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综  述 

CRISPR/Cas9 基因编辑在三维基因组研究中的应用 

刘沛峰，吴强 
上海交通大学系统生物医学研究院比较生物医学研究中心，系统生物医学教育部重点实验室，上海 200240 

摘要: CRISPR/Cas9 系统在基因编辑方面具有巨大优势，能够低成本、可编程、方便快捷地用于动物、植物以

及微生物的基因组靶向编辑和功能改造。三维基因组学是近年来兴起的一门研究染色质高级结构动态调控及基

因组生物学功能的交叉学科。在三维基因组研究中，通常采用对 DNA 片段进行基因编辑以模拟基因组结构性

变异，标记特定 DNA 片段，进而研究调控元件对于基因调控、细胞分化、组织发生、器官形成、个体发育的

影响，最终阐明三维基因组的组装调控机制和生物学功能。因此，CRISPR 及其衍生技术为研究三维基因组提

供了极好的遗传学工具。本文主要综述了 CRISPR 片段编辑及其衍生技术在三维基因组调控与功能研究中的应

用，以期为后续研究工作提供理论参考以及新的研究思路。 

关键词: CRISPR/Cas9 系统；三维基因组；DNA 片段编辑；染色质重排；Cas9 核酸酶内切机制 

Probing 3D genome by CRISPR/Cas9 

Peifeng Liu, Qiang Wu 

Center for Comparative Biomedicine, Key Laboratory of Systems Biomedicine (Ministry of Education), Institute of Systems 
Biomedicine, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China 

Abstract: CRISPR/Cas9 system has significant advantages in gene editing strategy, offering cost-effective and efficient 

means to modify and edit the genomes of animals, plants, and microorganisms. Three-dimensional (3D) genome is an 

emerging and interdisciplinary field catapulted by combined technological breakthroughs of chromosome conformation 

capture with next-generation sequencing and live imaging with super-resolution microscopy. An important aspect of 3D 

genomics is to model structural variations and label specific genomic fragments to investigate the effects of manipulation of 

genomic elements on gene expression regulation, cell development and differentiation, and spatial location of chromosomal 

regions. Therefore, CRISPR/Cas9 system and its derivative technologies of DNA-fragment editing are excellent toolboxes 

for investigating dynamics and functions of the higher-order chromatin organization and three-dimensional genome 

structure. In this review, we describe the opportunities and challenges of CRISPR as well as its derivative technologies in 
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3D genome research, thereby providing some critical references and future research directions in the field. 

Keywords: CRISPR/Cas9 system; 3D genome; DNA fragment editing; chromosome rearrangement; Cas9 endo-

nuclease cleavage mechanism 

成簇规律间隔短回文重复序列及其相关蛋白

(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated protein, CRISPR/Cas)是古
菌和细菌中一种用于抵抗噬菌体、病毒 DNA等外来
遗传因子的原核生物获得性免疫系统。该系统可以

将外源入侵 DNA 的小片段整合到宿主基因组的
CRISPR 重复序列中靠近前导序列(leader sequence)
的位置，形成 CRISPR重复–间隔基因座。这种为外
源 DNA 侵染所做的遗传记录使宿主产生遗传记忆
并在下次面对同样的入侵者时可以进行防御[1]。当

相同的外源 DNA 再次入侵时，CRISPR 重复–间隔
基因座会转录并加工为 crRNA (CRISPR RNA)，并
引导DNA核酸内切酶Cas家族蛋白对入侵的核苷酸
序列进行靶向切割。Cas9蛋白是 Cas蛋白家族中的
一员，Cas9 蛋白参与组成的 CRISPR/Cas9 系统是
CRISPR/Cas系统的子系统之一。自然界的 CRISPR/ 
Cas9系统经过原始创新性改造可以在一个单链引导
RNA (single guide RNA, sgRNA)介导下编辑基因组
特定位点(图 1)[2~4]。因其灵活、高效、方便、操作

