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摘要：【目的】为了研究基因组编辑工具 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 所产生的 DNA 双链断裂(DNA 

double strand break，DSB)对酿酒酵母 DNA 的损伤作用及修复响应情况，对比化学物质甲基磺酸甲酯

(methyl methanesulfonate，MMS)对酿酒酵母基因组 DNA 的损伤和修复，阐明编辑细胞在细胞水平和转

录水平上的变化。【方法】起始细胞分为两种情况，包括未进行细胞周期同步化和被 α-因子同步化细胞

周期至 G0/G1 期。检测 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 处理后编辑细胞的生长情况。利用流式细胞术检

测编辑细胞的细胞周期延滞的情况。利用荧光定量 PCR 检测编辑细胞和 MMS 处理细胞后 DNA 损伤响

应关键基因转录表达水平的变化情况。【结果】起始细胞无论是未同步化还是同步化，其生长均受到基

因组编辑抑制，细胞存活率降低，细胞周期被滞留在 G2/M 期，而 MMS 处理导致细胞周期 S 期的滞留。

此外，随编辑时间的延长，突变率增加，细胞存活率降低。CRISPR/Cpf1 编辑细胞的突变率和存活率均

低于 CRISPR/Cas9，由此可见，CRISPR/Cpf1 对细胞的损伤强度高于 CRISPR/Cas9。两种编辑均诱导酵

母 DNA 损伤响应关键基因 RNR3 及 HUG1 转录水平显著上调，并且 CRISPR/Cpf1 介导的上调幅度大于

CRISPR/Cas9，但两者均低于 MMS 的处理。【结论】本研究解析了 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 介导

的基因组编辑在细胞水平和转录水平上对 DNA 损伤作用及修复响应，初步揭示了酿酒酵母应对不同类

型的 DSB 损伤时响应程度的差异，为提高基因组编辑工具的编辑能力和评估基因编辑安全性提供了重

要依据。 
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基因组编辑技术是近年来取得突破性进展的

颠覆性技术之一。成簇的规律间隔的短回文重复序

列(clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats，CRISPR)相关核酸酶介导的基因编辑技

术，主要由核酸酶和向导序列构成，核酸酶包括

来源于 Streptococcus pyogenes 核酸酶 SpCas9 及其

靶 向 不 同 前 间 区 序 列 邻 近 基 序 (protospacer 

adjacent motif，PAM)的 Cas9 变体和 Cpf1 等新家

族 核 酸 酶 。 核 酸 酶 Cas9 有 两 个 剪 切 域  HNH 

(His-Asn-His)和 RuvC (RuvC homology)，HNH 活

性位点剪切 crRNA 的互补 DNA 链，RuvC 活性位

点剪切非互补链。野生型的 Cas9 剪切位点位于

crRNA 互补序列下游邻近的 PAM (protospacer 

adjacent motif)上游 3 个碱基处，产生具有平齐末

端或低频率的 5′ 1-nt 的 DNA 双链断裂(DNA 

double strand break，DSB)[1–2]。核酸酶 Cpf1 仅具

有 RuvC-like 核酸内切酶功能结构域，并可以单独

行使靶标基因的剪切功能，产生的是 5′ 2–4-nt 粘

性末端的 DSB[3]。CRISPR 技术因具有简便高效、

模块化、易于扩展等优点，已被广泛应用于酿酒

酵母，如用于外源代谢合成途径在酿酒酵母中高

效整合与优化、底盘细胞适配性的优化以及胁迫

抗性育种等，日益成为加快酿酒酵母细胞工厂的

构建与优化的重要手段[4–7]。总之，通过诱导和修

复 DSB，CRISPR 编辑技术提供了一种强大的前

所未有的改造基因组的工具。然而，在酿酒酵母

等部分细胞中非同源末端连接 (non-homologous 

end joining，NHEJ)介导基因编辑效率很低，当前

研究热点集中于编辑工具的优化，而解析细胞内

源损伤响应和修复机制，以此来提高基因组编辑

能力的研究还很少[8–10]。此外，在永生化人视网膜

色素上皮细胞和人多功能干细胞中的最新研究表

明[11–12]，CRISPR/Cas9 产生的 DSB 会通过激活抑

癌蛋白 p53 而诱导 DNA 损伤应答，造成细胞生长

停滞，使得 CRISPR/Cas9 基因编辑效率降低。虽

然缺失或不能激活 p53 的细胞显示出更好的基因

编辑效果，但会导致细胞增殖失控和癌变。这些重

要发现引发了人们对基于 CRISPR 的基因疗法的安

全性的担忧。因此，无论是从提高基因编辑能力还

是从评估基因编辑安全性而言，探究基因组编辑对

细胞的损伤作用和修复响应都具有重要意义。 

真核细胞的染色体 DNA 经常受到来自内源

和外源多种因素导致的 DSB 损伤。内源性因素包

括氧化、DNA 复制叉的停止、核酸酶裂解或各种

DNA 损伤的处理等；外源因素包括电离辐射或致

癌化学物质等[13]。未被修复的 DSB 会导致基因组

不稳定和细胞死亡，错误修复会导致基因组突变，

只有发生精确修复的细胞才能防止错误遗传信息

的传递。为了应对 DSB 损伤, 生命体进化出一套

复 杂 而 精 细 的 DNA 损 伤 应 答 (DNA damage 

response，DDR)信号转导系统，以确保快速检测和

修复 DSB，从而防止错误遗传信息的传递[14]。当

DNA 发生断裂，MRX 复合物(Mre11-Rad50-Xrs2)

结合到 DSB 末端，从而启动 DSB 修复信号的级

联反应，主要包括一些磷脂酰肌醇-3-激酶相关激

酶(phosphoinositide3-kinase-related kinase，PIKKs)

