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基因组编辑技术在干细胞疾病模型和疾病治疗中的应用
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摘　要：基于人类多能干细胞 (human pluripotent stem cells, hPSCs) 的疾病模拟体系提供了一个全新的疾病

研究平台。携带特定致病突变的 hPSCs 可以通过患者体细胞重编程成诱导性多能干细胞 (induced pluripotent 
stem cells, iPSCs) 获得，或者通过向野生型 hPSCs 中引入致病突变获得。获得的突变 hPSCs及其野生型对

照细胞株在体外诱导下可以分化为疾病相关体细胞类型，继而被用于疾病模拟和机理研究。近几年出现的

基因组编辑技术使得疾病模拟平台的建立更加高效和优化。主要讨论干细胞疾病模拟领域的进展，以及基

因组编辑技术在干细胞疾病模拟和疾病治疗中的应用。
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Genome editing for disease modeling and disease treatment
LIU Gai-Gai, LI Shuang, ZHANG Yong-Xian, DING Qiu-Rong*

(Institute for Nutritional Sciences, Shanghai Institutes for Biological Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract: Disease modeling with human pluripotent stem cells (hPSCs) has offered a new platform to study human 
diseases. Mutant hPSCs can be generated either by reprograming of patients’ somatic cells to get inducible 
pluripotent stem cells (iPSCs), or by introducing genetic variants into wild-type hPSCs. The emergence of genome-
editing technology over the past few years has made it feasible to generate isogenic cell lines with and without 
disease mutations more efficiently, which can then be differentiated into somatic cell types for the study of 

丁秋蓉，博士，上海生命科学研究院营养科学研究所研究员。主要

从事复杂代谢疾病 ( 如肥胖、2 型糖尿病、心血管疾病 ) 分子机制和治疗

途径的研究。丁秋蓉博士结合基因组编辑技术和多能干细胞研究，在体

外再现了胰岛素抵抗、高血脂、高血糖等代谢疾病的发病过程，建立了

多种代谢疾病模型用于高通量药物筛选，并提出了在体内运用基因组编

辑技术治疗心血管疾病的基因治疗方案。相应的研究成果在 Cell Stem 
Cell、Circulation Research 等杂志发表。该研究组的主要研究方向包括：1)
利用多能干细胞疾病模型，深入解析人类遗传学研究中 ( 如 GWAS) 发现

的代谢疾病相关遗传变异的分子机制；2) 将多能干细胞分化的人体细胞

或组织移植入免疫缺陷型小鼠，建立人源化 ( 肝脏、脂肪 ) 小鼠疾病模型；

3) 开发基于干细胞疾病模型的高通量筛选平台，通过小分子化合物文库

和 CRISPR/Cas 基因敲除文库筛选，寻找新的治疗药物和基因靶点。
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pathophysiology of diseases. In this review, recent advances in disease modeling and the use of genome editing to 
better understand human biology and develop novel therapeutics are discussed. 
Key words: disease modeling; human pluripotent stem cells; genome editing; gene therapy

