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摘要：对于研究基因功能和靶向修饰，基因靶向编辑技术已经成为最重要的基因工具。成簇规律间隔短回文重复序列 -成簇规律

间隔短回文重复序列关联蛋白（clustered regularly interspaced short palindromic repeats-CRSPR-associated proteins, CRISPR-Cas）系

统是继锌指核酸内切酶（zinc finger nucleases, ZFNs）和转录激活因子样效应物核酸酶（transcription activator-like effector nucleases,

TALENs）的第三代基因定点编辑技术。CRISPR-Cas系统广泛存在于古生菌及细菌中，是机体长期进化形成的以 RNA引导的降

解入侵病毒或噬菌体 DNA的适应性免疫系统。通过对原核生物 CRISPR-Cas系统进行改造，形成了以 RNA引导的对靶细胞中特

定的基因序列进行定点修饰的新一代基因编辑技术。本文就该系统的发现、分型、结构、作用机制和应用等展开讨论。
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Research Advances on CRISPR-Cas Genome Editing Technology*

For the study of gene function and targeted modifications, gene-targeted editing technology has become the most im-

portant genetic tool. The clustered regularly interspaced short palindromic repeats-CRSPR-associated proteins（CRISPR-Cas）system is a

third-generation genome site-specific editing technology for zinc finger nucleases (ZFNs) and transcription activator-like effector nucleases

(TALENs). The CRISPR-Cas system is widely found in the archaea and bacteria, it is a long-term evolution of body's adaptive immune

system by RNA-directed degradation of invasive virus or phage DNA. By modifying the prokaryotic CRISPR-Cas system, a new genera-

tion of gene editing technology that is guided by RNA and target for specific gene sequences in target cells was formed. Here, we dis-

cusse the discovery, classification, structure, mechanism and application of the system.
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前言

20世纪 70年代，重组 DNA技术的发展标志着生物学一

个新时代的开始，这使得研究基因并且利用它们发展新药物及

生物技术成为可能。早期，人们利用同源重组（homologous re-

combination, HR）的技术对生殖干细胞进行基因编辑，生成基

因敲入和基因敲除的动物模型；然而，由于效率低（10-6-10-9）

并且在大部分物种中难以应用，因此大部分基因靶向实验面临

极大地挑战[1,2]；随后，出现的人工设计核酸酶基因编辑技术对

多种真核生物进行精确靶向修饰。核酸酶能定点产生 DNA双

链断裂（DNA double-stranded break, DSB），DSB 可通过细胞

DNA修复机制改变目的基因。DNA修复途径[3]包括两种：同源

重组修复 (homology-directed repair, HDR) 和非同源末端连接

（nonhomologous end-joining, NHEJ），HDR是利用外源 DNA修

复模板与靶位点重组，从而引入特定的点突变或插入所需的序

列，但在缺乏外源修复模板时，细胞会通过 NHEJ途径进行

3396· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.17 SEP.2018

DNA修复。目前制造靶向 DSB的方法主要有：归巢核酸内切

酶（homing endonucleases, HEs）、ZFNs、TALENs和 CRISPR。与

真核生物中 RNA干扰原理相似，CRISPR是以一段 RNA为引

导，核酸酶识别外源核酸并切断，从而沉默外源基因表达。

CRISPR系统以设计操作简便、编辑高效以及通用性广，成为新

一代最重要的基因编辑技术。本文主要从下面几个方面讨论该

技术：

1 CRISPR-Cas系统的发现

1987年，Nakata等在研究大肠杆菌碱性磷酸酶同工转化

酶时发现一段特殊序列：在 iap基因 3'末端侧翼区存在长度为

29 nt的 5种高度同源的重复序列，并被间隔序列 (长度为 32

nt)隔开[4]。进一步研究发现这种序列存在于 90%古生菌和超过

40%的细菌[5]中，为了统一描述间隔重复序列的微生物基因座，

Jansen[6]等人将其命名为 CRISPR，但人们对其功能及生物学特

征仍不确。最初，人们根据 Cas蛋白结构推断：该特殊序列编码

的蛋白构成了一个新的 DNA修复系统。但后来观察到该序列

的一些间隔序列与病毒或质粒基因组片段几乎相同，这使人们

假设此 CRISPR-Cas系统与抵抗外来元素有关 [7]。直到 2007

年，Barrangou等人在研究酵母菌等抵御噬菌体感染时，首次用

实验证明：原核生物已经进化形成以核苷酸为基础的免疫系

统，其特异性来源于 CRISPR间隔序列，而抵抗性归因于重复

序列编码的 Cas 酶的作用 [8]。基于基因编辑中人工核酸酶

（ZFNs、TALENs）越来越重要的作用，CRISPR被推测可以成为

以 RNA为引导的、新的基因编辑技术。2013年，Cong[9]等首次

阐明如何设计原核生物 CRISPRⅡ型系统对哺乳动物细胞完成

基因编辑。自此，CRISPR系统开辟了广阔的生物研究领域。

图 1 a归巢核酸内切酶 b锌指核酸内切酶

c转录激活因子样效应物核酸酶 d成簇规律间隔短回文重复序列

Fig.1 a HEs b ZFNs c TALENs d CRISPR

(上图原图 a来源参考文献[11]，b、c、d原图来源参考文献[10])

