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重點摘述 

CRISPR干擾（CRISPRi）是一項基於傳統 CRISPR/Cas9基因編輯系統的新

型基因調控工具，其作用原理如下：缺失核酸內切酶活性的 Cas9與單條導

向 RNA共表達時候，會產生一種 DNA識別複合物，這種複合物能特異性

干擾轉錄延伸、RNA 聚合酶結合、或轉錄因子結合。該技術可以通過兩條

sgRNA 的導入實現很強的基因沉默效果。在高通量研究基因沉默的實驗中

可以選用穩定表達缺失核酸內切酶活性的 Cas9的細胞系，只需要導入表達

sgRNA的載體就可以得到較 RNAi基因沉默效果更好的結果。 

詳細說明 

基因組測序讓我們意識到，人類基因組只有一小部分被翻譯成蛋白

質。其實我們基因組的80%會轉錄成 RNA，但這些轉錄本大多不生成蛋白

質。近年來人們發現非編碼 RNA往往與人類疾病有關，不過絕大多數非編

碼 RNA的功能還是未知的。 

 

CRISPR/Cas9在這方面可以起到重要的作用。這一系統原本是細菌在

漫長進化史中演化出的防禦機制，能根據引導 RNA的指示，靶標並降解入

侵者的遺傳物質。規律成簇的間隔短回文重複 CRISPR與內切酶 Cas9的組

合，可以在引導 RNA的指引下，靶標並切割入侵者的遺傳物質。2012年研

究者們利用這一特點，將 CRISPR系統發展成了強大的基因組編輯工具。 

 

CRISPR/Cas9很快迎來了進一步的改造。研究者們將 Cas9帶到特定的

基因組位點，通過起始或停止轉錄來調控靶基因的表達。CRISPR 激活

（CRISPRa）和 CRISPR抑制（CRISPRi）就是這樣的技術，它們特別適合

分析非編碼RNA的具體功能。雖然越來越多的研究人員開始使用CRISPRa

和 CRISPRi，但它們其實還剛出爐不久。 

 



CRISPRi技術能抑制指定目標的轉錄，不論是編碼還是非編碼的 DNA

片段。CRISPRi使用催化失活的 Cas9（dCas9），dCas9能到達引導 RNA指

定的位點，但無力對 DNA進行剪切。當 dCas9結合到基因組的時候，會阻

斷轉錄機器的結合，阻止這一過程的進行。 

 
 

近年來透過 CRISPR-Cas 進行直接基因編輯的技術不斷演進，然而

Cas9技術會造成一定的細胞毒性，因此其他的核酸內切酶如 Cas12a(Cpf1)

技術便開始發展。Cas12a 技術的方法可應用於聚藻 Synechococcus sp.，一

種用於商業化可快速生長的藍綠菌，並且不適用常見的 Cas9方法(因 Cas9

有細胞毒性)。藉由直接轉殖同源 DNA模板到藻細胞以及 Cas12a蛋白可以

快速製造無標記的藻種，目前可成功將此方法應用於產生基因剔除、基因

插入或是加入蛋白質標記(tags)。部份成功的同時進行雙基因編輯，利用

Cas12a 的特性來處理細胞本身的 gRNA。多重基因編輯成功與否主要受限

於將多重 DNA 模板送入同一細胞的效率。Synechococcus sp.的 CRISPR 

interference干擾系統已被開發來與先前所發表的 Cas9作為基礎的 CRISPRi

做比較。此系統可快速生成多株基改株並且調整基因的表現來快速的篩選

代謝工程的策略。未來也可將此技術應用於產油微藻的基因改良上。 
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