
基于成簇间隔短回文重复序列（CRISPR）/Cas9系

统的基因编辑技术已广泛应用于哺乳动物细胞基因组

编辑，本文综述CRISPR技术的原理和研究进展，包括

它们的递送载体研究进展，并回顾它们在骨和软骨组织

工程中的研究进展，旨在揭示CRISPR技术在骨和软骨

组织工程中应用的可行性，为骨科相关疾病的防治开辟

新的思路。

1 CRISPR/Cas9技术

CRISPR/Cas9系统是多种细菌和古细菌的适应性

免疫机制，保护自己免受外源性核酸侵害［1］。在适应阶

段，入侵的外源DNA片段［30~45个核苷酸，也称为原

型间隔子（PAM）］作为新的间隔子被整合到CRISPR阵

列中。在表达阶段，CRISPR 阵列被转录加工为

CRISPR RNA（crRNA）。在干扰阶段，Cas9核酸酶与

两个不同的RNA分子，即crRNA和反式激活的crRNA

（tracrRNA）形成功能性的 RNA：Cas9 复合物［2］，在

crRNA 上间隔子向导下识别原间隔子序列。随后，

Cas9中的催化结构域将染色体DNA切割成双链断裂

（DSB）的平末端DNA。双链断裂DNA可以通过两种

途径修复，在没有同源模板DNA时，通过非同源末端连

接（NHEJ）途径修复，该途径将断裂的DNA末端直接连

接，容易产生插入或缺失突变破坏靶基因，导致mRNA

降解或产生非功能性蛋白质［3］。当存在同源模板DNA

时，DSB通过同源定向修复（HDR）途径，根据模板供体

DNA序列在预定位点精确整合、删除或编辑DNA序
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列［3］。该方法类似于传统同源重组（HR），但核酸酶诱导

