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摘　要：CRISPR/Cas9 是一种高效、便捷的基因编辑工具，在生命科学领域具有广泛的应用。基于

CRISPR/Cas9 系统构建基因组文库进行高通量筛选，有助于解析不同生物学背景下编码基因的功能和调控

元件的特征。覆盖全基因组或特定生物途径的 CRISPR 筛选支持在不同的遗传背景和时空环境下进行，有

助于鉴定关键的生物学靶点，并阐述生理、病理条件下的基因功能及相互作用网络。本文总结了近年来

CRISPR 筛选在衰老、肿瘤等疾病研究中的重要进展，概述了 CRISPR 筛选与单细胞测序、功能基因组学

等方法相结合的研究策略，并讨论了 CRISPR 筛选面临的挑战以及可能的解决方案。
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Abstract: CRISPR/Cas9 is an efficient and convenient gene-editing tool, which has been widely used in life 
science. The construction of a genome library based on CRISPR/Cas9 system for high-throughput screening can 
help to characterize the functions and regulatory elements of coding genes in different biological contexts. Genome-wide 
or specific biological pathways CRISPR screening supports experiments in different genetic and spatial-temporal 
settings. CRISPR screening can help identify key biological targets and explore the molecular, cellular, and systemic 
mechanisms underlying physiological and pathological conditions. Here, we review the important progress of 
CRISPR screening in the study of aging, tumor, and other diseases in recent years. We also outline the combined 
application of CRISPR screening with single-cell RNA sequencing, functional genomics, and other approaches. 
Finally, we discuss potential challenges for CRISPR screening and envision possible solutions.
Key words: CRISPR screening; aging; tumor; single-cell sequencing

2003 年，人类基因组计划 (Human Genome Project, 
HGP) 完成，生命科学研究进入了后基因组时代，

揭示基因组的功能和调控机制，理解遗传信息和生

物学过程之间的联系，成为研究人员的新目标 [1]。

基因编辑技术的出现和发展彻底改变了研究人员对

基因组功能的研究方式。基因编辑技术自问世以来

已经更迭了至少 3 代，从锌指核酸酶 (zinc-finger 
nucleases, ZFNs) 技术到类转录激活因子效应核酸

酶 (transcription activator-like effector nucleases, 
TALENs) 技术，再到成簇规律间隔短回文重复序

列及其相关蛋白 (clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats/CRISPR-associated 9, CRISPR/
Cas9) 技术，基因编辑技术变得更加简便、高效和

精确 [2]。CRISPR 序列最早由日本科学家在大肠杆

菌中发现 [3]，后经研究人员证明，这是一种存在于

原核生物的天然免疫系统，用于防御噬菌体、质粒

和其他 DNA 序列入侵 [4]。2012 年，埃马纽埃尔 · 卡
彭蒂耶 (Emmanuelle Charpentier) 和詹妮弗 · 杜德纳

(Jennifer A. Doudna) 教授将其改造成 CRISPR/Cas9
基因编辑系统，并因此获得 2020 年诺贝尔化学奖。

1　CRISPR筛选的基本原理

CRISPR/Cas9 基因编辑技术通过小向导 RNA 
(small guide RNA, sgRNA) 靶向基因组的特定序

列，核酸内切酶 Cas9 蛋白切割 DNA 产生双链断裂

(double strand breaks, DSBs)，经过细胞自身 DNA
损伤修复，产生碱基缺失、插入等突变 [5]。近年来，

CRISPR/Cas9 基因编辑技术已被广泛应用于遗传密

码破译、疾病机制探索、动植物育种等领域 [6-7]。

随着 CRISPR/Cas9 技术的发展和成熟，研究

人员将核酸酶失活的 Cas9 蛋白 (nuclease-dead Cas9, 
dCas9)融合转录因子，开发出CRISPR抑制 (CIRSPR 
inhibition, CRISPRi)[8] 和CRISPR激活 (CRISPR activation, 
CRISPRa) 系统 [9-10]。利用 sgRNA 的靶向性，将转

录因子携带至转录起始位点 (transcription start site, 
TSS) 上游，在不改变基因组序列的前提下，干扰基

因的转录表达。此外，研究人员将改造后的细菌 -
噬菌体防御相关操纵子 Retron 与 CRISPR/Cas9 结
合，连接 sgRNA 的 Retron 逆转录产生大量靶序列

