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摘　要：CRISPR/Cas9 系统因其高效、操作简便、物种适应性广等优势被广泛应用于基因编辑领域，该

系统是由靶向目标 DNA 序列的引导 RNA (sgRNA) 和具有切割酶活性的 Cas9 蛋白组成。近年来，通

过将核酸酶失活的 Cas9 突变体 dCas9 (dead Cas9) 或 sgRNA 与荧光蛋白 (FPs)、有机染料、量子点

(QDs) 结合开发出一系列超分辨活细胞成像技术，该技术有助于在更高分辨率下研究不同基因、染色

体以及基因与染色体之间的时空关系，对促进遗传学、细胞生物学和生物医学等领域的快速发展具有

重要意义。文中主要总结基于 CRISPR/Cas9 系统的活细胞成像技术的最新进展，有望进一步扩大活

细胞成像技术在生物医学领域的广泛应用。
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Abstract:   CRISPR/Cas9 system are widely used in gene editing due to its high efficiency, simple operation and
wide species adaptability.  The system consists of a guide RNA (sgRNA) that targets the target DNA series and
Cas9 with cleavage enzyme activity. In recent years, researchers have developed a range of super-resolution live
cell  imaging  techniques  by  combining  nuclease-inactivated  Cas9  mutants  dCas9  (dead  Cas9)  or  sgRNA  with
fluorescent  proteins  (FPs),  organic  dyes,  and  quantum  dots  (QDs).  This  technology  helps  researchers  to  study
different  genes,  chromosomes  and  the  spatio-temporal  relationship  between  genes  and  chromosomes  at  higher
resolutions,  which  is  of  great  significance  to  promote  the  rapid  development  of  genetics,  cell  biology  and
biomedicine. This paper summarizes the advances in live cell imaging technology based on CRISPR/Cas9 system,
which is expected to further expand the wide application in the biomedical field.
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 0    引　言

荧光显微借助荧光分子标记可对样品中特定结

构进行特异性成像，被广泛应用在生物与医药领域。

尤其是近 30年来超分辨显微技术[1−5] 的出现，使得人

们能够以更高的空间分辨率完成活细胞亚细胞水平、

分子水平的成像，探索其在多种生理和病理过程中发

挥的重要作用。利用超分辨显微，研究人员记录了活

细胞中的细胞膜、线粒体膜、溶酶体膜等纳米尺度的

膜动力学过程[6]；研究细胞饥饿状态下内质网和线粒

体的相互作用等[7]。然而，要在活细胞内实现染色体

和基因位点的精准定位观测，尚需结合更高效无创的

生物学手段。

CRISPR/Cas9  (clustered  regularly  interspaced  short

palindromic  repeat/CRISPR-associated)系统是近年来

出现的基因编辑技术。该系统由具有核酸酶活性的

Cas9蛋白和具有序列靶向性的单链引导 RNA (sgRNA)

