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摘要：【目的】比较 CRISPR-Cas9 系统与 mazF 法这两种酿酒酵母染色体大片段删减方法。【方法】分

别用上述两种方法删减了酿酒酵母长度为 26.5 kb 的染色体大片段 YKL072W-YKL061W，并比较了两

种方法的转化效率、敲除成功率。【结果】利用 CRISPR-Cas9 系统平均得到 5 个转化子，但正确率为

100%；mazF 法得到约 100 个转化子，正确率略低于前者，为 93%。【结论】两种方法均能高效删减

酿酒酵母染色体大片段，CRISPR-Cas9 系统正确率较高，操作简便省时；mazF 法相对稳定，对目的基

因无 PAM 位点要求。 

关键词：酿酒酵母，大片段删减，CRISPR-Cas9，mazF，方法比较 

 

酿酒酵母作为真核模式生物，由于具有繁殖

快、无致病性、遗传背景清晰等优势，多年来被

广泛应用于工业生产及生物学研究[1]。基于合成生

物学中底盘细胞的概念，在酿酒酵母基因组精简

的过程中[2]，染色体大片段删减成为一种必要的手

段。在酿酒酵母中删减染色体大片段，染色体裂

分技术[3]、Cre-loxP 系统[4]以及 Latour 法[5]都是比

较成熟的常用手段。然而这几种方法在打靶效率、

同源区残留问题以及操作简便性等方面都有待提

高。近年来，利用 CRISPR-Cas 系统进行基因编辑

已成为研究热点，在大肠杆菌[6]、酿酒酵母[7–9]、

大米[10]、小鼠[11]等生物中均有报道。 

CRISPR-Cas 系统是细菌和古生菌利用 RNA

引导的核酸酶来抵御病毒、质粒等外源入侵核酸

的免疫系统，CRISPR 全名为成簇的规律间隔的

短回文重复序列(Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats)，Cas 为 CRISPR 相关蛋

白(CRISPR -associated proteins)。CRISPR-Cas 系

统分为 3 个主要类型及 11 个亚型[12]。其中Ⅱ型

CRISPR-Cas 系统中以Cas9 为标志蛋白。CRISPR-Cas
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系统发挥作用靠 RNA 复合物的引导作用以及

