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谨以此书纪念 Carlos F. Barbas

III。在他传奇性的一生中，他由于

人工转录因子、锌指核苷酸、重组

酶中的锌指蛋白序列的设计在基因

编辑领域享有盛名。“我一直梦想

着能够引领药物研发的变革。”

(Carlos Barbas, 2008)
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前言

在二十世纪早期，人类基因编辑还只是科幻作家、科学家以及一些哲学家玄奇的想象。早在

100 年前，伴随这个问题而来的多种伦理问题开始被人们所讨论：基因编辑的滥用是否会打

破“自然”的进化？被进行编辑的生物是否会破坏我们的生活？基因蓝图的改变是否会使我

们对于原有无害的病原体敏感？相关的担心无穷无尽。在今天，驱动我们进行基因编辑的动

力来源于其潜在的治愈基因异常疾病的可能性。实际上，一些新兴的基因编辑技术效率很高

而且易于操作，以至于非人类灵长类的基因也可被改变。基于前述观点，一些本来被用于治

疗基因异常疾病的技术也可被用于改变人类种族使人获得更多的能力，如智慧或美貌。我们

应该如何划定两者之间的红线呢？为了给予我们更多的时间进行公开的讨论或更好的理解

如何保证我们现行的基因编辑工具在安全的范围之内，科学家和伦理学家已经叫停了人类基

因组编辑的进程。

人类基因编辑是疾病疗法的最前沿，其应用基于多种具有创造性的观察，致使一个细胞

具有更强的改造其 DNA 的能力。基于细胞作用方向的不同，无论是染色体的破坏还是原有

位点的精确编辑在内源性或外源性的 DNA 上都是有可能的。为了提升我们进行基因突变的

能力，我们花费了巨大的努力使核苷酸能够高效地进入人类细胞。现在的我们正处于基因时

代的风口浪尖，现在正是时候将我们现有知识和二十世纪早期的相关理论进行结合。

我们非常高兴的发现，世界上的一些最为卓越的遗传学家、生物学家以及生物信息学家，

都在刷新着我们对于基因编辑的认知并赋予我们更强改造人类基因组的能力，也为这本书的

最后成型做出贡献。为了使本卷能够囊括最大范围的优秀作者，每章的独立作者和编辑都尽

力提供每个基因最为完善的背景信息。最终的成稿是囊括了人类基因编辑的多个方面的综合

性成果。我们正在逐步接近一个没有疾病的时代。这太令人高兴了。

Freiburg, Germany Toni Cathomen
Chapel Hill, NC Matthew Louis Hirsch
Palo Alto, CA Matthew Porteus
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起航，基因码农的黄金时代！

2005 年，人类基因组草图已经完成。随后，以一代基因测序、二代基因测

序为基础的基因测序公司如雨后春笋般不断涌现。随着 2015 年“精准医疗”概

念进入美国国情咨文，基因测序从基础研究实验室过渡到个人的独立医学实验

室，并有部分相关检测产品进入临床。从来没有哪个行业像是基因检测行业一样，

基于某种特定的技术成长为一个产业。

但是伴随着基因测序成本的不断降低，和大基因数据下人们后续解读知识的

匮乏，今后的基因行业如何发展就成为了摆在所有基因相关企业面前的一道无法

绕开的话题。有人说：“基因行业就像是趴在玻璃窗上的苍蝇，前途一片光明，

就是没有出路。”到底坚守还是逃离，到底是进行产业升级还是扩大市场，如何

辨别出基因和表型之间的不确定性，如何让我们已有的基因大数据库发挥出更大

价值呢？

作为一名药物研发专业方向二年级的研究生，接触到基因编辑领域纯属偶

然。本来就是在药物敏感性研究中的一个小问题，也想借着近些年来兴起的

CRISPR/Cas9 技术建几个模型，蹭蹭热度，结果一发不可收拾，一脚入坑往事不

堪回首。经过近一年的课题的研究，对基因编辑的理解从原来扁平快的对

CRISPR/Cas9 粗浅的理解到 TALENs 到 ZFNs 再到归巢内切酶，从人类疾病细胞到

正常细胞到鼠原细胞再到出芽嗜热菌，基因编辑发展的历史发展卷轴在面前缓缓

摊开。突然感到小时候红警游戏中那种瞬间“秒变”半兽人的时代好像真的要来

了。修仙小说中的那些所谓的“淬体筑基”、“逆天改命”也仿佛不再遥远。2014
年，全球首款基因治疗药物“Glybera”在德国上市，用于治疗脂蛋白酶缺乏遗

传病，由荷兰生物科技公司 UniQure研发，一剂百万的高昂治疗价格也进一步的

颠覆了传统医学的认知。今年前几个月，由于目标市场极端狭窄，疗效缺乏可控

性，该药物宣布永久性撤市，但是带给业界的冲击缺远未结束。

挡在基因行业这只“小苍蝇”前面的玻璃正变得越来越薄，资本的风向下我

们貌似越来越接近了行业财富“井喷”的窗口。虽然基因编辑脱靶的报道不断见

诸报端，但是我们也明显感觉到，从初代 ZFNs 在有限的位点造成的数以千计的

脱靶位点到 TALENs 的可被预测，再到前几个月中科院生化细胞所李劲松课题组

利用全基因组测序才找到一百多个 CRISPR 脱靶位点，我们有理由相信随着计算

机科学和合成生物学的发展，基因编辑技术会逐渐成为一种绝对安全有效的生物

技术，基因编辑到临床应用的距离正在不断地缩短。而越来越多的人也开始相信，

这一技术所带给我们的惊喜才刚刚开始。

随着阿里巴巴、京东、腾讯、百度、网易等几大互联网巨擎在一些互联网细

分领域实现了碾压性的垄断优势后，有越来越多迹象表明互联网创业已经逐渐进

入了疲软的“退潮期”。

2017 年，Alpha Go 打败了柯洁、量子计算机出现、日本用增强现实技术还

原了邓丽君的演唱会，这些划时代技术的突破无不提示我们新的“高科技井喷”

的创业时代已经拉开了帷幕。上个月，有幸和上海的一名互联网搜索引擎公司的

老总谈话。该老总是上海本地人，高中学历，从 98 年开始涉足互联网搜索引擎

行业，精通多种计算机算法语言。他谈到自己当年第一次接触互联网编程时，IT
行业还被认为是一种没有前途的行业。“醒的比鸡早，睡的比小姐晚，活的比驴

还累，挣得比民工还少。”是当时的业界常态。“现在呢？”我问。“现在？一

个大专生应届毕业生都敢和我说，一个月少于一万六不做。想想还是我自己敲代
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码划算些。就是零六年的时候，突然经过了行业的拐点，一下子整个 IT 行业就

都做起来了，带着我们这些半死不活的小企业也越来越好做，越来越赚钱了，这

就把那些人养的眼高手低了。”

联想我们今天的生物技术，基因检测行业是何其的相似。随着技术壁垒的不

断被打破，我们有理由相信属于“基因码农”的时代不会再遥远了，我不敢高调

的宣布下一个时代就是属于“基因编辑”或是“生物技术”的时代，但是可以肯

定的是“基因编辑”在下一波“科技创业”的大潮中必然是一股不容小觑的力量。

我不是英语专业毕业，本书也没有经过校正，翻译肯定会存在错误，而且错

误还可能很多，有任何出入或常识性的错误请以原文为准。如果你也对“基因编

辑”或此类这样有趣的“生物技术”感兴趣，如果你也恰巧读到了这一页并没有

什么用的“作者闲话”，如果你也打算通过自己的力量拥有生物技术领域的一席

之地，欢迎加一下这个并不怎么靠谱的小编的微信，或许我们可能存在一些共同

语言呢？

最后如果本书能给你的实验或是认知一些小小的启迪，都将是本人莫大的荣

幸。

祝好！

我的微信：Unisophy_para_chen
我的邮箱：1305206309@qq.com

陈元达

2017年 7 月 4日

于中国科学院上海药物研究所

mailto:1305206309@qq.com
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关于编辑

Toni Cathomen, Ph.D 是德国弗莱堡医科大学细胞和基因疗法研究所的专家和编辑。研究所
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Cathomen 的主要研究课题包括：（1）进一步的提升基因编程工具（TALENs,CRISPR 等）在

人类干细胞治疗中的安全性。（2）基于多功能诱导干细胞（iPSCs）构建疾病模型和细胞疗

法以及（3）将细胞和基因疗法用于临床。

Matthew Hirsch 是教堂山北卡罗莱纳州大学眼科的助理教授。他在微生物学和免疫学、遗

传学和分子生物学领域中也有研究并在北卡罗来纳州大学的基因疗法中心也有任职。 Dr.
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的基础研究并在盲人和肌肉萎缩症领域中有多种处于前临床评价中的药物。

Dr. Matthew Porteus 生于加利福尼亚，是甘恩高中的本地毕业生，在哈佛大学获得了 A.B.
历史和科学学位，著有论文“危险还是安全：重组 DNA 技术在不同社会阶层中的矛盾。”

他随后回到自己的出生地并在斯坦福医学院继续攻读 M.D.和 Ph.D，他的 Ph.D 课题致力于了

解前脑发育的分子机制，他的 Ph.D 论文题目是“TES-1/DLX-2:一种全新的在哺乳动物前脑发

育中表达的同源异型基因的分离和鉴定。”在他完成了他的双学位后，他在波士顿儿童医院

任职成为一名儿科的见习医师和住院医师，并随后在波士顿儿童医院/达纳法伯癌症研究所

获得了儿科的血液学/肿瘤学奖学金。在他的奖学金项目和博士后研究中，他和计算机领域

的 Dr. David Baltimore合作在加利福尼亚理工学院开始了他在同源重组治疗干细胞点突变疾

病的明确有效治疗儿童血液、尤其是镰刀症细胞手段的研究。在他和 Dr. Baltimore 合作的

过程中，他在西南医学中心儿科和生化研究部获得了独立的教职职位，并在 2010 年以副教

授的身份重返斯坦福。在这期间，他第一次通过研究发现基因纠正在人类细胞中的效率足以

对患者进行治疗，并被认为是基因编辑领域的先驱和缔造者，在全世界范围内，这一领域中

已经出现了数千个实验室并建立了多家公司。他的研究课题目前仍致力于通过基因重组手段

治疗患有遗传疾病的儿童，并在不同人群的克隆动力学和采用基因编辑技术更好的了解儿童

疾病——包括婴儿白血病和肌肉疾病。在临床上，Dr. Porteus 任职于露西尔帕卡德儿童医院，

在那里他对于相关疾病的儿科患者进行不同的干细胞移植治疗。



1

近 20 年的基因编辑

Maria Jasin

摘要 直接的基因修饰对于了解基因的功能和基因疗法的应用至关重要。近二十年基因组中

的双链损伤（DSB）被发现能够诱导高效的基因编辑，方式包括诱导 DNA 进行同源重组，如

基因靶向或非精确的基因末端修复引起的突变形成。大范围核苷酸酶、ZFNs、TALENs 和
CRISPR/Cas9 技术的加速发展使得我们能够在双链损伤位点进行精确的修复，该技术引起了

生物学和生化学的变革。本章为这些基因编辑技术描绘了一幅全景，并总结了在哺乳动物细

胞中的 DSB 修复机制。
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介绍

直接进行基因修饰的技术对于了解基因功能非常重要且具有成为新的基因疗法的巨大潜力

[1]。DNA 双链损伤（DSB）诱导高效的基因修饰的发现促进了生物科学领域和生化领域中定

向诱导 DSBs 的技术的发展与变革。引起这些技术进步的发现在本章中将进行详细的总结。

有关于 DSB 修复机制的总结在本章中也将提及。

基因修饰在酵母中简单但在哺乳动物细胞中困难

在 1978 年遗传学家发现能够通过同源重组（HR）将 DNA 整合进入酵母基因组中[2]。随后，

基于 HR 的多种方法被研发出来[3,4]。结果，酵母基因组的高效修饰被用来进行基因功能的

研究，使得酵母成为真核生物基因分子模型研究中的一个典型的选择模型。

与此相反，整合进入哺乳动物细胞中的 DNA 被发现处于非同源末端区域[5]。同源整合

——也就是所谓的基因靶向，其效率非常低，需要进行广泛性的筛选[6]。基因编辑技术在

药物靶标的选择/反选[7]以及非启动子选择性靶标[8]中的应用促进了基因靶向细胞的发现，

类似的基因靶向技术在一些系统中早已司空见惯，如产生突变小鼠的鼠胚胎干细胞[9]。虽

然基因靶向的手段有所进步，但是在实际应用中仍然存在多种限制性因子，例如低效率产生

的筛选的需求，在单轮筛选中无法同时靶向二倍体细胞的全部等位基因以及对于模式小鼠胚

胎细胞系的需求。

DSBs是同源重组的起始事件

在哺乳动物细胞中质粒 DNA 的非同源重组延缓了 HR 相关技术的发展。然而，在酵母中的深

入研究为这一问题的解决提供了突破口。在染色体同源序列中 DSB 的产生被认为能够提升

基因靶向的效率[10]。其中产生了两类问题：一是 DSB 可以不通过质粒的上的同源区段修复

（图 1a）；因此，在 DSB 位点有可能发生质粒片段的缺失（例如一个缺口），质粒的修复

有可能引起原始片段的复活。二是质粒有可能在修复过程中整合到基因组中（图 1b）。

在酵母（见[11]）、细菌及其噬菌体[12]中的研究通过γ-射线诱导产生 DSBs 发现 DNA
末端能够重组进入酵母和真核细胞系统从而通过 HR 产生 DSB 修复模型[13]。在这个模型中，

DSBs 是 HR 的起始事件，损伤 DNA（实验样本）通过未损伤的序列以及同源片段 DNA（供

体质粒）进行修复。在这一过程中起到重要节点作用的是一种双向 Holliday 复制叉，能够决

定重组是通过交联还是非交联的方式进行。质粒介导的交联 DSB 修复能够将质粒上的片断

整合进入染色体中（图 1b），而非交联的修复则不存在质粒序列的整合（图 1a）。
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在酵母中 DSB 修复的研究以及 DSB 模型的建立促使我们思考哺乳动物的 DSB 修复是否

也通过 HR 途径[14]。最初的研究发现质粒上的 DSB（缺口）可通过染色体修复（图 1a），

并导致完整病毒的产生。这些实验发现 HR 途径的 DSB 修复效率很高，有近 10%的线性化质

粒能够通过 HR 产生非交联作用。虽然在实验设计中整合基因并未被激活，但是该实验为 HR
是主要的 DSB 修复机制提供了明确的证据，而在该实验前这一说法经常被人怀疑。

为了对基因修饰进行检验，实验设计选取了一些没有选择性的基因位点[8]。在实验中

DSB 修复能够引起质粒的整合（图 1b），基因组的修饰进一步的揭示了在哺乳动物细胞中

DSBs 重组整合的自然属性。DSB 进行同源重组的效率相较于其它机制高出 100 倍[8]。除了

高效率之外，重组频率（交联）被发现显著低于非重组频率（非交联）[14]。这一不平衡的

现象提示在哺乳动物细胞中有特异性的抑制交联作用的机制，但这一观点目前还未获得充足

的证明（例如[15]）。

开创性的实验：基因组中的 DSBs能够诱导靶向效率的提升

质粒中的 DSBs能够诱导染色体的重组证明 DSB同源重组修复能够被用于哺乳动物的基因编

辑。然而这种技术还存在很多限制：由于 DSB DNA 是遗传信息的载体[13]，因此模型中的

DSB 应该发生于基因组而非质粒上，并直接引起基因组的改变（图 1c）。由于在酵母中质粒

DNA 的同源整合易于实现，因此基因组的破坏试验并未展开，这一模型提示在哺乳动物中

位点特异性的 DSB 的引入能够引起哺乳动物细胞中同源重组频率的提高。因而关键就在于

如何在酵母中建立特异性的配套转换机制，从而诱导两个染色体序列之间位点特异性的 DSB
并引起 HB 修复[16]。通过基因组特定位点的 DSB 的引入以及配套的 HO 核酸内切酶的表达，

染色体同源区域和人工导入同源序列之间的 HR 被激活[17]。在 Drosophila 中的转座子研究

发现在同源序列之间的 HR 可通过 DSBs 诱导产生[18]。
为了验证 DSB 是否可以刺激基因靶向（图 1c），我们在基因组中诱导产生了 DSB 并提

供了可用于进行 DSB 修复的同源片段[19]。尤其重要的是吗我们表达了 I-SceI 核酸内切酶

[20]，该酶与 HO 核酸内切酶相关，能够引起酵母中位点特异性的 HR[21]。I-SceI 内切酶被用

于本实验是由于起作用位点明确且具有足够的长度——18bp，因此在染色体中该位点的表

达并不能引起细胞的死亡[20]。
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I-SceI 识别位点被整合进入哺乳动物染色体，并在 I-SceI 位点两侧引入 700bp 的同源片

段（图 2a）。基因靶向的效率被提高了几个数量级，该现象证实染色体中 DSB 的引入相较

于自然状态下基因靶向效率提升[23]。随后的有关于哺乳动物细胞基因靶向位点 DSBs 的重

组整合的研究发现在胚胎干细胞和其他类型细胞中也存在类似的现象[24-28]。在 1994 年进

行的一系列试验实现了 HR 途径的生物基因编辑，其结果将在以下内容中讨论。

在基因组中诱导突变发生的 DSBs
在 1994 年开展的实验证实诱导基因靶向的 DSBs 也能够引起基因突变（图 2b）。在这个案

例中，由 I-SceI 产生的 DNA 末端并未引入同源末端或只引入几个 bp 的同源末端序列[19]。
在这些实验中非精确性的末端重组（NHEJ）概率被认为是同源重组（HR）概率的二倍。在

损伤处可见 NHEJ 引起的短片段删除或插入[29-31]。由 DSB 引起的长片段删除克隆也筛选得

到[32]。这些实验为今天的 NHEJ 机制的基因编辑方式奠定了基础，其余信息将在以下内容

中讨论。

两种 DSBs能够诱导基因重组

这些实验也证实在相同染色体上的两个 DSBs 能够引起遗传信息的删除[19]。而且，在一些

实验中还发生了由 DSBs 引发的其他类型的染色体异常。在肿瘤细胞中染色体的重排是常见

的，包括周期性发生的、可产生倒置的易位[33]。I-SceI 核酸内切酶能够被用来在不同的染

色体上诱导产生 I-SceI 位点的染色体易位[34,35]。染色体易位不只在染色体受到 DSB 损伤时

可观测到[27]。两个位点的 DSBs 被发现能够通过 NHEJ 引起染色体易位[36]，但无法引起 HR，
这一现象可能是由于交联抑制[34,35]。由于肿瘤两个染色体之间的染色体易位损伤结构并未

显示出同源性，NHEJ 介导的易位系统可通过致癌性染色体易位的产生进行相关机制的探究

[37]。

采用 I-SceI核酸内切酶进行 HR的研究

通过 HR 进行 DSB 的修复（有时也称为直接同源修复，或 HDR）的过程起始于 DNA 末端的
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切除引起的 DNA 单链末端的产生（来自于一篇回顾性文章，见[38]及其参考文献）（图 3a）。
这个单链为一种单链交换蛋白——真核细胞中的 RAD51 提供了底物，并形成核酸蛋白纤维

插入到损伤的同源序列中。损伤 DNA 的修复合成起始于核酸蛋白纤维的插入位点并采用同

源序列作为模板。在这一节点后可发生多种生物学过程，其中最为简单的一个过程是合成一

条与外来片段不相关的新的 DNA 链（见[39]及其参考文献）。在哺乳动物细胞中的 HR 更易

于姊妹染色单体之间发生，而发生于其它染色体或载体上的同源区段的同源重组处于一个更

低的频率中[40]。
当同源序列接近于 DSB 损伤位点，在寡聚单链损伤末端（SSA）进行同源重组的方式可

行（图 3b）。这一方式同样起始于 DNA 末端损伤，但是随后的寡聚单链形成通过切除后的

退火而非起始单链的插入。在退火后，DNA 末端进行结扎前的修整。SSA 相关的 HR 频率取

决于损伤位点和目的序列之间的距离。因此，虽然 SSA 已经被用于 HR 途径中相关蛋白的鉴

定以及后续 HR 步骤的探索，但是 SSA 的作用仍是不清楚的。

在哺乳动物细胞中对于 HR 及相关因素的理解促进了 I-SceI 核酸内切酶的应用。由于目

标基因无法指示 HR 事件的发生，染色体内的 HR 报告系统已经建成。其中最为常见的是基

于 GFP 荧光蛋白的 DR-GFP 系统[41]（图 3c）。在这个报告系统中，在 DSB 位点的非损伤序

列中存在一段简单的保守序列，具有同源序列的染色单体或姊妹染色单体能够引起细胞 GFP
的激活。DR-GFP 报告系统现在已被导入小鼠中研究在早期体细胞中的 HR 过程[42]。相关的

SA-GFP 报告系统也用于 SSA 事件的评估[43]（图 3d）。

随着 DR-GFP和相关报告系统的产生，哺乳动物 HR突变能够被最终确定。随后，与 RAD51
蛋白[41,44]和 BRCA1、BRCA2 相关的肿瘤抑制因子[45-47]被发现具有促进 HR 的作用。在哺

乳动物细胞中比较 HR和 SSA的作用发现 BRCA1和 BRCA2分别作用于 HR的不同途径：BRCA1
突变细胞被发现具有 HR 和 SSA 缺陷，提示该蛋白作用于早期、例如末端删除，而 BRCA2 被

发现具有 HR 缺陷但是在 SSA 过程中表达增加[43]。BRCA1 在末端切除中的作用通过随后的

实验被证实[48]，而 BRCA2 在随后的 RAD51 介导的后续单链置换中所起到的作用也通过后

续的生物学实验得到证实[49]。在 BRCA2 突变细胞中，SSA 的增加是由于 HR 末端切除分子

DNA 链退火抑制的解除[43,50]。
除了在 DR-GFP 报告系统中发现的简单的 HR 机制外，长修复片段的合成也被发现，该

过程能够引起大段序列的复制[51](图 4a)。这些过程的调控存在一些不同的基因；例如，在

BRCA1 和其他的突变细胞中 HR 事件频率的提高（见[52]及其参考文献）。
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HR和 NHEJ之间的协同和竞争

被发现的多种 NHEJ 因子都被发现需要抗原受体的重组结合，由 DSBs 介导的一种特异性通

路蛋白称为 RAG 蛋白[29-31]。NHEJ 机制能够介导多样性的非精确重组的产生，这对于免疫

应答非常重要。在 I-SceI 引起 DSB 之后，NHEJ 突变能够提升 HR 和 SSA 之间的竞争[43,53]，
这说明 DSB 修复通路之间存在竞争关系[54]。最近的研究发现 NHEJ 相关蛋白的缺失能够造

成 BRCA1 突变亚型，这一现象进一步证实了上述观点[48]。
HR 和 NHEJ 有时可能在同一 DSB 位点发生。在这一案例中，一个 DNA 损伤末端能够插

入到其它染色体的同源序列中起始合成（HR），但是新合成的 DNA 链可通过 NHEJ 作用产

生其它的 DNA 序列[51,55](图 4b)。这一类型的事件最近被定义为损伤诱导复制（BIR）[56]，
但是这一现象和在酵母中染色体末端序列的延展过程不同[57]，但是这两个过程具有共同的

复制因子[56]。BIR 与其它的同源重组事件相类似（图 4a），都会对存在的染色体序列进行

复制（图 4b）；有证据显示在癌细胞中这种模式的大片段基因复制概率增加[56]。

由多种核酸内切酶诱发的基因编辑

I-SceI 核酸内切酶起始的基因编辑研究证明运用罕见的核酸内切酶进行基因组的人工操作是

可行的[23]。这一方法成功的关键在于在修饰位点附近存在酶切位点。寡核苷酸试剂由于其

可以通过 Watson-Crick 配对靶向于基因的任何位点被认为具有前景[23]，例如将寡聚核苷酸

和细菌链交换蛋白 RecA 蛋白化学部分进行整合进行体外实验的基因操作[58]。如 I-SceI 这种

的归巢内切酶也被称为大范围核酸酶，被要求具有很低的脱靶率，而这一特性可通过 I-SceI
和 DNA 之间的复合物晶体结构而得到证实[59]。而大范围核苷酸的特异性是在重新设计的过

程中就被决定的（例如[60]或[61]中有关于 I-SceI 的部分）。虽然大范围核苷酸不大可能发展

成为广义的裂解试剂，但是在一些情况下其可被直接应用。例如，仅由 235 个氨基酸和能够

促进转染效率的单链所组成的小 I-SceI，可用于基因治疗。
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锌指DNA连接结构域具有一个特异性识别区域的可变DNA连接结构[62-64]。限制酶 FoKI
的双叶结构具有独特的 DNA 连接结构和裂解结构[65,66]，具有和锌指 DNA 识别区域相融合

的独特的分子裂解结构域[67]，现在被称为锌指核苷酸（ZFNs）。原则上来讲，每个锌指结

构可以和三个碱基相互作用，多个锌指结构能够在 KokI裂解区域排列融合并在基因组上产

生独特的裂解位点[68]。最初采用 ZFNs 进行基因突变的报道用于 Drosophila 模型的 yellow
基因，靶向于锌指连接区域 GNN 位点[69,70]。在多基因靶向系统中，可应用 I-SceI 内切酶为

离体基因组 DNA 的 HR 重组提供重组载体[70]。
最早的 DSB 诱导的人类基因重组是 IL-2Rγ基因[71]。采用供体质粒和 ZFN 进行基因靶

向的效率即使是在干细胞中也非常高。而具有更高效率的是双等位基因靶向，这是通过传统

的基因编辑方式无法完成的。目前已经具有多种 ZFNs 的基因编辑应用系统[68]。DSB 诱导突

变形成的另一种强大的方式是 HIV 共受体 CCR5 基因[72]，这一方式目前被用于基因治疗[1]。
除了这些成功之处，具有 DNA 特异性的锌指模块的组装对于研究者来说仍具有一些挑

战；例如，每个锌指单位很难不受其它单位的影响，而且也无法获得 64 种不同类型的锌指。

由于植物病原体中 DNA 识别编码 TAL效应分子的发现极大地促进了核酸的设计，在 TAL模
块中每两个氨基酸识别一个碱基[73-76]。和 ZFNs 相似的是，在 FokI 裂解结构域中具有 DNA
连接重复序列的融合从而能够产生 TAL效应核苷酸酶（TALENs）[77]。

TALEN 技术的发展解决了以基因编辑为目的的 DNA 损伤的制造。然而，产生于细菌适

应性免疫系统中的 RNA 介导核酸酶的发现——即 CRISPR/Cas9[78]，使这一过程更加简便，

该系统由一个独立的核酸酶（Cas9）和一个可以通过 Watson-Crick 配对进行特异性靶向的

RNA 序列的复合体组成。研究者们很快地适应了采用 CRISPR/Cas9 的基因编辑技术[79,80]，
该技术也成为了研究者们的一种常用的方法[81]。除了在构建的简便性上和 TALENs 技术相

似之外，CRISPR/Cas9 相对于其他技术能适用于更加复杂的体系，因为在靶向于不同的基因

位点时，只有 RNA 部分需要做出相应的调整。

在基因靶向和突变形成过程中，人工设计的核酸酶被用于产生染色体的重组。例如，在

多种人类细胞系中 ZFNs、TALENs 和 CRISPR/Cas9 都被用于肿瘤相关的染色体易位[37,82,83]。
类似的方法也被用于在小鼠中诱导染色体产生具有肿瘤特征的易位或倒置，从而提高肺癌发

生的概率[84]。

总结

在上个 20 年之内，基因编辑技术取得了飞速的发展。从人们最初开始进行基因编辑到学会

运用 ZFNs 进行基因编辑用了近十年。在 ZFNs 应用的五年后，TALENs 技术的发展使得基础

研究工作者具有几乎能够编辑所有基因的能力，而在这之后三年，CRISPR/Cas9 随后的应用

通过对于核苷酸靶点设计的简化进一步地促进了基因编辑的进行。目前几乎所有领域的研究

者们都能运用这些技术来解答不同的生物学问题。未来在这些技术中所取得的进步也值得期

待，但是我们却在事先无法描绘出在该技术中到底还会出现什么样的突破从而足以引领整个

生物科学的发展。而我们清楚的是由于基础研究的持续推进，来源于不同系统的多种基因编

辑技术的发展将会给生化科学带来一场前所未有的革命。

致谢 感谢 Rohit Prakash 和 Matt Krawczyk 为本书的写作带来的灵感。这项工作由 NIH
CA185660 和 GM054668 出资支持。



9

参考文献

1. Tebas P, Stein D, Tang WW, Frank I, Wang SQ, Lee G, et al. Gene editing of CCR5 in autologous
CD4 T cells of persons infected with HIV. N Engl J Med. 2014;370(10):901–10.
2. Hinnen A, Hicks JB, Fink GR. Transformation of yeast. Proc Natl Acad Sci U S A. 1978; 75(4):
1929–33.
3. Scherer S, Davis RW. Replacement of chromosome segments with altered DNA sequences
constructed in vitro. Proc Natl Acad Sci U S A. 1979;76(10):4951–5.
4. Rothstein RJ. One-step gene disruption in yeast. Methods Enzymol. 1983;101:202–11.
5. Lacy E, Roberts S, Evans EP, Burtenshaw MD, Costantini FD. A foreign beta-globin gene in
transgenic mice: integration at abnormal chromosomal positions and expression in inappropri-
ate tissues. Cell. 1983;34(2):343–58.
6. Smithies O, Gregg RG, Boggs SS, Koralewski MA, Kucherlapati RS. Insertion of DNA
sequences into the human chromosomal ß-globin locus by homologous recombination. Nature.
1985;317:230–4.
7. Mansour SL, Thomas KR, Capecchi MR. Disruption of the proto-oncogene int-2 in mouse
embryo-derived stem cells: a general strategy for targeting mutations to non-selectable genes.
Nature. 1988;336(6197):348–52.
8. Jasin M, Berg P. Homologous integration in mammalian cells without target gene selction.
Genes Dev. 1988;2:1353–63.
9. Capecchi MR. Gene targeting in mice: functional analysis of the mammalian genome for the
twenty-fi rst century. Nat Rev Genet. 2005;6(6):507–12.
10. Orr-Weaver TL, Szostak JW, Rothstein RJ. Yeast transformation: a model system for the
study of recombination. Proc Natl Acad Sci U S A. 1981;78(10):6354–8.
11. Resnick MA. The repair of double-strand breaks in DNA; a model involving recombination.
J Theor Biol. 1976;59(1):97–106.
12. Thaler DS, Stahl FW. DNA double-chain breaks in recombination of phage lambda and of
yeast. Annu Rev Genet. 1988;22:169–97.
13. Szostak JW, Orr-Weaver TL, Rothstein RJ, Stahl FW. The double-strand-break repair model
for recombination. Cell. 1983;33(1):25–35.
14. Jasin M, deVilliers J, Weber F, Schaffner W. High frequency of homologous recombination in
mammalian cells between endogenous and introduced SV40 genomes. Cell. 1985;43:695–703.
15. LaRocque JR, Stark JM, Oh J, Bojilova E, Yusa K, Horie K, et al. Interhomolog recombination
and loss of heterozygosity in wild-type and Bloom syndrome helicase (BLM)-deficient
mammalian cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 2011;108(29):11971–6.
16. Strathern JN, Klar AJ, Hicks JB, Abraham JA, Ivy JM, Nasmyth KA, et al. Homothallic
switching of yeast mating type cassettes is initiated by a double-stranded cut in the MAT locus.
Cell. 1982;31(1):183–92.
17. Nickoloff JA, Chen EY, Heffron F. A 24-base-pair DNA sequence from the MAT locus
stimulates intergenic recombination in yeast. Proc Natl Acad Sci U S A. 1986;83(20):7831–5.
18. Gloor GB, Nassif NA, Johnson-Schlitz DM, Preston CR, Engels WR. Targeted gene replace-
ment in Drosophila via P element-induced gap repair. Science. 1991;253(5024):1110–7.
19. Rouet P, Smih F, Jasin M. Introduction of double-strand breaks into the genome of mouse
cells by expression of a rare-cutting endonuclease. Mol Cell Biol. 1994;14:8096–106.



10

20. Rouet P, Smih F, Jasin M. Expression of a site-specifi c endonuclease stimulates homologous
recombination in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 1994;91:6064–8.
21. Belfort M, Roberts RJ. Homing endonucleases: keeping the house in order. Nucleic Acids Res.
1997;25(17):3379–88.
22. Colleaux L, d’Auriol L, Gailbert F, Dujon B. Recognition and cleavage site of the intron-
encoded omega transposase. Proc Natl Acad Sci U S A. 1988;85:6022–6.
23. Jasin M. Genetic manipulation of genomes with rare-cutting endonucleases. Trends Genet.
1996;12(6):224–8.
24. Smih F, Rouet P, Romanienko PJ, Jasin M. Double-strand breaks at the target locus stimulate
gene targeting in embryonic stem cells. Nucleic Acids Res. 1995;23(24):5012–9.
25. Choulika A, Perrin A, Dujon B, Nicolas JF. Induction of homologous recombination in mam-
malian chromosomes by using the I-SceI system of Saccharomyces cerevisiae. Mol Cell Biol.
1995;15(4):1968–73.
26. Liang F, Romanienko PJ, Weaver DT, Jeggo PA, Jasin M. Chromosomal double-strand break
repair in Ku80-defi cient cells. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996;93(17):8929–33.
27. Richardson C, Moynahan ME, Jasin M. Double-strand break repair by interchromosomal
recombination: suppression of chromosomal translocations. Genes Dev. 1998;12(24):3831–42.
28. Donoho G, Jasin M, Berg P. Analysis of gene targeting and intrachromosomal homologous
recombination stimulated by genomic double-strand breaks in mouse embryonic stem cells.
Mol Cell Biol. 1998;18(7):4070–8.
29. Goodarzi AA, Jeggo PA. The repair and signaling responses to DNA double-strand breaks.
Adv Genet. 2013;82:1–45.
30. Deriano L, Roth DB. Modernizing the nonhomologous end-joining repertoire: alternative
and classical NHEJ share the stage. Annu Rev Genet. 2013;47:433–55.
31. Pannunzio NR, Li S, Watanabe G, Lieber MR. Non-homologous end joining often uses micro-
homology: Implications for alternative end joining. DNA Repair (Amst). 2014;17:74–80.
32. Sargent RG, Brenneman MA, Wilson JH. Repair of site-specifi c double-strand breaks in a
mammalian chromosome by homologous and illegitimate recombination. Mol Cell Biol.
1997;17(1):267–77.
33. Mitelman F, Johansson B, Mertens F. The impact of translocations and gene fusions on
cancer causation. Nat Rev Cancer. 2007;7(4):233–45.
34. Richardson C, Jasin M. Frequent chromosomal translocations induced by DNA
double-strand breaks. Nature. 2000;405(6787):697–700.
35. Elliott B, Richardson C, Jasin M. Chromosomal translocation mechanisms at intronic alu ele-
ments in mammalian cells. Mol Cell. 2005;17(6):885–94.
36. Weinstock DM, Elliott B, Jasin M. A model of oncogenic rearrangements: differences
between chromosomal translocation mechanisms and simple double-strand break repair.
Blood. 2006;107(2):777–80.
37. Ghezraoui H, Piganeau M, Renouf B, Renaud JB, Sallmyr A, Ruis B, et al. Chromosomal
translocations in human cells are generated by canonical nonhomologous end-joining. Mol
Cell. 2014;55(6):829–42.
38. Jasin M, Rothstein R. Repair of strand breaks by homologous recombination. Cold Spring
Harb Perspect Biol. 2013;5(11).
39. Ferguson DO, Holloman WK. Recombinational repair of gaps in DNA is asymmetric in



11

Ustilago maydis and can be explained by a migrating D-loop model. Proc Natl Acad Sci U S
A. 1996;93(11):5419–24.
40. Johnson RD, Jasin M. Double-strand-break-induced homologous recombination in mamma-
lian cells. Biochem Soc Trans. 2001;29(Pt 2):196–201.
41. Pierce AJ, Johnson RD, Thompson LH, Jasin M. XRCC3 promotes homology-directed repair
of DNA damage in mammalian cells. Genes Dev. 1999;13(20):2633–8.
42. Kass EM, Helgadottir HR, Chen CC, Barbera M, Wang R, Westermark UK, et al. Double-
strand break repair by homologous recombination in primary mouse somatic cells requires
BRCA1 but not the ATM kinase. Proc Natl Acad Sci U S A. 2013;110(14):5564–9.
43. Stark JM, Pierce AJ, Oh J, Pastink A, Jasin M. Genetic steps of mammalian homologous
repair with distinct mutagenic consequences. Mol Cell Biol. 2004;24(21):9305–16.
44. Johnson RD, Liu N, Jasin M. Mammalian XRCC2 promotes the repair of DNA double-strand
breaks by homologous recombination. Nature. 1999;401(6751):397–9.
45. Moynahan ME, Chiu JW, Koller BH, Jasin M. Brca1 controls homology-directed DNA repair.
Mol Cell. 1999;4(4):511–8.
46. Moynahan ME, Cui TY, Jasin M. Homology-directed DNA repair, mitomycin-c resistance,
and chromosome stability is restored with correction of a Brca1 mutation. Cancer Res.
2001;61(12):4842–50.
47. Moynahan ME, Pierce AJ, Jasin M. BRCA2 is required for homology-directed repair of chro-
mosomal breaks. Mol Cell. 2001;7(2):263–72.
48. Bunting SF, Callen E, Wong N, Chen HT, Polato F, Gunn A, et al. 53BP1 inhibits homologous
recombination in Brca1-defi cient cells by blocking resection of DNA breaks. Cell.
2010;141(2):243–54.
49. Jensen RB, Carreira A, Kowalczykowski SC. Purifi ed human BRCA2 stimulates RAD51-
mediated recombination. Nature. 2010;467(7316):678–83.
50. Tutt A, Bertwistle D, Valentine J, Gabriel A, Swift S, Ross G, et al. Mutation in Brca2 stimu-
lates error-prone homology-directed repair of DNA double-strand breaks occurring between
repeated sequences. EMBO J. 2001;20(17):4704–16.
51. Johnson RD, Jasin M. Sister chromatid gene conversion is a prominent double-strand break
repair pathway in mammalian cells. EMBO J. 2000;19(13):3398–407.
52. Chandramouly G, Kwok A, Huang B, Willis NA, Xie A, Scully R. BRCA1 and CtIP suppress
long-tract gene conversion between sister chromatids. Nat Commun. 2013;4:2404.
53. Pierce AJ, Hu P, Han M, Ellis N, Jasin M. Ku DNA end-binding protein modulates homologous
repair of double-strand breaks in mammalian cells. Genes Dev. 2001;15(24):3237–42.
54. Kass EM, Jasin M. Collaboration and competition between DNA double-strand break repair
pathways. FEBS Lett. 2010;584(17):3703–8.
55. Richardson C, Jasin M. Coupled homologous and nonhomologous repair of a double-strand
break preserves genomic integrity in mammalian cells. Mol Cell Biol. 2000;20(23):9068–75.
56. Costantino L, Sotiriou SK, Rantala JK, Magin S, Mladenov E, Helleday T, et al. Break-induced
replication repair of damaged forks induces genomic duplications in human cells. Science.
2014;343(6166):88–91.
57. Malkova A, Ira G. Break-induced replication: functions and molecular mechanism. Curr Opin
Genet Dev. 2013;23(3):271–9.
58. Baliga R, Singleton JW, Dervan PB. RecA.oligonucleotide fi laments bind in the minor groove



12

of double-stranded DNA. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92(22):10393–7.
59. Moure CM, Gimble FS, Quiocho FA. The crystal structure of the gene targeting homing
endonuclease I-SceI reveals the origins of its target site specifi city. J Mol Biol.2003;334(4):685
–95.
60. Takeuchi R, Choi M, Stoddard BL. Redesign of extensive protein-DNA interfaces of mega-
nucleases using iterative cycles of in vitro compartmentalization. Proc Natl Acad Sci U S A.
2014;111(11):4061–6.
61. Doyon JB, Pattanayak V, Meyer CB, Liu DR. Directed evolution and substrate specifi city
profi le of homing endonuclease I-SceI. J Am Chem Soc. 2006;128(7):2477–84.
62. Miller J, McLachlan AD, Klug A. Repetitive zinc-binding domains in the protein transcription
factor IIIA from Xenopus oocytes. EMBO J. 1985;4(6):1609–14.
63. Pavletich NP, Pabo CO. Zinc fi nger-DNA recognition: crystal structure of a Zif268-DNA com-
plex at 2.1 A. Science. 1991;252(5007):809–17.
64. Nardelli J, Gibson TJ, Vesque C, Charnay P. Base sequence discrimination by zinc-fi nger
DNA-binding domains. Nature. 1991;349(6305):175–8.
65. Li L, Wu LP, Chandrasegaran S. Functional domains in Fok I restriction endonuclease. Proc
Natl Acad Sci U S A. 1992;89(10):4275–9.
66. Wah DA, Hirsch JA, Dorner LF, Schildkraut I, Aggarwal AK. Structure of the multimodular
endonuclease FokI bound to DNA. Nature. 1997;388(6637):97–100.
67. Kim YG, Cha J, Chandrasegaran S. Hybrid restriction enzymes: zinc fi nger fusions to Fok I
cleavage domain. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996;93(3):1156–60.
68. Urnov FD, Rebar EJ, Holmes MC, Zhang HS, Gregory PD. Genome editing with engineered
zinc fi nger nucleases. Nat Rev Genet. 2010;11(9):636–46.
69. Bibikova M, Golic M, Golic KG, Carroll D. Targeted chromosomal cleavage and mutagenesis
in Drosophila using zinc-fi nger nucleases. Genetics. 2002;161(3):1169–75.
70. Bibikova M, Beumer K, Trautman JK, Carroll D. Enhancing gene targeting with designed zinc
fi nger nucleases. Science. 2003;300(5620):764.
71. Urnov FD, Miller JC, Lee YL, Beausejour CM, Rock JM, Augustus S, et al. Highly effi cient
endogenous human gene correction using designed zinc-fi nger nucleases. Nature.
2005;435(7042):646–51.
72. Varela-Rohena A, Carpenito C, Perez EE, Richardson M, Parry RV, Milone M, et al. Genetic
engineering of T cells for adoptive immunotherapy. Immunol Res. 2008;42(1-3):166–81.
73. Moscou MJ, Bogdanove AJ. A simple cipher governs DNA recognition by TAL effectors.
Science. 2009;326(5959):1501.
74. Boch J, Scholze H, Schornack S, Landgraf A, Hahn S, Kay S, et al. Breaking the code of DNA
binding specifi city of TAL-type III effectors. Science. 2009;326(5959):1509–12.
75. Deng D, Yan C, Pan X, Mahfouz M, Wang J, Zhu JK, et al. Structural basis for
sequence-specific recognition of DNA by TAL effectors. Science. 2012;335(6069):720–3.
76. Mak AN, Bradley P, Cernadas RA, Bogdanove AJ, Stoddard BL. The crystal structure of TAL
effector PthXo1 bound to its DNA target. Science. 2012;335(6069):716–9.
77. Doyle EL, Stoddard BL, Voytas DF, Bogdanove AJ. TAL effectors: highly adaptable phyto-
bacterial virulence factors and readily engineered DNA-targeting proteins. Trends Cell Biol.
2013;23(8):390–8.
78. Jinek M, Chylinski K, Fonfara I, Hauer M, Doudna JA, Charpentier E. A programmable dual-



13

RNA- guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science. 2012;337(6096):
816–21.
79. Cong L, Ran FA, Cox D, Lin S, Barretto R, Habib N, et al. Multiplex genome engineering
using CRISPR/Cas systems. Science. 2013;339(6121):819–23.
80. Mali P, Yang L, Esvelt KM, Aach J, Guell M, DiCarlo JE, et al. RNA-guided human genome
engineering via Cas9. Science. 2013;339(6121):823–6.
81. Hsu PD, Lander ES, Zhang F. Development and applications of CRISPR-Cas9 for genome
engineering. Cell. 2014;157(6):1262–78.
82. Piganeau M, Ghezraoui H, De Cian A, Guittat L, Tomishima M, Perrouault L, et al. Cancer
translocations in human cells induced by zinc fi nger and TALE nucleases. Genome Res.
2013;23(7):1182–93.
83. Choi PS, Meyerson M. Targeted genomic rearrangements using CRISPR/Cas technology. Nat
Commun. 2014;5:3728.
84. Maddalo D, Manchado E, Concepcion CP, Bonetti C, Vidigal JA, Han YC, et al. In vivo engi-
neering of oncogenic chromosomal rearrangements with the CRISPR/Cas9 system. Nature.
2014;516(7531):423–7.



14

锌指核酸酶的发展和应用

Dana Carroll

摘要 锌指核酸酶（ZFNs）是最早被应用于基因编辑的靶向核酸酶。该酶被证实具有很高的

效率，能够提高数个数量级的基因靶向频率。锌指 DNA 识别区域的模块性使得 ZFNs 能够在

多种组织和细胞系中进行基因编辑。应用这一平台能够帮助采集核酸酶相关操作基因组的参

数和信息。虽然近些年来这种技术已经逐步地让位于更易操作的 TALENs 和 CRISPR/Cas 核酸

酶，但是 ZFNs 仍成功地在包括临床试验等多种领域中得到了应用。
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介绍

如果你是一个基因工作者，你有两种方式在你感兴趣的基因上产生突变——前进或后退。通

过传统方式（基因前进）你能够产生随机的突变，从而获得一个感兴趣的表型，然后尽力地

对具有相应突变的基因特征进行描述，虽然这种特征可能并不是由于该突变造成的。随着基

因提取和 DNA 测序技术的发展，该技术正朝向另一方向发展（反向基因技术），首先对于

目标基因进行检测鉴定，然后通过特异性产生突变从而测试其表型。然而直到最近，这一工

具的运用才受到限制。

在二十世纪七十年代到八十年代之间，研究者们基于外源性 DNA 模块和内源性基因靶

点之间的同源重组（HR）在酵母[1,2]和小鼠[3,4]中建立了多种基因编辑的方法。即使是在酵

母中，同源重组发生的频率也很低，但是强筛选使获得目的细胞成为了可能。由于技术上和

生物学原理上的一些原因，这些方法很难扩展用于其它组织。在二十几九十年代初，全基因

组被解析完毕，进行基因操作的需求逐渐提升。研究者们能够发现他们感兴趣的序列，但是

很难去改变它们。

其中的一个很重要的原因是靶向基因的识别要依赖于细胞 DNA 修复酶的活性，然而在

通常情况下目的基因是完整的，并不需要修复。在染色体上发生的双链损伤（DSB）是致死

性损伤，必须得到修复[5]。而且，在包括减数分裂等很多情况下 DSBs 都能够刺激 HR 的进

行。因此，提高基因编辑中同源修复的效率就需要对目的基因进行破坏或损伤。除了 HR 之

外，在所有的组织中 DSBs 的修复还可以通过另一条易错途径——非同源末端修复（NHEJ）。

在常规情况下，靶点的 DSBs 能够通过两种方式产生突变，一是非同源末端重组（NHEJ）以

及在供体 DNA 存在的情况下对目的基因进行置换（图 1）。
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已经有多种方法被采用来提高基因靶向的特异性，其中的大多数将在本章中进行讨论。

其中最为主要的影响因素是识别和切割的模式。本书讨论内容包括锌指核酸酶（ZFNs）、转

录激活样效应核酸酶（TALENs）以及 CRISPR/Cas RNA 介导的核酸酶（CRISPRs）。我的任务

就是对 ZFNs 的发展和应用中的标志性成果进行回顾。更加详尽的回顾也可在其他地方获得

[6-9]。

ZFNs的起源

ZFNs 并不是自然产生的蛋白质，但是它们来源于天然的成分。早在二十世纪九十年代，

Chandrasegaran 及其同事发现Ⅱ型限制酶——FokI 具有独立的 DNA 识别结构域和 DNA 切割

结构域[10]。这一发现启示了人们可以将没有特异性的切割结构域和人工改造过的 DNA 连接

结构域相连使其获得全新的靶向特异性。这一想法首先通过 Drosophila 转录因子的同源异型

框——Ubx的融合成为了显示[11]。
与此同时，可作为 DNA 连接转录因子的被称为锌指的重复性结构模块在多种真核细胞

中被发现[12,13]。这一结构由 Pavletich 和 Pabo 发现[14]，识别模块中每三个锌指结构决定

一段特异性的序列，在每个指状结构中锌原子的状态由一个半胱氨酸残基和两个组氨酸残基

共同决定。通常情况下每个指状结构对应三个连续的 DNA 碱基对[15]（图 2）。Chandrasegaran
在其第二种嵌合酶的 FokI裂解结构域中融合了两种由其同事 Jeremy Berg提供的不同的锌指

结构，并使其具有了全新的特异性[16]。这些嵌合酶就是最初的 ZFNs。
1996 年的研究发现多种 DNA 序列都可被锌指特异性靶向，也或许存在一种可以识别全

序列的编码语言[17,18]。但是后一种猜想并未实现[19]，但是前一种发现已被证实。通过设

计、分选和特征描述，研究者们已经研发出多种类型的锌指嵌合酶并可对多种不同的序列进

行整合。而通用识别编码的建立则由于锌指结构在不同环境中活性的无法一致而失败

[20,21]。

ZFNs的特征

Smith 等人[22]及 Bibikova 等人[23]通过溶液和细胞中的实验发现了 ZFN 进行裂解的影响因

素。FokI 裂解结构域必须通过二聚化才能形成一个具有功能的核酸酶[22,24]。很明显在锌指

核酸酶嵌合的过程中自然状态下一些与二聚化相关的因子缺失了。因此，由于二聚化的作用

变弱，蛋白只有在很高的浓度下才能发挥功能[24]。为了通过 ZFNs 获得高效率的剪切，需

要设计两组锌指结构，每一组锌指都与剪切模块相连并直接对目的 DNA 区域附近进行切割

[22,23]（图 2）。在高浓度下，二聚化和剪切更易发生。

ZFNs 能够对完整细胞的染色体进行切割并促进同源重组的发生[23]。然而向非洲爪蟾卵

母细胞中注射人工修饰的模块，却发现细菌的 FokI 核酸酶在该环境下无法正常识别这些序

列。ZFNs 究竟是如何识别这些染色体序列的我们目前还不知道，但是我们也未发现有何因

素能够导致其活性的丧失。在卵母细胞系统中，如果识别区域和切割区域之间的连接部分少

于四个氨基酸，那么锌指连接结构之间的最佳距离是 6bp[23]。而这种连接方式也是目前最

常采用的，在多项研究中也都采用 6bp 间隔的模式[25,26]，但这不代表 5bp 甚至是 4bp 的

间隔就肯定会造成一些不同。
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ZFNs的设计

如上所述，锌指识别结构的模块性无法转化为简单的编码语言。有很多课题组也通过设计或

筛选合成了新的指状结构或对其进行了新的组合。通过对已有的指状结构进行重新的排列组

合在一些时候有效，但是并不可靠[21,27-29]。有很多研究者建立了筛选系统[30-33]，并将

性能可靠的指状结构整合到一起[34,35]，并试图去探究究竟是什么因素调控着识别过程的进

行[36]。在这个过程中多种特异性的 ZFN 对被研发出来（例如，见[8,36]），但是目前还没

有足够简单的创造新结构的方法。

在多年之前，Klug 课题组发现在 DNA 识别序列中再连入两个锌指结构能够提高其效率

[9,37]。具有更低脱靶效率的六指序列从此被建立，其中一个结构发生错配都会影响全部两

个锌指单位的稳定性[37]。最全的锌指和锌指对的数据库由 Sangamo Bioscience 等整理，所

有 数 据 收 录 在 Sigma-Aldrich （ http://www.sigmaaldrich.com/life-science/zinc-finger-
nuclease-technology.html）数据库中。这些信息的价值在最近几年内大幅贬值，但仍然相对

高昂。Sigma 的优势在于可以进行 ZFNs 全部的设计、检测和应用。

最早用于基因靶向的 ZFNs 在高表达时由于脱靶效应的存在具有显著的毒性[38,39]，而

这一问题也同样困扰着其他的新的设计。在识别区域两侧增加锌指单位的数量被认为可以降
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低脱靶率，但这一策略并不是经常有效[40,41]。毒性经常是由锌指对中的一个 ZFN 引起的，

而且由于其不完整的特异性，能够导致同源二聚化并引起非目标位点即脱靶位点的切割

[39]。前述过程中的一个关键性步骤是介导切割结构域二聚化作用的替换，用必要的异源二

聚化阻止同源二聚化的发生[42,43]。后一种的异源二聚体的产生[44]也能够修复由前一种同

源二聚体引起的缺陷，而这些在通常情况下现在重要通过 ZFNs 和 TALENs 完成[45]。
在科研中的很多情况下，位于脱靶位点的切割和突变产生（通过 NHEJ）处于一个可接

