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!!$摘要%!目前"一些遗传性视网膜疾病的突变基因已经得到确认"但仍缺乏有效的治疗方法( 成簇规律

间隔短回文重复序列&A9N̂i9'和 A9N̂i9相关蛋白&AB̂ '系统可以通过非同源末端连接及同源定向修复的

方式编辑人类基因组 :_B"其为遗传性视网膜疾病的治疗提供了更多的可能性( A9N̂i9KA(WG 不仅可以纠正

遗传性疾病患者来源特异性诱导多能干细胞&)îAW'的突变基因"随后分化为视网膜相关的细胞"进而实施细胞

治疗)其也可以通过载体传递至体内"直接作用于靶细胞实现体内基因编辑( A9N̂i9KA(WG 基因编辑技术在遗

传性视网膜疾病中的应用主要集中在视网膜色素变性*遗传性 f连锁青少年视网膜劈裂症*C/1/,先天性黑矇

"# 型等疾病中"其中体外应用 A9N̂i9KA(WG 治疗 CAB"# 已经进入临床试验阶段( 本文对 A9N̂i9KA(WG 基因编

辑技术的作用机制*研究进展"以及其在遗传性视网膜疾病中的应用进展进行综述(

$关键词%!基因编辑) A9N̂i9KA(WG) 遗传性视网膜疾病
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!!遗传性视网膜疾病&)0T/,)+/Y ,/+)0(*Y)W/(W/W"N9:W'是一类

因基因组异常而导致光感受器细胞和视网膜色素上皮细胞结

构及功能损害的疾病"常造成视力不可逆丧失 +", ( 目前一些

N9:W的致病基因及具体突变位点已经明确"但仍缺乏有效的

治疗方法( 随着第 % 代基因编辑技术成簇规律间隔短回文重

复序列&5*SW+/,/Y ,/DS*(,*V)0+/,W[(5/Y WT6,+[(*)0Y,6')5,/[/(+W"

A9N̂i9' 和 A9N̂i9 相 关 蛋 白 & A9N̂i9P(WW65)(+/Y [,6+/)0

WVW+/'"A(W'的出现"基因治疗和细胞替代治疗的可行性增加"

为 N9:W患者治疗带来了曙光(

B9>=PÒ=a>%(M 基因编辑技术的作用机制

;#"% 年"AT(,[/0+)/,和 :6SY0(在 _$!?0+上介绍了一种使
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用单向导 9_B&W)0D*/DS)Y/9_B"WD9_B'靶向 :_B进行切割

的细菌酶"可实现对细菌*斑马鱼及人类细胞等多种生物基因

组的编辑
+;, "并因此获得了 ;#;# 年的诺贝尔化学奖( 目前用

于哺乳动物基因组编辑的是来源于化脓性链球菌& @P82)&+%+>'

的"型 A9N̂i9KA(WG 系统 +%, "该系统主要包括核酸内切酶

A(WG 蛋白和 WD9_B"通过识别*切割*修复 % 个步骤完成对基因

组的编辑
+<g=, ( 先由 WD9_B识别目标 :_B序列 =k端的原间隔

序列临近基序&[,6+6W[(5/,(YO(5/0+'6+)UW"iBE'来定位需要编

辑的位点
+3, )识别靶位点后引导 A(WG 内切酶切割靶点位 :_B

双链"随后对目标区域进行非同源末端链接&060T6'6*6D6SW/0Y

O6)0)0D"_\&]'修复或者在有同源修复模板的情况下进行更精

准的同源定向修复&T6'6*6DVPY),/5+/Y ,/[(),"\:9'(

与既往的基因编辑技术不同"A9N̂i9KA(WG 是通过 WD9_B

引导 A(WG 内切酶切割目标位点"故通过改变 WD9_B的序列便

可重新定位含有 iBE区的目标位点 +<, ( 与锌指核酸酶和转录

激活物样效应核酸酶等基因组编辑工具相比"A9N̂i9KA(WG 基

因编辑系统具有设计简单*构建容易"操作周期短等优点 +$, )但

同时其也存在同源重组效率低*易发生脱靶*可能引起 [=% 激

活"iBE区相对较窄等问题 +Fg"#, ( 随着研究的不断深入"这些

问题逐步得到了解决(

C9>=PÒ=a>%(M 基因编辑技术的优化

C4B!降低脱靶率

在进行基因组编辑时"A9N̂i9KA(WG 可能会造成目标位点

之外的基因组改变"这种现象为脱靶效应 +G, ( 脱靶不仅发生在

:_B水平"同时也存在于 9_B水平 +"", "这不仅降低了基因编

辑的精准性"也增加了其不可控的风险( 为此研究者通过改变

WD9_B的长度"对其进行化学修饰"使用双 WD9_B识别靶位点"