性强等特点，该基因组编辑系统很快被广泛应用于

生物医药及人类健康等领域。近年来，随着进一步

的研究发展，更多 CRISPR/Cas9系统的应用方法被
开发出来，在不同的研究领域发挥重要作用，三维

基因组即是受益于 CRISPR/Cas9 系统的研究领域
之一。 
三维基因组是近年来兴起的研究生物体遗传物

质空间结构及其动态调控和信息传递规律的学科，

主要研究染色体内部的空间盘曲折叠或染色体间的

立体相互关系对各种生命过程的影响及其调控机制。

在真核细胞间期，不同染色体被规则排列在特定的

“领地”内[5,6]，而在一条染色体内部，不同染色质区

域的开放状态、盘曲折叠的方式也不尽相同[7,8]，形

成不同的拓扑结构域[9,10]。以往人们只注重研究染色

体上 DNA 的线性序列及其与蛋白质的结合和调控
机制，因为线性序列承载了遗传信息的传递功能。

但后来科学研究发现，基因组 DNA一维线性序列中

包含有三维基因组的架构信息，并且细胞核内复杂

的三维基因组结构可以控制调控元件与靶基因之间

的特异性相互作用，从而影响基因的时空表达，从

立体层面调控着生命过程[11]。此外，许多疾病的发

生发展已经被证明与三维基因组密切相关[12,13]。随

着 3C (chromosome conformation capture)、4C (cir-
cular chromosome conformation capture)、Hi-C (high- 
resolution chromosome conformation capture)和 ChIA- 
PET (chromatin interaction analysis by paired-end tag 
sequencing)等各种构象捕获技术[14~18]以及高分辨率

显微成像技术的发展，人们对染色体空间组织原则

和三维架构规律的认识越来越深入。CRISPR/Cas9
系统及其衍生技术更是极大地促进了三维基因组的

研究。本文主要综述了 CRISPR/Cas9基因编辑技术
在三维基因组研究中的应用。 

1  CRISPR/Cas9基因编辑机制 

1.1  基因组单位点编辑 

20 世纪 80 年代开发的基因打靶技术实现了基
因组中任何位点的编辑或改造，结合干细胞技术能

够产生基因组靶向修饰的小鼠，有力推动了小鼠反

向遗传学的发展。基因打靶技术通过直接同源重组

的方法将外源 DNA序列导入目标基因组，实现目标
位点 DNA 序列的突变，删除或插入[19~21](图 1A)。
随后开发的锌指核酸酶(zinc finger nuclease, ZFN)和
类转录激活因子效应物核酸酶(transcription activator- 
like effector nuclease, TALEN)分别将可以特异性识
别 DNA 序列的锌指蛋白和类转录激活因子效应物
与核酸内切酶 Fok Ⅰ结合，造成基因组特定位点的双
链断裂(double-strand break, DSB)，接着利用细胞内
的 DNA 修复系统，完成对基因组特定位点的改造。
这两种技术的出现进一步促进了基因组的靶向切割

和编辑领域的发展[22~26](图 1，B和 C)。2012年兴起
的 CRISPR/Cas9技术使得人们可以非常容易地靶向 
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图 1  基因组编辑技术 
Fig. 1  Schematic and summary of genome editing technologies 
A：基因打靶技术原理。基因打靶技术利用同源重组的方法将目的片段导入基因组。B：锌指核酸酶基因组编辑技术原理。将特异性
识别 DNA序列的锌指结构串联，与 Fok Ⅰ核酸内切酶融合，实现基因组靶向切割。再利用 DNA修复系统实现基因组编辑。C：类转
录激活因子效应物核酸酶基因组编辑技术原理。将特异性识别 DNA 序列的类转录激活因子效应物串联，与 Fok Ⅰ核酸内切酶融合，
实现基因组靶向切割，再利用 DNA 修复系统实现基因组编辑。D：CRISPR/Cas9 基因组编辑技术原理。Cas9 蛋白可以被 sgRNA 引
导至基因组特定位点，Cas9 不具有核酸外切酶活性，仅仅具有核酸内切酶活性。Cas9 的 HNH 和 RuvC 结构域分别催化互补链和非
互补链的核酸内切反应造成 DNA 的双链断裂。HNH 结构域造成的断裂位点位于 PAM 序列上游第 3 与第 4 个核苷酸之间，而 RuvC
结构域在 PAM序列上游可造成多达 4种不同的 DNA断裂。 
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编辑几乎任何物种的基因组[2~4,27]。具体地讲，Cas9
核酸内切酶在单个 sgRNA的引导下能够切割基因组
符合 PAM (protospacer adjacent motif)规则的任意位
点，引起 DNA双链断裂损伤。在细胞内 DNA损伤
修复系统的作用下，单位点切割(单切)断裂处虽然被
修复，但却可能会被引入突变，最终达到编辑基因

组的效果(图 1D)。 
细胞的 DNA修复系统主要包括同源重组(homo-

logous recombination, HR)、非同源末端连接(nonho-
mologous end joining, NHEJ)和微同源末端连接(mic-
rohomology-mediated end joining, MMEJ)等。在没有
模板的情况下，细胞主要选择 NHEJ和 MMEJ 修复
通路，产生随机突变进行基因组编辑。在提供模板

