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!!$摘要%!成簇规律间隔短回文重复序列&CE6BDE' 8CE6BDE相关核酸酶&C(:'系统是一种存在于细菌和
古菌内抵抗外源病毒和质粒侵袭的适应性免疫系统"自其发现的 $# 余年来"研究者对其在生物体内免疫过程
和利用其进行基因编辑的作用机制的认识不断深入( 研究发现"由%型 CE6BDE8C(:改造而来的 CE6BDE8
C(:- 系统准确和有效地进行基因编辑( 近年来"随着基因测序技术的进步和发展"多种眼科遗传病的致病基
因诊断更加明确"同时随着在真核细胞里 C(:- 作用特异性的提高"基因编辑技术在遗传性眼病的诊疗方面正
展现出巨大的潜力( 目前"CE6BDE8C(:- 基因编辑技术在眼科的应用已扩展到先天性白内障*先天性青光眼*
视网膜色素变性&ED'*先天性角膜营养不良* Q̂SQM先天性黑矇& Ĉ?'和 W:KQM综合征等遗传性眼病的基因
治疗( 此外"CE6BDE8C(:- 基因编辑技术与腺相关病毒载体&??I'和诱导性多能干细胞&)DBC:'研究的结合
为遗传性疾病的治疗提供了更多的可能性和新的途径( 本文就 CE6BDE8C(:- 基因编辑技术的机制以及该技
术在眼遗传病基因治疗方面中的应用进行综述(

$关键词%! 成簇规律间隔短回文重复序列) CE6BDE>C(:系统) 基因治疗) 眼遗传疾病
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!!人类基因组约含有 <= ### 个被注释的基因"目前发现有
0 ###余种疾病与基因突变有关"研究证明近 " ### 个基因的突

变与疾病的发生和发展有关联 & TTT13')'13MN8:L(L):L)2:8

NQ;QA(U'"随着 4O?测序技术的不断进展和对疾病认识水平

的不断提高"越来越多与疾病相关的基因变异被发现并受到关

注( 目前"由基因突变导致的遗传性疾病尚无有效的治疗方

法"但近年临床试验发现基因替代治疗具有较好的疗效和安全

性"提示基因治疗具有广阔的应用前景 +/[<, ( 近年来利用基因
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编辑技术直接修复错误基因的治疗技术取得了长足的进步"尤

