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构建 CRISPR-Cas9 介导的耻垢分枝杆菌基因组高效删除系统 
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摘  要：【背景】耻垢分枝杆菌具有生长迅速和非致病性的特点，可作为结核分枝杆菌致病机

理研究替代菌株和类固醇激素生产的工程菌，但目前耻垢分枝杆菌中缺乏高效率的基因组敲

除方法。【目的】基于 CRISPR-Cas9 介导的定点、高效的 DNA 切割能力，构建耻垢分枝杆菌

染色体 DNA 片段无痕敲除系统。【方法】构建了包含四环素诱导型启动子驱动的密码子优化

的 cas9 基础载体 pCas9101，在双侧同源臂长度约为 1 kb 条件下选用合适的 gRNA 表达模块，分

别测试了对耻垢分枝杆菌mc2155染色体上的 3β-羟基类固醇脱氢酶基因(MSMEG_5228，1 071 bp)

和胆固醇降解基因簇(MSMEG_5990-MSMEG_6043，约 48 kb)敲除效率，使用相同大小的同源

臂以经典 p2NIL-pGOAL 方法进行对照，并计算效率。【结果】使用 CRISPR-Cas9 方法对耻垢

分枝杆菌 mc2155 的 3β-羟基类固醇脱氢酶基因敲除效率为 22%，胆固醇降解基因簇敲除效率也

达到 18%，两者连续敲除效率为 4%。但对照 p2NIL-pGOAL 方法未能获得目标 DNA 片段敲除

的菌株。【结论】本文建立的基于 CRISPR-Cas9 的耻垢分枝杆菌基因组无痕敲除系统显示出较

高的敲除效率，该方法可为耻垢分枝杆菌后续研究提供快速高效的基因组操作方法。 

关键词：CRISPR-Cas9，耻垢分枝杆菌 mc2155，DNA 无痕敲除 
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Abstract: [Background] For its fast growing and non-pathogenic property, Mycobacterium 
smegmatis is used as a model strain for pathogenic Mycobacterium tuberculosis and a workhorse to 
produce steroid hormones. But it lacks efficient genome deletion system. [Objective] In this study, 
we established a high efficiency genome deletion system in M. smegmatis assisted by CRISPR-Cas9. 
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[Methods] The Cas9 backbone plasmid pCas9101 was constructed with a tetracycline-inducible 
codon-optimized cas9 expression operon. Approximate 1 kb flanked homologous arms and proper 
gRNA operon were used to construct vectors to study the deletion efficiency on 3β-hydroxysteroid 
dehydrogenase (MSMEG_5228, 1 071 bp) encoding gene and cholesterol degradation gene cluster 
(MSMEG_5990-MSMEG_6043, about 48 kb) in M. smegmatis mc2155. The classical p2NIL-pGOAL 
method with same homologous arms was used as the control to delete the two same DNA segments 
in M. smegmatis mc2155. Their deletion efficiency were calculated and compared. [Results] When 
using CRISPR-Cas9 assisted method, 22% and 18% clones showed the expected deletions in 
MSMEG_5228 gene and cholesterol-degrading gene cluster, respectively. Even the sequential 
deletion efficiency on both segments can reach 4%. However, no expected deletion mutants were 
obtained in our experiments with p2NIL-pGOAL method. [Conclusion] This CRISPR-Cas9 assisted 
system can facilitate genome deletion in M. smegmatis mc2155, and provide a fast and efficient 
genome manipulation approach for Mycobacterium in the future. 

Keywords: CRISPR-Cas9, Mycobacterium smegmatis mc2155, Genome manipulation 

结核病是高致死率感染性疾病，每年造成约

200 万人死亡[1-2]。研究结核分枝杆菌致病的分子

机理是当前结核病防治研究的重要方向[3-4]。实验

室培养结核分枝杆菌的倍增时间为 24 h，对其操作

需要专用设备且改造方法单一[5]。耻垢分枝杆菌是

快速生长的非致病菌(倍增时间 3−4 h)，1885年由

Alvarez 和 Tavel 分离自人的包皮垢[6]。耻垢分枝

杆菌基因组大小为结核分枝杆菌的 1.7 倍，拥有

19个已知结核分枝杆菌毒力基因中的 12个，是研

究结核分枝杆菌致病机理的理想替代菌株[7]。同时

耻垢分枝杆菌具有胆固醇降解能力，改造后可降解

甾醇侧链，为激素药物(如脱氢表雄酮)及其中间体

提供合适的生产菌株[5]。 

对分枝杆菌基因组敲除至今仍然广泛使用

p2NIL-pGOAL方法[8]。该方法原理上基于传统 DNA

同源重组敲除技术：pGOAL质粒提供多重筛选标

记；p2NIL质粒提供多克隆位点以方便克隆重组交

换臂及筛选标记的装配。由于分枝杆菌同源重组效

率较低，约为 10−6−10−5，导致该方法在操作中相

对耗时[9-10]。此外，分枝杆菌容易对筛选标记产生

耐受而出现较多比例的假阳性，进一步增加了后续

筛选双交换的工作量[10-11]。 

CRISPR (Clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats)-Cas系统是微生物在自然进化

