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电活性微生物基因编辑与转录调控技术进展与应用

陈雅如1，2，曹英秀1，2，宋浩1，2

（1 天津大学，化工学院，天津 300072； 2 天津大学，合成生物学前沿科学中心，系统生物工程教育部重点实验室，

天津 300072）

摘要：电活性微生物通过胞外电子传递通路与胞外电子受体/供体进行双向电子交换，产生或吞噬电流。电活性

微生物已广泛应用于微生物电化学技术领域，涵盖了元素的生物地球化学循环、环境污染的生物处理与电能生

产、生物传感、微生物冶金以及化学品的微生物电合成等多个领域，成为全球环境保护和低碳经济的研究热点。

然而，这些微生物在实际应用中仍面临较大局限，如微生物燃料电池的输出功率密度存在一定的上限、微生物电

合成技术中的 CO2还原速率尚未达到理想水平等。为了克服这些限制性因素，需要通过高效的基因编辑和转录调

控策略来改变电活性微生物的遗传特性，提高其双向电子传递效率。本文首先总结了模式电活性微生物 （希瓦氏

菌和地杆菌） 和其他代表性电活性微生物的基因编辑方法和利用 CRISPR （clustered regularly interspaced short 
palindromic repeat） 技术实现转录调控的策略。在基因编辑方面，涵盖了 （CRISPR 辅助的） 同源重组、碱基编辑

等方法；而在转录调控方面，包括了 CRISPR 介导的抑制和激活。此外，对于多基因编辑和调控的策略也进行了

深入探讨。其次，综述了这些技术在环境、能源领域中的应用，包括微生物燃料电池、污染物生物处理和修复

等。最后，讨论了目前电活性微生物工程改造所面临的挑战和未来的发展方向。
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Abstract: Electroactive microorganisms (EAMs) engage in bidirectional electron exchange with extracellular 

electron acceptors/donors through the extracellular electron transfer (EET) pathways, resulting in the generation or 

consumption of electric current. EAMs have been widely applied in many microbial electrochemical technologies, such 
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as biogeochemical cycling of Earth elements, bioremediation of environmental pollutants, electricity production, 

biosensing, biomining, and microbial electrosynthesis of chemicals, rendering EAMs a focal point in the global pursuit of 

environmental conservation and low-carbon economy. However, there are still substantial limitations in the practical 

applications of EAMs. For example, microbial fuel cells encounter a capped upper limit in power density, and the CO2 

reduction rate in microbial electrosynthesis remains below the desired threshold for practical applications. Overcoming 

these challenges necessitates enhancement in the bidirectional EET rate of EAMs. Nonetheless, complex phenotypes such 

as elevated EET efficiency often correlate with the expression of multiple genes. To obtain high-performance EAM 

strains, a deep comprehension of the genotype-phenotype relationship in EAMs and more nuanced manipulation at the 

genomic level are imperative. This review provides a comprehensive summary of the latest advances in genome editing 

and transcriptional regulation in EAMs. The main focus is on the CRISPR (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeat)-based biotechnologies developed in model EAMs, such as Shewanella oneidensis and Geobacter 

sulfurreducens, and a few other representative EAMs. The genome editing techniques to be discussed include (CRISPR-

assisted) homologous recombination, CRISPR-associated transposase systems, and base editing. Similarly, transcriptional 

regulation tools involve CRISPR-based interference (CRISPRi) and activation (CRISPRa) systems. Strategies and 

advancements related to multiplexed editing and regulation are thoroughly summarized. Subsequently, the review delves 

into the applications of these technologies in both fundamental and applied scientific domains. On the fundamental 

science front, efforts are directed toward unveiling factors related to EET and uncovering hidden genotypes. In the realm 

of application, green electricity-producing microbial fuel cells, bioremediation of nuclear waste, heavy metals, and azo 

dyes are discussed. Finally, current challenges and future directions in the genetic engineering of EAMs are discussed.

Keywords: electroactive microorganisms; gene editing; transcriptional regulation; CRISPR; extracellular electron 

transfer

电活性微生物凭借其在元素的生物地球化学

循环、环境污染物的生物处理、可持续能源和化

学品生产、化学传感、生物冶金等方面的重要作

用，正逐渐成为全球低碳经济和环境保护的焦

点［1］。这些微生物能够与胞外电子供体或受体进

行电子交换，通过“产电”和“噬电”，产生或吞

噬电流［2］。胞外电子传递（extracellular electron 

transfer，EET）作为电活性微生物与胞外电子供

体/受体进行电子交换的过程，是各种基于电活性

微生物电化学技术（如微生物燃料电池、微生物

电解池、生物传感器、微生物光电合成等）设计

和发展的核心原理［3-6］。近年来，利用电活性微生

物产生的纳米导线制作新型电子元器件，如可穿

戴电子设备和可持续发电设备等，成为了新的研
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究热点［7］。同时，设计构建“光-电-生物”杂合系

