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摘要：病毒作为严格的细胞内寄生生物，需要多种宿主蛋白辅助其完成生命周期。寻找与病毒复制相关

的宿主因子并揭示其作用机制，将有助于阐明病毒的感染机制，为疫病的防治提供新靶标。与 RNA 干

扰技术相比，近年来兴起的 CRISPR/Cas9 技术能更特异、高效、准确地实现基因组编辑，因而在功能

基因研究中得到更广泛应用。而基于 CRISPR/Cas9 系统的宿主全基因组 sgRNA 文库高通量筛选技术平

台，可快速发现参与病毒侵入、复制等生物学过程的关键宿主因子，通过明确病毒-宿主分子相互作用

进而揭示病毒的生命周期，为分子病毒学和免疫学提供了强大的研究工具。本文主要总结了基于

CRISPR/Cas9 技术的高通量筛选平台的具体筛选流程，归纳和讨论了该平台在筛选调控病毒复制相关宿

主因子中的应用现状和发展前景。 
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成簇规律间隔短回文重复序列/CRISPR 相关

核 酸 酶 9 (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeat/CRISPR-associated nuclease 9，

CRISPR/Cas9)是存在于细菌或古生细菌中的一种

抵御外源 DNA 入侵的适应性免疫反应系统[1]。基

于该系统强大的基因编辑能力，研究者们将原核

生物的 CRISPR/Cas9 系统设计并发展成一种广泛

的基因组编辑工具，也是继锌指蛋白核酸酶(zinc 

finger nucleases，ZFN)和转录激活因子样效应物核

酸酶(transcription activator-like effector nucleases，

TALEN)之后的第三代基因编辑工具。单向导 RNA 

(single guide RNA，sgRNA)，通过碱基互补配对

原则，结合到基因组的目标位点，引导 Cas9 进

行特异性切割，进而使双链 DNA 发生断裂，最

终通过修复机制产生突变[2]。将决定 Cas9 核酸酶

活性的 2 个结构域 RuvC 和 HNH 同时失活，该
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酶 则 形 成 无 核 酸 酶 活 性 的 Cas9 (dead Cas9，

dCas9)，CRISPR/dCas9 系统可以招募不同的转

录 因 子 促 进 或 抑 制 基 因 的 表 达 水 平 。 基 于

CRISPR/Cas9 系统的基因编辑技术已应用于包括

人、小鼠、大鼠、斑马鱼、秀丽隐杆线虫、植物

及细菌等多种生物[3–7]，涵盖基因敲除、敲入、转

录激活、转录抑制、RNA 编辑、全基因组筛选等

众多领域(图 1)。 

CRISPR/Cas9 已作为一种强大的筛选工具应

用于功能基因的筛选中。利用 CRISPR/Cas9 进行

基因编辑可以产生大量基因突变的细胞，通过这

些突变细胞可以确认表型与基因型的关系[8]。基于

CRISPR/Cas9 文库的高通量筛选克服了 RNA 干扰

筛选技术的转染效率低下且仅能从 mRNA 水平上

抑制基因表达的缺陷[9]。目前，科学家们已经构建

了人源和鼠源全基因组的 sgRNA 文库且根据不同

的需求在日渐完善 [10–12]。将靶向特定基因座的

Cas9 蛋 白 与 针 对 某 物 种 全 基 因 组 设 计 的 多 个

sgRNA 结合起来，可在全基因组范围内有效筛选

机体内重要的功能基因[11]。 

病毒是专性细胞内寄生生物，需要依赖宿

主细胞完成其复制周期。理论上可通过改变与

病 毒生 存密 切相 关的宿主蛋白的表达水平进而

实现调控病毒复制的目的。因此，鉴定参与调控

病毒复制的宿主因子可以有助于揭示病毒-宿主

相互网络。目前，CRISPR/Cas9 高通量筛选已经

应用于多种病毒的研究中 [13–16]。在本综述中，

我们介绍了 CRISPR/Cas9 的发展历程，归纳了基

于 CRISPR/Cas9 系统高通量筛选的基本策略，最

后总结了近年来基于 CRISPR/Cas9 的高通量筛选

平台在筛选调控病毒复制相关宿主因子研究中

的进展。 

 