过程中所获得的用于对抗外源病毒和DNA侵染的

自身免疫系统，可分为 I型、II型和 III型[12-14]。

I 型、III 型 CRISPR-Cas 系统需多个 Cas 蛋白形

成复合物，在 crRNA的引导下进行靶向 DNA的

识别和切割；II型 CRISPR-Cas9系统仅需单个蛋

白即可在 gRNA引导下进行靶向DNA的识别和切

割[12-15]，因而经改进后的 II型 CRISPR-Cas9系统

被广泛应用。应用传统方法进行 DNA片段的敲除

过程中，其敲除效率对于同源交换臂的长度具有很

大的依赖性。由于分枝杆菌自身转化重组效率低，

通常将经过碱处理或紫外线照射处理后的自杀质

粒电转化导入受体，以提高转化重组效率[16]。Cas9

通过 gRNA识别 DNA靶位点发生定向切割造成双

链断裂，宿主系统可以在断裂位置进行高效修复，

从而大幅提高了对 DNA 操作的效率。通过

CRISPR-Cas9系统造成的 DNA双链断裂可通过非

同源末端重组连接(Non-homologous end joining，

NHEJ)和同源重组(Homology-directed repair，HDR)

两种方式达成目标位置的 DNA 编辑[12]。目前，

基于不同来源微生物的 CRISPR-Cas 所开发的系

统被广泛用于对动物和植物基因组 DNA 进行编

辑[17-20]。当前应用最为广泛的 CRISPR基因组编辑

手段是来自于经改进后的酿脓链球菌的 II 型

CRISPR-Cas9系统。研究表明，经过改造后的 II型

CRISPR-Cas9系统可以对大肠杆菌、芽孢杆菌、天

蓝色链霉菌和酿酒酵母等[21-25]微生物的基因组进
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行高效编辑。 

