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摘要: CRISPR/Cas系统是细菌和古生菌中抵抗外源病毒或质粒入侵的获得性免疫系统，利用 CRISPR RNAs 

(crRNAs)引导 Cas 核酸酶沉默入侵的核酸。通过分子生物学改造使Ⅱ型 CRISPR/Cas系统成为一种高效的基因

组定点修饰技术，并且比锌指核酸酶(Zinc-finger nucleases, ZFNs)和 TALE 核酸酶(Transcription activator like 

effector nucleases, TALENs)结构更简单，更容易设计和应用。文章主要介绍了 CRISPR/Cas9系统成为高效基因

组定点修饰技术的发展历程、Ⅱ型 CRISPR/Cas的工作原理和改造过程以及在动物基因组定点修饰的应用，剖

析了该技术存在的问题和现有改进方案，并与成功案例相结合展望了 CRISPR/Cas9 系统的应用前景，以期为

动物性状改良和人类疾病动物模型的创立提供新思路。 
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CRISPR/Cas9 genome editing technique and its application in 
site-directed genome modification of animals 
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Abstract:  CRISPR/Cas system, which uses CRISPR RNAs (crRNAs) to guide Cas nuclease to silence invading 

nucleic acids, is self-defense system against exogenous virus or plasmid in bacteria and archaea. Through molecular 

modification, the typeⅡCRISPR/Cas system has become a highly efficient site-directed genome editing technique, 

which is simpler than zinc-finger nucleases (ZFNs) and transcription activator like effector nucleases (TALENs) and 

easier to be designed and applied. In this review, we summarize the evolutionary history of CRISPR/Cas9 system, the 

working principle and modification process of type Ⅱ CRISPR/Cas and its application in animal genome modifica-

tion. We also analyze the existing problems and improvement program of the CRISPR/Cas9 system as well as its ap-

plication prospect combined with successful cases, which may provide innovative perspectives on improving animal 

traits and establishing animal models of human diseases. 
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传统的动物性状改良是通过转基因技术将外源

基因插入到受体基因组中，使外源基因整合在染色

体基因组上改造基因功能，使其表达优良性状，并

稳定地传给下一代。然而转基因技术存在如下缺点：

如外源基因随机整合与效率低下，表达可控性差，

转基因动物存在生物安全风险，并且不易获得表型

良好且稳定遗传的后代。因此，动物的性状改良和

人类疾病动物模型的创制迫切需要发展动物基因组

定点修饰的精细基因编辑技术。 

基因组定点编辑技术是实现动物品种改良和构

建人类疾病动物模型的重要研究工具，与传统的转

基因技术相比，基因编辑技术不依赖于胚胎干细胞，

能够应用于更多物种，并且具有效率高、定向修饰

精确、所需时间短以及得到的突变可以稳定遗传等

优点。近几年，序列特异性的核酸酶发展迅速，并

且这些核酸酶具有基因组靶向修饰的能力。其中锌

指核酸酶[1] (Zinc-finger nucleases, ZFNs)和类转录激

活因子效应物核酸酶[2,3] (Transcription activator like 

effector nucleases, TALENs)都是由序列特异 DNA结

合结构域与 DNA 核酸内切酶 Fok Ⅰ的切割结构域

组成。这些核酸酶能够在特定的基因组位置造成

DNA双链断裂(Double strand break, DSB)，激活细胞

内固有的同源重组 (Homologous-directed repair, 

HDR)或非同源末端连接(Non-homologous end join-

ing, NHEJ)对断裂的 DNA进行修复，实现基因组的

定点修饰，并在一些物种(如小鼠[4]、斑马鱼[5]、牛[6]、

猪[7])中成功实现了基因组定点修饰。最近，在基因组

定点修饰方面有了突破性的进展，科学家发现了一

种新的基因组定点编辑技术——Clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats (CRISPR)- asso-
ciated nuclease 9 (CRISPR/Cas9)系统[8]。CRISPR/Cas9

