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!!$摘要%!成簇规律间隔短回文重复序列及其相关蛋白 9&6;C5F;S6(J9'系统是一种利用 ;>?指导核酸

内切酶进行基因编辑的技术"具有操作简便*靶向精准*周期短*基因敲除效率高等特点"被广泛用于多个物种

的基因编辑及疾病基因治疗中( 目前"采用该技术已构建了多种眼科疾病动物模型"如角膜营养不良模型
&ZNDM7[*R3Sb! ;70"6基因突变'*青光眼模型&O+=._"%#P*=?R!&#$N和 ?O$2 基因突变'*白内障模型
&3&M_*1?!MG*AbO(<*Mc?H 和 ?D1S+a$基因突变'*MA[AB先天性黑矇动物模型&1.!&[% 和 2.MH 基因突变'*

视网膜母细胞瘤动物模型 &"N[d"N2 基因突变 '和视网膜色素变性动物模型 &517.[*._="S%\*.$"12*

?".7*MV"32[*2"MR和 ?7$TN基因突变 '等( 还有研究者采用该基因编辑技术进一步证实了 OS"?*

.?MO7_*?(QT 和 S"$O基因在动物眼部发育过程中的作用( 本文就 6;C5F;S6(J9 基因编辑技术在构建眼

科疾病动物模型中的应用进行综述(
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"89-*,&%*#: E+A4*/JIABAW BA./*(B*-)2IABJG(4AW J+,BIG(*)2WB,')4BAGA(I& 6;C5F;' S6;C5F;U(JJ,4)(IAW

A2W,2/4*A(JA9 & 6(J9 ' IA4+2,*,.-)J(.A2AAW)I)2.IA4+2,*,.-I+(I/JAJ;>? I,./)WAA2W,2/4*A(JAJ3E+)J

IA4+2,*,.-)JB(G)W*-/JAW )2 .A2AAW)I)2.(2W W)JA(JA.A2AI+AB(G-)2 '/*I)G*AJGA4)AJ[A4(/JA,X)IJA(J-,GAB(I),2"

GBA4)JAI(B.AI)2."J+,BI4-4*A"(2W +).+ .A2A^2,4̂,/IAXX)4)A24-3?IGBAJA2I"I+A4,B2A(*W-JIB,G+-',WA*&ZNDM7["

R3Sb! ;70"6.A2A'/I(I),2J'".*(/4,'(',WA*&O+=._"%#P"=?R!&#$N(2W ?O$2 .A2A'/I(I),2J'"4(I(B(4I

',WA*&3&M_"1?!MG".bOMS"Mc?H (2W ?D1S+a$.A2A'/I(I),2J'"MA[AB4,2.A2)I(*('(/B,J)J(2)'(*',WA*

&1.!&[% (2W 2.MH .A2A'/I(I),2J'" BAI)2[*(JI,'((2)'(*',WA*& "N[S"N2 .A2A'/I(I),2J' (2W BAI)2)I)J

G).'A2I,J(',WA*J&517.["._="S%\".$"12"?".7"MV"32[" 2"MR(2W ?7$TN.A2A'/I(I),2J' +(ZA[AA2

4,2JIB/4IAW [-/J)2.I+)JIA4+2,*,.-3E+AB,*A,XOS"?".?MO7_"?(QT"(2W S"$O.A2AJ)2 (2)'(*A-AWAZA*,G'A2I

+(J[AA2 X/BI+AB4,2X)B'AW Z)(I+)JIA4+2,*,.-3E+A(GG*)4(I),2 ,X6;C5F;S6(J9 .A2AAW)I)2.IA4+2,*,.-)2 I+A

4,2JIB/4I),2 ,X(2)'(*',WA*J,X,G+I+(*')4W)JA(JAJY(JBAZ)AYAW )2 I+)J(BI)4*A3

"?)2 3.,'-#:6;C5F;U6(JJ-JIA'J+ <A2AAW)I)2.+ &-AW)JA(JAJ+ =)JA(JA',WA*J" (2)'(*

@4$'A,.(,&1# >(I),2(*>(I/B(*54)A24AD,/2W(I),2 ,X6+)2(& :7%$7%0#'+ RG+I+(*',*,.->AYEA4+2,*,.-

C24/[(I),2 D/2W FB,TA4I,XFB)'(B-PA(*I+ 6(BAD,/2W(I),2 ,X6+)2(&Da0$00$$:809'

