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RNA靶向系统CRISPR/Cas13的研究进展及应用
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摘� 要：成簇的规则间隔的短回文重复序列（�OXVWHUHG�5HJXODUO��,QWHUVSDFHG�6KRUW�3DOLQGURPLF�5HSHDWV，�5,635）

和�5,635相关蛋白（�5,635�DVVRFLDWHG，�DV）系统是大多数细菌体内抵抗噬菌体入侵的获得性免疫系统，经改造

后，被开发成一种高效的基因编辑工具。不同于�1�靶向的�5,635相关酶（如�DV�和�SI�），靶向51�的�5,635相

关酶�DV��被发现是一种具有“附带切割”活性的新型核酸酶，其在切割靶标51�后继续切割其他的非靶标51�。此

外，突变导致的无核酸酶活性的�DV��（G�DV��）能够结合目标51�但无法切割。基于�DV��的这些特性，�DV��蛋白

已被应用于多种类型的51�研究，如51�定点编辑、51�敲低、51�检测和51�成像。本文主要对�5,635��DV��系

统在近几年的研究进展和应用进行综述。

关键词：�5,635��DV��；附带切割；核酸酶；51�研究

一、CRISPR/Cas13 系统的简要概述

�5,635��DV系统由成簇的规则间隔的短回文重复序列（�5,635）和与�5,635相关的�DV蛋白组成，是细菌和古细

菌抵抗病毒和噬菌体入侵的重要免疫防御系统>��。近年来有研究表明，细菌和古细菌的�5,635��DV系统表现出显著的

蛋白质组成多样性、效应体结构的复杂性>��。目前已经发现多种�DV蛋白，根据�DV蛋白的组成和效应复合物的性质，

�5,635��DV系统可分为两大类和六种不同类型（W�SH�,�9,）>��。第一类主要是多个�DV蛋白（具有一个或多个内切酶活性

组分）与FU51�紧密结合的效应复合物，主要包括,型、Ⅲ型和Ⅳ型�5,635��DV系统，第二类是单个多结构域�DV蛋白，

主要包括Ⅱ型的�DV�蛋白、9型的�DV��蛋白和Ⅵ型的�DV��蛋白>����。其中，人们所熟悉的Ⅱ型�5,635��DV�系统在基因组

�1�敲除和敲入以及基因组标记等多方面得到了广泛地应用，为基因操作和基因组研究带来了革命性的改变>��。然而，

�5,635��DV系统当时在51�靶向中的应用还处于起步阶段。随着科学的进步，科学家们于����年发现了一种靶向51�

的�5,635相关酶�DV��。�DV��蛋白在�5,635�51�（FU51�）的引导下与靶标51�特定位点结合，形成的51�靶向效应

复合物具有51DVH活性，能够切割特定的51�序列>��。科学家利用这种核糖核酸酶（51DVH）活性实现了可识别51�的

强大工具。�DV��是�5,635��DV��系统中的效应蛋白，该系统是向导51�介导的51�靶向的内切酶系统，主要有四个亚

型：9,��（�DV��D���F�），9,��（�DV��E），9,��（�DV��F）和9,��（�DV��G）>��。目前对�DV��F的研究还比较少，而

�DV��D、�DV��E和�DV��G均被证实可以在哺乳动物细胞系中干扰51�，从而实现基因沉默。�5,635��DV��系统具有重要

的应用价值，已经应用于51�的敲低，51�定点编辑，51�检测以及51�标记等方面。

二、CRISPR/Cas13 的结构特征

�DV��是目前第二大类�5,635��DV系统发现的唯一能够降解51�的蛋白（�DV�，�SI�，��F�均是51�介导的�1�

核酸内切酶），具有两种51DVH活性，分别催化FU51�成熟和VV51�降解>���。这与其自身的结构有着密不可分地联
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系。����年，有研究报道了毛螺科菌（/DFKQRVSLUDFHDH�EDFWHULXP）来源的（/ED�DV��D）与FU51�结合后的���c晶体

