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摘   要：合成生物学和基因组测序技术的快速发展使挖掘和高效合成天然产物进入了一个全新的

时代。由于多数原始菌株生长缓慢、难以培养及遗传改造困难等问题，导致天然产物生物合成基

因簇的激活和高效表达受到严重制约。基于此，将原始菌株来源的基因簇转移到操作简便、遗传

背景清晰的模式宿主中进行异源表达成为天然产物发现和产量提高的一种有效手段。其中，基因

簇的克隆与编辑是实现天然产物异源表达的一个主要限速步骤。CRISPR/Cas 技术的应用极大地提高

了大型基因簇克隆和编辑的效率，有效促进了微生物来源新药的发现。本文针对基于 CRISPR/Cas
开发的基因簇克隆和编辑技术进行了系统梳理和全面总结，探讨相关技术在天然产物挖掘和高效

合成中的应用及其重要意义。 
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Abstract: Recent rapid developments of synthetic biology and genome sequencing technology opened 
new possibilities for the discovery and development of microbial natural products. However, a majority 
of natural products are difficult to access because many microorganisms cannot be cultured, or are 
difficult to be genetically manipulated. Heterologous expression of biosynthetic gene clusters (BGCs) 
for natural products in well-characterized hosts provides an alternative way for the discovery of natural 
products or improvement of their production. However, the success of this strategy hinges upon the 
cloning and refactoring and/or optimization of large gene clusters. CRISPR/Cas system greatly boosts 
the development of cloning and refactoring large gene clusters, and promotes the discovery of natural 
products from microorganisms. In this review, we summarized the recent advances in strategies for gene 
cluster cloning and refactoring based on CRISPR/Cas system, and discussed the application of related 
technologies in the discovery and development of natural products and their significance. 
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随着基因组测序技术的快速发展，生物信

息学分析揭示了微生物基因组中存在大量功能

未知的生物合成基因簇，这些基因簇编码了潜在

新型化学结构的天然产物[1]。然而绝大部分基因

簇在常规条件下都沉默或未显著表达。因此，如

何激活沉默基因簇的表达已成为挖掘天然产物

的关键问题。天然产物基因簇沉默的生理学原

因是宿主细胞仅仅需要这些产物帮助其应对恶

劣环境因子和竞争者，正常实验室条件下则被

严谨地抑制 [2]。菌体生长、代谢、外界营养物

质及环境压力等因素通过调控菌体内复杂的网

络而控制次级代谢产物的合成。尽管多种基因

簇激活方法已被开发，但仍然存在成功率低、

发现新型分子少、杂分子干扰大、机制不清楚或

遗传操作难等瓶颈问题[3-4]。如经典混菌培养刺

激方法就经常重复地发现一些已有的药物分

子；稀有金属等环境刺激方法则激活基因簇的

随机性很强，成功率较低；物理化学诱变、核

糖体工程等方法因改变了细胞全局的表达谱而产

生太多杂分子，难以分析和检测，此外也存在一

定的随机性；过表达正调控基因或敲除负调控

基因也是目前激活沉默基因簇的有效手段，但因

为很多工业菌种遗传操作难、生长速度慢等因素

也不利于对菌种进行遗传改造[2]。随着对链霉

菌(60%抗生素药物的产生菌)基因簇表达调控

机制的深入研究，研究者意识到天然产物的生

物合成受到严谨的调控。其不仅被多种全局调

控因子控制，而且层次性地受到多种途径特异

因子的激活和抑制[2]。由此可见，在原始菌株中

优化基因簇的表达受到诸多因素制约。因此，

利用遗传背景清晰、遗传操作容易且不受内源

调控网络影响的模式生物(如白色链霉菌或天蓝
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色链霉菌)作为宿主进行天然产物基因簇的激活

