
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０２０，５１（１）：１０－１８

　收稿日期　２０１９０７０４　　通信作者　Ｔｅｌ：１５９９６２２９８３２　Ｅｍａｉｌ：ｑｉｘｉａｏｌｅ５２３＠１６３ｃｏｍ

基金项目　中国药科大学双一流国际药品注册创新团队资助项目（Ｎｏ．ＣＰＵ２０１８ＧＹ４０）

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９递送系统的研究现状及应用进展

潘秀华，吴正红，祁小乐


（中国药科大学药学院药剂系，南京 ２１１１９８）

摘　要　针对ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白３种水平的递送形式，本文着重介绍了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的病毒载
体和非病毒载体的研究现状和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统递送的新策略，及其在生物医学领域和基因相关疾病治疗的应用进展。
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　　规律成簇的间隔短回文重复序列（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＣＲＩＳＰＲ）是能为细菌和古生菌提供对病
毒和质粒的适应性免疫的 ＤＮＡ重复序列［１］。

ＣＲＩＳＰＲ系统有Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型，其中 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９作为Ⅱ型的标记基因研究最多，是继锌指核
酸内切酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅ，ＺＦＮ）、类转录激活
因子效应物核酸酶 （ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅ，ＴＡＬＥＮ）之外出现的第 ３代基因
编辑技术，其介导的基因编辑可用于生成转基因模

型、调节转录、调控表观遗传等。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统主要是由Ｃａｓ９蛋白和单链
导向 ＲＮＡ（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｓｇＲＮＡ）组成，其中
Ｃａｓ９蛋白具有切割 ＤＮＡ双链功能，ｓｇＲＮＡ起导向
作用，在原型间隔区相邻的基序（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ
ａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ，ＰＡＭ）存在的情况下，Ｃａｓ９蛋白可以
在ｓｇＲＮＡ导向作用下通过碱基互补配对到达不同
的靶部位，切割靶基因实现 ＤＮＡ双链断裂（ｄｏｕｂｌｅ
ｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）。ＤＳＢ修复有两种机制：（１）非
同源 末 端 连 接 （ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ，
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ＮＨＥＪ），ＮＨＥＪ介导的修复可在 ＤＮＡ双链断裂位
点产生不精确的可变长度的插入和／或删除突
变；（２）同源重组修复（ｈｏｍｏｌｏｇｙｄｉｒｅｃｔｅｄｒｅｐａｉｒ，

ＨＤＲ），ＨＤＲ介导的精确修复可以从单链或双链
ＤＮＡ供体模板引入精确的点突变或插入突变［２］

（图１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆＣＲＩＳＰＲＣａｓ９ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇ［３］

　　目前，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的递送可分为基于质
粒、ＲＮＡ和蛋白质这３种水平的递送。其中，递送
编码Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ的质粒无需多次转染，方
便快捷，稳定性高；递送编码Ｃａｓ９蛋白的ｍＲＮＡ相
较于递送质粒有更低的脱靶率；直接递送 Ｃａｓ９蛋
白相较于ＤＮＡ或ＲＮＡ的递送方式有一定的优势，
其免疫原性低且不存在将 ＣＲＩＳＰＲ基因永久整合
到宿主基因组中的潜在问题。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
的递送常用到的物理方法有电穿孔法［４］、显微注

射法［５］和尾静脉高压注射法［６］等。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统的病毒载体有腺病毒（ＡＡＶ）、慢病毒（ＬＶ）
和噬菌体等。随着近几年纳米技术的发展，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的非病毒载体在体内和体外
都有效地实现了向细胞和组织的递送，纳米载体

逐渐成为 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统基因治疗的潜力工
具，新兴的递送策略也使得 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的
递送更加成熟。

由于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的高效性、多功能性
和简便性，该系统已成为生物医学领域治疗多种疾

病的新策略，如治疗传染病、治疗肿瘤、建立人类疾

病模型等。然而由于基因水平的修饰存在局限性，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的发展仍需要进一步的探索研
究以实现其更大的应用价值。

