
 欧阳娟 等/CRISPR/Cas 基因编辑技术研究进展及其在斑马鱼中的应用 
Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn Jan. 25, 2020, 36(1): 1−12 
DOI: 10.13345/j.cjb.190178 ©2020 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: May 8, 2019; Accepted: July 8, 2019 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (No. 81773013). 
Corresponding author: Hengmi Cui. Tel: +86-514-87990309; E-mail: hmcui@yzu.edu.cn 
国家自然科学基金 (No. 81773013) 资助。 

网络出版时间：2019-07-23        网络出版地址：http://kns.cnki.net/kcms/detail/11.1998.Q.20190722.1444.005.html 

1 生 物 工 程 学 报  

                                                               

CRISPR/Cas 基因编辑技术研究进展及其在斑马鱼中

的应用 

欧阳娟，薛松磊，周琦琦，崔恒宓 

扬州大学 表观遗传学与表观基因组学研究所，江苏 扬州  225009 

欧阳娟, 薛松磊, 周琦琦, 等. CRISPR/Cas 基因编辑技术研究进展及其在斑马鱼中的应用. 生物工程学报, 2020, 36(1): 
1–12. 
Ouyang J, Xue SL, Zhou QQ, et al. Research progress and applications of gene editing technology CRISPR/Cas in zebrafish. 
Chin J Biotech, 2020, 36(1): 1–12. 

摘  要 : 规律成簇间隔的短回文序列 (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats，CRISPR) 是细菌

和古菌中的获得性免疫系统，利用该系统能定点进行基因编辑。最近，科学家发现了新的 CRISPR-associated (Cas)
蛋白，其中由 Cas12a 介导的基因编辑能显著降低脱靶率。文中对 CRISPR/Cas 系统的发现历史、组成和分类、工

作原理进行概述，并总结了该系统的最新研究进展及在斑马鱼 Danio rerio 中的应用。 
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Research progress and applications of gene editing technology 
CRISPR/Cas in zebrafish 
Juan Ouyang, Songlei Xue, Qiqi Zhou, and Hengmi Cui 
Institute of Epigenetics & Epigenomics, Yangzhou University, Yangzhou 225009, Jiangsu, China 

Abstract:  Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) are acquired immune system in bacteria and 
archaea. This system is used in site-directed gene editing. Recently, scientists discovered new CRISPR-associated (Cas) 
proteins, in which Cas12a-mediated gene editing can significantly reduce the off-target rate. In this article, we review 
CRISPR/Cas system’s discovery of history, composition, classification, and working principle. The latest research progress of 
the CRISPR/Cas system, and its application in zebrafish are introduced. 
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1970 年，DNA 重组技术的发现标志着生物

学进入新的发展阶段。20 年后，科学家们又发现

基因组 DNA 损伤修复可以通过 DNA 双链断裂而

触发。基因组 DNA 发生损伤后在不同条件下分别

以同源重组 (Homologous recombination，HR) 或
非同源末端链接 (Non-homologous end joining，
NHEJ) 进行修复。在基因组修复过程中，可能引