和异源表达，成为挖掘新化合物及高效合成目标

产物的普适有效的方法[5]。 
基因簇的异源克隆及在异源模式菌株中被

激活是实现基因簇成功表达的关键，但是存在

不少困难。比如，链霉菌基因组的高 GC 含量

和聚酮类化合物 (polyketides)基因簇存在重复

片段等问题，导致基于 PCR 的长片段克隆比较

困难，并且基于同源重组的 Gibson 组装效率也

较低 [6-7]；应用传统构建基因组文库方法来筛

选目的基因簇耗时又耗力 [8-9]；RecET 重组技

术只适用于 50 kb 以下的基因簇克隆[10]。此外，

对基因簇进行编辑或重构是激活基因簇并成功

异源表达的必要补充，但也面临着多靶点编辑

大型基因簇的技术问题。虽然应用 λ 噬菌体同

源重组系统[11]、Gibson 组装、RecET 等方法可

以对大型基因簇进行操作，但是对多个位点同

时编辑较难。随着合成生物学技术的发展，尤

其是 CRIPSR/Cas 技术的兴起，研究者开发了

一系列基于 CRISPR/Cas 的生物合成基因簇克

隆和编辑的方法，这大大提高了基因簇激活和

优化的效率。 

1  CRISPR/Cas 技术用于基因簇的直

接克隆 
CRISPR/Cas 系统是来源于细菌或古细菌

的一种获得性免疫系统，通常该系统主要由

CRISPR RNA (crRNA)和 Cas 蛋白组成，crRNA
与靶序列互补，引导 Cas 核酸内切酶对靶序列

进行特异性识别和切割。CRISPR/Cas 系统具

有设计简单、可编程及易操作等优点 [12]。目

前已开发了 CRISPR/Cas9、CRISPR/Cas12 等多

种 CRISPR 系统，被广泛应用于基因编辑、核

酸检测及基因调控等领域[13-15]。为了实现目标

基因簇的靶向克隆，研究者开发了多种基于

CRISPR/Cas 的基因簇体外一步克隆法，解决

了大型基因簇片段因酶切位点过多或 PCR 不易

扩增导致的难组装问题，其核心策略是应用

RNA 介导的 CRISPR/Cas 核酸内切酶可以精确

地识别和切割任意目标基因簇的两侧，通过

transformation-associated recombination (TAR)
酵母转化偶联重组/Gibson 等组装方法将切割

的基因簇与目标载体连接，从而达到一步定向

克隆的目的。 

1.1  基于 CRISPR/Cas9 和 Gibson 组装的

基因簇克隆 
CRISPR/Cas9 系统组成简单，只包括具有核

酸酶功能的 Cas9 蛋白及靶向 DNA 的 tracrRNA
和 crRNA，二者可以嵌合成一条单链向导 RNA 
(single guide RNA，sgRNA)。CRISPR/Cas9 系统

识别前间区序列邻近基序 (protospacer adjacent 
motif，PAM)序列 NGG，并对其上游序列进行切

割[12]。2015 年，Jiang 等利用 CRISPR/Cas9 和

Gibson 组装开发了一种在体外将细菌基因组中

特定的基因簇直接克隆的方法 (Cas9-assisted 
targeting of chromosome segments，CATCH)[16] 

(图 1A)。与构建基因组文库获得基因簇的传统

方法相比，该方法快速、简单且效率高。其基

本原理是利用 CRISPR/Cas 核酸内切酶精确地

切割目标基因簇片段，然后通过 Gibson 组装的

方法将钓取的基因簇片段与带有基因簇两端同

源臂的载体连接，获得含有目标基因簇的重组

质粒。研究者利用该方法成功克隆了不同长度

(50−150 kb)的大肠杆菌基因组片段，以及枯草

芽孢杆菌来源的 bacillaene 生物合成基因簇和链

霉菌来源的金霉素(chlortetracycline)、杰多霉素

(jadomycin)生物合成基因簇[16]。研究发现，随

着目标基因簇长度增加，克隆效率逐渐降低。

比如，获得 32 kb 金霉素基因簇的阳性率约为
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90%，而获得 78 kb bacillaene 基因簇的阳性率仅

