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摘　要 ：阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD) 是一种与基因和环境等多因素相关的神经退行性疾病，其

发病机理复杂，目前也鲜有针对 AD 的治疗药物。CRISPR/Cas9 是基于 DNA 重组修复原理的第三代基因编

辑技术，该技术已经成功地应用于斑马鱼、啮齿类动物基因组的编辑，将其应用于 AD 有助于推动 AD 发

病机理和治疗方法的研究。该文在介绍 CRISPR/Cas9 基因编辑技术的基础上，综述了该技术在 AD 病理模

型构建、致病风险因素筛查、治疗靶标寻找和靶向治疗等方面的研究和应用进展。
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Application of CRISPR/Cas9 gene-editing technology 
on the research in Alzheimer’s disease
SUN Yu-Ying, ZHOU He-Yan, HUANG Han-Chang*

(Beijing Key Laboratory of Bioactive Substances and Functional Food, Beijing Union University, Beijing 100191, China)

Abstract: Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disease, which etiopathogenesis is related to multiple 
factors, such as genetic and environmental factors. The pathological mechanism of AD is quite complex, and there 
are only a few drugs developed for AD treatment. CRISPR/Cas9 is the third generation of gene-editing technology 
based on the principle of DNA recombination and repair. This technology has been successfully used in the genome 
modification from lower animals to mammals, such as zebrafish and rodents. The application of CRISPR/Cas9 
technology in AD research might contribute to the discovery of pathological mechanism and the methodologic 
development of AD treatment. This article introduced the technology of CRISPR/Cas9 and reviewed the progress 
on research and application of this technology in AD, including the construction of pathological models, the 
screening of pathogenic risk factors, and the research for the therapeutic targets and the targeted therapy. 
Key words: CRISPR/Cas9; Alzheimer’s disease (AD); gene-editing technology; AD model

阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD) 是一种

与年龄相关的神经退行性疾病。AD 患者在行为上

表现为认知功能下降、记忆丢失以及生活自理能力

降低等 [1]。根据美国阿尔茨海默病协会的调查，自

2000 年至 2018 年，美国因患 AD 死亡的人数增加

了 146.2% ；到 21 世纪中叶，美国 65 岁及以上的

AD 患者甚至可能会由现在的 580 万增加到 1 380
万 [2]。据统计，目前我国痴呆症的患病率约为 6.0%，

年龄在60岁及以上的痴呆症患病人数约为1 507万，

其中 AD 患者约为 983 万 [3]。

年龄是 AD 患病风险因素之一。以发病年龄划

分，AD 通常被划分为两类：发病年龄在 65 岁之前

的早发性 AD (early onset AD, EOAD) 和 65 岁之后

的迟发性 AD (late onset, LOAD)，其中大多数 AD
患者为散发性 AD (sporadic AD, SAD)[4]。以家族性

AD (family AD, FAD) 为主的 EOAD 通常是由淀粉
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样前体蛋白 (amyloid precursor protein, APP)、早老

