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摘要：遗传与变异体现着生命之美和生命之奥妙，前人在不断探求的过程中逐渐形成了严谨的体系和科

学的方法——遗传学。在遗传学的研究中基因编辑工具的作用是不可或缺的，近年来发现的 CRISPR/Cas

系统作为基因编辑工具箱中的新刃，以其特异性强、靶向性好、适用性广的特点迅速成为广大科研工作

者研究和开发的热点。并且，在探索生命暗物质的过程中，会有更多的新的 CRISPR/Cas 系统被发现并

应用在遗传研究等领域。为此，本文综述目前 CRISPR/Cas 系统的最新研究进展，力图从其系统多样性、

分子工作机制及遗传研究应用等方面，为广大科研工作者提供一个系统了解 CRISPR/Cas 系统及其研究

现状的窗口，以期为该领域的研究与应用提供一些有益的参考。 
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在地球生物圈中，微生物有着丰富的类群和

庞大的数量。微生物在漫长的适应性进化的过程

中，逐渐形成了多种抵御噬菌体和其他病毒侵染

的防御系统，诸如限制-修饰系统、毒素-抗毒素

系统、以及近年来发现的 CRISPR/Cas 系统[1–3]。

CRISPR/Cas 系统作为一种抵御外源核酸的获得

性免疫防御手段，广泛存在于古菌和细菌中[4–8]。

该系统由 CRISPR 阵列(CRISPR array)和 Cas 蛋

白(CRISPR associated proteins)两部分组成[9]，前

者用于储存和记录外源核酸入侵的信息，后者

负责免疫防御功能的具体实施。CRISPR/Cas 系

统的发现，不仅对于理解微生物在复杂的环境

中抵御病毒的进化机制具有重大意义，更显示

出该系统在分子遗传操作领域所具有的广阔应

用前景。在此，本文首先系统追踪了近年来有关

CRISPR/Cas 系统在新类群的发现和作用机制中

的研究进展，以期给大家提供详细的理论参考资

料；其次，本文综述了 CRISPR/Cas 系统在遗传

操作领域中的应用现状和应用前景，希望能给遗

传学研究领域的广大科研工作者提供一些借鉴；

最后，本文对现有 CRISPR/Cas 系统研究中存在

的问题及未来的发展方向给予建议和展望，借

抛砖以引玉，愿与大家携手将该领域的研究向

前推进。 
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1  CRISPR/Cas 系统的多样性 

CRISPR-Cas 系统依据效应蛋白的组成及其

发挥功能的组织方式被分成特征明显的两大类群

(Class)[10-11]：Class 1 和 Class 2。Class 1 是以多蛋

白组成的效应复合体行使免疫功能为特征(图 1)，

在现有报道的 CRISPR-Cas 系统中，90%的成员

聚类此类群中，涵盖了细菌域和古菌域。Class 1

包括 Type I、Type III 和 Type IV，共 12 个亚型

(Subtype) (图 1)。目前研究较为深入的是 Type I

和 Type III，其中，Type I 成员的基因座中均含有

特征蛋白 Cas3 (部分亚型是 Cas3 的变体 Cas3′)。

Cas3 蛋白含有受单链 DNA(ssDNA)激活的解旋酶

功能域和 HD 家族核酸内切酶功能域，前者用以

打开 DNA 双链或 RNA-DNA 链[12–13]，后者则用于 

DNA 序列的切割。Type I 系统分为 7 个亚型，I-A 

Subtype 到 I-F Subtype 及 I-U Subtype，其中 I-U 

Subtype 是指不具代表特征的分类单元，在该类群

中 CRISPR array 转 录 出 来 的 非 编 码 RNA 

(CRISPR-derived RNA，crRNA)的加工成熟机制及

效应复合体的结构是未知的[14]。I-C、I-D、I-E、

I-F Subtype 的 CRISPR 基因座为单个操纵子，其

中包含了 Cas1、Cas2、Cas3 及 Cascade 复合物亚

基的编码基因，与之不同的 I-A 和 I-B 系统是一个

多功能蛋白，由多个操纵子组成[15]。 

Type III 系统的特征蛋白为 Cas10，Cas10 蛋

白包含 Palm 结构域、环化酶结构域、HD 核酸内

切酶结构域[16–17]。尽管 Type I 和 Type III 效应复

合体的亚基组成在氨基酸序列上相似性较低，但

是两者在空间结构上却惊人地相似。I 型和 III 型 

 

