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基因编辑技术的原理及其在癌症研究中的应用

谢一方，王永明（复旦大学 生命科学学院，上海 200438）

[摘 要] 基因编辑技术能够对基因组序列进行准确、稳定的遗传改造,给生命科学和临床治疗带来革命性的变革。CRISPR/

Cas9技术是基因编辑领域一个突破性进展，它操作简单、编辑效率高，极大地扩展了科学家对基因的操控能力。本文中，笔者将

介绍基因编辑技术的分类、CRISPR/Cas9技术的应用（基因敲除、基因敲入、CRISPR/Cas9导入细胞的方法、提高CRISPR/Cas9特

异性和调控CRISPR/Cas9系统）、CRISPR/cas9系统的其他应用（碱基转换、表观遗传调控、内源基因的转录调控及全基因组范围

内的遗传筛选）及CRISPR/Cas9系统在癌症研究中的应用（建立癌症的小鼠模型、建立染色体重排的癌症模型、高通量筛查与肿

瘤细胞转移相关的基因和癌症治疗），着重介绍其在癌症领域的应用和发展状况，使读者对该技术有一个总体的把握。
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Principles and applications of genome-editing technologies in cancer research

XIE Yifang, WANG Yongming (College of Life Science, Fudan University, Shanghai 200438, China)

[Abstract] Genome-editing technologies that enable precise and stable modification of the genome are sparking a

revolution in life science research and disease management. The discovery of the CRISPR/Cas9 technology repre-

sents a huge breakthrough in the field of genome editing due to its easy operation and high efficiency, empowering

scientists to manipulate genome editing to a broader extension. In this review, the classification of genome-editing

technologies, the potential applications of the CRISPR/Cas9 system (including gene knockout, knock-in, methods of

delivering CRISPR/Cas9 into cells, enhancing specificity of the CRISPR/Cas9, and accurate regulation of the CRIS-

PR/Cas9) as well as broader applications of the CRISPR/Cas9 system (including base replacement, epigenetic regu-

lation, regulation of endogenous gene expression, and genome-wide genetic screening) will be elaborated, respec-

tively. Moreover, CRISPR/Cas9 in the field of cancer research, including generation of mouse models of cancer, gen-

eration of cancer models of chromosome rearrangement, high-throughput screening of genes associated with tumor

metastasis, as well as treatment of cancer will also be illustrated, providing readers with a general understanding of

the CRISPR/Cas9 technology.
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王永明 复旦大学生命科学学院研究

员，博士生导师，国家青年千人入选者，

主要从事基因编辑技术研发和心肌再

生研究。2005-2010年在德国马克斯-

德尔布吕克分子医学中心（MDC）做博

士生研究，并获得柏林自由大学博士学

位；2010-2013年在斯坦福大学医学院

从事博士后研究。2012年率先将基因

编辑技术引入心血管领域，实现对心肌细胞的分子影像学分

析，2014年通过基因编辑技术率先制作出长QT综合征的干细

胞模型。回国后，利用附着体载体表达Cas9和gRNA，开发出

高效的附着体CRISPR技术。近 5年以第一或通信作者身份

在 Nucleic Acids Res, J Am Coll Cardiol, Sci Rep 和 PLoS Ge-

netics等杂志上发表多篇论文。

利用细胞系或者模式生物研究基因功能时，经

常需要在基因上引入突变。真核生物基因组含有数

十亿个碱基对，在基因编辑技术出现之前，定点改变
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某个位置的碱基序列无疑是一个巨大的挑战。美国

