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摘   要 ： 规律成簇的间隔短回文重复序列 (clustered regularly interspaced short palindromic    
repeats, CRISPR)及其相关 Cas 蛋白所构建的 CRISPR/Cas 系统是古细菌或细菌中特有的一种获得性

免疫系统。研究人员将其开发成基因编辑工具之后，凭借其高效、精准和通用性强等优点迅速成为

合成生物学领域的热门研究方向，在生命科学、生物工程技术、食品科学及农作物育种等多个领域

引发了革命性的影响。目前基于 CRISPR/Cas 系统单基因编辑与调控技术日益完善，但在多重基因

·关键核心技术· 
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编辑和调控方面仍存在挑战。本文聚焦基于 CRISPR/Cas 系统的多重基因编辑与调控技术开发及应

用，针对单个细胞内实现多位点基因编辑或调控和细胞群体内实现多位点基因编辑或调控技术，依

据作用原理对其进行了系统总结和阐述，包括基于 CRISPR/Cas 系统的双链断裂、单链断裂以及多

重基因调控技术等。这些工作丰富了多重基因编辑与调控的工具，为 CRISPR/Cas 系统在多领域的

应用作出了贡献。 
关键词：规律成簇的间隔短回文重复序列及其相关 Cas 蛋白；可追踪基因编辑技术；碱基编辑器；

先导编辑器；基因激活；基因抑制 

Multiplex gene editing and regulation techniques based on 
CRISPR/Cas system 

FAN Xiangrui, WANG Junyan, LIANG Liya*, LIU Rongming* 

School of Bioengineering, Dalian University of Technology, Dalian 116000, Liaoning, China 
 
Abstract: The CRISPR/Cas systems comprising the clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats (CRISPR) and its associated Cas protein is an acquired immune system unique 
to archaea or bacteria. Since its development as a gene editing tool, it has rapidly become a popular 
research direction in the field of synthetic biology due to its advantages of high efficiency, 
precision, and versatility. This technique has since revolutionized the research of many fields 
including life sciences, bioengineering technology, food science, and crop breeding. Currently, the 
single gene editing and regulation techniques based on CRISPR/Cas systems have been increasingly 
improved, but challenges still exist in the multiplex gene editing and regulation. This review 
focuses on the development and application of multiplex gene editing and regulation techniques 
based on the CRISPR/Cas systems, and summarizes the techniques for multiplex gene editing or 
regulation within a single cell or within a cell population. This includes the multiplex gene editing 
techniques developed based on the CRISPR/Cas systems with double-strand breaks; or with 
single-strand breaks; or with multiple gene regulation techniques, etc. These works have enriched 
the tools for the multiplex gene editing and regulation and contributed to the application of 
CRISPR/Cas systems in the multiple fields. 
Keywords: CRISPR/Cas; CRISPR-enabled trackable genome engineering (CREATE) technology; 
base editors; prime editors; CRISPR activation; CRISPR interference 

 
CRISPR/Cas 系统是存在于古细菌或细菌中

特有的一种获得性免疫系统[1]。相较于锌指核酸

酶(zinc-finger nucleases, ZFNs)[2]和转录激活样

效 应 因 子 核 酸 酶 (transcription activator-like 

effector nuclease, TALENs)[3]等传统的基因编辑

方法，基于 CRISPR/Cas 系统的识别和剪切作用

开发出的基因编辑工具能够使用较短的向导

RNA (guide RNA, gRNA)序列实现精准定位，大
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大降低了设计难度和应用成本，并且已经在微生

物、植物、动物及人体细胞内得到了广泛应用[4]。

目前，基于 CRISPR/Cas 系统开发的技术和工具

呈现井喷式发展趋势，尤其在基因编辑[5-6]、基

因调控[7-8]、基因成像[9]和表观遗传[10]等领域相

较于传统技术具有明显优势。 
基于 CRISPR/Cas 系统开发的基因编辑与调

控工具，主要是在Ⅱ类 CRISPR-Cas 系统基础上构

建的，包括 Cas9[11]、Cas12a/b/c[12]及 Cas13a/b/c[13]

