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CRISPR/Cas9 基因编辑系统在获取放线菌天然产物中的应用 
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摘要  作为临床药物的重要来源, 放线菌天然产物及其衍生物已被大规模开发并应用于临床. 为了实现放线菌来源活

性天然产物的高效合成、新型天然产物的结构衍生以及未知天然产物的定向挖掘, 往往需要聚焦于生物合成基因簇, 
运用生物学技术开展理性的遗传改造. 规律性成簇间隔的短回文重复序列及相关蛋白(CRISPR/Cas)是部分细菌和古细

菌在长期自然进化过程中发展而来的一种对抗外源遗传物质入侵的适应性免疫防御系统. 以 CRISPR/Cas9 为代表的基

因编辑系统已被广泛应用于脱氧核糖核酸(DNA)片段的靶向特异性切割, 为生物技术领域的发展提供了无限可能. 综
述了 CRISPR/Cas9 系统在放线菌遗传改造中的应用情况, 包括在基因簇抓取、编辑与重构、原位同源重组以及代谢调

控方面的研究进展, 涉及全新的 CRISPR/Cas9 介导的基因编辑方法以及代表性的成功案例, 为高效利用 CRISPR/Cas9
系统获取放线菌天然产物提供了借鉴.  
关键词   放线菌; 天然产物; 生物合成基因簇; 基因编辑; 规律性间成簇间隔的短回文重复序列及相关蛋白 9 
(CRISPR/Cas9) 

Application of CRISPR/Cas9 Gene Editing System in Obtaining  
Natural Products in Actinomycetes 
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Abstract  As important source of clinical drugs, the natural products in actinomycetes and their derivatives have been 
developed on a large scale and used in clinical practice. In order to achieve efficient synthesis of active natural products,
structural derivation of new natural products, and targeted mining of unknown natural products, researches mainly focus on the 
biosynthetic gene clusters from actinomycetes, which should be rationally engineered by advanced biotechnology. CRISPR/
Cas, which represents the clustered regularly interspaced short palindromic repeats and the associated protein, is an adaptive 
immune system developed by some bacteria and archaea in the long-term natural evolution process to resist the invasion of 
foreign genetic materials. As a representative of gene editing system, the clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats and the associated protein 9 (CRISPR/Cas9) has been widely used in the targeted editing of deoxyribonucleic acid
(DNA) fragments, which provides unlimited possibilities for the development of biotechnology. This paper reviews the 
application of the CRISPR/Cas9 system in the genetic manipulation of actinomycetes, including the recent research progress in 
capture, editing and reconstruction of gene clusters, in situ homologous recombination and metabolic regulation, which 
involves the novel CRISPR/Cas9-mediated gene editing methods and the representative successful cases. This paper will 
provide valuable information for the efficient use of CRISPR/Cas9 to obtain natural products in actinomycetes.  
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丰富多样的微生物是合成天然产物的“细胞工厂”, 

能够利用体内的次级代谢网络将羧酸、氨基酸、糖类等

小分子底物组装成为复杂多样的产物, 期间涉及大量蛋

白酶的精密控制和协同作用 . 其中 , 放线菌 (actino- 
mycetes)是一类高 GC 含量(DNA 碱基中鸟嘌呤和胞嘧

啶占比高)的革兰氏阳性细菌, 从中分离获得的天然产

物占所有已知的微生物来源活性天然产物 (natural 
products)的 40%以上[1]. 作为临床药物的重要来源, 放
线菌天然产物及其衍生物作为抗生素(antibiotics)、免疫

抑制剂 (immunosuppresants) 、抗肿瘤药物 (antitumor 
agents)等已经获得大规模开发和应用, 包括: (1)直接应

用于临床治疗、活性良好的天然药物, (2)通过天然产物

的化学修饰发展得到的理化性质提高、生物活性优良的

衍生药物, 以及(3)采用化学合成的方式获得、模拟天然

产物药效单元的仿生药物[2]. 除此之外, 放线菌天然产

物因其良好的抗菌(antibacterial)、抗寄生虫(antipara- 
sitic)、抗病毒(antiviral)等生物活性还广泛应用于农牧养

殖、公共卫生等领域(图 1).  
在以放线菌为代表的多数微生物体内, 编码天然产

物生物合成的基因往往成簇排列, 由此形成的生物合成

基因簇(biosynthetic gene cluster, BGC)除了含有编码天

然产物骨架形成和后修饰的结构基因(structural genes)
以外 ,  还可能含有控制合成起讫和强弱的调控基因

(regulator genes)以及解除宿主自身毒性的抗性基因

(resistance genes)、转运基因(transporter genes)等[3]. 这些

BGC 通过表达功能性蛋白严密控制着天然产物在体内

的生物合成过程, 是菌种遗传改造的主要靶标[4,5]. 在遵

循生物合成一般规律的基础上, 合理运用生物学技术开

展菌种代谢网络的工程化改造, 是创制以结构和活性为

导向的新型天然产物的有效途径[6], 也是生产效价提 
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图 1  著名的活性放线菌天然产物 
Figure 1  Famous bioactive natural products in actinomycetes 

