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基因编辑技术在疾病治疗中的研究进展

杨春艳　王　磊　穆登彩　李芳芳　沈　昊　郑尚永
（云南大学医学院　昆明　６５００９１）

摘要　基因编辑是一项旨在对基因组进行定点修饰的新技术，为基因功能分析提供了更强大的
工具。现在研究人员可以很容易地利用锌指核酸酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）、转录激活类效应
核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅ，ＴＡＬＥＮ）、规律成簇的间隔短回文重复序列
（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ，ＣＲＩＳＰＲ）等基因编辑技术来操纵目标基
因，这些技术革新了基因功能分析和医学治疗领域。对基因编辑技术的种类、原理进行综述，重

点介绍ＣＲＩＳＰＲ基因编辑技术在疾病治疗中的研究进展，并对基因编辑技术的未来进行了展望。
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　　人类基因组计划于１９９０年启动，２００３年完成，旨

在发现所有人类基因的序列并研究其功能，以及研究

基因突变对人类疾病的影响。目前许多基因疾病没有

治疗方法，医生只能通过药物或放化疗来减轻症状而

不能消除疾病，因此需要开展广泛的研究以发现有效

的基因治疗方法［１］。近年来，科学家们一直在寻找更

精确的方法对特定基因进行敲除或靶向修饰，以便更

准确、更深入地了解疾病的发病机制，探索基因的功

能，找到治疗重大疾病和遗传疾病的有效方法。过去

使用的许多方法虽然为许多基因的功能鉴定提供了很

大的帮助，但已不能满足不断扩大的基因功能研究的

需要［２］。令人鼓舞的是，近十年来出现的基因编辑技

术为克服上述困难开辟了新途径，由于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

优于其他基因编辑技术，科学家可以达到更高的准确

度，包括设计简单、靶向效率高以及能够在多个序列中

同时进行修改，具有广泛的发展前景和应用价值，吸引

了世界各地的研究人员的广泛关注。

　　自定义设计的核酸酶主要被分为三类，包括ＺＦＮｓ、

ＴＡＬＥＮｓ和 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９［３］。这些方法都是对基因的

特定序列进行编辑。在过去的几十年里，基因工程领

域的许多努力都是为了提高我们对生命过程的理解，

从而使设计新的诊断和治疗方法成为可能。从转基因

到基因打靶，胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣｓ）、

诱导多能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＩＰＳＣｓ）

和通过核酸酶进行的基因编辑，极大地促进了这些希

望的实现，在某些领域，如癌症、遗传病、血液病等，基

因治疗的梦想可能即将实现，这无疑将改善人类的生

活，并可能实现个性化治疗［４］。

１　基因编辑技术的分类及原理

１．１　ＺＦＮ技术

　　锌指核酸酶（ＺＦＮ）是第一个普遍使用的基因编辑

技术。ＺＦＮ是由一系列锌指结构单元与 ＦｏｋⅠ核酸酶

活性区结合而成，具有识别和切割特定 ＤＮＡ序列的能

力。ＺＦＮ识别不同 ＤＮＡ序列的机制在于锌指蛋白元

件的类型和基序。锌指结构是蛋白质结构单元，其与

ＤＮＡ分子相互作用，由大约３０个氨基酸组成。四个氨

基酸残基（Ｃｙｓ）或两个半胱氨酸残基（Ｃｙｓ）和两个组

氨酸残基（Ｈｉｓ）是保守的氨基酸，它们与锌离子相结

合［５］。ＦｏｋⅠ要具有酶切活性需要形成二聚体。在设

计ＺＦＮ时，ＦｏｋⅠ需要突变，使之不能形成同源二聚体。
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当５～６ｂｐ的ｓｐａｃｅｒｓ隔在两个结合不同目标序列突变

的ＦｏｋⅠ中时，就可以形成异源二聚体从而具有酶切功
能，此设计的一个优点是增加 ＺＦＮ的特异性识别。
ＦｏｋＩ酶与ＩＩ型限制酶的切割不同，这意味着它在识别

位点外切割ＤＮＡ。ＺＦＮｓ作为一种工具，有助于开发新
的人类疾病模型和基因治疗策略等。有研究表明，ＺＦＮ
通过靶向长末端重复序列（ｌｏｎｇｔｅｒｍｉｎａｌｒｅｐｅａｔｓ，
ＬＴＲｓ），一种新的、可替代的根除 ＨＩＶ１感染的抗逆转