等。不同于 I 类 CRISPR/Cas 系统需要编码多个

蛋白串联为多蛋白效应复合物发挥作用，Ⅱ类

CRISPR/Cas 系统只需要编码单个蛋白即可对外

源基因或菌株自身特定位点进行剪切[14]，这种

剪切会导致 DNA 双链断裂(double-strand breaks, 
DSB)，触发菌株自身易错修复，这种修复极易

导致碱基的插入、缺失、倒置和替换，但可以通

过同源片段的重组来实现精准修复[15]。目前，

通过对 CRISPR/Cas 系统的优化和改造，已经开

发出了一系列基因编辑与调控工具，如碱基编辑

器(base editor, BE)[16-17]、先导编辑器(prime editor, 
PE)[18-19]、基于 CRISPR/Cas 系统的基因抑制

(CRISPR interference, CRISPRi)[20] 和 基 于

CRISPR/Cas 系统的基因激活(CRISPR activation, 
CRISPRa)[21]等。这些基于 CRISPR/Cas 系统的基

因编辑与调控工具已经在合成生物学等领域得

到了广泛应用，为生命科学、生物工程、生物医

药和农业新物种培育领域带来了创造性的变革。

然而，基于 CRISPR/Cas 系统开发的基因编辑与

调控工具在多重基因编辑与调控方面还仍然存

在着挑战，尤其是在提高基因编辑与调控的效

率、特异性以及降低脱靶率等方面[22]。随着第

三代测序技术和 DNA 合成技术的不断发展以

及计算机辅助设计在生物学中的应用，多重基

因编辑与调控的准确度和特异性不断提升。本

文对基于 CRISPR/Cas 系统的多重基因编辑与调 

控技术的优化方法及相关进展进行了系统阐述。

这些研究工作显著地扩展了 CRISPR/Cas 系统在

多 重 基 因 编 辑 与 调 控 方 面 的 应 用 ， 并 为

CRISPR/Cas 系统在多个领域的应用作出了重要

贡献。 

1  基于CRISPR/Cas系统的双链 
断裂的多重基因编辑技术 
1.1  基于 CRISPR/Cas 系统的单细胞多位

点编辑 
基于 CRISPR/Cas 系统的基因编辑过程中，

DNA 双链进行剪切后在自身或者外源 DNA 片

段的作用下进行同源重组对 DNA 双链进行恢

复。在真核生物方面，Bao 等 [23]在酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)细胞中通过对 Cas9 蛋

白的改造(D147Y 和 P411T)、质粒系统以及培养

条件的优化建立了一种可实现高效同源整合

CRISPR 基 因 编 辑 技 术 (homology-integrated 
CRISPR, HI-CRISPR)，此方法可以同时对 3 个

基因进行敲除。该系统中多基因敲除效率与质粒

拷贝数成正比，因此可以通过增加培养时间提高

敲除效率。使用 HI-CRISPR 技术培养 4 d 后，

成功实现了对 3 个基因的同时敲除，敲除效率分

别为 27%、75%和 80%；使用同样的技术培养   
6 d 后，其 3 个基因同时敲除的效率高达 100%，

是当前报道最高的基因敲除效率。Xie 等[24]也开

发了一种便捷的基因组编辑工具，利用植物中的

转录机制与 tRNA-gRNA 阵列相结合开发了一

种内源性 RNA 处理系统。通过将 tRNA 和 gRNA
串联形成紧凑的重复序列，利用植物中的 RNase
识别 tRNA 并进行切割，能够同时产生多个特异

性靶向目标序列的 gRNA，进而分别引导 Cas9
蛋白对靶 DNA 链进行切割，提供了一种在植物

中进行多位点基因编辑的简单方法。其中，在水

稻中可以同时靶向 4 个基因位点，染色体敲除效
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率为 4%−20%。在原核生物方面，Jiang 等[25]在

大肠杆菌(Escherichia coli)中通过设计与构建双

质粒系统，可实现同时对 3 个基因的敲除，并且

使用温敏型复制子特性，利用控制温度的方法去

除 Cas 质粒，使菌株不含有任何质粒，更有利于

生产菌株的进一步改造；Zhang 等[26]在酿酒酵母

中利用 tRNA 阵列的方式，通过 2 轮迭代成功实

现了 8 个位点的同时敲除。除此之外，还有很多

团队在不同的物种中开发了单细胞多位点基因

编辑技术，如乳酸克鲁维酵母 (Kluyveromyces 
lactis)[27]、汉逊酵母(Ogataea polymorpha)[28]、斑

马 鱼 [29] 、 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌 (Corynebacterium 
glutamicum)[30]、水稻[31]和人体细胞[32]等。但是