系统是利用 RNA引导核酸酶对基因组 DNA进行定

点修饰，现已广泛地应用于小鼠[9]、斑马鱼[10~12]、

猪[13,14]、羊[15]等多个物种，暗示 CRISPR/ Cas9基因

组编辑技术能够摆脱动物无干细胞系的限制，并且

可在任何动物中实现定向、精准的基因修饰。 

1  CRISPR/Cas系统 

CRISPR 系统是原核生物中一种抵抗外源基因

侵入的获得性免疫系统 [16]，在细菌和古生菌中

CRISPR 系统整合侵入宿主的噬菌体或者质粒 DNA

的片段到 CRISPR 位点，然后通过相应的 CRISPR 

RNAs (crRNAs)引导 Cas核酸内切酶损坏外源 DNA

序列，抵抗病毒或者噬菌体的入侵[17]。 

1.1  CRISPR/Cas发展历程 

1987年，日本学者首次在大肠杆菌(E. coli)基因

组中发现一连串短的空间间隔重复序列[18]，2002年

科学家才将其命名为成簇的规律间隔短回文重复序

列(Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats, CRISPR)[19]，现有测序结果显示 40%的细菌

基因组中含有 CRISPR 位点。2005 年，科学家们发

现 CRISPR 中的许多间隔序列来源于质粒和病毒，

CRISPR的基因座能够被转录，并且 Cas基因编码的

蛋白具有核酸酶和解旋酶结构域，因此推测 CRISPR/ 

Cas 是利用无义的 RNAs 标记外源核酸序列的防御

系统[20]。2008 年，CRISPR/Cas 被证明具有免疫能

力，在 E. coli中成熟的 crRNAs引导 Cas蛋白形成复

合体，抑制病毒的增殖[21]。2012年，Jinek等[8]首次

利用Ⅱ型的 CRISPR/Cas系统实现了目的 DNA特定

位点双链断裂，为 CRISPR/Cas系统用于基因组定点

编辑奠定了基础。 

1.2  CRISPR/Cas的结构 

CRISPR是一种特殊的 DNA重复序列，由高度保

守的重复序列(Repeats)与间隔序列(Spacers)交叉排列

组成(图 1)，在 CRISPR前段有一些保守的 Cas蛋白基

因，这些 Cas基因在 CRISPR的防御体系中起着关键

作用，并在 Cas 基因附近有一段帮助 crRNAs 成熟的

转录活化 RNA(Trans-activating crRNA, tracrRNA)。 

CRISPR基因座之间都有一个重复序列隔开，转

录这些基因座形成前体 crRNA，然后通过处理加工

形成成熟的 crRNA，crRNA中的间隔序列能够引导

效应核酸酶复合体切割与间隔序列互补配对的双链

DNA。细菌固有的 RNA引导免疫系统在执行免疫过

程中包括 3 个不同的步骤：(1)获得外源 DNA；(2)合

成成熟 crRNA，并形成 RNAs-Cas 核酸酶蛋白复合

体；(3)通过 crRNA识别外源 DNA并利用 Cas核酸

酶损坏外源 DNA[22]。 
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图 1  CRISPR结构示意图(参考文献[23]并修改) 

图中墨绿色的正方形表示重复序列，彩色的菱形表示间隔序列。 

 

