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摘  要：放线菌是一类具有强大次级代谢能力的微生物，对放线菌菌株进行理性改造，对提升其

天然产物的生产能力具有重要意义。CRISPR/Cas 系统因具有高效性、易操作性和良好的靶向精确

性，已成为放线菌基因改造和功能研究的重要工具。本文从工作原理、系统构建、适用场景等角

度对放线菌中的各类 CRISPR/Cas 基因编辑及表达调控工具进行了汇总和比较，包括基于 DNA 双

链断裂的 CRISPR/Cas 系统、CRISPR 干扰系统、CRISPR 激活系统，以及 CRISPR 碱基编辑系统。

同时，本文还总结了这些工具在放线菌天然产物生物合成方面的应用情况。CRISPR/Cas 工具箱在

放线菌中的开发和应用，极大地推动了放线菌微生物学和天然产物相关的研究。 
关键词：CRISPR/Cas 系统；放线菌；CRISPR 干扰；CRISPR 激活；碱基编辑  
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Abstract: Actinomycetes are a class of microorganisms with robust secondary metabolism. 
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Rationally engineering actinomycete strains to enhance their production of natural products is of 
significant importance. The CRISPR/Cas system, known for its high efficiency, ease of 
operation, and excellent targeting precision, has become a vital tool for genetic modification and 
functional studies in actinomycetes. This article provides a comprehensive overview and 
comparison of various CRISPR/Cas tools for gene editing and expression regulation in 
actinomycetes, including DNA double-strand break-based CRISPR/Cas systems, CRISPR 
interference systems, CRISPR activation systems, and CRISPR base editing systems. In 
addition, this article summarizes the applications of these tools in the biosynthesis of natural 
products in actinomycetes. The development and application of the CRISPR/Cas toolkit in 
actinomycetes have greatly promoted the research of microbiology and natural products of 
actinomycetes. 
Keywords: CRISPR/Cas system; actinomycetes; CRISPR interference; CRISPR activation; base 
editing 

 
放线菌是一类广泛分布于土壤、海洋等自

然环境中的革兰氏阳性丝状细菌，它们在次级

代谢过程中能够产生丰富的具有生物活性的

天然产物，包括红霉素 [1]、四环素 [2]等抗细菌

药物，金褐霉素[3]、两性霉素[4]等抗真菌药物，

阿霉素 [5]、博来霉素 [6]等抗癌药物，以及阿维

菌素 [7]、多杀菌素 [8]等抗虫药物等。放线菌的

这种强大的生产次级代谢产物的能力，赋予了

其重要的经济和科学价值。因此，对放线菌菌

株进行理性改造以提升其高附加值天然产物

的生物合成能力，一直是科学界和工业界的研

究热点。 
实现放线菌基因组的可控精准编辑需要依

靠高效的基因编辑技术。传统的基因插入与删

除方法依赖于双交换重组[9]，由于其操作周期

长且成功率低，难以满足多基因位点改造和大

批量工程菌株的构建需求。近 1 0 年来，

CRISPR/Cas 技术的崛起，为放线菌底盘内的基

因编辑和基因调控提供了一系列更为便捷和高

效的工具。这一技术的发展不仅为放线菌遗传

学研究开辟了新的可能，也加速了放线菌工程

菌株的构建和相关天然产物生物合成的研究进 
程。本文将对放线菌中应用的各类 CRISPR/Cas
基因编辑和表达调控工具进行综合汇总和比

较，并介绍这些工具在放线菌天然产物生物合

成方面的应用情况。 

1  CRISPR/Cas 系统及其作用

机制 
CRISPR/Cas 系统是原核生物的一种适应

性免疫系统，广泛存在于约 47%的细菌基因组

和 87%的古细菌基因组中[10]。该系统通过识别

DNA 中的原间隔序列邻近基序 (protospacer 
adjacent motif, PAM)来实现核酸靶向防御，从

而区分“自我”与“非自我”[11]。在遭受噬菌体攻

击后，宿主细菌能够将一小段外源 DNA 作为

新的间隔序列整合到自身基因组中，从而在遭

遇二次入侵时进行特异性切割[12]。CRISPR/Cas
系统是通过 Cas 蛋白与 CRISPR RNA (crRNA)
形成的复合物来发挥功能的，其中 crRNA 可

以引导复合物定位到靶基因，而 Cas 蛋白可以

发挥核酸内切酶活性对外源 DNA 进行切割，

产生双链断裂(double-strand break, DSB)[13]。在

这之后，生物体可以通过非同源末端连接

(non-homologous end joining, NHEJ)或者同源

重组修复(homology directed repair, HDR)途径

修复产生 DSB 的基因组 DNA，从而存活下来

(图 1)。 
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图 1  CRISPR/CAS9 系统切割目标 DNA 及 DSB 修复的原理 
Figure 1  Mechanisms of CRISPR/Cas9-mediated genome editing and DSB repair. 

