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摘  要 : CRISPR/Cas9 (Clustered regulatory interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9)是

最近发现的一种新型的基因组定点编辑技术。CRISPR 即成簇的、有规律的、间隔短回文重复序列，是人们在

研究大肠杆菌编码的碱性磷酸酶基因时发现的，它原本是存在于细菌和古细菌基因组中含有多个短重复序列的

基因位点，能够为自身提供一种特异性免疫保护机制，抵御外来病毒、质粒等遗传元件的入侵。CRISPR 系统

主 要 依 赖 crRNA (CRISPR RNA) 和 tracrRNA (Trans-activating chimeric RNA) 结 合 并 导 向 Cas 

(CRISPR-associated system) 蛋白来对外源 DNA 进行序列特异性降解。目前已经发现了 3 种类型的 CRISPR/Cas

系统：Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型。其中Ⅱ型系统组分较为简单，主要依赖的是 Cas9 核心蛋白，在 RNA 的介导下，

Cas9 蛋白能够识别靶序列进行切割造成 DNA 的双链断裂 (Double-strand breaks，DSB)。在此基础上，人们可

以对基因组的特定位点进行基因打靶、基因定点插入、基因修复等各种遗传操作。这种新的基因组定点编辑技

术比类转录激活因子效应物核酸酶  (Transcription activator-like effector nuclease，TALEN) 和锌指核酸酶 

(Zinc-finger nuclease，ZFN) 技术设计更加简单、更容易操作，势必会有更广泛的应用。目前，利用该技术已

在多个物种的细胞和个体水平上实现了遗传操作。文中将从 CRISPR/Cas9 的来源、结构、作用机理方面介绍

其研究进展，为开展这一领域的研究工作提供参考。 

关键词 : 基因编辑，CRISPR/Cas9 系统，单链向导 RNA，脱靶效应  
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Advances in CRISPR/Cas9-mediated gene editing 

Cong Li, and Wenguang Cao 

Institute of Animal Sciences and Veterinary Medicine, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China 

Abstract:  Clustered regulatory interspaced short palindromic repeats (CRISPR) found in bacteria and archaea genome 

that contains multiple short repeats loci, provides acquired immunity against invading foreign DNA via RNA-guided DNA 

cleavage. The first inkling of this hot new genetic engineering tool turned up in 1987, when a research team observed an 

oddly repetitive sequence at one end of a bacterial gene. Now three types of CRISPR/Cas system have been identified: 

types I, II and III. In the type II CRISPR/Cas9 system, short segments of foreign DNA termed ‘spacers’ are integrated 

within the CRISPR genomic loci, transcribed and processed into short CRISPR RNA (crRNA). These crRNAs anneal to 

trans-activating crRNA (tracrRNA) and direct sequence-specific cleavage in that a double-strand break (DSB) is generated 

by Cas proteins. Based on these findings, various genetic methods, including gene targeting (Gene disruption), gene 

insertion, gene correction etc., are being designed to manipulate the genomes of different species at specific loci. Compared 

with zinc finger nucleases (ZFN) and transcription activator-like effector nucleases (TALEN), CRISPR/Cas9 is simpler 

with higher specificity and less toxicity. This review summarizes recent progress, discusses the prospects of CRISPR/Cas9 

system, with an emphasis on its structure, principle, applications and potential challenges, and provides a useful reference 

for researchers who are interested in this new technique. 

