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1-1 理论预测（2017）

        通过生物信息学分析，首次发现Tn7样转座子与CRISPR-Cas系统在基因组上紧密关联，从理
论上预言了自然界存在“RNA引导的DNA转座”机制。这为后续实验研究指明了方向。
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1-2 实验验证与机制探索（2019--2022）
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1-2 实验验证与机制探索（2019--2022）

       核心贡献：首次在实验上证实并解析了V-K型CAST系统（如ShCAST）的工作机制，
演示了其可编程的、精确的DNA整合能力。

     Samuel H. Sternberg
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1-2 实验验证与机制探索（2019--2022）

核心贡献：通过冷冻电镜解析了CAST复合物的结构，揭示了其靶向DNA的分子基础。

     Samuel H. Sternberg
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1-2 实验验证与机制探索（2019--2022）

核心贡献：系统研究了I-F型CAST系统的多样性，拓展了CAST的工具箱。

     Samuel H. Sternberg
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1-3 工具开发与机制探索（2021至今）
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1-3 工具开发与机制探索（2021至今）

        核心贡献：建立了基于CAST的、高效率、多路复用的细菌基因组工程方法，使其成为
实用的生物技术工具。

     Samuel H. Sternberg
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1-3 工具开发与机制探索（2021至今）

       核心贡献：首次在人类细胞中成功实现基于CAST的靶向DNA整合，且不依赖DNA双链断
裂，标志着其向真核生物基因组编辑应用迈出关键一步。

     Samuel H. Sternberg
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1-3 工具开发与机制探索（2021至今）

       核心贡献：利用冷冻电镜解析了V-K型CAST整合复合物从组装到完成的全过程构象图谱，为理
性改造系统、提高活性提供了详细蓝图。

      Guillermo Montoya
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2-1 I型CASTs (Type I CASTs)

采用基于效应蛋白复合物类型的分类方法，将已知的CASTs主要划分为两大类型：I型和V型 。
I型CASTs的特征是使用一个多亚基的蛋白质复合物，即Cascade复合物，作为其RNA引导的靶向模
块 。根据CRISPR-Cas亚型的不同，I型CASTs可进一步细分，其中最具代表性的是I-F型和I-B型。
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2-1 I型CASTs (Type I CASTs)

典型的I-F CAST包含两个核心模块：（1）转座酶模块：通常由TnsA，TnsB，TnsC蛋白组成。（2）
靶向模块：即I-F型Cascade复合物，包含Cas8f（或Cas8/Cas5融合变体）、Cas7和Cas6等蛋白和
一个关键衔接蛋白TniQ。

  Samuel H. Sternberg

I-F型CASTs
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2-1 I型CASTs (Type I CASTs)

I-F型CASTs各蛋白功能

TnsA和TnsB：形成异源二聚体，协同作用切除转座子。TnsA负责5'端切割，TnsB负责3'端
切割和链转移整合。
TnsC：一个ATP酶，在接收到靶向信号后组装成环状结构，招募TnsAB执行转座。
Cascade复合物：（1）Cas6f负责加工前体crRNA（2）Cas7f形成螺旋骨架结合crRNA（3）
Cas8f/5f则负责识别PAM序列和靶标DNA。
TniQ（Tn7系统中TnsD的同源物）会与Cascade紧密结合，将靶向信号传递给TnsC。
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2-1 I型CASTs (Type I CASTs)

https://doi.org/10.1016/j.cell.2021.03.006

I-B型CASTs

I-B CASTs也利用Cascade复合
物进行靶向。但与某些I-F系统主
要依赖TniQ-Cascade不同，一
些I-B CASTs可能保留了更多类
似原始Tn7的靶向机制，例如在
垂直传播（插入到特定位点）时
仍使用TnsD样蛋白，而在水平
传播（RNA引导的随机靶向）时
才使用TniQ-Cascade组合 。

  张锋
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2-2 V型CASTs (Type V CASTs)

V型CASTs最突出的特点是使用单个、多功能的效应蛋白——Cas12k 来执行靶向任务 。在V型
CASTs中，目前研究最多、也最受关注的是V-K型。
V-K CAST同样包含（1）转座酶模块：通常只有TnsB和TnsC，缺少TnsA，只能在供体片段的 3' 
端发生切割，从而介导复制型转座而非 I 型 CASTs 中的剪切型转座。（2）靶向模块：Cas12k
和TniQ。

V-K型CASTs

  张锋
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2-3 三者区别
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2-4 其他类型



Part3 庖丁解牛——
CASTs的机制模型

3-1 V-K型CASTs机制解析

3-2 I-F型CASTs机制解析

3-3 I-B型CASTs机制解析
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3-1 V-K型CASTs机制解析

Elizabeth H. Kellogg团队从Scytonema 
hofmannii（ShCAST）中重建了约
1MDa型V-K型CAST转座体，并利用单颗
粒冷电体显微镜确定其结构。

     Elizabeth H. Kellogg
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3-1 V-K型CASTs机制解析