素 1 (presenilin 1, PS1)、早老素 2 (presenilin 2, PS2)
的基因突变或者缺失造成的 [5]。近 95% 的 AD 患者

被认为属于 SAD，其是由遗传因素及环境因素叠加

诱发的，SAD 患者并没有家族患病史 [6]。

目前，AD 潜在的发病机制包括 ：β- 淀粉样

蛋白 (β-amyloid, Aβ) 沉积形成脑内老年斑 (senile 
plaques, SPs)[7]、tau 蛋白过度磷酸化形成神经元纤

维缠结 (neurofibrillary tangles, NFTs)[8-9]、氧化应激

损伤 [10]、胆碱能神经元变性 [11]、神经炎症诱发炎

症因子释放 [12]、脑内金属离子紊乱 [13-14]、肠道菌群

失衡 [15] 等。因此，AD 的发病机制并非是线性过程，

而是涉及多种因素共同作用的结果。目前已批准用

于治疗 AD 的药物是一些改善认知的神经递质类药

物或脑代谢赋活药物 [16]。大多数治疗 AD 的药物都

集中在减少 Aβ 和 tau 的毒性 [17]，但不幸的是绝大

多数的药物都在临床试验期宣告失败。AD 研究和

治疗的难点主要在于其复杂的病理机制导致的病理

模型构建困难，且费用高，耗时长。

近年来，CRISPR/Cas9 基因编辑技术正在迅速

地发展并应用于生物学基础研究和疾病治疗研究领

域。该技术可以对细胞系、器官和动物的特定序列

的基因进行编辑 [18]，CRISPR/Cas9 在 AD 的致病机

理研究和治疗方面具有广泛的应用前景。本文首先

简要介绍了 CRISPR/Cas9 基因编辑技术，其次评述

了该技术在 AD 病理模型的构建、致病风险因素的

筛查、治疗靶标的寻找和靶向治疗等方面的研究应

用进展。

1　CRISPR/Cas9基因编辑技术概述

1.1　CRISPR/Cas9系统组成及作用机制

CRISPR (clustered regularly-interspaced short 
palindromic repeats) 即簇状规则间隔的短回文重复

序列。CRISPR/Cas 系统最早发现于细菌和古生菌

中，后经改造应用于真核生物细胞的基因编辑 [19]。

Makarova 等 [20] 将 CRISPR/Cas 系统主要分为两类：

1 类系统包含类型Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ，2 类系统包含类型Ⅱ、

Ⅴ和Ⅵ。CRISPR/Cas9 属于 2 类系统中的Ⅱ型，是

目前最常用的 CRISPR 基因编辑系统 [21]。图 1 为

CRISPR/Cas9 的作用机制。CRISPR/Cas9 系统由

Cas9 核酸酶 ( 其中包含 HNH 核酸酶结构域和 RuvC
核酸酶结构域 [22]) 和一个单链引导 RNA (single guide 
RNA, sgRNA/gRNA) 组成。其中，sgRNA 是 CRISPR 
RNA (crRNA) 和反式激活 RNA (trans-activating crRNA, 

tracrRNA) 的融合体，其与 Cas9 核酸酶结合后，

根据碱基互补配对规则引导 Cas9 核酸酶到达靶向

序列 [23]，剪切产生双链断裂 (double-strand breaks, 
DSBs)[24]。位于入侵 DNA 上的 crRNA 靶向序列附

近的短的保守序列 (2~5 bp)被称为PAM (protospacer 
adjacent motif)。PAM 序列在靶标 DNA 的选择和切

割方面具有重要作用 [25]，得使宿主能够区分入侵的

外源 DNA 和宿主基因组中不包含 PAM 的 CRISPR
基因座。Cas9 通过在适当的 PAM 上游 3 bp 附近切割

DNA 而导致 DSBs 的产生 [26]。随后，DSBs 将触发细

胞的 DNA 修复，包括非同源末端连接 (nonhomologous 
end-joining, NHEJ) 介导的易错的 DNA 修复和同源

性定向修复 (homology-directed repair, HDR) 介导的

无偏差的 DNA 修复。HDR 允许将外源“供体”序

列提供给细胞并交换到基因组中，从而导致序列发

生特定变化 [18]。NHEJ 介导的 DNA 修复可快速连

接 DSBs，但会在靶位点产生小的插入和缺失突变，

这些突变可以破坏或消除靶基因或基因组元件的

功能 [27]。

1.2　CRISPR/Cas9作为基因编辑技术的优势

现代基因编辑技术是基于生物体对断裂后 DNA
的修复机制，通过引入靶向 DSB 对动植物以及人

类的基因组 DNA 序列进行有效且准确的编辑 [28]。

在传统的基因编辑技术中，靶向切割内源性基因组

十分困难，将细胞和生物体目的基因组引入特定位

点进行修饰更加困难 [29-30]。因此，针对 DNA 切割

酶的开发和设计已然是该领域的热点 [30]。目前已被

应用在基因编辑技术的四种核酸酶包括：锌指核酸

酶 (zinc-finger nucleases, ZFN)[31]、转录激活因子样

效应物核酸酶 (transcription activator-like effector nucleases, 

图1  CRISPR/Cas9作用机制图
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TALEN)[32]、归巢核酸内切酶 (eng-ineered meganucleases, 
MNs)[33] 以及依赖RNA的CRISPR/Cas9系统。其中，