 
图 1.  CRISPR/Cas 系统分类 

Figure 1.  The classification of CRISPR/Cas. 
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CRISPR 系统的功能发挥依赖于精密且复杂的效

应蛋白复合体，其基本骨架由重复序列关联蛋白

(Repeat-associated mysterious proteins，RAMPs)、

RNA 识别基序(RNA recognition motif，RRM)、大

亚基和小亚基组成[18–19]。骨架中的 RAMPs 由多拷

贝的 Cas7 蛋白和单拷贝的 Cas5 蛋白组成，形成

一种半螺旋的新月形结构，这一结构便于容纳指

导 RNA (gRNA)。在效应物复合体中 Cas5 亚基结

合在 crRNA 的 5′端柄状区域并与大亚基相互作用

(大亚基的成分，I 型中是 Cas8，III 型的是 Cas10)，

小亚基则与多拷贝的 Cas7 结合[20]。结构完整的效

应蛋白复合体在 gRNA 的引导下结合靶核酸序

列，进而招募 Cas3 蛋白行使靶位点切割的功能。

Type IV 系统的组成与 Type III-B 接近，缺少 Cas1

和 Cas2 蛋白，并且常常缺失 CRISPR 阵列(CRISPR 

array)[10]。该系统的效应复合体由 Csf1、Cas5 和

Cas7 蛋白组成，其特征蛋白为 Csf 1。 

与 Class 1 不同的是，Class 2 成员的效应模块

只含有一个大分子量、多结构域的效应蛋白单体。

基于效应蛋白的不同，Class 2 系统分为 Type II、

Type V 和 Type VI，共计 9 个亚型，部分亚型包括

一系列假定的系统，其负责免疫或免疫监视的功

能还有待证明。从现有的 CRISPR/Cas 系统来看，

Class 2 倾向于分布在细菌域中，其中经典的 Type 

II 系统包含 3 个亚型，效应蛋白为 Cas9[21–24]。该

效 应 蛋 白 被 广 泛 应 用 于 基 因 组 编 辑 领 域 ， 是

CRISPR/Cas 系统中的明星成员。与 Type II 效应

蛋白相似，Type V 中效应蛋白是 Cpf1，整个系统

的其他组成元件有 Cas1、Cas2 和 CRISPR array[25]。

Cpf1 是一种依赖于 RNA 指导的核酸内切酶，约由

1300 个氨基酸构成，包含 RuvC 样核酸酶结构域和

IS605 转座子家族的 TnpB 功能域[26]。与 Cas9 不 

同 的是， Cpf1 不 需要附 加的反式 激活 crRNA 

(Trans-activating RNA，tracrRNA)便可实现靶位点

的切割，这意味着 Cpf1 的系统更简洁，用于基因

编辑操作更方便。并且 Cpf1 切割靶 DNA 产生

的是具 5′突出的粘性末端，更易于引入插入突变，

因此 Cpf1 具有成为新一代基因编辑工具的潜力。

此外，张峰在 2016 年发现沙氏纤毛菌(Leptotrichia 

shahii)中存在一种新型的 CRISPR/Cas 系统——Type 

VI，在该系统中的效应蛋白 Cas13a (C2c2)具有

RNA 介导的 RNA 酶活性。在 Cas13a 中含有 2 个

HEPN 结构域，其活性用于切割靶 RNA，这一发

现为 RNA 编辑提供了一种新的工具。除效应蛋白

质外，Class 2 中的大部分 CRISPR 基因位点编码

适应模块蛋白如 Cas1、Cas2 及 Cas4。但仍有一些

成员缺失此类蛋白，如 Type VI，只由一个 CRISPR 

array 和一个效应蛋白组成。并且在 Type V 中还存

在一些功能未经证实的 CRISPR/Cas 成员，如

c2c4、c2c5、c2c8、c2c9、c2c10 等。这些潜在的

成员往往含有分子量低的效应蛋白，小分子量效

应蛋白可能在未来基因编辑工具的开发过程中更

具优势。 

2  CRISPR/Cas 系统分子机制 

作为一种在细菌和古菌中普遍存在的获得性

免疫防御体系，CRISPR/Cas 系统在执行功能时主

要经过 3 个阶段：免疫获得阶段(Adaptation)、表

达阶段(Expression)和免疫干扰阶段(Interference)[27] 