 
1.1  Cas 蛋白 

Cas 蛋白是 CRISPR/Cas 系统发挥功能的核

心 元 件 。 根 据 Cas 蛋 白 的 结 构 和 功 能 ，

CRISPR/Cas 系统可以分为 2 大类(Class I 和

Class II)，并进一步被划分为 6 种小类(I−VI 型)
和 33 个亚型[10,14-15]。Class I 系统由多个蛋白亚

基组成效应复合体共同发挥功能，包括 I 型、III
型和 IV 型。与此相对，Class II 系统仅需 1 个

多功能的单一蛋白即可发挥功能，包含 II 型、

V 型和 VI 型。Class II 系统的 Cas 蛋白整合了

crRNA 成熟和靶序列切割的功能，因其便捷性

而被更多地开发为基因编辑工具，如来源于化

脓 链 球 菌 (Streptococcus pyogenes) 的 II 型

SpCas9[16] ，以及来源于弗朗西斯杆菌新种

(Francisella tularensis subsp. novicida) U112 的

V 型 FnCpf1 (Cas12a)[17]，前者可切割 DNA 产

生平直末端，而后者则产生黏性末端。此外，

不同物种来源的 CRISPR/Cas 系统所识别的

PAM 序列具有显著差异，其中 II 型的 SpCas9
识别的 PAM 为 5ʹ-NGG-3ʹ (N 为任意核苷酸)[18]，

由于其富含 GC 碱基对，因此更适合应用于放

线菌等高 GC 物种的基因组编辑。 
1.2  CRISPR 序列 

CRISPR 序 列 通 常 包 括 前 导 序 列 (lead 
sequence)、重复序列(interval sequence)和间隔

序列(repeat sequence)，其中后二者交替排列形

成 CRISPR 基因座(CRISPR array)。SpCas9 系统

是由双重 RNA 引导发挥作用的：首先，前导序

列可以启动转录过程并合成 crRNA 前体

(pre-crRNA)和与之互补配对的反式激活 CRISPR 
RNA (trans-activating crRNA, tracrRNA)。随后，

在 tracrRNA 启动下，Cas 蛋白和核酸酶会加工

pre-crRNA 得到成熟的 crRNA[13]。最终，Cas
蛋白会与 tracrRNA、crRNA 形成复合物，继而

识别靶序列并实现特异性切割。在基因编辑工

具的开发过程中，此方法可以用于多个靶基因
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的同时编辑。有时，tracrRNA 和 crRNA 可以组

合表达为一条向导 RNA (single guide RNA, 
sgRNA)，与前者相比，这种方法更简单、靶向

效率更高且多用于单基因的编辑 [19]。与 Cas9
不同，Cas12a 系统是由单一 RNA 引导的核酸

内切酶系统，仅需 crRNA 参与[20]，因此在实验

方案的设计中具有更大的便捷性。 
1.3  NHEJ 和 HDR 修复机制 

在指定的基因位点引入 DSB是基因编辑的

第 1 步，而基因编辑的成功与否还依赖于细胞

选择的 DNA 修复途径。Cas 核酸内切酶通过   
2 个核酸酶结构域 HNH (作用于互补链 )和
RuvC (作用于非互补链)来诱导 DSB[21]。当 DNA
发生断裂时，细胞可以通过 NHEJ 或 HDR 途径

来修复 DSB。在利用 NHEJ 途径进行 DNA 修

复的过程中，DNA 切割位点可能会随机发生小

的插入或缺失，这种修复方式在 DNA 聚合酶和

核酸酶的作用下，增加了产生基因突变的可能

性，编辑结果不可预测。相比之下，HDR 需要

将供体 DNA 同源重组至切割位点，编辑结果可

预期，是一种更为精确的修复机制，可用于靶

基因的精准编辑(图 1)。 

2  放线菌中的 CRISPR/Cas 基

因编辑和表达调控工具箱 
基于 CRISPR/Cas 系统原理在放线菌中构

建的基因编辑和表达调控工具箱通常包括 4 类，

即基于 DSB 的 CRISPR/Cas 系统、CRISPR 干扰

系统(CRISPR interference, CRISPRi)、CRISPR
激活系统 (CRISPR activation, CRISPRa)以及

CRISPR 碱基编辑系统 (CRISPR base editing, 
CRISPR/BE) (图 2)。这几类 CRISPR/Cas 工具在

工作原理、系统构建、实现功能和应用场景上

均有不同。 
2.1  基于 DSB 的 CRISPR/Cas 系统 

在表达具有核酸切割活性的 Cas 蛋白时，

CRISPR/Cas 系统会在靶序列位置形成 DSB，并

通过后续的 HDR 修复在目标位点上进行精准

的基因插入、敲除和替换。目前在放线菌中使

用最多的是 CRISPR/Cas9 系统(图 2A)，包括

pCRISPomyces-1[22] 、 pCRISPomyces-2[22] 、

pKCcas9dO[23]、pCRISPR-Cas9[24]、pWHU2653[25]

以及 pKECas9-sgRNAII-HA[26]等；也有少数使

用 CRISPR/Cas12a 系统，如 pKCCpf1[27]、pYL- 
kasOp*-FnCas12a1[28]、pYL-kasOp*-FnCas12a2[28]

