
CRISPR/Cas9 技术自问世以来，因其在基因编

辑 领 域 的 革 命 性 潜 力 而 备 受 瞩目。2020 年，这 一

技术荣 获 诺 贝尔 化 学 奖，以 表 彰 其 开 发 者 —— 法

国生 物化学家 埃 玛纽 埃 尔 • 沙尔 庞 捷（Emmanuelle 

Charpentier）和美国化学家珍妮弗 • 杜德纳（Jennifer 

A. Doudna）的 杰 出 贡 献。在 众 多 基 因 编 辑 工 具

中，CRISPR/Cas9 系统以其前所未有的精确性、便

捷性和高效性，引发了一场科学界的革命。CRISPR，

即 Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats，最初在细菌中被发现，是一种古老的免疫

机制，用于保护细菌免受病毒的侵害。而 Cas9 蛋白，

作为 CRISPR 相关蛋白，能够借助 RNA 分子指导、

精确识别并切割目标 DNA 序列，进而实现基因的

定向修改。CRISPR/Cas9 技术的诞生，标志着我们

对生命密码的编辑能力达到了分子层面的精准操

控。然而，CRISPR/Cas9 技术的应用并非毫无争议。

技术的快速发展带来了伦理、法律以及社会接受度

等多重挑战。基因编辑的长期影响、潜在的“脱

靶”风险以及对人类基因池可能产生的影响等问题，

都要求我们在推进技术应用的同时，必须审慎考虑

其对人类社会的影响 [1-14]。

本 文 将 综 合 介 绍 CRISPR/Cas9 技 术 的 发 展 历

程、科学原理、应用实例以及面临的挑战和未来发

展 ， 旨 在 为 读 者 提 供 一 个 全 面 且 深 入 的 技 术 概

览， 并对如何在确保伦理和安全的前提下，合理利

用这一革命性技术提出思考。

1. CRISPR/Cas9 技术的发展历史
以 1987 年（CRISPR 的 发 现 年 ）和 2020 年

（CRISPR/Cas9 获得诺贝尔奖年）作为两个时间节点，

CRISPR/Cas9 技术的发展历史可以概括为以下几个重

要阶段：

1) 早 期 发 现 与 命 名（1987-2002）：1987 年，Nakata

研究组在大肠杆菌中偶然发现了呈规律重复的 DNA

序列，但当时未阐明其生物学意义。随后的几年里，

类似序列在多种细菌中被发现。2000 年，Mojica 等

将其命名为 SRSRs，2002 年，Jansen 实验室正式将

其命名为 CRISPR，同时还发现了 Cas 基因。
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2）功能揭示与机制研究（2005-2012）：2005 年，

研究组发现 CRISPR 间隔序列与噬菌体 DNA 相匹

配，进而提出其参与细菌免疫功能的假说。2007 年，

Horvath 研究组首次证实了 CRISPR 在细菌免疫功

能中的作用。2008 年，Oost 实验室揭示了 CRISPR

间隔序列在 Cas 蛋白协助下发挥抗病毒作用的机制。

3）CRISPR/Cas9 作为基因编辑工具的诞生（2012-

2020）：2012 年，Doudna 和 Charpentier 发 现 Cas9

蛋白可利用 RNA 分子作为引导，识别并切割特定

DNA 序列，展现出了 CRISPR/Cas9 在基因编辑方面

的巨大潜力。

4）技术的快 速 发 展 与 应 用 拓 展（ 2 0 2 0 - 现 今 ）：

2 0 2 0 年 ， C R I S P R / C a s 9 技 术 荣 获 诺 贝 尔 化 学

奖（ 图 1）。2021 年，Church、张锋和 Qi 等研究组成

功将 CRISPR/Cas9 系统成功应用到哺乳动物细胞

中。随后，CRISPR/Cas9 技术被广泛应用于基因功

能研究、遗传病治疗、农业生物技术改良等领域。

5）新兴技术与未来展望：近年来，CRISPR 技术不

断发展，涌现出了高保真 CRISPR 系统、碱基编辑

技术、先导编辑技术等新兴技术。未来，CRISPR 技

术有望在治疗遗传性疾病、提高农业生产 [1]、应对气

候生态挑战等领域发挥更大作用。

2. CRISPR/Cas9 技术的原理
CRISPR/Cas9 是一种革命性的基因编辑技术，

它使科学家能够以前所未有的精确度修改 DNA 序

列。CRISPR 是“Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats”的缩写，而 Cas9 是一种与 CRISPR

