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少孢节丛孢中 CRISPR/Cas9 基因编辑系统的建立 
及 6-甲基水杨酸合酶新活性位点的发现 
贺志强   岳熙桐   黄为平   张克勤   牛雪梅  

云南大学 省部共建云南生物资源保护与利用国家重点实验室 云南 昆明 650091 

 

摘  要：以捕食线虫真菌少孢节丛孢 Arthrobotrys oligospora YMF 1.03170 为研究材料，通过优化 sgRNA 表

达驱动体系 tRNAGly，构建 CRISPR/Cas9 基因编辑系统，成功获得基因定点编辑菌株。将该 CRISPR/Cas9

系统与同源重组相结合，可精确地对两个目的氨基酸编码基因同时进行定点置换。结合代谢图谱及前体

化合物饲喂实验，发现 6-甲基水杨酸合酶编码蛋白新的活性位点 Arg17、Arg18、His33 和 His34。本研究将

CRISPR/Cas9 基因编辑系统应用在少孢节丛孢中，并成功建立基因编辑精细体系，为快速构建少孢节丛孢的

遗传转化体系和研究该菌的基因功能提供有效方法。 
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Abstract: A CRISPR/Cas9 gene editing system was successfully constructed in nematode-trapping 
fungus Arthrobotrys oligospora YMF 1.03170 by optimizing the sgRNA expression driving system 
tRNAGly. The CRISPR/Cas9 system combined with homologous recombination led to the precise 
replacement of the two target amino acid coding genes at the same time. Combined with 
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metabolic profile and feeding experiment of precursor compounds, new active sites Arg17, Arg18, 
His33 and His34 in 6-methylsalicylate synthase 283 were found. The fine gene editing system 
CRISPR/Cas9 established in Arthrobotrys oligospora provided an effective method for rapidly 
constructing the genetic transformation system of Arthrobotrys oligospora and studying the gene 
function of this fungus. 
Key words: Arthrobotrys oligospora, CRISPR/Cas9 gene editing system, targeted gene editing, 
nematode-trapping fungus, 6-methylsalicylate synthase 

 
少孢节丛孢 Arthrobotrys oligospora 是分

布最为广泛、研究最为系统深入的捕食线虫

真菌（Balogh et al. 2003；He et al. 2019；Zhang 
et al. 2019）。前期本实验室从捕食线虫真菌

少孢节丛孢中分离到一类可以调控真菌形态

的 Polyketide synthase-Terpenoid synthase 杂

合的少孢素（arthrosporol）类化合物（Zhang 
et al. 2012），并通过基因敲除表明少孢素

生物合成基因位于 215g 基因簇上，且 AOL_ 
s00215g283（以下简称 283）编码 6-甲基水杨

酸（6-MSA）合成酶，是少孢素生物合成的

第一个基因（图 1A），对其进行基因敲除后， 
 

 
 

图 1 283 催化活性位点及可能的绑定功能位点   A：215g 基因簇；B：283 催化活性位点；C：预测的 4
个可能绑定区域位置及目标氨基酸 
Fig. 1 Catalytic active sites and possible binding functional sites of 283. A: 215g gene cluster; B: Catalytic active 
site of 283; C: Four predicted possible binding sites and target amino acids. 
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不仅缺失了少孢素类化合物，且整个代谢图谱

上有 2/3 的峰均消失，生长及产孢与野生型

（wild type，WT）相比无明显差异（Xu et al. 
2015）。少孢素合成的前三步分别是 283 参与

6-MSA 合成，经 281 脱羧生成 m-cresol，再经

加 282 羟基生成 toluqiunol（Xu et al. 2016），
对前期报道的突变菌株 Δ283 进行 6-MSA、
m-cresol、toluqiunol 的饲喂实验时，发现 Δ283
中均未产生少孢素类化合物，也未恢复其缺失