副本，经过同源重组整合到基因组中 [11]，在哺乳动

物细胞中实现了精准的基因编辑，同时避免了 Cas9
切割导致的 DNA 双链断裂 [12]。CRISPR/Cas9 技术

还为揭示基因调控元件 ( 启动子、增强子等 )[13]、

非编码 RNA (noncoding RNA)[14]、表观基因组 [15] 的

功能和调控机制提供平台。此外，Cas 家族其他成

员也具有基因编辑的潜力，如 Cas12a 仅需 crRNA 
(CRISPR RNA) 即可实现特异性靶位点切割、Cas13
特异性切割靶 RNA 等，它们相继被开发为更高效、

更稳定的基因编辑系统 [16-17]，在病原体核酸诊断、

肿瘤基因检测和临床基因治疗等领域得到了广泛的

应用 [18-19]。

高通量筛选技术是鉴定特定表型相关基因的有

效手段。RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 是功

能缺失型 (loss of function) 筛选常用的方法，利用

小干扰 RNA (small interfering RNA, siRNA) 或短发夹

RNA (short hairpin RNA, shRNA) 靶向降解 mRNA，

降低蛋白质翻译水平。但在长期研究中发现，RNAi
表现出脱靶率高、难以有效抑制高转录水平基因或

非编码基因转录等局限性 [20]。另一方面，传统的功

能获得型 (gain of function) 筛选基于克隆 cDNA 过
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表达文库，通过将编码基因的开放阅读框序列 (open 
reading frame, ORF) 构建到质粒文库中，导入细胞

提高基因的表达量。但哺乳动物细胞的转录本存在

多种可变剪接，一个基因可能存在多个转录本，这

增加了 cDNA 文库构建的工作量和时间成本，同时

外源导入的 cDNA 表达不受细胞内源调控，异常高

表达具有潜在的细胞毒性 [21]。

基于 CRISPR/Cas9 的高通量筛选通过设计靶

向全基因组或特定基因通路的 sgRNA 质粒文库，

以病毒感染的方式导入细胞，引起基因表达改变。

根据实验目的选择细胞群，通过二代测序和生信分

析鉴定富集基因。一般操作流程 ( 图 1) 主要包括：

设计、合成 sgRNA 文库；病毒文库包装；表型筛

选 ( 增殖 / 存活 / 凋亡 / 荧光标记等 )；高通量测序；

生物信息学分析；候选基因验证。实验过程中通过

控制病毒滴度 (multiplicity of infection, MOI) 和 sgRNA
标记筛选 ( 抗生物 / 流式等 )，保证每个细胞至多导

入一个 sgRNA。在此基础上，研究人员整合 CRISPR
筛选技术和其他技术，如 AVV 病毒包装和单细胞

测序等，开发出从体外到体内等多种可多维度、深

(A) CRISPR体外筛选前期基本流程：CRISPR-sgRNA质粒文库的构建、病毒感染、表型筛选、细胞富集；CRISPR体内筛选

前期流程：向小鼠组织中移植转染CRISPR-sgRNA的细胞或注射携带CRISPR-sgRNA文库的AVV病毒，比较小鼠表型并富集

组织细胞。(B)提取基因组DNA，利用生物信息学分析sgRNA富集分布。(C)将筛选富集的细胞进行单细胞RNA测序、ATAC-
seq等分析。

图1  基于CRISPR/Cas9的高通量基因筛选
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层次探究基因功能的技术体系 ( 图 1)。
CRISPR/Cas9 筛选在肿瘤靶标鉴定、药物靶点

