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摘要       CRISPR/Cas9系统(常间回文重复序列丛集/常间回文重复序列丛集关联蛋白系统)为靶向基因编辑提

供了强大的技术手段. 利用序列特异性sgRNA的引导, CRISPR/Cas9系统能够精准地在目标DNA的确切位置导

入双链切口. 与已有的基因编辑手段相比,该系统具有更优异的简便性、特异性和有效性. 目前,大量涉及体内

外多物种的CRISPR/Cas9基因编辑研究已充分展示了该技术的巨大潜力,为基于该技术的疾病治疗研究和临床

应用带来了希望. 基于CRISPR/Cas9基因编辑技术所介导的非同源性末端连接和同源性DNA修复作用,近期多

个研究工作已经成功应用该技术修复了包括点突变和基因组缺失等在内的遗传疾病相关基因组缺陷. 本综述

将总结近期有关利用CRISPR/Cas9基因编辑技术治疗人类遗传性疾病的相关临床前研究进展.
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在过去十几年中,遗传性疾病的研究主要围绕遗

传差异这一焦点展开,并已经取得了巨大的进展[1]. 第
二代基因测序技术的出现和发展极大地推动了基因

组水平的相关研究,大量与人类重大疾病相关的遗传

缺陷已被成功鉴定出来[1~3]. 其中,基因组序列的各种

缺陷,如小规模序列突变、基因缺失以及大规模染色

体重排等得到了深入的探索和研究[2,4,5]. 这些研究进

展打破了传统研究手段在遗传性疾病研究中的限制,
为基因治疗打开了新的大门[1].

Ⅱ型CRISPR/Cas系统编码具有核酸酶活性的标

志性Cas9蛋白 , 且在三类CRISPR/Cas系统(Ⅰ~Ⅲ)中
具有相对简单的核糖蛋白复合物构成 , 因此对其机

理和应用的研究受到了高度重视[6,7]. 在该系统中 ,
CRISPR/Cas9核酸酶在长20 nt的sgRNA引导下准确识

别、并直接剪切目标基因[8~10]. 与ZFN和TALEN等基

因编辑手段相比, CRISPR/Cas9的显著优点包括更加

简单、易编辑、更加高效、更低成本以及多靶点同

时进行基因编辑的潜力[9,11]. 截至目前, 该系统已经
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被成功应用于多个物种的基因编辑研究,在包括果蝇

(Drosophila melanogaster)[12]、线虫(Caenorhabditis ele-
gans)[13,14]、斑马鱼 (Danio rerio)[15~17]、小鼠(Mus mus-
culus)[8,18,19]、大鼠(Rattus norvegicus)[20]以及人类(Homo
sapiens)[8,11,21~23]细胞的基因组编辑研究中展现出了令

人兴奋的潜力.
CRISPR/Cas9系统在目的基因的特定位点引入双

链切割后,细胞可通过两种主要的方式对该缺口进行

修复. 其中, 非同源性末端连接(non-homologous end
joining, NHEJ)是最为活跃的修复机制,该修复途径具

有极大的随机性 , 往往导致双链缺口区域的碱基缺

失、插入或移码突变;另一方面,而利用外源性修复模

板提供特定参照, 同源性DNA修复(homology directed
repair, HDR)则会在目标区域按照既定目标进行准确

的修复[11],从而为实现单个碱基或大片段的插入和替

换提供了可能. 更重要的是, 相较于其他现有的大部

分基因治疗策略, CRISPR/Cas9技术对基因组的改变

效应是可遗传的. 通过永久性地移除基因缺陷, 即可

实现对致病基因的彻底修复,实现持久、稳定的治疗

效果[22]. 因此, 近年来, CRISPR/Cas9介导的基因编辑

技术已经逐步在人类遗传性疾病的治疗研究中得到

了越来越深入的尝试和广泛的应用.
本综述将归纳近期有关CRISPR/Cas9基因编辑技

术介导的人类遗传疾病基因治疗的研究进展,重点讨

论相关治疗策略、给药方式的设计思路,并初步分析

相关临床治疗前景.

1  修正策略

CRISPR/Cas9基因编辑技术的多种相关功能已经

在基因治疗研究中展现出巨大的潜力. 通过在目标

DNA引入双链缺口, CRISPR/Cas9基因编辑系统可以

通过介导NHRJ或HDR作用, 产生不同类型的基因插

入、剪切或敲除,从而实现对目标基因组序列的定向

或非定向改变. 该过程为利用CRISPR/Cas9技术修复

特定基因缺陷的基因治疗研究创造了机会.

