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CRISPR/Cas9 技术及其在药物研发中的应用 
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摘要: CRISPR/Cas9 系统是在细菌和古细菌中发现的一种为抵御病毒和质粒的不断攻击而演化来的获得性

免疫防御机制, 由规律成簇的间隔短回文重复 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR) 

和 Cas (CRISPR-associated) 蛋白组成。通过改造最简单的 II型 CRISPR系统, 将特殊小向导 RNA (small guide 

RNA, sgRNA) 和 Cas9核酸内切酶导入细胞内, 即可在双链 DNA特定位置上进行切割并实现基因敲除或敲入。

CRISPR/Cas9系统因其高效基因编辑功能, 已被应用于多种生物和多项科研领域。本文综合论述了 CRISPR/Cas9

技术在药物研发中的应用, 如功能基因的筛选和定点编辑、药物靶点筛选和验证、动物模型构建和遗传疾病治

疗等, 总结了 CRISPR/Cas9技术目前所存在的缺陷与改善的方向。 
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Abstract: CRISPR/Cas9 system, consisting of clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

(CRISPR) and CRISPR-associated (Cas) proteins, is a prokaryotic immune system that confers resistance to        

foreign genetic elements such as those present within plasmids and phages.  A simple version of the CRISPR/      

Cas system, type II CRISPR, has been modified to edit genomes.  By delivering the Cas9 nuclease together with 

a synthetic guide RNA (sgRNA) into cells, genome can be edited at desired loci site.  CRISPR/Cas genome      

editing techniques have been widely implemented in various species and research areas.  In this review, we 

summarize the several applications of CRISPR/Cas9 in the field of drug discovery and development, which       

include target gene screening and editing, drug target screening and validation, generation of animal models       

and treatment of genetic disease, etc.  The defects and improvements of CRISPR/Cas9 technology is discussed 

as well. 
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近年来, 基因编辑领域取得了飞速的发展, 锌

指核酸酶 (zinc finger nucleases, ZFNs)[1]、转录激      
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活因子样效应物核酸酶 (transcription activator-like      

effector nucleases, TALENs)[2,
 
3]和 CRISPR/Cas (clus-

tered regularly interspaced short palindromic repeats/ 

CRISPR-associated) 系统大大改变了科研人员在哺

乳动物系统中研究基因及其功能的方式。相较于 ZFN

和 TALEN 采用蛋白质作为靶标识别物, CRISPR/    

Cas9采用特殊小向导 RNA (small guide RNA, sgRNA)  

·综述· 
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靶向目标基因, 操作简单快捷, 成本低廉, 脱靶效应

较低[4], 已经成为基因功能研究领域强有力的武器。

在新药研发过程中, 高效的靶点筛选和验证是极其

关键的步骤。CRISPR/Cas9技术的出现实现了对靶基

因的定点编辑, 使得构建动物模型或细胞系模型更

加便捷, 极大地加速了药物靶点的筛选验证及新药

的研发。 

1  CRISPR/Cas9系统的发现历史和作用机制 

基因编辑技术 CRISPR/Cas9 被《科学》杂志列

为 2013 年年度十大科技进展之一, 被称为“魔剪”

和“上帝之手”, 它的迅速崛起引发了生物医学研

究的革命。CRISPR是规律间隔性成簇短回文重复序

列的简称, Cas 是 CRISPR 相关蛋白的简称[5]。早在

1987 年, 日本科学家在对 K12 大肠杆菌碱性磷酸酶

基因编码区进行研究时发现附近有串联间隔重复序

列[6], 但功能尚不清楚。后来的研究发现, 这种重复

序列广泛存在于细菌和古细菌中, 并于 2002 年正式

命名[7]。随着测序技术和生物信息学的发展, 2005年, 

3 个研究组同时发现间隔序列和感染细菌的病毒或

噬菌体基因序列高度同源[8−10], 从而推测这一系统可

能是细菌抵御病毒和质粒入侵的一种方式。2007 年, 

DANISCO公司的科学家通过增加和敲除 CRISPR位

点中间的重复序列调节了嗜热链球菌 (Streptococcus 

thermophilus) 对噬菌体的敏感性[11]。2008 年, Mar-

raffini等[12]发现细菌 CRISPR系统能阻止外源质粒的

转移, 首次用实验验证了该系统的功能。 

基于重复序列结构和 Cas蛋白亚类, CRISPR/Cas

系统可以分为 3类[13]: I型、II型和 III型。相较 I型

和 III 型系统, II 型 CRISPR/Cas 系统 (即 CRISPR/    

Cas9 系统) 成分最简单, 已经被改造成为理想的基

因编辑工具。2012年, Wiedenheft等[14]阐明了 II型系

统的机制。CRISPR/Cas9 系统包含 3 个关键性组分: 

