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摘  要：【目的】CRISPR/Cas 是目前基因编辑的一个重要的新兴技术，拟通过该技术，对大肠杆

菌进行快速、高效的基因编辑，获取脂肪酸代谢工程菌。【方法】利用一个二元载体构建出

CRISPR/Cas 偶联 λ-Red 重组酶的系统，重叠 PCR 扩增出敲除的 Donor，最后用电转的方式对

Escherichia coli MG1655 脂肪酸代谢相关基因进行快速编辑。同时，采用气相色谱-质谱(GC-MS)

对脂肪酸进行定性及定量分析。【结果】获得了大肠杆菌 ΔPEPC(partial) 、ΔPEPC 、

ΔPEPC(partial)-ΔFadD、ΔPEPC-ΔFadD 以及 ΔFadD 突变体菌株。各缺失体菌株脂肪酸含量均比

野生型要高，最高的增长了 3.7%，但是敲除 ppc 获得的脂肪酸增长量并没有预期的高。同时在

脂肪酸组成上，各菌株均含有 11:0、12:0、13:0、14:0、15:0、16:0、17:1、17:0、18:0，并且 16:0，

17:0，18:0 占主要组成部分。【结论】运用该技术可以快速、高效地对大肠杆菌基因进行编辑，

是大肠杆菌工程菌株构建的一个新思路，对其他工程菌的构建提供了一定的理论基础。 

关键词：CRISPR/Cas，反向 PCR，GC-MS，λ-Red 重组酶，PEPC(磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶)，

脂肪酸含量 
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Abstract: [Objective] To obtain recombinant strain of Escherichia coli to study fatty acid metabolism, 
the newly developed CRISPR/Cas system was used to modify the genome of E. coli MG1655. 
[Methods] A binary vector was constructed with CRISPR/Cas and λ-Red recombinase. Donor genes 
were then knockout through overlapping PCR. The recombinant vector plasmid was subsequently 
electro-transformed into E. coli MG1655 to edit the gene associated with fatty acid metabolism. 
Furthermore, fatty acid contents were measured quantitatively by gas chromatography-mass 
spectrometry (GC-MS). [Results] Six recombinant E. coli strains were obtained, including ΔPEPC 
(partly knock-out), ΔPEPC, ΔPEPC(partly knock-out)-ΔFadD, ΔPEPC-ΔFadD and ΔFadD. Compared 
to the wild one, all reconstructed strains showed higher yields of total fatty acids with maximum 
increase of 3.7%, whereas the yield of mutant strain ΔPEPC was lower than expected. The fatty acid of 
11:0, 12:0, 13:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:1, 17:0, 18:0 were detected in all strains, and 16:0, 17:0, 18:0 
were dominant. [Conclusion] The CRISPR/Cas system with Lambda-Red recombinases was an 
efficient and rapid tool to modify genes of E. coli, and opened a new way to construct recombinant E. 
coli strains. 

Keywords: CRISPR/Cas, Overlapping PCR, GC-MS, λ-Red recombinases, PEPC 
(Phosphoenolpyruvate carboxylase), Fatty acid 

CRISPR (Clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats)/Cas 系统是近年来新兴的一个

基因组定点编辑技术[1-2]。该技术有三大类型(Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ)[3]，而Ⅱ型 CRISPR/Cas 系统因仅需要 1 个