 



   
Chinese Journal of Organic Chemistry REVIEW  

 
Chin. J. Org. Chem. 2021, 41, 4279～4288 © 2021 Chinese Chemical Society & SIOC, CAS http://sioc-journal.cn/     4281 

高、组分优化的活性天然产物的有力手段[7]. 除此之外, 
随着越来越多的天然产物被鉴定, 新结构和新活性的发

现变得越来越困难 [8]. 在实验室的培养条件下, 大量

BGC 都是沉默的, 导致由其编码的天然产物无法得到

分离和鉴定, 同样需要运用生物学技术进行一系列菌种

遗传改造, 以激活相应天然产物的生物合成[9]. 近年来, 
来源于细菌免疫防御的规律性成簇间隔的短回文重复

序列及相关蛋白(CRISPR/Cas)系统在基因编辑领域发

挥着日益重要的功能. 随着以CRISPR/Cas9基因编辑系

统为代表的生物学技术的蓬勃发展, 放线菌天然产物领

域的相关研究正在不断注入新的活力.  

1  CRISPR/Cas 系统的作用机制 

CRISPR/Cas, 即规律性成簇间隔的短回文重复序

列(clustered regularly interspaced short palindromic re-
peats, CRISPR)及相关蛋白(CRISPR-associated, Cas), 是
部分细菌和古细菌在长期自然进化过程中发展而来的

一种对抗外源遗传物质入侵的适应性免疫防御系统

(adaptive immune system), 能够针对噬菌体脱氧核糖核

酸(DNA)等可转移元件进行靶向特异性切割, 使之无法

正常转录翻译得到活性蛋白, 从而避免对细菌或古细菌

的生存生长产生不良影响. CRISPR/Cas 系统主要通过

“信息处理”子系统和“执行”子系统实现获取(adaption)、
表达(expression)和干扰(interference)三个阶段的免疫防

御反应 . 当发生外源遗传物质入侵如噬菌体侵染时 , 
“信息处理”子系统会将噬菌体的一段外源 DNA 整合到

细菌或古细菌的 CRISPR 阵列(CRISPR array), 获取新

的间隔序列(spacer). 当再次发生同样的噬菌体侵染时, 
“执行”子系统就会激活免疫防御反应, 转录并加工生成

一段与先前整合到 CRISPR 序列的噬菌体 DNA 序列互

补的 crRNA (CRISPR-derived RNA). 随后, crRNA、Cas
蛋白形成复合体, 靶向识别并特异性切割噬菌体 DNA
从而干扰外源遗传物质的入侵(图 2)[10].  

Cas 蛋白是 CRISPR/Cas 系统中功能执行元件, 负
责以不同的组合完成获取、表达和干扰三个阶段的免疫

防御反应. 因此, CRISPR/Cas 系统的分类主要基于 Cas
蛋白的差异. 不同 CRISPR/Cas 系统的“信息处理”子

系统均高度保守, 负责获取新的间隔序列, 泛表达核心

蛋白 Cas1、Cas2; 而“执行”子系统则负责转录加工得

到 crRNA 和识别切割外源 DNA. 根据“执行”子系统

中标志性 Cas 蛋白类型和作用模式的差异, 主要分为 I、
II、III、IV、V 五种亚型. 其中, I、III、IV 型需要多种

Cas 蛋白参与, 归属为第 1 类, 而 II、V 型则仅需要一种

Cas蛋白参与, 归属为第 2类[11]. 目前, 应用最为广泛的

是 II 型 CRISPR/Cas9 系统, 其标志性蛋白是双重 RNA 

 

图 2  CRISPR/Cas 系统的一般作用机制[10] 
Figure 2  General mechanism of CRISPR/Cas system 

引导的核酸酶 Cas9[12]. 除了 crRNA, Cas9 还需要与

crRNA互补配对的 tracrRNA (trans-activating crRNA, 亦
称为 trRNA). 在与 tracrRNA-crRNA 复合物结合后 , 
Cas9即可识别外源DNA中与 crRNA互补配对的碱基序

列并结合原间隔相邻基序(protospacer adjacent motif, 
PAM), 继而完成靶向特异性切割[13,14].  

