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摘   要：筛选标记作为基因编辑中的重要工具，其应用范围常因宿主遗传背景及代谢兼容性差异

而呈现种属特异性限制。为了解决这一问题，本研究利用 CRISPR/Cas9 系统开发了一种通用性更

强的反选择工具，设计引入 sgRNA 表达盒作为反选择标记，引导 Cas9 蛋白靶向切割基因组 DNA，

对 sgRNA 表达盒替换的菌株进行筛选。该系统经过优化将 sgRNA 靶向多拷贝位点，增强了细胞

致死率，从而将反选择效率提高到 85.00%以上。这一反选择工具不受菌种的限制，应用范围更广，

适用于多拷贝的质粒组装以及质粒编辑等各种场景。 
关键词：sgRNA 反选择；质粒编辑组装；Cas9 靶向切割；无痕编辑 

A universal counter-selection strategy based on replacement of sgRNA 
expression cassettes targeting multi-copy genes 
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Abstract: Selection markers are essential tools in gene editing, the utility of such systems is 
inherently constrained by species-specific limitations,governed by divergent host genetic 
backgrounds and metabolic compatibility. To address this limitation, we leveraged the 
CRISPR/Cas9 system to develop a universal counter-selection tool. We designed and introduced an 
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sgRNA expression cassettes as counter-selection markers, which directs the Cas9 protein to target 
and cleave genomic DNA, allowing for the selection of the strains where the sgRNA expression 
cassette has been replaced. Optimized to target multiple copy sites with sgRNA, this system 
significantly enhances cell lethality, boosting counter-selection efficiency to over 85.00%. This 
counter-selection tool is not limited to single strains and is suitable for various scenarios, including 
multi-copy plasmid assembly and plasmid editing, demonstrating broad application potential. 
Keywords: sgRNA counter-selection; plasmid editing and assembly; Cas9-targeted cleavage; 
scar-free editing 

 
 

筛选标记是遗传操作中的必要工具，传统

基因编辑的筛选方法是在编辑载体中引入抗生

素的抗性基因，利用抗性基因的正向选择得到

突变菌株[1-2]；或者使用菌株自身编码生长因子

的基因作为筛选标记，通过特定营养缺陷型培

养基进行筛选[3-4]。然而，利用抗性基因进行筛

选的方法会产生抗生素耐药性的问题[5-6]，增加

基因编辑的假阳性率，并引入额外的抗性基因

标记；而在营养缺陷型筛选方法中，通过突变

产生的缺陷型菌株在传代生长过程中存在基因

型不稳定等问题。除此之外，正向选择的方法

无法实现无痕编辑，会引入额外的筛选标记。

因此这 2 种方式在连续基因编辑应用中有一定

的局限性。 
为了能够实现连续的无痕编辑，有研究者开

发了基于特定标记的反选择方法。常用的反选择

标记有 sacB[7-8]、ccdB[9]、pyrF[10]和 codA[11-12]等，

其作用原理都是将特定底物代谢为对菌株有

毒害作用的产物，使含有相应基因的菌株无法

正常生长甚至死亡。在筛选过程中，反选择标

记基因被清除，菌株恢复正常生长。因此可以

反复使用同一标记基因对下一个靶基因进行

分子遗传操作，从而实现多个靶基因的连续敲

除 [7]。这种方法避免了抗生素的使用，解决了

抗性标记无法重复使用的问题。然而，目前使

用的反选择标记一般基于物种本身所含有的

特定基因，对于不同类型的菌株缺乏通用性，

这一缺陷限制了其在广泛的微生物种群中的

应用。 
为了解决现有反选择系统在不同菌株中通

用性差的问题，本研究尝试开发了一种基于

Cas9 切割，以 sgRNA 为反选择标记的筛选方

法。同时，利用基于荧光标记的方法来高效评

估该反选择系统的效率，检测荧光强度的同时

筛选更多的菌株，更好地测定反选择的效率。

该反选择方法具有更小的反选择标记、筛选流

程更简便、无需外源添加选择试剂等优势。此

外，该反选择系统区别于传统的反筛选标记，

更适用于在多拷贝质粒的编辑上进行反选择，

为体内质粒 DNA 组装提供一种全新的反选择

方法，避免利用抗性选择标记的同时无需对组

装载体进行线性化，且选择标记长度较小，具

有良好的应用价值。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

本研究所用酿酒酵母菌株为 CEN.PK2-1C，

购自 Euroscarf 保藏中心，体外质粒构建转化所

用大肠杆菌 DH5α 菌株为商品化感受态细胞，

购自北京擎科新业生物技术有限公司。p-Cas9 
(#64329)、p-gRNA (#64329)质粒从 Addgene 网

站购买。通过在 pUC57 载体的 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ
之间分别插入 TDH3p-GFP-ADH1t 和 TDH3p- 
NrsR-ADH1t 表达盒构建 pUC57-GFP、pUC57- 
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NrsR 质粒，具体序列已提交国家微生物科学数

