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毕昌昊  中国科学院天津工业生物技术研究所研究员，曾担任国家“863计划”
首席科学家。本科及硕士毕业于南开大学，2009年于佛罗里达大学取得博士学
位，先后在美国特拉华大学和劳伦斯伯克利国家实验室工作，2014年开始在中
科院天津工业生物所担任合成生物技术研究组PI。现从事合成生物学技术方法
的创建与运用，基因编辑技术研发和基因治疗，人工细胞和细胞机器设计构建

等方向研究。几种代表性的合成生物学和基因组编辑技术方法产生较大影响，

已有上百个国内外实验室索取材料并使用。在Nature Biotechnology、Advanced 
Science、Molecular Therapy、Cell Reports、Nucleic acid Research、Metabolic 
Engineering、ACS Synthetic Biology等主流学术期刊发表SCI论文60余篇，申请国际专利2项。 
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摘   要：精准且高效的操纵基因表达或改写基因组序列是基因组编辑领域的研究热点，也是助力

工业生物技术快速发展的核心使能技术。基因组编辑技术经历了从锌指核酸酶  (zinc finger 
nucleases, ZFNs)、转录激活因子样效应物核酸酶  (transcription activator-like effector nucleases, 
TALEN) 和 Cas 核酸酶 3 个发展阶段，目前随着 CRISPR/Cas 这一基因组编辑工具的蓬勃发展，研

究人员在工业生物中建立了一系列基于该技术的一代及二代 Cas 基因组编辑技术，助力大肠杆菌

等原核及酿酒酵母等真核工业生物底盘细胞的建立及优化。本文对目前基于常用底盘细胞的工业

生物技术进行介绍，并对技术的发展历程、应用效果等特点进行总结，最后展望工业生物技术的

未来发展前景，以期为科研人员提供参考。 
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Abstract: Precise and efficient manipulation of gene expression or rewriting genome sequence is the 
research hotspots of genome editing, and it is also the core enabling technology contributing to the rapid 
development of industrial biotechnology. Genome editing technology has experienced three stages of 
development, from zinc finger nuclease (ZFNs), to transcription activator like effector nuclease 
(TALEN) and Cas nuclease. Currently, vigorous development of CRISPR/Cas has enabled researchers 
establish a series of first-generation and second-generation Cas-based genome editing technologies. This 
contributed to the establishment and optimization for prokaryotic chassis such as Escherichia coli or 
eukaryotic chassis such as Saccharomyces cerevisiae. This paper summarizes the current development 
and application of industrial biotechnology using conventional chassis cells, and prospects future 
development trend with the aim to facilitate researchers to optimize industrial biotechnology and its 
potential applications. 
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工业生物学是一门从分子、细胞和系统 3 个

方面解析工业环境下生物体行为的基本规律与

作用机制的一门科学，助力工业环境下各类生

物体设计及应用等关键科学问题的解决[1-2]。伴

随工业生物学概念的提出，工业生物技术的发

展也随之而至，在工业生物学这一基础学科的

支撑下，工业生物技术迎来蓬勃发展，并为人

类经济发展提供所需的基础化学品、医药产品

和材料等。目前，工业生物学以分子、细胞和

系统 3 个层面为基础，进一步发展了工业蛋白

科学、工业细胞科学及工业发酵科学等方向，

研究人员也从蛋白、细胞和发酵 3 个方向进行

优化，以大肠杆菌 (Escherichia coli)、酿酒酵

母  (Saccharomyces cerevisiae) 等 工 业 生 物 为

核心底盘细胞，开发优异的工业化产品。值得

注意的是，蛋白、细胞和发酵系统的优化离不

开基因组编辑技术的发展，快速且精准的实现

工业生物基因组的编辑可助力分子、细胞和系

统的迅速进化，加速工业生物技术的发展。 

1  基因组编辑技术的发展历程 
基因组编辑技术是指一类可对生物体基因

组进行设计、改造的生物学技术，可实现基因

组表达的操控或基因组序列的改写，其发展阶段

经历了锌指核酸酶 (zinc finger nucleases, ZFNs)、
转 录 激 活 因 子 样 效 应 物 核 酸 酶  (transcription 
activator-like effector nucleases, TALEN) 和 Cas
核酸酶 3 次技术革新 (表 1)。 

1.1  锌指核酸酶技术  
ZFN 技术 [3-4]主要包括两个组分，一是用

于结合特异性 DNA 序列的含有锌指结构的蛋

白质，二是可实现 DNA 非特异性切割的核酸 
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表 1  ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 技术比较 
Table 1  Comparison among ZFN, TALEN and 
CRISPR/Cas9 technologies 
Feature ZFN TALEN CRISPR/Cas9 

