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综  述 

基于 CRISPR/Cas9 系统在全基因组范围内筛选功能基
因及调控元件研究进展 

刘思远 1,2，易国强 2，唐中林 2,3，陈斌 1 
1. 湖南农业大学动物科学技术学院，长沙 410128 
2. 中国农业科学院农业基因组研究所，岭南现代农业科学与技术广东省实验室深圳分中心，农业部农业基因数据分析重点实

验室，深圳 518120 
3. 中国农业科学院北京畜牧兽医研究所，北京 100193 

摘要: CRISPR/Cas9 系统是一种近年来被广泛应用于基因组编辑的强大工具。通过将 CRISPR/Cas9 系统中的

Cas9 蛋白突变后，使其失去剪切活性而成为 dCas9 (nuclease-dead Cas9)，再结合基因功能丧失(loss-of-function, 

LOF)、基因功能激活(gain-of-function, GOF)以及非编码功能基因鉴定技术即可实现全基因组高通量的功能基因

及调控元件靶向鉴定和筛选。目前，该技术已被广泛应用于疾病免疫机理、药物靶点筛选和动物遗传育种等研

究，为生命医学和基础科学带来了全新高效的技术方法和研究思路。本文综述了基于 CRISPR/Cas9 技术在全

基因组中高通量筛选功能基因及调控元件的方法及研究进展，重点阐述了 CRISPR/Cas9 系统在动物细胞中筛

选功能性基因的方法，以期为基因编辑及相关研究领域提供参考。 

关键词: CRISPR/Cas9；全基因组筛选；功能基因；调控元件 
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Progress on genome-wide CRISPR/Cas9 screening for functional 
genes and regulatory elements 

Siyuan Liu1,2, Guoqiang Yi2, Zhonglin Tang2,3, Bin Chen1 
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Abstract: The CRISPR/Cas9 system is a powerful tool which has been extensively used for genome editing in the 

past few years. Nuclease-dead Cas9 (CRISPR/dCas9), a Cas9 protein mutant without splicing ability, along with loss-of- 

function (LOF), gain-of-function (GOF), or non-coding genes scanning approaches can reveal genome-scale functional 

determinants. CRISPR/Cas9 has been widely adopted to decipher disease mechanisms and pinpoint drug targets in the 

life science field, and also provide novel insights into animal genetics and breeding. In this review, we summarize the 

research progress in high-throughput CRISPR/Cas9 screening for revealing the functional genes and regulatory elements 

in the whole genome. We also highlight the applications of CRISPR/Cas9 system in the animal cells, providing a 

reference for gene editing and other related research in related fields. 

Keywords: CRISPR/Cas9; genome-wide screening; functional gene; regulatory elements 