1.1  点突变修复

外显子测序和全基因组测序极大地促进了在罕

见遗传性疾病中筛查和鉴定全新的单基因突变[1,24,25].
研究显示,很大比例的遗传疾病是由相关致病基因特

定外显子的点突变而造成的. 而在转录过程中, 基因

的点突变将促使特殊剪切或终止信号的产生,导致对

应mRNA或蛋白产物的减少或功能不全. 因此, 通过

CRISPR/Cas9系统在点突变位置附近引入DNA双链切

口,利用后续的同源或非同源修复作用,可以实现对突

变引起的家族遗传疾病进行不同程度的修正和治疗.
2014年, Yin等人[26]报道了利用CRISPR/Cas9技术

介导的HDR来修复Fah基因点突变治疗遗传性高酪氨

酸血症(type I hereditary tyrosinaemia, HTI)的研究. Ⅰ
型遗传性高酪氨酸血症是一种由Fah点突变导致的

致死性的遗传性疾病 , 该基因所编码的延胡索酰乙

酰乙酸水解酶是体内酪氨酸代谢途径中最后一个参

与者[26~28]. 该突变一般源自HTI病人Fah基因第8号外

显子上的G→A点突变,导致基因转录时直接略过第8
号外显子, 生成欠稳定的截短性FAH蛋白产物. 该缺

陷的FAH蛋白进一步引起毒性代谢产物在肝细胞蓄

积, 导致肝损伤和全身性毒性. 针对该突变, Yin等人

设计了多个靶向Fah基因第8号外显子的gRNA, 并将

之与Cas9核酸酶构建于同一个质粒上共表达. 上述

CRISPR/Cas9编辑质粒与包含了野生型序列的199 nt
单链脱氧核苷酸(single strand oligonucleotides, ssODN)
修复模板被一同注射到Fah5981SB小鼠(携带与人HTI
相同点突变)体内. 为了评价体内基因编辑效果, 作
者选取了包括基因测序、Fah+细胞免疫组化分析、

mRNA定量PCR和体重监测等一系列方法进行验证.
经过单次治疗后的小鼠的体重得到成功维持,显示治

疗有效地保护了肝脏. 同时, 作为成功修复的直接证

据, 作者成功地从CRISPR/Cas9治疗组小鼠体内获得

包含第8号外显子全长序列的PCR条带,并通过测序证

实A→G碱基的准确修复,提示部分肝细胞中的第8~9
号外显子之间恢复了正常的表达行为. 这个创新性的

研究展示了CRISPR/Cas9技术在成功修复体内基因点

突变的能力, 为CRISPR/Cas9治疗基因缺陷疾病提供

了有力的证据.
相关治疗策略也在类似的家族遗传性疾病的基

因治疗研究中进行了尝试 . 例如 , 通过对新生小鼠

静脉注射分别表达CRISPR/Cas9系统和DNA模板的

腺相关病毒(adeno-associated viral vector, AAV), 杨阳

等人[29]成功地在体内修复了小鼠OTC基因第4号外

显子上的G→A点突变, 实现对新生小鼠高氨血症的

有效治疗. Bassuk等人[30]将CRISPR/Cas9系统应用于



门可等: 基于CRISPR/Cas9基因编辑技术的人类遗传疾病基因治疗相关研究进展

1132

编辑X连锁视网膜色素变性患者来源的诱导多能干

细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs), 该类患者

所携带的RPGR基因具有c.3070G→T点突变. 该体外

基因编辑研究的修复率达到13%. 此外, HDR介导的

点突变修复策略同样在β地中海贫血[9,31]、慢性肉芽

肿[32]、杜氏肌营养不良(Duchenne muscular dystrophy,
DMD)[33]、镰刀型贫血[34]以及重症免疫缺陷(severe
combined immunodificiency, SCID)[35]等其他疾病上得