 
 

图 1.  CRISPR/Cas9 系统的应用 

Figure 1.  Applications of the CRISPR/Cas9 system. 
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1  CRISPR/Cas9 技术：研究病毒-

宿主相互作用的新方法 

1.1  病毒-宿主互作的研究策略及其发展历程 

致病性病毒严重危害人类和动物的健康，每

年 仅 人 免 疫 缺 陷 病 毒 (Human immunodeficiency 

virus，HIV)、乙型肝炎病毒(Hepatitis B virus，HBV)

和甲型流感病毒(Influenza A virus，IAV)三种病毒

就导致全球超过 250 万人死亡[17]。寻找病毒-宿主

相互作用的研究方法对疾病的预防和治疗起到重

要的推动作用。近几十年来，哺乳动物体外组织

培养技术快速发展，在宿主-病毒相互作用的研究

中发挥了至关重要的作用[18]。在同一时期，功能

缺失的遗传筛选技术取得了巨大的突破，可实现

在多个模型系统中研究不同基因的功能，但该技

术并不适用于哺乳动物细胞。之后，RNA 干扰

(RNA interference，RNAi)技术的开发及应用为病

毒-宿主相互作用研究带来了新的技术革命，但该

技术存在着脱靶率高、基因沉默不完全等缺点，

因此不太适用于解释表型变化[19–20]。近年来，单

倍体胚胎干细胞的研发取得重大进展，利用单倍

体技术已筛选到了多种调控病毒复制相关的宿主

因子[21]。但单倍体胚胎干细胞随着传代次数的增

加易发生二倍体化，因此该技术在哺乳动物体外

基因筛选中的应用受到了一定限制。几年前兴起

的 CRISPR/Cas9 技术因高切除率及低脱靶率等优

势引领了功能基因筛选的潮流[22–23]。 

1.2  CRISPR/Cas9 技术已成为筛选病毒宿主调控

因子的新策略 

CRISPR 序列的发现可追溯到 20 世纪 80 年

代，1987 年，日本生物学家 Yoshizumi Ishino 首次

在大肠杆菌中发现了一些异常重复序列[24]。2005 年，

Mojica、Bolotin 和 Pourcel 三个研究组指出，

CRISPR 的间隔序列来自于外来噬菌体或质粒，其

中 Mojica 小组认为，CRISPR/Cas 系统具有增强细

菌抵抗噬菌体的能力，从此 CRISPR 与抗病毒的

联系逐渐被人们熟知[25–26]。2007 年 Barrangou 等

首次证实 CRISPR/Cas 是一种细菌获得性免疫系

统，这成为研究 CRISPR/Cas 机制的转折点[27]。

2011 年，Charpentier 等首次发现 CRISPRⅡ型系

统，该系统仅需两种 RNA(crRNA 和 tracrRNA)和

一种 Cas9 蛋白就可以完成基因编辑[28]，简单的结

构与机制使其得到广泛的应用。2012 年，Doudna

与 Charpentier 合作利用该系统首次实现体外 DNA

编辑，随后张锋等于 2013 年进一步在哺乳动物细

胞内完成特定基因的编辑[29]，利用 sgRNA 文库完

成对多个基因的同时敲除，从而极大地提高了编

辑效率和应用范围。之后多家实验室成功利用

CRISPR/Cas9 技术完成基因编辑，引来了一场持

续至今的研究热潮[30–31]。目前，已有商品化的人

源及鼠源 sgRNA 文库，并在一些重要病毒的宿主

调 控 分 子 的 高 通 量 筛 选 研 究 方 面 得 到 应 用 ，

CRISPR/Cas9 技术已成为研究病毒-宿主相互作用

的新手段。 

2  基于 CRISPR/Cas9 技术的筛选

策略 

CRISPR/Cas9 高通量筛选平台可在全基因组

规模上寻找与病毒复制相关的宿主因子，进而探

索病毒与宿主分子的相互作用关系。该技术在筛

选研究中的应用需具备一定基础：寡核苷酸合成

技 术 的 高 效 性 ， 可 短 时 合 成 超 量 的 sgRNA ；

CRISPR/Cas9 系统的多重性，可同时进行多种基

因组编辑；高通量测序技术的准确性，可对一个
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物种的全基因组进行细致、全貌的测序分析等。基