遗传学家Capecchi等[1]通过基因打靶技术首次实现

了对基因组的定点修饰，他们将精心设计的外源基

因载体导入到小鼠胚胎干细胞中，通过同源重组定

点整合到基因组中。这种方法只适用于小鼠的胚胎

干细胞，在其他类型的细胞中重组频率非常低[2]。

Rouet等[3]发现，在要修饰的DNA位点产生一个DNA双

链断裂（double-strand break，DSB）可以提高同源

重组效率。至此，科学家开始研究在基因组定点产

生DNA DSB的方法，最终发明了基因编辑（genome-

editing）技术。基因编辑技术是一种通过程序化的

人工核酸酶对基因组DNA序列进行改造的遗传操作

技术，它给生命科学研究领域带来了革命性的变

化。人工核酸内切酶能够识别并切断靶DNA序列，产

生DSB，细胞主要通过两种修复途径修复DSB,分别是

非同源末端连接（non-homologous end joining,

NHEJ）和 同 源 重 组（homologous recombination,

HR）[4]。通过NHEJ修复DSB时，参与修复的蛋白经常

会在DNA末端插入或删除几个碱基(indel)，然后将

DNA连接到一起；修复后的基因由于含有突变而导致

功能丧失，称为基因敲除（knock-out）。通过HR修复

DSB时，需要在转染细胞时提供一个与靶DNA两侧同

源的供体模板（双链质粒或是单链DNA）[5-6]，供体模板

上携带想要引入的突变或者转基因，修复系统会将

供体模板的信息拷贝到DSB处；这种方法可以在基因

组中精确地引入点突变，或者插入目的基因，称为基

因敲入（knock-in）（图1）。需要强调的是NHEJ和HR

竞争修复DSB，而NHEJ的效率远远高于HR，发生HR的

细胞一般需要通过标记基因才能筛选出来，笔者曾

经通过HR和随后的筛选方法将转基因高效的整合到

了人基因组的AAVS1“安全港”位点[7-8]。本文着重介绍

规律成簇间隔短回文重复（clustered regularly in-

terspaced short palindromic repeats，CRISPR）/

Cas9技术在癌症领域的应用和发展状况，使科研工

作者更好的应用该技术。

图1 基因编辑技术原理

1 基因编辑技术的分类

基因编辑技术主要分为3类，分别是锌指核酸酶

（zinc-finger nuclease,ZFN）技术、转录激活因子

样效应物核酸酶(transcription activator-like

effector nuclease, TALEN)技术以及近几年发展

迅猛的CRISPR/Cas9技术。在本综述中，笔者对ZFN

和TALEN技术只做简单的介绍，对CRISPR/Cas9技术

做详细的介绍。

1.1 ZFN技术原理

最早出现的基因编辑技术是ZFN技术，ZFN由锌

指蛋白(zinc finger protein，ZFP)和FokⅠ核酸内

切酶两部分构成。锌指蛋白是真核生物中最丰富的

一类DNA识别蛋白[9]，Pavletich等[10]解析了ZFP中

DNA结合结构域，为设计新的DNA序列特异性结合蛋

白提供了重要的基础。Sugisaki等[11]在细菌中发现

了FokⅠ核酸内切酶，Li等[12]发现FokⅠ由DNA结合

结构域和DNA切割结构域两部分组成。Chandraseg-

aran等[13]用 ZFP代替FokⅠ核酸酶的DNA结合结构

域，新产生的核酸酶称为ZFN，它可以切割特异性的

靶位点。ZFN的 DNA识别结构域是由3～4个 Cys2-

His2锌指蛋白串联组成，每个锌指蛋白识别一个特

异的三联体碱基。多个锌指蛋白串联起来形成一个

锌指蛋白组，识别一段在基因组中特异的碱基序列

（9～12 bp），一个锌指蛋白组和一个FokⅠ核酸酶相

连构成一个ZFN。FokⅠ核酸酶在二聚体状态下才有

切割活性[14]，因此需要在恰当的位置（识别位点相距

5～7 bp）设计两个单体的 ZFN 才能切割 DNA（图

2）[15]。ZFN技术的优点是锌指蛋白小，编码一对ZFN

只需要大约2 000 bp，这样的蛋白容易通过AAV病毒

载体导入体内进行基因治疗（表1）。但是ZFN技术存

在很明显的缺点，它需要一个很大的锌指蛋白库才

能做到靶向不同的基因序列，将锌指蛋白连接在一

起时，它们之间会相互干扰，影响靶向结合DNA的特

异性，导致ZFN容易脱靶。因此，要想制备出高效特

异的ZFN，需要大量的筛选工作，极大地阻碍了它的

推广应用。设计 ZFN 的方法请参考 OPEN 和 CoDA

法[16-17]。

1.2 TALEN技术原理

2007年，Moscou等[18]和Boch等[19]发现了植物黄

单胞菌（xanthomonassp）通过转录激活样效应因子

(transcription activator-like effector，TALE)

促进自身增殖的机制。黄单胞菌通过分泌系统将

TALE注入到植物细胞中，TALE能够靶向到启动子区
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域的特异DNA序列增强基因表达，这种表达反过来会

促进细菌的增殖。该两团队破译了TALE识别特异

DNA序列的机制，TALE依靠34个氨基酸的重复序列

识别DNA序列；其中第12、13位点氨基酸为可变序

列，且与碱基A、G、C和T有恒定的对应关系，即NG识

别T、HD识别C、NI识别A、NN识别G。把这4种TALE模

块组装起来就可以识别特异的基因组 DNA 序列。

Cermak等[20]把TALE模块和FokⅠ核酸酶的切割结构

域连接起来，组装成新的核酸酶叫作TALEN（图3）。

TALEN的组装相对简单，活性和特异性较好（表1）。

设计TALEN推荐使用Daniel Voytas实验室发明的

Golden Gate组装方法[20]。这种方法比较简单，一般

的分子生物学实验室均能组装，大约需要1周的时

间，用到的组装质粒可以从Addgene上获得。

表1 三种基因编辑技术的比较

比较的项目

DNA识别结构域

DNA切割结构域

靶位点长度

靶位点限制

操作难易程度

脱靶程度

细胞毒性

同时靶向多位点

ZFN

锌指蛋白

FokⅠ

18~36 bp

富含G的区域

难

取决于靶向位点

相对较高

难

TALEN

TALE

FokⅠ

30~40 bp

倾向于T开头A结尾的序列

中等

低

低

难

CRISPR/Cas9

sgRNA/Cas9

Cas9

20 bp+NGG

NGG或者NAG结尾

容易

取决于靶向位点

低

容易

图2 ZFN、TALEN和CRISPR/Cas9结构示意图

1.3 CRISPR/Cas9技术原理

CRISPR 系统分为 3 类（Ⅰ～Ⅲ），Ⅰ和Ⅲ类的

CRISPR系统在细菌和古生菌中均有发现，含有多个

Cas蛋白；Ⅱ类CRISPR系统仅在细菌中存在，只包括

一个Cas蛋白[21]。1987年日本大阪大学的科学家[22]

