
第30卷 第9期
2018年9月

生命科学

Chinese Bulletin of Life Sciences
Vol. 30, No. 9

Sep., 2018

文章编号：1004-0374(2018)09-0932-07

DOI: 10.13376/j.cbls/2018112

收稿日期：2018-08-30
基金项目：广东省临床教学基地教学改革研究项目(2017JD105)；广东省卫生计生委广东省医学科研基金指令性课题项

目(C2016058)
*通信作者：E-mail: ljq88gz@163.com

基因编辑技术在人类生殖细胞中的应用研究
李广磊，曾艳婷，刘见桥*

(广州医科大学附属第三医院生殖医学中心，广州 510150)

摘　要：基因编辑技术极大地提高了对基因组靶位点精确修改的效率。人类早期胚胎发育的特异性和目前

报道的上万种遗传突变的修复必要性使得基因编辑技术在人生殖细胞中的应用成为必然。对人生殖细胞基

因编辑是一个新的领域，涉及到伦理的考虑。因此，这既是个科学问题，同时也是个社会问题。现综述基

因编辑技术在人类生殖细胞应用的伦理之争和研究进展。
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Research progress of genome editing in human germline cell
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Abstract: Genome editing greatly promotes the efficiency of precise modification of target sites. It is necessary to 
edit the germline cell because of the specificity of human embryo development and the necessity for repairing 
thousands of genetic diseases. It is a new field to edit the germline cell, and it is not only a scientific problem, but also 
an ethical issue. This article summarizes the ethical discussion of germline cell editing and its research progress.
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对基因组序列的操作有助于我们更进一步探索

生命的奥秘，同时也可以为治疗遗传疾病提供有效

工具。锌指核酸酶 (ZFN)、类转录激活样效应因子

核酸酶 (TALEN) 和规律成簇间隔短回文重复序列

刘见桥，生殖医学博士，主任医师，广州医科大学附属第三医院生殖医学

中心主任。我国较早从事辅助生殖技术工作的专家之一，擅长个体化促排卵方案

的制定、阴道 B 超下取卵术、多胎妊娠减胎术，临床妊娠率稳定在 55% 以上。

科研主攻卵子发育与调控、早期胚胎发育、在胚胎层面对携带遗传突变基因的胚

胎行基因编辑、卵母细胞激活及其激活方案优化、提高 IVF 安全性和降低多胎

率等，在国内外核心期刊发表论文近 50 篇。其于 2017 年发表了全球首篇对携带

遗传突变基因的人类二倍体胚胎行基因编辑的文章，证实了 CRISPR 基因编辑技

术可以让科学家对人类的 DNA 进行定点改造，为通过改造缺陷基因来治疗遗传

疾病提供了可能性；于 2018 年全球首次报道了人类早期胚胎发育过程中染色质

开放性的调控图谱，揭示了人类胚胎发育和进化的奥秘。
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(CRISPR/Cas) 三种基因编辑工具的依次应用，尤其

