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重點摘述 

■2007發現了 CRISPR(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats) 系統。在 2013 研究人員開始陸續將 CRISPR 進行改造，讓此工

具可以有效辨識與剪切特定的 DNA 序列，並成功將此技術應用於多種

生物中進行基因組編輯工作。 

■CRISPR 技術無物種限制，載體構築簡單快速，基因編輯靶位點設計容

易， 可以直接作用於 DNA 上，讓基因默化更容易，將可漸漸取代 

RNA(RNAi) 或 Morpholino 等基因干擾技術。 

■在 1980 年末，開發了一種透過同源互換 (Homologous recombination, HR)

方式將特定基因突變或定點刪除 DNA 的技術，可與 CRISPR 技術搭配

使。 

詳細說明 

一、什麼是 CRISPR/Cas9 技術？ 

CRISPR/Cas9是一個自細菌中所發現的免疫系統，將造成基因組編輯

工具產生翻天覆地的大躍進。在遭受如病毒或噬菌體的感染後，其實原核

生物例如細菌也是會生病。這個問題對於食物工業產生的衝擊是很大的，

例如嗜熱鏈球菌 (Streptococcus thermophilus) 是主要是用來產生優酪乳或起

士。當嗜熱鏈球菌受到噬菌體的感染將嚴重減少優酪乳與起士的產量。 

因此，在 2007 年杜邦公司 (DuPont) 發現了一種方法來解決嗜熱鏈球

菌受噬菌體感染的問題，也就是 CRISPR(Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats) 系統。在 2013 年2月開始， 研究人員陸續將 

CRISPR 進行改造，讓此工具可以有效辨識與剪切特定的 DNA 序列，並成

功將此技術應用於細胞、小鼠、大鼠、斑馬魚、細菌、果蠅、酵母菌、線

蟲或農作物中進行基因組編輯工作。 



 
圖一、 CRISPR作用機制示意圖。(Wikipedia) 

 

二、 CRISPR/Cas9 的優點為何？ 

1. 無物種限制，可在動物、植物、細菌等生物中進行基因打靶。 

2. 載體構築簡單快速，幾天內即可完成構築，失敗率低。 

3. 靶位點設計容易，PAM 位點 (NGG) 於 128 bp 隨機 DNA 序列中就會出

現一次，並且正反兩股皆可設計。 

4. Cas9 辨識 DNA 序列效率高，新開發的 Cas9 D10A 可有效降低脫靶效

應，增加打靶準確性。 

5. 基因打靶成功率較 ZFN 或 TALEN 高，還可同時放入兩個以上的

sgRNA 來進行多個基因同時剔除的目的。 

6. 雙合一或三合一載體簡化細胞轉染的難度。搭配多種報導基因，如螢

光蛋白或抗生素篩選基因，可使實驗設計更有彈性。 

7. 可以直接作用於 DNA 上，讓基因默化更容易，將可漸漸取代 

RNA(RNAi) 或 Morpholino 等基因干擾技術。 

 

三、 如何靈活運用 CRISPR/Cas9 基因剔除技術？ 

在 1980 年末，開發一種透過同源互換 (Homologous recombination, HR)

方式將特定基因突變或定點刪除 DNA 的技術。這個技術主要是透過設計

一段相似的 DNA 片段來置換染色體上的一段 DNA 。然而，在自然狀況

下，體細胞要發生同源互換的機率其實是非常低的，通常低於 1 × 10-6。這

樣的技術較適合應用於幹細胞或胚幹細胞，但是對於胚幹細胞尚未開發成

功的物種而言，想要利用同源互換方式進行基因剔除卻是非常困難的事

情。但是隨著時代的進步，漸漸地衍生出 RNAi 或 Morpholino 基因干擾技

術，但是還是無法滿足研究或臨床的需要。所以在特定 DNA 位點上進行 

DSB 是研究人員一直想要達成的目標。近年來，分子生物技術的成熟，漸

漸開發出許多新的技術，如：Cre/LoxP、ZFN、TALEN 與最新的 CRISPR 

系統可以在定點進行 DNA編輯。目前許多研究人員對於這個沒有物種限制

的 CRISPR/Cas9 技術感到興趣，只要能成功將 Cas9 mRNA/sgRNA 或 



CRISPR/Cas9 多合一載體送入細胞或胚胎中，即可進行基因剔除實驗。在

細胞中， Cas9 蛋白與 sgRNA 形成複合體，並且對於 DNA 序列進行辨認並

解開雙股 DNA 結構。因此， crRNA 與 DNA 單股進行雜交並且透過 Cas9 

蛋白 N 端的 RuvC 與蛋白中部的 HNH這兩個活性區作用將 DNA 雙股切斷

而形成雙股 DNA 斷裂 (Double strandbreak, DSB)。當細胞察覺到 DSB 時，

啟動非同源互換型 DNA 修復機制(Non-homologous end joining, NHEJ) 或進

行同源互換 DNA 修復機制，這個過程往往造成部分 DNA 缺失或插入讓基

因編碼產生位移，最後造成基因破壞。在技術上的演進， CRISPR/Cas9 更

可能衍生出更多的實驗策略。 

 

 
圖二、DNA斷裂後修補機制(同源互換與非同源修補) (Jeffry D Sander & 

Keith Joung, Nature Biotechnology, 2014) 
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