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摘  要 : 近年来，基因组范围的高效编辑技术发展迅速，对工业微生物基因组的改造效率不断提升，彻底改

变了以“一次操作、一个抗性基因、一个修饰位点”为特征的传统遗传操作模式，实现了基因组上多重位点的同

步编辑，精确高效且无需抗生素辅助的插入替换或删除，以及大片段基因组 DNA 的剪切-粘贴等。这些技术的

应用，能够高效构建优良性能的生产菌株，必将推动传统发酵产业的革新，促进以新能源和新材料为基础的新

型工业生物技术的发展。本文针对这些新技术的原理和特点，结合一些典型应用实例，进行分析和总结，希望

能为工业微生物的改造与构建提供参考与借鉴。 

关键词 : 基因组编辑，寡核苷酸介导的重组，成簇的规律间隔的短回文重复序列，二型内含子，进化工程 
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Abstract:  Genome editing is defined as highly-effective and precise modification of cellular genome in a large scale. In 
recent years, such genome-editing methods have been rapidly developed in the field of industrial strain improvement. The 
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quickly-updating methods thoroughly change the old mode of inefficient genetic modification, which is “one modification, 
one selection marker, and one target site”. Highly-effective modification mode in genome editing have been developed 
including simultaneous modification of multiplex genes, highly-effective insertion, replacement, and deletion of target 
genes in the genome scale, cut-paste of a large DNA fragment. These new tools for microbial genome editing will certainly 
be applied widely, and increase the efficiency of industrial strain improvement, and promote the revolution of traditional 
fermentation industry and rapid development of novel industrial biotechnology like production of biofuel and biomaterial. 
The technological principle of these genome-editing methods and their applications were summarized in this review, which 
can benefit engineering and construction of industrial microorganism. 

Keywords:  genome editing, ssDNA-mediated recombination, clustered regularly interspaced short palindromic repeats, 
group-II intron, evolutionary engineering 

近十几年来，生物技术迅猛发展，如高通

量的基因组测序技术不断更新换代；基因组信

息的指数级增长；高通量分析工具的不断改进，

实现了单细胞代谢活性实时定量分析；新型高

效的遗传工具和日趋完善的生物信息学分析方

法等不断出现，助推了工业微生物育种技术的

飞跃式发展[1]。目前，许多工业微生物的育种，

不再依赖于过去的模式，如特征表型菌株的筛

选、诱变育种和低效的遗传操作技术，而是通

过高效的基因组工程改造技术，如对现有菌株

的基因组进行人为设计并高效修饰、重组、优

化代谢网络，构建新型的工业微生物，高效地

制备各种化合物，如甲烷、乙醇、乳酸、丙烯

酸、1,3-丙二醇、丁二酸、正丁醇、异丁醇以及

1,4-丁二醇等[2]。这些基因组工程技术，改变了

以“一次操作、一个抗性基因、一个修饰位点”