录病毒策略，能够特异和有效地从感染晚期的人 Ｔ细
胞中切除ＨＩＶ１前病毒ＤＮＡ［６］。
１．２　ＴＡＬＥＮ技术
　　革兰氏阴性菌感染植物后，会分泌转录因子，即转
录激活因子样效应因子（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｌｉｋｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｒ，ＴＡＬＥｓ）［７］。当这种 ＤＮＡ结合蛋白的序列以
与ＺＦＮｓ相同的方式与 ＦｏｋＩ亚基结合时，就会产生一

类具有高度特异性的基因编辑核酸酶，也就是

ＴＡＬＥＮｓ［８］。与基因组中的特定序列结合的ＴＡＬＥ具有
３３～３５个串联重复序列，每个重复序列都可以识别基
因组中的特定 ＤＮＡ碱基对。这些串联重复序列是相
似的。ＴＡＬＥＮ识别模块的氨基酸除了第１２、１３位外其
余都是保守的，因此第１２、１３位氨基酸被称为重复可

变双残基（ｒｅｐｅａｔｖａｒｉａｂｌｅｄｉｒｅｓｉｄｕｅ，ＲＶＤ），正是这两种
氨基酸决定了 ＴＡＬＥＮ结合 ＤＮＡ的核苷酸类型。ＦｏｋＩ
内切酶亚基与 ＴＡＬＥＮｓ靶序列结合所需区域为 １２～
２０ｂｐ，这个区域叫作间隔［７］。ＴＡＬＥＮ利用黄杆菌
（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）的 ＴＡＬＥｓ的 ＤＮＡ序列识别模块作为
ＤＮＡ序列特异性鉴定的基础［９］。到目前为止，ＴＡＬＥＮｓ
已经被用于对多种生物的基因组序列进行有目的的改

变，包括人类、老鼠、蠕虫、斑马鱼、猪和酵母。因此，这

一过程被认为是一种适用于建立模型系统以寻找基于

基因组工程的治疗策略的技术［１０］。

１．３　ＣＲＩＳＰＲ技术
　　１９８７年首次在大肠杆菌基因组中发现一种已知的
重复碱基序列，称为 ＣＲＩＳＰＲ［１１］。ＣＲＩＳＰＲ是一种最基
本的对基因进行修补的非常精确的方法。ＣＲＩＳＰＲ系

统分为３类（Ｉ～ＩＩＩ），Ｉ类和ＩＩＩ类在细菌和古生菌中均
有发现，含有多个Ｃａｓ蛋白，ＩＩ类仅在细菌中存在，只包
括一个Ｃａｓ蛋白［１２］。２０１２年，研究人员改进了这个系
统，发现任何ＤＮＡ（不仅是细菌）都有这种能力，这个过
程在人类身上也有效。ＣＲＩＳＰＲ系统由三部分构成：
ＣＲＩＳＰＲ的主体 ＣＲＩＳＰＲ基因座（ＣＲＩＳＰＲｌｏｃｕｓ），基因

座上游的一段前导序列（ｌｅａｄｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＬＳ）以及与

ＣＲＩＳＰＲ功能相关的基因（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓ，Ｃａｓ
ｇｅｎｅｓ）［１３］。ＣＲＩＳＰＲ阵列包含一组重复序列，它们之间
具有间隔序列。Ｃａｓ复合物切割的侵入性短片段基因
组作为新的间隔序列添加至ＣＲＩＳＰＲ阵列。因此，当再
次面对之前的噬菌体时，它就会破坏病毒的入侵。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术要想成功工作，就意味着 Ｃａｓ９要识
别必须被切割的区域，且必须在侵入生物体基因组（如

