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摘   要：现代生物发酵工业聚焦于设计和创制高效的微生物细胞工厂，以实现原料向目标产

品的定向转化。评判微生物细胞工厂性能优劣的主要标准是其合成能力及稳定性。由于质粒

系统存在拷贝数不稳定、易于丢失等局限性，在菌株改造中将基因或产物合成途径整合至染

色体上实现稳定表达通常是更优的选择。因此，染色体的基因整合技术作为实现这一目标的

重要手段已受到广泛关注，并得到快速发展。本综述梳理了近年来微生物大片段 DNA 染色体

整合方法的研究进展，归纳了各种技术的原理和特点，尤其是新兴的 CRISPR 相关转座系统，

同时对未来的发展重点和方向进行了展望。  
关键词：微生物；大片段 DNA；染色体整合；细胞工厂  
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Chromosomal integration of large DNA fragments in 
microorganisms: a review 
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Abstract: The modern bio-fermentation industry requires design and creation of efficient 
microbial cell factories for directed conversion of raw materials to target products. The main 
criteria for assessing the performance of microbial cell factories are their product synthesis 
capacity and stability. Due to the deficiencies of plasmids in gene expression such as instability 
and being easy to lose, integration of genes into chromosome is often a better choice for stable 
expression in microbial hosts. To this end, chromosomal gene integration technology has received 
much attention and has developed rapidly. In this review, we summarize the recent research 
progresses of chromosomal integration of large DNA fragments in microorganisms, illustrate the 
principles and features of various technologies, highlight the opportunity brought by the 
CRISPR-associated transposon systems, and prospect future research direction of this technology. 
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微生物细胞可通过设计改造被用于合成高

附加值的非天然代谢产物。目前已知的利用微

生物细胞工厂生产的产品大致包含以下几类：

药用蛋白质及其生物衍生物、工业酶类、非蛋

白药物及其生物衍生物以及大宗化学品，这些

产品每年可以产生上千亿美元的经济价值[1]。

作为底盘细胞的微生物需要满足大规模生物发

酵要求，既能够在工业规模发酵罐中以廉价的

培养基为原料高密度快速生长，又能高效地生

产目标产物 [2-3]。鉴于天然的野生型微生物产

物种类有限，因此，研究者们聚焦于一些遗传

背景较为清楚、遗传操作较为便利的模式生物

构建新产物合成途径，如大肠杆菌(Escherichia 
coli)[4]、酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)[5]、

谷氨酸棒杆菌(Corynebacterium glutamicum)等[6]。

此外，梭菌属[7]、芽孢杆菌属[8]、假单胞菌属[9]

及弧菌属[10]的一些微生物因具有生理和代谢上

的特定优势也受到较多关注，被用于细胞工厂

的构建。然而，设计和构建优良的微生物底盘

细胞就需要发展在体内稳定、高效表达含有生

物合成途径的外源大片段 DNA 的分子工具，这

也是目前微生物遗传改造的难点。 
质粒是目前生命科学研究中不可或缺的分

子工具，是研究功能基因的基本手段，也是最

早且最广泛应用于蛋白表达的分子载体，有效

助力了生物技术产业生产药用蛋白质、抗体、

疫苗、工业酶和分子诊断剂等重要产品[11]。然

而，依赖质粒系统的工业发酵存在以下缺点：

(1) 质粒容量有限；(2) 遗传的不稳定性；(3) 
需要额外地选择压力维持质粒在细胞内的表

达，不利于大规模工业发酵的过程控制[12-13]。因

此，将外源基因整合至宿主微生物的染色体进

行表达逐渐成为构建微生物细胞工厂的首选[14]。

近年来，随着细菌基因组编辑技术日新月异，
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大片段 DNA 在微生物染色体上的整合技术也

得到迅速发展。外源 DNA 在微生物染色体上

的整合技术可以通过多种方式实现(图 1)，如

利用内源或外源的整合酶、转座酶、重组酶

等，这些技术进一步与成簇规律间隔短回文重

复序列及相关蛋白(clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR- 
associated protein (Cas), CRISPR-Cas)体系结合可

