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%%$摘要%%成簇规律间隔短回文重复序列& F̂ ;IŶ ' ?F̂ ;IŶ 相关蛋白& F̂ ;IŶ ,AA30-,Q"/ L$3Q"-2A"F,A'

系统是细菌和古细菌在长期演化过程中形成的一种适应性免疫防御系统"可用来对抗入侵的病毒及外源

9HG( 随着技术的不断进展"研究者发现 F̂ ;IŶ ?F,AC 技术可用于靶向插入*替换或敲除真核细胞基因( 研

究者运用 F̂ ;IŶ ?F,AC 基因组编辑技术"发现了 YGk> 在角膜中的过度表达可导致先天性角膜上皮损伤"进

一步加深了关于 B"A$W 突变对 M""A+,22 角膜上皮营养不良的致病机制的研究( 研究还发现 YGk> 可通过

对 X6ZQ 基因以及 'G晶状体基因的敲除来进行先天性白内障动物模型的构建"有利于未来应用于先天性白

内障的鉴别和病理分析( 此外"研究者应用 F̂ ;IŶ ?F,AC 基因组编辑技术进一步证实了 "4T0PPE 基因突变

的 "4T等位基因*KWP4突变的 "4T基因*'PEV-突变的 K@,L 基̂因以及突变型 "K̀ 等位基因与视网膜色素

变性的相关性"为突变型 B!Y6$P 基因*突变型 !;KW`D 基因与 !"#"$先天性黑矇的相关性提供了证据支持(

利用该技术对 ];XR"W 基因以及 A-Y8K基因进行基因编辑可为眼内新生血管疾病提供新的治疗靶点"同时

该技术在增生性玻璃体视网膜病变以及视网膜母细胞瘤的致病基因研究和动物模型构建中也发挥了重要的

作用( 本文对 F̂ ;IŶ ?F,AC 基因组编辑工具酶的发展历程*分子特点和作用机制进行总结"并概述了当前

F̂ ;IŶ ?F,AC 技术在眼科疾病研究中的进展及应用(

$关键词%%F̂ ;IŶ ?F,AC) 基因编辑技术) 眼科疾病) 疾病动物模型) 基因疗法
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%%成簇的规律间隔的短回文重复序列 &0.5AQ"$"/ $"75.,$.4

-2Q"$AL,0"/ A13$QL,.-2/$3+-0$"L",QA" F̂ ;IŶ ' ?F̂ ;IŶ 相关蛋

白系统&F̂ ;IŶ ,AA30-,Q"/ L$3Q"-2A"F,A'广泛分布于细菌和古

生菌基因组中"是在进化过程中形成的一种适应性免疫系统"