MNs 虽然脱靶率较低，但是由于其价格昂贵使用

较少。表 1 比较了三代基因编辑技术的优缺点，其

中参考价格和实验周期主要综合了 Thermo Fisher、
Simga、Add gene 和上海吉凯基因公司的基因编辑

技术服务信息。

尽管 CRISPR/Cas9 目前存在着一些局限，比

如需要依赖 PAM 序列、递送问题等，但与前两代

的基因编辑技术相比，CRISPR/Cas9 具有价格较低、

实验周期短、操作简单且脱靶率较低的特点。CRISPR/ 
Cas9 已在人类基因治疗研究 [41]、水稻作物基因型

改良 [42] 等方面有了较多应用。同时，CRISPR 领域

正在以令人难以置信的速度发展，在 NCBI、CNKI
等数据库中对基因编辑技术进行检索发现，近年来

的文章皆以 CRISPR/Cas9 为编辑技术。因此，该技

术具有广阔的应用前景。

2　CRISPR/Cas9在AD研究中的应用

近年来，由于 CRISPR/Cas9 实验周期短且价

格相对其他基因编辑技术较低，其在 AD 的致病机

理以及靶向治疗方向的研究十分热门。以 CRISPR/
Cas9 以及 AD 为索引词在 PubMed 以及 CNKI 中进

行检索，发现近五年在 AD 研究领域中该技术相关

的论文发表量及应用如图 2 所示。目前，CRISPR/
Cas9 在 AD 领域内的应用主要包括细胞模型构建、

AD 鼠模型构建、AD 患病风险因子筛选以及 AD
治疗靶标寻找等方面。

2.1　AD细胞模型构建

基于动物伦理问题，细胞模型由于其数量大、

繁殖快、费用低等优点较为广泛地应用在 AD 致病

机理及其相关代谢通路探究 [43]、相关治疗药物初

筛 [44] 以及靶向治疗机制的初步验证 [45]。目前常用

于 AD 研究的细胞主要包括人神经母细胞瘤细胞

SH-SY5Y 和 SK-N-SH，以及小鼠海马神经元细胞

系 HT22 和胶质细胞 BV2 等。CRISPR/Cas9 基因编

辑技术可以从基因水平上构建 AD 细胞模型。部分

实验室已经利用 CRISPR/Cas9 技术构建了一系列

AD 致病机理研究相关的细胞模型：利用 CRISPR/
Cas9 技术，Wang 等 [46] 下调了 HT22 细胞中硫氧还蛋

白相互作用蛋白 (thioredoxin-interacting protein, Txnip)
的表达，发现 Aβ 诱导的蛋白亚硝基化和亚磺酰化

减弱，验证了 Aβ 可能通过上调 Txnip 的表达从而

抑制硫氧还蛋白 (thioredoxin, Trx) 的还原能力并增

强蛋白质半胱氨酸氧化修饰，进一步说明蛋白质半

胱氨酸氧化修饰可能与 AD 发病有关。郭姗姗等 [47]

利用该技术建立了稳定的环磷腺苷效应因子结合蛋

白 (cAMP response-element binding protein, CREB)
基因敲除 (KO) 的 HT22 细胞系，并验证了 CREB
对 APP 基因的表达有一定的下调作用。Song 等 [48]

使用 CRISPR/Cas9 技术构建肾脑表达蛋白 (kidneyand 
brain-expressed protein, KIBRA)敲低的HT22细胞系，

表1  三代基因编辑技术的比较

技术类型 操作基因个数 脱靶率 价格	 实验周期 应用举例 参考文献

ZFN	 允许多基因 较高 ＄25 000左右(高)	 较长，以月计 1. 纠正小鼠Hurler综合征 [34-36]
					     2. 将多个基因靶向整合到单个大豆基

         因座中

					     3. 利用ZFN破坏CCR5基因，阻止HIV
         进入细胞 
TALEN	 单基因 较低 ＄1 000左右(较低)	 较短，以天计 1. 破坏编码TCR α亚基的TRAC基因 [37-39]
					     2. 在小麦中转入uidA基因，并对内源

         lr21Ψ基因进行编辑

					     3. 敲除鸡的DDX4基因座，证明DDX4
         对生殖细胞谱系发育具有重要作用 
CRISPR/Cas9	 允许多基因 较低 ＄500左右(较低)	 较短，几天到 1. 利用AAV-CRISPR/Cas9对LDLR基因	 [40-42]
        几周不等     突变体进行校正，可以部分改善动脉

         粥样硬化

					     2. 修复了血友病B患者来源的iPSC中的

         致病突变

					     3. 利用CRISPR/Cas9建立C57Bl/6J小鼠

					        受精卵Nomo1基因突变细胞模型
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并在体外证实了 KIBRA 是一种神经保护基因，可