Cas 9 蛋白作为切割 DNA 双链的工具而获得研究者

们的青睐。目前该技术已成功应用到大肠杆菌[4]、

斑 马 鱼 [5] 、 拟 南 芥 [6] 、 酿 酒 酵 母 [7] 等 物 种 中 。

CRISPR/Cas 系统发挥基因编辑的作用建立在以下

几方面：(1) 由 CRISPR 转录来的 trancrRNA 与

crRNA 形成一个 tracrRNA-crRNA 复合体，接着该

复合体与 Cas9 蛋白结合，并在 crRNA 的引导下识

别靶位点；(2) 而对目的片段的切割是由 crRNA 上

长度为 20 bp 的向导序列(Guiding sequence)与目的

DNA 上的特定序列互补来引导 Cas9 蛋白对目的基

因的切割；(3) 除此之外，在所识别的目的 DNA 上

还 必 需 有 一 个 3 碱 基 (NGG) 组 成 的 PAM 

(Protospacer adjacent motif)区域，识别区域紧跟

PAM 的 5′-端。 

λ-Red 重组酶由 Exo、Beta 和 Gam 等 3 种蛋白

质组成，分别由 exo、bet、gam 等 3 个基因编码。

这 3 种蛋白对于 dsDNA 的重组是必需的。首先，

Gam 蛋白通过大肠杆菌 RecBCD 和 SbcCD 核酸酶

抑制线型 dsDNA 的降解，然后 Exo 从 5′端到 3′端

的方向降解 dsDNA，产生带 3′末端的双链 DNA，

最后 Beta 蛋白结合在由 Exo 产生的 3′突出端，防止

外源 DNA 片段的降解，同时介导同源重组片段的

退火延伸[8]。 

大肠杆菌作为一种原核模式菌，因其遗传背景

简单，容易培养，在基因改造以及获得脂肪酸工程

菌的研究中得到很好的应用[9-13]。ppc 基因是与蛋白
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质合成相关的基因，其编码的磷酸烯醇式丙酮酸羧

化酶(PEPC)可以催化丙酮酸合成草酰乙酸，进而生

成天冬氨酸进入蛋白质代谢，而丙酮酸生成乙酰辅

酶 A 后在乙酰辅酶 A 羧化酶作用下进入脂肪酸合

成途径，丙酮酸是两者共同的底物。我们拟通过部

分和全部敲除 ppc 基因，阻断丙酮酸流向蛋白质合

成的方向，来促使其流向脂肪酸合成方向[14-15]。另

外，在大肠杆菌脂肪酸降解途径中，脂肪酸是被酯

酰 CoA 合成酶 FadD 激活之后开始进入这一途径，

阻断脂肪酸代谢途径有助于大肠杆菌对脂肪酸的

积累。 

本研究是运用 CRISPR/Cas 偶联 λ-Red 重组酶

的系统，以一个二元载体 pTargetF/pCas 系统来敲除

ppc 和 fadD 基因，可以获得在基因组上无缺刻的基

因编辑菌株，然后通过 GC-MS 来分析这两个基因

对脂肪酸代谢的影响，本文中敲除 ppc 基因对脂肪

酸产量的影响是首次报道。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒：Escherichia coli MG1655 由厦

门大学馈赠；大肠杆菌 DH5α 由本实验室保存。质

粒 pTargetF 和 pCas 由中国科学院上海生命科学研

究院馈赠；基因突变株由本实验构建。详见表 1。 

1.1 .2   试剂和仪器：2Pr imer  STAR ®  Max 

SuperMix，宝生物(大连)有限公司；2EasyTaq PCR 

SuperMix，北京全式金生物技术有限公司；细菌基

因组 DNA 提取试剂盒和胶回收试剂盒，Omega 公

司；氨苄青霉素(Amp)、卡那霉素(Kan)、壮观霉素

(Spec)和氯霉素(Chl)的使用浓度分别为 100、50、

50 和 25 mg/L，购自索莱宝生物科技有限公司；十

九烷酸(C19:0)、37 种脂肪酸甲酯标准品购自

Sigma-aldrich 公司；引物由上海桑尼生物科技有限

公司合成。基因导入仪(GenePulser Xcell)，美国伯

乐有限公司；电子分析天平 (FA2104N)，上海 

 

表 1  菌株及质粒 
Table 1  Strains and plasmids 

菌株及质粒 

Strains or plasmids 

特征 

Characteristics 

来源 

Source 

Strains   

E. coli DH5α    F-endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 
gyrA96deoRnupGΦ80dlacZΔM15Δ(lacZYA-argF)U169 hsdR17 (rK– mK-) λ– 