受的范围内，这一效应可以通过回交、补充或等位基因的独立表达使其降到最低（例如[46]）。
然而在人源样本的应用中，组织的选择就显得更为重要。基于体外识别和切割的特异性，用

来检测脱靶突变的方法已经得到了发展[9,47-49]。实验最后，还需对细胞和组织中的其他位

点是否产生其它的二次突变进行检测[50]。由于细胞群落中的罕见突变在导入患者体内时会

被选择且作用有可能被放大，因而对于全基因组测序的深度具有一定的要求。

在基因编辑中 ZFNs的应用

ZFNs 作用于完整组织的首次实验是直接靶向于黑果蝇基因序列，通过 NHEJ 进行原位突变生

成[38]或通过 HR 进行序列的置换[52]。随后类似的实验在人类细胞中开展，靶向于人工的[53]
或自然的[41]序列，在一些研究中也作用于模型组织。到现在为止，ZFNs 已经在从酵母到蝴

蝶到人类等 25 个不同的物种中进行成功的应用[7,8]。
该技术每一次在新的组织、细胞类型或终端进行应用时，都必须对核酸酶进行重新设计，

包括在哪里需要 HR，如何设计供体 DNA 等。这些方面在其他的技术中也会涉及，人们从 ZFN
研究中获得的知识加速了 TALENs 和 CRISPRs 技术的发展。

由于 ZFN 造成的基因组的改变是无法逆转的，因此只需要瞬时转染表达。在体外的哺

乳动物细胞中，研究者通过质粒[41,53]、病毒载体[54-56]、mRNA 转染和直接的添加蛋白的

方式[57]进行 ZFNs 的转导。后一种方式能够起效是因为 ZFNs 具有很强的固有活性，虽然这

种活性在不同类型的细胞之间存在差异，但是在仍能在很多类型的细胞中发挥功能。长片段

双链供体 DNAs 能够被整合到质粒或病毒载体上，而短片段单链的供体则经常直接加入到培

养基中[54,55,58,59]。
为了达到对全组织中的基因进行编辑的目的，必须实现在生殖细胞系中的基因编辑。在

极为早期的胚胎中的生殖细胞系大多易于编辑。在这一时期进行 ZFN mRNAs 的注射在包括

昆虫[60-63]、鱼[64-68]、蛙[69]、海胆[70,71]、小鼠[72-74]、大鼠[75-77]和兔子[78]等多个种

系中均取得了成功。在 HR 发生的案例中[60,71,73-75]，供体 DNA 只是简单的混合于注射液

中。在猪和牛中，基因编辑动物的产生是通过在体外诱导体细胞产生突变并将其核酸移植到

卵母细胞中[79,80]。
植物对基因编辑试剂的传递提出了更高的挑战。在一些情况下，整个植物能够被解离成

单个细胞或愈伤组织，而基因操作可在这些成份上进行。类似的工作包括马铃薯[81]和玉米

[82]，ZFN 在其它植物中的递送主要借助农杆菌的 T-DNA 转运[83-86]。在技术的发展过程中

也有病毒的运用[87]，但是还没有适用于所有植物的方法。

在植物中进行基因编辑的例子很好的说明了在不同的生物系统中需要采用的最佳方式

不同且结果也可能不尽相同。有两项著名的实验揭示了这种技术存在的局限性。当 ZFNs 首
次应用于线虫——秀丽隐杆线虫时，体细胞产生了正确的突变，然而生殖细胞系却没有[88]。
在这个研究中核酸酶通过整合到转座子的外染色体序列进行递送，在生殖细胞系中很可能受

到了强 RNA 干扰。当研究者们直接在发育中的性腺内注入 mRNA 时，ZFN 突变才被发现，

但是突变频率很低[89]。随着更高效的 TALENs[89,90]，尤其是 CRISPRs[90-98]的出现，DNA、
mRNA 和蛋白的注入效率均得到了提高。

另一个例子是斑马鱼。在 ZFN 的早期突变生成的实验中这一模型取得了成功[66,67,99]，
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但是没有观察到 HR 产物。随着更有切割效率的 TALENs 的出现，DNA 寡聚核苷酸（oligos）
和长片段、双链供体诱发的 HR 成为了现实[100,101]。有趣的是，很多寡聚产物只具有半同

源性，半末端的插入[100]。这一现象说明斑马鱼胚胎更倾向于采用 NHEJ 的方式对 DSB 进行

修复。

ZFN的意义

有关于 ZFNs 和归巢内切酶（也称为大范围核酸酶）[102]的研究为基因编辑系统的优化提供

了重要的信息。在上述内容中值得注意的是，这也包括在不同组织和细胞类型中核酸酶的递

送。NHEJ 修复和 HR 修复之间的平衡也进行了讨论[60,103]，包括采用单链损伤（缺口）而

不是 DSBs 更有可能引起 HR[104-107]。供体 DNA 的设计已经进行过研究[108]，而人工合成

的单链寡聚供体的效率也被阐明[59,109]。目标序列的同源需求和目的基因的整合也被发现

[108,110]。一种依赖于有限的同源序列进行基因整合的方法也被发现[111]。具有更加复杂的

突变诱导能力——包括精确地删除和置换[59,112,113]、cDNA的插入引起的基因纠正[56,114]
以及染色体倒置[115,116]等的基因编辑方法已经建立。除此之外，在不进行筛选的条件下对

核酸酶诱导产生的突变进行检测和定量的方法已经建立[42,117,118]。
对于很多的应用领域，编辑的自由性使得 TALENs 和 CRISPR/Cas9 核酸酶更受关注。而

且 CRISPRs 具有蛋白单一的优势，而且由于其在细胞基因库中的特异性由向导 RNAs 决定

[119,120]或能靶向于同一细胞内的多个基因[121]。如上所述，通过异源二聚化作用能够提高

TALENs 的内源特异性[45,122]。CRISPR/Cas9 核酸酶的特异性虽然受到了质疑[123-127]，但是

已经发展出了一些高效率的操作方式。例如通过缩短靶向序列的方式凸显错配的影响[128]，
利用 Cas9 变体只对与向导 RNAs 结合的单链附近位点进行切割[126,129,130]，或者将无活性

的 Cas9 和 FokI 切割结构域相融合，在 FokI 切割结构域上连有两个向导 RNAs 能够促进二聚

化[131,132]。
在 ZFNs 被 TALENs 和 CRISPRs 完全取代之前，值得我们注意的是如果一个单链受到了反

复的攻击，这与它所选用的平台没有任何关系。对于在人类治疗、牲畜和农作物的应用领域，

切割试剂只需要很小的投入就能达到目的。有关于特异性和编辑的自由性就成为了需要主要

考量的因素。在此背景下，小尺寸的 ZFNs 在一些情况中可能存在优势。最后，一些具有很

强的特异性和效率的 ZFNs 核酸酶仍在使用中[49,114,133-135]。ZFNs 靶向于人类 CCR5 基因

[49,136]的疗法已经进行了多年的临床试验[9,137]并被证实安全且在扩大的Ⅰ期分析中被证

实有效。另外还有其他的 ZFN 对被用于靶向人类疾病基因[7,8]，这在一些特殊的领域中已经

被证实具有实用性并在不远的未来很可能得到进一步的发展。
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TAL效应核酸酶的应用和发展

Alexandre Juillerat , Philippe Duchateau , Toni Cathomen ,Claudio Mussolino

摘要 在 2009 年植物遗传学家在植物病原体黄杆菌属的转录激活样效应分子（TALEs）的 DNA
识别区域发现了全新的 DNA 连接结构。在 DNA 的识别区域的具有独特的分子结构能够阻止

其与 DNA 单链结合。该项技术的突破主要源于对每个阻滞区域中与决定 DNA 特异性的关键

残基的解析以及在特异性识别调控中这些氨基酸残基所发生的特异性的改变的发现。通过将

TALE来源的 DNA 识别区域与核酸内切酶转录调控分子或染色体重塑结构域进行融合设计得

到的多种分子能够实现对于基因、转录或表观遗传的改变，这是该项技术里程碑式的发现。

最近几年之内，酶学设计的发展随着该技术从基础领域到生物领域以及人类基因治疗领域的

拓展取得了长足的进步。

关键词 基因编辑·基因敲除·基因组编辑·转录激活样效应核酸酶·锌指核酸酶·TALE编
辑·TAL效应分子·金门

A. Juillerat , Ph.D. • P. Duchateau , Ph.D.
Research Department , Cellectis SA , Paris , France
T. Cathomen , Ph.D.
Institute for Cell and Gene Therapy , Medical Center - University of Freiburg ,
Hugstetter Str. 55 , 79106 Freiburg , Germany
C. Mussolino , Ph.D. ( * )
Center for Chronic Immunodefi ciency , Medical Center - University of Freiburg ,
Hugstetter Str. 55 , 79106 Freiburg , Germany
e-mail: claudio.mussolino@uniklinik-freiburg.de

© American Society of Gene and Cell Therapy 2016
T. Cathomen et al. (eds.), Genome Editing, Advances in Experimental
Medicine and Biology 895, DOI 10.1007/978-1-4939-3509-3_3

mailto:claudio.mussolino@uniklinik-freiburg.de


29

转录激活样效应分子

转录激活样效应分子（TALE）是来源于黄杆菌属的蛋白，是变形菌门中众多的植物病原体之

一。在感染过程中，包括 TALE 在内的蛋白混合物能够通过Ⅲ型分泌系统侵入宿主植物细胞

的细胞质中。在入核之后，TALEs 能够最小化真核转录因子的功能并整合连接到宿主基因组

的顺势调控元件中并调控细胞通路，并最终实现促进细菌增值的目的[1]。
TALEs 由 N-末端的分泌迁移信号肽、DNA 识别的中央结构域和一个 C 末端的酸式激活结

构域、能够迁移入核的核算定位信号端构成[2]（图 1）。

最常见的蛋白编辑策略包括截短 N-和 C-末端，以期于创造出人工的最小尺寸的具有活

性的 TALE 来源的 DNA 识别结合结构域。在下一步部分我们将总结能够作用于多领域的不同

的 TALE脚手架的发展。

DNA识别结构域

中央的 DNA 识别结构域是一条多样化的并行重复序列，长度在 15.5 到 19.5 之间，最末端的

重复通常较短且被当作是“半个重复”。每个模块都由 33-35 个高度保守的氨基酸所组成的

DNA 识别结构域以及在 12 和 13 位点具有高度异质性的双残基（RVDs）所组成[2]。这两个

氨基酸在核酸识别中发挥了重要的作用，每个氨基酸对应一个编码即每个 RVD 对应一个单

独的核苷酸。通过这种相互作用研究者能够根据 TALE 的蛋白序列发现未知的自然靶点，或

者进行逆向设计对 TALE 的搭档重复模块进行人工重组进而靶向于感兴趣的基因[3,4]。自然

状态的 TALE 蛋白与其靶标 DNA 的晶体结构在 2912 年初获得解析，并在此基础上加深了对

TALEs 进行 DNA 识别的理解[5,6]。每个模块都连有两个α-螺旋和一个包含有 RVD 的环状结

构。螺旋的亚结构为右手螺旋，RVD残基为向内指向。这个蛋白缠绕在 DNA 双螺旋结构上，

RVD 残基直接插入主要槽点，但对于 DNA 的双螺旋结构没有大的影响。然而，RVD 的两个

残基被认为具有不同的功能：12 位的氨基酸残基用于稳定环状结构而 13 位的残基特异性的
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与目的 DNA 的脱氧核苷酸产生特异性的作用。

虽然 RVD-核酸相关编码在自然状态下具有 15 种不同的形式[3,4]，研究者们主要关注于

来源于黄杆菌 TALEs 的四种主要的 RVDs：HD、NN、NI 和 NG，分别对应于 C、G 或 A、A、T
（表 1）。这种直接的编码形式（例如四种不同的 RVDs 对应四种核苷酸）促使多种分子工

具的产生并在多种组织中成功地进行了应用，使得 TALEs 成为 DNA 靶向平台中最具有潜力

的形式之一。但是，一个关键性问题是 DNA 靶向工具的特异性。研究者们试图通过减少如

NH 或 NK 等 G 特异性的 RVDs 的频率提升靶向的特异性。但是除了在鸟嘌呤靶向中取得了预

期结果外，在 TALE 背景的核酸酶设计和转录激活中，‘NK’RVD（而不是 NN）的置换在最

终的蛋白中会对最终蛋白的活性产生影响[7,8]。当‘NK’RVDs 位于 N-末端序列时这一影响

尤其显著[7,8]。高分辨率的 PthXo1 与靶向 DNA 相互作用的分子模型[6]揭示了 NN 包含结构

相对于 NK 序列具有更强的亲和力[7]。另外潜在的环境依赖性的低频率 RVDs 也不容忽视。

通过对 23 个自然 RVDs 的筛选，Zhang 及其同事发现在‘NH’RVD 被替换成 NN 时，对鸟嘌

呤具有更强的亲和力并可使生物学活性保持在原来的水平[9]。这一现象也同时被 Boch 及其

同事在独立性研究中发现[8]。然而，由于 NH 相关序列样本数还远远未达到需求，建议科研

工作者将‘NN’替换成‘NH’RVDs 用于靶向于鸟嘌呤序列仍为时尚早。因此，虽然‘NN’
RVDs 对于鸟嘌呤和腺嘌呤具有双靶向效应，但是由于其对于所有嘌呤环具有总的高亲和力，

‘NN’RVDs 还是主要用于进行鸟嘌呤的靶向[10]。
最近，有关于改造后的 RVDs 的应用实验正在进行中。我们发现基于不同的 RVDs 的靶

向特性进行人工改造后其靶向特异性有所增强[11]。Miller 及其同事研发了全新的 RVDs 试图

提高已知 TALENs 的活性和特异性[12]。这项研究发现在 TALE-DNA 的识别区域全新的结构的

靶点效率显著提高，并可靶向于全新位点的但互补的 RVDs 产生具有高活性和高特异性的

TALENs。
但是在神经干细胞中，以 TALE为基础的转录激活却无法激活沉默的 Oct4 促进因子[13]。

在 HEK293T 细胞的相同研究中，一个 TALE相关转录激活因子在体外无法激活外源性转入的

的乙酰化受体。另一方面，采用 5-硫唑嘧啶-20-胞嘧啶对 DNA 乙酰化进行化学抑制能够使活

性复苏。这些结果说明 TALE为基础的分子工具具有影响 DNA 胞嘧啶甲基化的作用。T-特异

性的 RVD‘NG’的结构研究发现，NG 能够与 5-甲基胞嘧啶（5-mC）相互作用，说明 TALEs
能够被编辑识别 CpG 的甲基化[14]。Valton 及其同事[15]发现 TALE序列中的‘N*’和‘H*’
RVDs（星号表示缺少 13 位残基）能够高效的靶向于 5-mC（表 1）。这项研究证实‘HD’RVD



31

与 5-甲基胞嘧啶具有不兼容性，强调了‘N*’和‘H*’相对于‘NG’对于甲基化靶向的优

势。因此，在甲基化胞嘧啶存在的情况下，规避 CpG 双核甘酸或对于靶向位点进行初筛能

够提高 TALE相关分子工具的成功率。

在不同植物中基因组的研究使得 TALE 样蛋白在黄枯病和洋葱伯霍尔德菌中的应用成为

现实。博尔斯通菌蛋白与黄杆菌属的 TALE具有很多的相似之处，包括它们的核酸定位和在

C-末端的酸性激活区域[16]。罗伯斯通菌 TALE 样效应分子（RTL 蛋白）的 DNA 识别区域在每

个模块化的重复单元中都有 35个从未在黄杆菌属 TALEs中发现的含有特定的 RVDs的保守残

基。因此 RTLs 与底物之间具有与传统的 TALE完全不同的亲和力和特异性。而且，相对于黄

杆菌属的 TALEs，RTLs 优先与零位存在鸟嘌呤位点的序列结合。有报道称合成了特异性靶向

5’-胸苷的 TALE序列[17]。来源于博克氏菌 TALE样蛋白（Bat 蛋白）具有和黄杆菌属的 TALEs
一样的识别序列[18]。然而，Bat 蛋白通常短小并且具有独特的重复 DNA 识别序列。有趣的

是，这些重复具有高度的异质性，只有 40%的已知序列，而且相对于同样的黄杆菌属 TALEs，
其亲和力更低。我们已经报道了采用类似的洋葱伯霍尔德菌 TALE样脚手架进行核酸酶的设

计[19]，并创造出能够靶向于新的目标 DNA 序列的 TALE 样蛋白[20]。总的来说，自从 2009
年 TALEs 的‘一对一’编码被发现之后，很多技术的进步拓展了靶向的范围以及基于 TALE
平台的分子工具生物应用组合。

N-末端区域

TALE效应的早期编辑工作发现 N-末端最初的 152 个氨基酸能够被删除且不影响蛋白质的活

性，很可能该段区域在植物细胞中主要的功能是定位[21,22]。然而，人工进一步缩短 TALEs
的 N-末端能够导致其无法与 DNA结合[23,24]而且 N∆152截断结构很快作为参考脚手架而出

现。晶体结构显示第一个调控模块残基 152 的附近区域在两个重复样结构之间（通常称为重

复 0 和-1），通过-1 重复结构的色氨酸和 DNA 靶向位点的 5’-胸苷相连，而这一特征在自然

界的黄杆菌属 TALE 靶向位点中高度一致[2]。这一结构被证实是通过蛋白的这个位点介导

TALE和 DNA 靶标相连，很容易形成高能键有助于靶向识别。

多种结构能够被整合到 TALE的 N-末端结构并对最终分子的连接活性没有影响；在研究

中，检测标记或纯化标签（如 FLAG，HA，S）或定位信号（核酸，线粒体）已经被成功地整

合到天然的 TALEs 并连有不同长度的 N-末端区域。有趣的是，Yang 及其同时发现即使是一

些功能性片段，如 FokI催化片段也能被整合到 TALEs的 N-末端并产生相应的核酸酶活性[25]。
基于不同的 N∆152，Beurdeley 及其同事融合了 I-TevI 归巢内切酶的催化区域和 TALE的 N-末
端区域。这一整合后的 TALE核酸酶（cTALEN）同时具有了部分靶向催化可编程的 DNA 靶向

区域的优势[26]。Barbas 及其同事进一步的研究了可变的 N-末端影响，运用了增幅的截断数

据库筛选策略，发现 N∆120 或 N∆128 TALE 变体相对于其他的如嵌合 TALE 重组酶等人工设

计的酶具有更大的优势[27]。

C-末端区域

很多 TALE 相关的人工蛋白的研究将关注点放在 C-末端的改造上，研究发现这一区域对于

DNA 的识别连接功能并不重要。诚然，TALE C-末端自然转录激活域和异源激活域能够产生无

视内容截断的功能性蛋白[23,24,28,29]。然而，在人工的核酸酶中，C-末端 DNA 识别区域和

FokI 内切酶区域之间连接区域的长度对于两个酶之间的靶向活性和容错长度具有一定的影

响。相对于自然长度的 TALENs 脚手架，含有 10-70 个氨基酸的 TALEN 脚手架具有更好的核

酸酶活性[7,23,29]。另一方面，不同的 C-末端连接长度（>40 残基）能够引发更大范围的切

割活性（12-30bp），具有更短‘连接结构’或完全缺少 C-末端的 TALEN 的 DNA 切割范围受

限（13-16bp）[7,23,29]。因此，基于不同的 DNA 靶向位点的间隔长度，要选择相对应的合
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适的 C-末端脚手架，通过缩短 C-末端间隔长度的容错率能够通过限制脱靶提高特异性。因

此，TALE的 DNA 连接脚手架的 C-末端能够与多种功能的效应分子连接，如转录抑制子[30]、
激活片段[31]、染色体调控因子[32]和核酸酶，并成功地运用于哺乳动物和植物细胞的转录、

表观遗传和基因操作中（图 2）。
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TALE 序列的组装

虽然 TALE 的 DNA 识别结构能够被很容易的编辑靶向于特定的 DNA 目标序列， 但是如果目

标序列长度超过 100bp，对于传统的编辑策略仍然是个挑战。随着 TALE 相关分子工具的出

现，很多平台都具有了快速建立靶向工具的能力[33-42]。这些平台在一些关键性参数上存在

着差异，例如起始模块的数量和准备，序列最终的复杂程度及其生产量。在下面的章节我们

将会讨论近些年出现的不同 TALE序列并依据其组装方法将其归为四类（总结见图.3和表.4）：
（1）起始克隆，（2）金门克隆，（3）固定相组装，（4）非结扎依赖性克隆。ⅡS 类型限

制酶的主要应用为在其识别位点的固定距离处对 DNA 进行切割，留下一个 4bp 的缺口。因

此，如果ⅡS 识别位点位于每条 DNA 链的相反方向的 5’和 3’末端，采用一种限制酶能够产

生四种不同的核苷酸缺口。无论是酶切还是修复过程，最终的结构都不会再包含原有的识别

位点（“无痕克隆”）。

TALE序列既可以在体外合成也可以从商业公司购买。

标准克隆组装

从原理上来讲这种方式是最简单的组装 TALE序列的方法，而且通过 E.coli 质粒单链编码或多

链构建的方式，以及标准化酶切/修复、扩增的步骤能够产生具有平行等级行为的中间序列

（图.3a，左）。起始模块的设计能够影响同尾酶（如：单元组装）或ⅡS 限制酶（如：REAL，
REAL-Fast）的整合。基于这个方法，起始质粒的数量的强度可以小于十[43]，或者几打[35,37,44]
甚至是几百[30,34,38,45]。每个起始模块的尺寸整合单元的数量相关（在最大的质粒中有一

到四个重复单位）。起始模块的准备能够影响 PCR 的扩增或直接降解外源质粒。在每一次

的组装周期中，中间产物都能通过克隆 PCR 进行表征并成功完成限制性酶切的过程。基于

不同的起始序列的设计，2-8[25]个独立性模块能够被整合到同一个克隆反应中。然而，只有

很少的组装方式[37,38,43,45]能够为最终的序列长度和尺寸提供多于一个或两个的可能的灵

活性。这些复杂的、大数量的分子生物学步骤（酶切、修复、DNA 质粒分离和 DNA 片段提

纯）明显的限制了低产率方法的应用。想要将 TALE 序列组装成标准的基因编辑工具的大小

（10-24 个重复单元），至少需要两周（取决于最终序列的长度）。然而，由于基础分子生

物学技术已在多个实验室中成功运用，因此这种方法具有一定的优势。
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“金门”组装

金门克隆技术最早被用于在已知序列中插入多条 DNA 片段酶切克隆[41,46]。这一方法的优

势在于所有的克隆步骤（酶切和连接）都可以通过“一步一孔”的标准实验循环（例如温度）

完成多片段的重组（例如 PCR 扩增或质粒）（图 3，左）。然而，克隆效率——即在 E.coli
转化涂板后，其阳性克隆在多于九条片段以上的克隆整合实验中显著降低[47]。因此，所产

生的经典 TALE序列具有超过 10个重复单位的结构，需要进行多组平行的金门反应或 PCR[24]
或 E.coli 质粒的重组扩增[36,47-50]对于进一步扩增的亚序列在金门反应开始之前进行预先

设置。由于原始的方法基于ⅡS 限制酶的运用，Yang 及其同事[42]开发了一种可变的 PCR 方

法进行起始模块的组装。他们的策略依赖于一个单独反应中，PCR 产物进行 USER（尿嘧啶

特异性的延伸试剂；[51]）降解后，利用含有尿嘧啶的引物对于起始模块进行扩增。Sanjana
及其同事[52]开发了另一种不同的金门策略，通过对中间序列进行环化并采用核酸外切酶对

未反应或未环化的产物进行移除。环化序列随后通过 PCR 进行扩增，并随后结合到目标序

列中。由于在 E.coli 的扩增中缺少了扩增步骤，减少了副产物生成的可能，并具有高产率的

特征，但是 PCR 中间产物纯化的必要性掩盖了这些优势。

到今天为止所有用来进行 TALE组装的金门策略都需要数十浓度（24-78）的质粒或无需

特定仪器的能够在大多数实验室进行重复的 PCR 扩增引物。它们构建 TALE所需的时间从一

天到一周不等，与序列的长度（0.5-30.5）和中间步骤的类型（PCR 或 E.coli 质粒扩增）有关。

由于这种‘一步一孔’组装策略的发展超出了经典分子生物技术的可能性，但是其所需要的

中间步骤，例如涂板、克隆筛选、PCR 筛选和 DNA 分离等限制其作为一种高通量自动化技

术的应用。

固相组装

TALE重复单元的固相组装是一种高通量的替代性金门克隆策略（图 3a，右）。和肽或 DNA/RNA
的固相化学合成相类似，这是一种基于磁性或包衣进行固相支撑的方法。这种方式能够很简

单的移除过剩反应物或改变反应溶剂。因此这一序列能够与起始模块（或起始子）相连并进

而在反应缓冲溶液中进行逐步地酶促延长。在没有降解作用发生时起始模块被认为具有保护

作用，在酶切产生理想粘性末端的过程中这一模块被认为具有活化的作用。固相和底物之间

的耦合作用通过生物素-链霉素亲和素之间的相互作用完成，由于商用的固相支持物的出现，

使得生物素寡聚核酸的获得更加便利。

与所描述的前两种方式相一致，固态支撑底物依赖于ⅡS 限制酶[33,38,45]或同尾酶

[38,40]。起始模块由生物素连接的（5’-末端编码序列）启动子，延伸模块和终止端组成。迭

代限制装配法（ICA）由 Briggs 及其同事开发[33]，该方法能够通过屏蔽未反应产物（阻滞剂）

阻止非互补连接的产生。通过组装前的多重复模块[38,40,45]或单片段 PCR 的扩增或质粒的

设计[33]阻止延伸的发展。根据起始模块的尺寸和序列长度的不同，全序列的组装可以在 3
天之内完成。由于这一过程很容易通过流体工作站进行自动化而且由于中间步骤的缺少，这

一方法可被用于中等剂量或高通量的生产。

非依赖性连接克隆（LIC）
由 Schmid-Burgk 及其同事[39]提出的策略是一种基础性的过程，不涉及起始模块的酶切或连

接步骤（图 3b，右）。非依赖性的连接克隆能够产生长的（30bp）非回文缺口，在只缺少

四种 dNTP’s 中的一种的情况下，能够最大的发挥出 T4 DNA 聚合酶的 3’-5’-外源性核酸酶的

优势。为了提高组装过程的通量，采用了具有 5 组重复单位的 3072 个编码质粒替换原有质

粒或与原有的双重复质粒合用。应用这一策略，一步 LIC 反应能够在 3 天之内将不同尺寸的



38

序列装配完成。而且，在有限稀释浓度下的细菌生长只在流体操作步骤中完成，所以进一步

的 LIC 策略的通量能够进一步地提高。有趣的是，这一策略也可应用于上述的装配方法用来

提高生产通量。

TALEs 的设计及其应用

TALE的发现及其特殊的 DNA 识别方式对于生命科学的发展具有革命性的影响。TALE DNA 识

别区域的模块性和 DNA简单的互动编码推进了 DNA识别编码从基础研究到人类基因治疗的

各种不同领域的应用。自从 2009 年开始，当 TALE DNA 识别编码被发现开始[3,4]，有关于 TALE
研究的文章、技术创新或者应用研究的数量在 2013 年达到 231 件，比 2009 年提高十倍。

就如前所提到的，多种不同的工具被用于进行 TALE 分子的装配以对于特定的 DNA 序列进行

靶向。自然状态下的 TALEs 的识别区域具有 1.5 到 33.5 个重复单元，17.5 个中位模块数[2];
然而，有报道称最少有 6.5-10.5 个重复单元具有可测量的生物学活性[3]。一旦进行装配后，

DNA 识别区域尾端能够与多种效应分子相融合从而产生不同功能的分子。最成功的一类人

工酶具有人工设计的核酸酶区域。这些酶具有特异性的识别区域和切割区域，DNA 识别区

域和核酸酶区域进行了融合，核酸酶区域通常来源于 FokI 限制酶。在已知位点的正确二聚

化能够引起目的区域的双链损伤（DSB）。基因编辑领域得益于核酸酶设计的，能够介导靶

向进行基因组的修饰。一旦基因组 DNA 收到了自然或人工的损伤后，细胞能够通过保守修

复机制进行序列修复从而避免凋亡。在哺乳动物细胞中，最主要的两条 DNA 修复通路是通

过 DSB 进行的 DNA 整合：（1）非同源性末端重组（NHEJ）或（2）基于同源重组（HR）的

同源末端修复。NHEJ 在细胞周期中活性很强也是可以最快修复 DSB 的途径；然而，其引发

的易错机制能够引起损伤位点小片段的插入/删除，如果 DSB 发生于基因编码区也能够引起

基因功能的缺失。与此相反，HR 介导的修复机制能够引起 DSB 损伤位点的精确修复，在自

然状态下，DSB 精确修复的信息来源于姊妹染色体，修复过程发生于 S/G2期。HR 介导的 DNA
修复在哺乳动物细胞中十分罕见，发生率在每 104-107个细胞之间[53]。然而，在 Jasin 实验

室[54,55]的指向性研究中发现，通过调整基因靶向位点的位置或外源性导入具有位点同源性

的供体质粒能够将 HR 的效率提高几个数量级。在这些条件下，供体 DNA 上的遗传信息将会

被整合到靶向位点上，使得精确的基因重组得以发生。因此，通过 NHEJ 或 HR 修复的机制，

能够实现基因的敲除、修复和插入。通过手头的这些工具，科学家可以通过在不同组织中进

行反向遗传的手段提升他们对于基因功能的理解[53]。除了基础性的研究之外，基因编辑技

术还被发现可用于其他领域，包括生物技术、系统生物学或者人类基因治疗，目前这一技术

已经被应用于编辑创造新的玉米、模拟人类疾病的离体细胞系、以及进行了缺陷修复的人类

细胞系[56]。 十五多年来，Cys2 -His2锌指 DNA 识别区域在用于产生人工核酸酶的领域取得

了极大的成功。锌指核算内切酶（ZHNs）是基因编辑领域的一个里程碑，使得在新物种的

基因功能研究中进行基因操作[57-62]以及在人类异常基因缺陷中的基因修复[63-65]成为了

可能。运用优化后的 ZFNs 进行 HIV 的治疗的Ⅰ期临床试验取得了显著的成功[66]，该试验证

实了基因破坏能够被用于进行 HIV 感染的抵抗[67,68]。然而，受限于锌指序列中 DNA 识别

的内容以及无法避免的脱靶，使得其在多范围内的应用很难展开[69-72]。
TALE相关 DNA 识别区域的发现使得可定制化的核酸酶设计平台成为了可能。TALE相关

的核酸酶（TALENs）与成熟的 ZFN 对相比具有更强的特异性和更加多元化的功能[23,73]。具

有全新特异性的 TALEN 能够在相对合理的时间内设计完成[48]，每个 DNA 碱基对可以对应平

均 3 个 TALEN 对[74]。ZFNs 的靶向范围大多低于每 50-500bp[75,76]。因此不难理解为何很多

实验室都引入了这种新技术并使得 TALENs 这项技术的应用范围显著性地扩大。

最早的 TALE相关人工核酸酶的研究可追溯至 2010 年[28]，随后 TALEN 的脚手架及其效

率都获得了改良[23,29,77]，这项技术也被应用于多种组织和细胞系中，包括斑马鱼[78]、小
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鼠[79]、大鼠[73]、非人灵长类[80]以及人工诱导纯化的干细胞（iPSCs）[81]中。TALENs 已经

成功的被用于人类基因治疗模型中，包括人类细胞中镰刀贫血症的突变修复[82]、慢性肉芽

肿患者中 iPSC 诱导的颗粒白细胞中 gp91phox 表达基因的修复[83]、杜氏肌营养不良患者细

胞中抗萎缩肌蛋白表达的修复[84]以及隐性营养不良性大疱性表皮松解的治疗[85]。有趣的

是，人工核酸酶不但能切割基因组 DNA，当采用合适的定位信号时，也可被用于破坏线粒

体 DNA[86,87]。虽然只是个开始，这一方法为线粒体异常的治疗开启了新的途径。

除了核酸酶之外，其他的效应分子片段也能和 DNA 识别区域末端相融合从而扩大该技

术在基因编辑或是转录或是表观遗传中的应用。采用人工转录因子在转录水平调控分子基因

的表达成功的解决了锌指相关 DNA 识别区域的不足。在人类疾病鼠模型中，内源性基因的

表达水平可以被高效调控，提示定制化的转录因子可被用于进行新的疗法的开发[88.89]。随

着 TALEs 技术应用的深入，定制化 DNA 识别区域的优化使得人工转录激活因子和调控内源

性基因表达的抑制因子的使用更加频繁[24,30]。采用高通量方法产生大量 TALE 相关转录因

子[90]能够进一步扩大系统生物学在全通路的转录调控和新基因网络模拟中的应用。为了进

一步扩大人工酶的应用，定制化的 DNA 识别区域能够和组蛋白去乙酰基转移酶（HDACs）
和甲基化转移酶（HMTs）相互融合从而实现目标位点的表观修饰[91,92]。

定制化 TALE相关效应分子的特异性

对于未来的研究，科研人员计划通过对效应分子的设计完成永久性的基因组编辑、表观遗传

修饰护着转录调控。因此，有警告称 TALE相关的设计酶具有无法避免的脱靶性。而由特异

性不强引起的无法预知的脱靶可能会导致意想不到的副作用。在第一代二聚 ZFNs 出现的时

候这一问题是无法避免的主要问题[93]，而这一问题随后通过对 FokI 二聚化表面进行从新设

计后避免了同源二聚化的发生的方法被解决[94,95]。很多用于评价 TALE相关酶特异性的方

法都集中于在 TALE阻遏蛋白进行递送后的微阵列分析[30]或对 ZFNs 特异性进行评价的高通

量方法。体外对于切割数据库的筛选或对于慢病毒载体整合能力的评估已经实现，例如对于

CCR5 特异性的 ZFNs 的评估[70,72]。所有的实验都指出这些 ZFNs 具有无法忽视的脱靶活性

[71]。其他的人工核酸酶平台的产生，如 RNA 介导的核酸酶（RGNs）和 TALENs，为基因编

辑领域注入了新的力量。然而，由于 RGNs 具有高度的脱靶效应[96-98]，研究中已经开始采

用相对于二代、三代 ZFNs[23,102]毒性更小的二代 TALENs 脚手架[99]和经人工改造后的

CRISPR/Cas9[100,101]。更为重要的是，我们最近发现高特异性和低毒性直接相关[103]。除

了用于临床转化的方法之外，这些结果都清晰的显示出如 TALENs 一样的高特异性核酸酶平

台的重要性。

有证据显示一些 TALE单位并非只具有唯一的核酸识别位点。虽然 NG、NI 和 HD 都倾向

于靶向唯一的核苷酸序列[9]，最常见的 G 特异性的‘NN’模块也能与腺苷酸连接。如上所

述，有关于全新的、特异性更强的 TALE模块的系统性研发工作已经展开，而这将会进一步

地提高 TALENs 的特异性[104]。有一个开放性问题曾经提到，是否可以通过加强切割识别的

特异性从而避免基因毒性的风险。基于这一假设，有研究将 TALE相关 DNA 识别序列和 I-TevI
归巢内切酶的切割位点相互融合产生了独立的 TALEN（cTALEN）[26]。在这种条件下，I-TevI
切割区域提供了第二重保障，因为其只有在切割末端为 CNNNG 的情况下才会被激活[105]。
由于序列中 I-TevI 的存在使得基因组中的潜在位点数下降，因而 cTALEN 确实通过克服每个

位点的二聚化作用简化了具有催化活性的 TALENs 的产生。而且，最近有报道称 Lin 及其同

事[106]发现 TALE相关DNA识别区域能够能够和重组的大范围内切酶项链从而特异性的靶向

于人类基因组。通过这种方式，重编程的 TALE-I-SceI 融合蛋白像是传统的 TALEN 一样靶向于

β-珠蛋白基因并诱发 HDR 重组，而且其毒性极大降低。与 ZFNs 相类似，异源二聚化的 FokI
切割区域具有额外的特异性[107]，经人工改造过的高活性的 FokI 片段的应用有助于提高人
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工 TALENs 的特异性和效果[108,109]。除此之外，靶点的理性化选择能够避免对于高度相似

片段的错误结合从而最小化脱靶效应[104]，目前有很多联网工具能够帮助研究者完成这一

工作[110]。

结论

采用人工设计的核酸酶造成基因永久性改变的实验数量正在以指数级增高。自从最初的被认

为是荒诞不经的 ZFNs 的定制化限制酶的设想开始[111]，在人类基因治疗中其进展飞速。随

着 TALENs 技术的发展，随着部分特征如编辑的自由度、酶活性以及作为基因编程工具的特

异性的变化，这类普适性酶的稳定性得以提高。随着具有更高效的 DBSs 诱导活性以及相对

于 TALENs 更易编辑的 RGNs 的到来，进一步的加速了这一趋势[112]。虽然在早期 T 细胞中

的基因编辑效率已经足够令人深刻[113]，研究者的一个限制步骤为在早期细胞中人工核酸

酶的尺寸问题。TALENs 的蛋白尺寸更为巨大，其递送目前仍是一种挑战，尤其是在选用病

毒载体的时候。他们的尺寸和高度重复的结构是在病毒载体系统中的限制因素，例如腺病毒

载体和逆转录病毒载体。然而，Holkers 及其同事最近发现腺病毒能够将完整的 TALEN DNA
转运到人类细胞中[114]，然而 Yang 及其同事则是通过多样化处理 TALE重复模块的核苷酸序

列从而将 TALEN 基因打包连入慢病毒载体中[115]。由于重新编码的 TALENs 的效率下降，与

此同时多种改进方法正在研究中。如 mRNA 模块转染的完整 TALE编码的非病毒递呈方式被

证实能够意外的诱导早期 T 细胞的敲除效率[99,113]，因此不难预测，在不久的将来 TALEN
相关的基因编辑将在多种临床相关细胞类型中取得突破性进展。
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神经肌肉疾病的基因编辑

David G. Ousterout and Charles A. Gersbach

摘要 神经肌肉疾病范围很广，包括肌肉或神经功能异常引起的肌肉功能紊乱。遗传性的神

经肌肉疾病是多种基因突变的共同结果，包括点突变、基因插入和删除、染色体重构、表观

遗传异常以及重复单位的扩张或收缩。靶向基因编辑是在各种异常情况下进行突变修复的具

有卡你的治疗方法。在过去的几十年中，在靶向 DNA 识别蛋白和复杂基因组的编辑领域取

得了极大的成功。这些飞速发展的基因编辑工具能够实现基因的敲入、互换、或对于人类基

因组中异常基因的移除。在本章中，将对几种遗传性的肌肉疾病和神经疾病进行讨论。对于

基因编辑工具引起的基因修饰进行了回顾。具有前景的细胞和基因靶向疗法将在神经肌肉异

常和基因编辑治疗中进行介绍。最后，将为大家介绍一些基因编辑用于基因修复和特定的神

经肌肉异常治疗的例子。
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缩略语

AAV 腺病毒

BMD 贝克尔型肌营养不良

CRISPR 集束调控性间隔短片段回文重复单位

DM 强直性肌营养不良

DMD 杜氏肌营养不良

DSB 双链损伤

FSHD 肩胛肱骨筋膜营养不良

gRNA 导向 RNA
HDR 同源直接修复

HT 亨廷顿疾病

iRSC 诱导性多功能干细胞

LGMD2B 2B 型肢带型肌营养不良

MGN 大范围核酸内切酶

MM 三好氏远端肌肉病变

NHEJ 非同源性末端重组

RVD 多变二残基单位

SMA 脊髓性肌萎缩

ssODN 单链寡聚脱氧核苷酸

TALEN 转录激活样效应核酸酶

ZFN 锌指核酸酶

介绍

神经肌肉疾病是指能够引起肌肉功能异常的肌肉和神经疾病，这些异常能够导致多种症状，

包括从运动障碍到全身瘫痪直至死亡。其中有一些疾病是由于遗传性基因突变引起的重要的

基因功能的损伤。重要的是，这些疾病是由于多个大范围的基因突变引起的。包括点突变、

基因插入和删除、染色体重构、表观异常和重复单位的扩增或减少。在过去的几十年中，基

因编辑技术在效率和编辑简易度上的突破使得该类疾病有了新的可能的治疗途径。这些技术

能够实现研究者对于目的基因的插入、改变和置换。在本章中，将会对处于在研的神经肌肉

的编辑方式进行总的回顾，也会对这种全新模式疗法的应用以及尚处于基础研究的工具进行

讨论。

常见神经肌肉异常的回顾

肌肉萎缩是肌肉疾病的一种，主要特征是进行性肌肉纤维的降解。这一类型的疾病是由于大

量的基因突变所引起的，目前已知最少需要 30 种基因的突变[1]。运动神经元异常是由于控

制肌肉运动的中枢神经系统的退化导致的肌肉功能的损伤。在传统理念中，这类疾病重要通

过表型进行分类，包括发病、疾病进行、肌肉群损伤、遗传模式或其他的非肌肉表型改变[2,3]。
然而，很明显独立基因的突变能够引起相似表型的多种异常、在同一基因上的突变也能够引

起完全不同的表型。这是由于肌肉内多种蛋白之间相互作用的复杂机制，因此通过分子机制

或对常见的表型进行再定义进而重新分类疾病就显得尤为重要，例如 dysferlin 肌病和肢带型

肌肉萎缩。这一部分将着重介绍五种主要类型的肌肉营养失调和三种运动神经疾病，并在每

一部分都介绍一种能够引起基因破坏的不同的方法。
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杜氏和贝克尔型肌营养不良

杜氏肌营养不良（DMD）是一种最为常见的单基因遗传异常、在每 3500 个男性婴儿中就有

一例发病[4]。这是由 X 染色体携带的隐性异常基因。缺陷蛋白的主要功能是为细胞骨架和

细胞外基质提供一个机械连接，从而在肌肉收缩的过程中保护肌纤维膜免受剪切力的影响。

突变能够造成肌萎缩蛋白的截短，进而破坏这种机械连接，并最终导致进行性肌损伤并在三

十岁的时候造成死亡。目前 DMD 的标准疗法为姑息治疗，主要侧重于采用类固醇和 ACE 阻

滞剂平缓呼吸道和延缓心力衰竭。与 DMD 相类似，贝克尔型肌营养不良（BMD）也是一个

由肌营养不良基因突变导致的单基因骨骼肌退化疾病。然而在这个疾病中，由肌营养不良基

因突变导致的内源性遗传片段的删除能够引起功能缺陷的肌营养不良蛋白的表达。通常，由

于 BMD 的致病蛋白仍具有部分功能，因而临床症状较之 DMD 轻。BMD 的症状和病程相较

于 DMD 更为复杂，但是具有相似的肌肉退行性模式，只是进展程度相对较慢[4]。因此，随

着有效的康复手段和疾病管理的进行，很多 BMD 患者都能独立的生活并于正常人具有大致

相同的预期寿命。

有很多手段都被开发出来进行肌营养不良基因的纠正。进行功能性的肌营养不良基因拷

贝的递送是一个巨大的挑战，主要的挑战源于它过大的尺寸（>11kb 的编码序列）。小型化

的肌营养不良基因载体能够被整合到人工截短的腺病毒载体中，并被传送到具有肌肉问题的

组织中[5-7]。这些小型的肌营养不良基因足以改善 DMD 的症状[5]，最小化基因不良的研究

仍在进行中[8]。相较于这些方法，在肌营养不良基因原发位点进行基因纠正能够通过修复

蛋白功能的方式提升临床效果[9]。在基因和分子治疗领域还有一些相对较新的领域，比如

说“外显子跳出”的策略，能够选择性地排除损伤位点的功能，被编辑的基因能够将目标外

显子在 mRNA、阅读框中移除出去[10]。直到最近，阅读框跳出策略的总效率仍在人类临床

评估中[11-13]。
虽然仍存在一些无法突破的技术瓶颈，但是肌营养不良基因仍是基因治疗的一个主要靶

点。有三种截然不同的基因编辑策略被认为具有纠正肌营养不良蛋白表达的良好前景，其中

包括点突变的纠正[14]，在保证内源性肌营养不良基因缺陷表达的情况下靶点阅读框的转换

和删除[15-18],在靶位点插入缺失的外显子从而克服患者特异性的突变[18,19]，或者在一个

理想基因位点引入一个具有功能的及营养不良基因表达盒子[20]。

2B型肢带肌营养不良

dysferlin 异常疾病由功能性的 dysferlin 蛋白表达缺陷引起的常染色体隐性异常，是 2B 型肢

带肌营养不良（LGMD2B）和三好氏远端肌肉病变（MM）的分子致病基础[21]。dysferlin 是

一种钙离子敏感蛋白，肌纤维的纤维膜损伤修复中发挥作用[22]。虽然 LGMD2B 和 MM 的分

子机制相同，但是它们的表型由于未知的原因而不同。LGMD2B 的病理表现起始于肩和膝盖

的无力（肢带），随后进展为近肢端的无力[23]。由 dysferlin 异常引起的三好氏远端肌肉病

变表现为小腿、前臂、手足的无力[23]。这两种疾病通常在三十岁之前发病，虽然患有这两

种疾病的患者的运动功能具有障碍，但是并不影响患者的预期寿命。这两种异常性疾病都是

由于 dysferlin 基因的单点突变引起的蛋白功能异常。对于功能性的 dysferlin 基因的表达修复

是有望治愈这类疾病的一种极具前景的疗法[24]。对于 dysferlin 异常疾病，可能的基因编辑

策略与 DMD 相类似，包括靶向阅读框的转变即在保留阅读框功能的前提下尽可能删除非必

需的基因片段，在患者特异性突变出进行外显子敲除、以及在理想的基因靶位点导入具有功

能的 dysferlin 基因盒。
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强直性肌营养不良

强直性肌营养不良是由不同的常染色体异常引起的显性突变，包括 1 类强直性肌营养不良

（DM1）和 2 型强直性肌营养不良（DM2）。这些疾病具有进行性的多系统障碍的特征，包

括渐进式肌肉紧张、肌强直、白内障、内分泌重构和其他的缺陷[25]。这些疾病的起因各有

不同，发病时间也从童年到成年不同。通常情况下，DM1 的严重程度高于 DM2。DM1 的遗

传机制在于强直性肌营养不良蛋白激酶（DMPK）基因的 3’非编码区三核苷酸序列胞嘧啶-
胸腺嘧啶-鸟嘌呤（CTG）重复单位的扩增[26]。通常情况下 CTG重复单位的数量大约在 5 个

到 37 个之间，当单位数量扩增超过 50 个后就会造成 DMPK 基因的不稳定性从而产生疾病

[27]。而且，重复单位的尺寸能够直接影响疾病的产生和病程的进展。有趣的是，CTG 单位

的扩增能够引起基因位点的染色体压缩和基因沉默[25]，但是基因沉默所引起的后果目前还

未知。第二种强制性肌营养不良——DM2，与 ZNF9 基因的内在片段的四核苷酸序列胞嘧啶

-胞嘧啶-胸腺嘧啶-鸟嘌呤重复单位的扩增有关[25]。与 DM1 不同的是，DM2 中 CCTG 重复片

段的尺寸和疾病的严重程度并没有相关性。

DM1 和 DM2 中重复序列扩增的致病机理还不清楚，有推测认为和 DMPK 或 ZNF9 基因

功能的缺失有关，也可能与突变的 RNAs 的毒性有关[25,28]。最近，有研究正是单位扩增引

发毒性的机理很可能和 RNA 连接蛋白的破坏引起的肌强直、胰岛素抵抗、和强心功能的多

个基因的剪切错配有关[1]。研究显示重复扩增可能引起和肌强直不相关的副作用，例如睡

眠失调、智力缺陷和其它的中枢神经异常[1]。通过进行基因编辑的方式删除目标基因或截

短重复片段能够有效缓解疾病并保持基因功能，也可将基因完全删除或进行精确修复从而降

低毒性。

肩胛肱骨筋膜营养不良

肩胛肱骨筋膜营养不良（FSHD）是在肌肉异常疾病中流行度排名第三的常染色体疾病，发

生率在每 7000 个新生儿一例[1]。造成这一疾病的遗传机制非常复杂，主要源于 4 号染色体

上 D4Z4 基因中异常片段的聚集和表观遗传的改变，这也是该病的病理学特征之一[1]。4 号

染色体的 D4Z4 序列具有 3.3kb 的重复序列，每个重复单位具有一个编码 DUX4 蛋白的开放

阅读框。有两个事件被认为和 FSHD 的发生相关[29]。第一，D4Z4 序列缩短。这一序列的缩

短能够引起 D4Z4 重复单位中相邻 DUX4 阅读框的内源表达增强和聚腺苷酸化信号通路的激

活并稳定 DUX4 mRNA 的转录。第二，随着 D4Z4 序列的缩短，周围序列的表观抑制将会被

解除并引起该位点 DUX4 基因的表达。DUX4 蛋白随后能够异常活化多个原本只在早期发育

中会被激活的基因，从而引起成熟肌肉组织中的细胞毒性[30]。然而，DUX4 的单独表达并

不能完全解释疾病的发生，因为不是在所有的 FSHD 患者中都会出现 DUX4 的表达，而且在

一些正常人中也会有该基因的表达。这提示除了 DUX4 的表达之外还存在其他的机制能够引

起疾病的发生，而这一机制很可能和 4p 染色体低甲基化有关。基因编辑工具很可能通过编

辑片段的 DUX4 序列的长短和存在形式或对染色体 4p 的表观遗传形式进行改造从而创造出

全新的研究领域和治疗策略。

脊髓性肌萎缩（SMA）
脊髓性肌萎缩是一种常染色体隐性疾病，发生率在美国接近为每 11000 个新生儿一例，并且

是导致新生儿死亡的遗传原因之一[31]。目前针对于该疾病几乎没有治疗建议，严重的 SMA
患者通常在童年就引起死亡。在 5 号染色体上的两个同源基因——SMN1 和 SMN2，编码运

动神经元蛋白（SMN），在疾病的发生中具有重要的功能。在正常个体中，SMN2 和 SMN1
及其相似，除了在 SMN2 基因中存在单核苷酸突变（C840T）[31]并可引起可变剪切，使得
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SMN 的全长编码蛋白中有 10%-20%的 SMN2 转录和另一种可变的 7 号外显子缺失的 SMN
（SMNΔ7）的产生。重要的是，7 号外显子的缺失能够引起表达的 SMN 由于寡聚区域的缺

失并被快速的降解。SMA 的产生是由于 SMN1 基因的缺失，由于 SMN2 基因引起的缺陷性

的 SMN 蛋白的产生。有趣的是，由于产生 SMN 全产物的 SMN2 之间也存在差异，减轻了疾

病的严重程度。在严重程度不同的 SMA 病人中的全转录分析发现 SMA 全长转录表达达到

20-25%能够缓解 SMA 的疾病症状[31]。目前有多种在研的治疗方法试图通过 SMN1 基因的修

复重塑 SMN 的功能性表达、增加 SMN2 的转录，或者破坏 SMN2 提高 SMN 全长的表达[32]。
通过基因编辑技术导入完整的 SMN 基因表达功能域是一种在根本上解决疾病的一种具有吸

引力的方式，或者通过对 SMN2 的编辑恢复外显子 7 的功能。

亨廷顿疾病

亨廷顿疾病（HD）是一种常染色体疾病，由于亨廷顿（HTT）基因的三碱基重复单位的扩增

引起。这种疾病是一种典型的遗传性疾病，由于 HTT 基因 1 号外显子上的 CAG 三重复单位

的扩增引起，这种不稳定的三重复单位能够引起谷氨酰胺多聚突变型亨廷顿蛋白的表达并引

起亨廷顿蛋白的聚集和异常退化。这些降解产物随后泛素化并被转运至溶酶体，诱发凋亡的

产生[33]。通常情况下，36-39 个突变单位能够引起亨廷顿蛋白的降解[34]，然而 40 个或者

更多的重复单位能够引起该蛋白完全的降解并在 65 岁时加重疾病的症状[35]。这种疾病通

常发病于中年时期，绝大多数患者发病于 35 岁到 45 岁左右。这种疾病的准确发病机制还不

清楚，减少或剔除扩增的重复单位有可能改善疾病症状。因此，基因编辑技术有可能通过删

除或减少 CAG 重复单位的数量纠正 HTT 基因，成为一种具有吸引力的疗法。事实上，已经

有基因技术被发展用于这些重复序列的靶向[36]。

基因编辑工具

在近些年来大量实验的进行极大地促进了多种平台的基因编辑技术在人类细胞中点突变效

率的进步。值得关注的进步是对于病毒载体的编辑、定制化的 DNA 连接酶或者是寡核苷酸。

每种进步都提高了基因编辑技术的特异性、活性、简易性和效率。这些进步催生了多种基因

编辑工具的产生[37,38]，包括锌指核酸酶（ZFNs）[39]、转录激活样核酸酶（TALENs）[40,41]
以及近年来的 RNA 介导的 CRISPR/Cas9 系统[48]、三聚化寡核苷酸酶（TFO）复合体[49,50]、
整合酶[51,52]和重组编辑后的锌指核酸酶[53-55]或者 TALE DNA 连接功能域[56]。这一部分将

