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摘   要：【目的】在大肠杆菌(Escherichia coli) MG1655-ΔrecA 和 Escherichia coli DH10B 中构建

CRISPR/LshCas13a 质粒干扰系统，通过靶向非必需基因 lacZ 和必需基因 polA，分别分析 RNA 编

辑实验中的逃逸现象。【方法】选取来自沙氏纤毛菌(Leptotrichia shahii)中的 Cas13a 蛋白编码基因

LshCas13a，构建可诱导的 CRISPR/LshCas13a 的 RNA 编辑系统相关质粒，选取 MG1655-ΔrecA
和 DH10B 为研究对象。通过 Crisporo 算法，设计靶向 lacZ 和 polA 的 CRISPR RNA (crRNA)序列，

考察利用 LshCas13a 质粒干扰实验靶向 lacZ 和 polA 的逃逸现象。再通过对逃逸菌落的数量和序

列分析评估 LshCas13a 系统的逃逸现象，结合 PCR 和 Sanger 测序技术探究 LshCas13a 系统的逃

逸事件。选取通过插入序列(insertion sequence, IS)转座破坏 LshCas13a 系统的 LshCas13a 基因的

逃逸菌落，通过监测 OD600 进一步考察菌株的生长情况。【结果】利用 LshCas13a 系统靶向

MG1655-ΔrecA 和 DH10B 中的 lacZ 和 polA，发现靶向 lacZ 时，MG1655-ΔrecA 通过 LshCas13a
基因点突变和 IS转座突变方式逃逸；靶向 polA时，MG1655-ΔrecA和 DH10B通过点突变 LshCas13a
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基因、IS 转座和突变 crRNA 的直接重复(direct repeat, DR)序列等方式逃逸。LshCas13a 编码基因

的突变促进了菌株生长的恢复。【结论】本研究利用 LshCas13a 质粒干扰系统研究了 E. coli 宿主

RNA 编辑中的多样化逃逸现象，包括了染色体编码的 IS 介导的 LshCas13a 转座突变、LshCas13a 点

突变、crRNA 的 DR 序列突变或重组等情况。本研究为进一步优化 CRISPR/LshCas13a 基因编辑

系统奠定了基础。 

关键词：大肠杆菌；CRISPR/LshCas13a；质粒干扰系统；逃逸现象；插入序列 
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Abstract: [Objective] The plasmid interference system of CRISPR/LshCas13a was 
constructed in Escherichia coli MG1655-ΔrecA and Escherichia coli DH10B to analyze the 
escape phenomenon in RNA editing experiments by targeting the non-essential gene lacZ and 
the essential gene polA. [Methods] An inducible CRISPR/LshCas13a RNA editing system- 
associated plasmid was designed with LshCas13a from Leptotrichia shahii. MG1655-ΔrecA 
and DH10B were selected as the research objects. The Crisporo algorithm was employed to 
design the CRISPR RNA (crRNA) sequences targeting lacZ and polA, and the LshCas13a 
plasmid interference experiment was carried out to study the escape phenomena targeting 
lacZ and polA. The escape phenomenon of the LshCas13a system was evaluated based on the 
number and sequences of escaped colonies. PCR and Sanger sequencing were conducted to 
explore the escape events of the LshCas13a system. The escaped colonies carrying the 
LshCas13a system disrupted by the insertion sequence (IS) were selected, and OD600 was 
measured to evaluate the growth recovery of the strains. [Results] The LshCas13a system 
was used to target lacZ and polA in MG1655-ΔrecA and DH10B. MG1655-ΔrecA escaped 
through point mutation of LshCas13a and IS-mediated transposition when lacZ was targeted. 
When polA was targeted, MG1655-ΔrecA and DH10B escaped by point mutation of 
LshCas13a, IS-mediated transposition, and mutation of the direct repeat (DR) sequence of 
crRNA. The mutation of LshCas13a promoted the recovery of strain growth. [Conclusion] 
The LshCas13a plasmid interference system successfully revealed the diversified escape 
phenomena during the RNA editing of E. coli, including IS-mediated the transposition of 
LshCas13a, point mutation of LshCas13a, and DR sequence mutation or recombination of 
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crRNA. The results laid a foundation for optimization of the CRISPR/LshCas13a gene editing 
system. 
Keywords: Escherichia coli; CRISPR/LshCas13a; plasmid interference system; escape 
phenomenon; insertion sequence 
 

CRISPR/Cas13a 系 统 属 于 2 类 Ⅵ 型

CRISPR/Cas 适应性免疫系统[1]，保护原核生物

免受外来核酸物质(如病毒和质粒)的侵袭，该系

统介导的适应性免疫过程包括了 3 个阶段，即

适应、表达和干扰。(1) 在适应阶段，外源核酸

片段被加工成新的间隔区，整合到 CRISPR 基

因簇中[2]；(2) 表达阶段包括转录 CRISPR 阵列，

将前体转录物加工为成熟的 CRISPR RNA 
(crRNA)，然后与 Cas13a 蛋白组装成 CRISPR
核糖核蛋白复合物[3]；(3) 在干扰阶段，Cas13a
在 crRNA 的引导下识别和切割目标 RNA，从

