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摘  要：在自然界生物长期的进化过程中，细菌和古细菌演化出了一种适应性免疫系统用以抵御

外源病毒与质粒的入侵，该系统由成簇规律间隔的短回文重复序列与相关基因组成，称之为

CRISPR-Cas。近年来，这一领域突飞猛进，如今已经发展成为一种功能强大的基因编辑工具并

在生物学及其相关领域得到广泛应用。本文重点综述了近年来 CRISPR-Cas9 系统在基因编辑、

基因调节以及作为体外工具酶和特异性等方面的若干前沿进展。 
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New era of gene editing driven by CRISPR-Cas9 
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Abstract: During long-term evolution of life in nature, bacteria and archaea have developed anadaptive 
defense system called clustered regularly interspaced short palindromic repeat sequences and 
CRISPR-associated genes (CRISPR-Cas) that protect organisms from invading viruses and plasmids. It 
has been recently used as a powerful gene-editing tool in a wide variety of important organisms. In this 
review, we summarize recent progresses on CRISPR–Cas9 system and its applications to gene editing, 
gene regulation, and in vitro DNA manipulations used as a programmable molecular clone tool. 
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在自然界生物长期的进化过程中，细菌和古细

菌演化出了一种独特的适应性免疫系统。在该系统

中，一种称之为 Cas的限制性内切酶能在短链 RNA

的引导下，靶向降解外来入侵的 DNA或 RNA[1-4]，

人们将这一系统命名为 CRISPR-Cas，即成簇规律

间隔的短回文重复序列及其相关基因(Clustered 

regularly interspaced short palindromic repeat 
sequences and CRISPR-associated genes，CRISPR- 

Cas)。回顾以往，这一成簇规律间隔的短回文重复

序列于 1987年首先在 Escherichia coli染色体上被
发现[5]，然而其蕴藏的生物学意义似乎并没有立即

被人们所了解。之后的研究显示，CRISPR 其实在
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约 40%的细菌和 90%的古细菌中都普遍存在[6]。直

到 2005年，CRISPR与抗病毒免疫之间的联系才逐

渐被人们认识到 [7-9]。2007 年，对 Steptococcus 
thermophilus 中 CRISPR 的研究揭示出了间隔序列

对抗病毒免疫的重要作用[10]。2008 年，CRISPR 

RNA (crRNA)在整个免疫过程中的作用也被发   

现[11]。2011年，Cas9 蛋白在 II型 CRISPR 免疫系

统中的功能被首次揭示[12]。2012 年，人们认识到

CRISPR-Cas9 实质上是一种由 RNA 引导的核酸内

切酶[13]。2013年，CRISPR-Cas9开始被作为一种基

因编辑技术而被广泛使用[14-16]。在 CRISPR-Cas9技

术被开发之前，主要有两种应用于基因编辑的人工

核酸内切酶系统，即锌指核酸内切酶(Zinc finger 

endonuclease，ZFNs)系统以及类转录激活因子效应

物 核 酸 酶 (Transcription activator-like effector 

nuclease，TALENs)系统。ZFNs 由锌指 DNA 结合

域和相应限制性内切酶切割结构域组成，从而可识

别特定 DNA 结合位点并进行切割，其优点是定点

整合效率高，但因其构建难度大、费用高的缺点，

使其应用受到很大的限制[17]；TALENs由 TALE蛋

白和核酸内切酶 FokI组成，TALE蛋白可识别两条

反向的DNA位点，FokI配对后二聚体化切割DNA，

TALENs 技术相比 ZFNs 技术构建更为简单，细胞

毒性较低，但构建成本依然偏高，其应用也有局限

性[18]。而 CRISPR-Cas9 技术相较而言设计更加简

单、操作更便捷、基因编辑效率更高，因此该技术

被开发后在各个领域都迅速得到了广泛应用。随着

Cas9晶体结构研究工作的开展，CRISPR-Cas9的作

用机制也被逐渐阐释[19-23]。人们已经认识到在相继

与单链引导 RNA (sgRNA)及靶标 DNA序列结合的

过程中，Cas9 蛋白将发生构象重排。这使得 Cas9

蛋白的两个具有切割活性的结构域(RuvC 和 HNH)

之间形成一个可与 RNA:DNA 互补配对体以及与

RNA双链体结合的通道。其中 Cas9蛋白上的与原

间隔区临近基序(Protospacer adjacent motif，PAM)

