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Tóm tắt:

CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein) là một hệ miễn 
dịch ở sinh vật nhân sơ có vai trò chống lại các yếu tố di truyền ngoại lai, như sự xâm nhập của plasmid và thể thực khuẩn. 
Khi hệ thống CRISPR/Cas được phát hiện có khả năng chỉnh sửa gen ở người vào năm 2013, ngày càng có nhiều nghiên 
cứu hoàn thiện hệ thống với mục đích ứng dụng chỉnh sửa gen trên nhiều đối tượng khác nhau bao gồm vi sinh vật, thực 
vật, động vật và ở người. Từ đó đến nay, hệ thống này ngày càng tối ưu với nhiều ưu điểm dễ dàng thiết kế, sử dụng, độ 
chính xác cao vượt trội hơn hẳn so với các phương pháp chỉnh sửa gen trước đây. Gần đây, việc chỉnh sửa gen bằng hệ 
thống này trên Bacillus spp. đã và đang nhận được nhiều sự quan tâm do những ứng dụng rộng rãi của Bacillus spp. trong 
nông nghiệp, công nghiệp cũng như y học. Trong bài báo này, chúng tôi cung cấp những hiểu biết về hệ thống CRISPR/
Cas9 và các nghiên cứu về việc sử dụng công nghệ CRISPR/Cas9 trong chỉnh sửa gen ở Bacillus spp. Những thông tin này 
góp phần giúp cho các nhà khoa học dễ dàng tiếp cận với hệ thống chỉnh sửa gen CRISPR/Cas9 và ứng dụng hệ thống này 
vào nghiên cứu của họ một cách thuận tiện hơn. 
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Abstract:

CRISPR/Cas (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein) is an immune 
system in prokaryotic organisms that plays a role in defending against foreign genetic elements, such as plasmid invasion 
and bacteriophage attacks. The key event occurred in 2013 when this technology was identified as capable of editing 
human genes. When the CRISPR/Cas system was discovered to have the ability to edit human genes in 2013, an increasing 
number of studies have worked to improve the system with the goal of applying gene editing to a variety of subjects, 
including microorganisms, plants, animals, and humans. Since then, this system has continuously been optimised, offering 
many advantages such as ease of design and use, along with superior accuracy compared to previous gene editing methods. 
Recently, gene editing in Bacillus species using this system has attracted a lot of attention because it offers a wide range of 
applications in agriculture, industry, and medicine. This article presents information on the CRISPR/Cas9 system and its 
application in the gene editing of Bacillus species. This information helps scientists easily access the CRISPR/Cas9 gene-
editing system, facilitating its application in their research more effectively and conveniently.
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1. Tổng quan

CRISPR được phát hiện lần đầu tiên vào năm 1987 bởi một nhóm 
khoa học gia ở Đại học Osaka, Nhật Bản khi nghiên cứu trên vi khuẩn 
cổ. Các nhà khoa học đã mô tả trình tự CRISPR là các chuỗi DNA lặp 
có kích thước ngắn với chức năng chưa được xác định [1]. Sau đó, nó 
được phát hiện trên các vi sinh vật nhân sơ khác ở các nghiên cứu tiếp 
theo. Chức năng của chuỗi trình tự CRISPR (CRISPR array) và gen 
Cas 9 cũng như cơ chế hoạt động của nó được nghiên cứu và làm rõ 
vào năm 2007 [2]. CRISPR/Cas là hệ thống miễn dịch thích ứng trong 
nhiều vi khuẩn và hầu hết vi khuẩn cổ [3], cung cấp khả năng miễn 
dịch chống lại virus và plasmid. Trong hệ thống này, DNA của virus 
hoặc plasmid xâm nhập sẽ bị phân cắt thành bộ đệm mới và được lưu 
trữ trong một mảng trong DNA. Khi cùng một loại virus hoặc plasmid 
xâm nhập trở lại, DNA xâm nhập tương ứng sẽ được xác nhận và can 
thiệp [3]. Bước ngoặt đột phá trong sử dụng hệ thống CRISPR/Cas 
được ghi nhận năm 2013 với những thành công trong việc chỉnh sửa 
hệ gen trên tế bào người [4]. Sau thành công này, hệ thống CRISPR/
Cas tiếp tục được mở rộng nghiên cứu trên rất nhiều đối tượng sinh 
vật khác nhau, bao gồm vi sinh vật, động vật, thực vật... trở thành hệ 
thống chỉnh sửa hệ gen đơn giản, chính xác và hiệu quả nhất tính tới 
thời điểm hiện tại. 

