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摘要：Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated (Cas)是一种广

泛存在于细菌和古细菌基因组中含有间隔重复序列的基因结构，可由 RNA 介导为细菌提供一种特异性

免疫保护机制，抵御外来病毒、噬菌体的二次侵染。通过对 CRISPR/CAS 系统Ⅱ进行改造，该系统成

为了继锌指核酸酶(ZFNs)和 TALE 核酸酶(TALENs)以来的另一种能够对基因组进行高效定点修饰的技

术，具有灵活、高效、廉价且易于操作等优点。目前 CRISPR/Cas 技术已经应用于微生物、哺乳动物细

胞、果蝇和水稻等多种生物体中，在基因修饰方面也取得了一定的成果。本文从 CRISPR/Cas 系统的结

构、分类、基因组编辑的分子机制，以及在工业微生物中的应用和存在问题、前景等方面进行了综述。 
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随着新一代基因测序技术的出现和发展，越

来越多物种的全基因组序列将会被快速解析。面

对海量的基因组数据，如何高效进行基因功能的

确定和快速进化成为功能基因组学的重要研究内

容。基因定点编辑技术是研究基因功能的一种基

本策略，研究人员可以直接编辑或修饰 DNA 序列，

迅速获得基因功能和相关信息，并使这些生物基因信

息得以充分利用[1]。自 1987 年 Thompsson[2]构建 ES

细胞基因敲除小鼠模型至今经过近 30 年的发展，

基因组编辑技术日趋成熟从而得以广泛应用，并

在 2012 年被 Science 评为十大重要科学进展之一。

在基因组靶向修饰技术中，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，取得了令人瞩目的

成就。然而，两者在结合结构域的改造筛选以及

组装都存在着较高的技术难度，并且筛选的工作

量很大，成为限制其发展的瓶颈[3]。 

近年来，广泛存在于细菌和古菌等原核生物

中的一种获得性免疫系统 CRISPR 系统受到广泛
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关注，该系统能够特异性识别并结合噬菌体

DNA，通过转录产物 crRNA 介导 Cas 蛋白识别并

抵御外源性 DNA[4]。根据这一原理构建的基因组

靶向修饰技术被称为第三代基因组编辑技术，同

ZFNs 和 TALEs 技术相比，CRISPR/Cas9 系统具

有高效性、普适性、低成本，易操作等多种优

点，将基因靶向修饰技术提高到了新的高度。 

1  CRISPR/Cas 系统的结构和分类 

1987 年，科学家在 Escherichia coli K-12 的碱

性磷酸酶基因附近区域首次发现了成簇的规律间

隔的短回文重复 [5]，2002 年将其正式命名为

Clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats (CRISPR)。CRISPR/Cas 系统是细菌针对病

毒和噬菌体 DNA 入侵进化形成的一种获得性免

疫系统。在人类已知的物种中，有 40%细菌和将

近 90%古细菌的基因组或质粒中存在至少一个

CRISPR 位点[6]。CRISPR 由一系列短的高度保守

的正向重复序列(Repeats)与长度相似的间隔序列

(Spacers)间隔排列组成。而 CRISPR 位点的数量存

在物种差异性，CRISPR 中重复序列的数量也随着

不同物种而有所变化[7]。CRISPR 位点大多定位在

染色体上，只有个别出现在质粒中[8]。 

一个典型的 CRISPR/Cas 基因座由一个编码

Cas 蛋白的操纵子以及一个重复 -间隔 (repeat- 

spacer)序列组成。如图 1 所示，CRISPR 位点为

CRISPR 基因座(CRISPR locus)，基因座中包含有

重复序列(Repeats)和间隔序列(Spacers)，CRISPR

位点与上游的前导序列(Leader sequence，LS)，

CRISPR 功能相关的基因(CRISPR-associated genes，

Cas genes)以及位于 Cas 蛋白编码基因上游 tracrRNA

编码基因共同构成了 CRISPR 系统。 

重复序列(Repeats)和间隔序列(Spacers)是

CRISPR 序列中的主体，由简短稳定的同向重复序

列(Direct repect，DR)和长度相近的非重复的间隔

序列(Spacer)间隔排列而成，称为 R-S 结构。DR

长度为 21–48个碱基[6]，在 3′末端存在 GAAA(C/G)

