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综  述 

提高 CRISPR/Cas9 介导的动物基因组精确插入效率 
研究进展 

李国玲 1，杨善欣 1，吴珍芳 1,2，张献伟 2 
1. 华南农业大学动物科学学院，国家生猪种业工程技术研究中心，广州 510642 
2. 温氏食品集团股份有限公司，新兴 527439 

摘要: 基因编辑技术是指通过人为方式在基因组插入、缺失或替换特定碱基，对遗传物质进行精确修饰和定向

编辑的一种技术。近年来，锌指核酸内切酶(zinc-finger endonuclease, ZFN)、类转录激活因子效应物核酸酶

(transcription activator-like effector nuclease, TALEN)、成簇规律间隔短回文重复序列及其相关系统(clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9, CRISPR/Cas9)等基因编辑技术的出现，

使特异性靶向修饰动物基因组序列成为可能。虽然利用 CRISPR/Cas9 等基因编辑工具可以在细胞基因组高效

产生双链断裂(double-strand breaks, DSB)，但利用同源定向修复(homology directed repair, HDR)介导的精确插入

(knock in, KI)效率却十分低下。本文结合当前基因编辑技术的发展现状，对目前提高 CRISPR/Cas9 介导的动物

基因组 KI 策略进行了综述，以期为人类疾病模型制备、基因治疗和家畜遗传改良等提供借鉴。 

关键词: 基因编辑；CRISPR/Cas9；精确插入；同源定向修复；非同源末端连接 

Recent developments in enhancing the efficiency of CRISPR/Cas9- 
mediated knock-in in animals 
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Abstract: Gene-editing technology can artificially modify genetic material of targeted loci by precise insertion, deletion, 

or replacement in the genomic DNA. In recent years, with the developments of zinc-finger endonuclease (ZFN), trans-

cription activator-like effector nuclease (TALEN), clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR- 

associated protein 9 (CRISPR/Cas9) technologies, such precise modifications of the animal genomes have become possible. 

Although gene-editing tools, such as CRISPR/Cas9, can efficiently generate double-strand breaks (DSBs) in mammalian 

cells, the homology-directed repair (HDR) mediated knock-in (KI) efficiency is extremely low. In this review, we briefly 
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describe the current development of gene-editing tools and summarize the recent strategies to enhance the CRISPR/Cas9- 

mediated KI efficiency, which will provide a reference for the generation of human disease models, research on gene 

therapy and livestock genetic improvement. 

Keywords: gene editing; CRISPR/Cas9; knock in; homology directed repair; non-homologous end joining 

基因编辑技术是指通过人为方式在基因组插入、

缺失或替换特定碱基，对遗传物质进行精确修饰和

定向编辑的一种技术。传统的基因编辑方法利用随

机整合或同源重组(homologous repair, HR)等方式将

DNA 片段插入基因组，这种方式存在精确插入

(knock in, KI)效率低和外源基因表达不稳定等问题，

严重制约了其在农业和医学领域的应用。近年来，

随着锌指核酸内切酶(zinc-finger endonuclease, ZFN)、
类转录激活因子效应物核酸酶(transcription activator- 
like effector nuclease, TALEN)和成簇规律间隔短回

文重复序列及其相关系统(clustered regularly inter-
spaced short palidromic repeats/CRISPR-associated 
protein 9, CRISPR/Cas9)等基因编辑技术的出现，以

其高效率、特异性靶向等特征在农业和医学领域得

到广泛应用，先后在大肠杆菌(Escherichia coli)、酵

母(Saccharomyces cerevisiae)、果蝇(Drosophila mela-
nogaster)、斑马鱼(Danio rerio)、小鼠(Mus musculus)、
大鼠 (Rattus norvegicus)、猪 (Sus scrofa)和恒河猴

(Macaca mulatta)等物种中显示了强大的基因编辑能

力，展示出广阔的应用前景[1~7]。动物细胞基因组产

生双链断裂(double-strand breaks, DSB)后，主要激活

体内非同源末端连接(non-homologous end joining, 
NHEJ)或同源定向修复 (homology directed repair, 
HDR)两种不同的修复机制，其中 HDR 介导的 KI
在人类疾病模型制备、基因治疗和农业遗传改良等

方面具有重要作用，但是其效率十分低下[7]，因此

在 CRISPR/Cas9 高效产生 DSB 的前提下，如何提高

动物基因组 KI 效率仍然充满挑战。本文结合当前基

因编辑技术的发展，对目前提高 CRISPR/Cas9 介导

的动物基因组 KI 策略进行了综述，以期为人类疾病

模型制备、基因治疗和家畜遗传改良等提供借鉴。 

1  基因编辑技术 

ZFN 是由一系列锌指蛋白(zinc finger protein, 

ZFP)与 Fok I 限制性核酸内切酶活性区融合而成，其

中 ZFP 负责特异性识别 3 个连续碱基，Fok I 在两个

ZFP 识别位点相隔 5~8 bp 时发生二聚体化，发挥核

酸酶活性[8,9]。TALEN 原理与 ZFN 相似，激活因子

样效应物(transcription activator-like effector, TALE)
负责特异性识别靶位点[10~12]，Fok I 随后切割 DNA
序列，产生 DSB[13]。相对 ZFN 和 TALEN，CRISPR/ 
Cas9 具有切割效率高、构建简单等特征，是目前研