可以降解入侵病毒或质粒 9HG+', ( 近年来"F̂ ;IŶ ?F,A系统

已发展成为包括眼科疾病在内的许多医学领域中的新型基因

编辑工具"拥有精确的靶向功能"可通过靶向修饰来创建生物

模型"并能以治疗为目的矫正疾病的突变 +B, ( 'CE= 年"F̂ ;IŶ

被 ;A1-23等 +<,
报道为一组位于大肠杆菌中的 (%F基因下游的重

复序列a间隔序列a重复序列的结构( 之后"研究者们又在细菌

和古细菌中"发现了 F̂ ;IŶ 的间隔序列与噬菌体基因组和质

粒高度同源"猜想 F̂ ;IŶ 作为一种免疫系统可保护细菌和古

细菌免受外源噬菌体*质粒或病毒的侵入 +), ( c,$$,2735 等 +&,

通过将嗜热链球菌与不同的噬菌体共培养从而筛选具有噬菌

体抗性的菌株"在 9HG测序中发现了 F̂ ;IŶ 座位中有了新的

间序列"而此间隔序列正是来自侵染的噬菌体"并且证实了

F̂ ;IŶ 和其相关的 H%?基因赋予了细菌对噬菌体的抗性( 在

自然界中"F̂ ;IŶ ?F,A系统拥有多种类别"其中 F̂ ;IŶ ?F,AC

是研究最深入"应用最成熟的一种类别( F̂ ;IŶ ?F,AC 基因编

辑技术是由细菌和古细菌中存在的!型 F̂ ;IŶ ?F,A获得性免

疫系统经人工改造而成"其介导的细菌获得性免疫具体机制的

如下#当外源噬菌体或质粒进入细菌后"细菌通过识别特异的

原间隔序列临近基序& L$3Q3AL,0"$,/@,0"2Q+3Q-R"YGM'"将外源

9HG加工成大小合适的间隔序列"插入到 F̂ ;IŶ 序列中(

F̂ ;IŶ 位点转录*表达 L$"D0$̂HG"与重复序列区域转录而成

的反式激活 ĤG&Q,2AD,0Q-P,Q-270$̂HG"Q$,0$̂HG'配对"在 F2A

"和 Ĥ,A"#作用下形成成熟的 0$̂HG"在!型 F̂ ;IŶ ?F,A

系统中"Q$,0$̂HG和 0$̂HG作为 B 种向导 ĤG&75-/" ĤG"

7̂HG'或者融合在一起形成单向导 ĤG&A-27."D75-/" ĤG"

A7̂HG'"可以与核酸内切酶 F,AC 结合"形成核糖核蛋白体复合

物"引导 F,AC 蛋白特异性识别并结合到靶 9HG序列上进行切

割( F,AC 蛋白的核酸酶区域包含 THT核酸酶和 5̂PF样核酸

酶结构域"分别切割互补和不互补的目标 9HG链( F,AC 识别

目标基因中的 YGM序列"0$̂HG识别位于 YGM &-端互补的

B( #L 9HG序列"继而稳定 F,AC 和基因组的结合"更易于靶位点

的切割及基因组产生位点特异性双链断裂&A-Q"DAL"0-R-0/35#."D

AQ$,2/ #$",gA"9Ic' +>, "进利用细胞内原有的 9HG修复途径"如

非同源末端连接接&23213+3.3735A"2/D@3-2-27"HT*\'*同源定向

修复&T3+3.374/-$"0Q"/ $"L,-$"T9̂ '等"引入*替换或删除靶基

因
+=, "对 9HG进行遗传学修饰( F̂ ;IŶ ?F,AC 基因编辑技术是

继 ZOH和 KG!*H技术之后迅速发展起来的第 < 代基因组编辑

技术( 与 ZOH和 KG!*H技术相比"该技术不仅在设计*合成与

筛选上更为简便*快捷"而且可以在 ' 个细胞内同时靶向定位多

个基因位点进行编辑"成倍的提高了基因编辑的效率"且更适用

于多基因编辑
+E, ( 由于 F̂ ;IŶ ?F,AC 基因编辑技术的制备简

单*成本低廉*作用高效且无种属限制等特点"较 ZOH和 KG!*H

表现出明显的优势"故从诞生之日起"它就成为了众多科研工作

者关注的宠儿并获得了快速发展( 但是 F,A蛋白的不稳定性和

脱靶效应又在一定程度上限制了其应用的范围
+C, (

C;!@MGⅣ@U!0/V 系统在眼科疾病研究中的应用

随着技术的不断进展"从斑马鱼与哺乳动物眼睛的发育模

型和疾病模型的修饰"到纠正患者干细胞中的致病突变"

F̂ ;IŶ ?F,AC 系统已成功应用于视觉科学和眼科疾病的研究

中( 为了通过列举 F̂ ;IŶ ?F,AC 成功应用于眼科疾病的案例"

来展示该技术在生物医药领域的发展现状"剖析该技术存在的

问题"并对 F̂ ;IŶ ?F,AC 系统的应用前景进行展望"以期为人

类疾病动物模型的创立以及基因治疗的发展提供新思路"因此

本文将按照从眼前节到眼后节的眼部解剖顺序"对 F̂ ;IŶ ?

F,AC 系统在眼部疾病中的应用和研究进展展开综述(

C8C;先天性角膜上皮损伤

角膜上皮损伤指由于各种因素导致的角膜上皮屏障功能

与完整性受到破坏"引起角膜上皮细胞层部分或全层缺失的病

理状态"临床上可表现为角膜上皮弥漫性点状脱失或糜烂"角

膜上皮反复剥脱与缺损"并伴有不同程度的眼表炎性反应"严

重者可导致角膜基质病变"影响视功能 +'(, ( 引起角膜上皮损

伤的致病因素可分为先天性和后天性"现讨论先天性角膜上皮

损伤中 F̂ ;IŶ 的应用( 配对盒基因 > & L,-$"/ #3U7"2">"