=RC#7$3%K8$S4'(3T34277#9:9U0$79$9%$U$$"0#

!!基因编辑是近年来眼科实验研究的热点领域( 眼球解剖

结构独特"角膜透明"借助裂隙灯显微镜*光相干断层扫描等仪

器"方便对眼部疾病进行观察 ,7- +另外"眼部缺乏淋巴管结构"

眼球处于相对免疫赦免状态"对新抗原的免疫应答反应较弱"

更适合外源性基因编辑治疗
,0- ( $型 6;C5F;S6(J系统由前

核糖体 ;>?*6(J9 和反式激活 6;C5F;;>?&4B;>?'组成"其

中"6(J9 经 4B;>?引导后与互补 =>?靶序列结合"进而产生位

点特异性 =>?双链断裂"理论上可以在任何基因位点上实现
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=>?切割 ,%- ( 6;C5F;S6(J9 基因编辑技术不仅在目的基因设

计合成筛选上更为简便快捷"而且可以在单个细胞内同时靶向

编辑多个基因位点"成倍地提高了基因编辑的效率"但 6(J蛋

白的不稳定性和脱靶效应在一定程度上限制了其应用
,"- ( 基

因编辑动物属于原发性疾病模型"其表型持续时间长"并可稳

定遗传( 对于已明确致病基因的疾病"构建基因编辑动物模型

可真实地模拟疾病发生和演变过程( 应用胚胎细胞克隆技术"

还可批量制备基因型一致的动物模型"减少个体差异对实验结

果的影响
,#- ( 本文就 6;C5F;S6(J9 基因编辑技术在构建眼科

疾病动物模型中的应用进展进行综述(

B:角膜疾病

54+2-WAB角膜营养不良是一种罕见的常染色体显性遗传

病"病因可能为染色体 7F%8 位点的 faC?异戊二烯基转移酶结

构域&f[)?GBA2-*IB(2JXAB(JAW,'()2 4,2I()2)2.7"ZNDM7['基因

突变"角膜出现渐进性混浊"胆固醇和磷脂沉积"最终导致视力

下降
,8- ( =,2.等 ,K-

采 用 6;C5F;S6(J9 技 术 构 建 ZX'(J[

&![IIV'点突变小鼠模型"小鼠角膜可见点状沉积物+角膜上皮

细胞*基质细胞和内皮细胞中"线粒体形态结构异常"甘油磷脂

代谢发生障碍( 转化生长因子 '&IB(2JX,B')2..B,YI+ X(4I,BU'"

R3Sb!'基因突变可导致角膜营养不良"其中 R3Sb!&;70"6'突

变与格子状角膜营养不良密切相关
,:- ( N)I(',I,等 ,9-

采用

6;C5F;S6(J9 基因编辑技术构建 R3Sb!&;70"6'基因突变小

鼠""$ 周龄时"约 :$s纯合 R3Sb! &;70"6'基因突变小鼠和

9 7̀s杂合小鼠出现角膜混浊"角膜基质层内有嗜酸性沉积"角

膜出现大量 E<DU'突变蛋白( 以上研究有助于加深对角膜病

发病机制的理解(

C:青光眼

O6,A'>')&O+=.'基因与青光眼密切相关 ,7$- ( M-24+ 等 ,77-

采用 6;C5F;基因编辑技术构建 O6,A基因突变大鼠模型"大鼠

小梁网组织中可检测到 H_R6突变蛋白表达"但大鼠眼压并未

升高( =8:')049')&=?R!' &#$N基因突变可导致正常眼压性青

光眼"其特点是视网膜神经节细胞 &BAI)2(*.(2.*),2 4A**";<6'

进行性变性"最终可致盲 ,70- ( M)/ 等 ,7%-
和 P,/ 等 ,7"-

采用

6;C5F;S6(J9 技术构建 =8:) &#$N突变青光眼小鼠模型"蛋白

组学分析显示自噬和线粒体功能相关的通路发生障碍+78 月龄

时"小鼠 ;<6轴突运输减慢+% 月龄小鼠 ;<6轴突线粒体形态

结构明显异常"且随年龄增长而加重+小鼠成年后出现视力损

害和视网膜变性特征"但眼压正常( 色素性青光眼以虹膜释放

的 色 素 沉 积 在 前 房 为 特 点( 黑 素 小 体 特 异 性 蛋 白

&GBA'A*(2,J,'AGB,IA)2"FH&M'参与黑色素合成*储存和运输"