的保守序列，能够形成稳定的茎环结构。间隔序

列的长度在 26–72 bp，不同 CRISPR 位点的间区

序列数目变化很大，部分间区序列与噬菌体、大

质粒等外源基因组以及同一细菌基因组的其他部

分具有高度同源性[9]。CRISPR 序列的形成来源于

外源噬菌体的入侵，细菌会将一段外源核酸中的

特殊片段整合成一段间隔序列，并在后续的免疫

过程中发挥重要作用。除此以外，CRISPR/Cas 系

统中另外一种组分 Cas 基因是一类较大的多态 

 

 
 

图 1.  典型的 CRISPR/Cas 基因座结构 

Figure 1.  The structure of a typical CRISPR locus. 
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性家族，编码的蛋白质具有与核酸结合的功能以

及与核酸酶、聚合酶、解旋酶等结合的活性，Cas

蛋白通过位点特异性切割将入侵的 DNA 切断。

CRISPR位点的第一个重复序列上游有 CRISPR前

导序列(Leader sequence)，该前导序列可以作为启

动子启动 CRISPR[10]，转录产生的非编码 RNA 被命

名为 CRISPR RNAs (crRNAs)[8]。另外，在 CRISPR

基因座上游有一段保守序列转录生成的 tracrRNA

与 crRNA 的部分双链互补形成复合物，引导 Cas 蛋

白到正确的位点进行靶序列切割，并且 tracrRNA 可

协助 Cas 蛋白复合物剪切 pre-crRNA 形成成熟

crRNA。 

在噬菌体侵入的起始阶段，Cas 蛋白复合物

靶向裂解噬菌体基因组中短的原型间隔序列，这

些原型间隔序列整合到宿主基因组中 CRISPR 位

点的 5′端，成为宿主基因组中间区序列的一部分，

然后被插入的短间隔序列被转录形成 crRNA。当

噬菌体再次感染宿主时，crRNA 和 tracrRNA 形

成二元复合体指导 Cas 蛋白剪切靶向基因的特异

位点。 

根据参与 CRISPR/Cas 系统的 Cas 蛋白差

异，该系统可分为三大类型：Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型。

Ⅰ型系统广泛分布于细菌和古细菌中 [11]，是

CRISPR/Cas 系统中 Cas 蛋白最多和最复杂的系统，

需要 6 个 Cas 蛋白参与，其中 Cas3 蛋白对 CRISPR

功能的发挥至关重要，该蛋白具有解旋酶活性及

DNA 酶活性，是干扰阶段的主要作用酶[12]。Ⅱ型

系统的组成相对较简单，且只存在于细菌中[13]，

以 Cas9 蛋白为核心。RNAseⅢ目前已鉴定出 2 个

Ⅲ型系统(Ⅲ-A 型和Ⅲ-B 型)[14]，在 Cas9 蛋白存在

的情况下发挥作用，Cas9 蛋白协助 crRNA (CRISPR 

RNA)的成熟，并参与外源 DNA 的剪切 [15]。在    

一些Ⅲ型系统中，Cas6 也参与 crRNA 的成熟，

加工过后的 crRNA被运送至特殊的 Cas剪切复合

体中发挥导向作用[16]。Cas6 是 CRISPR 特异性的

核糖核酸内切酶，而 Cas10 则与目标序列的干扰

相关[15]。 

2  CRISPR/Cas 系统的作用机制及

应用于基因编辑 

CRISPR/Cas 是一种防御系统，用以保护细菌

和 古细菌不 受外来物 质的侵害 。由于Ⅱ型 

CRISPR/Cas 免疫系统只需要 1 个核酸内切酶来切

割 DNA 双链，因此作用机制和过程相对简单。目

前只有类型Ⅱ的 CRISPR/Cas 系统应用于基因编

辑或基因沉默。如图 2 所示，Ⅱ型 CRISPR/Cas

系统发挥作用的流程大致分为 3 个阶段：获得阶

段、表达阶段和干扰阶段。其中获得阶段指的是

来源于病毒或质粒的小段 DNA 整合到细菌的

CRISPR 阵列中，产生一个新的间隔序列-重复序

列单元，整合到 CRISPR 的 5′端的 2 个重复序列

之间[4]，重复单元的获得是产生免疫机制的基础。在

新间隔序列的获得过程中，细菌的 Cas 蛋白复合物识

别位于 DNA 序列下游被称为 PAM (Proto-spacer 

adjacent motifs)位点的特殊保守序列 [17]，将临近 

PAM 的序列作为候选 protospacer，然后在 CRISPR

基因座的 5′端合成重复序列，最后新的间隔序列

整合到 2 个重复序列之间。不同生物体中 PAM 元

件是有差异的，在哺乳动物细胞中一般为 NGG。

PAM 位点并不会被复制插入到间隔序列中，因此

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[18]，同时也是基因编辑时靶序列选择的重要要
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求[19]。在表达阶段，CRISPR 位点在前导序列的驱