究和应用最广泛的基因编辑系统[14,15]。来自化脓性

链球菌(Streptococcu pyogenes)的 II 型 CRISPR/Cas9
系统主要由 sgRNA(single guide RNA)和 SpCas9 蛋

白组成，其中 sgRNA 通过碱基互补配对原则识别

DNA 序列，SpCas9 蛋白在 sgRNA 引导下，切割含

有 NGG 或 NAG 的靶点位[16,17]。为了提高 CRISPR/ 
Cas9 系统特异性或靶向的 DNA 覆盖范围等，科研

人员构建不同的 SpCas9 突变体，如 eSpCas9[18]、

SpCas9-HF1[19]、EvoCas9[20]、Sniper Cas9[21]、VRER 
SpCas9[22]及 xCas9[23]等。一些结构更简单、容量更

小和切割效率相当或更高的基因编辑工具被逐渐开

发，如 SGN[24]、AsCpf1[25]、StCas9[26]、NmCas9[27]、

SaCas9[28]、CjCas9[29]和 CasX[30]等。此外在 CRISPR/ 
Cas9 系统基础上升级开发的碱基编辑器，如胞嘧啶

碱基编辑器(cytosine base editor, CBE)利用胞嘧啶脱

氨酶实现靶位点一定范围内 C•G 到 T•A 的替换[31]，

腺嘌呤碱基编辑器(adenine base editor, ABE)利用

腺嘌呤脱氨酶实现靶位点一定范围内 A•T 到 G•C 的

替换[32]，有效克服了 CRISPR/Cas9 介导的单碱基编

辑效率低的弊端。目前升级改造的碱基编辑器

ABE4max[33]和 AncBE4max[34]已经可以高效实现哺

乳动物细胞特定位置 A•T 与 G•C 之间碱基的置换。

尽管 SpCas9 突变体或其他基因编辑技术一定程度

上克服了 CRISPR/Cas9 系统转染效率低、脱靶效率

高、安全性低和靶向位点有限等缺点，但也存在切

割效率低、甲基化位点敏感和不适合高通量编辑等

弊端[35,36]；此外，虽然 ABE 和 CBE 不需要供体模 
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板和引入 DSB 即可实现单碱基编辑，但不断增大的

系统结构也导致病毒难以包装和传送；同时 ABE 和

CBE 存在编辑窗口有限、不能实现长片段 KI 或存在

明显的 DNA/RNA 脱靶等问题[35,36]，因此如何升级

和完善基因编辑技术仍然充满挑战。 

2  提高CRISPR/Cas9介导的动物基因组
KI策略 

自然或人为在基因组中引入 DSB 是 KI 发生的

前提，传统的基因编辑技术利用供体模板和自然产

生的 DSB，HDR 效率仅为 10–7~10–5，对 KI 技术的

应用与研究带来极大困难[7]。近年来，ZFN、TALEN
和 CRISPR/Cas9 等基因编辑工具的发现和应用，可

以在动物基因组高效产生 DSB，为实现 KI 的广泛应

用提供了契机。细胞基因组产生 DSB 后，主要激活

体内 NHEJ 或 HDR 两种不同的修复机制，其中 HDR
利用同源序列作为供体模板可以实现碱基对的准确

插入、缺失或突变，而 NHEJ 介导的 DNA 修复容易

出错，常常会引入碱基对的随机插入或缺失[37]。但

是 HDR 是细胞 KI 最为依赖的修复机制，在人类疾

病模型制备、基因治疗和家畜遗传改良等方面具有

重要的研究价值[37]。在家畜遗传改良中，KI 转基因

动物具有目的基因表达稳定和有效提高产肉量、改

善肉质、抗病能力等特点；同时不引入目的基因外

的外源片段，可以减少公众对转基因食品的担忧。

Gao 等[38]将结核抗性基因 NRAMP1 精确插入到奶牛

基因组，培育了抗牛结核病的新型奶牛品种；Zheng
等[39]将小鼠 UCP1 基因插入猪基因组，培育了抵抗

寒冷应激的新型猪品种；Hu 等[40]将干扰口蹄疫病毒

(foot-and-mouth disease virus, FMDV)的 shRNA 插入

猪 Rosa26 基因位点，培育了抗 FMDV 的 KI 猪。同

时 KI 技术可以快速获得具有特定功能的人类疾病

模型，对疾病治疗方法的研究起到推动作用。Yan
等[41]将人源突变的 HTT 基因替换猪 HTT 基因，成

功制备亨廷顿病(huntington’s disease, HD)模型，可

以用于研究大型哺乳动物神经性疾病的发病机制及

其治疗方案。此外，利用 KI 技术纠正由定点突变导

致的人类疾病，是细胞和体内基因治疗所必需的关

键[42,43]。KI 技术将免疫细胞或骨髓造血干细胞等分 

离出来，进行体外培养和扩增后进行精确修复，随

后将 KI 细胞回输入体内达到治疗效果。这种方式目

前已经被用于肿瘤[44]、视网膜色素变性[45]、重度联

合免疫缺陷病[46]等体外基因治疗，而体内基因治疗

利用供体模板直接修复机体致病突变，目前在 I 型

遗传性酪氨酸血症[47]、B 型血友病[48]、致命性高血

氨症[49]、镰刀型红细胞贫血[50]和白内障[51]等均有应

用。但是细胞利用 HDR 实现 KI 效率十分低下，仅

有 0.5%~20%，而与之竞争的 NHEJ 效率高达 60%[7]。

仅仅依靠机体的 HDR 机制实现 KI 相对比较困难，

因此利用 CRISPR/Cas9 高效产生 DSB 的前提下，

KI 效率仍然需要进一步改进。 

2.1  靶位点选择 

基因组高效产生 DSB 是实现外源 DNA 片段 KI
的前提。目前种类繁多的 sgRNA 设计软件为科研人

员提供了快速、便捷和高效的 sgRNA 选择。Hsu 等[52]

