
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2021, 61(1): 183–194  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20200151  

 Research Article 研究报告 
 

                           

基金项目：国家自然科学基金(31971398，31700633)；中国科学院科技服务网络计划(KFJ-STS-ZDTP-036)；北京林业大学大学生

创新计划(X201910022081) 
*通信作者。Tel：+86-10-62338830；E-mail：lenahe@bjfu.edu.cn 

收稿日期：2020-03-15；修回日期：2020-05-12；网络出版日期：2020-07-09 

基因编辑技术对大肠杆菌 yjjW 基因点突变的两步法策略 

张琦，梁雅静，张宇馨，陈玲慧，韩钟娆，李贝贝，金一，何晓青* 

北京林业大学生物科学与技术学院，北京  100083 

 

摘要：【目的】为了实现对大肠杆菌靶基因的点突变，本研究将同源重组系统与 CRISPR-Cas9 技术相结

合，探索一种高效、简捷的两步法策略。【方法】将靶基因的上下游同源臂和标记基因(amp)与 pKOV

质粒连接，获得 pKOV-HR 重组质粒。将 pKOV-HR 转化至大肠杆菌，借助其自身 RecA 重组系统，介

导 DNA 发生同源重组，获得靶基因敲除菌株。随后，靶基因的点突变采用 pSGKP-km 和 pCasKP-apr

双质粒系统。首先，设计与 amp 结合具有定向引导作用的 spacer 序列，并利用 overlap PCR 获得带有靶

基因点突变的同源臂，将 spacer 和同源臂与 pSGKP-km 质粒连接，获得重组质粒 pSGKP-km-spacer-HR；

接着，将 pSGKP-km-spacer-HR 和 pCasKP-apr 质粒转化至上述敲除菌株；最后，利用质粒表达的 Cas9

切割蛋白和 λ-Red 重组蛋白，发生 DNA 同源重组，获得靶基因点突变菌株。【结果】利用上述方法，

既成功获得了大肠杆菌 yjjW 敲除菌株 D7ΔyjjW::ampR，又实现了 yjjW 第 24 位碱基 T 到 C 的点突变，

获得点突变菌株 D7yjjW-24。【结论】本研究建立了一种高效、简捷的大肠杆菌靶基因点突变方法，amp

基因的插入提供了有效的筛选标记，此外该方法建立的重组质粒 pSGKP-km-spacer，可应用于同种菌

株其他靶基因的点突变，能够缩短后续实验操作，为基因编辑技术的发展提供了科学理论以及实验操

作基础。 
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大肠杆菌(Escherichia coli)作为一种常见的模

式菌株，其繁殖迅速，遗传构造研究详尽，已被

广泛应用于生物工程领域，用于表达异源蛋白和

某些大分子产物等[1]，建立和开发基因编辑方法有

助于对大肠杆菌的研究和利用[2]。目前对大肠杆菌

进行染色体水平上的改造有如下两种方法：一是

利用其自身 RecA 同源重组系统编码的重组蛋白

介导 DNA 发生同源重组；二是通过引入外源重组

酶 λ-Red 或 RecET 提高同源重组效率；其中上述

两种均是通过 DNA 分子发生双交换实现对靶基
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因的编辑[3]。这些传统的大肠杆菌基因编辑方法，