其是在成簇规律间隔短回文重复序列 & 2*+:LQMQV MQN+*(M*,

);LQM:U(2QV :K3MLU(*);VM3')2MQUQ(L:"CE6BDE' 8CE6BDE相关核

酸酶&CE6BDE(::32)(LQV ;+2*Q(:Q"C(:' - 系统的发现使得基因

编辑技术真正得到普及( CE6BDE8C(:- 通过特异性的向导
EO?&:);N*QN+)VQEO?":NEO?'与 4O?结合"引导 C(:- 与靶序

列进行结合并进行切割"形成 4O?双链断裂 & V3+S*Q>:LM(;V

SMQ(Z:"4B@:'"然后利用细胞的非同源性末端连接 & ;3;>

K3'3*3N3+:Q;V 93););N" OX&\' 或 同 源 介 导 修 复 & K3'3*3N,

V)MQ2LQV MQU()M"X4E'对断裂的 4O?进行插入8缺失*修复或替

换
+$[", "目前已成为基因编辑技术的常用手段( 眼部组织存在

血[眼屏障和免疫赦免 +=, "且眼球容量小"故所需的载体量也

少"另外对侧非治疗眼可以作为对照"为遗传眼病"尤其是遗传

性视网膜变性的基因治疗提供了非常好的条件( 就 CE6BDE8

C(:- 基因编辑技术及该技术在眼遗传病基因治疗方面的应用

研究进展进行综述(

A8=<S!H<P="+T 系统的研究背景

CE6BDE序列的研究最早可追溯到 /-%7 年"6:K);3等 +0,
在

研 究 大 肠 杆 菌 碱 性 磷 酸 酶 同 工 酶 & ):3j,'Q:3R(*Z(*);Q

UK3:UK(L(:Q" 3̀-'基因时"意外地在 3̀-基因的下游发现了一组

<- 个核苷酸&;+2*Q3L)VQ";L'的重复序列"与大多数的重复序列

不同"这 <- ;L重复序列中间隔着 = 个 $< ;L的非重复序列"但当

时这一现象并未引起研究者们的关注( 在接下来的十几年时

间里"随着越来越多的微生物基因组测序的完成"发现在不同

的细菌和古菌的基因组中也有重复序列( <### 年"A39)2(等 +7,

发现这一特殊的重复序列在 "#b以上的被测细菌和 -#b的古

菌中均存在"这些早期的发现激起了大家对这些微生物中重复

序列的研究兴趣( <##< 年"\(;:Q; 等 +%,
重新将这一重复序列命

名为成簇规律性间隔短回文重复"简称为 CE6BDE"并发现在这

一重复序列周边存在多种有意义的编码序列"命名为 CE6BDE

相关核酸酶"即 C(:( 这也成为最终 CE6BDE系统分类的基础

&$ H+型' +-[/#, ( 在 <##= 年出现了一个重大的转折点"$ 个

研究团队先后报道了一个重大发现"CE6BDE的间隔 4O?序列

并非来自原核生物本身"而是来自外源入侵细菌的噬菌

体
+//[/$, "随后提出了多种假说( 直到 <##7 年"@(MM(;N3+ 等 +/",

通过实验研究首次证明了 CE6BDE8C(:是一种细菌获得性免疫

系统"此后开展了一系列关于 CE6BDE防御机制的研究 +/=[/0, (

<#/# 年"CE6BDE的基本功能和机制得到阐明"然而其应用范围

却非常有限"基因编辑的应用技术仍未开发"因为研究的$型

和+型系统均过于复杂( < 项研究揭示了%型 CE6BDE系统的

功能和作用机制"首先是 A3);Q(+ 等 +/7,
通过对嗜热链球菌的研

究揭示了 C(:- 是 C(:基因簇中唯一介导靶向 4O?切割的酶)

CK(MUQ;L)QM等 +/%,
发现了一种非编码的反式激活 CE6BDEEO?

&LM(;:(2L)P(L);NCE6BDEEO?"LM(2MEO?'"可与 2MEO?&CE6BDE

EO?'结合"并与 C(:- 和 EO?酶+一起促进 2MEO?的加工和

成熟( <#/< 年"\);QZ 等 +/-,
发现可以将 LM(2MEO?与 2MEO?连接

成一种 EO?"称为 :NEO?"并成功地在体外指导 C(:- 进行 4O?

切割"这是一个突破性的研究进展( <#/$ 年"多个团队同时成

功地在哺乳动物细胞内实施了基因编辑
+<#[</, ( 此后这项 EO?

介导的 CE6BDE8C(:- 基因编辑技术在世界范围内的实验室得

到广泛应用(

C8=<S!H<P="+T 系统的作用机制

细菌的 CE6BDE系统发挥作用需经历 $ 个阶段#&/'细菌

被噬菌体感染后"CE6BDE系统会识别噬菌体基因中的原间隔

序列邻近基序&UM3L3:U(2QM(V9(2Q;L'3L)R:"D?A'序列"即位于原

间隔序列的两端的保守序列"一般形式为 O__&O为任意碱基"

_为鸟嘌呤 '"随后 C(:酶会切割原间隔序列"并整合到
CE6BDE基因座中) &<'同种噬菌体再次感染细菌时会诱导
CE6BDE基因座的表达"经转录和转录后加工产生 2MEO?)

