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【摘要】　近年来，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９作为一种新型的基 因 编 辑 工 具，具 备 特 异 性 强、使 用 广 泛、操 作 相 对 简 便 等 特 点。通 过

对病毒基因组进行基因编辑从而干扰病毒复制和清除感染，以及在重要宿主因子、受体靶蛋白等方面应用都具有明显优

势。本文着重以ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术 在 一 些 导 致 人 类 重 要 传 染 性 疾 病 的 病 毒 如 乙 型 肝 炎 病 毒（ＨＢＶ）、丙 型 肝 炎 病 毒

（ＨＣＶ）、Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ病毒（ＥＢＶ）、单纯疱疹病毒（ＨＳＶ）、寨卡病毒（ＺＩＫＶ）、人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）中的应用、面临的

技术瓶颈问题和解决方案及治疗前景进行讨论。
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＊＊＊近几年来，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统 作 为 一 个 新 型 工 具 在 基 因 编

辑领域中日益发挥着重要作用。ＣＲＩＳＰＲ系统来源于细菌和古

细菌的可选 择 性 免 疫 系 统［１］，它 利 用 两 种 不 同 的 小 的 ＲＮＡ：

ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）与 反 式 激 活ｃｒＲＮＡ（ｔｒａｎｓｃｒＲＮＡ），和

Ｃａｓ蛋白组成核糖核蛋白复合物。这种复合物可以特异性降解

外来入侵的病毒核酸［２－３］。Ｃａｓ蛋 白 介 导 的ＤＮＡ切 除 需 要 使

目标序列和ｃｒＲＮＡ之间互补以及原始间隔子邻接基序（ＰＡＭ）

序列的存在。而Ｃａｓ９蛋白是属于第 二 类 型 的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系

统。这 个 系 统 开 发 了 由ｃｒＲＮＡ／ｔｒａｃｅｒＲＮＡ和Ｃａｓ９蛋 白 组 合

而成的嵌合单引导ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）［４］。ｓｇＲＮＡ通 过 识 别ＰＡＭ
序列和互补的靶序列引导Ｃａｓ９蛋白切割特定的ＤＮＡ序列，并

因此产生双链断裂的ＤＮＡ片段（ＤＳＢｓ）。这些ＤＳＢｓ通过同源

定向修复（ＨＤＲ）或非同源末端连接（ＮＨＥＪ）进 行 修 复，导 致 精

确的ＤＮＡ序列的插入或缺失［５］。

利用这个双组分系 统 可 以 靶 向 任 何 带ＰＡＭ 形 式 的ＤＮＡ
序列。因此ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 应 用 在 乙 型 肝 炎 病 毒（ＨＢＶ）、

丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）、Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ病毒（ＥＢＶ）、单纯疱疹病毒

（ＨＳＶ）、寨卡病毒（ＺＩＫＶ）、艾滋病毒（ＨＩＶ）等几类导致人类重

要传染性疾病的病毒中，通过基因编辑病毒基因组干扰复制和

清除感染，得到了显著的结果［６－１１］。

１　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）

全世界有超过２．５亿人慢性感染 ＨＢＶ，并且增加了罹患肝

纤维化、肝 硬 化 和 肝 细 胞 癌 的 风 险，导 致 每 年 约６５万 人 死

亡［１２］。由于病 毒 ＲＮＡ转 录 的 模 板ｃｃｃＤＮＡ（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ　ｃｌｏｓｅｄ

ｃｉｒｃｕｌａｒ　ＤＮＡ，ｃｃｃＤＮＡ）稳定地存在于未分裂的肝细胞中，乙肝

病毒能够持续感染 肝 细 胞。而 核 苷 类 似 物 的 抗 病 毒 疗 法 只 能

够抑制感染肝细胞质中核衣壳内 ＨＢＶ　ＤＮＡ的合成，但不能够
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损害存在于细胞核内的ｃｃｃＤＮＡ［１３］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统可以作

为一种解决方法消除 或 者 功 能 性 失 活 细 胞 核 内ｃｃｃＤＮＡ，从 而

有望彻底解决 ＨＢＶ感染问题［１４］。

有科学 家 利 用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 靶 向 ＨＢＶ基 因 组 的 开

放阅读框（Ｏｐｅｎ　Ｒｅａｄｉｎｇ　Ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）来剪切 ＨＢＶ　ＤＮＡ获得

一些成果。２０１４年，Ｌｉｎ等［１５］率 先 报 道ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 在

体内和体外 两 种 体 系 中 都 可 以 破 坏 ＨＢＶ基 因 组。在 Ｈｕｈ－７
细胞中共转染 ＨＢＶ、单 独 的ｇＲＮＡ以 及Ｃａｓ９表 达 载 体，利 用

这个针对 ＨＢＶ特异性的ｇＲＮＡ，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统显著降低

了 ＨＢＶ核心抗原（ＨＢｃＡｇ）和 表 面 抗 原（ＨＢｓＡｇ）的 产 生。此

外，他们使用高压尾 静 脉 水 动 力 小 鼠 模 型，使 得ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统有效切割肝内含有 ＨＢＶ基因组的质粒，并促进其清除，并

降低血清中表面抗原（ＨＢｓＡｇ）水平。Ｓｅｅｇｅｒ等［６］的研究显示，

在表 达 ＨＢＶ受 体 牛 磺 胆 酸 钠 共 转 运 多 肽（ＮＴＣＰ）的 ＨｅｐＧ２
细胞中使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，可以 将 ＨＢＶ感 染 抑 制 高 达８
倍。２０１５年，多个研 究 组 进 一 步 应 用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 靶 向

ＨＢＶ基因组。首先，在持续性 ＨＢＶ感染 ＨｅｐＡＤ３８和从头感

染 ＨｅｐａＲＧ两种 体 外 细 胞 模 型 中，Ｋｅｎｎｅｄｙ等［１６］使 用 慢 病 毒

转导细菌Ｃａｓ９基因 和 ＨＢＶ特 异 性 单 一 指 导ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ），