的化合物（卢兰风 2020）。因此推测 283 除编

码 6-MSA 合成酶的功能外，可能也参与调控了

少孢素合成通路下游相关基因的转录表达。 
通过保守域分析，283 有 5 个聚酮合酶的

基本保守域：酮基合成酶（ketoacyl synthase，
KS）、酰基转移酶（acyltransferase，AT）、酮

基还原酶（ ketoreductase ， KR ）、脱水酶

（dehydratase，DH）、酰基载体蛋白（acyl carrier 
protein，ACP），7 个催化活性位点（Cys3、His6、
His7、Lys71、Ser138、Tyr28、Asn50，图 1B）
（Hutchinson 1999；Keating & Walsh 1999；
Khosla et al. 1999；Staunton & Weissman 
2001）。通过转录因子预测网站 footprintDB
（Contreras-Moreira & Sebastian 2016）对蛋

白 283 进行可能的绑定区域预测。共预测到

4 个区域（图 1C），1 号区域位于 KS 上（KS1），
2 号区域位于 DH 上（DH2），3 号区域位于

DH 和 KR 之间（DK3），4 号区域位于 KR 和

ACP 之间（KA4）。通过前期研究报道的转录

因子的关键绑定氨基酸（ Ruegg et al. 
2018），初步确定了 283 上 4 个区域的关键

氨基酸。可以看出这些预测的 4 个可能的绑

定区域中的关键氨基酸（图 1B）与 7 个已

报道催化氨基酸位点并不吻合（Hutchinson 
et al. 1999；Keating & Walsh 1999；Khosla et al. 
1999；Staunton & Weissman 2001）。为了验

证预测的绑定位点的功能和作用，需要通过

定点基因编辑技术对关键氨基酸编码基因进

行替换。 
本研究在少孢节丛孢中构建了 CRISPR/ 

Cas9 体系，通过同源重组（homologous 
recombination，HDR）介导的修复原理，补

充 donor DNA，对关键氨基酸编码基因用丙

氨酸编码基因进行替换，从而研究 283 是否

有转录调控作用；同时用传统同源重组方法

对 283 进行敲除作为对照，并对其突变菌株

及 CRISPR/Cas9 编辑菌株饲喂 3 种前体，来检

测其代谢。本研究成功在少孢节丛孢中建立

了稳定的 CRISPR/Cas9 编辑体系，通过非同源

末端修复（non-homologous end joining，NHEJ）
以及提供DNA供体HDR的修复方式成功对少

孢节丛孢基因组上的单位点和双位点进行了

编辑以及两个目的氨基酸的点突变，通过对

新敲除基因 283 的突变菌株进行代谢产物图

谱分析以及底物饲喂实验，表明小分子化合

物少孢素具有调控作用，并发现未报道的 6-
甲基水杨酸合成酶的新活性位点。 

1 材料与方法 
1.1 实验材料 
1.1.1 供试菌株和质粒：以少孢节丛孢

Arthrobotrys oligospora YMF 1.03170 菌株作

为转化受体，由云南生物资源保护与利用国

家重点实验室提供，含潮霉素 B 抗性基因

（hyg B）的 PUC19 质粒 p-HygB，以 PUC19
为骨架的 spCas9 质粒 p-TrpC-NLS-coSpCas9- 
NLS 根据嗜热杜邦菌进行密码子优化，序列

参见 Huang et al.（2020）的报道。 
1.1.2 酶、引物和试剂：本实验所用的 PCR
酶、DNA 提取试剂盒、DNA 纯化回收试剂盒

等购自宝生物工程（大连）有限公司；质

粒提取试剂盒购自天根生化科技（北京）

有限公司；PCR 引物合成及测序交由北京擎

科生物有限公司（昆明合成部）完成，引物

序列见表 1；纤维素酶（cellulase）、蜗牛酶 
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表 1 本研究所用引物 
Table 1 Primers used in this study 
基因 

Gene 

引物 

Primer 

序列 

Sequence (5′-3′) 

283 up 283up-5f CGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCGAGCCGCAGAGGACAACA 

 283up-3r ATCTAGAGGATCCTTGCGCGCCTAGGGACGTCGCAGGTGTGGAAG 

283 dw 283dw-5f AACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAAGCCCACGCTACCTCGAC 

 283dw-3r CCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACGGAGCGCTCATCGCAACAG 

283 283yz-5f CTTTCCGCTTCAGCTACGC 

 283yz-3r GACACCTCGAATGACCTCG 

tRNA tRNA-f1 CGACTAGTGCGCGATCGC 

 tRNA-R2 GGGAAGCTTCAATATCATCTTCTGTCGAAAAAAAAGCA 

KS1 KS1guide1-r1 CTTCTTCCTGTGCAACCTGATGCGCTAGCTGGGAATCG 

 KS1guide1-f2 TCAGGTTGCACAGGAAGAAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 