&$'2MEO?与 LM(2MEO?结合"并与 C(:蛋白形成复合体介导切

割"从而抵抗噬菌体的侵入 +/-"<<, ( 通过人工构建%型 CE6BDE8

C(:- 系统"可直接将 2MEO?与 LM(2MEO?嵌合形成 :NEO?"在
:NEO?的介导下"C(:- 蛋白在目的基因序列特定位点进行切

割"产生 4B@:"从而引发细胞内启动 OX&\或 X4E修复机

制
+<#[</, ( 若细胞内缺乏 4O?修复模板"4B@:处会通过 OX&\

造成多种突变"包括替换*缺失或者插入"可用于基因的敲除(

当细胞内有外源 4O?作为模板时"可以通过 X4E途径精确实

现碱基的替换或插入"可用于基因的插入 +<$, ( OX&\的机制简

单又不依靠模板"因而 OX&\的活性比 X4E要高很多"但
OX&\出错概率较高"容易造成移码突变"而基因编辑技术正是

利用了这一特点(

E8=<S!H<P="+T 系统在眼遗传病治疗中的应用

遗传病是指由遗传物质发生改变而引起的疾病"或者是由

致病基因所控制的疾病( 对眼遗传病进行基因治疗是目前世

界上的研究热点"目前已开展了基因替代疗法治疗多种眼遗传

性疾病的临床试验
+<"<"[<7, "最早的临床试验是由视网膜色素上

皮&MQL);(*U)N'Q;LQU)LKQ*)+'"E->'0= 突变导致的 Q̂SQM先天性

黑矇& Q̂SQM23;NQ;)L(*('(+M3:):" Ĉ?'的基因替代治疗"取得了

较好的结果( 相对于外源导入基因"利用基因编辑技术直接修

复突变的基因无疑是更安全的"CE6BDE8C(:- 作为一种高效的

基因编辑技术"显示了其能同时对多个基因进行特异的和有效

的编辑能力"为遗传性眼病的治疗带来了希望"此外 CE6BDE8

C(:- 技术与其他方法的结合为相关眼病的治疗提供了新的途

径"如腺相关病毒 &(VQ;3>(::32)(LQV P)M+:"??I'和诱导多能干

细胞 & );V+2QV U*+M)U3LQ;L:LQ' 2Q**:" )DBC:' 方 法 等( 目 前

CE6BDE技术的治疗策略主要包括利用 OX&\来沉默致病基

因*删除插入的致病基因*利用 X4E修正突变的致病基因或引

入正确基因以替换致病基因
+<%, (

E1A8利用 CE6BDE8C(:- 技术治疗先天性白内障

先天性白内障是一种严重影响婴幼儿视力及视觉发育的

眼病"常表现为白瞳征"除此之外"严重的先天性白内障患者视

力低下或双眼视力不平衡"因此会并发眼球震颤*眼位偏斜*不

能注视等( 先天性白内障常见的遗传方式为常染色体显性遗
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传"而常染色体隐性遗传和 i性连锁隐性遗传也有报道 +<-, (

目前已有 "# 余个基因被证实与遗传性白内障的发生有关 +$#, (

GE.]G基因可以导致常染色体显性遗传的先天性白内障"g+

等
+$/,
最先在相应的先天性白内障小鼠模型中进行研究"这些

模型小鼠携带有 GE.]G基因 $ 号外显子上 / SU 的缺失突变"

导致了第 70 个氨基酸的翻译终止( 研究者将携带 C(:-8

:NEO?的 'EO?一起注射到含有该突变的小鼠受精卵"靶向作

用于突变的等位基因"最后存活下来的 7% 只小鼠中有 <" 只突

变位点被修正"与野生型小鼠的基因型一致且未发生白内障"

晶状体的组织学表现与正常对照也是一致的( 研究结果显示"

CE6BDE8C(:- 系统可通过 OX&\或者 X4E矫正遗传缺陷来治

愈遗传性疾病(

E1C8利用 CE6BDE8C(:- 技术治疗角膜营养不良

AQQ:'(;; 角 膜 上 皮 营 养 不 良 & AQQ:'(;; l:QU)LKQ*)(*

23M;Q(*V,:LM3UK,"A&C4'是一种常染色体显性遗传性角膜疾

病
+$<, "AEVN\ 为 A&C4的致病基因 +$$, ( C3+ML;Q,等 +$",

发现

AEVN\ 基因 21$-=G̀ C& U1̂Q+/$<DM3'突变导致一种新的原间

隔序列邻近基序&UM3L3:U(2QM(V9(2Q;L'3L)R:"D?A'出现"进而设

计了靶向与该单核苷酸多态性&:);N*Q>;+2*Q3L)VQU3*,'3MUK):'"