噬菌体）的靶向原始间隔序列之后，再被一个称为原间

隔邻近基序（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ，ＰＡＭ）的序列处
理［１４］。为了简化ＩＩ型系统的使用，通过基因工程设计
了一种名为“单导ＲＮＡ”（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ）的
双ＲＮＡ结构，该结构由 ＣＲＩＳＰＲＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）和反式
激活 ＣＲＩＳＰＲＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）两部分组成。Ｃａｓ９与
ｔｒａｃｒＲＮＡ结合，并由ｃｒＲＮＡ引导朝向目标序列［１５］。该

方法的靶点特异性是由 ＲＮＡ决定的而非蛋白质决定
的。因此，这项技术更加简单和便宜。此外，与ＺＦＮ和
ＴＡＬＥＮ相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９具有设计简单、效率高和多

突变的优点，是目前最便捷的基因组编辑技术之一

（表１）。
１．４　其　他

　　除了上述基因编辑技术外，２０１８年卡内基梅隆大
学和耶鲁大学的研究人员发现了 ＰＮＡ（ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄｓ，ＰＮＡｓ）基因编辑技术，他们利用该技术成功治愈
了小鼠遗传疾病，并指出治疗没有脱靶效应［１６］。通过

此基因编辑技术的早期干预可以纠正遗传缺陷，有助

于器官的发展以及用于功能性疾病的治疗。这项技术

以前也用于治疗β地中海贫血［１７］。此外还有一些衍生

的 ＣＲＩＳＰＲ技术，如 ＮｍｅＣａｓ９系统［１８］、ＣＨＡｎＧＥ技
术［１９］、ＥｖｏｌｖＲ系统［２０］、ＣＲＩＳＰＲＧＯ系统［２１］、ＣＲＩＳＰＲ
ＳＴＩＰ技术［２２］等，这些新兴的衍生技术在疾病治疗方面

也有着很大的应用前景。当然在 ＣＲＩＳＰＲ的舞台上，
Ｃａｓ９不再是唯一的主角，其他的 Ｃａｓ蛋白也越来越受

到人们的关注（表２）。

２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在疾病治疗中的研究进展

２．１　癌症治疗
　　由于基因组和表观遗传学的改变使致癌基因激活
或抑癌基因失活，从而导致了癌症的发生。近年来，针

对癌症的有效治疗方法已经出现，以改善患者的预后。

手术、放疗、化疗等方法已被用于缓解癌症的恶化，使

患者受益最多可达５年。然而，有害的副作用和毒性
增加了死亡率，大大降低了生活质量［２３］，因此了解肿瘤

８８
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表１　ＺＦＮ、ＴＡＬＥＮ、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的区别

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＺＦＮ，ＴＡＬＥＮ，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

ＺＦＮ ＴＡＬＥＮ ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９

ＤＮＡ结合 锌指蛋白 ＴＡＬＥ蛋白 指导ＲＮＡ

ＤＮＡ切割 ＦｏｋＩ ＦｏｋＩ Ｃａｓ９

ＤＮＡ识别范围 １８～３６ｂｐ ３０～４０ｂｐ ２２ｂｐ

锌指模块 ＴＡＬＥ模块 ＤＮＡＲＮＡ碱基

识别序列

　
含有Ｇ碱基的序列如下：
５′ＧＮＮＧＮＮＧＮＮ３′

从５′Ｔ开始，
以Ａ３′结尾的序列

紧接着是相邻的原间隔基序

５′ＮＧＧ３′

剪切位点 单次单个 单次单个 可同时剪切多个位点

优点 靶向结合的高效率

靶向传递基因效率高

蛋白质尺寸（＜１ｋｂ）

高特异性

１ｂｐ的精确识别
相对容易选择目标区域

蛋白质尺寸（＞３ｋｂ）

自由选择目标区域

指导ＲＮＡ的简单合成
多路复用能力

靶向效率高

蛋白质尺寸（＞３ｋｂ）

局限 难选序列

上下文依赖性

既昂贵又费时

脱靶效应

有毒副性

不适用于甲基

既昂贵又费时

脱靶低

低毒性

低通量

ＰＡＭ序列依赖性
脱靶效应

嵌合体现象

低同源重组率

表２　各种Ｃａｓ蛋白的区别

Ｔａｂｌｅ２　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｖａｒｉｏｕｓＣａｓｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｃａｓ蛋白 ＣＲＩＳＰＲ系统 指导ＲＮＡ 目标识别序列