在研究大肠杆菌中的碱性磷酸酶基因时，发现该基

因下游存在29 bp的简单重复序列，这些重复序列被

32 nt的间隔序列（protospacer）分开。接下来的十

多年里，在越来越多的微生物和古生菌中发现了类

似的重复结构。2002年 Jansen等[23]把这种间隔重

复序列命名为CRISPR，2007年才证明CRISPR系统是

细菌的一种适应性免疫系统[24]。

Ⅱ类CRISPR系统组成最简单，除了一个Cas蛋

白和crRNA（重复序列+间隔序列）外，还包括一个非

编码 RNA，被称为 tracrRNA，它协助细菌将串联的

crRNA加工成单个的crRNA，并和crRNA的重复序列

互补配对后形成向导RNA，引导Cas核酸酶靶向切割

外源 DNA[25- 26]。有研究 [26] 显示 ，酿脓链球菌中

tracrRNA、crRNA 和 SpCas9 蛋白（酿脓链球菌中的

Cas称为SpCas9）3个元件在体外可以靶向切割DNA，

为实现基因编辑迈出了关键的一步。相继有研究团

队[27-28]将酿脓链球菌的CRISPR/Cas9系统开发成为

一种可以在哺乳动物细胞中进行基因编辑的工具，

成为目前应用最广泛的基因编辑技术。CRISPR/

Cas9已经实现了对于多个物种以及细胞系的基因编

辑，如细菌、酵母、人类的癌细胞系和胚胎干细胞系、

果蝇、斑马鱼、青蛙、小鼠、大鼠、兔、烟草、水稻

等[27, 29-38]。

CRISPR/Cas9系统作为基因编辑工具时，crRNA

和 tracrRNA被融合为一条向导RNA（single-guide

RNA，sgRNA）表达，所以该系统只包含sgRNA和 Cas9

核酸内切酶两个元件[26]。sgRNA 5′端20 bp序列是

与靶序列互补配对的序列，如果编辑某个靶位点，只

需要改变这20 bp的序列就可以实现。sgRNA一般是

通过人的RNA聚合酶Ⅲ启动子U6起始表达的，这个

启动子起始转录的第一碱基必须是G。如果sgRNA序

列第一个碱基不是G,就需要在序列前加上一个G，或

者把sgRNA的第一个碱基替换成G，这样才能被U6启

动子表达。这样表达的sgRNA与靶序列之间会有一

个碱基不配对，但是不会影响编辑效率[27-28]。CRIS-

PR/Cas9技术的一个优点是可以在一个细胞中表达

多个sgRNA，同时编辑多个靶位点，这是ZFN和TALEN
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无法企及的（表1）。有报道[39-40]称CRISPR/Cas9系统

在小鼠和斑马鱼中可以同时编辑5个基因，在大鼠细

胞中可以同时编辑3个基因。

CRISPR/Cas9系统识别的位点受DNA序列的限

制，不是所有的位点都可以被识别。SpCas9识别的

靶序列后面必须是 NGG序列，被称为 PAM (proto-

spacer-adjacentmotif)序列（表2），因此，SpCas9识

别的序列可以写成N20NGG，其中N20是与sgRNA互补配

对的序列，NGG是PAM序列。在人基因组中，平均每

8～12 bp就有一个GG序列[41]。Cas蛋白不同，需要

的PAM序列也不同[42-47]。如果需要精确切割某个基

因组位点，可以根据基因组序列选用合适的CRISPR/

Cas系统。目前被开发成基因编辑工具的CRISPR/

Cas系统及其PAM序列见表2。

2 CRISPR/Cas9技术在基因工程中的应用

2.1 基因敲除

基因编辑在利用CRISPR/Cas9做基因敲除时，

sgRNA的选择至关重要。要破坏一个基因的功能，理

想的情况是在基因编码重要功能域的位点设计

sgRNA，但是大多数情况下研究者不知道此段基因编

码了哪些重要功能域。在编码区的最前端接近起始

密码子ATG的区域设计sgRNA进行编辑，移码突变会

造成整个基因无法表达。但是有些情况下，这个基

因会从后面的ATG开始表达，表达出来的蛋白依然能

够行使功能。如果编辑的位点过于靠近编码区的后

端，前面很长的蛋白会被表达，可能依然保留了功

能。Doench等[48]通过对多个基因分析发现，在编码

区起始位点长度的 5%～65%区域内设计 sgRNA 可

以最大可能的敲除基因。有些基因包括多个转

录本，要把 sgRNA 设计在它们共同的区域，才能

敲除所有的转录本，注意不要把 sgRNA 设计在基

因的内含子区，要根据编码区进行设计。编码

区是多个外显子拼接在一起的序列，sgRNA 不要

跨在两个外显子上，因为研究者最终编辑的是

基因组 DNA，两个外显子在基因组上是被内含子

分开的，跨在两个外显子的 sgRNA 序列在基因组

中是不存在的。

表2 识别不同PAM序列的CRISPR核酸酶

核酸酶

SpCas9[27-28]

LbCpf1/AsCpf1[43]

SaCas9[46]

St1Cas9[47]

St3Cas9[46]

NmCas9[44]

VQR SpCas9[47]

EQRSpCas9[47]

VRERSpCas9[47]

KKHSaCas9[46]

长度（bp）

4 104

3 684/3 921

3 159

3 363

4 227

3 246

4 104

4 104

4 104

4 104

PAM序列以及切割位点

确定好编辑的区域后，在所选区域会有很多靶

位点可以选择，需要选择一个最优的位点设计

sgRNA。sgRNA序列与编辑的效率和特异性紧密相

关[49]。科学家通过大量的数据分析，已经找到了

sgRNA序列与编辑效率之间的关系，为设计高活性的

sgRNA提供了依据[48]。除了sgRNA的活性问题外，还
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需要考虑脱靶问题。脱靶切割是基因编辑领域共同

