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引言

DNA是编码RNA和蛋白质的生命蓝图，也是产生组成生物体的不

同细胞类型的指令信息。基因组编辑，或有目的地修改生物体的DNA

序列，是科学家们长久以来的一个目标。基因组编辑的相关工作可分

为三大类：

1.	 生成非特异性位点的非特异性突变。这通常是通过表型选择自

然发生的遗传变异，或经辐射或化学诱导的随机突变来实现。

2.	 将特定基因序列插入到非特异性基因位点。第一个转基因生物

是通过将猿猴病毒40（SV40）注射到植入前的小鼠胚泡中获

得的(1)
。这种方法通过病毒DNA整合到基因组中的随机位点进

行转基因表达，但无法精确地“编辑”特定的基因序列。

3.	 特定位点的精确基因组编辑。天然核酸酶的发现使得精确基因

组编辑成为了可能，而随后的蛋白质工程努力将这一发现应用

于不同领域。精确的基因组编辑主要依赖于可控诱导产生的

DNA双链断裂（DSB），以及随后的内源性DNA修复。

本书为读者介绍基因组编辑技术，特别聚焦CRISPR-Cas系统，它

如何成功地被应用于人类细胞的基础和转化研究。我们讨论了该领域

仍然存在的一些主要挑战，并提及克服这些问题的策略。最后，对这 

一令人兴奋且日新月异的领域，我们对其未来发展方向做了预测。
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CRISPR-Cas9技术与应用：用CRISPR-Cas系统编辑基因组已经彻底改变了生物医学研究。
CRISPR-Cas9是由特定的RNA分子和蛋白质酶组成的复合物，可以在特定的序列中精确地
编辑基因组DNA（上）。
该分子工具可在体外和体内修饰多种细胞类型（如免疫细胞，左侧培养皿）的功能，在复
杂培养体系（如类器官，中间培养皿）中构建相关的疾病模型，或建立可应用于临床的新
型细胞治疗（右侧培养皿）。
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精确基因组编辑技术简史

限制性内切酶是最早发现的可诱导位点特异性DSB的蛋白质类型

之一，其应用为体外重组DNA技术开辟了一个新时代。这些酶通常来

源于细菌，  识别并结合到一组被称为“限制性位点”的特定短DNA序

列，切割附近的DNA。虽然限制酶已长久都被用于DNA质粒的分子

克隆操作，但其识别序列（通常为6-8 bp）的频繁出现，使其难以作为

序列特异性基因组编辑工具用于全基因组中。

为提高基因组编辑的序列特异性，科研人员开发了Designer核酸

酶。这些精心设计的蛋白质，包括锌指核酸酶（ZFNs）和类转录激活

因子效应物核酸酶（TALENs），它们是由与序列特异性DNA结合域融

合的非特异性核酸酶组成。DNA结合域为邻近序列中依赖核酸酶进行

的DSBs生成提供了靶特异性。锌指结构域识别三核苷酸DNA序列，使

科学家能够将非特异性DNA内切酶的切割域（如Fok I(2)）与不同的基

团进行结合和融合，以得到目标DSB。随后，TALEN加入了基因组编

辑工具行列，通过单核苷酸识别提供了额外的序列特异性(3)
。ZFNs和

TALENs均通过与特定DNA序列（通常为12-20 bp）结合，以介导DSB

的精确生成和随后的基因组编辑。然而， 由于ZFNs和TALENs设计复杂，

效率相对较低，严重限制了它们在基因组编辑实验中的广泛应用。

CRISPR（成簇规律间隔短回文重复序列）的快速发现和再利用

极大推动了精确基因组编辑的发展。CRISPR系统使用RNA“向导”

来指引CRISPR相关蛋白的位点特异性结合，从而介导DNA或RNA的

切割。Cas9是第一个也是最广泛应用的CRISPR相关变体，一旦与向导

RNA（gRNA）配对，  Cas9需要两个条件来识别和切割特定的DNA序列：

1）一个20核苷酸（nt）的靶向序列，也称为前间区序列，它是CRIS-

PR RNA（crRNA）的一部分，  并与反式crRNA（tracrRNA）一起

形成完整的gRNA，以及2）一个前间区序列邻近基序（PAM），该 

序列位于靶向crRNA/前间区序列的3’端（图1）。一旦这两个前提条件
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图1：CRISPR/Cas9系统靶向性DNA编辑。

靶DNA序列（A）和带有gRNA的Cas9（B）。CRISPR-Cas9基因组编辑系统由约100核苷
酸的向导RNA（gRNA）与Cas9蛋白的复合物组成。Cas9在基因组中搜索与gRNA中~20 nt
前间区序列/crRNA序列互补的序列下游的前间区序列邻近基序（PAM）位点，然后Cas9将
引起一个双链断裂（DSB）（C和D）。Cas9诱导的DSB随后可通过非同源末端连接（NHEJ）（E）
或同源定向修复（HDR）途径修复，由此决定编辑结果（F）。NHEJ引入的错误会产生各
种插入和缺失（INDEL），从而导致功能性基因敲除。如果同时引入了一个DNA供体模板，
细胞可以使用这些模板通过HDR途径精确地修复Cas9介导的断裂（摘自参考文献116）。
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满足，Cas9将结合与crRNA互补的DNA序列，并诱导PAM序列5’端产