构成[8]，sgRNA 决定了其特异性，能引导 Cas9蛋白切

割DNA双链。2012年，Jennifer Doudna和 Emmanuelle

Charpentier揭示了 CRISPR/Cas9系统可以靶向切割

外源 DNA片段 [9]，随后张峰实验室首次将该系统应

用于哺乳动物细胞内[10]，进一步促使 CRISPR技术在

生物医学基因组工程方面的应用。同年 Jinek团队改

造研发出失去核酸酶活性但仍保留靶向目标 DNA的

定位功能的 dCas9(dead Cas9)[11] 蛋白，可以通过 dCas9

的精准定位功能实现对目标染色体和/或基因位点的

特异性荧光标记，这拉开了 CRISPR/dCas9系统的活

细胞成像技术应用的序幕 [12]。2013年，Chen等人运

用 dCas9的精准定位功能对靶基因位点进行荧光标

记，实现了基于 CRISPR/Cas9系统的活细胞成像 [13]。

文中将对基于 CRISPR/dCas9系统的活细胞成像

技术进行分类介绍，阐述 CRISPR/dCas9系统的活细

胞成像技术的研究进展，并进一步总结该领域拟待解

决的科学问题，以期为其进一步发展提供参考。

 1    CRISPR/Cas9 活细胞成像技术的特点

目前，应用于分子水平成像的技术主要有荧光原

位杂交 (fluorescent  in  situ  hybridization，FISH)、LacO/

LacI系统、TetO/TetR系统，以及基于基因编辑技术

的锌指蛋白 (zinc finger proteins，ZFP)、转录激活因子

效 应 物 (transcription  activator-like  effectors， TALEs)、

CRISPR/Cas9系统等。FISH通过结合 DNA探针实现

对基因结构的成像，但此结合需通过甲醛或加热变性

实现，可导致染色体结构的改变，不适用研究活细胞

中的天然染色质动力学[14]。LacO/LacI系统和TetO/TetR

系统通过在基因位点整合人工 DNA序列阵列，使之

与带有荧光分子标记的配体结合实现基因组成像，但

这些插入的外源序列可能会干扰目标位点并产生干

扰[15]。ZFP和 TALEs系统都可以标记重复序列，如实

现端粒的可视化 [16−17]，但是，ZFP系统的设计复杂耗

时且细胞毒性大，TALEs存在体积大、递送困难的

问题。

而 CRISPR/Cas9系统可与多种荧光分子融合表

达，操作较为简便，定位较为精准，对活细胞生理状态

影响较小，在活细胞成像中应用更加灵活，既可有效

可视化基因组中的非重复序列，又能实现染色体动力

学的实时追踪成像。与其他成像技术相比，基于

CRISPR/Cas9的活细胞成像技术具有独特的优势和

局限性 (见表 1)。

表 1  基因组成像方法的优势和局限性

Tab.1  Advantages and limitations of genome imaging methods
 

Imaging techniques Methods Advantages Limitations

FISH DNA probe Widely applications; Simple preparation of probe Fixed cells; Potentially DNA damage

LacO/LacI system et al. Synthetic DNA sequence Living cell imaging Potentially exogenous sequence interference

ZFP
Fused with fluorescent

protein
High specificity; Applied to repeated sequences

Complex design; High cytotoxicity; Can’t

applied to repeated sequences

TALEs
Fused with fluorescent

protein

High specificity; Low cytotoxicity; Applied to

repeated sequences

Difficulty in delivery; Can’t applied to non-

repeated sequences

CRISPR/Cas9 system Multiple labeling modes
Simple design; Low cytotoxicity; Applicable to

various sequences
Risk of off-target
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 2    不同类型的CRISPR/Cas9 活细胞成像技术

CRISPR/Cas9系统主要利用荧光分子标记目标

靶点，由短波长光激发荧光分子，产生光学跃迁发出

波长更长的荧光实现基因可视化。荧光分子主要

包括荧光蛋白 (FPs)、有机荧光染料、新型纳米材

料等[18]。

 2.1   基于荧光蛋白的 CRISPR/Cas9 活细胞成像技术

荧光蛋白具有本身生物毒性小、表达量高、荧光

稳定、光漂白性弱、不影响生物功能等优点，在活细

胞生物学功能的研究中应用最为广泛。通过将荧光

蛋白与 Cas9蛋白、sgRNA茎环支架耦联或同时修饰

两者 (图 1(a)~(c))，完成对特定基因位点的标记应用

于活细胞成像。并且该荧光耦联系统的逐步优化，

使之不仅能富集荧光信号，降低荧光背景，提高信噪

比，还可以实现多色成像，有助于分析染色体的三维

结构。

 
 

(a) (b)
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图 1  CRISPR/dCas9介导基于荧光蛋白的成像示意图[19]。(a) dCas9-

FP融合蛋白；  (b)  MCP-MS2-FP系统：融合表达荧光蛋白的

MCP适配体与被改造的 sgRNA MS2茎环结合；  (c)  dCas9-

GFP和 PP7-PCP-RFP系统同时应用：多基因位点多色成像

Fig.1  Schematic  diagram  of  CRISPR/dCas9 mediated  fluorescent

protein  based  on  imaging[19].  (a)  dCas9-FP  fusion  protein;  (b)

MCP-MS2-FP  system:  the  MCP  aptamer  fused  with  fluorescent

protein  binds  to  the  modified  sgRNA  MS2 stem  ring;  (c)

Simultaneous  application  of  dCas9-GFP  and  PP7-PCP-RFP

systems: multicolor imaging of multiple gene loci
 

 

