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综  述 

CRISPR-Cas基因编辑系统升级：聚焦Cas蛋白和PAM 

唐连超，谷峰 
温州医科大学附属眼视光医院，眼视光学和视觉科学国家重点实验室，温州 325027 

摘要: 以 CRISPR-Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats and CRISPR associated proteins)系

统为代表的基因编辑技术的出现极大地促进了人类改造自然界物种的能力。在医疗、工业、农业等多个研究领

域，基因编辑技术正在被广泛应用。Cas 蛋白是 CRISPR-Cas 系统的功能蛋白，不同类型的 Cas 蛋白在其自身

活性、识别位点、切割末端、RNA 需求等方面具有不同的特性。PAM (protospacer adjacent motif)是靶位点附近

的若干个碱基，对 Cas 蛋白识别靶序列至关重要，也是 CRISPR-Cas 系统发挥功效的关键特性之一。目前已有

多种不同的 PAM 鉴定方法被报道。本文对 Cas 蛋白的寻找、Cas 蛋白突变体筛选及 PAM 的确定方法(含 PAM

谱拓展)进行了综述，以期为新型基因编辑工具的发展和优化提供借鉴。 

关键词: 基因编辑；CRISPR-Cas 系统；Cas 蛋白；PAM；定向进化 

Next-generation CRISPR-Cas for genome editing: focusing on the 
Cas protein and PAM 

Lianchao Tang, Feng Gu 

State Key Laboratory of Ophthalmology and Optometry, School of Ophthalmology and Optometry, Eye Hospital, Wenzhou Medical 
University, Wenzhou 325027, China 

Abstract: The emergence of the gene editing technology, especial CRISPR-Cas (clustered regularly intersected short 

palindromic repeats and CRISPR associated proteins), has greatly promoted the ability of human beings to transform natural 

species. It has been widely harnessed for the engineering in the medical, industrial, agricultural and other fields. The 

key component of the CRISPR-Cas system, the Cas protein, possesses its specific features, including self-activity, recognition 

site, cutting end and guide RNA. PAM (protein assistant motif) is a number of nucleotides adjacent to the target site, which 

is very important for the Cas protein to recognize the target sequence and is also the key characteristic of CRISPR-Cas. 

There are several reported methods for identification of PAM. In this review, we summarize the searching for the Cas 

protein, the identification of Cas mutants with desired traits and the mapping of the PAM (including the extending of PAM 

spectrum), in order to provide a reference for the development and optimization of next-generation gene editing tools. 
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成簇的规律间隔的短回文重复序列及 CRISPR
相关基因编码的系统(clustered regularly intersected short 
palindromic repeats and CRISPR associated proteins, CRISPR- 
Cas)，即 CRISPR-Cas 系统，是继锌指核酸酶(zinc- 
finger nucleases, ZFNs)和转录激活因子样效应物核

酸酶 (transcription activator-like effector nucleases, 
TALENs)后出现的一种新型基因编辑技术，其操作

简单，可精确编辑核酸序列[1,2]。CRISPR-Cas 系统

中 Cas 蛋白成员除了有双链 DNA 切割功能以外，还

发现有其他特性，如：最新发现的 C2c2 (class 
2 candidate 2)/Cas13a 能够对 ssRNA (single-stranded 
RNA)进行切割，可于病毒检测[3~5]；改造过的 dCas 
(dead Cas)在融合其他功能蛋白后被用于基因表达

调节或单碱基编辑 [6~9]；基于 CRISPR-Cas 系统的

Prime Editing 工具能以全新的方式进行基因编辑[10]。

以 CRISPR-Cas 为主体的基因编辑技术正在生命科

学领域引发一场技术革命[11~15]。 

CRISPR-Cas 系统遍布于多种细菌和古菌，通常

由一组特征性 CRISPR 阵列和 CRISPR 相关(CRISPR 
associated, Cas)基因组成[16]。CRISPR 阵列包含重复

序列和间隔序列，重复序列(direct repeats)分散在可

变的间隔序列(spacers)之间。间隔序列对应于外源遗

传元件原型间隔区(protospacers)内的序列。Cas 基因

转录翻译为 Cas 蛋白，而 CRISPR 阵列经转录加工

成更短的 CRISPR RNA (crRNA)，最后引导 Cas 蛋

白降解靶核酸(图 1)。 
CRISPR-Cas 系统产生切割必需 3 个条件：Cas

蛋白、RNA 和 PAM[17,18]。Cas 蛋白是发挥识别、切

割的功能蛋白。而 PAM 被称为原型间区序列邻近

基序，是 CRISPR-Cas 系统区分自我和入侵者的标

记 [19,20]。因此，Cas 蛋白的寻找和 PAM 确定是

CRISPR 相关研究中的重要内容之一。本文对目前报

道的 Cas 蛋白发现、定向进化和 PAM 的确定方法进

行总结与展望。 
 

 
 