成簇的规律间隔的短回文重复序列及其相关蛋

白(clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated 9, CRISPR/Cas9)具有低

成本、高效率和操作便捷等优点，已被广泛应用于

遗传改良、分子育种和分子生物学等基因组编辑领

域[1~3]。CRISPR/Cas9 系统是一种存在于多数古生菌

中的免疫系统 [ 4 ~ 6 ]，该系统在微生物中抵御外源

DNA 的感染，微生物利用 Cas9 酶切割外源基因序

列使入侵序列被破坏并失活，随后将捕获的片段储

存于本身基因组中组成新的间隔区(spacer)，并保持

免疫记忆[7]。基于 Cas9 蛋白结合启动子前导区转录

生成的 CRISPR RNAs (crRNA)等元件形成的复合体

可识别基因序列上原间隔物相邻基序(protospacer 

adjacent motif, PAM)位点，并进行靶向剪切的工作模

式，研究者只需合成一条长度在 22 nt 左右与目的序

列互补的向导 RNA(single guide RNA, sgRNA)，引

导 Cas9 复合体结合到基因组上不同的 PAM 位点就

可达到对基因组进行靶向切割的目的 [8]。CRISPR/ 

Cas9 系统切割 DNA 后会导致双碱基键断裂(double- 

strand break, DSB)，从而产生移码突变和碱基缺失 

等现象，随后引发 DNA 修复机制，即通过非同源末

端连接(non-homologous end joining, NHEJ)途径直接

修复缺口，或利用同源直接修复(homology directed 

repair, HDR)在断裂处引入同源粘性末端的 DNA 片

段[9,10]。 

由于 CRISPR/Cas9 系统在编码区与非编码区均

可精准打靶目的基因片段，因此可实现全基因组敲

除、大片段基因敲入和调控基因表达等功能[11,12]。

目前，在全基因组范围内筛选表型是基因功能研究

的热点方向，将 CRISPR/Cas9 系统与全基因组鉴定

和后续的功能分析技术相结合，可以在分子、细胞

和个体层面对生物进行全基因组范围的功能筛选，

从而获得新的功能基因或特异性遗传位点，加快后

续研究进展[13]。 

本文综述了利用CRISPR/Cas9系统在全基因组中

高通量筛选功能基因和调控元件的方法及其研究进

展，并阐述了该方法在筛选功能性长链非编码 RNA、

癌症基因、生长发育性状相关的功能基因及调控元

件等相关领域中的应用情况。同时剖析了这种方法

存在的问题和未来发展方向，以期为后续筛选和验
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证动物功能基因及调控元件提供研究方法和参考。 

1  基于 CRISPR/Cas 基因编辑技术的全

基因组筛选工具 

CRISPR/Cas9系统利用 sgRNA的引导性和 Cas9
蛋白的定点识别及切割功能，可以直接对靶标基因

进行靶向切割，从而干扰基因表达。在此基础上，

科研人员开发出了 CRISPR-Cas9 全基因组敲除文库、

CRISPR 干扰系统(CRISPR interference, CRISPRi)
与 CRISPR 基因转录激活系统(CRISPR activation, 
CRISPRa)。其中，CRISPR-Cas9 全基因组敲除文库

是通过全基因组的打靶 sgRNA，利用 CRISPR/Cas9
系统在细胞群内高通量的靶向敲除目的基因，从而

获得单基因敲除的单克隆细胞库。后两种系统都需

要利用突变后失去核酸内切酶活性的 Cas9 (nuclease- 
dead mutants of Cas9, dCas9)酶，并使其与 sgRNA 共

同靶向基因组特定位点的功能[14]。其中，CRISPR 干
扰系统是利用 sgRNA 引导 dCas9 在打靶基因的转录

起始位点(transcription start sites, TSS)融合转录抑制

因子 KRAB (Krüppel-associated box)，从而可以高效

的抑制靶标目的基因的表达，导致基因功能丧失

(loss-of-function, LOF)，该系统也被称作 CRISPRi
系统[15]。相反，CRISPRa 系统则可以通过 dCas9 在

TSS 位点招募转录激活因子如 VP64、p65、Rta 以及

相关蛋白形成“dCas-X”的复合体，进而显著促进

内源靶标基因的表达，促进内源基因的高水平转录，

使基因呈现基因功能激活(gain-of-function, GOF)[16]。

因此，通过 sgRNA 引导 dCas9 靶向基因的两种调

控手段，可实现对全基因组范围内基因的精准调

控 [17,18]。目前，CRISPR/Cas9 技术及 CRISPR-dCas9
系统已经应用于高通量筛选编码基因、启动子及增

强子和长链非编码 RNA 等序列的功能。2013 年，

Gilbert 等[14]通过测试 CRISPR-dCas9 系统中 dCas9
蛋白与 cCas9、dCas9-KRAB、dCas9-CS 和 dCas9- 
WRPW 等 4 种不同的融合蛋白工作效率，并在 GFP
随机整合的人胚肾细胞(HEK293)中产生了不同程度

