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以CasX为例简述新型CRISPR-Cas系统的基本属性和研究

方法 
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摘  要：在细菌与古菌中广泛存在的 CRISPR-Cas 系统，作为目前发现的原核生物唯一的适应性免

疫系统，抵御着病毒和质粒的入侵。自 20 世纪 80 年代首次被发现至今，CRISPR-Cas 系统的基本情

况逐渐清晰，包括名称缩写、分类、进化关系等方面。近年来，由于第二类 CRISPR-Cas 系统作为

一种有潜力的基因编辑工具而逐渐成为应用研究被关注，对 CRISPR-Cas 系统的基础研究热度也持

久不衰。为了使此类基因编辑工具在实际应用领域更加安全便捷，针对已发现的 CRISPR-Cas 系统

在根据基础研究领域的成果进行优化的同时，对新型 CRISPR-Cas 系统的发掘工作也同等重要。本

文以 2017 年发现的 CasX 为例，简要概述针对一种新发现的 CRISPR-Cas 系统需要研究确定的基本

属性及相关研究方法。 
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Basic properties and research methods of a new CRISPR-Cas 
system: CasX as an example 
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Abstract: CRISPR-Cas systems that are widely presented in bacteria and archaea, as the only adaptive 
immune system found in prokaryotes so far, resist the invasion of viruses and plasmids. Since the 1980s, 
several basic aspects of CRISPR-Cas systems have gradually become clear, including acronym, 
classification, and evolutionary relationships. Last decade, class II CRISPR-Cas systems, whose effector 
complexes have a simple architecture, have been attractive for developing a new generation of genome 
editing technologies. In order to make such gene editing tools safer and more convenient in practical 
applications, it is equally important to discover new CRISPR-Cas systems while optimizing discovered 
CRISPR-Cas systems through breakthroughs in the basic research area. This article takes CasX discovered 
in 2017 as an example, to outline the basic properties for a new type or subtype of CRISPR-Cas system 
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and accompanying research methods. 
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如果将地球的历史浓缩为一年，则自 3 月至   