广泛应用于对靶基因的敲除以及目的基因的插入

等，但当对靶基因进行点突变等更加精细的操作

时，这些方法存在重组效率低、流程繁琐等缺点，

想要大规模应用仍然面临巨大的挑战[4]。 

CRISPR (Clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats)技术的出现有效促进了上述问

题的解决，能够提高对靶基因编辑的准确性和同

源重组效率，逐渐发展成为一种强大的基因编辑

工具。CRISPR/Cas 系统在微生物中存在广泛，90%

的古菌和 50%的细菌拥有该系统，作为细菌和古

菌抵御外源入侵的一种适应性免疫防御机制。不

同微生物自身所携带的 CRISPR 系统结构有所差

异 [5–6] ， 根 据 其 前 体 复 合 物 的 类 型 分 为 两 大 类

(Class 1 和 2)，其中 Class 2 结构相对简单只需单

个效应蛋白[7–9]。CRISPR-Cas9 系统是目前研究最

深入也是应用最多的类型(属于 Class 2)，其结构

较 为 简 单 ， 主 要 由 Cas9 蛋 白 、 CRISPR RNA 

(crRNA)、trans-activating (tracrRNA)三部分组成，

其中 Cas9 蛋白是一种核酸内切酶，tracrRNA 和

crRNA 共同结合定向引导 Cas9 蛋白切割靶基因[10]。

随着研究的深入，目前已经把该系统中的 crRNA

和 tracrRNA 融 合 为 一 条 单 链 引 导 RNA ， 即

sgRNA[11]，该序列的 5ʹ端含有 20-nt 的 spacer 序列，

改变 spacer 序列，可以使 Cas9 蛋白识别基因组上

不同的 PAM 序列[12]，从而实现对不同靶位点 DNA

双链的特异性切割。CRISPR-Cas 系统中，不同来

源的 Cas 蛋白对应的 PAM 序列结构也有所不同，

其中来源于酿脓链球菌(Streptococcus pyogenes)的

spCas9 其 PAM 序列为 5ʹ-NGG 结构[13]。基因组受

损伤的细胞会通过非同源末端连接(nonhomologous 

end joining，NHEJ)或同源介导的 DNA 双链修复

(homology-directed repair，HDR)对损伤 DNA 进行

修复，借助生物的这种特性，成功将 CRISPR-Cas9

系统应用于人类疾病治疗等真核生物的基因组编

辑中[14–16]，相比于真核生物，该系统在原核生物

中也展现出强大的编辑功能，包括一些古菌[17]、

大 肠 杆 菌 (Escherichia coli)[18] 、 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomona aeruginosa)[19] 、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

(Staphylococcus aureus)[20] 、 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌

(Corynebacterium glutamicum)[21–22]、肺炎克雷伯氏

菌(Klebsiella Pneumoniae)[23]等，均成功实现了对

靶基因的编辑。 

随着 CRISPR/Cas 系统的出现与应用，使得碱

基编辑器开始逐步发展起来，应用于不同领域[24–26]，

通过对 Cas 蛋白进行改造，保留与 DNA 的结合能

力，使其只具有切割 DNA 单链的功能，结合碱基

脱氨酶的催化活性，实现核酸链上特定位点碱基

的变化[27]。目前应用较多的是 DNA 碱基编辑器，

分为两类，一类是胞嘧啶碱基编辑器(cytosine base 

editor，CBE)，实现 C 到 T 的转换[28]；另一类是

腺嘌呤碱基编辑器(adenine base editor, ABE)，实

现 A 到 G 的转换[29]。虽然碱基编辑器操作简单，

但是在原核生物中，碱基编辑器的发展与应用尚不

成熟，只在少数细菌中得到应用[19,30–31]，并且多数

研究结果显示，碱基编辑器存在较高的脱靶率，

编辑窗口有限，仍需进一步的优化。 

本研究以细菌互作遗传机制[32–33]得到的显著

基因 yjjW (T→C)为例，旨在探究一种高效的大肠

杆菌靶基因点突变方法。将传统基因编辑方法与

CRISPR-Cas9 技术相结合，首先，利用同源重组

将靶基因替换为 amp 标记基因；其次，在此基础

上设计能够特异性识别 amp 的 spacer 序列，利用

CRISPR-Cas9 系统特异性识别切割 amp 标记基

因，最终获得目的菌株。通过上述两步法，建立

一种高效、简捷的靶基因点突变方法。 
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1  材料和方法 

1.1  菌株和质粒 

本研究所使用的菌株和质粒详细信息见表 1。 

1.2  引物 

本研究所用的引物见表 2。 

1.3  主要试剂和仪器 

氯霉素、氨苄青霉素、卡那霉素、DNA Marker 

表 1.  本实验所用菌株和质粒 

Table 1.  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Characteristics References 

Strains   

E. coli D7 (Our laboratory No.) Original strain CGMCC ( No.1.128 ) 

DH5α For transformation TransGen Biotech 

Plasmids   

pKOV Chloramphenicol resistance (chlR), levansucrase lethal (sacB), 
temperature- sensitive (rep101) replicon 