会介绍这些基因编辑技术中的进步。

基因编辑策略的介绍

基因编辑能够通过多种策略完成。在通常情况下，通过在编辑位点产生特异性的双链损伤

（DSBs）刺激内源性 DNA 修复途径的产生（图 1）。有两种完全不同的 DNA 修复过程能够

被用于进行靶向序列的编辑——非同源末端重组（NHEJ）和同源修复重组（HDR），以上见

章节“基因编辑：近 20 年双链损伤诱导的基因靶向和突变”中更为详细的介绍。简单来说，

NHEJ 是一种随机的、易错的修复过程，能够被用于介导随机性的小片段的插入和 DNA 损伤

位点片段的删除。NHEJ 介导的基因编辑技术能够被用于进行哺乳动物细胞中基因的破坏

[38,57]、同源片段的删除[58,59]、以及在双链损伤位点线性化 DNA 片段的整合[60]，以及对

异常阅读框的修复[15,61,62]。HDR 采用同源修复 DNA 模板进行双链损伤的修复或在基因组

中产生特异性的片段改变，包括在全基因组的靶向片段插入。HDR 能够以很高的效率（6%）
在人类细胞的基因功能域插入多达 8kb 的片段[63]，即使有抗生素筛选被用于多种类型的细

胞编辑，但是发生 HDR 修复的水平仍然很低[64-66]。
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靶向基因的模式工具

基因编辑的进步源于新型核酸酶的发现，例如 ZFNs 和 TALEN，以及对于自然条件下的 DNA
连接酶进行重新编辑，包括 MGNs 和最近发现的 CRISPR/Cas9 系统。所有的这些核酸酶都是

通过靶向产生 DNA 特异性区段的双链损伤刺激细胞进行 HDR 或 NHEJ 修复（图 1，见“基因

编辑策略介绍”部分上面）。与之类似的基因编辑或 mRNA 水平的基因修复技术，如单链

寡聚核苷酸技术和腺病毒相关载体也在这一部分进行介绍。

归巢核酸酶

MGNs 具有游离的 DNA 连接和催化区域，能够刺激靶向 DNA 链的识别和裂解[67]。MGNs 在
基因编辑技术中最为常见，例如 I-SceI 和 I-CreI，源于以常见多肽基序进行命名的 LAGLIDADG
家族。MGNs 通常以同源二聚化的模式或以单链蛋白的模式进行 DNA 的识别或裂解。相互

依赖的DNA连接和DNA催化活性具有很强的特异性，但是这也使得靶向于全新序列的MGNs
的重编程变得更为复杂。虽然存在挑战，但是已有 MGNs 被编辑用于全新基因位点的编辑

[68]，包括人类细胞的基因相关编辑[19,48,69,70]。

基于 FokI结构域的嵌合核酸酶

ZFNs 和 TALENs 作为一种嵌合核酸酶，可将独立性的、可编辑的 DNA 连接区域与 FokI 核酸

内切酶的非特异性催化区域进行融合[71]。当两种独立的核酸酶与特异性的 DNA 片段识别结

合后能够产生点特异性的双链损伤，并由此引发 FokI 的二聚化及靶向 DNA 序列的裂解（图

2a,b）。ZFNs 的 DNA 识别区域基于 Cys2-His2 锌指结构域，也是人类蛋白质组中最为常见的

DNA 连接模式。人工合成的锌指 DNA 连接区域能够通过直接点突变或理性设计或对相关大

数据库的筛选提高 DNA 位点的识别效率[38]。这一工作使得 ZFNs 成为早期的被广泛使用的

一种基因编辑工具[72-76]。TALENs 的 DNA 识别区域。TALENs 的 DNA 连接区域来源于一种植

物病原体蛋白并具有重复性的不同结构的双残基（RVD）模块序列，每一模块能够特异性的

识别一种 DNA 碱基对[77,78]。RVD 模块能够进行人工的序列设计用于识别不同的序列

[77,78]。而 TALEN 技术则由于其显著地提高了基因编辑的成功率和效率而被广泛采用[40，
77-82]。
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CRISPR/Cas系统

最近，一类来源于细菌内源性免疫系统的新的 DNA 编辑酶被用于进行哺乳动物细胞编辑

[45,47]。与 MGNs、ZFNs 或 TALENs 不同，CRISPR/Cas9 通过向导 RNA（sgRNA）引起的 RNA-DNA
之间的相互作用识别靶向的 DNA 序列引导嵌合的 Cas9 核酸酶对于互补的 DNA 序列进行裂

解（图 2c）。CRISPR/Cas 系统已经成功的通过 Cas9 酶和向导 RNA（gRNA）的共表达通过 gRNA
的 5’端和基因组 DNA 进行的互补配对被用于哺乳动物细胞特定基因位点的编辑

[42-44,46,83]。而这一同源性靶位点必须邻近于一段特殊的前空白序列基序（PAM），一段

用于 Cas9 核酸内切酶识别的短片段。多种研究探讨了 S. pyogenes 中 CRISPR/Cas 系统的特异

性前空白区位置依赖性的错配特意性[84-89]。其余的具有更小 Cas 基因片段的 CRISPR 系统

被用于具有尺寸限制的 AAV载体中[90]。CRISPR/Cas 系统的一个独特的能力是能够同时性的

靶向于不同的基因位点，也就是所谓的多路复用，通过单独的 Cas9 蛋白和两种以上的 gRNA
进行表达[42,91-93]。

整合酶、重组酶和转座酶

自从核酸酶被直接用于通过 DNA 修复途径的 DNA 改造，能够直接进行靶向 DNA 序列催化改

造的酶学编辑研究得到了极大的重视。整合酶通过 DNA 的点特异性的重组在基因组的特定

区域插入大片段的基因功能域。ΦC31 整合酶能够被用于人类和小鼠基因组中有限位点的整

合，并能够介导具有治疗作用的基因整合到功能已知的基因位点[51,52]。程序性基因重组也

被用于和独特的 DNA 连接功能域共同作用，例如锌指[53,55,94,95]或者 TALEs[56]，进行目标

基因位点的点特异性重组。转座酶可以和 ZFPs[96]、TALEs[97]进行融合形成新复合体介导基

因表达功能域点特异性整合。最后，逆转录病毒整合酶能够与 ZFPs 在病毒基因位点的特定

区域进行直接连接[98,99]。这些技术的后续发展可能对高效的、可重复的及点特异性的肌肉

异常疾病的治疗基因整合具有重要的价值。

腺病毒介导的基因编辑

腺相关病毒（AAV）是一种非致病性病毒，具有介导整合最多 4.7kb 长度基因的能力[100]。
(见“基因编辑工具直接介导体内基因修复”部分)。AAV为基础的递呈系统与其他的技术相

比在相同浓度下通过简便的同源重组提高基因靶向的效率的转染技术[100-108]。这些基因的

靶向率根据细胞的不同从 0.1%到 1%不等，而且能够造成基因的插入或删除、替换或整个功

能域的插入[100-108]。AAV为基础的基因靶向具有多种优势，包括基因靶向载体的设计自由

度、与其它转染技术相比高效的整合率以及毒性的降低。虽然这些载体引起的总基因靶向率

仍然是个障碍，需要更高效率的基因修复，而这一效率也可通过核酸酶介导的双链损伤效率

的增强而得到进一步的提高[100,103-108]。AAV 载体也被可能发生脱靶引发非特异性的基因

改变，以及载体的随机性重组[107,109-111]。

由寡聚核苷酸复合体介导的基因编辑

永久性的基因编辑能够通过多种类型的寡聚核苷酸产生，包括 RNA-DNA 复合体（chimeric）
[49]和化学合成的单链寡聚核苷酸（ssODNs）[50,112]。这些寡聚核苷酸能够直接与靶向的

DNA 序列作用并刺激 DNA 修复的发生。通常情况下，ssODNs 对于靶向序列具有很高的敏感

性，偏向作用于编码链并能诱导序列发生改变。虽然寡聚核苷酸片段诱导基因编辑的机制还

在研究中，但是目前已有研究结果显示化学修饰的 ssODNs 能够提高这一途径的效率

[50,112]。ssODNs 被发现能够介导转染细胞 SMA[113]和 DMD[114]疾病相关突变的修复。
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体内基因修复的介导

通过在体内环境中进行基因突变的修复从而缓解疾病症状是神经肌肉疾病进行全新基因疗

法的终极目标。基因编辑在目的靶点的应用具有很多挑战，尤其是在效率和特异性方面。这

一部分将会介绍在体内介导基因修复的多种关键性方法，包括以细胞基础疗法或通过病毒或

者非病毒的转染方式直接进行基因编辑酶的导入。

在体内介导基因修复的细胞基础疗法

细胞基础疗法的目的是在病人组织中通过外源性基因修复细胞的移植实现具有治疗作用基

因的功能性表达。这些移植细胞能够作为治疗基因或功能替代基因表达的储库。目前有多种

类型的细胞正在被研究用于肌肉萎缩的细胞治疗并在将来用可能被用于进行神经肌肉异常

的治疗，包括多功能干细胞（iPSCs）[118,119]、骨髓祖细胞[120]、骨骼肌祖细胞[121]、胚

层成血管细胞[122]、CD133+细胞[123]和真皮纤维母细胞[61,124]。除此之外，在人类永生化

肌肉细胞中所取得的进步极大的简化了基因修复肌肉细胞克隆的获取[125,126]。这一类的细

胞能够在体外利用基因编辑技术进行修饰，并通过化学转染或电转的方式将质粒或 mRNA
导入细胞、或利用整合缺陷慢病毒进行转染[127]，或采用细胞可渗透性核酸酶进行处理

[128,129]。
杜氏肌营养不良是能够采用基因治疗联合细胞治疗解决的原型疾病。因为在肌肉退化中

肌组织更加易于整合外源性的移植祖细胞。最初，DMD 的细胞基础疗法只是通过注射和免

疫抑制剂联用的方法将异源性的健康肌肉祖细胞移植到 DMD 患者的肌肉组织中[130]。一些

挑战存在于基因编辑技术和细胞基础疗法的联用中，包括对于移植细胞的免疫应答、外源治

疗基因的表达、移植细胞数的不足以及移植位点细胞迁移能力变弱。解决这些方法的一个有

趣的方案是利用患者自体产生的 iPSCs，在体外纠正缺陷基因并诱导其分化形成肌原组织再

将细胞回输到患者退化的肌组织中[15,20,118,119,122,131]。这一方法能够减少移植细胞潜在

的免疫损伤并维持修复后细胞的多样性。

通过体内直接性基因编辑工具的导入进行基因修复

传统上来说，基因疗法的目的在于进行病灶部位突变基因的替换。外源性基因可以通过病毒

或非病毒介导的方式利用局部注射或全身注射的途径直接进行基因导入。基因编辑疗法的一

个重要特点是能够引起基因的永久性改变。因此，编辑工具的瞬时暴露或具有特定基因编辑

密码的编辑酶的直接瞬时性表达是最为合适的处理方式，并且减少基因编辑核酸酶暴露的时

间能够降低脱靶效率[128,132]。
病毒基因的导入具有病毒遗传性组织趋向的优势。一种较为广泛在体内基因治疗中采用

的病毒基因导入载体称为腺相关病毒，是一种小型化的非致病性的非依赖病毒属，最大具有

约 4.7kb 容纳装载量的单链 DNA 基因组[133]。重要的是，AAV 载体能够高效的转染非分裂

类型细胞，例如肌肉纤维和神经元。AAV非整合性的自然属性能够降低外源基因整合到基因

组中诱发肿瘤或重要基因破坏的风险。对于基因编辑的目的，这一特征也是具有优势的，由

于基因编辑核酸酶的表达是瞬时性的，因而也就降低了长时程的毒性。利用 AAV 为基础的

外源编辑模板以及基因编辑核酸酶的基因靶向效率被提高[100,103-108,134]。而且，利用 AAV
进行 ZFNs 和外源修复模板的导入在体内环境下被证实具有更高的效率[60,138]。以 AAV2 假

病毒为基础的 AAV 载体具有不同的肌肉趋向性 AAV 外壳，例如 AAV2/1、AAV2/6、AAV2/7、
AAV2/8、AAV2/9 以及最近的 AAV2.5、AAV/SASTG和 AAV2i8G9，被证实能够通过在有丝分裂

旺盛部位数个月的持续性全身静注或局部注射的途径高效导入到多种骨骼肌组织中

[7,139-149]。有多种 AAV载体被证实能够高效的导入神经元、神经胶质细胞和星形胶质细胞
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中[150-152]。最近，首项以 AAV 为基础的肌肉注射途径的基因治疗方法在欧洲被获准应用

[153]。
非病毒介导方法也是高效的、组织特异性的、具有吸引力的方式。此种方法的一个主要

优势使能够对治疗暴露量进行高度精确的控制[154]。纳米颗粒能够被改造连接靶向肽段用

于特定组织的传导，可用于多种基因编辑疗法的转染介导。而且，这些复合体除了能够被用

于进行 DNA 的传导，也可用于治疗性肽段和 RNA 的转导。值得注意的是，有证据显示纳米

颗粒能够同时介导基因编辑工具和合适的修复模板进行体内的基因编辑[155]。因此，非病

毒的转导方式也很有可能成为小尺寸基因编辑药物的给药途径。

基因编辑手段在神经肌肉疾病中的应用

基因编辑工具能够被用于进行基因组 DNA 的操作从而进行神经肌肉疾病的治疗与研究。这

一部分将要讨论在这一类的疾病中三种主要的基因编辑策略的应用：原位基因的修复、靶向

基因的替换以及疾病相关基因的破坏。

原发位点基因的修复

基因编辑的一项强大的应用是直接在患者原有的基因位点进行直接性的、高效率的疾病相关

基因的修复。这种方法具有很多的优势，包括永久性的基因修复和在自然状态基因调控的作

用下调控适当的生理性和组织特异性的表达。这一部分重要采用基因编辑工具进行大片段基

因组的删除、小片段的插入、阅读框移码或利用 DNA 外源修复模板插入遗失的外显子（见

表 1 和 2）。

通过靶向基因编辑进行阅读框的修复

基因编辑核酸酶能够高效地用于介导靶向基因片段的插入和删除并在肌营养不良基因的非

必要区段附近进行阅读框的修复[15,18]。重要的是，在不借助于外源性修复模板的情况下，

仅仅通过核酸酶的活性就能够启动靶向阅读框的 NHEJ易错修复途径从而产生小范围基因的

随机插入和删除从而造成移码突变。然而，由于插入或删除的片段长度不等，在修复蛋白的

靶向位点会产生不同的序列。这对于修复蛋白的总功能具有决定性的影响，而这一过程也会

引起免疫原性的获得进而有可能触发免疫反应和监控调控。

另一种方法能够利用靶向碱基的替换[50]，片段插入或者是删除扰乱早期mRNA的形成。

有一种更为复杂的方式是共表达两种核苷酸酶切割相邻的两端基因组位点并高效的介导基

因组特定区段的删除[58,157,158]，或对于基因组的异常片段进行有选择性的切除[16-18]。
这两种方法均能够导致 mRNA 序列可控的改变因而可用于缺陷蛋白的修复。
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表 1.基因编辑技术在神经肌肉疾病创新疗法中的应用策略

基因修复策略 突变诱导类型 基因编辑技术的

应用

相关疾病 案例

外显子突变诱导 异常外显子序列 单链寡聚核苷酸，

核酸酶，AAV
SMA 序列突变产生的

基因不稳定或致

病性外显子删除

内含子基因编辑 终止子失活，移

码突变

核酸酶，AAV，重

组酶/整合酶/转座

酶

DMD，BMD，
LGMD2B

介导修复阅读框

内部片段的小范

围插入和删除

非必须外显子的

删除

终止子失活，移

码突变

单链寡聚核苷酸，

核酸酶，AAV，重

组酶/整合酶/转座

酶

DMD，BMD，
LGMD2B

拼接位点破坏或

删除整段非必需

外显子修复内部

缺陷基因

在原基因位点进

行缺失位点的插

入

移码突变，重要

编码区域的删除

核酸酶，AAV，重

组酶/整合酶/转座

酶

DMD，BMD，
LGMD2B

在合适的基因区

域插入重要的缺

失外显子

靶向敲入替代基

因

所有编码区突变 核酸酶，AAV，重

组酶/整合酶/转座

酶

DMD，BMD，
LGMD2B，SMA

在原有启动子整

合替换原有基因

或在其它染色体

区段诱导转录激

活

靶向删除 重复扩增序列 核酸酶，重组酶 HD，FSHD，
DM1/DM2

在重复区域的靶

向大片段删除

互补基因敲除 疾病相关表型模

拟

核酸酶，AAV，重

组酶/整合酶/转座

子

DMD，BMD 在疾病相关区域

进行基因破坏

表 2.利用基因编辑工具进行遗传性神经肌肉异常的疾病基因修复的部分研究

疾病 靶向基因 修复方法 采用工具 参考文献

杜氏肌营养不良 DMD 在外显子内部进

行小片段的插入

和删除从而实现

阅读框的修复

TALENs，CRISPR [15,17,18]

DMD 删除完整外显子

从而修复阅读框

ZFNs，TALENs，
CRISPR

[16-18]

DMD 通过同源修复纠

正点突变

CRISPR [14]

DMD 非必需外显子的

瞬时删除从而纠

正异常外显子表

达

单链寡聚核苷酸 [10],[11-13]

DMD 靶向缺失外显子

的敲入

整合酶，TALENs，
CRISPR

[18,19]
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DMD 靶向肌营养不良

基因的敲入

ZFNs [20]

MSTN 破坏肌生成抑制

蛋白从而产生代

偿性表型

TALENs [171]

肢带型肌营养不

良

DYSF 瞬时性删除非必

需外显子从而修

复异常阅读框

单链寡核苷酸 [117]

脊髓性肌萎缩 SMN2 阻止 SNP 7 号外

显子剪切位点的

识别从而对该片

段进行修复

单链寡核苷酸 [115]
[116,156]

SMN2 通过将 SNP 7 号

外显子的置换为

野生型从而将

SMN2 替换成

SMN1

单链寡核苷酸 [113]

通过在基因突变处敲入缺陷的必须基因片段从而完成基因

修复

与靶向移码突变不同，完整的野生型基因产物的产生能够通过外源性的带有同源修复区段的

完整外显子片段的导入进行介导整合[18]。例如，归巢核酸酶能够被用于刺激 DMD 患者细

胞缺陷的 45-52 位外显子的进行同源重组插入[19]。或者，如上所述，单独利用 AAV 载体相

较于传统的质粒介导的方式能够提高基因靶向的效率，虽然在一些事例中刺激同源修复的效

率并没有显著性的提高。重要的是，相较于现行的核酸酶技术，AAV 载体显著性的降低了脱

靶的风险。必须基因片段的敲入在 DMD、LGMD2B 异常代谢、SMA 的 SMN1 异常以及其他

的肌营养不良疾病的治疗中非常有效。

点突变的修复

终止子的不成熟、单碱基的异常替换以及 SNP 的剪切点突变是常见的遗传发病原因。在“常

见神经肌肉异常概述”中所描述的多种基因编辑工具在这类遗传突变疾病的治疗中都非常有

效。例如，多肽核苷酸（PNAs）在体内具有很高的点突变诱导率并能够修复 DMD 动物模型

中异常代谢基因的表达[50]。AAV介导的基因靶向提供了体内单点突变的相似模式[159]，包

括在多种鼠模型中实现了基因修复，例如遗传性酪氨酸败血症[160]。值得注意的是，这些

方法的效率很低，除非在一些案例中，疾病相关突变能够使得目标细胞获得选择性的生长优

势，例如在酪氨酸败血症中。利用核酸酶介导的同源重组修复基因编辑在很多领域中都具有

很高的效率。在这种方式下，核酸酶和同源修复模板都具有诱导细胞发生突变的目标序列。

这种方法被用于在 mdx 小鼠 DMD 模型中进行肌营养不良点突变修复[14]。在体内环境下，

由 AAV进行 ZFNs 和修复模板的介导的方法能够高效、稳定的诱导基因发生目标突变并能够

改善模型小鼠的疾病表型[60,138]。值得注意的是，这些方法造成永久性基因突变后在诱导

肝组织再生方面显示出了持续性的作用。这种方法在体内转录中的早期挑战是外源性修复模
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板的高效整合，而这与细胞状态和细胞类型有关。然而，这种方法在体外已经成功应用在多

种类型的人类单点基因突变实验中得到了应用，包括严重的免疫缺陷并发症[73]、镰状细胞

贫血[64,65]、α-1 抗胰蛋白酶[66]和其它。

多点基因突变替换

基因编辑工具能够被用于介导完整的基因表达功能单位高效地替换原有的损伤内源性基因

[127,161]。在这种方法中，置换基因被整合到基因组中替代原有损伤基因发挥作用。外源性

插入的功能性片段包括一段目标基因和人工合成的能够持续性诱导基因在合理范围内进行

表达的启动子。DNA 修复模板包括一段基因替换序列和人工合成的两侧同源序列，从而能

够将靶向序列整合到目标位点。在引入核酸酶产生 DSBs 直接导入点特异性整合酶的情况下

这一过程的效率能够被提高多个数量级。

促进驱动性转基因的表达

大多数被编辑基因都包括一个能够驱动目的基因表达的强启动子，并可应用多个已知启动子

实现组织特异性或全基因总表达量的提高。一种常见的长时程启动子以巨噬细胞病毒（CMV）
启动子为基础，能够介导高水平的表达，但是有时很难实现其在特定细胞类型中的沉默

[162]。其它的长时程启动子能够介导多种水平的转录，包括猿猴病毒 40（SV40）早期启动

子，人源泛素化 C（hUbC）启动子，人源性延长因子 1-α（EF1-α）和磷酸甘油酸激酶 1（PGK-1）
启动子。通常来讲，长时程启动子能够驱动固定水平的转录，但是在不同细胞类型中的转录

水平不同。

和全基因组表达不同，在目标组织中限制治疗转基因的表达是被需要的。诱导型启动系

统，例如 tet-on 或 tet-off 系统，能够通过外源性的小分子——例如具有剂量依赖性表达特

征的强力四环素能控制基因的表达。虽然 tet-诱导型系统可能无法直接导入患者，但是有相

似的化学诱导基因表达系统正处于临床试验中[163]。在基因编辑应用中组织特异性表达十

分必要，能够减少潜在的脱靶率。在肌肉组织中特异性的内源启动子能够驱动外来基因生理

水平或高水平的表达，包括肌间线蛋白启动肌酸激酶启动子和肌红蛋白启动子[164,165]。相

似的是，神经元特异性的基因转录能够被人工合成的启动子驱动，包括突触蛋白 1（SYN1）
和神经元特异性烯醇酶（NSE/RU5）[166,167]。

不同的是，人工设计的基因靶向能够被用于整合目的基因下游内源性启动子，并利用其

对启动子进行调控。除此之外，由于同源修复模板中不包括启动子，引入强启动子这一方法

能够由于减少同源模版的尺寸并降低由于随机整合引起的肿瘤发生的潜在风险。

基因整合的“安全位点”

整合位点的选择对于治疗基因进行合适的表达和确保对邻近基因不产生影响具有重要意义。

在外源引入的基因表达片段中具有多个被称为“安全位点”的整合位点。在理想条件下，安

全基因不表达必须基因，并且相对于已知的肿瘤发生或破坏基因距离较远，并能够诱导组织

中能力依赖性和高效的转基因的表达[168]。在人类基因组 AAVS1 中具有一个这样的“安全

位点”[169]，能够诱导多种病毒在几乎所有的组织中介导转录性激活，而这种激活对于大

多数的正常细胞生理功能没有显著影响。AAVS1 也因此由于其固有的启动激活属性成为一个

能够驱动基因表达的具有吸引力的安全位点[20,127,161]。在修复原发位点进行直接性的基

因整合从而高效替换编码区突变也具有巨大的研发潜力[60,138]。值得注意的是，AAV 基因

转导和基因编辑技术联用能够高效地将功能性基因整合到处于分裂期和非分裂期的细胞并

介导目标基因发生同源重组修复或非同源末端修复[60.108.134-137]。
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通过代偿性基因靶向进行疾病模拟

进行疾病相关基因编辑从而模拟疾病表型的一个潜在性选择是通过对其它的相关代偿性基

因的操作实现疾病的模拟。肌生成抑制蛋白基因及其通路通常情况下作为代偿性的基因进行

靶向，因为该基因能够调控肌肉肥大。多项研究发现肌生成抑制蛋白的敲低和敲除[170,171]
或者肌生成抑制蛋白受体 ACVRIIB 的拮抗[172]，能够导致肌肉肥大并改善骨骼肌营养不良的

症状，尤其 DMD 疾病。基因编辑技术被发现能够通过破坏肌形成抑制蛋白编码基因有效的

用于该条通路的永久性敲除[171]。免疫应答大多具有神经肌肉异常的常见特征，并常被用

于进行代偿性基因的靶向从而用于增强神经肌肉异常的细胞疗法效果或用于缓和免疫应答

的相关症状。相似的是，疾病相关生长因子、受体或是其它的靶向基因的破坏能够为多种神

经肌肉异常疾病提供新的治疗思路。

讨论和结论

基因编辑包括一系列的强大工具，能够被用于进行多种神经肌肉异常疾病的基因修复。基因

编辑技术的迅猛发展持续、高效、多样化的拓宽着这项技术应用的领域。尤其是，最近新兴

的 CRISPR/Cas 系统就是能够应用于人类细胞的、简易诱导突变发生的具有潜力的技术。在

该系统中能够通过对 Cas9 蛋白和 gRNA 结构进行编辑提高其特异性。而且，在点特异性整

合酶的设计、靶向和特异性中的研究进展催生的第二代基因编辑技术有助于直接对目标 DNA
进行操作设计核酸酶。今后很可能会产生效率更高的基因编辑技术用于大片段的插入以及目

前难以进行同源修复的细胞类型的基因编辑。最后，最近有研究发现经编程过的 DNA 酶能

够产生表观调控修饰[173-180]。这在复杂基因异常的研究、处理和表观调控具有重要作用，

例如 FSHD。
将修复基因或基因编辑酶导入到病灶组织能够诱发多种主要的焦面疗法基因转录的进

行。腺相关病毒是一种能够促进基因转录的载体，能够更加高效安全地将外源基因导入到肌

肉骨骼组织中。在靶向病毒或非病毒的转染方式能够更为高效安全的介导细胞中有限大小片

段的基因编辑。而且，基因编程为神经肌肉异常的自体细胞治疗提供了一种令人兴奋的途径。

通过在实验室体外环境下对自体干细胞进行操作产生具有更为广泛特征的下一代并将其诱

导分化成特定的细胞类型从而重塑损伤组织。进一步的研究需要集中在如何对基因编辑工具

和其转染策略进行优化用于特定的神经肌肉异常的治疗。

综上所述，基因编辑的最终目标是阻止疾病的进程或从根本上阻止疾病发生。在过去的

五年中人们进行了非凡的努力发展了全新的分子工具，能够在复杂的人类基因组中编辑基因

的序列和表观遗传状态。这些工具能够用于人类细胞在体外环境中的快速操作以及小动物模

型的体内研究和潜在疗法的开发。这些基因编辑技术随着基因导入手段的进步和干细胞疗法

的发展也得到了加强，并能够作为神经肌肉异常疾病治疗中的一种可行的方式。
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噬菌体整合酶基因编辑

Michele P. Calos

摘要 噬菌体整合酶是一种原核点特异性的重组酶，能够在 attB 和 attP 识别位点之间实现精

确的切割和插入。这类酶的应用范围包括从细菌细胞到哺乳动物细胞，是一种非常有效的基

因编辑工具。PhiC31 是第一种在哺乳动物细胞中进行应用的噬菌体整合酶。这种整合酶能

够高效整合其自身的 attB 和 attP 位点。而且，phiC31 整合酶能够对大型基因组中与 att的相

似位点即伪 att 位点进行整合，造成插入基因的脱靶。PhiC31 整合酶也能够与其他的噬菌体

整合酶进行联用，例如具有不同识别序列且脱靶率较低的 Bxb1。这些噬菌体整合酶的多种

性能决定了其具有广泛的应用前景，总结如下：产生转基因的生物体并实现体内基因治疗，

进行细胞的重编程或通过功能域的置换实现精确的基因编辑。最后介绍的系统——双整合酶

功能域置换（DICE），联用 phiC31 和 Bxb1 对 attP序列进行精确吧想并诱导基因组发生同源

重组，该方式尤其是在多功能干细胞的迭代基因编辑中非常具有应用价值。

关键词 attB 位点·attP 位点·Bxb1 整合酶·功能域置换·胚胎干细胞·同源重组修复·多

功能干细胞诱导·phiC31 整合酶·重编程·TALEN
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噬菌体整合酶的应用

在 1998年噬菌体 phiC31整合酶被报道能够在大肠杆菌和缓冲液环境下而非原有的链霉素菌

属细胞环境下对 attB 和 attP 位点进行整合[1]。这些数据说明该种酶具有独立完整的功能，

并不需要宿主特异性的共表达因子支持其活性的产生。在这一基础上，我们首先假设了

phiC31 能够在外源性的细胞环境下发挥功能，例如需要进行位点整合的哺乳动物细胞。而

且，在 att位点多种不同的重组行为研究中发现重组反应是单向性的[1]，这一特征对于高效

介导哺乳动物细胞基因组非常有利。

这些推测在我们 2000 年发表的研究中得到了正是，phiC31 整合酶确实能够在哺乳动物

细胞中整合野生型的 attB和 attP位点[2]。Att位点的长度也在那次研究中第一次得到了鉴定，

大约在 34bp 或略小。如图 1 所示，整合酶能够通过介导 attP和 attB 位点之间的重组，产生

无法再继续进行整合的 attL 和 attR 位点，从而完成一次单向性的反应。目前已经发现每一

个 att 位点都能够结合一组二聚化的整合酶分子，并介导随后剪切插入反应的发生[3]。
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attP位点整合中伪位点的干扰

当 att 位点接近 30bpd 的时候，就可能存在具有相似特征序列或部分一致的序列也有可能被

phiC31 整合酶催化重组。因此不建议利用类似 30bp 大小的互补识别序列，即使是在大型基

因组中，16bp 的识别序列仍是一个好的选择，我们也认为这种长度的识别序列足以满足整

合需要。而这一观点在人类和小鼠细胞系中也被充分证实，相关实验显示 phiC31 整合酶能

够介导相似的区段也就是伪 att 位点发生整合[4]（图 2）。

由 phiC31 整合酶介导的伪位点的半精确重组反应首先发现于哺乳动物细胞。虽然相较

于同时期的随机 DNA 插入、逆转录病毒整合或转座子整合，噬菌体整合具有更高的特异性，

但是仍然具有大概率的随机重组的发生。PhiC31 整合酶介导的伪位点整合对于基因整合产

生了直接性的干扰，包括体内基因治疗和转基因生物体的构建。
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基因组通常具有多个潜在的伪 att 位点，这些位点可能存在于 DNA 序列中也可能存在于

结构基因组中；那些开放的、转录激活的伪 att基因位点更有可能发生重组[5]。phiC31 介导

的伪 att 位点的重组缺乏预测性，无法预测错配重组发生的位置，因而也就限制了其应用。

而且，在伪 att 位点的整合通常是不精确的，在这一位点的整合经常具有多个碱基的缺失并

有时会伴发大片段基因组的重组[5]。而且，由伪位点接到的不可预知的位点整合相较于同

时期的其它系统的点特异性通常高多个数量级。

利用 phiC31整合酶构建转基因生物体

噬菌体整合酶的一个常见应用是构建转基因的生物体。其中真正的 att 位点和伪 att 位
点都具有应用。例如在两栖类非洲爪蟾的基因整合研究中就有伪 att 位点的应用[6]。在黑腹

果蝇中，phiC31 attP位点最早通过随机性的 P 部件整合到基因组中。随后利用 phiC31 整合

酶编码 mRNA 共转导的方式，利用具有 attB 位点的质粒对 att 位点进行高效地靶向、整合[7]。
这一系列的技术目前在更为广泛的领域中被用于产生转基因物种，包括鱼、鸟、两栖类动物、

哺乳动物、昆虫和植物[8]。

伪位点整合的基因治疗研究

利用 phiC31将 DNA整合到未经修饰的哺乳动物基因组中为数不多的几个整合位点为基

因治疗提供了一种新的机会。利用 phiC31 整合酶进行基因治疗的第一项研究是利用尾静脉

高压注射的方式，将具有整合酶编码的质粒和人类 IX 基因因子简单高效地导入到肝脏中[9]。
仅在一次注射之后 IX 因子的治疗效果就显现出来。疗法质粒在肝细胞中的点特异性整合功

能已经被证实，而且整合过程具有很强的特异性，大多数整合行为只发生在基因组的一个热

点区域。而且，整合行为具有稳定性，因子 IX 的产生能够持续很长时间[10]。这些特征显示

利用 phiC31 整合酶进行血友病的治疗具有很好的临床转化前景。在血友病 A 和 B 模型小鼠

中的研究也已经发表，人类 VIII 和 IX 因子在这些模型中都具有长时程的表达[11,12]。不幸的

是，到目前为止将水溶性 DNA 导入大型动物肝脏的研究还无法达到疾病治疗和临床转化的

水平。

很多其他的利用 phiC31 整合酶进行的动物水平的基因治疗研究也在尝试着将治疗基因

导入到不同的组织和物种中（回顾[8,13,14]）。例如，利用电转法将 DNA 导入到大鼠视网膜

中进行长时程的标记基因的表达[15]。利用电转法将具有 DYSTROPHIN 基因的质粒导入到杜

氏肌营养不良的模型小鼠中[16]。由于在染色体中长时程点特异性整合的概念在啮齿类动物

中得到了验证，其临床转化有待于更高效的基因转导方式的开发及该疗法在更为大型的动物

中相关实验的开展。

利用 phiC31整合酶进行哺乳动物细胞重编程

有一种可以绕开低效的质粒 DNA 体内转导的方式是在首先体外进行 DNA 转导，对于大多数

类型的细胞存在多种高效的体外转染方式，随后将基因整合后的细胞移植到体内。如果细胞

是永生化的，可以进行离体单细胞克隆培养并对于整合位点进行确证以保证安全。

能够进行克隆培养的细胞包括多功能干细胞，例如胚胎干细胞（ESC）。在 2006 年，人

工诱导的多功能干细胞（iPSC）被发现，即通过四种转录因子基因的插入能够诱导体细胞产

生类似于 ESC 细胞的特征[17,18]。这些 iPSC 在再生医学中具有广泛的开发潜力，因为它们

不具有免疫原性，能够扩增到很大的数量且易于进行基因编辑，并且免于法律或伦理的限制。

对于遗传类疾病来说，病人来源的 iPSC 能够在体外进行编辑，例如对疾病相关基因的整合

后通过适当的治疗方法在体外诱导分化，随后将其移植到适当的组织和器官中。

因此重编程技术提供了多种潜在的治疗策略。然而，早期 iPSC 的产生是通过逆转录病
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毒将四种转录因子引入到基因组中。这一策略会导致基因组中多个随机性整合事件的发生，

提升随机性突变插入的风险并导致肿瘤的产生[17,18]。为了克服这一缺陷，我们设计了一种

策略利用 phiC31 整合酶一次性地介导四种转录因子插入到小鼠基因组中的一个单独的安全

性位点中[19]。
在这个方法中，首先构建具有四种 Yamanaka重编程转录因子的质粒（p4FLR，11.9kb），

并同时引入重组识别位点。在 cMyc、Klf4、Oct4 和 Sox2 基因 cDNA 序列旁引入 2A 序列，从

CAG 启动子开始促进其多顺反子转录的发生。这一质粒同时也存在 phiC31 整合酶的 attB 位

点，能够介导基因整合到伪 att 位点中（图 2）。在重编程功能域两侧存在两个 loxP位点，

使得其在编程后可通过瞬转 Cre 解离酶表达质粒被删除[19]。这一步骤非常重要，能够使 iPSC
不易于形成肿瘤而且更易于诱导分化。

由 phiC31 介导基因编辑方法成功的在小鼠胚胎纤维母细胞和成人间叶干细胞中得到了

相较于逆转录病毒更为高效地应用，并且杜绝了由病毒随机性整合引起的危害和风险。利用

连接法介导的 PCR 对人源化 iPSC 克隆的整合位点进行分析后发现，接近有三分之一的 iPSC
具有一个单独的整合位点 p4FLR。多种不同的鼠源性伪 attP 位点被用于进行 IPSC 的分析。

在 14 个位点中有六个发生了整合，而在其中有两个被认为是安全位点，远离肿瘤发生基因

和其它的损害。具有 Cre 游离酶表达的质粒转染到两种不同的 iPSC 细胞群落中，结果发现

重编程功能域被精确敲除。在 Cre 敲除前后鉴定 iPSC 的多功能性，包括 iPSC 产生畸胎瘤和

嵌合型小鼠的能力[19]。

治疗基因在前 attP整合位点的点特异性整合

在早期的重编程研究中我们试图通过建立一种更为强大的重编程功能域获得更高编辑比例

的 iPSC 克隆。我们也开展了有关于在 iPSC 细胞中将一段治疗性片段整合到基因组中的研究

[20]。新的重编程质粒，pCOBLW，具有更易进行重编程的序列，随后配置有以 Oct 开头和

以 Myc 结尾的基因片段（OSKM：图 3）。我们也引入了 WPRE 片段增强重编程功能域的转

录效果。pCOBLW能够更加高效更加特异性的对细胞进行重编程，有 93%的被编程 iPSC 细胞

都只具有唯一的插入片段[20]。
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随着 loxP位点在精确重编程基因组和质粒中的应用，我们目前已经利用 Bxb1 整合酶对

attP 位点进行了多种具有治疗靶向价值的重编程（图 3）。Bxb1 是一种和 phiC31 相关的丝

氨酸整合酶，但是它的 att 位点和 phi'C31 完全不同，也不存在重叠或交叉。Bxb1 能够在哺

乳动物细胞中其独有的 att位点被激活，但是目前还没有其在相似伪位点中具有整合活性的

报道[21]。在整合序列一侧包含有绝缘体序列，能够降低治疗基因对自身及对临近基因组产

生非预期性的影响。

为了实现这一重编程策略，我们利用质粒将 pCOBLW 核酸序列和一段 phiC31 整合酶序

列导入到了 mdx小鼠的离体纤维母细胞中。通过载体上的 phiC31 att 位点将载体序列导入到

伪 att 位点。并挑选出一株具有安全位点整合的 iPSC 细胞系并导入治疗基因。在这一案例中，

我们利用全长小鼠肌营养不良 cDNA 对杜氏肌营养不良模式小鼠进行治疗。我们利用质粒将

具肌营养不良编码基因片段、非启动型嘌呤霉素抗性基因和 Bxb1 attB 位点和 Bxb1 整合酶编

码序列通过核转染导入 iPSC 细胞，并随后对随机整合序列和质粒序列进行删除。之后，对

于获得细胞进行概念性的分化诱导和移植，作为肌营养不良的一种潜在性治疗方式。

DICE 系统：利用 phiC31 和 Bxb1 诱导同源重组修复置换

基因功能域

phiC31 介导的伪 att 位点的基因整合为基因组整合提供了一条非常简便的编辑思路，但是进

行安全性基因编辑的目标克隆的筛选仍然十分费力。在多功能干细胞中，例如 ESC 和 iPSC
以及无限增殖细胞系中，还存在另一种借助于同源重组修复原理允许客户进行精确整合控制

的策略。如果同源重组被用于 attP 位点进行基因整合，那么外源性基因功能域就能实现精

确的插入。我们开发了一种名为双整合酶功能域置换或 DICE 的策略，能够实现 attP 位点功

能域的精确整合[22]。
在 DICE 方法中，在 phiC31 整合酶识别的 attP 位点和 Bxb1 整合酶编码序列的两侧引入

同源重组序列。在我们的研究中，我们利用了人类 22 号染色体上的一段重复排列的、安全

的、具有转录活性的 H11 片段作为基因导入片段，并在 attP 位点之间导入 GFP 和新霉素抗

性基因作为克隆筛选标记基因（图 4）。我们利用 TALENs 对 H11 进行靶向，诱导同源重组

修复的产生。这一策略能够降低低效率同源重组产生的致病性，因而在 iPSC 细胞中格外具

有价值。

一旦有一株细胞系完成了上述系列的基因编辑构建，可以随后利用 phiC31 和 Bxb1 整合

酶实现高效率的点特异性的基因功能域置换。为了实现功能域置换的目的，编辑后细胞需要

外源性导入在目的片段一侧具有 phiC31和 Bxb1整合酶 attB识别位点及两种整合酶的编码序

列的质粒。在功能域置换的过程中，新霉素和 GFP 基因将会被移除并在原位点导入目的基

因（图 4）。目的基因可以是治疗基因和/或报道、筛选、移植示踪基因等。
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在将多种不同基因精确插入同一位点构建平行细胞系时，DICE 系统尤其具有价值。

在功能域替换的过程中，外源性基因的编码序列、插入方向和插入位置完全可控，编辑结果

可预测。例如，这一方法能够允许我们迅速构建具有三种神经转录因子表达的人源性 ESC
和 iPSC 细胞，从而评估其在多巴胺能神经元分化中的作用[22]。
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利用 phiC31切除酶进行整合反应的逆转

利用 phiC31 整合酶对原有的 attB 和 attP 位点进行整合反应后，结果产生的 attL和 attR（图

1）位点和原有的 attB 和 attP 位点不同，并能再次进行整合[1,23]。噬菌体整合系统在一般

情况下也包含有一种叫做切除酶或整合方向性因子（RDF）的小分子蛋白，能够和整合酶进

行连接并改变其特异性，使其能对 attL和 attR 序列进行整合从而逆转原有的整合反应。

phiC31 整合酶的 RDF 最近被发现[24]，该因子在哺乳动物细胞中具有一定概率能够实现

整合反应的逆转。我们构建了质粒用于验证这一假说并发现 phiC31 RDF 能够与 phiC31 联合

有效逆转整合反应[25]。因此，在未来的噬菌体整合酶研究中 phiC31 RDF 很可能成为一种非

常有用的工具。

致谢 M.P.C.感谢 Victoria Ellis 提供的数据以及加利福尼亚研究所再生医学中心的支持。
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采用三链寡核苷酸和肽核酸进行精确基因

组修饰

Raman Bahal , Anisha Gupta , and Peter M. Glazer

摘要 很多的遗传疾病是由于单碱基突变造成的缺陷性蛋白表达所产生的。除了基因替代性

治疗外，在基因组 DNA 的多个疾病相关突变点中已经实现了点特异性功能性修复和表达。

在这一方面，三链技术通过同源重组修复（HR）或突变诱导相关机制修复突变位点从而改

变基因表达。在本章我们将会探讨寡聚核苷酸叠加三链技术（TFOs）和肽核酸（PNAs）在

点特异性基因编辑中的发展。
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简介

很多遗传疾病都是由单碱基突变引起的缺陷蛋白表达产生的。除了碱基替代疗法之外，对基

因组 DNA 的特异性位点进行编辑能够实现多个基因功能的操纵和表达的改变，从而对多种

遗传缺陷产生影响。在这一方面，三链技术通过同源重组（HR）或靶向突变产生机制能够

实现突变基因的修复和表达的改变。在本章中我们将要讨论寡聚核苷酸叠加三链技术（TFOs）
和肽核酸（PNAs）在点特异性基因编辑领域中所取得的进步。

寡核苷酸叠加三链聚合技术

除了沃森-克里克配对之外，被人所熟知的 Hoogsteen 配对连接引导人们设计另一种模式的

分子识别 DNA，也就是所谓的 TFOs。三螺旋概念最早由 Pauling 和 Corey 在 1953 年提出，

而实际的三螺旋构象则由 Felsenfield 于 1957 年报道[1]。通过 RNA 衍射研究发现，多聚尿嘧

啶（U）和多聚腺嘌呤（A）在镁离子存在的情况下能够按照 2：1 的比例进行整合[1]。高密

度的同型嘌呤序列能够和特异性的片段整合形成 TFOs，使其可以靶向于独特的基因或介导

基因功能发生改变。

连接编码

多聚嘧啶 TFOs 能够与多聚嘌呤 DNA 相连接，通过 Hoogsteen 氢键‘嘧啶基序’T 能和 AT
相连，C 能和 GC 相连（产生 T—A—T 和 C—G+—C 三链聚合体）（图 1），引起平行方向多

聚化位点的重叠链的产生[3,4]。‘嘧啶基序’的方向由 Peter Dervan 及其同事发现，G 和

GC、A 和 AT（形成 A—A—T 和 G—G—C 三聚碱基）通过不可逆的氢键链接在 B-DNA 目标基

因组中形成反向平行的多聚化结构[5-7]。通过 X 射线衍射[8]、核磁共振[9]和化学探针[10]
研究发现 TFO 能够和基因组 DNA 结合引起螺旋发生扭曲[11]，从而引起细胞系统中突变的

产生或同源重组修复的加强。

通过化学修饰提升 TFO的连接亲和力和稳定性

TFOs 和双链 DNA 的连接受多种不同因子的影响，包括粒子条件、序列组成和靶向位点的易

编辑性[12]。当多聚 TFOs 进行平行连接时，必须将胞嘧啶的 N3 进行质子化以便于和鸟嘌呤

的 N7 产生最优化的 Hoogsteen 连接[13]。因此，TFOs 的嘧啶 pH 依赖性限制了其在细胞内的

应用。另一方面，TFOs 多聚嘌呤与目标 DNA 的连接不依赖于 pH。然而，G 富集嘌呤 TFOs
由于其鸟嘌呤富集段在生理性高 K+条件下易于形成 G-四聚链[14-17]。细胞内高 K+条件能够

促使 TFOs 形成稳定化的二级结构——G 四聚链。因此为了形成稳定化的三链聚合结构，因

而需要持续性地引入多聚嘌呤[18]。嘧啶类的瞬间切断或单碱基的错配能够极大地破坏 TFO
连接的不稳定性。由于 TFOs 在同型嘧啶或同型嘌呤片段的使用上受到了限制，因此无法对

复杂的 ds-B-DNA 结构的人源性基因进行编辑。而该技术的另一主要缺陷是三链复合体的多

阴离子状态和细胞环境下可被编辑的位点状态对于 TFO 的设计仍是挑战。

因此，对于 TFOs 的化学修饰必须能够增强三链结构的稳定性并保护其不被降解。很多

努力都试图对 TFO 的设计进行优化。在涉及到多聚嘧啶的 TFOs 设计时，会将普通的胞嘧啶

置换成 5-甲基胞嘧啶或伪异胞嘧啶从而克服其 pH 依赖性[20,21]。其他的胞嘧啶替换策略还

包括 8-氧腺嘌呤[22]，7,8-二氢-8-氧腺嘌呤[23]，6-氧胞嘧啶[24]，8-氧-2’-去氧腺嘌呤[25,26]
和 8-胺鸟嘌呤[27]，能够提高结合亲和力。类似的对于胸苷酸的修饰包括 2’去氧尿苷酸（dU），
5-炔丙基胺-和 2’-胺乙氧基，5-炔丙基胺-dU 二取代衍生物，能够提高三链聚合体的稳定性

[28-32]。对片段进行修饰的策略包括在 G 富集的 TFOs 中引入 2’-去氧-6-硫鸟嘌呤核苷酸或

7-去硫唑-2’-去氧黄嘌呤核苷抑制 G-四聚体的形成[15-17]。也有很多的修饰发生在糖基，例
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如 2’-O-核苷酸[33,34]和 2’-O-胺乙基核糖[35-37]被发现具有核酸酶抗性并能促进三聚体稳定

性。在骨架和碱基上不同的化学修饰能够提高 TFOs 的连接亲和性并拓宽生物应用的范围。

用吗啉寡核苷酸替换磷酸糖类骨架，或其它的阳离子性氨基磷酸脂例如 N，N-二甲基-2-咪唑

啉酮（DEED）或 N，N-二乙基-胺炔丙基胺，能够投稿 TFO 在体外的亲和力[38-41]。而且，

在 PNAs 中通过将骨架置换成非带点体、手性肽单位，极大推动了其在三链聚合领域的发展

[42-44]。PNA 相关的三链聚合试剂将在这一章的其他部分讨论。

三链介导的基因编辑

通过三链聚合体诱导目的基因突变

通过诱导基因组的特定位点发生突变，三链技术能够被用于诱导可遗传的基因功能和表

达的改变。TFOs 直接与目的基因相连诱发 DNA 修复并在修复位点引入突变。共轭型补骨脂

素（pso），一种 TFO 的光反应性突变诱导试剂，能够诱导 DNA 发生损伤[45-48]。在 UVA
辐射作用下，补骨脂素能够插入 DNA 与双链上的胸腺嘧啶发生共价连接[49]。在哺乳动物细

胞中会发生 T：A 到 A：T 的置换[46,50-52]。
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在哺乳动物细胞中采用基于质粒的实验检测突变的产生

为了分析 TFO 诱导产生的突变，构建了以 supF 基因为基础的报告系统。克隆到 SV40
载体上的 supF 基因能够编码具有 TFO 连接位点的琥珀抑制子酪氨酸 tRNA。利用 pso-TFO 和

UV A 辐射进行处理后，这一载体被整合到 COS-7 细胞中。突变的频率可以通过提取质粒和

细菌转化进行量化。结果显示 6%的质粒发生了突变即有超过 55%的 T:A 转化为 A:T[45]。而

且，有研究显示在诱变剂非依赖的条件下，单独的 TFO 也能够诱导突变的产生[53]。
TFO 在哺乳动物染色体中诱导产生的突变

TFPs被发现能够在培养细胞染色体的靶向位点诱导基因突变的产生。Majumdar 等人报

道了利用 Pso-TFOs 诱导 CHO 细胞内源性次黄嘌呤磷酸核糖转移酶（hprt）基因突变发生的

事例[54]。他们发现在三链靶向区域有 80%的突变诱导率。Vasquez 等人也构建了一种转基

因鼠，在 supF 突变报道质粒中包含有具有 30bp 三链靶向结构的多拷贝λ载体（图 2）[55]。
在利用 pso-TFOs对细胞进行处理后，诱导点突变发生率可提高十倍。无论是在 UV A 辐照情

况下还是非辐照情况下均观测到了突变的产生，提示 TFO 单独就具有诱导突变发生的潜力。

诱导同源性重组的 TFOs
基于 HR 的基因编辑具有广泛性的应用。但是 HR 在哺乳动物中发生的低频率及在非靶

向区域的随机插入限制了其应用（回顾参考文献[56]）。为了提升 HR 的频率，开发了多种

诱导 DNA 损伤的，开发了多种方法，包括在目的基因位点进行 UV 辐照，利用内切酶对双链

损伤或交联的经烷化处理或补骨脂素处理的 DNA 双链进行切割[57-59]。TFO 引起的 DNA 损

伤有的是通过三链聚合体的形成或是通过突变诱导诱变剂提高基因重组修饰的频率。有关于

利用 TFOs 通过 HR 进行不同的基因编辑实验的总结见表 1。
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分子内重组

为了检测同源重组效率的提高程度，构建了多种不同的报告系统。我们实验室利用

Pso-TFOs 同时诱导质粒上报告基因和染色体位点上的突变产生[60]。为了利用 TFO 直接对交

联聚合体进行靶向重组，Faruqi 等人设计了具有 supF 两种不同点突变和一个 TFO 连接位点

的突变基因的 SV40 载体质粒[61]。Later，Luo 等人在小鼠染色体中进行了相似结构的构建

[62]。由 TFO 诱导的重组可以通过β-半乳糖苷酶筛选实验的菌株克隆实验进行检测。在这一

实验中利用游离型和补骨脂素共轭结合型的 TFOs。实验结果发现由补骨脂素共轭结合的 TFO
能够诱导更高频率的链内交联的产生。而且，有关于染色体内重组的机制已经进行过研究。