生3-4 nt的DSB。随后内源性DNA DSB修复机制将修复该断裂。其中

最常见的两条途径是：1）非同源末端连接（NHEJ），这是大多数哺

乳动物细胞的主要修复途径；2）同源重组修复（HDR）。虽然这两种

途径都能以高保真度修复DNA，但NHEJ过程中的DNA末端处理会导

致切割位点附近的小插入或缺失（INDEL）突变。这些INDEL可能

造成移码突变，  产生截短和/或无功能蛋白。在正常情况下，HDR作用

于DNA复制后，其中第二姐妹染色单体可以作为模板进行修复。在基

因组编辑中，研究人员可以提供一个与内源目标基因位点高度同源的

DNA模板，该模板包含期望的遗传变化。由于HDR介导的基因插入效

率明显低于NHEJ介导的INDEL形成，基因组编辑的这一极其强大的

功能具有一定挑战性(4)
，而编辑结果是这两种主要修复途径相互作用

的结果。由于DNA修复与细胞周期有内在联系(2)
，  细胞类型不同，其特

异的细胞周期动力学也会影响编辑结果。



基因组编辑在疾病建模和细胞治疗中的应用8

CRISPR的优势

与前几代的基因组编辑工具（如ZFN和TALEN）相比，CRIS-

PR-Cas系统的几个突出的特性使其成为现代分子生物学实验室中强

大的工具：

灵活
不断扩展的CRISPR工具箱包括天然和工程产生的Cas变体，可

支持多种基因编辑，包括精确基因组编辑、单碱基编辑、转录激活/抑

制、以及表观基因组编辑。已被广泛用于基因组编辑的三种主要类型

的CRISPR系统（II、V和VI型系统）对PAM序列有不同的要求；具

有扩展PAM特异性的工程Cas变体能够编辑广泛的遗传位点。

易得
CRISPR简化了设计和产生必要的靶向目标基因组序列的gRNA，

使研究人员能够进行精确的基因组编辑。现有的CRISPR工具种类繁

多，使得精确修改目标细胞的遗传或表观遗传特征的成本效益高，设

计简单。

高效
CRISPR在速度和效率上优于传统的基因组编辑技术，使得研究

人员能够快速得到转基因细胞或有机体。例如，具有除疾病相关目标

基因以外完全相同遗传信息的“同基因”细胞系，以及离体编辑人体

体细胞用于治疗。CRISPR还可以通过合成和组装大量的gRNA库来

进行多重高通量的功能筛选试验，这些库可用于系统性敲除或调节基

因表达。

CRISPR-Cas系统的特点使它成为基因组编辑的宝贵工具，并且，

尽管才发现不久，该系统已经使科学家能够解决一些基础的生物学问



基因组编辑在疾病建模和细胞治疗中的应用 9

题，在基因和细胞治疗中取得重大进展。

CRISPR-Cas技术发展里程碑
西班牙阿利坎特大学（University of Alicante）的微生物学家

Francisco Mojica博士提出CRISPR这个术语，当时他发现了一个由短

序列隔开重复序列组成的细菌遗传位点，这些短序列与噬菌体基因组

相匹配(5)
。通过这一发现，他提出假设认为细菌可获得并储存外部噬菌

体序列，作为其适应性免疫系统的一部分以对抗后续的入侵。Mojica

的适应性免疫假说在2007年被成功证实(6)
，但CRISPR系统灭活入侵

噬菌体的机制和参与这一过程的效应蛋白尚不清楚。

在2008年至2010年间，研究发现CRISPR的机制涉及在CRISPR

基因位点内编码DNA裂解酶的Cas基因(7,8)
。随后由Virginijus Šikšnys

博士主导的研究发现，通过改变引导CRISPR RNA（crRNA）序列，

可以对纯化的Cas9进行程序重调，  使其靶向和切割选定的基因组位点
(9,10)

。 同 年，Jennifer Doudna和Emmanuelle Charpentier同 样 也 发 现

Cas9是介导CRISPR系统DNA切割能力的关键因子(11)
。在这篇论文中，

这两位研究者描述了CRISPR系统的两个基本RNA组分，即crRNA

和tracrRNA，它们可以合并成一条单链向导RNA（sgRNA），以简化

CRISPR系统的设计和使用。以上这些结果证明了CRISPR-Cas9的卓

越特性，可作为一种不需要辅助性因子的自给型RNA引导的DNA内

切酶。这些发现为此新型系统在广泛细胞类型和生物体中实现精确基

因组编辑奠定了理论基础。

张锋博士的实验室在2013年研发了PX330系列CRISPR-Cas9质粒，

用于对真核细胞进行基因靶向，这是CRISPR技术的应用取得的一个

重大进展(12)
。这些工具使CRISPR工具的应用迅速席卷众多领域，包括

第一个CRISPR介导的人类干细胞基因组编辑(12)和CRISPR编辑的第

一组不同品系的小鼠(13,14)
。从此CRISPR的应用发展势头迅猛，经常有

令人兴奋的发现，  并且CRISPR相关工具发展迅速，不断有新工具加入。
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我们将在本书后续部分讨论一些最流行的CRISPR工具及其应用。

最近，CRISPR工具已经发展到用于支持治疗。Vertex Pharma-

ceuticals, Inc.与CRISPR Therapeutics于2018年8月启动了第一个基于

CRISPR的临床试验，旨在将其应用于治疗β-地中海贫血。在这一试

验中，首先从患者体内抽出血细胞，离体编辑以降低胎儿血红蛋白抑

制因子BCL11A的表达，然后将其移植回供体患者体内。美国食品和药

物管理局于2018年11月批准了首次体内CRISPR药物测试。在这一正

在进行的临床试验中，Editas Medicine和Allergan的科学家正在与医疗

团队合作，以纠正视网膜中CEP290基因的IVS26点突变，该突变导致

Leber先天性黑蒙10型，是遗传性儿童失明最常见的形式。

为您的研究选择合适的CRISPR系统
无论是用天然的还是从蛋白质工程获得的CRISPR-Cas，研究人

员能为其特定的基因组编辑应用选择最合适的工具（图2）。Cas9是第

一个、也是特性最清楚的单蛋白CRISPR效应器。Cas9酶含有两个保

守的核酸酶结构域RuvC和HNH，其共同在PAM序列附近形成一个

平末端DSB(8)
。由Cas9诱导的DSB随后由NHEJ或HDR修复。NHEJ

可以引起INDEL的形成和可能的功能缺失突变。或者是，当细胞使用

HDR时，可通过同时导入的包含同源臂的DNA供体模板作为细胞修

复的模板，引起精确的基因改变。II 型CRISPR-Cas9系统总体上具有

较高的靶向性基因组编辑效率，但相对较短的gRNA靶向序列（20 nt）

可能在非预期基因组位点脱靶切割。

为了减少野生型Cas9的潜在脱靶突变，研究人员生成了该蛋白

的多种突变体，灭活其中一个核酸酶结构域催化残基（RuvC中的

D10A或Hnh中的H840A），使该蛋白只能切割一条DNA链(15)
。单链

断裂（SSB）的修复比DSB具有更高的保真度(16)
，  而这些Cas9切口酶

（Cas9n）的脱靶活性确实低于它们的野生型(15)
。然而，这种策略因效

率降低和实验设计更复杂，阻碍了其广泛应用。
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V型CRISPR系统（Cpf1，Cas12a）使用具有更长gRNA序列（通