KZ-L'是高度保守的转录因子"可控制前脑*胰腺以及包括角

膜上皮*虹膜*晶状体和视网膜在内的眼组织的发育( 作为眼

形成的必需转录因子"KZ-L 改变可导致各种眼部畸形"先天性

虹膜缺损就是其中一种研究得较深入的类型
+'', ( j,A5"等 +'B,

进一步论证了 KZ-L 在眼睛发育中的重要性"他们利用

F̂ ;IŶ ?F,A系统构建了 KZ-L 突变的小鼠胚胎模型"发现眼睛

畸形程度取决于所产生的突变类型"最严重的畸形与 )3::

KZ-L 突变体有关( 然而"此研究对于 KZ-L 基因是如何调节人

类角膜上皮细胞&03$2","L-Q1".-,.0"..A"F*FA'的作用机制尚不

清楚( 9,P-A等 +'<,
通过微阵列分析和定量 YF̂ "观察 KZ-L 转

基因型&KZ-L K7'小鼠的角膜的基因表达变化"并与年龄匹配

的野生型&WK'小鼠的角膜进行比较( 结果发现 KZ-L 在角膜

中的过度表达导致角膜异常#包括上皮细胞数量和形态的改

变"新生血管的形成"免疫细胞的浸润"屏障的受损以及角膜特
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异性角蛋白 'B&g"$,Q-2 'B"î K'B'的减少( 这表明 KZ-L 直接

有助 于 正 常 角 膜 功 能 的 维 持( 最 近" i-Q,X,S,等 +'),
使 用

F̂ ;IŶ DF,AC 系统在体外敲除 F*F中的 KZ-L 基因( 通过微阵

列分析和定量 YF̂ 方法"发现与对照组相比"缺乏 KZ-L 基因

的人类 F*F中角膜上皮特异性基因&B"AP*B"A$W'下调"表皮

相关基因 &B"A$D*8]O'上调( 研究者基于研究结果得出结

论111YGk> 通过抑制表皮相关基因而调节与角膜正常分化相

关的基因"以保持 F*F的细胞特性( 这不仅进一步验证

F̂ ;IŶ DF,AC 系统可应用于体外人类基因组的编辑"也有助于

进一步理解上皮细胞形成与维持的基因调控机制(

C8D;M""A+,22 角膜上皮营养不良

M""A+,22 角膜上皮营养不良 &M""A+,22 "L-Q1".-,.03$2",.

/4AQ$3L14"M*F9'是角膜上皮罕见的常染色体显性遗传性疾

病"其特征在于裂隙灯显微镜下角膜上皮双侧对称分布的细小

点状混浊和囊肿( 虽然疾病早期通常是无症状的"囊肿在青春

期后期和成年期的增生可引起上皮侵蚀"导致流泪*畏光和疼

痛
+'&, ( B"A$W 基因突变是首次报道的 M*F9的致病因素 +'>, (

随着不断的探索"研究者发现 B"AP 和 B"A$W 基因分别编码 i<

和 i'B"而角膜特异性 i<Di'B 角蛋白的存在对维持角膜上皮

完整性至关重要"B"A$W 中的 B< 个突变和 B"AP 中的 < 个突变

决定了 M*F9病变的严重性 +'=, "但仍然对 B"A$W 突变导致角

膜微囊肿形成的确切机制不甚了解
+'=, ( 近来"F35$Q2"4等 +'E,

发现在 M*F9的角膜中"位于 B"A$W 基因中的 !P`CA致病突

变体可以导致一种新的 YGM出现"研究者从而设计了 A7̂HG"