为特征的繁琐遗传操作模式，以及以“一次改造、

一条途径、一个关键基因”为特征的低效途径优

化策略，而是实现了在基因组尺度的多重位点

和 多 重 途 径 的 组 合 优 化 ， 即 基 因 组 编 辑 

(Genome editing)。 

所谓的基因组编辑，是在基因组尺度对细

胞进行有效设计与高效改造，如基因组上多个

位点同步插入或删除实现多个代谢分支途径的

组合优化 [3]和外源代谢路径的大片段基因组整

合实现全新代谢能力的改造[4]等。这种基因组尺

度的高效编辑技术主要包括对基因组上多重位

点进行同步改写、高效的插入、替换或删除、

大片段的剪切-粘贴以及自主编辑 (即基因组程

序性进化) 等。这些技术的应用，哈佛医学院的

Church 教授进行了形象的比喻，称为对基因组

这一密码文本进行的“文本”编辑 (Writing)[5]，

这体现了人工随意性以及高效性地改造工业微

生物基因组时代的到来。 

1  基因组多重位点的同步编辑技术 

基因组上多重位点的同步编辑对工业微生物

代谢性能的改造具有重要意义，比如组合调控多

个酶的表达水平，实现分支路径弱化与主代谢路

径强化的同步等，克服多重代谢通量优化的细胞

代谢网络改造的困难。近几年，不断完善了这种

高效的多重基因同步编辑技术，能在基因组范围

内对任意的多个位点进行同步修饰[3,6]，比如多个

基因的RBS序列的修改、基因启动子的同步替换、

多个基因的同步失活或删除等等。 

1.1  寡核苷酸介导的基因组多重位点编辑 

技术 

基因组的多重位点同步编辑技术首先在大
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肠杆菌 Escherichia coli 中实现，即基于-Red

重组蛋白 Beta 的基因组多重位点自动改造技术 

(Multiplex automated genome engineering ，

MAGE)[3]。该技术的基本原理是利用人工高效

合成的寡核苷酸链 (ssDNA)，在噬菌体重组酶

介导下，通过同源臂退火到复制叉上单链 DNA

的目标位点，利用 DNA 复制过程对基因组进行

编辑。多种 ssDNA 的引入，则实现多重编辑。

由于编辑过程可反复循环，不断积累编辑的细

胞，最终达到较高的编辑效率，而无需抗生素

辅助的筛选过程。这一技术最早源自于 E. coli

中的线性双链 DNA 高效整合基因组技术[7-8]，

如图 1A 所示。将携带有抗性基因和同源臂的双

链 DNA 转化到 E. coli 细胞中时，噬菌体重组酶 

(包括噬菌体来源的 Exo/Beta/Gam 三种 Red 蛋

白；或 Rac 噬菌体来源的 RecE/RecT) 能够辅助

线性 DNA 整合到基因组同源位点，通过抗性筛

选得到突变菌株。不过，该方法一次操作，只

能修饰一个基因，且需要抗性筛选，基因组编

辑效率较低。后来，对这种噬菌体重组蛋白介

导的同源重组的分子机制进行了解析，并革新

了这一基因组修饰技术。将含有抗性基因的较

长线性双链 DNA 简化为几十个碱基组成的

ssDNA，且多种 ssDNA 同时转化，可实现多重

基因同步编辑。 

这种 ssDNA介导的基因组编辑技术如图 1B

所示，其基本步骤是：将人工合成的多种 ssDNA

混合物转化到感受态细胞中，与胞内过量表达

Beta 蛋白结合，防止被降解；同时 Beta 蛋白协

助其侵入到基因组复制叉滞后链上的同源位点；

ssDNA 上的同源臂互补退火后被作为引物合成

新生 DNA，从而引入突变；主要的突变形式包

括点突变和少数碱基的替换、基因插入和基因

删除。该方法的典型应用例子是，在 E. coli 中

对番茄红素合成途径中的 24 个关键基因的同步

优化[3]。通过多次转化-培养-转化的循环程序，

实现了 20 个基因的 RBS 序列的随机修改和 4

个基因删除的组合优化，显著提高产物番茄红

素的积累。近几年，由于该方法的高效和通用

性，其应用领域被迅速拓展，除了易于遗传转

化的革兰氏阴性菌包括大肠杆菌、结核杆菌[9]、

鼠伤寒沙门菌、弗氏痢疾杆菌和丁香假单胞菌[10]

