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梭菌分子遗传改造工具研究进展

刘佳昕1，程驰1，2，李欣启1，汪超俊2，张颖2，薛闯1，2

（1 大连理工大学生物工程学院，大连市合成生物学应用转化工程技术研究中心，辽宁 大连 116024； 2 大连理工大学

宁波研究院，浙江 宁波 315016）

摘要：梭状芽孢杆菌是一类革兰氏阳性、可内生孢子的严格厌氧型细菌，可产生多种化学物质，包括现如今极具

潜力的新型生物燃料丁醇。通过分子改造以提高梭菌发酵的浓度及产率一直是一项亟需突破的重要课题，但该方

向的研究长期受限于梭菌不完善的遗传操作工具。近年来，随着分子生物学的快速发展，适用于梭菌的基因编辑

工具不断发展，梭菌中已有反义RNA技术、TargeTron、基于同源重组或CRISPR/Cas系统介导的基因编辑技术等

多种遗传操作工具，可以基本实现靶标基因插入、删除、替换、点突变以及表达水平调控等各种操作。文中对上

述遗传操作工具研究进展进行了总结，并着重讨论了以重组酶为代表的新型遗传操作技术及其在梭菌中的应用潜

力。今后应进一步优化现有的梭菌分子遗传改造工具，重点突破梭菌自身同源重组效率低下等技术难点，同时应

大力发展新的基因编辑技术，如以CRISPR技术为核心的多位点共编辑系统、噬菌体重组酶介导的多拷贝定点和

随机整合技术等。
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Abstract: Clostridium are Gram-positive, strictly anaerobic, endospore-forming bacteria that produce a variety of 

chemicals, including butanol, which is now a promising new biofuel. Improving the fermentation titer and yield of 

Clostridium by genetic modification has always been an important challenge that needs to be broken through, but it has 

long been hindered by the limitation of genetic manipulation tools of Clostridium. In recent years, with the continuous 

development of molecular biology, gene editing tools for Clostridium have been continuously developed. Many genetic 
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manipulation tools such as plasmid-based gene overexpression, antisense RNA technology, transposon-based 

mutagenesis, group Ⅱ intron-mediated gene inactivation, and homologous recombination-based or CRISPR/Cas-

mediated gene editing technology have been developed. Various operations such as target gene insertion, deletion, 

substitution, point mutation, and gene expression level regulation have been accomplished in Clostridium. In this 

review, we summarize the research progress in the molecular genetic modification tools of Clostridium, and especially 

discuss the potential application of new technologies, such as recombinase-based gene editing technology. Although the 

application of the recombinase system in Clostridium is rarely reported and discussed, the future application value and 

significance of this technology should be paid attention to. In the future, optimization of the existing molecular genetic 

modification technologies in Clostridium is still imperative, such as overcoming the low efficiency of homogeneous 

recombination in Clostridium, improving the stability and transformation efficiency of plasmids, solving the off-target 

problem of antisense RNA technology and type Ⅱ intron technology, reducing the toxicity of Cas9 protein, and so on. 

At the same time, new gene editing technologies should be developed, focusing on emerging technologies including 

CRISPR/Cas-mediated multi-locus editing systems, phage recombinase-mediated multiplex genome editing, targeted or 

random multi-copy gene integration, and so on. It is believed that with the development and improvement of genetic 

modification tools, Clostridium will be able to fully each its potential biorefinery capacity and make an important 

contribution to the green biosynthesis of bioenergy and bio-based chemicals.

Keywords: Clostridium; gene editing tools; genetic modification; recombinase; CRISPR

由于大量使用化石燃料而产生的过量的温室

气体已经给全球气候带来了不可逆转的影响［1］。

开发绿色清洁、高效可再生的生物能源以逐步替

代化石燃料已成为全球共识［2］。2020年我国深入

推进能源绿色低碳转型，习近平总书记在第七十

五届联合国大会一般性辩论上提出，中国力争于

2030年前实现碳达峰、努力争取 2060年前实现碳

中和的目标，对能源转型提出了更加迫切的要求。

利用微生物发酵可再生生物质生产生物基化学品

和生物燃料为能源转型提供一个可行方案，生物

能源具有来源广泛、清洁高效等优点，科学地开

发利用可以有效缓解能源危机，减少温室气体排

放，维持碳平衡。

梭状芽孢杆菌（Clostridium）作为极具潜力的

新型生物燃料丁醇的生产菌株，受到各国研究学

者的广泛关注。梭菌是一类革兰氏阳性、严格厌

氧、可形成芽孢的细菌［3］。它是一类很大的原核

生物属，大约涵盖了 200多种细菌［4］。它们能够形

成耐氧、耐高温、耐酸碱和乙醇的芽孢，一旦条

件适宜，就能迅速成长，正因如此，梭菌在自然

界几乎无处不在［5］。近年来，梭菌在工业领域和

医疗领域受到广泛关注［3］，例如在纤维素和半纤

维素生物质降解、碳固定、生物燃料制备［6］以及

抗癌疗法的研究［7］等方向都开始出现梭菌的身影。

但要进一步挖掘梭菌的生物潜力，尤其在生物炼

制方面，就必须依赖于菌株改进。通常菌株改良
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有两种途径：一是表达异源的代谢途径；二是改