动下转录出前体 CRISPR RNA (pre-CRISPR RNA)，

在核酸内切酶作用下加工成包含不同的间隔序列

和部分重复序列短的 CRISPR RNA (crRNA)。干扰

过程是 CRISPR/Cas 发挥抵御外源遗传物质入侵

最关键的步骤，成熟的 crRNA 以及 tracrRNA 与特

异的 Cas9 蛋白形成核糖核蛋白复合物，再与外源

DNA 结合并扫描外源 DNA，寻找其上的靶序列，

crRNA 的间隔序列与靶序列互补配对，外源 DNA

在配对的特定位置被核糖核蛋白复合物切割。体

外实验证明 Cas9 基因是参与 CRISPR 免疫系统的

唯一必需基因[20]，Cas9 是由 1409 个氨基酸组成

的多结构域蛋白，包括氨基端的 RuvC-like 结构域

及位于蛋白中间位置的 HNH 核酸酶结构域[21]。

HNH 核酸酶结构域可以切割与 crRNA 互补配对

的模板链，切割位点位于原型间隔序列毗邻基序

(Protospacer adjacent motif，PAM)上游 3 nt 处，

RuvC-like 结构域可以对另一条链进行切割，切割

位点位于 PAM 上游 3–8 nt 处[22]。在 crRNA 与

tracrRNA 形成的双链 RNA 的指导下，Cas9 蛋白

对靶位点进行切割。 

在免疫机制中，crRNA 与 tracrRNA 形成二元

复合物指导 Cas9蛋白结合到靶位点然后进行特异

性切割是细菌发挥免疫作用的关键。研究人员根

据 crRNA 和 tracrRNA 的结构特征，设计出模拟二

者结合后形成的二聚体结构的单链引导 RNA 

(single guide RNA，sgRNA)，sgRNA 具备了 crRNA- 

tracrRNA 复合物的功能，能够与 Cas9 核酸内切酶

结合并将后者引导至基因组上的靶位点处进行结

合与切割。经过改造后的 Cas9-sgRNA 基因靶向修

饰系统只需要将 Cas9 和 sgRNA 两种成分导入细胞

即可实现基因组的靶向修饰作用[18]。  

 
 

 
 

 

图 2.  CRISPR/Cas 的作用机制[23] 

Figure 2.  Action mechanism of CRISPR/Cas[23]. A: DNA double strand breaks (DSB) are repaired by homologous 
recombination (HR) or nonhomologous end-joining (NHEJ); B: The establishment of CRISPR/Cas9 immune 
system and three stages of which plays a role, that Cas9 protein shear target gene to produce DSB is the basis for 
gene editing. 
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2012 年， Jennifer Doudna 和 Emmanuelle 