家族激酶作用的激活，也就是它们的磷酸化过程，

例如酿酒酵母的 Tel1 和 Mec1。这些激酶的作用是

调节大多数被检测基因的 DNA 损伤诱导转录。它

们的磷酸化可能会改变它们作用于目标基因的亲

和力，从而激活转录过程[14]。此外，这些激酶在

损伤位置的积累，使得 DNA 损伤信号的持续扩增

和持续激活，DNA 复制减慢，细胞周期被短暂地

滞留，从而为 DSB 修复留出足够的时间[14–15]。根
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据 Zhou 等的报道[16]，在应对甲基磺酸甲酯(methyl 

methanesulfonate，MMS)等化学试剂所产生的 DSB

损伤过程中，被 Mec1、Rad53、Chk1 和 Dun1 等

DDR 激酶磷酸化的蛋白会影响 DNA 修复、细胞

周期控制、DNA 复制、转录、染色质组装、mRNA

运输和加工以及翻译等过程，从而有效地修复

DSB 对细胞的伤害。但针对 CRISPR 核酸酶造成

的 DSB 导致细胞周期滞留在哪个时期以及对

DNA 损伤响应情况尚不明确。 

本 研 究 从 细 胞 水 平 和 转 录 水 平 揭 示 了

CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 介导的基因组编辑

对酿酒酵母基因组 DNA 的损伤作用，并表征了

酿酒酵母应对不同类型的 DSB 损伤时响应程度

的差异，为优化细胞内源损伤修复响应机制提高

基因组编辑能力和评估基因组编辑安全性提供

依据。 

1  材料和方法 

1.1  主要试剂和仪器 

酵母转化试剂盒(Frozen-EZ Yeast Transformation 

II Kit™)购自美国 Zymo Research 公司。酵母选择

营养缺陷型培养基购自泛基诺科技有限公司。5-氟

乳清酸(5-FOA)购自生工生物工程(上海)股份有限

公司。酵母 α-因子交配信息素购自金斯瑞生物科技

有限公司。PBS 缓冲液(NaCl 135 mmol/L，KCl   

4.7 mmol/L ， Na2HPO4 10 mmol/L ， NaH2PO4      

2 mmol/L，pH=7.4，115 °C 高压灭菌 20 min，4 °C

保存)。蛋白酶 K 溶液(10 mg/mL)和 SYBR Green Ⅰ

核酸染料(10000×)购自北京索莱宝公司。RNase A

溶液(20 mg/mL)购自北京全式金生物技术有限公

司。酵母 RNA 小量提取试剂盒和荧光定量 PCR

试剂盒(SYBR Green Ⅰ，With ROX )Ⅰ 购自美国

BIOMIGA 公司。cDNA 反转录试剂盒购自美国

Thermo 公司。 

流式细胞仪(美国 Beckman 公司，型号 MoFlo 

XDP) ， 超 声 破 碎 仪 ( 宁 波 新 芝 公 司 ， 型 号

SCIENTZ- D)Ⅱ ，立式压力蒸汽灭菌器(上海博讯公

司)，小型高速离心机(德国 Eppendorf 公司)，恒温

摇床(上海世平实验设备公司)，超净工作台(苏州

净安泰公司)，电子天平(上海梅特勒公司)，移液

器(德国 Eppendorf 公司)，实时荧光定量 PCR 仪(美

国 ABI 公司，型号 7500)。 

1.2  酿酒酵母基因组编辑菌株的构建 

本研究所使用的质粒和菌株见表 1。在本实验

室的前期研究中[17]，已经构建了靶向突变酿酒酵

母 URA3 基因的 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 编

辑质粒，分别为 pRS423-gRNA(URA3-1)-Cas9 和

pRS423-crRNA(URA3)-Cpf1；其骨架质粒是多拷

贝 (2μ-based) 、 携 带 HIS3 营 养 缺 陷 型 标 记 的

pRS423[18]；核酸酶 Cas9 和 Cpf1 分别在 N 端融合

SV40 核酸定位信号，并由半乳糖诱导型 GAL1 启

动子和 CYC1 终止子控制其表达；向导 RNA (gRNA)

表达盒由 SNR52 启动子和 SNR52 终止子控制[19]。

我们采用前期构建的酿酒酵母菌株 BY4741a 为宿

主菌[20]，该菌株是在缺失 URA3 编码框的 BY4741

菌株(MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0，

EUROSCARF，法兰克福，德国)的 PDC1 位点引

入 URA3 基因表达盒，从而重新获得具有功能的

URA3 基因。按照酵母转化试剂盒(Zymo Research)

的使用说明，将 200 ng 携带上述编辑质粒和空质

粒 pRS423 分别转化宿主菌 BY4741a，在 SD-His

营养缺陷型平板(SD-His-Ura-Trp-Leu 粉 8 g/L，葡

萄糖 20 g/L，琼脂 20 g/L，根据需要添加亮氨酸

100 mg/L，尿嘧啶 20 mg/L)上筛选阳性转化子。 
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表 1.  本研究使用的质粒和酿酒酵母菌株 

Table 1.  Plasmids and Saccharomyces cerevisiae strains used in this study 
Plasmids and strains Characteristics Source 

Plasmids   

pRS423 Empty plasmid [18] 

pRS423-gRNA(URA3-1)-Cas9 pRS423 containing Cas9 expressed by the inducible GAL1 promoter and  
the URA3 specific gRNA (URA3-1) expression cassettes 

[17] 

pRS423-crRNA(URA3)-Cpf1 pRS423 containing Cpf1 expressed by the inducible GAL1 promoter and  
the URA3 specific crRNA expression cassettes 

[17] 

S. cerevisiae strains   

BY4741a MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0; pdc1::URA3 [17] 

CK BY4741a harboring the empty plasmid pRS423 This study

BY-Cas9 BY4741a harboring the CRISPR/Cas9 editing plasmid p423-gRNA(URA3-1)-Cas9 This study

BY-Cpf1 BY4741a harboring the CRISPR/Cpf1 editing plasmid p423-crRNA(URA3)-Cpf1 This study

 