的DSB可以将HR的效率显着提高几个数量级［4］。

自2013年首次应用于哺乳动物细胞以来［5-6］，因其

对活细胞内进行基因组编辑的能力，基于RNA向导的

CRISPR/Cas9基因编辑技术推动了生命科学领域的飞

速发展，用于修复致病突变［7-9］、高通量筛选［10-11］和研究单

基因疾病及建立多基因疾病模型［12-14］等。用于哺乳动物

基因组编辑的天然CRISPR核酸酶中，最常用的变体是

化脓性链球菌（SpCas9）1368个残基Cas9蛋白。天然

Cas9 核酸酶与两个不同的 RNA 分子，即 crRNA 和

tracrRNA 形成 RNA：Cas9 复合物，而单向导 RNA

（sgRNA）可代替crRNA和 tracrRNA的发现，仅需一种

蛋白质和一个RNA分子即可完成RNA程序化的DNA

切割，进一步简化了 CRISPR/Cas9 系统的使用［15］。

CRISPR/Cas9作为RNA引导的DNA核酸内切酶系统，

显著降低了基因组编辑中对每个新的靶位点需要设计

和构建新的核酸酶的障碍。在该系统中，功能性的

RNA：Cas9复合物遵循向导RNA与基因组DNA碱基

互补配对原则定位到目标DNA序列。但目标DNA序

列与向导RNA互补必须包含“原间隔子基序”（PAM），

PAM是与所使用的特定Cas蛋白相容的短DNA序列，

例如，SpCas9和金黄色葡萄球菌Cas9（SaCas9）分别需

要5'-NGG-3'和5'-NNGRRT-3'［16］，而NGG相对简单的

PAM要求，有助于SpCas9成为基因组编辑中应用最广

泛的同系物。尽管由于PAM的要求，适度限制了这项

新技术可进行基因组编辑的基因组位点数量，但相较于

传统基因组编辑方法（ZFN和TALEN）需要设计新的复

杂蛋白质，CRISPR/Cas9更易于操作，并且只需更改

sgRNA中的间隔序列即可进行新位点的编辑。因此，

CRISPR/Cas9已取代ZFN和TALEN，成为基因组编辑

新的选择［4, 17］。此外，新开发的CRISPR/Cas13a被称为

RNA向导的RNA靶向技术，可介导RNA的结合和敲

除。该技术相较于RNA干扰更适用于治疗应用，并且

由于其可逆性，相比于DNA编辑具有更低的风险［18］。

2 CRISPRa和CRISPRi

在CRISPR/Cas9技术用于基因组编辑后不久，出

现将Cas9的催化结构域突变以产生保留结合但不切割

DNA的催化失活Cas9（dCas9）［19］，当融合转录激活因子

时称为CRISPR激活（CRISPRa）系统［20］，或者融合转录

阻遏物成为CRISPR干扰（CRISPRi）系统［21］。

CRISPRa系统由dCas9与转录激活因子，比如转录

激活VP64结构域（由四个串联复制的单纯疱疹病毒蛋

白16（VP16）组成）与dCas9的C末端融合，可用于增加

多种不同基因的表达［22］。为进一步增强激活效果，

SunTag系统将dCas9与肽串联阵列（称为SunTag阵列）

融合［23］，可募集多个VP64效应分子，增强基因激活作

用。此外，将dCas9与嵌合激活剂VPR［24］（由VP64，p65和

Rta串联组成）或p300融合［25］，通过这些不同的构建体

可以在多种哺乳动物细胞类型中提供强大的基因激活

作用。

CRISPRi系统中，dCas9可单独［19］或与Krüppel关

联盒（KRAB）转录阻遏物融合［26］用于抑制靶基因转录，

利用dCas9对目标DNA的高亲和力和阻断转录机制组

分，dCas9/sgRNA复合物与靶基因结合并抑制转录，

CRISPRi系统已用于多种细菌和真核生物细胞的基因

表达和代谢工程［27-29］。基于CRISPR系统的基因编辑可

以同时将多个sgRNA传递到转录起始位点或附近，因

此，通过随意组合使用激活（CRISPRa）或抑制

（CRISPRi）技术，研究人员能够在几个数量级的动态范

围内可逆地调节基因表达［21, 30］。

3 CRISPR系统递送载体

CRISPR系统递送载体的选择对基因编辑效率非

常重要，CRISPR系统可以通过病毒或非病毒方法递送

到细胞内。病毒载体如慢病毒、腺病毒、腺伴随病毒和

杆状病毒等被广泛应用于CRISPR组分递送，并在体外

转导和体内靶器官施用探索中被证明有效［31-33］。慢病毒

能够感染非分裂细胞，包装极限约为8.5 kb，足以包装

大多数CRISPR组分，但慢病毒会把DNA整合到宿主

基因组中，可能导致随机插入诱变，对于治疗而言是不

可取的。腺病毒能够感染分裂和非分裂细胞，且不会将

其DNA整合到宿主细胞基因组中，但可能引起强烈的

免疫反应。而为基因治疗设计的腺伴随病毒变异体可

以感染分裂和非分裂细胞，且不会将其DNA整合到宿

主基因组中，也不会在宿主中引起明显的免疫反应，但

腺伴随病毒的DNA包装极限约为4.5 kb［34］。因此，通常

难以将编码SpCas9（4.3 kb），sgRNA以及相关启动子和

调控序列的基因组分包装到腺伴随病毒中。而杆状病

毒具有较大的包装能力（约38 kb），此外，杆状病毒对于

包括BMSC和ASC在内的各种干细胞同样具有很高的

转染效率［35］。但由于杆状病毒的非复制特性，只能介导

短期（<7 d）的基因表达，这限制了其指导干细胞分化的

能力。

非病毒方法递送CRISPR组分包括电穿孔［36］、微流

体膜变形［37］、流体动力学注射［13］和各种非病毒转染载体

等。非病毒载体主要包括阳离子脂质体［38］、金纳米颗粒［39］、

细胞穿膜肽［40］，树突状聚合物［41］、自组装纳米颗粒［42］和

病毒样颗粒［43］等。CRISPR/Cas9系统主要以3种形式

递送，第1种是递送编码Cas9和 sgRNA的质粒，质粒

DNA产生的Cas9核酸酶相对稳定且成本低廉。第2种

是递送mRNA和sgRNA元件，通过细胞质中的翻译过
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程将mRNA转化为Cas9核酸酶。第3种是递送Cas9蛋