多位点基因编辑效率在单细胞中随着编辑位点

的增加而降低(表 1)。 
CRISPR 相关转座酶(CRISPR-associated 

transposases, CASTs)[39]是 CRISPR 元件在进化过

程中被 Tn7 转座子劫持，协同进化衍生出的一

种转座酶，CASTs 能够在 RNA 的引导下介导

DNA 转座并且不依赖同源重组，2019 年 Strecker
等[40]利用来源于蓝藻的 CASTs 系统构建了一种基

因插入工具，可以用于在大肠杆菌中进行基因整

合。利用此技术，在大肠杆菌中选择了 48 个可插

入位点，经过一轮基因编辑后在 29 个位点检测到

了插入基因，基因整合效率达到 60.4%。2020 年，

Zhang 等[41-42]开发了基于 CRISPR 转座酶的多 
拷贝基因组整合工具(multicopy chromosomal 
integration using CRISPR-associated transposases, 
MUCICAT)，此方法可利用单个 crRNA 靶向基

因组上的重复序列，在大肠杆菌基因组中实现

了 10 个基因拷贝的整合，此外，MUCICAT 方

法也可以使用 crRNA 阵列的方式进行多基因失

活或 DNA 插入，成功实现了对大肠杆菌基因组

上的 11 个基因进行改造，通过 2 轮改造使 N-
乙酰葡糖胺(N-acetylglucosamine, GlcNAc)产量

提升至 11.59 g/L。2021 年，Yang 等[43]利用半透 

 
表 1  基于 CRISPR/Cas 系统的多重基因编辑 
Table 1  Multiplex gene editing techniques based on CRISPR/Cas systems 
CRISPR/Cas systems Number of the targets Editing efficiency (%) Organisms References 

Prokaryotes 
CRISPR/Cas9 4 loci 40 Escherichia coli [33] 
CRISPR/Cas12a 3 loci 20 Escherichia coli [34] 
CRISPR/Cas9 3 loci 100 Escherichia coli [25] 
CRISPR/Cas12a 2 loci 75 Streptomyces coelicolor [35] 
CRISPR/Cas9 3 loci 23 Corynebacterium glutamicum [30] 

Eukaryotes 

CRISPR/Cas9 5 loci 33 Zebra fish [29] 
Csy4 4 loci 96 Saccharomyces cerevisiae [36] 
CRISPR/Cas9 8 loci 87 Saccharomyces cerevisiae [26] 
CRISPR/Cas9 6 loci 65 Saccharomyces cerevisiae [37] 
CRISPR/Cas12a 4 loci 85 Saccharomyces cerevisiae [38] 
CRISPR/Cas9 3 loci 100 Saccharomyces cerevisiae [23] 
CRISPR/Cas12a 9 loci <54 Rice [31] 
CRISPR/Cas9 3 loci 30 Ogataea polymorpha [28] 
CRISPR/Cas9 3 loci 2 Kluyveromyces lactis [27] 
CRISPR/Cas12a 5 loci 40 HEK293T cells [32] 
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明假交替单胞菌(Pseudoalteromonas translucida) 

