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CRISPR/Cas及其衍生编辑技术在基因治疗中的应用进展
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摘 要：基因治疗是指利用基因编辑技术对细胞基因进行“修饰”而达到治疗的目的。CRISPR/Cas的出现为基因编辑提

供了简单、高效和多功能的平台，同时，为克服DNA双链断裂产生的不良影响，基于CRISPR/Cas的新型技术，如碱基编辑

器（base editors，BE）、Prime Editors（PE）和Cas13效应器，被相继开发出来。目前，CRISPR/Cas及其衍生编辑技术已被广

泛应用于动物细胞模型构建、药物靶点筛查和基因功能研究等领域，在基因治疗领域也展现出广阔的应用前景。基于

此，简要介绍了CRISPR/Cas及其衍生编辑技术，综述了其在单基因遗传病、肿瘤和其他疾病的基因治疗中的应用进展，并

分析了其当下面临的挑战，以期为基因编辑在单基因遗传病、肿瘤和其他疾病治疗领域提供理论参考。
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Application Progress of CRISPR/Cas and its Derivative Editing Technology
in Gene Therapy

QUAN Chunju，ZHENG Zhongliang*
College of Life Sciences，Wuhan University，Wuhan 430027，China
Abstract：Gene therapy refers to the use of gene editing technology to“modify”cell genes to achieve the purpose of treatment.
The emergence of CRISPR/Cas provides a simple，efficient and multifunctional platform for gene editing. Meanwhile，in order to
overcome the adverse effects caused by DNA double‑strand breaks，new technologies based on CRISPR/Cas，such as base edi‑
tors（BE），Prime Editors（PE）and Cas13 effector，have been developed one after another. At present，CRISPR/Cas and its de‑
rivative editing technologies have been widely used in animal cell model construction，drug target screening and gene function re‑
search，and also show broad application prospects in the field of gene therapy. Based on this，CRISPR/Cas and its derivative edit‑
ing technology were briefly introduced，and their application progress in gene therapy of single gene genetic diseases，tumors and
other diseases was summarized. And the challenges they faced at present were analyzed，in order to provide relevant theoretical
reference for gene editing in the treatment of single‑gene genetic diseases，tumors and other diseases.
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随着基因测序技术的发展，遗传疾病的诊断

效率不断上升，然而目前缺乏相应的治疗手段，亟

需发展新型治疗选择。基因治疗是指利用基因编

辑技术纠正或补偿细胞致病基因而达到治疗的目

的。基因编辑技术是对目的基因进行定点突变、

插入或敲除的一种有效方法[1]。基因编辑技术的

核心机制是通过引入靶向DNA双链断裂（double-

strand break，DSB）来刺激基因编辑过程，然后激

活细胞DNA修复通路[2-3]，进而利用该通路实现对

目的基因的定点突变、插入或敲除。虽然已经开

发出第一代锌指核酸酶（zinc finger nuclease，
ZFN）[4]技术和第二代类转录激活因子效应物核酸

酶（transcription activator-like effector nucleases，
TALENs）[5]技术，但由于 CRISPR系统功能多样、
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高效且易于使用，来源于自然发生的 CRISPR系

统的技术已成为大多数基因组工程师的首选方

法[6-8]。CRISPR/Cas系统通常包括Cas蛋白以及结

合在 Cas蛋白上的单链引导 RNA（single guiding
RNA，sgRNA），前者负责剪切核酸，后者负责指引

Cas蛋白结合到特定的核酸序列上[9]。

传统的 CRISPR/Cas虽然可以相对轻松地改

变多种生物的基因组，但也容易出现脱靶效应等

情况[10]。为更好地控制基因编辑的进行，科学家

们开发了基于CRISPR/Cas系统的新型编辑技术，

包括碱基编辑器（base editors，BE）、Prime Editors
（PE）和 Cas13效应器，这些衍生编辑技术既具有

CRISPR核酸酶的可编程性和灵活性，又具有扩展

功能，使基因编辑不依赖传统的DSB[11]。CRISPR/
Cas及其衍生编辑技术现已成为实验生物学的支

柱，并因日渐成熟而成为临床应用的工具。基

因治疗的对象也已经由单基因遗传病逐步拓

展到恶性肿瘤、感染性疾病、心血管疾病、自身

免疫性疾病、代谢性疾病等 [11-13]。基于此，本文

简要介绍了 CRISPR/Cas及其衍生编辑技术，综

述了其在单基因遗传病、肿瘤和其他疾病的基

因治疗中的应用进展，并分析了其在当下面临

的挑战，以期为 CRISPR/Cas 及其衍生编辑技

术在各类疾病的临床治疗中的应用提供理论

参考。

1 CRISPR/Cas及其衍生编辑技术

CRISPR/Cas 系 统 包 括 crRNA（CRISPR‑de‑
rived RNA）和 反 向 激 活 crRNA（trans‑activating
crRNA，tracrRNA）以及 Cas蛋白 3个部分。根据

