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多重基因组编辑中CRISPR-Cas9系统和

CRISPR-Cpf1系统的应用和比较
郭婷  安新民*

(北京林业大学林木育种国家工程实验室, 林木花卉遗传育种教育部重点实验室, 
北京林业大学生物科学与技术学院, 北京 100083)

摘要      基因编辑技术是指在基因靶位点引入核酸序列变化的一类技术, 已广泛应用于生物

学、基础医学等多个领域。随着对CRISPR系统研究的不断深入, 利用Cas9蛋白进行的多重基因组

编辑技术得到了飞速发展, 科学家们开发了多种依赖Cas9蛋白的多gRNA载体构建策略, 并且在多

个物种中已经实现多重基因编辑。而CRISPR-Cpf1系统是基因编辑技术的新工具, 极大地丰富了

CRISPR/Cas系统库, 该系统不仅进一步扩大了基因编辑靶位点的选择范围, 同时有效降低了脱靶

效应。而且, Cpf1不同于Cas9蛋白的分子作用机制, 具有多重编辑的天然优势, 已广泛引起人们的

关注。该文重点介绍了主要的4种CRISPR-Cas9多重编辑构建策略: Golden Gate Assembly、Multi-
plexed Lentiviral Expression Cassettes、Polycistronic-tRNA-gRNA Cassettes、Csy4-Cleavable Cassettes
和CRISPR-Cpf1多重基因编辑新技术, 同时比较了CRISPR-Cas9和CRISPR-Cpf1两种多基因编辑技

术的特点, 以期为多重基因编辑技术在生物研究领域的应用提供参考。
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Application and Comparison of CRISPR-Cas9 System and CRISPR-Cpf1 
System in Multigenome Editing
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Ornamental Plants, MOE, College of Biological Sciences and Biotechnology, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China)

Abstract       Gene editing technology is a kind of technology that introduces nucleic acid sequence changes 
into gene target, which has been widely used in biology, basic medicine and other fields. With the deepening of the 
research on CRISPR system, the multiple gene editing technology using Cas9 protein has developed rapidly. Sci-
entists have developed a variety of multiple gRNAs vector construction strategies relying on Cas9 protein, which 
has realized multiple gene editing in various species. CRISPR-Cpf1 system is a new tool of gene editing technol-
ogy, which has greatly enriched the CRISPR/Cas system library. It not only further expands the selection range of 
gene editing target sites, and causes less off-target effects, but also its molecular mechanism of action different from 
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Cas9 protein confers it natural advantage in multiple gene editing, which has attracted extensive attention. In this 
paper, we mainly introduced four construction strategies of  multiple gene editing based on CRISPR-Cas9 system, 
including Golden Gate Assembly, Multiplexed Lentiviral Expression Cassettes, Polycistronic-tRNA-Grna Cassettes, 
Csy4-cleavable Cassettes, and CRISPR-Cpf1 multi-gene editing technology. Meanwhile, we compare the character-
istics of CRISPR-Cas9 system and the CRISPR - Cpf1 system, and expect to provide reference for the application 
of multiple gene editing technology in the field of biological research.

Keywords       multiple gene editing technology; CRISPR-Cas9; CRISPR-Cpf1

近年来, 利用工程核酸酶来进行的基因组编

辑已经发展成为一种有效的生物技术手段, 是在基

因组的特定位置进行靶向编辑包括: 基因删除、插

入、转录激活、甲基化调控等的工程方法[1-2]。其

中, 起关键性“剪刀”作用的是序列特异性核酸酶

(sequence-specific nuclease, SSN), 它可在预设的基因

组位点使DNA双链断裂, 为基于DNA修复的精确基

因组编辑提供机会, 包括从上个世纪90年代发展起

来的锌指核酸酶(zinc-finger nucleases, ZFNs)和TAL
效应核酸酶 (transcription activator-like effector nucle-
ases, TALENs)工具 [1,3-4], 但这两种核酸酶与DNA的

结合需要达到一定程度的特异性, 且构建过程较为

复杂、耗时费力。2012年, 美国加州大学伯克利分

校的Doudna和Charpentier研究组 [5]首次在体外证明

了CRISPR/Cas9特异性切割靶标DNA的功能 , 并将

crRNA-tracrRNA改造为 sgRNA(single guide RNA)。
2013年, 张锋等[1]首次报道了CRISPR(clustered regu-
lar-ly interspaced short palindromic repeats)/Cas系统在

