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摘　要：ＣＲＩＳＰＲ技术在神经干细胞基因编辑中的可行性已通过相关靶向基因编辑实验得到证实。根据这些实验结果，
可以认为 ＣＲＩＳＰＲ在未来神经再生和神经系统疾病治疗等领域具有巨大价值。本综述介绍了 ＣＲＩＳＰＲ基因编辑技术的原

理及其优势和劣势，以及利用 ＣＲＩＳＰＲ技术针对帕金森病和亨廷顿病的相关基因研究，以此来探讨 ＣＲＩＳＰＲ在神经系统疾

病建立疾病模型和基因治疗等领域的应用前景。
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　　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ－９系统是目前新兴的一种基因
编辑技术。相比传统基因编辑技术，因其具有更精

确、更高效和更简洁的特点，所以成为了目前基因

研究的一项热门技术。在其他领域，如遗传病和血

液病等，有不少关于 ＣＲＩＳＰＲ技术在各类干细胞及
各种疾病中研究的报道，但在神经系统领域中，使

用 ＣＲＩＳＰＲ技术的研究却并不多见。那么，ＣＲＩＳＰＲ
技术能否应用于神经干细胞的靶向基因编辑？在

靶向基因编辑技术的基础上，能否针对神经系统相

关疾病建立基因模型？能否在临床应用于基因治

疗？本文将通过介绍 ＣＲＩＳＰＲ技术在神经系统领域
中的研究进展，来解答以上问题。

１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统介导的基因编辑技术
１．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的介绍

ＣＲＩＳＰＲ（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎ
ｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ）系统是细菌在长期演化过程中形成
的针对病毒或外源基因整合的适应性免疫防御。

它通过短 ＲＮＡ靶向降解外源基因，来对抗外源基

因的整合，这种现象被称为 ＣＲＩＳＰＲ干扰［１］。目前

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统可分为五大类［２］。其中 Ｉ型、ＩＩＩ

型和 ＩＶ型需要依赖多种 Ｃａｓ（ＣＲＩＳＰＲａｓｓｏｃｉａｔｅｄ）蛋
白形成复合体来切割基因，而 ＩＩ型和 Ｖ型只需要
一种蛋白进行切割。由于 ＩＩ型 ＣＲＩＳＰＲ系统借助的

Ｃａｓ９蛋白具备上述的靶向性与独立性，使得此系
统在基因靶向编辑中，具有巨大的潜力与应用空

间。

２０１３年 ２月，Ｍａｌｉ等［３］在人的胚胎细胞中，利

用引导 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ）协同的 ＩＩ型 ＣＲＩＳＰＲ系统，对
ＡＡＶＳ１区的基因进行编辑。结果表明，ＣＲＩＳＰＲ技
术具有序列特异性，且可以通过引入多种 ｇＲＮＡ来
对目标区域进行多重编辑。这项发现为人类基因

工程研究提供了一种新的技术方向。

１．２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的技术优劣
ＣＲＩＳＰＲ系统介导的基因编辑技术问世之后，

Ｄｉｎｇ等［４］首先在诱导多能干细胞的基因编辑中比

较了 ＴＡＬＥＮ技术与 ＣＲＩＳＰＲ技术的区别。他们发
现，借助 Ｃａｓ９蛋白的高表达性和耐受性，以及此
蛋白本身具有的 ＤＮＡ解旋能力，ＣＲＩＳＰＲ技术在诱
导多能干细胞的基因编辑中比传统 ＴＡＬＥＮ技术更
易操作。并且，相较于传统基因编辑技术存在的细

胞毒性问题，ＣＲＩＳＰＲ技术更安全稳定［５］。

Ｋｕｓｃｕ等［６］发现 Ｃａｓ９蛋白脱靶效应的程度取决

于协同它的 ｇＲＮＡ差异。Ｋｉｍ等［７］的研究表明，设计

合理的 ｇＲＮＡ来进行编辑，的确可以使脱靶效应最

小化。Ｖｅｒｅｓ等［８］利用 ＣＲＩＳＰＲ技术及 ＴＡＬＥＮ技术来

进行人体多能干细胞的基因编辑。这两种技术在结
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果中并未出现明显的脱靶效应。学者们认为，尽管

对于各类型细胞的基因编辑存在着脱靶可能，但这

种发生率在人体多能干细胞中可能非常小，因此，可

以成为一种避免脱靶效应的实验设计。

１．３　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的相关应用
由于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的优秀特性，该技术被

应用于构建各种疾病模型之中。Ｍｉｚｕｎｏ等［９］通过

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统来得到 Ｇ２９１Ｔ突变的白化病小
鼠。在 ６０个样本中，有 １１只小鼠在 Ｇ２９１Ｔ位点
发生了单核苷酸突变，１７只小鼠在位点附近存在
突变，而且这种突变可以遗传给后代。这个结果表

