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新型靶向基因组编辑技术研究进展

杨发誉　葛香连　谷　峰
（温州医科大学眼视光学院 眼视光学和视觉科学国家重点实验室培育基地 卫生部视觉科学研究重点实验室　温州　３２５０００）

摘要　传统的靶向基因组编辑技术改造基因效率非常低，严重制约了基础研究和临床应用。因
此，新的靶向基因组编辑工具的研究显得非常重要，以此来提高基因原位修复、定点整合及高通

量基因敲除的效率。主要论述了近年来发现的新型靶向基因组编辑技术即锌指核酸酶（ＺＦＮ）、转
录激活子样效应因子核酸酶（ＴＡＬＥＮｓ）、规律成簇间隔短回文重复（ＣＲＩＳＰＲ）／Ｃａｓ系统。从它们
的发现、结构和研究进展及应用前景等方面进行了总结；通过比较三者的优缺点，发现规律成簇

间隔短回文重复（ＣＲＩＳＰＲｓ）具有明显的优点。
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　　靶向基因组编辑技术是指通过定点改造基因组

ＤＮＡ来改变基因组中的特定基因，从而定点修复致病

基因 （ｇｅｎｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ）［１］，同样的策略可以实现定点（ｉｎ

ｓｉｔｕ）插入一个基因或 ＤＮＡ元件（ｋｎｏｃｋｉｎ）［２３］，同时该

技术也可将正常基因进行基因敲除 （ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ）

来研究其在体内的功能。早期的技术主要依赖于基因

同源重组（基因打靶，ｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ）及体细胞核移植技

术来完成对特定基因的改造及个体的发育。在这一时

期的重大进展包括：Ｒｅｃｏｍｂｉｎｅｅｒｉｎｇ［４］，ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ

ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ［５］，ＡＡＶｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅｔａｒｇｅｔ［６］的突破，

是靶向技术上的一大变革，但这些方法总体而言存在

效率低，技术要求高而且成本高的缺点，严重制约了基

础研究和临床应用。近年来，新的靶向基因组编辑工

具不断被发现，其中包括锌指核酸酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒ

ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮ）、转录激活子样效应因子核酸酶

［ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅ（ＴＡＬ）ｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，

ＴＡＬＥＮｓ］和最新发现的规律成簇间隔短回文重复

（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ，

ＣＲＩＳＰＲｓ）／Ｃａｓ系统。这些新技术的应用，大大提高了

基因定点编辑效率，使高通量的靶向基因编辑成为可

能，这些为靶向基因组编辑提供了更为广阔的平台。

１　新型靶向基因编辑技术简介

１．１　锌指核酸酶（ＺＦＮ）

　　早在１９８３年锌指结构首次在研究非洲爪蟾转录

因子中被发现，它是由多个半胱氨酸和（或）组氨酸与

锌离子螯合组成四面体结构［７］。而锌指核酸酶（ＺＦＮ）

是人工设计的并具有锌指结构的蛋白质，由一个 ＤＮＡ

识别结构域和一个非特异性核酸内切酶的剪切结构域

融合而成。其Ｎ末端为锌指蛋白ＤＮＡ结合域，由一系

列Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２锌指蛋白串联组成，每个锌指蛋白识别并

结合一个特异的三联体碱基。Ｃ末端为非特异性核酸

酶 Ｆｏｋ Ｉ剪 切 结 构 域，Ｆｏｋ Ｉ是 海 床 黄 杆 菌

（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｏｋｅａｎｏｋｏｉｔｅｓ）表达的一种限制性内切

酶，只有当两个单体形成二聚体时才具有活性［８］。

　　目前锌指核酸酶技术已经成功应用于很多物种的

遗传研究，例如拟南芥、烟草、线虫、斑马鱼、非洲爪蟾、

果蝇、大鼠、小鼠 、猪、人、黑麦金斑蝶［９］等。通过使用
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ＺＦＮ来编辑非模式生物———黑麦金斑蝶的基因组，这
为剖析其多种生物过程的分子机制奠定了基础［９］。

１．２　转录激活子样效应因子核酸酶（ＴＡＬＥＮ）
　　ＴＡＬＥ蛋白家族来自一类特殊的植物病原体，即黄
单胞杆菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｓｐ．），是一种天然蛋白质。它
是由黄单胞杆菌通过 ＩＩＩ型分泌系统注入到宿主细胞
内的一类蛋白效应子［１０］。早在１９８９年，Ｂｏｎａｓ等［１１］就

