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CRISPR/Cas9基因编辑技术安全性研究进展*
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【摘要】 CRISPR/Cas9(Clustered
 

Regularly
 

Interspaced
 

Short
 

Palindromic
 

Repeats/CRISPR-associated
 

nuclease
 

9)技术

凭借效率高、简便、成本低和易操作的特点成为当今主流的基因编辑系统,并被广泛应用于基础研究和临床应用研究。

然而,CRISPR/Cas9基因编辑技术潜在的安全风险引起广泛关注。已有研究表明,CRISPR/Cas9基因编辑技术存在脱

靶、染色体缺失、碎裂和DNA损伤修复功能异常等安全风险。本文主要对CRISPR/Cas9系统潜在的安全风险与防范策

略进行概述,为CRISPR/Cas9系统能更加安全有效的应用于临床提供参考。
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【Abstract】 CRISPR/Cas9
 

(Clustered
 

Regularly
 

Interspaced
 

Short
 

Palindromic
 

Repeats/CRISPR-associated
 

nuclease
 

9)
 

technology
 

has
 

emerged
 

as
 

the
 

predominant
 

gene
 

editing
 

system
 

owing
 

to
 

its
 

high
 

efficiency,simplicity,low
 

cost
 

and
 

easy
 

operation.
 

It
 

has
 

been
 

widely
 

used
 

in
 

basic
 

research
 

and
 

clinical
 

application
 

research.However,the
 

potential
 

safety
 

risks
 

of
 

CRISPR/Cas9
 

gene
 

editing
 

technology
 

have
 

raised
 

widespread
 

concern.
 

Previous
 

studies
 

have
 

shown
 

that
 

CRISPR/Cas9
 

gene
 

editing
 

technology
 

has
 

safety
 

risks
 

such
 

as
 

off-target,chromosome
 

deletion,chromothripsis
 

and
 

dysfunction
 

of
 

DNA
 

damage
 

repair.
 

This
 

reviewsummarizes
 

the
 

potential
 

security
 

risks
 

and
 

prevention
 

strategiesof
 

CRISPR/Cas9
 

system,so
 

as
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

safe
 

and
 

effective
 

CRISPR/Cas9
 

system
 

for
 

clinical
 

application.
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***成簇 规 则 间 隔 短 回 文 重 复 序 列 (Clustered
 

Regularly
 

Interspaced
 

Short
 

Palindromic
 

Repeats,CRISPR)/CRISPR 相

关(CRISPR-associated,Cas)系统是原核生物的一种天然免疫

系统,由CRISPR基因座、Cas蛋白及反式激活crRNA(trans-

activating
 

crRNA,tracrRNA)三部分组成,通过识别间隔序列

邻近基序(protospacer
 

adjacent
 

motif,PAM)序列来实现免疫

防御功能[1]。CRISPR基因座是原核生物基因组内的一段重复

序列,主要由前导序列、重复序列和间隔序列构成[2-3]。Cas基

因是编码Cas蛋白的保守序列,位于CRISPR基因附近或分散

于基因组的其他位置。根据Cas蛋白的特性,CRISPR/Cas系

统分为Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型,其中Ⅰ型和Ⅲ型需要借助复杂的蛋

白复合体才能发挥作用,而Ⅱ型系统仅通过单个Cas蛋白和导

向RNA(guide
 

RNA,gRNA)即可对靶位点进行编辑,因此成

为广泛应用的基因编辑工具[4]。

CRISPR/Cas9系统因其简单高效的特点,成为最常用的基

因编辑工具。其基本原理是Cas9蛋白与单导向 RNA(single
 

guide
 

RNA,sgRNA)形 成 核 糖 核 蛋 白 (Ribonucleoprotein,

RNP)复 合 物,对 靶 位 点 进 行 切 割,形 成 DNA 双 链 断 裂

(Double-Strand
 

Break,DSB)[2],之后宿主细胞主要通过非同源

末端连接(Non-homologous
 

end
 

joining,NHEJ)和同源定向修

复(Homology
 

directed
 

repair,HDR)两 种 途 径 进 行 修 复[5]。

NHEJ途 径 直 接 连 接 断 裂 末 端,导 致 插 入/缺 失 等 突 变;而

HDR途径则依赖同源修复模板进行精确修复/插入,进而实现

基因敲入和碱基编辑等基因组遗传修饰[3]。

CRISPR基因编辑技术可实现对生物体基因组的定点修

饰、删除和插入,目前广泛应用于基因敲除、定向突变、基因激

活、疾病模型构建和基因治疗等方面。近几年,CRISPR/Cas9
技术在临床应用方面取得了重大突破:2019年,研究人员利用

CRISPR编辑技术治疗艾滋病和白血病患者,将CRISPR编辑

后的造血干细胞和祖细胞移植到患者体内,患者的急性淋巴细

胞白血病病情得到了缓解,初步探索了基因编辑在临床应用上

的安全性和可行性[6];2020年,研究者将CRISPR技术用于β-
地中海贫血病(β-mediterranean

 

anemia,TDT)和镰刀状细胞贫

血病(sickle
 

cell
 

disease,SCD)的临床治疗,通过基因编辑的
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CD34+细胞分别治疗 TDT患者和SCD患者,结果显示 TDT
患者的血红蛋白呈全细胞分布,SCD患者的血管闭塞症状得到