结构>���。来自中科院生物物理研究所的王艳丽课题组解析了/HSWRWULFKLD�VKDKLL（/VK）细菌�DV��D与FU51�结合后的二

元复合物���c的电镜结构，�DV��D与FU51�（�5,635－51�）及其靶51�三元复合物����c的晶体结构以及�DV��D

蛋白的晶体结构，�DV��D由一个FU51�识别叶（5(�）和一个核酸酶叶（18�）组成。同时，5(�叶片具有17�

结构域（1�WHUPLQDO�GRPDLQ）和�HOLFDO��结构域，18�叶片具有两个较高的真核生物和原核生物核苷酸结合结构域

�(31、�HOLFDO��结构域以及连接两个�(31结构域的连接结构>��，���。�HOLFDO��和�(31结构域具有负责切割前体FU51�

和靶标51�的作用，同时�DV��D蛋白与FU51�的结合后会导致�DV��D蛋白发生构象变化（图�）>���。这项研究揭示了

/VK�DV��D主要是由两个独立的活性结构域来发挥其两种不同的51�酶切活性的，这为研究�DV��蛋白发挥51�酶活性

的分子机制提供了重要的结构生物学基础。�DV��蛋白家族的其他蛋白结构也随后被分析了。例如，3EX�DV��E（即颊

普雷沃菌（3UHYRWHOOD�EXFFDH）�DV��E）与FU51�结合为����c晶体结构>���。动物溃疡伯格菌（�HUJH�HOOD�]RRKHOFXP）

�DV��E（�]�DV��E）与�U51�二元复合物呈现�����c晶体结构，�]�DV��E的多结构域以/型FU51�为中心环绕分布，

整体呈现出三角形空间结构>���。�DV��G是�DV��家族中分子量最小的蛋白，�DV��G与Ⅵ型其他成员类似，具有两个

�(31结构域，蛋白自身可以加工SUH�FU51�成为成熟的FU51�，结合靶51�可以激活其51DVH活性>���。

图1� LshCas13a-crRNA二元复合体的晶体结构[13]

��/VK�DV��D的结构域组织，�DV��D包含一个FU51�识别的叶片即5(�叶片，和一个核酸酶叶片即18�叶片。5(�

叶片包含17�结构域（1�WHUPLQDO�GRPDLQ）和�HOLFDO��结构域，18�叶片包含了两个�(31结构域、�HOLFDO��结构域以

及连接两个�(31结构域的连接结构域；�����晶体结构/VK�DV��D与FU51�复合体的表征。

三、CRISPR/Cas13 切割 RNA的机制

早期有研究表明，靶51�可能在�DV��的激活中发挥作用，但是如何激活�DV��以及�DV��如何裂解靶标51�和侧

链51�等问题尚未明确>��。为了理解�DV��是如何被激活和切割靶51�，����年�月，中科院生物物理所王艳丽和章新

政课题组在结构上进一步深入研究，揭示了来自口腔纤毛菌（/HSWRWULFKLD�EXFFDOLV）的�DV��D（称为/EX�DV��D）与

FU51�以及靶51�结合的晶体结构，以及/EX�DV��D�FU51�二元复合物的冷冻电镜结构>���。这些结构和结合后的功能

研究揭示了�DV��D识别目标51�和51�裂解的机制（图�）>���。
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图2� CRISPR/Cas13切割RNA的机制[17]