2 CRISPR与 HEs、ZFNs、TALENs的比较

基因编辑的基础是 DNA损伤后修复的能力[3]。为获得有

效的基因编辑，需要产生位点特异的 DSBs，目前存在 4 种

DNA结合蛋白可被设计成核酸内切酶：来源微生物移动基因

元素的 HEs、基于原核转录因子的 ZFNs、黄单胞菌的 TALENs

和原核生物的 CRISPR系统[10]。

HEs[11]、锌指蛋白(zinc finger protein, ZFP)[12]、转录激活样因

子 (transcription activator-like effector, TALE) [13] 都通过蛋白

-DNA结合的方式识别特异 DNA序列（如图 1）。HEs是将核酸

酶和 DNA结合域整合为一体，而 ZFNs和 TALENs由识别模

块和核酸酶两部分构成，识别模块引导核酸酶靶向特定基因。

一个 ZFP模块可以识别 DNA的 3个核苷酸，而一个 TALE模

块只能识别 DNA的 1个核苷酸。ZFP和 TALE组装到 Fok I核

酸酶上，对靶 DNA实现定点切割，形成 DSBs后进行 DNA基

因修复，完成基因编辑。然而，因 HEs残基与其靶 DNA缺乏明

确的对应关系，导致 HEs尚未被广泛应用于基因工程。另一方

面，虽然 ZFP和 TALE 与相应 DNA 有明确的匹配关系，但

ZFN或 TALENs每个模块需要设计并检测，这无疑费时费力。

作为第三代基因编辑技术 CRISPR 是由一段向导 RNA

（Guide RNA, gRNA）引导，通过Watson-Crick碱基配对识别靶

DNA，再经 Cas蛋白对特定 DNA靶向切割。与 ZFP和 TALEN

不同的是，Cas蛋白可切割双链 DNA，而 ZFP和 TALEN只能

产生单链断裂。有趣的是 gRNA可被任何一段感兴趣的序列替

换。因此，该技术设计的高效性及简易性使得 CRISPR技术受

到各个领域的关注。
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3 CRISPR-Cas的分型及结构