与这种单核苷酸多态性&A-27."250."3Q-/"L3.4+3$L1-A+"IHY'来

源的 YGM的相邻序列互补"并在体外实验证明这种 A7̂HG可

以有效降低 B"A$W 突变基因 +̂ HG和蛋白水平的表达( 为了

评估 A7̂HG的体内活性"将融合了 F,AC?A7̂HG的质粒注射入

携带人类 M*F9基因突变的小鼠角膜基质中( 通过基因组测

序分析显示 HT*\修复可以导致 B"A$W 突变等位基因内的移

码缺失( 这项研究在进一步加深了对 B"A$W 突变的致病机制

的研究的同时"也显示了 F̂ ;IŶ ?F,AC 对常染色体显性遗传病

进行基因治疗的潜力(

C8E;先天性白内障

先天性白内障是儿童常见的致盲性眼病"其致病因素包括

遗传因素和环境因素等( 近 '?< 的先天性白内障为单基因遗

传病"临床表现为单纯眼部异常或作为相关综合征的表型之

一"具有显著的临床和遗传异质性 +'C, ( F1,27等 +B(,
构建了

X6ZQ 基因位点突变的小鼠模型"发现其 '< 连接蛋白的改变(

这些小鼠模型有助于理解缝隙隙连接损伤和白内障形成之间

的机制关系( 之后的研究进一步表明"编码缝隙连接蛋白

&0322"U-2"FU'&( 的 X6ZQ 基因与常染色体显性遗传性先天性

白内障有关
+B', ( j5,2 等 +BB,

通过将 F,AC?A7̂HG+̂ HG共同注

射到兔的受精卵中"构建了具有 X6ZQ 基因敲除的兔白内障模

型( 结果表明"X6ZQ 基因座的基因突变效率在胚胎中达到

CEe=["在幼崽中达 '(([( 此研究不仅进一步印证了 X6ZQ 基

因的敲除与人类先天性白内障的关系"也提示了 F,AC?A7̂HG

系统可作为兔子基因组编辑的高效工具( 同时"这种新型兔白

内障模型将为用于预防和治疗白内障的新药的筛选提供方便(

'晶状体蛋白是维持晶状体正常功能所必需的小分子热激蛋

白( 对斑马鱼和金盲眼灯鱼的研究表明"单独减少 'G晶状蛋

白可以抑制正常的纤维细胞分化"促使晶状体变性并引起白内

障
+B<, ( 最近"j5,2 等 +B),

通过将 F,AC?A7̂HG+̂ HG共注射到

兔的受精卵中"构建了具有 'G晶状体基因敲除先天性白内障

兔模型( 在对具有 'G晶状体蛋白基因突变的 'C 个 O( 代和

'' 个 O' 代兔的重复观察中研究白内障表型( 数据表明"

F̂ ;IŶ ?F,AC 介导的兔 'G晶状蛋白基因的突变表现出先天性

白内障*小眼睑炎*晶状体早期萎缩的表型"以及晶状体纤维细

胞正常分化的抑制( 这些研究结果有助于构建一种新型动物

模型"未来可用于先天性白内障的鉴别和病理分析的研究中(

C8F;视网膜色素变性

视网膜色素变性&$"Q-2-Q-AL-7+"2Q3A," Ŷ'是遗传性视网膜

变性的常见形式"是一类因基因突变而导致进行性光感受器及

视网膜色素上皮细胞损伤的视网膜遗传性疾病
+B&, ( 眼底表现

以骨细胞样色素沉着*视网膜血管变细*视盘萎缩为典型特

征
+B>, ( 临床表现为夜视力损伤和视野缺损"严重者致盲( Ŷ

的遗传方式约 <([ _)([为常染色体显性遗传"&([ _>([为

常染色体隐性遗传"&[ _'&[为 k连锁遗传 +B=, ( 到目前为

止"研究者已鉴定了 B) 个常染色体显性遗传 Ŷ致病基因及 '

个连锁区域& Ŷ><'"其中视紫红质基因&$13/3LA-2""4T'约占

常染色体显性遗传 Ŷ病例的 <([ _)([ +BE, ( 据人类基因突

变数据库 &K1"T5+,2 N"2"M5Q,Q-32 9,Q,#,A""TNM9'统计"