Cas基因的全序列以及 Cas蛋白之间的序列相似

性和位点结构，目前将 CRISPR‑Cas系统分为两

类，包括 6个类型和 19个亚型[9,14]。 1类 CRIS‑
PR‑Cas系统（包括Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型）存在于细菌

和古生菌中，并且包含由4~7个Cas蛋白亚基组成

的效应复合物；2类CRISPR‑Cas系统（Ⅱ型、Ⅴ型

和Ⅵ型）几乎完全局限于细菌，其效应复合物由单

个多域蛋白质组成[9]。广泛用于基因编辑的

CRISPR/Cas9是Ⅱ型 CRISPR系统，是由 1个 Cas
蛋白结合向导 RNA（guide RNA）到特异位点，识

别并剪切靶向序列，造成 DNA损伤（图 1A）。其

中，Cas9是一种 RNA依赖性内切酶，包含 2个不

相关的核酸酶域（HNH和 RuvC）[10]。2012年 Jen‑
nifer Doudna团队首次证明了 CRISPR/Cas系统可

在体外对DNA进行切割[14]。

CRISPR介导的适应性免疫包括 3个阶段：第

一个阶段为适应，来自入侵分子的外源DNA片段

（称为原间隔区）被处理并作为新的间隔区插入

CRISPR阵列中；第二个阶段为表达，包括CRISPR
阵列的转录，随后将前体转录物加工成成熟的

crRNA，crRNA 与 1 个或多个 Cas 蛋白组装成

CRISPR 核 糖 核 蛋 白（crRNA ribonucleoprotein，
crRNP）复合物；第三个阶段为干扰，包括在 crRNP
复合物内用Cas核酸酶对入侵的同源病毒或质粒

核酸进行 crRNA定向切割[14]。

与 ZFN技术和 TALENs技术相比，CRISPR/
Cas系统只需要设计一段与目标序列互补的

sgRNA即可发挥作用，这极大提高了核酸酶的特

异性，也避免了复杂蛋白质设计和组装的需要。

然而，传统的 CRISPR技术是通过激活 DSB修复

通路来激活基因编辑，这可能会对细胞产生不良

影响，限制了该技术在某些疾病治疗中的应用。

为此，基于 CRISPR/Cas的新型技术，如 BE、PE和

Cas13效应器，被相继开发出来，它们能够不依赖

DSB而启动编辑。

1.1 碱基编辑器

BE由具有单链切割活性的Cas9蛋白（nCas9）
和具有靶向催化脱氨反应的碱基脱氨酶融合而

成，实现对靶点的碱基替换。目前，根据融合的碱

基修饰酶，可将BE分为胞嘧啶碱基编辑器（cyto‑
sine base editors，CBE）[15-16]和腺嘌呤碱基编辑器

（adenine base editors，ABE）[17]。以CBE为例，主要

过程包括 nCas9‑碱基脱氨酶‑sgRNA三元复合体

的形成，此复合体可催化目标DNA序列，CBE作

用时，胞嘧啶（C）在靶点直接脱氨基变成尿嘧啶

(U），接着 DNA进行复制，U被胸腺嘧啶（T）取代。

随着 DNA 复制，同一时间，腺嘌呤（A）将会替换

互补链上原来与 C互补的鸟嘌呤（G），最终实现

了在编辑窗口内C到 T和G到A的单碱基精准编

辑（图1B）[11]。

尽管BE扩大了基因编辑的应用范围，但由于

受到碱基脱氨酶结构域功能的部分限制，不能插

入或删除DNA序列。

1.2 Prime Editors
2019年 10月 21日，美国哈佛大学 David Liu
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实验室发表了一种新的基因编辑方法——Prime
Editors[18]，其可不依赖于DSB和供体DNA模板，而

实现目标位点的插入/缺失和所有 12种类型点

突变。

PE由主编辑引导 RNA（prime editing guide
RNA，pegRNA）和连接到逆转录酶（reverse tran‑
scriptase，RT）结构域的 nCas9融合而成。pegRNA
中包含 sgRNAs，其 3′端包含一段引物结合位点