 2.1.1    Cas9耦联荧光蛋白的活细胞成像技术

将 Cas9直接与荧光蛋白如 GFP、EGFP、mCherry

融合形成 Cas9-FP，并结合 sgRNA实现对活细胞特定

基因的动态成像。

2013年，Chen团队首次将缺乏核酸内切酶活性

的 dCas9蛋白与增强型绿色荧光蛋白 (EGFP)融合，

通过 dCas9-EGFP与序列特异性 sgRNAs的共表达对

目标基因组进行成像，成功观察到细胞端粒的动力学

变化、MUC4 基因座的亚核定位及其 DNA复制时姐

妹染色单体联会现象 (图 2(a)~(c))[13]，这也是科学家首

次利用 CRISPR/Cas9技术实现了基因组的动态荧光

标记，建立了第一个基于 CRISPR/Cas系统的成像系

统。随后，Ronald D. Vale团队于 2014年构建了 SunTag

信号放大系统，该系统是由 24个 GCN4短肽和相应

个数可特异性识别 GCN4的单链可变区 (single-chain

variable fragment, scFv)组成，通过将 scFv-GCN4与荧

光蛋白融合表达可同步实现定位和荧光信号放大两

种功能，该团队将该 SunTag系统与 dCas9 融合 (dCas9-

SunTag)，并在 scFv-GCN4后面连接超级折叠绿色荧

光蛋白 (superfolder GFP, sfGFP)以标记端粒结构，与

以往 dCas9-EGFP直接融合的成像系统对比显著提升

信噪比[20]。

由于 sgRNA主导 Cas9蛋白在基因组上的定位，

因此它易于标记重复序列，单个 sgRNA即可有效富

集荧光信号。但对于可视化基因组中的非重复序列，

往往需要共转染多个 sgRNA，存在 sgRNAs表达不同

步，荧光强度弱的弊端。为了实现单个细胞内染色体

非重复位点的高质量和高效率荧光标记，2018年，北

京大学生物动态光学成像中心研究团队将多个 sgRNA

串联表达盒与 dCas9-SunTag联合，规避了 sgRNA表

达不同步的问题，成功在活细胞中成像 MUC4和

HER2基因位点非重复序列[21]。

除此之外，为实现活细胞中 RNA信号的动态检

测，2020年，Sun等人将 SunTag 系统与 CRISPR/Cas9

系统结合开发出一种新型 RNA成像系统，并将其命

名为 CRISPR-Sunspot，即 SunTag 介导的单分子 RNA

快照。该方法采用 24XGCN_v4 表位标签与 dCas9 的

融合来招募 scFv-sfGFP 蛋白进行实现荧光信号的放

大。  针对单个 mRNA利用三个 sgRNAs同时招募

dCas9-24 XGCN_v4-scFv-sfGFP 复合物，成功对 U2OS

细胞中的低丰度 mRNA进行成像[22]。
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 2.1.2    sgRNA耦联荧光蛋白的活细胞成像技术

