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摘要 CRISPR是对基因组进行永久性的修饰, 为了避免这种永久性的修饰, CRISPR干扰被开发出来. CRISPR干 

扰系统(CRISPR interference, CRISPRi)就是利用失活的Cas效应蛋白与指导性RNA(sgRNA)共同作用, 来阻断转录 

进程, 从而达到抑制基因表达的目的. 通过扩大CRISPRi技术的应用范围, 发现了全基因组的高通量筛选方法. 近 

年来CRISPRi已被广泛应用于微生物代谢工程、基因功能研究、代谢通路调控及高通量表型筛选. 通过构建 

CRISPRi文库, 可实现全基因组水平的转录调控, 揭示关键代谢节点、调控因子与生理功能之间的关系. 相比传 

统敲除文库, CRISPRi具备可逆性、可调控性及适用于必需基因的优势, 尤其适用于对复杂调控网络的系统解析 

与代谢流优化. 本综述系统梳理了CRISPRi文库的构建策略、在典型微生物中的应用实例, 重点讨论其在产物产 

量提升、副产物抑制及底物利用效率优化中的贡献, 并展望其在合成生物学与工业菌株开发中的发展趋势与 

挑战. 
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微生物代谢工程通过基因改造手段(如基因敲除、 

抑制或过表达关键代谢基因, 以及引入外源基因), 对 

微生物的代谢网络进行理性设计和优化, 以重构或增 

强特定代谢途径, 从而实现目标代谢产物的高效合 

成 [1]. 自1991年诞生以来, 代谢工程与分子生物学、系 

统生物学及合成生物学深入融合 [2]. 随着基因组学的 

发展, 众多微生物的全基因组序列被测定并注释, 极 

大促进了对代谢网络的理解及定向改造代谢途径的研 

究. 微生物代谢工程的进展推动了生物技术的广泛应 

用. 例如, 2015年, Jakočiūnas等人 [3]通过多重CRISPR/ 
Cas基因编辑技术, 使甲羟戊酸的产量比对照菌株提高 

41倍. 2015年, Galanie等人 [4]利用Gibson和DNA组装技 

术, 将药物蒂巴因和氢可酮的合成途径导入酵母, 成功 

获得了合成该药物的工程菌株. 2019年, Sun等人 [5]采 

用sRNA-Hfq技术在谷氨酸棒杆菌中将pyk, ldhA和 

odhA基因表达下调80%, 使谷氨酸含量增加了3倍. 尽 

管如此, 微生物代谢工程仍面临许多挑战. 而为了获得 

合适的靶向基因, 避免构建大量无用的工程菌株, 利用 
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高通量筛选出具有最佳的靶向基因成为优异的解决 

方法. 
基于CRISPR/Cas9技术发展而来的CRISPR干扰 

(CRISPR interference, CRISPRi)就是利用失活的Cas 
效应蛋白与指导性RNA(sgRNA)共同作用, 来阻断转 

录进程, 从而达到抑制基因表达的目的. 2013年, Qi 
等人 [6]首次提出CRISPRi(基因表达抑制)技术, 开启 

了CRISPR在基因“调控”的应用, 并实现了多基因的 

同时抑制. CRISPRi系统的可逆性、对必需基因的可 

研究性、技术的简易性及gRNA的可管理性, 使其在 

高通量筛选中展示了独特优势. 自2014年CRISPRi文 

库首次在人类细胞中应用以来, 文库规模迅速扩大, 
并结合高通量筛选平台广泛应用于基因功能研究和 

初步代谢调控 [7]. CRISPRi系统能够实现多基因精准 

调控, 广泛应用于代谢流重构、合成生物学及细胞工 

厂优化, 已成为代谢工程中强大的工具之一. 尽管微 

生物代谢工程已在多个案例中取得成功, 仍面临着代 

谢网络复杂、细胞生理与代谢平衡相互制约等挑战. 
未来发展趋势包括整合多组学数据构建更准确的代 

谢模型 ,  结合人工智能优化途径设计 ,  以及推动 

CRISPRi等调控技术在高通量筛选和产业化中的应 

用 ,  从而实现微生物细胞工厂的理性构建与高效 

转化. 
为了深入理解CRISPRi系统在微生物代谢工程中 

的应用, 本文首先介绍了CRISPRi技术诞生, 然后解析 

了CRISPRi技术的原理与文库构建策略, 接着讨论了 

CRISPRi文库在模式微生物中的应用实例及常用的高 

通量筛选条件和数据分析方法. 最后, 总结了CRISPRi 
文库在代谢工程中的优势与挑战, 并展望未来研究方 

向, 以推动CRISPRi文库在微生物代谢工程中的进一 

步应用. 

1 CRISPRi技术的起源 

1.1 靶向调控技术的演进: 从敲除到CRISPR/Cas 
系统 

微生物代谢网络的重构主要通过基因层面的调控 

实现, 靶向基因调控的方法多种多样, 包括基因缺失、 

基因突变、基因沉默和基因过表达等. 基因敲除技术 

起源于20世纪80年代, 其核心原理是通过同源重组技 

术, 用标记片段或空白片段替代被敲除基因的编码区 

域 [8]. 在微生物代谢过程中, 基因敲除常通过删除旁路 

代谢途径, 促进代谢物流向最终产物, 从而减少副产物 

的生成. 例如, Jantama等人 [9]通过敲除大肠杆菌中多个 

代谢相关基因, 并结合适应性进化, 成功获得了琥珀酸 

生产量为622~733 mmol/L、苹果酸产量为512 mmol/L 
的高产工程菌株. 然而, 基因敲除存在一些问题. 首先, 
基因敲除是不可逆的, 这不利于对细胞瞬时表型变化 