相互作用的结构域和 sgRNA 上的核心序列(Seed 

sequence)共同作用，识别 PAM位点，导致靠近 PAM

位点的 DNA双链解链。sgRNA上的核心序列与靶

标 DNA序列发生碱基互补配对，使 Cas9蛋白进入

近活性构象。而当 sgRNA 上的引导序列与靶标

DNA 序列全部配对完成时，Cas9 蛋白即进入完全

活性状态，RuvC和 HNH结构域分别切割 DNA两

条单链，造成双链 DNA断裂(图 1)。根据 Cas蛋白

类型和 CRISPR构成特点，目前已经发现至少存在

三种类型的 CRISPR-Cas：I、II和 III型[4]。其中，

I 和 III 型 CRISPR-Cas 只需要一条 crRNA 来引导

Cas 蛋白与靶标位点的结合与切割；而 II 型

CRISPR-Cas 系统还需要反式激活 CRISPR RNA 

(Trans-activating CRISPR RNA， tracrRNA)的辅   

助[24]。I 和 II 型 CRISPR-Cas 系统可以降解外源

DNA，而 III 型 CRISPR-Cas 系统不仅可以降解外

源 DNA，还可以降解外源 RNA。另外，I和 III型

CRISPR-Cas 系统介导的外源核酸的降解需要多种

Cas 蛋白共同参与[11,25]，而 II 型 CRISPR-Cas 系统

则只需要一个单一的 Cas9蛋白[12]，它的这一特点，

使得 II 型 Cas9 迅速在生物学领域得到了广泛的  

应用。 

CRISPR-Cas自发现以来，虽然时间并不算长，

但其所迸发出来的巨大潜力却是人们所始料未及

的。如今这一简便、高效的技术已风靡于生物学各

重要研究领域，并被广泛应用于多种生物和细胞的

基因编辑、基因调节和基因修饰中。本文重点综述

了近年来 CRISPR-Cas9系统在基因编辑、基因调节

以及作为体外工具酶和特异性等方面的若干前沿

进展。 

1  CRISPR-Cas9 基因编辑技术机理与体内
应用 
在 II 型 CRISPR-Cas 系统中，RNA 双链体

tracrRNA:crRNA中的靶向序列与 DNA靶标序列碱

基互补配对，引导 CRISPR相关蛋白 Cas9对 DNA

进行特异性切割，导致 DNA双链断裂[13,26] (图 1)。

RNA双链体 tracrRNA:crRNA可被融合为单链引导

sgRNA 而仍保有其功能。sgRNA 的 5′端序列与靶

标 DNA互补配对，3′端的双链 RNA茎环结构绑定 
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图 1  CRISPR-Cas 免疫系统示意图(以 II 型 SpyCas9 为例) 
Figure 1  CRISPR-Cas immune system (using SpyCas9 from type II as example) 

 
Cas9 蛋白。因此通过改变 sgRNA 的引导序列，即

可引导 Cas9蛋白靶向切割任意的在 3′端存在 PAM

位点的 DNA 序列[8]。在不存在外源同源重组模板

的情况下，DNA双链断裂将激发生物体内的非同源

末 端 连 接 修 复 (Non-homologous end-joining ，

NHEJ)，在 DNA断裂处引入小片段的插入或缺失，

导致移码突变。当有外源同源重组模板存在时，

DNA 双 链 断 裂 可 引 发 同 源 重 组 修 复

(Homology-directed repair，HDR)，实现对断裂位点

依照同源片段进行精确修复。由 CRISPR-Cas 系统

切割 DNA 所引发的这些修复给人们设计符合各类

愿望的基因编辑创造了巨大的空间，这一基因编辑

方法如今已成功应用于包括水稻、小麦、疟原虫、

果蝇、斑马鱼以及哺乳动物等真核生物中。例如，

Shan等通过 CRISPR-Cas系统完成了对水稻和小麦

的定点基因修饰，成功使水稻基因组上的 4个基因

失去功能，并敲除了小麦基因组上的一个基因使小

麦获得了白粉病抗性，表明此系统可高效地完成植

物体内基因编辑工作[27]。Ghorbal等用 CRISPR-Cas

系统对疟原虫进行了体内染色组定点敲除以及完

成了高效率的单核苷酸替换工作，为人类抗击疟疾

提供了一种对疟原虫基因更加高效准确的敲除方

法[28]。Ren等通过选用不同的启动子以及调整其与

sgRNA的拼接方式，成功构建了一套可对果蝇进行

体内高效基因编辑的系统[29]。Hwang等在斑马鱼胚

胎中成功利用 CRISPR-Cas 系统在体内完成了基因

定点修饰，证明此系统可为脊索动物研究提供合适

的模式生物[30]。Cong等基于 CRISPR-Cas系统分别

完成了在小鼠细胞和人类细胞内对基因组定点位

置进行精确切割并引入相应突变的工作[14]。Niu 等

通过 CRISPR-Cas 系统成功对孪生食蟹猴进行了精

确的基因编辑，且因为灵长类动物与人类基因具有
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高度的同源性，此工作对一些相关疾病动物模型的