等。这些系统均为游离型单质粒编辑系统，装载

所有 CRISPR/Cas 编辑所需的核心元件，包括

Cas 蛋白表达框、sgRNA (或 crRNA+tracrRNA)
表达框，以及同源重组修复模板。同时，质粒

多携带温敏型复制子 pSG5 或不稳定的多拷贝

复制子 pIJ101 以便后续的质粒去除和迭代编

辑。在CRISPR/Cas9系统中，密码子优化过的cas9
基因会被组成型或诱导型的启动子启动表达，常

用的启动子包括组成型的 ermE*p 以及诱导型 
的 tipAp 等。除 pCRISPomyces-1[22]使用独立表

达的 tracrRNA 和 CRISPR array 外，上述提到的

其余 CRISPR/Cas9 系统均使用组成型启动子

(如 ermE*p、j23119p 等)表达融合的 sgRNA 以

引导 Cas9 蛋白切割目标 DNA。由于链霉菌内

源的核酸酶可能无法有效地加工表达出的

pre-crRNA，因此导致 pCRISPomyces-1 的编辑

效率较低[29]，而大多数表达 sgRNA 的系统可以

实现高效的基因编辑。另外，在稀有放线菌红

色糖多孢菌(Saccharopolyspora erythraea)菌株

中开发的 pKECas9-sgRNAII-HA 系统还使用双

sgRNA 共同靶向同一位点的策略来提高编辑效

率 [26] 。为拓展 PAM 的多样性，同时增加

CRISPR/Cas 技术在不同放线菌物种中的可及

性，研究人员还开发了 CRISPR/Cas12a 系统(图
2B)，例如携带 pSG5 复制子的 pKCCpf1[27]和

pYL-kasOp*-FnCas12a2[28]系统以及携带 pIJ101
复制子的 pYL-kasOp*-FnCas12a1[28]系统等。这

些系统都通过常用的链霉菌组成型或诱导型启

动子表达密码子优化的 cas12a 基因以及特异性

的 crRNA 序列。 
为了实现精准编辑，CRISPR/Cas 系统所装
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载的同源修复模板通常包含目的 DNA 序列以