MiaoLing Bio 

pMAD Ampicillin resistance (ampR)  MiaoLing Bio 

pKOV-HR pKOV derivative with the repair arms of the yjjW gene This work 

pSGKP-km Kanamycin resistance (kanR), sgRNA expression cassettes, 
levansucrase lethal (sacB) 

Kindly provided by Prof. 
Quanjiang Ji  

pCasKP-apr Apramycin resistance (aprR), expression Cas9 and λ-Red 
recombination proteins, temperature- sensitive (rep101) replicon  

Kindly provided by Prof. 
Quanjiang Ji  

pSGKP-km-spacer pSGKP-km derivative with the spacer of the amp gene This work 

pSGKP-km-spacer-HR pSGKP-km-spacer derivative with the repair arms of the yjjW gene and 
the mutant yjjW gene 

This work 

 

表 2.  本实验中使用的引物 

Table 2.  Primers used in this study 
Primers name Primers sequence (5′→3′) Product size/bp 

yjjW1-U-F gtacccggggatcgcggccgcCGGTGGGGGAGATCGGTCTGGA 1053 

yjjW1-U-R aataggggttccgcgCATGCCGGATACGGCCTACGGT 

amp-F gccgtatccggcatgCGCGGAACCCCTATTTGTTTAT 996 

amp-R cgcgcgtgataagccTTACCAATGCTTAATCAGTGAG 

yjjW1-D-F attaagcattggtaaGGCTTATCACGCGCGGCTGGCG 952 

yjjW1-D-R cggtcgactctagaggatccGGAAGTGGCGAAGAACATCTGT 

Vet1-F TTCGAAAGCAAATTCGACCCG 3167 

Vet1-R AACGTGGCGAGAAAGGAAGG 

D7-F GCCGTTTAGTGGCGATGAAG 3155/3053 

D7-R GGTTTCACCGAACCTGACCT 

yjjW2-F tcctgcagcccgggggatccCGGTGGGGGAGATCGGTCTGGA 2740 

yjjW2-R gctctagaactagtggatccGGAAGTGGCGAAGAACATCTGT 

mut-F aaatacagcgccggaaataCtaaccggctcaccccg 1797 

mut-R ggggtgagccggttaGtatttccggcgctgtattt 978 

Vet2-F ACTTGAAAAAGTGGCACCGAG 3039 

Vet2-R TCCGGCTCGTATGTTGTGTG 

spacer-F TTGACAGCTAGCTCAGTCCT 156 

spacer-R GGGCTGCAGGAATTCGATATC 

In primers yjjW1-U-F/R, amp-F/R, yjjW1-D-F/R, yjjW2-F/R, the lowercase bases were part of homologous sequences of the 
connecting fragment, and the uppercase base sequences were sequences complementary to the PCR template. In primers mut-F/R, the 
uppercase base was a mutant of the yjjW, the lowercase bases were complementary to the PCR template. 
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购自北京博迈德技术有限公司；细菌基因组 DNA