筛选、基因表达调控元件分析等研究领域广泛应用，

真正实现了大海捞针“精准化”。本文主要对近年

来 CRISPR 筛选在生物研究领域的应用和进展进行

综述，讨论 CRISPR 筛选与单细胞测序、功能基因

组学等方法相结合的研究策略，并对 CRISPR 筛选

面临的挑战以及可能的解决方案进行展望。

2　CRISPR在体外细胞模型筛选中的应用

2.1　CRISPR体外筛选在衰老研究中的应用

随着年龄的增加，细胞端粒缩短、DNA 损伤、

氧化应激等多种因素引发细胞周期阻滞，导致细胞

衰老。衰老的细胞表现出细胞体积变大、β- 半乳糖

苷酶 (β-galactosidase) 表达增加、异染色质丢失、基

因表达改变和衰老相关分泌表型 (senescence associated 
secretory phenotype, SASP) 等特征 [22]。衰老的细胞

在体内逐渐累积，并且分泌大量炎性细胞因子、趋

化因子、生长因子和蛋白酶等，诱导器官和个体衰

老 [23]。研究人员已发现多种有效清除衰老细胞的手

段延长了小鼠寿命，如：抗衰老药物 (senolytics)、
靶向清除衰老细胞、中和 SASP[23]。因此，延缓或

逆转细胞衰老为干预衰老相关疾病提供了治疗策

略，而了解衰老的遗传和表观遗传机制可为探索和

开发干预机体衰老的治疗手段提供科学依据。早在

2005 年，研究人员在秀丽隐杆线虫 (Caenorhabditis 
elegans) 中进行 RNAi 筛选，发现 100 余个影响线

虫寿命的基因，其中多数基因参与能量代谢，表明

代谢调控在衰老过程中发挥重要作用 [24-25]。2008年，

研究人员借助 shRNA 筛选发现，敲低 CXCR2 延缓人

成纤维细胞衰老；机制研究发现，NF-κB 和 C/EBPβ
调节 CXCR2 与趋化因子结合，诱导细胞衰老 [26]。儿

童早衰症 (Hutchinson-Gilford progeria syndrome, HGPS)
是一种常染色体罕见遗传病，由于 LMNA 基因第 1 824
位碱基点突变导致 RNA 错误剪接，产生早老蛋白

Progerin，Progerin 的积累导致细胞核膜结构和功能

异常，加速细胞和组织器官衰老 [27-28]。HGPS 患者

身体衰老的速度是常人的 5~10 倍，平均寿命 13 岁，

90% 以上患者由于冠状动脉和脑血管硬化死亡 [29]。

2016 年，研究人员以 GFP-Progerin 为指征，在 HGPS
患者来源的皮肤成纤维细胞中进行 siRNA 筛选，发

现 NRF2 氧化应激通路受损是 HGPS 发生的关键原

因，并发现 NRF2 激动剂奥替普拉可以延缓 HGPS
细胞衰老，为 HGPS 的临床治疗提供了新的靶标和

治疗策略 [30]。

此外，研究人员利用 CRISPR 筛选技术在博来

霉素和原癌基因 RASV12 诱导的人成纤维细胞衰老

模型中进行筛选，鉴定出 1 378 个衰老相关基因，

发现 SASP 相关基因的表达在 CHEK2、HAS1 或

MDK 基因敲除时增加，而在 MTOR、CRISPLD2 或

MORF4L1 基因敲除时降低 [31]。转录因子 AP-1 在原

癌基因诱导的细胞衰老 (oncogene-induced senescence, 
OIS) 模型中发挥重要的转录调节作用，因此研究人

员构建了一个 CRISPR-Cas9 sgRNA 文库，旨在靶

向由 AP-1 调节的衰老诱导的增强子，并将其用于

功能筛选；由此鉴定出 OIS 过程中受 AP-1 调节的

增强子元件 EnhAP1-OIS1，并揭示了下游靶基因 FOXF1
参与 OIS 进程 [32]。以上研究基于成纤维细胞和原

癌基因诱导细胞衰老模型，鉴定出一系列衰老调控

基因，在一定程度上丰富了对人类衰老基因的认识。

衰老过程中伴随着干细胞的衰竭和组织再生能

力的下降 [33]，建立干细胞衰老模型为探究机体衰老

的分子机制、开发干预衰老新策略提供了实验平台。

成人早衰症 (Werner syndrome, WS) 是由 WRN 基因

突变引起的常染色体隐性遗传病。患者 18 岁之后

出现系统衰老，出现硬皮病样皮肤改变、内分泌失

调及代谢疾病，并伴发各种肿瘤，平均寿命 47 岁 [34]。

研究早衰症的发病机制对揭示自然衰老规律及防治

衰老相关疾病具有重要意义。研究人员先后建立了

HGPS 和 WS 间充质前体细胞 (human mesenchymal 
precursor cells, hMPCs) 模型，二者分别表现出晚发 -
急性早衰特征和早发 - 轻度早衰表型 [35]。2021 年，