到了应用.
在上述研究中,对目的基因点突变位点的修复效

率不尽相同. 通常认为, 虽然基因序列的修复效率与

HDR的效率呈正相关, 但是, 后者在细胞内的发生概

率总的来说较低(小于10%). 因此,设计和选择合适的

gRNA和修复模板尤为重要. gRNA在基因组上的结

合位点与CRISPR/Cas9系统的特异性和有效性密不可

分. 在Fah点突变修复的研究例子中, Yin等人[26]设计

了3个靶向第8号外显子不同位置的gRNA.这些sgRNA
的结合区域均直接覆盖点突变位点,从而有利于双链

切口与之更加临近, 增加了借助HDR和模板进行修

复时的准确性. Long等人[33]在DMD的基因编辑治疗

研究中也选取了覆盖点突变部位的gRNA.不过,对于

CRISPR/Cas9系统来讲, gRNA的选择受到PAM序列的

严格约束. 因此,在一些研究案例中,较优的靶部位可

能位于突变位点的临近区域而非直接覆盖之. 这种情

况下的CRISPR/Cas9系统被证明同样具有较高的点突

变修复效率. 例如, 杨阳等人[29]在OTC基因修复研究

中, 在位于突变位点上游和下游20~40 bp的范围内分

别设计了3个sgRNA, 并通过SURVEYOR实验筛选出

剪切效率最高的sgRNA,而HDR介导的修复作用工作

良好. 如前所述,即使CRISPR/Cas9系统具备产生较高

剪切效率的能力,但细胞内HDR的发生概率通常很低.
因此, 部分CRISPR/Cas9产生的双链切口会不可避免

地通过NHEJ机制被修复, 导致体内基因编辑体有较

大概率产生不可预知的结果. 正是基于以上考虑, 杨
阳等人通过将sgRNA的靶点设计于修复位点相邻的

内含子区域, 可以有效阻止当NHEJ占上风时可能产

生的进一步编码序列的随机突变,导致剩余OTC基因

功能的进一步缺失. 另一方面,在治疗SCID的基因编

辑研究中, Chang等人[35]在JAK3基因的第14号外显子

点突变位点附近设计了6个gRNA, 其中4个的修复效

率高达73.3%,而其余2个几乎无效. 值得一提的是,后

2个sgRNA的结合区域离突变位点更远, 提示相关修

复效率的高低也可能与所选取的gRNA与突变位置距

离远近有一定关联.
除此之外 , 在HDR介导的点突变修复中 , 模板

的设计策略 , 如两端同源臂的长度和模板的种类也

与CRISPR/Cas9介导的点突变修复效率高低密切相

关. 目前已报道的相关治疗研究所运用的模板形式

多样, 其中, ssODN最为常见但长度各异. 例如, Yin
等人[26]使用了长达199 nt的包含野生型序列和同源臂

的ssODN; Bassuk等人[30]使用了162 nt长的ssODN作为

HDR介导的RPGR基因修复模板; Yoshimi等人[2]使用

更短的88 nt ssODN修复TyrC基因的点突变. 一般来

讲,同源臂和结合区域的长度取决于所需引入片段的

长度,更大的修复片段可能需要更长的同源臂. 此外,
dsODNs和DNA质粒也被用作修复模板参与HDR过程.
例如, Huang等人[34]使用质粒模板提供野生型HBB基
因序列来治疗SCID, Song等人[9]构建了左臂长5 kb、
右臂长3 kb的质粒模板修复HBB基因. 通常情况下,供
体质粒在使用前需先经过限制性内切酶线性化,再导

入细胞内发挥模板作用. 虽然使用ssODN模板[23,36,37]

和dsDNA模板[38]在HDR介导的基因编辑研究中均有

大量应用报道,但尚无强有力的证据证明何种形式更

适合点突变修复. 同时, 由于将大片段的基因序列插

入到靶区域相较于小片段更加困难,而各基因的修复

策略又不尽相同, 因此, HDR修复模板的选择还需视

具体情况而定.

1.2  基因缺失修复

除点突变外,遗传性疾病的另一重要致病原因为

基因组不同大小片段的碱基缺失,其缺失范围小到单

一碱基、大到整个外显子水平. 这类基因缺陷通常会

导致可读框移码、外显子跳跃或终止信号的引入,产
生错误或残缺的蛋白产物, 从而影响其功能. 类似于

点突变的修复, 通过利用细胞的HDR作用, 结合适当

的修复模板, CRISPR/Cas9基因编辑技术也已经被尝

试用于该类型的遗传疾病的治疗研究.
其中一个典型的例子即是DMD的治疗. DMD是一

种由位于X染色体上的Dmd基因的突变而引起的严重

肌肉退行性疾病[39,40]. 这些突变包括Dmd基因的小规

模碱基缺失或部分外显子的大规模丢失,最终导致转

录过程中可读框的移码,产生功能残缺的肌萎缩蛋白
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(dystrophin)[41]. 虽然包括AAV传输[42]、慢病毒传输[41]

以及“睡美人”转座子系统(sleeping beauty transposon)[43]

等在内的手段已经被用于DMD基因治疗的相关研究,
但Dmd基因较大的序列长度在很大程度上阻碍了治疗

性基因的有效递送. 因此, 力争恢复全长肌萎缩蛋白

编码基因序列的治疗努力仍然极具挑战[44]. 同时, 一
项临床前研究结果发现,通过调控肌萎缩蛋白mRNA
的剪切样式、实现对相关外显子区域转录的有意“忽
略”(即外显子跳跃),可实现短暂、但部分有效的治疗

