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摘  要  产溶剂梭菌是一类能够利用碳源产生生物燃料的菌种，在可再生生物能源发展中具有巨大的应用潜力，但是目

前针对这类菌的遗传操作工具相对匮乏，是其应用于工业生产的阻碍；在分子遗传学快速发展的背景之下，基因编辑技

术成为研究微生物代谢调控机制以及遗传改造的首选工具. 本文首先从来源组成、基本原理以及工作机制等方面分别

介绍应用于产溶剂梭菌中不同类型的基因编辑技术，指出各自的优缺点；接着提出基因编辑技术在产溶剂梭菌中的3大
应用前提：（1）掌握基因组序列信息，（2）突破自身限制性酶修饰系统的屏障，（3）建立外源DNA转化方法；进一步按

照时间脉络综述基因编辑技术在产溶剂梭菌中的发展以及编辑工具的不断优化过程，描述其从随机失活到精准靶向失

活、从低的转化效率到高效基因编辑的技术进步. 针对CRISPR目前存在的Cas蛋白毒性问题、HDR的重组效率以及脱

靶效应等技术难题，指出未来在产溶剂梭菌中应尝试探索攻克这些难题的方向，对产溶剂梭菌进一步的遗传改造，从而

实现更高的工业应用价值. （图2 表1 参57）
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Abstract   Solventogenic clostridia are bacteria that can use carbon sources to produce biofuels, and they 
have great potential for application in renewable bioenergy. However, few manipulation tools for these bacteria 
have been developed in recent years, thus hindering their application in industrial production. With the rapid 
development of molecular genetics, gene-editing technology has become the preferred tool for studying 
microbial metabolism, regulation mechanisms, and genetic modification. We first introduce various types of 
gene-editing technologies applied to solventogenic clostridia in terms of source composition, basic principles, 
and working mechanisms and we highlight their respective advantages and disadvantages. In addition, three 
prerequisites for the application of gene-editing technology in solventogenic clostridia are proposed: (1) master 
genome sequence information, (2) breaking the barriers of its own restriction-modification system, and (3) 
establishment of a method for exogenous DNA transformation. We then review the application of gene-editing 
technology and the continuous optimization process of editing tools in solventogenic clostridia according to the 
time context. We describe the technological progress achieved from random inactivation to precisely targeted 
inactivation and from low transformation efficiency to efficient gene editing. Finally, we propose the current Cas 
protein toxicity problems, the recombination efficiency of HDR, and off-target effects in CRISPR, highlighting 
the broad application prospects of CRISPR technology in solventogenic clostridia and the directions that can be 
attempted in the future, looking forward to furthering genetic modification of solventogenic clostridia to achieve 
higher industrial application value.
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梭菌属（Clostridium）是由一类革兰氏阳性、专性厌氧

细菌组成的大属，其中包含许多的工业发酵菌种，如通过

发酵机制利用广泛的碳源物质生成丁醇（butanol）等生物

燃料的梭菌，这类菌种被视为工业生产中重要的产溶剂梭

菌[1]. 丙酮丁醇梭菌（Clostridium acetobutylicum）和拜氏梭菌

（Clostridium beijerinckii）是产溶剂梭菌中最主要的两种微

生物 [2]，C. acetobutylicum展示出高的淀粉酶活性，适用于发

酵玉米、谷物类淀粉含量高的原料，而C. beijerinckii则主要利

用糖类物质发酵. 这两类梭菌利用碳源生成丁醇等生物燃料

这一机制，是微生物生产燃料替代高污染的石油炼制方法的

经典途径，但截至目前，针对这类梭菌的遗传操作技术相对匮

乏，使得在过去很长一段时期内对它的研究进展缓慢. 随着微

生物遗传与分子生物学的不断发展，利用基因编辑工具，对产

溶剂梭菌的基因功能、溶剂的产生机制等进行阐释，在分子水

平上研究产溶剂梭菌的代谢调控机制以及遗传改造是当前研

究的热门内容，本文综述了产溶剂梭菌中基因编辑技术的发

展以及编辑工具的不断优化过程，描述其从随机失活到精准

靶向失活、从低的转化效率到高效基因编辑的技术进步，这不

仅为产溶剂梭菌的工业化发展提供支撑，也为合成生物学研

究奠定了良好基础. 