2  CRISPR/Cas9 系统的商品化应用 

近年来, CRISPR/Cas 系统因其设计构建简单、基因

编辑高效、遗传操作便捷等优点逐渐替代了锌指核酸酶

(zinc finger endonuclease, ZFN)、转录激活因子样效应物

核 酸 酶 (transcription activator-like effector nuclease, 
TALEN)等成为生物学技术领域炙手可热的基因编辑工

具. 作为最早实现商品化的 CRISPR/Cas 系统, CRISPR/ 
Cas9 已被广泛应用于 DNA 片段的靶向特异性切割, 为
生物技术领域的发展提供了无限可能[15]. Cas9 蛋白具有

核酸内切酶活性, 能够切割靶标 DNA 片段的双链断裂

(double-strain break)形成平末端(blunt end)产物. Cas9 蛋

白包含两个结构域, HNH 核酸酶结构域负责切割外源

DNA 中与 crRNA 互补的单链, 而 RuvC 结构域负责切

割外源 DNA 的另一条单链. 在自然条件下, 基于碱基

互补配对(complementary base pairing)原则, crRNA 的 3'
端序列结合 tracrRNA 形成 tracrRNA-crRNA 复合物, 5'
端序列结合靶标 DNA, 继而引导 Cas9 蛋白的靶向识别

和特异性切割. 2012 年, Doudna 课题组和 Charpentier 课
题组[16]合作, 经过人为优化将原本的效应元件 crRNA
和 tracrRNA 融合为更易操作的 sgRNA (single guide 
RNA, 亦称为 gRNA), 从而极大地推进了这套系统的应

用. 基于在 CRISPR/Cas9 基因编辑领域的杰出贡献, 两
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位科学家 Jennifer A. Doudna 和 Emmanuelle Charpentier
斩获了 2020 年的诺贝尔化学奖.  

目前, 商品化的 Cas9 蛋白常见有来源于酿脓链球

菌(Streptococcus pyogenes)的 spyCas9 和来源于金黄色

葡萄球菌(Staphylococcus aureus)的 sauCas9. 不同 Cas9
蛋白识别的PAM序列不同. spyCas9识别的PAM序列为

NGG, 而 sauCas9识别的 PAM序列为NNGRRT. 对于放

线菌体系而言, spyCas9 是一种更为通用的基因编辑工

具, 下文提到的 Cas9 均指 spyCas9. 在实际使用商品化

Cas9 蛋白进行实验操作的过程中 , 一般仅需要对

sgRNA 的 5'端序列进行设计和构建, 引入靶标 DNA 的

PAM 序列上游长为 20nt 的碱基序列, 即可在后续实验

中实现 DNA、sgRNA 和 Cas9 蛋白的三元复合以及 DNA
片段的靶向特异性切割(图 3). CRISPR/Cas9 系统在实验

中存在脱靶效应(off-target effect), 在设计 sgRNA 时需

要对碱基序列特异性进行考察 , 生物信息学工具如

CRISPy-web 可以精准辅助设计 sgRNA[17], 对于目的基

因片段的获取而言无疑是切实可行的工具.  

 

图 3  商品化 spyCas9 的作用方式 
Figure 3  Mode of action of commercial spyCas9 

3  CRISPR/Cas9 基因编辑系统在放线菌遗传

改造中的主要应用 

为了实现放线菌来源活性天然产物的高效合成、新

型天然产物的结构衍生以及未知天然产物的定向挖掘, 
需要以放线菌天然产物 BGC 为靶标开展一系列菌种遗

传改造. 当原始宿主自身无法进行遗传改造时, 可以借

助 CRISPR/Cas9 系统依次实现目标基因簇的靶向抓取

和编辑重构, 继而实现相应放线菌天然产物在异源宿主

中的生物合成. 而当原始宿主自身可以进行遗传改造但

是效率较低时, 使用CRISPR/Cas9介导的原位同源重组

则可以大幅度提升各种遗传改造的效率. 除此之外, 改
造后的 CRISPR/Cas9 系统还可以通过代谢调控严密控

制宿主体内目标天然产物的生物合成水平.  

3.1  基因簇的靶向抓取 

以放线菌天然产物为目标的研究工作大多着眼于

含有生物合成信息的 BGC. 在很多情况下, 都需要克隆

或抓取得到长约数十甚至上百 kb 的大尺度基因簇. 传
统获取放线菌天然产物 BGC 的方法常见于构建和筛选

基因组文库, 包括柯斯黏粒(cosmid)、福斯黏粒(fosmid)、
细菌人工染色体(bacterial artificial chromosome, BAC)、
酵母人工染色体(yeast artificial chromosome, YAC)文库

等[18]. 一般而言, 构建基因组文库需要通过盲目随机的

方式抓取大量非特定基因片段, 而筛选基因组文库则是

利用探针杂交或 PCR 方法筛选获得特定基因片段, 整
个操作流程费时费力. 随着基因组测序技术的飞速发

展, 通过生物信息学的比对和分析能够更有导向性地获

取遗传信息. 利用丰富的遗传信息, 有的放矢地抓取目

的基因片段成为更为理性和有效的策略. 近年来, 具体

发展而来的抓取基因簇的方法主要借助于大肠杆菌

(Escherichia coli)线性-线性同源重组(linear-linear ho-
mologous recombination, LLHR)[19] 、 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae)转化偶联重组(transformation- 
associated recombination, TAR)[20]、放线菌位点特异性重

组(site-specific recombination, SSR)[21]等, 其原理都是将

目的基因片段重组到特定的载体上. 对于较长的放线菌

天然产物 BGC 而言, 就需要结合靶向特异性切割 DNA
片段的成熟技术实现大尺度基因簇的抓取.  

