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摘　要：CRISPR-Cas9 是一种强大的基因组编辑系统，随着研究的深入，科学家建立了调控基因组转录的

CRISPR-dCas9 系统。该系统的建立基于 dCas9 的发现，dCas9 丧失核酸酶活性，虽不具有 DNA 切割活性，

但仍然具有 DNA 结合活性，其可在 sgRNA 的引导下靶向目的基因，将特定的转录激活因子 ( 或抑制因子 )
携带至目的基因上游，实现对目的基因的转录激活 (CRISPRa) 或转录抑制 (CRISPRi)。目前该系统已用于

遗传病治疗的实验研究，取得了可喜的进展，具有潜在的临床应用价值。该文从 CRISPR-dCas9 系统建立、

发展以及在几种遗传病治疗领域的研究进行了综述。
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Abstract: The bacterial CRISPR-Cas system is one powerful genome editing system guided by a single guide RNA 
(sgRNA). Recently, using an engineered nuclease-deficient Cas9, termed dCas9, one new CRISPR-dCas9 system is 
established, which can target genomic DNA without cleaving. In detail, dCas9, carrying a specific transcriptional 
activator (or inhibitor) to upstream of the target gene, can regulate specific gene expression including repression 
through CRISPR interference (CRISPRi) and activation through CRISPR activation (CRISPRa). The CRISPR-
dCas9 system has been applied in studies of genetic disease therapy, which have the potential clinic application 
value. In this review, we elucidate the development of CRISPR-dCas9 system and its application in several genetic 
disease therapy, such as Duchenne muscular dystrophy, fragile X syndrome and retinitis pigmentosa.
Key words: dead Cas9; CRISPR activation; CRISPR interference; Duchenne muscular dystrophy; fragile X 
syndrome; retinitis pigmentosa

CRISPR-Cas9 (clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/CRISPR associated 9) 系统是

细菌和古生菌在长期进化过程中形成的一种适应性

免疫系统，用于保护宿主细胞抵抗外源物质 ( 如病
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毒和质粒等 ) 的入侵 [1-2]。该系统由核酸酶 Cas9 蛋

白和具有识别靶向核酸序列的单链向导 RNA (single 
guide RNA, sgRNA) 组成，利用 RNA 引导的 Cas 蛋
白降解外源DNA的原理，实现对目的基因的切割 [3]。

相对于传统的遗传修饰技术，该技术操作步骤简单、

实验周期短，因而快速发展为基因编辑的利器，只

通过一步法即可实现对斑马鱼、小鼠、大鼠、猕猴

等多物种的靶向基因编辑 [4-7]。不仅如此，通过对

Cas9 蛋白的深入研究，发现了保留 DNA 结合活性

但丧失核酸酶活性的死亡 Cas9 (dead Cas9, dCas9)，
利用 sgRNA/dCas9 复合物对目的基因的高效识别作

用，融合在dCas9上的转录调控效应分子可被“运载”

至目的基因的 DNA 结合位点上，实现对目的基因

的靶向激活或靶向抑制，即 CRISPR 激活 (CRISPR 
activation, CRISPRa) 和 CRISPR 抑制 (CRISPR interference, 
CRISPRi) [8-11]。由于其高效靶向性，该系统被形象