从 辣 椒 斑 点 病 细 菌 Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．
ｖｅｓｉｃａｔｏｒｉａ（ｘｃｖ）中发现了 ＴＡＬＥ蛋白家族的第一个成
员ＡｖｒＢｓ３。ＴＡＬＥ蛋白包括三个组成部分，第一个组成
部分来自于天然ＴＡＬＥ蛋白，其Ｎ端含有ＩＩＩ型分泌系

统所需的分泌和易位信号，即易位结构域；第二部分是

ＤＮＡ结合结构域，是一段由１．５～３３．５不等的 ＴＡＬＥ
单元组成的重复氨基酸序列，每个单元又由３４个氨基
酸组成，其中３２个氨基酸是高度保守的，只有第１２位

和１３位氨基酸是可以变化的，能够特异地结合一个碱
基序列，因此这两个氨基酸又被称为重复变异双残基

（ｒｅｐｅａｔｖａｒｉａｎｔｄｉｒｅｓｉｄｕｅ，ＲＶＤ），最后的０．５个单元只

含有前面的２０个氨基酸；第三部分位于天然 ＴＡＬＥ蛋
白的Ｃ端，含有一个核定位信号（ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ
ｓｉｇｎａｌｓ，ＮＬＳ）和转录激活域（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｄｏｍａｉｎ），此部分能帮助 ＴＡＬＥ蛋白从细胞质进入细胞
核同时发挥转录激活作用［１１１３］。此后科学家发现，

ＴＡＬＥ蛋白的核酸结合域的氨基酸序列与其靶位点的

核酸序列有恒定的对应关系。因此，利用ＴＡＬＥ的序列
模块，可组装成特异结合任意 ＤＮＡ序列的模块化蛋
白，仿照ＺＦＮ的模式，把 ＴＡＬＥ中的转录激活结构域

（ＡＤ）替换成核酸内切酶的切割结构域，构建成 ＴＡＬＥ
核酸酶，对基因组的特定靶位点进行定向切割，从而达

到靶向编辑内源性基因的目的［１４］。

　　作为一种新兴的基因组定点编辑工具，ＴＡＬＥＮ技
术正受到越来越多的关注。自２００９年起，基于 ＴＡＬＥ

结构的人工核酸内切酶已经成功地应用于包括芽殖酵

母、果蝇、斑马鱼、线虫、小鼠［１５］、水稻、蟋蟀、家蚕、非洲

爪蟾、猪、牛和拟南芥在内的多个物种的遗传研究，以

及体外培养的哺乳动物细胞，包括胚胎干细胞（ＥＳ）［１６］

和诱导性多能干细胞（ｉＰＳ）［１７］。值得一提的是，在哺

乳动物的遗传操作中，Ｙ染色体一直被认为是操作的
禁区，没有成功改动过，Ｗａｎｇ等［１８］成功利用 ＴＡＬＥＮ
技术做到了这一点。随着研究的不断推进，ＴＡＬＥ核
酸酶（即 ＴＡＬＥＮ）已成为 ＴＡＬＥ应用中最引人注目的

研究。

１．３　规律成簇间隔短回文重复（ＣＲＩＳＰＲ）／Ｃａｓ核酸酶

　　ＣＲＩＳＰＲ重复结构最早于 １９８７年在大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）Ｋ１２的 ｉａｐ基因侧翼序列中被发
现［１９］。２０００年，Ｍｏｊｉｃａ等［２０］提出把 ＣＲＩＳＰＲ作为重复
序列家族的一类成员，并将其命名为 ＳｈｏｒｔＲｅｇｕｌａｒｌｙ
ＳｐａｃｅｄＲｅｐｅａｔｓ（ＳＲＳＲｓ）。２００２年，Ｊａｎｓｅｎ等［２１］最终将

该类重复序列命名为 Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ
ｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ（ＣＲＩＳＰＲ），以反映该类重复序
列的结构特点。ＣＲＩＳＰＲ基因结构的主体通常由高度
保守的同向重复序列（ｒｅｐｅａｔ）与间隔序列（ｓｐａｃｅｒ）构成

的多段ＲＳ结构组成，称为基因座（ＣＲＩＳＰＲｌｏｃｕｓ）。其
中重复序列的长度一般为２１～４８ｂｐ，由于具有回文
序列，可以形成发卡结构；重复序列之间的间隔序列一

般为２６ ～７２ｂｐ，而间隔序列长度与细菌种类和
ＣＲＩＳＰＲ位点有关。在基因座之前，是前导序列

（ｌｅａｄｅｒ）与 一 系 列 的 ＣＲＩＳＰＲ相 关 蛋 白 基 因 座
（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄ），即 Ｃａｓ蛋白基因。总之，由 Ｃａｓ
蛋白基因、前导序列和基因座共同构成了ＣＲＩＳＰＲ基因
序列。ＣＲＩＳＰＲ基因座与其相关基因能够针对噬菌体