图 1  微生物 CRISPR 系统在适应性免疫中的分子机制 
Fig. 1  Molecular mechanisms of microbial CRISPR systems in adaptive immunity 
微生物将从外源遗传物质中获得间隔序列(spacer)，然后将其插入到自身的重复序列(direct repeat)中。当外源 DNA 再次入侵时，Cas
蛋白结合 crRNA 后会靶向到该间隔序列所在区域。识别 PAM 序列后，Cas 蛋白会将此外源 DNA 降解[13]。 
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1  新型 Cas蛋白的发现与定向进化 

Cas 蛋白编码基因，最开始是通过生物信息学

方法在 CRISPR 基因座附近搜索时被发现。Jansen
等[16]定义了 Cas1~Cas4 共 4 种 Cas 蛋白。Jinek 等[21]

证明了双 RNA 引导的 SpCas9 (Streptococcus pyogenes 
Cas9)可用于 dsDNA (double-stranded DNA)的切割。

Mali 等[22~24]迅速推动了 SpCas9 用于哺乳动物及人

类基因编辑。随后，比 SpCas9 更小的 Cas 蛋白—

SaCas9 (Staphylococcus aureus Cas9)被发现，它容易

包装于 AAV (Adeno-associated virus)并进行体内递

送，在体内进行基因编辑时更具优势[25]。SpCas9 是

目前研究最充分并广泛用于基因编辑的 Cas 蛋白，

但是它对 5ʹ-NGG-3ʹPAM 的要求也限制了其对靶向

位 点 的 选 择 。 近 期 的 研 究 发 现 了 一 类 能 够 识

别 5ʹ-TTN-3ʹPAM 的 Cas 蛋白，Cpf1 (CRISPR from 
Prevotella and Francisella 1，也被称为 Cas12a)，其

在一定程度上扩大了 CRISPR-Cas 工具在 DNA 序列

上的编辑范围[26]。此外 CRISPR-Cas 系统的脱靶也

是其应用中不可忽略的限制因素[27]。针对上述缺陷，

研究者相继发现新的相关蛋白：Cas 蛋白突变体、

Cas 蛋白同系物和其他新的 Cas 蛋白（表 1）。这些

新发现或改造过的 Cas 蛋白不仅能够识别新的 PAM，

有一些还提高了基因编辑的效率或保真性。然而，

要实现对靶序列的精准编辑，仍需要研发以“升级

版”CRISPR-Cas 为代表的新型基因编辑系统。 

1.1  利用生物信息学发现 Cas 蛋白 

CRISPR 在古菌及细菌中广泛存在，因此在古菌

或细菌中鉴定 CRISPR 和 Cas 蛋白是一种寻找 Cas
蛋白的方式。Schunder 等[28]在土拉弗朗西斯菌诺维

达菌株(Francisella tularensis novicida) U112 基因组

内鉴定了两种不同的 CRISPR-Cas 系统。他们获得

多个菌株的基因组序列并分析了 CRISPR-Cas 系统

的同源系统。随后，Zetsche 等[29]探索了 Cpf1 组成

的 CRISPR 系统的功能。 
对已知的 Cas 蛋白进行比对是寻找 Cas 蛋白一

种直接的方式。Shmakov 等[30]设计了一个计算流程

来展示微生物基因组序列多样性，以确定以前未检

测到的 2 类 CRISPR-Cas 基因座(图 2)。因为大型单 
 

 
 

图 2  用于识别推定新的 2 类 CRISPR-Cas 基因座的计算流程 
Fig. 2  Schematic of the computational pipeline for identifying putative new loci of Class 2 CRISPR-Cas system 
通过设定条件进行比对，搜索尚未发现的 Cas 蛋白基因[30]。 
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亚基效应蛋白(如 Cas9 和 Cpf1)的存在是 II 型和 V
型系统的判定特征，所以研究者使用 Cas1 作为确定

