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摘  要：基因编辑技术的应用使对丝状真菌进行高效、精准的基因改造成为可能。然而，在实际

实验操作过程中，仍然存在很多影响因素，导致同源重组介导的精准基因编辑的效率很低。本文

对目前提高丝状真菌精准编辑效率的方法进行了总结，使基因编辑方法更好地应用于丝状真菌的

菌种改造。 
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Abstract: The application of gene editing enables the efficient and accurate genome 
modification of filamentous fungi. However, the actual operation is influenced by a variety of 
factors, which result in low efficiency of precise gene editing mediated by homologous 
recombination. In this review, we summarize the current methods to improve the precision 
editing efficiency of filamentous fungi, so as to improve the application of gene editing in strain 
modification. 
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丝状真菌(filamentous fungi)一般指菌体呈

丝状的一类真核微生物，在自然界中分布广泛，

作为工业酶制剂、有机酸、抗生素、次级代谢

产物等发酵产品的“细胞工厂”，是十分重要的

工业微生物，例如，黑曲霉(Aspergillus niger)
和米曲霉(Aspergillus oryzae)可以用来生产糖化

酶、淀粉酶等酶制剂，还可以生产柠檬酸等大

宗食品添加剂[1]；在传统发酵工艺中，也可以

用作酒类、酱油等的生产菌株，因此成为国际

公认的食品安全菌株 [2]。丝状真菌也用于生产

抗生素，如 β 内酰胺类抗生素，包括青霉素类

和 头 孢 菌 素 类 ； 他 汀 类 药 物 ， 如 地 曲 霉

(Aspergillus terreus)生产的洛伐他汀和柑橘青

霉(Penicillium citrinum)生产的美伐他汀等[3]。 
由于这些丝状真菌生产的工业酶制剂、抗

生素和有机酸等绿色生物产品在食品、医药、

饲料、纺织、造纸、能源及生物防治等多个领

域具有广阔的应用前景和巨大的经济价值，针

对工业用丝状真菌的菌种迭代进化与遗传改造

一直是研究的热点。随着生物技术的不断发展，

基于 CRISPR 系统的基因编辑技术为代表的新型

遗传操作体系已经逐渐替代原始的方法，应用于

工业丝状真菌的菌种改造。目前，CRISPR/Cas
介导的基因编辑方法已经成功应用于多种丝状

真菌[4]，并成功实现基因的敲除、插入、单碱基

编辑、表达调控等操作。然而，对于提高

CRISPR/Cas 的精准基因编辑效率的研究，在丝

状真菌中相对较少，仍然是 CRISPR/Cas 系统

在丝状真菌中应用的瓶颈。 
在丝状真菌中，CRISPR/Cas 介导的基因编

辑发生时，细胞选择哪种修复机制确保基因组

完整和生命活动的延续，其实是非常复杂的过

程。如图 1 所示，当 Cas 蛋白在丝状真菌特定

的 DNA 位点上引发双链断裂 (double strand 

break, DSB)，断裂的 DNA 双链对细胞是一种极

度危险的信号，会激活细胞中的 DNA 修复机

制 。 丝 状 真 菌 可 以 通 过 非 同 源 末 端 连 接

(non-homologous end joining, NHEJ)或同源重组

(homologous recombination, HR) 等方式完成

DSB 的修复，其中 NHEJ 往往造成基因片段的

缺失或非目标基因的插入(insertion and deletion, 
Indel)，造成基因编辑的不确定性；而 HR 介导

的双链修复能在基因组特定位点完成精准修

复，如基因插入或突变，具有更大的应用潜力。

然而，值得注意的是，HR 只在 S/G2 期较活跃，

而 NHEJ 在整个细胞周期都处于活跃状态，并

且 HR 过程需要的时间更长，相对速率更低且

影响因素更多。可以说 NHEJ 才是细胞自主修

复 DNA 双链损伤最常用的机制(图 1)[5-6]。研究

发现，DSB 的发生，使 HR 修复方式发生的概

率比自然条件下提高了 1 000 倍[7]，但是 HR 发

生的概率仍然比较低，因此，分析影响 HR 效

率的因素也是获得更高效、准确、无害的基因

编辑技术的必经之路。 
本文从丝状真菌基因编辑元件的优化、受

体细胞生理状态的优化、DNA 修复途径的改造

三方面，探讨提高丝状真菌精准基因编辑效率

的策略，寻找规律和突破口，使 CRISPR 基因

编辑系统更好地应用于丝状真菌的菌种改造。 

1  基因编辑组件的优化 
随着基因编辑技术的发展，适用于不同丝

状真菌的 CRISPR 技术相继研发并建立。然而，

该系统仍然存在脱靶效应、前间区序列邻近基

序(protospacer adjacent motif, PAM)识别范围有

限等问题，因此，CRISPR/Cas 系统组成元件的

优化也成为研究的热点，为提高编辑效率、降

低脱靶率、高效表达基因等奠定了基础。 
 



 
杨浩萌 等 | 提高丝状真菌精准基因编辑效率的策略 1427 

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

 
 
图 1  DNA 修复途径示意图   DSB：双链断裂；NHEJ：非同源末端连接；HR：同源重组 
Figure 1  Schematic illustration of DNA repair pathways. DSB: Double strand break; NHEJ: 
Non-homologous end joining; HR: Homologous recombination. 
 
