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基因编辑是一种精准化的基因工程新技术，指在生物体基因组水平上，借助经基因

工程改造的核酸酶（“分子剪刀”）、DNA识别域（“基因组 GPS”）及细胞内天然的

DNA断点修复机制（“基因组针线”），对DNA核苷酸序列进行定点修饰的过程。

定义

核心

通过特异性识别基因组靶位点并产生双链断裂（DSB），或在不产生双链断裂的

情况下，利用碱基修饰酶等工具，引导细胞通过非同源末端连接（NHEJ）、同源重组修

复（HDR）等机制，实现对特定DNA片段的删除、插入、替换或单碱基转换，模拟基因

自然突变过程以修改原有基因组，最终精准调控目标基因功能，是研究基因生物功能、

改良生物性状及治疗遗传疾病的重要工具。
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缺陷：DNA 识别序列长度有限；易形成异源二聚体引发脱靶，进而导致 DNA 错配、细胞毒性甚至细胞

凋亡；操作精准度不足，可能诱发基因突变、癌症等风险；体内使用易引发免疫反应且无法预测；仅能
用于体外细胞操作。

第一代：ZFN

锌指核酸酶(Zinc-finger nucleases,ZFN)是人工改造的限制性核酸内切酶，将锌指蛋白与核酸内切酶
FokⅠ融合形成的核酸内切酶，利用不同的锌指结构识别特异DNA序列，利用核酸酶切断靶DNA。

CHINESE ACADEMY OF AGRICULTURAL SCIENCES



缺陷：构建过程需组装多个重复模块，操作较繁琐；TALE 蛋白分子量较大，细胞内递送难度较高；靶
点序列要求长，选择灵活性低；批量构建成本高，难高通量应用。

第二代：TALEN

类转录激活因子效应核酸酶(transcription activator-like effectornuclease，TALEN)，TALEN可以对复杂
的基因组进行精细修饰，其构建简单，特异性更高，每一根TALE对应一个DNA碱基，而DNA一共只有4

种碱基，理论上只需要4根不同的TALE就可以把玩千变万化的万花筒游戏。
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缺陷：PAM 序列限制严（仅识别 5’-NGG-3’），靶点覆盖范围窄；需 tracrRNA 辅助，向导 RNA 结构更复
杂；切割产生平末端，外源基因定向插入效率低；无法自主加工 pre-crRNA，多基因编辑操作更繁琐。

第三代：CRISPR/Cas

成簇的规律间隔的短回文重复序列/Cas蛋白CRISPR-Cas9(clustered regular Iyinterspaced short pal indromic repeats

(CRISPR)/CRISPR-associated (Cas)system),发现于细菌和古细菌，基于细菌获得性免疫系统改造而成，CRISPR序列特
异性识别外源核酸序列；Cas蛋白的非特异性核酸内切酶功能将外源核酸切断。
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Cas12a（原 Cpf1）属于 Class 2，与 Cas9 并列，是该类中首个被广泛开发的替代工具。核心优势
是无需 tracrRNA、可自主加工 pre-crRNA，为多基因编辑和高效递送提供基础。

二、Cas12a 的天然起源与分类定位

Cas12a（原称 Cpf1）源于细菌（如新弗朗西斯菌）和古细菌的免疫防御系统，通过识别噬菌体 DNA 

的 PAM 序列并切割，实现对二次入侵的抵御。
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从宏基因组数据中挖掘
CRISPR相关蛋白序列

新型CRISPR相关蛋白
的初步鉴定

实验进一步验证

蛋白类别 新颖性
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根据NCBI blast结果可知，我们的未知序列匹配上了Cas12a序列，比对上的区域中序列一致性最高为57.86%
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利 用 iqtree 和 itol 将 未 知 序 列 与
Caspedia数据库中的序列构建进化树，如
右图所示，未知序列与Cas12a蛋白聚在一
类，提示该未知序列可能属于Cas12a家族

Ⅱ iqtree+itol



Ⅲ InterPro

利用InterPro做解析序列的结构域组成：
发现未知序列有Cas12a典型的REC1、REC2、PI和NUC结构域，并且含有RUVC结构域
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DXG

利用snapgene做多序列比对，发现我们的未知序列有Cas12a类蛋白的保守基序DXG
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Alphafold预测未知序列结构，ipTM = -pTM = 0.84，说明预测的蛋白结构质量较高
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将预测的未知序列与已发表的
Cas12a蛋白结构8SFH进行结构叠加
super(RMSD)结果为2.319，说明两
个蛋白的结构相似性很高

Unknown_sequence

Cas12a_8SHF
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利用EMBOSS中的needle工具，

将这个未知序列与我们收集的序列
做全局比对，将比对结果整理成
EXCEL表格，由右图可以看到，除

了序列本身外，其他比对的结果都
在50%以下，说明这个未知序列可
能是一个新的Cas12a序列
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1、大肠杆菌验证基因编辑活性（PAM）

2、动物细胞验证基因编辑活性（主要）

3、植物验证基因编辑活性
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CHINESE ACADEMY OF AGRICULTURAL SCIENCES成员介绍

成员 工作分配

A-颜瑞英 背景介绍、PPT美化

B-彭丹 工具查找、第一部分

C-钟玉楠 期末汇报、第二部分

D-曾欣 资料查找、PPT排版

C B

A
D



恳请大家批评指正！
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