为 12%[16]。利用上述方法，Wang 等[17]在工业底

盘菌——龟裂链霉菌宿主中，实现了金霉素基

因簇的高效异源表达。Li 等[18]运用 CATCH 方

法克隆了多杀菌素 (spinosad)的生物合成基因

簇，并通过基因簇串联倍增的方法实现了多杀

菌素在天蓝色链霉菌底盘中的高效异源表达。 

1.2  基于 CRISPR/Cas9 和 TAR 的基因簇

克隆 
TAR 是一种通过酵母同源重组系统、快速

地克隆基因组片段的技术[19]，其基本原理是将

线性化的 TAR 克隆载体与酶切后的基因组

DNA 片段同时转入酵母细胞，利用酵母细胞高

效的同源重组系统，使目标基因组 DNA 片段

与 TAR 载体片段发生重组连接，从而实现对目

标基因簇的克隆。然而，传统的 TAR 是利用限制

性内切酶来切割基因组 DNA。此方法存在克隆

特异性差、效率及准确性低等问题。2015 年，

Lee 等报道了 CRISPR/Cas9 介导的 TAR 克隆方

法(CRISPR/Cas9-mediated TAR cloning)，该方

法不仅实现了特定基因组 DNA 片段的靶向克

隆，而且使克隆阳性率从 5%提高到 32%左右[20] 

(图 1B)。该方法具有克隆片段尺度大的优点，

克隆长度理论上可长达 250 kb，但由于需要应

用遗传背景复杂的酵母菌细胞，所以克隆过程

较为烦琐，用时较长。2017 年，Meng 等应用

该技术成功克隆了 pristinamycin I 基因簇，并

将其转入改造过的宿主细胞，将目标产物的产

量提高到原来的 2.4 倍，成功实现了基因簇高

效异源表达[21]。 

1.3  基于 CRISPR/Cas9 和 ExoCET 的基因

簇克隆 
核酸外切酶与 RecET 联合重组(Exonuclease 

combined with RecET recombination，ExoCET)
是将 T4 DNA 聚合酶介导的体外同源重组与

RecET介导的体内同源重组相结合开发的基因组

大片段直接克隆技术[22] (图 1C)。该技术是由 Fu
等在 RecET 克隆技术基础上进一步开发而成[10]，

其基本原理是利用 T4 DNA 聚合酶的 3′→5′外
切酶活性，先在体外将线性化的克隆载体与酶

切后的基因组片段退火连接，从而提高其共同

进入同一个大肠杆菌细胞的概率，再利用大肠

杆菌体内 RecET 重组系统介导的线线同源重组

反应完成目标基因组 DNA 片段与载体片段重

组连接，从而实现对目标基因簇的克隆；将

CRISPR/Cas9 与 ExoCET 结合进一步增加了该方

法的优势，不仅可以实现基因簇的精确克隆，还

能降低假阳性率。Wang 等应用 CRISPR/Cas9 与

ExoCET成功克隆了 106 kb的盐霉素(salinomycin)
生物合成基因簇，克隆正确率为 4%[22]。该方法

尽管可以实现 50 kb 以上基因组片段的直接克

隆，但其克隆效率有待进一步提高[22]。 

1.4  基于 CRISPR/Cas9 和 λ 体外包装系统

的基因簇克隆 
λ 噬菌体载体能够容纳 50 kb 以下外源 DNA

片段的插入，常被应用于构建基因组 DNA 文

库。其基本原理为目标 DNA 连接至噬菌体载

体，随后应用 λ 体外包装系统包装形成噬菌体

颗粒，转导至大肠杆菌细胞，筛选阳性克隆。

2019 年，Tao 等应用 CRISPR/Cas9 和 λ 噬菌体

体外包装系统建立了一种基因簇的靶向克隆方

法[23] (图 1D)。该方法基本过程为：(1) EcoR V
酶切获得线性化通用载体；(2) 为了降低非特异

序列连接，将提取的基因组 DNA 去磷酸化处

理；(3) Cas9 酶切基因组 DNA 获得目标基因簇；

(4) T4 DNA 连接酶将目标基因簇片段与通用载

体连接；(5) λ 体外包装系统将连接产物包装形

成噬菌体颗粒，并转导至大肠杆菌细胞中，通过

筛选获得阳性克隆。Tao 等利用该方法成功克

隆了 27.4 kb 的 Tü3010 (stu)基因簇及 40.7 kb 的 
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图 1  CRISPR/Cas 系统介导的基因簇直接克隆的方法[16,25]   A：基于 CRISPR/Cas9 和 Gibson 组装的