地描述为“一辆装有 GPS 系统的汽车”，并广泛用

于基因功能和疾病的研究中。本文以CRISPRa为主，

介绍了 CRISPR-dCas9 系统的不同变体，综述了该

系统在遗传病治疗的研究领域的进展，并对该系统

在未来临床治疗的潜在价值进行了展望。 

1　CRISPR-dCas9转录调控系统简介

自 2013 年 Bikard 等 [12] 在大肠杆菌中将 RNA
聚合酶与 dCas9 融合表达研究 CRISPR-dCas9 系统

对报告基因激活开始，靶向基因组编辑系统就不断

丰富和完善，现已被应用于基础研究各个领域。该

系统的原理基于Ⅱ型 CRISPR/Cas9 系统，目前对酿

脓链球菌 (Streptococcus pyogenes) 的 Cas9 蛋白的研

究和应用最为广泛，Cas9 具有两个关键的结构域，

即 DNA 识别 (recognition, REC) 结构域和核酸酶

(nuclease, NUC) 结构域 ( 图 1A)。DNA 识别结构域

对 RNA-DNA 的结合是必需的；核酸酶结构域包含

RuvC、HNH 和 PAM 相互作用 (PAM interaction, PI)
结构域，其中 PI 结构域识别非互补 DNA 链的 5'-
NGG-3' PAM 序列，而不是互补链上的 3'-NCC-5'
序列 [13]，随后通过 RuvC 和 HNH 对目的序列进行

切割 ( 图 1A)，形成双链断裂切口 (double strand break, 
DSB)，再通过细胞自身的 DNA 损伤修复系统，以

非同源末端连接 (non-homologous end joining, NHEJ)
或同源重组修复 (homology directed repair, HDR) 的
方式对双链断裂缺口进行修复，进而实现对目的基

因的编辑。若对核酸酶结构域中的两个关键氨基

酸进行突变 ( 位于 RuvC 中的 D10A 和位于 HNH 的

H840A)，可使 Cas9 丧失核酸酶活性，形成 dCas9 [2, 7, 13]。

将 dCas9 与转录激活因子相融合，即可招募共激活

复合物或 RNA 聚合酶实现对目的基因的转录激活

作用 ( 图 1B)。同理，当把 dCas9 与转录抑制因子

相融合，可实现对目的基因的转录抑制作用。对

spCas9-sgRNA-target DNA 三联复合物的晶体结构

的解析发现 [13]，sgRNA的四联环 (tetraloop)与茎环 -2 
(stem loop 2) 突出于 dCas9-sgRNA 蛋白核酸复合物

的外侧 ( 图 2)，这两个茎环结构的远端 4 bp 完全没

有与 dCas9 氨基酸侧链发生相互作用。替换或删除

四联环和茎环中的突出核苷酸并不影响 Cas9 的催

化功能 [14]。因而选择合适的适配体并招募转录激活

因子 ( 或抑制因子 ) 可增强 dCas9 介导的转录调控

作用。CRISPR-dCas9 转录调控系统的发展已经历

了从最初将 dCas9 与转录调控因子融合表达，到充

分利用其结构特性招募更多的转录调控因子的阶

段，其技术进步为其广泛应用打下了基础。

2　CRISPR-dCas9转录调控系统的分类

按照 CRISPR-dCas9 靶向基因组编辑系统的

作用原理和调控方式，可将其分为以下几种：(1) 
dCas9- 转录调控蛋白融合系统；(2) dCas9- 表观遗

传修饰系统；(3) 可诱导的 dCas9 靶向基因调控系统。

2.1　dCas9-转录调控蛋白融合系统

基于 sgRNA 引导 dCas9 识别并结合目的基因

DNA 的原理，研究人员将不同的转录激活结构域

直接与 dCas9 蛋白融合，利用 dCas9 的 DNA 结合

活性，直接 ( 或间接 ) 将各类转录激活因子携带到

目的基因的转录起始位点上游，通过转录激活因子

直接招募转录起始复合物，实现目的基因的激活。

按照转录激活系统的发展和作用效果，将其分为基

础型转录激活系统和增强型转录激活系统。增强型

转录激活系统包括 VPR 系统、Sun Tag 系统和 SAM
系统。三种系统各有特点，且都能显著增强目的基

因的转录激活效率。同理，当把转录抑制结构域与

dCas9 蛋白相融合，即可实现目的基因的转录抑制。

基础型转录激活系统是将转录激活因子如

VP64 [15] ( 由 4 个单纯疱疹病毒的转录激活结构域

VP16串联组成 )或p65的转录激活结构域 (p65AD) [16]