显著提高效率以及拓展适用场景[15-21]。最新的

CRISPR 相关转座系统可以实现在不依赖于宿

主同源重组系统和 DNA 双链断裂的条件下将 

靶基因插入至宿主菌基因组上，尤其值得我们

关注[22-27]。 

1  基于同源重组的染色体基因

整合技术 
同源重组(homologous recombination, HR)

是一种在两个 DNA 分子的同源序列之间直接

进行交换的重组形式[28]，广泛存在于细菌、古

菌和真核生物中，是生物进化的动力及 DNA

修复的一种手段。自然状态下，细菌中同源重 
 

 
 
图 1  大片段 DNA 整合技术在微生物细胞工厂构建中的作用 
Figure 1  The role of chromosome integration of large DNA fragments in developing microbial cell factories. 
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组的发生涉及到多个蛋白的协同作用，包括

RecBCD 复合体识别基因组上的 Chi 位点并切

割，RecA 识别和结合 DNA 单链末端，并搜索

同源序列完成链入侵实现单链 DNA (single- 
stranded DNA, ssDNA)置换，以及 DNA 聚合酶

修补缺口完成同源重组[29]。在实际操作中，通

过对两端同源臂的设计，在细菌细胞中引入

含有同源臂和抗性筛选标签的线性 dsDNA 
(double-stranded DNA, dsDNA)片段就可以筛选

到外源 DNA 在宿主染色体上成功整合的阳性

克隆。但是，细菌内源性 RecBCD 不仅可以催

化同源重组，还可以降解线性 dsDNA。因此，

当利用大肠杆菌的重组系统进行基因编辑时，

需导入足够多的 dsDNA 片段，同时还必须抑

制内源性重组系统对 dsDNA 的降解。 
研究者早期主要是通过同源重组方式实现

外源 DNA 片段在染色体上的整合。例如，在

1979 年的一项研究中，科研人员通过同源定向

修复(homology-directed repair, HDR)在酿酒酵

母的基因组上整合了大约 1 kb 的 DNA 片段，

但自然状态下的微生物同源重组效率通常较低

(小于 1/103–1/104)[30]，因此研究者又发展了一

系列提高同源重组效率或重组事件筛选通量的

方法，例如引入抗性基因标签、引入序列特异

性双链断裂或外源重组系统等[12,25,30]。2000 年，

Datsenko 等将 λ 噬菌体的重组系统(λRed 操纵子)
在大肠杆菌细胞中表达，显著提高了大肠杆菌

的同源重组效率 [31]。Rac 前噬菌体来源的

RecET 也可以显著提高同源重组的效率。RecE
为外切核酸酶，RecT 为单链退火蛋白。目前，

λRed 系统和 RecET 系统已经被广泛应用于微生

物菌种的改造中[31-33]。2009 年，Wang 等开发

了多重自动化基因组工程 (multiple automated 
genome engineering, MAGE)，可以同时靶向基

因组的不同位置，在单个细胞或整个细胞群中

进行修饰以产生组合基因组多样性[34]。MAGE
系统利用 λ-Red 系统的单链退火蛋白 Beta，在

大肠杆菌 DNA 复制的过程中将 ssDNA 或寡核

苷酸引导至复制叉的滞后链，从而实现等位基

因置换。近年来，需钠弧菌(Vibrio natriegens)
因其极短的倍增时间(<10 min)而受到广泛关注。

在自然状态下，需钠弧菌能够吸收环境中游离的

DNA 片段并通过同源重组整合到基因组中[35]。

2022 年，研究者建立了一套适用于需钠弧菌的

高效 DNA 编辑技术，称为 NT-CRISPR (natural 
transformation with a CRISPR-Cas9-based 
counter selection strategy)。该方法基于同源重

组，借助 CRISPR/Cas 系统作为筛选工具，能

够在没有抗生素作为筛选压力的条件下以接近

100%的效率进行需钠弧菌的基因缺失、整合和

点突变(图 2)[36]。 
值得一提的是，除同源重组外，生物体内

还有两种修复 DNA 双链断裂的方式——非同

源末端连接(nonhomologous end-joining, NHEJ)
和 微 同 源 介 导 的 末 端 连 接 (microhomology- 
mediated end-joining, MMEJ)。这两种修复机制