Char-pentier 以 化 脓 性 链 球 菌 (Streptococcus 

thermophilus)的Ⅱ型CRISPR系统为基础进行的研

究工作为促使 CRISPR/Cas 从细菌的天然免疫系

统发展成为 DNA 编辑工具奠定了重要基础。Cas9

蛋白在 sgRNA 的引导下导致目标 DNA 双链断裂

(DSB)，在同源重组(Homologous recombination，

HR) 和 非 同 源 末 端 连 接 (Non-homologous end 

joining，NHEJ)修复过程中实现对基因组的改造[24]。

在进行同源重组修复时，细胞以含有同源臂的靶

基因片段为基础与断裂双链进行结合，断裂处以

靶基因上的 DNA 序列作为修复模板来恢复断裂

前的序列，因此含有同源臂的外源基因就能整合

到靶位点的 DNA 序列上。如果将人工合成的供体

DNA 转入细胞，那么将以该 DNA 为模板，可以

提高定点修饰基因的效率。而非同源末端连接修

复的保真性较弱，该机制往往导致 DNA 断裂处碱

基的突变，多数情况下发生碱基缺失，这种错误

的修复如果发生在基因的外显子上，能够引起该

基因阅读框的改变，达到 DNA 定点突变而丧失基

因功能的目的[25]。除了基因的插入和删除，利用

CRISPR/Cas9 系统还可对靶基因进行激活和抑制。

CRISPR/Cas 系统中 Cas9 具有 2 个核酸酶结构域

(Ruv 和 HLH)，如若在其中 D10A 和 H840A 位点发

生突变，Cas9 蛋白将会变成失去 DNA 切割活性的

dCas9，但它依旧保留着与 DNA 结合的能力。在靶

向基因 gRNA 同 dCas9 在细胞中共表达时，则

sgRNA 可以介导二者的结合。如果 dCas9 结合到靶

基因的阅读框内，可阻断 RNA 聚合酶 (RNA 

polymerase，RNAP)的延伸作用；如果 dCas9 结合到

靶基因的启动子区域则可阻止基因转录的起始[26]。

除基因抑制，dCas9 蛋白还可以用来进行靶基因的

激活，将 dCas 蛋白与具有转录激活的蛋白质功能域

融合则可构建具有转录激活活性的 CRISPR-on 系

统。在 CRISPR 转录激活系统中，靶序列位置对激

活效率有重要影响。当靶序列与启动子的距离合适

时，激活效率较高；靶序列处于启动子上游较远位

置时，激活效率相对下降；当靶序列与启动子距离

过近，或处于开放阅读框内时，则会产生抑制效应。 

虽然 CRISPR/Cas 系统在近几年才开始被应

用，但其发展却十分迅速，已经广泛运用于各种

生物体中，它在基因编辑中也将有着更加广阔的

发展空间。 

3  CRISPR/Cas 与 ZFNs、TALENs

的比较 

锌指核酸酶(Zinc-finger nucleases，ZFNs)、转

录激活因子效应物核酸酶(Trans-cription activator 

like effector nucleases，TALENs)以及 CRISPR/Cas

系统都是目前能够进行基因编辑的工具。ZFNs 和

TALENs 均是通过蛋白质的 DNA 结合域和 FokI

切割结构域形成二聚体来切割靶基因。ZFNs 是将

多个锌指串联形成的ZFP结构域与 IIs型限制性内

切酶 FokI[27]的切割结构域相连接来实现对靶序列

的切割。增加串连锌指的数目可识别更长的靶序

列，同时也就增强了 DNA 靶向修饰的特异性。但

由于锌指结构 α 螺旋中碱基存在相互作用，ZFn

也存在上下文依赖效应，且大多数研究者并不公

布其 ZF 序列，导致对 ZF 识别的核苷酸序列研究

不是完全明了，所以 ZFn 在构建、组装以及筛选

方面难度很大。TALE 核酸酶(TALEN)是由 TALE

代替了 ZF 作为 DNA 结合域与 FokI 切割结构域连

接成核酸酶。通过 TALE 识别特异的 DNA 序列，
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FokI 二聚化产生核酸内切酶活性，与 ZFn 一样在

特异的靶 DNA 序列上产生双链断裂以实现精确

的基因编辑[28]。TALE 核酸酶比 ZFNs 切割的效率

高，但其蛋白质的分子量较大，在模型的构建过

程中存在不必要结构以及序列长度的影响，且分

子操作的难度比较大，因此模型构建比较繁杂，

可操控性较低，实验成本较昂贵。与前两种基因

编辑工具相比，CRISPR/Cas 系统只需设计针对靶

基因序列互补的 RNA 以及向宿主细胞中导入编

码 Cas9 蛋白的基因即可。CRISPR/Cas 系统对靶

序列的识别是 RNA 与 DNA 的碱基配对过程，对

靶基因序列的识别更为精确，在切割时间以及空

间的调节上也更为便利，并且识别位点多样化，

不需形成二元复合物。而 Cas9 蛋白即可完成与

FokI 酶相似的功能，而且多个位点可一次性断裂，

成功率高，对细胞毒性小[6,11]，这大大提高了基因

操作的效率及简便性。因此，CRISPR/Cas 系统与

ZFNs 和 TALENs 相比更为高效、简单和廉价，普

通的实验室也可以自行完成构建，使得 CRISPR/Cas

系统具有更好的应用前景。 

4  CRISPR/Cas 基因编辑技术在工

业微生物中的应用 

基于 CRISPR/Cas 系统的基因编辑技术在最

近几年日益成熟，这也促进了各国科学工作者将

该技术应用于从原核生物到真核生物等各种生物

基因 组的改造 之中。在 哺乳动物 细胞中 ，

CRISPR/Cas 技术和生物医学结合在一起，在人类

遗传疾病、病毒感染和癌症治疗方面取得了重大

突破。如在艾滋病治疗方面，将 LTR-targeting 

CRISPR/Cas9 复合物导入 HIV 病毒或者已经诱

导的 T 细胞中，可以有效剪切或者突变 LTR 位

点，从而导致 HIV 无法致病；更重要的是，

LTR-targeting CRISPR/Cas9 甚至能够剪切已经插

入宿主染色体上的病毒基因。为了抑制 HIV-1 前

病毒表达， TAR 位点是最理想的靶基因，

CRISPR/Cas 系统的特异性很强，靶基因的 1 个碱

基发生突变都有可能导致无法识别，而 TAR 位点

相对比较保守而且在不同的 HIV 病毒亚类中也基

本一致[29-31]。在植物以及光合微生物中，Myat T[32]

