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CRISPR基因编辑技术及其在眼科疾病中的应用进展
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[摘　要]	 CRISPR(clustered regularly interspaced short palindromic repeats)基因编辑技术通过精准改变细胞

DNA序列，控制细胞命运及表型，是有望从根本上改变疾病治疗的新技术。由于眼球独特的生理

构造，基因编辑疗法在治疗眼科疾病方面的应用具有明显的优势。目前，CRISPR基因编辑疗法治

疗10型Leber先天性黑矇(Leber congenital amaurosis 10，LCA10)的临床试验已经展开，治疗其他多

种眼科疾病的临床试验也即将开始。随着新一代CRISPR基因编辑技术的发展，基因编辑疗法有望

为眼科疾病的治疗提供新的手段。
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Abstract Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) genome editing is a newly developed 

technology to precisely modify cellular DNA sequence, which could control cell fate and phenotype and 

fundamentally reform disease treatment. The structure of the eye offers unique advantages as a genome editing 

target. Recently, a CRISPR genome editing therapy has begun to be tested in Leber congenital amaurosis 10 

(LCA10) patients, and the clinical trials for more ocular diseases are about to start. The development of CRISPR/

Cas genome editing tools will drive major advances in the application of gene therapies in the treatment of 

ophthalmic disease.
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基 因 编 辑 是 通 过 导 入 、 修 改 、 沉 默 特 定 基

因，以研究基因功能，构建疾病模型，以及治疗

特定疾病的一种新兴技术 [ 1 ]。 C R I S P R (c l u s t e r e d 
regularly interspaced short palindromic repeats)技术

的发明，大大提高了基因编辑的灵活性，并加快

了基因编辑技术从实验室走向临床治疗的步伐[2]。

眼球独特的生理结构，使眼科疾病在基因编辑疗

法的应用上具有先天的优势。眼球体积较小，需

要的治疗载体较少。眼部区域具有免疫赦免，这

既可避免外源性物质引起的炎症和免疫反应，也

有利于基因编辑载体维持其活性。同时，慢病毒

和A AV等载体介导的眼科疾病基因疗法，不会引

起全身性反应[3]。另外，多种严重眼科疾病与基因

突变密切相关。这些特点使眼科疾病的治疗对基

因编辑疗法有着强烈的需求，为其在眼科疾病治

疗中的率先应用创造了条件。本文将从CR I SP R /
Cas9(Cas9，CRISPR associated protein 9，曾使用

C a s 5 、 C s n 1 、 C s x 1 2 等 名 称 ) 基 因 编 辑 技 术 的 发

展 、 基 因 编 辑 疗 法 在 眼 科 疾 病 治 疗 中 应 用 的 现

状 、 以 及 C R I S P R 基 因 编 辑 技 术 的 最 新 发 展 等 几

个 方 面 ， 介 绍 C R I S P R 基 因 编 辑 技 术 及 其 在 眼 科

疾病治疗中应用的前沿进展。基因疗法的载体及

递送策略，相关综述文献已有阐述 [ 4 ]，在此将不

再赘述。

1  第 1 代 CRISPR-Cas9 基因编辑技术

C R I S P R 系 统 是 一 种 原 核 生 物 获 得 性 免 疫 系

统 [5-6]。它由一系列CRISPR相关蛋白、可编程RNA
分子和Cas9核酸内切酶所组成。当外源病原体侵

入细菌后，该系统将外源DNA片段整合到细菌基

因 组 中 ， 并 以 该 片 段 为 模 板 转 录 加 工 出 C R I S P R 
R N A ( c r R N A ) [ 7 ] 。 病 原 体 再 次 感 染 细 胞 时 ， 该

crRNA介导Cas9蛋白靶向切割病原体DNA，从而达

到消除病原体，保护细胞的作用。

2 0 1 2 年 ， J e n n i f e r  D o u d n a 和 E m m a n u e l l e 
C h a r p e n i e r 将 C R I S P R / C a s 9 系 统 改 造 ， 实 现 了

由 引 导 R N A ( g u i d e  R N A ) 介 导 的 D N A 靶 向 切

割 [ 2 ] 。 该 系 统 由 C a s 9 核 酸 内 切 酶 和 单 链 引 导

R N A (s i n g l e - s t r a n d e d  g u i d e  R N A ， s g R N A ) 所组

成 ( 图 1 ) 。 S g R N A 引 导 C a s 9 特 异 结 合 与 s g R N A
上 一 段 R N A 序 列 互 补 的 D N A 序 列 ， 随 后 在 附 近