 KS1guide2-r1 ACTGGAGTCGAGGTAGCGTGTGCGCTAGCTGGGAATCG 

 KS1guide2-f2 CACGCTACCTCGACTCCAGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 

 KS1donor-f1 GCGGTTGCTGGCGCCTATATTATCGGCACAGCCTTCTGTGG 

 KS1donor-r1 TGCAGCAACGGAGAGAGCTTTTGCTGCCACTTCTTCCTGTGCAACC 

 KS1donor-f2 GCAAAAGCTCTCTCCGTTGCTGCAGTAGACCCATTATCGGTAGCCTTTG 

 KS1donor-r2 GCATGCCTGCAGGTCGACATACAGCATGTGCGACAGTTCC 

 KS1yz-5f TATCGGCACAGCCTTCTGTGG 

 KS1yz-3r ACAGCATGTGCGACAGTTCC 

DH2 DH2guide-r1 ACTGGAGTCGAGGTAGCGTGTGCGCTAGCTGGGAATCG 

 DH2guide-f2 CACGCTACCTCGACTCCAGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 

 DH2donor-f1 GCGGTTGCTGGCGCCTATATCACACACCACCGGACATGTC 

 DH2donor-r1 TGCAGCTACCTCTGCTCCTTCCTCGTTGAGAATTGCGACATTAACTGCCCACATCCCGGTTTCAACAG 

 DH2donor-f2 GCAGTTAATGTCGCAATTCTCAACGAGGAAGGAGCAGAGGTAGCTGCAATCAACGGAATGCGATTTTCTGC 

 DH2donor-r2 GCATGCCTGCAGGTCGACATGACGAGGAGCTTTGCGATGTC 

 DH2yz-5f ATCGTCTCTCGACTACAAGCCTC 

 DH2yz-3r GATGCAATGATCCTGGAGAGGCC 

DK3 DK3guide1-r1 TCCCCAAACCTCAGGGTGCTTGCGCTAGCTGGGAATCG 

 DK3guide1-f2 AGCACCCTGAGGTTTGGGGAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 

 DK3guide2-r1 GTGACAATCTTGGAGCGTGGTGCGCTAGCTGGGAATCG 

 DK3guide2-f2 CCACGCTCCAAGATTGTCACGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 

 DK3donor-f1 GCGGTTGCTGGCGCCTATATCCAGTGGCAGTGTGGAGAG 

  待续
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  续表 1

 DK3donor-r1 TGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTGCAACGAGCCCTCCCCAAACC 

 DK3donor-f2 GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCACTTCAAGCTGTCAAGTATGTCAAATCTGTC 

 DK3donor-r2 GCATGCCTGCAGGTCGACATCCATCTGGCTTGGAGATATCGG 

 DK3yz-5f GCATGCCTGCAGGTCGACATCCATCTGGCTTGGAGATATCGG 

 DK3yz-3r CCATCTGGCTTGGAGATATCGG 

KA4 KA4guide-r1 TACCCAACCCATTCCAGCTTTGCGCTAGCTGGGAATCG 

 KA4guide-f2 AAGCTGGAATGGGTTGGGTAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 

 KA4donor-f1 GCGGTTGCTGGCGCCTATATCAGTGGTGTCGTTCATGCC 

 KA4donor-r1 TGCGAAAGCTTCATCTGCACTAACGGAGGTGATGCCC 

 KA4donor-f2 GCAGATGAAGCTTTCGCAGCCTGGGAGCACGCTATCA 

 KA4donor-r2 GCATGCCTGCAGGTCGACATCCATCTCCGTCAAAGCCG 

 KA4yz-5f CACGACGTGGCTTGCCTC 

 KA4yz-3r AGGAAGTCTGCAAATGCTTCCTC 

 
（snailase）、潮霉素 B，购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；其他化学试剂均为进口