(图 2)。在免疫获得阶段，Cas 蛋白通过识别入侵

的核酸序列获取新的间隔序列(Spacer)，并将其整

合到 CRISPR array 中，形成免疫记忆；在表达阶

段，CRISPR array 转录出 crRNA 前体并成熟为 
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图 2.  CRISPR/Cas 系统分子机制 

Figure 2.  The molecular mechanism of CRISPR/Cas. 

 

crRNA，结合表达的效应蛋白 Cas 上形成 crRNA-Cas

复合体；在免疫干扰阶段，crRNA-Cas 蛋白复合

体搜寻外源核酸，通过 crRNA 靶向目标区域，从

而实现对外源核酸的切割。 

2.1  免疫获得阶段 

免疫获得(Adaptation)是对入侵核酸片段进行

捕获和采集，使得 CRISPR/Cas 系统获得免疫记忆

的过程。在此过程中，Cas1 和 Cas2 蛋白扮演着重

要的角色，其中具有 DNA 核酸酶活性的 Cas1 蛋

白对于新 spacer 的插入是至关重要的[9]。以来自于

大肠杆菌的 I-E Subtype 系统为例，新 spacer 的

插入是一个多步反应过程(图 3)。首先在 Cas1-Cas2

蛋白复合体的催化下，插入片段 PAM 区的 3′端

OH 基团发生定向亲核攻击，使之结合在 CRISPR 

array 第一个重复序列的 5′端。随后插入片段发生 

翻转，暴露的3′端羟基亲核攻击重复序列另一侧的

5′端区域，使得插入序列进入到 CRISPR array 第

一个重复区之后。最后补齐 spacer 插入过程中产

生的缺口，完成外源核酸的免疫获得过程[28]。在

II-A Subtype 系统中，需要其他 Cas 蛋白参与免疫

获得过程，包括 Csn2 和 Cas9 蛋白。其中，Csn2

用以结合双链 DNA，辅助 spacer 的插入；Cas9

负责识别外源核酸片段中的 PAM 区，利用其核酸

内切酶的活性实现免疫获得。并且相关实验表明，

Cas9 在识别自己和异己核酸的过程中扮演着重要

角色[23]。基于 Csn2 参与免疫获得这一现象，可

以推测在不同的 CRISPR/Cas 系统中还有许多类

似的蛋白参与这一过程。按照现有 CRISPR/Cas

系统的统计数据，7%的 Cas1 蛋白存在着融合其

他蛋白的现象，融合的蛋白类型有 Cas4、Csx1、 
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图 3.  CRISPR/Cas 系统免疫获得途径 

Figure 3.  The adaptation pathway of CRISPR/Cas. 

 