基因簇克隆技术示意图；B：基于 CRISPR/Cas9 和 TAR 的基因簇克隆技术示意图；C：基于 CRISPR/Cas9
和 ExoCET 的基因簇克隆技术示意图；D：基于 CRISPR/Cas9 和 λ 体外包装系统的基因簇克隆技术示

意图；E：基于 CRISPR/Cas12a 和 Cre-loxP 的基因簇克隆技术示意图 
Figure 1  Direct gene cluster cloning methods mediated by CRISPR/Cas[16,25]. A: The diagram of gene 
cluster cloning method mediated by CRISPR/Cas and Gibson assembly; B: The diagram of gene cluster cloning 
method mediated by CRISPR/Cas and TAR; C: The diagram of gene cluster cloning method mediated by 
CRISPR/Cas and ExoCET; D: The diagram of gene cluster cloning method mediated by CRISPR/Cas and in vitro 
λ packaging system; E: The diagram of gene cluster cloning method mediated by CRISPR/Cas12a and Cre-loxP. 
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sisomicin 基因簇，克隆效率在 18%−54%之间[23]。

通用载体的使用及 λ 噬菌体颗粒较高的转导能

力使得该方法简单、高效。然而因为 λ 噬菌体

载体载量有限，导致该方法仅限于中等长度基

因簇的克隆。 

1.5  基于 CRISPR/Cas12a 和 Cre-loxP 的

基因簇克隆 
Cas12a 核酸酶属于Ⅱ类 type V CRISPR 系

统。与 Cas9 相比，Cas12a 更简单、更精准、脱

靶效应更低。Cas12a 识别富含 T 的 PAM 序列

TTTN，只需要一个 crRNA 即可实现对目标基

因的切割，并且 Cas12a 切割 DNA 后形成黏性

末端，更便于 DNA 组装[24]。2021 年，Enghiad
等建立了一种基于 Cas12a 和 Cre-loxP 的快速基

因簇克隆方法CAPTURE[25] (图 1E)。该方法基本

过程为：(1) 构建 2 个载体片段，其中一个带有

基因簇一端的同源臂及载体起始位点和 loxP 位

点，另外一个片段带有基因簇另一端同源臂及

筛选标记和 loxP 位点；(2) CRISPR/Cas12a 酶切

获得目标基因簇；(3) T4 DNA 聚合酶处理基因

簇片段及带有同源臂的载体片段，使得基因簇

与载体片段完成组装，从而获得两端带有 loxP
位点的线性组装产物；(4) 将组装产物转化表达

Cre 重组酶的大肠杆菌细胞，在体内完成基因簇

和载体的线性组装产物的环化。研究者应用该

方法克隆了 43 个不同长度(10−113 kb)的基因

簇，结果显示克隆长度为 50−99 kb 的基因簇效

率高达 100%，当基因簇长度增至 100 kb 后克隆

效率为 95%左右；研究者随后将获得的 43 个基

因簇全部进行异源表达，最终获得高达 15 种

具有新型结构的天然产物 [25]。由此可见，

CAPTURE 方法十分高效，并展现出了高通量

挖掘活性天然产物的潜力。 
现将几种基于 CRISPR/Cas 开发的基因簇克

隆技术特点、优缺点及成本进行总结，详见表 1。 

2  CRISPR/Cas 技术用于基因簇的

编辑 
克隆获得基因簇后，对其进行异源表达是

获取活性天然产物的有效方法。该方法一方面

因为异源宿主可能缺少导致基因簇沉默的严谨

的调控网络而有利于基因簇的激活，另一方面

异源宿主可能无法识别基因簇自身的调控元

件，或缺少天然产物合成的前体、辅因子等因

素，导致基因簇无法成功表达或者表达量极

低。因此，进一步对基因簇进行编辑重构是基

因簇激活和高效表达的必要补充之一。 
基因簇重组质粒具有片段较大、限制性酶

切位点不单一等问题，使得在基因簇的特定位

置上进行片段插入、敲除及替换等精准编辑比

较困难，这也是工程化改造基因簇的一个瓶

颈。然而，CRISPR/Cas 技术本身具有高效、精

准、多靶点的靶向编辑特点，完美地促进了其

在大片段基因簇精准编辑方面的应用。 

2.1  基于 CRISPR/Cas 系统的单靶点编辑

方法 
2015 年，Liu 等构建了一种高效的体外

CRISPR/Cas9 介导的 DNA 编辑系统命名为

ICE，可用于大片段 DNA 如生物合成基因簇的