造自身天然的代谢途径［8-11］。显然，无论哪一种途

径都需要高效的基因编辑工具。目前，在梭菌中

已经开发的基因编辑技术主要包括以下几种：①

基于游离质粒的基因过表达；②基于反义 RNA、

转座子和Ⅱ型内含子的基因失活技术；③基于同

源重组的基因编辑技术；④基于 CRISPR/Cas9 系

统的基因编辑技术。上述技术各有优缺点，基于

质粒的过表达设计简单、易于操作，但受限于质

粒的不稳定性；反义RNA和Ⅱ型内含子技术都存

在一定的脱靶概率；同源重组技术可以实现精确

编辑，但梭菌中极低的同源重组效率严重限制了

该方法的效率；CRISPR技术可以实现在梭菌中插

入、敲除、替换等操作，但是由于梭菌中同源重

组介导修复效率极低，Cas9蛋白引起的双链断裂

很难被修复，因此Cas9蛋白的表达对梭菌的致死

性极强［12］。因此，当前亟需解决的关键问题就是

如何改善现有的操作工具以及开发新的编辑工具

来突破梭菌自身同源重组效率低下这一技术瓶颈。

近几年新兴的以重组酶为核心的基因工程是有希

望突破这一技术屏障的技术之一，尤其以 Red/ET

重组系统为代表，该系统可有效提高同源重组及

基因编辑的效率。相较于上述遗传改造工具，Red/

ET 重组系统具有重组效率高、所需同源臂较短、

可操纵的DNA片段较长、不受限制性酶切位点限

制以及不容易引入突变等优点。若能在梭菌中构

建并优化该系统，对于突破梭菌中基因编辑操作

的瓶颈具有重要意义。

本文首先介绍的是梭菌特有的限制性修饰系

统，如何优化并完善外源基因的导入是梭菌代谢

改造的必要前提。其次全面概述了目前在梭菌中

应用的遗传改造工具的研究进展和技术瓶颈，包

括基因过表达、反义RNA、转座子、二型内含子、

同源重组、CRISPR以及重组酶系统，其中着重讨

论了以噬菌体重组酶为核心的基因重组系统。重

组酶介导的基因工程将有希望突破梭菌自身同源

重组效率低下的瓶颈，挖掘梭菌生物潜能，为构

建高性能梭菌细胞工厂做出重要贡献，对生物能

源的开发和利用具有重要意义。外源重组系统在

梭菌中的应用也为在工业微生物中开发高效遗传

操作工具提供新的思路。目前重组酶系统在梭菌

中的应用鲜有报道和讨论，但是该技术的应用价

值和重要意义应该得到重视。

1 梭菌的限制修饰系统

对于细菌菌株的遗传操作，通常最关键的步

骤是建立一种将外源DNA导入宿主细胞的高效手

段，这是菌株遗传改造的前提。目前，梭菌中常

用的DNA转移方法主要有两种：电穿孔转化法和

接合转移法［13］。电穿孔转化法是指通过电脉冲在

细胞膜上形成小孔，外源DNA分子可以通过这些

小孔进入细胞中。接合转移法是指将质粒DNA从

一个供体菌株通过细胞与细胞之间的接触而直接

转移到受体菌株中。电穿孔转化法技术简单、可

靠性高且适用性广，目前在梭菌中更为常用［14］，

但是电转会导致细胞的高死亡率，而且需要根据

不同细胞类型来优化电穿孔的实验条件［13］。接合

转移一般广泛应用于非转化细菌的转移，作用温

和且效率高，但是高度依赖于供体菌株和高效的

质粒转移［13-14］。

梭菌是一类革兰氏阳性细菌，拥有较厚的细

胞壁，且细胞壁上存在大量非特异性核酸酶［15］，

这些都阻碍了外源基因的进入；此外，大部分梭

菌自身都含有一套限制性修饰系统（restriction-

modification systems，RM system），外源基因在进

入梭菌体内后很快就会被降解，无法稳定存在。

限制性修饰系统是一种保护生物体免受外源遗传

物质侵害的方法，广泛存在于细菌和其他原核生

物中，它可以识别和消化特定序列的外源 DNA。

RM系统分为 4种类型（图 1），其中Ⅱ型RM系统

数量最多，是外源DNA进入梭菌体内最大的障碍。

通过对细胞裂解液进行酶切活性分析，已经确定

在丙酮丁醇梭菌（Clostridium acetobutylicum）、解

纤维素梭菌（C. cellulolyticum）、艰难梭菌（C. 

difficile）、巴氏梭菌（C. pasteurianum）、热纤维梭

菌 （C. thermocellum） 和 热 解 糖 梭 菌 （C. 

thermosaccharolyticum）  ［4，15-19］中均存在Ⅱ型 RM

系统。该系统包括 1个单独的甲基转移酶和 1个内

切酶。这两种酶功能不同，但识别相同的DNA序

列。例如在 C. acetobutylicum 中识别的序列为

5′GCNGC3 ′，核酸内切酶会在未被甲基化的识别

位点处切割 DNA，导致外源 DNA片段断裂失活，

无法发挥作用。因此，严重阻碍了外源基因在梭

菌中的稳定存在。

现已探索出多种方法来应对上述问题：首先，
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为了让外源基因更容易进入梭菌中，可以通过一

些特殊操作来提高转化效率，包括通过添加甘氨

酸、苏氨酸或溶菌酶来影响细胞壁的生长；通过

添加醇来提高细胞膜的增溶作用；优化电穿孔脉

冲、操作温度、菌株复苏生长时间等［20］。其次，

可以通过甲基化质粒来有效规避梭菌体内的Ⅱ型

RM 系统［4］。Mermelstein 和 Papoutsakis［21］在 1993

年首次构建了甲基化质粒 PAN1和 PAN2，它们含

有大肠杆菌（Escherichia coli）的复制子和抗性标

记，并且表达一种来自于枯草芽孢杆菌（Bacillus 

subtilis）ϕ3TⅠ噬菌体的甲基转移酶，可以在 E. 

coli体内甲基化质粒，以此保护质粒在转入梭菌后

免受Ⅱ型RM系统限制性内切酶的降解。目前，该

甲 基 化 质 粒 PAN1 和 PAN2 被 广 泛 用 于 C. 

acetobutylicum 和梭菌属其他菌株的代谢工程研

究［22］。再次，可以通过基因编辑的手段在分子水

平上改造外源DNA或宿主染色体。如删除质粒上

的所有限制酶识别位点基因来规避梭菌的Ⅱ型RM

系统，显而易见，这是一个很难广泛应用的方法，

而且在删除了大量小片段后，对基因的表达也会

产生很多不可预知的后果；改造并挑选出限制酶

缺陷型菌株［23］，该方法可以彻底解除梭菌 RM 系

统的限制，但是该改造菌株很难获得。最后，在

接合转移过程中，DNA是以单链形式转移，也就

是说，理论上接合转移可以规避 RM 系统［16］，而

且 对 于 某 些 梭 菌 而 言 ， 如 丁 酸 梭 菌 （C. 