1  产溶剂梭菌中的基因编辑技术

1.1  反义RNA与RNA干扰
反义RNA（antisence RNA，asRNA）是指通过与mRNA

互补结合形成双链后，抑制和封闭相关基因表达的方法，因

其操作简单，灵活有效，成为研究基因下调的一种经典技术. 
RNA干扰（RNA interference，RNAi）是基于反义RNA研究

之上而发现的，1998年，Fire等人发现双链RNA（dsRNA）在

产生干扰方面比单链更有效，从而掀起了RNAi的研究热潮 [3]. 
RNA干扰主要分为两种，一种是通过DNA修饰等方式阻止

基因的转录过程，另一种是干涉转录后的翻译过程，即通过

dsRNA触发细胞自身的防御系统产生核酸内切酶Dicer等一

系列酶，切割降解mRNA以实现了相关基因的表达抑制. 由于

RNAi的高效特异性，使得其在探索基因功能、遗传疾病治疗

等方面具有重要意义. 
1.2  ClosTron

早在2001年，Karberg等人描述了一种利用细菌II型内含

子实现定向插入失活基因的全新方法，II型内含子主要存在于

线粒体中，内含子RNA自我剪切形成“套索RNA”，在多功能

内含子编码蛋白（IEP）的辅助下，形成复合体，迁移至靶DNA
位点，实现对靶基因的插入失活，由于位点的识别依赖碱基

互补配对原则，因此，可以通过简单地修饰内含子RNA来改

变内含子插入位点，从而实现任意靶位点的插入失活[4]. Heap
等人将来源于乳酸球菌ltrB基因与二型内含子结合开发出普

遍适用于梭菌的基因失活工具ClosTron [5-6]，研究发现，利用

ClosTron产生突变体十分高效，只需10-14 d，且突变体十分稳

定，已用于制造6个丙酮丁醇梭菌突变体和5个艰难梭菌突变

体，也首次失活肉毒梭菌和产孢梭菌中基因，证明该系统将普

遍适用于该属[7]. Nigel Minton课题组改进了ClosTron原方法，

并为重组质粒的鉴定提供了蓝白色筛选和其他选择，除此之

外，建立了名为“ClosTron”的网站（www.clostron.com），提

供在线的内含子序列设计工具 [8]，为形成梭菌突变体提供了便

利，并为研究梭菌的功能基因组提供基础. 

1.3  CRISPR-Cas
CRISPR-Cas是存在于大部分细菌和古菌中可遗传的防

御系统，该系统能够利用RNA导向核酸内切酶，切割外源入侵

核酸，实现细菌的自我保护 [9-10].  CRISPR系统由CRISPR阵

列和编码Cas蛋白的基因组成，其中CRISPR阵列上重复序列

（repeats）和间隔序列（spacers）间隔排列，重复序列的碱

基组成相对保守，而间隔序列用于锁定目标外源基因，所以碱

基组成差异较大 [11]. CRISPR系统防御免疫机制通常可分为适

应、表达和干扰这3个阶段；在外源DNA入侵时，通过产生相

应的“免疫记忆”保存于间隔序列的方式即被称为适应阶段；当

相应外源遗传元件入侵时，位于CRISPR前导序列内的启动子

驱动CRISPR阵列的转录形成CRISPR RNA（crRNAs），编

码Cas蛋白的基因转录翻译表达相应蛋白，这一过程为表达

阶段；最后干扰阶段中，转录形成的crRNA与Cas蛋白结合形

成复合体（crRNP），识别外源核酸，干扰降解入侵的外来遗

传元件 [12-14]. 依据Cas蛋白的不同，CRISPR系统主要可以分

为3类，其中一类和三类由多个Cas蛋白的复合体参与入侵遗

传元件的降解；而二类需要的核糖核蛋白复合物相对简单，可

利用单个大的CaS蛋白干扰降解外源DNA，是目前应用最为

广泛的CRISPR-Cas系统[15-16]. 
1.3.1  CRISPR-Cas9　　CRISPR-Cas9属于二类中的II型
系统，由Cas9蛋白和向导 RNA（guide RNA，gRNA）组成，

Cas9蛋白包含HNH和RuvC两个结构域，分别切割目标序列

和互补的非目标序列；向导RNA是由crRNA和反式激活crRNA
（tracrRNA）融合形成的双链结构，能将Cas9蛋白导向不同

的靶位点，由于CRISPR-Cas9靶向目的基因依赖RNA与DNA
的相互作用，在锚定不同目的基因时只需设计不同的sgRNA即
可，这使得CRISPR-Cas9相比ZFN和TALEN的蛋白设计更为