编辑 [26] (图 2A)。研究者首先对环状 pUC18 
DNA 片段进行 Cas9 酶切实验，发现酶切后会

在切割位点处随机缺失 5−14 个核苷酸；随后，

他们采用 T4 DNA 聚合酶对产物末端进行补

齐处理，再用 T4 DNA 连接酶进行连接，显著

提高了编辑的精确度；他们采用该系统分别删

除了 RK-682 生物合成基因簇的 rkD 基因和全

霉素生物合成基因簇的 homE 基因 [26]。结果证

实该方法具有快速、无缝及高效的优点，但目

前该方法仅展现了针对基因簇单靶点编辑的

能力。 
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表 1  基于 CRISPR/Cas 系统的基因簇克隆方法特征 
Table 1  Features of gene cluster cloning methods mediated by CRISPR/Cas 
Methods Principle Maximal size 

of cloning 
(kb) 

Advantage Disadvantage Cost 

CATCH[16] In vitro 
CRISPR/Cas9 
digestion and 
Gibson 
assembly 

150 Able to clone BGCs 
larger than 100 kb.  
BGCs can be cloned 
in 1 week  

Low cloning efficiency 
(21.6% for 100 kb genome 
fragment). Low cloning 
efficiency for BGCs from 
high AT-genomes  

High cost (Cas9 enzyme,  
T7 High Yield RNA 
Transcription Kit for sgRNA 
preparation, Gibson 
Assembly Cloning Kit,  
E. coli commercial 
electrocompetent cells et al) 

CRISPR/Cas9- 
mediated TAR 
cloning[20] 

In vitro 
CRISPR/Cas9 
digestion and 
yeast 
homologous 
recombination  

55 Broadly applicable 
across a wide 
range of fragment 
sizes and genome 
complexities 

Must use yeast, technically 
challenging, time 
consuming (more than  
1 week). Low cloning 
efficiency (32% for 55 kb 
genome fragment) 

Low cost (Cas9 enzyme,  
T7 High Yield RNA 
Transcription Kit for sgRNA 
preparation, yeast 
transformation kit et al) 

CRISPR/Cas9- 
ExoCET[22] 

In vitro 
CRISPR/Cas9 
digestion and 
RecET mediated 
homologous 
recombination 

106 Broadly applicable 
across a wide range 
of fragment sizes 
and genome 
complexities. BGCs 
can be cloned in 1 
week 

Low cloning efficiency (4% 
for 106 kb BGC) 

Low cost (Cas9 enzyme,  
T7 High Yield RNA 
Transcription Kit for sgRNA 
preparation, T4 DNA 
polymerase et al)  
 

In vitro packaging 
mediated 
approach[23] 

In vitro 
CRISPR/Cas9 
digestion and in 
vitro λ 
packaging 
system 

40.7  Rapid and 
convenient, BGCs 
can be cloned in  
1 week. 54% 
cloning efficiency 
for 40.7 kb target 
BGC 

Relies on in vitro λ 
packaging and ligation, 
technically challenging. 
Difficult to clone BGCs 
larger than 50 kb  

