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摘   要：嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 来源的菌株作为一个高温发酵的细胞工厂，具

有生产生物燃料和化学品的潜力，已引起了研究者的广泛兴趣。随着嗜热厌氧杆菌属来源的多个

菌株全基因组测序的完成以及相关的生理生化实验的开展，建立一个简便、快捷的基因操作技术

将有助于进一步深入理解和认识嗜热厌氧杆菌有关的代谢途径。最近，成簇的规律间隔短回文重

复序列及其相关系统 (CRISPR/Cas) 的基因编辑技术在嗜热菌中被开发应用。文中综述了嗜热厌

氧杆菌的研究进展和热稳定性 CRISPR/Cas9 基因组编辑技术在嗜热厌氧杆菌的发展和建立，并对

该编辑技术在其他嗜热菌未来发展的趋势提出参考意见。嗜热菌热稳定性的 CRISPR/Cas9 基因组

编辑技术的建立和完善不仅可以促进嗜热菌遗传改造技术的发展，而且有助于提高嗜热菌遗传育

种和代谢工程改造的效率。 

关键词：嗜热厌氧杆菌；热稳定性 Cas9；热稳定性 CRISPR/Cas9；基因编辑  
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Thermostable CRISPR/Cas9 genome editing system and its 
application in construction of cell factories with thermophilic 
bacteria: a review 
LE Yilin, HE Xing, SUN Jianzhong 
 
Biofuels Institute, School of the Environment and Safety Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, 
Jiangsu, China 

Abstract: The diverse thermophilic strains of Thermoanaerobacter, serving as unique platforms with a 
broad range of application in biofuels and chemicals, have received wide attention from scholars and 
practitioners. Although biochemical experiments and genome sequences have been reported for a variety 
of Thermoanaerobacter strains, an efficient genetic manipulation system remains to be established for 
revealing the biosynthetic pathways of Thermoanaerobacter. In line with this demand, the clustered 
regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/CRISPR-associated (Cas) systems for editing, 
regulating and targeting genomes have been well developed in thermophiles. Here, we reviewed and 
discussed the current status, associated challenges, and future perspectives of the construction of 
thermostable CRISPR/Cas9 genome editing systems for some representative Thermoanaerobacter 
species. The establishment, optimization, and application of thermostable CRISPR/Cas genome editing 
systems would potentially provide a foundation for further genetic modification of thermophilic 
bacteria. 

Keywords: Thermoanaerobacter; thermostable Cas9; thermostable CRISPR/Cas9; gene editing 

 
 
 

嗜热厌氧杆菌具有底物利用范围广、代谢

速度快等特点，可以作为良好的细胞工厂生产

生物燃料和工业化学品，如发酵产氢、乙醇、

固碳和有机酸转化为相应的醇等 [1-2]。嗜热菌

高温发酵由于反应速度快，并且可以减少杂菌

污染风险等优点，已引起研究者广泛关注[3]。

嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 来源的

菌株属于严格厌氧嗜热菌，具有耐高温、己糖

和戊糖共利用等生理特性[4]。根据已有的基因

组 测 序 结 果 ， 嗜 热 厌 氧 杆 菌 属

(Thermoanaerobacter) 来源的菌株可以分为 3 个

不同的分支 (表 1)[5]。 
 
表 1  嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 来源的菌株分类[5] 
Table 1  Distinct clades of Thermoanaerobacter strains[5] 
Clades  Strains 

Clade 1 Thermoanaerobacter sp. X513; Thermoanaerobacter sp. X514; Thermoanaerobacter pseudethanolicus 39E; 
Thermoanaerobacter brockii Ako-1 

Clade 2 Thermoanaerobacter mathranii A3; Thermoanaerobacter italicus AB9 

Clade 3 Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus WC1; Thermoanaerobacter wiegelii Rt8; Thermoanaerobacter 
siderophilus strain SR4; Thermoanaerobacter kivui LKT-1 
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目前针对嗜热厌氧杆菌的主要研究集中在