KMM520 的 高 活 性 I-F 型 CRISPR 转 座 酶

PtrCAST，与霍乱弧菌(Vibrio cholerae) Tn6677 

I-F 型 CRISPR 转 座 酶 VchCAST 组 成 正 交

CASTs，分别能以 100%的效率将相应的目的基

因插入大肠杆菌染色体上实现基因的多拷贝。 

1.2  基于 CRISPR/Cas 系统的可追踪基因

编辑技术 
Wang 等[44]在 2009 年开发的多重自动基因

编辑工具(multiplex automated genome engineering, 
MAGE)技术可以在细胞群中实现多重基因编

辑，可以高效地进行基因组的整合或调控。

MAGE 技术主要用于原核生物的基因编辑，如

Isaacs 等[45]使用 MAGE 技术将大肠杆菌中的终

止密码子进行替换。MAGE 技术虽然可以实现

在细胞群的高通量基因编辑，但是需要对筛选获

得的单个细胞进行基因组测序才能对基因编辑

进行追踪。可追踪的基因编辑技术可以实现只需

要对分子条形码(barcode)进行短序列的高通量

测序，即可实现性状和基因型的一一对应，极大

地减少了在对目标菌株改造过程中物力和时间

的投入。Warner 等[46]在 2010 年开发的可追踪多

元 重 组 技 术 (trackable multiplex recombineering, 
TRMR)，通过在靶向基因前插入上调及下调核

糖体结合位点(ribosomebinding site, RBS)片段及

用于追踪的分子条形码，进而实现对基因转录的

调控，并结合文库高通量合成进而实现全基因组

层面的基因转录调节，在经过特定筛选后，可通

过高通量测序分子条形码追踪基因编辑情况。  
Garst 等[47]开发的基于 CRISPR/Cas 系统的

可追踪基因编辑技术(CRISPR-enabled trackable 
genome engineering, CREATE) 是 一 种 基 于

CRISPR/Cas 系统的高通量多重基因编辑技术

(图 1)。CREATE 为 3 质粒系统，其中 2 个质粒

用于表达 Cas9 蛋白和 λ-red 蛋白，另一个用于

表达 CREATE 盒[gRNA 和同源臂(homology arm, 
HA)]，多个功能单元协同作用实现精准定位的

基因编辑和同源重组。其中，借助计算机辅助设

计 及 DNA 合 成 技 术 ， 可 实 现 高 通 量 合 成

CREATE 盒，从而实现在细胞群层面针对多个靶

向位点引入不同突变，并且将 CREATE 盒的特

征序列设计成可以用于追踪基因编辑的 DNA 条

形码。在基因编辑以及菌株筛选后，只需要对

DNA 条形码进行高通量测序就可追踪导入序列

的信息，可以通过一次高通量测序得到细胞群中

基因编辑引入突变的变化情况，大幅减少了追踪

时间及成本，为细胞工厂的快速构建及筛选提供

了一种强有力的工具。Garst 等[47]利用 CREATE
技术成功提高了大肠杆菌对利福平的耐受性。随

后 Bassalo 等[48]利用 CREATE 技术对赖氨酸代谢

途径设计了 16 300 个同源片段，对赖氨酸的整

体代谢过程进行了深入解析；Zheng 等[49]利用

CREATE 和实验室自适应突变提高了大肠杆菌

对糠醛的耐受性；Liu 等[50-51]使用 CREATE 技术

实现了对大肠杆菌全局调控网络的 82 个基因特

定位点的饱和突变，使突变菌株对糠醛、苯乙烯、

异丙醇和异丁醇耐受性得到了不同水平的提高，

并 将 CREATE 技 术 引 入 到 了 酿 酒 酵 母

(Saccharomyces cerevisiae)中，对酿酒酵母中的

全局调控因子进行了多基因改造，提高了酿酒酵

母在高葡萄糖和高乙醇条件下的耐受性。 
CREATE 技术解决了多重基因编辑的难题，

但因其无法对含有 CREATE 盒的质粒进行清除，

故无法实现迭代基因编辑。针对以上问题，Liu
等[52]设计构建了靶向 CREATE 盒质粒的 gRNA
元件并将其整合至 Cas 蛋白质粒中。在每轮基因

编辑之后，通过阿拉伯糖诱导上述 gRNA 的转

录，进而消除 CREATE 盒质粒。这一方法不仅

成功实现了 CREATE 的迭代编辑还进一步提升

了菌株性状的稳定性，此技术被称为迭代 CRISPR 
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图 1  CREATE 技术的基本原理及实现流程 
Figure 1  Schematic diagram and workflow for CREATE strategy. 
 
支 持 可 追 踪 的 基 因 组 工 程 (iterative CRISPR 
enabled trackable genome engineering, 
iCREATE)。为了验证 iCREATE 的基因编辑效