Trans Gen 

E. coli MG1655 K-12; F–  λ– rph-1  

1655ΔFadD 

1655ΔPEPCa 

1655ΔPEPCb 

1655ΔPEPCa:ΔFadD 

1655ΔPEPC b:ΔFadD 

Plasmids 
pCas 
pTargetF 
pTargetF-FadD 
pTargetF-PEPCa 
pTargetF-PEPC 

MG1655ΔfadD 

MG1655Δppca 

MG1655Δppcb 

MG1655ΔppcaΔfadD 

MG1655ΔppcbΔfadD 

repA101(Ts) kan Pcas-cas9 ParaB-Red lacIq Ptrc-sgRNA-pMB 
pMB1 aadA sgRNA 
pMB1 aadA sgRNA-fadD 
pMB1 aadA sgRNA-ppca 
pMB1 aadA sgRNA-ppcb 

This study 
This study 
This study 
This study 
This study 
Donor 
Donor 
This study 
This study 
This study 

注：a：敲除 ppc 基因的部分片段；b：敲除 ppc 基因. 

Note：a: Knock-out partial of ppc gene; b: Knock-out complete ppc gene. 
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民桥紧密科学仪器有限公司；酶标仪，Tecan 公司。 

1.1.3  培养基：大肠杆菌均用 LB[12]培养基进行培

养(37 °C 或者 30 °C)。 

1.2  质粒构建和基因克隆 

为了获得带有与基因组中目的片段 20 bp 碱基

互补的 sgRNA，分别以 P1/P2 和 P3/P4 为引物对，

以质粒 pTargetF 为模板扩增出可以识别 fadD 和 ppc

基 因 的 pTargetF, 分 别 命 名 为 sgRNA-fadD 和

sgRNA-ppc，然后将扩增的 PCR 产物转化至 E. coli 

DH5α，分别利用引物 P13/P14 和 P15/P16 进行 PCR

鉴 定 ， 将 鉴 定 正 确 的 阳 性 克 隆 分 别 命 名 为

pTargetF-sgRNA-fadD 和 pTargetF-sgRNA-ppc。以

E. coli MG1655 为材料，用细菌基因组 DNA 提取试

剂盒提取 MG1655 基因组。分别以引物 P5/P6 和

P7/P8、P9/P10 和 P11/P12 扩增用于同源重组的 fadD

和 ppc 基因的上下游同源臂片段 fadD 上/下和 ppc

上/下，然后通过 SOEing PCR 将 fadD 上/下和 ppc

上/下分别连接起来，将电泳条带正确的分别命名为

fadD 同和 ppc 同。引物见表 2。 

1.3  CRISPR/Cas 介导的基因敲除 

E. coli MG1655 用于构建突变体菌株，感受态

细胞的制备参见文献[16]。首先将 pCas 转化到 E. 

coli MG1655 中，然后挑取含有 pCas 的 MG1655 的

单克隆，在加入 50 mg/L 卡那霉素的 LB 培养基中，

30 °C、220 r/min 培养至 OD600 为 0.2 时，向摇瓶中

加入终浓度为 10 mmol/L 的阿拉伯糖诱导 pCas 载

体上 λ-Red 蛋白的表达，然后摇至 OD600 约为

0.4−0.5 时回收菌体制备电转感受态。电转化时，向 

 

表2  本研究中用到的引物 
Table 2  Primers used in this study 

引物 

Primers 

序列 

Sequence (5′→3′) 

大小 

Size (bp) 

P1 CCCTGACCGTTATCAATCTCGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 40 

P2 GAGATTGATAACGGTCAGGGACTAGTATTATACCTAGGAC 40 

P3 CAGTATGCTCGGCAAAGTGCGTTTTAGAGCTAGAAATAGC 40 

P4 GCACTTTGCCGAGCATACTGACTAGTATTATACCTAGGAC 40 

P5 CACGCCGCAACAAGATTTAG 20 

P6 AGTGGGCGTCAAAAAAAACGGCGAAGCGCGTCACTATTTA 40 

P7 TAAATAGTGACGCGCTTCGCCGTTTTTTTTGACGCCCACT 40 

P8 TAACAGTTGCAGACAGGCCA 20 

P9 CATCCGTATTCAGGGCCAGT 20 

P10 ATTGCCAGCGCAGCAAACGAATAAATAGCAGGA 33 

P11 TCGTTTGCTGCGCTGGCAATGATGCTAACC 30 

P12 TCAATACGGACCAGCGGTAC 20 

P13 CGACCTACACCGAACTGAGA 20 

P14 GAGATTGATAACGGTCAGGG 20 

P15 CGACCTACACCGAACTGAGA 20 

P16 GCACTTTGCCGAGCATACTG 20 

P17 TGTTACTTGGGGCGATTTTT 20 

P18 CAGCGATTCCACTGCTTTTT 20 

P19 AAGCGTCGTGAATTTAATGA 20 

P20 GCCGAATGTAACGACAATTC 20 
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40 μL 的感受态细胞加入 80 ng 的 pTargetF 质粒和