开发的 CRISPR Design (http://crispr.mit.edu/)可以针

对 23~500 nt 的 DNA 序列，设计 20 nt 的 sgRNA，

同时对人、小鼠和大鼠等物种基因组进行脱靶评估，

最终按靶向效率高低进行排序，并用红、绿、黄 3
种颜色标记脱靶的特异性高低。Stemmer 等[53]开发

的 CCTop (https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/index. 
html)可以针对不大于 500 nt 的 DNA 序列设计 PAM
可变、核心区域可选择的 sgRNA 序列，同时可对拟

南芥、人和斑马鱼等物种的基因组进行脱靶评估。

Heigwer 等 [54]开发的 E-CRISP (http://www.e-crisp. 
org/E-CRISP/index.html)可设计考虑 PAM 类型、内

含子、CpG 岛等，并评估人、小鼠和猪等物种基因

组脱靶效应的 sgRNA 序列。由于不同软件所基于的

数据和算法不同，导致参考靶向效率评分存在差异。

同时最佳效率的 sgRNA 序列还需要结合体外 T7E1
酶切法、SSA (single-strand annealing)报告载体检测

或 Sanger 测序法等进一步筛选。此外，选择不同靶

基因和同一靶基因不同靶位点，KI 效率也存在一定

差异。Li 等[55]利用 CRISPR/Cas9 将长片段 DNA 插

入 Cep112 基因和 Rosa26 基因位点，发现其效率存

在显著性差异。同时靶位点的组蛋白乙酰化水平会

影响染色质的致密程度，直接抑制细胞发生 HDR。

Bin 等[56]发现，随着 HDAC1、HDAC2 蛋白质乙酰

化水平的增加，染色质开放程度逐渐增加，KI 效率
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显著提高，因此靶位点的染色质致密程度可能是阻

碍 KI 发生的潜在因素。 

2.2  SpCas9 蛋白改造 

SpCas9 蛋白是 CRISPR/Cas9 系统发挥核酸酶活

性的关键，主要包括 Ruvc 和 HNH 两个切割 DNA
正反链的结构域[17]。基于 SpCas9 蛋白切割结构域特

点，Jinek 等[57]将 SpCas9 改造为一个单切口酶 D10A 
Cas9 (Cas9n)，该酶在 DNA 特定位置制造单链切口；

只被一个 Cas9n 切割产生的单链缺口只会进行高保

真性的 HR 途径，这样基本不会引起 NHEJ，更有利

于实现外源基因 KI。同时有研究表明，Cas9 蛋白切

割域构象也会影响 HDR 和 NHEJ 的比例。例如，

Kato-Inui 等[58]比较了 WT-SpCas9、eSpCas9、SpCas9- 
HF1 和 HypaCas9 共 4 种 SpCas9 蛋白，发现不同细

胞 HDR/NHEJ 比值存在明显差异，其中 HypaCas9
显著提高 HEK293T 和 HeLa 的 KI 效率，分别为 6.9
倍和 7.7 倍。因此，可以推断不同的 CRISPR/Cas9
系统对 KI 效率存在差异，高效发生 KI 的 SpCas9
突变体还有待探索。 

DSB 附近 DNA 供体模板的可使用性可能是限

制 KI 效率的重要因素，通过改造 SpCas9 蛋白富集

供体模板在靶位点的局部浓度可以提高 KI 效率。

Carlson-Stevermer 等 [59]将生物素–链霉素亲和素特

异性识别的 RNA 序列加入 sgRNA 茎环构建了

S1mplex 策略，sgRNA 引导 SpCas9 蛋白结合靶位点

的同时，可以将生物素–链霉素亲和素修饰的 DNA
模板富集在 DSB 附近。研究结果表明，S1mplex 策

略可以提高 HEK293T 细胞等位基因 KI 效率 18 倍；

基于类似的策略，Ma 等[60]将 SpCas9 蛋白与亲和素

融合表达构建 Cas9-Avidin/Biotin(CAB)系统，通过

Avidin 富集生物素标记的供体模板，有效将 1 kb 片

段高效 KI 小鼠基因组；Gu 等[61]在小鼠胚胎 2-细胞

期注射 SpCas9-链霉素亲和素融合蛋白和生物素修

饰的供体模板，发现 KI 效率提高了 10 倍。此外，

Savic 等[62]将 SpCas9 蛋白与 SNAP 蛋白融合表达构

建的 Cas9-SNAP 系统，通过 SNAP 结合 O6-benzyl-
guanine (BG)标记的 DNA 模板，将 HEK293T 细胞

的 KI 效率提高了 24 倍；Aird 等[63]将圆环病毒 2 
(porcine circovirus type 2, PCV2) DNA 识别域与

SpCas9 蛋白融合表达构建 Cas9-PCV2 系统，发现当

DNA 模板存在 PCV2 识别靶序列时，KI 效率显著提

高 15~30 倍。 
DNA 连接酶 IV(DNA-ligase IV, LIG4)是 NHEJ

途经的关键因子，其与 Xrcc4 类似因子(Xrcc4-like 
fators, XLF)结合形成 Xrcc4-XLF-LIG4 复合体，强行

将 2 个 DNA 断端连接起来，修复 DSB[64]。Chu 等[65]

