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　　摘要：随着生物技术的不断发展，传统的转基因技术由于其不能定点整合、遗传不稳定等难以解决基因定点改良
与改造问题，所以科研工作者一直致力于寻找简单、高效率、低成本、精准定位等优势的新型转基因技术，掀起了一股

基因编辑技术研究的热潮，新的基因编辑技术不断涌现。本文从成簇有规律间隔的短回文重复序列及相关蛋白

（ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ）的技术改进与新应用以及一些新出现的技术，如ＮｇＡｇｏ技术、结构引导的核酸内切酶（ＳＧＮ）、腺苷脱氨
酶（ＡＤＡＲ）、肽核酸（ＰＮＡ）、５′末端突出的复合物ＤＮＡ（ＴＤ）等方面，阐述基因编辑技术的新进展，并展望基因技术的
应用前景，希望能够为相关研究者提供参考
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　　基因编辑技术可以让科学工作者对特定基因进行编辑改
造，如进行突变、敲除，或进行基因的定点整合等，为分子生物

学技术进行基因功能研究、物种改良与改造提供了机遇和条

件。基因编辑技术经过初期的同源重组，历经锌指核酸酶

（ＺＦＮ）、转录激活因子样效应物核酸酶（ＴＡＬＥＮ）技术，发展
到现在广泛使用的规律成簇间隔短回文重复（ＣＲＩＳＰＲ）及其
相关蛋白（Ｃａｓ）技术，使得任意物种、任意细胞的基因编辑成
为可能。因此，基因编辑技术的应用更为广泛，其影响力也更

为强劲，已经在畜牧业中应用于多种动物的基因改造和改

良［１］，甚至应用于人类细胞基因的编辑和基因治疗等。然

而，目前广泛应用的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术由于其固有的缺陷，
使其更为精确的基因编辑和任意基因的编辑受到阻碍。因

此，科学工作者需要寻找新的、更为可靠的基因编辑技术。本

文就对基因编辑技术的最新进展加以介绍，并对未来的基因

编辑技术加以展望。
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１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ技术的改进与新应用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统是细菌的免疫系统，可对抗入侵的病
毒。细菌ＣＲＩＳＰＲ能识别入侵的病毒序列，引导 Ｃａｓ蛋白对
病毒基因进行切割。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统包含３类，最常用的是
二类的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９［２－３］。科学工作者对ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
进行了改良，使它适用于各种生物细胞。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９仅利
用一小段ＲＮＡ（称为 ｇＲＮＡ）识别并引导 Ｃａｓ９对目标基因组
特定序列切割，经过细胞自身的基因修复（包括同源重组和

非同源末端连接），最终产生插入、切除等突变。该技术简单

易用，已经广泛应用于从细菌到人的基因编辑［１，４－５］。美国哈

佛大学科学家采用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，破坏了猪细胞基因组
中的６２个潜在的有害ＰＥＲＶ（猪内源逆转录病毒）位点序列，
这极大地促进了猪作为异体移植器官的应用研究，使人们不

再担心猪病毒序列对人类的危害［６］。但是 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９存
在一些限制因素，如切割的基因识别 ３′末端部位必须含有
ＮＧＧ这种初始间隔区临近序列（ＰＡＭ）、存在脱靶现象即不在
目标序列进行切割等［７－８］，限制了该技术的进一步应用。科

学工作者就针对这些问题进行了研究和改进，并发展了该技

术的一些新应用。

为了减少ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的脱靶效应，双切口技术是一个
进步双切开技术，可以使 Ｃａｓ９在靶序列的两端同时切割，使
切割部位有所限制。Ｒａｎ等发明了双切口技术［８］。该技术是

在目标序列的上下各设计１个ｇＲＮＡ，成为１对 ｇＲＮＡ。成对
的ｇＲＮＡ引导Ｃａｓ９产生双切口，从而增强ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的切
割效率、减少脱靶效应。目前的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术已经普遍
采用双切口设计。

双切开技术虽然提高了靶位点的编辑效率，但是依然无

法完全解决ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术的脱靶问题。那么，就需要针
对该系统进行改良，如对切割酶的改进、对引导序列的改进

等。科学家努力进行Ｃａｓ９的改良或者寻找新的切割蛋白，以
改进ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的特异性和适用性。Ｋｌｅｉｎｓｔｉｖｅｒ等突
变了 原 始 的 酿 脓 链 球 菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９
（ＳｐＣａｓ９），使其成为具有较高特异性的突变体，得到的
Ｄ１１３５ＥＳｐＣａｓ９突变体可以改进 Ｃａｓ９的特异性，同时还改变
了其ＰＡＭ序列要求，可以切割具有 ＮＡＧ和 ＮＧＡＰＡＭ的序
列［９－１０］。进一步对 ＳｐＣａｓ９进行改良，获得了 ｅＳｐＣａｓ９和
ＳｐＣａｓ９－ＨＦ突变体。这些突变体能够降低突变体蛋白与目
标ＤＮＡ之间的非特异结合。与野生型比较，在单个ｇＲＮＡ的
引导下，超过８５％的 ＳｐＣａｓ９－ＨＦ１可以保持在目标序列部
位。采用标准的ｓｇＲＮＡ靶定非重复序列，Ｃａｓ９－ＨＦ１几乎可
以排除任何脱靶事件［１０］。Ｃａｓ９－ＨＦ１如果能够被普遍应用
的话，就可以大大提高研究者对目标基因的编辑能力，而且能

够降低脱靶效应。然而，目前 Ｃａｓ９－ＨＦ１尚在部分实验室进
行研究，并未大面积推广。人们也要考虑 Ｃａｓ９－ＨＦ１是不是
在不同物种的不同类型细胞中都有如此之高的工作效率，也

许还要进一步的改进。

对 Ｃａｓ９的改造还有改变其切割能力等，例如使其成为
ＤＮＡ单链切割酶，或仅利用其作为结合目标部位的蛋白而与
其他ＤＮＡ切割酶重组。一些研究者就使Ｃａｓ９突变成为切口
酶Ｃａｓ９ｎ［４，８，１１］，这种酶仅在 ＤＮＡ上产生一个单链的切口，而