?O$2 基因突变可导致色素性青光眼的发生 ,7#- ( M(+,*(U

6+,')(̂等 ,7#-
采用 6;C5F;S6(J9 技术构建 8;0>基因突变斑马

鱼模型"斑马鱼眼部出现大量色素沉积( 以上研究进一步扩充

并验证了青光眼的致病基因数据库"为后续治疗研究提供了动

物模型保障(

D:白内障

3&M_ 基因编码晶状体缝隙连接蛋白"该基因突变可引起

先天性白内障
,78- ( _/(2 等 ,7K-

将 6(J9SJ.;>?';>?注射到兔

受精卵中构建 3W(_ 基因突变白内障家兔模型"结果表明约
K: 9̀s 3W(_ 基因突变家兔具有小眼球和晶状体混浊表型( HA)

等
,7:-
采用 6;C5F;S6(J9 技术构建 8'Y<6@0基因突变斑马鱼模

型"斑马鱼晶状体中出现大量液泡样改变"晚期内体与该液泡

共定位"晶状体纤维细胞明显肿胀"细胞核形态不规则(

N(B-,G+AB)2 (*G+("&NF>?"'参与经典核转运过程"维持细胞内

稳态
,79- ( F)2.等 ,79-

采用 6;C5F;S6(J9 系统构建 Y8)(G 基因突

变斑马鱼模型"在胚胎期可观察到晶状体混浊"晶状体上皮细

胞层变薄"形态不规则( 水通道蛋白 #&(]/(G,B)2 #"?bF#'是

膜水通道的重要组成成分
,0$- ( E(2.等 ,07-

采用 6;C5F;S6(J9

技术构建 M-8H 突变小鼠模型"8 月龄时晶状体出现轻度混浊"

9 月龄时发生严重混浊( 白内障的发病基因具有多样性"但针

对特定基因位点构建基因编辑动物模型有助于筛选特定的发

病基因"为后续的白内障基因回补治疗奠定基础(

I:眼底疾病

I3B!MA[AB先天性黑矇
1.!&[% 基因表 达 于 视 网 膜 色 素 上 皮 & BAI)2(*G).'A2I

AG)I+A*)/'";F&' 细胞顶侧"其突变可导致 MA[AB先天性黑

矇
,00- ( q+,2.等 ,0%-

采用 6;C5F;S6(J9 技术构建 1A)W[% 突变小

鼠"7K 周龄小鼠感光细胞几乎消失"视网膜结构严重受损(

7sc0s的 MA[AB先天性黑矇是由编码纤毛蛋白的 2.MH 基因

突变引起的
,0"- ( b/ 等 ,0#-

采用 6;C5F;S6(J9 技术敲除斑马鱼
>A(H 基因"视网膜电图&A*A4IB,BAI)2,.B(G+-"&;<'检查示斑马鱼

视觉异常+视杆和视锥细胞光感受器进行性变性"外节膜盘排

列紊乱(

I3C!视网膜母细胞瘤
"N[ 等位基因失活可导致视网膜母细胞瘤&BAI)2,[*(JI,'("

;a'发生( >(ABI等 ,08-
采用 6;C5F;S6(J9 技术改造非洲爪蟾

;a基因""N[ 或 "N2[ 单一基因突变的非洲爪蟾并未出现 ;a"

而 "N[S"N2[ 等位基因突变蝌蚪迅速发展为 ;a表型+视网膜

内出现大量嗜碱性肿块(

I3D!视网膜色素变性

PA\,̂)2(JA=,'()2U6,2I()2)2.FB,IA)2 7&PN=67'表达于视

网膜光感受器内
,0K- ( q+(2.等 ,0:-

采用 6;C5F;S6(J9 技术构建
5YJA[ 敲除小鼠模型"小鼠出现暗视 &;<反应降低*外核层变

薄*视紫红质蛋白异常定位和光感受器细胞凋亡增多等视网膜

色素变性 &BAI)2)2)I)JG).'A2I,J(";F'病理特征( 6+B,',J,'A:

RGA2 ;A(W)2.DB('A%K&._="S%\'是常染色体隐性遗传 ;F的

致病基因
,09- ( 5+(B)X等 ,09-

采用 6;C5F;S6(J9 技术构建 ._,9<%\

基因突变小鼠模型"小鼠出现进行性视杆和视锥细胞退化"光

感受器外节段膜盘大量解体( F(B()2 等 ,%$-
采用 6;C5F;S6(J9

技术对视紫红质基因进行改造"建立非洲爪蟾和热带爪蟾 ;F

模型"爪蟾表现为视锥细胞形态异常并伴光感受器外节段萎缩
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和坏死( =,'}2A4+ 等 ,%7-
采用 6;C5F;S6(J9 技术敲除小鼠神

