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定制化CRISPR gRNA质粒构建服务

提供SpCas9，eSpCas9，SpCas9 Nickase，SaCas9， SAM共5种不同的gRNA和Cas9表

达系统，满足多样的客户需求。

定制化crRNA、tracrRNA、gRNA合成服务

提供高质量定制化crRNA、tracrRNA和gRNA合成服务，提供多种现货Cas9蛋白。

金斯瑞CRISPR/Cas9试剂和服务

慢病毒包装服务

提供高滴度慢病毒包装服务， 滴度涵盖107-109 IFU/mL，可满足不同实验需求。

哺乳动物细胞系基因编辑

提供从质粒构建、病毒包装、转染、慢病毒感染、RNP转染到敲除菌株筛选的一站式哺乳动物基因敲

除细胞系构建，成功率高达100%，周期最短至10周。

微生物基因编辑

使用高效的λRed和CRISPR相结合的基因编辑技术，可精确到碱基，可同时敲除多达3个基因，同时

保证无痕编辑，最快短至4周。

CRISPR gRNA文库

提供由博德研究所（Broad Institute）设计并验证的GeCKO v2.0和SAM文库，以及定制化

gRNA文库合成服务。

ssDNA合成服务

提供序列100%正确、定制化、高纯度ssDNA合成服务，可作为CRISPR试验中同源重组修复的

绝佳模板，显著提升基因编辑效率和准确性。



CRISPR/Cas9基因编辑技术概述

CRISPR/Cas9是一种基于细菌天然免疫机制开发的基因编辑技术。经简化

改造的CRISPR系统由核酸内切酶Cas9和gRNA ( Guide RNA, gRNA ) 两部

分组成。Cas9能识别并结合基因组上的原间隔序列临近基序 ( Protospacer 

adjacent motif, PAM ) 并形成DNA双链解旋，如此时gRNA的crRNA部分能

与PAM上游序列成功互补配对，Cas9将激活其核酸内切酶活性，在PAM上游

特定位置形成双链DNA断裂 ( Double strand break, DBS ) 。

DBS可激活细胞的DNA损伤修复机制，非同源性末端结合 

( Non-homologous End Joining, NHEJ ) 或同源重组介导的修复 ( 

Homology directed repair, HDR ) 。NHEJ，即易错修复，会在修复位点引起

随机插入或缺失，造成移码突变，使得基因不再表达，由此形成基因敲除。

HDR，即精准修复，能借助外源引入的单链或双链DNA为模板介导基因替换或

插入，这种方式可以将一段DNA序列精准地插入特定的基因组位点，由此完成

基因敲入或替换。
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CRISPR/Cas9基因编辑技术的发现和发展

基因编辑（Gene editing），又称基因组编辑（Genome editing）是一种对生物体

基因组特定目标基因进行修饰的基因工程技术。生物学家通过对特定基因进行敲入、敲除等

操作，可以确定基因、mRNA、蛋白产物与各种细胞功能之间的关系。通过抑制基因功

能或改变基因表达，可以直观深入的了解疾病机理或鉴别出新的医疗干预靶点。在过去

20年中，基因组编辑技术不断发展，目前已经可以在细胞系和动物模型中实现精确的基

因组操作。在这些新技术中，CRISPR/Cas9技术因其设计简单、实施快捷、成本低廉，

效率高等优点已成为目前最具潜力的基因编辑工具。

靶向目标序列：基因编辑的第一步也是最重要的一步就是在基因组上找到需要进行编

辑的位置。基因组数据庞大复杂，例如人类的基因组DNA大小达到3GB。在庞大的基因

组中定位到需要剪切的部位需要一个高效、精准的定位方法。

基因编辑的完成依赖于核酸酶在基因组中特定位置产生双链断裂（DSB）以及细胞本

身的修复机制，该过程基本分成三个步骤：靶向目标序列，形成DNA断裂，修复断裂同

时引入敲除或敲入（图1）。

1.1 基因编辑的原理

图1：DNA损伤修复的两种途径

双链断裂

供体DNA

同源介导的修复 (HDR)非同源性末端连接 (NHEJ)

插入/缺失突变 (非精准)

基因敲除

精确替换或插入

基因敲入
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基因编辑技术的首次运用是在1989年，研究人员利用同源重组在小鼠胚胎干细胞的特

定基因上引入敲入和敲除突变1。但由于哺乳动物细胞中同源重组发生频率很低，且外源

序列很容易随机整合到基因组的其他位点造成脱靶效应，因此当时基因编辑的成功率很

低。后续的研究表明，通过在靶向位点附近引入双链断裂（Double-strand break, 

DSB）能够激活细胞本身的损伤修复机制，进而提高基因编辑效率。

1.2 基因编辑技术的发展

图2：基因编辑技术的发展历程

1989年

形成DNA断裂：定位到目标基因组位置以后，借助核酸内切酶在DNA双链上形成双

链DNA断裂，以此激发细胞本身的DNA修复机制。

修复断裂同时引入敲除或敲入：DNA双链断裂后，会激发细胞本身的DNA修复机

制。细胞的DNA损伤修复包含两种主要途径，一种是非同源性末端结合 

（Non-homologous End Joining, NHEJ），即易错修复。NHEJ途径会在修复位点

引起随机插入或缺失，造成移码突变，使得基因不再表达，由此形成基因敲除。另一种是

同源重组介导的修复（Homology directed repair, HDR），即精准修复。HDR途径能

借助外源引入的单链或双链DNA为模板介导基因替换或插入，这种方式可以将一段DNA

序列精准地插入特定的基因组位点，由此完成基因敲入或替换。

同源重组介导的基因编辑

通过同源重组首次在小鼠ES
细胞中实现基因组编辑

1992年
Cre-Iox位点特异性重组

Cre-Iox位点特异性重组技
术成功用于小鼠细胞中基因
编辑

2000年
CRISPR/Cas9系统的发现

原核生物中
CRISPR/Cas9防御系统
的发现

2013年
CRISPR/Cas9基因编辑技术

张锋实验室首次报道运用
CRISPR/Cas9技术用于
哺乳动物细胞基因组编辑

1998年
锌指核酸酶技术（ZFNs）

发现可以特异性靶向DNA
序列的锌指蛋白

2009年
转录激活因子样效应物核酸酶（TALEN）

发现黄单胞杆菌中的DNA结合蛋白
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1998年报道的锌指核酸酶技术（ZFN）被称为传统意义上的第一代基因编辑技术，