统实现从CO2生产高值化学品和燃料也成为新兴研

究领域［8-9］。

然而，微生物电化学技术在实际应用中的推

广仍受到较大限制。以模式电活性微生物希瓦氏

菌（Shewanella）和地杆菌（Geobacter）为基质的

微生物燃料电池（microbial fuel cell， MFC）的最

大功率密度大体已经接近 3～7 W/m2［10-11］，微生物

电合成技术的CO2还原速率尚未达到经济可行的水

平。此外，目前研究广泛的电活性微生物只能在

有限的条件下工作，例如硫还原地杆菌（Geobacter 

sulfurreducens）只能严格厌氧生长［12］。为了解除

这些限制，需要借助新兴合成生物学领域的进展，

加强对微生物分子水平的机制理解和调控能力［13］。

其中，高效的基因组编辑和转录调控策略对于阐

明核心基因的功能和构建工程菌株至关重要。通

过简化遗传操作，开发更简单、可靠和可预测的

基因组改造技术，可以满足科研人员电活性细胞

多维改造的需求，包括对细胞生理和电生理特性

进行重编程，保持细胞活力和遗传稳定性，提高

基因突变效率等多种应用场景。

本综述旨在全面介绍电活性微生物领域基因

编辑和人工转录调控的最新进展，并探讨这些技

术在基础科学原理解析和实际应用方面的潜力。

我们聚焦于模式电活性微生物希瓦氏菌和地杆菌，

同时涵盖其他具有代表性的电活性微生物，包括

铜绿假单胞菌和恶臭假单胞菌。在综述中，新兴

的基因编辑方法得到了全面的讨论，包括基因敲

除、插入、大片段编辑和碱基编辑，同时深入探

讨利用 CRISPR（clustered regularly interspaced short 

palindromic repeat）技术实现人工转录调控的方

式，重点关注实现多基因编辑和调控的策略。然

后，我们概述了这些工具在胞外电子传递机理解

析、微生物燃料电池、污染物的生物处理等领域

中的应用。最后，讨论了目前电活性微生物基因

编辑和人工转录调控的局限性及未来的发展方向。

1 电活性微生物的基因编辑技术

近年来，基于CRISPR的基因编辑系统在电活

性微生物领域快速发展，并已成为基因改造的主

流工具。通过利用 CRISPR的“基因剪刀”特性，

结合多种重组蛋白和转座子等基因元件，研究人

员开发出多种工具，实现了对电活性微生物基因

组的删除、插入和大片段编辑等功能。此外，通

过将失去核酸酶活性但保留靶向功能的 Cas

（CRISPR associated）蛋白与不同碱基脱氨酶融合，

实现碱基间的转换，开发出具有基因沉默和蛋白

突变等功能的碱基编辑器。在电活性微生物中，

几乎所有层面的基因编辑，从单碱基到大片段的

修改，都可以借助CRISPR相关技术来实现。

1.1 高效转化

DNA转化能力是实现基因操作的基础，甚至

在一定程度上决定着基因编辑的成败［14］。目前常

用的DNA转化方法包括直接的电穿孔法［15-17］和间

接的接合转移法［18］。接合转移法利用供体细胞与

受体细胞的菌毛接触，从而传递 DNA。对电活

性微生物而言，它们利用大肠杆菌菌株，如

WM3064、S17-1 或 BW29427，在固体培养基表

面［19-20］及液体培养基［21］内完成这一过程。这种方

法操作简便，且转化效率较高。此外，若需获得

更多转化子，只需成倍增加供体和受体细胞的数

量，这在基因组规模文库的转化中显得尤为关键。

然而，接合转移法仅能转化具有复制特性

（即可遗传）的DNA，例如质粒。对于基因重组所

需的关键元件——供体DNA（如 PCR产物或单链

DNA），接合转移法并不适用。这时，电穿孔技术

则更加合适。电穿孔技术的转化效率受到多种条

件的影响。为了不同场景的应用，研究人员对感

受态制备工艺、电转温度、细胞预处理等方面进

行了大量优化，以持续提高电活性微生物的电转

效率［22］。举例来说，Corts 等［23］通过精确调控感

受态细胞接种时间、操作温度、细胞洗脱液、电

压等参数，成功开发出了高效的转化方法，使得

在希瓦氏菌中每微克质粒DNA可获得约 108个转化

子。该研究还发现，过夜培养的希瓦氏菌细胞可

直接用于电穿孔，无需像处理大肠杆菌那样进行

细胞亚培养或在冰上操作，从而实现了简便、快

速的转化方法。此外，经过电转化的细胞在−80 ℃

下冷冻保存，其高转化效率可至少保持1个月［23］。

1283



合成生物学 第 4 卷

1.2 基因的敲除和插入

基因编辑的目标是实现无程序痕迹地删除、插

入和替换基因。在电活性微生物中，长期以来使用基

于内源 RecA 同源重组（homologous recombination，

HR）系统的自杀质粒来实现这一目标［24-26］。尽管

这种策略在许多情况下已成功应用于有限数量的

基因组编辑，包括大片段的缺失［27］，但它经常出

现条件毒性基因失活或靶标突变的问题。一种更

有效的依赖于归巢核酸内切酶Ⅰ-SceⅠ的编辑方法

首先在大肠杆菌中使用［28］，后来被改进并应用于

恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）［29-30］。然而内

源重组系统普遍面临着编辑效率低（通常约为

5%）的挑战，同时还受限于编辑位点难以操作。

此外，使用这些系统进行编辑的操作颇为复杂，

并产生不可忽视的“疤痕”序列。另一种不依赖

于同源重组的基于Ⅱ型内含子的 targetron技术也应

用于恶臭假单胞菌的基因编辑，但其编辑能力有

限，仅能实现较短片段（约 600 bp）的整合，无法

满足合成生物学对基因改造的需求［31］。因此，引

入表现稳定且功能强大的重组技术成为提升电活

性微生物基因编辑能力的必要途径［32］。

1.2.1 重组基因组工程

20世纪 90年代末，研究人员在大肠杆菌中开

发了重组技术，利用来源于噬菌体的蛋白质实现

了准确的遗传修饰［33］。其中，噬菌体 λ的Red和大

肠杆菌Rac原噬菌体RecET最广为人知，能够高效

催化约 40个碱基序列的单链或双链DNA的同源重

组［34-35］。最近，希瓦氏菌中开发的 iEditing方法利

用了Ⅰ-SceⅠ（归巢核酸内切酶）的自剪切活性辅

助反筛选，并与Red或RecET重组系统相结合，极

大地提高了基因组编辑的效率，达到近 100%

［图 1（a）］［15］。该方法能够在进行基因组编辑的同

时消除编辑装置，避免了两轮筛选，实现了快速

高效的基因组工程。

除了引入异源重组系统，电活性微生物基因组

中也发现了潜在的重组蛋白［23，36］。例如，在丁香假

单胞菌（Pseudomonas syringae）中发现了 recTE基

图图1　基因敲除和插入

Fig. 1　Gene deletion and insertion
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因，其编码的蛋白功能类似于 Exo 和 Beta［36］。进

一步的研究表明，RecTE 蛋白能够有效重组双链

DNA，而仅有 RecT 就足以促进单链 DNA 寡核苷

酸的重组［37］。类似于 Beta 的重组酶也在其他

Pseudomonas菌株中被发现，并证明其能够促进 P. 

