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摘　要：基因组编辑技术是合成生物学的一项核心使能技术。CRISPR基因组编辑技术在生命科学领域掀起

了一场全新的技术革命，助推了合成生物学快速发展。然而，目前CRISPR基因组编辑技术的性能尚有欠

缺，智能设计、表达和投递系统等相关技术也不能满足医疗和农业领域的应用需求。未来基因组编辑技术

的发展方向，一方面亟待开发更精准、高效、全面和智能的CRISPR基因组编辑技术；另一方面，需利用大

数据分析和人工智能技术，开发CRISPR之外全新的颠覆性基因组编辑技术。
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Abstract: Genome editing is an incredibly enabling synthetic biology technology. CRISPR genome editing 
technology represents a technological revolution across all life sciences. However, currently CRISPR genome 
editing technologies are still limited by many challenges, and other related technologies such as intelligent design, 
expression and delivery systems are unable to meet requirements of applying CRISPR editing across medicine and 
agriculture. For future genome editing technology developments, it is necessary to generate more accurate, efficient, 
comprehensive and intelligent CRISPR genome editing technologies. Additionally, big data analyses and artificial 
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及应用”项目首席科学家。主要研究方向为合成生物学与基因编辑。研究组近年

来的主要研究工作包括：(1) 应用合成生物学与代谢工程技术构建高效微生物细
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intelligence approaches are essential towards developing novel subversive genome editing technologies that differ 
from CRISPR approaches.
Key words: genome editing; synthetic biology; CRISPR; base editing; prime editing

1　基因组编辑技术概述

基因组编辑是指在基因组尺度对生物体进行精

确设计与高效改造。基因组编辑技术经历了从锌指

核酸酶 (ZFNs)、转录激活因子样效应物核酸酶

(TALEN) 到成簇规律间隔短回文重复 (CRISPR) 系
统的三次技术革新 ( 图 1)。
1.1　ZFN技术

ZFN 技术 [1] 出现于 20 世纪 90 年代，主要包

括用于识别和结合特定 DNA 序列的锌指蛋白 (ZFP)
和非特异性切割 DNA 的核酸内切酶 Fok I。利用一

对串联的锌指结合特异 DNA，将 Fok I 的两个亚基

带到特定基因组位点，对 DNA 进行切割产生 DNA
双链断裂 (double strand breaks, DSBs)。该技术靶向

结合效率高，但是其识别特定 DNA 的锌指序列需

要通过文库筛选来确定，耗时费力，成本也高，至

今难以被大规模应用。

1.2　TALEN技术

TALEN 技术 [2-3] 发明于 2009 年，与 ZFN 相似，

由两部分构成。一部分是由 33~35 个氨基酸的重复

单元组成，位于 12 位和 13 位的两个可变氨基酸残

基负责识别并结合 DNA 序列；通过构建 12 位和

13 位不同的可变氨基酸残基，理论上可以靶向几乎

任何 DNA 序列。另一部分是限制性核酸内切酶

Fok I。将 TALEN 与特定的表观遗传修饰酶或一些

转录调控效应因子进行融合，可实现基因的表达调

控。与 ZFN 相比，TALEN 更为灵活，筛选、构建

更加容易，效率有所提高，是合成生物学等领域广

泛使用的工具。但是，TALEN 技术构建较为复杂，

成本依然偏高。

1.3　CRISPR技术

CRISPR 系统 [4] 作为细菌或古细菌的“免疫系

统”，于 2012 年被开发，并成为目前最便捷高效

的基因组编辑工具。相比于 ZFN 和 TALEN 技术，

CRISPR 技术构建简单、价格低廉、易于编程且高

效，已广泛应用于生命科学多个领域，迅速成为全

世界生命科学研究的焦点。CRISPR 相关技术在

2013、2015 和 2017 年先后被 Science 杂志评为十大

科学突破之一，并获得 2020 年度诺贝尔化学奖。

1.3.1　传统CRISPR技术

CRISPR 系统包含与目的 DNA 片段匹配的向

导 RNA (sgRNA) 以及具有核酸酶功能的 Cas 蛋白。

向导 RNA 引导 Cas 蛋白结合靶位点，切割靶 DNA，

产生 DSB 损伤，再通过易错的非同源末端连接

(non-homologous end-joining, NHEJ) 或者高保真的

同源重组修复 (homology-directed repair, HDR) 等方

式进行修复 [5]。NHEJ 会形成碱基丢失、插入或置

换等小片段突变，HDR 需要以内源或者外源导入

的同源序列作为修复模板进行编辑。在部分细胞中

( 如植物或者哺乳动物细胞 )，HDR 效率远远低于

图1  基因组编辑技术发展历程
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NHEJ，倾向于产生核苷酸的插入和缺失。目前最为

