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摘要：由食源性致病菌引发的食品安全问题是威胁人类健康的重要因素。因此，研究食源性致病菌的

感染机理对于控制病原菌危害具有重要意义。【目的】以常见的食源性致病菌——鼠伤寒沙门氏菌为

研究对象，以其发挥重要致病性的转录调控因子 SlyA为靶标，比较胞嘧啶单碱基编辑技术

(CRISPR/Cas9-guided-Cytidine Base Editor，CBE)和λ-Red同源重组技术在构建鼠伤寒沙门氏菌SlyA敲

除菌株方面的方法差异，为鼠伤寒沙门氏菌的基因编辑技术应用提供数据。同时，也为其他类型病原

菌的基因编辑技术开发提供有力参考。【方法】采用PCR、Golden Gate、Sanger测序等方法完成CBE

系统以及λ-Red系统的构建以及敲除结果的验证，采用Editor-R软件分析CBE系统的单碱基编辑效率，

采用Western blotting在蛋白表达层面对敲除结果进行验证。此外，本研究还结合了表型鉴定的方法验

证了基因敲除结果。【结果】经PCR产物测序鉴定、Western blotting分析及溶血素活性鉴定等结果表明，

本研究成功将CBE系统应用于鼠伤寒沙门氏菌slyA的单碱基编辑中，应用前述两种方法构建了鼠伤寒

沙门氏菌SlyA敲除菌株。【结论】CBE系统虽然以其操作的简便性在基因编辑中优势明显，但同λ-Red

系统相比，该方法需要设立特定的gRNA及PAM位点，在非模式菌株中的普适性较低，且在进行编辑

时，CBE系统存在不稳定的问题。尽管如此，但CBE系统在鼠伤寒沙门氏菌中的成功建立，为进一步

拓展与完善该菌的基因编辑系统提供了基础。 
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鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)是

常见的食源性病原菌之一[1]。其主要传染途径与

其他沙门氏菌大致相同，都是通过感染食物来间

接感染人类或畜禽类，导致肠道感染及腹泻，严
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重感染可导致宿主死亡[2]。据统计，沙门氏菌病