"4T基因突变有 '>' 种"其中第一个被发现的 "4T基因突变

是 KWP4"在美国 G9̂ Y患者中占 'B["是一个高发突变(

c,g32/-等 +BC,
构建了携带 "4T0PPE 点突变的常染色体显性遗

传性 Ŷ大鼠模型"通过单次注射和电穿孔"将 F,AC?A7̂HG质

粒递送至大鼠视网膜下"进而将携带显性 "4T0PPE 突变的

"4T等位基因敲除( 结果显示敲除了突变基因的大鼠"视网膜

变性程度有所缓解"光敏度和视敏度有所提高( 类似于

c,g32/-等人的工作"!,Q"..,等 +<(,
使用 F̂ ;IŶ ?F,AC 系统"对

转基因小鼠模型中的携带 KWP4突变的 "4T基因进行编辑(

在视网膜下注射 F,AC?A7̂HG质粒后"进行电穿孔"结果证明了

在转基因小鼠模型中敲除 KWP4突变的 "4T基因的可行性(

这也进一步证实了 F̂ ;IŶ ?F,AC 系统可对常染色体显性遗传

病进行治疗的潜力( W5 等 +<',
使用 F̂ ;IŶ DF,AC 系统来校正

Ŷ模型小鼠的 K@,L^基因中的 'PEV-突变( 这些小鼠在

K@,L 中̂还含有病毒介导的 -G>[WQ 插入"需要探究 -G>[WQ 插

入或 'PEV-突变"二者何 为 Ŷ表 型 的 主 要 原 因( 使 用

F̂ ;IŶ DF,AC 系统纠正了 'PEV-突变后"结果显示视网膜的结

构和功能明显改善"这也侧面说明了 -G>[WQ 插入并非致病因

素( !P等 +<B,
利用 F̂ ;IŶ DF,AC 系统"体外敲除小鼠视网膜感

光细胞系中 "K̀ 基因并敲入 Ŷ特异性 "K̀ 突变体"结果导致

视网膜感光细胞的增生和迁移受到破坏( 因此认为突变型

"K̀ 等位基因与常染色体显性遗传 Ŷ相关( 这项研究也显示

出 F̂ ;IŶ ?F,AC 在哺乳动物细胞体外实验中的应用对于人类

遗传性疾病研究的意义(
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C8G;!"#"$先天性黑矇

!"#"$先天性黑矇&!"#"$0327"2-Q,.,+,5$3A-A"!FG'是一种

严重的先天性致盲性视网膜营养不良"也是发病最早*最严重

的遗传性视网膜病变"约占遗传性视网膜变性疾病的 &["具有

遗传异质性与表型多样性的特点
+<<, ( 人类 B!Y6$P 的突变被

认为是引起 !FG的早发型盲的致病因素之一( 为验证这一理

论"Z1327等 +<),
运用 F̂ ;IŶ ?F,AC 系统"向受精卵中注射设计

好的 F,AC?A7̂HG质粒"产生 B!Y6$P 基因突变的小鼠"模拟与

B!Y6$P 突变相关的人类 !FG疾病( 结果发现 B!Y6$P 基因的

嵌合体表达"与光感受器细胞退化以及对光的敏感度降低相

关"缺乏 B!Y6$P 蛋白的 Ŷ*细胞虽然仍旧存活"但覆盖于其

上的光感受器细胞出现细胞变性( 研究表明" Ŷ*细胞需要

B!Y6$P 基因的表达来维持光感受器的存活( !FG'( 作为 !FG

的最常见亚型"是由 !;KW`D 基因突变引起的严重的先天性视

网膜营养不良"!FG'( 患者中最常见突变是 !;KW`D 基因的内

含子突变( 5̂,2 等 +<&,
将 !;KW`D 剪接突变体引入 BC<OK细胞

中"产生 !FG'( 的细胞模型"研究表明运用 F,AC?7̂HG腺相关

病毒可以高效地敲除 !;KW`D 基因的内含子剪接突变体并恢复

野生型 !;KW`D 表达( 这些结果提供的证据支持有利于进一步

的研究开展"以验证基于 F̂ ;IŶ ?F,AC 的基因治疗策略对于治

疗 !FG'( 患者的潜力(

C8H;眼内新生血管疾病

眼内 新 生 血 管 形 成 是 增 生 型 糖 尿 病 视 网 膜 病 变

&L$3.-R"$,Q-P"/-,#"Q-0$"Q-23L,Q14"Y9̂ '*年龄相关性黄斑变性

&,7"D$".,Q"/ +,05.,$/"7"2"$,Q-32"GM9'*新生儿视网膜病变

&$"Q-23L,Q143RL$"+,Q5$-Q4" :̂Y'等多种与视网膜*脉络膜血液

循环相关的眼科疾病共有的病理改变
+<>a<=, ( 新生血管内皮细

胞间隙增大引起渗出*出血*增生可严重破坏眼的结构和功能"

导致患者不同程度的视力障( 新生血管的形成是多种细胞因

子参与并相互作用的一个复杂过程"大量的研究表明新生血管

形成与血管生长因子和血管生长抑制因子之间的失衡有关(

目前发现至少有 B( 多种生长因子作用于血管内皮细胞"其中

血管内皮生长因子 &P,A05.,$"2/3Q1".-,.7$3SQ1 R,0Q3$"]*NO'是

眼内新生血管生成最重要的细胞因子
+<E, ( GM9是发达国家老

年人 口 失 明 的 主 要 原 因( 脉 络 膜 新 生 血 管 & 013$3-/,.