有效抑制了 ＨＢＶ　ＤＮＡ的 产 生。特 异 的Ｃａｓ９／ｓｇＲＮＡ组 合 将

总病毒ＤＮＡ水平降低高达约１　０００倍，并 将 ＨＢＶ　ｃｃｃＤＮＡ水

平降低约１０倍，并 使 大 部 分 残 余 病 毒 ＤＮＡ 突 变 灭 活。Ｌｉｕ
等［１７］研究显示 ＨＢＶ特异性ｇＲＮＡ／Ｃａｓ９可在体内和体外抑制

不同基因型 ＨＢＶ的 复 制，并 且 通 过 单 一ｇＲＮＡ／Ｃａｓ９系 统 显

著降低病毒ＤＮＡ，并 通 过 不 同 的ｇＲＮＡ／Ｃａｓ９系 统 组 合 清 除。

在 ＨｅｐＧ２．２．１５细 胞 和 体 内 高 压 尾 静 脉 水 动 力 小 鼠 模 型 中，

Ｚｈｅｎ等［１８］利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统靶向 ＨＢｓＡｇ编码区。研究

显示ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９降低 了 细 胞 培 养 物 和 小 鼠 血 清 中 ＨＢｓＡｇ
分泌水平。该系统 可 以 有 效 抑 制 ＨＢＶ的 复 制 和 表 达。Ｄｏｎｇ
等［１９］研究 显 示，ｓｇＲＮＡ／Ｃａｓ９的 表 达 降 低 了 转 染ｐｒｅｃｃｃＤＮＡ
的 Ｈｕｈ７细胞以及 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞中 ＨＢＶ的复制，并且在带

有ｃｃｃＤＮＡ的新的 小 鼠 模 型 中，还 可 以 降 低ｃｃｃＤＮＡ和 ＨＢＶ
相关蛋白的 表 达。Ｒａｍａｎａｎ等［２０］研 究 显 示，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系

统可以特异性地靶向 和 切 割 ＨＢＶ基 因 组 中 的 保 守 区 域，有 效

抑制病毒基因表 达 和 复 制。Ｗａｎｇ等［２１］研 究 显 示 双ｇＤＮＡ可

以高 效 抑 制 ＨＢＶ（基 因 型 Ａ－Ｄ）的 复 制 与 表 达。Ｋａｒｉｍｏｖａ
等［２２］利 用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 可 以 破 坏 ＨｅＬａ和 ＨＥＫ２９３两

种细胞系中 ＨＢＶ　ｃｃｃＤＮＡ和整合的 ＨＢＶ序列。此外，通过特

异性靶向 ＨＢＶ　Ｓ区和Ｘ区的保守序列抑制了持续感染和从头

感染的肝癌细胞系中 ＨＢｓＡｇ表达。２０１６年，运用 ＨｅｐＧ２．Ａ６４
细 胞 系 和 体 内 高 压 尾 静 脉 水 动 力 小 鼠 模 型，Ｌｉ等［２３］采 用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统靶向 ＨＢＶ　Ｓ区的保守序列，发现抑制 ＨＢＶ
复制和表达。２０１７年，Ｌｉ等［２４］完 全 切 除 了 全 长３　１７５ｂｐ的 整

合 ＨＢＶ　ＤＮＡ片段，并破坏了 ＨｅｐＧ２．Ａ６４（ＣＣＴＣＣ　Ｃ　２０１１６３）

单克隆细胞系中的 ＨＢＶ　ｃｃｃＤＮＡ。总之，这些研究体现了在切

除 ＨＢＶ基因组方面具有非常有效的成果，都有效抑制了 ＨＢＶ
复制及表达，体现了ＣＲＩＳＰＲ系 统 在 抗 ＨＢＶ应 用 方 面 的 巨 大

潜能。

２　丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）

丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）引起慢性丙型肝炎，慢性丙型肝炎持

续进展后，发生肝 硬 化，最 后 可 能 发 展 为 肝 细 胞 癌。全 世 界 约

有１亿８千万人感染了丙型肝炎病毒，目前没有研制成功的丙

肝疫苗投入应 用［２５］。在 最 近 的 研 究 中，直 接 作 用 抗 病 毒 药 物

（ＤＡＡｓ）对丙型肝炎（ＨＣＶ）的治 疗 非 常 有 效，针 对 丙 型 肝 炎 的

治 愈 率 超 过 ９０％，甚 至 部 分 研 究 达 到 １００％［２６］。但 是，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在研究 ＨＣＶ相关分子机制方面十分有用。

２０１５年，Ｒｅｎ等［７］利 用 一 种 活 细 胞 报 告 基 因 称 为 ＮＩｒＤ
（ＮＳ３－４Ａ诱导 型ｒｔＴＡ介 导 的 双 报 告 基 因）系 统 与 ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９系统将ＣＬＤＮ１、ＯＣＬＮ和ＣＤ８１鉴定为 ＨＣＶ的无细胞进

入和细胞间传递的必需基因。ＨＣＶ慢性感染肝脏后诱导一系

列宿主因子，包括干扰素（ＩＦＮ）刺激的基因ＩＳＧ１５，它是一种限

制病毒复制的抗病毒因子［２７］。Ｄｏｍｉｎｇｕｅｓ等［２８］利用ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９系统基因敲除ＩＳＧ１５，结果显示ＩＳＧ１５在ＩＦＮ刺激存在和

不存在的情 况 下 都 损 害 ＨＣＶ　ＲＮＡ复 制。ＩＳＧ１５与 蛋 白 质 底

物的偶联通常需要Ｅ３连接酶 ＨＥＲＣ５，ＩＳＧ１５抑制 ＨＣＶ　ＲＮＡ
复制不需要通过 ＨＥＲＣ５Ｅ３连 接 酶 与 蛋 白 质 底 物 结 合。２０１７
年，Ｓｅｎｉｓ等［２９］使 用 ＴＡＬＥ 或 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 将 抗 ＨＣＶ 的