快速提取等试剂盒购自天根生化科技(北京)有限

公司；安普霉素、NotⅠ等内切酶购自北京百灵克

生物科技有限公司；引物合成和 PCR 产物测序委

托生工生物工程(上海)股份有限公司完成；电转

仪、PCR 仪，购自 Bio-Rad 公司。 

1.4  大肠杆菌靶基因与标记基因替换实验 

1.4.1  重组质粒的构建：以敲除 E. coli D7 (以下

简称 D7)基因组的 yjjW 为例，该部分实验利用的

是同源重组系统，采用 pKOV 质粒进行本阶段实

验，该质粒含有蔗糖致死基因(sacB)和温度敏感基

因(rep101)，最适培养温度为 30 °C，pKOV 重组

质粒构建方法如下。 

首先使用 Not /Ⅰ BamHⅠ对 pKOV 质粒进行双

酶切，获得线性化的质粒片段。然后以 D7 基因组

为 模 板 ， 分 别 以 yjjW1-U-F/yjjW1-U-R 和

yjjW1-D-F/ yjjW1-D-R 为引物扩增得到 yjjW 的上、

下游同源臂，其中上游同源臂的 5′端和下游同源

臂 的 3′端 通 过 引 物 分 别 引 入 线 性 化 质 粒 两 端

(NotⅠ，BamH )Ⅰ 的一段同源序列，用于与线性化

质粒片段的高效连接。以 pMAD 质粒基因组为模

板，使用 amp-F/amp-R 引物扩增 amp 片段，amp

片段的两端分别含有与上下游同源臂的 3′和 5′端

的同源序列，然后利用重组试剂盒将上下游同源

臂、amp 片段和线性化质粒片段进行连接，通过

热激转化至 E. coli DH5α 感受态细胞中，30 °C 过

夜培养，将长出的单菌落提取质粒基因组，并用

Vet1-F/R 进行 PCR 及测序验证，将验证后的重组

质粒命名为 pKOV-HR。 

1.4.2  含标记基因菌株的获取：将上述构建好的

重组质粒 pKOV-HR 转化至 D7 感受态细胞中，涂

布至含有氨苄青霉素和氯霉素抗性(以下简称双

抗)的平板上，30 °C 过夜培养。随机挑取单菌落

涂布至双抗平板，42 °C 过夜培养，由于该质粒具

有温度敏感基因 rep101，在高温培养条件下，不

含有同源修复臂的质粒在宿主体内无法正常复

制，而含有同源修复臂的重组质粒会与宿主基因

组发生同源重组，使得质粒 DNA 整合至宿主基因

组。从 42 °C 培养平板上随机挑取单菌落涂布至含

有 5%蔗糖的氨苄青霉素抗性平板上，30 °C 过夜

培养，发生二次同源重组，实现 amp 标记基因与

靶基因的替换，同时 pKOV 质粒消除。采用 96 孔

板筛选发生重组的菌株，挑取同一单菌落分别接

种至氨苄青霉素抗性和氯霉素抗性的 LB 培养液

中，置于 30 °C、150 r/min 摇床中过夜培养。筛选

在氨苄青霉素抗性培养基中生长但在氯霉素抗性

培养基中不生长的菌落，扩大培养，提基因组验

证。使用 Vet1-F/R 进行特异性片段扩增，并且交

于生工生物工程(上海)股份有限公司测序，进一步

进行结果验证，从而获得靶基因敲除同时带有氨

苄青霉素抗性的大肠杆菌 D7ΔyjjW::ampR。 

1.5  大肠杆菌靶基因点突变实验 

本研究的点突变实验，是在上一步实验获得

的 带 有 氨 苄 基 因 菌 株 的 基 础 上 进 行 的 ， 采 用

CRISPR/Cas9 双质粒体系实现对靶基因的点突

变，其中 pSGKP-km 带有 sgRNA 序列以及蔗糖致

死基因(sacB)，同时作为连接 spacer 和同源修复臂

的载体质粒；pCasKP-apr 质粒用于表达 Cas9 蛋白

和 λ-Red 重组酶，带有温度敏感基因(rep101)。 

1.5.1  重组质粒的构建：以上一步敲除实验获得

的大肠杆菌 D7ΔyjjW::ampR 基因组为模板，在

http://www.rgenome.net/设计可以识别 amp 基因的

20-nt 的 spacer 序列(5′-AAAAGGGAATAAGGGCG 

ACA-3′)，在 spacer 序列的 5′端加上与 pSGKP-km
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质粒 BsaⅠ酶切位点同源的 4 个碱基(5′TAGT-)，