起碱基插入或缺失，当存在外源片段时还能引入片

段替换。目前存在 3 种基因编辑技术，包括锌指蛋

白核酸酶 (Zinc-finger nuclease，ZFN) 技术、转录

激活样效应因子核酸酶 (Transcription activator-like 
effector nuclease，TALEN) 和规律成簇间隔短回

文重复序列及相关蛋白  (CRISPR/Cas) 技术。

CRISPR/Cas 核酸酶技术由成熟的 CRISPR RNA 
(crRNA) 与反式活性的 tracrRNA 以碱基互补配

对的方式，形成拥有二级结构的 RNA，它能够指

导该系统中相关的 Cas9 蛋白特异性识别靶标

DNA，从而引发 DNA 双链断裂。在核酸内切酶、

两条 RNA 链的参与下能对特异性 DNA 链进行程

序性编辑[1]。目前 CRISPR/Cas 技术已经涉及人类

疾病研究、模式生物模型构建、微生物和植物等

研究领域[2]。本文着重介绍 CRISPR/Cas 系统的最

新研究进展，并简介该系统在斑马鱼研究中的应

用情况。 

1  CRISPR/Cas 系统的发现历史 

1987 年，Ishino 等[3]在研究大肠杆菌中与碱

性磷酸酶同功酶转换相关的 iap 基因时，发现该

基因的具体位置，及基因两侧序列的特点即下游

存在 29 nt 的重复序列。2000 年，Mojica 等[4]通

过数理统计分析最终将间隔重复序列定义为一类

独特重复家族。Ruud 等[5]提出了以首字母缩略词

CRISPR 对微生物基因组进行描述，将系统分为  
3 类 (Ⅰ–Ⅲ)，发现了不同 CRISPR 系统之间存在

的差异，例如 CRISPR 介导的Ⅲ-A 型系统中 Cas
酶，最终不是靶向 RNA 序列 [6]。科学家提出

CRISPR 序列作为免疫记忆的防御机制，可能有

防止噬菌体感染等功能[7]。研究表明，CRISPR 序

列被转录并转化成包含独立间隔子 shorter CRISPR 
RNAs (crRNAs) 指导 Cas 核酸酶活性[8]，Cas 酶

能够获取间隔序列，间隔序列能对噬菌体进行防

御[9-10]；此外 CRISPR 的形成涉及 DNA 的降解过

程[11]。Hélène 等[12]通过分析 20 种突变型噬菌体，

发现噬菌体突变后，原本细菌 Protospacer-adjacent 
motif (PAM) 序列中的 NGG 就不能定位，从而导

致 CRISPR 系统不能发挥作用。CRISPR 系统中通

过 crRNA 的碱基互补配对，不仅能够进行特异性

靶向，而且能防止自身染色体被切断[13]。该系统

机理研究例如抗噬菌体菌株筛选和培养[14]等，促

进了其在生命科学领域的应用。同时，该系统的

应用也使更多科研人员对系统进行更为深入的研

究。Garneau 等[15]发现 Cas9 是 Cas 中独特的由酶

介导切割靶标 DNA 序列的基因簇。系统中的

trans-activating crRNA (tracrRNA) 可以通过广泛

保守的核酸内切酶和 CRISPR 相关蛋白 Csn1 靶向

突变的 crRNA[16]。不久，Rimantas 等[17]通过实验

表明嗜热链球菌中的 CRISPR/Cas 系统能转移至

大肠杆菌中发挥免疫作用，抵御外源噬菌体的入

侵，这一机制有利于细菌间交流，增强细菌对噬

菌体的防御功能。嗜热链球菌中的 CRISPR/Cas
系统，除能在细菌间进行转移，其中 Cas9-crRNA
复合物还能在体外通过 DNA 特异性位点与

crRNAs 互补配对从而引发双键断裂，发挥切割目

的 DNA 序列的作用[18]。研究人员根据靶标基因，

成功设计多个 guide RNA (gRNA)，提高了基因编

辑效率[19]。此后，CRISPR/Cas9 系统逐渐成为研

究人员青睐的基因编辑工具。 

2  CRISPR 基因座结构组成及系统分类 

与之前的基因编辑技术相比，CRISPR 基因

座结构较为简单。因 CRISPR/Cas 系统的信息加工

和处理机制上存在一定差异，据此将 CRISPR/Cas
系统分为 3 型，分别为 TypeⅠ、TypeⅡ和 Type Ⅲ。 

TypeⅠ系统需要多种蛋白参与才能形成具有
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切割功能的蛋白复合物[19]。该系统中 CRISPR 相