简易 [17].  随着这一系统的研究深入，可以通过改变Cas9蛋白

结构而设计出不同功能的衍生蛋白，例如突变Cas9蛋白其中

一个结构域，使其形成具有切割单链核酸活性的nCas9 [18]，

或将其结构域全部失活得到dCas9，虽然丧失内切酶活性，

但仍具有与靶位点结合的能力，在基因抑制干扰方面发挥着

重要作用[19]. 由于CRISPR-Cas9系统的机制相对简单，且更

具可编程性，已经广泛在生物体中实现应用，例如细菌中，

Huang等人利用CRISPR-Cas9编辑扬氏梭菌（Clostridium 
ljungdahlii）的基因组用以改变其代谢途径利用合成气生产乙

醇 [20]；Horwitz等人在酵母中使用模块化gRNA传递策略来实

现点突变的多重整合，包括在3个位点同时引入5个精确修饰，

以增强乙醇抗性 [21]；在Jiang等人的报告中，证明了由根癌农

杆菌或聚乙二醇（PEG）介导的Cas9/sgRNA系统在拟南芥、

烟草等植物类型中起作用 [22]；Wu等人通过在小鼠体内引入

Cas9 mRNA和单导RNA（sgRNA），成功突变了导致白内障

的Crygc基因 [23]；CRISPR系统的功能除了单基因敲除或敲入

外，还包括多重基因组编辑和转录调控，以及基因表达的抑

制和激活等，现已成为研究应用最为广泛的基因编辑工具. 
1.3.2  CRISPR-Cpf1　　近年来，发现来自二类 V型系统的

Cas蛋白Cpf1也能在gRNA的引导下靶向并切割目标序列，由

此开发出的CRISPR-Cpf1系统，成为又一被广泛利用的基因

编辑器. 与CRISPR-Cas9不同的是，Cpf1缺少tracrRNA，是
一种由单链crRNA引导的核酸内切酶，这有利于简化基因组

编辑工具的设计. 其次，与Cas9系统靶向富含G的原间隔物相

邻基序（PAM）相比，Cpf1-crRNA复合物能有效靶定短的富

含T的PAM，所以CRISPR-Cpf1能够用于编辑CRISPR-Cas9
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系统不能识别的高AT含量区，除此之外，Cpf1与Cas9的断裂

末端也有所不同，Cas9切割DNA形成平末端，而Cpf1产生黏

性末端，这使Cpf1相比Cas9能够引入更大的突变 [24]. 目前，根

据不同的基因组特点，研究开发了3种CRISPR-Cpf1系统，分

别是AsCpf1、LbCpf1和FnCpf1，AsCpf1和LbCpf1已成功在哺

乳动物细胞中实现DNA诱导突变 [25-26]，AsCpf1和LbCpf1需要

一个单独的crRNA，并识别5′-TTTN-3′PAM进行基因组编辑，

PAM大小限制了AsCpf1和LbCpf1的编辑范围，而在Tu等人

的研究中发现FnCpf1只需要5′-TTN-3′作为PAM，且在人类细

胞的多个位点上具有DNA切割活性 [27]，这种独有的特征使得

FnCpf1解除了PAM的限制，能够靶定更大范围的目的基序，并

且展示出作为人类基因组编辑工具的前景. 
1.4  单碱基编辑技术

CRISPR-Cas技术在切割双链时激活非同源性末端接合

（non-homologous end joining，NHEJ）或同源介导的双链

DNA修复（homology directed repair，HDR），引发碱基的

随机丢失和插入，这一机制使得其在精准的点修复上存在限

制，基因编辑要想应用于临床，则必须具有精准的编辑效率. 
Komor等人在CRISPR-Cas9基础上研究设计了一种用于单个

碱基编辑的精准编辑技术，主要包括两种：一种是介导靶序

列上碱基C向T转换的胞嘧啶单碱基编辑技术（CBE），另一

种是介导靶序列上的A转换为肌苷（inosine，I）的腺嘌呤单

碱编辑技术（ABE）[28]. CBE由蛋白复合物和sgRNA组成，蛋

白复合物包括无内切酶活性的dCas9、胞嘧啶脱氨酶和尿嘧

啶糖基化酶抑制子，这种融合蛋白在sgRNA引导下，诱导双

链解旋但不发生双链DNA断裂，能够介导靶序列上C向T的转

换以及互补序列上G到A的转换；ABE系统和CBE类似，也是

由蛋白复合物和sgRNA组成，蛋白复合物包括腺苷脱氨酶和

dCas9，在sgRNA的引导下，靶向目的序列，介导靶序列上的A
转换为I，I在DNA复制环节被聚合酶识别为G，从而实现靶序

列上由A向G的转换以及互补序列上T向C的转换 [29]. 尽管单碱

基编辑技术已经展示出相较于CRISPR-Cas9更高的特异性，

但CBE系统中胞嘧啶脱氨酶的酶活窗口较大，窗口中的C都有

可能被替换成T，这给精准编辑单一碱基增加了难度，因此，

有必要根据不同目的优化CBE系统，目前，通过改造胞嘧啶脱

氨酶结构，已成功实现将编辑窗口宽度从5个核苷酸缩小到 
1-2个核苷酸，是精准基因编辑中的一大进步 [30]. 由于单碱基

技术具有精准高效的编辑特点，使其在遗传修复、临床治疗方

面具有广阔的应用前景. 