构建具有重要意义[31]。不仅在真核生物中，此系统

在原核生物，如大肠杆菌以及微生物药物重要来源

的链霉菌[32-34]等体内基因功能研究方面也显示出

优于其它现有技术之处。Jiang等利用 CRISPR-Cas

系统在原核生物中对基因组的切割具有致死性这

一特点，实现了对肺炎链球菌和大肠杆菌的无筛选

标记的基因组编辑 [35]。作者课题组利用来自

Streptococcus pyogenes并经密码子优化后的Cas9与

胞嘧啶脱氨酶 CodA反向筛选系统联用，建立了一

种快速高效的链霉菌基因组编辑和筛选技术，并以

模式链霉菌 Streptomyces coelicolor M145中放线紫

红素聚酮链延长因子基因 actI-ORF2 为例，运用这
一基因编辑筛选系统成功实现了对靶标基因快速

高效的的同框敲除。只要具备成熟的遗传操作系

统，均可尝试使用此系统来进行基因敲除工作。该

系统显著提高了无标记突变株的获得频率并大大

缩短了筛选所需的时间，为利用合成生物学发掘来

自链霉菌巨大的天然药物合成潜力提供了重要的

工具[36]。 

相对于 NHEJ 这种较为随机的双链 DNA 断裂

修复方式，HDR可在 DNA靶标位点定向引入目标

外源 DNA 序列，进行更为可控和精确的修复。因

此，研究者们期望 HDR 的效率更高。但是在脊椎

动物细胞中，HDR 的效率一般远低于 NHEJ 的效  

率[37-39]。所以，通过基因沉默或是加入抑制剂等手

段抑制细胞中参与 NHEJ 修复的关键蛋白，如

Ku70、Ku80、Ligase IV等，可显著增强 HDR的效

率[40-41]，从而实现预期的基因编辑。 

2  基于活性改造的 CRISPR-Cas9 系统在基
因编辑和调节方面的应用 

II 型 CRISPR-Cas 系统除了主要应用于体内基

因编辑之外，利用 Cas9在 sgRNA的引导下能够特

异性地结合到靶标 DNA的特点，将 Cas9中负责切

割双链 DNA的结构域 HNH和 RuvC都进行失活，

即得到没有切割活性而只保留有 DNA 识别和结合

活性的 dCas9。根据 dCas9 的这一特点，可将其应

用于基因调节。在不同 sgRNA 的引导下，无切割

活性的 dCas9蛋白能定向结合在目标基因的不同区

域，根据结合的位置可阻遏 RNA 聚合酶与转录模

板的结合、转录的延伸或是转录因子的结合，最终

达到在转录水平上抑制基因表达的作用。这一方法

类似于 RNA干扰(RNA interference，RNAi)，因此

被称为 CRISPRi (CRISPR interference)。相比于

CRISPR-Cas9介导的突变，CRISPRi重要的特点之

一是它不仅具有较高的特异性[26]，还可同时抑制 

多个基因的表达，而且这种抑制作用是可逆的[42-45]。 

此外，还可将一些具有特定调节功能的结构域

如 VP64、KRAB 与 dCas9 共价融合，这些 dCas9

的嵌合体可在 sgRNA 的引导下，结合到相应的靶

标 DNA 位点，激活或抑制目标基因的转录[44]。而

通过在 dCas9 或 sgRNA 上融合一连串调节蛋白或

RNA适配子，借助 CRISPR-Cas9系统对 DNA的定

位识别功能，将调节蛋白绑定到目标区域附近，可

灵活地对距离 sgRNA 靶标序列不同间距的位点进

行不同强度的调节和修饰[46-48]。这些可编程的调节

技术对于合成生物学和代谢工程学等领域具有极

其重要的价值和意义。 

利用对 DNA靶向结合的特性，dCas9也可以用

来对染色体上特定的基因进行定位。例如将 dCas9

与绿色荧光蛋白(Green fluorescent protein，GFP)融

合，产生的 dCas9-GFP融合体可以用来对活细胞中

的 DNA 靶点进行示踪[49]。这一技术的应用给人们

研究染色体构象和动力学提供了新的视角。 

另据报道，dCas9在人为提供的含 PAM的寡核

苷酸(PAM-presenting oligonucleotides, PAMmer)存

在情况下，也可与单链 RNA 靶标结合，且该靶标

RNA不需要有 PAM的存在[50]。这预示着在不久的

将来，人们也许可以利用 dCas9 对细胞内的 RNA

转录本进行程序化的编辑，从而进一步扩大

CRISPR-Cas系统的应用空间。 

无论是 Cas9 介导的基因编辑还是 dCas9 介导

的基因调节，都可以方便地被用来阻断特定基因的
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表达，既可以对单一基因的功能进行研究，也可以

