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专论与综述 

冰岛硫化叶菌遗传操作体系的研究进展 

刘涛  王晓婕  李英俊  彭楠* 
华中农业大学生命科学技术学院 农业微生物学国家重点实验室  湖北 武汉  430070 

摘  要：冰岛硫化叶菌是古菌研究中常用的模式菌株，为人们研究古菌复制、细胞周期以及 CRISPR-Cas

系统等作出了巨大贡献。冰岛硫化叶菌遗传操作体系的建立与完善对古菌学的全面深入研究起至关重

要的作用。本文介绍了冰岛硫化叶菌遗传操作体系所使用的质粒载体、筛选标记和转化方法，论述了

目前广泛使用的两类冰岛硫化叶菌基因敲除体系。最后提出了现有冰岛硫化叶菌基因操作体系存在的

主要问题，并对其发展方向进行了展望。 
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Systems for the genetic manipulation of Sulfolobus islandicus 
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Abstract: Sulfolobus islandicus is a commonly used type strain to study replication, cell cycle and 
CRISPR-Cas system in archaea. For this reason, it is important to establish a genetic manipulation system 
in Sulfolobus islandicus. Here, we describe the plasmid vector, selection marker and transformation 
methods, and discuss two currently widely used gene knockout systems. Meanwhile, we also address some 
major problems in genetic manipulation systems of Sulfolobus islandicus, and indicate development 
prospects. 
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冰岛硫化叶菌(Sulfolobus islandicus)是古菌界

泉古菌门的一种嗜酸嗜热微生物[1-2]，因其易于培

养且富含病毒和质粒等遗传因子而受到广泛的研

究[3-5]。该菌最先发现和分离的株系来自冰岛的热

泉[6]，随后人们对冰岛硫化叶菌多个株系进行了全

基因组测序[7-8]，并鉴定到很多病毒和质粒等遗传元

件[9-10]。研究人员在此基础上成功构建了适用于冰

岛硫化叶菌的载体和高效的转化方法，实现了多种

策略的基因敲除。近年来冰岛硫化叶菌 CRISPR-Cas

系统被开发成一种高效的基因编辑工具[11]，使其遗

传操作体系得到了补充和完善。本文详细介绍了冰

岛硫化叶菌遗传操作体系的基本元素，分析了现有

基因编辑方法的优缺点，为选择合适的方法对冰岛

硫化叶菌进行遗传改造提供一定的指导。 
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1  冰岛硫化叶菌遗传操作体系的基本元素 