的理解, 且无法探究必需基因的功能. 此外, 基因敲除 

通常使用抗性基因作为标记, 导致多重耐药菌株的出 

现, 这限制了其应用 [10]. 
2012年, CRISPR/Cas9技术的问世彻底改变了基 

因编辑的方式 [ 1 1 ] .  与传统的基因敲除技术相比 ,  
CRISPR/Cas9的优势在于, Cas效应蛋白通过RNA引导 

靶点精确调控, 从而实现基因的敲除、插入和修复. Li 
等人 [12]基于CRISPR/Cas9开发的大肠杆菌迭代基因编 

辑方法, 实现了接近100%的基因编辑效率, 并成功引 

入了三种类型的基因突变. 利用该方法, 将β-胡萝卜素 

合成途径整合到基因组中, 优化了甲基赤藓糖醇磷酸 

(MEP)途径和中心代谢途径, 最终使β-胡萝卜素的产 

量达到2.0 g/L. 
相比于基因敲除, CRISPR基因编辑技术在基因调 

控中具有更强的靶向性, 且通过全面设计靶向RNA, 
可以显著提高基因编辑效率. 此外, CRISPR技术能够 

同时编辑多个基因, 从而简化操作流程. Wang等人 [13] 

开发了一种高效、通用的酵母多重基因组编辑方法, 
并成功在酵母细胞中实现了白藜芦醇、人血清白蛋白 

和尸胺的生物合成. 

1.2 CRISPRi及其在代谢工程中的潜力 

CRISPRi就是利用失活的Cas效应蛋白与sgRNA 
共同作用, 来阻断转录进程, 从而达到抑制基因表达的 

目的. 与CRISPRi抑制基因表达不同, CRISPR激活 

(CRISPR activation, CRISPRa)可实现基因的可编程激 

活, 通常通过靶向转录激活因子将dCas蛋白与RNA聚 

合酶招募至目标启动子区域, 从而增强转录活性 [14]. 
基因敲除与CRISPR技术的靶向调控都是不可逆 

的, 只能实现“全或无”的固定状态. 相对而言, CRISPR 
的动态调控系统——CRISPRi/CRISPRa, 可以通过抑 

制或激活基因表达, 进行实时控制. 这种方法不仅能 

抑制或激活必需基因, 从而研究基因功能, 还具有可 

调控性(图1). 
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微生物的生物合成是高度协调的代谢与生理过程 

的结合, 其中代谢过程的多样性为各种商业化化学品 

的合成提供了基础. 代谢过程的改变最终会影响细胞 

的生理功能, 而微生物的生理包括细胞结构、细胞生 

长和抗逆性等, 与代谢过程密切相关. 微生物的生理 

与代谢保持相对稳态, CRISPRi对这一稳态过程的靶 

向控制既可逆又精准. 这种时空分辨的精准调控, 使 

CRISPRi在微生物代谢工程中具有独特的优势. 例如, 
Ni等人 [15]通过构建多gRNA质粒, 利用CRISPRi技术 

同时下调β-香树脂醇合成途径中的7个基因, 实现了β- 
香树脂醇0.16 g/L的产量. 由于CRISPRi技术通过表达 

多个针对不同基因的sgRNA, 可以同时下调多个靶基 

因, 因此利用此特性可以对全基因组或部分基因组进 

行文库筛选, 从而大大减少了微生物代谢工程靶向基 

因获取难度. 

2 CRISPRi技术原理与文库构建策略 

2.1 dCas9及其转录抑制机制 

2014年, CRISPR系统被发现是古菌和细菌用于抵 

御外来核苷酸序列的天然防御机制, 随后被开发为基 

因编辑工具 [16]. 天然的CRISPR/Cas防御系统包括三个 

主要步骤: 外源遗传物质的入侵, crRNA的记录, 以及 

CRISPR介导的靶向切割 [17]. CRISPR阵列由重复序列 

和可变序列组成, 其中可变序列来源于外来遗传物质. 
转录产生的CRISPR RNA(crRNA)在CRISPR相关蛋白 

(Cas蛋白)的协助下, 可识别并切割入侵的遗传物质. 
因此, 利用crRNA与Cas效应蛋白的协同作用可以实现 

细胞内的基因编辑 [18]. 
根据Cas蛋白的组成和机制, CRISPR/Cas系统被 

分为两大类: 第一类系统由多个Cas蛋白协同发挥作 

用, 主要包括Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型; 第二类系统由单一 

Cas蛋白介导靶向识别和切割, 主要包括Ⅱ型、Ⅴ型 

和Ⅵ型 [19]. 其中, Ⅱ型(如Cas9)和Ⅴ型(如部分Cas12亚 

型)因其结构简单且能有效靶向DNA, 被广泛应用于基 

因编辑领域 [20]. Ⅱ型和部分Ⅴ型系统通常需要RNase III 
(一种与Cas无关的核酸酶 )及反式激活的c rRNA 
(tracrRNA)协同作用, 以将前体crRNA加工为成熟的单 

个crRNA. crRNA与tracrRNA形成杂交结构, 生成功能 

性向导RNA(gRNA), 该复合体再与Cas9或Cas12结合, 
并通过gRNA中的间隔序列引导至靶位点. gRNA设计 

时还需考虑原间隔区基因序列(protospacer adjacent 
motif, PAM), 即靶位点邻近的一段短序列, 且不同Cas 
蛋白识别的PAM序列各不相同, 是目标识别的必要条 

件 [21]. 
CRISPRi系统的关键在于使用“失活”的Cas效应 

蛋白(dCas), 其保留了对目标基因的识别能力, 但丧失 

了DNA切割功能. 通过在内切酶结构域引入点突变, 
可使Cas蛋白失去核酸酶活性, 从而得到dCas蛋白 [11]. 
常用的dCas9需要Cas9蛋白RuvC结构域的第10位天冬 

氨酸突变为丙氨酸(D10A)以及HNH催化结构域的第 

840位组氨酸突变为丙氨酸(H840A); 而dCas12仅需 

Cas12蛋白RuvC结构域的第908位天冬氨酸突变为丙 

氨酸(D908A). dCas蛋白在gRNA引导下结合至目标基 

因的启动子区或编码区, 通过空间位阻抑制RNA聚合 

酶的结合或延伸, 进而阻断转录. 例如, Zhang等人 [22] 

在解脂耶尔森氏酵母中构建了四种不同的CRISPRi系 

统, 包括dCpf1, dCas9, dCpf1-KRAB和dCas9-KRAB, 
并通过多种gRNA实现了对目标基因gfp的高效抑制. 
在CRISPRi调控中, 若单个gRNA效果不理想, 可针对 

目标基因的不同功能区域设计多个gRNA, 从而提高 

抑制效率. 