将 D N A 双 链 切 割 。 被 切 割 后 的 D N A 形 成 双 链 断

裂(d o u b l e  s t ra n d  b rea k，D SB s)，D SB s会激活内

源 性 D N A 损 伤 修 复 机 制 [ 8 ] 。 例 如 非 同 源 性 末 端

接合 (n o n h o m o l o g o u s  e n d - j o i n i n g ， N H E J ) 在将

D S B s 重 新 连 接 的 过 程 中 ， 会 产 生 插 入 或 删 除 突

变(indel)，而 indel突变往往造成编码位移(frame-
s h i f t)以及基因敲除 [ 9 - 1 0 ]。如用多个s g R N A介导多

处DSBs的形成，则会促进DSBs之间大片段的染色

质重排(genomic rearrangement)，如染色体内易位

(intrachromosomal translocat ion)和染色体内倒位

(intrachromosomal inversions)[11-13]。这些机制均可

实现高效的基因敲除。

除 N H E J 机制外， C R I S P R / C a s 9 切割导致的

DSBs还可诱导另一种DNA损伤修复机制——同源

重组修复( homolog y- d irected  repair，H DR) [14]。

在单链DNA分子或双链质粒DNA模板存在的情况

下，HDR可精确引入模板序列，从而导致基因突

变、基因修正、基因插入[15]。

图1 第1代CRISPR/Cas9基因编辑技术

Figure 1 The first generation of CRISPR/Cas9 gene editing technology
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2  CRISPR-Cas9 基因编辑疗法治疗眼科疾
病的最新进展

2.1  Leber先天性黑矇 (已在患者中开展 I期临床试验 )

一部分10型Leber先天性黑矇(Leber congenital 
amaurosis 10，LCA10)是由CEP290基因的功能缺失

性突变所导致 [16]，绝大多数患者出生后视力低下

或完全失明。在高加索人种中，最常见的LCA10是

由CEP290基因上的IVS26突变所导致[17-18]。该突变

位于26号内含子，突变创造了一个新的剪接位点，

导致mRNA被错误剪接及蛋白翻译的提前终止[19]。

同时，由于CEP290基因较大(7.5 kb)，受载体容量

限制，传统依赖于AAV载体引入全长基因的方法无

法对其实现修复。CRISPR基因编辑治疗旗舰公司

Editas开发了一款使用CRISPR-Cas9的基因编辑产

品EDIT-101(AGN-151587)[20]，该产品在IVS26突变

两侧切割DNA，造成IVS26突变的删除，从而诱导

正常的mRNA剪接，并恢复CEP290功能。目前美

国食药监局FDA已经批准该疗法的临床试验，2020
年 ， 一 位 先 天 失 明 患 者 成 为 该 疗 法 的 第 1 位 临 床

试验患者，另外1 7位成人及儿童患者随后将接受

EDIT-101单眼的视网膜下注射[21]。

2.2  2A型Usher 综合征 (已完成动物上的临床前研究，

即将开展 I 期临床试验 )

2 A型Us h er综合征(Us h er  s y n d ro m e  2 A )，由

USH2A基因上的突变所导致 [22]，其特征为听力损

伤和由视网膜色素变性(retinitis  pigmentosa，RP)
引起的进行性视力丧失。US H2A基因编码一个位

于感光细胞连接鞭毛(connecting ci l ium)处的跨膜

基质蛋白，该蛋白被认为对于稳定感光细胞连接

处外侧结构具有重要作用 [23]。该基因13号外显子

上c.2299delG突变导致编码位移及蛋白产物缺损，

引起鞭毛缺陷。Editas公司的基因编辑产品EDIT-
102利用Cas9在13号外显子两侧进行切割，引起13
号外显子的敲除 [24]。缺失13号外显子的USH2A基

因可产生功能正常的蛋白。该策略已在小鼠中被

证明有效，目前正在准备开展临床试验。

2.3  单纯疱疹病毒性角膜炎 ( 已完成动物上的临床前

研究，即将开展 I 期临床试验 )