为了实现目的基因片段的精准捕获, 研究人员将

CRISPR/Cas9 介导的基因片段切割与酿酒酵母 TAR、
Gibson 等温一步法组装、大肠杆菌 RecET 重组等联用, 
已经成功开发了适用于靶向抓取大尺度基因簇的可行

方法(表 1、图 4)[22]. 2014 年, Yamanaka 等[23]通过

CRISPR/Cas9与酿酒酵母TAR联用, 实现了海洋放线菌

糖单胞菌(Saccharomonospora sp.)中长约67 kb的非核糖

体肽合成酶(non-ribosomal peptide synthetase, NRPS)基
因簇在酿酒酵母体内的靶向抓取和在天蓝色链霉菌

(Streptomyces coelicolor)中的异源表达, 由此成功获得

一种具有二氯脂肽结构的新天然产物 taromycin A. 无
论是化学结构还是基因簇组成, taromycin A 都与达托霉

素(daptomycin)高度相似, 同时也表现出一定的抗菌活

性 .  2015 年,  Kouprina 课题组 [ 24 ]系统开发了这种

CRISPR/Cas9 介导的 TAR 克隆(CRISPR/Cas9-mediated 
TAR cloning), 在酿酒酵母体内高效实现目的基因片段

的靶向抓取. 该方法的操作流程需要涉及酿酒酵母TAR
和后续的放线菌-大肠杆菌的属间接合转移(conjugation 
transfer), 体系相对复杂. 除此之外, 由于三元穿梭载体

复制子能力的限制, 该方法能够抓取的基因片段相对较

短. 2015 年, 朱听课题组、Ebenstein 课题组以及娄春波  
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表 1  用于 CRISPR/Cas9 介导的基因簇靶向抓取和编辑重构的方法的主要特征[23-31] 
Table 2  Main features of the methods developed for CRISPR/Cas9-mediated capture, editing and reconstitution of targeted gene clus-
ters 

方法名称 核心技术 操作体系 技术参数 方法特点 
CRISPR/Cas9 介导

的 TAR 克隆 
CRISPR/Cas9 

TAR 
大肠杆菌 
酿酒酵母 抓取上限约 60～70 kb 操作体系复杂、抓取片段较短 

CATCH CRISPR/Cas9 
Gibson 组装 

体外 
大肠杆菌 抓取上限超过 100 kb 技术要求较高、片段越长抓取越难 

ExoCET CRISPR/Cas9 
RecET 重组 大肠杆菌 抓取上限超过 100 kb 操作体系相对简单、抓取片段较长 

ICE 
CRISPR/Cas9 

T4 聚合酶修复 
Gibson 组装 

体外 
大肠杆菌 单位点编辑 大片段编辑的技术要求较高 

mCRISTAR CRISPR/Cas9 
TAR 

大肠杆菌 
酿酒酵母 2～4 个位点同时编辑 操作较为简便 

mpCRISTAR CRISPR/Cas9 
TAR 

大肠杆菌 
酿酒酵母 4～8 个位点同时编辑 操作较为灵活、步骤较多 

miCASTAR CRISPR/Cas9 
TAR 

体外 
酿酒酵母 2～4 个位点同时编辑 操作体系相对简单、操作简便 

 
图 4  CRISPR/Cas9 介导的靶向抓取基因簇的可行方法和成功案例[23-27] 

Figure 4  Feasible methods and successful cases for targeted capturing gene clusters mediated by CRISPR/Cas9 

课题组 [25]合作开发了 Cas9 辅助靶向染色体片段

(Cas9-assisted targeting of chromosome segments, CAT- 
CH), 通过 CRISPR/Cas9 与 Gibson 等温一步法组装联

用, 可在体外定向捕获长达 100 kb 的基因大片段. 他们

使用 CATCH 成功抓取了枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)
中编码 bacillaene 生物合成的长约 78 kb 的聚酮合酶
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(polyketide synthase, PKS)基因簇, 同时也实现了来源于

若干放线菌的较短 BGC 的靶向抓取. CATCH 对实验操

作技术要求较高, 对大尺度基因簇的靶向抓取效率较低
[26]. 2017年, Wang等[27]开发了核酸外切酶结合RecET重

组 (exonuclease combined with RecET recombination, 
ExoCET). 他们通过CRISPR/Cas9和大肠杆菌RecET重

组联用, 成功抓取了白色链霉菌(Streptomyces albus)中
编码盐霉素(salinomycin)生物合成的长约 106 kb 的 PKS
基因簇. 该方法涉及放线菌和大肠杆菌, 体系相对简单, 
能够抓取的基因片段较长. 

