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摘要　 放线菌是活性天然产物和抗生素药物的重要来源ꎮ 利用合成生物学高效地开发其中丰富的

天然产物资源ꎬ将为加速新药开发奠定坚实的基础ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 作为一种多功能基因编辑系

统ꎬ因其便捷高效而被广泛应用于真核生物的遗传操作ꎮ 但在原核生物尤其是放线菌中的应用仍

处于起步阶段ꎬ机遇和挑战并存ꎮ 本综述总结了目前 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在放线菌基因编辑和调

控ꎬ以及活性天然产物的产量提升、生物合成机制解析和资源开发等方面的研究进展ꎮ 同时ꎬ也对

该系统在应用中面临的包括重组修复效率低ꎬ以及靶向切割效率不足等关键挑战进行了分析ꎬ并提

出了相应的优化解决方法ꎮ 随着 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在放线菌应用中的不断完善和发展ꎬ将极大地推动

放线菌的合成生物学研究ꎬ促进其中天然产物资源的有效挖掘和应用开发ꎮ
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Ｆｉｇ.１　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｂｉｏｌｏｇｙ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｎｄ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔ(ＮＰ) ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ　 　 Ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｃａｎ ｅｄｉｔ ｇｅｎｏｍｅꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔ ｇｅｎｅｓꎬ
ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｓｙｓｔｅｍｓ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ

　 　 放线菌(ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ)作为一类高 ＧＣ 含量的

革兰氏阳性细菌ꎬ一直是活性天然产物和抗生素药

物的重要来源[１] ꎬ但其中许多结构复杂的活性天

然产物很难进行合成ꎬ在规模化制备和衍生物开

发等方面存在诸多瓶颈ꎮ 全基因组测序和生物信

息分析表明ꎬ放线菌中蕴含着许多沉默的次级代

谢产物合成基因簇ꎬ拥有巨大的新颖天然产物合

成潜能[２] ꎮ 面对恶性肿瘤和感染性疾病的重大威

胁ꎬ如何有效地开发放线菌中丰富的天然产物资

源成为目前新药研发所面临的主要挑战ꎮ 合成生

物学是引领新一代生物科技革命的多学科交叉的

颠覆性技术ꎬ其通过对基因编辑来建立人工调控

的生物合成体系[３] ꎬ在挖掘放线菌新颖天然产物

资源、解决已有天然产物的产量瓶颈和衍生物开

发等方面具有独特的优势ꎮ 新颖高效的基因编辑

技术将进一步充分发挥合成生物学的巨大潜能ꎬ
加速 其 在 上 述 方 面 的 研 究 和 应 用ꎮ ＣＲＩＳＰＲ
( ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ
ｒｅｐｅａｔｓ) / Ｃａｓ９( ＣＲＩＳＰＲ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ) 系统通过人工

设计来靶向结合 ＤＮＡ 特征序列ꎬ进行包括敲除、
插入和置换在内的基因编辑ꎬ因其高效、便捷和快

速等特点已被广泛应用于生物学及其相关领域ꎮ
通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统可以高效地对放线菌基因

组进行合理编辑ꎬ以激活沉默的次级代谢产物合

成基因簇和 /或调控已有的生物合成途径ꎬ为合成

生物学驱动的放线菌天然产物开发提供有力的支

持ꎮ 本文综述了至今为止的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在

放线菌ꎬ尤其是链霉菌中的建立和应用研究ꎬ详细

阐明了其面临的主要挑战ꎬ并对其在放线菌合成

生物学研究中的发展进行了展望(Ｆｉｇ. １)ꎮ

１６９
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１　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术在放线菌中的应用

１􀆰 １　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 对放线菌基因组的编辑

自问世以来ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统很快在真核生

物中得到广泛应用[４]ꎮ 相比之下ꎬ原核生物只能通

过效率不高的同源重组途径来修复致命的双链断裂

(ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋꎬ ＤＳＢ)ꎬ因而导致 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
系统的应用受限[５]ꎮ 尽管如此ꎬ仍有多篇研究报道

了 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在放线菌中的成功应用(见
Ｔａｂｌｅ １)ꎮ ２０１５ 年ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统被首次用于

对变铅青链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｌｉｖｉｄａｎｓ)中十一烷基

灵菌红素( ｕｎｄｅｃｙｌｐｒｏｄｉｇｉｏｓｉｎꎬＲＥＤ) 和放线紫红素

(ａｃｔｉｎｏｒｈｏｄｉｎꎬＡＣＴ)的 ｒｅｄＮ 和 ａｃｔＶＡ￣ＯＲＦ５ 基因分

别进行敲除ꎬ并通过插入双 ｓｇＲＮＡ ( ｓｉｎｇｌｅ￣ｇｕｉｄｅ
ＲＮＡ)的策略不仅实现两个基因的同时编辑ꎬ还成

功地敲除 ３１ ｋｂ 的 ｒｅｄ 基因簇ꎮ 此外ꎬ在白色链霉菌

(Ｓ. ａｌｂｕｓ)和产绿色链霉菌(Ｓ. ｖｉｒｉｄｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ)中
的类似应用ꎬ也进一步证明了同时包含 ｓｇＲＮＡ 表达

盒和 Ｃａｓ９ 蛋白的 ｐＣＲＩＳＰｏｍｙｃｅｓ￣２ 温敏型质粒的

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在链霉菌中的有效性[６]ꎮ 相比

于其他放线菌ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在天蓝色链霉菌

(Ｓ. ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ)中应用和研究相对较为系统ꎬ包括利

用 ｐＫＣｃａｓ９ｄＯ 质粒[７] 、ｐＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 质粒[８] 以及

