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摘要       CRISPR/Cas9作为一个通用的基因编辑工具,已被广泛应用于原核和真核基因组的精确改造,极大地推

动了基础和应用研究的发展,如何利用该技术进行疾病的治疗更是倍受关注. 最近,大量研究表明, CRISPR/Cas9
介导的基因编辑在基因治疗方面展现了极大的潜力. 本文综述了CRISPR/Cas9在动物模型中通过不同策略开展

基因治疗研究的现状, 在此基础上讨论了未来发展前景及临床应用中面临的挑战.
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CRISPR (clustered, regularly interspaced, palin-
dromic repeats)/Cas系统是细菌或古细菌中以RNA导

向核酸内切酶以清除外源DNA或RNA的一种获得

性免疫防御体系. 经过改造的CRISPR/Cas系统被广

泛用于原核及真核基因组DNA的精确改造 [1,2]. 其

中, 来源于酿脓链球菌的CRISPR/Cas9 (Streptococcus
pyogenes, SpCas9)系统通过一条与靶点DNA序列

配对的单链导向RNA (sgRNA)与Cas9形成复合物 ,
精准地靶向特异DNA位点而产生双链断裂 (double
strand breaks, DSBs). DSBs一般通过非同源末端连接

(non-homologous end-joining, NHEJ)进行易错修复或

者在提供同源修复模板的情况下进行精确同源重组

修复 (homology-directed repair, HDR)[3]. 对Cas9核酸

内切酶的深入研究表明, 能在双链DNA中一条链上

形成缺口的Cas9突变体(Cas9n)也可以用于增强同源

重组. 而内切酶活性完全缺失的Cas9 (dCas9)仍能在

sgRNA的作用下与特定DNA序列结合 , 被广泛用于

基因表达的沉默或者增强[4,5]. 除此之外, Cas9家族另

一个成员——来源于金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
aureus)更短的saCas9 (1053 AA), 因其序列较短更容

易被腺相关病毒(AAV)包装, 在基因治疗方面倍受青

睐. 同时, saCas9与spCas9有不同的PAM (protospacer
adjacent motif)识别位点 , 更进一步拓展了其靶向

空间[6]. CRISPR/Cas9系统作为一个强大的基因编辑

技术,已被广泛地用于疾病模型、材料科学、新药研

发和基因治疗等领域[7~10].
基因治疗最初被定义为将遗传物质(包括DNA,

RNA等)引入病人的细胞或组织中以缓解疾病进一步

发展或者治愈相关疾病[11,12]. 传统的基因治疗一般是

通过不同的方法将功能cDNA递送到细胞或者组织中

以替代功能缺陷的突变基因[13]. 尽管有一些基因治疗

药物已经被批准用于临床或者临床试验中且取得了令

人欣慰的效果,但其中两个主要困扰依然存在: (ⅰ)由
重组病毒载体介导的外源基因的随机插入可能会对机

体造成致病的不确定性; (ⅱ)如何保证外源导入的基

因在机体内的长效性[11,12,14]. 除此之外,一些由功能性
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获得的突变造成的疾病很难利用转基因手段进行治疗.
ZFNs (Zinc finger endonucleases), TALENs (transcription
activator-like effectors endonucleases)和CRISPR/Cas9等
基因编辑工具的发展使研究者们能够精确地敲除致