ｓｈｍｉＲＮＡ特异 性 整 合 到 肝 脏 特 异 性 ｍｉＲ－１２２／ｈｃｒ基 因 座 位

上，目的是获得具有遗传上的 ＨＣＶ感染保护作用的细胞克隆。

ＩＦＮ－α和ＩＦＮ－λ是结构上不同的细胞因子，结合不同的受体，通

过ＪＡＫ－ＳＴＡＴ 途 径 诱 导 相 似 基 因 组 的 表 达［３０］。２０１６ 年，

Ｙａｍａｕｃｈｉ等［３１］ 利 用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 系 统 检 测 ＳＴＡＴ１ 和

ＳＴＡＴ２在ＩＦＮ－α和ＩＦＮ－λ抑制 ＨＣＶ复制中的作用。ｍｉＲＮＡ
是一类非编码小ＲＮＡ分子，约２２个核苷酸，通过ＲＮＡ沉默和

转录后调控来 调 节 基 因 表 达［３２］。在 感 染 了 ＨＣＶ的 患 者 活 检

标本和培养的细胞中能检测到 ｍｉＲ－１３０ａ。２０１８年，Ｄｕａｎ等［３３］

将 ｍｉＲ－１３０ａ及 其 靶 基 因 过 表 达 或 通 过 使 用ｓｉＲＮＡ 或 使 用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术将靶基因 敲 低，证 实 ｍｉＲ－１３０ａ可 以 通 过 中

枢代谢途径调节 ＨＣＶ复制。总 的 来 看，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９应 用 在

ＨＣＶ上主要还是探究 ＨＣＶ相关的一些机制，并不只是单独应

用而是常和其他一些生物技术联合使用。

３　Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ病毒（ＥＢＶ）

Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ病毒（ＥＢＶ）引起传染性单核细胞增多症并且

与某些形式的淋巴瘤和一些人类癌症相关，例如伯基特淋巴瘤

和鼻咽癌［３４］。在我国南 方，由ＥＢＶ所 导 致 的 鼻 咽 癌（ＮＰＣ）具

有高发病率，估计为每１０万人年２０至５０人，主要影响中 年 人

群，尤其是在广 东 省 和 香 港 居 住 的 男 性［３５］。病 毒 经 口 密 切 接

触为主要传播途径，目前没有ＥＢＶ疫苗或有效治疗方法。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在ＥＢＶ上的应用包括基因组编辑和病

毒潜伏感染的破坏以及ＥＢＶ分子机 制 的 探 究。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
定向诱变可以向病毒基因组引入类似类型的突变，利用细菌人

工染色体重组 工 程 成 功 地 维 持 和 重 建 病 毒 基 因 组。ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９介导的切割能够以很 高 的 效 率 和 精 确 度 操 纵 与 疾 病 相 关

的病毒株。Ｋａｎｄａ等［３６］利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的病毒基因组

链断裂和随后的同源定向修复获得ＥＢＶ附加体的细菌人工染

色 体 （ＢＡＣ）克 隆，获 得 了 两 个 胃 癌 细 胞 系 （ＳＮＵ７１９ 和

ＹＣＣＥＬ１）中的ＥＢＶ毒株，并鉴定了它们的完整病毒基因组序

列。

作为 一 种 抗 病 毒 治 疗 策 略，利 用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 在 潜

伏感染期间特异性靶向病毒基因组，用于减弱病毒复制和清除

潜伏病毒感染。Ｆｅｒｄｙ等［８］研究显示，通过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统

靶向对病毒生 存 重 要 的 病 毒 遗 传 元 件，几 乎 可 以 完 全 将ＥＢＶ

·２９４·
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从潜伏感染的ＥＢＶ转化的人肿瘤细胞中清除。

另外，ＥＢＶ 的 相 关 分 子 机 制 研 究 还 在 进 行 中，利 用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的基因编辑方 法 可 以 帮 助 探 究 其 分 子 机 制。在

几种人类上皮细胞中潜伏感染ＥＢＶ，包括鼻咽癌Ｃ６６６－１细胞，

Ｙｕｅｎ等［３７］通过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对人类细胞中的ＥＢＶ进行基因

编辑使编码病毒 ｍｉＲＮＡ的ＢＡＲＴ（ＢａｍＨＩ　Ａ右 侧 转 录 物）的

启动子区域中５５８ｂｐ的靶向缺失，使得ＢＡＲＴ　ｍｉＲＮＡ丧失表

达活性，证 实ＢＡＲＴ启 动 子 是 作 为ＢＡＲＴ　ＲＮＡ的 主 要 启 动

子，使 ＢＡＲＴ 转 录 物 表 达。ＥＢＶ 裂 解 再 激 活 受 ＥＢＶ 基 因

ＢＺＬＦ１编码的转录因子Ｚｔａ（ＺＥＢＲＡ）的表达调节，而ＴＬＲ９抑

制ＢＺＬＦ１ 表 达［３８］。Ｊｏｒｄｉ等［３９］通 过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 诱 导 的

ＴＬＲ９、ＭｙＤ８８、ＩＲＡＫ４和ＩＲＡＫ１的 失 活，证 实ＢＺＬＦ１表 达 抑

制依赖于功能性ＴＬＲ９和 ＭｙＤ８８信号传导，鉴定出ＩＲＡＫ４是

在ＢＣＲ交联时ＴＬＲ９诱导的ＢＺＬＦ１表 达 抑 制 的 必 需 元 件；并

且 ＭｙＤ８８和ＩＲＡＫ４在这 过 程 中 发 挥 作 用，有 利 于ＥＢＶ在 宿

主Ｂ细胞库中的 持 久 性。干 扰 素 调 节 因 子８（ＩＲＦ８）在 正 常Ｂ
细胞分化中起关键 作 用，该 细 胞 分 化 是 与ＥＢＶ再 激 活 有 内 在