或国产分析纯。 
1.1.3 主要溶液及培养基：PDA：200g/L 新鲜

土豆，20g/L 葡萄糖，16g/L 琼脂粉，去离子

水定容至 1L；TG：10g/L 葡萄糖，10g/L 胰蛋

白胨；MN buffer：0.3mol/L MgSO4，0.3mol/L 
NaCl；0.6mol/L KCl 溶液：44.73g/L KCl，去离子

水定容至 60mL；STC 溶液：山梨醇 182.1g/L，
CaCl2·2H2O 7.35g/L，Tris-HCl 缓冲液 50mmol/L
（pH=8.0），去离子水定容至 100mL；PTC 转

化液：40% PEG4000，KCl 44.73g/L，Tris-HCl
缓冲液 50mmol/L （ pH=8.0 ）， CaCl2·2H2O 
50mmol/L，去离子水定容至 30mL；TB3 培养

基：蔗糖 200g/L，酵母浸粉 3g/L，水解酪蛋

白 3g/L，琼脂粉 7.5g/L，去离子水定容至 1L。 
1.2 方法 
1.2.1 编辑载体的构建：本研究选用少孢素生

物合成基因簇上的 6-甲基水杨酸合成酶基因

283 作为目标基因，本实验室前期利用

tRNAGly self-processing system 系统和来自常

温细菌 mesophilic bacterium Streptococcus 
pyogenes的 SpCas9成功在嗜热杜邦菌中构建

了高编辑效率的 CRISPR/Cas9 体系（Huang et 
al. 2020）。本研究对 tRNAGly 进行优化，通过

与水稻和果蝇的 tRNAGly 基因的比对，确定了

少孢节丛孢中的 tRNAGly 基因和假设的

tRNAGly 启动子。在要突变的目的氨基酸附近

查找 PAM 区序列 NGG，NGG 5’端的 20bp 即

为 protospacer。构建单 sgRNA 时，PAM 选在

目的氨基酸编码基因的 5’端；构建双 sgRNA
时，则选取目的氨基酸编码基因前后各一个

PAM 区（图 2A）。 
1.2.2 少孢节丛孢原生质体的制备：取少孢节

丛孢的菌丝块接种于 PDA 培养基中心，28℃、

培养 5d，将长好的平板接种于 TG 培养基中，

1 板/瓶，28℃静置 12h，180r/min 振荡培养

24h，将上述培养的菌丝倒入无菌漏斗（内含

4 层擦镜纸）中过滤收集菌丝体，用 MN-buffer
溶液洗涤菌丝体两次。挑取适量菌丝转移至

100mL 无菌三角瓶内，加入经过滤除菌的蜗

牛酶液和纤维素酶液各 20mL（蜗牛酶液为 
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图 2 Protospacer 选择、sgRNA 和 donor DNA 示意图   A：Protospacer 选择；B：sgRNA1；C：sgRNA2；D：
Donor DNA 
Fig. 2 Protospacer, sgRNA, donor DNA. A: Protospacer; B: sgRNA1; C: sgRNA2; D: Donor DNA. 

 
1g 蜗牛酶/70mL MN-buffer，纤维素酶液为 1g
纤维素酶/70mL MN-buffer）。30℃ 180r/min
振荡酶解 5h，加入 20mL 0.6mol/L 的 KCl 终
止酶解反应。然后用无菌漏斗（内含 6 层擦