效果. 该发现也为DMD的治疗提供了潜在的策略[45].
因此,使用具有可遗传效应的基因编辑技术修复

DMD所涉及的基因缺陷被广泛认为是一种理想的治

疗手段,并已经得到了多个研究团队的尝试. 例如,利
用CRISPR/Cas9系统介导的HDR功能, Li等人将编码

Dmd基因第44号外显子的全长序列敲入病人来源的

iPSCs细胞中,以替换基因组内原有的序列,实现蛋白

质编码区的恢复. 该系统首先在第45号外显子中引入

双链切口, 随后由含有两个同源臂和1个完整的第44
号外显子序列片段组成的载体为供体模板进行修复.
通过分析从编辑后iPSC分化得到的骨骼肌细胞,作者

检测到了含有完整、非突变第44号外显子序列的肌

萎缩蛋白mRNA,证实所插入的第44号外显子与后续

的第45号外显子得以正常依次表达,展示了该策略在

DMD治疗中的潜力.
基于CRISPR/Cas9技术的基因敲入修复方法也已

被应用于其他遗传缺陷疾病的治疗研究中. Schwank
等人使用CRISPR/Cas9技术介导的HDR作用修复了囊

性纤维化患者来源的肠干细胞中的CFTR基因. CFTR
基因的突变会导致其第11号外显子中的苯丙氨酸缺失

(CFTR F508 del), 进而导致蛋白产物错误折叠、内质

网滞留以及CFTR蛋白的过早降解[46]. 为了修复CFTR
基因的上述3 bp缺失, 作者将靶向第11号外显子或第

11号内涵子区域的不同sgRNA与编码野生型CFTR序
列的模板质粒共同导入细胞,并通过后续筛选和富集

得到准确修复的单克隆. 类似地, 来自两个独立课题

组的研究人员也分别报道了使用CRISPR/Cas9技术来

修复导致β-地中海贫血的HBB基因中的4 bp缺失[31,37],
而Wu等人[23]则修复了导致了白内障发病的Crygc基因

第3号外显子中的1 bp缺失.
在上述研究中,目标基因通过基因编辑介导的同

源性修复得以正常表达, 实现了功能完全恢复. 对于

CRISPR/Cas9系统而言, 无论需敲入的基因片段大小

如何,一条sgRNA足以将双链切口和插入缺失(indel)引
入所需位置以诱导后续的HDR作用. 所设计的sgRNA
的识别位点通常位于突变位点的相邻区域(当然PAM
序列的选择也需要被考虑在内). 另一方面,前文已经

提到, 对于HDR模板而言, 质粒DNA和ssODN各有优

劣[2]. 值得注意的是, 从基因导入的角度来看, 在不同

长度基因敲入的研究中, ssODN更多地被应用于涉及

受精卵或胚胎直接显微注射的相关研究手段中,而很

少涉及利用电转的传输方法. 而多个研究报道指出,在
使用CRISPR/Cas9系统的小鼠基因编辑研究中, ssODN
形式的供体模板在HDR介导的基因敲入时体现出了

更高的修复效率[23,36~38]. 当用ZFN技术进行编辑时 ,
ssODN寡核苷酸也较大型的dsDNA质粒更有效[47]. 然
而, 据研究所知, 目前尚缺乏系统性的比较研究来分

析这两种模板形式在CRISPR/Cas9系统、特别是不同

片段长度的基因敲入应用中的优劣. 与点突变相比,
通过HDR作用将长度为几个、几十个甚至几百个碱

基的DNA片段整合到靶位点显得更为困难和复杂[2],
因此需要根据实际情况来选择模板. 此外, 尽管确切

的HDR介导的修复机制仍然未知,但ssODN和dsDNA
各自在修复双链切口时的作用机理很可能也不尽相

同[48,49]. 因此,需要更多的针对ssODN和dsDNA的系统

性研究来分析二者之间的优劣,进而作出更加权威和

客观的判断.

1.3  外显子切除

CRISPR/Cas9系统还能够通过让多个gRNA同时

发挥作用从而引入多个双链切口来实现对目的基因

进行大片段切除. 特殊情况下,使用CRISPR/Cas9技术

进行外显子的切割也能够为相关疾病的基因治疗提

供独特的治疗思路.
DMD为这一策略在遗传性缺陷疾病治疗中的实

施提供了一个很好的例子. 如上所述, DMD是一种导

致进行性肌营养不良的严重X连锁疾病. 目前已证实,
不同类型的基因突变参与了DMD产生, 其中, Dmd基
因的一个或多个外显子的大片段缺失突变最为常见.
除了敲入缺失的Dmd基因片段的策略之外, DMD同时

还是单基因遗传性疾病中可通过剪除其基因内部不重

要的区域来实现功能修复的重要实例之一[45,50]. 例如,
Dmd基因的第45~55号外显子突变常见区域中的基因
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序列缺失会导致产生截短的、但具有部分功能的肌萎