直接融合到 dCas9 ( 图 1B)，通过 sgRNA-dCas9 复

合物介导其与目的序列的结合，将这些转录激活

因子携带到转录起始位点上游，进而招募转录起

始复合物实现目的基因的转录激活调控作用 [7,11,17]。

有研究显示，这种激活效应的强度与 sgRNA 和
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dCas9-VP64 存在明显的剂量依赖效应，且联合使

用多个位点的 sgRNA 可增强对目的基因的转录激

活效率 [7,18]。例如，增加 VP16 的拷贝数 ( 由 4 个

增加到 10 个 )，形成的 dCas9-VP160 系统可增强转

录激活的效率 [19-20]，但在不同基因间对比 VP64 和

VP160 的转录激活效率，发现 VP160 并没有在

VP64 的基础上显著增强其转录激活效率 [18]。

VPR 系统是将 VP64、p65AD 和 Rta [21] 三个转

录激活结构域串联形成。在自然的转录系统中，转

录起始发生于多个转录激活结构域协调募集转录起

始元件。研究人员假设串联融合多个转录激活结构

域可模拟天然募集作用而提高转录激活水平。通过

对 20 种转录激活因子进行研究发现，dCas9-VP64、
dCas9-p65 和 dCas9-Rta 具有最强的转录激活活性。

因而将这 3 个转录因子串联起来融合到 dCas9 上，

通过转录激活结构域的顺序组合，确立了最优的

组合结构 VP64-p65-Rta，形成 dCas9-VPR 系统 [22]。

相对于 dCas9-VP64 系统，dCas9-VPR 系统的内源

目的基因激活效应更优，且具备稳定的多基因座激

活效应 [22]。

Sun Tag 系统是基于抗体和抗原表位高效特异

结合的原理建立的。抗体能以强的亲和力特异性地

结合到短的、非结构化的短肽序列。同时，短肽表

位可设计成有别于基因组中自然形成的抗原表位，

如单链可变抗体 (single-chain variable fragment, scFv)
具有较强的抗原亲和力，且相对分子质量小，是高

效的基因工程抗体。基于以上两点，研究人员在

dCas9 的 C 末端融合表达 10 个拷贝的肽簇 (peptide 
array)，同时，将与该肽簇对应的 scFv 抗体与 VP64
融合表达，两者通过抗原抗体的高亲和力相结合，

进而将多个 VP64 携带到目的基因的转录起始位点

上游，从而显著增强转录激活效率，形成 Sun Tag
系统 ( 图 3A)。研究结果显示，该系统通过单个的

sgRNA 即可实现目的基因表达的显著增强，进而调

控细胞功能 [23]。

SAM 系统是基于 Cas9-sgRNA-target DNA 三

联复合物晶体结构而建立的 [13-14]。前面提到，替换

或删除该复合物 sgRNA 中四联环和茎环 -2 中突出

Cas9 酶的核苷酸片段并不影响 Cas9 的功能，因而

选择合适的适配体拼接到 sgRNA 相应部位并融合

转录激活因子到 dCas9 上可增强 dCas9 介导的转录

激活作用。研究者在 dCas9-VP64 系统的基础上，

选择了最小的发夹结构适配体 [14]，它是 MS2 噬菌

体复制酶编码基因 5' 端存在的一个由 19 个碱基组

成的茎环结构，能够选择性地结合 MS2 噬菌体的

衣壳蛋白二聚体。用这种适配体通过 GC 束与

sgRNA 剩余部分相连，同时，将 p65AD 和 HSF1 串

TSS: transcription start site; TA: transcription activator; TR: transcription repressor.
图1  CRISPR-Cas9靶向基因编辑与CRISPR-dCas9靶向基因激活(基于文献[9]并修改)

图2  Cas9-sgRNA-target DNA三联复合物的晶体结构[14]
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联融合到 MS2 噬菌体衣壳蛋白二聚体中 ( 图 3B)，
形成 MS2-p65-HSF1 (MPH)，通过适配体和 MS2 二