是 CRISPR/Cas9 技术，使得对 DNA 序列的操作变

得简单易行 [1-2]。到目前为止，CRISPR/Cas9 技术

已经在模式动物构建、基因表达的激活和抑制、疾

病修复、文库筛选等多个领域展现出巨大价值 [3]。

基于对多个物种、多个领域的成功应用，基因编辑

技术不可避免地要应用到人类自身上来。根据编辑

对象不同，可以分为体细胞基因编辑和生殖细胞基

因编辑。对体细胞的编辑主要是用于治疗一些疾病，

如增强肿瘤免疫疗法 [4]。基因编辑同时在人生殖细

胞中也具有巨大的潜力，这是因为人类早期胚胎发

育与模式动物如小鼠相比，仍然存在一些差异 [5]，

一些人类早期胚胎发育的问题只能在人的胚胎上进

行研究 [6]。另外，目前已经有一万多种遗传疾病被

发现 [7]，这些遗传疾病需要开发更加安全高效的方

法去治疗。目前基因编辑在体细胞和生殖细胞中都

展现出了巨大的应用潜力，我们必须意识到这项技

术对于生命科学的理解提供了巨大的机会 [8-10]。但

基因编辑在生殖细胞中的应用还涉及到伦理问题，

因此，本文将对基因编辑在人生殖细胞中的一些伦

理争论和应用进展做一综述。

1　人生殖细胞基因编辑涉及的伦理问题之争

自从 CRISPR/Cas9 技术开始应用于哺乳动物

的基因编辑以来，多个实验室已经在考虑将其应用

到人生殖细胞上 [11]。但因为涉及到伦理问题，第一

篇有关人胚胎编辑的文章终于在 2015 年 4 月发

表 [12]。人生殖细胞基因编辑按照编辑对象可以分为

胚胎基因编辑、卵母细胞基因编辑和精原干细胞基

因编辑 [13]。目前发表的文章以直接对人胚胎进行编

辑为主，包括 3PN 胚胎 [12,14-15] 和 2PN 胚胎 [7,16-17]。

若按照编辑的目的，可以分为基础性的基因功能研

究和治疗性的修复遗传疾病 [18]。在第一篇文章发表

之前，各国科学家已经对人胚胎的基因编辑涉及到

的伦理问题进行了讨论 [19]。

考虑到基因编辑技术对治疗人类遗传病有巨大

的潜能，同时可能存在未知的风险，2015 年 1 月，

科学家在美国纳帕对基因编辑技术在人生殖细胞上

的应用进行了讨论，最终主要达成了 4 个共识 [20]，

主要包含有：严禁编辑过的生殖细胞在临床中使用；

建立一个用于科研工作者和生物伦理学家普及基因

编辑相关知识的平台或论坛；鼓励和支持对 CRISPR/ 
Cas9 的效率和安全性研究；召集社会各界人士进一

步仔细讨论相关问题。随后对人生殖细胞的编辑进

行了越来越多的讨论 [21-24]。对于基因编辑在人生殖

细胞上的使用，科学家都持有谨慎的态度，但仍有

分歧存在 [19]。一些科学家认为应停止在人胚胎上的

任何操作 [25]，而另一些科学家认为在时机成熟的情

况下可以进行 [19,26]，还有学者认为是否采用胚胎基

因编辑应该根据个人意愿 [27]。2015 年 11 月，Addison
和 Taylor-Alexander[28] 发表评论，呼吁对生殖细胞

编辑需要科学家、学者、医生、患者、公众人物等

来自不同层面的人士进行讨论。人胚胎基因编辑的

优劣需要更多的数据来证明 [29]。

总结来看，反对人生殖细胞基因编辑的理由主

要有：(1) 基因编辑目前存在一些未知的风险；(2)
人类不是小鼠，对人进行基因编辑定制婴儿引发道

德滑坡；(3) 容易引起不公，生殖细胞的编辑价格较

为昂贵，不是所有人都有条件可以使用这个技术 [30]；

(4) 对一些引起疾病的遗传突变，现在有其他替代

方法，比如移植前基因诊断 (preimplantation genetic 
diagnosis, PGD)，可以避免疾病传递到下一代 [19]。

总的来说，安全性和伦理是基因编辑在人胚胎上应

用的两大影响因素 [24]。抛除伦理问题不考虑，基因

编辑在人生殖细胞应用的主要障碍还是效率和安全

性：(1) 编辑效率低，可能需要用到更多的胚胎；(2)
编辑效率低会引起嵌合体的现象，出生的后代中可

能还携带致病基因 [23,31]。

而支持人生殖细胞基因编辑的科学家则认为：

(1) 每年约有 800 万的新生儿具有出生缺陷，基因

编辑可以大大降低这些疾病的发生。(2) 虽然 PGD
等技术可以应用于单基因遗传病，但 PGD 需要用

到更多的胚胎，同时对一些复杂的多基因突变，PGD
可能无能为力。(3) 任何技术的出现都会有一些不

确定性，但我们要权衡它们的利与弊。当基因编辑

带来的益处超过风险的情况下，是否可以考虑采用

胚胎基因编辑 [32]。(4) 不能因噎废食，与其颁布禁

令禁止研究，不如讨论在非治疗领域的限制。(5)
基因编辑技术的安全性可以通过严格设计，不断优

化技术来提高 [33]。比如，本实验室在 3PN 胚胎上利

用碱基编辑技术可以百分百地实现靶基因的突变 [14]。

另外，在国家层面上，不同国家对人生殖细胞

的基因编辑的态度也不同 [13]。比如英国、瑞典就相

对支持在人胚胎上的研究 [31]。2015 年 2 月，英国

下议院通过决议，允许进行生殖细胞的线粒体移植。

2015 年 6 月，瑞典卡洛琳斯卡学院的 Fredrik Lanner 
获得了可以在人胚胎上进行基础研究的资质 [11]。

2016 年，英国人类生育和胚胎学管理局 (HFEA) 通
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过了弗朗西斯 · 克里克研究所的 Kathy Niakan 提交