将 SpCas9 蛋白与具有降解 LIG4 蛋白作用的腺病毒

蛋白 4E1B55K 和 E4orf6 融合表达，显著提高人和

小鼠细胞系 KI 效率 3.5~5 倍；同时通过 siRNA 和

shRNA 干扰 LIG4 表达也可以提高 KI 效率 2~3 倍；

Zhang 等[66]也发现融合表达 4E1B55K 和 E4orf6 的

CRISPR/Cas9 系统可以显著提高诱导多能干细胞

(induced pluripotent stem cells, iPSCs)的 KI 效率

2.5~4 倍。此外，Rad51、CtIP、Rad50 和 Rad52 等

蛋白是 DSB 修复的直接参与者，在 HDR 途径中起

到关键作用，因此能否通过融合 SpCas9 蛋白为

DSB 修复创造有利环境也是值得尝试的。2017 年，

Shao 等[67]利用酵母来源的 yRad52 与 SpCas9 融合构

建 yRad52-Cas9，将 KI 效率显著提高 40%左右；

Charpentier 等[68]将 CtIP 与 SpCas9 融合表达构建

Cas9-HE 系统显著提高人类细胞系、iPSCs 和大鼠受

精卵 KI 效率；Jayavaradhan 等[69]将 SpCas9 蛋白

与 53BP1 的显性失活突变体 DN1S 融合构建 Cas9- 
DN1S，显著减少了 NHEJ 发生频率，同时显著提高

了不同人类细胞的 KI 效率；Tran 等[70]发现 SpCas9
蛋白与 CtIP、Rad52 和 Mre11 蛋白，而非 Rad51C
蛋白融合表达，可以提高 HEK293T 细胞 KI 效率 2
倍。同时将包含噬菌体 MS2 被壳蛋白结合环的

sgRNA 与 Cas9-CtIP 融合蛋白组装，通过 MS2 招募

CtIP 蛋白完成 DNA 修复，发现 MS2-CtIP 系统进一

步提高报告系统 KI 效率。 
NHEJ 和 HDR 分别在不同的细胞周期阶段(G1

和 G2/S)占主导地位，因此 SpCas9 蛋白时间特异性

表达在 S 期和 G2 期，可以一定程度提高 HDR 介导

的 KI 效率。Gutschner 等 [71]将 SpCas9 蛋白与人

Geminin N(hGem)末端区域的氨基酸序列融合表达。

Cas9-hGem 融合蛋白可以作为 E3 泛素连接酶复合

物 APC/Cdh1 的底物，促进其在细胞周期 G1 期降解，

而在 S/G2 期维持高水平表达。由于 G1 期不存在 
HDR，Cas9-hGem 策略可以提高 KI 效率 1.42 倍。

但 Howden 等[72]利用 Cas9-hGem 系统处理 iPSCs，
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发现 Cas9-hGem 并没有增加 HDR 频率，但其在靶

位点诱导 NHEJ 介导的插入缺失的能力显著降低。

尽管 SpCas9 突变体和融合表达蛋白一定程度上提

高了 KI 效率，但不断增大的系统结构也为后续的应

用提出了新的挑战。 

2.3  dsDNA 供体模板优化 

双链 DNA (double strand DNA, dsDNA)模板的

拓扑结构、同源臂长度等是影响基因组 KI 效率的关

键因素，其中线性化的供体质粒可以进一步提高 KI
效率。1989 年，Bollag 等[73]首次发现在供体模板和

基因组靶位点附近引入 DSB，可提高 HR 约 100 倍；

随后 Shin 等[74]结合 TALEN 技术对斑马鱼 SOX2 和

GFAP 基因进行打靶，发现体外线性化供体模板可以

将 GFP KI 效率提高 10%；Auer 等[75]发现线性化的

供体模板 KI 效率显著高于超螺旋的质粒；Yao 等[76]

利用 CRISPR/Cas9 技术进一步证明了体外线性化的

供体模板比环状供体具有更高的 KI 效率，同时体外

线性化供体模板在不同细胞系都获得极高的 KI 效

率；Cristea 等[77]发现当供体模板加入 ZFN 识别位点

时，模板在细胞内被线性化可以显著提高外源基因

的 KI 效率，而 Zhang 等[66]同样发现供体同源臂加入

CRISPR/Cas9 识别的靶位点，细胞内切割供体长同

源臂产生短同源臂时更有利于实现 KI。上述研究均

表明供体质粒体内或体外线性化对提高 KI 效率具

有一定提高作用。供体同源臂长度对 KI 效率的提高

具有重要的作用。前期研究表明，同源臂长度在

200 bp 以下时，HDR 修复效率有明显下降趋势；当

同源臂长度达到约 14 kb 以上时，这种线性关系才

逐渐不明显[78]。但在 KI 细胞筛选过程中，由于同源

臂过长会增加细胞鉴定的难度，权衡 KI 效率和鉴定

难度，传统的供体模板同源臂长度一般都在 6~7 kb。
随着 ZFN、TALEN 和 CRISPR/Cas9 等基因编辑技术

的出现，对这一结论提出了新的挑战。Orlando 等[79]