1.3  Ⅱ型 CRISPR/Cas 系统的工作原理和 CRISPR/ 

Cas9基因组编辑技术的形成 

在 CRISPR/Cas系统的 3种类型(Type Ⅰ、Type 

Ⅱ和 Type Ⅲ)中，Type Ⅱ系统具有简单、高效以及

功能多样化等优点，是用于基因组修饰技术最合适

的选择。Ⅱ型系统通过 crRNA的引导利用单个 Cas9

核酸酶充分切割目的 DNA的靶位点，并且能够对基

因组的任何位置进行切割。 

Ⅱ型CRISPR/Cas系统由间隔重复CRISPR基因

座转录出来的 pre-crRNA、多功能的 Cas9核酸酶和

tracrRNA组成，其中 tracrRNA促进 pre-crRNA的成

熟，以及形成具有切割活性的 crRNA-tracrRNA-Cas9

三元复合体。Ⅱ型 CRISPR/Cas系统对外源基因的干

扰需要多个步骤：首先，tracrRNA与 pre-crRNA的

重复序列结合；第二，内源 RNase Ⅲ切割 pre-crRNA/ 

tracrRNAs复合体，切除 5′末端的间隔序列，形成成

熟的 crRNA，并与 tracrRNA 形成被称为向导 RNA 

(Single guide RNA, sgRNA)的嵌合 RNA分子；第三，

每一个成熟的 sgRNA 能够引导 Cas9 蛋白定位到双

链 DNA 的靶位点上并在原型间隔毗邻序列(Proto-

spacer adjacent motif, PAM)的上游 3~8 bp位置对结

合的序列进行切割(图 2A)。Cas9的特异性靶点依赖

于原型间隔序列 3′端 PAM 序列，不同的 Cas9 突变

体在基因组中拥有不同的 PAM序列，来源于酿脓链

球菌(Streptococcus pyogenes)的 Cas9 识别一个 5′- 

NGG-3′的 PAM，而来源于嗜热链球菌(Streptococcus 

thermophilus)和脑膜炎奈瑟氏菌(Neisseria meningi-

tidis)的 Cas9 分别识别 5′-NNAGAAW-3′的 PAM

和 5′-NNNNGATT-3′的 PAM[24]。Cas9拥有两个核酸

酶结构域，分别是蛋白中间的 HNH结构域和蛋白氨

基酸末端附近的 RuvC-like结构域，其中 HNH切割

与 crRNA 互补的链，切割位点位于 PAM 序列上游

3 bp，RuvC-like切割非互补链，切割位点位于 PAM

序列上游 3~8 bp，从而造成双链的断裂[8]。CRISPR/ 

Cas9 产生的 DSB 能够激活细胞和生物体自身修复

机制，产生两种不同的修复途径 NHEJ和 HDR修复

(图 2B)。NHEJ 能够高效地引入不同长度的插入或

者缺失突变，导致转录阅读框编码序列，转录激活

相关的启动子和增强子的损坏；而 HDR的修复通常

会引入特定位点的突变或者在外源供体 DNA 模板

存在时对靶位点进行可预测的插入[25]。 

2012年 Jinek等[8]在对Ⅱ型 CRISPR/Cas系统的

基因沉默机制进行研究时发现，crRNA 的原型间隔

序列和基因组中原型间隔毗邻序列决定了 Cas9 在

基因组中的靶位点，并且只有当 crRNA和 tracrRNA

同时存在形成一种双链二级结构时 Cas9 才能对质

粒 DNA 或者短的双链 DNA 进行切割，因此 Jinek

等将 crRNA 的 3末端与 tracrRNA 的 5末端相连，

使 crRNA: tracrRNA成为单一转录的融合 RNA，此

融合 RNA具有 crRNA与 tracrRNA互补配对的发卡

结构从而模仿野生型 crRNA: tracrRNA的成对 RNA

结构引导 Cas9 对 DNA 特定位点进行切割。在融合

RNA的验证实验中发现 tracrRNA 3末端的长度将影

响 Cas9对 DNA靶位点的识别效率，tracrRNA 3末

端的长度比 crRNA:tracrRNA 配对区域长 5~12 个碱

基时 Cas9 对 DNA 靶位点的识别效率最高。通过改

变 crRNA中的原型间隔序列成功实现了 Cas9在 GFP

基因中多个位点的打靶，开启了 CRISPR/Cas9系统

进行基因组编辑的序幕。 

1.4  CRISPR/Cas9 打靶区域和 sgRNA 打靶位点的

选择 

对于 sgRNA来说，选择什么样的启动子来表达

这一段 RNAs可能会限制靶位点的选择。RNA聚合

酶Ⅲ依赖的 U6 或者 T7 启动子在对 RNA 进行转录

时分别需要在 RNA 的 5′端多一个 G 或者 GG。因

此这些 sgRNA 的表达就会形成 GN16-19NGG 或者 
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图 2  Ⅱ型 CRISPR/Cas系统的成熟与工作原理(参考文献[23]并修改) 
A：CRISPR/Cas系统的成熟，pre-crRNA在 tracrRNA的协助下 RNase Ⅲ将其加工形成成熟 crRNA，并形成 tracrRNA-crRNA-Cas9复

合体。B：Ⅱ型 CRISPR/Cas 系统的工作原理，tracrRNA-crRNA-Cas9 复合体对基因组 DNA 进行定点切割，利用 NHEJ 和 HDR 修复