以下几个方面：1) 嗜热厌氧杆菌的筛选，比

如从温泉中分离到新的戊糖发酵的嗜热厌氧杆

菌，达到扩大底物利用范围的目的[6]；2) 嗜热

厌氧菌代谢途径[5,7-8]以及关键酶的功能特性的

研究[9]，比如从基因组水平解析凯伍嗜热厌氧

杆菌  (Thermoanaerobacter kivui) 能量代谢途

径和二氧化碳固定途径[10]以及该菌的甘露醇代

谢途径等 [11]；3) 全基因组测序研究 [12-13]，比

如产乙醇嗜热厌氧杆菌 JW200 在 2019 年公布

了全基因组序列[14]，在 NCBI 数据库中已有多

个嗜热厌氧杆菌属来源的菌株全基因组序列已

公布；4) 嗜热厌氧杆菌来源的耐高温酶，如

转移葡萄糖苷酶、环糊精糖基转移酶，醇脱氢

酶和甘露醇-1-磷酸脱氢酶的功能特性以及应用

研究[15-20]；此外，通过定向进化方法对嗜热厌

氧杆菌来源的葡萄糖异构酶进行改造，提高酶

的催化效率和稳定性 [21]；5) 嗜热厌氧杆菌的

遗传改造研究[22-23]，比如在凯伍嗜热厌氧杆菌

(T. kivui) 中利用乳清酸磷酸核糖转移酶基因

(pyrE) 构建遗传操作系统。 
嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 多

个菌株基因组测序结果以及一些生化实验结果

表明：嗜热厌氧杆菌属  (Thermoanaerobacter)
来源的菌株之间的代谢途径存在差异，代谢途

径中的关键酶的功能特性有待进一步阐明[5]。

因此，为了深入解析嗜热厌氧杆菌的代谢途

径，首要任务是建立一个简便、快捷的嗜热菌

基因操作技术，如删除编码关键酶的基因或过

表达该基因。然而，与具有成熟的遗传操作系

统的常温菌如大肠杆菌 (Escherichia coli)相
比，嗜热厌氧杆菌缺少简便快捷的遗传操作方

法 。 由 于 嗜 热 厌 氧 杆 菌 ( 比 如

Thermoanaerobacter ethanolicus) 最适生长温

度为 69 ℃高温环境，高温下质粒的稳定性差、

转化效率低等因素造成嗜热厌氧杆菌遗传操作更

加困难，已有的遗传操作技术由于设备要求高，

或步骤烦琐不能被普通研究者所掌握。 
成簇的规律间隔短回文重复序列及其相关

系 统  (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats/CRISPR-associated protein, 
CRISPR/Cas) 是细菌和古菌抵抗外源病毒和噬

菌体入侵的一种适应性免疫机制 [24]。由 RNA 
指导的切割 DNA 的适应性免疫系统改造而成

的Ⅱ型 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在微生物基

因功能的诠释、代谢途径的解析和菌株的改良

等方面提供一个简便易行的方案[25-26]。近几年

来，随着合成生物学的快速发展，利用 CRISPR/ 
Cas 基因编辑技术构建高效的微生物细胞工厂生

产化学品和生物燃料等不断取得新的突破[25]。 
然而，早期的 CRISPR/Cas9 系统来源的

Cas9 蛋白 (如 SpCas9)不耐高温，已建立的

CRISPR/Cas9 系统还不能运用到极端嗜热菌

中。最近，热稳定性的 Cas9 核酸酶被开发并

开始应用于嗜热菌的遗传改造[27-32]。热稳定性

的 CRISPR/Cas9 基因组编辑技术在嗜热厌氧杆

菌 中 成 功 建 立 [31] 。 因 此 ， 热 稳 定 性 的

CRISPR/Cas9 基因编辑技术的建立为嗜热厌氧

杆菌细胞工厂的构建提供了一个简便可行的遗

传操作技术方案。我们对嗜热厌氧杆菌的研究

进展和热稳定性 CRISPR/Cas9 基因组编辑技术

在嗜热厌氧杆菌中的应用进行总结，并对该基

因组编辑技术在其他嗜热菌中的发展、应用以

及该技术的改进进行了展望。 

1  嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter)
作为高温发酵平台生产生物燃料与化

学品 
1.1  产氢与乙醇 

嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 来
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源的菌株用于高温发酵生产生物燃料是当前的

研究方向之一。目前已分离和筛选到的嗜热厌

氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 来源的一些菌

株具有发酵产氢和乙醇的特性。常用来研究发

酵产乙醇的菌株主要有：嗜热厌氧杆菌 39E 
(Thermoanaerobacter pseudoethanolicus 39E)、
嗜热厌氧杆菌 X514 (Thermoanaerobacter sp. 
strain X514) 、 嗜 热 厌 氧 杆 菌 JW200 
(Thermoanaerobacter ethanolicus JW200)、麻氏

嗜热厌氧杆菌  (Thermoanaerobacter mathranii 
BG1) 等 [33] 。 发 酵 产 氢 的 嗜 热 厌 氧 杆 菌 属

(Thermoanaerobacter) 来源的菌株有：嗜热厌

氧杆菌 GHL15 (Thermoanaerobacter GHL15)[34]

和 腾 冲 嗜 热 厌 氧 杆 菌  (Thermoanaerobacter 
tengcongensis JCM11007)[35]等。 

1.2  固定二氧化碳 
通过微生物将 CO2 转化为燃料或化学品, 

实现 CO2 的资源化利用是当前研究热点之一[36]。

产 乙 酸 菌  (acetogens) 可 以 通 过 Wood- 
Ljungdahl 途径将 2 个 CO2 分子转化为醋酸。

Wood-Ljungdahl 途径的关键酶之一是 CO 脱氢

酶 / 乙 酰 辅 酶 A 合 酶  (CO dehydrogenase/ 
acetyl-CoA synthase, CODH/ACS)[2]。值得注意

的是，凯伍嗜热厌氧杆菌 (T. kivui) 是目前已

知的嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 中
唯一含有 Wood-Ljungdahl 途径和固定 CO2 功能