联系的 细 胞 过 程［４０］。Ｌｖ等［４１］研 究 显 示，利 用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
基因编 辑 消 耗ＩＲＦ８，抑 制 裂 解 诱 导 后 ＥＢＶ 的 再 激 活。Ｍａ
等［４２］利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对 伯 基 特 淋 巴 瘤（ＢＬ）和 淋 巴 母 细 胞

样细胞系（ＬＣＬ）进 行 了 平 行 全 基 因 组 功 能 丧 失 筛 选，寻 找 到

ＥＢＶ转化 的Ｂ细 胞 宿 主 依 赖 因 子，揭 示 了 ＥＢＶ癌 蛋 白 激 活

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路并逃避肿 瘤 抑 制 反 应 的 关 键 机 制。为 了 对 抗

ＥＢＶ相关疾病，了 解 ＥＢＶ裂 解 复 制 周 期 的 分 子 机 制，Ｍａｓｕｄ
等［４３］研究ＥＢＶ裂解基因ＢＫＲＦ４，使用细菌人工染色体（ＢＡＣ）

和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统构 建 了ＢＫＲＦ４敲 除 突 变 体。结 果 显 示

ＢＫＲＦ４基 因 参 与 感 染 性 病 毒 粒 子 的 产 生。总 之，ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９在探索ＥＢＶ相关分子机制方面是一种重要工具。

４　单纯疱疹病毒（ＨＳＶ）

单纯疱疹病毒（ＨＳＶ）主要有两个血清型：ＨＳＶ－１和 ＨＳＶ－
２。ＨＳＶ－１主要引起生殖器以外的皮肤、口腔粘膜和脑的感染；

ＨＳＶ－２主要引起生 殖 器 部 位 皮 肤 粘 膜 感 染，其 引 起 多 种 皮 肤

病，包括复发性唇疱疹，生殖器疱疹和卡波西氏水痘疹（湿疹疱

疹）等威胁生命的疾病，如疱疹性脑炎和新 生 儿 疱 疹［４４］。ＨＳＶ
是人类最常见的病原体，世界人口超过８０％感染过 ＨＳＶ，一旦

感染则终身潜 伏［４５］。至 今 还 没 有 针 对 ＨＳＶ潜 伏 感 染 的 有 效

治疗手段。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统应用 于 ＨＳＶ，主 要 是 通 过 工 程、靶 向、

激活 或 抑 制 特 定 目 的 基 因［４６］。Ｔｕｒｎｅｒ等［４７］使 用 ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９介导的基因 组 工 程 创 建 ＴｏｒＡ和 ＴｏｒＢ单 敲 除 和 双 敲 除

（ＫＯ）的细胞系以及它们的激活 剂ＬＡＰ１和ＬＵＬＬ１，以 研 究 对

ＨＳＶ－１产生的影响。发现ＬＵＬＬ１是 ＨＳＶ－１高 效 生 长 所 必 需

的。Ｒｕｓｓｅｌｌ等［９］通过感染／转染病 毒 的 方 法，与ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
联用，利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９核酸酶 的 重 组 位 点 靶 向 ＨＳＶ。ＩＣＰ０
是刺激 ＨＳＶ－１基因表达和复制的关键蛋 白，Ｒｏｅｈｍ等［４８］通 过

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 靶 向ＩＣＰ０序 列，使 其 失 活，发 现 能 够 降 低

ＨＳＶ－１感 染 性。Ｆｅｒｄｙ等［４９］利 用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 系 统 靶 向

ＨＳＶ的 基 因 组，能 够 有 效 消 除 ＨＳＶ－１复 制。甚 至 用 多 种

ｇＲＮＡ同时靶向 ＨＳＶ－１时，可 以 完 全 消 除 人 细 胞 中 感 染 性 病

毒颗粒的产生。Ｆｉｎｎｅｎ等［５０］利 用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９将 ＨＳＶ毒 株

ＵＬ２１基因进行突变，来了解ＵＬ２１基因编码的病毒蛋白ｐＵ２１

在 ＨＳＶ的感染中 的 差 异 性 要 求。ＣＲＩＳＰＲ在 ＨＳＶ的 应 用 目

前还处于初步阶段，在 探 究 ＨＳＶ的 相 关 机 制 中ＣＲＩＳＰＲ系 统

具有一定优势。在工 程 化 研 究 中，ＣＲＩＳＰＲ与 其 他 的 相 关 生 物

技术的结合也有很大潜力。

５　寨卡病毒 （ＺＩＫＶ）

ＺＩＫＶ通过蚊虫传播，在极少数情况下，病毒也通过性传播

或母婴传播［５１］。ＺＩＫＶ感染已经通过国际旅行进一 步 传 播，并

已扩展 到 南 美 洲、中 美 洲 和 北 美 洲 人 口 密 集 的 大 区 域［５２］。

ＺＩＫＶ感染者中，只有 约２０％会 表 现 轻 微 症 状，典 型 的 症 状 包

括急 性 起 病 的 低 热、斑 丘 疹、关 节 疼 痛（主 要 累 及 手、足 小 关

节）、结膜炎，其他症状包括肌痛、头痛、眼眶痛及无力。另外少

见的症状包 括 腹 痛、恶 心、呕 吐、黏 膜 溃 疡 和 皮 肤 瘙 痒［５３］。孕

妇感染ＺＩＫＶ后，其 产 下 的 婴 儿 会 出 现 小 头 症［５４］。２０１６年９
月，美国过敏和传染病研究所科研人员在《科学》杂志发表论文

称，他们开发出全新的ＤＮＡ寨 卡 疫 苗，动 物 实 验 证 明，这 种 疫

苗能阻止 猴 子 感 染ＺＩＫＶ，该 疫 苗 已 经 进 入 人 体 临 床 试 验 阶

段［５５］。２０１８年，中科院 武 汉 病 毒 所 王 汉 中 研 究 员 团 队 成 功 利

用合成工程技术研制出新型ＺＩＫＶ弱毒疫苗［５６］。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在ＺＩＫＶ上 的 应 用 主 要 集 中 在 快 速 检