据中心(编号为 NMDCX0000434)。 

1.2  方法 
1.2.1  载体质粒构建和目的片段扩增 

以购买的 p-gRNA 质粒为模板，在引物两

端添加靶向相应位点的 20 bp 的序列作为同源

臂，进行全质粒 PCR，回收产物转化至 DH5α 感

受态细胞，涂布于含有氨苄青霉素(100 μg/mL)
抗性平板，培养过夜，使用通用引物 M13-47 和

M13-48 进行测序验证。 
为了获得对 sgRNA 进行替换的 donor DNA

片段，使用引物 GFP-LR150-S (5ʹ-GCAGTGAG 
CGCAACGCAA-3ʹ)和 GFP-LR150-A (5ʹ-ATTCA 
GGCTGCGCAACTGTT-3ʹ)，分别以 pUC57-GFP
和 pUC57-NrsR 质粒为模板扩增获得含有 150 bp
同源臂的目的片段，纯化产物用于后续转化。 

1.2.2  载体质粒和目的片段的共转化 
将线性目的片段与环状 p-gRNA-LR 载体质

粒混合，用电穿孔法共转化酿酒酵母 S0 菌株感

受态细胞，涂布在同时含有潮霉素(hygromycin, 
HyB, 300 μg/mL)和诺尔斯菌素(nourseothricin, 
NTC, 10 μg/mL)的 YPD 固体培养基上，培养  
72 h，获得转化子用于后续验证。 

1.2.3  荧光强度检测 
挑取平板上的酵母转化子至 600 μL 含有

相应抗生素的 YPD 培养基的 96 深孔板中培养

48 h，取 50 μL 菌液加入 150 μL YPD 液体培养

基进行稀释，使用 Agilent BioTek Synergy LX
多功能微孔板检测仪进行绿色荧光和 OD600 检

测。以荧光强度(relative fluorescence units, RFU)
和 OD600 的比值衡量菌株荧光强度。 

1.2.4  酿酒酵母转化子 PCR 验证 
将平板上的转化子挑取至 5 mL 含有相应

抗生素的 YPD 液体培养基中，培养 48 h 后取  
1 mL 菌液离心收集菌体，加入 100 μL 破胞缓

冲液及 3 颗玻璃珠，充分涡旋研磨，加入 50 μL
苯酚涡旋混匀，再加入 50 μL 氯仿涡旋萃取苯

酚，将混悬液转移到新的 1.5 mL 尖底离心管

中，12 000 r/min 离心 10 min，取 0.5 μL 上清液

作为模板进行 PCR 验证。 

2  结果与分析 
2.1  sgRNA 反选择系统的构建 

酿酒酵母具有强大的同源重组系统，能够

介导体内质粒 DNA 的组装。Cas9 蛋白通过与

sgRNA 形成复合物，在 sgRNA 的引导下靶向

切割目的基因，造成双链断裂，断裂的 DNA 可

通过外源导入的同源片段进行同源重组修复或

在自身的非同源末端修复作用下进行随机修

复，若断裂的双链 DNA 没有及时修复，则会造

成菌株死亡。设计将 sgRNA 质粒和含有 sgRNA
表达盒两侧同源臂的同源片段同时导入含有

Cas9 表达质粒的酿酒酵母模式菌中。当 sgRNA
表达盒被替换后，质粒无法转录产生 sgRNA 与

Cas9 形成复合物，就不会对基因组 DNA 产生

切割作用，菌株能够存活。因此利用切割基因

组位点的 sgRNA 表达盒作为反选择标记，在酿

酒酵母体内通过质粒上 sgRNA 表达盒的替换

消除 sgRNA 的产生，达到反选择的目的(图 1)。 

2.2  反选择系统的验证和高效筛选方法

的建立 
先前的研究证明酿酒酵母基因组上的 308a

位点的 Cas9 靶向切割效率良好[13]，因此选择该

位点作为 sgRNA 的靶向位点。反选择系统的效

率可以通过 sgRNA 表达盒的替换效率来评估。

当 sgRNA 表达盒被含有绿色荧光蛋白(green 
fluorescent protein, GFP)的同源片段替换时，菌

株转录翻译产生的绿色荧光能够通过酶标仪被

快速检测。将 p-g308a-LR 载体质粒和 donor-GFP
片段导入酿酒酵母后，挑取平板上的转化子利 
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图 1  sgRNA 反选择系统原理示意图   载体质粒和 donor-DNA 片段通过电击转化导入含有 Cas9 表达