四环素诱导型启动子 (Tetracycline-inducible 

promoter，PTetRs)是分枝杆菌中严谨型本底表达极

低的强启动子[26]，可精确控制 cas9的表达。本研

究使用优化后的CRISPR-Cas9系统对 3β-羟基类固

醇脱氢酶基因(MSMEG_5228)和大片段胆固醇利

用基因簇(MSMEG_5990-MSMEG_6043)进行单独

和连续敲除；并以经典的 p2NIL-pGOAL[8]分枝杆

菌无痕敲除方法进行对照，对这两套敲除方法效率

进行了比较。最终在耻垢分枝杆菌 mc2155中构建

了 CRISPR-Cas9 系统，可以为分枝杆菌的基因组

DNA遗传操作提供更好的选择。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株、质粒和引物 

实验所使用的菌株和质粒见表 1；实验中用到

的引物由赛默飞世尔科技(中国)有限公司合成，引

物名称与相应序列见表 2。 

1.1.2  培养基、培养条件 

LB培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，

氯化钠 5.0；用于培养大肠杆菌。LBG 固体培养   

基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，氯化钠 5.0，

甘油 2.0，琼脂粉 20.0；用于培养耻垢分枝杆菌

mc2155。F 培养基(g/L)：三水磷酸氢二钾 0.500，

磷酸二氢钾 0.500，磷酸氢二铵 1.500，七水硫酸镁

0.200，七水硫酸亚铁 0.005，七水硫酸锌 0.002，

甘油 10.0，酵母粉 10.0，吐温-80 1.0；用于 5 mL液

体摇床培养耻垢分枝杆菌 mc2155。Lemco-Tw液体

培养基(g/L)：胰蛋白胨 5.0，牛肉浸膏 5.0，氯化

钠 5.0，10% (质量体积比)吐温-80 5.0；用于 100 mL

液体摇床培养耻垢分枝杆菌 mc2155。胆固醇基本

培养基(g/L)：磷酸氢二钾 1.52，磷酸氢二钠 2.44，

硫酸铵 0.50，七水硫酸镁 0.20，氯化钙 0.05，胆固

醇 5.00，琼脂粉 20.0；用于鉴定培养胆固醇基因

簇缺失突变株。大肠杆菌的培养温度为 37 °C；耻

垢分枝杆菌 mc2155 的培养温度为 37 °C，摇床培

养温度为 30 °C。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

实验所用抗生素及其相应终浓度：50 μg/mL

氨苄青霉素，50 μg/mL阿泊拉霉素，50 μg/mL卡

那霉素，30−100 ng/mL脱水四环素盐酸盐(ATC)，

20 μg/mL 5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X-gal)。

实验所使用的抗生素购自生工生物工程(上海)股

份有限公司；限制性内切酶、DNA连接酶、DNA

聚合酶均购自宝生物工程(大连)有限公司。 

PCR扩增仪，应用生物系统公司；全自动数

码凝胶图像分析系统，上海天能科技有限公司；

恒温培养振荡器、十段编程电热恒温培养箱，上

海智诚分析仪器制造公司；电泳仪，北京君意东

方电泳设备有限公司；全自动高压灭菌锅，三洋

公司；冷冻离心机、常温离心机、电转化仪，艾

本德公司。 

1.2  质粒构建 

1.2.1  CRISPR-Cas9 重组质粒 pCas9101 的构建 

在线密码子偏好数据库(www.kazusa.or.jp/ 

codon/)显示耻垢分枝杆菌(G+C mol%为 67.26%)与

酿脓链球菌(G+C mol%为 39.16%)的密码子使用偏

好存在较大差异，与天蓝色链霉菌(G+C mol%为

72.30%)一致。酿脓链球菌 cas9基因中高频使用的

密码子(如亮氨酸密码子偏好使用 TTA 和 CTA)在

耻垢分枝杆菌中为稀有密码子。本研究使用了基于

天蓝色链霉菌密码子优化后的 cas9，具体构建流

程如下：Bgl II和 Nhe I双酶切 pEN41A-T10M质粒

得到 Pimyc-tetR；BamH I和 Xba I双酶切 pBlueScript 

II SK(-)质粒与Pimyc-tetR连接得到pKS-Pimyc-tetR质

粒。Pst I 和 EcoR I 双酶切 pLU101 质粒，得到

PtipA-sceM；Pst I和 EcoR I双酶切 pKS-Pimyc-tetR

质粒，连接 PtipA-sceM 后得到 pKS-Pimyc-tetR- 

PtipA-sceM 质粒。使用引物 teto_F 和 teto_R，以

质粒 pEN12A-P1为模板，PCR得到 Pmycl-tetO启动

子，使用 Pst I和 Nde I双酶切，得到 Pmycl-tetO启

动子酶切片段；使用 Pst I 和 Nde I 双酶切质粒

pKS-Pimyc-tetR-PtipA-sceM，去除 PtipA启动子，连

接入 Pmycl-tetO，得到质粒 pMK101。使用 EcoR I 
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表 1  本研究中所用的菌株与质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

Strains/plasmids Genotype/characteristics Reference/source 

M. smegmatis mc2155 ept-1; mc26 mutant efficient for electroporation [27] 

E. coli DH5α 
F −; deoR; recA1; endA1; gyrA96; thi; relA1; hsdR17(rk –, mk +); phoA; 
supE44; λ-; thi-1 

Life Technologies 
(Carlsbad, USA) 

pBluescript II SK(-) bal; colEI ori; MCS This lab 

pIJ773 acc(3)IV; colEI ori; oriT This lab 

pEN41A-T10M bal; Pimyc-tetR 
Addgene plasmid # 
27365 

pEN12A-P1 bal; Pmycl-tetO; ori 
Addgene plasmid # 
27366 

pKCcas9d6424 acc(3)IV; pSG5; PtipA-cas9; j23119; actII-orf4 gRNA [22] 

pGOAL19 bal; pGOAL19 cassette (hyg-lacZ-sacB) [8] 

p2NIL bal; ahpII [8] 

pLU101 bal; tsr; PtipA-sceM; ФC31int [28] 

pKS-apra bal; acc(3)IV; MCS; colEI ori This work 

pKS-Pimyc-tetR bal; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR This work 

pKS-Pimyc-tetR-PtipA-sceM bal; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; PtipA-sceM This work 

pKS-gRNA bal; colEI ori; MCS; j23119; synthetic gRNA This work 

pMK101 bal; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-sceM This work 

pMKCas9101 bal; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9 This work 

pCas9101 acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9 This work 

pCas91011 acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9; 5228-guide-RNA This work 

pCas91012 acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9; 5990-guide-RNA This work 

pCas91013 acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9; j23119; 6017-guide-RNA This work 

pCas91021 
acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR, Pmycl-tetO-cas9; j23119; 
5228-guide-RNA; homologous region flanking MSMEG_5228 gene 

This work 

pCas91022 
acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9; j23119; 
5990-guide-RNA; homologous region flanking MSMEG_5990-MSMEG_6043 
cluster 

This work 

pCas91023 
acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9; j23119; 
6017-guide-RNA; homologous region flanking MSMEG_5990-MSMEG_6043 
cluster 

This work 

pCas95228 
acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9; j23119; 
5228-guide-RNA; homologous region flanking MSMEG_5228 gene; 
pGOAL19 cassette (hyg-lacZ-sacB) 

This work 

Pcas95990 
acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9; j23119; 
5990-guide-RNA; homologous region flanking MSMEG_5990-MSMEG_6043 
cluster; pGOAL19 cassette (hyg-lacZ-sacB) 

This work 

pCas96017 
acc(3)IV; colEI ori; MCS; Pimyc-tetR; Pmycl-tetO-cas9; j23119; 
6017-guide-RNA; homologous region flanking MSMEG_5990-MSMEG_6043 
cluster; pGOAL19 cassette (hyg-lacZ-sacB) 

This work 

pTMK101 bal; colEI ori; ahpII; homologous region flanking MSMEG_5228 gene This work 

pTMK102 
bal; colEI ori; ahpII; homologous region flanking 
MSMEG_5990-MSMEG_6043 cluster 

This work 

pTMK5228 
bal; colEI ori; ahpII; homologous region flanking MSMEG_5228 gene; 
pGOAL19 cassette (hyg-lacZ-sacB) 

This work 

pTMK90-43 
bal; colEI ori; ahpII; homologous region flanking 
MSMEG_5990-MSMEG_6043 cluster; pGOAL19 cassette (hyg-lacZ-sacB) 

This work 

 