机制，实现基因组定点突变。 
 

GGN15-18NGG的 gRNA，导致在随机的基因组 DNA

中每 32 bp或者 128 bp才会出现一个靶位点。为了

检测 Cas9造成靶位点的双链断裂，需要在NGG的 5′

上游 3 bp处设计一个用于限制性片段长度分析的酶

切位点。一种策略就是减少靶位点设计的限制条件，

比如放弃 RNAs 5′端的第一个或者前两个碱基(此种

方式将会使 sgRNA在这些位置与基因组出现错配)。

另外一种策略就是先设计出 sgRNAs 5′端无G或者GG

序列，然后在进行引物合成时 sgRNA 5′端加入 G或者

GG，因此转录出的 gRNA会比设计的长 1~2 bp。以

上两种方法都能合成有活性的 sgRNA，但是在基因

修饰中会使 Cas9核酸酶有不同的效率[26]。 

CRISPR/Cas9 对基因组 DNA 的特异切割需要

两个主要的因素：一个是 20 bp 的引导序列，另一

个是存在于 sgRNA 结合位点 3′末端的 PAM 序列。

sgRNA中 20 bp的序列能够和基因组的DNA靶位点

互补配对，也能够和基因组中成千上万的其他序列

进行不完美的配对(脱靶)。研究表明，Cas9 的活性

和切割特异性由靠近 PAM序列的 8~12 bp决定，并

且 PAM 末端的部分错配不会影响 Cas9 的活性，因

此必须重视 CRISPR/Cas9的脱靶效应[27]。 

针对 sgRNA的设计策略，在设计基因组靶位点

的引导序列时，研究者需要对引导序列的特异性和潜

在脱靶位点进行评估。对于靶位点的选择，研究者可

以使用一些在线设计工具，如：ZiFiT Targeter software 

(http://zifit.partners.org)[28]和麻省理工学院张锋实验

室建立的 CRISPR设计工具(http://crispr.mit.edu/)[29]。

其中张锋实验室的在线设计工具能够预测在基因组

中的潜在脱靶位点，并根据脱靶位点错配碱基数位
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置和分布进行脱靶评分(分数反映脱靶的可能性)，并