感染质粒接合和转化所造成的基因导入而形成特异性

的防御机制，为原核生物提供对抗噬菌体等外源基因

的获得性免疫能力，被称为 ＣＲＩＳＰＲ干扰（ＣＲＩＳＰＲ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ，ＣＲＩＳＰＲｉ）［２２２４］，这种结构的作用机理可能
与真核生物的ＲＮＡ干扰过程类似［２５］。

　　２０１３年初，来自麻省理工学院和哈佛大学的研究
团队利用产脓链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓ）和嗜热链
球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｅｓ）中的 ＣＲＩＳＰＲ酶和

ＲＮＡ，在小鼠和人类细胞的 ＤＮＡ上进行了插入、切割、
修复和编辑［２６］。这一突破性的研究，谱写了新型靶向

基因组编辑技术新篇章。研究者认为 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系
统由一个可诱导的Ｃａｓ９蛋白和一个人工设计的ｓｇＲＮＡ
发夹复合体组成。后者由三个结构域组成，分别是一

个长２０ｎｔ的与 ＤＮＡ特异性结合的互补区域、一个长
４２ｎｔ的与Ｃａｓ９蛋白结合的发夹结构域和一个长４０ｎｔ

来源于脓链球菌的转录终止子。在 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
的设计中，要特别注意 ＰＡＭ的原则问题，人工设计的
ｓｇＲＮＡ链对应的ＤＮＡ链的一边需为 ＮＧＧ序列。有催
化活性的Ｃａｓ９蛋白在ＮＧＧ前完成切割，这为其介导的
基因组编辑提供了基础［２７］（图 １）。为了使 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统起到基因调控的功能而非基因编辑功能的目
的，研究者使用无催化活性的 Ｃａｓ９蛋白，用于 ＲＮＡ指

导的转录调控。任何基因的转录都能通过改造的 Ｃａｓ９

９９
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蛋白系统来调控利用被修饰的缺少内切酶活性的 Ｃａｓ９

蛋白，研究人员建立了一个 ＲＮＡ指导 ＤＮＡ识别平台。

变异的Ｃａｓ９蛋白和一个由２０ｂｐ互补碱基区域构成的

ｓｇＲＮＡ的共表达能特异性沉默目的基因而没有脱靶现

象。反之，如果使用有催化活性的 Ｃａｓ９蛋白作为复合

体一部分，将对特定序列产生切割（Ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｓ

ｂｒｅａｋｓ）或者产生缺口（ｎｉｃｋ）［２７］。

图１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统作用模式图

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｄｅｌｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｂｙｔｈｅ

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｓｙｓｔｅｍ

　　近期研究人员采用Ｃａｓ９蛋白的突变体Ｃａｓ９切口酶

（Ｃａｓ９Ｄ１０Ａｎｉｃｋａｓｅｓ，Ｃａｓ９ｎ），通过形成配对切口（ｄｏｕｂｌｅ

ｎｉｃｋｉｎｇ），来实现切割的目的。Ｃａｓ９切口酶具有仅切割

与ｓｇＲＮＡ互补 ＤＮＡ链的功能，则一对 ｓｇＲＮＡＣａｓ９ｎ复
合体就能共同切割双链，形成配对切口（ｄｏｕｂｌｅｎｉｃｋｉｎｇ）。

在ｓｇＲＮＡＣａｓ９ｎ系统的设计中，应注意一对人工设计的

ｓｇＲＮＡ链对应的ＤＮＡ链的ＰＡＭ５′末端之间的距离问题
（ｓｇＲＮＡｏｆｆｓｅｔ），经研究ｓｇＲＮＡｏｆｆｓｅｔ的最适距离应为±８

ｂｐ，且切割后形成５′黏末端［２８］。Ｃａｓ９切口酶的利用不仅
能降低细胞系５０～１５００倍的脱靶活性，而且提高其基因

编辑的靶向特异性，在未影响靶向切割效率的前提下，方

便小鼠受精卵基因敲除研究。

　　作为一种新型靶向基因编辑技术，目前 ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９技术已经成功地应用于包括果蝇、斑马鱼、小鼠等

多个物种，以及体外培养的哺乳动物细胞（包括人类细

胞）［２９］。Ｒｕｄｏｌｆ等［３０］采用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术一次性成

功构建了同时携带多个基因突变的小鼠。ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术构建基因敲除小鼠的效率非常高，且可绕开

