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　　摘要：近年来的研究显示，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统是强有力的基因编辑新技术。以蝗绿僵菌为试验对象，以同源重组
敲除系统为对照，研究ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统敲除蝗绿僵菌的基因ｉｓｐ４核苷酸序列。阐明了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９载体构建的方
法，比较了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ敲除技术的异同，最后通过ＰＣＲ和突变菌株的表型验证了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
能够应用于绿僵菌。结果表明，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在昆虫病原真菌绿僵菌中是有效的基因编辑技术。
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　　分子遗传修饰和基因工程技术需要精确地改
变基因组的核苷酸序列。随着基因修饰新技术的

不断发展，某些基因可被敲除或被降低表达水

平［１］，这些技术为基因功能的研究提供了便捷的途

径。基因编辑就是对细胞基因组中目的基因的核

苷酸序列甚至是单个核苷酸进行替换、切除，增加

或者是插入外源的ＤＮＡ序列，使之产生可遗传的改
变，进而研究其功能的手段［２］。绿僵菌的研究已有

１３５年的历史［３］，它作为一个昆虫病原真菌的模式

丝状真菌，常常用来研究真核细胞的生物学过程、

基因的相关表型和侵染昆虫致病的过程。

为了更好地研究病原真菌的基因特征，多种基

因操作技术已经在绿僵菌研究中应用［４］。以位点

为靶向的ＤＮＡ内切酶是基因编辑技术中强有力的
方法之一［５］。这些内切酶能在基因组范围内与靶

向序列直接结合，进而使 ＤＮＡ双链断裂，断裂的
ＤＮＡ被修复过程中产生 ＤＮＡ序列的修饰。开发这
些工具酶的起始方向集中在同源内切酶、锌指内切

酶和转录激活内切酶类［６－７］。与传统突变体材料的

获得方法相比，基因编辑技术能定向改变基因的组

成和结构，具有高效、可控和定向操作的优点［８－９］。

在目标基因ＤＮＡ产生双链断裂［１０］的基础上进行基

因编辑是传统基因编辑技术的共同之处，但是各种

基因编辑技术的原理及作用方式并不相同。

同源内切酶利用单一结构域识别和切割双链

ＤＮＡ［１１］的基因编辑技术具有一定的局限性。
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９是新一代的识别和绑定特异 ＤＮＡ序
列为导向的基因编辑技术［１２］。Ｇｅｎｅｒｏｓｏ等首次报
道，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ作为特异的短间隔序列，成簇存在
于大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）基因组内的特殊短重
复序列之中［１３］。随后的研究表明，ＣＲＩＳＰＲ位点在
细菌和古细菌的基因组中分别占４０％和９０％，这些
位点具有适应性的免疫功能［１４］。在 ２０１２年，
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓ）中，
通过锚定 ｃｒＲＮＡ５′端的 ２０ｎｔ核苷酸序列行使功
能［１５］。经过优化的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统编码序列在
哺乳动物细胞中可以高度激活［１６－１７］。在实际操作

时，在ｓｇＲＮＡ上５′端设计的２０ｎｔ核苷酸序列能够
与目标基因完全互补，即可达到基因编辑的作

用［１８］。基因编辑技术 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在高等真核生
物上已经成功应用［１９－２０］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的基
因编辑过程实质上是非同源末端重组（ｎｏｎ－
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）修复和同源末端重组
修复（ｈｏｍｏｌｏｇｙ－ｄｉｒｅｃｔｅｄｒｅｐａｉｒ，ＨＤＲ）过程［２１］。与

传统基因编辑技术相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统最大的
优点是易形成基因序列倍增，这些倍增区域在

ｓｇＲＮＡ的锚定下很容易突变［２２］。如果２个 ｓｇＲＮＡ
位于基因组侧的两翼，它们中间区域的基因组会被

删除或发生颠倒［２３－２４］。通过双 ｓｇＲＮＡ可以进行基
因组序列置换［２５］。
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ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的高效和便利，促使它很快
地成为了细菌、植物和细胞培养时的基因编辑工

具。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９可以直接导入到受精卵中进行早
期的胚胎基因修饰，进而获得基因修饰动物［２６－２７］。