的菌种[7]。 

1.3  转化多碳醇  
多碳醇 (higher alcohols) 可以作为化石燃

料的重要补充与替代品，通常是指含有两个以

上碳原子的醇类，具有比乙醇更优良的燃料性

能，利用微生物将生物质废弃物转化为高级醇

已成为绿色生物制造的发展方向之一[37]。嗜热

厌氧菌属来源的菌株，如嗜热厌氧杆菌 X514 
(Thermoanaerobacter sp. strain X514) 和嗜热厌

氧杆菌 (Thermoanaerobacter pseudethanolicus)
可以将有机酸还原为相应的醇[38-40]。以支链氨

基 酸 为 底 物 时 ， 嗜 热 厌 氧 杆 菌  (T. 
pseudoethanolicus) 能够将其转化为支链脂肪

酸和相应的支链醇[41]。 

2  嗜热厌氧杆菌代谢途径及关键酶

研究进展 
2.1  嗜热厌氧杆菌能量代谢途径及关键酶 

嗜热厌氧杆菌胞内能量代谢是影响细胞发

酵水平的重要因素之一。NADH 和 NAD+是细

胞能量代谢所必需的辅酶，NADH/NAD+的比

率反映胞内的氧化还原水平，氧化还原水平的

调节直接影响细胞的生理代谢和发酵产物。研

究表明，胞内氧化还原水平受转录因子的调

控，其中 Rex 转录因子  (redox regulation, 
Rex)，广泛存在于革兰氏阳性菌中，是一个直

接响应胞内氧化还原势能 (NADH/NAD+比率) 
同时调控能量代谢的转录因子[42]。Rex 转录因

子可以结合到调控序列上，通过结合靶基因位点

实现阻遏相关基因的转录，达到调控相关酶的表

达水平，从而平衡胞内氧化还原水平。最近研究

人员在产乙醇嗜热厌氧杆菌 (T. ethanolicus) 中
鉴定了一个 Rex 转录因子：氧化还原感应蛋白

RSP[43]。体外实验表明 RSP 与调控序列的结合

能力受 NADH浓度的影响。RSP与配体 NAD+、

NADH 和 NAD+/DNA 三种复合体结构得到解

析。RSP 参与阻遏调控的分子机制表明，当

RSP 结合 NAD+分子时，采用开放构象 (open 
conformation) 可以结合到调控序列上，从而

抑制该基因的转录表达；当 RSP与 NADH分子

结合时，采用封闭构象 (closed conformation)， 
调控序列不能结合 RSP 蛋白，相关基因可以进

行转录表达[44]。我们通过删除 rsp 基因，验证
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了 RSP 蛋白参与调控发酵产物，包括氢、乙醇

和有机酸等[31]。 
由于 NADH/NAD+的比率反映胞内的氧化

还原水平，嗜热厌氧杆菌辅酶 NADH/NAD+参

与的能量代谢途径如图 1 所示[14,43]，其中能量

代谢途径关键酶有 Ferredoxin: NAD(P)H 氧化

还 原 酶  (FNOR 酶 ) ， FNOR 酶 包 括

NADH-FNOR 和 NfnAB，醇脱氢酶 AdhE、

AdhB、AdhA，对能量代谢起到调控作用的 Rex
转录因子——氧化还原感应蛋白 RSP 等。 

起到桥梁作用的酶包括丙酮酸铁氧化还原

蛋白酶  (PFOR)、铁氧还蛋白  (Fd) 等。嗜热

厌氧杆菌存在糖酵解途径，该途径关键酶包括

葡萄糖激酶、磷酸果糖激酶和丙酮酸激酶等，

在此过程中可以将 ADP 转化为 ATP。此外，嗜

热厌氧杆菌代谢产物包括乙酸，乙酸激酶 (Ack)
是该过程的关键酶，在乙酸生成过程中伴随着

ADP 转化为 ATP。 
根据目前已有的全基因组测序结果表明，

嗜热厌氧菌杆属 (Thermoanaerobacter) 来源  
的菌株与能量代谢有关的关键酶基因存在一  
些 差 异 [ 2 ] 。 大 部 分 嗜 热 厌 氧 杆 菌 属 

(Thermoanaerobacter) 来源的菌株含有双功能的

醛/醇脱氢酶基因和醇脱氢酶基因 (表 2)[2]。但

是，一些菌株基因组中还发现含有醛 :铁氧还

蛋白氧化还原酶 (aldehyde:Fd oxidoreductase, 
AOR) 基因，例如：Clade 1 分支的嗜热厌氧杆

菌 39E (T. psuedethanolicus 39E)、布氏热厌氧

杆菌 (Thermoanaerobacter brockii Ako-1) 和嗜

热厌氧杆菌 X514 (Thermoanaerobacter sp. X514)。 
 

 
 

图 1  嗜热厌氧杆菌能量代谢途径示意图[14,43] 
Figure 1  Key enzymes involved in energy 
metabolism of Thermoanaerobacter ethanolicus[14,43]. 

 
表 2  不同菌株来源的醛:铁氧还蛋白氧化还原酶和醇脱氢酶基因 
Table 2  Aldehyde:ferredoxin oxidoreductase and alcohol dehydrogenase genes from Thermoanaerobacter 
species 
Clades Strains Aldehyde:Fd 

oxidoreductase gene 
Aldehyde/Alcohol 
dehydrogenase gene 

Alcohol dehydrogenase 
gene 

Clade 1 Thermoanaerobacter 
pseudethanolicus 39E 

Teth39_0850 Teth39_0206 Teth39_0220 
Teth39_0218 

Thermoanaerobacter brockii Ako-1 Thebr_0872 Thebr_0212 Thebr_0226 
Thebr_0224 

Thermoanaerobacter sp. X514 Teth514_1380 Teth514_0627 Teth514_0654 
Teth514_0653 

Clade 3 Thermoanaerobacter wiegelii Rt8 Thewi_0375 Thewi_2535 Thewi_2518 
Thewi_1975 