也被研究者开发成分子工具用于染色体上的

DNA 片段整合。非同源末端连接不需要同源序

列，是一种依赖于多功能酶(核酸酶、聚合酶、

连接酶) ligase D (LigD)和DNA结合蛋白Ku的双

组分系统。Ku 蛋白以同二聚体化的形式结合

DNA 末端，招募 LigD，催化 DNA 末端的加

工和连接[37]。目前，研究者已利用 NHEJ 在多

种微生物如枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)、解

脂耶氏酵母(Yarrowia lipolitica)和某些丝状真菌

的染色体上成功整合了外源 DNA 片段[38-40]。这

一方法的不足是可能会产生双链断裂连接处

的小片段的插入或者缺失 [37]。微同源介导的

末端连接主要是应用于哺乳动物细胞中，在

细菌中极少使用，在此就不作详细阐述了。 
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图 2  NT-CRISPR 工作原理[36]   A：需钠弧菌中转入 NT-CRISPR 质粒. B：IPTG 诱导 tfoX 表达促使含

有同源臂的外源 tDNA 的吸收. C：无水四环素诱导 Cas9 蛋白和 gRNA 的合成 
Figure 2  Operating principles of NT-CRISPR[36]. A: Introduction of the NT-CRISPR plasmid into          
V. natriegens cells. B: IPTG-induced expression of tfoX for tDNA introduction. C: ATc-induced production of 
Cas9 and gRNA. 
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2  整合酶介导的染色体基因定点

整合 
温和性噬菌体感染新宿主后会在适当的条

件下将自身核酸整合至宿主的染色体中，该过

程由噬菌体编码的整合酶介导。根据序列的同

源性和作用机制的不同，噬菌体编码的整合酶

被分为两大类，丝氨酸整合酶(DNA 断裂和重

新连接的过程中形成磷酸丝氨酰键)和酪氨酸

整合酶(DNA 断裂和重新连接的过程中形成磷

酸酪氨酰键)[41]。酪氨酸整合酶家族中最为人

们熟知的是来自 P1 噬菌体的 Cre 蛋白和其识别

位点 loxP。loxP 是一段 34 bp 的两端含有 13 bp
反向重复的且具有方向性的特殊序列。Cre 蛋

白分别与 loxP 上的反向重复序列结合形成二聚

体，然后和另一个结合有 loxP 的 Cre 蛋白结合

形成四聚体，通过 Cre 的催化和基团之间的相

互取代，形成一个类似于 Holliday 的接头并完

成链置换[42]。当一个环形双链 DNA 分子上含

有一个 loxP 且菌株基因组上也含有一个 loxP
时，环形分子上的 DNA 片段就能够整合到基

因组 DNA 上。在宿主微生物的染色体上引入

loxP，并对 loxP 的方向进行设计，还可以实现

特定 DNA 片段的剪切、易位和倒位[43]。绝大

多数酪氨酸整合酶的重组机制都和 Cre-loxP 类

似，但 λ Int (来源于 λ 噬菌体的酪氨酸整合酶)
发挥功能还需要宿主菌的 IHF 蛋白参与[44]。 

丝氨酸整合酶发挥功能不需要宿主菌蛋白

的参与，能完全独立地催化重组反应。该整合

酶识别病毒 DNA 的 attP 位点和宿主菌染色体

上 attB 位点中一段特异性 DNA 序列(两个位点发

生交叉的地方都含有一个 TT 二核苷酸)，进而通

过催化 attP 和 attB 位点的重组将噬菌体核酸整

合到宿主染色体中。在整合过程中，丝氨酸整

合酶与 attP和 attB结合形成两个二聚体，引导

两个位点之间结合形成四聚体，催化丝氨酸残

基进攻 DNA 链，催化链置换并形成两个新的附

着位点 attL 和 attR (图 3A)。此外，在噬菌体编

码的重组方向因子(recombination directionality 
factor, RDF)的帮助下，整合上去的原噬菌体核

酸也可通过 attL 和 attR 序列之间的位点特异性

重组被重新切割下来[45]。φC31 是一种来源于 
 

 
 
