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专论与综述 

CRISPR/Cas 基因编辑系统在原核微生物细胞工厂构建中

的开发与应用 
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摘  要：随着能源和环境问题的日益突出，化学品以及燃料的合成方式正逐渐由传统的化学法合成转

变为以细菌为基础的生物炼制过程，其中最关键问题是需要开发出合适的基因工程工具用于构建相应

的产品生产菌株。成簇的规律间隔短回文重复序列(Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats，CRISPR)/CRISPR 相关蛋白(CRISPR-associated proteins，Cas)系统是一种存在于细菌和古细菌

中的免疫系统，能够用于抵御病毒和外源质粒的入侵，近年来被开发成为一种高效、便捷、精确的基

因编辑工具，显示出巨大的应用潜力。本文立足于 CRISPR/Cas 系统的原理与最新分类，结合实例综

述了 CRISPR/Cas 基因编辑系统在原核微生物细胞工厂构建中的建立与优化策略，以及主要的应用方

向，并探讨该系统所面临的主要问题并提出了一些可行的解决方案。 
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Abstract: As the energy crisis and environmental problems are ongoing and getting worse, traditional 
chemical synthesis industry is being replaced by bacteria-based bio-industries for production of chemicals 
and fuels, in which, the most critical issue is developing proper genetic engineering tools to establish 
platform organisms for bioproduction. Derived from archaeal and prokaryotic immune systems to defend viral 
and plasmid invasions, clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated 
proteins (Cas) are developed into a fast, easy, and robust genome editing tool in recent years and have 
potential to cater to the demands. Here, we briefly review the principle and advanced classification of 
CRISPR/Cas systems. The establishment, optimization and applications of CRISPR-based genome editing 
tools in the construction of prokaryotic microbial cell factories are introduced with the examples. Besides, some 
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feasible solutions are proposed based on the discussion about the problems existed in CRISPR/Cas systems. 

Keywords: CRISPR, CRISPR/Cas system, Gene editing, Biotechnology, Metabolism, Molecular biology 

原核微生物是生物圈中重要的组成部分，提供

了重要的生物学资源，包括多样性的酶类、丰富

功能的代谢网络以及各种分子生物学与合成生物

学遗传元件[1]。在能源危机背景下，多样性的原核

微生物在以生物炼制替代传统化学合成为目标的

工业微生物生产中具有重要价值[2-4]。基因工程是

20 世纪 70 年代发展起来的一种新型生物技术，其

发展从根本上改变了生物技术的研究和发展模式。

利用基因工程技术可以直接、有目的性地在染色体

水平上改变微生物的遗传性状。特别是随着 DNA

重组技术的完善和发展，以基因水平为核心的现代

分子定向育种技术越来越受到工业微生物育种学

家的关注，通过导入外源 DNA，微生物可以表达出

自身原来没有的蛋白质。同样，利用基因工程技术

也可以使微生物中原来存在量极低但有重要工业

生产价值或医药用途的产品得以大量生产[4]。目前，

研究者们运用微生物基因组工程育种技术成功实

现了多种化工[5-6]、药品[7]、食品[8]等产品的代谢工

程生产，并取得了丰硕的成果。 

在此过程中，简单、快捷、高效的基因组编辑

技术是微生物基因组工程育种的技术基础，通过

基因组设计，利用基因组编辑技术在基因组尺度

优化代谢网络是微生物代谢工程育种的关键。近

几年发展的基因组编辑工具主要包括：核酸酶介

导 的 编 辑 系 统 ， 如 基 于 锌 指 核 酸 酶 (Zinc-finger 

nucleases，ZFNs)[9]和转录激活因子样效应因子核酸

酶 (Transcription activatorlike effector nucleases ，

TALENs)[10]系统等；多元自动基因组工程(Multiplex 

automated genome engineering，MAGE)[11]；可追踪

多元重组工程(Trackable Multiplex Recombineering，

TRMR)[12]。其中，核酸酶介导的编辑系统虽具有性

能稳定、结构简单等优势，但存在易受基因组上下

游序列结构影响、需重复构建融合蛋白、序列甲基

化敏感等不足；MAGE 和 TRMR 虽然在基因组编

辑技术具有“里程碑式”意义，却有宿主局限性，目

前仅限应用于大肠杆菌。 

成 簇 的 规 律 间 隔 短 回 文 重 复 序 列 (Clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR)/ 

CRISPR 相关蛋白(CRISPR-associated proteins，Cas)