白与 sgRNA复合形成核糖核蛋白（RNP）复合物。在

CRISPR/Cas9系统研究初期，由于质粒递送简单且对细

胞系有高转染效率，Cas9和 sgRNA使用质粒递送［15］。

但在原代细胞和干细胞中，质粒转染效率通常不高［44］，

且如果没有适当控制，Cas9可能持续表达数天或数周，

引起脱靶效应和体内免疫反应［45］。而通过将Cas9蛋白

与sgRNA复合形成核糖核蛋白（RNP）复合物进行递送

可以解决相应的问题［46］，由于RNP复合物在导入后12~

24 h内切割染色体DNA，并且Cas9蛋白在24~48 h内

迅速降解。因此，使用RNP复合物可以提高基因编辑

效率并减少脱靶效应［47- 48］。但由于Cas9蛋白很大（≈
160 000）带有正电荷，而sgRNA带有强负电荷，这使得

目前有效递送Cas9 RNP/sgRNA复合物仍然困难［49-50］，

此外，体内递送Cas9蛋白也存在潜在的细胞毒性和诱

导体液免疫等问题［51-52］。

4 骨组织工程

大范围的骨缺损，包括由创伤、肿瘤切除和感染导

致的骨缺损治疗仍然是临床工作的一大挑战。在临床

实践中，自体骨移植是骨缺损治疗的“金标准”，但存在

移植物供体部位治疗时间延长，显著疼痛和治疗成本增

加等问题［53］。同种异体骨移植具有一些固有的缺点，包

括免疫排斥和供体疾病传播的风险［54］。此外，金属骨植

入物也受到骨整合不良等缺点的限制［55］。因此，开发基

于基因疗法与细胞疗法相结合的组织工程骨具有广阔

的前景。

干细胞，包括胚胎干细胞（ESC），骨髓间充质干细

胞（BMSC），脂肪源性干细胞（ASC）和造血多能干细胞

等。由于具有增殖、分化和分泌细胞因子的能力，可以

重塑局部微环境并刺激组织再生，因此成为再生医学中

重要的细胞来源。其中，BMSC和ASC可以分化为脂肪

细胞，软骨细胞或骨细胞，常用于骨和软骨的再生［56］。

这些自体干细胞可以通过化学，生物学以及遗传学方法

进行操作，指导细胞分化或重新编程。其中，BMSC被

广泛用于骨组织工程，但不适合长期培养。基于

CRISPR/Cas9同源定向修复（HDR）机制，Hu等［57］将永

生化癌基因SV40T靶向整合到小鼠Rosa26基因座，建

立了永生化的BMSC，当使用腺病毒载体转染BMP-9

后可以有效地诱导异位成骨。在颅骨缺损模型研究中，

Truong等［58］开发的基于CRISPRai系统，可同时激活

Sox9基因并抑制PPAR-γ基因，激活Sox9基因可促进

BMSC成软骨分化，而抑制PPAR-γ基因可抑制BMSC

成脂分化，基于CRISPRai系统实现了刺激软骨形成并

促进大鼠颅骨愈合。此外，基于CRISPRa SAM系统介

导的共激活大鼠BMSCs中Wnt10b和Foxc2基因，可增

强体外成骨细胞分化，并显着改善体内颅骨骨修复［59］。

这些工作共同揭示了应用CRISPR/Cas9介导的基因组

编辑的组织工程骨在骨再生治疗中的可行性。

5 软骨组织工程

软骨的自我修复能力有限，基于细胞和组织工程疗

法的软骨生成剂（CPs）在软骨修复中获得了广泛应用。

CPs在多数情况下由于分化方法控制不善，容易产生异

质细胞群。而人类诱导多能干细胞（hiPSC）可分化为特

定的组织类型，例如透明软骨，常用于再生医学研究。

因此，Adkar等［60］通过CRISPR-Cas9基因组编辑设计了

COL2A1-GFP报告基因敲入hiPSC品系。由于软骨形

成时Col2A1高表达，因此EGFP可以监测软骨形成，通

过分选纯化后CPs具有更好的促软骨形成能力。

促炎性细胞因子（例如白介素（IL）-1，IL-6和肿瘤

坏死因子α（TNF-α））在骨性关节炎（OA）的发生发展中

起重要作用。关节软骨细胞和干细胞受促炎性细胞因

子水平升高因素及其他因素影响，导致干细胞软骨分化

抑制，并导致干细胞衍生的软骨快速降解，这可能影响

关节中组织工程替代物植入的治疗潜力。因此，

Brunger等［61］使用CRISPR/Cas9特异性敲除小鼠 iPSC

中的 IL-1I基因（IL-1RI），通过敲除 IL-1信号通路来设

计抗炎性鼠类诱导多能干细胞（iPSC），并在体外骨关节

