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摘　要：随着合成生物学的发展，基因线路在临床医学、生物制剂和化学品生产等多个领域展现出巨大的

应用潜力。既往在构建基因线路的过程中往往面临着一个难题——缺乏一个有效的、可编辑的、靶向性高

的转录调控因子。原核规律性重复短回文序列簇 (CRISPR) 基因编辑 / 修饰系统—— 一种由向导 RNA 诱导

Cas9 蛋白靶向目的基因的基因编辑工具，具有高效、简单、可编辑等特性，契合了构建基因线路的需要，

近来被广泛应用。现对合成基因线路的发展历程以及 CRISPR 系统如何改造构建基因线路作一回顾，同时

讨论了 CRISPR 介导的基因线路的最新进展、潜能和存在的挑战。

关键词：CRISPR-Cas9 工具；合成基因线路；转录调控因子

中图分类号：Q78 ：Q812        文献标志码：A

The application of CRISPR-Cas9 tools in gene circuits construction
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Abstract: With the development of synthetic biology, synthetic gene circuits have showed great applied 
potentialities in medicine, biology and commodity chemicals. A fundamental challenge in building gene circuits is 
the shortage of effective, programmable and sequence-specific synthetic transcription factors (TFs). Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR) system, a CRISPR-associated RNA-guided endonuclease 
Cas9 targeted genome editing tool, recently has been applied in engineering gene circuits for its pretty unique  
properties-operability, high efficiency and programmability. We review the evolvement of synthetic gene circuits 
and how CRISPR system can be used to build it, and discuss recent advances, prospective, underlying challenge in 
CRISPR-based gene circuits.
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1　合成基因线路概述

1.1　合成基因线路的概念与组成

1990 年，人类基因组计划正式启动，基因测

序进入崭新的时代。随着基因测序研究的深入，短

时间内通过整合基因表达的生物信息而获得的海量

数据，揭示了相关基因及其产物之间的逻辑关系，

阐明了基因表达调控不是孤立的、单一的，而是相

互制约、相互联系 [1]。其中，启动子、基因编码序列、

终止子、转录调控因子、核糖体结合位点 (ribosome 
binding site, RBS) 等元件通过天然存在的逻辑关系

构成了天然的基因线路 (gene circuit)，而各种基因

线路又构成了复杂的基因调控网络。这里需要强调
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的是，基因线路与基因网络并没有严格意义上的区分。

近年来，“合成生物学”给生物信息技术产业

带来了空前的变革，其使用“问题导向”和“自下

而上”的程序化设计思路，通过构建并整合标准化

的元件和模块，从而改造已存在的天然系统，使基

因线路工程化编辑成为可能 [2]。伴随着技术的成熟，

合成基因线路在医学、生物以及化学品等领域展示

了巨大潜力，越来越受到科学家以及政府的重视，

已经成为合成生物学中的一个热门研究领域 [3]。

所谓基因线路，是指具有确定的方向趋势和输

入信号 - 输出反应的遗传装置或动态系统。经典的

基因线路包括 3 个功能模块：传感器 (sensors)、处

理器 (processors) 和执行器 (actuators)( 图 1)[4]。传感

器通过检测环境或细胞的信息，将信号传递给处理

器，处理器通过自身存在或已设计好的逻辑关系分

析并修改信号，最后执行器执行经修改的命令。功

能模块具体来说是由多种元件形成的，例如启动子、

基因编码序列、终止子、转录调控因子、RBS、调

控小 RNA 分子等。除了这些天然存在的元件，随

着科学技术的发展，人们开发了许多新型的元件，

包括 DNA 位点标签、RNA 配体、基因间序列元件

等超过 100 种新型功能元件 [3]。

1.2　既往构建的线路及其挑战

随着合成生物学研究的深入以及更多功能元件

的开发，人们利用这些元件设计了各种具有人为设

定功能的基因线路，如逻辑门 (logic gates)[5]、模拟

计算电路 (analog computing circuits)[6]、基因表达开

关 (gene expression switches)[7]、振荡器 (oscillators)[8]、

定时器 (timer)[9]、计数器和生物钟 (counters and 
clocks)[10]、图案检测器 (pattern detectors)[11]、带通

