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　　耳聋是最常见的感知障碍疾病，影响了全世界 ３．６亿人，约１／５００的新生儿为耳聋患儿［１］。据估

计，超过２／３的语前聋病例是由遗传因素引起［２４］。

目前国内外针对非综合征型与综合征型耳聋共定位

１５０多个基因位点、克隆 ８０多个耳聋基因［５７］。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因组编辑技术惊人的进步预示运用
基因组编辑技术研究遗传性耳聋的新时代的开启，
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甚至给未来耳聋患者临床治疗提供一种有效的基因

治疗方案。

规律成簇间隔短回文重复（ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄｓｈｏｒｔｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｒｅｐｅａｔｓ，ＣＲＩＳＰＲ）／Ｃａｓ系
统是新一代的靶向基因组编辑技术系统，它是由原

核动物ＲＮＡ引导相关适应性免疫系统演化而来，其
突出特征是Ｃａｓ蛋白，可通过 ｇＲＮＡ（ｇｕｉｄｅＲＮＡ）的
引导下对外源性的ＤＮＡ进行靶向切割，根据降解外
源性遗传物质的方法，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统可分为Ⅰ、
Ⅱ、Ⅲ型。Ｃａｓ９具有核酸内切酶的功能，是类型Ⅱ
ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统的一个重要特征，该类型因只需要
一个Ｃａｓｅ９蛋白发挥切割ＤＮＡ双链的作用，故常被
改编为基因组编辑工具，其重复序列可以转录生成

特异性 ＣＲＩＳＰＲＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）和反式激活 ｃｒＲＮＡ
（ｔｒａｎｓａｃｔｉｎｇｃｒＲＮＡ）。ｔｒａｃｒＲＮＡ参与ｃｒＲＮＡ的成熟
过程，并与 ｃｒＲＮＡ形成复合物后共同引导 Ｃａｓ９核
酸酶结合并切割入侵的噬菌体和质粒的互补双链

ＤＮＡ序列，从而起到免疫保护作用［８１０］。

ＤＮＡ双链断裂后可以通过两种内原性修复机
制修复：非同源末端连接（ＮＨＥＪ）和同源重组修复
（ＨＤＲ）［１１］。ＮＨＥＪ是一种易于出错的过程，在快速
修复ＤＮＡ双链断裂的过程中产生许多小的插入和
缺失［１２］。插入和缺失往往导致编码区的移码突变，

最终导致基因敲除。ＨＤＲ是一个精确的修复过程，
需要一个同源的供体ＤＮＡ作为模板［１１］。由于ＨＤＲ
的精确性，可以在基因组水平实现碱基替换、插

入［１３１４］。另外，ＨＤＲ也使得在基因组中插入新的目
标基因成为可能［１５］，诱导 ＤＮＡ双链同时断裂可以
导致染色体缺失、重复和倒置［１６］，而不同染色体上

ＤＮＡ双链断裂发生时则导致染色体易位［１７］。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９简易的可设计性使其应用上更具
前景。首先，通过编码２０个碱基对长度的ｇＲＮＡ序
列，轻松诱导Ｃａｓ９核酸酶识别并结合整个基因组上
的特定序列，且ｇＲＮＡ还可通过质粒载体克隆扩增。
然而，锌指核酸酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮｓ）和转
录激活子样效应因子核酸酶（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｌｉｋｅｅｆｆｅｃｔｏｒｎｕｃｌｅａｓｅｓ，ＴＡＬＥＮｓ）两种基因编辑技术，
对每个新的目标序列，都需要设计一个新的ＤＮＡ长
片段（５００－１５００碱基对）来合成相应目的蛋白。此
外，由于非特异性核酸内切酶ＦｏｋＩ形成二聚体才有
内切酶活性，故ＺＦＮｓ和ＴＡＬＥＮｓ都需要合成两个新
的蛋白，这两种技术相对而言更为费时低效率。

Ｃａｓ９只需识别与目标序列附近的前间区序列邻近
基序（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ，ＰＡＭ），即可快速定

位结合到目标序列，ＰＡＭ序列在基因组普遍存在，
ＰＡＭ序列（ＮＧＧ）平均每 ８个碱基对有一个，ＰＡＭ
序列（ＮＧＧ和 ＮＡＧ）平均每４个碱基对有一个［９］，

这也 提高了 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９靶 向 修 饰 的 范 围。
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的另一个优势是通过传递多个 ｇＲＮＡ
实现多个基因同时编辑，这种方法已经成功应用于