butyricum）［24］，已被证明很难使用电转化法，只能

通过接合操作实现基因的转移。但接合转移并不

能广泛应用，而且也有实验证明接合转移并不能

完全规避RM系统［17］。

目 前 ， 在 一 些 模 式 菌 株 中 ， 例 如 C. 

acetobutylicum、杨氏梭菌（C. ljungdahlii）、食纤

维素梭菌（C. cellulovorans）和 C. pasteurianum［4］

等，已经开发了一些规避限制内切系统的方法，

但更多非模式菌株依然面临外源质粒转化效率低

甚至无法导入外源DNA的问题，如何在更多梭菌

菌株中开发导入外源DNA的方法，是扩大可用的

宿主菌范围、提高梭菌转化效率和进一步优化代

谢工程的重要前提。

2 梭菌的遗传改造工具

2.1 基于游离质粒的基因过表达

以质粒为载体携带基因在宿主体内实现过量
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表达是微生物遗传代谢改造中的常用方法。梭菌

通常使用同时含有E. coli和梭菌的复制子的穿梭型

质粒，以便于遗传转化。现如今，基于游离质粒

的代谢改造常用的表达载体，是N. P. Minton等［25］

在 2007 年开发的 pMTL 系列质粒，这是一种标准

化的E. coli和梭菌的穿梭质粒。该系列质粒中均含

有 1 个革兰氏阳性细菌（肉毒梭菌 C. botulinum 

NCTC2916、C. butyricum、C. difficile或B. subtilis）

的复制子和 1个革兰氏阴性细菌（E. coli）的复制

子、4个抗性标记基因（甲砜霉素、红霉素/林可霉

素、壮观霉素或四环素）、多克隆位点［25-26］。

自从外源质粒可以被高效转入梭菌后，这种

基于质粒的基因过表达手段就成为了梭菌遗传代

谢改造的首选工具。在过去的 20多年里，有大量

基于质粒进行基因表达的研究报道，其中大部分

都是关于 C. acetobutylicum，其代谢途径中的几个

重 要 的 基 因 ， 如 adhE2 （aldehyde/alcohol 

dehydrogenase，醛/醇脱氢酶）［27］、spo0A（sporulation 

transcription factor，孢子形成转录因子）［28］和 hydA

（hydrogenase，氢化酶）［29］等，都已经成功过表

达，并在一定程度上提高了丁醇等溶剂的产量

（表 1）。但是，单纯过表达某一代谢途径内的基

因可能会对菌体产生一些不可预知的后果，而且

质粒的不稳定性以及需要昂贵的抗生素加以维持

等原因严重限制了其在工业上的应用。

表表1　　梭菌遗传操作工具比较

Tab. 1　　Comparison of different genetic tools applicable in Clostridium

遗传操作工具

基于游离质粒的基

因过表达

反义RNA技术

转座子突变技术

二型内含子技术

同源重组

反筛标记介导的等

位基因替换

Ⅰ-SceⅠ归巢内切酶

介导的等位基因替换

噬菌体丝氨酸重组

酶介导的位点特异性

基因编辑技术

Red/ET 重组酶介导

的同源重组

CRISPR/Cas9系统介

导的基因编辑

CRISPR/Cas9n系统介

导的基因编辑

CRISPR/dCas9系统介

导的基因表达下调

优点

设计简单，易于操作

致死率低，易于筛选

可用于建立突变体库

操作简单，几乎适用于

所有梭菌

可精确进行基因编辑

相比纯粹的等位基因替

换，效率有所提升

适用范围广，在革兰氏

阳性和阴性菌中均可使用

适用于大片段 DNA 快

速整合到宿主染色体上

所需同源臂较短、不受

限制性酶切位点限制

提高同源重组效率，可

实现精确编辑

相比于 CRISPR/Cas9 毒

性有所降低，转化子数目

增加

相比于CRISPR/Cas9毒

性大大降低，易于得到转

化子

缺点

质粒不稳定，需

靠抗生素维持

仅在转录水平调控

难以控制插入位点

脱靶概率较大，

存在极性效应

同源重组效率很低

受制于第一次单

交换效率

设计复杂，操作

烦琐，周期长

受限于附着位点

attb/p，应用范围小

尚不完善

毒性大，很难获

得转化子

仍有毒性，转化

子依然偏少

依 赖 于 sgRNA

和基因；仅在转录

水平调控

梭菌菌株

C. acetobutylicum ATCC 824

C. acetobutylicum DSM 792

C. paraputrificum M-21

C. tyrobutyricum JM1

C. tyrobutyricum ATCC 25755

C. perfringens SM101

C. cellulolyticum H10

C. acetobutylicum ATCC 824

C. difficile CD37

C. perfringens Strain 13

C. acetobutylicum ATCC 824

C. beijerinckii NCIMB 8052

C. acetobutylicum NCIMB 8052

C. acetobutylicum ATCC 824

C. acetobutylicum ATCC 824

C. beijerinckii NCIMB 8052

C. ljungdahlii DSM 13528

C. acetobutylicum SMB009

C. acetobutylicum DSM792

C. saccharoperbutylacetonicum N1-4

C. cellulovorans

C. autoethanogenum DSM10061

C. cellulolyticum H10

C. acetobutylicum ATCC 824

C. beijerinckii NCIMB 8052

C. pasteurianum ATCC 6013

C. acetobutylicum DSM792

基因

spo0A, hydA, adhE2, adC, 

groESL, txeR, tcdC, pdc-adhII

ptb, buk, CoAT

random

glcG, cbei2385, xylR, bdhA, 

bdhB, ptb, ack, adc

gutD, spo0A

adh

adc, glcG, xylR

thl, crt, bcd, etfB,

etfA, hbd, ptb, buk

ermC

hprK, cac1502, pta, buk, 

clocel2243, adhE1, ctf, 

pyrE, 2,3-bdh

pyrF, spo0A

hprK, glpX
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2.2 反义 RNA

反义 RNA（antisense RNA）技术是指通过信

使RNA（mRNA）在体内非共价结合目标RNA从

而沉默基因表达来达到使基因失活的目的。通常，

mRNA结合靶标RNA后，或通过封闭核糖体结合

位点，即阻碍目标RNA与核糖体的相互作用以阻

止靶标 RNA翻译；或通过改变靶标 RNA的结构，

使得RNA酶可以降解靶标RNA。

在基于Ⅱ型内含子的基因敲除技术取得重大

进展之前，反义RNA技术是梭菌代谢工程中最常

用的工具。 1999 年反义 RNA 被首次应用在 C. 

