
 黄龙辉 等/CRISPR/dCas9 干扰 bcsD 基因表达调控细菌纤维素结构 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Feb. 25, 2022, 38(2): 772-779 

DOI: 10.13345/j.cjb.210318 ©2022 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: April 28, 2021; Accepted: July 6, 2021; Published online: July 24, 2021 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (21978219, 21576212) 
Corresponding author: CHENG Zhong. Tel: +86-22-60601698; E-mail: czhong@tust.edu.cn 

基金项目：国家自然科学基金 (21978219, 21576212) 

772 生 物 工 程 学 报  

                                                               

CRISPR/dCas9干扰 bcsD基因表达调控细菌纤维素 

结构 

黄龙辉 1,2，李雪晶 1,2，孙雪文 1,2，王旭 1,2，王祎彤 1,2，贾士儒 1,2，钟成 1,2 

1 天津科技大学 食品营养与安全国家重点实验室，天津 300457 

2 天津科技大学 教育部工业发酵微生物重点实验室，天津 300457 

 

黄龙辉, 李雪晶, 孙雪文, 王旭, 王祎彤, 贾士儒, 钟成. CRISPR/dCas9 干扰 bcsD 基因表达调控细菌纤维素结构. 生物工

程学报, 2022, 38(2): 772-779. 

HUANG LH, LI XJ, SUN XW, WANG X, WANG YT, JIA SR, ZHONG C. Regulating the structure of bacterial cellulose by 
altering the expression of bcsD using CRISPR/dCas9. Chin J Biotech, 2022, 38(2): 772-779. 

摘  要：木葡糖酸醋杆菌 (Gluconacetobacter xylinus) 是细菌纤维素的主要生产菌株。在该菌中，

BcsD 是纤维素合酶的亚基之一，参与细菌纤维素的组装过程。利用 CRISPR/dCas9 系统调控 bcsD

基因的表达量，获得了一系列 bcsD 基因表达量不同的木葡糖酸醋杆菌。通过分析细菌纤维素的结

构特征发现，细菌纤维素的结晶度和孔隙率随着木葡糖酸醋杆菌中 bcsD 表达量的变化而发生改变。

其中孔隙率的变化范围在 59.95%–84.05%之间，结晶度的变化范围在 74.26%–93.75%之间，而细

菌纤维素的产量并未因 bcsD 的表达量变化而发生显著下降。结果表明，bcsD 的表达量低于 55.34%

后，细菌纤维素的孔隙率显著上升，并且细菌纤维素的结晶度与 bcsD 的表达量呈正相关。最终，

通过干扰 bcsD 基因的表达，实现了一步发酵木葡糖酸醋杆菌获得了产量稳定且结构不同的细菌纤

维素。 

关键词：CRISPR/dCas9；木葡糖酸醋杆菌；细菌纤维素；bcsD 
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Regulating the structure of bacterial cellulose by altering the 
expression of bcsD using CRISPR/dCas9 
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Abstract: Gluconacetobacter xylinus is a primary strain producing bacterial cellulose (BC). In    G. 

xylinus, BcsD is a subunit of cellulose synthase and is participated in the assembly process of BC. A 

series of G. xylinus with different expression levels of the bcsD gene were obtained by using the 

CRISPR/dCas9 technique. Analysis of the structural characteristics of BC showed that the crystallinity 

and porosity of BC changed with the expression of bcsD. The porosity varied from 59.95%–84.05%, and 

the crystallinity varied from 74.26%–93.75%, while the yield of BC did not decrease significantly upon 

changing the expression levels of bcsD. The results showed that the porosity of bacterial cellulose 

significantly increased, while the crystallinity was positively correlated with the expression of bcsD, 

when the expression level of bcsD was below 55.34%. By altering the expression level of the bcsD gene, 

obtaining BC with different structures but stable yield through a one-step fermentation of G. xylinus was 

achieved. 
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细菌纤维素  (bacterial cellulose, BC) 是 

