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摘  要：随着抗生素的广泛使用，多重耐药细菌问题日益严重，对公共卫生构成了严重威胁。基

因敲除技术作为一种精准干预细菌基因的方法，在解析多重耐药细菌的机制和寻找新的治疗方法

方面展现出巨大的潜力。本文旨在综述基因敲除技术在多重耐药细菌研究中的应用进展。通过深

入研究，我们发现基因敲除技术不仅能够帮助研究人员更好地理解多耐药细菌的耐药机制，还能

为发现新的药物靶点提供重要线索。我们还探讨了基因敲除技术的优势和限制，并提出了一些可

行的解决方案。基因敲除技术的进一步优化和与其他生物技术的结合将为解决多耐药细菌问题提

供更为有效的策略。同时，我们也期待着基因敲除技术能在临床实践中得到更广泛的应用，为多

重耐药细菌的治疗提供新的可能。 
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Abstract: The widespread use of antibiotics has exacerbated the multidrug resistance of 
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bacteria, posing a grave threat to public health. Gene knockout, as a precise method for 
intervening in bacterial genetics, exhibits immense potential in deciphering the mechanisms of 
multidrug resistance and exploring novel therapeutic approaches. This paper reviews the 
advancements in the application of gene knockout in the research on multidrug-resistant 
bacteria. We discovered that gene knockout not only facilitates the understanding of the drug 
resistance mechanisms in multidrug-resistant bacteria, but also provides crucial insights into 
identifying new drug targets. We further discuss the advantages and limitations of this 
technology and propose potential solutions. The further optimization of gene knockout and the 
integration of this technology with other biotechnologies will provide more effective strategies 
for addressing the multidrug-resistance in bacteria. We hope that gene knockout can be applied 
in a broader scope in clinical practice, offering new possibilities for the treatment of 
multidrug-resistant bacteria. 
Keywords: multidrug-resistance bacteria; gene knockout; homologous recombination; zinc finger 
nuclease 