该技术通过靶向特定位点形成双链DNA断裂（DSB），显著提高了基因编辑的效率2-4。

锌指核酸酶（ZFN）由锌指蛋白（ZFP）和Fok   核酸内切酶组成。其中ZFP能识别

DNA特异位点并与之结合， Fok   核酸内切酶能执行对DNA双链的剪切，两者结合可使

靶位点的双链DNA断裂。

2011年报道的转录激活因子样效应物核酸酶技术（TALEN）被称为第二代基因编辑

技术2-4。TALEN的工作原理与ZFN类似，核心元件仍然由DNA识别域和DNA剪切域组

成。但是，在ZFN中每个锌指蛋白识别一个DNA三碱基序列，而在TALEN中每2个氨基

酸组合对应着一个特定的碱基。因此通过人为删减、添加和自由组合不同的氨基酸，可以

构造出识别和结合不同DNA序列的TALEN，从而实现对人类基因组DNA不同位点的精

确定位。

相对于ZFN，TALEN技术的可编辑性明显增加， 但TALEN蛋白复杂的组装特性导

致使用者需要扎实的蛋白质工程专业知识，这也成为限制TALEN技术广泛应用的主要原因

5。因此，新的基因编辑技术要想得到广泛的应用需要具备操作简单、实施快捷、成本低

廉，突变效率高等特性。

1987年，大阪大学的研究人员在研究大肠杆菌      基因时，无意中在该基因的3' 端发

现一系列断裂成簇的重复序列6。当时人们并不知道这些重复序列究竟有什么作用。之后

的几年中，研究人员在其它多种细菌和古细菌中也陆续发现这类重复性序列7。

2002年研究人员将这些重复序列称为CRISPR（Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats），并在其附近发现相关基因，这些基因被称为 

（CRISPR-associated）8。      基因始终与CRISPR位点相邻，并表现出解螺旋酶和

核酸内切酶的基序特征8。2005年，研究人员证实CRISPR间隔序列来源于病毒等染色体

外组织，并且他们发现与病毒同源的间隔序列都具有一种类似的尾巴，称为PAM 

（Protospacer adjacent motif）序列9-11。多个染色体CRISPR位点和相邻核酸内切酶

的存在表明，CRISPR是可移动元件，且Cas蛋白在其基因组整合中发挥着重要作用。这

1.3 CRISPR/Cas9在细菌免疫系统中的发现

iap

cas 

cas 
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        后续研究成果揭示了CRISPR/Cas介导的适应性免疫作用机制。CRISPR/Cas适应

性免疫系统分为两个主要阶段：免疫获得和免疫效应（图3）。在免疫获得阶段，Cas蛋

白剪切外源性病毒DNA，然后将该外源性DNA作为间隔序列（Spacer）插入细菌基因

组重复间隔区序列之间12。在免疫效应阶段，当细菌再次感染病毒后，重复间隔区序列转

录形成前体crRNA（Pre-crRNA）13。随后Cas核酸内切酶在反式激活crRNA

（tracrRNA）指导下与前体crRNA结合，经RNAse III剪切后形成成熟的

crRNA-Cas-tracrRNA复合物 。成熟的crRNA作为gRNA（Guide RNA, gRNA）与

病毒DNA配对，触发Cas剪切活性进而干扰病毒DNA正常复制的14-16。

        2013年，美国麻省理工学院Feng Zhang和哈佛大学George Church课题组首次

在哺乳动物细胞系中利用CRISPR/Cas9实现了基因编辑17,19。Feng Zhang及其同事构

些发现使研究人员得出结论，CRISPR/Cas系统可能在细菌对抗外源遗传物质入侵的适

应性免疫防御中发挥重要功能。

图3：CRISPR介导的细菌免疫机制

Cas9

病毒DNA

病毒DNA被剪切

病毒DNA

DNA被切开，并插入
新的间隔区序列

重复序列 + 间隔序列

crRNA-tracrRNA-Cas
复合物

TracrRNA Cas complex

+

RNAse III

免
疫

获
得

免
疫

效
应
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由此，CRISPR系统在多种生物的基因定点编辑、基因组筛选、基因转录调控、基因

组成像、基因诊疗、生态应用等领域的研究与应用开始井喷。2013年CRISPR技术被

Science杂志评为十大科学突破之一。

早期CRISPR/Cas9技术在使用过程中受到许多限制。其原因，一方面是由于

SpCas9蛋白要求在gRNA识别序列的下游存在NGG的保守PAM序列21，另一方面是由

于为了保证转录起始效率，gRNA的表达需要使用人源U6 poI III启动子启动，而U6 poI III

1.4 CRISPR/Cas9靶向序列范围的扩大

图4：CRISPR/Cas9系统用于哺乳动物细胞基因编辑

Target DNA

Cas 9

Target Sequence

PAM

gRNA

Human codon op�mized Cas9 SV40 TK pACMV

U6 Target gRNA scaffold

+
TTTTTT

建的CRISPR/Cas9系统主要由两种组分组成，即Cas9核酸内切酶和gRNA (Guide 

RNA, gRNA) 。其中gRNA是将成熟的crRNA和tracrRNA融合而成，其既有crRNA的

靶向特异性序列的功能，同时还有tracrRNA作为Cas9核酸内切酶骨架的功能。通过改

变gRNA的5’端的碱基序列就可以使该系统靶向基因组不同的区域17，20。该系统中使

用的Cas9蛋白是来源于化脓性链球菌的SpCas9蛋白，其识别的PAM为5'-NGG-3'，

在人类基因组中大约每8到12个核苷酸就会出现一次21。
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的转录起始位点为鸟苷酸 （G），迫使gRNA只能从符合GN19NGG模式的基因组序列中

选择。以上的因素都极大的限制了CRISPR/Cas9技术使用。

扩展CRISPR/Cas9靶向序列的一种策略是使用不同的启动子来驱动gRNA表达。H1

启动子的转录起始位点为A或G；因此，H1驱动的gRNA也可以靶向AN19NGG序列，其

在人类基因组中出现的频率比GN19NGG高约15%。gRNA表达框中的这种微小变化使

CRISPR/Cas9在人和其他真核生物基因组中的靶向位点数翻了一倍以上。

另一种策略是消除PAM序列限制。其中一种方法就是利用蛋白质工程技术改造产生全

新的Cas9突变体，使其识别其他PAM序列23。通过蛋白结构信息分析、定向进化筛选以

及组合设计，研究人员开发出几种可识别其他PAM序列的Cas9变异体，这些变体可以识

别NGA、NGCG、NNGRRT和NNHRRT等PAM序列22。

除在SpCas9基础上开发识别其他PAM序列的突变体外，寻找SpCas9的替代物也成

为新的研究方向。其中来源于弗朗西斯菌的Cpf1（FnCpf1）就是一个例子。Cpf1是一种

缺乏SpCas9中HRH结构域的    型核酸酶，与传统的SpCas9不同，Cpf1识别的PAM序

列为 5'-TTN-3'，且其对应的crRNA较短，不需要tracrRNA。且由于Cpf1分子量较

小，更容易包装到病毒载体内，Cpf1因此成为体内基因编辑应用的理想之选23。

CRISPR/Cas9系统的特异性主要取决于gRNA序列的N20序列与基因组序列的碱基

互补作用。但由于基因组极为复杂，gRNA可能与非靶向序列局部匹配，这种局部匹配也

会激活Cas9内切酶活性，从而产生脱靶效应（Off-target effects）24。此外，Cas9不

仅识别标准PAM，也可识别非标准PAM，这也可能会引起一定程度的脱靶。脱靶可能影

响正常基因的功能表达，甚至激活致癌因子、抑制抑癌基因，造成安全隐患，这极大的阻

碍了该技术在临床的进一步应用。目前主要通过优化gRNA设计，改造Cas9蛋白，使用

RNP递送方式等策略来提高CRISPR/Cas9系统特异性以降低脱靶现象。

gRNA 靠近 PAM 的 10～12 bp 的碱基，又被称为种子区，决定了 gRNA 与靶点识

1.5 CRISPR/Cas9系统的特异性和脱靶效应

提高 gRNA 特异性
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别的特异性。研究结果显示，设计gRNA序列时控制种子区的GC含量在40%~60%能显