一种由微生物将葡萄糖分子通过 β-1,4-糖苷键

连接而成的高分子化合物[1]。BC 具备生物相容

性好、结晶度高、孔隙率高以及抗拉伸能力强

等特点[2]。这些特点使得其被广泛应用于组织

培养[3]、医用材料[4-5]和造纸[6]等各个领域。而

不同的应用领域对 BC 的结构特性有不同的需

求[7]。因此 BC 在不同领域的应用过程中，需要

具备不同的结构特性。 

木葡糖酸醋杆菌是 BC 的合成菌株。BC

在合成时呈条带状，从细菌的顶端伸出 [8]。条

带由约 46 个微纤维组成，横截面平均为    

1.6 nm×5.8 nm。细菌纤维素合酶负责 BC 的合

成。在杆菌的纵轴上，大约有 50 个单独的合成

位点排列成一行，并与外膜紧密结合[8]。细菌

在合成 BC 的过程中同时对 BC 进行结晶[9]。细

菌纤维素合酶由多个亚基组成，BcsD 是其中之

一。BcsD 呈精致的圆柱形状，在缸壁上有一个

右旋的二聚体，从而形成了一个功能性的八聚

体亚基，此结构说明 BcsD 为葡聚糖链的排出提

供了通道[10]。bcsD 的插入失活却并未让细胞失

去合成纤维素的能力[11]，这说明 BcsD 不是合成

细菌纤维素所必需的。bcsD 基因突变的菌株产

生的 2 种纤维素异构体 (纤维素Ⅰ和纤维素Ⅱ) 

比 bcsD 基因突变前的对照菌株分子量更低，这

表明 bcsD 基因参与了纤维素的结晶过程[11-12]。

细菌纤维素的主要生产菌株是木葡糖酸醋杆菌

(Gluconacetobacter xylinus) CGMCC 2955，该菌
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株的基因组中存在 4 种纤维素合酶的操纵子 

(bcsⅠ、bcsⅡ、bcs Ⅲ和 bcs )Ⅳ ，而 bcsD 基因

仅存在于 bcsI 操纵子的末端[13]。 

CRISPR/dCas9 (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/dCas9) 系 统 由

CRISPR/Cas9 系统衍生而来，用于靶向调控基

因表达的一种遗传工具[14]。该系统由失去切割

活性的 Cas9 蛋白 (dead Cas9、dCas9) 和能够

与靶位点基因特异性结合的单链 RNA (single 

guide RNA，sgRNA) 组成[15-16]。sgRNA-dCas9

复合体靶向基因的位置的差异会使得基因表达

的强弱发生改变，也就是说可以通过选择不同

的靶位点来控制干扰基因的表达强度[17]。 

利用 CRISPR/dCas9 系统对 bcsD 的表达进

行靶向调控，获得了一系列 bcsD 基因表达量不

同的木葡糖酸醋杆菌。通过表征 BC 的结构，

探究了 bcsD 表达量与 BC 膜结构间的关系。利

用基因表达量调控细菌纤维素结构的方法，有

望实现 BC 膜结构的定向调控。相较于通过化

学的方法修饰 BC 结构，利用基因表达量调控

细菌纤维素结构的方法，一方面能够通过一步

发酵生产不同结构的细菌纤维素，进而减少操

作流程来节约生产成本；另一方面，又能保持

材料本身的生物相容性。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
本研究构建载体所用菌株为大肠杆菌