优化 A(WG 蛋白酶的结构等方式降低脱靶率 +";g"<, (

C4C!提升精准性

通常 A(WG 蛋白需在 WD9_B的引导下识别目标位点"进而

造成靶位点附近 :_B双链断裂"同时引入同源修复模板"达到

插入或修复某段 :_B的目的( 但该过程易造成目标位点附近

碱基的随机插入与缺失"并且其效率因细胞类型和状态*所需

编辑的基因组位置以及修复模板的不同而产生很大差异
+"=, (

为此"研究者开发了单碱基编辑系统"其可以进行单个碱基的

编辑"包括胞嘧啶碱基编辑器和腺嘌呤碱基编辑器"前者可以

实现编辑窗口内单个碱基 A或 c到 Q或 B的转换"而后者可

以实现 Q或 B到 A或 c的转化"但其应用范围较窄 +"3g"F, ( 随

后"B0e(*60/等 +"G,
所构建的新型碱基编辑系统 i,)'/&Y)+)0D打

破了碱基互换之间的限制"实现所有类别碱基的自由置换"而

且可以实现多个碱基的插入与删除"进一步扩大了单碱基编辑

系统的应用范围( 但 i,)'/&Y)+)0D的组成构件较大"在一定程

度上限制了其在体内的应用(

C4H!扩展编辑范围

iBE区的存在一定程度上限制了 A9N̂i9KA(WG 的编辑范

围
+;#, ( d(*+60 等 +;",

通过改变 A(WG 蛋白的结构"扩大了 iBE

区的范围"使"型 A9N̂i9KA(WG 能够识别 _b_&b即 ArQ'或

者 _9_&9即 Brc'的 iBE区( 可将编辑范围扩大至几乎全

基因组的任何位点"进一步增加了其实用性( 但 iBE区的扩

大会降低其特异性"增加脱靶的可能性(

C4T!提高安全性

除了提升 A9N̂i9KA(WG 的特异性与有效性之外"提高其安

全性也十分重要( \(,,)0D+60 等 +;;,
发现 B5,NNA" 可以直接结合

A(WG 蛋白保守的催化结构域"而 B5,NNA% 可以诱导 A(WG 蛋白二

聚化"从而阻止其与靶 :_B的结合"达到控制 A(WG 蛋白活性

的目的( 而 :60D等 +;%,
则发现 B5,NNB< 蛋白可通过在结构上模

拟 iBE区"阻止 A(WG 对双链 :_B底物的识别"避免细胞和组

织中不必要的基因组编辑( _)T60D(X)等 +;<,
则通过对 A(WG 蛋

白进行改造"使其活性可以受光的调控"进而控制 A9N̂i9K

A(WG 在体内外表达的时间"降低其长期表达所引起的副作用(

H9>=PÒ=a>%(M 在 P=D(应用途径与方法

A9N̂i9KA(WG 基因编辑技术在 N9:W中的应用主要包括 ;

个途径"即体外或者体内基因编辑( 体外基因编辑的应用主要

在细胞水平矫正人胚胎干细胞 & TS'(0 /'1,V60)5W+/' 5/**W"

T&̂AW'或者特异性诱导多能干细胞 &)0YS5/Y [*S,)[6+/0+W+/'

5/**W")îAW'"然后诱导其分化为视网膜相关细胞"移植到患眼"

