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CRISPR/Cas系统的分类及研究现状

高维崧 ， 窦金萍 ， 韦双 ， 刘兴健 ， 张志芳 ， 李轶女 *

中国农业科学院生物技术研究所，北京 100081

摘 要：CRISPR技术作为一种新型的基因编辑技术，被广泛应用于微生物、动物和植物领域。对CRISPR/Cas系统的起

源、分类特点等进行了阐述，重点梳理了 CRISPR/Cas系统分类的发展历程，并根据最新分类方法，介绍了不同类型的

CRISPR/Cas系统的作用机制、内部不同蛋白的作用特点及应用与发展，以期探寻更多的CRISPR/Cas系统，扩大该系统的

应用领域。
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Classification and Research Status of CRISPR/Cas Systems

GAO Weisong，DOU Jinping，WEI Shuang，LIU Xingjian，ZHANG Zhifang ，LI Yinyu*
Biotechnology Research Institute，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China
Abstract：Clustered regularly interspaced short palindromic repeats（CRISPR）is a rapid developed gene editing technology which
is widely used in microorganisms，animals and plants. In this article，the origin and classification characteristics of CRISPR/Cas
systems was explained，and we focused on the development process of CRISPR/Cas system classification，and introduced the
action mechanism of different types of CRISPR/Cas system，the action characteristics，application and development of different
internal proteins according to the latest classification methods. This paper aimed to explore more CRISPR/Cas systems and
expand the application of this system.
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1953年Watson和Crick发现了DNA的双螺旋

结构，标志着人们对基因的研究进入一个新的阶

段，围绕基因开展的研究逐年增加，相关研究技术

也随之迅猛发展，其中基因编辑技术从早期的同

源重组技术，已发展为核酸酶基因编辑技术、基于

人工核酸酶的锌指核酸酶技术（zinc finger nucle⁃
ases，ZFN）和类转录激活因子效应的核酸酶技术

（transcription activator-like effectors nucleases，
TALEN），近年来，规律成簇的间隔短回文重复序

列（clustered regularly interspaced short palindrom⁃
ic repeats，CRISPR）快速发展，成为新一代的基因

编辑技术。CRISPR技术因具有操作简单、编辑效

率高等优势，已广泛运用于基因育种、新药研发、

疾病治疗等领域，被称为第三代基因编辑技术。

基于CRISPR技术的不同用途，更多种类的CRIS⁃
PR/Cas（CRISPR-associated）系统逐渐被发现和完

善。本文旨在对 CRISPR/Cas系统的起源和发展

进行综述，并重点介绍 CRISPR技术分类的发展

及各类型的特点，以期借助已知的系统发现新的

Cas蛋白，并发掘CRISPR/Cas系统更多的应用。

1 CRISPR/Cas系统的起源和发展

1987年日本大阪大学 Ishino等［1］首次发现
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CRISPR/Cas系统具有短重复序列（short sequence
repeats，SSR）的特点；2000年Mojica等［2］发现这些

SSR存在于许多细菌和古细菌中，并将其命名为

规则的短间隔重复序列（short regularly spaced
repeats，SRSRs）；2001年，She等［3］进一步命名为大

簇的 20 nt串联重复序列（large cluster of 20-nt tan⁃
dem repeat sequences，LCTR）；2002年，Jansen等［4］