相关的核酸酶。下面我们先介绍一些 CRISPR/Cas9

技术中的专业名词，再介绍其步骤流程。

2.1 CRISPR/Cas9 技术专业名词

图 2 即为一个 CRISPR/Cas9 技术在编辑基因时

的原理图。我们以图 2 为例，分别介绍：CRISPR 序列、

Cas9 酶、导向 RNA（gRNA）、目标识别、DNA 切割、

DNA 修复。

CRISPR 序列：CRISPR 是细菌基因组中的一种

特殊 DNA 序列，由重复的短序列构成，这些序列之

间被间隔区（spacers）分隔。这些间隔区通常来源于

入侵细菌的病毒 DNA，是细菌的一种免疫记忆。

Cas9 酶：Cas9 是 一 种 核 酸 酶， 它 能 够 切 割

DNA。在 CRISPR/Cas9 系统中，Cas9 酶被用于识别

并切割特定的 DNA 序列。

导向 RNA（gRNA）：CRISPR/Cas9 系统中使用

的小 RNA 分子，它由 CRISPR RNA（crRNA）和转

录激活样效应 RNA（tracrRNA）组成。gRNA 通过

碱基配对的方式引导 Cas9 酶识别目标 DNA 序列。

目标识别：gRNA 的一段序列与目标 DNA 序列

互补配对，另一端与 Cas9 酶结合。当 gRNA 与 Cas9

结合后，二者形成一个复合体，可以识别并结合到

目标 DNA 上。

DNA 切 割： 一 旦 Cas9-gRNA 复 合 体 识 别 并 结

合到目标 DNA，Cas9 酶就会在特定的位点切割双链

Ã【图 1】2020 年诺贝尔化学奖得主（图片来源于新华社）
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DNA，产生一个双链断裂（DSB）。

DNA 修复：细胞具备几种机制来修复这种双链

断裂，包括非同源末端连接（NHEJ）和同源定向修

复（HDR）。通过设计特定的修复模板，科学家可以利

用这些机制来插入、删除或替换特定的基因序列。

2.2 CRISPR/Cas9 技术步骤

CRISPR/Cas9 技术因其高效、简便和成本低廉的

特点，已然成为生物医学研究和基因工程领域的重要

工具（图 3）。然而，这项技术也引发了伦理和安全性

的讨论，特别是在人类基因编辑方面。CRISPR/Cas9

技术是一种革命性的基因编辑工具，其原理基于细

菌的自然免疫机制，如图 2 所示，具体包括以下几

个关键步骤：sgRNA 文库设计、Oligo Pool 合成、智

利文库构建、病毒包装、细胞筛选、病毒感染、PCR

扩增及测序等 [11]。

3. CRISPR/Cas9 技术的应用
CRISPR/Cas9 技术作为一种革命性的基因编辑工

具，具有广泛的应用前景。本文主要介绍 CRISPR/

Cas9 技术在医学治疗、分子生物学和农业生产三大

领域的应用。这些应用彰显了 CRISPR/Cas9 技术在

不同领域的潜力，但同时也面临着挑战，如脱靶效

应、编辑效率和特异性的优化，以及在某些细胞类

型和组织中的递送问题。随着技术的进步和挑战的

克服，CRISPR/Cas9 技术有望在未来发挥更大的作用。

Ã【图 2】CRISPR/Cas9 技术进行编辑基因时原理图 [2]
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Ã【图 3】CRISPR/Cas9 技术流程步骤 [3]

3.1 医学研究与治疗

CRISPR/Cas9 技术在医学领域的应用涵盖了遗传

性疾病、癌症以及传染病的治疗。通过修复或改变

致病基因，CRISPR/Cas9 为这些疾病的治疗提供了新

的希望。例如，它已被应用于研究和治疗 β- 地中海

贫血、 囊性纤维化和杜氏肌营养不良症等遗传性

疾病（图 4）[7]。

3.2 农业生产

在农业领域，CRISPR/Cas9 技术被用于改良作物

的性状，比如提高产量、抗病虫害和耐逆境能力 [1]。通

过编辑特定基因，研究人员已经培育出具有更高抗旱

性和抗病性的新品种，有望缓解全球粮食供应问题。

CRISPR/Cas9 技术在农业领域的应用十分广泛，其通

过精确的基因编辑来助力提高作物的产量和质量。

Ã【图 4】CRISPR/Cas9 技术在医学研究应用 [7] Ã【图 5】CRISPR/Cas9 技术在农业生产应用 [8]
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作物 抗 性 提 升： 借 助 CRISPR/Cas9 技 术， 研

