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CRISPR/Cas基本知识



基因组编辑(Genome Editing)是一种可以按照人为设计永久
性改变生物体内源基因组DNA编码的遗传学技术。可实现成
体细胞基因组的遗传密码的永久性改变。

CRISPR/Cas是一类基因组编辑工具的统称



基因组编辑的历史

Sangamo公司

ZFN的开源方式(J. Keith Joung)

Jennifer Doudna Emmanuelle Charpentier Feng Zhang

• ZFN(Zinc-Finger Nucleases锌指蛋白酶技术) 2002

• TALEN(转录激活因子样效应物核酸酶) 2009

(Transcription Activator-Like (TAL) Effector Nucleases)

• CRIPSR/Cas  2011

（Clustered regularly interspaced short palindromic repeats）



Non-Homologous End-Joining (NHEJ)

非同源重组末端连接

Homologous Recombination(HR)

同源重组

当前基因组编辑技术基于同源重组及非同源末端连接

Double-Strand Break(DSB)

双链断裂

基因组编辑的原理



CRISPR/Cas系统的起源



CRISPR/Cas系统

Cas 蛋白 gRNA

两部分组成: 最终目的: 

实现对基因组特定序列的定点切割
双链断裂(DSB)



CRISPR/Cas切割原理



CRISPR/Cas基本原理



• spCas9, spyCas9 (Staphylococcus  pyogenes,酿脓葡萄球菌)

第一个Cas9, 基因~4.2kb长,识别靶点:GN19NGG

• saCas9 ,sauCas9 (Staphylococcus aureus,金黄色葡萄球菌)

基因~3.3kb长,识别靶点: (G)N21 NNGRRT(N)

• Cpf1, AsCpf1, LbCpf1 (Francisella novicida,弗朗西丝菌)

基因~4.0kb识别靶点: TTNN24

• CjCas9 (Campylobacter jejuni ,空肠弯曲杆菌)

基因~3kb长,识别靶点: GN22NNNNACAC

常见的CRISPR/Cas系统



CjCas9

常见的CRISPR/Cas系统活性比较



CRISPR/Cas系统的表达



CRIPSR/Cas系统转录调控



CRIPSR/Cas系统转录调控

CRISPRi CRISPRa



CRISPR/Cas与基因功能研究



Gain-of-function(GOF):

OverExpression

CRISPRa

Loss-of-function(LOF): 

KnockDown: RNAi, CRISPRi

KnockOut: CRISPR/Cas9, TALEN…

LOF

GOF

基因功能研究手段



CRISPR/Cas可实现的功能

• 通过引入Indels, 实现:
– 编码蛋白基因的敲除(移码突变)

• microRNA的敲除(破坏Seed核心区)

• 大片段删除, 实现:
– LncRNA的敲除

• 片段插入
– 基因的敲入
– LncRNA的转录终止
– Tagging

• 精确的碱基修改
– 点突变



肿瘤相关CRISPR/Cas研究案例

在直肠癌细胞系敲除PIK3R1基因，证明PIK3R1基因具有调节直肠
癌细胞的侵袭转移及肿瘤干细胞特性的功





编码蛋白基因KO方式

• 移码突变(1 gRNA)

• 靶向重要的蛋白结构域(1 gRNA)

• 切掉外显子(2 gRNAs)

• 大片段删除(2 gRNAs)

并不一定排斥



移码突变(1 gRNAs)





靶向重要的蛋白结构域(1 gRNAs)

CRISPR mutagenesis of functional protein domains leads to a higher proportion of null mutations and an 

enhanced severity of negative selection



切掉外显子(2 gRNAs)

157bp

1                    2 3         4      5    6             7                   8     9             10     11

PTC (premature termination codon)



大片段删除(2 gRNAs)





miRNA敲除主要方案

• 针对Seed区

• 前体(pre-miRNA) 区域删除

• 靶向miRNA加工位点



针对Seed区





miR-21 locus
#1 AATTGGGGTTCGATCTTAAC #2 TTGTTTATAATCAGAAACTC

前体(pre-miRNA) 区域删除





靶向miRNA加工位点







lncRNA敲除主要方案

• 大片段删除

• 启动子删除

• Knock In 终止序列(Knock Down)





大片段删除





启动子删除



基于CRISPR/Cas的高通量功能筛选







67,405

sgRNAs







CRISPR-Cas9 gRNA类型 物种 类型 覆盖范围

敲除文库 Human 慢病毒单病毒 19,050 Genes + 1,864 miRNAs

敲除文库 Mouse 慢病毒单病毒 20,611 Genes +1,175 miRNAs

敲除文库 Human 慢病毒双病毒 1,880 Unknown function Genes

激活文库 Human 慢病毒双病毒 23,430 gRNAs

激活文库 Mouse 慢病毒三病毒 23,439 gRNAs

定制文库 定制 定制 定制



可选择的筛选表型:

•肿瘤转移相关基因筛选(体内筛选)

•细胞迁移/侵袭相关基因筛选 (体外筛选)

•细胞克隆形成相关基因筛选 (体外筛选)

•细胞增殖相关基因筛选 (体外筛选)

•肿瘤耐药相关基因筛选(体外筛选)

•细胞信号通路相关基因筛选 (体外筛选)

.

•其它功能基因筛选
其它指定的生物学过程, 只要可以通过表型分选细胞, 或者通过报告基因分选的, 都可以进
行相关的功能筛选, 比如: 自噬, EMT(上皮间质转化), 细胞分化等等生物学过程都可以先建
立报告基因的方式, 再通过CRISPR-Cas9 文库进行高通量筛选.



CRISPR/Cas与动物肿瘤模型



• 多基因突变原发性肿瘤模型
肺癌 p53、Lkb1、Kras

结直肠癌 APC、SMAD4 、 p53 、 KRAS和PIK3CA

恶性髓系血液病 Tet2,Runx1,Dnmt3a 和Nf1

肝癌 Pten, p53

• 染色体异构相关的肿瘤模型



In Vivo Modeling of Multigenic Cancer Mutations  体内肿瘤造模
Lung adenocarcinoma in human (46% for p53, 33% for KRAS and 17% for 

LKB1)



气管内感染技术操作流程示例

Nat Protoc. 

2009



气管内感染

实验相关操作参数

病毒类型：腺相关病毒AAV2/9；
病毒编号： H4048X-3

病毒滴度：5.7E+12 

病毒总量：1E+11

感染体积：50-75ul

动物品系：CRISPR/Cas9小鼠
性别：雄性
周龄：8-12周

麻醉剂：戊巴比妥钠

Nat Protoc. 2009 Cell 2014



染色体重排是人类癌症细胞的一个特征，在多种癌症的发病
机制及癌症的治疗方案的相关研究中具有重要的地位，如造
血系统肿瘤如白血病和淋巴瘤

非小细胞肺癌



尤文氏肉瘤EWSR1−FLI1 融合基因

急性粒细胞性白血病RUNX1 与ETO融合基因



Cas9小鼠肿瘤模型与传统成瘤模型比较

CRISPR/Cas9



CRISPR/Cas与肿瘤治疗





细胞治疗辅助