1　人类多能干细胞平台

基因组测序技术的进步极大地推动了人类遗传

学的发展。大规模人群全基因组关联研究 (genome-
wide association study, GWAS) 提示很多未知功能的

遗传位点与人类不同复杂疾病，如肥胖、糖尿病、

心血管疾病、神经退行性疾病等的发病率有强烈相

关性 [1]。如何深入解析这些遗传发现，深入理解这

些遗传信息，把这些遗传学信息转化为对疾病发生

机制的新的认识，成为目前亟待解决的问题。

对新的遗传学发现的解析需要合适的平台。由

于很多疾病相关遗传位点被发现位于相对不保守的

基因组非编码区 [1]，因而无法在各种常用模式生物

模型上研究，且各种模式生物和人类在各种生理系

统上也存在很大差别，很多研究成果不能直接用于

人类。多种人类转化细胞株被用于研究人类基因功

能和疾病发生，但因为其核型紊乱，细胞功能表型

更接近于癌细胞，亦不能反映正常细胞调节。人类

原代细胞具有人类遗传背景，可以提供相对符合生

理状态的研究平台，但由于细胞来源不易，体外培

养条件苛刻，不同供体和不同的分离方法等也会带

来不同批次原代细胞之间的表型差异，因而其应用

受到很大限制。

人类多能干细胞由于其自身特性，提供了一个

合适的平台系统来解析这些遗传发现。人类多能干

细胞具有以下特点：1) 携带人类基因组，可以精确

模拟各种疾病相关的遗传位点突变；2) 可以无限增

殖自我更新，理论上可以无限提供细胞原材料供研

究，并且区别于各种转化细胞系，多能干细胞具有

正常核型；3) 具有全能性，在体外合适的诱导条件

下，可以分化为各种体细胞类型，并且体外的分化

过程在一定程度上可以模拟体内发育过程，因而可

以模拟疾病的不同发生阶段。

人类多能干细胞主要分为两种。一种是人类胚

胎干细胞 (human embryonic stem cells, hESCs)，直

接从早期胚胎中分离出来 [2-3] ；第二种是诱导性多能

干细胞 (iPSCs)，通过体细胞体外重编程获得 [4-7]。

此外，还有第三种是通过体细胞核移植 (somatic cell 
nuclear transfer, SCNT) 技术获得的多能干细胞 [8]。

各种多能干细胞都能被用于人类疾病模拟，尤其是

患者来源的诱导性多能干细胞，因为其具有患者特有

的疾病发生遗传背景而被广泛用于疾病模拟。细胞重

编程技术的发展使得目前诱导性多能干细胞的获得

更加简单，患者的皮肤切片 [9-10] 或者血液样本 [11-13]

都可以作为重编程所需的体细胞来源。

利用多能干细胞建立人类疾病模型，实验成败

依赖于严格对照组的建立。在早期利用干细胞进行

疾病模拟的研究中，来源于健康者的诱导性多能干

细通常被作为疾病组的对照组细胞 [14-18]，但这样的

野生型细胞株，即便来自家庭成员，也并不能提供

严格的对照。突变组和对照组之间存在的表型差异

可能来自致病突变，也可能源于两组细胞系不同遗

传背景的影响，因而不能确定是否和疾病相关。除

本身遗传背景不同之外，不同的 iPSCs 细胞株在各

自的体细胞重编程、体外培养和传代过程中可能随

机产生各种遗传突变，包括单核苷酸突变，以及染

色体缺失、移位等 [19-26]。此外，体细胞来源、重编

程方法和传代数目等方面的差异也会导致不同

iPSCs 细胞株表观遗传信息的不同，同样会影响后

期功能表型的检测 [27-34]，因而严格对照组的建立在

疾病模拟中至关重要。最严格的对照组被称为

“isogenic” 对照组，即对照组和疾病组细胞来源于

同样的母细胞株，两组细胞株之间仅有致病突变基

因不同，其他方面则完全一致，包括完全相同的遗

传背景、培养条件、处理方式等。只有在这种对照

组存在的情况下，研究者才能最大程度控制其他系

统差异对疾病表型的影响，进而建立致病突变和疾

病表型的直接联系。

 建立严格的对照组目前有两种方案 ( 图 1) ：一
种是建立患者 iPSCs，后期在患者 iPSCs 细胞株中

修复致病突变建立对照组；第二种是在野生型

hPSCs 中引入特定致病突变，同时以原有的野生型

细胞株作为对照组。最优化的研究设计则是两种方

案同时进行。建立严格对照组需要高效精确地在全

能干细胞系中修复或者引入突变，近年来基因组编

辑技术的快速发展使之得以实现。 

2　基因组编辑技术

经典的基因靶向技术是通过同源重组技术将目
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标基因敲除或者引入突变 [35-36]。虽然，同源重组技

