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摘要 2020年，诺贝尔化学奖授予现就职于德国马普感染生物学研究所的法籍科学家Emmanuelle Charpentier和美国加州大

学伯克利分校的 Jennifer Doudna，表彰她们发明CRISPR基因编辑方法 . 她们揭示了Cas9具有RNA介导的DNA核酸内切酶

活性，可以切断任意DNA双链，产生双链断裂 . 她们指出CRISPR具有在活细胞中修改基因的作用，利用CRISPR-Cas9编

辑工具，可以精确改变细胞中的DNA. 由于简单、高效、廉价等特征，CRISPR已经成为最为流行的基因编辑技术，被称为

基因编辑“魔剪”. 本文介绍了两位诺贝尔化学奖得主的研究成果，概述了CRISPR系统的发现历程，以及CRISPR-Cas9的

功能和应用 .
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2020 年，诺贝尔化学奖授予法国科学家

Emmanuelle Charpentier 和 美 国 科 学 家 Jennifer

Doudna以表彰她们开发CRISPR基因编辑方法的贡

献 . 基因编辑是对基因组指定目标进行修饰的一种

基因工程技术，包括基因敲除、基因插入或替换

等 . 生命的遗传信息保存在DNA中，改变DNA序

列可以改变遗传物质，引起遗传性状的变化 . 此

前，使用DNA重组技术，可以在体外定点剪切和

拼接DNA片段，通过载体向受体细胞转入新的基

因，影响细胞的功能，但DNA重组技术难以在胞

内定点改造基因 . 而基因编辑技术，通过识别和断

裂特定基因位点，引发DNA修复机制，可以在体

内定点突变基因，重写生命代码 .

二十世纪八九十年代，美国科学家Maria Jasin

和 James Haber对DNA修复的多年研究发现，DNA

的双链断裂（DNA double-strand breaks，DSB）可

引发两种修复机制：非同源末端连接 （non-

homologous end joining，NHEJ）和基于同源 DNA

片 段 的 重 组 修 复 （homology-directed repair，

HDR）［1］ . NHEJ通过连接DNA双链断口的两端实

现修复，这一过程中可能会产生核苷酸的插入或删

除 . HDR以与DNA断裂位点两端互补的同源片段

为模板修复双链DNA，通过同源片段的设计可增

删、替换核苷酸或插入新的基因 . 有效的基因编辑

需要靶向目标基因，产生 DNA 双链断裂 . 在

CRISPR-Cas9 发现以前，有 3 种 DNA 结合蛋白应

用于基因编辑：大范围核酸酶（meganulease）、锌

指核酸酶（zinc-finger nucleases，ZFNs）和转录激

活子样效应因子核酸酶（transcription activator-like

effectors nucleases，TALENs） . 三者都是通过蛋白

质与DNA的相互作用识别目标序列，但大范围核

酸酶无法序列特异性识别DNA，ZFNs和TALENs

只能识别特定核酸序列，皆难以广泛应用至各个基

因［2-3］ . 如何精确产生目标位点的DNA断裂成为基

因编辑领域最大的难点 . 而CRISPR-Cas9核酸酶通

过 RNA 与 DNA 的碱基互补配对识别 DNA，在特

定位点切割DNA产生DSB，引导基因编辑，兼具

特异性和广谱性，是最锋利的基因操作工具之一 .

1 CRISPR-Cas系统的发现

成 簇 而 规 律 的 间 隔 短 回 文 重 复 序 列
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（clustered regularly interspaced short palindromic

repeats，CRISPRs）最早于1987年被日本科学家报

道［4］ . 当时，他们对大肠杆菌的碱性磷酸酶相关基

因 iap以及两侧DNA测序，发现在该基因上游有一

段间隔重复序列，由多个 29个核苷酸的重复序列

与 32个核苷酸的间隔序列成簇排列而成，彼时这

些序列的生物学功能并不清楚 . 这种类型的序列引

起了西班牙科学家 Francisco Mojica 的注意，他在

地中海富盐菌中发现成簇排列的重复片段［5］ . 经过

多年生物信息学分析，他发现在已发表的基因组中

高于 40% 的细菌基因组和高于 90% 的古菌基因组

都有类似的片段［6］ . 2002年，Mojica和Leo Schouls

依据序列特征正式将之命名为 CRISPR［7］ . Leo

Schouls等还在CRISPR基因附近发现与CRISPR相

关的编码基因（CRISPR associated，cas），他们将

这些基因编码的蛋白质命名为Cas蛋白（图1） .