替代原有的病变细胞)体内基因编辑主要通过相关的载体将

A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统传递至体内"直接纠正异常组织与

细胞基因组中的突变位点(

H4B!体外基因编辑

)îAW是一类具有自体再生功能的细胞"通过诱导分化便

可以衍生出不同的视网膜细胞
+;=, ( 随着体外 %:视网膜类器

官&,/+)0(*6,D(06)YW"9MW'分化方案的不断完善"分化成熟的视

网膜类器官具有一定的生理结构并且包含多种视网膜细

胞
+;3g;$, "使其有可能替代传统的动物模型来进行实验研究"甚

至可以将其进行移植替代原有的病变组织
+;F, ( 而由于

A9N̂i9KA(WG 可以精准地修正基因组突变"故将其和 )îAW联

合应用可以更好地发挥二者的优势
+;G, (

LTS 等 +%#,
将人来源的 )îAW分化的视网膜色素上皮

&,/+)0(*[)D'/0+/[)+T/*)S'"9i&'细胞植入到视网膜色素变性

模型小鼠的视网膜下腔"发现移植的 T)îAWP9i&细胞不仅在

小鼠视网膜中发生整合与替换而且能够分泌神经保护因子"抑

制小胶质细胞的活化*减少细胞凋亡"从而抑制光感受器细胞

的丢失( 虽然其长期的安全性和有效性有待确认"但证明了细

胞替代治疗的可行性( E(0Y()等 +%",
将 )îAW来源的 9i&细胞

移植到新生血管性年龄相关性黄斑变性患者眼内"虽然最佳矫

正视力没有改善或恶化"但证明了其可行性( 随后 _)WT)Y(

等
+%;,
通过 %:打印模具对所产生的 9i&细胞植片的形态进行

了改良"产生了条状的人 )îAW来源的 9i&细胞植片"该条状

细胞植片在体外具有良好的扩增效率"而移植到裸鼠的视网膜

下腔后"可以与宿主的 9i&细胞整合"并表达正常的 9i&细胞

极性( 而若在 )îAW诱导分化前通过 A9N̂i9KA(WG 基因编辑

技术修复致病位点"再将分化成熟的细胞输送至病变部位"即

可以实现自体细胞的替代治疗"在一定程度上解决供体匮乏的

!3;G! 中华实验眼科杂志 ;#;% 年 G 月第 <" 卷第 G 期!AT)0 ]&Z[ M[T+T(*'6*"^/[+/'1/,;#;%"86*4<""_64G
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问题( 并且由于移植物来源于患者本身"故在理论上不会引起

免疫排斥反应
+%%, ( 目前已有临床试验进行了 )îAW来源的

9i&细胞的移植治疗"而由于光感受器细胞培养时间长"分化

效率较低"分化后的视网膜光感受器细胞结构不稳定"难以获

得高纯度的细胞
+%<, "故 )îAW来源的光感受器相关细胞的移植

治疗距离实际的临床应用还有相当长的距离(

H4C!体内基因编辑

利用基因编辑技术直接在活体视网膜组织内纠正异常的

基因组突变位点"从而避免 )îAW诱导分化的繁琐步骤以及外

源性细胞在移植后与周围细胞整合的问题
+%=, ( 但这需要选择

特异性较高的载体或者采用物理转染的方式将 A9N̂i9KA(WG

基因编辑系统传递至体内( 传递载体可以分为病毒载体和非

病毒载体"常见的病毒载体有慢病毒*腺病毒 &(Y/06R),SW"B:'

和腺相关病毒 &(Y/06P(WW65)(+/Y R),SW"BB8'等( 慢病毒及 B:

能够携带较大的基因片段"但其转染效率较低 +%3, )BB8虽然只

能携带不超过 <>$ X1 的基因片段"但在体内转染效率较高"并

且具有较高的安全性和极低的免疫原性"故应用较为广泛 +%$, (

根据对不同组织的转染偏好可以将 BB8分为不同的血清型"

其中 BB8;*BB8= 和 BB8F 在视网膜组织中的转染效率较

高
+%F, ( 由于 BB8装载量的限制"大多数情况下需要采用双

BB8包装 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统"但双 BB8的传递方案

大大降低了体内基因编辑的效率
+%Gg<#, ( 非病毒载体的主要优

势便是能够携带更大的基因片段"生物安全性高"较少引起组

织的免疫反应
+<", "但转染效率通常较低( 鉴于其较高的安全

性"可以通过多次注射的方式来提高转染效率( 电穿孔作为一

种物理转染方法"通过高压电击瞬间提高细胞膜的通透性"可

以使外源性分子传递至细胞内"并且穿过核膜进入细胞核

内
+<;, ( 故通过显微注射联合电穿孔的方法可将 A9N̂i9KA(WG

基因编辑系统传递至靶细胞内(

\S0D等 +<%,
运用双 BB8; 作为载体将 WD9_B和 A(WG 蛋白

通过玻璃体腔注射的方式传递至表达 QTV"P黄色荧光蛋白
&V/**6.U*S6,/W5/0+[,6+/)0"b7i'的转基因小鼠体内"抑制 b7i

在视网膜内的表达"从而在不影响视网膜正常功能的情况下"

对成年小鼠视网膜组织进行了基因编辑( 但 A9N̂i9KA(WG 基

因编辑系统在体内的长期表达可能会增加脱靶率以及引起机

体的免疫应答反应
+<<, ( 故 C)等 +<=,

进一步改进了 A9N̂i9K

A(WG 基因编辑系统"使其在视网膜组织中发挥作用后通过自我

干扰的方式降低 A(WG 蛋白活性"减少持续表达所带来的副作

用"从而提高 A9N̂i9KA(WG 在体内应用的安全性( _)WT)DS5T)