图 1 CRISPR/Cas9系统、CRISPRi系统和CRISPRa系统原 
理图 
Figure 1 Schematic diagram of CRISPR/Cas9 system, CRISPRi 
system, and CRISPRa system  
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2.2 gRNA设计原则与覆盖策略 

CRISPRi筛选需要将dCas蛋白与gRNA文库结合, 
dCas蛋白与gRNA库的序列和数量取决于研究物种和 

实验设置. CRISPRi筛选的流程首先是将dCas蛋白与 

gRNA库导入目标细胞, 随后进行表型分析. 通常通过 

施加选择压力进行筛选, 包括使用选择性培养基、特 

定的外界环境或施加特定药物. 通过对施加选择压力 

前后CRISPRi突变体的基因丰度进行比较, 最终确定 

基因与表型之间的关系. 此外, 还可以通过流式细胞 

术对荧光信号进行选择性筛选, 分选出与感兴趣表型 

相关的细胞 [23]. 
CRISPRi筛选的常规工作流程包括以下步骤: (ⅰ) 

设计和创建gRNA; (ⅱ) 构建gRNA文库; (ⅲ) 将dCas 
和gRNA引入细胞; (ⅳ) 进行表型筛选; (ⅴ) 鉴定 

gRNA丰度及其靶标; (ⅵ) 分析结果 [23]. 在步骤(ⅱ)和 

(ⅲ)中, 需对gRNA和CRISPRi文库进行质量控制, 确保 

文库具有足够的代表性, 并在筛选前尽量减少gRNA 
序列的丰度偏差 .  常见的筛选模式有混合模式(将 

gRNA混合)和阵列模式(将gRNA分开存储). 
在CRISPRi高通量筛选过程中, 存在许多挑战, 主 

要包括选择合适的dCas蛋白、适合的物种、内源性 

CRISPR系统是否会影响筛选过程, 以及最重要的 

gRNA设计策略 [24].  
首先, gRNA的设计通常基于基因组注释, 因此只 

适用于拥有全基因组注释的物种. 其次, gRNA的设计 

受到多种因素的影响, 设计时需要考虑的关键因素包 

括靶标定位、靶链选择、PAM序列以及GC含量. 在 

原核生物中, gRNA应靶向目标基因编码区或起始密 

码子上游最多400 bp的位置, 并且在靶向起始密码子 

的区域发挥更强的抑制作用 [25]. 在酵母中, dCas-阻遏 

物融合体可在与转录起始位点(TSS)相对的−200到 

+50 bp范围内有效抑制表达. 
在编码区, gRNA的选择则取决于使用的特定 

dCas蛋白, 靶向模板链或非模板链. 为了避免“坏种 

子”效应和脱靶效应, 每种dCas蛋白都偏好特定的 

PAM序列 [26]. 为了降低脱靶效应, 目前主要采用两类 

策略, 一类是高保真dCas变体的应用 , 另一类是截短 

sgRNA(tru-sgRNA). 2016年, Kleinstiver等人 [27]首次发 

现dCas9-HF1(High-Fidelity 1)高保真蛋白, 它通过关键 

氨基酸突变(如N497A/R661A/Q695A/H969A)显著降 

低与非靶标DNA的结合能力, 在保持靶向效率的同时 

将脱靶效应减少90%以上. 此外, 类似变体eCas9(en
hanced specificity)蛋白和Cas9-HF2蛋白也被广泛应用 

于代谢途径的精准抑制 [28]. 相对于传统sgRNA的20 nt 
靶向序列易与非完全互补序列结合, tru-sgRNA通过缩 

短互补区长度(如17-18 nt)或优化二级结构, 可大幅提 

高特异性 [29]. 此外, gRNA的GC含量不应过高, 以防止 

gRNA自身形成互补双链结构, 从而影响其稳定性和 

功能 [30]. 
最后, gRNA库的序列数量对设计的影响也不容 

忽视. 在全基因组筛选中, 通常为每个基因设计3~10 
条gRNA, 以提高命中率; 对于较小的基因库筛选, 每 

个基因可以使用更多的gRNA, 而在较大的基因库中, 
则每个基因使用较少的gRNA [31]. 对于筛选前后gRNA 
丰度的计算与对比, 通常参考Zhao等人 [32]关于计算的 

综述, 以确保筛选结果的准确性和可重复性. 

2.3 文库类型: 全基因组、靶向代谢通路、调控因 
子筛选等 

随着CRISPRi系统的发展, gRNA的设计范围得到 

了极大的扩展. 由gRNA所选择的范围不同可分为全 

基因组筛选文库、靶向代谢通路筛选文库、调控因子 

筛选文库等, 例如, Gutmann等人 [33]设计1573条gRNA 
靶向酿酒酵母的161个转录因子和129个蛋白激酶, 最 

终增强了酿酒酵母对云杉水解物和木质纤维素毒素的 

耐受性. McGlincy等人 [34]设计了61094个gRNA保证酵 

母细胞基因组上每个注释蛋白均有约10个靶向gRNA, 
最终揭示了大多数必需基因的适应度缺陷. de Wet等 

人 [35]对结核分枝杆菌的294个必需基因构建了阵列文 

库, 最终结合亚细胞染色定位和自动化成像分析的方 

法绘制基因与细胞形态之间的关系. 