促进细胞存活并抑制 Aβ 诱导的细胞凋亡。目前，

依赖诱导性多能干细胞 (induced pluripotent stem cells, 
iPSC) 技术构建 AD 细胞系相关成果较多，包括载

脂蛋白 E (apolipoprotein E, ApoE) KO 或 ApoE-ε2/ε2、
ApoE-ε3/ε3、ApoE-ε4/ε4 基因型的 iPSC 系 [49] ；纯合

的 miR-26b ( 与多种人类疾病有关，包括 AD) 茎环

敲除的 iPSC 系 [50] ；APP Sweden 突变 (APPswe)/PS1- 
M146V “双突变”iPSC 系 [51] ；APP-KO 的 iPSC 系，

并将其分化为人星形胶质细胞 [52] ； PS1/PS2-KO 的

N2A 小鼠神经母细胞瘤细胞新型细胞系 (N2A-
PS1/2KO-8/71)，并对 PS1 和 PS2 变体进行测试 [53]。 
2.2　AD鼠模型构建

相比于细胞模型，动物模型与人更相近，能较

好地模拟人体环境。Plcγ2 的表达是髓样细胞触发

受体 2 (triggering receptor expressed on myeloid cells 
2, TREM2) 引发的信号通路所必需的。在小胶质细

胞 TREM2-Plcγ2 通路依赖性的药理学调节研究中，

有研究人员利用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术构建

了 Plcγ2 基因 P522R 突变敲入 (KI) 小鼠模型 [54]。该

Plcγ2-P522R 变体可促进与 TREM2 信号转导相关的

保护功能，可能是 AD 治疗的一种新的选择。Cheng- 
Hathaway 等 [55] 利用 CRISPR/Cas9 技术构建了一种

表达 TREM2 蛋白 R47H 突变体的 TREM2 基因单

核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphism, SNP)
的小鼠模型，并在小鼠 4 个月大时对 TREM2 基因

的表达、Aβ 沉积的髓样细胞反应、噬菌斑负担、

神经营养不良进行评估，由此得出以下结论 ：AD
相关的TREM2 R47H变体可导致TREM2功能丧失，

并加剧 Aβ 斑块周围的神经营养不良，从而增加

AD 风险。该技术也可以直接对受精卵进行基因组

编辑，从而产生具有各种 APP 3'-UTR 缺失的嵌合

体 [56]。陈晓娟等 [57] 利用该技术构建表达载体并将

其显微注射入 C57BL/6J 品系野生雌性小鼠的受精

卵中，在 F2 代成功构建了 α7 烟碱型胆碱能受体基

因 (α7 nicotinic acetylcholine receptor, α7nAChR) KO
的 AD 模型小鼠。王海等 [58] 利用类似的方法成功

构建了 APPswe/PS1dE9 双转基因 AD 小鼠模型。这

些 AD 鼠模型的构建为 AD 相关研究打下了基础。

此外，还有一些研究者构建了其他动物如斑马鱼 [59]

模型等。相比于目前较为成熟的 APP/PS1 双转基

因模型鼠的商业化，CRISPR/Cas9 技术构建 AD 鼠

模型大部分仍处于实验室阶段，其主要问题在于

CRISPR/Cas9 技术的脱靶问题相较于成熟的胚胎干

细胞 (embryonic stem cell, ES) 打靶技术较为严重。

不过，部分公司如国内的赛业生物技术公司已经可

以提供 CRISPR 基因 KO 鼠相关服务。CRISPR/Cas9
技术与传统 ES 打靶技术相比，该技术不限物种、

周期较短、价格便宜，十分具有潜力。

2.3　AD的患病风险因素筛查

早期家族性 AD 的形成与 APP 和 PS1/2 基因

的突变密切相关。相比之下，散发性 AD 是一种多

A：近五年CRISPR/Cas9应用于AD研究的论文发表总数；B：近五年AD研究领域中CRISPR/Cas9相关的研究方向及相应论文

发表数

图2  AD研究领域CRISPR/Cas9相关技术的论文数量及研究方向
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因素疾病，不仅可能与 ApoE 和许多其他基因的等