更多的基因组测序结果和生物信息学分析表明

超 过 90% 的 古 细 菌 和 约 50% 的 细 菌 中 都 有

CRISPR-Cas系统 . 典型的CRISPR序列是由一段引

导序列 （leader） 开始，引导序列中含有转录

CRISPR序列所需的启动子 . 在引导序列之后是多

个高度重复序列（repeat）和将这些重复序列隔开

的长短不一的间隔序列（spacer）（图 2） . CRISPR

序列中 repeat序列具有种属特异性，而 spacer序列

与某些病毒或质粒的序列同源［17-18］，表明这些

spacer序列可能来自外源入侵的核酸 .

Fig. 1 Timeline of CRISPR-Cas research
图1 CRISPR-Cas领域关键研究成果

Fig. 2 The diagram of CRISPR-Cas genome
图2 经典的CRISPR-Cas系统基因序列示意图
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2 CRISPR是原核生物体内的获得性免疫

系统

与外源核酸同源的间隔序列的发现引发科学家

们的猜想：CRISPR-Cas可能是一种通过RNA抵御

噬菌体或其他外源核酸入侵的免疫系统 . 为了验证

这一观点，Philippe Horvath 等［8］将病毒基因信息

编辑到嗜热链球菌CRISPR间隔序列中，发现含有

病毒基因信息的细菌可以特异性地免疫相应病毒，

证明CRISPR-Cas是原核生物体内的一种获得性免

疫系统 .

CRISPR-Cas系统作为目前原核生物中唯一已

知的获得性免疫系统，激发了广大科学家尤其是

RNA领域科学家的兴趣 . 科学家对CRISPR系统的

研究发现，Cas蛋白与CRISPR基因转录和加工的

产物CRISPR RNA（crRNA）结合，形成蛋白质与

RNA 的复合物，靶向与 crRNA 互补的 DNA 或

RNA［9-10，19］，实现对外源核酸的干扰 . CRISPR-Cas

系统抵抗噬菌体或质粒入侵的过程分为 3个阶段：

a. 获取阶段，在这个阶段CRISPR-Cas系统中普遍

存在的 Cas1 和 Cas2 蛋白从外源核酸中选择一段

DNA，将其整合到CRISPR位点中的第一个重复序

列后，形成新的间隔序列，从而记录曾经入侵的外

源核酸信息［20］；b. 表达阶段，CRISPR基因被转录

为前体 crRNA（pre-crRNA），Cas蛋白或其他RNA

酶识别重复序列部分并切割pre-crRNA产生成熟的

crRNA；c. 干扰阶段，Cas蛋白结合 crRNA组装成

效应复合物，通过 crRNA 互补配对的方式识别外

源核酸，切割或招募其他 Cas 核酸酶切割目的核

酸，从而抵御外源核酸入侵 .

3 CRISPR-Cas系统的分类

CRISPR-Cas 系统极具多样性，科学家根据

Cas 蛋白的种类对 CRISPR-Cas 系统进行分类 . 在

2011 年，CRISPR-Cas 系统被分为 Ⅰ 、Ⅱ 与Ⅲ型；

随着更多系统被发现，CRISPR-Cas系统被重新分

为2大类：Class 1与Class 2. 每一大类进一步分为3

种类型， 每一种类型又分为多种亚型［21］ . 第一类

CRISPR-Cas系统（Class 1）包括 Ⅰ 型、Ⅲ型和Ⅳ

型系统，而第二类CRISPR-Cas系统（Class 2）包

括 Ⅱ 型、Ⅴ 型和Ⅵ型 . 不同类型CRISPR-Cas系统

对间隔序列的获取过程相对保守，但其干扰阶段识

别和降解入侵核酸的机理不同［21］ . 第一类CRISPR-

Cas系统在干扰阶段使用大的、多亚基效应复合物

对外源核酸进行监测和切割；而第二类 CRISPR-

Cas 系统主要通过单个效应蛋白 （Cas9、Cas12、

Cas13）实现对外源核酸的降解 .