BOD'来源的 D?A结合的 :NEO?"研究者通过 OX&\使这个突

变失活或者进行矫正"在体外细胞实验中验证 :NEO?的作用

后"又向携带人类 6>G+基因突变小鼠的角膜基质内注射

:NEO?和 C(:- 表达质粒"然后从这些小鼠角膜中扩增 AEVN\

基因并测序"发现约 "#b的细胞中可观察到 OX&\的修复作

用( 颗粒状角膜营养不良&NM(;+*(M23M;Q(*V,:LM3U,"_C4'是一

种常染色体显性遗传病"它是由 V]QS̀ 基因上的位点突变所

致"G(ZQL(;)等 +$=,
利用 CE6BDE8C(:- 设计了靶向作用于 V]QS̀

基因上 21$7#_̀ ?& U1?MN/<"X):'突变的 NEO?"并在体外向该

突变 _C4患者来源的角膜基质细胞里导入含有 C(:- 和 NEO?

的质粒以及作为修复模板的单链寡核苷酸 &:);N*Q>:LM(;VQV

3*)N3;+2*Q3L)VQ"::54O'成功地进行了基因修正"该方法表现出

了高度的特异性"未出现脱靶现象(

E1E8利用 CE6BDE8C(:- 技术治疗青光眼

原发性开角型青光眼&UM)'(M,3UQ; (;N*QN*(+23'("D5?_'

是世界范围内不可逆盲的主要原因"典型表现为视盘的凹陷性

萎缩和视野的特征性缺损( 6.TG是首个发现的与罹患青光

眼有关的致病基因
+$0, "其突变导致相关蛋白错误折叠并积聚

在小梁网细胞内"引起小梁网组织压力升高"使房水流出减少"

