CRISPR/Cas9基因编辑技术在基因遗传性眼病中的应用进展
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【摘要】目前，研究人员已发现多种遗传性眼病的突变基因，但相应的治疗手段仍然匮乏。成簇规律间隔短回文重复序列（The Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats，CRISPR）及/CRISPR相关蛋白（CRISPR associated proteins，Cas）系统的出现为这些疾病的治愈提供了可能，现已成功运用于多种疾病的治疗研究中。自其被发掘以来，研究人员对其作用过程和机制进行了深入探索，发现其能够用于靶向插入、替换或敲除真核细胞中的基因该系统通过靶向插入、替换或敲除真核细胞中的基因来实现基因编辑效果。在眼科领域，CRISPR/Cas9主要有两大应用方向：不仅能够（1）精确纠正遗传性疾病患者来源多能干细胞（iPSCs）中的突变基因，并促使其分化为视网膜相关细胞，从而进行细胞治疗；同时，该技术还可以（2）通过特定载体直接传递至眼内体内实现基因编辑。CRISPR/Cas9系统已应用于在眼科疾病中的应用主要集中于角膜营养不良、先天性白内障、青光眼、视网膜色素变性等诸多遗传性眼病中疾病中，同时在构建一些疾病模型方面也得到了应用同时利用CRISPR/Cas9构建眼部疾病模型的研究也取得了许多进展。本文将对CRISPR/Cas9的作用机制、在遗传性眼病和构建疾病模型中的应用进行综述，以期为治疗眼科疾病提供新思路。
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【Abstract】Researchers have identified various mutations in genes associated with hereditary eye diseases;however,effective therapeutic options remain scarce.The emergence of CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)and its associated proteins (CRISPR-associated proteins,Cas) has provided a promising approach for precise gene editing.This system enables targeted gene insertion,replacement,or knockout in eukaryotic cells,thereby facilitating gene correction and regulation of gene expression.In ophthalmology,CRISPR/Cas9 has two primary applications:(1) correcting pathogenic mutations in patient-derived induced pluripotent stem cells (iPSCs) and promoting their differentiation into retinal-related cells for cell-based therapy.(2) Delivering CRISPR/Cas9 directly in vivo using specific vectors.CRISPR/Cas9 has been applied in research on various hereditary ocular disorders,including corneal dystrophies,congenital cataracts,glaucoma,and retinitis pigmentosa.Moreover,CRISPR/Cas9 has been widely used to develop disease models.This review provides an overview of CRISPR/Cas9 and its applications in treating hereditary eye diseases and constructing disease models,aiming to provide new insights for treatment.Although researchers have found various mutated genes for inherited eye diseases now,treatments are lacked.The Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR)/CRISPR associated proteins (Cas) system,has been successfully used in research and treatment of various diseases,offering possibilities for the treatment of these diseases.Since the discovery of CRISPR/Cas9,researchers have made significant development in exploring its process and mechanism and found that it could be used for targeted insertion, replacement and knockout of genes in eukaryotic cells.In ophthalmology, CRISPR/Cas9 can not only accurately correct the mutant genes in pluripotent stem cells (iPSCs) derived from patients, but also promote their differentiation into retina-associated cells to carry out cell therapy; At the same time, the technology can also be delivered directly to body through a specific vector to achieve gene editing. The application of this technology in inherited eye diseases focuses on corneal dystrophy, congenital cataract, glaucoma, retinitis pigmentosa and other diseases, and has also been widely used in the construction of models of several eye diseases.The paper reviews the development,mechanism,application and prospect of CRISPR/Cas9 in inherited eye diseases,providing new ideas for the treatment of inherited eye diseases.