2"3P,A05.,$-X,Q-32"FH]'是湿性年龄相关性黄斑病变的特征性

病理改变"主要由 ]*NOG过度表达引起 +<C, ( 在 FH]小鼠模

型中"i-+等 +)(,
通过视网膜下注射经由腺相关病毒载体递送的

];XRZ基因特异性 F,AC?A7̂HG复合物来诱导靶向突变"发现

Ŷ*细胞在注射后 < / 中的突变频率为 &B&z<'[( 研究结果

显示 Ŷ*细胞中的 ];XRZ基因突变减少了激光诱导的脉络膜

新生血管形成的面积( 该研究表明 F̂ ;IŶ ?F,AC 技术介导的

体内基因组编辑是治疗年龄相关性黄斑变性的新选择"这也将

基因治疗的应用范围扩展到新的维度( 众所周知"]*NOG已

经成为眼部新生血管抑制剂的常用靶点"另一个潜在的靶点是

]*NOG受体 &]*NÔ B '( T5,27等 +)',
运用 F̂ ;IŶ ?F,AC 技

术"对人类视网膜微血管内皮细胞中 ];XR"W 基因外显子 <

&"U32 <'进行基因编辑( 结果发现 ];XR"W 基因突变显著降低

了由 ]*NO刺激所引起的血管内皮细胞增生"突变型 ];XR"W

细胞群对 ]*NO的反应性被抑制"受抑制程度超过经阿柏西普

和兰尼单抗处理后的细胞( 研究证明了运用 F̂ ;IŶ ?F,AC 系

统"可对血管内皮细胞的生长因子受体进行基因编辑"这也为

眼内新生血管疾病提供了新的治疗靶点( 硫氧还蛋白相互作

用蛋白&Q1-3$"/3U-2 -2Q"$,0Q-27L$3Q"-2"KkH;Y'是由糖尿病和高

葡萄糖状态强烈诱导的促氧化应激"促炎症和促凋亡蛋白"参

与了增生性糖尿病视网膜病变的疾病演变过程
+)Ba)<, ( KkH;Y

对于通过线粒体自噬去除受损线粒体这个宏观自噬过程的作

用机制"仍有待探索( 为了研究糖尿病状态下视网膜细胞中线

粒体的相关细胞和分子机制"9"P-等 +)),
把大鼠 Ms.."$细胞系

&$MF''在高葡萄糖 &B& ++3.?!'或低葡萄糖 &&e& ++3.?!'条

件下进行为期 & 天的体外培养( 数据显示"高糖可在细胞溶质

以及线粒体中上调 KkH;Y的表达"引起线粒体超氧化物产生和

线粒体功能障碍( 相反"运用 F,AC?7̂HG进行 A-Y8K基因的

敲除可以有效防止高糖诱导的线粒体损伤和 $MF' 中的线粒体

自噬( 研究结果证明了 A-Y8K基因在糖尿病患者视网膜

Ms.."$细胞的线粒体中的关键作用( 此外"本研究中使用

F,AC?7̂HG以敲除 A-Y8K基因的案例"也为糖尿病视网膜病变

以及糖尿病的其他微血管并发症提供了潜在的治疗策略(

C8I;增生性玻璃体视网膜病变

增生性玻璃体视网膜病变 & L$3.-R"$,Q-P"P-Q$"3$"Q-23L,Q14"