putida KT2440中的单链DNA重组［38］。在Shewanella 

sp. W3-18-1中也发现了 Beta同源物 W3Beta，并利

用该系统在希瓦氏菌中实现了短至 40个核苷酸序

列的高效同源重组［23］。目前，基于单链DNA和双

链DNA的重组工程被认为是最强大的基因组编辑

策略之一，特别是在进行多次循环和自动化的基

因组工程（multiplex automated genome engineering，

MAGE）［39］等情况下。

1.2.2 Ⅱ型CRISPR介导的反筛选辅助重组

反筛选手段在重组工程中的主要目的是区分

目标重组事件和非特异性或未重组事件，以提高

编辑的准确性和选择性［40］。近年来，CRISPR/

Cas9在合成生物学领域，是一种高效的定向反筛

选工具［41］。Cas9蛋白通过向导RNA（single guide 

RNA， sgRNA）的引导，定向作用于未编辑基因

的染色体区域，并产生双链断裂［42］。对大多数细

菌而言，这种断裂是致命的，因此 CRISPR/Cas9

成为一种高效的逆向筛选工具［43］。在电活性微生

物中，CRISPR辅助的内源重组系统展现出高效的

基因组编辑能力和简便的操作流程［44-45］。例如，在

希瓦氏菌中，删除 1 kb 片段的效率超过 80%，删

除 5 kb 片段的效率达到 60%，且一轮基因编辑只

需 4 d的时间［44］。这种集成了CRISPR/Cas9的精确

定向和内源重组系统的方法，为基因组工程提供

了快速且高效的解决方案［图1（b）］。

当单链DNA重组技术（例如W3Beta蛋白）和

CRISPR/Cas9逆向筛选同时使用时，在希瓦氏菌中

可以实现超过 90% 的基因组编辑效率。无论是进

行大片段的基因删除、插入还是进行精确的突变

修饰，都能实现高效率的重组［46］。对于单基因删

除而言，为了获得最高效率，需要使用 80个核苷

酸的同源臂。而在进行点突变时，由于宿主错配

修复系统（mismatch repair， MMR）的存在，突

变 1个碱基的效率约为 36%。在这种情况下，使用

较长的同源序列可以提高编辑效率［46］。

CRISPR/Cas9的引入也能显著提升RecET的基

因重组效率［19］。CRISPR 辅助的 λRed 重组系统也

成功应用于铜绿假单胞菌［17］、恶臭假单胞菌［47-49］。

这些方法不仅在编辑效率方面有了显著突破，而

且操作方便。无需进行传统的两步整合和标记基

因去除等复杂操作，即可获得无痕迹的突变体。

基因删除、基因插入和基因替换的操作周期都可

以在一周内完成，这极大地提高了菌株改造的效

率和能力［47， 50］。由于 CRISPR/Cas9系统只需要一

个短RNA序列用于靶向结合，而基于单链DNA的

重组技术也只需要寡核苷酸，因此构建用于特定

基因或整个基因组的 sgRNA和单链DNA文库变得

简单，就像在大肠杆菌［51］或枯草杆菌［52］中所展

示的那样。因此，在未来有望实现电活性微生物

的快速高通量基因组工程。

随着编辑效率的提升，CRISPR介导的反筛选

也暴露了其缺点，即对靶点附近PAM（protospacer 

adjacent motif）识别序列的要求。对于常用的酿脓

链球菌（Streptococcus pyogenes） Cas9（SpCas9）

而言，其 PAM 序列为 5′-NGG-3 ′ ，这导致在某些

富AT区域可能难以满足要求，从而限制了基因组

编辑的灵活性和范围。此外，对于较短目标序列

的情况，如碱基突变或启动子替换，也会增加向

导RNA的设计难度。因此，扩大编辑范围的后续优

化重点是采用 PAM序列限制更小或与Cas9识别序

列特征互补的Cas蛋白。例如，ReScribe重组工程

采用犬链球菌（Streptococcus canis）Cas9（ScCas9，

识别 5′-NNG-3′）代替 SpCas9［53］。此外，CRISPR/

Cas12 系统能够识别具有低 GC 含量的 PAM，与

基于 Cas9 的系统形成互补。AsCas12a（来源于

Acidaminococcus sp.，识别 5′-TTTV-3′）和 BhCas12b

（来源于 Bacillus hisashii，识别 5′-ATTN-3′）已在

希瓦氏菌中应用于内源启动子替换、碱基替换等编辑

场景［54］。 CRISPR/FnCas12a （来源于 Francisella 

novicida，识别 5′-YTN-3′）辅助的 λRed 重组系统

在假单胞菌中实现了超过75%的编辑效率［50， 55］。

1.2.3 长片段删除/插入

尽管 10 000 以下小片段的基因敲除和插入可

以通过上述的同源重组技术实现，但是针对大片

段基因编辑的挑战一直存在，这也是微生物基因

编辑的共同难题。在电活性微生物中已经出现了两

条解决这个问题的途径：一种是基于Ⅰ型CRISPR
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的重组技术［56］［图 1（c）］；另一种是利用CRISPR