Keywords:  gene editing, CRISPR/Cas9 system, single-guide RNA, off-target effect 

基因组靶向修饰技术是指通过某种途径对

基因组 DNA 特定位点进行改造的一种手段。自

1987 年 Thompsson 等[1]建立起完整的 ES 细胞基

因敲除小鼠模型至今经过 20 多年的发展，该技

术已经建立起许多理论与方法，其中，锌指核

酸酶 (Zinc-finger nucleases，ZFN) 以及类转录

激活因子效应物核酸酶 (Transcription activator- 

like effector nucleases，TALEN) 技术的应用较

为广泛。但由于这两项技术 DNA 结合结构域的

改造较为复杂，特别是 ZFN，往往需要构建庞

大的锌指表达文库，筛选工作量大，成为限制

其发展的瓶颈 [ 2 ]。CRISPR/Cas9 (Clustered 

regula tory  in te rspaced  short  pal indromic 

repeats/CRISPR-associated protein 9) 技术是最

近发现的一种基因组靶向修饰技术。与之前的

技术相比，CRISPR/Cas9 技术是通过一段 RNA 

来识别靶位点，因而在设计和构建上更加简单。

迄今为止，CRISPR/Cas9 技术已成功应用于肺

炎链球菌 Streptococcus pneumoniae、大肠杆菌

Escherichia coli[3] 、芽殖酵母 Saccharomyces 

cerevisiae[4]、秀丽线虫 Caenorhabditis elegans[5]、

果蝇 Drosophila melanogaster[6]、斑马鱼 Danio 

rerio[7-8]、小鼠 Mus musculus[9]、大鼠 Rattus 

norvegicus[10]、拟南芥[11]、玉米 Zea mays[12]、水

稻和小麦 Triticum aestivum[13]以及包括 iPS 细胞

在内的人体外培养细胞系[14]等多个物种内源性

基因的定点修饰。本文将从 CRISPR/Cas9 的来

源、结构以及在基因组定点修饰中的应用等方面

介绍其研究进展。 

1  CRISPR/Cas 系统的研究历程 

1987 年，Ishino 等[15]在对大肠杆菌编码的
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碱性磷酸酶基因研究时发现该基因编码区下游

存在一段由长度为 29 bp 的重复片段 (Repeats) 