常>23 nt）的紧凑而高效的酶，可以在TTTN PAM序列附近切出带有

一个5 nt突出末端的交错切口，使得这些切口非常适合于富含AT的区

域的基因组编辑(17)
。Cas12a通过酸碱催化来切割和加工它自己的向导

RNA，这一特性有助于从单个RNA转录中分离出多个gRNA，用于多

图2：CRISPR-Cas9系统的类型和类别。

第一类CRISPR系统需要多种Cas蛋白，而第二类CRISPR系统只需一种Cas蛋白（改编自
117）。

CRISPR-Cas9：成簇规律间隔短回文重复序列（CRISPR）-CRISPR相关蛋白9；crRNA：
CRISPR RNA；PAM：前间区序列邻近基序。
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重基因组编辑。一旦Cas12a结合了一个与其间区序列相匹配的目标单

链DNA分子，它就会激活并不加区别地在初始结合位点附近切割所有

的单链DNA。这一特性使Cas12a成为检测混合物中微量目标DNA的

有力工具，并被用于开发称为DNA内切酶靶向的CRISPR反式报告检

测系统（DETECTR）(18)
。

VI型CRISPR系统（Cas13）形成一个包含30 nt长的crRNA的复

合物，当它与互补的单链RNA（ssRNA）序列结合时，它会在最初

的ssRNA结合位点附近触发非特异性的RNase活性(19)
。这种独特的

混杂RNase活性已被用于体外精确诊断中，以检测微量的特定RNA

转录，这种技术被称为特异性高灵敏度酶促解锁（SHERLOCK）(20)
。

以RNA转录本为靶标的编辑系统不会导致基因组DNA序列的永久改

变，因此，与修改DNA的编辑系统相比，这些系统的编辑更短暂，理论

上也会更安全。研究表明，在sgRNA引导下使用Cas13实现的基因沉

默比传统的小发夹RNA（shRNA）方法具有更高的特异性(19)
。因此，

Cas13系统可以作为一种具有临床应用前景的基因治疗方案，以减少

突变RNA转录本的表达。

除了已用于DNA和RNA编辑的II、V和VI型CRISPR系统外，还有

具有不同DNA结合和基因组编辑特性的其他类型的CRISPR系统，包

括I型(21)和IV型CRISPR/Cas系统(22)
。这些CRISPR系统在进化上是相

似的，但使用多种Cas蛋白与crRNA形成复合物，从而引导DNase活性。

III型CRISPR-Cas系统同时具有RNase和RNA激活的DNase活性(23)
。

通过系统地研究不同物种中自然进化的CRISPR-Cas系统，可能

会发现更好的基因组编辑工具。例如，在最近的研究中，对六个较小的

Cas9同源物进行鉴定时发现了金黄色葡萄球菌Cas9（SaCas9）同源物，

其效率和特异性可与常用的产脓链球菌Cas9（SpCas9）相当，但体积

要小得多，从而提高了递送到细胞中的效率(24)
。

Cas核酸酶的蛋白质工程变体也已被开发出来，用于不需要DNA

或RNA切割，而是依赖于通过保留DNA结合能力的催化死亡的Cas9
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（dCas9）变体，将蛋白质招募到特定的基因组位置 (25)
。这些用途包括

调控基因表达、标记特定的基因组位点或RNA转录本（图3）（综述请

参考26）。最近，Cas酶被修改用于碱基编辑，以诱导目标C到T或A到

G的转换突变(27-29)
。早期碱基编辑器是通过将自然发生的或工程化的

图3：CRISPR-Cas在基因组编辑之外的应用。

（a）通过dCas9与VP16/VP64或p65激活结构域等转录激活子（TA）的融合，可以将CRIS-

PR-Cas9转化为位点特异的转录激活子。用这些位点特异的转录装置进行全基因组平铺可
以调节基因的表达。（b）CRISPR-Cas9可通过dCas9与KRAB或SID等转录抑制因子（TR）
的融合转化为位点特异性转录抑制因子，从而促进表观遗传沉默。用这些位点特异的转录
抑制因子进行全基因组平铺可以调节基因表达的抑制。（c）CRISPR-Cas9可通过dCas9与
DNA甲基化酶（如DNMT3A）、DNA去甲基酶或组蛋白乙酰化酶/脱乙酰基酶的融合，转
化为位点特异性表观遗传修饰因子。（d）dCas9与荧光基团或荧光蛋白（如eGFP）的融合
实现DNA位点的成像。（e）除提供PAM序列的小寡核苷酸外，可通过将dCase13与荧光载
体或荧光蛋白（如eGFP）融合对转录本进行成像（改编自118）。

转录激活

转录抑制

表观遗传标记

DNA标记

RNA追踪
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脱氨酶与催化死亡的Cas9或Cas12a融合而开发的，而下一代碱基编辑

器则利用与碱基修复抑制物融合的切口酶突变体。这些巧妙的蛋白质

工程示例展示了基础生化研究的能力，并突出了CRISPR-Cas系统在

多种形式基因操作中的广泛应用。

CRISPR-Cas系统的发现催生了一个完整的研究领域，致力于识

别和表征可以用于基因组编辑的自然产生的CRISPR-Cas系统，并以

巧妙的方法来修改这些系统以进行多种多样的基因修改。通过努力这

个领域进展迅速，而野生型Cas9仍然是最广泛用于基因组编辑的。在

接下来的部分中，我们将重点介绍CRISPR-Cas9系统，不过许多概念

也适用于其他CRISPR-Cas系统。

gRNA设计策略
CRISPR-Cas9 gRNA包含一个20-nt的特异性crRNA靶向序列（前

间区序列），其邻近一个76-nt的主干序列，该主干序列包含一个充当

Cas9与gRNA序列相互作用支架的tracrRNA。Cas9-gRNA复合物将扫

描整个基因组，并结合与crRNA/前间区序列互补、  并携带一个3’-PAM

的位点。一旦复合物与DNA结合，Cas9就会精确地在PAM位点上游

3~4 bp诱导产生一个DSB，  编辑结果由随后的DNA修复途径决定。

用于基因靶向的gRNA序列可以用CRISPOR(30)
、E-CRISPR (31)

、

COSMID(32)等在线工具设计。这些工具可以在输入的目标基因组序列

中搜索潜在的gRNA目标序列（通常分布于目标位置周围30-50 bp内），

并提供每个gRNA的预测“中靶”活性和潜在“脱靶”活性的信息（见

“当前挑战”一节中的“CRISPR-Cas的脱靶效应”小节）。虽然这些

工具在对目标区域附近的特异性和活性潜力gRNA进行排序时非常有

用，但必须对gRNA进行经验性测试，以确定其有效性，因为我们对定

义“最佳”gRNA序列的参数的了解有限(33,34)
。由于编辑效率取决于

切割到突变的距离(35)
，因此应该仔细考虑gRNA定向切割的位置，特

别是当编辑结果较罕见时（如产生精确的敲入）。
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CRISPR-Cas的表达和递送系统
CRISPR系统可以通过几种不同的方法在靶细胞中表达，包括表

