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基因编辑方法研究进展

———以大肠杆菌基因敲除方法为例

薛　 藩ꎬ韦慧仙ꎬ胡珈玮ꎬ王进军

(扬州大学环境科学与工程学院ꎬ江苏 扬州 ２２５１２７)

[摘要] 　 大肠杆菌是分子生物学的重要研究对象ꎬ是生产氨基酸、有机酸和重组蛋白等物质的主要微生物. 在

分子生物实验中ꎬ常常不需要完整的大肠杆菌基因序列ꎬ这时如何截取所需要的基因序列就成了值得研究的问

题. Ｒｅｄ 同源重组是大肠杆菌基因敲除的传统方法ꎬ主要利用自身的 ＲｅｃＡ 同源重组系统编码中 ＲｅｃＡ 和

ＲｅｃＢＣＤ 蛋白ꎬ介导 ＤＮＡ 进行同源重组. 几经技术革新ꎬ但该系统仍然存在很多不足. 基因组编辑三大技术是

ＴＡＬＥＮ、ＺＦＮ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓꎬ其中的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术更是当今世界上最具发展前景的革命性基因修饰技术.
[关键词] 　 大肠杆菌ꎬ基因修饰ꎬＲｅｄ 同源重组ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术

[中图分类号]Ｑ３４８　 [文献标志码]Ａ　 [文章编号]１００１－４６１６(２０１８)０３－０１０２－０７

Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｇｅｎｅ Ｅｄｉｔｉｎｇ Ｍｅｔｈｏｄｓ
—Ｔａｋｉｎｇ ｔｈｅ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ Ｇｅｎｅ Ｋｎｏｃｋｏｕｔ Ｍｅｔｈｏｄ ａｓ ａｎ Ｅｘａｍｐｌｅ

Ｘｕｅ ＦａｎꎬＷｅｉ ＨｕｉｘｉａｎꎬＨｕ ＪｉａｗｅｉꎬＷａｎｇ Ｊｉｎｊｕｎ

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＹａｎｇｚｈｏｕ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＹａｎｇｚｈｏｕ ２２５１２７ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｂｊｅｃｔ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙꎬｉｔ ｉｓ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｍｉｃｒｏｂｅ ｗｈｏ ｃａｎ ｐｒｏｄｕｃｅ
ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓꎬｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ. Ｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓꎬｗｅ ｄｏ ｎｏｔ
ｎｅｅｄ ａ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｇｅｎｅꎬｔｈｅｎ ｈｏｗ ｔｏ ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｅｃｏｍｅ ｗｏｒｔｈｙ ｏｆ ｓｔｕｄｙ. Ｒｅｄ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ. Ｔｈｅ ＲｅｃＡ ａｎｄ ＲｅｃＢＣＤ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＲｅｃＡ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬｗｈｉｃｈ ｍｅｄｉａｔｅｓ ＤＮＡ ｆｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ.
Ａｆｔｅｒ ｓｅｖｅｒａｌ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｔｉｌｌ ｍａｎｙ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ. Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｅｄｉｔｉｎｇ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｍａｊｏｒ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬＴＡＬＥＮꎬ ＺＦＮ ａｎｄ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ. Ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｓ ｔｈｅ ｗｏｒｌｄ’ｓ ｍｏｓｔ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ
ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬｇｅｎｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬｒｅｄ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

基因工程自诞生的短短几十年间ꎬ便深刻地改变了传统的生产方式和产业结构. 并且迅速地向很多

领域进行扩散和渗透ꎬ提高和推动整个社会生产力的快速发展. 展望未来ꎬ基因工程的前景将更加辉煌.
大肠杆菌是分子生物学的重要研究对象ꎬ是生产氨基酸、有机酸和重组蛋白等物质的主要微生物. 并

且是人和许多动物肠道中最主要且数量最多的一种细菌. 它周身鞭毛ꎬ能运动ꎬ无芽孢. 大肠杆菌培养简

单且繁殖迅速ꎬ易于基因敲除并且遗传稳定. 大肠杆菌的基因已全部测序ꎬ共有 ４ ４０５ 个阅读框架[１] . 但在

分子生物实验中ꎬ常常不需要完整的大肠杆菌基因序列ꎬ这时如何截取所需要的基因序列就成了值得研究

的问题.
基因敲除技术分为完全基因敲除和条件型基因敲除. 完全基因敲除是指通过同源重组法完全消除细

胞或者动物个体中的靶基因活性. 条件型基因敲除是指通过定位重组系统实现特定时间和空间的基因敲
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除[２] . 随着技术的发展和革新ꎬ基因敲除技术已从最初的完全敲除发展到条件型敲除阶段ꎬ并正朝着特定

组织基因敲除、特定时间基因敲除的可调控敲除方向发展[３] .