和 32−33 bp 的非重复片段 (Spacers) 间隔相连

的重复序列。之后的研究发现这种重复结构在

细菌和古细菌中普遍存在[16]。随着人们对该结

构的逐渐了解，2002 年，这种结构被正式定义

为 Clustered regulatory interspaced short 

palindromic repeats (CRISPR)[17-18]。生物信息序

列分析发现，在人类已知物种中，有 40%的细

菌和将近 90%的古细菌的基因组或质粒中存在

至少一个 CRISPR 位点[19-20]，而且其间隔序列

与一些噬菌体或质粒的序列存在同源性[21]，由

此预测该结构可能是原核生物在进化过程中普

遍存在的一种获得性免疫系统[22-23]。随后，两

个不同的研究小组分别发现该系统可以使细菌

具有抵御噬菌体入侵和外源质粒转移的功   

能[24-25]，揭开了探究 CRISPR/Cas 系统分子机制

的序幕，为后续研究奠定了基础。 

2  CRISPR/Cas 系统的结构与分类 

CRISPR 作为一种特殊的 DNA 重复序列，

主要由多段长度 25−50 bp 的高度保守的重复片

段和 26−72 bp 长度的间隔片段间隔串联而成。

对重复片段的结构分析发现，其序列存在二重

对称性，即可以形成发夹结构[26-27]。对间隔片

段的研究表明，它们可能是某些入侵遗传单位

在细菌内的残留，为细菌提供一种抵抗外源

DNA 的特异性免疫[28]。对间隔片段的序列比对

证实，约有 2%的间隔片段在 GenBank 中能找到

相匹配的质粒或噬菌体序列[29-30]，这可能是由

于目前只有极少数噬菌体和质粒被发现并测序。

在该串联结构的上游是前导序列 (Leader) 和一

系列 CRISPR 相关蛋白基因 (CRISPR-associated 

genes，Cas genes) ，它们共同组成了 CRISPR

基因序列 (图 1) 。 

CRISPR/Cas 系统在抵御外来噬菌体入侵

时，一般经历适应、表达和干扰三个阶段[31-33]。

于是，Makarova 等[34-35]根据适应阶段的高度保

守性及表达和干扰阶段的差异性，将 CRISPR

系统分为 3 大类型：Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型。其中，

Ⅰ型和Ⅲ型 CRISPR 系统介导外源 DNA 降解过

程中需要多种 Cas 蛋白参与反应，形成的切割

复合体结构复杂[36-38]，Ⅱ型系统组分较为简单，

只需要一个 Cas9 蛋白来切割 DNA 双链。以产

脓链球菌 Streptococcus pyogenes 为例，Cas9 蛋

白和两种非编码 RNA：crRNA (CRISPR RNA)  

 

 
 

图 1  CRISPR 位点结构图 

Fig. 1  The structure of CRISPR loci. 
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和 tracrRNA (trans-activating chimeric RNA) 形

成的复合体即可特异性降解外源DNA[39]。因此，

目 前 以 Ⅱ 型 CRISPR 系 统 为 基 础 的

CRISPR/Cas9 系统在基因组编辑中的应用较为

广泛。 

3  CRISPR/Cas9 的作用机理 

当外源 DNA 入侵细菌时，其 CRISPR 系统

会特异性地捕获一段被称为 proto-spacers 的外

源 DNA序列插入到前导序列与间隔重复序列之

间，并伴随一次重复片段的复制，这样就形成

了一段新的重复单元，这些重复单元就是细菌

特异性免疫的结构基础。需要注意的是，外源

DNA 的捕获并不是完全随机的，在这些被捕获

的 DNA 序列下游常有一段序列保守的特殊结

构，被称为 PAM (Proto-spacer adjacent motifs) 