2.4 文库构建方法: 质粒库、整合型文库、可诱导 
系统等 

将dCas蛋白与gRNA库导入微生物细胞中时, 可 

以根据导入方式的不同将其分为质粒型文库和整合型 

文库 [36]. 质粒型文库是将dCas蛋白和gRNA分别载于 

外源质粒中, 然后将质粒转入细胞; 而整合型文库则 

将两个成分或其中一个成分直接整合到微生物的基因 

组中. 与质粒型文库相比, 基因组型文库提供了更稳定 

的系统, 且无需添加选择标签, 但整合到基因组的过程 
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较为繁琐和复杂.  
CRISPRi可诱导系统将dCas蛋白与gRNA置于诱 

导性启动子后, 通过诱导型启动子的调控可以构建一 

个可诱导调控的高通量筛选系统. 在细胞生长过程中, 
必需基因的存在至关重要, 而对必需基因的敲除或抑 

制将影响筛选结果. 一个可诱导可调控的CRISPRi系 

统能够减少克隆及预培养过程中必需基因的丢失, 降 

低文库的偏差, 并且可以精确预测在不同生长条件下, 
必需基因功能丧失对生长和其他表型的影响. 相比基 

因敲除, CRISPRi可诱导系统在研究基因部分抑制的 

影响方面具有重要优势. 诱导型系统能够通过改变启 

动子或诱导物的浓度灵活控制表达的时间和范围. 但 

是, 所有已报道的诱导型启动子都存在一定程度的泄 

漏, 在没有诱导物的情况下, 抑制范围通常为10% 
~30%, 因此选择合适的启动子至关重要 [37]. 

3 CRISPRi文库在模式微生物中的应用 

自从CRISPRi系统被引入大肠杆菌后, 该技术已 

经成功应用于多种微生物, 包括细菌、古菌、酵母和 

原生动物等 [38]. 随着技术的发展, CRISPRi基因组学高 

通量筛选已在小规模基因子集以及全基因组中得到了 

应用. 目前, CRISPRi高通量筛选系统已在细菌和酵母 

中广泛应用, 但在古菌和原生生物中的应用尚未有报 

道 [39].  
在生物技术领域, 微生物通常被作为细胞工厂, 用 

于工业化学品的生产. 要提高这些化学品的产量, 需要 

对微生物进行代谢工程改造, 将代谢流引导至特定路 

径, 同时最大限度地减少不良副产物的生成 [40]. CRIS
PRi高通量筛选系统能够有效筛选代谢途径相关基因 

的子集, 从中识别出能够增强工业表型并提高产量的 

关键基因. 常用的筛选压力包括外界环境压力(如温 

度、氧气含量、渗透压、氮源、碳源等), 或通过荧光 

激活细胞进行分选, 最终筛选出具有感兴趣表型的工 

程菌株.  
由于模式微生物具有遗传操作简便、快速生长、 

培养基适应性强以及可扩展性好的特点, CRISPRi高 

通量筛选作为一种新兴技术, 已在这些微生物中得到 

广泛应用. 模式微生物通常拥有详尽的基因组功能注 

释, 这为CRISPRi技术中的gRNA设计及后续的高通量 

分析提供了坚实的基础.  

3.1 CRISPRi文库在大肠杆菌中的应用 

大肠杆菌作为最常见的模式微生物, 在CRISPRi 
筛选领域得到了极大发展. 2018年, CRISPRi全基因组 

筛选首次在大肠杆菌中应用, Cui等人 [41]设计了约 

92000个gRNA, 随机靶向大肠杆菌基因组, 最终揭示 

了gRNA设计的规律, 识别了必需基因, 并提供了噬菌 

体抗性相关的关键基因.  
随着技术的不断进步, CRISPRi筛选在微生物代 

谢工程中展示了巨大的优势. 通过抑制生长, 将碳通 

量从生长转移到产物生产, 实现生产与生长的解耦, 
这对于微生物的生物基生产至关重要. Li等人 [42]设计 

了一个覆盖大肠杆菌基因组中12238个基因位点的 

sgRNA文库, 筛选出了能抑制生长同时允许持续蛋白 

质生产的靶点, 最终鉴定了1332个sgRNA, 这些基因 

能够在降低生长的同时, 维持或提高GFP的积累. 最高 

靶点sibB/ibsB显示, GFP积累提高了5倍以上, 生物质 

形成减少了45%. 这一发现为其他微生物的生长与生 

产解耦提供了理论基础.  
在微生物代谢工程中, 靶向代谢途径相关靶点的 

sgRNA设计是一种重要的策略. 合适的设计原则和方 

法能够高效筛选出与目标产物合成相关的靶基因 .  
Wang等人 [43]在大肠杆菌中筛选出56个磷酸酶编码基 

因, 并通过CRISPRi在番茄红素高产菌株中构建了基 

因敲低文库, 最终筛选出56个基因中的28个富集基因. 
Shen等人 [44]针对80个NADPH消耗型酶编码基因和 

400个ATP消耗型酶编码基因构建了CRISPRi文库, 筛 

选出了与4-羟基苯乙酸生合成相关的6个NADPH消耗 

酶和19个ATP消耗酶的编码基因. Fang等人 [45]则针对 

108个与游离脂肪酸(FFA)代谢相关的基因构建了 

CRISPRi文库, 并筛选出了26个与FFA合成相关的有益 

基因, 最终通过ihfA/aidB/ryfA/gadA四基因扰动实现了 

30.0 g/L的FFA产量. Jeong等人 [46]构建了靶向木糖代 

谢基因的sgRNA文库, 之后使用随机sgRNA文库筛选 

靶基因, 从而增强大肠杆菌细胞中紫罗兰素色素的产 

生. 最终通过分析深紫色菌落中sgRNA质粒的冗余性, 
筛选出了17个靶基因. 

对于CRISPRi高通量筛选, 除基础的产量作为筛 

选方式外, 还可以结合生物传感器进行筛选, 从而识 

别与微生物代谢过程相关的基因. Wang等人 [47]设计了 

一个可编程的双错配CRISPRi系统, 并优化了基于 
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PadR的生物传感器, 将目标产物作为诱导剂、PadR作 

为转录阻遏物、P PadC作为启动子、eGFP作为表达强 

度信号, 成功建立了生物传感器辅助的可滴定CRIS
PRi高通量筛选方法. 最终, 通过使用sgRNA变体组合 

敲低pfkA和ptsI, 香豆酸的滴度提高了40.6%, 达到 

1.31 g/L. 同样地, 基于丁酸作为生物传感器的诱导剂, 
使用靶向sucA和ldhA的sgRNA变体, 丁酸的滴度分别 

提高了19.0%和25.2%. 生物传感器与CRISPRi筛选相 

结合, 为实现代谢通量的多层次调节和高产表型的高 

通量筛选奠定了基础. 通过将产物产量与荧光强度相 

结合, CRISPRi高通量筛选可以通过荧光强度作为筛 

选标签, 极大地简化实验流程, 并实现高效的量化筛 

选. Fang等人 [48]结合荧光激活细胞分选(FACS)和二代 

测序(NGS), 采用基因组规模的CRISPRi方法, 确定了 

靶基因pcnB对游离脂肪酸生产的影响. 随后, 在pcnB 
抑制的基础上, 进一步抑制acrD以增强FFA外排, 最终 

实现了35.1 g/L的最大FFA生产. 
CRISPRi筛选为微生物代谢工程提供了一个高 

效、便捷的新方法, 不仅加速了代谢路径的优化和代 

谢产物产量的提高, 还提升了代谢工程中的精准调控 

能力, 拓宽了微生物代谢工程的应用范围.  