质粒的酿酒酵母菌株中，涂布抗性平板进行筛选。 
Figure 1  Schematic diagram of the sgRNA counter-selection system. The vector plasmid and donor DNA 
fragment are introduced into a Saccharomyces cerevisiae strain containing a Cas9 expression plasmid via 
electroporation. The transformed cells are then plated on selective media for screening. 

 
用酶标仪检测酿酒酵母转化子的荧光强度。荧光

检测结果显示，7、13、15 号转化子的荧光强度

明显高于野生型菌株，表明这 3 个转化子可能发

生了 sgRNA 表达盒替换(图 2B)。 
为了进一步确认 sgRNA 表达盒已经被成

功替换，对转化子进行了 PCR 验证。设计引物

对转化子进行扩增，若 sgRNA表达盒被成功替换，

则菌株 PCR 扩增目的条带大小为 1 668 bp；若没

有发生替换，菌株的扩增目的条带为 564 bp。如

图 2C 所示，7、13、15 号转化子的扩增条带明

显高于对照质粒，说明 sgRNA 表达盒被 donor- 
GFP 片段取代，该结果与荧光检测结果相符。

证明成功构建了以 sgRNA 表达盒作为反选择

标记的系统，筛选效率约为 18.75%。 
PCR 基因型验证表明荧光检测的方法可以

准确区别菌株内的 sgRNA 表达盒是否发生替

换。而且与 PCR 验证的方法相比，荧光检测的

方法无需经过总 DNA 抽提处理以及扩增片段

验证等繁琐的步骤，直接通过荧光强度检测即

可判断是否发生 sgRNA 表达盒的替换，可同时

检测通过 96 孔板培养的大量转化子的荧光强

度来计算反选择系统效率。综上，荧光检测的

方法具有操作简单、耗时短等优势，适用于该

反选择系统效率的检测。 

2.3  更换 Cas9 靶点进一步提高反选效率 
308a 位点为 sgRNA 的靶点时，尽管通过

sgRNA 表达盒的替换能够实现反选择，但筛选

的效率仍然低于现有筛选方法。为了探究反选

择系统效率低下的原因，随机选取 5 个未发生

表达盒替换的转化子，对其 308a位点进行测序。

测序结果显示，这些未发生替换但仍然能够在

平板上存活的菌株发生了非同源末端连接修复

(non-homologous end-joining, NHEJ)。其中有 4 个

转化子在切割位点发生了单碱基的插入，1 个

转化子在切割位点插入了一段载体质粒复制子

的序列。这种由非同源末端修复导致的碱基插

入使 308a 靶向位点的 20 个核苷酸序列发生突

变，从而使其逃脱了 Cas9 的切割，导致 Cas9
的致死率降低。推测这种非同源末端修复引起的

Cas9 逃逸是导致反选择效率较低的主要原因。 
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图 2  sgRNA 反选择系统构建与结果   A：sgRNA 表达盒替换示意图。B：酿酒酵母转化子荧光强度

检测。C：酿酒酵母转化子 PCR 扩增琼脂糖凝胶电泳图。泳道 M：DL2000 DNA marker；泳道 1−16：
以转化子为模板进行 PCR 扩增；泳道 17：以 p-g308a-LR 载体质粒为模板进行 PCR 扩增；泳道 18：阴

性对照(以水为模板)。 
Figure 2  Construction and results of the sgRNA counter-selection system. A: Schematic representation of 
the sgRNA expression cassette replacement. B: Fluorescence intensity measurement of Saccharomyces 
cerevisiae transformants. C: Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified transformants from 
Saccharomyces cerevisiae. Lane M: DL2000 DNA marker; Lane 1−16: Amplification using transformant 
genomic DNA as templates; Lane 17: Amplification using p-g308a-LR plasmid DNA as the template; Lane 
18: Negative control (using water as the template).  