哺乳动物基因组编辑中的应用, 作为一种RNA引导

的内切核酸酶系统, 它可以直接通过核苷酸碱基配

对靶向DNA位点。因其具有靶点设计灵活、构建简

单、编辑高效等特点, CRISPR/Cas已成为基因组编

辑的首选。

自CRISPR-Cas9技术诞生以来 , 科学家们对其

不断进行改进 , 主要目标是提高该系统的DNA靶

向范围与保真性 , 并已经取得了可观的进展。研究

表明 , 在哺乳动物细胞中有效发挥作用的天然或工

程Cas9变异中 , 蛋白靶向范围不再局限于NGG的

PAM(protospacer adjacent motif)区。最近 , 美国哈佛

大学的Liu研究团队 [2]获得了可在哺乳细胞中识别

包括NG、GAA和GAT的 PAM序列的SpCas9变体

(xCas9), 其在人类细胞中的应用包括靶向转录激活、

核酸酶介导的基因破坏以及胞苷和腺嘌呤碱基编辑, 

实验结果显示, xCas9具有比SpCas9更高的DNA特异

性, 并且在全基因组范围所有测试的NGG靶位点上

的脱靶活性更低。相关研究在水稻中也取得了进

展, 王克剑课题组与李家洋课题组[3]合作通过定点突

变对水稻常用的SpCas9进行改造, 获得了xCas9 3.6
和xCas9 3.7两个变体, 该研究有效拓展了基因组编

辑的范围, 但编辑效率有待提高。科学家们进行深

入探索后发现, 细菌王国中具有各类丰富的Cas蛋白, 
不同的Cas蛋白具有各自的特性, 包括识别的PAM区

序列、蛋白大小以及切割活性都各不相同, 这大大

扩展了CRISPR/Cas系统的应用范围 [6-7]。Doudna团
队[8]在嗜热脂肪土芽孢杆菌中找到了一种GeoCas9蛋
白, 可以在很宽的温度范围内催化RNA引导的DNA
切割, 并且在人血浆中具有增强的蛋白质寿命。

2015年9月, 张峰团队[4]发表在《细胞》杂志中

的一项研究介绍了一种比Cas9蛋白更小更简单的

核酸内切酶Cpf1, 仅1 200~1 300个氨基酸。它能够

介导强烈的DNA干扰, 且具有与Cas9不同的生理特

征。Cpf1蛋白属于II类type V-A CRISPR系统, 与Cas9
一样, Cpf1可与目标基因组位点结合并产生双链断

裂, 然后通过非同源末端连接(non-homologous end-
joining, NHEJ)或同源定向修复 (homology directed 
repair, HDR)(如果提供了外源模板)进行修复。相比

于Cas9蛋白, Cpf1蛋白具有更低的脱靶效应, 在基因

治疗应用中具有巨大的潜力。同时, CRISPR-Cpf1
系统的应用范围更广, 例如在谷氨酸棒杆菌这一最

重要的氨基酸生产菌株中, SpCas9难以适配应用, 中
国科学院杨晟研究组[9]建立了高效的谷氨酸棒杆菌

CRISPR-Cpf1基因组编辑系统, 可对L-脯氨酸合成

代谢关键酶γ-谷氨酰激酶的149位甘氨酸实施原位

饱和点突变, 成功筛选获得抗L-脯氨酸反馈抑制的

高产菌株。CRISPR-Cpf1基因编辑系统的出现, 为
蓬勃发展的基因组编辑工具再添一抹亮色。
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1   CRISPR-Cas9多重编辑方法
随着对CRISPR-Cas系统研究的不断深入, 科