1.1  筛选标记 

冰岛硫化叶菌中常用的筛选标记包括 pyrEF 和

lacS 基因。特殊的细胞结构和极端高温酸性培养条

件使大部分抗生素基因都不适用于冰岛硫化叶菌，

虽然有研究报道潮霉素抗生素基因 hph 可以在硫化

叶菌中使用[12]，但是因其难以重复而没有被推广使

用。在没有合适抗生素基因的前提下，研究者们尝

试使用营养缺陷型作为筛选标记。 

pyrEF 基因是硫化叶菌中运用最广泛的一个

营 养 缺 陷 型 筛 选 标 记 ， 它 包 含 pyrE (Orotate 

phosphoribosyl-transferase)和 pyrF (Orotidine 5′-phosphate 

decarboxylase)两个基因。两个基因共同参与 UMP

合成途径[13]，可以作为一种正筛选标记使细胞在缺

少尿嘧啶的培养基中生长。当培养基中添加 5-氟乳

清酸(5-FOA)时，pyrEF 基因编码的酶也能将无毒的

5-FOA 变成毒性物质 5-氟-dUMP 从而杀死细胞，因

此又是一种负筛选标记。Deng 等在冰岛硫化叶菌

Rey15A 菌株中筛选 5-FOA 抗性菌株，从而获得了

pyrEF 基因缺失突变体 E233。然后通过 PCR 扩增

硫磺矿硫化叶菌 P2 (Sulfolobus solfataricus P2)的

pyrEF 基因预测序列(启动子、ORF 和终止子)作为

筛选标记，为 pyrEF 筛选标记在冰岛硫化叶菌遗

传体系中的应用开创了道路[14]。值得注意的是，

使用 pyrEF 基因作为筛选标记时会因为培养基中

含有的微量尿嘧啶而产生非常小的背景菌落[15-16]，

所以使用该筛选标记时需要控制菌体量及培养

时间。 

pyrEF 基因并不能完全满足遗传操作的需求，

所以研究人员尝试使用 lacS 基因作为另一种筛选

标记。在冰岛硫化叶菌中 lacS 基因编码 β-糖苷酶

(β-glycosidase)，能使菌株在以乳糖为唯一碳源和能

源的培养基中生长[17]，也可以将 X-gal 催化生成深

蓝色物质。因此可以利用 lacS 基因在乳糖限制性培

养基中进行筛选，或者使用 X-gal 染色进行筛选。

Deng 等在 E233 菌株中以 pyrEF 基因作为筛选标记

成功敲除 lacS 基因，获得 pyrEF 和 lacS 双基因缺

失突变体 E233S，并将来源于 S. solfataricus P2 的

lacS 基因克隆到 pHZ2 质粒进行互补验证，确定 lacS
基因可以作为一种有效的筛选标记[14]。由于冰岛硫

化叶菌培养周期相对较长，所以使用 lacS 基因作为

筛选标记并进行 X-gal 染色时，需要固体培养基上

形成可分辨的转化子后再进行染色。 

1.2  穿梭质粒 

最初的冰岛硫化叶菌-大肠杆菌穿梭质粒是基

于从 S. islandicus REN1H1 中分离得到的 pRN1 和

pRN2 质粒[18-19]。这两个质粒都含有 repA、copG 和

plrA 三个保守基因，repA 编码复制蛋白[20-21]，copG
编码可能参与调节质粒拷贝数的 DNA 结合蛋白[22]，

而 plrA 编码一类序列特异性 DNA 结合蛋白[23]。

Berkner 等以 pRN1 质粒为基础构建了含有 pyrEF
筛选标记的穿梭质粒，可以成功进行基因互补[24]。

但是该质粒转化困难且并不稳定，所以并没有被广

泛使用。pRN2 比 pRN1 的拷贝数高，所以更适合

改造为穿梭质粒。Deng 等将 pRN2 质粒插入到 pHZ1

质粒(含有 pyrEF 基因的 pGEM-3Z 质粒)中得到

pHZ2[14]，Peng 等基于对 pRN2 质粒的遗传分析，

去除了 pHZ2 的一些非必需序列并加上 pyrEF 筛选标

记得到 pZC1 质粒[25]，再去除 pZC1 质粒上的 Pvu II、

Nde I 和 Zra I 三个多余的酶切位点得到 pDL1，在

pDL1 上插入阿拉伯糖启动子、两个 His 标签和多

克隆位点得到 pEXA，最终使用含有 SD 序列的阿拉

伯糖启动子替换原始的阿拉伯糖启动子得到 pSeSD

质粒[26]。现在 pSeSD 是冰岛硫化叶菌中使用最广泛

的一个冰岛硫化叶菌-大肠杆菌穿梭质粒(图 1)，该

质粒转化效率高达 104−106 CFU/μg DNA 且具有较

好的稳定性，利用该质粒可以进行启动子分析、蛋

白表达、遗传互补和基因编辑等一系列研究。 

1.3  质粒转化方法 

在冰岛硫化叶菌中普遍使用的唯一高效的转

化方法是电转化法(Electroporation)。Schleper 等在

硫化叶菌中最早使用电转化法成功将硫化叶菌病

毒 SSV1 的 DNA 导入 S. solfataricus P1 中[27]，随后

该方法在多种硫化叶菌中推广使用并被不断改进。 
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图 1  冰岛硫化叶菌-大肠杆菌穿梭质粒 pSeSD 
Figure 1  Sulfolobus islandicus-Escherichia coli shuttle 
vector pSeSD 
注：pSeSD 质粒图谱，包含来源于 pRN2 的 3 个保守基因 repA、

copG 和 plrA，阿拉伯糖启动子 ParaS，多克隆位点 MCS，冰岛

硫化叶菌筛选标记 pyrEF，大肠杆菌筛选标记 Ampr. 