400 ng 的同源臂 DNA 片段，轻柔混合后，加入到

预冷的 1 mm 电转杯中，在 1.8 kV 的条件下放入电

转仪(Bio-Rad)中电转，电转完后迅速加入 1 mL 的

LB 培养基(室温)，30 °C、180 r/min 培养 1 h 进行复

苏，然后接种菌体于 50 mg/L 卡那霉素和 50 mg/L

壮观霉素的 LB 双抗固体培养基上，30 °C 培养过

夜。转化子用 PCR 进行检测。 

1.4  总酯提取及脂肪酸甲酯化 

1.4.1  总酯的提取：挑各突变株及野生菌株单克

隆，在 37 °C 培养到 OD600 为 1.4 左右，取 200 mL

菌液，8 000 r/min 离心 10 min 回收菌体，吸取上清

后，冷冻干燥菌体，然后向干燥的菌粉中加入 4 mL 

ddH2O，漩涡振荡，悬浮菌体，然后沸水浴 15 min，

分别向冷却的悬浮液中加入 20 mL 的氯仿/甲醇

(2:1，体积比)，漩涡振荡 3 min 后，过夜，次日，

离心后取下相(氯仿相)，氮气吹干，即为总酯。 

1.4.2  脂肪酸甲酯化：挑各突变体菌株及野生菌株

单克隆，37 °C、180 r/min 培养到 OD600 为 1.4 左右，

取 50 mL 菌液回收菌体，冷冻干燥菌体后，各取 20 mg

干菌粉，用 1 mL 的 ddH2O 漩涡振荡，悬浮菌体，

然后沸水浴 15 min，待悬浮冷却后，加入 100 μL 

0.5 g/L 的 C19 璟作为内标，后续操作采用曲 秋等[17]