1.1  Cas 蛋白的选择与表达策略 
1.1.1  Cas 蛋白的选择 

在细菌的基因编辑中，我们可以利用异源

甚至内源的 CRISPR/Cas 系统对其进行基因编

辑[8]，但在丝状真菌中无内源 Cas 蛋白，只能

通过异源表达实现基因编辑，因此，不同来源

的 Cas 蛋白的选择对基因编辑效率也有不同的

影响。最常用的且研究最多的 Cas 蛋白来源于

酿脓链球菌(Streptococcus pyogenes)的 SpCas9。
研究发现，SpCas9 存在 NGG 识别位点依赖及

潜在的脱靶风险，因此也发展出了新型 Cas9 突

变体，以提高基因编辑效率 [9]。如“高保真”的 
Cas9 突变体 SpCas9-HF1，可以降低非特异 DNA
的结合，表现出更高的同源重组效率 [10] ；

HypaCas9 是在 Cas9 的非催化结构域 REC3 中

引入多点突变的高保真突变体[11]，可以提高 DNA
识别特异性，从而降低脱靶率；nCas9 又称切

口酶(D10A 或 H840A 突变的 Cas9)，它只能切

割基因组上的 DNA 单链，这种单链损伤可以通

过无缝修复和同源重组得以恢复，脱靶效率远

低于 Cas9[12]；两个 nCas9 同时作用在基因组 DNA
上时，会产生单链黏性末端，更有利于同源重
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组的发生[13]。其他来源的 Cas9 蛋白，因其 PAM
识别位点不同或切割 DNA 的方式不同，也可以

产生黏性末端，提高同源重组效率，或提高

DNA 识别的特异性。如来源于金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)的 SaCas9，其 PAM 为

NNGRRT，有 6 个碱基的识别位点，降低了脱靶

效应，更利于精准基因编辑[14]；FnCas9 也可以产

生黏性末端，增强同源重组效率[15]；SpCas9-NG
和 xCas9 也是 SpCas9 的突变体，可以拓宽 PAM
序列识别范围至 NG[16]；2021 年研发出的 Cas9
突变体 SpRY 几乎完全消除了 PAM 序列的限制，

大大提高了其在基因组中的编辑能力[17]。 
近年来，应用 Cas12a (Cpf1)进行基因编辑

的研究也越来越多。Cas12a 的优势在于较高的

特异性和多基因编辑能力。多个 sgRNA 的引导

序列可以以串联形式构建在同一个表达载体

上，可以实现同时对多基因位点进行编辑，因

此在代谢通路的改造上有很大优势，有效提

高了基因编辑的效率。研究者们已经在丝状

真菌，如米曲霉 (Aspergillus oryzae)、黑曲霉

(Aspergillus niger)、构巢曲霉(Aspergillus nidulans)、
嗜热毁丝霉(Myceliophthora thermophila)、棉阿

舒囊霉(Ashbya gossypii)中建立了CRISPR/Cas12a
基因编辑工具[18-19]。如 Vanegas 等[19]于 2019 年应

用 Cas12a/CRISPR 系统，成功对构巢曲霉和黑

曲霉的孢子颜色基因进行了编辑，成功将红色

荧光蛋白整合到 yA 或 albA 位点；2020 年，Roux
等[20]在构巢曲霉中通过将 LbCas12a (D156R)与
转录激活域 VPR (VP64-P65ad-Rta)融合，建立了

转录激活 CRISPRa 系统。2020 年，Pausch 等[21]

发现了一种新的超紧凑 CRISPR/Cas 系统，称为

CRISPR/CasΦ，CasΦ 蛋白大小仅 70 kDa，但功

能完整，具有更广泛的靶向序列选择性，并且

利于质粒或核糖核蛋白复合体(ribonucleoprotein 
complex, RNP)的细胞递送。 

Cas9 和 Cas12a 的基因编辑效率也有差异，

例如，在嗜热毁丝霉(Myceliophthora thermophila)
中，SpCas9、FnCpf1 和 AsCpf1 对相同基因就表

现出不同的编辑效率[22]。Cas9 和 Cas12a 的 PAM
位点和引导序列差异见表 1。据报道，SpCas9
还可以识别非常规的 5′-NAG-3′PAM 序列；在

某些情况下，Cas12a 的 PAM 序列也被报告为

5′-TTTV-3′[23]，研究者可以按需选择。 
除 Cas9 和 Cas12a 外，Cas13a 等最近发展

起来的 RNA 编辑工具针对 RNA 进行编辑，更

为安全，不会对基因组造成不可逆的损伤，在

疾病治疗上具有一定优势[24]，但 RNA 编辑工具

在丝状真菌中的应用还有待开展。总之，Cas 蛋

白的选择要针对实验目的和对编辑精准度的要

求，结合转化效率和构建难度综合进行判断，例

如，如果实验者发现基因编辑过程中发生脱靶的

概率较高，就可以考虑使用“高保真”的 Cas9 突

变体 SpCas9-HF1 等；如果发现实验中多基因编

辑效率较低，可以考虑使用 Cas12a。 
 
表 1  不同 Cas9 和 Cas12a 的 PAM 位点和引导

序列比较 
Table 1  Comparison of PAM site and protospacer 
between different Cas9 and Cas12a 
Cas enzymes PAM motif Protospacer size 