抗生素耐药性是当前全球公共卫生领域面

临的一大挑战，而细菌的天然防御机制是其产生

的关键因素[1-2]，探究耐药菌株的耐药机制是开

发新型抗菌药物和治疗策略的关键，而基因敲除

技术则是研究其耐药机制的重要工具[3]。 
随着分子生物学的发展，基因敲除技术也得

到了持续的改进和优化。在早期阶段，基因敲除

主要依赖于同源重组机制，通过插入碱基和小

片段缺失来破坏基因结构，实现基因敲除的目

的[4]。然而，该方法的效率低、特异性差，且容

易导致基因组序列损坏，因此在细菌基因敲除应

用中受到限制[5]。进入 20 世纪 90 年代，大片段

基因敲除技术的出现，成功克服了传统方法的不

足；该技术通过用无义 DNA 片段替换目标基因

片段，以达到基因敲除目的；这种新方法不仅效

率更高、特异性更强，还减少了对基因组序列的

破坏，因此得到了广泛的应用[6]。近年来，无痕

基因敲除技术的迅速发展，为该领域带来了新的

发展方向。此技术通过在基因内部引入特定突变

实现基因敲除，避免了传统方法可能产生的遗传

缺陷[7-10]。由于其高效率、高特异性，无痕基因

敲除技术在菌株基因编辑中展现出巨大的应用

潜力[11]。然而基于同源重组的基因敲除技术需要

繁复的筛选过程，且抗生素耐药基因常作为标记

基因使用，研究表明在多基因敲除过程中可能会

导致耐药基因的转移，从而影响筛选效率[12]。

对于多重耐药(multi-drug resistant, MDR)菌株，

这种筛选方法会出现大量的假阳性，基因敲除成

功率极低。 
锌指核酸酶(zinc-finger nucleases, ZFNs)技

术自 1985 年首次被报道以来[13]，已发展成为一

种重要的基因编辑工具。该技术基于锌指蛋白与

Fok I 限制性核酸酶结合，形成可特异性结合并

切割基因组的人工内切酶[14]。ZFNs 技术的核心

优势在于其高度的序列特异性和出色的基因编

辑能力，它能够通过非同源末端连接或同源重组

机制，精确操作特定基因片段，因此被视为第二

代基因编辑技术。2009 年，Boch 等[15]和 Moscou
等[16]报道，发现从黄单胞菌(Xanthomonas)中分

离 出 来 的 类 转 录 激 活 因 子 效 应 物 核 酸 酶

(transcription activator-like effector nucleases, 
TALENs)可以识别单个 DNA 碱基，理论上可以

靶向任意特定 DNA 序列，相较于 ZFNs 技术，

TALENs 在锌指结构设计方面极大地减少了工
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作量。然而，锌指蛋白设计和优化的复杂性以及潜

在的细胞毒性是这项技术面临的主要挑战[17-19]。近

年来，ZFNs 和 TALENs 技术的发展展示了在

MDR 菌株中的应用前景[20]。 
CRISPR-Cas 基因敲除技术的发展可追溯至

20 世纪 90 年代，科学家们分别发现了 CRISPR
位点和 cas 基因[21]。随后的 RNA 测序发现，细

菌的簇状规则间隔短回文重复序列 (clustered 
regularly interspaced short palindromic repeat, 
CRISPR)位点包含来自噬菌体和其他细胞外元