的方法。 

1.5  GC-MS 分析 

甲 酯 化 后 的 脂 肪 酸 利 用 安 捷 伦

7890/5975C-GC/MSD 进行分析，检测条件为：进样

器温度 250 °C，检测器温度 280 °C，毛细管色谱柱

(HP，30 m × 0.25 mm，Film thickness of 0.25 m)，

氦气为载气，线速度为 1 mL/min，程序升温条件为

75 °C (2 min)，以 15 °C/min 速度升至 250 °C，最后

250 °C (2 min)，离子源温度 220 °C，EI 离子源 70 eV。 

1.6  重组菌中质粒的消除 

为了消除 pCas 和 pTargetF 质粒，将重组菌(含有

pCas 和 pTargetF)培养在 LB 培养基中(补加 50 mg/L

的卡那霉素，并加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG

诱导靶向 pTargetF 上的 pMB1 的 sgRNA-pMB1 的

表达)培养过夜，并将其涂布于含 50 mg/L 卡那霉素

的平板上用于消除 pTargetF，待平板上长出单克隆，

挑菌落在含 50 mg/L 壮观霉素的液体 LB 中培养过

夜，不长即为 pTargetF 消除的工程菌，然后挑取该

工程菌在 37 °C 的环境中培养过夜，用以消除 pCas。 

2  结果 

2.1  基因缺失菌株的构建结果 

2.1.1  FadD 和 ppc 基因同源片段的扩增：以 E. coli 

MG1655 基因组 DNA 为模板，分别扩增用于敲除

fadD 和 ppc 基因的上/下同源臂片段，电泳结果显

示产物大小与预期片段大小一致。 

2.1.2  缺失突变菌的鉴定：将消除了质粒 pTargetF

和 pCas 的菌株，挑其单克隆，30 °C、180 r/min 培

养 2 h，回收菌体，菌体沉淀用 1 mL 的 ddH2O 洗涤

2 次，取 20 μL 菌液破菌，利用引物 P17/P18 和

P19/P20 (分别在敲除位点的上下游设计)经菌液

PCR 鉴定，初步判定敲除了 fadD 和 ppc 基因，然

后挑取单克隆，30 °C、180 r/min 培养过夜，用细

菌 DNA 提取试剂盒分别对各突变株提取基因组

DNA，以基因组 DNA 为模板，同样利用上述引物

进行扩增，获得了敲除 fadD 和 ppc 基因成功的菌

株，结果见图 1。 

2.2  缺失体及野生型菌株生长情况 

从图 2 中可以看出，无论是 fadD 和 ppc 基因

分别敲除的菌株还是两个基因同时敲除的菌株，在

生长情况上与野生型菌株相比，均没有很大的变

化，说明在大肠杆菌体内，可能存在其他途径可以

对这两个基因的作用进行补充，以弥补其缺失带来

的生长缺陷，尤其是 ppc 基因，该基因的缺失会影

响大肠杆菌蛋白质的合成，但并没有影响大肠杆菌

的正常生长，这一发现需要后面作进一步探讨。 

2.3  菌株的脂肪酸定性及定量 

提取重组菌株及野生菌株的总脂，发现重组菌

株与野生型菌株相比，各重组菌株中脂肪酸的含量

均有一定程度的提高，最高的增加了 3.7% (表 3)。 
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图 1  突变体菌株的鉴定 
Figure 1  Identification of mutants by PCR. 

注：M：DNA ladder marker；+：阳性克隆；−：阴性克隆. A 和 B 分别为敲除 fadD 和 ppc (部分敲除)基因的 PCR 鉴定，敲除效率为

100%；C：敲除 ppc 基因的 PCR 鉴定，效率为 68%±2%. Kan/spec transformants：在含有卡那霉素和壮观霉素双抗平板上挑取单克

隆分别用引物 P17/P18、P19/P20 对其进行 PCR 鉴定. 

Note: M: DNA ladder marker; +: Positive control: −: Negative control. A and B: The strains, which successfully deleted fadD and ppc (Partly 
knak-out), showed 100% mutation rate respectively. C: The ∆PEPC strain showed 68%±2% mutation rate. Kan/spec transformants: 
Identified the colonies by P17 and P18, P19 and P20 on the plate, which contains Kan and Spec resistance. 
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图 2  突变株及野生株的生长曲线 
Figure 2  The growth curve of MG1655 and mutants 
注：∆PEPC (partial)是指敲除部分 ppc 基因. 

Note: ∆PEPC (partial) represent knock-out partial ppc gene. 

但是，敲除 ppc 基因菌株总脂含量比敲除 fadD 的

低，同时部分敲除和全部敲除 ppc 基因的菌株在脂

肪酸含量上几乎没有差别，说明只要敲除基因的开

放阅读框的核心区，该基因就会失去作用。对于 ppc

和 fadD 基因双敲除的菌株，脂肪酸含量比单敲除

ppc 基因的含量要高 3.1%。 

为了进一步了解各菌株脂肪酸组成的成分变

化，利用 GC-MS 对各菌株中的组分进行了定量分

析。从图 3 中可以看出，与敲除前相比，无论是 ppc

和 fadD 基因单敲除菌株还是 ppc 和 fadD 基因同时

敲除的菌株，脂肪酸的组成都没有发生变化，都含

有 11:0、12:0、13:0、14:0、15:0、16:0、17:1、17:0

和 18:0，并且 16:0、17:1 和 18:0 占脂肪酸的主要 
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表 3  各菌株总脂含量 
Table 3  Lipid contents in recombinant and 

 wild type E. coli 

菌株 

Strains 

湿重 

DCW 
(g/L) 

干重 

DLW 
(mg/L) 

脂含量 

Lipid content
(%) 

E. coil MG1655 1.45±0.09 103±4.2 7.1%±0.2%

1655ΔFadD 1.47±0.11 160±2.3 10.8%±0.3%*

1655ΔPEPCa 1.36±0.06 108±4.5 7.6%±0.1%*

1655ΔPEPCb 1.38±0.06 106±6.7 7.7%±0.2%*

1655ΔPEPCa:ΔFadD 1.46±0.09 153±11.0 10.5%±0.2%*

1655ΔPEPC:ΔFadD 1.37±0.06 115±15.2 10.7%±0.3%*

注：a：敲除 ppc 基因的部分片段；b：敲除 ppc 基因；*：对重

组菌株脂肪酸含量与野生型菌株脂肪酸含量进行差异显著性分

析表明差异显著(P=0.033<0.05). 