缓解,该治疗方法取得了初步成功[7]。2023年11月16日,美

国福泰制药(Vertex
 

Pharmaceuticals)和 瑞 士 基 因 编 辑 公 司

(CRISPR
 

Therapeutics)联合宣布,基于CRISPR的基因编辑疗

法药物获英国药品和保健产品监管机构(MHRA)批准上市,用

于治疗镰状细胞病和输血依赖性β-地中海贫血,并且此药物成

为全球首个获批上市的 CRISPR基因编辑治疗药物。此外,

CRISPR/Cas9技术还被广泛应用于呼吸道疾病细胞和动物模

型的构建,以及筛查与呼吸道感染和肺癌发展有关的因素等方

面,为肺部和呼吸道疾病的治疗提供了可能性。在植物育种方

面,CRISPR/Cas9技术也被成功应用于普通作物的改良,包括

水稻、小 麦、玉 米、番 茄、苹 果、苜 蓿 等 农 作 物。但 是,在

CRISPR/Cas9基因编辑技术被广泛应用的同时其潜在的安全

风险逐渐显现。

本文将简要介绍CRISPR/Cas9技术及其作用机制,主要

针对该技术目前存在的脱靶、染色体缺失、碎裂以及DNA损伤

修复功能异常等安全风险进行综述,为安全合理使用或改进该

技术提供思路。

1 CRISPR/Cas9技术应用的潜在风险

1.1 脱靶风险 脱靶效应是指sgRNA与非靶点DNA序列形

成错配,导致生物体在基因组水平的异常变化,包括大片段缺

失和基因组重排[8]。脱靶效应可能导致基因突变,造成基因功

能的丧失,从而在动物体内引发癌变或在植物中引起不良表

型[9]。有研究表明,CRISPR/Cas9基因编辑技术在应用中存在

脱靶风险,例如,Fu等[10]设计6条靶向人类细胞内源性位点的

sgRNAs,结果显示在人骨肉瘤细胞中有4条sgRNAs可观察

到脱靶效应。另外,Pattanayak等[11]利用体外筛选和高通量测

序技术,检测8个RNP复合物在1012 个潜在脱靶位点的脱靶

情况,结果 发 现 了 其 在 人 基 因 组 中5个 潜 在 的 脱 靶 位 点。

Wienert等[12]利用 Discover-Seq(discovery
 

of
 

in
 

situ
 

Cas
 

off-

targets
 

and
 

verification
 

by
 

sequencing)脱靶效应检测系统,对小

鼠肝脏中的PCSK9基因进行检测,发现了36个潜在的脱靶位

点。研究表明,影响CRISPR/Cas9系统脱靶的因素主要包括

sgRNA与靶序列的错误匹配、PAM 序列以及Cas9的自身结

构、剪切活性、质粒转染浓度等,其中sgRNA与靶序列的错配

是影响CRISPR/Cas9脱靶的关键因素。

1.2 染色体缺失风险 染色体缺失是指染色体数量缺失或染

色体片段缺失,这种异常情况导致细胞内遗传物质的结构发生

改变,从而影响到机体细胞的正常增殖,并可能引发基因功能

的丧失。有研究表明,CRISPR/Cas9基因编辑技术在应用中存

在染色体缺失的潜在风险。例如,Connor等[13]通过单细胞转

录组测序和微滴数字PCR对人原代T细胞进行了系统分析,

发现在CRISPR/Cas9靶向的基因组目标位点会出现T细胞染

色体缺失。尽管Cas9诱导的染色体缺失的T细胞在体外可以

持续存活数周,但其适应性和增殖能力均降低。另一方面,

Cullot等[14]发现CRISPR/Cas9基因编辑可导致百万碱基规模

的染色体缺失,研究人员观察到在使用癌细胞系和p53基因失

活的永生化成纤维细胞时,由于Cas9介导的双链断裂,约有

10%的癌细胞系和7.7%的成纤维细胞出现了染色体缺失现

象。另 外,Wu 等[15]运 用 高 通 量 测 序 方 法 PEM-seq,对

CRISPR/Cas9编辑后的T细胞中的染色体结构进行了追踪分

析,发现基因编辑导致的染色体缺失在小鼠体内持续存在2个

月,并呈现出随机克隆扩增的趋势,存在肿瘤发生的风险。研

究结果表明,CRISPR/Cas9基因编辑技术导致染色体缺失的原

因可能和Cas9与gRNA的结合方向、gRNA序列特征以及染