CRISPR RNA (crRNA)、反式激活 crRNA (transacti-

vating crRNA, tracrRNA) 及Cas9核酸内切酶。crRNA

的一部分序列可与 tracrRNA 通过碱基互补配对, 结

合形成嵌合 RNA (tracrRNA/crRNA), 另一部分则可

与靶标 DNA位点进行碱基互补配对。这种嵌合 RNA

能够识别特定的 NGG 序列, 即 PAM 位点, 并引导

Cas 蛋白复合物结合到这个特定的位点上对 DNA 双

链进行切割[15]。通过对 tracrRNA/crRNA 进行改造, 

可以构建成一个具有引导作用的 sgRNA, 从而将

Cas9 系统进一步简化为 Cas9 核酸内切酶和 sgRNA

两个组分。 

当 Cas9 对靶标 DNA 进行切割时, 会造成 DNA

双链断裂 (double strand break, DSB), 随即细胞启动

DNA修复机制。在非同源末端连接 (non-homologous 

end joining, NHEJ) 修复机制下能够形成随机的多个

碱基插入或缺失, 使编码蛋白的基因发生移码和错

义等严重突变, 阻碍蛋白行使正常功能[16,
 
17]; 而在同

源重组 (homologous recombination, HR) 修复机制下

则可以实现精确的基因敲入遗传修饰, 如点突变、插

入和表位标记等 [18]。因此 , 通过这两种修复机制 , 

CRISPR/Cas9 技术即可实现基因敲除和基因敲入的

基因组改造[19] (图 1)。 

2  CRISPR/Cas9技术的基本流程 

CRISPR/Cas9 技术主要包含引物设计、sgRNA

表达质粒的构建、靶细胞转染、混合 pool 的筛选与

鉴定和单克隆的分离与验证几大步骤, 大致流程如

图 2。 

首先需确定待敲除基因的靶位点, 找到该基因

CDS (coding sequence) 区, 明确外显子部分。一般来

说, 尽量选择靠前的外显子。对于蛋白编码基因, 若

该蛋白具有重要结构功能域, 可以将基因敲除位点

设计在编码该结构域的外显子上。如果不能明确基因

产物的性质, 可以选择将待敲除位点设计在起始密

码子 (ATG) 后的外显子上。确定靶位点之后, 即可

选择一段 23～250 bp 的外显子序列输入在线设计软

件中, 自动输出 sgRNA序列, 也可手动进行选择。将

sgRNA序列克隆到 sgRNA scaffold backbone (BB) 质

粒上, 与表达 Cas9 蛋白的质粒共同转染到靶细胞中, 

通过单克隆分选、扩增和检测, 便可得到稳定的基因

敲除或特定点突变的细胞系。 

若是为了实现准确的基因敲入, 则需要将一个

同源重组修复模板与 sgRNA、Cas9 蛋白同时转入细

胞中以介导同源重组修复。这个同源重组修复模板可

以是质粒模板 (plasmid donor template)、双链线性

DNA模板 (double-stranded DNA template) 或单链寡

核苷酸链 (single-stranded donor oligonucleotides)。同

源重组修复模板的设计应遵循以下原则: 左右两端

同源臂长度至少 40 bp, 以 90 bp为最佳; 链的方向以

与滞后链 (lagging strand) 结合为最好; 突变位点距

切割位点越近越好, 且最好在 PAM 位置的 5' 端。以

BTKC481S 点突变为例, 在包含点突变的 sgRNA 序列

两端各加上 90 bp的同源臂, 得到一段 203 bp的序列, 

并在 sgRNA序列中引入同义突变以插入一个 BamHI

酶切位点, 即可通过酶切验证阳性, 如图 3所示。 
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Figure 1  Schematic of the RNA-guided Cas9 nuclease and two types of double strand break (DSB)-induced repair mechanism 

 

 
Figure 2  Overview of experiments 

 

