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摘要
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统原是在细菌的免疫系统内发现的用来抵
抗外源遗传物质(如噬菌体病毒)的一种防御系统ꎮ 由于
其精确的靶向功能ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统被开发成一种高效
的基因编辑工具ꎬ被广泛地应用于生命科学研究的各个领
域ꎬ并取得了革命性的进展ꎮ 本文回顾性研究相关文献中
关于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在人眼相关疾病中的应用ꎬ并进行
总结ꎮ
关键词:ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统ꎻ基因编辑技术ꎻ眼科学
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ｓｃｉｅｎｃｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｈａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｐｒｏｇｒｅｓｓ.
Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ｒｅｖｉｅｗｓ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ
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ｈｕｍａｎ ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０１９ꎻ１９(２):
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０引言
目前的 ＤＮＡ 编辑方法可以根据其靶向机制大致分为

两组:蛋白质定向和核苷酸定向的编辑技术ꎮ 锌指核酸酶
(ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｎｕｃｌｅａｓｅꎬＺＦＮｓ)和转录激活物样效应核酸酶
(ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ － ｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓꎬＴＡＬＥＮｓ)是
研究最多的蛋白质定向 ＤＮＡ 编辑技术ꎬ而 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ
( ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔ /
ＣＲＩＳＰＲ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ)技术是一种核苷酸定向的 ＤＮＡ
编辑技术ꎮ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 技术在诱导遗传修饰方面显示了
更高的效率ꎬ并且它不涉及靶特异性蛋白质ꎬ只需要调整
单个 ｓｇＲＮＡ 的短区域便可以实现靶向特异性ꎬ故较 ＺＦＮｓ
和 ＴＡＬＥＮｓ 表现出明显的优势ꎮ 此外ꎬ基于 ＣＲＩＳＰＲ 的方
法可以规避病毒载体能力的局限性ꎬ因此 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系
统可以广泛应用于研究及治疗各种疾病[１－２]ꎮ 研究报道
１ / ４~１ / ３ 的人类疾病与遗传密切相关ꎮ 现已发现的遗传
性疾病约有 ４０００ 种ꎬ其中遗传性眼病和有眼部表现的全
身遗传性疾病约有 ６００ 种[３]ꎮ 由于这些疾病的病因尚未
完全阐明且无有效的治疗方法ꎬ因此严重影响患者的视力
和生活质量ꎮ 近几年随着 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统的研究和发
展ꎬ遗传性眼病的致病机制在基因水平上得到进一步诠
释ꎬ从而为今后应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统治疗此类疾病带来
了新的希望ꎮ
１ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统概述

成簇 的 规 律 间 隔 的 短 回 文 重 复 序 列 ( ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔꎬＣＲＩＳＰＲ)是由
一系列短的高度保守的正向重复序列( ｒｅｐｅａｔｓ)与长度相
似的间隔序列( ｓｐａｃｅｒｓ)间隔排列组成ꎮ ＣＲＩＳＰＲ 位点附
近存在着一系列保守的 ＣＲＩＳＰＲ 相关基因 ( ＣＲＩＳＰＲ －
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅꎬＣａｓ)ꎬＣａｓ 基因编码的蛋白具有核酸相关
的功能域ꎮ ＣＲＩＳＰＲ 位点的第一个重复序列 上 游 有
ＣＲＩＳＰＲ 前导序列ꎬ即启动子ꎬ启动 ＣＲＩＳＰＲ 序列的转录ꎬ
转录 产 生 的 非 编 码 ＲＮＡ 被 命 名 为 ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡｓ
(ｃｒＲＮＡ)ꎮ 这些 ｃｒＲＮＡ 和 Ｃａｓ 蛋白共同参与 ＣＲＩＳＰＲ 免
疫防御过程[４]ꎮ