眼压升高"占 D5?_患者人数的 "b( \(); 等 +$7,
使用 CE6BDE8

C(:- 分别在人小梁网细胞和 GN>6.TGJ"$7X
小鼠模型上敲低发

生突变的 6.TG基因的表达"可阻止 6.TG基因突变所致的肌

纤蛋白的不良作用"减少错误折叠的蛋白在小梁网细胞中的积

聚"降低细胞中内质网的压力"进而预防年幼的 GN>6.TGJ"$7X

小鼠眼压升高"也可以降低小鼠升高的眼压"说明小梁网细胞

可以在一段时间内耐受内质网压力的升高"这些结果在供体眼

球的研究中也得到了证明(

E1C8利用 CE6BDE8C(:- 技术治疗视网膜色素变性

视网膜色素变性&MQL);)L):U)N'Q;L3:("ED'是一组以进行性

视网膜光感受器细胞及 ED&功能丧失为主要特征的遗传性视

网膜退行性病变"典型症状包括夜盲*进行性视野缺损*眼底骨

细胞样色素沉着*视网膜电图 &Q*Q2LM3MQL);3NM('"&E_'异常或

者无波形( ED具有明显的遗传异质性"遗传方式可为常染色

体显性遗传&$#b H"#b'*常染色体隐性遗传&=#b H0#b'和

i性连锁隐性遗传 &=b H/=b' +$%, "目前尚无有效治疗方法(

基因治疗以及基因编辑技术的出现使 ED的治疗取得了一定进

展( E?T基因是常染色体显性遗传 ED中常见的一个致病基

因"西方人群中有 <=b常染色体显性遗传的 ED为该基因突变

导致的
+$%, "@(Z3;V)等 +$-,

利用携带 E)/B$$" 点突变的常染色体

显性遗传性 ED大鼠模型进行研究"该突变导致 EK3蛋白功能

缺失并使感受器细胞凋亡"在大鼠模型视网膜下单次注射

:NEO?8C(:- 质粒"利用电穿孔刺激光感受器吸收质粒"进而选

择性地将携带有突变的等位基因删除"注射后大鼠的视功能改

善( (̂LQ**(等 +"#,
对携带 DM3<$X):&D<$X'突变大鼠模型进行基

因编辑治疗"将 < 个 :NEO?编码在一个质粒上"并与化脓性链

球菌属 C(:- &:LMQUL32322+:U,3NQ;Q:C(:-"BUC(:-'共同注射至

视网膜下"使 EK3蛋白表达下降( 这 < 个团队的研究结果都证

明了 CE6BDE8C(:- 技术治疗显性遗传性视网膜病变的可能性(

还有些研究者的思路与众不同"J+ 等 +"/,
认为"ED患者视

功能丧失是由于视锥细胞丢失"而视锥细胞的丢失是视杆细胞

退化的继发改变"选4'是一个在视杆细胞发育过程中起重要作

用的基因"研究者通过 CE6BDE8C(:- 靶向破坏 选4'基因来影响

视杆细胞的发育分化"使其获得部分视锥细胞的功能特征"提

高视杆细胞的存活能力"并阻止视锥细胞的继发性退化"研究

者在 $ 种不同突变的 ED的小鼠模型都发现基因编辑后视杆细

胞存活时间延长"残存视锥细胞功能得以保留( 这项研究开创

性地设想了一个全新的治疗策略"即不管是何种遗传方式的

ED都可以通过破坏 选4'基因来延迟视杆细胞和视锥细胞功能

的退化(

47N 小鼠为一种在 -17OB基因上含有 < 个纯和突变的模

型"分别是 J$"7i和 / 号内含子白血病病毒的 &a5:Z\K'插入

突变"但一直以来都未确定哪个纯和突变才是真正的致病突

变( g+ 等 +"<,
通过 CE6BDE8C(:- 修复了 47N 小鼠在 -17OB基因

上的无义突变&J$"7i'后小鼠表型出现改善"其后代未发生同

样病变"证明了 J$"7i是致病突变( 另外"由于 X4E和 OX&\

作用的效率及局限性"B+j+Z)等 +"$,
通过 CE6BDE8C(:- 技术设

计了一种同源独立的靶向整合 & K3'3*3N,>);VQUQ;VQ;LL(MNQLQV

);LQNM(L)3;"X6G6'方法"可将 4O?敲入分裂和不分裂的细胞"更

将携带 614<U\ 号外显子拷贝的载体插入到 614<U基因 / 号内含

子至 < 号外显子 /]- ZS 缺失突变的大鼠模型中"大鼠视功能得

到提高"表明了这种技术在基因治疗方面的潜能(

E1G8利用 CE6BDE8C(:- 技术治疗 Ĉ?

Ĉ?是一种严重的致盲遗传性视网膜疾病"患者出生时或

出生不久即出现视力丧失"可伴有眼球震颤*黑矇瞳孔*畏光

等"&E_记录不到或波幅严重降低"多数患者呈常染色体隐性

遗传( 目前共确定了 /% 个致病基因与该病有关 +"", ( Ĉ?是

首个基因治疗的眼病"目前对 ED&特异性 0= ### 蛋白&MQL);(*

!"-%! 中华实验眼科杂志 <#/% 年 // 月第 $0 卷第 // 期!CK); \&YU 5UKLK(*'3*"O3PQ'SQM<#/%"I3*1$0"O31//
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U)N'Q;LQU)LKQ*)(*2Q**:0= Z4(UM3LQ);"ED&0='相关 Ĉ?的基因

替代治疗疗效良好( 由 G>-\LI 基因突变导致的 Ĉ?/# 是西

方人群常见的 Ĉ?亚型 +"=, "其中常见突变是深部内含子区的

剪切突变( E+(; 等 +"0,
将该剪切突变导入 X&e<-$FG细胞中"