(Escherichia coli) DH5α。产 BC 的发酵菌株为木

葡糖酸醋杆菌，该菌株由工业微生物教育部重点

实验室筛选，中国普通微生物菌种保藏管理中心

保藏。 

1.2  培养基 
G. xylinus CGMCC 2955 培养基 (g/L)：酵

母粉 7.5，蛋白胨 10，Na2HPO4·12H2O 10，pH

为 6.0，121 ℃灭菌 20 min。葡萄糖 25 g/L，115 ℃

灭菌 15 min。固体培养基另添加 20 g/L 琼脂。 

LB (Luria-Bertani) 培养基 (g/L)：蛋白胨

10.0，酵母粉 5.0，NaCl 10.0，pH 为 7.0。固体

培养基另添加 20 g/L 琼脂，121 ℃灭菌 20 min。 

1.3  发酵培养 
从固体培养基平板上挑取单菌落至液体

发酵培养基，180 r/min、30 ℃培养 24 h。取    

1 mL 发酵液转移至含有 4‰ (V/V) 纤维素酶 

(5 000 U/mL) 的 100 mL 新鲜发酵培养基中，

180 r/min、30 ℃振荡培养 24 h。4 000 r/min 离

心 5 min 收集菌体，重悬菌体，将菌体接种至

100 mL 新鲜发酵培养基中，OD600=0.02。振荡

培养条件为 180 r/min、30 ℃、8 d。静置培养条

件为 30 ℃、8 d。 

1.4  载体构建 
实验中所采用的 CRISPR/dCas9 载体为本实

验室已构建载体[18]。表 1 为本实验用到的引物。 

1.5  实时荧光定量 PCR (RT-qPCR) 
按照 RNA 总提试剂盒 (Bacteria Total RNA 

Extraction Kit，TaKaRa) 步骤提取细胞总 RNA。 

按 照 反 转 录 试 剂 盒 (GoScrip™ Reverse 

Transcription System，Promega) 步骤将 RNA 反

转录成 cDNA。 

以 gryB 为内参基因，cDNA 为模板，按照

实时荧光定量 PCR 试剂盒步骤  (2×SYBR 

Green qPCR Master Mix，Bio-mike) 测定样本中

的 bcsD 基因的表达量。其中 gryB 基因的引物

为 gyrB-S 和 gyrB-A；bcsD 基因的引物为 gyrB-S

和 gyrB-A (表 1)。 

1.6  细菌纤维素质量测定 
发酵结束后，将 BC 膜取出并用蒸馏水清

洗，除去发酵液。然后将 BC 浸泡于 0.1 mol/L

的 NaOH 溶液中除去菌体，直到 BC 完全呈乳

白色后取出。用蒸馏水浸泡 BC 膜，去除其中 
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表 1  本研究所用引物  
Table 1  Primers used in this study 

Primer names Sequences (5′→3′) Description 

gyrB-S CTTCTTCTTCCGCCAGATGC Upstream primer of gryB for qPCR 

gyrB-A GATGAACAGGACTTCGGCAC Downstream primer of gryB for qPCR 

bcsD_S TCAACGCAAAACCGGACTTT Upstream primer of bcsD for qPCR 

bcsD_A CAGTTGATCATGGCCAGCAG Down stream primer of bcsD for qPCR 

bcsD (1–)_S TAGTGACAACTTTCAACGCAAAAC Spacer of CRISPRi that targeting to the first base of bcsD 

negative-strand bcsD (1–)_A AAACGTTTTGCGTTGAAAGTTGTC 

bcsD (126+)_S TAGTCAGCGGAGGCTGCAGCCGAC Spacer of CRISPRi that targeting to the 126th base of bcsD 

positive-strand bcsD (126+)_A AAACGTCGGCTGCAGCCTCCGCTG 

bcsD (235+)_S TAGTGATGCGCATGGCATGGTCCT Spacer of CRISPRi that targeting to the 253th base of bcsD 

positive-strand bcsD (235+)_A AAACAGGACCATGCCATGCGCATC 

bcsD (337+)_S TAGTCCGCTGGATCACGTCGCAGC Spacer of CRISPRi that targeting to the 337th base of bcsD 

positive-strand bcsD (337+)_A AAACGCTGCGACGTGATCCAGCGG 

bcsD (418+)_S TAGTGATGATCGTCTGGCTGGGAA Spacer of CRISPRi that targeting to the 428th base of bcsD 

positive-strand bcsD (418+)_A AAACTTCCCAGCCAGACGATCATC 

bsa Ⅰ cut site is underlined. 

