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金针菇体外 CRISPR-Cas9基因编辑系统的建立
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摘要：金针菇（Flammulina filiformis）具有很高的食用和药用价值。CRISPR-Cas9 基因编辑技术近年来得到

快速发展，虽然在食药用菌中也有一些成功应用，但其效率偏低。作者以 pyrG 为目的突变基因，设计并在体

外合成 gRNA，与蛋白质 SpCas9 组装成 RNP 复合物，采用 PEG 法将 RNP 复合物转入金针菇原生质体，同时

对转化系统参数进行优化。结果表明，软件预测的高分值 gRNA 不一定有活性，需要在体外与 SpCas9 组装

后对目的基因进行切割鉴定。有活性的 RNP复合物转入金针菇原生质体后能够特异性编辑目的基因，而没

有活性的 RNP 复合物转入金针菇后则不能编辑目的基因；在金针菇的转化体系中加入 Triton X-100 能有效

促进 RNP 复合物进入原生质体。金针菇突变株 Sanger测序结果显示，在靶点发生了小片段的插入，说明这

些突变株主要是通过非同源末端连接（NHEJ）途径改变基因组信息。作者成功构建了金针菇体外 CRISPR-

Cas9基因编辑系统，编辑效率为 60%。该研究为选育具有优良性状的金针菇新品种及其他食用菌提供理论

依据和技术支持。
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Abstract: Flammulina filiformis has high nutritional and medicinal value. The CRISPR-Cas9 genome editing 

technology has been rapidly developed in recent years, with some successful applications in edible and medicinal 

fungus. However, its editing efficiency is comparatively low. The author targeted the pyrG gene for mutation, 

designing and synthesizing guide RNA (gRNA) in vitro. The gRNA was assembled with the SpCas9 protein to 

form ribonucleoprotein (RNP) complexes, which were introduced into the protoplasts of Flammulina filiformis 

using the PEG method, while the transformation parameters were optimized. The results demonstrated that 

computationally predicted high-scoring gRNA might not always exhibit activity and needed to be assembled with 

SpCas9 protein in vitro for cleavage verification of the target gene. Active RNP complexes specifically edited the 

target gene upon transformation into Flammulina filiformis protoplasts, whereas inactive complexes failed to 

induce genetic modifications. Adding Triton X-100 to the transformation system significantly enhanced RNP 

uptake into protoplasts. Sanger sequencing of mutant strains revealed small fragment insertions at the target site, 
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indicating that genome modifications occurred primarily through the non-homologous end joining (NHEJ) 

pathway. The author successfully established an in vitro CRISPR-Cas9 genome editing technology in Flammulina 

filiformis, achieving an editing efficiency of 60%. Meanwhile, this study provides a theoretical basis and technical 

support for the breeding of new varieties of Flammulina filiformis with desirable traits, as well as other edible fungi.