达质粒、  病毒载体、体外转录的mRNA或与gRNA预络合的纯化蛋白

（也称核糖核蛋白（RNP）复合体）（表1）。如果需要基因敲入，可以

质粒DNA或单链DNA寡脱氧核苷酸（ssODN或长ssDNA）的形式提

供供体DNA模板，并与CRISPR-Cas组分同时或顺序以裸DNA形式或

封装在病毒载体（如腺病毒）中导入细胞。遗传改变的程度将决定供

体模板的类型：ssODN的大小通常在50-200 nt之间，它们只能介导小

的基因组变化，而长的ssDNA最多可用于生成几千碱基（kb），AAV

载体可用于插入长达4 kb的转基因器件(36)
。

根据选择的CRISPR-Cas9表达系统，可从多个来源获得完整的

gRNAs（表1）。当使用基于质粒的表达时，可立即将crRNA/前间区序

列克隆到Cas9表达质粒上的gRNA主干序列的5’端，例如使用PX 330

系列质粒(12)
。这些质粒被设计成表达Cas9和一个可选择的标记，例如

抗生素耐药性或荧光蛋白，以促进转染细胞的富集。除了质粒介导的

sgRNA表达外，体外转录（IVT）sgRNA可以与Cas9 mRNA或纯化

的Cas9蛋白一起进行纯化和递送。最后，  化学合成的gRNA（rRNA

表1：CRISPR-Cas9和gRNA表达和递送系统的比较。

•价格低
•可扩展
•易于递送至永生化细胞系

•非整合（无DNA）

•RNA稳定性低
•Cas9蛋白翻译延迟
•潜在免疫效应

•基因组整合问题
•gRNA/Cas9蛋白转录/翻译的
•延迟
•表达时间过长，增加脱靶效应

•高效递送至大多数细胞类型
•可扩展

•基因组整合问题
•可能不适于临床转化及生产
•大多数Cas变体超出载体的装载尺寸

•蛋白质复合体过大，难以递送
•比基于质粒的表达体系更贵
•(一次性使用）

•非整合（无DNA）
•瞬时、可控表达
•即时作用
•大多数细胞类型中具有高编辑效率

表达质粒

病毒载体
(如 Lentivirus, AAv)

核糖核蛋白 ( RNP )
复合体

体外转录 ( IVT )
gRNA+Cas9 mRNA
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和tracrRNA，或sgRNA）可与纯化的Cas9蛋白偶联，形成核糖核蛋白

（RNP）复合体。对合成的gRNA进行化学修饰可以提高编辑效率，这

可能是由于内切酶降解造成的(37)
。

无论CRISPR-Cas9组件是如何表达的，高效率基因组编辑的最大

挑战之一在于将其跨细胞膜转运。目前已有多种病毒和非病毒的方法

可成功递送这些组件。电穿孔和化学转染是最常用、  将必要CRISPR

系统导入培养细胞的非病毒方法。这些方法相对的价格较低、直接，并

且对大多数干细胞和初级细胞基因组编辑有效。在选择表达和递送系

统之前，对目标细胞类型的考虑是很重要的，因为干细胞和许多原代

细胞类型对操作十分敏感。应进行预试验以测试候选CRISPR-Cas在

靶细胞或组织中的递送和表达方法的有效性。在需要编辑有限数量的

细胞的实验中，例如在为了开发转基因动物而进行的卵母细胞操作中，

通常首选的是编码Cas9或RNP复合体的mRNA，因其可直接注射到目

标细胞中，绕过Cas9和sgRNA转录，从而提高表达速度和基因组编辑

效率。

基于病毒载体的方法递送CRISPR系统组件通常比其他方法更有

效，因此为细胞培养和体内应用提供了强大的基因组编辑工具。这种

方法的挑战在于，Cas蛋白通常由较大的基因编码；高滴度病毒的制备

是这一方法成功的关键，但通常不存在能同时编码CRISPR效应器和

gRNA的合适病毒载体。在细胞系或动物等实验模型中，另一种Cas9

递送方法是将可诱导的Cas9转基因导入靶细胞的基因组中。基因组编

辑所需的其他组件，如sgRNA和DNA修复模板，相对要小得多，可以

封装在病毒中，并且以高滴度生产，  以便高效地递送至Cas9表达细胞

中。
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CRISPR-Cas技术在培养体系中的应用

基因组编辑已经成功地应用于许多细胞系中。许多早期的真核生

物基因组编辑研究都使用了永生化细胞，这些细胞易于培养、操作和

克隆，而编辑更复杂的细胞类型，如干细胞和原代细胞类型，则最具科

学价值和临床应用前景。然而，干细胞和原代细胞基因组编辑的发展

阻碍在于CRISPR系统在高效递送和表达方面的挑战、克隆原性和细

胞毒性。在接下来的章节中，我们将重点介绍在最难操作的细胞中实

现高效率编辑的关键里程碑，并提供案例研究示例，强调CRISPR-Cas

基因组编辑在应用于细胞培养系统时的通用性和效能，特别是用于疾

病建模和细胞治疗的开发。

基于CRISPR-Cas的下一代疾病建模
CRISPR-Cas技术最令人兴奋的应用之一是它在包括胚胎干细胞

（ES）和诱导多能干细胞（iPSCs）在内的多能干细胞（PSCs）中的应用。

PSCs具有通过克隆单个细胞进行扩展的独特能力，使研究人员能够通

过单细胞克隆扩展来捕捉相对罕见的基因组编辑活动。由于可以从病

人或健康人的体细胞中提取，  诱导多能干细胞（iPSC）的用途尤其广

泛。然而，iPSC细胞系之间的高度变异性给利用这些细胞研究基因功

能和/或疾病相关的表型带来了重大挑战，这至少部分是个体遗传变异

所致。基因组编辑可以通过产生仅在目的基因组位点不同、但含有相

同遗传背景的同基因克隆来避免这一问题。利用二维和/或三维培养系

统可以将同基因iPSCs分化为多种细胞类型，从而建立强大的体外疾

病模型。

通过将CRISPR和干细胞技术相结合，引入或纠正具有潜在致病

性的基因突变，可以利用野生型和突变型细胞的并行比较来直接研究

某些基因变异对疾病相关表型的影响。这些方法消除了由来自不同个

体的iPSC或ESC细胞系中固有的遗传背景变异引起的潜在混淆因素，
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并显著促进了疾病模型研究的进展。