位基因变异等遗传因素相关，还与环境、年龄、甚

至一些疾病包括血管疾病、糖尿病等相关，而且线

粒体功能障碍、感染等均为 AD 患病的风险因素 [60]。

有假说认为 AD 中 tau 的聚集可能与朊蛋白的聚

集作用机制类似：从一个细胞释放的病理性 tau 聚

集体被相邻的细胞摄取，导致正常 tau 发生病理性

改变。Kolay 和 Diamond [61] 利用全基因组关联研究

(genome-wide association study, GWAS) 的 Meta 分析，

筛选了 22 个 AD 患病风险基因，并利用 CRISPR/
Cas9 技术进行基因敲除来研究这 22 个风险基因对

HEK293T 细胞 tau 的朊蛋白样病理改变作用。研究

发现，ApoE、聚集素 (clusterin, CLU)、磷脂肌醇结

合网格蛋白装配蛋白 (phosphatidy-linositol-binding 
clathrin assembly, PICALM)、分拣蛋白相关受体 L1 
(sortilin-related receptor 1, SORL1) 等在内的 22 种

AD 风险基因不太可能直接调控 tau 蛋白的朊蛋白

样病理性聚集变化。

SORL1/SORLA 是与内体 (endosome) 运输相关

的一种分选受体，而且 SORL1/SORLA 基因也被认

为是 AD 致病风险基因。Knupp 等 [62] 利用 CRISPR/
Cas9 技术建立了 SORL1-KO 的 iPSC 细胞系，研究

发现：与野生型相比，SORL1 基因缺失导致内体增

大 ( 在 iPSC 分化的神经元中 )，且内体增大与淀粉

样蛋白加工途径无关，但会影响 APP 在神经元内

的运输，这暗示 SORL1 可能在内体网络功能调节

及 AD 发病中具有更广泛的作用。Sabbir [63] 在体外

使用基于 CRISPR/Cas9 的钙 / 钙调蛋白依赖性蛋白

激酶激酶 2 (calcium/calmodulin dependent protein kinase 
kinase 2, CaMKK2) 敲除 HEK293 和 HepG2 细胞系进

行研究，发现 CaMKK2 的缺失会干扰铁转运蛋白

(transferrin, TF) 的运输和周转。铁的异常积累或 Ca2+

稳态失衡可导致AD中的神经变性。Pascual-Caro等 [64]

构建了基质蛋白相互作用分子 1 (stromal interaction 
molecule 1, STIM1) 缺陷型 SH-SY5Y 细胞，对 STIM1

基因座进行了编辑。对 STIM1-KO 细胞的研究发现，

STIM1 不是分化所必需的，但是对于细胞分化十分

重要，并且 STIM1 丢失会对线粒体去极化和衰老

产生影响。STIM1-KO 细胞系不仅可用于研究神经

调节过程中与 STIM1 相关的信号通路，而且可以

作为研究 AD 发病机理的体外细胞模型。

2.4　AD相关基因的靶标寻找和靶向治疗 
靶向基因治疗包括对靶点的寻找以及在机体内

进行特定的靶向治疗，如在脑内可以进行靶向 AD
致病基因的特异性治疗 [65]。CRISPR/Cas9 技术在构

建实验模型探究靶标以及基因治疗方面已经引起了

一定的关注。

在寻找靶标方面，可以利用 CRISPR/Cas9 技

术通过敲除或下调可疑基因的表达来研究该基因在

机体中发挥的作用 [66]，或构建基于某个致病机理的

AD 疾病模型对一些指标进行分析。在寻找靶标时，

与利用 RNAi 技术靶向成熟转录本相比，CRISPR/
Cas9 (CRISPRi) 技术更为强大，该技术可以靶向整

个转录单位，包括其他剪接同工型和嵌入的非编码

RNA[67]，实现基因敲除。利用该技术，研究者可以

为靶基因设计特定的 sgRNA 从而对该基因的作用

进行探究，甚至可以同时敲除多个基因，其过程与

传统敲除技术相比更加快捷。该技术在 AD 相关研

究中的局限性在于所构建的模型均基于基因水平，

如基因敲除、内源基因表达调控 [19] 等，但是对于

AD 致病机理相关假说中金属离子紊乱等需外源诱

导的模型，目前仍无法使用该技术。

近年来，运用该技术寻找的与 AD 相关的可能

治疗靶标如表 2 所示。Park 等 [68] 结合纳米载体递

送技术，利用 CRISPR/Cas9 技术靶向编辑有丝分裂

神经元中的 β- 分泌酶 1 基因 (β-secretase 1, BACE1)，
并在 5 × FAD 和敲入 APP 基因的 AD 小鼠模型中证

明了其治疗作用。Raikwar 等 [66] 研究了 CRISPR/Cas9
介导的胶质细胞成熟因子 (glia maturation factor, 
GMF) 基因编辑是否导致 GMF 表达抑制和小胶质

