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【摘要】 成簇规律间隔短回文重复序列及其相关蛋白

基因（CRISPR/Cas）系统，作为一种新兴的基因编辑系统，根

据 Cas蛋白的数量可分为一类系统和二类系统。二类系统

中的 CRISPR/Cas9仅借助 Cas9蛋白和单链向导 RNA即可对

目标核酸进行切割，是目前应用最为广泛的 CRISPR/Cas系
统。除了基因编辑在遗传病治疗中的应用，CRISPR/Cas系
统衍生出的多种技术在疾病相关基因的筛查、基因表达调

控、病原微生物的快速检测和防治等领域也展现了巨大的应

用前景。本文就 CRISPR/Cas系统的发现历程及其衍生的几

个主要技术的应用进行总结，旨在为生命科学领域研究人员

提供参考。
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【Abstract】 Clustered regularly interspaced short pal⁃
indromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated (Cas) protein

system, as an emerging gene editing system, can be divided into
class 1 and class 2 systems according to the number of Cas pro⁃
tein. The CRISPR/Cas9 in class 2 system can cleave target
nucleic acid only with the help of Cas9 protein and
single-stranded guide RNA, which is currently the most widely
used CRISPR/Cas system. In addition to gene editing in the
treatment of genetic diseases, a variety of CRISPR/Cas system
derived technologies have vast application prospect in the fields
of disease-related gene screening, gene expression regulation,
and rapid detection, prevention, and control of pathogens. This
article summarizes the discovery process of CRISPR/Cas system
and applications of several major CRISPR/Cas derived technolo⁃
gies, aiming to provide a reference for researchers in the field of
life science.
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成 簇 规 律 间 隔 短 回 文 重 复 序 列 及 其 相 关 蛋 白 基 因

（CRISPR/Cas）系统是细菌的获得性免疫系统，通过特异性识

别并剪切噬菌体或质粒的特定序列进而清除外源性核酸的

感 染［1-2］。 CRISPR/Cas 系 统 能 够 特 异 性 识 别 并 剪 切 双 链

DNA，这一特性被开发用于细菌和细胞的基因编辑［3-4］。

CRISPR/Cas系统存在于 45%的细菌和 87%的古核生物中。

根据 Cas蛋白的数目不同，CRISPR/Cas系统目前可以分为一

类系统和二类系统两大类，而每个大类又可以分为不同的亚

型。CRISPR/Cas9系统（属于二类Ⅱ型 CRISPR/Cas系统）只

需要 1个 Cas9蛋白就可以特异性切割目的 DNA序列，是目

前在真核细胞和原核细胞的基因编辑中应用最广泛、最具代

表性的 CRISPR/Cas系统［3，5-6］。

CRISPR/Cas系统除了用于基因编辑技术，还衍生出多

种 技 术 ，如 基 因 表 达 调 控 的 CRISPR 干 扰（CRISPRi）和

CRISPR激活（CRISPRa）技术、利用 CRISPR/Cas9系统构建的

高通量文库筛选技术、快速灵敏检测技术（如 SHERLOCK技

术）等。本文就 CRISPR/Cas系统的发现历程和 CRISPR/Cas
系统衍生技术进行综述，旨在提高对 CRISPR/Cas系统及其

衍生技术的认识，为科研过程中选择合适的基因编辑方法提
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供参考。