及上下游约 2 kb 的同源臂序列，在某些菌株中

也可以使用较短的同源序列(约为 1 kb)[30]。然

而，在 DSB 的修复过程中，NHEJ 和 HDR 这    
2 条途径存在竞争关系，如果菌株自身的 NHEJ
修复能力较强，可能导致非定向突变增加，从

而降低精准编辑的效率[31-32]。因此，一方面可

以通过开发可诱导的 CRISPR/Cas9-重组酶 A 
(RecA)系统加强发生 DSB 后的 HDR 过程，提

高 CRISPR/Cas 基因组编辑的效率[33]。另一方

面，也可通过抑制菌株内源的 NHEJ 修复过程

来间接增加 HDR 的发生概率，从而实现

CRISPR/Cas 系统在目标位点的精准编辑[34]。在

CRISPR/Cas 系 统 中 整 合 反 筛 标 签 ， 如

CodA(sm)，也可以提高编辑后阳性克隆的获得

率以及后续质粒的去除率[25]。除此之外，有研

究表明使用 nCas9 (nickase Cas9)代替 Cas9 构建

的 pKCnCas9-sgRNAtarget-HAtarget 系统可以显著

降低 CRISPR/Cas 系统所造成的细胞毒性，提

高转化子存活率，在避免发生 DSB 的同时实现

较为高效的基因敲除[35]。 
2.2  CRISPRi 系统和 CRISPRa 系统 

CRISPRi 是一种利用无 DNA 切割活性的

Cas 蛋白和 sgRNA 复合物阻断或下调基因表达

的方法[36]。对 SpCas9 核酸酶结构域的研究表

明，通过改变 HNH 和 RuvC 结构域(D10A 和

H840A 突变)可以产生催化活性缺失的 Cas9 变

体(deactivated Cas9, dCas9)[13]。该变体虽然失去

了内切酶活性，但仍然能够与 sgRNA 形成复合

物，并高效地结合到目标 DNA 上[37]。通常，

sgRNA 可以设计在目标基因启动子或增强子

处，引导 dCas9 蛋白靶向结合到这些区域，阻

止 RNA 聚合酶(RNA polymerase, RNAP)在此处

发挥功能，从而抑制下游基因的转录；或设计

sgRNA 令其结合在编码基因内部，以中止转录

延伸，从而达到下调基因表达的目的[38](图 2C)。
对于 Cas12a，通过在其 RuvC 结构域的关键催化

残基位点处引入点突变(D917A 和 E1006A)[39]，

同样可以获得 DNA 切割功能失活的变体

dCas12a (图 2D)。在 CRISPRi 的基础上，通过

将转录激活因子与 dCas 蛋白的 C 端结合，可以

实现基因组特定位点的转录激活。在这种情况

下，dCas9 与转录激活因子的复合物会特异性

结合在靶基因的上游区域，并招募 RNAP 以激

活转录，从而增强靶基因的表达[38](图 2E)。 
在放线菌中，已报道的 CRISPRi 系统包括

表达 dCas12a 蛋白的 pSETddCpf1，是 ΦC31 整

合酶介导的整合型质粒；此系统通过组成型启

动子 ermE*p 和 kasO*p 分别表达 dCas12a 和串

联的 crRNA array，可以用于下调多个靶基因的

表达[27]。此外，常见的 CRISPRi 系统还有表达

dCas9 蛋白的 pCRISPR-dCas9[24]和 pKE-dCas9- 
sgRNA[40]，均为携带温敏型 pSG5 复制子的游

离型质粒。在 CRISPRi 系统中，如果 dCas 蛋

白的表达由组成型启动子驱动，在质粒未去除

时，系统对于靶基因的表达抑制是持续存在的。

近期有研究使用无毒性的 4-异丙基苯甲酸

(cumate)为诱导剂的调控系统来表达 dCas 蛋白

等核心元件，以构建诱导型的 CRISPRi 系统，

可实现对于靶基因转录抑制的可控开关，在多

个放线菌菌株中均实现了成功应用 [41-42]。在

CRISPRi 系统的基础上稍加改动，将 dCas 蛋白

与蛋白活化结构域融合表达，可稳定转录中间

体、增强转录过程，从而构建 CRISPRa 系统。在

链霉菌委内瑞拉链霉菌(Streptomyces venezuelae)
中，研究人员尝试了 RNAP 的 α 亚基 N 端

(αNTD)、ω 亚基以及结合蛋白 RbpA 这 3 种不

同的蛋白活化结构域，最终发现 αNTD 与 dCas9
的 C 端融合的 CRISPRa 系统可以成功实现荧光

报告基因表达的上调和沉默基因簇的激活[43]。 
2.3  CRISPR/BE 系统 

由于 CRISPR/Cas 系统在编辑过程一般会

产生 DSB，因此具有较强的细胞毒性，且需要

高剂量的供体 DNA 模板进行修复才能实现精

准编辑。相较而言，CRISPR/BE 系统无需产生

DSB，具有较低的细胞毒性和较高的转化效率。 
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图 2  放线菌中不同 CRISPR/Cas 工具的构建方式和工作原理   A：CRISPR/Cas9 系统；B：CRISPR/Cas12a
系统；C：基于 dCas9 的 CRISPR 干扰系统；D：基于 dCas12a 的 CRISPR 干扰系统；E：CRISPR 激活系

统；F：BE 类型胞嘧啶碱基编辑器；G：Target-AID 类型碱基编辑器；H：腺嘌呤碱基编辑器。 
Figure 2  Construction and functional mechanisms of diverse CRISPR/Cas tools in actinomycetes. A: 
CRISPR/Cas9 system; B: CRISPR/Cas12a system; C: dCas9-based CRISPR interference system; D: 
dCas12a-based CRISPR interference system; E: CRISPR activation system; F: Cytosine base editor (BE 
type); G: Cytosine base editor (Target-AID type); H: Adenine base editor. 
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并且，此类系统无需供体 DNA 模板也可在特定

位点实现精准编辑，可在 5–7 nt 的编辑窗口内

实现碱基颠换[44-46]，从而在靶基因内部引入早期

终止密码子或造成氨基酸的改变。CRISPR/BE 使

用核酸酶催化活性缺陷的 Cas 蛋白，例如 dCas9 
(D10A 和 H840A)或 nCas9 (nickase Cas9, D10A
或 H840A)，允许在不产生 DSB 的情况下进行

编辑[13,35]。BE 可分为 2 种主要类型：第 1 种是

胞嘧啶碱基编辑器 [44](cytosine base editors, 
CBE)，它将 C·G 碱基对转化为 T·A 碱基对。

CBE 的构建策略是将胞嘧啶脱氨酶与 dCas9 或

nCas9 蛋白融合，使融合蛋白在 sgRNA 的引导

下，对靶位点的 DNA 碱基进行脱氨反应，将胞

嘧啶核苷 C 转化成尿嘧啶核苷 U，经历 1 次复

制后使得 U 转变为胸腺嘧啶核苷 T[45](图 2F、
2G)；第 2 种是腺嘌呤编辑器 (adenine base 
editors, ABE)，它将 A·T 碱基转变为 G·C 碱基