基因编辑系统是从细菌和古细菌的免疫防御研究

发展而来，该系统因结构简单、成本低廉、作用

高效等优势受到研究者的广泛重视，已经成功应

用于多种动物、植物和微生物等的基因组编辑，

并 取得了显著成果，引发了一场位于多领域的

“CRISPR 大爆炸”[13-15]。本文将立足于 CRISPR/Cas

系统的原理，重点概述 CRISPR/Cas 基因编辑技术

在原核微生物中的建立、优化与应用，并探讨该系

统所面临的主要问题与未来发展方向。 

1  CRISPR/Cas 系统概述 

1.1  CRISPR/Cas 系统结构与作用机制 

CRISPR/Cas 系统是细菌和古细菌在与噬菌体

竞争中进化出来的一种获得性免疫系统，如图 1 所

示，主要包括两部分：长度范围为 21−40 bp 的重复

序列(Repeats)与 25−40 bp 的间隔序列(Spacers)交替

排列形成的 CRISPR 基因座和在 CRISPR 基因座附

近存在的成簇 Cas 基因[16-18]。其中，CRISPR 基因

座的 Spacers 中储存了侵入宿主的核苷酸信息，Cas

基因用于编码具有核酸酶、解旋酶、聚合酶等功能

的一系列蛋白。外源核苷酸首次侵入宿主细胞后，

Cas 蛋白(通常为 Cas1 和 Cas2)会从中截取一段原型

间隔区(Protospacer)并将其插入到 CRISPR 基因座

中，这段序列在外源核苷酸的二次侵入后会被诱导

生成未成熟的 CRISPR RNA (Pre-crRNA)，随后经

过 Cas 蛋白和核酸酶的加工形成成熟的 crRNA，并

与系统其它组件结合形成 CRISPR 核糖核蛋白复合

物(CRISPR ribonucleoprotein，crRNP)，crRNP 中的

crRNA 含有能与原型间隔区互补配对的间隔序列，

从而能够引导 crRNP 对外源核苷酸进行特异性切割

(图 2)，最终实现了对外源核苷酸的特异性免疫[19]。 
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图 1  CRISPR 系统结构 
Figure 1  The system structure of CRISPR 
 

 
 

图 2  CRISPR/Cas 系统介导的基因编辑 
Figure 2  Gene editing mediated by CRISPR/Cas system 
 

1.2  CRISPR/Cas 系统的组成与分类 

分析CRISPR数据库(http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr)

结果显示，大约 90%的古细菌和 40%的细菌中具有

CRISPR 序列[20]。如此广泛的存在也造就了 CRISPR/Cas

系统种类的多样性，但无论哪一类型的 CRISPR 系

统，都可以从功能模块化的角度将其划分为适应模

块(Adaptation module)、响应模块(Effector module)

和附件模块(Accessory module)[18,21]。其中响应模块

包含了与 crRNA 成熟以及识别和降解外源核苷酸

相关的 Cas 蛋白。响应模块的不同导致其分化种类

异常丰富，也构成了目前 CRISPR/Cas 系统分类的

基础，根据响应模块的不同，研究者将目前发现的

CRISPR/Cas 系统划分为 2 类 6 型，共 24 种亚型[22-23]。

如表 1 所示，第一大类 CRISPR/Cas 系统由多亚基效 
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表 1  CRISPR/Cas 系统最新分类 
Table 1  Latest classification of CRISPR/Cas systems 

分类 

Classification 

型别 

Type 

亚型 

Subtype 

特征蛋白 

Characteristic protein 

核酸酶活性类型 

Nuclease activity type 

自己/非己序列的识别 

Self/non-self sequence identification
1 Ⅰ A–F，U Cas3 切割 DNA 形成 SSB 

Cutting DNA to form SSB 

Protospacer 5′端的 PAM 

PAM at the 5′-end of Protospacer 
Ⅳ – 未知 

Unknown 

未知 

Unknown 

未知 

Unknown 
Ⅲ A–D Cas10 切割 RNA 或 DNA 

Cutting RNA or DNA 

crRNA 与靶序列附近的碱基错配

Base mismatch between crRNA and 
target sequence 

2 Ⅱ A–C 
 

Cas9 切割 DNA 形成 DSB (平末端) 

Cutting DNA to form DSB (Blunt end) 

Protospacer 3′端的 PAM 

PAM at the 3′-end of Protospacer 
Ⅴ A–E，U Cas12 切割 DNA 形成 DSB (粘性末端) 

Cutting DNA to form DSB (Sticky end) 

Protospacer 5′端的 PAM 

PAM at the 5′-end of Protospacer 
Ⅵ A–C Cas13 切割并破坏 RNA 二级结构 

Cutting and destroying RNA secondary structure

Protospacer 3′端的 PFS 

PFS at the 3′-end of Protospacer 
Note: SSB: Single-stranded break; DSB: Double-stranded break; PAM: Protospacer-adjacent motif; PFS: Protospacer flanking site; crRNA: 
CRISPR RNA. 