不同类型的 CRISPR-Cas 系统具有不同的

特征蛋白质 . 第一类 Ⅰ 型系统包含由多个Cas蛋白

与 crRNA 组成的 Cascade 复合物，在识别目的

DNA后招募Cas3核酸酶对入侵核酸进行降解 . Ⅲ

型 CRISPR 系统在干扰阶段组装 Csm 或 Cmr 复合

物，序列特异性识别和切割外源RNA，外源RNA

的结合进一步激活效应复合物中的最大亚基Cas10

非特异性切割单链DNA以及合成 cOA （第二信使

环状寡聚核苷酸）的两种酶活性，cOA 激活下游

的Csx1或Csm6 RNA酶，非特异性切割胞内RNA.

Ⅳ型 CRISPR-Cas 系统的免疫机制尚不清楚 . 第二

类Ⅱ 型系统的特征蛋白是 Cas9，Cas9 可在两种

RNA介导下切割DNA. Ⅴ 型系统表达Cas12家族蛋

白，与 RNA 组装成二元复合物，识别和切割

DNA. Ⅵ型 CRISPR-Cas 系统含 Cas13 家族蛋白，

Cas13 与 crRNA 形成复合物识别 RNA，并在 RNA

底物的激活下非特异性切割单链RNA.

4 Ⅱ型CRISPR-Cas9的发现

Ⅱ 型 CRISPR-Cas 系统是第二大类的典型代

表，其效应蛋白是 Cas9 核酸酶 . 早在 2005 年，

Cas9的基因通过生物信息学手段被鉴定出来，最

开始称为Csn1或Cas5［22］ . 由于其具有核酸酶样结

构域，研究人员推测 Cas9 可能有核酸酶的活性 .

2007 年，研究人员利用噬菌体侵染嗜热链球菌

（Streptococcus thermophiles，Sth），发现敲除 cas9

基因后细菌丧失了防御噬菌体的功能，证明Cas9

参与了CRISPR介导的干扰过程［8］ .

2010年，加拿大科学家Sylvain Moineau等［23］

用病毒侵染或质粒转化含Ⅱ-A型CRISPR系统的嗜

热链球菌，对病毒基因组或质粒进行分析，发现转

染后的 DNA 都产生了固定长度的断口，意味着

Ⅱ-A型CRISPR系统可以切割双链DNA产生双链断

裂 . 嗜热链球菌的CRISPR系统也引起了立陶宛科

学家 Virginijus Siksnys 的注意 . Siksnys 团队［24］将

含有嗜热链球菌Ⅱ-A型CRISPR位点的质粒转化到

大肠杆菌中，该CRISPR间隔片段序列与相应的噬

菌体或质粒的相同，转化后的大肠杆菌获得了免疫

相应噬菌体或质粒的能力，这证明CRISPR系统可

以在外源细菌中重建 . 他们随后在大肠杆菌中共表

达了SthCas9与RNA，并纯化得到了SthCas9-RNA复
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合物，发现该复合物可在特定位点切割与 crRNA

互补的 dsDNA. 他们还发现CRISPR-Cas9结合和切

割 DNA 需 要 识 别 外 源 DNA 原 型 间 隔 序 列

（protospacer） 附近的特征 PAM 序列 （protospacer

adjacent motif），例如 SthCas9 识别 5′-TGGTG-3′

PAM序列［25］ . 这些研究成果是CRISPR领域内的重

要突破，也为CRISPR-Cas9作为基因编辑工具提供

了重要依据 .