滤波器 (band-pass filters)[12] 、记忆存储器 (memory 
devices)[13]、传感器 (sensors)[14] 和细胞间通信系统

(intercellular communication systems)[15]。这些人工

开发的基因线路为基础研究提供了极大的便利，甚

至已经应用于生物燃料和工业化学品的制造 [3]。

然而，合成基因线路发展同样也存在着一些问

题与挑战。其中，在基因线路构建中，缺少一个能

够在细胞中协作运行且无串话 (crosstalk) 的功能元

件，如何设计此类功能元件成为了合成基因线路过

程中的基本挑战 [16]。针对这个问题，既往构建的线

路绝大多数都是应用转录调控因子进行调节，因此，

构建复杂的基因线路依赖于合成一个有效的、可编

程的、具有特定序列的转录调控因子。如今应用最

多的可编程的转录调控因子编辑技术有 3 种，包

括锌指核酶 (zinc-finger nucleases, ZFNs) 技术、转

录激活因子样效应物核酸酶 (transcription activator-
like effectors nucleases, TALENs) 技术以及近期发展

迅速的 CRISPR-Cas9 技术。CRISPR-Cas9 及其衍生

技术由于相较其他技术制作简单、高效、易控及成

本低等优势，被全世界各大实验室广泛应用 [4]。

2　CRISPR-Cas9技术

CRISPR-Cas9 系统由成簇规律间隔短回文重复

序列 (clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats, CRISPR)及CRISPR相关蛋白 (CRISPR-Cas9)
组成，是一种由向导 RNA (single guide RNA, sgRNA)
介导的新型基因编辑 / 修饰系统。1987 年，日本学

者 Ishino 等 [17] 在对 K12 大肠杆菌碱性磷酸酶同工

酶 (isozymes of alkaline phosphatase, IAP) 基因的研

究中，首次发现了 CRISPR 序列的存在，由于当时

技术的局限，这段日后令人瞩目的序列并没有引起

重视。直到 2012 年，伴随着基因测序技术的不断

完善以及对 CRISPR 序列更深入的研究，美国科学

家 Jinek 等 [18] 发现由成熟的 CRISPR 导出 RNA 
(CRISPR-derived RNA, crRNA) 和反式激活 CRISPR 
RNA (transactivating CRISPR RNA, tracrTNA) 结合的

sgRNA 可以靶向 Cas9 蛋白对目标基因进行切割，

并且能够在体外应用。至此，CRISPR-Cas9 技术因

其简单、可控、高效的特点被推上了历史舞台，开

创了基因编辑技术的新纪元。

2.1　基因编辑

CRISPR-Cas9系统由单链具有向导作用的 sgRNA
及具有核酸内切酶活性的 Cas9 蛋白组成 [19]。其中，

sgRNA 由 crRNA 和 tracrRNA 通过碱基配对形成。

而 Cas9 蛋白由 HNH 核酸结构域和 RuvC 核酸结构

域组成，HNH 结构域主要剪切与 crRNA 互补的基

因序列，与之相对应，RuvC 结构域则剪切非互补

序列，从而达到对靶基因双向剪切的目的 [20]。根据

Cas 蛋白的种类，CRISPR-Cas9 系统可分为 3 型，

现在广泛使用的主要是Ⅱ型 CRISPR-Cas 系统。

自然界中，CRISPR 系统存在于细菌和古细菌

中，其主要作用是抵御外来 DNA 的入侵，如病毒

和质粒。当外来 DNA 入侵细菌时，系统会识别外

来 DNA 的原间隔序列邻近基序 (protospacer adjacent 
motifs, PAM)[20]，外源 DNA 会被整合到 CRISPR 系

统的基因座里面形成间隔序列。在Ⅱ型 CRISPR-
Cas 系统中，间隔序列因细菌的第二次入侵会被诱

导生成未成熟的 crRNA (pre-crRNA)，再与 tracrRNA
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在 RNase Ⅲ 的 作 用 下 形 成 tracrRNA-pre-crRNA-
Cas9-RNAse 复合体，经过加工形成成熟的 crRNA。