测诊断以及探究其分 子 机 制 两 方 面，ＺＩＫＶ的 暴 发 需 要 低 成 本

的快速诊断手 段。Ｐａｒｄｅｅ等［１１］将 等 温ＲＮＡ扩 增 与 终 止 转 换

ＲＮＡ传感器 连 接 来 检 测 临 床 标 本 中 的 ＺＩＫＶ 序 列，然 后 与

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９结合使用时，可以区分具有单碱基分辨率的病毒

株。实验结果显示，可 以 成 功 从 病 毒 血 症 猕 猴 血 浆 中 检 测 出

ＺＩＫＶ。Ｍｅａｇｈｅｒ等［５７］使 用 纸 质 传 感 器 与ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９结 合

检测ＺＩＫＶ　ＲＮＡ。

ＺＩＫＶ在世界上大范围 传 播，但 是 一 些 相 关 的 分 子 机 制 却

还没有清晰。ＣＲＩＳＰＲ系统在探究ＺＩＫＶ分子机制方面有很大

帮助。Ｓａｖｉｄｉｓ等［５８］使 用 ＲＮＡｉ和ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９方 法 进 行 直

系同源功能基因组 筛 选，来 鉴 定ＺＩＫＶ的 宿 主 细 胞 依 赖 性，结

果显示筛选恢复了ＺＩＫＶ进入因子ＡＸＬ以及涉及内吞作用的

多种 宿 主 因 子。Ｗｅｌｌｓ等［５９］利 用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９将 ＡＸＬ基 因

敲除，随后发现ＺＩＫＶ可 以 感 染 并 杀 死 ＡＸＬ敲 除 的 人 类 神 经

祖细胞。Ｅｓｔｏｐｐｅｙ等［６０］用 一 种 名 为ｃａｖｉｎａｆｕｎｇｉｎ的 抗 黄 病 毒

的天然产物对抗ＺＩＫＶ，经过ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９谱 分 析 将ＥＲ信 号

肽酶鉴定为ｃａｖｉｎａｆｕｎｇｉｎ的 靶 标。Ｖｉｐｅｒｉｎ是 一 种 相 关 干 扰 素

刺激基因（ＩＳＧ），具有针对 多 种 病 毒 的 抗 病 毒 活 性。Ｖａｎ等［６１］

研究显示ｖｉｐｅｒｉｎ在 培 养 细 胞 中 的 表 达 损 害 了ＺＩＫＶ复 制，而

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统处理ｖｉｐｅｒｉｎ后，ＺＩＫＶ复制水平没有之前抑

制的严重。结果表明，ＺＩＫＶ可以减弱ＩＳＧ表达，从而避免细胞

的抗病毒反应，使病毒无法复制。ＥＲα－葡萄糖苷酶抑制剂对登

革热病毒、埃 博 拉 病 毒、马 尔 堡 病 毒 等 病 毒 具 有 抗 病 毒 功 效。

Ｍａ等［６２］使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９建立了敲除ＥＲα－葡萄糖苷酶Ｉ或

ＩＩ的 Ｈｕｈ７．５衍生细胞系，结果显示，ＥＲα－葡萄糖苷酶抑制剂完

全抑制ＥＲ－α－葡萄糖 苷 酶Ｉ或ＩＩ，并 部 分 抑 制 病 毒 复 制。总 体

而言，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统 在ＺＩＫＶ上 的 报 道 不 多，但 从 至 今 的

研究中，已看到ＣＲＩＳＰＲ系统在该病毒相关机制研究中的优势

及潜力。

６　人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）

人类免疫缺 陷 病 毒（ＨＩＶ）是 造 成 艾 滋 病 的 一 种 ＲＮＡ病

毒。目前，全世界有超过３５００万人感染艾滋病毒，感染最 严 重

·３９４·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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的地区是 撒 哈 拉 以 南 非 洲［６３］。ＨＩＶ直 接 侵 犯 人 体 的 免 疫 系

统，破坏人体的细 胞 免 疫 和 体 液 免 疫。它 主 要 通 过 性 接 触 传

播、血液传播、母 婴 传 播 三 种 方 式 扩 散。ＨＩＶ－１型 是 该 病 毒 最

常见的类型［６４］。目 前 的 抗 逆 转 录 病 毒 治 疗，能 够 抑 制 病 毒 在

支持 ＨＩＶ－１感染的细胞中 的 复 制，并 有 效 降 低 血 浆 病 毒 血 症。

ＨＩＶ－１可以永久地整合到宿主基因组中，因此即使在有效的抗

逆转录病毒治疗后也不 能 避 免 持 久 的 病 毒 库 和 病 毒 再 激 活 的

风险，艾滋病还是不能治愈。

Ｅｂｉｎａ等［１０，６５］使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 靶 向 整 合 在 细 胞 基

因组中潜伏感 染 的 ＨＩＶ－１ＬＴＲ。以 这 种 方 式，可 以 使 小 胶 质

细胞、前突细胞和Ｔ细胞中潜伏感染的病毒基因不能表达和复

制，并且可以鉴定完全切除整合的原病毒的ＨＩＶ－１前病毒基因

组中的特定靶标，以及针对 ＨＩＶ－１的特 异 性ｇＲＮＡ和Ｃａｓ９的

存在阻止了 ＨＩＶ－１感 染［６５］。因 此，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 在 ＨＩＶ
中具 有 治 疗 潜 能。Ｌｉａｏ等［６６］将ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 用 于 人 体