Efficiency Low Low High 

Specificity High High High 

Simplicity Hard Hard Easy 

Universality Restrict Restrict Wide 

 
内切酶 Fok Ⅰ，该技术利用一对串联的锌指蛋

白靶向 DNA 序列，从而将内切酶 Fok Ⅰ锚定

至目标切割位点，进行基因组序列的切割，产

生 DNA 双链断裂。ZFN 技术可通过锌指蛋白

的数量调整 DNA 序列结合的特异性，然而靶

向的基因组序列和锌指蛋白序列需要复杂的工

序进行分析设计，且 ZFN 相关的技术存在专利

封锁，造成该技术至今无法广泛应用。 

1.2  转录激活因子样效应物核酸酶技术 
TALEN 技术[5-6]同样由两部分构成，一是

来源于转录激活物样效应物的重复序列，可特

异性靶向基因组序列，二是介导 DNA 序列切

割的核酸酶 Fok Ⅰ。相比于 ZFN 技术，TALEN

技术的设计更为简单，毒性低且效率相当，然

而 TALEN 技术对应的融合蛋白尺寸更大，且

重复序列更多，造成其在大肠杆菌等工业生物

中组装困难。 

1.3  Cas 核酸酶 
CRISPR (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats)/Cas 系统是存在于细菌等

微生物体内的一类适应性免疫反应蛋白系统，

可用于抵御外源病原体的侵入，CRISPR/Cas
系统通过引导 RNA (small guide RNA, sgRNA) 
靶向识别病原体的基因组，并在 Cas 核酸酶的

作用下破坏病原体的基因组。近年来，随着研

究人员对这一系统的认知和改造，CRISPR/Cas
系统已被广泛应用于原核生物基因组的编辑，

并且由于 CRISPR/Cas9 技术在基因组编辑及改

造中的优越性，研究人员基于该技术优化并进

一步发展了多个助力工业生物细胞进化的新型

技术，极大促进工业生物技术的发展。 
1.3.1  一代 CRISPR 技术 

CRISPR/Cas 系统包含了靶向基因组序列

的 sgRNA 序列以及行使 DNA 切割功能的 Cas
蛋白 [7-8]，因此，研究人员可直接通过设计成

对的 sgRNA 靶向序列，实现对靶基因序列的双

链切割，而切割的 DNA 双链会通过两种方式进

行修复[9]，其中非同源末端连接 (non-homologous 
end-joining, NHEJ) 的修复方式会造成目标序

列的删除，诱导靶基因的敲除[10-11]，而高保真

的 同 源 重 组 修 复  (homology-directed repair, 
HDR) 可在外源 DNA 片段的引入下实现目标

序列的插入，诱导靶基因的表达[12-13]。然而，

Cas 核酸酶诱导的 DNA 双链断裂会造成基因组

的不稳定，且该方法诱导的靶基因敲除和表达

效率较低。 
1.3.2  二代 CRISPR 技术 

研究人员通过对 Cas9 蛋白分子机制的分

析，理性设计了可不诱导 DNA 双链断裂的

dCas9 (dead Cas9) 蛋白，随后将能够发挥转录

激活或抑制的效应蛋白与 dCas9 蛋白进行融合

表达，在经由 sgRNA 的引导下，靶向特定基

因的启动子或增强子区域，诱导靶基因的激活

或抑制表达。由此，研究人员开发了 CRISPRa 
(CRISPR activation)[14] 和 CRISPRi (CRISPR 
interference)[15]技术，可分别诱导基因的转录

激活和抑制，CRISPRa 和 CRISPRi 技术虽然特

异性强，且效率高，但并不能实现基因组序列

的改写。 
碱基编辑 (base editing, BE) 技术同样利

用了核酸酶失活的 Cas9 突变体 (dead Cas9 或

nickase Cas9)，研究人员将 Cas9 突变体与效应
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蛋白-脱氨酶蛋白融合表达，构建了碱基编辑