聚体的选择性结合，即可将 p65 转录激活结构域和

HSF1 携带到目的基因转录起始位点上游，构成

SAM 系统，在 dCas9-VP64 的基础上发挥显著增强

的转录激活作用。该系统不仅显著地提高了内源性

编码基因的转录活性，还能够有效激活非编码基因

的转录 [14]。

转录抑制系统是将转录抑制因子融合到 dCas9
所构成。转录抑制因子，包括 Kox1 基因的 KRAB
结构域、HP1α 基因的 CS 结构域、Hes1 基因的

WRPW 结构域。其中 dCas9-KRAB 介导的转录抑

制能力最强 [11]，得到广泛的应用。

2.2　dCas9-表观遗传修饰系统

表观遗传修饰对基因表达的调控发挥着重要

的作用。DNA 元件百科全书 (encyclopedia of DNA 
elements, ENCODE) [24] 和路标表观基因组计划

(roadmap epigenomics project) [25] 已经检测出了人类基

因组中数百万个表观遗传学标记 [26]。通过改变基因

组表观遗传标记不仅可用于细胞重编程、构建疾病

模型，还可将其用于再生医学或基因治疗以造福于

人类 [26]。联合基因编辑技术 ( 如 ZFN、TALEs) 和
表观遗传修饰酶可有效实现对目的基因表观遗传标

记的修改，调控基因表达 [27-32]。基于 CRISPR-Cas9
系统的易操作性和特异性，研究人员将 CRISPR-
dCas9 与表观遗传修饰酶 ( 甲基转移酶、乙酰基转

移酶等 ) 相结合，形成了 dCas9- 表观遗传修饰系统。

目前常见的激活目的基因表达的表观遗传修饰酶主

要有组蛋白乙酰基转移酶和 DNA 去甲基转移酶，

如 p300 和 Tet1，而抑制目的基因表达的表观遗传

修饰酶主要有 DNA 甲基转移酶 DNMT3a、组蛋白

去甲基酶 LSD1 和组蛋白去乙酰化酶 HDAC3。
p300 是一种高度保守的乙酰基转移酶，可以

调节组蛋白 H3K27 的乙酰化，是基因表达调控中

重要的辅激活因子 [33-35]。最早发展起来的 dCas9-
VP64 转录激活系统仅通过招募转录起始复合物来

激活基因表达，并不能调控染色质的状态，当将

p300 的乙酰基转移酶核心结构域 [35] 与 dCas9 融合，

可在 sgRNA 引导下靶向增强子或启动子，调控组

蛋白的乙酰化水平，进而调控染色质的状态，有效

激活基因表达，激活效率远远高于 dCas9-VP64，
但不同于包括 dCas9-VP64 在内的其他系统，dCas-p300
在多个 sgRNA 的作用下并没有表现出相似的增效

作用，仅单个 sgRNA 即可实现内源基因表达的显

著增强，对目的基因的激活具有高度的特异性 [26]。

Tet1 是一种去甲基转移酶，全称为 Ten-eleven 
translocation (Tet) methylcytosine dioxygenase (Tet1) [36]。

哺乳动物基因胞嘧啶第 5 位碳原子上的甲基化修饰

(5-mC) 在生命活动过程中起着重要的作用，包括基

因组印记、细胞命运选择、染色质重塑和基因表达

调控等 [37-39]。5-mC 会阻碍转录因子复合体与 DNA
结合，抑制基因表达，去甲基化可使一个沉默基因

重新激活。Tet1 催化 5-mC 转化为 5- 羟甲基胞嘧啶

(5-hmC) [40]，帮助甲基化的去除，而甲基转移酶

(DNMTs) 可将 S- 腺苷甲硫氨酸上的甲基转移至胞

嘧啶核苷酸的第 5 位碳原子上，催化甲基化的建立。

将 dCas9 与 DNMT 或 Tet1 融合，即可实现对 DNA
甲基化修饰的修改，即 Tet1 催化去甲基化，激活目

的基因表达，而 DNMT 催化甲基化，抑制基因表达。

Liu 等 [40] 将 dCas9 分别与 DNMT3a 或 Tet1 融合，

在体内体外实验中均实现了对目的基因甲基化修

改，逆转了目的基因的表达。

scFv: 单链可变抗体；Peptide array: 抗原表位阵列；MS2: MS2噬菌体衣壳蛋白二聚体。

图3  dCas9-SunTag系统和dCas9-SAM系统模式图
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LSD1 (lysine-specific demethylase 1) 是第一个