三链聚合体诱导的重组效率的提升主要依赖于核酸切除修复（NER）途径[61]。在着色性干

皮病组 A（XPA）修复因子缺陷的细胞系中并没有显著性的重组修复的发生[63]。由补骨脂素

共轭 TFO 诱导的基因重组也是部分依赖于 XPA，并也于其他多条修复通路有关。

表 1.在哺乳动物细胞中由 TFO介导的 HR
TFO 重组类型 报告基因 重组频率 细胞系

AG-30 分子内重组 supF（细菌抑制

性 tRNA）
0.37 COS-7

Pso-AG30 分子内重组 SupF 0.58 COS-7
AG30 染色体内重组 TK（胸苷激酶） 1.2 LTK-
AG30+51mer 外

源 DNA
分子间重组 Flic（Firefly 荧光

素酶基因）

0.05 CHO 衍生

22 mer嘌呤富集

TFO
分子间重组 SupF ~0.05 Jurkat T 类淋巴

母细胞

补骨脂素共轭

19mer嘌呤 TFOs
分子内整合 SupF 0.002 Hela

分子内整合

Chan 等人利用了一种基于 TFOs 的方法将连接的外源性 DNA 片段同源重组到靶向位点

（目的在于对配对碱基进行修复）并实现了分子间的基因重组[64]。通过这一策略，三链聚

合体的形成能够诱导靶向位点的敏感性重组和修复[65]。在外源性 DNA 上还连有用于进行重

组的 TFO 功能域。随后研究证明外源 DNA 和 TFOs 之间的连接不是必须的[66-69]。

肽核酸（PNAs）
以 TFOs 为基础的 DNA 编辑的主要问题是酶学降解。在过去，为了提高酶学稳定性，发

展了多种核酸衍生物。有一类具有潜力的核酸衍生物是 PNA。在结构上，PNA 和 DNA 具有

同源性，只是将 DNA 的磷酸二聚骨架替换成了不带点的胺乙基甘氨酸骨架[42]。由于 PNAs
电中性的手性结构，相对更难被降解（图 3）。PNA 能够和 DNA/RNA 目标序列进行互补配

对，并具有更高的稳定性（PNA/DNA 或 PNA/RNA）。PNAs 也能插入 Watson-Crick 配对的 DNA
双链中通过 Hoogsteen 连接形成 PNA-DNA 三链聚合体[70]。互补的两条 PNA 链能通过复杂

的连接聚合作用形成夹钳结构，并于目标双链 DNA 形成更为稳定的复合体。
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最近有研究发现 PNA 能够插入特定序列的双链 DNA 中。PNA 与双链 DNA 结合的机制主

要依赖于序列的互补配对。至少有物种不同的连接模式（图 4）。对于胞嘧啶富集 PNA，连

接主要通过 Hoogsteen 配对连接，比例为 1：1。同型嘌呤 PNA 也能和双链 DNA 按照 1：1
的比例结合，但是 Watson-Crick 配对的结果能够导致同源 DNA 序列原有碱基的替换，产生 D
环构象[71]。从另一方面来讲，同型嘧啶 PNA 也能够按照 2：1（PNA：DNA）的比例和双链

DNA 中的一条按照 Watson-Crick 配对结合，另一条链按照 Hoogsteen 连接配对，形成

PNA2-DNA 复合体和进行局部替换的 D环结构。同型嘧啶/同型嘌呤的连接模式促进了“尾端

夹钳”发卡结构的发展，该结构能够识别部分互补配对的双链 DNA 结构[44]。Peter Nielsen
及其同事发现了第五种依赖于伪互补（pcPNAs）PNAs 刺激 DNA 双链交联的连接模式。这一

策略也被称为二重双链插入策略[70]。这一方式的结合选择性更为复杂，而且引入两种特异

性 pcPNA 进行结合的方式更为复杂，存在两条链相互作用的可能性，因而其应用也存在限

制。

PNAs 作为转录调控、蛋白连接抑制子、DNA 杂交阻遏子具有巨大的发展潜力。然而如

何将 PNAs 导入细胞是其进行治疗应用的主要障碍。
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利用 PNA进行修复和重组

PNA 由于和互补序列具有高亲和力，能够诱导突变产生及 HR 修复。在过去，Faruqi 等
人利用一种单链二聚化 PNA 对小鼠纤维母细胞中代偿性λ噬菌体穿梭质粒整合染色体的

supFG1 突变报告基因进行靶向整合[72]。PNA 在 supFG1 基因形成 8bp 或 10bp 的二聚体和三

聚体螺旋夹钳结构并可诱导 0.1%频率的突变产生，比原有背景高 10 倍[72]。
Rogers 等人为证明二聚化 bis-PNA 能够促进基因重组作了详尽的研究[73]。一般来讲，

bis-PNAs 既能发生单链插入也能形成三链聚合体，并能与靶向双链 DNA 形成夹钳结构。在

这一研究中，他们发现 bis-PNA 与 40-核苷酸长度的外源 DNA 共轭连接后能够诱导直接性的

基因整合。PNA-外源性 DNA 共轭连接可通过马来酰亚胺为基础的化学反应形成。PNA-DNA
共轭体能够介导人类离体细胞 supFG1 报告基因的体外特异性整合，并导致该背景下至少提

高六十倍的突变修复[73]。类似的点特异性重组的诱导也能通过非结合的 bis-PNA 和外源性

DNA 完成。Bis-PNA 及 bis-PNA-外源 DNA 共轭体也被发现能够诱导目标质粒的高频率 DNA
修复。有研究发现无论是 PNA 诱导的重组还是基因修复都依赖于核酸删除修复因子，XPA（着

色性干皮病代偿性 A 组蛋白）[73]。PNA 通过与 DNA 形成二聚化的夹钳结构能够导致原有螺

旋结构的变形，进而大概率的诱导 DNA 修复的产生并因此使目的 DNA 易于进行重组。

Wang等人设计了一系列的二聚化 PNAs在大肠杆菌 supFG1基因形成 10bp的同型嘌呤/
同型嘧啶二聚化夹钳结构[74]。为了研究在整合机制的概率，在小鼠纤维母细胞 15 号染色

体上整合了具有 supFG1 基因的λ噬菌体穿梭质粒克隆。SupFG1基因的突变形成能够通过对

大肠杆菌 ClacZ125（am）细菌的转化后计数进行检测。有研究发现，二聚化的 PNAs 能够诱

导小鼠细胞染色体中 supFG1 基因发生 0.1%频率的基因突变（高于原有背景十倍）[74]。序

列分析证实大多数突变发生于 PNA 结合位点。进一步的研究涉及了 PNAs 进行点特异性突变

诱导所应用的诱变剂，例如苯甲酮、蒽醌或补骨脂素能够被用于体外 DNA 编辑实验。

在其他的研究中则主要应用了二聚化的 bis-PNAs-补骨脂素共轭体。PNA-补骨脂素联接

体能够与 supFLSG3 报告基因聚合形成三链结构并可由补骨脂素介导发生点特异性的光加成

反应[75]。光加成反应在体外实验中被证实，而目标位点的突变形成主要利用 SV 40 为基础

的游离穿梭质粒实验。PNAs 与补骨脂素共轭体的光加成反应能够诱导突变发生的概率为

0.46%（比背景高 6.5 倍）。对于细胞内的游离穿梭质粒，补骨脂素-PNA 的突变诱导效率为

0.13%（高于背景 3.5 倍）。在该研究中发现大多数的突变诱导类型是 PNA 连接位点或光加

成反应整合位点的基因删除或单碱基替换[75]。这一系列研究为 PNAs 成为一种基因靶向应

用的研究工具提供了基础。

除此之外，还探讨了 PNA 和双链 DNA 之间不同的连接模式。除了 bis PNAs 之外，pcPNA
也被用于细胞内多种片段的靶向。有充分研究显示，由于空间阻遏作用的存在，pcPNA 无法

形成 pcPNA-pcPNA 二聚体，但是能够和互补的 DNA 序列通过 Watson-Crick 配对插入双链二

聚体。有研究显示与补骨脂素共轭连接的 pcPNA 能够介导点特异性的光加成反应并对哺乳

动物细胞染色体 DNA 中及游离质粒 DNA 进行编辑，且不会产生脱靶效应[76]。补骨脂素

-pcDNA 在连接位点所诱导的突变主要为单碱基替代突变或基因删除。PcPNAs 单独不能诱导

突变产生而且相同片段中 PNA 的互补序列也无法产生突变。

PNAs 能够和外源性 DNAs 联合形成三链结构通过同源重组机制诱导基因纠正反应，这

一手段可在多种疾病模型上进行应用，包括β-地中海贫血病’[69]。通常来讲，β-球蛋白基

因突变能够导致异常转录并减弱β-球蛋白的功能并最终引起β-地中海贫血病的发生。有研

究发现当 bis-PNA 和外源整合性突变纠正 DNA 片段进行共转染时，能够促进地中海贫血病常

见相关突变——β-球蛋白二号内含子单碱基修复。绿色荧光蛋白-β-球蛋白融合基因被用于

进行修复基因的检测。有研究显示利用亲溶酶体试剂、氯喹能够提高 PNAs/DNA 的整合频率
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[69]。
Later on、Lonkar 及其同事也证实 pcPNAs 与外源性 DNA 片段共转染时，能够促进β-球

蛋白基因二号内含子初始段单碱基对突变[68]。基因编辑能够通过荧光素酶蛋白-β球蛋白融

合基因的转录产物功能测定进行检测。除此之外，pcPNAs 能够刺激人源性纤维母细胞不依

赖于核酸切除修复因子——XPA的重组。这些结果显示 pcPNA 能够作为哺乳动物细胞非限制

性片段点特异性突变诱导的工具。

除了β-球蛋白基因，基因编辑技术也可被用于 CCR5 基因，CCR5 是一种趋化因子受体，

在 HIV-1 入侵人类细胞是具有重要功能，而该基因中如带有突变可对 HIV-1 的感染产生抗性。

Schleifman 等人发现利用 bisPNAs/外源 DNA 靶向 CCR5 基因诱导类似自然状态下的

CCR5-delta32 终止子突变的频率可达到 2.46%[67]。在系列实验中，CCR5 基因的编辑可发生

在 DNA、RNA 和蛋白水平[67]。研究显示终止子的导入能够产生 HIV-1 抗性。这一工作显示

PNA 诱导的基因编辑能够用于 HIV-1 感染个体的 CCR5 敲除疗法。

而且 Rogers 等人还发现通过肽核酸（PNA）和转运肽、触角足（Antp）共轭形成三聚体

能够成功实现造血祖细胞体内染色体的基因编辑[77]。而且，在造血祖细胞进行基因编辑过

后仍然具有分化的能力。这一策略排除了利用 PNA/外源性 DNA 进行转染的步骤。

McNeer 等人提出了利用多聚（乳酸聚羟基乙酸）（PLGA）纳米粒子进行 PNA/外源性

DNA 分子转染进行基因编辑的方法[78]。PLGA 是一种被 FDA 批准的生物相容性多聚物，临

床上被用于多种疾病的药物递送，包括前列腺癌的治疗（Lupron 和 Trelstar）。之前的研究

证实 PLGA 纳米颗粒能够被用于细胞内核苷酸多聚物和寡核苷酸的递送，包括质粒 DNA 和进

行基因沉默研究的 siRNAs[79]。PLGA 纳米颗粒能够利用复乳溶剂蒸发技术获得。PLGA 纳米

颗粒能够包裹 tcPNA（图 5）、DNA（利用反荷离子亚精胺进行电中性处理）或同时包裹 tcPNA
和 DNA（利用赖氨酸同时共轭 PNA 的 C 端和 N 端作为 DNA 的反荷离子）。而且，可以利用

包裹有 0.25-2mg PLGA/mL 浓度的核苷酸的纳米粒子处理人源性 CD34+ HSCs。结果显示利用

纳米颗粒处理过的细胞具有更强的恢复力并可用于核转染实验。纳米颗粒处理也能够导致更

高比例的重组发生，能够将效率提高 60 倍以上。
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利用纳米颗粒将 PNA/外源 DNA导入体内人源性细胞进行基因编辑的方式在造血祖细胞

移植免疫缺陷小鼠中取得了成功。通过静脉注射具有 PNAs/DNAs 的粒子能够对小鼠中人源

细胞的 CCR5 基因进行编辑。深入进行序列分析的结果发现在脾脏和骨髓内成功进行 CCR5
基因编辑的频率在 0.1-0.5%之间。与此同时，在同源性 CCR2 基因处发生脱靶的概率低两个

数量级。利用纳米技术进行 PNA 点特异性突变具有很多优势。首先，这一策略为 HSCs 体内

直接性基因编辑的复杂系统提供了发展的框架。其次，这一工作也为以人类造血祖细胞为靶

标的药物递呈提供了一种通用性方法。

tcPNA 的靶向通常需要目标区域具有富集的同型嘌呤或同型嘧啶区域。

在其他的策略研究中我们也发现新一代的化学修饰γPNAs能够用于靶向多种 DNA基因

组片段并能诱导基因修饰的产生[80]。在γPNAs 中，手性中心位于 PNA 骨架的γ位点（图 6）
[81-83]。在γ位手性中心的产生能够增强 PNAs 和与其互补的 DNA 或 RNA 之间的亲和力

[84,85]。
为了证实这一观点，在具有β-球蛋白/EGFP 融合基因的转基因鼠模型的人源性β-球蛋

白 2 号内含子插入了 GFP 编码序列[86,87]。在内含子区域中 IVS2-654（C->T）突变是东南亚

地区遗传性地中海贫血病的常见致病原因。这一突变能够导致在内含子形成一个隐蔽性剪切

位点并阻止基因表达。利用纳米颗粒递送系统我们成功地将设计好的 IVS2-654 附近区域靶

向的单链γPNAs 与外源性 DNA 导入基因组 DNA，诱导小鼠离体骨髓细胞中 0.8%的点特异性

基因编辑和 IV 体内注射中 0.1%的体内诱导突变，并未检测到毒性的产生。我们已经成功为

γPNAs 通过 Watson-Crick 识别在非限制性位点实现基因编辑迈出了重要性的一步。

总结

总之，TFOs 和 PNAs 在多种策略的基因编辑中都具有重要的作用。无论是在体内实验中还是

在体外实验中都取得了非常激动人心的结果。通过利用化学/生物学的反应过程，研究人员

提出了多种提高基因编辑频率的策略。虽然相较于 TFOs，PNAs 具有更加优越的化学特征，

但是还需要进行还多工作从而获得更高的基因编辑效率，尤其是和临床具有相关性的工作。
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通过适配体介导的基因靶向（AGT）

Patrick Ruff and Francesca Storici

摘要 DNA 适配体是一段具有独特二级结构和目标序列结合能力的 DNA 片段。适配体技术最

近才被用于基因修复。利用适配体进行基因编辑的效率只要来自于其通用性，因为适配体能

够被用于和已知的基因编辑系统进行连接。在这里我们主要介绍 DNA 适配体是如何增加外

源性 DNA 的获得效率，并是如何将外源性 DNA 分子整合到已知的染色体位点中。虽然相对

于其它的基因编辑系统，这一技术仍然处于早期，但是适配体介导的基因编辑（AGT）为基

因编辑提供了新的领域和方向。
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简介

DNA 双链损伤（DSBs）是 DNA 损伤的一种形式，如果修复发生问题，会造成突变、染

色体重组甚至是细胞死亡。细胞必须对这种损伤进行修复，即使是这种修复有可能造成损伤

位点的突变。利用细胞修复的这一机制，具有点特异性的归巢内切酶能够被用于作为诱导基

因突变产生的工具。这一过程需要能够产生 DSB 的内切酶和一个可以作为 DSB 修复模板的

外源性 DNA 片段。在被编辑位点诱导 DSB 的产生能够将基因编辑效率提高数个数量级，在

细菌[1]、酵母[2]、植物[3]、果蝇[4]、小鼠[5]、人类胚胎干细胞[6]和其他类型细胞中被证明

具有很高的效率。由于在自然状态下的归巢内切酶只能靶向于特定的识别区域，因此对于研

究者来说如何找到方法在其它目标位点造成 DSBs 就十分重要。很多研究策略利用自然界已

有的核酸内切酶，如 Cre[7]和 Flp[8]，并与具有 DNA 识别功能的蛋白融合，如 FokI（ZFNs[9,10]
和随后的 TALENs[11,12]）以及最近发现的 RNA 介导的短促回文序列簇（CRISPR）/Cas9 系统

[13]。产生点特异性 DSBs 的优势十分明显，而相关信息可以查阅本书的其它章节来理解这

些基因编辑工具的工作原理及其潜在的脱靶效应。

虽然点特异性 DSBs 具有提高编辑效率的优势，但是对于其它的基因靶向的必要构建也

需要获得重视：如进行必要性整合的外源性 DNA 片段。为了解决外源性 DNA 获取的问题，

我们开发了一种全新的基因靶向方法，也就是适配体接到的基因编辑——AGT，利用该技术

我们能够将归巢内切酶 I-SceI 和外源性 DNA 通过适配体进行融合，对 I-SceI 切除位点旁边的

外源 DNA 的同源部分进行靶向[14]。DNA 适配体是一段 DNA 序列，具有独特的二级结构，

能够和相应的目标片段高亲和力连接[15]。通过引导外源性 DNA 整合到基因编辑位点附近，

AGT 能够提高基因的编辑效率。通过将外源性 DNA 和 I-SCeI 相连，能够对 18-bp 长度的片段

进行识别并产生 DSB[16]，我们成功在酵母和人类细胞中实现了外源性 DNA 在 I-SceI 造成的

DSB 位点的基因整合，促进了由外源性 DNA 介导的基因修复的进行[14]。与 I-SceI 蛋白进行

连接的 DNA 适配体能够通过配体指数富集电泳（CE-SELEX），也称为“非 SELEX”[17]进行

选择。通过利用具有 I-SceI 适配体片段和进行 I-SceI DSB 靶向基因修复的同源片段的寡聚去

氧核苷酸 DNA（oligos），我们能够将酵母中的基因整合效率相较于非整合条件提高 32 倍，

将人类细胞中的基因整合效率提高 16 倍[14]。我们的策略为提高基因靶向效率提供了新的

方法，也是第一个成功利用适配体进行基因修复的研究。AGT 工作的一般性模型见图 1。
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AGT起源

在 I-SceI-DSB 酵母系统中，Storici 等人[18]发现即使是很小同源片段的 DNA 寡聚片段能

够有效修复 DSB。这些寡聚片段所诱导产生的修复被认为是经过两步依赖于 Rad52 的退火反

应，这一基因整合过程被认为和 Rad51 整合酶无关[18]。实际上，RAD51 的删除能够提高寡

聚片段的整合效率数倍，因为在 G2 期，它通过未切割的姊妹染色体抑制了 DSB 修复而且并

不同时性诱导两条染色单体上整合的发生[18].。因此，未发生切割的姊妹染色体是寡聚体的

重要竞争者，因为它距离切割位点更近。相似的情况发生在人类细胞 SMC1 的敲除，基因靶

向效率的提高也被认为姊妹染色体之间 HR 效率的下降[19]。然而在这种情况下，姊妹染色

体之间发生 HR 修复仍然具有可能，但是在缺少 hSMC1（部分黏联蛋白复合体）的情况下，

姊妹染色体之间的修复不会发生。

有研究发现在酵母中通过提高靶向拷贝基因修复效率或改变 DSB 位点和外源片段之间

距离（从 20kb 到 200bp），外源片段进行 HR 修复的频率有所提高[21]。最近，Renkawitz
等人[22]利用酵母中的时间分辨染色体免疫沉淀反应，发现 HR 更容易发生在修复模板距离

DSB 位点较近的情况下。与此类似，在小鼠中，DSB 发生后，基因易位主要发生在损伤位点

附近（也可发生在损伤远端，但是效率更低）[23]。在 VDJ重组情况下，RAG 重组酶能够拉

近 T 细胞受体αδ（Tcra/d）和 Igh 位点之间的距离，并有助于这些位点之间的重组[24]。
基于高效的 HR 外源片段的开发，我们提出了一种全新的方法，利用适配体也就是 AGT

将外源 DNA 引入 DSB 位点附近[14]。下一部分将对适配体进行一个简单的回顾。

适配体

核酸适配体是一种短片段的单链 DNA 或 RNA 寡聚体，其二级结构与配体（蛋白、小分

子或活细胞）之间具有高亲和力。大多数 DNA 和 RNA 都具有二级结构，然而很少有片段具

有和特异性靶标连接的亲和力。然而适配体不但具有亲和力，而且具有高度的特异性，例如

有一种适配体只能和茶碱相连而无法和咖啡因相连，而两者之间的差异只有一个甲基[25]。
虽然有时候适配体会被认为是一种人工合成的抗体，但是相对于抗体适配体具有很多优势，

包括生产的简便性和低成本，且对于动物影响很小。适配体相对于抗体免疫原性弱，很少被

直接用于人类的疾病治疗[26]。
适配体的产生经过了严格的筛选，适配体来源于随机的 DNA 或 RNA 池，其中只有很少

一部分序列（几乎不存在）具有和靶向起始序列结合的活性（通常是 1014或更高）。经典

的随机文库经常和复杂的引物端相连，其结构主要为 5’-引物段 1-N20-60-引物段 2（反向互补

序列）-3’，其中 N 是随机性碱基[28]。引物被用于进行文库序列的 PCR 扩增。适配体的体外

筛选过程由 Szostak[29]和 Gold[30]课题组于 1990 年开发，而这一过程也随着配体的系统性

升级发展为指数富集法（SELEX）。SELEX 实验首先将 DNA/RNA 序列的随机性文库与目标序
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列进行孵育，随后将未结合的片段除去，之后将结合片段洗脱下来并对文库序列进行扩增（见

图 2 所示简图）。几年之后，发展出多种 SELEX 方法。有一种 SELEX 利用毛细管电泳（CE）
使得 SELEX 分选的效率更高，不但节省了时间也阻止了适配体和配体之间的结合（配体在缓

冲液中处于游离状态）。CE-SELEX 利用少于五次的最少循环次数的分选[31]，能够分选出高

亲和力的适配体，而经典的 SELEX 则需要不少于十次的循环分选。由 CE-SELEX 分选产生的

适配体能够在 nM 甚至是 pM 水平的解离常数。而 CE-SELEX 技术带给我们的简便性和高效率

能够为我们更加简便的选择与 I-SceI 核酸内切酶相连的适配体提供帮助。
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点特异性核酸内切酶 I-SceI
DNA 连接蛋白几乎存在于所有形式的生命中，但是在其中只有很少一部分蛋白具有对

双链 DNA 的特异性位点进行识别并切割的作用活性。能够造成 DNA 双链损伤的核酸内切酶

成为归巢内切酶，而且这些酶通常对于长片段的识别片段（12-40bp）具有更高的特异性[33]。
归巢内切酶的研究自 1970s 年代开始，最先被研究的归巢内切酶最初被称为“Omega”，随

后被命名为 I-SceI[34]。在自然状态下，I-SceI 内切酶能识别酵母线粒体内含子中的 5’TAG GGA
TAA CAG GGT AAT 3’并在该片段中产生 DNA DSB，并通过内含子整合和基因转换介导等位基

因之间发生整合和覆盖[35]。由于这一发现，I-SceI 被用于用于从细菌到人类细胞等所有模

型系统诱导基因产生 DSB 损伤和修复。由于 I-SceI 的广泛性应用，我们选择 I-SceI 作为 AGT
连接的点特异性核酸酶。

作为外源性 DNA的单链寡聚 DNA
合成的单链寡聚体 DNA 是短片段的 DNA，通常具有 90nt 或更短。寡核苷酸通过同源重

组将突变导入到目标序列中。寡核苷酸能够被化学合成且成本低廉，相较于长片段具有相似

的效率，包括外源性质粒或 PCR 产物[36]。通过寡聚核苷酸进行同源重组基因修复的片段甚

至可以小于 30 个核苷酸[14,37]。在很多细胞系中寡核苷酸都被成功的运用进行高效的基因

修复[38,39]。对于 AGT，我们利用两部分构成的寡核苷酸，一部分与 I-SceI 相连（适配体区

域），另一部分为 DSB 进行同源修复的模板并对目标序列进行选择性编辑[14]。

AGT的特征

在 AGT 系统设计完成且经过了 I-SceI 的适配体筛选后，有一些片段被发现能够在体外与

I-SceI 连接。在其中，有两种片段结合能力最强，称为适配体 A3 和适配体 A7，最早于啤酒

酵母的系统检测中得到。第一个进行该技术靶向的目标序列是酵母中的 trp5 基因，实验在

该基因中整合入一段功能性片段并测量 Trp+的转录数来表征编辑效率。Trp5 位点功能域整

合的简图见图 3A。进行 AGT 设计的第一个步骤是决定适配体对于外源性 DNA 寡核苷酸的位

置导向。早期研究发现寡核苷酸片段的 5’端相较于 3’端具有更高的效率，其原因很可能是下

游 3’端的外来同源序列能够促进基因整合的发生。

进行 AGT 设计的第二步是对和适配体区域连接的引物区域进行检测。如上所述，在适

配体筛选中，每一个随机性 DNA 序列都连接有两条复杂的引物区域用于进行 PCR 扩增（图

2），而这些引物本身对于适配体与靶标的连接没有任何用处[40-42]。基于这一点，我们移

除了分选后 I-SceI 适配体中的引物区域并同时提高了靶向 DNA 的同源长度。而且，在 trp5
位点中，适配体 A7 和适配体 A4 和外源性片段连接成为 A7.TRP5.54 和 A4.TRP5.54，在 trp5
的 5’端进行 54 个同源碱基的整合。而且，还进行了同样长度的适配体对照试验，对照组不

与 I-SceI 相连，称为 C.TRP5.54。适配体 A4 连接力较弱，和对照组之间没有显著性差别，然

而 A7 的连接力较强，相对于对照组编辑效率稳定提高七倍[14]。在 I-SceI 进行表达但是不存

在 I-SceI 识别位点的情况下或存在 I-SceI 识别位点但是不存在 I-SceI 表达的情况下，或是在

GAL1-10 引起的葡萄糖阻遏的作用下，A7.TRP5.54 和 C.TRP5.54 之间均不存在基因编辑效率

的显著性差别[14]。
在明确了 A7 适配体能够提高基因靶向效率之后，有假设认为当同源片段更短或更长时

能够得到更为理想的整合效率，因为更长的同源序列有可能对 I-SceI 和适配体之间的连接产

生影响。又或者由更短序列的外源性 DNA 介导的适配体连接整合更为精确。为了检测 I-SceI
适配体是否与更短序列的外源性 DNA 结合后可以产生更高的整合效率，将寡核苷酸的同源

性长度减少到 40 个碱基合成了新的 A7.TRP5.40 和 C.TRP5.40。新合成的两种适配体的基因编
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辑效率均下降，而 A7 适配体介导的基因编辑效率相较于对照组提高了 9.2 倍（图 3b）。有

研究称结合于 5’端的适配体分子，在寡核苷酸不纯净的条件下可能并不完整。确实，不纯净

的 100-mer 的寡核苷酸链可能只存在约 60%的完整片段，而其余 40%的片段 5’端可能被截短

[43]。这也意味着 5’端截短后的 A7.TRP5.40 寡核苷酸有可能在基因靶向位点具有更高效率的

整合。为验证这一说法，采用了聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）纯化过的寡核苷酸，检测了

54 个碱基的同源片段和 40 个碱基的同源片段的寡核苷酸的长度。对于两种 PAGE-纯化后的

寡核苷酸片段来说，基因整合频率稳定性提高（纯化后的 A7.TRP5.54 相较于 C.TRP5.54 编辑

效率提升 27 倍，A7.TRP5.40 相较于 C.TRP5.40 编辑效率提升 30 倍）[14]。这一结果显示适配

体对于基因的靶向具有重要的作用；同源片段的长度也有一定的影响，而对短片段的寡核苷

酸片段适配体的作用更为重要。

AGT 不只是在酵母染色体的 trp5 基因中进行了应用，也在酵母的 ade2 和 leu2 基因位点

和人源胚肾细胞中（HEK-293）质粒上的 DsRed2（一种红色荧光蛋白）基因位点进行了应用。

在每次应用中，A7 适配体连接的 54 碱基同源寡核苷酸序列的基因编辑效率都得到了显著性

提高（图 3B，图 4A 和[14]）。在这些实验中寡核苷酸片段的序列也不尽相同。对于 DsRed2
位点，A.Red.40（A7 适配体连接的 40 碱基同源片段）具有 6.2 倍效率的提高，而 A.Red.30
寡核苷酸具有 16 倍的提高（图 4A）。在不同的编辑位点 AGT 的不同可能主要是由于寡聚核

苷酸二级结构的不同造成的。为了进行 I-SceI 连接，适配体区域必须具有特定的二级结构而

且使长片段 ssDNA 同源区段有可能和这一结构发生相互作用。有关于进一步适配体二级结

构的研究，请参见 Ruff 等人的研究[14]。
为了进一步研究在 I-SceI 存在的情况下能够刺激特定基因片段进行整合的 I-SceI 适配体

AGT，设计利用不同于 I-SceI 的另一种核酸酶的对照试验（实验利用酵母进行）。在酵母中，

归巢内切酶 HO 被用来代替 I-SceI 在 trp5 位点产生 DSB（图 3A）。HO 相较于 I-SceI 产生 DSB
的效率更高，特异性也更好[44]。然而，由适配体连接的外源寡核苷酸 A7.TRP5.40 介导基因

修复只有在 I-SceI 诱导的条件下发生的频率更高（图 3B）。与之相似，在人类细胞中具有

DsRed2基因的质粒在体外用 I-SceI消化过夜。由于HEK-293细胞中没有 I-SceI的表达，A.Red.40
和 A.Red.30 寡核苷酸之间没有显著性差异，A.Red.54 寡核苷酸效率只有 1.8 倍的提高（图

4B）。这些结果显示 AGT 能够提高外源性 DNA 在特定目的基因位点的整合能力。
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利用 AGT进行基因编辑

如果存在一种 DNA 序列能够同时具有识别结合靶向序列及进行目标序列的双重修复功

能，那么将在基因修复过程中取得优势。AGT 利用的 DNA 适配体，自 1990s 早期以来几乎

还是新生事物[29,30]。适配体可以用于生物传感器[45,46]和临床治疗[47]，但还几乎未涉足

基因靶向领域。我们的适配体能够连接 I-SceI，能够对特定的基因位点进行靶向。这目前还

是一个全新的基因靶向策略，还需要更多的实例进行验证。



104

AGT的未来发展

这里所讨论的 AGT 系统为利用适配体进行基因靶向提供了新的原理思路，基于早期的

工作，这一技术未来还需要进行进一步的阐释、证实和系统提升。例如，不同的单链同源序

列有可能会破坏适配体的二级结构并抑制其与靶位的连接，并降低 AGT 的效率。而且，适

配体的亲和力还有继续优化的空间。除此之外，目前的 AGT 主要是用于 I-SceI 核酸酶的连接。

有很多潜在的方法可以提升 AGT 系统。例如，减少适配体区域和同源区段之间可能发

生的退火反应，外源性区段可以利用双链代替单链。碱基之间的连接序列可以是一段既非适

配体片段也非同源区段的 DNA 序列，或者可以是硫化物连接[48]或者碳化连接[49]。而且，

适配体本身也可进行改进增强其与靶点之间的亲和力。A7 适配体和 I-SceI 之间的亲和力大约

在 3.16μM 左右，相较于 A4 适配体的亲和力大约提高 15 倍（52.49μM）。虽然 I-SceI 的适

配体 A7 是从寡核苷酸混合池中筛选得到的，但是仍然存在可能有亲和力更高的适配体并未

被筛选出来。如果想要提升现有适配体的亲和力，还可以对 A7 适配体序列进行化学修饰。

从 DNA 靶向分子和寡核苷酸稳定性上来看，无论是哪个因素制约了基因修复的效率，都可

以通过对寡核苷酸链进行化学修饰而得到解决。对于寡核苷酸的修饰，可以利用硫代磷酸键

提升外源 DNA 的稳定性从而提高基因整合的效率。一种用于 I-SceI 酶特异性的适配体 AGT，
原则上来讲也可能适用于 FokI（ZFNs 和 TALENs）或 Cas9（CRISPRs）的基因靶向。AGT 提高

基因靶向的能力也有可能和核酸酶无关，但是从理论上来说其它的 DNA 连接酶有可能影响

基因整合。我们期待着筛选结合力强的 DNA 连接因子的适配体能够成为外源 DNA 整合一种

高效的策略并可由此提高基因编辑的效率。
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通过双链断裂修复刺激 AAV基因的编辑

Angela M. Mitchell , Rachel Moser , Richard Jude Samulski ,and Matthew Louis Hirsch

摘要 最近在哺乳动物基因组编辑技术的进步已经实现了在染色体水平上进行疾病相关基因

的精确操作。事实上，锌指核酸酶（ZFNs）能够在体外诱导患者 T 细胞 HIV CCR5 受体的翘

楚并在临床上促进细胞融合的发生。在这些应用中，腺病毒递呈载体中的一类腺相关病毒

（AAV）基因递呈已经进行过了 100 次以上的临床基因治疗试验且并未发现任何载体相关毒

性，目前的应用已经变得非常普遍。这一章回顾了 AAV 在临床基因治疗中的发展，AAV 基

因的早期实验结果，目前诱导 DNA 双链损伤点特异性修复的应用。以及在 AAV诱导的载体

整合和点特异性核酸酶编辑中仍存在的障碍。
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腺相关病毒的载体化

腺相关病毒（AAV）发现于 1965 年，是一种发现于腺体中的污染病毒并被认定为一类

新品种的病毒，能够依赖于腺病毒完成自己的复制周期[1]。AAV是细小病毒家族中的成员之

一，具有一条附着在衣壳蛋白上的单链 DNA，其也可被进一步被分类为依赖病毒属，因为

其无法在辅助病毒缺失的情况下独立完成复制[2]。AAV感染非常常见，很多人在非常年轻时

就具有 AAV血清阳性[3]，然而，AAV并不具有致病性。

野生的 AAV 基因组有 4.7kb，至少具有两种编码基因，Rep 和 Cap，并连接有末端反向

重复序列（ITRs），是病毒组件中唯一需要顺式折叠的基因组[4]。Rep 基因编码四种没有空

间结构的 Rep 蛋白，这些蛋白对于 AAV 基因组的复制和包装非常重要[5,6]，由于 Cap 基因

能够编码的 VP1、VP2 和 VP3 蛋白能够组成十二面体衣壳，包装活性蛋白（AAP）对于十二

面体的组装和基因组的包装非常重要[7]。有多种的 AAV 血清型被发现，其中有 49%到 99%
的病毒能够通过它们的衣壳氨基酸序列进行鉴别[8]而且它们的一些生物性能也不尽相同，

例如生物趋向性和转导动力学[9,10]。对于基因治疗用途的载体，病毒基因被移除并置换成

转基因功能域[4]。重组性 AAV（rAAV）载体的产物和特征在之前的综述中已经进行过了很

详细的描述[11]。
AAV通过与主要的多糖受体连接起始转录途径，例如硫酸乙酰肝素，或者与第二受体作

用，如生长因子受体或整合素。AAV能够结合的受体类型取决于血清型和被转染的细胞类型

（更详细的回溯见[12]）。AAV 随后通过受体介导的内吞进入细胞[13]并通过溶酶体途径到

达细胞核周围微管组织中心[14]。在核小体形成前和形成过程中病毒颗粒都停留在这一区域

以逃避磷脂酶对 VP1 N 末端区域的降解[14-16]。在被核内体释放出来后，完整的 AAV 颗粒

会进入解聚化的细胞核中[17]。由于 AAV是单链病毒，第二链的合成必须发生在基因组转录

激活之前，而 AAV是依赖于细胞的聚合酶完成第二链的合成的[18]。在辅助病毒缺失的情况

下，野生型基因组的转录受到 Rep 蛋白的抑制，能够允许病毒进行潜伏直到辅助病毒能够促

进 AAV 的生命周期的完成[19]。对于 rAAV，能够利用持续性激活的启动子在第二链合成后

表达外源性导入的基因功能域。

AAV基因组的游离基因能够形成游离单体，而串联体能够长时间的存在，虽然他们无法

复制[20-22]。除此之外，AAV2 基因组能够点特异性地整合到 19 染色体 AAVS1 位点，该过程

具有 Rep 依赖性[23,24]。然而，在 Rep 缺失的情况下，只有低水平的（小于 0.5%）的不规

则集成的发生[25-27]。这一整合经常能够影响 ITR 和宿主 DNA 之间的关系并能够导致宿主

DNA 小片段的删除及载体基因组中片段的插入[28]。虽然这一整合作用被发现能够发生于全

基因组，目前的研究发现基因、转录起始位点、核糖体 DNA 序列、CpG 岛和回文序列是 rAAV
整合位点中的热点[27,28]。除了整合的低水平之外，很多研究并未发现 rAAV 具有致癌作用

[25,26]，然而也有研究发现转基因和特异性的启动子具有低水平的致癌性[25-27]。
通过对 rAAV 转化途径的深入了解，也发明了多种策略利用 rAAV 的生物特性产生更高

效率的载体，其中效率最高的是自我互补的 rAAV[29,30]。自我互补的 rAAV 的发展起源于对

rAAV转化的研究，研究发现 rAAV的转化水平在腺病毒进行共转染时有所提高，即使是排除

了腺病毒作为辅助病毒的功能（例如转录激活），rAAV转化也有提高[18]。腺病毒共转染造

成的转化效率的提高一部分是由于 E4Orf6 蛋白造成的第二链 DNA 合成增加引起的[18]，也

说明第二链的合成是 rAAV 转化的限速步骤，如果第二链合成的速率能够提高，则转化效率

也会提高。

为了避免第二链合成速率的限制，载体的尺寸设计少于 rAAV包装能力的一半，使得单

链复制形成的二聚体转基因功能域能够被折叠[29]。当从病毒衣壳被释放出来时，这些互补

的二聚体能够进行链内互补配对激活转录，从而对单链 DNA 进行复制。当在一个 ITP 的 Rep
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基因处造成损伤（Rep 缺刻的 D部分）引起该基因的删除能够使得这一过程更具有效率，并

由此产生了自我互补二聚体[31]。自我互补载体能够引起体内和体外的更为快速的转化动力

学和更高水平的转基因表达[31]在基因编辑应用中非常有用[32]，在临床基因治疗中具有良

好的前景。

作为临床基因治疗载体的 AAV
由于具有多种优势特征，AAV 已经被发展用于临床基因治疗的载体（rAAV）。AAV 及

AAV 辅助病毒目前还未发现相关致病性方面的表征数据，提示 AAV 来源载体应该具有良好

的安全性。而且，相对于其他病毒来说，AAV的免疫原性弱，病毒接种引发的免疫相关症状

和免疫反应不明显[33]。除此之外，rAAV 中所有的病毒基因都被移除，降低的病毒基因产物

有可能引起的免疫应答反应。AAV能够同时感染处于分裂期和非分裂期的细胞且能够引起转

导基因的长时程表达[3,34,35]。而且，与 AAV2 ITRs 相连的转基因功能域能够被多种血清亚

型的 AAV 病毒衣壳包装，该过程被称为衣壳转导[36,37]，在这个过程中载体产物可以具有

高度异质性的生物趋向性和完全不同的免疫特征。多种不同血清亚型的 rAAV的转化能力已

经得到了详细的研究，使得在不同应用中对于 rAAV 血清亚型的选择更加合理[9,10,38]。基

于这些特征，rAAV 已经被用于超过 100 项临床实验（http://www.abedia.com/wiley），目前

已有多项实验能够证明 rAAV 介导的基因编辑具有安全性[39]。这些实验所涉及的疾病主要

包括单基因突变疾病，例如血友病[40,41]、中枢神经系统疾病[42]和心脏疾病[43]，也体现

出 AAV基因治疗具有广泛的应用前景。

最近，有很多研究证实了 rAAV 作为一种临床载体在提高治疗成功率方面具有潜力。事

实上，第一款基因治疗产品首先在欧洲获得了应用审批，Glybera ®利用 rAAV 转导脂蛋白脂

肪酶（LPL）基因治疗脂蛋白脂肪酶缺陷（LPLD）[44]。LPLD是一种由 LPL 的功能性突变引发

的 LPL 本身或其他的甘油三酯清除相关基因的功能缺陷的罕见疾病，该疾病会导致血清中高

水平的甘油三酯并诱发急性或慢性的胰腺炎[44]。Glybera ®具有肌肉趋向性的 AAV1 衣壳，

携带一个具有自然功能突变的 LPL（LPLS477X），通过肌肉注射的方式进行给药[44]。虽然 LPLD
的患者人群很小，Glybera ®的在安全性评价和药效学评价的临床试验中并未发现安全问题。

而且，有研究发现这种疗法能够降低胰腺炎的发病风险和严重程度，并可避免由胰腺炎导致

的住院治疗，扩大了这种疗法的临床疗效[44-47]。基于这些临床结果，Glybera ®于 2012 年

在欧洲被批准实现商业化。

另一项已成功获得批准的由 rAAV 介导的基因疗法是视网膜基因治疗。通常来讲，眼科

疾病由于其目标器官眼睛具有尺寸较小、免疫环境独特[49]、易于载体给药、技术评价体系

成熟（X 射线断层摄影术和视网膜电图）[50]等特点，因而是基因治疗非常理想的靶标[48]。
而且，有多种血清亚型的 rAAV 易于导入不同的视网膜细胞，使得这一导入系统能够满足特

殊的治疗需求[51]。
在视网膜疾病治疗中，rAAV 介导的 Lener’s 先天性黑内障的（LCA）基因治疗在临床试

验中成功的提高了患者视力，受到了极大的关注。LCA 能够导致早期的视网膜退化，主要发

生在儿童时期造成儿童盲[51]。虽然 LCA 可能由多种基因突变导致，但是临床上运用的 rAAV
疗法主要是修复引起 LCA 的 RPE65 基因功能突变[52-57]。RPE65 能够将全反式视网膜中的光

感受器通路转化为 11-反式-视网膜，使得光感受器发生重复[58]。LCA 的基因治疗利用了

rAAV2 载体进行了 RPE65 基因的功能克隆转导。目前已经利用该疗法治疗了 30 名患者，这

些患者在视力、眼球震颤、暗视野测量和暗迁移等方面都得到了持续性的改善[52-57]。
基于这些实验所取得的成功，有不少于八项的利用 rAAV 治疗视网膜疾病的临床试验已

经启动，包括一项治疗 LCA 的 III 期临床试验（http://www.abedia.com/wiley）。这些实验结

果，包括在 LPLD 中所取得的结果，证明了由 rAAV 介导的基因治疗具有很好的应用前景。基
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于这一前景，AAV的研究目前不只局限于基因导入策略，也被用于基于双链损伤修复的疾病

突变纠正策略。

AAV载体和基因编辑

在哺乳动物细胞中，人源基因组的精确突变诱导受限于同源重组的低效率，该效率只接

近于每百万细胞一例。到本世纪初期，有研究发现 AAV载体基因组在感染人类分裂期细胞

后，相较于质粒修复策略 HR 诱导率提高了 1000 倍[59,60]。AAV基因编辑的特征显示特定的

载体修饰能够进一步提高 AAV 介导 HR 的效率，包括：（1）提高 AAV载体基因组和靶向位

点之间的同源重组效率，（2）将非同源末端片段或修饰后片段引入载体基因组的中心序列

以及（3）HR 诱导频率和时间之间具有直接性的关系[61]。而且，自然状态下发生的突变影

响 AAV介导的 HR。有研究显示由 AAC 载体通过 HR 介导的基因删除相较于靶向基因插入具

有更高的效率（14 倍）[60]。然而，在这一点上的研究也存在分歧，有研究称自然状态下的

HR 对于不同的目标突变（基因敲除 vs 插入 vs 点突变）的诱导效率并不总是具有差异[60,61]。
另一个能够影响 AAV基因编辑效率的是细胞周期动力学。通常来讲，AAV感染在细胞进入 S
期时的效率更高[62]。例如，在早期研究中发现细胞分裂对于 AAV 基因靶向是必要的[63]而
且在骨骼肌纤维中也没有发现基因靶向的发生。也有研究发现细胞发生转染的时期处于

G1/S 期附近的细胞越多，AAV介导的基因靶向效率也会提高[63]。利用遗传毒性压力试剂能

够提高 AAV载体的感染效率，然而这种方法并不能刺激 AAV 基因的编辑，结果提示染色体

损伤和 DNA 修复环境对于 AAV 基因组介导 HR 发生的能力没有影响[61,64]。目前还无法得

知为何 AAV基因组能够提高 HR 效率，有推测可能是由于 AAV基因组自然状态下的单链结构

能够在感染细胞的基础上诱导 DNA 损伤修复的进行，或者是由于 AAV基因组在不同的细胞

核区域包括核仁中的定位[17,64-67]。
AAV 除了能够提高基因编辑的效率之外，近些年还有研究发现称 AAV 的介导效率在不

同的种属中差异十分巨大，早期研究称效率范围从无法检测到之 1/1000 之间，而其中对 1%
的细胞缺乏选择性[59,63]。实际上，最近有报告显示在试验方案缺乏例如提高编辑细胞的适

应性等筛选性原则[68]的基础上，AAV基因靶向编辑效率还是达不到大多数应用的需要。因

此，在研究中有趋势将 AAV与点特异性核酸酶进行联合应用，从而提高目标位点的编辑效

率[69,70]。

通过点特异性的 DNA损伤刺激 AAV基因编辑

由于简便性的 AAV感染能够高效率的诱导靶向同源重组的产生，有两个课题组在 2003
年报道了利用点特异性核酸酶刺激 AAV 基因编辑的方法[69,79]。为了达到这一目的，具有

I-SceI 识别位点的缺陷报告基因被整合到人类基因组中，并将其作为 AAV介导基因编辑的目

标位点。在这些试验中进行同源重组的 AAV和 I-SceI 基因分别独立进行导入。与之前的转染

结果一致的是，在没有筛选试剂的条件下报告基因修复的比例提高了 100 倍。通过

Southern-blot对于点特异性的 I-SceI介导的基因损伤过程进行量化发现在检测条件下由 I-SceI
造成的损伤中有五分之一的损伤是由 rAAV 介导修复的[69]。除了在 I-SceI 潜在的非目标错配

位点外，AAV载体整合效率并没有因为核酸酶而提高[69,70]。这些细胞培养数据显示，黄金

比例的核酸酶能够刺激 AAV 介导特定位点 DSBs 的 HR 效率的提高，可用于特定遗传疾病的

治疗。进一步来讲，利用自我互补 AAV 载体进行 I-SceI 的导入能够显著提高基因修复效率近

十倍，也说明了高效载体导入的必要性[32]。
随着 AAV介导 DSB 损伤部位 HR 实验中振奋人心的报道，利用核酸内切酶平台进行稳定

的程序性的DNA靶向是必要的。与此同时，ZFNs也被广泛性的应用，最初报道的利用 AAV-ZFN
进行 HR 诱导的实验是在血友病 B 的小鼠模型上进行的[71]。而且，血友病 B 也非常适合 AAV
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进行 HR 诱导，因为在病人过表达的因子 9（F9）基因中具有一个特殊的点突变，利用Ⅳ型

给药系统，使得 AAV 感染肝脏的效果非常不错，在一些案例中干细胞还可以进行复制，只

需要低水平的具有功能的 F9 就能显著缓解流血症状。而且，在肝 zhong1 直接导入 AAV-F9
基因的策略目前在临床上也已经显示出不错的前景[40]。为了扩大这种方法在多种 F9 突变

患者中的应用，有一种策略试图在 F9cDNA 精确插入 2-8 外显子从而修复 F9 的功能性表达

[71]。除了载体所需的必要组成外，还有额外的试剂被包装进入 AAV8 衣壳：（1）ZFN1，（2）
ZFN2，和（3）具有 F9 外显子 2-8 编码序列及 F9 内源性同源片段连接的修复底物。因此，

每种细胞都需要进行三种不同载体的转录使得 ZFN 介导的修复过程顺利发生。进一步的缺

陷还包括肝细胞介导 HR发生的固有能力，通常情况下由于肝细胞复制在非诱导条件下受限。

除了以上因素外，还有研究发现 AAV8-ZFNs 共转染能够诱导目标序列的切割并在 AAV 修复

底物存在的情况下刺激 HR 的发生[71]。在三种质粒转染完毕之后，血友病模型小鼠的循环

系统中 F9 的水平足以克服凝结缺陷。重要的是，WT 型及 F9 缺陷型的小鼠在经核酸酶和 AAV
修复载体处理后都未发现治疗相关毒性并能长时间耐受[71]。
在（2012）随后的几年中，细胞培养的相关研究拓展了多种 AAV 的应用，尤其是核酸酶介导

的基因编辑[72,73]。特别是 AAV-ZFN 介导的目标基因的破坏和，尤其是前病毒的删除处理

的细胞分别占 30%和 12%[73]。于此相反，同源重组修复的发生率很低（1-5%），这对 NHEJ

效率的影响会高于 HR，或许需要另外的 AAV 修复载体的转染[72,73]。为了解决后者的缺陷，

单独的启动子平台依赖于 T2A 核糖体跳跃序列和两个 ZFNs 相连形成三个部分（ZFN1、ZFN2

和修复片段）的编码链包装在同一个 AAV 病毒颗粒中（<5kb）[74]。重要的是，单独的

AAV-ZFN1-ZFN2 修复载体形式能够确保所有的被感染细胞都具有必要的进行目的修饰的因

子。与观察结果一致的是衣壳和基因组增强元件能够提高转化效率，在不使用药物制剂的情

况下也能提高 AAV 基因编辑的效率[32,72,74-76]。

在最近这些年中，开发用于核酸酶诱导基因编辑的 AAV 载体在这些蛋白设计上显示出了

优势。例如，在血友病 B 的 F9 修复的相同实验组中，相较于在成年鼠中采用相似的 AAV 载

体策略，利用相应的异二聚体 ZFNs 能够降低突变的脱靶诱导率[76]。有一篇值得引起重视

的报道称在非分裂的细胞中也存在 HR 修复，但是缺乏严谨的证实[76]。虽然，能够进行人

工设计的核酸酶领域已经拓宽到了 TALENs、归巢内切酶和 Cas9/CRISPR 系统，由 AAV 介导

的这些新技术的应用研究还比较匮乏。这可能是由于 TALEN 和 Cas9/介导链尺寸较大，无法

利用有限大小 AAV 衣壳进行包装（<5kb）。然而，Cas9、TALEN 的大小也存在种属性差异，

我们也可以利用小尺寸的工具进行独立的 AAV 病毒颗粒的包装并对相对较难编辑的细胞进

行高效的导入（Cong 等人。2014 ASGCT 摘要）[77,78]。

通过 DSB修复进行 AAV基因编辑的挑战

通常来讲，AAV载体的临床接受度最高，是哺乳动物细胞中进行基因导入的一种高效的

方法。然而，使这种基因编辑方式变得流行的原因同样在 AAV 载体介导的基因编辑方面存

在缺陷。例如，在 LCA 眼试验中，在接受了单次载体给药后，基因表达和表型纠正在好几年

后才会被观测到。在具有突变诱导能力的核酸酶存在的情况下，不需要 AAV 具有显著的长

时程游离表法的倾向性，在应用这一转导系统时，核酸内切酶产物的时序调节是非常重要的。

现行的 AAV 的另一显著性缺点是，尤其是在间接体内疗法应用中，其无法对特定类型的祖

细胞进行高效的转导。例如，虽然近 30 年对 AAV载体进行了多次优化，只有少量研究成功

实现了对造血祖细胞的感染，而且我们已经注意到 AAV ITR 在人类胚胎干细胞中具有一定的

毒性[79-82]。因此，基于 AAV 载体感染的细胞应答，目前仍有部分的细胞类型和处于某些

特殊状态的多功能干细胞很难用 AAV介导点特异性 DNA 损伤位点的编辑。在载体基因组水

平，虽然有很多策略实现了大尺寸或超大尺寸的基因的 AAV 感染，相较于单独病毒颗粒的
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AAV转染，它们的效率在临床应用中显著性的下降[83-88]。因此，对转基因调控设计总结如

下：扩大病毒衣壳的容积，在临床重要的细胞类型中对 AAV 载体的生物特征加深了理解，

更小尺寸的核酸酶有可能掀起 AAV载体通过 DSB 修复进行基因编辑的下一轮应用浪潮。
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核苷酸酶编辑和三核甘酸重复序列疾病

