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摘要       规律成簇的间隔短回文重复序列(CRISPR)及CRISPR相关蛋白9(CRISPR/Cas9)系统是一种新型基因组

编辑技术,能够靶向干扰或修复基因组的特定基因. 来自细菌或人工改造的CRISPR/Cas9系统已经由生物学家

发现或构建, Cas9核酸酶及单链导向RNA (sgRNA)是CRISPR/Cas9系统的主要组成成分. 该系统被广泛应用于

疾病治疗新靶点的发掘,基因功能的鉴定,动物模型的建立以及基因治疗药物的开发. CRISPR/Cas9系统已经通

过突变或修正疾病相关基因来部分缓解或彻底治愈某些病症. 然而,如何有效递送CRISPR/Cas9至目标细胞及

靶器官仍然是运用该技术所面临的挑战之一,这影响着该系统稳定和精准的基因编辑能力. 本文主要综述Cas9
mRNA, Cas9蛋白或编码Cas9基因及相应sgRNA载体的递送系统. 递送Cas9蛋白的非病毒载体能够维持Cas9的
靶向作用,减少脱靶效应;递送sgRNA和供体模板的病毒载体能够改进基因编辑及同源修复效率. 安全,有效及

可规模化生产的递送载体将会推进CRISPR/Cas9技术在人类基因治疗领域中的应用.

关键词     基因组编辑,规律成簇的间隔短回文重复序列,规律成簇的间隔短回文重复序列相关蛋白9,病毒

载体, 非病毒载体, 基因治疗

靶向基因组编辑技术能够用于遗传性敲除或校正

特定的基因位点[1~3]. 基因编辑疗法的靶点是基因组基

因,而不是针对激酶抑制剂的激酶(蛋白),也不是特定

抗体的抗原[4~7]. 因此,基于基因组编辑技术的治疗是

直接针对诸多疾病的根源进行治疗(图1)[8~10]. 并且,许
多以前看似不能成药的靶点现在也可以通过基因编辑

技术进行药物设计,进一步体现了基因编辑技术在靶

向治疗领域的重要性[10,11]. 规律成簇的间隔短回文重复

序列及相关蛋白9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats sequences-Cas9, CRISPR/Cas9)系统

在细菌的免疫反应中被发现, 最近的研究表明, 经人

工修饰后的CRISPR/Cas9系统在哺乳动物的细胞中也

能够发挥其稳健、精准的基因编辑能力[11,12]. 因此,
CRISPR/Cas9系统具有治疗人类很多疾病的潜在能力,
包括遗传性疾病、心脑血管疾病、代谢性疾病、退

行性疾病、癌症和传染病等[11,13~17]. 最近,中国及美国
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图 1     CRISPR/Cas9介导的基因组编辑示意图
(网络版彩图)

Cas9蛋白在sgRNA的引导下识别并切割相应的基因位点产生双

链DNA断裂(double strand break, DSB), DSB可以通过非同源末端

连接(non-homologous end joining, NHEJ)产生随机插入或缺失突

变实现基因突变, 或者在供体DNA模板存在的条件下通过同源

重组介导(homology directed repair, HDR)的方式来进行修复,从而

将特定序列精准整合入靶基因

的相关机构已经公开表明, 将开展基于CRISPR/Cas9
技术的肿瘤治疗临床试验[18~20]. 目前, 已经有很多商

业化及合成的试剂能够将该系统导入细胞来实现高

效的体外靶向基因组编辑,但是科研人员仍然需要寻

找将该系统导入动物或人体内靶器官的方法[11]. 值得

注意的是,该系统的命中率及脱靶率与递送载体也有

较大关系[21,22]. 因此,递送系统对于基于CRISPR/Cas9
技术药品的最终商业化至关重要. 本文综述了体内外

各类将CRISPR/Cas9工具导入细胞及动物的方法.