关心的一个问题，它会在基因组中引入额外的突变，

影响实验结果的可靠性。sgRNA的序列与脱靶紧密

相关，如果在基因组中存在与sgRNA序列相似的序

列，这些位点可能也会被编辑。有研究[50-53]显示，靠

近PAM序列的8～12 bp对于Cas9识别至关重要，这

一区域的序列被称之为种子序列。种子序列与

sgRNA序列不匹配会严重影响Cas9核酸酶的切割；相

比之下，5'端也就是远离PAM的序列具有更强的错配

耐受性，即使这一区域有两三个碱基不匹配，sgRNA

也有可能引导Cas9核酸酶进行切割。此外，PAM序列

变成NAG，Cas9也会对其进行切割，因此在检测脱靶

的时候，PAM序列为NAG的相似序列也需要被考虑成

潜在的脱靶序列[30, 53]。

脱靶问题已经成为做基因编辑时必须要考虑的

问题。CRISPR/Cas9技术刚出现的时候，有课题组[49]

为了研究改进特异性的方法，选择了特异性差的

sgRNA研究，这就造成了CRISPR/Cas9脱靶严重的印

象。而后来的研究结果[54-55]表明，如果sgRNA序列特

异，脱靶可能性是极其低的，甚至检测不到。基因组

中只有2%的序列是编码区，即使脱靶，切割到这些区

域的可能性也是极其低的，切割到这些区域而且又

恰好影响到实验结果的可能性就更低了，所以大多

数基因编辑领域的学者认为做基础研究时不用过分

担心脱靶的问题。将来如果把CRISPR/Cas9技术用

于临床治疗，脱靶问题还是需要慎重考虑的。现在

有很多软件可以在线设计 sgRNA，笔者推荐使用

Doench等[48]设计的网站（http://portals.broadin-

stitute.org/gpp/public/analysis- tools/sgrna-

design），这个网站综合考虑了sgRNA的活性和特异

性，使用人员可以提供DNA序列进行设计，也可以输

入基因ID进行设计，非常方便。

2.2 基因敲入

基因敲入是经常需要用到的一项重要技术，比

如要研究患者携带的基因突变是否具有致病性，就

需要将这个点突变引入到细胞或动物中制作模型；

要研究一个基因在哪个组织中表达，就需要在这个

基因上面连上GFP报告基因。在做基因敲入时，需要

将一个与编辑位点同源的DNA供体和CRISPR/Cas9

共同转染到细胞中，细胞内的修复系统修复DNA双链

断裂时，会将供体上携带的点突变或者转基因拷贝

到双链断裂处。这个供体模板可以是质粒DNA，也可

以是单链的Oligo DNA。利用质粒DNA做供体时，敲

入的效率比较低，需要在供体上加入标记基因，标记

基因与点突变一同被引入到基因组上，通过药物筛

选或者流式分选的方法将敲入的细胞筛选出来，这

样效率就大大提高了[7]。编辑完成后，标记基因需要

移除以免影响基因表达。移除的方法是设计时在标

记基因的两端加上LoxP位点，在细胞中瞬时表达Cre

重组酶就可以去除标记基因了。去除后，基因组中

会留下一个34 bp的LoxP位点，所以设计的时候需

要把标记基因及LoxP位点放在内含子区。因为转染

效率的问题，不是所有的细胞都会去除标记基因。

所以一般都用嘌呤霉素（puromycin）抗性基因和单

纯疱疹病毒胸苷激酶（HSV-tk）融合的基因作为标记

基因，嘌呤霉素抗性基因用作正向筛选，HSV-tk在去

除标记基因时用作负向筛选，加上更昔洛韦就可以

杀死含有标记基因的细胞。用质粒DNA作为供体的

优点是可以将大片段的转基因敲入到细胞中，经过

筛选后效率很高，缺点是构建载体比较麻烦，而且需

要两步（敲入和去除标记基因）才能得到细胞系。

单链DNA也可以作为基因敲入的供体。单链DNA

供体在DSB两边的同源臂长度40～50 bp为佳。利

用单链DNA可以把点突变和短的DNA序列整合到基

因组中，但它无法将较大的基因敲入到基因组，因为

目前Oligo合成的长度一般少于150 bp。单链DNA

比较短，容易大量地转入细胞中，在一些实验中取得

了较高的敲入效率，最高可达60%[57]。单链DNA合成

成本低，速度快，编辑完成后不需要去除标记基因，

但这种方法也有明显的局限，突变的敲入效率受

CRISPR/Cas9切割位点的影响，单链DNA上的突变位

点与切割位点小于10 bp才能实现有效的敲入[58]，很

多情况下找不到理想的切割位点。敲入效率也受细

胞类型的影响，很多情况下效率太低难以筛到阳性

克隆。有研究[59-60]表明，加入DNA连接酶Ⅳ的抑制剂

Scr7可以提高了同源重组的效率，DNA连接酶Ⅳ是

NHEJ途径的关键酶，抑制了NHEJ途径就会促进HR途

径，但每种细胞对Scr7浓度的耐受程度不同，提高的

效率也相差很大，从二三倍至十几倍，需要花时间摸

索最佳的条件，所以很少有人使用。另外，NHEJ途径

被Scr7抑制后是否会增加基因组的突变需要进一步

的研究。无论用单链DNA还是用质粒DNA做基因敲

入时，都需要在供体上CRISPR/Cas9识别的位置加上

几个同义的碱基突变，以免敲入成功后又被CRISPR/

Cas9破坏了。

除了上述两种常用的基因敲入方法，还有其他几

种方法值得借鉴。有研究[61]发现，通过NHEJ的方法

可以有效地将外源基因定点整合到基因组。利用

NHEJ途径插入外源基因时，需要在供体质粒上引入

编辑位点，基因组和供体质粒同时被切断，供体质粒

DNA会被连接到基因组上，但是这种连接有正反两个

方向。细胞中除了经常提及的NHEJ和HR修复途径，
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还有一个微同源性末端连接(MMEJ)修复途径，它依