Ｃａｓ９ ＩＩ型 ｃｒＲＮＡ＋ｔｒａｃｒＲＮＡ ＧｒｉｃｈＰＡＭ

ｄＣａｓ９ ＩＩ型 ｃｒＲＮＡ＋ｔｒａｃｒＲＮＡ ＧｒｉｃｈＰＡＭ

Ｃｐｆ１（Ｃａｓ１２ａ） Ｖ型 ｃｒＲＮＡ ＴｒｉｃｈＰＡＭ

Ｃ２ｃ２（Ｃａｓ１３ａ） ＶＩＡ型 ｃｒＲＮＡ＋ｔｒａｃｒＲＮＡ ＥｘｃｅｐｔＧｒｉｃｈ

Ｃａｓ３ Ｉ型 ｃｒＲＮＡ ＴｒｉｃｈＰＡＭ

ｄＣａｓ１３ａ ＶＩＡ型 ｃｒＲＮＡ＋ｔｒａｃｒＲＮＡ ＥｘｃｅｐｔＧｒｉｃｈ

Ｃａｓ１３ｂ ⅥＢ型 ｃｒＲＮＡ ＰＦＳ①

Ｃａｓ１０（Ｃｓｍ１） ＩＩＩ型 ｃｒＲＮＡ ＡＴｒｉｃｈＰＡＭ

　　①ＰＦＳ：Ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒｆｌａｎｋｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ

生物学对开发新的抗癌治疗方法具有重要意义。目前

科学家正在使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因组编辑技术来促进

癌症生物学的发现，通过高通量筛选，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介

导的疾病模型可用于癌基因、药物靶标和肿瘤抗性的

临床前验证。张峰和诺贝尔奖得主（Ｎｏｂｅｌｌａｕｒｅａｔｅ）

ＰｈｉｌｌｉｐＳｈａｒｐ成功地利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９构建了小鼠模

型，以模拟癌症突变的有害影响［２４］，它们的系统是在肿

瘤抑癌基因中引入功能缺失和原癌基因中引入功能获

得的能力，从而有助于因果基因突变的筛选。这些应

用使得ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９这一技术在致病基因突变中的编

辑和表观基因组学的研究中显示出了前所未有的有效

性。同时，其在体内和体外细胞中的应用正在鼓励科

学界寻求更有力的基因治疗方法，并在临床设置基因

组编辑治疗［２５］。

　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的诱导型 ｄｅｇｒｏｎ标签（Ｄｅｇｒｏｎ

ＫＩ）的敲入能抑制蛋白质的功能，具有诱导性、特异性

和等位基因特异性［２６］。这种方法使我们对癌细胞系中

的ＥＺＨ２和ＰＩ３Ｋα抑制剂有了更好的了解。ＤｅｇｒｏｎＫＩ

系统还帮助确定推定的致癌基因ＳＦ３Ｂ１热点突变和剪

接变体之间的联系［２７］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９已被用于研究包

括ＣＤ７４ＲＯＳ１易位、ＥＭＬ４ＡＬＫ和 ＫＩＦ５ＢＲＥＴ倒位在

内的基因组重排，这些都是肺癌的驱动因素［２８］。

９８
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ＣＲＳＩＰＲ／Ｃａｓ９介导的基因组工程也被用于产生携带染

色体易位的细胞系，这些细胞系提供了关于急性髓系

白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）和尤文氏肉瘤
早期病理信息［２９］。使用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９去除 Ｃ４ＢＰＢ基
因可以治疗ＡＭＬ，因为该基因主要编码 ＡＭＬ蛋白［３０］。

ＣＲＩＳＰＲ介导的乳腺癌细胞中ＨＥＲ２基因的编辑揭示了

一种新的 ＨＥＲ２靶向机制，它取代了临床药物赫赛
汀［３１］。免疫疗法也越来越成为当今癌症治疗的基

石［３２］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９已被用于破坏多个基因座以生成
通用ＣＡＲＴ供体细胞。Ｆａｓ受体 ＣＤ９５与配体结合后
可诱导 Ｔ细胞凋亡和 ＣＡＲＴ功能。因此，ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９产生的Ｆａｓ敲除ＣＡＲＴ细胞在小鼠中显示出改善
肿瘤细胞死亡和延长生存的作用［３３］。另一研究显示，