关的复合物中的碱基序虽相似性不明显，但是其

结构相似度高[20]。 
TypeⅡ系统中所包含的 Cas 蛋白数量比 TypeⅠ

少，发挥作用的主要蛋白质分子是 Cas9，Cas9 蛋

白拥有 Ruv 和 HNH 两种核酸酶结构域。Type ⅡA
系统中，产脓链球菌 Streptococcus pyogenes 基因

座结构见图 1。 
Type Ⅲ系统与 TypeⅠ类似，都是多亚基的

蛋白。该系统中作用的主要是 Cas10 蛋白分子，

该蛋白同时具有 RNA 酶活性以及与 TypeⅠ中复

合物类似的功能[22]。 
上述 3 种 CRISPR/Cas 系统分别拥有其自身

特点，同时也存在相似之处。 

3  CRISPR/Cas 系统的作用原理 

TypeⅡ型 CRISPR/Cas9 系统较其他两种而

言，相对简单，主要由重复间隔序列、编码 Cas9
核酸酶序列和 PAM 组成[23]。行使功能时主要包

括 3 个阶段：适应阶段、CRISPR/Cas9 表达和初

级转录阶段以及免疫阶段[15]。 
第一阶段，当外界的噬菌体或 DNA 入侵细

菌时，细菌会启动其自身的防御机制。由 PAM 指

导 gRNA 与目标 DNA 序列结合，从而促进 Cas9
蛋白结合[24]。其中，Cas9 空间结构的变化有利于

Cas9 与靶标序列结合，发挥切割功能[25]。 
第二阶段，CRISPR/Cas9 基因进行表达。

CRISPR 序列在 RNA 聚合酶的帮助下进行转录，

然后被剪切为成熟 crRNAs。最后，成熟 crRNAs
与 tracrRNAs 结合，形成双链 RNA 也称向导

RNA，发挥导向功能。 

第三阶段，在向导 RNA 引导 Cas9 蛋白与靶

标序列相互作用，引发切割，产生双链断裂 
(Double-strand breaks，DSBs)，从而引发自身修复，

包括同源重组修复和非同源末端连接修复[26]。 

以上 3 个阶段作为一个整体，在原核生物机

体中发挥免疫功能。此外，这 3 个阶段又能分别

作为一个独立单元发挥作用。 

4  CRISPR/Cas9 最新研究进展 

随着 CRISPR 系统的广泛应用，科研工作者

也继续深入对系统进行研究。2014 年，O’Connell
等 [27]科学家证明 Streptococcus pyogenes Cas9 
(SpCas9) 可以切割单链 RNA (ssRNA)。在此之

前，大多数科研工作者认为 Cas9 只能靶向 DNA，

该研究结果表明 CRISPR 系统中 PAM 序列以寡链

核苷酸 (PAM-presenting oligonucleotides，PAMmer) 
形式存在时，能提高 Cas9 与 ssRNA 亲和力，进

而发挥基因编辑功能。相比原来 Cas9 对基因组

DNA 进行编辑，这一系统能直接编辑 ssRNA，使

编辑更具高效性。该系统在应用时需要注意

PAMmer 序列容易降解[28-29]，所以应尽可能缩短

操作时间。除上述系统中 Cas9 外，科研人员还发

现 TypeⅡ型 CRISPR/Cas 系统中另一种新型核酸

内切酶 Cas12a (Cpf1)。Cpf1 蛋白具有以下优点：

Cpf1 较小，更容易进入所研究对象中进行切割；

Cpf1 通过切割作用，引导 crRNA 成熟[30]；Cpf1
有两个功能域，RuvC 切割双链 DNA，Nuc 主要

起辅助作用[31]；Cpf1 不仅能对 PAM 中富含 T 的

序列进行编辑[31-32]，还能对 PAM 远端序列进行

切割[33]；Cpf1 发挥切割作用后切口处留下互补

黏性末端，能提高 DNA 插入的可控性同时提高 
 

 
 

图 1  产脓链球菌中 CRISPR 系统ⅡA 型基因座结构[21] 
Fig. 1  CRISPR locus organization from Streptococcus pyogenes type IIA CRISPR systems[21]. 
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插入效率[31]；Cpf1 能够靶向 ssDNA，并将其完

全降解[34]；Cpf1 脱靶率比 Cas9 蛋白脱靶率低[35]。

研究表明，在某些菌株中 SpCas9 没有功能，Cpf1
则能在该菌株中通过同源重组介导高效的基因敲

入和敲除，弥补了 SpCas9 在编辑对象上的局限 
(FnCas9 和 FnCpf1 的 CRISPR 基因座结构及结构

域的比较如图 2)，拓展了 CRISPR/Cas 系统的应

用范围[36]。此外，研究人员还利用 Cpf1 建立 DNA 
endonuclease-targeted CRISPR trans reporter 
(DETECTR) 系统，用来快速准确地检测人乳头