利用 CRISPR/Cas 技术将烟草(Nicotiana tabacum)

中原有的 RuBisCo 用细长集球藻(Synechococcus 

elongates)中的 1,5-二磷酸核酮糖羧化酶(RuBisCo) 

进行替换，为进一步在植物体内引入蓝细菌的二

氧化碳富集机制，提高作物产量打下了基础。而

在工业微生物领域，CRISPR/Cas 系统已经广泛应

用于微生物代谢工程，如改造菌株、解析基因功

能或者改变代谢流。表 1 列出了 CRISPR/Cas9 系

统在各种模式生物中的应用。 

 

表 1.  CRISPR/Cas 系统介导的基因编辑在模式生物中的应用 

Table 1.  CRISPR/Cas9 system demonstrated for genome editing in model organisms 
Species Materials Target genes Repair approaches References

Escherichia coli DH5α, JM109 rpsL, aroA NHEJ, HR [33] 

Yeast Saccharomyces cerevisiae CAN1, LYP1 NHEJ, HR [34–35] 

Yeast Pichia pastoris PMTs NHEJ, HR [36] 

Flamentous fungi Trichoderma reesei URA5 HR [37] 

Flamentous fungi Neurospora crassa clr-2 promoter HR [38] 

Fungus Ustilago maydis bE1, bW2 NHEJ [39] 
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4.1  CRISPR/Cas 技术在大肠杆菌中的应用 