镜纸）过滤菌丝残片，收集酶解完全的原生

质体，将原生质体滤液收集至离心管中，

7 000r/min、4℃离心 10min。去上清液，用

稳渗液 STC 洗涤原生质体 2 次，7 000r/min、
4℃离心 10min，然后加入 STC 溶液将原生质

体富集并调至浓度为 1108 个/mL。 
1.2.3 原生质体的转化：将制备好的原生质体

分装到 2mL 的无菌 EP 管中，每管 200μL，将

10μg同源重组的敲除全长片段加入至原生质

体悬浮液中轻轻混匀，迅速放置冰上 30min。
向冰浴后的溶液中加入 1mL PTC 液体，放置

于 28℃培养箱中静置 30min。然后将离心管

取出，放置于冰上 5min。吸取上述混匀液均

匀涂布于 TB3 固体培养基表面，放置于 28℃
培养箱中培养 16h。在平板表面覆上一层含

有 200μg/mL 潮霉素 B 的 TB3 培养基。 
1.2.4 转化子的鉴定：待 TB3 固体培养基上

长出转化子后，挑取转化子并转接到含有

200μg/mL 潮霉素 B 的 TYGA 固体平板上。待

平板上长满菌丝后，取菌丝于 1.5mL 离心管

中，加入液氮冷冻后研磨，利用 DNAiso 
Reagent 提取 DNA。利用表中的引物对所提基

因组进行 PCR 检测，送北京擎科生物有限公

司（昆明合成部）测序鉴定阳性转化子。 
1.2.5 代谢差异分析：（1）点突变转化子：将

野生菌株与突变菌株接种于 PDA 培养基上，

28℃培养 7d，接种相同大小的菌块于装有

250mL PDB 培养基中，28℃、180r/min 发酵 7d；
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（2）喂养实验：接种相同大小的菌块于装有

250mL PDB 培养基中，28℃、180r/min 培养

3d，在突变菌株中分别加入 0.125、0.25、0.5
和 1mmol/L的 6-MSA、0.25mmol/L的m-cresol
和 0.25mmol/L 的 toluquinol，继续培养 5d，
发酵完成后所有样品加入等体积乙酸乙酯超

声萃取，用真空离心浓缩仪对乙酸乙酯部分

进行蒸发浓缩；用700μL的色谱甲醇溶解样品，

过滤到 2mL 的样品瓶中，LC-MS 检测。LC-MS
相关参数参见 Chen et al.（2020）的报道。 

2 结果与分析 
2.1 283 中 KS 预测绑定区域编辑结果分析 

同时选用两个 sgRNA 进行 KS1 定点编辑

时，得到一个成功对 Arg17、Arg18 编码基因

CGG 和 CGT 突变为编码 Ala 的碱基 GCA 但同

时意外地缺失了一个 Glu20 编码的 3 碱基（这

不会引起基因移码突变）的转化子 KS1-1。同

时得到了 11 个在两个 sgRNA 之间缺失 82bp
的敲除株（KS1-4、KS1-8、KS1-9 等）（图 3B）。
选用 KS1-1、KS1-4、KS1-8、KS1-9 突变菌株进

行发酵提取和代谢分析；结果显示 KS1-1 与

KS1-4、KS1-8 及 KS1-9 的代谢图谱均与报道的

283 敲除株的检测结果一致（图 3D），且均

未检测到少孢素（图 2E）。 
选用一个 sgRNA 进行 KS1 定点编辑时，

得到一个准确对 Arg17 和 Arg18 编码基因

CGG 和 CGT 突变为编码 Ala 的碱基 GCA 的转

化子 KS1-13。同时得到了 3 个+1bp、1 个+2bp、
2 个+3bp（多一个 Glu）、1 个-1bp、1 个-2bp、
5 个-3bp（少一个 Glu），1 个-14bp、1 个-26bp
的编辑菌株（图 3C）。选用 KS1-13、-3bp（少