成熟的 crRNA 与 tracrRNA 互补配对形成了 sgRNA，

Cas9 在 sgRNA 作用下发生构象改变并且靶向靶基

因，通过识别 PAM 与 crRNA 互补的序列，对靶基

因进行切割 [21]。

相比于 CRISPR-Cas9 基因编辑技术，更早发

现的 ZFNs 技术和 TALENs 技术同样具有定向靶向

目标基因切割的能力，同时，由于 ZFNs 或 TALENs
靶向的序列比 CRISPR 技术中 sgRNA 靶向的序列

更长，它们拥有更低的脱靶效应 [22]。但是它们的缺

点也很明显，它们的设计和组装过程较 CRISPR 系

统更为繁琐，需要大量测序工作，一般需要较为大

型的公司才能开展，同时，这也意味着应用这两种

技术需要较高的成本。除此之外，细胞毒性高、效

率较低等缺点都限制了这两种技术的广泛应用 [22]。

相对而言，CRISPR-Cas9 系统简单、价格低廉、易

于编辑以及高效等特点令生命科学界兴奋无比，现

已被广泛应用于动物模型制备、物种改造、疾病治

疗及预防。尤其是在恶性肿瘤的诊断与干预上，

CRISPR-Cas9 展示了巨大的潜力，已有文献显示

CRISPR 技术在膀胱癌 [23]、髓母细胞瘤 [24]、子宫颈

癌 [25] 等多种癌症的诊断以及靶向治疗上可能发挥

重要作用。

以上是对 CRISPR-Cas9 系统构成、作用机制

以及部分应用的概述，CRISPR-Cas9 编辑技术因其

靶向编辑特定基因序列的特点被广泛应用，同时，

科学家们也在探讨如何开发 CRISPR-Cas9 更多的功

能。很快，dCas9 (deactivated Cas9) 应运而生。科

学家们通过对 Cas9 基因的两个位点 (D10A 和 H841A)
进行点突变，使Cas9蛋白不再具备核酸内切酶活性，

但保留了通过结合 sgRNA 整合到特定 DNA 序列的

能力 [26]。同时，通过融合表达相关转录抑制或激活

的功能域，dCas9 具备了抑制或激活靶基因表达的

能力 [27-35]。因此，在讨论 dCas9 时常常会涉及到

CRISPR干扰 (CRISPR interference, CRISPRi)以及CRISPR
激活 (CRISPR activation, CRISPRa)[26, 33]。

2.2　转录抑制(transcriptional repression)
通过 dCas9 应用，科学家们实现了对基因转录

的抑制。其中，在大肠杆菌中，科学家靶向 dCas9
于目标基因的启动子或编码区域，从而抑制 RNA
聚合酶 (RNAP) 的募集和进一步行动，其抑制效果

图1  经典基因线路的组成
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经验证达到了 99% 以上 [34]。同样的研究运用在酵