之外，在转化效率和同源重组频率均偏低的革

兰氏阳性菌中也都已被应用，包括枯草芽胞杆

菌[11]、罗氏乳杆菌、植物乳杆菌、加氏乳杆菌、

乳酸乳球菌[12]以及谷氨酸棒杆菌[13]等。此外，

这种 ssDNA 修饰基因组的方法在真核细胞中也

已得到应用，包括酿酒酵母[14]和人体细胞。所

以，这种高效的基因组修饰技术必将在未来工

业微生物的改造中发挥重要的作用。 

1.2  选择标记辅助的多重位点编辑技术 

ssDNA 介导的基因组编辑技术虽简单高效，

但每个位点被改造的碱基数量有限，且筛选过

程受细胞转化效率影响较大。为了进一步提高

基因组的编辑效率，研究人员新开发了一种有

选择标记辅助的 MAGE 技术 (CoS-MAGE)[6]。

该方法在基因组上预先引入一个或多个选择标

记的突变基因，通过 MAGE 同步回复该突变基

因作为选择标记，从而筛选到含有其他位点被

同步编辑的菌株。这是利用 ssDNA 在复制叉附

近发生多位点同步共编辑的原理，即当细胞处

于某个特定复制状态，目标位点被修饰，此时

该位点上下游区域发生 ssDNA 重组事件概率也

显著性增强，表现为共修饰现象。利用这种机

制，当选择标记基因被 ssDNA 回复突变时，距 
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图 1  噬菌体重组酶介导的基因组编辑技术 

Fig. 1  Genome editing mediated by recombinase of bacteriophage. 
 
 
 
 

离该位点上下游约 500 kb 的区域内，被同源

ssDNA 编辑的效率显著提高，一次可实现 7–9

个位点的同步编辑，且每一个位点的编辑长度

也显著增加，比如启动子的替换。所以，

CoS-MAGE 能够显著性地提高 MAGE 的效率[15]。

此外，由于多个位点的编辑存在一定的概率，

在 CoS-MAGE 的筛选过程中，可同时筛选到不

同组合位点被编辑的菌株，从而能够比较不同

基因的强弱表达对产物积累的影响[6]。另一种提

高 MAGE的效率是减弱细胞对 ssDNA的降解能

力，同时干扰 DNA 复制过程，增加冈崎片段的

长度，从而提高 ssDNA 修饰效率，该方法也能

够进一步提高 CoS-MAGE 的效率[16]。 

2  双链断裂介导的高效插入、替换和删除 

基因组高效编辑技术的另一种策略是，通

过自定义人工核酸酶，精确识别并切割基因组

特定位点，形成双链断裂，通过胞内的 DNA 修

复系统，实现基因组的编辑。在真核微生物中，

双链断裂的 DNA修复方式主要包括非同源末端

连接 (Non-homologous end-joining，NHEJ) 和

同源重组 (Homologous recombination，HR)。其

中，NHEJ 的方式能够在断裂之处插入或删除少

量碱基，其修饰结果是不可控的，适用于特定

基因的灭活；而 HR 的方式则需引入外源同源

DNA，可实现目标位点的精确修饰，包括 DNA

片段的插入、删除和替换，不过其精确性受
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NHEJ 修复方式一定的干扰[17]。由于基因组的双

链断裂对细胞毒性较大，所以这种 DNA 双链断

裂介导的基因组编辑效率较高，无需抗生素辅

助筛选。不过，这种基因组编辑的操作效率，

与人工核酸酶识别 DNA序列的改造效率密切相

关。近几年，这种技术已得到突飞猛进的发展，

革新速度几乎赶超了计算机科技的发展速度，

成为了生物科学发展的热点问题。这主要是由

于新型核酸酶开发和利用，包括锌指核酸酶 

(Zinc-finger nucleases，ZFNs)，转录激活因子样

效应物核酸酶 (Transcription activator-like effector 

nucleases，TALENs)，归巢核酸内切酶 (Engineered 

meganucleases) 以及 CRISPR-Cas 系统 (Clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats- 