学家们已不满足于对单基因的编辑, 同时靶向多个

DNA序列、用于敲除多个基因或删除染色体片段

的多重基因组编辑技术, 已经引起了科学界的广泛

关注并成为当今基因编辑技术的研究热点之一。在

新的CRISPR-Cpf1方法出现之前, 利用CRISPR技术

进行多重基因编辑完全依赖于CRISPR-Cas9系统[10], 
该系统主要通过提供单个Cas9酶和两个或多个靶向

不同基因组位点的sgRNA来进行多靶点的编辑。目

前, 许多基于质粒的CRISPR/SpCas9表达系统已经构

建完成, 并且科学家们可以从非营利性的全球质粒库

Addgene获得。但这些系统只适用于单个gRNA的转

染, 当靶向多个基因座时, 由于拷贝数的差异, 共转染

可能导致表达水平有变化。这种情况的解决方案通

常需要定制多个sgRNA克隆表达程序, 并将其放入相

同的载体中, 但当实验需要许多sgRNA组合时, 工作

量巨大且耗时[11]。随着科学家们不断探索和改进, 目
前用于在体内提供多种gRNA的方法包括使用多基

因盒来表达几种gRNA, 基于Csy4切除、crRNA阵列、

核酶侧翼gRNA、gRNA的tRNA依赖性切割以及预先

加载不同gRNA的Cas9蛋白的直接引入等[12]。这里介

绍主要的4种多gRNA载体构建策略。

1.1   Golden Gate Assembly
Golden Gate Assembly是一种基于使用 IIS型

限制酶的DNA组装方法[13], 可实现将多种gRNA表

达质粒快速组装成单个“阵列”质粒, 达到将多个

sgRNA表达盒的定制克隆程序置于同一载体的目

标(图1)。其可用于不同水平的构建体装配: 从基因

片段到完整的基因编码序列、从基本遗传元件到完

整转录单元、从转录单元到多基因构建体, 构建的

载体通过转染的方式进入细胞。Vad-Nielsen等[11]使

用该方法, 在2周内完成了CRISPR gRNA表达阵列

的构建, 其含有多达30个gRNA表达盒, 相关研究证

明, 使用人细胞中的多重gRNA表达阵列载体可以同

时靶向10个基因组基因座或同时抑制多个基因。该

方法的优点是时间成本低, 且具有高效性和可编程

性; 缺点是每个gRNA需要自己的启动子, 而有限的

酶切位点和增加的插入物降低了制备构建体的效率, 
且由于该系统基于IIS型限制酶的使用, 因此在设计

CRISPR gRNA时必须排除存在Bbs I、Bsa I或Bsmb I
识别位点的靶位点[11]。Golden Gate Assembly已被广

泛用于合成生物学研究中, Larroude等[14]利用该技术

筛选表达的每个转录单位的最佳启动子−基因对, 并

图1   用于同时靶向多个基因组基因座的CRISPR gRNA表达阵列的Golden Gate组装(根据参考文献[1,11]修改) 
Fig.1   Golden Gate Assembly of CRISPR gRNA expression arrays for simultaneous targeting of 

multiple genomic loci (modified from references [1,11])
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通过此策略获得了β-胡萝卜素高产的解脂耶氏酵母

菌株。

1.2   MLEC(Multiplexed Lentiviral Expression 
Cassettes)

利用MLEC技术构建的CRISPR-Cas系统(图2)主
要应用于多种dsDNA病毒导致的疾病治疗, 其通过

慢病毒转导的方式进入受体。该技术利用了一种特

殊的载体—腺相关病毒(adenovirus associated virus, 
AAV)载体。AAV载体作为用于转导肝脏和肿瘤组

织的理想病毒载体, 它解决了CRISPR/Cas系统在体

内向感染细胞的有效递送问题。该技术的缺点是每

个gRNA需要添加各自的启动子, 且AAV载体的包

装大小是有限的, 所以常用的4.2 Kb大小的Spy Cas9
基因显然太大而不能构建表达的重组AAV载体, 所
以科学家们发现3.2 Kb的Sau Cas9基因较为适用于

该系统的构建。2015年, Edward等[15]在研究中完成

了多重编辑能力的AAV载体骨架的设计和优化, 该
系统由一个截短处理的CMV启动子/增强子驱动的

金黄色葡萄球菌中的小型II型Cas9蛋白, 3′端的一

个poly(A)添加信号, 以及两个由U6启动子或70 bp 
tRNA衍生的Pol III启动子驱动的双sgRNA表达盒组

成。构建的双sgRNA的表达具有高编辑效率、高切

割特异性, 脱靶率较低。多重sgRNA/Cas9 AAV载体

的递送极大地扩展CRISPR/Cas系统在体内使用的

潜力。Chung等[16]也利用MLEC策略成功构建了多

重sgRNA/Cas9 AAV载体, 极大地增强了干细胞基因

治疗方法在治疗HIV/AIDS方面的功效。

1.3   Csy4-Cleavable Cassettes
Csy4-Cleavable Cassettes多基因编辑系统属于

一种利用Csy4内切核糖核酸酶(endo-RNase)从合成

的单个转录物表达多个gRNA的策略(图3)[17]。其原

理是首先构建具有串联排列的Csy4-cleavable RNA-
gRNA结构的合成基因, 然后它会被有效且精确地加

工成多个具有体内所需5′向序列的gRNA, 从而指导

Cas9蛋白编辑多个染色体靶标, 实现由单个基因产

生大量gRNA的目标[18], 该技术构建的载体通过转染

的方式导入体内, 但需要共转染Cas9蛋白。Csy4是
一种21.4 kDa大小的RNA内切核糖核酸酶, 通过序

列和结构特异性接触识别其RNA底物, 可识别短至

18 bp(Cy18)的同源发夹序列[19]。Ferreira等[20]的研究

表明, 经过Csy4处理的多组分gRNA达到了与单独

表达特定gRNA时相同的转录调控水平, 所以它同时

具有稳定性与高效性。Csy4的细菌来源也使其成为

构建复杂的合成通路而不干扰宿主细胞内源性RNA
机制的理想工具[17]。该策略也有望应用于加速植物

基因的功能发现和农作物基因改良[12]。2018年10月, 
高彩霞团队[21]利用多靶点Csy4 multi-gRNA系统将

理想株型、开花的光周期不敏感性、果实大小和成

熟同步性等重要驯化性状一次性导入野生番茄, 实
现了天然抗逆番茄品种的从头驯化, 提供了作物改

良的新思路。

1.4   PTG(polycistronic-tRNA-gRNA) Cassettes
PTG Cassettes是指在一个构建体中快速组装多

个sgRNA的策略。该系统原理是利用细胞中的内源

Promoter Terminator

PTG (Polycistronic tRNA-gRNA)

tRNA tRNA  1 gRNA   n gRNA 

35sspCas9

图2   MLEC多重基因组编辑系统(根据参考文献[15]修改)
Fig.2   MLEC multiplex genome editing system (modified from reference [15])

图3   Csy4-Cleavable Cassettes多重基因组编辑系统(根据参考文献[22]修改)
Fig.3   Csy4-Cleavable Cassettes multiplex genome editing system (modified from reference [22])
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性tRNA加工系统[18], 有效地表达仅使用一个Pol III启
动子驱动的多个sgRNA, 达到多重编辑的效果。内