不是双链断裂。这些突变体是ＲｕｖＣ或 ＨＮＨ突变体，在成对
的ｇＲＮＡ引导下，通过成对的单链切口，产生同源重组或非同
源的末端连接，产生基因的突变，其同源重组效率与原始的

Ｃａｓ９相同，但脱靶效应降低了５０～１５００倍，用４个ｇＲＮＡ，针
对基因区域上下各１对，Ｃａｓ９ｎ在 ＨＥＫ２９３ＦＴ细胞中可引起
６ｋｂ的基因去除［８，１１］。也有科研人员使失去切割活性的Ｃａｓ９
（ｄＣａｓ９）与其他 ＤＮＡ切割酶如 ＦｏｋⅠ结合，构成融合的重组
酶 ｄＣａｓ９－ＦｏｋⅠ，称 为 ＲＮＡ 引 导 的 ＦｏｋⅠ 核 酸 酶
（ＲＦＮ）［１２－１４］。ＦｏｋⅠ是非特异性的核酸内切酶，已经在锌指
核酸酶（ＺＦＮ）和 ＴＡＬＥＮ中得到应用［１］。这是利用 ｄＣａｓ９在
ｇＲＮＡ引导下与目标位点结合，从而用 ＦｏｋⅠ进行切割，该方
法与Ｃａｓ９ｎ相比较，特异性稍强［１３］。这只是改进，但脱靶问

题依然存在。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统中的 Ｃａｓ９识别具有 ＮＧＧ的 ＰＡＭ位
点。但在某些情况下，基因组特定部位缺乏该 ＰＡＭ，就使得
Ｃａｓ９无法应用。因此，需要新的 Ｃａｓ蛋白，使科研人员对任
意基因组序列能够进行编辑。一种方法就是Ｃａｓ９基因突变，
另一种方法就是寻找新的替代蛋白。经过基因工程改良，现

在已经有识别多种 ＰＡＭ的改进型 Ｃａｓ９蛋白［１５－１７］，如

ＶＲＱＲ－ＳｐＣａｓ９、ＶＲＥＲ－ＳｐＣａｓ９、ＥＱＲ－ＳｐＣａｓ９来源于原始
的ＳｐＣａｓ９，分别识别 ＮＧＡ、ＮＧＣＧ和 ＮＧＡＧ位点。在不同细
菌中存在的Ｃａｓ９具有不同的识别位点特异性。科学家发现
一些 细 菌 的 Ｃａｓ９［１５－１６］，如 嗜 热 链 球 菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）Ｃａｓ９（ＳｔＣａｓ９）－ＣＲＩＳＰＲ１识别 Ｎ２ＡＧＡＡＷ（Ｗ＝
Ａ／Ｔ），ＳｔｈＣａｓ９－ＣＲＩＳＰＲ３识别ＮＧＧＮＧ；金黄色酿脓葡萄球菌
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）的 ＳａＣａｓ９识别 Ｎ２ＧＲＲＴ（Ｒ＝Ａ／Ｇ），
ＳａＣａｓ９的突变体ＫＫＨ－ＳａＣａｓ９识别 Ｎ２ＮＲＲＴ（Ｒ＝Ａ／Ｇ）；脑
膜炎 奈瑟 氏菌 （Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ）的 ＮｍＣａｓ９识 别
Ｎ４ＧＭＴＴ（Ｍ＝Ａ／Ｃ）；侧孢芽孢杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｌａｔｅｒｏｓｐｏｒｕｓ）
Ｃａｓ９（ＢｌａｔＣａｓ９）识别 Ｎ４ＣＮＤ（Ｄ＝Ａ／Ｇ／Ｔ）；新凶手弗氏菌
（Ｆｒａｎｃｉｓｅｌｌａｎｏｖｉｃｉｄａ）的ＦｎＣａｓ９识别 ＮＧＧ，其 ＲＨＡ突变体识
别ＹＧ（Ｙ＝Ｃ／Ｔ）；氨基酸球菌 Ａｃｉｄａｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＢＶ３Ｌ６和
毛螺菌 ＬａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅｂａｃｔｅｒｉｕｍＮＤ２０６的 Ｃｐｆ１（ＡｓＣｐｆ１和
ＬｂＣｐｆ１）识别ＴＴＴＮ［１７］。利用ＡｓＣｐｆ１和ＬｂＣｐｆ１已经在人和小
鼠细胞中进行了基因编辑，并且已经获得了基因编辑的小

鼠［１８－１９］，其脱靶率低于Ｃａｓ９，但编辑效率也略低于 Ｃａｓ９。通
过原有Ｃａｓ９的改进和新的Ｃａｓ蛋白使得ＣＲＩＳＰＲ技术中识别
位点的限制得到部分改善，人们可以有一定的随机性来选择

靶位点。但是，同一个 Ｃａｓ蛋白只能识别一个 ＰＡＭ位点，针
对不同位点需要不同的Ｃａｓ蛋白。这依然不能做到对任意基
因序列的编辑，科学工作者还要不断探索，寻求新的基因编辑

工具。

除了改变Ｃａｓ９蛋白外，改进向导ＲＮＡ（ｇＲＮＡ）的序列和
结构也是改善 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的途径［２０］。目前，ｇＲＮＡ含
有约 ２０个碱基目标序列的 ｃｒＲＮＡ（ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ）和
ｔｒａｃｒＲＮＡ，可组成１个单链 ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ），易于设计与合成。
不同的核酸酶需要不同的 ｓｇＲＮＡ［１６，２１］。ｓｇＲＮＡ可以在体外
由ＲＮＡ聚合酶合成，也可以在Ｕ６ＲＮＡ聚合酶Ⅲ启动子的驱
动下，在细胞内合成。不同的ｓｇＲＮＡ引导的基因编辑效率不
同，一些ｓｇＲＮＡ甚至难以奏效。Ｌｉｕ等测试了２１８个ｓｇＲＮＡ，
但其中８９个没有作用。引起脱靶的原因包括染色质结构、向
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导ＲＮＡ的核酸组成及其长度等［２２］。Ｎｏｗａｋ等介绍了对
ｓｇＲＮＡ的一些修饰，包括对前后序列、茎环、间隔序列等的增
加、减少和改变［２１］。Ｘｕ等对 ｓｇＲＮＡ的脱靶效应进行了物理
学研究，认为Ｃａｓ９的切割与ｓｇＲＮＡ的折叠有关，并且发展了
一个新的预测ｓｇＲＮＡ脱靶效应的工具［２３］。研究者可以利用