单 纯 疱 疹 病 毒 性 角 膜 炎 ( h e r p e s  s i m p l e x 
k e r at i t i s，H S K )是单纯疱疹病毒( h e r p e s  s i m p l e x 

v irus，HSV)引起的一种严重感染性角膜疾病 [25]。

其中，复发性H S V感染是感染性角膜失明的主要

原因。复发性H S K由潜伏于三叉神经节处的H S V
复 发 ， 并 随 后 引 起 基 质 的 炎 症 反 应 所 导 致 [ 2 6 ]。

CRISPR/Cas9系统可以特异性在病毒基因组导入突

变，是一种新型的抗病毒策略。为寻找抗病毒的

最佳靶点，Editas的研究人员 [27]对HSV基因组进行

了筛选，他们发现UL48和R L2是两个最为有效的

靶点。对这两个靶点的突变高效抑制HSV的复制。

动物实验 [27]表明：靶向突变UL48和RL2可以减少

91%的角膜损伤，以及泪膜中75%的病毒载量。这

种基于CRISPR/Cas9的抗病毒策略有望成为对抗复

发性HSV感染的新一代治疗方法。

2.4  视网膜色素变性 ( 正在动物上进行临床前研究 )

视 网 膜 色 素 变 性 是 一 类 以 进 行 性 感 光 细 胞

和色素上皮细胞功能障碍为特征的遗传性疾病，

是 世 界 范 围 内 常 见 的 致 盲 性 眼 病 [ 2 8 ]。 R P 在 人 群

中发病率约为 1 / 3  0 0 0 ~ 1 / 7  0 0 0 ，R P 可通过常染

色体显形、隐形或X染色体关联方式遗传。R P的

发 病 机 制 尚 不 完 全 明 确 ， 目 前 已 有 几 十 个 基 因

的 突 变 被 认 为 与 R P 高 度 相 关 ， 目 前 的 研 究 热 点

包括R HO、P R P F 3 1、R P 1、P R P H 2、 I M P DH 1、

N R 2 E 3、S N R P N 2 0 0、C R X等基因 [ 2 9 ]。针对这些

基 因 突 变 ， 科 学 家 已 经 开 始 设 计 相 关 的 基 因 编

辑 治 疗 策 略 。 例 如 ， R H O 基 因 编 码 1 个 感 光 细

胞蛋白 R h o d o p s i n ，在视觉信号转导中有重要作

用 [ 3 0 ]。 R H O 一个基因拷贝上的 P 2 3 H 突变，导致

R h o d o p s i n 蛋白的错误折叠和蛋白降解途径的过

载，引起了野生型RHO拷贝蛋白产物的降解 [31]。

G i an n e l l i等 [ 3 2 ]的研究表明：在小鼠模型中，通过

C R I S P R / C a s 9 系统靶向 P 2 3 H 突变的 R H O 基因拷

贝，可以特异性敲除该基因拷贝，减缓Rhodopsin
的降解并促进视力的恢复。

3  新一代 CRISPR 基因编辑技

第1代CR IS PR-Cas9基因编辑技术，如依赖于

HDR或NHE J的基因编辑，均以Cas9等CR ISPR相

关 核 酸 酶 对 D N A 的 靶 向 切 割 ， 以 及 随 后 产 生 的

D S B s 为 前 提 。 虽 然 这 一 途 径 极 大 加 速 了 基 因 编

辑的过程，但随着D S B s 的修复，N H E J通路介导

的 indel突变难以避免 [33-34]。这一根本性缺陷，有
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可能影响基因编辑疗法的安全性及治疗效果。另

外，H D R介导的精确基因编辑，只发生在G 2和S
期 [ 3 5 - 3 6 ]，理论上只可应用于增殖活跃的细胞，很

难被应用于眼科疾病中。为解决上述限制，科学

界 正 积 极 开 发 新 一 代 C R I S P R 基 因 编 辑 系 统 ， 包

括单碱基编辑( base editors)，反转率相关CRISPR
编 辑 ( p r i m e  e d i t o r s) 和 转 座 子 相 关 C R I S P R 编 辑

(trans po so n-a ssoc iated  CR ISPR)等。这些新的系

统，均有望被开发为新一代基因编辑疗法，应用

于眼科疾病。

3.1  单碱基编辑

单 碱 基 编 辑 是 一 种 不 经 D S B s 介 导 而 引 入

点 突 变 的 技 术 ， 以 保 留 C a s 9 蛋 白 单 链 切 割 能 力

的 n C a s 9 为基础，融合腺核苷去氨酶 ( A d e n o s i n e 
d e a m i n a s e)，介导靶向的去氨基反应 [ 3 7 - 3 8 ]。目前

已 有 多 种 单 碱 基 编 辑 系 统 面 世 ， 包 括 C B E s ( 介

导 C 到 T 编辑 ) [ 3 7 - 3 8 ]、 A B E s ( 介导 A 到 G 编辑 ) [ 3 9 ]、

GBEs(glycosylase base editors，介导C到G编辑)[40]