胚胎干细胞操作过程。现在可以在三到四个星期内生

产一只携带５个突变的小鼠，而传统的技术要达到这

一目标需要花费３到４年。并且这一技术相当简单，甚
至可能比传统方法还要简便［３０］，这是 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术首次用于哺乳动物的基因操作。之后来自中科院上

海生命科学研究院和荷兰Ｈｕｂｒｅｃｈｔ研究所的两个独立

研究小组证实，可以利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术在小鼠和

人类干细胞中改写遗传缺陷，有效地治疗疾病［３１３２］。

２　三种新型靶向基因组编辑技术的优缺点

　　ＺＦＮ和ＴＡＬＥＮ都属于嵌合体核酸酶，它们由 ＤＮＡ

结合域（由模块组成）和 ＤＮＡ切割酶构成。ＺＦＮ和

ＴＡＬＥＮ能通过诱导特殊基因组位点ＤＮＡ断裂刺激易错

非同源末端连接或同源重组修复来进行大规模的基因改

造（图２）。ＴＡＬＥＮ既能够像ＺＦＮ一样精确地编辑复杂

的基因组，又有比ＺＦＮ更容易设计的优点，这对于遗传

学的基础理论和临床应用研究来说，无疑都是一个重大

的飞跃。由于在ＴＡＬＥＮ组装技术和模式动物应用上的

突破，ＴＡＬＥ介导的基因组编辑技术在２０１２年被Ｎａｔｕｒｅ

Ｍｅｔｈｏｄｓ杂志评选为２０１１年度最受瞩目和最有影响力的

年度生命科学技术［３３］；同样在２０１２年也被Ｓｃｉｅｎｃｅ杂志

评为２０１２年度十大科学进展之一。在评述中，ＴＡＬＥＮ

被称为基因组的“巡航导弹”，还预测 ＴＡＬＥＮ技术将成

为所有分子生物学实验室都要掌握的基本实验技能［３４］。

较之ＺＦＮｓ，ＴＡＬＥＮ技术有如下优势：第一，ＴＡＬＥＮ筛选

更为简便，不需要复杂的筛选过程，同时只需要简单的分

子克隆技术就可以在实验室制造出高效的 ＴＡＬＥＮ；第

二，ＴＡＬＥＮ特异识别ＤＮＡ序列的能力更强；第三，由于

ＴＡＬＥＮ结合ＤＮＡ序列更为严格，因此特异性更强，相应

的效率也高。但是目前ＴＡＬＥＮ技术也存在一些问题，需

进一步去研究解决，主要包括以下几个方面：首先，识别

２０个碱基序列的ＴＡＬＥＮ蛋白，设计时可能含有一千多

个氨基酸，因而可能会引起机体的免疫反应，这将降低

ＴＡＬＥＮ在细胞中的作用；其次，ＴＡＬＥＮ也存在脱靶的问

题，这将导致其效率降低；此外，目前ＴＡＬＥＮ技术的应用

主要集中在基因敲除方面，该技术是否适合大片段的基

因插入还需进一步研究［３５］。

图２　ＺＦＮｓ／ＴＡＬＥＮ作用模式图

Ｆｉｇ．２　ＭｏｄｅｌｆｏｒｔｈｅＺＦＮｓ／ＴＡＬＥＮ
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２０１４，３４（２） 杨发誉 等：新型靶向基因组编辑技术研究进展

　　基于最新研究成果ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术比锌指核酸

酶 （ＺＦＮｓ）和 转 录 激 活 因 子 样 效 应 物 核 酸 酶

（ＴＡＬＥＮＳ），具有更大的优势，ＣＲＩＳＰＲ更易于操作，也

具有更强的扩展性。ＣＲＩＳＰＲ还可以同时针对同一细

胞中的多个位点进行研究［２７］，Ｒｕｄｏｌｆ等［３０］利 用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术一次性构建多突变转基因鼠，这对

于ＺＦＮｓ和ＴＡＬＥＮＳ两项技术而言是难以实现的。这

种功能在针对多基因关联突变而引起的疾病研究中将

发挥重要作用，这类疾病通常是由于多个基因发生突

变后共同作用而引发的。为了进一步比较 ＴＡＬＥＮｓ和

ＣＲＩＳＰＲｓ的相对作用效率，研究人员利用同一平台验证

这两种方法，对同一ｈＰＳＣ细胞系的同一基因组位点进

行了分析，结果表明 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方法的效率更高。

ＴＡＬＥＮｓ对一个等位基因产生克隆的效率是 ０％ ～

３４％，而ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方法的效率则为５１％ ～７９％，

并且后者还能较容易地生成纯合子突变克隆（总克隆

的７％ ～２５％）。此外这种方法也比 ＴＡＬＥＮｓ方法敲

入克隆的比例高出近十倍［３５］。研究人员推测ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９的这种突出性能是由 Ｃａｓ９蛋白能更高量表达所