术在小鼠胚胎干细胞中已经被成功用于构建胚胎敲

除和敲入小鼠，其在人类全能干细胞中的应用由于

重组效率极低而受到限制 [37]。基因组编辑技术领域

的发展则解决了这一难题。基因组编辑技术主要包

括锌指核酸酶 (zinc finger nucleases, ZFNs) [38]、类转

录激活因子效应物核酸酶 (transcription activator-like 
effector, TALEs)[39-41] 和成簇规律间隔短回文重复序

列系统 (clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats/CRISPR-associated proteins, CRISPR/Cas)[42-45]

三种技术平台。相比 ZFN 和 TALEN，CRISPR 基

因组编辑平台中载体的构建更加容易、靶向位点的

选择更加灵活、基因组编辑的效率更高、对干细胞

毒性较小，因而目前被广泛地用于干细胞基因编辑

和疾病模型建立 [46-51]。CRISPR 技术可以同时用来

靶向多个基因 ( 模拟多个基因突变导致的复杂疾

病 )，完整移除某一段基因组区域 ( 模拟某个基因

组区域对疾病的影响 )，或者在特定基因组位置敲

入点突变或者小片段序列，如用于在蛋白质 N 端或

者 C 端插入 Flag 肽段标记蛋白 ( 待发表资料 )。
基因组编辑技术可以在基因编码区引入移码突

变继而敲除基因，也可以通过提供外源 DNA 模版

( 双链 DNA 或者单链 DNA) 在特定基因组位置引入

突变。相对于敲除基因的效率，目前敲入点突变或

者敲入特定序列的效率仍然很低，并且在一条染色

体序列上敲入突变的同时可能会在另一条染色体上

引入移码突变 [51]。由于人类疾病突变大都是点突变

引起，各种 GWAS 结果也提示很多单核苷酸多态

性 (single nucleotide polymorphism, SNP) 参与基因

调控或者影响基因功能，如何提高敲入突变的效率

是这个领域亟需解决的问题。  
对于各种基因编辑平台可能存在的脱靶率，现

在结论不一，但值得注意的是，脱靶率的高低不仅

仅取决于不同的基因组编辑平台，也同样受靶向序

列、细胞类型、基因编辑工具在细胞内的表达时间

和强度，甚至脱靶率检测方法等影响。在对

CRISPR 技术脱靶率的研究中，早期的若干研究结

果提示，CRISPR 平台可能存在较高的脱靶率 [52-57]，

但这样的结果大都是在各种转化细胞系中的研究中

得到的，并不能完全反应正常细胞系 ( 如 hPSCs) 中
的脱靶情况。笔者所在实验室以及其他同行对经过

基因编辑后的若干 hPSCs 单克隆进行了全基因组测

序 [58-59]，结果提示 CRISPR 和 TALEN 在 hPSCs 中
的脱靶率均很低。虽然对单克隆的全基因组测序不

能全面反映脱靶情况，但提示脱靶现象是可以通过

增加靶向序列的保守性来避免。有意思的是，相比

基因组编辑前的细胞系母株，干细胞单克隆 ( 包括

野生型单克隆和突变型单克隆 ) 被发现在体外培养

过程中随机获得了若干点突变 [58-60]。这些点突变大

都位于非编码区，不会影响蛋白质表达，但也有少

数位于基因编码区，从而造成氨基酸突变。由于突

变获得的随机性，不同单克隆之间获得的突变不同，

因而从这点上考虑，真正意义上的 “isogenic” 对照

组是不存在的。为控制这种随机突变对后期表型检

测的影响，利用 hPSCs 进行体外疾病模拟时，需要

多个野生型克隆和多个突变型克隆之间进行同时比

对，并且利用其他对照组设计，如在基因敲除克隆

中通过引入外源质粒恢复基因表达等综合分析致病

突变对表型的影响 [60]。

3　干细胞疾病模型建立

结合基因组编辑技术和多能干细胞的各种特性

建立的各种干细胞疾病模型，为疾病研究提供了一

个全新的研究平台，可以在人的特定遗传背景下 ( 相
对小鼠等其他模式生物 )，在更切合生理状态的正

常细胞体系中 ( 相对其他各种人转化细胞系 )，更

加精确地再现人类疾病的发病过程。

利用多能干细胞建立体外疾病模型可以通过两

种途径 ( 图 1)。第一种是获得带有遗传突变的患者

体细胞，经由重编程获得患者 iPSCs，后期分化为

各种疾病相关体细胞类型进行疾病模拟和机理研

图1　干细胞疾病模型(细胞、器官和人源小鼠三种层

面)的建立
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究。一个代表性的例子是对早衰症 (Hutchinson-
Gilford Progeria syndrome, HGPS) 和维尔纳综合征