acetobutylicum 中［39］ ， 利 用 该 技 术 失 活 ptb

（phosphotransbutyrylase，磷酸转丁酰酶）和 buk

（butyrate kinase，丁酸激酶）两个基因，实验证明

该策略成功降低了各自的酶活。2003 年 Tummala

等［40］ 利 用 反 义 RNA 来 下 调 CoAT （coenzyme 

A-transferase，辅酶 A转移酶）基因的表达，成功

降低了丙酮的产量。2009年 Sillers团队［41］通过联

合反义RNA技术与质粒过表达成功实现了丁醇和

乙醇产量的同时提升。因此，反义RNA技术可以

与过表达方法一起用于梭菌代谢工程。

对于遗传工具十分有限的梭菌来说，反义

RNA是最简单的遗传操作技术。它只需要一个穿

梭载体、一个组成型或诱导型启动子、一套可行

的质粒转移方法以及标靶基因的序列数据。而且

因为反义RNA只是将基因下调，并不会完全敲除

基因，所以致死性并不高［60］，也更容易筛选出可

靠的突变体。但反义RNA技术仅在转录水平调控，

而且存在一定的脱靶概率。另外，该技术和基于

游离质粒的基因过表达存在共同的缺点，就是都

需要抗生素来维持质粒，这样改造后的菌株并不

适合工业应用。

2.3 转座子和Ⅱ型内含子

转座子，又称跳跃基因，是一段能够自主复

制和移位的DNA序列。当其从原位上复制或脱离

而插入到某个基因时，就可能引起基因突变或失

活［61］。基于此原理，转座子随机诱变技术应运而

生，即利用转座子随机插入诱变某些基因，获得

大量的突变菌株，从中筛选目标菌株。目前，该

技术在梭菌属中的应用主要集中在两类致病菌：

产气荚膜梭菌（C. perfringens）和艰难梭菌（C. 

difficile）  ［62］。研究学者已经在 C. perfringens中先

后建立了 Mu、EZ-Tn5 以及 mariner 介导的转座子

突变系统［42，63-64］；在 C. difficile 中先后建立了

Tn916、 Tn5397 和 mariner 转 座 子 随 机 突 变 系

统［43，65-66］。另外，近年来也有研究者在工业梭菌中

建立相应的突变体库，如 2016年Zhang等［67］在C. 

acetobutylicum ATCC 824 中 建 立 了 一 套 基 于

mariner 转座子随机突变系统，并成功在 200 多个

筛选分离得到 spoOA 突变菌株。转座子随机诱变

技术适合建立高质量的随机突变库，但是该技术

并不能进行靶向敲除，无法实现定点编辑，与其

他技术联合使用将有望解决这一问题。

Ⅱ型内含子是一类主要存在于线粒体中的内

含子，具有酶催化功能。当转录成RNA后，它通

过自我剪接离开 mRNA 前体，并与内含子编码蛋

白（introns encode proteins，IEP）形成复合体。在

IEP 的帮助下，内含子 RNA 可以插入到宿主染色

体的特定位点中，经过反转录，在目的基因内部

插入一段DNA序列，使目的基因失活［11，68］。基于

此，TargeTron技术应运而生［25，69］。由于TargeTron

依赖的是Ⅱ型内含子的特异性位点插入而不是同

源重组，因此非常适合梭菌的基因失活，而且该

项技术并不具有宿主特异性，几乎可以应用于所

有的梭菌［70］。

目前，TargeTron技术已经被广泛应用到各种

梭菌中［44-47］。例如 2014 年，Hönicke 等［71］利用该

技 术 分 别 在 C. acetobutylicum 中 敲 除 pta

（phosphotransacetylase，磷酸转乙酰酶）、 ptb 和

adc（acetoacetate decarboxylase，乙酰乙酸脱羧酶）

这三个基因。2016年，刘俊等［72］利用该技术来下

调 Cbei_4110 基因的表达以提高拜氏梭菌（C. 

beijerinckii）的NADH和ATP水平来最终增强丁醇

的产量。

尽管 TargeTron 技术在梭菌中已证明其实用

性［73］，但是Ⅱ型内含子介导的基因敲除仍存在一

定的固有局限性。例如小于 400 bp 的基因序列在

设计时很难找到插入位点；有一定的脱靶概率，

内含子可能会插入到宿主基因组的其他位点；该

技术是通过内含子的定点插入而使目的基因失活，
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根 据 内 含 子 RNA 插 入 的 具 体 位 点 的 不 同 ，

