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【摘要】　规律成簇间隔短回文重复（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ
ｒｅｐｅａｔ，ＣＲＩＳＰＲ）及相关核酸内切酶９（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃａｓ９）技术是一种
由ＲＮＡ指导核酸内切酶的基因编辑技术。该技术以其操作简便、基因敲除效率
高、靶向精准、周期短等特点迅速被用于多个物种的基因组编辑及疾病基因治疗

中。本文旨在对ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在构建眼科疾病模型和治疗眼科疾病中的应用
进展进行综述。

【关键词】　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９；基因组编辑；基因治疗；眼科疾病
【中图分类号】　Ｑ７８９

１９８７年，Ｉｓｈｉｎｏ等［１］在研究大肠杆菌的碱性磷酸酶基因时发现其

下游有１４个２９ｂｐ的重复序列被３２～３３ｂｐ的非重复间隔序列隔开。
随后，在许多细菌和古生菌的基因组中发现这一序列。２００２年，Ｊａｎｓｅｎ
等［２］将这一序列命名为规律成簇间隔短回文重复（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔ，ＣＲＩＳＰＲ）基因座，同时，他们还在
ＣＲＩＳＰＲ基因座的一侧发现了 ＣＲＩＳＰＲ相关基因（Ｃａｓ）。自 ＣＲＩＳＰＲ基
因座被发现以来，关于其功能的假说不断被提出，直到２００５年，３个研
究团队发现ＣＲＩＳＰＲ基因座的间隔序列与噬菌体的基因序列高度同源，
故猜测ＣＲＩＳＰＲ基因座可能与宿主抵抗外源遗传物质入侵的免疫保护
机制相关［３５］。２００７年，Ｂａｒｒａｎｇｏｕ等［６］在嗜热链球菌（ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）中证实了间隔序列是由入侵的噬菌体 ＤＮＡ衍生而来，他
们还指出，Ｃａｓ基因是ＣＲＩＳＰＲ基因座发挥作用所必需的，因此，将这一
系统称作ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统。
２０１５年，Ｍａｋａｒｏｖａ等［７］将 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统分为２大类５种类型。

１类（Ｃｌａｓｓ１）系统包含Ⅰ型（ＴｙｐｅⅠ）、Ⅲ型（ＴｙｐｅⅢ）和Ⅳ型（Ｔｙｐｅ
Ⅳ）；２类（Ｃｌａｓｓ２）系统包含Ⅱ型（ＴｙｐｅⅡ）和Ⅴ型（ＴｙｐｅⅤ）。由于Ⅱ
型ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统中行使核酸切割功能的蛋白只有 Ｃａｓ９，因此，经改
造之后，ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术被广泛用于不同物种的基因组编辑和疾病治
疗［８］。本文主要综述ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在构建眼科疾病模型和治疗眼
科疾病中的应用。
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１　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在构建眼科疾病模型
中的应用

　　自ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统被改造为一种由 ＲＮＡ引
导核酸内切酶的基因编辑技术之后，ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技
术被成功用于癌症［９］、白化病［１０］和衰老［１１］等多种疾

病模型的构建，下面主要介绍 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在
构建眼科疾病模型中的应用。

１．１　成视网膜细胞瘤　成视网膜细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓ
ｔｏｍａ，ＲＢ）是由Ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ１（Ｒｂ１）双等位基因失
活导致的一种遗传性儿童眼部肿瘤［１２］。由于缺少

临床前研究模型，尽管近年来ＲＢ的药物治愈率有所
增加，但目前尚无可用的分子靶向治疗。Ｎａｅｒｔ等［１３］

试图利用 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术构建非洲爪蟾的 ＲＢ模
型。结果显示，与小鼠的研究相似，Ｒｂ１或 Ｒｅｔｉｎｏ
ｂｌａｓｔｏｍａｌｉｋｅ１（Ｒｂｌ１）基因突变的非洲爪蟾发育正常
并且不能形成肿瘤；而Ｒｂ１和Ｒｂｌ１基因同时发生突
变，则导致蝌蚪和幼蛙出现ＲＢ和脑瘤。该研究首次
建立了非哺乳类的ＲＢ模型，为研究该疾病的分子治
疗提供可用模型。