常用的 Cas9 蛋白可被改造为切割 DNA 单链的 nCas9
或无切割活性的 dCas9，将其与其他功能蛋白融合，

定位到靶位点，可实现各种基因组靶向操作。

1.3.2　单碱基编辑技术

单碱基编辑 (base editing, BE) 主要利用 Cas9
变体 (dCas9/nCas9) 与脱氨酶蛋白融合而成，可将

一定窗口内的胞嘧啶核苷酸转化为胸腺嘧啶核苷酸

(C>T)[6-7]，将腺嘌呤核苷酸转化为鸟嘌呤核苷酸

(A>G)[8]。新型糖基化酶碱基编辑器利用细胞自身

DNA 修复系统，将胞嘧啶脱氨和尿嘧啶糖基化两

步反应形成的“非常规碱基”(AP) 修复生成特定碱

基，并首次实现碱基颠换编辑。在大肠杆菌中，可

将胞嘧啶编辑成腺嘌呤，结合其他碱基编辑器可以

实现任意碱基间的变化；在哺乳动物细胞中，可将

胞嘧啶特异性编辑成鸟嘌呤 [9-10]。碱基编辑技术突

破了传统编辑技术的制约，无需产生 DNA 双链断

裂，也无需供体 DNA 的参与，具有简单、广适、高

效的特点。

1.3.3　引导编辑和转座编辑

将逆转录酶与 nCas9 融合，同时在向导 RNA
的 3ʹ 端延伸出一段序列作为逆转录的引物和模板构

建的引导编辑 (prime editor, PE) 技术 [11]，可以实现

任意碱基之间的替换以及特定碱基序列的插入与删

除。将 CRISPR 系统与转座子结合可以实现位点特

异性 DNA 片段的高效、特异插入 [12-13]。

2　CRISPR基因组编辑技术存在的问题及未来

发展

CRISPR 基因组编辑技术虽然发展迅速，但目

前其精准性、高效性、全面性和智能性四大方面尚

有欠缺 ( 表 1)。
2.1　CRISPR基因组编辑技术的精准性

2.1.1　基因组脱靶

目前 CRISPR 基因组编辑技术的精准性不足

主要体现在脱靶问题。脱靶现象一般分为两种：

sgRNA 依赖型和 sgRNA 非依赖型。对于 sgRNA 依

赖的脱靶，通过合理设计 spacer 序列、使用高特异

性的 Cas9 变体、瞬时表达 CRISPR 系统等策略均

可以降低其脱靶效率 [14] ；对于 sgRNA 非依赖的脱

靶，目前已在 BE 系统中被报道。解决方法主要是

通过开发脱氨酶变体，降低其与 ssDNA 或者 RNA
的结合能力，进而降低其脱靶水平 [15-16]。但目前的

解决方案在提高编辑精准性的同时在一定程度上影

响了靶向效率。未来可通过蛋白质工程手段，如基

于蛋白质结构的理性设计、蛋白质定向进化以及基

于人工智能的蛋白质从头设计，开发新型编辑系统，

兼顾高精准性与高效率。

2.1.2　副产物编辑

基因组编辑系统的精准性还体现在降低副产物

表1  CRISPR基因组编辑技术瓶颈与未来发展

 瓶颈问题 未来解决方案

精准性 基因组脱靶 利用蛋白质工程等方法开发低脱靶编辑系统

 副产物编辑	 通过蛋白质理性设计、定向进化、AI设计等方法开发低副产物编辑系统

高效性 动植物细胞同源重组效率低 精细化调控修复途径；控制细胞周期；提高供体模板可利用性

 引导编辑效率低 优化pegRNA结构；调控修复途径关键蛋白；提高PE的逆转录效率及表达水平

 微生物多靶点同时编辑效率低 提高修复效率；应用不引入DSB的编辑技术

全面性 PAM框范围受限 通过工程化改造Cas9、挖掘新型Cas蛋白等方式开发不同PAM类型编辑系统；