结合 ZFN 技术设计同源臂长度在 500~1500 bp 的供

体模板，发现 500 bp 的同源臂模板也能保持较高的

KI 效率；Byrne 等[80]利用 CRISPR/Cas9 系统设计同

源臂长度 100 bp~5 kb 的供体模板，发现在 iPSCs 细

胞中同源臂长度在 2 kb 时，hTHY1 基因置换为小鼠

mThy1 基因的效率最高，并随着同源臂长度变短，

效率逐渐降低，同时长于 2 kb 的同源臂并没有明显

提高 KI 效率；随后 Shin 等[74]和 Chu 等[65]也证实

KI 长片段的供体模板同源臂需要在 1~2 kb。当同源

臂长度小于 350 bp 时，HDR 效率降低 2.5 倍；但 Shy
等[81]在小鼠胚胎干细胞(mouse embryonic stem cell, 
mESCs)中发现短同源臂(<200 bp)和长同源臂(>1 kb)
搭配，KI 效率更高。2014 年，Nakade 等 [82]提出

一种全新的 KI 策略——微同源介导的末端连接

(micro-homology mediated end joining, MMEJ)，即利

用 5~40 bp 短同源臂高效介导外源基因(<1000 bp)精
确插入；随后该团队继续对这种策略进行优化，发

现利用 5~25 bp 可以将长片段(5.7~9.6 kb)外源 DNA
片段高效插入中国仓鼠卵巢细胞(Chinese hamster 
ovary cells, CHO)基因组，其效率为 10%~17%[83,84]；

Paix 等 [85]也发现 36 bp 短同源臂可以将 739 bp 
mCherry DNA 片段高效插入小鼠受精卵基因组，而

在 HEK293T 细胞中，同源臂长度是 33 bp 或 518 bp 
时 KI 效率是相同的。因此，同源臂的长度可能不是

一成不变的，它可能需要根据所使用的基因编辑工

具类型、细胞来源、插入片段大小和插入方式等来

确定其最优长度。 

2.4  ssODN 供体模板设计与优化 

相比 dsDNA 模板，单链寡核苷酸(single-strand 
oligodeoxynucleotide, ssODN)作为供体模板具有更

高的 KI 效率。Liang 等[86]对 ssODN 模板侧翼序列进

行优化，发现侧翼为 30~40 nt 的 ssODN 模板在

HEK293T 细胞可以获得最佳的 KI 效率；Rivera- 
Torres 等[87]发现侧翼为 35~50 nt 的 ssODN 模板在

HCT116 细胞 KI 效率最佳，而 Wang 等[1]研究表明

侧翼分别是 45 nt 和 71 nt 的 ssODN 在猪胎儿成纤维

细胞(porcine fetal fbroblasts, PFFs)具有最高的 KI 效
率(>10%)，而过长的 ssODN 模板对 KI 效率并没有

显著的促进作用；Richardson 等[88]通过优化 ssODN
供体模板的长度和方向，发现利用不对称的 ssODN
模板(侧翼分别为 91 nt 和 36 nt)在 HEK293T 获得高

达 60% KI 效率，而 Yumlu 等[89]和 Yang 等[90]进一步

研究表明采用不对称的 ssODN 模板在 iPSCs 可以获

得最佳 KI 效率，但是 Moreno-Mateos 等[91]发现对称

和不对称 ssODN 模板在斑马鱼的效率是一致的，因

此不同来源的细胞系对 ssODN 侧翼长度和方向要求

可能是不一致的，在特定细胞系采用何种方式还有
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待优化。此外化学修饰的 ssODN 模板可以减慢其在

细胞与胚胎内的降解速度，阻碍 NHEJ 发生，进一

步提高 KI 效率。Prykhozhij 等[92]发现硫代磷酸化标

记的 ssODN 模板可显著提高斑马鱼 KI 效率；同时

有研究表明通过化学修饰的 sgRNA[93]或采用其他修

饰方式的 ssODN 模板[94]也可以显著提高 KI 效率。

为了解决 ssODN 插入片段较短等问题，Miura 等[95]

和 Quadros 等[96]开发了 Easi-CRISPR (efficient addi-
tions with ssDNA inserts-CRISPR)策略：通过先体外

转录再逆转录的方法制备长约 4~5 kb的 ssODN模板；

Yoshimi 等[97]开发了 2H2OP (Two-hit by sgRNA and 
two oligos with a targeting plasmid)策略：sgRNA 同

时切割基因组和不具有同源序列的供体质粒，随后

两个提供同源碱基的 ssODN 以“创可贴”形式将供体

质粒整合至基因组，为插入更长的 DNA 片段提供了

可能。但是相对 dsDNA，长片段的 ssODN 难以制备，

且成本相对较高，因此 ssODN 常应用于插入片段小

于 100 bp 的基因精确修复。 

2.5  小分子化合物调控 DNA 修复 

小分子化合物是一个相对于高分子化合物的概

念，通常指相对分子质量小于 10,000 的一类化合物，

如营养素、代谢产物、天然产物和合成的药理学因

子等。由于小分子化合物具有结构和功能多样性的

特点，给予其无限潜力去控制分子间、蛋白质间的

识别及相互作用。近年来，研究人员利用小分子化

合物调控 DNA 修复通路关键蛋白，在提高基因组

KI 效率方面取得了一定进展[2,7,98~101]。Maruyama 等[7]