图 3  整合酶和“剪切-粘贴”型转座子的工作原理 
Figure 3  Integrases and the “cut-and-paste” transposon system. 
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链霉菌噬菌体的比较有代表性的丝氨酸整合

酶，能介导attP和 attB之间的位点特异性整合，

有研究报道 φC31 还能介导外源 DNA 在某些真

核生物细胞基因组的“假 attP”位点的整合[46]。

2012 年，研究者利用 φC31 和新型细菌人工染

色体(bacteria artificial chromosome, BAC)在链

霉菌中构建了 BAC 文库，将大小超过 100 kb
的 BAC 质粒引入宿主菌中实现功能基因的表  
达[47]。此外，研究者利用丝氨酸重组酶介导的位

点特异性整合，成功将天然产物合成基因簇整合

到了放线菌的基因组中[48]。 
除了噬菌体编码的酪氨酸整合酶和丝氨酸

整合酶外，在细菌中还广泛存在一类特殊的整

合和接合元件(integrative and conjugative element, 
ICE)。ICE 是一大类可移动遗传元件，能够像接

合质粒一样通过接合转移到新的宿主中，并被

整合到受体细胞染色体中，通过宿主复制和细

胞分裂被动繁殖[49-50]。不同菌株来源的 ICE 的大

小差异很大(20–500 kb)，通常含有抗生素抗性基

因，共生或毒力相关基因，因此其整合到受体菌

株中后能够促进受体菌的进化[51-52]。2018 年，

Christopher A. Voigt 团队利用枯草芽孢杆菌来

源的 ICE Bs1 构建了一个工程菌株 XPORT，该

菌株能够将含有异源 DNA 的 mini-ICE 转移到

来源于土壤、肠道和皮肤的几十种细菌中，并

整合至受体菌株的染色体上。即使在非标准的

实验条件下，例如直接将 XPORT 和受体菌株

一起添加到无菌土壤中共孵育，一周后也能在

受体菌株中检测到整合事件的发生[53]。 

3  转座子介导的染色体基因随

机整合 
转座子(transposon)最早被称为跳跃基因，

广泛分布于真核生物和原核生物中，是一段特

殊的 DNA 序列，能够通过自我切除或单独复

制得到一个与自身完全相同的 DNA 序列，在

转座酶的作用下插入宿主基因组内的新位置或

插入同一细胞中存在的其他 DNA 分子中。作

为一种遗传工具，转座子广泛被用于插入失

活、基因标记、大片段整合和测序[54]。 
转座子主要由转座酶和转座序列两部分组

成。根据转座机制的不同，转座子大致可以分

为通过“剪切-粘贴”机制进行复制的 DNA 转座

子和通过“复制-粘贴”机制进行转座的逆转座

子。而根据插入位点的偏好性，转座子又可分

为随机插入型转座子和位点特异插入型转座

子。随机插入型转座子没有特异的识别位点，

倾向于在基因组的任意位置随机插入，位点特

异插入型转座子需要基因组上存在特异的识别

序列，在识别位点上或识别位点附近进行整

合。随机插入型转座子主要包括有来自于果蝇

的 Mariner 转座子、来源于噬菌体的 Mu 转座子

和来源于细菌的 Tn 系列转座子(如 Tn5)等。位点

特异性转座子主要包括识别保守序列的转座子

Is605 等[55]和识别专一位点的转座子 Tn7 等[20]。 
Mariner 转座子和 Tn7 转座子是目前研究

得较为清楚的两个转座子。Mariner 转座子最

早在毛里求斯果蝇中被发现，后来发现在脊椎

动物、节肢动物、线虫中也广泛分布，是自然

界中分布最广的转座子家族之一[56-57]。Mariner
转座子家族是 DNA 转座子，遵循“剪切-粘贴”
的转座模式，转座发生时，转座酶会特异性识

别转座子两侧正向或反向重复序列形成同源二

聚体，将重复序列和中间的 DNA 序列精确切

除下来，携带着整合到基因组上任意 TA 二核

苷酸中间，此过程不需要任何除了复制、修

复、翻译以外的其他宿主因子的参与(图 3B)。
Mariner 转座子作为一种遗传工具，具有广泛

的适用性，在细菌、真菌甚至哺乳细胞中都能
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发挥作用，且该转座子可携带较大的 DNA 片