1 CRISPR/Cas系统的发现历程

1. 1 用作基因编辑工具之前

CRISPR/Cas系统是细菌和古核生物特有的一种天然防

御系统，用于抵抗病毒或外源性质粒的侵害。1987年，日本

科学家 Ishino等［7］首次在大肠埃希菌碱性磷酸酶的编码基因

附近发现了一种特殊的 DNA回文序列，但无法确定这段序

列的功能。随后的 10余年，陆续有相关研究指出类似的重

复序列存在于多种细菌及古核生物中。直到 2002年，Jansen
等［8］才将这段序列正式命名为 CRISPR，并将邻近 CRISPR位

点的一系列基因命名为 Cas，并发现了 Cas1、Cas2、Cas3、

Cas4基因。2005年，Mojica等［1］观察到，CRISPR中的间隔序

列与宿主菌的染色体外遗传物质具有高度的同源性，并由此

提出 CRISPR 可能参与细菌免疫功能的假说，该假说在

2007年由 Horvath和 Barrangou［9］首次证实。2012年，研究者

通过体外实验证明成熟的 CRISPR RNA（crRNA）通过碱基互

补配对与反式激活 crRNA（tracrRNA）形成特殊的双链 RNA
结构，指导 Cas9蛋白引起目标 DNA双链断裂［10］。随着研究

的深入，CRISPR的功能逐渐被揭示。

1. 2 开发为基因编辑工具之后

2013年初，研究者首次利用 CRISPR/Cas9系统实现对人

293T细胞 EMX1和 PVALB基因以及小鼠 Neuro2a细胞 Th基

因的定点突变［11-12］。同年，Mali等［13］利用 CRISPR/Cas9系统

在人 293T细胞和 K652细胞基因的靶位点形成双链或单链

的切口，从而激活细胞的 DNA修复机制，高效介导外源基因

定点插入靶位点。作为一种全新的基因组定点改造技术，

CRISPR/Cas9比锌指核酸酶和转录激活因子样效应物核酸

酶能实现更精确、更广泛的基因编辑修饰。该技术开发后，

迅 速 成 为 生 命 科 学 技 术 研 究 领 域 的 新 热 点 。 2015—
2017年，研究者相继报道了一种不同于 Cas9的新型二类

CRISPR效应因子 Cpf1（现被称为 CRISPR/Cas12a）和来自纤

毛 菌 属 靶 向 RNA 的 CRISPR 效 应 因 子 C2c2（现 被 称 为

Cas13a）［14-16］。在此基础上，研究者开发了 SHERLOCK技术，

用于检测寨卡病毒和登革热病毒的特定菌株等［17］。四川大

学华西医院的卢铀团队率先运用 CRISPR/Cas技术进行全球

首例抗非小细胞肺癌人类临床试验［18］。 2018—2019年，

CRISPR/Cas技术更是在多方面取得进展，Liu等［19］研究发现

的新型基因编辑工具 CasX在原生细菌之外也能发挥作用，

抗 CRISPR蛋白能抑制 CRISPR/Cas系统的功能［20］，转座子编

码的 CRISPR/Cas系统能介导 RNA引导的 DNA整合［21］，且外

源 DNA的原间隔邻近基序（protosapcer adjacent motif，PAM）
与 Cas9之间存在多种相互作用机制等［22］。

2 CRISPR/Cas系统在基因编辑中的应用

基因编辑技术是对某一核苷酸序列中的特定基因位点

进行人为改变，插入、删除、替换或修饰基因组中的特定目的

基因使其表达性状改变的一种新兴分子生物技术。自

2013年开发第 3代人工核酸内切酶（CRISPR/Cas9）技术以

来，该技术迅速在基因功能研究、疾病诊疗、作物品种改良、

动物模型构建等领域得到广泛应用并转向各类临床试验［11］。

科学家还根据 Cas蛋白的多样性发现了各种不同的系统，如

CRISPR/Cas12a系统［14］、CRISPR/Cas12b系统［23］、CRISPR/Cas13系
统［16，24-25］、CRISPR-dCas系统［26］、CRISPR/Cas14系统［27］等，这