3.2 CRISPRi文库在酿酒酵母中的应用 

酿酒酵母作为模式微生物, 是第一个全基因组测 

序完成的真核生物, 有基因操作简单、生长迅速、工 

业应用广泛、真核细胞器可用于生产蛋白的优点 [49]. 
但是在构建高通量筛选系统方面, 酿酒酵母的转化效 

率较低导致如下问题: 文库覆盖度低, 高通量编辑中 

存在位点差异问题, 代谢调控网络复杂可能导致表型 

不明显, 对于荧光等报告信息读取不明显不利于荧光 

流式分选且不如细菌耐受pH、温度、压力变化等问 

题 [50]. 通过实验方法的调整可以减弱上述不足, 最终 

达到使用CRISPRi高通量筛选的目的. 
为了更好地反映酵母细胞基因型与表型之间的关 

系, 以及构建一个覆盖全基因组的高通量筛选方法, 最 

终深刻理解酿酒酵母的整个基因调控网络, Lian等 

人 [51]开发了一个多功能全基因组CRISPR(MAGIC)系 

统, 用于高通量基因型-表型定位, 通过结合CRISPR- 
AID和阵列合成的寡核苷酸库, 构建了基因组规模的 

功能获得、功能减弱和功能丧失的基因组文库. 由于 

酿酒酵母生长生产过程中会产生大量代谢废物, 最终 

阻止发酵正常进行 [52]. 酿酒酵母CRISPRi高通量筛选 

最初的应用多体现在对外界抗逆性(阻碍代谢的生长 

条件)上, 例如, 由于酿酒酵母生物质水解会释放乙酸, 
以乙酸作为筛选环境, Mukherjee等人 [53]构建了全基因 

组CRISPRi文库, 配合Scanomatic平台进行高分辨率固 

体培养筛选, 最终鉴定多个与乙酸耐受性相关的蛋白 

酶体调控基因, 其抑制能显著改善酵母对乙酸的耐受 

性, 为提高微生物生物燃料或化工生产中对抑制性副 

产物的耐受性提供了系统策略. 酿酒酵母可以把生物 

传感器用在CRISPRi筛选中, Mormino等人 [54]基于酿 

酒酵母转录因子Haa1的乙酸生物传感器用于筛选 

CRISPRi酵母菌株文库, 荧光分选细胞将更高乙酸保 

留率的细胞群富集最终筛选出5个靶向基因. 对于代 

谢通路的筛选, Momen-Roknabadi等人 [55]构建了可诱 

导的全基因组CRISPRi文库, 最终准确发现单倍体不 

足基因以及鉴定参与腺嘌呤和精氨酸生物合成的酶和 

调控基因. 酿酒酵母由于其拥有真核细胞结构, 在重组 

蛋白的生产以及分泌拥有很大的优势, Johansson等 

人 [56]通过将液滴微流体筛选与扰乱酿酒酵母中大多 

数编码和非编码基因表达的大规模CRISPR文库相结 

合, 最终鉴定出345个基因的表达或增加会导致α蛋白 

酶的分泌增加, 基于CRISPR的干扰技术在精度和速度 

方面的优势使其能够对新菌株进行迭代测试, 以增加 

蛋白质的分泌. CRISPRi高通量筛选在酿酒酵母中推 

动了从基因功能发现到代谢流优化的全面升级, 其精 

准、可调、可逆的表达抑制特性使其成为现代代谢工 

程的关键工具. 

3.3 CRISPRi文库在光合微生物中的应用 

模式光合微生物具有固定CO 2的能力, 非常适合 

研究CO 2固定、电子传递、光调控等功能, 且因其基 

因组较小、结构清晰、易于编辑等特点, 成为理想的 

研究对象 [57]. 然而, 由于光合微生物中染色体多拷贝 

的存在, CRISPRi在这类微生物中的抑制效率容易受 

到限制. 2020年, CRISPRi筛选首次在集胞藻PCC 
6803中得到应用, Yao等人 [58]构建了一个可诱导的全 

基因抑制文库, 并揭示了几个有助于生长的靶基因, 
这些基因均与循环电子流相关. 在产物生产方面, 研 

究人员利用乳酸进行环境抗逆性筛选, 并结合液滴微 

流体技术筛选出乳酸产量最高的菌株. 
目前, CRISPRi筛选在光合微生物中的应用仍较 
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少, 现有研究多集中在光合生长、碳代谢等领域 [59,60]. 
然而, 通过将CRISPRi与“代谢开关”结合, 能够将代谢 

流从生长转移到产物合成, 提高微生物的生产效率. 此 

外, 结合CRISPRi文库与荧光测定技术, 能够进一步筛 

选出潜在的基因敲低点, 从而提升产率, 为光合微生物 

在代谢工程中的应用潜力开辟了新的方向.  