Cas9 核酸酶的剪切作用。其中 RNA 复合物由

CRISPR RNA (crRNA)和反式激活 CRISPR RNA 

(tracrRNA)组成，crRNA 包含了 20–30 bp 的靶序

列以及能与 tracrRNA 结合的序列，二者结合成能

够被 Cas9 核酸酶识别的 RNA 二聚体复合物，进

而引导 Cas9 核酸酶切割邻近 PAMs 的靶序列。目

前广泛应用的是简化的Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统，该

系统中的 gRNA 由 crRNA 以及确定的 tracrRNA

融合而成，应用时只需更换 gRNA 5′端 20 bp 的靶

序列即可[13]。需要注意的是，选择的靶序列一定

要紧挨着 PAM 序列(一般为 NGG 形式)的 5′端。 

Cas9 核酸酶介导的 DNA 双链断裂可以通过

非同源末端连接 (non-homologous end joining，

NHEJ)和同源重组方式(homology-directed repair，

HDR)两种手段进行修复。NHEJ 方式可能会导致

双链断裂位置不同长度的插入或缺失突变；HDR

方式则可以通过基因组 DNA 与 DNA 修复模板的

同源重组进行精确的点突变或外源基因插入。 

mazF 基因是来源于大肠杆菌中编码核酸内

切酶的毒力基因，MazF 能够特异性切割游离

mRNA 的 ACA 位点，因此 MazF 蛋白的表达能够

导致原核及真核细胞的程序性死亡[14]。本实验中

即利用 mazF 该特点，将其作为负筛标记进行大片

段删减及筛选标记回收。 

本文通过利用 CRISPR-Cas 系统以及 mazF 介

导的大片段删减方法同时对酿酒酵母中的染色体

大片段进行删减，将两种方法的转化效率、删除

成功率以及操作简便性等方面进行了比较，为以

后在酿酒酵母中进行大片段删减的方法选择提供

了依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种、质粒和引物：本研究中用到的菌株和

质粒如表 1 所示，本研究中用到的引物由金唯智生

物科技(北京)有限公司合成，信息如表 2 所示。 

1.1.2  培养基和生长条件：YPD 培养基(g/L)：20 g

葡萄糖，20 g 蛋白胨，10 g 酵母粉，1 L ddH2O。合

成培养基 SC (g/L)：20.0 g 葡萄糖，5.0 g 硫酸铵，1.7 g

无氨基酵母氮源，1.3 g 氨基酸混合物，1 L ddH2O。

碳源更换为同等比例半乳糖的合成培养基作为

mazF 负筛培养基。营养缺陷培养基则为添加了相应

氨基酸缺陷的氨基酸混合物的合成培养基。LB 培养

基(g/L)：10 g 胰蛋白胨，5 g 酵母粉，10 g 氯化钠，

1 L ddH2O。氨苄青霉素的使用浓度为 100 μg/mL。

固体培养基加入 20 g/L 琼脂粉。BY4741 的培养条

件为 30 °C，200 r/min；大肠杆菌培养条件为 37 °C，

200 r/min。 

表 1.  本研究中所用菌株和质粒 

Table 1.  Strains and plasmids used in this study 
Strains or plasmids  Characteristics Source 
BY4741 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; ura3Δ0; met15Δ0 EUROSCARF 

IMX581 MATa; ura3-52 can1_::cas9-natNT2; TRP1; LEU2; HIS3 EUROSCARF 

41-cas9 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; ura3Δ0; met15Δ0 can1_::cas9-LEU2 This study 

pUG73 Template for LEU2  EUROSCARF 

pROS10 2 μm ampR URA3 gRNA-CAN1.Y gRNA-ADE2.Y EUROSCARF 

pROS10-11L 2 μm ampR URA3 gRNA-STB6 gRNA-BLI1 This study 

pGREG506-mazF Template for mazF This study 
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表 2.  本研究中使用的引物 

Table 2.  Primers used in this study 
Primers  Sequences (5′→3′) Target genes 
HRA-F ATGCTTCTACTCCGTCTGCT Upstream region of CAN1 

HRA-R ATTTTGAAGCTATGAGCTCCAGCTTCGGCCACATTTATGACGATC Upstream region of CAN1 

Cas9-F ATAATGATCGTCATAAATGTGGCCGAAGCTGGAGCTCATAGCTTC Cas9 

Cas9-R CCTGCAGCGTACGAAGCTTCAGCTGCCGCAAATTAAAGCCTTCGAG Cas9 

Leu2-F GACGCTCGAAGGCTTTAATTTGCGGCAGCTGAAGCTTCGTACGC LEU2 

Leu2-R AGAAGAGTGGTTGCGAACAGAGTAAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG LEU2 

HRB-F TATCAGATCCACTAGTGGCCTATGCTTACTCTGTTCGCAACCACT Downstream region of CAN1

HRB-R CTTGTCCCTTATTAGCCTTG Downstream region of CAN1

6005 GATCATTTATCTTTCACTGCGGAGAAG Backbone of pROS10 

YKL072W-F TGCGCATGTTTCGGCGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATGATCTCAA
ATTCAAATTTATCACAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAG
TCCGTTATCAAC 

2 μm fragment 

YKL061W-F TGCGCATGTTTCGGCGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATGATCTGAC
ATGAAGTTAAATATGTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAG
TCCGTTATCAAC 