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0 引言
遗传性眼病，作为一种由基因突变引起的眼部结构和功能异常的疾病，其特点表现为先天性、终身性及遗传性，严重影响患者的视力和心理健康。一直以来，遗传性眼病被视为难以被治愈，但随着CRISPR/Cas9基因编辑技术的发展，这些疾病的患者逐渐看到了希望的曙光。CRISPR/Cas9是原核生物免疫机制的组成部分1，广泛分布于大多数细菌和古生菌之中2。当这些微生物遭受病毒攻击时，它们能够精确地提取病毒DNA的特定片段，并将其整合至自身的基因组中3。这种独特的防御策略使其在再次遭遇相同病毒时，能够迅速识别存储的DNA信息，通过切断病毒DNA链使之失效，从而抵御病毒侵袭4, 5。相较于传统的基因编辑技术如ZFN和TALEN，CRISPR/Cas9它具备如下优势6-8：（1）精准编辑：精确靶向并并修改特定基因序列；（2）多样化的应用：不仅可以用来修复突变基因，还适用于基因的敲除和替换；（3）多重应用：既可以在体外细胞模型中应用，也可以通过AAV腺相关病毒（Adeno-associated virus，AAV）载体直接注射动物体内来实现发挥作用；（43）高效性：基因编辑效率显著提高；（54）特异性：通过sgRNA单链向导RNA（sgrna）引导Cas9蛋白精确识别目标序列，大幅降低脱靶率，减少了潜在副作用和不良反应；（6）可编程性：可根据不同的基因突变进行定制设计，具有极高的灵活性；（7）长期效应：直接对基因组进行修改，实现基因的永久性改变。因此，该技术以其操作简单、靶向精准、基因敲除效率高等特点被广泛应用于多种疾病的治疗方法中。
1 CRISPR /Cas9的作用机制
CRISPR/Cas9系统主要由sgRNA和具有核酸内切酶功能的Cas9蛋白组成9，其作用机制可以分为几个关键步骤：（1）识别与结合：细菌在遭到外源的噬菌体或DNA入侵后，Cas蛋白将对其扫描并识别出一个特定序列，即的PAM序列（通常由NGG三个碱基构成）10。随后，Cas蛋白切割PAM附近的DNA序列，并并在其他酶的协助下，将其插入到细菌基因组CRISPR序列前导区的下游，形成新的间隔序列。这一过程通过细菌的免疫系统建立起对外源DNA的记忆。11。（2）转录和加工：CRISPR序列被转录产生pre-crRNA，同时转录出与其重复序列互补的反式激活crRNA（tracrRNA)12，tracrRNA与pre-crRNA两者进行互相结合，激活Rnase  III并在其作用下进行加工，形成成熟的crRNA-tracrRNA复合物。（3）目标结合与切割：成熟的crRNA-tracrRNA指导Cas蛋白识别并结合目标DNA序列。crRNA-tracrRNA-Cas复合物定位到PAM序列后13，DNA双链被解开，crRNA将与互补链杂交，另一条链保持游离状态。随后，Cas9蛋白在PAM序列上游3个核苷酸处切割DNA双链，形成平末端产物。Cas9蛋白的HNH结构域切割和与crRNA互补配对的DNA链14，而RuvC结构域切割另一条非互补DNA链，最终导致目标DNA双链断裂（DSB）。（4）DNA修复：DSB后，细胞启动自身的修复机制。最常见的修复途径包括非同源末端连接（NHEJ）和同源重组修复（HDR），其中HDR可以在提供修复模板时进行精准的基因修复15。
2 CRISPR/Cas9在遗传性眼病中的应用
CRISPR/Cas9技术在治疗基因突变导致的眼病方面展现出了巨大的潜力和显著优势。作为一种划时代的基因编辑工具，它能够精确地修饰基因组，直接修复患者DNA中的突变，或抑制显性突变基因的表达，从而实现从根源上治疗疾病的目的。此外，该技术还具备基因敲除和基因替换的能力，在治疗遗传性眼病方面有着巨大潜力，开辟了新的治疗路径来有效纠正遗传性眼病的基因突变。以下内容将详细介绍近年来CRISPR/Cas9系统在遗传性眼病领域的研究进展和应用实例。