且能够给每一个设计的 gRNA 进行评分(分数高的 

表示脱靶效率低)。通过软件预测，选择脱靶位点少

并且靶序列在外显子上的靶位点。在实验中还应该

对 5 个潜在脱靶序列进行检测，评估靶序列的脱靶

效应。 

2  CRISPR/Cas9在基因组编辑中的应用 

2013 年，Cong 等[30]利用 Jinek 改造的 CRISPR 

/Cas9 系统最早在人类细胞和小鼠细胞中成功实现

了基因组的定点编辑，开启了基因组编辑的新时代。

之所以称其开启了基因组编辑的新时代，是因为

CRISPR/Cas9系统一方面同样具有 ZFNs和 TALENs

的基因编辑可遗传以及修饰多样性等优点，另一方

面还具有其独特优势：(1) CRISPR/Cas9的靶点在基

因组中拥有非常高的分布频率，在基因组中几乎每

8 bp就有一个靶点；(2) 可以同时对多个靶点进行基

因操作；(3) 实验周期短，设计简单，节约大量的时

间和经济成本。 

到目前为止，CRISPR/Cas9 被广泛地应用于多

个物种和多种细胞类型，并且获得了高效的基因修

饰结果(表 1)。 

Cong 等 [30]构建了两种类型的Ⅱ型 CRISPR/ 

Cas9系统，证明缩短的 sgRNA(Truncated gRNA, tru- 

sgRNA)能够提高 CRISPR/Cas9系统的特异性；PAM

序列 3′ 端碱基错配不会影响剪切效率；并且把多个

引导序列集合在一个 gRNA上能够引导 Cas9实现基

因组多位点的同时编辑，显示了 CRISPR/Cas9系统

操作简单、应用范围广的特点。Thomas 等[12]利用

CRISPR/Cas9 系统，在斑马鱼胚胎中通过显微注射

的方法成功实现了 Gal4 定点编辑，并且在注射

sgRNA和 Cas9 mRNA的同时加入了与目的 Gal4突

变位点同源的含有 eGFP的供体 DNA序列，成功实

现了 eGFP 的插入，效率达到了 22%。Yin 等[42]利

用 CRISPR/Cas9系统在斑马鱼眼中实现了 ascl1a基

因的条件性敲除，对斑马鱼光感受器的再生机制研

究提供了新的方向。Wang等[9]在小鼠胚胎中同时注

射体外转录的 Cas9 mRNA和多基因 sgRNAs实现了

(Tet1、Tet2、Tet3、Sry和 Uty)多基因同时定点突变。

Wu 等[43]利用 CRISPR/Cas9 对一只 Crygc 显性突变

的小鼠进行基因治疗使其获得了健康的后代，共同

注射 Cas9 mRNA 和靶向 Crygc 基因的 sgRNA 到

Crygc显性突变合子中，利用外源的寡聚核苷酸或者

内源的 WT 等位基因作为供体通过同源重组修复方

式对 Crygc 基因进行修复，获得了能够生育并且能

将修正后的 Crygc 基因传给下一代的健康小鼠，此

项成果为 CRISPR/Cas9系统用于遗传疾病的基因治

疗提供了依据。Li 等[44]利用多个 sgRNAs 共同作用

于人和老鼠中，成功实现了 DNA调控元件和基因簇

的倒位和串联，并且能够高效正确的倒位和串联几

十 bp 甚至几百 kb 的 DNA 片段；在人类细胞中 4

个 sgRNAs的共同作用实现了 Pcdh基因簇的成功倒

位和串联；在小鼠中利用成对的 sgRNAs 实现了基 

 
表 1  通过 CRISPR/Cas9基因定点编辑的细胞类型和生物体 

物种 细胞类型 靶向基因 修复途径 参考文献

人类细胞 HEK293 AAVS1、EMX1 NHEJ, HDR [30,31] 

小鼠细胞 NIH3T3 Th NHEJ, HDR [30] 

小鼠(Mus musculus) Embryos Tet1、Tet2、Tet3、Sry、Uty NHEJ, HDR [9,32] 

大鼠(Rattus norvegicus) Embryos Mc3R、Mc4R NHEJ [32,33]  

非洲蟾蜍(Xenopus tropicalis) Embryos six3 NHEJ [34] 

果蝇(Drosophila melanogaster) Embryos Yellow、white NHEJ, HDR [35,36] 

家蚕(Bombyx mori) Embryos BmBLOS2 NHEJ, HDR [37] 

线虫(Caenorhabditis elegans) Embryos Unc119、dpy13、klp12 NHEJ [38,39] 

斑马鱼(Danio rerio) Embryos fh1、tia11、gsk3b、etc、eGFP NHEJ, HDR [10~12] 

家兔(Oryctolagus cuniculus) Embryos APOE、CD36、LDLR、SCARB1、RyR2 NHEJ [40] 

猪(Sus scrofa) Embryos、Fibroblasts Vwf、TYR、PARK2、PINK1 NHEJ [13,14] 

食蟹猴(Macaca fascicularis) Embryos Ppar-γ、Rag1 NHEJ [41] 

山羊(Capra aegagrus hircus) Fibroblasts MSTN、NUP、PrP、BLG NHEJ [15] 

注：NHEJ表示非同源末端连接，HDR表示同源重组。 



 

1016 遗传 Hereditas (Beijing)  2015 第 37卷 

  

    

因组任意片段大小的删除和染色体倒位，突变效率

与两个 sgRNAs在染色体中的间隔长度有关。 

虽然 CRISPR/Cas9系统被改造为基因编辑工具

仅两年多时间，但是 CRISPR/Cas9技术用于动物品

种改良和人类疾病动物模型的创制已经有了一些可

喜的成果。例如，南京大学模式动物研究所黄行许

教授课题组首次利用 CRISPR/Cas9技术获得了内源

Ppar-γ、Rag1基因突变的灵长类动物食蟹猴(Macaca 

fascicularis)[41]；Zhou 等[14]利用 CRISPR/Cas9 技术

与体细胞核移植(Somatic cell nuclear transfer, SCNT)