１　 大肠杆菌敲除方法及原理

１.１　 大肠杆菌传统敲除方法

基因敲除技术是建立在基因同源重组技术和胚胎干细胞技术基础上的一种新分子生物学技术. 基于

ＤＮＡ 重组原理ꎬ大致可分为同源重组、位点专一性重组和转座重组 ３ 种[４] . 其中ꎬ同源重组技术是利用 ２
个 ＤＮＡ 分子之间精确地相互交换片段达到序列敲除的目的ꎬ比其他的重组方式更适合大肠杆菌的基因

敲除.
Ｒｅｄ 同源重组是大肠杆菌基因敲除的传统方法ꎬ主要利用自身的 ＲｅｃＡ 同源重组系统编码中 ＲｅｃＡ 和

ＲｅｃＢＣＤ 蛋白ꎬ介导 ＤＮＡ 进行同源重组[５] . 该系统主要由两个途径组成ꎬ分别是 ＲｅｃＡ￣ＲｅｃＢＣＤ 和

ＲｅｃＡ￣ＲｅｃＦＯＲ途径. 其中ꎬ第一条途径主要是修复双链 ＤＮＡꎬ第二条途径是修复单链 ＤＮＡ 缺口. ＲｅｃＢＣＤ
蛋白结合在双链 ＤＮＡ 末端ꎬ解旋降解 ＤＮＡ 到 ｃｈｉ 位点(５′ＧＣＴＧ ＧＴＧＧ ３′)ꎬ并在位点上产生单链 ＤＮＡ 加

载 ＲｅｃＡꎬ快速识别基因组 ＤＮＡ 中的同源序列ꎬ并在多个蛋白和酶的协同作用下ꎬ最终实现同源重组.
ＲｅｃＦＯＲ则可以取代单链结合蛋白在缺口处连接单链 ＤＮＡꎬ启动同源重组[６－９] . 所以ꎬＲｅｃＡ 蛋白是整个系

统的核心ꎬ是大肠杆菌同源重组的必需蛋白. 但是该系统存在明显的不足ꎬ比如操作步骤、重组率很低等

问题严重ꎬ并且需要较长的靶基因同源臂ꎬ因此难以获得所需的重组子ꎬ大大地限制了敲除的效率ꎬ并影响

了该技术的发展.
１９９８ 年ꎬＺｈａｎｇ 等[１０] 发现大肠埃希菌存在的 ＲｅｄＥ / ＲｅｃＴ 系统自身就具有重组功能ꎬ并且简单且高

效. ２０００ 年[９]又发现 λ 噬菌体的 Ｅｘｏ 和 Ｂｅｔａ 蛋白具有相同的功能ꎬ利用较小的同源臂就可对大肠埃希菌

进行精确的改造. 后被称为 ＥＴ 重组ꎬ它大大改善了传统方法中的不足ꎬ降低了重组中所需的同源臂并且

提高了重组率ꎬ因此在大肠杆菌的基因修饰中被广泛应用.

图 １　 两步同源重组法基因敲除步骤

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｔｗｏ￣ｓｔｅｐ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ

１.２　 两步同源重组法

２０００ 年ꎬＤａｔｓｅｎｋｏ 等[１１] 提出了报道最多且应

用最广的两步同源重组法ꎬ并在大肠杆菌 Ｋ－１２ 中

成功进行了基因敲除. 在该方法中ꎬｐＫＤ４６ 作为同

源重组质粒ꎬ具有苄抗性的低拷贝温敏型. 可将噬

菌体中 ｅｘｏ、ｂｅｔ、ｇａｍ 基因整合在阿拉伯糖启动子

控制下. 打靶 ＤＮＡ 的模板是分别带有氯霉素和卡

那霉素抗性基因的 ｐＫＤ３ 和 ｐＫＤ４ 两种质粒ꎬ并附

有 ＦＲＴ 点位(翻转酶结合点位) [１２] . 具体过程如

图 １所示.
第一步ꎬ在 Ｒｅｄ 同源重组介导下ꎬ将一段两端

含有 ＦＲＴ 位点的抗性基因敲入基因组靶位置ꎻ第
二步ꎬ在辅助质粒表达的 ＦＬＰ 重组酶介导下剔除

抗性基因. 方法所需要的打靶同源臂只有 ３６ ｂｐ ~
５０ ｂｐꎬ可直接设计在引物上ꎬ不需要 ＤＮＡ 酶切合

连接ꎬ大大提高了敲除效率[１３] .
相较于传统方法ꎬ两步同源重组方法操作更加

简单易实行ꎬ并且打靶率高ꎬ实验周期短ꎬ是目前大肠杆菌基因敲除中最为常见的方法. 但该方法同样也

存在着不足ꎬ其对 ＤＮＡ 片段的浓度要求较高ꎬ达不到要求的菌株会失败. 尤其是要将外源 ＤＮＡ 电转为宿

主细胞的一些菌株ꎬ由于吸收效率低ꎬ常常会导致进入细胞中的 ＤＮＡ 量达不到进行同源重组的最低标准ꎬ
造成基因敲除失败. 并且ꎬ电转时会造成大量细胞的死亡ꎬ剩余的细胞达不到浓度要求ꎬ最终导致一些菌

株也无法利用两步同源重组方法进行基因敲除[１４] .
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１.３　 大肠杆菌敲除方法进展

Ｈｅｒｒｉｎｇ 等[１４－１５]在 ２００３ 年首次提出 Ｇｅｎｅｇｏｒｇｉｎｇ 方法. 也就是双质粒基因敲除法的一种. 双质粒基因

敲除法包含一个辅助质粒和一个供体质粒. 辅助质粒含有重组酶和归巢内切酶基因ꎬ供体质粒提供打靶

ＤＮＡ. 在诱导剂的作用下ꎬ将两种质粒共同转化入宿主细胞ꎬ归巢内切酶切割供体质粒产生打靶 ＤＮＡꎬ重
组酶促进同源基因序列完成重组. Ｇｅｎｅｇｏｒｇｉｎｇ 法不同于两步同源重组法ꎬ它的打靶片段直接在宿主细胞

内产生ꎬ不需要外源转化. 质粒在宿主体内大量的复制ꎬ通过归巢内切酶的切割ꎬ导致每个细胞都能产生

打靶 ＤＮＡꎬ提高了可能发生同源重组的细胞的基数ꎬ从而可以对这些大肠杆菌进行基因敲除ꎬ解决了传统

方法的不足.
在 ｇｅｎｅｇｏｒｇｉｎｇ 法的基础上ꎬ有人提出了 ｇｅｎｅｄｏｃｔｏｒｉｎｇ 法. 它不仅继承了 ｇｅｎｅｇｏｒｇｉｎｇ 法打靶效率高的

优点ꎬ而且增加了筛选条件ꎬ可以在完成基因敲除的同时消除同源重组辅助质粒ꎬ提高筛选率. 所以ꎬ
ｇｅｎｅｄｏｃｔｏｒｉｎｇ法已成功应用了各类大肠杆菌的基因敲除ꎬ包括了一些运用两步同源重组法很难敲除的致

病菌.
然而ꎬ不论是什么方法利用 Ｒｅｄ 重组系统敲除目标基因ꎬ都会有外援片的残留. 这些外援片段将会影

响到基因重组后续的操作. 所以ꎬ自从 Ｒｅｄ 重组系统的诞生开始ꎬ就有人对系统进行改进ꎬ逐步形成了无

痕敲除技术ꎬ很好地解决了传统的 Ｒｅｄ 重组系统外援片残留的问题.
Ｙｕ 在 ２００８[１５]年首次提出单质粒敲除法ꎬ便是无痕敲除技术的一种. 它的特点在于只需要单个质粒

ｐＲＥＤＩ 就可成功进行基因组上的突变ꎬ完成一次敲除只需要 ２ｄꎬ而且突变菌株染色体上不残留余序列ꎬ重
组效率高. 它相比于之前的方法有了更大的进步ꎬ适合于一系列的基因修饰工作ꎬ例如在大肠杆菌中基因

的点突变、基因定点插入等.