著提高gRNA与靶点识别的特异性。此外，gRNA长度、种子区第一位的碱基种类等也与

gRNA的特异性密切相关。

2014年，MIT博德研究所与哈佛率先开展了一项针对gRNA结合特异性建模的研究25。

研究人员检测了6个小鼠和3个人类的基因中所有可能的可靶向位点，共生成1841条

gRNA，并对它们敲除基因表达的能力进行了量化分析，从而在此基础上建立了一个

gRNA活性预测模型26。基于该模型，研究人员开发了gRNA设计工具，该工具可通过以

下网址访问：

http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design。

2016年下半年，博德研究所与微软合作设计出第二代模型，第二代模型利用优于模型

中靶活性的算法以及切割频率测定 （CFD） 评分来预测脱靶效率27。这些新工具可通过

以下网址访问：http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/software/sgrna-scoring。

传统的Cas9蛋白包含RuvC和HNH两个催化结构， RuvC和HNH可分别剪切DNA

的两条链形成双链断裂，如gRNA与非目标区域结合就有造成不必要插入突变的可能。博

德研究所的研究人员对Cas9进行突变使RuvC和HNH两个催化结构域中的一个缺失核酸

酶活性形成Cas9n，Cas9n与DNA双链作用时仅产生单链切口。应用CRISPR/Cas9n

系统进行基因编辑需要使用两个相邻且相反链上的gRNA序列。虽然所用的每条gRNA的

脱靶结合位点可能出现在全基因组范围内，但是Cas9n仅催化每个位置的单链断裂 

（Single-strand break，SSB）。SSB优先通过HDR进行修复，而不是NHEJ，这可降

低不必要的插入缺失突变的发生。应用CRISPR/Cas9n系统进行基因编辑能将脱靶活性

降低50-1000倍28。

使用Cas9突变体

图5. 通过Cas9n提高剪切特异性

gRNA 1 N-bp sgRNA offset

gRNA 2

Cas9n

Target 2

Target 1

3

5  overhang

5

5

3
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博德研究所的研究人员通过分析Cas9蛋白结构还发现HNH和RuvC结构域之间有带

正电荷的沟槽，这种结构可能会使Cas9结合非目标DNA，最终提高脱靶剪切的可能性29。

为此该研究小组将沟槽内带正电荷的氨基酸替换为丙氨酸，这种Cas9突变体称为“增强

型”SpCas9或eSpCas9，后续研究发现eSpCas9能够在不影响靶向剪切效率的情况

下减少脱靶效应29。

相关研究结果显示，细胞持续表达 Cas9 将增加脱靶风险，Pattanayak 等发现高浓

度的 gRNA-Cas9 复合物可以切割 PAM 序列附近或内部位点，形成脱靶效应。通过调

节 gRNA 和 Cas9 核酸酶的浓度可降低脱靶风险，但浓度过低，相应的基因组编辑能力

也会减弱。因此选择合适的递送载体将Cas9-gRNA复合物传递到细胞内，并使

Cas9-gRNA 复合物在细胞中维持合适的浓度，同时在细胞中发挥作用后又能快速消除

是控制脱靶效应的一个重要策略。

通过在体外表达或合成gRNA，然后将gRNA和Cas9蛋白结合形成Cas9/gRNA核糖

核蛋白（Cas9/gRNA Ribonucleoproteins，RNP）直接转染目的细胞可以显著降低脱

选择合适递送载体，使用RNP

图6. 利用Cas9/gRNA核糖核蛋白（RNP）进行基因编辑

金斯瑞可提供五种不同的CRISPR/Cas9系统作为gRNA克隆的载体骨架满足客户不同需

求。同时金斯瑞还提供定制化crRNA，tracrRNA，gRNA合成和多种Cas9蛋白，客户可直

接使用RNP形式转化细胞提高编辑效率，降低脱靶效率。

RNP editing using synthesized crRNA oligo RNP editing using synthesized sgRNA oligo
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CRISPR/Cas9基因编辑技术与第一、二代基因编辑技术相比，其最大的突破是

CRISPR/Cas9技术不仅可以对单个基因进行编辑，更可以同时对多个基因进行编辑，即

CRISPR文库筛选。CRISPR文库筛选实验中，使用靶向多基因甚至全基因组的gRNA

文库替代靶向单一基因的gRNA质粒，然后通过高通量筛选就可快速筛选到符合预期表型

的细胞。

gRNA文库的质量是高通量筛选获得预期表型细胞的重要因素。目前市面上有一些设

计好并经过验证的文库可直接使用。例如，张锋实验室构建的靶向人和小鼠的全基因组范

围的GeCKO v2.0文库就可用于功能丧失突变的快速筛选33。GeCKO v2.0文库中每条

gRNA都克隆在经优化的慢病毒载体上，以实现高滴度病毒生产和高效转染原代细胞或培

养细胞。GeCKO v2.0文库转染细胞后，可在筛选前进行深度测序，评估gRNA在细胞

中的表现。筛选之后，还需进行第二轮测序，鉴定在筛选过程中缺失或富集的gRNA。通

过鉴定哪些基因对应的gRNA被富集以得到真正的阳性克隆。详细的GeCKO筛选实验方

案可在GeCKO基因组工程网站上找到：http://genome-engineering.org/gecko/。

使用全基因组文库对应的后续筛选工作会比较繁重，而定制化gRNA文库可以根据需

求，设计针对特定信号通路的文库，减少下游筛选工作压力，用于开展小规模的研究。

1.6 CRISPR文库用于全基因组和通路特异性筛选

靶效率。RNP复合物能够在导入细胞后快速发挥剪切染色体靶DNA的作用，然后细胞的

内源性降解机制能快速清除RNP复合物，限制脱靶剪切（图6）30,31。最近的实验发现，

Cas9的脱靶效应和导入细胞的Cas9浓度直接相关32。通过优化导入Cas9蛋白的浓度，

可以限制Cas9表达的持续时间和水平，进一步限制脱靶剪切。

此外使用Cas9 的天然蛋白质抑制剂来调节Cas9活性，使用细胞渗透性化合物激活

的Cas9融合体并添加细胞渗透性化合物来稳定CRISPR基因组编辑等都可以起到降低脱

靶效率的作用。

金斯瑞提供GeCKO v2.0或SAM gRNA文库，同时可提供定制化gRNA文库构建服务， 

定制化gRNA文库覆盖率可达到100%。
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基于CRIPSR的RNA编辑技术是将具有靶向RNA的Cas13替换传统的Cas9蛋白演