率，使用 iCREATE 来提高大肠杆菌的 3-羟基丙

酸产量，一共进行了 13 轮 iCREATE。在前 7 轮

iCREATE 中，敲除了 3-羟基丙酸的竞争途径；

然后又通过 5 轮 iCREATE 对 3-羟基丙酸生成过

程中的关键酶以及前体物质的生成量进行了优

化；最后 1 轮使用 iCREATE 对大肠杆菌中的全

局调控因子进行了优化，提高了大肠杆菌对 3-
羟基丙酸的耐受性。经过共 13 轮 iCREATE 改造

后得到的菌株 3-羟基丙酸的产量比出发菌株提

高了 57 倍。Liu 等[53]还将 iCREATE 用于木糖和

葡萄糖的代谢调控，经过数轮 iCREATE 改造后

的菌株成功提高了对含有木糖和葡萄糖的混合

糖代谢速率以及对秸秆等水解液副产物的耐受

性，最终得到一株可利用高糠醛和高乙酸秸秆水

解液生产 3-羟基丙酸(3-hydroxypropionic acid, 
3-HP)的突变菌株，其 3-羟基丙酸产量比出发菌

株提高了 7 倍。 

2  基于 CRISPR/Cas 系统的单

链断裂的多重基因编辑技术 

2.1  基于碱基编辑器的多重基因编辑 
Komo 等[15]利用人工改造的 Cas9 蛋白先后

开发了胞嘧啶碱基编辑器 (cytosinebase editor, 

CBE)和腺嘌呤碱基编辑器(adenosinebase editor, 

ABE)[17]。碱基编辑器主要是由两部分组成的，

sgRNA 以及由人工改造只保留单链截切能力的
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Cas9 (D10A, nCas9)蛋白与胞嘧啶脱氨酶或者

tRNA 腺 嘌 呤 脱 氨 酶 组 成 的 融 合 蛋 白 ， 通 过

sgRNA 引导，人工改造的 Cas9 蛋白可以靶向目

标 DNA 链，经过脱氨酶的作用实现了 C-T 或

G-A 碱基替换(图 2)。 

Wang 等 [30] 利 用 碱 基 编 辑 器 nCas9 
(D10A)-AID [活化诱导的胞苷脱氨酶(activation 
induced cytidine deaminase, AID)]开发了一种多

位 点 自 动 化 谷 氨 酸 棒 状 杆 菌 碱 基 编 辑 方 法

(multiplex automated Corynebacterium 
glutamicum base editing method, MACBETH)，在

谷氨酸棒状杆菌中实现了单、双和三位点编辑，

其编辑效率分别达到了 100%、87.2%和 23.3%。

另外，通过对谷氨酸合成相关的 3 个基因(odhA、

pyk 和 ldhA)进行组合建库，使得 pyk 和 ldhA 双

失活菌株的谷氨酸产量提高了 3 倍。Tong 等[54]

利 用 不 含 DSB 的 单 核 苷 酸 碱 基 编 辑 系 统

(CRISPR-base editing system, CRISPR-BEST)。通

过 Csy4 (I-F 型 CRISPR 相关核糖核酸内切酶 

Cas6)识别位点分离设计的 3-spacer sgRNA 阵

列，该阵列能够同时靶向链霉菌中 3 个生物合成

基因簇(biosynthetic gene clusters, BGCs)的关键

基因，实现了对 SCO5087、SCO3230 和 SCO5892
这 3 个位点的同时编辑，其中，SCO5087 和

SCO5892 的 编 辑 效 率 达 到 了 100% ， 但 是

SCO3230 的编辑效率只有 33%。Banno 等[55]将

尿嘧啶 DNA 糖化酶抑制剂(uracil glycosylase 
inhibitor, UGI) 和 LVA 标 签 ( 序 列 为

AANDENYALVA 的蛋白质降解标签)与 dCas- 
CDA (Petromyzon marinus cytosine deaminase 
PmCDA1, CDA)相 结 合 ， 开 发 了 碱 基 编 辑 器

dCas-CDA-UL，通过将其与包含 2 组串联重复

sgRNA 表达单元的多重 sgRNA 表达质粒结合使

用，实现了在大肠杆菌中同时编辑 6 个位点。 
Davis 等[56]通过 tRNA-gRNA 阵列开发了一

种新的腺嘌呤碱基编辑器 ABE8e，解决了需要

通过 2 个腺病毒运输载体(adeno-associated virus, 
AAV)来运输胞嘧啶碱基编辑器的问题，通过将 

 

 
 

图 2  CBE 和 ABE 的工作原理 
Figure 2  Schematic diagrams of CBE and ABE. 
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gRNA 与改造的 tRNA 开发成紧凑串联结构，实