(atypical Werner syndrome, AWS) 的疾病模拟 [61]。这

两种疾病均是由于 LMNA 基因突变所引起的。研究

人员获得患者 iPSCs 后，利用腺病毒导入野生型

LMNA 序列，通过同源重组的方式修正了患者

iPSCs 中的突变，得到野生型细胞对照组。随后，

患者 iPSCs 和对照组细胞被同时分化为血管平滑肌

细胞和纤维母细胞。与修正后的野生型细胞相比，

突变细胞展示了异形核型和细胞衰老等相关表型。 
第二种建立干细胞模型的方式是在野生型 hPSCs 
( 胚胎干细胞 hESCs 或者 iPSCs) 中引入已知致病突

变，后期同样分化为疾病相关体细胞进行研究 [60]。

为了证明这种方案的可行性和高效性，笔者实验室

将与人类代谢疾病相关的 10 多种基因突变分别引

入一种或多种全能干细胞系，随后将细胞株分化为

白色脂肪细胞、肝脏细胞、运动神经元细胞等疾病

相关细胞类型。利用这个平台，笔者研究组成功建

立了包括 SORT1 基因突变引起的人类肝脏细胞脂

代谢异常模型和运动神经元退化模型；AKT2 基因

突变引起的肝脏细胞和脂肪细胞的胰岛素抵抗模

型、低血糖模型、脂肪发育不良模型和肥胖导致的

炎症模型；PLIN1 基因突变引起的脂肪发育不良症

等。为进一步观察不同遗传背景是否对致病突变导

致的疾病表型产生影响，在研究 SORT1 基因对脂

代谢功能影响的实验中，笔者同时在两株具有不同

遗传背景的野生型细胞株中引入突变。后期表型检

测提示，在严格对照组的设立下，SORT1 突变引起

的脂代谢表型变化在不同细胞株的不同遗传背景下

不受显著影响。

上述两种构建方式各有利弊。在前一种构建方

式中，患者的 iPSCs 由于具有除了致病突变之外可

能同样对疾病发生起作用的疾病易感遗传背景，因

此被认为可以更真实地反应疾病生理状态，但患者

体细胞的获得、细胞的重编程以及后期对 iPSCs 克
隆的质量验证都需要耗费大量的时间和精力。同时，

在细胞重编程过程中可能引入若干不可控因素，甚

至同一株体细胞所获得的不同 iPSCs 克隆之间可能

会存在很大差异
[19-26]，因而表型的可靠鉴定需要在

获得的 iPSCs 克隆中通过基因组编辑的方式修复原

有致病突变获得严格对照组后进行比对。后一种构

建方式细胞株遗传背景的选择相对随意，无需经过

患者筛选和细胞重编程过程，因而可以在已经建立

的稳定细胞株中引入已知的致病突变。此外，在同

一株细胞中 ( 即在同一个遗传背景下 ) 还可以并行

引入各种不同的致病突变，继而可以对不同致病突

变导致的疾病表型进行横向比较，因此也具有相当

优势。

最优化的实验设计是利用两种构建方式同时进

行疾病模拟，继而能对致病突变和致病表型之间的

必要性和充分性同时进行验证。一项经典的例子是

对 LRRK2 基因上的 G2019S 突变的研究，此突变与

帕金森病发病有关
[62]。研究人员构建了来自患者的

突变 iPSCs，并通过同源重组修复了该点突变，得

到相应的对照组细胞。研究人员随后将两组细胞分

化为神经干细胞 (neural stem cells, NSCs)。突变组

神经元干细胞在持续了 12 次传代培养后出现核畸

形的特性，并且分化为神经细胞的能力受损，而该

表型在修正后的野生基因型神经元干细胞中并未出

现。同时，研究人员将 LRRK2 基因上的 G2019S 突

变插入野生型的人胚胎干细胞中，发现插入突变后

的 hESCs 分化的神经干细胞表现出与患者 iPSCs 分
化的神经干细胞相同的核畸形和分化缺陷表型，提

示两种途径进行疾病模拟的一致性。更有趣的是，

研究人员在患者神经元干细胞中发现的核畸形现象

之前并未在病例特征中报道，而该表型随后在患者

身上得到证实，提示利用干细胞模型在模拟研究人

类疾病方面独特的优势。

干细胞疾病模拟体系发展至今仍然有很大的空

间需要提高。目前主要存在的问题是各种现有的体

细胞分化平台不够成熟。虽然理论上多能干细胞在

体外合适的刺激信号下可以定向分化为各种体细胞

类型，但由于对体内发育过程知晓有限，加上体外

培养体系不能完全模拟体内发育系统，因而分化出

的各种体细胞类型大都处在发育过程中的前体细胞

或者不成熟细胞阶段，不具备体内成熟细胞的全部

生理功能
[63-66]，如体外分化得到的肝脏细胞大量表

达不成熟肝脏细胞的分子标志物，如甲胎蛋白

(α-fetoprotein, AFP) ；同时，解毒功能 ( 如 CYP450 酶

活性 )等也远远达不到体内成熟肝脏细胞的水平 [64]。

这要求研究人员在利用干细胞建立疾病模拟平台时

需要格外小心，一是需要通过改良分化平台和体外

培养体系，或通过后期细胞筛选，使分化后细胞更

接近体内细胞水平；二是在疾病模型建立之前，需

要充分检测分化的细胞在疾病表型所涉及的细胞功

能方面是否健全。如果分化后的细胞本身在某细胞

功能方面存在缺陷，那便不适合用于研究和这方面

细胞功能相关的疾病表型。
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体外干细胞分化平台不成熟的另一方面体现在