瘤病毒，为临床应用提供新型平台[34]。 
上述系统进行基因编辑时都需要通过 PAM

序列定位识别，研究表明存在一种不依赖 PAM 序

列，且能对靶标 RNA 发挥识别作用的 Francisella 
novicida Cas9 (FnCas9) 蛋白 [37]。起初是科学家

在研究细菌脂蛋白对抗噬菌体反应时发现该系

统能引发天然免疫。这个过程主要是通过 small 
CRISPR/Cas associated RNA (scaRNA) 来抑制细

菌 脂 蛋 白 内 源 转 录 物 ， 当 时 研 究 人 员 发 现

CRISPR/FnCas9 系统对于抑制细菌脂蛋白非常重

要[38]。之后，有研究结果表明 FnCas9 蛋白可以

通 过 crRNA 和 tracrRNA 相 互 作 用 来 识 别 
5′-NGG-3′ PAM 结构，切割双链 DNA (dsDNA)[39]。

Price 等[37]对该系统进行改造研究，他们把人肝癌

细胞中丙肝病毒基因失活，最后病毒蛋白的表达呈

现下降趋势，下降约 60%。但系统定点编辑 RNA
的机制还有待进一步研究[39]。不久，有研究人员将

该系统用于植物抗病毒研究，发现 FnCas9 有利于

增强植物对 ssDNA、RNA 病毒的抵抗力[40-41]。

FnCas9 在植物抗病领域显现出较大优势，进一步扩

展了 CRISPR/Cas 系统的应用领域。 
2016 年，Abudayyeh 等 [42]在研究纤毛菌 

Leptotrichia shahii 时发现在特异性 RNA 引导下，

该细菌中 Cas13a (LshCas13a) 蛋白能发挥抵御噬菌

体入侵的功能。不久，他们又在纤毛菌 L. wadei 中
发现另外一种 Cas13a 蛋白 (LwaCas13a)[43]。 

 

 
 

图 2  Francisella novicida U112 中 FnCas9 和 FnCpf1 的 CRISPR 基因座结构及结构域的比较[31] 
Fig. 2  Organization of two CRISPR loci found in Francisella novicida U112 (NC_008601)[31]. The domain 
architectures of FnCas9 and FnCpf1 are compared. 



 
 

欧阳娟 等/CRISPR/Cas 基因编辑技术研究进展及其在斑马鱼中的应用 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

5 

 

LwaCas13a 蛋白通过多个靶向 crRNA 对多个位点进

行编辑，它在 CRISPR 系统属于二类 CRISPR/Cas
中的 typeVI-A 类型。这种新型 Cas13a 具有以下特

点，Cas13a 是在前间隔区侧翼位点 (Protospacer 
flanking site，PFS) 的存在下，由 crRNA 指导行使功

能[44]；Cas13a 蛋白的靶标为单链 RNA 时，可以直

接利用 crRNA 发挥作用[45]；Cas13a 蛋白中包含两

个 HEPN 结构域，该结构域中 Arg (精氨酸) 和 His 
(组氨酸) 突变可形成 dead Cas13a (dCas13a)，该蛋

白与 dead Cas9 (dCas9) 作用类似，起结合靶标作用；

Cas13a 蛋白还拥有两个 RNase 活性中心。与之前发

现的 (LshCas13a) 以及其他Cas13a相比，LwaCas13a
的切割活性最高。随着对 Cas13a 基础研究的深入，

科研工作者开始将其应用于生命科学领域，例如

作为哺乳动物 [43]和植物细胞 [46]中特异性敲低工

具；灵敏监测细胞中的转录产物[47]；依靠酶报告

解锁的高灵敏监测系统 (Specific High-Sensitivity 
Enzymatic Reporter Unlocking，SHERLOCK)[48]以及

后续建立的SHERLOCK version 2 (SHERLOCKv2)[49]

系统，以上系统能对病毒进行检测。最近也有研

究表明 Cas13a 能快速准确检测病毒包括人类

RNA 病毒[50]、埃博拉病毒[51]和 H7N9 病毒[52]等。 
除以上主要几种 Cas 蛋白外，研究人员还发

现几种其他 Cas 蛋白。例如含有 RNA 引导的 RNA
酶 Cas13b[53]，这种 CRISPR/Cas 系统缺少 Cas1、
Cas2，其基本作用机制与 Cas13a 一致。不过值

得注意的是，Cas13b 工作时需要靶点处存在 PFS
序列，这样有利于提高 Cas13b 特异性切割。

CRISPR/Cas13b 系统中存在两种蛋白 Csx27 与

Csx28，它们分别起着抑制和加强 Cas13b 发挥识

别和切割作用 [53-54]。此外，科学家鉴定出 VI-D
型 dCas13[55-56]，它能特异靶向 RNA。其中来自黄

色瘤胃球菌 Ruminococcus flavefaciens XPD3002 
(CasRx) 的核酸酶效应因子是一种可编程的 RNA
结合模块，可有效靶向细胞 RNA，为转录组工程