被发现的组蛋白赖氨酸特异的去甲基化酶 [41]，它可

占据基因的增强子而发挥转录抑制作用 [42]。将

LSD1 与 dCas9 融合即可实现目的基因的转录抑制

作用 [43]。

HDAC3 属于组蛋白去乙酰化酶 (histone deace-
tylase, HDAC) 家族，研究人员将 HDAC3 与 dCas9
融合，发现靶向内源性的乙酰化位点的 sgRNA 对

其转录抑制效率非常关键，通过 sgRNA 靶向临近

H3K27ac 标记的位置可实现目的基因的转录抑制作

用，且转录抑制效率与 sgRNA呈现剂量依赖效应 [44]。

2.3　可诱导的dCas9靶向基因调控系统

复杂的基因网络对于生物的生命周期至关重

要，如细胞编程、新陈代谢、昼夜节律等。建立可

诱导的靶向基因编辑技术可帮助人们了解不同生命

过程中特定基因的功能。CRISPR/Cas9 系统是一类

非常强大的基因编辑工具。联合可诱导蛋白和

Cas9，可实现对目的基因的时空特异性调控。目前

发展起来的可诱导靶向基因激活技术主要是通过光

诱导和化学药物诱导的，即基于蓝光诱导的转录激

活系统 [45-46] 和基于雷帕霉素 (rapamycin) 诱导的转

录激活系统 [47]。

蓝光诱导的靶向基因激活技术基于拟南芥中分

离出来的隐花色素 (cryptochrome 2, CRY2) 及其结

合配体 CIB1 [48]。两个研究组率先报道了这种蓝光

诱导的 dCas9 转录激活系统。其中日本京都大学的

研究者将 dCas9 与 CIB1 相融合构成基因组的锚定探

针，将 CRY2 的光裂合酶同源区 (photolyase homology 
region of CRY2, CRY2PHR)和转录激活因子相融合，

形成激活探针 [45]。在蓝光照射下，CRY2PHR 和

CIB1 形成异二聚体，并将转录激活因子携带到目

的基因，实现其转录激活作用。在其优化改造中，

研究者分别向其锚定探针和激活探针中加入了核定

位信号 (nuclear localization signal, NLS)，发现 CIB1
的 C 端截短体 (C-terminal truncated, trCIB1) 与 dCas9
相融合 (NLS-dCas9-trCIB1) 并没有影响其转录激活

效率，激活探针中 NLSx3-CRY2PHR-p65 实现了最

高的报告基因活性。随后将两者转入细胞中，发现

其可在蓝光的诱导下实现报告基因和内源基因的激

活，而去除蓝光后可逆转对目的基因的激活，从而

实现对目的基因的时空特异性调控 [45]。之后，美国

杜克大学的研究者报道了相似的光诱导 dCas9 转录

激活系统 [46]，他们在 dCas9 的 N 端和 C 端同时融

合 CIB1，同时，在 CRY2 上融合 VP64，在蓝光诱

导的作用下实现对内源基因的时空特异性调控，研

究者将其称为光激活的 CRISPR/Cas9 效应器 (light-
activated CRISPR/Cas9 effector, LACE)。

雷 帕 霉 素 诱 导 的 转 录 激 活 系 统 基 于 对

FKBP·rapamycin·FRB 复合物相互间亲和力的认识 [49]。

FKBP-rapamycin 复合物与 FRB 高度亲和，没有雷

帕霉素的情况下，FKBP 与 FRB 不能相互作用 [49]。

研究者将 dCas9 的 N 末端 (N) 通过 linker 与 FRB
相融合，并在两端加上核输出序列 (nuclear export 
sequence, NES)，同时，将 dCas9 的 C 末端 (C) 通
过 linker 与 FKBP 相融合，并在两端加上核定位序