3.2  基因簇的编辑与重构 

在获得放线菌天然产物 BGC 的基础上, 需要考虑

如何实现后续的多种研究需求. 例如, 针对已知结构的

天然产物, 一般着眼于深入开展生物合成机制研究以及

与目标天然产物高产、优产相关的产业化研究; 针对未

知结构的天然产物, 则往往专注于沉默基因簇的激活以

及未知天然产物的挖掘[4,5]. 无论是哪种需求, 都可能涉

及基因敲除(gene knockout)、启动子置换(promotor re-
placement)、定点突变(site-directed mutation)、过量表达

(over-expression)等基因编辑工作. 当放线菌天然产物

BGC 在其原始产生体系中难以进行遗传改造时, 就需

要在体外或异源微生物体系中利用靶向抓取获得的放

线菌天然产物 BGC 针对性地开展目标基因簇的编辑与

重构.  
为了实现放线菌天然产物的大尺度基因簇的编辑

与重构, 一般需要借助靶向切割、定点修复、同源重组

等策略. 近年来, 具体发展而来的基因簇编辑与重构方

法往往需要结合 CRISPR/Cas9, 例如体外 CRISPR/Cas9
介导的基因编辑(in vitro CRISPR/Cas9-mediated editing, 
ICE)、复用 CRISPR-TAR (multiplexed-CRISPR-TAR, 
mCRISTAR) 、基于多重质粒的 CRISPR/Cas9-TAR 
(multiple plasmid-based CRISPR/Cas9-TAR, mpCRIS-
TAR)、复用体外 Cas9-TAR (multiplex in vitro Cas9-TAR, 
miCASTAR)等(表 1、图 5). 2015 年, Wang 等[28]开发了

ICE, 基于CRISPR/Cas9靶向切割和T4聚合酶定点修复

实现了基因簇水平上的单基因缺失与抗性基因替换. 由
于 T4 聚合酶介导的末端 DNA 修复可能会产生移码突

变, Cas9切割后需要采用Gibson等温一步法组装避免移

码的发生. 他们使用 ICE, 敲除了目标天然产物生物合

成必需的结构基因, 从而消除了 RK-682 在变铅青链霉

菌 (Streptomyces lividans)中的异源表达以及全霉素

(holomycin)在白色链霉菌中的异源表达. 2016 年, Brady
课题组[29]开发了mCRISTAR, 通过CRISPR/Cas9与酿酒

酵母 TAR 联用, 实现了目标天然产物 BGC 的靶向切割

和同源重组, 已经成功应用于大尺度基因簇的精准编辑

和定向重构. 他们使用mCRISTAR, 将多段 crRNA编码

序列以规律性成簇间隔的方式排布于 CRISPR 阵列中, 
并与 cas9 基因、tracrRNA 编码序列一起构建于同一质

粒中. 将该质粒与含有目标 BGC 的构建导入酿酒酵母, 
可在酿酒酵母中完成启动子区域 DNA 的双链断裂. 由
此产生的操纵子片段、含有合成启动子和操纵子片段同

源臂的特异性启动子盒通过酿酒酵母 TAR 重新组装, 
可实现 2～4 个启动子盒的同时置换. 他们通过两轮循

环操作完成了来源于环境微生物宏基因组 PKS 基因簇

中 8 个启动子盒的置换和在白色链霉菌中的异源表达. 
这项工作首次实现了大尺度基因簇的单标记、多重启动

子工程改造, 由此成功激活了四环素(tetracycline)类抗

生素 tetarimycin A 的生物合成. mCRISTAR 是一种简单

通用的方法, 既能够保持天然的操纵子结构来减少合成

DNA 的干扰, 又可以利用四种酵母中常用的营养缺陷

型标记通过 4 轮循环操作实现多达 16 个启动子盒的置

换, 有助于通过基因簇的编辑与重构发现新型天然产

物. 随后, Kim 等[30]在 mCRISTAR 的基础上进一步开发

了 mpCRISTAR, 通过构建一系列具有不同营养缺陷型

标记的 CRISPR 质粒, 向酵母细胞导入含有不同 sgRNA
的多个质粒并实现稳定表达, 从而高效实现放线菌天然

产物 BGC 中多达 4～8 个启动子的同时置换. 2019 年, 
Kim等[31]又开发了miCASTAR, 利用CRISPR/Cas9在体

外将基因簇进行切割, 然后结合酿酒酵母 TAR 将切割

产生的操纵子片段与 PCR 扩增得到的含有合成启动子

的短 DNA 进行重新组装. 他们使用 miCASTAR 完成了

带颗粒拟无枝酸菌(Amycolatopsis tolypomycina)中萜类

天然产物 BGC 的精准编辑和定向重构以及在白色链霉

菌中的异源表达, 实现了沉默基因簇的快速激活, 成功

获得了具有中等肿瘤细胞毒性的环二倍半萜类新天然

产物 atolypene A 和 B. miCASTAR 是一种更为简化的

“体外拆卸-体内重组”方法, 为沉默基因簇的编辑与重

构提供了一种简单经济高效且可扩展的策略, 允许同时

生成重组基因簇的组合文库, 有助于提高沉默基因簇激

活工作中的效率和成功率.  
值得一提的是, CRISPR/Cas9 和大肠杆菌 λ-Red 重

组联用也可以实现放线菌天然产物的大尺度基因簇的

编辑与重构. 2015 年, Jiang 等[32]开发了 pCas/ pTargetF
系统, 通过将CRISPR/Cas9与大肠杆菌 λ-Red重组联用, 
表达 Cas9 蛋白与介导 λ-Red 重组的 3 个蛋白 Exo、Bet、
Gam, 同时表达 sgRNA序列, 成功实现了大肠杆菌基因