每年可造成 9380 万例食源性疾病和 15.5 万人死

亡[3]。感染鼠伤寒沙门氏菌的症状主要包括腹痛、

呕吐、恶心、发烧、头痛、肠胃炎、败血症等[4–5]，

由于沙门氏菌病暴发对人类造成的负面影响，研

究沙门氏菌的特性并降低其在食品中的存活率

对确保食品安全非常重要。 

SlyA 蛋白，是鼠伤寒沙门氏菌的一种致病

性转录调控因子，由 slyA 基因编码，分属于

MarR/SlyA 家族[6]。slyA 基因是启动鼠伤寒沙门

氏菌二型毒力岛相关基因表达的中间环节，其转

录调控蛋白 SlyA 与毒力、抗氧化应激、抗微生

物肽和鼠伤寒沙门氏菌在巨噬细胞中的存活等

有关[7–8]。研究表明，SlyA 突变对沙门氏菌的毒

力有显著影响，可导致鼠伤寒沙门氏菌的感染效

率减弱，且在小鼠感染模型中无法有效地定殖

Peyers 斑块、肠系膜淋巴结等[9–11]。上述结果表

明，SlyA 能够提高鼠伤寒沙门氏菌对宿主的感

染效率，这在一定程度上增加了食源性致病菌的

危害。 

目前，常见的基因编辑系统有 CRISPR/Cas9

和 λ-Red 同源重组系统。CRISPR/Cas9 是一种存

在于大多数细菌和古细菌中的适应性免疫防

御系统，主要用来识别并清除二次入侵的病毒

或外源 DNA[12]。该系统能通过一系列反应实

施靶位点特异性切割产生 DNA 双链断裂，激

发 细 胞 非同源末端连接 (non-homologous end 

joining，NHEJ)或者同源介导的双链 DNA 修复

(homology directed repair，HDR)机制，从而实

现高效的基因组定点敲除、定点敲入和基因修饰

等 [13–14]。但此系统在进行敲除时，随机的插入

和缺失经常导致移码突变，有时甚至给目标蛋白

引入新的功能。在此形势下，单碱基编辑系统

(CRISPR/Cas9-guided Base Editor)迅速兴起。单

碱基编辑技术分为两类：嘧啶碱基编辑技术(C-G

到 T-A)和嘌呤碱基编辑技术(A-T 到 G-C)[15]。其

中，胞嘧啶单碱基编辑系统(CRISPR/Cas9-guided- 

Cytidine Base Editor，CBE)的基本原理为：将 Cas9

切口酶(nickase Cas9，nCas9)与胞嘧啶脱氨酶融

合，通过 sgRNA 靶向到目标序列，脱氨酶将编

辑窗口内单链 DNA 中的胞嘧啶(cytidine，C)脱氨

形成尿嘧啶(uracil，U)，通过 nCas9 在与 sgRNA

互补 DNA 链上的切割作用，造成单链断裂，同

时激活细胞内的 DNA 修复机制，促使细胞以被

脱氨后的单链为模板进行修复，最后将原有的

C-G 碱基对替换为 T-A。采用该系统进行单碱基

编辑，可产生终止密码子(TAA，TGA)从而达到

终止目标基因表达的效果，目前备受青睐[16–17]。

λ-Red 同源重组系统属于 λ 噬菌体的重组体系，

主要编码 exo、beta、gam 三个基因，可经阿拉伯

糖诱导表达 Exo、Beta、Gam 蛋白[18]。其中，Gam

能够抑制宿主细胞中的核酸酶活性，从而保证外

源线性 DNA 片段的稳定性，例如 PCR 产物；Exo

具有 5′-3′DNA 依赖的核酸外切酶活性，可使长的

线性双链 DNA 产生突出的 3′粘性末端；Beta 蛋

白可结合到线性双链 DNA 的 3′突出的粘性末端

上，保护替代基因的 DNA 双链，并促进替代基

因两端的序列和与其同源的靶基因序列间发生

重组[19–21]。在此 3 种蛋白的协同作用下，λ-Red

重组系统可以对任意大小和任意位置的 DNA 分

子进行广泛的修饰。 

本研究首次将 CBE 系统应用于鼠伤寒沙门

氏菌，分别用 CBE 系统和 λ-Red 同源重组系统构

建了鼠伤寒沙门氏菌 SlyA 敲除菌株，并将两种
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基因编辑技术进行比较分析，以期为鼠伤寒沙门

氏菌基因编辑提供参考，同时也为进一步研究鼠

伤寒沙门氏菌生物学功能奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒：鼠伤寒沙门氏菌 S. typhimurium 

LT2 保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通

微生物中心(CGMCC)，保藏编号为 No.7020。质

粒 pKD46、pKD4 和 pCP20 由耶鲁大学大肠杆菌

保藏中心(E. coli Genetic Resources，the E. coli 

Genetic Stock Center at Yale University)馈赠。质粒

pBAD24、pBAD24-Myc-SlyA 为本实验室保存，

质粒 pnCas9-AID、p034-apr 为中国科学院天津工

业生物技术研究所馈赠[15]。 

1.1.2  主要试剂与培养基：LB 培养基(酵母浸出

粉 5 g/L、胰蛋白胨 10 g/L、NaCl 10 g/L、琼脂粉

15 g/L，pH 值 7.0)；血琼脂培养基(血液琼脂基础

38 g/L、脱纤维羊血 6%，pH 值 7.0)；氨苄青霉

素(ampicillin，Amp)、氯霉素(chloramphenicol，

Chl)、卡那霉素(kanamycin，Kan)、L-阿拉伯糖、

异 丙 基 -β-D- 硫 代 半 乳 糖 苷 (isopropyl-β-D- 

thiogalactopyranoside ， IPTG) 、硫酸安普霉素

(Apramycin Sulfate，Apr)均购自生工生物工程(上

海 ) 股份有限公司； KOD DNA 聚合酶购自

TOBOYO 公司；DNA Marker 购自天根生物技术

有限公司；DNA 回收试剂盒、偶联 HRP 羊抗兔

二抗均购自 Promega 公司；蛋白 Marker 购自

Fermentas 公司；SopB 多克隆抗体为本实验室保

存；SlyA 多克隆抗体由本实验室制备[22–23] [本课

题组以 SlyA 蛋白为抗原，对成年兔进行皮下注

射，获取鼠伤寒沙门氏菌 SlyA 蛋白的多克隆抗

体。多克隆抗体制备技术工艺流程为：制备 SlyA

蛋白-选择实验动物(成年雄兔)-进行动物免疫-试

取血进行测试 (免疫双扩散法验证是否成功免

疫)-采集全部血清-纯化抗体-鉴定抗体(纯度及特

异性)]。 

1.1.3  仪器与设备：紫外分光光度仪购于日本岛

津公司；高压蒸汽灭菌锅购于日本 SANYO 公司；

生化培养箱购于上海申贤恒温设备厂；电转化仪

购于美国 BTX 公司；全自动化学发光成像系统

购于上海天能科技有限公司；HZ-8811K 恒温振

荡器购于太仓市科教器材厂；PCR 仪、核酸电泳

仪、可见光凝胶成像分析系统、SDS-PAGE 蛋白

电泳仪均购于美国 Bio-Rad 公司。 

1.1.4  引物设计与合成：本研究所用引物如表 1

所示。 

1.2  CBE 法构建 SlyA 敲除菌株 

CBE 法构建敲除菌株的示意图如图 1 所示。 

1.2.1  CBE 系统的构建：CBE 系统需要 nCas9 蛋

白和 gRNA 的共同作用才能发挥基因编辑功能，

构建 gRNA 质粒时，需要先设计相应的 gRNA。

根据 GenBank 中得到的沙门氏菌 S. typhimurium 

LT2 slyA 基因的相关序列信息，以及设计 gRNA

的基本原则，设计 3 个 gRNA 如表 2 所示。 

3 个 gRNA 的 N20 中都含有目标密码子 CAG

或 CAA，位于 N20 (左端)的第 4–8 位，目标密码

子与 PAM 间隔 12–14 bp，且目标密码子的上游

紧邻碱基不为 G，通过单碱基编辑实现 C 到 T 的

转换，形成终止密码子 TAA 或 TAG，可终止该

蛋白的表达。以质粒 p034-apr 为模板，设计相应

的扩增引物，通过 Golden Gate 反应，分别构建   

3 个 gRNA 质粒。 
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表 1.  本研究所用引物 

Table 1.  Primers used in this study 
Primer Sequence (5′→3′) 