先后将这段序列命名为间隔的正向重复序列

（spacers interspaced direct repeats，SPIDR）和

CRISPR［5］，同时将与其功能可能相关的 4个基因

（Cas1、Cas2、Cas3、Cas4）命名为CRISPR-associated
（Cas）基因，且这种命名方式沿用至今，在后续的

研究中，发现相关的 Cas基因也按照数字规律

命名。

2012年 Jinek等［6］研究发现，利用 RNA引导

Cas9蛋白的系统可以导致目标基因的DNA双链

断裂，即理论上通过改变RNA的序列可以实现对

任何基因进行编辑，并预言CRISPR/Cas系统作为

基因编辑技术具有巨大潜力。2013年，Cong等［7］

对化脓性链球菌的CRISPR/Cas9系统进行了密码

子优化，并加入了核定位信号来促进系统在哺乳

动物细胞核中的表达，最终成功对哺乳动物细胞

基因进行了编辑，正式开启了CRISPR/Cas系统在

生命科学领域的运用；同时该实验室还开发出了

配套的 sgRNA设计程序和CRISPR/Cas9系统的慢

病毒载体，以提高该方法的编辑效率。经过多年

的发展与改进，使用 CRISPR载体对目标基因进

行基因编辑已经变得十分简便，尤其是其在基因

治疗研究领域的应用，为从根源上治愈一些目前

传统医疗手段难以治疗的遗传性疾病带来新的

希望［8］。

2 CRISPR/Cas系统分类的变更历史

2005年，Haft等［10］基于 40多种细菌和真菌的

分析结果，结合Cas1蛋白进化树的拓扑学分析以

及 Cas基因的操纵子序列信息等方面的差异，首

次对CRISPR/Cas系统进行了分类，并将其分别归

于8个基因组中，4个核心蛋白的名字沿用了2002
年 Jansen等［5］的命名方式，而 8个基因组中编码蛋

白的基因命名由细菌来源和数字组成，如 cse1
（CRISPR system of E. coli gene number 1）［9］，这种

分类方法虽然简单，但对于关系较远又有一定联

系的蛋白分类命名并不科学。

2011年，美国国立生物信息中心（National
Center for Biotechnology Information，NCBI）提出了

一种以Cas1、Cas2基因为系统核心的全新分类方

式。Makarova等［11］基于系统发育、基因组和结构

分析的证据将现有的CRISPR/Cas系统分为Ⅰ型、

Ⅱ型、Ⅲ型，大多数的 CRISPR/Cas系统可归于 3
个类型之中，其余暂时无法分类的命名为U型，并

将之前发现的部分基因进行了重新分类命名，如

将 I-C中的 cmx5重命名为 Cas5，cmx6重命名为

Cas6，在亚型的基础上进一步引用字母来避免一

些同源基因无法被分类，如 cse3和 csy4被重命名

为Cas6e和Cas6f。
2015年，Makarova等［12］对所有已知的 93个

CRISPR/Cas系统的蛋白家族进行分析并建立了

一个包括 394个位置特异性计分矩阵（position-

specific scoring matrices，PSSM）的书库，其中 229
个PSSMs是新增的，其利用这些矩阵搜索了 2 751
个完整注释过细菌和真菌的基因组，预测出了

1 694个完整 Cas基因的基因座。最终，1 574个
（93%）完整的基因座被分入先前已经分出的类型

中或者新分类出的Ⅳ型、Ⅴ型系统中。经过分析

总结，Makarova等［12］认为应从更广泛、更基础的角

度对 CRISPR/Cas系统进行分类，即应将拥有多亚

基 crRNA效应复合物的归入一类，而少数蛋白亚

基行使功能的被归入另一类，向下分类可以分出

5个型，16个亚型，进而形成了现在应用的分类

方法。

3 CRISPR/Cas系统的分类现状

截至 2019年 3月 1日，NCBI上共有 13 116个
完整的古细菌和细菌的基因组，利用Blast技术可

以鉴定到 7 915个 Cas位点［13］。NCBI通过实验、

计算等方法对这些基因位点进行分析与分类，不

符合先前发现特点的Cas基因被列入新的型或亚

型中，此外还利用一些基因组的预测工具，对

CRISPR/Cas系统进行了分析与预测。截至 2019
年Makarova等［13］关于 CRISPR/Cas系统分类的研

究中，亚型的分类数量达到了 33个，较 2015年增

加了 1倍，并且分出两个新的型，包括蛋白体型比

Ⅱ型更小的Ⅴ型系统［14-15］，和以RNA为切割目标

的Ⅵ型［16］。目前来看，这种分类方法已经逐渐趋
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向于稳定，对CRISPR/Cas系统的分类也趋近于补