1.3  编辑诱导和细胞同步化处理 

本研究所使用的编辑质粒(表 1)，其核酸酶表

达是由半乳糖诱导型 GAL1 启动子控制，因此可

以通过在含有 20 g/L 半乳糖的 SD-His 培养基中培

养来诱导核酸酶的表达，从而诱导编辑。另外，

由于靶向 URA3 的编辑会导致该基因失活，因此

诱 导 培 养 基 中 不 能 缺 省 尿 嘧 啶 。 携 带 空 质 粒

pRS423 的菌株(CK)作为未被编辑的阴性对照。另

外，无论是携带编辑质粒还是空载体的菌株，在

含有 20 g/L 葡萄糖的 SD-His-Ura 培养基中培养

时，核酸酶不被诱导表达，因此细胞均处于未被

诱导编辑的状态。由于 DSB 损伤修复可能受到细

胞周期的调控[21]，为了避免不同菌株起始细胞周

期状态的差异，我们利用 α-因子对细胞进行同步

化处理，将菌体释放于含有 5 μg/mL α-因子的含有

20 g/L 葡萄糖的 SD-His-Ura 培养基中培养 2 h，使

绝大多数细胞同步到 G0/G1 期[16,22]。 

1.4  细胞培养以及生长曲线、存活率和突变率

的检测 

携带编辑质粒和空质粒的菌株(表 1)各挑取  

2 个单菌落分别接种到 10 mL 含有 20 g/L 葡萄糖

的 SD-His-Ura 液体培养基中，过夜培养。分成    

2 份，其中一份利用 α-因子进行细胞周期同步化

处理。以初始 OD600=0.4 转接到 20 mL 含有 20 g/L

葡萄糖的 SD-His-Ura 中，摇瓶中加入 5 μg/mL   

α-因子，30 °C、250 r/min 诱导培养；另一份不经

过细胞周期的同步化。然后，将经过细胞周期同

步化的菌体和未经过细胞周期同步化的菌体各自

以初始 OD600=0.4 分别转接到下列 2 种培养基中：

(1) 20 mL 含有 20 g/L 半乳糖的 SD-His 液体培养

基，诱导编辑；(2) 20 mL 含有 20 g/L 葡萄糖的

SD-His-Ura 液体培养基，作为未诱导编辑的阴性

对照。每个菌株每个培养基条件设置两组生物学

平行。在 30 °C、250 r/min 条件下培养 36 h，定期

取样，测定 OD600，绘制生长曲线。为了计算编辑

后的存活率和突变率，按照上述同样的方法培养

菌液，定期取样，10 倍梯度稀释，分别涂布于含

有 20 g/L 葡萄糖的 SD-His-Ura 平板和含有 20 g/L

葡萄糖以及 0.15% 5-FOA 的 SD-His 平板上，30 °C

静止培养 36 h，统计平板上的菌落数，按照图 1

所示，计算存活率和突变率，即细胞存活率是用

半乳糖诱导编辑的细胞在 SD-His 平板上生长的

单 菌 落 数 目 除 以 葡 萄 糖 未 诱 导 编 辑 的 细 胞 在  
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图 1.  编辑诱导以及细胞存活率和突变率的计算示  

意图 

Figure 1.  Schematic diagram of the induction of 
editing and calculations of cell viability and mutational 
efficiency. 

 

SD-His-Ura 平板上生长的单菌落数目；突变率是

半乳糖诱导编辑的细胞在含有 5-FOA 的 SD-His

平板上生长的单菌落数目除以在 SD-His 平板上生

长的单菌落数目。 

1.5  细胞周期检测 

按照 1.4 部分的方法进行细胞编辑诱导培

养，定期取 1 OD600 细胞(约 1×107 个)测定细胞周

期的变化。为了与甲基磺酸甲酯(MMS)所产生的

DNA 损伤对细胞周期的影响进行比较，可将含

有空质粒的对照菌(CK)分别在 20 mL 添加和不

添 加 0.02% MMS[23] 的 含 有 20 g/L 葡 萄 糖 的

SD-His-Ura 液体培养基(MMS 直接溶解于培养基

中，过滤除菌)中培养 2 h，间隔 1 h 取样 1 次，

用于细胞周期检测。细胞周期的检测，采用先前

报道的基于核酸染料染色的流式细胞术检测方

法[24]。具体步骤如下：约 1×107 个细胞，850×g

离心 3 min 弃上清，加入冰冷的蒸馏水洗涤 2 次，

离心弃上清，用预冷的 70%乙醇于 4 °C 固定过夜

(产生絮状物)。将固定的样品离心弃上清，用预

冷的 PBS 缓冲液洗涤，洗涤后将菌体沉淀重悬在

100 μL 预冷的 PBS 缓冲液中，加入 12.5 μL RNase 

A 溶液(20 mg/mL)，50 °C 水浴 1 h；离心弃上清，

加入 100 μL 蛋白酶 K 溶液(10 mg/mL)，50 °C 水

浴 1 h，离心弃上清；然后用 500 μL 预冷的 PBS

缓冲液重悬菌体，加入 0.5 μL SYBR Green I 

(10000×)，4 °C 染色过夜，染色完成后，将上述

样品置于超声破碎仪，在 30 W 下用 3 个连续超

声波脉冲超声处理 9–10 s，每个脉冲之间间隔

9–10 s。利用 SYBR Green I 进行染色的样品激发

波为 488 nm，经激发后染色的 DNA 分子促发荧

光，由流式细胞仪检测荧光的强度，每个样品收

集细胞总数 10 万个。利用 Summit 5.2 软件进行

数据分析。 

1.6  实时荧光定量 PCR 

按照 1.4 部分的方法进行细胞编辑诱导培养

至 8 h，以及 MMS 处理 2 h 的细胞，离心收集菌

体，利用酵母 RNA 小量提取试剂盒提取总 RNA，

利用 cDNA 反转录试剂盒得到反转录的 cDNA，

用于实时荧光定量 PCR 检测不同编辑菌株中

DNA 损伤响应关键基因的表达水平差异，具体方

法流程参照 Livak 等的报道 [25]。每组样品设置    

2 个生物学重复。荧光定量 PCR 采用的仪器为 ABI 

7500 Fast real-time PCR system。10 μL 反应体系包

含：5 μL 2×SYBR Green Mix，100 ng cDNA 模板，

以及 400 nmol/L 正向和反向引物(表 2)。荧光定量

PCR 引 物 设 计 的 网 站 为 http://bioinfo.ut.ee/ 

primer3-0.4.0/primer3/ ， 以 S. cerevisiae S288c 

(GenBank：GCF_000146045.2_R64)基因组序列为

参考进行引物设计。熔解曲线显示扩增出单一的

PCR 产物。每个样品设置 3 个技术重复。反应程

序为：95 °C 5 min；95 °C 15 s，60 °C 60 s，40 个

循环。表达差异分析采用 2−ΔΔCt 方法[25]。 
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表 2.  荧光定量 PCR 所需引物 