 
Sigma (σ)和 delta (δ)位点是酿酒酵母 Ty3和

Ty1 转座子的长末端重复序列，在酿酒酵母内分

别有 39 个和 185 个拷贝，并且其碱基序列高度

重复[14-15]。为了提高 Cas9 的切割致死率，选择

酿酒酵母的多拷贝位点—δ 和 σ 位点作为反

选择系统的切割位点。由于该位点在酿酒酵母
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基因组中有多个拷贝，Cas9 能够同时切割多个

基因组的位点，从而提高致死率。如表 1 所示，

靶向 σ和 δ位点的致死率接近 100%，显著高于

靶向 308a 位点的致死率，所以选择 σ和 δ位点

作为反选择系统的切割位点能够有效减少反选

择过程中产生的假阳性菌株。选择 σ 和 δ 位点

作为反选择系统的切割位点，荧光定量结果显

示，反选择效率比 308a 位点提高了 3 倍左右，

分别为 91.10%和 88.90%。σ和 δ位点的反选择

效率与 NrsR 抗性筛选方法在酿酒酵母中的效

率相当(图 3)。 
 

表 1  sgRNA 靶向切割不同基因的菌株存活率 
Table 1  Survival rate of strains with sgRNA- 
targeted cleavage of different genes 
Cut sites Total number  

of strains 
Number of survival  
strains 

308a 107 84 

δ 107 2 

σ 107 5 
 

 
 

图 3  sgRNA 反选择系统与抗性标记选择法效率

比较 
Figure 3  Efficiency comparison of the sgRNA 
counter-selection system and antibiotic resistance 
marker selection method. 

 
综上所述，以酿酒酵母的多拷贝位点作为

Cas9 靶向位点，通过替换 sgRNA 表达盒可以

实现高效的反选择。这一策略不仅提高了反选择

系统的致死率，还显著降低了假阳性菌株的产

生，进一步优化了 sgRNA 反选择工具包的效率。 

2.4  sgRNA反选择系统与抗性标记选择

法的比较 
在目前所使用的筛选方法中，抗性基因介

导的正向选择是效率最高并且使用最广泛的，

因此将 sgRNA 反选择系统与传统的抗性基因

正向筛选方法进行了比较。为了避免实验中采用

不同的同源臂序列对同源重组效率产生影响，本

研究沿用了 sgRNA 反选择时所用的同源臂。 
在利用抗性基因筛选时，选择了酿酒酵母

中的诺尔斯菌素抗性基因表达盒作为 donor 
DNA，与 p-g308a-LR 质粒载体一同转入野生型

酿酒酵母菌株中，涂布在含有诺尔斯菌素的

YPD 固体平板上，挑选转化子进行筛选效率的

验证(图 4A)。由于抗性基因无法通过荧光检测

方法进行检测，挑取转化子进行 PCR 验证。PCR
结果显示，几乎所有的菌株都发生了 donor DNA
和质粒载体的重组。然而，使用这一方法筛选得

到的部分菌株中，原始载体质粒和 sgRNA 表达

盒替换成功的质粒在一个菌株中同时存在

(图 4B)。这可能是因为载体质粒在菌株内是多

拷贝的，当部分载体质粒发生替换并携带抗性基

因表达盒时，菌株就能在含有相应抗性的平板上

生长。尽管质粒具有相似不相容性，但是在传代

生长的早期，依然能检测到 2 个质粒的共存。 
相比之下，靶向多拷贝位点的 sgRNA 标记

反选择方法不存在 2 种质粒共存的现象。对靶

向单拷贝位点的反选择转化子进行 PCR 验证

时，扩增到了一个未替换 sgRNA 的微弱条带  
(图 2C、4C)，但利用靶向 σ和 δ多拷贝位点的

sgRNA 进行反选择时，经过 PCR 验证，不存在

未替换质粒的扩增条带(图 4C)，说明不存在 2 种

质粒共存的现象。当使用 sgRNA 作为反选择 



 
 

蔡倩茹 等 | 基于靶向多拷贝基因 sgRNA 表达盒替换的一种通用反选择技术 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1655

 

 
 

