 和同源

重组 (homologous repair, HR) 两条途径进行修复 [2]。

其中，NHEJ 能在 DSB 处随机插入或缺失碱基，从

而实现基因失活的目的；而同源重组修复途径中，

在有修复模板的情况下，可精确实现碱基突变、片

段删除或敲入。

细菌作为生物界重要组成部分，其种类繁多、

数量巨大、分布广泛，已被广泛应用于农业、工业

和医学等研究中，在细菌中开发和建立遗传操作工

具可加快对细菌的研究和应用。虽然细菌基因组编

辑技术不如真核生物基因组编辑技术备受关注，但

两者的基因组编辑原理相通。与真核生物修复途径

相比，大部分细菌缺乏内源 NHEJ 途径，只能通过

HR 途径或借助外源 NHEJ 系统对 DSB 修复 [6-7]。

细菌基因组编辑一般过程为 DNA 导入宿主细胞、导

入 DNA 的复制和筛选编辑过的细胞 ( 图 1)。本文将

围绕上述几个部分阐述在细菌中建立基因组编辑方

法，特别是 CRISPR-Cas 介导的编辑工具进展，并

尝试归纳细菌基因组编辑技术开发通用流程。

1　DNA的导入

DNA 跨越细胞膜屏障进入细胞这一过程称为

DNA 的导入。可以借助多种方法将 DNA 导入细菌

中：利用细胞天然生理活动，如自然转化、接合转

移或噬菌介导的转导；或依靠化学和物理手段来促

进细胞摄入外源 DNA，如化学转化和电转化。

1.1　自然转化

细菌或古菌具有自发地摄取外源 DNA 并使其

稳定遗传的能力，这种现象或过程被称作自然转

化 [8]。1944 年，美国科学家 O. Avery 等证明 DNA
转移至肺炎球菌中是第一个被发现的细菌自然转化

现象，其他还包括枯草芽孢杆菌、奈瑟氏淋球菌、

霍乱弧菌和流感嗜血杆菌 [9]。可通过导入外源 comK
等转化相关基因赋予宿主菌被自然转化能力 [10-11]，

外源 DNA 在宿主中通过同源重组整合至基因组或

作为质粒自主复制从而被稳定遗传下去 [12-13]。

DNA导入目标细菌的效率、导入DNA避开内源核酸酶降解并利用宿主复制机制稳定遗传的机率以及编辑靶标序列的效率是

基因组编辑技术开发需要优化的三个指标。

图1  细菌基因组编辑技术开发通用流程
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1.2　接合转移

接合转移是指 DNA 从一个细菌 ( 供体细菌，通

常为大肠杆菌 ) 传递给另一个细菌 ( 受体细菌 ) 的
过程 [14-16]，接合转移发生的必要条件是：(1) 供体细

菌中含有 tra 基因，可将 tra 基因放在质粒上表达或

整合至供体细胞基因组上；(2) 待导入受体细菌的穿

梭质粒上含有被 Tra 蛋白识别的 oriT 序列。常见的

大肠杆菌供体宿主包括 S17-1[17] 和 ET12567[18]，两者

均经过修饰并可表达广谱宿主转移元件。研究人员

已在链霉菌 [19]、梭菌 [20-21]、枯草芽孢杆菌 [22]、解

淀粉芽孢杆菌 [23]、中华根瘤菌 [24]、需钠弧菌 [25]、

恶臭假单胞菌 [26] 等细菌中利用接合转移实现了质

粒的传递。

1.3　转导

在自然环境中，噬菌体被认为是微生物中遗传

物质转移的重要载体 [27-28]，转导是指由噬菌体将一

个细胞的 DNA 传递给另外一个细胞的过程。通常利

用宿主细菌将噬菌体增殖至高滴度，然后收获噬菌

体并通过普遍性转导将 DNA 转移至受体细胞，如大

肠杆菌 P1 转导 [29] 和枯草芽胞杆菌 PBS1 转导 [30]，

转导频率通常在 10−7 到 10−6 之间 [29-31]，传递片段可

长达 400 kb。
1.4　化学转化

缺乏天然转化能力的细菌通常可以尝试通过化

学方式来促进吸收外源 DNA。用盐溶液处理有助

于在细胞膜上形成孔并促进外源 DNA 的结合，氯

化钙常用于制造大肠杆菌感受态细胞 [32-34]。额外加

入细胞壁处理剂，如二甲基亚砜、聚乙二醇、溶菌

酶或二硫苏糖醇，可增加细胞壁的渗透性，进而可

提高转化效率；也可通过敲除肽聚糖合成相关基因，

如谷氨酸棒状杆菌中的 ponA 基因来提高外源 DNA
转化效率 [35]。除此，生长状态、复苏培养基的组成

和生长温度也可影响转化效率 [36-38]。感受态细胞与

DNA 混合后，用短暂的热休克处理有助于 DNA 转

运入细胞 [32,36]。

1.5　电转化

除了化学转化，可通过电场作用于细胞几微秒

到几毫秒，在细胞膜上瞬时形成小孔，把 DNA 导

入细胞；也可利用酶解法事先去除细胞壁获得原生

质体后，将原生质体与 DNA 混合，再在电场的作

用下进行转化 [39]。电转感受态细胞的转化效率通常

比化学感受态细胞更高 [36]，并且在一些菌株中，电

转化是唯一报道的转化方法 [40]。

可通过以下调试来对电转效率进行优化：(1)

