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摘　要：高效、特异的目标基因组位点修饰一直是基因工程研究的重点和挑战。靶向基因编辑技术不仅能

够有效地用于建立动物和细胞疾病模型、培育动植物新品种，并具有治疗诸多疾病的重大潜力。近年来靶

向核酸酶技术的研究取得了重大进展，且逐渐成为基因编辑的主流工具，特别是规律成簇间隔短回文重复

序列 (CRISPR-Cas9) 技术因其靶向编辑目的基因的特异性、高效性和设计的简便性等诸多优点，得到更为

广泛的应用。在中国科学院干细胞先导专项的支持下，基因编辑技术攻关团队在进一步改造和应用

CRISPR-Cas9 技术方面取得了一系列成果，就此进行全方面的总结。
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Application and improvement of CRISPR-Cas9 system for genome editing
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Abstract: Genome editing technologies are invaluable tools for understanding the function of genes in development 
and disease. In recent years, the programmable site-specific DNA endonucleases, including zinc finger nucleases 
(ZFNs), transcription activator-like effector nucleases (TALENs) and the clustered, regularly interspaced short 
palindromic-repeat (CRISPR) system, have gained tremendous popularity and become widely used. In particular 
due to its simplicity and robustness, the CRISPR-Cas9 systems has swiftly become the most commonly used tool 

王皓毅，研究员，中国科学院动物研究所基因工程技术研究组组长、科技

部“863”课题负责人、“青年千人计划”入选者。主要研究方向为基因工程技

术和表观遗传修饰技术的开发和应用。率先利用 TALEN 系统对人类胚胎干细胞

和诱导性干细胞进行了精确高效的基因编辑；利用 TALEN 系统建立了世界上第

一只 Y 染色体上的基因敲除和敲入小鼠；率先利用 CRISPR-Cas9 系统建立了一

步获得多基因敲除细胞和小鼠的方法，及一步获得原位基因敲入和条件性敲除

小鼠的方法；建立人类 naïve 胚胎干细胞培养条件；基于 CRISPR-Cas9 系统建

立原位基因表达调控技术 CRISPR-on 和 Casillio 系统；首次利用电转的方法，将

CRISPR-Cas9 系统导入小鼠受精卵，并产生有特定基因突变的小鼠模型。相关

研究成果发表在 Cell、Nature Biotechnology、Cell Stem Cell 等杂志上。
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for efficient genome editing of bacteria, plants, cell lines, primary cells and animal species ranging from Drosophila 
to primates. Supported by “Strategic Priority Research Program” of the Chinese Academy of Sciences (CAS), 
research teams at CAS have made a series of breakthroughs in the application and improvement of CRISPR-Cas9 
system. Here we review these progresses. 
Key words: genome editing; CRISPR-Cas9; animal model; haploid stem cell

基因编辑技术是对基因组中的特定 DNA 序列

进行靶向性修改的技术，该技术包括 20 世纪 80
年代建立的基因打靶技术和近年来发展建立的多

种新型高效的 DNA 靶向内切酶技术，如锌指核酸

酶 (zinc finger nucleases) 技术 [1]、类转录激活样效

应因子核酸酶 (transcription activator-like effector nucleases)
技术 [2]、规律成簇间隔短回文重复序列 (clustered 
regularly interspaced short palidromic repeats, CRISPR- 
Cas9) 系统技术 [3-4] 等。DNA 靶向内切酶技术主要