3  CRISPR/Cas9技术在药物研发中的应用 

药物靶点的筛选和鉴定是新药研发中的关键一

环, 也是耗资巨大的过程。因此, 药物开发需要一个

良好的药物靶点的发现与验证的平台。早期, 这个平

台一直建立在“基因敲除”(genetic knockout) 的模式

动物上, 这项技术虽然能够对染色体上的单个基因

进行敲除, 但是不能进行“剂量效应”(dose-response 

effects) 的研究, 也不能敲除对胚胎发育至关重要或

者致死的基因, 且周期长、价格高, 极大限制了药物

研发进程。RNA 干扰技术 (RNAi) 的出现大大缩短

了筛选药物靶标和先导化合物的时间, 利用这项技

术可以有效且高选择性地靶向靶基因的 mRNA, 抑

制靶基因表达。但 RNAi技术存在重现性差和脱靶效

应较严重等问题, 有时甚至会导致完全错误的结果。

CRISPR/Cas9因其强大的基因编辑功能, 已被用于功

能基因的筛选和编辑、药物靶点的筛选与验证、动物 
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Figure 3  HDR donor-induced BTKC481S mutation 

 

模型的构建等多项领域, 为新型药物研发或先导化

合物的开发奠定了良好的基础。 

3.1  CRISPR/Cas9 技术在功能基因筛选中的应用  

人类基因组的功能尚未完全揭示, 许多疾病尚未找

到合适的药用靶点。基因组的不方便操作性极大地    

制约了疾病机制的揭示及药物靶点的筛选研究。

CRISPR/Cas9 基因编辑技术只需要通过建立一个

sgRNAs 文库导入细胞中, 再通过相关表型的评估, 

即可实现对基因组的大规模定点编辑, 进而揭示基

因的生理功能, 为新药研发提供可靠的靶标。2013

年, 来自英国桑格研究所的科学家们创建了一个可

以靶向小鼠基因组内全部基因的 sgRNAs文库, 利用

慢病毒将这些 sgRNAs 引入组成型表达 Cas9 蛋白的

小鼠胚胎干细胞中以创造出突变的干细胞库, 并用

梭状芽胞杆菌细菌毒素 α 对这个突变的干细胞库进

行遗传筛选, 从中发现 27 个已知的抗性基因和 4 个

未被报道的抗性基因[20]。 

对于转录非编码 RNA 的基因来说, 仅有插入或

缺失突变很可能对转录产物的表型没有显著影响 , 

因此筛选起来较为困难。2014年, 北京大学的魏文胜

研究组[21]开发了一种基于 CRISPR/Cas9 系统的慢病

毒聚焦型人源细胞文库和功能性基因筛选平台 (图

4), 并结合深度测序技术, 成功鉴定出了对炭疽和白

喉毒素毒性至关重要的宿主基因, 这将为新型抗菌

药物的研发提供靶点。此外, 他们联合哈佛大学的刘

小乐教授[22], 采用基于配对向导 RNA (pgRNA) 的方 

 

 
Figure 4  Schematic of lentiviral-delivered sgRNA library construction and functional screening[21] 
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式, 以慢病毒为载体构建出 pgRNA 库 (图 5), 在全