ｐＷＨＵ 系列 ＣＲＩＳＰＲ 质粒[９] ꎬ成功对天蓝色链霉菌

的相关基因进行了敲除ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统可以

将异源启动子精确引入链霉菌基因组中ꎬ以有效

地激活沉默生物合成基因簇ꎬ通过将组成型强启

动子 ｋａｓＯ∗ｐ 插入到关键酶或途径特异性调控子

的编码基因上游ꎬ激活白色链霉菌中的靛蓝色素

基因簇ꎬ以及变铅青链霉菌中的 ＲＥＤ 和 ＡＣＴ 基因

簇ꎻ而采取同样的策略激活玫瑰孢链霉菌 ( Ｓ.
ｒｏｓｅｏｓｐｏｒｕｓ)中的多环稠、大环内酰胺类和丙基膦酸

类基因簇ꎬ委内瑞拉链霉菌(Ｓ. ｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ)中的Ⅲ型

聚酮化合物(ＰＫＳ)基因簇ꎬ以及产绿色链霉菌( Ｓ.
ｖｉｒｉｄｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ)中的Ⅱ型 ＰＫＳ 基因簇ꎬ分别成功

获得了抗真菌活性 ＰＴＭ 类化合物 ｐｈｏｔｏｃｙｃｌｉｚｅｄ
ａｌｔｅｒａｍｉｄｅ Ａ 和 ｄｉｈｙｄｒｏｍａｌｔｏｐｈｉｌｉｎ、抗疟疾活性的

ＦＲ￣９０００９８、以及不同的新型色素类化合物[１０]ꎮ 此

外ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在一些重要的工业放线菌中也获

得了应用ꎮ 在生产Ⅱ型糖尿病药物阿卡波糖的游

动放线菌 ＳＥ５０ / １１０ ( Ａｃｔｉｎｏｐｌａｎｅｓ ｓｐ. ＳＥ５０ / １１０)
中敲除酪氨酸酶基因 ｍｅｌＣ２ꎬ可以消除副产物优

黑素的产生 [１１] ꎻ在龟裂链霉菌( Ｓ. ｒｉｍｏｓｕｓ)中通

过对葡萄糖￣６￣磷酸脱氢酶同工酶基因 ｚｗｆ２ 和 ６￣
磷酸葡萄糖酸内酯酶基因 ｄｅｖＢ 的点突变和碱基

缺失等基因编辑ꎬ使抗菌药物土霉素的产量增加

了 ３６􀆰 ８％ [１２] ꎮ
另一方面ꎬ通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统对基因 /基

因簇的快速敲除ꎬ还高效地鉴定和解析了未知的生

物合成途径ꎮ 例如ꎬ从分离自蚂蚁的含有 ３９ 个次级

代谢合成基因簇的蚁科链霉菌( Ｓ. ｆｏｒｍｉｃａｅ)中ꎬ确
定新型抗菌聚酮类化合物 ｆｏｒｍｉｃａｍｙｃｉｎｓ 由一个Ⅱ
型 ＰＫＳ 基因簇负责合成ꎬ并且黄素依赖性卤代酶

ＦｏｒＶ 是合成这类化合物的关键后修饰酶[１３]ꎮ 同

样ꎬ从红树林沉积物中分离的链霉菌 ＳＤ８５ꎬ含有

５２ 个次级代谢合成基因簇ꎬ通过敲除模块化聚酮

合酶基因 ｓｃｅＮꎬ确定Ⅰ型 ＰＫＳ 基因簇 ｓｃｅ 负责合成

抗真菌多烯大环内酰胺 ｓｃｅｌｉｐｈｒｏｌａｃｔａｍ [１４] ꎮ 对于

那些常规遗传操作体系很难建立或效率极低的稀

有放线菌ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统的应用更是加速了

其相关的生物合成研究ꎮ 通过对旱地小单孢菌

(Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ｃｈｅｒｓｉｎａ) 中所有 ８ 种不同类型

ＰＫＳ 基因簇的逐一敲除ꎬ以及负责合成十元环烯

二炔 ｄｙｎｅｍｉｃｉｎ 的 ＰＫＳ￣８ 中的 ２ 个 Ｐ ４５０氧化酶基因

的敲除ꎬ推断 ＰＫＳ￣８ 中的聚酮合酶 ＤｙｎＥ８ꎬ可能同

时负责烯二炔结构单元和蒽醌结构单元的生物合

成ꎬ使蒽醌骈合型十元环烯二炔的生物合成研究

取得了关键突破[１５] ꎮ 除了在细胞体内的广泛应

用ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统还能有效地对体外ꎬ包括质

粒和基因簇在内的各种放线菌生物合成元件进行

基因 编 辑 和 重 构ꎮ ＩＣＥ 系 统 ( ｉｎ ｖｉｔｒｏ ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ)在 Ｔ４￣ＤＮＡ 聚合酶的

协助下ꎬ分别对质粒 ｐＹＨ２８５ 中 ｔｅｔｒｏｎａｔｅ 类基因簇

的 ３￣氧酰基￣ＡＣＰ 合酶基因 ｒｋＤꎬ粘粒 １０Ａ３ 中全霉

素基因簇的 ＮＲＰＳ 基因 ｈｏｍＥ 进行了高效敲除[１６] ꎮ
相比于常规 ＰＣＲ 定向突变体系ꎬＩＣＥ 系统避免了

非预期重组的前提下ꎬ便捷地实现 ＤＮＡ 体外重构

的无缝连接ꎮ 同时ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统还能联合

Ｇｉｂｓｏｎ 克隆组装技术ꎬ实现无需抗性筛选的体外

基因同框缺失和启动子更换ꎬ在链霉菌次级代谢

基因簇的重构和异源表达等方面获得了运用[１７] ꎮ
综上所述ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在高效基因编辑、沉
默基因簇激活、生物合成机制解析、生物合成元件

构建和目标化合物产量提升等方面的应用ꎬ极大

地促进了放线菌的合成生物学研究及其天然产物

的开发ꎮ

２６９
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Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｓｙｓｔｅｍ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ
Ｈｏｓｔ Ｓｙｓｔｅｍ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
Ｓ. ｌｉｖｉｄａｎｓ[６] ꎬ Ｓ. ａｌｂｕｓ[６]

Ｓ. ｖｉｒｉｄｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ[６]
ｐＣＲＩＳＰｏｍｙｃｅｓ Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ

Ｓ. ｌｉｖｉｄａｎｓ[１０] ꎬ Ｓ. ａｌｂｕｓ[１０]

Ｓ. ｖｉｒｉｄｏｃｈｒｏｍｏｇｅｎｅｓ[１０]

Ｓ. ｒｏｓｅｏｓｐｏｒｕｓ[１０] ꎬ Ｓ. ｖｅｎｅｚｕｅｌａｅ[１０]
ｐＣＲＩＳＰｏｍｙｃｅｓ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ

Ｓ. ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ Ｍ１４５[７] ｐＫＣｃａｓ９ｄＯ Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔꎬ ｓｉｔｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ
Ｓ. ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ Ａ３(２) [８] ｐＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ
Ｓ. ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ Ｍ１４５ [９] ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ＣｏｄＡ(ｓｍ) Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ
Ｓ. ｆｏｒｍｉｃａｅ[１３] ｐＣＲＩＳＰｏｍｙｃｅｓ Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ
Ｓ. ｓｐ. ＳＤ８５[１４] ｐＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ
Ｓ. ｒｉｍｏｓｕｓ[１２] ｐＣＲＩＳＰｏｍｙｃｅｓ Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔꎬ ｓｉｔｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ
Ａｃｔｉｎｏｐｌａｎｅｓ ｓｐ. ＳＥ５０ / １１０[１１] ｐＣＲＩＳＰｏｍｙｃｅｓ Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ
Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａ ｃｈｅｒｓｉｎａ[１５] ｐＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ Ｋｎｏｃｋ￣ｏｕｔ
Ｓ. ｌｉｖｉｄａｎｓ[１６] ꎬ Ｓ. ａｌｂｕｓ[１６] ＩＣＥ ( ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ) Ｄｅｌｅｔｉｏｎ / ｉｎｓｅｒｔｉｏｎꎬ ｄｅｌｅｔｉｏｎ
Ｓ. ｐｒｉｓｔｉｎａｅｓｐｉｒａｌｉｓ[１７]

Ｓ. ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ[１７]
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ / Ｇｉｂｓｏｎ ａｓｓｅｍｂｌｙ
( ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ) Ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｒｅｆａｃｔｏｒｉｎｇ

Ｓ. ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ[１８] ＩＣＥ ( ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ ｖｅｃｔｏｒ) Ｄｅｌｅｔｉｏｎ
Ｓ. ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ Ａ３(２) [８] ｐＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ (ＣＲＩＳＰＲｉ) Ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｇｅｎｅ

Ｓ. ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ[１９] ｐＳＥＴ１５２ / ｄＣａｓ９￣ｂａｓｅｄ ｓｙｓｔｅｍ
(ＣＲＩＳＰＲｉ) Ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ / ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ

１􀆰 ２　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 对放线菌基因的调控

基因转录表达的调控是研究基因功能和构建特

定人工合成途径的重要手段[２０]ꎮ 而 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
系统的靶向特异性也被成功开发为一种重要的基因

调控工具[５]ꎮ 将 Ｃａｓ９ 中 ２ 个核酸酶结构域 ＲｕｖＣ
和 ＨＮＨ 的第 １０ 位天冬氨酸和第 ８４０ 位组氨酸同时

分别突变为丙氨酸(Ｄ１０Ａ / Ｈ８４０Ａ)ꎬ可以获得失去

核酸内切酶活性的突变体 ｄＣａｓ９ (ｄｅａｄ Ｃａｓ９)ꎮ 虽

然无法切割 ＤＮＡꎬｄＣａｓ９ 仍能与 ｓｇ ＲＮＡ 形成复合

物并靶向结合特定的 ＤＮＡ 序列ꎬ并且不会造成

ＤＮＡ 双链断裂从而避免了基因突变的潜在影

响[２１]ꎮ 基于 ｄＣａｓ９ 开发的基因转录表达调控系统ꎬ
主 要 分 为 ＣＲＩＳＰＲ 干 扰 ( ＣＲＩＳＰＲ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬ
ＣＲＩＳＰＲｉ ) 和 ＣＲＩＳＰＲ 激 活 ( ＣＲＩＳＰＲ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎꎬ
ＣＲＩＳＰＲａ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １　 基因转录的抑制￣ＣＲＩＳＰＲｉ 　 ＣＲＩＳＰＲｉ 主要

通过 ｄＣａｓ９ 阻断 ＲＮＡ 聚合酶与靶基因启动子的结

合ꎬ或是与开放阅读框(ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅꎬ ＯＲＦ)直
接结合来抑制靶基因的转录延伸ꎮ 其中ꎬ前者更为

有效且与靶基因无关ꎬ因此很快被应用于天蓝色链

霉菌中(见 Ｔａｂｌｅ １)ꎮ 通过设计靶向 ＡＣＴ 基因簇中

ａｃｔＩ￣ＯＲＦ１ 启动子和 ＯＲＦ 区域的多个 ｓｇＲＮＡꎬ证明

启动子区域的 ＣＲＩＳＰＲｉ 均能减少或消除 ＡＣＴ 的产

生ꎬ而在 ＯＲＦ 区域仅有非模板链上的 ＣＲＩＳＰＲｉ 能达

到同样的调控效果ꎻ此外ꎬ随着 ｄＣａｓ９ 质粒的丢失还

能重新恢复 ＡＣＴ 的合成[８]ꎮ 类似的例子ꎬＣＲＩＳＰＲｉ
还被用于功能基因的快速筛选ꎬ对天蓝色链霉菌中

１０ 个具有 ＡＮＴＡＲ ( ＡｍｉＲ ａｎｄ ＮａｓＲ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ａｎｔｉ￣ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ)结构域的 ＲＮＡ 结合蛋白编