同一时期，Charpentier 和 Doudna 对酿脓链球

菌（Streptococcus pyogenes，Spy）CRISPR-Cas9进

行了研究 . Charpentier 团队通过 pre-crRNA 切割实

验，发现 Ⅱ -A型CRISPR-Cas系统 pre-crRNA的重

复序列区域与 tracrRNA （trans-activating CRISPR

RNA）互补，两种RNA都与Cas9蛋白结合，介导

RNA 水解酶（RNase）Ⅲ对 pre-crRNA 的加工［11］ .

她们在大肠杆菌中表达 SpyCas9，并成功纯化

Cas9，通过体外实验验证了 CRISPR-Cas9 依赖于

crRNA与 tracrRNA，识别和切割外源核酸的机制，

表明Cas9可作为基因编辑工具改写基因信息 . 这一

发现开启了分子生物学的新篇章［12］ .

Cas9是所有Ⅱ 型CRISPR-Cas系统的特征性蛋

白，是一种大型多结构域和多功能的DNA核酸内

切酶 . 根据所包含 cas基因的不同，Ⅱ 型系统分为

Ⅱ-A，Ⅱ-B和Ⅱ-C 3种亚型［21］ . SthCas9和SpyCas9都

属于Ⅱ-A型系统效应复合物 . 不同物种来源的Cas9

识别的PAM序列不同，且对crRNA-DNA错配的容

忍度和 DNA 酶切活性都有差异，这些差异为

CRISPR-Cas9 的应用提供了不同的选项 . 对多种

Cas9 的研究大大扩展了 CRISPR-Cas9 基因编辑

工具包：Ⅱ-A 型 SpyCas9、SthCas9、SauCas9 等；

Ⅱ -B 型 FnCas9 等 ； Ⅱ -C 型 NmeCas9、 CjeCas9、

GeoCas9、HpaCas9等 .

5 CRISPR-Cas9实现基因编辑功能的分子

机制

2012 年，Charpentier 与 Doudna 团队首次在体

外组装具有基因编辑功能的Cas9，并鉴定Cas9可

在 RNA 的介导下定点切割 dsDNA. 她们发现

SpyCas9 发挥免疫活性需要 crRNA 和 tracrRNA.

Cas9与 crRNA和 tracrRNA结合，组装成效应复合

物切割DNA. 在Charpentier团队发现 tracrRNA的基

础上，Charpentier 与 Doudna 设计了一系列不同长

度的 crRNA 和 tracrRNA，比较这些 RNA 对 DNA

切割活性的影响，不仅发现必须同时存在两种

RNA，Cas9才能发挥切割活性，而且维持Cas9切

割最高活性，至少需要 42个核苷酸长度的 crRNA

和 96 个核苷酸长度的 tracrRNA，其中 crRNA 含

20 nt 来源于间隔区的序列和 22 nt 重复区序列 . 在

此基础上，她们连接 crRNA 3′端和 tracrRNA 5′端，

组成一条嵌合的 sgRNA 链 （single-guide RNA），

发现Cas9-sgRNA对DNA的切割活性并没有减弱 .

这一发现对设计向导RNA具有非常重要的指导作

用，并且极大地增强了Cas9作为基因组编辑工具

的可操作性 .

Cas9-sgRNA 通过互补配对识别靶 dsDNA，

crRNA与 dsDNA TS链（target strand）互补配对是

切割DNA的必要条件，错配会降低Cas9切割DNA

的活性 . crRNA 含与 dsDNA 互补的 20 nt spacer 区

域，其中 crRNA spacer 1~10 位核苷酸的错配对活

性影响很大，被定义为“种子区域”. SpyCas9-

sgRNA 二元复合物结构中 crRNA 的“种子区域”

发生预排序，使靶标 dsDNA的结合在热力学上变

得有利 . 比较不同状态Cas9的结构，研究人员发现

“种子区域”对于 R-loop 的形成至关重要［26-28］ .