2.1 角膜疾病 角膜是眼球纤维膜最前部的透明、圆盘状薄层结构，为眼睛提供2/3的屈光力，起着重要的光学作用。基因遗传性角膜病主要包括角膜营养不良和脆性角膜综合征等16。
2.1.1角膜营养不良(Corneal Dystrophy,CD) 角膜营养不良是一组原发性进行性角膜疾病，与家族遗传密切相关17。其特征是角膜异物的逐渐累积，最终会导致角膜混浊、视力下降模糊和眼部疼痛等症状18。CD通常由TGFBI基因突变引起，可有多种类型的病理改变，如颗粒状角膜营养不良（Granular Corneal Dystrophy,GCD）和格子状角膜营养不良（Lattice Corneal Dystrophy,LCD）19，患者通常表现为角膜透明度和功能的进行性下降。目前，除角膜移植外，尚无有效的治疗药物20。为深入探究角膜营养不良的病理机制，Kitamoto等人21使用CRISPR/ Cas9技术靶向TGFBI基因第124位的精氨酸残基，将其转化为半胱氨酸，构建了一种新型基因突变小鼠模型。实验结果显示，该小鼠角膜基质中嗜酸性粒细胞浸润，淀粉样蛋白沉积显著增加，表明突变蛋白的积累可能是LCD致病的关键因素。与野生型正常小鼠相比，该小鼠模型的角膜上皮伤口延迟愈合显著延迟，再现了该病的疾病特征，为进一步理解其发病机制提供了新的疾病模型。近年来，CRISPR/Cas9技术在该病的治疗研究中也取得了进展，。Yukako Taketani等人的研究展示了通过CRISPR/Cas9技术在体外细胞模型中修复了TGFBI突变基因的可能性22。该研究团队设计了一种针对TGFBI基因R124H突变的特异性sgRNA，该突变是导致GCD2型的原因。通过在体外向原代人角膜细胞中递送表达Cas9/gRNA的CRISPR质粒和HDR供体模板，成功纠正了源自GCD2型GCD患者的细胞中的R124H突变。在纯合子细胞中，基因校正效率高达41.3%，并且没有检测到脱靶效应22。该研究不仅通过修复了TGFBI基因突变，，还减少了异常蛋白的积累，并部分恢复了角膜的透明度，有助于揭示TGFBI角膜营养不良的发病机制，进一步理解LCD1角膜营养不良的的致病机制以及评估潜在的治疗方法的有效性。

2.1.2脆性角膜综合征（Brittle Cornea Syndrome, BCS） BCS是一种常染色体隐性遗传的角膜病，临床特征是角膜异常脆弱，易发生穿孔及其他并发症23。该病通常由编码角膜结构蛋白的基因突变引起，如ZNF469等24。由于BCS病理机制复杂，传统的治疗方法存在局限性25。近年来，CRISPR/Cas9对BCS的研究集中在构建疾病模型方面。Jing Bao等人利用CRISPR/Cas9构建znf4694del/4del突变斑马鱼来模拟BCS的病理过程26，电镜结果发现从早期发育阶段开始，突变斑马鱼的角膜基质厚度显著减少。RNA测序分析表明，胶原蛋白等细胞外基质成分的合成同样减少。此外，Chloe等人运用CRISPR/Cas9技术在小鼠中诱导了ZNF469基因突变27，结果显示与正常小鼠相比，角膜基质关键成分Col1a1和Col1a2表达量大量降低，角膜显著变薄，角膜结构的完整性严重受损。以上结果再现了ZNF469突变患者的眼部病理特征，为研究角膜基质功能和BCS的发病机制提供了新的研究模型。
28, 292.2 晶体疾病 晶状体是位于虹膜与玻璃体之间的透明结构，主要功能是调节光线的聚焦，帮助眼睛形成清晰的视觉图像。晶状体的疾病通常会导致晶状体结构和透明度改变。部分疾病如先天性白内障具有基因遗传性，对眼部健康构成严重威胁。