COG4951 家 族 的 III 型 限 制 性 核 酸 内 切 酶 、

COG2378 家 族 的 转 录 调 控 因 子 、 逆 转 录 酶 及

Argonaute 蛋 白 。 其 中 最 常 见 的 组 合 类 型 是

Cas1-Cas4，Cas4 含有 RecB 样核酸外切酶结构域，

暗示着其可能参与原型间隔序列(Protospacer)的

加工过程。 

2.2  表达阶段 

在 CRISPR/Cas 系统的表达阶段中，CRISPR 

arrays 会转录形成一个长的转录本，称之为 crRNA

前体(pre-crRNA)。pre-crRNA 经过加工、成熟，

转变为有活性的 crRNA，该过程在不同类型的

CRISPR/Cas 系统中是不同的。以 Type II 系统为例，

crRNA 加工过程由细胞中常见的 RNase III 在

tracrRNA 的辅助下对 pre-crRNA 进行加工，这种

利用细胞内通用蛋白的方式体现了微生物基因

编码产物的通用、经济原则。但也存在例外，在

Type II 的部分成员中存在独立的 crRNA 转录系

统，可以直接转录出具有生理活性的 crRNA。在

Type V-A 和 Type VI 系统中，这一过程的实现不

依赖 tracrRNA，而是由各自的效应蛋白独立完成

crRNA 的成熟[29]。Type V-B 在 crRNA 的加工和

靶 DNA 切割的过程中仍依赖于 tracrRNA，并且

也需要 RNase III 参与 crRNA 的成熟。但其中的详

细机制现在还不清楚，还有待于进一步研究。 

2.3  免疫干扰阶段 

2.3.1  Type I 系统干扰机制：在 Type I 系统中，

干 扰 过 程 是 由 CRISPR 抗 病 毒 防 御 复 合 体

(CRISPR-associated complex for antiviral defense，

Cascade)和 Cas3 蛋白协同实现的。成熟的 crRNA

结合在 Cascade 蛋白复合体上使之与目标 DNA 序

列结合，目标 DNA 在 Cascade 蛋白复合体的作用

下完成解螺旋。随后，Cas3 蛋白结合到目标 DNA

区域，利用其被激活的 HD 核酸酶功能域和解旋酶

功能域对靶 DNA 序列进行切割[7]。在 Type I 所有

亚型中，各个成员的 Cascade 复合体的亚基都各

不相同，Cas3 蛋白也存在着差异。以来自于大肠

杆菌的 Cascade 复合体为例，其包含分子数不同

的 5 种蛋白，分别是 Cse1、Cse2、Cas5、Cas7 和

Cas6，Cas7 蛋白沿着 crRNA 的方向聚集和排列，

形成新月形、半螺旋的立体结构[30]。这一结构作
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为 Cascade 复合体的骨架，便于招募其他成员，