究人员可以敲除或修改与作物疾病抗性相关的基

因 ， 进 而 提 高 作 物 对 特 定 病 原 体 的 抵 抗 力 。 例

如 ， 有研究通过敲除小麦中的 TaQ 基因来改变其

形 态 发 生， 提 高 谷 物 的 脱 粒 性。CRISPR/Cas9 技

术可以用于改变作物营养成分的组成，比如通过定

向基因插入来增加水稻中类胡萝卜素的含量 [2]。

提高作物产量：通过敲除某些影响作物生长结

构 的 基 因 ，可 以 改 善 作 物 的 植 株 结 构（ 图 5 ）[8 ]，

从而提高产量。例如，油菜中两个 Bna MAX 1 同源

基 因 的 敲 除， 通过 CRISPR/Cas9 定向突变改善了

植物结构并增加了产量。同时 CRISPR/Cas9 技术也

被用于提高作物的耐旱性 [3]。例如，研究人员利用

CRISPR/Cas9 技术编辑了水稻中的 AFP1 基因，以提

高其对逆境的耐受性。CRISPR/Cas9 技术同样可以用

于提高作物的抗 虫 性， 通 过 敲 除 对 害 虫 吸 引 或 营

养有关的基因，遭受害虫损害的情况 [4]。

3.3 分子生物学

CRISPR/Cas9 技术在基础研究领域发挥着重要

作用，用于研究基因功能、基因表达调控、遗传疾

病机制等方面 [5-12]。它使科学家能够在各种实验模型

中模拟致病突变，创建大规模的全基因组筛查方

法，并且开发合成基因记录设备，以此来研究正常

发育和疾病进展情况。CRISPR/Cas9 技术在生物技

术领域的应用包括微生物工程、合成生物学等方

面（ 图 6）[9]。借助精确编辑微生物的基因组，能够

提高它们在生产生物燃料、药物和其他化学品过程

中的效率和产品质量。

4. CRISPR/Cas9 技术面临的伦理、法律挑战
CRISPR/Cas9 技术作为一种革命性的基因编辑

工具，尽管在医学、农业、生物技术等领域具有广

泛的应用前景，但其发展也伴随着伦理和法律的

挑战。

4.1 伦理挑战

基 因编辑技术在人类胚胎上的应用引发了众

多 伦 理 问 题。 例 如， 贺 建 奎 案 例 中， 其 团 队 通 过

CRISPR/Cas9 技术修改了人类胚胎的 CCR5 基因，期

望使婴儿天生具备抵抗艾滋病的能力。这一行为引

发了全球科学界和伦理学者的广泛谴责（图 7）。该事

件之所以引发争议，不仅是因为技术上的不成熟以

及存在未知风险，更是由于其可能对人类基因池造

成影响，还侵犯了个体自主权。基因编辑研究需要

Ã【图 6】CRISPR/Cas9 技术在分子生物学应用 [9] Ã【图 7】“基因编辑婴儿事件”贺建奎接受采访照片（图片来源于
新华社）
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通过严格的伦理审查，确保研究的合法性、合理性

以及对参与者的保护。贺建奎案例中涉及的伦理审

查问题，诸如伪造伦理审查材料等，进一步凸显了

伦理审查在科学研究中的重要性。

4.2 法律挑战

我国一直很重视基因编辑技术的伦理问题，相

继出台了一系列法律措施（表 1）。CRISPR/Cas9 技

术的应用需要在严格的法律法规框架内进行。贺建

奎因违反了中国关于人类辅助生殖技术的相关规定，

最终被法院以非法行医罪判处有期徒刑 3 年，并处

罚金 300 万元。此案例凸显了科学家在进行创新研

究时必须遵守的法律红线。

表 1：国内对基因编辑技术的伦理规范及态度声明
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5. 结论
CRISPR/Cas9 技术是一种革命性的基因编辑工