该网站进行预测，选择特异性强、效率高的 ｓｇＲＮＡ，促进基因
编辑工作。

研究者还对 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的应用手段或者方法进
行了改进，以促进该系统的编辑效率。利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系
统时，最初的方法是 Ｃａｓ９和 ｓｇＲＮＡ进行共注射。人们把
Ｃａｓ９质粒或体外合成的ｍＲＮＡ或者重组的蛋白质，与体外转
录的ｓｇＲＮＡ或ｓｇＲＮＡ质粒一起注射或转入细胞或者胚胎。
但是，Ａｂｌａｉｎ等设计了一个更为巧妙的质粒［２４］。在这个质粒

中，有Ｕ６启动子驱动 ｓｇＲＮＡ合成，有组织特异启动子驱动
Ｃａｓ９表达，有广泛表达的报告基因 ｇｆｐ。只要改变载体中的
目标基因的ｓｇＲＮＡ序列及组织特异启动子序列，就可以在任
何组织细胞中特异性地进行基因编辑。Ｍｉｌｌｅｒ等报导了一种
新材料，即两性离子氨基酸脂类（ＺＡＬｓ），可以同时输送长片
段ＲＮＡ，如Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和 ｓｇＲＮＡ；ＺＡＬ的纳米颗粒（ＺＮＰ）可
以向细胞输送低浓度的ｓｇＲＮＡ（１５ｎｍ）而减少９０％以上的蛋
白质表达；ＺＮＰ介导的低浓度（体外 ＜６００ｐｍｏｌ／Ｌ、体内
１ｍｇ／ｋｇ）的ｍＲＮＡ转移，却引起蛋白质的大量表达；采用静
脉注射，利用 ＺＮＰ介导 Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和 ｓｇＬｏｘＰ，在 ｆｌｏｘｅｄ
ｔｄＴｏｍａｔｏ转基因小鼠的肝、肾和肺中实现了报告基因
ｔｄＴｏｍａｔｏ的表达［２５］。这使得采用ＣＲＩＳＰＲ技术进行基因治疗
更为方便。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统不仅可以用于单基因的编辑和改变，还
可以同时进行多个基因的修饰和编辑。Ｙａｎ等报导了一个新
的基因编辑策略，建立了一个质粒，使多个基因的 ｓｇＲＮＡ和
ｓｈＲＮＡ在Ｕ６启动子驱动下在细胞内表达［２６］。细胞中的核

糖核酸酶Ⅲ Ｄｒｏｓｈａ可以把 ｓｇＲＮＡ－ｓｈＲＮＡ剪切开来，ｓｇＲＮＡ
引导Ｃａｓ９进行 ＤＮＡ双链切割，ｓｈＲＮＡ干扰其 ｍＲＮＡ。他们
对３个基因同时编辑的效率是 ９％。引入 ＤＮＡ连接酶 ＩＶ
（ＬＩＧ４）的ｓｈＲＮＡ后，以同源修复（ＨＤＲ）为基础的精确基因
编辑效率提高了 ２倍。哈佛大学学者采用 ＣＲＩＳＰＲ编辑方
法，在细胞中同时破坏了猪细胞基因组中的６２个 ＰＥＲＶ（猪
内源逆转录病毒）序列，这些位点对用猪进行人体器官移植

具有潜在的危害［６］。该技术的成功为用猪做人体器官移植

的异源供体扫清了一个障碍，大大节省了进行多个基因编辑

时的时间和人工成本，提高了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的工作效率。
除了基因编辑，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统还可以应用于基因转录

调控、ＲＮＡ编辑、单核苷酸的改变（ＳＮＰ）研究等，大大促进了
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ的应用范围。

基因转录水平的调控就是使基因表达增强或降低。科学

工作者使 Ｃａｓ９失去核酸酶活性 ｄＣａｓ９，但可以识别和结合
ｓｇＲＮＡ。在ｇＲＮＡ的引导下，ｄＣａｓ９与基因结合，不切割ＤＮＡ，
但却能阻止 ＲＮＡ聚合酶的转录，抑制基因表达。或者，在
ｄＣａｓ９上连接转录激活蛋白如ＶＰ６４，当识别并结合ｇＲＮＡ后，
就会促进 ＲＮＡ聚合酶与基因的结合与转录，增强基因
表达［４］。

Ｃａｓ９可以作为ＲＮＡ编辑的工具。参照 ｓｇＲＮＡ－Ｃａｓ９的

基因组编辑，科学家设计了 １个较短的 ＤＮＡ双链，作为
ｓｇＲＮＡ结合的辅助物，而 ｓｇＲＮＡ的目标序列与目标 ＲＮＡ相
匹配。同时把ｓｇＲＮＡ、ＤＮＡ短链和Ｃａｓ９引入细胞，Ｃａｓ９就可
以在 ｓｇＲＮＡ引导下，切割单链 ＲＮＡ。ＯＣｏｎｎｅｌｌ等用这种方
法，在 Ｈｅｌａ细胞中进行 了 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ的剪切［２７］。