１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的递送形式

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统要实现Ｃａｓ９蛋白和ｓｇＲＮＡ
两个元件的递送，其中 Ｃａｓ９蛋白的递送形式可以
分为以下３种（图２）：（１）递送表达Ｃａｓ９蛋白的质
粒；（２）递送编码 Ｃａｓ９蛋白的 ｍＲＮＡ；（３）直接递
送Ｃａｓ９蛋白。３种递送形式的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
都能在ｓｇＲＮＡ的导向作用下到达靶部位从而有效
地实现基因组编辑［７］。

１１　从ＤＮＡ水平递送ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
由于稳定性高、操作简单、成本低等优点，从

ＤＮＡ水平递送编码 Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ的质粒是
一种常用的递送形式。然而递送质粒会降低基因

编辑效率，延长 Ｃａｓ９蛋白切割时间从而使脱靶率
增加，另外还有基因整合风险等。

为了提高质粒转染的基因编辑效率，Ｓｈｉｎ
等［８］将编码 Ｃａｓ９蛋白及 ｓｇＲＮＡ的质粒迭代转染
到ＣＨＯ细胞，与传统的单次转染方法相比，迭代转
染将Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ的表达水平提高了３倍。
同时该研究还分别验证了将单个及多个 ｓｇＲＮＡ与
Ｃａｓ９蛋白共同编码进质粒，最终对单基因和多基
因实现靶向基因编辑，通过迭代转染最终使单基因

和多基因靶点的突变率平均都增加２倍。
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　　Ｇｈａｓｓｅｍｉ等［９］构建编码Ｃａｓ９蛋白和双ｓｇＲＮＡ
的质粒，旨在靶向断裂Ｈｂｂｂｓ基因的外显子２和３
位点，将重组质粒通过显微注射法递送到供体受精

卵，将受精卵植入受孕小鼠进行后代筛选和基因分

型，最终建立了 Ｈｂｂｂｓ基因敲除的 β地中海贫血
小鼠模型。

１２　从ＲＮＡ水平递送ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
ＲＮＡ水平的递送是递送编码 Ｃａｓ９蛋白的

ｍＲＮＡ和 ｓｇＲＮＡ，ｍＲＮＡ只需递送到细胞质，在细
胞质中核糖体的作用下翻译成Ｃａｓ９蛋白。该递送
方式的局限性在于 ｍＲＮＡ本身稳定性差且在体内
和体外都易受到 ＲＮＡ酶的降解，因此需要合适的
递送方法来保护ｍＲＮＡ不被酶降解。

Ｍｉｌｌｅｒ等［１０］制备了可以包封长序列ＲＮＡ的两
性离子氨基脂质（ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃａｍｉｎｏｌｉｐｉｄ，ＺＡＬ）非
病毒载体，其由阳离子脂质和两性离子脂质结合而

成，阳离子脂质含ＲＮＡ结合域并有助于内体逃逸，
两性离子脂质帮助ＲＮＡ溶解。利用该载体首次实
现编码Ｃａｓ９蛋白的 ｍＲＮＡ和 ｓｇＲＮＡ的体内外共
递送，且与瞬态疗法 ＲＮＡｉ对比，ＺＡＬ递送编码
Ｃａｓ９蛋白的 ｍＲＮＡ和 ｓｇＲＮＡ能永久实现基因编
辑并持续下调９５％的蛋白表达。
１３　从蛋白水平递送ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统

递送 Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ是最直接简便的方
法，该形式无转录和翻译过程，基因编辑更快速高

效，脱靶率低且毒性小。Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ可形
成核糖蛋白复合物（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｌｅｘ，
ＲＮＰ），Ｃａｓ９蛋白通常带有核定位信号（ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＮＬＳ）帮助ＲＮＰ入核完成基因
编辑，该形式递送的难点在于 ＲＮＰ尺寸较大不易
包封，因此探索其合适的递送载体尤为重要，目前