制备电转感受态细胞时细菌所处的生长阶段对电转

效率有影响，如德氏乳杆菌电转过程中，用平台期

初期的菌株做电转时，其转化效率最高 [41]，而在菌

株培养过程中可添加甘氨酸和 DL- 苏氨酸来弱化细

胞壁合成，可提高转化效率，而吐温 80 则可以通过

改变细胞膜的流动性来提高电转效率 [42] ；(2) 洗涤缓

冲液和电转缓冲液的成分对电转效率有影响，已有

文献证明缓冲液的成分在乳杆菌的转化中起重要作

用，蔗糖的添加可提高转化效率 [41] ；(3) 可通过调节

电转参数来提高转化效率，如电阻、电压等 [41]。

2　导入DNA的抗降解

细菌拥有一系列先天和后天防御系统，可以保

护它们免受外源遗传物质的侵入。现在已知的系统

包括限制修饰 [43]、CRISPR-Cas[44]、顿挫感染 [45]、

Agos[46]、DISMARM[47] 以及近期刚被挖掘出来的十

种系统 [48]。

在这些系统中，限制修饰系统是最普遍的。大

部分限制修饰系统由限制酶和 DNA 甲基转移酶组

成，它们通常成对出现。限制修饰系统是外源 DNA
进入异源宿主的屏障，该系统可通过 DNA 甲基化

模式的差异识别并降解外源 DNA，阻碍了遗传物

质的传递。约 95% 的已被测序的细菌中含有限制

修饰系统 [49]，根据亚基组成、切割位点、序列特异

性和辅因子要求，可分为 4 种类型：I 型、II 型和

III 型限制酶在特异位点切割非甲基化的 DNA，IV
型限制酶切割具有外源模式的甲基化修饰 DNA[50]。

为了克服宿主细菌中的限制修饰系统，可通过

以下 3 个策略使外源 DNA 顺利转入细菌中：①使

用过渡菌株对外源遗传物质进行修饰或提前用商业

化的 DNA 甲基转移酶孵育要转化的质粒；②敲除

宿主细菌中的限制酶；③在体外建立模拟宿主细菌

甲基化修饰的系统，质粒进行修饰后再转入细菌。

策略①中可事先将待转质粒转入过渡菌株中进行甲

基化修饰，将过渡菌株中修饰过的待转质粒抽提后

再转入目标菌株，该方法已被证明可以提高植物乳

杆菌的转化效率 [51]，但这个方法通常受限于过渡菌

株中仅有的甲基化修饰步骤。商业化的 DNA 甲基

转移酶，如 CpG 甲基转移酶 (M.SssI) 或 GpC 甲基

转移酶 (M.CviPI) 可甲基化修饰 GC 或 CG，可能适

用高 GC 宿主 [52]，但该方法受数量有限的商业化甲

基转移酶限制。在策略②中，有研究人员敲除了

宿主菌中的限制酶基因，如将丙酮丁醇梭菌中的

Cac824I 基因敲除后，使得外源质粒顺利导入该细
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菌中 [53-54]。目前，还可采用由温廷益实验室建立的

策略③去克服 DNA 被降解 [55] ：通过 REBASE 在线

软件 [49] 预测靶细菌中推定的甲基转移酶编码基因，

然后在特定大肠杆菌中表达对应的酶以模拟靶细

菌 DNA 甲基化模式 (mimicking of DNA methylation 
patterns, MoDMP)，穿越靶细菌限制屏障，实现含

有多套限制修饰系统的细菌遗传操作。具体做法为：

在一株内源限制修饰系统全部缺失的大肠杆菌

EC135 中分别共表达了来自汉氏硝化细菌 X14、蜡

样芽孢杆菌 ATCC 10987 和解淀粉芽孢杆菌 TA208
中有活性的 DNA 甲基转移酶，先将待转化的质粒在

该大肠杆菌中进行甲基化修饰，后再转至目标宿主

中。结果表明，修饰后质粒具有与受体细菌相似的

甲基化修饰模式，利用 MoMDP 系统，研究人员首

次成功实现了硝化细菌 X14 的遗传转化，并大幅度

提高了另外两株芽胞杆菌的转化效率。用类似于③

的策略，俄亥俄州立大学的研究者在大肠杆菌中表

达了来自嗜纤维梭菌中的两个甲基化酶 M. Cce743I
和 M. Cce743II，成功将质粒转入嗜纤维梭菌中

[56] ；

日本的研究人员在大肠杆菌中表达青春双歧杆菌的

推定甲基转移酶 BAD-1233 和 BAD-1283，以提高

大肠杆菌 -青春双歧杆菌的穿梭质粒的转化效率 [57]。

这里要指出的是，有些限制修饰系统是 REBASE
软件预测不出来的，如长双歧杆菌中的限制酶

SacII [52]。上述策略③在革兰氏阳性和革兰氏阴性

细菌中的成功应用，表明该方法可被应用于其他已

知全基因组序列但尚不能进行遗传转化的细菌的遗

传操作，或进一步提高宿主菌的转化效率。

3　导入DNA的复制

一旦攻破外源遗传物质传递屏障问题，即可向

细胞内引入并稳定地维持外源 DNA 以表达异源基

因或用作重组修复模板。启动子是实现外源基因高

效表达的关键，从诱导机制上启动子可分为组成型

和诱导型启动子。组成型启动子是指可以持续表达

目标蛋白的启动子，它们很方便，因为组成型启动

子不需要额外的诱导物质，但也存在一些问题，如

表达量不易控制、组成型表达载体不稳定。与组成

型启动子相比，诱导型启动子需要特定的诱导条件，

控制基因转录的“开”和“关”。对于已知基因组

序列信息的细菌，可通过在线软件对启动子区域

进行预测 (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.
html) ；还可对受体菌的转录组数据进行分析，利用

依赖 Sigma 因子识别的启动子序列规律，设计启动

子文库序列，以荧光蛋白等基因为报告系统，筛选

出强度梯度分布的启动子
[58-59]。

表达载体是基因重组技术中的重要工具，常用

的是独立自主复制型载体和整合型载体。独立复制

载体一般可在宿主菌中自主复制，穿梭质粒是外源

DNA 进入细胞并表达的重要“运输工具”，该质粒

上囊括了构建克隆菌株，如大肠杆菌中的复制子和

筛选标记，同时还含有操作菌株的复制子和筛选标

记，因此可借助两套复制子和筛选标记分别实现外

源 DNA 表达克隆的构建、传递以及在宿主菌中的

复制和表达 [60-61]。独立自主复制的载体存在一些问

题，如在传代培养中质粒的不稳定性，解决这一问

题的有效途径之一是使用整合型载体取而代之。整

合型载体只有整合进宿主基因组中才能正常表达目

的基因，可通过同源重组整合至靶标基因组上，主

要原理是通过载体与宿主基因组之间的同源序列发

生同源重组，从而将外源基因整合至基因组上。

除了可采用整合型载体，还可通过位点特异性

重组和转座系统来整合外源 DNA。位点特异性重

组不依赖于 DNA 序列的同源性，而依赖于能与某

些酶 ( 如整合酶 ) 相结合的 DNA 序列，这些特异

的酶能催化 DNA 链的断裂和重新连接，它们能发

动位点特异性重组作用
[62-63]。转座系统中转座酶识

别转座子两端的特异序列，把转座子断裂下来，将

其环化后再插入另一 DNA 位点 [64-65]。本文对部分

菌株中的筛选标记基因 ( 表 1)[66-81] 及复制子 ( 表
2)[82-102] 进行了统计。 

4　细菌中的基因组编辑

除了表达异源基因之外，还可以将 DNA 导入

细胞中，以对细菌的基因组进行编辑。传统的基因

编辑须通过两轮同源重组且依赖于筛选标记，第一

轮同源重组将含有筛选标记 ( 如反筛标记 upp、mazF
等 ) 的质粒整合至基因组获得单交换菌株，第二轮

同源重组在将靶标基因删除的同时将筛选标记等

质粒元件删除获得双交换菌株，因此可通过筛选

培养基获得基因删除菌株 [103-104]。或者，可利用

Cre-LoxP 位点特异性重组系统，先利用含有抗性筛

选标记基因、LoxP 位点及同源序列的 DNA 与目

的基因交换，再通过 Cre 重组酶删除两方向相同的

LoxP 位点之间的抗性标记，以获得无标记的基因

敲除菌株 [105]。

鉴于大多数细菌中通过内源同源重组发生编辑

的概率低，使得单交换菌株的获得成为传统方法的
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表1  细菌中常用的抗生素及其抗性基因和工作浓度