等
+<3,
设计了微同源介导的末端连接"将同源重组片段长度减

少至 ;# 1["使单个 BB8便能装载 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统

的全部元件"并将其应用于 [%$!H 和 "<+OA基因突变所致的视

杆与视锥细胞异常小鼠体内"从而恢复 [%$!H 基因表达"挽救

视杆细胞的功能"治疗后模型鼠视网膜功能有所恢复"视敏度

有所提高( 该研究中的基因编辑效率约为 "#J"高于双 BB8

传递策略&I=J' +<$, "从而进一步提高了基因编辑的实用性(

T9>=PÒ=a>%(M 在 P=D(中的应用

由于 N9:W多为单个基因突变所致"无需进行多个靶位点

的修正"并且视网膜下腔处于免疫豁免的状态 +<F, "适合应用

A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统进行治疗 +<G, (

T4B!A9N̂i9KA(WG 在视网膜色素变性中的应用

视网膜色素变性&,/+)0)+)W[)D'/0+6W("9i'是一种常见的遗

传性视网膜退行性疾病
+=#, ( @SWX)0 等 +=",

运用 A9N̂i9KA(WG

的 \:9方式对 "]"RKH 基因突变所致 9i患者的 )îAW进行修

复"并与患者来源的视网膜类器官进行对比"发现纤毛发生和

细胞粘附等异常疾病表征得以改善"从而改善 9i&发育(

:/0D等 +=;,
采用同样的方法对 ]"[]基因突变所致 9i患者的

)îAW进行修复"得出了与 @SWX)0 等 +=",
类似的结论( 这些研究

证明了 A9N̂i9KA(WG 在体外纠正 N9:W异常表型的潜力(

在体内水平"E6,/06等 +=%,
通过双 BB8; 将靶向抑制 _]5

基因的 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统传递至视网膜色素变性模

型小鼠视网膜下腔"抑制继发性视锥细胞丢失"发现治疗后小

鼠的视功能有所改善( @(X60Y)等 +=<,
采用显微注射联合电穿

孔的方式将 A(WG 和 WD9_B运输至视紫红质基因 ^%%<+/,位点

突变所导致 9i大鼠的视网膜下腔"成功敲除突变的视紫红质

等位基因后"发现大鼠的光感受器凋亡得到抑制"视网膜变性

程度有所缓解( 这些研究均证明了 A9N̂i9KA(WG 在体内治疗

9i的潜力(

T4C!A9N̂i9KA(WG 在遗传性 f连锁青少年视网膜劈裂症中的

应用

遗传性 f连锁青少年视网膜劈裂症 & T/,/Y)+(,VfP*)0X/Y

OSR/0)*/,/+)06W5T)W)W"fC9̂ '是青年男性黄斑变性的主要原因之

一
+==, ( \S(0D等 +=3,

建立了 ]@H 基因突变 & 543;=AoQ与

54<FFcoB'所导致 fC9̂ 患者来源的 )îAW细胞系"随后将

)îAW分化为 9MW"在体外重现了 fC9̂ 的主要病理特征"包括

视网膜劈裂*视黄醇生成缺陷和外节和纤毛形态异常( 然后

\S(0D等 +=3,
应用 A9N̂i9KA(WG 基因编辑技术对患者来源

)îAW突变位点进行修正"并分化为 9MW"发现异常的疾病表型

得以修复"在体外证明了 A9N̂i9KA(WG 基因编辑的有效性( 并

结合转录组学进一步分析发现 B'3-H 和 7"\H 等基因表达的

下调也得到恢复"而这些基因的下调常导致视网膜感光细胞和

其他神经细胞之间的通讯障碍"与视神经的萎缩有关 +=$g=F, (

\S(0D等 +=3,
的研究为之后对 fC9̂ 的药物筛选"发现潜在治疗

靶点奠定了一定的基础( 而 b(0D等 +=G,
将 A9N̂i9KA(WG 以玻

璃体腔注射的方式传递至小鼠眼内"诱导 ]@H 基因编码区 3;=

位点处的碱基 A突变为 Q"以体内基因编辑的方式构建 fC9̂

的动物疾病模型( E66,/等 +3#,
以无机纳米粒子g纳米金刚石作

为载体"携带整个 A9N̂i9KA(WG 基因编辑的元件以及示踪荧光

标记物"从而构建 9̂ " 543;=AoQ突变所致 fC9̂ 的点突变的

小鼠疾病模型"虽然模型鼠并未出现视网膜囊肿"但表现出与

fC9̂ 相似的病理特征"如视网膜外层厚度减少"感光细胞形态

出现异常等( 不过该研究并没有进行基因组测序证实该位点

发生突变( 以上研究证明了 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统不仅

可以在体内外构建与患者突变位点一致的细胞或动物疾病模

型"而且可以在患者来源的 )îAW内纠正其突变位点"为后续

在动物体内应用以及临床转化提供了研究基础(