其中 Cas6 (在 I-E 型系统中是 Cas6e)结合在 crRNA

的 3′端发卡处，Cas5 则结合在靠近 5′端的柄部。

小亚基通常以双拷贝的形式出现，并且结合在

Cascade 复合体的腹部，有利于 crRNA 和目标

DNA 的稳定[31]。大亚基(在亚型 I-E 中是 Cse1，

在其他大多数亚型中是 Cas8)结合在 crRNA 的 5′

端(图 4-A)。干扰的初始阶段，Cascade 蛋白复合

体利用 Cse1 (大亚基)识别外源 DNA 的 PAM 区

段，随后，临近 PAM 的 prospacer 区域开始解链，

形成 R 型的结构[32]。crRNA 与靶 DNA 结合，形

成一个稳定但结构扭曲的 crRNA-靶 DNA 复合体。

Cascade 复合体在结合靶 DNA 后会发生构象的变

化，使之有能力招募 Cas3 蛋白与 Cse1 亚基结合，

对靶 DNA 实行切割。 

2.3.2  Type III CRIPSR/Cas 系统干扰机制：Type III 

系统的效应蛋白复合体与 Type I 中 Cascade 复合

体在空间结构上非常相似。以 Subtype III-A、

Subtype III-B 为例，Csm5、Cmr6 和 Cmr1 与 Type I 

中的 Cas7 的骨架作用相似，crRNA 以 6 碱基扭曲

的方式预先结合在复合体上，靶核酸序列(既有

DNA 又有 RNA)也以扭曲的方式结合在复合体上。

Cmr3 和 Csm4 结合在 crRNA 5′端柄状结构，随后

Cas10 充当大亚基的角色结合在 crRNA 上(图 4-B)，

进而行使靶核酸的降解功能 [33]。非常有趣的是

Type III CRISPR/Cas 系 统 不 仅 可 以 靶 向 降 解

DNA，还可以降解 RNA，例如表皮葡萄球菌

(Staphylococcus epidermidis)中的 Type III 系统。从

此角度来看，Type III 系统为分子遗传操作提供了

一种潜在的编辑转录本的可能。 

2.3.3  Type II CRIPSR/Cas 系统干扰机制：与

Type I 和 Type III 需要形成复杂的效应蛋白复合

体来实现干扰的机制不同，Type II CRISPR/Cas

的标志蛋白 Cas9 以单个蛋白的形式，在 gRNA 的

引 导 下 完 成 对 靶 基 因 的 切 割 。 以 酿 脓 链 球 菌

(Streptococcus pyogenes) Cas9 蛋白为例，其含有两

种核酸内切酶结构域，HNH 结构域和 RuvC 结构

域(图 5)。前者负责对目标链的切割，后者负责目

标链的互补链的切割，切割位点位于 PAM 序列

5′-NGG 上游 3 bp，形成 DNA 双链断裂的平末端，

实现对靶 DNA 的裂解。同时，RuvC 结构域除了

具有内切酶活性外，还具有 3′至 5′的外切酶活性， 

 

     
 

图 4.  Type I 和 Type III 效应复合体 

Figure 4.  The effect complex of Type I (A) and Type III (B). 
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图 5.  Type II、Type V 和 Type VI 效应蛋白结构域 

Figure 5.  The effect protein domain of Type II, Type V and Type VI. 

 
能将非靶序列从切口降解 5 个碱基左右[34]。Type II 

的干扰机制简单且高效，被广泛应用于真核及原

核生物的基因编辑领域中，从而引发了新一轮基

因编辑的热潮。 

2.3.4  其他类型 CRIPSR/Cas 系统干扰机制：

Type V 系统在结构上与 Type II 有很大的相似性，

目 前 Type V 系 统 依 据 不 同 的 效 应 蛋 白 分 为

Subtype V-A、Subtype V-B 和 Subtype V-C，其相

应的效应蛋白分别是 Cpf1、C2c2 和 C2c3[35]。从进

化程度来看，在进化地位上来自转座子关联蛋白

家族 TpnB，含有 C-端的 RuvC 结构域和富含精氨

酸的桥螺旋。其中，V-B 是 tracrRNA 依赖型，而

V-A 和 V-C 则缺少 tracrRNA 和 Cas6 或 Cas5 相似

蛋白，这两种类型的 crRNA 加工机制还不清楚。

以弗朗西斯氏菌(Francisella novicida)中的 V-A 效

应蛋白为例，Cpf1 通过识别靶 DNA 5′端 TTN 为

特征的 PAM 区，将 DNA 双链断裂形成 5′端具有

5 个碱基的突出末端[36]。Cpf1 是以二聚体的形式

行使功能，但每个蛋白只有 1 个 RuvC 功能域在

行使功能，这一谜题还需要在后续的研究中来解

答。在 Type VI 的效应蛋白中(如 Cas13)，目前鉴

定出来有两个 HEPN 结构域(图 5)，它与 Cas9 和

Cas12 中的 RuvC-like 结构域存在着很大的差别，

这是一个具有 RNase 活性的结构域。由此可见，

Type VI 系统是专性靶向 RNA。另外，在细胞中

表达 Cas13 会导致一定的细胞毒性，这表明该系

统可能与细菌的程序性死亡有关。 

3  CRISPR/Cas 系统的应用 

3.1  传统遗传学中的应用 

传统遗传学的研究可整体概括为两大方向，

正向遗传学和反向遗传学。其中正向遗传学是通

过表型差异来探究基因差异，反向遗传学则是通

过基因型的变化来研究表型的差异，两者均需要

以基因突变为物质基础。CRISPR/Cas 系统作为强

有力的基因突变工具，为传统遗传学的研究提供

一条新途径。实际应用中，将 tracrRNA-crRNA 复

合体融合成单链指导 RNA (Single guide RNA，

sgRNA)，提高了操作性和可控性。在 sgRNA 中含有

保守区和可变区，其中可变区负责以 Watson-Crick

的方式识别靶位点序列，进而在 Cas9 的作用下

实现切割。被切割后的 DNA 依靠细胞内源性的

修复途径进行修复，引入突变。内源性的修复类
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型包括非同源重组末端修复(Non-homologous end 