Note: Plasmid map of pSeSD, which contains three conserved 
genes of repA, copG and plrA from pRN2, an arabinose-inducible 
promoter, multiple cloning site, pyrEF selection marker of Sulfolobus 
islandicus and Ampr selection marker of Escherichia coli. 
 
目前在冰岛硫化叶菌中使用的电转参数为：1 200 V，

600 Ω，25 μF，1 mm 电转杯，电击后需加入预热至

75 °C 的孵育培养基，并于 75 °C 条件下静置孵育

2−3 h。电转参数的设置并不是绝对的，最早的电转

参数为 1 500 V 和 800 Ω，Albers 等采用 2 mm 电转

杯进行转化也得到了很高的转化效率[28]，Aucelli

等在转化时连续电击两次也能取得较好的转化结

果[29]，因此在一个较广的范围内改变电转参数都可

以成功转化，可以针对不同的 DNA 进行一定的参

数优化以取得理想的转化效率，同时孵育时间的长

短也会影响最终的转化效率。 

2  冰岛硫化叶菌遗传操作体系的应用 

2.1  基于常规同源重组的基因敲除体系 

基因敲除策略是遗传操作体系的重要组成部

分，冰岛硫化叶菌最初的基因敲除策略是基于同源

重组的原理构建的。 

“质粒整合分离”(Plasmid integration and 

segregation，PIS)是在很多古菌中已经成功运用的

最简单的一种敲除策略。Deng 等最先在冰岛硫化叶

菌中尝试使用该方法敲除 lacS 基因[14]，通过在以

pyrEF 基因作为筛选标记的 pHZ1 质粒上克隆目的

基因的左臂和右臂得到 pPIS 敲除质粒。该质粒以

环状的形式转入冰岛硫化叶菌后，质粒上的左臂或

右臂与基因组上对应位置发生一次同源单交换将

pyrEF、左臂和右臂插入基因组。然后使用 5-FOA

进行负筛选促使基因组上两个左臂或两个右臂发

生同源重组，从而使 pyrEF 单独环出或者 pyrEF 和

目的基因同时环出，理论上两种环出方式的概率相

同，因此最终得到的转化子中敲除菌株和野生型各

占 50%。敲除质粒的构建及策略如图 2 所示，因为 
 

 
图 2  质粒整合分离法 
Figure 2  The method of plasmid integration and segregation 
注：质粒 pPIS 含有筛选标记 pyrEF 和用于单交换的左臂和右臂，第一次单交换将 pyrEF，左臂和右臂插入基因组，在筛选压力下

发生第二次单交换得到突变体和野生型. 
Note: The plasmid pPIS contains pyrEF selection marker and the left-arm and right-arm for single cross over, pyrEF, left-arm and right-arm 
are inserted into genome by the first single cross over, and then the second single cross over results in both mutant and wild type under the 
pressure of selection. 
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此方法转化效率较低，只能得到很少的几个转化