哺乳动物细胞、小鼠、斑马鱼以及猴子［１８２０］。尽管

理论上应用多个ＺＦＮｓ或者ＴＡＬＥｓ能达到同样的目
标，然而错配形成的二聚体，会增加脱靶效应的几

率，限制了这两种技术在多基因编辑领域中的应

用［２１］。最后，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９可以避免的脱靶效应和
较小的细胞毒性，拓展了其在基因组编辑中的应

用［２２］。人类干细胞全基因组分析显示，相对于

ＺＦＮｓ和ＴＡＬＥＮｓ，精心设计的 ｇＲＮＡ能显著降低脱
靶效应［２３２４］，并且这些脱靶效应都呈ｇＲＮＡ特异性，
可通过多种策略进行降低，采用 Ｃａｓ９蛋白与 ｇＲＮＡ
复合物也可显著降低基因组编辑的脱靶效应［２５］。

大多数遗传性耳聋是由单基因突变导致，众多

耳聋基因具有不同的功能，包括转录因子、细胞外基

质分子、细胞骨架成分、离子通道和转运蛋白［５］。

耳聋患者的突变也有多种，如单核苷酸替换、碱基缺

失、插入等。这些突变导致耳聋基因的错义和无义

突变，从而引起遗传性耳聋（ｈｔｔｐ：／／ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｈｅａｒｉｎ
ｇｌｏｓｓ．ｏｒｇ／）。这种通过选择性纠正这些变异，阻止
听力下降和恢复听力是最理想的根治方法。

研究耳聋相关变异和理解疾病的相关机理，需

要各种动物模型。传统的转基因动物模型方法存在

时间长、费用大、造模失败率高等问题，一定程度上

阻碍了遗传性耳聋的研究。ＺＦＮｓ，ＴＡＬＥＮｓ，ａｎｄ
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓｅ基因组编辑技术均可跳过 ＥＳ胚胎干
细胞完成同源重组，其中 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓｅ系统尤为普
及不仅仅因为它可以实现快速构建动物模型，而是

它可以在不同组织中均可以达到很高的编辑效率。

短短４年，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓｅ９已经广泛被运用于多种物
种，小鼠是研究人类遗传性耳聋的最佳动物模型，并

且ＨａｒｍｓＤＷ（２０１５年）建立了基于 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
构建小鼠模型的标准流程，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓｅ９已经应用
于数百种遗传性基因动物模型的构建，无论是组织

特异基因变异纠正、敲入 ＳＮＰ的突变细胞系，小片
段插入、缺失引起的框移突变等动物模型，而且传统

技术不易实现的 ＳＮＰｓ、碱基插入和缺失模型，
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统亦可快速高效完成，大大加快了
动物模型制备的进程，满足遗传性耳聋动物模型研

究与应用日益深入和广泛的要求。
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２０１３～２０１４年ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ已经被运用于各种
动物模型的构建，随着Ｃａｓ９选择性编码和质粒载体
定制技术的进步，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ被推广运用于插入或
缺失突变模型、转录调控、全基因组筛查，过去两年，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ在基因组插入外源ＤＮＡ的效率明显提
高，截止２０１６，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ是成为一种研究各类遗
传性疾病强有力的技术工具，并有望成为一种基因

治疗新策略，有些医药企业和公司已新药物研发平

台投入研究ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ基因组编辑技术的应用。
大多数耳聋基因突变与听觉毛细胞的功能丧失

相关。通过转运或表达相应的野生型蛋白来纠正听

觉毛细胞中基因突变，或者通过转染表达沉默

ＲＮＡｓ来敲除突变基因，以避免特定类型耳聋的发
生和恶化，意味着耳蜗毛细胞是耳聋基因治疗干预

的核心环节。腺病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）
一直以来是遗传性耳聋基因治疗的常用载体［２６］，然

而其插入片段需小于４．７ｋｂ，这也制约了它的推广
应用。体外转录合成 ｍＲＮＡ转运技术的进步提供
了一种颇具前景的新方法，但依然存在免疫原性和

ＲＮＡ稳定性的问题。利用病毒转运 Ｃａｓ９：ｇＲＮＡ，运
用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的基因组编辑技术敲除显性
突变和修复隐性突变可能是恢复听力的一种新型治