 
应蛋白复合体发挥免疫功能，包括 TypeⅠ、Type Ⅲ

和 Type Ⅳ；第二大类 CRISPR/Cas 系统由具有多结构

域的单一蛋白组成，包括 Type Ⅱ、Type Ⅴ和 Type Ⅵ。

目前对 Type CRISPR/Cas9Ⅱ 系统的研究最为透彻，其

主要包含 Cas9 蛋白、tracrRNA、crRNA 和 RNase Ⅲ

四个元件 [24]。Cas9 是一个具有两个核酸结构域

(RuvC 和 HNH)的多功能蛋白，不仅参与 crRNA 的

成熟，还可以在 tracrRNA:crRNA 复合体的引导下

切割靶序列 DNA，形成一个平末端的双链切口，同

时能够识别位于原型间隔区下游的 PAM 序列

(5′-NGG-3′)，防止出现自身免疫[25]。 

2  原核微生物中 CRISPR/Cas 基因编辑系
统的开发与优化 

原核微生物 CRISPR 基因编辑系统的建立通常

分为 3 个阶段：首先需要选择合适的 CRISPR/Cas

系统类型，不同类型和家族的 CRISPR/Cas 系统具

有不同的特点和应用范围，可适用于不同的原核微

生物；随后需要确定 CRISPR/Cas 基因编辑平台的

搭建方案，即系统中各元件的表达方式；最后再根

据宿主的遗传背景和特性，对 CRISPR/Cas 基因编

辑系统进行合理的优化以扩大系统的效率和适用

性，提高系统的应用质量。 

2.1  CRISPR/Cas 系统的选择 

CRISPR/Cas 基因编辑系统开发的核心在于基

因编辑平台的搭建，而选择合适的 CRISPR/Cas 系

统则是基因编辑平台搭建的基础。根据目前在原核

微生物中 CRISPR/Cas 系统成功应用的案例，可将

其分为 TypeⅡ型 CRISPR/Cas 系统与非 TypeⅡ型

CRISPR/Cas 系统。 

2.1.1  TypeⅡ型 CRISPR/Cas 系统 

在诸多类型 CRISPR 系统中，源于化脓链球

菌(Streptococcus pyogenes)的 Type CRISPR/Cas9Ⅱ

被广泛用于原核微生物基因编辑系统的构建。

2013 年，Jiang 等[26]以大肠杆菌为例首次证实了

CRISPR/Cas9 系统在原核微生物中的适用性，为研

究 者 们 进 一 步 在 原 核 微 生 物 中 系 统 地 开 发

CRISPR/Cas9 介导的基因编辑技术提供了支持。随

后，Jiang 等 [27]首次在大肠杆菌中建立了完善的

CRISPR/Cas9 基因编辑循环系统，作者详细介绍了

构建 CRISPR 编辑系统的每一个环节：包括 Cas9

和 gRNA 的表达(表达载体的选择，启动子等表达

元件的选择)、供体 DNA 的提供方式以及如何完成

迭代操作；最终作者利用此系统最高以接近 100%

的效率完成单基因敲除和插入，同时尝试进行双位

点和三位点同时修饰，分别达到了 97%和 47%的效
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率。Jiang 等[27]的研究为后续的研究者们在不同原

核微生物中开发 CRISPR 基因编辑系统提供了“研

究模板”，该系统中涉及的每个环节都可以延伸到

其它菌株，在任何菌株中构建 CIRSPR 基因编辑系

统的过程都是逐个解决这些环节的过程。此后，

Type CRISPR/Cas9Ⅱ 系统被应用于多种原核微生

物，如：枯草芽孢杆菌[28]、柠檬明串珠菌[29]、蓝

藻细菌[30]、链球菌属[31]、链霉菌属[32]、罗伊氏乳

杆菌[33]、梭菌属[34]等。 

然而随着以 Cas9 蛋白为基础的 CRISPR 系统

的广泛应用，研究者们也发现了 Cas9 蛋白存在的

局限性，主要体现在其造成的双链断裂对宿主产生

的毒性。为了解决这一问题，研究者通过失活 Cas9

蛋白单个核酸内切酶结构域获得 Cas9 切口酶(Cas9 

nickase，Cas9n)，与双链切割活性 Cas9 相比，Cas9n

对宿主细胞生长压力小，单链切口易于修复而且脱

靶几率较小，因此更加适用于非同源末端连接

(Non-homologous end joining，NHEJ)缺陷的原核

微 生 物 [24] 。 例 如 在 梭 状 芽 孢 杆 菌 (Clostridium 
cellulolyticum)中，由于宿主自身 NHEJ 修复机制表

达较弱，Cas9 蛋白会极大地抑制细胞生长，因此一

直无法建立有效的 CRISPR/Cas9 编辑系统，Xu等[35]