Ｓｈｍａｋｏｖ等把发现的５３个ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ蛋白分为３组，分别
是Ｃ２ｃ１、Ｃ２ｃ２和Ｃ２ｃ３［２８］。其中，Ｃ２ｃ２很独特，其目标不是双
链ＤＮＡ，而是单链ＲＮＡ，可以用于基因敲降。有研究利用纤
毛菌（Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａｓｈａｈｉｉ）的Ｃ２ｃ２（ＬｓｈＣ２ｃ２），在细菌中进行报
告基因ＲＦＰｍＲＮＡ的敲降，证实了Ｃ２ｃ２的ＲＮＡ编辑能力和
基因表达调控能力［２９］。Ｃ２ｃ２还含有另一个 ＲＮａｓｅ活性，可
以产生成熟的 ｃｒＲＮＡｓ。Ｃ２ｃ２可以从一个单一的转录本里
面，产生多个ｃｒＲＮＡｓ，进行ＲＮＡ的编辑。那么，利用Ｃ２ｃ２就
可以进行高通量的基因转录水平的筛选和功能研究。

利用ＣＲＩＳＰＲ技术，还可以进行单核苷酸的编辑。细胞
中存在一些核苷脱氨酶，如胞苷脱氨酶等。胞苷脱氨酶包括

活化诱导脱氨酶（ＡＩＤ，海鳗ＰｍＣＤＡ１）、载脂蛋白ＢｍＲＮＡ编
辑酶（ＡＰＯＢＥＣ）等，可以使胞嘧啶（Ｃ）脱氨成为尿嘧啶（Ｕ），
尿嘧啶在细胞ＤＮＡ修复时就会变成胸腺嘧啶（Ｔ）；这样基因
序列就从 Ｃ：Ｇ变为 Ｔ：Ａ［３０－３３］。作用于 ＲＮＡ的腺苷脱氨酶
（ＡＤＡＲｓ）使腺苷（Ａ）脱氨成为肌酐（Ｉ），肌酐类似于鸟苷（Ｇ）
与胞苷（Ｃ）配对；经过１次基因组复制，就会使 ＤＮＡ序列从
Ａ：Ｔ变为 Ｇ：Ｃ［３４］。Ｎｉｓｈｉｄａ等把失去核酸酶活性的 Ｃａｓ９与
ＰｍＣＤＡ１重组成融合蛋白，在 ｓｇＲＮＡ的引导下，使距离 ＰＡＭ
１８个碱基位置上下的碱基发生了 Ｃ到 Ｔ的点突变［３２］。

Ｋｏｍｏｒ等重组了 ＡＰＯＢＥＣ１－ｄＣａｓ９，在人和小鼠细胞中实现
了非结构改变的 Ｃ＞Ｔ点突变［３１］。Ｙａｎｇ等把脱氨酶与转录
激活样效应子（ＴＡＬＥ）或者锌指蛋白（ＺＦ）重组，同样在人细
胞或大肠杆菌中实现了Ｃ到Ｔ的点突变，人细胞中的突变率
为２．５％；但是，他们发现在靶位点的上游１５０ｂｐ有脱靶的脱
氨作用，甚至于在全基因组发现了内源性的Ｃ、Ｔ突变［３３］。基

因组中存在许多的 ＳＮＰ，不同的 ＳＮＰ具有不同的基因活性，
甚至与遗传病都有联系。那么，利用这些脱氨酶与 Ｃａｓ蛋白
的结合，就能够促进ＳＮＰ的研究，进而促进遗传病等的研究。
但是，脱靶效应却大大阻碍了该技术的应用。因此，需要进一

步研究该技术，使其只能在目标位点发生定点突变，而不是全

基因组的改变。

在科学工作者的努力下，ＣＲＩＳＰＲ技术功能不断被挖掘，
其应用也不断扩大。ＣＲＩＳＰＲ技术甚至已经应用于人类胚胎
和人体基因的编辑［３５－３７］。Ｌｉａｎｇ等进行了人类３原核受精卵
的基因编辑，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９有效编辑了人内源的 β球蛋白基
因（ＨＢＢ），但同源重组修复效率比较低，脱靶效应明显［３５］。

美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）批准了一个人体基因编辑
的研究计划［３６］。该计划希望能够用 ＣＲＩＳＰＲ来编辑人体的
免疫细胞Ｔ细胞，将基因修饰后的Ｔ细胞灌注回病人体内，进
而来治疗人类癌症、骨髓瘤、黑色素瘤和肉瘤。２０１７年，美、
韩、中科学家合作，对人ｉＰＳ细胞和人类胚胎进行了 ＭＹＢＰＣ３
基因修正工作［３７］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方法在合子中的修正效率
达到７２％［３７］。该报道未见明显的脱靶效应，但是依然存在

ＮＨＥＪ现象，该研究对脱靶效应的分析也不是很全面、彻底。
如果ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ技术完全克服了未知的脱靶效应，对于人
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类遗传病的治疗当然是非常好的。但是，脱靶效应使得该技