CRISPR-associated system)。 

2.1  ZFNs 的基因组编辑技术 

ZFNs 介导的基因组编辑，主要依赖于具备

专一性识别 DNA 序列的锌指结构域 (ZF) 和特

异性低的内切核酸酶FokⅠ，如图 2A所示。ZFNs

识别并切割基因组上的特异性位点，形成双链

断裂，极大增加了该位点的重组修复频率，包

括非同源末端链接和同源重组，促使切割位点

突变产生或将外源引入的 DNA片段通过同源重

组整合到切割位点。该方法的高效性取决于具

有专一性识别 DNA位点能力的锌指结构域的构

建。该结构域由多个锌指组成，每一个锌指结

构域含约 30 个氨基酸，识别 3 个碱基对序列，

不同锌指组装可识别不同的序列。针对基因组

上某一特定基因，需要选择的合适序列，设计

特异性识别的 ZF，构建和验证 ZF 与 FokⅠ连接

产物 ZFN 的活性，最后用于目标基因的修饰。

然而，锌指结构域并不能随机组装，必须借助

多种设计方法以及选择优化等[18]，比较费时费

力；许多被改造的锌指结构域的特异性不高，

容易产生脱靶切割。所以，ZFNs 在全基因组范

围的随机编辑存在一定的局限性。 
 

 
图 2  双链断裂介导的基因组编辑技术 

Fig. 2  Double-strand-break-mediated genome editing. 
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2.2  TALENs 介导的基因组编辑技术 

