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基于CRISPR系统的高通量基因组编辑研究进展

滕佳尧1，2，3，任传宏1，2，3，朱芮莹1，2，3，鲍泽华1，2，3，4

（1 浙江大学化学工程与生物工程学院，生物质化工教育部重点实验室，浙江 杭州 310058； 2 浙江大学杭州国际科创

中心，全省功能化学品智造重点实验室，浙江 杭州 311215； 3 浙江大学化学工程与生物工程学院，生物工程研究所，

浙江 杭州 310058； 4 浙江大学化学工程与生物工程学院，浙江省智能生物材料重点实验室，浙江 杭州 310058）

摘要：高通量基因组编辑是快速分析大量基因突变功能和进行遗传育种的有效方法。相比于传统随机诱变，基于

规律间隔成簇短回文重复序列 （CRISPR） 系统的基因组编辑具有效率高、可靶向的优点。通过设计靶向目标基

因的向导RNA文库可以实现高通量基因组编辑和筛选。近年来，多种CRISPR系统以及CRISPR衍生基因编辑技

术的开发进一步丰富了高通量基因组编辑工具箱。本文主要介绍基于CRISPR系统的高通量基因组编辑方法，包

括CRISPR辅助的同源定向修复、碱基编辑系统、引导编辑系统等，并阐述了这些方法在不同领域的应用，如工

业微生物育种、人类功能基因组学和作物改良。最后，对相关方法存在的物种适用性有限、突变多样性低、编辑

范围窄、多基因编辑困难等问题以及潜在的解决方法进行讨论和展望。
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Abstract: High-throughput genome editing is an effective approach for rapidly analyzing the function of massive 

genetic mutations and to perform genetic breeding. Compared with random mutagenesis, the Clustered, Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) -based genome editing is more efficient and programmable. High-

throughput genome editing and screening is enabled by the design of guide RNA libraries targeting specific genes. In 

收稿日期： 2025-07-15 修回日期： 2025-10-30

基金项目： 国家重点研发计划 （2023YFF1204500）；国家自然科学基金 （22308316）；中央高校基本科研业务费专项资金 （226-2025-00043）

引用本文： 滕佳尧， 任传宏， 朱芮莹， 鲍泽华 . 基于 CRISPR 系统的高通量基因组编辑研究进展［J］. 合成生物学， 2026， 7（2）： 318-334

Citation： TENG Jiayao， REN Chuanhong， ZHU Ruiying， BAO Zehua. Research advances in CRISPR-based high-throughput genome editing［J］. Synthetic 

Biology Journal， 2026， 7（2）： 318-334

DOI:10.12211/2096-8280.2025-073 特约评述



第 7 卷 www.synbioj.com

recent years, the high-throughput genome editing toolbox is enriched by various CRISPR systems and CRISPR-derived 

technologies. Here we review major CRISPR-based high-throughput genome editing methods, including CRISPR-

assisted homology directed repair, base editing systems, and prime editing systems, and discuss their applications in 

different fields, including industrial microbial strain breeding, functional human genomics research, and crop 

improvement. These methods have been applied in improving the production capacity of microorganisms in industrial 

breeding, analyzing the functions of disease-associated single nucleotide variants (SNVs) in functional human 

genomics research, and enhancing the herbicide resistance of plants in crop improvement. Meanwhile, we also discuss 

limitations of these methods, including the limited species applicability, the low mutation diversity, the narrow editing 

window, and the difficulty in multiplex genome editing. We further provide prospects to address these limitations, 

including: firstly, expanding the applicable species from model organisms such as Escherichia coli and Saccharomyces 

cerevisiae to other important industrial microorganisms including Actinomycetes and Pseudomonas aeruginosa by 

using related CRISPR systems; secondly, increasing mutation diversity by developing more advanced editors, 

particularly base editors; thirdly, broadening the targeting region of genome editors by using PAM-relaxed or 

computationally designed Cas variants, as well as novel base editor and prime editor architectures; fourthly, scaling up 

multiplex genome editing for more targeted sites. With the development of artificial intelligence and automation 

platforms, as well as the continued rapid advancement of CRISPR and its derivative technologies, we expect that more 

advanced high-throughput genome editing technologies will emerge.

Keywords: CRISPR; genome editing; high-throughput; homology directed repair; base editing; prime editing
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基因组编辑技术是一种能够对细胞基因组中