术不能应用于临床，因为不可预期的脱靶效应可能会引起其

他基因的改变，从而产生未能控制的效果，那就是解决了一个

基因的问题而引起了其他基因的改变。从伦理学上来讲，现

在大家还没有形成一个共识，许多人还不支持对人类胚胎进

行基因的改变。虽然对人类遗传病的根治看见了曙光，但是

由于伦理原因和脱靶效应等技术原因，目前还不能进入临床

应用研究。人们可以期待在该技术成熟以及伦理共识达成以

后，对人类生活的改变和疾病的治疗。

２　ＮｇＡｇｏ技术

一个新的基因编辑工具，ＤＮＡ介导的 ＮｇＡｇｏ曾被发
表［３８］。目前，该论文已经被撤稿［３９］，但由于其引起的轰动效

应，有必要在这里进行介绍，使人们进一步思考基因编辑工具

的挖掘以及科研工作。正如撤稿声明中所说的，“发表论文

不是研究工作的结束，而是研究工作的开始”。ＮｇＡｇｏ是一种
耐热古细菌Ｎａｔｒｏｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｒｅｇｏｒｙｉ的Ａｒｇｏｎａｕｔｅ（Ａｇｏ）蛋白
的简称。Ｍａｋａｒｏｖａ等报导了原核生物的 Ａｇｏ同源蛋白可以
作为细菌防御外来入侵的基因工具［４０］。原核 Ａｇｏ具有核酸
酶活性，可以在ＲＮＡ或ＤＮＡ的引导下，切割外来的基因或质
粒。Ｏｌｏｖｎｉｋｏｖ等发现球形红细菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ）的
Ａｇｏ（ＲｓＡｇｏ）在 ＲＮＡ引导下，可以干扰质粒 ＤＮＡ［４１］。Ｓｗａｒｔｓ
等发现嗜热栖热菌［ＴｈｅｒｍｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓＡｇｏ（ＴｔＡｇｏ）］可以在
５′磷酸化的单链 ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ，称为干涉 ＤＮＡ－ｓｉＤＮＡ）的引
导下，切割单链 ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）和双链 ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）［４２］；
Ｓｗａｒｔｓ等还发现嗜热古细菌Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓｆｕｒｉｏｓｕｓ的Ａｇｏ（ＰｆＡｇｏ）
也只可以在 ｓｉＤＮＡ的引导下，切割 ｓｓＤＮＡ和 ｄｓＤＮＡ［４３］。但
是，ＴｔＡｇｏ和 ＰｆＡｇｏ只能在高温下工作，ＴｔＡｇｏ切割 ｓｓＤＮＡ的
温度≥２０℃，切割质粒ＤＮＡ的温度≥６５℃。除特殊的耐热
细菌等生物外，一般的生物细胞的生理温度都比较低，人细胞

的生理温度为３７℃。因此，ＴｔＡｇｏ和 ＰｆＡｇｏ不能应用于一般
生物细胞的基因编辑，不能成为广泛使用的基因编辑工具。

论文中报道ＮｇＡｇｏ可以在３７℃下的培养细胞中表达；
ＮｇＡｇｏ可以与２４个碱基的５′磷酸化的单链 ＤＮＡ（ｇＤＮＡ）结
合，并在其引导下切割基因组双链 ＤＮＡ，引起插入或切除等
突变［３８］。研究还宣称，ＮｇＡｇｏ－ｇＤＮＡ系统不需要 ＰＡＭ序
列，允许引导－目标的碱基错配，并且对高（Ｇ＋Ｃ）含量的基
因组序列都可以高效编辑，是一个新的基因编辑工具［３８］。如

果像该文所报道的那样，ＮｇＡｇｏ就可以完全取代 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术，成为理想的基因编辑工具，使人们自由编辑任意
基因片段。因此，该文引起了轰动和广泛关注。

全世界科学家争相进行重复研究，但许多实验室宣告失

败，无法重复该结果。随后，该文引起质疑与讨论。不同的科

学家团队先后在 ＰｒｏｔｅｉｎａｎｄＣｅｌｌｓ［４４］、ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［４５］

和ＰｌｏｓＯｎｅ［４６］发表论文，认为ＮｇＡｇｏ在哺乳动物细胞中不能
进行ＤＮＡ编辑，认为此研究不可重复。

Ｑｉ等在斑马鱼中进行了试验［４７］。他们把体外合成的

ＮｇＡｇｏｍＲＮＡ与针对目标基因 ｆａｂｐ１１ａ的 ｇＤＮＡ一起注射受
精卵，结果引起斑马鱼眼睛不能正常发育。但是，ｆａｂｐ１１ａ的
基因组序列并没有任何改变，而是 ｆａｂｐ１１ａ的 ｍＲＮＡ水平下
降，即ＮｇＡｇｏ－ｇＤＮＡ干扰了基因的表达。他们还进行了其他

几个基因如ｔａ、ｋｄｒｌ、ｌａｍａ１和ｆｌｔ１的试验，结果都能引起基因
表达的下降。这些结果说明，ＮｇＡｇｏ不能进行基因组编辑，但
可能是一个很方便的基因敲降工具。Ｓｕｎｇｈｙｅｏｋ等研究证明，
ＮｇＡｇｏ和其他原核生物Ａｇｏ蛋白不同，不能切割ＤＮＡ但能切
割ＲＮＡ［４８］。ＮｇＡｇｏ能在 ＤＮＡ引导下，作为核酸内切酶切割
ＲＮＡ。ＮｇＡｇｏ的向导ＤＮＡ可以是５′羟基化的或５′磷酸化的
寡脱氧核糖核苷酸片段（ＯＤＮｓ）。Ｓｕｎｇｈｙｅｏｋ等的研究解决了
ＮｇＡｇｏ进行基因敲降的机制问题，也解释了其他学者能够重
复细胞中 ＧＦＰ表达量的减少而观察不到基因插入或切除现
象的问题。

因此，ＮｇＡｇｏ－ｇＤＮＡ可以作为基因敲降工具进行使用。
那么，对 ＮｇＡｇｏ的研究就结束了吗？可能未必，也许对
ＮｇＡｇｏ、ＴｔＡｇｏ和ＰｆＡｇｏ的改进可以使 Ａｇｏ蛋白真能实现在普
通生物中的基因编辑功能，但这需要一个艰苦的探索过程和