候选基因座的关键词，寻找包含编码超过 500 个氨

基酸大蛋白并且未分类的 2 类系统候选 CRISPR-Cas
基因座。最后，研究者发现了 53 个基因座具有 2 类

CRISPR-Cas 系统的特征，并根据推定的效应蛋白性

质将其分成了 3 个不同的组(C2c1、C2c3 和 C2c2)[30]。 
Burstein 等 [31] 在宏基因组数据库中比对了

CRISPR-Cas 系统的功能组件，在宏基因组中发现了

2 个未知的系统(CRISPR-CasX 和 CRISPR-CasY)。
他们基于 3 个不同样品的宏基因组分析，首先使用

HMM 模型(Hidden Markov Model)在各种样品的组

装重叠群中对已知的 Cas 蛋白进行比对；接下来，

使用 CRISPRFinder 软件识别 CRISPR 阵列，然后使

用了大于 800 个残基的未鉴定蛋白的条件进行筛选；

最后将这些大蛋白作为潜在的 2 类 Cas 效应子进一

步分析，进而发现了 CRISPR-CasX 和 CRISPR-CasY
系统。最近的研究结果表明 CRISPR-CasX 系统在人

类细胞中具有基因编辑活性[32]。 

1.2  利用质粒干扰耗尽筛选特定 Cas 蛋白 

Gao 等[33]使用盒式诱变构建了 AsCpf1 突变体

并导入到大肠杆菌中，将携带有不同 PAM 的氨苄青

霉素抗性质粒导入该细菌中。当在氨苄青霉素选择

性培养基上生长时，细菌因抗性基因发生切割而死

亡(图 3)。通过将原始库的序列与存活细菌中携带

AsCpf1 质粒的 DNA 序列进行比较，确定了由于蛋 

白突变导致的 PAM 识别突变体。研究者利用此方法

制作的 AsCpf1 RR 和 AsCpf1 RVR 突变体能分别特

异性识别 5ʹ-TYCV-3ʹ和 5ʹ-TATV-3ʹ PAM，扩大了

Cpf1 在人类 DNA 上的靶向范围。 

1.3  利用细菌选择性定向进化筛选识别不同 
PAM 的 Cas 蛋白突变体 

为寻找新的 PAM 特异性 Cas9 突变体，Klein-
stiver 等 [34,35]使用了一种细菌选择性定向进化系统

(bacterial selection-based directed evolution)。这个系

统中含有 SpCas9 和毒性质粒，只有当 SpCas9 切割

毒性基因后细菌才能存活，从而筛选出能够切割突

变 PAM 的 Cas9 突变体(图 4)。研究者对野生型和突

变体R1335Q SpCas9的 PAM相互作用域进行诱变，

并使用 NGA PAM 目标位点对其进行筛选。来自两

个库存活克隆的序列显示：最常见的氨基酸替换为

D1135V/Y/N/E、R1335Q 和 T1337R。通过在人类细

胞中切割 EGFP 测试这些突变的所有组合后，确定

了不同于识别 5ʹ-NGG-3ʹPAM 的野生型 Cas 蛋白的

两种突变体 VQR 和 EQR，同时利用此方法还确定

了 VRER 突变体。SpCas9 的工程突变体 VQR、EQR
和 VRER 分别识别 5ʹ-NGA-3ʹ、5ʹ-NGAG-3ʹ和 5ʹ- 
NGCG-3ʹPAM。 

1.4  利用噬菌体辅助连续进化筛选识别宽松

PAM 的 Cas 蛋白 

Esvelt 等[36,37]为了获得理想的 SpCas9 突变体， 
 

 
 

图 3  用于鉴定改变 PAM 特异性突变体的质粒干扰耗尽筛选 
Fig. 3  Schematic of plasmid interference-based depletion screen to identify variants with altered PAM 

specificity 
利用抗性的丢失来区分对 PAM 识别[33]。 
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图 4  用细菌选择性定向进化进行正向选择 
Fig. 4  Schematic of the positive selection assay via bacterial selection-based directed evolution 
细菌中的可被识别 PAM 的毒性质粒被切割后，细菌得以存活[34]。 

 
利用噬菌体辅助连续进化(phageassisted continuous 
evolution, PACE)进行筛选。具体的方法是将 dCas9
蛋白编码基因序列插入噬菌体基因组，并将 dCas9
的靶向活性与噬菌体的感染能力相偶联。因为具有

结合活性的 dCas9 才能激活 gene III 的表达，使噬菌

体能够感染宿主大肠杆菌。该系统中的突变质粒

(mutagenesis plasmids, MP)使大肠杆菌中的复制产

生突变，导致储存于噬菌体基因组中的 Cas 蛋白基

因在复制过程中产生大批量、持续性的突变，并在

噬菌体感染过程中被筛选(图 5)。研究者利用此方 
法获得了突变体 xCas9 3.7，其具有更灵活的 PAM
适应性，能识别更广的 PAM，包括 5ʹ-NGG-3ʹ、 