的情况下，细胞利用 HR 修复通路产生遵照模板的
精准编辑[27,28]。 

1.2  CRISPR/Cas9 双位点 DNA 片段编辑 

单个 sgRNA 介导的单位点编辑很难造成基因
组结构性变异(structural variation, SV)，而一对
sgRNA 介导的双位点切割(CRISPR/Cas9 双切系统)
能够引起各种各样的染色质重排(chromosomal rea-
rrangement)，模拟基因组结构性变异。在一对 sgRNA
的引导下，Cas9核酸内切酶能够同时产生两个切口
形成 4个 DNA双链断裂末端(Ⅰ~Ⅳ) (图 2A)。如果断
裂末端Ⅰ和断裂末端Ⅳ连接，则会造成两接口间的
DNA 片段删除(图 2A)。由于 DNA 双链的 Watson 

 

 
 

图 2  CRISPR 在三维基因组研究中的技术方法 
Fig. 2  Application of CRISPR in 3D genomics 
A：CRISPR介导的 DNA片段编辑。通过一对 sgRNA介导 Cas9在基因组中进行靶向双位点切割，可以造成基因组片段删除、反转、
重复或成环等现象，为三维基因组研究提供模型。B：CRISPR 介导的基因组位点可视化。通过在 sgRNA 上加入 MS2 与 PP7 等茎环
结构，招募融合了荧光蛋白的 MCP、PCP等蛋白，将荧光信号特异性地标记在特定的基因组位点。C：CRISPR介导的基因组位点重
定位。利用植物激素 ABA介导的 PYL1与 ABI1的相互作用，将 PYL1和 ABI1分别结合在不同系统的 dCas9或其他核体特有的蛋白
上，可以将特定的基因组位点定位到新的目标位点。D：以 CRISPR为平台的靶向效应系统。将激活或抑制转录以及表观遗传修饰相
关蛋白结合在 dCas9上，可以特异性地使基因组特定位点的转录水平以及表观遗传学修饰改变。 
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链和 Crick 链反向互补且都具有方向性，中间的
DNA片段反转后仍然能够连接到基因组原位，也就
是说断裂末端Ⅰ和Ⅲ以及断裂末端Ⅱ和Ⅳ相互连接，
最终会形成 DNA片段反转(图 2A)。如果断裂末端Ⅲ
和断裂末端Ⅱ连接，则会造成断裂末端Ⅰ和断裂末端
Ⅳ中间的 DNA 片段重复或成环(图 2A)。所以，
CRISPR/Cas9双切系统能够形成 DNA片段删除、反
转、成环或重复，即所谓的 DNA 片段编辑[28~30]。

由于三维基因组中存在大量的染色质重排，包括

DNA片段删除、反转、重复、易位等，而这些染色
质重排现象都可以利用 DNA 大片段编辑技术进行
模拟，所以三维基因组结构和功能的研究为

CRISPR/Cas9系统的DNA片段编辑技术提供了广阔
的应用空间。同时，一对 sgRNA编辑基因组的方法
在应用于二倍体或多倍体生物中的高度同源序列时

也表现出了足够的效率，这进一步扩展了 CRISPR/ 
Cas9双切系统的应用前景[31]。 

1.3  精准且可预测的基因编辑 

通常只有同源重组通路介导的 DNA 修复被认
为是精准的，所以 CRISPR/Cas9基因编辑只有在提
供模板的情况下通过 HR 通路实现精准编辑。但近
年来的研究发现，经典的或传统的非同源末端连接

修复通路(classic or canonic nonhomologous end join-
ing, cNHEJ)也是细胞的精准修复通路，而选择性非
同源末端连接修复通路 (alternative nonhomologous 
end joining, aNHEJ 或 alt-NHEJ)和微同源末端连  
接修复通路才是易错的(error-prone)[32]。所以，提

高 cNHEJ 修复通路效率或抑制 aNHEJ 和 MMEJ 修
复通路的效率，例如敲低 CtIP 或 FANCD2 等在
aNHEJ 修复通路中发挥作用的蛋白，可以在没有外
源模板的情况下实现精准基因编辑[33]。与 HR类似，
MMEJ 在修复过程中也利用了同源模板，不过其利
用的同源序列较短，一般为 5~25 bp 左右。并且
MMEJ 使用的同源模板不是来自于外源导入而是位
于 DSB附近[34]。通过该通路，在不提供模板的情况

下，精确的基因组编辑(如反转和删除)也可以被高质
量地完成。 

Cas9 切割 DNA 的功能是由 HNH 结构域以及
RuvC结构域共同实现的。Cas9切割 DNA时，HNH

结构域切割 sgRNA 互补链，而 RuvC 结构域切割
sgRNA非互补链。两个结构域制造的切点分别位于
两条链上的 PAM序列上游第 3与第 4个核苷酸之间，
产生平头的双链 DNA 断裂末端。最近的研究发现，
Cas9 切割基因组时，RuvC 结构域也有一定概率在
PAM 序列上游第 4 和第 5 个核苷酸间造成 DNA 断
裂，从而在切割产物的 5′端位置产生一个碱基突出的
粘性末端。这些突出的粘性末端在细胞内源 DNA聚
合酶作用下能够被补平，并在 DNA连接酶的作用下
被精准连接。这就为 CRISPR/Cas9基因编辑后可预
测的单碱基插入提供了一条可能途径[32,33,35,36]。进一