For homologous fragments amplification 

S1 GGAATTGACGCAGACACATTGGGTCACGTTGCACAATATTCATCAATTGCGTAGGCTGGAGCTGCTTC

S2 
AATCAGAAGCTCAATCTCCTCTGAAGAAATCCCAGCCAAAATTTCACCGCCATGGTCCATATGAATAT
CCTCCTT 

For slyA verification 

S-F GTCGCAGATTCAATTGGCTAAAG 

S-R AATGACCTCTTCCATCTCAGC 

slyA-F ATGAAATTGGAATCGCCACTAGGTTCT 

slyA-R TCAATCGTGAGAGTGCAATTCCATAATGT 

For gRNA fragments amplification 

gRNA1-F CCAGGTCTCACGGTTGACCAGTCGCAGATTCAATGTTTTAGAGCTAG 

gRNA2-F CCAGGTCTCACGGTATTCAATTGGCTAAAGCGATGTTTTAGAGCTAG 

gRNA3-F CCAGGTCTCACGGTGTTGGATCAACTTGAAGATAGTTTTAGAGCTAG 

gRNA-R CCAGGTCTCAACCGAGATCTGACTCCATAACAGAGTACTCGC 

For pgRNA verification 

99A-apr_F CGTGAAAGGCGAGATCACC 

99A-apr_R GTCTGACGCTCAGTGGAAC 

For slyA mutant verification near N20 

N20-YZ-F GGAATCGCCACTAGGTTCTG 

N20-YZ-R TCACATGGCCACACGTATGC 

The underlined sequence is homologous with the sequence of slyA in S. typhimurium LT2. 
 

 
 

图 1.  CBE 法构建敲除菌株模式图 

Figure 1.  Pattern diagram of knockout strain 
constructed by CRISPR/Cas9-guided-Cytidine Base 
Editor. 
 

表 2.  gRNA 序列 

Table 2.  gRNA sequence 

Name Sequence (5′→3′) 

gRNA1 TGACCAGTCGCAGATTCAATTGG

gRNA2 ATTCAATTGGCTAAAGCGATAGG

gRNA3 GTTGGATCAACTTGAAGATAAGG

The underlined part is the location of the target codon; the 
bold part is the PAM site. 

1.2.2  鼠伤寒沙门氏菌电击转化感受态细胞的

制备：挑 S. typhimurium LT2 单菌落于 5 mL LB

液体培养基中，置于 37 °C、200 r/min 摇床中过夜

培养后，按 1%接种量转接，并于 37 °C、200 r/min

条件下培养至 OD600 为 0.4–0.6，将菌液置于冰

水浴中 20 min，然后于 4 °C、4500 r/min 条件

下离心 30 min 收集菌体，并用预冷的 10%甘油

洗 3–4 次，最后用 10%甘油重悬菌体，按 100 μL

分装至无菌离心管中，液氮速冻后保存于–80 °C

冰箱中待用。 

1.2.3  CBE 系统的转化及碱基编辑鉴定：将

pnCas9-AID 质粒与 gRNA 质粒共同电击转化 

(2.0 kV，6 ms)至前述制备的 S. typhimurium LT2

感受态细胞中，菌液复苏 45 min 后涂布于添加

2%葡萄糖的 LB 平板并过夜培养。次日挑取单菌

落于 37 °C 摇床培养，待菌株生长进入对数期时，
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加入终浓度为 0.4 mmol/L 的 IPTG，过夜诱导