Bacillus spp. là loài vi khuẩn chủ yếu ở đất và vùng rễ cây. 
Chúng là một trong những vi khuẩn nội sinh thực vật phổ biến nhất 
[5]. Bacillus spp. là một nhóm vi khuẩn lớn và đa dạng bao gồm cả 
các vi khuẩn không gây bệnh và gây bệnh. Hầu hết các loài Bacillus 
spp. cũng như các sản phẩm của chúng, được coi là an toàn cho mục 
đích sử dụng đối với môi trường [6]. Những vi khuẩn này được ứng 
dụng để thương mại hóa vì khả năng tiết ra một số chất chuyển hóa 
có hoạt tính sinh học, tạo ra nội bào tử có khả năng chống lại các 
điều kiện sinh trưởng bất lợi và phát triển nhanh chóng trong các 
môi trường khác nhau [7, 8]. Quần thể Bacillus spp. có thể tồn tại 
lâu dài trong đất và rễ cây mà không có bất kỳ ảnh hưởng lâu dài 
nào đối với các quần thể vi khuẩn khác [9]. Các chế phẩm dựa trên 
Bacillus thương mại được phát triển và phân phối trên toàn thế giới 
và chứa các chủng có lợi của Bacillus bao gồm Bacillus subtilis, 
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, 
Bacillus megaterium, Bacillus velezensis, Bacillus cereus, Bacillus 
thuringiensis [10].

2. Ứng dụng của vi khuẩn Bacillus spp. 

Bacillus spp. là chi vi khuẩn có mặt ở khắp mọi nơi trong môi 
trường. Các loài này được sử dụng để sản xuất dược phẩm, sản phẩm 
trong công nghiệp và trong nông nghiệp (bảng 1) [11]. Alinit là phân 
bón hữu cơ sinh học đầu tiên được thương mại hóa có nguồn gốc từ vi 
khuẩn Bacillus spp. Phân bón sinh học có thể được sử dụng thay thế 
cho phân bón hóa học và thuốc trừ sâu và có thể cung cấp những hiểu 
biết mới về việc tăng cường sự phát triển và năng suất cây trồng khi đối 
mặt với dịch bệnh [12]. Các loài/chủng Bacillus spp. có lợi cho thực vật 
thường liên kết với rễ hoặc vùng sinh thái rễ và phát triển màng sinh 
học để tăng sự phát triển của thực vật [13]. Việc sử dụng phân bón có 
Bacillus vào đất có thể tăng cường các dạng chất dinh dưỡng hữu hiệu 
cho cây trồng trong vùng sinh thái rễ, kiểm soát vi sinh vật gây bệnh 
phát triển và tạo ra hệ thống phòng vệ các bệnh dịch hại [14, 15].

Những ứng dụng công nghiệp của Bacillus spp. đặc biệt là B. 
subtilis, đã phát triển nhanh chóng trong những thập kỷ qua. Nó đã hoạt 
động như một nhà máy sản xuất tế bào vi sinh vật cho nhiều sản phẩm 
công nghiệp [27, 28], bao gồm các enzyme [29], protein ngoại lai [30], 
kháng sinh [31], vitamin [32] và axit amin [33]. Các hợp chất hóa học do 
B. subtilis sản xuất cũng đóng vai trò quan trọng trong các lĩnh vực khác 
nhau, chẳng hạn như: thực phẩm, thức ăn chăn nuôi, mỹ phẩm, hóa chất 
và dược phẩm. Những sản phẩm từ  B. subtilis thường được sử dụng để 
bổ sung vi sinh cải thiện chức năng đường ruột và ngăn ngừa bệnh trong 
chăn nuôi gia súc và gia cầm [34]. Ngoài ra, nó có thể được sử dụng 
trong xử lý sinh học nước và ngăn ngừa dịch bệnh cho các sinh vật nuôi 
trồng thủy sản như tôm và cá [35]. B. subtilis có khả năng sản xuất các 
chất kháng sinh kháng vi khuẩn và nấm, nó cũng có thể tạo ra các chất 
kháng virus, chống ung thư và ức chế miễn dịch [36].