10 月细菌与古菌一直是地球的主宰。或者如古生

物学家 Andrew Knoll 所说：“动物就像整个演化蛋

糕上的糖霜，细菌才是糖霜下的蛋糕本体”，那么

地球至今依旧处于细菌与古菌的统治之下。然而

在这漫长的演化历程中，细菌与古菌体内的适应

性免疫系统与先天性免疫系统一同对抗着比自身

数量多数十倍的病毒的侵扰，才使得其能稳坐“统

治地位”。 

在半数已知细菌与几乎所有古菌体内，都存在

着由成簇规律间隔短回文序列(Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats)及其相关基

因 cas (CRISPR-Associated Sequences)组成的唯一

适应性免疫系统——CRISPR-Cas 系统。自 20 世纪

80 年代研究者开始定性研究此类成簇重复序列之

后，20 世纪初，由于对众多细菌和古菌基因的测

序，广泛存在的 CRISPR 阵列使得首字母缩写

“CRISPR”所对应的定义获得一致认可。在验证该

系统的适应性免疫功能之后，针对该系统的作用机

制及其组成成分的结构和功能研究不断发展完善。

2012 年，Cas9 潜在的“分子手术刀”功能被揭示之

后，近十年来，CRISPR-Cas 系统因被冠以“新一代

基因编辑工具”的头衔而为越来越多人所了解。 

CRISPR-Cas 系统发挥作用分为 3 个主要步

骤，如图 1 所示。(1) 捕获间隔序列：入侵的病毒

或质粒部分基因片段被整合到 CRISPR 基因阵列

中，这可以让宿主识别和响应特定噬菌体的再次入

侵。(2) 合成 crRNA：CRISPR 阵列转录成前体

crRNA (crRNA Precursor，pre-crRNA)并被加工为

成熟 crRNA，成熟的 crRNA 由单个间隔序列和其

侧翼的部分重复序列组成。(3) 干扰外源目标序

列：根据 crRNA 的指导，效应蛋白剪切沉默入侵

的外源基因。 

目前 CRISPR-Cas 系统被成分为两大类，并进

一步被分为 6 种类型和 33 种亚型。主要分类依据

为基因组成、特殊标志性基因、序列相似性以及实

验数据[1]。两类 CRISPR-Cas 系统的区别在于合成

成熟 crRNA 与干扰外源目标序列的过程中所发挥

作用的效应蛋白。 

本文以 CRISPR-CasX 为主的各种 CRISPR-Cas

系统的发现和研究为例，简要概述目前针对一种新

发现的 CRISPR-Cas 系统，在进行初步研究时所需

要确定的基本属性及相关研究方法。 

1  从 CRISPR基因特征发现新型 CRISPR- 

Cas 系统 

1987 年，Ishino 等在大肠杆菌的碱性磷酸同

工酶基因(iap)的-3′侧翼处发现了 5 个高度同源的

序列，它们都由 29 nt 长的重复序列和 32 nt 长的

间隔序列组成，并且在重复序列里还包含一对二

元对称的序列，而当时这些序列与已知原核生物

基因组之间没有发现同源性[2]。随后，研究人员于

1993 年和 1999 年分别在 Mycobacterium tuberculosis

和 Streptococcus pyogenes 中相继发现了类似特征

的序列[3-4]。随着基因组测序技术在 20 世纪 90 年

代的发展，大量物种中都存在此类特殊序列的基本

特征逐渐确定下来。经过 DVR (Direct Variable 

Repeats)、TREP (Tandem Repeats)、LTRR (Long 

Tandemly Repeated Repetitive Sequences)、SRSR 

(Short Regularly Spaced Repeats)、LCTR (Large 

Clusters of Tandem Repeats) 和 SPIDR (Spacer 

Interspaced Direct Repeats)的缩写命名之后，终于

在 2002 年 CRISPR (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats)作为一致认可的缩写沿

用至今[5]。同时，此次命名也确定了 CRISPR 基因

的几个基本属性：(1) 存在多个短的直接重复序列

(24−50 bp)，这些重复序列之间没有或只有很少的

序列差异；(2) 重复序列之间间隔着非重复序列； 
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图 1  CRISPR-Cas 系统的适应性免疫机理 
Figure 1  Adaptive immunity mechanism of CRISPR-Cas system 

 
(3) 多数物种的 CRISPR 基因座上存在数百个碱基

对组成的前导序列(100−200 bp 富含 AT 的序列)；

(4) CRISPR 基因座中没有长的开放阅读框；(5) 存

在 CRISPR 基因的物种同时存在 cas1 以及 cas2、

cas3 或 cas4 基因[6]，如图 2 所示。 

根据这些特点，从基因组信息中寻找新型

CRISPR-Cas 系统的方法变得系统化，一些程序也

相 继 发 展 出 来 ， 如 CRISPRFinder[7] 、 CRT[8] 、

CRISPRDetect[9]和 CRISPRdigger[10]等。 

随 着 测 序 技 术 的 进 一 步 发 展 ， 寻 找 新 型

CRISPR 基因座不再局限于经实验室培养再测序

的物种。宏基因组学(Metagenomics)的方法通过在

自然环境中直接对微生物群落采样来获取 DNA 序

列信息，使得自然界中尚未被培养的99%的微生物

得以研究[11]。2017 年，Burstein 等在 3 组微生物群

落的宏基因组信息中发现了 3 种新型第 2 类

CRISPR-Cas 系统[12]。其中 CasX 和 CasY 经过之

后的序列功能等分析，根据 Cas 蛋白命名规则更名

为 Cas12e 和 Cas12d[13]。第 3 种新发现的 Cas9 是

在古菌中第 1 次发现的第 2 类 CRISPR-Cas 系统，

并且和 CasY 一样，在已知的实验室培养细菌中均

未发现[12]。 
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图 2  CRISPR-Cas 系统基因结构 
Figure 2  The genome organization of CRISPR-Cas system 
 