ＲＮＰ常用载体有脂质体、金纳米颗粒、阳离子聚合
物等，近几年新型载体的开发也能帮助 ＲＮＰ完成

内体逃逸并入核，如 ＤＮＡ纳米花［１１］，锌和咪唑复

合框架［１２］，ＡＲＲＤＣ１介导的细胞微泡［１３］等。

Ｚｕｒｉｓ等［１４］将带正电的 Ｃａｓ９蛋白与带负电的
ＧＦＰ蛋白融合，再与 ｓｇＲＮＡ形成复合物。体外结
果显示，利用阳离子脂质体递送融合了 ＧＦＰ蛋白
的ＲＮＰ比直接递送质粒具有更高的基因编辑效
率。体内研究结果表明，经阳离子脂质体体内递送

ＲＮＰ至小鼠内耳，最终基因编辑效率约为２０％。

２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的病毒载体

近年来，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的病毒载体因其高
效的转染效率和稳定的转基因表达，在体内外均得

到了广泛的应用。常用的病毒载体包括腺相关病

毒（ａｄｅｎｏｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓ，ＡＡＶ）、腺病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｖｉｒｕｓｅｓ，ＡｄＶ）、慢病毒（ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓ，ＬＶ）和
噬菌体（ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｓ）。
２１　腺相关病毒（ＡＡＶ）

由于ＡＡＶｓ具有良好的安全性和治疗潜力，其
已经被批准用于基因增强治疗的一些人类临床试

验。相对于其他病毒载体，腺相关病毒载体表现出

更低的免疫原性，因此 ＡＡＶｓ是递送 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统应用最广泛的病毒载体。ＡＡＶｓ载体的局限
性在于其包封量仅４７ｋｂ，而来源于酿脓链球菌的
Ｃａｓ９蛋白（ＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓＣａｓ９，ＳｐＣａｓ９）的
的大粒径致使需要ＡＡＶｓ载体分别递送 Ｃａｓ９蛋白
和ｓｇＲＮＡ，针对包封尺寸的限制，更小的Ｃａｓ９蛋白
的变体被研究出来。Ｒａｎ等［１５］筛选出来自金黄色

葡萄球菌的Ｃａｓ９蛋白（ＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓＣａｓ９，
ＳａＣａｓ９），与ＳｐＣａｓ９有类似的基因编辑能力，同时
缩短了超过１ｋｂ。

Ｂｅｎｇｔｓｓｏｎ等［１６］证实 ＡＡＶ可以递送靶向肌肉
基因的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，并在体内完成 ＨＤＲ介
导的杜氏肌营养不良症（ｄｕｃｈｅｎｎｅｍｕｓｃｕｌａｒｄｙｓｔｒｏ
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ｐｈｙ，ＤＭＤ）相关基因编辑。Ｙｏｏｎ等［１７］通过重组腺

相关病毒 （ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓｅｓ，
ｒＡＡＶｓ）将ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统转导到小鼠胚胎中，
从而产生遗传改造的小鼠。由于 ｒＡＡＶｓ无需胚胎
分离、显微注射、胚胎培养和转移到假孕雌性冗长

的过程，该研究可以进一步促进小鼠及其他哺乳动

物的基因编辑。

２２　腺病毒（ＡｄＶ）
ＡｄＶ是一种无包膜的具有二十面体核衣壳结

构的双链ＤＮＡ病毒，它具有良好的生物学特性、遗
传稳定性、高基因转导效率和大规模易用性。

ＥｈｒｋｅＳｃｈｕｌｚ等［１８］用高容量腺病毒（ｈｉｇｈｃａｐａｃｉｔｙ
ａｄｅｎｏｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓ，ＨＣＡｄＶ）作为载体，该载体不表达
任何降低免疫原性的病毒基因。该研究构建了人类

乳突病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）致癌基因
Ｅ６，杜氏肌营养不良症（ＤＭＤ）肌养蛋白相关基因，
ＨＩＶ共受体 ＣＣ趋化因子受体 ５（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ５，ＣＣＲ５）２种基因靶向的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
递送机制，最高的基因插入缺失可达 ９３％，但
ＨＣＡｄＶ递送ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统还未应用于体内。
Ｊｉｎ等［１９］以 ＡｄＶ为载体开发了基于 ＣＲＩＳＰＲ的基
因敲除的简化方法，能进行基因敲除的表型分析，