于 CRISPR/Cas9 技术的筛选策略涉及多个过程[32]，

其中包括 sgRNA 的设计及合成、Cas9 细胞系的构

建、表型选择、高通量测序、生物信息学分析、

候选基因和脱靶效应的验证等(图 2)。 

2.1  sgRNA 文库的设计及合成 

商品化的人源及鼠源全基因组的 sgRNA 质粒

文库在其含有的 sgRNA 数量、针对的目标基因及

基因中的靶向位置，以及用于单质粒或双质粒系

统(Cas9 与 sgRNA 是否在同一载体上)等方面均有

说明。相比而言，sgRNA 定制文库更加灵活，研

究者可根据不同的需求设计文库，比如想筛选宿

主的某一类蛋白，则可在全基因组中针对这一类

蛋白的基因设计 sgRNA。每个基因对应的 sgRNA

的数量也同样可根据需求进行合成，增大 sgRNA

文库的容量，可增加候选基因在统计学上显著富

集的可能性，具有统计学意义；使用数量有限的

sgRNA“子库”则可简化后期大规模的筛选及鉴定 

 

 
 

图 2.  基于 CRISPR/Cas9 技术的病毒复制相关宿主因子筛选示意图 

Figure 2.  Schematic diagram for CRISPR/Cas9-based screening of host factors involved in viral replication. 
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工作。设计 sgRNA 时要充分考虑 CRISPR/Cas9

系统的敲除效率及脱靶率等问题，使用高效且特

异的 sgRNA 是实现基因敲除的关键，如何设计高特

异性、低脱靶率的 sgRNA 成为目前研究的热点[33]。

因此，研究者也在不断完善 sgRNA 的设计策略：

(1) sgRNA 以 G 或 A 开始，避免使用含“TTTTT”