1   CRISPR/Cas9系统直接导入

1.1   Cas9与sgRNAs共显微注射

Niu等人 [23]将酿脓链球菌SpCas9 mRNA与靶向

Ppar-γ等5个基因的sgRNA同时(共)显微注射入单细

胞胚胎后,在猕猴(Macaca mulatta)上成功实现了精准

基因靶向 . 而且 , 在注射后的15个胚胎中 , 有6个都

检测到了两个靶向基因(Ppar-γ和Rag1)的突变, 说明

CRISPR/Cas9系统经显微注射能够在猕猴胚胎发挥基

因编辑功能. 在非洲青鳉鱼(Oryzias latipes)模型中,研
究者基于胚胎共显微注射nCas9n蛋白/mRNA, sgRNA
或单链DNA模板的平台, 实现了通过NHEJ方式敲掉

基因或通过HDR方式插入等位基因的目的. 这种基

因工程技术经处理的短寿非洲青鳉鱼为研究脊椎动

物的衰老及相关疾病提供了强有力的遗传工具[24,25].
Zhang等人[26]在维生素D受体(VDR)基因的保守序列

中选择了两个靶点(VDRT1和VDRT2)并设计了相应的

sgRNA,然后共显微注射SpCas9 mRNA和sgRNA进入

C57BL/6小鼠(Mus musculus)单细胞胚胎中,通过T7E1
检测和DNA测序,结果表明有12只小鼠的VDR基因被

干扰,其中有8只是等位基因敲除. 这些都说明了能够

通过共显微注射Cas9 mRNA和sgRNA进入单细胞胚

胎的方式来实现CRISPR/Cas9系统介导的基因敲除.
但是,相比于单细胞胚胎注射,体外注射斑马鱼(Danio
rerio)的卵细胞更能够提高基因编辑的效率并增加产

生遗传突变的比例,尤其是在低靶向效率的sgRNA存
在时更明显. 在基因敲除和敲入试验中, 斑马鱼卵细

胞注射了SpCas9 mRNA, sgRNAs和/或供体DNA片段.
卵细胞注射组基因的敲入率提高到了49.6%, 而单细

胞胚胎注射组只有26%. 对于mc4r, mpv17, mstna, mc3r
和mrap2b这5个基因来说, 单细胞胚胎注射组的基因

敲除效率分别是86.7%, 18.9%, 32.2%, 33.3%和40.7%,
而体外卵细胞注射组基因敲除率分别增加至94.4%,
88.9%, 91.1%, 90.0%和93.3%. 而且,携带mc4r和mpv17
突变的子代占97.7%和91%,高于常规单细胞胚胎注射

的70%和35.2%[27]. 因此,体外卵细胞注射应该是改进

单细胞胚胎注射基因编辑效率的备选途径.

1.2   Cas9与sgRNAs的兰斯阵列纳米注射

兰斯阵列纳米注射(lance array nanoinjection)是利

用微加工的硅芯片通过物理和电导的方式向大量的靶

细胞直接输送遗传材料(SpCas9和sgRNA). Sessions等
人[28]将增强绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent
protein, EGFP)的编码序列克隆到质粒pCDNA5/FRT
中, 然后在重组酶作用下将其转入HeLa/FRT细胞, 最
终得到了单拷贝EGFP的同源细胞系 , 经潮霉素筛

选后的HeLa/FRT细胞EGFP表达率高达99%, 定义为

GFP+/FRT细胞. 然后,研究者构建含有靶向N端EGFP
基因sgRNA的CRISPR-SpCas9系统, 通过兰斯阵列纳

米注射进入GFP+/FRT细胞敲除EGFP. 在4.5 mA电流
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条件下, 经3次注射后, EGFP基因的平均敲除率高达

93.77%. 由此可见,兰斯阵列纳米注射是CRISPR/Cas9
基因组编辑技术在非病毒和病毒递送体系统之外可

以选择的实现基因编辑的途径之一.