2  基因编辑技术在产溶剂梭菌中的应用

2.1  基因编辑技术在产溶剂梭菌中的应用前提
产溶剂梭菌因其独特的产溶剂特性，被视为工业生产生

物燃料的重要菌种，开发产溶剂梭菌的基因编辑工具，是其应

用于工业的研究基础，实现产溶剂梭菌中的基因编辑，需满足

以下前提条件：

（1）掌握基因组序列信息，基因组信息包括全基因序列、

基因注释、基因排列方式等；在生物信息学的发展背景之下，

现代生命科学研究进入了全新的时代，全基因组测序成为开

启细胞分子水平研究的第一步，通过生物信息手段，分析基因

组信息，是研究细胞复杂的代谢调控机制、从基因水平上对菌

种进行遗传改造的基础. Nolling等人完成了C. acetobutylicum 
ATCC 824的全基因组测序，鉴定出了一系列参与溶剂生成的

基因 [31]；完整的基因组序列为阐明利用碳源发酵生成溶剂的

代谢过程以及通过基因改造提高溶剂产量等提供了基础信

息. 
（ 2）突破自身限制性酶修饰系统（ r e s t r i c t i o n -

modification system，RM系统）的屏障，RM系统是微生物

抵御外源DNA入侵的自我保护机制，要实现外源DNA的转

入，突破RM系统的限制，有正反两个思路可以参考，一是通

过突变外源DNA上的限制性内切酶识别位点，躲避RM的识

别和清除；二是失活体内RM系统，如失活C. acetobutylicum 
ATCC 824和DSM 1731菌株中编码Ⅱ型限制性内切酶基因

（CA_1502），能够明显提高外源质粒的转化效率 [32-33]. 
（3）建立外源DNA转化方法，目前常用于产溶剂梭菌的

转化方法主要有两种，一是接合转移，即通过细菌之间的接

合作用将供体菌株中的质粒转移到受体内的方法，在Zhang
等人的研究中将携带重组质粒的供体大肠杆菌CA434与酪

丁酸梭菌共培养，成功将外源质粒转入其中 [34]；二是电转

化，一种通过瞬间电击细胞，使细胞壁疏松，转入外源质粒

的方法，Wang等人利用电转化方法转入基因编辑质粒，在C. 
beijerinckii中实现了基因缺失和整合[35]. 
2.2  基因编辑技术在丙酮丁醇梭菌中的应用
2.2.1  丙酮丁醇梭菌的代谢途径　　丙酮丁醇梭菌是一类

重要的产溶剂梭菌，能够利用碳源生成丁醇、丙酮等重要

的生物燃料，具有开发应用于工业生产生物燃料的巨大潜

力.  C. acetobutylicum常利用葡萄糖为碳源，通过糖酵解

途径生成丙酮酸从而进入中心碳代谢途径产生丁醇、丙酮

等有机溶剂以及有机酸副产物等，Ventura 等人发现，在C. 
acetobutylicum ATCC 824中同时过表达糖酵解途径中两个

关键基因，即6-磷酸果糖激酶基因（pfkA）和丙酮酸激酶基

因（pykA），能够提高了细胞内ATP和NADH的浓度，增加

其对丁醇毒性的抗性；在葡萄糖分批发酵过程中，过表达C. 
acetobutylicum ATCC 824/pfkA + pykA发酵的丁醇和乙醇

浓度分别比野生型菌株高29.4%和85.5%，丁醇和总溶剂（丙

酮、丁醇和乙醇）浓度分别高达19.12 g/L和28.02  g/L [36]. 
糖酵解产生的丙酮酸进入中心代谢途径主要分为两个阶

段，即产酸期和产溶剂期，详细代谢过程如图1所示；在产酸

阶段，主要产生乙酸和丁酸，并形成ATP用以供给细胞生长所

必需的能量，但有机酸的积累会阻碍菌体生长以及有机溶剂

的生成，通过敲除或抑制产酸途径相关基因的表达从而降低

有机酸产量，使得中间代谢产物更多地流入产溶剂途径（图

1），是优化代谢途径的良好方式；总的来说，对产酸途径和产

溶剂途径的相关基因进行基因编辑是改变菌种代谢相关活

性、优化代谢途径最直接的方式[37-38]. 
2.2.2  丙酮丁醇梭菌的基因编辑发展进程　　随着分子

生物学的发展，不断开发新的遗传操作工具，成为研究C. 
acetobutylicum的产溶剂机制并对其进行遗传改造的有效途

径，利用这些基因编辑技术，C. acetobutylicum中的大部分基

因功能被阐释，发酵代谢产溶剂的过程也逐渐明晰. 研究者们

对该菌中遗传操作的探索研究进程整理如图2所示，同时在表

1中归纳总结了各遗传操作的技术进步及其优缺点. 
早在1996年，Green等利用自杀质粒同源重组，成功

敲除了C. acetobutylicum中的编码乙醛脱氢酶（aad）、编

码磷酸转乙酰酶（pta）和编码丁酸激酶基因（buk）等，发

现当失活aad基因时，溶剂的产生大幅度减少，pta基因的

失活显著降低了乙酸产量，buk基因的失活显著降低了丁

酸产量，增加了丁醇产量 [39-40]，但因该方法重组效率很低，
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实现广泛应用存在困难；1999年，Desai等人研究asRNA
策略在C. acetobutyl icum代谢工程中的有效性，利用反

义RNA技术开发菌株ATCC 824（pRD1），产生一个与磷

酸丁酰转移酶（ptb）基因有96%互补性的asRNA，弱化了

C. acetobutylicum中ptb的表达，使其活性相比对照下降了

70%，从而证明了ptb在产溶剂机制中的基因功能[41]；2002年，

Harris等选用具有双交叉染色体整合能力的复制质粒来提高

菌体内发生同源重组的概率，成功构建了spo0A失活株，使得

菌株在溶剂形成方面具有严重缺陷，和野生型对照产生的92 
mmol/L丙酮和172 mmol/L丁醇相比，spo0A失活株仅产生2 
mmol/L丙酮和13 mmol/L丁醇，由此阐明了spo0A作为控制孢