Table 2.  Primers required for real-time PCR 
Gene Primer sequence (5′→3′) Amplicon/bp 

ACT1 Forward primer GGTTACTCTTTCTCCACCACTG 150 

 Reverse primer TTGACCATCTGGAAGTTCGTAG  

MEC1 Forward primer GATTCCAACGGGAACTTTGA 120 

 Reverse primer GCACCAGCTGCCTAATTTTC  

DUN1 Forward primer GGCGCGAAAATCCAAGTCAA 159 

 Reverse primer GGACTTCGGGCGCTACATAA  

RAD53 Forward primer TTGTGTGCAGGGTCATTTGT 127 

 Reverse primer CAGGCTGGGTTTCTACCAAA  

CHK1 Forward primer TGAGCCTGACGTTGGAGTTG 181 

 Reverse primer AAATTGAGAGGCGAGCCCAA  

RPH1 Forward primer AACGCCACCCCTCAATCAAT 197 

 Reverse primer TGGGCTCGACAATGTTGGAA  

GIS1 Forward primer CCCCGATTCAACAACAAGCC 195 

 Reverse primer CCTGCTGACTATCTACGCGG  

HUG1 Forward primer CCCAAAGCAATTCTTCCTTG 124 

 Reverse primer GTTGGCAGAAGGAACGTGAT  

RPN4 Forward primer GGGTCGTGCCAAGAGTTCTA 118 

 Reverse primer CTTCTCATGTCCCCGTTCAT  

PDR3 Forward primer CATTTACCGCAGAAGGAGGA 118 

 Reverse primer TAATCGCAGTGTCCAGATGC  

PDS1 Forward primer CCGGCTCACTTGCTGAAAAG 130 

 Reverse primer ACACCTCCTTCCCTCCTTGT  

PHR1 Forward primer AAAGTGTTGCGCTCTTCCAG 117 

 Reverse primer TCAATTTCCATCCGCTATCC  

RNR1 Forward primer CCGGTACTCCAAAACCTCAA 118 

 Reverse primer CCACCAGCAGTTTTGGAAAT  

RNR3 Forward primer TTGCCCTACCAGCATTCGTT 143 

 Reverse primer AGCCTCGGGAACTGGATAGT  

MAG1 Forward primer TCAACAGATCAGTGGCCAAG 120 

 Reverse primer GCACATTTTGCTGGGTCTTT  

DDI1 Forward primer GGCATTTGGCTTGTGTGGAC 163 

 Reverse primer GTCTTGGTGGGTGTTAGGGG  

 

2  结果和分析 

2.1  基因组编辑对细胞生长的抑制作用  

CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 介导的基因组

编辑，其核酸酶 Cas9 和 Cpf1 会在基因组靶位点

产生 DSB 损伤，在没有外源 DNA 同源模板存在 

的情况下，细胞可以利用 NHEJ 途径完成 DSB 的

精确或易错修复，从而存活下来，或者若不能完

成 DSB 修复，则细胞死亡。因此，我们首先检测

了基因组编辑对细胞生长的影响。编辑质粒中的

Cas9 和 Cpf1 均由半乳糖诱导型启动子 GAL1 控制

其表达。在半乳糖培养条件下，Cas9 和 Cpf1 的表
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达被诱导，从而诱导编辑，与不携带编辑质粒的

对照菌(CK)相比，携带编辑质粒的菌株(BY-Cas9

和 BY-Cpf1)生长明显受到延滞(图 2-B)，而且 36 h

的终 OD600 略低于对照菌，分别为对照菌的 0.82 和

0.91 倍，表明基因编辑导致细胞增殖时间延长或

细胞死亡。而在葡萄糖培养条件下，Cas9 和 Cpf1

不表达，携带编辑质粒的菌株(BY-Cas9 和 BY-Cpf1)

未被诱导编辑，因此，与对照菌(CK)相比，其生

长与对照菌基本相似(图 2-B)。另外，有文献报道，

DSB 损伤修复受细胞周期调控[21]。为了避免起始

接种细胞所处细胞周期的不同可能造成 DSB 损伤

响应和修复的差异，我们利用 α-因子对起始接种

细胞进行 G0/G1 期同步化(图 2-A)，再测定生长曲

线。类似地，在半乳糖培养条件下，编辑被诱导，

与对照菌相比，携带编辑质粒的菌株(BY-Cas9 和

BY-Cpf1)的生长明显受到延滞，而且 36 h 的终

OD600分别只有对照菌的 0.80 倍和 0.74 倍(图 2-C)，

此数值明显低于未经细胞周期同步化而直接诱导

编辑 36 h 的 0.82 倍和 0.91 倍，这说明 α-因子同

步化细胞周期增加基因编辑对细胞增殖的抑制或

细胞死亡。而在葡萄糖培养条件下，与对照菌(CK)