2 μm fragment 

11L-det-F GACAAGACCACCGAGTCGAAT Detection of deletant strain 

11L-det-R TTTGTACGCTGGTGACATCG Detection of deletant strain 

11L repair-F1 GTGGATATACGTAATGCACATT Donor DNA 

11L repair-R1 TCGATCTATCGTTTTTGATAGCTTTTTCCCCCAGCAAATATATT Donor DNA 

11L repair-F2 AATATATTTGCTGGGGGAAAAAGCTATCAA AAACGATAGATCGA Donor DNA 

11L repair-R2 AGTTTTTTAATGAGTATTGAATCTG Donor DNA 

B29-F CACCGAGTCGAATCCAAGTT HR1 

B29-R TAATCGATCTATCGTTTTTGATAGCTTTTTCCCCCAGCAAATATAT HR1 

B30-F AATAATATATTTGCTGGGGGAAAAAGCTATCAAAAACGATAGATCGAT HR3 

B30-R GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTCCAGAAATCTTGGCTGAACAC HR3 

mazF-F TTTGGTGTTCAGCCAAGATTTCTGGAACCCTCACTAAAGGGAACA mazF 

mazF-R CCTGCAGCGTACGAAGCTTCAGCTGTGCTGGTCGCTATACTGCT mazF 

B31-F ATCGACAGCAGTATAGCGACCAGCACAGCTGAAGCTTCGTACGC LEU2 

B31-R TCTGATGAGTGGCTTCCAGTTGCATGCATAGGCCACTAGTGGATCTG  LEU2 

B32-F TATCAGATCCACTAGTGGCCTATGCATGCAACTGGAAGCCACTC HR2 

B32-R GTTGGAAATCCGACGTTATT HR2 
 

1.1.3  主要试剂：SORB：0.1 mol/L 醋酸锂，  

0.01 mol/L Tris-HCl (pH 8，用 1 mol/L 储液稀释)，

0.001 mol/L EDTA/NaOH (pH 8，用 0.5 mol/L 储液

稀释)，1 mol/L 山梨醇，调节 pH=8，灭菌后室温

保存。40% PEG：0.1 mol/L 醋酸锂，0.01 mol/L 

Tris-HCl (pH 8，用 1 mol/L 储液稀释)，0.001 mol/L 

EDTA/NaOH (pH 8，用 0.5 mol/L 储液稀释)，40% 

PEG3350，过滤除菌，4 °C 保存。实验所用氨基 

酸、抗生素购于鼎国科技生物有限公司；质粒快

速小提试剂盒购于天根生物科技公司；PCR 试剂，

DNA marker 购于宝生物工程有限公司；大肠杆菌

感受态 DH5α 购于康为世纪生物科技有限公司。 

1.2  利用 CRISPR-Cas9 系统进行基因组大片段

删减 

CRISPR-Cas9 系统主要通过介导染色体双链

断裂(DSB)，进而以修复片段为模板进行 DNA 修
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复，从而达到大片段删减的目的，工作原理简图

如图 1 所示。为了提高大片段删减的成功率，本

文在目的片段的两端选取了 2 个靶点，如图 1 中

箭头所指。修复片段如图所示由目的基因上下游

片段融合而成，通过共转化带有 2 个靶序列的

gRNA 表达质粒与修复片段发生染色体双链断裂

与定向修复。最终通过菌落 PCR 与测序确认目的

大片段的删除。 

 

图 1.  CRISPR-Cas9 系统删减方法示意图 

Figure 1. Schematic representation of the 
CRISPR-Cas9 system deletion method. 
 

1.2.1  Cas9 蛋白表达菌株的构建：通过酵母基因

组数据库(Saccharomyces Genome Database，SGD)