病基因或者插入功能性基因以治疗基因缺陷引起的

疾病. 尽管利用ZFNs和TALENs也能够达到对目的基

因进行精确编辑, 但CRISPR/Cas9系统凭借其简单、

高效和灵活的特性,已经成为目前最有潜力的基因编

辑工具.
最近研究表明, CRISPR/Cas9系统能够有效地编

辑一些致病基因,并在疾病模型的治疗中取得了良好

的效果. 其中, Schwank等人[15]利用了由囊性纤维化跨

膜受体Cftr基因突变而引起的囊性纤维化病人中分离

培养的小肠类器官作为研究模型, 将含有靶向Cftr突
变位点的CRISPR/Cas9系统和带有修复模板的载体导

入小肠类器官细胞中,成功地培养出了基因校正后的

类器官,并具有正常的功能. 3D培养的小肠类器官已

经被证明可在体外培养长达数月甚至数年,并且具备

遗传稳定性,说明自体移植经过基因修正后的类器官

在基因和细胞治疗方面的良好前景. 另外, 李劲松研

究组[16]利用了带有Crygc基因突变的白内障小鼠(Mus
musculus)作为研究模型,将含有靶向突变的Crygc基因

的CRISPR/Cas9系统和修复模板导入受精卵中, 能够

成功地产生一部分健康的小鼠. 其后, 该研究组[17]利

用CRISPR/Cas9精确修正了来源于白内障小鼠的精原

干细胞的突变进而产生健康的后代. 其后, 类似的研

究也证明了利用CRISPR/Cas9系统在杜氏肌营养不良

小鼠模型(mdx)的受精卵内进行修正致病的点突变而

治疗杜氏肌营养不良病变[18]. 这些利用CRISPR/Cas9
修正生殖细胞或者受精卵遗传突变造成的基因缺陷疾

病由于伦理原因尚不能被用于临床以治疗人类疾病.
受此启示, 科学家们不断改进基因编辑技术, 在

动物模型上开展在体的基因治疗(表1). 本文主要综述

了近几年利用CRISPR/Cas9系统在动物模型上进行基

因治疗的研究进展.

1  出生后动物基因治疗研究现状

目前,体内和体外基因治疗已经被用于在体治疗

动物疾病模型(表1). 体内基因治疗是通过系统或局部

注射治疗载体(通常为腺相关病毒)到局部和多个器官

组织中进而产生治疗效果(图1A)[3]. 体外基因治疗被

定义为将病人细胞进行体外分离培养并以基因修饰

用于自体移植. 其中, 经基因修饰的细胞必须能够在

机体外培养扩增,并能在移植回机体后进行增殖并发

挥功能(图1B)[3]. 尽管有些疾病已通过ZFNs介导的编

辑技术达到了治疗效果, 但CRISPR/Cas9系统因其简

单、高效和灵活,已经尝试在不同疾病模型中采用不

同的策略进行治疗.

1.1  通过CRISPR/Cas9系统介导的基因敲除进行
基因治疗

相对于其他基因编辑技术, CRISPR/Cas9系统在

目的基因上产生双链断裂更加高效 . 第一个利用

CRISPR/Cas9系统用于在体基因治疗研究的是通过

靶向敲除Pcsk9基因以降低细胞中胆固醇含量, 被认

为是治疗代谢综合征的潜在靶点. 据研究报道, Pcsk9
功能性缺失可以降低病人患心脏病的风险. 科学家

们发现在基因失活的纯合子人群中,其体内的低密度

脂蛋白含量减少了80%,并且该突变并未在临床上的

显现出任何副作用[35]. 研究表明, 通过眼球后注射包

含靶向Pcsk9基因的CRISPR/Cas9系统的AAV病毒载

体,在小鼠肝脏细胞中产生了50%的PcsK9突变, Pcsk9
表达水平下降了90%,同时细胞质中胆固醇含量也下

降了35%~40%[20]. 尽管并不清楚在人体中敲除Pcsk9
基因是否会造成其他副作用 , 但这是科学家第一次

证明了利用CRISPR/Cas9系统介导的基因敲除进行基

因治疗的可行性. 对于冠心病患者, 他们有许多可选

的药物用于疾病治疗 , 因此他们可能会由于不确定

的副作用而不选择基因治疗的方式. 但是对于大部

分患有遗传性疾病的病人 , 可供选择的治疗方式十

分有限. 与上述基因治疗策略类似, 老年性黄斑变性

(age-related macular degeneration, AMD)是一个在成年

人中引起失明的主要病因之一, 它由Vegfa基因过表

达引起[29]. 靶向敲除小鼠视网膜色素上皮细胞(retinal
pigment epithelium, RPE)中Vegfa可以降低VEGFA表达

水平至发病的临界值以下. Kim研究组[26]根据AMD的
发病机理,通过用Cas9蛋白复合物靶向敲除AMD小鼠

模型的Vegfa可以有效地降低脉络膜新生血管(choroidal
neovascularization, CNV)中VEGFA蛋白的表达水平达

58%±4%, 从而有效地治疗AMD.
除了在编码区和调控区的碱基缺失、插入或替换
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表 1   利用CRISPR/Cas9进行体内和体外基因治疗的疾病模型a)