１９８７ 年ꎬＣＲＩＳＰＲ 序列在大肠杆菌的基因组中被首次
发现ꎬ随后ꎬ在其他细菌和古菌中也发现了这一特殊序列ꎮ
２００５ 年ꎬ发现这些 ＣＲＩＳＰＲ 序列和噬菌体的基因序列匹配
度很高ꎬ说明 ＣＲＩＳＰＲ 可能参与了微生物的免疫防御ꎮ
２０１１ 年ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统的分子机制被揭示:当病毒首
次入侵时ꎬ细菌会将外源基因的一段序列整合到自身的

２３２
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ＣＲＩＳＰＲ 的间隔区ꎻ病毒二次入侵时ꎬＣＲＩＳＰＲ 转录生成前
体 ｃｒＲＮＡ (ｐｒｅ－ｃｒＲＮＡ)ꎬｐｒｅ－ｃｒＲＮＡ 经过加工形成含有与
外源基因匹配序列的 ｃｒＲＮＡꎬ该 ｃｒＲＮＡ 与病毒基因组的同
源序列识别后ꎬ介导 Ｃａｓ 蛋白结合并切割ꎬ保护自身免受
入侵ꎮ 直到 ２０１２ 年ꎬＪｉｎｅｋ 等[５]发现了链霉菌属中的 Ｔｙｐｅ
ＩＩ 型 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ 系统ꎬ至此实现了基因编辑的重大突
破ꎮ 在医学领域ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术也在构建疾
病模型及修复疾病模型方面显现出独特的优势ꎮ

ＩＩ 型 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９ 系统由 Ｃａｓｅ９ 核酸酶和单一的向
导 ＲＮＡ( ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ) 组成ꎮ 在 ｓｇＲＮＡ 的指引下ꎬ
Ｃａｓｅ９ 核酸酶对靶标 ＤＮＡ 的特异性剪切主要通过识别保
守的原间隔序列临近序列 ( ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ ａｄｊａｃｅｎｔ ｍｏｔｉｆꎬ
ＰＡＭ)来进行[６]ꎮ 靶标 ＤＮＡ 断裂后ꎬ可以通过两种机制进
行修复ꎮ 如果没有同源模板则直接修复ꎬ发生非同源末端
连接(ｎｏｎ－ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＨＥＪ)ꎮ 如果存在同源
模板ꎬ则发生同源性定向修复( ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒꎬ
ＨＤＲ) [２]ꎮ
２ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在眼科学中的应用
２ １ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在遗传性视网膜疾病中的应用 　
视网膜退行性疾病进展不可逆转ꎬ且视网膜再生潜能
小ꎬ如何治疗视网膜退行性疾病成为了研究者们面临的
重要挑战ꎮ 遗传性视网膜退行性疾病具有不同临床表
现和不同的基因突变形式ꎬ晚期由于渐进性光感受器死
亡而最终出现不可逆转的失明ꎮ 目前患有遗传性视网
膜疾病的患者约有 ２０００ 万人ꎬ还没有接受可靠有效的
治疗ꎮ 随着基因编辑技术的发展ꎬ基因和细胞治疗有望
为这类疾病提供新的治疗前景[７] ꎮ 迄今为止ꎬ已经发现
有 ２５０ 个基因与视网膜退行性疾病的发展相关ꎮ 利用
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统可以对这类疾病的相关基因进行前沿
性研究[５] ꎮ
２ １ １ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在 Ｌｅｂｅｒ 先天性黑矇的应用 　
Ｌｅｂｅｒ 先天性黑矇(Ｌｅｂｅｒ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ａｍａｕｒｏｓｉｓꎬＬＣＡ)是一种
遗传性视网膜营养不良性疾病ꎬ于 １５０ａ 前被 Ｔｈｅｏｄｏｒ
Ｌｅｂｅｒ 首次报道ꎮ ＬＣＡ 主要表现为在出生时或出生后不久
即出现视力丧失ꎬ钟摆样的眼球震颤ꎬ瞳孔黑矇及色素性
视网膜变性[７]ꎬ其患病率约为 １ / ３０００ꎬ约占所有遗传性视
网膜营养不良的 ５％ꎮ