列 (nuclear localization sequences, NLS)，在该融合

蛋白复合物中连接转录激活结构域 VP64 ( 图 4)，
两者可在雷帕霉素的作用下相结合，在 sgRNA 的

引导下将转录激活因子带到目的基因的转录起始位

点，实现目的基因的时空特异性调控 [47]。需要指明

的是，研究人员在此使用的是 Cas9 的另一个突变

体 N863A，其作用与 H840A 无异 [13]。

3　CRISPR-dCas9靶向基因转录调控系统在遗

传病研究中的应用

CRISPR/Cas9 系统由于产生 DNA 双链断裂而

限制了其在临床治疗中的应用。而新出现的 CRISPR/ 
dCas9 表观基因组修饰系统由于不会对基因组产生

非预期的永久性突变，但可以调控基因表达水平，

可成为遗传缺陷的治疗手段，具有潜在的临床应用

价值。已有研究人员将其应用于治疗人类遗传病的

实验研究，取得可喜的进展。

3.1　在杜氏肌营养不良(Duchenne muscular dystrophy, 
DMD)研究中的应用

DMD 是常见的致死性遗传病，呈 X 连锁隐性

遗传，患者一般在 20 岁左右因心力衰竭 / 呼吸衰竭

图4  雷帕霉素诱导的转录激活系统模式图[47]
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而死亡。该病的发生是由于 dystrophy 基因的功能

丧失 (loss-of-function) 所致。由于 dystrophy 基因的

编码区过长 ( 其 cDNA 大约为 14 kb)，通过传统病

毒载体很难实现补充完整功能基因的基因治疗 [50]。

通过对损伤的器官进行干细胞移植也不能实现有效

的治疗 [51]。也有科学家利用 CRISPR/Cas9 直接去

除突变的外显子以产生缩短的肌营养不良蛋白基因

来治疗 DMD [52-54]，但效果并不理想。有研究人员

通过基于 CRISPR/Cas9 的靶向基因激活来补充

dystrophy (gain-of-function) 的表达 [55]，为 DMD 的

治疗带来了新的思路。具体方法如下：考虑到基因

治疗的 AAV 病毒的容量，研究人员对 SAM 系统进

行了优化改造，即通过靶向序列较短的 sgRNAs (14 nt
或 15 nt) 来引导野生型 Cas9 ( 而非 dCas9) 到目标基

因座位点。研究显示，将 sgRNA 中与靶序列配对

的核苷酸由 20 个减少为 14 或 15 个能够介导有效

的激活，同时，可抑制 Cas9 的核酸内切酶活性，

不能产生有效的 indels，因此，被称为致死性 sgRNAs 
(dead sgRNAs, dgRNAs) [56-57]。同时，研究人员对

dgRNAs 的骨架结构进行改造，改变 MS2 茎环结构

适配体骨架区的 G、C 含量，确定了最优化的 dgRNA
骨架结构。通过 AAV 将 dgRNA 和 MPH (MS2-p65-
HSF1) 分别进行包装，共同转入 DMD 小鼠中，可

显著改善小鼠的肌肉功能，有效缓解了 DMD 的

症状。

3.2　在脆性X染色体综合征(FXS)研究中的应用

FXS 是造成男性智力缺陷的最常见遗传形式，

其在男性中的发病率为 1/3 600，患者常伴有自闭症

谱系障碍，如智力、认知和社交障碍 [58]。该病是由

FMR1基因编码的FMRP (fragile X mental retardation 
protein) 的功能丧失所致。FMR1 基因的 5' 端有三

核苷酸重复序列 (CGG)n，CGG 重复序列的重复次

数在人群中具有多态性，正常人具有 6~50 个 CGG
重复序列，FXS 患者的 CGG 重复序列则达到 200~ 
1 000，当 CGG 重复序列大于 200 时，FMR1 基因