而使外源的 RNA 降解[4]。当外来核酸物质入侵

宿主时，Cas13a 切割 crRNA 前体产生成熟的

crRNA，并与其结合产生 CRISPR-crRNA 监测

复合物，在 crRNA 的引导下，使得 Cas13a 发

挥降解外源 RNA 的功能[5]。 
Cas13a 蛋白是由识别瓣叶(recognition lobe, 

REC)和核酸酶瓣叶(nuclease lobe, NUC)组成的

两瓣叶结构，REC瓣叶包括N端结构域(N-terminal 
domain, NTD)和 Helical-1 结构域，NUC 瓣叶包

括 2 个保守的负责 crRNA 成熟的高等真核生物

和原核生物核苷酸结合(higher eukaryotes and 
prokaryotes nucleotide-binding domain, HEPN)结
构域、连接 2 个 HEPN 结构域的连接结构域和

1 个 Helical-2 结构域[6]。CRISPR/Cas13a 系统依

赖于 crRNA，作为一种导航系统，通过识别入

侵的外源核酸和结合 Cas13a蛋白来特异性切割

和破坏外源核酸。目标 RNA 与 crRNA 结合后

诱导 Cas13a 构象发生改变，形成 crRNA-靶 RNA
双结合通道[7]，crRNA 的直接重复(direct repeat, 

DR)序列与 Cas13a 也形成了新的相互作用，目

标 RNA 和 Cas13a 之间的相互作用对于 crRNA
指导的 RNA 切割是必不可少的[8]。实际上，目

标 RNA 是一个激活剂，通过与 crRNA 的引导区

形成双链并将催化残基靠近在一起来激活 HEPN
结构域内的 2 个催化位点，活化的 HEPN 催化该

位点的单链核糖核酸(single-stranded ribonucleic 
acid, ssRNA)裂解。 

CRISPR/Cas13a 系统的特征是不仅可以切

割底物 RNA，还具有反式 RNA 切割活性来切割

游离的单链 RNA，这一发现使研究者对开发核

酸检测的新型生物传感技术产生了更大兴趣[5]，

并有望在 CRISPR 诊断方面取得重大进展[9]。目

前，CRISPR/Cas13a 系统已经被成功开发用于检

测多种病原体，如细菌[10]、病毒[11]和癌细胞[12]，

还可用于噬菌体基因组编辑[13]，表现出了高灵

敏度和高特异性的优越特征[14]。在植物[15]和真

菌[16]中使用 CRISPR/Cas13a 技术也大大加快了

农业研究的步伐和进程。此外，CRISPR/Cas13a
基因检测技术还可用于癌症的早期检测和肿瘤

相关标志物的快速检测，以及肿瘤治疗和基因

治疗[17]，展现了较好的应用潜力。 
LshCas13a 蛋白属于 CRISPR/Cas13a 家族，

在基因组编辑和 RNA 干扰中发挥关键作用。与

其他 Cas13a 蛋白相比，LshCas13a 蛋白具有更

高的特异性、稳定性[18]和广泛的应用前景。此

外，LshCas13a 蛋白可以高效调控靶标 RNA 的

水平，有效地沉默靶标基因的表达[19]，从而为

研究人员提供了一个强大的工具来研究基因功

能和疾病机制[20]。总的来说，LshCas13a 蛋白
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相较于其他 Cas13a 蛋白具有更高的特异性、精

准性和广泛的研究基础，使其在基因组编辑和

RNA 干扰领域具有重要的应用意义。然而，

CRISPR/LshCas13a 系统对被编辑的宿主造成了

一定的生理负担[5]，该系统介导的基因编辑过

程也存在着逃逸的问题[21]。LshCas13a 系统靶

向 RNA 分子时会引发非特异性 RNA 分子的剪

切和降解，从而干扰基因表达和细胞代谢过程，

可能会对细胞或生物体产生毒性作用。逃逸效应

可能会导致意外的副作用，甚至引起不必要的细

胞死亡或损伤，影响了基因编辑的效果。 
本研究以 LshCas13a 系统为研究对象，选择

大肠杆菌(Escherichia coli)中 recA 基因的敲除突

变株 MG1655-ΔrecA 和重组缺陷 recA 的 DH10B
作为研究的宿主菌，构建 LshCas13a 质粒干扰系

统，通过靶向大肠杆菌的非必需基因 lacZ 和必

需基因 polA 研究 LshCas13a 系统的多样化逃逸

现象，旨在为开发高效能的 CRISPR/LshCas13a
基因编辑技术提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器 