1.3   Cas9与sgRNAs的电转导入

CDK11 sgRNA导向的SpCas9质粒能够通过电转

的方式有效沉默骨肉瘤细胞系中内源性CDK11基因.
在电转导入SpCas9质粒后 , KHOS细胞中的CDK11
在48 h后表达降低了83%~91.6%, 在72 h后降低了

87.5%~91.6%; U-2OS细胞中的CDK11在48 h后表达出

现了65%~82.5%, 72 h后抑制达到85.7%~93.3%. 癌细

胞的增殖能力、生存能力、迁移性和侵袭性都随着

CRISPR/Cas9介导的CDK11敲除而显著降低[29]. Su等
人通过电转的方式将编码sgRNA与SpCas9的质粒导

入人原代T细胞, 敲除了目的基因PD-1 (programmed
death-1). 突变位点在−86到+52区间变化, sg1敲除率

为61.9%, sg2为52.6%, sg3为40%, sg1+sg2为47.6%,
sg3+sg4为38.9%. 实验结果发现, PD-1的表达显著降

低,并伴随IFN-γ的上调和对癌细胞毒性的增加. 作者

认为这是首次报道非病毒载体可以通过干扰PD-1基
因来重编程人原代T细胞[30]. 类似地, 另一位研究者

也采用相同方法将SpCa9蛋白, sgRNA和HDR模板导

入至人的原代T细胞, 并且在T细胞中CXCR4和PD-1
的修复效率达到了20% (HDR模板浓度为50 pmol时
为22%, 100 pmol时为18%), 因此增强了T细胞效应子

功能[31]. Tanihara等人[32]为了培育转基因猪, 将SpCa9
蛋白和sgRNA体外导入了猪(Sus domesticus)的受精

卵. 该基因编辑技术的效率达到了90%, 非常有利于

转基因猪的培育.
经改进后的电穿孔核转染技术不仅能够将

CRISPR/Cas9/sgRNA底物导入细胞质, 而且能够穿过

核膜进入细胞核. 所以,很多研究者采用这种技术来递

送CRISPR/Cas9系统. 利用核染试剂Nucleofector Kit V
与编码靶向ASXL1的sgRNA SpCas9质粒及单链DNA模
板结合,然后体外将这种三元复合物导入白血病细胞

KBM5来校正其ASXL1的基因, 结果显示有0.46%~2%
的KBM5细胞中的ASXL1片段经过CRISPR/Cas9基因

编辑后完成修复. 而且, 白血病细胞小鼠移植瘤模型

试验显示 , 接种基因修复后细胞的荷瘤小鼠比接种

未经修复细胞的生存期更长[33]. 人原代CD4+ T细胞

及CD34+造血干细胞原代细胞(hematopoietic stem and
progenitor cells, HSPCs)用细胞专属性核染试剂导入

CCR5或B2M靶向的gRNA/SpCas9. 结果显示, 有34%
的CD4+ T细胞B2M基因被敲除, 42%的CD34+ HSPCs
细胞CCR5被敲除, 且具有最小的脱靶突变[34]. 4D核

染试剂Nucleofector X Kit将SpCas9、转录crRNA以

及转录激活crRNA导入白血病细胞K562中 , 以分析

CRISPR/Cas9衍生的RNA介导的内切酶和切口酶所

引起的脱靶效应[35]. 实验中的核转染试剂采用的是

针对SE细胞系列Lonza 4D核转染试剂中的DN-100.
将含有替换氨基酸的SpCas9质粒和sgRNA质粒共转

染进入细胞来筛选高保真的SpCas9 (SpCas9-HF1),新
SpCas9-HF1的脱靶事件用目前的方法并不能检测

到 , 并且维持了SpCas9的中靶率[36]. SpCas9蛋白 /转
录sgRNA和编码SpCas9-sgRNA共表达质粒胞分别用

相应的核染试剂转染纤维母细胞和多功能干细胞 .
SpCas9蛋白分解染色体DNA的效率高达79%,然后迅

速在细胞内降解. 研究表明, 相比于Cas9基因, Cas9
蛋白可以阻止其对基因组的持续作用 , 从而降低脱

靶效应[37]. 因此, 电转技术是CRISPR/Cas9系统十分

有效的导入方式并且被广泛应用于体外基因组编辑

的研究中.