母菌上，科学家发现 dCas9 有着显著抑制表达的能

力，并发现融合 Mxi1 静止结构域后抑制效果更

佳 [33]。然而，在哺乳动物细胞中，科学家发现单独

运用 dCas9 并不能有效地抑制转录 [26]。于是更多的

想法融入到了改造 dCas9 上面。其中，美国科学家

利用 dCas9 融合具有抑制作用的 KRAB 结构域后发

现，dCas9 的抑制能力明显得到了提升 [29]。同时，

他们发现转录抑制程度与 dCas9-KRAB 在目标基因

中的结合位点有关，并且发现当 gRNA 在转录起始

点 (transcription start site, TSS) 下游 50~100 bp 与基

因结合时转录抑制作用最强 (90% 以上 )[29]。此外，

科学家们发现 dCas9 可以通过直接融合表观遗传修

饰物发挥转录抑制作用 [36]。来自美国的研究团队通过

构建“dCas9- DNA 甲基转移酶 3A”(dCas9-DNMT3A)
发现，该载体不仅能够抑制基因的转录，而且其抑

制效果相对 dCas9-KRAB 具有持久性和遗传性，这

对于研究特定基因的修饰效果有着得天独厚的优势 [37]。

除了天然存在的细胞外，在生命科学领域里同

样热门的诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem 
cells, iPSCs) 技术的应用上，dCas9 同样发挥着重要

的作用 [38]。既往对 iPSCs 的重编程技术，包括 ZFNs
和 TALENs 技术，存在操作繁琐、成本昂贵以及比

一般癌细胞更低效率等缺点，CRISPR-Cas9 技术的

兴起因其诸多优势迅速带动了 iPSCs 重编程的发

展 [38]。更进一步研究发现，在 iPSCs 中，dCas9 介

导的 CRISPRi 的效率不仅比原来的 CRISPR-Cas9
系统高的多，而且拥有更低的脱靶效应，能够更精

确和有效地沉默基因表达 [39]。

2.3　转录激活(transcriptional activation)
同样，dCac9 也可以应用于转录激活，可以通

过以下几种方式增强基因的转录激活效率。

第一种，dCas9 可以通过融合特定的蛋白，如

ω 蛋白 (omega protein)[34]，使目标启动子与 RNAP
的结合更加稳定，从而达到增强转录的目的。然而，

运用这种方法，dCas9 增强转录的效率并不是很高，

尽管国外有研究者曾发现最高有 23 倍的增强效率，

但大部分采用增强启动子结合稳定性的研究所发现

的增强效率都低到 10% [34]。

第二种，dCas9 融合转录激活因子。研究发现，

VP64 是 VP16 的四倍体转录激活子，可以通过募集

基础转录复合物作用于靶启动子，从而提高基因表

达效率。Gilbert 等 [29] 在哺乳动物细胞中利用 dCas9
融合 VP64 去靶向靶基因，发现 dCas9-VP64 确实

可以提高转录效率，但是相比 ZFPs 以及 TALENs
在这方面的应用，其效率还有待提高。大量研究表

明，dCas9-VP64 需要通过增加拷贝数来实现转录

激活的增强，同时为了更有效地激活转录，需要每

个目标转录启动子有 3 个或更多的 gRNA 靶向激

活 [28]，而多个 gRNA 靶向同一个转录启动子会限

制其他基因的调控，如何权衡是设计基因线路时需

要考虑的问题。

第三种，通过设计一个募集工具，募集多个转

录激活因子，并将募集工具融合在 dCas9 上面，实

现靶向激活靶基因的目的 [27-28, 30-32]。最近，有几个

科研团队成功设计了类似的募集工具并使转录激活

的效率显著提高。其中，美国科学家 Tanenbaum 等 [31]

发现许多生物信号可以通过募集多拷贝的调节蛋白

靶向一个点实现放大，利用该原理，他们设计了一

个募集工具 SunTag，其能募集多拷贝的 VP64，并

且只需要一个 sgRNA，使转录激活变得简单、高效。

研究中还发现许多类似的募集工具，如 dCas9-
VPR[27]、蛋白质 -RNA 相互作用模型 (protein-RNA 
interactions)[32]、协同激活调节器 (synergistic activation 
mediator, SAM)[30]、支架 RNA (scaffold RNA, scRNA)[32]。