胰蛋白胨、酵母提取物、氯化钠、甘油、

异丙醇、三氯甲烷、无水乙醇、乙二胺四乙酸、

三羟甲基氨基甲烷、十二烷基磺酸钠、异丙

基 -β-D-硫代半乳糖苷、5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半

乳糖苷和冰醋酸均购自国药集团化学试剂股份

有限公司；琼脂购自青岛华东化玻仪器有限公

司；卡那霉素、氯霉素、氨苄青霉素、四环素

和大观霉素均购自西格玛奥德里奇(无锡)生化

科技有限公司；Gibson 重组试剂盒购自苏州近

岸蛋白质科技股份有限公司；质粒小提试剂盒、

质粒中提试剂盒和胶回收试剂盒均购自 Omega 

Engineering 公司；DNA 连接酶和高保真 DNA

聚合酶均购自南京诺唯赞生物科技股份有限公

司 ； 琼 脂 糖 和 限 制 性 核 酸 内 切 酶 均 购 自

ThermoFisher Scientific 公司。 

恒温振荡摇床和电子精密天平均购自上海

知楚仪器有限公司；生化培养箱购自韶关市泰

宏医疗器械有限公司；电转仪购自 Eppendorf
公司；微波炉购自广东美的微波炉制造有限公

司；双向磁力搅拌器购自常州荣华仪器制造有

限公司；4 ℃冰箱购自青岛澳柯玛控股集团有

限公司；NanoDrop、PCR 仪、离心机、−30 ℃冰

箱、−80 ℃冰箱均购自 ThermoFisher Scientific 公

司；制冰机购自宁波新芝生物科技股份有限公

司；电泳仪购自上海天能科技有限公司；生物

安全柜购自江苏埃德伯格电气有限公司；凝胶

成像系统购自 Bio-Rad 公司；电热恒温鼓风干

燥箱和水浴锅均购自上海一恒科学仪器有限公

司；高压灭菌锅购自上海实维实验仪器技术有

限公司。 
1.1.2  培养基 

大肠杆菌培养基采用LB液体培养基(g/L)[22]：

胰蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，氯化钠 10.0，
用 5 mol/L 的氢氧化钠溶液调节 pH 值至 7.2，
加水定容至 1 000 mL，120 ℃灭菌 15 min，4 ℃
保存。 

LB 固体培养基需要将 LB 液体培养基分装

到锥形瓶中，每瓶分装 250 mL LB 液体培养基

和 3.75 g 琼脂，120 ℃灭菌 15 min。将液体倒入

平皿中，每个平皿倒入 20 mL，4 ℃保存，2 周

内使用。 
1.1.3  菌株、质粒和引物 

本研究所用菌株见表 1，所用质粒见表 2，
所用引物见表 3 (所用引物均由北京擎科生物科

技股份有限公司合成)。 
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表 1  大肠杆菌菌株信息 
Table 1  Strains information of Escherichia coli 
Strains Descriptions Sources 
DH10B str. K-12 F–, lacZ Lab preservation 
MG1655-ΔrecA MG1655 strain with recA disrupted [23] 
ZY01 MG1655-ΔrecA containing plasmid pLshCas13a-zy This study 
ZY02 DH10B containing plasmid pLshCas13a-zy This study 
ZY03 In MG1655-ΔrecA, IS1A is inserted into the LshCas13a system This study 
ZY04 In DH10B, IS10R is inserted into the LshCas13a system This study 

 
表 2  质粒及其特征和来源 
Table 2  Plasmids and their properties and sources 
Plasmids Descriptions Sources 
pC003-LshC2C2 locus into 
pACYC184 for spacer cloning 

The template plasmid for amplifying the LshCas13a gene [5] 

pCasY-3-ΔSIM-kan Template plasmid used to amplify vectors [23] 
pLshCas13a-zy Plasmid associated with the LshCas13a interference system This study 
p15A-cm Ori (p15A), chl [23] 
p15A-control The crRNA cassette without any spacer sequence cloned into plasmid p15A-cm This study 
p15A-cm-Lsh-1-crRNA::lacZ The expression cassette targeting one region of the lacZ gene (200−400 bp) 

was cloned into p15A-cm plasmid 
This study 

p15A-cm-Lsh-1-crRNA::polA The expression cassette targeting one region of the polA gene (400−600 bp) 
was cloned into p15A-cm plasmid 

This study 

p15A-cm-Lsh-2-crRNA::polA The expression cassette targeting two regions of the polA gene (400−600 bp 
and 1 000−1 200 bp) was cloned into p15A-cm plasmid 

This study 

p15A-cm-Lsh-2-crRNA::lacZ The expression cassette targeting two regions of the lacZ gene (200−400 bp 
and 600−800 bp) was cloned into p15A-cm plasmid 

This study 

pBluescript SK(+)  ColE, lacZ, bla, orif1 This study 

 
1.2  构建 CRISPR/LshCas13a 干扰系统相关

质粒 
1.2.1  PCR 扩增 LshCas13a 基因片段 

在本研究中以质粒 pC003-LshC2C2 (武汉

淼灵生物科技有限公司)作为模板，该质粒含有

完整的 LshCas13a 基因，使用引物对 LshCas-F/ 
LshCas-R 进行 PCR 扩增，经胶回收纯化后获得

PCR 扩增产物。将 4.5 μL 的回收产物与 0.5 μL 
pBluescript SK(+)载体和 5 μL 连接酶加入反应

体系中，在 16 ℃条件下反应 2 h 后，将总体积

为 10 μL 的反应产物通过化学转化法转入感受态

细胞 E. coli DH10B 中。挑取验证成功的菌株进

行测序，选择序列正确的菌液进行质粒的提取。

使用 Sma I 消化质粒，经胶回收获得线性化含

有同源臂的 LshCas13a 基因片段(图 1B)。 
1.2.2  PCR 扩增载体片段 

以 pCasY-3-ΔSIM-kan 质粒作为模板，使用

引物对 5500-F/5500-R 进行 PCR 扩增，取 50 μL
的 PCR 产物在 130 V 的条件下电泳 30 min，胶回

收纯化后获得带有同源臂的载体片段(图 1B)。 
1.2.3  Gibson 重组 

将 LshCas13a 基因片段和载体片段以摩尔

比 1:1 加入到离心管中进行重组反应，在 50 ℃
的条件下反应 10 min，取 20 μL 的反应产物化 
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表 3  引物及其序列 
Table 3  PCR primers and their sequences  
Primers Sequences (5′→3′)  
LshCas-F ACCCGGGATAACAATTTCACACCCTAGGCCGCAAAGAGGAGAAAGGATCTATGGGAAATTTATTT