基于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的体内筛选能鉴定出蛋白酪氨酸磷
酸酶非受体２型（ＰＴＰＮ２）作为一种新的肿瘤免疫治疗
靶点［３４］。

２．２　遗传性疾病的治疗
　　遗传性疾病的治疗仍然是医学中的挑战之一，大

多数基因疾病很少能被治愈，而且只有在致病突变纠

正为野生型序列的情况下才能治愈。遗传学的进展揭

示了许多遗传疾病背后的分子机制，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方

法已经成为人们广泛理解的阻止甚至治愈遗传疾病的

手段［３５］。近年来，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方法在ＤＭＤ小鼠模型
ＤＭＤＭＤＸ小鼠中被反复报道［３６３７］。将 ＡＡＶＣａｓ９和
ＡＡＶｇＲＮＡｃａｓｓｅｔｔｅｓ注入免疫缺陷的幼鼠体内，随着其
肌肉的生长和肌源性细胞的增殖，这种基因组编辑使

肌营养不良蛋白在全身肌肉组织中重新表达［３８］。也可

以将 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９通过腺相关病毒传递直接进入
ＤＭＤ小鼠肌肉细胞。一旦分娩，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９切除突
变外显子，产生一个切除的肌营养不良蛋白。接受这

种治疗的ＤＭＤ小鼠表现出更好的肌肉力量，没有脱靶
效应［３９］。同样，人类遗传疾病小鼠模型的研究也正朝

着大型动物的方向发展，在犬类 ＤＭＤ模型中，通过
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对２％ ～３％的肌营养不良蛋白进行编

辑，取得了比 ＭＤＸ小鼠更接近人类疾病的表型的成
功。除此之外，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９也被报道用于灵长类动
物的ＤＭＤ［４０］。
　　在由Ｆ９和 Ｆ８编码基因突变引起的血友病 Ｂ（因
子ＩＸ缺乏症）和血友病Ａ（因子ＶＩＩＩ缺乏症）的Ｘ连锁
疾病中，有研究显示，将裸鼠 Ｃａｓ９ｓｇＲＮＡ和供体 ＤＮＡ

注入体外生殖系细胞以及成年血友病小鼠体内，可以

被用来纠正因子ＩＸ缺陷［４１］。表达ＳａＣａｓ９和ｓｇＲＮＡ的

ＡＡＶ载体被传递给成年和新生儿血友病小鼠后，能够
恢复足够水平的 ＩＸ因子［４２］。最近的一项研究表明，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９用于纠正血友病 Ａ患者 ｉＰＳＣｓ的染色体
倒位。从这些纠正过的 ｉＰＳＣｓ分化出来的内皮细胞能
够表达Ｆ８基因功能，并且能够纠正在其他致死敲除小
鼠模型的缺陷［４３］。因此，基因治疗已成为纠正潜在蛋

白质缺乏的主要研究领域。此外，α１抗胰蛋白酶（简

称α１ＡＴ）缺乏也能通过基因编辑进行治疗，α１ＡＴ是
一种涉及肝脏和肺的遗传疾病，ＳＥＲＰＩＮＡ１基因突变导
致肝脏中 α１ＡＴ蛋白缺失导致肝损伤，蛋白酶／抗蛋白
酶的失衡可导致肺气肿［４４］。最近，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９被用
于将α１ＡＴ基因整合到小鼠肝脏ＲＯＳＡ２６的“安全港”

位点，这种“敲入”方法在体内模型中实现了基因表达，

指出将基因敲入安全港是纠正长期顽固性疾病的一个

有希望的策略［４５］。另一项研究中，ＣＲＩＳＰＲ被用于将
ＡＡＶ８ＣＲＩＳＰＲ系统地传递到 ｈＳＥＲＰＩＮＡ１第 ２外显子
上，导致肝细胞聚集体减少，实现了对 Ｚ突变