在该菌株中采用了 CRISPR/Cas9n 基因编辑系统成

功克服了这一问题，最终单点编辑效率可达 95%。

值得注意的是，由于 Cas9n 是对染色体进行单链切

割，对于 Cas9n 可能发生的脱靶效应，被切割的

DNA 链会利用另外一条未被切割的互补链作为同

源重组模板进行精确修复，因此并不会引起不必要

的基因突变。 

2.1.2  非 TypeⅡ型 CRISPR/Cas 系统   

在 CRISPR/Cas 系统中，除了 TypeⅡ型 Cas9

以及它的突变蛋白 Cas9n 外，另一种 Type V-A 型

Cas 蛋白也在原核生物基因编辑系统中发挥着重要

应用。这种 Cas 蛋白最初由张峰课题组[36]于金黄色

葡萄球菌中发现，最初被命名为 Cpf1，随着近年来

研究的深入，将其进一步归类为 Cas12a；Cas12a

比标准的 spCas9 更小，且在切割基因组时只需要

crRNA 参与，操作上比 Cas9 更简单；此外 Cas12a

识别与 Cas9 不同的 PAM 位点，在目标位点的选择

上使 CRISPR/Cas 系统更具灵活性。 

Cas12a 的发现最重要的意义在于为 CRISPR 基

因 编 辑 系 统 多 提 供 了 一 种 选 择 ， 在 传 统 的

CRISPR/Cas9 基因编辑系统构建遇到障碍时便于提

供新的途径。这在研究者们构建谷氨酸棒杆菌的

CRISPR/Cas 编辑系统的研究中体现得尤为明显。

来自于不同课题组的研究人员在谷氨酸棒杆菌中

建立 CRISPR/Cas 编辑系统时均发现 spCas9 对该菌

株具有一定的细胞毒性，导致无法获得转化子。Cho

等[37]采用传统的研究思路，进一步寻找合适于宿主

的 Cas9 的突变体，最终发现来自天蓝色链霉菌密

码子的 Cas9 对谷氨酸棒杆菌的毒性较低，在结合

了单链重组系统后最终在宿主内实现了 400 bp 的

片段敲除，但未继续进行其他的编辑操作。Jiang

等[38]在谷氨酸棒杆菌中遇到了同样的问题。与 Cho

等不同的是，Jiang 等直接将 CRISPR/Cas9 系统替

换为 CRISPR/Cpf1 系统，成功实现了基因敲除、基

因插入和位点突变操作，其中位点突变效率可达到

100%。从报道的最终结果和工作的全面性上来评

价，Jiang 等的工作要优于 Cho 等，也说明了 Cas12a

比 Cas9 要更适用于谷氨酸棒杆菌。这两项研究

的结果也表明：当遇到不适合 spCas9 的宿主时，

选择非 spCas9 的 CRISPR 系统来匹配宿主是一

种比调试 spCas9 更加快捷高效的策略。在 Jiang

等的研究之后，Yan 等[39]先后在大肠杆菌、鼠伤

寒 耶 尔 森 菌 和 耻 垢 分 支 杆 菌 中 均 成 功 建 立 了

CRISPR/Cas12a 编辑系统，证明了 Cas12a 在原核微

生物同样具有相对广泛的适用范围。 

除了表达异源 CRISPR/Cas 系统以外，利用宿

主自身内源性 CRISPR/Cas 系统也是目前的一个重

要研究方向，其同样可以起到克服传统 Cas9 局限

性、提高 CRISPR 系统适用范围的功效。Pyne 等[40]

在 开 发 巴 氏 固 氮 梭 菌 (Clostridium pasteurianum) 

CRISPR/Cas9 系统时发现正确表达 Cas9 蛋白的转

化 子 数 目 极 少 ， 因 此 选 择 利 用 宿 主 内 源 性
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Type CRISPR/CasⅠ 系统进行编辑系统开发，作者