Note：a: Knock-out partial of ppc gene; b: Knock-out complete ppc 

gene; *: The fatty acid contents of recombinant strains and wild 
type strain indicates significant difference (P=0.033<0.05). 
 
组成部分。 

3  讨论 

通过一个二元载体介导的 CRISPR/Cas 系统可

以高效地构建大肠杆菌突变体菌株，相较于 λ-Red

重组系统，该系统也构建并表达了 λ-Red 重组酶，

并且该系统只需要在 PTargetF 载体上构建一个与宿 
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图 3  脂肪酸组成变化 
Figure 3  The change of fatty acid composition 
注：∆PEPC(partial)是指敲除部分 ppc 基因. 

Note: ∆PEPC(partial) represent knock-out partial ppc gene. 
 

主目的基因 NGG 上游的 20 个碱基互补配对的寡核

苷酸序列，然后与 PCas 共同发挥作用，就可以对

宿主的基因进行编辑，从而快速而高效地获得突变

体菌株，而且相较于 Red 重组系统会在菌株基因组

上留下一段外源的碱基序列(包括 FRT 位点)，

CRISPR/Cas 系统只会按照设计敲除或者插入目的

基因，不会有其他基因被敲除或者插入，这样更有

利于验证某些基因的作用，可以很好地控制实验结

果。之前应用到大肠杆菌的 CRISPR/Cas 效率都很

低[4]，几乎无法获得阳性克隆。本系统的优势之处

是利用了 λ-Red 重组酶与 CRISPR/Cas 系统结合，

大大提高了重组效率，也很好地发挥了两者的优

势。但是在多位点敲除并进行多位点的基因重组上

还存在一定风险。 

根据陈锦清[18]的底物竞争假说：在生物体的新

陈代谢过程中, 葡萄糖酵解产物丙酮酸有两个去

向：(1) 在 PEPC 的催化下合成草酰乙酸，进而生

成天冬氨酸进入蛋白质代谢；(2) 在丙酮酸脱氢酶

的作用下合成乙酰辅酶 A，然后在乙酰辅酶 A 羧化

酶(ACCase)的催化下生成丙二酸单酰辅酶 A 进入

脂类代谢。如果抑制了 PEPC 的表达，将会有更多

的丙酮酸用于合成脂类，蛋白质的合成即会减少。

而本实验的结果却发现在敲除 ppc 基因时，菌株的

脂肪酸含量相较于野生型并没有明显的变化，同时

突变体菌株的生长状况与野生型相比也没有明显

的变化，说明在大肠杆菌体内通过单独敲除控制蛋

白质途径的基因并不能很好地促进前体物质流向

脂肪酸合成的代谢途径。并且，脂肪酸和蛋白质存

在一定的物质和能量的交流，蛋白质可以转化成脂

肪，脂肪在特殊情况下也可以转化为蛋白质，所以

控制这两种物质含量的比例或者控制这两个物质

合成途径中的某些酶的相对活性可能才是脂肪酸

合成的关键调控点[19]。 

我们利用表达 λ-Red 重组酶的 CRISPR/Cas 系

统，选取与脂肪酸合成途径相关和脂肪酸降解途径

中的关键基因进行基因敲除，阐述这些基因与脂肪
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酸产量的关系。通过研究发现，阻断脂肪酸 β-氧化

途径的基因 fadD 可以明显地提高菌体脂肪酸的含

量，说明敲除这一基因对脂肪酸的积累起到了一个

积极的作用。阻断了控制丙酮酸流向蛋白质方向的

ppc 基因，使丙酮酸流向脂肪酸合成途径并没有引

起菌体中脂肪酸的明显变化，表明生物体中合成的

脂肪酸转化为了部分蛋白质，以补充蛋白质缺失对

菌体的影响。 
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