我国研究人员在 WS 和 HGPS hMPCs 中进行全基因

组 CRISPR 敲除筛选，鉴定出百余个新的衰老促进

基因，并对排名前 50 名的基因进行了功能验证，

证实敲除这些基因均可以延缓人间充质干细胞衰

老。其中，组蛋白乙酰转移酶编码基因 KAT7 是排

名最高的候选基因。在 hMPCs 中过表达 KAT7 后

会加速细胞衰老，该过程主要是由于 KAT7 催化

H3K14 乙酰化促进 p15INK4b 的转录表达导致的。为

了进一步证明 KAT7 在个体衰老中的关键性作用，

研究人员向衰老小鼠的尾静脉注射编码 Cas9/sg-
Kat7 的慢病毒，发现小鼠的肝脏衰老状态有所延缓。

此外，敲除 KAT7 可延长小鼠 25% 的中位寿命，

81% 的 KAT7 敲除小鼠年龄超过 130 周，而对照组

小鼠则只有 27% 可以活到 130 周 [36]。该研究通过

CRISPR 筛选产生了丰富的人类衰老促进基因名录，

从概念上首次证明了基于单因子失活的基因治疗策
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略有助于延缓衰老、延长健康寿命，为干预衰老及

衰老相关疾病提供了新的靶标和思路。

2.2　CRISPR体外筛选在肿瘤研究中的应用

肿瘤是一种异常和过度生长的组织，主要分为

良性肿瘤、原位肿瘤和恶性肿瘤。恶性肿瘤细胞大

多具有：无限的复制潜力、逃避生长抑制因子、抵

抗细胞死亡、诱导血管生成、转移侵袭、能量代谢

重编程和免疫逃逸等特征 [37]。通过构建高通量文库

筛选平台、筛选调控肿瘤发生发展和转移的关键基

因、开发肿瘤靶向药物，可为肿瘤的治疗提供新的

治疗策略 [38-39]。

利用全基因组 CRISPR 敲除筛选，研究人员发

现心磷脂合成酶 PTPMT1 维持肝癌细胞在缺氧条件

下生存。在缺氧条件下，PTPMT1 抑制剂阿来西定

(Alexidine dihydrochloride) 可以有效抑制肝癌细胞

生长 [40] ；研究人员在 30 种癌症类型、324 种人类

肿瘤细胞中筛选出 92 个泛癌靶点和 617 个癌症类

型特异性靶点，鉴定出 WRN 是肿瘤细胞的分子标

记物 [41] ；通过筛选肿瘤细胞对药物的敏感性和耐受

性，发现敲除 ELP5 降低吉西他滨诱导的转移性

胆囊癌细胞 (gallbladder cancer, GBC) 的凋亡，表明

ELP5 可作为评估 GBC 患者对吉西他滨治疗敏感性

的临床指标 [42]。

2.3　CRISPR体外筛选在其他疾病研究中的应用

CRISPR 筛选在探索其他疾病的发病机制和开

发治疗靶点中也发挥重要作用。转录因子 DUX4 的

错误表达产生毒性 DUX4 是面部肩胛肱骨肌营养不

良症 (facioscapulohumeral muscular dystrophy, FSHD)
的发病原因之一。研究人员利用 CRISPR 敲除筛选，

在肌肉细胞中鉴定了调控毒性 DUX4 的关键基因：

他们发现，参与细胞缺氧反应途径的 HIF1 复合体

亚基 (HIF1A 和 HIF1B/ARNT) 在维持肌肉细胞存活

过程中发挥关键作用，毒性 DUX4 通过激活 HIF1A
表达和细胞缺氧信号通路从而诱导细胞死亡 [43]。

C9ORF72 的六核苷酸重复扩增被翻译成二肽重复

(dipeptide repeat, DPR) 蛋白可导致神经毒性，是肌

萎缩侧索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis, ALS)
的病因之一。研究人员在人永生骨髓性白血病细胞