GGAC (Sma I) 
LshCas-R ACCCGGGCTGCTAAAGGAAGCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAATCTTATAACGTATCAT

TCG (Sma I) 
Lsh-sk-F TTCCCAGTCACGACGTTGT 
Lsh-sk-R CTATCTCTATTTCTTCTTC 
Lsh-SK-WF1 TAAGAATAATAGAAAATG 
Lsh-SK-WF2 GGAAATTGTGATACAG 
Lsh-SK-WF3 TACAAGGAACGCAAGA 
Lsh-SK-WF4 GCAACATCAGTTTGGTT 
Lsh-SK-WF5 AAATACATAATATGCTCTAAC 
5500-F CGCTTCCTTTAGCAGCCCTTGCGCCCTGAGTGCTTG 
5500-R TGCGGCCTAGGGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATT 
spe-Lsh-F GGCCTCGCGCGCAGATCAGT 
spe-Lsh-R ATACAACTTCTTCTGTTTCC 
tet-Lsh-F AAGAAATCCGTTTGCTGA 
tet-Lsh-R GCAAGGCTATGTGCCATC 
Lsh-IS-R CGGAACACGTAGAAAGCCAG 
Lsh-IS-F GGCCGCAAAGAGGAGAAAGG 
Lsh-1-R CCATAAAATTAGTCAAAATA 
Lsh-2-F CGCTAAAGAGGAATTGGATT 
Lsh-3-F GAAAAAAGTAATAGAATGTT 
Lsh-4-F GGCTGATGCAAAATTTTTAT 
Lsh-5-F GCAGAACAAATTGATAGAGT 
P15A-F CAAGGCGACAAGGTGCTGAT 
P15A-R GGTAGCTCAGAGAACCTTCGA 
Uppercase plus underscores indicate homology arms, restriction endonuclease have been noted in parentheses and its 
recognition site is indicated in capital italics. 
 
学转化到感受态细胞 E. coli DH10B 中(图 1A)。
转化结束后加入四环素和大观霉素涂布于 LB
平板，在 30 ℃条件下孵育 12 h，然后在 LB 平

板上挑取单克隆菌落于 3 mL 含四环素和大观霉

素 LB 液体培养基，30 ℃、220 r/min 振荡培养

12 h。用引物对 spe-Lsh-F/R 和 tet-Lsh-F/R 进行

PCR 验证，挑选出正确的克隆。接着，再提取

正确克隆的质粒，利用 Nco Ⅰ和 BamH Ⅰ进行酶

切 验 证 ， 获 得 正 确 的 目 标 质 粒 ， 命 名 为

pLshCas13a-zy (图 1C)。 

1.3  crRNA 的设计 
考虑到 LshCas13a-crRNA 复合物与目标

RNA 结合时，crRNA 识别 3′原型间隔区侧翼位点

(protospacer-flanking site, PFS)偏好于碱基 C[24]，

以及 LshCas13a 蛋白的裂解位点主要定位于

ssRNA 的富尿嘧啶区域或 ssRNA-dsRNA 连接

处[5]，并且 LshCas13a 系统的靶向区域偏好 AT
含量高的区域，因此选择靶向 lacZ 基因的

200−400 bp 和 600−800 bp 2 个区域，靶向 polA
基因的 400−600 bp 和 1 000−1 200 bp 2 个区域
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进行 crRNA 的选择。利用 Crisporo 算法

(http://bioinfolab.miamioh.edu/ct-finder) 分 别 设

计靶向 lacZ 基因和 polA 基因的 crRNA 序列，

靶向位点和 PFS 等信息见表 4。crRNA 序列全

部由北京擎科生物科技股份有限公司合成，并

克隆到载体 p15-cm 载体中。 

1.4  电转化 CRISPR/LshCas13a 干扰系统

相关质粒 
将 质 粒 pLshCas13a-zy 分 别 电 转 化 到

MG1655-ΔrecA 和 DH10B 中 。 分 别 挑 取

MG1655-ΔrecA和DH10B单个菌落于 3 mL的LB
液体培养基中，37 ℃、220 r/min 振荡培养 12 h。
然后，利用低温冷冻离心机，4 °C、12 000 r/min
将 MG1655-ΔrecA 和 DH10B 离心 5 min，再用