组的编辑 .  该系统不需要筛选标记 ,  整合效率高达

100%. 2021 年, 杨晟课题组[33]又改良得到 pEcCas/ 
pEcgRNA系统. 该系统适用于各种大肠杆菌, 操作方法

简便, 工作时间更短, 有望在大肠杆菌体系中实现放线 
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图 5  CRISPR/Cas9 介导的编辑重构基因簇的可行方法和成功案例[28-31] 
Figure 5  Feasible methods and successful cases for CRISPR/Cas9-mediated editing and reconstruction of gene clusters 

菌天然产物BGC的编辑与重构. 2019年, Song等[34]使用

ExoCET 强化了多杀菌素(spinosad)的生物合成途径. 他
们将23个基因分为7个操纵子片段, 每个操纵子前插入

了一个组成型强启动子, 由此构建得到一个 79 kb 的人

工基因簇, 高效异源产生了多杀菌素. 尽管他们在获取

操纵子片段时大多采用了 PCR 扩增或化学合成, 但不

难推断如果利用CRISPR/Cas9获得目标基因片段, 同样

可以结合 ExoCET 完成人工基因簇的编辑与重构.  

3.3  原位同源重组 

同源重组是生物体系内普遍存在的一种细胞自我

保护机制, 能够在基因组出现 DNA 双链断裂时及时进

行修复. 当存在同源臂时, 人们可以利用同源重组机制

在细胞原位实现特定的遗传改造 , 构建突变基因型

(genotype)以获得新的表型(phenotype). 不同生物体系

对同源臂的长度要求是不同的. 就放线菌而言, 至少需

要长达数百碱基对的同源臂才能诱导同源重组的发生, 
继而完成基因同框缺失(in-frame deletion)、点突变(point 
mutation)、插入(insertion)、置换(replacement)等遗传改

造. 然而, 部分放线菌种属体内同源重组发生率非常低, 
仅仅增加同源臂的长度无法高效获得理想的突变. 在大

多数放线菌中, CRISPR/Cas9 系统可以稳定存在并发挥

活性. 因此, 利用 CRISPR/Cas9 可以在放线菌基因组的

特定位点引入 DNA 双链断裂, 从而大幅度提高同源重

组的发生率, 并显著加快基因同框缺失、点突变、插入、

置换等遗传改造的工作时长(图 6). 合理运用 CRISPR/ 
Cas9 介导的同源重组, 需要在引入同源臂的同时, 额外

引入 Cas9 蛋白和 sgRNA(或 crRNA、tracrRNA). 因此, 
设计和构建合适载体使之能够兼容同源臂、cas9 基因以

及编码 sgRNA(或 crRNA、tracrRNA)的短 DNA 就显得

尤为重要[35].  
仅 2015 年, 国内外就有多个课题组开发了多种适

用于在放线菌体系中进行 CRISPR/Cas9 介导的同源重

组的质粒. 赵惠民课题组[36]开发了两个质粒 pCRIS-
Pomyces-1 和 pCRISPomyces-2. 其中, pCRISPomyce-1
携带有 tracrRNA 和 crRNA 的编码基因, 适用于变铅青

链霉菌, 而 pCRISPomyces-2 则携带有 sgRNA 的编码基

因, 适用于变铅青链霉菌、白色链霉菌等多种常见放线

菌. 在多数情况下, pCRISPomyces-2 的效率明显高于

pCRISPomyces-1. Zhang 等[37]利用 pCRISPomyces- 2 激

活了玫瑰孢链霉菌(Streptomyces roseosporus)中的稠环

大环内酰胺基因簇和丙基膦酸类基因簇、委内瑞拉链霉

菌(Streptomyces venezuelae)中的 III 型 PKS 基因簇, 以 
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图 6  CRISPR/Cas9 介导的原位同源重组用于放线菌基因组的遗传改造及成功案例[36-40] 
Figure 6  CRISPR/Cas9-mediated in situ homologous recombination used for genetic modification of actinomycete genome with suc-
cessful cases 

及绿色产色链霉菌(Streptomyces viridochromogenes)中
的 II 型 PKS 基因簇, 得到 macrolactam、FR900098 等多