对。ABE 由腺苷脱氨酶与 nCas9 蛋白融合组成，

通过脱氨化作用将 T·A 转化为 T·I，之后这一变

化被 DNA 修复和复制机制识别并转化为 C·G
碱基对[46](图 2H)。 

目前，在放线菌中报道的 CBE 分为 BE 系

统(如 CRISPR-cBEST)，以及 Target-AID系统(如
dCas9-CDA-ULstr)，二者均为携带 pSG5 温敏型

复制子的游离型单质粒编辑系统，且以诱导型

启动子 tipAp 驱动胞苷脱氨酶融合蛋白的表达，

以组成型启动子启动 sgRNA 的表达。在 BE 系

统中，大鼠来源的胞苷脱氨酶 rAPOBEC1、
nCas9 或 dCas9 以及尿嘧啶糖基化酶抑制因子

(uracil glycosylase inhibitor, UGI)[44]融合表达为

rAPOBEC1-nCas9-UGI (BE3)或 rAPOBEC1-dCas9- 
UGI (BE2)结构(图 2F)。而 Target-AID 系统则融

合表达 dCas9 、七鳃鳗来源的胞苷脱氨酶

PmCDA1、UGI 和蛋白质降解标签 (LVA 标

签)[47-48] (图 2G)，且 dCas9 位于 PmCDA1 蛋白

的 N 端。由于 BE 和 Target-AID 编辑器的结构

差异，它们的编辑窗口也略有不同，前者拥有

约 7 nt 的编辑窗口，而后者的编辑窗口略小，

为 5 nt[29,48]。在 CRISPR-cBEST 的基础上表达

核酸酶 Csy4，基于 Csy4 加工 sgRNA array 所构

建的多位点碱基编辑系统 CRISPR-mcBEST，可

实现 9 个以上位点的同时编辑[49]。碱基编辑在

不同放线菌菌株中的编辑效率可能存在差异，

在变青铅链霉菌(Streptomyces lividans) 66 中通

过反义 RNA 策略抑制菌株内源尿嘧啶糖基化

酶 UDG 的表达，构建的 asRNA-BE 编辑器可以

有效地提高碱基编辑的效率[50]。 
此外，在放线菌中也开发了 ABE，如

CRISPR-aBEST[51]。在这一系统中，实验室进

化的大肠杆菌(Escherichia coli)来源的腺苷脱

氨酶 ecTadA 经天蓝色链霉菌 (Streptomyces 
coelicolor) A3(2)密码子优化后与 nCas9 融合表

达，且由诱导型启动子 tipAp 控制，编辑器拥有

约 6 nt 的编辑窗口[51]。 

3  CRISPR/Cas 基因编辑和表

达调控工具箱在放线菌中的应用 
3.1  基于DSB的CRISPR/Cas系统在基

因组精准改造方面的应用 
CRISPR/Cas 系统是强有力的基因编辑工

具，可以在放线菌中实现单基因、多基因、基

因簇的敲除和替换。CRISPR/Cas 系统在基因敲

除方面的应用是最多的。2015 年，赵惠民团队

首次将 CRISPR/Cas 技术引入到链霉菌中，利

用 CRISPR/Cas9 系统在 S. lividans、绿产色链霉

菌(Streptomyces viridochromogenes)、白色链霉

菌(Streptomyces albus)这 3种不同的链霉菌中成

功实现了 20 bp 至 31 kb 不同长度 DNA 片段的

敲除，其中对 31 kb 的 red 基因簇的敲除效率可

达 100%[22]。Tong 等[24]也利用 CRISPR/Cas9 系

统敲除了 S. coelicolor A3(2)菌株中的 actI-orf1
和 actVB 基因，从而成功阻断了放线紫红素的

生物合成。2016 年，Wolf 等[52]在稀有放线菌游

动放线菌 (Actinoplanes sp.) SE50/110 中应用

CRISPR/Cas9 系统失活了酪氨酸酶基因 melC2，
成功阻断了黑色素的生物合成。2017 年，张利
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平团队利用 CRISPR/Cas9 系统在龟裂链霉菌

(Streptomyces rimosus)中进行了单、双、多碱基

突变以及基因敲除，成功破坏了 zwf2 和 devB 基

因的表达，最后获得产量提升 36.8%的土霉素高

产突变株[53]。2018 年，芦银华团队利用 CRISPR/ 
Cas12a 系统在 S. coelicolor 中同时失活了 ACT
途径中的 actI-orf1 基因和 RED 途径中的 redX
基因，使基因工程菌株不再产生蓝色色素放线