的在人胚胎上进行基因功能研究的申请 [34]。2018
年 7 月，英国的纳菲尔德生物伦理委员会表示，在

某些情况下，可遗传的基因组编辑“在道德上是可

接受的”。而其他，如加拿大和一些欧洲国家则完

全禁止人生殖细胞上的研究。

2　人生殖细胞基因编辑所需遵守的规范

2015 年 12 月，由美国科学院和美国医学院成

立的人类基因编辑委员会决定对人类基因编辑的科

学技术、伦理与监管开展全面研究。经过 14 个月

的讨论 [35]，2017 年 2 月，该委员会发布其研究报告，

对人类基因编辑涉及的基础研究、体细胞研究和生

殖细胞研究三大领域提出了使用原则 [36-37]，概括起

来主要有以下三种情况：(1) 在现存的行政法规监

管之下，允许基因编辑在人胚胎上的基础研究，但

胚胎体外培养不能超过 14 d [38]，允许利用体细胞基

因编辑治疗严重疾病；(2) 在严格的监督和公共讨

论下，同时在无其他有效方法治疗的前提下，对生

殖细胞基因编辑以治疗严重的遗传疾病；(3) 严禁

以增强功能为目的对体细胞和生殖细胞进行编辑
[10]。国际干细胞研究协会对人胚胎研究涉及到的伦

理问题做出了更严谨的规定 [39]。

3　人生殖细胞基因编辑研究早期胚胎发育

人类早期胚胎发育的模式与小鼠存在差异，因

此一些人类早期胚胎发育的问题只能在人类胚胎上

进行 [5]。伦敦弗朗西斯 · 克里克研究所的 Kathy 
Niakan 利用 CRISPR/Cas9 在人的正常二倍体胚胎

中敲除了 OCT4 基因，研究了 OCT4 基因在人早期

胚胎发育中的功能 [16]。结果表明，OCT4 基因的表

达对人胚胎早期发育阶段是必需的，敲除 OCT4 影

响了囊胚的形成，这与小鼠胚胎中的研究结果不

同 [18]。这项研究也表明了在模式动物上研究胚胎发

育的局限，如果想真正了解人类胚胎发育，需要直

接在人胚胎上进行 [9]。该研究也是基因编辑技术第

一次在人胚胎中进行基因功能研究，是理解人类胚

胎发育的第一步。

4　基于CRISPR/Cas9技术编辑遗传疾病位点

目前已有报道的 1 万多种遗传疾病中只有大概

6% 的遗传疾病可以得到有效的治疗 [40]。基因编辑

技术由于其靶向性和高效性，在治疗人类遗传病中

展现出了巨大的应用潜力 [41]。2015 年 4 月，中山

大学黄军就团队发表了第一篇利用 CRISPR/Cas9 编

辑人胚胎基因的文章 [12]。结果显示，CRISPR/Cas9
在人 3PN 胚胎中能够有效地切割内源性的 HBB 基

因，扩增出来的 54 个胚胎中有 28 个发生了切割，

效率达到了 52%。但在 28 个发生编辑的胚胎中只

有 4 个胚胎发生了同源重组精确修复，效率仅仅为

15%，同时在编辑的胚胎中发现了明显的脱靶。该

研究的出现在学术界引起了巨大的反响 [6, 23, 42]，并引