 
的 NaOH，至 pH 为 7.0。最后，将 BC 膜置于

80 ℃恒温干燥箱中，直至恒重。 

1.7  扫描电子显微镜 (SEM) 

观测 BC 形态，将浸泡至中性的 BC 膜放入

液氮中 1 h，用冷冻干燥机处理至恒重。撕去

BC 表层后，喷金 (HITACHI E-1010)，扫描电

子显微镜下观察 BC 膜表面结构，并拍照。 

Matlab 计算孔隙率[18]：(1) 对 SEM 照片进

行灰度化处理得到图 1。(2) 对图 1 进行二值化。

(3) 计算图形中的黑色像素点的个数，得出其占

原图中的百分比，即为所求的孔隙率。 

matlab 运算代码如下： 

I=imread (‘address’)；%读取地址 

figure (1), imshow (I)；%画出图 1 

P = rgb2gray (I)；%灰度化 

figure (2), imshow (P)；%显示灰度化后的图像 

title (‘灰度化后的图像’)； 

level = graythresh (I)；%找出阈值 

BW = im2bw (I, level)；%将图形二值化 

figure (3), imshow (BW)； 

length (find (BW==0))/length (BW==I) 

1.8  X-射线衍射 (XRD) 测试 
采用 X-射线衍射仪 (X-ray diffractometer) 

进行检测。将 BC 膜放入样品池，Cu 靶，10 kV

高压，电流 100 mA，扫描范围 2θ=10–30°。扫

描速度 10°/min。 

结晶度(CrI)的计算： 

CrI (%)=(I020–Iam)/I020×100            (1) 

2  结果与分析 

2.1  CRISPR/dCas9 调控 bcsD 基因的表达 
实验用到的 pdCas9 载体为表达 dCas9 蛋白

和 sgRNA 的载体骨架。将靶向 bcsD 基因不同

位点的 20 nt 序列整合到 pdCas9 载体，获得了

一系列表达 sgRNA-dCas9 复合体的载体。这

些 sgRNA-dCas9 复合体分别靶向 bcsD 基因反

义链的第 1 位碱基和正义链的第 126、235、

337、418 位碱基。这些载体分别被命名为

pdCas9_bcsD (1–) 、 pdCas9_bcsD (126+) 、
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pdCas9_bcsD (235+)、pdCas9_bcsD (337+) 和

pdCas9_bcsD (418+)。将这 5 个载体以及 pdCas9

载体分别导入木葡糖酸醋杆菌。取发酵 48 h 后

的菌体样本，以 gryB 为内参基因测定 bcsD 基

因的表达量。 

如图 1 所示，以表达 pdCas9 载体的菌株为

对照菌株，表达 pdCas9_bcsD (1–)、pdCas9_bcsD 

(126+) 、 pdCas9_bcsD (235+) 、 pdCas9_bcsD 

(337+) 和 pdCas9_bcsD (418+) 的木葡糖酸醋杆

菌中 bcsD 基因表达量分别为对照菌株中的

55.34%、35.07%、76.18%、29.39%和 62.51%。

Cui 等的研究表明，随着靶位点距离启动子越远

基因表达受到的抑制就越强，而且 sgRNA-dCas9 
 

 
 

图 1  木 葡糖酸 醋 杆菌中 bcsD 的 表达 量  

pdCas9、pdCas9_bcsD (1–)、pdCas9_bcsD (126+)、

pdCas9_bcsD (235+) 、 pdCas9_bcsD (337+) 和

pdCas9_bcsD (418+) 分别表示携带相应载体的木

葡糖酸醋杆菌；*：P<0.05；**：P<0.01 

Figure 1  The expression level of bcsD in G. xylinus. 
pdCas9, pdCas9_bcsD (1–), pdCas9_bcsD (126+), 
pdCas9_bcsD (235+), pdCas9_bcsD (337+) and 
pdCas9_bcsD (418+) indicate Gluconacetobacter 
xylinus that carried the corresponding plasmid, 
respectively. *: P<0.05; **: P<0.01. 