子，所以现在很少使用该方法进行基因敲除。 

“标记替换及环出法”(Marker replacement and 

looping out，MRL)是对 PIS 策略进行优化而发展出

的一种敲除策略。Deng 等最先利用该策略在冰岛硫

化叶菌中敲除 lacS 基因。pMRL 敲除质粒经过线性

化后转入细胞，左臂和右臂与基因组发生一次同源

双交换将目的基因替换为 pyrEF 筛选标记和一个

左臂，再使用 5-FOA 进行负筛选促使 2 个左臂

发生同源重组将 pyrEF 和一个左臂环出。敲除质

粒的构建及策略如图 3 所示，该方法得到的转化

子理论上都是敲除菌株，并且转化效率可以达到

102 CFU/μg DNA[14]。但是因为第一步同源双交换会

破坏基因组上目的基因，因此使用此方法需注意敲

除片段不影响相邻基因的转录与表达。 

然而 Zhang 等用以上两种敲除策略进行基因敲

除时遇到了一些问题，使用质粒整合分离的方法敲

除增殖细胞核抗原基因 (Proliferating cell nuclear 

antigen，pcna)时，多次重复转化都没有得到任何转

化子，而使用标记替换及环出法可以得到转化子，

但最终验证发现都是野生型。因此他推测在敲除某

些与 DNA 复制、修复和细胞生长相关基因时，这

两种方法都不适用。因此 Zhang 等对标记替换及环

出法进行改进，建立了一种新的敲除策略“选择标

记插入/无选择标记的基因缺失法”(Marker insertion 

and unmarkerd target gene deletion，MID)，该方法将

标记替换及环出法中的一个同源臂变为基因臂

Tg-arm，两个同源臂也变为将标记基因交换到基因

组上的 In-arm 和将标记基因 Marker 及目的基因环

出的 Out-arm。In-arm 和 Tg-arm 与基因组发生同源

双交换将标记基因和 Out-arm 插入基因组，用不

含尿嘧啶的培养基和 X-gal 染色两种方法筛选正

确转化子。然后再用含有尿嘧啶和 5-FOA 的平板

进行负筛选，基因组上两个 Out-arm 发生单交换

将筛选标记和目的基因环出从而得到缺失突变菌

株(图 4)。该方法在第一步双交换时不会破坏目的

基因，第二步筛选时如果目的基因是必需基因则得

不到正确转化子，即使有少量转化子也是发生回复

突变或筛选标记自发突变的转化子，所以可以使用

该方法鉴定基因的必需性[30-31]。使用此方法需要

注意的是要确保第一步同源双交换以后目的基

因及其两侧基因可以正常表达，同时要尽可能减

少 In-arm 和 Tg-arm 之间的重复序列以避免其发

生重组。 
 

 
 

图 3  标记替换及环出法 
Figure 3  The method of marker replacement and looping out 
注：在 pPIS 上增加一个左臂得到 pMRL 质粒，质粒线性化后经同源双交换将 pyrEF 和左臂与目标基因进行替换，在筛选压力下

两个左臂单交换得到突变体. 
Note: The plasmid pMRL is the pPIS with another added left-arm and is linearized, then pyrEF selection marker and the left-arm replace the 
target gene by double cross over, and the single cross over with two left-arm results in mutant under the pressure of selection. 
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图 4  选择标记插入/无选择标记的基因缺失法 
Figure 4  The method of marker insertion and unmarkerd target gene deletion 
注：pMID 质粒包含 pyrEF 和 lacS 双筛选标记，In-arm，Out-arm 和 Tg-arm，线性化后通过同源双交换将筛选标记和 Out-arm 插入

In-arm 与目标基因之间，然后在筛选压力下两个 Out-arm 单交换得到突变体. 
Note: The plasmid pMID contains pyrEF and lacS double selection marker, In-arm, Out-arm and Tg-arm. After it is linearized, selection 
marker and Out-arm insert between In-arm and the target gene in the genome by double cross over, and the single cross over with two 
Out-arms results in mutant under the pressure of selection. 

 