子和溶剂产生的转录调节因子的基因功能 [42]，但此种方法构

图1  丙酮丁醇梭菌及拜氏梭菌产溶剂途径. 丙酮丁醇梭菌及拜氏梭菌相关基因分别用红色和绿色表示. adhE1/2，乙醛/乙醇脱氢酶；bdhA/B，丁醇脱

氢酶；bdhC，NADPH依赖性乙醇脱氢酶；edh，乙醇脱氢酶；adhA/B，乙醇脱氢酶；ald，醛脱氢酶；pta，磷酸转乙酰酶；ack，乙酸激酶；thl，乙酰辅酶

A乙酰转移酶；crt, 巴豆酶；hbd，β-羟基丁酰辅酶A脱氢酶；ctf，丁酸-乙酰乙酸COA-转移酶；adc，乙酰乙酸脱羧酶；ptb，磷酸丁酰转移酶；buk，丁酸

激酶.
Fig. 1  The solvent-forming pathway of Clostridium acetobutylicum and Clostridium beijerinckii. The solvent-forming genes in C. acetobutylicum 
and C. beijerinckii are highlighted in red and green respectively. adhE1/2, acetaldehyde/ethanol dehydrogenase; bdhA/B, butanol dehydrogenase; 
bdhC, NADPH-dependent alcohol dehydrogenase; edh, alcohol dehydrogenase; adhA/B, alcohol dehydrogenase; ald, aldehyde dehydrogenase; 
pta, phosphotransacetylase; ack, acetate kinase; thl, acetyl-CoA acetyltransferase; crt, crotonase; hbd, beta-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase; ctf, 
butyrate-acetoacetate COA-transferase; adc, acetoacetate decarboxylase; ptb, phosphate butyryltransferase; buk, butyrate kinase.

图2  丙酮丁醇梭菌中基因编辑工具的发展及优化进程.
Fig. 2  Development and optimization of gene editing tools in Clostridium acetobutylicum.
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建的突变体稳定性较差；为实现构建稳定突变体，2007年，

Shao等人利用ClosTron技术成功构建C. acetobutylicum突

变株，通过克隆乳酸球菌LtrB II型内含子片段，整合到一种含

有ptb启动子的Escherichia coli-C. acetobutylicum穿梭载体

pIMP1-ptb质粒上，构建了质粒 pSY6，通过转化pSY6-buk和
pSY6-solR质粒进C. acetobutylicum ATCC 824，成功构建了

buk突变体和编码溶剂生成抑制因子的solR突变体，发现buk
突变体和solR突变体相比野生型，分别提高了44%和37%的

丁醇产量，且突变体转化率高，稳定性好 [43]；2012年，研究者

基于C. acetobutylicum的乳清酸磷酸核糖转移酶（pyrE）突

变株和非等长同源臂偶联等位交换建立了高效的基因编辑方

法ACE（allele-coupled exchange），通过非等长同源臂精确

表1  丙酮丁醇梭菌中基因编辑工具的基本原理及技术进步

Table 1  Basic principles and technological progress of gene editing tools in Clostridium acetobutylicum

丙酮丁酸梭菌中的
基因编辑技术

Gene editing technology 
in C. acetobutylicum

基本原理
Basic principle

优缺点及技术进步
Advantages and disadvantages and technological progress

自杀质粒同源重组
Suicide plasmid 
homologous 
recombination

自杀性质粒载体所携带的突变基因与宿主染色体发生
同源重组，产生了带有突变的突变株 [50]

The mutant gene carried by the suicide plasmid vector 
undergoes homologous recombination with the host 
chromosome, resulting in a mutant strain with mutation [50]

成功敲除了C. acetobutylicum中的产溶剂相关基因，但重组效率
低，稳定性差，实现广泛应用存在困难 [39-40]

Successfully knocked out solvent-related genes in C. 
acetobutylicum, but the recombination efficiency is low and the 
stability is poor, making it difficult to achieve wide application [39-40]

反义RNA
Antisense RNA

通过与mRNA互补结合形成双链后，抑制和封闭相关基
因表达的方法 [3]

A method for inhibiting and blocking the expression 
of related genes after forming a double-strand by 
complementary binding to mRNA [3]

成功弱化了C. acetobutylicum中buk基因的表达，但需根据不同的
mRNA设计不同的反义RNA，工作量大 [41]

The expression of buk gene in C. acetobutylicum was successfully 
weakened, but different antisense RNAs need to be designed 
according to different mRNAs, and this work is tedious [41]

复制型质粒同源重组
Replicative plasmid 
homologous 
recombination

利用具有双交叉染色体整合能力的复制质粒靶向并失
活基因[51]

Targeting and inactivating genes using replicating 
plasmids capable of double-crossover chromosomal 
integration [51]

提高了C. acetobutylicum中发生同源重组的概率并成功构建了
spo0A失活株，使得菌株在溶剂形成方面具有严重缺陷，但突变体
稳定性较差 [42]

Increased the probability of homologous recombination in C. 
acetobutylicum and successfully constructed a spo0A inactivated 
strain, resulting in a strain with severe defects in solvent formation 
but poor mutant stability [42]