在基因组编辑工具应用时，通常是将含有特殊启动

子的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９质粒通过农杆菌介导法或电激
法送到目的细胞内［２７－２８］。然而 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因
系统在昆虫病原真菌中的应用尚未见报道。

本研究以蝗绿僵菌为材料，同源重组敲除系统

为对照，利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统敲除蝗绿僵菌的基
因 ｉｓｐ４核苷酸序列。试验结果显示，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
敲除载体构建的方法和 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ敲除载体的构
建技术不同，ＰＣＲ和突变菌株的表型验证了
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑和 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑技
术一样成功应用于绿僵菌。

１　材料与方法

１．１　菌株和培养基
蝗绿僵菌（Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｃｒｉｄｕｍ）（ＣＧＭＣＣＮｏ．

１８７７），将该菌株接种到１／４萨氏葡萄糖酵母培固体
养基（１／４ＳＤＡ）上，２８℃，避光倒置培养。ＤＮＡ提取
时用液体培养基摇瓶培养，培养后经过真空抽滤获

得菌丝体。

大肠杆菌（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α，鼎国试剂公
司），固体培养时，将转化的大肠杆菌菌株接种到ＬＢ
固体培养基上倒置培养，培养基含有终浓度 ５０～
１００μｇ／ｍＬ的卡那霉素。绿僵菌转化时选择的培养
基为细胞核分离基液（ＮＩＭ）培养基，含有终浓度
４００μｇ／ｍＬ的抗草丁膦（ＰＰＴ）。选择性靶基因为
ＰＰＴ基因。
１．２　质粒

商业人工改造质粒 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｐＧＫ１．１
（Ｐｕｒｏｒ）和同源敲除质粒ＰＵＣ１９，含有抗卡那霉素和
ＰＰＴ基因。
１．３　核酸操作

将含有抗性的大肠杆菌接种到液体 ＬＢ培养基
中，经过离心获得菌体，用质粒提取试剂盒

（ＴＩＡＮＧＥＮ）获得质粒ＤＮＡ。
将绿僵菌菌丝体用液氮研磨，然后用基因组

ＤＮＡ提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ）提取，ＴａｑＰｌｕｓＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＴＩＡＮＧＥＮ）进行ＰＣＲ克隆，进而获得目
标核苷酸序列。

目标片段和质粒的连接用 ＮｏｖｏＲｅｃ ＰＣＲ一

步定向克隆操作。其余的分子生物学技术按照参

考文献［１４］执行。
１．４　转化试验

根据转化说明书（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）将改造的质粒转
入到Ｅ．ｃｏｌｉ感受态细胞；用电转化的方法，将目标质
粒转化到感受态根癌农杆菌中；然后根据参考文献

将含有抗性质粒的脓杆菌和绿僵菌孢子接种于含

有ＰＰＴ的固体培养基上，进而获得转化的绿僵菌。
１．５　转化子纯化

转化后，被转化的目的菌株经过 ＰＣＲ验证，然
后在筛选培养基上进行纯化培养，保存菌种以便后

续试验。

２　结果与分析

２．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ编辑系统的识
别基础

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统主要是依靠ｃｒＲＮＡ（ＣＲＩＳＰＲ－
ｄｅｒｉｖｅｄＲＮＡ）通过碱基配对与 ｔｒａｃｒＲＮＡ（ｔｒａｎｓ－
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇＲＮＡ）结合形成双链 ＲＮＡ，此 ｔｒａｃｒＲＮＡ／
ｃｒＲＮＡ二元复合体指导 Ｃａｓ９蛋白在 ｃｒＲＮＡ引导序
列靶定位点切断双链 ＤＮＡ。在基因组编辑过程中，
ｔｒａｃｒＲＮＡ和 ｃｒＲＮＡ 可 以 融 合 成 为 １条 ＲＮＡ
（ｓｇＲＮＡ）表达，同样可以起到靶向剪切的作用。靶
向剪切的链缺口会促进同源重组，从而达到基因编

辑的目的（图１－Ａ）。对照 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑
技术主要依靠靶基因两侧左右臂引导生物本身的