2742 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

表 2  本研究所使用的引物序列 
Table 2  Primers used in this study 

Primers Sequences (5′→3′) Size (bp)

teto_F TTTACTGCAGATTGGATCGTCGGCACCGTCA 31 

teto_R TTTACATATGGCGGATCGTGCTCATTTCGG 30 

pks_UF CTAGCTAGCGTAATACGACTCACTATAGGGCGA 33 

pks_DR CTAGCTAGCCTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATAC 37 

tet_UF TGCTCTAGATTAGGAGCCGCTCTCGCAC 28 

cas_DR TGCTCTAGATCAGTCGCCGCCCAGCT 26 

SC_U_F TTTAGAATTCGAGCAGCACCATCTCGACCA 30 

SC_U_R ATCGCAGATGTCGCCCGTG 19 

CT_U_F TTTAAAGCTTGAGCAGCACCATCTCGACCA 30 

CT_U_R TTTAGAATTCATCGCAGATGTCGCCCGTG 29 

SC_D_F CCGCTGCTGGAACCGCTT 18 

SC_D_F1 CACGGGCGACATCTGCGATCCGCTGCTGGAACCGCTT 37 

SC_D_R1 ACCCTGTTATCCCTAGGGTTCTGCGAGGACGACA 34 

SC_D_R2 TTTAAAGCTTTTAATTAAAATTCTAGAATTACCCTGTTATCCCTAGGGTTCTG 53 

CT_D_F TTTAGAATTCCCGCTGCTGGAACCGCTT 28 

CT_D_R TTTAAGATCTGGGTTCTGCGAGGACGACA 29 

Grna_F CCGGAATTCGCAGATCTCAAAAAAAGCAC 29 

Grna_R TGCTCTAGATCGCGCGCG 18 

Grna_R1 GGACTAGTCCGGATCGAGCACGTCAGCAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG 61 

3bt_F GAAGGCACTGAGGACGACGA 20 

3bt_R TCGACGTAGTACGGCAGGCA 20 

5990_SF TTTAGAATTCTGGTTGGCAGTCCGTGCACA 30 

5990_CF TTTAAAGCTTTGGTTGGCAGTCCGTGCACA 30 

5990_R GGCTCGATGACCGGGGTG 18 

33-43F ATCGACATCCACTCGGCCGA 20 

33-43F1 CAGTCCGGCGGTTCCTGTGTATCGACATCCACTCGGCCGA 40 

90-43F1 CACCCCGGTCATCGAGCCATCGACATCCACTCGGCCGA 38 

6043_SR TTTAAAGCTTTTAATTAAAATTCTAGAATTACCCTGTTATCCCTAGGTTGCTGAGGCGGTGAATGA 66 

6043_CR TTTAAGATCTGGTTGCTGAGGCGGTGAATGA 33 

6017_gRNA GGACTAGTGCGTCGGATGTGTGCGGTTGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG 61 

5990_gRNA GGACTAGTGATCCTGTACACCGTGGTGAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAG 61 

Yz_UP GAGCACCACATCGAGATCCT 20 

Yz_D CACACCGACCACGTAGAAGA 20 

5228_yz1 CGTCGACACGGTGTTCCACA 20 

5228_yz2 CCGTCGTTGATGAAGTACGCCT 22 

6017_yz1 ACGCTCTGGACTTCCTGGATG 21 

6017_yz2 CGCCTCGAGATCGGAAACGT 20 

注: 加下划线序列为限制性内切酶位点. 

Note: The underlined base sequence is a restriction enzyme site. 
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和Nde I双酶切质粒 pKCcas9d6424得到编码 cas9；