查询基因 can1 序列，设计引物 HRA-F/R、HRB-F/R，

以酿酒酵母基因组为模板分别扩增 can1 基因的上

下游片段作为同源重组的同源臂。以质粒 pUG73

为模板扩增 LEU2 标记，以菌株 IMX581 基因组为

模板扩增 cas9 基因。将含有搭叠序列的片段共转

化导入细胞，利用酿酒酵母的同源重组系统获得

cas9 与 LEU2 整合到酿酒酵母染色体上 can1 基因

位置的 Cas9 蛋白表达菌株。 

1.2.2  gRNA 表达质粒的构建[8]：以质粒 pROS10

作为 gRNA 表达质粒，可搭载 2 个靶序列 gRNA。

首先 PCR 扩增得到 pROS10 质粒骨架以及带有 2

个靶点 gRNA 序列的 2 μm 片段，将纯化回收的 2

个 片 段 转 化 至 酿 酒 酵 母 BY4741 ， 利 用 质 粒

pROS10 所带的 URA3 筛选标记进行筛选。挑选单

菌落接种至液体培养基，提取质粒回转至大肠杆

菌 DH5α 扩增质粒，进行测序比对后，选取带有

两个正确 gRNA 靶序列的质粒，并保存菌种。 

1.3  mazF 作为负筛标记的大片段删减方法[14–15] 

利用 mazF 作为负筛标记的大片段删减方法

主要有两步，如图 2 所示，首先利用同源重组将

同源臂、LEU2 标记以及 mazF 表达盒整合到目的

大片段的上游，得到中间态菌株。第二步，通过

诱导表达毒力基因 mazF 发生第 2 次同源重组，将

目的大片段以及筛选标记弹出，得到大片段无痕

删减的最终缺失态菌株。 

 

图 2.  mazF 介导的删减方法示意图 

Figure 2.  Schematic representation of the mazF-mediated deletion method. 
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1.4  酿酒酵母感受态的制备及转化[16] 

制备酿酒酵母感受态细胞：1.5 mL 离心管室

温收集酵母菌体，加入 1 mL 无菌水漂洗，再加入

1 mL SORB 进行漂洗。最后用 50 μL SORB 悬浮，

加入 4 μL 鲑精 DNA 后用于转化或–80 °C 保存。 

酿酒酵母转化是基于 LiOAc 法。取 80 μL 酵

母感受态细胞，加入 1/5 体积质粒 DNA 或 PCR

片段产物充分混匀。加入 6 倍体积 40% PEG，混

匀后室温放置 30 min。加入 1/9 体积 DMSO 混匀

后 42 °C 热击 15 min。离心去上清后加入 100 μL

无菌水涂布平板。 

1.5  基因组大片段删减菌株的表型检测 

为了检测大片段缺失菌株的生长表型，本文

测定了出发菌株及大片段删减菌株的生长曲线以

及在不同压力条件下菌株的生长情况。菌株起始

OD 调为 0.1，接菌至含 20 mL YPD 培养基摇瓶中，

间隔 8 h 利用分光光度计测定 OD600 吸光值。为了

检测大片段缺失菌株的抗逆性有无变化，将 10 倍

梯度稀释的菌液点至 YPD 平板以及分别添加了

8%乙醇、1.5 mol/L NaCl、1 mol/L 山梨醇的平板

上。为了检测菌株的耐热性，将菌液于 50 °C 水浴

30 min 后稀释点板。通过添加 0.1 mol/L Tris-HCl 

缓冲液配置 pH 8.5 的碱性平板，检测耐碱性。 

2  结果和分析 

2.1  Cas9 蛋白表达菌株的构建 

为了避免每次删减时都转化 cas9 基因表达质

粒，本实验首先将 cas9 基因整合到酿酒酵母

BY4741 染色体上 can1 基因座，构建了 1 株 Cas9

蛋白表达菌株，命名为 41-cas9 菌株。PCR 扩增

cas9 基因、同源臂 HRA、HRB 以及 LEU2 筛选标

记。共转化 4 个片段，通过菌落 PCR[17]初步检测

整合成功的转化子。转接初步验证正确的转化子，

转化靶点为 ade2 基因的质粒 pROS10，将转化所

得转化子点接到 YPD 平板，如图 3 所示，可以观

察到有变红的菌落出现，证明 cas9 基因正确整合

到染色体并表达出具有生物活性的 Cas9 蛋白，在

ade2 基因位置进行切割导致其失活。 

 

图 3.  ade2 基因突变菌落表型 

Figure 3.  Phenotype of colonies with ade2 gene 
mutated. 