人PSCs尤其适用于对无法获取源细胞类型或组织的疾病进行建

模，如神经和心血管疾病。经基因组编辑的人干细胞在体外已成功地

分化为多种细胞类型的内胚层、中胚层和外胚层，如心肌细胞(38)和所

有主要脑细胞类型，包括神经元(39)
、星形胶质细胞(40)

、少突胶质细胞(41)

和小胶质细胞(42)
。这些人类细胞使研究人员能够通过研究疾病相关基

因的表达，以及由基因突变直接引起的形态和功能表型来了解疾病机

制（详见综述43）。经基因组编辑的人PSC衍生细胞也可以通过高通量

的表型或分子靶向药物筛选平台来发现潜在的治疗方法。

除了二维细胞培养模型外，CRISPR编辑的干细胞的另一个重要

应用是开发用于疾病建模的三维（3D）类器官培养系统。类器官是一

种三维结构，通常包含自我更新的干细胞群，并分化为多种组织特异

性细胞类型，表现出与其所代表的器官相似的空间组织。类器官可以

来源于成体干细胞（ASCs）或定向分化的PSCs，并能模拟其所代表

器官的关键功能。这些特点使类器官成为一个用于研究正常和疾病生

理学的生理相关的培养系统，并作为诊断工具应用于精确医学。

有一类被称为“脑类器官”的类器官引人注目，它由神经元、星

形胶质细胞和循环祖细胞组成，这些细胞模仿了人类皮层发育的特征
(44,45)

。重要的是，敲除人脑类器官中的小头畸形相关基因CDK5RAP2

可显示这种疾病的典型表型，包括Cdk5rap2基因敲除小鼠模型未能展

现的几个关键特征(46)
。最近的一项将CRISPR基因组编辑技术和类器

官技术结合的工作使研究人员能够在培养皿中模拟人类大脑发育的特

定方面，其方法是在人iPSC衍生的类器官中敲除PTEN基因，从而导

致类器官尺寸的扩大和表面褶皱结构的发展(47)
。一项类似的工作利用

来自经基因组编辑的iPSC细胞系的大脑类器官在3D环境中建立胶质

母细胞瘤形成的模型(48)
。CRISPR-Cas对癌基因/抑癌基因的操作启动

了大脑类器官中的肿瘤发生，从而可以在3D人脑组织中对肿瘤的发生

进行显微观察。
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除了大脑，CRISPR、干细胞和类器官技术的结合已经应用于其他

器官的疾病研究上。肾类器官来源于人PSC衍生的GSK3ß抑制表皮小

体(49)
。作者发现，CRISPR介导的多囊肾疾病基因PKD1或PKD2的敲

除可诱导肾类器官的肾小管中形成囊肿，从而证明类器官可为研究多

囊肾疾病的发病过程提供模型。最近，同一课题组证明CRISPR编辑

的PSC来源的肾脏类器官可以用于多维表型筛选(50)
。他们建立了一条

装有液体处理机和高精度成像仪的机器人管道，用于在微孔阵列中制

造和分析肾脏类器官。这种高通量的系统为药物的发现和精确医学的

发展提供了一个非常强大的平台。

成体干细胞（ASC）也可以用CRISPR-Cas系统进行编辑，并衍

生成类器官。其中一个例子是用CRISPR-Cas9校正囊性纤维化患者肠

干细胞类器官中的突变型CFTR基因(51)
。类似的ASC衍生类器官被用

来模拟结肠癌组织中细胞与细胞的相互作用(52,53)
。用于培养原代人类

气道上皮细胞的先进的培养系统最近也被报道(54)
，这种细胞以其难以

进行长期培养而闻名。这些方法使基因组编辑和随后在气液界面上的

细胞增殖和培养成为可能，为研究与气道功能障碍和疾病有关的基因

提供了一个很好的系统。

使用CRISPR-Cas系统能够相对容易地对人类细胞进行基因操

作，从而大大推动了疾病建模的发展。结合新型的培养方法，如稳健

的分化系统和类器官技术，我们现在有能力在简单的培养皿中制作强

大的、与生理相关的人类疾病模型，以进一步了解正常发育和疾病的

发病机制。

CRISPR-Cas技术在治疗中的应用
CRISPR-Cas基因组编辑技术除用于疾病建模外，还可用于人体

PSC或多能原代细胞，如免疫细胞或造血干祖细胞（HSPC）的离体编

辑，为临床相关细胞治疗提供自体细胞来源。成功的细胞治疗需要对

细胞进行基因改造，使其具有有利特征，例如靶标定位能力或纠正致
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病突变，  随后将这些细胞输送到受体体内。这就需要有适当匹配的供体， 

且由于细胞操作方面的挑战以及潜在免疫并发症而受到阻碍。CRIS-

PR-Cas可以在精确的位点插入单拷贝治疗基因，克服了病毒载体随机

整合而可能破坏基因的安全限制。此外，使用CRISPR-Cas进行基因组

编辑可以在治疗相关位点和其他位点同时进行编辑，以防止免疫排斥，

这一策略正在迅速被纳入到下一代细胞治疗的开发中。

在再生医学领域，CRISPR技术最有前景的应用之一是产生异

基因或人类白细胞抗原（HLA）相匹配的人PSC用于细胞治疗。I类

HLA基因多态性导致移植的PSC源细胞在异基因受体中的排斥率较

高。在最近的一份报告(55)中，一个AAV介导的CRISPR-Cas递送系统

被用来将一个多态性极低的HLA-E基因敲入到β-2微球蛋白（B2M）

表面抗原基因位点。经编辑的HLA-E-B2M融合蛋白表达细胞可以逃

避免疫检测和自然杀伤（NK）细胞介导的裂解，为移植应用提供了

潜在的通用供体细胞来源。

然而，原代细胞的基因组编辑流程带来多层复杂性，因为它们的

增殖能力有限，克隆性低，操作困难，以及对外源DNA和/或未经修饰

的gRNA敏感。早期尝试将CRISPR-Cas9基因组编辑应用于使用病毒

载体或质粒表达系统的原代细胞类型，但成效有限。随后的研究发现，

先天免疫系统有时可检测到未经修饰的外源核酸，从而导致细胞毒性

和编辑效率降低(56-58)
。最近，使用RNP复合体对循环原代细胞的电穿

孔在多个靶点上取得了很好的效果(36,37,59-62)
。然而，原代细胞类型的有

限增殖性使得克隆传代具有极大的挑战性。因此，在这些细胞类型中

获得高的编辑效率是至关重要的。为了克服这些困难，人们已经探索

了各种方法，包括促进细胞周期激活的培养操作，以及采用递送和表

达CRISPR-Cas体系的新型策略以避免免疫激活。

新近出现的嵌合抗原受体（CAR）-T细胞治疗是一种极具前景

的肿瘤治疗方法。CAR-T细胞是经过基因程序重调的免疫细胞，专门

被设计用来靶向和杀死癌细胞。目前，可以使用病毒和非病毒方法将
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工程CAR导入T细胞基因组(63)
。虽然病毒载体随机整合到基因组中会