TargeTron引起的基因失活可以分为条件性和非条

件性失活［74］，所以在条件性失活的情况下，靶基

因的功能可能不会完全被消除，甚至可能恢复［75］；

可能造成极性效应，即可能影响插入位点下游基

因的表达［76］。

2.4 同源重组

同源重组，即通过单/双交换过程进行等位基

因交换，是一种经典的遗传操作工具。在 1994年

就已经有研究报道［48］。它可以实现靶基因无痕的

点突变、定点插入或精确删除等操作。但是由于

梭菌DNA修复能力较弱、质粒转化效率低，导致

同源重组效率极低，获得阳性单交换突变株或阳

性双交换突变体的概率非常低［77］，需要经过多次

重复传代以及大量的验证。

2012年，Heap等［49］建立了适合用于筛选分离

双交换突变体的体系，即等位基因偶联交换

（allele-coupled exchange，ACE），可以实现在不使

用质粒编码的反选择的情况下对双交叉突变体进

行有效选择。他们利用乳清酸磷酸核糖基转移酶

基因 pyrE 作为一种反筛选因子，并以尿嘧啶

（uracil） 和 5- 氟乳清酸 （5-fluoroorotic acid， 5-

FOA）两种成分作为筛选压力，通过两次双交换

实现了外源基因的定点插入；在此基础上，加入

红霉素抗性基因 ermB，通过两种筛选标记的轮替

使用，实现了外源基因在目标靶点的连续插入，

最终将来自于 λ噬菌体的约 46 kb的基因组DNA整

合到C. acetobutylicum染色体上。该方法有效提高

了同源重组的筛选效率，并且基于 pyrE的筛选方

法也为分离双交换染色体提供了新思路。

另外，也可以通过在梭菌中引入归巢内切酶

Ⅰ-SceⅠ系统，来提高同源重组效率。Ⅰ-SceⅠ是

啤酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）线粒体中的

Ⅰ型内含子编码的一种限制性内切酶，它能识别

并 切 割 特 定 的 序 列 ， 并 产 生 一 个 双 链 缺 口

（double-stranded break，DSB），在有同源序列存在

的条件下，会迫使梭菌启动DNA修复机制，从而

提高同源重组效率。2015年，Zhang等［50］利用Ⅰ-

SceⅠ归巢内切酶介导的等位基因替换技术成功实

现了梭菌中的基因敲除和点突变。该系统具有适

用范围广的特点，在革兰氏阳性和阴性菌中均可

使用，对宿主的选择并无特别要求；而且该系统

可以实现无痕操作，不会在删除基因的位置留下

疤痕（scar）。但是该系统存在设计复杂、操作烦

琐 的 问 题 ， 根 据 文 献 报 道 ， 基 于 内 含 子 的

TargeTron技术可以在两周内获得突变菌株［69］，而

Ⅰ-SceⅠ归巢内切酶介导的系统则最少需要 1个月

的时间。

虽然通过引入反向筛选标记或者归巢内切酶

Ⅰ-SceⅠ的方法可以帮助筛选出双交换突变株，提

高同源重组效率。但仍然面临着较长的操作周期

和第 1次单交换效率较低等问题，该技术瓶颈的突

破寄希望于新的基因编辑工具［52，78］。

2.5 CRISPR/Cas 系统

CRISPR/Cas（clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/CRISPR-associated proteins 

system），是原核生物中的一种适应性免疫系统，

原核生物使用该系统抵抗病毒等外源遗传物质的

入侵［79］。自 2002 年被正式命名为 CRISPR/Cas 之

后［80］，经过各国研究学者多年的探索，CRISPR/

Cas系统的结构、功能等特点日渐清晰，该系统于

2013年被Mail等［81］和Cong等［82］率先应用于人类

和哺乳动物小鼠胚胎干细胞的基因编辑中，从此

CRISPR/Cas系统作为一种新的基因编辑工具被广

泛应用。由于目前CRISPR/Cas系统中最常用的核

酸内切酶是 Cas9 蛋白，所以该系统也被称为

CRISPR/Cas9系统。到目前为止，CRISPR/Cas9系

统 已 经 应 用 于 许 多 梭 菌 的 遗 传 改 造 ， 如 C. 

acetobutylicum、C. beijerinckii、产乙醇梭菌（C. 

autoethanogenum）、C. difficile、C. cellulolyticum、

C. pasteurianum、C. ljungdahlii 和糖乙酸多丁醇梭

菌（C. saccharoperbutylacetonicum）［53-57］。

最初在梭菌中引入 CRISPR/Cas9 系统是为了

提高筛选重组菌株的效率，因为在向导RNA的引

导下，Cas9蛋白可以精确定位在梭菌基因组的某

个目标序列上，并剪切 DNA 双链［图 2（a）］，迫

使梭菌不得不启用 DNA 修复系统以完成同源重

组，而未能完成同源同组的菌株将被淘汰，这大
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大加快了获得第 1 次单交换阳性突变株的进

程［58，83-84］。然而问题是，在梭菌体内，Cas9 蛋白

的强表达会产生一定毒性，导致梭菌死亡。因为

被 Cas9 蛋白剪断的 DNA 需要通过同源重组

（homologous recombination，HR）或者非同源末端

连接（non-homologous end joining，NHEJ）来恢

复［85-86］，然而，大部分的梭菌没有 NHEJ的机制，

并且自身同源重组的效率也很低［87］，这就导致在

梭菌中断裂的DNA很难完成修复，即Cas9蛋白对

梭菌的杀伤性太大，很难长出转化子。

为了改善这个问题，有研究学者提出用Cas9n

（Cas9 nickase，Cas9 刻痕酶）替代 Cas9 进行基因

编辑。Cas9n是Cas9的突变体，只能切割DNA的1

条链［图2（b）］，所以对细胞的毒性较小。DNA单

链断裂不仅可以降低 Cas9 蛋白对梭菌的致死性，

而且也更容易通过同源重组得到修复。这种策略

有效提升了 CRISPR/Cas9 系统在梭菌中的基因编

辑效率。例如 Xu 等［59］首次在 C. cellulolyticum 中

使用 Cas9n系统，实现了 pyrF（乳清苷-5′-单磷酸

脱羧酶，orotidine-5′-monophosphate decarboxylase）

基因敲除，基因编辑效率高达100%。

dCas9（deficient Cas9）是 Cas9蛋白的另一种

突变体，它可以结合到特定的DNA序列上，但是

缺乏内切酶活性不能切割 DNA 序列［图 2（c）］，

所以它可以用来抑制基因表达。基于此原理，开

发 出 了 CRISPR 干 扰 系 统 （CRISPR interfere，

CRISPRi）， 该 系 统 已 经 成 功 应 用 于 C. 

acetobutylicum 和 C. beijerinckii ［53，55，58，84］，它为下

调基因表达提供了另一种途径。2016年，中国科

学院杨晟团队［58］开发了 dCas9介导的基因调控系

统，成功抑制了 spo0A 在 C. acetobutylicum ATCC 

824和 C. beijerinckii NCIMB 8052中的表达，抑制

效率分别为45%和84%。

另一种可以降低 Cas9蛋白对细胞毒性的方法

是使用诱导型启动子，该方法在细胞生长中后期

诱导Cas9蛋白表达，可以有效降低致死率和提高

转化率。近几年，不断有人在梭菌中应用各种诱

导型启动子来表达 Cas9 蛋白，如 2016 年，Wang

等［84］在 C. beijerinckii中用诱导型 spoIIE启动子和

乳糖启动子表达Cas9蛋白，将转化率提高到 1.05×

102 cfu/μg DNA；同年， Nagaraju 团队［57］ 在 C. 