除修饰 CRISPR/dCas9系统中 Cas9蛋白外，还可

以通过荧光蛋白修饰 sgRNA实现活细胞成像。

sgRNA由 crRNA和 tracrRNA (反式激活 RNA)两部

分组成，将 MS2、PP7、boxB等插入 tracrRNA具有的

多个茎环结构中，使其可募集  RNA 结合蛋白 MCP、

PCP、λN22等，同时将 RNA 结合蛋白与荧光蛋白融

合实现基因位点的成像 [23]。与基于 dCas9成像系统

进行比较，基于 sgRNA成像系统在降低背景噪音的

同时增强了荧光信号，具有更高的荧光恢复率，因此

更适合于长时间的活细胞成像。

并且，这种成像方法可以利用多个适配体结合多

个荧光蛋白，来达到增强荧光强度、降低背景信号目

的。CRISPR介导的荧光原位杂交放大器 CRISPR

FISHer  (CRISPR-mediated  fluorescence  in  situ  hybridi-

zation amplifier)就是利用 dCas9联合带有两个 PP7适

配子修饰的 gRNA(sgRNA-2 xPP7)，通过招募 PP7衣

壳蛋白 (PP7 coat protein, PCP)、GFP和 T4 fibritin三聚

体形成的融合蛋白 foldon-GFP-PCP，从而实现单个

sgRNA引导的非重复序列的稳健可视化，局部有效富

集荧光信号，提高亮度和信号背景比 (S/B ratio)[24]。

此外，还可以通过不同适配体与多种荧光蛋白的

融合可以实现多重荧光成像，来实现分子间相互作用

的追踪成像。Thoru Pederson等人开发了一种名为

CRISPRainbow改进的多色 CRISPR-dCas9 系统，用以

对人 U2OS 细胞中的基因组位点进行多重标记 [25]。

该系统利用 RNA 适配体 MS2、PP7或 boxB来募集

MCP-BFP  (蓝色荧光蛋白 )、PPC-GFP  (绿色荧光蛋

 

(a)

(b)

(c)

+36 sgRNAs +73 sgRNAs +26 sgRNAs +16 sgRNAs

3-

1- -2

+sgTelomere(F+E)

1-

Slow, confined

3-

Slow, confined+directional

T
im

e

2-

Fast, confined

G2 M G1

0 min 45 min 90 min 135 min

Dynamic movement of MU4 gene through mitosis
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图 2  CRISPR/Cas9活细胞荧光成像图[13]。(a) 多个优化的 sgRNAs对 MUC4内含子的非重复区域进行 CRISPR标记成像； (b) RPE细胞端粒的

CRISPR成像 (比例尺 5 μm)和其运动轨迹示踪图 (比例尺 200 nm)；(c) HeLa细胞有丝分裂时MUC4图像

Fig.2  CRISPR/Cas9 fluorescent  imaging of  living cells[13].  (a)  CRISPR labeling of  the nonrepetitive region of  MUC4 intron using multiple  optimized

sgRNAs; (b) CRISPR imaging of telomeres in RPE cells (scale bar 5 μm) and its trajectory tracing diagram (scale bar 200 nm); (c) MUC4 image

of HeLa cell during mitosis 
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白)或 kN22-RFP (红色荧光蛋白)以形成 RNA蛋白结