图 4  抗性标记选择法原理和 PCR 验证结果   A：以 NrsR 抗性基因进行正向筛选的示意图。B：酿

酒酵母转化子 PCR 扩增琼脂糖凝胶电泳图。泳道 M：DL2000 DNA marker；泳道 1−10：抗性筛选转化

子；泳道 11：p-g308a-LR 质粒为模板；泳道 12：空白对照(以水为模板)。C：酿酒酵母转化子 PCR 扩

增琼脂糖凝胶电泳图。泳道 M：DL2000 DNA marker；泳道 1：以 308a 为靶点 sgRNA 反选择转化子；

泳道 2−6：以 δ位点为靶点 sgRNA 反选择转化子。 
Figure 4  Principle of the antibiotic resistance marker selection method and PCR validation results. A: 
Schematic diagram of positive selection using the NrsR resistance gene. B: Agarose gel electrophoresis of 
PCR-amplified transformants from Saccharomyces cerevisiae. Lane M: DL2000 DNA marker; Lane 1−10: 
Resistant screening transformants; Lane 11: Amplification using p-g308a-LR plasmid DNA as the template; 
Lane 12: Blank control (using water as the template). C: Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified 
transformants from Saccharomyces cerevisiae. Lane M: DL2000 DNA marker; Lane 1: The sgRNA 
antiselective transformants target site 308a; Lane 2−6: The sgRNA antiselective transformants target site δ. 

 
标记时，载体质粒作为一个多拷贝元件，所有

质粒上的 sgRNA 表达盒被全部替换后，菌株稳

定存活。 
通过改变 Cas9 靶向切割的位点，成功提高

了 sgRNA 标记反选择的效率，虽然与抗性选择

相比，筛选效率尚未达到 100%，但是 sgRNA
标记反选择方法在 DNA 组装筛选过程中具有

明显优势。该方法筛选获得的质粒是单一的，

不存在 2 种质粒共存的现象，这对于 DNA 组装

过程中质粒的分离具有显著优势。 

3  讨论与结论 
酿酒酵母因具有良好的同源重组系统，被

广泛应用于多种基因克隆的场景。本研究基于

CRISPR-Cas9 的靶向切割作用，以 sgRNA 表达

盒为反选择标记，构建了一个能够进行多拷贝

质粒编辑且通用性更强的反选择系统。 
传统的反筛选标记通常只应用于基因组的

编辑筛选[8,16-17]，而基于 sgRNA 表达盒替换的

反选择方法除了能够应用于基因组的无痕编
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辑，还能够用于多拷贝质粒的组装筛选。相比

于基因组上的单拷贝基因编辑，多拷贝质粒的

编辑具有更大的筛选难度。质粒作为一个多拷

贝元件，编辑过程中会不断地复制，增加筛选的

难度。利用抗性基因介导的正向选择来进行多拷

贝质粒组装筛选时，会出现筛选不完全的情况，

即会同时存在编辑成功质粒和未编辑质粒，不利

于后续质粒的分离，而本研究构建的 sgRNA 反

选择系统则不存在这种情况，因此该系统在多拷

贝质粒编辑的筛选上具有更大的优势。 
此外，与体外无缝克隆构建质粒的方法相

比，本研究开发的 sgRNA 反选择方法有助在宿

主菌株体内直接构建表达质粒，无需经过体外

的重组过程，节省了遗传操作步骤的时间。同

时，大片段 DNA 的组装在体外操作时极易断

裂，因此越来越多的大片段组装都通过在细胞

内完成，能够很好地保持片段的完整性[18]。本

研究开发的反选择系统可以结合现有的酵母体

内大片段以及多片段组装技术，对大片段的组

装进行反选择[19-20]，并且无需对载体质粒进行

线性化，有利于载体的导入。 
最后，随着 CRISPR-Cas9 系统在放线菌、

谷氨酸棒杆菌、金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、

构巢曲霉等越来越多的物种中得到广泛应用，

只要 Cas9 在目标宿主中能够发挥切割作用，反

选择系统就可以通过替换 sgRNA 靶向的 20 bp
序列进行反选择，因此该反选择系统能够推广

到更多的菌株当中。同时，针对部分菌株同源

重组效果较差的缺陷，也可以通过引入 red/ET
等同源重组系统来提升同源重组效率，进一步

适配反选择系统。相比于传统的抗性筛选和反

选择标记，本研究中的 sgRNA 反选择系统不仅

具有更好的通用性，而且在效率方面也得到显

著提升，简化了质粒基因编辑筛选的流程，降

低了操作难度，为基础研究及工业应用中的遗

传操作提供了更为高效和可靠的筛选方法。 
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