炎模型中证明了经工程改造后的干细胞对促炎性细胞

因子（即IL-1）具有免疫力，可作为软骨组织工程的潜在

细胞来源。另一项研究中，Farhang等［62］通过CRISPRi

技术靶向抑制人类脂肪干细胞（hADSCs）中炎性因子

受体TNFR1和 IL1R1的表达，编辑后的hADSCs在存

在TNF-α或 IL-1β的情况下显示软骨分化能力得到改

善。总的来说，这些工作展示了通过基因组编辑调节应

用到炎性环境的工程细胞对炎症信号的应答，促进细胞

在炎症条件下的存活，由此产生的工程软骨可能更适合

植入治疗。

神经生长因子（NGF）和白介素1β（IL-1β）在OA中

上调表达，而MMP13是OA软骨中主要表达的胶原酶，

它们在OA的病理生理中均起着关键作用［63］。Zhao等［64］

通过CRISPR技术靶向敲除 IL-1β或MMP13后可以减

轻结构损伤，降低创伤后OA（PTOA）的进展。单独敲

除NGF可明显减轻疼痛，但会加重关节损伤。而NGF，

MMP13和 IL-1β的多重缺失在疼痛管理和关节结构维

持上均提供了好处，这项工作展示了体内应用CRISPR/

Cas9介导的基因组编辑在骨关节炎治疗中的可行性。

6 讨论

近年来，CRISPR/Cas9技术已经广泛应用于医学、

生物学、遗传学等领域，并展现出巨大的治疗潜力。基

于 CRISPR/Cas9 技术的临床试验也正在开展，例如

CTX001是一种基于CRISPR基因编辑的疗法，通过切
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割抑制胎儿血红蛋白生成的BCL11A基因，可增加患者

红细胞中的胎儿血红蛋白含量，改善β地中海贫血或镰

状细胞贫血患者症状，目前该研究正在1/2期临床试验

中［65］。尽管可预见CRISPR/Cas9技术能为遗传性疾病

带来巨大治疗潜力，但在基于CRISPR系统的基因组编辑

广泛应用于临床之前，仍面临一些实际问题和技术挑战。

首先，脱靶效应，即sgRNA与脱靶基因组位点之间

即使不完全互补也可能触发Cas9核酸酶活性，这些脱

靶效应对基因组编辑的临床应用提出了巨大挑战。因

此，如何改善其特异性，以及如何降低研究和治疗中的

脱靶效应是需要考虑的关键因素。已研究的各种方法

提高特异性并降低脱靶效应包括通过蛋白质工程修饰

Cas9结构，以在保持蛋白活性的同时降低脱靶效应［66-67］。

通过截短sgRNA的长度［68］或修饰sgRNA结构［69-70］也可

以减少脱靶效应。由于Cas9持续过表达会增加脱靶效

应［71］，另一种策略是通过设计特异性启动子调控Cas9

的表达时间，比如将Cas9设计为无活性形式变体，仅在

诱导剂刺激后才表达或激活Cas9。类似的系统包括光

响应Cas9变体［72］，拆分Cas9变体［73］和小分子诱导Cas9［74］

等，已经证明可以显著改善基因组编辑特异性并减少脱

靶效应。

其次，编辑效率，基因编辑的效率取决于许多因素，

包括细胞类型和靶向基因座。如何将CRISPR系统组

分有效递送至特定细胞类型，组织或器官以获得治疗效

果是面临的另一个主要挑战。尽管近年来以RNP形式

进行递送的研究越来越流行，但目前这种方法递送效率

仍然较低［44］。实际上，由于病毒载体的高转染效率，目

前基因疗法的临床试验中约70%使用病毒载体来递送

基因［75］。但病毒载体存在着相关局限性，比如致癌、免疫原

性以及有限的DNA包装能力和载体生产难度等［75］。非

病毒载体可以解决这些局限性，特别是在安全性、更低

的免疫原性和更大的有效载荷等方面，并且非病毒载体

相较于病毒载体更容易合成。因此，开发新的递送方法

对于体内治疗应用是必不可少的。

总而言之，CRISPR技术提供了强大的操纵基因组

序列和调控基因表达的能力，成为骨和软骨组织工程的

理想选择。但在临床应用之前，仍需开发更有效的

CRISPR系统和更安全的体内递送载体。毫无疑问，随

着科学研究的迅速发展，更有效的CRISPR系统和体内

递送载体将在不久的将来可用。
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