步利用 DNA 片段编辑方法研究发现，SpCas9 核酸
内切酶的 RuvC结构域在 PAM位点上游第 5与第 6
以及第 6与第 7个核苷酸间均有一定几率造成 DNA
断裂，使切割产物产生两个或 3 个碱基突出的粘性
末端，从而实现两个和 3 个碱基插入的可预测
CRISPR/Cas9基因组编辑[37](图 1D)。 
因为单位点 Cas9 切割后产生的粘性末端很容

易被完全修复并被再次切割，而一对 sgRNA介导的
双位点切割后产生的粘性末端在染色体重排后几乎

不可能配对，所以在 CRISPR/Cas9双切系统中，Cas9
切割后产生的突出末端经过补平和连接后更容易被

观察到[33,37]。也就是说，两个和 3 个碱基插入的效
率在双切的情况下远远高于单切的情况[37]，这就解

释了为什么单切时几乎看不到一个以上碱基的可预

测插入[35,36]。 

2  CRISPR研究三维基因组的技术方法 

CRISPR/Cas 系统在三维基因组中的应用主要
依靠的是其序列特异性结合的特性。利用该特性，

改造或未被改造的多种 Cas9 蛋白可以被招募到基
因组特定位点，进行切割或实现其他功能。 

2.1  CRISPR 介导的 DNA 片段编辑 

通过一对 sgRNA介导的CRISPR/Cas9双位点切
割，研究人员可以制作基因组调控元件插入、删除、

反转的细胞或动植物模型，并利用这些模型研究三

维基因组如何调控基因表达等生命过程，以及疾病

发生发展的规律[29](图 2A)。例如，染色质架构蛋白
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CTCF (CCCTC-binding factor)的结合位点反转、插入
或敲除等都表明了 CTCF 对于细胞三维基因组架构
维持和动态调控的重要性[11,38,39]；CRISPR/Cas9双切
系统介导的 DNA 大片段删除还能够筛选出基因组
潜在的调控元件[40]。最近，利用 DNA 片段编辑技
术发现了控制哺乳动物基因组复制事件时空特性的

重要顺式元件[41]。删除与反转基因组部分片段会导

致 DNA复制时间的变化，说明这些片段包含着调控
DNA复制的元件。单独删除与组合删除这些元件对
DNA复制的影响不同，说明了这些元件在发挥作用
时的相互依赖性。Hi-C结果也显示，这些元件的删
除对于基因组区室划分以及拓扑结构域的强度都有

影响。除此之外，多个靶向同一染色体不同位置的

sgRNA介导的 CRISPR/Cas9系统可以在老鼠或人类
细胞中敲除一整条染色体，甚至将单倍体酵母的所

有染色体融合在一起，创造出可以生存的只有一条

染色体的酵母[42,43]。 

2.2  CRISPR 介导的基因组位点可视化 

生命信息传递以及基因组功能调节与染色质的

空间组织架构和动态变化关系密切，而基因组位点

在三维空间的直接可视化能够帮助理解基因组的空

间组织架构以及其与基因表达调控等生命活动的关

系。以往人们利用荧光原位杂交技术(fluorescence in 
situ hybridization, FISH)观察基因组位点在细胞核中
的位置。而如今，利用 CRISPR/Cas系统结合基因组
的序列特异性，失活的 dCas9 (nuclease-deactivated 
Cas9, D10A和H841A)荧光蛋白嵌合体可以被 sgRNA
招募到基因组的特定位点，从而使活细胞的特定染

色体片段的时空动态可视化。Chen等[44]利用该方法

观察了端粒在活细胞中的动态变化，发现端粒在受

损后，在细胞核内的移动显著增加。同时他们还观

察了编码基因 MUC4 在有丝分裂中的细胞核内的位
置变化[44]。 

dCas9/sgRNA 复合体的稳定性以及 dCas9 蛋白
结合 DNA 的高亲和性使得该方法可以被方便高效
广泛地应用于细胞基因组特定位点标记。在体外孵

育组装的 dCas9/sgRNA 复合物也可以与细胞内的
DNA杂交，并且这样在体外组装的系统可以在基因
组不同的位点标记不同的颜色，从而同时检测多个

位点的位置，而这是研究染色质相互作用的关键[45]。

同时使用多种细菌的同源 dCas9/sgRNA组合也可以
构建多色 CRISPR/dCas9可视化系统[46,47]。除此之外，

另一种策略也可以解决多色标记问题：在 sgRNA的
支架上加入两个拷贝的 MS2 或 PP7 RNA 茎环结构
(图 2B)。MS2可以被 MCP (MS2 coat protein)蛋白特
异性识别，而 PP7可以被 PCP (PP7 coat protein)蛋白
特异性识别。向细胞内转入 MCP-EGFP 和 PCP- 
mCherry 融合蛋白的表达载体后，不同基因组靶点
就可以被 EGFP 和 mCherry 同时标记[48,49]。在此基