基因组范围内对人源肝癌细胞系 Huh7.5OC 中的近

700 个与癌症或其他疾病相关的长链非编码 RNA 

(lncRNA) 进行了功能筛选。这种方法是利用 CRISPR/   

Cas9 系统在两种分别靶向目标基因不同位点的

sgRNA组合成的 pgRNA指导下, 对同一基因造成两

处 DNA 双链断裂, 两个断裂点之间的基因片段可能

会被 DNA 修复过程“遗漏”, 最终不会出现在修复

完毕的基因中。其基本策略可被用于对其他非编码

RNA功能的分析中, 具有巨大的潜在应用场景。 

2016年底, Fulco等[23]分别证明了基于 CRISPR/    

Cas 技术可以用于识别疾病相关基因的关键调控元

件。前者利用包含 98 000 个 sgRNA 序列的文库分     

析了 MYC 和 GATA1 基因周围 1.29 MB 序列, 他们    

利用失活形式的 Cas9 与 KRAB 蛋白相互融合从而    

沉默靶基因, 在上百个调控元件中发现了 2 个调控

GATA1 基因的增强子元件和 7 个调控 MYC 表达的    

增强子元件。后者则采用包含 18 000个 sgRNA序列

的文库分析了 vemurafenib耐药性相关基因 (CUL3、

NF1和 NF2) 周围 100个碱基范围, 发现了影响黑色

素瘤患者耐药性基因的非编码调控元件[24]。这两项    

研究延伸了CRISPR/Cas9技术在非编码基因组研究中

的应用。 

3.2  CRISPR/Cas9技术在药物靶点筛选与验证中的

应用  在新药研发中, 药物与靶点之间相互作用的

验证是必不可少的。找到耐药性突变可谓是确定靶点

的黄金准则, 而在野生型背景的细胞中引入耐药性

突变则是靶点验证最后的关键一步[25], 如 rapamycin-    

TOR1这对重要的药物靶点组合的发现[26]。将 CRISPR/   

Cas9 技术与全基因组测序及耐药性突变筛选结合, 

能够使得靶点验证更加高效[27]。 

2014年, Wang等[28]利用包含 73 000个 sgRNA序

列的文库对HL60和KBM7两株细胞进行筛选, 验证

了靶基因 MSH2、MSH6、MLH1和 PMS2能修复 6-TG

引起的DNA损伤, 及靶基因 TOP2A能抵抗依托泊苷 

(etoposide) 的毒性。随后, Shalem 等[29]建立了靶向

18 080个基因的包含 64 751个 sgRNA序列的全基因

组范围的 CRISPR/Cas9 敲除 (GeCKO) 文库, 该文库

能在人类细胞中进行正向和负向选择性筛选。他们利

用GeCKO文库鉴定了对癌细胞和多能干细胞细胞活

力必不可少的基因, 并在 A375 黑色素瘤模型中筛选     

出了与维罗非尼耐药性有关的基因, 如先前发现的

NF1和 MED12, 及未被发现的 NF2、CUL3、TADA2B

和 TADA1。同年, 剑桥大学的 Smurnyy 等[25]通过

CRISPR/Cas9 基因编辑技术和耐药性克隆测序技术

验证了 6-TG-HPRT1和 triptolide-ERCC3这两对药物

靶标的配对关系, 他们将 CRISPR/Cas9技术应用于单

倍体细胞模型 KBM7细胞中, 表明这项技术对显性耐

药性基因和隐性耐药性基因的验证都有效。Neggers

等[30]则利用 CRISPR/Cas9 剪切之后的同源重组修复 

(homology-dorected repair, HDR) 机制在急性 T细胞

白血病细胞 Jurkat中精确地引入了 XPO1C528S点突变, 

证实 selinexor (KPT-330) 能够靶向并阻断核输出蛋

白受体 XPO1。2017年 4月发表的一项研究中, 研究

人员组合使用 CRISPR/Cas9技术和 iPSC技术构建出

特定的巨噬细胞模型, 证明免疫系统中的 IRF5 基因

和 IL-10RA 基因在抵抗衣原体感染中起到关键性作

用, 这为治疗由衣原体引起的疾病鉴定出了新的药

物靶标[31]。 

目前, 利用 CRISPR/Cas9 技术进行筛选的策略

主要是靶向诱导候选基因 (candidate genes) 的 5' 外

显子产生突变, 这种方法的缺陷在于容易产生保留

部分功能的框内突变体 (in-frame variants), 即使存

在很强的遗传相关性也可能观察不到显著的表型差

异。为了克服这个问题, 美国冷泉港实验室的研究人

员[32]针对性地突变编码蛋白功能域的外显子, 导致 

 

 
Figure 5  pgRNA library design[22] 
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更多的无效突变 (null mutation), 从而大幅提高了阴