用于 spacer 与 pSGKP-km 质粒的连接，然后将

spacer 序列磷酸化处理，使用 T4 DNA 连接酶将

磷酸化的 spacer 与线性化的(BsaⅠ) pSGKP-km 质

粒连接[23]，获得 pSGKP-km-spacer 质粒。采用重

叠延伸 PCR 的方法获得含有点突变(T→C)的 yjjW

的片段，同时两端带有该基因的上、下游同源修

复臂。将同源修复臂与使用 BamHⅠ线性化的

pSGKP-km-spacer 质粒连接，通过热激法转化至大

肠杆菌 DH5α 感受态细胞中，涂布于卡那霉素抗

性平板，30 °C 过夜培养获得单菌落，利用 Vet2-F/R

进行 PCR 验证以及测序验证，将验证后的重组质

粒命名为 pSGKP-km-spacer-HR。 

1 . 5 . 2   点 突 变 菌 株 的 获 取 ： 首 先 制 备 已 将

pCasKP-apr 质粒电击转化至 D7ΔyjjW::ampR 细胞

中的大肠杆菌感受态细胞，在制备感受态细胞的

过程中添加阿拉伯糖诱导 Cas9 蛋白和 λ-Red 重组

酶的表达。将 pSGKP-km-spacer-HR 重组质粒转化 

至上述感受态细胞中，涂布至添加阿拉伯糖的卡

那霉素和安普霉素双抗平板，30 °C 过夜培养。挑

取单菌落涂布至含有 5%蔗糖的安普霉素抗性平

板，30 °C 过夜培养。使用 96 孔板，挑取同一单

菌落分别接种至无抗性、氨苄青霉素抗性和卡那

霉素抗性三种 LB 培养液中，筛选在氨苄青霉素和

卡那霉素抗生素培养液中均不生长的菌落，提基

因组进行 PCR 和测序验证，验证结果正确的即为

大肠杆菌点突变菌株 D7yjjW-24。42 °C 高温过夜

培养，消除 pCasKP-apr 质粒。实验流程如图 1 所示。 

2  结果和分析 

2.1  大肠杆菌靶基因与标记基因替换实验 

2.1.1  重组质粒的构建：按方法部分所述引物

PCR 扩增，获得两端带有同源序列的上、下游同

源臂和 amp 片段(图 2-A、2-B)，通过重组克隆试

剂盒将这 3 条片段与线性化的 pKOV 质粒相连， 
 

 
 

图 1.  实验流程图 

Figure 1.  Flow chart of experiment. 
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图 2.  pKOV-HR 重组质粒构建及验证琼脂糖凝胶电泳图 

Figure 2.  The construction and validation of pKOV-HR recombinant plasmid. M: marker. A: amplification of 
upstream and downstream homologous fragments of yjjW gene by PCR; 1–2: downstream homologous arms of 
yjjW, 3–4: upstream homologous arms of yjjW. B: amplification of ampR fragment by PCR; 1–4: amp gene fragment. 
C: the PCR validaton of upstream and downstream homologous arms and ampR three fragments connection with 
linearized pKOV plasmid; 1–5: fusion fragment. 
 

获得重组质粒 pKOV-HR。使用 Vet1-F/Vet1-R 引

物对重组质粒进行 PCR 扩增，如图 2-C 所示，产

物(3270 bp)条带在 3000 bp 左右，随机挑选了 3 个

无非特异性条带且条带较亮的 PCR 产物送测序，

结果显示 3 片段已成功与质粒相连，重组质粒

pKOV-HR 构建成功。 

2.1.2  含标记基因菌株的获取：将 pKOV-HR 质

粒转化至 D7 感受态细胞中，经 30 °C→42 °C→ 

30 °C，一系列温度培养之后，重组质粒与宿主基

因组发生同源重组，将 yjjW 替换为 ampR 基因，

随机挑选 44 个单菌落分别接种至氨苄青霉素和氯

霉素抗性培养基中，其中有 24 个菌落在氨苄青霉

素培养基中生长，但在氯霉素培养基中不生长，

提取 24 株菌的基因组使用 D7-F/amp-R 引物 PCR

验证，结果显示 22 株菌成功扩增出目的条带

(2255 bp)，部分菌株的 PCR 结果如图 3 所示，说

明这些菌株已经成功完成了 amp 标记基因的插

入，同时实现了目的基因的敲除，测序结果如图 4

所示，表明已成功获得了带有 ampR 的敲除菌株。 

 
 

图 3.  敲除菌株 PCR 验证 

Figure 3.  PCR validation of knockout strains. M: 
marker; 1–3: validation of E. coli D7ΔyjjW::ampR with 
primers D7-F/amp-R. 

 

2.2  点突变实验 

2.2.1  重组质粒的构建：spacer-F/spacer-R 引物的

PCR 产物及测序结果显示(图 5-A、图 6)，spacer

已 经 成 功 连 接 在 载 体 质 粒 上 ， 获 得

pSGKP-km-spacer 质粒，重叠延伸 PCR 获得带有

上、下游同源臂的 yjjW 点突变片段(图 5-C、5-D)， 
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图 4.  敲除菌株测序结果 

Figure 4.  The sequence validation of knockout strain. 
 