大肠杆菌是工业生物技术中的主要工程菌

之一，并常常用于生产各种有价值的化学品、药

物和生物燃料。有研究曾将内源性大肠杆菌 DNA

修复组分 RecA、RecT 和 RecBCD 应用于基因组

工程，然而此内源性系统效率低下，需要较长的

同源区并且不适用于对多位点进行重组 [40]。在

CRISPR/Cas 系统[41]发现之后，将插入了可诱导的

λ-Red重组酶基因的移动质粒与含有Cas蛋白编码

基因以及供体模板基因的质粒导入大肠杆菌，可

实现靶向多重基因组工程。随后对质粒进行不断

构建筛选和优化，Zhao 等通过一个质粒的构建和

一步转化实现了对多基因位点的高效编辑[42]。夏

军等利用二元载体构建 CRISPR/Cas 偶联 λ-Red 重

组酶的系统，敲除大肠杆菌中的 ppc和 fad D基因，

分别阻断了丙酮酸流向蛋白质合成的方向以及阻

遏脂肪酸进入降解途径，使得大肠杆菌在脂肪酸

工业生产中得到了更好的应用，并为构建其他工

程菌提供了一定的理论基础。Li 等将 CRISPR/Cas

技术作为基因编辑的工具运用到大肠杆菌中，通

过插入 β-胡萝卜素合成途径的通路相关基因以及

优化 2-C-甲基-赤藓糖醇-4-磷酸(MEP)途径和中心

代谢途径实现了 β-胡萝卜素的高量生产。与构建

质粒介导过表达相比，这种基因整合方法稳定性

更高且减少了代谢途径中的负担[43]。除在体外进

行基因组装配外，Qi 等[44]在大肠杆菌中对 Cas9

两个核酸酶结构域进行定点突变，得到仅保留有

与 DNA 结合功能的 dCas9 蛋白，在 sgRNA 的引

导下，使得 dCas9 结合在开放阅读框内，阻止了

RNA 聚合酶与 DNA 的结合，干扰转录的正常进

行，导致基因沉默，调节基因表达。 

在大肠杆菌中，余深翼[33]等利用 CRISPR/Cas

系统技术构建 aroA 基因的敲除系统，并分析其对

不同大肠杆菌 aroA 基因敲除、修复的差异。构建

靶向 aroA 基因且含有人工设计同源修复供体基因

序列的 CRISPR/Cas9 载体，将该系统分别应用到

大肠杆菌 DH10B、DH5α 和 JM109 细胞中，结果

表明该系统能有效敲除 3 种大肠杆菌的 aroA 基

因，敲除效率达到 46%–58%。致病菌 aroA 基因

缺失后，无法正常合成芳香类化合物，当其感染

哺乳动物细胞后，生长受到限制且毒力下降。大

肠杆菌 aroA基因 CRISPR/Cas9敲除系统的成功构

建，不仅能让我们了解 aroA 基因的功能，还能为

开发减毒大肠杆菌疫苗提供新型、有效的基因敲

除工具。 

4.2  CRISPR/Cas 技术在酵母中的应用 

酿酒酵母、毕赤酵母是工业微生物代谢工程

中使用较为密集的模式生物体之一，且因为与细

胞周期、功能基因组学、蛋白质相互作用、癌症

和其他重大疾病等研究密切相关从而成为优选模

式生物体。DiCarlo 等[45]首次在酿酒酵母中采用

CRISPR-Cas9 系统，他们在 CAN1 位点(编码精氨

酸透过酶)重组 90 bp 寡肽 DNA (包含上下游同源

臂及终止密码子)及 1.4 kb 包含同源臂的 Kan MX

敲除盒，从而实现高效率的定点基因敲除 (约

100%)，开启了 CRISPR-Cas9 系统在酵母领域应用

新时代。随后，Zhang 等[35]运用相同的系统在多

倍体工业酵母 ATCC 4124 中逐步敲除 LEU2、

TRP1、URA3 和 HIS3，且效率达到 15%–60%，最

终成功构建四重缺陷菌株(Δura3，Δtrp1，Δleu2，

Δhis3)。前期的研究为 CRISPR-Cas9 系统在酿酒

酵母中的应用奠定了基础，但随着研究的发现，

当把 CRISPR-Cas9 系统运用在独立单个基因编辑

时，无法展现其独特优势。因此，利用该系统提
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高酿酒酵母多位点的同源重组效率开始得到广泛