些系统也相继被改造并用于 DNA或者 RNA编辑，扩大了基

因编辑的范围。但目前仍以 CRISPR/Cas9技术应用最为广

泛且具代表性。

2. 1 CRISPR/Cas9基因编辑作用原理与局限

CRISPR/Cas9系统作用原理即 crRNA通过碱基配对与

tracrRNA结合形成 crRNA-tracrRNA复合物。为简化操作，

研究者通过人工融合 crRNA和 tracrRNA，将其改造成具有单

一引导作用的可识别约 20个碱基靶序列片段的小向导 RNA
（small guide RNA，sgRNA）。 sgRNA可与靶 DNA结合，引导

Cas9蛋白靶向基因组 DNA，利用 Cas9蛋白的 2个核酸内切

酶结构域进行双向剪切，形成 DNA双链切口（double-strand
DNA break，DSB），并 通 过 激 活 非 同 源 末 端 连 接 修 复

（non-homologous end-joining repair，NHEJR）或同源重组修复

（homology-directed repair，HDR）途径进行基因修饰，从而实

现靶基因的插入、缺失、修复或替换［11］。研究表明，仅改变

sgRNA序列就可使 CRISPR/Cas9对不同靶基因序列进行定

向剪切；sgRNA表达水平与基因编辑效率密切相关，通过设

计合适的 sgRNA靶点，可提高 CRISPR/Cas9的基因编辑效

率［28］。Jinek［29］课题组还观察到 sgRNA的表达对 Cas9的活性

至关重要且 sgRNA的 3'端的适当延伸能够显著增加 Cas9系
统的活性。此外，在基因切割过程中，Cas9核酸内切酶对靶

位点的识别依赖靶序列 3'端的 PAM，不同的 Cas9核酸内切

酶对应的 PAM序列亦不同。

在 CRISPR/Cas9基因编辑过程中，外源 DNA的间隔区序

列与目标基因序列进行碱基互补配对时允许个别碱基的错

配，这一特点导致基因组中与目标 DNA序列只有较少碱基

差别的非目标 DNA也会被误切，基因编辑中这种现象被称

为 脱 靶 效 应［30］。 脱 靶 现 象 的 存 在 很 大 程 度 上 阻 碍 了

CRISPR/Cas9系统的应用。已知导致脱靶效应的因素主要

有 sgRNA和 PAM对目标基因的识别准确率降低，sgRNA的

结构与长度以及其他干扰因素等，其中 sgRNA与靶序列的错

配是产生脱靶效应的主要原因。因此，目前减少脱靶效应的

主要方法是优化和改进 sgRNA，改造 Cas9蛋白以及应用

Cas9蛋白类似物，优化脱靶检测技术等。

2. 2 CRISPR/Cas9系统在动物中的应用

2. 2. 1 动物基因功能研究 精准的基因靶向修饰不仅可

以清楚地了解目的基因的功能，更有利于深入了解疾病的发

生机制并制订相应的治疗方案。CRISPR/Cas9作为一种基

因定点编辑技术，在基因组解析上是阐明基因功能的重要工

具。CRISPR/Cas9技术敲除基因高效，可在多种细胞及生物

体的特定位点进行精确切割和修饰，可通过不同的修复途

径，包括 NHEJ或 HDR，实现基因敲入或基因突变，现已被成
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功应用于斑马鱼、小鼠、大鼠、猪、食蟹猴等动物的基因敲除