High cost (Cas9 enzyme,  
T7 High Yield RNA 
Transcription Kit for sgRNA 
preparation, MaxPlax λ 
Packaging Extracts kit,  
E. coli commercial 
electrocompetent cells, T4 
DNA ligase, EcoR V et al) 

CAPTURE[25] In vitro 
CRISPR/Cas12a 
digestion and in 
vivo Cre-lox 
recombination 

113 Simple and robust, 
BGCs can be cloned 
in 3−4 days. About 
95% cloning 
efficiency for  
100 kb BGCs 

Cas12a recognizes T-rich 
PAMs, which limits its 
application in high GC 
genomic regions  

Low cost (Cas12 enzyme, 
T7 High Yield RNA 
Transcription Kit for sgRNA 
preparation, T4 DNA 
polymerase, E. coli DNA 
ligase et al)  

 
此外，Cas12a 不仅可用于大型基因簇的克

隆，还可应用于基因簇的编辑。2017 年，Lei 等
研究了 CRISPR/Cas12a 切割靶标 DNA 的特点，

并将其应用于大片段的编辑[27]；他们发现在较短

间隔(spacer)长度(17−19 nt)的 crRNA 介导下，

CRISPR/Cas12a 可以特异切割靶标 DNA 并形成

8 个核苷酸的黏性末端。综合 CRISPR/Cas12a
的酶切和 Taq DNA 连接酶的连接特性，研究者

开发出了针对大片段 DNA 的编辑系统，命名为

CCTL (图 2A)[27]。研究者应用该方法将放线菌

紫红素基因簇(act)中正调控基因 actII-orf4 的启

动子替换为组成型强启动子，从而提高了放线 
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图 2  基于 CRISPR/Cas 系统的基因簇编辑技术[26-31]   A：基于 CRISPR/Cas 系统的基因簇单靶点编

辑方法；B：基于 CRISPR/Cas 系统的基因簇多靶点编辑方法 
Figure 2  Refactoring gene cluster methods mediated by CRISPR/Cas[26-31]. A: The diagram of single-site 
refactoring of gene cluster methods mediated by CRISPR/Cas; B: The diagram of multi-site refactoring of 
gene cluster methods mediated by CRISPR/Cas.  



 
徐冬梅等: 基于 CRISPR/Cas 系统的天然产物生物合成基因簇克隆和编辑技术 3941 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