（primer binding site，PBS）和转录模板序列（RT
template）。在催化编辑过程中，由 pegRNA指导，

PE首先与特定的目标 DNA序列结合，然后促进

nCas9切割DNA单链，pegRNA 3′端的 PBS识别切

割断点前的互补序列并杂交，RT催化合成一个新

的DNA链，该DNA链根据 pegRNA指定的模板对

目的基因进行编码。在DNA修复后，这条新链被

引入目标位点（图1C）[11]。

与BE相比，PE具有更加广阔的应用前景，但

PE系统及其应用仍有亟待改进之处：如 sgRNA依

赖性或非依赖性的脱靶效应尚且未知、PE介导的

高碱基插入/缺失率以及PE系统在成体动物中的

递送等问题[18-23]。

1.3 Cas13效应子

与CRISPR家族蛋白（如Cas9）对DNA进行编

辑来修改基因/调控基因表达不同，Cas13酶通过

与 crRNA结合而激活内源RNase活性来切割目标

RNA，促 进 了 一 种 灵 活 的 和 可 编 程 的 技 术

发展[24-28]。

Cas13效应子系统包括 crRNA分子和 Cas13
蛋白，其复合体结构靶向目标RNA位点，该位点

刺激Cas13的HEPN结构域的RNase催化活性，从

而触发其切割。Cas13效应子可以作为支架使靶

向RNA编辑成为可能。RNA编辑器包括 dCas13
与 RNA腺苷脱氨酶（adenosine deaminase acting
on RNA，ADAR）的融合，以刺激A到 I的编辑，胞

图1 CRISPR/Cas9、CBE、PE和Cas13效应器生物的结构[11]

Fig. 1 The structure of CRISPR/Cas9，CBE，PE and Cas13 effectors[11]
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苷脱氨酶结构域介导C到U的转换（图1D）[11]。

Cas13效应子不涉及编码基因DNA的改变，

而是通过对基因转录产物（mRNA）进行编辑，为

改变基因功能和调控表达提供了新的方法和思

路，这对于疾病的研究和治疗均具有深远的意义。

2 CRISPR/Cas及其衍生编辑技术在基因

治疗中的应用

随着基因组测序成本的降低以及人类基因组

序列比较分析、高通量基因组筛查应用的增加，诊

断遗传疾病的能力得到了迅速发展，CRISPR技术

的高效性和精确性在基因调控、模式生物构建、植

物育种等领域都有广阔的应用前景，更是对基因

治疗的发展具有重要作用。

2.1 在单基因遗传病中的应用

虽然人类遗传学疾病通常很复杂，但一些最

常见的遗传疾病是由单个基因的突变引起的，如

血友病、囊性纤维化、亨廷顿舞蹈病、杜氏肌营养

不良症（duchenne muscular dystrophy，DMD）和镰

状细胞贫血（sickle cell disease，SCD）等都是由人

类基因组中单个基因缺陷引起的疾病。

SCD发生在β‑珠蛋白（hemoglobin‑beta，HBB）
基因有 2个缺陷拷贝的个体中，其为成人血细胞

中形成携氧血红蛋白所必需的蛋白质。研究表

明，利用一个短单链寡核苷酸模板融合 CRISPR/
Cas9技术来纠正 SCD患者外周血或骨髓造血干/
祖 细 胞 （hematopoietic stem/progenitor cells，
HSPCs）中的HBB基因，基因编辑细胞中红细胞镰