性选择的效率。在这项研究中, 他们筛选了小鼠MLL-    

AF9/NrasG12D急性髓系白血病细胞的 192个染色质调

节性区域, 结果找到了 6 个已知的药物作用靶点及

19 个潜在的药物靶点, 表明 CRISPR/Cas9 技术在癌

症药物靶点的筛选与验证上还有很大的优化空间。 

3.3  CRISPR/Cas9技术在动物模型构建和疾病治疗

中的应用  传统小鼠模型的建立主要依赖于同源重

组和抗生素的筛选, 通常需要采用胚胎干细胞作为

过渡, 过程繁琐且耗时, 而 CRISPR/Cas9技术大大缩

减了构建动物模型的时间和经费。李大力和刘明耀课

题组[33]利用RNA注射法将CRISPR/Cas9系统导入小

鼠受精卵中, 相比 DNA 注射, 该方法能更为有效地

在小鼠胚胎中产生定点突变, 并且不受小鼠遗传品

系的限制。迄今为止, 研究者已利用 CRISPR/Cas9

系统构建出人肝癌、肺腺癌等小鼠癌症模型[34]及 B

型血友病、心脏衰竭等小鼠疾病模型。利用 CRISPR/    

Cas9 系统, 研究者可以清除小鼠模型中潜伏感染的

病毒基因组, 如乙型肝炎病毒; 也可以修复遗传基因

缺陷, 如囊性纤维化等。2015年 12月, 《科学》杂志

发表了 3 项关于 CRISPR/Cas9 技术在小鼠模型中的

实验[35−37]。在这 3篇文章中, 研究者均通过非致病性

腺相关病毒 (adeno-associated virus, AAV) 成功移除

杜氏肌营养不良症 (Dunchenne’s muscular dystrophy, 

DMD) 模型小鼠的肌萎缩蛋白基因第 23号外显子, 从

而改善了其肌肉的生化特性, 使其骨骼肌和心肌萎

缩蛋白的功能得到部分恢复。这些突破增长了研究者

攻克其他危害人类健康的疾病及难治愈癌症的信心。 

2015 年 3 月, 美国加州拉西瑞亚大学的研究人

员通过设计针对人类免疫缺陷病毒 (human immu-

nodeficiency virus, HIV) 的 sgRNA序列, 引导 Cas9

蛋白在特定位置上对HIV病毒的DNA双链进行剪切, 

使得人体 18%～72% 感染细胞内的HIV病毒失活[38]。

同年 12 月, 美国杜克大学的研究者利用 CRISPR/    

Cas9 技术构建特定的转录激活子, 诱导感染 HIV 的

人类细胞表达所缺乏的限制因子 APOBEC3G 和

APOBEC3B, 从而阻断细胞内 Vif缺陷型 HIV-1的复

制, 并部分抑制野生型 HIV-1 的传染性[39]。2016 年     

3月, Kaminski等[40]则利用一种特定的 CRISPR/Cas9

系统, 特异性地靶向 HIV-1 前病毒 DNA, 有效且安

全地将 HIV 病毒从体外培养的人 CD4+ T 细胞中清    

除, 这些根除 HIV-1 DNA的 T细胞可以正常地生长

和发挥功能。这些研究成果有望应用于 HIV 感染的

临床治疗中。 

除了艾滋病, CRISPR/Cas9 系统对治疗其他疾    

病也有巨大的潜力。2015 年 9 月, Canver 等[41]利用

CRISPR/Cas9 技术移除了控制人类造血干细胞中分

子开关 BCL11A的红系增强子, 使造血干细胞成熟后

胎儿型血红蛋白 (HbF) 明显增加, 成人型血红蛋白 

(HbA) 相对减少, 而 HbF 能够对抗镰状细胞突变效

应。2016 年 11 月 15 日, Cyranoski[42]报道了由四川     

大学华西医院卢铀教授所主持的全球首个 CRISPR

技术的人体应用, 卢铀教授研究团队通过 CRISPR/    

Cas9 技术敲除 T 细胞中抑制免疫功能的 PD-1 基因, 

并在体外进行 T 细胞扩增, 当细胞达到一定数量后, 

再回输至非小细胞肺癌患者体内进行肿瘤治疗。10

月 28日, 首名患者接受了该项治疗。此后, 四川大学

的研究人员[43]采用多功能高分子 RGD-R8-PEG-HA

对人工病毒进行修饰, 将一种安全性较高的靶向乳

腺癌中 MTH1 基因的 CRISPR/Cas9 系统 RRPHC/    

Cas9-hMTH1输送至小鼠肿瘤模型中, 并有效地抑制

了肿瘤的生长, 这项研究提供了一种崭新的体内导

入 CRISPR/Cas9 质粒的方式。这些研究表明, 利用

CRISPR/Cas9 技术靶向癌症或其他疾病的药物靶标, 

将为人类疾病的治疗带来巨大的帮助。 

4  CRISPR/Cas9技术的缺陷与改进 

虽然 CRISPR/Cas9 技术十分高效且应用广泛, 

但它也存在一定的限制性, 只有当目标位点附近存

在 PAM 序列时, Cas9 蛋白才能进行准确切割[44,
 
45], 

而它的脱靶效应可能会使目标基因以外的其他基因

产生变化。这些问题的存在深深影响着该技术在治疗

应用中的安全性和有效性, 因此仍需不断完善。目前, 

减轻 CRISPR/Cas9 脱靶效应的常规方式包括改变

sgRNA 的二级结构[46], 缩短 sgRNA 序列的长度[47], 

利用 FokI-Cas9融合核酸酶、纯化的 Cas9核糖核蛋白、

配对的催化突变 Cas9 切口酶等[48], 这些方法能实现

较低的脱靶率, 但也在一定程度上降低打靶效率。自

CRISPR/Cas9 技术诞生以来, 科学家们为它的改进

和完善做出了不断的探索, 并取得了显著的成果。 

许多人类遗传疾病都是由点突变引起, 而当前

的基因组编辑方法不能高效地校正细胞中的突变 , 

而且会发生随机的核苷酸插入或删除  (indel)。

CRISPR/Cas9 技术的基因编辑作用基于 sgRNA 介导

的 Cas9 酶切割造成的双链断裂, 能校正单核苷酸突

变的同源重组修复发生率很低, 只有 0.5%～20%, 且

只发生在细胞周期的 S期和 G2期
[49−51]。为了提高修

正点突变的效率, 同时减少 indel 的频率, 哈佛大学

的Komor等[52]让Cas9部分失活, 使它不能切割DNA
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双链, 但仍能结合到目标 DNA 序列上。同时, 通过