Là những vi sinh vật an toàn với con người nên B. amyloliquefaciens 
có thể được bổ sung vào thức ăn cũng như nước uống, giúp tăng cường 
các vi sinh vật có lợi cho đường ruột giúp phòng chống các vấn đề về 
tiêu hóa, đồng thời cải thiện khả năng dung nạp lactose giúp tăng cường 
hệ thống miễn dịch [37, 38].

3. Hệ thống chỉnh sửa gen CRISPR/Cas

CRISPR/Cas là một họ các trình tự DNA trong bộ gen của các sinh 
vật nhân sơ như vi khuẩn và vi khuẩn cổ [39]. Những trình tự DNA 
này được hình thành từ các đoạn DNA ngoại lai (như plasmid, thể thực 
khuẩn và các phần tử di truyền di động) từng tấn công vào sinh vật nhân 
sơ đó [2]. Chúng được dùng để phát hiện và phá hủy DNA ngoại lai 
tương tự trong các lần tấn công về sau. Do đó, chúng được coi là hệ miễn 
dịch của vi khuẩn và vi khuẩn cổ [39].

Hệ thống CRISPR/Cas lần đầu tiên được phát hiện bởi các nhà 
khoa học Nhật Bản ở Escherichia coli [1], nhưng hiện nay nó đã được 
tìm thấy trong hàng loạt các loài sinh vật nhân sơ. Trong các loài này, 
CRISPR/Cas có vùng DNA thể hiện tính di truyền rộng rãi đa dạng, 
nhưng tất cả chúng đều có một kiến trúc cơ bản chung bao gồm một 
CRISPR array bao gồm các đoạn lặp lại trực tiếp xen kẽ với các trình 
tự vùng đệm (spacer), có nguồn gốc từ axit nucleic ngoại lai; CRISPR 
array này nằm gần Cas operon [40-42]. CRISPR/Cas được phân chia 
thành ba nhóm chính (Type I, Type II và Type III) [43]. Trong đó, nhóm 
II (type II) đang được sử dụng rộng rãi trong nghiên cứu chỉnh sửa hệ 
gen. Nhóm này gồm Cas 9, Cas 1 và Cas 2 [43]. Trong đó, Cas 9 tham 
gia vào quá trình tổng hợp các CRISPR-RNA (crRNA) [43] và quá trình 
phá hủy DNA ngoại lai [44]. Cas 9 gồm hai domain chức năng là RuvC-
like nuclease và HNH nuclease [45], có vai trò phân cắt các sợi DNA. 
Mỗi sợi được phân cắt bởi một domain nuclease Cas9 riêng biệt (HNH 
hoặc RuvC) [46].

Bảng 1. Ảnh hưởng của phân bón sinh học chứa Bacillus đến cây trồng.

Loài Hiệu quả đối với cây trồng Tham khảo
B. insolitus; B. subtilis; B. 
methylotrophicus Tăng chiều dài và sinh khối của chồi, rễ và lá [16-18]

B. megaterium; B. subtilis Tăng năng suất quả và hạt [19, 20]

B. pumilus; B. megaterium Hòa tan P và cố định N trong đất và tăng vận chuyển của chúng 
đến rễ [21, 22]

B. subtilis; B. 
methylotrophicus

Tổng hợp các hormone tăng trưởng thực vật (IAA, GAs, cytokinin 
và spermidines) kích hoạt sự phát triển của thực vật [18, 23, 24]

B. subtilis; B. mojavensis Tiết ACC deaminase để ức chế quá trình già hoá thực vật [25, 26]
B. megaterium; B. 
methylotrophicus