2  CRISPR-Cas 系统的基本属性和研究方法 

2.1  CRISPR-Cas 系统剪切活性 

2005 年，3 个不同的研究小组几乎同时观察到

CRISPR 基因组中看似随机的间隔序列实际上与

病毒或质粒等入侵的 DNA 序列有相似性，至此才

有了 CRISPR 可能是与真核生物的 RNAi (RNA 

Interference)类似的一种原核生物防御机制的设 

想[1]。这些研究结论确定了 CRISPR-Cas 系统的适

应性免疫功能：(1) CRISPR 基因座在适应阶段具有

将噬菌体 DNA 加工成新间隔序列的能力；(2) 增

加、删除或移植 CRISPR 基因座中的间隔序列直接

导致细菌对噬菌体抗性的获得、缺失或交换；(3) cas 

 

基因参与适应阶段和干扰阶段[14]。 

CRISPR-Cas 系统的核心功能为剪切外源基因

片段，因此对核酸的剪切活性是其一项基本属性。

简单的定性验证新型 CRISPR-Cas 系统的活性，可

以设计质粒剪切实验。实验原理如图 3 所示，转入

带有 CRISPR-Cas 系统的质粒之后，大肠杆菌可以

编码产生该系统，在抗性培养基中，如果另一个带

有 CRISPR-Cas 系统目标序列的抗性质粒被该系统

成功剪切，则该细菌无法在培养基上继续生长，即

可验证该 CRISPR-Cas 系统的核酸剪切活性。Burstein

等在发现 CasX 之后根据此原理设计的实验验证了

CRISPR-CasX 系统具有 DNA 剪切活性[12]。 
 

 
 

图 3  CasX 质粒干扰实验示意图 
Figure 3  Diagram of CasX plasmid interference assays 
注：在抗性选择培养基中，大肠杆菌中表达的 CRISPR-CasX 系统对带有目标序列的抗性质粒进行剪切 

Note: In a resistant selection medium, CRISPR-Cas system expressed in E. coli cuts resistant plasmids carrying target sequences 
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2.2  PAM 

特定 CRISPR-Cas 系统在识别了特定的临近

短序列(Protospacer Adjacent Motifs，PAM)后才

会开启对间隔序列的捕获或干扰目标序列的结

合，并且 PAM 也确定了间隔序列的方向[15]。因

此确定新型 CRISPR-Cas 系统所能识别的 PAM

至关重要。 

在目标序列的 5′和 3′端设计随机序列，如图 4

所示，通过凝胶电泳实验筛选出被成功切割的目标

序列，统计这些目标序列 5′和 3′端随机序列的特征

和 特 定 核 苷 酸 出 现 概 率 ， 以 此 可 以 确 定 各 种

CRISPR-Cas 系统所对应的 PAM。对于 CasX，其

对应的 PAM 为目标序列 5′端的 TTCN[12]。 

除利用凝胶电泳实验外，Karvelis 等在 Cas12

的剪切反应体系将目标双链 DNA 剪切后，使用了

另外一种方法筛选出发生切割的目标序列[16]。在

剪切后的体系中加入 T4 DNA 连接酶和 dNTP，修

复可能产生的黏性末端；之后将反应体系加热至

75 °C 终止 T4 DNA 连接酶的反应，并加入 Taq 聚

合酶与 dATP，为剪切产物的平末端加上 3′-dA 的

单链突出；最后再次通过 T4 DNA 连接酶与新加入

的带有 3′-dT 单链突出的双链 DNA (Adapter，适配

序列)相连接[16]，如图 5 所示。在通过 PCR 对产物

序列扩增之后，经测序分析连接有适配序列的目标

序 列 所 对 应 的 PAM 出 现 频 率 ， 继 而 确 定 该

CRISPR-Cas 系统所识别的 PAM[16]。 

 
 

图 4  为寻找 PAM 序列而设计的序列 
Figure 4  Sequences designed to find PAM sequences 
注：N：任意一种核苷酸 