引发对安全性担忧，但CRISPR-Cas系统能够在精确的基因组位置进

行CAR整合(64)
。对TRAC、B2M和PD-1基因的多重基因组编辑以用于

在异种移植小鼠模型中产生具有免疫原性极低且能进行抑制性PD-1

信号传导的敲除T细胞(65)
。这一策略最近通过非病毒基因组靶向的长

ssDNA供体模板用于CAR整合而取得进展(66)
，可以结合删除抑制基因

和/或纠正致病性突变来构建具有更强治疗性能的原代人类免疫细胞。

CRISPR-Cas和CAR-T这两项革命性技术的协同作用正在加速新的免

疫疗法的发展，并可能为癌症治疗提供一个低免疫原性和高疗效的细

胞来源(67)
。

最近的一项研究显示了CRISPR-Cas9系统的多重作用潜力(68)
，其

在原代人T细胞中通过全基因组的CRISPR基因敲除筛选识别免疫细

胞功能的调节因子。该方法被称为“Cas9蛋白电穿孔的单向导RNA

（sgRNA）慢病毒感染”（SLICE），确定了刺激T细胞活化和体外肿瘤

细胞杀伤的候选靶点(68)
。这项研究提供了一个很有希望的例子，说明

了CRISPR-Cas技术是如何帮助解决基础的生物学问题，从而极大促

进未来细胞治疗的发展。

除了T细胞工程之外，CRISPR-Cas应用的另一个令人兴奋的治疗

相关领域是HSPC的离体基因组编辑，其被用于治疗血液系统恶性肿

瘤和血红蛋白病。例如，Mandal等人(69)首次报告了关于CRISPR-Cas9

在CD 34+ HSPC中的应用，他们使用近端双重gRNA靶向方法敲除临

床相关基因（CCR5）。随后的研究表明，使用基于RNP的表达系统可

以降低HSPC的细胞毒性和提高编辑效率(37,70)
。

虽然HSPC的基因敲除相对直接，  但HSPC长期造血干细胞（LTH-

SC）的再生细胞群显示出低HDR频率和缓慢的细胞周期(36,71)
。这是

以治疗为目的HSPC插入编辑中的一个主要障碍。为了克服这一限制，
Porteus研究组一直致力于寻找改进的基因组编辑方法，并优化培养条

件以使HSPC旺盛生长，以实现高效率的依赖于HDR的敲入式编辑(72-74)
。  
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这些方法包括在细胞因子富集的培养基中进行培养，  以支持循环祖细

胞的扩增，以及使用AAV6封装和递送DNA供体模板。在一项研究中，

一个封装于AAV6的修复模板被用于纠正β-血红蛋白（HBB）基因

上一个致病性镰状细胞贫血Glu6Val突变(72)
。通过插入GFP报告组件，

作者能够成功地富集HDR编辑的细胞。重要的是，靶向HBB基因的

HSPC在免疫缺陷小鼠中表现出长期和多系重组。AAV6以外的其他供

体DNA模板，包括长ssDNA或短ssODN，在HSPC编辑中也被证明可

能是有用的。虽然ssODNs能在HSPC中介导高效的HDR(73)
，但它们的

长度不足以编码一个选择标记盒，  因此不适用于上述浓富集方案。然而，

最近的一项研究发现基因组编辑伴随着一种短暂的p53依赖性DNA损

伤反应，  并且AAV6（而非ssODN） 的共同导入加剧了这种损伤反应(71)
。

这加剧并维持了p53依赖性DNA损伤反应，其与增殖能力降低和功能

损伤有关，  而这种损伤可以通过暂时性的p53抑制来克服。

在将CRISPR-Cas编辑系统应用于临床相关细胞群体方面已经取

得了重大进展。随着更安全、更有效的精确基因组编辑方法在原代和

干细胞中的不断发展，我们确信这一技术在未来几年中将会成功地转

化至临床应用中。

当前挑战和应对措施
尽管在将基因组编辑应用于先进细胞模型和治疗方面取得了进

展，但在充分发挥这些工具和技术的潜力之前，仍有许多大障碍要克服。

接下来的章节将概述解决CRISPR实验问题的一些技巧，讨论有待解

决的挑战，介绍克服这些挑战的方法。

获得高效的基因组编辑
基因组编辑的主要挑战是高效率地产生靶向的DNA修改，例如在

经编辑的整个细胞群中获得高百分比的携带预期突变的细胞。影响基

因组编辑效率的因素有很多，包括gRNA效率、细胞类型依赖的NHEJ
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与HDR修复效率差异（已在“精确基因组编辑技术简史”一节中进

行讨论）、影响细胞活力和功能的细胞培养条件，以及在不同细胞类型

中可能以不同效率工作的不同CRISPR组件表达和递送系统。

要解决CRISPR实验中出现的问题，首先要确定基因靶向质粒或

合成RNA的设计和序列。对于基于NHEJ的基因敲除实验，如果单个

gRNA不能有效地诱导对目标位点的编辑，则考虑使用多个gRNAs在

100~200 bp的距离内靶向多个基因组位点，以提高基因破坏的概率。

对于HDR依赖性精确基因组编辑，所设计的sgRNAs必须能够切割未

经编辑的基因组DNA序列，而不是修复模板或成功编辑的基因位点。

如有必要，  应引入沉默突变，  以破坏修复模板上的PAM或sgRNA序列。

此外，DNA模板与HDR结合的效率取决于其切割位点与突变位点的

距离(35)
。应该仔细考虑gRNA引导的DNA断裂的位置，以产生精确的

敲入编辑。

CRISPR组件的转染效率，尤其是Cas蛋白在目标细胞类型中的表

达，决定了基因组编辑实验的成功率。递送CRISPR-Cas组件的候选方

法应在目标细胞类型/组织中进行并行检测，以确定后续实验的最佳方

法（参见“CRISPR-Cas9的表达和递送系统”一节）。如果采用抗生

素耐药性或基于流式细胞术（FACS）的筛选来富集转染细胞群，则需

要检测目标细胞对不同剂量抗生素的反应，或优化FACS的门控策略，

以验证富集策略的敏感性和有效性。

为了准确地检测基因组编辑事件，基因分型策略的特异性和敏感

性必须在实际的基因靶向实验之前进行测试和优化。一种通用的PCR

基因分型策略是通过设计引物来扩增相对较小（200~500 bp）的DNA

片段，这些片段位于靶位点两侧和/或跨越插入基因与编辑的基因组序

列之间（图4A）。要避免在基因组DNA中设计具有两个引物的较大扩

增子（>1 kb），因为从基因组DNA中扩增长片段的PCR效率相对较

低，可能导致假阴性结果。在通过基因组编辑引入突变时，一种可能的

基因分型策略是设计供体模板以插入预期的突变或潜在的其他沉默突
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变位点，以在预期的突变点或其附近引入或破坏限制性酶位点。这种