的有机结合，获得了 TYR、PARK2、PINK1突变猪；

Ni等[15]获得了 MSTN、NUP、PrP与 BLG基因突变

的山羊；Sato 等 [45]获得了 α-1, 3-半乳糖苷酶(α-1, 

3-galactosyltransferase，α-GalT)双等位基因缺失的猪

胎儿成纤维细胞，为人类异种器官移植研究提供了

帮助；Chen 等 [46]利用 CRISPR/Cas9 系统对猕猴

(Macaca mulatta)的肌萎缩蛋白基因(Dystrophin gene)

进行了嵌合打靶突变，其突变效率达到了 87%，人类

临床上杜氏肌萎缩症疾病 (Duchenne muscular dy-

strophy, DMD)患者都存在肌萎缩蛋白基因突变，该

研究发现肌萎缩蛋白基因缺失的猕猴出现肌营养蛋

白明显减少以及肌肉萎缩的表型与人类早期 DMD

临床表型相似。这些成果为利用 CRISPR/Cas9系统

对动物进行基因修饰、品种培育和人类疾病动物模

型创制提供了重要的参考依据。 

Hai 等[13]和 Zhou 等[14]以猪为研究对象，应用

CRISPR/Cas9 系统建立了基因修饰的动物疾病模

型，将对人类疾病和家畜疫病的发病机理和治疗方

法的研究起到推动作用。猪是我国最重要的家畜品

种之一，同时也是生物医学研究中重要的模式动物。

小型猪在心血管、胃肠道等多项生理特征上比啮齿

类更接近人类，其器官大小与功能也与人十分接近，

而且其产仔量高易繁殖。基于此，对猪进行精细的

基因组修饰，从而建立用于研究猪的疾病或人类疾

病的模型，对于畜牧生产和生物医学研究都具有重

要价值。赖良学研究组利用 CRISPR/Cas9系统获得

TYR 敲除的猪胎儿成纤维细胞(Pig fetal fibroblasts, 

PFF)，然后通过 SCNT 得到成活的 TYR敲除猪，TYR

敲除导致猪存在典型的白化表型[14]；周琪领导的研

究团队直接向广西巴马小型猪的受精卵中注射定点

切割 vWF的 Cas9 mRNA和 sgRNA，高效地获得了

双等位基因突变的广西巴马小型猪，人类临床上Ⅰ

型和Ⅲ型血管性血友病患者都存在 vWF的突变，该

研究还发现这些 vWF敲除猪具有严重的凝血功能障

碍，与血管性血友病患者的临床表型相似[13]。最近本

研究团队还应用 CRISPR/Cas9 技术与显微注射技术

获得小眼畸形相关转录因子(Microphthalmia-associ-

ated transcription factor, MITF)双等位基因缺失的广

西巴马小型猪，其体内突变效率达到了 100%。 

2015年 CIRSPR/Cas9在致病基因筛选方面有了

新的突破。Chen 等[47]将含有 Cas9-GFP 表达质粒的

原癌细胞通过小鼠全基因组 CRISPR 敲除引导文库

处理，并将处理后的细胞皮下注射到小鼠体内，5

周后发现这些原癌细胞转移到肺部，通过分离和测

序分析肺部癌症细胞，发现 Nf2、Pten、Trim72、

Cdkn2a、Fga、Cryba4、miR-152和 miR-345等基因

与肿瘤进化和转移有关。这项研究使得利用

CIRSPR/Cas9 在体内鉴别癌症和其他复杂疾病中的

重要基因迈出了关键一步。 

3  CRISPR/Cas9基因编辑技术的发展趋势 

CRISPR/Cas9 基因编辑技术的发展趋势可分为

两个方面：(1)CRISPR/Cas9 基因编辑技术自身的完

善；(2)CRISPR/Cas9 基因编辑技术新的生物学功能

开发。 

3.1  CRISPR/Cas9系统的自我完善 

CRISPR/Cas9 系统靶位点只有 20 bp 左右，并

且在基因组中每 8 bp就存在一个靶位点，因此能够

灵活地实行基因定点编辑，可以将多个引导序列串

联在一起引导 Cas9 实现基因组多位点或多基因的

同时编辑。此外，CRISPR/Cas9 系统对不同物种和

不同基因进行编辑时其效率有较大的差异，因此

CRISPR/Cas9 系统的稳定性还有待于更全面地探索

和研究，进而提高该系统的高效性和普遍适用性。

CRISPR/Cas9 系统的特异性是由 PAM 前 20 bp 的

RNA 与 DNA 互补配对决定的，在基因组中存在很

多与这 20 bp 序列不完全匹配的位点，因此理论上

CRISPR/Cas9 系统脱靶的概率会较高。Cong 等[30]