（Ｇｌｕ３４２Ｌｙｓ）的适度纠正，证实了基因编辑疗法在同时
纠正与α１ＡＴ缺乏相关的肝和肺疾病症状方面的潜
力［４６］。总之，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统可以作为纠正或减轻
遗传疾病的有效工具。

２．３　神经退行性疾病的治疗
　　最常见的神经退行性疾病主要分为选择性和老年
性。常见的神经退行性疾病如 ＨＤ、ＡＤ、ＰＤ、脊髓性肌
萎缩症（ｓｐｉｎａｌｍｕｓｃｕｌａｒａｔｒｏｐｈｙ，ＳＭＡ）和肌萎缩侧索硬
化症（ａｍｙｏｔｒｏｐｙｉｃｌａｔｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＬＳ）［４７］。在美国等

发达国家，各种神经退行性疾病的患病率相对来说更

高（约７００万次）［４８］。到目前为止，还没有有效的治疗
这些疾病的方法。然而，细胞模型的产生将有助于获

得关于这些疾病发病机制的信息，并将有助于药物筛

选。最近探索的一种可能的治疗这些疾病的方法是利

用干细胞进行细胞替换。在未来的应用中，可以使用

基因编辑技术来开发治疗神经退行性疾病的治疗方

法，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９已经被用来改变或产生基因突变，并
为特定的神经退行性疾病建模［４９］。在高等动物中，很

难产生大型动物疾病模型，因此需要细胞模型。此外，

缺乏从大型动物身上提取的ＥＳＣ系是基因操作的一个
主要障碍［４７］，基因编辑技术在神经退行性疾病的最新

进展使探索大型动物模型成为可能。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系
统可以用来产生突变，阻碍开放阅读框，使基因失活。

因此，利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９可以很容易地研究由动物特

定基因功能障碍引起的神经退行性疾病。评估不同类

０９
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型细胞的镶嵌突变也可用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９。ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９可以针对胚胎中的每一个基因，这对于建立神经
退行性疾病的动物模型是有利的。这项技术在大型动

物模型中也特别有用，如起源于 ＰＡＲＫＩＮ和 ＰＩＮＫ１基
因突变的ＰＤ［４７］。
　　在动物模型中，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９可用于靶向沉默候
选基因［４７］。这可能使我们能够模拟在 ＰＤ患者中观察
到的突变。神经退行性疾病也可以源自突变的细胞毒

蛋白，ＰＤ和 ＨＤ分别是由 ａｓｙｎｕｃｌｅｉｎ和异常扩展的
ＣＡＧ序列导致ｈｕｎｔｉｎｇｔｉｎ蛋白突变引起的［４７］。在哺乳

动物细胞中使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术可以有效地生成这
些蛋白质，而其他工具，如非同源性末端连接（ｎｏｎ
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ），可以用来增加它们的产
量［５０］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在人类免疫治疗方面也有很有前
景的结果，人类 ＡＬＳ通常由 Ｃ９ＯＲＦ７２基因引起，该基
因编码二肽重复（ｄｉｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｅａｔ，ＤＰＲ）蛋白。因此，
识别Ｃ９ＯＲＦ７２编码的ＤＰＲｓ的抑制子和增强子可以利

用基于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的人类基因组敲除筛选技术。利
用这项技术，许多修饰基因被识别出来，其中一种调节

剂ＴＭＸ２改善了Ｃ９ＯＲＦ７２ＡＬＳ患者的内质网应激，导
致神经元显著存活［５１］。

２．４　ＨＩＶ的治疗

　　１９８１年报告了第一例人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）感
染病例。自那时以来，ＨＩＶ已影响到全球 ３５００多万
人，成为了一个主要的公共卫生问题［５２］。虽然抗逆转