段在染色体上实现插入[58]。但催化该转座系统

的 Himar1 转座酶的效率较低。通过对 Himar1
转座酶的突变，科学家得到了一个转座效率提

高 50 倍的 Himar1 突变体——Himar1C9[59]，极

大地提升了 Mariner 转座子的工作效率。 
Tn7 转座子是一个比较特殊的转座子，它

是一个位点特异插入型转座子但同时也包含有

“随机”转座的相关机制。Tn7 转座子含有转座

序列和 5 个转座相关蛋白：TnsA、TnsB、

TnsC、TnsD、TnsE[60]。TnsA 和 TnsB 是核酸

内切酶，负责将转座元件从原位点切割下来并

将其连接到目标位点；TnsC 是一种调控蛋白

ATPase；TnsD 是 TniQ 蛋白家族成员，能够特

异性识别 glms 基因下游的保守 attTn7 位点，引

导的转座事件在此发生；TnsE 识别质粒和丝状

噬菌体中特定的 DNA 结构，如滞后链合成过程

中冈崎片段上出现的 3′凹陷末端 [61-64]。简言

之，Tn7 转座事件的发生包括两条途径：一条

途径利用 TnsD 识别宿主的保守附着位点

(attTn7)，将目标基因整合在该识别位点的下游

序列中；另一条途径利用 TnsE 优先将转座靶

向移动质粒和丝状噬菌体，促进这些元件转移

到新的宿主。由于大多数菌株都含有 glms 基

因，Tn7 转座子被广泛应用于革兰氏阴性菌的

染色体整合 [65-66]。有些细菌(如伯克氏菌属)还
含有多个 glms 基因，当向这些菌株中转入 Tn7
系统时，可以整合到目标菌株染色体的多个位

点，转座效率超过 90%[67]。 
此外，国外研究者最近报道了一种将转座酶

与 Cre 重组酶结合使用的正交系统，即底盘非依

赖性重组酶辅助基因组工程(chassis-independent 
recombinase-assisted genome engineering, CRAGE) 
(图 4)。CRAGE 首先利用转座子将 Cre 重组酶的  

 

 
 
图 4  CRAGE 的基本工作流程[68] 
Figure 4  The basic process of CRAGE[68]. 
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编码基因和抗性基因整合至宿主菌的基因组上，