现了在一个质粒上可以同时产生多个 gRNA 进

行多基因编辑。基于内源性 RNA 处理系统，Yuan
等 [57]通过设计 hCtRNA (75 nt 人类半胱氨酸

tRNA)，开发基于串联组装 tRNA-gRNA 阵列的

DAP 架构(drive-and-process architectures)，并在

nCas9 (D10A)的 N 端融合 TadA-8e (V106W)- 
1xUGI-hA3A (Y130F)脱 氨 模 块， 开 发 了基 于

nCas9 的双脱氨酶碱基编辑器(A-to-G and C-to-T 
multiplex editor, ACME)。将 2 个 16 个基因座阵

列与 ACME 相结合，在人体细胞中实现了多重

碱基编辑(multiple base-editing, MBE)，其碱基编

辑位点最高可达到 31 个，平均编辑效率达到

51.3%±11.5%。 

2.2  基于先导编辑器的多重基因编辑 
先 导 编 辑 器 (prime editor, PE) 最 初 是 由

Anzalone 等[58]开发的一种基因编辑工具(图 3)。

PE 可以实现 DNA 片段的插入、删除以及 12 种

碱基替换(其中包括转换和颠换)。PE 是由两部

分组成的，一部分是 pegRNA (prime editing guide 
RNA，在 sgRNA3′末端添加一段 RNA 序列，该

序列包含引物结合位点以及携带有目标编辑序

列的逆转录模板)，另一部分是融合蛋白[nCas9 
(H840A)和逆转录酶两部分的融合蛋白]。其基本

原理是 nCas9 (H840A)在 pegRNA 的引导下进行

靶 DNA 链的切割，pegRNA3′端的引物结合位点

与断裂 DNA 单链的互补序列相结合，之后逆转

录酶沿 pegRNA 上的逆转录模板进行转录，DNA
双链经过编辑之后延伸出一段新合成的 DNA 单

链，即携带目标突变的 3′flap 和不携带目标突变

的 5′flap，通过结构特异性内切酶切除以及修复

之后最终实现精准编辑。 
PE 的靶向能力因 gRNA 的表达装置受到限

制，其在多重基因编辑方面未取得较好的研究进 
 

 
 

图 3  Prime editor 的工作原理 
Figure 3  Schematic diagram of prime editor. 
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展。tRNA-gRNA 阵列的出现，为实现多基因编

辑提供了良好的思路。Yuan 等[57]将 hCtRNA 分

别与缺口 gRNA (nicking gRNA)和 pegRNA 组合

形成实现单位点高效编辑的串联结构，通过在一

个 hCtRNA-M 阵列上组装 6 个 gRNA，每 2 个

gRNA 靶向一个基因，实现对 HEK3、RNF2 和

FANCF 在内的 3 个基因同时编辑。由于 tRNA
从重复表达单元中剪切下来时，tRNA 序列的 5′
前导序列的一部分会保留在 pegRNA 序列的 3′
延伸序列，只有位于 hCtRNA-M 序列下游的

gRNA 碱基对对应的编辑位点 FANCF 表现出较

高的编辑效率。为了提高 HEK3 和 RNF2 的编辑

效率，以实现 3 个位点同时、高效的基因编辑。

研究人员在 5′前导序列和 3′延伸序列之间插入

了一段间隔序列。由于该间隔序列包含一部分终

止子序列，从而阻碍了由于 tRNA 的 5′前导序列

残留引起的基因编辑效率降低的过程。通过上述

改造，最终实现了 3 个基因位点的同时编辑，其

编辑效率分别达到 39.1%±0.4%、57.5%±2.3%及

36.1%±2.1%。 

3  基于 CRISPR/Cas 系统的多

重基因调控技术 
CRISPR 激活[20](CRISPR activation, CRISPRa)

和 CRISPR 抑 制 [21](CRISPR interference or 

inhibition, CRISPRa)是利用 dCas (dead-Cas)蛋白

(Cas 蛋白的核酸酶结构域 HNH 和 RuvC 突变，

失去了核酸酶的活性)和转录激活因子(如 VP64)

或阻遏结构域(如 KRAB)融合(图 4)，通过结构

域的不同功能实现对基因的表达进行精准控制。

基于 CRISPR/Cas 系统的基因调控技术 CRISPRa

和 CRISPRi 在起作用时不会引起双链或单链断

裂，对宿主细胞毒性较小，其在转录调控方面具

有较广的应用前景(表 2)。 

3.1  基于 CRISPR/Cas 系统的多重基因抑制 
在单个细胞多重基因抑制方面，Reis 等[59]

在大肠杆菌中通过设计互不重复的 gRNA 序列

(extra-long sgRNA arrays, ELSAs)，同时实现了

对 9 个基因的抑制。在设计过程中，通过机器学

习自动设计实现了 gRNA 的自动化设计，并设 
 

 
 

图 4  CRISPRi 和 CRISPRa 的工作原理 
Figure 4  Schematic diagram of CRISPRi and CRISPRa. 
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表 2  基于 CRISPR/Cas 系统的多重调控编辑 
Table 2  Multiplex regulation techniques based on CRISPR/Cas systems 
CRISPR/Cas systems Number of the genes Regulation efficiencies (%) Organisms References 
CRISPRi 