目标基因序列进行编辑和修饰的技术，可实现基

因的定向敲除和修改［1］。高通量基因组编辑是一

种能够在基因组原位区域产生大量定制突变的基

因组编辑技术，是实现功能序列的筛选和分析、

基因突变功能的快速鉴定、蛋白质定向进化以及

遗传育种等的有力工具。基因编辑技术出现之前，

易错 PCR［2］、定点饱和突变［3］和 DNA重组［4-5］等

技术是构建突变序列的经典方法。这些方法在体

外进行突变文库的构建，并通过特定的方法将文

库递送至宿主细胞内表达以进行表型筛选。该过

程较为烦琐，基因通常在质粒或基因组安全港位

点进行异位表达，且文库大小受限于宿主细胞的

转化效率［6］。通过将突变步骤引入到胞内，体内

连续进化方法实现了在细胞生长过程中自主进行

目标基因的连续突变和筛选［7］。体内连续进化虽

然规避了突变文库构建和转化或转染等步骤，但

目的基因的异位表达仍然受质粒不稳定性、拷贝

数效应、染色体位置效应等的影响［8］。这些方法

无法复现对于突变体功能分析至关重要的内源调

控环境。因此，上述方法主要应用于酶的序列-功

能关系和定向进化研究，在细胞水平的系统生物

学研究中存在较大局限性。

基因组编辑能够在目标基因原位直接产生突

变，能够在最大程度上模拟突变在内源染色体环境

下的功能［9］。相比于自发突变、化学诱变或物理诱

变等传统诱变方法，基因组编辑的效率显著提

升［10-11］。从广义上讲，寡核苷酸重组也属于基因组

编辑的范畴［12］。然而，受限于不同物种细胞中重组

效率的巨大差异及可改造性，该方法目前主要应用

于部分酵母［13-15］和细菌菌种［16-19］，尚未在高等生物

细胞中实现应用。另外，广义的基因组编辑还包括

可以进行DNA重排的酪氨酸重组酶（Cre）-loxP系

统［20］和可以构建基因组突变文库的 Tn5转座酶系

统［21］。狭义的基因组编辑主要指可编程核酸酶介导

的基因组编辑，主要包括锌指核酸酶、转录激活因

子样效应物核酸酶以及规律间隔成簇短回文重复序

列（clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats， CRISPR）/CRISPR 相关蛋白（CRISPR-

associated，Cas）系统。由于在突变文库构建中的

巨大优势，本文主要讨论 CRISPR/Cas 系统。

CRISPR/Cas系统是细菌和古细菌抵抗外来核酸的

免疫系统，根据效应复合物的组成可分为 1类（包

括Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型）和 2类（包括Ⅱ、Ⅴ和Ⅵ型）系

统［22］。最早被研究清楚且使用最广泛的系统为来

自化脓链球菌的Ⅱ型 CRISPR/Cas9 系统［23］。2020

年诺贝尔化学奖正是基于该系统的研究及其在各

个生命科学领域的巨大应用价值授予了法国科学

家 Emmanuelle Charpentier 和美国科学家 Jennifer 

Doudna。在这个系统中，Cas9蛋白在单向导RNA

（single guide RNA，sgRNA）的引导下靶向基因组

上的特定位点（称为原间隔区），该位点紧邻一个

原间隔区相邻基序（protospacer adjacent motif，

PAM），并与 sgRNA的引导序列相匹配［23］。随后，

Cas9 蛋白解旋目标 DNA 双链，进而通过 RuvC 和

HNH核酸酶结构域分别切割双链，产生DNA双链

断裂（double-strand break，DSB）（图 1）。DSB是

一种非常严重的DNA损伤。在宿主细胞如大肠杆

菌、酿酒酵母和哺乳动物细胞等中，可以通过非

同 源 末 端 连 接 （non-homologous end joining，

NHEJ） 或 同 源 定 向 修 复 （homology-directed 

repair， HDR）这两种修复机制对 DSB 进行修

复［24-26］。科学家可以利用NHEJ修复保真度低的特

点引入随机突变进行基因敲除，或利用HDR的高

保真度添加定制的HDR模板实现精准突变的敲入。

近年来，传统的重组工程与CRISPR/Cas系统相结

合，利用CRISPR/Cas生成靶向DSB的能力，促进

了细菌、酵母和人类细胞系中基于HDR的突变文

库构建和下游应用。

CRISPR/Cas基因编辑技术发展过程中一个关

图图1　CRISPR/Cas9系统切割DNA

Fig. 1　Schematic of DNA cleavage by the CRISPR/Cas9 system
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键的里程碑是不依赖于 DSB 的 CRISPR 衍生技术

的开发。将 Cas9 的两个核酸酶结构域（HNH 和

RuvC）中的活性位点氨基酸突变为丙氨酸可获得

失活 Cas9（dead Cas9，dCas9）［27］，而突变其中

一个结构域（HNH 或 RuvC）则可获得切口酶

Cas9（Cas9 nickase， nCas9）［28］。其中，dCas9完

全丧失了 DNA 切割活性，但仍保留靶向结合

DNA 的能力，其最初可作为一种阻碍 RNA 聚合

酶的基因敲低技术，后续通过蛋白融合及 sgRNA

支架改造被进一步开发为可招募其他效应蛋白的

平台，如较早实现的基因调控技术［29-30］；nCas9

则保留了切割 DNA 单链的能力，通过融合脱氨

酶、逆转录酶等效应蛋白，科学家开发出了可引

入点突变的基因编辑工具碱基编辑器和引导编辑

器［31-32］。上述 CRISPR 衍生技术利用不同于 NHEJ

和 HDR 的引入突变的机制，摆脱了对于 DSB 的

依赖，大大提升了安全性和编辑精度。此外，天

然 Cas 蛋白也具有其他的一些局限性。通过蛋白

质工程手段对 Cas蛋白进行改造，可获得 PAM 识

别范围更广、编辑效率更高、脱靶效率更低或体

积更小的 Cas蛋白突变体［33］。这些进展为高通量

基因组编辑技术的发展奠定了坚实基础。sgRNA

因其设计简单、可编程性强、易于合成等特点，

可以大批量设计构建获得 sgRNA文库，配合上述

不同的 CRISPR 技术实现高通量基因组编辑

（图 2）。高通量基因组编辑技术通过适配各个领

域中的高通量筛选和功能分析场景，极大促进了

基础生命科学研究及治疗药物、生物基产品开发

和作物改良等实际应用。

本文接下来为读者详细解读基于各种CRISPR

系统的高通量基因组编辑方法，主要聚焦于编辑

精度高的点突变引入方法。我们将系统比较各种

策略的优势与局限性，介绍相关方法在多个物种

中的典型应用，并对未来发展方向进行探讨。

1 CRISPR 辅助的高通量基因组编辑
方法

如前所述，利用CRISPR系统及Cas蛋白突变

体，以及 sgRNA文库的高通量设计和合成，科研

工作者们开发了一系列的高通量基因组编辑技术，

图图2　CRISPR辅助的高通量编辑方法工作流程

Fig. 2　Workflow of CRISPR-assisted high-throughput genome editing methods
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包括CRISPR辅助的同源定向修复、碱基编辑系统