素的间隔序列，进而促进了基因编辑技术的开

发[22]。该技术以其高效率、高特异性和简便性

而逐渐成为研究热点，并被认为是目前最先进的

基因编辑技术。尽管如此，它仍存在脱靶效应、

细胞毒性和多基因编辑效率低等问题，为了解决

这些问题，需要寻找新的 Cas 变体以提高在不同

序列中识别原型间隔区相邻基序 (protospacer 
adjacent motif, PAM)效率从而减少脱靶效应[23]。

CRISPR-Cas 系统已广泛应用于菌株基因敲除、

定点突变和定向进化等领域[24-25]，其高效的基

因编辑能力在 MDR 菌株基因敲除中发挥着重

要作用。 
本课题组在前期筛得一株具有纤维降解能

力和产氢能力的菌株 Klebsiella pneumoniae 
Y7-3，能够以秸秆为底物发酵制氢[26-27]，但其产

氢机制尚不明确。因此，利用基因敲除技术剖析

和验证产氢机制对菌株改造和应用至关重要。在

实际操作中，发现该菌株具有多重耐药性，常规

的以耐药基因作为基因敲除筛选标记的方法成

功率极低，迫切需要适用于 MDR 菌株的基因敲

除方法。近年来，研究人员对传统基因敲除方法

进行了改进，不仅提高了基因敲除效率和特异

性，还简化了操作过程[20,23]。本文通过广泛的文

献调研，总结了适用于耐药菌株的基因敲除方

法，并分析这些方法在耐药菌株中的应用潜力。 

1  基于同源重组的基因敲除技术 
1.1  自杀质粒基因敲除技术 

自 20 世纪 80 年代以来，科学家便开始利用

细菌的同源重组能力结合自杀质粒载体来开发

自杀质粒基因敲除技术。该技术涉及两条具有同

源区域的 DNA 分子，在同源重组相关酶系统(如
RecA、RecBCD 等)的作用下通过互补配对发生

片段交换[5]。在宿主自身的重组酶协助下，实现

质粒同源区片段与基因组中的目标片段的相互

交换，达到基因替换的目的(图 1)。此方法已被

应用于工业微生物(如酵母、大肠杆菌等)的基因

组编辑，以获得高产菌株(如提高乙醇、氨基酸

等产量)[29]。然而，由于同源重组在单个细胞内

是小概率事件，需要繁复的筛选过程，这也是其

在基因编辑中效率低的原因之一。 
有效的筛选方法是自杀质粒基因敲除技术

成功的关键，Wang 等[30]在谷氨酸棒杆菌 rpsL 突

变菌株(具有链霉素抗性)中应用了含有强启动

子 rpsL 基因的 pk18mobrpsL 质粒，大幅提升了

阳性选择率；在含有卡那霉素和链霉素平板上进

行高效筛选，仅需一步即可获得突变菌株，简化

了筛选过程。对于 MDR 菌株而言质粒转染宿主

菌后利用抗生素筛选往往出现大量的假阳性克

隆子。为了提高 MDR 菌株基因敲除的成功率，

Ismawati 等[31]将抗碲酸盐毒性的 TelR 基因[32]克

隆到自杀质粒中，构建 pMo130-TelR 质粒，有效

地避免了多耐药菌株转染后的假阳性克隆现象。

Cianfanelli 等[33]用 tmp 基因代替常用的抗生素筛

选标记；tmp 基因即硫嘌呤-S-甲基转移酶基因

(thiopurine-S-methyltranferase, TPMT)，使细菌在

碲酸盐存在的环境中生存；利用Ⅰ-Scel 和 SecB
基因构建 pFOKT 质粒进行双阴性筛选，筛选效

率 高 达 到 100% 。 在 MDR Acinetobacter 
baumannii 菌株中，Rubén 等[34]同样用 tmp 基因
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作为自杀质粒阳性克隆筛选，构建的双质粒基因

敲除体系实现 craA、cmlA5 和耐药岛 2 (resistance 
island 2, RI2)等基因的无痕敲除，并验证该基因

在耐药方面的作用。由此，可以看出自杀质粒介

导的基因敲除技术在微生物工程和工业生产中

具有重要的应用价值。通过优化筛选策略，尤其

是采用不同的筛选标记基因，显著提高了阳性筛

选效率和基因敲除成功率；在多重耐药菌株的基

因编辑中，这种策略展现出其独特优势。未来的

研究应继续探索新的筛选标记和优化筛选策略，

如利用荧光蛋白作为报告基因，结合流式细胞

术，进一步提高基因编辑效率[35-36]，为微生物工

程和机理研究提供更为高效、可靠的技术支持。 

1.2  基于 Red 同源重组基因敲除 
Red 同源重组系统通过 3 种独特蛋白—— 

Exo 蛋白、Beta 蛋白和 Gam 蛋白的协同作用，

表现出了强大的基因重组能力，这为基因编辑技

术的进一步发展提供新的理论支持。Exo 蛋白呈

漏斗状的同源三聚体环型结构，能与双链 DNA 

(double-strand DNA, dsDNA)末端结合，将其消

化成单链 DNA (single-stranded DNA, ssDNA)后
从另一端释放；Beta 蛋白能与 Exo 蛋白处理的

ssDNA 的 3′端相结合，一方面防止 ssDNA 被水

解；另一方面它可以引导其与同源互补的

ssDNA 退火[9]；Gam 蛋白能够抵抗 RecBCD 蛋

白对外源 dsDNA 的降解[37]。Red 重组系统包括

RecA 依赖途径和 RecA 非依赖途径。在 RecA
依赖途径中，外源 dsDNA 被 Exo 酶处理成

ssDNA，与 Beta 蛋白相结合确保不会被水解，

在 RecA 的协助下，通过链入侵的方式与宿主

基因组 DNA 相结合，激活宿主 DNA 损伤修复

机制，将外源 DNA 整合到宿主基因组中(图
2A)。在 RecA 非依赖途径中，含有同源片段的

2 个 DNA 经 Exo 酶处理，在 Beta 蛋白的引导

下退火连接成一条 DNA 链(图 2B)。Red 同源重

组系统经过不断的深入研究，已发展成为一种

强大的基因编辑工具，可以用于基因的替换、

插入和删除等操作[10]。 
 

 
图 1  自杀质粒介导的同源重组基因敲除技术原理图[28]   A：自杀质粒两步同源重组基因敲除原理. B：

自杀质粒一步同源重组基因敲除原理 
Figure 1  Schematic diagram of the principle of gene knockout mediated by suicide plasmid homologous 
recombination[28]. A: The principle of two-step homologous recombination gene knockout by suicide plasmid. 
B: The principle of one-step homologous recombination gene knockout by suicide plasmid. 
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图 2  Lambda Red 重组的两种经典途径[38]   A：RecA 依赖途径. Beta 在 RecA 的帮助下促进 ssDNA 侵