菌紫红素的产量[27]。该系统为大片段 DNA 体

外编辑提供了一个可选择的方法，但与 ICE 法

类似，由于连接方式的限制，该方法只是展现

了其单靶点编辑能力。 

2.2  基于 CRISPR/Cas 系统的多靶点编辑

方法 
天然产物基因簇的表达往往是由多个基因

或操纵子组成的复杂代谢途径，对基因簇重构

往往涉及对多个位点的通量化操作，比如将合

适的启动子加载到基因簇中每个基因 /操纵子

的特定位置。因此，开发通量高效的大型基因

簇多靶点编辑技术非常有必要，以实现增加片

段、删除片段、插入片段和修改特定序列等多

种操作。 
目前报道的大部分基因簇多靶点编辑方法均

基于 CRISPR/Cas9 的精确切割和酵母同源重组

原理而开发，按具体策略一般分为两种。 
一种策略是将待编辑基因簇重组质粒、

CRISPR/Cas 表达质粒，以及带有同源臂的重组

片段转化至酵母细胞，在体内进行酶切与同源

重组。根据此策略，2016 年，Kang 等建立了单

筛选标记的 CRISPR/Cas9 和 TAR介导的多靶点

启动子工程方法，命名为 mCRISTAR[28] (图 2B)。
该策略需要将靶向多位点的多段 crRNA 序列、

tracrRNA 序列及 Cas9 表达序列一起构建酵母

重组表达质粒，筛选阳性克隆；然后将其含有

目标基因簇的质粒及带有同源臂的启动子片段

共同转入阳性酵母细胞；在酵母体内完成基因

簇启动子特定插入位点的 Cas9 酶切后，与带

有相应同源臂的启动子片段进行同源重组，实

现多个启动子的替换；该团队利用单标记筛选实

现了 4 个启动子的同时替换，阳性率为 21%；

随后应用该方法将 tetarimycin A (tam)基因簇的

8 个启动子进行两轮替换，激活了 tam 基因簇的

表达[28]。该方法中 CRISPR 酵母表达质粒包含

了多个重复 spacer 序列，这使得质粒构建具有

一定挑战性，另外，所有的 gRNA 合并到一个表

达质粒上，灵活性较小[28]。曾参与 mCRISTAR
工作的 Kim等在 mCRISTAR的基础上进一步开

发了 mpCRISTAR[29] (图 2B)。该方法基本过程

为：构建带有不同营养缺陷型标记和不同 gRNA
的 CRISPR 表达质粒，将它们转化至酵母细胞并

筛选获得阳性克隆；在此基础上进一步将带有目

标基因簇的重组质粒及重组片段转化至阳性酵

母细胞，从而实现基因簇中多达 4−8 个启动子

的同时替换[29]。该方法比 mCRISTAR 效率提高

了 3 倍，4 个位点进行替换的阳性率达到了

100%。尽管需要构建多个 CRISPR 表达质粒，

但是相较于 mCRISTAR 方法，不同 sgRNA 的组

合更加灵活。同样地，该方法也需要进行 2 次酵

母转化和阳性克隆筛选，也比较费时费力。 
另一种策略是利用 CRISPR/Cas9 技术将待

编辑的基因簇质粒进行体外酶切，并构建带有

同源臂的插入元件、筛选标记等片段，将切割

后的质粒与 DNA 片段回收后一起转化至酵母

细胞，通过酵母同源重组实现 DNA 片段的插

入、删除或替换。在开发了基因簇一步克隆法

(CATCH)后，娄春波等继续开发了组合利用体

外 CRISPR/Cas9 酶切和酵母细胞同源重组系统

对大型片段进行编辑的方法，该方法可以实现

同时对 6 个位点进行多靶点编辑[30]。2019 年，

Kim 等也发表了类似方法，命名为 miCASTAR[31] 
(图 2B)；他们以 tam 基因簇为模式基因簇进行

了该方法的开发与优化，实现了 4 个启动子(其
中一个启动子带有筛选标记)的同时插入，效

率约为 25%左右；随后，他们应用该方法对

atolypene 基因簇进行启动子替换，激活了基因

簇的表达，产生了 atolypene A 和 atolypene B  
两种化合物。 

相较于第一种策略，基因簇质粒的体外酶
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切更简单、灵活、周期更短，而且该策略还适

用于重组基因簇的组合文库，有利于针对基因

簇进行多个位点的组合优化。但从效率来看，

利用第一种策略可实现更多位点的同时编辑，

编辑效率优于体外策略。 
现将几种基于 CRISPR/Cas 开发的基因簇编

辑技术特点、优缺点及成本进行总结，详见表 2。 

3  总结与展望  
为了实现海量的微生物基因簇遗传资源向

天然产物化合物资源的转变，突破以往各种个

性化激活方法在基因簇激活方面的限制，开发

具有一定通用性、工程化的基因簇激活策略是

实现此目标的一个方向。在合成生物学思想的

指导下，以优良模式链霉菌为底盘的异源表达

和基因簇多靶点编辑为基础的激活策略，可最

大程度地实现系统的可控性及方法的通用性。

但因受天然产物基因簇克隆及编辑技术发展不

足、优质链霉菌生物元件匮乏等因素的限制，

目前这一策略仍然处于初级阶段，尚未充分发

挥其工程化上的潜力。比如基因簇克隆方面：

基于 PCR 的克隆方法存在克隆序列长度和模板

高 GC 含量的限制及易发生突变的问题。尽管

可以通过 Gibson 等方法组装多个短片段来生成 
 
表 2  基于 CRISPR/Cas 系统的基因簇编辑方法特征 
Table 2  Features of gene cluster refactoring methods mediated by CRISPR/Cas 
Methods Principles Number of 

simultaneous 
editing sites 

Advantages Disadvantages Costs 

ICE[26] In vitro 
CRISPR/Cas9 
digestion, T4 DNA 
polymerase+T4 
DNA ligase 
assembly 