系统[16-18]。该技术在脱氨酶和 Cas9/sgRNA 的

作用下可诱导靶基因序列的胞嘧啶、腺嘌呤发

生脱氨反应，随后在 DNA 修复及 DNA 复制机

制的作用下，实现碱基的转换，迄今，碱基编

辑 系 统 已 经 实 现 了 碱 基 C-T[18] 、 A-G[17] 、

C-G[16]、C-A[16]的转换。碱基编辑系统不会诱

导 DNA 双链断裂，也无需外源 DNA 的引入，

即可实现靶基因的突变，且具有设计和操作简

便、效率高的特点。 
引导编辑  (prime editor, PE) 系统包含了

发挥逆转录功能的逆转录酶以及核酸酶部分失

活的 nCas9 蛋白，同时在 sgRNA 的 3ʹ端添加

了一段引物和模板序列，可实现任意碱基之

间的转换及靶基因序列的插入[19-20]，但引导编

辑的设计较为繁琐，且靶向编辑效率有待进一

步的优化。 

2  基因组编辑技术在工业生物技术

中的应用 
基因组编辑技术在工业生物技术中的应用

载体主要为工业生物底盘细胞，如大肠杆菌、

酿酒酵母等微生物，我们将以工业底盘细胞为

主，分类介绍基因组编辑技术在工业生物技术

的发展历程、应用效果等特点 (表 2)。 

2.1  大肠杆菌基因组编辑技术进展 
大肠杆菌是肠杆菌科的一员，现作为细菌

的模式生物广泛用于科学研究，不仅如此，随

着工业生物技术的发展，大肠杆菌作为工业生

物产品的底盘细胞也被广泛应用，如利用大肠

杆菌生产 β-胡萝卜素[21]、丁二酸[22]等。2013 年，

洛克菲勒大学 Luciano A. Marraffini 团队首次应

用 CRISPR/Cas9 系统 (Cas9 蛋白、双 RNA、

λ-Red 蛋白和单链线性 DNA) 对大肠杆菌进行

基 因 组 编 辑 ， 诱 导 基 因 组 突 变 效 率 可 达

65%[23]；2015 年，天津大学赵学明团队对 RNA
系统简化，并在单个 sgRNA 的介导下实现大肠

杆菌的基因组编辑，最高效率可达 100%[21]；

随后为进一步简化基因组编辑步骤及缩短筛选

时间，2017 年，中国科学院天津工业生物技术

研究所 (简称天津工业生物所) 毕昌昊和张学礼

团队共同开发了 CFPO (CRISPR/Cas9-facilitated 
multiplex pathway optimization) 技术[24]，研究

人员首先将 pRedCas9 质粒和 RBS (ribosome 
binding site) 供体 DNA 文库共转染至大肠杆菌

中，诱导基因重组，随后继续转染 gRNA 文库

质粒，在染色质水平上进一步诱导基因组编

辑，提高了优势细胞筛选的效率。CFPO 技术 

 
表 2  工业生物中 CRISPR/Cas 技术的进展 
Table 2  Advances of CRISPR/Cas technologies in industrial microorganisms 
Organism Type CRISPR/Cas Next-generation CRISPR/Cas 
Escherichia coli Prokaryote CRISPR/Cas9, CFPO, CAGO CBE, DBE, GBE 
Corynebacterium 
glutamicum 

Prokaryote CRISP/Cas12, CRISPR/Cas9 CRISPRi, CBE, MACBETH, ABE, 
TadA-dCas9-AID, BETTER 

Bacillus subtilis Prokaryote CRISPR/Cas9 CRISPRi, CBE 
Streptomyces Prokaryote CRISPR/Cas9, CRISP/Cas12 CRISPRa/i, asRNA-BE 
Ralstonia eutropha Prokaryote CRISPR/Cas9  
Saccharomyces cerevisiae Eukaryote CRISPR/Cas9, GTR-CRISPR, mGE CRISPRa, CBE 
Myceliophthora Eukaryote Cas9/Cas12, CAMR CBE 
Aspergillus niger Eukaryote CRISPR/Cas9 CBE 
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使得研究人员可以从染色质水平上同时调控 
多个基因，与通过质粒同时过表达多个基因相

比[25-26]，该技术不会给细胞造成生长负担，也

可以忽略质粒表达的不稳定性；同年两团队

再次合作建立了 CAGO (CRISPR/Cas9-assisted 
gRNA-free one-step) 基因组编辑技术[27]，该技

术首先借由同源重组的方法将 Cas9 高效靶向

的 N20 序列提前插入大肠杆菌基因组中，随后

通过 Cas9 蛋白诱导基因组删除、插入的功

能，完成高效、特异的基因组编辑。值得注意

的是，Cas9 蛋白与基因序列特异性的结合受限

于 前 间 隔 序 列 邻 近 基 序  (protospacer adjacent 
motif, PAM) 序列的识别[28]，而 CAGO 技术的使

用可以忽略 Cas9 蛋白结合的 PAM 序列限制，

且研究人员通过该技术可高效删除 100 kb 甚至

更大的染色质片段。 
为进一步提高 CRISPR/Cas9 技术在大肠杆

菌基因组中的编辑效率，2018 年，神户大学

Akihiko Kondo 团队首次将 PmCDA 脱氨酶与

Cas9 蛋白系统融合，建立了大肠杆菌 C>T 突变

的碱基编辑系统，突变效率可达 95.1%[29]；

2019 年，天津工业生物所毕昌昊和张学礼团队

将脱氨酶 TadA 和 nCas9 (nickase Cas9) 构建的

碱基编辑系统与诱导性的活性 Cas9 融合，开发

了 DBE (double-check editing) 编辑技术[30]，该

技术在碱基编辑的基础上同时引入了靶向序列

一致的活性 Cas9 蛋白，可诱导未发生碱基编

辑细胞的死亡，进一步提升大肠杆菌中 ABE 
(adenosine base editor) 的编辑效率；2021 年，

两团队再次合作首次报道了一种新型碱基编辑

工具-糖基化酶碱基编辑系统 (glycosylase base 
editor, GBE)，可在大肠杆菌中高效实现碱基 C>A
的突变，极大助力大肠杆菌的基因组编辑[16]，