由5(�叶和一个18�叶组成的�DV��D蛋白裂解产生FU51�引导的监视复合体的前体FU51�；负责切割前体FU51�

的�HOLFDO��和�(31�结构域发生构象变化，催化SUH�FU51�加工生成成熟的FU51�，此时形成的FU51���DV��D复合

物，处于无酶切活性的状态>���。在靶VV51�存在的情况下，FU51�将会在/EX�DV��D中的正电荷中心通道的核酸酶叶

（QXFOHDVH� OREH，18�）内与靶51�结合，这种FU51��靶51�双链形成促发/EX�DV��D的�(31�结构域向�(31�结构

域移动，从而激活/EX�DV��D的�(31催化位点。/EX�DV��D就会在FU51�的引导下以一种非特异性的方式切割单链靶

51�和侧链51�>��，���。这些发现不仅揭示出Ⅵ型�5,635��DV系统的�DV��D抵抗51�噬菌体的作用机制，而且为其作

为51�操作工具的发展奠定了基础。

四、CRISPR/Cas13 系统的应用

（一）基于�5,635��DV��系统的51�编辑

目前，基于�5,635相关核酸酶�DV�或�SI�的编辑工具已被广泛用于介导靶向�1�裂解并取得了巨大的成功>��，���。

�DV��的发现也为�5,635在51�编辑方面的应用提供了重要的工具。�DV��的�(31结构域中的活性位点通过点突变后，

产生的无核酸酶活性的G�DV��是一种可编程的51�结合蛋白，其可以特异性结合51�，但无法切割。科研人员首次利用

无核酸酶活性的G�DV��D与人源的51�腺嘌呤脱氨酶催化结构域（K���5�G）融合，将腺苷脱氨酶的活性引入到裂殖酵

母中；然后通过设计51�编辑所需的指导51�，实现了对内源51�精确定点编辑>���。

为了在�DV��家族成员中鉴定出一款可靠的且更强大的51�编辑工具，研究人员在��种�DV��D同源物、��

种�DV��E同源物和�种�DV��F同源物中筛选出了来自普氏菌属的�DV��E（3VS�DV��E），并将失活的3VS�DV��E

（G3VS�DV��E）与51�腺苷脱氨酶结构域（���5���）融合，作用于51�（���5）家族的腺苷脱氨酶通过腺苷到

肌苷的水解脱氨作用，将腺苷转化成肌苷（它在结构上与鸟苷非常接近），实现了对内源51�精确定点�→,（�）编

辑，该编辑系统被命名为“5(3�,5”>51��HGLWLQJ�IRU�SURJUDPPDEOH���WR�,（�）UHSODFHPHQW�>���。为了增加�→�的编

辑，科研人员采用了极度活跃的���5突变体，如���5����（(���4），并调整向导51�（J51�）的结构，发现

间隔区长度在��a��个核苷酸时，3VS�DV��E����5���（(���4）表现出稳定编辑，并将此系统命名为5(3�,5Y�，

该系统在��个核苷酸间隔区的编辑效率比较高，但也增加了脱靶编辑>���。
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�R[等人进一步研究发现脱靶是由���5���介导的，于是通过突变实验改造���5���，他们发现���5���

（(���4�7����）有着最高的靶向效率和最低的脱靶效应，然后将G3VS�DV��E与���5���（(���4�7����）融合，

并称为5(3�,5Y�。为了验证5(3�,5在哺乳动物细胞51�编辑方面的广泛适用性，研究人员将其应用于���突变相

关的两种疾病：;�连锁肾源性尿崩症相关的�935�基因和范可尼贫血（)DQFRQL�DQHPLD）相关的)�1��基因，他们将

5(3�,5引入到�(.���)7细胞中，结果证实5(3�,5可以在51�水平上修复致病突变>���。5(3�,5是第一个能够实现精

确51�编辑的�5,635系统，具有安全性和灵活性。�DV��作为51�编辑工具的新发现，开启了在51�水平研究，以及

利用51�定点编辑修复疾病组织的突变基因的新时代，为改变基因功能和调控表达提供了新的方法和思路。

���基于�5,635��DV��的基因编辑功能在疾病治疗中的潜在应用

精确的核酸编辑技术是研究细胞功能和新型治疗手段的重要手段。基于�DV��强大的基因编辑功能，给疾病的治

疗带来了潜在的应用价值。作为一种新型的�5,635��DV效应体，�DV��能够在单一的�5,635�51�（FU51�）的引导

下，特异性的下调哺乳动物细胞中P51�的表达>���。.5�6突变体是一种已知的胰腺癌致癌基因，�5,635��DV��D介导

的.5�6������P51�表达下调在体外可有效诱导细胞凋亡，使小鼠的肿瘤显著缩小，利用�5,635��DV��D系统可以

用于胰腺癌突变.5�6的靶向治疗>���。3�5<�增强子51�（3�5<�H）在膀胱癌组织和雌激素处理的细胞中上调，通过

�5,635��DV��D敲除3�5<�H可抑制细胞增殖、侵袭和迁移，促进细胞凋亡>���。

近年来，有科研人员设计了一种基于合成分子生物学技术与�5,635��DV��D的新型光诱导�DV��D蛋白表达的

光传感器，以转移性肺腺癌转录本�（0�/�7�）OQF51�作为功能靶点，可以抑制膀胱癌����细胞和7��细胞中

（0�/�7�）OQF51�的表达，增强绿色荧光蛋白的荧光活性，该系统可用于肿瘤细胞的51�敲除和结合，为研究

51�在基因网络中的功能和精确治疗肿瘤提供了一种新技术>���。基于�5,635��DV��D系统开发的一种多功能的脂质体

系统，能够将�5,635��DV��D基因回路导入膀胱癌细胞，靶向膀胱癌细胞中高表达的K9(�)5�，利用三个FU51�串联

序列构建质粒，实现多重靶向和更广泛地治疗效果，为基于�5,635��DV��D的膀胱癌基因治疗提供了一种多功能的策

略>���。(�)5Y,,,是胶质瘤中唯一的(�)5突变亚型，通过慢病毒在(�)5Y,,,过表达的胶质瘤细胞中过表达/Z�DV��D，

FU51��(�)3敲除(�)3表达细胞中的靶基因后会产生“附带效应”的同时，�5,635��DV��D可以抑制小鼠颅内胶质瘤

的形成，这些结果都显示了�5,635��DV��D系统在癌细胞中的附带效应和该系统强大的肿瘤清除潜力>���。�5,635相关

酶（�DV��D）可以通过目标识别后的附带效应选择性地破坏肿瘤细胞，在癌症治疗中具有广阔的应用前景。然而，这

些附带效应并不专门针对肿瘤细胞，可能会导致安全问题。

为了解决这个问题，南开大学刘阳教授等科学家将�5,635��DV��D系统（质粒�1�、S�1�）包裹在一种具有核�

壳结构的双锁定纳米颗粒（�/13）的核内，增强了�/13在血液循环或正常组织中的稳定性，促进了�5,635��DV��D

系统的细胞内在化，并激活了进入肿瘤组织的基因编辑，同时可以限制�5,635��DV��D对肿瘤组织的激活>���。在仔细

筛选和优化以程序性死亡配体�（3��/�）为靶点的�5,635�51�（FU51�）序列后，�/13显示了对���)��荷瘤小鼠

7细胞介导的抗肿瘤免疫的有效激活和免疫抑制肿瘤微环境（70(）的重塑，从而显著抑制了肿瘤的生长，提高了荷

瘤小鼠的生存率>���。通过�/13对�5,635��DV��D活化的精确控制，首次实现了�5,635��DV��D系统在肿瘤免疫治疗中

的应用。

���基于�5,635��DV��的新型基因编辑工具与51�L的异同性

在�5,635出现之前，51�L是51�编辑方面应用最为普遍的方法，也是调节基因表达的理想方法，但它容易产生脱

靶效应>���。51�L技术利用的是小干扰51�（VL51�）或短发夹51�（VK51�）触发具有互补序列的靶P51�（即信使

51�）降解，因而抑制细胞中的特定基因表达>���，由于VL51��VK51�缺乏活性，产生的脱靶效应会引起假阴性结果>���。

相反，基于�DV��D的51�编辑技术具有更多的优越性。有研究在.5�6、�;�5�和33,�基因的敲除试验中证明了�DV��D

敲除的效率可与51�L敲除效率相媲美，但在特异性方面，�DV��D系统明显优于51�L>���。基于�DV��的51�编辑技术更加

精确，应用更广泛。

51�L技术的一个局限是难以靶向核转录本，�5,635��DV��介导的操作并不局限于靶向胞质转录本，其可以通过

在�端或1端、双侧核输出序列或核定位序列（1/6）上简单地添加一个核定位信号PVI�)3来靶向非编码的核转录本

和SUH�P51�>���。然而基于�5,635��DV��的51�编辑技术和51�L的作用机制之间的一个共同点是，两者都是由小的非

编码51�（QF51�）介导的，它们与核糖核酸复合物一起促进了预期的细胞51�靶点的瞬时序列特异性敲除>���；这两
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种技术都具有在转录后水平敲除基因的能力，而不是在基因组�1�水平敲除基因的能力>��；两者均可对基因表达产生