joining ， NHEJ) 和 同 源 重 组 修 复 (Homologous 

directed repair，HDR)[37]，修复方式的选择依赖于

相应修复系统的存在与完整与否，细胞周期处于

的时相及是否存在同源模板等因素。其中，NHEJ

修复反式倾向于向 DNA 断裂处引入随机突变(插

入和缺失)，对于功能基因而言，如果插入和缺失

的碱基数目恰好是密码子碱基数目的整数倍数，

往往会形成无义突变，这对于遗传学的研究是不

利的。相比较而言，HDR 修复方式可依赖于人为

提供的同源区段(Donor)来实现精确的基因组修

饰，在遗传学的研究中常基于这种策略来实现单

个或多个基因的敲除或重组。值得注意的是，基

于 CRISPR/Cas 系统本身的缺陷，在实验中仍存在

许多问题，诸如基因编辑精度，存在脱靶效应等

等。为解决这些问题，科研工作者开发了一系列

的方法：(1) 通过对 Cas9 核酸内切酶活性区域

RuvC D10A 或 HNH H840A 实施突变，产生具有

单链切割活性的缺口酶(Cas9 nickase，Cas9n)[38]，

利用成对的 Cas9n 在各自的 sgRNA 指导下对靶

DNA 实现切割，可以有效地减少错配的产生；(2)

利用 sgRNA 工程，精简 sgRNA 的长度，可显著

降低 Cas9 核酸内切酶的脱靶效应；(3) 通过对

Cas9 中 RuvC 和 HNH 结构域同时失活，形成 dCas9 

(Dead Cas9)，利用内切酶活性缺失的 dCas9 融合

FokI 核酸酶[39]，形成类似于 ZFN/TALEN 的核酸

酶工具，来提高 Cas9 系统的编辑精度。这些方法

在反向遗传学的研究中，为探究基因突变型与表

型的关系提供了一系列可靠的遗传操作工具，成

功应用在哺乳动物细胞、斑马鱼、隐秀丽线虫、

酵母、放线菌和大肠杆菌等细胞类型中，加快了

相应方向的科研进程。 

在正向遗传学的研究中，传统的策略是利用

物理或化学诱变方法产生的随机突变体库，用以

研究特定表型的基因型组成。诱变往往存在热点

效应和疲劳效应，且突变点定位困难。针对这一

现象，开发出了基于 CRISPR/Cas 系统的全基因组

功能基因筛查模型，利用可以覆盖全基因组的

sgRNA 库构建全基因组突变文库，在筛查表型和

基因型之间的关联时可以方便快捷地利用突变体

含有的 sgRNA 进行突变基因定位，解决了传统诱

变策略的弊端，为正向遗传学提供了有力的技术

手段，具有广阔应用前景。 

3.2  表观遗传学中的应用 

CRISPR/Cas 系统在表观遗传学的研究应用中，

往往侧重于 Cas 蛋白的 DNA 特异结合的性质，利

用内切酶活性缺失的 dCas9 融合多种效应基团来实

现基因的转录调控功能和染色体修饰功能。例如，

利用 dCas9 融合 Kruppel-associated box (KRAB)，在

sgRNA 的引导下可实现对靶基因的表达抑制。此

外还有一些可以实现基因表达调控的元件，如

dCas9 融合 4 个拷贝的转录激活因子 VP16，或融

合单个拷贝的 p65 转录激活蛋白的结构[40]。同时，

可通过设计 gRNA Scaffolds 来调整染色体的结构，

进而实现相应基因的转录激活或转录抑制，并且

通过利用 dCas9 融合乙酰转移酶 p300 或 DNA 甲

基化酶(DNMT3A)，可实现对染色体的定点乙酰化

修饰和甲基化修饰[41–42](图 6)。CRISPR/Cas 系统

的引入使得精准表观遗传操作成为可能，这将为

表观遗传研究的深入开展提供有力的技术支持。 

在利用依赖 sgRNA 指导的 Cas9 蛋白实施的

基因编辑研究中发现，当 sgRNA 长度小于 16 bp

时 Cas9 蛋白的切割活性便会受到抑制[43]。根据这

一现象，通过设计截短后的 sgRNA，可以实现对 
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图 6.  CRISPR/Cas 技术在表观遗传学中的应用 

Figure 6.  The epigenetics application of CRISPR/Cas technology. 
 