该技术将活化诱导的胞苷脱氨酶 (activation- 
induced cytidine deaminase, AID) 与 nCas9 蛋白融

合表达，随后转入大肠杆菌中，实现了大肠杆

菌碱基 C>A 的突变 (图 1)，效率可达近 90%，

与既往碱基 C>T 和 A>G 突变类型相比[17-18]， 
 

 
 
图 1  糖基化酶碱基编辑器在大肠杆菌中的基因组编辑[16] 
Figure 1  Genome editing in Escherichia coli using glycosylase base editor[16]. AID: activation induced 
cytidine deaminase; Ung: uracil DNA glycosylase; PAM: protospacer adjacent motif; AP site: abasic site. 
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该技术首次报道了一种新型基因组碱基突变类

型 C>A 突变，丰富了大肠杆菌基因组编辑工具。 
2.2  谷氨酸棒状杆菌基因组编辑技术进展 

谷氨酸棒状杆菌 (Corynebacterium glutamicum) 
是一类革兰氏阳性菌，是工业生物领域中重要

的底盘细胞之一，被广泛用于氨基酸的生物制

造[31]。近年来，谷氨酸棒状杆菌基因组编辑技

术正在不断发展，不仅推动了谷氨酸棒状杆菌

的基础研究，也加速了基于谷氨酸棒状杆菌的

细胞工厂的创建和优化。2016 年，麻省理工学院

Timothy K. Lu 团队首次成功应用 CRISPR/Cas9
系统对谷氨酸棒状杆菌进行基因组编辑，研究

人员将失活的 dCas9 蛋白靶向特定基因组，建

立了 CRISPRi 技术，其抑制单个基因的表达

效率可达 98%[32]；2017 年，中国科学院上海

生命科学研究院杨晟团队在谷氨酸棒状杆菌

中成功将 CRISPR/Cas12 系统与单链 DNA 重组

系统结合，并介导基因组突变，编辑效率可达

86%–100%[33] ； 同 年 7 月 ， 韩 国 科 学 技 术 院

Sang Yup Lee 团队发现可通过密码子优化的方

式降低 Cas9 蛋白在细菌中的毒性，并首次在

谷氨酸棒状杆菌中建立基于 CRISPR/Cas9 的基

因组编辑技术[34]；同年 11 月，天津工业生物

所郑平和孙际宾团队在谷氨酸棒状杆菌中也通

过重构 Cas9 和 gRNA 的表达盒，解决了 Cas9
毒性和 gRNA 自身转录终止子无法终止的问

题，且研究人员采用双质粒共转化的方法在谷

氨酸棒状杆菌中实现了基因敲除和插入 (效率

可达 47.3%)[35]，与 Cas12 介导的基因组编辑相

比[33]，Cas9 诱导基因组富含 GC 序列的谷氨酸

棒状杆菌的编辑范围更为广谱。此外，为提升

谷氨酸棒状杆菌基因组的编辑效率和多样性，

研究人员还将噬菌体重组酶 RecT 与 CRISPR 系

统进行联合应用，提升了基因组编辑效率，并

进一步优化实现了多基因靶点的高效基因组

编辑[33-34,36]。 
谷氨酸棒状杆菌的同源重组修复效率低

下，而碱基编辑技术并不依赖于基因组的同源

重组效率，因此，为进一步优化谷氨酸棒状杆

菌基因组的编辑类型和编辑效率，2018 年，天

津工业生物所郑平和孙际宾带领的系统与合成

生物技术研究团队与王猛带领的高通量新分子

生物合成研究团队合作，在谷氨酸棒状杆菌中

开发了基于碱基编辑技术的多元自动化基因组

编辑方法 (multiplex automated corynebacterium 
glutamicum base editing method, MACBETH)[37]。