位点[30]。PAM 位点的存在可能是 CRISPR 系统

区分自身 DNA 与外源 DNA 而避免发生自身免

疫的机制之一[40]，同时也是基因编辑时靶序列

选择的重要要求[31,41-42]。之后，形成的重复单元

会被转录形成前体 CRISPR RNA (Pre-crRNA)，

在 RNase Ⅲ的作用下成熟。成熟的 crRNA 与

tracrRNA 通过碱基配对形成双链 RNA 结构，并

进一步与 Cas9 蛋白结合形成靶向切割复合体对

外源 DNA 进行特异切割，达到识别和降解外源

DNA 的目的。 

根据上述原理，只需合成定制的 crRNA，

将 其 插 入 到 合 适 的 质 粒 中 ， 与 分 别 表 达

tracrRNA 和 Cas9 蛋白的质粒共转染细胞，或体

外转录成 RNA 后注射到特定细胞中，就可以建

立基因敲除的细胞系或动物模型。crRNA 的作

用是通过碱基配对识别基因组靶序列，而不需

要像 ZFN 和 TALEN 那样构建复杂的识别蛋白，

极大简化了试验流程。另外，与 ZFN 和 TALEN

技术中用到的 FokⅠ不同的是，Cas9 蛋白存在

HNH 和 RuvC 两个活性位点[43]可以分别切割与

crRNA 互补的 DNA 链和非互补链，从而引入

DSB[44]，不需形成二聚体发挥作用，而且切割

活性特别高。Jinek 等[44]还发现，将 crRNA：

tracrRNA 双链 RNA 结构改造成单链导向 RNA 

(Single-guide RNA ， sgRNA) 同样能够指导 

Cas9 蛋白特异切割双链 DNA，这进一步提高了

操作简便性 (图 2)。 

4  CRISPR/Cas9 靶位点选择及相关工具 

任何一种基因编辑技术，靶位点的选择都

是首要问题。前面已经提到，在 CRISPR/Cas9

系统中，靶序列只有在 3'端存在 PAM 位点，它

才 能 够 被 crRNA 准 确 识 别 。 不 同 来 源 的

CRISPR/Cas9 系统，PAM 位点保守序列也不同，

如嗜热乳链球菌 Streptococcus thermophilus来源

的 CRISPR/Cas9 系统识别的 PAM 位点序列为

NNAGAA[45] ， 脑 膜 炎 奈 瑟 氏 菌 Neisseria 

meningitidis 来源的为 NNNNGATT[46]，产脓链

球菌来源的为 NGG 等。目前在各个实验室广泛

应用的 CRISPR/Cas9 系统主要是产脓链球菌来

源的，在此作重点介绍。 

根据统计学意义，在生物体基因组中，应

该每 8 bp 就会出现一个 NGG PAM 位点[47]。这

虽然在一定程度上限制了靶位点的选择，但也

提高了对靶位点的识别效率 (相当于增加了两

个识别碱基)。近来，Zhang 实验小组通过设计

并计算大量不同 sgRNA 的打靶效率后，发现

PAM 位点序列为 NAG 也可被识别，但是打靶 
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图 2  CRISPR/Cas9 介导的基因组编辑模式图 

Fig. 2  Schematic of genome editing by CRISPR/Cas9. 
 

效率明显下降，仅为 NGG PAM 位点的 1/5 左  

右[48]。相信随着人们对 CRISPR/Cas9 系统研究

的深入，人们对其靶位点的选择也会有越来越

清晰的认识。为了 CRISPR/Cas9 能够更广泛的

应用，许多实验室都建立了开放的网站，免费

帮助研究人员设计 CRISPR/Cas9 靶点。Joung

团 队 [49] 建 立 的 ZiFiT 网 站  (http://zifit. 

partners.org/ZiFiT/)，在继提供 ZFN 和 TALEN

靶点搜索之后，又增加了 CRISPR/Cas9 靶位点

设计；Zhang 研究小组 [48]建立的网站  (http:// 

www.genome-engineering.org/) 不仅可以在用户

指定的碱基序列中搜索靶位点，而且还支持人、

小鼠、斑马鱼以及线虫等十几种模式生物基因

组的在线比对，并列举出各个靶点潜在的脱靶

位点，让用户更理性地选择靶位点。 

5  CRISPR/Cas9 的应用 

随着 CRISPR/Cas9 介导的基因组编辑技术

的完善与发展，其在各领域的应用也在迅速展

开。2012 年 12 月，Jinek 等[44]利用人工设计的

crRNA 形成的切割复合体，完成了对体外 DNA

的精确切割，是首次报道该系统可以用于目标

DNA 的切割。2013 年初，连续有数篇研究论文报

道了该方法的应用。目前，人们利用这一技术实

现完成了在不同物种、多种基因的定点修饰。 

5.1  在基因功能研究中的应用 

如何将生物体中海量的基因组信息转化成

有意义的基因组功能一直是人们面临的难题之

一，对于某一基因功能的验证，在个体上基因

敲除是必不可少的实验环节，但是传统的基因

敲除方法需要通过复杂的打靶载体构建、ES 细

胞筛选、嵌合体动物模型选育等一系列步骤，

成功率受到多方面因素的限制。CRISPR/Cas9

技术则不然，敲除基因高效快速，可在多种细

胞及生物体的特定位点进行精确切割和修饰，

是研究基因功能的有力工具。Shalem 等[50]构建

了一个含有 65 000 种 sgRNA 的文库，这些

sgRNA 可以靶向人类基因组中 18 080 种基因，
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几乎涵盖了每个已知的基因。他们将编码这些