TALE 核酸酶技术于 2009 年开始被报道，

由于其能够克服锌指核酸酶设计上的困难而被

广泛关注，在 2012 年底被 Science 期刊评为年

度十大突破性技术。该技术的原理是依赖于改

造的 TALE 核酸酶对基因组上特异性位点的识

别与切割，从而实现对目的位点的修饰，如图

2B 所示。天然的 TALE 蛋白是来源于植物病原

菌的一种转录激活效应蛋白，包含有特殊 DNA

识别结构域和转录激活结构域。大多数 TALE

蛋白的 DNA 识别结构域由 5–30 个重复单元串

联而成；一般每个单元由 34 个氨基酸组成，且

高度保守，只有第 12 和 13 位的氨基酸高度可

变；这些串联的重复单元形成螺旋-转角-螺旋的

结构用于识别 DNA，且每个重复单元识别一个

碱基，由第 12 和 13 位的氨基酸决定识别的碱

基。由于 1 个重复单元识别单个碱基，而且不

同单元的串联组装对整个结构域的活性影响较

小，所以几乎可随机组装，具有很高的适用性。

应用高效的组装方法，根据目标 DNA 序列，自

定义组装重复单元，从而极大提升 TALE 蛋白

的 DNA 识别结构域设计与改造。将 TALE 蛋白

的转录激活结构域替换为非专一性内切核酸酶

结构域 (FokⅠ)，将其改造为 TALE 核酸酶，用

于基因组编辑。由于 FokⅠ的内切核酸酶活性是

以二聚体的形式存在，需要构建一对识别比邻

DNA 的 TALE 核酸酶，其识别的长度一般是

14–20 bp[17]。TALENs 编辑基因组的编辑效率往

往与这些 DNA识别结构域重复单元的组装效率

密切相关，目前已有多个研究组构建了一些通

用的载体和在线的设计软件[19-20]，以及基于磁

珠的高通量自动化组装方法[21]，使 TALENs 的

效率被不断提升。除了在多细胞真核生物被广

泛应用外[17]，该技术也已被应用于酵母细胞基

因组高效精确的编辑[22]。应用来自水稻黄单胞

菌 TALE 蛋白 AvrXa7 的 4 种碱基识别单元，经

过 PCR 结合 BsmBⅠ酶切的组装方法进行模块

化组装，构建了 10 个可识别 17–23 bp 特异性序

列的不同 TALENs，用于修饰酵母基因组上 3

个基因的 5 个不同位点的编辑。结果证实，这

些基因位点均被高效修饰，其中通过 NHEJ 方

式的编辑效率在 10–4–10–2 之间，以基因缺失 

(1–70 bp) 造成移码突变为主；若引入外源同源

片段，以 HR 方式进行精确编辑，包括特异性插

入失活和基因替换，其效率可提高近 100 倍，

最高的编辑效率达到 34%。 

2.3  CRISPR-Cas 介导的基因组编辑技术 

CRISPR-Cas 介导的基因组编辑技术是在

2013 年初才出现，随即被认为是新一代的基因

组编辑技术。与 TALE 核酸酶相比，CRISPR-Cas

系统则更加简单方便，易于操作和拓展。

CRISPR-Cas系统是许多细菌和古菌都具有的一

种防御外源 DNA (噬菌体和质粒等) 入侵的原

核生物免疫系统。其原理是由 CRISPR RNA 

(crRNA) 识别外源 DNA，并被 Cas 核酸酶切割，

所以这是一个由 crRNA 介导的特异 DNA 切割

系统，如图 2C 所示。细菌的Ⅱ型 CRISPR-Cas

系统仅含有单个基因编码的 Cas 核酸酶 Cas9，

该蛋白同时具备了 crRNA 的成熟、特异位点的

识别和 DNA 双链切割的功能，因该系统易于操

作而被改造为基因组编辑工具。在天然宿主细

胞中，crRNA 的成熟需要 tracrRNA (trans-acting 

crRNA) 和 RNaseⅢ的辅助，成熟的 crRNA 与

tracrRNA 的形成双链 RNA 后，再与 Cas9 相互
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作用形成复合物。此复合物在 crRNA 上特异序

列的指导下，识别特异 DNA 并在识别位点毗邻

的 PAM 序列之处 (3–9 bp) 进行切割，形成双

链断裂。在基因组编辑过程中，这种双链断裂

之处同样地可经胞内的两种修复系统进行修复，

包括 NHEJ 和由外源含同源臂 DNA 辅助的 HR，

从而实现基因碱基修饰、基因失活、基因删除以

及大片段 DNA 的缺失等[23]。由于 crRNA 的序

列可随意编辑，CRISPR-Cas9 系统的基因组编

辑技术被认为适用于基因组上任意位点的精确

编辑。 

在实际应用中，crRNA 与 tracrRNA 形成的

双链可以采用人工设计的 gRNA (Guide RNA) 