关联的转座酶系统［57］［图1（d）］。

Ⅰ型CRISPR/Cas系统的定向“基因剪刀”功

能是由多个蛋白（DNA干扰复合物，称为Cascade）

共同发挥作用［58］。在电活性微生物中已经发现了

内源的Ⅰ型CRISPR系统，例如地杆菌［58］、铜绿假

单胞菌［59］、腐败希瓦氏菌（S. putrefaciens）［60］。特

别是来源于铜绿假单胞菌的Ⅰ-F型CRISPR系统已

被成功应用于多个物种［56， 61-62］，成为Ⅰ型CRISPR

研究的范本［图 1（c）］。研究人员发现，与现有的

Cas9系统相比，Ⅰ型CRISPR表现出更高的编辑能

力，在铜绿假单胞菌中，几乎以 100%的效率实现

了大片段的删除（7～424 kb），而 Cas9 只能实现

小片段的删除和点突变［56］。通过Cas3的双向删除

特性，还可以在铜绿假单胞菌基因组中实现长达

837 kb的删除，相当于基因组长度的 13.5%，是电

活性微生物基因编辑领域的重大突破［56］。在该系统

基础上引入λRed系统进一步提高了编辑能力［63］。

在涉及大片段基因组整合的情况下，转座酶往

往是首选［64］。例如，来源于霍式双歧藻（Scytonema 

hofmanni）的 CRISPR 关 联 转 座 酶 （Scytonema 

hofmanni CRISPR-associated transposase， ShCAST）

系统被应用于希瓦氏菌的大片段插入［57］［图 1

（d）］。ShCAST由Ⅴ-K型CRISPR效应器（Cas12k）

和类 Tn7 转座酶亚基（TnsB、TnsC 和 TniQ）组

成，通过在 PAM序列下游 60～66个碱基对的位置

插入DNA来实现RNA引导的DNA转座［65］。该系

统能够以约 100%的效率在细菌染色体上以单一方

向实现可编程的RNA引导转座，使超长DNA序列

（30 kb）成功插入细菌染色体上［57］。这项研究不

仅对于电活性微生物具有借鉴意义，其中的优化

策略还可以轻松推广到其他细菌，以更好地控制

各种微生物细胞活动。

1.3 碱基编辑

除了基因的敲除、插入和替换，CRISPR技术

的革新也发展出了碱基编辑器（base editor， 

BE）［66］。在电活性微生物领域，已经开发了胞嘧

啶碱基编辑器（cytosine base editor， CBE），可将

胞嘧啶（C）转化为胸腺嘧啶（T）［67］及腺嘌呤碱

基编辑器（adenine base editor， ABE），可将腺嘌

呤（A）转化为鸟嘌呤（G）［68］。这些碱基编辑器

在基因失活和蛋白突变的研究中得到广泛应用［69］。

1.3.1 胞嘧啶碱基编辑器

CBE 是通过将切口酶 nCas9（D10A）或核酸

酶失活的dCas9 （D10A， H840A）与胞嘧啶脱氨酶

进行融合，将胞嘧啶脱氨转化尿嘧啶（U），经过

DNA复制或修复最终转化为胸腺嘧啶［图2（a）］［70］。

有些系统还进一步融合尿嘧啶-DNA糖苷酶抑制蛋

白以抑制碱基修复途径［71］。C到T的转变主要应用

于基因失活，通过将编码区域内 CAG、CAA、

CGA和TGG密码子突变为终止密码子TAA、TAG

和TGA，提前终止翻译来实现［72］。与前面介绍的

重组工程相比，单碱基编辑介导的基因失活避免

了DNA双链断裂，可以获得更多转化子，且无需

提供 DNA 供体，操作简便［73］。例如，希瓦氏菌

内，仅需 3 d即可完成一轮编辑［74］。在地杆菌、假

图图2　碱基编辑

Fig. 2　Base editing
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单胞菌和希瓦氏菌中，CBE 展现出极高的编辑