的 5' 端发生高度甲基化，形成异染色质，造成

FMR1 基因的转录失活和沉默表达 [59]。FMRP 在神

经元突触维持和可塑性中是必需的 [60-61]，使 FMR1
基因重新激活成为治疗 FXS 的策略 [62]。由于将

CGG 重复序列插入到小鼠 FMR1 基因中并不能复

制出类似人类的 FMR1 高度甲基化和 FMR1 基因的

沉默，FXS 患者来源的 iPSCs 因为可模拟 CGG 重

复序列高度甲基化和 FMR1 基因的沉默而成为研究

FXS 的重要模型 [63]。CRISPR-Cas9 技术已被用于

缩短 CGG 重复序列，进而使 FXS 患者来源的细胞

正常表达 FMR1 [64-65]，但由于存在产生 DSB 带来的

潜在风险而限制了其临床应用价值，发展更好的靶

向基因激活技术可能为 FXS 的治疗带来新的启发。

麻省理工学院 Rudolf Jaenisch 领导的研究组通过

dCas9-Tet1 的方法将单个 sgRNA ( 靶向 FMR1 基因

的 5' 端 CGG 重复序列处 ) 和 dCas9 导入患者来源

的 iPSCs 中，不仅使 CGG 重复序列发生低甲基化，

也逆转了其他表观遗传标记，如 H3K27 的乙酰化

增加，H3K9 的三甲基化减少，使 FMR1 基因由转

录抑制转化为转录激活，重建了 FXS 患者来源的

iPSCs 中 FMRP 的表达 [66]。研究结果显示通过这种

方法没有产生明显的脱靶作用。通过 Cas9 酶活性

抑制剂 Acr Ⅱ A4 抑制 dCas9-Tet1 的作用后，FMR1
的表达和启动子的去甲基化可维持至少两周。这说

明在没有持续性 dCas9-Tet1 存在的情况下，染色质

的活化状态可持续存在。dCas9-Tet1 作用 iPSCs 后，

将其诱导为神经祖细胞后注射到出生后 1 d 的免疫

缺陷小鼠脑中，在其成长到 3 个月时发现分化的神

经元中仍表达 FMR1，表明这种活化状态可在体内

稳定存在 [66]。

3.3　在色素性视网膜炎(retinitis pigmentosa, RP)研
究中的应用

RP 是一种遗传性视网膜营养不良的慢性眼病，

其在人群的发病率为 1/4 000，致病机理表现为视杆

细胞的渐进性退变，随后引发视锥细胞的退化和死

亡。临床表现为早期夜盲、视野向心性缩小，最终

呈管状视野，双目失明或频临失明，在失明眼病中

占有相当大的比例 [67]。受累患者中已发现有超过

200 个异质性的基因突变 [68]，很难通过传统的基因

治疗对该病进行有效干预。研究显示：发育中视杆

细胞和视锥细胞的分化受到光感受器转录因子 Nr1 
(neural retina leucine zipper gene, Nrl) 的调控，Nr1
在发育中作为细胞命运转换的开关，打开 Nrl 的光

感受器前体可分化为视杆细胞，而关闭 Nrl 的光感

受器前体则分化为视锥细胞 [68]。有研究报道敲除

Nrl 的视网膜中视锥细胞可长期存活，外核层也得

以保留，仅在起始阶段出现了瞬间的细胞丢失 [69]，

提示通过敲除 Nrl 对视杆细胞进行重编程可以治疗

由视杆细胞基因突变引发的视网膜炎。相对于

CRISPR-Cas9 基因编辑系统，CRISPR-dCas9 转录

调控系统可实现对目的基因的转录抑制，且不会造

成基因组的损伤修复，带来未知风险的 indels。基

于以上原理，研究人员通过拆分 dCas9 方法，构建
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了转录抑制调控的两个 AAV 载体，即 KRAB-N-dCas9 
(1-573) 和 C-dCas9 (574-1398)，克服了 AAV 载体的