化显著减少[29]。 Kalkan 等[30]发现使用较长的

gRNA对靶标DNA具有较高的亲和性，这为高效

和高亲和力靶向HBB基因提供了更有效的方法。

上述研究结果对于基因治疗在 SCD的临床应用

至关重要[29-31]。然而，靶标DNA双链断裂可能会

导致大量缺失和复杂的基因组重排，这可能会致

病[32]，因此需通过靶向Cas9切割来降低 SCD患者

诱发地中海贫血的风险，gRNA/Cas9 RNP的最佳

剂量和半衰期都需要进一步研究。2019年，Da‑
vid Liu研究团队利用 PE3纠正了HBB突变，增加

了人类遗传病的治疗手段[18]。

BE的开发为精准基因治疗提供了更加强有

力的手段，其不依赖于 DSB修复，可更有效地避

免大量随机插入和缺失。在DMD小鼠模型中，利

用腺嘌呤碱基编辑器（adenine base editors，ABEs）
技术修正DMD基因，进而恢复抗肌萎缩蛋白的表

达[33]。NPC1介导细胞内脂质转运，其在中枢神经

系统中的缺失会导致尼曼-匹克病 C型疾病，此

外，Levy等[21]利用CBEs纠正了小鼠脑组织中的缺

失，减缓了神经退化，延长了动物的寿命。

目前基因编辑技术应用于基因治疗的主要手

段是在目的细胞内强制表达外源基因或抑制表达

内源基因，但强制表达时效有限，表达剂量也难以

控制，而外源基因载体多为整合型病毒，人体免疫

反应的问题也不容忽视。

2.2 在肿瘤治疗中的应用

基因编辑在治疗方面的应用也延伸到癌症免

疫治疗领域，主要集中在嵌合抗原受体（chimeric
antigen receptor，CAR）T细胞的过继免疫治疗[34]。

近年来，基因编辑技术对难治性肿瘤、白血病、淋

巴瘤等疾病的治疗研究进展迅速[34-37]。

2016年，我国四川大学华西医院卢铀团队将

利用CRISPR技术敲除PD‑1基因编辑T细胞导入

患者体内，以治疗经化疗、放疗以及其他疗法治疗

无效的转移性非小细胞肺癌患者[38-39]。2020年该

团队公布了Ⅰ期临床试验结果，证明了靶向PD‑1
的 CRISPR基因编辑 T细胞在一个晚期肺癌患者

队列中的安全性和可行性[36]。Stadtmauer等[40]从 3
例癌症患者（2例晚期难治性骨髓瘤患者和 1例转

移性肉瘤患者）身上提取 T细胞，然后使用CRIS‑
PR技术敲除了 T细胞的 3个基因：TCRα、TCRβ、
PD‑1，利用慢病毒插入一个亲和力增强的 T细胞

受体基因，使得被基因编辑的 T细胞可靶向癌细

胞上名为 NY‑ESO‑1的抗原（正常组织很少表达

该抗原）。最后，经多重改造的T细胞被回输到患

者体内。研究显示，上述 3例患者均对治疗耐受

良好，脱靶效应也较为罕见。这些试验成果无疑

为进一步开展基于CRISPR技术的癌症免疫疗法

提供了数据支持。Zafra等[41]使用密码子优化的第

三代碱基编辑器（base editor 3，BE3）共转染，在小

鼠肝脏细胞中纠正了与癌症相关的 Ctnnb1 S45F
突变，能够抵抗 Tankyrase抑制剂对上游WNT的

抑制。KRAS突变体是胰腺癌的驱动癌基因，

Zhao等[42]利用CRISPR‑Cas13a系统靶向治疗胰腺

癌中的突变KRAS，研究发现CRISPR‑Cas13a介导

的 KRASG12D mRNA敲低可在体外诱导小鼠肿
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瘤细胞凋亡，并引起显著的肿瘤收缩。

同时，CRISPR/Cas技术也可用于癌症功能性

靶点的筛选。Wang等[43]利用整合型细胞表面抗

原介导的CRISPR平台对参与维持白血病细胞未

分化状态的基因进行筛查，发现了维持和分化白

血病的重要调节因子ZFP36L2。
2.3 在其他疾病中的应用

基因编辑技术在其他疾病治疗方面也取得了

初步进展，如肝脏疾病、心血管疾病、视网膜损

伤等。

乙型肝炎是由乙型肝炎病毒（hepatitis B vi‑
rus，HBV）引起的肝感染，存在引起肝硬化和肝癌

的风险。而采用CRISPR/Cas9技术根据HBV S和
X基因的 2个同源序列构建 pCas9表达载体，可能

介导体外和体内系统的抗HBV作用[44]。

已有研究在母鼠子宫内进行基因编辑，来治

疗子鼠致命性的代谢障碍，提示有可能在人类出

生前对致病性的基因进行编辑[45]。Rossodis团队

利用 CRISPR‑Cas9和 BE3，靶向性地在子宫内编

辑了健康小鼠中调节胆固醇水平和降低胆固醇水

平的基因，导致小鼠出生后 1个月和 3个月的 PC‑
SK9蛋白水平和总胆固醇水平下降[45-46]；Chadwick
团队也通过 BE技术实现 PCSK9基因的敲除，降