和引导编辑系统（图3）。

1.1 CRISPR 辅助的同源定向修复

生物体内自发的HDR效率通常较低［34］。然而，

在靶位点处先产生DSB可以显著提高通过HDR途

径进行外源DNA模板靶向整合的效率［35］。通过设

计 sgRNA序列，CRISPR/Cas系统可以在特定位点

引入DSB［23］。在存在外源修复模板的情况下，细胞

可通过HDR途径进行修复，从而实现精准的基因组

编 辑 （CRISPR-HDR）， 见 图 3（a）［36-37］。 利 用

图图3　基于CRISPR的点突变引入方法

Fig. 3　CRISPR-based methods for introducing point mutations
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CRISPR-HDR技术，通过大规模合成含有目标突变

的HDR模板以及相应的 sgRNA设计，可实现基于

HDR的高通量基因组编辑。

2014年，Findlay等［38］首次在人类细胞系中应

用CRISPR-HDR技术，利用 sgRNA引导Cas9进行

基因组切割，并结合体外合成的供体质粒文库，实

现了人类基因的饱和编辑。此后，多项研究在哺乳

动物细胞中使用CRISPR-HDR技术进行了基因组区

域的饱和编辑和大规模功能分析［39-42］。哺乳动物细

胞中 HDR 所用的修复模板通常需要 600～1000 bp

的同源臂［38-39］。因此在供体质粒文库构建的过程中

需要先克隆相应的同源臂片段。相比之下，在酿酒

酵母等微生物中，HDR对同源臂长度的需求通常不

超过 100 bp。例如，Jakočiūnas等［43］在酿酒酵母中

开 发 的 Cas9 介 导 的 蛋 白 质 进 化 反 应 技 术

（CasPER），将较短的同源臂直接合成在引物上，继

而采用易错PCR合成全长基因片段作为修复模板，

在基因组多个位点整合效率达到 98% 以上。在

CasPER技术中，切割目的基因的 sgRNA只用了一

条，在离切割位点较远的区域（基因两端）突变效

率会有一定程度的降低。这一问题可以通过针对每

个突变设计相应的邻近 sgRNA解决。例如，Garst

等［44］率先在大肠杆菌中开发了CRISPR支持的可跟

踪基因组工程技术（CREATE），将修复模板供体整

合到 sgRNA表达质粒上，确保相互匹配的供体和

sgRNA共转至同一细胞实现编辑，这一技术不仅可

用于某一基因片段的饱和突变，也可应用于全基因

组范围内的高通量基因组编辑。Dewachter等［45］对

CREATE 优化后，成功实现了大肠杆菌必需基因

fabZ、lpxC和 murA的全长饱和编辑，揭示了抗生

素耐受相关突变。在酿酒酵母中，包括本课题组在

内的多个研究团队开发了基于CRISPR-HDR的高通

量基因组编辑技术［46-50］。CRISPR/Cas9和同源定向

修复辅助的基因组规模工程（CHAnGE），使用质

粒文库实现了全基因组基因敲除筛选［46］。Roy等［47］

则开发了多重精确基因组编辑技术（MAGESTIC），

通过在编辑的同时整合短小、可追踪的集成条码序

列，实现了更为可靠的高通量筛选数据分析。

Sharon 等［49］则开发了 CRISPEY 技术，通过利用

Retron元件，实现了全基因组范围内对大量自然遗

传变异的重构和分析。此外，在CHAnGE基础上，

本课题组［50］最近开发的CRISPR/Cas9和同源定向

修复辅助的饱和编辑技术（CHASE）使用 PAM识

别范围更广的Cas9变体进一步拓展了基因组靶向

范围。

上述研究中使用的 HDR 修复模板均为双链

DNA［43-44，46-50］。研究表明，RNA 也可在酿酒酵母

中作为 DSB 修复的供体模板［51］。基于此，Jensen

等［52］开发的CRISPR和RNA辅助的体内定向进化

方 法 （CRAIDE） 利 用 了 嵌 合 供 体 RNA

（cgRNA），同时用于Cas9靶向和DSB修复。通过

利用易错 T7 RNA 聚合酶在供体 RNA 模板中引入

随机突变，可将突变引入靶位点。

CRISPR-HDR 技术在高通量基因组编辑，特

别是饱和基因编辑中已有相当广泛的应用，但仍

然有一些局限性。最主要的也是一般基因编辑技

术都有的问题是 DSB可能诱发的不可预知的染色

体突变，如随机插入或缺失（indel）以及染色体

结构变异（如染色体倒位、易位、大片段缺失

等）［37，53-56］。此外，CRISPR-HDR并不适用于HDR

效率低的物种或细胞系［57-58］。接下来探讨两种不依

赖于DSB的高通量基因组编辑方法。

1.2 CRISPR 辅助的碱基编辑系统

碱基编辑器（base editor，BE）是一种可以实

现精确单碱基编辑的基因编辑工具，它将 nCas或

dCas与脱氨酶或糖基化酶融合，可在不引入 DSB

的情况下，实现一种碱基向另一种碱基的替换

［图3（b）］  ［31，59-62］。根据靶向碱基类型的不同，BE

可分为胞嘧啶碱基编辑器（cytosine base editor，

CBE）［31］、 腺 嘌 呤 碱 基 编 辑 器 （adenine base 

editor，ABE）［59］和融合两种不同类型脱氨酶的双

碱基编辑器（dual base editor，DBE）［60］，以及基

于糖基化酶的鸟嘌呤碱基编辑器（glycosylase-

based guanine base editor，gGBE）［61］和胸腺嘧啶碱

基编辑器（thymine base editor，TBE）［62］。

2016年，Komor等［31］报道了第一代 CBE，其

将胞苷脱氨酶（cytidine deaminase，CDA）与dCas9

融合，诱导非模板链中特定位点的胞嘧啶脱氨基生

成尿嘧啶。在后续DNA复制过程中，该尿嘧啶被

识别为胸腺嘧啶，从而实现 C-G 到 T-A 的替换。
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2017 年， Gaudelli 等［59］ 进一步开发了 ABE，将