一段较长的时间。该报道也提示科学工作者利用自然资源，

进行基因编辑工具的进一步挖掘，向自然学习，进而改造

自然。

３　其他基因编辑技术

除了 Ａｇｏ蛋白外，众多科学家都在寻找新的基因编辑工
具。Ｘｕ等开创性地把翘尾核酸内切酶１（ｆｌａｐｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ－
１，ＦＥＮ－１）与ＴＡＬＥＮ中使用的ＦｏｋＩ的切割结构域（Ｆｎ１）结
合成为重组核酸内切酶［４９］。ＦＥＮ－１可以识别末端不匹配的
翘尾结构，Ｆｎ１可以对ＤＮＡ进行切割，他们称这个重组酶为
结构引导的核酸内切酶（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ｇｕｉｄｅｄｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ，
ＳＧＮ）。ＳＧＮ需要一个向导 ＤＮＡ（ｇＤＮＡ）与目标 ＤＮＡ配对，
但其３′末端不与目标ＤＮＡ配对，形成翘尾结构。ＳＧＮ可以识
别ｇＤＮＡ的翘尾结构，并由二聚体化的Ｆｎ１对ＤＮＡ双链进行
切割，因此ＳＧＮ及ｇＤＮＡ需要成对使用。ＳＧＮ对 ｇＤＮＡ尾部
碱基没有要求，但需要２０个碱基以上，才能在离翘尾９～１０
个碱基左右的位点进行切割。体内试验表明，ＳＧＮ的靶标
ＤＮＡ需要一个３２～５０ｂｐ的间隔区。Ｘｕ等用ＳＧＮ对斑马鱼
ｚｎｆ７０３和ｃｙｐ２６ｂ１进行了编辑，其效率为１％（ｚｎｆ７０３）～１０％
（ｃｙｐ２６ｂ１），但却移除了 ｚｎｆ７０３基因的 ７５４ｂｐ和下游的
１１ｂｐ，移除了ｃｙｐ２６ｂ１基因的 ２６１０ｂｐ［４９］。可见，ＳＧＮ的编
辑效率较 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９低，且编辑去除的序列长度不受控
制。工具是要能够被控制的，不受控制的基因序列切除使其

不能成为可靠信赖的基因编辑工具。因此，该技术还需要进

一步的研究和完善，发现其工作过程中的机制及可控制性。

在该技术可控以后，才能成为新的广泛使用的基因编辑工具。

Ｚｈｅｎｇ等报导利用ＡＤＡＲ对基因组进行编辑的技术［３４］。

人有２个 ＡＤＡＲ，分别是 ＡＤＡＲ１和 ＡＤＡＲ２。ＡＤＡＲ蛋白含
一个双链ＲＮＡ结合结构域（ｄｓＲＢＤｓ）和 Ｃ端的脱氨酶结构
域。ＡＤＡＲ可以在ＲＮＡ二聚体时，将 Ａ转变为 Ｉ。Ｚｈｅｎｇ等
发现ＡＤＡＲ在ＤＮＡ／ＲＮＡ杂合体时，可以使 ＤＮＡ的 ｄＡ脱氨
成为ｄＩ，从而实现 ｄＡ到 ｄＧ的转变［３４］。他们用 ＡＤＡＲ１和
ＡＤＡＲ２都实现了ＤＮＡ／ＲＮＡ杂合体中ＤＮＡ的突变，然后，成
功实现了２４ｎｔｇＲＮＡｓ引导下的 Ｍ１３噬菌体单链 ＤＮＡ的突
变。今后，有可能使用ＡＤＡＲ的脱氨酶结构域或者全序列作
为基因编辑工具，在真核细胞中实现 ｇＲＮＡ引导下的 ｄＡ到
ｄＧ的定点突变。
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Ｂｅｎｔｉｎ等发现了肽核酸（ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，简称
ＰＮＡ），可以侵入双链 ＤＮＡ［５０］。近几年科研者也相继发现了
肽核酸可以作为基因编辑工具，Ｋｏｍｉｙａｍａ等发明了一个人工
限制性 ＤＮＡ剪刀 （ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＤＮＡ ｃｕｔｔｅｒ，简称
ＡＲＣＵＴ）［５１］。ＡＲＣＵＴ是化学合成的伪互补 （ｐｓｅｕｄｏ－
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ）ＰＮＡ（ｐｃＰＮＡ）和 Ｃｅ（ＩＶ）／ＥＤＴＡ复合物，可以
引起ＤＮＡ双链断裂（ＤＳＢ）。Ｂａｈａｌ等用纳米颗粒把ｇ替代的
尾夹（ｇ－ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄｔａｉｌ－ｃｌａｍｐ）ＰＮＡ（ｇｔｃＰＮＡ）输送到培养的
细胞或小鼠中，引起了基因编辑［５２］。

Ｓｕｚｕｋｉ等发现５′末端突出的复合物 ＤＮＡ（ＴＤ）可以引起
目标基因的改变，他们把一个已切开或没有切开的质粒和针

对质粒靶标的ＴＤ，采用脂质体转染试剂共同转入Ｈｅｌａ细胞，
结果发现目的位置发生了改变，质粒的切割增加了７倍的序
列转变效率［５３］。这表明后期如果引入 ＴＤ的同时引入核酸
酶，可以增强基因编辑的效率。该研究为基因编辑技术的改

进提供了一个新的思路。

４　基因编辑技术的展望

基因编辑技术使得人们可以针对性地改变生物细胞的基

因，从而改变细胞中该基因的表达。基因编辑技术有广阔的

应用前景，可以应用于基因功能研究、发育生物学研究、动植

物甚至于微生物的基因改造及分子育种、基因治疗、癌症治疗

等多个方面［５４］。因此，基因编辑技术的研究成为了一个热点

生物学问题。世界各国科学家争相进行新基因编辑工具的寻

找或改造，以期获得编辑效率高、特异性强、不脱靶、易用性

好、序列要求低的基因编辑工具。随着科学工作者的不断努

力，新的基因编辑工具和编辑手段将不断涌现。科学家终将

获得理想的基因编辑工具。在这个不断进步的过程当中，科

学家要向自然学习，从微生物到高等生物的蛋白质库中寻找

合适的工具蛋白；科学家也可以对找到的这些工具蛋白进行

改造，包括突变、组合等多种途径；不同学科、不同国度的科学

家也要通力合作，开发新的工具或辅助工具。让我们期待理

想基因编辑工具到来的那一天。
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［１４］ＷｙｖｅｋｅｎｓＮ，ＴｏｐｋａｒＶ Ｖ，ＫｈａｙｔｅｒＣ，ｅｔａｌ．ＤｉｍｅｒｉｃＣＲＩＳＰＲ
ＲＮＡ－ｇｕｉｄｅｄｆｏｋｉ－ｄｃａｓ９ｎｕｃｌｅａｓｅｓｄｉｒｅｃｔｅｄｂｙｔｒｕｎｃａｔｅｄｇＲＮＡｓ
ｆｏｒｈｉｇｈｌｙｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇ［Ｊ］．ＨｕｍａｎＧｅｎｅＴｈｅｒａｐｙ，２０１５，
２６（７）：４２５－４３１．

［１５］ＮａｋａｄｅＳ，ＹａｍａｍｏｔｏＴ，ＳａｋｕｍａＴ．Ｃａｓ９，Ｃｐｆ１ａｎｄＣ２ｃ１／２／３
!