显著的转录后抑制>���；都能显示出非常高的效率来降低转录水平；两者在体外细胞培养实验中具有相当的传递效率，

但也都有相同的限制，用于成功的体内应用的传递策略>���。

（二）基于�5,635��DV��系统在51�水平上的基因敲除

�5,635��DV��系统被证明可以裂解单链51�，从而抵御入侵的51�噬菌体。经设计改造后，�5,635��DV��系统

可以介导51�转录本的特异性敲除。�DV��的51�敲除技术目前已经被应用到许多领域。/VK�DV��D首次在大肠杆菌中

用于51�敲除>��。有研究利用�5,635��DV��D选择性地干扰芜菁花叶中7X09�51�病毒分子的不同基因组区域，能够

减少叶片中7X09��)3�51�基因组的积累减少>��，���，以及靶向敲除马铃薯植株中的病毒39<�51�>���，这些都证实了

�5,635��DV��D可以对植物51�病毒分子的敲除。/ZD�DV��D也被用于51�引导的哺乳动物细胞51�敲除。张峰团队

利用/ZD�DV��D在不同细胞中敲除0�/�7�和;,67，以及在�(.���)7细胞中对三种内源性基因：.5�6、�;�5�和

33,�进行敲除试验，结果表明了�5,635��DV��D能成功地敲除这些基因>���。�DV��E蛋白也实现了哺乳动物细胞的51�

敲除，且在哺乳动物细胞中不依赖3)6序列和侧链51DVH活性，其敲除的效率和特异性都高于�DV��D>���。

最近，�DV��G，一个51�靶向�5,635效应子家族，被证明可以在体外完成对哺乳动物细胞中51�的下调，在

�DV��G的亚型中，�DV5[�（5I[�DV��G）在�(.���7细胞中表现出最强的51�敲除效率>���。�DV��G家族蛋白�DV5[的

一个显著优势是体积小，易于包装到��9病毒中。为了验证�DV��G在体内的靶51�向活性，研究者利用��9将�DV5[

系统导入到小鼠肝脏中，能够有效敲除与代谢功能相关的基因，包括3WHQ、3FVN�和OQF/VWU，从而降低了小鼠血液中

的胆固醇水平，并没有观察到明显的肝损伤，说明�DV��G系统在体内应用时具有一定的安全性>���。�DV��G家族蛋白

�DV5[由于体积小，效率高，脱靶率低的优势，目前被认为是在未来的应用中最具有优势的�DV��蛋白。

（三）基于�5,635��DV��系统的单分子核酸技术

���基于�5,635��DV��系统的单分子核酸检测工具：6�(5/2�.

�DV��是一种51�引导的核糖核酸酶，它由FU51�引导识别并结合与FU51�序列互补配对的靶51�（例如塞卡病

毒的单链51�），由此激活了�DV��蛋白的51DVH活性，并特异性地切割靶51�，FU51�提供了�DV��切割靶51�的特

异性，并通过�DV��的侧链切割活性增加信号放大的敏感性。具有51�酶活性的�DV��蛋白在剪切靶51�后还能保持活

性继续切割非特性的51�，这种现象被称为“附属切割”（FROODWHUDO�FOHDYDJH）>���。利用�DV��蛋白的附属切割活性，

科学家开发出了51�检测工具。虽然�DV��具有强大的51DVH活性，一个靶51�激活的�DV��可切割数以千计的51�探

针，但无法满足许多研究和诊断所需的灵敏度要求>���。

为提高检测的灵敏性，布罗德研究所成员)HQJ�=KDQJ、-LP��ROOLQV、�HE��XQJ、�YLY�5HJHY和3DUGLV�6DEHWL等研究

人员采用了一种“等温扩增”（5HFRPELQDVH�SRO�PHUDVH�DPSOLILFDWLRQ，53�）技术来提高待测样品中的�1�或51�

水平，检测信号得到了初级放大，再利用第二个扩增步骤（7�体外转录）将�1�转化为51�，实现了对信号的二次

放大，从而使得这种51�靶向的�5,635工具的灵敏度增加了一百万倍，可以准确检测到单个核酸分子，这种�DV��

蛋白与53�技术结合的分子检测平台被命名为“神探夏洛克”（VSHFLILF�KLJK�VHQVLWLYLW��HQ]�PDWLF�UHSRUWHU�XQORFNLQJ��

6�(5/2�.）（图�）>���。

图3� 单分子核酸检测平台-SHERLOCK[42]
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该检测系统还包括一种51�荧光报告分子，未激活的�DV��D不能切割该报告分子，因此无荧光信号发出。当