研究人员首先结合 CRISPR/Cas9 系统的定位功

能与胞嘧啶脱氨酶  (AID) 的碱基编辑功能，

可在染色体靶位点特异性实现 C>T 的编辑，效

率高达 90%，并由此诱导基因的转录提前终

止，从而失活靶基因。随后借助自动化平台，

研究团队可实现从质粒构建、基因组编辑、获

取正确突变株和表型验证的全流程自动化操

作，相比于人工操作的时效性长和不稳定性等

缺点，MACBETH 技术可实现每月数千突变株

的构建，为谷氨酸棒状杆菌的基因组改造提供

强大的技术支持。然而，该技术仍存在靶标范

围、编辑窗口和碱基转化种类有限的问题，且

人工设计碱基编辑所需 sgRNA 的过程繁琐，

限制了全流程自动化的碱基编辑。2019 年研究

团队再次合作，并对谷氨酸棒状杆菌的碱基编

辑工具进行了扩展[38]。首先，研究人员利用识

别不同 PAM 的 Cas 突变体，将 PAM 限制由

NGG 扩展为 NG，使可编辑的靶点数量提高了

3.9 倍；第二，通过截短或延长 gRNA 长度，

将编辑窗口由原来的 5 bp 扩展为 7 bp；第三，

在 CRISPR/Cas 系统上引入腺苷脱氨酶，建立

了 A 到 G 的腺嘌呤碱基编辑工具；最后，研究

人员为精简 sgRNA 的设计流程，开发了在线

工具，方便了碱基编辑工具在基因失活应用中
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sgRNA 的设计与评估，该研究进一步丰富了谷

氨酸棒状杆菌基因组编辑工具库；2020 年，江

南大学刘龙团队将胞嘧啶脱氨酶和腺嘌呤脱氨

酶进行融合，在谷氨酸棒状杆菌中开发了双碱

基编辑系统，可同时实现 C>T/G 和 A>G 的基因

组编辑 [39]；不仅如此，研究人员还将碱基编辑

系统应用于基因组的转录调控研究，2022 年，

郑平等团队再次合作开发了基于碱基编辑的多

基 因 精 细 表 达 调 控 新 技 术 BETTER (base 
editor-targeted and template-free expression 
regulation)[40]，创新性地将碱基编辑用于基因

组原位表达调控元件建库，在谷氨酸棒状杆菌

中首次实现了 10 个基因的组合表达调控，

BETTER 技术的设计理念是预先在染色体中目

的基因上游引入特定的转录或翻译元件 (如富

含 G 的 RBS 序列)，应用碱基编辑器编辑产生

转录或翻译元件多样性，后根据目的表型进行

筛选富集，以获得符合调控目的的突变菌株 
(图 2)。该技术颠覆了传统的基因表达调控方

法[24]，突破了组合调控对整合模板的依赖，降

低了对外源片段转化效率的要求，可在一轮实

验中完成多基因表达调控，有望在多种难编辑

工业细胞体内实现复杂的代谢调控，为复杂的

代谢调控模式设计开拓新方向。 

2.3  枯草芽孢杆菌基因组编辑技术进展 
枯草芽孢杆菌 (Bacillus subtilis) 是一种被

大量研究的革兰氏阳性菌，被广泛应用于抗生

素、药用蛋白、工业酶和生物聚合物的生产，

因其优良的蛋白质分泌能力，常被用作工业生

产中的重要底盘细胞之一[41]。2016 年，滑铁卢

大学 C. Perry Chou 团队首次在枯草芽孢杆菌中

建立了 CRISPR/Cas9 系统，包括基于活性 Cas9
的基因突变和基于 dCas9 的 CRISPRi 基因转录

调控工具，并成果实现单基因和双基因的基因

组编辑，效率可达 100%和 85%[42]；2019 年，

为进一步提升基因组编辑效率及减少活性 Cas9
蛋白双链切割的副反应，天津大学赵学明团队

开发了基于 nCas9 蛋白的基因组编辑技术，该

技术的整体编辑效率高于活性 Cas9 技术，尤

其在多基因的编辑中效果提升更为明显[43]。 
2020 年，天津工业生物所王猛和毕昌昊团

队与爱丁堡大学 Susan J. Rosser 实验室合作，利

用 dCas9 (dead Cas9) 和 AID 脱氨酶在枯草芽孢

杆菌中首次开发了枯草芽孢杆菌的基因组碱基

编辑方法，实现了基因组碱基 C>T 的编辑，并

在多基因组编辑中实现高效应用[44]。该碱基编 
 

 
 
图 2  BETTER 技术示意图[40] 
Figure 2  The schematic representation of BETTER technology[40]. RBS: ribosome binding site. 
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辑系统在枯草芽孢杆菌 168 菌株中有 5 nt 的编辑