Cas9整体呈现二裂片的形状，Apo-Cas9的二裂片

结构相对松散，当结合 sgRNA之后，Cas9发生明

显构象变化，二裂片的结构变得紧凑，表明

sgRNA的结合有利于Cas9的稳定性 . 识别 PAM序

列后，双链打开，crRNA∶TS 杂合双链体从“种

子区域”开始向 PAM 远端延伸形成 20 bp （base-

pairs）的杂合双链 . crRNA∶TS杂合双链紧密结合

在α螺旋识别叶 （REC lobe） 和核酸酶叶 （NUC

lobe）之间的通道内，在 dsDNA 结合后，HNH 结

构域运动到杂合双链中TS上的切割位点附近对其

进行切割，而NTS链位于NUC lobe的通道内，稳

定R-loop结构［29］ .

Cas9 的 HNH 和 RuvC 核酸酶结构域分别负责

切 割 dsDNA 的 TS 链 和 NTS （non-target strand）

链 . 突变HNH活性位点，TS链切割受到抑制，而

NTS链的切割因RuvC的突变而受到抑制 . 结构生

物学的发现解释了Cas9两种核酸酶结构域分别切

割 dsDNA两条链的分子机制 . Cas9由NUC lobe和

REC lobe 组成二裂片的结构，含多个正电荷氨基

酸富集的核酸结合通道 . 在 Cas9-sgRNA-DNA 的

结构中，可以观察到 sgRNA 与 DNA 形成一个

“R-loop”的结构 . crRNA 与 TS 互补配对，形成

crRNA∶TS 杂合双链体 . 结合在 REC lobe 和 NUC

lobe 形成的中间通道内，HNH 结构域在杂合双链
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中TS上的切割位点附近对其进行切割，而NTS沿

着另一条位于NUC lobe的核酸结构通道伸入RuvC

结构域的活性口袋附近被切割（图3） .

PAM序列对于Cas9识别和切割靶标DNA至关

重要 . Charpentier与Doudna验证dsDNA protospacer

附近的序列对 DNA 结合和切割的影响，发现

protospacer 下游 5′-NGG-3′ PAM 序列是 SpyCas9 识

别 DNA 的必要条件 . 当突变 PAM 序列，SpyCas9

结合dsDNA的亲和力大幅度减弱，切割DNA的活

性也随之降低 . Cas9的C端含有PI结构域，它特异

性读取位于NTS上的PAM序列，这影响dsDNA的

稳定性促使其解链，并促进向导RNA与互补DNA

杂合形成R-loop结构 . 通过PI结构域氨基酸与PAM

位点核苷酸碱基的特异性相互作用，不同的Cas9

识别不同类型的 PAM 序列 . CRISPR 位点的 spacer

附近无 PAM 序列，而外源核酸 protospacer 附近含

PAM特征序列，因此PAM序列的识别是CRISPR-

Cas9区分“自我”和“非我”的关键因素 . Cas9通

过PAM区分自身与异己dsDNA，crRNA∶TS互补

配对形成R-loop，实现对靶DNA的精准切割，为

基因编辑提供可靠的剪刀 . 基于Cas9的结构，还可

对PI结构域与 dsDNA结合的氨基酸进行改造，识

别不同的PAM序列，扩大基因编辑工具包［30］ .

6 CRISPR-Cas9在基因编辑领域的应用

CRISPR-Cas9基因编辑技术迅速引起了全球科

学家的注意，目前已应用于大部分常用细胞系和模

式生物中 . 2013年2月，美国麻省理工学院的张锋

和哈佛大学的 George Church［13-14］率先将 CRISPR-

Cas9基因编辑技术应用于真核生物细胞 . 张锋团队

将 Cas9 基因、含目的基因片段的 crRNA 基因和

tracrRNA 基因转化到哺乳动物细胞中，成功检测

到Cas9切割位点附近核苷酸的增删，实现对目的

基因的敲除 . Church 团队将 Cas9 基因、GFP 与

sgRNA 的融合基因转化到人源细胞中，通过重组

修复成功将 GFP 基因插入至指定位点，实现了新

基因的插入 . 这两项研究向人们展示了Cas9作为真

核细胞基因编辑工具的巨大潜力 .