紫红素和红色色素十一烷基灵菌红素[27]。2020 年，

李永泉团队在稀有放线菌野野村氏菌属菌株

(Nonomuraea gerenzanensis)中成功建立了诱导

型的 CRISPR/Cas9-RecA 系统并利用此系统敲

除了 dbv23 基因，与野生型菌株相比，敲除菌株

的 A40926 产量从 150 mg/L 提高至 200 mg/L[33]。 
CRISPR/Cas 技术介导的目标基因、调控元

件的敲入和替换在放线菌中也有很多应用实

例，利用此方法可以在放线菌底盘内实现对宿

主基因组或目标基因簇的精准改造，以理性手

段提升目标产物的产量 [54]。叶邦策团队利用

CRISPR/Cas9 系统在稀有放线菌红色糖多孢菌

中对红霉素生物合成基因簇进行了改造，通过

在 eryBIV 和 eryAI 基因之间插入双向强启动子

j23119p-kasOp 提高了生物合成基因的表达水

平，最终使工程菌株的红霉素产量提高了

58.3%[40]。类似地，王猛团队在红色糖多孢菌中

进行了基于 CRISPR/Cas9 的启动子工程，通过

在红霉素生物合成基因簇的 4 个位点分别敲入

不同强度的启动子，实现了生物合成限速酶编

码基因的原位过表达，最终成功提升了工程菌

株红霉素的产量[55]。 
3.2  基于DSB的CRISPR/Cas系统在基

因克隆方面的应用 
直接克隆天然产物的生物合成途径，以实现

其在微生物中的高效重构和异源表达，已成为天

然产物研究和发现的重要策略。借助 CRISPR/Cas
系统可以在基因组任意位置进行精确切割的特

性，一些基因簇克隆及大片段抓取技术在放线

菌中得到了发展，为研究放线菌来源的生物合

成基因簇以及实现其异源表达提供了极大的便

利。首先，基于 CRISPR/Cas 的基因克隆技术

在沉默基因簇激活及目标基因功能研究方面发

挥着重要的作用。孙宇辉团队将 CRISPR/Cas9
与体外噬菌体包装系统相结合，用于靶向克隆天

然产物生物合成基因簇；借助此方法，研究人员

分别从硫内酯链霉菌(Streptomyces thiolactonus) 
NRRL 15439 和伊纽小单孢菌(Micromonospora 
inyoensis) DSM 46123 中一步克隆了长 27.4 kb
的 Tü3010 基因簇和长 40.7 kb 的 sisomicin 基因

簇，成功实现了它们的异源表达，并且证明了 stuR
基因对 Tü3010 的生物合成具有正调控作用[56]。

Genilloud 团队利用基于 CRISPR/Cas9 的 CATCH
技术捕获了可可链霉菌可可亚种(Streptomyces 
cacaoi subsp. cacaoi) CA-170360 菌株来源的

cpp 基因簇，并证实了该基因簇包含 2 个独立的

NRPS 基因且负责环肽产物的合成[57]。 
此外，基于 CRISPR/Cas 的基因克隆技术

也极大地助力了放线菌天然产物的发现。赵惠

民团队结合 CRISPR/Cas12a 基因编辑和体内

Cre-lox 重组，开发了 CAPTURE 技术，成功从放

线菌和芽孢杆菌中克隆了 47 个长度在 10–113 kb
之间的生物合成基因簇，效率高达 100%；这些

基因簇在阿维链霉菌(Streptomyces avermitilis) 
SUKA17 宿主中的异源表达产生了 15 种新颖的

天然产物，其中 6 种是具有特殊五环碳骨架结

构的异源二聚体化合物，命名为双戊霉素

(bipentaromycins) A-F[58]。同样基于 CRISPR/ 
Cas12a 系统，谭高翼团队开发了 CAT-FISHING
技术，成功克隆了多个放线菌来源的生物合成

基因簇，其中最长的达 145 kb；从小单孢菌

(Micromonospora sp.) 181 中直接克隆的 110 kb
聚酮化合物生物基因簇在链霉菌宿主中成功异

源表达，并产生了 1 个新颖的大环内酰胺类化

合物马里诺霉素 A (marinolactam A)[59]。 
3.3  CRISPRi/CRISPRa 系统在放线菌

基因表达调控方面的应用 
与产生 DSB 的 CRISPR/Cas 技术相比，
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CRISPRi 和 CRISPRa 系统仅在目标基因的转录