�DV��检测到靶51�序列时，�DV��的51�酶活性被激活，并切割靶51�，同时切割这种非特异性的51�荧光报告分

子，从而释放可检测到的荧光信号>�，���。6�(5/2�.提供了一种便宜、易于使用、灵敏的核酸诊断工具。

鉴于这种工具能够经设计作为一种基于试纸条的测试方法（试剂可在常温储存），可以在资源匮乏的区域对传染

病暴发进行即时诊断，但一次只能检测一种核酸序列>���。同年，张峰团队又对6�(5/2�.进行了升级（6�(5/2�.�

Y�）。6�(5/2�.�Y�使用了�DV��和�DV��D能够在单一反应中检测出是否一个样本含有寨卡病毒或登革热病毒核酸，

实现了一次检测多个靶标的能力>���。除了检测目标数量的升级，6�(5/2�.�Y�通过联合使用�5,635相关酶（�VP�）

来放大其检测信号，灵敏度在6�(5/2�.的初级版本上又提高了���倍，因此能够检测到肺癌患者血液样本中的游离

肿瘤�1�>���，6�(5/2�.�Y�实现了更加快速、精准地检测样本中的基因特征，包括病原体和肿瘤�1�。

��� �5,635��DV��在疾病诊断中的应用价值

基于�5,635��DV��D开发的最为重要的6�(5/2�.技术被发现具有多功能性。该技术能够在数小时内检测病人

血液或尿液样品中=LND病毒的存在；区分非洲和美国=LND病毒株的基因序列；识别特定的细菌类型，如大肠杆菌；检

测抗生素耐药性基因；鉴定不含细胞的�1�片段中的致癌性突变；快速从唾液样品中读取人遗传信息，如心脏病风

险>���。同时，基于�5,635��DV��D结合53�技术在猪繁殖与呼吸综合征病毒（35569）>���，禽流感病毒（��1�）>���

以及埃博拉病毒>���等病原体中实现了快速核酸检测，且具有高灵敏性和高特异性。此外�5,635�/EX�DV��D直接检测

PL51�也实现了较好的可靠性和敏感性，为PL51�相关疾病的早期诊断带来了巨大的潜力>���。�5,635��DV��D具有能

够精确地识别单碱基突变的核酸分子的特点，科学家们利用这种优势设计了一种系统检测1��甲基腺苷（P��）诱导

的错配，提供了一种简单快速，高灵敏度和单碱基特异性快速检测P��的方法>���。

基于�5,635��DV��D开发的高灵敏度，高特异性且多功能性的6�(5/2�.技术问世后，越来越多的科研人员利用

�5,635��DV��D系统的独特性优势，开发出了功能强大的其他检测体系，并表现出了潜在的应用价值。例如，核酸变

构探针和�5,635��DV��D的组合检测系统被称为“�3���DV”，该系统可以识别小鼠血清中少量的肠杆菌细胞，从而

将早期和晚期感染的小鼠与未感染的小鼠区分开来，对病原体的早期诊断具有潜在的临床应用价值>���。基于�5,635�

�DV��D开发的微流体，集成电化学生物传感器用于现场检测微小51�，无须任何核酸扩增即可实现潜在肿瘤标志物

PLFUR51��PL5���E和PL5���D的定量>���。同时，�5,635��DV��D与酶联免疫吸附试验（(/,6�）的结合过程被称为

�5,635��DV��D信号放大连锁免疫吸附试验（�/,6�），能够检测到超低浓度的炎症因子、人类白细胞介素��、肿瘤

标志物和人类血管内皮生长因子（9(�)）>���。

此外，有研究还提出了一种基于�5,635��DV系统的比色基因传感平台的新设计，结合�DV��D�FU51�可编程识别

�1�、�DV��D�FU51�以互补靶点识别51�的优势，使裸眼基因检测能够在�小时内完成，并具有现场检测能力强、灵

敏度高等特点>���。基于�5,635��DV��D开发的快速、高效且高灵敏度的体外核酸检测工具，给基础研究和疾病诊断带

来了革命性影响。

（四）G�DV��与功能性蛋白融合的应用

无核酸酶活性的�DV��（G�DV��）保留了可编程的51�结合能力，其作为51�结合蛋白（5�3V）与51�腺苷脱

氨酶（���5）的结合实现了51�的编辑，与蛋白标签融合，可以生成用于目标51�可视化的探针，应用于51�的

跟踪。G�DV��由FU51�引导来结合特定的51�，分析与目标51�相关的51�和蛋白质。G/Z�DV��D与)3标签蛋白融