nCas9 与腺苷脱氨酶（adenosine deaminase，ADA）

融合，可以介导腺嘌呤脱氨基生成次黄嘌呤，并在

之后的DNA复制过程中被识别为鸟嘌呤，从而实

现A-T到G-C的替换。为了拓展突变的多样性，多

个课题组几乎在同一时间开发了多个DBE系统。例

如，Zhang等 ［60］将CDA和ADA同时与nCas9融合，

使其能在同一靶位点兼具CBE和ABE的功能。目

前，这些使用脱氨酶的 BE 系统，由于开发较早，

技术较为成熟，已经广泛应用于哺乳动物细胞、微

生物以及植物的高通量基因组编辑研究。

在哺乳动物细胞中，靶向激活诱导性胞苷脱

氨酶（AID）介导的诱变系统（TAM）和CRISPR-X

首次证实了CBE进行高通量基因组编辑的可行性。

这两种系统均采用了 dCas9与AID的融合蛋白或复

合物，通过 sgRNA文库引导，在目标位点区域产

生大量突变［63-64］。其中，TAM将AID变体AIDx直

接与 dCas9 的 C 端融合［63］，而 CRISPR-X 通过在

sgRNA 骨架茎环结构中插入两个 MS2 结合位点，

招 募 与 MS2 蛋 白 融 合 的 AID 或 高 活 性 变 体

AID*∆［64］。上述两种技术主要应用于蛋白质的体

内定向进化。在全基因组水平上，Xu等［65］开发了

内 置 分 子 条 码 的 CBE 介 导 的 基 因 敲 除 方 法

（BARBEKO），通过干扰基因的起始密码子或剪接

位点，或提前引入终止密码子，进行基因组规模

的敲除筛选。相比于传统的CRISPR-KO策略，该

技术具有文库构建所需细胞数少、筛选质量高、

低免疫毒性等优点。最近，Chen 等［66］开发了

DNA解旋酶和脱氨酶融合的解旋酶辅助连续编辑

系统（HACE）。在此系统中，解旋酶与Cas9介导

的R环单链DNA（ssDNA）结合，随后沿 3′到 5′方

向解开 DNA 双螺旋。在这一过程中，脱氨酶以

ssDNA 为底物引入编辑。Cas9在这一过程中起到

了定位与帮助起始解旋的作用。参考在大肠杆菌

中融合 nCas9与易错 DNA聚合酶Ⅰ开发的 EvolvR

技术，可通过多条 sgRNA共表达实现多个基因组

位点的随机突变［67］，HACE 也有可能通过引入

sgRNA文库，在基因组范围内产生大量编辑。

在微生物中，高通量碱基编辑也非常便捷有

效。例如，Wang等［68］利用 AID和 nCas9（D10A）

融合蛋白，在谷氨酸棒状杆菌中开发了多重自动化

碱基编辑系统MACBETH，可进行多重基因编辑，

并能快速构建多个基因的组合失活文库，配合自动

化系统高效构建了大量工程菌株，提升了谷氨酸生

产能力。Zimmermann 等［69］在酿酒酵母中开发了

使 用 I-E 型 CRISPR/Cas 系 统 进 行 局 部 突 变

（CoMuTER）的方法，将Cas3与胞苷脱氨酶融合，

可克服Cas9单条 sgRNA编辑窗口限制，实现数万

碱基对基因组区域的高通量编辑。Gawlitt等［70］在

大肠杆菌中利用 PAM 更宽松的 ScCas9 构建了

ScBE3系统，可将突变范围扩展至启动子区域，实

现了全基因组水平的高通量敲除筛选。

在植物中，Li等［71］在水稻中开发了饱和靶向

内 源 性 突 变 编 辑 器 （STEME）， 将 CDA

（APOBEC3A）和 ADA （ecTadA-ecTadA7.10）以

不同的构型融合到 nCas9的N端，实现了双碱基编

辑。进一步通过利用 PAM 放松的 Cas9 突变体

Cas9-NG 和 sgRNA 文库，STEME-NG 系统成功应

用于 OsACC 基因的定向进化。此外，Zhang等［72］

开发了多重正交碱基编辑系统（MoBE），通过改

造 sgRNA 骨架正交茎环，使其同时招募了 ADA

（TadA9）和CDA（CDA1），也在水稻中实现了高

通量基因组双碱基编辑。

1.3 CRISPR 辅助的引导编辑系统

引导编辑器（prime editor，PE）是另一种不

依赖 DSB的基因组编辑方法，由一个蛋白质复合

物和经过改造后的 sgRNA，即引导编辑引导RNA

（pegRNA）组成。其中，蛋白质复合物包含 nCas9

（H840A突变体）和一个与其C端融合的逆转录酶

结构域；pegRNA 5′端为引导序列， 3′端含有引物

结合序列（PBS）和逆转录酶模板（RTT）。研究

人员想要引入的目标突变位于 RTT中，逆转录酶

以此为模板，以nCas9形成的 ssDNA为引物进行逆

转录，从而将RNA上的突变引入至基因组DNA中

［图 3（c）］。与CRISPR-HDR相同，PE可通过人工

合成编码 pegRNA的 DNA，实现所有 12种类型的

点突变［32］。目前，大量研究通过使用 pegRNA 文

库以及引导编辑器在多个物种中实现了高通量基