相比，携带编辑质粒的菌株未诱导编辑，其生长

与对照菌相似(图 2-C)。此外，与对照菌(CK)相比，

半乳糖诱导基因编辑使细胞比生长速率明显下

降，α-因子同步化细胞周期至 G0/G1 期使细胞比

生长速率进一步下降，细胞生长受到更强烈的抑

制(图 2-D)。以上结果表明，编辑产生 DSB，而细

胞需要时间来修复 DSB，可能导致细胞周期受到

延滞，进而表现为细胞生长受到延滞。此外，使

用 α-因子同步化细胞周期至 G0/G1 期会进一步抑

制基因编辑处理的细胞增殖或诱导细胞死亡。 

2.2  基因组编辑对细胞存活率和突变率的影响 

为了进一步研究基因组编辑在细胞水平上的 

影响，我们对编辑细胞在生长过程中的存活率和

突变率进行了检测。在起始细胞未进行细胞周期

同步化的情况下，无论是 CRISPR/Cas9 还是

CRISPR/Cpf1 介导的编辑，随着编辑时间的延长，

细胞存活率逐渐下降，分别从 8 h 时间点的 33.1‰

和 20.5‰逐渐下降到 36 h 时间点的 3.2‰和 1.2‰，

分别下降了 10 倍和 17 倍；而编辑突变率逐渐升

高，即发生易错修复的细胞比例逐渐升高，分别

从 12 h 时间点的 1.9‰和 0.1‰升高到 36 h 时间

点的 14.4‰和 1.7‰，分别升高了 8 倍和 17 倍   

(图 3-A)。而且 CRISPR/Cpf1 对细胞的损伤强度高

于 CRISPR/Cas9，因为在相同的编辑时间点，前者

的细胞存活率和突变率均低于后者。在起始细胞被

α-因子同步化细胞周期至 G0/G1 期的情况下，随着

编辑时间的延长，细胞存活率和编辑突变率的降

低和升高的变化趋势与在起始细胞未进行细胞周

期同步化的情况下类似(图 3-B)。CRISPR/Cas9

和 CRISPR/Cpf1 介导的编辑，其细胞存活率分别

从 8 h 时间点的 11.1‰和 9.9‰逐渐下降到 36 h 时

间点的 4.2‰和 0.8‰，分别下降了 3 倍和 12 倍；

而编辑突变率分别从 12 h 时间点的 0.74‰和

0.09‰升高到 36 h 时间点的 13.4‰和 1.6‰，均约

升高了 18 倍(图 3-B)。与 CRISPR/Cas9 编辑相比，

CRISPR/Cpf1 编辑的细胞存活率和突变率均较

低，表明细胞对 CRISPR/Cpf1 编辑产生的 5′ 2–4-nt

粘 性 末 端 D S B 的 易 错 修 复 能 力 可 能 低 于 对

CRISPR/Cas9 编辑产生的平末端或低频率的 5′ 

1-nt DSB 的易错修复。另外，对于同一种编辑工

具编辑相同的时间而言，经 α-因子细胞周期同步

化的细胞的存活率和突变率均低于未经同步化的

细胞。NHEJ 作为一种在细胞内自发进行的 DSB

修复途径，在整个细胞周期内都能发挥作用，且

主要发生在 G1 期[26]，但是将细胞周期同步化至 
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图 2.  在编辑和未编辑条件下未同步化和 α-因子同步化细胞的生长曲线 

Figure 2.  Growth profiles of unsynchronized and α-factor-treated synchronized cells under editing or unediting 
conditions. A: Flow cytometry profiles of DNA content indicating cell cycles of starting cells (0 h), unsynchronized 
cells without α-factor treatment and G0/G1-phase synchronized cells after 2 h α-factor treatment. Cell cycle is 
divided into three periods including G0/G1, S and G2/M phases; B: Growth profiles of unsynchronized cells under 
editing condition induced by galactose (left panel) and unediting condition grown in glucose media (right panel); C: 
Growth profiles of synchronized cells under editing condition induced by galactose (left panel) and unediting 
condition grown in glucose media (right panel); D: The maximum cell growth rate (μmax) of synchronized and 
unsynchronized cells. Cells were cultured with glucose (left panel, unediting) and galactose (right panel, editing). 
The parameter of μmax was calculated corresponding to the fermentation profiles using Originlab® Origin 8. The 
strains were listed in Table 1. Data represent the mean and standard error of duplicate cultures at each condition. 



1392 Shou Zhang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2020, 60(7) 

actamicro@im.ac.cn 

 
 

图 3.  未同步化和 α-因子同步化细胞的基因组编辑效果评价 

Figure 3.  Genome editing effects of unsynchronized and α-factor-treated synchronized cells. A: Cell viability and 
mutation efficiency during cell growth of unsynchronized cells; B: Cell viability and mutation efficiency during cell 
growth of α-factor-treated synchronized cells. Data represent the mean and standard error of duplicate cultures at 
each condition. 
 

G0/G1 期并没有提高突变率和存活率，这可能是

因为 CRISPR 核酸酶介导的基因组编辑起作用的

时间可能比细胞周期恢复的时间长，或是产生 DSB

再进行修复的时间比细胞周期恢复的时间长。 

2.3  基因组编辑对细胞周期的延滞作用 

化学物质，如 MMS 等，所造成的 DSB 损伤

具有位点随机、多发的特点。与之相比，核酸酶

编辑产生的 DSB 是定点的、单发的损伤。有文献

报道，DSB 损伤会导致细胞周期的停滞[23,27]。通

过流式细胞术检测细胞周期，我们可以比较化学

物质 MMS 和核酸酶产生的 DSB 对细胞周期的影

响是否存在差异。未经过 MMS 处理的对照细胞的

G0/G1、S、G2/M 3 个时期的峰区分明显(图 4-A)， 

培养 2 h 后 G2/M 期的菌体量逐步增加，说明此时

菌体生长旺盛，这符合正常的菌体生长规律。而

经 MMS 处理 1 h 后，细胞周期迅速开始紊乱，    

3 个时期的峰区分不再明显，大量细胞明显滞留在

了 S 期(图 4-A)，这与之前的文献报道一致[23]。与

MMS 不同的是，从细胞周期峰图上来看，无论是

未被编辑的对照菌株(CK)还是 CRISPR/Cas9 和

CRISPR/Cpf1 编辑菌株(BY-Cas9 和 BY-Cpf1)的细

胞周期并没有发生明显的紊乱(图 4-B)，细胞群体

所处各时期的比例依然随着培养时间的变化而呈

现规律性变化，即在生长的延滞期(8 h 之前)细胞

群体主要处于 G0/G1 期，在指数生长期(8 h 至 12 h) 