用于在细胞内进行染色体规模的基因功能考察。在

人类细胞和小鼠细胞中，已有报道利用 Cas9 和慢

病毒 sgRNA 文库的介导来对基因组规模的基因敲

除进行筛选[51-54]。dCas9和相应的 sgRNA文库组合，

通过上调或者下调基因的表达水平，可以在全基因

组水平上进行高通量筛选[46-47]。相对于 Cas9 介导

的高通量筛选，dCas9 介导的转录沉默可能对某些

非编码 RNA 的研究更适用。而 dCas9 与转录激活

因子介导的转录激活在功能获得性筛选方面，则具

有 Cas9 介导的高通量筛选及其他技术所不能替代

的地位。 

3  CRISPR-Cas9 系统作为体外工具酶的 
应用 

自 CRISPR-Cas9 系统在体内研究得到广泛应

用以来，因 Cas9 蛋白靶向的特异性以及操作的简

易性等优势，使其也拥有了作为体外工具酶的巨大

潜力。利用 Cas9蛋白与引导 RNA相结合，识别并

切割特定 DNA序列的特点，Cas9系统可成功与体

外重组系统进行联用，直接从染色体上精确克隆片

段 DNA[55]。Cas9 系统也被证明可以成功与体内重

组系统联用进行大片段 DNA 的精确克隆[56]。除此

之外，Cas9系统还被用于与体外重组系统联用进行

无缝克隆[57]。其原理均为使用 Cas9 蛋白和引导

RNA 切割特定序列的目标 DNA，暴露出两端特异

序列的同源臂，该同源臂可以与经设计带有与之匹

配的同源臂的载体在体内或体外完成同源重组，从

而进行大片段的组装。 

Cas9 系统在体内或体外与同源重组系统等技

术的联用，除了在传统克隆技术难以胜任的一些领

域展现出其独特魅力之外，它还被迅速扩展到常规

的分子克隆实验之中，为人们提供了更多的技术和

策略选择。例如利用来自 Streptococcus thermophilus
的 Cas9 (StCas9)，根据它可以精确编程并切割双链

DNA产生平端的双链 DNA的特性，从而可以方便

地与 PCR扩增的 DNA片段酶连产生重组质粒，由

此完成 StCas9介导的 DNA编辑[58]。对于更为通用

的来自 Streptococcus pyogenes的 Cas9 (SpCas9)，其

作用特点与 StCas9基本一致，但是却具有 3′→5′外

切酶活性，容易导致经 SpCas9切割后的 DNA末端

产生少量碱基缺失，从而影响后续精确的克隆。针

对 SpCas9的这一缺陷，利用 T4 DNA聚合酶对经

由 SpCas9切割后的 DNA末端进行补齐，可以明显

缓解这种非平末端带来的问题，由此提高后续克隆

和基因编辑的精确度[59]。 

4  CRISPR-Cas9 系统在靶向特异性方面的
研究进展 

CRISPR-Cas9作为一种高效的体内和体外编辑

系统，其优越性已经得到充分的体现，然而，该系

统也不可避免地存在其自身的弱点，即该系统的靶

向特异性一直受到研究者们的密切关注。为了提高

系统特异性，降低脱靶率(Off-target)，一系列方法

被开发出来。这些方法可以大致分为对 Cas9 蛋白

的改造和对 sgRNA的改造两大类。 

对 Cas9蛋白的改造来提高 CRISPR-Cas9系统

的特异性，可以通过失活 Cas9中切割与 sgRNA引

导序列非互补链的结构域 RuvC，将 Cas9变成了只

能切割 DNA 单链的切刻酶 Cas9n[16,29,60]。然后在  

一对相隔一定间距的 sgRNA的引导下，Cas9n在两

个靶标 DNA位点发生切刻。因为由单一 sgRNA引

发的脱靶切刻能被精确修复而不造成非特异性突

变，因此，成对 sgRNA 引导的 Cas9n 能显著提高

基因编辑的特异性而降低了脱靶率。 

通过对 Cas9 蛋白的改造来提高 CRISPR-Cas9

系统的特异性，还可以将 dCas9 与 ForkI 融合，在

一对相隔一定间距的 sgRNA的引导下，dCas9-ForkI

融合体便以类似ZFNs和TALENs的方式引入突变，