缩蛋白[40]. 具有这种类型基因突变的患者通常是无症

状的或体现出“贝克肌营养不良症”样的轻度症状,其
严重程度远低于DMD[40]. 这一发现促使研究人员对于

开发基于“外显子跳跃”策略的重大兴趣. 该策略通过

调控mRNA剪切行为, 有意地“略过”特定外显子的转

录,实现在mRNA水平将可读框恢复到正常顺序,从而

将DMD症状转化为较轻的贝克尔样表型[50]. 基于这一

概念, Ousterout等人尝试直接使用CRISPR/Cas9基因

编辑技术, 通过相关外显子的直接切除来治疗DMD.
他们设计了两条用于识别第45~55号外显子外侧内含

子区域的sgRNA,用于编辑DMD患者来源的骨骼成肌

细胞. 该系统成功地在相应区域产生了一截大片段的

基因组删除,所剪下的序列长度达到336 kb,范围覆盖

第45~55号的外显子中的所有常见突变热点,有效地解

决60%以上的DMD基因突变[45,51,52]. 尽管该治疗策略

会导致肌萎缩蛋白的第45~55号外显子区域缺失, 但
它有效地恢复了细胞中肌萎缩蛋白的表达,仍然具有

积极的治疗意义. 通过富集基因编辑后的细胞并植入

免疫缺陷小鼠,能在体内成功观察到人肌萎缩蛋白的

表达,提示明显的治疗成果. 同样, Xu等人[53]也成功地

使用一对分别识别小鼠Dmd基因中第20和23号内含子

的gRNA,实现在小鼠模型体内对第21号(181 bp)、第

22号(146 bp)和第23号外显子(213 bp)的全部切除. 此
外,通过对DMD模型小鼠的X染色体长达23 kb片段的

切除,作者还成功地恢复了小鼠体内骨骼肌肌纤维膜

肌萎缩蛋白的表达.
上述研究利用对基因组中完整的外显子区域的

大规模切除,   有效实现了缺陷功能的恢复,   成功展

示了DMD治疗的新思路.   与通过NHEJ或HDR产生

indel从而修复基因缺陷的策略相比,   该方法的主要

优点是目标基因编辑后的蛋白质产物是可预测的,  并
已经在“贝克肌营养不良症”的转化诱导研究中得到

证实.   与通过indel介导的修复相比,   该策略可有效

避免每次编辑修复过程中在目标区域产生新的、 不
可预测的表型.   此外,   该方法无需使用任何形式的

供体模板予以辅助,   因此可极大地降低临床应用过

程中的成本和实施难度.  然而,   从另一个方面来看,
多个双链切口的引入不可避免地增加了对基因编辑

系统准确性的严格要求,   以降低意外染色体重排的

产生概率.

1.4  修复染色体重排

除点突变、基因缺失以及外显子功能缺失之外,
染色体倒置和重排也是导致遗传疾病的重要原因 .
CRISPR/Cas9基因编辑系统同样也已经被应用于纠正

和修复该类型的基因缺陷. 其中最具代表性的例子

是A型血友病的治疗. A型血友病是由人F8基因突变

所引起的X连锁遗传性疾病, 由于该基因编码凝血因

子Ⅷ, 其突变直接导致Ⅷ因子关联的凝血功能障碍.
在绝大部分严重的A型血友病案例中,将近1/2是由于

F8基因的第1和第22号内含子中的两个大型片段(140
和600 kb)发生染色体片段重排产生[54,55]. 该重排源自

DNA双链缺口的修复过程中偶然错误发生的非等位

基因同源重组. 针对该种基因缺陷, Park等人使用同

时含有2套gRNA的CRISPR/Cas9系统, 将A型血友病

患者来源的iPSC中的这两个大型重排区域同时恢复

到正常顺序. 其结果表明, 分化自编辑后iPSC细胞的

内皮细胞在体外成功完整表达F8基因, 同时, 血友病

小鼠模型体内的F8基因缺陷得到有效修复,展示了基

于基因编辑细胞治疗的理论可行性.
在应用于基因治疗研究之前, CRISPR/Cas9介导

的染色体重排手段最早被用于人类疾病动物模型的建

立. 真实地在小鼠体内重现导致肿瘤发生和发展的染

色体融合或重排情况,将为临床用药的有效性和敏感

性提供强有力的支撑[56~58]. 最近,由Maddalo和Blasco分
别领导的两个独立的研究小组[57,59]通过CRISPR/Cas9
基因编辑手段成功地在小鼠体内建立了由Eml4-Alk
基因重排而驱动的肺癌模型 . Choi和Meyerson[60]也
成功地利用CRISPR/Cas9技术在小鼠体内重现了包括

CD74-ROS1, EML4-ALK和KIF5B-RET在内的多个驱

动肺癌发生发展的染色体重排现象. 这些研究为建立

准确的疾病基因模型以及基因缺陷研究方法提供了

更加灵活和简便的策略. 此外,上述相关A型血友病的

治疗研究成果也开创性地证明, CRISPR/Cas9基因编

辑技术可以有效修复患者来源的iPSC细胞中的染色

体倒置或大片段重排. 该成果为同样涉及染色体倒置

的亨特综合征[61]和癌症[62]等其他遗传疾病的治疗提

供了潜在的手段和新的希望.