码基因进行 ＣＲＩＳＰＲｉ 筛选ꎬ发现只有反应调节因子

基因 ＳＣＯ２０１３ 的转录抑制会影响天蓝色链霉菌的

生长ꎬ并进一步通过 ＳＣＯ２０１３ 的同框敲除得到了验

证[１９]ꎮ 相比于其他靶向基因调控技术ꎬＣＲＩＳＰＲｉ 的
优势在于其引起的基因沉默不仅可以诱导和逆转ꎬ
并且能同时对多个基因进行抑制ꎬ但同时也应该考

虑到 ＣＲＩＳＰＲｉ 对目标基因下游其他基因(同一操纵

子中)转录的潜在影响ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 基因转录的激活￣ＣＲＩＳＰＲａ　 ＣＲＩＳＰＲａ 主要

通过 ｄＣａｓ９ 与不同蛋白质的融合来募集转录激活因

子ꎬ进而实现可控的基因转录激活ꎮ 由于有效的激

活因子较少[２２]ꎬ ＣＲＩＳＰＲａ 系统在原核生物中的研

究和应用尚处于起步阶段ꎮ 前期研究表明ꎬ大肠杆

菌 ＲＮＡ 聚合酶(ＲＮＡＰ)ω 亚基与 λ 噬菌体阻遏蛋

白(λｃＩ)的 Ｃ 末端融合后ꎬ可以在敲除 ω 亚基基因

ｒｐｏＺ 的大肠杆菌突变菌(ΔｒｐｏＺ)中将 ＲＮＡＰ 束缚在

启动子区域ꎬ从而使 β￣半乳糖苷酶编码基因 ｌａｃＺ 的

转录水平提高 ７０ 倍[２３]ꎮ 基于此ꎬ将 ｄＣａｓ９ Ｃ 末端

与 ＲＮＡＰ￣ω 亚基融合ꎬ在 ΔｒｐｏＺ 突变菌中同样也能

３６９



中国生物化学与分子生物学报 第 ３５ 卷

通过与弱启动子在合适距离的结合(转录起始位点

上游第 ９６ 位碱基处)来提高 ｌａｃＺ 的表达[２０]ꎮ 利用

这一策略ꎬ在产酶溶杆菌(Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ ｅｎｚｙｍｏｇｅｎｅｓ)中
对 ｗａｐ 基因簇 ５ 个关键基因进行共转录激活ꎬ并在

强启动子 ＰＨＳＡＦ控制下对 ４ 个自保护基因进行重构ꎬ
将环脂肽化合物 ＷＡＰ￣８２９４Ａ 及其衍生物的产量增

加了 ４ ~ ９ 倍[２４]ꎮ 类似的ꎬ通过铜离子诱导型启动

子控制的 ＣＲＩＳＰＲａ 系统ꎬ可以提高抗肿瘤抗生素埃

博霉素的生物合成基因簇在粘球菌 (Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ
ｘａｎｔｈｕｓ)中的转录表达ꎬ导致埃博霉素的异源合成

产量大幅提升[２５]ꎮ
另一方面ꎬＺａｌａｔａｎ 等[２６] 在 ｇＲＮＡ 末端增加了

ＭＳ２ 发夹结构序列来构建支架 ＲＮＡ(ｓｃａｆｆｏｌｄ ＲＮＡꎬ
ｓｃＲＮＡ)ꎬ并将 ＭＳ２ 外壳蛋白(ＭＣＰ)分别与不同的

激活因子融合ꎬ发现 ＤＮＡ 结合转录因子 ＳｏｘＳ 的转

录激活效果最为明显ꎻ随后ꎬ还通过对 ｓｃＲＮＡ 发夹

结构的去冗改进、ＭＣＰ 与 ＳｏｘＳ 氨基酸连接链的增

长和 ＳｏｘＳ 的 定 向 进 化 等 优 化 了 基 于 ＳｏｘＳ 的

ＣＲＩＳＰＲａ 系统ꎬ在解耦 ＳｏｘＳ 内源性 ＤＮＡ 结合活性

的前提下ꎬ极大地提升了该系统的转录激活效果ꎮ
由于 ＳｏｘＳ 主要通过与 ＲＮＡＰ￣α 亚基的保守位点进

行相互作用ꎬ而 ＲＮＡＰ￣α 亚基在细菌中相对较为保

守ꎬ因此这一系统很有可能推广应用到大肠杆菌以

外的其他细菌中ꎮ 虽然 ＣＲＩＳＰＲａ 在放线菌中尚未

见报道ꎬ但完全可以借鉴上述成功范例来建立相关

系统ꎬ并通过 ＣＲＩＳＰＲａ 和 ＣＲＩＳＰＲｉ 系统的联合运

用ꎬ充分挖掘放线菌复杂的代谢网络和调控机制ꎬ加
速目标产物产量提升和新颖天然产物发现等方面的

研究ꎮ

２　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在放线菌应用中面临
的挑战

２􀆰 １　 重组修复效率的提高

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在放线菌中的成功应用主

要集中于某些模式菌株ꎬ而在许多遗传操作效率不

高的非模式放线菌中尚无法普及使用ꎬ其中重组修

复效率低是主要原因之一[５]ꎮ 由于同源重组修复

(ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎬ ＨＲ)在放线菌中的效率

不高ꎬ导致大部分细胞因无法修复 Ｃａｓ９ 切割造成的

ＤＳＢ 而死亡ꎮ 因此ꎬ如何提高重组修复效率是在放

线菌中有效应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统亟需解决的关

键问题ꎮ 对策之一就是在放线菌中构建非同源末端

连接(ｎｏｎ￣ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇꎬ ＮＨＥＪ) 修复途径

(Ｆｉｇ. ２Ａ)ꎬ通过末端结合蛋白 Ｋｕ 使断裂的 ＤＮＡ 链

彼此靠近ꎬ再招募专一性 ＤＮＡ 连接酶 ＬｉｇＤ 修复

ＤＳＢ 缺口[２７]ꎮ 生物信息分析发现ꎬ２ ６４５ 个具有完

整基因组数据的原核生物样本中约有 ２０􀆰 ２％的物

种含有独特的 Ｋｕ 编码基因ꎬ但是大多数放线菌尤

其是链霉菌中都不含 ＬｉｇＤ[２８]ꎮ 以结核分枝杆菌

(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ) ＬｉｇＤ 为探针ꎬ发现了肉

色链霉菌(Ｓ. ｃａｒｎｅｕｓ)中存在 ＬｉｇＤ 同源蛋白质ꎬ通
过将其与 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在天蓝色链霉菌 Ａ３
(２)中共表达来对 ＮＨＥＪ 途径进行优化ꎬ将 ＡＣＴ 基