1.4   Cas9与sgRNAs的尾静脉高压注射

Lin等人[38]将编码靶向乙肝病毒(hepatitis B virus,
HBV)的sgRNA/SpCas9共表达质粒以尾静脉高压注射

方式注入小鼠体内, T7E1检测表明肝内HBV基因组

有5%发生突变, 克隆测序表明有27%发生突变. 肝内

HBV基因组因此被干扰和消除, 最终降低乙肝病毒

持续表达模型小鼠血清HBV表面抗原的水平. Xue等
人[39]将CRISPR/Cas9质粒以尾静脉高压注射方式注入

成年小鼠体内,直接干扰肿瘤抑制基因并引起致癌基

因点突变,在小鼠肝脏诱导足以使肿瘤发生的Pten和
p53低频突变. 将SpCas9-sgRNA与单链DNA模板通过

尾静脉高压注射进入乙酰水解酶(Fah)基因敲除的小

鼠体内,  1/250的肝细胞表达了野生型Fah蛋白.  Yin
等人[40]的研究表明, SpCas9能够介导校正人遗传疾病

酪氨酸血症小鼠模型肝细胞中的Fah基因. 通过尾静

脉高压注射能够实现CRISPR/Cas9体系的体内基因组

编辑.
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2   CRISPR/Cas9系统的非病毒载体

2.1  脂质体

sgRNA能够克隆至 Cas9表达质粒中 (pX260,
pX330, pX458, pX459等), HDR模板也可以构建至质

粒载体中 . 为了得到−45位超级增强子蛋白(Nanog)
敲除的胚胎干细胞(embryonic stem cell, ESC)克隆体,
商品化的Lipofectamine 2000用以将靶向−45增强子

SpCas9/sgRNA质粒和HDR模板转染进入ESCs. 结

果表明 , −45位的增强子拥有调节最近两种相邻基

因的功能 , 如Nanog, Dppa3[41]. Lipofectamine 2000能
将pSpCas9s和靶向hBAX, p21基因的 sgRNA还有钙

黏素基因转染进入膀胱癌细胞 . CRISPR/Cas9系统

通过体外激活膀胱癌抑制因子来抑制肿瘤增殖 , 促
进肿瘤凋亡以及降低癌细胞活性 [42]. 为了筛选特

定的增强型SpCas9 (eSpCas9)或葡萄球菌中的Cas9
(SaCas9, eSaCas9), 利用Lipofectamine 2000转染含点

突变的Cas9质粒和sgRNA质粒进入细胞. 筛选获得的

eSpCas9或eSaCas9减少脱靶效应而且依然维持了稳

健的中靶率[43]. 用Lipofectamine 2000将连接内含肽的

SpCas9与野生型的SpCas9作比较,研究分析小分子激

发的SpCas9蛋白特异性. 在人细胞中, 4-羟基他莫昔

芬能够条件性地激活SpCas9对靶基因进行修复 , 与
野生型相比特异性能增加高达25倍[44]. 针对HBV的

SpCas9及sgRNA与Lipofectamine 3000复合物能够显

著降低Huh-7细胞中乙肝病毒的核和表面抗原蛋白

的增殖[38]. Lipofectamine LTX被用来递送同时靶向多

个HBV结构域的SpCas9-sgRNAs工具以失活HBV[45].
通过将SpCas9或SpCas9-D10A切口酶表达质粒及拼

接 sgRNA质粒导入细胞 , Lipofectamine LTX被用来

评估该系统的中靶率及脱靶率. 此外, Lipofectamine
LTX还可以评估ssDNA HDR模板的插入效率. 拼接

sgRNA在不降低命中率的情况下还可以降低脱靶

位点不必要的突变 . 进一步而言 , 拼接sgRNA也可

通过引入成对SpCas9来降低脱靶效应[46]. 脂质体制

剂包含Lipofectamine RNAiMAX, Lipofectamine 2000,
Lipofectamine LTX以及SAINT-Red (一种含有吡啶的

合成阳离子脂质)是多个SpCas9版本的功能性导入药

剂, 比阳离子脂质DOTAP和EZ-PLEX (基于肽的核酸

试剂)的转染效果要好很多. 相比于递送质粒来说,野
生型SpCas9/sgRNA脂质体系统对修饰的基因组更有

针对性. 而且, 这种技术也可以在体内有效递送Cre
重组酶和SpCas9/sgRNA复合物至内耳 , 使小鼠毛发

细胞中Cre介导的重组率达到90%, SpCas9介导的基

因修饰能达到20%[47].