因组编辑［73-81］。

Xu等［73］在水稻中开发了引导编辑文库介导的
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饱和突变（PLSM），这是首次使用pegRNA文库实

现高通量引导编辑，虽然其文库大小仅包含数条

pegRNA。在哺乳动物细胞中，Erwood等［74］采用

与 PLSM 相似的策略，开发了饱和引导编辑方法

SPE。后续有研究将 pegRNA文库进一步扩大，开

发出文库引导编辑筛选方法 PRIME［75］、引导编辑

和内源区域测序方法 PEER-seq［76］等。PEER-seq

在引入目标突变时在突变位点附近同时引入一个

碱基的同义突变作为编辑标记，使假阳性读数减

少了 625倍，编辑效率提高了 3.4倍［76］。为了提升

pegRNA文库构建效率，Hsu等［77］开发了用于原位

表征的多重位点特异性突变方法（MOSAIC），利

用融合 PCR将混合碱基或高通量合成的寡核苷酸

池引入至线性 DNA 片段中，可更快速地构建

pegRNA文库。他们通过这种高通量编辑方法，进

一步对 PBS/RTT 长度的海量组合进行了测试，从

而对 PE的编辑效率实现优化。Cirincione等［80］则

开发了用于高通量基因敲除筛选的 PE平台，通过

构建约含24万个工程化pegRNA（epegRNA）的文

库（StopPR），靶向约 1.7 万个密码子，筛选出了

1149个必需基因。该方法可以在一定程度上减少

DNA错配修复的干扰，并进一步拓宽高通量PE方

法在基因组上的可编辑范围。类似地，Niu 等［81］

开发了基于引导编辑器的筛选方法（PRESENT），

使用含 29.79万个 epegRNA 的文库，靶向 HCT116

细胞中的 3644个蛋白质编码基因，并结合机器学

习模型和生物信息学算法，系统性地分析了同义

突变对细胞生长的影响，首次揭示了人类基因组

上同义突变的功能和机制。

使用 PE 进行高通量基因组编辑时，高效的

pegRNA设计技术难度较高。针对这一问题，Park

等［82］开发了一款 pegRNA文库设计工具SynDesign。

该工具可以针对目标基因或突变体生成 pegRNA文

库，预测其在不同 PE系统及细胞类型中的编辑效

率。同时SynDesign也整合了带有同义突变的标记以

提高编辑效率并促进目标突变的检测。此类工具将

有助于利用PE进行高通量基因组编辑，促进人类疾

病相关基因变异表征等研究。

上述三类高通量基因组编辑方法的相关技术

细节总结于表1。

表表1　　CRISPR辅助的高通量基因组编辑方法

Table 1　　CRISPR-assisted high-throughput genome editing methods

编辑方法

CRISPR-

HDR

Base editing

方法名称

Saturation editing

CasPER

CREATE

CHAnGE

MAGESTIC

CRISPEY

CHASE

CRAIDE

TAM

CRISPR-X

BARBEKO

HACE

MACBETH

CoMuTER

ScBE3

STEME

STEME-NG

MoBE

物种

哺乳动物细胞

酿酒酵母

大肠杆菌

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

酿酒酵母

哺乳动物细胞

哺乳动物细胞

哺乳动物细胞

哺乳动物细胞

谷氨酸棒状杆菌

酿酒酵母

大肠杆菌

水稻

水稻

Cas蛋白

SpCas9

SpCas9

SpCas9

SpCas9

SpCas9

SpCas9

SpiG（SpCas9突变体）

SpCas9

dSpCas9

dSpCas9

nSpCas9

nSpCas9

nSpCas9

Cas3

nScCas9

nSpCas9

nCas9-NG

nSpCas9

PAM

NGG

NGG

NGG

NGG

NGG

NGG

NGN

NGG

NGG

NGG

NGG

NGG

NGG

AAG

NNG

NGG  

NG

NGG

效应蛋白

—

—

—

—

—

—

—

—

胞苷脱氨酶AID-P182X（AIDx）

胞苷脱氨酶AID/AID*∆
胞苷脱氨酶Anc689 APOBEC

胞苷脱氨酶AID*∆
解旋酶PcrA M6

胞苷脱氨酶AID-P47S（AIDTS）

胞苷脱氨酶 rAPOBEC1

胞苷脱氨酶 rAPOBEC1

胞苷脱氨酶APOBEC3

腺苷脱氨酶 ecTadA-ecTadA7.10

胞苷脱氨酶CDA1

腺苷脱氨酶TadA9

参考
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[44-

45]