      开发无PAM需求的Cas新变体

 碱基编辑种类不足 利用功能蛋白与DNA修复途径相结合等方式开发新型高效的碱基编辑器

 特定细胞器编辑问题 改造RNA解决细胞器RNA投递问题；利用细胞自身的导向RNA或蛋白，开发

      细胞器CRISPR编辑技术

 DNA大片段操作问题 开发新型转座技术；挖掘可操作大片段的DNA修复系统

 植物编辑组分递送及再生过程优化 挖掘再生促进因子；开发新型生物介质、新材料等递送系统

 动物编辑组分递送 开发以mRNA-LNP为代表的新型递送技术

 微生物通用遗传操作系统缺乏 建立通用型遗传操作系统工具库；建立CRISPR/Cas瞬时表达或RNP直接转化

      的编辑筛选体系

 原核微生物基因组转录激活 挖掘更多转录激活因子

智能性 位点编辑差异性大、结果不可预测 利用大数据信息、机器学习预测编辑结果

 智能化设计不足 利用人工智能结合大数据信息进行智能化设计
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的发生频率，提高编辑产物纯度方面。如针对碱基

编辑系统而言，可通过理性设计蛋白变体、开发序

列偏好的碱基编辑系统等进一步缩小突变窗口 [17]，

甚至做到只改变单一碱基而不影响旁侧序列。同样

地，对于 PE 系统，也需要解决其额外产生的副产

物问题。

2.2　CRISPR基因组编辑技术的高效性

2.2.1　动植物细胞同源重组效率低

基于 CRISPR 系统介导的同源重组可实现精准

的插入、删除及替换，但 HDR 在动植物细胞中的

发生频率很低。尽管目前已有多种提高 HDR 效率

的优化方式，如限制 NHEJ 修复途径、促进 HDR
修复途径、优化供体 DNA 等，但这些方式仍难以

从实质上改变 HDR 发生的频率 [18-19]。未来可尝试

在已有的研究基础上，通过深入了解细胞修复途径

并结合系统性分析，探寻核酸酶介导的 HDR 发生

的关键因子，从而更精细地对细胞修复途径进行把

控；并可通过控制细胞周期、提高供体模板的可利

用性等辅助方式进一步提高 HDR 效率。

2.2.2　引导编辑效率低

PE 系统可实现碱基之间的任意转变及小片段

的插入和缺失，虽然其能够在一定程度上弥补 HDR
效率极低的短板，但该系统也存在效率偏低的问

题 [17, 20]。未来可尝试通过优化 pegRNA (prime editing 
guide RNA) 的结构、寻找修复途径过程的关键蛋白、

提高 PE 的逆转录效率及表达水平等手段来增加 PE
的编辑效率，使其普适性及开发利用性更高。

2.2.3　微生物多靶点同时编辑效率低

微生物中多靶点 (> 3) 的编辑效率相对较低，

只有酿酒酵母可实现基于 CRISPR 技术一次高效编

辑 8 个基因 [21]。未来不仅需要在体内成功表达多条

向导 RNA，更需要提高修复效率。不引入 DSB 的

编辑技术，如 BE [22]，则有望实现更多靶点的编辑。

2.3　CRISPR基因组编辑技术的全面性

2.3.1　PAM框范围受限

尽管 SpCas9-NG、SpG 以及 SpRY 等变体的开发

使得 CRISPR/Cas9 的前间隔序列邻近基序 (protospacer 
adjacent motif, PAM) 靶向范围由 NGG 拓展到 NG
和 NA，甚至可以摆脱 PAM 的困扰，但这些变体在