ＬＣＡ 患者最常发生突变的基因是中心体蛋白 ２９０
ｋＤａ(ＣＥＰ２９０) 基因ꎬ这种突变基因引起的 ＬＣＡ 被称为
ＬＣＡ１０[８]ꎮ 在 ＣＥＰ２９０ 突变中ꎬ最常见的是内含子 ２６ 的突
变(也称为 ＩＶＳ２６ 突变)ꎮ Ｒｕａｎ 等[８]应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系
统将 ＣＥＰ２９０ 剪接突变引入到 ２９３ＦＴ 细胞ꎬ构建了模拟
ＬＣＡ１０ 的细胞模型ꎮ 并且通过特定的 ｓｇＲＮＡｓ 和 Ｃａｓ９ 的
组合切除 ＣＥＰ２９０ 基因中的 ＩＶＳ２６ 突变ꎬ发现可以有效地
纠正 ＬＣＡ 细胞模型中的 ＩＶＳ２６ 突变ꎮ 并通过构建动物模
型ꎬ发现 ｓｇＲＮＡ 和 ＳｐＣａｓ９ 的组合可以敲除小鼠中突变的
ＣＥＰ２９０ 基因ꎮ 研究者还开发了限制 ＳｐＣａｓ９ 表达的自限
性 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统ꎬ发现该系统仍能诱导 ＣＥＰ２９０ 的靶
向缺失ꎬ同时降低了脱靶效应并提高了系统的安全性ꎮ 这
些研究结果为今后应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统治疗此类疾病
带来了新的希望ꎮ

诱导性多能干细胞 ( ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ｉＰＳＣｓ)具有替代自体细胞的潜能ꎮ 但是ꎬ对于许多遗传性

疾病的治疗可能需要移植前的基因修饰ꎮ Ｂｕｒｎｉｇｈｔ 等[９]

通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介 导 的 非 同 源 末 端 连 接 ( ｎｏｎ －
ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＨＥＪ)切除了 ＬＣＡ１０ 患者 ｉＰＳＣｓ 中
致病基因的 ＩＶＳ２６ 突变ꎬ完成了 ｉＰＳＣｓ 中的转录物和蛋白
质的校正ꎮ 因此 Ｂｕｒｎｉｇｈｔ 等认为 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统可以
用来纠正遗传性视网膜变性的多种遗传变异ꎮ
２ １ ２ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在视网膜色素变性中的应用　
视网膜色素变性(ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａꎬＲＰ)是一种视网膜退
化性疾病ꎬ常伴有夜盲症、管状视力、致盲等表现ꎬ具有高
遗传性和异质性ꎬ发病率约 １ / ４０００ꎬ并且正在成为世界范
围内不可逆失明的重要原因ꎮ 目前已明确 ７０ 余种基因与
这种具有不同表型的视网膜退化性疾病相关[７ꎬ１０]ꎮ