取代 (图 2C)，gRNA 自主折叠形成 Cas9 可识

别的双链 RNA，简化了 CRISPR-Cas9 系统。该

系统已被应用于细菌[24]、酵母[25]、植物、线虫、

石斑鱼、老鼠以及人的细胞等。其中在酿酒酵

母中，采用人工设计的 gRNA，在 Cas9 的辅助

下，基因组的定点突变和同源基因替换的效率

接近 100%，实现了简单、高效、精确的基因组

编辑[25]。除了对基因组 DNA 定点编辑之外，通

过对 Cas9 的改造，消除其核酸内切酶的活性 

(dCas9)，改造的 CRISPR-dCas9 系统可应用于

单个或多重基因的表达调控，包括细菌和真核

生物[26-27]。其原理是：1) 在细胞内表达 gRNA

后，使其与 dCas9 形成复合物，识别目标基因

但不发生双链切割，可阻止该基因的转录延伸、

核糖体结合或是转录因子结合，使基因表达水

平显著下降，一些基因的转录水平甚至下降至

原来的 10–4 水平，几乎沉默该基因的表达[27]；

2) 在 dCas9 蛋白上融合转录激活结构域或抑制

结构域，由表达的 gRNA 精确引导，使其结合

到目标基因的调控区，实现稳定且精确地调控基

因表达[26]。通过引入多重 gRNA，可实现多重基

因的表达调控，具有简单、高效和精确的特点[27]。 

3  基因组大片段的插入、删除和剪切 -  

粘贴 

在基因组范围进行自定义编辑，大片段基

因的操作是必不可少的，比如一整条次级代谢

途径的整合、一些非必需基因的大片段删除等。

尽管自定义人工合成基因组是最简单直接的，

但是其成本太高，难以被推广应用。在现有基

因组的基础上，采用低成本的大片段合成 DNA，

并进行自定义改造则更容易操作，可提高基因

组大片段编辑的效率。这种大片段 DNA 插入或

删除技术主要是由位点专一的重组酶和它的特

异性识别位点组成，包括最早被识别的噬菌体

溶源性基因组整合系统：整合酶和专一性位点 

(自身基因组上的 attP 位点和宿主基因组上的

attB 位点)；P1 噬菌体的 Cre/lox 重组系统；酵

母的 Flp/FRT 重组系统等。 

3.1  位点专一性重组酶的基因组编辑 

应用这些重组酶进行基因组编辑，其原理

是在基因组上和目的 DNA上均插入特异性识别

序列，在相应的重组酶作用下进行重组，实现

大片段 DNA 的插入、删除或替换，如图 3 所示。

比如基因替换操作：在基因组上目的片段两端

分别插入两个重组酶识别位点；同样地，外源

片段含有相应重组酶识别位点；通过重组酶的

过量表达，即可实现两个特异识别位点之间基

因组 DNA 的替换操作。而将 3 个不同的识别位

点组合使用，则可以在基因组上反复插入大片

段 DNA[28]。这种重组酶介导的大片段编辑效率

高、专一性好，而且宿主通用性强。但是仍存



朱林江 等/工业微生物基因组编辑技术的研究进展 

cjb@im.ac.cn 

345

在一个瓶颈问题，即重组酶的特异性识别序列

难以自定义改造，所以必须在基因组中预先引

入重组酶的识别位点，这往往需要借助其他方

法。最新研究的一种策略是将位点专一重组和

二型内含子归巢相结合[29]，这种方法能有效地

解决这个瓶颈问题，显著提高基因组上大片段

改造的效率。 

3.2  二型内含子归巢介导的基因组编辑技术 

二型内含子归巢是近几年发展的一种高效

基因组插入技术，具有较好的通用性，已被广

泛地应用于各种宿主细胞，包括一些遗传操作

比较困难的细菌，如梭菌 Clostridium[30]。该技

术也已被 Sigma 公司商业化，用于自定义高效

编辑不同细菌的基因组。被研究最多的是来源

于乳酸乳球菌 Lactococcus lactis 的 Ll.LtrB 内含

子，此外最近还开发一个新的来源于 E. coli 的

EcI5 内含子[31]。这些内含子的归巢原理如图 3

所示：当内含子经过外源质粒的引入，并转录

成为 RNA 时，折叠成为具有特殊三级结构的功

能 RNA；在自身编码的一个多功能辅助蛋白的

帮助下，内含子上两个特异性识别位点 (EBS1

和 EBS2) 被相互靠近，用于互补识别基因组上

的相互靠近的两个特异位点 (E1 和 E2)；三级结

构的内含子 RNA 核酶切割并连接 DNA 链，由

辅助蛋白将其逆转录为编码的 DNA；在胞内

DNA 修复系统帮助下，完成内含子 DNA 的插

入归巢。二型内含子的插入特异性由 EBS1 和

EBS2 决定，而这两个位点的序列可根据一定的

算法进行修改，从而特异性识别基因组上不同的

位点，几乎可实现基因组的随机编辑[32]。在一

些微生物中，这种内含子介导的基因组插入效率

可高达 80%，且无需抗性筛选标记[33]。 

 
 

 
 

图 3  基因组上大片段 DNA 的高效编辑技术[29] 

Fig. 3  The genome editing technology of large DNA fragment[29]. 
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3.3  基因组大片段 DNA 高效编辑技术 