设计可以使用限制性内切酶对从编辑细胞和未编辑细胞中获得的靶区

PCR扩增产物进行基因分型。为了证实已在目标位点敲入了较大的序

列，可以设计长距离PCR和/或南方墨点法来检测目标细胞群体中转基

因整合事件的数量（图4B）。

确保为下游试验提供高质量编辑细胞
在处理和操作干细胞和祖细胞时，维持细胞身份对于试验尤其重

要。长期培养可导致细胞自发分化和潜能的丧失。此外，基因组编辑流

程对细胞造成较大压力，并导致较高程度的选择压力，这一点在编辑

后的生存过程中尤为显著。由于基因组编辑通常依赖于诱导产生DNA 

DSB，在大多数细胞类型中，p53依赖性DNA损伤反应将在此过程中

被激活，从而诱导细胞周期停滞或细胞凋亡。在人PSC(75-77)和HSPC(71)

中都已观察到了这一现象。人们对细胞对基因组编辑的反应了解甚

少，但这些反应可能会对干细胞和原代细胞的关键特性产生负面的影

响，如存活、增殖能力、分化潜能和下游功能。因此，在基因组编辑之后、

下游实验使用之前对细胞健康的这些方面进行监测很重要。优化编辑

前和编辑后的培养条件可以将实验的可变性最小化，从而支持生成具

有充分功能和活力的编辑细胞。

除p53外，  其它的凋亡通路因子也可能在编辑后限制人PSC的存

活。例如，抗凋亡蛋白BCL-XL的过表达大大提高了编辑效率(78)
。这一

发现十分重要，因为长期培养人PSCs与获得遗传异常相关，包括显性

阴性p53突变(79)和20q11.21（含BCL-XL基因的基因组区）的扩增(80,81)
。

为了避免细胞中不必要的基因突变，在长期培养过程中和基因组编辑

后，对人PSC基因组稳定性进行持续监测是必要的。

CRISPR实验在培养细胞中的另一个挑战，是在基因组编辑导致

低存活率和细胞增殖能力丧失的条件下如何生成克隆细胞系。由于特

定编辑事件的效率从未达到100%，编辑后会得到基因混杂的细胞群。
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图4：验证基因组编辑成功的基因分型策略。

（A）常规PCR基因分型。用gRNA结合位点两侧的引物对靶区进行扩增。T7内切酶I或Sur-

veyor核酸酶测定等分析方法可用来评估所生成INDEL的比例，即切割效率。对于基因敲入，
可以通过设计突变特异性引物实现仅扩增突变的等位基因。
（B）用长片段PCR进行基因分型。对于长片段的敲入，可以通过引物设计对突变体进行基
因分型，这些引物分别靶向同源臂以外、转入基因/敲入序列以内的位点（改编自119）。

常规PCR
突变特异引物

正向引物

反向引物

野生型

长片段PCR

上游正向 人源正向

人源反向 下游正向

突变株
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在这种情况下，我们可以通过分离单个细胞，并以非常低的密度接种

细胞以得到基因统一的细胞群。但是，此方法仅适用于易于克隆的细

胞类型。优化编辑前和编辑后的培养条件可以将实验的可变性最小化，

从而促进生成具有充分功能和活力的编辑细胞。

CRISPR-Cas技术的脱靶效应
基因组编辑可能诱导脱靶效应，这些效应既可以依赖也可以不依

赖于序列，包括激活免疫和/或DNA损伤反应（如上文所述），以及基

因组中非预期位置的突变。Cas9能耐受gRNA-DNA序列中~1-2 bp的

错配(82)
。研究发现，顺着gRNA的方向，PAM-近端错配的耐受性低于

PAM-远端错配(83,84)
。大多数gRNA设计工具在对特定靶序列的潜在

gRNAs排序时考虑了这一点，  但重要的是，使用无偏倚或靶向基因组

分析来评估潜在的序列依赖的脱靶效应，从而确保基因组编辑的特异

性。不依赖序列的脱靶效应更难被识别，而这种脱靶效应有可能对细

胞的活力和功能产生负面影响。

在通过初步基因型筛选的细胞克隆中，PCR扩增目标基因组位点

并进行DNA测序，可用于验证中靶基因组编辑（包括突变和/或转基

因插入）的准确性。为了排除基因编辑细胞中CRISPR-Cas引起的脱

靶突变事件，对gRNA设计程序预测的潜在脱靶位点的PCR扩增和测

序是识别脱靶编辑存在的最有效方法。目前已有利用全基因组测序来

检测潜在的脱靶突变的更系统且无偏倚的方法，包括测序法无偏倚全

基因组双链断裂鉴别（GUIDE-seq）(85)
、高通量全基因组易位测序

（HTGTS）(86)
、直接原位断裂标记，在链霉亲和素上富集和下一代测

序（BLESS）(87)来识别双链断裂。有可能的话，建议从一轮或多轮基

因靶向编辑中生成多个独立克隆，以便进一步鉴定。除了在DNA水平

上进行基因分型外，也建议研究人员验证基因编辑的细胞中观察到的

表型是否与预期的基因型相匹配。
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CRISPR技术未来的发展