在人类细胞中检测 CRISPR/Cas9系统的特异性，发
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现 RNA-DNA 互补配对时存在 5 个碱基错配，该系

统仍会对此位点进行非特异性切割。目前，已有科

研人员对 CRISPR/Cas9系统脱靶效应进行了相应研

究。Fu等[48]在细胞中使用 17~18 bp缩短的 sgRNA

能够降低脱靶效率，并且直接转染合成的 sgRNA比

转染质粒有更高的特异性；Jienk等[8]对 sgRNA研究

表明，延伸 sgRNA的 3′端能增加 CRISPR/Cas9系统

在目的基因位点的突变效率，降低脱靶效率。 

3.2  CRISPR/Cas9新的生物学功能开发 

目前 CRISPR/Cas9的应用主要集中在基因组修

饰，而 CRISPR/Cas9还能开发出更多的生物学功能。

由于 RNAs 粘附在 sgRNA 末端不会影响 sgRNA 绑

定 Cas9，因此将功能蛋白与无核酸酶活性的

Cas9(dCas9)融合，从而实现功能蛋白与 DNA 序列

的结合。因此，Cas9 携带一些融合蛋白或融合 RNA

到双链 DNA序列，可以调控基因的表达和染色体结

构。例如：利用调控复合体与染色体的精细交互作

用调控基因的转录，可以利用 sgRNA将 dCas9作为

假的转录因子引入到基因的关键位点，可能会影响

转录因子与染色体的结合；此外，利用 dCas9 融合

蛋白和 sgRNA将未知功能的单个因子绑定到基因组

的任何位置，将会为基因功能和细胞信号通路的研

究提供新的策略[49]。 

首先，CRISPR/Cas9 能够实现根据科研人员的

期望直接上调内源基因的转录水平。在之前研究中

科研人员利用 TALE效应将转录激活效应因子VP64

结合到基因的启动子区域能够促进转录[50]。科研人

员利用 CRISPR/Cas9在基因组中的定位功能，构建

了 dCas9-VP64融合蛋白，以及 sgRNA绑定的 MS2- 

VP64 蛋白，这两种重组蛋白需要多个 Cas9-sgRNA

活性因子的协同作用才能够明显的提高目的基因的

转录水平。Polstein 等 [51]将光诱导异二聚体蛋白

CRY2 融合到 VP64 的转录激活区域，CIBN 融合到

dCas9的 C端和 N端，并将这两种重构蛋白和靶向人

类 IL1RN启动子的 4个 sgRNA同时转染到HEK293T

细胞，发现在蓝光的刺激下细胞 IL1RN 的表达量提

高了 10~100倍。Konermann等[52]将转录因子与 dCas9

融合或 sgRNA绑定，将相应转录激活因子进行组合

筛选出 sgRNA-dCas9-VP64 与 MS2-p65-HSF1 协同

作用的组合方式，此种组合将 TINCR、HOTTIP、

PCAT、LINC00925、LINC00514和 LINC00028基因的

表达量提升 10~100倍。利用此种方法，建立了 70 290

个 sgRNAs 的文库，将 CRISPR 元件引入大量体外

培养的黑色素瘤细胞，不同细胞对应靶标不同基因

的引导 RNA，然后用 PLX-4720 处理这些细胞，最

终确定了 13 个特殊的基因可以使癌细胞对

PLX-4720产生抗药性。一般而言，只有当多个基因

同时进行复杂调控时，才能够导致疾病或严重生物

学效应的发生。因此，为了详尽地了解疾病或生物

学效应的基因调控网络，需要利用基因分库和基因

剂量进行实验，以便确定是哪些基因共同决定了某

些性状。在未来的研究中，能够对各种不同的效应

结构域进行多重靶向和多重调控的 CRISPR/Cas9系

统将会成为了解基因调控网络的万能工具。 

其次，利用 ZFN效应蛋白和 TALE效应蛋白招

募转录抑制结构域能够有效地抑制内源基因的转

录。目前，对 CRSPRi 的研究也有了新的成果。Ji