Ｗｈａｔｓｎｅｘｔ？［Ｊ］．Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ，２０１７，８（３）：２６５－２７３．
［１６］ＨａｅｕｓｓｌｅｒＭ，ＣｏｎｃｏｒｄｅｔＪＰ．ＧｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇｗｉｔｈＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９：

ｃａｎｉｔｇｅｔａｎｙｂｅｔｔｅｒ？［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＧｅｎｏｍｉｃｓ，
２０１６，４３（５）：２３９－２５０．

［１７］ＺｅｔｓｃｈｅＢ，ＧｏｏｔｅｎｂｅｒｇＪＳ，ＡｂｕｄａｙｙｅｈＯＯ，ｅｔａｌ．Ｃｐｆ１ｉｓａｓｉｎｇｌｅ
ＲＮＡ－ｇｕｉｄｅｄｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｏｆａｃｌａｓｓ２ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．
Ｃｅｌｌ，２０１５，１６３（３）：７５９－７７１．

［１８］ＫｉｍＹ，ＣｈｅｏｎｇＳＡ，ＬｅｅＪＧ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆｋｎｏｃｋｏｕｔｍｉｃｅｂｙ
Ｃｐｆ１－ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１６，３４
（８）：８０８－８１０．

［１９］ＨｕｒＪＫ，ＫｉｍＫ，ＢｅｅｎＫＷ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｉｎｍｉｃｅｂｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｐｆ１ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１６，３４（８）：８０７－８０８．

［２０］ＦｕＹ，ＳａｎｄｅｒＪＤ，ＲｅｙｏｎＤ，ｅｔａｌ．ＩｍｐｒｏｖｉｎｇＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ
ｎｕｃｌｅａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｕｓｉｎｇｔｒｕｎｃａｔｅｄｇｕｉｄｅＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１４，３２（２）：２７９－２８４．

［２１］ＮｏｗａｋＣＭ，ＬａｗｓｏｎＳ，ＺｅｒｅｚＭ，ｅｔａｌ．ＧｕｉｄｅＲＮＡｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｆｏｒ
ｖｅｒｓａｔｉｌｅＣａｓ９ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，４４
（２０）：９５５５－９５６４．

［２２］ＬｉｕＸ，ＨｏｍｍａＡ，ＳａｙａｄｉＪ，ｅｔａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅｆｅａｔｕｒｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｃｌｅａｖａｇｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１６（６）：１９６７５．

［２３］ＸｕＸ，ＤｕａｎＤ，ＣｈｅｎＳＪ．ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９ｃｌｅａｖａｇｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｓｔｒｏｎｇｌｙｗｉｔｈｔａｒｇｅｔ－ｓｇＲＮＡ ｆｏｌｄｉｎｇｓｔａｂｉｌｉｔｙ：ｆｒｏｍ
ｐｈｙｓｉｃａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｏｏｆｆ－ｔａｒｇｅｔａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
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Ｒｅｐｏｒｔｓ，２０１７，７（１）：１４３．
［２４］ＡｂｌａｉｎＪ，ＤｕｒａｎｄＥＭ，ＹａｎｇＳ，ｅｔａｌ．ＡＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｖｅｃｔｏｒｓｙｓｔｅｍ

ｆｏｒｔｉｓｓｕｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ［Ｊ］．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ
Ｃｅｌｌ，２０１５，３２（６）：７５６－７６４．

［２５］ＭｉｌｌｅｒＪＢ，ＺｈａｎｇＳ，ＫｏｓＰ，ｅｔａｌ．Ｎｏｎ
"

ｖｉｒａｌＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓｇｅｎｅ
ｅｄｉｔｉｎｇｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏｅｎａｂｌｅｄｂｙｓｙｎｔｈｅｔｉｃｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ
ｃｏ－ｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆＣａｓ９ｍＲＮＡａｎｄｓｇＲＮＡ［Ｊ］．ＡｎｇｅｗａｎｄｔｅＣｈｅｍｉｅ，
２０１７，１２９（４）：１０７９－１０８３．

［２６］ＹａｎＱ，ＸｕＫ，ＸｉｎｇＪ，ｅｔａｌ．ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９－ｂａｓｅｄ
ｇｅｎｏｍｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｄｂｙｄｒｏｓｈａ－ｍｅｄｉａｔｅｄｓｇＲＮＡ－ｓｈＲＮＡ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１６（６）：３８９７０．

［２７］ＯＣｏｎｎｅｌｌＭＲ，ＯａｋｅｓＢＬ，ＳｔｅｒｎｂｅｒｇＳＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒａｍｍａｂｌｅ
ＲＮＡｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎａｎｄｃｌｅａｖａｇｅｂｙＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１４，
５１６（７５３０）：２６３－２６６．

［２８］ＳｈｍａｋｏｖＳ，ＡｂｕｄａｙｙｅｈＯＯ，ＭａｋａｒｏｖａＫＳ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｉｖｅｒｓｅｃｌａｓｓ２ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓｓｙｓｔｅｍｓ
［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌ，２０１５，６０（３）：３８５－３９７．

［２９］ＡｂｕｄａｙｙｅｈＯＯ，ＧｏｏｔｅｎｂｅｒｇＪＳ，ＫｏｎｅｒｍａｎｎＳ，ｅｔａｌ．Ｃ２ｃ２ｉｓａ
ｓｉｎｇｌｅ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｐｒｏｇｒａｍｍａｂｌｅＲＮＡ－ｇｕｉｄｅｄＲＮＡ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＣＲＩＳＰＲｅｆｆｅｃｔｏｒ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１６，３５３（６２９９）：ａａｆ５５７３．