并引入两个可被重组酶识别的 lox 位点(lox5171、
loxP)，使得后续包含对应 loxP 位点的基因片段

可在Cre重组酶的作用下替换 cre基因和抗性基

因，实现在染色体上的整合。在 CRAGE 基础

上，研究者又通过转座在宿主菌染色体上同时引

入了 3 个 lox 位点(lox5171、loxP、lox2272)，建

立了可进行两轮次整合的 CRAGE-Duet 系统[68]。 

4  Ⅱ类内含子介导的染色体基

因整合 
Ⅱ类内含子又称为逆转录转座子，是一类

可移动遗传元件，存在于细菌、古菌及某些真

核生物的线粒体和叶绿体 DNA 中，尤其在细

菌中比较普遍 [69-70]。Ⅱ类内含子中包含编码自

剪接核酶和逆转录酶的开放阅读框。逆转录酶

可与内含子 RNA 结合，并促进内含子 RNA 自

剪切，由此产生内含子 RNA 和逆转录酶结合

的核糖蛋白质复合物 RNP。稳定的 RNP 复合

物通过 RNA 中的特定碱基序列识别 DNA 上的

靶点，实现内含子 RNA 在 DNA 上的整合。插

入的内含子 RNA 序列可作为模板被逆转录酶

转录成 cDNA，并通过后续的 DNA 重组或修复

机制被整合到宿主的基因组中(图 5)[71]。Ⅱ类内

含子根据识别目标位点的方式不同，可进一步

细分为ⅡA、ⅡB、ⅡC。其中最常用的是来自于

乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)的ⅡA 类内含子

Ll.LtrB，其具有很高的靶标特异性。内含子

RNA 由 6 个结构域组成，最大的结构域Ⅰ包含

有 3 个序列基序 EBS1、EBS2 和 δ，通过与外

显子中的 IBS1、IBS2、δ′互补碱基序列配对识

别 DNA 靶位点[70,72]。 
根据Ⅱ类内含子的基本特性，通过设计

EBS1、EBS2和 δ 的序列，可以驱使内含子 RNA
插入到不同的 DNA 链，由此衍生了 Targetron 

 
 
图 5  Ⅱ类内含子的基本工作原理 
Figure 5  Operating principle of group Ⅱ introns. 

 
基因敲除技术，并被用于在细菌中进行基因的

插入失活[73-75]。Targetron 技术也被用于传递染

色体上的基因整合。例如，研究者利用乳球菌

修饰后的Ⅱ类内含子将绿色荧光蛋白 (green 
fluorescent protein, GFP)基因插入至乳球菌的

转座酶编码基因 tra904 中。由于 tra904 在乳球

菌染色体上具有多个拷贝，因此实现了 gfp 基因

的多位点整合[69]。 
除此之外，研究者还利用修饰后的 Ll.ltrB

在乳球菌基因组上成功整合了噬菌体抗性基

因、四环素标记基因等，均能在菌体细胞内稳

定表达[76]。然而，在用于基因传递时，修饰后

Ⅱ类内含子的插入效率不稳定，且Ⅱ类内含子

可装载的货物基因大小有限，最大 1.8 kb，很
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难进行更大片段的整合[74]。 