Clade 2 Thermoanaerobacter mathranii A3 Not found Tmath_2110 Tmath_2094 
Tmath_2093 

Clade 3 Thermoanaerobacter kivui LKT-1 Not found Not found TKV_c02600 
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Clade 3 分支的魏氏嗜热厌氧杆菌 (T. wiegelii 
Rt8) 的基因组中也含有醛：铁氧还蛋白氧化还

原酶 (AOR) 基因。但是，有关醛:铁氧还蛋白

氧化还原酶 (AOR) 的功能特性还不太清楚。

以往的研究结果表明：将嗜热厌氧杆菌 X514 
(Thermoanaerobacter sp. X514) 来源的醇脱氢

酶 基 因  (adhA) 在 嗜 热 古 菌 激 烈 火 球 菌

(Pyrococcus furiosus) 中异源表达后，可以通

过 AOR-Adh 途径发酵产乙醇。其作用机理是

激烈火球菌 (P. furiosus) 来源的醛：铁氧还蛋

白氧化还原酶 (AOR) 将醋酸转化为乙醛，乙醛

被异源表达的醇脱氢酶 (AdhA) 还原为乙醇[45]。

因此，针对嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter)
来源的醛:铁氧还蛋白氧化还原酶 (AOR) 进行

基因操作，阐明其功能特性非常有必要。 

2.2  二氧化碳固定途径及其关键酶 
研究人员对自然界中已发现的固碳途径进

行了总结，共有 6 种：卡尔文循环、3-羟基丙

酸双循环、Wood-Ljungdahl 途径、还原性 (逆
向) 三羧酸循环、二羧酸/4-羟基丁酸循环和 3-
羟基丙酸 /4-羟基丁酸循环 [36]。其中 Wood- 
Ljungdahl 途径主要存在于产乙酸的厌氧菌中，该

途径是 6 种天然固碳途径最短的一个固碳途径。 
凯伍嗜热厌氧杆菌  (T. kivui) 可以利用

Wood-Ljungdahl 途径固定 CO2
[7]。全基因组分

析结果表明，凯伍嗜热厌氧杆菌 (T. kivui) 含
有 Wood-Ljungdahl 途径关键酶 CO 脱氢酶/乙酰

辅酶 A 合酶  (CO dehydrogenase/acetyl-CoA 
synthase, CODH/ACS) 基因  (TKV_c19820)，
但是该菌株既没有双功能的醛 / 醇脱氢酶

(aldehyde/alcohol dehydrogenase) 基因，也没

有醛 :铁氧还蛋白氧化还原酶  (aldehyde:Fd 
oxidoreductase, AOR) 基因 [7]。凯伍嗜热厌氧

菌  (T. kivui) 是 嗜 热 厌 氧 杆 菌 属

(Thermoanaerobacter) 中唯一一个不产乙醇的

嗜热厌氧杆菌。有趣的是嗜热厌氧杆菌属

(Thermoanaerobacter) 其他的菌株一般都是以

乙醇、醋酸、氢和二氧化碳为发酵产物。 
凯伍嗜热厌氧杆菌 (T. kivui) 既可以 H2 和

CO2 进行自养生长，也可以葡萄糖、果糖、甘

露糖和丙酮酸为底物进行异养生长，其代谢途

径如图 2 所示[7]。Wood-Ljungdahl 途径关键酶

之一是 CO 脱氢酶/乙酰辅酶 A 合酶，其功能特

性目前还未阐明[7]。此外，丙酮酸和乙酰辅酶

A 之间的转化主要通过丙酮酸铁氧化还原酶

(pyruvate:ferredoxin oxidoreductase, PFOR) 催
化。凯伍嗜热厌氧杆菌 (T. kivui) 基因组测序

结果表明包含 3 个 PFOR 酶[46]，这些 PFOR 酶

的生理功能目前还不清楚，需深入研究。 

3  嗜热厌氧杆菌遗传操作技术的建

立与发展 
3.1  依赖抗性基因和营养缺陷型菌株进行

遗传操作策略 
嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 来 

 

 
 

图 2  凯伍嗜热厌氧杆菌 (T. kivui) 代谢途径示

意图[7] 
Figure 2  Metabolic pathway in Thermoanaerobacter 
kivui[7]. 
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源的菌株作为高温发酵的细胞工厂备受研究者