以上几种募集工具相对 dCas9-VP64 转录激活效率

要高的多，为开展深入研究提供了极大的方便，如

干细胞重组 [27]、酿酒酵母的代谢合成 [32]。

第四种，dCas9 同样可以通过融合表观遗传修

饰物激活转录 [36]。美国科学家 Hilton 等 [40] 通过构

建 dCas9 和 P300 乙酰转移酶的催化结构域的过表

达载体，发现目的载体有明显的转录激活效应，同

时，比此前的 dCas9-VP64 有着更好的效果。

综上，dCas9 有着很强的操作性，这就意味着，

在设计实验时可以尝试多种策略，获得更多的工具

和手段。除了 dCas9，最近的一些发现同样吸引着

科学家的眼球。一直以来，人们认为缩短的 sgRNA
序列不能诱导 Cas9 蛋白切割 DNA 是由于 Cas9 蛋

白结合 DNA 的能力减弱，但是来自美国的科学家

Kiani 等 [35] 却认为，其中的原因应该是 Cas9 核酸

内切酶活性减弱而不是结合 DNA 的能力减弱，随

后的实验验证了他们的想法。这是个有意思的发现，

意味着通过改变 sgRNA 的长度可以影响 Cas9 的酶

切活性。Kiani 等 [35] 利用该原理设计了一个方法，

能够通过改变 sgRNA 实现同一个 Cas9 蛋白在同一

个细胞内同时发挥转录激活或者抑制作用。这项工

作为更深层的科学研究、疾病治疗以及基因线路设

计提供了很好的方法学以及策略。
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3　CRISPR-Cas9技术在基因线路构建中的应用

CRISPR-Cas9 技术为构建基因线路提供了一种

高效工具，极大丰富了元件设计和完善。

3.1　整合RNA和CRISPR-Cas9的基因编辑工具包

(integrated RNA and CRISPR-Cas9 toolkit)
创建复杂遗传电路中的一个关键障碍是缺少可

扩展的基因编辑工具设备库 (scalable device libraries)[41]。

而基于 RNA 的调节和 CRISPR-Cas9 转录调控因子

(CRISPR-TF) 因具有整合和调节基因网络的潜力，

成为了基因工具设备库的重要组成，但这种方法是

有局限性的。在人类细胞中，CRISPR-TF 的 gRNA
只能由 RNA 聚合酶Ⅲ启动子启动表达，这就限制

了其对条件基因的调节 [42]。Nissim 等 [42] 对此提出

了新的策略，使 RNA 聚合酶Ⅱ启动子表达功能性

gRNAs 以及单个转录本多重生产蛋白质和 gRNAs
成为可能。他们通过整合 RNA 和 CRISPR-Cas9 系

统构建出一个多 RNA 介导的基因网络调控工具包，

包括 RNA 三螺旋结构 (RNA-triple-helix structures)、
内含子 (introns)、微小 RNA (microRNAs)、核酸核

酶 (ribozymes)、基于Cas9的CRISPR-TFs (Cas9-based 
CRISPR-TFs)和基于Cas6/Csy4的RNA处理器 (Cas6/ 
Csy4-based RNA processing)。通过使用这些工具，

研究人员可以有效调控内源基因启动子并且更好

地执行可调式合成线路，包括多级联 (multistage 
cascades) 和 RNA 依赖网络 (RNA-dependent networks)，
并与 Csy4 连接，从而达到表达复杂行为的目的。