变而来。传统的CRISPR基因编辑针对 DNA进行修改，其修改是不可逆的，因此也会造

成不可回避的安全风险，同时也存在伦理问题。RNA编辑技术只对DNA转录出来的中间

产物RNA进行修改，从而实现对突变蛋白质的纠正。 

2017 年，张锋团队将一种能高效靶向RNA且失活的Cas13b酶与 ADAR2酶融合在

一起形成融合蛋白（ADAR2酶是细胞内RNA转录进程中重要调控酶，能催化腺嘌呤

（A）转化为肌苷（I）） 34 。这个融合蛋白能够被引导至特定的 RNA 位置，同时将 

RNA 上的A修改为I，张锋等人将其称为REPAIR。2019年张锋实验室进一步开发了

RESCUE系统，该系统使用一种改进后的全新 ADAR2酶能把不需要的胞嘧啶碱基

（C）精确地修改为尿嘧啶碱基（U）35。

2019年，北京大学魏文胜课题也报道了一种名为LEAPER的新型RNA单碱基编辑技

术36。与传统的核酸编辑技术需要向细胞同时递送编辑酶（如Cas蛋白）及向导RNA不

同，LEAPER系统通过转入一条特殊设计的RNA（arRNA, ADAR-recruiting RNA）

就能够通过招募细胞内源的ADAR1蛋白对靶向基因转录本上特定的腺苷产生高效精准的

编辑，并不需要引入任何外源效应蛋白。

1.7 CRISPR技术应用于RNA编辑

CRISPR自问世以来为基因编辑领域带来了重大变革。原因不仅在于CRISPR技术的

低成本高效益和高特异性的特点，还因其简单易用。无论使用者本身的分子生物学专业知

识水平如何，都可以快速了解和使用该技术。与ZFN和TALEN技术不同，

CRISPR/Cas9系统只需根据靶向位点设计靶点特异性的gRNA，而无需根据每一个靶向

的基因对ZFN或TALEN蛋白质改造。此外，利用CRISPR技术可同时编辑多个基因，大

1.8 CRISPR基因编辑的优势

目前，CRISPR文库技术在药物靶点确认，肿瘤功能基因筛选，病毒感染基因筛选，

代谢通路调节机制分析，基因环路调控机制分析，非编码基因功能筛选等研究领域都有所

应用。
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幅提高实验效率。下表列出了CRISPR技术与第一第二代基因编辑技术的主要区别和优

劣势分析（表1）。

表1：TALEN、ZFN技术和CRISPR/Cas9技术的主要区别

技术类别

靶点识别模式

细胞毒性

DBS复合物的组成

基因编辑数量

操作可行性

蛋白质 : DNA

大

ZF Array : FokI

单基因

困难：需要为每一个基因序列定制蛋白

蛋白质 : DNA

较小

TALE Array : FokI

单基因

（gRNA-Cas9）: DNA

较小

Cas9 : gRNA

多基因

容易：只需根据每个基因设计靶点特异性的gRNA 

ZFN TALEN CRISPR/Cas9
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CRISPR技术应用的拓展