Note: N: A random nucleotide 
 

2.3  crRNA 和 tracrRNA 

CRISPR-Cas 系统的效应蛋白需要根据 crRNA

的指导才能特异性切割外源基因片段。在一些

CRISPR-Cas 系 统 中 ， 效 应 蛋 白 需 要 与 双 元 的

tracrRNA:crRNA 结合才能发挥作用，比如 Cas9。

Burstein 等在含 CasX 基因的 CRISPR 基因座的

RNA 转录本中发现，cas2 的开放阅读框与 CRISPR

阵列之间有明显的非编码 RNA 转录本，并且与重

复序列的转录产物序列互补[12]。此段序列的敲除

所导致的 CasX 剪切质粒能力的降低也进一步确定

了 CasX 发挥正常功能需要 tracrRNA 的参与[12]。 

在研究和应用阶段时，通常设计一种 sgRNA 

(Single Guide RNA)来代替 tracrRNA:crRNA，如  

图 6 所示，sgRNA 保留有 tracrRNA:crRNA 的特性，

在 5′-末端的核苷酸通过碱基互补配对原则与目标

序列结合，而 3′末端的向导序列形成双链结构与效

应蛋白结合，同时一元的形式也便于操作[17]。Liu

等使用自行设计的嵌合 sgRNA，获得了 sgRNA 与

Alicyclobacillus acidoterrestris C2c1 的复合物晶体结

构，并在此基础上分析了 AnaC2c1 的作用机制[18]。 

 

 
 
图 5  产生目标切割产物和适配序列的特殊连接点的流程示意图 
Figure 5  Workflow of generating unique junction of target cleavage and adapter ligation 
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图 6  TracrRNA:crRNA 二元 RNA 及 sgRNA 
Figure 6  Dual-guide RNA and single-guide RNA 

 
2.4  剪切能力与剪切部位 

通过 PAM 识别和 crRNA 的指导，效应蛋白最

终与目标序列结合，并发挥核酸内切酶活性。在目

标 DNA 两条链的 5′端加上 32P 标签，经过活性效

应蛋白的剪切之后，剪切产物的凝胶电泳结果显

示：TS (Target Strand)和 NTS (Non-Target Strand)

所处泳道都有几条相差 1 nt 的条带，如图 7 所示，

由此可以推测出 CRISPR-Cas 系统效应蛋白的内切

酶活性及其在 2 条链上的剪切位点。CasX 对应的

crRNA 会与目标序列在 PAM 的-3′端互补配对 20 nt，

并且对目标序列的 2 条链都有剪切活性，会在 NTS

上的 12−14 位之间和 TS 上的 22−25 位之间进行剪

切，剪切完成之后会产生约 10 nt 的单链区域[19]。 

此外也可使用与上述 Karvelis 等寻找 PAM 相

似的方法[16]，通过分析剪切产物与适配序列连接处

的序列出现频率，进而得出效应蛋白的剪切位点。 

2.5  结构组成与特点 

生物大分子的结构决定着其功能。结构生物学

的发展使得越来越多生物大分子的性质得到深入

理解，为其走向应用领域打下基础。 

第 1 类 CRISPR-Cas 系统的效应蛋白是由

4−7 个 Cas 蛋白亚基组装成的复合物，如图 8 所示。

I-E 型 CRISPR-Cas 系统中，效应蛋白为 5 种 Cas

蛋白组成的 11 亚基复合物(Cascade)，Zhao 等解析

了 Escherichia coli 的 Cascade 复合物结构，对于  

第 1 类 CRISPR-Cas 系统干扰外源目标序列的机制

提供了新的研究视角[20]。III-A 型 CRISPR-Cas 系

统由 5 个不同的 Csm 蛋白与 crRNA 一同组成 Csm

效 应 复 合 物 ， You 等 解 析 了 Streptococcus 

thermophilus 中 不 同 状 态 的 Csm 复 合 物 结 构

(SthCsm)，系统地阐述了此类型 CRISPR-Cas 系统

发挥适应性免疫功能的分子机制[21]。 

 

 