[46]

[47]

[49]

[50]

[52]

[63]

[64]

[65]

[66]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]
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2 CRISPR辅助的高通量基因组编辑方
法应用

CRISPR 辅助的高通量基因组编辑方法因其

广泛的适用性及编辑的多样性，已在不同物种中

应用，本文重点介绍其在三个关键领域中的应

用，包括工业微生物技术、生命健康和农业

领域。

2.1 工业微生物育种

大肠杆菌、酿酒酵母和其他非模式微生物已

被广泛应用于生物制造，以实现精准发酵和可持

续的生物经济。然而，尽管人们对微生物生理学

和代谢途径设计的认知不断深入，经过工程改造

的实验室原型菌株通常需要经过实验室适应性进

化（adaptive laboratory evolution，ALE）才能满足

产业化需求［83］。ALE可在一定程度上解决诸如产

品产量低［84］、底物毒性大［85］以及菌种抗逆能力

低［86］等问题，但传统的ALE过程常存在突变效率

低与无法理性选择突变靶点等局限性。CRISPR辅

助的高通量基因组编辑显著加速了微生物菌种的

实验室进化过程，特别是在菌株耐受性和生产能

力方面（图 4）。利用 CREATE 进化大肠杆菌，研

究人员快速实现了热耐受性和抗生素抗性的提

升［44］。利用CHAnGE和CHASE，通过全基因组敲

除筛选和靶向全局转录因子的饱和突变，研究人

员实现了酿酒酵母抗逆性的提升［50］。Liu等［87］利

用CBE，在谷氨酸棒状杆菌ATCC 13032中构建了

覆盖基因组 98.1%基因的敲除文库，筛选出了与耐

药性或耐受性相关的基因。在生产能力提升方面，

Jakočiūnas等［43］利用CasPER进化酿酒酵母代谢途

续表续表

编辑方法

Prime editing

方法名称

PLSM

SPE

PRIME

PEER-seq

MOSAIC

高通量基因敲除筛选

的PE平台

PRESENT

物种

水稻

哺乳动物细胞

哺乳动物细胞

哺乳动物细胞

哺乳动物细胞

哺乳动物细胞

哺乳动物细胞

Cas蛋白

nSpCas9

nSpCas9

nSpCas9

nSpCas9

nSpCas9

nSpCas9

nSpCas9

PAM

NGG

NGG

NGG

NGG

NGG

NGG

NGG

效应蛋白

逆转录酶MMLV-RT（基于pPE2）

逆转录酶MMLV-RT（基于PE2）

逆转录酶MMLV-RT（基于PE3）

逆转录酶MMLV-RT

（基于PEmax）

逆转录酶MMLV-RT（基于PE2）

逆转录酶MMLV-RT

（基于PEmax）

逆转录酶MMLV-RT

（基于PEmax）

参考

文献

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[80]

[81]

图图4　CRISPR辅助的高通量基因组编辑在工业微生物育种中的应用

Fig. 4　Applications of CRISPR-assisted high-throughput genome editing in industrial microbial strain breeding
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径中两种关键酶，使异戊二烯产量提高了 11 倍。