发了对人类胚胎基因编辑的广泛讨论。2016年 4月，

来自广州医科大学附属第三医院的范勇团队在人

3PN 的胚胎上对 CCR5 基因进行了敲除 [15]，利用

CRISPR/Cas9 结合同源重组的方式对 CCR5 基因的

32 个碱基实现精确敲除，结果发现 20 个胚胎之中

只有一个发生了同源重组修复 (HDR)，效率仅为

5% ；同时作者利用两个 sgRNA 对这 32 个核苷酸

进行敲除，发现 26 个胚胎里面有 4 个发生了 32 个

核苷酸的精确敲除，效率约为 15%。上述结果初步

表明人胚胎中同源重组效率较低，若能合理设计两

个 sgRNA 的位置，其精确敲除的效率高于同源重

组的效率。

上述两项研究均是在 3PN 胚胎即本身就不会

正常发育的胚胎中进行的。2017 年 3 月，同样来自

广州医科大学附属第三医院的刘见桥团队在正常的

2PN 胚胎中对 HBB 和 G6PD 基因进行修复。该研

究利用具有突变型的精子与正常卵子通过单精子注

射 (ICSI) 获得杂合子胚胎。相较于上面提到的两项

研究运用 Cas9 的 mRNA 形式注射，此研究用的是

Cas9 的蛋白形式，使其与 sgRNA 在体外形成复合

体再注射。对 HBB 基因突变的胚胎，在 4 个发生

编辑的胚胎中，只有 1 个胚胎发生了期望的同源重

组，同时此胚胎中还存在发生了 indel 的等位基因。 
在对两个含有 G6PD 基因突变的胚胎修复后，发现

均发生了同源重组修复。其中在一个胚胎中，挑选

的 40 个 TA 克隆测序结果表明，22 个克隆是重组

型的基因型，另外 18 个是野生型的等位基因。在

另外一个胚胎中，除了重组修复以外，还含有发生

了 indel 的等位基因，意味着此胚胎是个嵌合体。2017
年 8 月，俄勒冈健康科学大学的 Shoukhrat Mitalipov
团队在 Nature 发文，利用 CRISPR/Cas9 在人胚胎

中修复了一种致病突变 [7]，该文受到了广泛的关注

与讨论，Nature 配发了相关的评论文章 [43]。相较于

之前已发表的文章，此研究在编辑效率和安全性上

均有提高。该研究编辑了MYBPC3基因的一种突变，

此突变与心肌肥大相关。该研究利用捐献的卵子与
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心肌肥大患者的精子进行研究。之前研究表明，基

因编辑在人胚胎中应用的两大障碍：一是容易产生

嵌合体，二是存在脱靶的危险性。产生嵌合体可能

是由于编辑效率低引起的。一些卵裂球发生了编辑，

而另外一些没有编辑；又或者是由于编辑发生的时

候细胞已经发生了分裂。不同的卵裂球产生了不同

的编辑结果。由于非同源末端连接修复 (NHEJ) 竞
争 HDR，所以在 HDR 存在的同时也发生了 NHEJ，
这在刘见桥团队的文章中已经证明 [17]。为了解决嵌