２　 基因编辑三大技术

想要获得特定的基因一般都使用基因编辑技术进行基因敲除. 世界上较为常用的 ３ 种基因编辑的技

术分别是 ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ 和 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术.
转录激活样效应因子核酸酶(ＴＡＬＥＮ)技术与锌指核酸酶(ＺＦＮ)技术组成了一大类强有力的基因组

编辑工具ꎬ这一大类技术的发展重新划定了生物学研究的边界. ＴＡＬＥＮ 和 ＺＦＮ 都是由两部分组成ꎬ一个

可编码的序列特异性 ＤＮＡ 结合模块与一个非特异性的 ＤＮＡ 切割结构域. 通过诱导 ＤＮＡ 双链断裂来刺激

容易出错的非同源末端连接或在特定基因所在的位置进行的同源定向修复. 成簇规律间隔短回文重复

(ＣＲＩＳＰＲ)技术是最新出现的一种基因组编辑工具ꎬ经过不断改进后ꎬ更被认为能够在活细胞中最有效、
最便捷地编辑任何基因.
２.１　 三大基因编辑时间轴

从上个世纪 ７０ 年代ꎬ基因编辑技术就开始有了相应的技术和实例表达. １９７９ 年ꎬ在酵母中进行可基

因置换. １９８５ 年－１９８６ 年ꎬ用 ＨＤＲ 编辑了人类基因组. 新的三大基因编辑技术最早出现的是 ＺＦＮ 技术ꎬ随
后是 ＴＡＬＥＮ 技术和最新的也是最具潜力的 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术. 具体的时间轴[１６]如图 ２ 所示.
２.２　 ＺＦＮ 技术

ＺＦＮ 技术是广泛使用最早的基因组定点修饰技术ꎬ平台完善ꎬ可直接利用资源丰富. ＺＦＮ(锌指核酸

酶)是由人工合成的一种限制性内切酶ꎬ由锌指 ＤＮＡ 结合域与 ＤＮＡ 切割域组成. 通过人工改造的 ＺＦＮ 的

ＤＮＡ 结合域可以定位不同的 ＤＮＡ 序列ꎬ并由 ＤＮＡ 切割域进行特异性切割ꎬ完成基因敲除.
锌指 ＤＮＡ 的结合域部一般只含有 ３ 个独立的锌指结构ꎬ并且每个结构只能识别 ３ 个碱基. 因此ꎬ每一

个锌指 ＤＮＡ 结合域一般只能识别 ９ ｂｐ 长度的序列ꎬ是该技术的一个缺陷. 后经研究表明ꎬ可以通过增加

锌指的数量来扩大识别 ＤＮＡ 序列的长度ꎬ进行序列更加复杂的基因敲除.
如图 ３ 所示ꎬＺＦＮ 技术在进行基因编辑时ꎬ是由设计好的 ＺＦＮ 中的锌指结合模块(Ｆ１ꎬＦ２ꎬＦ３)附着在

序列上ꎬ然后由 ＤＮＡ 的切割域进行特定位置序列的基因敲除. 原理简单ꎬ但由于自身属性ꎬ设计繁琐ꎬ而且

过度依赖于目标序列及其上下游序列ꎬ无法对未知的上下游序列进行敲除. 除此以外ꎬ限制性因素也还有

高脱靶率和较大的细胞毒性. 目前科学家已经建立了 ＺＦＮ 库ꎬ但由于其自身的设计要求ꎬ无法达到识别任

意靶 ＤＮＡ 的目的ꎬ应用仍受到了不小的限制. 因此 ＺＦＮ 技术也逐步被其他先进技术所慢慢取代.
—４０１—
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图 ２　 三大基因编辑技术时间轴

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｉｍｅｌｉｎｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｍａｊｏｒ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

图 ３　 ＺＦＮ 技术基因编辑图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＺＦＮ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ

不过 ＺＦＮ 技术在医学领域仍具有非常重大的价

值ꎬ对于疾病的基因治疗有潜在意义ꎬ该技术可以直接

修补或是删除有害基因ꎬ以达到相关治疗目的ꎬ极具应

用前景. ＺＦＮ 技术同时具有极佳的特异性和效率ꎬ因此

能将基因或基因组错误修改的风险降到最低ꎬ保证基因

的遗传学. 从理论上ꎬ可以对任意细胞进行长时间 ＺＦＮ
操作ꎬ就可以自如地修改基因ꎬ保证细胞的状态. 使用

ＺＦＮ 技术ꎬ已经对小鼠、猪[１７－２０] 等其他哺乳动物进行了基因敲除. 更有使用 ＺＦＮ 技术ꎬ设计出 Ｊｕｒｋａｔ 和
ＣＥＭ 细胞ꎬ并整合了人类免疫缺陷病毒 １ 型(ＨＩＶ－１)ＤＥｎｖ 基因组ꎬ用辅助载体转染时成功介导感染[２１] .
２.３　 ＴＡＬＥＮ 技术