G2/M 期的细胞比例增加，到指数生长期的末期 
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图 4.  基因组编辑和 MMS 处理对细胞周期的延滞作用 

Figure 4.  Arrested cell cycles by genome editing and MMS treatment. A: Flow cytometry profiles of DNA content 
from control strain (CK) in response to 0.02% MMS for 1 h and 2 h; B: Flow cytometry profiles of DNA content 
from indicated strains, whose initial cells were unsynchronized or synchronized by α-factor. Cells were grown on 
galactose media to induce genome editing. 
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(24 h)和稳定期(36 h)又集中回到 G0/G1 期，这与

以往的文献报道一致[28]。需要指出的是，在起始

细胞未进行细胞周期同步化的情况下，在与对照

菌株相比，当 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 编辑

菌株被编辑到 24 h 时，其在细胞周期峰图的 G2/M

期处有峰，说明依然有编辑细胞停留在 G2/M 期。

这个现象在起始细胞被 α-因子同步化细胞周期至

G0/G1 期的情况下表现得更为明显(图 4-B)。 

为了进一步定量细胞周期随时间的变化情

况，我们统计并将各培养阶段处于不同时期的细

胞比例以 0 h 作为参照进行归一化定量，结果如 

图 5 所示。在起始细胞未进行细胞周期同步化的

情况下，对照菌株(CK)在培养过程中处于 S 期的

细胞呈现明显的先增加后减少的变化(图 5-A)，这

符合正常的细胞增殖规律。对于 CRISPR/Cas9 编

辑细胞而言，处于 G2/M 期细胞呈现明显的先增

加后减少的变化，而且 8 h 时 G2/M 期细胞的百分

比达到峰值(图 5-A)。与 0 h 相比，CRISPR/Cas9

编辑菌株 G2/M 期细胞的比例增加了 2.1 倍，而对

照菌株只增加了 1.2 倍。而且在培养到 24 h 时，

对照菌株 G2/M 期细胞的比例为 0 h 的 0.1 倍，而

CRISPR/Cas9 编辑菌株 G2/M 期细胞的比例为 0 h

的 0.8 倍，该结果与细胞周期峰图观察到的结果一

致(图 4-B)。由此可以推断，CRISPR/Cas9 编辑造

成的 DSB 损伤可能导致更多细胞停滞在 G2/M 期。

同样在起始细胞未进行细胞周期同步化的情况

下，与 CRISPR/Cas9 编辑相比，CRISPR/Cpf1 编

辑细胞处于 G2/M 期细胞先增加后减少的变化趋

势不明显，出现峰值的时间点是 10 h，此时与 0 h

相比增加了 1.4 倍，而对照菌株是增加了 1.1 倍，

因此与对照菌株相比，CRISPR/Cpf1 编辑产生的

DSB 损伤可能也造成更多细胞停滞在 G2/M 期。

另一方面，在起始细胞被 α-因子同步化细胞周期

至 G0/G1 期的情况下，对照菌株在培养过程中处

于 S 期和 G2/M 期的细胞呈现明显的先增加后减

少的变化(图 5-A)，这也符合正常的细胞增殖规

律。无论是 CRISPR/Cas9 还是 CRISPR/Cpf1 编辑

细胞，与 0 h 相比，处于 G2/M 期细胞增加的比例

的峰值(14.4 倍和 15.4 倍)均高于对照菌株(12.1 倍)，

特别是在 24 h 时，编辑菌株滞留在 G2/M 期的细

胞增加的比例(6.1 倍和 9.0 倍)明显高于对照菌株

(1.3 倍 ) 。 此 结 果 再 次 表 明 ， CRISPR/Cas9 和

CRISPR/Cpf1 编辑会导致更多细胞滞留在 G2/M

期。另外，无论是起始细胞的细胞周期未同步还

是同步的情况下，对照菌株所处 S 期细胞随培养

时间增加的比例明显高于编辑菌株，这说明编辑

细胞进入 S 期重启细胞周期的比例是低的，这可

能是由于编辑产生的 DSB 没有及时被修复的缘

故。有文献报道，HO 内切核酸酶诱导的单个 DSB

足以激活 DNA 损伤检查点，使酵母细胞停滞在

G2/M 长达 12–14 h。当细胞适应了 DSB 的存在后

才恢复细胞周期进程[27]。以上这些结果表明，与

HO 内切核酸酶类似，基因组编辑中的核酸酶产生

的定点的、单发的 DSB 损伤会造成细胞周期滞留

在 G2/M 期。 

2.4  基因组编辑对 DNA 损伤响应基因转录表达

的诱导作用 

从细胞水平上来看，基因组编辑会抑制细胞

生长，造成细胞存活率下降，表明基因组编辑诱

导了 DNA 损伤响应，而 DNA 损伤响应会导致一

些基因表达发生特定的变化[29]，进而造成细胞水

平的变化。为了研究基因组编辑对 DNA 损伤响应

过程中关键基因转录水平表达的影响，我们选择

了信号转导(编码激酶的基因，包括 MEC1、DUN1、 
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图 5.  菌株在不同 CRISPR 编辑条件下细胞周期各时期的相对定量 

Figure 5.  Relative quantitation of strains in different periods of cell cycle under different CRISPR editing 
conditions editing conditions. A: Unsynchronized initial cells were used; B: Synchronization initial cells by α-factor 
were used. 
 