或敲入动物模型构建［31］，为研究动物基因功能相关机制提供

了有力支持。

2. 2. 2 动物细胞系的建立 随着 CRISPR/Cas技术的迅

速发展，其在动物细胞系的建立方面也起到了重要作用。Li
等［32］成功培育出酪氨酸酶基因敲除猪和帕金森病模型猪，首

次利用 CRISPR/Cas9技术与体细胞克隆相结合方式，实现大

型家禽双基因的等位敲除，对人类遗传性疾病的研究具有重

要意义。此外，CRISPR/Cas9技术为构建稳定高产的重组细

胞提供了可能性，利用该技术可以进行高效的基因敲除，甚

至多个基因的同时敲除，提高同源重组效率［33］。在疾病治疗

方面，CRISPR/Cas9对干细胞的基因修饰技术成为构建疾病

模型、筛选药物靶点、制备治疗型干细胞的关键技术［34］。

2. 2. 3 动物模型构建 传统的生物模型建立依赖于胚胎

干细胞，CRISPR/Cas技术可摆脱这一局限，以简易的操作为

动物模型的构建提供了高效的方法。目前，用于人类疾病研

究的基因编辑动物模型主要为小鼠、大鼠等啮齿类动物和以

猪为代表的大型动物，非人灵长类动物在近几年也有被报道

作为理想的动物模型用来研究认知和脑疾病等。2014年，

研究者首次通过尾静脉注射 CRISPR系统以及同源臂模板序

列到小鼠肝脏，破坏了 p53和 pten 2个抑癌基因，实现了重要

癌基因的点突变，由此构建了小鼠肝脏肿瘤模型［35］。Long
等［36］通过 CRISPR/Cas9技术将 Duchenne型肌营养不良症的

小鼠中 dmd基因突变，有效缓解了小鼠的肌肉萎缩。Li等［37］

利用 CRISPR/Cas9技术成功构建大鼠多基因同步敲除模型。

2015 年 ，Wang 等［38］应 用 CRISPR/Cas9 技 术 成 功 获 得 了

parkin、dj-1、pink1 3个基因敲除猪，构建了帕金森病动物模

型。2019年，中科院神经科学研究所通过 CRISPR/Cas9 技

术构建了睡眠紊乱与精神相关异常的生物节律核心基因

BMAL1敲除的猕猴［39］，随后通过体细胞核移植技术构建了

一批遗传背景一致的生物节律紊乱猕猴模型［40］，为研究昼夜

节律紊乱和精神紊乱相关疾病奠定了坚实的基础。

2. 3 CRISPR/Cas9系统在植物中的应用

近年来，CRISPR/Cas9系统因其定点修饰、高效定向等

优势，被应用于多种植物的基因组编辑，如拟南芥、烟草、水

稻、大豆、番茄、马铃薯等。研究者利用 CRISPR/Cas9系统可

对全基因组任何基因进行编辑，以获得产量、品质更高，抗性

更强的优良品种［41］。目前该系统在植物基因组编辑中的应

用主要包括基因功能研究和作物遗传改良。

2. 3. 1 植物基因功能研究 CRISPR/Cas9基因编辑技术

能快速、有针对性地敲除目的基因，获得突变体，进一步研究

基因的功能。 Feng等［42］利用 CRISPR/Cas9系统对拟南芥

7个基因的 12个不同靶点进行基因编辑，观察到其产生的突

变类型主要为 1个碱基对的插入突变和短的缺失突变，其中

T1~T3代转基因植株突变率分别为 71.2%、58.3%、79.4%，从

而确定了 CRISPR/Cas9诱导的基因突变在拟南芥中可以稳

定遗传，为后续植物基因功能研究奠定了基础。

2. 3. 2 农作物遗传改良 农作物在传统育种过程中存在

着各种各样的问题，如品质、产量以及抗病虫害防御机制等

受到限制，CRISPR/Cas技术引导的分子育种在农业领域掀