的荧光蛋白表达沉默，有效证明了 dCas9-KRAB 融

合蛋白所导致的基因沉默效率最高。同时，通过 

RNA-seq 实验表明 CRISPRi 在真核细胞中介导的转

录抑制具有高度特异性。Ganguly 等[19]利用 CRISPRi

系统在嗜热杆菌(H. thermocellum)中准确地抑制了

中央代谢乳酸脱氢酶和磷酸转乙酰酶基因的表达。

Joung 等[11]在 2017 年通过 CRISPR/Cas9 系统在人的

细胞系中分别开发出全基因组敲除文库和转录激活

元件筛选系统，Konermann 等[20]通过优化改造后的

CRISPRa 系统促进了基因在细胞内的转录激活，并

同时激活了多个基因的高表达以及高效上调了靶标

lncRNAs 的转录本，最终大规模筛选了抵抗 BRAF

抑制剂的激活基因，在细胞层面证明了 CRISPRa 系

统作为上调基因表达的转录激活工具的诸多优势。 

2  全基因组功能基因筛选原理和技术流程 

设计一个全基因组功能筛查的首要条件是如何

针对全基因组设计特异性高的 sgRNA 库，并将其包

装入可稳定转染的病毒载体中[21]，其次需要选择合

适的受体样本进行功能分析和验证[22]。Liu 等[23]在

2015 年报道了一种名为“CRISPR-ERA”的 sgRNA

在线设计网站，可在全基因组中预测高效而特异的

sgRNA，用于 CRISPR 系统介导的基因编辑、抑制和

激活。2017 年，Zhao 等[24]建立了一种名为“CRISPR- 

offinder”的基因组 sgRNA 自定义设计软件，可针对

不同实验目的设计 sgRNA 并评估其打靶效率。 

在细胞层面的全基因组功能筛查流程可分为以

下几个步骤：(1)确定表型与基因筛选范围；(2)构建

全基因组敲除或激活基因的 sgRNA 文库；(3)包装慢

病毒文库，通过低感染复数(multiplicity of infection, 

MOI)的全基因组慢病毒文库并感染目的细胞，构建

稳定表达 sgRNA 的细胞文库并获得稳定表达株[25]；

(4)筛选细胞表型：对转染后的细胞施加抗生素或药

物等压力并保留能存活的细胞(阳性筛选)、挑选死亡

细胞(阴性筛选)或细胞增殖能力和筛选标记基因等；

(5)分别提取筛选后细胞的基因组并建库；(6)利用高

通量测序手段获得细胞文库中的 sgRNA 序列信息，

并筛选目的性状的关联基因等步骤 [11,26]。CRISPR/ 

Cas9 全基因组功能筛选系统具体工作流程如图 1

所示。 
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图 1  CRISPR/Cas9 全基因组功能筛选系统工作流程 
Fig. 1  Workflow of genome-wide CRISPR/Cas9 functional screening system 
 

3  CRISPR/Cas9 鉴定不同功能基因及调

控元件 

3.1  挖掘功能性长链非编码 RNA 

随着全基因组测序成本降低，结合第二代和第

三代基因测序手段，利用高通量数据筛选全基因组

中功能基因的实验方法变得愈来愈流行。全基因组

功能基因筛查是最为全面的基因检测及验证手段之

一。RNA 干扰(RNA interference, RNAi)是一种已标

准化的基因沉默工具，靶标基因组中成熟的 RNA，

可高效且低成本的抑制靶标基因表达，但 RNAi 无

法将干扰覆盖到编码基因本身，只能影响基因在转

录后的表达但不能抑制基因表达，且存在较高的错

配率与其他 mRNA 的抑制效应，因此干扰效果不全

面[27,28]。而 CRISPRi 可在转录起始区域发挥阻止转

录的作用，此外 CRISPRi 还可以靶标细胞核内的转

录本，RNAi 试剂则很难做到这一点。因此，利用

CRISPRi 进行基因组高通量功能元件筛选比以往的

RNAi 和 cDNA 文库等基因表达干扰手段更有优势。 
长链非编码 RNA (long non-coding RNAs, lnc-

RNAs)是一种长度为 200 nt 以上的转录本，虽然不

能编码为蛋白质，但对动物的生长发育、细胞功能、

疾病和植物驯化机制等方面有着重要的影响和调控

作用[29~31]。2017 年，Liu 等[15]对 7 种细胞系中的

16,401 个 lncRNAs 基因座进行了高通量 CRISPR 打

靶干扰，筛选出细胞生长过程中必须存在的 499 个

lncRNA 基因座位点，并且这些具有生长调控功能的 

lncRNA 存在细胞类型特异性。2019 年，Cai 等[32]