使用 Scr7(LIG4 抑制剂)处理 MelJuSo 细胞和 A549
细胞，将 ssODN 介导的 KI 效率提高 3~19 倍，同时

直接注射小鼠受精卵将 KI 效率提高了 2 倍；Li 等[98]

利用小分子化合物 Scr7 提高猪成纤维细胞(porcine 
fetal fbroblasts, PFFs)基因组 KI 效率 2~3 倍；Ma 等[100]

使用 VE-822(Rad3 相关激酶抑制剂)和 AZD-7762(检
查点激酶 CHEK1 特异性抑制剂)将人 ESCs CRISPR- 
Cpf1 介导的 KI 效率提高 3~6 倍；Yu 等[101]通过高通

量筛选，发现 Brefeldin A (蛋白转动抑制剂)或 L755507 
(β3 肾上腺素受体激动剂)显著提高小鼠 ESCs、人源

HeLa、K562 和 iPSCs KI 效率 1.3~2 倍；Song 等[2]

结合 CRISPR/Cas9 和 TALEN 技术，利用 Rad51 蛋

白的激活剂 RS-1 将 GFP 基因插入大鼠 RLL 基因效

率提高 2~5 倍，随后 Pinder 等[102]在 HEK293A 细胞

也进一步证实了该结果；Lin 等[103]通过 PD0325901
和 CHIR99021 分别抑制 mESCs MEK 和 GSK3b 信

号通路，提高 KI 效率 1~5 倍；Robert 等[104]使用

DNA-PK 抑制剂 NU7441 和 KU-57788 显著降低

NHEJ 效率，同时显著提高 CRISPR/Cas9 介导的 KI
效率。DSB 修复表面上是通过 NHEJ/HDR 途径实现，

但细胞所在的细胞周期会显著影响 DNA 修复途径

的选择。在 DNA 修复过程中，NHEJ 可以发生在细

胞分裂的任一时期，而 HDR主要发生在 G2和 S期[15]。

利用这个规律，通过化合物阻滞细胞周期可以为

研究者提供一条提高基因组 KI 效率的思路。Urnov
等 [105]通过添加长春花碱(vinblastine)将细胞同步化

至 G2 期显著提高 HR 发生频率约 7 倍；随后 Rahman
等[106]利用 indirubin-3ʹ-monoxime 抑制剂将 HeLa、
HT-1080 和 U-2 OS 细胞周期停滞在 G2 期，有效提

高了 I-SceI 和 ZFN 的 KI 效率 2~5 倍，但目前并没

有 CRISPR/Cas9 相关研究报道。Lin 等[99]在多种人

源细胞中添加能使细胞停滞在 G2/S 期的 Aphidicolin
和 Nocodazole，显著提高了 ssODN 介导的 KI 效率；

Yang 等[107]利用化合物 ABT-751 诱导人 iPSCs 细胞

周期停滞在 G2 期，随后将 2~5 kb 的序列分别整合

至人类基因组 5 个区域，KI 效率提高了 3~6 倍。尽

管一些化合物可将细胞周期显著停滞在 G2 期，如

LiCl[108]，但这些化合物并不能提高 CRISPR/Cas9 介

导的 KI 效率。一些被证实可以将细胞周期显著阻滞

在S期的化合物，如硫酸羟脲(hydroxyurea)[109]和 2ʹ,3ʹ- 
双脱氧胞苷(dideoxycytidine, ddC)[110]等，是否能有

效提高哺乳动物细胞 KI 效率还有待进一步探索。 
虽然已经有较多小分子化合物被应用于提高 KI

效率，但一些小分子化合物在不同细胞系，甚至是

同一细胞系的结果都是不一致的。其原因可能是：

(1)不同物种来源细胞 NHEJ/HDR 活性存在差异，导

致实验结果有偏差[111]，如 SCR7 可以显著提高大部

分人源细胞如 HEK293T、A549 和 MelJuSo 等的 KI
效率，但对兔子胚胎和 CHO 的 KI 效率提高并不理

想[2,7,108]。(2)采用 CRISRR/Cas9 系统方式不一致，

导致 SpCas9 蛋白在体内表达时间存在明显差异影

响结果[112]。如 Lin 等[99]通过转染 Cas9 RNP 复合物

显著提高 HEK293T ssODN 介导的 KI 效率，而 Yan
等[113]通过转染 SpCas9 质粒却不能提高。(3)供体模
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板形式不同导致细胞 KI 效率和修复方式有差异影

响结果。如前文所述，ssODN 介导的 KI 效率明显高

于 dsDNA[88]；同时也有研究表明，ssODN 修复基因

组 DSB 并不是通过 HDR 途径实现的，而是通过

Fanconi anemia(FA)途径[114]，这些可能是导致 HDR
激活剂 RS-1 不能显著提高斑马鱼胚胎 ssODN 介导

的 KI 效率的原因。(4)化合物工作浓度不同导致差异。

Li 等[98]利用 100 µmol/L Scr7 显著提高 PFFs 细胞

HDR 效率 1.9 倍，而 10 µmol/L 时效果不明显(从
26.2%提高至 28.1%)；而 Xie 等[115]使用 5 µmol/L 
Scr7 处理 PFFs 细胞，提高 KI 效果不理想。此外提