因簇中关键基因 ａｃｔＩＯＲＦ１ 和 ａｃｔＶＢ 的敲除效率分

别从 ４５％和 ３７％提高到 ７７％和 ６９％[８]ꎬ但编辑位点

附近均出现了碱基丢失、替换和插入等随机突变ꎬ而
ＨＲ 在修复率和准确度上的高效更适合于基因的精

准编辑ꎮ
考虑到高致死性 ＤＳＢ 是限制 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 应

用于放线菌的重要原因ꎬ相对而言ꎬＤＮＡ 单链断裂

(ｓｉｎｇｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋꎬ ＳＳＢ) 对细胞的影响远低于

ＤＳＢ[２９]ꎮ 因此ꎬ对核酸内切酶结构域的选择性突变

可以将 Ｃａｓ９ 转变为单链切口酶 ( Ｃａｓ９ ｎｉｃｋａｓｅꎬ
Ｃａｓ９ｎ)ꎬ从而降低其对细胞的毒性(Ｆｉｇ. ２Ｂ)ꎮ 在大

肠杆菌中[３０]ꎬＣＲＩＳＰＲ 导向的 Ｃａｓ９Ｄ１０Ａ和 Ｃａｓ９Ｈ８４０Ａ两

种不同切口酶系统ꎬ均能在基因组上精确地制造非

致死的 ＳＳＢꎬ而 ＳＳＢ 诱导的同源修复与转录相关ꎬ其
中转录链切口(Ｃａｓ９Ｄ１０Ａ)诱发的 ＨＲ 效率要明显高

于非转录链切口ꎬ并且能利用产生的双靶点缺口对

长达 １３３ ｋｂ 的大片段基因进行有效地缺失ꎮ 与此

类似ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９Ｄ１０Ａ 系统只需 ０􀆰 ２ ｋｂ 的同源模

板ꎬ便可高效地( >９５％)对解纤维梭菌(Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｍ)基因组进行精确的一步编辑[３１]ꎬ而在

干酪乳杆菌(Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃａｓｅｉ) [３２] 和地衣芽孢杆菌

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ) [３３] 中ꎬ进行基因敲除或插入

的突变效率也分别接近 ６５％和 ８０％ꎮ 虽然基于

Ｃａｓ９ 切口酶的应用在放线菌中尚未见报道ꎬ但对那

些存在 ＤＳＢ 修复缺陷或 ＨＲ 效率低的放线菌而言ꎬ
仍不失为一种提高 ＣＲＩＳＰＲ 系统重组修复效率的可

行策略ꎮ
２􀆰 ２　 靶向切割效率的优化

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统的脱靶风险同样限制了其

在放线菌中的推广应用ꎮ 在哺乳动物细胞中的大量

研究表明ꎬｓｇＲＮＡ 的序列和长度、ＰＡＭ(ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ
ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆ)位点的长度以及 Ｃａｓ９ 蛋白的表达量

和活性等因素ꎬ都会影响 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统的特异

性ꎮ ｓｇＲＮＡ 的选择对于降低脱靶效应非常重要ꎬ其
靠近 ＰＡＭ 位点的种子序列(１０ 个碱基左右)主要决

４６９
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Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ＮＨＥＪ ｒｅｐａｉｒ (Ａ) ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｎｉｃｋａｓｅ (Ｂ) 　 　 (Ａ) Ｔｈｅ ｓｉｔｅ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＤＳＢ ｉｓ
ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｖｉａ ｓｇＲＮＡ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ Ｃａｓ９ ｃｌｅａｖａｇｅꎬ ｔｈｅｎ Ｋｕ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｒｅｃｏｇｎｉｚｅ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｚｅ ｔｈｅ ＤＮＡ ｅｎｄ. Ｎｅｘｔꎬ ｔｈｅ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ ＬｉｇＤ ｉｓ
ｒｅｃｒｕｉｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＤＮＡ ｅｎｄｓ ａｎｄ ｉｍｐｒｅｃｉｓｅｌｙ ｒｅｐａｉｒ ＤＳＢｓ. ( Ｂ) Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｐａｉｒｅｄ ｎｉｃｋａｓｅｓ ｃａｎ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅ ＤＳＢｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｅ ｌｏｎｇ
ｏｖｅｒｈａｎｇｓ ｏｎ ｅａｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｅａｖｅｄ ｅｎｄｓ ｉｎｓｔｅａｄ ｏｆ ｂｌｕｎｔ ｅｎｄｓ