源性酶RNases P和Z能够特异性识别tRNA并精确切

割PTG以释放tRNA和gRNA, 在表达多种gRNA的同

时, tRNA也可作为内部增强子或启动子, 所以该系统

还可以增强Pol III启动子的转录效率[23]。该系统通

过转染的方式进入细胞, 同时也需要共转染Cas9蛋
白。中国科学院华南植物园汪祖鹏等[24]为了提高猕

猴桃中的基因编辑效率, 构建了一种新的快速高效

的成对sgRNA的Cas9双元表达载体, 仅需要合成两

种含sgRNA的引物, 大幅度降低了成本, 且PTG/Cas9
系统(图4)的诱变频率比CRISPR/Cas9系统的诱变频

率高10倍。

CRISPR/Cas9多重编辑系统的不同构建策略已

被用于修饰各种生物体中的多个基因, 例如结合几个

Pol III启动子盒和sgRNA的多重系统[25-26]、利用单个

转录物表达多个gRNA的Csy4核糖核酸酶系统[17]。4
种构建策略各有优缺点(表1)。 (1)Golden Gate As-
sembly构建策略适用于不同水平的构建体装配, 具有

高效率及可编程性。但由于其依赖于IIS型限制酶, 

所以需要从载体中消除Bsa I位点, 通常需要对扩增

的序列以及其他entry clone进行测序以确认不存在

PCR衍生的突变。研究表明, Bsa I位点具有6个碱基

对识别序列, 因此对于GC含量为50%的基因组, Bsa 
I限制位点平均每4 Kb出现一次[27]。所以在选择构

建策略时, 需要考虑到实验对象生物体的基本成分

来判断BsaI限制位点的频率。(2)MLEC构建策略的

特点在于使用了病毒载体, AVV病毒载体可以解决

CRISPR/Cas系统在体内对受感染细胞的有效传递问

题。该策略能够将多重编辑技术与病毒载体结合起

来, 极大地扩展CRISPR/Cas9系统在体内靶向肝脏、

神经、肌肉和肿瘤组织的治疗潜力。但需要注意的

是, 在使用过程中, 慢病毒载体可能会导致一系列生

物安全性问题，例如导致插入突变或产生具有复制

能力的病毒等[28]。(3)Csy4-Cleavable Cassettes策略

通过一个多顺反子的转录本表达gRNA。Csy4的功

能已在细菌, 古细菌和真核生物中得到证实[29], 还具

有靶向治疗HIV-1的潜力[30], 适用于各种生物体的基

因组编辑, 应用较为广泛。(4)PTG Cassettes策略也

属于利用单个转录物表达多个gRNA的策略, 具有比

具有不同颜色的钻石代表sgRNA, 圆形代表sgRNA支架, 黄色圆矩形代表tRNA。

Diamonds with different colours represent sgRNA, round represent the sgRNA scaffold and red round rectangles represent tRNA.
图4   PTG/Cas多重基因组编辑系统 (根据参考文献[22,24]修改)

Fig.4   PTG/Cas multiplex genome editing system (modified from references [22,24])

表1   CRISPR/Cas9多重编辑系统4种构建策略的比较

Table 1   Comparisons of 4 construction strategies of CRISPR/Cas9 multi-editing system
策略

Strategies
  导入方法

  Import methods
优点

Advantages
缺点

Disadvantages

Golden  Gate Assembly Transfection  Suitable for different levels of construction assembly
 Programmability
 Low time cost

Each gRNA needs its own promoter
The design of sgRNA needs to consider 
the exclusion of specific target sites

Multiplexed Lentiviral 
Expression Cassettes

Lentiviral 
transfer

 Effective delivery of CRISPR/Cas system to infected       
 cells in vivo

Each gRNA needs its own promoter
The package size of AAV carrier is limited 
biosecurity issues

Csy4-Cleavable Cassettes Transfection  Stability and efficiency
 Using a single transcript to express multiple gRNAs

Need to co-transfect Cas9 protein

Polycistronic-tRNA-gRNA  
Cassettes

Transfection  Utilizing endogenous tRNA processing systems in  
 cells
 Improve the transcription efficiency of promoter

Need to co-transfect Cas9 protein 

Promoter Terminator

PTG (Polycistronic tRNA-gRNA)

tRNA tRNA  1 gRNA   n gRNA 

35sspCas9
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Csy4-Cleavable Cassettes强大和精确的功能, 并适用

于更复杂的Cas9应用, tRNA也可作为内部增强子或

启动子来增强Pol III转录效率。与上述3种方法相比, 
PTG使用内源性tRNA处理系统, 而不引入可能对细

胞有毒的其他成分, 以及tRNA(约70 bp)小于核酶(约
200 bp)和Pol III启动子(通常为200~300 bp), 更方便

进行载体包装, 所以PTG未来应用于CRISPR-Cas9
系统在基因治疗中的限制较少[23]。

2   CRISPR-Cpf1多基因编辑系统
2.1   CRISPR-Cpf1技术简介

自从2015年张峰团队[4]首次证明了CRISPR-Cpf1
系统在人类细胞中具有有效的基因组编辑活性, 为
了探索Cpf1在基因组编辑应用中的适用性, 科学家

们对来自不同细菌的16种Cpf1家族蛋白的DNA靶

向性进行了表征, 并筛选出源于氨基酸球菌属(Aci-
dominococcus)和毛螺菌科(Lachnospiraceae)的2种酶: 
AsCpf1和LbCpf1。Cpf1系统CRISPR阵列包含一系