起了新的革命。与传统的转基因技术、RNA干扰等基因编

辑手段相比，CRISPR/Cas系统通过传代可以分离得到没有

转基因片段的植物材料，并可同时编辑多个目标基因，而不

改变作物原本的优良性状。如玉米的 ZmIPK基因改造后植

酸合成更合理［43］；水稻 OsERF922基因改造后，稻瘟病抗性增

强［44］；野生番茄 SP、O、FW2.2、CycB基因改造后，果实数量及

品质提高等［45］。相信在不久的将来，CRISPR技术在农业分

子育种中会有更广阔的应用。

2. 4 CRISPR/Cas9系统的临床应用

从 遗 传 学 的 研 究 到 直 接 发 现 致 病 基 因 再 到 运 用

CRISPR/Cas9基因敲除技术治疗遗传性疾病，CRISPR/Cas9系
统有望在医疗领域推动多项疾病治疗的研究进展。

2. 4. 1 基因治疗 在基因功能研究的基础上，科研工作

者们利用 CRISPR/Cas9特异性切割核苷酸序列，使靶基因产

生定点突变的性质，展开了对人类遗传性疾病的治疗研究。

传统的基因治疗手段是利用慢病毒或腺相关病毒载体等将

正常基因导入细胞，但致病基因依然存在，而 CRISPR/Cas9技
术介导的基因治疗可以对基因组进行精确编辑，将正常的基

因片段引入细胞中替代有缺陷的基因，从而达到从根本上治

愈疾病的目的。慢性髓系白血病（chronic myeloid leukemia，
CML）的发生常与体内抑癌基因 ASXL1的突变有关，并且影

响患者的预后。Valletta等［46］利用 CRISPR/Cas9技术靶向修

复 KBM5细胞中 ASXL1的无效突变，显著降低了 KBM5细胞

的增殖速率，增强了细胞的分化，延长了 CML小鼠生存时

间。Liang等［47］将改良的 CRISPR/Cas9技术应用于单碱基基

因编辑，修复了 β-珠蛋白生成障碍性贫血患者 hbb-28A到 G

的单碱基突变。

2. 4. 2 肿瘤免疫疗法 肿瘤的治疗在医学上一直备受关

注，近年来 CRISPR/Cas技术已经被广泛应用于肿瘤治疗领

域。肿瘤免疫治疗是指通过增强特异性免疫细胞对肿瘤的

防御能力，并阻遏其他调节性免疫细胞对肿瘤的保护作用，

从免疫防御的角度来控制肿瘤细胞的生长及扩散［48］。目前

肿瘤细胞免疫治疗的方法主要包括：特异性 T细胞受体修饰

的 T细胞治疗和嵌合抗原受体修饰的 T细胞治疗（chimeric
antigen receptor T cell immunotherapy，CAR-T），其中 CAR-T
治疗白血病和淋巴瘤的效果显著，是一种具有特异性的过继

性免疫效应细胞治疗方法；与传统肿瘤治疗方法相比，

CAR-T靶向精确，在杀伤肿瘤组织的同时对正常组织的损害

更小，且杀伤效果更持久［49］。 2017 年，Eyquem 等［50］利用

CRISPR/Cas9技术构建了新一代 CAR-T，避免了 CAR基因的

随机插入，进一步提高了 CAR-T在肿瘤免疫治疗方面的效

率和安全性。但 CAR-T应用于实体瘤，如黑色素瘤等存在

许多障碍，不同于血液系统对肿瘤无屏障作用，黑色素瘤是

一种实体肿瘤，其自身微环境形成的物理屏障对 CAR-T是

一种阻碍，这导致 CAR-T的抗肿瘤活性受到抑制［51］。虽然

目前已有相关策略来规避此影响，如利用免疫抑制细胞因子
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增强 T细胞在肿瘤微环境中的存活能力、分泌细胞因子的能