EcoR I和Nde I双酶切pMK101质粒去掉 sceM基因，

与 cas9连接得到 pMKCas9101质粒。使用 Xba I单

酶切质粒 pIJ773 得到阿泊拉霉素抗性基因片段，

克隆入质粒 pBlueScript II SK(-)，得到 pKS-apra质

粒；使用引物 pks_UF和 pks_DR，以 pKS-apra质

粒为模板 PCR得到 colEI ori-MCS-acc(3)IV片段，

Nhe I 单酶切；使用引物 tet_UF 和 cas_DR，以

pMKCas9101 为模板 PCR 得到 Pimyc-tetR-Pmycl- 

cas9，Xba I单酶切后连接 colEI ori-MCS-acc(3)IV 

(Nhe I单酶切)得到 CRISPR-Cas9系统重组载体基

础质粒 pCas9101 (图 1A)。 

1.2.2  耻垢分枝杆菌mc2155 MSMEG_5228基因敲

除质粒 pCas95228 构建 

以 pKCcas9d6424 质粒为模板，使用引物

Grna_F和 Grna_R PCR得到带有 j23119启动子、

gRNA目的片段，EcoR I和 Hind III双酶切克隆入

pBlueScript II SK(-)质粒，得到 pKS-gRNA质粒。

以 pKS-gRNA 质粒为模板，使用引物 Grna_F 和

Grna_R1 PCR得到用于识别 MSMEG_5228基因靶

位点的 sgRNA，EcoR I和 Spe I双酶切克隆入质粒

pCas9101 中得到质粒 pCas91011；使用引物

SC_U_F、SC_U_R、SC_D_F、SC_D_F1、SC_D_R1

和 SC_D_R2以耻垢分枝杆菌 mc2155基因组 DNA

为模板 PCR获得 MSMEG_5228基因上、下游分别

为 820 bp和 946 bp的敲除重组交换臂，Hind III

和 EcoR I 双酶切后克隆入 pCas91011 获得质粒

pCas91021；Pac I酶切pGOAL19质粒，得到hyg-lacZ- 

sacB片段，同样以 Pac I酶切质粒 pCas91021，将

hyg-lacZ-sacB 片段克隆入 pCas91021，得到最终

MSMEG_5228基因敲除质粒 pCas95228 (图 1B)。 

1.2.3  耻 垢 分 枝 杆 菌 mc2155 MSMEG_5990- 

MSMEG_6043 基因簇敲除质粒 pCas95990 、

pCas96017 的构建 

对于 MSMEG_5990-MSMEG_6043 基因簇的

敲除，本实验设计了 2 个不同 sgRNA，识别靶位

点分别位于 MSMEG_5990 基因和 MSMEG_6017

基因内，用以考察不同靶点对于敲除效率的影响。

以 pKS-gRNA 质粒为模板，使用引物 Grna_F、

5990_gRNA和 Grna_F、6017_gRNA分别 PCR得

到用于识别MSMEG_5990和MSMEG_6017靶位点

的 sgRNA；使用引物 5990_SF、5990_R、33-43F、

33-43F1、90-43F1 和 6043_SR PCR 得到 MSME 

G_5990-MSMEG_6043基因簇上、下游分别为 865 bp

和 938 bp的敲除重组交换臂，遵照 pCas95228质

粒的构建流程顺序组装 sgRNA、重组交换臂和

hyg-lacZ-sacB，分别得到敲除质粒 pCas95990 和

pCas96017 (图 1C、D)。 

1.2.4  传统 p2NIL 系列重组敲除质粒构建 

MSMEG_5228 单基因敲除质粒构建：使用引

物 CT_U_F、CT_U_R、CT_D_F和 CT_D_R分别

进行 PCR 扩增获得 MSMEG_5228 上、下游大小

分别为 820 bp和 946 bp的重组交换臂，将重组交

换臂 Hind III、Bgl II酶切后克隆入 p2NIL质粒的

Hind III、BamH I位点，获得质粒 pTMK101。Pac 

I酶切 pGOAL19质粒，获得 hyg-lacZ-sacB片段。

同样以 Pac I酶切质粒 pTMK101，与 hyg-lacZ-sacB

片段连接，最终获得 MSMEG_5228基因的敲除质

粒 pTMK5228 (图 2A)。MSMEG_5990-MSMEG_ 

6043 基因簇敲除质粒构建：使用引物 5990_CF、

5990_R、90-43F1和 6043_CR PCR得到 MSMEG_ 

5990-MSMEG_6043 基因簇上、下游分别为 865 bp

和 938 bp的敲除重组交换臂，遵照 pTMK5228质粒

构建步骤，获得 DNA 大片段敲除质粒 pTMK90-43 

(图 2B)。 

1.3   敲除质粒的导入与重组子的筛选 

1.3.1  CRISPR-Cas9 敲除质粒的导入与突变株的

筛选 

挑取生长在固体培养基上的耻垢分枝杆菌

mc2155单菌落接入 5 mL液体 F培养基，37 °C、

200 r/min培养 24 h。转接 1 mL菌体至 100 mL液

体 Lemco-Tw培养基中，30 °C、200 r/min培养 12 h

至 OD600值为 0.8−1.0。5 000 r/min离心 5 min收集

菌体，重复加入 25 mL预冷的 10%甘油洗涤菌体 
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图 1  基于耻垢分枝杆菌 CRISPR-Cas9 系统构建的敲除质粒 
Figure 1  Plasmids constructed for CRISPR-Cas9 assisted deletion system in M. smegmatis 

 

   

 
图 2  基于耻垢分枝杆菌 p2NIL-pGOAL 方法构建的敲除质粒 
Figure 2  Plasmids constructed for p2NIL-pGOAL method deletion in M. smegmatis  
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3−4次。4 °C、5 000 r/min离心 5 min (此过程重复