5  结合CRISPR-Cas系统的染色

体基因定向整合 
上述的染色体 DNA 整合技术各有特点，但

在效率、精准度以及便利性方面均存在不足。

基于 CRISPR-Cas 的基因组编辑技术的出现为

这一类遗传操作提供了全新的选择。2019 年，

研究者将来源于噬菌体的丝氨酸整合酶和

CRISPR-Cas9系统联用，利用两套整合酶体系在

永达尔梭菌(Clostridium ljungdahlii)的染色体上

引入了丙酮丁醇梭菌(Clostridium acetobutylicum)
来源的丁酸合成途径(8.5 kb)，得到了一个能够

发酵合成气生产丁酸的工业菌株[18]。同年，研

究者将 dCas9 与转座酶 Hsmar1 或 Himar1C9 融

合表达，利用合成的转座酶-dCas9 融合蛋白在

无细胞反应体系中实现定向转座；此外，这套

系统也被证明在大肠杆菌中能靶向质粒实现

DNA 的定向整合[16,19]。 
2017 年，有研究者进行了一项对细菌和古

菌基因组的生物信息学调查，发现许多类似

Tn7 的转座子，其包含由 Cas8f、Cas5f、Cas7f
和 Cas6f 组成的最小Ⅰ-F 型 Cas 蛋白和一个

CRISPR 短序列，或者包含类似截短的Ⅰ-B 型

Cas 蛋白和 CRISPR 短序列。在这些类似 Tn7 的

转座子中，CRISPR 基因座(cascade)替代了 Tn7
转座子中具有随机靶向功能的转座酶 TnsE，充

当了一种基因补体的功能。这种转座子相关的

CRISPR-Cas 系统的特殊组成意味着它们能够

进行前体 CRISPR RNA (pre-crRNA)的加工，产

生成熟的 crRNA 和靶标结合，但不能完成对外

源 DNA 所需的靶标切割[24]。2019 年，另一项生

物信息学的研究结果显示，上述类似Tn7的转座

子捕获了 3 种能够识别靶位点但没有切割活性的

Cas 变体，包括更小的Ⅰ-F 和Ⅰ-B 型 Cas 蛋白以及

1 个无核酸酶活性的Ⅱ类 Cas 蛋白(Ⅴ-K 型)[77]。研

究者发现这些 CRISPR-cas 变体不参与宿主抵

御外源 DNA，推测其可能介导遗传元件的传

播，由此也提出了 CRISPR 系统的新功能及其与

移动遗传元件之间的进化关系，即前者可能通

过与后者的整合为其发挥功能提供优势，例如

增强转座子的可移动性[78]。 
2019 年，Sternberg 团队和张锋团队分别发

表文章，利用上述 CRISPR-Cas 系统指导相关转

座酶可实现目标基因的定点插入(图 6)。Sternberg
团队关注的是霍乱弧菌(Vibrio cholerae) CRISPR
相关转座系统(VchCAST)。VchCAST 包含 3 个

质粒，即 pDonor、pTnsABC 和 pQCascade。其

中 pTnsABC 编码 3 个转座酶相关基因 TnsA、

TnsB、TnsC；pQCascade 编码 TniQ 和Ⅰ-F 型

DNA 靶向复合物 cascade。TniQ 既可以和 cascade 

 

 
 
图 6  CRISPR 相关转座 
Figure 6  CRISPR-associated transposition. 
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相互作用，也可以与调控蛋白 TnsC 相互作

用，后者可招募 TnsA 和 TnsB 转座酶，因此可

携带转座子至目标位点实现基因插入。研究者发

现插入事件通常发生在目标序列下游 47‒51 bp
的位置，存在 2 个插入方向，遗留 5 bp 的 Tn7
转座疤痕，这是 Tn7 转座事件发生的标志性特

征 [22]。2021 年，Sternberg 团队采用质粒骨架

pBBR1 装载所有的转座相关原件，单启动子 T7
驱动所有元件表达，构建了CRISPR相关转座系

统 INTEGRATE (insert transposable elements by 
guide RNA-assisted targeting)，使转座效率比原

先的三质粒系统提高了近 1 倍，所携带的基因大

小也提高到 10 kb 以上[25]。单质粒系统的整合具

有方向性偏好，更便于后续的基因型检测。同

时，通过整合酶和重组酶的正交结合使用，这

一系统还可以在基因组上实现同步的多重基因

插入或缺失[25]。INTEGRATE 系统的不足之处

在于组分较多、载体较大，从而影响了可操作

性，并在实际应用中会对插入的 DNA 片段大小

有较大限制。 
张锋团队聚焦一种来自于蓝藻 (Scytonema 

hofmanni)的 CRISPR 相关转座系统(ShCAST)，
其由Ⅴ-K 型 CRISPR 效应复合物和 3 个转座酶

TnsB、TnsC、TniQ 组成。CRISPR 效应复合物

将转座酶引导至目标位点，ShCAST 则通过在

原间隔体下游 60−66 个碱基对的位置单向插入

DNA 片段，从而实现 RNA 引导的 DNA 转座。

在 没 有 使 用 抗 生 素 进 行 筛 选 的 情 况 下 ，

ShCAST 整合 DNA 片段至大肠杆菌染色体的频

率高达 80%[23]。2021年，又有研究者从结构生

物学和生化的角度解析了Ⅴ型 CRISPR 转座子

系统的具体作用机制，为后续进一步优化

CRISPR 相关转座子系统作为位点特异性整合

工具提供了有价值的信息[79]。与 INTEGRATE

相比，shCAST 的质粒元件更小，理论上可以整

合更大的 DNA 片段。2022 年，国内的俞汉青

团队利用优化的 shCAST 系统在奥奈达希瓦氏

菌(Shewanella oneidensis) MR-1 的染色体上成

功整合了>30 kb 的 DNA 片段，扩宽了该菌的

底物谱[80]。  
自上述两种 CRISPR 相关转座系统被开发

成大片段 DNA 染色体整合工具以来，更多的

研究者开始拓展该系统的应用范围。例如，

国内的杨晟团队也基于 VchCAST 开发了多重

染色体整合工具，设计了 CRISPR 相关转座子

靶向细菌基因组中的多拷贝 IS 位点，可获得

染色体上插入 10 个目标基因拷贝的菌株[27]。

2021 年，该研究团队还发现了一种来源于透明

假交替单胞菌 (Pseudoalteromonas translucida) 
KMM520 的新型 CAST (PtrCAST)系统。PtrCAST
最大的特点和优势是没有原间隔序列邻近基序