CRISPR/Cas9 9 85–100 Escherichia coli [59] 
CRISPR/Cas9 3 75–95 Yeast [60] 
CRISPR/Cas9 4 60–90 Streptomyces [61] 
CRISPR/Cas9 6 – Synechocystis [62] 
CRISPR/Cas12a 4 – Escherichia coli [63] 
CRISPR/Cas12a 10 40–80 Human [64] 

CRISPRa 
CRISPR/Cas9 4 55–85 Mice [65] 
CRISPR/Cas9 3 – Escherichia coli [66] 
CRISPR/Cas9 3 – Saccharomyces cerevisiae [67] 

–: No relevant data. 
 
 

计了最大长度为 22 bp 的组成型启动子。通过自

动化设计含有 20 个 gRNA 的 ELSAs 序列，实现

了对 6 个基因的抑制(ackA, iclR, poxB, pta, sdhC, 
sdhD)，提高了大肠杆菌琥珀酸中的产量；通过

自动化设计含有 15 个 gRNA 的 ELSAs 序列，对

9 个有关氨基酸生物合成途径基因的抑制(hisD, 
proC, lysA, tyrA, aroF, pheA, leuA, ilvD, argH)，实

现了对目的菌株生长的抑制。在这两种多基因抑

制过程中，每个基因都有 1−2 个 gRNA 的靶点，

此设计可以很大程度上降低 CRISPRi 脱靶率，

其基因抑制效率均大于 85%。Mccarty 等[60]在酵母

中使用单个启动子对应 12 个 gRNA，每 4 个 gRNA
靶向同一个基因，实现了对 3 个基因的抑制。 

除 Cas9 外，CRISPR-Cas 系统中Ⅱ类 V-A 型

蛋白 Cas12a，也被广泛应用于多重基因抑制。

Zhang 等[63]通过同时转录 4 个 gRNA 及表达

dCas12a 蛋白，实现了对 malT-proP-degP-rseA
这 4 个基因的抑制。Campa 等[64]将 Cas12a 与

Triplex 序列以及 20 个 gRNA 序列相连(图 5)，
实现了同时对 10 个不同基因(RAB5A, RAB7A, 
PIK3C3, EEA1, RAB11A, RAB9A, CHRM3, 
PLCB1, PRKC1, FZD1)的抑制，其基因抑制效率

范围为 40%−80%。 
在细胞群多重基因抑制方面，Wang 等[68]通

过设计 2 281 个 gRNA，靶向 44 个已知表型的

基因，通过观察各个基因的抑制效率，总结了

gRNA 的设计原则，包括可以使用 15 个 gRNA
同时靶向同一基因以实现基因的稳定抑制以及

在开放阅读框(open reading frame, ORF)的前 5%
内尽可能多地选择 sgRNA 靶点等，并且以此  
规则建立了大肠杆菌的基因抑制的文库，包含

55 671 个 sgRNA，实现了对大肠杆菌代谢关键

基因的筛选。Rousset 等 [69]合成了 7 177 个

sgRNA，通过对大肠杆菌中营养代谢限速酶的转录

抑制，发现了对大肠杆菌代谢调控起到关键作用的

基因，并对大肠杆菌的必需基因进行了解析。 
3.2  基于CRISPR/Cas系统的多重基因激活 

在单细胞多位点激活方面，Cheng 等[65]将

dCas9 与连续 10 个激活因子(VP16)偶联，成功

实现了对小鼠内源基因的激活，并且可以利用不

同的 gRNA 比例来调节基因的激活程度。Lian
等[66]通过选择和优化 Cas 蛋白，开发出了基于

CRISPR 系统的同时可实现激活、抑制和删除的

技 术 (CRISPR transcriptional activation, 
transcriptional interference, and gene deletion, 
CRISPR-AID)，通过使用不同长度的 gRNA 设计

或者使用 3 种不同 Cas 蛋白的共同表达，实现了

在一个系统中同时实现基因的激活、敲除和插

入，利用 CRISPR-AID 系统成功将 β-胡萝卜素

的产量较出发菌提高了 2.8 倍，之后，Lian 等[67]

将 CRISPR-AID 系统进行了优化并在酿酒酵母

中建立了高通量的基因注释方法。 
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图 5  20 个 sgRNA 排列方式 
Figure 5  20 sgRNA arrangements. 
 