名称 溶剂 抗性基因 使用浓度(μg/mL) 宿主菌 参考文献

氨苄青霉素(ampicillin) 水 Bia 50 E. coli [66]
   500 P. putida KT2440 [67]
   100 S. meliloti [68]
卡那霉素(kanamycin) 水 KanR 50 E. coli [69]
   50 S. meliloti [68]
   50 P. putida KT2440 [70]
   20 B. subtilis 
氯霉素(chloramphenicol) 乙醇 Caf 34 E. coli [71]
   10 Methanobacteriaceae [72]
   10 L. brevis [73]
    L. plantarum 
   5 B. subtilis 
硫酸链霉素(streptomycin sulfate) 水 Str 50 E. coli [74]
   500 S. meliloti [68]
   80 P. putida KT2440 [67]
红霉素(erythromycin) 乙醇 ermE  25 C. acetobutylicum  [75]
   20 C. beijerinckii  [75]
   10 L. brevis [73]
    L. plantarum 
   5 B. subtilis 
庆大霉素(gentamicin) 水 gmrA 10 P. putida KT2440 [67]
四环素(tetracycline) 乙醇 Tetr ≥50 P. putida KT2440 [76]
安普霉素(apramycin) 水 Am 50 E. coli [77]
壮观霉素(spectinomycin) 水 aadA  300 E. coli [78]
   100 B. subtilis [79]
   200 S. meliloti [68]
   350 C. beijerinckii  [80]
甲砜霉素(thiamphenicol) N,N-二甲基 catP 5 C. ljungdahlii  [81]
 　甲酰胺  17 C. acetobutylicum [80]

瓶颈。而后，有研究表明可通过引入基于细菌噬菌

体的重组酶以增强同源重组的概率，分为：(1) 
RecT 辅助的单链 DNA (single-strand DNA, ssDNA)
重组，如大肠杆菌 [106]、谷氨酸棒状杆菌 [107]、罗伊

氏乳杆菌 [108] 等宿主可借助 RecT 蛋白以 ssDNA 进

行基因编辑；(2) λ-red 系统辅助的双链 DNA (double- 
strand DNA, dsDNA) 重组，如植物乳杆菌 [109] 中

dsDNA 介导的基因编辑。

除此，还可绕开同源重组进行基因编辑，如通

过二类内含子。二类内含子具有核酶活性，能够自

我剪接之后离开 mRNA 前体，然后在内含子编码

蛋白 (intron-encoded protein, IEP) 的辅助下整合到特

定的 DNA 位点，随后通过 IEP 的反转录活性形成

完整的 DNA 双链。二类内含子通过 EBS1 和 EBS2
区域的碱基与靶标 DNA 互补配对来实现对特定靶

标 DNA 位点的识别，因此可以通过改变 EBS1 和

EBS2 区域的碱基序列来改变编辑位点 [110]。由于该

基因失活方法是有痕的，因此在细菌中可能会导致

极性效应。

ZFN、TALEN 和 CRISPR-Cas 是基因编辑中应

用最为广泛的三种核酸酶。 ZFN 可通过锌指结构

识别特定的核酸序列，然后通过核酸内切酶 Fok I
切割 DNA ；TALEN 通过转录激活样效应物识别特

定的核酸序列，同样通过 Fok I 切割 DNA。ZFN 和

TALEN 通常被用于真核细胞中的基因编辑 [111]。目

前，实现基因组编辑的最普遍的方法是 CRISPR-
Cas 系统，使用向导 RNA (guide RNA, gRNA) 来引

导 Cas 核酸酶结合和切割互补配对的 DNA 序列。

下面着重阐述 CRISPR-Cas 在细菌中进行基因编辑

的建立流程。
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表2  细菌中常用的复制子及其拷贝数

复制子 拷贝数 宿主 参考文献

pMB1 (derivative) ~500-700 E. coli Addgene
pMB1 ~15-20 E. coli Addgene
pBR322 ~15-20 E. coli Addgene
ColE1 ~15-20 E. coli Addgene
R6K ~15-20 E. coli Addgene
P15A ~10 E. coli Addgene
pSC101 ~5 E. coli Addgene
ColE1 (derivative) and F1 ~300-500 E. coli Addgene
pUC and F1 ~300-500 E. coli Addgene
RK2 — P. fluorescens [82]
 — X. campestris [82]
PBBR1 — A. tumefaciens [83]
 — E. coli [84]
 — P. putida [84]
pRO1600 — P. syringae [85]
RSF1010 — P. putida [86]
pE194 ~10 B. subtilis [87]
 ~6-9 L. lactis [88]
 ~10-25 S. autreus [87]
pC194 ~25-36 L. plantarum [89-90]
 ~80 B. choshinensis [91]
 — S. autreus [92]
pUB110 ~20 B. choshinensis [91]
 — S. aureus [93]
pWV01 ~60 E. coli [94]
 ~5 B. subtilis 
 ~3 S. lactis 
pBC1 ~60 B. subtilis [95]
 — B. amyloliquefaciens [95]
 — S. aureus [95]
 — S. carnosus [95]
 — L. reutert [95]
pAMβ1 — B. subtilis [96]
 — L. lactis [97]
pSH71 — L. lactis [98]
pT181 ~20 S. aureus [99]
pIJ101 — E. coli [100]
 ~40-300 S. lividans 
PSG5 ~40-50 S. ghanaensis [101]
pIM13 ~6-8 C. acetobutyliucm [102]
 “—”为未获得相关信息。