明，ＣＲＩＳＰＲ技术在用于建立特定的疾病模型中有
巨大潜力。

此外，ＣＲＩＳＰＲ技术的精确性使得其可以用于
疾病的基因治疗。Ｘｉｅ等［１０］尝试利用 ＣＲＩＳＰＲ与
ｐｉｇｇｙＢａｃ技术来治疗 β地中海贫血。在将患者的
诱导多能干细胞基因修正后，体外培养分化成红细

胞，而这种红细胞具有表达血红 β珠蛋白的能力，
这表明该基因疗法可以有效治疗地中海贫血。由

此，证实了 ＣＲＩＳＰＲ技术用于基因治疗的可行性。
２　ＣＲＩＳＰＲ技术在神经干细胞研究中的应用
２．１　神经干细胞研究的进展与困境

１９９２年，Ｒｅｙｎｏｌｄｓ等从胎鼠和成鼠纹状体中分
离得到神经干细胞，打破了之前人们认为神经组织

不可再生的观念。利用神经干细胞的自我分化与

增殖能力，人们对于神经系统疾病如帕金森和脑脊

髓损伤等有了新的治疗方向。２００６年，Ｓｈｉｎｙａ等
发现诱导多能干细胞后，使神经干细胞的来源不再

局限于神经组织。这使神经干细胞的研究与应用

又向前迈了一大步。

神经干细胞的体外培养证实，其在探索细胞分

子调节机制、神经组织工程以及中枢神经系统疾病

模型的研究中具有丰富的价值［１１］。神经干细胞被

证实可以通过直接移植来直接修复受损组织，或通

过分泌细胞因子刺激组织再生，来间接修复损

伤［１２］。对神经干细胞诱导分化的相关研究，发现

可以通过对生长因子和细胞因子的调节，来激活内

源性神经干细胞而起到修复治疗的作用。在基因

层面，神经干细胞已被用于转录组分析、基因测序

以及基因筛查等研究中［１３－１５］。虽然神经干细胞的

研究获得了大量的成果，但针对神经干细胞的靶向

基因编辑仍鲜有报道。对于大多数体细胞的靶向

基因编辑，都是利用同源重组的原理来完成，而由

于同源重组的低效率，导致神经干细胞的基因靶向

研究十分困难。因此寻求一种可用于神经干细胞

的高效精确靶向基因技术成为了难题。

２．２　在神经干细胞基因编辑中的应用
Ｋａｌｅｂｉｃ等［１６］利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，在活体

内破坏敲入了 Ｔｉｓ２１：：ＧＦＰ基因的小鼠的基因，在
２ｄ后发现约 ９０％的靶细胞绿色荧光蛋白表达被
消除。另外，他们还通过显微注射的方式将 Ｃａｓ９
蛋白与 ｇＲＮＡ的复合物注入脑片培养的神经干细
胞中，在细胞单个生长周期内破坏了绿色荧光蛋白

的表达。

Ｂｒｅｓｓａ等［１７］尝试使用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统来进
行针对人和鼠神经干细胞的一系列基因操作。在

靶向基因插入的实验中，研究者在鼠 Ｒｏｓａ２６区和
人 ＡＡＶＳ１区插入一段表达绿色荧光蛋白的基因序
列。两种神经干细胞均可顺利培养，并表达绿色荧

光蛋白。在等位基因破坏的实验中，研究者在鼠的

神经干细胞中用一段荧光蛋白基因破坏了转录调

控因子 Ｏｌｉｇ２的表达基因。通过免疫荧光标记显
示，约 ２５％被破坏的细胞不表达 Ｏｌｉｇ２蛋白，Ｔ７ＥＩ
检测显示约 ４０％被破坏的细胞基因操作位点发生
突变。这些实验论证了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在体外
培养的神经干细胞中的可行性，对于神经干细胞基

因操作的进一步研究具有重要价值。此外，研究者

利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，可以成功将 Ｓｏｘ２ｍＣｈｅｒｒｙ
荧光基因敲入神经干细胞，得到相应的荧光反应细

胞。通过荧光基因产物的测定，可以用于检测某种

特定基因产物的基因定位。结合 ＣＲＩＳＰＲ技术，可
以用于神经干细胞基因的荧光示踪。

综上所述，体内和体外的实验结果均证实了

ＣＲＩＳＰＲ技术可以为神经干细胞的研究提供一种高
效精确的靶向基因技术，这也将推动与神经干细胞

相关的神经再生医学、神经病治疗等领域的研究。

３　ＣＲＩＳＰＲ技术在神经系统疾病中的应用
３．１　在疾病相关基因上的应用

Ｒｕｂｉｏ等［１８］尝试利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在干
细胞中针对神经系统疾病相关基因 ＴＳＣ２与 ＫＣ
ＮＱ２进行靶向灭活。ＴＳＣ２的突变与结节性脑硬化
相关，ＫＣＮＱ２基 因 常 与 家 族 性 先 天 性 癫 痫 有
关［１９，２０］。研究者通过在人多能干细胞中将目的基