(bp) 
SpCas9 5′-NGG-3′ 20 
nCas9 5′-NGG-3′ 20 
SpCas9-HF1 5′-NGG-3′ 20 
SpCas9-NG 5′-NG-3′ 20 
HypaCas9 5′-NGG-3′ 20 
SpRY 5′-NRN-3′ 20 
XCas9 NG, GAA, GAT (5′→3′) 20 
SaCas9 5′-NNGRRT-3′ 20 
FnCas9 5′-NGG-3′ 20 
NmCas9 5′-NNAGAAW-3′ 24 
AsCas12a 5′-TTTN-3′ 23 
LbCas12a 5′-TTTN-3′ 23 
FnCas12a 5′-TTN-3′ 18−23 
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1.1.2  Cas 蛋白的表达策略 
Cas 蛋白在细胞内表达时，要根据不同物

种做密码子优化，特别是含有稀有密码子的物

种，有针对性的密码子优化十分必要[25]；同时

需要 Cas 蛋白与核定位信号如 SV40 核定位序

列 NLS (PKKKRKV)进行融合表达，核定位信

号数目的增加在一定程度上有助于编辑效率的

提 升 [26] 。 值 得 注 意 的 是 ， 在 尖 孢 镰 刀 菌

(Fusarium oxysporum)和藤仓镰刀菌 (Fusarium 
fujikuroi)等真菌中，需要使用其自身特有的内

源核定位信号序列引导 Cas 蛋白的核定位[27]。 
Cas 蛋白的本质是一种核酸内切酶，对

DNA 或 RNA 具有剪切活性，很容易对分裂活

跃的细胞遗传物质造成影响，也可能激活细胞

免疫机制，产生免疫反应，使生长受阻。有研

究表明，Cas 蛋白的毒性会导致某些菌株如酿酒

酵母(Saccharomyces cerevisiae)、稻瘟病菌(rice 
blast fungus)、威尼斯镰刀菌(Fusarium venenatum)
的转化子数量减少、生长速度变慢[28]，Cas 蛋白

的过量表达也可能增加基因编辑的脱靶率[29]。

特别是对工业用丝状真菌，Cas 蛋白毒性可能

会对菌株的生长及生物安全性带来负面影响。 
为了减少 Cas 蛋白毒性对菌株的影响，选

择合适的启动子表达 Cas 蛋白至关重要，而且

不同的启动子也会影响基因编辑效率[4]。在丝

状真菌中，主要使用构巢曲霉的 trpC、gpdA
和 tef1 组成型启动子表达 Cas9 蛋白[27]，也有使

用诱导型启动子的报道。2017 年，Weber 等[30]

利用四环素依赖系统诱导 Cas9 在烟曲霉

(Aspergillus fumigatus)中的表达，显著提高了

CRISPR/Cas9 系统在烟曲霉中的编辑效率，降

低了 Cas9 持续表达的细胞毒性；Liu 等使用纤

维素、纤维寡糖激活启动子 Pcbh1 诱导里氏木

霉(Trichoderma reesei)中 Cas9 的表达，成功敲

除了 ura5 基因，并降低了脱靶率[25]；在烟曲霉

中也可以通过 PniiA 启动子和硝酸盐培养基诱

导 Cas9 的表达[31]。 
除了使用合适的启动子之外，也可以通过

核糖核蛋白复合体即 RNP直接递送进细胞的方

式，减少 Cas 蛋白毒性和脱靶率。由于外源导

入的 RNP 半衰期相对较短，完成对靶位点的切

割后，RNP 在体内自然降解，避免 Cas 蛋白在

细胞内持续表达的毒性[22]，RNP 复合体的体外

组装与活性检测方法可以参考文献[32]。使用

RNP 直接递送或在细胞内通过质粒 DNA 表达

Cas 蛋白，在基因编辑效率上也存在差异，这

一结论在嗜热毁丝霉中得到验证[22]，其原因可

能是：(1) 二者递送进细胞的效率不同；(2) 二
者在细胞中的稳定性不同，导致有效存在浓度

和时间不同；(3) Cas 蛋白表达盒有可能整合进

基因组中，造成 Cas 蛋白在细胞中的持续表达，

可能导致脱靶率提高或细胞生长受限。 
总之，在丝状真菌中，Cas 蛋白的表达需

要兼顾 CRISPR/Cas 系统的编辑效率和菌株生

长速度，通过选择合适的启动子、不同的 Cas
蛋白递送方式，尽量降低由于 Cas 蛋白过量表

达造成的细胞毒性和脱靶效应，不同菌株可能

需要选择不同的表达策略。 

1.2  sgRNA 设计与表达 
当 sgRNA (single guide RNA)与非靶标序

列存在错配碱基时，若 Cas9 仍可对这一非靶标

序列进行识别剪切，则会产生脱靶效应[3]。Fu
等发现在人类细胞中 Cas9 可对存在 5 个错配碱

基的非靶标序列进行切割，引起严重的脱靶效

应[33]。因此，sgRNA 设计的首要原则是引导序

列在基因组中的特异性，特别是靠近 PAM 序列

的 8−12 个碱基的特异性非常重要，好的设计能

尽量避免脱靶效应。目前已研制出多种 sgRNA
设计软件供研究人员使用，但一定注意软件在

不同物种之间的适用性。丝状真菌靶向 DNA 序
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列的设计可利用以下软件进行，如在线的