5　CRISPR-Cas系统在细菌中进行单、多点编

辑及基因组突变文库建立中的应用

CRISPR-Cas 系统是许多细菌和古细菌中的获

得性免疫系统，用来抵御外源遗传物质的入侵 [44]。

该系统主要由两部分组成：一是由高度保守的重复

系列 (repeat) 和含外源遗传物质信息的间隔序列

(spacer) 组成的 CRISPR 阵列；二是 CRISPR 阵列

附近成簇的 Cas 基因，由这些元件共同完成免疫

过程的各个步骤 [112]。2012 年，Jennifer Doudna 和 
Emmanuelle Charpentier 以化脓链球菌出发，首次在

体外证明了 II 型 CRISPR 系统的切割机制，为
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CRISPR-Cas 系统在生物中进行基因编辑奠定了重

要基础 [5]。

基因组编辑是 CRISPR-Cas 系统最为广泛的应

用，可以通过两种方式来对细菌基因组进行 CRISPR- 
Cas 介导的编辑 ：(1) 向宿主菌中引入异源 CRISPR-
Cas 系统，如应用较多的来自化脓性链球菌 (Strep-
tococcus pyogenes)Cas9(spCas9) ；(2) 利用内源的

CRISPR-Cas 系统，如肺炎链球菌、巴氏梭菌等具

有天然的 CRISPR-Cas 系统 [113-114]。2013 年，Jiang
等 [113] 利用 CRISPR-Cas9 系统分别在肺炎链球菌和

大肠杆菌中实现基因修饰是 CRISPR- Cas 用于细菌

基因组编辑的第一个例子。如今，已有多项研究报

道可将 CRISPR-Cas 用于各种细菌的基因编辑，表

3 总结了迄今为止报道的 34 种细菌中所涉及的单、

多基因编辑，其中革兰氏阳性细菌有 28 种，革兰氏

阴性细菌有 6 种。在 CRISPR 类型方面，有 30 种细

菌中采用了化脓链球菌来源的 Cas9，4 种细菌中使用

了新凶手弗朗西丝菌来源的 Cpf1，1 种细菌中应用

了表皮葡萄球菌来源的 CRISPR-Cas 系统，4 种细菌

借助的是内源的 CRISPR-Cas 系统。在供体 DNA
形式方面，有 4、4 和 29 种细菌分别采用 ssDNA、

非复制型 dsDNA 和复制型 dsDNA 的形式来提供修

复模板，其中大肠杆菌的修复 DNA 可以为这三种

形式之一。

多重基因组编辑技术，如 MAGE (multiplex aut- 
omated genome engineering)、TRMR (trackable multiplex 
recombineering) 和 Tn-seq (Transposon mutagenesis with 
next-generation sequencing) 能快速对大肠杆菌基

因进行突变，该技术已被证实可用到基因工程

中
[160-162]，但这些方法难以追踪组合的基因型 [163-165]。

而 CRISPR-Cas 系统可用于构建可跟踪的多基因编

辑基因组突变文库。2017 年，有研究人员建立了基于

CRISPR-Cas9 的基因组多位点整合，条形码可追踪突

变位点的基因组文库方法CREATE [166]。每个CREATE
盒都含有一个 gRNA 和同源臂，其中 gRNA 引导

Cas9 在感兴趣位点的附近进行切割，而同源臂上有

同义突变的 PAM 和感兴趣位点突变后的序列，

CREATE 盒可通过同源重组整合到基因组，在基因

组上引入突变。CREATE 寡核苷酸以成池的形式合

成，成池的寡核苷酸接下来进行 PCR 扩增并克隆

到质粒上，以形成稳定的供体 DNA 载体；CREATE
质粒转化至表达 Cas9 及 λ Red 系统的大肠杆菌中，

大肠杆菌基因组不同位点经同源重组后发生突变，

然后通过相应培养条件对具有目标表型的突变株进

行富集，对富集之后细胞中的质粒进行测序，最后

将测序结果比对到基因组上，以寻找到对特殊表型

有贡献的基因。CREATE 可用于蛋白质工程中的位

点饱和诱变、适应性实验室进化实验的重建，以及

细菌中的应激耐受性和抗生素抗性基因的鉴定等。

CREATE 成功率较高，但必须通过测序以筛选

阳性克隆菌株。有研究人员建立了更为简单的文库

构建方法 CRISPR-FRT，该方法可避免新 gRNA 的

构建，并为阳性克隆提供了简单的表型筛选 [167]。

具体做法为：将一段含有卡那霉素抗性基因，并在

卡那霉素抗性基因两侧分别带有 FRT (flippase reco-
gnition target) 序列的 DNA 盒子先整合至大肠杆菌

基因组上的非必需基因处，Cas9 在 gRNA 的引导

下切割两段 FRT 序列形成 DSBs，修复 DSBs 的供

体模板是以质粒形式或线性片段形式导入的突变文

库，随着供体模板整合至基因组上，卡那霉素抗性

基因被替换，因此，通过卡那霉素抗性表型来筛选

阳性克隆菌株。

6　基于CRISPR-Cas的基因组编辑系统建立

6.1　CRISPR-Cas系统表达方式的选择

若须借助 CRISPR-Cas 系统在细菌中发挥切割

功能，以化脓链球菌来源的 CRISPR-spCas9 系统为

例，细菌中必须包含 Cas 效应蛋白、CRISPR RNA 
(crRNA) 和反式作用 CRISPR RNA (trans-activating 
crRNA, tracRNA) 这三个元件，同时还需要靶序

列中含有间隔相邻基序 (proto-spacer adjacent motifs，
PAM 基序 )[168]。为了便于载体构建，减少表达 RNA
需要的启动子和终止子，且在不影响切割效率的前

提下，可将 crRNA 和 tracrRNA 融合成一个 gRNA[5]。

细菌中一般无非同源末端连接修复系统 [169]。因此，

CRISPR-Cas 在细菌中的应用还须要提供修复 DSB
的模板。

以上 CRISPR 系统必要元件的表达可选择：(1)
单质粒表达；(2) 双或多质粒表达；(3) 整合至染色体。

单质粒表达是 CRISPR-Cas 系统应用中最常见的策

略，即将gRNA、CEP和修复模板放在一个质粒上 (通
用质粒图谱见图 2)，结合 GoldenGate[170]、Gibson 重

组 [171] 或重组酶试剂盒可加快质粒的构建。在操作

过程中，单轮转化即可实现靶标位点的切割和修复，

然后将质粒消除后进行次轮的基因编辑。该策略在

操作过程中简便，但在单轮多基因编辑操作时，可

能会因为同源臂的长度限制了多位点编辑的实现。

由于质粒大小的限制，单质粒上插入的供体
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表3  CRISPR-Cas系统在细菌中进行单、多基因编辑的总结