且无需克隆选择和扩增。

２３　慢病毒（ＬＶ）
慢病毒的包封量在８ｋｂ左右，是由单链 ＲＮＡ

组成的球形结构，在递送 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统中被
广泛应用。ＬＶ同腺病毒相同，其删除所有基因从
而不会激活免疫系统。ＬＶ作为对 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
的递送载体，宿主基因组整合可能导致不必要的非

靶点插入突变，存在安全性风险。目前大多数实验

室不具备制备非基因组整合 ＬＶ载体的能力，因此
ＬＶ的使用频率低于ＡＡＶ和ＡｄＶ，其最常用于建立
疾病模型。

Ｈｏｌｍｇａａｒｄ等［２０］开发了基于慢病毒的递送载

体，其能够敲除血管内皮生长因子 Ａ（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，Ｖｅｇｆａ）基因。结果显示，
通过慢病毒载体递送的 ＳｐＣａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ可
以实现小鼠视网膜中的 Ｖｅｇｆａ基因组编辑，该发现
为开发治疗眼部疾病的提供了新策略。Ｔａｇｌｉａｆｉｅｒｒｏ
等［２１］利用慢病毒作为载体，将 ｄＣａｓ９与 ＤＮＡ甲基
转移酶 ３Ａ（ＤＮＭＴ３Ａ）的催化域融合，以递送
ＣＲＩＳＰＲ／ｄＣａｓ９ＤＮＡ甲基化系统。从表观遗传学

角度调控ＳＮＣＡ基因的表达水平，为从基因层面上
治疗帕金森疾病提供了依据。

Ｌｕ等［２２］开发了一种慢病毒生物纳米颗粒

（ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｌｉｋｅｂｉｏｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＬＶＬＰ）载体，能包封
多达１００个表达ＳａＣａｓ９蛋白的 ｍＲＮＡ。与用腺相
关病毒或表达 ＳａＣａｓ９的慢病毒转导的细胞相比，
用含有ＳａＣａｓ９ｍＲＮＡ的 ＬＶＬＰ转导的细胞中发生
较低的脱靶率。

２４　噬菌体
噬菌体载体主要用于抗多药耐药菌，由于其狭

窄的宿主选择性，其研究应用相对较少。Ｙｏｓｅｆ
等［２３］利用裂解噬菌体递送ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统择性
地杀死多重耐药细菌。Ｑａｚｉ等［２４］从噬菌体Ｐ２２衍
生出类病毒颗粒（ｖｉｒｕｓｌｉｋｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＶＬＰｓ），将
Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ包封到 Ｐ２２ＶＬＰ中，结果表明
包封了 Ｃａｓ９和 ｓｇＲＮＡ后的 Ｐ２２ＶＬＰ可以靶向断
裂ＤＮＡ双链从而有效地实现基因编辑，该研究证
实了Ｐ２２作为ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统细胞特异性靶向
载体的潜力。

３　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的非病毒载体

尽管病毒载体通过细胞转导能够有效地递送

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，但仍可能在宿主体内引起不必
要的免疫原性和突变风险，从而限制其临床转化。

近年来非病毒载体尤其是纳米载体对 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统递送的研究取得了一定进展。
３１　脂质体

目前市面上有商业化的脂质体载体，如 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ，ＴｕｒｂｏＦｅｃｔＴＭ，和 ＳｔｅｍｆｅｃｔＴＭ等已经完成
了对 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的递送，在此基础上新型
脂质体载体的开发也取得了初步进展。

Ｌｉ等［２５］开发了含有二硫键的阳离子脂质体对

Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ递送并实现基因编辑，载
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统后的纳米颗粒有较高的靶向基
因敲除能力并具有较低毒性，同时还研究了其体内