Tăng cường protein nội sinh, axit amin, đường, sắc tố quang hợp và 
khoáng chất (K, Mg, Na, P, Fe, Zn, và N) trong thực vật [18, 21]
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4. Cơ chế chỉnh sửa gen của CRISPR/Cas9

Cơ chế hoạt động của hệ thống đáp ứng miễn dịch của vi khuẩn thông 
qua hệ thống CRISPR/Cas9 được mô tả trên hình 1. Hệ thống đáp ứng miễn 
dịch được khởi động với việc DNA ngoại lai bị cắt nhỏ và gắn vào các trình 
tự CRISPR. Tiếp theo, protein Cas được hình thành thông qua quá trình phiên 
mã và dịch mã của operon Cas, đồng thời là quá trình phiên mã của gen trans-
activating RNA và các trình tự CRISPR tạo ra các đơn vị RNA nhỏ còn gọi 
là CRISPR-RNA (crRNA) và trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA). Sự 
tương tác giữa crRNA và tracrRNA tạo ra phức hệ cấu trúc giúp xác định 
các phân tử DNA ngoại lai và xúc tiến quá trình phá hủy hay bất hoạt các 
đơn vị DNA này thông qua hoạt động của protein Cas 9. Tại vị trí nhận biết 
trên phân tử DNA ngoại lai (trình tự định hướng), tác động của phức hợp 
tracrRNA-crRNA hình thành nên cấu trúc kẹp tóc (DNA hairpin structure). 
Protein Cas 9 gắn vào phức tracrRNA-crRNA tại vị trí kẹp tóc và vào phân 
tử DNA ngoại lai tại vị trí trình tự ba nucleotide (protospacer adjacent motif 
- PAM) trước điểm bắt cặp bổ sung của crRNA. Sau khi đã gắn xong, vùng 
chức năng NHN của protein Cas 9 sẽ cắt sợi đơn DNA có trình tự bổ sung với 
crRNA, trong khi vùng chức năng RuvC có nhiệm vụ cắt sợi đơn DNA còn 
lại [43, 47-50]. Ở tế bào nhân thực, các đứt gãy đặc hiệu trên phân tử DNA 
do phức hệ Cas 9-tracrRNA-crRNA tạo ra sẽ được sửa chữa thông qua hai cơ 
chế: cơ chế ghép nối của các đầu cắt không tương đồng (Nonhomologou end 
joyning - NHEJ) và cơ chế sửa chữa DNA với sự có mặt của trình tự DNA bổ 
sung (Homology dependent repair - HDR) [45]. Quá trình sữa chữa sẽ hình 
thành các thay đổi trong trình tự DNA như chèn thêm đoạn, mất đoạn… [45]. 
Tuy nhiên, tế bào nhân sơ không có khả năng sửa chữa này (nếu có thì sửa 
chữa không hiệu quả) [51], do đó, nếu bộ gen bị đứt gãy, tế bào sẽ chết. Việc 
này có thể được ứng dụng trong chọn dòng vi khuẩn sau khi chỉnh sửa gen vi 
khuẩn bằng các phương pháp tái tổ hợp tương đồng sử dụng khuôn sửa tổng 
hợp [52]. Phương pháp chỉnh sửa gen vi khuẩn bằng CRISPR/Cas9 này cho 
phép tạo ra các đột biến, chèn và xóa đoạn chính xác [51].

5. Ứng dụng hệ thống CRISPR/Cas ở Bacillus spp.

Sự xuất hiện của hệ thống CRISPR/Cas9 đã dẫn đến những 
phát triển mới to lớn trong nhiều lĩnh vực [28, 53, 54]. Các hệ thống 
CRISPR/Cas9 đã được chứng minh là phù hợp để tạo đột biến điểm, xóa 
và chèn gen trong Bacillus spp. (bảng 2), đã được áp dụng trong các lĩnh 
vực kỹ thuật trao đổi chất và tổng hợp sinh học.