这个工具包可以为生物学、治疗应用、合成生物学

提供可编程、可扩展的基因线路器件。

3.2　逻辑门(logic gates)基因遗传回路

合成基因线路已经在构建细胞和动物疾病模

型、基因治疗和智能治疗上展现了能够影响人类健

康的潜力。尽管如此，大多数已发布的基因线路及

系统依赖于使用一小组特定的因素，例如 Lacl 和
Gal4，并不适合大规模网络的设计 [43]。因此，在宽

动态范围内寻找能够调节基因系统网络的方法成为

设计基因线路的关键，而逻辑门提供了解决的方法

思路。既往的研究已经表明利用锌指核酶 (ZFPs) 技
术可以构建包含逻辑门的基因线路 [43]，以下介绍的

是基于 CRISPR-Cas9 基因编辑技术构建的逻辑门基

因遗传回路。

3.2.1　逻辑“非门”(NOT gate)
在细胞中，遗传电路需要许多调节部分去实现

信号处理或执行算法。而 CRISPR-Cas9 基因编辑 /

修饰系统的出现为研究人员提供了新的思维方式。

美国科学家 Nielsen 和 Voigt [44] 利用 CRISPR-dCas9
可以通过 sgRNA 抑制基因座的原理 ( 根据碱基互

补配对 ) 构建了多个转录逻辑门，并将其连接使其

能够在活细胞中执行逻辑计算。具体运用中，研究

人员通过设计 5 个合成的大肠杆菌 σ70 启动子构建

了一组“非门”，这些启动子被相应的 sgRNA所抑制，

并且让各部分元件之间的相互关系不会表现出串

扰。结果发现，这些 sgRNA 表现出非常高的靶向

抑制 (50%~80%) 和可忽略的靶外相互作用 (<1.3
倍 )。此外，研究人员还对此线路进行了拓展，他

们利用这些“非门”构建了更大的线路，包括布尔 -
完成“NOR 门”(boolean-complete NOR gate) 和由

4 个分层 sgRNA 组成的 3 门电路，并且利用能够靶

向识别大肠杆菌转录调控因子 (MalT) 的输出

sgRNA 将此前设计好的基因合成线路连接到天然大

肠杆菌调控网络中。通过这些方法，便能使合成线

路的输出端转换成各种细胞表型的开关，如糖利用

(sugar utilization)、趋化性 (chemotaxis)、噬菌体抗

性 (phage resistance)。
3.2.2　逻辑“与门”(AND gate)

近几年来，我国同样重视合成生物学发展，其

中，来自深圳的研究团队提出了“用合成生物器件

来干预膀胱癌”的想法，他们基于 CRISPR-Cas 系
统构建了可以靶向识别、调控膀胱癌表型的逻辑“与

门”遗传回路 [23]。这一遗传回路整合了来自两个启

动子 (hTERT、hUPII) 的细胞信号作为输入端，只

有测试细胞中两个输入端均活化时才会激活输出信

号。他们利用荧光素酶 (luciferase) 报告基因作为输

出基因，发现相比于人类端粒酶逆转录酶 (telomerase)-
海肾荧光素酶，这个回路更能显著提高识别膀胱癌

的敏感度以及荧光素酶的表达。为了测试这个回路

的模块性，研究人员用表达其他细胞功能的基因来

替代荧光素酶报告基因作为输出基因，如 hBAX、

p21 和 E-cadherin。结果表明，这些回路确实有效

地抑制了膀胱癌细胞生长，可诱导凋亡并降低癌细

胞的运动能力，为体外靶向识别、控制膀胱癌细胞

提供了一个新的平台。

3.3　CRISPR-Cas9介导的信号传导器(signal conduc- 
tors)

真核细胞的复杂表型由决策电路和信号通路控

制 [45]。而在信号网络中实现人工连接的主要障碍是

缺乏用于生物信号识别、处理及控制的合成装置。

针对这一点，来自我国的研究团队通过延长 sgRNA
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用来包含可以识别特殊信号的人工 RNA 核酸适配