重组酶到靶位点进行基因编辑（图１－Ｂ）。由此可
知，这２种基因编辑系统锚定目的基因位置的方式
是不一致的。

２．２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑质粒
的构建

基因编辑过程中，最重要的是构建一个高效的

质粒载体。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑
系统的载体都是建立在商业质粒 Ｐｕｃ１９的基础之
上。由图２－Ａ可知，把优化的 Ｕ６启动子（Ｕ６）、核
定位基因序列（ＮＬＳ）、Ｃａｓ９蛋白基因、ＢＧＨｐＡ、抗性
基因和ＧＦＰ序列共同整合到商业质粒 ｐＵＣ１９中。
在Ｕ６启动子后有一个靶基因酶切位点 ＥｃｏＲⅤ。
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑系统是把抗性筛选 ＰＰＴ基因
（含启动子）和ＧＦＰ序列连接到商业质粒 ｐＵＣ１９中
（图２－Ｂ）。由此可知，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统
质粒的构建比 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑系统复杂。
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑质粒含有多个基因敲除元
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件，而对照 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑系统的质粒中只
含有Ｂａｒ基因序列和 ＧＦＰ序列。由此可知，构建的
初始敲除质粒 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统比
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑系统含有更多的复杂元件。
２．３　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑系统
敲除ｉｓｐ４基因

为证明 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统能够在绿僵菌上应
用，经过生物信息学分析获得了绿僵菌性别分化基

因ｉｓｐ４的ｍＲＮＡ序列（ＸＭ＿００７８１３２３６．１），作为敲
除的目的基因。构建 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑载体
时只需在该基因的 ｍＲＮＡ编码序列中找到靶序列
位点（ＧＮ２０ＧＧ），然后在该序列的两侧加上接头
（Ｆ：ＴＡＴＡＴＣＴＴＧＴＧＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＴ；接头Ｒ：ＧＧＴＧＣ
ＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＴＴＧＡＴ）和ｇＲＮＡ序列即可。

通过ＣａｓＦｉｎｄｅｒ软件或ｗｏｒｄ的查找功能均可找
到以下１９条靶序列（表１）。

表１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导基因编辑的靶序列

编号 序列（５′－３′） 编号 序列（５′－３′）

１ ＧＴＡＴＡＧＧＣＴＴＴＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＧ １１ ＡＴＣＣＡＧＴＴＣＴＴＧＧＣＣＴＡＴＣＣＧＧ

２ ＧＧＡＧＣＴＣＧＴＧＧＴＧＣＣＡＧＡＣＴＧＧ １２ ＣＣＡＣＡＧＣＴＴＧＡＡＣＣＣＧＴＧＴＣＧＧ

３ ＴＣＴＴＴＴＡＣＧＧＡＣＴＣＧＡＧＧＣＡＧＧ １３ ＣＣＡＣＣＡＴＴＣＴＧＴＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧ

４ ＣＣＴＧＡＧＴＴＧＧＴＣＴＧＧＣＣＴＧＧＧＧ １４ ＣＴＣＴＣＡＡＣＴＣＣＧＣＣＣＴＧＣＡＴＧＧ

５ ＡＣＣＴＧＡＴＣＴＴＴＣＣＴＧＣＴＣＴＴＧＧ １５ ＣＡＧＴＣＧＴＣＡＡＣＣＡＡＧＴＴＴＴＴＧＧ

６ ＣＣＣＣＴＣＡＴＴＧＴＴＣＣＡＡＣＣＴＧＧＧ １６ ＧＧＴＧＡＴＡＡＡＴＧＣＣＡＡＧＡＡＴＧＧＧ

７ ＧＣＣＡＡＧＴＴＴＧＣＴＧＣＴＴＡＣＴＣＧＧ １７ ＧＴＴＧＴＴＴＣＴＣＧＡＡＡＡＧＣＧＡＣＧＧ

８ ＴＴＡＴＣＣＡＣＡＡＧＣＡＣＣＴＴＴＧＴＧＧ １８ ＣＣＧＴＡＣＡＡＣＴＧＣＧＧＴＧＧＴＡＣＧＧ

９ ＣＣＴＧＧＴＴＧＣＴＧＧＡＴＡＴＣＴＴＴＧＧ １９ ＧＡＡＡＧＴＣＣＴＴＧＣＴＡＡＣＡＴＣＴＧＧ

１０ ＧＡＴＣＴＡＴＡＴＣＣＡＣＴＡＣＣＡＡＡＧＧ
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　　以第 １条靶序列为例合成如下的寡核苷酸
序列：