2   CRISPR/Cas9系统导入策略

除治疗策略之外, 成功而高效的CRISPR/Cas9系
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统导入途径也对相关疾病的治疗效果起着决定性的

作用. 截至目前, 已有多个研究成功展示了运用不同

传输手段对各种形式的CRISPR/Cas9基因编辑系统予

以传输的实例, 均取得了不同程度的治疗效果. 在这

些研究中, iPSC细胞的编辑和诱导、体内系统性传输

以及受精卵的显微注射3种策略的应用得到了较多的

关注.

2.1  基于iPSC细胞的基因编辑

iPSC技术的出现和迅速发展为个体化细胞治疗

带来了新的希望[63~67]. iPSC作为一种独特的、可分化

的多功能细胞来源,可通过其潜在的强大分化能力修

复损伤或患病组织,进而实现对广泛疾病的治疗[68,69].
基因编辑手段通过对iPSC细胞的基因改造,能够实现

对iPSC细胞的分化前修饰,进而获得更为优化的细胞

功能. 因此, iPSC和CRISPR/Cas9技术的结合也为遗传

疾病的治疗带来了新的思路和希望[70]. 编辑和制备具

有患者个体特异性的iPSC细胞作为个体化再生医学

的长期目标,将为生理功能研究、药物筛选、治疗效

果评估以及基于基因修复的细胞替代疗法提供特有

的平台[71,72].
近期研究表明,经过基因编辑的患者特异性iPSC

为β-地中海贫血、SCID、视网膜色素变性和A型血

友病等遗传性疾病的治疗提供了创新的策略. 例如,
Xie等人[31]利用CRISPR/Cas9技术修复了β-地中海贫

血患者来源的iPSC细胞中HBB基因的突变. 通过筛

选编辑后的 iPSC并进一步使其分化为成红血细胞 ,
所获得的细胞群表现出对HBB基因的正常表达. 同

时 , 取自患者自身体细胞的iPSC细胞为基因编辑和

修复提供了丰富的细胞来源,而所获得的iPSC可以进

一步分化为可用于自体移植的造血干细胞和祖细胞

(hematopoieticstem/progenitorcell, HSPC), 为后续体内

研究提供了良好基础. 这种方法将有效地避免诸如同

种异体移植所带来的免疫排斥反应或由病毒载体引

入的基因整合等安全性问题[31].
类似的, Li等人[44]在源自DMD患者的iPSC中进行

了3种不同的基因编辑尝试, 最终成功获得分化为可

表达全长肌萎缩蛋白的骨骼肌细胞. 利用SCID患者来

源的特异性iPSC细胞, Chang等人[35]通过CRISPR/Cas9
技术修复了JAK3基因突变,并成功恢复了T细胞的正

常发育功能. 类似的基因治疗策略也被成功应用于从

A型血友病[55]和视网膜色素变性[30]患者体内分离得到

的iPSC中. 上述基于CRISPR/Cas9技术的研究为利用

患者来源的iPSC细胞开展更为先进的细胞和基因治

疗提供了理论基础. 该疗法不仅可省去免疫抑制药物

的使用, 同时通过与CRISPR/Cas9技术介导的多种基

因修复策略相结合,还能实现对缺陷基因和功能的精

准修复, 获得“叠加”的治疗效果[71].

2.2  体内系统性传输

为了实现基于CRISPR/Cas9技术的体内基因编辑,
包括静脉注射[73]、肺内注射[59]、眼球后静脉注射[74]