 

 
 

图 5  具有扩大的 PAM 兼容性的 Cas9 突变体的 PACE 
Fig. 5  PACE of Cas9 variants with broadened PAM compatibility 
选择性噬菌体(selection phage, SP)基因组中包含了 Cas9 突变体基因。辅助质粒(accessory plasmid, AP)含有靶序列，PAM 和 gene III。
Cas 突变后若有结合能力，可以使得下游 gene III 表达，噬菌体得以繁殖。这个过程中突变的有结合能力的 Cas 蛋白会被富集[37]。 
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5ʹ-NG-3ʹ、5ʹ-GAA-3ʹ和 5ʹ-GAT-3ʹ[37]。 

1.5  利用晶体结构分析设计突变产生新的 Cas
蛋白 

Nish imasu 等 [ 3 8 ]发现了 SpCas9 的突变体

SpCas9-NG，其可以识别 5ʹ-NG-3ʹ PAM，并且其活

性能够达到 SpCas9 的 70%~90%。通过对该突变体

蛋白晶体结构分析，他们认为可以通过消除 SpCas9 
Arg1556 与 5ʹ-NGG-3ʹ PAM 中第 3 个 G 之间的相互

作用实现 5ʹ-NG-3ʹ PAM 的特异识别。然而，进行

R1335A氨基酸突变的蛋白对 5ʹ-TGG-3ʹ PAM几乎没

有活性。所以，研究者通过引入突变 R1335A/L1111R/ 
G1218R/A1322R/T1337R，恢复了其部分活性。根据

先前报道的 VQR 和 VRER 突变体中所述的突变

D1135V 在蛋白与 PAM 双链体相互作用中的功能后，

研究者在突变体中加入了 R1335V 的突变。此外，

分子模拟也表明 E1219F 突变与第 2 个 G 的核糖部

分形成疏水相互作用，R1335V 突变稳定了 E1219F
突变体。将全部有利突变集合后的 R1335V/L1111R/  

D1135V/G1218R/E1219F/A1322R/T1337R 突 变 体

(VRVRFRR)恢复了其活性并完成预期假设的目标。

这个识别 5ʹ-NG-3ʹ PAM的 SpCas9 VRVRFRR突变体

被命名为 SpCas9-NG，具有相对广泛的 PAM 识别特

性[38]。 

1.6  Cas 蛋白发现方法的比较 

为发现不同的 Cas 蛋白和相关突变体以实现

DNA 的精确编辑，科研人员采用了多种不同的方法

和策略，以上仅仅列出了颇具代表性的几种研究方

法：生物信息学挖掘、质粒干扰耗尽筛选法、细菌

选择性定向进化、噬菌体辅助连续进化和以晶体结

构为基础的定点突变法，这些方法的比较见表 1。 
相比于其他方法，生物信息学挖掘需要已知的

序列信息，其操作简便快速，而且一次能够发现大

量结构相似或者功能类似的蛋白。质粒干扰耗尽筛

选法和细菌选择性定向进化是将以 PAM 识别为前

提的切割与细菌的存亡相偶联，但是这两种方法需

要在筛选前制作大量的 Cas 蛋白突变库，工作量大。 
 
表 1  不同 Cas 蛋白寻找方法与比较 
Table 1  Comparison of different Cas protein search methods 
方法 特点 劣势 Cas 蛋白 文献 

生物信息学分析 一次能够发现大量结构 
相似或者功能类似的蛋白； 

不需要进行分子实验 

需要已知的序列信息 SpCas9 [16] 

SaCas9 [25] 

Cpf1 [11] 

FnCas9 [59] 

NmCas9 [60] 

CjCas9 [61] 

St1Cas9 [40] 

St3Cas9 [40] 

基于质粒干扰的 
耗尽筛选 

实验思路简单，将 PAM 识别与 
细菌的死亡相偶联 

通过盒式诱变制作 Cas 蛋白突变库， 
工作量较大； 
需要进行第二代测序 

AsCpf1 RR [33] 

AsCpf1 RVR [33] 

细菌选择性 
定向进化 

将 PAM 识别与细菌的生存相偶联 需制作 Cas 蛋白突变库； 
毒性质粒表达需要诱导，容易出现假阳性； 
操作相对复杂 

SpCas9 VQR [34] 

SpCas9 EQR [34] 

SpCas9 VRER [34] 