Keywords: Flammulina filiformis; genome editing technology; CRISPR-Cas9

金针菇含有真菌免疫调节蛋白、多糖、黄酮

类、萜类、纤维素、维生素和微量元素等营养物

质［1］，具有抗炎、抗氧化、免疫调节等功能［2-4］，是市

面上最受欢迎的食用菌之一。金针菇是典型的低

温结实菌类，子实体形成过程需要低温刺激［5］，且

菌种使用 1~2 年后会退化，品质和产量均下降，因

此金针菇优良品种的培育有待研究。传统的育种

方法主要有杂交育种、原生质体融合等［6］。但传统

的育种方法往往目的性差、耗时长、效率低，已经不

能满足生产需求。分子育种因灵活性好、准确性高

和效率高成了研究热点［7］。

CRISPR-Cas 系统由成簇规律间隔短回文重

复序列相关蛋白质（clustered regulatory interspaced 

short palindromic repeats-associated protein，CRISPR）

和 CRISPR-associated（Cas）蛋白质组成 ，是细菌

和古细菌抵抗外来侵染（质粒和病毒）的免疫系

统［8］。CRISPR-Cas9 基因编辑技术由化脓链球菌

Ⅱ型 CRISPR-Cas9 系统改造而来［9］。自从 2015 年

首次在白色念珠菌和曲霉中建立 CRISPR-Cas9

系统后［10-11］，CRISPR-Cas9 基因编辑技术在真菌

的基因敲除、表达激活和表达抑制等方面得到广

泛应用［12］。 2016 年 Waltz 等［13］对双孢蘑菇进行

基因编辑后，CRISPR-Cas9 基因编辑技术在食用

菌中的运用开始得到关注，目前在许多食药用菌

中已成功应用。Chen 等［14］尝试在蛹虫草中利用

构巢曲霉的 trpC 启动子转录 gRNA，但未获得转

化子，后续利用 T7 试剂盒转录 gRNA 并导入相

应的 Cas9 过表达菌株，成功获得对应靶点突变

株。Chen 等［15］在蛹虫草中挖掘出 7 个内源 tRNA

来优化 gRNA 转录单元，构建 tRNA-gRNA-tRNA

的 gRNA 表达框并插入 Cas9 表达载体，以 ura3 为

目的基因，通过 ATMT 转化最终得到对应的靶点

突变株。Wang 等［16］通过灵芝内源的 U6 启动子

和 HDV 核酶共同作用，实现 gRNA 成功转录，利

用 PEG 转化法获得突变株。Sugano 等［17］发现灰

盖鬼伞内源的 CcDED1 pro 启动子比传统 gpd 启

动子的启动效率高 7 倍 ，因此可用来高效表达

Cas9，同时利用内源 U6 启动子转录 gRNA，将两

者构成共表达载体，通过 PEG 转化可在 GFP 系

统中稳定表达，最后在转化子中检测到了 GFP 功

能丧失。在金针菇的 CRISPR-Cas9 基因编辑技

术方面，最早是罗润和欧阳萍兰等［18-19］使用 H1

启动子表达 gRNA 和人类密码子优化的 Cas9 蛋

白质，并利用 PEG 介导技术转化单核菌株原生质

体，尝试在金针菇中建立 CRISPR-Cas9 基因编辑

系统，但没有成功敲除目的基因。林金德等［20］通

过金针菇 gpd 启动子驱动 gRNA 表达，并采用金

针菇密码子优化的 Cas9 蛋白质及农杆菌介导法

转化单核菌丝原生质体，建立了 CRISPR-Cas9 基

因编辑系统 ，但目的基因未能成功敲除。 Liu

等［21］以 pyrG 为目的基因 ，通过 CRISPR-Cas9 基

因编辑技术挖掘出金针菇内源 U6 启动子，将携

带 Cas9 和双靶点的质粒分别转入单核金针菇

Dan3 原生质体，使对应靶点成功突变。以上研

究表明 CRISPR-Cas9 基因编辑技术在金针菇体

内的基因编辑效率较低。

体外 CRISPR-Cas9 基因编辑技术主要是通过

体外表达的 Cas9 蛋白质与体外转录的 gRNA 组

成 RNP 复合物，再利用 PEG 法将该复合物转入受

体，从而获得目的基因突变株的技术，其优点是

Cas9 和 gRNA 在宿主体内“无残留”，所以从分子

育种的长远角度来看更具优势。Cas9 经过原核

表达后可直接纯化，无需针对不同物种密码子的

偏好进行优化。 gRNA 通过 T7 启动子体外转录

后 即 可 获 得 高 质 量 的 gRNA。 基 于 此 ，体 外

CRISPR-Cas9 基因编辑技术理论上可应用于所有

物种［22］。体外 CRISPR-Cas9基因编辑技术在食用

菌中已有成功报道，如 Vank 等［23］首次在裂褶菌中

使用 RNP 复合物以无选择标记基因 hom2 为靶

点，设计含有选择标记的同源模板进行敲除，最终

获得了 65 个缺失突变株，同时发现 250 bp 的同源

臂足以有效诱导同源重组发生，这也是首例有关

担子菌的体外 CRISPR-Cas9 基因编辑技术的报

道。 Zou 等［24］优化 PEG 法转化效果时发现 ，当
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RNPs 浓度为 170 nmol/L 时，蛹虫草中 Cmura5 基