定与靶点识别的特异性ꎬ而远端序列则通过引起

Ｃａｓ９ 构像改变来影响非特异性结合ꎮ 此外ꎬ虽然有

报道称序列较长、结合活性高的 ｓｇＲＮＡ 会引起脱

靶ꎬ但缩短 ｓｇＲＮＡ 长度对特异性的影响仍有待验

证ꎬ并且可能降低编辑效率[３４]ꎮ 由于鸟嘌呤富集的

ｓｇＲＮＡ 更易折叠形成稳定结构而降低脱靶效应ꎬ因
此在其 ５′末端添加 ２ 个鸟嘌呤可以显著减小脱靶几

率(高达 ５ ０００ 倍) [３５]ꎮ 最近ꎬ通过在大肠杆菌中建

立的 ｓｇＲＮＡ 文库和系统分析ꎬ成功开发了一种专门

针对细菌的综合算法来高效预测 ｓｇＲＮＡꎬ并发现通

过哺乳动物细胞模型和软件来预测细菌 ｓｇＲＮＡ 存

在明显的局限和偏差[３６]ꎮ 这一细菌 ｓｇＲＮＡ 开发系

统的建立ꎬ将极大地促进 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在放线

菌中的应用并提升其靶向编辑效率ꎮ
作为核心功能蛋白质ꎬＣａｓ９ 中基于其 ＰＡＭ 序

列兼容性和 ＤＮＡ 结合效率的优化ꎬ对于靶向切割效

率的提高也至关重要ꎮ 例如ꎬ以 Ｃａｓ９ 与 ＰＡＭ 位点

相互作用的氨基酸区域(第 １ ０９７ ~ １ ３６８ 位)为目

标ꎬ构建随机突变文库进行组合分析ꎬ筛选到的

ＶＲＥＲ 变异体可以识别非标准 ＰＡＭ 序列 ＮＧＣＧ 或

ＮＧＡＮ[３７]ꎻ而通过噬菌体辅助的连续进化所获得的

突变体 ｘＣａｓ９ꎬ可以识别 ＮＧ、ＧＡＡ 和 ＧＡＴ 等特征序

列[３８]ꎬ这些优化的 Ｃａｓ９ 在扩展有效编辑位点的基

础上ꎬ更增加了编辑的靶向特异性ꎮ 此外ꎬ嗜热链球

菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ) Ｃａｓ９ 和金黄色葡萄球

菌( Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ) Ｃａｓ９ꎬ也各自具有不同

ＰＡＭ 位点ꎬ其中尺寸较小的金黄色葡萄球菌 Ｃａｓ９ꎬ
因其明显增长的 ＰＡＭ 位点 ＮＮＧＲＲＴ 而极大地提高

了特异性ꎬ但基因组上的可编辑位点也同样显著减

少[３９]ꎮ 除了 ＰＡＭ 位点ꎬＣａｓ９ 与 ｓｇＲＮＡ / ＤＮＡ 复合

体的晶体结构研究也揭示了许多与 ＤＮＡ 靶向或非

特异性结合有关的结构要素ꎮ 在 ＨＮＨ、ＲｕｖＣ 和

ＰＡＭ 作用功能域之间的带正电沟槽与非特异性结

合有关ꎬ而用丙氨酸对其中 ３２ 个带正电氨基酸进行

单一和组合替换ꎬ筛选到脱靶效应被削弱的突变体

ｅＳｐＣａｓ９ ( １􀆰 １ ) [４０]ꎻ 同 样ꎬ 突 变 体 ＳｐＣａｓ９￣ＨＦ１ꎬ
ｅｖｏＣａｓ９ 也能进一步提高特异性ꎮ 另一方面ꎬ科学家

们针对 ｓｇＲＮＡ / Ｃａｓ９ 蛋白复合体高表达引起的脱靶

效应ꎬ采取将 Ｃａｓ９ 突变为单链切口酶[４１]ꎬ或是引入

诱导型启动子来控制 Ｃａｓ９ 表达[４２]ꎬ或是将 ｄＣａｓ９
与 ＦｏｋＩ 核酸酶融合形成 ｆＣａｓ９ 后再基于 ｆＣａｓ９ 二聚

体来诱导 ＤＮＡ 裂解[４３ꎬ ４４] 等策略ꎬ均能不同程度地

５６９
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降低脱靶效应ꎮ
基于 Ｃａｓ９ 结构的作用机制研究表明ꎬＣａｓ９ 对

靶位点的识别和结合会引起 ＨＮＨ 的构象改变ꎬ同
时触发 ＲｕｖＣ 的催化活性以确保对 ＤＮＡ 双链的协

同切割ꎬ而许多非靶点 ＤＮＡ 序列虽然可以与 Ｃａｓ９
结合ꎬ但却无法驱动 ＨＮＨ 从中间构象到活性构象

的过渡ꎬ从而避免了因错配导致的 ＤＮＡ 断裂ꎮ 因

此ꎬ除了 ＰＡＭ 识别和 ＲＮＡ￣ＤＮＡ 碱基配对等校对机

制ꎬＨＮＨ 在 ＤＮＡ 结合与裂解之间的构象转换也成

为 Ｃａｓ９ 切割 ＤＮＡ 双链之前最后的特异性检查点ꎬ
可以有效地防止非靶位点的切割[４５]ꎮ 随后的分子

动力学模拟计算ꎬ揭示了 Ｃａｓ９ 从 ａｐｏ 蛋白到与 ＤＮＡ
结合再到最终催化状态的构象动力学ꎬ并进一步解

释了 ＨＮＨ 结构域如何对 ＤＮＡ 裂解施加构象控

制[４６]ꎮ 这些分子机制研究将促进 Ｃａｓ９ 合理的工程

化设计和构建ꎬ以提高其靶向编辑效率或实现可控

活性ꎬ进而开发更为高效的基因编辑工具ꎮ

３　 问题与展望

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统作为多功能性、操作简便的

高效率基因编辑工具ꎬ在放线菌中的应用仍处于起

步阶段ꎬ充满了机遇和挑战ꎮ 本课题组在对 ＴＮＭ 产

生菌链霉菌 ＣＢ０３２３４ 的研究中发现ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
系统的建立并不像在模式菌天蓝色链霉菌中那样顺

利ꎬ并且不同的 ＣＲＩＳＰＲ 质粒对基因编辑的有效性

存在显著差异ꎬ所以 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在不同种属放线

菌中的构建都需要进行系统地优化ꎮ 此外ꎬ由于放

线菌的线性染色体同源修复效率低和高 ＧＣ 含量等

特性ꎬ以 ＮＧＧ 为 ＰＡＭ 位点的 Ｃａｓ９ 所造成的 ＤＳＢꎬ
不仅毒性较大且有可能引起大范围的基因组缺失或

重排ꎬ而且更容易发生脱靶ꎬ因此限制了 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 系统在放线菌中的推广和应用ꎮ 此外ꎬ研究表