噬菌体辅助 
连续进化 

可以同时进行突变和筛选 筛选过程只利用了 Cas 蛋白的结合能力， 
所以筛选出的 Cas 蛋白更适合作为一种 
无切割活性的 dCas 蛋白 

xCas9 3.7 [37] 

晶体结构为基 
础的定点突变 

结合晶体结构信息进行直接突变； 
无需制备大量突变体 

需要获得晶体结构； 

突变位点选择不易 

FnCas9 RHA [62] 

SaCas9 KKH [29] 

SpCas9-NG [38] 
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本研究团队尝试进行毒性基因参与的细菌选择性定

向进化，通过细菌能够完成筛选，但是转移到哺乳

动物却无法重复结果，原因未明。以晶体结构为基

础的定点突变法是根据 Cas 蛋白晶体结构设计氨基

酸突变来制备突变体。除了获得晶体结构外，如何

选择氨基酸进行突变也极其重要。利用 PACE 法筛

选突变体可以实现同时进行突变和筛选。研究者利

用该方法筛选出具有广泛 PAM 识别的 xCas9 3.7，
但是其筛选过程只利用了 Cas 蛋白的结合能力，没

有利用其切割活性，所以筛选出的 Cas 蛋白更适合

作为一种 dCas9。近期的研究表明，xCas9 对 PAM
的识别并没有原作者报道的那么广泛，其对 TGA，

TGT 和 TGC 靶标的切割活性仅仅少量位点高于野

生型，远不及 SpCas9-NG[38]。本研究团队最近的研

究结果表明，通过将 T-RNA 加入到 sgRNA 中能够

明显提高高保真 SpCas9 (HF-Cas9 和 eCas9) 的活性，

但是不能显著提高 xCas9 的活性[39]。 

2  PAM的确定 

2007 年，Horvath 等和 Deveau 等[40,41]分别观察

到，嗜热链球菌抵抗烈性噬菌体感染需要原型间隔

区旁边的保守序列。2009 年，Mojica 等[42]通过生物

信息学分析发现了多个 CRISPR-Cas 系统具有的相

似序列，并将 PAM 确定为这类系统的普遍特征。研

究者们对 CRISPR-Cas 系统 PAM 的研究表明，该系

统使用这些侧翼序列来判断 CRISPR 阵列来自本身

还是外来入侵者[20,21,43]。 
相关的结构和生化分析揭示了 PAM 如何参与

目标识别[44~46]。Cas 蛋白以 RNA 为指导形成 RNA-
蛋白质-DNA 相互作用并随后解链下游 DNA 序列。

Cas 蛋白“审查”靶序列的一条链和 crRNA 间隔区

部分碱基的匹配程度。两条链之间的匹配度决定了

是否启动切割。PAM 在目标识别中起重要作用，其

特征在不同类型的 CRISPR-Cas 系统之间存在差异。

这些区别包括 PAM 的位置和具体序列组成。使用原

型间隔区的非靶链作为参考，目标链通常用于指定

PAM[44,47~49]。由于 PAM 位置的差异，有些 PAM 也

被称为原型间隔区侧翼位点 (protospacer flanking 
site, PFS)。 

鉴定 PAM 是基因编辑工具研发过程中必不可

少的环节。从 PAM 被发现开始[41]，目前已经发现有

多种方法可以用来解析 PAM。 

2.1  利用生物信息学方法确定 PAM 

生物信息学方法是根据已有的序列在数据库中

寻找相似序列，首先在 Cas 蛋白来源的原核生物中

找到 CRISPR-Cas 系统靶向的间隔序列，然后在数

据库中比对找到 spacer 侧翼序列。CRISPRTarget 即
是为此开发的一款程序软件[50]。利用该程序可以将

spacer 序列以多种格式文件进行输入，将输入的序

列在数据库中进行 BLASTn 搜索之后，可以获得候

选的原型间隔区目标。在 BLASTn 搜索之后，该程

序可以显示靶序列并对侧翼序列进行评分，然后通

过精确匹配的种子(seed)区域筛选结果。此 PAM 确

定方法的信息来自于基因组中本身存在的 spacer，
结果可靠。但是利用生物信息学方法确定 PAM 仍存

在一定的缺陷：首先，该方法需要已知的 spacer 才

能进行比对；其次，无法确保 spacer 来源的正确性

以及有可能出现 PAM 偏好；另外，搜索的 PAM 可

能只代表一个子集，无法代表所有 PAM 的集合。 

2.2  将质粒库的切割与细菌的性状关联以确

定 PAM 

利用 CRISPR-Cas 系统切割细菌中的质粒库，

根据功能性 PAM 质粒比例的变化可确定相应的

PAM。此方法利用了 CRISPR-Cas 系统的特异性切

割活性，PAM 覆盖度高，是目前被广泛使用的方法

之一。Xue 等[51]构建了含有 3 个随机碱基 PAM (靶
基因为 GFP)的质粒库。将库转化到含有 CRISPR- 
Cas 系统的 E.coli 中后，质粒被 Cas 蛋白切割后的细