Ứng dụng CRISPR/Cas9 vào chỉnh sửa gen ở Bacillus spp. dựa theo 
nguyên tắc đã nêu ở tế bào nhân sơ: CRISPR/Cas9 sẽ nhận biết và cắt 
đứt trình tự DNA ở những dòng chưa được chỉnh sửa thông qua tái tổ 
hợp tương đồng (bằng một khuôn sửa - đoạn DNA với trình tự hai đầu 
giống với trình tự trên bộ gen vi khuẩn và trình tự ở giữa khác), ngăn 
những dòng này phát triển. Nói cách khác, những dòng phát triển được 
là những dòng đã được chỉnh sửa thành công.

Như vậy, một lần chỉnh sửa gen ở Bacillus spp. cần có một khuôn 
DNA sửa (cho quá trình tái tổ hợp tương đồng), một hay nhiều đoạn 
trình tự DNA để phiên mã thành phức hệ tracrRNA-crRNA (để nhận 
biết trình tự DNA cần được chỉnh sửa, phần này có thể được tinh giản 
bằng cách nối tracrRNA và crRNA thành một đoạn single guide RNA 
(sgRNA) [47]) và một trình tự biểu hiện Cas 9 (cho quá trình cắt DNA).

Dựa vào cấu trúc và cách tổ chức khuôn sửa, trình tự biểu hiện Cas 9 
và trình tự để phiên mã ra sgRNA, ba phương pháp ứng dụng CRISPR/
Cas9 khác nhau đã được phát triển cho Bacillus spp. là phương pháp sử 
dụng plasmid, phương pháp sử dụng khuôn sửa riêng biệt và phương 
pháp duy trì ở bộ gen.

6. Phương pháp sử dụng plasmid

Nhiều công bố đã sử dụng plasmid để chỉnh sửa gen của nhiều loài 
thuộc chi Bacillus. Trong phương pháp này, khuôn sửa, trình tự biểu 
hiện Cas 9 và trình tự để phiên mã ra sgRNA có thể nằm trên cùng một 
plasmid (hệ plasmid đơn) hay được phân bố trên hai plasmid khác nhau 
(hệ plasmid kép).

6.1. Hệ plasmid đơn

pJOE8999 do J. Altenbuchner (2016) [51] phát triển là một ví dụ 
về hệ plasmid đơn. Plasmid chứa promoter mạnh cho sgRNA và một 
promoter cảm ứng mannose cho Cas 9 [51]. Tác giả lần đầu tiên sử dụng 
plasmid pJOE8999 vào chỉnh sửa gen trên B. subtilis và đã thành công 
trong việc đột biến gen trpC2 và xóa bỏ trình tự DNA ở hai gen (amyE 
và gen tham gia tổng hợp pulcherrimin), gồm một trình tự lớn (25,1 kb) 
và một trình tự nhỏ (4,1 kb) [51].

pJOE8999 sau đó đã được ứng dụng để chỉnh sửa gen ở các loài 
Bacillus khác. Ở B. licheniformis, C.W. Song và cs (2021) [55] sử 
dụng hệ vector này để chỉnh sửa một chủng B. licheniformis tự nhiên 
thành chủng sản xuất 2,3-butanediol không chứa mucoid (để tăng khả 
năng phát triển và sản xuất các chất trao đổi chất trung gian) và không 
sản xuất phụ phẩm (lactate, glycerol và ethanol) bằng cách xóa bỏ các 
gen thuộc operon pgsBCAE mã hóa cho polyglutamate synthase và 
gen sacB gen mã hóa levansucrase, và các gen ldhA mã hóa lactate 
dehydrogenase, dgp mã hóa D-α-glycerophosphatase, và adhE mã hóa 
alcohol dehydrogenase. Ở B. anthracis, pJOE8999 đã được dùng để xóa 
bỏ hai trình tự prophage trong genome: xóa bỏ đoạn 50 kb thì hiệu suất 
là 20%, trong khi đó xóa bỏ đoạn ngắn hơn thì hiệu suất đạt đến 100% 
[56]. Trong cùng nghiên cứu đó, các tác giả đã sử dụng pJOE8999 thành 
công để gây đột biến điểm chính xác trên gen plcR của B. cereus [56].