通过在基因组目标位点造成 DNA 双链断裂，促进

以同源重组或非同源末端连接方式修复受损 DNA，

从而对目标位点实现基因的定点敲除、敲入以及基

因修正等多种修饰。其中最新的 CRISPR-Cas9 技术

基于在细菌和古菌中发现的免疫系统改造建立，通

过 RNA 介导 Cas9 蛋白进行目标 DNA 序列识别并

造成 DNA 双链断裂，因其简单高效的特点得到了

最为广泛的应用。

1　应用CRISPR-Cas9技术建立新型疾病动物

模型

基因编辑技术通过改变基因组的序列，包括基

因插入、删除、突变、倒位和易位等形式控制基因

的功能或表达调控模式，从而改变或建立相应的生

物学表型，是研究基因功能和制备疾病动物模型的

一种重要手段。通过基因修饰可以将基因型和表型

直接关联，便于发病机制研究，也使得动物模型可

以通过繁殖大量扩群，因而在疾病动物模型的制备

中使用越来越广泛。CRISPR-Cas9 系统作为最新一

代基因编辑技术，能够简便高效地实现基因组精确

修饰，是制备哺乳动物疾病模型的重要工具。在先导

专项的支持下，基因编辑技术攻关团队的科学家利用

CRISPR-Cas9 技术在动物模型，如小鼠、大鼠、猪

和猴等研制方面做出一系列重要工作。现总结如下。

近年来，CRISPR-Cas9 系统因其高效精确的特

性被广泛应用于基因编辑领域的研究中，为建立人

类疾病模型提供了有效的技术平台。2013 年，王皓

毅研究员带领的科学家团队将 CRISPR-Cas9 系统导

入受精卵，可以一步得到具有精确基因敲除和敲入

的小鼠，并且可以进行多基因操作。大鼠在认知和

行为分析等方面要优于小鼠模型，同时大鼠体型较

大，在采样和一些实验检测上如血液采集等，更加

便于操作和研究。然而由于基因修饰技术在大鼠中

发展滞后，严重阻碍了大鼠基因修饰模型的广泛应

用。通过早期胚胎直接注射 CRISPR-Cas9 系统，李

伟研究组首次一步获得了多基因同时敲除的大鼠模

型，并证明可以传递到下一代 [5]。

除了小型实验动物，猪无论是在基因组水平，

还是器官形态上，都与人类极为相似，因此一直被

认为是较为理想的人类疾病的研究模型。而进化上

与人亲缘关系最近的非人灵长类，是研究人类疾病

发生最佳的动物模型。利用受精卵注射 CRISPR-
Cas9 的方法，海棠等研究人员首次建立了 vWF 基

因敲除的血管性血友病的小型猪模型 [6]，而万海峰

等研究人员直接获得 p53 基因纯合突变食蟹猴，可

以直接应用于后续疾病和表型研究 [7]。

相比传统基于 ES 细胞制备嵌合动物，随后通

过杂交获得纯合突变模型或通过在体细胞中进行基

因敲除，早期胚胎直接注射“一步法”更加快速和

方便，能够在 founder 代直接获得双等位基因敲除

模型，可以直接应用于后续表型研究和进一步繁殖，

使得动物模型的制备时间和成本大大缩减，将极大

地推动基因突变动物模型在生物医学研究中的应

用 [6]。由于许多疾病往往由复杂而非单一的遗传因

素导致，因此多基因修饰动物在疾病研究中具有重

要价值，然而依赖于传统基因打靶技术获得多基因

敲除动物往往需要几年甚至十几年的时间，尤其是

妊娠期长或单胎的动物。李伟研究组证实可以在短

短几个月内获得多个基因敲除的大鼠，为快速制备

多基因同时敲除的动物模型提供了新方法 [5]。

虽然利用早期胚胎直接注射法制备基因修饰

动物模型具有生产周期短、成本低等优点，但因其

显微注射设备精密昂贵、技术操作需长时间练习等

特点，这一方法的广泛推广受到了一定限制。王皓

毅研究员带领的科学家团队利用电转的方法将

CRISPR-Cas9 系统导入小鼠受精卵，成功获得了有

特定基因突变的小鼠模型，并获得近乎 100% 的基
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因靶向突变效率，极大地降低了基因编辑小鼠模型