合复合物。通过将 MS2、PP7、boxB两两组合进一步

将 CRISPRainbow方法修改以生成双色标记系统。每

个复合物募集其与荧光蛋白结合的相应蛋白质以形

成 MS2-MCP-BFP和 PP7-PCP-GFP、PP7-PCP-GFP和

boxB-kN22-RFP或 boxB-kN22-RFP和 MS2-MCP-BFP

复合物，并且分别生成二次色青色、黄色或洋红色。

而MS2-MCP-BFP、PP7-PCP-GFP和boxB-kN22-RFP与

单个 sgRNA的配对产生了三色标记系统，用于生成

第三色，即白色。因此，CRISPRainbow 同时实现了对

多达六个染色体位点进行成像，该系统也进一步丰富

了基因组三维结构的荧光成像。

 2.1.3    Cas9和 sgRNA耦联荧光蛋白的活细胞成像技术

除单独修饰 Cas9和 sgRNA外，还可通过同时修

饰 Cas9和 sgRNA实现多色标记[26]。活细胞中多种基

因元素的同时追踪对于全面理解基因组结构的动态

调控至关重要。Guan等人研究发现 dCas9/sgRNA的

成像系统可用于测量 dCas9-sgRNA复合体在活细胞

中的核动力学以及停留时间等[27]。

 2.2   基于有机染料的 CRISPR/Cas9 活细胞成像技术

除以上介绍的融合荧光蛋白成像方法外，还可通

过将有机染料与 CRISPR/Cas9联合实现基因组标

记。与荧光蛋白相比，有机染料尺寸小不易影响染色

体的结构和功能，光毒性小、光稳定性强、量子产率

高[28]。现已开发多种用于 CRISPR/dCas9成像系统的

有机染料，包括如基于 Halo标签的系统、基于 RNA

适配子的系统和基于分子信标 (MB)的系统。

HaloTag 是一种大小为 33kDa肽标签，由细菌酶

卤代烷脱卤酶和用于荧光发射的配体分子组成。该

系统需未标记的 sgRNA和 HaloTag 融合到 dCas9 的

C 端生成的 dCas9-HaloTag 融合蛋白，并通过有机荧

光染料 (Halo 配体)与  dCas9-HaloTag 的共价结合来

发射荧光 (图 3(a))。Knight C.S.团队通过 HaloTag示

踪 Cas9并成功观测到其运动轨迹及进入小鼠 3 T3 细

胞后与染色质的结合效率[29]。基于 RNA适配子的系

统使用 3，5-二氟-4-羟基亚苄基咪唑烷酮 (DFHBI)染

料 (图 3(b))，这种染料在生理条件下很容易猝灭，但当

与其同源 RNA适配子结合时会发光 [29−30]。目前，基

于 Halo标签和基于 DFHBI的 CRISPR的标记系统都

已被用于测量 dCas9-sgRNA复合体在活细胞中的核

动力学和靶上停留时间，揭示了 CRISPR系统区分互

补和不匹配目标的特征。但在基于 Halo标签的系统

中，由于未结合的荧光配体是非猝灭的，因此需要大

量清洗才能从细胞中移除多余的配体，这可能会改变

细胞生理并限制对染色质动力学的准确评估[31]。

 
 

(a)

(b)

(c)

sgRNA

sgRNA-Broccoli

sgRNA-MTS

MB

DFHBI-1T

HaloTag

图 3  CRISPR/dCas9介导基于有机染料的成像示意图[19]。(a) dCas9-

HaloTag融合蛋白; (b) sgRNA-Broccoli/DFHBI-1T系统：经修饰

的 sgRNA用于结合一到多个 RNA适配体 DFHBI-1T；(c) sg-

RNAMTS-MB系统：分子靶标 MB与核酸靶点 MTS结合激发

荧光

Fig.3  Schematic diagram of CRISPR/dCas9 mediated organic dye based

imaging[19].  (a)  dCas9-HaloTag  fusion  protein;  (b)  sgRNA-Bro-

ccoli/DFHBI-1T system: modified sgRNA is used to bind one or

more  RNA  aptamers  DFHBI-1T;  (c)  sgRNA-MTS-MB  system:

molecular biomarker MB combines with nucleic acid target MTS

to stimulate fluorescence
 

 

而分子靶标 (molecular biomarker, MB)是一种可

猝灭的荧光寡核苷酸探针，当与互补核酸靶标结合时

会激活荧光[19]。CRISPR/MB由 dCas9、MB和含有唯

一 MB靶序列 (MTS)的 sgRNA组成 (图 3(c))，可对目

标基因有更准确的定位，提高了对端粒内重复元件的

时间分辨率 [32]。RNA引导的核酸内切酶原位标记

(RGEN-ISL)，保留了染色质的自然结构，并通过应用

两部分引导 RNA和重组 Cas9内切酶的复合体，允许

特异性和同时原位检测多色基因组序列[33]。
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 2.3   基于荧光量子的 CRISPR/Cas9 活细胞成像技术