效率［17，67，75-76］。

然而，依赖于CRISPR的碱基编辑也受到PAM

序列的限制。此外，碱基编辑具有固定的编辑窗

口，而该窗口必须与目标密码子相匹配。且过早

终止密码子应尽可能靠近起始密码子，最好位于

ORF的前半部分。这些条件限制了碱基编辑在微

生物中的应用［66］。例如，在希瓦氏菌中只有 89%

的基因可被编辑［74］，而在 9个模型Geobacter物种

中，可以编辑87.7%～93.4％的基因［75］。

为了扩大 CBE的编辑范围，研究者从两个方

面进行了优化，即拓宽 PAM 识别范围［68， 74， 77］和

扩展编辑窗口［74］。例如，在希瓦氏菌中，引入了

Cas9 的突变体 SpCas9-NG、xCas9、SpG 和 SpRY，

将 PAM 序 列 拓 宽 为 5′-NNN-3 ′ ， 并 通 过 改 造

sgRNA，将编辑窗口 PAM上游的“−20到−15”扩

展到“−22到−9”的范围［74］。

除了编辑范围的限制，碱基编辑的高脱靶效

应也引起研究人员的关注［78］。在假单胞菌中，可

通过引入高特异性的 Cas9切口酶（eSpCas9ppD10A）

和编辑窗口更小的胞嘧啶脱氨酶突变体APOBEC1

（W90Y，R126E）来缓解这一问题［76-77］。当谈及

CRISPR技术的脱靶问题时，我们必须承认这是合

成生物学基因编辑领域共同面临的挑战。迄今为

止，尽管研究人员取得了一些进展，但仍未找到

完全解决这个问题的方法。因此科研人员不断努

力降低CRISPR系统的脱靶概率［79］，并致力于开发

不易产生脱靶效应的基因编辑系统［80］。相信在不

久的将来，这一问题将会得以解决，使得生命重

编程变得更加精确。

1.3.2 腺嘌呤碱基编辑器

ABE可以有针对性地将A转换为G（或T转换

为C）。由于自然界中不存在直接作用于DNA的腺

嘌呤脱氨酶，研究人员对大肠杆菌中的一种 tRNA

腺嘌呤脱氨酶TadA进行了多代进化，成功获得了

一种能够作用于 DNA的突变型腺嘌呤脱氨酶［81］。

通过将两个串联的TadA（一个野生型，另一个突

变型）与 nCas9（D10A）融合，产生了腺苷碱基

编辑器 ABE7.10*［图 2（b）］［82］。具体的编辑过程

如下：腺嘌呤脱氨酶将A转化为次黄嘌呤（I），再

经过DNA复制转化为G。通过使用ABE将起始密

码子ATG转换为ACG（编辑发生在非编码链上），

起始密码子被破坏，导致核糖体无法识别，从而

完全阻断了翻译的起始［83］。除了破坏起始密码子，

对蛋白质关键氨基酸位点进行突变也可以实现基

因失活［84］。值得一提的是，在假单胞菌属中，将

sgRNA 设计与氨基酸突变后的蛋白质活性预测相

结合，用于设计能够实现基因失活的 sgRNA［68］。

与CBE相似，ABE的开发优化中，也使用PAM范

围更广的Cas9突变体来扩大可编辑范围［68， 85］。

为了进一步扩展编辑能力，研究人员将 ABE

与 CBE 的功能进一步融合，以获得更多的可变

性［86］。在希瓦氏菌中开发的双功能碱基编辑系统

iSpider 通过将 nCas9 的 N 端与胞嘧啶脱氨酶相连

接，C 端与腺嘌呤脱氨酶相连接，实现了 C 到 T、

A到G的同时转换［85］。通过削弱DNA糖基酶修复

途径和串联两个腺嘌呤脱氨酶，显著提高了A到G

转化的编辑效率［85］。

1.4 多基因/位点编辑

在微生物工程改造过程中，单个基因的改造

只是一个起点，进一步追求多个基因甚至基因路

线网络的重构是必然趋势。这对于电活性微生物

基因编辑的通量提出了更高的要求。然而，对于

将Cas蛋白作为反筛选引起DNA双链断裂的重组工

程来说，实现一步法的多基因编辑确实具有一定的

挑战。因为单点编辑已经无法获得大量的转化子，

而同时多个DNA双链断裂对于细胞来说具有更高的

致命性［53］。一些研究采用先质粒消除的方法，然后

进行逐轮的编辑操作［图3（a）］［44， 55， 87］。一种巧妙

的方法是通过靶向多拷贝位点，例如插入序列元

件（insertion sequence elements），实现单步多重基

因插入［57］。另外一种非常有效的方法是通过多轮

诱导重组，并在此之后诱导CRISPR/Cas系统进行

反向筛选。这种方法可以实现同时引入 3个基因的

点突变，达到了 95%的编辑效率［53］。这些策略为

实现高效的多基因编辑提供了有效途径。

相比于重组技术，不产生DNA双链断裂的碱

基编辑更容易实现多基因编辑［67］。通过同时表达

两个 gRNA，无需额外设计，电活性微生物的双位

点碱基编辑效率就可达 85%以上［67， 77］。然而，当
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位点数量超过 3 个时，编辑效率会显著降低［77］。

要提高多位点编辑的效率，关键在于多 gRNA的表

达方式［88］。

在电活性微生物中，单顺反子和多顺反子的

表达方式均被设计用于实现高效的多位点碱基编

辑。在希瓦氏菌内，通过单顺反子表达 gRNA，编

辑 5个基因的效率达到了 100%［89］。采用多顺反子

的表达方式，并利用内切核糖核酸酶 csy4对 gRNA

进行拆分，在恶臭假单胞菌和铜绿假单胞菌中编

辑 5 个基因的效率均达到了 90%［90］。此外，多个

gRNA的组装对于实际应用也至关重要，采用简便

快速的组装方法能够快速升级改造菌株。例如，

我们课题组开发了一种智能组装多个 gRNA的一锅

法，在希瓦氏菌中成功实现了对 8个基因的同时编

辑 ［图3（b）］［89］。

2 电活性微生物的转录调控技术

在CRISPR衍生技术得到广泛应用之前，电活

性微生物的基因调控方法主要限于基因敲除和过

表达，缺乏针对内源基因的原位调控通用手段［32］。

而近年来电活性微生物内涌现出多种人工转录调

控工具。其中，CRISPRi（CRISPR interference）

技术利用无催化活性的Cas（dCas）蛋白通过位阻

效应干扰基因表达［91-92］，而 CRISPRa （CRISPR 

activation）技术则通过将 dCas与转录激活因子融

合来上调基因表达［93］。这些技术的出现为电活性

微生物的基因调控提供了新的选择。

2.1 基于 CRISPR 的转录抑制

CRISPRi技术的原理是利用 dCas蛋白的 DNA

结合功能，在存在 crRNA（CRISPR RNA）的情

况下，dCas蛋白结合到目标基因上，并阻止RNA

聚合酶对该基因的转录［94］。类似于基因编辑，最

早开发的电活性微生物抑制系统是基于 dCas9 的

［图 4（a）］［92］。在希瓦氏菌、恶臭假单胞菌和嗜

水气单胞菌（Aeromonas. hydrophila）等电活性微

生物中，成功利用 CRISPRi 技术实现了内源基因

的表达下调［50， 91-92］。在以 GFP为报告基因的实验

中，相对于对照组，GFP 的表达强度在希瓦氏菌

中 降 低 到 0.6%［92］、 恶 臭 假 单 胞 菌 中 降 低 到

28.5%［50］、嗜水气单胞菌中降低到 0.2%［91］。使用

多个 gRNA 在目标基因的不同位置结合还可以增

强 dCas9 的抑制活性［92］。特别值得注意的是，基

图图3　多基因/位点编辑

Fig. 3　Multiplexed editing
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于 Cpf1 的 CRISPR-ddAsCpf1系统在基因抑制方面

表现出了极高的效率，几乎可以实现 100% 的抑

制率［95］。

在希瓦氏菌中，gRNA与目标基因结合的位置

对于实现最大的抑制效果至关重要［92］，当 gRNA

靠近转录起始位点和靶向非模板链时，抑制效率

最高，这与在大肠杆菌中的观察结果相似［96］。相

比之下，Ⅰ型CRISPR介导的转录抑制对于靶向位

置的要求较为宽松［61］。当 crRNA靶向开放阅读框

时，基因抑制几乎没有位置偏好，这使得 crRNA

的设计更加简单灵活［61］。这种灵活性使得Ⅰ型

CRISPR系统在电活性微生物中实现基因转录抑制

时具备更强的适用性。Ⅰ型CRISPR系统也展示出

高效的转录抑制活性，可将基因表达水平降低至

2%［63］。这些涵盖Ⅰ、Ⅱ型的CRISPRi工具可以针

对富含GC或富含AT序列的 PAM识别位点，实现

对基因的靶向调控，为实现全基因组水平基因表

达的精确调控提供了有力工具。

2.2 基于 CRISPR 的转录激活

CRISPRa 技术利用融合了转录激活因子的

dCas蛋白来实现对基因表达的上调［97］。转录激活

因子通常与 RNA 聚合酶复合物的特定组分结合，

并将该复合物定向引导到目标启动子区域［98］。然

而，细菌中许多转录激活结构域的功能以及与

DNA结合的能力尚未被充分研究和证明，因此实现

人工转录激活被认为是一项具有挑战性的任务。对

于电活性微生物而言更是如此，CRISPRa工具仅在

模式菌希瓦氏菌内有一些展示 ［图4（b）］［61， 93］。

我们课题组通过将 dCas9 与不同转录激活因

子结合，从中筛选出 RpoD（σ70）作为最佳激活

因子，并确定了有效激活的靶点范围为转录起始

位点上游的 190～216 碱基位置 ［93］。有研究表明

组合多个激活因子可以增强激活效力［99］，因此，

我们尝试将 RpoD 进行串联融合，但其效果并不

显著。考虑到Ⅰ型系统中 Cas 蛋白复合物内 Cas7

存在 6 个拷贝，这可能对于转录激活具有优势。

因此，我们转向Ⅰ-F 型 CRISPR 系统，将 RpoD 与

Cas7 融合，成功实现了 3.8 倍的转录激活效

果［61］。与大肠杆菌 200 多倍的转录激活水平相

比［100］，电活性微生物的 CRISPRa 技术开发仍需

探索和提升。

2.3 多基因双向调控

与多基因编辑相似，通过 sgRNA的串联在希

瓦氏菌、嗜水气单胞菌和恶臭假单胞菌内实现了

多基因的抑制［91-92， 101］。在改造菌株的过程中，仅

仅对多个基因进行抑制或激活是不够的，因为提

高胞外电子传递速率需要对多个基因进行双向调

节［102］。由于CRISPRa的有效范围在基因上游的特

图图4　电活性微生物的转录调控技［93］

Fig. 4　Transcriptional regulation tools for electroactive microorganisms[93]
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定区域，如果招募转录激活因子到不适当的位置，