等。单碱基编辑器(以CBEs为例)首先对靶向DNA
单链进行切割，随后系统中的去氨酶融合到切割

部位，催化去氨基反应。去氨基反应将 C 转变为

U ，导致 U - G 错配。 U - G 错配随后会被内源 D N A
修复机制修改为T-A，完成C -T编辑。其他单碱基

编辑系统，根据融合酶的不同，作用机制有所不

同。但总体来说，单碱基编辑既不依赖于细胞周

期 [41]，也不引入DSBs，有望被广泛应用于眼科多

种疾病的治疗。

3.2  反转录相关 CRISPR 编辑

与单碱基编辑相似，反转录相关CRISPR编辑

系统仍然采用n Ca s 9 [ 4 2 ]。不同的是，反转录相关

CR ISPR编辑利用反转录酶结构域与nCas9融合。

同时，反转录相关CRISPR编辑采用pegRNA(prime 
editing guide RNA)代替sgRNA，其上除了含有靶向

DNA的引导R NA序列外，还含有反转录编辑的模

板。基因编辑时，nCas9首先对靶向区域单链进行

切割，随后切割开的3’端DNA与位于pegRNA上的

互补序列结合，并在反转录酶结构域的作用下，

以 p e g R N A 为模板合成互补 D N A 序列。随后，这

一新合成的DNA序列被细胞内源DNA修复机制整

合入双链DNA中，完成基因编辑。相比单碱基编

辑，反转录相关CRISPR编辑可以引入任意的DNA

突变，具有更大的灵活性。但同时，这一系统有

一定的概率引入 indel突变副产物。尽管如此，反

转录相关CRISPR编辑由于具有较自由的插入和删

除特定基因片段的能力，仍被认为具有巨大的临

床应用前景。

3.3  转座子相关 CRISPR 系统

除上述系统外，还有2个研究小组 [43-44]独立开

发了转座子相关的CR ISPR系统。以Strecker等 [43]

开发的C A ST系统为例，该系统由3个部分组成：

C R I S P R / C a s 1 2 k 靶向系统， Tn s B -Tn s C -Tn i Q 转

座 子 系 统 ， 包 含 两 侧 转 座 子 序 列 的 D N A 模 板 。

该 系 统 进 行 基 因 编 辑 时 ， C a s 1 2 k 靶 向 特 异 D N A
序列， Tn s B 和 Tn s C 将模板序列切割加工， Tn i Q
将加工后的模板插入靶细胞基因组DNA中，完成

基 因 编 辑 。 这 类 转 座 子 相 关 的 C R I S P R 基 因 编 辑

系统完全独立于靶细胞内源DNA损伤修复机制，

理论上可大大提高基因编辑的效率、提高可插入

片段的长度，适合大片段的基因插入和敲除等操

作。但与此同时，转座子末端序列会整合入受体

细胞基因组，这使得基因编辑不可避免地引入了

额外的序列。同时该类系统目前还未应用于真核

细胞。尽管如此，类似的工具被改造并适用于真

核细胞后，也可成为眼科疾病基因编辑疗法的有

力工具。

4  结语

基于CRISPR的基因编辑疗法，是一种从根本

上 改 变 疾 病 治 疗 方 案 的 技 术 。 目 前 该 疗 法 仍 存

在 递 送 效 率 低 、 存 在 脱 靶 效 应 等 缺 陷 。 但 总 体

来 看 ， 通 过 C R I S P R 基 因 编 辑 实 现 眼 科 疾 病 的 治

疗，具有很大的潜力，为多种眼科疾病、特别是

罕见病的治疗带来了曙光。以单碱基编辑为代表

的 新 一 代 C R I S P R 基 因 编 辑 工 具 ， 未 来 有 望 被 开

发 为 安 全 性 更 高 、 治 疗 效 果 更 好 的 眼 科 疾 病 基

因 疗 法 。 例 如 一 些 由 基 因 点 突 变 引 起 的 眼 科 疾

病，如PR PH 2基因上多种点突变引起的视网膜色

素变性 [ 4 5 - 4 6 ]、LCAT基因上IVS4点突变引起的鱼眼

病(f ish-eye disease)[47]等，可采用单碱基编辑器加

以修复。随着Editas公司LCA10临床试验的展开，

以及多种眼科疾病的治疗方案完成临床前实验，

CRISPR基因编辑对眼科疾病治疗的研究也即将进
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入爆发阶段。在不久的将来，人类必然可以通过

改变患者的基因组实现对多种眼科疾病的治疗。
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