因靶向灭活，并将其体外培养分化为神经细胞，然

后检测目的基因在分化后的细胞内表达与突变程

度。实验结果表明，靶向基因灭活的效率达 ８５％。
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研究者还通过设计一种表达 ＣＲＩＳＰＲ成分的神经源
性因子，可以使培养分化的神经细胞在五周内得到

特定基因编辑。这些结果不仅证实了 ＣＲＩＳＰＲ技术
可以简单快速地进行基因编辑，而且也可以用于一

些神经系统疾病的基因治疗之中。

３．２　在帕金森病研究中的应用
帕金森病是非常常见的老年神经退行性运动

障碍疾病。尽管这种疾病的发病是随机的，但对于

病人的基因测序，不断证实这种疾病存在一些特定

基因位点的突变［２１］。

有研究表明，ＰＡＲＫ２与 ＰＩＮＫ１基因的功能退化
会导致帕金森病的发生［２２，２３］。那么利用 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统来介导突变，导致 ＰＡＲＫ２或 ＰＩＮＫ１的缺
失，就可以模拟帕金森病患者的基因退化。同时，

由于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统可以同时在一个细胞中进
行多重编辑，使得 ＰＡＲＫ２和 ＰＩＮＫ１同时缺失成为
了可能。Ｚｈｏｕ等［２４］利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统成功
得到了 ２０只 ＰＡＲＫ２和 ＰＩＮＫ１双基因敲除的实验
猪。此后，Ｗａｎｇ等［２５］尝试利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统
在猪身上建立帕金森病疾病模型，研究者针对

ＰＡＲＫ２、ＤＪ１和 ＰＩＮＫ１这 ３个基因位点进行编辑，
得到了一只 ３个位点均显示双等位基因修饰的小
猪，与一只两个位点双等位修饰和一个位点单等位

修饰的小猪。

这些成功的动物模型建立有望在将来揭示

ＰＡＲＫ２和 ＰＩＮＫ１等与帕金森病相关基因退化的机
制，而且提示了 ＣＲＩＳＰＲ技术在建立疾病模型上的
可行性。

３．３　在亨廷顿病研究中的应用
与帕金森病类似，亨廷顿病也是一种因神经退

行性病变而导致的功能障碍疾病。研究表明，亨廷

顿病是由于 ＨＴＴ中 ＣＡＧ重复序列的扩增所导致。
Ｋｏｌｌｉ等［２６］利用两种 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９质粒，使亨廷顿
病相关基因位点沉默，从而建立亨廷顿病的体外模

型。研究者的结果表明，通过针对上游开放阅读框

（ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ｕＯＲＦ）的破坏对于
ＨＴＴ的转录没有影响，而在内显子 １与外含子交界
的破坏，可以影响 ＨＴＴ的转录。

Ｘｕ等［２７］尝试通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统结合 ｐｉｇ
ｇｙＢａｃ技术，在亨廷顿病患者的诱导多能干细胞中
进行基因修正。携带亨廷顿病基因的干细胞与修

正后的干细胞均分化为有突触活性的脑神经细胞。

通过两者对比，携带亨廷顿病基因的干细胞培养得

来的神经细胞，存在着神经丛形成受损、缺乏生长

因子后易受损和线粒体代谢受损等异常，而这些问

题可以通过基因控制的方式，在修正后的细胞中没

有产生。这表明，ＣＲＩＳＰＲ技术或许能用于亨廷顿
病的基因治疗中。

４　结语
自 ２０１３年 ＣＲＩＳＰＲ系统介导的基因编辑技术

问世以来，就立刻成为了细胞基因研究的热点。由

于其比传统 ＺＦＮ及 ＴＡＬＥＮ技术更高效、精确和易
操作，并且可以多重基因编辑，因此，为许多以前

无法进行的复杂基因操作研究提供了技术，从而证

实了许多基因位点的突变的作用。在神经系统的

研究领域中，ＣＲＩＳＰＲ技术为复杂的神经细胞基因
研究这个难题提供了新的途径。利用此技术，我们

可以从基因层面建立疾病模型，研究并解释神经系

统疾病的发病机制。并且借助其精准高效特性，在

神经系统疾病的基因治疗研究中也具有相当大的

应用前景。尽管 ＣＲＩＳＰＲ技术在神经系统研究中取
得了不小的成果，但仍存在问题有待解决。比如，

ＣＲＩＳＰＲ技术已证实具有两至三个基因的编辑能
力，那么能否建立更多基因位点突变的疾病模型？

如果 ＣＲＩＳＰＲ技术可以针对更多位点进行编辑，那
是否会存在更大的脱靶效应？等等，都是值得进一

步研究和探讨的问题。
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