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摘  要 : 基于细菌基因组规律成蔟的间隔短回文重复 (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats)发展

而来的新型基因编辑方法 (CRISPR-Cas9) 对生物医学研究是一场划时代的革命。它几乎可用于大多数生物体的基

因编辑。秀丽线虫是一种非常经典的遗传学模式生物，CRISPR-Cas9 基因编辑技术进一步加速了对其基因功能及各

种生物学问题的研究。文中主要总结 CRISPR-Cas9 基因编辑系统在遗传学模式生物秀丽线虫中的发展和应用。 
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Abstract:  The development of genome editing techniques based on CRISPR (Clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats)-Cas9 system has revolutionized biomedical researches. It can be utilized to edit genome sequence in 

almost any organisms including Caenorhabditis elegans, one of the most convenient and classic genetic model animals. The 

application of CRISPR-Cas9 mediated genome editing in C. elegans promotes the functional analysis of gene and proteins 

under many physiological conditions. In this mini-review, we summarized the development of CRISPR-Cas9-based genome 

editing in C. elegans. 
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生物学研究的一个重要目标是精确剖析基

因在生物体生长发育和疾病中的功能。常用的技

术手段是改变基因的表达以观察其对生物体的

影响，并进一步研究其发挥作用的分子细胞学机

·综  述·
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制。几十年来，多种技术手段被用于制造基因功

能缺失，例如基因敲降技术 RNAi，基因敲除技

术 (包括时空特异性和组织特异性敲除)，以及

多种化学诱变剂诱导基因突变的手段等。这些技

术构成了正向遗传和反向遗传学解决生物学问

题的基础。另一种研究基因功能的方法是观察基

因表达产物蛋白质在细胞内的动态运动，例如利

用抗体染色或内源性荧光蛋白标记技术。这两种

研究基因功能的策略是现代生物学研究的常规策

略，在多种模式生物中的研究取得了巨大的成功。 

秀丽线虫 (Caenorhabditis elegans, 以下简

称线虫) 是一种经典的遗传学模式生物，具有生

命周期短、基因组小、基因数目多、便于遗传操

作、通体透明易于显微观察等优势，被广泛用于

发育生物学和神经生物学的研究。制造线虫基因

突变的方法有化学诱变剂甲磺酸乙酯  (Ethyl 

methane sulfonate，EMS) 引起的基因突变，物

理辐射引起的基因突变等，以及利用转座子 Tc1

和 Mos1 插入的方法改变基因组等多种手段[1-3]。

近年来，锌指核糖核酸酶 (Zinc finger nucleases，

ZFNs) 和转录激活样效应蛋白核酸酶(Transcription 

activator-like effector nucleases，TALENs)也被用

于改造线虫的基因组 [4-5]。但由于 ZFNs 和

TALENs 前期工具质粒构建较为繁琐和昂贵，并

没有在线虫中被广泛应用。自 2013 年以来，从

细菌免疫现象中发现和发展的 CRISPR-Cas9 基

因编辑技术由于其构造简单、易于操控和改造以

及价格低廉等优势，迅速成为基因编辑领域的主

要研究技术[6-7]。该方法几乎在所有模式生物中

得到了广泛应用，大力推动了反向遗传学解决生

物学问题的研究[8]。关于 CRISPR-Cas9 在线虫 

中的应用，国内外期刊已有多篇详尽的综述论 

文[9-11]。此篇论文主要针对中文读者以及线虫领

域的一线研究人员，介绍 CRISPR-Cas9 基因编

辑技术在线虫中的最新发展和应用。 

1  基因编辑的原理 

基因组在进行自我复制以及遭受环境压力

下均会发生突变，其中大多数情况下能得到精确

修复。整条基因组双链 DNA 断裂 (Double strand 

break，DSB) 的情况下，生物体内源性的修复机

制启动并修复基因组序列。目前已知存在两种机

制参与修复双链 DNA 断裂[6]，一种为非同源性末

端连接 (Non-homologous end joining，NHEJ)，修

复结束后可能会造成 DNA 上碱基的随机缺失和

插入，引起基因开放阅读框的突变；另一种为同

源序列指导修复(Homology-directed repair，HDR)，

即基于模板存在情况下的同源重组，可以利用外

源提供的同源序列实现精确修复。无论是 ZFNs、

TALENs 还是 CRISPR-Cas9 系统，都以这两种修

复机制为基础实现对特定基因的靶向编辑。 

2  CRISPR-Cas9 系统 

CRISPR-Cas9 系统最先于细菌中发现，是细

菌抵御外界病毒感染的一种有效方式。CRISPR

重复序列间有不同的居间序列，表达出引导

RNA，可以通过碱基互补配对的方式指导 Cas

蛋白家族 (现在主要是 SpCas9) 特异地在病毒

的基因组上进行切割从而阻断病毒基因组的复

制从而达到抑制病毒生长的目的。这一工作模式

最早被 Jennifer Doudna、Emmanuelle Charpentier

和张锋等科学家设计用来人工控制特异性地切

割外源和内源 DNA[12-13]。CRISPR-Cas9 系统的

核心组分为识别靶向 DNA 的引导 RNA (sgRNA)
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和核酸酶 Cas9。这种简易而且高效的基因编辑方