E-CRISPR design server (http://www.e-crisp.org/ 
E-CRISP/)、Cas-Designer (http://www.rgenome. 
net/cas-designer/)和 Cas-OFFinder (http://www. 
rgenome.net/cas-offinder/)等。软件安装与实验

设计也可以参考文献[34]。 
sgRNA 的表达可分为体外转录和体内表达

两种方式，在丝状真菌的基因编辑中均有应用。

在无合适启动子的宿主中表达 sgRNA 时，使用

体外转录的方法更加方便。sgRNA 的体外转录

是将设计好的 DNA 模板通过 T7 转录试剂盒体

外转录成成熟的 sgRNA[3]。sgRNA 可以直接转

化宿主细胞，也可以通过与 Cas9 蛋白在体外组

装成核糖核蛋白复合体 RNP，再递送进宿主细

胞，这种方式在细胞内不会进行 RNA 的转录和

蛋白质的翻译，减少了 Cas9 蛋白在细胞内停留

的时间，减少了 Cas9 蛋白对宿主细胞的毒性；

同时，递送 RNP 复合体不存在外源基因整合进

基因组的风险，RNP 复合体短暂的存在，也降

低了脱靶率[31,35]。 
sgRNA 的体内表达需要更简单有效的启动

子驱动。依赖于 RNA 聚合酶Ⅲ (Pol Ⅲ)的 U6
启动子因其无需对转录产物的 5′端加帽和 3′端
加 poly A 尾[36]而被广泛使用。黑曲霉内源的 U6
启动子，甚至是来源于人类的 U6 启动子也可

驱动 sgRNA 在黑曲霉中的表达，但表达效率较

低[37]；5S rRNA 启动子也可以高效起始 sgRNA
的转录，显著提高 sgRNA 的表达水平[38]；Song
等也利用 tRNA 的启动子成功在黑曲霉中表达

sgRNA，但表达效率还有待提高[39]；我们在对

腐质霉 (Humicola insolens)进行基因编辑时发

现，在 sgRNA 表达中使用 5S rRNA 和 tRNAGly

串联启动子，能大幅提高基因编辑效率，当 pks
和 xyr1 作为靶基因时，该系统被证明是非常有效

的[40]。另外，依赖于 RNA 聚合酶 II 的启动子也

可以驱动 sgRNA 的表达，例如来源于 A. nidulans
的三磷酸甘油醛脱氢酶启动子 PgpdA[41]，但当

使用 RNA 聚合酶 II 启动子时，自切割核酶 HDV
或 HH 要连接在 sgRNA 的 5′端和 3′端，而

sgRNA 构象可能受到 RNA 聚合酶的影响，同

时这种表达载体构建也比较复杂，使 RNA 聚合

酶 II 类启动子的应用受限[37]。 
目前，sgRNA 的设计方法已经比较成熟，

sgRNA 体内或体外表达体系在丝状真菌中也多

有成功的案例，但基因编辑效率的提高，还取

决于剪切靶点的选择。例如，在定点整合目标

基因用于高效表达蛋白时，选择基因组上的多

拷贝基因作为剪切靶点是提高编辑效率的有效

方法，无须多次反复插入目标基因，节省筛选

标记，而且使用相同的 sgRNA 和供体 DNA，

就可以同时对多个位点进行剪切和同源重组，

有利于实现快速、高效的基因整合和表达。如

Lin 等选择 amyA 位点在黑曲霉中高效表达 LAP
蛋白[42]；Dong 等也选择 amyA 作为整合位点，

向基因组引入了 2 个外源蛋白的拷贝，最终使

蛋白表达量提升了 4 倍[43]。 
同一菌株中不同的靶基因的编辑效率具有

较大差异[44]。Katayama 等[44]分别对米曲霉的 3 个

基因 wA、pyrG 和 yA 进行编辑，编辑效率分别

为 10%−20%、10%和 100%；同样地，同一靶

基因的不同靶位点的编辑效率也有差异。基因

编辑效率和编辑后的 DNA 修复方式往往取决

于切割位点的选择，特别是靠近切割位点的序列

及其空间结构对 DSB 的修复方式也有影响[45]。

在对毕赤酵母(Pichia pastoris)进行基因组编辑

时发现，PAM 位点是 CGG 时，基因编辑效率

略高并且更稳定；而且 20 nt 引导序列的 G+C
含量越低，越容易使 DNA 双链打开，扩展 R-loop
结构，便于形成 DSB，因此提高了 HR 的效率[46]。

具有重叠序列的多个引导序列可以通过 HR 的修
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复方式，提高小鼠细胞的外源 DNA 插入效率[47]。