种新天然产物. Huang 等[38]开发了 pKCcas9dO 质粒. 该
质粒适用于天蓝色链霉菌, 实现了 actll-orf4、redD 和

glnR 单基因的同框缺失, 以及大尺度基因簇包括 21.3 
kb 的放线紫红素(actinorhodin)、31.6 kb 的十二烷基灵菌

红素(undecylprodigiosin)和 82.8 kb 的钙依赖性抗生素

(calcium-dependent antibiotics)BGC 的敲除, 编辑效率达

60%～100%. Tong 等[39]开发了两个质粒 pCRISPR-Cas9
和 pCRISPR-dCas9. 其中, pCRISPR-Cas9 适用于天蓝色

链霉菌, 实现了放线紫红素 BGC 中 actIORF1 和 actVB
基因的同框缺失 , 编辑效率达 100%, 而 pCRISPR- 
dCas9 用于 CRISPR 干扰(CRISPR interference, CRIS-
PRi), 实现了 actIORF1 基因的调控表达. Zeng 等[40]开发

了 pWHU2653 质粒. 该质粒使用来源于 pIJ101 的复制

子替代温敏型复制子 , 还含有胞嘧啶脱氨酶基因

codA(sm), 可将 5-氟胞嘧啶转化为 5-氟尿嘧啶用于反向

筛选. 他们利用 pWHU2653 在天蓝色链霉菌中实现了

actI-ORF2 基因的同框缺失. 目前, 上述质粒已被大量

应用于放线菌基因组的原位遗传改造中. 此后, 为满足

多样的研究需求, 不同特征的质粒被相继创建出来(表
2). 例如, Mo 等[41]在 2019 年开发了 pMWCas9 质粒. 该
质粒具有来源于 pIJ101 的复制子替代温敏型复制子和

反向筛选标签 codA(sm), 诱导表达的 Cas9 有利于减少

对放线菌的基因组压力, 特别适用于含有高度重复序列

的放线菌 PKS 基因簇的遗传改造. 他们利用 pMWCas9, 
成功在红色糖多孢菌(Saccharopolyspora erythraea)中实

现了红霉素(erythromycins)BGC 中启动子的置换. 这些

质粒的设计构建工作极大促进了 CRISPR/Cas9 在放线

菌体内基因编辑中的应用.  

3.4  代谢调控 

在生物体系中, 基因是遗传信息的物质载体, 而蛋

白则是生物功能的执行单元. 蛋白的丰度和活性可以直

接影响细胞的生理状况 .  蛋白是由基因经过转录

(transcription)、翻译(translation)等一系列转化得到的, 
而基因表达形成蛋白的过程涉及精密的代谢调控. 有别

于真核生物体内复杂的转录后修饰、翻译后加工过程, 
放线菌等原核生物体内的代谢调控相对简单, 相关研究

主要聚焦于 DNA 转录和信使核糖核酸(mRNA)翻译过

程. 放线菌天然产物来自次级代谢(secondary metabo-
lism), 其生物合成发生于菌体生长分化的特定阶段, 受
到了来自全局调控因子(global regulator)、多效调控因子

(pleiotropic regulator)、途径特异性调控因子(pathway- 
specific regulator)等多层次的严密控制. 与此同时, 一些

途径特异性调控因子对体内小分子化合物的丰度非常

敏感, 受到所在 BGC 编码天然产物以及其他 BGC 编码

天然产物的反馈调节[42]. 一直以来, 放线菌天然产物的 
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表 2  用于 CRISPR/Cas9 介导的链霉菌原位同源重组的质粒的主要特征[36,38-41] 
Table 2  Main features of the plasmids deigned for CRISPR/Cas9-mediated in situ homologous recombination in actinomycetes 

质粒名称 抗性标签 cas9 基因启动子 sgRNA 启动子 质粒特性 

pCRISPomyces-1 阿伯拉霉素 组成型 rpsLp 组成型 gapdhp (crRNA) 
组成型 rpsLp (tracrRNA) 来源于 pSG5 的温敏型复制子