列由36个核苷酸重复序列分隔的9个间隔序列, 研究

表明, Cas9和Cpf1的核酸酶部分与不同的转座编码

的TnpB蛋白组同源, 第一个包含RuvC和HNH核酸酶

域, 第二个仅包含RuvC-like域[31]。除了效应蛋白之

间的区别之外, 基因编码的Cas1、Cas2和Cas4蛋白, 
相比于I型和III型的同源蛋白, Cpf1系统与II型CRIS-
PR系统的同源蛋白关系更加密切。根据CRISPR I
型和II型系统差异, CRISPR-Cpf1被确定为2类V-A型

CRISPR系统[32], 在CRISPR免疫的背景下, V-A型是

迄今为止描述的最简约的CRISPR-Cas系统。2016年, 
Fonfara等[33]首次揭示Cpf1具有双重切割酶活性, 在
镁离子或钙离子存在下, 它仅使用一种酶Cpf1来处

理pre-crRNA, 之后Cpf1由crRNA引导, 识别富含胸腺

嘧啶的原间隔子相邻基序(PAM), 产生DSB, 催化细

胞开启修复机制。Cpf1具有的与Cas9不同的分子机

制为序列特异性基因组工程、基因沉默和促进基因

的多路复用开辟了新的途径, 也使该系统成为基因

水平转移的理想选择。

CRISPR-Cpf1与CRISPR-Cas9系统在很多方面

都有所不同[34](表2, 这里以最常用的CRISPR-SpCas9
为代表进行比较)。Cpf1与Cas9具有不同的作用机

制和结构特点, CRISPR-Cpf1的优势主要体现在4个
方面。(1)剪切方式不同。Cpf1剪切后形成交错切

割的产物即黏性末端, 其相对于Cas9剪切后产生的

平末端通常更加容易进行修复处理。研究表明, 黏
性末端结构对于促进非同源末端连接基因插入哺乳

动物基因组尤其有利[35], 如果能够对黏性末端的精

确序列进行编程, 研究人员就可以设计出DNA插入

物, 使其以正确的方向整合到基因组中。(2)剪切位

置不同。Cpf1剪切时离PAM区识别位点很远, 使研

究人员在编辑位置的选择上有了更多的选项, 并且

Cpf1诱导的indels离靶区较远, 可为后续的Cpf1裂
解保留indels。(3)Cpf1系统在目标位置的选择上提

供了灵活性, 与Cas9相比, Cpf1复合物识别的PAM
序列更加广泛。迄今为止, 所有特征哺乳动物基因

组编辑蛋白都需要PAM区至少一个G的存在[31,36], 
因此Cpf1家族蛋白的T和T/C依赖性PAM区扩大了

RNA-guided的基因组编辑核酸酶的靶向范围。(4)
与Cas9蛋白的最大不同是在pre-crRNA的加工上, 
Cpf1系统不包括tracrRNA, 而是由其本身的RNase
结构域完成整个加工过程, 随后利用加工获得的