复合体靶向正义链的抑制效果比反义链好[17]。然

而在本实验中，bcsD 基因的表达量并未与靶位

点和启动子间的距离表现出明显的相关性。这

可能是由于 bcsD 与 bcsA、bcsB 以及 bcsC 3 个

基因共用一个启动子，并且位于该操纵子的末

端所致。尽管如此，本实验还是获得了一系列

bcsD 表达量分布在 29.39%–100%之间的菌株，

借此可以探究 bcsD 基因表达量与木葡糖酸醋

杆菌的生长以及 BC 膜特性间的关系。 

2.2  bcsD 表达量对发酵的影响 
为了探究 bcsD 基因的表达量对菌株生长

的影响，测定了发酵 8 d 过程中的 pH 变化曲线   

(图 2A) 以及生长曲线  (图 2B)。从图 2A 和    

图 2B 可以发现，bcsD 表达量更低的菌株相对

于仅表达 pdCas9 空载体的对照菌株在前 96 h

生长较慢，在 96–120 h 时间段内则出现了快速

增长。而在这段时间里 pH 呈现出先下降再上

升的过程。之前的研究表明，这是由于木葡糖

酸醋杆菌在生长的过程中先将葡萄糖转化成

了葡萄糖酸使得培养基中的 pH 下降，而后菌

株开始利用葡萄糖酸，环境中的 pH 开始上升，

菌株也同时进入了二次生长的阶段 [19]。在

120–192 h 期间，相对于仅表达 pdCas9 空载体

的木葡糖酸醋杆菌，bcsD 基因受干扰的菌株的

生长出现了较大的波动。结合图 3 发现，在菌

株进入二次生长前 bcsD 基因表达量降低菌株

的 OD 均低于对照；而在菌株进入二次生长至

稳定期期间，菌株 bcsD 表达量降低的菌株的生

长速度高于对照；在进入稳定期后，与表达

pdCas9 空载体的对照菌株相比，尽管 bcsD 表

达受干扰的菌株的 OD 部分高于对照，部分低

于对照，但总体上都在对照菌株的 OD 值附近

发生波动，并且 OD 的波动趋势开始与对照菌

株的 OD 波动趋势相反。这说明 bcsD 基因的表

达量的变化对菌株在不同生长阶段的生长代谢

造成了影响。图 2C 为 bcsD 表达量不同的菌株 
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图 2  bcsD 表达量对发酵的影响   A：pH 变化

曲线；B：菌株的生长曲线；C：bcsD 表达量不同

的菌株 BC 产量变化曲线 

Figure 2  Effect of bcsD expression level on 
fermentation. Profiles of pH (A), growth (B) and the 
BC yield of strains with different expression levels 
of bcsD (C). 