3.4 CRISPRi文库在其他模式微生物中的应用 

除了大肠杆菌、酿酒酵母和光合微生物, CRIS
PRi筛选系统在其他微生物中也有着广泛的应用. 例 

如, Liu等人 [61]优化并结合CRISPR辅助编辑与CRIS
PRi筛选方法, 将野生型谷氨酸棒状杆菌转化为L-脯氨 

酸的超生产者, 最终实现了142.4 g/L的L-脯氨酸产量. 
Yu等人 [62]开发了一个CRISPRi-微流体筛选平台, 系统 

地识别出可增加谷氨酸棒状杆菌重组蛋白(r-蛋白)分 

泌的靶点, 并且构建了一个包含46549条sgRNA的抑制 

文库, 并结合FlAsH-四半胱氨酸测定法的微流体检测 

系统, 通过组合工程改造氧化还原反应转录因子, 构 

建了多蛋白高产的工程菌株. 该微流体筛选平台为 

CRISPRi筛选在多种微生物中的应用扩展提供了新方 

法, 并为微生物代谢工程的研究提供了通用的技术方 

案. Peng等人 [63]使用基于LldR的宽动态范围d-乳酸生 

物传感器, 筛选出具有强GFP荧光的突变菌株, 随后, 
将该生物传感器与靶向全基因组的CRISPRi文库结合, 
构建了数千个gRNA突变体, 最终筛选出与d-乳酸产量 

增加相关的ZMO1323和ZMO1530两个基因靶点. 
尽管CRISPRi大大缩短了获取代谢工程关键靶点 

基因的时间, 生物传感器等鉴定方法的缺乏仍然限制 

了其在微生物代谢工程中的广泛应用. 随着各种鉴定 

方法与CRISPRi筛选的结合, CRISPRi将在微生物代谢 

工程中展示出巨大的潜力.  

4 高通量筛选与数据分析方法 

4.1 表型筛选平台 

表型筛选平台是CRISPRi高通量筛选流程中的关 

键环节, 负责筛选或分选不同的sgRNA, 并最终富集 

(或反筛)出影响特定生理特性(如生长、药物抗性、产 

物产量等)的细胞. 常见的表型筛选平台包括竞争培 

养、靶向富集、FACS分选、微流控/液滴筛选 [64]、细 

胞成像平台和生物传感器耦合平台. 每种平台具有不 

同的优缺点(表1). 
CRISPRi筛选常与FACS分选、微流控/液滴筛选、 

生物传感器耦合平台相结合, 能够直观且清晰地筛选 

出目标sgRNA, 经过生物信息学分析获得靶向基因. 

4.2 与多组学数据相结合 

CRISPRi筛选与多组学数据相结合, 能够显著增 

强对代谢调控网络、功能基因及系统反应机制的全面 

解析 [65]. CRISPRi筛选的核心是通过功能扰动和表型 

筛查共同探究, 然而, 仅依赖于sgRNA丰度和富集倍 

数的分析无法深入揭示代谢或转录响应机制. 与组学 

数据相结合, 可以实现从表型到机制的推断, 进行跨 

层级建模(基因→转录本→蛋白→代谢物), 识别冗余 

或互补的代谢路径(例如通过代谢流或转录补偿机制), 
进而提高筛选靶标的可信度和解释力.  

CRISPRi筛选与转录组数据结合可以验证靶向基 

因敲除后是否影响下游通路, 从而识别转录调控网络 

表 1 常见表型筛选平台及优缺点 

Table 1 Common phenotypic screening platforms: advantages and limitations 

平台类型 原理 适用表型 优点 缺点 

竞争培养 
共同培养, 比较sgRNA丰度 

变化 
生长、抗逆性 简单, 适用于负向筛选 表型分辨率低  

FACS分选 
按荧光强度筛选高/低表达 

群体 
报告基因/代谢传感器 

相关表型 
单细胞分辨率, 适用于 

正向筛选 
需荧光指标 

靶向富集 培养基选择 生存能力 快速富集阳性表型 仅适用于极端表型 

微流控/液滴筛选 
单细胞封装+代谢产物检测 

+分选 
分泌产物、酶活性 精准选出高产菌 技术复杂、成本高 

细胞成像平台 
拍摄细胞形态、荧光、 

定位等 
表型变化复杂的哺乳动物 

细胞 
多表型联合判断 低通量、图像处理复杂 

生物传感器耦合平台 报告基因响应代谢物 代谢产量、底物浓度 实时监控、动态范围大 需要构建有效传感器 
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响应. 与代谢组相结合通过LC-MS与GC-MS可以检测 

产物积累或消耗, 最终分析产物变化与代谢瓶颈, 建立 

基因与代谢关联. 与蛋白质组学相结合可以验证转录 

层调控是否传递至蛋白水平且识别反馈机制. 与表观 

组/染色质可及性相结合可以探索靶点选择失败的原 

因是否为染色质结构变化 [66]. 例如, Anglada-Girotto等 

人 [67]在大肠杆菌中构建了一个包含352个必需基因的 

CRISPRi寡核苷酸库, 并通过LC-MS非靶向代谢组学 

获得约1000种代谢物的调控过程. 通过比对化合物处 

理引起的代谢变化, 实现了化合物作用机制(MoA)的 

推断, 成功挖掘出抗菌剂的作用靶点, 充分展示了 

CRISPRi与代谢组联合平台在靶点识别与机制解析方 

面的高通量能力. 此外, Donati等人 [68]在对7177个靶向 

CRISPRi载体进行混合筛选后, 针对30个代表性敲低 

菌株开展了代谢组和蛋白质组分析, 发现了多种“缓冲 

机制”. 这一过程展示了CRISPRi与代谢组学和蛋白组 

学相结合在揭示代谢网络鲁棒性机制方面的优势. 
总之, CRISPRi筛选与多组学数据的结合, 是探究 

基因与转录、蛋白质、代谢物之间网络机制的重要方 

法, 并为微生物代谢工程提供了深度解析和优化的 

途径.  

4.3 生物信息学与机器学习在靶点识别中的作用 

在CRISPRi高通量筛选中, 生物信息学和机器学 

习在靶点识别过程中发挥着核心作用, 不仅用于数据 

预处理和显著性统计, 还扩展到特征提取、功能预 

测、通路建模, 甚至因果推断等多个层面. CRISPRi筛 

选得到的基础数据主要包括sgRNA筛选前后的丰度变 

化, 而之后需运用先进的计算方法进一步识别有效靶 

点、构建调控网络并筛选组合干扰靶点 [69].  
Yu等人 [70]为了提升CRISPRi中sgRNA设计的效率 

与预测能力, 利用混合效应模型结合sgRNA序列特征 

(如GC含量、二级结构)、基因表达水平以及实验频 

次批次等变量, 训练了Random Forest/Gradient Boost模 

型, 最终通过输出预测得分显著减少了低效sgRNA的 

比例, 提升了靶点识别的准确率. Zhao等人 [32]总结了 

在CRISPRi筛选中可用的一系列算法, 包括: 对sgRNA 
计数进行质量控制(QC)和归一化(如使用RPM或med
ian-ratio方法), 使用MAGeCK, edgeR, DESeq2等工具 

评估sgRNA与基因效应的关联; 对于单细胞筛选(如 

Perturbseq), 则采用PCA、聚类分析以及混合模型来 

识别扰动后表达簇的变化. 
这些生物信息学和机器学习方法不仅优化了 

CRISPRi高通量筛选的靶点识别过程, 也为进一步的 

代谢工程和基因调控网络的构建提供了强有力的工具 

支持.  