不同 PAM 上的编辑活性差别较大 [17]。通过结合基

础研究，进一步工程化改造出新型 Cas9、挖掘新型

Cas 蛋白，使其能够在不同 PAM 类型下均可实现

高效的编辑，甚至能在保证高编辑活性的同时，开

发出无任何 PAM 需求的 Cas 新变体，以突破目前

CRISPR 基因组编辑系统对 PAM 的限制。

2.3.2　碱基颠换技术

目前在细菌或人类细胞中过表达尿嘧啶糖基化

酶，可使被脱氨的 U 变成 AP 位点，再经过 DNA
复制和修复，能够实现C>A或C>G的碱基颠换 [9-10]。

类似地，若在 A>G 碱基编辑过程中，同时过表达

人源烷基腺嘌呤 DNA 糖基化酶 (hAAG) 用于将 A
脱氨形成的 I 切除，形成 AP 位点，可能会实现

A>T 或 A>C 的碱基颠换。另外，可基于碱基颠换

本身的发生机制，融合天然存在或者定向进化的功

能蛋白，结合 DNA 修复途径等开发新型高效的碱

基颠换技术。

2.3.3　特定细胞器基因组编辑技术

许多动物疾病、植物发育相关过程以及重要天

然产物合成途径等都在特定细胞器内完成，受许多

细胞器基因控制。目前已报道的细胞器编辑主要是

利用 TALEN 技术来实现 [23]。CRISPR 技术由于 RNA
的导入问题一直未被开发。通过改造 RNA 以及利

用细胞自身的导向 RNA 或蛋白，开发可以对细胞

器编辑的 CRISPR 技术对细胞器功能研究以及合成

生物学等领域均具有重要意义。

2.3.4　新型DNA大片段插入技术

目前通过同源重组进行 DNA 大片段插入发生

频率低且容易产生 DSB 带来的副产物。利用其他

类型的 DNA 修复途径或使用新的转座因子来开发

高效的基因定点插入技术是未来基因组编辑研究的

重要方向。例如，可开发真核生物转座子系统或细

菌的 Tn7-CRISPR-Cas 系统 [12-13]，从而实现 DNA 大

片段的插入、多个基因控制的通路插入以及多个重

要性状的叠加等。

2.3.5　植物基因组编辑组分递送及再生过程优化

基因组编辑组分的递送和后续组织培养再生过

程是植物基因组编辑的瓶颈 [18, 20]。目前植物中主要

依托农杆菌、基因枪等传统遗传转化方法，在不同

作物、不同品种中效率差异较大，递送完成后一般

需要进行组织培养再生才能获得编辑植株，但再生

过程对于大多数植物来说效率很低，因此寻找促进

再生的关键因子成为解决该问题的重要方案。研究

发现，过表达 WUS、BBM、GRF 或者 GRF-GIF 等

因子可明显促进多个难再生的作物品种的再生效

率 [20]。另外，有研究在双子叶植物上利用农杆菌原

位转化生长调节因子可实现从头分生组织诱导 [24]，

该方法避开了传统转化法对组织培养的依赖，具有

广泛的应用前景。
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另一方面，开发和利用新的生物介质或新材料