将Cas9与胞苷脱氨酶 (鼠源APOBEC1) 偶联在一起, 

直接将胞嘧啶 (C) 转换成尿嘧啶 (U)。因此, 在细胞

基因组靶位点上会产生一对错配的碱基对, 即一条

链上新产生的 U 与另一条链上的初始碱基 G 错配, 

从而引发错配修复, 最终正确的碱基校正率可达到

15%～75%, 同时只有 1%以下的序列发生 indel。 

2016 年 4 月, 美国格拉斯通研究所的研究人      

员[53]将 CRISPR/Cas9 技术应用于诱导性多能干细胞 

(iPSCs), 将编码 dCas9 的基因和编码 KRAB 抑制结

构域的基因融合在一起, 形成 dCas9-KRAB 融合基

因并将其导入 AAV 病毒载体中, 再转导 iPSCs 和源

自 iPSCs的心肌细胞, 从而在宿主细胞中表达这种融

合蛋白 , 结果表明这种 CRISPRi (CRISPR interfe-

reence) 系统比 CRISPR/Cas9系统更加高效。剑桥大

学和惠康基金会桑格研究所的研究人员[54]则将一种

一体化的Cas9 D10A切口酶载体与荧光激活的细胞分

选富集后相结合, 基于高通量基因型和表型单克隆

筛选, 在满足低脱靶率的同时实现了高效率的基因

敲除和敲入。此外, 科学家们还将四环素诱导系统和

CRISPR/Cas9 技术结合, 建立了一种高效可控的基因

编辑平台 sOPTiKO/sOPTiKD, 可以在细胞发育任何

阶段的任何细胞类型中精密调控基因表达水平[55]。 

RNAi 技术部分抑制基因表达, CRISPR/Cas9 技

术可以完全抑制基因表达。当涉及药物开发时, 这两

者的区别变得非常重要, 因为对任何一种药物而言, 

实现对靶标 100% 的抑制是非常罕见的。将 CRISPR

与 RNAi 结合起来验证靶标可能会是一种较为理想

的方法。2015 年, 哈佛医学院的一个研究小组[56]结

合 CRISPR/Cas9技术及 RNAi技术, 鉴定出了 3个对

肿瘤生长十分重要的基因 mRNA-cap、Pitslre和 CycT 

(对应人源 RNGTT、CDK11 和 CCNT1)。他们利用

CRISPR/Cas9技术建立了 TSC1或 TSC2缺陷的突变

果蝇细胞系, 再用 RNAi方法筛查其所有的激酶和磷

酸酶, 结果发现这 3个基因的敲低会引起TSC1/TSC2

缺陷型细胞生长速度减慢, 而对野生型细胞没有影

响。随后, 研究人员在哺乳动物 TSC2缺陷型细胞系

中敲低这些基因, 也发生了类似的生长抑制现象, 这

也说明这种跨物种的筛选策略可用于药物靶点的鉴

定。2017年, Liu等[57]开发出一种 CRISPRi平台, 也

可以实现基因的部分抑制。他们靶向 7种不同细胞系

中的 16 401 个 lncRNA 位点, 并鉴定出其中 499 个

lncRNA 位点是细胞生长所需要的, 而很多 lncRNA

位点在细胞增殖中发挥重要作用, 这可能最终对靶

向癌症治疗产生影响。 

CRISPR 技术还有许多奥秘尚待挖掘。2016 年, 

Pawluk 等[58]发现了 CRISPR/Cas9 的“关闭开关” 

(off-switches), 鉴定出了 3 个天然存在的、能够抑制

Cas9 活性的蛋白质家族, 从而可以实现对 CRISPR/    