分化后的细胞不是均一 (homogeneous) 的细胞群体，

而是相对杂合 (heterogeneous)。即使在严格细胞对

照组之间，甚至同一株细胞在不同批次的分化实验

之间，分化得到的细胞群体都可能出现较大的波动，

因此给表型的观察和实验重复带来困难。不同的细

胞株之间也同时存在不同胚层和不同体细胞类型分

化方向的倾向性 [29]，而细胞株的性别差异也可能影

响疾病表型的体现 [67]。因此，为更好地控制各种系

统不稳定性对疾病模拟的影响，实验设计时需要考

虑所选用的细胞株是否适宜，同时考虑多种严格

的对照组设计，并且尽可能通过细胞分子标志物筛

选等方式筛选出相对单一类型的细胞进行研究，如

通过 HB9 报告基因筛选运动神经元 [68]、通过白蛋

白 (albumin) 报告基因或者去唾液酸糖蛋白受体

(asialoglycoprotein receptor, ASGPR) 表达筛选成熟肝

脏细胞 [69] 等。

另一个需要提高的方面在于现有的体细胞分化

平台只能覆盖一小部分细胞类型，目前的体外培养

体系也大都是单个细胞类型的定向分化和培养。考

虑到人类疾病的发生和发展大都涉及到多种细胞类

型、多种器官之间的交流，现有的干细胞疾病模拟

平台需要向多细胞系统、三维培养体系等更符合生

理状态的方向发展。

目前对分化平台的优化大抵分为两个方向。一

个优化方向是在分化过程中，通过系统分析每一步

得到的细胞类型，然后相应调整体外分化条件 ( 如
生长因子组合、使用剂量等 )，有针对性地优化体

外分化步骤，从而使得到的细胞更加接近体内成熟

细胞。通过这种方法改良细胞分化步骤已经取得相

当进展。在肝脏细胞分化中，研究人员可以得到相

对均一的肝脏细胞群体，并能更好控制不同细胞株

分化成肝脏细胞过程中存在的分化效率差异
[70]。同

样，通过优化分化平台得到的胰岛 β 细胞功能更加

完善，能像体内成熟 β 细胞一样正常应对血糖变化

产生胰岛素从而调节血糖 [71]。另一种优化方向是改

良培养体系，如利用 3D 培养和多细胞培养产生器官

小体，将细胞移植到小鼠体内构建人源小鼠等方式。

关于这一方面内容，将在后面的一个章节详细阐述。  

4　体外器官小体疾病模型和人源小鼠模型

近年干细胞分化领域的一个突破是发现在特定

的体外 3D 培养条件下，不同类型的细胞可以通过

自组织 (self-organization) 的方式形成类似人体器官

的小体样结构，如肠道结构 (intestinal tissue)[72]、视

杯结构 (optic cup)[73]、肝脏结构 (liver organoid)[74]、