然而，以上研究结果是否在丝状真菌中也适用，

还有待深入研究。 
另外，有研究表明，剪切靶点所在染色质

的状态和染色体上的位置，包括靶位点的转录

因子占用、染色质紧密程度、核小体的空间位

阻、是否位于端粒等对基因编辑效率也有一定

的影响[48]。例如，当基因组 DNA 与组蛋白形

成核小体时，由于空间位阻的差异性，剪切靶

点的选择也会影响基因编辑效率，即剪切靶点

所处的染色质的致密程度可能也是影响同源重

组效率的因素，如常染色质的结构相对松散，

理论上比异染色质的基因编辑效率更高，更容

易获得有效剪切[23]。因此，有研究者将动物细

胞染色质调节肽(CMP)与 Cas9 蛋白融合表达，

因为染色质调节肽本身已经被证实可以与染色

质相互作用，它与 Cas9 蛋白的融合表达，提高

了 Cas9 的剪切活性，特别是某些难以编辑的基

因位点，从而提高了同源重组效率[49]。 
sgRNA 的自身结构和稳定性对基因编辑效

率也有很大影响，特别是对于那些难以剪切的

DNA 序列，原因可能是 sgRNA 的错误折叠，

针对这个问题，从改变 sgRNA 的结构和稳定性

入手，在 sgRNA 的特定部位设计高度稳定的发

夹结构、在 3′端加入特定 RNA 基序结构，并通

过甲基化或硫代磷酸化等化学修饰进一步增强

其稳定性，可使目标基因的编辑效率提高，也

可以降低脱靶率，或减少 sgRNA 的预筛选步

骤，从而进一步提高基因编辑的效率[50]。 
总而言之，基因编辑过程中，sgRNA 在复

杂的胞内生理生化环境中发挥作用，不同

sgRNA 的稳定性、与 DNA 结合能力，都会影

响基因编辑效率，因此，对一个靶基因设计多

个 sgRNA 进行基因编辑并择优录用，也是一种

解决基因编辑效率较低的方法。 

1.3  供体 DNA 的设计 
供体 DNA (donor DNA)有 3 种存在形式：

环状双链 DNA、线性双链 DNA、线性单链

DNA。通过 HR 方式对靶标基因进行修复时，

供体 DNA 必不可少。对于丝状真菌而言，通常

需要在 Cas 蛋白剪切位点两端设计上下游同源

臂，在上下游同源臂之间插入抗性标记基因、

表达盒等基因序列，用于目的基因的筛选和整

合。影响供体 DNA 编辑效率的因素有同源臂的

长度、同源臂起始序列距离剪切位点的距离、供

体 DNA 的用量与纯度、供体 DNA 的长度、供

体 DNA 的存在形式以及供体 DNA 的募集等。 
有研究表明在黑曲霉中，同源臂起始序列

距离 DSB 越近，基因编辑效率越高[43]，例如，

带有距离切口分别为 0、1 和 5 kb 的同源臂的

供体 DNA，包含潮霉素抗性基因 hygB，经

CRISPR/Cas 编辑后，hygB 的 HR 效率分别是

80%、50%和 10%[43]。 
同源臂的长度也会影响基因编辑的效率[51]，

对于大多数丝状真菌，供体 DNA 的同源臂长

度，一般选择 1 kb 左右[52]。不同物种对同源臂的

长度要求也不同。例如：酿酒酵母只需要 50 bp
同源臂，HR 效率可以达到 100%[53]；在小鼠干细

胞中，同源臂越长，基因编辑效率越高，4 kb 同

源臂的基因编辑效率比 0.4 kb 同源臂提高 5 倍，

同源臂长度达 20 kb 时，编辑效率提高 10 倍[54]；

在对里氏木霉的研究中发现，仅 0.2 kb 的同源

臂就能成功进行目标基因的敲除，HR 效率高达

93%；随后通过优化 sgRNA 和供体 DNA 分子

摩尔配比，成功实现单基因、双基因和三基因

的同时敲除[24]。 
另外，供体 DNA 的纯度和用量对基因编辑

效率也有一定影响。根据转化体系不同，丝状

真菌转化需要的双链供体 DNA 的量在 1−10 μg
不等。我们在实践中发现供体 DNA 尽量浓缩纯
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化，不含引物二聚体和杂蛋白，对于提高转化