autoethanogenum 中用四环素诱导型启动子表达

Cas9 蛋白，使得 CRISPR/Cas9 介导的基因敲除效

率提高到50%以上。

3′

5′

Cas9n
PAM

sgRNA

3′

5′

Cas9
PAM

sgRNA

3′

5′

dCas9
PAM

sgRNA

(a) Cas9 (b) Cas9n

(c) dCas9

图图2　CRISPR/Cas系统原理示意图

Fig. 2　Review of CRISPR/Cas genetic modification systems
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CRISPR/Cas系统也有望与其他基因编辑工具

结合使用。例如，Xu 等［59，88］在 2017 年开发了

Cas9n辅助的RNA抑制系统，即将CRISPR/Cas系

统和反义RNA结合使用，实现了对靶基因的高效

抑制。另外，2019年，Strecker等［89］在 Science发

表了一篇文章，创造性地将CRISPR/Cas系统与传

统 转 座 子 技 术 相 结 合 ， 通 过 CRISPR RNA

（crRNA）的靶向引导，Tn7 样转座子被定向到目

标位点，并将约60 bp的DNA片段插入到原间隔区

的下游，编辑效率高达 80%。该研究扩展了

CRISPR/Cas 系统的功能多样性，并挖掘了利用

Tn7样转座子进行基因组编辑的潜力；此外该技术

不需要依靠同源重组技术，也不需要进行正向筛

选，就可以实现外源基因在宿主染色体上的定点

整合。但是目前梭菌中还没有开发该系统，若能

补充相关元件，如CRISPR相关转座酶，该系统有

望被引入梭菌中以解决自身同源重组效率低下的

技术瓶颈［70］。

在梭菌中，除了可以利用来自于链球菌

（Streptococcus pyogenes）的外源 CRISPR/Cas 系统

进行遗传操作，还可以基于内源性 CRISPR/Cas

系统进行基因编辑。研究发现 74% 的梭菌中存在

有 CRISPR/Cas 位 点［90］ ， 目 前 ， 已 经 在 C. 

pasteurianum［90］、酪丁酸梭菌（C. tyrobutyricum）［91］、

C. saccharoperbutylacetonicum［54］、C. butyricum［92］、

C. botulinum［93］、产孢梭菌（C. sporogenes）  ［93］和

C. thermocellum［94］中，开发出基于各自内源性

CRISPR/Cas 系统的基因编辑工具。例如：2016

年，Pyne等［90］在C. pasteurianum中分别开发基于

外源性和内源性的CRISPR/Cas系统，研究发现表

达外源 Cas9 蛋白的质粒很难转入 C. pasteurianum

中，而且外源 CRISPR/Cas 系统的编辑效率只有

25%；相比之下，内源性 CRISPR/Cas系统的效率

高达 100%。在此之后，2018 年，张杰等［91］在 C. 

tyrobutyricum 中也开发了基于内源Ⅰ-B型 CRISPR/

Cas系统的基因组编辑工具。首先，利用该系统成

功敲除了孢子形成相关基因 spoOA，编辑效率高达

100%；其次，通过利用乳糖诱导型启动子驱动向导

RNA 转录，实现了多重基因组编辑（同时敲除

spo0A和pyrF两个基因），编辑效率同样高达100%；

最后，利用该系统重新设计C. tyrobutyricum，通过

敲入 adhE2和敲除 cat1，使其高效生产丁醇，获得

的改造菌株在批次发酵中丁醇产量高达 26.2 g/L，

创 历 史 新 高 。 2021 年 ， Zhou 等［92］ 在 开 发 C. 

butyricum 的 基 因 编 辑 工 具 时 发 现 ， 与 在 C. 

butyricum 中开发的异源Ⅱ型 CRISPR/Cas9 系统相

比，内源性CRISPR/Cas系统具有较大的优势。首

先，内源性 CRISPR/Cas 系统不需要表达 Cas9 蛋

白，可以减小载体的大小，降低该系统对细胞的

毒性。该实验表明，携带有 4.1 kb 的 Cas9 的大质

粒导致接合效率降低了约 100 倍。其次，内源性

CRISPR/Cas系统的向导RNA更加紧凑，这将简化

质粒构建过程，尤其是在使用多重编辑策略时。

最后，内源性CRISPR/Cas系统中用于基因靶向的

间隔序列（34～37 nt）比异源 CRISPR/Cas9 系统

中使用的间隔序列（20 nt）长得多，这可以降低

脱靶概率，但实验表明用于基因编辑的间隔区的

大小可能具有菌株特异性［91］。上述研究结果为在

梭菌中利用内源性CRISPR/Cas系统进行基因编辑

提供了必要的参考和有价值的指导。

到目前为止，基于CRISPR/Cas系统的基因编

辑工具为梭菌属的遗传改造做出了重大贡献，成

为现如今最热门的遗传改造工具。这种颠覆性的

技术极大丰富了梭菌的遗传改造工具，并且加速

了梭菌的代谢工程的研究。但是在梭菌中，利用

Cas9蛋白切割DNA双链后，仍需依赖梭菌自身进

行同源重组，即梭菌天然的同源重组能力仍然是

该技术的瓶颈。为突破这一技术障碍，近几年，

有研究学者尝试在梭菌中引入外源重组酶的方法

来进一步提高梭菌的基因编辑效率。

2.6 基于噬菌体重组酶的基因编辑技术

梭菌的真正生物价值在于它们能够生产多种

化学品和生物燃料，而不仅仅是其有限的内源性

产物。这就需要一套高效简便的遗传改造工具，

能够在梭菌体内构建全新的代谢途径。到目前为

止，梭菌可用的遗传操作工具有基于游离质粒的

基因过表达、反义 RNA 技术、二型内含子技术、
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基于同源重组和 CRISPR/Cas 系统的基因编辑技