础上，CRISPRainbow等更加高效的技术进一步促进
了基因组可视化的发展[50]。此外，dCas9 的 N 端与
C 端的核定位信号 (nuclear localization sequences, 
NLS)插入，sgRNA支架上的 U-A翻转、发夹结构延
长等一些技术上的难题被攻克也使得可视化更加高

效稳定[44,51]。染色体上重复的 DNA元件可以被单独
一种特异性的 sgRNA结合 CRISPR/dCas9系统稳定
地显示，而非重复的 DNA元件也可以被一系列串联
覆盖目的片段的 sgRNA协同 CRISPR/dCas9系统标
记出来。在 sgRNA支架上加入更多的 MS2等茎环结
构可以增强单个位点的荧光强度，减少标记非重复

区域时所需的 sgRNA 的数量[52]。提高 sgRNA 的表
达水平并利用诸如强力霉素(doxycycline)介导的启
动子等方法降低 dCas9蛋白的表达可以降低信噪比。 

2.3  CRISPR 介导的基因组位点重定位 

基因组位点在核内的位置与基因表达是否有联

系？这是三维基因组学关注的关键问题之一。程序

性的控制基因组空间架构对于研究细胞核内结构如

何影响基因调控和细胞功能十分重要。参考 LacI- 
LacO方法[53,54]，依赖于CRISPR/dCas9系统的CRISPR- 
GO (CRISPR-genome organization)方法被建立起来。
该方法利用植物激素脱落酸(abscisic acid, ABA)介
导的 PYL1 (pyrabactin resistance (PYR)-like)与 ABI1 
(ABA insensitive 1)的相互作用，将ABI1融合至 dCas9
蛋白上，而将 PYL1融合至核膜蛋白 Emerin上或其
他核体如卡哈尔体(Cajal body)的标志物 Coilin上。
这样通过 dCas9/sgRNA的靶向作用，就可以将基因
组特定片段重定位至细胞核外周或与无膜核体共定

位。该方法对于基因组重复和非重复区域都十分有
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效，并且在除去 ABA后，重定位的效果是可逆的[55]。 
类似的，Morgan 等 [56]利用金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus, Sa)和酿脓性链球菌(Strepto-
coccus pyogenes, Sp)的 dCas9，结合 ABA信号通路
相关组件，开发出了介导两个基因组位点共定位的

工具 CLOuD9 (chromatin loop reorganization using 
CRISPR-dCas9)。该工具可以可逆地介导染色质环的
形成，改变特定区域基因的表达(图 2C)。 

2.4  以 CRISPR 为平台的靶向效应系统 

CRISPR/Cas 系统为蛋白靶向 DNA 片段提供了
一个特异性良好的稳定平台。将 dCas9 与具有不同
调节功能的效应因子结合，利用 sgRNA 可以将
dCas9 靶向传递到特定的基因组位点的特性，就可
以实现特定位点的功能调控。研究人员在这一方面

已经做了大量的尝试[57~62]，其中以 CRISPR inter-
ference (CRISPRi)最为典型[63]。在大肠杆菌和人类细

胞中，CRISPRi通过 sgRNA将 dCas9靶向特定的蛋
白编码区域，利用 dCas9结合 DNA的空间位阻，通
过干扰 RNA 聚合酶介导的转录延伸抑制相关基因
的表达。这种方法可逆且高效，可以同时针对多个

基因进行干扰。在此基础上，在 dCas9 后加入转录
抑制或激活因子(如 KRAB或 VP64)，可以实现特定
基因转录的抑制或激活[64]。除此之外，将激活或抑