前体信使 ＲＮＡ(ｐｒｅ－ｍＲＮＡ)剪接是真核细胞中必不
可少的生物学过程ꎮ 许多剪接体基因中的遗传突变引起
人眼相关疾病ꎮ Ｐｒｅ－ｍＲＮＡ 剪接因子———ＲＰ９ 的突变易导
致常染色体显性遗传视网膜色素变性(ａｕｔｏｓｏｍａｌ ｄｏｍｉｎａｎｔ
ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａꎬａｄＲＰ)ꎮ Ｌｖ 等[１０] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系
统在体外进行 Ｒｐ９ 基因敲除(ＫＯ)和点突变敲入(ＫＩ)ꎬ通
过 ＭＴＴ 方法ꎬ发现 Ｒｐ９－ＫＩ 和 Ｒｐ９－ＫＯ 细胞生长速率降
低ꎮ 通过 ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法发现 Ｒｐ９－ＫＩ 和 Ｒｐ９－ＫＯ 细胞增
殖被抑制ꎮ 通过体外划痕实验发现 Ｒｐ９－ＫＩ 和 Ｒｐ９－ＫＯ
细胞迁移减少ꎮ 通过 ＲＮＡ－Ｓｅｑ 的基因表达谱分析证明
ＲＰ 相关基因 Ｂｂｓ２ 和 Ｆｓｃｎ２ 在 Ｒｐ９－ＫＩ 和 Ｒｐ９－ＫＯ 细胞中
显著下调ꎮ 并通过 ＲＴ－ＰＣＲ 方法发现ꎬＲｐ９－ＫＩ 和 Ｒｐ９－
ＫＯ 不影响 Ｂｂｓ２ 剪接ꎬ但 Ｆｓｃｎ２ 基因的 Ｐｒｅ－ｍＲＮＡ 剪接明
显受到影响ꎮ 这表明并非所有的剪接都对 Ｒｐ９ 突变同样
敏感ꎮ 这些研究结果揭示了 ＲＰ９ 表达和疾病特异性基因
之间的功能关系ꎬ并提供了 ＲＰ９ 相关性 ＲＰ 疾病机制的新
见解ꎮ

大多数 ａｄＲＰ 患者具有视紫红质 ＲｈｏＳ３３４ 基因突
变[１１]ꎮ Ｂａｋｏｎｄｉ 等[１２] 在携带 ＲｈｏＳ３３４ｔｅｒ 突变的 ａｄＲＰ 大
鼠模型中ꎬ通过电转染在视网膜下注射 ｇＲＮＡ / Ｃａｓ９ 质粒ꎬ
进而选择性地将携带 ＲｈｏＳ３３４ｔｅｒ 突变的视紫红质基因删
除ꎮ 免疫组化显示表型改变是显而易见的ꎬ表现为感光突
触和视网膜突触的保存ꎮ 这表明这一策略可阻止视网膜
退化ꎬ改善视觉功能ꎮ
２ ２ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在新生血管性疾病中应用 　 血管
内皮生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)在
血管生成中起着关键作用ꎬ与多种人类疾病相关ꎬ如增殖
性糖尿病视网膜病变( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｖｉｔｒｅｏｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＰＶＲ)
和年龄相关性黄斑变性(ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ
ＡＲＭＤ)等ꎮ ＰＶＲ 是目前工作年龄人群中获得性失明发生
率最高的疾病ꎬ而 ＡＲＭＤ 是 ６５ 岁以上人群失明的主要原
因[１３]ꎮ 尽管抗 ＶＥＧＦ 药物可以减少新生血管的生长并减
少血管渗漏ꎬ但是由于 ＶＥＧＦ 会持续从病变的视网膜色素
上皮细胞( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)分泌ꎬ这些抗
ＶＥＧＦ 药物必须多次注射[１４]ꎮ 而基因治疗因其长效表达
会减少或消除对患者重复注射抗－ＶＥＧＦ 抑制剂的需要而
具有优势[１５]ꎮ
２ ２ １ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在 ＡＲＭＤ中的应用　 ＡＲＭＤ 的
发病机制可能与 ＲＰＥ 和 Ｂｒｕｃｈ 膜之间形成的基底膜沉积
有关ꎬ且涉及补体系统的激活ꎮ ＡＲＭＤ 与 ＥＦＥＭＰ１ 相关性
黄斑变性具有相似的临床特征ꎬ如基底膜沉积物和玻璃膜
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疣ꎬＥＦＥＭＰ１ 相关性黄斑变性是由人包含 ＥＧＦ 腓骨蛋白
样胞外基质蛋白 １(ＥＦＥＭＰ１)中的显性 ｐ Ｒ３４５Ｗ 突变引
起的ꎮ 为了研究在 ＡＲＭＤ 中 Ｂｒｕｃｈ 膜ꎬＲＰＥ 和补体之间的
关系ꎬＦｅｒｎａｎｄｅｚ－Ｇｏｄｉｎｏ 等[１６]应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统设计
了含有 ｐ Ｒ３４５Ｗ 突变的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ通过免疫染色及
ｔｒａｎｓｗｅｌｌｓ 方法ꎬ发现由 ｐ Ｒ３４５Ｗ 突变引起的细胞外基质
(ＥＣＭ)结构及组成的变化会导致 ＲＰＥ 细胞产生补体激活
和形成基底沉积ꎮ 值得注意的是ꎬ当人胎儿 ＲＰＥ 细胞在
ＡＲＭＤ 患者的 Ｂｒｕｃｈ 膜上培养时ꎬ也观察到类似的反应ꎬ
这表明通过异常 ＥＣＭ 刺激补体激活是遗传性和年龄相关
性黄斑变性的早期发病机制中的共同因素ꎮ 这些研究使
我们部分了解了黄斑变性的早期发病机制ꎮ