靠5～25 bp 的同源序列将DNA两端融合在一起。有

研究者[62]在供体质粒上设计了两个20 bp的同源臂，

基因编辑技术同时切断基因组DNA和供体质粒，供体

质粒会通过MMEJ定向整合到基因组。但是这两种方

法效率都不高，最近有两个课题组[63-64]发现，把同源

臂增加到600～800 bp可以显著提高敲入效率。随

着研究的深入，更多的新方法会被发明出来。

2.3 CRISPR/Cas9导入细胞

CRISPR/Cas9可以对体外培养的细胞系或者原

代细胞进行编辑，也可以对受精卵和体内细胞进行

编辑。编辑不同的对象需要采取不同的方法将

CRISPR/Cas9导入到细胞中。编辑体外培养的细胞

时，有很多种方法可以将CRISPR/Cas9质粒导入到细

胞中，常用的方法是Lipofactamine、PEI和电转的方

法[65]。Lipofactamine和PEI方法简单廉价，是首选

方法；电转成本比较贵，但是效率高。这几种方法都

是瞬时转染，细胞培养1周后质粒就会丢失。某些类

型的细胞只有用病毒的方法才能转进去，常用的病

毒载体包括逆转录病毒（retrovirus）、慢病毒（len-

tivirus）、腺病毒(adenovirus)和腺相关病毒(ade-

no-associated virus,AAV)[66]。其中逆转录病毒和

慢病毒会整合到基因组，可以长期表达转基因，优点

是可以提高编辑效率，缺点是整合过程中可能会导

致额外的基因突变，长期表达CRISPR/Cas9也会增加

脱靶的效率。AAV主要以非整合形式表达转基因，但

是会有少量整合的情况发生[67]。AAV载体在机体中

产生的免疫排斥小，是基因治疗的理想载体。有研

究[68]发现，一个较小的Cas9蛋白可以包装在AAV病

毒中，这给基于CRISPR/Cas9的基因治疗带来了曙

光。腺病毒不会整合到基因组，对某些类型的细胞

转染效率较高。每种方法都有各自的优缺点，需要

研究人员根据实验需要选择合适的方法。

建立单克隆细胞系一般都采用瞬时表达sgRNA

和Cas9的方法，质粒导入到细胞中2～4 d后，将细

胞稀释成单细胞重新种到培养皿中培养，形成克隆

后鉴定编辑是否发生了。有的细胞不能形成克隆，

需要将单细胞种到96孔板中培养。有些细胞转染效

率低，需要在质粒上同时表达GFP，通过流式细胞仪

分选出转染成功的细胞会提高编辑效率。最常用的

CRISPR/Cas9质粒比如PX458（同时表达GFP）、PX459

（同时表达puromycin抗性基因）等，均可以从Add-

gene公司购买[41]。

利用CRISPR/Cas9敲除基因时，瞬时表达的方法

编辑时间短，编辑效率一般为3%～30%[49]；利用病毒

的方法可以长期提高编辑效率，但是病毒整合到基

因组上就无法去除了。理想的方法是编辑时间可

控，编辑后细胞不再含有CRISPR/Cas9等外源基因。

本课题组发明了高效的基因编辑技术，笔者利用附

着体载体表达Cas9、sgRNA和嘌呤霉素抗性基因，称

为附着体CRISPR(epiCRISPR)技术（图3A）。附着体

载体不整合到基因组，但可以随着细胞的复制而复

制，就像普通质粒可以在细菌中复制一样。在嘌呤

霉素的筛选作用下附着体载体一直保留在细胞中，

外源基因长期稳定的表达，可以长期编辑细胞。嘌

呤霉素筛选还可以富集转染成功的细胞，即使转染

效率很低的细胞也能够实现高效的编辑；编辑完成

后，去除筛选药物，附着体载体会在1周内迅速丢失，

细胞中不再表达外源基因（图3B）。附着体CRISPR的

编辑效率一般在80%以上，附着体CRISPR还可以实现

高效的多基因敲除和基因组片段敲除[55]。

A:epiCRISPR质粒流程图; B: epiCRISPR系统基因编辑图

图3 epiCRISPR质粒的结构及其工作流程

如果编辑的目的是制作动物模型，则需要对动

物的受精卵进行编辑。受精卵中储备了大量的

mRNA，很少有新的基因转录发生，因此不能使用DNA

质粒表达Cas9和sgRNA，需要将sgRNA和Cas9在体外

转录成mRNA，通过显微注射的方法导入细胞中。制

作基因编辑的小鼠和斑马鱼请参考Jaenisch和Bur-

gess实验室的方法[69]。

2.4 提高CRISPR/Cas9的特异性

提高CRISPR/Cas9特异性的方法除了选择特异

的 sgRNA 序列外，还有其他方法。5'末端截短的

sgRNA（Tru-sgRNA）也可以提高 Cas9 的特异性[70]。

Tru-sgRNA一般只有17或18 bp和靶向序列互补配

对，短的sgRNA可能无法和错配的DNA序列结合，因

而能够提高特异性。在sgRNA的5'端额外加入两个

G，即 5'GG+sgRNA（20 bp），也可以提高靶向特异

性[70]，但这两种方法有时候会严重降低靶向切割效

率。

双切口（double-nicking）技术是最早报道的提

高特异性的方法[49]。Cas9蛋白具有两个核酸酶结构

域，分别是RuvC和HNH，每个结构域分别负责切断一
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条DNA单链，一个结构域突变后不影响另外一个结构