转录终止序列的 sgRNA；(2) sgRNA 的长度为

17–20 个核苷酸；(3) sgRNA 的 G+C 含量在 20%

至 80%之间；(4) 尽可能选择在功能域或编码区内

靠近氨基端位置设计 sgRNA。同时，各种 sgRNA

在线设计及脱靶预测软件也随之出现，不同软件

对 sgRNA 的特异性和脱靶率评估标准不完全一

致。如 CRISPR-FOCUS 软件设计的 sgRNA 通常

靶向功能保守的结构域以提高 CRISPR/Cas9 系统

的敲除效率[34]；CHOPCHOP 软件设计的 sgRNA

可以靶向基因的特定位置，同时该软件提供 3 种

脱靶效应评估标准 [35]；CRISPR library designer 

(CLD)软件设计 sgRNA 时首先排除含“TTTTT”基

序的 sgRNA，之后通过注释、特异性和目标效率

3 个评分依次评估 sgRNA，最终选择总分最高的

sgRNA[36]。总之，应根据需求选择合适的软件设

计 sgRNA 并对其脱靶效率进行分析。 

2.2  基于 CRISPR/Cas9 技术的筛选形式 

基于 CRISPR/Cas9 技术的筛选通常有两种形

式：阵列筛选和混合文库筛选。在阵列筛选中，

单个或数个 sgRNA 分别制备并排列在多孔板中，

每孔中的基因编辑序列均已知；而混合文库筛选

是先合成 sgRNA 文库，一并克隆后转至细胞中

以引入各种基因突变[8,22]。混合文库筛选因其成

本低、操作简单且可用于体内研究等优势，成为

CRISPR/Cas9 筛选的主流模式。混合文库筛选中

质粒量大，转染效率较低且转染试剂对某些细

胞系的毒性较大，因此，一般使用慢病毒包装

Cas9 及 sgRNA 质粒后转导细胞。有研究证明，

使用双质粒系统即 lentiGuide-Puro 包装慢病毒

的病毒滴度比原来的单质粒 lentiCRISPRv1 增

加了约 100 倍[11]，因此，CRISPR/Cas9 双质粒

系统目前在文库筛选工作中的应用较广泛。采用

CRISPR/Cas9 双质粒系统则需在相应的细胞中稳

定表达 Cas9 蛋白[8]。验证稳定表达 Cas9 的细胞系

可通过免疫印迹检测 Cas9 的表达，也可使用针对

某种特定基因的 sgRNA 验证细胞系中 Cas9 的切

割效率，如利用表达绿色荧光蛋白(GFP)的基因与

其对应的 sgRNA 共同转染稳定表达 Cas9 的细胞

系，根据 GFP 的表达情况确定该细胞系的活力及

Cas9 的切割效率[37]。 

2.3  基于 CRISPR/Cas9 技术的筛选流程 

将 sgRNA 文库包装慢病毒后以较低的病毒

感染复数转导至 Cas9 表达细胞系，以此来降低

一个细胞中进入多个 sgRNA 的概率。用 sgRNA

载体上的抗性标签筛选细胞，确保筛选后存活的

细胞中大部分的靶向蛋白得以敲除。登革热病毒

(Dengue virus，DENV)感染后可直接诱导细胞病变

死亡，此类病毒可基于细胞活力选择具有病毒抗性

的细胞，从而获得病毒感染诱导细胞死亡的关键宿

主因子[14–15]。对于不能诱导细胞死亡或病变的病

毒，可构建带有荧光标签的重组病毒，再用该重组

病毒感染稳定表达 Cas9 的细胞系，进而用荧光激

活细胞分选仪(FACS)分选出强荧光或弱荧光的细

胞[33]，最终筛选出调控病毒复制相关的宿主因子。

筛选过程中可通过观察致细胞病变效应(CPE)或荧

光强度的差异来判定病毒的感染情况[38]。 
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2.4  高通量测序与生物信息学分析 