关注。嗜热厌氧杆菌可以利用生物质废弃物为

底物合成生物燃料或化学品[34,38]。采用遗传改

造策略构建的嗜热厌氧杆菌工程菌可以进一步

提高产物发酵水平[9]。在为数不多的几个嗜热

菌基因操作技术中，研究人员主要通过抗性基

因 或 营 养 缺 陷 型 基 因 对 嗜 热 厌 氧 杆 菌 属

(Thermoanaerobacter) 的一些菌株进行基因操  
作[47]。敲除凯伍嗜热厌氧杆菌 (T. kivui) 基因

组中的乳清酸磷酸核糖转移酶基因 (pyrE)，获

得一个营养缺陷型菌株[23]。对产乙醇嗜热厌氧

杆菌  (T. ethanolicus) 基因组中胸腺嘧啶激酶  
基因 (tdk) 进行敲除，获得一个营养缺陷型菌

株 [48] 。 此 外 ， 在 嗜 热 厌 氧 杆 菌 属

(Thermoanaerobacter) 中常用到的抗性筛选标

记是高温卡那霉素抗性基因  (htk)[48]。从解糖

嗜 热 厌 氧 杆 菌 (Thermoanaerobacterium 
saccharolyticum B6A-RI)中分离到的质粒含有热

稳定复制子，该复制子被广泛应用于嗜热厌氧杆

菌属 (Thermoanaerobacter) 来源的菌株穿梭质

粒的构建[48]。 

3.2  热稳定性 CRISPR/Cas9 基因编辑技术

的建立 
由 RNA 指导的切割 DNA 的适应性免疫系

统改造而成的Ⅱ型 CRISPR/Cas9 基因组编辑技

术，具有操作简单、效率高等优点，不仅可以

用于阐明微生物基因功能、解析代谢途径，而

且为微生物功能基因的挖掘、菌株改良、基因

定点突变以及创制新的种质资源提供一个简便

易行的方案[25-26]。 
由化脓性链球菌 (Streptococcus pyogenes) 

来源的 SpCas9 核酸酶发展而来的 CRISPR/ 
SpCas9 基因编辑系统已广泛应用于微生物改造

中[49-52]。此外，Ⅱ类V型CRISPR效应蛋白Cas12a 
(也称作 Cpf1) 也被广泛应用于基因组编辑  

中[53-56]。然而，上述 SpCas9 和 Cas12a 蛋白都

不耐高温，CRISPR/SpCas9 和 CRISPR/Cas12a
系统还不能运用到极端嗜热菌中。尽管研究人

员利用 SpCas9 核酸酶在嗜中温菌中进行了基

因编辑，但是该方法不适用于生长温度在 65 ℃
以上的极端嗜热菌 [57]。此外，利用内源性

CRISPR/Cas 系统，研究人员成功地在冰岛硫

化叶菌  (Sulfolobus islandicus)[58]和热纤梭菌

(Clostridium thermocellum)[30]中建立了内源性

CRISPR-Cas 基因编辑系统。然而，内源性 Type І 
CRISPR/Cas 系统中 crRNA 需要与多个 Cas 蛋

白组成复合体与靶 DNA 相结合来切割 DNA
链，这限制了该系统在其他菌株中的应用。 
3.2.1  热稳定性 Cas9 核酸酶的功能特性 

Ⅱ型 CRISPR 系统中 crRNA 只需要与 Cas9
单个蛋白组成复合体来进行 DNA 链切割，更

适合进行异源表达操作，Ⅱ型 CRISPR/Cas9 基

因编辑系统得到更为广泛的应用[59]。为了实现

极端嗜热菌的基因编辑，挖掘热稳定性 Cas9
核酸酶成为研究的关键点。研究人员通过分析

微生物基因组数据库 (IMG)，发现嗜热脂肪芽

孢杆菌  (Geobacillus stearothermophilus)[27] 来

源的热稳定性 Cas9 和化脓性链球菌  (S. 
pyogenes) 来源的 SpCas9 具有高度同源性。此

外 ， 嗜 热 脱 氮 芽 孢 杆 菌 (Geobacillus 
thermodenitrificans)[28] 、 解 纤 维 酸 热 菌

(Acidothermus cellulolyticus)[29]、嗜热土芽孢杆

菌 (Geobacillus sp. strain LC300)[32]来源的热稳

定性的 Cas9 核酸酶的功能特性也得到解析。目

前已鉴定的热稳定性的 Cas9 蛋白共有 4 个，表

3 总结了这些热稳定性 Cas9 蛋白的功能特性。 
嗜热脂肪芽孢杆菌 (G. stearothermophilus)

来源的热稳定性的 GeoCas9 蛋白最高作用温度

可以达到 70 ℃。GeoCas9 蛋白由 1 087 个氨基

酸组成，比 SpCas9 蛋白分子量小，GeoCas9 能 
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表 3  热稳定性 Cas9 蛋白的功能特性比较 
Table 3  Characterization of thermostable Cas9 
Cas9 variants Isolated from strain Size of protein Nuclease activity 

at temperatures (℃) 
PAM sequence (5′→3′) Spacer 

length (nt) 
References 

GeoCas9 Geobacillus 
stearothermophilus 

1 087 amino 
acids 

≤70  NNNNCNAA 21–22 
 

[27] 

CaldoCas9 Geobacillus LC300 1 087 amino 
acids 

35–65 NNNNGNAA 30 [32] 

ThermoCas9 Geobacillus 
thermodenitrificans 
T12 

1 082 amino 
acids 

20–70 NNNNCNAA 19–23 [28] 

AceCas9 Acidothermus 
cellulolyticus strain 
11B 

1 157 amino 
acids 

25–60 NNNCC 20–24 [29] 

 
够识别的原间隔序列临近基序 (protospacer adjacent 
motif, PAM) 是 5′-NNNNCNAA-3′[27]，而 SpCas9
蛋白识别的 PAM 序列为 5'-NGG-3'。嗜热脱氮