菌株 CEPa 模式b(HDR/ 靶标数 KO或 供体DNA 编辑效率 是否借助 参考文献

  NHEJ/碱基  KIc 形式

  编辑)    
Actinoplanes sp. S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 80% 否 [115]
    SE50/110            
B. subtilis S. pyogenes Cas9 宿主HDR 2 (同时) KI NR-dsDNA 69%~100% 否 [116]
 S. pyogenes Cas9 宿主HDR 2 (同时) KO NR-dsDNA 23%~100% 否

 S. pyogenes Cas9 宿主HDR 2 (同时) KO NR-dsDNA 85% 否 
B. subtilis S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 33%~55% 否 [117]
B. subtilis S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 89%~97% 否 [118]
B. smithii S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 1/10 否 [119]
B. licheniformis S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100% 否 [120]
         nickase    
 S. pyogenes Cas9  宿主HDR 2 (同时) KO R-dsDNA 12% 否

     nickase
 S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 79% 否 
     nickase
 S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KI R-dsDNA 76.5% 否  
     nickase 
C. difficile S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 1/5 否 [121]
C. difficile S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100% 否 [122]
 S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KI R-dsDNA 80% 否 
C. acetobutylicum S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 4/10 否 [123]
 S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KI R-dsDNA 4/10 否

C. saccharoperbut- S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KO R-dsDNA 75% 否 [122]
    ylacetonicum
C. autoethanogenum S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA >50% 否 [124]
C. acetobutylicum S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 6.7%~100% 否 [125]
        nickase     
C. beijerinckii S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 18.8%~100% 否 [125]
      nickase  
C. beijerinckii S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 8/15 否 [126] 
C. cellulovorans S. pyogenes Cas9  宿主HDR 2 KO R-dsDNA ND 否 [127]
C. pasteurianum S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100% 否 [114] 
 native type I-B  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100% 否 
     CRISPR/Cas     
C. tyrobutyricum C. tyrobutyricum type 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100% 否 [128]
         I-B CRISPR-Cas    
 C. tyrobutyricum type 宿主HDR 2 KO R-dsDNA 6% 否 
     I-B CRISPR-Cas   
 C. tyrobutyricum type 宿主HDR 2 KO R-dsDNA 100% 否

     I-B CRISPR-Cas         
C. glutamicum S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 60% 否 [129]
 S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KI R-dsDNA 62.5% 否   
C. glutamicum S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 16.7%~100% 否 [130] 
 S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KI R-dsDNA 3/12~8/12 否

C. glutamicum S. pyogenes Cas9 RecT-介导的 1 KO ssDNA 11.1%~100% 是 [131]
  　同源重组

C. glutamicum F. novicida Cpf1 宿主HDR 1 KO R-dsDNA ~15% 否 [107]
  F. novicida Cpf1 宿主HDR 1 KI R-dsDNA ~5% 否
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C. glutamicum S. pyogenes Cas9  RecET-HDR 1 KO R-dsDNA 83.33% 是 [132] 
 S. pyogenes Cas9 RecET-HDR 1 KI R-dsDNA 69.23±3.85% 是 
C. pekinense S. pyogenes Cas9  RecET-HDR 1 KO R-dsDNA 30.3% 是 [132]
 S. pyogenes Cas9   RecET-HDR 1 KI R-dsDNA 30% 是   
L. casei S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KO、 R-dsDNA 25%~62% 否 [133]
     nickase       KI     
L. reuteri S. pyogenes Cas9    RecT-介导的 1 KO ssDNA 90%~100% 是 [108]
  　同源重组

P. putida S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KO R-dsDNA 38/76、1/52 否 [119]
P. putida S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 1 KO NR-dsDNA 80%~100% 是 [134]
 F. novicida Cpf1 λ Red-HDR 1 KO NR-dsDNA 100% 是 
S. aureus S. epidermidis type  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 75%、85%、 否 [135]
         III-A CRISPR-              90%
     Cas 
S. aureus S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 6/12、8/12、 否 [136]
               9/12 
 S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KI R-dsDNA 6/12 否 
S. lividans S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 70%~100% 否 [137]
S. viridochromogenes S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100%、67% 否 [137]
S. albus S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100%、67% 否 [137]
S. coelicolor S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 60%~100% 否 [138]
    S. pyogenes Cas9 宿主HDR 2 (同时) KO R-dsDNA 54%、45% 否

S. coelicolor S. pyogenes Cas9 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 94% 否 [139]
S. coelicolor A3 S. pyogenes Cas9 宿主HDR 2 (同时) KO R-dsDNA 97%~100% 否 [140]
  S. pyogenes Cas9 内源NHEJ 3 (同时) KO 无 3%~54% 否 [140]
 S. pyogenes Cas9  重构的NHEJ: 4 (同时) KO 无 69%~77% 否 [140]
       S. coelicolor
      LigD
S. albus S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KI R-dsDNA 100%、79% 否 [141]
S. lividans S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KI R-dsDNA 100% 否 [141]
S. roseosporus S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KI R-dsDNA 50% 否 [141]
S. viridochromogenes S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KI R-dsDNA 62% 否 [141]
R. cellulolyticum S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KO NR-dsDNA >95% 否 [142]
    (C.cellulolyticum)     nickase       
 S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KI R-dsDNA 100% 否 
     nickase       
S. pneumoniae S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KO NR-dsDNA 75%~100% 否 [113]
S. pneumoniae S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA ND 否 [143]
 S. pyogenes Cas9  宿主HDR 2 KI R-dsDNA ND 否

S. thermophilus S. thermophilus Cas9 宿主HDR 1 KO 通过IS元件 ND 否 [144]
S. elongatus S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100% 否 [145]
M. smegmatis F. novicida Cpf1 λ Red-HDR 1 KO ssDNA 10%~90% 是 [146]
   F. novicida Cpf1 λ Red-HDR 1 KI ssDNA 3%~29% 是

T. citrea S. pyogenes Cas9 λ Red-HDR 1 KO R-dsDNA 94%~100% 是 [147]
E. coli S. pyogenes Cas9 λ Red-HDR 1 KI ssDNA 65% 是 [113]
E. coli S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 1 KO R-dsDNA 86% ± 4% 是 [147]
 S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 2 KO R-dsDNA 97% ± 4% 是 

续表

菌株 CEPa 模式b(HDR/ 靶标数 KO或 供体DNA 编辑效率 是否借助 参考文献

  NHEJ/碱基  KIc 形式

  编辑)    
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 S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 3 KO R-dsDNA 47% ± 8% 是

 S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 1 KI R-dsDNA 75%~92% 是 
 S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 2 KI R-dsDNA 78% ± 26% 是