2.2  纳米粒

FuGene6和HPV-18 E6或E7靶向SpCas9-sgRNA的
质粒复合后, 体外共转染HeLa细胞, 从而引起HPV基

因组产生DNA断裂,并将失活的插入或缺失突变引入

E6和E7基因. 敲除E6或E7可抑制宫颈癌肿瘤细胞生

长,逆转恶性表型[48]. FuGene HD与sgRNA质粒和(或)
SpCas9质粒转染细胞, T7E1检测表明根据sgRNA GC
含量的不同,有27%~35%的插入或缺失突变被引入基

因组[49].
阳离子聚合材料 (CBA-ABOL)浓缩复合质粒

dCas9-VP64 (SpCas9的D10A和H840A催化残基被突

变 , 然后在C端遗传性地融合了VP64酸性转化激活

域)与4条sgRNA表达质粒,可以体外激活编码细胞命

运的关键调控性内源基因[50,51]. 为了增加牛痘病毒在

溶瘤病毒治疗中对癌细胞的选择性, CRISPR/Cas9被
用于删除牛痘病毒基因组中胸苷激酶的基因片段. 用
Effectene转染试剂将sgRNA质粒同SpCas9共转染进

入CV-1 (猴肾成纤维细胞),然后将一对供体模板也转

染进入相同细胞. 有90%胸苷激酶基因被红色荧光蛋

白(RFP)基因替换[52,53].
另外也有相似的研究 , 聚乙烯亚胺与单纯疱疹

病毒靶向的sgRNA/SpCas9和pCIneo-CD8质粒(表达人

CD8A用于细胞分选)复合, 转染HEK293T细胞. 流式

分选转染后感染HSV-1的CD8阳性细胞. 用于修复或

敲入的供体模板用聚乙烯亚胺材料再次转染以产生

回复或敲入病毒. 结果证明,该方法不仅使有超过50%
的HSV基因被损坏而且有约10%的基因敲入了HSV[54].

多胺转染试剂(TransIT-LT1)将野生型SpCas9或人

密码子优化的质粒Fok Ⅰ-dCas9, 表达sgRNA的质粒

和表达tdTomato荧光蛋白的质粒转入HEK293细胞,分
析NHEJ介导产生的相关突变. 有75%~90%的目标基

因被Cas9系统干扰, 而且, FokⅠ-Cas9融合蛋白与野

生型SpCas9相比效率更高且特异性更好,而且脱靶突

变效应也更少甚至检测不到[55].
一种多组分DNA转染试剂X-tremGENE HP,能够

与SpCas9变体质粒, sgRNA或供体质粒形成复合物,
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转入细胞后分析SpCas9变体的靶向效率. 转染后的

细胞中能够检测到23%的插入或缺失突变,结果表明

CRISPR/Cas9系统能够有效地编辑细胞[56].
阳离子聚合物转染试剂TurboFect将AsCpf1 (来自

氨基酸球菌), LbCpf1 (来自毛螺科菌), St1Cas9 (来自嗜

热链球菌LMD-9)质粒序列与SpCas9或SaCas9以同源

crRANs包裹结合后,转入Neuro-2a小鼠成神经瘤细胞

以诱导HDR. 结果显示, AsCpf1或LbCpf1能够有效地

形成DSB然后诱导24%或15%的HDR,而常用的SaCas9
是13%, St1Cas9是9%[57].

2.3  穿膜肽介导的SpCas9蛋白与sgRNA递送

Ramakrishna等人[58]和Suresh等人[59]推测如果在

SpCas9蛋白中引入穿膜肽(cell-penetrating peptide, CPP)
则能将SpCas9蛋白直接导入细胞. 通过基因工程融合

SpCas9和由4个甘氨酸(Gly)、9个精氨酸(Arg)和4个亮

氨酸(Leu)组成的CPP蛋白,难以在合适的条件下纯化

得到. 因此,在SpCas9的C端引入半胱氨酸残基来简化

修饰步骤,在CPP的氨基端引入马来酰亚胺基团,巯基

与马来酰亚胺基通过加成反应生成硫醚键连接CPP与
SpCas9 (CPP-SpCas9). CPP与sgRNA按一定比例混合

后形成带正电纳米复合物. 将CPP-SpCas9与sgRNA复
合物序贯或同时转入以下人源细胞: 胚胎干细胞、上

皮成纤维细胞、HEK293T细胞、HeLa细胞以及胚胎

肿瘤细胞. 检测结果发现, CPP介导的CRISPR/Cas9递
送干扰了8.7%~14%的靶基因, 同时降低了脱靶效应.
由此可见, CPP能够促进CRISPR/Cas9系统进入细胞发