充和完善的阶段。现在已知的 CRISPR/Cas系统

分为 2个大类 6个型，每个型又分为多个亚型，每

个型包含的Cas蛋白也存在差异，详见表1。

3.1 CRISPR/Cas系统中的第一大类

CRISPR/Cas系统中的第一大类系统中包含

的蛋白是由多个 Cas蛋白组成的效应模块，其中

一些组成 crRNA结合复合物，共同发挥作用。从

起源来看，组成第一大类的工作元件是从不同的

系统中移动组合而来的。整体来看第一大类的核

心蛋白是解旋酶 Cas3、Cas8和聚合酶 Cas10组成

的复合体［17］。第一大类进一步可分为Ⅰ型、Ⅲ型

和Ⅳ型3个型。

3.1.1 Ⅰ型 目前在 CRISPR/Cas系统中Ⅰ型占

比最高，且含有很多有缺陷的亚型，如Ⅰ-F和Ⅰ-B
亚型。Cas1、Cas2是目前CRISPR/Cas系统中保守

性最高的蛋白，几乎所有的CRISPR/Cas系统中第

一阶段都有Cas1和Cas2的参与。Cas1蛋白有整

合酶的作用，其可以切割细菌基因组上重复区的

特异位点，再将外源基因插入其中。在大肠杆菌

中观察到Cas2会与Cas1结合形成复合物，但Cas2
蛋白的活性区域被突变破坏后系统仍能获取外来

核酸，这表明 Cas2蛋白可能存在其他特殊的功

能，与Cas1蛋白整合酶的功能不同［18］。Cas1基因

通常与其他Cas基因共同存在，并与所有Ⅰ型、Ⅱ
型系统、大部分Ⅲ-A亚型系统和部分Ⅲ-B亚型系

统相关［19］，这对于CRISPR/Cas系统亚型的分类具

有重要意义。

Cas3蛋白负责目标核酸的切割，其既是Ⅰ型

系统的标志，又是很多亚型中均含有的蛋白，由于

Cas3存在普遍性，推测 Cas3可能有重要的功能。

Cas3蛋白上有 ATP的结合位点，推测其可能与

ATP结合并有ATP酶的活性，之后的研究表明这

种活性在单链DNA（single-stranded DNA，ssDNA）
存在时会显著增强，而双链DNA（dsDNA，double-
stranded DNA）和RNA的存在并不会影响Cas3的
ATP酶活性［20］。因此认为 Cas3蛋白具有 ssDNA
依赖的ATP酶活性，并可以降解 ssDNA。

Cas4蛋白广泛存在于Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅴ型系统

中，因而在大部分CRISPR/Cas系统中都可以找到

Cas4蛋白，对其功能进行研究发现，Cas4蛋白有

助于适应阶段的定位过程［21］。实验证明，敲除

Cas4蛋白基因会导致细菌对一些病毒适应能力

丧失［22］。Plagens等［23］的研究显示，Cas4蛋白与

Cas1和Cas2蛋白间存在蛋白质-蛋白质间的相互

作用，进一步研究证明 Cas4蛋白参与适应阶段。

Cas4蛋白单独存在时未表现出活性，而与Cas1或
Cas2结合后，复合物可以依次对间隔序列进行加

工，完成适应阶段的功能。

在绝大多数Ⅰ型和Ⅲ型系统中，对 pre-
crRNA进行加工的工作主要是由来自重复序列相

关未知蛋白（repeat-associated mysterious proteins，
RAMPs）家族的 Cas6蛋白完成的。在某些亚型，

如Ⅰ-C系统中，Cas6蛋白加工 pre-crRNA的工作

由同样来自RAMPs家族的Cas5蛋白完成［24］，而在

Ⅰ-E系统中，Cas5和Cas6组成蛋白复合物来共同

完成这部分工作［25］。

3.1.2 Ⅲ型 Ⅲ型系统是特殊的 CRISPR类型，

因其不仅具有对入侵DNA的抵抗能力，还表现出

对入侵RNA的抵抗能力，Cas10蛋白是Ⅲ型中的

表1 CRISPR/Cas系统包含的亚型与蛋白[13]