框，位于 PAM 上游–16 至–20 区域，其中–18 位

点的编辑效率最好，最高能够达到 100%。此

外，该方法还能同时实现 3–4 个基因的同时高

效编辑，为枯草芽孢杆菌的基因操作和工业应

用提供有效工具。 

2.4  链霉菌基因组编辑技术进展 
链霉菌 (Streptomyces) 是许多重要天然产

物的生产者，其基因组蕴含着大量未被开发

的次级代谢生物合成基因簇，也是工业生物

重要的底盘细胞之一 [45]。2015 年，伊利诺伊

大 学赵惠民团队在链霉菌中首次报道了基于

CRISRP/Cas9 的基因组编辑技术，并在 3 种类

型的链霉菌中实现染色质片段的删除，编辑效

率在 70%–100%[46]；2020 年，天津大学罗云孜

团队在链霉菌中开发了基于 CRISPR/Cas12a 的

基因组编辑技术，该技术不仅能对长达 100 kb
的基因组片段进行高效删除，同时研究人员发

现了一个 PAM 框更为广谱的 Cas 突变体，进一

步优化了编辑工具的应用范围[47]。 
2022 年，为提升基因组中低表达生物合成

基因簇的表达效率，莱斯大学 James Chappell
团队在链霉菌中将 dCas9 蛋白与转录激活结构

域融合，开发了 CRISPRa 技术，并通过靶向基

因组转录起始及延伸的 sgRNA 优化了现有的

CRISPRi 技术，研究人员还将这两种技术用于

链霉菌内源性调控网络的基因表达调控，成功

实现沉默生物合成基因簇的高效表达[48]。 
基于 CRISPR/Cas9 发展起来的单碱基编辑

技术也已成功应用于天蓝色链霉菌等一些模式

菌株中，相较于传统 CRISPR 技术更为方便快

捷。基于胞嘧啶脱氨酶的碱基编辑效率与底盘

细胞尿嘧啶 DNA 糖苷酶 (uracil DNA glycosylase, 
UDG) 的功能密切相关，枯草芽孢杆菌研究人

员前期多用噬菌体来源的尿嘧啶 DNA 糖苷酶

抑制剂 (uracil glycosylase inhibitor, UGI) 来提

升碱基编辑效率，但在某些情况下，其抑制效

果却并不理想。2021 年，天津工业生物所王猛

研究员带领的高通量编辑与筛选平台实验室，

与天津科技大学花尔并教授团队合作，在模式

菌株变铅青链霉菌(Streptomyces lividans) 66 中

研究了 UDG 与碱基编辑效率的关系，并开发了

新一代碱基编辑器 asRNA-BE (antisense RNA 
interference-enhanced CRISPR/Cas9 Base editing 
method)[49]。研究人员首先利用融合了胞苷脱

氨酶 rAPOBEC1 的 BE 系列碱基编辑器成功实

现基因组 3 个次级代谢基因的编辑。在此基础

上，研究团队利用 CRISPR/Cas9 辅助的基因敲

除手段，分别构建了尿嘧啶 DNA 糖苷酶 UDG1
和 UDG2 的单敲和双敲菌株，发现在失活 UDG
的情况下，碱基编辑效率可较原始提高 3.4 倍

到 67.4 倍不等。考虑到 UDG 是细胞修复过程

中的关键酶，其长期缺失不利于菌株基因组的

稳定，团队利用反义 RNA 干扰降低基因表达

水平的策略代替基因敲除，在原始的 BE 编辑

器基础上整合了针对 UDG 的反义 RNA 干扰模

块，构建了新一代碱基编辑器 asRNA-BE，成

功将编辑效率提高至原来的 2.8 倍到 65.8 倍不

等。asRNA-BE 编辑器可以在碱基编辑过程中瞬

时抑制 UDG 的表达。基因组测序结果也表明，

与 BE 编辑器相比，asRNA-BE 编辑器在大幅度

提高编辑效率的同时，并未引起额外的脱靶，

在工业细胞改造等方面具有良好的应用前景。 

2.5  罗氏菌基因组编辑技术进展 
罗氏菌  (Ralstonia eutropha) 是一种广泛

存在于土壤和淡水环境中的革兰氏阴性杆菌，

近年来，随着研究人员对其经济价值的挖掘，

罗氏菌也被开始用于设计生产如支链醇等生物

燃料[50]。目前，罗氏菌基因组编辑技术主要依

赖于Ⅱ型内含子和自杀性质粒介导的编辑，但
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这 2 种方法设计复杂、耗时且效率低下 [51]。