利用此系统以 100%的效率敲除了 cpaAIR 基因，其

转化子数目要比 CRISPR/Cas9 基因编辑系统提高

4 倍。值得注意的是，利用内源性 CRISPR 系统只

需要表达 crRNA 和供体 DNA 模板两个元件，进一

步简化了系统结构，因此在多位点编辑方面显示出

广阔的应用前景。 

2.2  CRISPR/Cas 基因编辑平台的搭建方案 

选择了 CRISPR/Cas 系统的类型后，随后的关

键在于确定基因编辑平台的搭建方案。目前原核微

生物中 CRISPR 基因编辑系统构建方案有单质粒表

达、多质粒表达、染色体整合表达 3 种。 

2.2.1  单质粒表达策略   

单质粒表达是 CRISPR/Cas 基因编辑系统构建

中最常见的构建策略，即将 Cas、gRNA、供体 DNA

构 建 在 同 一 表 达 载 体 上 ， 该 策 略 在 早 期 的

CRISPR/Cas 基因编辑系统研究中广泛使用，结合

GoldenGate、CPEC 等高效构建质粒的分子克隆技

术可以极大缩短整个编辑周期。在遗传操作过程

中，仅需一轮质粒转化便可完成对基因组的切割和

重组修复，再通过质粒消除系统消除质粒，从而可

以实现循环编辑。Cobb 等[41]在链霉菌属中采用了

单质粒表达策略构建 CRISPR/Cas9 基因编辑系统，

该系统操作简单、过程简捷，可应用于 3 种不同的

链 霉 菌 中，片 段 敲 除效率 最 高 可接近 100%。

Altenbuchner 等[28]仿照 Cobb 等的方法，用同样的

策略首次在枯草芽孢杆菌中构建了 CRISPR/Cas9

基因编辑系统，在基因敲除和单点突变修饰方面均

取得了显著成效。此外，单质粒系统在其它一些兼

容性质粒较少、转化效率较低的菌株中均有应用，

如：谷氨酸棒杆菌[38]、永达尔梭菌[42]、贝氏梭状芽

孢杆菌[34]、解纤维梭菌[43]、链霉菌属[32]等。 

2.2.2  多质粒表达策略   

单质粒系统虽然在便捷性上有一定优势，但是

其缺点也很明显，最主要的是无法进行更加复杂的

基因编辑操作。受制于质粒大小的限制，单质粒载

体上可插入的供体 DNA 大小受限，因此无法用于

长片段的插入和多位点的同时编辑，而多质粒表达

策略则能够很好地解决这些问题。 

同样是在枯草芽孢杆菌中构建 CRISPR/Cas9

基因编辑系统，So 等[44]在之前报道的基础上改用双

质粒系统，pHCas9 质粒用于表达 Cas9 蛋白，pB0A

质粒则同时提供 gRNA 和供体 DNA，分别转入 2 个

质粒，保证转化效率的同时延长诱导时间，让 2 个

质粒充分表达发挥作用；该系统除了能高效率完

成基因敲除和点突变外，还成功在基因组上插入

了绿色荧光蛋白基因。同时借助双质粒系统，供

体 DNA 的长度更加自由，作者还研究了不同同

源臂长度对编辑效率的影响。双质粒系统是现在

CRISPR/Cas 编辑系统中最常见的构建策略，在大

肠杆菌[45]、枯草芽孢杆菌[44]、谷氨酸棒杆菌[38]、丙

酮丁醇梭菌[46]、罗伊氏乳杆菌[33]、蓝藻[46]等多种

菌属中均被采纳。例如，Li 等[47]在大肠杆菌中构建

了一个双质粒 CRISPR/Cas9 基因编辑系统，该系统

单点编辑效率最高可接近 100%，同时还设计了质

粒消除系统，通过诱导位于 Cas9 表达质粒上的

gRNA 表达，使另外一个 gRNA 表达质粒消除，从而

可以进行下一轮编辑，显示出双质粒系统的灵活性。 

在大肠杆菌这种分子克隆技术非常成熟且可

选质粒较多的菌株中，甚至可以开发三质粒系统。

Zhu 等[48]在大肠杆菌中分别将 Cas9、gRNA、供体

DNA 用 3 个质粒表达，由于表达载体各自独立，质

粒构建更加方便，在相应载体上可构建多个 gRNA

或供体 DNA；借助菌株本身高效的转化效率，大肠

杆菌利用三质粒系统进行了高效率的三位点修饰，

进一步体现了多质粒系统的优势。 

2.2.3  染色体整合表达策略   

染色体整合表达策略是将 Cas 基因和 gRNA 表

达框整合到染色体上表达，但在诸多 CRISPR/Cas

基因编辑系统构建方案中并不常见，主要原因是其

操作流程非常复杂，特别是如果要形成迭代循环系

统的话一般需要再引入一套“无痕操作”系统来消除

gRNA 表达框，这种策略与传统基于负筛选标记的

基因编辑策略相比反而更加复杂。然而，染色体整
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合策略也具有其独特的优势，主要表现在：(1) 染

色体整合表达能够保证 Cas 蛋白和 gRNA 的稳定表

达，而质粒表达可能会出现质粒丢失的情况；(2) 染

色体整合表达比多拷贝质粒对宿主造成更小的生

理负担；(3) 染色体整合表达策略不需要过多关注

于质粒的转化效率对系统编辑效率的影响。一个经

典的案例是 Westbrook 等[49]在枯草芽孢杆菌中构建

的 CRISPR/Cas9 基因编辑盒策略，该作者分别将

spCas9 和 gRNA表达框整合到染色体的 lacA 和 thrC
位点，并提供 dsDNA 作为供体 DNA 模板以实现对

枯草芽孢杆菌的基因组编辑。值得注意的是，该工

具盒除了达到高效的单位点编辑效率外，还能够实

现基因组上双基因的同时敲除，效率高达 85%，目

前尚未有在枯草芽孢杆菌中利用质粒表达策略进

行多位点编辑的报道。由此可见，染色体整合表达

策略在一定程度上能够补充质粒表达策略的不足，

对于扩大 CRISPR/Cas 基因编辑系统在原核微生物

中的应用具有重要的意义。 

2.3  CRISPR/Cas 基因编辑系统的优化 

2.3.1  通过引入外源重组系统提高基因编辑效率   

CRISPR/Cas 基因编辑系统的本质是依靠 Cas

蛋白切割基因组形成缺口，再通过同源重组修复以

获得正确基因型，因此提高同源重组概率是提升基

因编辑效率的一个有效手段，而其中最有效的方式

是引入外源重组系统。其中，最经典的案例是 λ-red

重组系统的引入。 

λ-red 重组系统是一种基于 λ 噬菌体 Red 重组

酶的重组系统，仅需 35 bp 长的同源臂长度便能够

高效介导寡核苷酸链与染色体之间的同源重组，

Jiang 等[26]在大肠杆菌中构建 CRISPR/Cas9 基因编

辑系统时，发现仅依赖于大肠杆菌内源性同源重组

系统，基因编辑效率仅为 0.7%，但如果同时表达

λ-red 重组系统，则能够将编辑效率提升至 65%。此

后，λ-red 重组系统对 CRISPR/Cas9 基因编辑效率

的大幅度提升得到了研究者的广泛关注，并将此优

化策略应用到各自的研究中[27,48,50-55]。除了 λ-red 重

组系统以外，也有通过引入 RecT 重组酶提高

CRISPR 基因编辑效率的报道[33,37]。 

2.3.2  通过改变供体 DNA 模板提供方式以提高基

因编辑效率   

除了引入外源重组系统以外，供体 DNA 模板

提供方式也是影响重组概率的关键因素。供体 DNA

模板能够以线性片段或者质粒的形式提供，其中线

性片段又可分为线性 ssDNA (Single-stranded DNA)