Table 1 Subtypes and proteins contain in CRISPR /Cas systems[13]
大类

第一大类

第二大类

型

Ⅰ型

Ⅲ型

Ⅳ型

Ⅱ型

Ⅴ型

Ⅵ型

亚型

Ⅰ⁃A、Ⅰ⁃B、Ⅰ⁃C、Ⅰ⁃D、Ⅰ⁃E、Ⅰ⁃F1、Ⅰ⁃F2、Ⅰ⁃F3

Ⅲ⁃A、Ⅲ⁃B、Ⅲ⁃C、Ⅲ⁃D、Ⅲ⁃E、Ⅲ⁃F
Ⅳ⁃A、Ⅳ⁃B、Ⅳ⁃C

Ⅱ⁃A、Ⅱ⁃B、Ⅱ⁃C1、Ⅱ⁃C2
Ⅴ⁃A、Ⅴ⁃B1、Ⅴ⁃B2、Ⅴ⁃C、Ⅴ⁃D、Ⅴ⁃E、Ⅴ⁃F1、Ⅴ⁃F1（Ⅴ⁃U3）、Ⅴ⁃

F2、Ⅴ⁃F3、Ⅴ⁃G、Ⅴ⁃U1、Ⅴ⁃U2、Ⅴ⁃U4、Ⅴ⁃K（Ⅴ⁃U5）
Ⅵ⁃A、Ⅵ⁃B1、Ⅵ⁃B2、Ⅵ⁃C、Ⅵ⁃D

包含的Cas蛋白

Cas1、Cas2、Cas3、Cas4、
Cas5、Cas6、Cas7、Cas8
Cas1、Cas2、Cas5、Cas6、
Cas7、Cas10、Cas11

Cas1、Cas2、Cas5、Cas6、Cas7
Cas1、Cas2、Cas4、Cas9
Cas1、Cas2、Cas4、Cas12
Cas1、Cas2、Cas13
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标志蛋白，有 4个保守结构域。在Ⅲ-E型系统中，