挥基因编辑功能.
总而言之 , 合成或商业化的阳离子材料可以与

CRISPR/Cas9形成阳离子/Cas9纳米复合物, 将Cas9基
因编辑工具高效递入细胞后可以在目标位点诱发基

因突变或HDR.一般来说, 非病毒载体/Cas9纳米复合

物多用于体外基因编辑研究,用于体内研究的非病毒

载体/Cas9纳米复合物则有待进一步的改进.

3   CRISPR/Cas9体系的病毒载体

3.1  逆转录病毒

编码SpCas9的逆转录病毒感染HeLa细胞 , 得到

SpCas9的稳定表达株[60]. 表达SpCas9和sgRNA的逆

转录病毒感染小鼠原代B细胞 , 在体外抗CD40抗体

和白介4的激活条件下, 诱导该细胞高水平的级联重

组. CRISPR/Cas9逆转录病毒载体能够将IgM型AID缺
陷B细胞调节至IgG1型[12]. Katnal2 (Katanin P60 subnit
A-like 2)是一种仍在研究中的孤独症相关基因, 已通

过全外显子组测序证实微管切断ATP酶的突变与自闭

症有关. Fricano-Kugler等人[61]和Williams等人[62]设计

构建了一个表达GFP, SpCas9和两条sgRNA的逆转录

病毒,位于起始密码子旁的sgRNAs主要功能是敲除小

鼠Katnal2表达中1型, 2型和4型突变体. 这种逆转录病

毒可以在近93%的N2A细胞克隆基因组中sgRNA1和
sgRNA2附近引入插入或缺失突变. 逆转录病毒敲除

了小鼠的Katnal2基因, 降低发育神经元的树突生长.
总之,逆转录病毒是CRISPR/Cas9技术的良好载体.

3.2  腺病毒

Xu等人[63]将表达SpCas9的腺病毒和sgRNA导入

mdx小鼠体内用来纠正DMD基因. 肌内注射该病毒

后可纠正DMD基因突变,在mdx小鼠体内重塑肌营养

不良蛋白的表达 . 编码SpCas9和sgRNA的腺病毒导

入细胞来诱导基因干扰. 此外, 结果显示不同类型细

胞(包括正在分裂和静止期细胞)的基因干扰率能达

到18%~65%[64]. 包装E1/E3删除的SpCas9及靶向人/鼠
Pten基因的sgRNA共表达的腺病毒Ad.sgPten,在感染小

鼠细胞(KP)及人细胞(HEK293T)后均检测到Ad.sgPten
诱导的Pten基因突变. Ad.sgPten能将基因编辑系统导

入小鼠肝细胞发挥基因编辑作用,两只小鼠的基因突

变率检测结果分别为14.8%和22.8%[65]. 因此, 腺病毒

是CRISPR/Cas9系统实现体内递送的一种行之有效的

载体.

3.3  慢病毒

慢病毒载体被用于转导HBV特异性的sgRNAs与
SpCas9进入慢性HBV感染和从头HBV感染两种细胞

模型, 有约76%的突变在被转导的样品中被发现. 针
对HBV的Cas9/sgRNA系统使总HBV病毒DNA水平降

低到了千分之一, 其cccDNA水平减少到了十分之一,
并突变灭活了大部分残留的病毒DNA[66]. 为了向被

转导细胞引入特定的DNA片段, Maruyama等人[67]将

SpCas9和sgRNA分开载入两种慢病毒中, 然后, 被转

导的细胞用供体质粒进行转染. 实验结果表明, 慢病

毒CRISPR/Cas9系统能够实现精准而有效的基因编辑
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效果;当用NEHJ抑制剂处理时, HDR介导的基因编辑