水平上进行调控，不会导致放线菌基因组发生

DNA 水平上的永久性改变。CRISPRi 技术主要

应用于靶基因表达水平的下调或沉默，特别是

对于无法直接敲除的必需基因，CRISPRi 提供

了一种有效的通过调控基因表达来研究基因功

能的手段。目前，基于 dCas9 的 CRISPRi 系统

在放线菌中已经有较多的应用实例。2015 年，

Tong 等[24]首次开发基于温敏型质粒的 CRISPRi
系统，可以在 S. coelicolor 菌株中可逆地下调

actIORF1 基因的表达，展示了此类系统在调控

放线菌次级代谢产物生物合成方面的潜力[24]。

2020 年，姜卫红和芦银华团队 [60]将 CRISPRi
系统应用到菌株的代谢调控中，在雷帕链霉菌

(Streptomyces rapamycinicus)中将菌株内源性的

群体感应与 CRISPRi 系统进行整合，开发了

EQCi 系统，可以同时对多个目的基因进行自主

的动态调节。通过下调 3 个关键的代谢节点基

因 fabH3、cm2 和 gltA2 的表达，可以在不影响

细胞生长的情况下将代谢流更多地导向生物合

成方向，最终成功将雷帕霉素的产量提升了约

660%。2023 年，Wezel 团队利用诱导型的

CRISPRi 系统 CUBIC 在 S. coelicolor 菌株中敲

减了与抗生素生产相关的 actII-orf4基因以及和

菌株形态发育相关的 whiA、ftsZ 和 ssgB 基因，

均成功在诱导的条件下观测到了抗生素生产和

形态分化表型上的改变[41]。2024 年，储炬团队

将诱导型的 CRISPRi 系统应用到了红色糖多孢

菌中，用于在高产红霉素的 E3 菌株中动态调控

编码琥珀酰 CoA 合成酶 β 亚基的 sucC 基因的

表达水平，最终显著提高了红霉素的产量[42]。

此外，基于 dCas12a 的 CRISPRi 系统在放线菌

中也有一些成功的应用。2018 年，芦银华团队

利用整合型 CRISPRi 系统在 S. coelicolor 菌株

中成功实现了针对多个基因靶点的表达抑制，

同时下调了 3 个生物合成基因簇中的关键基因

redX、actI-orf1 和 cpkA 的表达水平[27]。同样使

用整合型的基于 dCas12a 的 CRISPRi 系统， 

2022 年夏海洋团队在冰城链霉菌(Streptomyces 
bingchenggensis)菌株中成功筛选出影响米尔贝

霉素产量的 SARP 家族调控因子中 MilR3，并

鉴定了 MilR3 对米尔贝霉素生物合成基因以及

负责生产黄色色素的 II 型 PKS 生物合成基因的

转录有正向调控作用[61]。 
CRISPRa 系统则可以用于目标基因表达水

平的上调，以及激活放线菌中沉默生物合成基

因簇的表达，从而产生新颖的次级代谢产物。

Chappell 团队在 S. venezuelae 菌株中建立了

CRISPRa 技术，并利用此技术上调杰多霉素 B
生物合成基因 jadJ-V 操纵子的表达，最终成功

实现了生物合成基因簇的激活，并在工程菌株

的发酵液中检测到了杰多霉素 B 的生产[43]。 
3.4  CRISPR/BE 系统在放线菌遗传改

造方面的应用 
CRISPR/BE 系统不引入 DSB，无需添加外

源 DNA 模板，可以以在基因内部插入早期终止

密码子的方式代替基因敲除，同时也可用于氨基

酸的替换来构建点突变工程菌株。CRISPR/BE
技术在放线菌中的发展仍处于早期，但近年来

也已经有了一些成功应用。2019 年，Tong 等开

发了 CRISPR-cBEST 和 CRISPR-aBEST，并成

功应用于多个模式和非模式放线菌的基因组编

辑，其中在非模式放线菌山丘链霉菌(Streptomyces 
collinus) Tü365 中实现了 2 拷贝的 kirN 基因的

同时失活，证明了该工具的实用性[51]。此外，

他们还开发了软件 CRISPy-web2.0，以支持使

用“经典” CRISPR 和 CRISPR-BEST 系统中的

sgRNA 设计[62]。2021 年，王猛团队实现了 BE2
和 BE3 在 S. lividans 66 菌株中的应用，并通过

改良版的碱基编辑器 asRNA-BE 提高了碱基编

辑的效率，同时实现了对于放线紫红素和十一

烷基灵菌红素生物合成的干扰[50]。同年，芦银

华团队开发了适用于放线菌的 Target-AID 类型

碱基编辑器，在 S. coelicolor 菌株中实现了高效

的单位点突变，以及双位点和三位点的同时突

变，并在工业菌株 S. rapamycinicus 中通过引入
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2 个早期终止密码子的方式失活了途径特异性

抑制子编码基因 rapS，最终将工程菌株的雷帕

霉素产量提升了 63.3%[48]。 
此外，碱基编辑器可以高效的在微生物基因

组范围内引入大量突变，是非常好的研究基因 
型-表型关联的工具[63]，但是 PAM 的限制影响了

碱基编辑器在放线菌基因组水平上的应用。 
2024 年，孙宇辉团队开发了 eSCBE3-NG-Hypa
胞嘧啶单碱基编辑器，可在链霉菌中识别更广泛

的 NGN PAM 位点，对高 GC 含量或含有 GC 基

序的靶点保持高效的编辑能力，同时在基因组水

平上表现出低脱靶率；在工业菌株 S. avermitilis
中，研究人员利用此系统失活了 olm 基因簇，阻

断了阿维菌素生物合成的竞争途径，从而增强了

前体供应，成功使工程菌株的阿维菌素 B1a 产

量提升了 4.45 倍[64]。CRISPR/Cas 基因编辑和表

达调控工具箱在放线菌中的代表性应用实例见

表 1。 
 
表 1  放线菌中应用 CRISPR/Cas 工具箱的代表性实例 
Table 1  Application examples of CRISPR/Cas tools in actinomycetes 
Type Strain Function Effect Reference 

CRISPR/
Cas9 
system 

Nonomuraea gerenzanensis sp. ATCC 
39727 

Gene knockout Increasing A40926 production from  
150 mg/L to 200 mg/L 

[33] 

Streptomyces rimosus ATCC 10970 Gene cluster 
knockout 

Increasing oxytetracycline production to 
5.2 g/L 

[65] 

Nonomuraea gerenzanensis Gene knockout Abolishing A40926 production [66] 
Saccharopolyspora erythraea Gene knock-in Increasing erythromycin production by 

58.3% 
[40] 

Saccharopolyspora erythraea Gene knock-in Increasing erythromycin production by 
2.8 to 6.0 times 

[55] 

Streptomyces coelicolor M145, 
Streptomyces roseosporus SW0702 

Gene knockout, 
gene cluster 
knockout 

Knockout efficiencies for single genes, 
gene clusters, and double genes reached 
75%–90%, 75%, and 65%, respectively 

[67] 

 Streptomyces lividans, Streptomyces 
viridochromogenes, Streptomyces albus 

Gene knockout, gene 
cluster knockout 

Deleting DNA fragments with lengths 
varying from 20 bp to 31 kb 

[22] 

Streptomyces coelicolor A3(2) Gene knockout Blocking actinorhodin biosynthesis [24] 
Actinoplanes sp. SE50/110 Gene knockout Inhibiting melanin biosynthesis [52] 
Streptomyces rimosus Point mutation, 

gene knockout 
Increasing oxytetracycline production by 
36.8% 

[53] 