色质可及性等因素有关。

1.3 染色体碎裂风险 染色体碎裂是广泛的染色体重排,仅
限于一个或几个染色体,可能导致人类先天性疾病和癌症。染

色体碎裂会严重威胁基因组的稳定性并干扰细胞的正常生命

活动,进 而 促 使 细 胞 死 亡、恶 性 增 殖 及 癌 变 等。研 究 表 明,

CRISPR/Cas9系统在临床治疗中可能会引起微核和染色体桥

等结构的变异,从而增加染色体断裂的风险。Mitchell等[16]对

临床相关细胞中的特定位点进行基因编辑,之后通过单细胞全

基因组测序证明,CRISPR/Cas9编辑可能会产生核、微核和染

色体桥的结构缺陷,尤其在活跃分裂的细胞中。此外,基因编

辑会导致微核和染色体桥的形成增加20倍,进而引发染色体

碎裂。研究表明,CRISPR/Cas9基因编辑导致染色体碎裂的原

因可能与靶位点的选择、DNA修复效率、靶序列上癌基因和肿

瘤抑制因子的分布密度、靶细胞类型以及所使用的编辑方案等

有关。

1.4 DNA损伤修复功能异常风险 DNA损伤修复是指生物

细胞内的DNA分子在外源性或内源性因子的作用下受到损

伤,随后机体利用强大的DNA损伤修复系统进行修复的过程。

对DNA损伤修复过程的深入了解有助于阐明细胞衰老、癌变

和基因突变的机制。CRISPR/Cas9基因编辑可能会导致DNA
双链断裂,从而引起DNA损伤。当DNA损伤无法得到修复

时,会导致一系列后果,包括功能异常、疾病的发生,甚至可能

导致死亡。CRISPR/Cas9基因编辑技术依赖Cas9酶在特定靶

位点上对 DNA进行切割,随后,细胞通过 DNA修复机制对

DNA断裂进行修复,然而,这些修复机制并不始终有效,在某

些情况下,DNA 片段可能会被删除或重排,甚至不 相 关 的

DNA片段可能被整合到染色体中,从而导致DNA修复功能异

常的风险。Haapaniemi等[17]研究者证明,在永生化人视网膜

色素上皮细胞中,CRISPR/Cas9基因编辑可诱导肿瘤抑癌基因

p53介导的DNA损伤反应和细胞周期阻滞。同时,研究证明,

抑制p53可防止损伤反应并增加供体模板的同源重组率,进一

步证明CRISPR/Cas9系统可能导致 DNA 损伤修复功能异

常[17-18]。Liu等[19]通过转录组测序发现,CRISPR编辑靶向

LINE-1和Alu重复序列,可能导致p53等DNA损伤修复途径

异常,他们观察到使用CRISPR/Cas9靶向高度重复的人类内

源性逆转录转座子 LINE-1和 Alu会导致染色体中大量的

DNA双链断裂。同时,转录组测序结果表明,在靶向LINE-1
和Alu重复序列后,几乎所有的基本细胞过程,即 DNA合成

(复制)、RNA合成(转录)和蛋白质合成(翻译起始和延伸)都
发生了变化。GO功能富集分析显示,共同差异基因在p53和

DNA损伤修复、细胞周期和有丝分裂检查点、细胞凋亡和一些

癌症相关途径显著富集。Alvarez等[20]研究人员使用计算方法

分析了为人类细胞设计的CRISPR文库,研究表明,在CRISPR
基因编辑中,关键肿瘤抑制蛋白p53可能会导致细胞毒性和基

因组不稳定性,进而引起肿瘤的发生。研究表明,CRISPR/
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Cas9基因编辑技术导致DNA损伤修复异常的原因包括DNA
损伤修复途径的选择、染色质环境、邻近靶点的 DNA序列特

征、脱靶区域的存在以及慢病毒转导效率等。

2 提高CRISPR/Cas9安全性的方法

为了降低CRISPR/Cas9技术在应用中存在的风险,提高

CRISPR/Cas9系统的精确性和安全性,研究人员采取以下方法

进行改进:第一,对Cas9进行改进,通过减少非特异性sgRNA
与DNA的结合提高SpCas9(Streptococcus

 

pyogenes
 

Cas9)的
保真度,特别是非靶向DNA链[21]。如研究人员通过对SpCas9
进行改进,设计出突变体如增强特异性化脓性链球菌 Cas9
(enhanced

 