从 2013 年开始，CRISPR-Cas9 被广泛应用于

基础研究中，其中比较成熟的是利用CRISPR-Cas9

基因敲除技术研究特定基因的功能 . CRISPR-Cas9

基因敲除试剂盒已经商业化：先寻找目的基因上的

PAM序列选择剪切目标，接着设计与目标基因互

补的 sgRNA序列，然后利用Cas9-sgRNA复合物切

割靶标产生DNA双链断裂，从而引发碱基错位实

现基因敲除 . CRISPR-Cas9 基因敲除比 RNAi 基因

沉默更高效，专一性更高 . 另外，CRISPR-Cas9也

被用于高通量遗传筛选 . Cas9 和 sgRNA 文库被递

送到细胞里，然后研究人员筛选被处理的细胞，寻

找感兴趣的表型，再根据表型研究基因 . 利用这种

方法鉴定出了参与免疫反应、药物耐药性、癌症发

展等过程的多个基因 . 值得一提的是，Cas9的核酸

酶结构域失活会产生所谓“死”Cas9 （dCas9） .

dCas9 丧失了切割活性，但仍具有靶向 DNA 的能

力 . 基于该特性，dCas9被用于生物成像和基因表

达调控领域 . 简单来讲，dCas9-sgRNA与荧光蛋白

融合后可定位基因，dCas9-sgRNA与阻遏蛋白融合

可高效沉默基因的转录，dCas9与转录激活因子融

Fig. 3 The gene editing tool，Cas9
图3 基因编辑工具Cas9

（a）Cas9-sgRNA切割DNA的模型；（b）Cas-sgRNA-dsDNA结构（PDB ID：5F9R） .
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合，靶向启动子或增强子区域可激活转录过程，上

调基因的表达 .

除了带动基础研究的发展外，CRISPR正掀起

一场新的生物技术革命，将深刻影响人们的生活 .

作为一种基因剪刀，CRISPR-Cas9正改变着生物产

业的方方面面：a. 作物育种 . 将CRISPR-Cas9基因

编辑技术应用于植物基因工程，通过敲除、改造基

因或添加新的基因，快速而精准地培育新的优良性

状品种，可大大缩短育种研究周期［31］，目前已在

小麦、水稻、玉米等多种经济作物中应用CRISPR-

Cas9 筛选优良基因 . b. 遗传病治疗 . CRISPR-Cas9

应用于基因疾病的治疗，通过修复突变基因或敲除

有害基因从根本上治愈疾病 . 如镰刀型细胞贫血

症，应用CRISPR-Cas9基因编辑技术，已在小鼠中

修复血红蛋白相关基因，成功在小鼠中治愈这种单

基因遗传病［32］ . 临床上镰刀型细胞贫血症的

CRISPR-Cas9 治疗方法正在试验中 . c. 癌症治疗 .

CRISPR-Cas9用于治疗癌症的研究也在如火如荼地

展开 . 2016 年，中国科学家卢铀首次将 CRISPR-

Cas9基因编辑技术应用于临床 . 卢铀团队在体外编

辑T细胞PD-1编码基因，PD-1可以帮助癌细胞逃

逸免疫，敲除 PD-1编码基因可激活T细胞对癌细

胞的识别 . 他们在体外培养扩增T细胞，再输回非

小细胞肺癌受试者体内，完成了 12例三线及以上

治 疗 失 败 的 晚 期 肺 癌 患 者 的 基 因 编 辑 细 胞

治疗［33-34］ .

CRISPR-Cas9拥有广阔的应用前景，但现阶段

仍存在诸多不足 . 其中最主要的问题是 CRISPR-

Cas9 的脱靶效应，即 CRISPR-Cas9 靶向非目标位

点，引起非靶位点的基因编辑 . 在临床上，由

CRISPR-Cas9脱靶效应引发的“意外突变”可能会

引发新的疾病 . 因此，在CRISPR-Cas9技术从实验

室走向实际应用过程中，必须要反复试验，评估风

险，规避基因组非目标位点的编辑 . 而如何改造

Cas9，提高其特异性，最大限度地将脱靶效应降到

最低，是目前CRISPR-Cas9基因编辑领域的重要研

究内容之一 . 此外，CRISPR-Cas9基因编辑技术引

发的伦理问题也是我们必须考虑的问题，对生殖细

胞的基因编辑需要拟定边界，达成全人类的共识 .