 S. pyogenes Cas9 λ Red-HDR 1 KI NR-dsDNA 6%~69% 是           
E. coli S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 1 KO NR-dsDNA 1%~47% 是 [148]
E. coli S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 1 KO NR-dsDNA 90%~100% 是 [149]
 S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 1 KO ssDNA 7%~95% 是 
 S. pyogenes Cas9  λ Red-HDR 1 KI NR-dsDNA 12%~100% 是 
E. coli S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KO 在IS元件 17% ± 1.6%、 否 [150]
     nickase        附近产生     11% ± 3.2% 
             双缺刻

 S. pyogenes Cas9   宿主HDR 2 (同时) KO 在IS元件 3% 否 
     nickase        附近产生

         双缺刻

E. coli S. pyogenes Cas9    λ Red-HDR 1 KO NR-dsDNA 100% 是 [151]
 S. pyogenes Cas9   λ Red-HDR 1 KI ssDNA 48%~100% 是

 S. pyogenes Cas9   λ Red-HDR 1 KO ssDNA 0.01%~100% 是 
E. coli S. pyogenes Cas9   λ Red-HDR 1 KO、 NR-dsDNA ND 是 [152]
              KI     
E. coli S. pyogenes Cas9   λ Red-HDR 1 KI R-dsDNA 6.7%~100% 是 [153]
E. coli S. pyogenes Cas9   λ Red-HDR 1 KI NR-dsDNA 61%~92% 是 [154]
E. coli S. pyogenes Cas9    λ Red-HDR 2 KO R-dsDNA 100% 是 [155]
 S. pyogenes Cas9    λ Red-HDR 3 KO R-dsDNA 88.3% 是

 S. pyogenes Cas9   λ Red-HDR 4 KO R-dsDNA 40% 是 
E. faecalis     native CRISPR1- 宿主HDR 1 KO R-dsDNA 21.8%~94.4% 否 [156] 
         cas9        
B. licheniformis S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KO R-dsDNA 79%~100% 否 [120]
     nickase
 S. pyogenes Cas9   宿主HDR 2 KO R-dsDNA 11.60% 否 
     nickase
 S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KI R-dsDNA 76.50% 否

     nickase
S. elongatus PCC S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KI R-dsDNA 4/5 否 [125]
    7942             
S. elongatus UTEX  S. pyogenes Cas9  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 100% 否 [145]
    2973 
S. elongatus UTEX F. novicida Cpf1 宿主HDR 1 KI R-dsDNA 2/10 否 [157]
    2973    F. novicida Cpf1  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 9/10 否   
Synechocystis 6803 F. novicida Cpf1  宿主HDR 1 KI R-dsDNA 7/8 否 [157] 
 F. novicida Cpf1  宿主HDR 1 KO R-dsDNA 7/16 否

Anabaena 7120 F. novicida Cpf1  宿主HDR 1 KI R-dsDNA 6/8 否 [157]
C. ljungdahlii S. pyogenes Cas9   宿主HDR 1 KO R-dsDNA 50%~100% 否 [81]
C. glutamicum S. pyogenes Cas9  碱基编辑 1 — — 100% — [158]
 S. pyogenes Cas9  碱基编辑 2   87.2%      
 S. pyogenes Cas9   碱基编辑 3   23.3%  
E. coli S. pyogenes Cas9   碱基编辑 1 — — 1/8~2/8 — [159]
     (D10A H840A)

续表

菌株 CEPa 模式b(HDR/ 靶标数 KO或 供体DNA 编辑效率 是否借助 参考文献

  NHEJ/碱基  KIc 形式

  编辑)    
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 S. pyogenes Cas9   碱基编辑 2   2/8 
     (D10A H840A) 
 S. pyogenes Cas9   碱基编辑 3   5/8 
     (D10A H840A)
aCEP，Cas效应蛋白；bHDR，同源重组修复；NHEJ，非同源末端链接；cKO，敲除；KI，敲入；R-dsDNA，复制型

dsDNA；NR-dsDNA，非复制型dsDNA；λ Red-HDR，λ Red-介导的同源重组；RecET-HDR，RecET-辅助的同源重组；ND，

未测定

续表

菌株 CEPa 模式b(HDR/ 靶标数 KO或 供体DNA 编辑效率 是否借助 参考文献

  NHEJ/碱基  KIc 形式

  编辑)    

DNA 长度有限，因此阻碍了长片段的插入和多位

点编辑的开展，为解决该问题，可利用双质粒表达

策略 ( 图 3)。双质粒的另外一个优点是便于连续编

辑基因，如可将 gRNA 表达盒单独放到温敏型复制

质粒上，当 gRNA 质粒发挥完功能后，通过改变温

度让质粒删除，而 CRISPR 质粒一直保留在细胞中，

以继续后轮的基因敲除 [149]。除了质粒表达的形式，

还可将 CEP 基因或 CEP 基因与 gRNA 表达框整合

至基因组上 [132]，这样既解决了单质粒系统中载体

大小问题及双质粒系统中的转化问题，也解决了质

粒表达的不稳定性，能够弥补质粒表达的不足。但

需注意的是，该操作过程比较复杂，须选择合适位

点提前将 CEP 或 gRNA 表达框整合进去。

P为启动子(promotor)；T为终止子(terminator)；CEP为Cas效应蛋白(Cas effector protein)；HA-L和HA-R分别为左同源臂(left 
homology arm)和右同源臂(right homology arm)。

图2  细菌中建立基于CRISPR-Cas基因编辑系统的单质粒通用图谱

6.2　CEP毒性的测试

随着 CRISPR-Cas 系统的广泛研究与应用，研

究人员也发现一些 CEP 具有局限性，如化脓链球

菌 Cas9 (spCas9) 对某些细菌具有毒性 [107, 172]。因此，

为了避免由于 CEP 的毒性导致后续应用或实验的

失败，须先单独对备选 CEP 进行毒性测试。在图 2
的通用质粒图谱上，CEP 的选择除了常用的 spCas9
外，还有很多其他选择，表 4 总结了在 Addgene 上

可购买的相关 CEP。测试方法为将 CEP 先单独放

在表达载体上形成 pCEP，将质粒 pCEP 与对照质

粒 ( 建议是确定无毒性且大小一致的质粒，如含对

应失活的 CEP 的质粒 ) 导入宿主菌中，然后对菌落

形成单位 (colony-forming units, CFU) 进行计数，若

P为启动子(promotor)；T为终止子(terminator)；CEP为Cas效应蛋白(Cas effector protein)。
图3  细菌中建立基于CRISPR-Cas基因编辑系统的双质粒通用图谱
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表4  Addgene保藏的Cas效应蛋白编码基因列表