菌绿色荧光丢失。最后，通过流式细胞分选技术分

离了功能性 PAM (图 6)。另外，也有研究者利用细

菌质粒含有的抗性作为筛选标记进行功能性 PAM
的筛选[34]。该质粒清除的方法有其缺点：首先，反

向筛选需要制备并使用深度覆盖的质粒库，而细菌

内的筛选限制了库大小；其次，需要构建 Cas 蛋白

稳定表达的宿主；另外，这种方法读出的 PAM 逃逸

频率有可能来自靶序列突变或受 DNA 修复影响。 
Abudayyeh 等[3]采用了相反的思路，设计了覆盖

MS2 噬菌体基因组中所有可能的 28 nt 目标位点的

3473 个原型间隔区的 crRNA 库(图 7)。将该构建 
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图 6  用于 PAM 的高通量筛选的实验设计 
Fig. 6  Design of high-throughput screens for PAM 
制作不同 PAM 或种子区域的含有 GFP 的库质粒，Cas 蛋白切割质粒后绿色荧光消失，流式分选后可获得被富集的 PAM[51]。 

 

 
 

图 7  通过噬菌体清除确定 PAM (PFS) 
Fig. 7  PFS identification via bacteriophage clearance 
研究者设计覆盖 MS2 病毒基因组的 crRNA 并转染到细菌中，利用细菌对病毒的抗性筛选出可以赋予细菌抵御病毒感染的质粒，通过

测序可获得该 spacer 对应的 PAM[3]。 

 
体转化入大肠杆菌后，用 MS2 噬菌体感染细菌，确

定存活细菌携带的间隔序列。分析富集间隔区对应

的 MS2 基因组中原型间隔区的侧翼区域，可寻找到

3ʹ端 PFS。这种方法提供了一种正向的筛选方式，但

其主要的局限在于：crRNA 库小于 PAM 库，并不是

所有的 PAM 都会在噬菌体基因组中展现出来；其次，

构建向导 RNA 库的费用高于 PAM 库；另外，间隔

序列库的设计和制作会消耗大量时间和人力。 

2.3  利用体外切割产生的序列差异捕获 PAM 

体外条件下，在含有 Cas 蛋白、向导 RNA 和潜

在 PAM 的靶向 DNA 库的体系中进行切割反应后，
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进行二代测序，分析 PAM 比例的变化可描述功能性