1 Simple, short time 
period 

Single-site editing High cost (Cas9 
enzyme, T7 High Yield 
RNA Transcription Kit 
for sgRNA preparation,  
T4 DNA polymerase,  
T4 DNA ligase et al) 

CCTL[27] In vitro 
CRISPR/Cas12a 
digestion, Taq DNA 
ligase assembly 

1 Simple, short time 
period. High efficiency 
(70% for single-site 
editing) 

Single-site editing High cost (Cas9 
enzyme, T7 High Yield 
RNA Transcription Kit 
for sgRNA preparation,  
Taq DNA ligase et al) 

mCRISTAR[28] In vivo 
CRISPR/Cas9 
digestion and yeast 
homologous 
recombination 

4 Multi-sites editing 
(21% efficiency for 
simultaneous 
replacement of  
4 promoter sites) 

Must use yeast, 
technically challenging. 
Times consuming 
 

Low cost (construction 
of CRISPR expression 
plasmid) 

mpCRISTAR[29] In vivo 
CRISPR/Cas9 
digestion and yeast 
homologous 
recombination 

8 High efficiency. 
Multi-sites editing 
(32% efficiency for 
replacement of  
8 promoter sites) 

Must use yeast, 
technically challenging. 
Times consuming 

Low cost (construction 
of multiple CRISPR 
expression plasmids) 

miCASTAR[31] In vitro 
CRISPR/Cas9 
digestion and yeast 
homologous 
recombination 

8 Simple, short time 
period. Multi-sites 
editing (25% efficiency 
for replacement of  
4 promoter sites)  

Must use yeast, 
technically challenging. 
Approximately 5% 
efficiency for replacement 
of 8 promoter sites  

High cost (Cas9 
enzyme, T7 High Yield 
RNA Transcription Kit 
for sgRNA preparation) 
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目的基因簇序列，但往往耗时、费力且昂贵，

尤其是想要获得长度大于 50 kb 的序列时难度

和成本更高。另一种常用方法是采用限制性内

切酶来消化基因组 DNA，通过构建基因组文

库获得基因簇片段，然而该方法步骤非常复杂，

效率极其低下。在基因簇编辑方面，某些技术

如酵母同源重组依赖的启动子工程 [32]、DNA 
assembler[33]等技术已被用于多个基因簇的激

活。然而这些技术的应用仍然受到诸多限制，

比如酵母同源重组依赖的启动子工程依赖于多

个筛选标记的使用，因此编辑位点有限且编辑

效率较低。DNA assembler 方法则是受到 PCR
的限制，不适用于较长的基因簇组装。相较于

传统的限制性内切酶针对较短 (4−8 bp)长度

DNA 的识别位点，CRISPR/Cas 系统使用较长

(约 20  bp)可编程的 sgRNA 序列来作为切割靶

DNA 的识别位点，提高了其靶向特异性和通用

性。通过与 Gibson、酵母同源重组等组装技术

结合有效提高了天然产物生物合成基因簇的克

隆及多靶点编辑效率，加快了新型天然产物的

开发速度。然而，目前还存在一些根本性的挑

战，如现有的基因簇克隆和多靶点编辑技术普

遍存在难度大、阳性克隆率低、技术要求高、难

以满足通量化需求等问题。随着 CRISPR/Cas 新
型工具的开发及 DNA 组装技术的发展，未来期

待可以实现大片段基因簇克隆和多靶点编辑通

量化、高效化，以适应基因簇激活的高通量、自

动化操作需求，进而加速新型生物活性分子的

大规模挖掘。 
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