疾病 物种 递送系统 递送方法 治疗效率 脱靶
参考

文献

Ⅰ型酪氨酸血症 Fah−/−小鼠 pX330质粒, ssDNA oligo 尾静脉注射 0.4% <0.3% [19]

冠心病 小鼠 腺病毒(表达Cas9和一个sgRNA) 尾静脉注射 35%~40% 无 [20]

Ⅰ型酪氨酸血症 Fah−/−小鼠
纳米递送Cas9mRNA; 腺相关病

毒递送sgRNA, 重组模板
系统注射 >6% <0.3% [21]

高血氨症 新生spfash小鼠
腺相关病毒: 一个表达SaCas9; 一

个表达sgRNA, 重组模板
静脉注射 10% 无 [22]

DMD mdx小鼠
腺相关病毒: 一个表达SaCas9;

一个表达sgRNA
肌肉注射 ~2% <1% [23]

DMD 新生mdx小鼠
腺相关病毒: 一个表达SpCas9;

一个表达sgRNA

腹膜内注射;
肌肉注射;
眼眶注射

1.8%±1.2%,
25.5%±2.9%,
6.1%±3.2%

无 [24]

DMD mdx小鼠
腺相关病毒: 一个表达SaCas9;

一个表达sgRNA
肌肉注射 39%±1.8% 未检测 [25]

视网膜营养不良
转基因大鼠(Rattus

norvegicus)
Px330质粒

单侧视网膜

下注射后进

行电刺激

100% 无 [26]

B型血友病 F9突变小鼠 px458, 模板: ssODN或质粒 尾静脉注射 0.56% 未检测 [27]

Prkag2心脏综

合征

H530R转基因和

基因敲入小鼠

腺相关病毒: 一个表达SpCas9;
一个表达sgRNA

尾静脉或

心室内注射
20%~40% 0.09%~0.48% [28]

AMD AMD小鼠 Cas9蛋白与sgRNA的复合物
视网膜下

注射
58%±4% 无 [29]

Ⅰ型酪氨酸血症 Fah−/−小鼠 Px330 尾静脉注射 99% <2.82 [30]

色素性视网膜炎 (RCS) rat
腺相关病毒: 一个表达SpCas9; 一个

表达sgRNA并带有HITI的模板

视网膜下

注射
4.5% 无 [31]

A型血友病
F8缺陷的A型

血友病小鼠
校正的iPSc并分化的内皮细胞

皮下注射

到后肢
~30% 无 [32]

镰状细胞疾病 NSG小鼠
CRISPR/Cas9编辑的野生的

CD34+造血干细胞
异种移植 37%±21% 无 [33]

β-血红蛋白病 NSG小鼠
CRISPR/Cas9编辑的并带有GFP+

或tNGFR+造血干细胞
异种移植

49%
(GFP+HSCs);

84%
(tNGFR+HSCs)

未检测 [34]

a) DMD:杜氏肌营养不良; AMD:老年性黄斑变性; NSG: NOD/SCID/IL-2rgnull; iPSc: 诱导多能干细胞; WT: wild type,野生型; RCS: royal

college of surgeons; HITI: homology-independent targeted integration, 非同源靶向整合

而造成的功能性缺失会损害基因功能,功能获得性突

变导致基因表达亢奋也会引起基因功能的紊乱. 相对

于其他策略,利用CRISPR/Cas9系统的敲除功能性获得

性突变更加简单. 色素性视网膜炎(retinitis pigmentosa,
RP)是一种由Rho基因上功能获得性突变造成的遗传

性退行性眼部疾病. 最近,通过电穿孔技术向带有Rho

基因S334ter-3突变的RP大鼠模型的视网膜细胞中递

送了CRISPR/Cas9质粒,与对照组相比,纠正了36%的

突变基因, 提高了35%的视觉能力[26]. 另一个研究中,
他们通过用腺相关病毒递送CRISPR/Cas9系统敲除带

有H530R突变的Prkag2基因, 成功治疗了心脏综合征

小鼠. 尽管在该位点仅产生了6.2%的突变,但心脏综
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图 1     当前利用CRISPR/Cas9基因治疗的策略原理图(网络版彩图)
A: 体内; B: 体外