3.1 CRISPR-Cas的分型

随着 CRISPR-Cas系统研究的深入，Makarova[7]等人最初

将其分为三型：TypeⅠ、TypeⅡ、TypeⅢ。TypeⅠ分布于细菌和

古生菌中，标志性蛋白是 Cas3，该酶具有解螺旋酶和核酸酶功

能。TypeⅠ的 Cas 蛋白形成 CRISPR 相关病毒防御复合物

(CRISPR associated complex for antivirus defense, Cascade )，参

与 CRISPR RNAs（crRNAs）的加工，并与之形成核糖核蛋白复

合体，进而裂解靶基因；TypeⅡ仅存在于细菌中，是三型中结构

最简单的，Cas9是此型的标志性蛋白。Cas9不但参与了 crRNA

的合成，并且在降解外来核酸时发挥主要作用，是一个多功能

蛋白；TypeⅢ主要见于古生菌中，极少细菌中也有发现。Type

Ⅲ被分为 Type ⅢA和 Type ⅢB，Type ⅢA靶向的是 DNA，而

Type ⅢB靶向的是 RNA。

但在 2015年 Nature[14]更新后的 CRISPR-Cas分类系统中，

主要有两类：一类包含了多亚基 crRNA效应复合物（例如 Type

Ⅰ、Type Ⅲ）;二类是由单个亚单元 crRNA效应模块构成（例如

TypeⅡ）。由于二类 CRISPR-Cas效应复合物结构简化，成为研

究基因编辑工具的新选择[15]。Zhang Feng[16]等人对二类核酸免

疫系统进一步研究，将二类从 4个子型增至 10个子型。

在当今基因编辑技术中，发展最快的是来自适应性免疫系

统二类 CRISPR TypeⅡ的 Cas9核酸内切酶，也是最普遍并且

研究最多的酶。以下，以 CRISPR-Cas9为例。

3.2 CRISPR-Cas9的结构

3.2.1 CRISPR-Cas9基因结构 如图 2示：CRISPR-Cas9功能

基因座包括编码 Cas 蛋白的基因操作组和编码 crRNA 的

CRISPR重复 -间隔序列[17]。Cas基因位于 CRISPR重复 -间隔

位点附近，Cas蛋白具有核酸酶、解旋酶、聚合酶和 RNA结合

蛋白等活性，例如 Cas9编码的蛋白涉及 crRNA的生物合成及

裂解靶 DNA[7,18]。间隔序列通常来源于质粒或病毒等外来基因

组元素，这些外来基因组元素通常是邻近一短段的、保守的前

间隔邻近基序（protospacer adjacent motif , PAM）。重复序列往

往是部分回文，这是导致它形成回文的结构基础，因其含有遭

遇过外来入侵的记录被认为是种分子 "接种卡 "[19]。5'端的反

式激活 RNA（trans-activaying crRNA , tracrRNA）与 3'端的 cr-

RNA通过碱基互补配对形成一个杂交分子，该嵌合二聚体对

crRNA的成熟是必不可少的，并促进 Cas9的靶向识别[20]。现在

的基因工具使用的都是将 crRNA和 tracrRNA融合到一体，简

称 sgRNA(single guide RNA)。前导序列主要由 300～500 bp碱

基组成，该段序列为 AT富集的区域，并存在于 CRISPR的 5'

端，同时和第一个重复序列相连，前导序列是新插入序列的识

别位点，也可作为启动 CRISPR基因转录的启动子。

图 2 CRISPR基因座结构

Fig.2 Genomic CRISPR locus

（上图原图来源于参考文献[17]，已修改）

3.2.2 Cas9 晶体结构 Hiroshi Nishimasu[21]等人发现了 Cas9

的晶体结构：包括两叶 -识别叶和核酸酶叶。前者对结合 sgR-

NA和 DNA是必需条件，后者包括 RuvC、HNH、PAM相互作

用结构域，其中 RuvC与 HNH是 Cas9的两个结构域，Cas9核

酸酶是通过它的这两个结构域裂解 DNA。在 sgRNA引导的情

况下，每个结构域都可切割靶 DNA双链中的一条链产生粘性

末端。

当这两个结构域其中一个突变时，Cas9-sgRNA复合物只

会切割一条链，成为特异链的切口酶。D10A（Cas9NHN+/Ru-

vC-）是将 RuvC结构域突变，产生 5'游离端 -这是应用最普遍

的 Cas9 切口酶 (Cas9n)；而 H840A(Cas9NHN-/RuvC+)产生 3'

游离端，已经被成功应用于大鼠模型中[22]。Giedrius Gasiunas[23]

等人用 DNA裂解分析证明：Cas9的 RuvC和 HNH活性位点

各自作用于 DNA的（-）链和（+）链。当两个结构域都突变时，

Cas9会失去核酸内切酶的活性，从而变成一个可设计 DNA结

合蛋白（dead Cas9 or dCas9），将 dCas9与 FokΙ 融合在一起形

成的二聚体，其作用类似 ZFN和 TALEN[14]。

4 CRISPR-Cas9的作用机制

RNA引导的 CRISPR-Cas9免疫系统包括三个步骤[4,8]：

适应、表达和干扰。

1.适应阶段：适应阶段是细菌第一次被感染时，从质粒和

病毒获得的外来 DNA片段，作为新的 spacer整合到 CRISPR

序列上的过程。Spacer提供序列记忆为定向抵御随后再次入侵

的质粒和病毒。人们普遍认为，Cas1和 Cas2都参与了新 spacer

的获取，最近报道，新 spacer合成和 repeat都在插入到前导序

列末端；2.表达：CRISPR被转录成一段 pre-crRNA，后者进行加

工、成熟生成 crRNAs；反义激活 CRISPR RNA (tracRNA)与

pre-crRNA 的 repeat 杂交形成一个嵌合体 RNA，经过内源

RNaseⅢ切割和加工生产成熟 crRNA。另有文献报道，crRNA
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的成熟需要 tracrRNA-Cas9-RNaseⅢ三聚体的共同参与；3.干