2018 年，中科院工业生物所毕昌昊和张学礼研

究团队首次在罗氏菌中应用了 CRISPR/Cas9 基

因组编辑技术，成功开发了基于 Cas9 编辑的

基因组插入技术[52]，为将 Cas9 基因组编辑技

术应用于罗氏菌，研究人员首先对罗氏菌的电

穿孔效率进行优化提高质粒转化效率，随后利

用阿拉伯糖诱导型启动子表达 Cas9 蛋白介导基

因组编辑，最后研究人员在罗氏菌中共对 5 个

基因进行了分别编辑，效率可达 78.3%–100%。 

2.6  酿酒酵母基因组编辑技术进展 
酿酒酵母作为工业生物领域中重要的底盘

细胞之一，被广泛用于开发传统酿造食品、大

宗化学品和高附加值工业产品[53]，而基因组编

辑技术的发展同样为加快酿酒酵母细胞相关工

业产品的开发提供强有力的使能技术。早在

2013 年，哈佛医学院 George M. Church 团队便

在酿酒酵母中建立了 CRISPR/Cas9 基因组编辑

工具，研究人员发现在供体 DNA 添加的情况

下，Cas9 和瞬时表达的 gRNA 盒介导的 DNA 双

链断裂最高可提升细胞同源重组效率达 130 倍，

而在持续过表达 Cas9 和 gRNA 表达质粒后，同

源重组编辑效率可达 100%[54]；虽然多个基因

的连续性编辑可以依赖选择性标记物的筛选，

但标记物的回收耗时耗力，为进一步提升多基

因同时编辑的效率，研究人员对 gRNA 表达系

统进行优化，以实现酵母基因组多基因的高效

编辑。2015 年，丹麦技术大学 Jay D.Keasling
团队使用单个 SNR52 启动子在同一质粒中启动

多个 gRNA 的表达，虽然编辑效率较高，但转

化效率出现明显下降[55]；2019 年，北京化工大

学刘子鹤团队建立了 GTR-CRISPR (gRNA-tRNA 
array for CRISPR-Cas9) 系统，研究人员在不

同的 gRNA 表达序列之间加入了 tRNAGly 序

列，从而实现多个 gRNA 序列的同时等效表

达，并在该技术的支持下，最高实现 8 个基因

的同时编辑，效率可达 87%[56]；2022 年，考

虑到酿酒酵母 NHEJ 修复途径介导的基因组突

变能力较差，天津工业生物所王钦宏团队基

于对酿酒酵母内源双链 DNA 断裂修复途径的

改造，将筛选的 DNA 修复蛋白与 Cas9 蛋白融

合，建立了不依赖模板的高效致突变基因组

技术 (mutagenic genome editing, mGE)[57]，与

CRISPR/Cas9 常 规 诱 导 的 基 因 组 突 变 [58-59] 相

比，该技术显著提升了酿酒酵母基因组突变

的多样性，实现了靶向基因的可遗传多样性

调控表达。研究人员通过评价和比较 DNA 修

复途径中多个关键基因的敲除、过表达或氨

基酸突变等对 CRISPR/Cas 系统诱导基因组编

辑 功 能 的 影 响 ， 构 建 了 基 于 MRE11-H125N 
(MRE11 核 酸 酶 活 性 失 活 的 等 位 基 因 ) 和

Cas9/Cpf1 的编辑工具组合，并在酿酒酵母中

通过调节 FPS1 和 GPD1 的表达有效提高了乙醇

生产能力。 
2017 年，德克萨斯大学 Hal S Alper 团队在

酿酒酵母中应用了 CRISPRa 技术实现了基因组

的阶级表达水平，研究人员采用了 dCas9-VPR
编辑器，并使用靶向目标基因启动子不同位置

的 gRNA 序列，结果发现，dCas9-VPR 介导的

基因组表达水平与 gRNA 靶向序列和启动子的

距离正相关，由此研究人员进一步利用该系统

鉴定了酿酒酵母中关键代谢途径的限速步骤，

从而提升甘油生产能力[60]。 
2022 年，天津工业生物所毕昌昊和张学礼

研究团队解析了酿酒酵母中碱基 C>G 突变的分

子机制，并以此为基础开发了基于不同 DNA
聚合酶的碱基编辑系统，该系统在依赖于不同

聚合酶的调控下，可在酵母中分别特异性实现

碱基 C>G 和 C>A 的编辑[61]，为酵母基因组编

辑提供高效、便捷的工具。 
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2.7  嗜热毁丝霉基因组编辑技术进展 
嗜热毁丝霉 (Myceliophthora) 是一种能够

快速降解纤维素的嗜热丝状真菌，其分泌的纤

维素水解酶的种类和数量丰富，且稳定性好，

因此该菌在纤维素酶生产和生物基燃料的研发

方面具有巨大潜力 [62]。2017 年，天津工业生

物所田朝光团队以嗜热毁丝霉为研究对象，采

用自主挖掘的嗜热毁丝霉 U6 启动子，诱导

sgRNA 的转录表达，并采用原生质体共转化的

方法将编辑系统和同源重组模板导入到目标细

胞中，首次建立了 CRISPR/Cas9 介导的嗜热真

菌基因组编辑系统[63]，与既往通过 RNA 干扰

实现的基因表达敲低效率  (约 20%)[64]相比，

CRISPR 介导的单基因缺失的同源重组效率高

达 90%–95%。Cas12 蛋白是一类 CRISPR 系统

中的Ⅴ型核酸酶，因其诱导基因突变的能力同

样被广泛应用于各类工业生物，虽然 Cas12 核

酸酶的应用已在谷氨酸棒状杆菌[33]、链霉菌[65]