预冷的无菌水洗涤细胞 2 次，制备电感受态细

胞。最后，加入 40 μL 无菌水和 1−3 μL 浓度为

50−100 ng/μL 的 pLshCas13a-zy 质粒与电转感

受态细胞轻轻混合后，迅速加入至预冷的 1 mm
电转杯中；电转仪参数设置为 25 μF、200 Ω 和

1.8 kV 同时电击 5 ms，电击结束后迅速向电转

杯中加入 1 mL 预冷的 LB 液体培养基重悬细

胞，30 ℃、220 r/min 振荡培养 1 h；然后加入四

环素和大观霉素后均匀涂布于 LB 固体培养基

上，倒置放置在 30 ℃恒温培养箱中培养 12 h，
筛选正确的菌株分别命名为 ZY01 和 ZY02。 

1.5  CRISPR/LshCas13a 质粒干扰实验 
在 LshCas13a 系统中，LshCas13a 蛋白的表

达由 IPTG 诱导的启动子 PTrc 驱动，首先将质 
 

 
 
图 1  pLshCas13a-zy 质粒的构建和验证 
Figure 1  Construction and validation of pLshCas13a-zy. A: Cloning of pLshCas13a-zy using Gibson 
assembly. B: The LshCas13a fragment was digested with Sma I and PCR recovery of 5.5 kb gene fragment. C: 
Enzymatic verification of pLshCas13a-zy by the digestion of Nco Ⅰ and BamH Ⅰ. 
 
表 4  靶向位点信息 
Table 4  Targeting sites information 
CRISPR spacer name Targeted regions in crRNA (5′→3′) PFS 
lacZ (200−400 bp)  CCTCAGGAAGATCGCACTCCAGCCAGCT C 
lacZ (600−800 bp)  AAATCATCATTAAAGCGAGTGGCAACAT C 
polA (400−600 bp)  TCATGGTATTGATAAGCGTAATATTTGG C 
polA (1 000−12 00 bp)  ACCAGGTTAGCAGAGATGTTATCAAGGC C 
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粒 pLshCas13a-zy 电转化到菌株中，然后再电

转入 crRNA 的质粒后进行表达。在抗生素选择

压力下孵育后，IPTG 诱导 LshCas13a 蛋白表达，

LshCas13a 系统作用于目标 RNA 后降低基因表

达并非特异性降解 RNA。 
将 ZY01 和 ZY02 制成电感受态细胞，分别

将质粒 p15A-cm-Lsh-1-crRNA::lacZ、p15A-cm- 
Lsh-2-crRNA::lacZ、p15A-cm-Lsh-1-crRNA::polA、

p15A-cm-Lsh-2-crRNA::polA 电转化到电感受

态细胞中。电转化完毕后，30 ℃、220 r/min 振

荡培养 1 h，然后涂布于含有氯霉素、四环素、

大观霉素和 IPTG 的 LB 平板上，将平板放置在

30 ℃培养箱中培养 16 h。 

1.6  菌株活化及生长曲线的测定 
将 ZY01和 ZY02在含有四环素和大观霉素

的 3 mL 的 LB 液体培养基中在 30 ℃、220 r/min
条件下振荡培养 14 h 后，将菌液浓度统一调整

至 OD600 为 0.05，然后接种于含有四环素和大

观霉素的 5 mL 的 LB 液体培养基中，分别在

IPTG 和无 IPTG 的条件下，30 ℃、220 r/min
振荡培养，每 2 h 取样检测一次，连续监测 14 h。
每个实验均进行 3 次生物学重复，将测得的结

果进行线性化处理。 

1.7  数据处理 
实验数据均为 3 组平行，采用平均值±标准

差表示。用 GraphPad Prism 9.4.1 对数据进行整

理，用 SPSS 26.0 软件进行显著性分析(P<0.01)，
通过 Adobe Illustrator 2020 软件进行作图分析

及图片的整理。 

2  结果与分析 
2.1  诱导表达 LshCas13a 蛋白对细菌生存

影响的分析 
为了考察 LshCas13a 系统对大肠杆菌的生理

状况的影响，在缺乏 crRNA 引导的情况下，分别

在含有质粒 pLshCas13a-zy 的 MG1655-ΔrecA 
(菌株 ZY01)和 DH10B (菌株 ZY02)中诱导表达

LshCas13a 蛋白，通过分别测量 IPTG 诱导组(+)
和无 IPTG 组(−)细菌的生长曲线来判断诱导表

达 LshCas13a 蛋白是否对 ZY01 和 ZY02 的生长

产生影响(图 2)。 
结果显示，与不添加诱导剂的条件相比，

在添加诱导剂的生长条件下，ZY01 和 ZY02 的

生长速度均有不同程度的减慢。如图 2A 所示， 
 

 
 

图 2  不同诱导条件下菌株的生长曲线 
Figure 2  Growth curves of strains under different induction conditions. A: ZY01 (LshCas13a system in 
MG1655-ΔrecA). B: ZY02 (LshCas13a system in DH10B). The standard deviation represents the difference 
in OD600 of the strains under different induction conditions at the same time. 
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ZY01 在培养 4 h 后，不添加诱导剂时菌株的