John H. Wilson , Christopher Moye , and David Mittelman

摘要 串联重复序列是一组连续重复性的核苷酸片段，可以发生重复片段单位的增加和缺失。

串联性序列能够调节基因功能并在包括人类在内的多个物种中保持遗传特征。发生的重复序

列的突变，大多是三核苷酸重复突变，能够引起人类神经功能的损伤和骨骼肌异常。尤其是

能够引起多种神经异常的，在正常情况下少于 30 个单位重复的 CAG 序列的扩增，在疾病产

生时这一重复单位可扩增至上百个，有时甚至是上千个。由于这一重复单位能够引起多种异

常，因而是治疗的理想靶标，但是在实际靶向时仍存在很多障碍。在这里我们介绍了了我们

和其他实验室有关利用核苷酸编辑破坏 CAG 重复单位的研究。我们讨论了这一疗法的现行

挑战并关注了下一代测序方法作为重复突变测序和核酸内切酶介导基因编辑效率的有力工

具的可能。
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缩略语

APRT 腺嘌呤磷酸核糖转移酶

CRISPR 短促回文整合性调控簇

DM1 强直性肌营养不良类型 1
DSBs 双链损伤

FRAXA X 染色体易损综合征

GFP 绿色荧光蛋白

HD 亨廷顿疾病

HPRT 次黄嘌呤鸟嘌呤脱氧核糖转移酶

PCR 聚合酶链式反应

PolyQ 多聚甘氨酰胺

SCA 脊髓小脑性共济失调

TALENs 转录激活样效应核酸酶

TC-NER 转录伴随性核苷酸删除修复

TNRs 三核苷酸重复

3’UTRs 3’非编译序列

5’UTRs 5’非编译序列

ZFNs 锌指核酸酶

ZFN 切口酶 锌指缺口酶

介绍

人类基因组中有一种普遍存在的简单的重复序列，称为微卫星。总的来讲，这些重复序列占

人类基因组的约 3%，在基因组中占比 3%[1]。微卫星重复序列是基因组中最常发生突变的

部分，它们能够扩增出更多的重复单位（放大）或者发生丢失（收缩），发生比率在 0.001-1%
之间[2-4]。这些序列之间的差异性注定其无法作为编码结构域，在人类中这类基因具有 17%
的比例[3]。诚然，有一组微卫星重复序列——三核苷酸重复（TNRs），在外显子区域中出

现的比例很高，尤其是位于转录因子和其他调控蛋白上的一切区段，提示 TNRs 可能会带来

进化上的好处[1,5-8]。
然而这种在进化中所具有的潜在性的福利，也让人类付出了巨大的代价。在 25 条染色

体中，TNP 的扩增能够导致遗传性疾病，例如广为人知的 X 染色体易损性疾病、遗传性共济

失调、强直性肌营养不良和亨廷顿疾病[9-13]。在染色体易损性疾病和遗传性共济失调中，

重复单位的扩增能够干扰基因的表达，然而在强直性肌营养不良和亨廷顿疾病中，重复单位

的扩增能够产生具有毒性的产物。对于缺陷型细胞和疾病表型之间的研究为药物研发铺垫了

具有高效率的道路，该方法在模型系统中已经取得了很多有意义的成果，然而直接用于病人

治疗的还几乎没有。

有一种直接的治疗方式是直接阻断驱动重复单位进行扩增的机制，在已知的疾病产生分

子机制的基础上第一时间阻止或减少其发生[14]。自从 TNR 的不稳定性被发现之后这一方式

变得十分简洁。在模式生物中的研究涉及到了 DNA 的很多领域，包括有助于 TNR 不稳定性

的复制、重组、DNA 修复和转录[1,3,15,16]。事实上，很少有过程能在不影响 TNR 稳定性的

基础上影响 DNA。通过这一理论研究发现在小鼠的不同的组织中具有不同的 TNR 不稳定性

机制[17-21]。在多种机制途径中找到合适于靶位点的方法就成为了一项重要的挑战。
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第三种选择是开发可以缩小重复单位序列的试剂，一种可以被患者长时间接受的切不会

对细胞产生过大损伤的治疗方法。最初看来，这种方法也需要对于不稳定机制深入的知识了

解：然而，最近在定制化 DNA 核酸酶方面的进展为 TNR 不稳定性生物途径提供了一种常规

化的解决手段。在重复单位处引入双链损伤（DSB）能够刺激 TNR在损伤位点发生收缩[22,23]。
我们常用的编辑核酸酶工具包括锌指核酸酶（ZFNs）、转录激活样核酸酶（TALENs）、和短

促回文调控簇（CRISPR）/Cas 核酸酶，以及其他的可以造成 TNRs 损伤的分子工具。而这一

方法的挑战就在于在易于损伤处，点特异性的引入高频率的损伤并最小化随之而产生的伤

害。

编辑化核酸酶能够基因操作的可变化工具，但是它们真的能够被转化用于人类的基因手

术吗？为了解决这一挑战，我们对人类基因组中的重复性序列、TNRs 固有的不稳定性机制

和 TNR 扩增引起疾病的过程进行了回顾。

微卫星重复序列和 TNR不稳定性

重复性 DNA 序列或多或少的存在于几乎所有的基因组中，但是它们在人类基因组中出现的

概率异常高，约占我们基因组的一半[1]。串联重复是这一类型片段的子范畴，这些重复单

位在一条链上尾对尾的像是棚车一样排列。如果重复序列超过了 10 个核苷酸，这一重复性

序列可被成为微卫星重复[3]。能够产生疾病的 TNRs 也属于微卫星的范畴。微卫星由其总长

进行定义，其范围在几个单位到数千个单位之间，而这一序列的纯粹性则是由该固定序列所

占有总核苷酸的比例决定的。TNR 进行扩增或收缩的倾向性主要取决于重复片段的总长度、

重复片段的纯度以及重复性单位的组成。

在 TNRs 处发生突变的比率相较于单拷贝序列高出 100 到 100 倍，最主要的形式是重复

区域重复单位的数量的改变[2,3]。因此，TNR 突变具有可预测性：它们能够改变重复片段的

总长、这也预示这一过程易于发生可逆，以及在进化适应性中不同的长度的重复片段可以被

很容易检测到[7,8,24]。在大部分的重复性片段中，突变发生率受以下的因素影响：在长片

段中的突变发生率高于短片段，纯粹性高的片段突变率高于低的[4]。然而在基因中，在不

同的位点中相似的 TNRs 具有不同的突变率。虽然具体的原因尚不清楚，有可能是这些环境

也是影响 TNR 稳定性机制的原因，这些原因包括距离复制位点远近、启动子、染色体结表

观状态以及其他的可能性[1]。
在细菌、酵母、果蝇、哺乳动物细胞和小鼠中的研究发现与 DNA 相关的全部领域，包

括 DNA 复制、重组、修复和转录，都会对微卫星的不稳定性产生影响[1,3,15,16]。通过 DNA
单链的暴露，这些过程能够允许重复片段内部发生位移整合，并能够引起 DNA 结构多种形

式的变化。例如，在复制时滑动前导链相较于模板链的位置能够延长或者缩短重复片段的长

度（图 1A）[1]。与之类似，在酵母和人类细胞中，在 CAG 处发生的损伤能够通过单链退火

途径进行重组从而促进 TNR 的不稳定性（图 1B）[22,25]。最后，也可能是最为特殊的是转

录也能使 TNRs 变得不稳定[15,26-33]。在人类细胞中，转录通过刺激 R 环的形成介导 TNR
的不稳定性需要错配修复中 MutSβ识别部件的参与，并依赖于转录伴随核苷酸删除修复

（TC-NER）中的互补途径（图 1C）[34,35]。
引起 TNR 不稳定的真实差异相较于图 1 中所示可能更为复杂，在模型组织和游离细胞

系统中可能有更多的因族和过程能够影响 TNR 的不稳定性[36]。目前已知的影响 CAG TNRs
不稳定的因素有：复制聚合酶[37]、旗状特异性核酸内切酶[25]、复制因子[37-42]、跨损伤

修复[43]、超螺旋和拓扑异构酶[44,45]、解旋酶[46-48]、错配蛋白[27，49-53]、碱基删除修

复组件[19,20,54]、核苷酸删除修复[21,33,35,55]、单链损伤修复[45]、双链损伤修复和同源

重组修复[22,25,56-59]、转录[27,33,60]、聚敛转录[31,32]、R 环[34,61]、E3 泛素化连接和蛋

白酶体[35]、CpG 甲基化[17,62]、组蛋白去乙酰化酶[63]、Hsp90 分子伴侣[8,58]和 DNA 损伤
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检查点途径[31,42,64]。理解这些过程如何发挥作用是一个令人望而生畏的挑战，但是在以

缩小重复单位为目的的疗法中这些问题又不得不对这些问题进行深入思考。

TNRs和人类疾病

在人类基因组中的 25 条染色体上 TNRs 的扩增能够引起严重的神经系统疾病、肌肉疾病或

者其余潜在性疾病[9-13]。疾病相关的重复单位扩增发现于基因的转录部分，包括外显子、

内含子、5’UTRs 和 3’UTRs（图 2）。一些重复片段的扩增能够影响基因的功能，产生隐性的、

功能性表型的缺失[9,36]。例如，在 X 染色体易损伤性疾病（FRAXA）中，CGG 在 5’UTR 中的

扩增能够引起启动子的超甲基化和失活[65]。与之相类似，在遗传性共济失调（FRDA）中，

内含子中 GAA 的扩增能够干扰转录延伸[66-68]。然而更为常见的是，TNR 等位基因的扩增

与蛋白或 RNA 产物的毒性相关，能够引起主要的、获得性功能的表型的产生。



123

最常见的功能获得性表征是亨廷顿疾病（HD）和多种脊髓小脑共济失调疾病（SCAs），

主要由于内含子中 CAG 重复序列所编码的多聚谷氨酰胺（polyQ）突变产生的“蛋白毒性”

所引起的。在每一个案例中，被延长的 polyQ 序列都被认为改变了原有蛋白的特征，使得其

具有毒性并诱发疾病的产生[9]。“RNA毒性”的现象最早发现于Ⅰ型强直性肌营养不良（DM1）
位点（在 3’UTR 部位的 CTG）[69,70]。这些 DM RNAs 的扩增序列能够与不同的盲肌剪切因子

相连，引起多种其它转录片段的一场剪切，从而为这些疾病的产生提供了基础[69]。有趣的

是，位于 X 染色体上的易损位点 CGG，当单位扩增数量达到 55 到 200 时，能够引起功能获

得性疾病，易损伤 X 震动和共济失调综合症（FXTAS），并且由于 RNA 的过表达，也能够引

起细胞毒性[71,72]。最近有研究发现，由 CAG 重复序列引起的汇聚性转录在一些疾病中能

够通过提高“DNA 毒性”的可能性引起细胞死亡[31,73]，尤其是在人类基因组中的反义转

录所达到的意想不到的高频率。



124

疾病相关的 TNRs 只包括 CNG 和 GAA 重复。与其它可能的三核甘酸重复不同，这些 TNRs
能够很容易形成非 B 型 DNA 结构，包括发夹结构和双链滑动（CAG 和 CGG）、G-四重叠（CGG）
和三聚体（GAA）[76,77]。这些 TNRs 由于在复制、修复、重组和转录过程中易于形成瞬时

性的单链结构，无法保持稳定的 B 型 DNA 结构因而具有不稳定性。形成复杂二级结构的倾

向性在一些情况下可以提高 TNR 不稳定性近 100%[78,79]。但是在不同组织中相同片段的不

稳定性存在显著性差异。

疾病相关 TNRs在种系基因组中发生高频率的扩张或缩短在不同的亲本中经常具有不同

的趋向性，这和疾病的种类相关。具有 HD 或严重 SCAs（均有 CAG 重复序列）的亲本在父

系基因组中经常具有扩增的倾向。与此相反，在 FRAXA（CGG 重复）、FRDA（GAA 重复）

或 DM1（CTG 重复）患者的片段扩增具有母系倾向[11]。片段扩增这一倾向性与早期氛围有

关，临床研究发现疾病症状在一代传给下一代时会变得更加严重。虽然疾病表型经常来源于

TNR 的扩增，但是 TNR 的不稳定性并不总是会引起片段扩增；例如，在 FRDA 和 FRAXA 患者

中，在亲本种系中具有显著性的收缩的倾向[11,80]。这些亲本原发效应目前还无法理解。

TNR 不稳定性也可见于体细胞组织，改效应和年龄有关，尤其是大脑，可以加速神经紊

乱和死亡的进程[79,81,82]。由 CAG 和 CTG 造成的 TNR 疾病具有相似的不稳定模式[83]。在

白血球细胞和心肌细胞中的基因组微卫星序列趋于稳定，而在肝和肾中的基因组则表现为不

稳定的中间态。与此类似，在大脑中，在纹状体中的重复序列特别不稳定，而在大脑皮层和

海马区的重复序列则比较不稳定，而小脑中的重复序列则是较稳定的[83]。与此相反，在 FRDA
患者中的 GAA 序列在血液和小脑中非常不稳定，这也是将其与 CAG 重复序列区分开来的重

要特征[84]。除此之外，GAA 重复序列的不稳定性在所有组织中都趋向于片段缩短；然而，

在退化能引起疾病的背根神经节。片段延伸的频率更高[81,84]。在 FRAXA 患者中（CGG 重

复），重复长片段的 CpG 位点经常产生甲基化并表现出较弱的不稳定性[80,85]，虽然比较

罕见，但是非甲基化的互补链非常不稳定[86,87]。
在不同的组织和疾病中 TNR 不稳定性的差异使其最令人困惑的特征之一[83]。有研究发

现 TNR 的不稳定性所介导的多种机制和重复性的序列、基因片段的内容、组织类型和发育

状态有关。例如在男性扩增细胞的基因组中，通过复制滑动进行 TNRs 的扩增[16]，但是在

高度分化的脑组织中，由于 DNA 不进行复制，类似的扩增过程与转录时发生的 DNA 修复有

关（图 1）[15,21,88]。在 CAG 重复疾病的鼠模型中，遗传性实验强化了多机制的假说。错

配修复的识别部件（MutSβ复合体中的 Msh2 和 Msh3 组件），能够影响男性和女性多个体

细胞组织中基因组的不稳定性；主要形式的 DNA 甲基转移酶——Dnmt1，能够影响体细胞

外的基因组的不稳定性[17]；DNA 连接酶 1 在母系基因组中改变重复片段的不稳定性，但是

在父系基因组中则无此影响[18]；糖苷酶 Ogg1 能够有选择性的改变体细胞组织的不稳定性
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[19,20]；二核苷酸删除修复中的关键性组分 Xpa 则可影响神经组织中的不稳定性[21]。
TNR 在不同组织中所具有的不稳定差异和控制 TNR 不稳定性的蛋白网络的理解对 TNR

不稳定性调控是一项巨大的挑战。然而最主要的问题是，我们是否可以采用某种治疗策略绕

过这些复杂的机制，直接攻击致病性的 TNR。而利用编辑后的核酸酶进行直接性的重复片段

DNA 损伤诱导很可能成为这样的理想策略。

编辑化的核酸酶和 TNR缩短

在已有的编辑核酸酶——ZFNs、TALENs 和 CRISPR/Cas 核酸酶中，只有 ZFNs 和 TALENs 已经

被用于进行细胞中 TNRs 的破坏。在最早的报告中，Mittelman 等人构建了两个具有 CAG 特

异性的 ZFN：zfGCA 和 zfGCT，能够分别识别 CAG 和 CTG 片段（图 3A）[22]。对独特的锌指

识别区域进行连接优化将两个组件排布在相距七个核苷酸的距离上，虽然较之首选的六核苷

酸距离较远，但是能够完成切割目的[89,90]。对于纯粹性的组分的切割显示出 zfGCA 和 zfGCT
复合体能够如预期一般对具有重复单位的质粒 DNA 进行高效切割；然而，在与具有活性的

FokI 裂解区域进行整合后，单独的组分也能凭借自身完成切割。这一结果对于 GCA 锌指和

GCT 片段之间具有的交叉反应性并不完全意外，而反之亦然[91,92]，这一结果在体外系统中

同样适用[93]。
为了评价哺乳动物细胞中 ZFN 介导的 CAG 重复单位的切割效率，选择了两种试验用来

检测 CAG 重复序列缩短的情况。在两种实验中，一项是在鼠细胞中以 APRT 基因为基础，另

一项是在人类细胞中以 HPRT 微基因为基础——当 CAG95序列在内含子中产生时会导致基因

失活，其作用类似于一个额外的外显子，能够引起异常的剪切并阻止基因的表达[27,94]。当

重复序列缩短到 40 个单位以下时，能够使细胞进行足够量的表达。利用 zfGCA+zfGCT 能够

提高细胞存活的频率 15 倍以上，总发生率约为 0.01%左右[22]。虽然单独利用 zfGCA 进行治

疗没有效果，但是 zfGCT 本身就能达到完整核酸酶 70%的效率，在体外的结果也大致相同。

这些研究也检查了重复片段长度对 ZFNs 产生 APRT+或 HPRT+克隆的影响。当活细胞中重

复片段缩短 30%（从 CAG95到 CAG61或 CAG68）时，效率降低了 2-3 倍[22]。长片段的这一倾

向在其它的研究中也有所体现，ZFNs 对于 CAG102的切割效率很高，但是无法造成同一细胞

中 CAG12重复序列的不稳定性[95]。显著性的长片段依赖显示出典型的 TNR 长片段疾病可能

更适于该类靶向疗法。

之前研究中对 APRT+和 HRPT+活细胞克隆中 CAG的分析发现克隆中缩短后的片段几乎全

部少于 40 个重复单位[27.35.94]。令人意外的是，对于克隆中重复片段的分析发现只有 55%
的克隆具有所期望的缩短片段；其余克隆中的 CAG 片段或是删除或是插入外源片段，从而

阻止其被排斥于 mRNA 之外。片段的删除和插入说明 ZFN 能够诱导 DSBs，但是同时提高了

TNRs 精确删除的潜在风险，因为 DSBs 也有可能造成重复片段之外的未知基因序列的改变。
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在另一项研究的结果中发现能够靶向于 CAG的 ZFNs具有选择性缩短 CAG重复序列但不

引起 DSBs 的潜在途径。Liu等人设计了两组件的和上文中类似的 ZFN，只是利用 zfAGC 代替

了 zfGCA[95]。这一改变使得 ZFN 的两个组件位于最为合理的四核苷酸区间，从而能够进行

效率更高的切割（图 3B）[89,90]。正如同所期待的那样，zfAGC 和 zfGCT 的复合体能够对具

有 CAG102 的重复序列（转染时间在第 0 天和第 3 天，分析时间在第六天）的 PCR 产物进行

高效的切割，能够消除几乎所有的 CAG102等位基因[95]。
Liu 等人利用小通量 PCR 分析对 CAG102重复序列进行检测。在原理上来讲，这一技术能

够检测所有的突变——包括缩短和延伸、删除和插入。然而实际上，具有更少 CAG 单位的

PCR 产物更易于缩短，因此，缩短和删除发生的频率要高于延伸和插入。基于这一特性，ZFN
切割产物较之亲本 CAG102大多更短，更易于发生片段缩短[95]。因此能够检测出 ZFN 处理后

的细胞等位基因修复所产生的全部形式，包括缩短、延伸、删除和插入，这对于评估 ZFN
靶向性 DSBs 作为 TNR 疾病的一种临床治疗手段的可行性具有重要的价值。

然而最令人感到惊讶的结果是独立部件的获得[95]。与 Mittelman 等人所采用的独立部

件不同，Liu 等人所采用的无论是 zfGCT 还是 zfAGC 都不能切割二聚化的 DNA。然而，它们

能够切割由 CTG和 CAG 发卡结构形成的重复片段（图 3C）。这一发卡结构切割活性最早被

发现于具有 CAG102重复片段的 PCR 扩增产物，该研究发现多种类似结构均对滑链错配所产

生的多个发卡结构具有很高的亲和力[96]。与每个单独的组件共同孵育都会引起发卡结构的

消失且对于双链 DNA 主要的结构不会产生明显的影响。这些现象在 CAG 或 CTG 重复链上更

为明显，进一步研究结果提示 zfGCT 能够特异性切割 CTG发卡结构而 zfAGC 能够特异性的切

割 CAG 发卡结构。

这些结果在结构学角度解释更为明确。一般情况下，每个锌指结构域能够和 DNA 上三

个相邻碱基的大沟结合；然而，然而，CTG 和 CAG 发卡结构正位于每个三碱基错配碱基的

主要大沟上（分别为 T：T 和 A：A）。很明显，这些错配在最低限度下改变了同型二聚体 zfGCT
和同型二聚体 zfAGC 与 TNR 发卡结构之间的结合和切割能力[95]。

发卡特异性试剂为探索 TNR 不稳定性提供了可能性。Liu 等人发现当独立性部件 zfGCT
和 zfAGC 转染到细胞中时，能够缩短 CAG102的长度，当将两种组件进行混合转染时缩短程

度更高[95]。与 zfGCT 和 zfAGC 的混合结果的比较结果不同，与亲本的 CAG102重复区域相比，

独立部件均能引起亲本重复片段的缩短。研究者认为细胞中发卡结构形成的原因是因为原有

序列的相邻区域与原始结构发生错位。为了验证他们的假设，研究者发现血浆中不发生复制

的 CAG102片段对于独立性的组件不敏感，但能够被组件的混合物完全切割。Liu 等人并不认

为重复片段的缩短是短片段产物产生的唯一原因，这只是众多可能性中的一种。假定发卡结

构的切割只能够引起单链的损伤，那么单一组件的处理就能避免 DSBs，也可能是片段删除

和插入的来源。从治疗的角度来讲，只进行发卡结构特异性切割的 ZFNs 相较于能够实现完

全性切割的 ZFNs 具有两种优势。首先，它们产生的片段缩短具有独立性，而不像是 ZFN 诱

导的 DSBs，在进行片段删除的同时还会发生具有毒害作用的片段扩增，这一作用有可能造

成患者疾病表型的进一步恶化。其次，发卡结构特异性的 ZFNs 自然状态下更倾向于靶向相

对与发病较为密切的较长的片段，因为长片段形成的发卡结构相对稳定[97,98]。发卡结构特

异性的 ZFNs 的一个缺陷是需要 DNA 复制为其切割提供条件[95]，这一缺陷使得它们可能不

适合不再进行分裂的成熟分化细胞的处理。然而在这样的细胞中，重复片段转录的过程中或

许也会有发卡结构的产生[21,27,31,35]。毫无疑问，发卡结构特异性的 ZFNs 需要在体内进一

步的检验其效果并确定其作用特征。

Moye 等人采用了一个不同的方法——开发了一种锌指缺口酶（ZFNickases），试图只对

单链造成损伤从而避免产生 DSBs 引起相关潜在性的问题[99]。通常来讲，ZFNichases 的构建

需要 FokI 失活其两个功能域中的一个组分的切割活性，从而保证只有一个功能域发挥了切
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割活性。除了诱导产生这样的切割致死（cd）突变之外，对 CAG 重复片段进行 ZFNickases
的设计还需要修饰消除独立组件二聚化产生的间隙[22]。通过在 FokI 二聚化区域诱导产生突

变，Moye 等人还合成可无法同源二聚化的 zfGCT 和 zfGCA 的变构体，也就是所谓的“RR”
（D483R）和“DD”（R487D）（图 3D）[100]。

为了检测不同组分的活性，Moye 等人采用了一种具有 CAG54重复片段的 582bp 的超螺

旋微环（图 4a）。每个锌指部件都在体外进行转录和整合，并与超螺旋 DNA 微环进行孵育。

将独立的未修饰组分（野生型）的缺口部分连接形成混合连接物（图 4b，跑道 1 和跑道 2）
[99]。连接产物的存在排除了 zfGCT 和 zfGCA 特异性的靶向于 CTG 或 CAG 发卡结构只产生缺

口螺旋的可能，因为损伤有可能被受限于单链。Moye 和 Liu 等人有关于 zfGCT 的不同行为

的发现有可能影响锌指组件构建过程中实际锌指功能域的设计。

与原有期待相符，独立修饰的组件——zfGCA-RR、zfGCT-DD、zfGCA-DD 和 zfGCT-RR 没

有对超螺旋微环进行切割（图 4b，跑道 4,5,12,和 13）。修饰后组件进行合适的组合（zfGCA-RR
和 zfGCT-DD 的组合以及 zfGCA-DD 和 zfGCT-RR 之间的组合）能够对混合连接和带有缺口的

微环进行切割（跑道 6 和 14）。修饰后的组件对于微环的切割效率是野生型组件的三分之

一，但是能够将微环的连接序列变得更短并移除大部分的 CAG 重复序列（图 4b，跑道 3）
[99]。在其他的专一性异二聚体 ZFNs 中也发现了切割效率的降低[101]。
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为了产生 ZFN 缺刻酶，对应于专属异二聚体突变，在 FokI 激活区域也产生了相应的突

变（D450A）。与预期相一致的是，无论是独立切割致死组件还是切割致死组件的混合物都

无法切割微环（图 4b，跑道 7,8,9,15,16 和 17）。与之相反，zfGCA-RR 和 zfGCT-DDcd 的组合

（跑道 10）和 zfGCA-DDcd 和 zfGCT-RR 的组合（跑道 19），能够切割几乎所有的超螺旋形

成缺口环。出人意料的是，类似结构的 zfGCA-RRcd 和 zfGCT-DD 组合（跑道 11）与 zfGCA-DD
和 zfGCT-RRcd（跑道 18）能够产生一条全新的条带，被证明是一种非互补双链，其中一条

链相对于另一条链重复片段明显缩短[99]。这一结果与缺口产生的比例相一致，相对于缺刻，

缺口的产生速度要提高 3-4 倍[99]。这一结果说明 RR 修饰能够降低 FokI 切割结构域的活性。

Moye 等人利用 GFP试验[102]解决了 ZFN 缺刻在 CAG重复序列中不稳定的关键性问题，

该试验与 Mittelman 等人所采用的 HPRT 和 APRT 试验相类似[22,99]。其中最主要的差别在于

具有更短的 CAG 重复序列的细胞能够进行排序而非细胞分选。利用野生型 ZFN（zfGCA 加上

zfGCT）能够提高细胞 GFP+强度 9.3 倍。利用活性更强的 ZFNickase（zfGCA-DD 加 zfGCT-RRcd
的组合）能够提高细胞 GFP+强度 3.5倍，然而利用活性较弱的 ZFNickase（zfGCA-DDcd加 zfGCT
加 zfGCT-RR）并没有引起背景细胞荧光强度的增加[99]。值得注意的是，所有利用高强度

ZFNickase 进行处理过的细胞克隆中的重复片段都会缩短。这些结果提示，ZFNickases 与发卡

结构特异性的 ZFNs 相似，有可能改变了 ZFNs 介导 CAF 重复片段发生 DSBs 的能力。

最近，有一种 TALEN 被证实能够高效切割酵母染色体中的 CAG 重复片段[23]。TALEN 的

一个组件被设计用于锚定一段独特的序列与重复序列相邻的序列，而其余部分则直接作用于

重复序列本身。当细胞表达开始时，TALEN 能够高效地切割重复片段，产生完全性的片段缩

短。而且，只在所设计靶向位置能检测到片段的缩短。虽然 DSBs 能够造成人类细胞基因组

的插入和扩增[22,95]，TALENs（和 CRISPR/Cas 核酸酶）也能被修饰用于产生缺刻。

DNA直接性疗法的缺陷和挑战

能够引起疾病的 TNR 重复序列是编辑化核酸酶治疗的巨大挑战。无论疾病是隐形的还是显

性的，理想化的疗法都应该能够特异性的靶向于扩增的等位基因并在基因组水平上缩短

TNR。关键性的需求是如何特异性的对扩增的重复性等位基因进行操作。这种疗法没有必要

一定将扩增重复片段完全缩短至正常水平。即使是小范围的缩减也具有治疗价值，由于疾病

的严重程度和发生和重复片段的起始长度不具有简单的功能相关性，但是一种长度依赖性的

体细胞的功能不稳定性的发展也能够对组织产生影响，例如大脑皮层和纹状体[82,103,104]。
由于体细胞扩增的比率依赖于 TNR 的长度，重复片段的减少能够轻微降低体细胞扩增的频

率，从而能够延缓疾病的发生并降低其严重程度。永久性的缩短扩增的重复等位基因长度能

够显著地改善 TNR 异常所引起的症状。

一个关键性的 TNR 疾病所独有的问题是引起疾病应答的同一个重复位点也可能存在于

人类基因组的其他位置，并且具有不同的长度和纯度；没有一例疾病相关的 TNR 序列是独

特的[3]。因此，治疗时作为标靶的 TNR 序列的破坏对其他的基因位点来讲必须是友好安全

的。在基因组中最常见的 TNRs，其长度经常不足以进行有效的靶向。在人类基因组中有低

于 20%的 CAG 重复序列不超过 9 个单位，这是 zfGCA/zfGCT 能够切割的极限，只有 6 个片段

长度超过了 20 个单位[105]。虽然对于这些 TNR 靶向性的编辑化核酸酶，在自然状态下室友
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很少的相关位点，理解这些位点突变的产生对基因组的影响仍是必要的。即使是进行独特基

因组位点修饰过的核酸酶也无法避免脱靶 DNA 损伤的产生[106-108]。
新一代测序技术为核酸酶在靶位点介导的序列的改变提供了迅速和性价比高的测量方法，并

可对大范围的脱靶事件发生的频率进行定量并探究随后的突变修复。目前这种新的成熟的测

序平台具有很多，也有一些平台正处于发展中。今天，测序手段在成本、速度、通量、测序

长度、犯错率和偏差方面都有了许多改进[109]。对 TNR 分析来说，最重要的因素就是读值

的长度，如果测序的范围没有完全覆盖 TNR 的长度，那么就很难精确定义位点的基因表型。

除此之外，在过去的几年中，数据分析方法也得到了极大的提高，能够精确检测点突变和小

片段的插入[110]，以及例如微卫星变异等更为复杂的改变[111-113]，和更加大型的结构改

变[114]。新一代基因技术的实力在最近有关于 HeLa 基因组的不稳定性测序和重构中得到了

证明，在多个基因组位点都发现了大比例的基因突变[115-117]。而且，一些高水平扩增的三

碱基重复序列，即使是应用传统 Sanger 测序法无法检测到的一些序列，在目前水平下也可

进行研究，例如 PacBio 长片段测序平台[118]。类似的平台为重复序列的扩增和缩短提供了

快速测量的可能性，但是仍然无法解决外源片段插入和目标片段之外的基因的删除。

总结和展望

对疾病相关的 TNRs 直接性的攻击为人工设计的重复片段靶向的核酸酶发展提供了巨大的可

能。虽然直到目前为止，只有 ZFNs 被用于人类细胞，且只靶向于 CAG 重复序列，但是这类

研究为 TNRs 改造提供了一种高效的方法，尤其是在重复片段缩短方面。目前，利用人工编

辑核酸酶解决 CAG 重复扩增有三种方法：介导冲服位点产生 DSBs；在 CAG 链或 CTG 链产生

缺刻；切除重复片段处所产生的 CAG 或 CTG的发卡结构[22,23,95,99]。虽然每一种核酸酶所

产生的全部事件还无法很细致的进行研究，可以肯定的是只在一条链上发挥作用的 ZFNs，
例如 ZFNickases 和发卡特异性的 ZFNs，可以在缩短重复片段的前提下不引入额外复杂的片

段删除和插入。因此，有研究发现经人工编辑过的核酸酶能够产生所需的有效的治疗作用—

—即缩短重复片段。

然而和独特的靶位点不同，TNRs 在基因组中具有多个拷贝，使得基因组会受到脱靶的

TNR 特异性的编辑核酸酶的影响。对于 CAG 特异性的 ZFNs，切割活性所依赖的长度范围会

限制脱靶效应的产生[22,95]，因为大多数 CAG 重复片段都很短[105]。除此之外，有大约四

分之三的 CAG 重复片段位于外显子之外[105]；因此，即使发生意外性的改变也大多不会影

响细胞的存活和功能。与此不同，TALENs 和 CRISPR/Cas 核酸酶能够被用于设计识别靶向区

域内独特的片段，并在目标基因位点进行选择性切割[23]。这一策略对于 ZFNs 有些困难，

因为锌指结构域目前还无法被设计用于识别结合几乎所有的 DNA 重复片段。除了已有的策

略之外，有必要对人工设计的核酸酶对基因组范围内的 TNRs 的敏感性进行确证，这一任务

可通过新一代的测序技术解决。只有在这之后才有可能对于人工编辑的核酸酶介导重复片段

缩短的 TNR 疾病治疗方法是否可作为一种有效的治疗手段进行正确的评价。

在这篇回顾中我们的着眼点主要在于人工设计核酸酶和利用这一工具进行疾病相关

TNRs 片段缩短的能力和限制。然而我们忽略了一个更大的挑战：即如何将这一技术用于人

体。假设我们有能力构建具有理想性能的人共涉及核酸酶——具有疾病相关 TNR 序列高效

的切割活力、具有片段缩短的倾向性、以及在基因组非目标为点最小化的切割活性，但是我

们要如何才能将这一系统导入人体呢？这一技术在细胞系、精子、卵细胞、受精卵或早期胚

胎中的应用能够在子代及后辈中排除疾病的发生，但是还需要面临无法克服的伦理和社会问

题。另一种途径是治疗患病的个人。大多数 TNR 疾病只与有限的细胞或组织有关。因此，

有可能利用一些局部给药途径在患病细胞中利用细胞或组织特异性的载体或细胞种类特意

性的核酸酶进行表达。在原则上来讲，这一方法能够保护处于危险中的细胞并缓解疾病的症
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状。这种技术也不会改变生殖细胞系使得患者的后代产生风险。然而更严峻的是，在第二代

细胞群落中 TNR 的效应，由于在初代细胞中所显现出的缺陷，有可能造成新的疾病，并需

要进行额外的治疗。毫无疑问的是，这一疗法的发展还需要克服很多困难，但是编辑化核酸

酶本身也开始显示出其巨大的应用前景。
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应用编辑核酸酶产生 HIV 抵抗细胞

George Nicholas Llewellyn , Colin M. Exline , Nathalia Holt ,and Paula M. Cannon

摘要 在基因和细胞基础疗法的发展中 HIV-1/AIDS 经常被认为是一种优先开发疾病，因为在

当代治疗中这类疾病具有很高的负荷，患者需要终生服用抗逆转录病毒药物。编辑化核酸酶

能够破坏特定的基因、也能够进行精确的基因编辑或是在靶向位点进行敲入。作为核酸酶基

因破坏能力应用的开发，HIV-1 感染提供了一种理想化靶标 CCR5 基因。这是病毒进入 CD4+ T
细胞的最为常见的共受体。重要的是，CCR5 缺失是被发现能够被很好的耐受，因为有很高

比例的人群都是自然状态下的 CCR5 等位基因缺失纯合子表型。因此，利用锌指核酸酶对自

体 T 细胞的 CCR5 进行破坏是编辑化核酸酶在人体应用的首例。这一疗法的进一步应用包括

前造血干细胞 CCR5 的破坏，对于 T 细胞中另一种 HIV-1 共受体——CXCR4 的破坏，或者在

破坏后的 CCR5 位点引入抗 HIV 基因进行联合治疗。最后，编辑后核酸酶的基因破坏活性也

可用于对患者细胞中整合的 HIV-1 基因组中的药物耐受相关基因的破坏，这一疗法将会提升

药物治疗的效果从而完全杀灭病毒。

关键词 同源重组修复（HDR）·造血干细胞（HSCs）·非同源末端修复（NHEJ）·TAL 效
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介绍

人类免疫缺陷病毒（HIV-1）能够引起严重的，终身性的感染，在未治疗人群中具有很高的

致死率。虽然目前抗逆转录病毒联合疗法能够有效地抑制 HIV-1 的复制，但是无法最终治愈

患者。这也意味着患者需要终生接受抗逆转录病毒药物的治疗，并需要承担巨额的经济负担

及药物毒性、病毒耐受或“治疗疲劳”的风险。实际上，在美国有数据显示只有 25%的 HIV
感染人群成功的接受了治疗并通过抗逆转录病毒药物实现了病毒的完全抑制[1]。因此，必

须想办法改变控制策略并尝试真正治愈感染，包括运用细胞或基因疗法。

HIV-1/AIDs在很长一段时间内都被认为是可进行基因疗法的干预的候选疾病，早期的研

究试图通过细胞遗传学的手段产生“细胞内免疫”从而抑制 HIV-1 的复制[2]。一些最早期的

基因治疗实验大多是和 HIV-1 相关的，传统上是采用整合性逆转录病毒载体使得抗 HIV 基因

进行长时程的表达，例如反式显性 RevM10 蛋白和多种以 RNA 为基础的抑制剂（见 Peterson
等人的综述[3]）。最近，HIV-1 感染其本身被证实适合用于首次人体的编辑核酸酶的导入，

可用于 CCR5 敲除锌指核酸酶（ZFNs）的导入[4]。除了 CCR5 的破坏之外，在抗 HIV 疗法中

人工编辑核酸酶被进一步用于在 CCR5 损伤位点处插入抗 HIV 的基因从而起到联合治疗的作

用。除此之外，核酸酶的基因破坏能力也可被用于灭活宿主细胞中整合入的 HIV-1 基因组，

这也是移除潜伏性感染细胞的一个好办法。人工编辑核酸酶进行 HIV-1 治疗的应用演化将在

本综述中进行讨论并总结于表 1。

利用 ZFNs破坏 CCR5共受体

人工编辑核酸酶和 DNA修复

例如锌指核酸酶、TAL 效应器核酸酶（TALENs）、归巢内切酶和 CRISPR/Cas9 系统等人工编

辑核酸酶都通过相同的原理发挥功能，即通过在 DNA 序列中靶向产生双链损伤（DSB），并

通过DNA修复途径完成编辑。归巢内切酶和 Cas9具有自然状态下的核酸内切酶活性，而 ZFNs
和 TALENs 则是通过分子设计与 DNA 结合域相连并通过同型二聚化的非特异性ⅡS 型核酸内

切酶对目标区域进行切割，例如 FokI 限制性内切酶。并由此引发不同的细胞途径的 DSB 修

复，包括非同源末端重组修复途径（NHEJ），最常见的修复结果是在基因损伤区域产生随

机性的插入和删除（多态性），从而引发基因敲除的产生（图 2）。除此之外，DSBs 能够通

过同源片段进行更为精确地修复，例如姊妹染色体。类似的直接性同源修复（HDR）能够将

同源的“外来模板”序列，在人工编辑核酸酶起作用的同时，将相同的遗传信息拷贝到目标

位点。这一过程的结果可以是小范围的基因编辑，例如在缺陷基因部位产生一个点突变，或

是在 DSB 损伤位点引入更为特异性的长片段。通过这种方式，人工编辑的核酸酶能够被用

于产生三种结果：基因破坏，基因编辑和基因敲入（图 2）。



140

在早期，DSB 的修复被认为是一种可预知的细胞通路。如果暴露的 DNA 末端被 Ku70/80
复合体所保护，那么就会启动 NHEJ 通路[5]。如果暴露的损伤末端为单链 DNA，则 HDR 过

程就会被启动[6]。到底是启动 HDR 还是 NHEJ，这取决于细胞周期，HDR 只发生于 DNA 复

制后短暂的 S 期和 G2 期[6,7]，即修复所需的因子都处于激活（磷酸化）的状态[8]，而此时

姊妹染色体相距位置最近，并更有可能成为同源性模板[9]。与此相反的是，NHEJ 主要发生

于 G1 期，虽然其在整个细胞周期都被激活。

造血干细胞中（HSC）是多种基因治疗应用的重要靶细胞，NHEJ 相较于 HDR 发生更为
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普遍[10,11]，在核酸酶的编辑结果中也更为常见。除此之外，在 HDR 介导的基因编辑中，

DNA 外源片段的与核酸酶的共同导入是必须的，这一操作能够引起显著的细胞毒性。由于

这些因素，在 HSC 中 NHEJ 介导的基因破坏过程更为容易。然而，基因破坏的治疗学应用收

到了限制。在这一方面，CCR5 是人工编辑核酸酶在 HIV-1 疾病中的应用中的一个非常合适

的靶标基因（图 2）。

CCR5的理性化破坏——一种抗 HIV疗法

CCR5 是一种趋化性受体，也是 HIV-1 进行感染时主要的共受体，与主要的受体——CD4 共同

发挥作用[12]（图 1）。然而，这一功能在人类中并不是必要的，因为有很高比例的人群（~1%）
是 CCR5Δ32 等位基因缺陷型纯合子。这一类人群对于 HIV-1 的感染完全耐受[13,14]且并未

表现出显著性的表型缺失[13,15]。这些特征鼓励了一系列 CCR5 靶向性抗 HIV 药物的发展，

其中包括了后来被用于 CCR5 治疗的 Maraviroc[16]。
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除此之外，有人体数据表明 CCR5 阴性的细胞具有抵抗 HIV 感染的能力，也就是所谓的

“柏林患者”。这一个体是一个 HIV 阳性白血病患者，并接受了 HSC 移植作为他白血病疗

法的一部分，供体样本具有 CCR5Δ32 纯和突变。在接受治疗后，柏林患者保持了 HIV-1 阴

性近 8 年的时间，也认为是第一例治愈了 HIV-1 的案例[17-18]。虽然在治疗过程中包含有激

烈的侵蚀方法破坏白血病细胞，并显著减少了受感染细胞，但是供体的 CCR5Δ32 表型被认

为具有关键性的作用，因为有一些其他的 HIV 患者接受了无 CCR5Δ32 供体的骨髓移植后疾

病并未得到简单性的治愈[20,21]。这些发现提示在患者自身细胞内通过遗传学手段阻止了

CCR5 表达也能够控制 HIV-1 的复制。

在此之前拮抗 CCR5 的方法包括抗 CCR5 的 shRNAs 或核酶，传递系统包括整合逆转录病

毒或慢病毒[22-27]。这种方法能够提供显著性的、但是不完全的抑制，需要被编辑细胞中抗

CCR5 元件终生性的表达。由于整合性载体的使用提供了这一可能，类似的载体基因表达在

一段时间内会被沉默，整合性载体也会面临未知的突变产生的风险[28]。由于这些因素，利

用人工编辑核酸酶进行 CCR5的失活具有很大的价值。由于核酸酶的表达只需要是瞬时性的，

这一方法具有潜在的安全性，不需要永久性或整合性的载体系统，但仍能引起基因的永久性

改变[29-35]。无论是能够被 HIV-1 感染的 CD4+细胞还是 HSC 祖细胞，都是能够进行 CCR5 编

辑的理想型细胞。

第一次临床实践：利用 ZFNs在 T细胞中进行 CCR5基因的

敲除

CD4+ T 细胞是 HIV-1 的主要感染靶标，虽然巨噬细胞等其他的 CD4+细胞也能够被病毒感染。

T 细胞是能够进行基因操作的理想临床靶标细胞，在抗肿瘤领域中它们的应用已经积累了丰

富的经验，已经建立了成熟的传代、扩增、基因操作、贮存和患者再灌注的流程[30.,36]。
而且，和最初的预期不同，经遗传标记的 T 细胞能够在体内存在至少 11 年，提示每个类似

的修饰后 T 细胞都能够产生持久性的效果[37]。这些因素都使得经 ZFN 破坏 T 细胞的 CCR5
成为一种抗 HIV 的疗法，并被首先用于人工编辑核酸酶的临床实践。

利用 ZFNs 拮抗 CCR5 基因的想法首先由 Mani 等人提出[38]，他们分别建立了两对不同

的 ZFN 靶向于 CCR5 的第二第七跨膜结构域（图 3）。每一对 ZFN 具有三个锌指单体，能够

识别 DSB 位点的 9-bp 的目标序列。利用这些 ZFNs，作者能够在体外系统中破坏 CCR5 质粒

DNA。从这之后，多种研究显示 ZFNs 在多种人类细胞中能够起到很好的效果。很多研究利

用 ZFN 对在近 160 核苷酸处开放阅读框产生了一个 DSB，该位点处于 CCR5 蛋白的第一个跨

膜结构域，在每一个单体中包含有四个锌指结构[29-35]。很偶然的是，在一次基因敲除实验

中，这一条件下最为常见的结果是发生 5bp 等位基因的插入，发生频率在 10%-30%之间，

并在靶位点产生两个阅读框内终止子[31,33,35]。
ZFNs 引起的 CCR5 的破坏从而影响了 HIV-1 的复制这一现象在一系列不断升级的 T 细胞

系[29,31]、主要的离体 T 细胞系[29-31,39]、移植了人 T 细胞的免疫缺陷鼠[29,31,39]中都被

证实。在最早期的研究中，Perez 等人[31]发现在感染了 CCR5 依赖性的 HIV-1 之后 PM1 T 细
胞系中 CCR5 的破坏率从 2.4%提升到 73%。作者进一步研究发现利用 Ad5/F35 慢病毒载体在

主要的 T 细胞中导入 ZFNs 时 CCR5 的破坏率在 28%和 33%之间[40]。当修饰后的 T 细胞移植

到 NOG 小鼠中并导入 HIV-1 时，与进行未编辑 T 细胞融合的小鼠相比，血浆病毒血症下降

了 7.2 倍，在 HIV-1 感染后 CCR5 破坏的比率也提升了三倍（8.5-27.5%）。这些前临床试验

证明利用人工编辑的核酸酶在正常及HIV感染后的人类 T细胞中破坏 CCR5基因具有可行性。

多项基于 T 细胞的 HIV 感染者的临床试验也采用了 Ad5/F35 载体联用 160ZFN 对的方案（表

1）。
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ZFN 介导的 CCR5 破坏的早期临床试验主要集中于将 CCR5 ZFNs 导入患者自身的（自体

同源）T 细胞，随后利用 CD3/CD28 进行刺激扩增。这一方法被报道能够产生最多 3×1010

个 T 细胞，在给药 10 天后 CCR5 的破坏比率在 30-36%[30]。ZFNs 最初用 Ad5/35 载体进行转

导，但是最近实验大多采用 mRNA 电穿孔的方式。第一个完整的临床试验——NCT00842634，
12 名患者每人移植了 1010个 CCR5 编辑后的 T 细胞，编辑比例在 10.9%到 27.7%不等[4]。这

一过程能够被很好的耐受，只有一例患者被报道在融合过程中产生了不良反应。CCR5 编辑

T 细胞能够持续存在数个月，生命半衰期在 48 周左右。有 6 名患者在治疗后 4 周进行分析

治疗中断（ATI），相关的逆转录病毒疗法（ART）在 12 周后中断，在剩下的 6 名患者中有

4 名患者完成了这一疗法。ART 的回撤 ATI 经常会引起 HIV-1 病毒血症的快速增高[41]，这也

会对 CCR5 阴性 T 细胞产生选择性压力。除此之外，由于 HIV-1 的回升是一种典型的特征模

式，ATI为正确评估 CCR5 损伤的细胞对 HIV-1 的影响提供了机会。

在 ATI 期间，有一些抗 HIV 效应的症状显现。虽然在 ATI 期间，CCR5 修饰过和未修饰的

CD4 T 细胞数量均有下降，CCR5 修饰后 T 细胞下降的比率显著低于未经修饰的细胞（-1.81
细胞/平方毫米/天相对于-7.25 细胞/平方毫米/天，p=0.02），虽然这一结果相较于平均值并

不具有显著性（p=0.08）。除此之外，有一名患者在 ATI 期间，HIV-1 RNA 的水平在 ATI起始

6 周后也未见回升，甚至是在下一次治疗开始前就下降至检测限以下。由于这名患者是 CCR5
Δ32 等位基因杂合子，很有可能是因为这“一半”的遗传背景促进了 ZFNs 介导的 CCR5 纯

和阴性细胞的产生。这一假设在随后的 NCT01044654 临床试验中得到了进一步的验证，有

10 名 CCR5Δ32 杂合型患者接受了治疗（图 1）。为了进行更为深入的研究，最近的 T 细胞

临床试验使用了环磷酰胺进行治疗（Cytoxan）。这一前处理期望能在病人 ZFN 编辑后 T 细
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胞融合前减少患者体内的 T 细胞，从而促使编辑后 T 细胞占有更大的比例。

表 1. 利用 ZFM 修饰后的自体 T 细胞治疗 HIV 患者的临床试验 a

临床试验 状态 队列/研究人群 细 胞

剂量 b

（ ×

109）

ZFN递送方

式，细胞类

型

其余治疗 登 记

项目

NCT008426
34

完成 c 1.多药耐药，治疗失败 5-10 慢 病 毒 ，

CD4 细胞

ATI（队列 2） 0
2.ART 治疗，病毒败血

症，CD4 统计＞459
5-10 6

3.ART 治疗，病毒血症，

CD 统计＜500
5-10 6

NCT010446
54

完成 1.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计在 200-500
5-10 慢 病 毒 ，

CD4 细胞

ATI（队列 5） 3

2.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计在 200-500
20 3

3.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计在 200-500
30 3

4.多药耐药，治疗失败 5-30 0

5.CCR5Δ32 杂合型，ART
治疗

5-30 10

NCT012526
41

完成 未接受 ART，CD4 统计数

＞500
5-30 慢 病 毒 ，

CD4 细胞

N/A

NCT015431
52

招 募

中

1.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞500
5-30 慢 病 毒 ，

CD4 细 胞

（除 3*队
列 外 ，

CD4/CD8
细胞）

200mg 环磷

酰胺

3

2.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞500
5-30 0.5g/平方米

环磷酰胺

6

3.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞500
5-30 1.0g/平方米

环磷酰胺

3

4.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞500
5-30 2.0g/平方米

环磷酰胺

3

5.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞500
5-30 1.5g/平方米

环磷酰胺

3

3*.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞500
5-30 1.0g/平方米

环磷酰胺

达到 8

ATI（所有队

列）

NCT022256
65

招 募

中

1.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞500
上 限

为 40，
两 个

剂量

mRNA ，

CD4/CD8
细胞

1.0g/平米环

磷酰胺（所

有 两 个 队

列）

3-6

2.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞500
上 限

为 40，
三 个

ATI（所有两

个队列）

3-8
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剂量

NCT023885
94

招 募

中

1.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞450
5-30
（ 预

计）

mRNA，CD4
细胞

环磷酰胺处

理（队列 2
和 3）

ATI（所有队

列）

最 大

至 15
2.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞450
3.ART 治疗，病毒血症，

CD4 统计数＞450
a 从网站 Clinicaltrials.gov 获得的信息，经赞助公开报道

b所有的 ZFN 修饰后细胞单剂量给药融合，除非特意标注

c[4]
ART 抗逆转录病毒治疗，ATI 分析治疗中断，N/A 无法获得

利用 ZFNs在 HSC细胞中进行 CCR5的破坏

人工编辑核酸酶也能够被用于在 HSC 细胞中进行 CCR5 基因的破坏。这些祖细胞能够分化成

为多种类型的免疫系统细胞，包括 CD4+细胞。虽然 HSC 相较于成熟 T 细胞来讲操作难度更

大，但是由于这类细胞生命周期较长能够起到更好的治疗效果，由于 HSC 既能分化成为骨

髓细胞也能成为髓性细胞系，这也意味着能够产生 HIV-1 的非 T 细胞靶标，例如巨噬细胞。

我们之前曾经报道 160 ZFN 对具有编辑人类 HSC 细胞的能力，操作对象为分离自脐带血

的 CD34+细胞[35]。通过 DNA 电穿孔转染（核转染）能够将 ZFNs 导入 HSC，能够破坏 17%
的 CCR5 等位基因。编辑后的 HSC 能够被移植到免疫缺陷的 NSG 小鼠中，对照组采用未经编

辑的 HSC分化诱导形成包括 CD4+ T细胞在内的人免疫系统进行对照。利用 R5趋向性的HIV-1
进行感染后，利用 ZFN 处理过的血液和淋巴系统的 HSC 相较于对照 HSC 能够更有力的抵御

HIV-1 的感染，对照组的 CD4+ T 细胞快速减少。对感染后的 8-12 周小鼠的血液和淋巴系统

进行分析发现 HIV-1 对 CCR5 阴性细胞具有很强的选择性。在 HIV-1 感染期间，将未处理和

ZFN 处理过的 HSC 移植小鼠用相同剂量的 HIV-1 进行感染，感染部位包括血液和组织。这一

实验试图说明即使个体具有很少比例的 CCR5 阴性细胞，也能够在 HIV-1 感染中被选择，并

最终被选择使占比提高至足以影响病毒复制的频率。

虽然实验结果显示利用 ZFN对 HSC进行处理是对成熟 T细胞进行编辑的一种可行方式，

但是仍需要方法以保证将核酸酶导入 HSC 细胞后能够最小程度的影响祖细胞进行分化的功

能。除此之外，虽然在前临床研究的 HSC 来自于人的脐带血或胎儿肝组织，但自体 HSC 基

因治疗的临床靶向细胞位骨髓残留的 HSC，这类细胞与其它来源细胞仍会具有一些完全不同

的特征[42,43]。成人的 HSC 分离主要通过与外周血的细胞动员，包括利用细胞因子（G-CSF）、
化疗药物（环磷酰胺）或小分子，例如 CXCR4 拮抗剂——AMD3100[44]。我们之前曾经报道