因的敲除率高达 100%。这些研究表明，CRISPR-

Cas9 基因编辑技术在体外的基因编辑效率可能

高于体内。综上所述，针对金针菇的 pyrG 基因建

立金针菇体外 CRISPR-Cas9 基因编辑系统，可为

日后选育优良性状的金针菇新品种提供理论依据

和技术支持。

1　材料与方法

1.1　材料

金针菇单核菌株 YX-D-D：作者所在课题组分

离并保存；大肠杆菌 DH5α 感受态细胞：北京擎科

生物有限公司；卡那抗性克隆载体 TOPO：中美泰

和公司。

1.2　试剂

2×Rapid Taq Master Mix、Phanta® Max Super-

Fidelity DNA Polymerase、Cas9 Nuclease：南京诺

唯 赞 有 限 公 司 ；OneScribe T7 Transcription Kit

（E081）体外转录试剂盒：中国南京爱必梦生物材

料有限公司；Hipure RNA Clear Up试剂盒、凝胶回

收试剂盒 ：美基生物有限公司 ；5-氟乳清酸（5-

FOA）、尿嘧啶核苷、卡那霉素：成硕试剂公司；北

京擎科生物有限公司提供测序服务。

LB 培养基：胰蛋白胨 10 g、NaCl 10 g、酵母提

取物 5 g、水 1 L，调节 pH 至 7.0。

CYM 培养基：麦芽糖 10 g、葡萄糖 20 g、酵母

提取物 2 g、胰蛋白胨 2 g、MgSO4 0.5 g、KH2PO4

4.6 g，溶于 1 L纯水中。

再生培养基：CYM、甘露醇 0.6 mol/L、尿嘧啶

核苷 0.5 mg/mL。

复筛培养基：CYM、5-FOA 300 μg/mL、尿嘧啶

核苷 0.5 mg/mL、琼脂 8 g/L。

STC 缓冲液：将 18.22 g山梨醇溶解于超纯水，

加入 1 mL 的 1 mol/L Tris-HCl（pH 7.5）和 2.5 mL

的 1 mol/L CaCl2，用超纯水定容到 100 mL，使山梨

醇浓度为 1 mol/L、Tris-HCl 浓度为 10 mmol/L、

CaCl2浓度为 25 mmol/L，过滤除菌，室温保存。

PEG 缓冲液：将 5 g PEG 4000（250 g/L）溶解

于超纯水 ，加入 0.2 mL 的 1 mol/L Tris-HCl（pH 

7.5）和 0.5 mL 的 1 mol/L CaCl2，60 ℃混合溶解，定

容到 20 mL，使 Tris-HCl 浓度为 10 mmol/L、CaCl2

浓度为 25 mmol/L，过滤除菌，室温保存。

缓冲液 A：将 7.46 g KCl 溶解于去离子水，加

入 10 mL 的 1 mol/L Tris-HCl（pH 9.5）和 10 mL 的

0.1 mol/L EDTA（pH 9.5），定 容 至 100 mL，使

Tris-HCl 浓度为 100 mmol/L、KCl 浓度为 1 mol/L、

EDTA 浓度为 10 mmol/L，采用 0.22 μm 的滤膜过

滤除菌，4 ℃保存。

1.3　5-FOA 敏感性试验

将 YX-D-D 的菌块分别接种于 5-FOA 质量浓

度为 0、50、100、150、200、250、300 μg/mL 的平板

上，25 ℃培养 12 d，观察菌丝的生长速度，选出最

低抑制质量浓度。

1.4　pyrG 基因靶点的选择

选择乳清苷-5’-磷酸脱羧酶编码基因 pyrG 为

目的基因。在 NCBI 上搜索金针菇中的 pyrG 基

因，得到一段长为 902 bp 的 CDS 序列（GenBank： 

JN618986.1），根据该序列设计引物。步骤如下：

用牙签在平板上刮取部分菌丝，加适量缓冲液 A，