2.2.1先天性白内障（Congenital Cataract，CC） 先天性白内障是一种遗传性致盲性眼病，其特征是出现幼年时期不同程度的晶状体混浊28。CC，通常由基因突变引起，如：CRYGC、GJA8等基因29, 30，导致晶状体结构和透明度改变，从而造成视力下降甚至失明。尽管手术摘除混浊晶体并植入人工晶状体是一种有效的治疗方式，但无法解决CC的根本病因且术后并发症较为复杂，术后患儿发生后囊下混浊（PCO）的概率几乎为100% 31。PCO-YG对PCO进行激光治疗后发障后又可能出现易引发视网膜脱离和黄斑水肿等并发症。近年来，CRISPR/Cas9基因编辑技术的出现，为先天性白内障带来了新的治疗手段。Wu Y等人通过注射携带CRISPR/Cas9系统的腺相关病毒（Adeno-associated virus，AAV），在小鼠胚胎期修复了CRYGC基因突变，成功预防了白内障的形成32。此外，在一项研究中，lin等人利用CRISPR/Cas9介导的GJA8基因敲除小鼠模型再现了人类先天性白内障的病理过程，揭示了不同基因突变对晶状体透明度的影响，为理解CC的发病机制提供了新的见解。传统手术摘除混浊晶体，术后3-5年成人PCO发病率为15%-50%。转化生长因子β受体II（TGF-βRII）与晶状体上皮细胞（LEC）的上皮间质转化相关，在临床研究中也被证明参与PCO的形成33。在另一项研究中，CRISPR/Cas9被用于特异性敲除LEC中的TGF-βRII基因。结果显示，敲除TGF-βRII能够显著抑制晶状体上皮细胞的增殖，显著延缓了PCO进程34。这一发现为治疗LEC异常增殖导致的白内障和预防白内障术后并发症提供了新思路。尽管CRISPR/Cas9在先天性白内障中为未来的基因治疗提供了可能的靶点，但在临床应用上仍面临一些挑战。如何进一步提高CRISPR/Cas9在组织中的递送效率和精准性，将仍是目前的研究重点。
2.32.3 视神经疾病 视神经是连接眼球与大脑的重要神经，能够将来自眼睛的视觉信号传输至大脑。视神经病变的病因繁多，如：青光眼、视神经炎、视神经萎缩等，部分疾病可由基因突变引发35。 
[bookmark: OLE_LINK6]2.3.1原发性开角型青光眼（Primary Open-Angle Glaucoma，POAG） 青光眼是一组以视神经损伤为特征的眼病青光眼是一种由于视神经损伤导致的进行性视力丧失疾病, 疾病特点是视网膜神经节细胞（RGC）的凋亡和眼内压升高36，已经成为全球范围内导致不可逆性失明的关键原因因素。CRISPR/Cas9在青光眼的研究中主要通过靶向基因编辑来调节眼内压。MYOC基因突变是导致原发性开角型青光眼原发性开角型青光眼（POAG）的已知遗传原因之一37。其编码的髓磷脂寡聚糖主要在小梁网（trabecular meshwork, TM）和房角表达，基因突变会导致寡聚糖在内质网（endoplasmic reticulum, ER）聚集，引发ER应激和TM细胞凋亡，阻碍房水流出而升高眼压该基因编码的髓磷脂寡聚糖（myocilin），主要在小梁网（trabecular meshwork, TM）和房角等组织中表达，参与调控眼内压，基因突变会导致结构异常的肌球蛋白大量积聚在内质网（endoplasmic reticulum, ER）中，引发ER应激反应和小梁网细胞凋亡，继而导致房水流出受阻、眼内压升高38。Shruti V Patil等人首先比较了通过玻璃体内（IVT）和前房内（IC）注射表达GFP的慢病毒（LV）对TM的趋向性,发现IVT注射方式更具特异性,随后构建了表达Cas9蛋白和靶向MYOC的的sgRNA的慢病毒颗粒（LV-crMYOC），并感染了将其用于感染表达突变肌球蛋白突变的TM细胞39，，对突变基因精确敲除随后通过精确编辑敲除突变基因，敲除效率高达62%。与对照组相比，MYOC积累和慢性ER应激均显著降低。