和未来的治疗开发提供了一个通用平台。另外，

研究人员通过构建突变型 Bacillus hisashii Cas12b 

(BhCas12b) 从而提高基因编辑效率[57]。 
2019 年，CRISPR/cas 技术在较多方面都取得

进展。除传统基因编辑工具，Liu 等[58]研究发现

一种新型基因编辑工具 CasX，它以独特的存在形

式结合双链 DNA 对其进行切割，使用低温电子

显微镜发现 CasX 拥有 RNA 支架和 DNA 解旋结

构域等特殊结构，不过 CasX 的具体工作原理还

需要科学家继续深入研究。另外，一种新型抗

CRISPR 蛋白也开始进入研究人员视野。已有研究

表明，可通过抑制 Cas9 的组装来调节抗 CRISPR
蛋白的活性[59]。传统 CRISPR/Cas 系统主要是依靠

细菌中免疫防御机制来维持外源基因整合，现在

研究人员发现了转座子也可以编码 CRISPR/Cas
系统[60]。另外，研究还发现 PAM 与 Cas9 存在多

种相互作用机制，这一发现也为系统的应用提供理

论基础[61]。研究人员在研究该系统的应用中，发

现在果蝇某一类细胞中 Cas9 蛋白表达受到抑制。

这一结构有利于揭示发育神经元的重塑机制[62]。 
综上，CRISPR/Cas 系统在研究人员的努力探

索下，一直在不断发展和完善。主要在以下几个

方面有所突破：1) 系统的靶向性。刚开始发现该

系统的靶向序列是 DNA[13]，随后发现 Cas 酶在不

同情况下，靶向性存在差异，例如可以靶向

dsDNA 和 ssRNA[39]等。2) 系统的定位。从一开

始依靠 PAM 序列中 NGG 进行定位[13]，到不仅能

对 PAM 中富含 T 的序列进行编辑[31-32]，还能对

PAM 远端序列进行切割[31]；在特殊情况下，还存

在一种不依赖 PAM 序列发挥识别作用的蛋白[34]；

另外还能依赖 PFS 进行定位[39]。3) 系统编辑的

效率和脱靶率。主要通过发现新型 Cas 酶具有不

同编辑原理[33]以及对原有的 Cas 酶进行改造从而

提高编辑效率降低脱靶率 [57]。4) 系统的应用领

域。从用于研究基因功能发展至用于植物抵抗病

毒[40-41]、临床疾病检测[52]等方面。由此，我们可

知 CRISPR/Cas 系统拥有巨大的发展潜力，在科研

工作者共同努力下，能将 CRISPR/Cas 系统应用于

更多的领域。 
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5  CRISPR/Cas9 在斑马鱼中应用 

随着科研人员对 CRISPR/Cas9 系统的深入研

究，该技术得到大力发展。CRISPR/Cas9 技术开

始在斑马鱼、小鼠等模式生物中应用。通过对目

标物种进行定向基因编辑，提高诱变突变率，获

得可遗传的基因编辑个体。斑马鱼是一种模式生

物，拥有较小个体、方便饲养、较强的繁殖能力、

受精过程和整个发育过程都在体外完成、受精卵透

明等优点。1970 年，美国遗传学家 Streisinger 开

始对斑马鱼发育和遗传方面进行研究[63]。之后，

Westerfield 总结斑马鱼相关实验，并整理成书[64]。

随着对斑马鱼基础研究的深入，加上测序技术的

发展，研究人员发现斑马鱼的基因与人类基因高

度相似，开始建立斑马鱼疾病模型。 
斑马鱼作为水生生物中的模式生物，科学家

开始对其进行研究，在方法优化[65]、细胞实验[66]