１．２　白内障　以晶状体混浊为特征的先天性白内
障是儿童失明的主要原因，１００００个新生儿中有
０．６～６．０个出现先天性失明［１４］。

晶状体特异间隙连接蛋白 ＧＪＡ１、ＧＪＡ３和 ＧＪＡ８
在从高代谢活性细胞向低代谢活性细胞传递信息的

过程中起至关重要的作用。因此，编码这３个蛋白
的基因是脊椎动物晶状体发育和功能的重要基

因［１５］。Ｙｕａｎ等［１６］利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术成功敲除
家兔的ＧＪＡ８基因，导致家兔出现小眼、小晶状体和
白内障的症状。这一新型的家兔白内障模型成为预

防和治疗白内障重要的药物筛选工具。

晶状体家族基因 αＡｃｒｙｓｔａｌｌｉｎ（ＣＲＹＡＡ）和 αＢ
ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎ（ＣＲＹＡＢ）的突变能够引起先天性白内
障［１７１８］。其中，ＣＲＹＡＡ基因在晶状体内高表达，并
参与维持其结构和透明度。Ｙｕａｎ等［１９］将 Ｃａｓ９ｍＲ
ＮＡ和ｓｇＲＮＡ共注射到家兔受精卵中，成功敲除了
ＣＲＹＡＡ基因，构建了具有先天性白内障、小眼、视力
模糊、晶状体萎缩和晶状体纤维不分化等表型的家

兔白内障模型。这一研究为进一步探讨 ＣＲＹＡＡ基
因突变与人类先天性白内障之间的关系提供了新的

动物模型。

２　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在治疗眼科疾病中的
应用

　　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术最具前景的应用是对遗传疾
病的基因治疗，目前，该技术已成功用于杜氏肌营养

不良症［２０］、血友病［２１］、酪氨酸血症［２２］和亨廷顿舞蹈

症［２３］等多种遗传疾病的基因治疗，下面主要介绍

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在眼科疾病中的应用。
２．１　色素性视网膜炎　色素性视网膜炎（ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ

ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ，ＲＰ）是一类遗传性视网膜退行性疾病，包
括常染色体隐性遗传、常染色体显性遗传和伴 Ｘ染
色体连锁遗传３种，该病的主要特征是进行性光感
受器细胞丧失导致视网膜变性萎缩［２４］。目前，临床

中尚无有效治疗 ＲＰ的方法。近年来，ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９
技术的发展给治疗ＲＰ带来了新希望。

“ｒｏｄｌｅｓｓ”（ｒｄ１）小鼠是临床前研究ＲＰ常用的常
染色体隐性遗传模型，这种小鼠的Ｐｄｅ６ｂ基因上有２
个突变位点：一个是无义突变位点（Ｙ３７４Ｘ），另一个
是白血病病毒的内含子插入突变（Ｘｍｖ２８）。目前，
尚无确切证据表明哪一个突变位点是导致 ＲＰ的关
键原因。Ｗｕ等［２５］选择ｒｄ１小鼠作为研究对象，试图
利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术修复Ｐｄｅ６ｂ基因的Ｙ３７４Ｘ突
变，达到治疗 ＲＰ的目的。在该研究中，Ｆ０代的
Ｙ３７４Ｘ修复小鼠视网膜结构恢复正常，并且视网膜
电流图显示出生后３０ｄ（Ｐ３０）的Ｙ３７４Ｘ修复小鼠在
视杆、视锥和视杆视锥反应中的表现与野生型小鼠

相似。这一研究证明，ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９基因治疗技术可
有效修复 ｒｄ１小鼠的临床症状。此外，该研究还间
接证明Ｙ３７４Ｘ突变位点是导致ＲＰ的关键原因。

视紫红质（Ｒｈｏ）基因编码的视杆受体蛋白与视
网膜结合能够感受到光，并且启动视杆光感受器的

光传导级联反应［２６］。大鼠 Ｒｈｏ基因 Ｓ３３４ｔｅｒ突变
（ＲｈｏＳ３３４）是一种常染色体显性遗传的 ＲＰ模型。
ＲｈｏＳ３３４突变使大鼠出现与人的Ⅰ型 ＲＨＯ相似的
持续光感受器损失和视力下降。Ｂａｋｏｎｄｉ等［２７］将特