大脑结构 (cerebral organoid)[75]、肾脏结构 (kidney 
structure)[76-77] 等，提示可以通过器官小体形成的方

式将干细胞疾病模型从单一细胞模型发展到器官小

体模型 ( 图 1)。一些成体干细胞也被证明可在体外

特定的培养体系中形成小体结构，模拟疾病的发

生 [78-80]。由于多能干细胞具有可以在体外分化各种

细胞类型的全能性，因而更具有特殊的优势。具有

特定致病突变的多能干细胞可以分化为具有相同遗

传背景的不同体细胞类型，然后在合适的体外培养

条件下形成具有致病突变的器官小体，从而可以在

多细胞器官组织水平上模拟疾病 ( 图 1)。笔者实验

室将携带 AKT2E17K 组成型激活突变、AKT2 基因

敲除及野生型三种基因型细胞株在体外同时分化为

肝细胞内胚层前体细胞、间质层干细胞和静脉血管

内皮细胞，然后通过体外 3D 混合培养获得三种基

因型的肝脏小体结构 [74]。相比体外分化的单一肝脏

细胞，获得的肝脏小体结构具有更健全的糖脂代谢

功能，提示器官小体结构相比单细胞能更好地重现

疾病的生理状态 ( 待发表资料 )。当然，通过器官

小体模拟疾病的体系还需要进一步稳定优化，多种

细胞类型的引入可能增加疾病模拟体系的不稳定

性，需要严格控制可能引入的各种系统误差。

构建人源小鼠是优化现有干细胞疾病模拟平台

的另一方向。基本的思路是将体外分化的体细胞类

型移植到免疫缺陷型小鼠中，一方面利用小鼠作为

一个 “ 天然细胞培养箱 ”，体外分化得到的未成熟

的细胞群体在小鼠体内可以进一步成熟，后期继而

可以通过将移植的细胞再次从小鼠体内分选出来做

表型观察；另一方面，将携带致病突变的细胞移植

到小鼠体内，可以在整体动物模型上观察携带人类

遗传背景的突变型细胞对整体生理表型和其他器官

组织功能的影响 ( 图 1)。 
构建这样的人源小鼠模型需要相当一段时间的

摸索。不同器官或者细胞的人源小鼠模型的构建难

易程度也会存在较大差异，并且整体表型的反应需

要人源细胞的移植达到足够的效率，从而排除小鼠

自身细胞的干扰。笔者实验室正在建立的是肝脏细

胞人源小鼠和脂肪细胞人源小鼠模型。肝脏人源小

鼠模型的构建已经相对成熟，人源的原代肝脏细胞

能在 Fah 基因缺失的小鼠品系中高效移植。移植后

得到的人源小鼠的超过 70% 的肝细胞是人源肝脏
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细胞，因而具有人源化的血脂代谢，是研究人类心