和前额叶皮质注射[75]等在内的技术手段已被用于基

因编辑组分的体内传递. 其中, 借助相关策略在小鼠

体内引入基因敲除、重排以及敲入等的研究手段最

为常见. 这些研究成果进一步促进了体内系统性传

输CRISPR/Cas9系统治疗人类遗传性疾病的相关研究

尝试.
如前文所述,Ⅰ型遗传性高酪氨酸血症是一种由

FAH蛋白缺乏引起的遗传疾病. 该疾病导致肝细胞中

有毒代谢物的积累,进而产生严重的肝损伤[28]. 前期研

究表明, 通过AAV载体静脉输送野生型Fah基因序列

可在小鼠体内实现稳定的基因修复,但是,其传输载体

AAV所涉及的基因组整合特性是一个不可回避的安全

问题[28]. 另一方面,有研究报道称肝脏中已获得Fah基
因修复的肝细胞相对于非编辑细胞具有选择性增殖优

势,其细胞群可通过逐步分裂扩增实现最终重建肝脏

功能[28]. 受此提示, Yin等人[26]通过尾静脉高压注射法

将Fah基因靶向的CRISPR/Cas9系统质粒和对应ssODN
修复模板导入酪氨酸血症小鼠中(Fahmut/mut),以期在肝

脏中进行基因修复治疗. 通过对治疗后小鼠的肝脏样

本和包括天冬氨酸转氨酶和丙氨酸氨基转移酶在内的

血清标志物的分析,作者观察到了CRISPR/Cas9系统对

肝脏中Fah突变的成功修复,实现对因FAH蛋白缺乏而

引起的肝损伤的有效治疗. 在该研究中, CRISPR/Cas9
系统的体内递送通过尾静脉高压注射法实现. 该方法

通过尾静脉快速注射大体积的质粒DNA溶液,从而简

单而高效地实现目的基因的肝组织分布[76]. 近年来,通
过尾静脉高压注射法传输治疗基因到肝组织的相关

机制已经得到了深入的研究[77],并已经被应用于包括

HBV[78]和血友病[79]等在内的多种基于质粒DNA的基

因治疗研究中. 在Yin等人的工作中,尾静脉高压注射
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的方法促进了CRISPR/Cas9质粒复合物在小鼠体内对

肝组织的有效递送, 实现0.40%±0.12%的体内基因修

复率,体现出一定的应用潜力. 然而,由于对人体血液

循环施加过重的负载容易引起心脏功能的损伤,并导

致短暂的心衰[77],因此借助全身血液循环系统的尾静

脉高压注射手段在人体内实施的可行性较低. 虽然啮

齿类动物对该副作用耐受性较好,但对于患者来讲可

能并不安全. 因此,从临床应用的观点来看,尚有待于

进一步开发更安全的CRISPR/Cas9系统体内导入手段.
在另一项体内治疗研究案例中,为了纠正类似的

基因突变以实现治疗目的,杨阳等人[29]将OTC基因靶

向的CRISPR/Cas9系统通过静脉注射导入到OTC缺陷

的新生小鼠中. 在该研究中, 他们将源自金黄色葡萄

球菌的CRISPR/Cas9系统(SaCas9)整合到两个AAV8载
体中, 一个载体用于SaCas9的表达, 另一个提供相应

gRNA和修复模板. 为了能够更好地评估在小鼠生长

过程中OTC基因的修复所产生的治疗作用,其作者巧

妙地使用新生小鼠进行试验. 其结果表明,肝脏OTC酶
活性随着编辑后细胞群的增殖扩增,在第3~8周的观察

区间内获得了明显的恢复. 在上述研究中,作者使用了

8型腺相关病毒载体(AAV8)作为基因编辑系统的体内

肝脏递送系统. 不同血清型的腺相关病毒能够作为针

对不同人体组织的基因递送载体而提供长期而强大的

基因导入能力[80~82]. 目前已有部分基于AAV的基因治

疗产品被批准进入临床使用[83,84]. 而经门静脉注射后,
AAV8病毒载体被报道可感染小鼠肝脏中90%~95%的

细胞[84]. 通过使用高度肝脏亲和力的AAV8载体,杨阳

及其同事在利用CRISPR/Cas9技术实现肝脏代谢疾病

的基因治疗研究中实现了突破. 其较高的体内修复效

率同时还得益于在细胞不断分裂的背景下, AAV载体

对SaCas9系统和修复模板高效而持续的整合表达.
除了上述研究外, AAV载体也已被成功地应用在

多个CRISPR/Cas9介导的体内基因编辑研究中, 展现

出令人印象深刻的效果和潜力[73,85,86]. 不过,关于该载

体的进一步应用仍然存在一些值得关注的问题. 例如,
多个临床前和临床研究显示, AAV8载体对小鼠肝脏

的基因传输效率比人体高20倍,推测在人体内的应用

可能达不到动物模型相同理想的效果[87~90]. 使用AAV
载体的另一担忧是其宿主基因组整合能力,而该能力

并非是实施CRISPR/Cas9基因编辑所必需的, 且有可

能导致免疫系统毒性或基因组损伤. 不过即便如此,

上述研究依然成功地为体内静脉传输CRISPR/Cas9系
统介导治疗人类致死性代谢疾病提供了令人信服的

理论和实践依据.

2.3  受精卵显微注射

受精卵显微注射技术已经被广泛应用于各种动物

模型的建模中. 目前, 大多数转基因动物均是通过将

目的基因引入受精卵实现,相关的技术和支撑学科也

得到了长足的发展[91]. 通过将CRISPR/Cas9系统注射

到受精卵或早期胚胎中,可以实现对生物个体包括生

殖细胞在内的所有细胞基因组的编辑[22]. 理论上,这种

方法可实现对所有体细胞和生殖细胞的永久性改变,
从而成功将编辑后的基因型稳定遗传给后代. 因此,受
精卵注射的传输手段已经被应用于基于CRISPR/Cas9
技术的动物建模和体内基因治疗中.