ＴＡＬＥＮ 技术是商业化较为成功的技术ꎬ很多商业公司可以提供组装好的三联密码子 ＴＡＬＥＮ 模块ꎬ大
大缩短了 ＴＡＬＥＮ 元件构建周期. 不过也因此ꎬ核心技术都掌握在商业公司的手中ꎬ实验室难以自行完成

ＴＡＬＥＮ 技术的完整操作ꎬ对其推广造成了制约ꎬ限制了 ＴＡＬＥＮ 技术的发展.
相较于有一定的细胞毒性和模块组装繁琐的 ＺＦＮ 技术ꎬＴＡＬＥＮ 技术有着独特的优势ꎬ它设计简单ꎬ特

图 ４　 ＴＡＬＥＮ 基因敲除的过程

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ＴＡＬＥＮ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ

异性高[２２] . ＴＡＬＥＮ 由 ３ 个部分组成ꎬ一个是可识别

特定 ＤＮＡ 序列的串联 ＴＡＬＥ 重复序列的重用结构

域ꎬ一个是包含核定位信号的 Ｎ 端结构域以及一个

具有 ＦｏｋＩ 核酸内切酶的 Ｃ 端结构域组成. 相较于

ＺＦＮ 的识别序列较短ꎬＴＡＬＥＮ 技术的识别的序列更

长ꎬ天然的 ＴＡＬＥＮ 原件一般可识别 １７ ｂｐ ~ １８ ｂｐ
ＤＮＡ 序列ꎬ人工的 ＴＡＬＥＮ 原件则可以识别更长的

ＤＮＡ 序列[２３] . 基因敲除过程如图 ４ 所示ꎬ核心是定

位及 ＦｏｋＩ 核酸内切酶的参与.
自 ＴＡＬＥＮ 技术正式发明后ꎬ全球范围内多个研究组利用体外培养细胞、酵母、拟南芥、水稻、果蝇及斑

马鱼等多个动植物体系验证了 ＴＡＬＥＮ 的特异性切割活性[２２－２４] . 并用 ＴＡＬＥＮ 技术验证了 ｍｉＲ－１９２ 及其关
键靶基因(ＤＬＧ５ 和 ＡＬＣＡＭ)在大肠杆菌感染中起关键作用[２５] . 总的来说ꎬＴＡＬＥＮ 技术是一项划时代的成

功的技术ꎬ同时也于 ２０１２ 年入选«科学»杂志ꎬ被评为十大科学突破.
２.４　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术最早发现于细菌和古细菌中ꎬ为了应对噬菌体和质粒不断攻击而演化来的获得性

免疫系统. １９８７ 年大阪大学的研究员在大肠杆菌 Ｋ１２ 的碱性磷酸酶基因附近发现了成簇的规律间隔的短
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回文重复序列(ＣＲＩＳＰＲ) . 经过研究ꎬ普遍认为 ４０％的细菌基因组具有 ＣＲＩＳＰＲ 结构[２６] .
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统由两部分组成ꎬ分别是一系列高度保守的重复序列和间隔序列相间排列组成的

ＣＲＩＳＰＲ 和 ＣＲＩＳＰＲ 附近区域同样高度保守的相关基因(Ｃａｓ 基因)组成. 因为这些基因序列具有核酸酶活

性的功能ꎬ所以可以进行 ＤＮＡ 序列特异性的切割ꎬ完成基因敲除.
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统最初的功能是为了特异性降解外源性入侵的核酸序列ꎬ并在原核生物中普遍存

在. 主要由两步完成———ｃｒＲＮＡ 的合成以及在 ｃｒＲＮＡ 引导下的 ＲＮＡ 结合和剪切.
如图 ５ 所示ꎬ在 ＩＩ 型 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统中ꎬＣａｓ９ 核酸酶可以与向导 ＲＮＡ 相互作用. 向导 ＲＮＡ 的 ５′端

可以和染色体上的序列相互作用ꎬ在 Ｃａｓ９ 内切酶的作用下ꎬ可以在特定位点造成双链断裂ꎬ利用细胞自身

ＤＮＡ 的修复功能进行修复ꎬ以达到敲除基因的目的.

图 ５　 Ⅱ型 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｙｐｅ Ⅱ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术摆脱了合成并组装具有特异性 ＤＮＡ 识别能力蛋白模块的繁琐操作ꎬ其 ｇＲＮＡ 的设

计和合成工作量远远小于 ＴＡＬＥＮ 和 ＺＦＮ 技术的 ＤＮＡ 识别模块的构建过程ꎬ且毒性远远低于 ＺＦＮ 技

术[２７] . 由于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术价格低廉ꎬ操作简单ꎬ因此迅速占领了基因修饰的市场. 基因修饰这项技术

也从只有专业技术人员了解ꎬ到向世人展现出它的魅力. ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 是一项靶向基因修饰的革新技术ꎬ
极有可能获得诺贝尔奖的技术.