ClosTron技术
ClosTron technology

细菌内含子RNA自我剪切形成“套索RNA”，在IEP的
辅助下，形成复合体，迁移至靶DNA位点，实现对靶基
因的插入失活[4]

Bacterial intronic RNA self-cleaves to form “lasso 
RNA”, then forms a complex with the assistance of 
IEP, and migrates to the target DNA site to achieve 
insertional inactivation of target genes [4]

可通过简单修饰内含子RNA实现任意靶位点的插入失活，成功在
C. acetobutylicum中构建了buk和solR的突变体，该突变体相比野
生型，分别提高了44%和37%的丁醇产量，且突变体转化率高，稳
定性好 [43]

The insertion inactivation of any target site can be achieved by 
simply modifying the intron RNA. The mutants of buk and solR 
were successfully constructed in C. acetobutylicum. Compared 
with the wild type, the mutant increased the butanol production 
by 44% and 37% respectively, and the mutant had high 
transformation rate and good stability [43]

等位基因偶联交换
Allele-coupled exchange 
(ACE)

基于ΔpyrE突变株与非等长同源臂偶联等位交换，可通
过不同长度同源臂精确控制单、双交换次序，从而实现
高效的基因敲除[6]

Based on the coupled allelic exchange between 
ΔpyrE mutants and non-isometric homology arms, 
single and double exchange sequences can be 
precisely controlled by homology arms of different 
lengths, thereby achieving efficient gene knockout [6]

适用于难以进行遗传改造的菌株，避免了ClosTron技术引发的基因
组极性问题，提高了突变体筛选速率并增加了突变体的稳定性 [6]

This technology is suitable for strains that are difficult to 
genetically modify, avoids genome polarity problems caused by 
ClosTron technology and improves mutant screening rate and 
increases mutant stability [6]

CRISPR-Cas9基因编辑质粒
pNICKclos, pdCASclos
CRISPR-Cas9 gene 
editing plasmids 
pNICKclos, pdCASclos

gRNA导向Cas9蛋白靶定于目标基因，切割DNA并引发
HDR修复以实现基因插入或缺失 [17]

The gRNA guides the Cas9 protein to target genes, 
cleaves DNA and initiates HDR repair for gene 
insertion or deletion [17]

该方法在C. acetobutylicum ATCC 824中的编辑效率达6.7%-
100%，并成功抑制了C. acetobutylicum中spo0A的表达 [45]

The editing efficiency of this method in C. acetobutylicum ATCC 
824 reached 6.7%-100%, and the expression of spo0A in C. 
acetobutylicum was successfully inhibited [45]

CRISPR双质粒编辑系统
CRISPR two-plasmid 
editing system

将来自化脓性链球菌的Cas9置于无水四环素诱导启动子
的控制下构建第一个质粒，第二个质粒则携带gRNA表
达盒和编辑模板，将两质粒依次导入细胞中进行编辑 [46]

The Cas9 from Streptococcus pyogenes was placed 
under the control of an anhydrous tetracycline-
inducible promoter to construct the first plasmid, and 
the second plasmid carried the gRNA expression 
cassette and editing template, and the two plasmids 
were sequentially introduced into cells for editing [46]

成功在C. acetobutylicum ATCC 824中实现了高度精确的基因编
辑，提高了载体转化效率，但无水四环素诱导系统控制不够严密，
易发生基因泄漏表达 [46]

This method successfully achieved highly accurate gene editing 
in C. acetobutylicum ATCC 824 and improved the efficiency of 
vector transformation, but the control of the anhydrotetracycline 
inducible system was not tight enough, and gene leak expression 
was prone to occur [46]

Anti-Cas蛋白优化
CRISPR诱导系统
Anti-Cas protein 
optimizes CRISPR 
inducible system

在乳糖诱导启动子控制下，克隆一个编码AcrIIA4抗
Cas9蛋白的基因，参与翻译后水平中调控Cas核酸酶的
过程 [47]

Cloning a gene encoding the anti-Cas9 protein of 
AcrIIA4 under the control of a lactose-inducible 
promoter, involved in the regulation of Cas nucleases 
at the post-translational level [47]

提高了CRISPR-Cas诱导系统严密性
Improved stringency of the CRISPR-Cas inducible system

CRISPR-Cas中upp/5-氟
尿嘧啶反选择系统
The upp/5-fluorouracil 
counter-selection system 
in CRISPR-Cas

将化脓性链球菌的Cas9基因整合到基因组中，得到编
辑质粒，并在质粒中加入upp基因，以使用upp/5-氟尿
嘧啶反选择系统快速删除编辑质粒 [48]

Integrate the Cas9 gene of Streptococcus pyogenes 
into the genome to obtain an editing plasmid, and add 
the upp gene in it to rapidly delete the editing plasmid 
using the upp/5-fluorouracil counter-selection system [48]

该系统具有高效的基因编辑效率，删除ldhA和ptb-buk操纵子的效
率分别高达100%和93% [48]

The system has high gene editing efficiency and the efficiency of 
deleting ldhA and ptb-buk operons is as high as 100% and 93%, 
respectively [48]
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控制单、双交换，实现高效的基因敲除或敲入 [44]，该方法适用