5 CRISPRi文库在代谢工程中的优势与 
挑战 

5.1 CRISPRi文库在代谢工程中的优势 

CRISPRi系统引入高通量筛选技术, 主要得益于 

其克服了其他基因扰动手段的诸多局限, 并凭借其自 

身独特的机制优势, 在微生物代谢工程中展现出广阔 

的应用潜力 [51]. 相比传统方法, CRISPRi具备可逆调 

控、表达精确调节、靶点组合筛选、操作简便及跨物 

种通用性等特点, 具体表现如下:  
(1) 可控性强.  CRISPRi通过阻断转录而非切割 

DNA, 实现对基因表达的可控、可逆抑制, 避免了必 

需基因敲除对细胞生长的影响. 
(2) 表达可调控.  通过优化sgRNA设计或调节 

dCas蛋白的表达水平, 可实现不同程度的基因抑制, 
有助于精细调控代谢通量, 平衡代谢网络. 

(3) 支持多靶点筛选. 多sgRNA共表达可实现双靶 

点或多靶点组合干扰, 有助于识别合成致死、协同调 

控等复杂关系, 提升代谢工程的系统设计效率. 
(4) 适用于工业菌株. 该系统不涉及DNA双链断裂 

和同源重组, 亦不依赖DNA修复机制, 因此适合应用 

于DNA修复能力较弱的工业微生物中. 
(5) 跨物种适用性强. CRISPRi已在大肠杆菌、酿 

酒酵母、乳酸菌、放线菌和蓝藻等多种微生物中成功 

应用, 具备良好的系统可迁移性, 可推广至非模式工业 

菌株. 

5.2 CRISPRi文库在代谢工程中的挑战 

尽管CRISPRi在微生物代谢工程中展现出显著优 

势, 其实际应用仍面临一系列内在挑战. 在CRISPRi文 

库的设计与实施过程中 ,  需重点关注脱靶效应、 

sgRNA的特异性与抑制效率, 以及调控强度的一致性. 
此外, 文库构建的质量控制, 以及该技术在工业菌株中 

的适配性问题, 均对其在工业化应用中的广泛推广构 

成重要限制 [25]. 具体问题包括: 
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(1) 效率与特异性存在变异性. sgRNA的干扰效率 

受靶位序列特征、基因表达水平及染色质可及性的影 

响显著, 导致作用效果具有较大变异性, 因此需进行额 

外的sgRNA优化与筛选. 
(2) 脱靶效应.  尽管CRISPRi不造成DNA剪切, 其 

sgRNA仍可能结合非靶位点, 从而引发非特异性基因 

调控或扰乱调控网络, 影响结果准确性. 
(3) 高表达基因难以实现完全抑制. 对于高丰度转 

录本的目标基因, 可能无法实现充分抑制, 限制其在某 

些基因验证中的适用性. 
(4) 在工业菌株中的适应性仍待提升. 许多非模式 

工业微生物在转化效率、表达控制与遗传操作等方面 

存在瓶颈, 当前CRISPRi系统在这些菌株中的适配仍 

具挑战性. 
为了解决这些局限性, 需要从多个层面协同作用, 

通过大规模sgRNA库筛选与机器学习提升靶点预测准 

确性; 结合多组学数据解析间接效应; 构建稳定表达载 

体或进行染色体整合; 发展低脱靶、高效表达系统; 并 

优化在工业菌中的转化与调控策略, 以提升系统通用 

性与工程稳定性. 