制效应因子与植物激素诱导系统和 CRISPR/Cas 系
统相结合，可以实现可诱导可逆转的基因表达激活

或抑制。两套植物激素诱导系统同时联用使得“AND”
或“OR”这样的逻辑调控成为可能[65]。但是，dCas9
融合蛋白在活体内的转导效率很低。另外，在体转

导经常使用病毒载体，而编码 dCas9/ gRNA和转录
激活因子的序列长度超过了大部分常见病毒载体可

以承受的范围，因此将靶向基因激活系统用于在体

研究是一个难点。Liao 等[62]开发了一个能够装载在

一个病毒载体内、dgRNA (dead sgRNA, 识别序列为
14 或 15 bp，可以抑制 Cas9 的切割活性)与 MPH 
(MS2:P65:HSF1)转录激活复合物融合、具有高靶基
因激活水平的系统，将其注射入表达 Cas9的小鼠体
内，可以有效地调节基因表达，改变基因位点的表

观遗传学状态，从而改善小鼠模型的疾病表型。并

且该系统因其使用的 Cas9并未失去核酸酶活性，故

可以同时介导不同基因的转录激活和基因敲除[62]。

该系统不仅进一步推动了靶向基因激活系统的发展，

同时也证明了 CRISPR在疾病治疗应用中的前景。 
将 dCas9 与胞嘧啶脱氨酶融合在一起，可以作

为靶向的单碱基编辑器[61,66,67]。这一技术可以用于

修正某些疾病中的单碱基突变，同样也可以用于验

证转录因子结合基序(motif)中的关键碱基，阐明转
录因子与 DNA的结合方式。 
通过 dCas9与具有甲基化、去甲基化、乙酰化和

去乙酰化等功能的蛋白质的融合，CRISPR/Cas系统
亦可用于特定位点表观遗传的修饰[60,68~70]。这种方

法不会改变全基因组的表观遗传修饰，仅仅改变基

因组特定位点和组蛋白的表观遗传状态，靶向操纵

常染色质与异染色质状态的转变。因此，这样的方

法可以操控特定位点的表观遗传状态，提供以往难

以得到的证据与结论，在三维基因组研究中尤为重

要。最后，通过靶向调控特定基因的表达，该技术

亦具有癌症治疗的潜能。例如，将 dCas9 的 C端融
合 KRAB (the Krüppel-associated box transcriptional 
repression domain)等表观遗传抑制因子，靶向抑制肝
癌中表达上调且促进肿瘤发展的颗粒蛋白(Granulin, 
GRN)基因的表达，可以抑制肿瘤细胞增殖，减少肿
瘤球的形成[70]。此外，使用 dCas9 靶向激活肿瘤细
胞中肿瘤相关抗原(tumor-associated antigens, TAAs)
的表达，可以诱导机体对肿瘤细胞产生更强的免疫

识别，从而利用免疫系统清除肿瘤细胞[71](图 2D)。 

3  CRISPR研究三维基因组架构的机制 

3.1  研究三维基因组的调控元件 

人类基因组约 2%的编码区包含 2 万多个基因，
但这 2 万多个基因的时空表达却受到存在于 98%的
人类基因组非编码区中多达几百万个调控元件的精

细控制。常见的基因组调控元件有启动子(promoter)、
增强子(enhancer)、绝缘子(insulator)、基因座控制区
(LCR: locus control region)等，而增强子、绝缘子、
基因座控制区等远程调控元件通常通过与启动子之

间的特异性空间相互作用调控基因表达，所以它们

在基因表达调控以及三维基因组架构调节中发挥着
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重要作用。如何研究它们的功能及其具体机制是一

个重要的难题，而 CRISPR/Cas9系统则为解决这个
难题提供了机遇。 
因为一个 sgRNA 介导的 Cas9 单位点切割，能

够在编码区造成小的插入或删除，引起蛋白移码突

变，从而破坏基因功能，所以利用一个 sgRNA 的
CRISPR/Cas9 单位点切割系统在研究基因组编码区
的功能中发挥了重要作用。由于非编码区不存在移

码突变，Cas9单切后通常不能完全破坏非编码区的
功能，单位点切割的 CRISPR/Cas9系统在非编码区
研究中难以发挥作用。而利用两个 sgRNA 的
CRISPR/Cas9双位点切割系统(CRISPR/Cas9双切系
统)很容易把单个调控元件完全敲除，从而容易研究
成千上万的三维基因组调控元件。另外 CRISPR/ 
Cas9 双切系统除了造成 DNA 片段敲除，还可以造
成 DNA片段的反转、重复、易位等染色体结构性变
异，因此 DNA片段编辑对于研究 DNA元件在三维
基因组调控与功能中作用机制非常重要。例如，秀

丽线虫(Caenorhabditis elegans)中X染色体的计量补
偿效应是性染色体特殊的空间构象造成的现象。此

现象是由于计量补偿复合物(dosage compensation co-
mplex, DCC)被招募到 rex (recruitment elements on X)
位点引起的。使用 CRISPR/Cas9 技术敲除 rex 位点
能够引起这种特殊的空间构象消失，同时 DCC对 X
染色体基因表达的抑制作用也随之消失[72]。此外，