高 KI 效率固然很重要，但是小分子化合物对细胞

DNA 损伤仍然需要考虑。有研究表明 Scr7 可显著提

高 KI 效率，但其存在许多未知的风险，如剂量过大

具有明显了细胞毒性，而直接注射胚胎会导致胚胎

停滞在桑椹胚时期等 [116]。Nocodazole、vinblastine
和 ABT-751 等通过与细胞微管蛋白结合竞争性抑制

微管蛋白的聚合，导致分裂的细胞不能形成纺锤体

微管而使细胞分裂停止，随后引起细胞内谷胱甘肽/
活性氧失衡，导致细胞凋亡和 DNA 损伤[117~119]，因

此细胞毒性更小、效率更高的小分子化合物还有待

发现(见表 1)。 

2.6  利用 NHEJ 途径实现 KI 

相对低频率的 HDR 途径，NHEJ 在不同类型的

细胞都高度活跃。He 等[127]将供体模板侧翼同源臂

替换为 sgRNA 靶位点开发 HITI (homology-indepen-
dent targeted integration)策略，利用 NHEJ 途径将 4.6 
kb 的 ires-eGFP 片段插入 LO2 细胞和人胚胎干细胞

(human embryonic stem cells, hESCs)的 GAPDH 位点；

同样，Auer 等[128]利用 HITI 方式高效地将>5.7 kb 的

DNA 片段插入斑马鱼基因组；Lackner 等[129]利用该

方法成功对内源基因实现了 NanoLuc luciferase 和

Turbo GFP 标记。基于相同的策略，Suzuki 等[130]成

功将 DNA 片段精确插入到非分裂细胞基因组位点

上；随后该团队对 HITI 策略进行优化：保留一侧

sgRNA 序列，另一侧 sgRNA 序列替换或增加同源臂，

开发了 SATI (single homology arm donor mediated 
intron-targeting integration)策略[131]。SATI 策略显著

提高细胞发生 KI 效率，同时一定程度克服了 HITI
策略靶位点插入片段前后颠换等问题。SpCas9 蛋白 

产生的平末端切口不适合被 DNA 修复蛋白捕获，而

ZFN 和 TALEN 产生的粘性末端更适合切口捕获。

Maresca 等[132]开发了 ObLiGaRe (obligate ligation- 
gated recombination)策略，通过两对 ZFP 蛋白分别

识别供体模板和基因组靶位点，只有 Fok I 核酸酶发

生异源二聚化时才能切割 DNA。线性化的供体模板

插入基因组靶位点时，Fok I 核酸酶同源二聚化无法

切割 KI 的 DNA 片段，因此有利于提高 KI 效率；

随后 Tsai 等[133]和 Guilinger 等[134]采用类似的策略，

将 dCas9 与 Fok I 核酸酶融合表达，发现 dCas9-Fok 
I 显著提高了 KI 效率。尽管 HITI 策略、SATI 策略和

ObLiGaRe策略成功克服了 HDR介导 KI低的障碍，

但由 NHEJ 介导的 KI 方式，可能会导致外源基因随

机插入到基因组的其他位置，同时靶位点容易插入

或缺失少量碱基，对研究应用依然充满技术挑战。 

3  结语与展望 

ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9 和基于 CRISPR/ 
Cas9 改造的 CBE 和 ABE 系统极大地丰富了基因组

编辑的应用范围，但不同的基因编辑系统有着其独

特的优点，因此针对不同的物种以及不同的细胞系、

转染效率和基因位点序列信息选择合适的基因编辑

系统尤为重要。总体而言，ZFN 编码的序列更小，

更容易实现病毒包装与传送。相对 ZFN，TALEN 特

异性更高，但其设计同样繁琐和不适合高通量筛选；

同时 TALEN 蛋白结构更大，只能通过腺病毒或电转

染等方式传送至细胞。CRISPR/Cas9 系统摆脱了合

成和组装具有特异性 DNA 识别能力蛋白模块的繁

琐操作，以其高效率、易设计构建等特征在生物、

农业和医学领域得到广泛应用。ABE 和 CBE 是

CRISPR/Cas9 系统的进一步提升，其不需要供体模

板和引入 DSB 即可实现单碱基编辑，但不断增大的

系统结构也导致病毒难以包装和传送；同时 ABE 和

CBE 仍然存在编辑窗口有限、不能实现长片段 KI
或存在明显的 DNA/RNA 脱靶等问题[35~37]。2019 年，

美国哈佛大学 David Liu 实验室开发的全新碱基基

因编辑器 PE (prime editors)，其无需额外的 DNA 模

板即可实现所有 12 种单碱基的自由转换，且能有效

实现多碱基的 KI 与基因敲除(knock out, KO)[135]。PE
基因编辑器的出现极大地丰富了单碱基与小片段增 
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表 1  小分子化合物对 CRISRR/Cas9 介导的 KI 效率的影响 
Table 1  Effect of small molecules on CRISRR/Cas9-mediated KI efficiency 

小分子化合物 细胞类型 浓度(µmol/L) 供体模板 KI 效率 参考文献 

Scr7 
(NHEJ 抑制剂) 

家兔胚胎 40 dsDNA None [2] 