力及肿瘤杀伤能力［52］，但肿瘤免疫疗法运用于实体瘤的治疗

仍需克服诸多困难。

2. 5 CRISPR/Cas9基因编辑的科学性与伦理

CRISPR/Cas9基因编辑技术推动了基础疾病发生机制

的理论研究、疾病模型构建、临床治疗，为遗传病患者带来福

音；但由于 CRISPR/Cas基因编辑技术可能对人类基因库产

生不可逆的影响，其潜在的伦理问题不容忽视。2015年，中

山大学黄军教授在《Protein and Cell》杂志上发表了首篇关于

修改人类胚胎基因的论文［53］，旨在运用 CRISPR/Cas技术修

改可能导致严重 β-珠蛋白生成障碍性贫血患者的基因，一

时引起国内外广泛关注与伦理争议。2015年 12月，各国在

首届人类基因组编辑国际峰会达成共识：在当前技术水平

下，应禁止对人类相关生殖细胞系的基因修饰和编辑，但是

鼓励基因编辑技术的基础研究及体细胞基因编辑的临床应

用。 2018年，在第二届人类基因组编辑国际峰会召开前

1天，贺建奎团队宣布，1对名为露露和娜娜的免疫艾滋病的

基因编辑婴儿在中国健康诞生。随即引起国内外轩然大波，

不久露露和娜娜中有 1人被证实存在脱靶效应，贺建奎事件

遭到了各界人士的强烈谴责。在技术安全性未得到保证，伦

理道德尚未得到接受的前提下，贺建奎事件无疑在基因编辑

学界产生了严重的不良影响，为人类胚胎基因编辑敲响了警

钟。总之，人类基因编辑技术要建立在健全的法律法规制

度、伦理规范、监督管理体系的前提下，才能良性发展，为人

类带来福祉，切不可触碰道德红线。

3 CRISPR/Cas衍生技术

3. 1 基因表达调控

CRISPR/Cas9系统除了用于基因编辑［54］，还可以用于基

因 表 达 调 控 ，如 CRISPRa 和 CRISPRi［55-56］，Cas9 剪 切 双 链

DNA依赖 2个核酸酶结构域——HNH结构域和 RuvC结构

域。Qi等［26］等突变了 HNH结构域和 RuvC结构域中各一个

氨基酸位点（D10A和 H841A），使得突变后的 Cas9失去了剪

切 DNA的能力，即催化失活的 Cas9（dCas9）。dCas9虽然失

去了剪切 DNA的能力，但是仍能够在 sgRNA的引导下结合

到靶序列。dCas9-sgRNA-DNA能够阻断 RNA聚合酶与启动

子的结合、延伸等过程，进而阻断转录过程，达到沉默基因表

达的功能，即 CRISPRi［26］。当 dCas9偶联一些转录因子时，这

些转录因子在 sgRNA的引导下结合到增强子区域，则可以显

著激活基因的表达，即 CRISPRa［57-58］。如果此时 dCas9偶联

的是转录阻碍蛋白，同样可以达到抑制基因表达的作用，即

CRISPR抑制。

CRISPRi系统靶向序列可以选择启动子区域：起始密码

ATG区域或 ATG下游区域［26，59］。CRISPRi靶向启动子区域

可以阻止 RNA聚合酶与启动子的结合，CRISPRi靶向 ATG
区域或 ATG下游区域则可以抑制 RNA聚合酶的延伸过程，

上述 2种情况均可达到抑制 DNA转录的目的。研究表明，选

择 ATG下游区域时尽量选择靠近 ATG近端，因为该处抑制

基因表达效率明显高于靶向 ATG远端［26］。在选择靶向序列

时，需要遵循 3个原则：该序列在基因组中是特异存在的、序

列 5’端含有 CCN序列、尽量选择 ATG区域或靠近 ATG区域。

Maeder等［60］将转录因子的转录激活结构域 VP64融合表

达在 dCas9蛋白上，在 sgRNA的引导下，VP64-dCas9可以结

合在人的 vfgfa基因启动区域，激活 vfgfa的表达。Matharu
等［61］将 VP64-dCas9分别结合到 Sim1基因的启动子和增强子

区域，以激活 sim1基因的表达，由于 sim1基因的表达具有组

织特异性，CRISPRa同样具有组织特异性。

3. 2 CRISPR/Cas9文库筛选技术

文库筛选技术是快速寻找调控特定表型的重要或关键

基因的重要方法，可利用该技术进行功能基因的高通量筛

选。CRISPR/Cas9文库也被广泛用于功能基因筛选、必需基

因筛选、药物靶点和耐药靶点筛选、病毒受体或作用靶点筛

选等［62-64］。CRISPR/Cas9文库筛选技术的优势为实验过程简

捷、设计灵活、操作简便等。Zhou等［65］开发了一种慢病毒敲

除文库，通过功能筛选联合高通量测序分析的基因识别方

法，成功找到细胞内介导炭疽和白喉毒素侵染的必需宿主基

因。Shalem等［5］在人体细胞内建立 CRISPR/Cas9敲除文库，

该文库使用 64 751条 sgRNA靶向人细胞中的 18 080个基因，

鉴定了癌症和多能干细胞中细胞生存所必需的基因，并使用

黑色素瘤模型筛选了与维莫非尼耐药性有关的基因。

3. 3 用于病毒和病原菌及小分子的快速精准检测

CRISPR/Cas系统还可被用于快速精准检测领域，如

DNA 病 毒 、RNA 病 毒 、病 原 菌 和 部 分 小 分 子 的 检 测 。

2018年，Chen等［66］观察到 Cas12a不仅能剪切其结合的靶标

DNA，也能剪切其他的非靶标单链 DNA，这种切割活性依赖

Cas12a的激活。于是他们将单链 DNA两端分别用荧光基团

和淬灭基团标记，当检测样本中含有靶标 DNA时，Cas12a会
在 sgRNA的引导下被激活，切割靶标 DNA的同时也能切割

被标记的单链 DNA，达到检测目的。该团队成功用 Cas12a
检测人乳头瘤病毒，检测灵敏度达到 92%［66］。 Cas13a与
Cas12a具有类似的酶活性，只是 Cas13a结合的靶标分子是