Hình 1. Cơ chế đáp ứng miễn dịch của vi khuẩn thông qua hệ thống 
CRISPR/Cas 9. DNA của virus hoặc plasmid sẽ được xử lý thành protospacer 
và tích hợp vào các trình tự lặp lại để tạo thành chuỗi trình tự CRISPR thông 
qua Cas 1, Cas 2 và csn 2. Locus CRISPR điển hình (từ Streptococcus 
pyogenes) bao gồm trình tự tracrRNA, một số gen Cas, leader sequence và 
CRISPR. CRISPR phiên mã thành pre-crRNA. tracrRNA kết hợp pre-crRNA 
để tạo thành một phức hợp tracrRNA-crRNA trưởng thành được xử lý bởi các 
nuclease. Trong quá trình can thiệp gen ngoại lai, phức hợp này kích hoạt Cas 
9 và nhận biết trình tự bổ sung 20 nucleotide crRNA bên trong gen ngoại lai, 
trong khi Cas 9 nhận biết trình tự PAM. DNA sợi đôi cuối cùng sẽ được phân 
cắt ở 3 nucleotides ngược dòng của PAM bởi Cas 9 [52].
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pJOE8999 cũng đã được cải tiến để ứng dụng cho các loài Bacillus 
khác. P. Hartz và cs (2021) [57] nhận thấy chỉnh sửa gen B. megaterium 
bằng pJOE8999 không hiệu quả. Các tác giả đề xuất promoter cảm ứng 
mannose của Cas 9 ở pJOE8999 là vấn đề: B. megaterium không có 
gen vận chuyển hay sử dụng mannose như một số loài Bacillus khác, 
nên không thể cảm ứng Cas 9 bằng mannose [58]. Nhóm tác giả đã 
giải quyết vấn đề này bằng cách thay thế promoter cảm ứng mannose 
thành promoter cảm ứng xylose và đã thành công trong việc xóa bỏ một 
đoạn gen β-galactosidase với hiệu suất lên đến 100% [57]. Trước đó, 
A.A. Toymentse và cs (2019) [58] cũng đã thiết kế các vector mới từ 
pJOE8999 bằng cách thay đổi promoter của Cas 9 thành promoter cảm 
ứng xylose, tuy nhiên, ứng dụng của họ mới chỉ dừng lại ở B. subtilis.

Ngoài pJOE8999 và các dẫn xuất, C. Zhou và cs (2019) [59] phát 
triển vector CRISPR/Cas9 cho B. licheniformis từ pWH1520, thay đổi 
promoter của Cas 9 và sgRNA. Các tác giả nhận thấy rằng, Cas 9 dưới 
promoter pS của B. subtilis và sgRNA dưới promoter mạnh pLY-2 cho 
hiệu quả xóa gen uprT (mã hóa uracil phosphoribosyltransferase) đến 
99,2% [59]. Các nhà khoa học đã phát triển vector CRISPR/Cas9 cho B. 
subtilis từ hệ thống vector CRISPR/Cas9 của Streptococcus pyogenes, 
với promoter α-amylase cho Cas 9 và promoter B. subtilis mạnh p43 
cho sgRNA: họ thiết kế sáu plasmid (pHYCas9dsrf1, pHYCas9dsrf2, 
pHYCas9dspo, pHYCas9dnpr, pHYCas9dapr and pHYCas9damy) để 
chèn một đoạn trình tự dài 450-550 bp vào các gen srfC, spoIIAC, nprE, 
aprE và amyE của chủng B. subtilis công nghiệp (ATCC 6051a) và đã đạt 
được hiệu quả xóa gen từ 33 đến 55%. Tuy nhiên, khi họ sử dụng vector 
này để xóa một đoạn 284 bp ở gen srfC thì hiệu quả đạt được chỉ là 9,1%.

Hệ plasmid đơn có ưu điểm là chỉ cần một bước biến nạp vào tế bào 
vi khuẩn, làm tăng khả năng sống sót của vi khuẩn. Tuy nhiên, nhược 
điểm lớn nhất của hệ thống này là kích thước plasmid to (trong trường 
hợp khuôn sửa dài), làm hạn chế hiệu quả biến nạp.