自 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术问世以来ꎬ就迅速地成为了基因修饰领域的排头兵. 并且科学家还不断地针对

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术的缺陷进行针对性的研究和突破ꎬ使得该技术的可靠性和应用性有了保障. 由于其自

身优秀的特点ꎬ凡是使用基因修饰的领域都有新的成果. 尤其是在医疗健康、生产生活、家畜育种等领域ꎬ
更是不断取得了喜人的成果[２８] . 利用 ＣＲＩＳＰＲ、Ｃａｓ９ 技术根除 ＨＩＶ 病毒、诱导宫颈癌细胞自我毁灭、构建

癌症模型等成果先后被«Ｎａｔｕｒｅ»等著名杂志所报道并引起社会的广泛关注[２９－３０] . 尤其在肿瘤研究方面ꎬ
成果颇多. 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术编辑改造机体免疫细胞ꎬ可直接特异性识别肿瘤细胞ꎬ从而达到提前利

用自身免疫系统对肿瘤进行压制和治疗的效果[３１] .
除了在医药方面的成果ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ 进行 ｇｌｔＡ 的点突变ꎬ用异源 ｌｐｄＡ 取代天然 ｌｐｄＡꎬ敲除 ２ 个编码

６ 个基因ꎬ表明将 ＣＲＩＳＰＲ 和 ＣＲＩＳＰＲｉ 用于基因组工程和微生物如大肠杆菌中的代谢通量调节以及化学

品(例如 １ꎬ４－ＢＤＯ)的生产的潜力[３０] . 通过使用工程化的内源性 Ｉ￣Ｅ ＣＲＩＳＰＲ 系统调节大肠杆菌中的天然

ｇｌｔＡꎬ将代谢通路从中央代谢途径调节到 ＰＨＢ 合成途径. 这项研究表明内源性 Ｉ￣Ｅ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ 系统是一

种调节内部代谢的简单而有效的方法ꎬ有利于大肠杆菌产品的开发[３２]ꎬ更有利于用新技术结合大肠杆菌

研发出大肠杆菌无细胞转录翻译系统(ＴＸＴＬ)ꎬ快速测量单一和多效应 ＤＮＡ 切割和基因阻遏ꎬ准确预测大

肠杆菌中基因阻遏的强度ꎬ量化抗－ＣＲＩＳＰＲ 蛋白质[２８] .
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３　 展望

基于基因编辑技术对基因研究的重要意义ꎬ人类对其的研究依旧在不断的探索中ꎬ并且取得了不俗的

成绩. ＥＳ 细胞的是传统的基因打靶技术的限制ꎬ新的技术摆脱了对其的限制ꎬ可以用于多个物种的基因编

辑ꎬ更加精确且效率高.
然而ꎬ任何新兴技术的出现及其应用都是有两面性的. «Ｎａｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄｓ»发表文章ꎬ证明体内 ＣＲＩＳＰＲ￣

Ｃａｓ９ 编辑引起的脱靶效应会导致许多不可预测的基因突变. 最近ꎬ张锋在«Ｎａｔｕｒｅ»发文ꎬ他领导的团队对

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 进行了改造. 改造后的系统可以启动任何基因ꎬ更简便地研究不同基因的功能ꎬ可以快速地

对整个基因组进行功能筛选ꎬ帮助人们鉴定特定疾病的基因. 还有基于 ＣＲＩＳＰＲ 系统改进的 ＤＮＡ 编辑技

术 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃｐｆ１、ＣＲＩＳＰＲ / ｄＣａｓ９￣ＡＩＤ、ＣＲＩＳＰＲ￣ＳＴＯＰ 和 ＣＲＩＳＰＲａｉｎｂｏｗꎬ以及基于 ＣＲＩＳＰＲ 系统改进的 ＲＮＡ
编辑技术 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃ２ｃ２(Ｃａｓ１３ａ) [３３－４０]都是人类对基因编辑技术的尝试ꎬ也验证了基因编辑广阔的未来.

是否存在比 ＣＲＩＳＰＲ 更加简单高效的防御系统可被研究者利用ꎬ并且作为基因编辑技术的新工具ꎬ有
待全世界研究工作者共同探索和研究.
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