仍然会产生位阻效应［103］。利用这一特点，通过同

时表达两个 crRNA，可以实现对一个基因的上调

和另一个基因的下调［图4（c）］［61， 93］。例如，在希

瓦氏菌内开发的Ⅰ-F 型 CRISPR-PAIR（CRISPR/

PaeCascade-RpoD-mediated activation and inhibition 

regulation）平台。虽然这些研究目前只是初步探

索的结果，但多个 crRNA 的表达已经可以有效实

现［89］，因此实现对更多基因的精确调控以重构代

谢网络是完全可行的。

3 电活性微生物基因编辑/转录调控的

应用

在电活性微生物的研究中，基因编辑和人工

转录调控技术被广泛应用于解析 EET 相关机

制［104］。这些技术的应用不仅限于科学研究领域，

还涉及微生物燃料电池［105］、生物修复［95］等各种

实际应用领域（图5）。

3.1 在胞外电子传递机理研究中的应用

EET 通路及其相关的旁路解析是电活性微生

物应用于生物电化学装置的基础，也是指导电活

性微生物改造的依据［106］。高效、高通量的基因编

辑和人工转录调控技术显著促进了对电活性微生

物在复杂表型下基因型的解构及基因-基因关联的

揭示［25， 90］。

电活性微生物纳米线（nanowire）是解构复杂

表型的一个典型例子，它们提供了一条细菌呼吸

链与外部表面（包括环境中的氧化金属和可再生

能源设备中的工程电极）之间的EET途径［107］。尽

管纳米线的组成究竟是什么这一问题到今天依然

未得到统一答案［7， 108-110］，但在地杆菌和希瓦氏菌

的研究中，利用基因敲除方法提供了有关纳米线

组成的一些线索［111-112］。例如，针对希瓦氏菌纳米

线的组成、生理相关性和电子传递机制，Pirbadian

等［112］进行了深入的研究。他们通过分别敲除纤毛

蛋白基因（pilA）和细胞色素蛋白基因（mtrC），

以及进行活体荧光测量、免疫标记和定量基因表

图图5　电活性微生物基因编辑/转录调控的应用

Fig. 5　Applications of gene editing and transcriptional regulation in electroactive microorganisms
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达分析，在希瓦氏菌中观察到了纳米线形成的体