例如, 为了修复Crygc基因的突变, Wu等人[23]将

CRISPR/Cas9系统以mRNA和gRNA复合物的形式,通
过显微注射导入小鼠的受精卵细胞中. 其所编辑的

受精卵取自携带白内障致病基因的Crygc−/−小鼠与野

生型小鼠的杂交后代. 在22只新生幼仔中, 作者鉴定

得到了10只携带编辑后Crygc基因的小鼠,而其中4只
小鼠成功通过HDR诱导的等位基因修复,避免了白内

障表型的产生. 在DMD的治疗研究中, Long等人[33]将

组成CRISPR/Cas9系统的mRNA, gRNA和ssODN同源

修复模板共同注射到小鼠受精卵中, 以纠正mdx缺陷

小鼠染色体中的Dmd基因突变. 其所获得的11个后代

中, 有7只小鼠被检测到在Dmd的第23号外显子上发

生了HDR介导的基因修复,另外4只小鼠含有由NHEJ
介导的可读框内终止密码子移除. 其研究结果表明,
CRISPR/Cas9技术介导的受精卵基因编辑可产生具有

不同基因型的后代,其目标基因Dmd的修复率范围为

2%~100%. 更为有趣的是,通过进一步深入研究发现,
所获得的基因修复效果还具有时间依赖的特征,并且

该现象只有在骨骼肌中才能观察到. 以上研究表明,
利用CRISPR/Cas9系统对受精卵进行基因编辑在相关

疾病的基因治疗研究中体现出了较高的安全性和有

效性.
一些表现为系统性呈现的遗传性基因疾病(如囊

性纤维化或遗传性线粒体疾病)、单基因病变但影响

广泛的遗传性基因疾病(如肌营养不良)或治疗手段难

以触及的遗传性基因疾病(如亨廷顿氏病中涉及的基
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底神经节)的治疗对于基于体细胞的治疗方法来说可

能往往具有较大挑战性[33]. 因此, 针对受精卵或胚胎

的基因组编辑很可能会为上述疾病的治疗提供更好

的选择. 然而,即使将伦理学考量放在一边,多个关键

的问题仍然限制着在人体上实施基于受精卵的基因

编辑. 例如,有研究显示,在通过显微注射、并已经实

现了基因组编辑的细胞在进一步有丝分裂时,所得到

的子代细胞的基因组之间仍然可能出现基因型的异

质性[33,92], 这使得对基因编辑所产生的后代的表型进

行合理预测和控制变得困难. 同时,虽然CRISPR/Cas9
系统可通过显微注射成功导入并实施编辑 , 但其编

辑效率并不完全可控 , 导致所产生的后代可能为嵌

合子 , 即有一部分体细胞和生殖细胞可能并不具有

编辑后的基因组成[92]. 此外, 还有部分学者报道称将

CRISPR/Cas9系统直接注射到受精卵中可能降低生物

个体产生健康后代的几率[23]. 更重要的是,目前,在人

体上进行生殖细胞或受精卵内的基因组编辑是被广

泛禁止的[33,92].  因此,  必须制定更为明确的伦理准则,
进一步通过多种角度讨论基因组编辑对社会影响[33].
然而,  如果单从技术层面上看,现有的基于小鼠受精

卵的基因编辑研究仍然表明CRISPR/Cas9介导基因治

疗巨大潜力.

3  展望

CRISPR/Cas9技术为编辑特定基因提供了强大的

工具,目前已经在遗传疾病的治疗中展现出了巨大的

应用潜力. 不论是通过体内系统性给药(如使用疾病

动物模型)或离体递送(如体外iPSC细胞编辑), 使用

CRISPR/Cas9技术来纠正基因缺陷的体内外相关研究

已取得显着的进步,为临床应用基因编辑的手段进行

遗传病基因治疗带来了更多希望. 同时,后续的相关研

究将会在CRISPR/Cas9基因编辑技术用于基因治疗的

有效性、特异性和安全性问题上开展更为深入的研究,
进一步挑战相关技术难点. 这些挑战包括但不限于:
(ⅰ)开发更优的基因传递系统用于CRISPR/Cas9系统

的体内递送; (ⅱ)进一步发掘AAV和新型非病毒基因

载体的应用潜力; (ⅲ) 在CRISPR/Cas9系统的设计过

程中提高HDR介导的基因修复的效率,减少NHEJ导致

的非目标突变; (ⅳ)以及进一步评估不同治疗和给药

途径对于基因编辑系统的组织特异性的影响. 此外,基
于基因编辑的临床前研究还应特别关注CRISPR/Cas9
系统的脱靶问题. 尽管存在这些挑战, CRISPR/Cas9基
因编辑技术的快速发展将最终促进人类遗传疾病基

因治疗的不断进步.
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