捣碎后使菌丝均匀分散在裂解液中，95 ℃加热

10 min，待裂解液冷却后用沾有石蜡的牙签蘸取

裂解液中的核酸，然后直接在 PCR 体系中上下戳

3~4 次后取出牙签，剩余体系进行 PCR 扩增（扩增

体系见表 1）。扩增出单核金针菇 YX-D-D 的 pyrG

基因序列并测序。将得到的序列信息（见表 2）上

传 至 Eukaryotic Pathogen gRNA Design Tool 

（EuPaGDT，http：//grna.ctegd.uga.edu/），以金针菇

基因组为背景数据库进行 gRNA 的设计，选择得

分较高的两条 gRNA 进行体外消化试验。

PCR 的扩增程序如下：95 ℃ 预变性 3 min；

95 ℃变性 15 s，55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 s，共

30 个循环；再 72 ℃延伸 5 min。将 PCR 产物进行

琼脂糖凝胶电泳分析，然后使用美基凝胶电泳回

收试剂盒对目的条带进行回收及测序。

表 1　PCR 扩增体系

Table 1　PCR amplification system

组分

菌丝

正向引物

反向引物

dNTP

Phanta® Max Super-Fidelity DNA Polymerase

2×Phanta® Max Buffer

ddH2O

体积/μL

1

2

2

1

1

25

18

100
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1.5　gRNA 的特异性验证试验

将引物 gRNA-1-F、gRNA-1-R 和 gRNA-2-F、

gRNA-2-R 分别作为模板，利用高保真酶 Phanta® 

Max Super-Fidelity DNA Polymerase扩增出包含有

T7 启动子、gRNA spacer 和 gRNA scaffold 的 DNA

模板，用回收试剂盒回收 PCR 产物，然后按照体外

转录试剂盒的操作说明体外转录成 gRNA。步骤

如下：在冰上解冻 DNA 模板和所有试剂，然后依

次加入 1 μg 模板，ATP、UTP、CTP、GTP 各 1.5 μL，

10× Transcription Buffer 2 μL、OneScribe Enzyme 

Mix 2 μL，最后用 Nuclease-free ddH2O 补足 20 μL，

将溶液混合均匀后在 37 ℃孵育 4 h。孵育后的产

物用 Hipure RNA Clear Up试剂盒回收。回收后的

产物置于-80 ℃保存待用。

按照 Cas9 Nuclease 的说明书操作，验证所选

靶点对目的基因 pyrG 是否能够有效切割。步骤

如下：首先用引物 Fv-pyrG-F 和 Fv-pyrG-R 扩增出

金针菇 pyrG 基因用作后续模板，然后依次在 PCR

管中加入 10× Cas9 Nuclease Reaction Buffer 3 μL、

sgRNA 3 μL、Cas9 Nuclease 1 μL，用 Nuclease-free 

ddH2O 补足 30 μL 后混匀，37 ℃孵育 10 min。孵育

结束加入 3 μL 的 pyrG 模板混匀，37 ℃反应 1 h，将

产物进行琼脂糖凝胶电泳分析。

1.6　RNP 复合物的金针菇 CRISPR-Cas9 基因编辑

系统建立

gRNA 的 体 外 制 备 同 1.5。 分 别 取 5 μg 的

gRNA1和 gRNA2与商用 SpCas9蛋白质（质量浓度

为 160 ng/μL）在 37 ℃预组装 10 min，利用 PEG 法