内效应。研究结果表明，希瓦氏菌的纳米线是由

外膜和胞外质的延伸组成，镶嵌负责 EET的多铁

细胞色素，而不是基于纤毛蛋白的结构。得出氧

化还原功能化膜延伸可能代表了一种通用的微生

物电子传输和能量分配策略的结论［112］。这些膜延

伸与外膜囊泡（outer membrane vesicle， OMV）

相关，我们课题组进一步对OMV形成的调控机制

及其 EET 的影响进行了探索［105］。该研究利用

CRISPRi技术减少了肽聚糖层和外膜之间的交联，

从而促进了 OMV 的形成。为了阐明 OMV 形成对

EET 的具体影响，研究人员进行了 OMV 的分离，

并进行了紫外可见光谱和血红素染色的定量分析。

结果显示，OMV的表面或内部富含外膜 c型细胞

色素（c-Cyts），包括MtrC、OmcA以及胞内 c型细

胞色素，这些组分是负责EET的重要成分。此外，

研究人员还发现，过量产生的OMV能够促进生物

膜的形成并增强生物膜的导电性［105］。

另一个对 EET 至关重要的生物学现象是电活

性生物膜的形成。电活性生物膜与外部电极直接

接触，其厚度、形态、内部基质均对 EET效率产

生影响［113-114］。在固体电子受体表面，电活性生物

膜会自发地经历黏附、生长、成熟和溃散的过

程［102］。然而，生物膜内部的物质非常复杂，与微

生物状态紧密相关，因此该过程的具体调控机制

仍然是谜题。基因编辑技术在电活性生物膜研究

中发挥重要作用。例如，通过缺失全局转录调控

因子 arcA和 crp的突变体，研究人员发现突变菌株

的生物膜会出现脱落现象，表明这些基因在调控

生物膜形成和稳定过程中起重要作用［25］。

同样地，通过碱基编辑技术的运用，揭示了

菌毛和外膜 c型细胞色素在长距离EET中的重要作

用，并提供了重要的证据，从而消除了围绕它们

特定功能的长期争议。此外，研究还发现菌毛参

与了铀的胞外还原，并明确了在亚硒酸盐还原过

程中，ExtHIJKL 通道复合物和外膜 c 型细胞色素

发挥了关键作用［75］。

复杂的 EET 活动与细胞内多个过程直接或间

接相关，因此理解不同基因之间的相互作用对于

提升 EET 效率具有重要价值。在琥珀酸还原酶

FccA作为瞬时电子储存蛋白的研究基础之上［104］，

研究人员通过本底基因敲除及回补，证明了小四

血红素细胞色素（small tetraheme cytochrome， 

STC）和 FccA具有重叠活性，形成相互关联的电

子传递链［115］。双敲除突变体显示在铁、硝酸盐、

二甲基亚砜或琥珀酸盐作为电子受体时，要么生

长延迟，要么根本无法生长。基于这些观察结果，

研究人员得出结论，一个无论热力学层次如何都

会产生的电子传递机制不仅使得微生物能够快速

释放催化电子给各种环境电子受体，还在氧化还

原分层环境中提供了适应性优势［115］。

通过基因编辑技术，研究人员可以有针对性

地敲除与 EET相关的基因，从而揭示其在电子传

递过程中的具体功能。对于必需基因，利用

CRISPRi技术进行转录下调可以更全面地揭示其在

生物学过程中的作用。这些基因编辑和人工转录

调控的方法为我们提供了深入理解 EET机理的工

具，对进一步探索电活性微生物在可持续能源生

产、废水处理和环境修复等领域的应用潜力具有

重要的指导意义。

3.2 在微生物电化学系统的应用研究

基因编辑和人工转录调控技术的迅速发展为

电活性微生物的改造能力带来了显著提升，加快

改造速度并深化改造程度。这些先进技术的引入

使得研究人员能够更加精准地操控细胞的遗传信

息，实现对代谢途径、信号传导和基因表达的精

确控制。在微生物电化学技术的各个领域，这些

技术被广泛应用，并展现出了巨大的潜力。

3.2.1 在微生物燃料电池中的应用

微生物燃料电池是一种利用电活性微生物将

有机废弃物、污水或其他可降解废料作为燃料源，

并通过氧化过程释放的电子来转化为电能的技术。

微生物燃料电池具有可持续性和环保性的优势，

它为废弃物处理和能源生产提供了一种创新的解

决方案，同时也为微生物电化学研究提供了重要

的平台。通过基因编辑和人工转录调控等技术的

应用，可以进一步提升微生物燃料电池的效率和

稳定性，推动其在能源领域的应用和发展。

编程并行的 EET 通路是一种有效增强电子传

递能力的方法，这需要在基因组内插入大片段的
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DNA。研究人员在希瓦氏菌内引入了来自地杆菌

和铜绿假单胞菌的细胞色素蛋白和电子传递载体

吩嗪-1-羧酸的合成通路，实现了细胞的“赋能”。

经过改造，最终产生的工程菌株展示出显著增强

的电子输出能力［15］。

全基因组规模的胞嘧啶脱氨酶基因编辑工具

箱（WGcBE）已成功应用于调控细胞长度和生物

膜形态，从而将EET效率提高了 6.7倍［74］。通过多

基因碱基编辑工具的应用，本课题组成功地在希

瓦氏菌中同时失活了8个基因［89］。这些基因在电子

传递载体核黄素过表达菌株与对照菌株的转录组分

析中显示出显著下调的表达水平［116］。经过多基因编

辑改造的工程菌株在MFC中表现出最大功率密度为

1108.1 mW/m2，比野生型菌株高出 21.67倍［89］。此

外，双功能碱基编辑系统 iSpider被应用于改进参

与 EET 的内膜组分 CymA 的性能，并且能够快速

鉴定出促进电子传递的有益突变体［85］。这些研究

展示了碱基编辑技术在提升电活性微生物性能和

电子输出能力方面的潜力和应用前景。

在人工转录调控方面，利用 CRISPRi 技术下

调与肽聚糖完整性相关的青霉素结合蛋白编码基

因pbpC和参与脂多糖合成的N-乙酰-D-甘露糖胺脱

氢酶编码基因wbpP，可以减少肽聚糖层与外膜之

间的交联，促进OMV的形成，并显著提高电子输

出功率密度。研究结果显示，经过基因调控后的

希瓦氏菌株的最大功率密度分别提高了 6.33 倍和

6.96倍［105］。此外，CRISPR-PAIR平台被应用于上

调细胞色素合成、电子传递载体合成以及生物膜

调控相关基因，下调影响生物膜厚度和细胞分裂

周期的基因表达，以提高 EET 效率［61］。通过

dCas9-RpoD介导的双向调控，实现了细胞分裂基

因minCDE的激活和细胞毒性基因SO_3166的抑制，

从而使电活性菌株的功率密度提高了 2.5倍［93］。基

因编辑和人工转录调控技术在加速菌株改造和优

化以提升微生物电化学活性、优化生物膜结构和

功能等方面展现出巨大的潜力，为微生物燃料电

池的性能提升和应用拓展提供了有力的工具。

3.2.2 在污染物生物处理和修复中的应用

生物修复利用微生物的代谢能力来分解有机

物或转化有毒物质为无毒或较低毒的物质，从而

实现环境的处理和修复。与传统的物理或化学方

法相比，生物修复具有低成本、高效性、可持续

性和对环境产生较少二次污染等许多优势。它在

土壤和水体污染、废水处理、石油泄漏等领域广

泛应用，在环境保护和污染治理中发挥重要作用。

电活性微生物在放射性核污染、常见有机污染物

和重金属的生物处理和修复中扮演着不可或缺的

中心角色［117］。

提高生物处理和修复效率需要提高EET效率。

针对铀［U（Ⅵ）］污染地下环境的生物修复，通过

生物还原将六价铀沉淀为较低毒性形式具有巨大

潜力。在多重基因组编辑平台的支持下，研究人

员对细胞色素产生、电子传递载体黄素合成及

NADH 再生等关键环节进行了全面优化。经过基

因编辑的菌株在铀生物还原方面相比对照组提

高了 3.62 倍［44］。此外，研究人员利用 CRISPR-

ddAsCpf1系统下调了潜在竞争性电子转移蛋白编

码基因 cctA和 so2930的表达水平，这不仅增加了

L-乳酸代谢基因的转录水平，还影响了直接和间接

参与EET的基因，并观察到了核黄素的产量增加。

这些调控措施显著提高了希瓦氏菌对甲基橙（一

种有机污染物）和铬（典型重金属）的生物还原

速率［95］。另外，通过 dCas9-RpoD 介导的双向调

控，使希瓦氏菌株降解甲基橙的速率提高了

2.9倍［93］。这些研究结果表明，通过精确调控关键

基因网络和代谢途径，研究人员能够提高微生物

的还原能力。

3.2.3 其他应用

除了提升 EET 效率外，基因编辑和人工转录

调控在电活性微生物中还可以用于其他个性化的

改造。例如，在希瓦氏菌中，通过碱基编辑鉴定

了与葡萄糖代谢相关的关键基因，并构建了一个

工程菌株，使其能够以葡萄糖为唯一碳源生长和

输出电子［67］。在铜绿假单胞菌中，利用 ScCas9系

统进行基因编辑，通过替换关键代谢基因的 TAG

终止密码子为同义的 TAA，创造了一个最小重编

码菌株［53］。这种基因组重编码能够在微生物的

DNA中引入新的功能，通过重新分配密码子以编

码非传统氨基酸，从而产生新的蛋白质，为提高

底盘细胞的多样性提供机会。此外，利用 targetron

方法将小型 DNA 片段整合到基因组的特定位置，

并使用短序列条形码标记恶臭假单胞菌，从而实
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现在生物技术环境中对该微生物进行追踪［31］。