过在成人的 CD34+ HSC 细胞中利用 G-CSF 和与当今 T 细胞实验中相同的 Ad5/F35位点的 160
ZFN 载体进行处理后，CCR5 等位基因的编辑比率能够达到 25%（表 1）[33]。然而，HSC 的

慢病毒转染被证明相较于 T 细胞更具有挑战性，利用 PMA 对细胞进行瞬时性的低剂量处理

能够将 CCR5 的破坏比例提升 5%以上。由于更高水平的基因破坏比率经常伴发有治疗毒性，

因而慢病毒载体也未必就是这类细胞最为优化的处理方式。

与之相反，我们最近发现 mRNA 电穿孔转染是一种相对毒性较低、效率较高的将 ZFNs、
TALENs 转入到 HSC 细胞中的方法，能够在最低毒性下将 CCR5 的破坏比率提高到 50%[45]。
这一方法也能被大规模应用，能够一次满足病人治疗所需的全细胞剂量，并因此提高这一过

程的临床功用。
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利用其它的人工编辑核酸酶进行 CCR5的破坏

最近以 ZFN对 CCR5的编辑为基础的临床试验所取得的进步促进了基于其他的人工编辑核酸

酶的 CCR5 特异性试剂的发展。由于和 ZFNs 相比 TALENs 的设计更为简易，使得 CCR5 靶向

TALENs 也得到了飞速的发展，这些核酸酶之间的差异包括 CCR5 靶向位点的不同以及 TALEN
蛋白的基础设计不同（例如，C-末端的长度）。Miller 等人[46]最早报道在 K562 细胞系中利

用 C28 或 C63 骨架的 TALENs 能够分别引起 15-20%的 CCR5 的破坏。对应每种骨架结构，测

试了多种 TALEN 的左右组合，在 DNA 识别区的每一个单体间设计了多个长度间隙。所有被

评估的组合体都被设计靶向于 CCR5 的二次跨膜外区域片段，与自然状态下的Δ32 突变位点

较近（图 3）。最近，我们发现 C17 骨架的 TALEN 也能够靶向于Δ32 附近位点，在 HSC 细

胞中的破坏率能够达到 60%[47]。与之相似的是，一种 C17 骨架靶向于 157 位点的 TALEN，
能够覆盖 160 ZFNs的识别区域，经Mussolino等人的评估在 293T细胞中能够达到 17%的 CCR5
基因破坏率[48]。有趣的是，这些研究者发现这一结构在同源性 CCR2 基因处的脱靶率低于

160 ZFN。在随后的研究中，对这一结构的毒性进行了更为严格的检测，作者也发现 TALEN
处理后的细胞具有更低的总毒性[49]。虽然 TALENs 和 ZFNs 都靶向于 CCR5 的相似位点，这

两种试剂靶向识别的结构的不一致为这两种方法的比较带来了困难。而且尤其是在临床应用

中，由于脱靶率和毒性分析对于候选核酸酶的筛选至关重要，这一分析也需要在临床靶细胞

中进行，例如主要的人类 T 细胞或 HSC。最后，有报道称靶向于 CCR5 157 位点的 TALENs 能
够通过 mRNA 电穿孔转染导入细胞，并可在 PM1 细胞系（最高可达 94%）和主要的 T 细胞

（在 17%和 46.8%之间）中进行破坏[50]。
由不同种类的核酸酶引起的 DNA 损伤具有本质的不同，即使是用相同的 FokI 核酸酶介

导的损伤。例如，在 43 项独立研究中在 122 个靶向位点对总共 1456 个突变序列进行了分

析后，Kin 等人发现由 ZFNs 和 TALENs 造成的基因破坏有所不同。其中尤其显著的是，他们

发现 ZFNs 在 DSB 位点能够产生更为频繁的插入和删除，二 TALENs 造成的删除经常更为纯粹

[51]。造成这一差异的原因还未可知，作者推测在 ZFN 对的两个单体之间具有较小的空隔区

域，因而所产生的较为一致的切割区域更易被插入，而 TALEN 两个单体之间的连接空隙更大，

所产生的切割位点异质性更强，所造成的删除也就相对更为频繁。在早期实验中，广泛采用

的 CCR5 位点 160 ZFN 对能够频繁的额引起损伤位点 5bp 的插入，在阅读框内形成两个终止

子，从而中止 CCR5 蛋白的翻译。

归巢内切酶也被用于靶向 CCR5。这些核酸酶能够识别 18-34bp 的较长区域，对靶 DNA
的切割模式和限制性酶相近。有近百种不同特异性的归巢内切酶被报道，包括来源于 baker’s
酵母的 I-Sce1，绿藻叶绿体的 I-Cre1。虽然它们在 DNA 链上的切割效率很高，但是它们很少

具有像是 ZFNs 或 TALENs 那样易于进行识别编辑的特异性编码结构。这使得利用这些酶对

CCR5 进行重新定向更加具有挑战性。直到今天，只有一种归巢内切酶被报道能够用于 CCR5
的特异性切割，该种酶以 I-Cre1 为基础靶向于蛋白的第三段跨膜结构域（图 3）[52]。研究

者利用已有的 I-Cre1 衍生物进行组装，使得原有 I-Cre1 的 24 个识别位点中的四个发生了改

变。有趣的是，通过与一种 DNA 合成末期的酶——TREX2 核酸外切酶进行共表达后，能够

将 HSC 中的 CCR5 破坏率从 5%提高到 37%，两种蛋白均采用慢病毒载体进行共表达。TREX2
的共表达也能够提高 ZFNs 和 TALENs 靶向 CCR5 的破坏率近三倍，提示这是一种提高基因破

坏率的通用方法[52]。当前归巢内切酶的设计是限制其进行广泛应用的瓶颈，其中的小尺寸

蛋白可通过病毒载体促进其转导，这也使得他们成为特定基因疗法中的一种颇具吸引力的工

具。

最后，对于 CRISPR/Cas9 系统，由于其靶向位点的特异性是由互补 RNA 决定的，这类试

剂的编辑、构建和评估都十分简易，这也使得它们可对于靶向位点进行高通量分析。例如，
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Cho 等人[53]设计了 CRISPRs 靶向于 CCR5 的 10 个不同位点，利用 CRISPR 对 K562 细胞 CCR5
第一跨膜结构域的破坏率达到了 60%（图 3）。与之相似的是，Cradick等人发现 CRISPRs 在
293T 细胞中 CCR5 的破坏水平很高（21-27%）,能够靶向于第二跨膜结构域和第二膜外结构

域的 N-末端[54]。CRISPRs 被发现能够在 HSC 中起效。在最近的研究中，HSC 被转染了一个

能够表达 GFP 的 Cas9 质粒。随后基于 GFP 的表达对 Cas9 表达细胞进行 FACS 分选，并通过

电穿孔转染导入 CCR5 向导 RNA 质粒。随后，右 25.8-30%的 HSCs 衍生克隆被发现具有 CCR5
等位基因的破坏[55]。CRISPR/Cas9 也能通过 Ad5/F35 或慢病毒载体靶向于 CCR5：Li 等人利

用 Ad5/F35 载体在主要的 T 细胞中能够造成 CCR5 等位基因 30.3%的破坏[56]。Wang 等人利

用慢病毒导入系统在 CEMss-CCR5 T 细胞系中将 CCR5 阴性细胞的比率提高到了 43%[57]。

CXCR4是基因敲除的另一靶标

基于人工编辑核酸酶的 CCR5 共受体失活通常有以下两个潜在限制；（1）基因的两个拷贝

都需要被破坏才能产生 CCR5 阴性细胞，和（2）HIV-1 感染特定的细胞株也可通过其它的共

受体——例如 CXCR4，进入细胞。X4 趋向性病毒和 R5 趋向性不同，这类病毒出现于约 50%
的 HIV 晚期患者中，而靶向于 CCR5 的疗法或药物能够加速这一选择过程。这一问题可通过

CXCR4 靶向性核酸酶和 CCR5 试剂进行联用得到解决，CXCR3 在 HSC 回归骨髓祖细胞中所起

到的重要作用不可替代，因而 CXCR4 的破坏只适用于 T 细胞而非 HSC。
在 T 细胞中靶向 CXCR4 被两个课题组发现。Wilen 等人发现经 CXCR4 ZFNs 处理的 T 细胞

在体外能够免受 X4 趋向性 HIV-1 病毒的感染，在移植有 CXCR4 ZFN 编辑的 T 细胞的 NSG 小

鼠体内也具有部分的保护功能[58]。然而，这以保护作用随着 R5 趋向性的 HIV-1 病毒的产生

而逐渐失效。研究者也发现他们能够在纯合的 CCR5Δ32 个体中对 T 细胞进行进一步的编辑

改造，而这些细胞能够保护机体免受 R5 和 X4 趋向性的 HIV-1 细胞的感染。Yuan 等人进一步

发现利用 ZFNs 对 CXCR4 进行编辑能够在体内和体外保护细胞，而且在体内这种方法所产生

的 X4 趋向性 HIV-1 的抵抗的效率要高于慢病毒载体导入 CXCR4 shRNA 的效率[59]。
Didigu等人通过向单一T细胞系或主要的T细胞中导入两类靶向于CCR5和CXCR4的ZFNs

将这一疗法向前推进了一步[29]。双重破坏的 T 细胞在经历了体外的 R5 和 X4 趋向性的病毒

的感染后快速扩充，证实了其保护性。与之前的实验相一致，这以保护作用在体内实验中也

被发现，该活性通过移植了事先感染了 R5 和 X4 趋向性病毒 T 细胞的小鼠得到了证实。在

该实验中，在第 55 天时，相较于未经处理的细胞或只接受过 CCR5 破坏的细胞，接受了两

种 ZFN 处理的 T 细胞的 CD4 数量提高了 200 倍以上[29]，这一结果进一步证实相较于只破坏

T 细胞中的 CCR5，在 HSC 中破坏 CCR5 的同时破坏 T 细胞中的 CXCR4 能够进一步提高 CCR5
的破坏效果。然而值得注意的是，虽然在这些模型系统中并未观察到毒副作用的产生，在 T
细胞中破坏 CXCR4 的影响仍然未知，在应用于人体之前这一方法仍需要进一步的测试。

除了基因敲除之外：点特异性基因敲入与抗 HIV疗法的联合

如上所述，HIV-1 适应除 CCR5 意外其它的共受体感染的能力会限制依赖于 CCR5 破坏的疗法

的效果。在这里，与 NIH 中进行 CCR5 抑制剂治疗药物相类似[60]，在治疗之前，患者需要

首先被筛选以确定没有感染 X4 趋向性病毒。除了这一限制外，CCR5 敲出的策略只在纯合破

坏的细胞中有用，虽然相对于野生型患者，CCR5Δ杂合型患者具有更好的预后[61-64]。由

于这一限制，利用人工编辑核酸酶在 CCR5 位点促进抗 HIV 基因插入的同源整合的策略能够

提高单独破坏 CCR%的效果（图 1）。

有多种抗 HIV分子，在逆转录整合和慢病毒载体中被认为是非常方便的 HIV-1治疗基因，

也可被用于基因敲入的疗法。其中包括 HIV-1 的反式显性抑制结构域，例如 RevM10 突变

[65,66]及其修饰序列，可作为细胞限制性因素的 HIV 抗性片段，例如 TRIM5α和 APOBEC3G。
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例如，虽然 HIV-1 在自然状态下对人源性的 TRIM5α会产生抗性，在恒河猴同源的 Rhesus
中受到抑制[67]，而人工编辑的人源化 rhesus TRIM5α的衍生品能够保持这一抗病毒活性

[68,69]。与此类似，虽然 HIV-1 Vif 蛋白在正常情况下能够降解 APOBEC3G，这一胞嘧啶脱氨

酶也能够在病毒基因组逆转录的过程中产生 G->A 的突变，而 D128K 点突变能够耐受 Vif，并

因此抑制 HIV-1 的复制[70,71]。可作为 CCR5 位点插入候选片段的包括以 RNA 为基础的治疗

工具，包括核酶或小片段干扰 RNAs（siRNA），能够直接性的抵抗不同 HIV-1 的感染，例如

Rev[72]、Vif[73]、Nef[74]、Gag[75]、Env[76,77]或 Tat[72,73,78]，以及具有拮抗 HIV-1 融合潜

力的 C46 肽抑制剂[79]。在 CCR5 位点插入三种不同的抗 HIV 基因（人源化 rhesus TRIM5α，

APOBEC3G D128K 和 Rev M10）在细胞系模型中被证明具有可行性[80]。
对于 HIV-1 疗法等，临床中在早期人源化细胞中进行点特异性的基因敲入还需要进行效

率的提高，这是一项极具挑战性的工作。在一项毒性实验中，Lombardo 等人报道利用三种

非整合性慢病毒载体（IDLVs）转导各自对应的 GFP 同源重组到 CCR5 位点的效率可达到 50%。
然而，在人源性 HSC 中进行同样的 GFP 整合，只能达到 0.11%的效率。随后，相同的课题组

利用五种腺病毒载体转导 CCR5 ZFNs，并联用 IDLVs 转导外源性模板，能够在主要的人类 T
细胞的 160 位点达到 5%的靶向敲入率[82]。

我们在前期研究了 160 ZFNs 以质粒的形式导入 HSC 中的能力，结果对 CCR5 等位基因造

成了 17%的破坏率[35]。当一个 CCR5 同源模板质粒具有一个内在性的 PGK-GFP 表达功能域，

并与 ZFNs 共同导入细胞，虽然在 DNA 介导的毒性上有所增加，剩下的 HSC 群落能够被移

植到 NSG 小鼠中，并能在多种成熟的人类细胞系中将 GFP 的表达频率稳定提升至 5%（图

4a）。当人源化的小鼠被 R5 趋向性的 HIV-1 感染时，HIV 介导的 CD4 T 细胞的破坏能够对核

酸酶编辑后的 CCR5 阴性细胞进行选择[35]。在这种实验条件下，当 GFP 插入到 CCR5 位点的

时候，HIV 感染也会也会同时选在 CD4 细胞中具有 GFP 表达的小部分细胞（图 4a,b）。这一

观察现象与 GFP 功能域特异性的整合到 CCR5 位点相一致，这一结果也得到了 PCR 分析的验

证（图 4c）。

除了这些激动人心的发展之外，HIV-1 其自身也会作为一种筛选试剂，提高 CCR5 基因

特异性敲入的频率，目前在 HSC 细胞中靶向敲入能够达到的水平无法匹配更为标准化的整

合病毒载体介导的基因整合，还需要更高效率的，尤其是在早期 HSC 中的靶向整合。最近

利用非整合性慢病毒[83.84]或 AAV载体[85]或其它的能够提高人类细胞中 HDR 相对于 NHEJ
比率的同源修复模板导入方法正在实验中[86,87]。

在 iPSC中进行 CCR5的破坏

HSC 在不损伤分化能力的情况下在体外进行培养和扩增具有很大的困难，这限制了编辑后细

胞在进行患者融合之前的初步基因组筛选。在未来，有可能提取出患者特异性的全功能 HSC
并诱导成为多功能干细胞（iPSC），从而也就能够产生更多的编辑后细胞的同源重组克隆。

通过这一目标的实现，有多个课题组目前报道了 iPSC 的编辑情况：Ye 等人利用 CRISPRs 和
TALENs 精确产生具有 CCR5Δ32 突变的多功能 iPSC[88]，Yao 等人破坏了人类胚胎祖细胞和

iPSC 中的 CCR5，并将其分化成为 CD34+细胞，和分化程度更高的造血细胞系 [89]。
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利用人工编辑核酸酶破坏 HIV-1基因组

HIV特异性的核酸酶发展过程

利用人工编辑核酸酶对抗 HIV-1 的另一项策略是利用人工编辑核酸酶去靶向 HIV-1 基因组本

身（图 1）。虽然抗逆转录病毒药物具有很高的效率且能够抑制 HIV-1 至检测线以下，但是

他们不能完全消除病毒，一旦停药反弹无可避免。这一来源的反弹病毒也就是所谓的潜在

HIV 存库，即在体内处于休眠期的病毒，无法被抗逆转录病毒真正杀灭，但是可以在今后的

时间被激活。其中最为有名的存库是记忆 CD4 T 细胞[90-92]。真正在这些细胞中移除或失活

这些病毒的方法应该能够引起药物非依赖型的 HIV-1 抑制，甚至是完全治愈。

有多项有关于不同人工编辑核酸酶的报道了能够识别 HIV-1 基因组的核酸酶[93-96]。在

大多数的研究中，靶向序列为 HIV-1 的长末端序列（LTR），存在于病毒整合性 DNA 片段的

所有两个末端。LTRs 具有很多功能，5’序列驱动病毒基因组转录的进行，3’序列调控转录终

止和聚腺苷酸化。完整的 LTRs 对于 RNA 的修正过程是必须的，能够成功地引起病毒生命周

期中转录和整合的进行。除此之外，在 HIV-1 基因组中的两个 LTR 克隆为靶向序列的两端提
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供了核酸酶，以及为双切除和重连接提供了可能，并能够导致 HIV-1 基因组永久性的切除。

最早的有关整合性 HIV-1 基因组破坏的报道是通过人工编辑的 cre 重组设计识别 HIV-1
的特异性序列[93]。这种酶常被用于识别 34bp 的 loxP 位点，随后被用来开发 HIV-1 病毒进

化枝 A 的 LTRs 相似序列——TZB0003[97]。经人工改造过的重组酶，称为 Tre 重组酶，能够

破坏 Hela 细胞中的整合性 HIV-1 基因组，并能够降低新的 HIV-1 颗粒的产生[93]。Tre 重组酶

随后在体内模型中得到了发展[95]，转移了慢病毒载体的主要 T 细胞或 HSC 在 HIV 诱导启动

子的作用下能够表达重组酶。实验所采用的 Tre抗性的 HIV-1 LTR 启动子包含有串联的 HIV-1
Tar 组分，能够对 HIV 致病性的病毒反式激活子即 Tat 产生应答。随后，由于重组酶只会在

感染了 HIV-1 的细胞中进行表达，因此能够降低潜在性的毒副作用。在这个概念验证实验中，

转染后细胞有 30%到 60%移植到了 Rag2-/-γc-/-小鼠，随后用 R5 趋向性的 HIV-1 进行感染，

使 Tre 能够识别改造后的 LTRs 序列。接受了 Tre重组酶细胞移植的动物中的 CD45 和 CD4 细

胞的水平稳定上升，与感染后 2 周相比，感染后 12 周的病毒水平下降了大约 1-log。接受了

非转导细胞移植的小鼠与之相反，人源性 CD45 和 CD4 细胞水平有所降低，而同一时期的

HIV-1 水平趋于稳定或上升。然而更为有趣的事，技术的更为广泛的应用需要重组酶识别区

域的发展，需要进行人工改进使得识别区域相对于自然状态下的 loxP 位点更为发散且在多

种类型的 HIV-1 病毒中高度保守。类似的人工编辑的挑战能够促进新的设计工具的发展[98]。
在这一方面，最近有报道另一种 Cre 重组酶衍生物（uTre）能够识别 HIV 主要的 A、B、C 亚

型中具有 94%保守的 LTR 序列，而这种方法也更加接近临床[99]。
对于靶序列识别区域限制更少的人工编辑核酸酶（ZFNs、TALENs 和 CRISPR/Cas9），在

HIV-1 的基因组能够提供除 LTRs 之外的多个靶位点。图 5 显示出了 HIV-1 基因组中片段多样

性的熵分析，尤其是其中的保守序列能够为这样的靶向位点提供来源。ZFNs 已经被证实能

够靶向于 LTRs 位点，而在病人样本分离得到的病毒中具有高度的保守性[94]。这些试剂被报

道在进行 DNA 电转之后能够破坏 Jurkat T 细胞系中 60%的 GFP 表达 HIV-1 基因组，能够减少

感染的主要人源性 PBLs（降低 29%）或 CD4+ T 细胞（降低 31%）中病毒的产生。与之相似

的是，TALENs 也被用于 HIV DNA 的靶向。Ebina 等人能够显著性的破坏 Jurkat 细胞系模型中

的整合的 HIV 片段，这些病毒经 TNFα刺激后可由 LTR 驱动产生 GFP 的表达。通过电转 mRNA
表达靶向于 LTR 的 TALEN 对，他们发现刺激引起的 GFP 阳性细胞的数量有所下降，从 63%
下降到 4.3%，并报道在 53%的细胞中 HIV 基因组被完全移除。

最后，CRISPRs 也被用于整合性 HIV-1 DNA 的靶向。在这类研究中，所采用的试剂的异

质性更高[101]能够靶向于不只一处的 HIV-1 序列，因而相对于其他疗法来说，能够更快地克

服耐药性。Ebina 等人设计了两种 CRISPR gRNAs 靶向于 LTR 的 TAR 和 NFκB 区域，通过测试

发现它们能够拮抗具有 Tat 基因的整合性 LTR-GFP 报道基因的表达（JLAT 细胞）[96]。在进

行了三轮 CRISPR/Cas9 电转之后，LTR 功能性的破坏显现了出来，在 25%-32%的激活细胞中

GFP 的表达减少到 25%-32%[96]。与之相似的是，Zhu 等人检测了 10 种不同的 gRNAs 在 JLAT
细胞中识别 HIV LTR 和 Po1 区域的活性，研究发现两者联合时能够降低 GFP+细胞的水平 24
倍以上[102]。Liao 等人也发现导入多种 CRISPR gRNAs 相较于只导入一种 gRNAs 能够更好的

破坏 HIV 序列，他们也进一步地发现抗 HIV CRISPRs 的表达能够阻止 HIV 感染[103]。最后，

Hu 等人报道了 CHME-5 细胞——一种具有 HIV 感染的小神经胶质细胞中，两种不同的 LTR
靶向性 gRNAs 的效果，在激活后 GFP 的表达水平从 76%降低至 17.1%或 3.9%[104]。

抗 HIV核酸酶应用的挑战

以上所描述的研究展示了利用人工编辑核酸酶破坏 HIV-1 的迈出的重要的第一步，需要将能

够阻止 HIV-1 基因组整合的这些试剂导入到患者细胞中，还有更多的工作需要去做，例如这

些细胞也可能会影响染色体的凝集（图 5），已经有研究证实 HIV-1 能够诱导突变的产生以
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及影响耐受性，有假设称这也是 HIV 特异性的人工编辑核酸酶的应用障碍之一。在这一方面，

同时靶向于多条序列是具有优势的，包括所有已知的能够耐受的位点，虽然这可能会提升疗

法的复杂性。而且，与核酸酶的所有治疗性应用一样，脱靶的潜在性效果需要进行描述。最

后，除非有潜在性的保护措施进行应用，如上所述的 Tat诱导的 Tre重组酶系统中，还需要

开发将试剂导入体内的 HIV 感染细胞的方法。这一需求对于潜在性的感染细胞尤其具有挑

战，因为 HIV 基因表达的缺失意味着没有明显的指标能够指征携带有 HIV-1 基因组的细胞。

因此，利用感染细胞的一些替代性指标进行所有 T 细胞的分散的、有选择性的导入[90]有可

能是被需要的。

人工编辑核酸酶临床应用的思考

将人工编辑核酸酶导入到人类细胞的策略

将人工编辑核酸酶导入细胞是一个已知的巨大的挑战，包括不止一种 ZFN、TALEN 和

CRISPR/Cas9 核酸酶的共同导入，在需要 HDR 介导的基因编辑的情况下还需要修复模板的加

入。除此之外，在 DNA 中还有大量的可被 ZFNs 和 TALEN 识别的重复序列区域。然而，由人

工编辑核酸酶激活引起的永久性遗传信息的改变只需要靶细胞的瞬时性表达，有多种的传递

系统也可被应用。

随着早期研发的进行以及多种临床方案的采用，ZFNs 已经成为了最广范围内活性得到

评估的导入方法。采用的标准化病毒载体包括腺病毒、腺相关病毒（ AAV）和

IDLVs[31,33,81,82,105-107]以及不常见的杆状病毒载体[32]。通过电转这种更为简单的导入方

式，核酸酶的 DNA 和 mRNA 都能被导入到细胞中[32,35,45,47,81,82]。有趣的是，ZFN 蛋白

也能够直接被细胞摄取，通过这种方式，在细胞系中 CCR5 的破坏率可达到 27%，在主要的

人类 CD4 T 细胞中可达到 8%[34]。作者也报道了这种方法造成的 293T 细胞中的 CCR5 在九

个位点的脱靶率低于 ZFN DNA 转染造成的的脱靶，通过这种方式也会造成导入的 ZFNs 的浓

度下降。通过相似的方法，Chen 等人将 ZFN 蛋白与转铁蛋白分子通过可裂解的二硫键进行

连接构建了一种体系[108]。在该实验中，ZFN 通过转铁蛋白的内吞作用被摄入细胞，这一系

统在多种细胞类型中都能发挥功能，提示这一受体具有很广泛的分布。这类的基于蛋白的导

入系统相对于其它的以病毒为基础的系统较为简单，通过减少细胞中 ZFN 蛋白的暴露量，

能够确定性的降低脱靶效应，这一功能与核酸酶的浓度和暴露时间均相关。

虽然 TALENs 和 ZFNs 具有很多共同的设计结构，TALEN 的导入相对于 ZFNs 更为复杂。

最初，利用常见的 C63 骨架构建的 TALEN 相对于 ZFNs 大约长 1kb（每个单体），这种尺寸

使得其在例如 AAV这样的载体中的包装更为复杂。而且，利用 TALE重复单位构建的 1 碱基

识别编码与锌指分子的 3bp 识别片段不同，因此靶向于相同序列的 TALENs 具有大于 ZFNs
三倍的识别序列。这种设计也会引起确定类型载体的不稳定性，尤其是慢病毒载体[107]，
TALEN 亚单位之间高水平的同源重组能够引起逆转录期间两个包装 RNAs 之间的重排和删

除。这一问题的一个可能性的解决办法是在 TALE 的每一个重复单位造成多个沉默突变降低

同源的产生。或者，在相同的研究中发现 Ad5 载体能够很好的传导 TALENs，能够造成 HeLa
细胞系、永生化肌细胞和骨髓造血干细胞中 47-55%的基因破坏[107]。最近有一项研究利用

慢病毒载体转导的 TALEN 被突变失去了作为逆转录酶的活性。最终产生的 RNA 基因组能够

表达插入了 IRES 和 poly A 末端的 TALEN，类似于一个 mRNA[109]。
对于所有种类的人工编辑核酸酶，目前的技术还大多局限于体外转导水平，但是更为广

泛的应用需要体内转导方法的开发，例如 siRNAs[110]，这对于确定的病毒载体或许是可能

的。例如，具有不同的体内趋向性的 AAV 亚型，AAV 载体被证实能够介导 ZFN 单体和外源

模板通过趋肝性 AAV的腹腔注射进入小鼠的肝细胞[105]。而且，最近在重新定位的腺病毒
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载体中的进步显示，基于细胞表面蛋白 scFvs 或配体，在未来或能够将人工编辑核酸酶导入

到特定的细胞类型中[111-117]。

脱靶效应与毒性

人工编辑核酸酶进行临床应用的一个关键性问题是毒副作用的产生，包括细胞毒性[118]，
或核酸酶在脱靶位点的作用[31,33,119-121]。毒性的产生可能是由于核酸酶自身的表达造成

的，也可能是细胞对 DNA 损伤的应答反应，或者是介导方法等引起的细胞压力产生的综合

性的作用。脱靶产生的位置可以利用与目标序列高度同源的生物信息方法进行预测，以及在

体外实验筛选中发现的易脱靶位点[122]，或通过在 DSB 位点进行 NHEJ 介导的 IDLVs的整合

能力的预测[123]。由于类似的脱靶事件和毒性反应具有细胞类型的特异性，细胞系的研究

也无法准确预测出主要的人类细胞的情况。因此前临床试验必须包括在预计脱靶位点中活性

的评估以及对病人剂量的 ZFN 处理狗的 T 细胞或 HSC 细胞进行更为一般性的癌症形成能力

的评估，需要同时进行体外细胞实验和随后的免疫缺陷鼠的移植[30,42]。
最近，有多个方法被用来检测脱靶事件的发生。例如，高通量的基因组范围的易位测序

（HTGTS）被用于鉴定 I-sce归巢内切酶处理过细胞的错位连接[124]，而且这一方法也被 Frock
等人改进，包括利用片段扩增 PCR（LAM-PCR）对 CRISPRs 和 TALENs 产生的脱靶位点进行鉴

定[125]。这一研究也发现 CRISPR 介导的脱靶活性也能通过 CRISPR 缺刻酶降低脱靶活性[53]，
而且也发现 TALEN 介导的脱靶效应通常是由于同源二聚化产生的[125]。
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其它的基因组范围的脱靶效应的检测方法包括 GUIDE 测序（基因组范围，DSBs 能力的

无偏测序鉴定），这一检测方法基于将双链寡脱氧核苷酸插入到 DSBs 序列[126]和 BLESS 实
验（损伤标签，链霉素亲和素的富集和下一代基因测序技术），该技术利用生物素标记的寡

核苷酸对 DSBs 进行标记[127,128]。还有另一种方法是 digenome 测序（降解基因测序），利

用核酸酶处理体外的基因组 DNA，随后对产生的片段进行全基因组测序[129]。由于这些实

验所产生的数据不依赖于生物信息的数据，能够对隐藏位点进行更为客观的评价。然而，

HTGTS、GUIDE 测序和 digenome 测序等方法仍旧不完美，因为在一项 VEGF-A CRISPR 靶向实

验中这些测序方法分别得到了一些不同的脱靶位点（回溯见[120]）。

对于常用的 160 CCR5 ZFNs，脱靶分布常见于高度同源的 CCR2 基因，相对于 CCR5 位点

能够达到 9-10%的比率[31,33,49,119,122,123]，随着 ZFNs 的表达提高破坏率也有提高。通过

这种方式，对核酸酶活性的鉴定就有了实际的标准，以靶向破坏率为最大值对可接受的脱靶

活性进行量化。与此同时，降低核酸酶脱靶活性的方法也在开发中。例如，通过 Fok1 核酸

内切酶的异二聚化连接，ZFNs 和 TALENs 都更加具有特异性，这也限制了独特的单体组件和

目标异二聚体可能性的配对连接[130]。通过类似的方法，CRISPR/Cas9 的特异性能够通过两

种 RNA 识别域连接的失活的 Cas9 蛋白和 Fok1 部分融合后提高[131]。最后，TALENs 中 DNA
连接 RVDs 的人工编辑能够提高靶向特异性并减弱脱靶效应[47]。

总结

HIV-1 的生命周期为基于人工编辑核酸酶的疗法干预提供了多个机会。病毒的感染需要借助

细胞共受体——CCR5 的作用，而这一基因对于人类宿主来说是非必须的，为核酸酶进行基

因破坏的应用提供了基础，在这一方面 ZFNs 的应用目前处于多种基因编辑工具的临床应用

开发的最后期。除此之外，基因破坏伴发的 HDR 能够介导 CCR5 位点中抗 HIV 基因的插入。

而且，针对于抗逆转录疗法无效的存在于患者细胞中的 HIV-1 基因组，也可作为基因破坏的

靶标，但是将核酸酶导入潜在细胞的过程仍存在巨大的挑战。最后，和所有的产生 HIV 抗性

细胞的基因疗法一样，HIV-1 能够被用于对 HIV 抗性细胞电的筛选从而加速其自身的灭亡。
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鉴定人工编辑核苷酸脱靶效应的策略

Eli J. Fine , Thomas James Cradick , and Gang Bao

摘要 利用人工编辑核酸酶对预选的 DNA 序列进行特异性的切割促进了基因编辑的发展。由

核酸酶诱导的 DNA 损伤能够通过非同源末端修复（NHEJ）或直接同源修复（HDR）进行细

胞修复，并能够在大范围内的组织和细胞系中进行基因编辑。然而，如果核酸酶在基因组中

的切割位点不在目标区域，那就是所谓的“脱靶”，这能够产生突变、染色体缺失或重组、

产生功能的获得/缺失和细胞毒性。虽然锌指核酸酶（ZFNs）、TAL 效应核酸酶（TALENs）
和 CRISPR/Cas9 系统已经成功地用于在细胞中产生特异性的 DNA 损伤，但是特异性的缺乏能

够引起脱靶切割。已经开发了方法能够对脱靶事件进行预测和定量，这对于优化核酸酶的设

计和高特异性的基因编辑方式的筛选至关重要。这些方法能够显著性地促进基因编辑应用领

域中人工编辑核酸酶的设计。
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缩略语

bp 碱基对

Cas9 CRISPR 相关蛋白 9，一种来源于链霉球菌的核酸内切酶

CCR5 趋化因子（C-C 基序）受体 5 基因

CRISPR 群集定期间隔短回文重复

CRISPR/Cas9 DNA 的切割需要向导 RNA 和相关蛋白的联合

DSB 双链损伤

FokI 来源于黄杆菌属 okeanokoites 的一种核酸内切酶

gRNA 在 CRISPR/Cas9 系统中所使用的向导 RNA
HBB 血红蛋白β基因，也被称为β-球蛋白

HDR DNA 同源修复重组修复途径

IDLV 整合缺陷性慢病毒载体

Indel 短片段的插入、删除或 DNA 插入和删除的总称

NGS 下一代基因测序，例如 Illumina 属于这一范畴

NHEJ DNA 非同源末端修复途径

RVD 重复性的可获得性双残基，具有 DNA 碱基特异性的 TAL 重复片段的

两个氨基酸

SMRT 独立分子 real-time，第三代基因测序平台

TALEN 转录激活样效应器核酸酶

ZFN 锌指核酸酶

介绍

人工编辑核酸酶能够切割靶位点 DNA 促进基因编辑，这一过程通过细胞修复途径完成。DNA
切割能够借助所提供的模板 DNA 显著提高同源重组（HR）介导的基因编辑的频率[1,2]，高

效的基因敲除能够在损伤位点通过非同源末端（NHEJ）修复途径引起的小片段的插入和删

除（indel）完成。不可否认，保证全基因组中只有一个切割位点是存在巨大挑战的。人工编

辑核酸酶需要一些办法最小化脱靶效应，以防由脱靶产生的突变、染色体缺失或重组，以及

由其引发的基因调控和细胞毒性的改变。有很多的核酸酶被用于产生这些特异性的损伤，包

括归巢内切酶[3,4]、锌指核酸酶（ZFNs）[5-7]、TAL效应器核酸酶（TALENs）[8-11]和最近常

用的 CRISPR/Cas9[12-14]。这些核酸酶中的每一个都没有完美的特异性，都被发现具有脱靶

切割，即使是自然状态下的归巢内切酶——如 I-SCEI 也不例外[15]。
这些核酸酶家族的每一种都能在其靶向位点和脱靶位点同时产生切割。不同家族的核酸

酶被证实具有不同的切割模式和不同的脱靶位点。在一个家族中，靶向位点的不同也会引起

脱靶位点的显著不同。因此，在实际应用中进行多种优化以最好的平衡活性和脱靶就尤为重

要。对于理解每种不同层面的差异也是非常重要的，因为这会影响全基因组脱靶实验的一些

参数。
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目前具有多种策略能够检测核酸酶的脱靶活性。最简单的也是应用最为广泛的方式是通

过观察细胞群落整体的脱靶活性，例如 DNA 修复位点的增加、细胞周期的调节异常或细胞

死亡的增加。更为复杂的策略包括发现脱靶切割的特异性位点以及测量核酸在这些位点诱导

产生的突变率。有很多种方法采用常见的框架来定位点特异性的脱靶活性（图 1）。首先，

基于核酸酶的实验特征描述罗列出基因组中可能存在的脱靶位点（细胞或体外实验）或通过

计算机模型运算。随后，利用核酸酶处理细胞，并对这些位点中核酸酶的脱靶活性进行分析

以确定该脱靶位点的真实性。

影响脱靶活性的因素

当选择人工编辑核酸酶系统时，评价项目的可接受风险和脱靶作用的限度（图 1）是非常重

要的。每一个核酸酶家族，及其中具有差异的一些核酸酶，都需要在活性和特异性方面进行

权衡。而且，当采用策略来判定脱靶效率时，了解何种类型脱靶更易发生对于调整计算机模

型参数、体外分析试验中寡核苷酸库的构建或体内基因区域内潜在位点的定位至关重要。

锌指核酸酶

C2H2型锌指是人类基因组中应用最为广泛的 DNA 连接基序[16]。锌指 DNA 识别区域由独立

的锌指分子序列组成，每个包含约 30aa，能够通过疏水作用和锌离子的螯合作用形成一个

ββα稳定结构[17,18]。每个锌指结构域能够识别 3-4 个核苷酸，但是有一些锌指结构的特
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异性不是很强。锌指是分子模块化的结构，能够通过组装靶向于全新的序列，但是存在干扰

成功率的位置效应和序列限制[19,20]。将锌指 DNA 识别区和细菌核酸内切酶 FokI 的催化区

域相连产生新的人工的限制酶（ZFNs）[21,22]。这一工作的发展源于 FokI 的催化区域是非特

异性的，其识别结构可被其它的 DNA 识别区域所取代[21]。在将其与两个 ZFNs 的半位点识

别区域进行正确的方向和空隙的连接之后，其特异性显著性的提高。这使得两个 FokI 结构

域能够发生二聚化并对于介于两者之间的区域进行切割[23]。这一独特的锌指结构能够被用

于改造，或者在保持框架恒定的前提下对所连接的残基进行改造使得 ZFNs 能够直接靶向于

全新的序列[6,24]。ZFNs 被发现能够产生脱靶切割和细胞毒性[25-30]。研究进一步通过对每

种 ZFNs 进行修饰和进一步纯化能够提高特异性，描述如下。

蛋白和 DNA 之间的相互作用

有多种方法试图被用于降低 ZFN 的脱靶切割和毒性。很多这一类的研究都通过对蛋白质和

DNA 连接更为深刻的了解并尝试利用特异性更强的核酸酶直接提高特异性[31]。分选实验利

用噬菌体展示技术[32-35]和细菌系统对锌指结构域结合的紧密程度进行鉴定，通过与细菌染

色体竞争对其特异性进行评估[36-38]。有多种筛选平台能够被用于进行多种锌指结构的分

选，但是这些方法仍存在一些困难[39,40]。靶向于非鸟嘌呤富集区段对于 ZFNs 仍十分困难。

总之，试图提高 ZFNs 特异性的方法还未取得显著性成效。

多聚锌指序列

在人工转录因子或 ZFNs 中提高锌指数量能够导致 DNA 亲和力的提高。四个和六个锌指结构

域经常用来构建两个指状单位的系列连接[41]。有很多研究组通过提高锌指结构域的数量来

提高 DNA 连接区段的亲和力和特异性[42,43]，虽然很少有工作通过比较靶向于同一区段不

同数量指状结构的来验证其可行性。有一种能够和抑制区域结合的六指锌指能够高特异性的

降低靶向基因调控[44]。由于这是抑制结构域，在沉默基因中的脱靶无法观测到，也无法在

类似的靶向抑制实验中比较其与更少的指状结构的活性。最近有一项靶向与脱靶切割的对比

试验比较了在重叠位点三指和四指 ZFN 对的活性。其中四指锌指对具有更高的靶向效率和

更低的脱靶率[45]。然而，指状结构域的加入并不总会引起特异性的提高；在人工培养的大

鼠细胞中，由 Sigma-Aldrich 设计的 CompoZr ZFNs 被发现具有大量的脱靶[46]。在今后的工

作中，还需要敏感的测序方法用来比较不同数量的 ZFNs 之间的活性。

蛋白连接区域

也有研究试图优化 ZFR 或 ZFN 中独立的锌指结构域之间的连接结构[41,47]，但是没有通用性

的规则能够适用于所有的情况。有一些方法能够通过降低连接区域和 DNA 之间的非特异性

相互作用提升整体的特异性[48]。当锌指结构域和 FokI 结构域之间的连接发生改变时，半位

点间隔需求也随之改变，并会对目标位点的靶向和脱靶产生影响。

转录激活样效应核酸酶

转录激活样效应分子（TALENs）是 DNA 连接蛋白家族中的一员，发现于植物噬菌体

Xanthomonas[10,11,50,51]。将 TALE DNA 连接区段与 ZFNs 中所采用的来自细菌核酸内切酶

FokI 的相同区段的非特异性催化结构域进行连接后，能够产生 TALENs[52]。与 ZFNs 相同，

特异性的重要组件需要按照正确的方向和间隔安装在两个 TALENs 的两个半位点上[23]。
蛋白与 DNA 的相互作用

每个 TALE DNA 连接结构域都包括 33-35 个连接结构域，差异首先发生于每个重复片段的第

12 和 13 位点，即重复差异性双残基（RVDs）[50]。TALEN 的特异性源自自然产生的 TALE靶
向位点 RVDs中 DNA识别编码的不同[53]。TALE或 TALEN DNA连接区域能够被很方便的设计，

因为在每个 RVD 和所靶向的核苷酸之间存在简单性的一对一的关系[10,11,54]。虽然腺嘌呤、

胸腺嘧啶和胞嘧啶之间的连接是直接性的，但是有多种 RVDs 能够与鸟嘌呤连接；其中最为
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常见的 RVD，“NN”（天冬酰胺-天冬酰胺），能够以近乎相同亲和力与鸟嘌呤和腺嘌呤连

接。包含有“NN”RVD 的 TALEN 具有更加良好的活性，但是相较于具有“NK”（天冬酰胺-
赖氨酸）的 TALENs 也具有更强的脱靶效应[45]。
蛋白质连接区域

目前还没有针对于 TALENs 的 DNA 连接区域内的非经典连接的研究，但是有多种 TAL重复序

列和 FokI 结构域之间的连接区域正在测试中。不同的连接区段具有不同长度的自然状态下

的具有保守的 TAL重复片段 C末端的 AvrBs4 TALE骨架，；例如，常见的+63连接在进行 AvsBs4
骨架截短和 FokI结构域融合之后保留了 63 个氨基酸的序列。虽然有些研究文章宣称存在确

定性的连接能够提高 TALEN 在目标靶点的切割活性，但是结果却不尽相同[54,55]，除了已经

有足够证据能够证明完整性的 AvsBs4 骨架（也就是+231 连接）相较于截短骨架活性更低

[52,56]。然而，目前已知的是不同的连接结构对于两个 TALEN 半位点之间有效切割的范围具

有显著性的影响。

在切割空隙的长短设计上需要做出权衡。切割空隙变宽能够减小 TALEN 靶位点的限制。

然而，这种设计也会提高脱靶的可能，因为空隙越大 TALEN 切割所造成的半位点的错配也会

更加频繁。+63 连接是最为常见的连接形式，能够切割的片段长度在 10 到 30bp 之间，虽然

在一些实验中所观测到的切割长度只有 6bp 那么短[55]或是 39bp 那么长[54]。有一种+47 的

连接结构被发现相对于+63 的切割范围更为严格，但是也具有一定的范围，从 12 到 21bp 不

等[55]。有一种+18 连接被报道切割范围更为精确，在 13 到 17bp 之间（范围急剧缩短，但

是也有研究能在 24bp 处检测到切割）[54]。一种+17 的连接结构被报道切割的长度很相近，

能够切割 9-18bp 长度序列和 21bp 长度[55]。如果把限制脱靶活性作为应用的一个重要考量，

那么更短的（+17 或+18）的连接结构更为合适。

有一个研究组试图通过对 C-末端连接的重编程从而提升特异性[57]。他们将三或七个阳

离子氨基酸替换成谷氨酸从而限制 C-末端结构域和 DNA 之间的非特异性作用。体外实验的

结果很成功（靶向率略有提高，脱靶率大幅下降），在培养细胞中所展现出来的靶向活性也

很令人振奋。然而，进一步研究发现只在脱靶极低的情形下才会发挥作用。

对 ZFNs和 TALENs的 FokI结构域进行改造

无论是 ZFNs 还是 TALENs 能够和 FokI 核酸内切酶的催化基团连接切割 DNA。虽然曾经试图

改变 ZFNs 或 TALENs 的催化基团，例如 PvuII[58]或 I-TevI[59]，FokI 仍是被最广泛采用的。在

FokI 结构域中已经进行过多种改造和升级使其能够胜任不同应用领域的基因编辑。

专一的异源二聚体

ZFNs 最初被设计，是由“左”ZFN 和连有 FokI 切割结构域的“右”ZFN 组成的异源二聚体。

如果一种脱靶位点由两个“左”或两个“右”半位点组成，有可能使得两个 ZFNs 的 FokI 结
构域发生二聚化从而产生 DSB，能够将潜在的脱靶连接区域数提高一倍。通常情况下，同源

二聚化通常占据位点脱靶原因的大部分比率[28,45]，因为相对于其他形式单独的 ZFN 缺少特

异性。为了解决这一问题，对 FokI 的二聚化表面进行重编辑，从而抑制同源二聚化的产生

[60,61]。虽然实验的结果减少甚至是消除了同源二聚化所产生的脱靶效应[60,61]，在早期的

一些研究中被发现靶向效率也有所下降[29]。异源专一性的构建极大地降低了同源二聚化位

点脱靶事件的产生，但是一些更为彻底的研究发现被认为是异源专一性的 ZFNs 也会在同源

二聚化位点发生比较罕见的脱靶切割和突变诱导[27,28]。最目前的研究中，最为流行的专一

性的异源二聚化 FokI 对为“ELD/KKR”组合，在每个 FoKI 结构域都包括有三个突变，无论是

对于 ZFNs[62]还是 TALENs[63]来说，相对于野生型的 FokI结构域，靶向性都有所提高。
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Sharkey 增强

在 FokI 结构域进行过多种改造用以增强 ZFN 的切割活性[64]。有多种突变被发现能够提高哺

乳动物细胞中的切割活性十倍以上，也有一些突变被发现能够与专一性的异源二聚化的 FokI
结构兼容。其中效率最高的突变（S418P，K441E）被称为“Sharkey”。虽然靶向活性有所

提高，Sharkey 也被发现能够提高 bulk 细胞实验中的脱靶活性，即使是连接了专一性异源二

聚的结构也无法避免[25]，所以当脱靶成为了主要的考虑因素时，其应用需要慎重。一项更

为彻底的对比试验即 Sharkey vs. 野生型 TALENs 的试验还未见报道。

只有刻痕

如果某种实验中所期望的 DNA 修复途径为直接性同源修复，那么与发生突变的非同源末端

不同（mutNHEJ），有一种可以降低脱靶活性的选择是利用“只产生刻痕”的酶。具有 D450A
突变的 FokI能够失活 ZFN 中的催化结构域使其无法切割 DNA 链。因此，当一个具有活性和

一个不具有活性 ZFN 相连的时候，不能产生完整的双链损伤，但是能够在 DNA 的一条链上

产生损伤，产生一个“缺刻”。DNA 缺刻的修复不大会通过 NHEJ 通路，也很少会产生突变

[65]。ZFNikases 因此被用来在人类细胞中诱导靶位点 HDR 的产生，相较于标准的 ZFN 核酸

酶只会产生很低水平的 mutNHEJ 事件[65]。然而相较于正常的核酸酶，缺刻酶所产生的 HDR
的绝对比率也大幅度下降。虽然还未被证明，ZFN 缺刻酶和专一性异源二聚化结构的联用在

理论上能够显著性的降低或完全阻止脱靶的发生。TALEN 缺刻酶目前还没有报道，但是已有

未发表数据指出具有半失活（D50A）FokI 结构域的 TALEN 对在一些情况下仍会在靶位点和

脱靶位点产生 mutNHEJ 事件。

CRISPR/Cas9系统

有一类人工编辑核酸酶不依赖于蛋白质和 DNA 之间的相互作用，而是基于一种细菌免疫系

统的 RNA 介导的 DNA 切割酶而且是成簇的、间隔调节的，短回文重复序列（CRISPR）[66-70]。
相较于 ZFNs 和 TALENs，CRISPR 具有较大的改变，在对不同基因进行靶向时 CRISPR 相关（Cas）
蛋白都是相同的；只有单链的向导 RNA（sgRNA）能够被改变重新定位切割位点[12,14]。每

一次构建都只需将一段退火后的寡核苷酸片段进行退火。这与 ZFNs 和 TALENs 完全不同，这

些酶还需要对蛋白进行重新设计，对质粒进行重新构建，以对全新的序列进行靶向[71]。
gRNA-DNA 和 PAM 之间的相互作用

在 CRISPR/Cas9 系统中的早期研究显示；在远离前空格连接基序（PAM）区域由于向导链与

DNA 序列的错配能够产生高活性的脱靶[12,13,72,73]。CRISPR 系统也被发现能够和 PAM 序列

附近的片段发生错配从而切割片段[55,65,74-76]。对于调控 CRISPR 脱靶切割的明确“规则”

还未可知，而且特异性片段和向导 RNA（gRNA）之间的相互作用还会受到强烈的未知因素

的影响。然而，目前有趋势发现发生于接近于 PAM 的“种子”区的错配相较于 PAM 远距离

错配具有更低的容忍度。PAM 是决定特异性的重要区域，即使是单碱基的突变在大多种情

况下也很可能造成切割的完全失效[77,78]。对于最为常见的 Cas9（来自于链霉素菌属，也称

为 SpCas9）差异识别的的 PAM 序列，为连带有两个鸟嘌呤的任意序列（基序 NGG），但是

在 NAG PAMs 中的脱靶也能够被允许[79-81]。不同的 CRISPR 系统具有不同的 PAM 序列，只

是在长度和序列偏好上有所不同，在 Cas 分子中进一步的工作从而产生更长的 PAM 有可能

会提高特异性[82]。最近有工作发现相对于单独采用 gRNA（sgRNA）的方式，分别采用转录

激活 CRISPR RNA（tracrRNA）和 CRISPR RNA（crRNA）的方式有可能产生更低的脱靶活性[83]。
对 Cas9 进行改造

虽然在 Cas9 切割的结构学[84]和机制[85]上的研究飞速发展，但是 Cas9 还远未达到像是 FokI
那样可以随心所欲编辑的程度，然而，目前已经发现了一些改造方式能够降低脱靶活性。与

FokI 相近，只产生“缺刻”突变的 Cas9 也通过在一个切割活性结构域造成 D10A 或 H840A
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突变的方式进行半失活[86,87]。这些 CRISPR 缺刻酶仍然会起到在目标位点诱导 HDR 但同时

降低脱靶的 NHEJ 水平的作用。用来产生抵偿缺刻的 CRISPR 缺刻酶对诱导 NHEJ 的发生率机

制DSBs相似[86,87]。由于单独在脱靶位点产生的缺刻相较于DSBs产生突变的概率低很多（低

50-1500 倍），利用两个脱靶位点正在 100bp 之内的缺刻酶对所产生的双链损伤相较于标准

的 Cas9 脱靶活性脱靶活性有所降低。将 FokI 和催化失活的 Cas9 进行融合所产生的融合蛋白

需要将两个 FokI 结构域进行二聚化，切割模式与 ZFNs 和 TALENs 类似[88,89]。由于单缺刻

Cas9 在脱靶位点也能诱导低比率的 NHEJ，这些 RNA 导向的 FokI 核酸酶（RFNs）被发现具有

更强的特异性，通过靶向位点的深度测序并未检测到 NHEJ 的产生，结果提示 Cas9 缺刻酶所

产生的脱靶活性很低（利用相同的 gRNA）。

整体实验的脱靶活性

如果核酸酶能够作用于目标靶向位点且并未在目标细胞中体现出总的细胞毒性，bulk实验能

够被用于检验脱靶水平的第一步。这些实验为核酸酶在基因组中是否会对大部分细胞群落产

生不可逆的影响提供信息。这个实验的一个常见的阴性对照是大范围核酸酶 I-SceI，可在

AddGene（#21299）获得哺乳动物表达质粒。I-SceI 高度的特异性在正常情况下并不会诱导

在大部分细胞发生脱靶。

γH2AX位点

在基因组产生的双链损伤能够引起 DNA 损伤位点 H2AX（γH2AX）组蛋白磷酸化的快速产生

[64]。大量的核酸酶脱靶活性能够引起显微镜或流式细胞术可见的多个位点的脱靶活性。Guo
等人报道有一款 Milipore（登记号#17-344）公司的流式分析商业试剂盒能够被用于检测核酸

酶的脱靶活性[64]。

细胞周期异常

由核酸酶脱靶活性产生的基因组中的 DSBs 能够阻止不同细胞周期之间的过渡，直到修复的

完成。HeLa FuCCI 细胞（最初由 Sakaue-Sawano 等人发现[90]，获得自 Amalgaam）是一种简

易的可转染系统，能够通过荧光信号判断细胞所处的三个复制时期：G1，G1/S 或 S/G2/M。

利用这一实验检测核酸酶的脱靶活性的方法由 Mussolino 等人提出[30]。

细胞生存和凋亡

如果细胞无法修复由核苷酸脱靶活性产生的 DSBs，细胞通常会发生凋亡或通过其他方式降

低生存率。随着凋亡比率的提高 Annexin Ⅴ阳性细胞也被观测到[30]。或者，能够摄取 7-
氨基酸放射菌素 D 染料（7-AAD）的为死细胞。虽然 7-AAD 并不能区分凋亡和坏死，但是相