合征小鼠心脏表型及功能均得到显著改善[28]. 值得注

意的是,以上两种疾病的突变位点附近存在一个活性

的sgRNA, 从而使得CRISPR/Cas9系统能够有效地靶

向突变基因而不影响野生型基因.
对于无义突变产生的疾病,敲除提前出现的终止

密码子使得被破坏的基因重新读通或者产生有部分

氨基酸缺失但有功能的蛋白是治疗此类疾病的常用

的治疗策略. 在mdx小鼠中,在抗肌肉萎缩蛋白基因的

23号外显子上存在提前出现的终止密码子. 抗肌萎缩

蛋白在人类中是一个由3677个氨基酸构成的蛋白质,
其中一些氨基酸缺失对于它的功能发挥并不是很重

要. 在2015年, 3篇背靠背地发表在Science上的研究报

道表明[23~25], 通过递送AAV病毒装载的CRISPR/Cas9
系统对突变的23号外显子进行敲除使得基因通读,可
以部分恢复基因功能. 最近, Bengtsson等人[36]做了类

似的研究,他们对比了一个(Δexon53)或多个外显子敲

除(Δexon52,53)或同源重组介导的基因校正由53号外

显子无义突变引起的杜氏肌营养不良症. 通过原位和

系统导入CRISPR/Cas9系统至杜氏肌营养不良症小鼠

中, 小鼠抗萎缩蛋白得到广泛表达, 并显著改善了肌

营养不良形态学和病理学表型. 因此, 这些研究表明

利用CRISPR/Cas9系统对致病基因进行敲除或校正提

前出现的终止密码子在骨骼和心肌疾病的疾病模型

中有着显著的治疗效果, 充分展示了CRISPR/Cas9用
于临床治疗杜氏肌营养不良病人的光明前景.

尽管上文提到的“敲除疗法”简单有效,但它仍然

存在局限性. 首先, 只有少数基因上含有可以被安全

敲除的不重要的外显子;其次,像上文提到的Pcsk9等
这些可敲除的基因,可能发挥着目前尚不清楚的功能,
它们在机体内的重要性仍然有待研究; 最后, 对于显

性突变的疾病,该疗法只对于杂合子突变的病人有效,
因为同时对两个等位基因都进行敲除可能会造成一

些不确定的疾病.

1.2  通过CRISPR/Cas9系统介导的精准修复进行
基因治疗

基因编辑技术,除了能够对突变基因进行敲除,也
能通过插入野生型基因或完整的CDS (coding sequence)
至安全位点(如AAVS1)从而达到对致病基因的修复. 第
一个实例由Yin等人[19]完成,他们在Ⅰ型酪氨酸血症的

小鼠模型上对编码延胡索酰乙酰乙酸盐水解酶的Fah
基因进行修复,挽救了其疾病表型. 通过尾静脉向小鼠

注射含有CRISPR/Cas9系统和带有野生型基因的修复

模板对Fah基因的点突变进行了修复. 尽管最初只有

0.4%的肝脏细胞基因组被正确修复,被修复的细胞可
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以在肝脏中发挥正常的功能[19]. 同时,本研究组[27]在B
型血友病小鼠模型上尝试利用CRISPR/Cas9系统对其