分布情况，该研究为疾病造模和治疗方面提供了递

送基因编辑工具的新途径。

Ｃｈｏ等［２６］在设计了靶向二肽基肽酶４基因
（ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ４ｇｅｎｅ，ＤＰＰ４）的 ｓｇＲＮＡ，与
Ｃａｓ９蛋白形成复合物并用卵磷脂阳离子脂质体进
行包封，将纳米制剂静脉注射到二型糖尿病小鼠体

内，能显著实现ＤＰＰ４基因破坏，同时还伴随着血
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糖水平正常化，胰岛素反应和肝肾损伤降低，该研

究开发的卵磷脂阳离子脂质体作为改善人肝病基

因组编辑疗法的载体具有巨大潜力。

３２　聚合物
聚合物广泛用于基因药物的递送。带正电荷

的聚合物可以通过静电吸引与带负电荷的核酸复

合完成对基因药物的包封，有研究表明聚合物载体

是通过与相同的网格蛋白介导的内吞作用机制进

入细胞。

二硫键和咪唑基团能够帮助载体 ＲＮＰ有效地
包封、细胞摄取、内体逃逸以及在细胞质内成功释

放ＲＮＰ。Ｗａｎｇ等［２７］制备了氧化还原响应型ＰＢＡＰ
复合物和 ＣＬＰＢＡＰ复合物（即非交联和交联），其
含有二硫键和咪唑基团能够有效地包载带负电的

ＲＮＰ。将金刚烷（ａｄａｍａｎｔａｎｅ，ＡＤ）和 β环糊精
（βｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ，βＣＤ）与基于 ＰＢＡＰ的聚合物缀
合，通过βＣＤ和ＡＤ之间的主客体相互作用形成
的交联ＰＢＡＰ复合物，在聚阴离子聚合物如血清白
蛋白的存在下比非交联的 ＰＢＡＰ复合物更稳定
（图３Ａ）。类似地，Ｃｈｅｎ等［２８］制备了含有阳离子

嵌段共聚物的载体，其含有二硫键和咪唑基团，是

谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ）响应型纳米载体，实现
了对带负电的 ＲＮＰ的包载并完成内体逃逸，该载
体具有相对较高的转染效率和较低的细胞毒性。

３３　金纳米颗粒
金纳米颗粒作为无机纳米材料具有优异的

化学稳定性、良好的生物相容性和较大的比表面

积，可进行化学修饰用作基因递送的良好平台。

Ｍｏｕｔ等［２９］用精氨酸金纳米颗粒（ＡｒｇＮＰｓ）实现了
对 Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ的共递送，ＡｒｇＮＰｓ将 ＲＮＰ
有效地递送到细胞质，随后向细胞核转运，该方

法实现了高达９０％的递送效率和３０％的基因编
辑效率。

Ｌｅｅ等［３０］证明由金纳米颗粒与ＤＮＡ结合并与
阳离子聚合物复合组成的递送载体 ＣＲＩＳＰＲＧｏｌｄ
可以将 ＲＮＰ和供体 ＤＮＡ递送到多种细胞中，通
过 ＨＤＲ编辑基因有效地纠正导致杜氏肌营养不
良（ＤＭＤ）小鼠的 ＤＮＡ突变。ＣＲＩＳＰＲＧｏｌｄ为治
疗点突变和缺失引起的 ＤＭＤ提供了一种新的治
疗策略。

Ｗａｎｇ等［３１］制备金纳米簇（ＧＮｓ）为核心以脂
质为外壳的纳米载体，递送编码 Ｃａｓ９蛋白和
ｓｇＲＮＡ的质粒，同时用转录肽的ＨＩＶ１反式激活因
子修饰 ＧＮｓ，可将 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统递送到细胞
核中。ｓｇＲＮＡ设计为靶向肿瘤的Ｐｌｋ１基因来治疗
黑素瘤，在体外导致Ａ３７５细胞的Ｐｌｋ１蛋白表达下
调超过 ７０％（图３Ｂ）。
３４　其他新型非病毒载体