OD600 始终大于添加诱导剂的情况。当培养 8 h
时，在不同诱导条件下的 OD600 差距最大，差

距为 0.25。培养 14 h 后，ZY01 在不同诱导条

件下的 OD600 的差异仍然存在，差距为 0.22。
如图 2B 所示，ZY02 在不添加诱导剂的条件下

菌株的 OD600 始终大于添加诱导剂的情况。在

培养 8 h 时，在不同诱导条件下的 OD600 差距最

大，差距为 0.47。尽管随着培养时间的不断延

长，不同诱导条件下的 OD600 差异逐渐减小，

在培养 14 h 结束时，ZY02 的生长状态相对较

弱。该研究结果表明，LshCas13a 蛋白的表达对

菌株产生了一定的生理负担。 

2.2  考察 CRISPR/LshCas13a 质粒干扰系统

靶向非必需基因 lacZ 的情况 
将 LshCas13a 干 扰 系 统 相 关 质 粒

pLshCas13a-zy 电转化到菌株中，再将目标为

lacZ 的 crRNA 的质粒继续电转化到该菌株中。

在转化后的 MG1655-ΔrecA 中，LshCas13a 复合

物通过与目标 lacZ 的序列互补结合，引发

LshCas13a 蛋白的活性，从而靶向 lacZ，以实

现对 lacZ 基因的功能控制或沉默，产生白色菌

落(图 3A)。 
当 LshCas13a 系统在 MG1655-ΔrecA 中靶

向 lacZ 后，在添加 IPTG 和 X-Gal 的培养条件

下，出现了白色菌落，说明成功构建 LshCas13a
干扰系统靶向 lacZ。在添加诱导剂的条件下，

比较靶向 lacZ 的 1 个区域和 2 个区域时蓝色菌

落与白色菌落的数量，通过统计菌落数发现数

量比例均在 0.4−0.5 波动(图 3B)。与转化质粒

p15A-control 转化效率相比，在添加诱导剂的条

件下，靶向 lacZ 的 1 个区域和 2 个区域时转化

效率均下降了 50%左右，而在不添加诱导剂的

条件下，转化效率基本没有变化(图 3C)。表明

LshCas13a 系统操纵子的诱导表达可能对宿主

产生了遗传毒性胁迫。 

2.3  CRISPR/LshCas13a 质粒干扰系统靶

向必需基因 polA 的逃逸情况 
在 E. coli 的染色体中，polA 基因是一个重

要基因，编码 DNA 聚合酶 I[25]，参与细胞中的

核酸代谢，包括 DNA 合成、DNA 修复和 RNA
加工，对于维持基因组的稳定性和功能起着至

关重要的作用。E. coli 中的 polA 基因以单拷贝

的形式存在，如果缺少 polA 基因，将无法产

生 DNA 聚合酶 I，从而导致 DNA 复制和修复

过程受到严重影响，甚至会导致细胞死亡 [26]。

为了进一步增加 LshCas13a 系统对宿主的生存

压力，选择靶向必需基因 polA，进而考察大肠

杆菌对该基因编辑系统的逃逸能力和多样性

分析。 
通过对质粒干扰实验中存活的菌落数量分

析，发现在 MG1655-ΔrecA 和 DH10B 中利用

LshCas13a 系统靶向 polA，在不同的诱导条件

下，与对照质粒 p15A 的转化效率相比，都显

著降低(P<0.01) (图 4A、4B)。在 LshCas13a 系

统靶向 polA 的实验中，即使在不添加诱导剂的

培养条件下，转化效率依然明显小于靶向 lacZ
的转化效率，这表明即使 LshCas13a 系统的启

动子有较少的渗漏表达，依然对菌株产生了

生存压力。同时，以 MG1655-ΔrecA 为研究对

象，与转化质粒 p15A-control 转化效率相比，

在添加诱导剂的条件下，靶向 polA 的 1 个区域

和 2 个区域时转化效率均下降了 70%左右。以

DH10B 为研究对象，靶向 polA 时，与转化质

粒 p15A-control 转化效率相比，在添加诱导剂

的条件下，靶向 1 个区域和 2 个区域时转化效

率均下降了 75%左右。这表明 LshCas13a 系统

靶向 polA 对宿主产生了更大的生存压力时，仍

然有较多存活的菌落。因此，进一步探讨了

LshCas13a 系统逃逸情况产生的可能原因。 
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图 3  LshCas13a 质粒干扰系统靶向非必需基因 lacZ 
Figure 3  The LshCas13a plasmid interference system targets the non-essential gene lacZ. A: Schematic 
representation of the work of the LshCas13a plasmid interference system by targeting lacZ. B: Ratio of blue 
and white colonies after targeting the lacZ gene by LshCas13a plasmid interference system in 
MG1655-ΔrecA. C: Analysis of the CFU after the curation of LshCas13a plasmid interference system by 
targeting lacZ in MG1655-ΔrecA. **: P<0.01. 