3次)后用 200 μL 10%甘油重悬，加入 10−100 ng

质粒后置于冰上 10 min。将质粒与菌体混合物加

入预冷电转化杯，1 250 V/cm 条件下电转后加入  

1 mL Lemco-Tw培养基放置于 37 °C、200 r/min复苏

培养 2−3 h，随后涂布于含有阿泊拉霉素(终浓度为

50 μg/mL)和 X-gal (终浓度为 20 μg/mL)的 LBG固

体培养平板，37 °C培养箱培养 3−5 d后观察；待

平板上长出蓝色菌落后，挑选蓝色菌落划线于含有

ATC (终浓度为 30 ng/mL)的 LBG固体培养基平板

上进行诱导培养，放于 37 °C培养箱培养 3−5 d；

平板上长出单菌落后随机挑取 2−3 株单菌落划线

于含有 X-gal (终浓度为 20 μg/mL)的 LBG蔗糖固

体培养平板(其中蔗糖浓度为 10%，且该培养基中

去掉了 NaCl成分)放于 37 °C培养箱培养 3−5 d；

待平板上长出蓝白分明的单菌落后，随机挑选平板

上的 33 株白色菌落分别划线于含有阿泊拉霉素

(终浓度为 50 μg/mL)的 LBG抗性平板和不含有抗

生素的 LBG 固体培养基平板上进行抗性对照，

37 °C条件下培养 2−3 d观察；挑选抗性平板上不

长的菌株接种于液体 5 mL F 培养基中 37 °C、  

200 r/min培养 1−2 d，分别提取基因组 DNA后使

用引物进行 PCR验证：MSMEG_5228基因缺失突变

株使用引物 3bt_F和 3bt_R进行验证；MSMEG_5990- 

MSMEG_6043突变株验证引物为Yz_UP和Yz_D。

挑选目的区段缺失的 PCR 条带送测序以进一步 

验证。 

1.3.2  基于 p2NIL 构建的重组敲除质粒的导入与

突变株的筛选 

通过与 CRISPR-Cas9 敲除质粒相同的电转化

方法导入到耻垢分枝杆菌 mc2155中，涂布于含有

卡那霉素(终浓度为 50 μg/mL)和 X-gal (终浓度为

20 μg/mL)的 LBG固体培养基上，37 °C培养箱培

养 3−5 d后观察；待平板上长出蓝色菌落后，挑选

蓝色菌落划线于 LBG固体培养基平板上进行诱导

培养，37 °C培养箱培养 3−5 d后观察；待平板上

长出单菌落后随机挑取 2−3 株单菌落划线于含有

X-gal (终浓度为20 μg/mL)的LBG蔗糖固体培养平

板(其中蔗糖浓度为 10%，且该培养基中去掉了

NaCl成分)放于 37 °C培养箱培养 3−5 d；待平板

上长出蓝白分明的单菌落后，随机挑选平板上的

33 株白色菌落划线于含有卡那霉素 (终浓度为   

50 μg/mL)的 LBG 抗性平板和不含有抗生素的

LBG固体培养基平板上进行抗性对照，37 °C条件

下培养 2−3 d观察；挑选抗性平板上不长的菌株接

种于液体 F培养基中提取其基因组DNA进行 PCR

验证(验证引物与“方法 1.3.1”所述相同)其目的区

段是否敲除，并挑选目的区段缺失的 PCR 条带送

测序以进一步验证。 

1.3.3  耻垢分枝杆菌 mc2155 胆固醇利用基因簇敲

除突变子的表型鉴定 

对耻垢分枝杆菌 mc2155 胆固醇基因簇基因

MSMEG_5990-MSMEG_6043进行无痕敲除后，将

此突变株和耻垢分枝杆菌 mc2155、耻垢分枝杆菌

mc2155 (ΔMSMEG_5228)菌株分别同时划线至胆

固醇基本培养基和 LBG 丰富培养基培养 3−5 d，

观察生长状况。 

1.3.4  耻垢分枝杆菌 mc2155 基因连续敲除与鉴定 

基因组 DNA操作的焦点在于能否高效、精准、

无痕和连续地完成操作。为验证能否利用

CRISPR-Cas9系统对分枝杆菌基因组基因进行连续

敲除，在对耻垢分枝杆菌 mc2155的 MSMEG_5228

基因敲除的基础上，再对其 MSMEG_5990- 

MSMEG_6043 基因簇基因进行无痕敲除。将

MSMEG_5990-MSMEG_6043 基因簇敲除质粒通

过电转化导入到耻垢分枝杆菌 mc2155 (ΔMSMEG_ 

5228)中，按照 1.3.1的方法筛选得到可能突变株，

使用引物 3bt_F、3bt_R和 Yz_UP、Yz_D进行 PCR

验证其目的区段是否敲除，并挑选目的区段缺失的

PCR条带送测序进一步验证。 

2  结果与分析 

2.1  耻垢分枝杆菌 mc2155 基因敲除策略及相关

质粒的构建 

设计耻垢分枝杆菌 mc2155基于 CRISPR-Cas9
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系统基因敲除策略如图 3所示。重组质粒经电转化

导入分枝杆菌，同源臂将自杀质粒单交换整合入分

枝杆菌基因组(图 3)。挑选转化子划线到含有 ATC

的固体平板上以诱导 cas9 基因表达。Cas9 在

sgRNA 引导下靶向切割染色体，造成特异性双链

断裂(DSB)，诱导分枝杆菌重组修复系统，通过同

源重组修复来实现基因或基因组DNA大片段的无

痕敲除(图 3)。 

构建完成 CRISPR-Cas9系统重组载体基础质

粒 pCas9101 (7 861 bp)和 3个 CRISPR-Cas9衍生

敲除质粒载体 pCas95228 (17 688 bp)、pCas95990 

(17 724 bp)和 pCas96017 (17 724 bp)；以 p2NIL- 

pGOAL 系统敲除质粒 pTMK5228 (14 446 bp)和

pTMK90-43 (14 483 bp)为相应对照。所有质粒进行

酶切电泳验证，并对同源重组交换臂序列和

sgRNA序列经过测序验证。 

2.2  使用分枝杆菌 CRISPR-Cas9 系统敲除 3β-

羟基类固醇脱氢酶基因(MSMEG_5228) 