RAD53 和 CHK1)、响应因子(编码转录因子的基

因，包括 RPH1、GIS1、RPN4、HUG1、PDR3 和

PDS1)和靶点基因(包括 PHR1、RNR1、RNR3、

MAG1 和 DDI1) 3 个层面的关键基因进行荧光定

量 PCR 检测。一共检测了 3 类样品：一是经 MMS

处理 2 h 的细胞，根据 Chen 等[23]报道 MMS 处理

2 h 后，细胞周期被严重扰乱，随之细胞产生系列

级联损伤修复响应；二是在起始细胞未进行细胞周
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期同步化的情况下，CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1

编辑 8 h 的细胞；三是在起始细胞被 α-因子同步化

细胞周期至 G0/G1 期的情况下，CRISPR/Cas9 和

CRISPR/Cpf1 编辑 8 h 细胞。细胞生长和细胞周期

检测结果表明，与对照菌株(CK)相比，无论是否

经过 α-因子同步化细胞周期，编辑细胞在半乳糖

诱导培养 8 h 时产生 DSB 损伤，细胞周期开始被

停滞在 G2/M 期，细胞对基因组损伤产生修复响

应。提取样品的总 RNA，通过核酸凝胶验证其具

有良好的完整性(图 6)，即 28S/18S 大约在 1.8–2.0

范围内，然后经过反转录成 cDNA 后，作为模板

进行荧光定量 PCR 检测。结果显示(图 7)，化学物

质 MMS 以及 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 介导

的基因组编辑均诱导 RNR3 及其上游转录因子

HUG1 转录水平的显著上调。Rnr3 和 Hug1 参与

Mec1 介导的 DNA 损伤检查点的响应，Mec1 检查

点途径介导 DNA 损伤后的细胞周期停滞和基因

表达诱导[30]。RNR3 是编码核糖核苷酸还原酶亚单

位的基因[31]，而核糖核苷酸还原酶是合成 DNA 所

必需的，因此 RNR3 的表达上调有助于细胞更快

地合成 DNA，从而达到修复 DSB 的目的。HUG1

编码 Mec1 介导的检测点对 DNA 损伤和复制阻滞

反应的组成蛋白，过量表达时，细胞处于对 DNA

损伤敏感的应激状态，更易启动 DSB 修复信号的

级联[30]。Minard 等[32]指出 HUG1 和 RNR3 是细胞

对复制应激或 DNA 损伤响应的标志性基因。Lee

等[33]研究酵母对 MMS 诱导的 DNA 损伤全局蛋白

响应时，发现在涉及细胞周期和 DNA 修复的相关

蛋白中 Hug1 上调水平最为显著，Rnr3 蛋白表达

水平也明显上调。基于上述研究，此 2 个基因转

录表达水平被诱导的程度可反映 DSB 损伤的强

度。在起始细胞未进行细胞周期同步化的情况下，

在与对照菌株相比，CRISPR/Cas9 编辑 8 h 后，

HUG1 表达上调 12.7±3.5 倍，RNR3 上调 4.6±1.5 倍；

CRISPR/Cpf1 编辑 8 h 后，HUG1 表达上调约

26.4±3.3 倍，RNR3 上调约 12.9±1.7 倍，这说明核

酸酶 Cpf1 切割产生的 DSB 较 Cas9 切割产生的

DSB 对细胞的破坏性更大或是更不易修复，这也

与 CRISPR/Cpf1 处理较 CRISPR/Cas9 编辑导致更

低的细胞存活率的结果一致。与 CRISPR/Cas9 和

CRISPR/Cpf1 编辑相比，MMS 处理导致细胞中

RNR3 和 HUG1 的表达上调幅度更大，分别上调

78.5±2.9 倍和 73.1±0.2 倍，这可能是由于 MMS 会

导致多位点 DSB 产生的缘故。而且 MMS 处理还

诱导 DSB 损伤响应信号转导基因 DUN1 和 RAD53

分别显著上调 4.2±0.2 倍和 2.7±0.2 倍，表明 MMS

产生的 DSB 诱导更多的基因表达的级联反应。另

外，与起始细胞未同步化细胞周期的情况相比，

在起始细胞进行细胞周期同步化的情况下，编辑

细胞的 HUG1 和 RNR3 转录水平被诱导的程度要

低，HUG1 分别被 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/Cpf1 
 

 
 

图 6.  提取样品总 RNA 的完整性 

Figure 6.  Integrity of total RNA extracted from 
samples. MMS treatment: cells of control strain (CK) 
were treated with 0.02% MMS for 2 hours. 
Unsynchronized initial cells: cells were grown on 
galactose media and edited by CRISPR/Cas9 and 
CRISPR/Cpf1 for 8 hours. Synchronized initial cells by 
α-factor: after synchronizing the cell cycle with α-factor, 
cells were induced and edited by CRISPR/Cas9 and 
CRISPR/Cpf1 for 8 hours. Total 1 μg RNA were loaded. 
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图 7.  基因组编辑和 MMS 处理导致的 DNA 损伤响应关键基因转录表达水平的变化 

Figure 7.  Expression change of key genes involved in DNA damage response induced by genome editing and 
MMS treatment. MMS: Changes of different gene expression levels in control strain (CK) in response to 0.02% 
MMS for 2 h; Cas9, Cpf1: Changes of different gene expression levels after inducing CRISPR/Cas9 and 
CRISPR/Cpf1 editing for 8 h on galactose medium, respectively. Cas9_α, Cpf1_α: Cells were synchronized by 
α-factor and then subjected to CRISPR/Cas9 and CRISPR/Cpf1 editing on galactose medium, respectively. 
 