5.3 CRISPRi文库与CRISPRa等工具互补 

为进一步提升大规模研究基因与表型关系的能 

力, 解决CRISPRi文库的不足, 近年来引入了CRISPRa, 
作为CRISPRi的功能互补手段 [71]. CRISPRa继承了 

CRISPRi可逆、可控、无DNA切割等优势, 同时还具 

备比启动子工程更高的可扩展性, 以及比传统过表达 

质粒更强的灵活性和通用性. 
与CRISPRi类似, CRISPRa同样能够实现多基因 

并行调控 ,  适用于高通量表型筛选 .  但相较而言 ,  
CRISPRa的系统设计更为复杂, 对激活结构域的选 

择、宿主适配性以及靶位点定位等均提出了更高要 

求. 此外, CRISPRa尤其适合用于激活处于沉默或低 

表达状态的代谢基因, 从而显著拓展其在微生物代谢 

工程中的潜力. 例如, Baumschabl等人 [72]在甲基营养 

型酵母中利用CRISPRa系统过表达RIB1基因, 成功实 

现核黄素产量的大幅提升, 其水平超过了基于强启动 

子P GAP的传统过表达策略. Li等人 [73]在酿酒酵母中构 

建dCas9-VP64融合蛋白与52个基因的CRISPRa的 

gRNA文库 ,  最终鉴定出靶向OLE1启动子区域的 

sgRNA. 过表达OLE1能够提高脂肪酸不饱和度, 从而 

增强酵母的耐热性, 显著缓解高温条件下的脂质过氧 

化应激. 
更进一步, CRISPRi与CRISPRa的联合应用也已 

在微生物代谢产物提升中取得进展. Chen等人 [74]在酿 

酒酵母中基于蛋白质分泌模型pcSecYeast, 预测了在 

分泌限制条件下影响α-淀粉酶生产的可调控靶点, 并 

通过构建包含双重调控元件的CRISPRi/a文库进行液 

滴微流控高通量筛选. 最终, 通过协同调控中心碳代谢 

中的LPD1, MDH1和ACS1三个基因, 显著提高了碳通 

量与α-淀粉酶产量, 验证了CRISPRi/a系统在多基因精 

准调控中的强大潜力. 
尽管CRISPRa已经取得了一些进展, 但是该系统 

仍然存在着极大的限制 [75]. 与CRISPRi相比, CRISPRa 
系统的设计更加复杂且难以推广, 因为不同的激活子 

针对不同的dCas分子具有不同作用, 激活结构域因生 

物体甚至启动子而异, 并且靶向窗口要窄得多. 此外, 
其他细胞机制对转录扰动的补偿、表型掩盖或并非所 

有基因都会对扰动作出反应 [76]. 某些基因需要强烈的 

激活才能观察到表型, 因此必须开发一个优化且强大 

的系统. 对于CRISPRa脱靶效应的并未进行研究, 但 

由于与CRISPRi系统原理相同, 脱靶效应与坏种子是 

难以避免的. 

6 结论与展望 

随着CRISPRi技术的不断成熟, 结合高通量筛选 

平台的应用已在大肠杆菌、酿酒酵母、枯草芽孢杆 

菌、放线菌等模式与工业微生物中取得显著进展. 研 

究者已借助该技术实现了代谢瓶颈识别、副产物通路 

抑制、调控网络解析、多靶点组合优化与多组学辅助 

靶点挖掘, 极大地推动了微生物代谢工程中靶点识别、 

底盘优化和高产株构建的规模化与自动化发展. 尽管 

如此, CRISPRi高通量筛选仍有多方面值得进一步拓 

展与深化的应用前景(图2). 

6.1 CRISPRi高通量筛选与合成生物学的模块化 
设计深度融合 

CRISPRi的可编程性和系统性调控能力, 为合成 

生物学中的模块化构建与功能验证提供了理想的技术 

平台. 例如, Yu等人 [77]开发了一个独立于特定通路的 

可编程CRISPRi系统, 用于在枯草芽孢杆菌中实现多 
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个代谢模块的有序调控, 成功提高了2′-岩藻糖基乳糖 

(2′-FL)的产量. 未来, CRISPRi可进一步嵌入合成生物 

学中的“设计-建造-测试-学习(DBTL)”循环, 快速实现 

功能模块筛选、基因互作解析及敏感基因的精细调 

控, 从而加速复杂合成路径的构建与优化迭代. 

6.2 智能调控系统与动态响应网络 

得益于其可逆性与高通量特征, CRISPRi在智能 

调控系统与动态网络调节方面展现出巨大潜力. Byun 
等人 [78]构建了一个基于重复序列及其变体的sgRNA 
库, 实现了基因表达强度的梯度化控制, 为模块化调控 

提供了新策略. 未来, CRISPRi可与光敏、化学诱导、 

自反馈系统等元件集成, 构建响应环境信号与细胞代 

谢状态的动态调控网络,最终实现智能调控CRISPRi 
系统. 

6.3 CRISPRi高通量筛选拓展至新型底物与非模 
式菌株的应用 

在绿色制造日益受到关注的背景下, CRISPRi高 

通量筛选正逐步拓展至新型底物(如CO 2、甲醇、合 

成气等)及非模式微生物(如产甲烷菌、放线菌、光合 

细菌等)的研究中 .  Volke等人 [ 7 9 ]根据不断扩展的 

CRISPR-Cas领域的最新进展, 总结了CRISPR-Cas促 

进了非模型细菌的工程化, 适用于嗜极生物和自养细 

菌, 并且提出了驯化新分离物种的途径, 为CRISPRi在 

新菌株的应用奠定了基础. 
通过系统性筛选与调控, 可以识别与碳固定、电 

子传递与产物合成密切相关的关键因子, 进而助力高 

效碳源转化菌株的开发. 随着多宿主兼容型CRISPRi 
工具、高效诱导系统及自动化表型筛选平台的发展, 
未来该技术将在极端环境微生物、厌氧菌与光合菌中 

得到更广泛的应用, 为实现碳中和与可持续制造提供 

新策略.  

6.4 加速人工细胞工厂与绿色制造体系构建 

CRISPRi高通量筛选系统已成为构建人工细胞工 

厂和推进绿色制造的重要支撑技术. 其在多基因并行 

调控、资源分配优化与通路瓶颈识别方面展现出独特 

优势 [80]. 在人工细胞工厂中, CRISPRi可用于动态调节 

核心代谢与产物合成模块的表达平衡, 显著提升底物 

利用率和产物收率. 通过结合多组学分析, 可系统挖 

掘影响细胞稳态、耐受性及产能的调控因子, 推动高 

性能菌株的快速筛选与定向优化. 未来, CRISPRi将进 

一步融合机器学习、建模预测与自动化工程平台, 助 

力构建智能、高效、可持续的绿色生物制造体系.    
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The CRISPR enables permanent modifications to the genome. To avoid such irreversible changes, CRISPR interference (CRISPRi) 
was developed. CRISPRi utilizes a catalytically inactive Cas protein (dCas) guided by a single guide RNA (sgRNA) to block 
transcription, thereby repressing gene expression without altering the DNA sequence. The expansion of CRISPRi applications has led 
to the development of genome-scale, high-throughput screening approaches. In recent years, CRISPRi has been widely applied in 
microbial metabolic engineering, gene function analysis, metabolic pathway regulation, and high-throughput phenotypic screening. 
Construction of CRISPRi libraries allows genome-wide transcriptional regulation, enabling the identification of key metabolic nodes, 
regulatory factors, and their physiological roles. Compared with traditional gene knockout libraries, CRISPRi offers advantages such 
as reversibility, tunability, and applicability to essential genes, making it particularly suitable for dissecting complex regulatory 
networks and optimizing metabolic flux. This review systematically summarizes strategies for constructing CRISPRi libraries and 
highlights representative applications in model microorganisms. It focuses on the contributions of CRISPRi to improving product 
yields, suppressing by-product formation, and enhancing substrate utilization. Finally, it discusses directions and challenges for 
CRISPRi-based approaches in synthetic biology and the development of industrial microbial strains. 
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