一个 Glu）的 KS1-16，+3bp（多一个 Glu）的

KS1-27 进行发酵提取和代谢分析，结果显示

KS1-13、KS1-16、KS1-27 的代谢图谱均与报道

的283 敲除株结果一致（图 3F），且均未检

测到少孢素（图 3G）。表明 KS1 的 Arg17 和

Arg18 为蛋白 283 的上关键氨基酸，替换其会

引起催化合成功能丧失。 
2.2 283 中 DH 预测绑定区域编辑编辑结果

分析 
选用一个 sgRNA 对 2 号位点进行编辑，

得到 14 个成功对 Arg54 以及 His33、His34 进

行突变的转化子以及一个只对 His33、His34
进行突变的转化子 DH2-1，此外还得到两个

分别缺失 10/14bp 的突变株（图 4B）。选用

DH2-1、DH2-2、DH2-4、DH2-5 进行代谢分析，

结果显示 DH2-1、DH2-2、DH2-4、DH2-5 的

代谢图谱均与 283 敲除株一致（图 4C），且

均未检测到少孢素（图 4D）。结果表明 DH2
的 His33、His34 为 283 的关键氨基酸，替换

会引起催化功能丧失。 
2.3 283 中 DK 预测绑定区域编辑结果分析 

选用两个 sgRNA 对 3 号位点进行编辑，

得到 9 个缺失 137bp 的敲除株，未得到对氨

基酸进行替换的目标转化子（图 5A），选用

DK3-3、DK3-4、DK3-5 进行代谢分析，结果显

示 DK3-3、DK3-4、DK3-5 的代谢图谱均与 283
敲除株一致（图 5B），且均未检测到少孢素

（图 5C）。此区域未得到氨基酸替换的转化

子，表明此区域进行编辑时只采用了 NHEJ
的修复方式。 
2.4 283 中 KA 预测绑定区域编辑结果分析 

选用一个 sgRNA 对 KA 区域进行编辑，

得到 40 个对 Arg77、Arg78 进行突变的转化

子，但所有的转化子均在 PAM 区 5’端的第 3
个碱基处缺失一个 G（图 6B），选用 KA4-1、
KA4-2、KA4-3 进行发酵提取和代谢分析。结

果显示 KA4-1、KA4-2、KA4-3 的代谢图谱均

与283 敲除株结果一致（图 6C），且均未检

测到少孢素（图 6D）。所得到的 40 个转化子

均在供体 DNA 修复上之后发生了二次编辑。 
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图 3 KS1 编辑形式及转化子代谢分析   A：KS1-1、KS1-13 测序峰图；B：KS1 双 sgRNA 编辑形式；C：KS1
单 sgRNA 编辑形式；D：KS1-1、KS1-4、KS1-8、KS1-9 代谢图谱；E：KS1-1、KS1-4、KS1-8、KS1-9 少孢素

鉴定结果；F：KS1-13、KS1-16、KS1-27 代谢图谱；G：KS1-13、KS1-16、KS1-27 少孢素鉴定结果；WT：
野生型. 下同 
Fig. 3 Editing forms of KS1 and analysis of metabolism. A: Sequencing peak of KS1-1 and KS1-13; B: Editing 
forms of KS1 double sgRNA; C: Editing forms of KS1 single sgRNA; D: LC-MS of KS1-1, KS1-4, KS1-8 and KS1-9; 
E: Arthrosporol identification results of KS1-1, KS1-4, KS1-8 and KS1-9; F: LC-MS of KS1-13, KS1-16, KS1-27; G: 
Arthrosporol identification results of KS1-13, KS1-16, KS1-27. WT: Wild type. The same below. 
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图 4 DH2 单 sgRNA 编辑形式及转化子代谢分析   A：DH2-1、DH2-5 测序峰图；B：DH2 单 sgRNA 编辑形

式；C：DH2-1、DH2-2、DH2-4、DH2-5 代谢图谱；D：DH2-1、DH2-2、DH2-4、DH2-5 少孢素鉴定结果 
Fig. 4 Editing forms of DH2 single sgRNA and analysis of metabolism. A: Sequencing peaks of DH2-1 and 
DH2-5; B: Editing forms of DH2-1 and DH2-5; C: LC-MS of DH2-1, DH2-2, DH2-4 and DH2-5; D: Arthrosporol 
identification results of DH2-1, DH2-2, DH2-4 and DH2-5. 
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图 5 DK3 双 sgRNA 编辑形式及转化子代谢分析   A：DK3 双 sgRNA 编辑形式；B：DK3-3、DK3-4、DK3-5
代谢图谱；C：DK3-3、DK3-4、DK3-5 少孢素鉴定结果 
Fig. 5 Editing forms of DK3 double sgRNA and metabolic analysis. A: Editing forms of DK3 double sgRNA; B: 
LC-MS of DK3-3, DK3-4, and DK3-5; C: Arthrosporol identification results of DK3-3, DK3-4, and DK3-5. 
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图 6 KA4 单 sgRNA 编辑形式及转化子代谢分析   A：KA4-1、KA4-2、KA4-3 测序峰图；B：KA4 单 sgRNA
编辑形式；C：KA4-1、KA4-2、KA4-3 代谢图谱；D：KA4-1、KA4-2、KA4-3 少孢素鉴定结果 
Fig. 6 Editing forms of KA4 double sgRNA and metabolic analysis. A: Sequencing peaks of KA4-1, KA4-2 and 
KA4-3; B: KA4 single sgRNA editing pattern; C: LC-MS of KA4-1, KA4-2 and KA4-3; D: Arthrosporol identification 
results of KA4-1, KA4-2 and KA4-3. 
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2.5 编辑效率分析 
对本研究构建的突变菌株进行编辑效率