率能够达到59.3%. 用于修饰特定基因位点的sgRNAs
与SpCas9慢病毒表达载体提供了一种在基因组水平

评价基因功能的新方法. Shalem等人[68]报道一个慢病

毒GeCKO文库(genome-scale CRISPR/Cas9 knock-out,
CRISPR/Cas9介导的基因组范围的敲除),它有64751条
特异性的sgRNAs, 能够靶向18080个基因位点. 经过

筛选成功产生了排位靠前的几个理想候选基因,其中

包含之前验证过的2个基因以及4个新基因. 另一个慢

病毒文库每6条sgRNA对应一个基因位点, 能够靶向

19502个基因,试验结果显示经转导的HeLa细胞稳定表

达核酸内切酶Cas9[60]. 采用慢病毒CRISPR/Cas9系统

来敲除伯基特淋巴瘤细胞中的MCL-1基因,引起伯基

特淋巴瘤细胞凋亡率达到80%. 而且,在人伯基特淋巴

瘤移植瘤模型中, 通过慢病毒平台转导CRISPR/Cas9
进入体内,该系统表达的sgRNA引起肿瘤急剧消退或

生长抑制[69,70].

3.4  腺相关病毒

腺相关病毒载体(adeno-associated virus, AAV)是
一种基因治疗很有前景的载体,具有高感染效率,低免

疫原性,减少因病毒基因组整合进入宿主基因组诱发

的成瘤风险以及广泛的血清型等性质[56,71]. AAV可以

包载SpCas9 (约4.2 kb), sgRNA及一个启动子(约0.3 kb)
在一个载体中, 但是由于病毒包载能力有限(排除病

毒本身反向重复序列,只能包载约4.5 kb),这样留给设

计表达的序列和调控元件就只有一个很小的空间[71].
Truong等人[56]基于SpCas9的蛋白结构设计合成了分

裂内含肽介导的分裂Cas9反式拼接系统,这样就可以

让Cas9的编码序列分布于两个AAV载体中,在翻译后

被重组为Cas9蛋白. 这种系统编码的Cas9的基因编辑

能力与野生型的Cas9相似,这类改构手法非常适合于

SpCas9D10A切口酶. 而且双AAV系统能够增加HDR的
效率. 内含肽介导的分裂反式拼接系统可以通过AAV
包装递入细胞,并且Cas9蛋白的活性在细胞中能够被

恢复. 也有研究者尝试去掉SpCas9编码序列中看似冗

余的序列, SpCas9编码序列从4.2 kb减少到4.0 kb,但是

删减后的SpCas9活性也随之下降[72]. 虽然St1Cas9的大

小约为3.4 kb, 其PAM序列(NNAGAAW)比较复杂, 因
而基因靶向范围较窄,用AAV递送St1Cas9进行基因治

疗的研究较少[73,74]. SaCas9的大小只有3.2 kb, 基因插

入和敲除的能力却并不比SpCas9差. 因此,利用更短的

SaCas9和对应的sgRNA可以包载进入多种AAV载体,
如AAV8,靶向小鼠肝脏中的胆固醇调节基因Pcsk9. 尾
静脉注射一周后, Ran等人[71]发现有大于40%的基因

已被敲除,血清中Pcsk9及总胆固醇的水平都有明显减

少. 结果表明, AAV-SaCas9基因编辑系统在体内能够

达到有效、特异性编辑基因的目的. 有研究者将重组

体AAV9用于传递SpCas9或SaCas9与其相应sgRNA来
靶向mdx小鼠肌肉组织中的DMD (肌营养不良基因)基
因. 实验结果显示,这些mdx模型小鼠的DMD基因序列

都能被有效编辑,肌营养不良蛋白在肌营养不良小鼠

模型中部分恢复表达[75~77]. 研究者将SpCas9与sgRNA
分开包载在双AAV系统中,随后立体注入成年小鼠脑

中. 这种双AAV体系在体内能够编辑单基因(Mecp2),
也能够编辑多基因(DnmtCas91, 3a, 3b)[78,79]. 因此, AAV
是用于递送基于CRISPR/Cas9技术的人类基因治疗药

物最有潜力的载体.