法迅速成为现代生物学研究重要的工具。 

CRISPR-Cas9 基因编辑手段的优点在于其

设计方便，利用碱基互补配对的原则理论上可以

设计出任何基因特异性的 sgRNA，结合 Cas9 对

特定位点处 DNA 造成双链断裂[7]。一直以来，

在线虫中，外源 DNA 可以通过显微注射的方法

注射到生殖腺中获得转基因[14]，对于 CRISPR- 

Cas9 系统，显微注射也是最方便和快捷的方  

式[8]。研究人员发现，注射体外纯化的 Cas9 核

酸酶或表达 Cas9 核酸酶的质粒混合 sgRNA 质粒

或体外转录的 sgRNA 都可以获得相应的突变 

体[15-18] (图 1A)，这为后期改良系统奠定了基础。

在考虑到经济成本和工作量的情况下，如今大多

数线虫实验室都通过直接注射编码 Cas9 和

sgRNA 的质粒的方法来改造基因组 (图 1)。现今

CRISPR- Cas9 基因编辑技术一个最为关键的问

题是其脱靶率较高，但是通过全基因组测序及脱

靶基因预测，该编辑技术在线虫中至今鲜有脱靶

现象，这可能和线虫相对简单的基因组有关[8]。 

为进一步提高 CRISPR-Cas9 基因编辑的效

率，减少后续突变体筛选上的工作量以及力求更

经济便捷的手段，研究人员利用线虫的遗传学优

势，对 CRISPR-Cas9 在线虫上的应用做了诸多

改良。CRISPR-Cas9 系统原理简单，关键影响因

素取决于 Cas9 蛋白、sgRNA 和模板 DNA，研

究人员通过对以下 5 个方面的改良，力求更高效

地获得所需要的突变体。 

2.1  Cas9 核酸酶的优化 

现在大多实验室利用的都是 CRISPR-Cas9

系统进行基因编辑。通常情况下 Cas9 特异性识

别的 PAM 序列是 5′-NGG-3′序列。在基因组上，

NGG 序列出现的概率较高，但是在特定情况下，

例如需要做定点突变，可能很难寻找到合适的

sgRNA。最近，Andrew Fire 实验室针对性地将

Cas9 的 PAM 识别区域进行定点突变，发现可以

改变 Cas9 对 PAM 序列的识别[19]。新型的 Cas9

突变 (VQR 和 VRER 突变体 Cas9) 在线虫基因

组上可以分别识别 PAM 序列 5′-NGA-3′和

5′-NGCG-3′，为研究人员提供了更多的 Cas9 可

编辑位点的选择 (图 1B)[19]。 

2.2  sgRNA 的优化 

CRISPR-Cas9 基因编辑系统最为关键的是寻

找到合适的 sgRNA，一方面需要 sgRNA非常特异，

另一方面需要 sgRNA 和靶向 DNA 可以稳定结合。

通过对众多已发表的 sgRNA 所作用的效率进行比

较，研究人员发现 3′端为 GG 的 sgRNA 的基因编

辑效果显著高于 3′端非 GG 的 sgRNA，即在紧邻

PAM 序列的 5'端还存在另一 GG 序列，即

5′-GGNGG-3′类型序列[20]。实验统计数据也表明这

一 sgRNA 的设计可以显著提高基因编辑的成功  

率[20-21]。另外 sgRNA 改良型 sgRNA (F+E)，其上

延伸出一段缺少 PolIII 终止子与 Cas9 的结合域，

亦能提高 CRISPR-Cas9 系统基因编辑的成功     

率[22-23]。此外，由于生物体内大量重复基因的存

在，根据 DNA 序列的保守性，单条 sgRNA 即可

在线虫基因组中实现多个同源基因的编辑[24]。 

2.3  修复模板的载体优化 

在外源模板存在的情况下，断裂的双链

DNA 可以通过同源重组的方式进行精确修复。

这一 DNA 修复的机制在基因编辑上得到了极大

的应用，例如用荧光蛋白标记目标蛋白质以观察

其在细胞内的动态变化等。线虫里可以直接注射

外源质粒 DNA 作为模板，同源序列长度大于 
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图 1  CRIPSR/Cas9在线虫中进行基因编辑的工作原理和流程图. (A) 共注射质粒或者mRNA或者蛋白到线虫