域的切割功能，在 RuvC 结构域引入 D10A 突变后，

Cas9 只能切断单链 DNA (single- strand break，

SSB)。如果在DNA上设计两个sgRNA，引导Cas9分别

切断两条单链DNA，就会形成双链断裂，因为识别的

DNA序列变长了，特异性就提高了[49]。单个sgRNA脱

靶后只能切割产生单链DNA断裂，被修复后一般不会

产生突变[72]。有两个课题组[73- 74]将 RuvC、HNH突变

后，Cas9完全失去了切割功能，但是保留了靶向结合

DNA的功能，被称为dCas9（dead Cas9）。将dCas9和

FokⅠ融合为核酸酶，类似于前面介绍的ZFN和TAL-

EN，单个dCas9-FokⅠ脱靶后不会切割DNA，从而进一

步提高了特异性。但是这两种方法都有其局限性，

它们需要两个sgRNA活性都高才能有效的发挥功能，

且后者对两个sgRNA距离有严格的条件要求，FokⅠ

酶才能形成二聚体发挥作用，这样的位点在基因组

中非常少，因此这些方法没有得到广泛应用。

2015年，张锋[75]和 Keith实验室[45]通过对 Sp-

Cas9蛋白的改造提高特异性，两个实验室采用了不

同的策略，都达到了提高特异性的目的。SpCas9与

DNA结合时，它上面的正电荷氨基酸形成一个凹槽，

与负电荷的的DNA结合，这种结合是非特异性的。张

锋实验室在凹槽区域用中性电荷氨基酸来代替正电

荷的氨基酸，得到的SpCas9叫做eSpCas9，它与DNA

非特异性的结合力减弱，脱靶效应被降低。与此同

时，Keith实验室采取另外一种原理降低脱靶效应。

当SpCas9核酸酶与DNA结合时，SpCas9上的一些氨

基酸会和DNA的磷酸骨架之间形成氢键，增加SpCas9

和DNA之间的非特异性结合力。如果将形成氢键的

氨基酸替换为不能形成氢键的氨基酸，得到的Sp-

Cas9称为SpCas9-HF1，它与DNA非特异性的结合力

减弱，从而降低脱靶效应[45]。这两种方法虽然降低

了脱靶效应，但是有时也会降低靶向切割的效率。

高特异性Cas9可能会在临床应用方面发挥重要作

用，关于各种提高特异性方法的总结见表3。

表3 提高CRISPR/Cas9特异性的方法

方 法

tru-gRNAs[70]

GG+sgRNA（20bp）[71]

double-nicking[49]

dcas9-FokI[73-74]

eSpCas9[75]

SpCas9-HF1[45]

优 点

容易操作，特异性（+）

易操作，特异性（+）

特异性（􀳥）

特异性（􀳧）

特异性（􀳦）

特异性（􀳦）

缺 点

靶向效率某种程度上会降低，特异性弱的sgRNA脱靶效率反而增加

只有部分sgRNA可以用这种修饰，靶向效率有时候会显著降低

单链切口也可能会引起变异，靶点的可选择范围变窄

靶向切割效率可能会降低，可选择的靶点很少

靶向切割的效率可能会降低

靶向切割的效率可能会降低

2.5 调控CRISPR/Cas9系统

在研究中有时需要对Cas9的表达进行精确调

控，从而阐明特定时间内的基因在生物体中的功能；

有时还需要能够在特定的组织或者器官中表达

Cas9，来阐释组织特异性的基因在个体发育中的功

能。基于上述的需求，科学家们开发出了多西环素

（doxycycline）诱导的CRISPR/Cas9系统，在小鼠以

及人类胚胎干细胞（hES）中实现了对Cas9表达的时

间控制[76-77]。有研究者[78]将Cas9蛋白分成两个失活

的片段，并且分别连接上光控蛋白，当蓝光照射时，

两个光控蛋白连接到一起，Cas9核酸酶功能也随之

恢复，停止光照，Cas9蛋白会再度分开，这样就可以

通过光照从时间和空间上对内源基因的表达进行调

控。

3 CRISPR/cas9技术在基因工程中的其他应用

3.1 碱基转换

人类的大多数疾病都是由基因的点突变引起

的。改造后的CRISPR/Cas9系统可以实现碱基转换，

虽然基因敲入的方法可以用来制作点突变的细胞模

型或者动物模型，但是敲入效率不高，基因敲入的方

法更难以纠正体内的基因突变。有研究者[79]将

dCas9和胞嘧啶脱氨酶（AID）偶联在一起，可以定点

地将胞嘧啶和鸟嘌呤随机地向其他3个碱基转变。

如果在细胞培养液中加入尿嘧啶DNA糖基化酶抑制

剂，dCas9-AID可以将胞嘧啶单一地向胸腺嘧啶转

换。有研究者[80]首次运用dCas9-AID对ABL基因进

行了耐药突变筛选，伊马替尼（imatinib）能够抑制

ABL的激酶活性，是治疗慢性粒细胞白血病（ABL）的

常规药物，运用dCas9-AID和一组sgRNA对ABL基因

的第六号外显子进行突变筛选，找到了抗伊马替尼

的新突变。

3.2 表观遗传调控

改造后的CRISPR/Cas9系统可以用于表观遗传
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调控研究。DNA的甲基化和组蛋白的甲基化/乙酰化