Ｓｕｎ等［１１］通过滚环复制的方法制备了 ＤＮＡ
纳米花（ＤＮＡＮａｎｏｃｌｅｗｓ，ＤＮＡＮＣ），纯化的Ｃａｓ９蛋
白和ｓｇＲＮＡ在体外形成 ＲＮＰ，ＲＮＰ通过 ｓｇＲＮＡ和
ＤＮＡ纳米花之间的碱基互补配对原则与 ＤＮＡ纳
米花相结合，成功包载后将带正电荷的ＰＥＩ包被在
ＤＮＡ纳米花外以促进内体逃逸。该研究以
Ｕ２ＯＳＥＧＦＰ作为报告细胞系，证实了ＤＮＡ纳米花
载ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在ｓｇＲＮＡ导向作用下能靶向
破坏ＥＧＦＰ基因（图３Ｃ）。

Ａｌｓａｉａｒｉ等［１２］利用含有咪唑基和锌离子制备

的结构型载体（ｚｅｏｌｉｔｉｃｉｍｉｄａｚｏｌｅｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ，ＺＩＦｓ），
有效地实现了大粒径 Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ的包封
制成ＣＣＺＩＦ纳米颗粒，入胞后载体中的咪唑基在
ｐＨ条件下质子化促进了 ＣＣＺＩＦ内体逃逸并向细
胞核转运，最终对ＥＧＦＰ蛋白的表达水平下调３７％
（图３Ｄ）。

除了上述新型的纳米载体之外，还有抑制蛋白

结构域蛋白 １（ＡＲＲＤＣ１）介导的微泡（ＡＲＲＤＣ１
ｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＡＲＭＭｓ）［１３］，氧化石墨烯
（ｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅ，ＧＯ）纳米载体［３２］等也实现了

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的递送。

４　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统递送的新策略

４１　Ｃａｓ９蛋白和ｓｇＲＮＡ的修饰
为了更好地实现 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的递送，

对Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ修饰也被广泛研究，修饰后
的Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ可以降低脱靶率以及增加
稳定性等。Ｆｅｒｄｏｓｉ等［３３］将Ｔ细胞受体接触残基疏
水性与ＨＬＡ结合，通过增强预测算法鉴定 ＨＬＡＡ
０２：０１的两种免疫显性ＳｐＣａｓ９Ｔ细胞表位，研究
发现ＳｐＣａｓ９蛋白进行修饰后能消除免疫显性表
位，同时保留其功能和特异性。
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Ａ：ＩｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆａＣＬＰＢＡＰｐｏｌｙｐｌｅｘａｎｄｔｈｅｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｃｋｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［２７］；Ｂ：ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｏｆｔｈｅＬＧＣＰ［３１］；
Ｃ：ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＣａｓ９／ｓｇＲＮＡ／ＮＣ／ＰＥＩａｎｄｄｅｌｉｖｅｒｙｐａｔｈｗａｙｔｏｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ［１１］；Ｄ：ＳｃｈｅｍａｔｉｃｆｏｒｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆＣＣＺＩＦｓａｎｄｅｎｄｏｓｏｍａｌ
ｅｓｃａｐｅ［１２］

　　除了对Ｃａｓ９蛋白进行修饰外，还可将 ｓｇＲＮＡ
由２０个核苷酸缩短到１７或１８个以降低脱靶率。
Ｈｅｎｄｅｌ等［３４］合成１００ｎｔ全长ｓｇＲＮＡ后，在５′端和
３′端进行２′Ｏ甲基（Ｍ），２′Ｏ甲基３′硫代磷酸酯
（ＭＳ）或２′Ｏ甲基３′硫代膦酰基乙酸酯（ＭＳＰ）的
３种不同化学修饰，结果表明，对 ｓｇＲＮＡ进行化学
修饰后能增强人类原发性Ｔ细胞、ＣＤ３４＋造血干细
胞和祖细胞的基因组编辑效率。

４２　细胞穿透肽
细胞穿透肽（ｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＰＰ），是

一种具有跨细胞膜转运能力的短肽，已被用作实现

高效 Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ递送的工具。Ｓｕｒｅｓｈ
等［３５］利用 ＣＰＰ的缀合实现了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
的递送并实现基因破坏。Ｒａｍａｋｒｉｓｈｎａ等［３６］证实