明ꎬ在约 ５０％的细菌和约 ８７％的古细菌基因组中均

发现了 ＣＲＩＳＰＲ 位点[４７]ꎬ因此开发和利用放线菌中

的内源性 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统ꎬ或者如何有效地避免

内源性 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统对 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的干扰ꎬ
也是将来的一个发展方向ꎮ 近年来ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
系统在其他种属细菌中的应用和优化ꎬ也为其在放

线菌中的推广应用提供了宝贵的借鉴ꎮ 例如ꎬ在金

黄色葡萄球菌中通过寡核苷酸单链与 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
介导的反筛选系统进行了大规模基因突变[４８]ꎬ为放

线菌基因组突变和基因功能研究ꎬ以及潜在天然产

物资源的挖掘提供了一种高通量方法ꎮ
放线菌作为新型抗生素的重要来源[１]ꎬ如何有

效地开发其中蕴含的天然产物资源ꎬ一直都是新药

开发面临的主要挑战ꎬ而合成生物学驱动的基因组

工程改造和重构ꎬ以及代谢网络的理性调控则是解

决上述问题的有效捷径ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统可以

不依赖各种筛选基因对同一目标菌进行重复累加的

基因编辑ꎬ在通过合成生物学构建放线菌的人工调

控和高效生物合成体系等方面拥有无可比拟的巨大

优势ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统及其相关衍生工具在放

线菌中的不断发展和完善ꎬ将极大地促进面向基因

组编辑、沉默基因簇激活、生物合成机制解析和可编

程转录调控等领域的合成生物学研究ꎬ加速其中活

性天然产物资源的开发和应用ꎮ
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Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｉｎｔｏ ａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｒ
ａｎ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｔａｒｇｅｔ[Ｊ] . Ｇｅｎｅｓ Ｄｅｖꎬ １９９８ꎬ １２(５): ７４５￣７５４

[２４]　 Ｙｕ Ｌꎬ Ｓｕ Ｗꎬ Ｆｅｙ ＰＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｙｉｅｌｄ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣
ＭＲＳＡ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ＷＡＰ￣８２９４Ａ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｒｅｆａｃｔｏｒｉｎｇ ｓｅｌｆ￣ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ ｅｎｚｙｍｏｇｅｎｅｓ ＯＨ１１
[Ｊ] . ＡＣＳ Ｓｙｎｔｈ Ｂｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ ７(１): ２５８￣２６６

[２５]　 Ｐｅｎｇ Ｒꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｆｅｎｇ ＷＷꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｅｐｏｔｈｉｌｏｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ ｘａｎｔｈｕｓ [ Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂ Ｃｅｌｌ
Ｆａｃｔꎬ ２０１８ꎬ １７(１): １５

[２６]　 Ｄｏｎｇ Ｃꎬ Ｆｏｎｔａｎａ Ｊꎬ Ｐａｔｅｌ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ ｇｅｎｅ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｆｏｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａ [ Ｊ] . Ｎａｔ
Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１８ꎬ ９(１): ２４８９

[２７]　 Ｓｈｕｍａｎ Ｓꎬ Ｇｌｉｃｋｍａｎ ＭＳ. Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ ｂｙ ｎｏｎ￣
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２００７ꎬ ５(１１):
８５２￣８６１

[２８]　 ＭｃＧｏｖｅｒｎ Ｓꎬ Ｂａｃｏｎｎａｉｓ Ｓꎬ Ｒｏｂｌｉｎ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ
ｂａｃｔｅｒｉａｌ Ｋｕ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ＤＮＡ ｂｒｉｄｇｉｎｇꎬ ＤＮＡ ｔｈｒｅａｄｉｎｇ ａｎｄ
ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔ ｏｆ ＤＮＡ ｌｉｇａｓｅ Ｄ ｆｏｒ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋｓ ｒｅｐａｉｒ[ Ｊ] .
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２０１６.ｐｉｉ:ｇｋｗ１４９.[Ｅｐｕｂ ａｈｅａｄ ｏｆ ｐｒｉｎｔ]

[２９] 　 Ｍｅｔｚｇｅｒ ＭＪꎬ ＭｃＣｏｎｎｅｌｌ￣Ｓｍｉｔｈ Ａꎬ Ｓｔｏｄｄａｒｄ ＢＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ￣
ｓｔｒａｎｄ ｎｉｃｋｓ ｉｎｄｕｃｅ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｌｅｓｓ ｔｏｘｉｃｉｔｙ
ｔｈａｎ ｄｏｕｂｌｅ￣ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋｓ ｕｓｉｎｇ ａｎ ＡＡＶ ｖｅｃｔｏｒ ｔｅｍｐｌａｔｅ [ Ｊ] .
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓꎬ ２０１０ꎬ ３９(３): ９２６￣９３５

[３０]　 Ｓｔａｎｄａｇｅ￣Ｂｅｉｅｒ Ｋꎬ Ｚｈａｎｇ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｘ. Ｔａｒｇｅｔｅｄ ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ￣ｎｉｃｋａｓｅｓ [ Ｊ] . ＡＣＳ
Ｓｙｎｔｈ Ｂｉｏｌꎬ ２０１５ꎬ ４(１１): １２１７￣１２２５

[３１]　 Ｘｕ Ｔꎬ Ｌｉ Ｙꎬ Ｓｈｉ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｉｎ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ

ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｍ ｖｉａ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ ｎｉｃｋａｓｅ [ Ｊ ] . Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１５ꎬ ８１(１３): ４４２３￣４４３１

[３２] 　 Ｓｏｎｇ Ｘꎬ Ｈｕａｎｇ Ｈꎬ Ｘｉｏｎｇ ＺＱꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９Ｄ１０Ａｎｉｃｋａｓｅ￣
ａｓｓｉｓｔｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｉｎ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃａｓｅｉ[ Ｊ] . Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ ８３(２２): ｅ０１２５９￣１７

[３３] 　 Ｌｉ Ｋꎬ Ｃａｉ Ｄꎬ Ｗａｎｇ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｇｅｎｏｍｅ
ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｏｏｌ ｉｎ Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ ｎｉｃｋａｓｅ
[Ｊ] . Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１８ꎬ ８４(６) .ｐｉｉ: ｅ０２６０８￣１７