效率和基因编辑效率也有一定作用。在哺乳动

物细胞的基因编辑效率研究中也有报道表明，

同源臂的不对称设计(一般是 5′较 3′同源臂短)
也能提高同源重组的效率[55-56]。然而，在丝状

真菌中，这种同源臂的设计方案还有待研究。 
当 CRISPR/Cas9 系统用于单点或多点突变

时，60−100 nt 的单链 DNA 即可作为供体 DNA。

Kun 等[57]通过短单链 DNA 成功在黑曲霉基因

组上进行多点突变。需要注意的是，突变位点

和 PAM 位点一定要相邻，尽量在 20 nt 之内，

距离太远会使突变效率大幅下降。单点突变的

供体 DNA 上至少存在两个碱基突变，一个用于

突变 NGG 位点其中之一，防止 RNP 复合体对

供体 DNA 进行剪切，另一个碱基突变引入设计

的目标突变；多点突变的供体 DNA 上，各个突

变碱基尽量相邻，并与 PAM 位点距离较近，如

果位点距离较远，可以考虑多轮突变；在稻瘟

病菌中也使用 80 nt 单链核苷酸或双链 DNA 与

RNP 共转化，高效完成了双基因同时编辑[58]。 
供体 DNA 在 DSB 处的充分募集也有助于

提高 HR 效率。有研究者将生物素标记的供体

DNA 与 Cas9-链霉亲和素融合蛋白共转化受体

细胞，通过链霉亲和素与生物素的特异性结合，

将供体 DNA 拉近至 DSB 位点，有助于提高 HR
效率[59]。然而，相似报道多见于哺乳动物细胞

的研究。另外，针对双链 DNA 在细胞内容易被

降解或自连接等问题，将双链供体 DNA 两端进

行化学修饰，可以增大空间位阻、阻止供体

DNA 之间发生自连，并减少供体 DNA 的降解。

比如，对单链或双链供体 DNA 进行磷酸化的末

端修饰，可以减缓宿主细胞内的核酸酶对其降

解，提高 DNA 修复过程中供体 DNA 的浓度，

从而提高 HR 效率[59-60]；对双链供体 DNA 两端

进行生物素修饰，也可以降低其自连的几率，

提高 HR 效率[61]；Yu 等[62]的研究比较了 13 种

不 同 化 学 修 饰 的 双 链 供 体 DNA ， 发 现

5′C6-PEG10 化学修饰能够将 HR 效率提高近  
5 倍。 

1.4  筛选标记的使用 
真菌常用的营养缺陷型筛选标记有乙酰胺

酶基因 (amdS)、乳清苷 -5′-磷酸脱羧酶基因

(pyrG)、6-羟基-3-琥珀酰吡啶 3-单加氧酶基因

(nicB)、乙酰谷氨酸激酶编码基因(argB)等；常

用的抗性筛选标记有潮霉素(hygromycin)、新霉

素(neomycin, G418)、博来霉素(zeocin)、嘌呤霉

素(puromycin)、杀稻瘟菌素(blasticidin)、腐草

霉素(phleomycin)等[63]，但不是所有筛选标记都

可用于同一菌株，在确定筛选标记前，要对菌

株做详尽的相关生长敏感性实验。 
巧妙运用筛选标记也可以提高基因编辑效

率，例如，Liu 等利用标记基因可循环的基因组

编辑技术，成功地对嗜热毁丝霉的 10 个以上基

因进行了基因编辑；该技术通过交替使用 2 个

标记基因进行 3 轮操作，共编辑了 11 个基因组

位点，获得了纤维素酶产量显著提高的突变体

菌株[64]。在假丝酵母(Candida intermedia)中，

将 带 有 同 源 臂 的 筛 选 标 记 基 因 分 成 两 段

(split-marker)进行共转化宿主菌，经过抗性筛选

后可以大大提高同源重组效率，从不足 1%提高

到 55%−70%[65]。 
AMA1 序列是来源于构巢曲霉的自主复制

的元件，利用截短的 half-AMA1 序列也可以驱

动 CRISPR 质粒在米曲霉中的复制，基因编辑

效率提高到 50%−100% ；在该质粒上加入

Aoace2 表达盒，通过特定培养基诱导该基因表

达后，菌丝生长受到抑制，迫使 CRISPR 质粒

丢失，以便进行下一轮的基因编辑[66]。有研究

表明 AMA1 自主复制的元件能大幅提高黑曲霉

的转化效率(10−100 倍)[67]，也能在产黄青霉菌
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(Penicillium chrysogenum)中实现高效的基因