录病毒治疗（ＡＲＴ）可以减轻 ＨＩＶ１的症状，但不能实

现完全康复。治疗的主要障碍是 ＨＩＶ持续存在于宿主
体内，这是抗逆转录病毒疗法无法消除的。ＨＩＶ的
ＤＮＡ被吸收到宿主的基因组中，形成了有组织的病毒

库。删除或中和病毒 ＤＮＡ可以消除 ＨＩＶ的持续存
在［５３］。为了消除休眠病毒库，重点研究能够阻断病毒

ＤＮＡ并显示最小药物毒性的个性化治疗是很重要
的［５４］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统可以通过 ｓｇＲＮＡ
引导的方法去除 ＤＮＡ［５５］。这种由 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９去除
前病毒ＤＮＡ的技术也有助于在其他疾病中灭活病毒
基因。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９通过 ｓｇＲＮＡ实现 ＨＩＶ前病毒
ＤＮＡ的去除，并且ｓｇＲＮＡ可以在潜伏感染中靶向病毒

ＬＴＲＵ３区域中的储存位点。除了使原病毒 ＤＮＡ失活
和防止感染细胞复制外，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９还可以提供对
复发性ＨＩＶ感染的耐药性，并可针对 ＨＩＶ基因组内的
多个位点［５６］。Ｃａｓ９蛋白可以在人的造血干祖细胞
（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍａｎｄｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＨＳＰＣｓ）中持续

存在。然后，ＨＳＰＣｓ可以分化成单核细胞和巨噬细胞，

而不会产生副作用。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９也可用于具有
ｐｉｇｇｙＢａｃ转座子供体序列的ｉＰＳＣｓ中ＣＣＲ５Ｄ３２的自然
缺失。

　　一个 ＨＩＶＧＦＰＪｕｒｋａｔ细胞株（ＪＬａｔ１０．６）也被用来

测试ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在沉默ＨＩＶ１ＤＮＡ方面的有效
性［５７］。该研究结果表明，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对 ＪＬａｔ１０．６细
胞株ＨＩＶ１原病毒 ＤＮＡ具有有效的靶向性和沉默作
用。这激发了将ｇＲＮＡ与目标病毒ＤＮＡ序列相匹配的
想法。近年来，ｌｎｃＲＮＡｓ作为抑制 ＮＥＦ基因表达的
ＨＩＶ１原病毒的新工具被检测出来。ＮＥＦｌｎｃＲＮＡ高表

达可引起病毒抑制，低表达则相反。５′ＬＴＲ区域可能是
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因组编辑系统的合适靶点［５４］。一些抗

病毒疗法可以用来控制病毒感染。然而，病毒在血液

中是无法追踪的，这是一个主要问题。最近的研究表

明，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统可以作为一种新的抗
病毒工具，通过靶向病毒编码区域。该系统可用于阻

断ＨＩＶ１感染的同化和进展，消除隐藏的病毒库，并提
供对ＨＩＶ１的持久免疫［５８］。

２．５　心血管疾病治疗

　　心血管疾病是美国发病率和死亡率的主要原因，
占美国死亡人数的１／３［５９］。尽管采用了多种药物、设
备和手术等治疗方法，但随着时间的推移，许多患者病

情恶化，出现难治性症状。考虑到这些趋势对医疗、经

济和生活质量的影响，需要对心血管疾病采取新的治

疗策略，特别是那些旨在减少住院的治疗策略。目前

大多数心血管疾病的临床试验采用基于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
的体外治疗方法。治疗血脂异常（如高胆固醇血症）的

疗法也有望利用体内基因组编辑开发［６０］。ＰＣＳＫ９在人
体中自然产生的功能缺失突变可导致血液中低密度脂

蛋白胆固醇水平的降低，从而为预防冠心病提供保护。

因此，如果ＰＣＳＫ９在肝脏中被成功破坏，它应该能够模

拟这些有益突变的效果。在早期的研究中使用动物模

型来验证，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９通过注射病毒载体靶向成年
小鼠肝脏中的Ｐｃｓｋ９［６１］。
　　基因组编辑也适用于早期胚胎，特别是合子阶段。
胚胎基因组编辑的目标是纠正有害突变，以避免致病

性疾病在生活中出现。由于大多数遗传性心血管疾病

是由显性突变引起的，单基因纠正就可以预防这种疾

病的发生［６２］。因此，遗传性心血管疾病为基于胚胎基

因组编辑的基因治疗的可行性提供了一个有吸引力的

模型。因此，遗传性心血管疾病为基于胚胎基因组编
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辑的基因治疗的可行性提供了一个有吸引力的模型。