编号 CEP  来源 密码子优化情况 Addgene号
1 NmCas9 N. meningitidis 人细胞 48646
2 St1Cas9 S. thermophilus CRISPR1 人细胞 48647
3 TdCas9 T. denticola 人细胞 48648
4 St1Cas9 S. thermophilus1 哺乳动物细胞 65769
5 SaCas9 S. aureus 哺乳动物细胞 65770
6 NmCas9 N. meningitidis  未优化 71474
7 CdCas9 C. diphtheriae 哺乳动物细胞 68314
8 SwCas9 S. wadsworthensis  哺乳动物细胞 68315
9 LpCas9 L. pneumophila str. Paris  哺乳动物细胞 68316
10 TdCas9 T. denticola 哺乳动物细胞 68317
11 FaCas9 F. alocis  哺乳动物细胞 68318
12 SpsCas9 S. pseudintermedius  哺乳动物细胞 68319
13 LjCas9 L. johnsonii 哺乳动物细胞 68320
14 SpaCas9 S. pasteurianus 哺乳动物细胞 68322
15 LfCas9 L. farciminis  哺乳动物细胞 68323
16 MmCas9 M. mobile  哺乳动物细胞 68324
17 BcCas9 B. coprophilus 哺乳动物细胞 68325
18 FtCas9 F. taffensis 哺乳动物细胞 68326
19 FcCas9 F. columnare 哺乳动物细胞 68327
20 SgCas9 S. globus str. Buddy  哺乳动物细胞 68328
21 Azo Azospirillum B510  哺乳动物细胞 68329
22 GdCas9 G. diazotrophicus  哺乳动物细胞 68330
23 NcCas9 N. cinerea  哺乳动物细胞 68331
24 RiCas9 R. intestinalis 哺乳动物细胞 68332
25 PlCas9 P. lavamentivorans  哺乳动物细胞 68333
26 NsCas9 N. salsuginis str DSM 16511  哺乳动物细胞 68334
27 MgCas9 M. gallisepticum str. F  哺乳动物细胞 68335
28 ClCas9 C. lari CF89-12  哺乳动物细胞 68336
29 St3Cas9 S. thermophilus LMD-9 CRISPR 3  哺乳动物细胞 68337
30 CjCas9 C. jejuni  哺乳动物细胞 68338
31 NmCas9 N. meningitidis 哺乳动物细胞 68702
32 PmCas9 P. multocida  哺乳动物细胞 68703
33 FtCas9 F. tularensis subsp. novicida  哺乳动物细胞 68705
34 SpCas9 1.1 S. pyogenes 哺乳动物细胞 71814
35 SpCas9 (D10A) S. pyogenes 未优化 73228
36 SpCas9 (D10A) S. pyogenes 人细胞 42335
37 SpCas9 (H840A) S. pyogenes 哺乳动物细胞 51129
38 NmeCas9 (D16A) N. meningitidis 未优化 71476
39 AsCpf1 Acidaminococcus sp BV3L6 哺乳动物细胞 69982
40 LbCpf1 L. bacterium ND2006 大肠杆菌 79008
41 FnCpf1 F. tularensis subsp. novicida U112 人细胞 90094
42 BpCpf1 B. proteoclasticus 哺乳动物细胞 69978
43 PeCpf1 P. bacterium GW2011 GWA2 33 10 哺乳动物细胞 69979
44 PbCpf1 P. bacterium GW2011 GWC2 44 17 哺乳动物细胞 69980
45 SsCpf1 Smithella sp. SC K08D17 哺乳动物细胞 69981
46 Lb2Cpf1 L. bacterium MA2020 哺乳动物细胞 69983
47 CMtCpf1 C. Methanoplasma termitum 哺乳动物细胞 69984
48 EeCpf1 E. eligens 哺乳动物细胞 69985
49 MbCpf1 M. bovoculi 237 哺乳动物细胞 69986
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编号 CEP  来源 密码子优化情况 Addgene号
50 LiCpf1 L. inadai 哺乳动物细胞 69987
51 PcCpf1 P. crevioricanis 哺乳动物细胞 69989
52 PdCpf1 P. disiens 哺乳动物细胞 69990
53 PmCpf1 P. macacae 哺乳动物细胞 69991
54 TsCpf1 Thiomicrospira sp. XS5 哺乳动物细胞 92267
55 SaCpf1 S. amnii 哺乳动物细胞 92269
56 Pb2Cpf1 P. bryantii B14 哺乳动物细胞 92272
57 PgCpf1 P. group bacterium  哺乳动物细胞 92273
58 MICpf1 M. lacunata 哺乳动物细胞 92275
59 Mb2Cpf1 M. bovoculi AAX08_00205 哺乳动物细胞 92292
60 Mb3Cpf1 M. bovoculi AAX11_00205 哺乳动物细胞 92293
61 Lb4Cpf1 L. bacterium MC2017 哺乳动物细胞 92294
62 Lb5Cpf1 L. bacterium MA2020 哺乳动物细胞 92295
63 FbCpf1 F. branchiophilum FL-15 哺乳动物细胞 92296
64 CPbCpf1 C. Peregrinibacteria bacterium 哺乳动物细胞 92298
65 CMaCpf1 C. Methanomethylophilus alvus 哺乳动物细胞 92299
66 BsCpf1 Butyrivibrio sp. NC3005 哺乳动物细胞 92300
67 BfCpf1 B. fibrisolvens 哺乳动物细胞 92301
68 BoCpf1 B. oral taxon 274 哺乳动物细胞 92302

续表

二者 CFU 相当，则认为该 CEP 在该宿主中无毒性，

可继续往下做切割测试 ( 图 4) ；若 pCEP 的 CFU 低

于对照质粒 ( 至少两个数量级 )，则认为该 CEP 在

该宿主中有毒性，可弃之，并选择表 4 中其他 CEP
进行测试。

6.3　gRNA引导下的CEP切割靶标基因测试

为进一步验证筛选出来的 CEP 活性，须进行

以下切割测试。将 CEP 与其对应的 gRNA 同时放

在一个质粒上或分别放在两个质粒上，然后转入宿

主细胞中，CEP 在 gRNA 的引导下会切割细菌基因

组形成 DSB，且由于细菌中无 NHEJ 修复系统，因

此细菌无法对 DSB 进行修复，进而无法存活 ( 图 4)。
因此，可通过 CFU 来判断 CEP 是否具有切割活性，

若 CEP 叠加 gRNA 后的 CFU 与对照相比明显降低，

则证明 CEP 是有切割活性的，反之则没有切割活性。

且在一定程度上，CFU 值越低越好，即将靶标菌株

切割的越彻底越好，干净的背景便于后续编辑菌株

的筛选。

gRNA 锚定位点的选择对编辑成功与否也至关

重要，切割活性差的 sgRNA 会导致许多野生型细

胞在基因组编辑过程中存活下来，增加了假阳性率。

针对此问题，有研究者就 CRISPR-Cas9 开发了预测

sgRNA 在大肠杆菌中活性的软件 (https://github.com/ 
zhangchonglab/sgRNA-cleavage-activity-prediction)[173]。