6.2. Hệ plasmid kép

Hệ plasmid kép được cho là linh hoạt hơn hệ plasmid đơn K.Q. 
Hong và cs (2018) [60]. Tuy nhiên, nó mới chỉ được ứng dụng trên B. 
subtilis. Y. So và cs (2017) sử dụng hai plasmid, pHCas9 chứa SpCas9 
từ Streptococcus pyogenes và pB0A chứa DNA sửa và sgRNA. SpCas9 
nằm dưới kiểm soát promoter Pgrac [61] - một promoter cảm ứng IPTG 
nhưng cho phép biểu hiện protein ở mức cao mà không cần chất cảm 
ứng [62], còn sgRNA nằm dưới kiểm soát của promoter arabinose Para 
[61]. Hệ này đã được ứng dụng thành công để xóa gen spo0A (hiệu suất 
100%), gây đột biến điểm (hiệu suất 68%) và chèn gen GFP vào sigE 
(hiệu suất 97%) [61]. Mặc dù hiệu quả chèn gen của hệ plasmid kép này 
cao hơn hệ plasmid đơn, nhiều plasmid sẽ tạo nên gánh nặng cho tế bào 
chủ và làm quá trình loại plasmid trở nên tốn thời gian.

7. Phương pháp sử dụng khuôn sửa riêng biệt

Ở phương pháp này, trình tự biểu hiện Cas 9 và phiên mã sgRNA 
sẽ nằm trên một plasmid, còn khuôn sửa là một đoạn DNA thẳng. M.A. 
Price và cs (2019) [63] sử dụng plasmid phát triển từ pHT01. Plasmid 
này chứa Cas 9 dưới kiểm soát của promoter Pgrac và sgRNA dưới kiểm 
soát của promoter mạnh Pveg và sẽ được biến nạp đồng thời với DNA 
sửa - là một đoạn DNA mạch đôi thẳng (sản phẩm PCR) [63]. Các tác 
giả đã thành công trong việc chuyển gen amyE mã hóa α-amylase và 
thay thế ba amino acid của subtilisin E - sản phẩm của gen aprE [63]. 
Ưu điểm của việc sử dụng DNA thẳng làm DNA sửa là giảm thời gian 

thiết kế và tích hợp DNA sửa vào plasmid như ở hệ plasmid đơn [63]. 
Tuy nhiên, cũng như hệ plasmid kép, yêu cầu đưa đồng thời hai plasmid 
khác nhau vào tế bào ảnh hưởng xấu đến hiệu quả biến nạp [63].

8. Phương pháp duy trì CRISPR/Cas9 ở bộ gen

Ở phương pháp duy trì CRISPR/Cas9 ở genome, gen Cas 9 sẽ 
được tích hợp vào genome của tế bào chủ. Phương pháp này được A.W. 
Westbrook và cs (2016) [64] phát triển trên B. subtilis, dựa trên việc hệ 
thống CRISPR/Cas tồn tại ở nhiều vi khuẩn và có vẻ không làm ảnh 
hưởng đến sự sống còn của chúng. Để chỉnh sửa gen bằng hệ thống này, 
chỉ cần thiết kế và biến nạp vào tế bào chủ một plasmid chứa sgRNA và 
khuôn sửa [64].

Đầu tiên, pAW016-2 được sử dụng để đưa gen Cas 9 và tracrRNA 
vào locus lacA [64]. Sau khi đã thu được chủng vi khuẩn biến đổi gen, 
các vector chứa một hay nhiều sgRNA và vector chứa DNA sửa sẽ được 
duỗi thẳng và biến nạp vào chủng này [64]. sgRNA sẽ được tích hợp vào 
gen thrC trên hệ gen của B. subtilis và được biểu hiện để cùng với đoạn 
chứa DNA sửa tạo ra đột biến ở vị trí mong muốn [64]. Sau khi gây đột 
biến thành công, sgRNA sẽ được loại bỏ khỏi genome B. subtilis bằng 
cách biến nạp đoạn sửa thrC, phục hồi lại gen thrC [64]. Chủng biến 
đổi gen bây giờ lại có thể được dùng để chỉnh sửa tiếp [64]. Sử dụng 
hệ thống này, đột biến đơn và đôi đã được đưa vào hệ gen B. subtilis 
với hiệu suất lên đến 100 và 85%, còn đưa một đoạn operon tổng hợp 
hyaluronic acid dài 2,9 kb vào genome thì hiệu suất đạt 69% [64].