系 K562 中筛选调节 C9ORF72 DPR 蛋白毒性的修

饰因子，发现敲低 TMX2 抑制 C9ORF72 DPR 引起

的神经毒性，并改善 ALS 患者的运动神经元生存

能力 [44]。

在细菌、病毒等传染病研究领域，研究人员在

人单核 / 巨噬细胞样细胞 U937 中进行筛选，揭示

了 CLORF43、KIAA1109、RAB10 及其伴侣 RABIF 等

在嗜肺军团菌发病过程中发挥的关键性作用 [45] ；针

对甲型流感病毒、埃博拉病毒等多种病毒感染细

胞的能力，鉴定出了 WDR7、CCDC115、TMEM199、
CMTR1、GNPTAB 等多个关键基因可以调节细胞

被病毒感染的能力，为防止病毒传播、感染提供了

科学依据 [46-47]。近两年新型冠状肺炎病毒 SARS-
CoV-2 在世界范围内广泛传播，已成为近百年来最

大的公共卫生威胁。研究人员在长尾猴 (Chlorocebus 
sabaeus) 细胞系 Vero-E6 和人胚肾 HEK293T 细胞系

中筛选发现了 HMGB1、SWI/SNF 染色质重构复合

体、LDLRAD3 和 CLEC4G 等多个蛋白参与 SARS-
CoV-2 感染细胞的过程，为 COVID-19 的治疗提供

了关键线索 [48]。

2.4　CRISPR体外筛选在非编码RNA研究中的应用

非编码 RNA 占人类基因组的 98%，根据其

长度可分为多种类型，包括长链非编码 RNA 
(lncRNA)、microRNA (miRNA)、环状RNA (circRNA)、
小核 RNA (snRNA)、小核仁 RNA (snoRNA)、piRNA 
(PIWI-interacting RNA)、siRNA (small interfering 
RNA) 等，多水平、多途径地调控基因的表达，在

细胞乃至个体层面发挥着重要作用。研究人员针对

16 401 个 lncRNA 位点构建 CRISPRi 文库，并在包

括髓系白血病细胞系、宫颈癌细胞系和胶质母细胞

瘤细胞系在内的 7 种人类细胞系、6 种转化细胞系

和诱导多能干细胞系中筛选生长必需的 lncRNA，

鉴定出 499 个不同类型细胞生长必需的 lncRNA，

揭示了 lncRNA 在不同细胞类型中存在功能特异

性 [49]。角质形成细胞是表皮的主要组成部分，表皮

干细胞位于基底膜的最内层，可分化迁移形成基底

上层，维持表皮结构和屏障功能稳定。研究人员对

2 263 个表皮特异表达的 lncRNA 进行敲低筛选，鉴

定了 9 个调节表皮干细胞增殖的 lncRNA，其中敲

低 PRANCR 抑制表皮干细胞增殖，并增加了 G2/M
期细胞的比例，为表皮稳态破坏导致的皮肤病治疗

提供了新的靶点 [50]。

为提高筛选效率，研究人员构建了靶向非编码

基因剪接位点的 CRISPR 文库，通过敲除外显子或

滞留内含子干扰 lncRNA 表达。基于此，研究人员

在慢性髓性白血病细胞、HeLa 细胞以及人 B 淋巴

细胞中分别筛选并鉴定出参与细胞存活、增殖的

lncRNA[51]。为实现 lncRNA 的彻底敲除，研究人员

开发出 pgRNA (paired-guide RNA)，通过大片段删

除基因组序列来破坏 lncRNA 表达及功能，实现
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lncRNA 功能性筛选，并在多个肿瘤细胞系中鉴定