在表观遗传学中发挥非常重要的作用，对基因组特

定位点进行表观遗传修饰，有助于了解这些位点的

表观遗传是否调控了相关基因的表达。在CRISPR/

Cas9技术之前，科学家们运用TALE和羟化酶的催化

结构域（TET1）结合，实现了定点去 DNA 甲基化修

饰[81]；运用TALE和赖氨酸特异性去甲基酶（LSD1）融

合，实现了对组蛋白 H3K4 和 H3K9 的去甲基化修

饰[82]。Hilton等[83]将dCas9和乙酰化转移酶P300的

催化结构域结合，在基因组中实现了对组蛋白H3

（Lys27）定点乙酰化修饰；Kearns等[84]人将dCas9和

赖氨酸特异性去甲基酶（LSD1）融合，实现了定点去

除组蛋白H3 K4 和H3 K9甲基化的修饰。

3.3 内源基因的转录调控

改造后的CRISPR/Cas9系统可以用于调控基因

的表达。有研究[85-86]显示，在大肠杆菌和哺乳动物细

胞中，dCas9靶向结合到基因的启动子区会阻碍转录

因子/RNA聚合酶结合到启动子上，从而抑制了基因

的转录。单纯的dCas9抑制基因转录的效率较低，而

将dCas9与具有转录抑制功能的KRAB或者是SID效

应蛋白连接在一起，会提高抑制效果[83]；同理，把

dCas9和VP64或者P65转录激活功能域相融合，能够

激活内源基因的表达。一般情况下通过单个sgRNA

上调基因表达的作用较小，通过多个sgRNA同时靶向

一个启动子区域会显著增加基因表达[89-91]。

3.4 全基因组范围内的遗传筛选

人类基因组计划完成后，接下来的工作是要研

究所有注释基因的功能。对基因组内所有基因进行

高通量的功能筛选可以快速找到想要的基因。运用

CRISPR/Cas9技术能够实现全基因组范围内的筛选，

筛选原理是对每个基因设计3～10条sgRNA，利用芯

片一次合成数万条覆盖整个基因组sgRNA库，把这些

sgRNA连接到慢病毒载体上，包病毒、感染细胞、控制

滴度使得一个细胞只得到一条sgRNA,也就是只敲除

一个基因，在适当的筛选条件下测试筛选前后sgRNA

的丰度变化，进而找出感兴趣的基因[4, 92-95]（图4）。

在CRISPR/Cas9技术出现之前，科学家们运用RNAi

或者shRNA技术进行全基因组范围内高通量的功能

筛查，但是这两种方法只能敲低基因的表达，而不能

敲除，没有CRISPR/Cas9技术筛选灵敏[95]。除了可以

对基因进行高通量的筛选，Zhu等[96]运用DNA片段敲

除技术成功地对癌细胞中的长非编码RNA（lncRNA）

进行了高通量的功能筛选。随后有研究者[97- 98]把

dCas9 与转录激活因子（VP64 和 p65）或抑制因子

KRAB 连接，开发出了覆盖全基因组的转录抑制

（CRISPRi）和转录激活（CRISPRa）文库，实现了对人

类所有基因表达的调控筛选。

图4 全基因组范围内的遗传筛选流程

4 CRISPR/Cas9技术在癌症研究中的应用

癌症是危害人类健康的主要疾病之一。癌细胞

的基因组非常复杂，含有多种基因突变，包括点突

变、染色体重排、染色体增加或者减少等，最终导致

了原癌基因激活或者抑癌基因失活，细胞生长失去

控制。CRISPR/Cas9技术出现后，科学家们获得了强

大的改造基因组的能力，可以用它制作各种基因突

变的癌症模型，研究癌症发生的机制，筛选治疗药

物；也可以直接用它编辑致癌基因或者致癌病毒，治

疗癌症；还可以用它编辑免疫细胞，通过免疫细胞治

疗癌症。

4.1 建立癌症的小鼠模型

小鼠是癌症研究中最常用到的动物模型。传统

制作小鼠模型的方法是在小鼠胚胎干细胞中引入突

变，然后将干细胞注射到胚囊中形成嵌合体小鼠，再

经过一代才能获得纯合突变的小鼠。CRISPR/Cas9

技术有效地提高了制作小鼠模型的效率。Jaenisch

课题组[35]用CRISPR/Cas9在小鼠胚胎干细胞中同时

敲除了5个基因，随后他们将Cas9 mRNA和靶向Tet1

和Tet2的sgRNA注射到小鼠受精卵中，建立了同时

敲除2个基因的小鼠。

除了在小鼠胚胎干细胞和生殖细胞中实现了同

时编辑多个基因，CRISPR/Cas9技术在小鼠体细胞中

的编辑能力也毫不逊色。Ebert课题组[99]用病毒介

导的CRISPR/Cas9系统对小鼠的原代造血干细胞的

多个基因进行编辑，成功建立了急性髓性白血病

（AML）模型。有研究者[100]在表达KrasG12D基因的肺癌

小鼠模型中, 利用CRISPR/Cas9对一系列在人类肺

癌患者可能的抑癌基因进行了功能筛查，研究这些
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基因与原癌基因KrasG12D在肺癌发生和发展中的协同