入一个同源双链 DNA 中. B：RecA 非依赖途径. Beta 蛋白促进重叠的单链 DNA 末端之间的退火，在 DNA
聚合酶 I 作用下形成重组体 
Figure 2  Two classic pathways of lambda Red recombination[38]. A: The RecA-dependent pathway. Beta 
facilitates the invasion of ssDNA into a homologous dsDNA under the assistance of RecA. B: The 
RecA-independent pathway. The Beta protein promotes the annealing of overlapping ssDNA ends, leading to 
the formation of a recombinant through the action of DNA polymerase I. 
 

研究表明，Red 重组技术在重组效率上比

RecBCD 缺陷型的大肠杆菌高出 30−130 倍[39]。

在这一发现的基础上，Datsenko 等[7]运用含有识

别特异位点重组酶基因的温敏型质粒，成功实现

了目标基因的完全敲除。然而，对于 MDR 菌株

的重组筛选，抗生素筛选压力下标记可能失效，

导致大量假阳性。此外，实验过程中涉及两个

质粒的转染，使得筛选过程复杂烦琐。为了提高

筛选效率，可以构建营养缺陷型菌株，将关键酶

基因作为筛选标记 [40]。例如，在 Halorubrum 
lacusprofundi 中，研究人员利用尿嘧啶营养缺陷

型突变体成功建立了一套用于基因敲除的遗传

操作体系[41]。 

2  锌指核酸酶(ZFNs)技术与类转

录 激 活 因 子 效 应 物 核 酸 酶

(TALENs)技术 
在基因编辑技术的发展初期，科学家不断探

索和研究多种基因编辑工具，以期找到更高效、

准确的基因操作方法。在这一探索过程中，ZFNs
和 TALENs 技术逐渐展现出其独特的价值和潜

力。ZFNs 技术源于对非洲爪蟾 5S RNA 基因及

其转录因子的深入研究，而 TALENs 技术则是

基 于 黄 单 胞 菌 (Xanthomonas) 中 分 离 出 来 的

TALE[13,15-16]。这 2 种技术通过不同的机制和应

用途径为基因编辑技术进步提供了新的视角

和方法。ZFNs 技术通过结合限制内切酶 Fok Ⅰ
的切割模块和锌指酶，实现了基因特定序列的

精确编辑[14]。TALE 中心靶向区域由 30‒35 个

氨基酸组成，理论上有效地设计这些序列可以

靶向特定的 DNA 序列[16]，在工具设计上相较

ZFNs 技术大幅降低工作量。然而，ZFNs 技术

和 TALENs 技术需要复杂的设计、计算机模拟

和后续蛋白质合成，因此未被广泛应用。在耐

药菌株中，利用 ZFNs 技术特异性地靶向并破

坏质粒编码的 β-内酰胺酶基因，以克服 β-内酰

胺抗生素抵抗性，从而阻止了耐药细菌中耐药



 
2306 微生物学通报 Microbiol. China 

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

基因的转移[42]。 
近年来，关于 ZFNs 和 TALEN 技术的应用

已不再局限于基因编辑。例如，在探讨抗生素耐

药基因的检测方法中，将锌指蛋白(zinc finger 

protein, ZFP)与氧化石墨烯(graphene oxide, GO)