 

 
 
图 4  LshCas13a 质粒干扰系统靶向必需基因 polA 
Figure 4  The LshCas13a plasmid interference system targets the essential gene polA. A: Analysis of the CFU 
after curation of LshCas13a plasmid interference system by targeting polA in MG1655-ΔrecA. B: Analysis of the 
CFU after treatment of LshCas13a plasmid interference system by targeting polA in DH10B. **: P<0.01. 
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2.4  逃逸事件的捕捉 
当 LshCas13a 系统靶向 lacZ 和 polA 时，均

出现了大量能够逃避 LshCas13a 系统的逃逸菌落，

针对这些菌株探索了其逃逸发生的可能情况。 
2.4.1  靶向 lacZ 基因的逃逸情况分析 

在 MG1655-ΔrecA 中，当 LshCas13a 系统

靶向 lacZ 基因的 1 个区域时，随机选取 50 个

存活的菌落，对 LshCas13a 系统的作用元件进

行分析，结果显示在添加诱导剂的情况下

LshCas13a 区域突变发生了 22 次，在不添加诱导

剂的条件下 LshCas13a 区域突变发生了 21 次。

当 LshCas13a 系统靶向 lacZ 基因的 2 个区域时，

随机选取 50 个存活的菌落，结果显示在添加诱

导剂的情况下 LshCas13a 区域突变发生了 5 次，

在不添加诱导剂的条件下 LshCas13a 区域突变

发生了 17 次。 

然而，在添加诱导剂的条件下，通过 PCR
扩增 LshCas13a 区域，意外地发现 LshCas13a
区域相较于原始 LshCas13a 区域变大，测序结

果显示是由于菌株基因组中具有转座功能的插

入序列 (insertion sequence, IS)元件转移到了

LshCas13a 编码区域，破坏了 LshCas13a 系统，

致使宿主逃脱 LshCas13a 系统的切割反应。在

添加诱导剂的条件下，当 LshCas13a 系统靶向

lacZ 基因 1 个区域时 IS 转座发生了 2 次，靶向

lacZ基因 2个区域时 IS转座发生了 6次(图 5D)。 
2.4.2  靶向 polA 基因的逃逸情况分析 

研究显示当 LshCas13a 系统靶向 polA 时，

仍然有许多 E. coli 存活。为了探讨 LshCas13a
系统的逃逸情况，随机选取大量幸存的菌落，对

LshCas13a 系统的作用元件进行分析，PCR 扩

增 LshCas13a 区域，通过琼脂糖凝胶电泳发现 
 

 
 
图 5  LshCas13a 系统靶向 lacZ 基因的逃逸现象分析 
Figure 5  Analysis of the escape phenomenon of the LshCas13a system by targeting lacZ. A: Schematic 
representation of crRNA targeting the lacZ gene. B: PCR screening for IS insertions into LshCas13a gene 
expression cassettes. C: Schematic representation of mutations occurring in the LshCas13a gene. D: Statistics 
of the escape phenomena of 50 randomly selected surviving colonies in MG1655-ΔrecA. 
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其中大部分的 LshCas13a 的 PCR 产物比预期条

带变大(图 6C)。测序结果显示，这些条带变大

的 LshCas13a 区域是因为 IS 元件的插入，从而

破坏了 LshCas13a 系统，致使菌株可以存活。 
在 MG1655-ΔrecA 和 DH10B 中，当 LshCas13a

系统靶向 polA 基因的 2 个区域时(图 6A)，通过

PCR 随机检测 50 个存活的菌落，结果均显示在

添加诱导剂的情况下 IS 转座发生了 50 次(图 6D、

6E)。不添加诱导剂的情况下，当 LshCas13a 系

统靶向 polA 基因的 2 个区域时，IS 转座发生的

次数分别为 6 次和 16 次，测序结果显示 IS 插

入的类型主要是 IS1 和 IS10。从 IS 插入数目来

看，不同的诱导情况，IS 转座事件发生的数量

也不同，添加诱导剂相较于不加诱导剂 IS 转座

事件发生得更多，表明 IS 转座可能是作为靶向

必需基因时菌落的主要逃逸机制。 
 

 
 
图 6  LshCas13a 系统靶向 polA 基因的逃逸现象分析 
Figure 6  Analysis of the escape phenomenon of the LshCas13a system targeting the polA gene. A: 
Schematic representation of the crRNA targeting the polA gene. B: Schematic representation of mutations 
occurring in the DR of crRNA. C: PCR screening for IS insertions into LshCas13a gene expression cassettes. 
D: Statistics of the escape phenomena of 50 randomly selected surviving colonies in MG1655-ΔrecA. E: 
Statistics of the escape phenomena of 50 randomly selected surviving colonies in DH10B. 
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此外，针对 PCR 检测存在 LshCas13a 区域