!$;G!中华实验眼科杂志 ;#;% 年 G 月第 <" 卷第 G 期!AT)0 ]&Z[ M[T+T(*'6*"^/[+/'1/,;#;%"86*4<""_64G
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T4H!A9N̂i9KA(WG 在 CAB"# 中的应用
CAB"# 是由 31"VXI 基因突变所导致的常染色体隐性遗传

疾病"大多数患者在婴儿期便表现出严重的视锥及视杆营养不

良
+3", ( 由于 A&i;G# 编码序列较大 &约 $>= X1'"超过了普通

BB8的包装能力"限制了基因替代疗法在该疾病中的应用 +3;, (

而 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统可以有效地纠正或删除特定的

:_B片段"恢复正常基因的表达"使其成为 CAB"# 潜在的治疗

方法( 9S(0 等 +3%,
采用 A9N̂i9KA(WG 基因编辑技术在 ;G%Q细

胞系中引入 31"VXI 基因突变并采用双 BB8= 将 A9N̂i9KA(WG

传递至野生型小鼠视网膜下腔"进而引起 31"VXI 基因第 ;= 内

含子&该内含子与人 31"VXI 基因的内含子 ;3 同源'的缺失"

分别成功构建了 CAB"# 的细胞模型和动物模型( 并且研究了

具有自限能力的 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统"减少其在体内持

续表达所带来的副作用( 而 E(/Y/,等 +3<,
应用 &:NQP"#" 靶向

31"VXI 基因异常片断的 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统消除了

CAB"# 转基因小鼠中 31"VXI 基因突变所产生的异常剪接供

体"从而恢复 31"VXI 基因的正常表达"逆转光感受器异常( 随

后通过视网膜下注射的方式将 BB8载体传递至非人灵长类动

物恒河猴眼内"探讨了在灵长类动物体内视网膜内进行基因编

辑的效率与病毒计量的关系"当病毒的浓度约 ">##�"#";
时"其

在视网膜内的基因编辑效率能够到达&;$>G?;#>$'J( 该研究

不仅证明了 A9N̂i9KA(WG 具有在非人灵长类动物视网膜内编

辑基因组的能力"且能够达到治疗水平&"#J的编辑效率' +3<, (

但有研究发现以 BB8为载体的 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统会

引起轻度的炎症反应( 这可能是由于 BB8作为一种病毒载体

具有一定的免疫原性
+3=, ( 随后经过不断的完善优化";#"F 年

"" 月美国食品药品监督管理局批准了 &:NQP"#" 临床试验新药

的申请"允许张锋团队开展使用 A9N̂i9KA(WG 基因编辑技术治

疗 CAB"# 的临床试验 &_AQ#%F$;<$G'"使 CAB"# 成为眼科领

域中首个尝试运用 A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统进行治疗的临

床试验(

V9小结及展望

在体外"A9N̂i9KA(WG 基因编辑技术可以修正 N9:W患者

来源的 )îAW突变位点"并将其分化为视网膜相关细胞"这对

于研究疾病的发生发展机制"进行药物筛选以及后续的细胞替

代治疗有着重要的现实意义)在体内"可以通过相关的载体将

A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统传递至眼内以纠正 N9:W中的基因

突变"从而逆转异常的疾病表型"为研究和治疗 N9:W提供一个

新的方向(

A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统在体外可以通过 \:9的方式

修复大部分 N9:W的突变位点"但由于同源修复模板的存在"

\:9方式在体内编辑的效率显著低于 _\&]方式"因此目前在

体内水平主要通过 _\&]方式抑制某个基因的表达"从而纠正

异常疾病表型"而单碱基编辑器的出现和不断迭代为单个碱基

突变引起的 N9:W提供了更加精准的治疗方式( 故要使
A9N̂i9KA(WG 基因编辑系统在临床上具有更加现实的意义"还

需要进一步优化其编辑效率"降低脱靶率"提升载体传递的安

全性和有效性( 相信随着研究的不断深入"科学技术的不断发

展"这些问题也将逐步得到解决"A9N̂i9KA(WG 基因编辑技术

必将给 N9:W患者带来福音(
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