此外，他们还通过AAV载体将CRISPR/Cas9系统递送至MYOC突变小鼠模型，有效减少了TM中肌纤蛋白的积累，并显著降低了高眼压，且未观察到明显的眼部炎症。体内外实验的结果表明，CRISPR/Cas9技术有望成为MYOC基因突变型青光眼的有效治疗手段。除此之外此外，SARM1蛋白在轴突退变中发挥重要作用，在当被激活时，它迅速消耗轴突内的NAD+，从而最终引起轴突破坏40。因此，靶向SARM1可能是治疗青光眼的有效策略。Pingting Liu等人在硅油诱导的青光眼模型中利用AAV介导的CRISPR/Cas9特异性敲除RGC中的SARM141,对比了两种SARM1抑制治疗策略—反义寡核苷酸（ASO）局部递送和CRISPR敲除在视神经病变小鼠模型中的治疗神经保护效果。研究结果显示在硅油诱导的高眼压症青光眼模型中，局部递送SARM1—ASO和AAV介导的RGC特异性CRISPR敲除两种方法对RGC胞体和轴突具有相当的神经保护作用效果，且全身反应较小。而在实验性自身免疫性脑脊髓炎/视神经炎模型中，这两种治疗策略均未有益于RGC存活率。以上研究结果表明，因此，采用AAV递送CRISPR/Cas9来特异性抑制SARM1，是一种很有前景的神经保护策略，有望逆转由创伤性或青光眼性视神经病变引起的视网膜功能丧失，并转化为治疗POAG的神经保护疗法，但不适用于脱髓鞘性视神经炎。Car2基因在眼部的表达与眼内压密切相关42，通过调节眼内液体的分泌与循环来调控眼内压，可能是治疗青光眼的有效靶点。研究人员通过CRISPR/Cas9技术成功敲除青光眼模型中的Car2基因43。敲除后青光眼小鼠的房水生成被抑制，眼内压降低，视神经损伤得到缓解。在慢性高眼压模型中，敲除Car2还延缓了长期高眼压引起的损伤，疗效优于碳酸酐酶抑制剂。以上研究这一发现为开发针对青光眼疾病的基因编辑疗法奠定了坚实的基础。

2.42.4 视网膜疾病 视网膜位于眼球壁的内层，负责接收光信号并将其转化为神经信号。视网膜疾病病症较多，分类复杂，可以由多种因素引起，包括遗传、年龄、糖尿病等，常见的遗传性视网膜疾病包括遗传性黄斑病变、Leber先天性黑朦病、视网膜色素变性。
[bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK10]2.4.1黄斑变性遗传性黄斑病变（Hereditary macular diseasesMacular Degeneration） 遗传性黄斑病变是一种少见的家族性遗传疾病黄斑变性是一类导致中央视力下降的眼底病变，包括年龄相关性黄斑变性（Age-related Macular Degeneration，AMD）、黄斑裂孔、Stargardt病等44。CRISPR/Cas9在黄斑变性上述病变中的研究主要集中在修复突变基因和抑制病理性血管生成。AMD的发生与多个基因突变有关，如：CFH、HTRA1和ARMS2等45。Rayne R Lim等人利用CRISPR/Cas9在视网膜色素上皮（retinal pigment epithelium，RPE）细胞中敲除导致AMD的CFH基因突变，恢复了正常的RPE细胞的正常功能46。Yin J等人通过 CRISPR/Cas9技术直接编辑小鼠视网膜的VEGF基因，显著减少了病理性血管生成，降低了脉络膜新生血管（CNV）的发生率率47。除此之外此外，CRISPR/Cas9还被用于视网膜细胞再生研究。对于黄斑裂孔或其他导致视网膜中央区损伤的疾病，Angelos等人通过CRISPR/Cas9技术来诱导多能干细胞分化为RPE细胞或视网膜神经细胞48，并将其移植到病变区域，以替代受损细胞，从而恢复部分视力功能。Stargardt病是主要由ABCA4基因突变引起的遗传性黄斑病变49，在该病的研究中，CRISPR/Cas9已经被成功应用于该病的体外实验研究。，Pietro De Angeli等人从患者体内提取iPSCs，再将这些细胞分化为RPE细胞或光感受器细胞，最后通过CRISPR/Cas9修复了ABCA4突变50。体内实验仍处于开发当中。上述结果说明，针对遗传性黄斑病变黄斑变性这一复杂疾病的多种病因，CRISPR/Cas9技术有潜力发展成为一种高效的治疗手段，并为黄斑变性的其基础研究和临床治疗提供了重要至关重要的支持。