出 51 个正向及负向调控肿瘤细胞增殖的 lncRNA[52]。

circRNA 作为广泛存在于多种真核生物体内

的非编码 RNA，已被证实在多种疾病中具有调控

作用 [53]。研究人员开发了 circRNA 抑制系统 ——
CRISPR-RfxCas13d/BSJ-gRNA，并通过筛选发现多

个调控细胞增殖、小鼠胚胎植入前发育的 circRNA，

证明 circFAM120A抑制 IGF2BP2与 FAM120A的mRNA
结合，维持 FAM120A 蛋白表达，促进细胞增殖 [54]。

3　CRISPR在体内动物模型筛选中的应用

细胞发挥生物学功能受到周围细胞、细胞因子、

细胞外基质和免疫微环境等影响，将 CRISPR 筛选

转移到生物体内进行，可还原细胞生长微环境，系

统、全面地揭示基因表达对细胞稳态的影响。研究

人员将感染 sgRNA 文库的肿瘤细胞移植到小鼠体

内，对形成的肿瘤组织进行分析，鉴定调控肿瘤生

成的关键基因。通过构建包含肿瘤发生、发展及免

疫调节相关基因的 CRISPR 敲除文库，将其转染至

三阴性乳腺癌 (triple-negative breast cancer, TNBC)
细胞模型 ( 小鼠 4T1 细胞 ) 中，并注射于小鼠乳腺

脂肪垫中，发现敲除 E3 泛素连接酶 Cop1 延长了患

肿瘤小鼠的寿命，Cop1 通过调节趋化因子分泌和

巨噬细胞浸润增强抗肿瘤免疫，提示 Cop1 可以作

为临床治疗 TNBC 的潜在靶点
[55]。上皮性卵巢癌

是一种致命的妇科癌症，对现有的抗癌药物具有耐

药性，给临床治疗带来困难。研究人员通过体内功

能缺失筛选 (CRISPR 敲除筛选和 RNAi 筛选 ) 寻找

有效的药物靶点，将转染 sgRNA 文库的上皮性卵

巢癌细胞通过腹腔注射到裸鼠体内形成肿瘤，发

现了 KPNB1 在内的 10 个上皮性卵巢癌的潜在药物

靶点，进一步结合药物测试发现伊维菌素和紫杉醇

可作为一种更有效的药物组合方式治疗上皮卵巢癌 [56]。

腺相关病毒 (adeno-associated virus, AAV) 载体

可以携带小于 4.8 kb 的外源基因片段，在不同细胞

中干扰基因表达，具有安全、高效等优点 [57]。研究

人员利用 AAV 病毒包装 sgRNA 文库，原位注射到

小鼠脑中，诱导胶质母细胞瘤产生，利用靶向捕获

测序鉴定出多个胶质母细胞瘤突变基因，并发现

Mll3-Nf1、Zc3h13-Rb1 等多个共突变组合与诱导胶

质母细胞瘤的产生相关 [58] ；在针对小鼠肝癌的研究

中，研究人员利用 AAV 介导的 CRISPR 筛选鉴定

出 Trp53、Setd2、Cic 等基因的突变诱导肝脏肿瘤

的发生，进一步绘制了抑制肿瘤发生的基因图谱 [59]。

由于 AAV 病毒感染细胞的过程中不整合基因组，

靶向捕获 sgRNA 信息的数量和准确度受限，体内

筛选难以扩大。因此，研究人员基于 AVV 载体构

建了“睡美人”(Sleeping Beauty, SB) 转座子系统，

通过睡美人转座酶将 AAV 携带的外源基因整合至

小鼠基因组中，并随细胞分裂而复制。研究人员在

恶性胶质瘤 (glioblastoma, GBM) 小鼠模型中尾静脉

注射感染文库 AVV 病毒的 T 细胞，发现了 Pdia3、
Mgat5、Emp1、Lag3、Pde5a、Ccdc80 等基因的富集，

并进一步发现敲除 Pdia3、Mgat5、Emp1 等基因的

CD8+ T 细胞表现出抗肿瘤活性增加、T 细胞激活信

号通路更加灵敏的特征，GBM 小鼠存活时间更长，

为 GBM 疾病治疗提供了新的治疗靶点 [60]。

CD8+ T 细胞在消除细胞内感染和恶性细胞中

起关键作用，而且其分化状态与其在生理和病理条

件下的杀伤作用、增殖和生存密切相关 [61-62]。CD8+ 
T 细胞的免疫功能依赖于由其分化产生的效应 T 细

胞 (effector T cell, TEFF) 和记忆 T 细胞 (memory T cell, 
TMEM) 的功能。在淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒导

致的急性感染小鼠模型中，研究人员通过 CRISPR/
Cas9 体内筛选系统分析了决定 TEFF 和 TMEM 命运的

代谢基因，并关注负向调节 TMEM 应答的基因。研

究发现，氨基酸转运体 Slc7a1 和 Slc38a2 通过部分

调节 mTORC1 信号转导，抑制了 TMEM 分化的幅度；

Pouft1 ( 蛋白 -O- 岩藻糖基转移酶 -1) 和 GDP- 岩藻

糖作为 Notch-Rbpj 信号通路的下游，通过破坏这一

营养信号通路阻断终末效应 T 细胞的分化，但促进

环境依赖的 TEFF 增殖和 TMEM 发育进程 [63]。在心肌

细胞的功能研究中，研究人员开发了基于 CRISPR/
Cas9-AAV9 的体细胞突变平台 (CRISPR/Cas9-AAV9- 
based somatic mutagenesis, CASAAV)，构建了心肌