Bảng 2. Tổng hợp các phương pháp chỉnh sửa gen ở Bacillus spp. bằng 
CRISPR/Cas 9.

Phương 
pháp Loài Tên vector

Promoter điều khiển
Hiệu suất chỉnh sửa Tham 

khảoCas 9 sgRNA

Sử dụng 
plasmid 
đơn

B. subtilis

Vector có 
nguồn gốc từ 
pWH1520

PamyQ P43
33-56% với chèn đoạn 
DNA 450-550; 9,1% với 
xóa đoạn 284 bp.

[65]

pJOE8999

PmanP - 
promoter 
cảm ứng 
Mannose

Promoter 
cấu trúc 
bán tổng 
hợp biểu 
hiện 
mạnh

89% với mất đoạn 25,1 kb; 
97% với mất đoạn 4,1 kb [51]

B. licheniformis 60% với xóa gen [55] 

B. anthracis 20% với đoạn 50 kb; 100% 
với đoạn nhỏ hơn [56]

B. cereus 100%

B. megaterium pJOE8999 
sửa đổi

PxylA - 
promoter 
cảm ứng 
xylose

100% với xóa gen [57]

Sử dụng 
plasmid 
kép

B. subtilis

Pgrac - 
promoter 
cảm ứng 
IPTG

Para - 
promoter 
cảm ứng 
arabinose

68% với đột biến điểm; 
100% với xóa gen và 97% 
với chèn đoạn DNA

[61]

Sử dụng 
khuôn sửa 
riêng biệt

Pgrac Pveg 76% hiệu suất chỉnh 
sửa gen [63]

Duy trì 
CRISPR/
Cas 9 ở 
genome

PCas từ S. 
pyogenes

Promoter 
có nguồn 
gốc từ S. 
pyogenes

100% và 85% cho đột biến 
đơn và đôi; 69% với chèn 
thêm một đoạn 2,9 kb

[64]
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Hệ thống này đã giải quyết được nhược điểm của hệ thống plasmid 
đơn hay kép ở chỗ làm giảm gánh nặng cho tế bào chủ và giảm thiểu yêu 
cầu phải loại bỏ plasmid sau chỉnh sửa. Tuy nhiên, việc tích hợp sgRNA 
vào genome tế bào chủ dẫn đến việc bắt buộc phải loại bỏ nó trước khi 
chỉnh sửa tiếp.

9. Kết luận

Công nghệ CRISPR/Cas9 ngày càng được sử dụng rộng rãi hơn 
trong việc chỉnh sửa bộ gen của sinh vật. Kỹ thuật này mang lại hiệu 
quả cao, xác định được vị trí can thiệp cụ thể, dễ dàng sử dụng, chi phí 
thấp, do đó đã sử dụng trong việc chỉnh sửa gen trên nhiều đối tượng 
khác nhau. Trong bài tổng quan này, chúng tôi đã trình bày những hiểu 
biết cơ bản về hệ thống chỉnh sửa CRISPR/Cas9 và những hệ thống 
CRISPR/Cas9 đã được sử dụng trên vi khuẩn Bacillus spp.. Với những 
ứng dụng rộng rãi trên nhiều lĩnh vực cuộc sống, việc sử dụng kỹ thuật 
chỉnh sửa gen CRISPR/Cas9 trên đối tượng Bacillus spp. hứa hẹn sẽ 
mang lại nhiều lợi ích hơn nữa cho các nghiên cứu mang tính ứng dụng 
trong tương lai.
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