即 dCas9-ForkI在目标突变区域上下游结合 DNA，

形成 ForkI二聚体，由该 ForkI二聚体切割 DNA双

链，引入突变 [61-62]。由于一条 sgRNA 引导的

dCas9-ForkI 脱靶结合无法切割 DNA，所以成对

sgRNA引导的 dCas9-ForkI也可提高基因编辑的特



熊彬彬等: CRISPR-Cas9驱动的基因编辑新纪元 183 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

异性。但是无论是 Cas9n还是 dCas9-ForkI，目标突

变区域的上下游必需同时包含可供 Cas9 识别的序

列，这使得它们靶标序列选择的灵活性受到了一定

的限制。针对这一不足，人们将一个可编程的 DNA

结合结构域(Programmable DNA-binding domain，

pDBD)与 Cas9融合，这样可同时降低 Cas9本身与

DNA结合的亲和性，产生 Cas9-pDBD嵌合体。由

于 DNA识别的特异性与亲和性可由 pDBD调节，

因此 Cas9-pDBD 嵌合体在基因编辑的特异性和靶

标位点的选择性方面都得到了明显的提高[63]。 

通过使用 5′端截短的 sgRNA 也可以提高

CRISPR-Cas9系统基因编辑的特异性[64]。这是因为

靠近 sgRNA 5′端的引导序列对于 sgRNA的活性不

是必需的，反而有可能与潜在的脱靶位点形成错

配，造成脱靶切割。所以，使用 5′端截短的 sgRNA

也可提高 CRISPR-Cas9系统的特异性。 

另外，还有通过将 Cas9的 mRNA、sgRNA以

及包含用于同源重组的质粒混合体直接注射到待

编辑细胞中来提高筛选效率。其原理是由于有些细

胞难以通过常规转染的方式导入外源 DNA 片段，

然而通过体外直接注射的方式可以直接将充足的所

需基因编辑元件导入细胞体内，从而克服了转染的

障碍，达到基因高效编辑的目的。该方法的另一个

重要目的是由于这样避免了 Cas9 在体内的持续表

达，从而减少了 Cas9发挥作用的时间，由此减少脱

靶的产生[65]。该方法已在隐杆秀丽线虫、多功能干

细胞、斑马鱼等模式生物中得到成功使用[66-68]。 

5  总结与展望 

近几年来，无论是在机理研究还是在应用方

面，CRISPR-Cas 都表现出了日新月异的迅猛发展

势头。在 DNA 测序技术快速发展的今天，数量更

多的菌株全基因组测序得以完成。通过生物信息学

分析，人们在更多的生物基因组中寻找到了

CRISPR-Cas 和类似家族的身影，特别是在一些关

系到人类健康安全的致病菌中也不例外[69-71]，通过

这些致病菌中 CRISPR-Cas 系统的探索，将可能对

病原微生物在分类、毒性与耐药性方面的研究有所

启示，在寻找制服与人类朝夕相处的病原微生物方

面提供新的思路和策略。另外，随着 Cas9 晶体结

构的解析，CRISPR-Cas9作用机制已经被深入阐述，

通过对 Cas9 蛋白的功能定向改造，使其在靶标位

点选择的灵活性和切割的特异性方面都得到极大

的改善[72-73]。通过对不同微生物来源的 Cas9 蛋白

的了解，研究者也发现这些新颖的家族成员的特点

并非千篇一律，如能识别更长 PAM 位点、“体型”

更小巧的来自于 Staphylococcus aureus的 Cas9。相

对于来自 Streptococcus pyogenes的 SpyCas9，这种

新型的 Cas9 蛋白的靶标选择范围扩大了 2–4 倍，

且切割的特异性更高。CRISPR-Cas9以其简便、高

效、灵活的特性，已经在生物学各领域取得了令人

瞩目的成就，而其生物学潜能更有待于进一步开

发。相信在不久的将来，CRISPR-Cas9将如同 PCR

和 DNA 测序等技术一样，成为具有划时代意义的

另一生物学技术重要里程碑。 
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