高通量测序技术成本低、效率高且可通过比

较 特 定 sgRNA 的 读 数 来 确 定 不 同 细 胞 群 中

sgRNA 富集的水平。经阳性或阴性鉴定筛选后，

从所选的细胞亚群中提取基因组 DNA，要保证足

量的 DNA 模板从而确保文库的丰度。在提取基因

组 DNA 后对 sgRNA 的靶向区域进行 PCR 扩增，

随后对这些区域进行高通量测序以量化它们的相

对丰度[39–40]。根据筛选前后的 sgRNA 相对丰度来

确定 sgRNA 被富集或是被消耗，从而确定基因型

与表型之间的关系。利用生物信息学工具可通过

评估同一基因的多个 sgRNA 的富集水平来确定某

一基因是否在相同背景下显著富集。例如利用

MAGeCK 工具可同时鉴定正向和反向筛选的基

因，并分析出不同实验条件下的稳定结果[41]；基

于 MAGeCK 发展的 MAGeCK-VISPR，则可呈现

出更全面的质量控制(QC)、分析和可视化工作流

程[42]。MAGeCK-VISPR 定义了一套 QC 方法来

评估一个实验的质量，包括在多种条件下同时调

用重要基因的最大似然算法。MAGeCK-VISPR

还包括 VISPR，这是一个用于 QC 和分析结果的交

互式可视化的框架。MAGeCK-VISPR 可从 http:// 

bitbucket.org/liulab/mageck-vispr 中免费获得。 

2.5  候选基因的验证 

用 CRISPR/Cas9 技术筛选出若干个候选基因

后，需要通过一系列方法进行验证，从而鉴定出

调控特定表型的功能基因。首先分析其脱靶情

况，若这些非靶标位点在外显子内，则可能导致

假阳性结果。细胞中的 Cas9 表达量是造成脱靶

效应的一个重要因素，酶量过大则脱靶率高，酶

量过低切割效率又难以保证[43]。但与 RNAi 筛选

比较，CRISPR/Cas9 筛选出现脱靶的现象明显较

少。候选基因的进一步验证非常必要，可使用

CRISPR/Cas9 技术进行单个基因敲除，通过筛选

单克隆细胞构建候选基因敲除细胞系，在基因分

型和免疫染色确认基因已被敲除后，检测候选基

因敲除对病毒复制的影响，同时可通过遗传互补

试验确定其作用是否由基因敲除所致[3,44]。 

3  CRISPR/Cas9 高通量筛选平台

在病毒复制相关宿主分子筛选中的

应用 

CRISPR/Cas9 的出现为功能基因的筛选提供

了新的研究策略，目前已利用 CRISPR/Cas9 高通

量筛选发现多种对病毒感染和复制至关重要的宿

主因子，其中筛选到涵盖多种病毒及对病毒感染

不同阶段发挥作用的宿主分子(表 1)。 

CRISPR/Cas9 高通量筛选平台在黄病毒科成

员的研究中应用最为广泛。利用宿主全基因组

sgRNA 文库筛选策略，发现了 7 个影响西尼罗河

病毒(West Nile virus，WNV)感染的关键宿主因子

(EMC2、EMC3、SEL1L、DERL2、UBE2G2、UBE2J1

及 HRD1)，进一步鉴定发现这些基因均是 WNV

诱导细胞死亡的必需基因。有趣的是，敲除这些

基因后能抑制病毒诱导的细胞死亡，但不能阻断

WNV 的复制。此外，这些基因均属于内质网相关

蛋白降解途径 (ERAD)，表明该途径可能存在

WNV 诱导的细胞死亡的主要因素[16]，这是首次应

用 CRISPR/Cas9 高通量筛选平台研究病毒-宿主相

互作用。在丙型肝炎病毒(Hepatitis C virus，HCV)

研究中，筛选出了包括病毒受体、RNA 结合蛋白

及代谢相关酶类等多种宿主因子，其中 CD81、

OCLN 及 CLDN1 是已经报道过的 HCV 入侵受体，  
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表 1.  CRISPR/Cas9 高通量筛选在病毒与宿主相互作用中的应用 

Table 1.  Applications of CRISPR/Cas9-based high-throughput screening in virus-host interactions 

Virus Library 
Coverage 
(sgRNA) 

Main candidates 
Functions of the 
candidates 

Stage of viral 
lifecycle impacted

Citation

ZIKV GeCKOv2 library 123411 AXL 
 

Receptor Entry [4] 

EV-D68 Plasmid library 30840  ST3GAL4; ST6GAL1 Combine sialic acid  [13] 

COG5; COG1 Present sialic acid on 
cell surface 

PV Plasmid library 30840  PVR Receptor [13] 

HCV GeCKOv2 library 123411 CD81; OCLN; CLDN1 Receptor [15] 

HIV Lentiviral library 187536  CD4; CCR5 Co-receptor [46–47]

MNV Murine Asiago library 241917 CD300lf; CD300ld Receptor [48–49]

ZIKV GeCKOv2 library 123411 EMC Associated with the 
OST complex 

Replication [4] 

DENV GeCKOv2 library  123411 OST complex Provides oxidoreductase 
activity  

[15,45]

HCV GeCKOv2 library 123411 DGCR8 Processes microRNA  [15] 

WNV Lentiviral library 77406  EMC2; EMC3; SEL1L; DERL2; 
UBE2G2; UBG2J1; HPD1 

Mediate virus-induced 
cell death 

[16] 

 

表明 CRISPR/Cas9 筛选具有较强的特异性及可靠

性[15]。另外，有研究通过该技术筛选出寨卡病毒

(Zika virus，ZIKV)入侵因子 AXL 以及参与病毒内

吞过程(RAB5C 和 RABGEF)、肝素硫酸化过程

(NDST1 和 EXT1)及蛋白加工和成熟过程(EMC 等)