体 (artificial aptamer)，从而构建了一个基于 CRISPR- 
Cas9 的信号传导器 [46]。这个信号传导器可以响应

天然或人工设定的内外“兴趣”信号来调节内源基

因的表达，也就是可以将两个原本不相关的信号通

路连接在一起，实现对细胞内信号系统的重塑。此

外，更重要的是，该方法可通过控制同时双向 (ON-
OFF) 基因转录使肿瘤基因信号重新定向，从而重

新编程癌细胞的命运。研究者利用这一特性，在肿

瘤细胞和裸鼠皮下肿瘤生长实验中，向肿瘤细胞中

引入了这一系统，系统通过感知肿瘤细胞内原有的

促进癌细胞生长的信号，来激活下游的抑癌基因，

启动细胞凋亡程序，实现了对肿瘤细胞的特异性杀

伤。这项工作的进一步延伸将有可能为癌症精准医

疗提供新的思路。

4　总结和展望

随着后基因组时代基因线路对技术的要求越来

越高，CRISPR-Cas9 基因编辑 / 修饰系统的出现恰

恰契合了技术的需要，其独有的靶向特异性以及可

编辑改造的性质使它迅速进入科学家的视野。本文

就“基于 CRISPR-Cas9 系统构建的基因线路”进行

系统评价。通过对大量文献的系统阅读，概述了基

因线路、CRISPR-Cas9 系统的概念以及应用，并且

详细讲述了 CRISPR-Cas9 的改造系统 (CRISPR- 
dCas9) 的应用以及基于 CRISPR-Cas9 系统已构建

的基因线路。传统合成基因线路存在着许多问题，

而其中之一便是缺乏一个具有高度特异性并且能靶

向基因的转录调控因子，科学家们针对这个问题，

利用、改造了近来十分热门的 CRISPR-Cas9 系统，

做出了一系列高效、高度靶向性的基于 CRISPR-
Cas9 的转录调控因子。这些转录调控因子作为元件

充实了基因线路的“工具库”，同时，应用并构建

了更多的基因线路，如逻辑门、信号传导器、时间

记录仪
[47] 等。

然而，尽管关于 CRISPR-Cas9 构建的基因线

路的研究进展令人震惊，同样其也存在诸多不足之

处。除了 CRISPR-Cas9 系统本身存在的缺陷，如伦

理、脱靶效应、毒性、长期监测等，这套设计思路

仍需要解决一系列问题。基因线路设计中遇到的最

大挑战之一就是来自外界的干扰，如何解决干扰问

题同样是 CRISPR-Cas9 亟需攻克的难题 [16]。另外，

由于 Cas9 蛋白没有特异性，当设计基因线路过程

中出现多个 gRNA 时，诱导特定的 Cas9 蛋白靶向

相应的 gRNA 是重点需要解决的问题 [48]。此外，基

于 CRISPR-Cas9 的转录调控因子常常会出现双面

性，即因其靶向的部位以及环境等因素出现激活、

抑制两种反向调节的性质，如何避免双面性出现同

样是科学家面临的难题 [49-50]。除了上述问题，诸如

代谢负担 [31]、可扩展性 [30]、特异性 [51] 等都是应用

在医学、化学、能源等实践上面需要面临的挑战。

问题与挑战是必然存在的，但同时也推动着新技术、

新思路的发展，是促进科学技术进步的动力之一。

尽管基于 CRISPR-Cas9 的基因线路仍有一系

列值得思考的问题，但 CRISPR-Cas9 系统具有操作

简易、可编辑改造、特异性高等得天独厚的优势，

这奠定了其短期内在合成基因线路“工具库”中不

可替代的地位，并且伴随着技术的成熟与改善，相

信目前所遇到的问题会得到有效的解决。已有研究

对基于 CRISPR-Cas9 的基因线路中出现的干扰、诱

导、效率等问题进行了研究，并且提出了相应的解

决方案
[33, 40, 52]。进一步延伸，无论是关于 CRISPR-

Cas9 系统还是基因线路的研究，其宗旨都是服务于

人类。最新研究表明，基于 CRISPR-Cas9 系统的基

因线路在新型抗生素研制 [53]、多基因遗传病治疗和

生物能源 [54]等应用上展现了巨大的潜力。总的来说，

CRISPR-Cas9 技术还是一项新兴的技术，并且它的

先进性以及可行性已经被业界所公认，尽管其在发

展中仍有诸多困难有待解决，但随着科学技术的迅

猛发展，有理由相信 CRISPR-Cas9 编辑技术会在合

成基因线路及网络的道路上越走越广。
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