和线性 dsDNA (Double-stranded DNA)，不同形式的

模板提供方式对于基因组编辑效率的影响也不同。

在 λ-red 重组系统存在的情况下，以 ssDNA 的形式

提供模板要优于 dsDNA，显示出更高的编辑效率，

但是因为 ssDNA 的长度限制，无法提供较长的同

源臂，因此无法进行大片段的敲除或者插入。除了

线性片段，更多的研究采用质粒形式提供供体

DNA，虽然构建质粒会提高实验操作的复杂程度，

但是在一些原核微生物中，质粒转化效率相比于线

性片段要高很多，同时以质粒形式提供供体 DNA

模板可以保证片段的稳定存在并延长重组效应的

时间，结合对操作流程的改进后，可以在编辑效率

和编辑时间上得到明显改进。Zhao 等[52]在大肠杆菌

中开发 CRISPR/Cas9 系统时以质粒形式提供供体

DNA，供体 DNA 以游离质粒形式转入宿主后，挑

取阳性转化子进行培养，同时诱导 Cas9 和 gRNA

表达，培养一段时间后进行涂板筛选。这一过程中

不仅 Cas9 和 gRNA 表达更充分，而且供体 DNA 作

用时间更长，最终可以在 3 d 内完成从质粒构建到

获得正确基因型菌株的过程。与该菌株中大多数采

用线性片段的方法相比，Zhao 等开发的流程更加省

时和节约成本。 

2.3.3  通过降低菌株突变率以提高基因编辑效率   

提高 CRISPR 基因编辑效率的另外一个有效策

略是降低菌株突变率。宿主靶位点 Spacer 区域的缺

失以及 PAM 序列的碱基突变是造成假阳性菌出现

的主要原因，因此提高基因编辑效率可以通过降低

菌株突变率来实现。在野生型大肠杆菌中存在错配

修复(Mismatch repair，MMR)系统，该系统能够识

别发生错配的碱基并利用正确 DNA 链作为模板进
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行精确修复。研究者发现如果失活 MMR 系统，可

以将 ssDNA 重组效率大幅度提升，但是也会造成

基因组的不稳定性，容易发生基因突变等问题。Li

等[47]对比了野生型大肠杆菌中 MMR 系统失活与否

对 CRISPR/Cas9 基因组编辑系统的影响，发现在没

有失活 MMR 系统的菌株中假阳性菌数目比失活了

该系统的菌株中减少了 90%，而基因编辑效率则提

高了 475%，从而证实了降低菌株突变率是提高基

因编辑效率的一个有效策略。 

3  原核微生物细胞工厂构建中 CRISPR/Cas

基因编辑系统的应用 

3.1  在传统代谢工程研究中的应用 

利用 CRISPR/Cas 基因编辑系统对宿主细胞进

行代谢网络调控是该系统一个重要的应用方向。与

传统的基因编辑策略相比，CRISPR/Cas 基因编辑

技术具有效率高、成本低、应用范围广等优势，因

此在短时间内便被应用于多种化学品的代谢工程

改造和生产中(表 2)。Heo 等[56]将 CRISPR/Cas9 技

术应用于大肠杆菌中丁醇的生产，通过高效精确地

修饰 gltA 基因的 5′-UTR 区域，调控 gltA 基因的表

达水平，从而改变 TCA 循环和丁醇合成之间的碳

通量分配，获得一系列不同 gltA 表达水平的丁醇生

产菌株，其中最优菌株柠檬酸合成酶活性为出发菌

的 55%，丁醇产量提高了 1.3 倍。Meng 等[5]在大肠

杆菌琥珀酸的生产研究中利用 λ-red 重组系统并未

实现外源 pyc 基因在大肠杆菌染色体上的整合，然

而利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术，成功将来自

谷氨酸棒杆菌大片段的 pyc 基因整合到大肠杆菌

的基因组中，细菌的比生长速率提高了 39%，丙

酮酸副产物的产量减少了 50%，琥珀酸得率提升至

1.4 mol/mol 葡萄糖，达到理论最大得率的 82%。

Bassalo 等[57]利用 CRISPR/Cas9 基因编辑系统，在大

肠杆菌中进行异丁醇的生产，该研究利用转化耦联

重组技术(Transformation-associated recombination，

TAR)将 5 个异丁醇合成相关基因(alsS、ilvC、ilcD、

kivD、adhA)进行快速组装，获得了一个长达 10 kb

的基因簇，随后发挥 CRISPR 系统在基因编辑方面

的优势，将该基因簇一步插入大肠杆菌基因组中，

从而实现了异丁醇合成途径在菌株中的一步构建，

最后通过筛选获得的最优菌株，其异丁醇产量可达

2.2 g/L。Zhu 等[48]通过构建的三质粒 CRISPR/Cas9

系统优化大肠杆菌的木糖利用能力，凭借高效的多

位点编辑效率，同时调控木糖利用途径中 3 个靶点

的 RBS 序列，从得到的菌株中随机挑选 200 株进行

验证，73%的菌株达到三位点的同时突变；通过富

集筛选后，最优菌株的木糖利用率与出发菌株相比

得到了 3 倍的提升，为进一步构建高效利用木质纤

维素资源生产化学品的细胞工厂奠定了基础。 

以上研究均充分发挥了 CRISPR/Cas 系统在基

因编辑方面的优势，在高效精确修饰、大片段整合

和多位点编辑方面对代谢工程菌株构建或细胞工

厂开发提供了极大帮助。此外，除了对单一代谢途

径的调控，CRISPR/Cas 系统更大的优势可以体现

在对代谢网络的综合调控。例如，Li 等[47]应用自主

开发的 CRISPR/Cas9 基因编辑系统进行大肠杆菌

高产 β-胡萝卜素的生产，综合运用 CRISPR/Cas9

基因编辑技术，对 β-胡萝卜素合成途径、MEP 途径

和中心碳代谢途径进行逐个优化，通过迭代优化的

方法获得最优菌株，再将上下游模块进行不同基因

型的组合，从中筛选到最优表型的菌株，最终 β-胡

萝卜素的产量在 5 L 发酵罐中达到 2.0 g/L；在整个

过程中一共测试了 33 个基因靶点，构建了 103 株

不同靶点组合修饰的菌株，最终菌株中包含 15 个

基因靶点修饰。该研究是 CRISPR 基因编辑系统在

代谢工程中的一个综合应用，从关键基因的调控到

单一途径的优化，再扩展到不同途径的协同组合优

化，采用传统的基因编辑技术很难高效完成这种大

规模的组合修饰。 

3.2  高通量技术开发 

CRISPR/Cas 基因编辑系统除了直接进行位点

编辑优化代谢途径外，也可以与现有的其他高通量

编辑技术和高通量分析方法相结合，进一步开发

更加完善的高通量技术。Ronda 等 [63]通过结合 
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表 2  CRISPR/Cas 基因编辑系统在代谢工程改造中的应用 
Table 2  Application of CRISPR/Cas gene editing system in metabolic engineering 