sgRNA的基因和编码 Cas9蛋白的基因一起转运

到人细胞中，从而筛选出某些有特定功能的基

因。Wang 等[51]更是设计了 73 151 种 sgRNA 来

靶向人基因组中 7 114 种基因，发现被不同

sgRNA 靶向相同基因的细胞具有不同的存活

率，并根据这些数据，推断出一些似乎控制

CRISPR/Cas9 系统切割效率的规则。这都证实

CRISPR/Cas9 极其适合作为一种在全基因组范

围内探究特定基因功能的工具。 

5.2  在模式生物构建中的应用 

ES 细胞是传统方法构建生物模型的重要限

制条件，而 CRISPR/Cas9 技术不需要经过 ES

细胞就可以在短时间内产生突变个体，这或许

可以使得遗传学研究不再局限于具有ES细胞的

有限模式生物，从而再次改变遗传工程动物模

型的构建方式，甚至可能重新定义哪些物种可

作为模式生物。 

目前 CRISPR/Cas9 技术已经在微生物、植

物、动物及各种细胞中实现了应用 (表 1)。 

 
表 1  部分已报道成功利用 CRISPR/Cas9 实现基因组编辑的实例 

Table 1  Partial list of examples of CRISPR/Cas9-mediated genome editing 

No. Species Genes References 

1 Homo sapiens AASV1, EMX1, PVALB [14] 

2 Streptococcus pneumoniae srtA, bgaA [3] 

3 Escherichia coli rpsL [3] 

4 Saccharomyces cerevisiae CAN1, LYP1, ADE2 [4] 

5 Toxoplasma gondii rop18 [52] 

6 Caenorhabditis elegans dpy, klp [5] 

7 Drosophila melanogaster yellow, white [6] 

8 Danio rerio drd3, fh, etsrp [7 ] 

9 Xenopus tropicalis ptf1a/p48, hhex, pat [53] 

10 Mus musculus Th [9] 

11 Rattus norvegicus Mc4r, Mc4r, Tet1 [10] 

12 Macaca fascicularis Ppar-γ, Rag1 [54] 

13 Sus scrofa  vWF [55] 

14 Bos taurus NANOG [56] 

15 Ovis arise MSTN [57] 

16 Oryza sativa ROC5, CAO1, PDS [13] 

17 Triticum aestivuml MLO [13] 

18 Arabidopsis thaliana BRI1, JAZ1 [11] 

19 Nicotiana benthamiana PDS [58] 

20 Zea mays MRP4, IPK [12] 
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5.3  在新品种改造和培育中的应用 

传统的转基因技术改造和培育新品种一般

采用外源基因随机整合的方式，转基因表达的

可控性差。CRISPR/Cas9 技术则可以进行定点

修饰，达到高效定向。Shan 等[13]用 CRISPR/Cas9

技术敲掉了一个小麦基因，得到了耐白粉病 