PAM (典型性 PAM)序列。利用这种方法，在体外切

割结束后可以直接测序进行反向筛选[29]，也可以在

切割位点处连接接头进行正向筛选 [52,53]。例如，

Pattanayak 等[52]将其制作的预选库与相应的 Cas9 及

其 sgRNA 一起孵育，通过非磷酸化双链测序接头

的 5ʹ磷酸依赖性连接将含有游离 5ʹ磷酸的产生切割

的库成分与其他库成分分开。然后使用 PCR 扩增筛

选出的库成分并采用高通量测序分析。体外切割寻

找 PAM 的优点是被切割模板量大，可以覆盖更多的

潜在 PAM，其次是反应在体外，可以精确控制各项

切割参数，而且正向筛选结果可以全面鉴定大部分

功能性 PAM。但此方法需要纯化蛋白，靶向模板容

易降解，而且体外条件的变化可能导致 PAM 识别的

差异。总的来说，虽然体外降解得出的 PAM 不能完

全代表体内，却是一种鉴定 CRISPR-Cas 系统功能

性 PAM 比较快速的方法。 

2.4  通过 Cas 蛋白结合 DNA 产生的转录抑制

筛选 PAM 

这种方法利用失活的 Cas 蛋白可以结合却无法

切割 DNA 的特性来筛选未知 PAM 进行正向筛选。

Leenay 等[54]利用转录阻遏进行功能性 PAM 的筛选，

开发了 PAM-SCANR (PAM screen achieved by NOT- 
gate repression)。具体方法是在含有 PAM 库的靶序

列下游连接 lacI 和 gfp 基因。Cas 蛋白结合靶序列后

会阻碍 LacI 阻遏子，解除 LacI 对 GFP 表达的阻遏。

细菌中若存在 PAM 可被结合的质粒，细胞就会表达

GFP。然后，流式分选 GFP 阳性细胞并进行二代测

序分析，如图 8 所示。其缺点为采用无切割活性的

Cas 蛋白仅考虑其结合活性，结果可能与以切割为

基础分析获得的 PAM 有差异；而且将 Cas 蛋白的结

合活性与基因阻遏相关联可能会因为营养条件的变

化引起阻遏效应的波动，从而影响 PAM 筛选的结果；

此外，此方法需要利用到流式细胞仪，操作相对复

杂。 

2.5  通过捕获细胞内 Cas 蛋白产生的有效切割

来鉴定 PAM 

本研究团队开发了一种在人类细胞中定义 PAM
的方法——PAM-DOSE (PAM definition by observ-
able sequence excision)[55]。具体方法是利用两种不同

的 Cas 蛋白在人类细胞内对含有 PAM 库的供体质粒

进行双酶切，切割后质粒会通过 NHEJ 修复并敲除

tdTomato 基因。在供体质粒两个切割位点上下游分

别设计引物进行 PCR 扩增。由于 tdTomato 基因敲除

后，以供体 DNA 为模板的 PCR 产物更小，所以切

割与未切割为模板的 PCR 产物在电泳时被分离，这

样可以获得产生切割并带有 PAM 的序列。被双酶切

的质粒一端对应靶序列被已知 Cas 蛋白(如 SaCas9)
识别并切割，另一端为带有待测 Cas 蛋白的靶序列

和 PAM 组合。此方法的优点在于：能够直接在人类 
 

 
 

图 8  PAM-SCANR 法筛选 PAM 
Fig. 8  PAM screening via PAM-SCANR 
失去切割活性的 Cas 蛋白识别的 PAM 结合靶序列后，导致下游 GFP 的表达[54]。 



 

第 3 期 唐连超等: CRISPR-Cas 基因编辑系统升级：聚焦 Cas 蛋白和 PAM 245 

 

    

细胞中进行 Cas 蛋白对应 PAM 的确定，为 CRISPR- 
Cas 工具的临床应用提供借鉴；采用正向筛选方式，

不用制作大容量的 PAM 库；此方法在筛选 PAM 的

过程中利用绿色荧光的表达和红色荧光的减弱指示

了 PAM 库质粒的切割，使切割过程可视化。迄今为

止，本研究团队已经利用该方法重新鉴定了 SpCas9、
SpCas9-NG、FnCpf1、LbCpf1、AsCpf1 和 MbCpf1
等 Cas 蛋白的 PAM，其原理如图 9 所示。 

2.6  PAM 确定方法的比较 

Cas 蛋白对 PAM 识别是 CRISPR-Cas 系统发挥

切割功能作用必要的环节之一，表 2 总结了常见 Cas
蛋白的 PAM 鉴定方法。迄今为止，研究者们已经利

用多种方法确定了 PAM，这些丰富了人们对每种

Cas 蛋白对应 PAM 的认识[29,56~58]。不同方法定义

PAM 时所处的环境，如切割发生的环境是细胞内还

是体外、真核细胞中还是原核细胞中，PAM 容量等

都可能导致 PAM 结果出现差异。这些不同方法的比

较总结见表 2。除了鉴定方法外，PAM 的差异与靶

序列选择也有一定的关系。总之，各种方法对于高

活性 PAM 的定义基本相同，但是对非典型 PAM 可

能有差异。由于 PAM 定义方法的差异，所以，根据

需求选择一个合适的 PAM 确定方法尤为重要。 

3  结语与展望 

Cas 蛋白的发现、优化和相应 PAM 的确定是

CRISPR-Cas 系统开发和升级基因编辑工具最重要

的步骤。其大致遵循以下过程：根据已有蛋白质结

构域的保守性，利用生物信息学比对以完成一种新

的 Cas 蛋白的确定。采用体外切割方式确定该蛋白

的切割活性和对应的 PAM，然后在真核细胞中验证

对应的 PAM；最后根据 Cas 蛋白晶体结构来进行定

向进化，找到改变其 PAM 识别特性的 Cas 蛋白或高

活性或特异性更强的突变体。这一过程中，生物信

息学分析是 Cas 蛋白研究的起始点，体外切割等方

法是鉴定 PAM 最直接的方法，而晶体结构的解析为

CRISPR-Cas 系统机理的阐明、定向进化(识别不同

PAM 的 Cas 蛋白突变体)奠定了基础。“工欲善其事，

必先利其器”，通过生物信息学、晶体结构解析和定

向进化，研究者发现了各种各样的 Cas 蛋白和相关

的突变体。不同 Cas 蛋白通常识别不同的 PAM，在

靶序列的识别、保真性、活性、切割末端上都有差

别。这些不同种类的 Cas 蛋白及其突变体构成了强

大的基因编辑工具箱，为物种改造(“造物”)、疾病

诊断和治疗提供了强大的技术支持。目前新型高活

性、特异性强的基因组编辑工具仍然是科学界的重 
 

 
 