低了血浆胆固醇的水平[47]。

中科院上海生命科学研究院的研究人员利用

CRISPR‑CasRx技术下调单一RNA结合蛋白——

多聚嘧啶区结合蛋白 1（polyrimidine tract binding
protein 1，Ptbp1），其或能导致Muller胶质细胞高

效转化为视网膜神经节细胞（retinal ganglion
cells，RGCs），从而减缓与RGC缺失相关的疾病症

状[48]，为未来治疗神经退行性疾病提供了有前景

的方案。

3 CRISPR/Cas及衍生编辑技术在基因治

疗中面临的挑战

尽管已证实 CRISPR/Cas及其衍生编辑技术

在基因治疗领域的应用具有巨大的科研和实践价

值，发展前景十分广阔，但在临床应用中必须克服

许多障碍，特别是在准确性、安全性和体内有效性

方面。

在准确性方面，相比 ZFN技术、TALENs技

术，CRISPR/Cas编辑技术极大提高了基因编辑的

效率，但有效率仍无法达到 100%。因此，若想提

高基因编辑技术的临床应用率，编辑效率的进一

步提升是其关键环节之一。BE的表达水平与编

辑效率十分相关，Koblan等[49]通过增加核定位信

号（nuclear localization signal，NLS）以及使用优化

的密码子序列，增加了BE在哺乳动物细胞中的编

辑效率。

其次是安全性，主要集中在脱靶效应，尤其值

得注意的是，除 DNA中 Cas9∶sgRNA依赖[15]和独

立[50-51]的脱靶效应外，BE也可以非特异性地修饰

RNA[52]。研究人员利用工程化的脱氨酶变体，即

通过改造脱氨酶与RNA的活性结合位点从而来

降低对RNA的编辑效率[53-55]。在未来的发展过程

中，解决基因编辑的脱靶问题是研究人员所面临

的挑战。

在体内有效性方面，基因编辑技术在临床应

用中需要将核酸酶系统输送至人体细胞内，现在

已有的运输系统包括病毒载体、纳米颗粒以及蛋

白质‑RNA复合物等[1, 56]。腺相关病毒载体AAV、
AAV2和AAV9型载体已经被美国食品和药物管

理局（Food and Drug Administraton，FDA）批准用

于治疗视网膜退行性疾病和脊髓性肌萎缩

症[57-58]。但是AAV有限的承载能力和体液免疫反

应需要科学家继续寻找解决方案。未来可以尝试

一些新型基因组编辑材料递送方式，如磁纳米颗

粒转化法、碳纳米管转化法、病毒载体转化法等。

基因编辑技术在其他物种的成功应用，必然

会应用于人类自身。在人类胚胎细胞中进行基因

编辑，不仅可以治疗遗传性疾病，还可以使修复后

的基因遗传给后代，完全消除致病基因的影响。

但是尚在发展的基因编辑技术也会对后代造成安

全性的风险，这些对人类的繁衍和生活方式等都

将会产生一定的影响。英国的科学家发现用

CRISPR/Cas9在对胚胎发育非常重要的 POU5F1
基因中引入突变，在被编辑的 18个胚胎中，约

22%的胚胎在 POU5F1周围出现了大量的变异，

这远超出了研究人员的预期[59]。哥伦比亚大学的

研究人员使用 CRIPR/Cas9对 EYS基因的变异进

行了修正，结果发现约半数的胚胎失去了大量的

染色体片段，甚至失去了EYS基因所在的整个染

色体[60]。这些研究结果表明人类对于基因编辑技

术以及DNA修复机制了解甚少，在推进科学研究
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的同时，应建立起相应完善的有效监管体系，两者

协调发展，从而保障基因编辑技术在人类疾病治

疗中的应用[61]。

4 展望

CRISPR/Cas及其衍生编辑技术作为生命科

学领域革命性的工具，将来可能会彻底改变生物

学研究并影响个性化医疗。这些高精度、高频率

编辑DNA或RNA的新兴技术极大地扩展了操纵

和研究模式生物的能力，并给予治疗许多遗传疾

病的希望。然而，也应看到这些技术的功能许多

是相似的。例如，碱基编辑器和 Prime Editors都
能够创建C > T和A> G转换。因此，在基因治疗

过程中，应综合考虑目标编辑效率和非目标编辑

副产物等多种因素，选择最优方案。

此外，不仅要开发新型的碱基编辑系统，还应

注意编辑系统的传递，尤其是需要进行大型动物

研究，以确定基于AAV的双重策略对BE和 PE的

整体效果。有效实施新型的CRISPR技术还需要

广泛评估其免疫原性，在大型动物模型中进行研

究对于帮助确定连续表达Cas13或任何其他新型

CRISPR技术是否会导致长期不利影响非常重要。

总之，人类科学和生物技术不断进步，CRIS‑
PR技术不断发展，不断发现新的疾病靶点、提高

编辑效率、降低脱靶效应，使其在基因治疗领域的

应用越来越广泛。但还需要科学、医学、人类学及

监管部门的相互合作，进一步促进基因编辑技术

向临床治疗的转化，促进其在人类生产的应用，提

升其应用价值。
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