crRNA特异性地靶向和切割DNA。因为具有这种

自我加工的能力, CRISPR/Cpf1系统不需要多个启

动子来驱动crRNA表达, 或者添加一些方便加工的

序列例如Csy4切割位点, 则Cpf1酶比标准的SpCas9
要小, 使其更容易进入各组织和细胞。

作为基因编辑的新工具, CRISPR-Cpf1进一

步扩大了基因编辑靶位点的选择范围, 同时脱靶

效应低, 已广泛引起人们的关注。Cpf1可通过单

个crRNA阵列同时进行多个基因的编辑, 使构建的

crRNA表达载体更加简化、更加轻巧, 适用于多个

表达平台。例如上述腺相关病毒的转导方面, 张峰

团队[10]将两种AAV以1:1的比例混合感染细胞, 其中

一种表达Cpf1, 另一种表达crRNA阵列以及GFP标
签。实验结果表明在感染后四周, 约75%的神经元

被Cpf1和GFP共同转导, 在这些神经元中, 3个位点

全部被编辑的神经元占15%, 说明Cpf1的编辑效率

是可观的。

2.2   CRISPR-Cpf1系统的改良及应用

2.2.1   CRISPR-Cpf1系统的改良      CRISPR-Cpf1自
被发现以来, 已经应用于动物[37]、植物[38-39]、微生

物[40]及人类细胞[41]的相关研究中。虽然该系统相对

于Cas9系统具有很大的优势, 但该系统出现时间较

短, 还需进一步完善。目前科学家们主要针对其编

辑效率、编辑范围以及编辑的精准性和稳定性进行

研究。



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

2240 ·  综述 ·

为了提高CRISPR系统的基因组编辑效率, 科学

家们探索了多种方法。例如利用工程化crRNA提高

系统对基因组的编辑效率[42-43]; 设计并优化gRNA, 利
用gRNA-tRNA系统可以提高CRISPR-Cpf1系统的靶

向能力, 并且显示出比原始Cpf1-gRNA系统更显著

的编辑效率[44]; 以及利用植物内源内含子剪切系统

和tRNA加工系统对gRNA进行改造的方法, 华中农

业大学谢卡斌团队[45]利用Cpf1所特有的crRNA加工

活性简化了内含子表达sgRNA的方法, 与常规Cpf1
载体相比, 含有Cpf1和内含子crRNA阵列的杂合基因

编辑效率显著提高。2017年, 朱健康团队[46]成功构

建了一种简单、高效的能在水稻中实现的多基因定

点编辑系统。他们发现, 将多个短的20~21 bp的直接

重复序列(direct repeats, DR)与22~24 bp的靶位点识

别序列的DR-guide单元直接串联, 只需要一个启动

子驱动即可简单高效地实现多基因敲除, 敲除效率

达到40%~75%, 显著提高了Cpf1的编辑效率, 该工作

为水稻多基因定点编辑提供了一个简单高效的新工

具。

解决脱靶问题是科学家们研究方向之一。一直

以来, 科学家们从不同类型的细菌中搜寻了成百上

千种的CRISPR系统, 不断补充和丰富系统库, 获得

了很大的进展。例如, 一些系统具有体积较小的特性, 
则适用于构建病毒载体靶向基因治疗。但不管该系

统在设计、编辑效率等方面具有多大的优势, 脱靶

效应一直是重点的研究对象。2016年, Kim等[47]利用

Digenome-seq测序方法验证AsCpf1和LbCpf1蛋白的

脱靶效应。结果显示, 与Cas9相比, Cpf1脱靶切割位

点更少(LbCpf1为6个, AsCpf1为12个), 而Cas9能够切

割人基因组上的90多个脱靶位点。并且在Cpf1体外

脱靶切割位点实验中, 代表脱靶效应的核苷酸插入

或删除发生率低于0.1%, 远低于对应的靶位点上的

indel发生率, 表明这两种Cpf1蛋白脱靶效应极低。但

若期待CRISPR-Cpf1在人类生产和临床疾病治疗方

面得到推广应用, 对于系统的特异性以及相关检测

手段的研究必不可少。CRISPR系统的核心在于核

酸酶蛋白以及sgRNA, 就目前的研究进展, 提高系统

的保真性主要有以下方法。(1)对于一段目标DNA
序列, 设计两个Cpf1分子结合到其相对链上, 完成

完全切割。虽然这种方法有效, 但它会给系统增加

更多部件, 对于系统的构建及其导入都增加了复杂

性, 目前较难实现, 且该方法在Cas9系统中有较多研

究[48-49]。(2)对gRNA进行设计。相对于为每一个新

发现的CRISPR蛋白进行设计, 改良所有系统共用的

gRNA显然更加容易。近日, Kocak等[50]将gRNA5′末
端设计延伸多20个核苷酸, 让其自身折叠, 变成原始

导向RNA的“尾巴”, 形成发夹形状。通过调整二级

结构的强度, R-环可以在靶位点处形成, 而在脱靶位

点R-环形成受阻, 因此提高了编辑的特异性。使用

这种方法, 靶向体外培养的细胞, 观察到AsCpf1和

表2   CRISPR- Cpf1和CRISPR-SpCas9的比较(根据参考文献[22]修改)
Table 2   The Comparisons between CRISPR-Cpf1 and CRISPR-SpCas9 (modified from reference [22])

项目

Item
CRISPR-Cpf1 CRISPR-SpCas9

Type CRISPR-Cas IIV-A type CRISPR-Cas II type

Structural domain RuvC and HNH nuclease domain RuvC-like domain

Protein size 1 200~1 300 amino acid 1 368 amino acid

Enzyme DNA and RNA endonuclease activity DNA endonuclease activity

Pre-crRNAprocessing RNase structural domain RNase III

Terminal Cohesive terminus Blunt-ended DNA

Shear position PAM downstream target DNA strand 23 bits and non-target strand 
18 bits

PAM upstream 3 nucleotide lateral

Off-target rate Low Relatively high

Characteristics Wide range of applications, suitable for more difficult editing 
species, such as Corynebacterium glutamate
Cpf1 enzyme is smaller, easier to package and facilitate the 
construction of vector
Prefer the PAM sequence rich in T
TracrRNA is not required

The research is relatively thorough and has 
been widely used in various fields
Prefer PAM sequences rich in G
Need tracrRNA
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LbCpf1活性都可以通过间隔二级结构调节, 并且可