Nonomuraea sp. MJM5123 Gene knockout, 
gene knock-in 

Increasing EcuH16 production to 310 mg/L [68] 

Streptomyces coelicolor M145, 
Verrucosispora sp. MS100137 

Gene cluster knockout, 
gene knockout 

Gene knockout and plasmid curing 
efficiencies both reached 100% 

[69] 

Streptomyces thiolactonus NRRL 15439, 
Micromonospora inyoensis DSM 46123 

Gene cluster 
cloning 

Achieving heterologous expression of 
Tü3010 and sisomicin gene clusters 

[56] 

Streptomyces cacaoi CA-170360, 
Streptomyces albus J1074 

Gene cluster 
cloning 

Achieving heterologous biosynthesis of 
BE-18257 A–C and pentaminomycins A–H 

[57] 

CRISPR/
nCas9 
system 

Streptomyces coelicolor M145, 
Streptomyces rapamycinicus 

Gene knockout The knockout efficiency for single genes, 
gene clusters, double genes, or double gene 
clusters reached 87%–100%, 63%–87%, 
47%, or 43%, respectively 

[35] 

    (待续) 
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    (续表 1) 
Type Strain Function Effect Reference 
CRISPRi 
based on 
dCas9 

Streptomyces coelicolor A3(2) Downregulation of 
gene expression 

Achieving reversible downregulation of 
the gene expression of actIORF1 

[24] 

Streptomyces rapamycinicus Downregulation of 
gene expression 

Increasing rapamycin production by 
660% 

[60] 

Streptomyces coelicolor M145, 
Streptomyces venezuelae, Streptomyces 
roseosporus, Streptomyces roseofaciens 

Downregulation of 
gene expression 

Hindering aerial hyphae and spore 
development, and blocking the 
production of the blue and red pigments 

[41] 

Saccharopolyspora erythraea 
NRRL2338 

Downregulation of 
gene expression 

Increasing erythromycin production to 
756.77 mg/L 

[42] 

Streptomyces venezuelae Upregulation of 
gene expression 

Activating jadomycin B biosynthesis [43] 

CRISPR/
BE 
system 
(CBE) 

Streptomyces lividans 66 Point mutation Blocking the production of the red and 
blue pigments 

[50] 

Streptomyces coelicolor Point mutation Achieving multiplex base editing of nine 
sites 

[49] 

Streptomyces coelicolor, Streptomyces 
rapamycinicus 

Point mutation Increasing rapamycin production by 
63.3% 

[48] 

Streptomyces coelicolor, Streptomyces 
avermitilis 

Point mutation Increasing avermectin B1a production by 
4.45 folds 

[64] 

CRISPR/
BE 
system 
(ABE) 

Streptomyces coelicolor A3(2) Point mutation Achieving A-to-G conversion with lower 
editing efficiency compared to 
CRISPR/cBEST-mediated C-to-T 
conversion 

[51] 

CRISPR/
Cas12a 
system 

Streptomyces hygroscopicus, 
Streptomyces coelicolor A3(2), 
Streptomyces roseosporus 

Gene cluster knockout, 
point mutation, gene 
insertion 

Conferring resistance to streptomycin in 
the strain 

[28] 

Streptomyces coelicolor Gene knockout Single-gene and double-gene knockout 
efficiencies achieved 75%–95% 

[27] 

CRISPRi 
system 
based on 
dCas12a 

Streptomyces bingchengensis Downregulation of 
gene expression 

Identifying MilR3 as a key regulatory 
factor affecting milbemycin production  

[61] 

 

4  总结与展望 
CRISPR/Cas 系统是一类功能多样、操作简

便且高效的基因编辑和表达调控工具，可以在

短时间内实现对宿主细胞的无痕精准编辑。这

类工具的建立和应用，让在放线菌内进行多位

点、大片段的高效编辑成为了可能，同时缩短

了获得基因改造工程菌株的时间，极大地推动

了放线菌微生物学和天然产物相关的研究。但

是，在放线菌中应用 CRISPR/Cas 系统仍存在 

着一些挑战，例如许多放线菌菌株的同源重组

效率较低[48]且 Cas 核酸酶对于宿主细胞具有毒

性，会造成编辑质粒的难转化以及编辑效率低

等问题。此外，由于放线菌基因组高 GC 的特

性，且在部分基因组位点上可能存在大量重复

序列，基于 Cas9 的 CRISPR 系统容易发生脱靶

效应[70]，而基于 Cas12a 的 CRISPR 系统又会存

在可用 PAM 受限的问题，从而难以实现基因组

水平的编辑。基于生物信息学优化 gRNA 的选 
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择，或对 Cas 蛋白进行定向进化或理性优化[71]，

可以有效地降低脱靶水平。同时，开发识别宽

松 PAM 或不依赖 PAM 的 CRISPR/Cas 系统[72]，

以及从不同的微生物物种中挖掘更多新颖的低

毒性的 CRISPR 系统 [73-75] ，也将大大拓展

CRISPR/Cas 工具箱，从而推动这一系列工具在

放线菌中的应用。 
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