较于碘化丙啶染料（PI）来讲具有成本低、简易等优点，因为 7-AAD 的荧光谱和常用的转染

对照的荧光蛋白并不存在重叠[91]。

荧光的缺失

如果核酸酶作为 DNA 的形式导入细胞，最常见也是最为直接的方式是将例如 eGFP 这样的荧

光蛋白进行共转染[74]。在两个时间点（通常是转染后的第 2 天和第 5 天）具有荧光的细胞

比例进行检测。如果在较早的时间点检测到了荧光，那么代表核酸酶成功的导入了细胞。因

此，荧光的缺失（例如第 5 天的 40%对比第 2 天的 80%，有约 50%的荧光缺失）能够被用于

指征核酸酶的毒性。这一方法能够比较测量接受了核酸酶转染的细胞群落相较于未转染核酸

酶的相同细胞的群落生存率的下降。
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基于脱靶位点的实验预测方法

很多之前的有关于核酸酶脱靶活性的研究利用特异性的核酸酶的一些实验性的特征对潜在

的脱靶位点进行预测。虽然基于预测方法的实验一般十分有效（几乎所有采用这些方法的已

知研究中都会发现至少一个真实的脱靶位点），这些方法很具有技术挑战性、成本很高、而

且浪费时间。由于这些技术在实际应用时会存在困难，有很多从未在原有实验室以外的地方

进行重复过。

SELEX
通过指数富集法（SELEX）进行配体的系统化升级是一种已经成型的技术，能够对与靶向分

子具有高亲和力的核酸序列进行筛选。这一方法被 Sangamo Biosciences 的实验室用于确证

核酸酶的特异性。SELEX（图 2）已经被用于检测 ZFNs[92,93]和 TALENs[52,75,76]的连接偏好

以及随后通过导向生物信息实验预判潜在的基因脱靶位点。操作流程具体为：（1）对核酸

酶进行亲和分子标记，例如血球凝集素（HA），（2）在体外表达核酸酶，（3）与寡核苷

酸半随机库进行孵育（通常偏向于核酸酶所期望的目标连接位点），（4）利用抗体捕捉核

酸酶蛋白（5）对 DNA 片段进行 PCR 扩增。步骤（3）-（5）随后重复多轮，并用步骤（5）
富集得到的富集产物替换步骤（3）中起始的半随机库。在进行过足够的筛选循环后，对 PCR
扩增产物进行测序和鉴定。SELEX 通常情况下能够扩增得到 20-50 个独特的 DNA 连接序列

[52]；如果发现了过多或者过少的片段，可以在最初的扩增循环后进行测序验证或增加筛选

的循环数。这些序列随后会产生位点权重矩阵（PWMs）指定每个位点的连接偏好（图 2）。

一旦每个核酸酶半位点的 PWMs 建立后，就可以对整个基因组进行有效的生物信息检

索并对每个位点进行评分。每个潜在的复式核酸酶的脱靶位点，其中的一半能够铜鼓近似长

度的间隔序列进行筛选，而另一半位点，能够通过 PWM 对每个具有潜在脱靶位点的核苷酸

进行评分（注意：来自于 Sangamo 的研究者并未公布 PWMs 评分的公式，但是所有的位点

产物计算结果都大致相似[94]）。在基因组中的全部位点随后能够进行排序，并可从中选择

合适的一组进行进一步的研究。

虽然这一技术还面临很多质疑，但是已经有实验证实在 ZFNs 和 TALENs 中能产生稳定可

靠的结果。这一技术的缺陷包括它只能提供每个核酸酶半位点连接偏好的信息，因此会忽略

核酸酶切割中所需的两个半位点之间的相互作用。另一个限制是这一实验完全在体外进行，

因此会忽略细胞环境下蛋白的改变以及细胞中有可能影响 DNA 基因组脱靶位点的因素，例

如染色体的结构、可操作性和甲基化状态。最后，由于起始的寡核苷酸库是半随机的，这一

方法更偏向于寻找目标位点相关高度同源的位点。然而，这也是目前为止报道最为广泛的能

够成功的找到核苷酸酶脱靶位点的技术，而且也是仅有的两项被报道的能够预测 TALEN 真实

脱靶位点的技术之一[75,76]。
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细菌单杂交

细菌单杂交法（BIH）和 SELEX 相似，能够对核酸酶单体的偏好进行分析。首先，需要构建

一个报告基因上游的半随机（偏向于目标核酸酶位点）区域的报道质粒库。这一数据库随后

整合到核酸酶 DNA 连接片段片吗的质粒上，与转录激活因子进行融合[29]。E.coli 克隆能够

表达报道基因，是源于核酸酶 DNA 识别区域具有充分的亲和力，能够激活基因，从而被选

择并通过对质粒测序的方式对半随机连接位点进行鉴定。所有的片段发现于 E.coli 克隆，能

够通过编译产生 PWM 用于基因组潜在的脱靶位点的筛选，方式与 SELEX 相同。Scot Wolfe
的实验室利用 B1H 进行核酸酶的脱靶预测，也是到目前为止唯一使用该方法的课题组，且

这一技术只被用于 ZFNs 脱靶活性的预测[29]。在单一单体分析方面这一方法与 SELEX 面临同

样的质疑，但是由于该技术在细胞（虽然是非真核的细菌中）环境下进行，具有一定的优势，

相较于完全在体外进行的试验能够更好的模拟蛋白质和 DNA 之间的相互作用。

体外切割

与前述的两种分别独立检测每个单体的预测方法不同，体外切割试验能够明确的指出在随机

混合池中哪一种 DNA 能够被核酸酶切割[27]。这一方法已经被应用到 ZFNs[27]、TALENs[57]
和 CRISPRs[95]领域，但是只在 David Liu 的实验室中进行过应用。通过这种方式，构建了一

种半随机寡核苷酸库，具有全核酸酶识别位点。对于成对的核酸酶（例如 ZFNs、TALENs 或
配对的 CRISPR 缺刻酶），所有两个单体的半位点都在检测范围内，并通过近似空格长度的

片段进行分选。这种核酸酶随后在体外表达，与寡核苷酸库进行孵育。多次酶学和凝胶分离

步骤能够对核酸酶切割的序列进行筛选。在核酸酶孵育之前和之后对库进行深度测序，对核

酸酶切割的片段进行鉴定。一项生物信息学的实验随后进行，从而确定在体外的一些位点的

切割是否也同样发生于于目标基因组中。这些位点的脱靶活性随后通过实验进行验证。

这一技术也具有很多的优势和限制。通过检测核酸酶切割而非单纯的连接，在原实验室

中[27]提出了 ZFN 二聚化“能量补偿”假说模型，在一个半位点产生的大量的错配能够通过

另一个半位点的很少或几乎没有错配得到补偿。然而，由于这个技术几乎不在体外进行，无

法对细胞环境下核酸酶和基因组 DNA 之间的效果进行统计。而且，由于寡核苷酸库是半随

机的，分析结果偏向于目标核酸酶靶点中更高同源水平的位点。

最近这一方法得到的改进在于对大数据更好的应用[26]。这一方法原有的应用是通过基

因组发现与准确的配对切割片段[27,95]，但是这些与基因组配对的片段中能被核酸酶切割的

只是总片段中的一小部分。通过利用一种 Bayesian机器运行算法穷举出原实验中能够被 ZFNs
切割的 CCR5 和 VEGF 片段，随后对每种核酸酶在给定片段中发生切割的可能性进行评分。

随后利用生物信息学筛选全基因组，这一过程和 SELEX 和 B1H 中 PWM 筛选相似，并得到评

分较高的位点。通过这种方法对脱靶位点进行分析发现其能够定位低同源性的真实脱靶位点

及低活性的位点。令人印象深刻的是，这一方法的犯错率也很低，并在 ZFNs 靶向 CCR5 和

VEGF 实验中[26]和两项 TALENs 靶向 CCR5 和 ATM 实验中[57]发现了大量新的真实脱靶位点。

不幸的是，这种方法令人难以置信的难度和在每个核酸酶中所投入的巨大的时间消耗还需要

进行进一步的探究，这也意味着体外切割实验和随后建立的 Bayesian 分级器机器算法限制
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了应用这种方法研究核酸酶的数量。

IDLV LAM-PCR
由聚合酶链式反应（IDLV LAM-PCR）介导的整合缺陷型慢病毒载体连接扩增是两种完全在细

胞环境中进行的脱靶检测方法中的一种。这一方法由 Christof von Kalle 的实验室研发[28]。
在这一方法中，导入 IDLV的细胞编码一种选择性标志物，例如绿色荧光蛋白（GFP）。由于

这一病毒具有整合缺陷性，其整合进入基因组的能力受到了限制。因此，在数周后培养分裂

的细胞中的 IDLV 基因序列迅速减少，在细胞分裂中也不发生复制。如果加入了核酸酶，所

产生的 DSB 能够引起 IDLV在细胞基因组中更高效率的整合。随后在这一实验中，在培养细

胞分裂数周后，与对照组细胞相比有大部分的核酸酶处理细胞能够表达选择标记的基因。随

后对这些细胞进行分选和病毒整合位点的分析。简单来讲，这种方法在基因组 DNA 上进行

LAM-PCR 所采用的引物能够结合于 IDLV区域的长尾重复末端（LTR）。由 LAM-PCR 所产生的

扩增片段包括了基因组中与 LTR 相连接的部分，因此能够对 IDLV 的整合位点的扩增片段进

行高通量的测序。整合位点簇（CLIS）分析通过限制两个独立性的整合位点必须在 500bp 之

内过滤掉了很多与核酸酶活性无关的随机性整合（虽然在基因组中有一些脆弱的为为点也被

证实是整合位点簇）。下一步是对 CLIS 位点周围的空间进行检索，寻找出一段和目标靶向

位点同源的有可能作为核酸酶切割的真实位点的序列；随机片段空间相较于核酸酶靶点具有

约 45%的同源性[28]，则测序存在大于 60%的核酸酶位点同源性。被预测出的脱靶位点随后

可通过无 IDLV的核酸酶处理过的细胞进行验证。

这一方法的主要限制在于缺乏敏感性。这一缺陷是此方法的固有属性，因为这一过程依

赖于 DSB 修复中 IDLV被获取的罕见事件。因此，很多脱靶位点，尤其是低活性的位点会被

忽略；异源专一性的 CCR5 ZFNs 的 IDLV LAM-PCR 分析[28]仅发现了 38 个已知位点中的四个

[26,45]。这一方法成功的被运用于 ZFN[28]，TALEN[96]和 CRISPR[96]脱靶位点并能够在细胞

内环境下，在细胞基因组的原有结构内，对高活性的脱靶位点进行无偏测算。由于在寡核苷

酸筛选库中没有偏向性，这一方法能够定位目标核酸酶靶向中极地同源性（66%）的真实脱

靶位点[28]。由于这一方法缺少敏感性，它可能不是最优化的作为患者治疗中的核酸酶检测

方式，也无法被用于检测能够造成不良反应的罕见脱靶的发生，但它仍然是一种经常被采用

的检测手段，因为它没有偏向性的特点使其能够发现不适宜作为核酸酶特异性的标准模型中

指导寡核苷酸酶建库或计算机研究的位点。

染色体免疫共沉淀测序

染色体免疫沉淀反应加深度测序（ChIP-Seq）是一种用来确定与特定蛋白相连的基因组片段

的成熟方法。ChIP-Seq 能够通过一种亲和表位（通常是血球凝集素）对核酸酶进行基因标记

并催化核酸酶失活（因此 DNA 能够结合但不能被切割），能够在细胞中表达改造后的核酸

酶，将蛋白和 DNA 交联在一起，修剪基因组 DNA 成为更小的片段，并对核酸酶进行纯化（及

与之交联的 DNA），利用抗体（免疫沉淀反应），对与核酸酶相连的 DNA 片段进行测序，

随后在基因组中对这些序列进行定位。早在 2013 年，有研究发现 ChIP-Seq 能够用于在活细

胞中进行无偏向的基因组范围内的检测[71]，但是截止到目前为止还未有实验达到最初预计

的结果。

二聚化的核酸酶，例如 ZFNs、TALENs、RFNs 以及成对的 Cas9 缺刻酶，都对于 ChIP-Seq
有特别的要求。如同在 2013 年晚期利用 ChIP-Seq 对 CCR5 ZFNs 进行鉴定的一些不成功的尝

试：“在基因组中可能存在上千的高亲和力单体靶向位点，然而单体并不足以产生损伤。而

且，二聚化的 ZFN 位点与所有的两个单体之间连接较弱，DNA 切割效率很低，但是结合不

足以达到 ChIP 的检测限”[26]。
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由于 Cas9 能够作为单体核酸酶发挥作用，有三个课题组试图在 2014 年早期利用

ChIP-Seq 定位 CRISPR/Cas9 的脱靶位点。由于 Cas9 连接发生于目标位点之外的基因组的很多

位点（能达到上千个，取决于所采用的 gRNA），但是通过两个课题组的检索发现脱靶活性

（NHEJ）只发生于有限的少部分位点[97,98]，这说明这一方法在检测核酸酶脱靶效率方面具

有很高的假阳性率。其它的课题组（Kuscu 等人）宣称通过她们的 ChIP-Seq 实验预测到了 53%
的真实核酸酶活性脱靶位点[99]。然而，但是用不同的窗口尺寸去观察核酸酶的诱导效率时，

会发现 Kuscu 等人的结果具有很大的差异，而且在检测 indels 方面采用了非常规的方法（利

用了 Bowtie2 中的 CIGAR 输出值而非对阅读序列和模板序列进行比对分析），这也使得他们

的结果与其它的两个课题组具有显著性的不同。

总之，ChIP-Seq 目前还不是可信度很高的预测核酸酶脱靶活性的方法。虽然它在识别靶

向序列时具有很高的精度，但是 ChIP-Seq 连接所检测到的脱靶位点有时对没有核酸酶活性

的检测位点会给出很高的评分[99]，ChIP-Seq 可能在根本上就不适合鉴定核酸酶的脱靶效应。

目前有越来越多的证据显示 Cas9 进行 DNA 切割需要经过多个步骤[97]：与染色体上的多个

位点连接，并在能够与 gRNA 互补的靶位点停留，但是只对最佳配对处进行切割。ChIP-Seq
能够检测到所有的连接序列，造成了核酸酶很高的假阳性率。在切割和连接之间缺少区分的

方法，ChIP-Seq 有可能无法检测到低脱靶切割频率的位点，因为 ChIP-Seq 在那些位点所产生

的信号无法提升至背景噪音以上。

进行 CRISPR脱靶位点鉴定的其他基因组范围工具

随着 ChIP-Seq 的失败，最近有很多其它的方法被开发用于在基因组范围内对脱靶位点进行

一种“无偏差”（不受目标位点的同源区段所影响）的预测。基因组 DNA 的降解也被用于

进行脱靶 1 的预测[100]。还有一种鉴定位点的方式是采用高通量的、基因组范围内的迁移

测序（HTGTS），通过有可能发生的迁移来鉴定潜在的脱靶切割位点，该方法利用了 PCR 和

NGS 的线性化扩增[101]。然而，重要的是由 HTGTS 原本所预测到的潜在性的脱靶位点，永

远都无法证实是 NHEJ 所必须的，从而无法证实其作为脱靶位点的真实性。虽然有正交数据

显示至少是有一些预测位点是真实的，更为透彻的研究需要对这种方法所得到的确切的假阳

性率进行探究。

这一类最后的方法称为 DSBs 测序评估的全基因组无偏鉴定（GUIDE-Seq）[102]。这一

方法和 IDLV 类似，但是采用了短双链寡核苷酸代替的全尺寸病毒。虽然看起来只有很小的

偏差，但是却对方法的敏感性具有显著性的影响（这也是 IDLV的主要缺陷），能够对脱靶

位点上产生 NHEJ 的频率精确到百分之一。GUIDE-Seq 具有很低的假阳性率，这是 IDLV系统

的一个优势，也是到目前为止唯一的将脱靶位点和 NHEJ 的发生关联起来的方法。另一方面，

在 GUIDE 测序操作下，通过 COSMID 生物信息工具穷举出所有的位点进行比较并选出最好的

一个 gRNA（VEGF#1），结果发现 92%的总脱靶活性（通过 GUIDE 测序读取）发生在 COSMID
所预测的最有可能的 25 个位点之内（图 3）。虽然计算机对 CRISPR 脱靶活性预测水平的逐

步提高，但是基因编辑的应用仍对以实验为基础的高花费的彻底性的脱靶活性分析（例如

GUIDE 测序）而非单纯的计算机预测方式（例如 COSMID）具有很大的需求。在同一样本中

通过对这两种方法的对比能够最大量的提供信息。仍存在 COSMID 能够预测出但其它方法无

法发现的真实位点。例如在 CCR5 靶向性的 ZFNs 中这一独特的方法被发现能够定位额外的

真实脱靶位点[45,101]。
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在计算机中脱靶位点的预测方法

虽然以实验为基础的脱靶预测方式合理且准确，而且能够满足大部分核酸酶脱靶位点的检测

需要，但是随着核酸酶设计的不断变化，其缺点也被不断放大。精确的计算机预测手段为脱

靶分析通量的显著性提高提供了可能，相较于以实验为基础的方法，弥补了其所需的巨额花

费和操作困难等缺陷。只有两个以实验为基础的预测方法（IDLV LAM-PCR 和 ChIP-测序）依

赖于寡核苷酸的半随机数据库。然而，但是数据库的随机度和片段的长度直接相关；在存量

有限的数据库中相较于长片段，短片段具有更高的随机度。大多数的以实验为基础的脱靶位

点分析都以分别能够识别 9-10bp 或 12-13bp 序列的三指或四指 ZFNs 为对象。在过去的几年

中有趋势发展这一技术用于检测更长的靶向序列；例如 Sigma-Aldrich 研发的每个单体能识

别 18bp 序列的 6 指 ZFNs，也就是标准化的 CompoZr 核酸酶，靶向于 16-20bp 长度序列的

TALEN 单体，和能偶靶向识别 22bp 长度的 CRISPR/Cas9 系统（包括原空格序列和 PAM）。

由于寡核苷酸库与目标位点同源性很高，这些以实验为基础的方法的优势被极大的拉低。诚

然，利用 SELEX 实验所检测到的 TALEN 的三个脱靶位点中，基于片段重组的简单相关算法发

现其中的两个都是真实的脱靶位点[45,75,76]。然而在体外的 CRISPR/Cas9 系统中[95]，相较

于原始的基因组同源预测方法，所得到的真实的脱靶位点往往更少[78,103]。
目前的另一个趋势是将具有缺陷的（图 4）的 IDLV LAM-PCR 和 ChIP 测序开发成为具有

更高核酸酶特异性的方法。虽然这些无偏预测的方法具有不依赖于寡核苷酸库的优点，但是

它们在低频脱靶位点缺乏足够的敏感性。虽然在 ZFN 的脱靶位点预测中只需活性＞1%的就

能够被发现[26-30,45]，但是 TALENs 和配对的 CRISPR 缺刻酶则需要更高的特异性。直到今天，

只有一个 TALEN 的目标同源性极低的（＜87%）脱靶位点被发现具有＞1%的脱靶活性[57]。
目前配对的 CRISPR缺刻酶相较于具有活性的单独的 CRISPR核酸酶的脱靶活性低 50-1500倍，

在已知位点中的活性都远远低于 1%[86]。RNA 介导的 FokI 核酸酶（RFNs）是最近发现的另

一种能够提高 CRISPR 特异性的体系[88,89]。
最后的一个主要趋势就是具有缺陷的基于实验的预测方法正面临着核酸酶发展过程中

的瓶颈问题。对于大多种数据库来讲，鉴定 ZFN 所连接的靶位点高效切割螺旋是一个巨大

挑战（图 4a）[20]。如果把相当多的时间和努力都用来开发一种独立具有活性的核酸酶，那

么利用以实验为基础的脱靶预测方式确定核酸酶的脱靶位点就是一个明智性的选择。然而，

基于目前的技术，高活性的 TALENs 和 CRISPR 能够被很简易的设计用于切割几乎所有的目标

序列[12,104]。一个单独的研究者在数周之内就能得到十数种靶向于目标基因的高活性核酸

酶，由此，基于实验方法对每个核酸酶的脱靶切割位点进行预测进而挑选特异性最高的核酸

酶的方法就显得有些不切实际。这些限制能够引起大多数候选活性核酸酶产生任意的脱靶切

割，无法对其所产生的脱靶结构进行正确的分析（图 4b）。然而，由于在计算机中脱靶位

点的预测更为迅速，有越来越多的核酸酶通过采用这种方式评价脱靶切割的水平，从而能够

对进行基因编辑应用的候选核酸酶进行更为理性化的选择（图 4c）
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进行 ZFN脱靶预测的计算机工具

PROGNOS
The Predicted Report Of Genomewide Nuclease Off-target Sites (PROGNOS)是一种在线工具，能

够模拟 ZFNs 和 TALENs 的潜在脱靶活性（图 5a）[45]。对于 ZFNs，它能够进行多种因素的评

估，包括序列的同源性、FokI 结构域造成的错配距离、鸟苷酸残基的存在率、ZFN 切割的二

聚化能量补偿、独立的锌指亚单位的键能，从而对基因组中潜在的脱靶位点进行排序（图

5b）。PROGNOS 能够罗列出超过一半的已知的 ZFN 脱靶位点，并在经过了充分研究的 CCR5
ZFNs 中发现了一个全新的脱靶位点，并且也在新设计的 3 指 ZFNs[45]、4 指 ZFNs[30,45]和
Sigma-Aldrich 开发的 5 指 CompoZr ZFNs[105]也都发现了新的脱靶位点。为了辅助脱靶分析，

PROGNOS 也能够产生不同的脱靶位点的 PCR 检测引物，能够被用于热循环条件下高成功率

的高通量 PCR 扩增的进行（图 5c）。相对于其他的计算机预测工具，PROGNOS 的一个主要

缺陷在于需要长时间的线上服务程序的运行，使得大数量的候选核酸酶的预筛选的灵活性很

差。对于具备有一些编程知识的研究者来说，PROGNOS 也能够被下载并在本地通过命令行

进行更加快速的运行。PROGNOS 的获得地址为

http://baolab.bme.gatech.edu/Research/BioinformaticTools/prognos.html
http://bit.ly/ PROGNOS.

http://baolab.bme.gatech.edu/Research/BioinformaticTools/prognos.html或http:/bit.ly/
http://baolab.bme.gatech.edu/Research/BioinformaticTools/prognos.html或http:/bit.ly/
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ZFN-Site
ZFN-Site 是一个网站页面，能够基于靶向序列和已知的核酸酶特异性对多个基因组的脱靶位

点进行预测检索[94]。ZFN 位点采用 FetchGWI 搜索引擎，能够提供快速的详尽的位点检索服

务。位点的输出与基因组浏览器相关联，能够促进脱靶位点的筛选。ZFN-site 的一个主要限

制是在它的搜索算法中只能允许每个 ZFN 半位点最多两个错配的发生，但是 ZFNs 发生脱靶

的真实位点很可能存在四个或更多的锌指亚单位的错配。然而，其快速检索的能力使其成为

一种能够对潜在的 ZFN 目标位点进行快速筛选以保证在基因组中不存在除目标位点以外的

两个或更少错配发生的额外位点。ZFN-site 的在线地址为

http://ccg.vital-it.ch/tagger/targetsearch.html.

TALEN脱靶预测的计算机工具

PROGNOS
如 ZFN 部分所述，PROGNOS 是一种线上工具，能对 ZFNs 和 TALENs[45]潜在的脱靶活性进行

模拟。对于 TALENs，其能对多个因素进行评估，包括片段同源性、TALEN 二聚体的相互作用、

N-末端错配的距离、具有错配连接的来自于“强”RVDs（例如 NN 和 HD）的补偿效应，以

及通过对人工编辑的 TAL结构域进行 SELEX 分析得到的 RVD-核苷酸连接偏好性，从而提供基

因组潜在的脱靶位点列表（表 5b）。利用 SELEX 预测方法得到的三个真实的 TALEN 脱靶位

点中[75,76]，有两个位点通过 PROGNOS 方法检测位于列表排序的顶尖位置。对于七个新设

计的 TALENs，PROGNOS 能够被用于定位八个额外的真实脱靶位点[30,45]。为了辅助分析，

PROGNOS 也能够产生进行检测的不同脱靶位点的 PCR 引物测序片段，能够被用于单组热循

环条件下高通量高成功率的测序分析（图 5c）。

TALENoffer
TALENoffer 是另一种用于预测 TALEN 脱靶位点的网站工具[106]。它基于自然 TAL 效应器中

RVD 核苷酸的连接偏好进行建模预测潜在的脱靶位点。虽然它在脱靶位点定位的真实性方面

要大大的优于原有的 TALE-NT 网络工具 [106,107]，但是有研究发现其精确度不如

PROGNOS[45]，而且截止至目前也并未预测出任何全新的脱靶位点。然而，TALENoffer 进行

全基因组检索的速度要快于 PROGNOS（以及快于 TALE-NT），这使得其相对于其它网站能够

更加迅捷的筛选潜在的 TALEN 连接位点，以确保基因组中不会存在脱靶活性评分较高的位

点。TALENoffer 的获取地址为 http://galaxy2.informatik.uni-halle.de:8976/.

进行 CRISPR脱靶预测的计算机工具

虽然 CRISPR/Cas 系统在全组织范围内被证实具有高效的切割活性，脱靶切割仍然是一个主

要的问题。可能的脱靶位点的检测对于向导序列的选择和处理后的彻底检查至关重要。可能

性的基因脱靶切割位点可通过与特异性的PAMs相连的基因组中每个位点的向导链的比较进

行鉴定。通常情况下使用者需要首先需要输入一些搜索条件，脱靶程序能够输出与输入向导

序列相似的与 PAM 相连的指定约束片段。目前已知的程序在搜索方法上具有很大的差别，

http://ccg.vital-it.ch/tagger/targetsearch.html。
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能够对输出结果进行评估和排序。排序结果正是在远离 PAM 的地方错配更有可能发生，然

而切割可能发生在与 PAM 相近的错配向导链和目标位点之间。这一工具还需要进行进一步

的完善，尤其是在排序方面，如下所述。

排序

由于进行脱靶活性筛选的位点数量是受限的，因此有必要对基因组位点进行排序从而匹配使

用者所提供的条件。由于大量的真是脱靶的存在，且在向导 RNA 和基因组序列之间的错配

碱基数甚至可大于 3 个，因此进行排序就显得尤为重要[77,78,103]。为了能够输出每一个可

能的切割假定位点，很多程序将基因组互补序列和向导序列以及特定的 PAMs 错配的数量和

定位进行考量。为了对给定的 gRNA 进行排序，一些程序能够进行基因区域的扫描并基于所

有发现的脱靶位点或所采用的评分系统对靶向链进行排序。而通过这些工具所产生的数据能

够更好的引导脱靶分析的进行，能够更好的对脱靶位点和向导链的选择进行排序。

Optimized CRISPR design tool 作为一种早期的程序能够基于人类细胞中不同位点上多种

sgRNAs 的检测实验对错配效果进行评估[78]。其他的工具能够提供更为简单的评分系统，输

出结果观察得到的 5’末端 gRNA 和基因组片段错配相较于 PAM 附近序列更为频繁的现象相

一致。因此在多种工具中所采用的排序系统的构建基于多个因素的综合考量，尤其是 gRNA
和目标基因位点之间错配的总数和定位。在多种不同的工具中采用相同向导 RNA 的结果是

相似的，但是排序结果存在偏差，如图 6 所示[108]。
在这种时候，所有的排序只基于序列信息，但是与基因组内容相关的因素并未纳入考量

范围内。因此，所鉴定的序列都得到了相同的结果。我们和其他人观察到在很多已知序列的

不同位点的切割水平具有显著性的差异[108]。在一个例子中，排序讲稿的脱靶位点（OT2）
相对于一个靶位点具有更高的切割活性，而另一个位点在检测限之下（OT3）（图 6）。评

分只能代表具有切割的可能或在不同细胞类型中或不同环境下有可能达到的最高切割水平。

这一类的数据充分考量了基因组序列的内容和相似的 gRNA和基因序列质检切割水平预测的

困难性。为了模拟这一类的限制，需要对细胞特异性的数据进行整合，例如在高可能性的染

色体中可能存在的位点，染色体甲基化以及转录连接位点；ENCODE 数据库的进一步成长有

赖于这一信息的支持，未来的工具将会对这些因素进行整合。
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穷举发现所有的位点

最近有一项对比研究将其他工具输出得到的位点与真实的脱靶切割位点进行比较发现有一

些工具根据用户输入的参数穷举出所有位点[108]。一些脱靶检索工具的差异在于在它们的

非编码区域中包括 CG 或其他的可能会高频出现的一些重复区域。以此必须注意程序中所采

用的检测参数，以防在他们所设计的区域中不含有数以千计的脱靶位点。

我们最近发现能够被切割的基因组 DNA 对比 RNA 向导链或长（‘DNA 突起’）或短（‘RNA
突起’）的片段的切割水平要高于缺乏错配的互补位点[109]。由于在该研究中观测到了‘突

起位点’的高水平脱靶活性，因而对 COSMID 进行了发展将这些位点加入到基因检索中，也

被写入到 COSMID 工具的添加建议中（人际传播）。将突起的建议加入后，能够提高位点的

输出数量，因此对多个位点进行脱靶活性的鉴定仍是必要的。

检索特征

新的 CRISPR 工具的产生或改进、以及对现有工具的提高正在稳步推进。目前脱靶检索工具

（表 1）的差距在于如上所述的根据使用者提供的线索穷举出的所有基因位点的能力以及它

们的范围特征。一些工具首先扫描输入序列或基因组中的序列，随后根据预测得到的脱靶位

点的情况确定向导链[110]，而另一些工具则是通过输入向导链穷举出所有可能的脱靶位点。

由于在很多工具上都发现了大量的规律，虽然有一些还不能够称之为规律，利用应用

E-CRISPR 对用户所提供的序列进行脱靶检索时，类似的规律就被用于检测所敲入的基因是否

能够被切割[111]。JackLin 的 CRISPR/Cas9 gRNA finder 能够链接到一系列 RNA 二级结构网站

工具，虽然它只能进行一些非穷举的 BLAST 和 BLAT 检索。如果一种工具缺乏目标基因组，

可以根据需求进行多网站的联合。多种工具能够对两个正确性的间隔连接位点或许引起的

CRISPR 缺刻酶[86,112]对或 CRISR FokI[88,89]对[113-115]发挥切割作用所产生的脱靶位点进

行定位，这橡胶油分别运行两个独立位点后进行整合更加简单，例如 COSMID 的表格输出结

果就能实现独立性整合的功能[108]。
在一些 CRISPR 设计工具中的一些脱靶分析过程包括，检索特异性的基因区域，基于在

所选基因组中的脱靶位点的预测数目划定潜在向导链的范围。虽然这一方法能够很简单的产

生小脱靶概率事件的 gRNA，范围的划定和微点的比较需要进行大量的假定工作从而充分评

估可能的多种假定脱靶切割位点所产生的不良影响。这些 CRISPR 设计工具通过基于对脱靶

事件发生率最低的位点的排序进行靶向位点的快速筛选[78,110,114-116]。这些工具在筛选脱

靶位点的方式和位点排序的输出上具有显著性的不同，因此需要利用一种穷举检索工具进行

重新扫描对所选定的靶向位点进行优化。

通过对给定数量位点的检测从而进行脱靶活性的测量与多种因素相关。如上所述，脱靶

工具的差异在于如何进行匹配特定条件的所有位点的穷举。实验结果表明很多真实的脱靶位

点并不能通过这种方式得到[102]。除此之外，新一代的测序经常需要提供足够数量的已知

序列从而进行精确的测量，因为利用突变检测实验脱靶事件经常会被漏检，因此常常无法检

测到低于 1-2%的突变发生率[55,117]。虽然还存在很多限制，这种类型的比较能够提供每个

独特的向导链的特异性的比较性读数。利用多种生物信息学和实验性驱动脱靶分析技术对一
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种锌指核酸酶（ZFN）对进行研究发现，每一种方法都能够输出已知脱靶位点中的一些区段，

而这些区段也可以通过其它方法获得[45]，因此想要定位所有的 CRISPR 脱靶位点需要采用多

种方法联用的方式，但是这仍然需要生物信息学和实验学方法的提高。

脱靶活性检测方法

如上所述的所有方法只有预测的功能，而所获得的任何潜在脱靶位点不经经过分选实验验证

该位点中核酸酶活性的真实性。虽然一些预测方法相较于其他方法具有较低的错误发现率，

但是所有方法所得出的预测位点经过大量的验证实验后仍会发现一些没有脱靶活性的情况。

如果利用特定的分析没有在该位点发现脱靶活性，在可能的情况下可以选用敏感度更高的实

验方法。有多种提升脱靶活性检测方法敏感性和难度的方式将在下面的内容中进行概述。每

种检测方法的第一步是对潜在脱靶位点周围的目标区域进行 PCR 扩增。不同的检测方法对

PCR 扩增具有不同的要求，尤其是在长度方面，所以必须注意不同方法中 PCR 引物的设计。

为了限制 PCR 反应期间突变的发生，经常会用到高保真酶。在所有的检测实验中，并行分

析对照处理的细胞从而对实验背景中的脱靶位点信号水平进行对比监测是重要的。然而这个

需求有一个可能的例外，TOPO 测序具有极地的犯错率。TOPO 测序也可被用来对对照处理

细胞进行检测从而排除该位点的遗传多态性。

错配检测酶

这是一种常见的酶学实验检测技术，能够对特定位点的脱靶活性进行快速的应答。然而这种

方法的特异性很低，通常情况下检测限度在约 1%左右。在这种方法中，扩增子能够通过变

性、重退火形成异源二聚双链核酸分子，其中一条链来源于野生型的扩增子，另一条链来源

于具有核酸酶诱导突变的扩增子。加入能够选择性切割这些异源二聚双链核苷酸的酶，例如

Surveyor Nuclese（也被称为细胞酶，来自 Transgenomic）或 T7 核酸内切酶（也被称为 T7EI，
来源于 New England BioLabs），能够通过琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶电泳的谱带强度进行直接

的定量。通过凝胶中条带的强度能够计算出样品中具有核酸酶诱导突变等位基因的百分比

[117,118]。这一实验在扩增子长度范围在 300 到 500bp 之间的时候效率最好。由于需要对同

一块凝胶中的三条不同的条带进行定量，包括一条原有条带和两条更小尺寸的在错配位点被

酶切割开的两条反应产物，扩增子长度的选择必须谨慎以保证三条带在切开的时候能够通过

电泳充分的分开；确保核酸酶发生切割的一般性原则是核酸酶的切割位点距离扩增子中

点>45bp，距离扩增子每个尾端的距离>45bp。目前能够获得利用 T7EI 酶检测核酸酶脱靶活

性的详细分步方法说明[119]。

TOPO测序

TOPO测序相对于错配酶检测的优势在于这种方法是对真实的序列进行读取和编译。这一方

法的全过程包括：利用 TOPO TA kit（来自 Invitrogen）对扩增子进行克隆并连入质粒，通过

E.coli 进行转化，随后从多个独立的 E.coli 克隆中提取质粒，对质粒进行 Sanger 测序，最后

对测序数据中核酸酶诱导突变的证据的进行分析。由于 Sanger 测序能用来检测相对较长的

序列（通常>750bp），当所设计的 450-550bp 的扩增子的核酸酶切割位点位于扩增子中点附

近时，在NGS方法中有可能被忽略的长片段 indels可以通过短片段阅读进行检测。由于Sanger
测序法师非常准确的，TOPO 测序过程也能够克服 NGS 中易发生错读的典型序列（例如 GC
富集延长或同聚体片段）以及定位复杂的背景噪音（图 6），例如 CRISPR/Cas9 经常发生的

小片段的 indels[77]。由于 TOPO 测序低通量的自然属性，敏感性通常很低，但是可以通过

预热和对多个克隆进行测序而提高。

然而，对于导入了核酸酶的胚胎分化组织或细胞克隆来说，TOPO 测序由于不需要较低
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的检测限而且能够进行序列中全部的等位基因检测，因而是一种非常有用的工具。为了对具

有两种等位基因的细胞群落进行分析，将扩增产物连入质粒并转化进入 E.coli。至少进行七

个克隆质粒的测序以确保有足够的置信区间（p<0.01）使至少一个测序结果包含每一种等位

基因。在进行了胚胎的显微注射后，核酸酶仍然能够在胚胎生长的两个细胞阶段引起突变，

有可能在全基因组中造成四种等位基因差异。因此，取自全组织的样本基因组 DNA 中，至

少对 17 个 E.coli 群落进行测序以确保所有的死忠等位基因变异均有发生（p<0.01）。

SMRT测序

单分子实时定量（SMRT）测序是目前发展起来的“第三代”测序平台，相较于 TOPO 测序

和错配酶检测方面敏感性具有很大的提高。利用一种价格在约＄250 范围内的试剂通过一次

测序大约能获得2,5000深度的测序数据（虽然不同的机器使用费用会造成测序评分的差异）。

这也使得 24 个潜在脱靶位点的分析的敏感度提升至约 0.1%的精度，这也使得这一平台成为

了实验室对有限数量的核酸酶进行分析时可被采用的一种理想手段。对于初次涉足高通量测

序的实验室来说，SMRT 平台的另一优势是过程简单。与类似 Illumina 这样的平台相比，在

扩增子的设计上具有最小的约束条件；扩增子长度在 270 到 400bp 之间，核酸酶靶向位点

距离每侧尾端具有>40bp 的长度。只要满足了上述两个条件，就能够将来自于多个脱靶位点

的扩增子进行混合（大约保持相近的比例）进行单次的测序。对于引物序列没有特殊的要求，

对于标准化的 PCR 反应所需的过程都可以进行。如果可能的话，如果扩增子位于较短末端

范围内（测序读数将会高于平均质量）且核酸酶位点位于扩增子中点附近（能够观测到长片

段删除事件），能够得到更好的结果。利用 SMRT 测序进行核酸酶脱靶活性分析的描述可见

于 Fine 等人的作品[45]。

Illumina 测序

对于需要高敏感度的情况，Illumina 测序能够做到最高的通量和每次反应最低的成本。然而

如果每次反应需要覆盖 2,5,00 的长片段时，SMRT 能够提供更高质量的读数。如果将不同实

验中的样品进行混合，在相同的敏感性条件下相对于 SMRT 能够节省大量的花费。然而，在

进行 Illumina 测序扩增时必须注意。在两侧引物序列中必须存在特殊的适应性片段，而且必

须经过第二轮的 PCR 筛选，对系列引物进行评估。重组性的扩增子长度根据所采用 Illumina
化学特性类型的不同具有较大的差异（单链末端 vs 双链末端，100vs250vs300bp 阅读长度）。

当第一次尝试进行 Illumina 测序时，强烈推荐向测序中心机构或其它的相关公司进行咨询，

对 Illumina 测序的过程和易犯错产生错误结果的关键性步骤进行深入的理解。

结论

人工编辑核酸酶是具有价值的研究工具，尤其是在治疗领域具有较高的发展潜力。基因编辑

领域正受到越来越多的关注，而且在多类新开发的人工编辑核酸酶中也取得了振奋人心的结

果；然而这种核酸酶都在一定程度上缺乏特异性。由脱靶切割引起的可能的灾难性的结果需

要新的方法和实验进行准确预测并对脱靶事件进行定量，并寄期望于通过以上信息能够挑选

出特异性最强、最安全的核酸酶进行应用，并保证经核酸酶处理后的细胞具有最小的脱靶活

性。对脱靶切割活性进行检测和定量的方法在未来也可能辅助提升核酸酶的特异性。
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通过基因编辑核苷酸酶进行细胞编辑和疾

病建模

Mark J. Osborn and Jakub Tolar

摘要 有两种相关技术推动着医学未来的发展：一是如何诱导和保持细胞的全能性，二是利

用编辑核酸酶精确操纵基因组。总的来讲，这两种技术在新一代的细胞和基因治疗中具有巨

大的潜力。这篇综述将会讨论人类和动物的干细胞模型和利用编辑核酸酶进行精确基因靶向

和控制。在动物的研究和建模中，核酸酶被获准进行更为复杂和广泛的应用。早期的在小鼠

基因组中不可靶向的序列通过对核酸酶的人工改造目前也能进行编辑。在发现基因编辑蛋白

之前，大鼠全基因组的基因靶向和操作都是非常困难的。进行更大动物的基因编辑的能力能

够降低器官移植的难度并能扩大食物来源的范围。最后，对造血干细胞、胚胎干细胞或体细

胞进行编辑的能力能够被用于构建疾病相关模型，或用于针对性更强、效率更高的疗法中。

总之，基因编辑核酸酶的效率和利用它们在不同细胞不同种属中进行基因编辑的能力为研究

的创新提供了机遇，并为基因操作提供了更为复杂、精确性更高的合适模型。

关键词 间隔空隙调控短片段回文重复序列簇（CRISPR）/Cas9·胚胎干细胞（ESC）·造血

干细胞（HSC）·同源重组（HR）·插入/删除（indels）·诱导多功能干细胞（iPSC）·大

范围核酸酶（MN）·非同源末端插入（NHEJ）·寡核苷酸模板（ODN）·重编程·体细胞

核移植（SCNT）·转录激活样效应器核酸酶（TALEN）·锌指核酸酶（ZFN）
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从定义上来说，干细胞是一类具有自我更新和分化成为多种类型细胞能力的细胞。其类型包

括胚胎干细胞（ECSs）、诱导多功能干细胞（iPSC）和造血干细胞（HSCs）。ESCs 最早在 1998
年被发现[1]，来源于胚芽分化和体细胞系形成之前囊胚阶段的内胚层细胞[2]。根据 August
Weismann的种质学说，这一特征在正常情况下能够赋予这些洗把票可能的生存优势[3]。这

一学说宣称来源于体细胞的细胞系和干细胞的获得性突变能够对躯干产生影响，但是反之不

尽亦然[4]。例如，细胞系的基因组受到保护，自然选择倾向于对抗致病突变的产生。由于

这些细胞具有作为再生和移植药物研究工具的可能，但是这些细胞的自然来源受到了严格的

法律和道德的约束，这限制了它们的广泛性应用。

在最近的 60 年内， Weismann 学说中的部分内容被推翻，部分内容得到了证实。在二

十世纪五十年代到六十年代之间，Robert Briggs、Thomas king 和 John Gurdon发现当将不同

分化程度的细胞内的细胞核导入到无核卵母细胞中时，能够产生一个完整的生命个体（一只

青蛙）[5,6]。在 1997 年，Ian Gurdon 及其同事利用这一类的体细胞核移植技术（SCNT）产

生了 Dolly 绵羊[7]。这一过程依赖于体细胞核移植到无核卵母细胞中。然而，在 2006 年

Yamanaka实验室发现通过导入特定的转录因子，体细胞能够进行重编程回到全能性的状态，

这一类的细胞也被称之为诱导型多功能干细胞（iPSC）[8]。这些研究推翻了 Weismann学说

中有关于体细胞无法逆转产生“干性”的说法，但是证实了其中有关于体细胞基因组异常能

够影响新细胞类型的表型[9]。
在干细胞领域中所产生的第二种技术赋予了使用者精确操作基因组的自由。这一技术采

用多种形式和结构的具有统一的识别位点和独特的 DNA 连接片段的基因组编辑类核酸酶。

大多数的研究将这些蛋白和核酸酶结构域相连并利用其固有属性切割 DNA。一旦 DNA 发生

损伤，有两种主要的损伤途径被用于基因组的编辑：非同源末端连接（NHEJ）和同源重组

（HR）。NHEJ 是易错途径，在缺乏外源性模板的情况下，在修复 DNA 损伤的同时经常伴有

小片段的插入或删除（‘indels’），能够对 DNA 编码序列造成永久性的破坏。基因的修复依

赖于无错的 HR 途径。当同时导入了核酸酶和外源性模板时，DNA 损伤的修复采用外源性的

模板作为部分的“切割和替换”策略进行精确性的用户目标序列的插入。通过调控核酸酶进

行 NHEJ 和 HR，能够完成复杂的精确性的基因敲除、敲入和修复策略，并能够使研究者对细

胞进行改造构建模型用于疾病研究、药物发现或者用于基因纠正。这些用于基因编辑的核酸

酶包括大范围核酸酶（MNs）、锌指核酸酶（ZFNs）、转录激活样效应器核酸酶（TALENs）
和间隔空隙调控性短回文重复片段簇（CRISPR）/Cas9 系统。

大范围核酸内切酶

MN 的家族成员有很多，而其中的一种具有 LAGLIDADG 蛋白基序，被认为是最适合进行特殊

位点的基因编辑的 MN[10]。MNs 曾用于人类细胞的编辑，但并不是直接作用于多功能干细

胞[11,12]。在啮齿类动物中，有概念验证实验将绒毛蛋白基因敲入到一类 I-SceI 的靶向位点

中，随后瞬时表达 I-SceI MN 能够引起 HR 提高 100 倍[13]。Ménoret 等人也进行了精确靶向

实验，利用 I-CreI 归巢内切酶经人工改造后靶向于 Rag1 基因[14]。将质粒 DNA 注射到受精

卵中能够引起 0.6%的兔子和 3.4%的老鼠在该位点产生突变，并能引起 T 细胞和 B 细胞水平

显著下降，且保持 NK 细胞水平不变[14]。除了破坏基因的能力，MN 由于其高昂的成本和长

时间的生产周期限制了其更为广泛的基因编辑的应用；然而，它们的单分子构造的、高活性

的自然属性使它们在未来的基因编辑疗法中具有独特的优势。

锌指核酸酶

Zif268 转录因子能够作为定制化编辑 ZFNs 的功能性模板连接并调控多种细胞基因的表达。

通过改变 Zif268 中与 DNA 残基相连的特异性，有多种能够识别用户期望序列的基因特异性
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ZFNs 已经被生产出来。能够识别特定片段的典型的 ZFNs 具有一段与 DNA 片段相连的特殊组

织阵列。阵列中每一个独立的单位、或是指状结构由大约 30 个氨基酸组成，对应三对 DNA
碱基对[15]。多个指状结构相互连接，形成了一个 ZFN 单体串联阵列，每一个类似的阵列都

能识别连接特定的序列，也称之为“半位点”。因此，具有完整识别复杂目标位点的结构由

两个半位点及两者之间的一段‘空白序列’构成，这一复合体能够介导双链损伤（DSB）的

发生（图 1）[15,16]。直到今天，ZFNs 仍被广泛应用于哺乳动物干细胞领域。

常见的基因编辑啮齿类动物是研究者进行基因功能研究的核心工具，其中基因编辑的小

鼠是最为常见的动物模型系统[17]。由于功能性的 ESC 细胞系只存在于小鼠而非其他物种，

受精卵的显微注射能够被用于代替直接性的啮齿类 ESCs 的应用。

啮齿类动物

在 2009 年，第一个被证实的啮齿类基因组编辑实验由 Geurts 等人利用 ZFNs 在大鼠胚胎细

胞中完成。他们靶向了一个外源整合的报告基因和内源性的 IgM 和 Rab38 基因，并发现在

代际遗传中具有 25-100%的稳定基因破坏率[18]。第二项实验在大鼠模型中的 Il2rg 位点达到

了约 20%的破坏率[19]。通过类似方法，这些研究开发了大鼠的高血压[18]和免疫缺陷[19]
模型，并建立了单克隆抗体生产平台[18]。Cui 等人也进行了大鼠基因组的靶向整合，将外

源的模板序列通过 HR 整合到 Mdr1a 和 PXR 基因中[20]。这些研究高效的解决了之前研究中

大鼠基因不易被靶向的困难[18]，且在一些神经行为学的研究中大鼠相对于小鼠是更为具有

优势的研究模型[21]。
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ZFNs在 2010年成功地用于小鼠的目标基因敲除和敲入[22,23]。敲除实验包括在 C57BL/6
或 FVB/N 种小鼠中 Mdr1a、Jag1 和 Notch3 基因的靶向[22]。在刚出生的动物中进行编辑的

效率在 20%到 75%之间，等位基因的破坏能够高效的通过生殖细胞系进行代际遗传[22]。通

过成功的运用 ZFNs 和外源性模板对 ROSA26 位点进行靶向改造，Meyer 等人相对于一项早

期的研究将 HR 的频率提高了十倍以上[23,24]。这些具有改革意义的基因编辑研究进展飞速

（最少四个星期），目前基因编辑能够用于啮齿类动物的任何位点[22]。这些技术上的突破

能够促进更为流行的意义更为深远的疾病模型的产生。例如，非肥胖糖尿病（NOD）小鼠已

经成为了 1 型肥胖研究中的重要模型。Chen 等人利用 ZFNs 在 NOD 胚胎中进行操作，能够

敲除编码 CD137 基因的 Tnfrsf9 基因[25]。他们发现 CD137 在胰岛炎的发展中并不重要，但

是是促进过度肥胖的重要因素[25]。因此 ZFNs 和种属特异性的胚胎能够构造出纯种的 NOD
背景的疾病模型，并可移除潜在引起 ESCs 遗传背景污染的混杂的靶标或者是疾病标志因素，

并移植到宿主中。小鼠中更扩大化的疾病模型也可用 ZFNs 产生。Meyer 等人发现将 ZFNs 和
单链寡核苷酸导入小鼠胚胎细胞能够引起特定位点的错义突变[26]。这一方法能够简化相关

动物模型产生的模式并能够促进更为广泛的体内应用和疾病建模、基因研究和疗法探索。能

够证实这一概念的第二篇文献来源于 Osiak等人，设计了一种用于产生基因敲除鼠 ESCs 的
无需筛选的方法[27]。在缺少选择性的标志的前提下，精确靶向于基因组中特定位点的能力

使构建的过程更为流畅，并最大程度的减少了疾病模型中潜在的异源转基因/外源插入片段

的影响。

在更大的动物模型中应用 ZFN 介导基因编辑寄期望于提高食物的产量或通过减少免疫

原性或不必要的特征使其在相关疗法中更加安全。这些产生模型用于最终人类间接体内疗法

的动物研究主要集中于将皮肤细胞进行重编程产生多功能干细胞。在人类中这依赖于 iPSC
衍生技术。而在动物中，这主要集中于 SCNT，一种用于将细胞中的细胞核移植都缺乏细胞

核的卵母细胞中的克隆技术[28,29]。

猪

在 2011 年，Whyte 等人利用 ZFNs 在猪的纤维母细胞中敲除了 GFP 报告基因，而 Hauschild
等人成功的破坏了猪的α1,3-半乳糖基转移酶（GGTA1）基因的全部等位基因[30,31]。对酶

进行 GGTA1编码需要产生 Gal 表位[31]，具有高度的免疫原性，能够引起异种移植模型急性

的排斥反应[32]。删除或破坏免疫排斥的抗原应答为异种移植器官的基因编辑提供了巨大的

可能性，每年能够帮助解决近 7,0000 人免疫器官来源不足的矛盾[33,34]。

牛

对牛基因组的编辑有可能提高每日食品产出的数量和质量。Yu等人利用 ZFNs 介导牛基因组

中β-乳球蛋白（BLG）基因处的 NHEJ 破坏，能够破坏牛奶中作为主要抗原的该基因编码蛋

白的产生[35]。Liu等人利用 ZFNs 形式的缺刻酶即存在一个不具备 DNA 链切割活性单体的

ZFNs 二聚体。作用结果是造成了 DNA 单链损伤，极大的提升了靶向基因敲入的准确性[36]。
利用所设计的 ZFN 缺刻酶靶向牛 CSN2 基因位点中的第二内含子，它们敲入了拟葡萄球菌溶