ＣＰＰ介导的重组 Ｃａｓ９蛋白和 ｓｇＲＮＡ的递送实现
了有效的基因破坏，并且与质粒转染相比脱靶突变

率降低。

ＬｏｓｔａｌéＳｅｉｊｏ等［３７］通过两亲性穿透肽与 Ｃａｓ９

蛋白融合实现 ＲＮＰ的递送，该两亲性穿透肽通过
阳离子肽支架和疏水性醛尾之间的腙键形成。此

类肽／蛋白质非共价纳米颗粒递送 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统获得的最大基因编辑效率为３０％～４０％。

５　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在医学领域的应用

５１　建立肿瘤疾病模型
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统主要用于细胞水平和动物

水平的疾病模型建立。在肿瘤研究中，体细胞的遗

传缺陷与病因和病理表型密切相关，为从根本上寻

求治疗肿瘤的方法，现已建立多种基于 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统的细胞水平肿瘤模型，用于肿瘤基因、药
物靶点和肿瘤耐药性的临床前验证。目前基于

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统建立较多的肿瘤细胞模型有肺
癌细胞系、乳腺癌细胞系和急性髓细胞性白血病细

胞等。Ａｎｎｕｎｚｉａｔｏ等［３８］建立了 ＣＲＩＳＰＲ介导的乳
腺癌细胞株模型，揭示了一种新的ＨＥＲ２基因靶向
抗肿瘤机制，该方法可以替代临床药物曲妥珠单
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抗。Ｙａｍａｕｃｈｉ等［３９］为了确定急性髓系白血病

（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）治疗的新靶点，首先
对ＡＭＬ细胞系进行基因组 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９筛选，最
后在体内进行二次筛选。

目前用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统建立动物水平的肿
瘤疾 病 模 型 主 要 为 小 鼠。Ｗａｎｇ等［４０］利 用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９建立 ＫＲＡＳ突变体肺腺癌 （ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ，ＬＵＡＤ）的小鼠模型，评估了 Ｎｆ１
基因缺失对 ＬＵＡＤ发展的影响。Ｉｄｅｎｏ等［４１］利用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的体细胞重组构建了小鼠模型
用于研究胰腺癌的治疗。除肿瘤模型的建立，基于

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的小鼠模型还应用于其他疾病
模型应用［４２］，如帕金森病、阿尔茨海默病等。为了

减小了和患者之间的差距且更适于进行药理研究，

基于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的大鼠［４３］、猪和猴等动物

的多种疾病模型已被建立。

５２　抗病毒研究
特异性破坏病毒基因是抗病毒策略的新途径，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统由于其相对的通用性、特异性、
灵活性和易用性，已成为各种抗病毒应用的首选之

一。目前基于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统已经有针对人类
免疫缺陷病毒 （ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，
ＨＩＶ）、乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）、疱疹
病毒、人类乳头瘤病毒（ＨＰＶ）等病毒的研究。

获得性免疫缺陷综合征（ａｃｑｕｉｒｅｄｉｍｍｕｎｅ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＩＤＳ）是由人类免疫缺陷病毒
（ＨＩＶ）感染引起的，并且仍然无法治愈，抗逆转录
病毒疗法可以抑制ＨＩＶ的生命周期并大幅减少病
毒复制，然而这种方法不能完全清除病毒，基因疗

法能破坏 ＤＮＡ来永久性抑制 ＨＩＶ基因组，是治疗
ＡＩＤＳ的新策略。人类免疫缺陷病毒１型（ＨＩＶ１）
在人体中引起持续感染并在感染细胞中诱导

ｍｉＲ１４６ａ表达，Ｔｅｎｇ等［４４］利用慢病毒作为载体递

送ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，在 ｍｉＲ１４６ａ基因组序列中
引入突变，抑制 ｍｉＲ１４６ａ表达增强细胞因子和
ＨＩＶ１限制因子的表达，使 ＨＩＶ１难以复制且原病
毒无法再激活，该研究表明 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在
为ＡＩＤＳ基因治疗领域带来巨大潜力。