细胞内防御外来ＤＮＡ和 病 毒，并 使 用 ＨＩＶ－１感 染 作 为 模 型。

结果 表 明ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 能 够 破 坏 潜 在 整 合 的 病 毒 基 因

组，并且能长期适应性 防 御 人 类 细 胞 中 新 病 毒 感 染、表 达 和 复

制。Ｚｈｕ等［６７］测试 了 可 被ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶 向 的 ＨＩＶ－１ＤＮＡ
中的１０个 位 点，将 工 程 化 的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系 统 引 入 到 被

ＨＩＶ－１潜伏感染的ＪＬａｔ１０．６细 胞 中。结 果 显 示ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
复合物在潜伏感染 的Ｊｕｒｋａｔ细 胞 中 有 效 地 突 变 和 灭 活 ＨＩＶ－１
前病毒ＤＮＡ。Ｗａｎｇ等［６８］研究结果显示 ＨＩＶ－１感染的细胞可

以通过双ｇＲＮＡ　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９处理实现功能性治愈。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统还应用在 ＨＩＶ感染过程中相关蛋白质

的基 因 编 辑。Ｌｉ等［６９］通 过 腺 病 毒 递 送 的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对

ＣＣＲ５基因 编 辑，可 以 抑 制 原 代ＣＤ４＋ Ｔ细 胞 的 ＨＩＶ－１感 染。

ＣＸＣＲ４是 ＨＩＶ－１感染的 共 同 受 体，并 且 被 认 为 是 ＡＩＤＳ的 重

要治疗靶标。Ｈｏｕ等［７０］利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９对ＣＸＣＲ４进 行 基

因编辑，使人原代ＣＤ４＋ Ｔ细胞具有 ＨＩＶ－１抗 性。Ｋａｎｇ等［７１］

使用单一ｇＲＮＡ和 双ｇＲＮＡ的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在 ＧＦＰ标 记 的

人诱导多能干细胞（ｉＰＳＣ）中成功靶向ＣＣＲ５。结果显示免疫细

胞对ＣＣＲ５－向性 ＨＩＶ－１病 毒 的 选 择 性 具 有 抗 性。Ｘｕ等［７２］在

人ＣＤ３４＋ ＨＳＰＣｓ中建立了ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统，并在

长期重建的ＮＯＤ／Ｐｒｋｄｃｓｃｉｄ／ＩＬ－２Ｒγｎｕｌｌ小 鼠 中 实 现 了 有 效 的

ＣＣＲ５消 融，并 且 观 察 到 ＨＩＶ－１抗 性 效 应。Ｙｕ等［７３］通 过

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９同时敲除ＣＤ４＋ Ｔ细胞中的ＣＸＣＲ４和ＣＣＲ５基

因，可 以 对 Ｘ４－和 Ｒ５－向 性 ＨＳＶ－１感 染 产 生 抗 性。ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９系统应用于基因编辑 ＨＩＶ的基因组，给 ＨＩＶ未来治疗提

供了新的可能，并且 也 得 到 了 一 些 成 功 的 结 果。ＣＲＩＳＰＲ系 统

也可以探究 ＨＩＶ相关蛋白对 ＨＩＶ的影响。

７　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术面临的技术瓶颈

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统作为 一 种 新 型 靶 向 ＤＮＡ的 基 因 编 辑

工具，目前除了上述 所 列 举 的 病 毒 外（表１），它 在 埃 博 拉 病 毒

（ＥＢｏＶ）、Ｋａｐｏｓｉ肉 瘤 相 关 疱 疹 病 毒（ＫＳＨＶ）、ＪＣ多 瘤 病 毒

（ＪＣＶ）等病毒中也有所应用。但是，目前ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术大

部分应用仍停留于 细 胞 模 型 和 动 物 模 型 阶 段。从 临 床 前 研 究

进入临床试用的突破，尚 需 克 服 脱 靶 效 应、递 送 工 具 的 优 化 及

递送效率低、伦理学批文等诸多技术瓶颈问题（表１）。

表１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在几种人类重要传染性病毒上的应用

Ｔａｂｌｅ　１　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｉｎ　ｓｅｖｅｒａｌ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　ｖｉｒｕｓｅｓ　ｗｈｉｃｈ　ｃａｕｓｅｓ　ｈｕｍａｎ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　ｄｉｓｅａｓｅｓ
病毒名称 种类特征 靶向位置 研究模型 作用 效果 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统面临的问题

ＨＢＶ
ＤＮＡ病毒，基因

组为部分双螺
旋的环状ＤＮＡ

ＨＢＶ基因组的开
放阅读框（Ｓ区，
Ｃ区，Ｐ区，Ｘ区）

细胞模型
动物模型

特异性地靶向和
切割 ＨＢＶ基因组

中的保守区域

有效抑制了病毒
基因表达和复制

不能彻底消除病毒［１８］；潜在的脱靶效应［１５－２２］；
在病毒基因组靶点位置的选择会影响切割效
率［２０］；在高压尾静脉水动力小鼠模型中，血清
中的 ＨＢｓＡｇ降低，但在ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９处理后
仍然存在。需要具有高载体与靶细胞比率的

有效递送系统，例如腺病毒或腺相关病毒载体，
以携带ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统［１５］。

ＨＣＶ
ＲＮＡ病毒，
基因组为单

股正链ＲＮＡ

对病毒适应性重要
的病毒遗传元件；
相关具有抗病毒

活性的基因

细胞模型
探究 ＨＣＶ相关

的分子机制
揭示调节 ＨＣＶ

的分子机制
脱靶效应［２９］；ＣＲＩＳＰＲ

系统及其与基因递送载体的相容性［２９］。

ＥＢＶ
ＤＮＡ病毒，
基因组是线
性双链ＤＮＡ

ＥＢＶ基因组的开
放阅读框；对病毒

适应性重要的
病毒遗传元件；

细胞模型

使病毒基
因组链断裂；
探究相关元
件分子机制

减弱病毒复制
和清除潜伏病毒
感染；揭示相关

元件的分子机制

脱靶效应［３７］；靶点
位置不同，会影响ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９活性［３７］。