细胞特异的基因缺失小鼠模型 [64]。利用该技术平台，

研究人员筛选发现 Rnf20 和 Rnf40 是调控心肌细胞

成熟的关键基因，二者形成的复合物参与组蛋白

H2B 第 120 位赖氨酸 (H2BK120) 的单泛素化修饰，

是心肌细胞成熟的必要因素 [65]。

4　CRISPR筛选与其他技术的联合应用

随着科技的不断发展，生命科学领域涌现出众

多新型技术，为解开更多的生物学奥秘带来希望。

近年来，CRISPR 筛选与 DNA 条形码、单细胞测

序等技术联合应用，为揭开更复杂、精细的细胞命

运调控机制提供了平台。

生物学过程受到基因间相互作用的调控，对单
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个基因的干预难以同时评估两个或多个基因组合的

功能。2016 年，研究人员开发了大规模组合遗传学

(combinatorial genetics en masse, CombiGEM) 技术，

将 CRISPR-Cas9 系统和条形码组合基因库相结合，

在人类细胞模型中以快速、高通量的方式鉴定复杂

基因组合的功能。研究人员构建了包含条形码的双

sgRNA 组合文库，在人卵巢癌细胞中筛选抑制细胞

生长的基因对，发现靶向 KDM4C/BRD4 和 KDM6B/ 
BRD4 等多个基因对在抑制卵巢癌细胞生长中发

挥协同作用 [66]。进一步，研究人员设计了包含多个

启动子和 sgRNA 的组合载体，开发了 CombiGEM-
CRISPR v2.0，可同时识别三个基因协同的治疗靶

点组合 [67]。研究人员在肝癌细胞中同时敲除多个

药物靶基因，评估不同的肝癌治疗药物组合的治

疗效果，发现血管舒张药物 Ifenprodil 和肝癌药物

Sorafenib 可联合应用于肝细胞癌的治疗 [68]。

高通量 RNA 测序改变了生物学领域研究，然

而 RNA 测序通常是批量进行的，代表所有细胞的

基因表达模式的平均值，掩盖了细胞之间的差异性。

单细胞RNA测序 (single cell RNA-sequencing, scRNA-
seq) 通过分离单细胞、使用条形码标记每个细胞的

转录本，从单细胞水平评估细胞群和生物系统的特

性。基于单细胞的 CRISPR 筛选技术可在单细胞水

平深度追踪基因扰动的影响，目前主要有 CRISP-
seq、Perturb-seq、CROP-seq 和 Mosaic-seq 技术。CRISP- 
seq 技术通过 UGI (unique guide index) 标记 sgRNA，