Y]̂ '是一种常见的致盲眼病"表现为受损的玻璃体及视网膜

的异常修复( Y]̂ 常发生于眼外伤*孔源性视网膜脱离或眼内

手术后( 在血a视网膜屏障受损后的损伤修复过程中"视网膜

色素上皮细胞&$"Q-2,.L-7+"2Q"L-Q1".-5+" Ŷ*'*神经胶质细胞*

成纤维细胞等发生增生*迁移"形成增生膜附着于视网膜( 视

网膜表面上的瘢痕状纤维细胞膜收缩"引起牵引视网膜&再'脱

离并最终导致永久性的视力丧失
+)&, ( Ŷ*发生上皮a间质转

化&"L-Q1".-,.+"A"2014+,.Q$,2A-Q-32"*MK'"到形成肌成纤维细

胞表型"随后在视网膜表面进行附着*扩散*增生和迁移"是

Y]̂ 发病机制的关键事件
+)>, ( 在对 *MK的研究中"Y$-7.-27"$

等
+)=,
分别应用 ILF,AC 和 A-̂HG"敲除和敲低 Ŷ*中的 &'">HD

乙酰葡糖胺基转移酶 ]&MNGK&'基因( 研究者发现体外实验

中 Ŷ*中 MNGK& 基因表达的下调导致半乳糖凝集素D< 蛋白

与表面聚糖的结合力降低"证实了 MNGK& 与 *MK的联系"并

为实现半乳糖凝集素D< 蛋白成为 Y]̂ 未来潜在的治疗靶点提

供了理论依据(

C8W;视网膜母细胞瘤

视网膜母细胞瘤&$"Q-23#.,AQ3+," ĉ'是儿童时期最为常见

的眼内恶性肿瘤( 该肿瘤发病较早"进展较快"致残率和致死

率较高( 视网膜母细胞瘤是由于 "#$ 基因在生殖细胞或体细

胞上发生双等位基因突变所致
+)E, ( 尽管近些年来视网膜母细

胞瘤的治愈率有所增加"但由于当前的技术无法高效地构建视

网膜母细胞瘤的动物模型"迄今为止分子靶向治疗技术仍未应

用于该疾病之中( H,"$Q等 +)C,
通过 F̂ ;IŶ ?F,AC 技术使得非

洲爪蟾的 "̂$ 和 "̂:$ 基因失活"发现 "̂$ 或 "̂:$ 单嵌合突变

体非洲爪蟾不会发生肿瘤"而 "̂$a"̂:$ 双嵌合突变体非洲爪
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蟾蝌蚪可迅速发展为视网膜母细胞瘤( 此次研究提供了第一

个 F̂ ;IŶ ?F,AC 介导的非洲爪蟾癌症模型以及第一个遗传性

非哺乳动物视网膜母细胞瘤模型( 利用 F,AC?7̂HG注射构建

的该种动物模型有助于快速鉴定可供治疗性干预和新药研究

开发的靶标(

D;结语

虽然 F̂ ;IŶ ?F,AC 基因编辑系统的诞生时间晚"但是它的

发展却非常迅速( 作为最具有基础研究和临床应用前景的基

因治疗技术之一"F̂ ;IŶ ?F,AC 已成为基因组编辑领域的研究

热点"并为人类眼科疾病的研究和治疗带来希望( 一方面研究

者可应用 F̂ ;IŶ ?F,AC 技术靶向插入*替换或敲除治病基因"

构建疾病的动物模型从而深入研究眼科疾病的发病机制)另一

方面"F̂ ;IŶ ?F,AC 技术对患者的基因组进行靶向编辑的能力

也进一步证明了其作为一种眼科疾病治疗策略的潜力( 尽管

目前 F̂ ;IŶ ?F,AC 系统仍然面临许多难题"但其制备简单*操

作便捷*作用高效且无种属限制等特点"是传统基因修饰技术

甚至第 B 代基因修饰技术所不具备的( 如何进一步提升
F̂ ;IŶ ?F,AC 系统中的 F,A蛋白的稳定性和靶点结合的特异

性以及如何进一步的优化基因编辑效率"将成为今后基因编辑

技术领域中的研究方向之一( 展望未来"我们有理由相信"随

着技术的不断突破"F̂ ;IŶ ?F,AC 系统将会在包括眼科学在内

的医学的更多领域中得到广泛的应用"并对人类生活产生深远

的影响(
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$"P",.AQ1,Q.3AA3Ri02@'< R520Q-32 -2 +-0"+-+-0A15+,2 /-A",A"
L1"23Q4L"A+\?:!,8I0-̂ "L"B('&"& hE<>> +B('=a'(aB',81QQLA#??
SSS82,Q5$"803+?,$Q-0."A?A$"L(E<>>89:;#'(8'(<E ?A$"L(E<>>8

+<&, 5̂,2 Nk"c,$$4*"j5 9""Q,.8F̂ ;IŶ ?F,ACD+"/-,Q"/ 7"23+""/-Q-27
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