葡球菌酶基因。乳腺炎是奶牛中的一种常见病，而预防性的抗生素疗法可见于约 90%的牧群

中[37]，因为更健康的奶牛能够产生更多产量质量更好的奶制品[37]。Yu及其同事发现，利

用 ZFNs 和 SCNT 能够表达溶葡球菌酶和其他类似的基因能够对畜牧业产生有利的影响，因

为由拟葡萄球菌产生的溶葡球菌酶能够控制拟葡萄球菌引起的乳腺炎[38]。这一策略的主要

缺陷在于饮用级别的牛乳中抗生素的沉溺在能够使人获得对抗生素的耐受性[39]。耐药性是

公共健康的一个重要的威胁，因为抗生素在人类中的应用被认为能够延长人类的预期寿命

2-10 年[40,,41]。
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人类

可用于基因编辑的人类干细胞包括 HSCs、ESCs 和 iPSCs。HSCs 由于其具有分化成所有血细胞

系的能力是非常理想的目标细胞群落，在全球的移植中心被用于多种恶性肿瘤疾病和非肿瘤

疾病的治疗（2）。对于人类来说，只有少量的 ESC 细胞系能够被无限制的应用。然而有多

种野生型和疾病模型的 iPSCs，能够绕开 ESCs 相关的潜在限制约束。

在人类细胞中对 HSC 基因组进行编辑的方法主要集中于利用 ZFNs 触发 NHEJ 和 HR 的

DNA 修复途径。HR 代表未来基因治疗的金标准，能够特异性的产生无缝突变修复。Lombardo
等人利用 ZFNs 和具有 GFP 或嘌呤霉素抗性基因的外源性模板在 CCR5 基因位点造成最大的

基因靶向率为0.11%[42]。在2014年，新一轮的突破性研究中成功利用 ZFNs将基因插入AAVS1
或 IL2RG 基因位点[43]。这一研究最近在 HSC 细胞系中取得了进展，并得到了更高比率的

HDR[44-46]。通过拮抗芳香烃受体 StemRegenin 1 (SR1)驱动相关的 CD34+ HSC 的扩增（HSCs
间接体内疗法自发分化速度降低的结果）能够提高异种移植人鼠嵌合模型中移植的比率

[47]。16,16-二甲基前列腺素 E2（dmPGE2）是一种稳定的 PGE2 的类似物，被发现能够调控

造血作用并提高移植[48,49]。SR1 和 dsPGE2 的应用能够保留造血干细胞的表型，并通过整

合缺陷型的慢病毒（IDLV）将 ZFN mRNA 和外源模板进行基因编辑过的人类细胞以更高的比

率移植到小鼠中[43]。随后，被植入的细胞很可能进行爆发式增长并发挥对抗同种异体肿瘤

细胞的功能。这一研究很快的就进行了临床转化：GMP 水平的 mRNA 和 IDLV流程已经存在，

IL2RG 基因外源性模板的 5-8 外显子和内源性的 1-4 外显子发生错位；这种技术随后也将广

泛的用于 SCID。而且，在 AAVS1 HDR 的实验中所构建的方法也能够用于其它疾病，也为目

前的造血细胞移植疗法的相关疾病提供了一种可被广泛采用的新策略。
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在 DNA 修复中的 NHEJ 在 HSC 基因编辑中具有治疗潜力，目前已经建成了能达到最大基

因破坏效率的多基因导入平台。在这些细胞的操作中由病毒的包被的、非病毒转染的和基于

蛋白转染的 HSC 基因的导入是关键性的问题，理想的遗传物质导入策略是不只进行简单的

基因/蛋白表达，同时也进行核酸酶表达功能域本身低风险的基因组微干扰。Lombardo 和

Genovese 研究组利用 IDLV分别导入 ZFNs 和模板物质[42,43]。被包裹的 DNA 整合了 D64V 突

变，能够产生线性或环状的物质，作为游离基因跨过细胞膜和核膜，并在细胞分裂过程中被

遗失[50-54]。IDLV的一个潜在的缺陷是能够整合到基因组中由核酸酶切割产生的损伤位点或

是基因中一些脆弱的内源性损伤位点[55,56]。具有 ZFNs编码的腺病毒功能域也被导入 HSCs，
并能引起 CCR5 的接近 25%的 NHEJ 破坏，能够抵消掉潜在的毒性[57]。这一相对高的比率是

由于有丝分裂激活蛋白激酶/细胞外信号调控激酶通路的模式决定的[57]。其它研究发现药物

诱导核酸酶基因转移的提高和在科研中是一种非常有趣的最大化核酸酶活性的方法[58]。由

于在 293 腺病毒宿主细胞中 ZFN 的表达有可能产生毒性并影响滴度。Saydaminova 等人设计

了一种方法通过 microRNA（MiRNA）序列等手段在 293 细胞中抑制 ZFN 基因的表达，但在

造血干细胞中则不存在抑制表达的作用[59]。通过这种方法，他们在移植后的 HSCs 中检测

到了约 12%的基因编辑率。Li和 Saydaminova研究组都发现了基因编辑后的细胞在鼠模型中

的移植能力下降；然而，他们成功的在临床上达到的显著的 CCR5 的破坏率显示出腺病毒基

因导入的方式在 HSCs 中具有很高的实用价值[57,59-61]。
核酸酶导入的非病毒方式包括蛋白或信使 RNA（mRNA）基础平台，由于其瞬时性表达

不会引起潜在性的基因整合是一种非常理想的方式。基于蛋白质的导入策略利用 ZFN-转铁

蛋白耦合物通过转铁蛋白受体介导的胞吞作用导入 ZFNs[62]。这些复合物导入人类 HSCs 并
在报告实验中介导整合细胞系中 NHEJ 和 HR 的产生[62]。利用 Amaxa Nucleofector 装备的电

穿孔导入，mRNA 在 HSCs 中能够引起接近 15%的 CCR5 基因的破坏[63]。而且，这一研究组

还在前临床人源化小鼠模型中利用 HSCs 进行基因编辑对抗 HIV-1 的感染[63,64]。利用 ZFNs
破坏 HIV 感染途径的能力被用于最近的临床患者中，即将 HIV 感染途径中的 CCR5 基因进行

纯和的 CCR5Δ32 突变并将这种造血细胞移植回患者体内阻止 HIV 的感染[65]。这一治疗手

段最初被用于一例 HIV/AIDS阳性的患有急性白血病的患者（也就是所谓的‘柏林患者’），

试图一次性的治愈恶性肿瘤和 HIV 感染[65,66]。由于缺少 CCR5Δ32/CCR5Δ32 模板，ZFN 编

辑过的 HSCs 被认为是一种可被广泛施行的理想疗法。进一步的核酸酶基础基因破坏疗法的

研究发现，在 HIV 中 CXCR4 基因也是 HIV 进行细胞感染的一种共受体，有很多的 HIV 阳性的

患者具有不同程度的 CXCR4 趋向性的 HIV 病毒[67]。由于这个原因，最近有实验室提出了 ZFN
的联合疗法。Didigu 等人利用 CXCR4 和 CCR5 靶向的腺病毒骨架 ZFNs，发现在人类 T 细胞中

具有移除所有的两个 HIV 共受体的作用[68]。这一方法的潜在性临床限制是 CXCR4 是 HSCs
中的一个重要的调控分子[68]，该基因的破坏有可能扰乱 HSC 在体内正常的平衡。

HSCs 的血细胞可塑性和广阔的临床应用使其成为了一种理想的可被人工设计核酸酶进

行基因编辑的细胞类型；然而，它们在体外受限的造血组织形成能力限制了它们在综合性疾

病模型和淋巴造血系统之外的再生药物中的应用。ESCs 和 iPSCs 是填补这一空白和进行多个

干细胞基因组核酸酶编辑的有力工具（图 3 和 4）。
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Lombardo 等人最早利用 ZFNs 进行了人类 ESC 的基因编辑，即利用 ZFNs 对 HUES-3 和

HUES-1细胞系中的 CCR5基因进行靶向[42]。他们将 ZFNs和一个 3号外显子具有 GFP的 CCR5
基因模板序列导入细胞中得到了约 5%的靶向整合率。重要的是，这类细胞具有全能性和自

我更新的能力[42]。这一研究开启了利用 HR 在 ESC 的目标位点特异性的插入整合基因的先

例。Hockemeyer 等人采用这一技术在所谓的‘安全位点’AAVS1 置换插入了一段诱导表达

功能域。第一次在 19 号染色体中 PPP1R12C 基因的第一号染色体中利用特异性的 ZFNs，他

们导入了一段独立的表达结构域，包括启动子、嘌呤霉素基因和具有 2A-嘌呤霉素受体基因

错配的多聚腺苷酸化信号（或基因诱捕靶向载体），依赖于和 PPP1R12C 基因第一外显子的

适当靶向和错配[69]。与之类似，在 AAV位点的基因靶向能够引起基因启动子的置换，驱动

基因表达达到理想化的水平或由原有的 PPP1R12C 启动子调控引起持续性的活化[70]。利用

这一策略并不会明显改变 iPSCs 或 ESCs 的多功能自然属性[69-71]。Lombardo 及其同事发现

在 AAVS1 位点能够稳定表达 GFP 基因的 iPSCs 也能够表达内源性的 TRA-1、Nanog、Sox2 和

Oct4 多能性标记[71]。Wang 等人利用 ZFNs 介导 PPP1R12C 的 1 号外显子中 2A-嘌呤霉素抗

性基因通过 HR 途径插入，随后构建一种泛素化启动子驱动的 tricistronic，包括有红色荧光

蛋白、萤火虫荧光素酶和单纯性孢疹病毒胸腺激酶基因[72]。这一策略用到了荧光成像、生
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物发光、和 ESCs、iPSCs 的正电子断层造影术和干细胞所衍生的内皮细胞和心肌细胞[72]。
由于在 AAVS1 位点 HR 的直接性整合并未明显干扰 PPP1R12C1 基因或邻近基因的转录模式，

然而目前关于这一位点是否是真正的‘安全位点’还存在争议[71,73]。在干细胞中利用 ZFNs
很有可能会构建出特异性更强的靶向方法。在他们的 AAVS1 靶向方法构建的相同研究中，

Hockemeyer 等人也设计了靶向 OCT4（POU5F1）位点的 ZFNs，能够介导全新的 OCT4-EGFP
报告基因的插入，从而能够通过实时成像对 hESCs 的多能性状态进行监控[69]。除此之外，

他们也发现在 ESCs 和 iPSCs 中常被沉默的 PITX3 基因也能够被靶向，这也说明在 ESCs/iPSCs
中能够被靶向的序列与他们的转录状态无关[69]。

在 ESCs 和 iPSCs 中基因编辑的能力对于体外疾病建模非常重要，这也变成了加速转化研

究的一类新功能。为了构建基因编辑 ZFNs工具对人类疾病进行限制，Zou等人在 ESCs和 iPSCs
中对磷脂酰肌醇 N-乙基葡萄糖苷氨基转移酶的 A（PIG-A）亚类基因进行靶向，能够产生和

严重血液异常阵发性夜间血红蛋白尿（PNH）患者细胞类似表型的细胞[74]。他们的策略依

赖于 H1 ESCs 中 NHEJ 介导的基因删除和 HR 诱导的突变发生。利用 ZFNs 和外源靶向模板破

坏 6 号外显子，他们能够分离出具有多能性的 iPSCs 和 ESCs 单细胞克隆[74]。这些研究将 ZFN
介导的基因编辑作为干细胞建模的有力工具。这一方法的前景天生取决于研究中所采用的统

一性的工具对疾病表型的模拟，不会介导产生混杂的差异也不会在作为实验材料的任意两组

（或两株）细胞之间的多个不同的位点产生显著性的差异。

在干细胞的基因编辑中显著性差异的潜在来源是细胞产生/增殖的过程。被批准用于广

泛研究的 ESC细胞系在其分化能力和敏感性方面、表观遗传和基因稳定性方面具有差异[75]。
这些因素有助于遗传多样性并且在体外无需精确性的比较[75]。对于 iPSCs，由于还牵扯到了

细胞的产生，因而变得更为复杂。通常情况下，重编程细胞产生 iPSCs 可利用化学的、蛋白

的、病毒的和非病毒的平台完成[8,76-78]。当采用整合性载体时，上色效果、异味转基因表

达和拷贝数的差异在重编程的时候在疾病建模时都是潜在的混杂因素[79,80]。为了解决这一

问题，Soldner 等人利用 ZFNs 产生同基因调控的帕金森疾病（PD）细胞系[79]。这一工作主

要在非患病的 ESCs 中对 A53T 或 E46K PD 突变进行编辑或在 PD 患者来源的 iPSCs 中修复突

变[79]。通过这一方式，他们提出了解决多个遗传差异的良好方案并设计独立用于 ESC 和 iPSC
克隆的编辑器。最近有研究发现，利用所构建的 ZFNs 能够促进直接性的、统一性的同基因

细胞系的产生[81]。
进一步的工作也研究了基因编辑逆转疾病突变回到野生型的能力。已经有研究证实可利

用 ZFNs 修复镰状细胞贫血疾病突变[82-84]，Zou 等人在该研究中修复了具有红系细胞分化

能力的 iPSC[83]。Yusa等人进一步扩大了 ZFN 修复应用的范围，包括在α1-抗胰蛋白酶中造

成蛋白酶缺陷的 Glu342Lys 突变的修复、修复后的肝样细胞在体外也显示出了正常的酶活性

[85]。Rahman等人在纤维母细胞和 iPSCs中利用 ZFNs修复了能够引起严重的免疫缺陷的 DNA
依赖性的蛋白激酶缺陷并成功的产生了具有正常表型的 T 淋巴细胞[86]。

Jiang 等人利用 ZFNs 进行了全基因组基因编辑，开发了一种全新的对唐氏综合症患者的

成纤维母细胞进行重编程产生 iPSCs，随后利用 ZFNs 在 21 号染色体的 DYRK1A 位点插入了

整合了诱导性的 X-失活（XIST）转基因[87]。检测了六个克隆。利用强力四环素对系统进行

诱导产生的 21号染色体上的 XIST转基因的表达能够引起稳定的异染色体的改变和基因沉默

形成一种“21 号染色体巴氏小体”[87]。全基因组转录检测发现目标染色体上的 95%的表达

基因被沉默[87]。这些研究将 ZFNs 应用于 21 三体的基因治疗以及体外唐氏综合症模型的构

建，在模型中能够检测到 21 三体诱导产生的基因组/转录异常调节[87]。
除了多篇文献中有介绍过 ZFN 能够介导多组织的中高效的基因编辑，但是 ZFN 技术仍

存在很多限制。构建出的 ZFNs 的活性并不足以进行广泛性的应用。虽然这一平台的模块性

得到了提升，所连接的序列特异性的指状结构仍需要更强的亲和力，而其产生仍是一个专业
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化的漫长的过程[88,89]。这些缺陷随着高度自由模快化的 TALEN 的到来，极大的改变了干细

胞和基因组编辑的整体情况。

TALEN
来源于黄杆菌属植物致病菌的 TAL效应器蛋白。一段具有 14-24 组串联的 34 氨基酸重复中

部序列具有 DNA 识别的能力，并可受简单的编码调控进行快速的组装[90-92]。与 ZFNs 相似，

TALENs 以异二聚体的形式发挥作用（图 5a）。与 ZFNs 不同的是，每个 TALEN 单体都能被编

辑识别 12 到 32bp 长度的 DNA。因此 TALEN 序列的特异性识别被认为十分精准，而在给定

的基因组中，这一序列长度的变化可能很低。TALENs 已经被用于除 HSCs 之外的多个和 ZFNs
相似的模型模式中。

啮齿动物

在 2011 年，Tesson 等人利用 TALENs 靶向于大鼠 IgM 位点以破坏其功能[93]。他们发现了高

比率的 DNA 编码 TALENs 的基因编辑，但是并非纯合子修饰。与之相反，通过 mRNA 导入的

方式，虽然切割比率很低，但是在更高浓度的 mRNA 条件下能够引起 50%的等位基因纯和编

辑[93]。TALENs 也被用于大鼠 TLR4 基因的敲除，这一基因被认为和乙醇诱导的行为模式相

关。Ferguson 等人设计了 TLR4 基因 1 号外显子靶向的 TALENs 并将其注射到单细胞胚胎中
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[21]。在受精卵所产生的 13 个胚胎中有一只大鼠成功的产生了突变[21]。在大鼠中进一步的

基因编辑的进展是 Mashimo 等人将靶向 Tyr 基因和靶向具有 5’-3’核酸外切酶切割活性的

（Exo1）基因的 TALENs mRNA 导入大鼠并发现基因敲除的数量大鼠显著提高[94]。重要的是，

TAL和 Exo1 mRNA 的同时导入并未引起毒性，这也说明在 DNA 修复途径中基因编辑的异位

操作能够进一步的提高效率[95]。
在 2013 年，Sung 等人第一次将 TALENs 用于小鼠胚胎[96]。他们靶向了 Pibf1 和 Sepw1

基因，并发现了高剂量的 TALEN mRNA 能够引起更高比例的等位基因纯和修饰。而低剂量

mRNA 能够使很多的动物状态变差。后一种效应与 Pibf1 TALEN 的脱靶毒性有关，和其它研

究中所认为的高剂量核酸酶能够引起高比例的编辑不同，在他们的研究中发现低剂量的

TALENs 反而能够引起更高比率的编辑[96]。
在利用 TALENs 的多能性和适用性产生不同的基因敲除小鼠模型实验中，Davies 等人在

三个不同种小鼠卵母细胞中利用 TALENs 失活 Zic2 基因产生了前脑无裂畸形的小鼠，是人类

常见的一种先天异常疾病[97,98]。通过注射 TALEN mRNA，他们在 C3H/HeH 背景动物中观测

到了 25%的基因编辑率，在 C57BL/6J 动物中观测到了 10%的基因编辑率[92]。在相似的研究

中，Qiu 等人在 C57BL./6 和 FVB/N 受精卵中获得了相似的基因编辑效率[99]。基于以上研究，

在多种品系的小鼠中更为复杂更为纯粹性的突变诱导试验还在进行。因此，有可能通过构建

具有不同遗传背景的小鼠来模拟人类种群中相似的疾病，通过本质上的基因改变来影响生理

应答[100]。
Wang等人在一项研究中利用 TALEN 靶向于 Y 染色体上的 Sry 和 Uty 基因[101]进一步的

推进了小鼠基因编辑领域的进展，尤其是 TALENs 基因编辑领域。在之前的研究中，出现过

一种采用传统方法构建的具有缺陷基因 Y 染色体的不完全敲除小鼠[101]。TALENs 能够同时

在 Sry 和 Uty 靶点达到很高的效率[101]。这也有利于对 Y 染色体上的功能性基因更为详尽的

研究。Takada 等人还报道了利用 miR-10a 和 miR-10b 进行 MiRNA 基因靶向的方法。这一多

功能性、简易性和高效的应用促进了种属特异性基因发现的研究[102]。
靶向性的敲入也能够产生人源化的小鼠疾病突变模型。Wefers等人通过导入 TALEN

mRNA 和一段具有 RAB38 基因错配突变的单链寡核苷酸模板（ODN）模拟 Hermansky–Pudlak
综合征的产生[103]。在第二组研究中，研究组利用具有质粒编码多聚（A）尾端的全新的 TALEN
骨架又花了这一过程，从而在体外移除了聚腺苷酸化的步骤[104]。在他们的首次研究中他

们发现了 ODN 介导的＜2%的 HR 诱导率，但是优化后的 TALEN mRNA 介导的肌萎缩侧索硬

化症的 Fus 基因位点中 ODN 导入突变率为 6.8%[104]。他们也发现了 HR 和 NHEJ 相伴出现的

情况。相似的结果也出现在 Low 等人的研究中，研究利用 TALENs 和 ODN 模板修复 Crb1rd8
突变，这一突变出现在很多的视网膜疾病研究的小鼠模型种系中[105]。ODN 模板的应用非

常常见，因为更易被合成，并且在很小体积中能够达到很高的浓度。这一类的报道中显示其

能够整合进入基因组产生全新的疾病多态性突变[106,107]。然而，由 ODN 引起的 NHEJ 和
HR 事件的同时出现使得在一些情况下这一方法并不是最优的而且缺乏效率，因为缺少药物

耐受标记对多克隆进行筛选。

经典的基因靶向依赖于双链 DNA 模板的应用，通常将靶位点整合到质粒中，通常包含

有同源臂并通常携带有药物耐受基因可用于筛选。这一方法的缺陷在于质粒的尺寸会限制导

入的浓度。优势在于质粒冗长的同源臂能够降低不完整或短交联产生基因截短的风险，而且

筛选标记（例如药物耐受基因）的存在能够有助于目标基因的适当的恢复。有一项重要的研

究，利用类似的模板质粒，构建了可进行基因组编辑的最适宜的条件：在一个临床相关模型

中对来自患者的多功能干细胞进行基因修复。在 2007 年，Hanna 等人在镰状细胞贫血的人

源化小鼠模型中分离出一种成纤维细胞系，对细胞进行重编程产生 iPSC，利用质粒模板进行

修复后，诱导这些细胞分化形成造血细胞祖细胞，并将这些细胞移植回镰状细胞小鼠中重新
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产生正常的红细胞[108]。虽然在该方法中并未采用人工编辑的核酸酶，但是依旧取得了足

够高的效率，而特定基因靶向的核酸酶的设计和引入使得这一疗法进入临床成为了可能。

猪

TALENs 已经被用于猪基因组的改造进行基因敲除从而产生大动物疾病模型。Carlson 等人利

用 TALENs 在成纤维母细胞低密度脂蛋白受体位点产生小片段的插入或删除构建了活体高胆

固醇血症模型，并随后进行了 SCNT 操作[107]。这一课题组也利用相似的方法产生了不孕症

和黑色素瘤的猪模型。TALEN 编辑产生的成纤维母细胞通过 SCNT 产生独立的具有 DAZL和
APC 等位基因敲除的个体动物模型[109]。

将靶向于猪基因组 GGTA1位点的 TALEN mRNA 注入猪胚胎能够引起＞70%的编辑比率

[110]。后续研究利用具有新霉素抗性基因的模板在纤维母细胞中经过药物筛选后具有＞85%
的整合率，其中有＞25%的细胞为纯合子基因编辑[110]。一项利用 ZFNs 的一致性研究的纯

和等位基因破坏率约为 1%[31]。随后的研究并为使用药物筛选过程，所以进行直接性的比

较很困难；然而，在基因编辑中如何获得高比率的编辑细胞是一个需要被重要考虑的问题。

牛

在 2012 年，在大动物胚胎模型中 TALENs 被报道具有很高的效率。这些研究利用了早期产生

的具有很多原始细菌序列的 TALEN 骨架对 ACAN11 或 ACAN12 基因进行靶向编辑[91,111]。
显微注射所能取得的整合频率最高，但是也会产生发育迟滞的现象，这一现象促使他们利用

截短的 N-和 C-末端重新构建 TALENs，优化 TALENs 的活性降低其在哺乳动物细胞中的毒性

[112,113]。当采用设计用于 GT-GDF83.1 基因靶向的 TALENs 时，他们在体外观察到了更高的

indels 比率切没有显著的发育迟滞的产生。

非人灵长类（NHP）
在 2014 年，Liu 等人利用 TALENs 在恒河猴和猕猴的细胞和组织中进行基因编辑[114]。通过

注射靶向于 MECP2 基因的 TALEN 和促进 NHEJ 的第三编码 RAD51 的质粒，他们观察到了符

合 Rett症状相关雄性特征死胎的流产。通过这一过程，他们得到了一个 MECP2 indels 的单

独雌性个体，试验显示了 NHPs 中基因编辑的能力以及相对于 mRNA 质粒 DNA 具有更高的

基因编辑的效率[114]。

人类

在 2011 年，Hockemeyer 等人设计了 TALENs，并在相同的基因位点检测了其与之前研究中所

采用的 ZFNs 的活性[69,115]。在 ESCs 和 iPSCs 的所有的五个靶向位点都观察到了模板序列的

整合：OCT4（5’和 3’主要靶标），AAVS1 和 PITX3（启动子和终止子编码靶标），每个位点

都保留了其多功能的特征[65]。这些主要的发现，随着 TALEN 模块技术的逐渐成熟，缩短了

其产生的时间，提高了靶向编辑的能力并使其操作更具有效率为干细胞和基因编辑领域带来

了无与伦比的变革与机遇。很多研究者开始通过干细胞编辑进行疾病的模拟或者治疗。Ding
等人发现了干细胞和 TALENs 在 15 基因靶向和突变产生中具有协同能力[116]。他们对干细

胞中三种疾病基因进行表型研究：SORT1、AKT2 和 PLIN1[116]。SORT1 具有调节血液中的胰

岛素、胆固醇水平和神经元存活率的功能。他们利用 TALENs 在两个不同的 ESC 细胞系中破

坏了 SORT1 的 2 号或 3 号外显子。分化成为肝样细胞说明 SORT1 能够降低血液中 apoB 的水

平，并因此降低胆固醇防止动脉粥样硬化[116]。而且，这些研究发现 SORT1 对于胰岛素应

答的葡萄糖摄取十分必要，提示 SORT1在人类胰岛素敏感性中具有作用[116]。最后，在 SORT1
缺失细胞中神经元的分化验证了之前数据中有关 SORT1 在脑内神经营养因子（proBNDF）介
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导的神经元凋亡过程中具有重要作用的说法[116]。这些数据与之前的人类运动神经元中

proBDNF 介导的程序性细胞死亡过程中，SORT1 具有主要作用的结果相一致[116]。这些研究

者也在体外利用 TALEN 构建了 AKT2 和 PLIN1 疾病细胞编辑模型。在 AKT2 基因中的 E17K 错

义突变与胰岛素抵抗和体重增加有关；然而，这一差异的蛋白质研究缺乏，因为无法获得生

理学相关的细胞类型[116,117]。为了解决这一问题，利用 TALENs 对 HUES 9 细胞中的 AKT 2
号外显子进行敲除，达到了 17/192 克隆的 indels 效率，随后进行第二轮的基因靶向获得了

2/96 频率的纯和突变[116]。为了更精确的模拟 E17K 突变，将 TALENs 和一个 67 核苷酸的

ODN 导入 HUES 9 细胞产生一种 AKT2E17K纯和细胞系用于研究[116]。通过将每一类的细胞群

落诱导分化形成肝样细胞和脂肪细胞的过程显示 E17K 突变能够引起患者产生糖尿病类似的

症状[116,117]。通过相似的策略，这些研究者利用 TALENs 在 HUES 9 细胞中的 PLIN1 基因的

8 号外显子产生了移码突变。他们得到了 70/293 克隆比例的 indels，其中一个与自然产生的

延长型突变极其相似（Val398fs 突变），并第二次引起的 PLIN1 的缩短[116]。通过诱导这些

细胞分化产生脂肪细胞，他们还发现延长突变蛋白能够改变脂肪细胞中的贮存和脂滴形成的

情况，这一模式与脂肪代谢障碍的患者类似[116]。
这些研究显示出了基因编辑在干细胞体外疾病建模和研究中的强大功能。通过进行单细

胞系的分析，他们能够减小患者之间或细胞克隆之间的基因差异，而这些差异在之前的研究

中可能影响同基因疾病模型中疾病基因的表征[79]。而且，即使在之前的人类研究中他们取

得的结果具有一致性[118]，但是这与基因敲除鼠模型仍具有差异[118]，这一点尤其是在种

属特异性的疾病模型中具有突出的价值[116]。而且，TALENs 所具有的简易性扩大了其可被

应用的范围，例如在 15 基因靶向策略中多细胞系的分化和该研究中基于三个基因的疾病表

征模型的构建[116]。
基因编辑技术是疾病基因模型和干细胞研究中遗传背景保持一致的能力随着 DICE（双

整合功能域置换）系统的建立进一步提高[119]。这一系统依赖于 ESCs 或 iPSCs 的 H11 位点

中具有 phiC31 和 Bxb1 attP位点的整合片段的插入[119]。非重叠性的 attP位点可被 phiC31
和 Bxb1 整合酶识别，并能够导致外来基因高度精确的置换，在单独的拷贝中具有相同的方

向。不同的外源性整合片段在基因组中的随机性位点整合能够引起拷贝数的减少和表达的差

异[119]。在整合片段中插入 TALENs 能够将 ESCs、两个 iPSC 细胞系和来自于帕金森患者的

1754iPSCs 细胞系中的基因编辑的效率提高 8 倍[119]。一个相似的方法依赖于 AAVS1 位点中

loxp-Cre转基因置换[120]。如上所述，疾病相关或治疗相关的基因能够被导入到多个干细胞

平台的多个位点中（例如 AAVS1、H11），能够减少经典转基因方式引起的不可预测性的结

果。

TALEN 的基因研究也拓展到了 miRNA 领域。在人类成纤维母细胞中设计删除

miR-302/367 簇的 TALENs 也证明了在 iPSCs 的重编程中需要这些 miRNA 的存在[121]。在这一

研究中也通过将 TALEN 阵列与一种 Kruppel 相关区域（KRAB）转录抑制子进行融合将 TALN
的功能性研究拓展到了表观修饰领域[121]。利用 TAL-KRAS 抑制融合体，这些研究者在 miR
簇敲低的情况下观察到了重编程活性 4 倍的下降。TALEN 转录激活因子的 TAL DNA 识别区域

被报道能和 VP16 的激活区域进行融合（图 5b）。这一复合体能够被用于靶向 Oct4 位点并

适度上调 ESCs 细胞中的转录[122]。将 TALE重复序列与 TET1 羟化酶催化结构域融合也能够

对甲基化 CpG 残基进行修饰，并伴有基因表达的上调[123]。与此类似，TALENs 作为基因编

辑核酸酶的应用也能够引起基因组永久性的改变，或刺激基因组瞬时性的激活或短暂抑制基

因的功能，这些功能的开发能够极大扩展这一技术的应用领域。

TALEN 基因纠正功能也在 iPSCs 中有所报道。利用串联连接有α-1抗胰蛋白酶（AAT）同

源臂、嘌呤霉素抗性基因和截短的胸苷激酶基因融合产生的抗性基因所组成的质粒模板，

Choi 等人完成了 AAT基因的修复[124]。通过嘌呤霉素筛选，他们得到了 66/66 比率的靶向
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iPSCs 编辑细胞，其中 25-33%为纯合子修复[124]。最后，利用一种 piggyBac 转位子系统，他

们随后移除了抗性基因，只留下了模板序列，在 iPSC 分化得到的肝样细胞中观察到了功能

的恢复[124]。Sun 等人利用相似的外源重组策略修复引起镰状细胞疾病的血红蛋白β（HBB）
基因中 E6V 位点的修复[125]。有超过 60%的嘌呤霉素抗性克隆具有靶向基因的修复，而且

iPSCs 仍会保持正常的核型和多功能干性[125]。Osborn 等人利用 TALENs 在严重的隐性营养

不良大疱性表皮松弛（RDEB）患者来源的主要纤维细胞进行了基因修复[56]。细胞随后进行

重编程产生 iPSCs，并注射到免疫缺陷小鼠中，所产生的皮肤瀑样畸形瘤具有 RDEB 患者中

所缺乏的Ⅶ型胶原蛋白沉积[56]。综上所述，这些研究为患者在重编程前和重编程后的间接

体内细胞治疗提供了基础，并提供了一种基因个性化疗法和再生药物。

TALENs 的靶向能力优于 ZFNs，而且更容易产生[111,126]。TALENs 也能和多种结构域融

合（例如转录激活样因子和抑制因子）从而产生点特异性的新活性。虽然 TALENs 的研究很

热门，但是这一技术仍相对较新且无法在一些组织中进行应用。TALENs 的导入效率受限于

它们的尺寸，这也使得只有腺病毒适合该类核酸酶的导入而其余平台（逆转录病毒、慢病毒

和腺相关病毒载体）不适于这项技术[127]。第二，目前 TALENs 的多路运输需要分别产生独

立的多点特异性蛋白并保证能够高效的导入到目标位点。因为这些原因，目前更多的关注点

集中于 CRISPR/Cass9 系统，这一系统能够提供给用户更大的便利性并能够引起干细胞更为复

杂的基因编辑。

CRISPR/Cas9
CRISPR/Cas9 存在与古生菌和细菌中，是用来抵御外来病毒噬菌体入侵的适应性免疫系统的

一部分[128]。这一系统由 Cas9 核酸酶和一段具有前空白连接基序（PAM）相关特异性的向

导 RNA（gRNA）序列组成（图 6）[129,130]。这一系统适用于哺乳动物的多平台应用并且具

有高度的友好性。

啮齿动物

Mashiko等人利用简单的导入方法能够将具有 Cas9核酸酶和 gRNA序列的单独质粒注射到小

鼠受精卵中靶向于鼠源的 Cetn1 基因或 Prm1 基因[131]。更高剂量的质粒和更高效率的敲除

相关，只有 2/46 比例的被编辑动物中发现了 Cas9 表达功能域的整合[131]。这一相对低的整

合率简化了平台的导入/注射过程，因为其排除了 RNA 产生的需要。然而，RNA 的导入与高

比率的基因编辑有关。Li等人无法在 FVB/N 小鼠中利用低浓度的 DNA 完成 Th 基因的修饰，

而将DNA浓度提高 2.5倍时基因编辑的效率只提高了 0.3%[132]。与此相反，RNA Cas9和 gRNA
在 C57B1/6 小鼠中的应用提高了 Th 位点的基因靶向效率提高到了 6.7%[132]。Fujii 等人发现

具有两种独立靶向的 80核苷酸长度（与经典的约 40核苷酸长度形成对比）gRNA的 CRISR/Cas
能够引起长片段的删除（约 10kb），并可遗传给子代小鼠[133]。这些数据显示多种 gRNA
能够同时在小鼠受精卵中发挥作用。将这一现象扩大到不同基因，Zhou 等人试图靶向 IL2rg、
Prf1、Prkdc和 Rag1 基因产生免疫缺陷鼠模型（IL2rg和 Prkdc 缺陷的 NSG 模型；Rag1 和 IL2rg
敲除的 BRG 模型和 B2m、IL2rg 和 Prkdc纯和阴性的 NSG B2m 模型）[134]。而且，他们在三

种动物中都发现了所有的 5 个靶向基因的破坏[134]。Wang等人也对 5 个基因进行了靶向

（Tet1、3，Uty 和 Sry），而在八个同源位点的五种基因中有 10%的筛选后 ES克隆产生了突

变[135]。在该研究组和一些其它的研究组中也发现在目标位点能够进行小片段的双链或单

链的模板序列的整合[135,136]。这些整合包括点突变、loxP 位点的插入或 V5 抗原表位标签

的引入[135,136]。通过这种方式能够一步产生具有点突变的小鼠，并可在同源位点高效引入

条件性突变、荧光标记或 V5 抗原表位。这些策略为基因发现提供了路径，也为利用具有可

能不存在抗体的候选序列标签（例如 V5 抗原）进行基础蛋白研究提供方法。
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CRISPR/Cas9 系统中的免疫功能在全基因发现研究中的多种应用正在被充分的挖掘

[137]。Koike-Yusa及其同事导入了 87,897 个向导 RNA 靶向于持续性表达 Cas9 的小鼠的 ESCs
中 19,150 个小鼠蛋白编码基因[137]。他们随后利用 6-巯鸟嘌呤或梭状芽孢杆菌α-毒素对其

进行筛选并鉴定和这些表型相关的 31 个基因[137]。
更高级的哺乳动物胚胎细胞也被用于 CRISPR 的基因编辑。注射了 Cas9 和靶向于 Mc3r

或 Mc4r 基因的 gRNA RNA 的大鼠受精卵表现出了一定的基因破坏频率，分别具有 0.8%和
10.6%的基因代际遗传[132]。CRISPR/Cas9 也可用于大鼠中的条件性基因靶向，能够引起瞬时

性的组织特异性的基因激活的调控。Ma 等人利用独立的环状模板质粒，靶向了 Dnmt1、
Dnmt3a 和 Dnmt3b 三个基因，并产生了具有特定等位基因的后代[138]。CRISPR/Cas9 的一个

强大的应用是对单细胞大鼠 ESCs 进行高效靶向产生纯和的基因破坏或插入获得受精卵和稳

定遗传的后代[139]。因此，CRISPR 对大鼠基因组高效的调控由于其在鼠模型中所具有的优

势为研究提供了新的思路，尤其是在毒理学和药理学研究中[138,140]。
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非人灵长类（NHP）
作为一种系统化模型，NHP 相对于其它物种更接近人类。合适的疾病模型的产生曾经十分困

难，而且，生殖成熟和妊娠产生少量的后代需要一段很长的时期[141]。为了解决这一问题，

Wan及其同时利用 CRISPR/Cas9 制造了 p53 纯和基因敲除动物。他们的研究发现高剂量的

gRNA 和 Cas9 能够对桑椹胚/囊胚阶段的胚胎发育产生负面的影响[141]。然而，当将低剂量

的 Cas9 和 gRNA 注入到 108 个受精卵中时，有 62 个形态正常的发育完全的胚胎被移植到 13
个代孕动物中，其中有四只成功怀孕[141]。其中两只受孕产生了 3 个互贷，其中有两个具

有 p53 基因修饰[141]。这一研究也证实 CRISPR/Cas9 有可能会介导胚胎产生 HDR，为产生和

人类异常疾病更接近的 NHP 模型提供了新的思路。

人类

最早的在哺乳动物细胞中 CRISPR/Cas9系统的应用的两篇报道指出该技术在人类干细胞中具

有重大的潜力[129,130]。Mali 等人最早发现 CRISPR/Cas9 在 PGP1 iPSC 细胞系的 19 号染色体

的 AAVS1 位点具有诱导 NHEJ 产生 indels 的能力[129]。Zhang 实验室第一个证明了该系统的

多功能性[130]并对 64,751 个不同的 gRNAs 进行阳性和阴性生存能力筛选后对 HUES62 ESC
细胞系的 18,080 个基因进行靶向扩大了这一效应[142]。这一方法相对于只能靶向转录组的

RNA 干扰（RNAi）方法更进了一步，而且 CRISPR 技术能够对于全基因北京进行靶向（例如

启动子和增强子）[142]。
虽然所设计 gRNA 能够对近 50%的基因组进行靶向，但是野生型的酿脓链球菌 Cas9 只

能对 G（N20）GG 结构的基序进行靶向[129,130]。不同 Cas9 之间的差异能够提高靶向性，利

用正交实验差异能够同时对多个独立目标位点进行靶向。脑膜炎双球菌的 Cas9/gRNA 平台能

够识别 5’-NNNNGATT-3’ PAM，和酿侬链球菌的靶向系统具有不同的识别区域[143,144]。利

用奈瑟氏属菌，Hou 等人能够在 H9 人类 ESCs 中破坏基因并在 DNMT3b 位点整合一段报告基

因[143]。而且，通过嘌呤霉素筛选策略，他们能够提高 H1 和 H9 ESCs 以及 iPS005[145]细胞

中基因编辑的比例，实验结果显示有 60%的目标位点正确的进行了基因整合[143]。来源于

金黄色酿侬葡萄球菌的 Cas9 能够靶向于 NNAGAAW 序列，其主要的优势在于相对于其它的

Cas9 cDNAs 尺寸约小 1kb，因此能够整合进入 AAV病毒促进高特异性的体内体外基因编辑

[146]。理性的基因编辑也促进了靶向性的 Cas9 的广泛性应用。Kleinstiver 等人通过联合设计、

结构分析和基于进化系统的细菌筛选过程对酿侬链球菌、酿脓嗜热和金黄色葡萄球菌的Cas9
蛋白进行了改造，促进了其对新的 PAM 区域的差异化识别，并在斑马鱼和人类细胞中发挥

了功能[147]。因此，新的差异化的 Cas9 的产生和应用进一步促进并提高该技术的应用。

为了达到目的，直接性的 CRISPR 基因修复也可见于鼠和人类的干细胞。Schwank等人

在 CFTR 基因 11 号外显子纯和 F508 缺失纤维化囊肿患者来源的大小肠干细胞中研究了

CRISPR/Cas9 的效应[148]。经无性增殖得到的类器官恢复了完整性的功能并对 CRISPR/Cas9
修复人类疾病突变进行了概念性的验证[148]。在具有致白内障的 Crygc 基因突变中，Wu等

人发现将 gRNA/Cas9 RNA 注射进入受精卵并结合外源性的寡核苷酸模板或内源性的正常等

位基因能够修复治病突变[149]。目前已经有多个课题组报道了人源性 iPSC 疾病模型中多个

疾病（β-地中海贫血病，肌肉萎缩症，慢性肉芽性囊肿）相关突变的修复[150-155]，其中

很多都需要选择性标记的导入，并通过一些方法提高其在整合细胞群落中的比率。通常这还

需要第二步操作利用 cre-lox或转座子删除选择标志物。Grobarczyk 等人介绍了一种无需筛选

的过程，经过对细胞的机械操作和胰酶分解使 HDR 的比例达到约 2%，NHEJ 的比例约 15%
[156]。Miyaoka等人阐述了利用一种核酸酶和一种外源性寡核苷酸模板处理 iPSC 混合池，

随后运用液滴数字化的 PCR 对经无限稀释法获得的单克隆细胞株进行筛选的方法[157]与之
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类似，配对的核酸酶介导的基因修饰与非筛选技术联用能够催生微创编辑法的产生，被编辑

的干细胞能够用于下游实验的操作。而且，由于 Cas9 蛋白具有 RuvC 和 HNH 结构域，每个

结构域都能在所对应的单链 DNA 螺旋产生损伤（‘缺刻’），对 Cas9 这两种结构域的其中

一个进行失活能够只对一条 DNA 单链进行切割产生 DNA 缺刻（图 6b）[129,130,158]。单链

上的缺刻更易于产生无错的 HDR，然而核酸酶经常会同时触发 HDR 和 NHEJ 事件[159,160]。
而且，配对的缺刻酶被证实具有更高的特异性[161-163]。与之类似，Cas9 的广泛性编辑能

够引起不同目的的（例如 HDR vs NHEJ）的基因编辑达到最大的效率。作为这一功能的延伸，

Cas9 能够作为融合蛋白进行更为微妙的，瞬时性的基因调控。失活 RuvC 和 HNH 其中的一

个能够得到催化失活的蛋白但仍具有 gRNA 连接活性，并能够和其他的功能性结构进行融合

获得新的功能。在干细胞中这一策略被用于将 Cas9 和 VP48（最小化 VP16 序列的三个拷贝）

的活性结构域进行融合（图 6c）[164]。SOX2、OCT4 和 IL1RN 基因能够被用于高特异性的瞬

时性激活，并可通过全基因组微阵列表达分析进行验证[164]。
在人类干细胞的基因调控可通过 SOX17 基因 Cas9-VP16 激活子或一个 OCT4A Cas9-KRAB

抑制子寻找分化调控基因，并显示出了 CRISPRs 介导不同效应的广泛性功能（图 6d）[165]。
这一系统为特异性的分化调控因子的发现提供了平台，这随后也可用于细胞分化下游通路的

研究。这一策略也可被扩大应用在 iPSCs 中，利用 VP64-p65-Rta与失活的 Cas9 进行融合产

生的“三方面活化剂”诱导更高水平的转录激活的产生[166]。gRNA 其本身也可用于编辑，

Konermann等人也找到了提高活性的方法，即将 gRNA 与适配器序列项链促进非 Cas9 作用

范围内的修复的进行[167]。通过更大范围内的靶向增强子（近端和远端）表观遗传修饰，

进一步的提高的靶向能力[168]。
高级的 CRISPR/Cas9系统能够通过反复迭代进行积累或是通过直接性的改造赋予新的功

能产生更为敏感的平台。其在干细胞中可用于疾病模型的构建、产生和修复，以及可用于表

观调控的操作，可作为工具发挥瞬时性和永久性的动态效应。

总结

基因编辑和干细胞生物学的前景是光明的，在分子和细胞研究中已经改变了生物医学的研究

模式。最早在 iPSC[8]中进行的实验具有极其重要的价值，因为其发现了一个可用于包括发

展中的干细胞生物学等在内的多个领域的强大工具。除此之外，iPSCs 平台还可用于体外疾

病模型的构建和药物发现，也是自体移植细胞和再生性药物的一个潜在性来源。然而由出生

后细胞所带来的限制 ESC 应用的道德障碍必须被移除。在 iPSCs 和 ESCs 之间差异性的进一步

研究也需要进行，从而对新一代的疗法平台进行鉴定。ESCs 在未来的主要性应用将主要集

中于家畜的操作和人类疾病啮齿类动物模型的建立。

第二类可用于干细胞改造的工具包括基因特异性的核酸酶。在过去的十年之内，这一领

域得到了飞速的发展，从只在很少的实验室中构建的 ZFNs 到 TALENs 和 CRISPRs 可被任意的

研究者只通过基础的生物学技巧就能熟练掌握。重要的是，核酸酶平台的每一次迭代都拓展

了其应用领域且并未对已有的功能造成冲击。每种形式的设计和应用都交互性的强化了全领

域的发展。ZFNs、TALENs 和 CRISPRs 都在干细胞领域中得到了应用，目前还不知哪一种会取

得主要的地位。其中驱动性的因素如表 1 所示。
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表 1 核酸酶对比矩阵

平台 费用 特异性 编辑难易

度

应用领域 应用能力 多位

点靶

向

导入能力

大范围核

酸酶

＄50,000 低-高 困难 大鼠，小

鼠

核酸酶 无 多途径

ZFN ＄5000 低-高 困难-中
等

人，小鼠，

大鼠，牛，

猪/体细

胞，ESC，
iPSC

核酸酶，缺

刻酶

无 多途径

TALEN ＄500 低-高 简单 人，小鼠，

大鼠，牛，

猪，非人

灵长类/
体细胞，

ESC，iPSC

核酸酶，缺

刻酶，激活

因子，表观

调控

无 很少途径

CRISPR ＄5 低-高 最低 人，小鼠，

大鼠，牛，

猪，非人

灵长类/
体细胞，

ESC，iPSC

核酸酶，缺

刻酶，激活

因子，抑制

因子，表观

基因调控

大范

围

多途径

基因特异性的核酸酶构建费用如左侧数据所示。特异性主要与目标位点的复杂性和序列的异

质性相关。低复杂性序列核酸酶的设计被认为能够产生高频率的脱靶。更为严格性的结果具

有更高的特异性。构建的难易取决于成本、构建过程的复杂性、和候选酶筛选所需核心试剂

获得的难易程度决定的。应用能力是指这一类蛋白除核酸酶外进一步作为缺刻酶、激活子、

抑制子所发挥功能的特征。多喂点靶向和倒入能力代表同时进行多个位点靶向的能力，以及

在大范围的病毒或非病毒表达功能域进行包装和导入的核心平台效应蛋白。MN，ZFN 和

TALEN 能同时靶向有限数量的目标位点，然而 CRISPR/Cas9 能在全基因组中发挥多种功能。

TALENs 的载体导入最为受限。

核酸酶和多功能干细胞都具有潜在的能够限制其活性的有害方面。对于多功能干细胞，

这和重编程之前的基因和表观修饰的存在和积累相关。在体外进行过基因编辑的 ESCs 或
iPSCs，可能是同一细胞系的细胞甚至是同一培养皿中正进行增殖的细胞[9]。iPSCs 及其亲本

前体细胞和 ESCs 中被报道出现过异倍体。国际干细胞研究组织发现核型畸形在每三个细胞

系中就会出现一例[169]。12 三体是人类 ESCs 和 iPSCs 中最常见的异常类型，而 17 三体常见

于鼠的 ESCs[169,170]。有趣的是，NANOG 基因作为全能性的主要调控者，位于 12 号染色体

上，因此 12 染色体三体的细胞由于基因含量升高能够在体外阳性筛选中获得优势[171,172]。
拷贝数和单核苷酸的差异是来源细胞最主要的差异，在重编程和扩增过程中并没有显著性的

毒害作用[173]。这些发现也说明对目标细胞进行严格的筛选能够最小化下游不良事件的发

生，而通过转录激活进行重编程的过程不大可能会造成突变的产生。
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然而，重编程本省能够引起表观遗传背景显著性的改变。在该过程中，在 X 染色体和多

个分散位点中发生了表观遗传背景的全面重置[174]。例如，在人类女性细胞中，X 染色体拷

贝会发生随机性失活，而这一模式会在子代细胞中有所保留，尤其是在重编程过程中及之前

[175]。然而，随着培养过程的进行，X 的失活会逐渐在 ESCs 和 iPSCs 细胞中蔓延、扩增甚至

是占据培养种群的大多数[176,177]。同时也会发生定点的表观遗传修饰。而且，亲本类型细

胞甲基化的保持（例如表皮细胞和造血细胞）也存在于重编程过程中（‘表观记忆’）。为

了支持这一观点，细胞系特异性的 DNA 甲基化模式被报道在细胞分化成特定类型细胞系的

过程中对细胞表型具有显著性的影响[173,178,179]。
细胞系的可塑性是多功能细胞的标志之一。最为常见的检测可塑性的实验是在免疫缺陷

的小鼠中进行的致畸瘤实验。未分化的细胞更易产生致畸瘤，这也是临床应用的重点。在诱

导的代际遗传细胞中移除基因背景受污染的 iPSCs 的方法已被发现，而这类细胞高效率的移

除甚至是完全的清除对临床应用具有重大的意义[180,181]。异常化的甲基化状态和微妙的基

因改变也能够通过对生理机能的干扰或免疫原性的产生影响 iPSC 分化细胞的临床应用

[182]。在技术实施之前必须对质量进行严格性的保障和控制。由于全基因组、外显子组和

表观测序的成本逐渐降低，这些方法能够对干细胞操作和核酸酶诱导的基因的有害性改变进

行多重质量评价。

特定类型的人工编辑核酸酶的选择和效率取决于多个因素：成本、用户进行特定基因靶

向时进行设计的能力（例如存活性），应用的广泛性、所发挥的功能（例如核酸酶、缺刻酶

等），以及进行高效传导的能力（影响因素见表 1）。而其中最重要的因素可能就是安全性。

通过设计能够使核酸酶对特定的 DNA 序列具有识别能力；然而，同于重复性片段和低识别

率 DNA 序列的存在，在主要的靶位点和 OT位点之间还会产生脱靶效应。目前 OT 位点的预

测和鉴定方法包括体外建模、通过指数富集法构建的配体进化系统（SELEX）、和无偏基因

组筛选。SELEX 方法可用于 ZFNs[183]和 TALENs[115]，但是无法完全的替代真实的体外体内

靶位点[184]。有一种新的方法被证实对 ZFNs 具有更好的预测性[185]，进行 CRISPR OT位点

预测的数据库也可得到[186,187]。
无偏方法包括整合缺陷型慢病毒诱捕（IDLV）和利用线性化扩增介导（LAM）PCR[55,188]、

GUIDE 测序[189]、双基因组测序[190]，高通量 LAM PCR、全基因组转录测序进行定位（HTGTS）
[191]，和直接在损伤原位点标记、进行链霉素富集和新一代的基因测序（BLESS）[146,192]。
这些高敏感性方法对于 OT位点的定位和发现非常有效，然而，无法预知的 OT效应并未史

无前例，这些方法会与临床应用也并非必须[55,193]。而且，目前还没有一类确定性的、主

要的核酸酶完全不存在 OT潜力，因此每个靶位点和候选核酸酶都必须进行独立性的考量。

目前，产生特异性最为重要的因素为被靶向位点的异质性/复杂性。为了获得最大化的效能，

对核酸酶进行重新编辑产生特异性的异二聚体[194]或缺刻酶/配对化的缺刻酶版本

[162,163]，能够显著降低 OT效应[195]。对基因组水平 OT的效应、靶向位点的异质性（例

如第二/OT位点的最小重叠）、以及编辑组分中更为严格的核酸酶结构进行评估能力的提高

将会使临床应用的基因编辑试剂更加的安全。

干细胞和核酸酶在遗传疾病动物模型、基因发现和功能性基因分析中产生了巨大的影

响。通过核酸酶在多功能干细胞极其直接分化形成的终末端效应细胞中介导的精确性的基因

编辑也具有良好的应用前景。在概念验证性实验中，非经基因组编辑的 iPSCs 第一次被用于

年龄相关的黄斑变性患者的治疗[196]。这一基础性的研究为未来基因编辑干细胞的应用奠

定了基础。然而，想要完全开发这一技术所具有的潜力，在重编程阶段和核酸酶导入后安全

性问题必须被严格的考虑。高通量测序技术在基因组、外显子组和表观遗传水平和应用生物

信息学分析进行的大数据评估中所取得的进步[197]促进了核酸酶编辑细胞的临床应用。

临床数据的分析也必须涵盖社会学和伦理学问题的考量，这将对干细胞治疗的可接受性
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产生深远的影响。Primum non nocere（首要问题是不要伤害病人）[196]是医学研究、伦理学

研究和 iPSCs 研究的核心问题，由于治疗工具直接取自于成人组织，这一点相较于 ESCs 具有

更大的可接受性。基因组编辑的能力使得即使是在叫停了生殖系细胞编辑的前提下，伦理学

的讨论也变得更为复杂[198]。在 2015 年，Liang等人利用 CRISPR/Cas9 对人类受精卵的血红

蛋白 B 位点进行基因编辑但是效率极其低下[199]。因此，必须推进复杂性的生物学的发展、

优化、评估技术、干细胞的利用和基因编辑模型的构建以及具有复杂性的社会学和生物学领

域交互作用的技术的进步，并时刻警惕其可能出现的“脱靶”效应。
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