异性 ｓｇＲＮＡ和 Ｃａｓ９注射到出生后 ０ｄ（Ｐ０）的
ＲｈｏＳ３３４突变大鼠单侧视网膜下，并利用电穿孔法
使其进入细胞内，从而选择性地消除携带显性

ＲｈｏＳ３３４突变的等位基因导致的影响。小鼠 Ｒｈｏ基
因的 Ｐ２３Ｈ突变也是一种常染色体显性遗传的 ＲＰ
模型。Ｇｉａｎｎｅｌｌｉ等［２８］利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术选择性
地消除小鼠 Ｒｈｏ基因的 Ｐ２３Ｈ突变，从而改善了视
网膜的功能。由此可见，在活体内利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９
技术选择性地消除Ｒｈｏ基因突变可以阻止遗传性视
网膜变性。

ＲＰＧＲ基因突变能够导致 Ｘ染色体连锁遗传的
ＲＰ。Ｂａｓｓｕｋ等［２９］将从Ｘ染色体连锁遗传的ＲＰ患者
皮肤活检组织中获得的携带ＲＰＧＲ基因ｃ．３０７０Ｇ＞Ｔ
突变的成纤维细胞诱导为多能干细胞（ｉＰＳＣｓ），利用
ＣＲＩＳＰＲｃａｓ９技术将 ｓｇＲＮＡｓ、Ｃａｓ９和一段同源模板
转入ｉＰＳＣｓ，最终发现，１３％的 ＲＰＧＲ基因得到修正，
并转化为野生型等位基因。这一研究将患者来源的

ｉＰＳＣｓ经基因编辑用于视网膜移植，为治疗遗传性
ＲＰ提供了前期基础。
２．２　Ｌｅｂｅｒ先天性黑 １０　Ｌｅｂｅｒ先天性黑 １０
（Ｌｅｂｅｒｃｏｎｇｅｎｉｔａｌａｍａｕｒｏｓｉｓ１０，ＬＣＡ１０）是由 Ｃｅｐ２９０
基因内含子突变导致的一种严重的视网膜营养障碍

性疾病，该基因突变导致产生一种可变剪接位点，使

得一半细胞内的该基因编码时出现提前终止密码

·２０８· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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子［３０］。Ｒｕａｎ等［３１］利用双ＡＡＶ系统介导的ＣＲＩＳＰＲ
Ｃａｓ９技术将小鼠视网膜 Ｃｅｐ２９０基因内含子的突变
位点删除。该研究为治疗 ＬＣＡ１０提供了潜在的
方法。

２．３　原发性开角型青光眼　原发性开角型青光眼
（ｐｒｉｍａｒｙｏｐｅｎａｎｇｌｅｇｌａｕｃｏｍａ，ＰＯＡＧ）是全球不可逆
视力丧失的主要原因之一，高眼压是其主要危险因

素。ＭＹＯＣ基因突变使蛋白质错误折叠，造成调节
眼压的小梁网的内质网压力增加，导致常染色体显

性遗传的ＰＯＡＧ［３２］。Ｊａｉｎ等［３３］利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技
术在 ＭＹＯＣ基因突变的小鼠 ＰＯＡＧ模型中降低
ＭＹＯＣ突变基因的表达，从而减缓了小梁网的内质
网压力，降低眼压，阻止了进一步的青光眼损伤。此

外，该研究应用体外人体器官培养系统证明了该方

法治疗人类青光眼的可行性。

２．４　白内障　小鼠Ｃｒｙｇｃ基因３号外显子１碱基的
突变可导致显性遗传的白内障［３４］。Ｗｕ等［３５］利用

该小鼠作为模型，将特异的ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９ｍＲＮＡ和外
源的供体ＤＮＡ共注射到受精卵中，修复了 Ｃｒｙｇｃ基
因的突变，治愈了小鼠的白内障，并且可以稳定遗传

给后代。该研究为利用 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术治疗遗传
性疾病提供了可靠证据。

３　结语与展望

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在构建疾病模型中的应用广
泛，但在治疗疾病方面仍主要停留在动物水平。尽

管ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术有很多优势，但仍存在一定的
缺陷，例如脱靶效率难以避免［３６］。另外，由于伦理

学问题，近期该技术较难直接应用于人类疾病的治

疗中。因此，寻找更加安全高效的基因编辑手段将

有助于推动基因治疗研究的发展。
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