菌种 

Strains 

代谢工程应用 

Metabolic engineering 
application 

策略 

Strategies 

产量/倍数 

Production/Fold change 

参考文献

References

大肠杆菌 

Escherichia coli 
β-胡萝卜素 

β-Carotene 

迭代编辑 

Iterative editing 

2.0 g/L/提高 3 倍 

2.0 g/L/Increase by 3 times

[47] 

木糖利用 

Xylose utilization 

木糖利用途径相关基因 RBS 替换 

Replacing the RBS of related genes in the 
xylose utilization pathway 

–/利用率提高 3 倍 

–/Increase by 3 times at 
utilization rate 

[48] 

脂肪酸 

Fatty acid 

引入外源脂肪酸合成途径 

Introduction of exogenous fatty acid 
synthesis pathway 

–/提高 5.3% 

–/Increase by 5.3% 

[53] 

丁醇 

Butanol 

修饰 gltA 基因的 5'-UTR 区域 

Modification of the 5'-UTR region of the 
gltA gene 

1.03 g/L/提高 1.3 倍 

1.03 g/L/Increase by  
1.3 times 

[56] 

异丁醇 

Isobutanol 

引入外源异丁醇合成途径 

Introduction of exogenous isobutanol 
synthesis pathway 

2.2 g/L/– [57] 

异丙醇 

Isopropanol 

异丙醇合成途径相关基因 RBS 替换 

Replacing the RBS of related genes in the 
isopropanol synthesis pathway 

7.1 g/L/– [58] 

1,4-丁二醇 

1,4-Butanediol 

结合 CRISPR 和 CRISPRi 系统对 1,4-丁

二醇合成途径进行改造和调节 

Modification and regulation of the 
1,4-butanediol synthesis pathway in 
combination with CRISPR and CRISPRi 
systems 

1.8 g/L/– [59] 

谷氨酸棒杆菌 

Corynebacterium 
glutamicum 

γ-氨基丁酸 

γ-Aminobutyric acid 

敲除 γ-氨基丁酸合成的竞争途径基因 

Deletion of competitive pathway genes for 
γ-aminobutyric acid synthesis 

27.5 g/L/– [37] 

L-脯氨酸 

L-Valine 

proB 基因密码子饱和突变 

Saturated mutation of the proB gene codon 

6.6 g/L/– [38] 

蓝藻 

Cyanobacteria 

琥珀酸 

Succinic acid 

琥珀酸合成途径代谢网络改造 

Modification of metabolic network of 
succinic acid synthesis pathway 

435 μg/L/提高 11 倍 

435 μg/L/Increase by  
11 times 

[30] 

枯草芽孢杆菌 

Bacillus subtilis 

环糊精葡萄糖基转移酶 

Cyclodextrin 
glucosyltransferase 

敲除 srfC, spoIIAC, nprE, aprE 和 amyE
Deletion of srfC, spoIIAC, nprE, aprE and 
amyE 

320 U/mL/提高 2.5 倍 

320 U/mL/Increase by  
2.5 times 

[60] 

丙酮丁醇梭菌 

Clostridium acetobutylicum 

异丙醇 

Isopropanol 

引入外源异丙醇合成途径 

Introduction of exogenous isopropanol 
synthesis pathway 

4.45 g/L/– [46] 

噬纤维梭菌与拜氏梭菌 

Clostridium cellulovorans 
and Clostridium beijerinckii 

增强溶剂 

Enhanced solvent 

结合 CRISPR 和 CRISPRi 系统对代谢网

络进行改造 

Modification of metabolic networks in 
combination with CRISPR and CRISPRi 
systems 

22.1 g/L/提高 3.2 倍 

22.1 g/L/Increase by  
3.2 times 

[61] 

糖丁酸梭状芽胞杆菌 

Clostridium 
saccharoperbutylacetonicum 

丁醇 

Butanol 

敲除 pta 和 buk 
Deletion of pta and buk 

19 g/L/– [62] 
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CRISPR/Cas9 基因编辑系统与 MAGE 设计理念开

发出一种新型高通量基因编辑系统——CRMAGE，

该系统可以大幅度提高基因编辑效率，能够将密码

子替换概率从 5.4%提升至 99.7%，同时该系统也显

示出具有多点编辑能力，在单轮循环中能够以几乎

100%的效率实现双位点碱基替换。而 Garst 等[64]