图 9  PAM-DOSE 方法在人类细胞中鉴定 PAM 
Fig. 9  Schematic diagram of PAM-DOSE 
通过质粒中基因敲除和 NHEJ 修复将能够被 Cas 蛋白切割的 PAM 序列筛选出来[55]。 
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表 2  不同 Cas 蛋白 PAM 确定方法与比较 
Table 2  Comparison of different PAM determination methods 

方法 切割环境 筛选方向 特点 Cas 蛋白 PAM 文献 

生物信息学 

分析 

无 正向 原始信息来自于基因组中 spacer，结果可靠； 
需要已知的 spacer； 
无法确保 spacer 来源的正确性； 
获得的 PAM 信息可能不全面 

SpCas9 NGG [42] 

St1Cas9 NNAGAAW [40] 

St3Cas9 NGGNG [40] 

NmCas9 NNNNGATT [60] 

体内切割反应 
(PAM 
质粒库) 

细菌 反向 该方法的 PAM 覆盖度高； 
需要制备深度覆盖的质粒库； 
需要构建 Cas 蛋白稳定表达的宿主； 
PAM 逃逸受靶序列突变或 DNA 修复影响 

SpCas9 NGG [34,63] 

SpCas9 VQR NGA [34] 

SpCas9 EQR NGAG [34] 

SpCas9 VRER NGCG [34] 

SaCas9 NNGRRT [34] 

SaCas9 KKH NNNRRT [29] 

CasX TTCN [31] 

CasY.1 TA [31] 

St1Cas9 NNRGRA [34,64] 

NmCas9 NNNNGNNT [64] 

体内切割反应 
(crRNA 
质粒库) 

细菌 正向 提供了一种正向的筛选方式； 
噬菌体基因组中展现出来的 PAM 有限； 
构建向导 RNA 库的费用高于 PAM 库 

FnCpf1 TTN [25] 

体外切割反应 体外 正向或反向 被切割模板量大，可以覆盖更多的潜在 
PAM，快速； 
需要纯化蛋白、靶向模板容易降解、体外 
条件可能导致 PAM 结果产生差异 

SpCas9 NGG [25,52,53] 

SpCas9-NG NG [38] 

SaCas9 NNGRRT [25] 

FnCas9 NGG [62] 

FnCas9 RHA YG [62] 

CjCas9 NNNVRYM [65] 

St1Cas9 NNRRRA [25] 

 NNAGAAW [53] 

St3Cas9 NGGNG [60] 

PAM-SCANR 细菌 正向 是一种正向筛选； 
采用 dCas 蛋白，结果可能与以切割为 
基础分析获得的 PAM 有差异； 
筛选可能会受到阻遏效应波动影响； 
操作相对复杂 

SpCas9 NGG [54] 

St1Cas9 NNAGAA [54] 

PAM-DOSE 人类细胞 正向 能够直接在人类细胞中进行 Cas 蛋白 
PAM 的确定； 
采用正向筛选方式，不用制作大容量的 
PAM 库； 
筛选方法依赖 NHEJ 修复 

SpCas9 NGG [55] 

SpCas9-NG NG [55] 

FnCpf1 YYN [55] 

LbCpf1 YYN [55] 

AsCpf1 YYN [55] 

MbCpf1 YYN [55] 

 
大需求。多学科的交叉发展和技术进步将使基因编

辑工具不断更新，人类的“造物”能力也将大大增强。

在当前新型冠状病毒疫情下，研发临床有效治疗药

物和预防用疫苗对于保证人民的健康、恢复国家经

济发展意义不言而喻，基因编辑作为生命科学重要

技术在寻找抗病毒药物靶点和解析病毒与宿主相关
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作用、以及快速研发疫苗都将会发挥举足轻重的作

用。随着“造物”成果和新型医药产品为人类所用，

相信我们终将达到认识自然，敬畏自然，改造自然

的理想状态，实现人和自然的和谐、稳健的发展。 
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