递送基因组编辑组分，实现可遗传、不需要组织培

养和不受基因型依赖的基因组编辑技术是破解当前

困局的重要途径。例如，近年来多个研究报道利用

植物 RNA 病毒载体递送 CRISPR/Cas 组分，可以

在烟草、小麦以及大麦中实现编辑 [25-26] ；病毒载体

转化方法的开发利用，有望解决植物遗传转化中对

组织培养和受体材料基因型依赖的限制。另外，纳

米材料 ( 如碳纳米管 ) 目前已经可以在多种植物叶

片及叶绿体中实现递送 [27-28]，因此该方法有潜力在

植物基因组编辑领域很快得到拓展和应用。

2.3.6　哺乳动物基因组编辑组分递送

哺乳动物基因组编辑效率除了受编辑工具效率

影响外，还受编辑工具导入效率的制约。CRISPR
系统中的 Cas 蛋白进入哺乳动物细胞的形式可以有

DNA、RNA 及蛋白质，向导 RNA 进入细胞的形式

包含 DNA 及 RNA。然而，不论以哪种形式，CRISPR
系统都很难进入细胞，一方面是由于其分子量大，

另一方面是其稳定性差，在进入靶细胞之前容易在

体内被很快降解或结合。目前递送 CRISPR 系统的

方法主要有物理法、病毒法和纳米递送法 [29-30]。

物理递送方法主要包括电穿孔法和显微注射

法，电穿孔法往往只适用于体外细胞转染，注射法

虽然可以用于体内细胞转染，但其对细胞有损伤，

并且通量低，往往只适用于胚胎细胞的转染。病毒

法递送效率高，但是可能产生致癌、致突变的风险，

另外病毒负载能力有限，比如腺相关病毒 (AAV) 只
能负载不大于 4.7 kb 的 DNA 序列，很难实现碱基

编辑系统高效又安全的递送。因此，开发或者改造

安全、高载荷的病毒载体以及更小型化的 CRISPR
编辑系统是未来的研究重点。纳米材料由于其优良

的理化特性逐步开始在哺乳动物细胞递送方面发挥

作用。随着mRNA新冠疫苗的快速获批和大量应用，

mRNA- 脂质纳米颗粒 (LNP) 技术获得了大量研究，

与其他基因递送载体相比，LNP 具有安全性、低免

疫原性、非整合性等优点，避免了病毒载体可能存

在的诱变风险。以 mRNA-LNP 为代表的新技术未来

将在哺乳动物基因组编辑工具递送中发挥重要作用。

2.3.7　微生物通用基因编辑系统

除了一部分真菌已建成了基于 CRISPR/Cas 瞬
时表达来实现基因组编辑外

[31]，大部分非模式微生

物的基因组编辑则需要克服遗传物质的转化以及胞

内的遗传表达等难题 [32]。针对不同微生物种类，往

往需先筛选内源质粒作为载体，并需要优化转化和

筛选条件，这对很多非模式微生物来说是一个巨大

的挑战。未来需通过建立包含各种通用型遗传操作

系统的基因组编辑工具库，快速筛选适合特定微生

物种类的基因编辑系统。针对某些尚未建成遗传操

作系统的微生物菌株，需建立基于 CRISPR 核糖核

蛋白复合物 (ribonucleoproteins) 转化和筛选技术的

基因组编辑系统。

2.3.8　原核微生物基因转录激活系统

原核微生物已建成了成熟的 CRISPR 抑制系

统，包括单基因 [33] 和多基因 [34]，通过抑制 RNA 聚

合酶的起始或延伸来高效抑制靶标基因的转录。而

对于激活系统的研究，目前仅筛选到了 AsiA 转录

激活子可实现对内源靶标基因的高效转录激活 [35]。

未来，该系统的普适性还需要更多验证，特别是在

富含天然产物合成基因簇的放线菌中，同时也需筛

选更多转录激活子来满足不同的转录激活需求。

2.4　CRISPR基因组编辑技术的智能性

尽管基因组编辑已经广泛应用于各种生物细

胞，但是决定基因组编辑结果的因素尚不十分清楚

( 尤其是动植物细胞 )。机器学习适用于从大规模异

质性的数据中寻找特征，目前机器学习在基因组

编辑产物和效率预测等方面已经展现出其特有的

优势 [15, 36]。将基因组编辑与机器学习结合起来是一

种可以提高基因组编辑能力的有效方法。通过开发

规模化的数据获取系统和不同基因组编辑技术的大

数据库，结合人工智能的大数据信息系统，可以极

大提高基因组编辑的效率、准确预测编辑类型以及

降低脱靶等，同时也有利于未来植物分子设计育种、

遗传疾病精准治疗等智能化设计。

3　其他基因组编辑技术的未来发展

CRISPR系统作为基因组编辑领域的当家花旦，

能否长久独占鳌头？科学家们一直在尝试开发不依

赖于 CRISPR 的新型基因组编辑技术，例如利用向

导 RNA 招募内源脱氨酶实现目标 RNA 编辑的

LEAPER 技术 [37] 以及不受序列限制的结构引导核

酸内切酶技术 [38]。细胞中存在内源的核酸编辑酶，

包括 ADAR 及 APOBEC 家族蛋白等，因此可以不

依赖 CRISPR 系统而直接利用这些酶类进行基因组

编辑与表达调控。ADAR 是一类在人体内各组织中

广泛表达的腺苷脱氨酶，能够催化 RNA 分子中腺

苷 A 到肌苷 I ( 鸟苷 G) 的转换。研究发现，仅在细

胞中导入经过特殊设计的、能够招募细胞内源

ADAR 蛋白的 RNA (ADAR-recruiting RNA, arRNA)，
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即可在一系列基因转录本中实现高效、精准的编

辑 [37]。利用这个称为 LEAPER 的方法，研究者成

功修复了来源于 Hurler 综合征患者的 α-L- 艾杜糖

醛酸酶缺陷细胞。相比 DNA 编辑，RNA 编辑不需

要对基因组序列进行永久性改变，这种可逆的、易

于调控的编辑方式在安全性上可能更具优势，可推

进基于碱基修饰的合成生物学方法在医疗领域的应

用。另外，由于内源的 ADAR 及 APOBEC 的表达

都受到干扰素的调控，因此可以运用外源刺激来操

纵细胞内 RNA 的靶向编辑事件，从而进行基因组

编辑 / 修饰的动态调控以及细胞的可控编程。

未来，随着基因组序列信息的不断扩大和大数

据分析技术的不断进步，隐藏在自然界中的越来越

多的基因组编辑系统会被发现；另一方面，随着人

工智能技术的快速发展，人工设计基因组编辑技术

也将成为可能。
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