6.4　细菌对CEP切割后的修复测试

下一步将有切割活性的 CEP 继续往下做修复

测试，在 CEP 和 gRNA 基础上继续叠加用于修复

的供体 DNA ( 图 4)。若宿主菌具有高效同源重组系

统，在 pCEP + gRNA 的基础上叠加供体 DNA 的转

化子获得率要远高于 pCEP + gRNA 的转化子获得

率；而若宿主菌同源重组修复能力较弱，在 CEP + 
gRNA 的基础上叠加供体的转化子获得率很低，或

菌体来不及修复导致无法获得发生编辑的菌株。

若要解决上述菌株自身同源重组能力弱的问

题，可通过以下一些策略。(1) 选择或寻找适配宿

主细菌修复的 CEP ：Cas9 nickase 是 Cas9 中一个核

酸酶结构域失活后获得的刻痕酶，与 Cas9 切割形

成的 DSB 相比，切口更易于修复，对细胞生长压

力较小，因此适合应用于自身同源重组率低的宿主

中。前期，研究人员分别在梭菌中用 Cas9 nickase
成功将基因敲除 [75, 142]。(2) 引入适用于特定宿主菌

的噬菌体重组蛋白：可将上述 λ-Red 重组系统或

RecET 系统引入宿主细胞中以提高重组效率 [107,132]，

在这种同源重组速度高于切割速度的菌株中，可把

CRISPR 系统当作一种选择工具，选择发生了同源

重组的细菌，消除未发生编辑的野生型菌株。(3)
挖掘 NHEJ 蛋白，通过 NHEJ 对 DSB 进行修复：

核酸酶切割基因组形成的 DSB 可通过非同源末端
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链接 (NHEJ) 和同源重组 (HR) 两条途径进行修复，

前者是真核生物修复DSB的天然主要途径。近年来，

原核生物中也鉴定出 NHEJ 途径相关蛋白，与真核

NHEJ系统相比较，原核生物中的NHEJ系统更简单，

是一双组份系统，主要由平末端 DNA 结合蛋白和

连接酶组成 [169]。NHEJ 系统在断裂的 DNA 连接处

易发生碱基缺失、插入，与CRISPR切割系统相结合，

NHEJ 可不依赖于同源重组来实现靶标基因的失活。

目前，NHEJ 系统辅助的基因编辑已被应用到链霉

菌和大肠杆菌宿主中 [174-176]。(4) 借助碱基编辑器来

修饰靶标位点：利用 CRISPR-dCas9 或 Cas9 刻痕酶

系统将胞嘧啶脱氨酶、腺嘌呤脱氨酶定位至靶标基

因组位置，利用酶催化反应实现有效窗口内胞嘧啶

和胸腺嘧啶、腺嘌呤和鸟嘌呤的转换，可绕开双链

断裂缺口进行基因编辑。已利用该原理在哺乳动物、

酿酒酵母、大肠杆菌等生物中实现了对靶标基因上

碱基的编辑 [159,177-181]。除了利用胞嘧啶脱氨酶、腺嘌

呤脱氨酶，还可将 Cas9 刻痕酶与 DNA 聚合酶联用，

DNA 聚合酶在修补 Cas9 刻痕酶切割形成的切口过

程中引入碱基突变，编辑框可高达 350 个核苷酸 [182]。

7　总结与展望

尽管几十年前就开始在细菌中建立遗传工具，

但随着越来越多的研究者对不同细菌产生的兴趣，

使得在各种非模式细菌中建立遗传工具显得尤为重

要，并具有一定挑战性。对于一株新细菌，首先筛

选合适的遗传标记及其工作浓度，如抗生素抗性基

因 ( 表 1)，然后筛查合适的复制子 ( 表 2)。接下来

是将候选质粒导入受体细菌，电击转化看来是最通

用的方法，可作为首选。在此过程中，要特别留意

绕开受体菌的外源 DNA 入侵防御系统，以提高转

化效率。有了能转化的质粒，建立基于 CRISPR-Cas
的基因编辑工具就可按照图 4 中的流程进行。如果

启动子元件有限，可用 GFP 等报告基因鉴定一批

以备用。

CRISPR-Cas 系统已广泛应用到各种细菌中，本

文中表 3 总结了近几年来所有涉及到用 CRISPR-
Cas 系统进行基因编辑的细菌。大部分细菌中用

将待选CEP先单独放在表达载体上形成pCEP，将质粒pCEP与对照质粒导入宿主菌中，根据CFU值判断CEP毒性的有无(图示

中pCEP-1、pCEP-2和pCEP-4对宿主无毒性)；再将gRNA质粒导入含有各pCEP质粒的菌株中，根据CFU值判断细菌基因组是

否被切割(图示中pCEP-2及其gRNA质粒能切割宿主基因组)；继续向有功能的CRISPR系统中叠加供体DNA，以实现单基因编

辑目的。与此同时，还可结合优化策略，在宿主中实现多基因编辑的目的。

图4  建立基于CRISPR-Cas的细菌基因组编辑系统通用流程
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CRISPR-Cas 系统进行单基因的编辑不再是难题，

但单轮多位点编辑仍是个挑战：一是对于常用的

spCas9 来讲，多靶点操作时 gRNA 的构建和矩阵上

排列靠后的 gRNA 表达活力是个问题，针对这一方

面研究人员可采用构建更为方便且 gRNA 表达不受

排列位置影响的 CEP 蛋白，如 Cpf1[183] ；二是若采

用同源重组方式来修复 CEP 切割后的多处靶基因上

的 DSBs，各靶标基因的修复模板构建是个限制，针

对这一方面研究人员可借助 NHEJ 或碱基编辑器来

解决这一问题。需要指出的是，若采用这两种方案

来修复 CEP 的切割，须使用特异性较高的 gRNA，

以防止脱靶带来不必要的突变。另一方面，CRISPR- 
Cas 系统在细菌基因组文库建立方面，至今只在大

肠杆菌中有尝试，针对其他细菌底盘细胞，若有较

高的转化效率方法和高效同源重组系统，原理上可

做同样测试来筛选具有研究价值的靶标基因。
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