CRISPR/Cas9技术除用于基因组编辑外，还适用于其他研究领域，如：

      利用CRISPR/Cas9进行染色质免疫沉淀

      利用CRISPR/Cas9进行转录激活和抑制

      利用CRISPR/Cas9进行表观遗传学编辑

      利用CRISPR/Cas9进行DNA/mRNA活体成像

      CRISPR/Cas9的医学性应用

染色质免疫沉淀技术（Chromatin immunoprecipitation assay, CHIP）是研究

DNA与蛋白质相互作用的主要方法。传统的ChIP是靶定特定蛋白质，在活细胞状态下固

定蛋白-DNA复合物，将其随机切断为片段，然后通过免疫学方法特异性地富集目的蛋白

结合的DNA片段，通过对目的片断的纯化与检测，从而获得蛋白质与DNA相互作用的信

息。

CRISPR/Cas9介导的ChIP是反向的，即靶定基因组区域然后鉴定哪种蛋白质在那里37。

通过将细胞核定位信号和表位标签引入催化失活的Cas9 （dCas9），可形成通过gRNA

靶向的DNA结合蛋白37，38。现有gRNA数据库和设计工具能够靶向任何目的基因。而

dCas9与染色质形成的复合物可以用传统的染色质免疫沉淀 （ChIP） 技术进行纯化，

并通过质谱进一步鉴定。

CRISPR介导的CHIP技术已被用于识别与干扰素调节因子1 （IRF-1） 的启动子区

域相关的蛋白，其受到干扰素γ刺激会产生反应39。在该研究中，研究人员纯化了15种相

关蛋白，包括组蛋白脱乙酰基酶复合物以及转录因子、组蛋白和其他DNA相关蛋白40。

相比传统的CHIP方法，CRISPR介导的CHIP具有众多优势。传统的ChIP的大规模

分析需要使用靶向每种DNA结合蛋白的多个抗体或者生成并表达表位标记蛋白，但

CRISPR/Cas9系统的模块化特性只需靶向Cas9蛋白的单个抗体进行纯化。此外，

CRISPR/Cas9系统不受基因表达水平低、差异基因表达或毒性基因表达等问题的影响。

2.1 CRISPR介导的染色质免疫沉淀
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利用dCas9无核酸内切酶活性但仍能与DNA结合的特点设计的CRISPR/dCas9系

统，可按照预先设计的gRNA靶向特定基因的转录起始位点上游，同时结合转录激活或抑

制相关因子启动或终止靶向基因的转录来调控靶基因的表达41。

博德研究所的张锋实验室率先将CRISPR/Cas9协同转录激活调节子 （SAM） 系统

应用于基因激活试验。 SAM系统能够强效激活内源性基因的转录，其通过gRNA靶向结

合到转录起始位点上游200 bp内的位置42。利用SAM系统激活基因表达方面的研究表

明，通过转录激活，可使部分基因的转录提高到原来的3000倍42，43。同时SAM系统具有

多重基因激活能力，可同时激活10个基因的转录。此外研究还证明SAM可激活非编码元

件，如基因间区长链非编码RNA。

使用靶向全基因组的SAM gRNA文库进行功能获得性筛选，可快速鉴定出疾病模型

或发育/分化过程中控制目的表型出现的关键基因42。博德研究所设计的靶向人全基因组

SAM文库针对每个基因设计3种不同的gRNA，每个gRNA靶向23430个编码亚型中的一

个，这些亚型包含人类基因组中独特的转录起始位点，该SAM文库总共包含70290条

gRNA。

2.2 CRISPR技术用于转录激活和抑制

图7. CRISPR/Cas9的应用拓展

CRISPR/Cas9系统的应用拓展

传统CRISPR/Cas9基因编辑

Epigenetic Control

Epigenetic
ModificationHistone

Chromatin
Modifier

RNA
DNA

Marker Marker

CRISPRi CRISPRaDNA Imaging RNA Imaging

Activator
Protein

Repressor
Protein

CRISPR
gRNA

Target Sequence

Cas9

gRNA: DNA
Base Pairing

Double-Strand
Break



表观遗传学是与遗传学相对应的概念，是指基于非基因序列改变所致基因表达水平变

化，如DNA甲基化和染色质构象变化等。特定基因位点和组蛋白残基的表观遗传学标记

可通过遗传或后天获得，且会影响基因表达。

研究人员利用CRISPR/Cas9对人胚胎干细胞中的三种DNA甲基转移酶基因进行了敲

除，以鉴定出存活的多能性细胞系在DNA甲基化方面的不同作用44。

但研究人员更倾向于通过诱导目标基因组位点发生表观遗传学修饰的方法构建疾病模

型，对潜在的治疗策略进行测试。

借助CRISPR/Cas9系统，表观遗传学编辑现已成为可能。简单来讲就是在dCas蛋

白上融合一个特殊的蛋白结构域，dCas9和gRNA完成靶向的功能，而特殊结构域完成

靶向位点的修饰（比如甲基化）。修饰的位点可以是DNA，也可以是DNA附近的组蛋

白；修饰方式可以是甲基化、乙酰化，也可以是DNA单位点编辑。Cas9表观遗传学效应

物也可用于全基因组筛选，研究表观遗传修饰、染色质状态以及诸如细胞分化或疾病进程

等表型之间的新关系46，47。

2.3 利用CRISPR/Cas9进行表观遗传学编辑

14               www.genscript.com.cn



www.genscript.com.cn               15

DNA可视化是了解各种细胞过程 (如复制、转录和重组) 以及DNA与关联蛋白和RNA

之间相互作用的重要应用。此前常用的DNA成像技术分别是原位荧光杂交（FISH）和

DNA结合蛋白的荧光标记。FISH利用结合荧光标记的核酸探针来显示DNA。尽管这种技

术可通过核酸探针的碱基对灵活地靶向特异性序列，但因为需要样本固定而无法用于活体

成像。相反，带有荧光标记的蛋白质可用于活体成像，但受限于其固定的靶序列，主要用

于重复DNA序列，如端粒48-50。

CRISPR/Cas9技术可用于活体成像。例如，可用荧光基团标记dCas9，用于重复

DNA元件和蛋白编码基因的成像，从而使我们能够在整个细胞周期中观察染色质组织51。

除活体DNA成像外，CRISPR/Cas9系统还可用于活体RNA成像。对gRNA序列进行修

饰可以实现mRNA的识别和示踪52。利用CRISPR介导的RNA成像技术，研究人员能够

观察到ACTB、CCNA2和TRFC mRNA在RNA颗粒中的聚集52。这些新应用可改进现

有的细胞内活体成像方法，便于对涉及DNA和RNA的动态细胞过程进行研究。

2.4 利用CRISPR/Cas9进行DNA/mRNA活体成像

自CRISPR技术问世以来，知名制药公司以及初创生物技术公司都在竞相开发基于

CRISPR的疗法。与其他基因治疗方法相比，CRISPR基因组编辑被公认为速度更快、

成本更低且更加安全的方法。利用基因组编辑对病人自身细胞中的突变进行校正，可以避

免使用匹配供体进行移植治疗时出现的排斥问题。CRISPR基因组编辑在那些可通过修饰

病人自体细胞来治愈自身疾病方向的应用前景尤为可观。此外，CRISPR基因组编辑还允

许进行额外的筛选，以确保基因编辑过程中不会出现脱靶基因修饰。

2.5 CRISPR/Cas9的医学性应用
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肿瘤免疫疗法

表2：CRISPR/Cas9的治疗性应用

CRISPR/Cas9可以用于定向敲除肿瘤免疫检查点分子或者快速简便进行基因编辑，从而显著降低

肿瘤免疫治疗的操作难度。例如，肿瘤免疫疗法中最热门的CAR-T技术即可通过基因编辑获得修

饰后的T细胞，使其能够特异性识别肿瘤细胞表面特异性受体，并增强其对肿瘤细胞的防御能力。

CRISPR技术可以用于提高CAR-T细胞的制备效率，敲除免疫共抑制通路或信号分子的相关基因

（如CTLA4、PD1）来提高CAR-T细胞的功效等研究中53-55。

组织再生
近期的研究报告表明，CRISPR/Cas9可能是改善细胞分化的重要工具。CRISPR技术已被用于衍

生多种类型的细胞供移植使用，包括用于治疗肌营养不良的肌肉细胞以及用于治疗镰刀形红细胞贫

血症的造血干细胞56，57。这些结果共同表明，CRISPR/Cas9技术可应用于定向细胞分化和移植。

基因治疗

亨廷顿氏（Huntingtons）病是一种遗传性神经疾病，由突变亨廷顿蛋白在脑内积聚而引起，可导

致认知功能障碍、痴呆和死亡。研究人员利用小鼠模型发现，CRISPR/Cas9基因编辑可敲除这些

突变蛋白58。CRISPR/Cas9编辑足以将突变蛋白产量降低达90%，有望成为治疗方案。

疟疾和虫媒

传染病

诸如疟疾和寨卡等虫媒传染病会在全球范围内造成严重的健康问题。为了防止虫媒传染病的传播，

研究人员对CRISPR/Cas9进行修饰，构建出高效的“基因驱动”系统，该系统可将抗病基因扩散

到整个群体。为了构建基因驱动，研究人员将抗病基因与CRISPR系统的gRNA及Cas9组分一起

包装到一个DNA重组体内。完成转染后，基因驱动抗病基因自主复制到两个亲本染色体中，并能

按照99.5%的概率由后代遗传下去59，60。

HIV和病毒性

疾病

肥胖与代谢病

基因编辑可针对病毒性传染病提供新的治疗方法。利用基因治疗删除对病毒细胞侵入和感染至关重

要的受体，可以有效清除患者体内的HIV。近期利用CRISPR技术方面的研究显示，诱导多能性干

细胞（iPSC）和原代CD4+细胞中的CCR5和CXCR4受体突变会使这些细胞衍生的谱系获得HIV

抵抗力61，62。

FTO是与肥胖最密切相关的基因之一。某些FTO基因变异体与肥胖和体重过重显著相关。研究人

员表明，CRISPR/Cas9介导的敲入技术可将脂肪前体细胞中促进肥胖的FTO变异体转变为普通

的变异体63。经过处理的细胞表现为代谢活性增强以及IRX3和lRX5表达降低，这两种基因决定了

细胞命运，即是否成为用于储存脂肪的白色脂肪细胞。
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CRISPR基因编辑常规流程和案例分享