nCas9 蛋白表达，次日蘸取少量菌液，于 LB 抗

性平板上划线培养，次日挑取单菌落，选用在 N20

附近设计的鉴定引物进行 PCR 扩增，并将 PCR 扩

增产物送苏州金唯智生物科技有限公司测序。 

1.2.4  SlyA 敲除菌株在蛋白水平上的鉴定：在上

述实验的基础上，将测序成功的菌株于 37 °C 摇

床培养，次日分别取 1 mL 上述菌液，12000 r/min

离心 3 min 收集菌体进行蛋白免疫印迹(Western 

blotting，WB)检测。步骤包括 15% SDS-PAGE、转

膜、封闭、SlyA 多克隆抗体为一抗偶联 HRP 羊抗

兔二抗进行蛋白印迹杂交、洗膜、全自动化学发光

成像系统成像等。在进行 WB 实验时，选用 SlyA

蛋白作为阳性对照，并选用沙门氏菌中的分泌蛋白

SopB 作为内参，以定量每个泳道的上样量。 

1.2.5  SlyA 敲除菌株的溶血性能：SlyA 最初被

鉴定为是一种溶血素，由于抗原(红血球)和抗体

(溶血素)可进行特异性的结合，同时吸引补体，

使红血球在补体的作用下被溶解，因此可产生溶

血现象[24]。基于此特性，本实验通过溶血素活性

鉴定实验来验证敲除菌株是否构建成功。分别蘸

取上述少量 S. typhimurium LT2 和 SlyA 敲除菌株

菌液，划线至血琼脂培养基表面，放置于恒温培

养箱，37 °C 培养 12 h 后，观察菌落周边的溶血

情况。并在此基础上，将 pBAD24-Myc-SlyA 质

粒转化至上述 2 个 SlyA 敲除菌株中，构建回补

株 C△slyA，并以转化了空载体 pBAD24 的△slyA

菌株作为对照组。转化成功后，蘸取菌液划线至

血琼脂培养基表面，37 °C 恒温培养 12 h 后，观

察回补 SlyA 后菌落的溶血情况。 

1.3  λ-Red 法构建 SlyA 敲除菌株 

λ-Red 法构建敲除菌株的示意图如图 2 所示。 
 

 
 

图 2.  λ-Red 同源重组技术构建敲除菌株模式图 

Figure 2.  Pattern diagram of knockout strain constructed by λ-Red homologous recombination technology. 
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1.3.1  Red 重组酶的诱导表达与感受态细胞的