ＨＳＶ
ＤＮＡ病毒，
基因组为双
链线性ＤＮＡ

ＨＳＶ的基因组；
对病毒适应性重要

的病毒遗传元件
细胞模型

特异性靶向和
断裂 ＨＳＶ的基因
组ＤＮＡ；探究相
关元件分子机制

有效消除 ＨＳＶ
复制和抑制表达；

揭示相关元件
的分子机制

脱靶效应［３７］；靶点
位置不同，会影响ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９活性［３７］。

ＺＩＫＶ
ＲＮＡ病毒，
基因组为单

股正链ＲＮＡ

将基因组扩增后
的序列；相关具有抗

病毒活性的基因
细胞模型

快速检测诊断；
探究ＺＩＫＶ复制

的分子机制

方便临床检测样本
中ＺＩＫＶ序列；揭示
ＺＩＫＶ复制的分子机制

在利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９筛选基因组中，使用
细胞存活作为读数显示，灵敏度有限［５７］。

ＨＩＶ
ＲＮＡ病毒，

基因组为两条
相同的正链ＲＮＡ

ＨＩＶ复制周期
中的ＤＮＡ中间体；
ＨＩＶ感染过程中

相关蛋白质的基因

细胞模型

特异性靶向和切
割 ＨＩＶ复制周期

中的ＤＮＡ中间体；
对 ＨＩＶ感染过程中
相关蛋白质的基因

进行基因编辑

破坏潜在整合的病毒
基因组，并且能长期

适应性防御人类细胞
中新病毒感染、表达和
复制；揭示 ＨＩＶ相关
蛋白对 ＨＩＶ的影响

脱靶效应，可能导致非特异性基因修饰
事件发生［１０］；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统靶向

高度可变的病毒 ＨＩＶ，功效在很大程度
上取决于ｇＲＮＡ与靶病毒ＤＮＡ序列

的匹配程度［６５］；产生病毒逃逸［６６，７４，７５］。

·４９４·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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　　有研究显示，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的脱靶活性具有很高的发

生率，即使ｓｇＲＮＡ具 有 多 达５个 核 苷 酸，错 配 的 几 率 也 会 发

生［７６］。为解决这一 问 题，产 生 了 一 些 减 少 脱 靶 效 应 发 生 的 方

法：例 如，" 配 对 切 口" 策 略；在 互 补 靶 向 序 列 的５１末 端 截 短

ｓｇＲＮＡ；将催化失活的Ｃａｓ９与Ｆｏｋ　Ｉ核酸酶融合使之成为另一

种变体Ｃａｓ９（ｆＣａｓ９）［７７－７９］。虽然 这 些 方 法 可 以 减 少 脱 靶 发 生，

但效率仍然很低。关于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９递送问题也是在应用中

面临的挑战，包括现有递送工具效率不 高 以 及 递 送 工 具 缺 乏 生

物安全性等问题。不 过，在 最 近 的 一 些 研 究 中，在 递 送 工 具 方

面有了新的进展。例如，低免疫原性的腺相关病毒（ＡＡＶ）与特

异性整联蛋白和受 体 结 合 后，通 过 内 吞 作 用 进 入 细 胞，整 合 到

宿主基因组中，这被 称 为 ＡＡＶＳ１的 特 定 位 点。这 种 方 法 避 免

了不可预测的插入突 变 和 其 他 有 害 后 果［８０］。利 用 这 种 方 法 与

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统 结 合，可 以 大 大 提 高 基 因 敲 入 的 效 率［８１］。

单次施用可生物 降 解 且 耐 受 性 良 好 的 脂 质 纳 米 粒（ＬＮＰ）递 送

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９组分，可 以 实 现 高 效 的 体 内 基 因 组 编 辑［８２］。将

新发现的较小Ｃａｓ９及其ｇＲＮＡ包装到一个ＡＡＶ递送载体中，

可以进行有效的体内基因组编 辑。另 外，为 提 高 体 内 应 用 的 效

率和准确度，所 用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９还 应 具 有 能 够 克 服 递 送 工 具

的免疫原 性 和 毒 性 的 特 点［８３］。最 后，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９应 用 面 临

的医学伦理学问题，比 如，是 否 应 该 对 人 类 种 系 进 行 修 饰 具 有

争议，这也是对人类安全和道德的挑战。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在纠正

或预防遗传疾病不良影响的临床应用 中，尚 存 在 无 法 预 见 的 风

险。特别是，当事人 知 情 同 意 的 问 题 以 及 使 用 优 生 学 的 风 险。

最近，中国科学家贺建奎声称已" 创造" 了 第 一 批 基 因 编 辑 的 婴

儿，这些婴儿被设计为对ＨＩＶ具有天然免疫力。这一消息立即

引发了对贺建奎基因实验的伦理合法 性 的 广 泛 批 评，谴 责 和 争

论［８４］。为此，需要通过全球 对 话 讨 论 制 订 严 格 的 法 规，以 确 保

合理使用ＣＲＩＳＰＲ介导的基因编辑技术［８５］。

８　展望

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术虽然应用时间不长，但其在针对造成人

类重要病毒性传 染 性 疾 病 方 面 却 展 现 了 强 大 的 应 用 潜 能。其

快捷、便利、简易的特点，在基因编 辑 病 毒 基 因 组 从 而 清 除 感 染

方面具备优 势。与 该 技 术 相 比 较，美 国 生 物 技 术 公 司 Ａｒｒｏｗ－
ｈｅａｄ所研发的抗乙肝ＲＮＡｉ药 物 ＡＲＣ－５２０已 获ＦＤＡ批 准，目