作用。2014 年，Jacks 课题组[101]通过尾静脉注射

CRISPR/Cas9质粒，在小鼠肝脏中破坏肿瘤抑制基因

Pten和p53，制作出了产生肝脏肿瘤的小鼠模型，该

技术产生的癌症小鼠和传统的Cre-loxp技术构建的

小鼠具有相似的癌症表型。

在作体内编辑时，编码SpCas9和sgRNA的DNA太

大，用病毒包装效率很低。为了解决这个问题，张锋

课题组[102]将 SpCas9整合到了Rosa26位点构建出了

诱导型表达SpCas9的小鼠，SpCas9和CAG启动子之

间有一段loxP-stop (33 polyA signal)-loxP序列

阻止了SpCas9的表达，再用组织特异性的启动子表

达Cre重组酶，就可以去除干扰序列起始SpCas9表

达。有研究者[102]用AAV病毒将靶向KRAS、p53和LKB1

基因的sgRNA的转导到SpCas9小鼠的肺中，成功建

立了小鼠肺癌模型。至此，科研工作者可以利用诱

导表达SpCas9的小鼠进行遗传操控，快速在体内建

立癌症模型。

4.2 建立染色体重排的癌症模型

染色体重排指的是染色体片段位置的改变，包

括染色体缺失、重复、倒位和异位。染色体重排有可

能诱发细胞癌变，人类淋巴瘤和白血病的形成就是

由于染色体重排引起的[103-104]。运用传统的方法制作

染色体重排的癌症模型，需要在两个重排位点加上

loxP序列，通过Cre-loxP重组制作染色体重排。运

用CRISPR/Cas9技术产生染色体重排非常简单，只需

要靶向切割两个重排位点就可以了。人类2号染色

体重排会导致EML4-ALK融合表达，引发非小细胞肺

癌。有研究者[105-106]使用病毒介导的CRISPR/Cas9技

术对成年小鼠体细胞进行编辑重排，快速地建立了

EML4-ALK融合基因肺癌小鼠模型。随后又有研究

者[107]使用相似的技术制作了急性髓性白血病和尤文

氏肉瘤染色体重排的癌症小鼠模型。这些模型为科

学家深入研究癌症的发生机制以及在动物水平筛选

抗肿瘤药物等提供了有效的平台。

4.3 高通量筛查与肿瘤细胞转移相关的基因

肿瘤发生是多个基因突变协同作用的结果，研

究癌症面临的主要挑战是如何找出引发癌症的关键

突变。2015年，张峰实验室和Sharp团队合作，运用

CRISPR/Cas9文库对一个不具备转移能力的肺癌细

胞系进行了高通量的单基因随机敲除，然后移植到

免疫缺陷的小鼠中，其中一些细胞离开了原有的位

置随着血管迁移形成了高转移性的肿瘤；通过对转

移性肿瘤的sgRNA测序，筛查到了与癌症生成和转移

相关的多个基因以及微小RNA（microRNA）[92]。因此，

CRISPR/Cas9文库技术为筛查引发癌细胞迁移的关

键基因提供了新的思路。

4.4 癌症治疗

CRISPR/Cas9有两种方式用于治疗癌症，一种是

直接攻击癌细胞中的关键基因，另一种是用于编辑

免疫细胞，通过免疫细胞攻击癌细胞。我国科学

家[108]在膀胱癌细胞中制作了逻辑门控制的膀胱癌特

异表达的Cas9和sgRNA系统，同时构建了LacⅠ抑制

蛋白控制表达的抑癌基因p21、E-cadherin和 hBax

的表达系统。在膀胱癌细胞中CRISPR/Cas9将LacⅠ

敲除，抑癌基因得以表达，从而抑制了癌细胞的增殖

和迁移，并导致了癌细胞凋亡。MCL1是一个抗凋亡

蛋白，对人Burkitt淋巴瘤（BL）生存是必须的。Au-

brey课题组[109]用 CRISPR/Cas9技术敲除了MCL1基

因，导致了淋巴瘤细胞大量凋亡。一些病毒是导致

癌症的罪魁祸首，例如Epstein-Barr病毒（EBV）感染

会导致Burkitt淋巴瘤。利用CRISPR/Cas9敲除EBV

可以显著地抑制肿瘤的增殖[110]。CRISPR/Cas9在癌

症治疗中最吸引人的一个应用是编辑CAR-T细胞，

CAR-T细胞可以攻击肿瘤细胞。TALEN技术已经被用

于编辑CAR-T细胞，消除HLA不匹配引发的免疫排

斥。在NIH临床试验注册官网www.clinicaltrials.

gov上搜索CRISPR，有10项与CRISPR/Cas9相关的临床

试验，其中7项与治疗癌症相关。值得一提的是，我

国四川大学附属华西医院开展了全球第一例应用

CRISPR/Cas9技术的治疗肺癌的人体临床试验[111]；中

山医科大学附属第一医院开展了全球第一例应用

CRISPR/Cas9技术清除体内HPV病毒，预防性治疗HPV

诱发宫颈癌的临床试验(见NIH临床试验注册官网)。

5 结 语

从2013年第一次实现对哺乳动物细胞的编辑到

现在，短短4年时间，CRISPR/Cas9技术已经在生物学

的很多领域大放异彩。ZFN技术和TALEN技术也有各

自的优点，它们将和CRISPR/Cas9技术长期共存、互

为补充。随着各种基因编辑技术的发展和完善，科

研人员将具备更加有效的工具开展基础生命科学和

人类疾病的研究，在不久的将来，基因编辑技术将在

治疗癌症和遗传疾病方面带来革命性的变化。
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域惟一的高级学术刊物，一贯坚持“学术至上，质量第一”的原则，坚决抵制学术不端行为，努力维护学术纯洁性。为维护学术道

德、保证期刊质量和学术声誉，本刊特作以下声明：

1. 作者投稿时须作出稿件无学术不端行为的声明。

2. 稿件审查过程中，本刊编辑部将采用“学术不端文献检测系统”，通过大量国内外学术文献的全文比对，对稿件进行学术不

端行为的检查。

3. 我刊已加入“《中国学术文献网络出版总库》删除学术不端文献系统”，该系统协助我刊对已发表论文的学术不端行为进行

全面复核。

4. 已发表的论文一经查实有学术不端行为，本刊将立即删除，第一时间刊登撤销声明，终止该论文在各相关数据库、文摘库

中的传播，尽快消除不良影响。同时，视情节轻重给该文作者以下处理：书面警告，通知作者所在单位，在本领域相关期刊间通

报，2年内本刊不刊登有其署名的稿件，相关学术责任人（通信作者）署名的其他稿件延缓审稿和刊登等。

(本刊编辑部)

􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕􀤕

·· 827