 

在细胞群基因激活方面，Schmidt 等[70]研究

T 细胞中与信号因子调节相关的基因，将 dCas9
与激活因子偶联，并结合 CRISPRa 协同激活技

术(CRISPRa synergistic activation mediator)[71]进

行 sgRNA 的设计，成功对 T 细胞信号表达因子

调节的相关基因进行了筛选及解析。 

3.3  基于 base editor 的多重基因调控 
CRISPRa 和 CRISPRi 在转录调控过程中需

保持稳定才能发挥作用，但是在进行工业化生产

过程中 CRISPRa 和 CRISPRi 稳定性容易受到发

酵环境以及生产周期的影响。Wang 等[72]开发了

基 于 base editor 的 基 因 转 录 调 控 技 术 (base 
editor-targeted and template-free expression 
regulation, BETTER)。此技术是通过在靶基因前 
插入特定的转录或翻译元件，在 gRNA 的引导

下，在插入元件的靶向位点产生多个碱基突变，

从而构建突变文库，如使用胞嘧啶编辑器在插入

的 RBS 序列中靶向编辑连续 8 个 G 的核心序列，

从而构建不同强度的转录调控元件文库。他们将

BETTER 技术用于谷氨酸棒杆菌代谢木糖的调

控，结合高通量筛选获得的突变菌株，其木糖吸

收效率达到 7.3 mmol/g CDW，高于谷氨酸棒杆

菌已报道的最高效率；将 BETTER 用于番茄红素

合成途径 10 个基因的组合调控，经过筛选获得的

突变菌株，其番茄红素产率达到 2.9 mg/g CDW，

优于报道的谷氨酸棒杆菌产番茄红素的最高  

产量。 

4  总结与展望 
本文主要针对基于 CRISPR/Cas 系统的多重

基因编辑与调控技术进行了系统的总结与阐述，

包括基于 CRISPR/Cas 系统的双链断裂的基因编

辑技术、基于 CRISPR/Cas 系统的单链断裂的基

因编辑技术以及基于 CRISPR/Cas 系统的多重基

因调控技术。这些研究表明可以通过优化功能元

件以及改造 Cas 蛋白实现更加高效和精准的多

重基因编辑与调控，但是在高通量的多重基因编

辑与调控方面依然有较大的挑战[73]。首先，在

单个细胞的多位点基因编辑与调控方面，提高编

辑或者调控位点的个数、提高特异性以及开发新

的编辑与调控系统都是急需解决的问题。其次在

细胞群的多重基因编辑与调控方面，gRNA 文库

的设计和高通量的筛选方法的不足同样也阻碍

了多重基因编辑和调控技术的推广。 
为解决以上问题，研究人员正在进行不断的

尝试，尤其是近年来计算机辅助设计及深度学习 
在合成生物学方面的广泛应用，在多重基因编辑

与 调 控 方 面 已 经 取 得 了 一 定 的 成 就 [74] 。

iCREATE 技术[52]利用计算机辅助设计用于分子

条形码和基因文库的设计；ELSAs 序列[59]用深

度学习实现自动化设计等。另外，通过在不同微

生物中实现新的 CRISPR/Cas 系统的应用以及对
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现有 CRISPR/Cas 系统的优化也在不断取得进

展。Schuler 等[75]提出的转座子编辑器，其使用

的 IscB 转座子蛋白的体积仅为 Cas9 蛋白的 1/3。

该研究揭示了 IscB 和 Cas9 核糖核蛋白之间的结

构和机制相似性，通过替换开发出了“史上最小

Cas9”，为开发更小、更强大、更活跃的新一代

基因组编辑工具提供了新起点。2020 年诺贝尔

化学奖得主 Jennifer A. Doudna 教授团队[76]在噬

菌体中发现了多类 CRISPR/Cas 系统，其中一些

来自噬菌体的 Casλ 酶(属于Ⅴ型，仅 700 多个氨

基酸大小)能够编辑植物和人类细胞基因组，并

且兼顾了小型化和高编辑效率。未来多种改造方

法、改造方式的快速发展以及采用系统性的改造

策略将会进一步提升 CRISPR/Cas 系统工具的特

异性和安全性。 
总而言之，CRISPR/Cas 系统的发现以及功

能性开发，是基因编辑、基因调控等领域的革命

性突变，是更好地认识世界和改造世界的一种有

力工具，将会极大促进生命科学、生物工程以及

农作物育种等领域的发展。 
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