单链 RNA，因此 Cas13a也被用于 RNA病毒和分子的快速检

测。2017年，研究者将 CRISPR/Cas13a系统联合等温扩增技

术用于 RNA病毒的快速检测［17］。Shen等［67］开发了一种变构

探针催化联合 CRISPR/Cas13a检测技术，用于牛奶中沙门菌

的高敏检测，灵敏度达到 10 CFU/mL。
3. 4 CRISPR/Cas系统在抗耐药菌中的应用

CRISPR还被用于特异性的清除含有某一毒力基因或耐

药基因的细菌，进而达到针对性清除病原菌的目的，即所谓

的 CRISPR抗生素［68-69］。CRISPR最大的优点为能够高效、特

异地清除 DNA序列。由于细菌不像真核细胞，没有较强的

NHEJ功能，不能迅速有效地修复被切断的 DNA，这一特点

使得利用 CRISPR 系统作为抗生素使用成为可能。利用

CRISPR系统及人工改造的 sgRNA特异性识别与切割耐药细

菌的特有靶向序列（耐药基因、毒力基因、必需基因等），从而

使耐药细菌对抗生素的敏感性得以恢复甚至致其死亡。目
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前 CRISPR系统作为抗生素的研究已在大肠埃希菌和金黄色

葡萄球菌中进行。

CRISPR 系统不仅能特异性地杀死特定基因型的细

菌［70］，还能特异性清除某些含有毒力基因或耐药基因的病原

菌［71-72］，使耐药细菌重新变成敏感细菌。虽然 CRISPR抗生

素在抗菌应用领域展现了良好的应用前景，但仍面临很多阻

碍：（1）缺乏一个高效的运载工具。目前多使用质粒或噬菌

体传递 CRISPR系统，但是由于质粒的转化条件要求高、结合

效率低，噬菌体的宿主谱狭窄等使得 CRISPR系统目前尚没

有一个很好的运载工具。（2）抗 CRISPR系统蛋白的存在。细

菌在进化过程中可以通过 CRISPR系统对抗噬菌体的感染，

同样，噬菌体也编码了一些抗 CRISPR系统蛋白，这些蛋白虽

然分子量比较小，但是广泛存在于很多噬菌体中［73-75］。为突

破这些阻碍，科学家正尝试利用基因改造噬菌体、寻找广谱

结合质粒等方式寻找合适的 CRISPR系统运载工具。

4 总结与展望

CRISPR/Cas系统的发现经历了一个漫长的过程，自

2012年被开发为基因编辑工具以来，CRISPR/Cas系统因成

本低、操作简便、靶向精确等优势在近几年得到迅速发展与

应用，尤其是二类Ⅱ型 CRISPR/Cas9基因组编辑技术已被成

功应用于多种动植物中，利用人工核酸酶以精准和可预测的

方式来快速改造和修饰基因组，加速了动植物基因功能研

究、作物育种、疾病诊疗的研究进程。理论上，CRISPR/Cas9系
统在可设计的 sgRNA的指导下定向切割基因组 DNA双链，

产生 DSB并激活 NHEJ或 HDR修复途径进行基因修饰，从而

实现基因组靶标基因的定点改造，但是在实践操作中仍然有

许多问题亟待解决，如需要减少脱靶效应，提高基因编辑效

率和递送效率，降低免疫原性等。

如前所述，sgRNA和 PAM是 CRISPR/Cas9系统发挥作用

的 2个重要条件。在基因编辑过程中，Cas9先识别 PAM序

列，待 sgRNA与靶序列特异性结合时，Cas9才能完成对目的

基因的切割。sgRNA本身具有一定容错能力，其与靶序列的

错配是产生脱靶现象最主要的原因；Cas9对 PAM序列的识

别错误也会导致脱靶效应。其他一些因素如递送载体包装

问题，蛋白切割效率问题则会影响基因编辑效率等。针对这

些问题，科研工作者虽已寻找出多种解决策略，比如 sgRNA
的优化与改造，CRISPR/Cas基因编辑工具的开发与优化，研

究更精确的脱靶效应检测方法，尝试新的递送方法等，但是

仍然有诸多难题需要克服。

CRISPR/Cas技术是把双刃剑，在带动科技进步的同时

也不可避免会引发一系列道德伦理问题。世界各国仍需完

善相关法律法规，在运用 CRISPR/Cas技术的道路上应严守

道德底线。因此，结合以上对 CRISPR/Cas系统的发展历程，

CRISPR/Cas技术的原理与应用以及相关衍生技术、存在的

问题等分析，应认识到 CRISPR/Cas作为一种新兴基因编辑

工具极具潜力，随着研究的深入与技术革新，CRISPR/Cas将
会在更广阔的领域展现其新的活力，但应使 CRISPR/Cas技

术良性发展，以为人类健康带来福祉。
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