将质粒 pCas95228导入耻垢分枝杆菌mc2155，

针对基因组上的 3β-羟基类固醇脱氢酶基因

MSMEG_5228进行无痕敲除，筛选得到 MSMEG_ 

5228 单基因缺失突变株。对随机挑选的 33 株阿

泊拉霉素抗性缺失菌株进行 PCR 扩增和凝胶电

泳检测验证(图 4)：观察到 32 个有预期大小条

带，PCR 测序确认成功敲除 MSMEG_5228 的菌

株 7个，敲除效率约为 21.88% (未敲除菌株 PCR

验证条带大小为 1 300 bp，敲除突变株约为  

500 bp)。  

 

 
 

图 3  耻垢分枝杆菌 CRISPR-Cas9 系统 DNA 无痕敲除流程图 
Figure 3  Flow chart of M. smegmatis CRISPR-Cas9 system used in DNA scarless deletion 
注：A：质粒单交换整合入染色体；B：表达 Cas9酶识别 sgRNA并切割与 sgRNA互补配对靶位点造成双链断裂；C：在目标质粒

携带 2个同源臂区域完成染色体同源重组修复导致的两种结果(1，2)，2是预计的敲除. 

Note: A: The target plasmid with sgRNA and cas9 gene integrated in M. smegmatis mc2155 chromosome (single cross-over); B: Cas9 
cleaves the chromosome at the specific site recognized by sgRNA targets the complementary strand; C: The two homologous recombination 
repairing results caused by each DNA arm containing in the target plasmid (1, 2), 2 would be the proposed deletion. 
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图 4  pCas95228 质粒敲除 MSMEG_5228 片段 PCR 验证图 
Figure 4  Identification of M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5228) 
注：1 kb：GeneRuler 1 kb marker；1−32：不同M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5228)菌落 PCR产物；33：M. smegmatis mc2155 

PCR产物. 

Note: 1 kb: GeneRuler 1 kb marker; 1−32: PCR products of different M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5228) colonies; 33: PCR product of 
M. smegmatis mc2155. 

 
p2NIL-pGOAL系统敲除质粒 pTMK5228利用

相同程序测试对 MSMEG_5228单基因缺失，挑选

33 株进行检测，结果显示均未能实现 MSMEG_ 

5228的缺失。 

2.3  使用分枝杆菌 CRISPR-Cas9 系统敲除胆固

醇生物利用基因簇(MSMEG_5990-MSMEG_6043)  

选取耻垢分枝杆菌 mc2155 中的胆固醇生物

利用基因簇作为敲除对象，考虑到不同的 gRNA

可能导致的脱靶问题的出现[29]，同时设计 2个不

同 sgRNA (分别靶向 MSMEG_5990 和 MSMEG_ 

6017)，构建了 pCas95990 和 pCas96017 质粒。

转化耻垢分枝杆菌随机挑选 33 株突变株进行

PCR验证：其中使用 pCas95990敲除质粒所得到

的 33 个菌株在阿泊拉霉素抗性平板上有 1 株生

长，实验选取剩下 32 株在阿泊拉霉素抗性平板

上未生长菌株，接种到 F 液体培养基培养后抽提

染色体，PCR验证均未发现目的基因成功敲除；

使用 pCas96017敲除质粒所得到的 33株菌株在阿

泊拉霉素抗性平板上有 5株生长，实验选取剩下

的 28 个菌株抽提染色体进行 PCR 验证(片段大小

为 728 bp)，确认成功敲除 MSMEG_5990-MSMEG_ 

6043的菌株有 5个(图 5)，敲除效率约为 17.85%。

p2NIL-pGOAL 系统敲除质粒 pTMK90-43 敲除

MSMEG_5990-MSMEG_6043也未获得阳性敲除。 

分别将耻垢分枝杆菌 mc2155、耻垢分枝杆菌

mc2155 (ΔMSMEG_5228)和耻垢分枝杆菌 mc2155 

(ΔMSMEG_5990-MSMEG_6043)划线至 LBG 丰富

培养基和胆固醇基本培养基上培养 3−5 d，观察生

长状况(图 6)。结果显示 3株菌在 LBG丰富培养基

上生长良好，无可见表型变化，而在胆固醇基本培

养基上可以看到 MSMEG_5990-MSMEG_6043 缺

失菌株基本无法正常生长，进一步表明其体内胆固

醇利用基因簇得到正确敲除。 

2.4  耻垢分枝杆菌 mc2155 多基因连续敲除筛选

与鉴定 

为验证分枝杆菌 CRISPR-Cas9 系统能否用于

基因组 DNA 进行连续敲除，在耻垢分枝杆菌

mc2155 (ΔMSMEG_5228)突变株中进一步利用 

 

 
 

图 5  pCas96017 质粒敲除 MSMEG_5990-MSMEG_6043 PCR 验证结果 
Figure 5  Identification of M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5990-MSMEG_6043) 
注：1 kb：GeneRuler 1 kb marker；1−28：不同 M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5990-MSMEG_6043)菌落 PCR 产物；29：

M. smegmatis mc2155 PCR产物. 

Note: 1 kb: GeneRuler 1 kb marker; 1−28: PCR products of different M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5990-MSMEG_6043) colonies; 29: 
PCR product of M. smegmatis mc2155. 
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图 6  菌株表型验证 
Figure 6  Phenotypes of strains 
注： 1：M. smegmatis mc2155； 2：M. smegmatis mc2155 

(ΔMSMEG_5228)；3：M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5990- 

MSMEG_6043). A：LBG培养基；B：胆固醇基本培养基. 