合体的现象，Shoukhrat Mitalipov 团队采用 Cas9 蛋

白结合 sgRNA 形成 RNP 复合体，与患者的精子同

时注射到卵母细胞中。结果表明，在编辑的 58 个

胚胎中有 42 个没有发生嵌合现象，42 个胚胎含有

的或者是野生型的基因型，或者是提供的同源模板

的基因型，其余的 16 个胚胎发生了非预期的插入

或缺失。另外该研究还表明，在人胚胎中，HDR
的模板以野生型的基因拷贝为主，这与细胞中的结

论并不相同，与黄军就发表的结论类似 [12]。但部分

生物学家对此结论表示质疑，同时质疑的还有如果

CRISPR/Cas9 对靶基因进行了大片段的敲除，作者

有可能没有检测到。对此质疑，Shoukhrat Mitalipov
随后进行了回复，他同时表示希望更多的研究能重

复此项工作 [44]。总之，本研究重新点燃了利用基因

编辑修复遗传疾病的希望，无疑对基因编辑在人胚

胎中的应用迈出了重要的一步 [45]。

5　基于碱基编辑技术编辑遗传疾病位点

利用 CRISPR/Cas9 结合 ssODN 进行遗传疾病

修复利用了同源重组的原理，但无论是细胞系内还

是胚胎内，NHEJ 都与 HDR 竞争，导致 HDR 效率

偏低，较低的同源重组修复效率使得修复的胚胎杂

合率较高，无法顺利应用于临床。CRISPR/Cas9 切

割 DNA 双链，也可能会引起大片段的敲除 [46]，同

时可能会激活 p53 信号通路 [47-48]。 提高编辑效率，

增加安全性是基因编辑技术在临床上应用的两大

关键。

碱基编辑技术是在 CRISPR/Cas9 的基础上发

展出来的，目前主要有胞嘧啶碱基编辑系统 (CBEs)
和腺嘌呤碱基编辑系统 (ABEs)[49-50]。胞嘧啶碱基编

辑系统是在 nCas9 的基础上融合了胞嘧啶脱氨酶，

其可以对单链 DNA 上的胞嘧啶脱氨，形成尿嘧啶，

随着 DNA 的复制，尿嘧啶以胸腺嘧啶的形式出现，

最终实现 C 变成 T 的编辑。目前使用频率最高的

David Liu 实验室开发的系统，其用的胞嘧啶脱氨

酶是 rAPOBEC1[51]。相比于 CRISPR/Cas9 来说，胞

嘧啶碱基编辑系统具有更高的特异性 [52]。目前经过

不同形式的优化，现在已经有多种版本的 CBEs[53-55]，

同时可以根据编辑目的选择窄窗口 [56] 或宽窗口 [57]

等不同形式的编辑系统。胞嘧啶碱基编辑系统已经

在多个物种中应用，展现出了其高效的特性。腺嘌

呤碱基编辑器是由 David Liu 实验室开发的，可以

实现碱基由 A 到 G 的替换 [58]。此系统也广泛应用

于动植物领域 [59-61]。目前碱基编辑系统已经应用在

了人胚胎基因编辑领域，并显示出了不可估量的价

值。目前发现的人类遗传疾病有一万多种，而其中

大部分是碱基的替换。碱基编辑系统能够实现 A-G、

C-T 或者 T-C、G-A 的替换，对 50% 以上的遗传突

变具有修复的应用价值 [58]。

2017 年 8 月，刘见桥课题组发表了在人 3PN 胚

胎上利用 BE3 对两个基因位点进行编辑的报道 [14]。

研究通过显微操作注射碱基编辑系统，对 HEK293 
site4 和 RNF2 基因进行编辑。结果发现对于 HEK293 
site4 位点，8 个胚胎中有 7 个发生了高效的编辑。

通过对其中 3 个胚胎的高通量测序，发现在 C5 位

点是 100% 的编辑，意味着该系统的高效性。另外

发现该系统可以对两个位点同时进行编辑，这对一

些多位点突变的疾病提供了修复的可能性。几乎是

同一时间，陈子江课题组也在人的 3PN 胚胎上进行

碱基编辑的测试 [62]。该研究利用 BE3 和 SaKKH-
BE3 两种系统对 3 个基因位点进行编辑，发现利用

BE3 对 HBB 位点的编辑效率最高达到 52% ；利用

SaKKH-BE3 对 FANCF 位点的编辑中，发现 3 个胚

胎是 100% 的编辑。上述两项研究均表明碱基编辑

技术在人胚胎中的高效性。

2017 年 9 月，黄军就团队发表了利用碱基编

辑系统修复一种地中海贫血症的致病突变 HBB −28 
(A > G)[63]。利用来自患者皮肤成纤维细胞或淋巴细

胞与去核的卵母细胞融合，形成了一种重构胚胎。

在原核出现的时候，注射 BE3 的 mRNA 和修复的

sgRNA，结果表明修复效率达到了 23%。此研究是

首次在人胚胎层面利用碱基编辑技术修复一种特定

的遗传突变。 
2018 年 8 月，刘见桥团队和黄行许团队合作

发表了在人胚胎中利用碱基编辑技术高效修复马凡

氏综合征致病基因 FBN1 中的一种突变 [64]。在该研

究中，利用马凡氏综合征患者捐献的精子，通过单

精子注射的方式获得了含有杂合突变的胚胎，在

2PN 阶段注射相应的碱基编辑系统，发现在 18 个
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胚胎中，经过修复以后有 16 个胚胎表现出了完全