 

2.2  构建 gRNA 表达质粒进行酿酒酵母大片段

删减 

本文选取质粒 pROS10 作为 gRNA 表达质粒，

可搭载 2 个靶序列 gRNA。以大片段 YKL072W- 

YKL061W 作为删减对象，该片段共包括 14 个

ORF，全长约为 26.5 kb，如表 3 所示。分别选取大

片段两端基因 STB6 和 BLI1 作为 Cas9 切割位点。

PCR 克隆 pROS10 质粒骨架和两侧分别带有含

STB6 和 BLI1 靶序列 gRNA 的 2 μm 片段后转化至

酿酒酵母进行组装，提取质粒回转大肠杆菌扩增，

经测序正确的质粒命名为 pROS10-11L。供体 DNA

由删减片段上下游片段融合而成，大小为 500 bp

左右。将质粒 pROS10-11L 与修复片段一起转化

至菌株 41-cas9，涂布 SC-ura-leu 平板。通过 6 次

平行实验，转化子个数平均为 5 个(表 4)，以引物

对 11L-det-F/R 进行菌落 PCR 检测，条带大小为

1200 bp，符合预期，如图 4 所示。测序验证正确敲 



吴玉珍等 | 微生物学报, 2017, 57(11) 1609 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

表 3.  删减大片段所包含 ORFs 信息  

Table 3.  The information of ORFs included in the 
deletion region  

Systematic name Standard name Length/ bp

YKL061W BLI1 342 
YKL062W MSN4 1893 
YKL063C  504 
YKL064W MNR2 2910 
YKL065C YET1 621 
YKL065C-A  222 
YKL066W  444 
YKL067W YNK1 462 
YKL068W NUP100 2880 
YKL068W-A  237 
YKL069W  543 
YKL070W  510 
YKL071W  771 
YKL072W STB6 2301 

 

表 4.  CRISPR-Cas9 系统与 mazF 法的比较  

Table 4.  Comparison of CRISPR-Cas9 system and 
mazF-mediated method 
Methods Clone No. a Clones with expected deletion/%

CRISPR-Cas9 5 100 (30/30) 
mazF 100 93 (28/30) 

a Values represent results of six independent operations. 

 

图 4.  大片段删除 PCR 检测电泳图 

Figure 4.  Identify of large deletion. M: DL2000 marker; 
lane 1–8: PCR amplication with 11L-det-F/R. 

除大片段。验证正确的 YKL072W-YKL061W 片段

缺失菌命名为 W4。未加修复片段的对照平板平均

得到 2 个转化子，均为假阳性。转化子的数目偏

少可能是由于同时进行 2 个位点的双链断裂而对

菌体有损伤。 

2.3  mazF 作为负筛标记的大片段删减 

该方法在 Latour 法的基础上将负筛标记 URA3

更换为 mazF 标记。通过半乳糖诱导 mazF 表达进

行第 2 次同源重组，得到 100 个转化子(表 4)。随

机选取 30 个转化子同样进行菌落 PCR，正确率达

93%。检测结果如图 5。 

2.4  大片段删减菌株的表型检测 

出发菌株及大片段 YKL072W-YKL061W 缺

失菌 W4 生长曲线如图 6 所示。可见缺失菌株 W4

生长并未受到影响，与出发菌株几乎没有区别。

抗逆性点板实验结果如图 7 所示，在 YPD、8%乙

醇、1.5 mol/L NaCl、1.0 mol/L 山梨醇、pH 8.5 平

板以及热处理后，W4 菌株生长均未受影响，说明

大片段 YKL072W-YKL061W 的删减对菌株耐热

性、耐碱性、乙醇耐受性以及高盐、高渗透压条

件下的生长无明显影响。 

 

图 5.  大片段删除 PCR 检测电泳图 

Figure 5.  Identify of large deletion. M: DL2000 marker; 
lane 1–9: PCR amplication with 11L-det-F/R; lane 10: 
wild type BY4741. 