Note: 1: M. smegmatis mc2155; 2: M. smegmatis mc2155 
(ΔMSMEG_5228); 3: M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5990- 
MSMEG_6043). A: LBG medium; B: Cholesterol minimal 
medium. 
 

pCas96017敲除 MSMEG_5990-MSMEG_6043基因

簇。对随机挑选的 33株阿泊拉霉素抗性缺失菌株

进行 PCR 验证，结果如图 7 所示： A 为

MSMEG_5228敲除验证结果；B为 MSMEG_5990- 

MSMEG_6043 基因簇敲除验证结果。25 号为

MSMEG_5990-MSMEG_6043 和 MSMEG_5228 双

缺失突变子，通过测序验证，成功获得 MSMEG_ 

5990-MSMEG_6043 基因簇敲除菌株。应用

CRISPR-Cas9敲除系统对耻垢分枝杆菌 mc2155多

基因连续敲除效率为 4%。 

3  讨论与结论 

本研究使用基于分枝杆菌改造的 CRISPR-Cas9

系统，成功实现对耻垢分枝杆菌mc2155 (M. smegmatis 

mc2155)基因组上的 3β-羟基类固醇脱氢酶基因

MSMEG_5228 单基因敲除，并且也能对胆固醇降

解基因簇(MSMEG_5990-MSMEG_6043) DNA大片

段无痕敲除。统计显示对单基因无痕敲除效率为

21.88%，对基因簇大片段无痕敲除效率为 17.85%，

而在 p2NIL-pGOAL 方法中使用相同的重组交换

臂，未能检测到期望的敲除突变子，显示基于

CRISPR-Cas9 系统能够高效地用于分枝杆菌的基

因无痕敲除。此外，针对图 3显示的 Cas9酶切染

色体断裂后的修复情况 1，分别设计引物

5228_yz1、5228_yz2和 6017_yz1、6017_yz2进行

了验证(其中 MSMEG_5228 敲除过程中随机 PCR

验证了 13 个此类菌株，MSMEG_5990-MSMEG_ 

6043 敲除过程中验证了 14 个此类菌株)，未能检

测到位点处有碱基序列的改变。 
 

 
 

图 7  M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5228 & ΔMSMEG_5990-MSMEG_6043) PCR 验证结果 
Figure 7  Identification of M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5228 & ΔMSMEG_5990-MSMEG_6043)  
注：1 kb：GeneRuler 1 kb marker；A：1−33：不同 M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5228)菌落 PCR结果；34：M. smegmatis 

mc2155 PCR产物；B：1−33：不同 M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5990-MSMEG_6043)菌落 PCR产物；34：M. smegmatis 

mc2155 PCR产物. 

Note: 1 kb: GeneRuler 1 kb marker; A: 1−33: PCR products of different M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5228) colonies; 34: PCR product 
of M. smegmatis mc2155; B: 1−33: PCR products of different M. smegmatis mc2155 (ΔMSMEG_5990-MSMEG_6043) colonies; 34: PCR 
product of M. smegmatis mc2155. 
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分枝杆菌对筛选标记易产生耐受性，筛选过程

中会产生假阳性。为了有效筛选双交换重组子，在

p2NIL-pGOAL 方法中使用了潮霉素抗性基因

(hyg)、蓝白斑筛选标记基因(lacZ)和编码分泌型果

糖酶基因的负向筛基因(sacB)组成的三重筛选标

记，但假阳性菌株依然大量存在[11]。为了降低假

阳性，本工作在耻垢分枝杆菌中评估了应用于不

同微生物筛选的抗性基因，发现来源于链霉菌的

阿泊拉霉素抗性基因[acc(3)IV]可以有效用于耻

垢分枝杆菌 mc2155的重组子筛选。为了实现基因

组 DNA 片段快速、连续、无痕和精准的敲除，

实验选择了使用单质粒方案。该方案需采用诱导

型本底表达极低的启动子控制对 Cas9 蛋白的表

达，防止 Cas9在胞内的持续高水平存在对耻垢分

枝杆菌基因组 DNA及实验结果可能造成的影响；

在诱导时能高效表达 Cas9，保证基因组 DNA 的

切割效率促进重组修复的效率。本文选择的四环

素诱导型启动子(PTetRs)最后证明可以较好地用于

构建 CRISPR-Cas9 介导的耻垢分枝杆菌染色体

DNA片段无痕敲除系统。分枝杆菌有含有分枝菌

酸的较厚的细胞壁[1]，液体培养过程中容易结团，

实验在筛选过程中容易出现敲除和未敲除重组子

的混合菌落，从而在克隆鉴定时会出现图 5 中的

情况，这种情况需要进一步分离纯化得到单克隆。

本文基于 CRISPR-Cas9 构建的敲除系统将为分枝

杆菌的研究提供更高效便捷的基因组 DNA 操作

方法。 
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