从 scRNA-seq 数据中识别出 sgRNA 信息，从而在

单细胞层面分析单基因干扰引起的转录组变化
[69]。

Perturb-seq 技术利用条形码 (guide barcode, GBC) 识
别单细胞中的 sgRNA，通过生信分析将单个细胞和

GBC 相匹配。研究人员已利用该技术绘制调节骨髓

细胞分化及其对病原体反应的分子网络 [70]，并系统

分析了诱导未折叠蛋白反应 (unfolded protein response, 
UPR) 的信号通路 [71]。CROP-seq 技术基于液滴捕获

技术，在 sgRNA 整合基因组的同时，复制一个可

转录出携带多聚腺苷酸 (poly (A)) 尾的拷贝，并由

单细胞转录组测序捕获 [72]。Direct-capture Perturb-
seq 技术：在 RNA 测序时的逆转录过程中，将

mRNA 序列的条形码扩展到非聚腺苷酸化 sgRNA
的 3′ 或 5′ 端，可从单个细胞中检测到多个不同的

sgRNA 序列，提高了单细胞 CRISPR 筛选的准确性

和灵活性 [73]。Mosaic-seq 技术：将 CRISPRi 和高通

量 scRNA-seq 结合，通过载体中携带的条形码指示

增强子和细胞基因表达之间的关系，在单细胞水平

探究基因调控元件的功能 [74]。

单细胞 CRISPR 筛选能够全面、高通量地解析

基因扰动引起的分子与表型变化的联系，然而在该

过程中组织被解离、均质化，无法评估基因扰动引

起的细胞外效应，如临近细胞补偿、分泌因子对细

胞命运和基因表达的影响。近期，研究人员将蛋白

质条形码 (Pro-Code)、CRISPR 筛选和单细胞测序

相结合，开发出 Perturb-map 技术，利用 Pro-Code
系统标记表达不同 sgRNA 的细胞，实现了体内空

间功能基因组学研究。在小鼠肺癌模型中，平行敲

除 35 个免疫细胞互作因子相关基因，同时评估每

个基因敲除后如何影响肿瘤生长、组织病理和免疫

组成。结合空间转录组学数据发现，在 Tgfbr2 基因

敲除的肿瘤中，肿瘤微环境 (TME) 被转化为纤维黏

液状态，T 细胞被排除在外，TGFβ 表达增加，同

时 TGFβ 介导的成纤维细胞激活通路上调，表明癌

细胞上 TGFβ 受体的丧失增加了 TGFβ 的生物利用

率及其对 TME 的免疫抑制作用
[75]。Perturb-Map 技

术可在细胞分辨率下保留空间结构，规模化分析细

胞表型与细胞通讯、细胞微环境等外界因素的紧密

联系。

表观遗传学主要研究非 DNA 序列变化产生的

可遗传的基因表达变化，包括 DNA/RNA 甲基化、

组蛋白修饰、非编码 RNA 调控、染色质三维结构

改变等。dCas9 融合表观遗传效应因子 (epigenetic 
effectors, EEs)，在特定基因位点进行表观遗传修

饰 [15]。未来，结合表观研究技术与 CRISPR 筛选，

从表观遗传角度解析基因表达调控将成为可能。研

究人员开发出 Perturb-ATAC (perturbation-indexed single-
cell ATAC-seq) 技术，将单细胞染色质开放性测序

(single-cell assay for transposase-accessible chromatin 
using sequencing, scATAC-seq)与CRISPR筛选结合，

以单细胞分辨率绘制基因 - 染色质易近性图谱，并

在人 B 淋巴细胞中鉴定出转录因子 (EBF1、IRF8、
NFKB1、RELA 和 SPI1)、染色质修饰因子 (BRG1、
DNMT3A、EZH2 和 TET2) 和非编码 RNA (7SK、EBER1
和 EBER2) 通过改变染色质开放程度影响 B 细胞的

发育和功能 [76]。未来，借助 dCas9-EEs 筛选调控基

因表达的特定修饰位点，对于深度理解基因调控机

制具有重要意义。

5　总结与展望

CRISPR 筛选凭借其高通量、精准、高效、高

适用性等特点已被广泛应用于衰老、肿瘤等诸多生
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物学领域，为功能基因组学和结构基因组学研究提

供了新策略。虽然 CRISPR/Cas9 基因编辑技术具有

许多优势，但仍然存在脱靶效应、刺激免疫反应等

缺陷。因此，针对 CRISPR 筛选产生的候选基因必

须以严谨的态度进行评估，综合考虑多种实验方法

的验证和数据支持，避免技术缺陷导致的假阳性。

随着对疾病发病机制的理解进一步加深，靶向

基因治疗正在被应用于多种疾病，CRISPR 筛选在

发现关键致病基因、鉴定高效靶向药物方面将发挥

重要作用。另外，全球人口老龄化现象日益严重，

衰老相关疾病患病率日益增加。利用 CRISPR 筛选

技术进一步鉴定衰老调控基因对深层次理解衰老、

绘制衰老基因调控网络、预防衰老相关疾病 ( 如新

冠肺炎病毒感染 )、提升老年人生活质量具有重要

的科学和社会意义。目前，CRISPR 筛选已经为研

究各种生物学过程提供了极大帮助；未来，CRISPR
筛选与 AVV 病毒、单细胞测序、表观基因组测序

等技术相结合，将在生物学机制探索、个体化疾病

治疗等方面展现出更广阔的发展和应用空间。
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