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK9]2.4.22.5视网膜色素变性（Retinitis Pigmentosa，RP） RP是一组遗传性视网膜退行性疾病，其遗传机制复杂，主要包括常染色体显性、常染色体隐性和X连锁遗传形式，。RP患者的病理表现为视网膜光感受器的渐进性退化和凋亡51，临床上表现为慢性进行性视野缺失，夜盲，最终可导致视力严重下降，。光感受器的死亡通常通常与突变基因（如：RHO、CPE290、PDE6B等）的功能丧失或获得有害功能有关，如：RHO、CPE290、RPGR、PDE6B等52。目前，尚未开发出有效的常染色体显性视网膜色素变性（ADRP）治疗方法。随着基因编辑技术的发展，通过修复或敲除致病基因，CRISPR/Cas9有可能阻止或逆转RP的病程。RHO基因突变被认为是ADRP中最常见的突变基因。Wei Du等人通过CRISPR/Cas9生成一个基因还原系统来灭活RHO突变体体53，同时增加正常视紫红质的表达。研究结果显示，小鼠突变体视紫红质的表达降低，光感受器的退化减少，视网膜功能得到部分改善，基于CRISPR/Cas9的基因编辑为RHO突变型ADRP的治疗研究提供了新方向。CEP290基因编码的蛋白在纤毛的形成和功能中起关键作用，该基因突变会导致视网膜光感受器细胞功能障碍，影响光信号传递，引发视网膜退化，最终从而导致视力丧失54。今年5月，在一项临床研究中，Pierce及其团队等通过采用视网膜下注射的方式，成功递送了EDIT-101（一种基于CRISPR/Cas9基因编辑的基因编辑药物），来治疗由CEP290的26号内含子中的变异引起的遗传性视网膜色素变性RP患者55。EDIT-101通过两种gRNA引导Cas9进行精准基因编辑，从而恢复CEP290表达和感光细胞的功能。治疗三个月后，14名患者中有11名视力改善，但其安全性仍需进一步评估。EDIT-101包含了两种gRNA58，分别靶向结合于变异内含子的两端，引导Cas9蛋白进行精准剪切，此后通过NHEJ途径修复DNA序列。经过修复的基因序列能够恢复正常表达，生成功能性的CEP290蛋白，使感光细胞恢复功能。三个月后，接受治疗的14名患者中11人出现了视力改善，且没有出现与治疗有关的不良反应。这一基因编辑疗法在早期实验中取得了不错的成果，但其安全性和有效性仍需进一步评估。。此外，，有研究人员利用CRISPR/Cas9系统成功构建了在构建该病的PR动物模型上亦有建树。传统的PDE6B-RD1RP型小鼠模型（RD1）携带 PDE6B基因自发的无义突变，表现出与常染色体隐性RP患者相似的表型。Angelina V Chirinskaite等人通过CRISPR/Cas9技术靶向敲除PDE6B基因,生成了一种新的RP小鼠RP模型，，并将其与传统的RD1rd1小鼠模型进行对比，以深入了解RP的病理过程56。研究结果发现显示，与同龄传统模型rd1小鼠相比，PDE6B-KO小鼠表现出更高幅度的光响应幅度。在出生后第15天两种小鼠模型的感光层厚度均显著减少，，但而RD1rd1模型小鼠中光感受器数量的下降速度明显更快。这两种模型虽然在病程发展上存在细微差异，但在病理机制上展现出显著的相似性。尽管目前仍处于初期探索阶段，但成功构建的PDE6B-KO小鼠模型为视网膜色素变性（RP）的分子治疗提供了新的研究工具。，这将极大地促进对PDE6B基因突变引起的RP发病机制及潜在治疗策略的深入理解。