Cas7与 Cas11组成多亚基的蛋白集合体，这个集

合体可以在无其他蛋白的辅助下加工生成成熟的

crRNA，具有很高的切割特异性，但切割效率低于

理想值。从形态来看Ⅲ-E型系统虽然类似于第

二大类的CRISPR/Cas系统，但是经过结构域和序

列的分析，最终还是被列入了Ⅲ型中。与其他Ⅲ
型系统不同，Ⅲ-F型系统在 2015年就被鉴定出

来，但因为种类太少不具备成为单独亚型的条件，

2019年分类时，Ⅲ-F型系统已在 12个基因组中被

发现，因此才将其分为单独的亚型。Ⅲ-F型系统

内部有类似 Cas7和 Cas10的蛋白质，因此被预

测为可以切割DNA，但类似于 Cas10蛋白的亚基

上环化酶和聚合酶的结构域无活性［26］。虽然

Ⅲ型是发现较早的对 RNA有切割功能的 CRIS⁃
PR/Cas系统，但目前对 RNA改造的热点为体型

更小的Ⅵ型系统，原因可能是多亚基的第一大

类系统实际应用于基因编辑领域存在诸多

问题。

3.1.3 Ⅳ型 最初的Ⅳ型系统是在肺炎链球菌中

发现的，且最开始被分类为U型。Ⅳ型系统很多

都缺少类似于切割核酸的核酸酶蛋白，但其间隔

区序列中可以检测到来自不同质粒的核酸，因此

猜测Ⅳ型的CRISPR功能可能与抵抗外来质粒有

关。Ⅳ型系统的起源目前仍不确定，但基因分析

显示Ⅳ型系统中有类似于 Cas5和 Cas7的蛋白

质［27］，这些证据显示效应复合物Ⅳ型系统可能是

高度分化的Ⅰ型或Ⅲ型系统的衍生物［28］。

3.2 CRISPR/Cas系统的第二大类

第二大类系统中的功能蛋白包含的是单个、

多结构域的 crRNA的结合蛋白，这个结合蛋白包

含了实行切割核酸需要的全部组件。第二大类系

统一直是研究应用的热点，其仅需要一个基团就

能完成第一大类系统许多基团共同合作才能完成

的工作。目前第二大类的 CRISPR/Cas系统比第

一大类中的系统更简便，是生物技术应用的首

选。第二大类虽然仅占整个 CRISPR/Cas系统的

20%，但研究较多，并进一步发展为基因编辑的工

具，第二大类分类中包括Ⅱ型、Ⅴ型和Ⅵ型 3
个型。

3.2.1 Ⅱ型 Ⅱ型系统中的代表为CRISPR/Cas9
蛋白系统，目前使用的Cas9蛋白主要是源于产脓

链 球 菌（Streptococcus pyogenes）和 嗜 热 链 球 菌

（Streptococcus thermophilus）。Ⅱ型系统发挥功能

的过程中 Cas1、Cas2、Cas4蛋白负责重复间隔区

的建立，且在表达阶段有 RNaseⅢ来帮助 crRNA
的形成，而剩余的工作由Cas9蛋白完成。在Cas9
发挥功能的过程中，有两类 RNA发挥了作用，

crRNA可以与DNA上的部分碱基互补配对，引导

Cas9蛋白与 DNA的结合，且 tracrRNA（trans-acti⁃
vating crRNA）可以促进 crRNA 的成熟［12］。当

crRNA引导RNA与 Cas9蛋白组成的切割复合体

移动到特定位点后，Cas9蛋白的两个DNA切割结

构域（HNH和RuvC）开始发挥作用，HNH结构域

切割与 crRNA互补的链，RuvC结构域切割另一

条链。

CRISPR/Cas9系统是一种新型基因编辑技

术，因具有简单、快捷等优势，已成为CRISPR/Cas
系统中应用最为广泛的技术，且逐渐运用于各个

领域，如其可将家禽的NHE1基因精确敲除，并制

备出对禽白血病病毒 J亚群产生抗性的个体［29］；

对Top1基因进行操作甚至可以 100%控制小鼠后

代的性别［30］；通过基因编辑改变传统的育种方

法［31］，如通过敲除基因 PYL1、PYL4、PYL6可以增

加水稻的粒数和粒长［32］，敲除基因 GW2、GW5、
TGW6可以提高水稻粒的质量［33］；检测食品中微

生物的源头来预防疾病的爆发［34］。

CRISPR/Cas9系统除了基础的通过双链断裂

来进行基因编辑外，经过改造和修饰后，其还开发

了更多的用途，如使 Cas蛋白的核酸切割部位失

活后，Cas蛋白到目标位点附近后就不会进行核

酸的切割，最终形成无活性的Cas9蛋白，即 dCas9
蛋白，在 Cas蛋白上面连接一些转录抑制因子或

者转录激活因子，就可以对目标位点的基因进行

抑制或者激活，通过将细胞核定位信号和表位标

签引入 dCas9，标记靶标基因和其相互作用的蛋

白质来达成染色质免疫沉淀（Chromatin immuno⁃
precipitation assay，ChIP）的 目 的［35-36］，CRISPR/
Cas9系统还可用于研究表观遗传学编辑、染色质

状态及细胞分化或疾病进程等表型之间的

关系［37］。

3.2.2 V型 2015年 Zetsche等［38］经过分析新定

义了一种类型——Ⅴ型，之前发现的蛋白名称在

分 出Ⅴ型 系 统 后 有 了 对 应 的 名 称 ，即 Cpf1
（Cas12a）、C2c1（Cas12b）、C2c2（Cas13a）、C2c3
（Cas12c）、CasY（Cas12d）和 CasX（Cas12e）［39］。Ⅴ
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型系统与Cas9系统相似又存在差异，Cas9系统中