另一个例子是利用希瓦氏菌出色的血红素合

成能力，将其作为前体，用于生产高值化合物 5-

氨基乙酰丙酸（5-aminolevulinic acid， ALA）［118］。

ALA已经获得FDA批准，用于癌症的光动力疗法。

通过 CRISPRi靶向基因，微调 TCA 循环中的碳通

量，并对血红素下游碳流重新定向，显著提高了

ALA的产量。进一步整合ALA合成基因簇，ALA

产量显著提高了145倍［118］。

基因编辑和人工转录调控产生的应用还相对

较少，主要用于概念验证以证明工具的有效性。

随着对电活性微生物及其电子传递机制的深入研

究，我们相信这些强大的工具将会在微生物电化

学领域找到更广泛的应用场景。通过进一步优化

和改进，这些工具有望在微生物燃料电池、污染

物生物处理和修复及其他领域中发挥更重要的作

用，带来更多的机遇和前景。

4 总结与展望

自CRISPR问世以来，该技术及其衍生技术在

电活性微生物领域内得到了广泛的应用和发展，

包括 CRISPR 辅助的重组工程、转座子、碱基编

辑、转录抑制、转录激活、双向转录调控等。这

些技术在提高电活性微生物改造速度、深度方面

产生了显著影响。

基因编辑在电活性微生物中的发展与大肠杆

菌、酿酒酵母等模式微生物相比在通量和精确性

上仍存在一些差距。例如，在基因编辑的通量方

面，目前尚缺乏类似文库筛选形式的 CRISPR 技

术。而转录调控的通量也有限，当位点增加时，

抑制效率会受到一定影响［93］。但我们有理由相信，

随着技术的不断发展和改进，这些工具将在电活

性微生物领域产生更多的应用和突破。下面，我

们将对未来研究的重点方向作一些思考：

（1）基因组水平基因扰动 通过进行全局的

功能丧失和功能增强筛选，我们可以获得大量生

物信息，并深入理解代谢网络，从而有助于构建

工程菌株［119］。在研究模式微生物过程中，研究人

员已经开发了一系列全局扰动技术，例如全局转录机

器工程（global transcription machinery engineering，

gTME）［120］、多重自动基因组工程 （multiplex 

automated genome engineering， MAGE）［39］以及可追

踪多重重组工程（trackable multiplex recombineering，

TRMR）［121］。由于CRISPR系统易于编程和具有多种

衍生工具的优势，它成为了当前最常用的全局扰动工

具。其中，CRISPR敲除（CRISPR knockout）［122］和

CRISPRi［123-124］文库用于功能丧失筛选。在酿酒酵

母中，能够精确调控基因表达水平的多功能

CRISPR 文库也被开发出来［125］。由于电活性微生

物的代谢复杂性和我们对其了解的局限性，对基

因型-表型关联的研究变得尤为重要。因此，开发

具有不同扰动方式的基因组文库是未来的关键发

展方向，旨在识别必需基因、创建具有改进耐受

性的变异体以及调控代谢流。我们还面临另一个

关键问题，即高 EET效率的关注点无法建立在数

以万计的独立细胞筛选上。尽管存在一些出色的

筛选方法，但它们主要基于 96 孔细胞培养

板［126-127］，与基因组水平文库的高通量不匹配。因

此亟需开发更高通量的筛选方法以评估单个细胞

的EET水平。

（2）精细化人工转录调控 目前电活性微生

物的基因编辑技术已经能够实现对基因组的精确

写入，而人工转录调控技术目前仍面临一些限制。

主要问题包括位点受 PAM 限制和激活强度不足。

CRISPRi和 CRISPRa都受到位点的 PAM 限制，这

意味着精确的转录调控较为困难。特别是对于

CRISPRa 技术，目标位点处于目的基因转录起始

位点上游限定的位置，这给 crRNA 的设计带来了

挑战，甚至有些基因无法找到符合的位点。虽然

一些方法也可以从侧面解决该问题，例如通过替

换启动子实现激活，但这种方法比较烦琐。幸运

的是，已经在电活性微生物中应用过一些 PAM需

求更宽容的 Cas 蛋白，这些蛋白可能有助于解决

CRISPR转录调控PAM限制的问题。针对另一个难

题即激活强度不足，需要在电活性微生物内挖掘

或引入更多具有高激活能力和广泛适应性的激活

蛋白。这方面的研究目前还处于“道阻且长”的

状态，需要我们对原核生物转录机制进行深入

探索。

（3）可预测编辑和调控 目前，尽管基因编

辑和转录调控的效率有了显著提升，但要获得特
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定的表型仍需要进行多次测试。在基因编辑方面，

可能需要测试多个位点或获取具有不同基因拷贝

数的基因型，并通过表型筛选来选择所需的基因

型。对于转录调控来说，设计多个 crRNA 来靶向

多个位置，首先，不同位置的调控水平难以预测；

其次，我们对于哪种调控水平能实现高效 EET也

没有明确了解，需要设计多个 crRNA 来靶向多个

位置。因此，不可预测性无疑为科研工作者增加

了试错成本。通过预测不同基因编辑和调控策略

对细胞的影响并进行优化设计，可以使得菌株产

生更可控的表型变化，评估不同方案的潜在结果，

并选择最有效的策略进行实验验证。这种精确控

制细胞功能和代谢的能力对于构建定制化的电活

性微生物非常重要，因为不同的生态位和应用领

域对细胞功能和代谢的要求各不相同。通过预测

和优化基因编辑和转录调控的效果，我们可以获

得更适应特定生态位和应用需求的工程电活性微

生物，从而提高其性能和应用潜力。为了实现这

一目标，我们需要建立准确的预测模型。先进的

人工智能技术如机器学习在预测结果和功能方面

具有巨大潜力，但需要大量数据的支持。因此，

需要进一步发展高通量分子克隆和菌株转化装置，

并结合人工智能的方法来收集和分析数据。通过

循环的“喂养-预测-喂养”过程，可以不断改进预

测模型，提高预测的准确性，从而指导和优化基

因编辑和转录调控的实验设计。
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