进行治疗. 该研究在人类B型血友病谱系中发现了存

在于F9基因上编码的共凝因子Ⅸ (FⅨ)的Y371D新型

突变. 根据该突变构建了一个新的B型血友病小鼠模

型,并通过尾静脉注射利用CRISPR/Cas9系统和模板对

该突变进行修复. 通过注射质粒DNA后, 0.56%~1.55%
的肝脏细胞得到了修复,很大程度地缓解了小鼠的病

情. 同时发现,通过腺病毒载体递送CRISPR/Cas9系统

和模板,使得修复效率提高到5.53%,但是由于腺病毒

较高的毒性,该方式对于小鼠的病情缓解并未起到显

著的治疗效果[27]. 本研究表明, 以基因编辑为基础的

原位修复治疗是一个可行的策略,同时递送系统的选

择对于某些疾病也是非常重要的一个方面[37]. 为了能

够包装进腺相关病毒, Yang等人[22]从金黄色葡萄球菌

中发现的更小的Cas9蛋白(saCas9)作为基因编辑工具.
saCas9和sgRNA分别包装进两个AAV病毒载体, 通过

尾静脉注射至高血氨症小鼠模型体内,该方法以高达

10%的修正率修复了鸟氨酸氨甲酰基转移酶的点突变.
最近Yin等人[21]也优化了他们治疗HTI模型的方案,通
过尾静脉注射纳米脂质体包裹的Cas9 mRNA和AAV
病毒包裹的sgRNA,基因修复率由原先的0.4%提高到

了6%. 由于Cas9介导的HDR在体内的效率较低,目前,
只有少数的基因缺陷疾病病症能够被改善. 通过利用

CRISPR/Cas9直接敲除肝脏中Hpd基因改变小鼠体内

的Ⅰ型酪氨酸血症代谢通路,在高酪氨酸血症小鼠模

型的治疗中起到了比之前直接校正致病基因更好的

治疗效果[30]. 此项研究也为其他类似的疾病提供了一

个摆脱同源重组效率低下的治疗策略,即通过使部分

疾病相关信号通路失活或许是一种更加有效的治疗

策略. 除此之外,在一新的研究当中, Belmonte和他的

同事们利用非同源的靶向整合(homology-independent
targeted integration, HITI)方法进行在体治疗色素性视

网膜炎大鼠模型. 结果表明, HITI的方式比非注射组

和HDR方式有更好的治疗效果[31]. 同时, 他们通过系

统注射对比了HITI和HDR在体的敲入效率,发现HITI
要比HDR的基因敲入效率明显偏高,分别为在肝脏中

为~2% vs. 0.5%和在心脏中为~2.8% vs. 0.8%[31]. 因此,
HITI方式或许是体内靶向基因替代治疗的可选方案.
除此之外, 另一个选择是增加CRISPR/Cas9修复的细

胞数量并最终实现自体的移植和扩增.

1.3    通过CRISPR/Cas9系统介导的间接体外基因
治疗

与体内治疗相比,体外治疗由于能够允许研究者

对于被编辑的细胞进行筛选、分离和扩增. 利用合

适的方法 , 研究者可以去除脱靶细胞并扩增被修正

的细胞用于移植. 2015年, Kim研究组[32]第一次利用

CRISPR/Cas9系统对A型血友病病人的诱导多能干细胞

(induced pluripotent stem cells, iPSCs) FⅧ基因上600 kb
碱基倒置进行修复. 在移植了由修正的iPSCs细胞并分

化的内皮细胞后, A型血友病小鼠模型的病情得到显著

改善并且存活时间也显著延长. 最近,一项研究利用了

病人来源的细胞诱导生成的iPSCs细胞对β-地中海贫

血症进行治疗. iPSCs细胞经过CRISPR/Cas9系统进行

了基因修正并且被分化成造血干细胞. 造血干细胞被

移植至重度免疫缺陷型NSG (NOD-scid-IL2Rg−/−)小鼠

体内并分化为了包括表达人类β-珠蛋白的细胞系. 除
此之外,被移植的造血干细胞在移植10周后并未出现

任何的肿瘤发生迹象. 这项研究为利用CRISPR/Cas9
系统对iPSCs细胞进行细胞基因修正并将修正后的细

胞分化为造血干细胞用于体内细胞治疗这一疗法提

供了可行的证据[38]. 除了iPSCs细胞的研究, 造血干

细胞(hematopoietic stem/progenitor cells, HSPCs)也被

用于体外治疗的研究. 野生型CD34+HSPCs细胞通过

CRISPR/Cas9系统和模板进行基因修正, 之后被注射

至NSG小鼠体内, 被修正的细胞在小鼠体内能够在4
个月后在骨髓处检测到CD45+细胞[33]. 最近, 另一项

类似的研究由Dever等人[34]开展, 有趣的是他们通过

GPF或一个临床相关的报告基因tNGFR对于被修正的

HSPCs进行了富集并移植, 49% GFP+人类HSPCs基因

和84% tNGFR+ HSPCs基因分别在NSG小鼠体内被检

测到, 并且具备较高的红细胞分化潜能, 这显示了该

方法在临床上治疗β-地中海贫血症的巨大潜力. 目前,
只有经改造的iPSCs细胞和HSPCs细胞在经过改造后

并移植至小鼠模型后可以对血液疾病进行治疗,因此,
其他更多类型的适合于体外治疗的细胞类型需要进

一步探究.