将 RNP复合物转入金针菇原生质体。金针菇原生

质体制备参考文献［25］并稍加修改。将制备好的

原生质体均分成 4份，其中 2份加体积分数 0.006%

的 Triton X-100作为试验组，不加 Triton X-100的 2

份作为对照组。RNP1 和 RNP2 复合物分别转入 2

组原生质体，添加 50 μL PEG 缓冲液后轻柔混匀冰

浴 30 min，冰浴结束后加入 500 μL PEG 缓冲液混

匀，28 ℃孵育 20 min，最后加入 500 μL STC 缓冲

液室温静置 10 min，4 000 r/min离心 5 min，弃上清

液，加适量 STC 缓冲液重悬后涂布在再生培养基

上，待菌落形成后将复筛培养基盖在上面，等新菌

丝长出后进行 PCR 扩增并测序。

2　结果与讨论

2.1　5-FOA 敏感性试验结果

供试金针菇单核菌株 YX-D-D 在含不同质量

浓度 5-FOA 的平板上的生长情况见图 1。与对照

组相比，在含有 5-FOA的平板上供试菌株的生长都

受到了不同程度的抑制。在 5-FOA 质量浓度为

250 μg/mL 的平板上菌丝略萌发；在 5-FOA 质量浓

度为 300 μg/mL 的平板上菌丝完全不萌发，所以选

择 300 μg/mL作为筛选转化子的 5-FOA质量浓度。

2.2　pyrG 基因靶点筛选结果

根 据 上 传 的 数 据 在 Eukaryotic Pathogen 

gRNA Design Tool 网站上预测出 106 条 gRNA，

其中不符合预期的有 17 条，包括不能契合靶点、

脱靶可能性高和含有 4 个“T”及以上的 gRNA，最

终筛选得到 89 条符合预期的 gRNA。选择得分高

并且在正链上的两条 gRNA，使用体外转录试剂盒

表 2　引物序列信息

Table 2　Primer sequence information

引物名称

Fv-pyrG-F

Fv-pyrG-R

gRNA-1

gRNA-2

gRNA-1-F

gRNA-1-R

gRNA-2-F

gRNA-2-R

引物序列（5′—3′）

ATGCAGTCCTACGCCGCTCGC

GCC

TCATGCTGTTCTCTCCAAGTAT

GCC

AGACTTTCTTGCTATCATCCA

GG

GGACTGGATGTCAAGGGCGA

TGG

TAATACGACTCACTATAGGAG

ACTTTCTTGCTATCATCCGTTT

TAGAGCTAGAAATAGCAAGTT

AAAAT

GCACCGACTCGGTGCCACTTT

TTCAAGTTGATAACGGACTAG

CCTTATTTTAACTTGCTATTTC

TAGC

TAATACGACTCACTATAGGGG

ACTGGATGTCAAGGGCGAGT

TTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

TTAAAAT

GCACCGACTCGGTGCCACTTT

TTCAAGTTGATAACGGACTAG

CCTTATTTTAACTTGCTATTTC

TAGC

引物用途

扩增 pyrG 序列

扩增 pyrG 序列

pyrG 靶点

pyrG 靶点

体外转录 gRNA1

上游 DNA 模板

体外转录 gRNA1

下游 DNA 模板

体外转录 gRNA2

上游 DNA 模板

体外转录 gRNA2

下游 DNA 模板

注：下划线为 PAM 位点。
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转录，用 RNA 纯化试剂盒回收后得到 2 条高纯度