制备：将 pKD46 质粒电转化(2.0 kV，6 ms)至    

S. typhimurium LT2 感受态细胞中，30 °C 于 Amp+ 

(100 μg/mL)平板上筛选阳性克隆，并将其接入  

5 mL 含 Amp+的 LB 液体培养基中，于 30 °C 振

荡培养，次日以 1%接种量转接，30°C 振荡培养

至 OD600 于 0.2–0.3，立即加入终浓度为 5 mmol/L

的 L-阿拉伯糖诱导 Red 重组蛋白的表达；诱导   

1 h 后将培养物置于冰水浴中 20 min，4 °C 条件

下 4500 r/min 离心 30 min 收集菌体，用 10%甘油

洗 3–4 次，最后用 10%甘油重悬菌体，按 100 μL

分装至无菌离心管中，液氮速冻后于–80 °C待用。 

1.3.2  同源片段的获得及其转化：以 pKD4 质粒

为模板，含沙门氏菌 slyA 基因同源臂序列的引物

S1 和 S2 为上下游引物，扩增两端带有目的基因

slyA 同源序列的 KanR 片段。反应条件为：95 °C  

5 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，68 °C 2 min，30 个

循环；68 °C 10 min。扩增结束后，用 1%的琼脂

糖凝胶电泳对 PCR 产物进行检测，并用 DNA 回

收试剂盒回收 PCR 产物。后经 Dpn Ⅰ消化(37 °C

酶切 30 min)，去除模板质粒后，回收同源打靶片

段于无菌水中；取 5 μL 的同源片段至 100 μL 含

有 Red 重组酶的沙门氏菌感受态细胞进行电击转

化(2.0 kV，6 ms)，之后于 37 °C 条件下振荡培养

6 h，涂布于含 Kan+的平板上，37 °C 倒置培养。 

1.3.3  slyA 基因的敲除及鉴定：随机挑取重组成

功的 6 个单克隆，接种至 5 mL LB 液体培养基

37 °C 过夜振荡培养。之后取 2 μL 菌液作为模板，

利用 slyA-F、slyA-R 和 S-F、S-R 两对引物分别进

行菌落 PCR 鉴定，同时以野生型菌株作为对照，

PCR 反应条件同 1.3.2，最后用 1%琼脂糖凝胶电

泳鉴定 slyA 基因是否成功敲除，并在上述实验的

基础上，按照 1.2.4 的方法进行 WB 检测。 

1.3.4  SlyA 敲除菌株的溶血性能：与 1.2.5 方法

相同，分别蘸取上述少量 S. typhimurium LT2 和

随机抽取的 2 个 SlyA 敲除菌株菌液，划线至血

琼脂培养基表面，放置于恒温培养箱，37 °C 培

养 12 h 后，观察菌落周边的溶血情况。此外，将

pBAD24-Myc-SlyA 质粒转化至上述 2 个 SlyA 敲

除菌株中，构建回补株 C△slyA，并以转化了空

载体 pBAD24 的△slyA 菌株作为对照组。转化成

功后，蘸取菌液划线至血琼脂培养基表面，37 °C

恒温培养 12 h 后，观察回补 SlyA 后菌落的溶血

情况。 

1.3.5  抗性基因的去除：将筛选到的 6 个缺失株

于不含抗生素的 LB 平板上划线，43 °C 培养过

夜。次日挑取单菌落，于 Amp+的平板上划线，

再以牙签的同一部位于含 Kan+的平板上划线，

37 °C 培养过夜，挑选对 Amp+敏感而对 Kan+具有

抗性的菌株，即为去除 pkD46 质粒的 SlyA 敲除

菌株；将 pCP20 质粒用电转化法转化到上述敲除

菌株中，转化后先 30 °C 培养，消除抗性基因，

再 42 °C 培养，消除质粒 pCP20，随后将缺失株

转接至无抗生素的 LB 液体培养基中 37 °C 培养

过夜，取过夜培养菌进行 PCR 验证。 

2  结果和分析 

2.1  CBE 系统 SlyA 碱基编辑结果 

2.1.1  CBE 碱基编辑系统的构建：以 p034-apr

为质粒骨架，采用 gRNA1-F和 gRNA-R、gRNA2-F

和 gRNA-R、gRNA3-F 和 gRNA-R 这 3 对引物进

行 PCR 扩增，并通过 Golden Gate 反应完成自连，

后经菌落 PCR 以及测序鉴定，证明 3 个 gRNA
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质粒均构建成功，将其命名为 pgRNA1、pgRNA2、

pgRNA3，与之前已构建好的 pnCas9-AID 质粒构

成了碱基编辑系统。CBE 法构建敲除菌株模式图

如图 1 所示。 

2.1.2  SlyA 碱基编辑的鉴定：挑取多个平板上

过夜培养后获取的单克隆重组转化子，选用引物

N20-YZ-F 与引物 N20-YZ-R 进行 PCR 扩增，并

将扩增后的产物送至公司测序，具体测序结果如

图 3 所示。通过比对测序结果发现，转化 pgRNA1

质粒的 2 号菌落以及转化 pgRNA2 质粒的 A 菌落

均成功编辑，成功实现了 C 到 T 的转换，即出现

了终止密码子 TAG 和 TAA，而 pgRNA3 质粒所对

应的菌落未能成功编辑，这可能是由于编辑过程

中诱导不充分，或是 gRNA 位置选择不佳所致。 

在测序结果的基础上，为验证单碱基突变

后 SlyA 蛋白在蛋白质水平上是否被成功敲除，

进行了 WB 分析鉴定。将上述筛选到的两株敲

除菌株和野生型菌株分别接种于 5 mL LB 液体

培养基中，培养 16 h 后，收取 1 mL 菌体，进

行 WB 检测，结果如图 4 所示。泳道 1、2 在

16.69 kDa 附近，未检测到任何蛋白条带；在泳

道 3、4 中检测到分子量大约为 16.69 kDa 的蛋

白条带，即与野生型沙门氏菌相比，利用 CBE

系统构建的△slyA 菌株失去了表达 SlyA 蛋白

的能力，从而在蛋白水平上证实 slyA 基因已被

成功敲除。且在此实验中，选用沙门氏菌中的

分泌蛋白 SopB 作为内参，以定量每个泳道的

上样量。 

 

 
 

图 3.  测序结果图 

Figure 3.  Sequencing result diagram. 
 

 
 

图 4.  CBE 法构建 SlyA 敲除菌株 WB 验证结果图 

Figure 4.  Construction of Western blotting verification 
result map of SlyA knockout strain by CRISPR/Cas9- 
guided-Cytidine Base Editor. M: Protein Marker; lane 
1–2: Western blot result of two △slyA; lane 3: 
Western blotting result of S. typhimurium LT2; lane 4: 
Western blotting result of SlyA protein. 

2.1.3  编辑效率结果(利用 Editor R 软件)：为进

一步考察 slyA 碱基编辑的效率，将液体培养诱导

后 的 菌 液 同 样 采 用 引 物 N20-YZ-F 与 引 物

N20-YZ-R 进行菌液 PCR，并将 PCR 产物送测序

公司测序，通过 Editor R 软件[25]对测序结果进行

分析，分析结果如图 5 所示。根据图中的分析结

果，可看出 pgRNA1 与 pgRNA2 菌液中 C 转换成

T 的编辑效率分别为 78%与 87%，与文献中报道

的单碱基编辑效率相比[26]，属于较高的编辑效率

水平。 
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2.1.4  SlyA 敲除菌株的溶血鉴定：溶血结果如 

图 6 所示，野生型沙门氏菌(A)生长的培养基菌落

周围的红血球已完全发生溶解，且有明显可见的

透明溶血圈，表现为 β-溶血性状；而△slyA 菌株

(B)生长的平板上则未发现溶血现象，表现为   

γ-溶血(不溶血)性状，表明 slyA 基因已被成功敲

除，菌株丧失了溶血能力，毒性减弱。在回补实

验中，转化了 pBAD24 的对照组(C)同△slyA 菌株 

 

 
 

图 5.  pgRNA1 和 pgRNA2 对应菌液编辑效率分析图 

Figure 5.  Analysis diagram of editing efficiency of pgRNA1 and pgRNA2 corresponding to bacterial solution. 
A: analysis diagram of editing efficiency of pgRNA1 corresponding to bacterial solution; B: analysis diagram of 
editing efficiency of pgRNA2 corresponding to bacterial solution. a: peak diagram of sequencing results; b: the 
conversion ratio between bases. 