 
图 7  剪切实验示意图 
Figure 7  Diagram of cleavage assays 
注：通过判断两条链被剪切之后的产物的长度可以推断 Cas

蛋白的剪切位点 

Note: By detecting the length of products, the cleavage site of a 
Cas protein can be figured out 
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图 8  2 种第 1 类效应蛋白复合物的整体结构 
Figure 8  Overall structures of 2 effector complexes in Class I 
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相比之下，第 2 类 CRISPR-Cas 系统的效应蛋

白只由一个含有多结构域的单亚基蛋白构成，这也

使得第 2 类 CRISPR-Cas 系统更加便于改造成为新

一代基因编辑工具。其中研究最为透彻的效应蛋白

为 Cas9，一种 crRNA 指导的核酸内切酶，含有

RuvC 和 HNH 这 2 个不相关的结构域，可以分别

对 NTS 和 TS 进行剪切[22]。V 类的效应蛋白，以

Cas12a，即 Cpf1 为代表，包含有 2 个类 RuvC 核

酸酶结构域，没有 HNH 结构域，Cpf1 的一个核酸

酶结构域因特殊的折叠方式而有着与 Cas9 中

HNH 结构域相类似的功能[23]。二者整体结构比较

如图 9 所示(SpCas9，PDB：4UN3；LbCpf1，PDB：

5XUU)。二者之间另外关键的不同点是，Cpf1 发

挥活性功能并不需要 tracrRNA[24]，其剪切模式和

PAM 也与 Cas9 各异。 

CasX (Cas12e)虽然也是 V 类的一种效应蛋

白，但是在结构组成与结构域折叠方式上与 Cpf1、

Cas12b 有着许多差异，如图 9 所示。CasX 与 Cas12a、

Cas12b 相应结构域比较，在几个主要结构域 RuvC、

OBD (Oligonucleotide-Binding Domain)、Helical-I、

Helical-II 、 TSL (Target-Strand Loading) 、 NTSB 

(Non-Target-Strand Binding)和 BH (Bridge Helix)，

只有在 RuvC 和结合 RNA 的 OBD 两个结构域的相

似性比较高，而其他结构域虽然发挥着相似的功

能，却有很大的结构及组成上的差异；CasX 另外

2 个重要的结构域是 NTSB 和 TSL，NTSB 与 NTS

结合并帮助双链 DNA 解旋，缺失 NTSB 之后，未

解旋的 DNA 就无法被剪切，TSL 结构域会和将要

被剪切的那条链结合，帮助其结合到 RuvC 的作用

位点[19]。 

 
 

图 9  4 种第 2 类 Cas 蛋白的整体结构比较 
Figure 9  Comparison of overall structures of 4 Cas proteins in Class II 
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除了效应蛋白外，CRISPR-Cas 系统发挥作用