形成 crRNAs需要 tracrRNA的帮助，而 Cpf1系统

则不需要；Cas9系统发挥功能时需要的PAM序列

富含 G碱基，而 Cpf1系统的 PAM序列富含 T碱

基；Cas9系统切割核酸的蛋白结构域有HNH和

RuvC这两个，而Cpf1系统只有一个类似RuvC的

结构域。这就使得 Cpf1的功能蛋白比 Cas9小很

多［40］，同时Cpf1系统在使用时仅需要 1条 42 nt左
右的RNA，而不需如 Cas9系统一样插入 1条 100
nt左右的RNA序列。Cas9蛋白在切割双链DNA
后，留下的DNA末端为平末端，而 Cas12a蛋白切

割时则留下粘性末端，这种结构有利于基因修复

时的非同源末端连接（non-homologous end join⁃
ing，NHEJ），使得基因更精准插入，至于单个核酸

切割结构域切割开DNA双链，其作用机理仍在研

究中。

虽然Ⅴ型系统的技术研究尚不成熟，但因其

具有检测成本低、反应速度快等优势，在很多领域

率先得到了应用，如基于Cas12a蛋白的核酸检测

技术可以在几个小时内对苹果树中的主流病毒病

进行检测［41］；利用Cas12a结合特异性的 crRNA和

荧光探针，可以使 CRISPR技术用于肉类掺假的

检测［42］；针对新型冠状病毒肺炎疫情，CRISPR/
Cas系统也可发挥作用，一种基于 Cas12a蛋白的

技术可以筛选出流感病毒A、流感病毒 B与新型

冠状病毒，为流行病学检测筛查提供了一条新的

途径［43-44］；随着细菌抗药性逐渐增强，CRISPR技

术也可作为治疗细菌感染的一种新方法［45］。

3.2.3 Ⅵ型 最开始对Ⅵ型系统的描述是发现了

一种异于Ⅲ型系统的具有RNA切割能力的CRIS⁃
PR/Cas系统，相比于多亚基组成功能单位的Ⅲ型

系统，Ⅵ型系统的蛋白元件大小明显更具优势。

通过基因组识别陆续发现了 C2c2（Cas13a）、

Cas13b［46］、Cas13c等RNA引导的RNA内切酶［16］。

目前运用 Cas13仍具有挑战性，原因为早期研究

的Cas13编辑器大小与常用的腺相关病毒（adeno-
associated virus，AAV）载体承载能力不合适，而且

目前Ⅵ型系统的脱靶率远超过使用标准。但进

一步研究发现，部分 Cas13家族的蛋白体型更

小，因此，可将这些小体积 Cas蛋白包装进 AAV
载体中，来促进Ⅵ型系统的应用［47］。目前Ⅵ型在

很多领域都展开了应用［48］，且近两年新冠疫情的

爆发在一定程度上也加速了Ⅵ型系统的发展，已

有很多实验室开始利用 Cas13蛋白的特性来快

速检测新型冠状病毒［49］，以及研制对抗新型冠状

病毒甚至其他RNA病毒的小分子药物［50］。

4 展望

CRISPR/Cas系统规律的分类，标志着 CRIS⁃
PR/Cas系统科学研究的规范化。从CRISPR技术

开始应用于基因编辑领域，到现今在各个领域得

到广泛应用仅经过了短短几年的时间，但关于基

因编辑技术的研究以稳定的速度增长，证明

CRISPR技术是一种功能强大的基因编辑手段。

但 CRISPR技术仍有许多需要改进的地方，如脱

靶率高很大程度上阻碍了CRISPR技术在基因治

疗方面的应用，未来对于技术的改进可以侧重于

探索降低脱靶率的方法、寻找更适合的运输载体、

减少工作元件的规模等方面，应用领域的扩展也

会促进技术的更新。随着生物信息学相关技术的

发展，借助目前已知的蛋白，未来还可能发现更多

新的 CRISPR/Cas系统，或出现效率更高、安全性

更好的新型Cas蛋白；同时通过更深入的研究，或

许能够发现不同微生物抵抗外来大分子物质机制

相似的部分，而微生物的抵抗机制与人类免疫系

统是否存在相似之处尚有待进一步挖掘。
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