术。上述方法均能在一定程度上对梭菌进行遗传

改造，至于引入外源大片段DNA以构建新的代谢

途径，仅有基于游离质粒的基因过表达和基于同

源重组基因编辑技术比较成熟。但是，对于前者，

游离质粒的不稳定性严重限制了改造菌株在工业

上的应用；而后者设计复杂，操作烦琐，费时费

力，也不是一个理想的基因编辑工具。此外，最

近几年在梭菌体内开发使用的 CRISPR/Cas 系统，

在基因敲除、定点突变以及反向筛选等方面被证

明是有效的，如 2018年，Hong等［95］利用CRISPR

系统首次在 C. difficile 中实现了多重基因组编辑

（同时敲除 cwp66和 tcdA两个基因）和长达 49.2 kb

的超大基因敲除。但是目前利用该系统将大片段

DNA整合到染色体上还很难做到，因为梭菌自身

的同源重组效率极低。总之，对梭菌而言，目前

仍缺少可以高效稳定地整合大片段 DNA 的方法。

为突破这一技术瓶颈，更好地实现将大片段外源

DNA整合进梭菌染色体中，研究人员尝试将重组

酶导入到梭菌中，试图在梭菌中构建一套外源重

组系统，以期无需依赖梭菌体内效率低下的自然

重组。

2019年，中国科学院上海植物生理生态研究

所姜卫红团队［51］开发了一种噬菌体丝氨酸重组酶

介导的位点特异性基因组工程技术。这一技术的

核心是附着/整合（attachment/integration，Att/Int）

系统，由噬菌体丝氨酸重组酶（bacteriophage 

serine integrases）介导，通过噬菌体附着位点

（attP）和梭菌染色体附着位点（attB）在染色体上

进行精确的DNA重排［96］。与同源重组不同，基于

丝氨酸整合酶的位点特异性重组不需要额外的同

源臂、内源性修复机制或辅因子，而且它十分稳

定且易于操作，尤其适用于大DNA片段的快速整

合到宿主染色体上［97-98］。

该团队首先在 C. ljungdahlii 中构建了一套附

着/整合（Att/Int）系统。为了验证这个系统，他们

将 来 自 于 C. acetobutylicum 的 丁 酸 合 成 途 径

（butyric acid production pathway，BAPP）整合进

C. ljungdahlii染色体中，并在发酵产物中成功检测

到了丁酸。该系统丰富了可用于C. ljungdahlii的基

因编辑工具，在一定程度上克服了C. ljungdahlii在

大片段DNA染色体整合方面的不足。但是也存在

一些问题，如交叉重组时会不可避免地将额外的

质粒骨架整合进染色体中；此外，到目前为止，

能使用该技术的梭菌还是少数，大部分的梭菌也

没有鉴定过的噬菌体附着位点 attP和染色体附着位

点 attB。所以Att/Int系统是否可以在更多梭菌菌株

中作为遗传改造工具仍有待探索。

经研究发现，一些噬菌体可以帮助细菌实现

高效的基因重组，其中发挥关键作用的是一类特

殊的重组酶［99］，它们由来自于 E. coli λ噬菌体的

Redα/β蛋白，或 Rac 前噬菌体的重组蛋白 RecE/T

组成。其中，RecE和 Redα具有 5′—3′端的核酸外

切酶活性，RecT和Redβ是单链退火蛋白。其主要

原理是在重组酶的帮助下，异源DNA可以整合到

新合成的DNA中，从而将突变引入后代细胞。大

致过程如下（图 3）：对于外源双链DNA，首先由

RecE或者Redα从5′端酶切双链DNA分子，产生局

部的 3′端单链末端并立刻与单链退火蛋白RecT或

者 Redβ结合，防止单链被降解，并在 RecT 或者

Redβ的帮助下找到同源序列，完成同源重组。当

外源单链DNA分子作为重组底物时，则只需要单

链退火蛋白RecT或者Redβ就可完成基因重组［100］。

相较于其他的遗传改造工具，基于 Redα/β或

RecE/T开发的Red/ET重组系统具有所需同源臂较

短、不受限制性酶切位点限制、不容易引入突变

等优点。现如今，Red/ET重组技术已被广泛应用

于各种分子遗传改造。包括：①基因敲除、敲入

和替换，利用Red/ET重组系统通过一步重组就可

以将带有同源臂的DNA片段插入到质粒或宿主染

色体中；或者可以将同源序列之间的序列替换成

外源的目的序列。2009年 Sharan等［101］利用 λ噬菌

体的 Red 重组系统成功在 E. coli 中实现了基因敲

除、缺失和点突变，这些重组菌大约在 1周的时间

就可以构建完成，充分体现了该重组技术的简单

快捷。②直接克隆或者亚克隆，其中直接克隆是

应用更为广泛的一种基因操作，其基本的流程就

是将 1个带有复制起点、标记基因以及同源序列的

DNA 载体片段，与 1个用内切酶处理过的基因组

DNA片段共同转化进含有RecE/T的E. coli中，在
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E. coli内完成连接，形成能够稳定复制、具有一定

抗性的质粒。最后通过筛选得到重组转化子。

由于Red/ET重组系统能够精确、便捷、快速地

对DNA进行修饰，除了上述单纯使用该重组系统进

行遗传改造以外，还可以与其他分子生物学技术联

合使用，可以实现质粒或染色体的无痕修饰、模块

替换或者单个碱基的修饰。2015年，Reisch等［102］

首次在E. coli中实现了Red重组系统与CRISPR/Cas

技术的联合使用，开发了无痕Cas9辅助重组工程

（scarless Cas9 assisted recombineering，no-SCAR）。

该重组工程可以在没有染色体标记的情况下编辑

E. coli基因组，它利用 λ-Red重组酶将外源DNA片

段整合到宿主染色体上，并利用Cas9蛋白切割双

链DNA的特点进行筛选。实验证明，该系统可以

成功E. coli染色体上进行点突变、基因缺失和短序

列插入等基因操作，并且不会留下标记。另外，

在 E. coli中，也已经开发了基于RecT家族蛋白可

大规模应用的基因重组工程，例如 MAGE［103-104］

（multiplex automated genome engineering） 和

TRMR（trackable multiplex recombineering）。除 E. 