容量限制，并在载体 1 中插入 2 个靶向 Nrl 基因的

gRNA ( 图 5)，实现 gRNA 引导 dCas9 靶向 Nrl 的
转录抑制调控。研究显示，将包含上述载体的 AAV
注射到出生后 7 d 的 RP 小鼠模型的视网膜下空间，

可有效发挥对 Nrl 的转录抑制，达到调控视杆细胞

向视锥细胞的分化并实现治疗的效果，6 周后的检

测发现经过治疗的小鼠其视觉功能得到显著的改

善 [70]，该研究为体内基因治疗提供了新的治疗策略，

具有潜在的临床应用价值。

4　展望

遗传病的产生多由于基因的功能丧失或功能获

得所致。目前已报道的文献通过两种方法实现遗传

病动物模型的治疗，一种是通过对生殖细胞进行基

因组编辑，另一种则是通过对体细胞进行基因组编

辑，然后将修正的细胞移植到疾病模型体内，而第

二种方法完全可以被 CRISPR-dCas9 表观基因组编

辑所替代，且新的方法不会产生 DSB 而带来潜在

风险。因而，相对于 CRISPR-Cas9 基因组编辑系统， 
CRISPR-dCas9 转录调控系统可在不改变基因组的

情况下，瞬时或稳定调控基因的表达，为遗传病的

研究领域和未来的临床治疗领域带来了新的思路。

此外，由于该系统提供了一种非常简单的修饰多基

因的方法，即导入针对不同基因的 sgRNA，即可实

现对多基因的表达调控，因而在多基因遗传病的研

究中具有重要的应用价值。

在将来的临床研究和应用中仍有一些问题需要

深入探讨，如 CRISPR-dCas9 转录调控系统的调控

效率、脱靶效应、生物递送系统的安全性等问题。

研究人员在不同物种的细胞系中对比了多个目

的基因中基础型转录激活系统 (VP64) 和增强型转

录激活系统 (VPR、Sun Tag、SAM) 的转录激活效率，

发现增强型转录激活系统的效率优于基础型转录激

活系统
[18]。更加高效的转录调控系统有待于深入探

索。dCas9- 表观遗传修饰系统因其可以调控染色质

的水平而高效调控转录效率，并且可以激活沉默基

因的表达，但通过 sgRNA 引导的 dCas9- 表观遗传

修饰酶能否特异性的靶向目的基因仍需要深入探

索。可诱导的 dCas9 靶向基因调控系统可实现目的

基因的时空特异性调控，但如何有效地在体内发挥

作用是值得进一步探讨的问题。

无论是 CRISPR-Cas9 基因组编辑系统，还是

CRISPR-dCas9 转录调控系统，脱靶效应及其产生

的生物安全性问题是限制该技术应用的一个关键瓶

颈。研究人员应用染色质免疫共沉淀及深度 DNA
测序的结果显示 dCas9可结合到多个脱靶位点 [71-73]，

但其作用效应却远远低于目的基因。这说明尽管

dCas9 可以错误结合到脱靶位点，但仅有非常少的

脱靶位点可以有效发挥作用，并且脱靶效应与目的

基因的特异性、sgRNA 的特异性以及特定的基因环

境 ( 如染色质水平 ) 都密切相关。因而在具体的实

验设计以及将来的临床应用中需全面考虑这些问题。

目前，全基因组关联分析 (genome-wide association 
study, GWAS) 研究鉴定了大量的疾病或性状相关

的遗传变异体，其中大约 93% 变异出现在蛋白质

编码序列之外，提示基因表达的异常调控和非编码

RNA 在疾病发生中发挥重要的作用。因而，充分

理解 CRISPR-dCas9 转录调控系统并利用它来纠正

基因表达正成为具有前景的临床治疗遗传病的策

略之一。

图5  发挥转录抑制调控作用的AAV载体组成[70]
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