的前 2 个步骤同样需要有结构信息才能精准解读。

如在第一步中通常由 Cas1 和 Cas2 发挥作用，捕获

入侵的 DNA 序列，并将其插入细菌 CRISPR 基因

阵列中，成为新的间隔序列。2015 年，Wang 等发

现 Cas1-Cas2 复合物度量外源 DNA 长度的机制，

并通过复合物结构等信息阐明了 CRISPR-Cas 系统

对 PAM 序列特异性识别的方式，最终捕获间隔序

列这一步在 Cas1-Cas2 的作用下以一种“剪切-粘

贴”的方式完成[25]。 

2.6  关键作用位点的验证 

结构模型对于研究核酸酶等蛋白质带来了无

可替代的视角，但是获得结构模型只是解决生物学

问题的其中一个步骤。CRISPR-Cas 系统在发挥功

能的过程中涉及有复杂的相互作用，包括蛋白-蛋

白相互作用、蛋白-核酸相互作用等。通过处于特

定生化状态的结构模型可以直接分析观察到共价

相互作用、氢键、离子键、芳香环堆积等情况。通

过这些相互作用，研究人员可以推断出复合物各个

单体结合的方式、dsDNA 解旋的方式、蛋白质发挥

催化酶活性的方式等重要生化问题的答案；但是这

些相互作用仅是在体外重组蛋白的某个特定状态

中所出现的情况，若要证实这些互作发生的真实性

和重要性还需要其他手段进行一系列的验证实验。 

首先，可以将关键位点附近氨基酸残基进行无

义突变，或者将特殊结构域敲除以设计截断体，之

后进行胞内或胞外对目标 DNA 的剪切活性验证。

在 CasX 的结构模型中，NTSB 结构域直接与 DNA

非模板链相互作用，据推测应该与 dsDNA 的解旋

有关。为了验证这一设想而进行的一系列截断体实

验 发 现 缺 少 NTSB 结 构 域 的 CasX， 即 CasX 

(Δ101-191)，不再能够剪切 dsDNA，但是依旧保留

有 ssDNA 剪切活性，并且对 ssDNA 的剪切活性稍

强于野生型 CasX，这一系列结果表明 NTSB 结构

域发挥着起始并稳定 DNA 双链解旋状态的作用，

从而验证了通过结构模型所得出的猜想[19]。使用

相同的方法，Liu 等在对 LshCas13a-crRNA 结构分

析的基础上，验证了 Helical-1 结构域上保守的

Arg438 和非保守的 Lys441 对于加工 pre-crRNA 的

关键作用[26]。  

此外，分子动力学模拟在结构功能的验证方面

同样有着重要作用。例如 Estarellas 等利用分子动力

学模拟的方法研究在第 2 步中发挥选择性结合并加

工 pre-crRNA 的 Cas6f 与 RNA 的复合物结构，验证

了 Ser148 和 His29 的核心催化功能与机理[27-28]。分

子动力学模拟还可以通过计算动态过程中关键位

点附近离子相互作用的距离分布情况，验证此处离

子相互作用的稳定性[29]。 

2.7  提出作用机制模型 

CRISPR-Cas 系统发挥作用的 3 个主要步骤

为：捕获间隔序列；合成 crRNA；干扰外源目标

序列。然而具体到每一种 CRISPR-Cas 系统，上

述 3 个步骤中的细节部分都会有所不同，尤其是

在完成干扰外源目标序列过程中效应蛋白的结

构特点。在分类中，就主要根据效应蛋白的组成

而将 CRISPR-Cas 系统分为两大类。研究较为深

入的 CRISPR-Cas 系统，在实验数据的积累和蛋

白结构的基础上，多数已经在确定基本属性和特

殊 性 质 之 后 ， 有 了 相 应 的 作 用 机 制 模 型 ， 如

CRISPR-Cas13a 等[26,30]。 

CasX 需要剪切目标 DNA 的 2 条链，但是却

只有一个 RuvC 结构域，因此最可能的情况就是在

剪切一条链之后会发生构象变化，使得第 2 条链可

以被剪切[19]。蛋白质构象是动态变化的，或因其

自身能量最小化的需求，或因与外界小分子的结

合。CasX-sgRNA-DNA 复合物的电镜结构证实

CasX 剪切目标 DNA 时的构象变化；在第 1 种构

象中 RuvC 与 NTS 结合并剪切，随后的构象转变

使得 TS 能在 TSL 结构域的帮助下结合至 RuvC 作

用位点完成剪切[19]。 

Liu 等为 CasX 发挥作用的过程提出了如下文

所描述的模型[19]：单体 CasX 与 sgRNA 结合之后，
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其结构产生了大幅度改变，同时形成了稳定的