利用CRISPR/Cas9技术进行基因编辑，从开始设计gRNA到获得修饰后的克隆细胞

系仅需2-3周，并且CRISPR/Cas9技术可以实现在第一代即获得转基因动物品系。以下

工作流程和分享案例介绍了在实验室使用CRISPR的最佳操作规范。

CRISPR基因编辑可按以下步骤进行：

3.1 CRISPR常规工作流程

CRISPR技术发展至今已经演变出不同的系统，不仅可以用于基因敲除敲入，还可以

用于基因表达的激活和抑制等（表3）。根据具体实验目的，需要选择不同的

CRISPR/Cas9基因修饰系统。

确定需要使用的CRISPR基因修饰系统

CRISPR系统的Cas9和gRNA组分可使用非病毒质粒或病毒载体以及RNP形式导入

细胞内（表4）。

选择Cas9/gRNA递送系统

表3：不同的CRISPR/Cas基因修饰系统

基因修饰类型

敲除

敲入

干扰

激活

永久性破坏基因功能

生成特定的序列改变

降低基因表达

提高基因表达

Cas9或Cas9n

Cas或Cas9n

dCas-抑制子

dCas-激活子

实验目的 Cas核酸酶类型

gRNA靶向5'外显子或重要的蛋白结构域

gRNA靶向目的区域

gRNA靶向基因启动子元件

gRNA靶向基因启动子元件

gRNA靶向位点



18               www.genscript.com.cn

生物医学研究中一些使用最广泛的模式系统包括原代哺乳动物细胞，其转染效率可能

非常低。对于这些细胞类型，可以尝试使用慢病毒载体。

腺病毒载体（AAV）具有低免疫原性且能感染静止期细胞和分裂期细胞，很适合应用

于体内治疗等基因编辑领域64。但是AAV包装容量有限，很难将长度为4kb左右的

SpCas9编码基因克隆进AAV载体并进行AAV包装。使用更小的来自金黄色葡萄球菌的

SaCas9，可以使SaCas9和gRNA表达框一起包装到一个AAV载体内，从而成功完成

转导65。

直接化学合成gRNA，再与Cas9蛋白结合形成核糖核蛋白（Ribonucleoprotein，

RNP）转染进入细胞能快速靶向目标序列和切割DNA双链，发挥基因编辑效应。运用

RNP进行基因编辑操作能显著简化CRISPR/Cas9基因编辑实验流程，降低脱靶效应，

同时还能提高转染效率，避免免疫干扰反应。RNP形式已逐渐成为CRISPR/Cas9基因

编辑的一种趋势。

表4：不同的Cas9/gRNA递送系统

表达系统

质粒载体

组分

Cas9和gRNA的表达

用于易转染细胞的基因编辑

应用

组成型或诱导型Cas9

组成型或诱导型 gRNA

报告基因/选择性标记

慢病毒载体
Cas9和gRNA的表达

用于难以转染的细胞的转染

组成型或诱导型Cas9

组成型或诱导型gRNA

报告基因/选择性标记

AAV载体
SaCas9和/或gRNA的瞬时或稳定表达

用于分裂和非分裂细胞的无毒转染

组成型或诱导型Cas9

组成型或诱导型gRNA

报告基因/选择性标记

Cas9 mRNA和gRNA
CRISPR基因编辑组分的瞬时表达

快速发挥基因编辑效应

通过体外转录反应生成Cas9 mRNA和gRNA

通过显微注射或电穿孔导入

sgRNA/Cas9 

核糖核蛋白复合物 (RNP)

CRISPR基因编辑组分的瞬时表达

快速产生基因编辑作用

Cas9蛋白和体外合成sgRNA形成RNP

通过显微注射或电穿孔导入
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为保证基因编辑的效率，建议对目标细胞系或动物模型的目的区域进行测序，而不是

假定它与该种属/菌株的NCBI参照序列相匹配。等位基因数量也可能因种属/菌株不同而

异，这些差异会导致剪切效率降低。

基因序列分析

如实验目的在于破坏基因功能，可设计靶向该基因第一外显子的gRNA，以阻止截短

型蛋白异构体的表达。对于含有多个剪接变异体的基因，如果目标是敲除所有剪接变异

体，则应注意确保靶向组成型外显子。如使用Cas9n，需设计一对相对的分别位于正反

链的gRNA序列，且两个gRNA序列对应的PAM应相距40-60 bp。如需干扰和激活目的

基因，应靶向转录起始位点200 bp内的启动子元件。

选择靶向序列

确定目的区域内的所有PAM序列，当使用不同的Cas9变体，其PAM序列也不同（表

5）。如果目标区域没有PAM序列，则应考虑靶向其他的区域。设计过程中应考虑潜在的

脱靶位点，基因组序列较长的情况下会存在很多同源位点，因此可能造成脱靶现象。

预测中靶/脱靶效率

金斯瑞可提供五种不同的CRISPR/Cas9系统作为gRNA克隆的载体骨架满足客户不同需

求。同时金斯瑞还提供定制化crRNA，tracrRNA，gRNA合成和多种Cas9蛋白，客户可直

接使用RNP形式转化细胞提高编辑效率，降低脱靶效率。

金斯瑞提供免费在线的人和小鼠全基因组gRNA数据库，其中的gRNA序列由博德研究所

研究人员设计并验证，可通过以下网址搜索和访问：

http://www.genscript.com.cn/gRNA-database.html。金斯瑞还提供免费在线gRNA设计

工具，该设计工具同样由博德研究所研究人员开发，可通过以下网址访问：

http://www.genscript.com.cn/gRNA-design-tool.html。
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如需在细胞中进行基因插入、置换和修正操作，当Cas9蛋白在基因组上产生DSB后

须提供供体DNA做为同源重组修复（HDR）的模板。HDR模板可使用双链质粒或单链寡

核苷酸（ssDNA）的形式。为了后续验证敲入效率，设计供体模板时需较野生型基因组

有几个同义突变以区分野生型。同时，为了防止HDR成功后供体DNA被剪切，供体模板

在设计时应在PAM序列中引入突变。

设计敲入供体DNA

一旦确定了表达系统、使用的Cas蛋白和gRNA序列，就可以构建gRNA/Cas9表达

载体或直接合成gRNA或ssDNA。

合成CRISPR gRNA/Cas9载体或合成RNP

表5：不同Cas9变体及其PAM序列

Cas9及变异体

NGGSpCas9

NGCGSpCas9 VRER变异体

NGAGSpCas9 EQR变异体

NGAN或NGNGSpCas9 VQR变异体

NNGRRTSaCas9

TTNCpf1

PAM序列

金斯瑞提供序列100%正确、高纯度的长单链DNA（single-stranded DNA, ssDNA）合

成服务，ssDNA是CRISPR试验中同源重组修复（homology directed repair, HDR）模板

的绝佳选择，能显著提升基因编辑效率和准确性。
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体外基因编辑即将CRISPR/Cas9系统组分导入分离至体外的非生殖细胞内完成基因