2  目前的挑战和展望

尽管大量通过CRISPR/Cas9系统进行体内基因治
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疗的研究已被报道, 同时临床试验也正在开展[39], 但
是目前的DNA递送效率和原位修正效率仍然远达不

到临床治疗的要求. AAV病毒载体由于其低致病性和

免疫原性已被广泛运用于CRISPR/Cas9系统的递送.
另外,不同血清型的AAV病毒也可以针对不同的细胞

进行递送. 但是由于慢病毒和腺病毒等其他的病毒

载体在某些组织或细胞中的独特优势,并不能完全放

弃使用. 例如,慢病毒对于HSCs细胞的基因转导效率

更高[40];而腺病毒基因组末端连接的蛋白会使得病毒

载体有较低的随机整合及致病性. 除了病毒载体外,纳
米粒子等非病毒载体也展示了在基因转导方面的优良

特性[21]. Yin等人在纳米粒子上成功递送Cas9 mRNA
用于基因治疗, 展示了CRISPR/Cas9系统与其他学科

(如材料)结合的巨大的发展潜力.
较低的HDR效率仍然是CRISPR/Cas9系统用于基

因治疗的另一个阻碍. HITI为基础的基因治疗或许一

定程度上可以绕过HDR效率低的劣势. 另外, 在HTI
小鼠模型中, 被修正的细胞如果具有增殖优势, 则可

以在体内进行扩增. Nygaard等人[41]通过敲低酪氨酸

代谢中4-羟基苯丙酮酸双氧酶进而富集被修正的肝细

胞. 他们的治疗方案永久改变宿主细胞的信号通路,
因此, 无法成为一个理想的基因治疗方法, 但他们仍

然为基因治疗研究提供了一些思路. 与体内基因治疗

相比,间接体外治疗使得研究者可以通过抗生素抗性

和荧光信号等方式对被改造的细胞进行筛选和扩增,
多余的结构可以通过Cre重组酶和转座酶等基因工具

进行删除. 另外,体外治疗更容易与其他技术相结合.

例如,类器官培养技术在自体器官移植方面的巨大的

潜力; 由于Cas9蛋白在细胞内降解很快, 利用电穿孔

技术对CRISPR蛋白复合体进行递送有很高的基因编

辑效率和较低的脱靶效应[42,43]. 除此之外, 如SCR7[44]

和RS-1[45]等一些化学小分子物质已被报道可以提高

CRISPR/Cas9系统介导的体外HDR, 而这些化合物能

否用于临床治疗仍然有待进一步研究.
另外一个重要问题是利用CRISPR/Cas9在体及间

接在体基因治疗存在潜在的脱靶效应,还有待进一步

解决. 在全基因组范围内, CRISPR/Cas9导致的较高脱

靶突变仍是其在生物医药和临床治疗上广泛应用的

主要障碍之一[46~49]. 然而,在现有运用CRISPR/Cas9进
行基因治疗的研究中,脱靶效应则比较罕见(表1). 其
可能的原因是脱靶检测的范围较小或者其运用的脱

靶的检测方法不够客观准确. 因此, 一个更加客观、

灵敏的检测方法,如Digenome-seq[50], GUIDE-seq[51]等,
有待被运用到临床转化前基因治疗的安全性评估以

保证短期和长期的安全性.
总之, 高效的CRISPR/Cas9系统在基因治疗中显

示了巨大的潜力,正在给那些遭受无法治疗的疾病而

受折磨的病人带来希望. 但同时也应该明白, 每一个

重大突破都是由一步步累积而来. 一个更高的HDR效
率, 一个更有效的递送系统, 更低的脱靶效应都是不

懈的追求. 一个好的解决方案是建立在各个技术相互

交叉的基础上使得CRISPR/Cas9系统进一步优化. 一
旦这些困难得到解决,相信这项技术将会被应用于病

人的临床治疗.
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