前已进入临床ＩＩｂ期 试 验。我 们 有 理 由 相 信，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技

术也可能在不久的将来应用于临床。虽然ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统

现在仍然还面临一 些 尚 未 解 决 的 问 题，但 是，它 在 基 因 编 辑 领

域所发挥的优势和潜力日益明显，在病 毒 性 疾 病 的 基 础 研 究 和

治疗方面具有巨大应用前景。
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［７６］　Ｆｕ　Ｙ，Ｆｏｄｅｎ　ＪＡ，Ｋｈａｙｔｅｒ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．Ｈｉｇｈ－ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｏｆｆ－ｔａｒｇｅｔ－

ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ　ｎｕｃｌｅａｓｅｓ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１３，３１（９）：８２２－６．

［７７］　Ｍａｌｉ　Ｐ，Ａａｃｈ　Ｊ，Ｓｔｒａｎｇｅｓ　ＰＢ，ｅｔ　ａｌ．ＣＡＳ９ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ａｃｔｉｖａ－

ｔｏｒｓ　ｆｏｒ　ｔａｒｇｅｔ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ａｎｄ　ｐａｉｒｅｄ　ｎｉｃｋａｓｅｓ　ｆｏｒ　ｃｏｏｐ－

ｅｒａｔｉｖｅ　ｇｅｎｏｍｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１３，３１（９）：

８３３－８．
［７８］　Ｆｕ　Ｙ，Ｓａｎｄｅｒ　ＪＤ，Ｒｅｙｏｎ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ　ｎｕ－

ｃｌｅａｓｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｕｓｉｎｇｔｒｕｎｃａｔｅｄ　ｇｕｉｄｅ　ＲＮＡｓ［Ｊ］．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ－

ｏｌ，２０１４，３２（３）：２７９－８４．
［７９］　Ｇｕｉｌｉｎｇｅｒ　ＪＰ，Ｔｈｏｍｐｓｏｎ　ＤＢ，Ｌｉｕ　ＤＲ．Ｆｕｓｉｏｎ　ｏｆ　ｃａｔａｌｙｔｉｃａｌｌｙ　ｉｎ－

ａｃｔｉｖｅ　Ｃａｓ９ｔｏ　ＦｏｋＩ　ｎｕｃｌｅａｓｅ　ｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｇｅｎｏｍｅ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１４，３２（６）：５７７－８２．
［８０］　Ｏｇｇｕ　ＧＳ，Ｓａｓｉｋｕｍａｒ　Ｓ，Ｒｅｄｄｙ　Ｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｅ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ａｐｐｒｏａ－

ｃｈｅｓ　ｆｏｒ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｔｈｅｒａｐｙ：Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｔｏ　ｉｎｃｒｅａｓｅ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｖ，２０１７，１３（６）：７２５

－４０．
［８１］　Ｘｉａｏ　Ｑ，Ｍｉｎ　Ｔ，Ｍａ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ－

ｓｔｒａｎｄ　ｔｅｍｐｌａｔｅ　ｉｎｃｒｅａｓｅｓ　ｔｈｅ　ｋｎｏｃｋ－ｉｎ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｂｙ　ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｗｉｔｈ　ＡＡＶ［Ｊ］．Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１８，２９３
（４）：１０５１－６０．

［８２］　Ｆｉｎｎ　ＪＤ，Ｓｍｉｔｈ　ＡＲ，Ｐａｔｅｌ　ＭＣ，ｅｔ　ａｌ．Ａ　ｓｉｎｇｌｅ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ｌｉｐｉｄ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ａｃｈｉｅｖｅｓ　ｒｏｂｕｓｔ　ａｎｄ　ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ

ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｇｅｎｏｍｅ　ｅｄｉｔｉｎｇ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐ，２０１８（２２）：２２２７－３５．
［８３］　Ｌａｕ　ＣＨ，Ｓｕｈ　Ｙ．Ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｇｅｎｏｍｅ　ｅｄｉｔｉｎｇ　ｉｎ　ａｎｉｍａｌｓ　ｕｓｉｎｇ　ＡＡＶ－

ＣＲＩＳＰＲ　ｓｙｓｔｅｍ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｏ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　ｒｅｓｅａｒｃｈ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ

ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｆ１０００Ｒｅｓ，２０１７（６）：２１５３．
［８４］　Ｌｉ　ＪＲ，Ｗａｌｋｅｒ　Ｓ，Ｎｉｅ　ＪＢ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｔｈａｔ　ｌｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ

ｇｅｎｅ－ｅｄｉｔｅｄ　ｂａｂｉｅｓ：ｔｈｅ　ｅｔｈｉｃａｌ　ｆａｉｌｉｎｇｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｕｒｇｅｎｔ　ｎｅｅｄ　ｆｏｒ

ｂｅｔｔｅｒ　ｇｏｖｅｒｎａｎｃｅ［Ｊ］．Ｊ　Ｚｈｅｊｉａｎｇ　Ｕｎｉｖ　Ｓｃｉ　Ｂ，２０１９，２０（１）：３２－

３８．
［８５］　Ｓｈｉｎｗａｒｉ　ＺＫ，Ｔａｎｖｅｅｒ　Ｆ，Ｋｈａｌｉｌ　ＡＴ．Ｅｔｈｉｃａｌ　Ｉｓｓｕｅｓ　Ｒｅｇａｒｄｉｎｇ

ＣＲＩＳＰＲ　Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｅｄｉｔｉｎｇ［Ｊ］．Ｃｕｒｒ　Ｉｓｓｕｅｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ，

２０１８（２６）：１０３－１０．
【收稿日期】　２０１９－０１－２５　【修回日期】　２０１９－０４－１３