ＡＲＭＤ 与 ＶＥＧＦ 基因的过度表达有关ꎮ 其中 ＶＥＧＦＡ
是血管生成中的重要因素ꎬ因此它是治疗 ＡＲＭＤ 的主要
靶点ꎮ Ｋｉｍ 等[１４]通过激光诱导产生含有脉络膜新生血管
(ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬＣＮＶ)的 ＡＲＭＤ 小鼠模型ꎬ并
将预先组装的 ＶＥＧＦＡ 基因特异性 Ｃａｓ９ 核糖核蛋白
(ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＲＮＰ)注射到小鼠视网膜下来研究 Ｃａｓ９
ＲＮＰ 是否可用于在 ＡＲＭＤ 小鼠模型中治疗 ＣＮＶꎮ 他们发
现在小鼠模型中ꎬＣａｓ９ ＲＮＰ 可以有效地减少 ＣＮＶ 的面
积ꎬ且通过 Ｄｉｇｅｎｏｍｅ－ｓｅｑ 进行全基因组分析表明ꎬ在基因
组中很少诱导脱靶突变ꎮ 这些研究结果表明ꎬ可使用
Ｃａｓ９ ＲＮＰｓ 靶向灭活视网膜中的 ＶＥＧＦＡꎬ用于 ＡＲＭＤ 的
局部治疗ꎮ 并且他们认为ꎬ基因治疗不仅是一个设想ꎬ在
不久的将来医生可以运用基因治疗来治疗疾病ꎮ
２ ２ ２ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在 ＰＶＲ中的应用　 小鼠双微体
２(ＭＤＭ２)是一种 Ｅ３ 泛素蛋白连接酶ꎬ研究表明 ＭＤＭ２
ＳＮＰ３０９Ｇ 与 ＰＶＲ 相关[１７]ꎬ但 ＭＤＭ２ ＳＮＰ３０９Ｇ 是否参与
ＰＶＲ 的发展尚不清楚ꎮ Ｚｈｏｕ 等[１８] 应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系
统及含有 ＭＤＭ２ Ｇ３０９ 的 ＤＮＡ 模板构建表达 ＭＤＭ２Ｔ３０９Ｇ
或 Ｔ３０９Ｔ 的 ｈＲＰＥ 细胞模型ꎬ并向兔眼玻璃体腔内注射表
达 ＭＤＭ２ Ｔ３０９Ｇ 或 Ｔ３０９Ｔ 的 ｈＲＰＥ 细胞ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹分
析表明表达 ＭＤＭ２Ｔ３０９Ｇ 的细胞中 ｐ５３ 含量较表达
ＭＤＭ２Ｔ３０９Ｔ 的细胞明显降低ꎮ 此外ꎬ与兔眼玻璃体腔内
表达 ＭＤＭ２Ｔ３０９Ｔ 的 ｈＲＰＥ 细胞相比ꎬ 表达 ＭＤＭ２Ｔ３０９Ｇ
的 ｈＲＰＥ 细 胞 收 缩 显 著 增 强ꎬ 并 且 ｈＲＰＥ 细 胞 中 的
ＭＤＭ２Ｔ３０９Ｇ 增强了兔模型中 ＰＶＲ 的发展ꎮ 实验结果表
明 ＲＰＥ 细胞中的 ＭＤＭ２ ＳＮＰ３０９ 可能增强 ＰＶＲ 发病
几率ꎮ
２ ３ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在眼科其他人眼相关疾病中的
应用
２ ３ １ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在眼部发育中的应用 　 Ｐａｘ６
是一种含同源结构域的转录因子ꎬ对于大多数动物(包括
果蝇、小鼠和人供体类)以及胰腺内分泌细胞的神经发
育ꎬ以及分化中的眼睛及鼻腔发育至关重要ꎮ 已有研究结
果表明ꎬＰａｘ６ 突变的影响取决于突变的程度和基因剂量ꎮ
为了证明不同剂量的 Ｐａｘ６ 基因对眼睛的影响ꎬＹａｓｕｅ
等[１９]应用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统建立了 Ｐａｘ６ 基因缺陷的小
鼠模型ꎮ 形态学和基因组分析表明ꎬ经 Ｐａｘ６－ＣＲＩＳＰＲ 编
辑的具有不同的 Ｐａｘ６ 突变剂量的胚胎具有不同的眼睛表
型ꎮ 实验结果表明 Ｐａｘ６ 的中度表达可能导致视网膜过度
增殖ꎬ且来自表面外胚层的晶状体发育比来自视泡囊的视
网膜发育需要更高的 Ｐａｘ６ 基因剂量ꎮ 这提示 ＣＲＩＳＰＲ /