 

 
 

图 6.  slyA 基因敲除前、后的菌株及回补株的溶血现象(CBE 法) 

Figure 6.  Hemolysis of strains before and after slyA gene knockout and replacement strain (CBE method). A:  
S. typhimurium LT2; B: 1 and 2 are △slyA strains; C: Transformation of empty vector by △slyA strain; D: 1 and 
2 are the replenishment results of the △slyA strains. 
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性状相一致，表现为 γ-溶血性状；而回补株

C△slyA(D)的表型与野生型沙门氏菌一致，表现

为 β-溶血性状，表明沙门氏菌中 slyA 基因的缺失

能够影响菌体的溶血能力。 

2.2  λ-Red 法构建 SlyA 敲除菌株结果 

2.2.1  slyA 基因敲除菌株的 PCR 鉴定：以 pKD4

质粒为模板，利用 S1、S2 引物进行 PCR 扩增出

两翼与 slyA 基因序列同源、中间为 KanR 的长同

源臂 DNA 片段，片段长度理论值为 1582 bp。将

该同源打靶片段转化至含有 Red 重组酶的沙门氏

菌感受态细胞后，随机挑取 Kan+平板上的 6 个单

克隆，将其溶于 20 μL 无菌水中，取 2 μL 菌液加

入 PCR 小管中，再向各 PCR 管中加入 48 μL 除

模板外的 PCR 反应体系，选用 slyA-F、slyA-R 和

S-F、S-R 两对引物分别进行菌落 PCR 鉴定。如

图 7-A，采用引物 slyA-F、slyA-R 均扩增出了  

1722 bp 左右的分子条带，且对照组扩增 DNA 片

段长度为 441 bp；图 7-B 中，所选的 6 个单克隆

通过引物 S-F、S-R 扩增均无条带显示，对照组

则扩增出 201 bp 左右的分子条带，两组引物相互

验证，可充分表明 slyA 基因中间 201 bp 大小的

片段已被成功敲除。 

2.2.2  slyA 基因敲除菌株的 WB 鉴定：在沙门氏

菌生长过程中，转录调控因子 SlyA 能够在菌体

中正常表达。基于此，将上述筛选到的 6 株△slyA

菌株和野生型沙门氏菌接种于 5 mL LB 液体培养

基中，培养 16 h 后，收取 1 mL 菌体，进行 WB

检测。结果如图 8所示，在野生型沙门氏菌和 SlyA

蛋白中能够检测到分子量在 17 kDa 以下约为

16.69 kDa 大小的蛋白条带。与此相反，在筛选到

的 6 株△slyA 菌株中则未能检测到任何 SlyA 蛋

白。即与野生型沙门氏菌相比，利用 λ-Red 重组 

 
 

图 7.  λ-Red 法 SlyA 敲除菌株的 PCR 验证结果图 

Figure 7.  PCR validation results of SlyA knockout 
strain by λ-Red technology. A: M: D15000 DNA marker; 
lane 1–6: PCR result of 6 clones with primers slyA-F 
and slyA-R; lane 7: PCR result of S. typhimurium LT2. B: 
M: D15000 DNA marker; lane 1–6: PCR result of     
6 selected mutants with primers S-F and S-R; lane 7: 
PCR result of S. typhimurium LT2. 
 

 
 

图 8.  λ-Red 法构建 SlyA 敲除菌株的 WB 验证结果图 

Figure 8.  Construction of Western blotting verification 
result map of SlyA knockout strain by λ-Red 
technology. M: protein marker; lane 1–6: Western 
blotting result of two △slyA; lane 7: Western blotting 
result of S. typhimurium LT2; lane 8: Western blotting 
result of SlyA protein. 

 

系统构建的敲除菌株失去了表达 SlyA 蛋白的能

力，从而在蛋白水平上证实 slyA 基因已被成功敲

除。且在此实验中，选用沙门氏菌中的分泌蛋白

SopB 作为内参，以定量每个泳道的上样量。 

2.2.3  抗性基因的去除与验证：筛选到的 6 株

SlyA 敲除菌株含有 pKD46 质粒(Amp+)和 KanR。
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其中，pKD46 质粒在 30 °C 培养时可以正常复制，