将二型内含子介导的高效定点插入技术与

位点专一性重组介导的大片段 DNA编辑技术相

结合，被称为 GETR (Genome editing via targetrons 

and recombinases) 技术[29]。GETR 能够在基因

组上多重位点进行大片段 DNA 的插入、删除、

翻转以及剪切-粘贴等操作，包括在 E. coli 中插

入 12 kb 的聚酮合成操纵子或剪切-粘贴 120 kb

的基因组、在金黄色葡萄球菌中多个区域同时

删除 120 kb 的基因组、在枯草芽胞杆菌中翻转   

1.2 Mb 的基因组等。而且这种大片段基因组修

饰过程无需选择性标记，其效率接近 100%。其

基本原理如图 3 所示：将二型内含子 Ll.LtrB 或

EcI5 进行改造，使改造的内含子包含有重组酶

Cre 的特异性识别位点 lox 位点，并恢复内含子

的归巢效率；通过改造的内含子，能够将不同

lox 位点高效地插入到基因组的多个目标位置；

通过 Cre 的重组作用，实现基因组上大片段的

高效编辑。 

4  基因组自主编辑的新策略 

局限于对细胞系统的有限认识，并非所有

的细胞特性都能通过理性的技术进行改造，比

如细胞的耐受性[34]。而生物系统是一个自主装

系统，经过长期的进化和选择，形成了一个鲁

棒的生物细胞，使细胞各个元件能够协同作用，

适应胁迫环境并获得竞争优势，所以微生物基

因组系统内存在的进化能力，可进行自主编辑，

提升自身系统[35-36]。应用基因组进化，近几年

也开发了一些新的基因组进化技术，实现基因

组自主编辑，如图 4 所示，比如结合原生质体

融合的基因组重排技术 (Genome shuffling)[37]、

改造基因组范围转录调控程序的全局转录因子

工程 (Global transcription machinery engineering, 

gTME)[38]、基因组复制机器工程辅助的连续进化 

(Genome replication engineering assisted continuous 

evolution，GREACE)[39]以及环境条件诱导的适

应性进化策略 (Stress-induced-mutagenesis (SIM) 

based adaptive evolution)[40]等。 

 
图 4  新发展的微生物基因组进化技术 

Fig. 4  Emerging evolutionary technology of microbial genome. 
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这些基因组自主编辑技术具有不同的特点，