 

图 6.  基因组大片段缺失菌株生长曲线 

Figure 6.  Growth curve of the strain with large deletion. 

 

图 7.  大片段缺失菌株的表性检测 

Figure 7.  Phenotypes of the deletion mutants. 
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3  讨论 

CRISPR-Cas 系统是一项新的用于定向基因

编辑的重要技术，通过带有特异性靶序列 gRNA

引导 Cas9 核酸酶，在目的序列进行切割产生双链

断裂，通过供体 DNA 与基因组 DNA 的同源重组

进而实现对基因组的定向改造。本实验选取了

26.5 kb 的染色体大片段 YKL072W-YKL061W，在

大片段区域的上下游端部基因位置选取了 2 个靶

序列，构建双 gRNA 表达质粒，与修复 DNA 一起

转化至已构建好的 Cas9 蛋白表达菌株 41-cas9。

平均得到 5 个转化子，经检测全部为正确删减了

大片段的缺失菌株，正确率 100%。 

mazF 介导的大片段删减方法首先转化 3 个同

源臂及正负筛选标记构建中间态菌株，然后利用

诱导表达 mazF 毒力基因进行大片段的删减以及

筛选标记的回收，得到无碱基残留的大片段缺失

菌株。本文中在大片段 YKL072W-YKL061W 的删

减中得到约 100 个转化子，正确率高达 93%。 

本文也对大片段 YKL072W-YKL061W 删减菌

株 W4 进行了初步的表性检测，生长曲线表明缺失

菌株的生长状态未受到影响；在 8%乙醇、1.5 mol/L 

NaCl、1.0 mol/L 山梨醇、pH 8.5 平板以及热处理条

件下 W4 生长状况也与野生菌株 BY4741 无异。  

CRISPR-Cas 系统以其操作的简便性在大片

段删减应用中的优势明显，尤其体现在大规模基

因删减中，仅需改变 20 bp 的 gRNA 序列即可，

在实验设计及操作上都极为简便。且在添加了修复

模板 DNA 同源重组修复后正确率几乎为 100%，

为合成生物学中最小基因组细胞的构建创造了

可能。mazF 介导的大片段删减方法需要克隆多

个片段，且需要诱导表达 mazF，在更换目的片

段后需要重新设计大批引物，相比之下操作相对

繁复。但是根据文献报道，CRISPR-Cas 系统存

在脱靶现象，导致得到非预期的突变。也就是说，

CRISPR-Cas 系统在针对不同的删除目标时作用

效果并不稳定。而 mazF 法的优势在于不需要 PAM

序列，相对稳定，具有普适性。 

总之，本文中两种方法均可以高效删减酿酒

酵母染色体大片段。CRISPR-Cas 系统适用于大批

量删减基因，操作简便省时；mazF 介导的大片段

删减法适用于无合适 gRNA 序列等基因。 
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Comparison of CRISRP-Cas9 system and mazF-mediated 
method for large deletions in Saccharomyces cerevisiae 
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Abstract: [Objective] The objective of this research was to compare CRISRP-Cas9 system and mazF-mediated 

method for large deletions in Saccharomyces cerevisiae. [Methods] We made a 26.5 kb deletion from YKL072W to 

YKL061W using the foresaid two methods. The two methods were analyzed from the perspective of transformation 

rate and accuracy of deletion. [Results] There were five colonies appeared on the plate in average using 

CRISRP-Cas9 system and all of these were correct. And 100 colonies were observed using the mazF-mediated 

method and the accuracy was 93%, a little bit lower than CRISPR-Cas9 system. [Conclusion] Both methods are 

good to make large deletion in Saccharomyces cerevisiae. The CRISRP-Cas9 system has a high accuracy and easy 

to use, the mazF-mediated method is stable and does not need the PAM sequence. 
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