而在 43 °C 培养时质粒则完全丢失[27]。如图 9-A

所示，经 43 °C 培养后敲除菌株均能够在含有

Kan+的 LB 平板上生长，但不能在含 Amp+的 LB

平板上生长。表明敲除菌株中 pKD46 质粒均被成

功去除；针对于 SlyA 敲除菌株中的 KanR，向其

中转化能够编码 FRT 位点的 pCP20 质粒(含 FLP

重组酶)，从而去除 2 个 FRT 位点间的 KanR。将

去除 KanR 后的菌株进行 PCR 验证，验证引物选

择 slyA 基因的上游和下游引物，即 slyA-F 和

slyA-R。若成功去除 KanR，理论上，扩增的分子

条带大约为 331 bp，若未去除，则菌落 PCR 将

扩增出接近 1722 bp 的 DNA 条带。根据图 9-B，

筛选得到的菌株均得到了分子量大约为 331 bp

的 DNA 扩增条带，与 KanR 去除后的理论计算

值相符。这表明成功去除了 SlyA 敲除菌株中

的抗性基因，将新菌种命名为 S. typhimurium LT2 

△slyA。 

2.2.4  SlyA 敲除菌株的溶血鉴定：基于上述实验

结果，随机抽取 2 个 SlyA 敲除菌株，对其进行

溶血活性检测，溶血结果如图 10 所示。野生型

沙门氏菌(A)生长的培养基菌落周围的红血球已

完全发生溶解，且有明显可见的透明溶血圈，表

现为 β-溶血性状；而随机抽取的 2 个△slyA 菌株

(B)所生长的平板无溶血现象，表现为 γ-溶血性

状，这一现象表明了△slyA 菌株中的 slyA 基因已

被成功敲除，菌株丧失了溶血能力，毒性减弱。

在回补实验中，转化了 pBAD24 的对照组(C)同

△slyA 菌株性状相一致，表现为 γ-溶血性状；而

回补株 C△slyA(D)表现为 β-溶血性状，表明沙

门氏菌中 slyA 基因的缺失能够影响菌体的溶血

能力。 

 
 

图 9.  λ-Red 法抗性基因的去除与验证结果图 

Figure 9.  Removal and verification of resistance 
genes by λ-Red technology. A: The left side shows the 
results of streak culture of 6 positive clones on the 
plate containing Kan+. On the right side, 6 positive 
clones were cultured on Amp+ plate. B: M: D15000 
DNA marker; lane 1–6: PCR result of 6 clones with 
primers slyA-F and slyA-R; lane 7: PCR result of     
S. typhimurium LT2. 

 

 
 

图 10.  slyA 基因敲除前、后的菌株及回补株的溶血

现象(λ-Red 法) 

Figure 10.  Hemolysis of strains before and after slyA 
gene knockout and replacement strain (λ-Red method). 
A: S. typhimurium LT2; B: 1 and 2 are ΔslyA strains; C: 
Transformation of empty vector by △slyA strain; D: 1 
and 2 are the replenishment results of the △slyA strains. 
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3  讨论 