于难以进行遗传改造的菌株，攻克了ClosTron技术引发的基因

组极性效应问题，提高了突变体筛选速率并增加了突变体的

稳定性 [6]. 
随着CRISPR-Cas系统的发现，基因编辑领域实现全新

的变革，2016年，Li等人基于CRISPR开发了一种全功能基

因组编辑质粒pNICKclos，适用于C. acetobutylicum ATCC 
824，编辑效率达6.7%-100%，除此之外，还利用dCas9构建

编辑质粒pdCASclos，并将其用于CRISPR干扰中，成功抑制

了C. acetobutylicum中spo0A的表达 [45]，尽管CRISPR-Cas
技术颠覆了梭菌中的基因编辑方法，但在质粒转化上仍存在

一定技术难度，由于Cas9基因加上编辑模板通常会产生大

于10 kb的大质粒，从而导致低的转化效率，基于这一难题，

Wasels等人于2017年开发出一种双质粒系统，将来自化脓性

链球菌的Cas9置于无水四环素诱导启动子的控制下构建第

一个质粒，第二个质粒则携带gRNA表达盒和编辑模板，将

质粒载体依次导入细胞中，在产溶剂菌株C. acetobutylicum 
ATCC 824中实现了高度精确的基因编辑 [46]，双质粒编辑系统

不仅提高载体转化效率，也为其他梭状芽孢杆菌的基因编辑

提供了策略；但无水四环素诱导系统控制不够严密，在没有核

酸酶和gRNA诱导物的情况下，出现了基础泄漏表达. 面对这

一问题，2020年，Wasels等人从抗Cas9蛋白思路出发，探索

改进Cas9诱导系统，在乳糖诱导启动子控制下，克隆一个编

码抗CRISPR蛋白AcrIIA4基因，参与翻译后水平中调控Cas
核酸酶的过程 [47]；2021年，Wilding-Steele等人利用艰难梭菌

木糖诱导系统，成功将化脓性链球菌的Cas9基因整合到基

因组中，并确定了所需的最小同源臂长度，得到一个小的编辑

质粒，还在质粒中加入编码尿嘧啶磷酸核糖转移酶的upp基
因，以使用upp/5-氟尿嘧啶反选择系统快速删除编辑质粒，

这些优化使该系统删除编码乳酸脱氢酶A基因（ldhA）和ptb-
buk操纵子的效率分别高达100%和93% [48].  在面对Cas9核
酸内切酶表达引发细胞毒性的这一难题，研究者们探索了利

用菌株内源性CRISPR-Cas机制进行基因组编辑的前景，利

用梭状芽孢杆菌的原生CRISPR-Cas机制进行基因组编辑，

Pyne等人研究了破伤风梭菌（Clostridium tetani）、热纤维梭

菌（Clostridium thermocellum）和产乙醇梭菌（Clostridium 
autoethanogenum）的内源性CRISPR系统并鉴定了它们的

PAM序列，这是利用梭菌自身CRISPR-Cas机制进行基因组

编辑的第一篇报道 [49]，然而，并不是所有梭菌中都天然存在

CRISPR-Cas系统，研究者并未在C. acetobutylicum中发现内

源性CRISPR系统，表明利用自身CRISPR系统进行基因编辑

在C. acetobutylicum中不具有可行性. 总的来说，CRISPR-
Cas系统C. acetobutylicum中的研究报道相对较少，要想优

化CRISPR编辑工具或探索新的基因编辑途径以实现对C. 
acetobutylicum的遗传改造，有待进一步的研究深入. 
2.3  基因编辑技术在拜氏梭菌中的应用

拜氏梭菌是另一种研究较为广泛的产溶剂梭菌，被认

为是产生丁醇等生物燃料的理想菌株 [52].  其产溶剂途径和

C. acetobutylicum类似，已通过图1展示并用绿色标记出

代谢相关基因；C. beijerinckii中的基因编辑研究思路同C. 
acetobutylicum类似，如利用ClosTron失活基因或利用等位基

因偶联交换（ACE）与pyrE等位基因作为反选择标记进行基

因缺失. 2016年，Minton提出一种在梭菌中进行基因组修改的

路线图，即最初使用自杀质粒或pyrE突变体（尿嘧啶营养缺

陷），并由ClosTron技术辅助，后来使用一种称为ACE的特殊

的等位基因交换形式这一路径 [53]，为了验证这一路线的实用

性，Little等人在一株新筛选到的C. beijerinckii NCIMB 14988
中，测定其全基因组序列，并设计了高效质粒转化方案，通过

ClosTron和等位基因交换完成了反向遗传操作；除了基因失

活，还利用ACE在染色体上实现了点突变 [54]. 但ACE法筛选工

作量大，周期较长，效率仍有待提升. 
CRISPR系统的出现，改变了梭菌传统的基因编辑方式，

避免了ClosTron技术引起基因的极性反应，也无需经历ACE
方法回补pyrE的复杂过程 [6]，在梭菌的基因编辑中具有相对

广泛的运用.  Wang等人基于CRISPR系统将诱导表达Cas9
以及质粒携带的编辑模板相结合构建基因编辑质粒，成功

实现了对C. beijerinckii的基因突变、缺失、整合和单核苷酸

修饰 [35]；Li等基于CRISPR系统开发的质粒pNICKclos，对C. 
beijerinckii NCIMB 8052的编辑效率达18.8%-100%；通过突