芽孢杆菌 (G. thermodenitrificans) 来源的热稳

定性 ThermoCas9 蛋白在 20−70 ℃范围内都有

切割活性，其最高作用温度可以达到 70 ℃。

ThermoCas9 蛋白由 1 082 个氨基酸组成，同样比

SpCas9 蛋白分子量小，ThermoCas9 能够识别的

PAM序列也是5′-NNNNCNAA-3′[28]。嗜热土芽孢

杆菌 (Geobacillus sp. strain LC300) 来源的热

稳定性 CaldoCas9 蛋白在 35−65 ℃范围内都有

切割活性。CaldoCas9 蛋白由 1 087 个氨基酸组

成 ， CaldoCas9 能 够 识 别 的 PAM 序 列 是

5′-NNNNGNAA-3′[32] 。 解 纤 维 酸 热 菌

(Acidothermus cellulolyticus) 来源的热稳定性

AceCas9 蛋白在 25−60 ℃范围内有切割活性，

其最高作用温度可以达到 60 ℃。AceCas9 蛋

白由 1 157 个氨基酸组成，比 GeoCas9 和

ThermoCas9 蛋白分子量稍大，AceCas9 蛋白能

够识别的 PAM 序列是 5′-NNNCC-3′[29]。 
3.2.2  嗜热厌氧杆菌  (T. ethanolicus) 热稳定

性 CRISPR/Cas9 基因编辑系统的建立 
随着热稳定性 Cas9 蛋白的发现，研究人

员开始在嗜热菌中建立热稳定性 CRISPR/Cas9

基因编辑系统。2017 年 11 月，利用热稳定性

的 ThermoCas9 蛋白，研究人员在 55 ℃培养环

境中，对嗜中温菌史氏芽胞杆菌  (Bacillus 
smithii) 进行了基因编辑[28]。2020 年初，利用

热稳定性的 GeoCas9 蛋白在 55 ℃条件下，对嗜

热厌氧菌热纤梭菌  (Clostridium thermocellum) 
进行了基因编辑[30]。 

尽管之前报道了利用热稳定性 Cas9 对嗜

中温菌进行了基因编辑，但是热稳定性的

CRISPR/Cas9 基因编辑系统在极端嗜热菌中未

见报道。2020 年 12 月，我们报道了利用热稳定

性的 GeoCas9 蛋白在 65 ℃条件下，对极端嗜

热厌氧杆菌 (T. ethanolicus JW200) 进行了基

因编辑[31]。随后 2021 年 5 月，研究人员报道了在

65 ℃培养环境中，对极端嗜热栖热菌 (Thermus 
thermophilus HB27) 进行了基因编辑[32]。 

由于嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 
来源的菌株具有发酵产氢和乙醇、固碳以及将

有机酸转化为相应的醇等特性，嗜热厌氧杆菌

属 (Thermoanaerobacter) 来源的菌株作为一个

细胞工厂生产生物燃料和化学品具有巨大的潜

力。发展和建立一个嗜热厌氧杆菌简便快捷的

基因编辑系统成为当前研究的首要目标。为了

实现极端嗜热厌氧杆菌基因编辑，我们首先构
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建了一个大肠杆菌-嗜热厌氧杆菌穿梭表达载