[bookmark: _Hlk177153274][bookmark: OLE_LINK5]2.4.32.6 Leber先天性黑朦病 (Leber’s Congenital Amaurosis, LCA)  LCA是一组由多种基因突变引起的遗传性视网膜疾病，目前已知有超过20个基因与LCA相关。最常见的致病基因包括RPE65、CEP290、KCNJ13等57。基因突变会导致光感受器的发育及功能异常，从而造成患者在出生或婴儿期即表现出严重的视力丧失58。RPE65基因编码视网膜色素上皮中的一种关键蛋白，参与视黄醇的循环。RPE65基因在3号外显子的第130位上发生的C-T的无义突变（c.130C>T，p.R44X），阻断了RPE细胞对光刺激的反应能力，被认为是导致LCA的主要原因之一57。Rd12小鼠模型携带RPE65基因的p.R44X突变，表现出与人类LCA相似的特征。Dong Hyun Jo等人通过构建包含腺嘌呤碱基编辑器（ABEs）的双AAV载体，并注射到Rd12rd12小鼠的视网膜下，成功在RPE细胞中诱导了A-G碱基转变，恢复了视网膜中野生型mRNA、RPE65蛋白的表达以及光诱导的电反应59。该疗法，有效地纠正了Rd12rd12小鼠的致病性变异，并显著改善了其视觉功能，同时未引起明显的非特异性组织损伤，脱靶效应几乎可以忽略不计。另外，KCNJ13基因突变也与LCA密切相关，该基因编码的是一种主要在RPE细胞中表达的内向整流钾通道蛋白60，主要在RPE细胞中表达。Meha Kabra等人在研究中通过二氧化硅纳米胶囊（SNC）递送碱基编辑器ABE8e mRNA至小鼠视网膜中，成功校正了KCNJ13基因的突变，ERG电图显示小鼠视功能得到了改善61。此外，在患者来源的成纤维细胞中观察到了超过50%的编辑效率，而在iPSCs衍生RPE细胞中，编辑效率也达到了18%以上，同时展现出了极小的脱靶效应极小。这些研究结果证明了CRISPR/Cas9碱基编辑器在基因突变校正方面的精确性和高、效率和安全性，为治疗包括LCA在内的多种遗传性眼病提供了新的希望和可能性。	Comment by 张愉 刘: 经查阅资料和眼科书籍， Leber先天性黑朦病通常被认为是视网膜疾病，与第四审稿人意见冲突，不知对此如何修改
[bookmark: OLE_LINK2]2.7脆性角膜综合征（Brittle Cornea Syndrome, BCS） BCS是一种常染色体隐性遗传的角膜病，临床特征是角膜异常脆弱，易发生穿孔及其他并发症23。该病通常由编码角膜结构蛋白的基因突变引起，如ZNF469等24。由于BCS病理机制复杂且与多种基因异常相关，传统的治疗方法在治疗效果上具有局限性25。近年来，CRISPR/Cas9在BCS的研究中取得了进展，目前主要局限于构建疾病模型方面。Jing Bao等人利用CRISPR/Cas9构建znf4694del/4del突变斑马鱼来模拟BCS的病理过程26，电镜结构发现从早期发育阶段开始，突变斑马鱼在中央和外周的角膜基质厚度显著减少。RNA测序分析表明，znf469突变导致如胶原蛋白和蛋白聚糖等细胞外基质成分的合成减少。Chloe等人运用CRISPR/Cas9技术在小鼠中诱导了ZNF469基因的关键突变27，结果显示与野生型小鼠相比，角膜基质关键成分Col1a1和Col1a2表达量大量降低，从而严重损害了角膜结构的完整性，突变小鼠的角膜中央和外周均变薄。以上结果再现了ZNF469突变患者的眼部病理特征，为研究角膜基质功能和BCS的病理机制提供了新的研究模型，接下来，需要进一步探究调节ZNF469的活性能否为治疗BCS或圆锥角膜带来潜在疗效。