使用重组试剂盒将该片段 (图 5-D)与线性化的

pSGKP-km-spacer 质粒相连，如图 5-B 所示，

Vet2-F/Vet2-R 引物 PCR 产物的条带在 3000 bp 左

右，说明同源修复臂与载体质粒已经相连，同时

测序结果也显示重叠延伸 PCR 成功实现了 yjjW 基

因的点突变。结果表明已成功获得带有识别 amp

基因序列的 spacer 及同源修复臂的重组载体质粒

pSGKP-km-spacer-HR。 
 

 
 

图 5.  重组质粒 pSGKP-km-spacer-HR 构建及验证琼脂糖凝胶电泳图 

Figure 5.  The construction and validation of recombinant plasmid pSGKP-km-spacer-HR; M: marker. A: 
validation of spacer fragment; 1–2: PCR product of pSGKP-km-spacer with primers spacer-F/R; B: validation of 
homologous repair arm connections with pSGKP-km-spacer; 1–2: PCR product of pSGKP-km-spacer-HR with 
primers Vet2-F/R PCR; C: overlap PCR of yjjW gene site-directed mutation; 1–2: PCR product with primers 
yjjW2-F/mut-R PCR; 3–4: PCR product withe primers mut-F/yjjW2-R; D: overlap PCR of yjjW gene site-directed 
mutation; 1–2: PCR product with primers yjjW2-F/R. 



190 Qi Zhang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(1) 

actamicro@im.ac.cn 

 
 

图 6.  Spacer 测序结果 

Figure 6.  The sequence validation of spacer. 
 

2.2.2  点 突 变 菌 株 的 获 取 ： 将 重 组 质 粒

pSGKP-km-spacer-HR 转化至事先制备好的含有

pCasKP-apr 质粒的 D7ΔyjjW::ampR 感受态细胞中，

如上述方法操作，最后成功从 36 个单菌落中筛选

到 27 株菌在相应抗性培养基中不生长，说明

pSGKP-km-spacer-HR 重组质粒已成功消除，提取

27 株菌的基因组进行 PCR 验证，结果显示，这

27 株菌使用 D7-F/amp-R 引物均未扩增出任何条

带，表明这些菌株均发生了同源重组修复并且已

经失去了氨苄青霉素抗性，此外有 17 株菌使用

D7-F/D7-R 引物成功扩增出了目的条带(3053 bp)，

部分菌株 PCR 结果如图 7 所示，从这 17 株菌中

随机挑选 4 株菌的 PCR 产物进行测序，部分测序

结果如图 8 所示，结果显示，这 4 株菌的 yjjW 基

因均实现了预期的点突变，成功获得了我们所需

的突变株，并且成功将 pCasKP-apr 消除，提取基

因组进行 PCR 测序验证，结果显现该突变株未发

生回复突变，表明该实验条件稳定，突变株不易

发生回复突变。 

 

 
 

图 7.  点突变菌株验证 PCR 

Figure 7. The validation of point mutant strains. M: 
marker; 1–3: PCR product of E. coli D7yjjW-24 with 
primers D7-F/R; 4–6: PCR product of E. coli 
D7yjjW-24 with primers D7-F/amp-R.  

 

 
 

图 8.  yjjW 点突变菌株测序结果 

Figure 8.  The sequence validation of point mutant strain. 
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3  讨论 