Wang 等［68］应用 MACBETH 构建组合基因失活文

库，筛选发现 pyk和 ldhA双基因失活的谷氨酸棒状

杆菌菌株，其谷氨酸合成能力提高了 3 倍。

Zimmermann等［69］利用CoMuTER系统对番茄红素

合成途径进行进化，成功使酿酒酵母中番茄红素

产量翻倍。Hao等［88］使用BE构建了枯草芽孢杆菌

Sec转位酶原位突变体文库并进行筛选，获得了蛋

白质产量更高的菌株，随后又开发了由 dCas12b介

导的BE系统，获得了蛋白质分泌效率提高的大肠

杆菌底盘细胞［89］。上述例子表明，CRISPR辅助的

高通量基因组编辑结合高通量筛选可以显著加速

工业微生物育种过程。

2.2 人类功能基因组学

人类功能基因组学的一个重要研究使命是阐

明自然存在于健康人群中或与疾病相关的大量遗

传变异的功能。传统方法通过搜集临床和人群基

因组数据来分析这些变异的功能，例如解析癌基

因中大量意义不明的遗传突变，但这一方法的效

率较低［90］。相比较而言，高通量基因组编辑技术

能够在短时间内产生大量突变，并通过比较编辑

前后的细胞表型或分子特征变化，高效鉴定变异

功能（图 5）。以乳腺癌易感基因BRCA1为例，其

有害突变积累会显著增加女性患乳腺癌和卵巢癌

的风险［91］。Findlay 等［39］使用 CRISPR-HDR 策略

靶向BRCA1的 13个关键外显子，产生了约 4000个

单 核 苷 酸 位 点 变 异 （single nucleotide variant，

SNV），并从中鉴定出 400个非功能性错义 SNV和

300个影响基因表达的SNV。这一研究范式几乎可

以分析所有的单核苷酸突变，并且大大缩短了所

需时间。类似地，DDX3X基因的功能丧失会导致

女性神经发育障碍。Radford 等［42］通过 CRISPR-

HDR对DDX3X所有 17个外显子进行饱和编辑，鉴

定出 3432个功能异常变异，并基于此训练了一个

机器学习模型用于功能异常变异的预测。除此之

外，CRISPR-HDR 策略还促进了许多其他重要基

因的变异功能解析，如 BAP1［40］、BRCA2［92-95］、

RAD51C［96］、VHL［97］等。BE在人类功能基因组学

研究中的应用也非常广泛。例如，研究人员利用

BE对BCL2［92］、TP53［98］、DNMT3A［99］等基因进行

大规模突变，鉴定出了许多具有重要影响的变异

类型。此外，基于BE开发的BARBEKO可用于人

类全基因组的敲除筛选，规避了 CRISPR-KO 因

DNA 切割所致的细胞毒性问题，是传统 CRISPR

筛选方法的重要补充。BE技术，由于其特定的碱

基转换特点，还可应用于特定氨基酸残基的功能

分析。例如，Li 等［100］使用 ABE 对全蛋白质组范

围内的丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸位点进行精准编

辑，在人视网膜色素上皮细胞系RPE1中成功鉴定

图图5　CRISPR辅助的高通量基因组编辑在人类功能基因组学中的应用

Fig. 5　Applications of CRISPR-assisted high-throughput genome editing in functional human genomics
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出 3467个功能性氨基酸位点，并揭示了这些位点

与磷酸化修饰、蛋白结构维持和癌症相关突变的

关联。近年来，PE技术也因其可诱导全部突变类

型且不依赖 DSB的特性，被越来越多的研究人员

应用于分析疾病相关基因 SNV的功能，这些基因

包括NPC1［74］、BRCA2［74］、BRCA1［76］、RPL15 ［76］、

EGFR［76，78］ 、 BCR-ABL1［77］ 、 SMARCB1［79］ 、

MLH1［79］等。可见，这些高通量的基因组编辑技

术将大大加速人们对致病遗传变异的理解，所产

生的突变-表型数据库将促进临床诊断及帮助医生

制定个性化的治疗方案。

2.3 作物改良

面对人口增长和气候变化等多重挑战，确保

粮食安全已成为全球农业领域的共同目标，利用

基因工程技术进行作物改良是关键的应对策略之

一。然而，作物遗传性状的自然变异积累过程漫

长。尽管传统的化学或物理诱变方法能在一定程

度上加速突变产生，但筛选具有目标优良性状的

作物效率较低［101］。CRISPR 辅助的高通量基因组

编辑技术显著加速了作物改良进程（图 6）。植物

中HDR效率往往较低， 因此不依赖HDR的BE和

PE辅助的高通量基因组编辑应用更为广泛，主要

集中在除草剂抗性等性状的进化方面。例如，

Li等［71］针对水稻 OsACC 蛋白 CT 结构域的 400 个

氨基酸，使用 STEME-1和 STEME-NG对其进行了

大规模编辑和筛选，成功获得了除草剂抗性增强

的突变体。Kuang等［102］通过构建基于CBE和ABE

的基因进化方法 BEMGE，靶向水稻 OsALS1 基因

筛选得到了具有除草剂耐受性的不同突变体，并

进一步利用BE将有益突变类型成功引入到了商业

化水稻品种中。此外，Wang等［103］通过BE对拟南

芥中的EPSPS、ALS和HPPD基因进行大规模编辑

和筛选，也成功鉴定到了除草剂抗性突变体。

Xu等［73］在水稻中通过 PLSM技术靶向OsACC1的

六个保守残基，鉴定到 16种具有除草剂抗性的突

变类型。这些例子充分展示了高通量基因组编辑

在加速作物改良中的巨大潜力；此外，在这些模

式植物中获得的突变体及其相关机制，也为改良

其他作物的相关性状提供了参考。预计在不久的

将来，高通量基因组编辑会被应用于更多更复杂

的作物性状的进化筛选，如植株形态、产量或其

他类型的胁迫耐受性。

3 展 望

在物种适用性方面，CRISPR辅助的高通量基

因组编辑方法仍然有一定的扩展空间（图 7）。例

如，PE在大肠杆菌等微生物中应用较为困难，这

与 3′→5′ DNA核酸外切酶 sbcB有关，抑制 sbcB的

表达可以大幅提升 PE 在大肠杆菌中的编辑效

率［104］。HDR在特定物种，特别是植物中的低效率

限制了 CRISPR-HDR 在高通量基因组编辑方面的

应用［105］。拓展其物种适用性需要在分子层面提升

HDR效率。例如，可以通过使用具有HDR增强模

块的 ssDNA 作为供体［106］等方法提高 HDR 效率。

图图6　CRISPR辅助的高通量基因组编辑在作物改良中的应用

Fig. 6　Applications of CRISPR-assisted high-throughput genome editing in crop improvement
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这些策略有望应用于基于HDR的高通量基因组编