CasX-sgRNA 复合物结构，crRNA 与目标 DNA 互

补配对，NTSB 帮助 dsDNA 解开双螺旋，形成

R-loop，并在 TSL 的帮助下，NTS 结合到 RuvC

的活性位点上，此时为 CasX-sgRNA-DNA 复合物

的第 1 种构象；CasX 在 NTS 上的剪切完成之后，

TSL 会帮助将 crRNA-TS 杂合双链弯曲，使得 TS

可 以 结 合 到 RuvC 的 活 性 位 点 上 ， 此 时 为

CasX-sgRNA-DNA 复合物的第 2 种构象；CasX 在

TS 上的剪切完成之后，弯曲状态的 crRNA-TS 杂

合双链的内部张力使得 CasX-sgRNA-DNA 复合物

易于回到第 1 种构象的状态，从而 RuvC 可以剪切

任何结合到其活性位点上的单链 DNA。 

3  结论与展望 

CRISPR-Cas 系统以其使用简单、成本低、效

率高的特点，颠覆了以往 20 年间以锌指核酸酶、

类转录激活因子效应蛋白为基础的基因编辑工具

的统治地位；但是 CRISPR-Cas 系统也存在一些

应用上的问题，比如结合到了非预期的基因组位

点并进行切割而导致的脱靶效应、PAM 识别机制

限制其作用范围、基因大小与运输载体容量之间

的矛盾等。 

针对已经广泛应用的 Cas9、Cpf1 等 CRISPR-Cas

系统，如何解决其不完美之处已引起众多科研人员

关注。sgRNA 是提高剪切效率和靶向特异性的关

键组分，因此研究人员为降低脱靶率进行了多种

sgRNA 改造，例如修改 GC 含量、sgRNA 长度、

化学修饰等，这些尝试都取得了一定成果[31]。更

为常见的改造发生在 Cas 蛋白上，例如为了降低脱

靶率而设计出来的 xCas9、Cas9-NG 和 evoCas9[31]；

为了降低运载量而设计的仅保留 SpCas9 DNA 识

别能力且与 FokI 融合的改造蛋白[32]；能够扩展作

为范围的 cCas9、KKH Cas9 等[33-34]。同时也有众

多针对脱靶效应而研究设计的体内外生化分析可

以检测并量化脱靶效应，针对 CRISPR 递送工具的

改造也同样重要[31]。 

这些在已有的结构基础上进行的改造，都需要

基于对作用机理正确且全面的理解，而生物大分子

的复杂程度即使在今天依旧限制着人们的理解精

度和改造能力。此时，寻找并研究新型 CRISPR-Cas

系 统 则 可 能 提 供 一 种 新 的 视 角 ， 一 方 面 新 型

CRISPR-Cas 系统有希望能够突破 Cas9 和 Cpf1 一

些不利属性，直接成为更加安全易用的基因编辑工

具；另一方面也是对 CRISPR-Cas 系统基础研究的

补充。例如，SpCas9 的一些直系同源物 SaCas9、

CjCas9 等都有着更小的体积，其中只由 1 053 个氨

基酸构成的 SaCas9 在保持相同水平的剪切能力和

基因编辑效率的同时[35]，比 SpCas9 (1 368 aa)少了

315 个氨基酸，更利于递送。对 SaCas9 的 PAM 识

别位点进行的改造(SaCas9-HF)，在未降低靶向效

率的同时，将其编辑范围扩大到了整个基因组[36]。

根据现有标准，一种 CRISPR-Cas 系统的效应蛋白

必须要与已有的效应蛋白高度不相关，才能被归为

一种新的类型[1]，这也说明，今后再发现的新型

CRISPR-Cas 系统将会有着极为特殊的性质，对于

理解 CRISPR-Cas 系统作用机制和应用改造都有着

重要意义。 

然而在展开这些研究之前，描述一种新型

CRISPR-Cas 系统的基本功能和结构性质很有必

要，本文即以 CasX 为例介绍了 CRISPR-Cas 系统

的几项主要基本属性，以及研究这些属性的实验方

法。当然，CRISPR-Cas 系统的基因序列特征同样

也能够提供诸如分类依据及特征、进化关系等重要

信息，文中并未详述。需要强调的是，由上述研究

流程所能得到的只是对一种 CRISPR-Cas 系统的大

致认识，是为后续开展深入研究所积累的背景信

息。一种 CRISPR-Cas 系统所具有的特殊性质往往

需要设计新颖巧妙的实验来验证，但在分子结构的

基础上进行分析，这些性质的发现也会相对容易 

一些。 
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