等微生物中报道，但 Cas12 在嗜热真菌中的应

用还未有报道。2019 年，该团队研究人员进一

步升级了嗜热真菌基因组编辑技术，构建了 
一种基于Ⅴ型 Cas12a 核酸酶的新型基因组编辑

体系[66]，并将其与 crRNA-array 串联表达系统

联合，从而能够快速、简易地实现基因组多基

因的编辑，此外，研究人员还将 Cas12a 系统和

Cas9 系统的交替使用，进一步提高靶点选择的

灵 活 性 。 不 仅 如 此 ， 该 团 队 基 于 嗜 热 真 菌

CRISPR-Cas9/Cas12a 编辑系统，交替使用 2 个

选择性标记基因 neo 和 bar，进一步构建了标记

基因回收和交替使用的丝状真菌 CRISPR-Cas 基

因组编辑技术系统 (CRISPR-Cas-assisted marker 
recycling, CAMR)[66]，丰富了工业丝状真菌基

因组编辑系统选择的多样性。 
2022 年，田朝光团队通过对 APOBEC1、

CDA 脱氨酶的进化，在嗜热毁丝霉中成功开

发了胞嘧啶单碱基编辑系统，可有效实现碱基

C>T 的置换，随后研究人员还通过碱基编辑诱

导终止密码子的功能成功实现 amdS 基因和

cre-1 基因的失活，编辑效率最高可达 92%[67]，

该技术为快速、高效且精准的创建嗜热真菌突

变体提供有力工具。 

2.8  黑曲霉基因组编辑技术进展 
黑曲霉 (Aspergillus niger) 是重要的传统

工业生物细胞，在有机酸与酶制剂等领域直接

产值近百亿美元。黑曲霉具有极端环境耐受

性、高生产经济性、强发酵鲁棒性和食品安全

性等特性，是不可多得的理想细胞工厂 [68]。

2017 年，自然资源和生命科学大学的 Matthias G. 
Steiger 团队在黑曲霉中报道了基于 CRISPR/Cas9
的基因组编辑技术，研究人员使用了 RNA 聚

合酶Ⅱ启动子诱导 sgRNA 的表达，基因组整

合的编辑效率最高可达 100%[69]；2018 年，天

津工业生物所孙际宾与郑平研究团队通过对异

源性及黑曲霉内源性 U6 启动子的挖掘，首次报

道了基于 U6 启动子表达 sgRNA 的 CRISPR/ 
Cas9 技术[70]，与既往通过 RNA 聚合酶Ⅱ启动

子诱导的 sgRNA 表达系统相比[69]，该技术在

整体应用设计上更为灵活，进一步丰富黑曲霉

基因组编辑技术进展；2019 年，两团队为解决

CRISPR/Cas9 系统中缺乏普适性的高效表达

sgRNA 这一问题，首次提出以 5S rRNA 的启动

子来驱动 sgRNA 表达的策略[71]，研究发现 5S 
rRNA 启动子可显著提高黑曲霉中 sgRNA 的表

达丰度，引导 Cas9 蛋白靶向特定基因位点进

行切割，从而使基于 NHEJ 系统的基因失活效

率达 100%。不仅如此，研究人员发现在 NHEJ
失活的底盘细胞中利用“two-cuts”的基因精准

敲除策略进行一次基因组编辑，即可实现长至

48 kb 的基因簇敲除，极大提升了黑曲霉基因

组编辑效率。 
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2019 年，华南理工大学潘力团队首次报道了

一种在黑曲霉中建立的碱基编辑系统[72]，可高

效诱导基因组 C>T 的碱基编辑，实验中研究人

员使用了 rAPOBEC1 和 nCas9 蛋白建立了碱基编

辑系统，编辑窗口达 8 个碱基，此外，研究人员

还通过该技术诱导了尿苷营养缺陷型基因和色素

基因的失活，编辑效率可达 47.36%–100%，该

技术进一步丰富了黑曲霉基因组编辑工具文库。 

3  基因组编辑技术的展望 
伴随 CRISPR 相关基因组编辑技术的不断

发展，可以预见工业生物技术的发展也会迎来

爆发期，然而目前基于 CRISPR 发展的基因组

编辑技术在工业生物领域中的应用潜力还有待

进一步挖掘。首先，基于 CRISPR 开发的基因

组编辑技术多在真核生物领域中加以应用，在

微生物相关的工业生物领域中的应用还少有研

究，如先导编辑技术、RNA 编辑技术和转座

酶编辑技术等，目前在酿酒酵母、丝状真菌等

工业生物基因组编辑中所需的逆转录酶、RNA
编辑催化酶等仍需进一步挖掘，且这些技术助

力基因组编辑的效率、方式等也需研究工作探

索；其次，伴随工业生物细胞队伍的不断壮

大，对于新型工业基因组编辑技术的开发及发

展也是工业生物技术研究中的重点，此外对于

现阶段基因组编辑效率、特异性较低的技术也

要进一步地优化革新，从而保证工业生物技术

的多样性发展；最后，随着生物信息技术的不

断进步和人工智能技术的快速发展，新型基因

组编辑技术的开发以及基于人工智能这一新模

式开发的基因组编辑技术也值得期待。 
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