3 小结与展望目前挑战与未来前景
CRISPR/Cas9技术在遗传性眼病治疗中的应用前景广泛，但也面临许多挑战和需要优化的问题：（1）递送效率：CRISPR/Cas9的成功递送需要载体系统，但传统的递送方式存在局限性，如低递送效率、局部毒性等62。有研究人员利用CRISPR/Cas9靶向敲低VEGFA基因，成功抑制角膜新生血管的形成63，但转导效率和潜在毒性仍需进一步改进和验证。随着纳米技术和递送载体的发展，未来可能会开发出更高效安全的递送方式。例如，使用改进的病毒载体和纳米材料等可以提高递送效率64。针对眼部的特异性递送系统，也可以通过局部注射等方式更有效地实现精准治疗65。（2）脱靶效应：CRISPR/Cas9的脱靶效应是其临床应用中的一大隐患，可能会导致不必要的基因突变66，影响细胞或组织的正常功能。目前，新一代的Cas9变体（如高保真Cas9、eSpCas9等）已被开发，这些变体具有更高的特异性，能大幅减少脱靶效应67, 68。此外，结合人工智能和计算生物学来预测并避免脱靶位点，也可能成为降低脱靶率的手段之一。（3）基因编辑方式：X连锁视网膜色素变性等疾病涉及多个突变位点69，单一基因编辑可能无法达到理想的治疗效果。同时，对于显性遗传病，基因敲除可能无法阻止疾病发展，需要更精准的基因调控。部分疾病的治疗需要靶向特定的细胞，这进一步提高了对编辑方式的要求，如何选择与开发合适的基因编辑方式仍需探索。（4）长期安全性：CRISPR/Cas9在基因编辑后的短期效果明显，但长期的基因改造可能带来未知的副作用。例如，过度的基因敲除或激活可能对细胞的其他功能产生影响；在长期治疗过程中可能引发细胞的异常增殖，增加患肿瘤的风险70。此外，安全性还涉及伦理道德和社会层面。在遗传病的治疗中，基因编辑可能影响生殖细胞，使修饰后的基因遗传至后代，带来未知风险。因此，长期的安全监控来确保治疗的持续性和稳定性是验证CRISPR/Cas9疗法可行性的必要步骤。
4 小结
[bookmark: OLE_LINK7]综上，本文主要综述了近年来利用CRISPR/Cas9基因编辑技术在治疗遗传性眼病方面的研究进展与分析。目前，CRISPR/Cas9在遗传性眼病治疗中的应用潜力日益突出，随着基因工程领域的持续发展，遗传性眼病的难题正在发生改善。近年来，CRISPR/Cas系统的效率和多样性也得到了显著提高。目前常用的氨基酸球菌来源的Cas12a蛋白71，对单链DNA的识别和剪切不依赖PAM序列，其WED结构域内的核糖核酸酶位点能自主将pre-crRNA加工成crRNA，从而省去了tracrRNA的加工步骤，提升了切割效率和安全性72。因此，随着单链向导RNA（sgRNA）设计的改进和Cas蛋白的持续优化，CRISPR/Cas9系统有望继续扩展其应用范围，为科学研究和技术应用带来新机遇。尽管CRISPR/Cas9为遗传性眼病治疗提供了新思路，但其在临床应用中的挑战不容忽视尽管CRISPR/Cas9在技术上还存在一些挑战，如存在脱靶效应、递送效率问题和细胞毒性反应，以及目标基因敲除或过表达后有几率被邻近细胞补偿从而导致干扰，但在治疗遗传性眼病方面仍展现出巨大的潜力。因此，未来的研究需要进一步优化技术，提高精准性和可控性，并通过临床试验验证安全性与疗效。随着技术的不断发展和完善，CRISPR/Cas9的应用有望推动眼科疾病治疗领域的革命性进展，为患者提供更加有效的治疗选择因此，随着技术的不断发展完善，CRISPR/Cas9在包括眼科在内的多个领域中的应用前景将更加广阔。这对于研究人员预防遗传性眼病具有极其重要的意义，。为寻求更有效的治疗方法开辟了新的可能性。
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