编辑。

对于易转染细胞系基因编辑，可通过脂质体高效导入gRNA和Cas9表达质粒。通常

情况下gRNA和Cas9的编码质粒包含选择性标记（如抗生素抗性基因）或包含可通过

体外基因组编辑

表6：不同模式生物中Cas9和gRNA的导入方法

宿主

基于脂质体的质粒DNA转染

电穿孔导入质粒DNA或RNP

基于慢病毒或AAV病毒的质粒DNA转染

哺乳动物细胞

细菌 转化质粒进入感受态细胞

酵母 电穿孔转化质粒DNA

小鼠：体细胞突变 直接注射AAV至目的组织

斑马鱼 直接注射至单细胞胚胎

果蝇 直接注射至胚胎生殖细胞系

秀丽隐杆线虫 直接注射至两性生殖细胞系

植物 农杆菌介导的gRNA/Cas9载体转化

小鼠：生殖细胞系突变
直接注射至胚胎

电穿孔至受精卵

Cas9和gRNA导入方式

CRISPR/Cas9已在多种不同种属和模式细胞中成功实现基因组编辑。虽然各种不同

模式生物中CRISPR/Cas9组分都基本相同，但不同模式生物中Cas9和gRNA的导入方

法却有很大差异，为宿主选择最合适的Cas9和gRNA导入方式对基因编辑成功与否至关重要

（表6）。

3.2 模式系统中CRISPR介导的基因编辑
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FACS轻松检测的荧光蛋白，可以用于转染成功细胞的初筛。

对于较难转染的细胞系或原代细胞，可使用慢病毒载体完成转导。其中将编码gRNA

与Cas9的基因克隆到一个慢病毒质粒完成导入的形式称为单质粒系统，将编码gRNA与

Cas9的基因分别克隆到不同的质粒上，先完成Cas9的导入，再导入gRNA表达质粒的

形式称为双质粒系统（图8）。

直接转染RNP复合物替代外源载体，通过脂质体、电转染、显微注射或细胞传膜肽等

途径直接转入宿主细胞，具有快捷安全、脱靶效应更低、编辑效率更高等优势，已经逐渐

成为CRISPR/Cas9技术更高效的实现途径。

图8：优化的慢病毒载体，用于哺乳动物细胞CRISPR基因组编辑
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体内基因编辑即将CRISPR/Cas9系统组分导入至生殖系细胞，完成基因编辑产生遗

传性突变。使用CRISPR/Cas9可以在第一代小鼠中实现多个位点的稳定纯合突变66。

CRISPR介导的基因组编辑也同样可用于在成体动物体细胞组织中产生精确突变，并在同

一细胞中一次修饰多个基因。这些工具极其适合构建临床相关体内癌症模型，因为人类肿

瘤细胞通常包含原癌基因功能获得突变和肿瘤抑制基因功能丧失突变。

体内基因组编辑

为了验证CRISPR介导的KO/KI是否成功，以及是否产生了功能丧失或功能获得突

变，可以通过对编辑后细胞的mRNA和蛋白等基因产物进行分析。通常可运用定量

PCR、RNA印迹和蛋白质免疫印迹等技术来确定mRNA和蛋白浓度是否大量减少，或分

子量是否有所改变来验证。但是，对于难以转染的细胞，仅需通过NGS测序来测定基因

组编辑效率，证明已获得高的KO/KI效率即可，而无需分离单细胞进行验证。 通过NGS

的结果，我们可以检测到一系列独特的插入和缺失。

通常为了确定脱靶效应，会对预测的脱靶位点进行测序，尤其是那些与gRNA识别位

点种子区匹配的位点。如果条件允许，也可以使用全基因测序对脱靶效应进行更全面的检

测。

控制脱靶效应的一些方法：

针对每个靶向基因设计多个不同的gRNA序列，不同的gRNA造成脱靶的概率会不同；

针对导入同种gRNA的细胞，分离多个单克隆细胞，在每个单克隆中造成完全相同的

脱靶效应的概率非常低；

在不具备全基因组测序验证资源的情况下，可以针对每个gRNA选择少数几个预测的

脱靶序列进行测序验证。

KO/KI及脱靶效应的验证
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根据需要，可以选择商业化的靶向人或鼠全基因组的gRNA质粒文库，例如GeCKO 

v2.0或SAM gRNA文库。也可根据需求设计定制化gRNA文库，比如想筛选宿主的某一

类蛋白，则可仅针对这一类蛋白的基因设计gRNA。为提高后续实验的成功率，需要确保

文库的覆盖率，文库覆盖范围不全会导致假阴性和假阳性。

选择商业化gRNA文库或构建定制化gRNA文库

混合文库因为质粒量大，转染效率较低且转染试剂对某些细胞系的毒性较大，因此一

般使用慢病毒包装后转导细胞。研究表明，使用双质粒系统的慢病毒包装比单质粒系统的

慢病毒包装的病毒滴度明显增加，因此双质粒系统在文库筛选工作中的应用更加广泛。

gRNA文库的病毒包装

将 gRNA 文库包装慢病毒后，应以较低的MOI值转染目标细胞，用来降低一个细胞

中进入多个gRNA 的概率，避免同一个细胞多个基因被敲除的现象。为了评估细胞池中

构建混合细胞库和抗性筛选

图9：CRISPR文库筛选流程

金斯瑞提供GeCKO v2.0或SAM gRNA文库，同时可提供定制化gRNA文库构建服务， 

定制化gRNA文库覆盖率可达到100%。

CRISPR/Cas9介导的文库筛选可按以下步骤进行：

3.3 CRISPR文库筛选工作流程
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gRNA的表达情况，在进行筛选工作之前，可以进行一轮NGS深度测序对gRNA的表达

情况进行评估。

高通量的筛选分为阳性筛选和阴性筛选，阳性筛选是施加一定的筛选压力，使少数目

的表型的细胞存活，达到富集关键基因的目的。阴性筛选与之相反，存活的细胞并不是目

的表型细胞，因此需要比较不同时间点gRNA 的丰度找出差异gRNA 来确定。以耐药性

基因筛选实验为例，采用高浓度药物处理感染后的细胞，经过筛选后存活的细胞则具有一

定的耐药性，将这些细胞扩增并收集下来，耐药性的来源就是对相应基因的修饰产生的。

压力筛选

提取经压力筛选后富集的细胞的基因组DNA，对gRNA 的靶向区域进行PCR 扩增，

将PCR产物进行高通量测序以量化靶向不同基因的gRNA的相对丰度。分析富集的细胞

中gRNA的丰度数据可以分析得到表型相关基因，这些基因可以作为后续深入研究的待选

基因进行单基因研究。

PCR扩增和高通量测序验证

相关研究显示使用RNP形式递送Cas9/gRNA可以降低脱靶效应，而采用ssDNA替

换传统的dsDNA作为同源重组的修复模板也被证明可以降低脱靶效应和细胞毒性。本案

例中RAB11A被选为报告基因GFP的敲入位点，分别使用dsDNA和ssDNA作为GFP基

因敲入的同源重组模板。最终结果显示，使用ssDNA或dsDNA协同RNP可以实现高效

基因敲除，使用ssDNA的脱靶效率相对于使用dsDNA的脱靶效率更低。

3.4 案例分享1：利用RNP和ssDNA实现基因敲入
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图10：使用RNP和ssDNA进行基因敲入流程

图11：ssDNA或dsDNA协同RNP进行基因敲除

金斯瑞提供高质量gRNA合成，crRNA合成，Cas9蛋白，以及ssDNA合成服务。
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图12：靶向          的基因敲除策略