诱导上调 8.7±0.2 倍和 17.1±3.8 倍，而 RNR3 被上

调的水平均低于 2 倍，说明其修复能力可能较低，

从而导致细胞存活率相对较低(图 3)。 

3  讨论 

基因编辑作为 21 世纪的颠覆性技术，大大推

动了生物制造产业和科学研究的进程，也在精准医

疗领域展现出无限潜力，当前研究热点集中于编辑

工具的开发和优化，但是对于基因组编辑后的

DNA 损伤响应机制尚未被很好地阐明。本研究以

酿酒酵母 BY4741a 为研究对象，在细胞周期同步

化与未同步化两种情况下，探究了 CRISPR/Cas9

和 CRISPR/Cpf1 对酵母基因组的损伤作用和修复

响应。在细胞水平上基因组编辑抑制了细胞生长，

造成细胞存活率下降，同时也会导致菌体细胞周

期 G2/M 期的滞留。这与 HO 核酸酶产生的单点 

DSB 导致的细胞滞留情况一致[27]。而 MMS 作为

能诱发多位点 DSB 损伤的化学物质，能够剧烈地

破坏细胞周期，同时导致细胞周期滞留在 S 期。

这与 EcoR I 内切核酸酶产生的位点特异性、多发

的 DSB 导致细胞周期滞留在 S 期情况一致[34]。此

外，本研究利用荧光定量 PCR 技术，检测与 DNA

损伤响应相关的靶基因、激酶、转录因子基因在

应对不同类型的 DSB 时表达水平的变化，并通过

RNR3 和 HUG1 表达水平的变化，初步阐明不同

DSB 损伤强度：核酸酶产生的 DSB (α-因子同步化

细胞周期后)<核酸酶产生的 DSB (未经 α-因子同

步化细胞周期)<MMS 产生的 DSB。与未同步化细

胞周期相比，α-因子滞留细胞周期在 G0/G1 期有

利于细胞通过 NHEJ 途径修复 DSB 损伤。此外，

细胞周期滞留减缓了细胞基因组复制的进程，为

基因组损伤修复提供了更多的时间。与基因组编 
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辑产生的单发 DSB 损伤相比，MMS 诱导多发的

基因组损伤，产生最强的损伤强度。对于核酸酶

Cas9 和 Cpf1 产生的 DSB，两者作用位点与作用

方式的不同，导致了经核酸酶 Cpf1 产生的 DSB

较核酸酶 Cas9 产生 DSB 的细胞存活率和突变率

不同，前者低于后者，而 RNR3 和 HUG1 的表达

水平是前者高于后者，说明在相同的细胞处理条

件下(有无同步化细胞周期)，核酸酶 Cpf1 较核酸

酶 Cas9 对于细胞的损伤性更大，细胞更易修复

Cas9 核酸酶产生的平末端 DSB。 

本研究表明基因编辑会导致细胞周期滞留于

G2/M 期，这可能是由于细胞未及时准确地修复

DSB 损伤，调整 DSB 检测和修复信号传导机制可

能会在一定程度上减少细胞滞留在 G2/M 期。在

哺乳动物中通过失活或抑制 p53 蛋白可以提高基

因编辑的效率 [11–12]，本研究表明酿酒酵母通过

NHEJ 途径修复 DSB 过程中会显著上调 HUG1 和

RNR3 表达水平，是否失活 Hug1 和 Rnr3 蛋白可

以提高 NHEJ 介导基因组编辑引入随机突变的效

率，这些问题都是十分值得后续探究的。 

本研究主要探究了基因编辑产生 DSB 损伤后，

NHEJ 修复过程中细胞水平和转录水平的变化。

NHEJ 修复 DSB 可发生在整个细胞周期，但在 G1

期尤为活跃。因具有不需要合成外源重组模板可缩

减成本和在一定程度上规避转基因困扰的优点，通

过 NHEJ 介导的基因编辑产生的多样性随机突变实

现基因的表达调控和优良性状育种策略越来越受

到青睐[4]。此外，在哺乳动物细胞中 NHEJ 是主要

的修复途径，在酵母细胞中探究 NHEJ 介导的基因

编辑损伤和响应对哺乳动物基因编辑具有一定的

指导意义。当然，在以后的研究中进一步探究同源

重组(homologous recombination，HR)修复对细胞响

应基因组编辑损伤的影响也是很有意义的工作。 
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DNA lesions and repair response caused by genome editing in 
Saccharomyces cerevisiae 
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Abstract: [Objective] To investigate DNA lesions and repair response caused by the DNA double strand break 
(DSB) generated by the genome editing tools including CRISPR/Cas9 and CRISPR/Cpf1 in Saccharomyces 
cerevisiae, we used the damage and repair of S. cerevisiae genomic DNA caused by a chemical substance methyl 
methane sulfonate (MMS) as a comparison and elucidated the changes of edited cells at the cellular and 
transcriptional levels. [Methods] Initial cells were divided into two situations, including unsynchronized cell cycle 
and synchronized cell cycle to G0/G1 phase by α-factor. We measured the growth profiles of CRISPR/Cas9- and 
CRISPR/Cpf1-mediated edited cells. We employed flow cytometry to detect the arrested cell cycle of edited cells. 
We used Real-time PCR to quantify the transcriptional expression changes of key genes involved in DNA damage 
response in edited cells and MMS-treated cells. [Results] Growth of initial cells, which were either unsynchronized 
or synchronized cell cycle by α-factor, were inhibited by genome editing. Cell viabilities of edited cells decreased, 
and the cell cycles were arrested at the G2/M phase. Furthermore, along with the prolongation of editing time, 
mutation efficiency of edited cells increased while cell viabilities decreased. The mutation efficiency and viabilities 
of CRISPR/Cpf1 edited cells were lower than those of CRISPR/Cas9, and thus the damage induced by 
CRISPR/Cpf1 was stronger than that of CRISPR/Cas9. Both these two editing tools induced significantly 
up-regulated transcriptional expressions of RNR3 and HUG1, which are key genes involved in DNA damage 
response in yeast. Additionally, the extent of CRISPR/Cpf1-mediated up-regulation was higher than that of 
CRISPR/Cas9, but both were lower than MMS treatment. [Conclusion] This study analyzed DNA lesions and 
repair response caused by CRISPR/Cas9- and CRISPR/Cpf1- mediated genome editing at the cellular and 
transcriptional levels, and preliminarily revealed the divergent extents of S. cerevisiae in response to different 
DSBs, thus providing an important guidance for improving the editing capacity and estimating the safety of genome 
editing. 

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, CRISPR/Cas9, CRISPR/Cpf1, methyl methane sulfonate, cell cycle, DNA 

damage response 
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