变Cas9蛋白的两个结构域而得到的dCas9，虽然丢失了内切

酶活性，但仍能与靶位点结合，常被设计用于有效的基因转

录抑制，Li等开发的用于CRISPR干扰的质粒pdCASclos，成
功抑制了C. beijerinckii中spo0A的表达 [45]；Wang等人发现经

CRISPR-dCas9转化的C. beijerinckii菌株的淀粉酶活性受到

显著抑制 [55]；2019年，Diallo等人改进梭菌中CRISPR编辑技

术，采用双质粒工具编辑C. beijerinckii DSM 6423的基因组，

首先删除了具有硫霉素抗性的catB基因，使该菌株与设计的

双质粒编辑系统兼容，随后双质粒工具被用于C. beijerinckii 
DSM 6423 ΔcatB中，去除了内源性pNF2质粒，使得转化效

率大幅度提高[56]，除此之外，为了实现精准高效的基因编辑，

Li等人利用胞苷脱氨酶（Apobec1）、Cas9D10A蛋白和尿嘧啶

DNA糖基化酶抑制剂（UGI）开发出pCBEclos质粒，实现碱

基C·G到T·A的替换，提高了基因编辑的精准度 [57]，对于研究

C. beijerinckii中产溶剂机制相关核心基因的关键位点具有重

要意义. 这些策略不仅加快了产溶剂梭菌中基因编辑的发展

步伐，加速其在工业生产生物燃料方面的应用研究，也为研究

其他梭菌的基因编辑提供参考思路和方法. 

3  总结与展望

本文第一部分从来源、组成以及工作机制等方面介绍了

不同类型的基因编辑技术，并指出不同技术的优缺点；第二

部分则按照时间脉络综述基因编辑技术在产溶剂梭菌中的应

用，随着基因编辑的发展，实现了从随机失活到精准靶向失

活、从低的转化效率到高效基因编辑的技术进步，通过逐步

开发完善的基因编辑工具，产溶剂梭菌中的基因功能、ABE发
酵的分子机制等逐渐被阐明，由此可见，基因编辑在产溶剂梭

菌的生理生化特征、代谢调控、遗传改造等方面起到了核心作

用，特别是CRISPR技术的发展，展示出应用于梭菌的广阔前

景. 
虽然CRISPR-Cas系统作为一种颠覆性技术，已经被开

发为强大的基因组编辑工具，并加速了产溶剂梭菌遗传操作

技术发展的进程，但仍旧存在诸多问题，在实际应用中常受到

限制，主要有以下几点：

（1）Cas蛋白引发严重的细胞毒性，面对这一问题，研究

者利用细菌内源性CRISPR-Cas系统开发出新的基因编辑工

具，Zhang等人报道了酪丁酸梭菌（C. tyrobutyricum）I-B型
CRISPR-Cas基因工程的开发，利用乳糖诱导CRISPR基因阵

列表达启动子，显著降低了CRISPR-Cas的毒性 [34]，提高了转
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化效率，这一研究为其他具有内源性CRISPR-Cas系统的梭

菌进行分子水平遗传改造提供了参考；然而，并不是所有梭菌

中都天然存在CRISPR-Cas系统，例如在C. acetobutylicum中

研究者们并未发现存在内源性CRISPR系统，面对此类梭菌，

降低其Cas核酸酶的细胞毒性还将从其他研究角度进入深入

探索. 
（2）同源重组效率低，大多数研究中，CRISPR基因编

辑的实现依赖于NHEJ或HDR修复，但HDR的重组效率低下

是CRISPR应用的一大阻碍，而NHEJ又极易出现错配，导致

碱基的随机插入和失活，无法实现精准高效的基因编辑，而

Gaudelli等人研究的单碱基编辑技术则可以在不造成DNA
断裂的情况下，实现碱基的替换，避免了依赖HDR重组的效

率 [29]；在产溶剂梭菌C. beijerinckii中，运用单碱基编辑技术成

功构建了pyrE、xylR、spo0A以及araR的突变株 [57]，实现基因

精准编辑，这显示出单碱基编辑技术在产溶剂梭菌中的应用

潜力，也是未来研究中重点之一. 
（3）除了Cas蛋白的毒性问题、HDR的重组效率问题，

CRISPR仍面临着极具风险的脱靶问题，这也是CRISPR应用

于遗传治疗方面的一大阻碍，但在产溶剂梭菌中，CRISPR的

脱靶问题鲜见报道，需借鉴其他物种克服脱靶问题的研究经

验，这也是产溶剂梭菌中未来的重要研究方向；总之，在面临

CRISPR的诸多问题，研究者们不断优化编辑工具，开发探索

新的基因编辑方式，正在为实现快速、精准、高效的基因编辑

做出努力. 
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