鼠伤寒沙门氏菌是一种常见的食源性致病

菌，对公众健康有重大威胁。SlyA 作为鼠伤寒

沙门氏菌的一个致病性转录调控因子，不仅编码

溶血素，还参与沙门氏菌的毒力调控，对其进行

深入研究有利于揭示鼠伤寒沙门氏菌的致病机

理[28]。在鼠伤寒沙门氏菌侵染过程中，SlyA 的基

因表达调控是启动其二型毒力岛相关基因表达

的重要步骤，它与鼠伤寒沙门氏菌其他转录调控

因子之间存在着复杂的协同调控关系。这在一定

程度上增加了沙门氏菌的危害性。因此，通过构

建鼠伤寒沙门氏菌 SlyA 敲除菌株，可以为进一

步了解鼠伤寒沙门氏菌的侵染机制提供帮助，同

时也为提供更加有效的预防和控制沙门氏菌疾

病措施提供理论支持。 

近年来迅速兴起的 CRISPR/Cas9 系统是  

一种快速、简单且较为有效的基因编辑方法，能

够实现永久性的基因组修饰，其主要通过 NHEJ

和 HDR 进行修复。虽然 NHEJ 和 HDR 介导的基

因敲除较为有效，但已有研究表明 CRISPR/Cas9

技术在双链 DNA 断裂过程中可能会产生不良影  

响[29–32]。首先，系统敲除时，由于插入和缺失经

常导致移码突变，可能会引入无法控制的随机变

化，并且不是所有的随机插入或缺失都会导致基

因敲除，有时候也可能给目标蛋白引入新的功

能。其次，更关键的是，原始的 CRISPR/Cas9 技

术对双链 DNA 的切割已被证明能够导致过度的

DNA 损伤和细胞死亡，特别是在多拷贝基因组区

域。基于此，我们选用在 CRISPR/Cas9 基础上发

展而来的胞嘧啶单碱基编辑技术，并将此技术首

次尝试运用于沙门氏菌的基因编辑中，通过设计

相应的 gRNA，采用 CBE 系统，成功实现了碱基

C 到 T 的转变。上述结果表明，现有的碱基编辑

系统可以较好地应用于沙门氏菌的基因编辑中，

但其编辑效率还有改进与提高的空间。两个系统

的比较分析如表 3 所示。 

相较于 CBE 系统，λ-Red 同源重组技术则

需要提供携带预期 DNA 变化的供体 DNA，通过

将两侧含有同源序列的线性抗性基因片段转入

感受态细胞，使片段在 λ 噬菌体重组酶 Exo、

Beta、Gam 的作用下与染色体序列发生双交换，

从而实现基因编辑。λ -Red 重组体系采用了

“pKD4/pKD3-pKD46-pCP20”的 3 质粒协作系统，

其中包括用于扩增抗性基因片段的模板质粒

pKD4 (或 pKD3)、含有 λ-Red 重组酶的 pKD46

质粒以及辅助质粒 pCP20[33–34]。λ-Red 同源重组

是一个精确的过程，能够用抗性基因靶向改变基

因组，但在去除抗性基因后，染色体被敲除基因

座位处会留有一个 FRT 位点，故当敲除基因数量

较多时，容易造成染色体的不稳定，从而无法实

现基因的连续敲除[35]。另一方面，λ-Red 重组技 

 
表 3.  CBE 系统与 λ-Red 系统比较汇总表 

Table 3.  Summary of comparison between CBE system 
and λ-Red system 

Items CBE system λ-Red system 

Operating 
system 

Base editing system 
composed of pgRNA 
and pnCas9-AID  

Three plasmids cooperation 
system of pKD4/pKD3- 
pKD46-pCP20 

PAM locus Exist Null 

Universality Bad Good 

Stability Instability Stability 

Simplicity Simpleness Troublesome 

Time 10 d  20 d 
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术在基因整合时受到很大限制。基因整合需要将

目的基因与抗性基因进行拼接，由于 λ-Red 系统

质粒无法进行直接的构建操作，基因整合只能采

用如下策略：(1) 改造 pKD4 模板质粒，但 pKD4

质粒的拷贝数极低，用传统的构建方式难以实

现；(2) 在普通质粒上拼接目的基因与抗性基因，

则会导致重组后出现大量假阳性，对后续的筛选

不利；(3) 选用不依赖质粒拼接方式的交错 PCR

技术，则无法获得高浓度的目的基因，导致重组

率低下[36]。以上问题导致在使用 λ-Red 技术进行

外源基因整合时，存在较大困难。 

本研究成功在鼠伤寒沙门氏菌中建立了碱

基编辑系统，并应用 CBE 系统和 λ-Red 同源重组

两种方法构建鼠伤寒沙门氏菌 SlyA 敲除菌株。

CBE 系统以其操作的简便性在基因编辑中优势

明显，仅需改变 20 bp 的 gRNA 序列，通过改变

单核苷酸产生终止密码子即可敲除目标基因，在

实验设计及操作上都极为简便且耗时较短，仅需

10 d 左右即可完成从编辑系统设计到获得编辑菌

株的全部过程；λ-Red 同源重组需要进行同源打

靶片段的扩增，且需要诱导表达重组酶，在敲除

成功后还需设计筛选引物，相比之下操作较为复

杂。也有研究表明，CRISPR/Cas 系统在针对不

同的删除目标时作用效果并不稳定，且 CBE 系统

存在针对目标基因的潜在 gRNA 数量较少，在非

模式菌株中的普适性较低等问题；而 λ-Red 技术

的优势在于无 PAM 位点要求，相对稳定，具有

普适性，也适用于没有合适 gRNA 序列的基因。

但尽管如此，CBE 系统在沙门氏菌中的成功建

立，亦为进一步拓展与完善该菌的基因编辑系统

提供了基础。 
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Comparative study on construction of SlyA knockout strain of 
Salmonella typhimurium using CRISPR/Cas9-guided-Cytidine 
Base Editor and λ-Red homologous recombination technology 
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Abstract: Food safety issues caused by food-borne pathogens have become a critical factor threatening human 

health. Therefore, studying the infection mechanism of food-borne pathogens is of great significance to control 

harm caused by pathogens. [Objective] Taking the common food-borne pathogenic bacteria Salmonella 

typhimurium as the research object, we studied the genetic manipulation methods for knocking out its 

pathogenicity associated transcriptional regulator coding gene SlyA by systematically compared the technical 

differences between CRISPR/Cas9-guided-Cytidine Base Editor (CBE) and λ-Red homologous recombination 

methods. The work present here not only provides detailed data for the application of gene editing technology for 

S. typhimurium, but also provides a useful reference for the development of gene editing technology for other 

pathogen species. [Methods] The PCR, Golden Gate, and Sanger sequencing were used to construct CBE and 

λ-Red gene editing systems and verify the gene edit results. Editor-R was used to analysis base edit efficiency of 

CBE system. Western blot was used to verify the results of gene editing at the protein expression level. In 

phenotypic identification was used to verify the knockout results. [Results] The PCR product sequencing, 

blot verification results and hemolysin activity identification showed that the CBE gene editing system has been 

successfully applied to S. typhimurium. The SlyA null mutant of S. typhimurium was constructed based on the 

above-mentioned technology, respectively. [Conclusion] Although the CRISPR/Cas9-guided Cytidine Base 

has the advantages of simpler operation and more efficient editing than the λ-Red system, the system still has 

several shortcomings, such as the need to establish a specific gRNA sequence and PAM locus which are not so 

common in non-model strains. In addition, the CBE system has the problem of instability during gene editing. 

Nevertheless, CBE was successfully applied to Salmonella typhimurium for the first time, which will provide a 

basis for optimizing and improving the gene editing of this strain. 

Keywords: Salmonella typhimurium, SlyA, CRISPR/Cas9-guided-Cytidine Base Editor, λ-Red homologous 

recombination technology, gene editing 
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