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ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑在心血管领域的应用进展

刘洪娟　徐亚伟
（上海市第十人民医院心内科，上海 ２０００７２）

【摘要】ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９是一种新的基因干预手段，已广泛应用于肿瘤和罕见病的临床治疗，但在心血管研究中应用有限，现分别
对心脏发育、心血管疾病（如动脉粥样硬化、心力衰竭等）等相关领域研究进行总结归纳，以提取有效信息结合自身研究方向，促进

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在心血管基础研究中的应用。
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　　基因疗法具有治疗１万多种人类单基因疾病的潜
力，并能使更多的复杂多基因疾病受益。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ
系统是原核生物的一种天然免疫系统，存在于大多数

细菌和古生菌中。原核生物在遭到病毒入侵后，能够

把病毒ＤＮＡ的一小段提取出来并存储到自身基因组
上的特定区域，把这个区域称为 ＣＲＩＳＰＲ存储空间。
当再次遇到病毒入侵时，原核生物能够根据存储的

ＤＮＡ片段识别病毒，将病毒的 ＤＮＡ切断而使之失效。
根据 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统的特性，科学家将其改造成了
目前最高效的基因组编辑工具［１］。其中，ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９是一种古老的细菌免疫防御系统，于２００２年首
次在原核生物中鉴定，被重新应用到基因编辑技术

中，为研究人员提供了一种革命性的基因疗法工

具［２］，２０１２年，Ｊｅｎｎｉｆｅｒ和 Ｅｍｍａｎｕｅｌｌｅ证明 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９系统可以在体外切割双链 ＤＮＡ［１］；２０１３年，张锋
首次用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统在原核生物 （大肠杆菌）中
实现基因组编辑［３］，目前尚无相关临床水平的应

用［４５］。天然的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统由三部分组成：
ＳｐＣａｓ９（以下简称 Ｃａｓ９）、ｃｒＲＮＡ和 ｔｒａｃｒＲＮＡ。其中，
ｃｒＲＮＡ和ｔｒａｃｒＲＮＡ通过局部碱基配对组成ｇｕｉｄｅＲＮＡ

（ｇＲＮＡ），ｇＲＮＡ与Ｃａｓ９蛋白结合后引导 Ｃａｓ９蛋白识
别和切割目标ＤＮＡ序列（图１）。Ｃａｓ９蛋白要成功识
别目标序列必须满足两个条件：（１）ｓｇＲＮＡ的 ５’端
２０ｎｔ和靶ＤＮＡ之间碱基配对；（２）靶 ＤＮＡ的３’端有
合适的前间区序列邻近基序（ＰＡＭ）序列。ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９切割目标 ＤＮＡ后产生双链断裂（ＤＳＢ）［６］。
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９最基础的技术就是基因敲除，即在基因
的上下游各设计一条 ｇＲＮＡ（ｇＲＮＡ１和 ｇＲＮＡ２），将其
与含有Ｃａｓ９蛋白编码基因的质粒一同转入细胞中，向
导ＲＮＡ通过碱基互补配对可以靶向ＰＡＭ附近的目标
序列，Ｃａｓ９蛋白会使该基因上下游的 ＤＮＡ双链断裂，
实现细胞中目标基因的敲除［非同源末端连接

（ＮＨＥＪ）修复］［７］。另外，在此 ＮＨＥＪ修复基础上为细
胞引入修复模板质粒（供体 ＤＮＡ分子），会引入片段
插入或定点突变，实现基因的替换或者突变［进行同

源介导的双链ＤＮＡ修复（ＨＤＲ）］，例如对受精卵细胞
进行基因编辑，并将其导入代孕母体中，可以实现基

因编辑动物模型的构建［８］。目前，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ技术
已经被广泛地应用于基因激活，疾病模型构建，甚至

是基因治疗等相关领域，以往基因编辑同细胞精确编
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辑的效率通常很低［９］，而 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９提供可靶向特
定精确位点［１０］，并且能同时干扰靶向多个基因［１１］（详

见图１），为研究复杂的多基因疾病提供了新的可能
性，特别适用于体外和体内的不同研究，并已用于评

估基因功能、疾病建模、转录调控和测试新型治疗方

法等多项研究［１２］。目前 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在肿瘤和遗传
疾病治疗中应用较广泛，如肺小细胞癌、胃癌、大肠癌

及罕见疾病治疗等［１３１５］。正在进行的大多数肿瘤临

床治疗试验都采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９来创建用于癌症免
疫疗法的嵌合抗原受体 Ｔ细胞基因编辑（ＣＡＲ
Ｔ）［１６１７］。ＣＲＩＳＰＲ系统还用于非基因编辑目的，例如
激活和抑制基因表达，以及用于荧光定位标记染色体

区域和单个ｍＲＮＡ［１８］。另外，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑
已成功构建多种模式动物，如转基因绵羊和基因敲除

猪等［１９２０］。在过去的十年中，基因组编辑技术的发展

从根本上改变了生物医学研究，在肿瘤科研和临床领

域已经得到广泛应用，但在心血管领域的相关研究值

得总结和探讨。
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图１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９原理图

心血管疾病是中国老年人发病和死亡的主要原

因之一，被认为是主要的公共卫生问题。目前基因组

编辑工具已被用于探究诸如心肌病、心律不齐等心血

管相关疾病的作用机制［１２］。且已有研究表明在心肌

细胞中特异性表达 Ｃａｓ９并不会影响心脏功能或相关
基因表达，Ｃａｓ９特异性敲入小鼠已被用于编辑心脏
Ｍｙｈ６、Ｓａｖ１和 Ｔｂｘ２０６１等基因，但目前心血管领域的
治疗性基因组编辑研究有限［２１］。以下将更具体地描