分析，不同位点的编辑效率存在差异，双

sgRNA 位点的碱基置换率低，甚至不能发生

置换。大片段缺失率较高，是双 sgRNA 主要

的编辑形式。单 sgRNA 位点碱基置换及小片

段缺失/插入率较高。 
2.6 283 突变菌株喂养结果分析 

利用同源重组对 283 中 KS 区域 1 023bp
进行敲除，WT 中理论大小为 1 707bp，突变

株理论大小 3 863bp，提取基因组进行 PCR 验

证得到 4 个阳性转化子（图 7A），选用 Δ283-E
进行 6-MSA、m-cresol、toluquinol 喂养实验，

结果表明喂养 0.125–1mmol/L 的 6-MSA 能不

同程度地恢复缺失的代谢产物（图 7B），并

均能检测到少孢素类化合物（图 7C），喂养

0.25mmol/L 的 m-cresol、toluquinol 均能不同

程度地恢复敲除株的代谢图谱（图 7D），并均

能检测到少孢素类化合物（图 7E），对 CRISPR/ 
Cas9 编辑的突变菌株（KS1-1、KS1-13、DH2-1、
DH2-2、DK3-3、KA4-1）喂养 0.25mmol/L 的

6-MSA、m-cresol 和 toluquinol 均能不同程度

地恢复缺失的代谢产物（图 8）。结果表明 283
编码的蛋白不具有调控作用，而是小分子化

合物少孢素具有调控作用。 

3 讨论 
CRISPR/Cas9 作为新兴的基因编辑体系，既

可以利用 NHEJ 造成碱基缺失、插入从而使目标

基因丧失功能，又可以通过提供 DNA 供体以

HR 的修复方式实现敲入、单个氨基酸/碱基的

定点突变或者插入强启动子进行过表达。例如

在大肠杆菌中研究操作子与配体结合的关键位

点（mechanisms of operator recognition and 
ligand binding）通过突变单个氨基酸来实现

（Ruegg et al. 2018），在杜邦嗜热菌中插入强

启动子激活 PKS-NRPS 杂合基因簇（Huang et 
al. 2020）。CRISPR/Cas9 体系已被报道可以在

多个物种中进行编辑，但针对不同的物种仍

需要进行探索优化才能发挥作用（Cong et al. 
2013；Jacobs et al. 2014；Ji & Sha 2014；Hendel 
et al. 2015；Niu et al. 2015；Hammond et al. 
2016；Port & Bullock 2016）。少孢节丛孢作为

研究捕食线虫真菌与线虫互作的模式菌株，长

期以来都是以同源重组的方式进行基因敲除

研究其功能，缺乏有效地基因编辑技术。本研

究成功建立了少孢节丛孢的 CRISPR/Cas9 体

系，只需要 CRISPR/Cas9 系统即可完成基因的

敲除，为研究少孢节丛孢基因功能，改造次

级代谢产物生物合成途径，建立高效捕杀线

虫的生防菌株提供了重要的研究方法。 

 
表 2 编辑效率 
Table 2 Editing efficiency 
区域 

Region 

sgRNA 碱基置换 

Base replacement (%) 

小片段缺失/插入 

Small fragment missing/insertion (%) 

大片段缺失 

Large fragment missing (%) 

KS1 Single sgRNA 5.8 5.8 15.7 

Single sgRNA 26.3 24.6 / 

DH2 Single sgRNA 26.4 3.7 / 

DK3 Double sgRNA / / 64.3 

KA4 Single sgRNA 83.3 83.3 / 
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图 7 283 同源重组敲除转化子验证及饲喂结果   A：对转化子进行扩增验证，a、b、d、e 为阳性转化子，

M：DL5000marker，WT：野生型菌株，+：质粒为模板的阳性对照；B：对转化子饲喂不同浓度 6-MSA 的

代谢图谱；C：转化子饲喂不同浓度 6-MSA 的少孢素鉴定结果；D：饲喂 m-cresol、toluquinol 的代谢图谱

E：转化子饲喂 m-cresol、toluquinol 的少孢素鉴定结果 
Fig. 7 The verification and feeding results of homologous recombination knockout transformants. A: The 
transformants were amplified and verified. a, b, d, e were positive transformants, M: DL5000 marker, WT: 
wild-type strain, +: plasmid was the template positive control; B: LC-MS of transformers fed with different 
concentrations of 6-MSA; C: Arthrosporols identification results of transformers fed with different 
concentrations of 6-MSA; D: LC-MS of the feeders fed with m-cresol and toluquinol; E: Arthrosporols 
identification results of the feeders fed with m-cresol and toluquinol. 