敲除 [68]。对于丝状真菌如红曲霉 (Monascus 
purpureus)来说，菌丝细胞具有多核性，较难获

得纯合的基因敲除突变体，同样借助于 AMA1
自主复制元件，成功实现了 citS-citC 基因簇的

缺失纯合突变[69]。 

2  受体细胞生理状态的优化 
丝状真菌具有独特的细胞结构，包括菌丝

形态的多样性，如营养菌丝、气生菌丝和生殖

菌丝；并且菌丝顶端生长具有极化性；细胞具

有多核性等特点。丝状真菌的菌丝通过顶端的

细胞分裂实现生长，同时蛋白质外泌也可能主

要发生在菌丝顶端和隔膜位置，如在里氏木霉

中沉默 Trcot1 基因，获得了具有更多菌丝尖端

的超支化表型，有利于纤维素酶的外泌生产[70]；

另外，很多丝状真菌的细胞中具有多个细胞核，

比如几乎所有的木霉细胞都是多核的，Harman
等对哈茨木霉(Trichoderma harzianum)的菌丝

细胞进行染色发现，单个菌丝细胞根据大小不

同，有 2−50 个不等的细胞核[71]，甚至在米曲霉

和黑曲霉的分生孢子和人工制备的原生质体中

也有多个细胞核存在[35]，这些特殊的生理现象

虽然使丝状真菌具有更好的环境适应能力，但

也给它们的基因编辑带来挑战。 

2.1  原生质体制备的优化 
基于以上生理特点，为了提高丝状真菌的

基因编辑效率，对丝状真菌细胞的遗传转化多

采用原生质体制备及聚乙二醇 (polyethylene 
glycol, PEG)介导的转化方法，通过原生质体的

制备，打破菌丝极性化及不对称生长的限制；

也可以通过筛选更小的原生质体，尽量减少原

生质体中细胞核的数量，控制多核现象；因为

不能保证同一个原生质体的多个细胞核都进行

了有效基因编辑，在丝状真菌的遗传转化结束

后，纯合体转化子的筛选和分离仍然是必须的，

即对转化子进行多轮的单孢分离和表型验证。

目前，这方面的相关研究较少，比较成功的案

例如，Zou 等通过增加原生质体与 RNP 复合体

的孵育时间，提高了蛹虫草(Cordyceps militaris)
和里氏木霉的基因编辑效率，单基因编辑效率

达 100%，HR 效率也提高到 56.52%；肌肉肌醇

(myo-inositol)和苯菌灵(benomyl)等化学试剂在

原生质体制备之前添加到培养基中，可以抑制

细胞分裂并促进细胞壁的合成，减少孢子或原

生质体多核的概率，从而也显著提高了米曲霉

和里氏木霉获得纯合转化子的效率，进而减少

了转化后期的多轮单孢分离过程，提高了基因

编辑效率[35]。 

2.2  细胞周期的优化 
细胞周期是指细胞从一次分裂完成开始到

下一次分裂结束所经历的全过程，可以分为间

期与分裂期 (M 期 )两个阶段。间期又可分为

DNA 合成前期(G1 期)、DNA 合成期(S 期)与
DNA 合成后期(G2 期)。有研究表明，当细胞处

于 S 期和 G2 期时，细胞内的基因损伤通过 HR
修复的比例更高[35]，因为 HR 只发生在 S 期和

G2 期，而 NHEJ 在任何细胞周期都可以发生[72]。

因此，提高处于 S 期的细胞数量，是提高 HR
效 率 的 重 要 手 段 。 一 些 药 物 ， 如 羟 基 脲

(hydroxyurea)浓度在 100−200 mmol/L 能使酵母

细胞周期同步化，因此提高 HR 效率约 5 倍[65-73]；

在丝状真菌细胞中，苯菌灵(benomyl)也有类似

作用，可以阻滞细胞的有丝分裂，使细胞分裂

状态同步化，在洗去苯菌灵试剂后，细胞依次进

入 G1 期、S 期、G2 期，此时，控制操作时间大

约 3.5−4.5 h 后进行转化，细胞正好处于 HR 易发

的 S 期和 G2 期，可以有效地提高 HR 效率[35]。

然而，也要注意化学试剂的用量和毒性。 
除药物处理的方式以外，通过将细胞周期
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相关蛋白与 Cas 蛋白融合表达，提高 Cas 蛋白

在 S/G2 期的活性，也可以提高 HR 效率。如将

anti-CRISPR 蛋白 AcrⅡA4 与 Cdt1 蛋白的 N 末端

区域融合表达，而 Cdt1 在细胞 S 和 G2 期被降

解，同时也使融合的 AcrⅡA4 失活，此时 HR
占主导地位，AcrⅡA4 失活导致 CRISPR/Cas 系

统开启基因编辑功能，在 HR 占主导地位的细

胞间期对基因进行替换和插入，不仅增加了 HR
的效率，还抑制了脱靶现象[74]；将 Geminin 蛋白

与 Cas9 蛋白融合表达也有相似的目的，Geminin
蛋白在细胞周期的 S/G2/M 期高效表达，而在

G1 期发生降解，Cas9-Geminin 融合蛋白可以将

HR 效率提高 87%[75]。 

3  DNA 修复途径的改造 
基因编辑过程中，在基因组 DNA 上发生的

DSB 一般可以通过 NHEJ 或 HR 两种方式完成

修复，因此提高 HR 效率的首选策略就是人为

造成 NHEJ 途径的缺陷。在 NHEJ 修复途径中，

Ku70-Ku80 以异源二聚体的形式结合于 DSB 的

末端，然后招募 DNA 依赖的蛋白激酶催化亚

基(DNA-dependent protein kinase catalytic subunit, 
DNA-PKC)、DNA 连接酶 LigD 等与 DSB 结合，