疱疹病毒的基因治疗也用到了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统的基因编辑能力。人巨细胞病毒（ｈｕｍａｎｃｙｔｏ
ｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＨＣＭＶ）是疱疹病毒中最大的病毒，因
其感染细胞后细胞肿大且内涵体巨大而得名。

Ｇｅｒｇｅｎ等［４５］通过多重 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９递送敲除了
ＨＣＭＶ基因 ＵＬ１２２／１２３，导致 ＨＣＭＶ复制受损。
Ｙｎｅｎ等［４６］针对 ＥＢ疱疹病毒（ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ，
ＥＢＶ）的治疗设计了靶向ＥＢＶ基因组的ｓｇＲＮＡ，将
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统转染到 Ｃ６６６１细胞中，转染细
胞中ＥＢＶ的ＤＮＡ水平降低了约５０％。
５３　治疗单基因及多基因疾病

最近的临床试验表明，基因疗法在治疗遗传性

疾病方面取得了成功。血友病是一种单基因连锁

隐形遗传疾病，ＦＩＸ基因突变会导致蛋白质功能下
降和血液凝固异常。Ｓｔｅｐｈｅｎｓ等［４７］探索了腺病毒

作为纠正 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的基因编辑的载体，
以幼年ＨＢ小鼠作为模型，最终增强ＦＩＸ基因表达
活性及表型矫正。

通过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统对实现等位基因的选
择性编辑有望在多种神经退行性疾病中得到更广

泛的应用。亨廷顿舞蹈病（Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，
ＨＤ）是一种来源于功能获得性胞嘧啶腺嘌呤鸟
嘌呤（ＣＡＧ）扩增突变的单基因显性遗传神经退行
性疾 病。Ｓｈｉｎ等［４８］提 出 了 一 种 策 略，通 过

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统使突变等位基因失活，以选择性
地切除转录起始位点和ＣＡＧ扩增突变。该策略导
致突变等位基因的完全失活而不影响正常的等位

基因。Ｄｕｎｂａｒ等［４９］证实 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统可以
在ＨＤ的体外模型中诱导插入缺失突变，可以降低
线粒体生物标志物，然而还需要进一步证明该策略

的安全性和有效性，以更快地向临床应用转化。

除治疗单基因遗传疾病外，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
的优势在于可通过设计多种ｓｇＲＮＡ序列实现多种
靶位点的基因编辑，该基因编辑系统已经实现了阿

尔茨海默病、肿瘤等多种多基因疾病的治疗。

)

　总结与展望

病毒载体具有较高的转染效率，但其具有很高

的突变率和致癌风险，这使得病毒载体应用于临床

面临巨大挑战。此外，病毒装载能力有限，难以实

现ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的高效递送，因此开发新的
非病毒递送载体对 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统介导的治疗
至关重要。非病毒载体面临载药难、稳定性差、脱

靶率高、靶向递送、免疫原性高以及生产制备困难

等的局限性，在纳米技术的发展中也取得了突破性

的进展。
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多学科的共同发展交互融合有利于新型纳米

递送载体的开发，材料化学方面的创新将继续推动

Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ系统纳米载体的发展，近年来，生物材
料因其可调性、生物相容性和药物传递效率的不断

提高而成为ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统载体材料的绝佳选
择。随着新生物材料技术的发展，开发出递送

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的生物材料载体需具有高基因
编辑效率、高组织／细胞特异性、低免疫原性等优
点，生物材料载体的开发将加速 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系
统的临床转化。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统给基因治疗领域和各科学
领域带来了曙光，尽管其面临着多方面的挑战，但

新兴材料和新技术的发展为其向临床转化带来了

希望，因此合理设计高效递送和靶向定位病灶组织

的载体是现阶段的主要任务，相信随着研究的不断

深入，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统将有望发挥其应有的临床
应用价值。
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