4  非病毒载体和病毒载体的联用

非病毒载体递送的Cas9 (Cas9蛋白、mRNA或质

粒等)具有短期表达和被机体全部清除的特点,可以避

免机体免疫反应和长期表达后引起的脱靶效应(图2)[80].

图 2     CRISPR/Cas9的载体系统种类(网络版彩图)
人密码子优化的Cas9与sgRNA序列包装进入病毒载体(包括腺病

毒、重组腺相关病毒载体、慢病毒)用于基因组编辑. Cas9蛋白

与Cas9的mRNA和sgRNA或编码Cas9与sgRNA的质粒包载在非

病毒纳米粒中形成纳米粒-Cas9的复合物
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脂质材料C12-200/cholesterol/C14PEG2000/DOPE/花生

四烯酸包裹SpCas9/mRNA (约4.5 kb)后形成非病毒载

体纳米粒(NanoCas9). 一种装载U6-sgRNA及HDR模
板的AAV2/8结构的病毒(AAV-sgRNA-HDR), 用来靶

向修复Fahmut/mut小鼠肝细胞中Fah片段. 将这两种载体

通过尾静脉的方式导入8~10周龄的Fahmut/mut小鼠. 这
种病毒和非病毒联合递送CRISPR/Cas9体系通过纠正

Fah拼接突变产生了Fah阳性的肝细胞,缓解了小鼠体

重减轻和肝损伤等疾病症状. 不仅如此, 体内非病毒

及病毒载体的结合还会使Cas9的脱靶率降低. 单次给

药后的肝细胞基因纠正率大于6%,表明联合非病毒及

病毒载体的递送方式可以应用于更多疾病的基因编

辑治疗[21].

5  总结与展望

在生物医药领域涉及的CRISPR/Cas9载体的特点

及应用均总结在表1中[81,82]. 商业化常见的非病毒载

体能够将CRISPR/Cas9系统体外转入细胞中, 靶向编

辑基因组的特定位点. 非病毒载体引入的Cas9蛋白或

Cas9瞬时表达工具能够减小病毒载体持续表达Cas9所
带来的体内免疫反应及脱靶效应. 与非病毒载体相比,
病毒载体能更有效地将CRISPR/Cas9转导进入体内靶

组织,而且促使目标位点DNA双链断裂,通过NHEJ引
入点突变或通过HDR进行基因修复. 相比于非病毒载

体,病毒载体在基因敲除和基因敲入方面都呈现了显

著的优势. 然而, 病毒载体持续表达Cas9会引起免疫

反应和脱靶效应,在这一方面病毒载体还有待进一步

改进. sgRNA和(或) DNA供体模板构建入病毒载体中

使其持续表达;而瞬时表达的Cas9用非病毒载体多次

给药的方式递入生物体内. sgRNA和DNA供体模板的

持续表达有助于基因编辑效率的提高, Cas9瞬时表达

避免了潜在的免疫反应和脱靶效应. 因此, 非病毒与

病毒载体的联合递送可能是实现CRISPR/Cas9系统精

准治疗的最佳途径.

表 1   CRISPR/Cas9系统的非病毒载体和病毒载体在生物医药领域的应用

递送方式 优势 劣势 应用

微注射 体外效率高 低通量
卵细胞和胚胎细胞基因编

辑; 建立模式动物

电转 体外转染效率高 毒性大, 体内应用困难 多种细胞的体外基因编辑

尾静脉高压注射 适用于小动物的体内基因编辑 效率低, 临床应用困难 体内基因功能的研究

穿膜肽 脱靶效率低 效率低, 体内应用困难 体外细胞基因编辑

阳离子载体 易于生产, 装载容量大 效率低
各类细胞的体外基因编辑;癌症、

HBV及遗传病等疾病的基因治疗

逆转录病毒
体内效率高 , 整合靶基因进

入宿主细胞基因组
插入突变, 原癌基因激活 癌症、遗传病等疾病的基因治疗

慢病毒 高效率 , 高通量 易重排包载基因, 易转基因沉默
体内体外的基因筛选和基

因功能研究

腺病毒 体内高效率, 高装载量 免疫原性, 大规模生产困难 遗传病的基因治疗

腺相关病毒 体内效率高 , 不致病 装载量有限 , 成本高 遗传病的基因治疗
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