的生殖腺中，线虫的卵母细胞中发生 CRISPR/Cas9 的基因编辑. (B) Cas9 核酸酶的两个活性域负责切割双链

DNA，其切割位置由 PAM 序列决定。一般来说，Cas9 识别的 PAM 序列为 NGG 序列，一些 Cas9 突变型可

以识别以 NGA 和 NGCG 结尾的 sgRNA. (C) DSB 形成后基因组以 NHEJ 的方式修复发生各类突变或以寡核苷

酸链、PCR 产物或质粒为模板启动 HDR 修复进行特定转基因等编辑 

Fig. 1  Diagram of the application of CRISPR-Cas9 mediated genome editing in C. elegans. (A) Cas9 (blue) and guided RNA 
(green) can be expressed in C. elegans germline by microinjection either the mixture of plasmids, mRNA or the combination 
of Cas9 protein and sgRNA mRNA. (B) Cas9 and sgRNA will be assembly as a complex at its dsDNA target site. Two 
nuclease domains RuvC and HNH cleave the DNA close to 5′ of PAM (Red) sequence and generate DNA double-strand 
breaks (DSBs). Many PAM sequences have been found due to different type of Cas9 variants used. (C) The double stand break 
induced by the Cas9/sgRNA complex can be repaired by non-homologous end joining (NHEJ) or homology-directed repair 
(HDR). NHEJ can lead to the introduction of insertion/deletion mutations (indels) (green) of various lengths and 
HDR-mediated repair can introduce specific point mutation or insert/delete desired sequences (blue) with exogenously donor 
templates. In C. elegans, plasmid DNA, PCR products and synthesized oligos have all been used as HDR repair template.  
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500 bp 的质粒 DNA 都能发生有效的同源重组，但

是同源重组的效率不同的基因有所不同[18]。最近

的研究也发现，DNA 的 PCR 产物片段或者单链

DNA 也可以被用作同源重组的模板，并且同源臂

的长度可短至 30 个核苷酸，且同源重组的效率并

不受显著的影响[25-26]。由此所进行的修复模板改

良，给以线虫为模型的研究人员提供了更多选择，

同时节省了时间和成本，加速了实验的进程。 

2.4  筛选手段的优化 

线虫突变体传统的筛选方法是借助于表型

观察和基于 PCR 方法的基因型鉴定。由于大多

数基因的突变不会造成非常明显的表型，因此，

PCR 鉴定成为了最重要的检测方法。为了减少

PCR 检测的工作量，利用线虫自身的遗传学优

势，一些前期的筛选方法很快被改造出来，例如

co-CRISPR 和 co-Conversion 的方法[27-29]，其原

理主要是筛选 Cas9 核酸酶有活性的突变体。此

外，还有直接的筛选方法如药物筛选一些抗药基因，

荧光观察直接插入荧光标记或缺失的基因等[18, 24]。

其中药物筛选虽然有效，但也引入了更多的外源

基因，为除去这些外源不必要的插入序列，一种

基于 Cre/LoxP 或 Flp/FRT 重组酶系统的自我消

除元件 (Self-excising cassette，SEC) 被设计出

来[30]。这些筛选方法有效地减少了 PCR 筛选的

工作量并提高了基因编辑的效率。 

2.5  组织特异性敲除 

基因表达的时序性和组织特异性为解析基

因功能的多效性带来了很大难度，解决这一问题

的方法主要是条件性突变或基因失活。目前，在

线虫里已经有一些策略被用于条件性基因失活，

例 如 基 于 定 点 重 组 酶 系 统 的 Cre/LoxP 和

Flp/FRT 系统，组织、时空或温度特异性的 RNA 

干扰系统和条件性 TALENs 系统等[5,18, 31-32]。这

些方法极大地方便了对基因在不同组织中功能

的解析，特别是对于一些早期胚胎致死基因的研

究有非常大的贡献。清华大学欧光朔课题组首先

利用 CRISRP-Cas9 系统开发出了更为简单而高

效的条件性敲除系统。他们利用细胞和时空特异

性表达的启动子表达 Cas9 核酸酶以及细胞核定

位的 sgRNA，可以实现在特定细胞或特定时期

敲除基因，确定其在不同生理条件下不同细胞以

及不同时期的功能 [11]。这一方法为研究发育过

程中必需基因的功能创造了条件[33]。 

3  总结与展望 

现今主要运用于秀丽线虫中的基因编辑技

术多依赖于 CRISPR 原理的 Cas 核酸酶系统，其

强大的定点基因编辑能力进一步完善了在线虫

中的相关研究手段，使得对线虫基因组的编辑在

效率上得到极大提升。对 CRISPR 的基因编辑系

统的不断改良也是科学研究的一个重要方向。比

如全部核酸酶功能失活的 Cas9，即 dCas9 现在

也被用于结合特定位点参与基因调控。且除了

Cas9 之外，还有许多新型 Cas 核酸酶仍在不断

被发现和修饰，如 Cpf1，不需要 tracrRNA 即可

发生识别和剪切[34]；新从地下水和土壤中发现

的 CasX 和 CasY，质量更小[35]。虽然没有在线

虫中采用过，但是其应用前景广泛。 

从线虫的基因编辑技术的发展历程来看，起

初利用化学诱变剂、物理高能辐射或者是自然转

座随机性地制造点突变、基因插入或缺失，得到

了很多突变体，为科学研究提供了大量的材料，

帮助科学家解析这些基因的正常生理功能。现在

利用 CRISPR-Cas9 高效并多能的基因编辑系统，
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科学家可以实现对特定基因进行靶向编辑或标

记，并能对单核苷酸进行精准编辑，大大有利于

现代生物学对基因及其表达产物在生命体中生

理功能的研究。线虫中 CRISPR-Cas9 系统的优

化和改造，也为这一编辑技术在其他物种中的应

用提供参考和借鉴。 
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