Ｃａｓ９ 系统可控制小鼠模型中的基因剂量ꎬ为眼睛发育相
关研究提供了方向ꎮ
２ ３ ２ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在原发性开角型青光眼中的
应用 　 原 发 性 开 角 型 青 光 眼 ( ｐｒｉｍａｒｙ ｏｐｅｎ － ａｎｇｌｅ
ｇｌａｕｃｏｍａꎬＰＯＡＧ)是全球不可逆转的视力丧失的首要原
因ꎬＭｙｏｃｉｌｉｎ(ＭＹＯＣ)突变可见于 ４％的 ＰＯＡＧ 患者ꎮ 研究
表明 ＭＹＯＣ 突变导致蛋白质错误折叠ꎬ使小梁中的内质
网应激ꎬ从而导致眼压升高ꎬ引起 ＰＯＡＧꎮ Ｊａｉｎ 等[２０] 应用
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统编辑小鼠小梁网细胞并构建了小鼠
ＭＹＯＣ 突变株ꎬ进而选择性地将 ＭＹＯＣ 突变删除ꎮ 实验结
果证明通过这项基因编辑技术可以降低眼压ꎬ证明了这项
基因编辑技术在眼科这项重要疾病中的可行性ꎮ
２ ３ ３ ＣＲＩＳＰＲ/ Ｃａｓ系统在先天性白内障中的应用　 先天
性白内障会导致新生儿双眼盲ꎬ之前研究表明有近 １ / ３ 的
先天性白内障与晶体基因突变相关ꎬ如 ａＡ－晶体蛋白基因
(ＣＲＹＡＡ)ꎮ Ｙｕａｎ 等[２１]通过向兔受精卵的细胞质中注射
Ｃａｓ９ ｍＲＮＡ 和 ｓｇＲＮＡꎬ人工构建 ＣＲＹＡＡ 突变的兔模型ꎬ
表现为先天性白内障、小眼球与早期晶状体萎缩以及晶状
体纤维分化失败ꎮ 因此ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 构建的兔模型
为进一步阐明 ＣＲＹＡＡ 基因的致病机制提供了良好工具ꎮ
３展望