进行易错修复[45]。因此，构建包括 Ku70、Ku80
或 LigD 缺失的突变菌株，并以此为出发菌株，

应用 CRISPR/Cas 系统进行基因编辑，可以明

显提高 HR 效率。该方法已经广泛用于丝状真

菌的操作，对曲霉、青霉、嗜热毁丝霉、粗糙

脉孢菌等均能有效提高 HR 效率。例如，Zhang
等[31]使用仅 35 bp 长的同源臂，实现了在 ΔKu80
缺失突变体的烟曲霉中准确进行基因编辑，同

源重组效率高达 95%−100%；Zheng 等[38]利用

NHEJ 缺陷菌株敲除长度为 5−48 kb 的基因组片

段，编辑效率均达到 100%，而原始菌株敲除长

度为 5 kb 的基因组片段，编辑效率仅为 33.3%；

最近，通过基因组测序分析发现，在 NHEJ 途

径缺失的黑曲霉菌株中应用 CRISPR/Cas9 介导

的基因编辑比在野生型中明显减少了脱靶率，

为这一方法的有效性提供了依据[76]。 
其次，在细胞内过表达 HR 相关蛋白，如

酵母中的 RAD52、RAD52-Cas9 融合蛋白可以

有效增强细胞中 CRISPR 介导的 HR 水平[77-78]。

也有研究人员尝试将 HR 途径中的 Mre11 核酸

外切酶与 Cas9 蛋白融合表达，可以在基因组指

定位点上产生 DSB 的基础上再产生短的单链

DNA，用以招募 HR 相关蛋白与 DNA 的结合和

互作，启动 HR 的发生，有助于提高 HR 的效

率[79]；当 Cas9 蛋白与 Ctlp 蛋白 N 末端融合表

达时，哺乳动物细胞对外源基因的 HR 效率是

单独表达 Cas9 蛋白的 2 倍[80]；Wang 等发现调

节 DNA 修复相关蛋白，如 MRE11、SAE2、EXO1
的表达等可以显著增强 CRISPR 系统引入突变

的效率和多样性，并在酵母中建立了不依赖供

体 DNA 的 CRISPR 高效致突变基因组技术[81]。

另外，通过外源添加一些 DNA 修复机制相关蛋

白的抑制剂或激活剂，也可以抑制 NHEJ 途径、

激活 HR 途径，提高 HR 效率[59]。 
也有研究表明，CRISPR/Cas9 介导的基因

组 DSB 也可以通过 NHEJ 途径，在无同源臂的

供体质粒存在的条件下进行外源基因的整合，

整合效率甚至比 HR 高，并能整合长达 34 kb
的外源基因，但供体质粒上也要设计 sgRNA 位

点，在基因组受 Cas9 蛋白剪切的同时，供体质

粒也要剪切成线性化质粒，此时可以通过 NHEJ
途径将线性化供体 DNA 整合进基因组 DSB 位

点[82]。这提示我们可能存在 HR 与 NHEJ 互相

协同的多种修复机制。 
值得注意的是，在对 DSB 进行修复的过程

中，采用 NHEJ 还是 HR 的修复方式，取决于

剪切靶点的空间位置、序列信息、细胞生理状
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态等多方面因素，细胞往往采用多种 DNA 损伤

修复机制，确保细胞生理功能的延续，因此，

如何提高宿主对 DSB 进行精准、高效的 HR 修

复，可能还需依赖对丝状真菌中的 DNA 修复途

径的解析才能提出更有效的策略。同时，也有

些报道表明，破坏 NHEJ 机制会对细胞在高温

或紫外线照射下的生长产生负面影响[83]，增加

细胞对化学 DNA 破坏剂(如甲基甲磺酸盐)的敏

感性[84]。因此，是否通过对 DNA 修复途径的

改造来提高 HR 效率也需要权衡利弊。 

4  总结与展望 
在丝状真菌中，精准基因编辑效率较低的

原因，一方面是因为丝状真菌细胞结构多样，

如具有极性、多核性；另一方面是对丝状真菌

的遗传背景及 DNA 修复、重组机制缺乏深入的

了解。对稻瘟菌的研究中发现，在 CRISPR/Cas12a
诱导的 DNA 断裂和修复过程中，不可预知的

DNA 片段的缺失、插入均被大量地检测到[85]；

CRISPR/Cas9 介导的里氏木霉的基因编辑过程

中也发现类似的现象[86]。这些广泛而复杂的脱

靶现象和不可预知的修复结果表明，CRISPR/Cas
导致的 DNA 断裂可能通过多种 DNA 修复机制

进行联合修复[45]。有报道表明，组蛋白脱乙酰

酶抑制剂，可以促进染色质开放，从而提升编

辑效率；Cas 导致的基因组断裂会诱发 p53 因

子介导的细胞压力反应，而 p53 因子抑制剂可

以提高编辑效率[87]。这些 DNA 修复相关路径

及其影响因子还需要更多丝状真菌研究者的不

断探索和挖掘，为提升丝状真菌的精准编辑效

率提供理论依据。 
对基因编辑元件如 Cas 蛋白、sgRNA 的工

程化改造有效提升了 PAM 位点的识别能力及

基因编辑的特异性，也反映了研究者对更高效、

更精准的基因编辑工具的强烈需求。应运而生

的碱基编辑器和引导编辑系统[87]，结合了其他

功能性蛋白的特性，扩展出基于 CRISPR/Cas
系统的新型精准编辑方法，为丝状真菌的精准

编辑提供可行性方案，特别是当非模式菌株的

HR 机制不清或缺失时，引导编辑等新型编辑器

可能将成为新的编辑手段。另外，RNP 的递送

方式，能有效规避 Cas 蛋白、sgRNA 在非模式

丝状真菌中的表达困境，降低脱靶率，规避外

源基因整合进基因组的负面影响，结合脂质体

或穿膜肽的递送方式[88]，解决 RNP 较难进入细

胞的问题，也将成为有效提高丝状真菌精准编

辑效率的方法。目前，很多提高精准基因编辑

的方案都来自于对酵母或哺乳动物细胞的研

究，要想提高丝状真菌的精准编辑效率，还需

要更多实验数据的支撑，上述方法并不是放之

四海而皆准，也需要更多的权衡和分析，以期

达到个性化的实验目的。总而言之，随着基因

编辑工具的不断开发和优化，我们期待有更加

精准、高效的基因编辑方法应用于丝状真菌的

菌种改造。 
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