中的多个宿主因子 [4]，其中筛选出的 EMC 在

DENV 及 ZIKV 感染的早期阶段均发挥着重要作

用。对于 DENV，利用 CRISPR/Cas9 筛选策略鉴

定出多种涉及内质网(ER)和 ER 的核心功能的分

泌蛋白，包括 N-连接糖基化、ERAD 和信号肽插

入和加工中的相关蛋白，其中对鉴定出的位于内

质网膜上的寡糖基转移酶(OST)复合物进行了深

入研究，发现该复合物只在病毒 RNA 复制阶段起

作用，而不影响病毒的入侵和翻译阶段[15,45]。基

于全基因组 CRISPR/Cas9 筛选抑制黄病毒感染的

宿主基因研究中，对筛选到的 9 个基因进行了验

证，这些基因均与内质网功能相关，包括易位、

蛋白质降解和 N-连接糖基化，其中内质网相关信

号肽酶复合物(SPCS)蛋白对黄病毒结构蛋白(prM

和 E)的正确切割和病毒颗粒的释放是必需的，敲

除 SPCS1 后可显著降低几乎所有黄病毒科成员

(WNV、DENV、ZIKV、YFV、JEV 和 HCV 等)

的复制水平[14]。CRISPR/Cas9 高通量筛选平台在

黄病毒科病毒研究中得到广泛应用，且采用该平

台筛选出了大量与内质网相关的分子，为进一步

探索黄病毒科病毒与宿主相互作用及病毒的复制

机制研究提供了新的思路和理论基础。 

随着 CRISPR/Cas9 筛选技术的不断成熟，该

平台也逐渐替代 RNAi 技术应用在其他病毒研究

中。利用全基因组 sgRNA 文库筛选影响 HIV 感染

的宿主因子的研究中，鉴定出包括 HIV 感染所需

的受体 CD4 和 CCR5，促进 HIV 包膜识别 CCR5

的 TPST2 和 SLC35B2 及介导细胞间 HIV 传播所

需的 ALCAM 分子，这些分子均可作为潜在抗病

毒靶点[46–47]。诺如病毒(Norovirus，NV)引起的感

染性腹泻在全世界范围内均有流行，目前无疫苗

和特效药物，在体外培养的细胞中无法建立高效

且可重现的 NV 复制系统。不同研究团队均使用
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CRISPR/Cas9 高通量筛选平台鉴定出了鼠诺如病