血管疾病的较好的动物模型 [81-82]。目前的研究集中

在如何将多能干细胞分化得到的肝脏细胞高效移植

入小鼠。这样的人源肝脏小鼠可以用于研究各种基

因突变对肝脏器官功能继而对整体代谢的影响。同

时，构建人源肝脏小鼠的优化过程本身也会给未来

利用体外分化的肝脏细胞作为供体移植治疗肝脏疾

病提供有益参考信息。另外，笔者实验室还致力于将

体外分化的人类脂肪细胞植入Rag2−/−: IL2Rγ−/−: A-Zip
无脂肪免疫缺陷型小鼠中建立人源脂肪小鼠模型，

研究携带遗传突变的人类脂肪对整体代谢的影响。

类似的小鼠还有人源造血干细胞小鼠 [83]、人源胰脏

小鼠 [71] 等。

5　基因组编辑技术和干细胞疾病模型在疾病

治疗方面的应用

多能干细胞构建的多种疾病模型一方面可以用

来研究疾病发生的分子机制；另一方面也提供了大

量原材料作为药物或遗传筛选平台，寻找或验证能

够逆转疾病表型的小分子药物或新的基因靶点。一

些基于干细胞疾病模型的小分子筛选已经取得了令

人瞩目的成果 [68,84-85]，而各种现有的遗传筛选平台，

比如基于慢病毒系统的 CRISPR 基因敲除文库，同

样可以用于干细胞疾病模型上，以寻找能逆转疾病

表型的新的基因靶点 ( 图 2)。
另一个同样令人憧憬的应用是利用基因组编辑

技术直接在患者体内修复致病突变或者敲除特定基

因，从而达到治疗疾病的疗效。相比于传统的小分

子药物、单抗制剂，或者 RNA 干扰制剂，这种治

疗方案由于可以从根本上纠正或者改良基因组序

列，从而可能达到一次治疗终身受益的疗效。

在临床测试中已经取得一定成功的例子是利用

锌指酶技术敲除艾滋患者血液 T 细胞或者 CD4 造

血干细胞中的艾滋病毒受体 CCR5，从而治疗艾滋

病 [86-88]。通过基因组编辑技术体外修复囊肿性纤维

化 (cystic fibrosis) 患者小肠成体干细胞中的致病突

变也被证明可行 [78]。可以想象，未来结合干细胞和

基因组编辑技术治疗疾病的一种新的方案是获得患

者的成体干细胞或者诱导性全能干细胞，体外通过

基因组编辑技术修复致病突变，然后分化为相应体

细胞或器官类型，再将修复后健康的体细胞或器官

移植入患者体内，替代原有的病态细胞组织行使功

能 ( 图 3A)。
利用基因组编辑技术治疗疾病的另一种方案是

将基因组编辑材料直接体内靶向导入特定体细胞，

在特定体细胞类型中直接敲除不利基因或修复致病

突变 ( 图 3B)。笔者所在实验室通过小鼠的前期实

验提示，向肝脏中直接导入靶向 Pcsk9 基因的

CRISPR 材料，一次注射便可以减少血浆中的 90%
的 PCSK9 蛋白，降低血液中 35%~40% 的胆固醇含

量，这样的效果预期在人群上可以降低 40%~90%
的心脏病发病率 [89]。另一项研究同样来自小鼠，研

究人员证明可以通过体内同时导入 CRISPR 材料和

DNA 模板，从而修复原有致病突变达到治疗疾病

的效果 [90]。当然，在真正能将该体系用于临床治疗

之前需要保证在这一系列过程中不会随机引入致癌

突变、基因编辑的靶向特异性和修复点突变的高效

性以及后期安全高效的体内移植等。

图2　干细胞疾病模型用于小分子化合物和基因敲除文库等高通量筛选
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6　展望

利用干细胞平台和基因组编辑技术的结合在体

外或者体内模拟人类疾病，虽然不能完全取代其他

传统疾病研究模型，但可以作为一个新的独特的平

台，与其他平台很好互补。随着各种干细胞下游分

化平台的建立和成熟、体外培养体系的优化以及基

因组编辑技术的开发，相信两种平台的结合将会给

研究人类疾病，寻找正确的药物靶点，有效地进行

药物筛选，为人类疾病的治疗带来崭新的机遇。
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