和模型构建等多个方面已取得预期效果。2013年，

Hwang 等[67]首次将 CRISPR/Cas9 技术成功在斑

马鱼上应用，通过将 Cas9 和 sgRNA 的 mRNA
混合，注射至一细胞期的斑马鱼胚胎中，后期检

测出斑马鱼中存在插入或删除突变。此外，研究 

中还发现当注射的 Cas9 和 sgRNA 处于最佳比例

时，能提高突变效率。相比之前的 ZFN 和 TALEN，

该技术能够高效进行基因编辑。不过，该技术在

应用中也存在脱靶的现象，在后续研究中需要尽

可能在降低脱靶率的前提下进行操作。例如在设

计靶点时，尽可能选择基因组上特异性高的序列

从而降低脱靶率。同年，有研究团队[68]也成功将

这一技术应用于斑马鱼基因编辑中 (图 3)，实验

中选取多个基因进行基因编辑，都获得理想的结

果。此外，他们对当时基因编辑领域提出的另一

论断进行验证，即在哺乳动物和斑马鱼胚胎中

DNA 双链断裂后，在 single-strand DNA (ssDNA) 
存在的情况下能进行同源重组。他们团队利用斑

马鱼这一模式生物进行实验，验证了其具有可行

性。不过实验结果表明进行同源重组后，斑马鱼

基因组发生同源重组的区域还存在其他非 ssDNA
的序列，研究人员认为可能是因为斑马鱼体内基

因组进行同源重组时存在其他复杂的机制。 
该技术相比 ZFN 和 TALEN 具有高效、操作

方便、经济等优点，但编辑过程中的脱靶效应仍

然不可忽视。一方面，可以利用这一新技术对斑 
 

 
 

图 3  用于斑马鱼基因编辑的 Cas9 和 gRNA 组成的 CRISPR 系统[68] 
Fig. 3  CRISPR system consisting of Cas9 and gRNA for zebrafish gene editing[68]. 
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马鱼进行基因水平操作，另一方面也需要努力探

索降低脱靶的方法。对斑马鱼进行基因编辑时，

除脱靶率外，我们还需考虑另外一个提高编辑效

率的因素。因为斑马鱼胚胎发育速度快，实验最

终目的通常是为了获得生殖系突变的个体，如果

对已分裂的斑马鱼胚胎进行基因编辑，CRISPR
系统则只能对分裂中部分细胞起作用，所以这一

技术对斑马鱼进行基因编辑时，需要确保使用一

细胞期斑马鱼胚胎进行实验[69]。 
CRISPR/Cas9 系统还可以对斑马鱼进行基因

敲入操作。研究表明当斑马鱼体内存在 DSB 位点

时，主要的修复方式是 NHEJ，这一修复方式能

有效促进斑马鱼体内发生同源重组 [70]。研究人 
员[71]起初利用该系统对小鼠进行基因敲入操作，

将 Cas9 和 sgRNA 的 mRNA 注射至一细胞期的小

鼠胚胎中，成功构建插入外源片段的突变小鼠，

降低脱靶率。此外实验设计靶向一个基因的两个

靶点进行基因敲除，获得长片段敲除的基因小鼠，

为后续该系统的应用提供了方向。使用这一方法

对斑马鱼进行基因编辑存在局限，因为基因敲除

操作主要是利用 Cas9 蛋白切割产生 DSB，在存

在外源供体的情况下，进行同源重组。正如前文

中提到斑马鱼胚胎发育快，该系统还未完全发挥

作用，斑马鱼胚胎已经开始分裂。小鼠的一细胞

期持续时间较长，所以能使用该方法进行基因敲

入。之后，有科研人员[72]利用 CRISPR/Cas9 系统

和斑马鱼 NHEJ 修复原理，成功将含有热休克蛋

白启动子的报告基因敲入斑马鱼基因组中。该方

法转基因效率高于传统转基因效率，为后续研究

斑马鱼基因敲入提供了新思路。但该系统中，基

因敲入部位处于顺式作用元件序列附近，会影响

内源基因的表达，所以之后的研究应尽可能在减

少对内源基因表达的影响的前提下，提高基因敲

入效率，此外应当基于实验目的设计实验。例如

通过基因插入的方式阻断基因表达，则需要在标

签序列后加入终止序列。 
曾 有 研 究 团 队 利 用 格 氏 嗜 盐 碱 杆 菌

Natronobacterium gregoryi Argonaute (NgAgo) 在
斑马鱼体内特异性敲低基因表达，引起表型改变。

实验结果表明，该基因的 DNA 水平并未发生变化，

仅 mRNA 表达降低[73]，该系统是否能应用仍然需

要进一步研究。另外，有研究人员[74]设计出一种

新型基因编辑工具 (图 4)，即将细菌海床黄杆菌

Flavobacterium okeanokoites 中的核酸内切酶 
 

 
 

图 4  应用于斑马鱼的 SNG 基因编辑技术[74] 
Fig. 4  Application of SNG gene editing technology in zebrafish[74]. 
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FokⅠ与片状核酸内切酶 (Flap endonucleaseⅠ，