相结合，构建了一个简单且快速的检测平台；这

一基于荧光共振能量转移的方法，仅 10 min 的孵

育，便能实现对特异性双链 DNA (如四环素抗

性基因 tetR)的检测。这种方法不仅实现了耐药

基因的快速和定量检测，还展示出作为一种快

速、可靠的筛查和检测方法对耐药细菌控制的

巨大潜力[43]。 

3  基于 CRISPR-Cas 基因敲除

技术 
随着基因编辑技术的不断发展和优化，

CRISPR-Cas 系统已成为该领域的重要技术平

台，其中 CRISPR-Cas9 系统以其间接性和高效

率，在基因敲除和基因功能研究中扮演了关键角

色。CRISPR-Cas9 系统(属于 2 类Ⅱ型)是目前使

用最广泛的敲除方法。其特点在于仅含有 Cas9
效应蛋白，包含两个核酸酶结构域：HNH 结构

域切割互补 DNA 链 PAM 上游 3−4 个核苷酸，

而 RuvC 切割非互补 DNA 链 PAM 上游 3−8 个

核苷酸 [22]，在两条 RNA 引导下 (crRNA 和

tracrRNA)作用于目标 DNA 切割成有平末端的

双链断裂(double-strand break, DSB)。基因编辑

应用中，将 tracrRNA 和 crRNA 结合为一条嵌合

的单向导 RNA (single guide RNA, sgRNA)，使

CRISPR-Cas9 系统简化为仅含 sgRNA 和 Cas9

两种组分，极大提高了其实用性[44]。技术的核

心在于通过CRISPR-Cas系统切除特定的核酸序

列，实现基因敲除。CRISPR 和其相关酶 Cas 构

成了一种简单且便捷的基因编辑工具，这在各种

细胞工厂和新兴的合成生物学领域中得到了应用。 

基因敲除仅依赖于 sgRNA和 Cas9蛋白对基

因组切割形成 DSB，对于多拷贝基因细胞是致

死的。 Jinek 等 [45] 将同源重组修复技术与

CRISPR-Cas9 应用于基因组编辑(图 3A)。哈佛

大学 Komor 等[46]首次将 CRISPR/Cas9 系统中无

催化活性的 Cas9 (nuclease-dead mutants of Cas9, 

dCas9)和胞苷脱氨酶融合，实现了在不产生 DSB

的情况下通过 sgRNA 引导对目标 DNA 特定位

点碱基替换 C→T (或 G→A)，开发了胞嘧啶脱

氨酶的碱基编辑器(cytosine base editor, CBE) 

(图 3B)。此外，基于 CRISPR/Cas9 系统的腺嘌

呤碱基编辑器 (adenine base editor, ABE)实现

T→C (或 A→G)的转换。无论是 CBE 还是 ABE

都可以通过单碱基转换，将特定密码子转换成终

止密码子(TGA、TAG 及 TAA)，从而在特定位

点引入终止密码子来失活蛋白质编码基因。除此

之外，Zheng 等[49]则采用成对的 sgRNA 引导

Cas9 蛋白切割目标基因两端，在依赖于菌株自

身 的 非 同 源 末 端 连 接 (non-homologous end 

joining, NHEJ)系统或引入外源 NHEJ 系统相关

基因的情况下，将形成的 DSB 修复连接，实现

基因大片段的删除。 

在 MDR 菌株中，为了实现高效精准的碱基

编辑和基因敲除，需要将携带 CRISPR 组件的质

粒固化于菌株中，但这往往面临假阳性筛选的问

题。然而，在 Klebsiella pneumoniae 的多耐药性

研究中，利用共轭内源性 CRISPR/Cas3 系统，

成功恢复了 MDR Klebsiella pneumoniae 对抗生

素的敏感性[50]；同样地，在 MDR Pseudomonas 

aeruginosa 中，利用内源性 I-F 型 CRISPR-Cas

系统，建立了一种适用于临床和环境分离的

MDR 病原体 P. aeruginosa 的高效原位基因敲除

技术[51]，这为 MDR 菌株基因敲除提供了新思路。 
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图 3  基于 CRISPR/Cas 的基因编辑技术原理   A：CRISPR-Cas9 和 lambda Red 重组介导的基因组编辑