并能够有效改造微生物细胞的复杂表型： 

1) 基因组重排技术 (图 4A)，是将传统的

诱变育种技术 (获得丰富多样性表型的出发突

变株文库)、原生质体融合技术 (不同突变株间

基因组发生重排) 与高通量筛选技术相结合，使

诱变过程中产生的丰富的基因组 (多种突变表

型)，由原生质体融合而发生大片段重排。随后，

经过选择，使多种正向突变在融合菌株中积累，

加速获得目的性状的突变菌株，消除传统诱变

步步积累的繁琐、低效以及积累大量有害突变

的缺点。该技术的首次应用是提高乳酸生产菌

的低 pH 耐受性[37]。首先是通过两种方法获得的

表型多样性的起始亲本突变菌株，包括恒化培

养 (驯化) 和 NTG 诱变；再者，经过 5 轮递归

原生质体融合，最终筛选到了 5 株低 pH 耐受性

显著提高的乳酸生产菌。通过两个营养缺陷型

的标记证实了耐受性提高的菌株发生了基因组

重排。 

2) 全局转录因子工程 (图 4B)，是结合定向

进化的方法，突变全局转录因子，使细胞的转

录程序在基因组水平上发生随机变化。也就是

定向进化 (如易错 PCR 方法) 核心转录因子，

随机改变细胞转录机器的转录偏好性和转录能

力，形成差异丰富多样的转录程序，筛选最优

的转录程序，达到全细胞范围的转录程序优化

的目的。如酿酒酵母中[38]，通过对 RNA 聚合酶

中的 TATA 框结合蛋白 (SPT) 或 TATA 框结合

辅助蛋白  (TAF) 进行多轮的定向进化和筛选

后，优化了酿酒酵母抵抗高浓度乙醇的全细胞

基因转录程序。如突变体 SPT15，显著提高了

酵母在高浓度葡萄糖下的生长速率和对高浓度

乙醇的耐受能力，使菌株的乙醇生产速率提高

70%。基因功能分析表明，突变的全局转录因子

SPT15，使细胞中上百个基因的表达发生变化，

正是这些基因的组合效果赋予了细胞新的表型，

而非单个或多个组合的基因变化。 

3) 基因组复制机器工程辅助的连续进化 

(图 4C)，是最新开发的一种条件性改变基因组

复制机器的保真性，增加基因组突变率，从而

能够更有效地突变并筛选目的表型的菌株。即

通过多轮的易错 PCR，随机改造 DNA 聚合酶中

的校正亚基，并将其转化到宿主细胞中，改变

DNA 聚合酶复制基因组时的保真性，通过筛选

和富集，获得突变菌株。例如在改造 E. coli 的

进化能力时[39]，对 DNA 聚合酶的亚基 dnaQ 进

行易错 PCR 的定向进化，并转化细胞，使其在

胁迫环境中进行多轮的连续进化并筛选，最终

获得耐受性显著提高的突变菌株，包括抗生素

的抗性、高浓度乙酸或丁醇的耐受性。该方法

操作简单方便、通用性强，只需引入一个 DNA

聚合酶中的校正功能的突变亚基；而且易于扩

展，GREACE 可用于提高工业菌株对高浓度底

物和高浓度产物耐受性等复杂表型。 

4) 结合环境条件诱导作用的适应性进化策

略 (图 4D)。其显著特点是采用生长缓慢或者不

生长的细胞，应用细胞自身受环境胁迫而大幅

提升的内在进化动力[41]，加速细胞的适应性进

化；同时实现单细胞突变与筛选的同步，不但

减少筛选的过程，也简化操作时间，能够快速

地获得突变菌株[40]。应用该方法，经过 12 轮的

突变筛选，能够将 E. coli 的丁醇最小抑制浓度

从最初的 9.5 g/L 提高到 13 g/L；而通过 5 轮的

突变筛选，E. coli 的高渗透压耐受性和温度耐受
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性也被显著提升。所以，应用基因组内在的诱

导性进化动力，结合环境胁迫因素，能够提升

基因组自主编辑的效率，用于改造一些复杂的

生理表型。 

5  结论 

结合高通量的 DNA 合成技术和高效的遗传

操作新工具，基因组编辑技术不断推陈出新，

能更有效地解决工业微生物改造中的许多瓶颈

问题，包括基因组上多重位点的同步组合优化、

无需抗生素辅助筛选的高效基因组修饰、大片

段基因组的改造和复杂表型的改造等。新的基

因组编辑技术的应用，极大提升了工业菌种的

改造速度，现已成为应用研究领域的一大热点。

如 Genomatica、Codexis、LS9、Genencor 等为

代表的一批公司已在这方面积累核心技术。

Genomatica 利用自身发展起来的基因组工程技

术和基因组网络改造策略，对 1,4-丁二醇、丙烯

酸、异丙醇等化工产品的生物制造路线申请了

超过 70 份概念型专利。由此可见，工业微生物

基因组编辑技术将在未来几年得到广泛应用。

例如，对传统发酵工业中的重要微生物进行基

因组改造，构建全新的生产菌株替代传统菌株，

如氨基酸、有机酸、抗生素、维生素、色素等，

提升或淘汰现有生产方式；构建新型的合成代

谢网络和工业生产菌株以及新型的微生物生态

群落，实现新型能源和新材料的生物制造等。

但这些技术的快速发展也面临一些问题。如一

些高效的基因组编辑技术只能在一些容易遗传

操作的模式菌中应用，难以应用到其他微生物；

工业菌株的改造靶点，需要由较为成熟的计算

机工具辅助，这些方面仍需要不断地完善。 
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