疗方法［２７］。研究人员已经证明通过特异设计的

ＰＡＭ寡核苷酸（ＰＡＭｍｅｒｓ），Ｃａｓ９可被引导与特异
ＲＮＡｓ结合，并不影响相应的ＤＮＡ序列。

据报道，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９已经被运用于纠正杜氏
肌营养不良和肝病等遗传病［２８２９］。这些研究是通

过病毒包装转运Ｃａｓ９／ｇＲＮＡ复合物来实现，结果导
致Ｃａｓ９／ｇＲＮＡ复合体永久存在转染细胞中。不过，
考虑 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑的强大作用，Ｃａｓ９／
ｇＲＮＡ复合物瞬时转运更为安全，这样既可获得相
同基因编辑的效果，又可减少复合物持续存在引发

多余基因编辑的相关风险。最新的研究启示，可以

通过转运 Ｃａｓ９／ｇＲＮＡ类型的蛋白质／核苷酸复合
物，启动 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９介导的内耳基因组编辑，探
索遗传性耳聋基因治疗。诸多研究提示对特异性细

胞进行质粒转运的时间窗是是否成功的关键，

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ是一种有前景的治疗技术。
Ｚｕｒｉｓ等［２５］通过阳离子脂质体转运系统，将具

有靶向基因修饰作用的 Ｃａｓ９：ｓＲＮＡ可以直接在注
入活体小鼠耳蜗后（Ｚｕｒｉｓ，２０１５年），在原高表达
ＧＦＰ的外毛细胞出现明显的 ＧＦＰ缺失，证实蛋白
质ＲＮＡ复合物可以在局部组织产生有效的基因组
编辑效果，由于 Ｃａｓ９和 ｇＲＮＡｓ进入细胞而完成基

因编辑后会被快速降解，所以既实现了基因水平纠

正，又避免了复合物长期存在而带来的潜在风险。

遵循此方法设计针对毛细胞的显性基因突变的特异

ｇＲＮＡｓ，比如通过 ＮＨＥＪ敲除 Ｕｓｈｅｒ１Ｂ中的 Ｍｙｏ７ａ
基因显性突变，促使听力恢复的可能。目前为止该

方法只能有效的针对外毛细胞，另外采用超级电荷

蛋白来运载Ｃａｓ９／ｇＲＮＡｓ等方法有可能定位更多的
内耳细胞类型。除了通过 ＮＨＥＪ敲除显性突变外，
一个主要的挑战是提高ＨＤＲ的效率，并应用于隐性
突变的纠正。目前活体动物模型中 ＨＤＲ的效果尚
未可知，且 ＨＤＲ在活体动物中的效率很低
（＜１％），其内耳研究中的可行性仍需进一步的研
究证实。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９在听力研究中应用的一个主要挑
战是该技术对ＰＡＭ序列的依赖，如果单核苷酸碱基
替换突变序列周围没有ＰＡＭ序列，此时基因编辑便
可能受到限制。最常用的 Ｃａｓ９（Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ）识别
的靶序列要求是５’ＮＧＧＰＡＭ序列，在人类基因组
中平均每８个碱基对出现一个 ＮＧＧ，这便一定程度
限制基因靶向编辑的精准度［１０］。可行的解决方案

是利用其他细菌的 Ｃａｓ９来识别不同的 ＰＡＭ序列，
从而扩展 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的识别范围，包括来自脑膜
炎奈瑟氏菌属 （５’ＮＮＮＮＧＡＴＴ）、嗜热链球菌属
（５’ＮＮＡＧＡＡＷ）、以 及 齿 垢 密 螺 旋 体 （５’
ＮＡＡＡＡＣ）的Ｃａｓ９蛋白［９，３０３１］。仅仅几年，ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术已经在转化生物医学研究和开发新的遗
传疾病的治疗方法上显示出极大的潜力。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统成为了疾病机制研究的一种
颠覆性遗传工具，并给探索疾病治疗提供了一种新

的研究策略。根据该技术的高速发展形势，我们预

期基于ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ技术的治疗手段将在近两年内
投入临床研究。已有报道该技术被应用于培养的

ｉＰＳＣｓ细胞基因纠正，运用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ技术进行基
因治疗已在小鼠实验中取得成功，相信在临床应用

上也将近期内取得突破［３２］。
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