Cas9 的自由关闭。科学家们还鉴定出了一种能够靶

向和降解RNA的RNA导向酶 (RNA-guided enzyme) 

C2c2, CRISPR/C2c2系统可以实现细胞基因组短暂的

改变, 并且能够帮助细菌对抗病毒感染[59]。近期, 关

于 CRISPR/C2c2 系统的最新研究表明, C2c2 对双链

DNA 的切割会产生 7 nt 的黏性末端, 这是目前所有

用于基因组编辑的 CRISPR/Cas系统中所能产生的最

长黏性末端[60]。此外, 研究人员还找到了 Cas9 的一

种潜在替代者——Cpf1 酶。CRISPR/Cpf1 也能在

crRNA 的引导下在人类细胞中剪切目标 DNA, 而且

还能对 RNA 进行加工[61]。随后, CRISPR/Cpf1 的晶

体结构也被解析[62]。同时, Burstein等[63]通过对不同

地点采集到的微生物进行宏基因组分析, 发现了两

种新型的 II 型 CRISPR/Cas9 系统, 包括在古细菌中

发现的一种 Cas9酶和在细菌中发现的两种小 Cas酶 

(CasX 和 CasY)。将 CRISPR/CasX 或 CRISPR/CasY

引入大肠杆菌中都可以阻止遗传物质进入细胞, 但

其是否具有基因组编辑功能还有待于进一步研究。这

些新的发现也表明寻找新形式的 CRISPR 还有巨大

的可能性。 

5  结语与展望 

CRISPR技术已成为基因编辑最有效的手段之一, 

它在发现和验证药物靶标方面具有巨大潜力, 也为

癌症及其他疾病的治疗提供了新思路。利用 CRISPR/    

Cas9 技术靶向编码蛋白功能结构域的外显子造成突

变, 可对维持癌细胞生长存活及发育等过程具有重

要作用的蛋白或结构域进行大规模筛选, 这对寻找

合适的药物作用靶点及开发癌症治疗药物具有重要

意义。本课题组已利用 CRISPR/Cas9 技术在特定癌

症细胞系中构建激酶的点突变, 作为药物靶点筛选

与验证的细胞模型。CRISPR/Cas9 技术不仅在基础     

研究中发挥重要作用, 在制药业也渐渐崭露头角。如

福泰制药  (Vertex) 与 CRISPR 技术公司 CRISPR 

Therapeutics 签约 4 年合作开发针对已经有明确人类

基因靶点的 CRISPR/Cas9 药物, 主要针对囊肿性肺

纤维化和镰刀型贫血症。 

CRISPR/Cas9 系统在广受推崇的同时, 它在人

类生殖细胞或胚胎上的使用也引发了全球持续性争

议。如英国伦敦弗朗西斯克里克机构的研究团队已获
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得英国人类受精与胚胎管理局  (HEFA) 审核通过 , 

即将开始编辑体外受精 (IVF) 的胚胎基因, 该研究

很可能制造出第一个基因改造的人类胚胎, 而这也

使得关于基因编辑的伦理争论更加激烈。 

一方面, 随着 CRISPR/Cas9技术的不断完善, 它

势必得到更广泛的应用, 对人类健康领域做出重大

贡献; 另一方面, 对于基因编辑技术, 研究者最为需

要的是认真思考, 制定出合理的规范, 使其发挥出最

积极的效用。 
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