没有变大的幸存菌落，通过测序分析 LshCas13a

编码区域发现发生了点突变，或者在 crRNA 的

DR 区域的 3 个碱基发生突变并插入 3 个碱基

(图 6B)，这些突变均导致了 LshCas13a 基因编

辑系统的功能丧失。 

2.5  IS 插入 CRISPR/LshCas13a 系统后菌

株的生长情况 
通过对大肠杆菌逃逸菌株的系统分析，发

现了 LshCas13a 编码区域存在大量的 IS 元件插

入热点(图 7A)。为了进一步探讨 IS 对逃逸菌株

生长的影响，选取 LshCas13a 系统作用后

LshCas13a 区域含 IS 插入后的菌落，通过测量

细菌生长曲线来验证菌株生长情况的恢复。 
通过对菌株 MG1655-ΔrecA 中 IS1A 插入

LshCas13a (ZY03)和在 DH10B 中 IS10R 插入

LshCas13a 区域(ZY04)的生长情况的分析，分

别检测了 IPTG 诱导组(+)和无 IPTG 组(−)的
OD600 值，绘制了相关菌株的生长曲线。在不同

诱导条件下，IPTG 和无 IPTG 组的生长曲线无

明显差异。这表明当 IS 元件转座到 LshCas13a
区域后，ZY03 和 ZY04 恢复了生长，在不同诱

导条件下，生长状况几乎一致(图 7B、7C)。说

明破坏 LshCas13a 系统后 MG1655-ΔrecA 和

DH10B 生长良好，宿主可以与靶向染色体的质

粒共存，有效地消除 LshCas13a 系统诱导的遗

传毒性。 

3  讨论与结论 
CRISPR/LshCas13a 是一种 RNA 介导的靶

向 RNA 的基因编辑技术，但该系统不仅可以切

割靶 RNA，还可以非特异性地切割其他的

RNA[27]。然而这种混乱的 RNA 切割活性引起

了细胞生理的压力，甚至导致生长受限[28]。细

菌为了躲避基因编辑系统带来的生理胁迫，

对基因编辑系统进行了不同程度的遗传修

饰 [29]，导致基因编辑过程中出现多样化的逃逸

问题[30]。 
 

 
 

图 7  不同诱导条件下 IS 插入后菌株的生长情况 
Figure 7  Growth recovery of strains after IS insertion. A: Some of the numbered insertion hotspots of IS1 
and IS10 in the LshCas13a region. B: LshCas13a system targets the polA gene in MG1655-ΔrecA and growth 
curves of strains after IS1A insertion into the LshCas13a region. C: LshCas13a system targets the polA gene 
in DH10B and growth curves of strains after IS10R insertion into the LshCas13a region. 



 

 

 

张悦 等 | 微生物学报, 2024, 64(8) 3011 

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

 

基于此，本研究在 E. coli 构建了 CRISPR/ 
LshCas13a 的质粒干扰系统，展开对 LshCas13a
系统逃逸现象的系统分析。为了避免 recA 介导

的远端同源序列之间或微同源序列之间的重组

来修复基因组损伤，以及降低细胞通过 recA 介

导的 SOS 反应逃避 LshCas13a 系统诱导的细胞

死亡[31]，选择了 recA 基因的敲除突变株 MG1655- 
ΔrecA 和重组缺陷 recA 的 DH10B 作为实验菌

株，比较分析了 LshCas13a 系统在大肠杆菌中

靶向非必需基因 lacZ和必需基因 polA时的逃逸

现象。通过分析逃逸菌落的数量、LshCas13a
基因编码序列以及 crRNA 的突变情况，发现了

IS 转座、LshCas13a 基因突变和 crRNA 序列改

变等逃逸现象。显示当 LshCas13a 系统靶向 polA
时，IS 转座逃逸事件的发生频率较高。通过筛

选了 IS 转座事件，其中，IS1 和 IS10 几乎占据

了主要转座事件的发生。通过转座发生后的菌株

生长曲线的比较分析，转座破坏后的 LshCas13a
系统消除了对细胞的遗传毒性。 

IS 转座元件是可移动的一个基因盒，具有

简单的遗传构造，通常只编码与基因转移有关的

功能结构，能够插入到目标分子的多个位点[32]。

转座事件的发生率在正常情况下为 10−8，但当

基因组重排的高活性和伴随的诱变效应对宿主

细胞是有害时，转位通常保持较高的发生率[33]。

IS 在不同生物中的普遍存在表明，IS 的转位能

力对宿主的环境适应性和生物遗传的多样性是

不可或缺的，IS 转座对于驱动宿主与各种免疫

障碍之间的相互适应，具有广泛的生理学意义。

系统探索 IS 在生物进化中的作用，不仅有助于

理解 IS 对原核生物环境适应的驱动作用，而且

有助于菌株遗传工作改造和基因组编辑等应用

技术的深度开发。为了更好地研究 IS 的转座插

入特征，需要构建高效的 LshCas13a 捕获系统来

进一步细致研究 IS 元件插入转座的热点序列特

征，相关工作也是我们下一步研究的重点工作。 
此外，为了进一步优化 LshCas13a 系统的

编辑效率，可以通过在不破坏 LshCas13a 蛋白

功能的基础上，利用密码子的简并性特征，通

过改变 LshCas13a 基因上 IS 转座热点区域等方

法进一步降低 LshCas13a 系统的逃逸事件的发

生概率，提高 LshCas13a 编辑系统的编辑效率。 
综上所述，本研究针对 LshCas13a 系统在

E. coli 的逃逸现象的多样性进行了分析，结果

显示 LshCas13a 系统在 RNA 编辑过程中不仅要

考虑脱靶效应，还要考虑宿主染色体中编码的

内源性 IS 元件特征、Cas13a 编码基因突变和

crRNA 基因组靶点改变对 LshCas13a 系统功能

的潜在干扰效应。针对不同的特征，对基因编

辑技术开展有针对性的优化，加快 LshCas13a
系统的高效应用。总之，本研究利用了质粒干

扰实验，在 E. coli 中分析了 LshCas13a 系统的

逃逸事件，为 CRISPR/Cas13a 技术的应用和

RNA 编辑等技术应用提供了借鉴作用。 
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