2.2  基于 CRISPR-Cas 系统的基因编辑体系 

CRISPR-Cas 系统是原核生物的一种获得性免

疫系统[32]，近年来被开发为一种新的基因编辑方

法，在动植物基因编辑等方面的研究中展现了独特

的科学魅力[33-35]。冰岛硫化叶菌含有一个 I-A 型和

两个 III-B 型 CRISPR-Cas 系统，迄今为止关于其核

酸干涉机制的研究已经较为清楚。Gudbergsdottir

等使用含有 CRISPR 簇中的间隔序列的质粒进行转

化实验证实冰岛硫化叶菌 I-A 型系统是依赖于识别

“CCN”的 PAM (Protospacer adjacent motif)序列发挥

DNA 干涉活性[36]。Deng 等将含有不能被 I-A 型系

统干涉的间隔序列的质粒转化冰岛硫化叶菌，证实

III-B 型 Cmr-α 具有依赖于转录的 DNA 干涉活性[37]。

Peng 等分别敲除 III-B 型系统中 Cmr-α 和 Cmr-β 的

相关基因，再用干涉质粒和报告基因两种方法证实

Cmr-α 和 Cmr-β 都具有 RNA 干涉活性[38]。 

冰岛硫化叶菌 III-B 型系统的 RNA 干涉活性最

先被开发应用为一种基因沉默的工具，为研究必需

基因的功能开创了新的思路和方法。Peng 等在

pSeSD 质粒的多克隆位点插入被 2 个 BspM I 内切

酶隔开的 2 个 CRISPR 簇重复序列(Repeat)，得到原

始基因沉默质粒 pSe-Rp。然后针对需要沉默的基因

在其编码链上选取 5′-GAAAG-3′或 5′-CAGAG-3′后

面 40 bp 作为 Spacer，该 Spacer 转录加工得到的

crRNA 的 5′端可以与编码链的 5′-GAAAG-3′或

5′-CAGAG-3′形成互补配对以避免 III-B 型系统依赖

于转录的 DNA 干涉活性，又因缺少有活性的 PAM

序列可以避免 I-A 型系统依赖于 PAM 的 DNA 干涉

活性，但该 Spacer 仍具有 RNA 干涉活性。设计引

物时在编码链的引物 5′端加上 5′-TAGC-3′，在非编

码链的引物 5′端加上 5′-AAAG-3′，2 条引物直接经

过退火形成带 5′端突出的双链短片段，短片段与

BspM I 酶切以后的质粒通过酶连插入两个 Repeat

之间形成 mini-CRISPR，最终得到人工干涉质粒

pAC。pAC 上 mini-CRISPR 转录的 crRNA 可以介

导 III 型核酸干涉符合物特异性切割目的基因转录

的 mRNA，从而降低目的基因的表达水平(图 5)。

Spacer 在基因上的位置会影响基因沉默的效率，同

时 Spacer 上的 25–28 位和 29–32 位碱基突变也会大

大降低 RNA 干涉活性，mRNA 水平与蛋白质表达水

平也不一定呈正相关，因此还需要通过 RT-qPCR 和

Western blot 对基因沉默的水平进行验证和定量[38]。 
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图 5  基于 CRISPR-Cas 系统的基因沉默方法 
Figure 5  Method of gene silencing based on CRISPR-Cas system 

 
基于以上的研究结果，Li 等[11]开发了一种基于

冰岛硫化叶菌 I-A 型和 III-B 型 CRISPR-Cas 系统的

基因编辑技术。该方法在基因沉默质粒 pSe-Rp 基

础上用相同方法克隆具有 DNA 干涉活性的 Spacer

到 2 个 Repeat 之间组成 mini-CRISPR，再将经 SOE

得到的供体 DNA (Donor DNA)用 Sal I 和 Not I 两个

酶切位点克隆到该质粒上，最终得到目的基因编辑

质粒 pGE。pGE 上 mini-CRISPR 转录的 crRNA 可

以介导 CRISPR-Cas 核酸干涉复合物特异性切割目

的基因，供体 DNA 上可以设计缺失、插入和点突

变，用于与基因组上编辑位点发生同源重组从而使

细胞存活(图 6)。该方法质粒构建十分简便，而且转

化效率可以高达 102−103 CFU/μg DNA。与基因沉默

不同的是 Spacer 需要“CCN”或“TCN”的 PAM 序列 

 

 
图 6  基于 CRISPR-Cas 系统的基因编辑方法 
Figure 6  Method of gene editing based on CRISPR-Cas system 
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才能发挥 I-A 型系统 DNA 干涉活性，而 III-B 型系