具，它使科学家能够以前所未有的精确度和效率对

DNA 序列进行修改。CRISPR/Cas9 技术提供了一种

简便、快速且成本效益高的基因编辑方法，它基于

细菌的免疫系统，特别是 Cas9 酶，可以精确地切割

和修改目标 DNA 序列。CRISPR/Cas9 技术能够精确

地定位到基因组中的特定位置，实现对单个基因的

修改，这种精确性是传统基因编辑技术难以达到的。

CRISPR/Cas9 技术在多个领域都有应用，涵盖但不

限于医学研究、遗传病治疗、农业生物技术以及生

物制药领域。尽管 CRISPR/Cas9 技术具有巨大的潜

力，但它也引发了伦理和安全性的讨论，特别是在

基因编辑可能影响后代的生殖细胞时。CRISPR/Cas9

技 术 的 未 来 前 景 广 阔 ， 它 有 望 为 治 疗 遗 传 性 疾

病 、 提高作物产量和抗性以及开发新的生物制品提

供新的途径。监管和法规：随着 CRISPR/Cas9 技术

的发展，相关的监管和法规也在不断完善，以确保

技术的安全和伦理使用。

名词解释附录

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats):

CRISPR 是细菌和古菌中发现的一种免疫系统，

能够识别并切割外来的 DNA（如病毒 DNA），保护细

胞免受外来遗传物质的侵害。它由一系列短的、重复的

DNA 序列组成，这些序列之间由非重复的间隔序列隔

开，这些间隔序列通常来源于之前入侵的病毒。

Cas9 (CRISPR-associated protein 9)：

Cas9 是一种核酸酶，是 CRISPR 系统中的关键

蛋白，能够识别特定的 DNA 序列并进行切割。Cas9

蛋白与 sgRNA 结合后，可以精确地定位到目标 DNA

序列并进行切割。

sgRNA (Single Guide RNA)：

sgRNA 是一段人工设计的 RNA 分子，它与目标

DNA 序列互补，并且包含一个 Cas9 识别的序列。

sgRNA 指导 Cas9 酶到达并切割特定的 DNA 位点。

PAM (Protospacer Adjacent Motif)：

PAM 是 Cas9 识别并结合 DNA 的必要序列，通

常位于目标 DNA 序列的附近。PAM 序列的存在决定

了 Cas9 能否有效识别并切割特定的 DNA 位点。

HDR (Homology-Directed Repair)：

HDR 是一种 DNA 修复机制，它利用同源序列

来修复 DNA 双链断裂。在 CRISPR/Cas9 技术中，

HDR 可 以 用 来 将 特 定 的 DNA 序 列 插 入 到 基 因 组

中，通过提供含有同源序列的修复模板。

NHEJ (Non-Homologous End Joining)：

NHEJ 是另一种 DNA 修复机制，它不依赖于同

源序列，而是直接将 DNA 双链断裂的两端连接起

来。这种修复方式常常导致插入或缺失突变，因此在

CRISPR/Cas9 技术中，科学家们通常希望减少 NHEJ

的发生，以提高基因编辑的精确性。

ZFNs (Zinc Finger Nucleases)：

ZFNs 是一种基因编辑技术，通过设计特定的锌

指蛋白来识别和结合 DNA 上的特定序列，然后通过

连接的核酸酶切割 DNA。CRISPR/Cas9 技术因其简

单性和高效性，在很多方面取代了 ZFNs。

TALENs (Transcription Activator-Like Effector 
Nucleases)：

TALENs 是另一种基因编辑技术，利用转录激活

因子样效应蛋白（TALEs）来识别 DNA 序列，并通

过连接的核酸酶切割 DNA。与 ZFNs 类似，CRISPR/

Cas9 技术因其更高的灵活性和效率，逐渐取代了
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TALENs。

Gene Drive：

基因驱动是一种遗传机制，可以促进特定基因

在种群中快速传播。通过 CRISPR/Cas9 技术，可以

设计基因驱动系统，使得特定的基因编辑效果在种

群中迅速扩散。

Off-Target Effects：

非目标效应是指 CRISPR/Cas9 在编辑基因时可

能发生的非特异性切割，即在目标位点以外的 DNA

序列上造成切割。这可能导致意外的基因突变，因

此科学家们在进行基因编辑时需要仔细评估和减少

非目标效应。
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