Streptococcus
 

pyogenes
 

Cas9,eSpCas9)、高保真化脓

性 链 球 菌 Cas9(Streptococcus
 

pyogenes
 

Cas9-
 

high
 

fidelity
 

variant
 

#1,SpCas9-HF1)和超精确Cas9(hyper-accurate
 

Cas9,

hypaCas9)[22],GUIDE-seq 分 析 显 示,与 SpCas9-HF1 和

eSpCas9相比,hypaCas9表现出同样或更高的全基因组特异

性,表明相比eSpCas9和SpCas9-HF1突变体,hypaCas9具有

更高的靶活性[22-24];此外,还可以通过使用更罕见PAM 序列

的新Cas9同源物来降低CRISPR/Cas9系统的风险,例如,来
自金黄色葡萄球菌的SaCas9(Staphylococcus

 

aureus
 

Cas9)需
要更复杂的5'-NGGRRT-3'PAM序列[25]。第二,对sgRNA进

行改进以提高基因编辑的保真度[24],靶向同一基因位点的不

同sgRNA可能产生不同的编辑结果,因此应在实验之前筛选

适合基因座的sgRNA[26];同时,延长或截断sgRNA可以增强

Cas9活性的特异性[27-31],研究表明,在sgRNA的5'端添加两

个鸟嘌呤核苷酸(称为5'-GGX20)[27]或在5’端截断2-3
 

bp的

sgRNA[28],可以在保持靶编辑效率的同时减少脱靶效应;对

sgRNA进行化学修饰也会影响其脱靶效应[21],一项研究表明,

在sgRNA的核糖-磷酸主链插入2'-O-甲基-3'-磷酸酯(MP)修
饰,可以增强靶特异性,同时降低脱靶活性[32]。第三,使用碱

基编辑器,将Cas9切割酶与核苷酸脱氨酶偶联,实现单核苷酸

转化而不引入DSB,可降低脱靶效应,避免高水平的染色体丢

失,最常用的碱基编辑器包括腺嘌呤和胞嘧啶碱基编辑器[21]。

第四,改进CRISPR/Cas9的递送方式,Cas9/sgRNA可以通过

质粒转染、RNP电穿孔或病毒转导递送。其中,RNP电穿孔具

有更高的靶编辑效率和更低的脱靶突变[33-34];与RNP电穿孔

类似,Cas9
 

mRNA和sgRNA也可以通过电穿孔或脂质体载体

传递到 细 胞 中 提 高 基 因 编 辑 保 真 度[35-36]。第 五,使 用 RE-
DSRNP(A

 

transgene-free
 

method
 

for
 

rapid
 

and
 

efficient
 

generation
 

of
 

precisely
 

edited
 

pigs
 

without
 

monoclonal
 

selection)技术方法,RE-DSRNP具有双sgRNA的精确高效编

辑特性,在快速生成精确编辑的供体细胞中发挥重要作用,有
利于基因组学和疾病的研究[37]。

3 总结与展望

以CRISPR/Cas9系统为主的基因编辑技术是一种高效、

有潜力的技术。由于它快速高效的特点,目前已被广泛应用于

各个领域。然而,尽管其在科学界和医学领域取得了显著进

展,但应用过程中仍存在一系列潜在的安全风险,包括易脱靶、

导致染色体缺失、碎裂和DNA损伤修复异常等。因此,未来的

研究应重点关注如何降低其脱靶效应,以及在临床治疗中避免

对基因组造成损伤,研究开发出更加安全有效的基因编辑系

统。

尽管针对降低CRISPR/Cas9系统脱靶风险的研究已经取

得了一定进展,但对于如何缓解其对基因组损伤的认识仍然尚

浅。已有研究表明,在应用CRISPR/Cas9技术时,可以通过避

免靶向某些活性染色质特征标记的区域,如DHS(与基因调控

区相关),H3K79me2和 H3K36me3(与转录基因体中的某些片

段相关),以及避开某些邻近 DNA基序和脱靶区域,以减少

p53介导的细胞毒性[20],进而减少基因损伤。然而,其具体作

用机制仍需进一步阐明。

目前,我们对于CRISPR/Cas9技术的安全性风险以及相

关机制的认知尚存在不足之处。在未来的研究中,亟需更多关

注并深入研究其在应用过程中可能存在的潜在风险。随着科

研人员 对 此 技 术 的 不 断 探 索,我 们 相 信 在 不 久 的 将 来,

CRISPR/Cas9技术能够在临床靶向治疗方面实现更加安全高

效的应用。
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