CRISPR/Cas9 基因编辑技术作为一种新型编

辑技术，与传统方法相比具有编辑效率高、操作

简便、能完成定点编辑等优点[7]。目前，该方法不

断发展与创新，已经成为一种成熟的基因编辑技

术，在细菌领域应用广泛，季泉江等运用该方法

成功对金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌等致病菌

实现了基因敲除以及基因表达调控，深入了解一

些致病菌的耐药性和致病机制[19–20]。CRISPR/Cas9

进行基因编辑主要有两种方式，一种是利用质粒

载体引入外源 CRISPR/Cas9 系统；另一种是利用

菌体自身所带有的 CRISPR/Cas 系统进行编辑[34]，

本研究利用的是第一种方式。 

以大肠杆菌 yjjW 为例，结合 CRISPR/Cas9 基

因编辑技术的优点，探究出一个适用于大肠杆菌

靶基因点突变的方法。最初，我们对大肠杆菌靶

基因的点突变利用的只是同源重组系统，但结果

显示其重组效率低，不能高效筛选到所需菌株。

因此，在此基础上结合了 CRISPR/Cas9 基因编辑

技术，利用 pSGKP-km/pCasKP-apr 双质粒进行靶

基因的点突变，结果显示，结合该技术大大提高

了获得目的菌株的效率。此外，实验中构建带有

可以识别 amp spacer 序列的 pSGKP-km-spacer

质粒，还可以快速实现对其他带有 amp 基因菌株

的基因编辑，只需改变同源修复片段，避免了

spacer 序列的重新设计，同时抗性基因的引入为最

后阳性克隆的获取提供了简单的筛选标记，可以

快速实现对大肠杆菌其他靶基因的点突变，有效

提高了实验效率。 

随着研究人员对 CRISPR 系统的深入研究，

发现一些细菌含有 Cpf1 蛋白，该蛋白与 Cas9 蛋

白相比，具有分子量小，结构简单，能进行多重

编辑的优点，并且具有独特的双重切割酶活性，

表明该系统未来具有很广的应用前景，未来可能

成为与 Cas9 蛋白功能互补的基因编辑工具[35–37]。

虽然 CRISPR/Cas 系统是目前研究热点之一，但是

该系统的研究与应用仍然存在一定的问题，脱靶

效应以及 PAM 序列的识别限制了其广泛应用[38]，

需要更全面深入的探究其机制才能更好地将该技

术应用于各项研究中。 

综上所述，我们建立了一种 CRISPR/Cas9 系

统介导的快速、简单和高效的大肠杆菌基因点突

变方法，为大肠杆菌基因编辑的研究提供了有效

的工具，为本实验室后续验证大肠杆菌互作基因

奠定了科学理论和实践基础。同时，该方法的建

立，对一些其他生物统计学分析结果的验证提供

了参考价值，例如当利用遗传统计模型探究影响

微生物某种性状遗传机制时，会获得大量的显著

基因(往往是单个碱基的变化)，参考该方法的建

立，可以快速实现对 SNP 位点的编辑。 
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Two-step strategy for point mutation of yjjW in Escherichia coli 
by gene editing 

Qi Zhang, Yajing Liang, Yuxin Zhang, Linghui Chen, Zhongrao Han, Beibei Li, Yi Jin, 
Xiaoqing He* 
College of Biological Science and Technology, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China 

Abstract: [Objective] In order to investigate the target genes in Escherichia coli, we used the CRISPR-Cas9 tool 

combining with homologous recombination to develop a two-step strategy for point mutation. [Methods] First, we 

assembled the up- and down-stream homologous arms of a gene and the amp gene with the pKOV plasmid to 

construct the pKOV-HR plasmid. Then the pKOV-HR plasmid was transformed into E. coli and the gene knock-out 

mutants were obtained by the RecA recombination system of E. coli itself. Subsequently, we applied two plasmids 

system (pSGKP-km and pCasKP-apr) to handle the point mutations of the target gene. Firstly, we designed a spacer 

sequence of the amp gene which was able to guide Cas9 proteins. The overlap PCR was used to produce the 

homologous arm containing point mutations of the target gene. Then the spacer and homologous arm were 

connected by pSGKP-km plasmid and the plasmid pSGKP-km-spacer-HR was obtained. Next, we transformed this 

plasmid and pCasKP-apr plasmid into the above-mentioned knock-out mutants. Finally, we got the point mutants by 

the DNA-cleaving of Cas9 proteins and λ-Red recombinant proteins which were produced by the two plasmids. 

[Results] By this two-step strategy, we obtained yjjW knockout strains named D7ΔyjjW::ampR, and point mutants 

named D7yjjW-24 (from T to C the 24th base) successfully. [Conclusion] The study established an efficient method 

for point mutations of target genes in E. coli. The insertion of amp gene provided an effective screening marker. 

The recombinant plasmid pSGKP-km-spacer established in this process can be applied to point mutations of other 

target genes, which will greatly shorten experimental processes. It contributes the scientific theory and practice for 

the development of gene editing technology. 
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