将 CRISPRi系统与单细胞 RNA-seq联用，通过对假
定的调控元件进行组合干扰，能够筛选出基因的调

控元件[73]。 

3.2  CTCF 架构机制 

利用 CRISPR/Cas9双切系统对染色质架构蛋白
CTCF结合的 DNA片段进行删除或反转，结合染色
质构象捕获技术，证明了 CTCF 对于三维基因组结
构的重要性以及其 DNA 结合序列的方向性[11,74~76]。

首先，一对方向收敛或者说正向-反向(convergent or 
forward-reverse)的 CTCF 的结合位点(CTCF-binding 
site, CBS)能够更容易地介导CTCF与 cohesin一起控
制染色质环形成。其次，一对方向发散或者说反向–
正向(divergent or reverse-forward)的 CBSs通常位于
拓扑结构域(topologically associating domains, TADs)

的边界。再次，串联排列方向一致的 CBSs 能够平
衡启动子的选择[77]。CTCF/cohesin 介导的染色质环
保证了基因组的增强子与合适的启动子相互作用，

隔绝错误的 DNA调控元件之间的联系，维持正常的
基因表达，而 CTCF 结合位点的删除或反转的转变
会改变染色质环的结构从而影响基因表达、发育分

化甚至导致畸形或癌症等疾病的发生[11,78,79]。 

3.3  增强子的方向性 

哺乳动物基因组内许多增强子元件的附近都含

有 CBS，而 CBS 的方向可以决定 CTCF 结合 DNA
的方向，从而影响 CTCF 介导的染色质环的形成。
这使得一些含有 CBS的增强子方向特异性地与合适
的启动子相互作用，如原钙粘蛋白 (protocadherin, 
Pcdh)α基因簇的增强子 HS5-1[80,81](图 3A)。 
原钙粘蛋白基因座包含 α、β、γ 3 个基因簇，

并且基因启动子与增强子区域含有大量的 CBSs (图
3A)。在原钙粘蛋白基因座中，除了 αc2、β1、γc4
和 γc5的启动子外，每个启动子区都含有正向的CBS，
而增强子通常含有反向的 CBS。正向-反向的 CBS
可以介导 CTCF与 cohesin一起形成染色质环，控制
启动子与增强子间的相互作用。原钙粘蛋白 α 基因
簇的表达主要由其下游的两个增强子 HS7 以及
HS5-1调控。原钙粘蛋白 βγ基因簇位点的表达主要
由其下游的超级增强子调控[82,83]。 
原钙粘蛋白 α 基因簇的增强子 HS5-1 含有两个

反向的 CBSs，通常情况下，这两个反向的 CBSs会
介导 HS5-1与上游的含有正向 CBS的原钙粘蛋白 α
启动子形成染色质环，从而使得 HS5-1 激活原钙粘
蛋白 α而不是下游的原钙粘蛋白 βγ基因簇表达。如
果使用 CRISPR/Cas9 双切系统在小鼠与细胞内对
HS5-1进行反转，可以观察到 HS5-1与下游的 βγ基
因簇相互作用显著增加，同时，与上游的 α 基因簇
启动子的相互作用减少(图 3B)。原钙粘蛋白 α 的转
录也相应地发生了显著下降[11,84]。这些现象都说明

HS5-1 在染色体原位环境中是以方向依赖性的方式
调控原钙粘蛋白 α基因簇的表达。 

3.4  绝缘子作用机制 

哺乳动物基因组中的绝缘子元件可以隔绝增强 
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图 3  人类原钙粘蛋白基因簇结构以及 CRISPR 介导的基因组编辑 
Fig. 3  Human protocadherin (Pcdh) gene clusters and CRISPR-mediated genome editing 
A：人类原钙粘蛋白基因簇。人类原钙粘蛋白基因座包含 α、β、γ 3个基因簇，并且在基因启动子与增强子区域包含大量的 CTCF位
点(CTCF-binding site, CBS)。通过方向性结合这些 CBSs，CTCF可以介导染色质环形成，调控原钙粘蛋白基因表达。B：CRISPR系
统介导的基因组元件反转改变染色质拓扑结构。基因组折叠的染色质环挤出模型(chromatin loop extrusion)：沿染色质滑动的 cohesin
可以将染色质挤出形成染色质环，而 cohesin 的滑动会被一对方向收敛或者说正向–反向(convergent or forward-reverse)的 CBS 上的
CTCF阻滞，这使得染色质环挤出的进程终止，两个 CBS在三维空间上被拉近。利用 CRISPR/Cas9系统反转 CBS方向能够改变染色
质环化方向，证明了 CTCF位点的方向性在三维基因组折叠中的关键作用。 