(Powdery mildew) 小麦新品种。该团队还利用

CRISPR/Cas9 技术定点突变了水稻和小麦两种

作物的 PDS 和 MLO 等 5 个基因。原生质体中基

因突变效率为 14.5%−38.0%，水稻转基因植物

中突变效率 4.0%−9.4%，并且在 T0 代获得了水

稻纯合 PDS 突变体，呈现预期的白化和矮小表

型。Han 等[57]利用该技术成功获得了肌肉生长

抑制素 (Myostatin，MSTN) 基因敲除的绵羊。 

另外，猪、牛、羊等大型家畜的基因单核

苷酸多态性 (Single nucleotide polymorphism，

SNP) 也能够显著影响其生产性能。例如，绵羊

MSTN 基因 3'端非翻译区的 SNP 导致肌肉生长

抑制因子在肌肉中的表达下降，显著促进绵羊

肌 肉 的 增 长 [59] 。 由 此 ， 我 们 可 以 利 用

CRISPR/Cas9 技术对基因组进行精确地编辑，

引入我们需要的 SNP，这不仅降低了转基因的

不稳定性，而且大大缩短了育种年限。有实验

证明 CRISPR/Cas9 可以简便高效地实现多个位

点切割[60]，因此可以实现一次将多个 SNP 同时

引入到种畜基因组中，从而再次提高育种效率。 

目前，本课题组已经利用 CRISPR/Cas9 技

术成功敲除了绵羊胎儿成纤维细胞中的 MSTN

基因，并成功建系，验证了该系统在绵羊基因

编辑应用中的可行性。另外，我们还以 MSTN

基因缺失细胞为供体通过核移植方法生产了

MSTN 基因失活胚胎，并完成了相当数量的胚胎

移植，预计近期可获得 MSTN 基因敲除的绵羊

个体。考虑到转基因生物安全的问题，我们下

一步还将利用体外转录获得 Cas9蛋白 mRNA与

sgRNA 一起注射到受精卵，胚胎移植后获得基

因敲除绵羊，以消除转染质粒随机整合到个体

基因组中的潜在风险。 

5.4  在基因治疗中的应用 

从基因编辑技术诞生之初，人们就试图将

正常的基因片段引入细胞中替代有缺陷的基

因，以此来达到基因治疗的目的。但是传统方

法的随机整合率高，难以精确控制。利用

CRISPR/Cas9 能够对特异的核苷酸序列切割，

产生定点突变的性质，为人类遗传性疾病的治

疗带来了新的思路。 

Wu 等[61]利用 CRISPR/Cas9 取代了引起小

鼠白内障的一个单碱基对突变。他们利用该技

术在受精卵突变等位基因处切割 DNA，并向其

提供野生型等位基因作为修复模板，从而纠正

了破坏的等位基因序列。实验表明，33%注入 

CRISPR/Cas9 的突变体受精卵长成了无白内障

小鼠。Clevers 研究组[62]利用 CRISPR/Cas9 在人

类干细胞中纠正了与囊性纤维化有关的缺陷。

囊 性 纤 维 化 跨 膜 转 导 受 体  (Cystic fibrosis 

trans-membrane conductor receptor，CFTR) 基因

在人体中缺失可导患者该受体蛋白错误折叠，

研究人员通过 CRISPR/Cas9 技术及一个包含插

入修补序列的供体质粒，纠正了来自囊性纤维

化患者细胞样品的培育肠干细胞的遗传缺陷，

这些细胞约有一半培育成了功能正常的微型

肠，但是这一技术的效率还是很低，因为用于

临床这一效率应该达到 100%。 

在感染哺乳动物细胞时，为了不被宿主免
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疫系统所发现，细菌会通过 CRISPR 系统关闭