方法. sgRNA-Cas9 复合物切割靠近 PAM 位点的双链 DNA，产生的 DSB 通过 lambda Red 介导的同源重

组修复[47]. B：CRISPR 辅助碱基编辑器工具由与胞嘧啶苷脱氨酶(rAPOBEC1，催化 C→T 转化)融合的

Cas9 切口酶(eSpCas9ppD10A)和尿嘧啶 DNA 糖基化酶抑制剂(UGI)组成，通过 sgRNA 定向至目标 DNA[48] 
Figure 3  Principles of gene editing technology based on CRISPR/Cas. A CRISPR-Cas9 and lambda Red 
recombination-mediated genome editing method: The sgRNA-Cas9 complex cleaves double-stranded DNA 
near the PAM site, generating a DSB that is repaired through lambda Red-mediated homologous 
recombination[47]. (B) CRISPR-assisted base-editing comprises a Cas9 nickase (eSpCas9ppD10A) fused with 
cytidine deaminase (rAPOBEC1, catalyzing C→T conversion) and a uracil DNA glycosylase inhibitor (UGI), 
targeting DNA through sgRNA guidance[48]. 
 

而在 MDR Staphylococcus aureus 中，Gu 等[52]将

Cas9 切口酶和胞苷脱氨酶融合，在金黄色葡萄

球菌中实现了高效基因失活和点突变。综上所

述，CRISPR 基因敲除技术已成为该领域的核心

技术，特别是在多重耐药菌株的研究中，该技术

的应用为我们提供了新的视角和方法，以期找到

解决 MDR 问题的有效途径。然而，该技术也存

在明显的不足。例如，在进行基因敲除的过程中，

如何确保目标基因的精准编辑而避免对非目标

基因的意外修改、降低脱靶效应和细胞毒性，利

用巧妙的调控手段控制基因敲除进程和多基因

的连续敲除[53]。 

4  总结与展望 
尽管基因敲除技术已取得了显著的进展，但

在多耐药细菌中的应用仍面临着许多挑战。基于

同源重组的基因敲除技术虽然操作简单、成本

低，但效率不高且筛选过程复杂，易产生大量的

假阳性克隆。通过改变筛选条件，如在培养基中

加入亚碲酸盐与携带其抗性基因质粒来提高成

功率[30,32-33]；或者构建营养缺陷菌株提高质粒转

染效率[40]。ZFNs 和 TALENs 技术具有较高的特

异性和敲除效率，但设计和合成成本较高，且存

在脱靶效应和细胞毒性；AI 技术的进步可用于

分子模型设计，为该技术的研究和应用提供新方

向[54-55]。CRISPR/Cas 基因敲除技术因其操作简

单、效率高、脱靶效应低等优点，已成为目前最

为广泛应用的基因敲除技术，该技术与同源重组

基因编辑技术联用带来了更便捷的基因编辑工

具，然而 Cas 蛋白基因的大片段可能不适合野生
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菌株，寻找新的 Cas 效应蛋白以降低脱靶效应和

提高编辑效率是近年来的研究热点[56-58]，同时借

助先进的机器学习对 Cas 蛋白进行定向设计改

造也许是未来更高效的研究手段。 
随着科学技术的快速发展，基因敲除技术预

计未来变得更加成熟和多样化。未来研究可能会

集中在开发更先进、准确和高效的基因敲除方

法，特别是针对多耐药细菌的应用。为了提高基

因敲除的成功率并减少耐药基因的转移，研究人

员可能会探索新的筛选策略。此外，与计算机技

术相结合，特别是机器学习和人工智能的应用，

可能会为基因敲除技术的优化提供新的可能性。

例如，通过数据分析和模型预测来指导实验设计

和结果解释，可以更全面地解析多耐药细菌的生

物学机制[59]。 
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