　　ｃａｓＦ：ＴＡＴＡＴＣＴＴＧＴＧＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＴＧＧＴＡＴＡ
ＧＧＣＴＴＴＴＧＣＡＴＣＡＴＣＧＧＧＴＴＴＴＡＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＴＡ
ＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＡＡＧＧＣＴＡＧＴＣＣＧ；

ｃａｓＲ：ＧＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＴＴＧＡＴＣＧＧＡＣＴ
ＡＧＣＣＴＴＡＴＴＴＴＡＡＣＴＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡ
ＣＣＣＧＡＴＧＡＴＧＣＡＡＡＡＧＣＣＴＡＴＡＣＣ。

将上述引物交给公司合成 ＰＡＧＥ纯化寡核苷
酸。然后寡核苷酸退火，退火后的寡核苷酸可以立

刻使用或者在－２０℃条件下长期保存。用ＥｃｏＲⅤ
酶切ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑载体致使其线性化，回
收后即可根据 ＮｏｖｏＲｅｃ ＰＣＲ一步定向克隆试剂

盒说明书将上述退火后的寡核苷酸连接到线性化

的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑载体上。阳性克隆用引
物ｇＲＮＡ－Ｆ和ｇＲＮＡ－Ｒ进行 ＰＣＲ验证时，能够扩
增出１８０ｂｐ的条带（图３－Ａ），表明载体构建正确。

用生物信息学方法获得了绿僵菌性别分化基

因ｉｓｐ４及其侧翼序列，该序列左臂含有 ＥｃｏＲⅤ
（ＧＡＴＡＴＣ）酶切位点和ＢａｍＨⅠ（ＧＧＡＴＣＣ）酶切位
点，右臂含有 ＨｉｎｄⅢ （ＡＡＧＣＴＴ）酶切位点。故构
建Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑载体时选用 ＢａｍＨⅠ和
ＥｃｏＲⅠ酶先后线性化载体。

根据 ＮｏｖｏＲｅｃ ＰＣＲ一步定向克隆试剂盒说
明书设计ＰＣＲ扩增左右臂的引物和接头见表２。

表２　引物序列

引物名称 序列（５′－３′）

ＬＦ ＧＡＣＴＣＴＡＧＡＣＴＣＧＡＧＧＧＡＴＣＴＴＣＴＴＴＧＣＡＡＣＧＧＧＧＡＣＡＡＣ

ＬＲ ＧＡＣＣＴＧＣＡＧＣＣＣＧＧＧＧＧＡＴＣＧＴＣＧＡＣＧＣＣＧＧＣＧＧＣＣＧＡＧＡ

ＲＦ ＴＡＣＧＧＴＡＣＣＧＡＧＣＴＣＧＡＡＴＴＣＡＧＡＡＡＧＧＧＣＡＧＡＴＣＣＣＣＣＣ

ＲＲ ＣＴＡＴＧＡＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＡＡＴＴＴＴＴＴＧＧＣＣＣＣＣＴＴＧＧＣＡＡＧＣ