扰：成熟 crRNA装载到 Cas9中，作为引导靶向互补的核苷酸，

从而裂解再次入侵的 DNA。

5 CRISPR-Cas9的应用

CRISPR-Cas9系统的发展已经彻底改变了基因编辑，通过

创造多数有机体和细胞的双链断裂来促进高效的基因组编辑。

此外，CRISPR-Cas9技术已成功用于多种目的，包括内源基因

表达的调节、表观基因组修饰、活细胞染色体位点标记、单链

RNA的编辑和高通量基因筛选。随着 CRISPR-Cas9系统的普

及，生成基于 CRISPR的模型越来越多。

5.1 细胞和动物模型

将 sgRNAs和编码 Cas9 蛋白的 mRNA 直接注射入单细

胞胚胎中，已经成功被应用于大鼠、小鼠和猴子模型中，揭示了

CRISPR-Cas9系统高效、快速修饰动物基因的潜力[24-26]；以腺体

相关病毒作为载体，将 CRISPR-Cas9系统直接转入编辑体内

特定细胞，就表示可被应用于产生特定突变菌株、疾病模型和

基因治疗 [27,28]；来源于患者的诱导性多能干细胞 (induced

pluripotent stem cells, iPSCs)经过认为培养分化，可用来研究体

内疾病的发病机制，而 CRISPR-Cas9可靶向发病基因为基因

治疗提供有力的依据[29]。

5.2 生物医学模型

5.2.1 肿瘤模型 越来越多的报道显示，CRISPR-Cas9该系统

可准确、快速地生成体内、体外肿瘤模型。例如：Maresch等将

CRISPR-Cas9系统转入成年小鼠胰腺中，对胰腺中多个基因同

时编辑，造成复杂的染色体重排，成功地生成胰腺癌模型[30]；癌

症是一个多步骤过程，涉及癌基因和抑癌基因的突变和其他改

变。虽然基因组测序研究已经鉴定出人类癌症中的大量遗传改

变。然而确定哪些突变与肿瘤发生有因果关系仍然是一个主要

挑战。2014年，Sanchez等利用 CRISPR-Cas9编辑Kras(G12D)驱

动的肺癌模型，对癌基因进行功能鉴定并快速生成肿瘤模型[31]。

5.2.2 神经疾病模型 研究表明：编码电压门控 Na+通道 琢1
亚单位的基因 SCN1 A是与癫痫发病相关的最重要的基因之

一。Liu等应用 CRISPR-Cas9介导的基因组编辑技术，建立

iPSC 疾病模型，探讨 SCN1A功能缺失突变致癫痫的机制。

CRISPR-Cas9荧光标记 iPSC衍生的 酌-氨基丁酸（GABA）能神
经元发现：电压门控性钠通道亚型 NaV1.1在 GABA能神经元

上表达，而在谷氨酸能神经元上几乎不表达[32]；Tabebordbar等

发展并检测了一种直接编辑小鼠体内肌肉基因组的方法，他们利

用腺相关病毒输入CRISPR-Cas9系统，靶向 23号外显子两端，导

致突变的外显子缺失，这种治疗部分解决了肌肉功能缺陷[33]。

5.2.3 心血管疾病模型 Carroll等报道：心脏特异表达 Cas9

蛋白的转基因大鼠的模型成功被生成，Cas9蛋白仅在该转基

因大鼠心肌细胞中高表达，在其它组织细胞中未被检测。为了

验证该模型是否有效，他们将靶向转基因大鼠心肌细胞特异的

Myh6基因座 sgRNA导入，造成这些大鼠重症心肌病和心衰，

该实验提供了一种快速编辑心脏中感兴趣基因的方法[34]。

5.2.4 传染病模型 Liao等给人类免疫缺陷病毒（Human Im-

munodeficiency Virus, HIV）感染的细胞模型瞬时转染表达

CRISPR-Cas9组件，不仅破坏了整合病毒基因组，而且为细胞

提供了长期的适应性免疫，包括新病毒感染、表达和复制[35]；

Ramanan等表明 CRISPR-Cas9基因工程工具可以对慢性乙型

肝炎病毒基因组中的保守区域进行靶向和切割，从而对病毒基

因的表达和复制产生很强的抑制作用[36]。

6 展望

在过去的 4年里，CRISPR-Cas9技术的巨大进步促进了基

因研究的发展。最近的应用已经将 CRISPR-Cas9系统变成了

可靠和可编程的工具包。然而，在 CRISPR应用程序中仍有一

些限制有待解决。首先，如何预防脱靶效应仍是一大难题。虽然

一对 Cas9切口酶的应用已经使得脱靶有所下降，但是更进一

步的提高仍是必须的。此外评估体内的脱靶效应也是困难的，

但对治疗很有意义；其次，内源性细胞 DNA修复更倾向于 NE-

HJ途径。然而，与随机基因导入相比，HDR途径对基因的精确

校正具有更大的意义。因此，如何在去除非靶向基因的 NHEJ

途径，同时提高 HDR效率，是实现基因治疗的关键。目前，由于

大多数细胞系对 NHEJ的化学抑制作用是无法耐受的，因此采

用了一些策略，包括 Cas9工程、优化实验程序和试剂；最后，

Cas9-gRNA结构的高效传递和表达将继续在不同的细胞株和

生物体之间进行研究和优化。多种输入方法在小鼠模型和 iP-

SCs中已被证明是有效的，但从实验到临床应用仍有很长的路

要走，才能在人体内实现靶向基因校正。
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