通过 CRISPRi 对人表皮细胞中 2263 个 lncRNA 进行

了表达筛选，并新鉴定了 9 个具有调节角质细胞增

殖功能的候选 lncRNA，其中 PRANCR 具有重要的

调控皮肤表皮稳态的作用。Esposito 等[33]也汇总了

近年来 CRISPR 相关筛选技术在发现新癌基因

lncRNA 具有很大的应用潜力。Liu 等[34]在 2018 年

从 10,996 个 lncRNA 中鉴定出 230 个对于慢性粒细

胞白血病 K562 细胞的细胞生长至关重要的 lncRNA，

并验证了该方法的稳健性和特异性。CRISPRi 为鉴

定全基因组功能性 lncRNA 提供了一种高效手段。 

3.2  筛选生长发育性状的功能基因 

转录组学和比较基因组学一直是挖掘影响机体

发育过程关键基因和转录调控机制的常用方法。

2007 年，Tang 等[35]利用长标签基因表达系列分析的

方法绘制了中外不同猪种在多个胚胎发育期骨骼肌

发育的转录组图谱，证实了通城猪和长白猪相比有

更慢的肌肉生长速度和更为复杂的分子形成机制。

Li 等[36]还利用基因表达芯片技术比较了中国梅山猪

背最长肌和比目鱼肌的转录组差异，发现差异表达

基因在 TGF-beta、Wnt 和 MAPK 等信号通路富集。

多组学分析技术只能预测肌肉生长发育阶段中潜在

的相关基因和蛋白靶标位点，无法直接获得与预测

基因相对应表型数据，因此，为了能精确的筛选出

与表型直接相关的基因并同时进行验证，基于

CRISPR/Cas9 的全基因组功能筛选是更为有效的方

法。为寻找到影响肌细胞生成的新调控元件，Bi 等[37]

在 2017 年利用结合 CRISPR 技术和全基因组在小鼠
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成肌细胞融合和成肌纤维形成过程中所需基因的功

能丧失筛选技术，鉴定出了一种名为 Myomixer 的肌

肉特异性肽，该蛋白对于胚胎发生过程中融合和骨

骼肌形成起着至关重要的作用。Tnfsf11 是人类和小

鼠破骨细胞形成所必需的基因，与牙齿、头骨、长

骨塑性和软骨等组织的形成密切相关。MacLeod 等[38]

利用 dCas9 融合 KRAB 的 CRISPRi 系统抑制了小鼠

Tnfsf11 的表达，并成功建立了淋巴结发育失败和骨

质增生等表型。与野生型病理表型相比较，CRISPRi
转基因小鼠具有更明显的病理表型。这些结果表明，

CRISPRi 所介导的基因 LOF 方法可以有效的抑制动

物基因组上的靶基因表达，并有望搭建动物生长发

育过程中的相关表型，对以后研究不同细胞类型的

特异性功能丧失有极大的帮助。 

3.3  筛选与疾病相关的功能基因 

基于 CRISPR/Cas9 系统的全基因组功能筛查方

法已广泛应用于医学、免疫学和药理学等领域[39]，

研究者不仅建立了 HPRT1 基因定点突变细胞模型[40]，

还成功筛选出人急性髓细胞性白血病等疾病的潜在

治疗靶点。令人惊喜的是，为了进一步建立小鼠等多

种哺乳动物的疾病模型，科研人员正迅速将全基因

组功能基因筛选技术应用于实验动物中。Chen 等[41]

针对肿瘤生长和转移过程中进行了全基因组 CRISPR/ 
Cas9 介导的全基因组基因的 LOF 规模筛选，在非转

移性小鼠癌细胞系中构建了含有 67,405 种 sgRNA
的细胞文库，并在小鼠体内富集了文库靶向的基因，

鉴定出 624 条 sgRNAs 高度靶向的基因在特定功能

丧失或突变后会驱动肿瘤的生长和转移。Shi 等[42]

在 2015 年利用全基因组 CRISPR/Cas9 系统联合

sgRNA 鉴别了小鼠骨髓源永生化巨噬细胞(iBMDMs)
中参与炎症激活因子 caspase-1 和细菌脂多糖受

体 caspase-11 介导的细胞凋亡的宿主因子中发现了

消皮素 D (gasdermin D, GSDMD)底物蛋白，并验证

了对 GSDMD 的切割介导细胞焦亡。Napier 等 [43]

在鼠巨噬细胞细胞系中创建了一种 CRISPR-Cas9
全基因组文库的方法曾应用于筛选 caspase-11 介导

细胞死亡过程中的新介体 [44]，并筛选出 Cpb1-C3- 
C3aR 途径在促炎症传导、依赖 caspase-11 细胞死亡

过程和败血症中的新作用。 

3.4  在其他研究领域的应用 

全基因组基因编辑打靶技术目前广泛应用于癌

症基因、药物靶点挖掘、微生物反应器制备、病毒

感染机制以及 CRISPRi/a 系统的优化和改良等研究

方面。通过 CRISPR/Cas9 系统及全基因组功能筛选

工具建立的疾病模型，为深入研究癌症致病机理和

关键功能基因提供了新思路[40,45]。2016 年，Tzelepis
等[46]通过优化 CRISPR-Cas9 系统，在人急性髓细胞

性白血病细胞(acute myeloid leukemia, AML)中进行

全基因组遗传脆弱性的隐性筛选，鉴定出一种新的

KAT2A 潜在的治疗靶点，还确定了 BRD4、DOT1L
和 MEN1 等其他几种已知的治疗靶标。同年，Zotova
等[47]利用 CRISPR-Cas9 基因敲除(GeCKO)文库载体