毒(Murine Norovirus，MNV)的功能性受体 CD300lf

和 CD300ld。这些结果意味着 NV 的功能性细胞表

面受体可能是建立 NV 培养系统的关键，为人诺如

病毒(Human Norovirus，HNV)的研究奠定了理论基

础[48–49]。爱泼斯坦-巴尔二氏病毒(Epstein-Barr virus，

EBV) 是 引 起 多 种 恶 性 肿 瘤 的 病 因 之 一 。 利 用

CRISPR/Cas9 筛选策略进而鉴定出包括病毒超级增

强子靶标等多个对其生长和存活具有重要影响的基

因，该项研究进一步揭示了 EBV 激活 PI3K/AKT 信

号通路并逃避肿瘤抑制剂应答的关键机制[50]。全

基因组 sgRNA 文库也已用于小核糖核酸病毒科的

相关筛选中，如利用全基因组 sgRNA 文库质粒筛

选的方法对脊髓灰质炎病毒(Poliovirus，PV)和肠

病毒 D68 (Enterovirus-D68，EV-D68)的关键宿主

因子进行筛选，鉴定了多个影响 PV 感染相关的宿

主基因，其中包括脊髓炎病毒受体(PVR)；而筛选

出的影响 EV-D68 感染的 4 个宿主因子 ST3GAL4、

MGAT5、COG1 和 COG5 在多种细胞(HeLa、HAP-1

和 RD)中均可介导 EV-D68 的感染[13]。 

4  结语和展望 

CRISPR/Cas9 作为当今基因编辑领域最热门

的明星工具，正影响着包括传染病、癌症和基因

治疗等众多领域。自 CRISPR/Cas9 技术应用以

来，研究人员在药物靶标发现、基因功能研究、

药物敏感基因研究等方面取得了巨大的进展。

CRISPR/Cas9 系统不断的完善与发展，使我们能

够更好地了解复杂的生物和疾病的致病过程。

CRISPR/Cas9 高通量筛选在病毒-宿主相互作用的

研究中，已经提高了我们对多种病毒复制周期的

理解和认识。鉴于这一领域的快速发展，未来的

筛选将揭示病毒是如何利用和颠覆寄主功能的共

性和差异得以进化的问题，并可能为抗病毒治疗

提供大量潜在的靶点。之后 sgRNA 的设计、合成，

载体选择及筛选流程等方面的改进将有助于提高

CRISPR/Cas9 筛选的特异性和高效性。同时结合

基因敲除动物模型的进展以及基因驱动系统等应

用的改进，该技术将快速推动病毒复制调控关键基

因的发掘和相应疫病的防治。在未来，我们期待看

到 CRISPR/Cas9 技术在细胞凋亡、细胞周期调控、

DNA 损伤修复等多种生物学过程研究中有更大的

突破，结合基因组学、疾病表型和治疗靶点等方面

的研究，从而实现个性化和精准医疗的目标。 

目前，CRISPR/Cas9 技术还处于基础研究层

面，仍有许多未知的功能需要我们进一步地探索，

同时其存在的问题也需要我们不断克服。基于

CRISPR/Cas9 技术的筛选策略也暴露出一些不

足，质粒的转染难度大、具有碱基识别偏好性、

不同基因位点编辑效率不同及筛选工作量大等缺

点 限 制 了 基 因 编 辑 的 应 用 范 围 。 虽 然 目 前 的

CRISPR/Cas9 技术仍存在挑战，但该技术的不断

完善将极大推动生命科学的进步和医药领域的发

展。CRISPR/Cas9 技术不断改进的同时，我们也

期待在基因编辑领域涌现出更多的新兴技术，最新

报道发现了细菌的 10 个新的免疫系统，其进一步

的研究将为基因编辑工具开发带来新的方向[51]。

30 多年前，日本生物学家在细菌防御系统中发现

了 CRISPR/Cas9 系统，该系统经过不断改造和完

善成为了当今最热门的基因编辑工具；30 年后，

同样在细菌的防御系统中发现的这些新系统是否

有望成为新一代的基因编辑技术，在不久的将来

与 CRISPR/Cas9 技术齐驱并驾甚而更进一步呢？

我们将拭目以待。 
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CRISPR/Cas9-based high-throughput screen platform: an 
emerging powerful tool for the discovery of host factors 
involved in viral replication 
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Abstract: Virus, as a strict intracellular parasitic organism, needs to use a variety of host proteins to complete their 

life cycle. To prevent and control viral diseases, it is necessary to provide useful data for understanding the 

replication and pathogenesis of viruses. Compared with the traditional RNA interference screening, CRISPR/Cas9 

technology, as an emerging approach in recent years, exhibits more specific and faster characterization to achieve 

gene knockout or other genome editing. Therefore, it has wide applications in the study of functional genes. Based on 

the CRISPR/Cas9 system, we can construct a host genome-wide sgRNA library and further screen and identify the 

key host factors involved in multiple biological processes of pathogen invasion or replication. Lastly, we hope that the 

virus life cycle will be completely revealed in terms of virus-host interaction network, and high-throughput screening 

platform based on CRISPR/Cas9 technology will provide a powerful tool for researching virology and immunology. 

This review aims to introduce the screening steps of CRISPR/Cas9-based high-throughput screening platform, and 

summarize the applications and outlooks of this platform in screening host factors involved in viral replication. 

Keywords: CRISPR/Cas9, high-throughput screening, sgRNA library, virus-host interaction, host factors 
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