靶基因的转录抑制，而不会引起对靶 DNA 的裂

解。并且，这一方法可以通过简单替换全长的

sgRNA 和截短的 sgRNA 来实现 Cas9 介导的基因

敲除和表达调控之间轻松转换，从而避免了在传

统方法中为实现 Cas9 介导的基因编辑和基因调控

时而反复进行 sgRNA 的设计和组装。 

以上对于转录水平的调控，是通过抑制或促

进转录发生而实现的，没有涉及到 RNA 的加工。

实际上，在 CRISPR/Cas 家族是存在以 RNA 为靶

向的成员的，如来自细菌 Leptotrichia shahii 中的 

C2c2 蛋白，可以实现 RNA 靶序列的特异切割。

并且开发出缺失核糖核酸酶活性的 dC2c2 系统，

用以实现 Knock down[44]。利用 RNA 靶向的基因

调控，也许比 DNA 靶向类型更安全。并且，通过

发掘和鉴定自然界中新的 CRISPR/Cas 系统，有助

于发展 RNA 靶向的编辑系统，相信在不久的将来

会有越来越多的 CRISPR/Cas 新成员加入，从而将

基因编辑及表达调控推向一个更高的阶段。 

4  展望 

目前已知的 CRISPR/Cas 系统共有六型，其中

研究最为深入和应用最为广泛的是 Type II 系统。

但以 Cas9 为特征效应蛋白的 Type II 系统本身也

存在着缺陷，例如需要识别特殊的 PAM 区来对靶

DNA 实施切割。这对于不包含 PAM 区的 DNA 区
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段难以利用 Cas9 实现精确编辑，无法做到对基因

组的完整覆盖，这在 CRISPR/Cas 系统早期的研

究中是无法解决的。随着新型 CRISPR/Cas 系统

不断被发现，尤其是 V 型的 CRISPR/Cpf1 系统，

其实现 DNA 切割功能所依赖的 PAM 区存在的位

置和其中的核苷酸组成均与 Cas9 系统有着很大

的差别，与 Cas9 系统相互辅助，可实现更全面

覆盖基因组上可编辑位点。因此，不断发掘新型

CRISPR/Cas 系统资源对于解决现有系统的弊端，

无疑是一条有效的途径。按照这一设想，可以从

两种策略来实现对新型 CRISPR/Cas 系统资源的

勘探和获取。其一是基于免培养的宏基因组策略

(例如 2017 年 Banfield 课题组以此策略发现了 CasX

和 CasY 系统[45])，利用该策略可实现大范围、高

通量的环境微生物基因组信息的调查和采集，从中

发现新资源；其二是基于纯培养策略，利用不断优

化的微生物分离手段，在生命暗物质中捕获新的类

群，进而研究其依存的 CRISPR/Cas 系统。这两种

策略相辅相成，其中免培养策略可以方便快捷地对

环境样本的基因信息进行发掘并可指导纯培养手

段的改进；纯培养策略可以在免培养无法实现的微

生物细胞的生理条件下研究新型 CRISPR/Cas 系统

的特性和作用机制。目前，本课题组正依托对全球

范围内的热泉、盐湖、沙漠等极端生境样本的采集，

积累了大量的宏基因组数据和种类繁多的新微生

物类群，并在此基础上建立了 CRISPR/Cas 系统资

源发掘平台。通过不断丰富平台中免培养和纯培养

的信息资源，以期发现新的具有更好应用潜质的

CRISPR/Cas 系统，为分子遗传研究提供助力。 
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CRISPR/Cas——a new tool for molecular genetic research 

Wenjun Li*, Ye Tian 
School of Life Sciences, Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510275, Guangdong Province, China 

Abstract: Heredity and variation embody the beauty and mystery of life. In the process of continuous exploration, 

researchers have established genetics that is full of rigorous systematic and scientific methods. It is generally 

known that gene editing tools are indispensable in the study of genetics. CRISPR/Cas discovered in recent years as 

a new gene editing toolbox, has many characteristics, such as strong specificity and target ability, and become a hot 

spot of research and development. Here, we review the latest progress of CRISPR/Cas system including diversity, 

molecular mechanism and application. 
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