致，在ｈＰＳＣｓ中的耐受性也比ＴＡＬＥＮｓ更好。

　　此外，在目前的模式动物生产技术中，胚胎干细胞

是一个绕不开的过程。而ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术则无需胚

胎干细胞，因此遗传学研究可能将不再局限于有限数

量的模式生物了，这打破了模式生物的定义。现在，任

何可以进行胚胎操作的动物都可以成为基因组工程的

研究目标。由于许多动物的基因组已经完成测序，因

此，利用这一技术我们可以在更多的物种中进行高效

的遗传操作。但是 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９也存在一些缺点，其

中尤其值得注意的是三点：首先 Ｇ（Ｎ）１９ＮＧＧ的要求

有时会出现限制性；其次 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方法的脱靶率

还有待进一步确定［３６］；最后 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方法会在预

期靶点以外的位点上生成多余的ＤＮＡ突变［２９］。

　　通过对三种新型靶向基因编辑技术的比较，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术的优越性是显而易见的，它的操作

更简便，应用范围更广，靶向效率更高，而且可以在同

一细胞中同时进行多个靶位点的操作。更有可能打破

传统模式生物的定义，这将使遗传学研究不再局限于

有限数量的模式生物了。此外，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术还

可以进行基因沉默等方面的操作（比如使 Ｃａｓ９蛋白失

活），或者赋予Ｃａｓ９蛋白更多新的功能（比如使其具有

转录因子样的转录活性等）。

３　新型靶向基因编辑技术应用前景

　　目前，锌指核酸酶（ＺＦＮ）已成功应用于源自病人

的诱导多能干细胞（ｉＰＳ），来遗传修复帕金森综合症相

关的突变基因ＳＮＣＡ［３７］。而类转录激活因子效应物核

酸酶（ＴＡＬＥＮ）自２０１０年底开始成功应用于基因打靶，

很快成为一种比锌指核酸酶（ＺＦＮ）更容易设计、特异

性更高和毒性更低的人工核酸内切酶。虽然所有的位

点特异性核酸酶在当前的应用都被限制在体细胞中，

但在干细胞中的研究正在不断进步，包括诱导多能干

细胞（ｉＰＳ）的生产和操作，这些进展将最终开辟出无数

基因治疗的新方向，包括源于自体干细胞移植的疗

法［３８］。

　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术自２０１３年初开始成功应用以

来，短短一年时间已应用于许多生物的研究，其在基因

编辑中的优越性显而易见。但要实现 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术的广泛应用，在未来需要进一步改进和完善，重点应

该是解决脱靶和引起多余突变的问题，建立完善的

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９信息平台，使其更有利于在哺乳动物细

胞中发挥作用。可以预见，ＺＦＮ／ＴＡＬＥＮ和 ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９技术的发展将大大加快基因操作相关领域的研究

步伐，尤其是ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术的发展及应用，这些将

为基因治疗和基因功能分析提供强大的工具。目前科

学家已找到了影响 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统精确度的关键因
素［３９］，近期他们又发现采用 Ｃａｓ９切口酶 （Ｃａｓ９

ｎｉｃｋａｓｅ）来诱导双链断裂能提高靶向特异性［２８］；利用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术在小鼠和人类干细胞中纠正遗传缺

陷，有效地治疗疾病［３１３２］；通过构建 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ，研究
人员进行了靶向全基因组范围 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９敲除

（ＧｅＣＫＯ），可以在人类细胞中实现正向和负向的选择

性筛选基因［４０］。这些发现将使该系统在人类细胞中的

应用更安全，更方便为各种人类疾病构建出动物模型，

也为改写遗传缺陷，有效地治疗疾病开辟新篇章。

　　 致 谢 　 本 项 目 受 国 家 科 技 部 ９７３项 目

（２０１３ＣＢ９６７５０２），国家自然科学基金（８１２０１１８１／
Ｈ１８１８），浙江省卫生厅省部共建项目（２０１３３９２７９），温

州医科大学人才启动项目（ＱＴＪ１２０１１）资助，特此

致谢。
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