的 gRNA（见图 2）进行下一步试验。

2.3　体外验证 gRNA 特异性

高效的 gRNA 对基因编辑起着至关重要的作

用。将供试金针菇单核菌株 YX-D-D 的菌丝作为

模板，采取 30 s快提基因组，利用引物 Fv-pyrG-F和

Fv-pyrG-R 扩增出一段 902 bp 的片段。如图 3 所

示，理论上 gRNA1 会把目的基因切成 139 bp 和

763 bp两个片段，gRNA2会把目的基因切成 178 bp

和 724 bp两个片段。然而实际试验发现（见图 4），

在体外只有 gRNA1 对目的基因 pyrG 进行了有效

切割，与 pygG 模板相比，gRNA1 将部分目的基因

切割开，在 750 bp 左右出现了目的条带，大小为

763 bp，而大小为 139 bp的条带被降解的 gRNA 掩

盖。gRNA2没有切割出相应的片段。该结果表明，

只有 gRNA1 在体外对目的基因有特异性。考虑到

体内和体外的环境及作用条件有差异，所以将两条

gRNA 都用于下一步转化金针菇单核原生质体

试验。

2.4　RNP 复合物的金针菇 CRISPR-Cas9 基因编辑

系统建立结果

通过 PEG 法将制备好的 RNP1 和 RNP2 复合

物分别转入试验组和对照组的金针菇单核原生质

体，待原生质体萌发后，将复筛培养基盖在萌发后

的原生质体上进行初筛，20 d后添加 RNP1复合物

的试验组平板上有零星菌落生长，见图 5。这些菌

落拟定为突变株，继续转移到复筛培养基中进行复

筛，最后将复筛培养基上长出来的菌丝作为模板，

直接用引物 Fv-pyrG-F和 Fv-pyrG-R将 pyrG基因扩

增后测序。测序结果表明（见图 6），在基因组修复

过程中，gRNA1 处的 PAM 位点上游出现了插入突

变，金针菇突变株 M1中插入了 4个 T碱基代替了原

来的 C 碱基；突变株 M2 的 DNA 产生双链断裂后，

在缺口处启动NHEJ修复过程，随机插入了 3个 T碱

基；突变株 M3 通过错配修复强行将 DSB 补上。3

M—Marker； 1—gRNA1； 2—gRNA2。

图 2　gRNA 的琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 2　Agarose gel electrophoresis of gRNA

图 3　体外切割示意图

Fig. 3　Diagram of in vitro cleave

M1—Marker1； M2—Marker DL5 000；1—gRNA1切割后对应的条

带；2—gRNA2切割后对应的条带；3—未加 Cas9蛋白质的阴性对照；

4—未加 gRNA 的阴性对照；5、6—pygG 模板对应的条带。

图 4　体外切割琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 4　Agarose gel electrophoresis of in vitro cleavage

图 1　金针菇单核菌株 YX-D-D 对 5-FOA 的敏感性

Fig. 1　Sensitivity of single-nucleated Flammulina filiformis 

YX-D-D to 5-FOA
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株突变株都产生不同程度的突变，并且由于每个突