整合入 CEM T 细胞和 Raji B 细胞中并通过免疫荧光

分离阳性单抗，并且新鉴定出肿瘤转移抑制因子

CD82 的新单抗 BF4。为了结合实验目的和研究所需，

科研人员针对 Cas 蛋白功能进行了不同的功能修饰，

CRISPR/Cas9 编辑系统慢慢趋于定制化[48]。Polstein
等将 dCas9 蛋白与融合隐花色素 2 (cryptochromes, 
CRY2)和碱性螺旋环螺旋蛋白 1 (cryptochrome- 
interacting basic-helix-loop-helix 1, C1B1)后，便可通

过 sgRNA靶向转录激活区域并高效抑制内源基因的

表达[49]。 
在微生物基因编辑领域，2017 年，Zhang 等[50]

通过改造后的 CRISPR-Cas Cpf1 蛋白(DNase-dead 
Cpf1 mutant, ddCpf1)系统在大肠杆菌中实现了一次

性多重基因的调控，并通过 RNA-Seq 技术验证了该

系统介导的基因表达抑制具有高特异性，有望在细

胞和临床研究中取得下一步进展。经过不断的优化

和改善，Li 等[51]在 2018 年基于 FnCRISPR-Cpf1 系

统建立了一种新型高效的链霉菌基因组编辑工具，

补充了链霉菌菌株的多基因编辑领域里的技术空白，

并有望利用与其他放线菌中药物活性天然产物的开

发。在 2019 年，Depardieu 等[52]建立了可应用于多

种细菌中的 CRISPRi 筛选系统，这些应用均为日后

建立大规模原核表达和筛选系统奠定了基础。 
综上所述，基于 CRISPR/Cas9 和 CRISPRi/a 技

术可以系统地建立全基因组目标区域的 sgRNA文库

和细胞文库，在动物体内和体外研究个体发育及疾

病发生和进化过程等方面的功能基因筛选都是一种
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有效的方法。 

4  结语与展望 

近几年来，CRISPR/Cas9 技术在各类基础科研

中的便利性和重要性与日俱增[53~55]。同时，CRISPR/ 
Cas9 全基因组功能筛选鉴定技术在农业精准育种、

遗传改良、生命医学、分子治疗和多基因编辑等方

面飞速发展，并取得了一系列成绩。例如，利用

CRISPR/Cas9 系统结合体细胞核移植(somatic cell 
nuclear transfer, SCNT)等技术已成功制备了斑马鱼

(Danio rerio)、小鼠(Mus musculus)、猪(Sus scrofa)、
黑腹果蝇(Drosophila melanogaster)和食蟹猴(Macaca 
fascicularis)等基因编辑和转基因动物模型[56~60]。由

于 CRISPR/Cas9全基因组功能筛选在 sgRNA文库和

细胞文库搭建的前期需要花费大量的时间成本，目

前该方法较多的应用于人癌症基因的摸索和疾病模

型的搭建等研究领域或在动物细胞中进行功能验证。

但在今后的研究中，CRISPR/Cas9 全基因组功能筛

选技术势必会普及到动植物的全基因组育种工作中，

该技术也为人们理解基因遗传机制、三维基因组调

控、生长发育调控和病毒等疾病的治病机理建立了

新思路[61~63]。 
单细胞测序是以单个细胞为单位进行的全基因

组或转录组扩增的高通量测序手段，该技术可以揭

示单个细胞的基因结构、基因表达状态以及细胞间

的异质性，是目前研究肿瘤、细胞发育生物学、微

生物学等生物学领域的热点[64~66]。如果在前期结合

CRISPR 基因编辑技术，对功能筛选后的单个基因编

辑细胞进行高通量组分分析，可以获得相关性状更

清晰的差异信息[67,68]。因此，全基因组功能筛选技

术在农业生物和相关学科的研究中还有很大的利用

空间。 
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