A549、MelJuSo、小鼠受精卵 0.01、1、1 dsDNA、ssODN 2~19 倍 [7] 

HEK293 1 dsDNA 5 倍 [65] 

hiPSCs 1 dsDNA None [66] 

HEK293T 10 dsDNA None [71] 

PFFs 100 dsDNA 1.9 倍 [98] 

HEK293A 1 dsDNA None [102] 

HEK293T 1 dsDNA 1.8 倍 [104] 

CHO 0.1~20 dsDNA None [108] 

PFFs 5 dsDNA None [115] 

小鼠受精卵 50 ssODN 9.7 倍 [120] 

斑马鱼胚胎 20 dsDNA、ssODN 2.5~3.7 倍 [121] 

PFFs 1 ssODN None [122] 

hiPSCs 1 ssODN None [123] 

L755507 
(机理不清楚) 

hiPSCs 5 dsDNA None [66] 

PFFs 40 dsDNA 1.9 倍 [98] 

mESCs、HUVEC、 K562、Hela、
FCRL-2097、NSCs、hiPSCs 

5 dsDNA、ssODN 1.3~8.9 倍 [101] 

HEK293A 5 dsDNA None [102] 

hiPSCs 5 ssODN None [114] 

hiPSCs 5 ssODN 1.8 倍 [124] 

hiPSCs NA ssODN None [125] 

斑马鱼胚胎 2 ssODN None [126] 

RS-1 
(HDR 激活剂) 

家兔胚胎 7.5 dsDNA 2~5 倍 [2] 

hiPSCs 10 dsDNA None [66] 

HEK293A、U2OS 20 dsDNA 3~6 倍 [102] 

斑马鱼胚胎 20 dsDNA 1.6 倍 [121] 

hiPSCs 1 ssODN None [123] 

斑马鱼胚胎 100 ssODN None [126] 

Nocodazole 
(细胞周期阻滞) 

hiPSCs 0.10 dsDNA 1.5 倍 [66] 

HEK293T、HFF、hESCs 0.20 ssODN 提高至 38% [99] 

hiPSCs 1 dsDNA 3.8~5.8 倍 [107] 

HEK293T 0.10 dsDNA、ssODN None [113] 

PFFs 1 dsDNA 2.8 倍 [115] 

dsDNA：双链 DNA；ssODN：单链寡核苷酸；NA 表示小分子化合浓度不详，None 表示 KI 效率没有提高。 

 
删的基因编辑系统，但目前没有来自其他实验室重

复数据的报道，其基因编辑效率还需谨慎对待。 
细胞基因组产生 DSB 后，主要激活体内 NHEJ

或 HDR 两种不同的修复机制，其中 HDR 介导的 KI

效率十分低下，而与之竞争的 NHEJ 效率却非常高。

HDR 是细胞 KI 最为依赖的修复机制，其在人类疾

病模型制备，基因治疗和家畜遗传改良等具有重要

的研究价值，如 KI 功能基因达到提高经济动物产肉 
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量、改善肉质、抗病能力等；同时利用 KI 技术可以

制备特定功能的人类疾病模型，和纠正定点突变导

致的人类疾病，为研究疾病的发病机制和基因治疗

提供方案。但是 KI 效率的低下极大地限制了其广泛

应用，目前已经有多种策略用于提高 KI 效率，如靶

位点选择、SpCas9 蛋白改造、dsDNA 供体模板优化、

ssODN 供体模板设计与优化、小分子化合物调控

DNA 修复和 NHEJ 途径实现 KI 等。其中研究人员

将 SpCas9 与其他功能性蛋白融合，通过融合蛋白招

募 DNA 修复因子、调控 Cas9 蛋白周期特异性降解

或富集供体模板等形式一定程度上提高基因组的 KI
效率，但不断增大的系统容量也为后续病毒包装和

传送增加了困难。同时研究也发现不同细胞采用不

同类型的修复方式对 dsDNA/ssODN 供体模板的拓

扑结构、同源臂的长度等也有要求，其中 HDR 介导

的 dsDNA 供体模板同源臂需要在 500 bp~1 kb；
MMEJ 介导的同源臂只需要 5~40 bp；而 NHEJ 介导

的 KI 需要根据 HITI、SATI 或 ObLiGaRe 等策略制

定其独特的供体模板；尽管 NHEJ 介导的 KI 效率非

常高，但其 DNA 片段容易随机插入到基因组的其他

位置，增加潜在的安全风险；相比 dsDNA 供体模板，

ssODN 插入或替换少量碱基具有更高的编辑效率，

而通过化学修饰的 ssODN 将进一步提高 KI 效率，

但是 ssODN 模板难以合成，只适用于少量碱基的编

辑；此外，使用小分子化合物激活 HDR 途径关键蛋

白、抑制 NHEJ途径关键蛋白或阻滞细胞周期至 S/G2

期也可以提高 HDR 介导的 KI 效率，但一些小分子

化合物在不同细胞系，甚至同一细胞系的研究结果

都有所差异。同时小分子化合物对细胞 DNA 损伤仍

然需要考虑，细胞毒性更小、效率更高的小分子化

合物还有待发现。总之，不管采用哪种策略都有其

优势和劣势，因此继续完善和提高 KI 效率仍然需要

科研人员努力，这将对家畜遗传改良、人类疾病模

型制备和基因治疗等具有重要的意义和价值。 
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