经酰胺激酶样&4AB(')WA^)2(JAU*)̂A".$"12'基因"小鼠视锥细

胞数量减少*光感受器外节段形态异常和 ;F&细胞吞噬功能

下降( 进 行 性 杆 锥 变 性 & GB,.BAJJ)ZAB,WA4,2AWA.A2AB(I),2"

F;6='蛋白定位于光感受器外节段膜盘内 ,%0- ( 5A4+BAJI等 ,%0-

采用 6;C5F;S6(J9 技术构建 ?9AJ 突变小鼠"小鼠光感受器外节

段膜盘迂曲变形"视网膜中视紫红质表达水平显著下降( q+,/

等
,%%-
采 用 6;C5F;S6(J9 技 术 构 建 异 天 冬 酰 胺 肽 酶 7

&(JG(B(.)2(JA*)̂A7"MC9*>['基因突变小鼠模型"9 个月时小鼠视

网膜外核层厚度开始减少+光感受器内*外节段变薄"视杆细胞

和视锥细胞进行性变性( N,JIAB等 ,%"-
采用 6;C5F;S6(J9 技术

构建卵磷脂视黄醇酰基转移酶 &*A4)I+)2 BAI)2,*(4-*IB(2JXAB(JA"

2"MR'基因突变大鼠模型"大鼠视网膜整体厚度变薄"&;<振

荡电位降低( _A,等 ,%#-
采用 6;C5F;技术构建 ?J0TX突变大鼠

模型"% 周时大鼠眼底可见色素沉着"视网膜光感受器出现变

性"视网膜外核层厚度变薄( 以上研究通过基因编辑技术模拟

;F的发病过程"为 ;F治疗靶点的选择提供了依据(

J:眼部发育障碍

膜卷曲相关蛋白&'A'[B(2AXB)VV*AWUBA*(IAW GB,IA)2"OS"?'

基因突变可导致眼球萎缩*上睑下垂*;F&细胞缺失和视盘玻

璃疣等
,%8- ( 6,**AB-等 ,%8-

采用 6;C5F;S6(J9 系统在斑马鱼

O<98基因中构建多个移码突变"斑马鱼视敏度降低*眼轴缩短

和视网膜下巨噬细胞聚积( 眼前段发育不全 &(2IAB),BJA.'A2I

W-J.A2AJ)J"?5='常表现为角膜混浊*角膜 54+Y(*[A线向前移

位*虹膜发育不全*虹膜粘连和白内障 ,%K- ( a,2AIUDAB2w2WAV

等
,%:-
采用 6;C5F;S6(J9 技术构建 A8(;J_ 基因突变斑马鱼模

型"该突变体斑马鱼出现严重 ?5=体征"其眼部病变包括虹膜

角膜发育不全*眼球萎缩*前房浅和角膜基质胶原排列紊乱(

哺乳动物 ?(QT 基因定位于无眼基因座"其突变常导致眼部发

育异常( >(̂(2)J+)等 ,%9-
采用 6;C5F;S6(J9 技术改造水蚤的

?(QT 基因"部分存活幼体眼球形态异常"约 : 0̀s第 0 代水蚤出

现眼部异常( _(J/A等 ,"$-
采用 6;C5F;S6(J9 技术构建 ?(QT 基

因缺陷小鼠"胚胎期小鼠出现不同程度眼部发育异常( S"$O#

基因突变可导致胚胎皮肤水疱*隐眼*并指症和泌尿生殖系统

畸形等
,"7- ( q+(2.等 ,"0-

采用 6;C5F;S6(J9 技术构建 S90;基

因突变小鼠模型"小鼠出现双侧或单侧隐眼表型"伴眼球发育

不良"还可并发角膜新生血管和虹膜粘连(

综上所述"6;C5F;技术构建动物模型对于后续的基因编

辑治疗具有重要意义"有助于扩充并验证疾病的致病基因数据

库( 目前"H,/JAN2,4̂,/I联合会等正在广泛使用该技术生成

基因突变小鼠"以期探索疾病的发病机制 ,"%- ( 但我们仍应注

意到"动物疾病模型并不能完全模拟疾病的发生过程"可能会

由于基因缺失而引发一系列代偿反应( 完全性基因敲除往往

会导致胚胎死亡"条件性基因敲除因可在某一特定的时间阶段

或组织器官内调控靶基因的表达而越来越受到重视( 此外"基

因与其相应表型并非具有必然的对应关系"遗传背景及其他因

素使基因编辑的结果更加复杂
,""- ( 尽管如此"借助基因编辑

技术构建疾病动物模型仍是一种非常有前景的探索疾病起源

的方法"值得深入研究(
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