以通过调节二级结构的强度来减少脱靶活性而不改

变靶向活性, 与未修饰的sgRNA相比, hp-sgRNA的

特异性平均提高了55倍。

扩大Cpf1直系同源物AsCpf1和LbCpf1的靶向

范围, 即拓展5′-TTTN-3′的PAM区结构域的识别范

围也是科学家们对CRISPR-Cpf1系统的改良方向之

一。目前, 科学家们主要通过创造和筛选突变体的

方式进行优化, 例如张峰团队[51]发现, AsCpf1突变

S542R/K607R和S542R/K548V/N552R后可以分别识

别PAM区为TYCV和TATV的DNA序列, 并且提高了

蛋白活性。全基因组范围脱靶分析也表明, 这些突

变体对蛋白的高特异性并没有影响, 且LbCpf1蛋白

在同样的突变位点表现出相同的结果。中国农业科

学院团队[52]在植物中的相关研究也取得了一定的进

展, 他们分别定点突变了LbCpf1蛋白的2个和3个关

键氨基酸位点, 获得LbCpf1(RR)和LbCpf1(RVR)突
变体, 并成功利用LbCpf1(RR)突变体实现对水稻基

因组的编辑, 该研究拓展了Cpf1在植物基因组中的

编辑范围。在人体细胞研究中, Cpf1核酸酶也是一

种应用于多重基因编辑、表观遗传编辑、单碱基编

辑和基因敲除重要的工具酶。Kleinstiver等[41]研究开

发出AsCpf1变体enAsCpf1, 显著扩展了编辑的靶向范

围。科学家们使用structure-guided蛋白质工程设计了

10个带有单个氨基酸取代的变体, 其中E174R/S542R/
K548R变体可以靶向诸多PAM区, 例如TTYN(TTTN/
TTCN)、VTTV(ATTV/CTTV/GTTV)和TRTV(TATV/
TGTV)。与野生型AsCpf1相比, enAsCpf1在具有经典

TTTV PAM的位点上表现出双倍高的基因组编辑活

性, 该研究显著改善了Cpf1核酸酶的靶向范围, 靶向

活性和保真性。

2.2.2   CRISPR-Cpf1系统在动物中的应用      研究

表明, Cpf1在动物基因组编辑中是有效的, 并且Cpf1
家族蛋白中编辑效率最高的AsCpf1和LbCpf1蛋白都

显示出在人类细胞中的DNA切割活性[53-55]。为了检

测小鼠中Cpf1的基因靶向潜力, Kim等[56]将AsCpf1
与LbCpf1 mRNA和同源crRNA显微注射入C57BL/6J
小鼠的原核阶段胚胎的细胞质中, 之后将胚胎转移

到养母的输卵管中, 结果显示, 两种Cpf1核酸酶均可

诱导小鼠胚胎中的突变, 并且诱导的突变足以产生

突变小鼠。为了证实Cpf1在哺乳动物细胞和疾病动

物模型中校正基因突变的潜在有用性, Zhang等[57]利

用Cpf1酶体型较小, 更容易包装到病毒内以及更易

进入肌细胞的特性, 使用了来自杜氏肌营养不良症

(Duchenne muscular dystrophy, DMD)患者纤维细胞

的诱导多能干细胞和DMD动物模型mdx小鼠, 利用

CRISPR-Cpf1来破坏DMD外显子51中的早期终止密

码子, 实验结果显示, 来自细胞的诱导多能干细胞和

心肌细胞中的肌营养不良蛋白表达得到了修复, 心
肌细胞的收缩力得到增强; 同样, 在mdx小鼠种系中, 
通过Cpf1介导的编辑, 小鼠肌营养不良的病理生理

特征得到了改善, 该研究对杜氏肌营养不良症的治

疗有突破性意义。

2.2.3   CRISPR-Cpf1系统在植物中的应用      CRISPR-
Cpf1是一种有前景的植物基因组编辑新工具, 该系

统具有体积小、编辑效率高的特点。Tang等[58]使用

了一种双RNA聚合酶II启动子表达系统, 对水稻的

3个基因(OsPDS、OsDEP1和OsROC5)中的6个位点

进行编辑, 结果显示, LbCpf1能在水稻T0转基因植

物中的4个独立位点以接近100%的效率产生双等位

基因突变。同时, 作者又设计了AsCpf1和LbCpf1在
拟南芥中的转录抑制实验, 发现miR159b转录水平

减少了10倍以上, 说明该系统实现了有效的转录抑

制。近年来, 针对转基因安全性问题, 无外源DNA导

入的基因编辑技术开始发展起来。Kim等[59]将重组

Cpf1蛋白与体外转录或化学合成的靶特异性crRNA
一起递送到大豆和野生烟草原生质体中, 深度测序

分析表明, 在大豆中的FAD2旁系同源物和野生烟草

中的AOC中该方法都成功诱导了突变, 并且在大豆

基因组中潜在的脱靶位点未检测到显著突变。研

究结果表明, Cpf1-crRNA复合物可用于不引入外来

DNA序列的植物基因组编辑。CRISPR/Cpf1系统的

发展为植物功能基因组研究和农作物改良提供了强

有力的工具。

2.2.4   CRISPR-Cpf1系统在微生物中的应用      编辑

效率是微生物基因组编辑结果的重要评估因素。为

了探究Cpf1与SpCas9在酿酒酵母基因组中的编辑效

率 , Verwaal等 [60]选择3种Cpf1直向同源物 : AsCpf1、
LbCpf1和FnCpf1, 用于酿酒酵母的基因组编辑研究。

实验结果显示, 这些基于Cpf1的系统能够使用基于

双质粒和线性供体DNA的编辑方法, 高效精准地在

基因组上导入供体DNA。其中LbCpf1和FnCpf1显示

出与CRISPR/Cas9系统相当的编辑效率, 而AsCpf1编
辑效率较低。进一步的实验发现 , AsCpf1和LbCpf1
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对其同源 crRNA具有偏好性 , 并且证明使用单个