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统作为一种快速发展的革命性技术ꎬ
在基因编辑方面展现出巨大的潜力ꎬ已有大量报道表示
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统可以精确敲除、插入或替换细胞水平的
目标基因ꎬ甚至可以用来构建动物模型ꎮ 与其他基因组定
位编辑技术相比ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统具有更高效的基因编
辑效率ꎬ操作更方便ꎬ同时安全性高ꎬ毒性小ꎬ脱靶效应相
对较低ꎮ

虽然 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统具有良好的前景ꎬ但如何将该
系统的各个组分直接高效地运输到细胞中仍是一个不小
的挑战ꎮ 目前ꎬＲｕｂｕｌ 等[２２] 通过将金纳米颗粒与 Ｃａｓ９ 蛋
白及 ｓｇＲＮＡ 组成复合体ꎬ成功实现了 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统向
细胞质及细胞核的转运ꎬ在细胞中实现了高达 ９０％的运
输效率ꎮ

此外ꎬＣＲＩＳＰＲ 的最新研究进展是寻求一种手段来
导致单核苷酸的改变[２３－２４] ꎮ 这一改变通过将去活化的
Ｃａｓ 核酸酶(ｄｅａｄ ＣａｓꎬｄＣａｓ)与啮齿动物胞嘧啶脱氨酶融
合来实现ꎮ ｄＣａｓ / 脱氨酶融合蛋白转染的细胞经历单个
胞嘧啶至尿嘧啶的转化ꎬ随后通过 ＤＮＡ 校正机制或在
复制过程中将其修复为胸腺嘧啶ꎮ 该系统整体效率的
提高及插入错误的减少代表了 ＣＲＩＳＰＲ 技术的巨大进步
和发展[１５] ꎮ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统目前已被应用于动物遗传性疾病
的治疗ꎬ同时也正在推进用于临床上治疗人类疾病ꎮ 尽管
与传统基因编辑技术相比具有明显优势ꎬ但围绕 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ 系统的技术问题和伦理问题阻碍了其临床使用[２５]ꎮ

第一个存在的问题是脱靶效应ꎮ 与小鼠及斑马鱼相
比ꎬ人类细胞中脱靶突变存在更常见[２５－２６]ꎮ 最近ꎬ开发了
一种可逆的基于 ＣＲＩＳＰＲ 的基因编辑策略ꎬ称为 ＣＲＩＳＰＲ
干扰(ＣＲＩＳＰＲｉ)ꎮ 该技术对 ｓｇＲＮＡ 与靶序列之间的错配
高度敏感ꎬ因此与常规使用的 ＲＮＡｉ 相比减少了靶向脱靶
效应[１５]ꎮ 此外ꎬ目前也采用了诸如 ｓｇＲＮＡ 设计的优化ꎬ成
对的 ｎＣａｓ９ 的使用ꎬ配对的 ｄＣａｓ９－ＦｏｋＩ 核酸酶和增强的

４３２

国际眼科杂志　 ２０１９ 年 ２ 月　 第 １９ 卷　 第 ２ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



Ｓｐ－Ｃａｓ９ 的方法来解决脱靶问题[２７－２８]ꎮ 然而ꎬ仍然存在一
个问题:脱靶效应是否能够针对数十亿个 ＤＮＡ 序列中涉
及大量细胞的单一位点进行治疗ꎬ并且是针对个体患者进
行特异性和不同设计的治疗[２５]ꎮ

此外ꎬ使用 ＣＲＩＳＰＲ 来编辑人类种系已引起科学界的
伦理争论ꎮ 例如ꎬ应用 ＣＲＩＳＰＲ 技术可使运动表现或智力
能力提高ꎬ如果只有特定的个人能够获得这种提高ꎬ就会
造成社会问题[２１]ꎮ

由于许多人眼相关疾病的病因尚未完全阐明且无有
效的治疗方法ꎬ因而严重影响患者的生活质量ꎮ 虽然目前
围绕 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统仍存在很多问题ꎬ但随着技术的进
一步完善ꎬ针对伦理问题等相关政策的进一步建立ꎬ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ 系统在人眼相关疾病中的前景十分可期ꎮ
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