 
子与不合适的启动子间的相互作用，也可以分割常

染色质与异染色质以及不同的 TAD区域。那么其潜
在的机制是怎样的呢？CRISPR/Cas9 双切系统介导
的 DNA 片段插入、删除与反转技术证明了 CBS 可
以不依赖方向地实现绝缘子的功能[77]。 

在原钙粘蛋白 α 基因簇的启动子与增强子
HS5-1 之间插入单个或多个，正向或反向，成对的
方向收敛或方向发散的 CBSs 后，使用定量高分辨
率 4C技术(quantitative high-resolution chromosome-  
conformation capture, QHR-4C)测定这些 CBSs与基
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因组位点间的相互作用强弱。QHR-4C 数据表明，
这些 CBSs都发挥了绝缘子的功能。这些插入的 CBSs
替代了与自己同向的 CBSs 的功能，和远处方向与
自己相对的 CBSs 形成染色质环，从而破坏了原有
的启动子–增强子相互作用，承担绝缘子的角色[77]。 
删除原钙粘蛋白基因簇内原有的 CBS会导致启

动子或增强子跨过该 CBS 与更远处的 DNA 元件相
互作用。这些结果说明原钙粘蛋白基因簇内原有的

CBSs也作为绝缘子而存在着。 
综合上面的现象可以发现，CBS 其实是通过与

其他方向相对的 CBS形成染色质环从而隔离出一个
个区室，防止不适当的 DNA元件间相互作用，实现
其绝缘子功能。 

4  结语与展望 

三维基因组研究对于人们深入理解发育、分化、

基因表达调控等生命过程至关重要，而 CRISPR/ 
Cas9系统则是研究三维基因组的重要工具。与其他
技术相比，CRISPR/Cas9 系统在精确性、可塑性、
性价比和适用性等方面都有巨大的优势。但是如何

利用这些优势并开发新的衍生技术则是未来努力的

方向。 
随着 CRISPR/Cas9介导的基因组编辑越来越精

准和可预测以及一对 sgRNA 介导 DNA 片段编辑技
术的广泛使用[33]，研究者可以花费更少的精力得到

想要的突变类型，这对于快速发展的三维基因组研

究具有巨大的推动作用。而开发编辑效果更为准确

且脱靶效应更少的 Cas9 突变体以及更准确的
CRISPR 编辑方法，将会有助于 CRISPR/Cas9 系统
更多更好地应用于三维基因组研究[85,86]。。 
利用 CRISPR/Cas9系统对染色质架构蛋白进行

高通量的筛选，可以找到在基因组复杂网络中在三

维架构方面发挥重要功能的因子。使用 CRISPR 文
库干扰或敲除一系列潜在的染色质架构蛋白后，在经

典的基因座如原钙粘蛋白[80,81]和 β-珠蛋白(β-globin)[11]

等位点及其超级增强子区域中，利用染色质构象捕

获等技术可以筛选出对染色质环或 TADs 等三维基
因组重要组件的形成具有重要意义的蛋白。 
对于原钙粘蛋白 α 基因簇内增强子 HS5-1 的反

转降低了 HS5-1 与上游原钙粘蛋白 α 各启动子的相
互作用，并且增加了 HS5-1与下游原钙粘蛋白 βγ基
因簇的相互作用(图 3B)。这样的改变虽然显著降低
了原钙粘蛋白 α 的转录水平，却没有增强原钙粘蛋
白 βγ的转录水平[11]。增强子和启动子之间通过远程

相互作用形成的染色质环调控基因转录水平是一个

研究热点和难点。 
虽然有很多研究证明染色质的拓扑结构性质与

TAD 对于基因表达十分重要[38,78,79]，但是最近的研

究发现，将果蝇的染色体高度重排后，果蝇的基因

表达受到的影响并不大[87]。虽然重排后的基因组内

出现了反转、删除和重复等许多结构性变异，拓扑

结构性质发生巨大的变化，染色质环和 TAD等三维
基因组高级结构被破坏，但是表达受到影响的基因

只是一小部分。TAD 的变化并不能很好的预测基因
表达的变化[87]。这样的发现挑战了三维基因组学的

以往认知。这一发现是否说明 TADs 对于全基因组
基因表达的影响没有以前预测的那么重要？是否是

果蝇染色体的特殊性导致了这样的结果？染色质环

等三维基因组结构是否只在小范围的尺度影响着基

因表达？这些猜测都有待进一步的研究验证。 
总之，CRISPR/Cas9 系统在靶向三维基因组的

精确性、易用性等方面都具有巨大的优势。相信随

着 CRISPR/Cas9基因编辑及其衍生技术的进一步发
展，这些新兴遗传学技术在三维基因组研究中会发

挥越来越重要的作用。 
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