开发了一种基于 CRISPR 的可追踪基因组工程技术

(CRISPR-enabled trackable genome engineering ，

CREATE)，该技术最大限度地利用 CRISPR/Cas9

编辑技术在大肠杆菌中的高效性，在基因组上万个

位点中同时引入突变文库，通过富集筛选并借助高

通量的深度测序手段在碱基水平上追踪基因型与

表型之间的关系；与上一代多元重组工程相比，

CREATE 技术将编辑数目提高了两个数量级，同时

也可以用于研究多基因对表型的叠加影响，显示出

巨大的应用潜力；该作者利用 CREATE 技术准确定

位了 fis、fadR、rho 和 fnr 四个基因中与乙酸耐受性

有联系的突变位点，这些位点的发现有助于对乙酸

耐受菌株耐受性机理的进一步解析。 

3.3  在工业生产规模微生物发酵中的应用 

对于原核工业微生物来说，外源 DNA 片段(质

粒或噬菌体)污染会极大地损害菌株的安全性和经

济性。传统防治策略像控制感染源、菌株轮换以

及基因工程策略能够有效地阻止外源性感染，却

对 于 清除内源性感染方面成效不大 [65]。而基于

CRISPR/Cas 系统构建的防治策略则为清除内源性

感染提供了一个新的思路。近期，一个相关的进展

是 Jakutyte-Giraitiene 等[66]在枯草芽孢杆菌表达了

源于嗜热链球菌的 CRISPR/Cas9 系统，并利用此系

统将原噬菌体 SPP1 敲除，同时发现菌株的 SPP1

抗性水平提高至 EOP=1×10−6。而 Jang 等[29]则成功

利用 CRISPR/Cas9 系统消除了 Leuconostoc citreum 

CB2567 中的一个隐蔽性质粒，从而保证了该菌株

应用于食品发酵中的安全性。 

除 了 能 够 用 于 清 除 外 源 DNA 片 段 ，

CRISPR/Cas 基因编辑系统还能被开发成生物抗菌

剂，利用系统的细胞毒性来清除杂菌。Gomaa 等[67]

的研究证实经过合适的 crRNA 靶位点选择，能够利

用 CRISPR/Cas 系统对混菌中单一菌群进行抑制。

然而，若想将此抗菌剂工业化应用还需要解决两个

问题：一是如何实现抗菌系统的转染；二是如何设

计靶位点实现对复杂环境中微生物组的普遍抑制。 

4  结语与展望 

经过短短几年的发展，基于 CRISPR/Cas 的基

因编辑系统已经在多种原核微生物中得到开发和

改进，成为了一种重要的基因编辑工具。与传统的

基因编辑方法相比，它具有 3 个核心优势：精简的

系统结构、多位点的编辑能力、高效的编辑效率。

这些优势赋予了其在多领域广阔的应用前景，但

CRISPR/Cas 基因编辑系统在原核微生物中尚未

得到大规模的应用，其中一个主要的原因是现有

的改进措施还未使其达到最佳优化状态。为了进

一步扩大 CRISPR/Cas 基因编辑系统应用范围，

充分发挥系统优势，未来的改进方向主要包括以

下几点： 

(1) 引入 NHEJ 修复机制。NHEJ 修复机制的引

入一方面可以缓解异源 Cas 效应蛋白对宿主的细胞

毒性，从而可以更加容易地实现对染色体的多位点

编辑；另一方面也可以进一步简化系统结构，不需

要提供供体 DNA 模板便可进行基因功能失活，结

合多位点编辑能力还能够用于高通量基因失活工

具的开发，对于阐明基因功能、解析代谢途径等研

究具有重要的意义。目前引入 NHEJ 修复机制可以

通过异源表达 DNA 末端结合蛋白 Ku 和多功能连接

酶 LigD 来实现[68]。 

(2) 开发宿主内源性 CRISPR/Cas 系统。目前在

大约 45%的细菌中发现存在自身 CRISPR 免疫系

统，合理利用这部分系统不仅可以突破非模式菌株

中可用载体种类不足与现有转化技术效率低下的

技术限制，还可以在一定程度上解决表达异源

CRISPR/Cas 系统存在的细胞毒性以及表达不稳定

等问题，对于进一步扩大 CRISPR/Cas 基因编辑系

统的宿主范围具有积极的促进作用。 
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(3) 开发新型的 CRISPR/Cas 系统。近年来发现

的新型 Class 2 效应蛋白如 C2c1、C2c3 等相对于

Cas9 显示出诸多优势，而相应的系统评估与应用仍

处于摸索阶段，未来随着研究的深入以及生物信息

学、结构生物学等学科的发展，这些新型CRISPR/Cas

系统将会得到开发，从而进一步拓展 CRISPR/Cas

基因编辑系统的应用范围。 

(4) 建立 crRNP 直接转化系统。在原核微生物

中，CRISPR 编辑系统各元件均是以 DNA 的形式在

细胞内进行表达，因此每一次基因编辑都需要构建

相应的质粒。重复、复杂的质粒构建程序对于需要

多个位点编辑的菌株来说并不适用，会成为影响整

个基因编辑操作流程的“限速步骤”。在真核生物中，

可以将体外组装的 crRNP 直接转化进入细胞内进

行编辑[69]，如果相应的方法可以移植到原核微生物

中，这将会进一步促进 CRISPR/Cas 基因编辑系统

在原核微生物中的发展与应用。 

未来随着各种技术之间的交叉与相互渗透，通

过合理的系统构建与优化，CRISPR/Cas 基因编辑

系统必将克服目前阻碍其发展的种种壁垒，最终

成为一种简单、易于操作的基因工程工具，从而

进一步促进代谢工程、合成生物学等学科的发展

与应用。 
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