(protospacer adjacent motif，PAM)序列的偏好

性，相较于 VchCAST 能够携带更大的基因片

段进行整合。通过将 PtrCAST 与 VchCAST 联

合使用，可以将基因片段插入各自的靶位点而

不会互相干扰[26]。Jennifer A. Doudan 研究团队

则将 CRISPR 相关转座系统直接靶向菌群，利

用这种方式在微生物群落中快速筛选出可以进

行遗传改造的菌株[81]。总体来讲，CRISPR 相

关转座系统不依赖同源重组，能够以 RNA 为

向导靶向插入到基因组的不同位置，转座效

率较高，可携带的基因片段较大，同时具备

高效、精确、可编程的优势，有很广泛的应

用前景。 
综上所述，现有的大片段 DNA 染色体整合

方式存在着各自的优势及不足(表 1)。研究者们

可以根据不同的研究需要以及不同底盘细胞的

特性采用最适的技术方法。 
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表 1  大片段 DNA 染色体整合技术的比较 
Table 1  Comparison of the technologies for chromosomal integration of large DNA fragments 
Tools Efficiency Insertion sites on the chromosome Operability 
Homologous recombination Host-dependent Any position, dependent on homologous arms Easy 
Integrase-mediated 
site-specific recombination 

High Based on the integrase recognition sites Moderate 

Transposase-mediated 
insertion 

High Site-specific or random, based on the transposon 
insertions 

Easy 

CRISPR-Cas system Host-dependent Dependent on the PAM sequences and homologous arms Moderate 
Group Ⅱ intron High Dependent on the intron RNA recognition sites Complicated 
CRISPR-associated 
transposition 

High Dependent on the targeting of CRISPR-associated 
transposition systems 

Complicated 

 
6  展望 

在过去的几十年里，研究者们相继开发了

一系列大片段基因簇在微生物染色体上整合的

方法，推动了技术的发展，但也不同程度地存

在整合效率低、整合位点不可控、难于实现多

位点整合等问题。随着 CRISPR 相关转座系统

的发现和研究，这种状况已经得到较大改善。

CRISPR 相关转座系统兼具 CRISPR-Cas 元件的

可编程性和转座酶的整合活性，能够以极高的

效率在宿主细菌的染色体中整合大片段 DNA，

在构建微生物细胞工厂方面极具应用价值。然

而，这一系统目前在实际应用中也存在着一些

局限性。例如，在基因组上插入 DNA 的片段大

小受限，会遗留转座疤痕等；只在少量的革兰

氏阴性细菌如大肠杆菌中进行了测试，其是否

能够在更多的重要工业细菌 (如谷氨酸棒杆

菌、梭菌属等)及真菌(如酵母等)中发挥功能尚

未可知；这一技术虽然可以实现在细菌染色体

上进行 DNA 片段的多位点整合，但各个位点

的插入效率差异较大，尚不能进行有效控制。

这些不足都有待后续研究和改进。 
此外，需要指出的一点是，我们在对目标

菌株进行染色体上的大片段 DNA 整合时，除了

需要考虑整合效率和拷贝数，对于整合靶位点

的选择也是值得关注的一个重要方面。同样的

基因簇整合在染色体上的不同位置，其表达情

况和产生的表型往往存在较大差别。目前，我

们尚只能通过前期筛查来预先挑选出一些合适

的整合位点，但费时费力。因此，进一步深入

理解和阐明影响染色体上大片段 DNA 表达效

率的机制以及规律对于设计和优化这一技术体

系至关重要，这方面的研究亟待加强。 
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