FenⅠ) 结合，形成一种新型基因编辑工具结构引

导的核酸内切酶 (Structure-guided endonuclease，
SGN)，并且将其成功应用于斑马鱼基因编辑中。

这一技术的优势在于能进行长片段基因敲除，不

足之处则是敲除效率较低，脱靶情况有待进一步

研究。 
现今除构建长片段基因插入的突变模型外，

研究人员[75]还能利用改进的 CRISPR/Cas9系统在

斑马鱼基因组中引入点突变，构建单核苷酸突变

疾病模型 (图 5)。主要是将 CRISPR/Cas9 与 50 nt
的 ssDNA 模板相结合，共同发挥作用，其中单链

DNA 模板中包含突变位点和 PAM 序列。以上系

统发挥作用时，该单链不仅能引入特异性突变，

而且能够保护斑马鱼基因组中引入的单核苷酸突

变。在实验过程中，进行单核苷酸敲入的限制性

因素是 PAM 序列中特异性序列。后续实验中应考

虑到 Cas9 编辑效率、PAM 识别兼容性和 DNA 靶

标特异性以及系统脱靶率。 
我们实验室的一个研究方向是使用 CRISPR/Cas9

技术，对斑马鱼基因进行编辑，探究基因功能。

2016 年，我们团队利用 CRISPR/Cas9 技术，在

Nondret00679 基因的启动子序列处设计靶点，通

过筛选，获得突变型纯合个体。我们利用该技术，

构建能自体表达 Cas9 蛋白的斑马鱼模型。研究人

员利用该模型研究基因功能时，无需注射 Cas9 表

达载体，只需注射靶向目的基因的 sgRNA 即可达

到基因编辑的作用，使特定发育时期组织细胞中

能自身表达 Cas9，实现基因组织特异性敲除[76]。

2018 年，我们利用 Cas9 转基因斑马鱼研究斑马鱼

中内源性反转录病毒基因的功能，发现敲除斑马鱼

ERV 基因可能通过 Notch/Delta D 信号通路影响

斑马鱼发育[77]。目前，我们正利用 CRISPR/Cas9
系统敲除斑马鱼体内的 RNA 甲基转移酶。实验中

我们发现，可以从 F0 代中筛选出相同突变类型，

将具有相同突变类型的雌雄鱼交配，F1 代即可获

得纯合突变个体，一定程度上缩短实验时间。此

外，有研究人员在鉴定突变的斑马鱼时，根据特

定突变类型设计引物，鉴定突变个体[78]。实验过

程中，我们也采用此方法简化了鉴定步骤。 
 

 
 

图 5  构建斑马鱼单核苷酸突变步骤及各步骤最小时间间隔[75] 
Fig. 5  Procedure followed to establish the mutation lines and corresponding minimal timeline for each step[75]. 
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6  总结及展望 

短短 30 年的时间，从 CRISPR 序列的发现到

将它发展成强大的基因编辑工具，这与科学家孜

孜不倦的努力密不可分。水产生物方面，2015 年

美国 FDA 允许转基因三文鱼合法出售，它是全球

首例获批进入市场进行正常售卖的转基因动物[79]。

家畜方面，Qian 等[80]研究人员对家猪 Susscrofa 
domestica 进行基因编辑，将抑制肌肉生长 mstn
基因敲除，从而获得一种肌肉含量比基因敲除前

更高的家猪。农作物方面，通过基因编辑技术能

够更加快速获得高产、抗病能力强的新植株[81]。

如果敲除水产生物中抑制肌肉生长的基因，敲入

抗病基因，从而获得更高产和抗病性更强的水产

品，将极大提高经济效应，促进水产生物的发展。 
CRISPR/Cas 技术是进行基因水平研究的有

利工具，该技术可操作性强，实验投入成本较低，

获得突变体频率高，但是该技术的脱靶率问题仍

然不容忽视。此外进行基因编辑的生物，如果比

野生型更适应环境，一旦该群体进入大自然，可能

会对该物种产生影响。另外，2018 年 11 月，“基因

编辑婴儿”事件掀起轩然大波，涉及生命伦理[82]、

法律[83]等问题。虽然该技术发展十分迅速，但是

现阶段仍然处于实验动物阶段，科学工作者不宜

将该技术应用于人。不过随着科学研究不断深入，

相信研究人员能不断更新完善 CRISPR/Cas 系统，

使该技术能够更加安全、合理、广泛地应用于各

个领域。 
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