研究；同时，针对多个位点进行基因敲除的

CRISPR-Cas9 系统改造也应运而生。 

在酿酒酵母中，Bao 等[34]借助原始 CRISPR 阵

列结构并整合供体 DNA 序列，构建了一步实现多

基因位点敲除的 CRISPR-Cas 系统——HI-CRISPR 

(Homology-Integrated CRISPR——Cas)，并成功在

4 天时间里同时敲除 CAN1、ADE2 及 LYP1 基因，

敲除效率达到 27%–87%，由此验证了此系统的有

效性。CRISPR/Cas9 系统在酿酒酵母中除了用于

基因敲除外，还可以用于基因整合。Jakočiunas

等[46]利用 CRISPR-Cas9 系统构建 gRNA 载体及

重组元件(靶基因上下游同源区、启动子、终止子

及待整合基因)，在酿酒酵母的 ADE2、HIS3、URA3

位点分别整合了 crtYB、crtI、crtE，利用新的 Cas 

EMBLR 的同源重组方法重新构建类胡萝卜素合

成途径，且重组效率达 30.6%，这种方法随后也

应用于细菌中来高量生产芳香族类氨基酸。 

2015 年，毛银平[36]在毕赤酵母表达系统糖

基化修饰改造的研究中，为解决酵母过度 O-糖

基化修饰的问题引入了 dCas9 蛋白。常规的基因

敲除方式虽然可以阻断 O-糖基转移酶基因 PMTs

的表达，但该基因对酵母生长是必不可少的，敲

除致死将对酵母的生长产生影响。根据 CRISPR/Cas9

系统可对靶基因进行激活和抑制的优点，将 Cas9

蛋白突变成失去 DNA 切割活性却依旧保留着与

DNA 结合能力的 dCas9，并由诱导型启动子 D6

控制诱导表达，结果表明该方式融合的 CRISPR- 

dCas9 鞭向阻遏系统无抑制 O-糖基化的作用，但

在一定程度上抑制了毕赤酵母的过度 O-糖基化 

修饰。 

CRISPR/Cas9 系统在非传统酵母中也有一定

的应用，解脂耶氏酵母(Yarrowia lipolytica)是研究

最广泛的非常规酵母之一，它能够将糖分子转化

为人工难以合成制造的脂质和碳氢化合物，但如

何高效改造其基因组受到有限的基因编辑工具的

制约。而 CRISPR-Cas9 基因编辑系统的开发为挖

掘其生物制造潜力提供了一种新的工具。Schwartz

等[47]对 CRISPR-Cas9 加以改造，并利用这个改造

的系统成功地在解脂耶氏酵母中进行基因敲除以

及将新的基因导入此酵母体内。CRISPR-Cas9 系

统的应用使得研究人员成功走出了在酵母体内

制造长链碳氢化合物的第一步，为利用活的有机

体生产生物燃料分子前体和专用聚合物奠定了

基础。 

4.3  CRISPR/Cas 技术在丝状真菌中的应用 

除了酵母，CRISPR/Cas9 技术在霉菌中也有

一定的应用。Liu 等[37]首次针对丝状真菌里氏木霉

(Trichoderma reesei)改造了 CRISPR-Cas9 系统，与

酿酒酵母不同，人类细胞的密码子优化的 Cas9 基

因在组成型启动子 Ppdc (pdc 的启动子，编码丙酮

酸脱羧酶的基因，参与葡萄糖的基因[48])或诱导型

启动子 Pcbh1 (cbh1 的启动子，编码纤维二糖水解

酶 I 的基因，受葡萄糖抑制，由一系列低聚糖或

纤维素诱导 [49])的控制下在里氏木霉 Qm6a 或

Rut-C30 中不起代谢作用。所以要采用 Cas9 密码

子优化、体外转录 gRNA 及改造 Cas9 的组成型启

动子为诱导性启动子，实现 CRISPR-Cas9 系统在

丝状真菌中的可调控基因编辑。2015 年，Liu 等[37]

将带有 SV40 核定位信号序列的酿脓链球菌

(Streptococcus pyogenes) Cas9 基因经过密码子优

化，通过农杆菌介导的真菌转化，得到表达 Cas9

的菌株，再将体外合成 gRNA 装配到 Cas9 表达菌

株中，同时转化携带与靶基因 5′和 3′侧翼序列同
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源的供体 DNA，通过同源重组，达到基因置换的

目的。研究中已经能够同时转化 3 个供体 DNA，

虽 然 同 源 重 组 率 仅 4.2% ， 但 是 能 够 说 明

CRISPR/Cas9 同时定点插入多基因的可行性。

2017 年，Liu 等[50]将 CRISPR/Cas 技术首次应用于

可生产纤维素酶的真菌嗜热毁丝菌中，该研究首

先利用此技术将 amdS 基因插入到野生型菌株中

并利用筛选培养基来验证该体系在嗜热真菌中的

有效性。随后，以嗜热毁丝菌中纤维素酶生产途

径基因(cre-1、res-1、gh1-1 和 alp-1)作为靶向目标

分别进行单基因以及多基因的敲除，得到高效生

产纤维素酶的多种菌株，与亲本菌株相比，突变

菌株细胞外分泌的蛋白质和木质纤维素酶活性显

著增加 ( 分别高达 5 和 13 倍 ) 。此研究中

CRISPR/Cas9 系统的开发可优化嗜热真菌菌丝体

物种的全基因组学代谢工程来高效生产木质纤维

素酶和生物基燃料以及相关化学产品。 

随后，利用 CRISPR-Cas9 系统在丝状真菌链

孢霉(Neurospora crassa)中进行启动子替换及基因

插入也得到广泛研究。在 Matsu-Ura[38]等的研究

中，运用 CRISPR/Cas9 系统在模式生物脉孢菌中

进行有效基因的替换，利用 Cas9 核酸内切酶和单

crRNA:tracrRNA 嵌合指导 RNA (gRNA)，用 β-微

管蛋白启动子代替内源性 clr-2 启动子，显著增加

了多种纤维素酶的表达。Nødvig 等在进行野生棘

孢曲霉(Aspergillus aculeatus)的基因编辑中，应用

体外组装的办法对 6 个曲霉种(A. nidulans、A. 