LbCpf1-crRNA阵列的多重基因组编辑在酵母中也具

有功能。这项工作拓宽了可用于酿酒酵母的基因组

编辑工具范围。基因编辑技术在动植物的基础理论

研究方面已获得广泛利用, 但在一些特殊微生物中

的低编辑效率问题一直困扰着科学家们, 例如靶向

衣藻核基因编辑效率低下, 这种情况已经长达10年, 
严重阻碍了其相关研究。为了检测莱茵衣藻中 Lb-
Cpf1介导的基因组编辑效率, Ferenczi等[61]通过电穿

孔将靶向RNP(ribonucleoprotein)递送到莱茵衣藻细胞, 
靶向敲除FK506结合蛋白。结果显示, 使用CRISPR-
LbCpf1 RNP和单链寡脱氧核苷酸(ssODN)作为DNA
修复模板可以在莱茵衣藻中进行有效的同源性编辑, 
并且通过用ssODN补充编辑比仅仅利用RNP编辑效

率增强了约500倍, 在4个核基因座处, 无痕编辑效率

为0.1%~10.0%, 而有痕编辑发生频率高达16%, 该研

究为微生物核基因组编辑提供了新的思路。Cpf1丰
富了CRISPR家族, 独特的编辑特性也使Cpf1被认为

是对Cas9技术重要的补充。

3   展望
虽说Cpf1系统自诞生以来, 就因其简便的设

计、低成本和低脱靶率, 成功地吸引了全世界的目

光。但Cas9系统的优势依旧很突出, 科学家们对其

研究较深入, 对于靶向不同生物体中编辑策略的选

择把握得也较准确。故若不是研究对象较为特别或

是对于脱靶效应要求较高, Cas9系统依旧会是科研

工作者的第一选择。尽管研究表明, 同时表达两种

gRNA的Cas9-二聚体可以降低一定的脱靶风险[5], 但
脱靶问题依然是当前Cas9系统应用于多重基因编辑

亟需攻克的难关, 极大地限制了其在医学方面的

应用。而Cpf1具有独特的双重切割酶活性, 可作为

与Cas9功能互补的多重基因编辑的理想工具。但考

虑到该系统出现的时间较短, 科研工作者可以考虑

借鉴Cas9系统的改进方案对Cpf1系统进行完善, 特
别是突变体的构建及其筛选。例如借鉴Cas9蛋白PI 
(PAM-interacting)结构域的改造方法, 可以对Cpf1蛋
白晶体结构进行改造, 也可以参考Casini等[62]开发的

一种利用筛选酵母报告菌株筛选法SpCas9突变体的

方法。Cpf1系统的低脱靶率意味着其将在人类临床

疾病治疗方面具有极大的研究潜力和广阔的应用前

景。但科学家们在将基因编辑系统推向临床应用之

前, 还需解决诸多问题, 例如脱靶问题、靶向基因治

疗中的安全性评估问题以及伦理方面的法律法规也

需进一步完善。

张峰团队[63]已开发出第3个可用于人类基因组

编辑的CRISPR-Cas12b系统, 克服了其特征家族成

员的耐高温要求, 从Hisashii芽孢杆菌中获得并改造

得到bhcas12b突变株, 并表现出比Cas9蛋白更高的

特异性, 该系统的未来发展及应用值得期待。基因

编辑技术发展日新月异, 例如, 最近发展迅猛的单碱

基编辑技术 [64], 利用胞嘧啶单碱基编辑器 (cytosine 
base editor, CBE)和腺嘌呤单碱基编辑器 (adenine 
base editors, ABE), 可以在不断裂DNA双链的情况

下, 直接对靶向位点进行精准编辑, 实现在一定的活

性窗口内对DNA中胞嘧啶(C)到胸腺嘧啶(T)或鸟嘌

呤(G)到腺嘌呤(A)的单碱基转换。单碱基编辑技术

的出现极大地促进了点突变基因编辑的有效性和使

用范围, 但这项技术的脱靶效应引起了科学界广泛

的讨论, 有待后续研究。又如, 最近高彩霞课题组和

李家洋课题组[65]合作的一项研究中, 使用的共编辑

策略以及非外源的选择标记位点方法, 都能给后续

相关研究提供借鉴与灵感。还有无外源DNA导入

的基因编辑技术, 因其能靶向生物基因组进行精准

改变, 而不会引入外来DNA, 则可能绕过转基因安

全法的限制, 笔者认为这将成为未来研究热点之一。

相信随着科学家们对CRISPR系统不断进行完善以

及社会体系的逐渐完备, 基因编辑技术将为生命科

学领域带来革命性变化。
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