量子点 (quantum dots，QDs)是尺寸为 1~20 nm的

发光半导体纳米颗粒，因具有优于合成染料和荧光蛋

白的亮度和光稳定性，使其成为需要敏感测量应用中

的优秀探测器，被应用于体外单分子成像等[34]。2012

年，量子点已被用于活细胞成像，研究者通过将 PrPc-

DNA适配子于荧光量子点连接，用于追踪细胞内成

像的动力学；在免疫荧光分析中，该复合体可共定位

于溶酶体、内质网和高尔基体[35]。利用纳米粒子与适

配子的耦联作用，在没有任何荧光标记的情况下，通

过光学显微镜直接观察适配子的亚细胞定位 [36]。

CRISPR/Cas9介导量子点活细胞成像是通过基于硫

辛酸连接酶 (LplA)或基于生物素/链霉亲和素的方法

在活细胞核中与 dCas9结合实现的。一方面，硫辛酸

连接酶可将与硫辛酸连接酶受体多肽融合的 dCas9

连接到反式环辛烯 (TCO2)上，并将四嗪修饰的量子

点导入细胞，通过 Diels-Alder环加成反应来标记 dCas9

(图 4(a))。另一方面，dCas9可融合到一个 15个氨基

酸生物素受体多肽 (BAP)标签，然后在细胞中的生物

素连接酶存在下进行生物素化[17]，随后利用链霉亲和

素修饰的量子点来标记 dCas9蛋白 (图 4(b))。研究显

示量子点标记 CRISPR/dCas9双色成像系统可有效显

示宿主细胞中的HIV前病毒DNA[17, 36]。此外，CRISPR-

QD系统已被用于使用生物素化重组 dCas9 (rdCas9-

Bio)和链霉亲和素结合量子点 (SA-Qds)实时监测伪

狂犬病病毒 (PRV)核酸 [37]。量子点具有良好的光学

特性，因此 CRISPR/Cas9介导量子点的活细胞成像技

术可减少对生理状态下活细胞基因组功能和活性的

干扰，是单基因位点成像的有前途的候选方法。但由

于量子点进入细胞后容易进入溶酶体以及易形成发

光聚集体等缺点限制了其在基于 CRISPR/Cas9的活

细胞成像技术的应用[37]。

 3    结　论

可视化生物大分子以及观测它们在不同环境下

相互作用的变化对深入探索生命奥秘具有不可替代

的研究意义，由此，用以帮助理解细胞内染色质动力

学变化、实时转录及翻译等不同生物学过程的清晰精

准客观的超微活细胞成像，是研究人员一直追求的方

向。活细胞成像技术已成为细胞生物学、遗传学、医

学领域的必不可少的研究工具。

CRISPR/Cas9是具有强大编辑能力、使用范围广

泛的基因编辑技术，现已被开发成为高效的活细胞成

像工具，通过联合超分辨显微技术可成功实现对细胞

染色质、基因组位点及 RNA的精确可视化。现已开

发多种基于 CRISPR/Cas9系统动态观测染色体动力

学和基因组时空变化的活细胞成像技术。此外，研究

人员还利用不同来源的 Cas9实现同时对单个/多个基

因组位点进行双色或多色成像，并利用 SunTag系统

和针对 sgRNA的修饰实现荧光成像效果的增强。

尽管作为现在细胞生物学研究的主要表征工具

之一的超分辨荧光成像技术已取得重大进展，但仍需

在荧光分子生物相容性、抗光漂白、荧光量子产率等

方面做出突破。首先，荧光分子可能会影响生物的正

常功能，其次，激发荧光产生的高光子通量会带来光

毒性损害细胞，以及长时程采集荧光图像不可避免地

使光漂白性能影响成像质量。再次，进一步扩大基于

CRISPR/Cas9系统的新型活细胞成像技术的特异性

和实用性是咎不可待的。例如，由于 CRISPR/Cas9系

统潜在的脱靶效应会导致细胞突变并产生不良影

响[38]。该脱靶效应在成像时会增加假阳性位点，而降

低成像的信噪比[39]，因此未来仍需进一步加强对 Cas9

 

(a)

(b)

NH3
+

BAP

LplA

TCO2

BriA

Biotin

TZ1−QD

SA−QD

图 4  CRISPR/dCas9介导基于量子点 (QDs)的成像示意图[19]。 (a) LplA

介导量子点系统：通过LplA介导dCas9与TCO2结合并与TZ1-QD

反应； (b) BirA介导量子点系统：同过 BirA介导 dCas9生物素

化并与 SA-QD结合

Fig.4  Schematic  diagram  of  CRISPR/dCas9 mediated  quantum  dots

(QDs) based imaging[19]. (a) LplA-mediated quantum dots system:

dCas9 combines  with  TCO2 and  reacts  with  TZ1-QD  via  LplA;

(b)  BirA-mediated  quantum  dots  system:  BirA-mediated

dCas9 biotinylated and combines with SA-QD 
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及 sgRNA的有效改造以提高成像系统的特异性和信

号背景比[40]。此外，由于 CRISPR/Cas9系统最主要的

递送形式为质粒和病毒载体[41]，较低的递送效率以及

外源 DNA给机体带来潜在危害都限制了该技术的应

用，开发递送效率更高、生物相容性更强、低毒性更

低的 CRISPR/Cas9活细胞成像系势在必行。

基于 CRISPR/Cas9系统的活细胞成像技术，已用

于帮助人们了解基因组中特异性位点的核定位及染

色体时空的变化规律，但开发高透膜性、光稳定性强、

荧光亮度高的荧光分子，提升 CRISPR系统分子定位

的精确度、降低脱靶率，探索安全有效的细胞内递送

方式，对于实现活细胞长时程成像是重要且必要的。
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