aculeatus、A. niger、A. carbonarius、A. luchuensis、

A. brasiliensis)进行了改造，验证了利用 CRISPR/Cas

系统进行基因编辑的高效性。 

在探索丝状真菌的类胡萝卜素光诱导合成的

分子遗传学机制时，本课题组利用 split-marker 策

略敲除该基因，但与 CRISPR/Cas9 技术相比，该

策略效率较低且分离纯合子较为繁琐，通过利用

CRISPR/Cas9 技术对该基因及光受体蛋白基因进

行编辑将能有效解决上述问题。 

除应用于工业微生物外，CRISPR/Cas 系统还

可用于构建模式生物以及进行生物信息学检索。

在 CRISPR/Cas 系统中，细菌从入侵者那里捕获

的 DNA 序列插入到自身重复序列之间形成间隔

序列时，总是被整合到宿主基因组 CRISPR 位点

的 5′端。因此通过分析 CRISPR 位点中间隔序列

的组成和排列顺序，可以用来对细菌分型。细菌

的进化历程也可以反映在 CRISPR 位点间隔序列

的多态性中，方便研究不同细菌之间的亲缘关系。

此外，CRISPR/Cas 系统还可以和现代分子学生物

技术如高通量 DNA 测序结合来展开更为广阔的

研究。 

5  问题及展望 

基于 CRISPR/Cas9 系统的新型基因编辑技术

的飞速发展为分子生物学的研究带来了无限的可

能，然而其脱靶效应依旧是一个不容忽视的问题。

CRISPR/Cas 系统的特异性是由 PAM 前 20 bp 的

RNA-DNA 相互作用决定的，理论上 CRISPR/Cas

系 统 脱 靶 的 概 率 会 较 高 。 虽 然 在 细 菌 中

CRISPR/Cas 系统特异性很高，但研究表明利用

CRISPR/Cas9 系统对水稻的 OsMPK2 进行基因定

点编辑时，发现了较多碱基的删除，经分析发现

是 sgRNA介导的 CRISPR/Cas9系统分别对靶位点

(On-target) 以 及 与 靶 位 点 高 度 相 似 的 序 列

(Off-target)分别进行了切割导致的[51]。因此，提高

CRISPR/Cas 系统的特异性来降低脱靶效应是大规

模应用该技术的前提。脱靶效应主要与核酸酶结
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构以及靶基因的复杂性有关，因此通过改造其系

统元件或采用不同策略能增加基因组编辑的特异

性[52]。例如，Cas9-D10A 切口酶配合一对 sgRNA

使用，可以减少意外的脱靶基因修饰，它分别在

相对的两条 DNA 链上产生切口，从而形成功能性

的双链断裂。这种设计能最大限度降低脱靶效应，

同时保持高效而又特异的基因修饰。同时在设计

sgRNA 时，对于靶向基因特异性起决定性作用的

12 bp 可以含有 2 个碱基的错配[53]。此外，Cas9

蛋白活性的时效性控制以及 Cas9 与 sgRNA 的比

例也需要进一步的研究。在体外组装的质粒导入

宿主菌株后，需平衡 Cas9 蛋白的活性和表达 Cas9

质粒的拷贝数。Cas9 蛋白的高表达不仅将对细胞

造成负担，并可能引起不希望看到的 DSBs 的脱

靶效应，不论是在基因敲除还是基因插入中 Cas9

蛋白的高表达会影响转化后宿主菌的生长和恢复

速率，在大多数情况下将对细胞造成致命的危害。

另一方面，sgRNA 的表达调节也会影响基因编辑

的效率，因为 Ryan 等[54]曾报道了工业酵母菌株中

启动子依赖性对基因编辑效率的影响。因此，我

们在追求基因编辑的最优化时需要考虑宿主菌株

的倍性水平，单倍体中获得的效率可能偏离多倍

体菌株中的高水平表达。除脱靶效应以及表达量

的控制外，CRISPR/Cas 系统的许多分子机制尚不

明确，如 Cas 蛋白是通过何种机制将获取的外源基因

序列整合到自身基因座的 5′端。且 CRISPR/Cas9 来

源于细菌，对其研究依旧处于细胞阶段，且大部

分都是应用于微生物中，那么当它应用于哺乳动

物细胞时，是否会产生毒性或是否会诱发哺乳动

物细胞或个体的免疫反应？ 

总之，CRISPR-Cas 系统研究时间虽短，但是

发展速度迅猛。相信在不久的将来，能发展成为

一种操作方便、特异性强、切割效率高并能应用

于各种生物的基因组定点修饰技术。 
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A new generation of targeted gene modification technology 
guided by CRISPR/CAS system and the application in 
industrial microorganism 
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214122, Jiangsu Province, China 

Abstract: Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated (Cas) is a kind 

of genetic structure containing interval repeat sequences and is widespread in bacteria and archaea genome. 

CRISPR/CAS system mediated by RNA can provide bacteria with a specific immune protection mechanism to 

resist the invasion of the virus or phage. Through the transformation of CRISPR/CAS system II, it has become 

another efficient technology for targeted gene modification after the zinc finger nuclease (ZFNs) and Tate nuclease 

(TALENs), which is of flexibility, efficiency, cheapness and easy-operating. At present, CRISPR/Cas technology 

has been applied to many organisms such as microorganism, mammalian cells, fruit flies, rice and some research 

achievements in genetic modification have been obtained. The structure, classification, molecular mechanism of 

genome editing, application prospect in industrial microorganism and problems of CRISPR/Cas system are 

reviewed in this paper. 

Keywords: CRISPR/Cas system, specific immune, gene modification, genome editing, industrial microorganism 
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