pCRISPomyces-2 阿伯拉霉素 组成型 rpsLp 组成型 gapdhp (sgRNA) 来源于 pSG5 的温敏型复制子

pKCcas9dO 阿伯拉霉素 诱导型 tipAp 组成型 j23199p (sgRNA) 来源于 pSG5 的温敏型复制子

pCRISPR-Cas9 阿伯拉霉素 
硫链丝菌素 诱导型 tipAp 组成型 ermE*p (sgRNA) 来源于 pSG5 的温敏型复制子

pCRISPR-dCas9 阿伯拉霉素 
硫链丝菌素 诱导型 tipAp 组成型 ermE*p (sgRNA) 来源于 pSG5 的温敏型复制子

pWHU2653 阿伯拉霉素 组成型 aac(3) 
IVp 组成型 ermE*p (sgRNA) 来源于 pIJ101 的复制子 

CodA 反筛标签 

pMWCas9 阿伯拉霉素 
硫链丝菌素 诱导型 tipAp 组成型 ermE*p (sgRNA) 来源于 pIJ101 的复制子 

CodA 反筛标签 
 

代谢调控研究都是一项重要的课题. 相关研究不仅聚焦

于调节目标天然产物的发酵产量, 还有助于激活未知天

然产物沉默 BGC 的生物合成.  
Cas9 蛋白包含 RuvC 核酸酶和 HNH 核酸酶两个结

构域, 用于切割 DNA 双链[11]. 研究发现, 当 RuvC 核酸

酶结构的第 10 位天冬氨酸突变为丙氨酸、HNH 核酸酶

结构域的第 840 位组氨酸突变为丙氨酸时, Cas9 蛋白就

会失去核酸内切酶活性, 这种突变体称为 dCas9 (dead 
Cas9)[14]. 突变体蛋白 dCas9 不能切割 DNA 双链, 但仍

旧可以在 sgRNA 的指导下与特定 DNA 靶向紧密结合. 
CRISPR/dCas9 系统可以作用于微生物体内代谢调控过

程如调节途径特异性调控因子的产生, 从而影响天然产

物的生物合成. 2013 年, 人们首次在大肠杆菌中研究了

CRISPR/dCas9 系统特异性抑制基因表达的能力[43,44]. 
当 dCas9 蛋白与转录抑制因子(transcriptional repressor)
连接, 可以在 sgRNA指导下沉默靶标基因的表达, 此技

术即为 CRISPRi. 与 RNA 干扰(RNA interference, RNAi)
作用于 mRNA 的翻译过程不同, CRISPRi 作用于 DNA
的转录过程. CRISPRi 的作用方式是可逆的, 并且具有

高度特异性[38]. 目前, CRISPRi 已经广泛应用于细菌的

途径工程, 开发了基于 CRISPRi 的多重基因调控技术, 
用于同时调控多种途径的基因表达. 其中, CRISPRi 应

用于大肠杆菌代谢调控的研究较多, 而应用于放线菌代

谢调控的研究很少. 直到 2015 年, Tong 等[39]为了测试

CRISPRi是否可以控制放线菌中的基因表达, 选择了 12
个 sgRNA 在天蓝色链霉菌中靶向结合放线紫红素 BGC
中 actI-ORF1 基因的启动子. 他们发现 CRISPRi 可以有

效地可逆性沉默 actI-ORF1 基因的表达 , 从而证明

CRISPRi 可以应用于放线菌天然产物的代谢调控. 
与 CRISPRi 作用效果相反, 当 dCas9 蛋白与转录激

活因子(transcriptional activator)融合时, 可以通过 dCas9

靶向结合目标 DNA 片段的特性将激活因子间接置于靶

标基因转录起始位点附近, 由此可以募集转录起始复合

物以增强靶标基因的表达, 这种技术称为 CRISPR 激活

(CRISPR activation, CRISPRa)[45,46]. 目前, CRISPRa 较

多地应用于哺乳动物基因表达的高效激活等表观遗传

控制(epigenetic control)领域. 在原核细胞中, 只有很少

的转录激活因子可供选择, 这极大地限制了 CRISPRa
在原核生物途径工程中的应用[47]. 目前, CRISPRa 仅有

少数应用于大肠杆菌的案例, 而应用于放线菌的相关研

究尚未具体开展. 由于放线菌基因组中存在着大量实验

室条件沉默的天然产物 BGC, 开发高效的 CRISPRa 策

略将有助于这些未知天然产物的开发利用.  

4  需求与展望 

CRISPR/Cas9 系统是一种多功能、高效率、操作简

便的基因编辑工具, 目前已经广泛应用于以获取放线菌

天然产物为目标的菌种遗传改造工作中. 由于放线菌的

染色体同源重组效率相对较低以及基因组碱基高 GC 含

量等特性, 以 NGG 为 PAM 序列的 Cas9 蛋白在放线菌

体系内所造成的 DNA 双链断裂, 不仅毒性较大, 而且

容易发生脱靶效应[48]. 因此, CRISPR/Cas9 在放线菌当

中的应用仍有很多的不足和阻碍. 这些问题可以通过使

用生物信息学工具进行精确设计, 以及人工优化 Cas9
蛋白降低脱靶现象的发生得以解决 [49]. 总之 , 由于

CRISPR/Cas9 系统的灵活性以及其在较短的时间内产

生无缝和无标记突变的能力, 基于CRISPR/Cas9的基因

编辑方法有望超越传统放线菌体系中的常规遗传改造

方法, 不仅广泛应用于天然产物的发现和开发, 还将应

用于有助于分子生物学、微生物遗传学、合成生物学等

学科的深度发展 . 通过不断完善放线菌体系中的

CRISPR/Cas9 基因编辑系统, 将极大地推进 CRISPR/ 
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Cas9 在基因簇抓取、编辑与重构、基因组原位同源重组

以及代谢调控等领域的应用. 
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