[３４] 　 Ｐａｔｔａｎａｙａｋ Ｖꎬ Ｌｉｎ Ｓꎬ Ｇｕｉｌｉｎｇｅｒ ＪＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｏｆｆ￣ｔａｒｇｅｔ ＤＮＡ ｃｌｅａｖａｇｅ ｒｅｖｅａｌｓ ＲＮＡ￣ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
Ｃａｓ９ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２０１３ꎬ ３１ ( ９):
８３９￣８４３

[３５] 　 Ｆｕ Ｙꎬ Ｓａｎｄｅｒ ＪＤꎬ Ｒｅｙｏｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ
ｎｕｃｌｅａｓｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｕｓｉｎｇ ｔｒｕｎｃａｔｅｄ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡｓ [ Ｊ ] . Ｎａｔ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ. ２０１４ꎬ ３２(３): ２７９￣２８４

[３６] 　 Ｇｕｏ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｔꎬ Ｇｕａｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｇＲＮＡ ｄｅｓｉｇｎ ｉｎ
ｂａｃｔｅｒｉａ ｖｉａ ｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓꎬ ２０１８ꎬ ４６(１４): ７０５２￣７０６９

[３７] 　 Ｋｌｅｉｎｓｔｉｖｅｒ ＢＰꎬ Ｐｒｅｗ ＭＳꎬ Ｔｓａｉ ＳＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ＣＲＩＳＰＲ￣
Ｃａｓ９ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｗｉｔｈ ａｌｔｅｒｅｄ ＰＡＭ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１５ꎬ
５２３(７５６１): ４８１￣４８５

[３８] 　 Ｈｕ ＪＨꎬ Ｍｉｌｌｅｒ ＳＭꎬ Ｇｅｕｒｔｓ ＭＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｖｏｌｖｅｄ Ｃａｓ９ ｖａｒｉａｎｔｓ ｗｉｔｈ
ｂｒｏａｄ ＰＡＭ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ＤＮＡ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ
２０１８ꎬ ５５６(７６９９): ５７￣６３

[３９] 　 Ｒａｎ ＦＡꎬ Ｃｏｎｇ Ｌꎬ Ｙａｎ ＷＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｖｏ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｕｓｉｎｇ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ Ｃａｓ９ [ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ ２０１５ꎬ ５２０ ( ７５４６):
１８６￣１９１

[４０] 　 Ｓｌａｙｍａｋｅｒ ＩＭꎬ Ｇａｏ Ｌꎬ Ｚｅｔｓｃｈｅ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒａｔｉｏｎａｌｌｙ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ
Ｃａｓ９ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ[Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ ２０１６ꎬ ３５１
(６２６８): ８４￣８８

[４１] 　 Ｒａｎ ＦＡꎬ Ｈｓｕ ＰＤꎬ Ｌｉｎ ＣＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｏｕｂｌｅ ｎｉｃｋｉｎｇ ｂｙ ＲＮＡ￣
ｇｕｉｄｅｄ ＣＲＩＳＰＲ Ｃａｓ９ ｆｏｒ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ[Ｊ] .
Ｃｅｌｌꎬ ２０１３ꎬ １５４(６): １３８０￣１３８９

[４２] 　 Ｙａｎｇ ＹＪꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉ ＺＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｏｎ￣ｔａｒｇｅｔ ｃｌｅａｖａｇｅ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｆｏｒ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｌａｒｇｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ
Ｍｙｘｏｃｏｃｃｕｓ ｘａｎｔｈｕｓ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂ Ｃｅｌｌ Ｆａｃｔꎬ ２０１７ꎬ １６(１): １４２

[４３] 　 Ｇｕｉｌｉｎｇｅｒ ＪＰꎬ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＤＢꎬ Ｌｉｕ ＤＲ. Ｆｕｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｔａｌｙｔｉｃａｌｌｙ
ｉｎａｃｔｉｖｅ Ｃａｓ９ ｔｏ ＦｏｋＩ ｎｕｃｌｅａｓｅ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２０１４ꎬ ３２(６): ５７７￣５８２

[４４] 　 Ｔｓａｉ ＳＱꎬ Ｗｙｖｅｋｅｎｓ Ｎꎬ Ｋｈａｙｔｅｒ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｍｅｒｉｃ ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ￣
ｇｕｉｄｅｄ ＦｏｋＩ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ ｆｏｒ ｈｉｇｈｌｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ[Ｊ] . Ｎａｔ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２０１４ꎬ ３２(６): ５６９￣５７６

[４５] 　 Ｓｔｅｒｎｂｅｒｇ ＳＨꎬ ＬａＦｒａｎｃｅ Ｂꎬ Ｋａｐｌａｎ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＤＮＡ ｔａｒｇｅｔ ｃｌｅａｖａｇｅ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ – Ｃａｓ９[ Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ
２０１５ꎬ ５２７(７５７６): １１０￣１１３

[４６] 　 Ｐａｌｅｒｍｏ Ｇꎬ Ｍｉａｏ Ｙꎬ Ｗａｌｋｅｒ ＲＣꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９
ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｓ ｅｌｕｃｉｄａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ ２０１７ꎬ １１４( ２８):
７２６０￣７２６５

[４７] 　 Ｍａｋａｒｏｖａ ＫＳꎬ Ｗｏｌｆ ＹＩꎬ Ａｌｋｈｎｂａｓｈｉ ＯＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｕｐｄａｔｅｄ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ – Ｃａｓ ｓｙｓｔｅｍｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１５ꎬ １３(１１): ７２２￣７３６

[４８] 　 Ｐｅｎｅｗｉｔ Ｋꎬ Ｈｏｌｍｅｓ ＥＡꎬ ＭｃＬｅａｎ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｓｃａｌａｂｌｅ
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