述二者相关研究进展。

１　心脏发育
在心血管系统开始运转之前，胚胎主要通过弥散

的方式获取营养和氧气，然而，随着胚胎发育需要，心

脏发育将在后续发挥重要作用［２２］。研究表明

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９通过干预心脏再生中的小孔蛋白，心脏
发育中的心脏祖细胞迁移和 Ｗｎｔ／βＣａｔｅｎｉｎ信号转导
构建斑马鱼心脏发育模型［２２］。除了构建动物模型，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９还可以通过进行种系基因组编辑参与心
脏发育，开发为遗传性心脏病的治疗工具，如使用

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在人类生殖细胞中实现对引起肥厚型心
肌病的 ＭＹＢＰＣ３突变的校正［２３］。利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统生成ｇｔｐｂｐ３基因敲除斑马鱼，发现ｇｔｐｂｐ３敲除斑
马鱼线粒体ｔＲＮＡ代谢异常，异常的线粒体ｔＲＮＡ代谢
损害线粒体翻译，产生蛋白酶抑制应激，改变呼吸链

复合物的活性，导致胚胎心脏发育的改变，并减少突

变斑马鱼心室的短缩，而敲除 ｇｔｐｂｐ３基因的斑马鱼心
室心肌细胞肥大，心肌纤维紊乱［２４］，提示 ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９通过干预相关基因编辑参与心脏发育。
２　动脉粥样硬化／心力衰竭

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑调控心血管相关疾病进展
是目前研究热点。如：通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除 ＡｐｏＥ／
ＡｐｏＣ３基因可构建动脉粥样硬化大鼠模型［２５２６］；体内

ＡＡＶＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的低密度脂蛋白受体（ＬＤＬＲ）
基因剪辑可部分挽救ＬＤＬＲ表达并有效改善 ＬＤＬＲ突
变体诱导动脉粥样硬化表型［２７２８］。用慢病毒载体转

染Ｃａｓ９，并引导 ＲＮＡ在谱系阴性的骨髓细胞中引入
Ｔｅｔ２和Ｄｎｍｔ３ａ失活突变，将细胞植入到化疗小鼠体
内，持续注射血管紧张素Ⅱ，Ｔｅｔ２或 Ｄｎｍｔ３ａ失活突变
的小鼠表现出更明显的心肌肥厚，心功能减弱，以及

更严重的心脏和肾脏纤维化［２９］。通过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
靶向Ｍｅｆ２ｄ表达的ｇＲＮＡ载体可以有效构建心肌肥大
表型［３０］。将ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９与短模板寡核苷酸结合，在
斑马鱼的同源基因中产生四种携带不同的导致人类

心血管疾病 ＡＴＰ敏感钾通道与 Ｃａｎｔｕ综合征相关
（Ｋｉｒ６．１、ＫＣＮＪ８、ＳＵＲ２和ＡＢＣＣ９）的基因突变，导致心
室明显增大，心输出量和收缩功能增强，脑血管明显

扩张［３１］。以上说明基因编辑在诱导心血管疾病中具有

重要作用，同时其在治疗心血管疾病基础研究中也发挥

同等作用，如：ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导ＦＫＢＰ５基因缺失，通
过正反馈回路增强ＦＫＢＰ５对核因子κＢ的反应，具有治
疗急性心肌梗死的作用［３２］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲入表达双
重趋化因子 ＧＣＰ２和 ＳＤＦ１α的骨髓间充质干细胞可
能是缺血性血管疾病的替代治疗选择［３３］。即ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９为心血管相关疾病研究提供新的方法论。
３　心血管临床前基因治疗研究

目前在临床水平通过基因组编辑可以治疗或预

防两种类型的心血管疾病，第一类是心血管伴有遗传

的疾病，如肥厚型心肌病、扩张型心肌病、先天性长ＱＴ
综合征和引起心脏功能障碍的肌肉营养不良，第二类

是马凡综合征和家族性肺动脉高压等疾病［１９，２１］。另

外，随着人类诱导多能干细胞的发展，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲
除和敲入特定基因的干细胞可显著增加治疗心血管
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疾病的可能性［３４］。如采用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术将
ＴＡＬＥＮ基因敲入人类诱导的多能干细胞衍生的心肌
细胞中，以纠正ＰＬＮ基因中与扩张型心肌病相关的基
因突变，并在体内（通过腺相关病毒）向小鼠施用该系

统，被证明可改善压力超负荷期间或诱发心肌梗死后

的心脏功能［２１，２７］。前蛋白转化酶枯草溶菌素 ９
（ＰＣＳＫ９）基因在调节胆固醇稳态中起着重要作用，
ＰＣＳＫ９基因的功能获得性突变可导致高胆固醇血症和
相关的动脉硬化，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除 ＰＣＳＫ９基因将增
加成年小鼠的 ＬＤＬＲ表达并实现临床治疗作用［２２］，提

示ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在心血管疾病基础研究治疗中均发挥
有效作用，但目前尚无心血管领域的直接临床应用。

综上，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９代表了基因组编辑技术的突
破性进展，为在体外和体内操纵基因组开辟了新途

径，尽管到目前为止，小型动物模型研究已经稳定，但

仍存在部分基因脱靶效应，会延长基础研究及临床治

疗时间，目前尚无法在人类心脏中进行基因校正，在

心血管中的应用主要集中在遗传性心脏病临床前动

物模型中的直接治疗干预和基础研究［３５］，因此可结合

相关课题相关研究，发掘新的疾病关键靶点后，采用

基因编辑技术干预相关基因，实现基因治疗心血管疾

病的可能方案。
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