合产生G/Z�DV��D�)3表达细胞系，引入不同的FU51�V可以检测不同的51�目标；G/ZD�DV��D与生物素融合被用于

51�免疫沉淀；G/ZD�DV��D与负反馈（1)）融合的系统可以在活细胞中转录产物的特异性成像，而且还降低未结合

蛋白引起的背景噪声>���。�DV��G亚型�DV5[的�(31结构突变产生的G�DV5[与KQ513D�结合产生融合蛋白（G�DV5[�

KQ513D�），并在FU51�的引导下调控目标P51�的剪切，这一过程使G�DV��G能够通过腺相关病毒（DGHQR�DVVRFLDWHG�

YLUXV，��9）载体将含有G�DV5[和�5,635编码基因的单个载体导入诱导神经元>���。

近期有研究为了筛选出标记能力更好的�5,635��DV��蛋白，对来源于9,��（�DV��D���F�），9,��（�DV��E）和

9,��（�DV��G）三个亚型的�个蛋白进行酶活突变，并对它们的51�标记能力进行了比较后发现无论是对于细胞核的

长非编码51��1(�7�还是对于细胞浆的P51��08��来说，来源于9,��（�DV��E）的G3VS�DV��E和G3JX�DV��E都具有

较好的标记能力，G3VS�DV��E和G3JX�DV��E蛋白的联合实现了对活细胞内不同51�的双色标记，实现了对活细胞51�
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的成像>���。此外，联合�5,635�G�DV��系统与�5,635�G�DV�系统，研究人员也实现了对基因转录的51�和基因位点的

同时标记，为研究51�转录和51�与基因位点的关系，提供了一个简单和便利的新手段>���。

五、总结与展望

�DV��蛋白是一种具有51�介导的51�酶切活性的新型核酸酶。新型核酸酶�DV��的发现为51�病毒的检测，

51�编辑以及51�敲除等51�研究领域提供了新的思路。基于�5,635��DV��D系统开发的一种快速、廉价的和高度灵

敏的新型诊断工具不依赖昂贵的仪器，能检测出单个目标核酸分子，且在流行病爆发且资源匮乏的情况下也有着重要

的应用价值。�5,635��DV��作为一种转录靶向和切割的基因编辑工具，�DV��D是第一个被用于靶向51�切割的效应蛋

白，实现了在哺乳动物和植物体内特异性地敲低51�，不影响细胞基因组的稳定性。

但�5,635��DV��D系统仍存在着不足之处，�DV��D酶本质上是一种相对较大的蛋白质，因此很难被包装到靶组织

中；�DV蛋白来源于细菌，长期临床应用易产生免疫原性，给基因编辑的基础研究应用和临床治疗带来了挑战；对靶

标51�的编辑能力有限；敲除靶基因51�仍存在着脱靶效应。由美国芝加哥大学的�U�DQ����LFNLQVRQ研究团队研发了

一个完全由人类蛋白成分合成的、可设计的、模块化的、51�指导的51�靶向效应器的�,576（�5,635��DV�LQVSLUHG�

51�� WDUJHWLQJ� V�VWHP）系统克服了�5,635��DV��D系统的大分子量和免疫原性的局限性>���。来自�DV��蛋白家族的

�DV��E和�DV�G也弥补了�5,635��DV��D系统存在的一些不足点。

�DV��E和�DV�G的序列虽然与�DV��D并不相似，但与�DV��D一样，都具有两个�(31结构域，因此功能相似，可以

特异性靶向敲除哺乳动物细胞的51�，且脱靶率都低于�DV��D，其中�DV��G的脱靶率最低。无核酸酶活性的G�DV��与

���5腺苷脱氨酶融合产生的5(3�,5是第一个能够实现精确51�编辑的�5,635系统。将G�DV��E与胞苷脱氨酶（如

�32�(��）相融合以实现新的51�编辑工具是未来的研究方向。�DV��G是�DV��蛋白中最小的，长度仅约���个氨基

酸，与病毒的传递系统兼容，更容易包装到容量较小的病毒载体中，是一种有希望的51�靶向平台。由于�DV��可以

在体内高特异性、高效率的敲除单个或一组P51�，利用该系统的优势来发现药物的靶点也是未来值得研究的方向。
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