辑。除了前文提及的酿酒酵母、大肠杆菌等，放

线菌也是一种重要的工业微生物。由于CRISPR/Cas

系统存在于近一半的放线菌基因组中，放线菌可

以使用内源性或相近菌种的CRISPR/Cas系统，具

有无或低毒性、高相容性的独特优势。以放线菌

中现有的CRISPR高效基因组编辑工具为基础，或

许可以开发出高通量的基因组编辑方法，对于放

线菌的工业生产，尤其是天然产物的研究，能够

有所帮助［107］。此外，不同于前述的三类高通量基

因组编辑方法，Chen 等［108］在铜绿假单胞菌中开

发了定点转座基因组改造（STAGE）技术，使用

CRISPR-Cas12k 引导的蓝藻 CRISPR 相关转座酶

（ShCAST），可构建大规模靶向文库，鉴定抗生素

抗性基因，将CRISPR辅助的高通量基因组编辑方

法应用拓展到了铜绿假单胞菌中，且在未来可能

进一步拓展到其他细菌中。

在突变多样性方面，BE的突变谱仍然具有较

大的局限性。虽然研究人员已开发出DBE来解决

这一局限性［60，71］，但其诱导的突变多样性与

CRISPR-HDR和 PE相比仍然较低。目前一些研究

已经进一步开发出能在 DBE 系统中实现腺嘌呤

（A）到所有四种碱基转换的编辑系统。例如，通

过将ABE与N-甲基嘌呤DNA糖基化酶融合构建的

AYBE，能够切除腺嘌呤脱氨基产生的次黄嘌呤，

从而实现碱基A到嘧啶碱基的转换［109］。近年来开

发的一系列基于糖基化酶的碱基编辑器包括能实

现G到C或T转换的 gGBE［61］和T到A或G转换的

TBE［62］等，进一步拓展了BE的突变谱。这些新型

的碱基编辑器未来有望应用于高通量基因组编辑

中。此外，基因增变器可显著提高基因组突变率，

并诱导产生多种突变类型，未来可结合高通量基

因组编辑工具协同应用，以进一步提升突变多

样性［110］。

另外，编辑器的靶向范围尚有待突破。受

PAM序列识别特征、引导序列活性以及脱氨酶编

辑窗口限制，目前CRISPR辅助的基因组编辑工具

的编辑范围还无法覆盖任意基因组位点。使用

PAM识别范围更广的Cas9突变体可在一定程度上

拓宽基因组靶向范围［50，111-112］，但可能伴随着脱靶

效应增强［113-114］以及编辑活性降低［115-116］的风险；

因此，为了更高的安全性和基因编辑效率，可以

结合机器学习和蛋白质工程，设计和开发一系列

不同 PAM 偏好的 Cas蛋白突变体，共同对基因组

进行广泛、高效、安全的编辑［117］。针对BE，已有

研究通过RNA支架改造或蛋白质工程拓展其编辑

窗口。例如，Jiang 等［118］将 dCas9 与 SunTag 支架

组合，通过招募多个脱氨酶，实现了编辑窗口的

拓宽，从而扩大了基因组靶向范围。另有研究表

明，通过将脱氨酶插入到Cas9的 PAM互作结构域

或用脱氨酶替换Cas9的HNH核酸酶结构域，可在

不影响 Cas9 特异性的情况下拓展 BE 的编辑窗

口［119-120］。这些工程化改造方法可以使用较小的

sgRNA 文库覆盖相同的编辑范围。通过将脱氨酶

与具有不同 PAM 识别特异性的 Cas蛋白融合，亦

可进一步扩大编辑窗口［89］。例如，识别高AT含量

PAM的Cas12a也可应用于PE，其优势包括脱靶效

应更低以及递送更为便捷等［121］。此外，常规的PE

使用 nCas9对非目标链进行切割并完成修饰，其编

辑窗口在切割位置的下游。而Chen等利用Cas9和

新开发的目标链编程 pegRNA（tsp-pegRNA），成

功实现了切割位点上游的编辑，显著拓展了 PE的

编辑空间［122］。这些工程化方法都可以应用于高通

量基因组编辑。

最后，当前的研究多聚焦于单个基因或特定

区域的基因组编辑，或是基因组范围的敲除筛选，

而高通量多重基因编辑的研究较少。多重基因编

图图7　CRISPR辅助的高通量基因组编辑方法在

不同物种中的适用性

（热图程度代表本文所引相关文献数）

Fig. 7　Applicability of CRISPR-assisted high-throughput 

genome editing methods in different species

(The heat map indicates the number of relevant 

publications cited in this review)
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辑技术可用于探究蛋白质相互作用、基因电路调

控、代谢途径优化等。而由于基因相互作用的复

杂性，包括上位效应等，提高多重基因编辑的通

量有助于筛选到更多有益的组合突变。近期，已

有研究使用BE和PE工具在原核生物、哺乳动物细

胞和植物中成功实现靶向少数位点的多重基因编

辑［123-126］。但要实现大规模的多基因编辑，仍需克

服一些技术挑战，如如何设计合理大小的“智能”

sgRNA文库、如何进行测序和数据分析等。

综上所述，CRISPR辅助的高通量基因组编辑

技术适用于微生物、哺乳动物、植物等多个物种，

并在工业、医学、农业等领域展现出极大的应用价

值。未来，随着人工智能算法和自动化平台的迅速

发展，高通量筛选生成的大量数据可用于构建预测

模型，助力高效文库设计和发现有益突变。另外，

得益于基因编辑领域CRISPR及其衍生技术的持续

快速发展，我们预期将有更多更先进的高通量基因

组编辑技术问世。同时，高通量基因组编辑所助力

发现的靶点也将转化成真正的社会价值。
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