正常的基因型，而对照组的 7 个胚胎有 3 个是杂合

子。同时作者对应用到的修复 sgRNA 进行了系统

脱靶分析，无论是深度测序和全基因组测序均证明

使用的 sgRNA 的安全性。本研究的发表受到了广

泛的关注，David Liu 表示本研究“很好地展示了

如何使用碱基编辑器来修正一个众所周知的点突

变”。同时本研究受到 Science 杂志及一些专业类

网站的关注 (http://www.sciencemag.org/news/2018/08/
scientists-tweak-dna-viable-human-embryos)。

6　问题与展望

基因编辑技术在人胚胎上的应用随着技术的不

断优化受到越来越多的关注，而伦理和安全性是其

应用于临床不得不考虑的问题。人类基因编辑委员

会对基因编辑技术在人胚胎上应用提出的条件与约

束是全体从事相关领域人员所必须遵守的。就遗传

疾病治疗来说，安全性是最需要考虑的。安全性包

括所用试剂的安全性和方法的安全性。目前在人类

胚胎上应用到的试剂一种是 Cas9 蛋白，或者是其

mRNA 形式，一种是转录出来的 sgRNA，此外可

能还有同源重组的模板 ssODN。对于它们的毒性，

在人胚胎上尚无专门研究。但就目前发表的文章来

看，注射后的胚胎发育没有明显的变化 [7,62,64]，这

需要更多的数据，或更长时间的体外培养，而体外

培养 14 d 的限制可能也影响到对安全性的鉴定。

除了试剂的安全性，方法的安全性可能是目前

受关注度最高的。2015 年，黄军就团队文章引起轩

然大波，一部分原因是因为结果表明基因编辑方法

的低效和脱靶的发生。效率低引起了嵌合体的发生，

脱靶可能会破坏其他的正常基因或者对基因组的稳

定性造成影响，进而有致癌的风险 [46]。随后 Shoukhrat 
Mitalipov 团队通过改进注射方法，将 Cas9 蛋白、

sgRNA、修复模板与精子同时注射到卵母细胞，提

高了修复效率，降低了嵌合体的发生 [47]，而碱基编

辑系统的出现，更是推进了修复遗传突变的进展。

刘见桥团队的研究表明，通过显微注射，运用碱基

编辑系统完全有希望百分百修复致病突变 [14,64]。碱

基编辑对点突变的修复具有优势，但目前不是所有

的点突变类型都能利用碱基编辑修复，对于一些插

入或缺失的突变，碱基编辑还不能做到修复，因此

碱基编辑和基于同源重组修复的编辑互为补充。

对基因编辑技术的不断完善使得我们真正在临

床上修复遗传疾病，给千万患者家庭带来福音成为

可能。基因编辑可能提高的地方还有很多：(1) 注
射方面，如注射方式、注射时间、注射剂量。(2)
编辑技术。开发出更多类型的碱基编辑器，目前只

有两种类型碱基编辑器，如 C-G、T-A 替换还不能

实现。另外，遗传疾病的修复一般需要精确到单个

碱基的替换，因此缩小编辑窗口仍然很重要。(3)
提高同源重组修复效率。有研究表明将修复模板连

接到 Cas9 上可以提高 HDR 的效率
[65]。所以，目

前的研究成果对于遗传疾病的修复只是个开始，尚

需要更多的研究投入。

基因编辑是一种新型技术，这对于中国科学家

而言是一个引领世界研究方向的机会。就目前发表

的文章来看，在人生殖细胞基因编辑领域，我们已

经走在了世界的前列，但在创新性和深入性等方面

我们还比较欠缺。我们应该在人类基因编辑委员会

制定的伦理约束下积极参与这一领域的研究，争取

获得更多的话语权，在临床应用研究中获得更大的

主动权。
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