coli 外 ， 在 耻 垢 分 枝 杆 菌 （Mycolicibacterium 

smegmatis）、结核分枝杆菌（M. tuberculosis）、罗

伊氏乳杆菌（Lactobacillus reuteri）、乳酸乳球菌

（Lactococcus lactis）和丁香假单胞菌（Pseudomonas 

syringae）中也先后建立了以该重组酶为核心的基

因重组工程技术［105-107］。

近年来，Red/ET重组系统在梭菌中的应用也

逐渐受到关注。2014年，中国科学院微生物研究

所张延平等［52］成功证明了来自C. perfringens的单

链退火蛋白RecT可以在C. acetobutylicum中发挥作

用，使C. acetobutylicum可以对外源单链DNA进行

重组，这有效证实了Red/ET重组系统在梭菌中的

应用潜力，该工作将有助于后续开发梭菌的重组

工程。探究核酸外切酶RecE或者Redα在梭菌中的

表达情况，以及利用该系统在梭菌中实现双链

DNA 重组的可能性应是今后努力的方向。2019

年，Walker等［94］在 C. thermocellum 中分别建立了

基于内源性Ⅰ-B 型和异源Ⅱ型 CRISPR/Cas 系统，

研究发现，这两种系统都受限制于修复模板和宿

主基因组之间的同源重组效率。研究者试图通过

引入外源重组酶来突破这一限制，从 3 种重组酶

中，研究者最终确定来自于喜温嗜酸硫杆菌

（Acidithiobacillus caldus）的 Redα 和 Redβ 可以在

C. thermocellum 正 常 发 挥 作 用 。 当 在 C. 

thermocellum体内表达重组酶时，Ⅰ-B型CRISPR/

Cas 系统的编辑效率从 40% 提高到 71%；Ⅱ型

CRISPR/Cas 系统从 12.5% 到 94%。该研究通过将

CRISPR 系统与重组酶联合使用，实现了在 C. 

thermocellum中的高效编辑，这充分表明了重组酶

有望突破梭菌自身同源重组限制的巨大潜力。

3 展望

梭菌在工业、食品、生命健康等领域具有重

要的研究及应用价值，然而对于梭菌的研究一直

受限于其不完善的遗传改造工具，目前梭菌的分

子改造工具无法充分挖掘这一类重要微生物所拥

有的生物潜力。近年来，随着基因组学和分子生

物学的快速发展，针对梭菌遗传工具的研究取得

图图3　RecET/Redαβ重组酶介导的同源重组过程

Fig. 3　RecET/Redαβ recombinase-mediated homologous 

recombination process
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了较大进展［3］，开发出了一系列用于基因失活、

删除、表达和重组的新工具。

如上文所述，梭菌的分子遗传改造技术经历

了质粒过表达、反义RNA、转座子、Ⅱ型内含子、

同源重组以及CRISPR/Cas技术等不同阶段，已经

实现了从随机突变到精准靶向改造、从低的转化

效率到高效基因编辑的重大突破，梭菌的生理、

生化以及代谢机制等方面得以阐明。对于如 C. 

acetobutylicum、C. beijerinckii、C. tyrobutyricum等

极具潜力的工业菌株而言，逐步开发并完善的遗

传改造工具在抗逆菌株的选育、产物合成途径的

改造、发酵过程的优化以及高效细胞工厂的打造

等方面起到了核心作用；对于 C. perfringens 和 C. 

difficile等病原微生物而言，简便高效的基因编辑

工具在其致病机制的阐明、防止措施的制定等方

面起到了重要作用。虽然近年来梭菌分子改造技

术已经取得了长足的进步，但仍存在一些问题，

完善现有的技术并积极开发先进的技术应用于梭

菌中仍是今后努力的方向。

基于此，下文对梭菌遗传工具存在的问题以

及改进建议作进一步讨论。①由于大部分梭菌中

都含有限制性修饰系统，这严重阻碍了外源基因

的表达。如何规避RM系统以降低梭菌的转化难度

是优化梭菌基因编辑工具的首要问题。借助基因

组学，确定RM系统相关基因，并加以改造，筛选

得到限制性修饰系统存在缺陷的突变菌株，这将

极大简化后续遗传改造的操作过程。②由于梭菌

极低的同源重组率，导致重组实验过程费时费力。

通过引进一些其他微生物中比较成熟的技术方法，

如上文中提到的噬菌体重组酶技术，在梭菌中进

行整合和改良，以期不依赖于梭菌自身极低的同

源重组效率。我们可以进一步挖掘并优化噬菌体

重组元件，在更多梭菌菌株中构建位点特异性重

组及Red/ET重组系统。③梭菌自身的代谢途径并

不能满足工业化生产的要求，必须要依靠于大片

段的DNA整合到宿主染色体上以实现外源途径的

异体表达，所以必须发展简单高效的染色体整合

技术。上文中提到的Red/ET重组系统有希望实现

大片段外源基因的定点整合并且有望于解决梭菌

自身同源重组低下等的瓶颈问题，但目前在梭菌

中该重组工程的研究很少，需要进一步探索与优

化。④加强CRISPR/Cas基因编辑技术在梭菌中的

使用，例如开发以CRISPR/Cas技术为核心的多位

点共编辑系统以及加强CRISPR/Cas技术与其他分

子工具的联合使用。⑤挖掘新的更强大的分子操

作工具，如噬菌体重组酶介导的多拷贝定点和随

机整合技术、位点特异性重组系统在梭菌中的应

用等。⑥随着合成生物学的兴起，我们应该重视

合成生物学在梭菌中的应用，设计和合成适用于

梭菌的各类生物元件，在梭菌中开展更为精确的

代谢改造，为开展合成生物学研究奠定基础。

可以预期，随着分子生物学和合成生物学的

进一步发展，可用于梭菌的基因编辑工具一定可

以更加丰富和完善，梭菌必将能充分发挥其潜在

的生物炼制能力，开创属于梭菌的发酵时代，为

生物能源、生物基化学品的绿色生物合成做出重

要贡献。
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