拓展工具箱
CRISPR-Cas基因组编辑的脱靶效应一直是基础和转化研究领域

研究的主要问题和改进方向。非特异性DNA切割是RNA引导与靶位

点不完全相似的DNA序列相互作用的结果。这种与非靶DNA的相互

作用是通过位于Cas9的HNH、RuvC和PAM相互作用域之间的残基来

稳定的(88)
。

为了提高用于基因组编辑应用的CRISPR工具的效率、特异性和

靶向范围，  研究人员已经通过结构信息指导的蛋白质工程、基于细菌

选择的定向进化和组合设计等方法开发了数种性能强化的Cas蛋白(89-

92)
。这包括一种高保真度Cas9蛋白（SpCas9-HF1），  它具有几乎无法检

测到的脱靶编辑(89)
，  以及一种“增强的特异性”SpCas9（eSpCas9）

变体，它减少了脱靶编辑，同时保持中靶切割(90)
。Doudna课题组认为，

增强校对是这些新的Cas9变体提高基因靶向准确性的机制，而通过对

结构的深入研究开发了一种高精度Cas9变体（HypaCas9），它在不影

响中靶活性的前提下展现出高的全基因组特异性(91)
。蛋白质工程也致

力于增强PAM的特异性，因为使用Cas9编辑基因组的能力仅限于包

含5’-NGG-3’的区域。Kleinever等人(93)通过随机诱变Cas9的PAM-相

互作用域，识别了PAM特异性从典型的PAM序列变为5’-NGA-3’、5’-

NGAG-3’和5’-NGCG-3’的突变体，从而拓宽了Cas9的靶向范围。通

过一种类似于上述的结构导向蛋白质工程方法，研究人员还开发了一

种从5’-NGG-3’到5’-YG-3’的限制性较低的改良的新凶手弗朗西丝氏

菌Cas9（FnCas9）(94)
。最近，Liu课题组设计了一种名为“xCas9”的

Cas9变体，其具有高特异性，以及迄今最广泛的PAM兼容性(95)
。类似

的方法最近被应用于来自其他物种的Cas12a和Cas9蛋白(96)
，表明这些

方法可以用来构建一系列具有增强性能的Cas酶。

在努力提高保真度和扩大基因组编辑范围的同时，研究人员对
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HDR依赖性敲入编辑同样付出了巨大的努力(97)
。为了克服HDR的

低效率，一些课题组使用小分子抑制剂和/或激活剂来促进HDR和抑

制NHEJ(98-103)
， 或 同 步 细 胞 周 期(104)

。 最 近， 供 体DNA模 板 和CRIS-

PR-Cas组件的物理耦合显示HDR发生频率增加(105-108)
，从而避免了可

能与药物操作相关的毒性。同时，其他科研人员选择通过标记基因的阳

性/阴性选择来具有更高HDR编辑活性的细胞(36,109,110)
。最近一项研究

在HSPC中采用了这种策略，研究人员使用基于RNP的CRISPR-Cas9

递送，并使用AAV6封装供体DNA模板以包含GFP报告基因(36)
。通过

这种方法，  精确编辑的细胞可以使用荧光激活的流式（FACS）进行富

集。在人PSC中也采用了类似的策略来进行精确的基因组编辑(110)
。

一些新开发的CRISPR工具则尝试在不切割基因组DNA的情况下

调控基因表达，如影响靶RNA稳定性的Cas13蛋白(19)和某些碱基编辑

酶等，  作为基因组编辑和基因治疗应用的新途径也引起了人们的关注。

改进递送和表达系统
尽管基因组编辑工具取得了重大进展，  最大的挑战之一是如何成

功地在目标细胞或组织中地递送和表达编辑系统。体内递送尤其具有

挑战性，在合适的细胞中精细地调节Cas9的持续时间和剂量对于得到

期望的治疗效果和尽量减少副作用至关重要(111)
。

递送系统并不能广泛适用于基因组编辑的应用。例如，电穿孔是

构建体外细胞模型的一种相对有效的递送方法，但它不能用于在体内

递送这些组件；AAV载体在体外和体内都取得了成功，但其封装限制

和制作的挑战阻碍了其广泛的临床应用。运载工具能够以高特异性和

高效率靶向目标细胞至关重要。最近将RNP与细胞类型特异性摄入表

面受体的结合具有一定的前景，显示了不依赖转染递送的可能性(112)
。

虽然这种方法最终可能实现在体内靶向地递送基因组编辑组件，目前

的制约因素是摄取后复合物的内体/溶酶体降解(112)
。

近年来，将纯化的Cas9蛋白与体外转录或合成的gRNAs复合得到
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的RNP复合体得到了广泛应用。RNP复合体作用迅速，表达短暂，并

且不含DNA。这些特征降低了脱靶效应的风险，包括Cas9介导的非靶

点损伤和质粒DNA的随机整合(113,114)
。构建可诱导的Cas9系统是限制

Cas9暴露于目标基因组的另一种策略。该方法的一个例子是将Cas9

分两个无活性的片段，而在加入雷帕霉素后这两个片段可被重组成具

有催化活性的Cas9蛋白(115)
。自发现以来，用于基因组编辑的CRIS-

PR-Cas系统的开发进展迅速，目前研究人员正努力通过提高基因组编

辑效率和特异性来扩大研究和治疗应用的范围。在未来的几年里，新

的精确基因组编辑方式、优化的递送方法以及增强的基因组编辑工具，

这些将有助于这一令人振奋的技术从实验室转向临床应用，甚至更远。

展望未来
自2013年推出以来，CRISPR基因组编辑技术以多种方式推进了

基础生物学和生物医学研究。CRISPR技术使得我们可以编辑细胞和

生物体中的疾病相关基因从而构建疾病模型，在HSPC或T细胞等原代

细胞中进行离体基因编辑用于细胞治疗，在体内体细胞基因疗法方面

其应用潜力巨大。这些应用还仅仅是这一新兴技术可能实现的小部分，

而在充分发挥其潜力之前，研究人员还必须首先解决几个挑战。尽管

有挑战，这项旨在利用大自然中的CRISPR-Cas系统的力量改变生命

代码的全球性工作才刚刚开始，在今后几年内预计将取得更加惊人的

成果。

随着CRISPR技术的不断进步和成功，对于在人类生殖细胞基因

组编辑技术中的应用，我们必须极其谨慎并严加规范。这与体外培养

的人干细胞基因组编辑、人体细胞的离体操作、乃至针对人体细胞的

体内基因疗法有极大不同。以体细胞为靶标的基因组编辑在时空精度

上更精确，这是现代基因治疗的基础。而另一方面，以生殖细胞为靶标

不仅缺乏临床依据（对体外受精胚胎的筛选便可选出无基因突变风险

的健康婴儿），而且不可避免地会导致在该个体整个生命期间所有细胞
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中造成中靶及脱靶编辑。此外，这些修改将传递给某个后代，并进入人

类基因库。目前尚无法确定其潜在影响，应通过科学、伦理和法律讨论

加以解决。
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