ｉｓｐ４Ｆ ＴＴＣＴＴＴＧＣＡＡＣＧＧＧＧＡＣＡＡＣ

ｇＲＮＡ－Ｆ ＣＡＡＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧＧＡＣＴＡＧＣＣＴＴＡ

ｇＲＮＡ－Ｒ ＣＡＡＧＴＴＧＡＴＡＡＣＧＧＡＣＴＡＧＣＣＴＴＡ

ｉｓｐ４Ｒ ＴＴＴＴＧＧＣＣＣＣＣＴＴＧＧＣＡＡＧＣ

ＲＴ－ＰＣＲ－ｉｓｐ４Ｆ ＡＴＴＣＴＡＧＣＣＴＴＴＧＴＡＡＴＡＴＣ

ＲＴ－ＰＣＲ－ｉｓｐ４Ｒ ＣＴＴＴＧＧＴＡＧＴＧＧＡＴＡＴＡＧＡＴ

　　注：下划线为接头序列。

　　经过ＰＣＲ扩增获得敲除载体的左右臂，经过酶
切后获得线性化载体，根据ＮｏｖｏＲｅｃＰＣＲ一步定
向克隆试剂盒说明书构建成 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ基因编辑
载体。经过转化的阳性克隆用引物 ｉｓｐ４Ｆ和 ｉｓｐ４Ｒ
能够扩增出２８００ｂｐ的ＤＮＡ条带（图３－Ａ）。

含ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９和Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ载体的农杆菌
侵染绿僵菌后获得阳性敲除绿僵菌孢子，荧光显微

镜观察看到绿色荧光的绿僵菌孢子（图３－Ｂ和图
３－Ｃ）。上述结果表明了 ｉｓｐ４基因的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
和Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ敲除载体成功在绿僵菌中表达。
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　　为一步证明绿僵菌敲除载体被正确敲除，用
ＲＴ－ＰＣＲ对 ｉｓｐ４基因的表达量（引物 ＲＴ－ＰＣＲ－
ｉｓｐ４Ｆ和 ＲＴ－ＰＣＲ－ｉｓｐ４Ｒ）进行了验证（图４），菌落
形态的观察也证明了２种敲除方法均改变了目的菌
株的基因。这些结果表明ｉｓｐ４基因能够被正确敲除。

３　讨论

绿僵菌作为一种昆虫病原真菌的模式真菌，敲

除技术限制影响了对其基因序列的大规模操作。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统首先在细菌中被报道，
随后被应用于动植物的基因靶向技术，不断得到优

化［２９－３０］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的特异性被限制在
ｓｇＲＮＡ５′端２０ｎｔ的位点，这２０ｎｔ的核苷酸和靶向
ＤＮＡ进行Ｗａｔｓｏｎ－ＣｒｉｃｋＲＮＡ－ＤＮＡ容错性碱基配
对，也有可能形成脱靶效应［２２］。再者，多个物种的

Ｃａｓ９通过识别各自的ｓｇＲＮＡ骨架，可在同一细胞中
执行不同的功能，彼此之间互不干扰［９］。ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９的特异性与靶序列的长度和构成及 Ｃａｓ９和
ｓｇＲＮＡ的浓度有关。ｓｇＲＮＡ靶序列中鸟嘌呤和胞
嘧啶含量过高或过低都会影响打靶效应［７］。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术是基因编辑有力的工具，且
被广泛应用，但它仍是相对新颖的技术，还有待提

高。目前，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术的瓶颈是如何降低脱
靶风险。正如上所述，降低 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的脱靶效
应包括缩短 ｓｇＲＮＡ、用双切口 ｄＣａｓ－ＦｏｋＩ等方法。

每条ｓｇＲＮＡ序列都含有变化的脱靶位点，故在试验
时，须要仔细分析影响脱靶的因素，降低脱靶效率。

近年来积累了很多检测脱靶突变的方法，可以让研

究者更有效地预测脱靶效应［１０，２６］。众所周知，基因

编辑技术的效应与内切核酸酶在识别基因组上的

特异位点相关。例如，转录因子及近年来研究的

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９易结合于基因组 ＤＮＡ［２１］。转录因子
绑定和染色质重塑与组氨酸修饰有关［１６］。由于基

因组序列表观修饰和基因序列变化的复杂性，研究

者仍然缺乏对 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的酶活性和 ＤＮＡ绑定
对ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９效果的认识［２０，３１］。

在本 研 究 中，利 用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技 术 和
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ技术同时敲除了绿僵菌的 ｉｓｐ４基因。
通过比较发现，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术和 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ
技术一样能够成功应用于昆虫病原真菌（绿僵菌）。

在研究过程中发现，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在绿僵菌中也存
在效率不是很高的现象。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术在构建
敲除质粒骨架时比 Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ技术复杂，但是一
旦建成熟骨架，后续进行大量基因敲除时就相对容

易。对于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的脱靶效应和转化效率方
面尚需进一步研究。
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