自身脂蛋白的合成[63]。因此，如何通过抑制入

侵菌种的 CRISPR 系统并使宿主免疫系统能够

识别，为相关疫苗的研发提供了一个很好的思

路。2013 年 11 月，数位 CRISPR/Cas9 研究领

域的专家创办了一家名为 Editas Medicine 的公

司，旨在研究直接修改与疾病有关的基因来治

疗疾病的方法[64]。这是该技术在基因治疗领域

发展的里程碑式的事件。 

6  CRISPR/Cas9 与 ZFN 和 TALEN 比较 

ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 系统都可以

通过用户定制而对复杂基因组进行定点编辑，

这也是它们最吸引人的地方。ZFN 和 TALEN 作

为里程碑式的技术，至今仍在广泛应用。而

CRISPR/Cas9 作为新一代的基因编辑技术，有

着 ZFN 和 TALEN 无可比拟的优势：1) 可用位

置更多。理论上，在基因组中每 8 bp 就有一个

适合 CRISPR/Cas9 编辑的位点，分布频率很高。

而对于 ZFN 和 TALEN，在基因组中平均分别要

500 bp 和 125 bp 才会有一个合适的编辑位点[47]。

2) 可同时编辑多个位点。 Wang 等 [60] 利用

CRISPR/Cas9 技术一次性构建了含 5 个突变位

点转基因鼠；Zhou 团队[10]也构建了同时包含 3

个突变位点的基因敲除大鼠，而且 3 基因同时

敲除的效率高达 59.1%。这对于 ZFN 和 TALEN

两项技术而言是难以实现的。3) 识别域的构建

更简单。在 CRISPR/Cas9 系统中，想要改变靶

序列识别位点只需改变一段短的 RNA 序列即

可。而 ZFN 和 TALEN 则需要根据不同的识别

序列组装和构建十分复杂的蛋白识别域，费时

费力，所以 CRISPR/Cas9 技术更容易得到推广

和应用。 

7  CRISPR/Cas9 技术存在的问题 

脱靶效应是存在于所有基因组靶向修饰技

术中的一道难题，它会对基因组非特性序列进

行切割，造成未知突变，增加后期的鉴定工作

量。CRISPR/Cas9 系统中，对靶序列的识别主

要是依靠一段 20 bp 的短 RNA，但是研究表明

当存在单个甚至多达 5 个碱基错配时，切割仍

能正常发生[65]。进一步研究发现，在这 20 bp

中只有位于 PAM 位点前 12 bp 的种子序列对靶

位点识别影响较大，即总共只有 14 bp (PAM 中

的 GG 和种子序列 ) 是靶位点识别的关键序  

列[66-67]。这在生物体庞大的基因组中很容易出

现脱靶位点，从而引入意外突变。除此之外，

Vikram 等[68]研究发现，高浓度的 Cas9 蛋白和

sgRNA 也会导致较高的脱靶活性，脱靶活性最

高可达 84%。 

针对脱靶效率高的问题，Patrick 等[48]构建

了一个计算机模型，利用该模型可以对靶序列

进行全基因组比对，筛选出特异性最高的靶序

列，再结合调整 sgRNA 的剂量以达到高打靶、

低脱靶的效果。Ran 等[69]通过突变 Cas9 核酸酶

的 DNA 切割结构域，将 CRISPR/Cas9 系统改造

为切口酶，然后配对使用，能够使脱靶活性降

低 50−1500 倍，但是打靶效率也随之降低。 

8  展望与结语 

CRISPR/Cas9 技术的出现，极大地提高了

人们对基因序列修饰与编辑的能力，除此之外，

该技术在其他方面也显示出很好的应用前景。

Qi 等[70]将 Cas9 蛋白的两个切割结构域都进行



李聪 等/ CRISPR/Cas9 介导的基因编辑技术研究进展 

cjb@im.ac.cn 

1539

了突变，使其彻底失去内切酶活性，但与 sgRNA

形成的复合物仍具有特异结合靶位点的能力。

当该复合物与靶位点结合后，虽不能切割靶位

点，但却抑制了 RNA 聚合酶或其他转录因子的

结合，在转录水平上下调了基因表达，起到类

似于 RNA 干扰的作用。据此，我们还可以在突

变的 Cas9 蛋白末端连接其他功能蛋白，如 DNA

乙酰化酶或 VP64 转录激活结构域，可以实现对

靶位点乙酰化水平或基因表达水平的调控。当

然，这能否按照我们预期的那样发挥作用还有

待于进一步研究。 

最近，Martin 等[71]首次利用 X 射线晶体衍射

技术成像了这种酶的精细三维结构，这对人们改

良 Cas9 蛋白提供了巨大帮助。另外，研究人员首

次发现利用专门设计的 PAM 递呈寡核苷酸 

(PAM-presenting oligonucleotides，PAMmers)，可

以使 Cas9 蛋白特异结合或切割 RNA 靶点，同

时避开对应的 DNA 序列，这一发现无疑为 RNA

的功能研究、分析和操控提出了新的思路，同

时又进一步提高该技术的应用价值[72]。 

当然，目前关于 CRISPR/Cas9 系统还有许

多亟待解决的问题，如 CRISPR/Cas9 系统的基

因组编辑效率是否高于 ZFN 和 TALEN 技术；

Cas9 蛋白作为细菌蛋白，是否会引起其他物种

的免疫反应；如何更好地提高同源重组介导的

基因编辑效率等。相信随着人们深入和全面的

研究，CRISPR/Ca9 技术将会展现出其无比强大

的生命力。 
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