Cas12k-gRNA复合物识别靶DNA上的原型间隔区相邻基序（PAM），局部解链形
成R-loop，使靶链稳定暴露，在基因组中无损地定位特定位点，并建立后续组装的
唯一坐标原点。
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3-1 V-K型CASTs机制解析

结合在Cas12k上的衔接蛋白 TniQ，作为特异的“码头”，招募细胞质中处于 ATP结合
状态 的TnsC单体。首个TnsC单体作为“种子”，后续TnsC-ATP单体不断加入，像铺轨
车一样严格沿DNA向下游方向组装延伸。
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3-1 V-K型CASTs机制解析

预结合了转座子DNA两端的TnsB二聚体，被精准招募至TnsC丝状体的特定位点。随后，
TnsB催化转座子从供体链上脱离（剪切），并以其3‘-OH末端攻击靶DNA上已测量好的位
点，形成共价连接（粘贴）。TnsB会刺激邻近TnsC亚基加速水解ATP。TnsC-ADP构象剧变，
导致整个丝状体迅速解聚，系统复位。
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3-2 I-F型CASTs机制解析

贾宁等在对霍乱弧菌Tn6677多亚
基I-F级联的结构研究中，对其运
作机理进行了初步探究。

         贾宁               Dinshaw J. Patel
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3-2 I-F型CASTs机制解析

与V-K型（先找靶点，再招募TniQ）不同，I-F型的TniQ是预先装载在Cascade上的。这意味
着整个导航-信号转导单元是以一个整体去搜寻靶点，其组装逻辑更为前置。在接收到来自
TniQ-Cascade的正确信号后，TnsC才会在正确位置组装并变构，暴露出招募TnsB的界面。
TnsA与TnsB协作，精确切割转座子的另一端，确保转座子完整切除。
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3-3 I-B型CASTs机制解析

对I-B型CASTs的一个亚型（来自Peltigera 
membranacea cyanobiont 210A的亚型
（PmcCAST）），对其机制进行了初步探究。

         Leifu Chang
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3-3 I-B型CASTs机制解析

Cascade先结合靶DNA，构象变化后招募
TniQ，与V-K型类似。TnsC形成七聚体环 ，
不形成长丝状体，与I-F型同为环状但细节有
差异。



Part4 点石成金——
CASTs的目前应用

4-1 基因编辑工具

4-2 基因治疗
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4 CASTs的目前应用

 CASTs 在基因组
工程、生物技术
和医学研究中具
有广泛的应用前

景

基因编辑工具：CASTs 作为一种新型的基因编辑工具，能够实现大段 DNA 
的精确插入、缺失和替换，解决了传统 CRISPR-Cas9 系统在处理大片段 
DNA 时的局限性。

基因治疗：CASTs 在基因治疗中具有广阔的应用前景。CASTs 的高效性和
安全性使其成为基因替代疗法的重要工具。
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4-1 基因编辑工具

CASTs 通过 RNA 引导的 DNA 插入机制，实现了高效的 DNA 插入。ShCAST
（Scytonema hofmanni 的 CAST）能够将 DNA 插入到大肠杆菌基因组中，插
入效率高达 80%。

  张锋
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4-1 基因编辑工具

CASTs还可以将序列特异性靶向插入拟南芥的基因组中

R. Keith Slotkin
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4-2 基因治疗

CASTs 在基因治疗中具有广
阔的应用前景。研究表明，
CASTs 可以用于将治疗性基
因整合到人类基因组中，特别
是在人类细胞中实现靶向的基
因插入。
2025 年的一项研究展示了基
于 V-K 类型 CAST 的系统，
能够将大型 DNA 负载整合到
人类细胞的基因组中，具有高
效率和低脱靶效应。



Part5 任重道远——
未来展望部分

5-1 核心优势

5-2 不足现状

5-3 领域扩展



第 37  页诚 朴 勇 毅

5-1 核心优势

利用CRISPR相关转座酶（CASTs）实现高度高
效且针对性地整合大千基级载荷的DNA整合，
将CAST系统应用于多种微生物物种的工程应用，
结合了CRISPR–Cas系统的可编程性与转座酶带
来的高效化学特性，允许靶向DNA插入，无需
DNA双链断裂或重组机制。
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5-2 不足现状

在V型CASTs，缺少TnsA，采用“复制-粘
贴”(copy-and-paste)机制，插入常伴随供体
DNA复制，易产生“cointegrate”产物。

如何减少非目标产物？如何提升CAST特异性以
减少离靶插入？哪些分子机制调控宿主依赖性的
特异性？
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5-3 领域扩展

原核生物 真核细胞

纯化培养

哺乳动物
/作物

群体代谢
相互作用

 Guillermo Montoya

如何提升效率和特异性方面仍面临关键挑战：
在治疗用途方面，正在进行的研究旨在发展CASTs系统，以实现人类细胞中精
准、大规模的基因组编辑。
农业育种方面，CRISPR阵列一次性多重靶向基因敲除。实现了合成通路的多拷
贝基因组整合，产生比质粒表达更为稳健，稳定产生具目的性状的改良品株。
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