制备的难度和成本，有望被广泛应用 [8]。

2　应用CRISPR-Cas9技术建立治疗遗传疾病

新方法

作为一种简便高效的基因编辑技术，CRISPR-
Cas9 技术自问世以来就被认为具有治疗遗传疾病的

巨大潜力。为了验证 CRISPR-Cas9 是否能有效用于

治疗遗传疾病，李劲松研究组选择小鼠白内障遗传

疾病模型进行研究。对携带显性突变引发晶状体混

浊的 Crygc 基因进行定点修正。研究人员针对突变

Crygc 基因设计并筛选出高效 sgRNA，随后直接将

sgRNA 和 Cas9 注入杂合子的受精卵中，发现有 1/3
的新生小鼠 (24 只 ) 白内障症状被治愈，并通过生

殖细胞将修复的 Crygc 基因传递到下一代，证明白

内障遗传疾病得到了根治 [9]。

将 CRISPR-Cas9 系统直接注入携带遗传缺陷

的受精卵胚胎中治愈小鼠的策略存在两个问题：一

是新生小鼠被治愈的机率较低，约为 30% ；二是存

有少量实验脱靶现象。为更好地解决这些问题，李

劲松研究组从白内障小鼠的睾丸中获取了携带纯和

遗传突变的精原干细胞，并将 CRISPR-Cas9 转入精

原干细胞系中，通过单细胞扩增的方式建立了一系

列来自单个精原干细胞的细胞系。随后，对这些细

胞系进行了深入分析，选择满足以下三个条件的细

胞系进行移植实验：(1) 通过基因型分析确定两个

突变位点均已修复；(2) 通过预测脱靶位点测序或

者全基因组测序确定不存在脱靶问题 ；(3) 通过特

定印记基因甲基化鉴定或者全基因组甲基化测序，

确定修复的精原干细胞维持正常的表观遗传特性。

最后，将这些“优质”细胞移植到去除了生殖细

胞的受体小鼠睾丸内后，获得了 100% 完全健康的

小鼠。CRISPR-Cas9 技术介导的生殖细胞遗传修复

为人类基因治疗提供了一条新的思路，今后的研究

需要验证这一技术路线在人类生殖细胞中实施的可

行性
[10]。

3　CRISPR-Cas9在单倍体干细胞中的应用

单倍体胚胎干细胞只含有一套染色体，不存在

等位基因在基因功能上的补偿作用，因此是研究基

因功能的理想模型。通过将 CRISPR-Cas9 技术和单

倍体胚胎干细胞体系相结合，先导攻关团队获得了

一系列国际领先的研究成果。李伟研究组证实，利

用 CRISPR-Cas9 技术能够快速高效地在大鼠单倍体

干细胞上进行多个基因的快速敲除，从而快速制备

多个基因敲除胚胎干细胞系。通过将雄性单倍体胚

胎干细胞注射到卵细胞可以形成健康大鼠，并将干

细胞中携带的基因修饰传递给下一代，这一方法为

建立具有特定基因修饰的大鼠模型提供了强有力的

新工具 [11]。

李劲松研究组通过在小鼠单倍体干细胞中敲除

H19-DMR 和 IG-DMR 获 得 了 DKO-AG-haESCs，
将这些细胞注入卵母细胞后，发现半克隆小鼠出生

率达到 22%。“类精子细胞”单倍体细胞系的建立

使得利用这一细胞快速制备遗传编辑小鼠模型成为

可能。为此，研究人员先后在 H19-DMR 和 IG-
DMR 敲除的单倍体细胞中进行了多基因的敲除和

敲入，建立了携带 Tet1/Tet2/Tet3、P56/P63/P73 三

基因敲除以及 Tet1-EGFP/Tet2-mCherry/Tet3-ECFP
三基因敲入的细胞系，并证明这些细胞能稳定高效

地支持半克隆小鼠的产生。重要的是，CRISPR-
Cas9 文库被应用到人和小鼠的细胞中进行了全基因

组水平的遗传筛选。研究人员进一步证实，如果

H19-DMR 和 IG-DMR 敲除的单倍体干细胞能够携

带 CRISPR-Cas9 文库，通过注入卵子中则可以批量

产生携带不同突变基因的半克隆小鼠，从而使得小

鼠个体水平的遗传筛选成为可能，填补了哺乳动物

在个体水平进行遗传筛选的技术空白 [12]。

4　CRISPR-Cas9技术的优化及功能拓展

目前，虽然 CRISPR-Cas9 技术可以高效特异

地靶向编辑目的基因，但该技术仍存在一些缺陷，

如特异性不高造成的脱靶效应等，给临床应用带来

风险。另外，除了基因编辑方面的应用，Cas9 蛋白

也可以通过融合不同的功能结构域起到调控基因表

达的作用。

为了更好地控制 CRISPR-Cas9 系统的表达特

异性，降低脱靶效应带来的风险，提高 CRISPR-
Cas9 技术未来在临床应用的安全性，周琪研究组通

过改造 sgRNA 结构，使得 sgRNA 的表达受到组织

特异性启动子的调控，进而实现了利用 CRISPR-
Cas9 技术进行细胞类型特异性的基因敲除 [13]。

将 Cas9 蛋白的核酸结构域进行突变可以产生

dCas9(defective Cas9)。失去 DNA 双链断裂功能的

dCas9 仍然保留结合在特定基因组位点的功能，因

此，dCas9 融合不同的效应蛋白所形成的复合体可

以进行基因表达调控或者标记染色体上的特定位

点，是研究基因表达及染色体结构的有效工具。然
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而，这种复合体由于技术原因往往只能融合单一的

效应蛋白，利用 MS2 等 RNA 适配子也很难招募到

三个及以上的效应蛋白，这使得相关研究存在很大

的局限性。王皓毅研究组通过组合 CRISPR-Cas9 和

Pumilio RNA 结合蛋白建立了 Casilio 系统。该系统

利用保守的 PUF RNA 结合域可以识别并结合特异

性 RNA 序列 (PBS) 的特性，通过设计带有多种不

同 PBS 的 sgRNA，结合不同的 PUF 来招募多种效

应蛋白。这一模型主要具有如下应用：(1) 可以同

时引入不同的 Casilio 模块作用于不同位点，呈现

多基因的同时调控或标记；(2) 同一个 Casilio 模块

可以招募多个同种效应蛋白，使其效应增强；(3)
同一个 Casilio 模块可以招募不同的效应蛋白，利

用这些蛋白的协同作用调节基因表达。综上所述，

Casilio 系统将为基因表达调控和染色体结构等研究

领域提供强大的技术支持 [14]。该成果于 2016 年发

表在 Cell Research 杂志上。

5　结语

如上所述，在中国科学院干细胞先导专项的

支持下，基因编辑技术攻关团队的研究组在进一步

改造和应用 CRISPR-Cas9 技术方面取得了一系列

成果，包括构建新型的小鼠、大鼠以及大动物模

型，建立新型遗传疾病治疗方法，在单倍体干细胞

中进行遗传筛选，以及进一步拓展其基因编辑以外

的广泛应用。这些工作为基因编辑技术更好地应用

于基础研究及医学领域奠定了坚实的基础。相关成

果已有数十篇文章发表在国际知名杂志，如 Nature 
Biotechnology、Cell Stem Cell、Cell Research、
Genetics 等。
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