等[53]构建了 dCas9与相应 sgRNA共表达的质粒，使

大肠杆菌中 mRFP 的表达量下降了 330 倍；Gilbert

等[54]将 dCas9 与转录抑制因子 KRAB(Krüppel as-

sociated box)结合组成 dCas9–KRAB融合蛋白，并用

慢病毒转染使其在 HeLa细胞中持续表达，在转铁蛋

白受体 CD71和趋化因子受体 CXCR4的转录起始位

点设计了相应的 sgRNAs，将其转染到稳定表达

dCas9-KRAB 融合蛋白的 HeLa 细胞中，CD71 和 

CXCR4 表达量下降 60%~80%，并且干扰效率受到

sgRNA 与靶位点结合效率的影响；Choudhary 等[55]

构建了一种优化的 dCas9，其在结核分支杆菌

(Mycobacterium tuberculosis)中的表达量是普通

dCas9 的 80 倍，在 sgRNAs的靶向引导下使分支杆

菌中 engA、ftsZ、clpP2、groEL1、groES、clpC1和

yidC的表达量下降 80%，证明 CRISPRi具有多基因

同时沉默的能力。此外，CRISPR/Cas9 在转录抑制

方面的作用还可以用于真核生物抗病毒研究，通过

阻止外源入侵病毒基因的转录，将与某些病毒基因

特定的 sgRNA 和 Cas9 阻遏物的编码序列整合在生

物体中，能够获得免疫 DNA病毒的生物体。此种构

想可用于培育出免疫任何 DNA 病毒的优势农作物

或者家畜。 
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再次，Maeder等[56]将 TALE与 Tet1的羟化酶催

化域融合，使用此种 TALE-Tet1融合蛋白使 HEK293

和 HeLa 细胞中 RHOXF2(一种只在雄性生殖细胞中

表达的印迹基因)基因的去甲基化程度提高了 15%，

并且在 HEK293 和 HeLa 细胞中检测到了高水平的

RHOXF2 基因mRNA。虽然文献中还未见 CRISPR/Cas9

的染色体修饰功能，但是其在表观遗传修饰方面仍

然具有广阔的发展空间。原则上，Cas9 能够精确地

招募染色质重构复合体(Chromatin-remodeling com-

plexes)，包括 Swi-Snf、组蛋白乙酰化酶 (Histone 

acetylases)、组蛋白去乙酰化酶(Histone deacetylases)、

甲基化酶(Methylases)和去甲基化酶(Demethylases)、

激酶和磷酸化酶，以及 DNA 甲基化酶(Methylases)

和去甲基化酶(Demethylases)。如果这些构想能够成

功实现，科研人员将有能力研究生物体的表观遗传

调控，并且能延长任何基因的表达期限[49]。 

此外，CRISPR/Cas9 还可以用于调控基因组的

结构，通过构建 Cas9重组酶，引导更加精确的基因

修饰，将用于人类基因治疗或者靶向药物的研制。 

4  结  语 

综上所述，CRISPR/Cas9 基因编辑技术是一种

强大的基因工程工具，将会在基因功能解析、人类

基因治疗、靶向药物研制、人类疾病动物模型的创

制以及家畜育种中大放异彩，有望加速猪、牛、羊

等重要家畜性状改良与分子定向育种。更令人振奋

的是，CRISPR/Cas9 具有设计简单、耗时短、节约

成本、实验操作性强等优势，必将成为普通生物学

实验室的常用技术。因此，有理由相信该技术将对

生物学领域的发展起到深远影响。虽然关于

CRISPR/Cas9 系统存在的部分问题有待于进一步解

决与发展，但是随着科研人员对 CRISPR/Cas9系统

研究的不断深入使其稳定性与广泛应用性的进一步

完善，CRISPR/Cas9 系统将更好的帮助科研人员研

究基因的功能，探索基因组的奥秘。 
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