体 pBlu10-Htk (GenBank: MN843970)。该穿梭

表达载体包含：来源于解糖嗜热厌氧杆菌 (T. 
saccharolyticum B6A-RI) 的热稳定性复制子、

热稳定性卡纳霉素抗性基因片段、嗜热厌氧杆菌

识别的启动子序列、SD 序列、多克隆位点和终

止子序列以及大肠杆菌质粒 pBlueScript  SK(+)Ⅱ  
来源的 pUC 复制子和氨苄抗性基因序列[31]。 

接着将嗜热脂肪芽孢杆菌 (G. stearothermophilus) 
来源的热稳定性 GeoCas9 核酸酶基因序列通过

全 基 因 合 成 的 策 略 合 成 全 长 基 因 。 再 将

GeoCas9 蛋白的基因序列插入到穿梭表达载体

pBlu10-Htk 的多克隆位点中。由于目前在嗜热

厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 中没有找到

合适的诱导型启动子，于是我们尝试了多个组

成 型 启 动 子 表 达 GeoCas9 蛋 白 。 将 含 有

GeoCas9 蛋白的基因序列的穿梭表达载体

(pBlu10-Slay-Cas9) 和对照组不含 GeoCas9 蛋

白的基因序列的 pBlu10-Htk 质粒，分别转化嗜

热厌氧杆菌后，两者的转化效率存在明显的差

异。含有 GeoCas9 基因的质粒转化嗜热厌氧杆

菌获得的转化子个数明显少于对照组获得的转

化子个数。一个可能的原因是 GeoCas9 表达后

对宿主产生毒性[31]。 
此外，通过全基因合成手段将 crRNA、

tracrRNA 和 21 nt 的间隔序列连接在一起得到

sgRNA (small guide RNA)，并尝试不同的启动

子表达 sgRNA，构建含有 sgRNA 表达框的质

粒 (pBlu10-P-sgT)。进一步将 sgRNA 表达框序

列插入到含有 GeoCas9 表达框的穿梭表达载体

中，得到含有 GeoCas9表达框和 sgRNA表达框

的质粒  (pBlu10-S-P-sgT)。质粒转化实验表

明 ， 与 质 粒 pBlu10-Slay-Cas9 相 比 ， 质 粒

pBlu10-S-P-sgT 转化嗜热厌氧杆菌后，转化效

率更低[31]。转化效率进一步下降的原因可能是

表达的 Cas9 蛋白和 sgRNA 组成的复合体与

DNA 链发生双链断裂，没有得到及时修复造

成 的 致 命 伤 害 。 于 是 我 们 通 过 同 源 重 组

(homologous recombination, HR) 修复的策略将

双链断裂的 DNA 进行修复，在质粒 pBlu10-S- 
P-sgT 中插入上下游同源臂，构建含有同源修

复臂的质粒。以嗜热厌氧杆菌 (T. ethanolicus 
JW200) 为编辑实例，针对该菌的能量代谢途

径关键酶基因 adhE 和氧化还原感应蛋白基因

rsp 进行基因编辑，成功地获得了突变株∆adhE
和∆rsp[31]。 

4  总结与展望 
大肠杆菌和酵母菌等模式生物是最常用的

细胞工厂，具有遗传背景清晰、遗传操作技术

成熟等特点。此外，枯草芽孢杆菌、运动发酵

单胞菌、谷氨酸棒杆菌、乳酸菌等作为细胞工

厂也被广泛应用于化学品和天然产物的合成领

域[60]。当前，研究人员利用合成生物学技术，

对这些常温菌进行代谢途径设计、合成途径创

建以及细胞优化，极大地提高了这些细胞工厂

合成化学品的生产速率和产量[61]。 
嗜热菌作为一个生产生物燃料和化学品潜

在的细胞工厂，具有底物利用范围广、反应速

度快、减少杂菌污染的风险以及降低能耗等优

点。一些嗜热菌 (如 T. saccharolyticum[62]、   
C. thermocellum[63]、P. furiosus[45]) 通过代谢途

径改造后具有生产丁醇和乙醇的能力。通过代谢

工程改造嗜热厌氧杆菌属 (Thermoanaerobacter) 
来源的菌株提高代谢产物产量的研究备受研究

者关注  (表 4)。由于嗜热菌在高温环境中培

养，筛选标记较少、质粒的稳定性差、转化效

率低等因素造成嗜热菌遗传改造效率低。嗜热

厌氧杆菌的代谢工程改造技术在不断发展，最

初的基因敲除策略由于在基因组中仍然保留抗 
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表 4  通过代谢工程改造的嗜热厌氧杆菌发酵生产生物燃料 
Table 4  Engineered strains of Thermoanaerobacter for biofuel  
Strains Genetic tools Description Production References 

Thermoanaerobacter 
mathranii Δldh 

Gene integration based 
on an antibiotics 
selection  

Gene ldh deletion, but retained 
the resistance gene 

Ethanol yields of Δldh 
strain were increased 
by 30.5% 

[33] 

Thermoanaerobacter 
ethanolicus ΔadhA 
or ΔadhB 

A markerless gene 
deletion system based 
on an antibiotics 
selection and 
nutritional selection 

Gene adhA or adhB deletion, 
using kanamycin for positive 
selection and 
5-fluoro-2′-deoxyuridine (FUDR) 
for negative selection 

Ethanol yields of 
ΔadhA or ΔadhB strain 
were increased by 
60%–70% 

[9] 

Thermoanaerobacter 
ethanolicus Δrsp 

Thermostable Cas9 
mediated genome 
editing 

Gene rsp deletion, less than 10% 
genome editing efficiency 

Ethanol yields of the 
Δrsp strain was 
increased by 17.9% 

[31] 

Thermoanaerobacter 
ethanolicus ΔadhE 

Thermostable Cas9 
mediated genome 
editing 

Gene adhE deletion, about 77% 
genome editing efficiency through 
extending the time for cells to 
perform homologous 
recombination 

Hydrogen yields of the 
ΔadhE strain were 
increased by 184.2%  

[31] 

 
性基因，使得多基因敲除受到限制；而之后发

展的抗生素正筛选和营养物负筛选的无痕基因

敲除技术，一方面步骤烦琐，另一方面有的嗜

热厌氧杆菌的生长需要添加酵母粉，使得营养

物筛选的策略受到限制；最近发展的热稳定性

CRISPR/Cas9 基因组编辑技术具有简便和快捷

的优势。 
嗜热菌遗传操作技术的发展，特别是热稳

定性 CRISPR/Cas9 基因编辑技术的建立和完

善，将有助于进一步阐明嗜热菌代谢途径及其

关键酶的功能，为将来嗜热菌的遗传改造提供

新的思路和策略。嗜热厌氧杆菌作为基底菌

株，将嗜热菌来源的功能元件，如丁醇合成途

径[64]等引入到嗜热厌氧菌中，可以将废弃原料

转化为工业化学品。由于嗜热菌代谢产物合成

途径是一个复杂的过程，受多基因调控，因此

发展热稳定性的 CRISPR 干扰技术以及引入非

同源末端连接  (non-homologous end joining, 
NHEJ) 修复途径可以实现多基因操作，从全 
基因组的角度去认识与代谢相关的基因和调控