变株的修复机制不同，其 NHEJ修复方式也不一样。

突然出现的多 T峰值偏低可能是由于新插入的片段

信号不够强，从而导致测序结果峰值偏低。添加了

RNP2复合物的试验组和对照组中，覆盖复筛培养

基后均未见抗性菌落生长。在添加了 RNP1 和

RNP2复合物的试验组中，只有添加了RNP1复合物

的金针菇原生质体中筛选到突变株，而添加 RNP2

复合物的试验组中并没有长出突变株，该结果与体

外切割试验结果一致，表明在体内没有特异性的

gRNA，在体外也没有特异性，并且与 Cas9 蛋白质

组装后也不具备切割目的基因的功能。

Triton X-100 作为一种常用的表面活性剂，在

金针菇的遗传转化中极大促进了外源物质进入原

生质体。作者从 6.45×106个原生质体中筛选得到 5

株拟转化子，其中 3株经测序鉴定为突变株，成功建

立了金针菇体外 CRISPR-Cas9基因组编辑系统，编

辑效率为 60%。Liu等［26］用同样的方法筛选了表面

活性剂 Triton X-100 的适宜体积分数，通过在原生

质体中添加体积分数为 0.01% 的 Triton X-100有效

促进了 RNP复合物进入细胞核，然后采用一条有活

性的 gRNA对两条 pyrG基因进行编辑，获得了 5株

转化子，其转化效率高达 100%。该研究中编辑效

率偏低的原因可能是 Triton X-100的体积分数和出

发菌株品种不同，导致对 DSB的修复能力和强度也

不同，因此编辑效率偏低。

2.5　讨论

CRISPR-Cas9 基因编辑技术的发展给食用菌

的分子育种带来了更加高效的基因编辑工具［27］。

作者发现编辑效率主要受以下 3个方面的影响：第

一，在递送方面，Triton X-100 作为一种常用的表

面活性剂，不但能够通过溶解脂质双分子层中的

两亲性磷脂来增加细胞膜的通透性，而且不会影

响酶的活性［28］。该研究证明了 Triton X-100 对

RNP 复合物进入金针菇原生质体起到了促进作

用。第二，合适的目的基因对建立整个系统起着

关键作用。pyrG 基因编码乳清酸核苷 -5’-磷酸脱

羧酶，该酶是真菌生长过程中尿嘧啶核苷合成的

关键酶，它能催化 5-FOA 合成有毒的 5-氟尿嘧啶

单磷酸盐，所以其自带反向筛选标记［29-31］，敲除该基

因的突变株能在添加尿嘧啶核苷的 5-FOA 抗性平

板上生长。第三 ，gRNA 的有效性。相关研究

中［26，32-33］建立的体外基因编辑系统中只选择将体外

有特异性的 gRNA 和 Cas9蛋白质组装后进行体外

图 5　原生质体再生及突变株筛选

Fig. 5　Protoplasts regeneration and mutants screening

M1—金针菇突变株 1；M2—金针菇突变株 2；M3—金针菇突变株 3。

图 6　突变株 pyrG 基因序列的插入突变

Fig. 6　Sequence of the pyrG gene in the mutant strain 

showing the insertion mutation

103



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  296 期  | 2024 年  11 月  | 食品与生物技术学报

基因编辑。而作者将体外没有特异性的 gRNA 导

入体内，从而验证了 gRNA和 Cas9蛋白质组装后在

体外和体内的切割能力一致，这为快速筛选有特异

性的 gRNA 提供了数据支撑。结合前人均未获得

突变株的试验结果［18-19，34］表明，对所选 gRNA 进行

体外消化试验是基因编辑的关键环节，影响其效果

的因素主要是转入受体时 gRNA的降解程度。

3　结论

作者在体外高效合成 gRNA，并与 SpCas9 蛋

白 质 组 装 ，通 过 添 加 体 积 分 数 为 0.006% 的

Triton X-100 提高了 RNP 复合物进入金针菇单核

原生质体 YX-D-D 的效率，从而获得了 pyrG 的突

变株，建立了金针菇体外 CRISPR-Cas9 基因编辑

系统。

该过程无需优化金针菇中 Cas9蛋白质的密码

子和挖掘 gRNA 的 U6 启动子。通过体外转录即

可获得大量高质量 gRNA，也无需构建敲除载体，

给基因编辑过程节约了大量时间。并且 RNP复合

物在发挥作用后可被体内的酶降解，不需引入外

源基因，从而达到无痕编辑的效果。

研究中建立的 CRISPR-Cas9 基因编辑系统对

金针菇 pyrG 基因的编辑效率达到了 60%，未来还

需进一步优化，以便将该基因编辑系统运用于其

他基因上。

综上，作者建立的金针菇体外基因编辑系统较

体内基因编辑系统具有周期更短、简便快捷的优

点，可为 gRNA 的筛选提供理论依据。未来，可利

用研究中建立的基因编辑系统对其他功能基因进

行编辑改造，从而获得性状更加优良的金针菇

菌株。
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