构建出 Ĉ?/# 相应的细胞模型"运用 NEO?8BUC(:- 能够高效

地敲除该突变并恢复细胞中野生型 G>-\LI 基因的表达"虽然

缺乏相应的动物模型"但研究者在野生型小鼠中进行有效性检

测时发现":NEO?:和 BUC(:- 能够靶向性敲除小鼠 G>-\LI 内

含子上的基因片段( 这些结果证实运用以 CE6BDE8C(:- 为基

础的基因治疗策略能治疗 Ĉ?/#(

E1G8利用 CE6BDE8C(:- 技术治疗 W:KQM综合征

W:KQM综合征是常见的伴有感音神经性耳聋和 ED的遗传

性疾病"目前发现有 /$ 个基因与该病有关 +"7, "9(?\3基因突

变是其主要原因之一"但该基因长达 /= ZS"在以往的基因替代

治疗方法中"由于 ??I本身的结构特点"重组载体携带目的基

因的大小有限"最多可携带的基因片段为 =]/ H=]$ ZS+"%["-, "但

是通过 CE6BDE8C(:- 技术的基因编辑技术却能克服这些问题"

显示出了巨大的优势( F+:LQM>_(M2{(等 +=#,
利用 CE6BDE8C(:-

的 X4E修复方式成功地在 X&e<-$ 细胞中导入 9(?\3基因中

常见的 21<<--VQ*_和 21<<70_̀ G突变"并进一步在 21<<--VQ*_

纯和突变患者身上分离的皮肤成纤维细胞中导入 :NEO?和

C(:-"并对突变进行修正"尽管在皮肤成纤维细胞中的基因编

辑效率不如 X&e<-$ 细胞中那么高"但其结果说明了 CE6BDE8

C(:- 在片段较大基因中应用的可能性 +=#, "也为该相关疾病的

基因治疗带来了希望(

E1U8CE6BDE8C(:- 与 ??I

作为小型非致病性病毒"??I是一种遗传性视网膜变性基

因治疗过程中安全且长期有效的基因载体
+=/, "而且不同亚型

的 ??I可作用于视网膜的不同细胞 +=<, ( 既往的基因替代治

疗是将外源基因通过 ??I递送到视网膜"随着 CE6BDE8C(:-

技术的发展"??I与 CE6BDE结合成为新的研究方向( X+;N

等
+=$,
利用 ??I< 载体分别递送 C(:- 和 :NEO?到视网膜上"靶

向作用于 GK,/>JFD转基因小鼠模型上表达的 JFD"发现其在

不影响视网膜功能的情况下有效地减少了视网膜 JFD阳性细

胞"表明将 ??I和 CE6BDE8C(:- 结合应用是可行的(

E1V8CE6BDE8C(:- 与 )DBC:

CE6BDE8C(:- 作为一种工具"CE6BDE8C(:- 可与 )DBC:相结

合"在体外先矫正基因的突变"然后移植到病变的视网膜上 +=", (

@(::+Z 等 +==,
将 i连锁遗传性 ED患者的皮肤成纤维细胞诱导成

)DBC:"由于 )DBC:上也具有患者的突变基因"因此利用 CE6BDE8

C(:- 可将这些分化的离体细胞进行修复"细胞测序发现"/$b的

细胞突变得到矫正或修复"理论上这些修复过的 )DBC:可作为

自体移植细胞"有效地避免异体移植免疫排斥现象( @+M;)NKL

等
+=0,
进一步对包括 63A*G>-\LI 和 E?T等多个基因进行实

验"发现无论突变位点位于外显子区还是深部内含子区"或是

显性的突变"均可成功地对患者来源的 )DBC:进行基因修正"证

明利用 CE6BDE8C(:- 技术对患者的 )DBC:进行矫正或修饰是

可行的"也为利用 )DBC:进行自体移植提供了可能性 +=0, (

C8小结

本文总结了近年来利用 CE6BDE8C(:- 治疗遗传性眼病的研

究结果"虽然该技术仍处于研究及临床应用的早期阶段"面临的

挑战仍然很多"主要是需减少脱靶现象"但这项全新的*具有革

命性的基因编辑技术为眼科遗传行疾病的治疗提供更多的可

能"当然相关研究须详细规划和严格监管"并须根据其有效性*

安全性和特异性进行优化"以便更好地开展相关的应用基础研

究及临床转化"但该技术的不断进步无疑是值得期待的(
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