 
CRISPR/Cas9 的脱靶现象已有很多报道，

而双 sgRNA 可以减少脱靶的发生（Ran et al. 
2013）。因此本研究首先设计双 sgRNA 位点来

进行编辑，结果显示，双 sgRNA 位点进行编

辑时，基本以 NHEJ 的方式进行修复，从而对

两个 sgRNA 之间的序列进行剪切引起基因的

大片段缺失，而并未以供体 DNA 为模板进行

HDR 修复。当用单 sgRNA 进行编辑时，基本 
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图 8 CRISPR/Cas9 编辑菌株饲喂结果   A：6-MSA 饲喂结果；B：M-cresol 饲喂结果；C：Toluquinol 饲喂结果 
Fig. 8 Feeder results of CRISPR/Cas9 editing strains. A: Feeder results of 6-MSA; B: Feeder results of m-cresol; 
C: Feeder results of toluquinol. 
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以 HDR 方式修复，从而达到氨基酸的置换，

也并未发现脱靶现象。因此，建议在进行点

突变等需要 HDR 修复方式时，选用单 sgRNA，
需要大片段缺失时，可以选用双 sgRNA。对 4
个预测区域进行编辑，均得到多个发生编辑

的菌株，但目的突变菌株却很少，主要为两

个问题：1）设计双 sgRNA，对基因组进行准

确切割后，没有以供体DNA为模板进行修复。

2）设计单 sgRNA，以供体为模板修复后，发

生二次编辑。两种修复方式 HDR 和 NHEJ 之
间存在竞争关系（Jayavaradhan et al. 2019），
且 HDR 还受到细胞周期的局限（Heyer et al. 
2010），HDR 在作用时，供体 DNA 需要靠近

DSB 才可以发挥作用，因此可能导致 HDR 效

率较低。HDR 的效率也和置换位点与 DSB 位

点的距离有关，置换位点距离 DSB 位点越近

效率越高（Inui et al. 2014），本研究选取的

sgRNA 位点均是距离置换位点最近的，当用

单 sgRNA 进行编辑时，突变株均进行了碱基

的置换，表明，本研究所选用的 sgRNA 位点

均有一个较高的置换效率。采用单 sgRNA 时，

可以显著提高 HDR 的效率，但依然没有得到多

个目的突变株，是由于采用 HDR 进行修复后，

不能破坏核酸酶的识别位点，使 protospacer
依然完整存在，可以被 sgRNA 识别，从而

通过 NHEJ 进行修复（Cox et al. 2015），二

次编辑的问题可以在 donor DNA 上利用密

码子的简并性在不改变氨基酸序列的前提

下改变 protospacer 的碱基序列，从而避免

二次编辑。 
此外，对 KS1 的 Arg17、Arg18，DH2 的

His33、His34 用丙氨酸替换后，均会使 283
基因丧失功能，表明这是未报道的新活性位

点。对新敲除 283 的 Δ283 及 CRISPR/Cas9 编

辑菌株进行 6-MSA、m-cresol、toluquinol 3
种前体的饲喂实验，均能不同程度地恢复代

谢图谱以及重新产生少孢素类的化合物，表

明 283 敲除后导致缺失的化合物是由于缺失

少孢素化合物导致。而之前的敲除菌株饲喂

不能恢复代谢图谱，可能是因为多次传代，

菌株老化引起。 
综上所述，本研究成功在少孢节丛孢中

建立了 CRISPR/Cas9 编辑体系，发现了 283
新的活性位点，并表明小分子化合物少孢素

具有调控作用，为研究少孢节丛孢基因功

能，改造次级代谢产物生物合成途径，建立

高效捕杀线虫的生防菌株提供了重要的研

究方法。 
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