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CRISPR/Cas9 

基因编辑技术简介及应用实例
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➢关于基因编辑的那些事儿
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➢贺健奎事件
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➢什么是基因编辑技术？

Patrick D. Hsu et al., Cell, 2014

基因编辑（Gene editing）是指特异性改变基因序列，利用酶，特别是核酸酶来

对DNA链（DNA strand）进行剪切，移除已有的DNA，或者插入代替的DNA。
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➢我历史学得不好…

n多的参考文献…

• CRISPR/Cas9系统最早发现于1987年，日本研究者首次在大肠杆菌的基因组位

于碱性磷酸酶基因的附近发现了短的串联间隔重复序列。

• 接下来的十多年来，科学家又陆续在不同的细菌和古细菌菌株的基因组中发现更

多的重复序列。

• 2000年，科学家根据测序结果发现高达40%的细菌和90%的古细菌中都含有这些

间隔重复序列，并对此进行了分类。

• 2002年，嗜热链球菌的全基因组信息获得解码，Jansen等科学家第一次提出了

CRISPR概念，即成簇规律间隔短回文重复序列，并提出该系统可能发挥着细菌

免疫作用的猜想。

• 2005年，科学家证实CRISPR中的大部分短序列来自于外来质粒或噬菌体，而非

自身的基因组序列，并证明相关的Cas基因具有核酸酶的切割活性，进一步证明

了最初对该系统发挥细菌免疫作用的猜想。
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➢我历史学得不好…

n多的参考文献…

• 2007年，Horvath和他的同事们第一次证明了CRISPR在细菌中发挥着抵御噬菌体

入侵的获得性免疫作用——Cas基因具有DNA解旋和切割的作用，产生小的DNA

片段从而整合进入CRISPR基因座，当序列相似的核酸再次进入细菌时，就可以

通过整合的外源DNA行使记忆功能，发挥获得性免疫的作用。

• 2008年，通过一系列研究揭示了CRISPR系统的免疫功能之后，科学家们进一步

发现三种CRISPR系统的适应性免疫功能。通过研究大肠杆菌中的I型CRISPR系

统，Vander Oost和他的同事发现CRISPR序列能被转录出来，并切割成短的包含

间隔序列的RNA，此类RNA具有招募Cas核酸酶的功能[24]。

• 2010年，研究者发现在II型CRISPR/Cas9系统中，Cas9被间隔序列引导，并通过

在DNA上引入双链断裂切割DNA。
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➢我历史学得不好…

n多的参考文献…

• 2011年，研究者报道的研究结果表明CRISPR系统可以根据各元件的功能进

行模块化，并可以在其他物种中外源表达。

• 2012年，科学家再次取得突破。他们证实了II型CRISPR/Cas9系统中具有

解旋和切割DNA功能的Cas9蛋白能与CRISPR的tracrRNA和crRNA结合，

在体外靶向双链DNA的切割，这为实现基因编辑技术提供了可能。

• 2013年，科学家通过II型的CRISPR/Cas9系统成功地在高等哺乳动物细胞

系中完成了单基因和多基因的编辑，同时证明了该系统具有高特异性低脱靶

率，从而完成了高效的基因敲除，为CRISPR/Cas系统用于基因组定点编辑

奠定了基础。

• 2014年，更多的CRISPR系统的机制研究取得了突破，研究者解析了Cas9

的蛋白结构，揭示了该系统发挥功能的详细过程，并建立了基因组水平的基

于基因敲除的高通量功能性筛选策略。
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➢什么是CRISPR/Cas9?

CRISPR是Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats的缩写，意

为成簇的规律间隔的短回文重复序列，广泛存在于细菌和古细菌的基因组中，

是一种细菌降解入侵的病毒DNA或其他外源DNA的免疫机制。

✓ 当有病毒或外来DNA首次入侵时，CRISPR/Cas9就会剪切一段带有入侵者

身份特质的DNA（核糖核酸），将其记录在案，等外敌再次来犯时，

CRISPR/Cas9会依据之前记录的DNA信息，转录出一段起着向导作用的

RNA，指引自己对来敌精准识别，准确打击。

✓ 就是这样一套系统，被科学家们用作基因编辑的工具。

✓ CRISPR-Cas9 技术利用RNA-DNA结合，而非蛋白质-DNA结合来指导核酸酶活

性，简化了设计，使应用范围更广泛。
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➢请记住这个简单的公式

gRNA: guide RNA

？gRNA+Cas9=CRISPR/Cas9

体外导入
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➢CRISPR/Cas9如何工作的？

Jiang F et al., Annual Review of Biophysics, 2017

Knock out

√
非同源末端结合

同源重组
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➢Cas9的前缀…

SpCas9

SaCas9

FnCas9

CjCas9

XCas9

…
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➢说说SpCas9

https://www.uniprot.org/uniprot/Q99ZW2

https://www.uniprot.org/uniprot/Q99ZW2
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➢SpCas9的结构

Jiang F et al., Annual Review of Biophysics, 2017

Martin Jinek et al., Science, 2012

* *

Streptococcus pyogenes: 
化脓链球菌
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➢SpCas9-gRNA-DNA三元复合物

PDB ID: 5Y36
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➢CRISPR/Cas9的应用

Patrick D. Hsu et al., Cell, 2014
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➢说说那些名角儿

Jennifer Doudna Feng Zhang David R. Liu
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➢一样的基因编辑，不一样的烟火

A→G

C→T
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➢CRISPR/Cas9的应用——CBF

Shi Y et al., Journal of Integrative Plant Biology, 2017
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➢CRISPR/Cas9的应用——CBF

Shi Y et al., Journal of Integrative Plant Biology, 2017
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➢CRISPR/Cas9的应用——植物单碱基编辑

Xiao W et al., Nature Biotechnology, 2018
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➢CRISPR/Cas9的应用——DMD

Duchenne Muscular 

Dystrophy(DMD) is a type of 

muscular dystrophy is 

recessive genetic disorder 

causing the fast 

deterioration of muscles.
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➢Applications of CRISPR/Cas9——DMD

Chengzu Long et al., Science, 2016
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➢Applications of CRISPR/Cas9——Hearing Loss

Ludwig van Beethoven

(1770.12-1827.03)
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➢Applications of CRISPR/Cas9——Hearing Loss

Fyodor U et al., Nature, 2018
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➢Applications of CRISPR/Cas9——Hearing Loss

Xue Gao et al., Nature, 2017