统需要 Spacer 位于编码链，且与 Spacer 互补的非

编码链的 mRNA 的 3′端序列与 mini-CRISPR 转录

的 crRNA 的 5′端序列错配。在 cmr2α 上开展的点突

变实验证实在 10 bp 左右的 DNA 片段间可以发生同

源重组，所以尤其需要注意的是，设计点突变时突

变位点应尽量选取在 Spacer 上或者靠近 Spacer 的

位置以确保同源重组时突变位点可以重组到基因

组上，另外利用 I-A 型 DNA 干涉活性需要将 PAM

进行同义突变，利用 III-B 型 DNA 干涉活性需要将

Spacer 的 3′端序列进行同义突变，以保护突变以后

的序列不会再次被编辑质粒干涉[11]。 

3  小结与展望 

冰岛硫化叶菌作为嗜酸热古菌的一种模式菌

株，研究者们越来越关注其 DNA 复制及修复[39]、

CRISPR-Cas 系统 [40-46]和蛋白修饰 [47]等机制的研

究，方便成熟的遗传操作体系将对这些研究起巨大

推动作用。得益于对冰岛硫化叶菌分子机制的研

究，其遗传操作系统日趋完善和便捷，但是也待进

一步改进和优化。 

本文介绍了目前在冰岛硫化叶菌中取得成功

应用的几种基因操作策略。PIS 法实验设计最简单，

质粒构建也最简便，但是此方法转化效率最低，负

筛选得到含有野生型和敲除菌株的混合转化子，因

此具有很大的不确定性。MRL 法在 PIS 的基础上进

行优化，一定程度提高了转化效率，且最终负筛选

得到的都是敲除菌株，但是因为第一步同源双交换

破坏了原始基因，所以当得不到任何转化子时无法

确定该基因是否为必需基因还是实验设计及操作

存在问题。MID 法是 MRL 的改进方法，克服了之

前方法的所有缺点，但是质粒构建较复杂，也存在

质粒自身发生环化整合到宿主染色体上，进而在负

筛 选 时 环 出 得 到 野 生 型 转 化 子 的 问 题 。 基 于

CRISPR-Cas 系统的基因编辑方法是目前效率最高、

使用最多且操作最简便的策略，可以满足突变、缺

失和插入等多种研究需求，但会出现编辑质粒成功

转入但目的基因并未敲除的现象，出现此现象的原

因可能是目的基因是必需基因或者 CRISPR-Cas 系

统功能异常。此方法不适用于在 CRISPR-Cas 系统

crRNA 加工和干涉相关功能缺失突变菌株中进行

基因编辑，也不适用于编辑基因组上的重复序列。

另外，可能存在类似于 Cas9 系统的脱靶现象。综

上所述，不同敲除策略有各自的特点与适用性，研

究者需要根据实际情况和目的进行选择。 

本文所述的遗传操作系统也同样适用于某些

与冰岛硫化叶菌生存环境十分相似的，如：硫磺矿

硫 化 叶 菌 (S. solfataricus) 和 噬 酸 热 硫 化 叶 菌 (S. 

acidocaldarius)。研究者可以使用相同的筛选标记、

质粒载体和转化方法，通过相同的基因敲除策略对

这两种硫化叶菌进行遗传改造。但是对于东工大硫

化叶菌(S. tokodaii)，人们目前只对其进行了全基因

组测序和分析，并没有建立十分稳定有效的遗传操

作体系。 

鉴于现有冰岛硫化叶菌遗传操作体系存在的

一些问题，未来可以从以下几个方向对其进行补充

和完善：(1) 开发更多适用于冰岛硫化叶菌的筛选

标记，如氨基酸营养缺陷型标记。(2) 开发多位点

编辑方法，目前基于 CRISPR-Cas 系统的基因编辑

方法只含有一个 mini-CRISPR，所以只能对单一位

点 进 行 编 辑 ， 可 以 构 建 含 有 多 个 Spacer 的

mini-CRISPR 并在质粒上引入多个供体 DNA，从而

同时对多个基因进行编辑。(3) 开发全基因组范围

的基因调控技术。Konermann 等将 CRISPR-Cas9 系

统开发成一种全基因组水平转录激活的新方法[48]，

对于这方面工作冰岛硫化叶菌内源 CRISPR-Cas 系

统具有独特的优势，只需将核酸干涉蛋白进行一定

改造，就可以利用其 CRISPR-Cas 系统免疫适应获

取的间隔序列完成全基因组水平的基因表达调控。

基于内源 CRISPR-Cas 系统的冰岛硫化叶菌遗传操

作体系已经成为当下主流的基因编辑方法，在该方

法基础上进行不断优化将大大提高对冰岛硫化叶

菌遗传改造的效率和准确性。 
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