因子。 

此外，尽管热稳定性 CRISPR/Cas9 基因组

编辑技术已经在嗜热菌，如史氏芽胞杆菌 (B. 
smithii)[28]、热纤梭菌 (C. thermocellum)[30]、产

乙醇嗜热厌氧杆菌 (T. ethanolicus)[31]和嗜热栖

热菌 (T. thermophilus)[32]中成功地建立，但是

嗜热菌的基因组编辑策略还处于初始发展阶

段，嗜热菌的基因组编辑效率还有待提高。对

于嗜热菌，特别是极端嗜热菌遗传操作技术较

少，可用的诱导型启动子不多，嗜热菌转化效

率低，高温条件下质粒不稳定，以及同源重组

修复效率低等，都直接影响嗜热厌氧杆菌基因

编辑效率。未来可以从以下几个方面对热稳  
定性 CRISPR/Cas9 基因编辑技术进行优化和 
完善。 

(1) 筛选嗜热菌来源的启动子 
针对 Cas9 核酸酶的异源表达对宿主产生

的毒性作用，一个常用的策略是采用诱导型启

动子诱导表达 Cas9 蛋白[65]。因此，分析鉴定

嗜热厌氧杆菌来源的启动子将有助于进一步提

高热稳定性 CRISPR/Cas9 基因编辑技术的效

率。研究人员在热纤梭菌 (C. thermocellum)、
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嗜热栖热菌 (T. thermophilus) 等嗜热菌中已开

展了启动子筛选工作。最近，研究人员在嗜热

栖热菌 (T. thermophilus) 中鉴定了一个诱导型

启动子 (sip promoter) 并建立了一个诱导型表

达系统[66]。 
(2) 提高嗜热菌的修复效率 

CRISPR/Cas9 基因编辑系统中 Cas9 蛋白与

sgRNA 组成的复合体可以对基因组产生双链断

裂，嗜热菌一般采用同源重组修复途径进行修

复。为了提高同源重组效率，在嗜热菌中异源

表达重组酶是一个可行的办法。例如：在热纤

梭菌  (C. thermocellum) 中表达热稳定性的重

组酶可以进一步提高编辑效率[30]。此外，在嗜

热厌氧杆菌中通过引入异源的非同源末端连接

(non-homologous end joining, NHEJ) 修复途径

也是一个可尝试的策略。 

(3) 优化 sgRNA 结构 

为了提高基因编辑的特异性和效率，合理

设计 sgRNA 结构是一个有效的方法[67-68]。对于

热稳定性 Cas9 核酸酶，体外实验结果表明

tracrRNA 序列长度显著影响切割活性[27]。由于

热稳定性 CRISPR/Cas9 基因编辑系统是在高温

环境下运行，非常有必要探讨 sgRNA 在高温环

境中的稳定性与切割活性之间的关系。 

(4) 建立热稳定性的 CRISPR 干扰技术 

在嗜热厌氧杆菌中进一步发展热稳定性的

CRISPR 干扰 (CRISPR interference, CRISPRi) 

技术非常有必要[28]。通过定点突变改造热稳定

性 Cas9 核酸酶获得热稳定性的 dCas9 核酸酶

(dead Cas9)[28]。热稳定性的 dCas9 核酸酶不具

有 DNA 切割活性，但具有 DNA 结合能力，

sgRNA-dCas9 复合体可以阻碍 RNA 聚合酶的

通 过 ， 导 致 特 定 基 因 的 转 录 受 到 影 响 。

CRISPR 干扰技术介导的基因调节，可以方便

对基因的功能进行研究，该技术在阐明基因表

达调控机理等方面具有优势[69]。 

(5) 构建嗜热厌氧杆菌内源性 CRISPR/Cas

基因编辑系统 

在一些嗜热菌中已证实存在 Type І 型

CRISPR/Cas 系统[30]。利用嗜热菌内源性的 Type 

І型 CRISPR/Cas 发展的基因编辑系统也可以有

效进行基因编辑[30]。在嗜热厌氧杆菌中分析和

鉴定内源性 CRISPR/Cas 系统并开发相应的基

因编辑系统可以发展和完善嗜热菌遗传改造 

技术。 

“细胞工厂”的设计包括最优合成途径的设

计，合成途径的创建与优化以及细胞性能的优

化[70]。因此，解析嗜热菌相关合成途径，阐明

合成途径关键酶的功能特性，以及明晰嗜热菌

代谢途径的调控机制为下一步构建嗜热菌细胞

工厂奠定了基础。热稳定性的 CRISPR/Cas 基

因组编辑技术为嗜热菌细胞工厂的构建提供了

一个简便可行的操作工具。利用热稳定性的

CRISPR/Cas 基因编辑技术和基于抗性筛选基

因和营养缺陷型基因发展的遗传操作技术改造

的嗜热菌工程菌不仅可以用来生产生物燃料和

工业化学品，而且可以强化环境修复以及开发

合适的异源蛋白表达宿主 (图 3)。 

总之，热稳定性 CRISPR/Cas 基因组编辑

技术在嗜热菌中的建立和完善，为深入理解嗜

热菌的代谢调控网络以及构建设计与组装嗜热

菌“细胞工厂”提供了可靠的研究工具。随着嗜

热菌遗传操作技术的发展，我们可以利用合成

生物学的方法，充分发掘和理解嗜热菌来源的

功能模块，重新设计和改造嗜热菌的代谢途径，

构建新的高温发酵细胞工厂。 
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图 3  嗜热菌细胞工厂的构建路线图与潜在应用 
Figure 3  A proposed schematic roadmap for metabolic engineering of thermophiles and its potential 
applications. 
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