7 Cas12与Cas13的应用

除Cas9之外，第二大类中其他核酸酶也可用

作 DNA 或 RNA 操 作 工 具 ， 如 Ⅴ 型 Cas12a 和

Cas12b DNA 酶，以及Ⅵ型 Cas13 RNA 酶 . 与 Cas9

功能类似，Cas12a也具有定点切割双链DNA的能

力 . Cas12a只有一个RuvC核酸酶结构域，且切割

dsDNA产生粘性末端切口，而Cas9则需要HNH和

RuvC两个结构域发挥活性，产生平末端切口［15］；

在TS链的激活下，Cas12a还有反式切割非特异性

ssDNA 的能力， Cas9 则没有这种活性 . 现在

CRISPR-Cas12a基因编辑技术已应用于多种细胞系

和斑马鱼、小鼠等模式生物 . 与Cas9相比，Cas12a

产生的粘性末端切口倾向于引发目的位点附近更大

范围的突变［35］ . 近年来，越来越多的Cas12家族蛋

白被发现，这些蛋白质都具有精准切割DNA的功

能，其中Cas12a和Cas12b已应用于真核细胞的基

因编辑，是对Cas9基因剪刀的很好补充 .

与Cas9和Cas12不同，Cas13是一种由RNA介

导 的 RNA 酶 ， 它 将 pre-crRNA 加 工 为 成 熟 的

crRNA，并与之形成二元效应复合物，目标 RNA

与 crRNA的 spacer区互补配对，激活Cas13非特异

性切割单链 RNA 的活性［16，36］ . 根据 Cas13 非特异

性切割RNA的特点，2017年张锋等开发出了高灵

敏的核酸检测工具 SHERLOCK （specific high-

sensitivity enzymatic reporter unlocking） .

SHERLOCK 通过 PCR 放大待检测的核酸底物信

号，利用 T7 RNA 聚合酶转录 RNA，在 Cas13a 特

异性识别目标RNA后，开始非特异性切割包含荧

光猝灭基团的单链 RNA，从而释放荧光信号［37］ .

2020 年 8 月，研究人员应用 SHERLOCK 检测

SARS-CoV-2 病毒［38］，可在数小时内检测出结果 .

除核酸检测外，Cas13 还在抗 RNA 病毒、RNA 编

辑、表观遗传调控、抗肿瘤、RNA的定位和成像

等方面有着广泛的应用前景 .

随着CRISPR系统爆炸性的发现和应用，除了

目前应用最多的SpyCas9，已有越来越多新的DNA

或 RNA 操作工具被发现和研究，扩展了 CRISPR

工具包 . 继续不断扩展、丰富这些工具包将会极大

地便利分子生物学研究，并带动生物产业的发展 .

目前，改造已有工具克服脱靶效应，发现新的核酸

操作工具以及拓展工具酶的应用范围等，均是

CRISPR领域内重要的研究内容，为此科研工作者

需要继续努力 .
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Chemistry Nobel Honors CRISPR-Cas9*
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Abstract The Nobel Prize in Chemistry 2020 was awarded jointly to Emmanuelle Charpentier and Jennifer A.

Doudna“for the development of CRISPR genome editing tool”. They have discovered the sharpest tools for gene

editing: the CRISPR/Cas9 genetic scissors, which have revolutionary impact on life sciences. The CRISPR system

is an adaptive immune system in prokaryotes. Cas9, an effector protein of type Ⅱ CRISPR-Cas system, functions

as a dual-RNA-guided DNA endonuclease, which is able to cleave any dsDNA generating dsDNA break. The

CRISPR-Cas9 has been widely used in gene editing, due to its simplicity, high efficiency and low price. This

paper introduces the research findings of 2020 Chemistry Nobel Prize winners, summarizes the discovery process

of CRISPR system and the activity and application of CRISPR-Cas9.
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