图13：通过Sanger测序和蛋白质免疫印迹验证          功能缺失

K-Ras蛋白是一个重要的细胞分裂调节因子，其编码基因为            。          是一种原

癌基因，与多种恶性肿瘤有关，包括白血病、胰腺癌、结肠癌和肺癌。在本案例中我们需

要敲除人结肠癌细胞系HCT116中的             基因 (图12)。案例中，外显子4作为

CRISPR/Cas9介导的基因敲除的靶点。在没有供体DNA的情况下，DSB被NHEJ修

复，形成插入缺失。最后我们使用Sanger测序和蛋白质免疫印迹来确认           基因被成

功敲除（图13）。

3.5 案例分享2：利用CRISPR生成敲除细胞系

金斯瑞的哺乳动物细胞系基因编辑服务可为客户提供靶向哺乳动物细胞任何基因的基因编

辑，且所有克隆均提供靶序列测序验证，并提供详细的克隆生成报告。

K-ras locus 
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图14：            CRISPR细胞池的插入缺失突变效率 

金斯瑞CRISPR基因敲除细胞池服务可实现难转染哺乳动物细胞系中基因敲除。

在本案例中，需要在HEK293细胞中敲除热休克蛋白家族一员DNAJC3的编码基

因            。为了构建              敲除的细胞池，我们设计了5条靶向             基因共享外显

子的gRNA。将这些gRNA克隆至带有嘌呤霉素抗性的一体化gRNA/Cas9载体中，转染

HEK293细胞，并进行抗生素抗性筛选。通过Sanger测序对细胞池中细胞进行检测。通

过对测序峰图进行分析，可以验证插入缺失突变效率为89.7% （图14）。

3.6 案例分享3：利用CRISPR技术构建敲除细胞池

CRISPR/Cas9技术还可用于在微生物中产生敲入和敲除突变。但是微生物中发生同

源重组的频率较低，需要利用λRed等技术来提高重组效率。通过将CRISPR/Cas9技术

与λRed重组技术相结合，可实现高效的微生物基因编辑。λRed系统利用噬菌体重组酶

可使重组臂短至30bp时实现同源序列的重组67。

3.7 案例分享4：利用CRISPR技术进行微生物基因组编辑
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在本案例中，λRed-CRISPR/Cas9系统被用于敲除BL21菌株中的         基因。

CadA蛋白是赖氨酸脱羧酶的一个组分，该酶有助于细菌在酸性环境下存活68。基因编辑

完成后，我们使用Sanger测序和菌落PCR筛选来确认          基因被成功敲除（图15）。
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图15：Sanger测序和菌落PCR验证cadA的敲除

金斯瑞的微生物基因编辑服务采用λRed-CRISPR/Cas编辑技术，该技术是目前最精

确、最高效且最经济的细菌基因编辑方法之一。
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图16：化学合成sgRNA和IVT sgRNA细胞水平的基因编辑效率 

图17：化学合成sgRNA和IVT sgRNA的细胞毒性
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CRISPR/Cas9基因编辑技术中，利用Cas9和sgRNA形成的核糖核蛋白（RNP）

替代质粒的转染模式，具有快捷安全、脱靶效应更低、编辑效率更高等优势，逐渐成为

CRISPR/Cas9技术更高效的实现途径。

在本案例中，通过实验比较化学合成长单链sgRNA和传统体外转录sgRNA（IVT 

sgRNA）在多个宿主细胞、多种转染模式上的细胞毒性、编辑效率和稳定性。

实验证明： 采用脂质体转染模式和电转模式，针对3组不同靶序列进行基因敲除实验，

化学合成sgRNA都可以提供更优越的编辑效率，该结论与文献报道一致69。 

3.8 案例分享5：利用化学合成长单链sgRNA提升基因编辑效率

基因编辑效率

细胞毒性

化学合成sgRNA 化学合成sgRNA

化学合成sgRNA 化学合成sgRNA

化学合成sgRNA 化学合成sgRNA 化学合成sgRNA



图18：化学合成sgRNA和IVT sgRNA稳定性比较
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实验证明：将不同靶序列的3组sgRNA样品和宿主细胞 ( HEK293细胞 ) 共孵育，化

学合成sgRNA细胞毒性更低，对宿主细胞正常增殖和细胞活性的影响较小，该结论与文

献报道一致70。

IVT sgRNA存在5’三磷酸修饰，会引起细胞免疫反应，造成细胞毒性，干扰后续实

验，而化学合成sgRNA则不存在该干扰因素。

实验证明：化学合成sgRNA产物稳定性优于IVT sgRNA，IVT sgRNA在储存中出

现分解（红色箭头），因为IVT sgRNA无法修饰，而化学合成sgRNA可添加硫代和甲氧

基修饰，保证sgRNA在储存和实验中更稳定。

IVT sgRNA涉及多步生物合成，产物存在Buffer、酶等杂质（蓝色箭头），而化学

合成sgRNA工艺稳定，批次间稳定性优于IVT sgRNA生物合成工艺，保证后续实验间结

果的可重复性和一致性。

金斯瑞提供不同类型的化学合成长单链sgRNA，助力CRISPR技术应用不同阶段：

EasyEdit sgRNA: 即买即用、编辑效率高、性价比领先，用于研发筛选

SafeEdit sgRNA: 纯度≥90%、毒性低，用于细胞/动物模型上有效性和安全性评估

IND sgRNA: 从合成、纯化、质检到分装，提供定制化检测报告和批次记录，支持临床实验申报

sgRNA的稳定性

化学合成 化学合成
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CRISPR使用简便且广泛适用于哺乳动物细胞、微生物和动物模型，为基因编辑带来

了重大变革。CRISPR不仅能够增强我们分析和理解基因功能的能力，也正在快速改变生

物医药行业。易于操作的基因组编辑技术可以用于校正导致遗传性疾病或其他疾病的基因

突变，也可用于新药的大规模筛选。2016年，CRISPR/Cas9基因编辑首次在人类患者

中进行测试，用于治疗恶性肺癌。

目前CRISPR系统应用于哺乳动物和微生物基因编辑的时间不长，CRISPR系统本身

仍有很大改进空间。随着对Cas9蛋白结构的深入了解，可以构建出更小、更高效的

Cas9突变体，提升转染和剪切效率。同样，随着研究人员对Cas9与DNA结合的机制进

一步研究，可以设计出更加高效的Cas9-gRNA的重组体。

未来，CRISPR/Cas9技术将在生命科学研究和工业领域的创新中发挥重要作用。

CRISPR/Cas9基因编辑仍是目前为止基因组工程中最简便、最经济高效且最激动人心的

技术。毋庸置疑，这仅仅只是开始，这项革命性的技术将会继续受到未来几代科学家们的

青睐。

CRISPR基因编辑技术发展前景
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更多CRISPR相关资源，请访问www.genscript.com.cn/CRISPR.html
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金斯瑞一站式CRISPR定制化试剂和服务

邮箱发送至gene@genscript.com.cn或拨打400-025-8686转5820 ，专业技术

支持为您服务。

更多详情欢迎访问金斯瑞官网
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