基于该概念，使用引起家族性肥厚性心肌病的肌球蛋

白结合蛋白 Ｃ３（ＭＹＢＰＣ３）突变，评估了基于 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９的基因纠正在人类胚胎中的有效性。值得注意的
是，显著减少了包含修正的 ＭＹＢＰＣ３基因和突变的

ＭＹＢＰＣ３基因的嵌合体胚胎的形成，提高了基因组编辑
的治疗适用性［６３］。这展示了在研究环境下对人类胚胎

进行种系基因组编辑的技术可行性。然而，在临床实

现之前，有必要对伦理和安全问题进行进一步的讨

论［６４］。

４　展　望

　　基于ＣＲＩＳＰＲ的技术已经被证明是科学进步不可
或缺的。这是因为它在理解基因如何工作的基本问题

的基础研究以及开发治疗癌症等复杂疾病的生物疗法

方面具有广泛的适用性。然而，与这项技术相关的一

些挑战仍然需要解决。例如，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９病毒载体
存在很多缺陷，因此人们对开发非病毒递送策略，由固

体脂质纳米粒［６５］、金纳米粒［６６］、阳离子聚合物［６７］、脂

质过氧化氢（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ）［６８］组成的载体均已被研究
用于Ｃａｓ９和 ｇＲＮＡ的非病毒传递，并已能够在体内有
效灭活多种组织中的基因。已经开发出了 Ｃａｓ９、ｇＲＮＡ
（ｓ）和ｄＤＮＡ（称为ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９Ｇｏｌｄ）复合物的金纳米
颗粒，其能够在肌肉组织的体内产生同源重组修复

（ｈｏｍｏｌｏｇｙｄｉｒｅｃｔｅｄｒｅｐａｉｒ，ＨＤＲ），ＨＤＲ效率为５％。与
病毒载体相比，ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９Ｇｏｌｄ也能够减轻免疫识
别（无 ＡＡＶ），并且具有较低的脱靶效应（Ｃａｓ９基因无
连续表达）［６９］。此外，金黄色葡萄球菌和化脓性链球菌

的Ｃａｓ９可使人类感染疾病已被证明。克服这一问题的
一个可能策略是重新设计Ｃａｓ９或使用一种能够逃避宿
主免疫反应的不同细菌蛋白。这项技术也存在伦理问

题，随着２０１８年１１月“ＣＲＩＳＰＲ婴儿”的诞生，科学家
们必须共同应对ＣＲＩＳＰＲ的挑战，这一挑战可能会带来
基因不平等的时代及其长期影响。尽管这些挑战依然

存在，但基于ＣＲＩＳＰＲ的技术有着巨大的潜力，并且是
基因组编辑工具箱中的一个重要补充，可用于开发能

够改善患者未来结局的生物疗法。

　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的临床进展目前严重依赖于二维细
胞培养和啮齿动物模型（两者都与人类组织存在显著

差异）。ＮＨＥＪ和ＨＤＲ在人体细胞和组织中的检测和
优化ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９还需要更多的进展，器官芯片在这

方面提供了巨大的机会。对于 Ｔ细胞和免疫治疗来

说，最关键的问题是识别针对大量未使用 ＣＡＲ靶向表

面蛋白的癌症的靶向肿瘤特异性抗原。造血干细胞

（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＨＳＣ）的转导仍然是一个相对

复杂的过程，需要大量的载体才能产生大量的临床修

饰ＣＤ３４＋细胞。这可能会增加每位患者的成本并限制

其可用性。因此在ＣＤ３４＋细胞异质群体之外进一步富

集ＨＳＣ是减少载体需求的一种方法［７０］。有报道称，一

些小分子可以增加 ＣＤ３４＋细胞的慢病毒载体转导，甚

至可以减少每个细胞的载体数量，这些所谓的“转导增

强剂”正在临床试验中进行评估［７１］。总之，ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９领域正在蓬勃发展，这种科学方法具有巨大的治

疗潜力，而且还预示着一个医学的新时代。
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