［３０］ＬａｄａＡＧ，ＤｈａｒＡ，ＢｏｉｓｓｙＲＪ，ｅｔａｌ．ＡＩＤ／ＡＰＯＢＥＣｃｙｔｏｓｉｎｅ
ｄｅａｍｉｎａｓｅｉｎｄｕｃｅｓｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅｋａｔａｅｇｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｌｏｇｙＤｉｒｅｃｔ，
２０１２，７：４７．

［３１］ＫｏｍｏｒＡＣ，ＫｉｍＹＢ，ＰａｃｋｅｒＭＳ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒａｍａｂｌｅｅｄｉｔｉｎｇｏｆａ
ｔａｒｇｅｔｂａｓｅｉｎｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｗｉｔｈｏｕｔｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄＤＮＡｃｌｅａｖａｇｅ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１６，５３３（７６０３）：４２０－４２４．

［３２］ＮｉｓｈｉｄａＫ，ＡｒａｚｏｅＴ，ＹａｃｈｉｅＮ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｅｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｄｉｔｉｎｇ
ｕｓｉｎｇｈｙｂｒｉｄｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃａｎｄｖｅｒｔｅｂｒａｔｅａｄａｐｔｉｖｅｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｓ
［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１６，３５３（６３０５）：ａａｆ８７２９．

［３３］ＹａｎｇＬ，ＢｒｉｇｇｓＡＷ，ＣｈｅｗＷＬ，ｅｔａｌ．Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄｏｐｔｉｍｉｓｉｎｇ
ｄｅａｍｉｎａｓｅｆｕｓｉｏｎｓｆｏｒｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，
２０１６，７：１３３３０．

［３４］ＺｈｅｎｇＹ，ＬｏｒｅｎｚｏＣ，ＢｅａｌＰＡ．ＤＮＡｅｄｉｔｉｎｇｉｎＤＮＡ／ＲＮＡｈｙｂｒｉｄｓ
ｂｙａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｅａｍｉｎａｓｅｓｔｈａｔａｃｔｏｎＲＮＡ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１７，４５（６）：３３６９－３３７７．

［３５］ＬｉａｎｇＰ，ＸｕＹ，ＺｈａｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９－ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅ
ｅｄｉｔｉｎｇｉｎｈｕｍａｎｔｒｉｐｒｏｎｕｃｌｅａｒｚｙｇｏｔｅｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｉｎ＆Ｃｅｌｌ，２０１５，６
（５）：３６３－３７２．

［３６］ＳａｒａＲ．ＦｉｒｓｔＣＲＩＳＰＲｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｇｅｔｓｇｒｅｅｎｌｉｇｈｔｆｒｏｍＵＳｐａｎｅｌ
［ＥＢ／ＯＬ］．（２０１６－０６－２２）［２０１７－０７－２６］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｎａｔｕｒｅ．ｃｏｍ／ｎｅｗｓ／ｆｉｒｓｔ－ｃｒｉｓｐｒ－ｃｌｉｎｉｃａｌ－ｔｒｉａｌ－ｇｅｔｓ－ｇｒｅｅｎ－ｌｉｇｈｔ－
ｆｒｏｍ－ｕｓ－ｐａｎｅｌ－１．２０１３７．

［３７］ＭａＨ，Ｍａｒｔｉ－ＧｕｔｉｅｒｒｅｚＮ，ＰａｒｋＳＷ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｏｆａ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１７，５４８
（７６６８）：４１３－４１９．

［３８］ＧａｏＦ，ＳｈｅｎＸＺ，ＪｉａｎｇＦ，ｅｔａｌ．ＤＮＡ－ｇｕｉｄｅｄｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇｕｓｉｎｇ
ｔｈｅＮａｔｒｏｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｇｒｅｇｏｒｙｉＡｒｇｏｎａｕｔｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２０１６，３４（７）：７６８－７７３．

［３９］Ｔｉｍｅｆｏｒｔｈｅｄａｔａｔｏｓｐｅａｋ［ＥＢ／ＯＬ］．（２０１７－０８－０２）［２０１７－
０８－ ２３］． ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ． ｎａｔｕｒｅ． ｃｏｍ／ａｒｔｉｃｌｅｓ／ｎｂｔ．３９３８？
ｆｏｘｔｒｏｔｃａｌｌｂａｃｋ＝ｔｒｕｅ．

［４０］ＭａｋａｒｏｖａＫＳ，ＷｏｌｆＹＩ，ｖａｎｄｅｒＯｏｓｔＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｈｏｍｏｌｏｇｓ
ｏｆＡｒｇｏｎａｕｔｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｒｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｏｆｕｎｃｔｉｏｎａｓｋｅｙｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆ
ａｎｏｖｅｌｓｙｓｔｅｍ ｏｆｄｅｆｅｎｓｅａｇａｉｎｓｔｍｏｂｉｌｅｇｅｎｅｔｉｃｅｌｅｍｅｎｔｓ［Ｊ］．
ＢｉｏｌｏｇｙＤｉｒｅｃｔ，２００９，４：２９．

［４１］ＯｌｏｖｎｉｋｏｖＩ，ＣｈａｎＫ，ＳａｃｈｉｄａｎａｎｄａｍＲ，ｅｔａｌ．Ｂａｃｔｅｒｉａｌａｒｇｏｎａｕｔｅ
ｓａｍｐｌｅｓｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｆｏｒｅｉｇｎＤＮＡ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｅｌｌ，２０１３，５１（５）：５９４－６０５．

［４２］ＳｗａｒｔｓＤＣ，ＪｏｒｅＭＭ，ＷｅｓｔｒａＥＲ，ｅｔａｌ．ＤＮＡ－ｇｕｉｄｅｄＤＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｂｙａｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃＡｒｇｏｎａｕｔｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１４，５０７
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