静置培养 8 d 后，BC 产量的变化曲线。图 2C

结果表明，木葡糖酸醋杆菌在静置发酵 8 d 后，

BC 总产量并没有随着 bcsD 基因表达量不同产

生显著的变化。 

2.3  bcsD 表达量对 BC 结构的影响 
1990 年，Wong 等对木葡糖酸醋杆菌中的

bcsD 基因进行插入失活后，发现菌株并未失去

合成纤维素的能力[11]，这说明 bcsD 并不是合成

BC 所必需的。另一方面，Saxena 等发现 bcsD

突变株合成Ⅰ型和Ⅱ型纤维素的能力发生改

变，表明 BcsD 亚基影响了 BC 的结晶过程[12]。 

利用扫描电子显微镜对 BC 膜的形貌观察

结果表明，bcsD 基因表达量不同的菌株所生产

的 BC 膜的孔隙发生了变化 (图 3A)。这说明

bcsD 基因表达量的变化影响了 BC 膜的网状结

构。利用 matlab 计算相应 BC 膜的孔隙率[18]，

发现当 bcsD 基因表达量低于对照菌株的

55.34%后，BC 膜的孔隙率从 65%左右上升到

了 80%左右 (图 3C)。另一方面，BC 的孔隙率

越大，单位体积内 BC 的含量越少，质量密度

的测定表明 BC 的密度变化与孔隙率也有相似

的变化趋势 (表 2)。随着菌株中 bcsD 基因的表

达量降低，BC 的孔隙率呈现出了增加的趋势。

这表明可以通过 bcsD 的表达量来调控孔隙率。

研究显示，BC 中连通的孔隙有利于细胞粘附在

骨架上并且深入 BC 骨架内部增殖[20]，因此 BC

膜的孔隙率是影响细胞在 BC 骨架上增殖的因

素。而 CRISPR/dCas9 调控 bcsD 基因的表达使

得 BC 膜的孔隙率可控，这有利于 BC 在组织方

面应用的研究。利用 X-射线衍射测得 BC 的衍

射峰显示，BC 膜的衍射峰并没有随着 bcsD 表

达量的变化发生偏移 (图 3B)。这说明 BC 膜

的主要化学结构没有发生变化。但通过计算

BC 膜的结晶度后发现，随着 bcsD 的表达量的

降低，BC 的结晶度从 93.75%降至了 74.26%。 
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图 3  细菌纤维素的结构表征   A：扫描电子显微镜下 BC 的网状结构；B：X-射线衍射测得 BC 的衍

射峰；C：不同菌株 bcsD 基因相对表达量、结晶度及孔隙率变化曲线 

Figure 3  Structural characterization of BC. (A) The network structure of BC under the scanning electron 
microscope. (B) The relative expression, crystallinity and porosity of different strains with different 
expression level of the bcsD gene. (C) The diffraction peak of BC measured by X-ray diffraction. 
 
表 2  不同菌株产 BC 的质量密度 
Table 2  Mass density of BC produced by different 
strains 

Strains Mass density of BC (kg/m3) 

pdCas9 7.06±0.20 

pdCas9_bcsD (235+) 6.99±0.21 

pdCas9_bcsD (126+) 7.29±0.15 

pdCas9_bcsD (418+) 7.10±0.17 

pdCas9_bcsD (337+) 6.23±0.22 

pdCas9_bcsD (1–) 6.36±0.12 

 
图 3C 表明 BC 的结晶度与 bcsD 的表达量呈正相

关，这也从另一方面验证了 Saxena 等的发现[12]。 

综上，通过 CRISPR/dCas9 的 bcsD 表达进

行干扰后，除了其本身转录量的变化，细胞的

生长也随着发酵时间出现了一定程度的波动。

这可能是造成 BC 的结晶度和孔隙率等结构相

关参数与 bcsD 的表达量并不是呈现出直接的

线性关系的原因。尽管如此，随着 bcsD 表达

量的变化，BC 的结晶度和孔隙率在较大范围

内发生了变化，并且 BC 的产量没有发生显著

改变。因此，通过 CRISPR/dCas9 控制 bcsD 的

表达量来调控 BC 结构，可作为在一步发酵过

程中控制 BC 结构的方法。 

3  结论 

木葡糖酸醋杆菌中，bcsD 基因表达量的变



 
 

黄龙辉 等/CRISPR/dCas9 干扰 bcsD 基因表达调控细菌纤维素结构 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

779

化对细胞的生长造成了扰动。 

木葡糖酸醋杆菌中，bcsD 基因的表达量在

29.39%–100%范围内变化对相同发酵条件下单

位发酵液中 BC 的总产量没有显著影响。 

木葡糖酸醋杆菌中，bcsD 基因表达量在低于

对照菌株的 55.34%后，BC 的孔隙率显著上升。 

当 bcsD 基因的表达量在 29.39%–55.34%

时，BC 的结晶度随着木葡糖酸醋杆菌中 bcsD

基因的表达量下降而上升。 
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