表2  利用CRISPR/Cas9技术发现的可能的AD治疗靶标

实验模型 具体操作及结果 靶标 参考文献

转基因APPswe小鼠 破坏APPswe等位基因，Aβ减少 APP等位基因 [5]
BV2小胶质细胞系 下调GMF的表达，抑制小胶质细胞的激活 GMF	 [66]
5×FAD小鼠及敲入APP基因小鼠 下调BACE1的表达，降低两种模型中的Aβ含量，改善小鼠 BACE1	 [68]
	     认知功能

hiPSC衍生的神经元 编辑APP的C末端并改变APP裂解途径，使得β裂解途径减 APP C末端 [69]
     弱，Aβ减少，同时α裂解途径增强 
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细胞活化抑制，并证明了 GMF 可能是一种新型

的 AD 治疗靶标。György 等 [5] 借助 CRISPR/Cas9
技术产生了APPsw 或APPWT 的等位基因特异性缺失，

该系统可能被开发为 APPswe 和 Aβ 升高相关的其

他点突变引起的 AD 的基因治疗工具。Sun 等 [69] 基

于 CRISPR/Cas9 策略，在培养的神经元中对淀粉样

蛋白形成途径进行干预，在 C 末端编辑内源性 APP
基因，减弱了 Aβ 的形成，并且促进了 APP 的非淀

粉样切割途径，从而实现对神经的保护。

CRISPR/Cas9 技术在基因治疗方面的潜力不容

小觑。2016年，四川大学华西医院进行了首例CRISPR/ 
Cas9 癌症治疗试验，利用 CRISPR/Cas9 敲除离体

T 细胞中的程序性细胞死亡蛋白 1 (programmed cell 
death protein-1, PD-1) 基因，扩增 T 细胞后再输回

患者体内达到治疗目的 [70]，这一试验对 CRISRR/Cas9
基因编辑技术应用于基因治疗进行了概念性的验

证。靶向基因治疗是一种靶标特异性很强的治疗手

段，但是其风险也很大，递送介质的毒性以及能否

穿过血脑屏障 (blood-brain barrier, BBB) 仍然需要研

究。除此之外，CRISPR/Cas9 的脱靶率、作用效果

以及是否会对机体产生副作用都是值得考虑的。但

是，AD 是一种与基因和环境等多因素相关的神经

退行性疾病，只在基因水平靶向治疗恐怕难以达到

很好的治疗效果。

总之，利用 CRISPR/Cas9 在体外寻找治疗靶

点是可行的。但是，目前将该技术应用于 AD 的靶

向治疗尚不可行，在降低脱靶率、设计良好的递送

介质、降低治疗风险等方面仍需进一步的研究。另

外，在 AD 治疗应用方面，该技术也需要与其他技

术相辅相成。

3　总结及展望

CRISPR/Cas9 系统已成功应用于修饰不同动物

的基因组 ( 包括小鼠 [55-56]、斑马鱼 [71-72]、猪 [73] 等 )
和细胞 ( 如胚胎细胞、干细胞 [74-75] 等 )。近年来，

该技术介导的 AD 相关的研究论文发表数量逐渐增

加。其研究方向主要体现在利用该技术构建 AD 细

胞模型和鼠模型、在相关模型中进行 AD 致病机理

的研究，通过敲除特定基因筛选风险因子、寻找

AD 治疗靶标，以及在动物水平上研究靶向治疗等。

但是，由于该技术存在递送系统的脱靶和有效组

织部位效应问题，CRISPR/Cas9 在 AD 动物模型

构建以及靶向基因治疗方面的应用仍然面临严峻的

挑战。目前，大量降低脱靶率的研究主要聚焦在

CRISPR/Cas9 质粒的递送介质上，其中包括脂质

体 [76] 和非病毒纳米粒子 [77]。这些递送技术的研究

为将来 CRISPR/Cas9 技术应用于 AD 研究奠定了基

础。尽管啮齿类动物模型被广泛用于 AD 研究，但

其寿命较短且无法完全模拟 AD 患者脑内的情况，

故基于啮齿动物模型的研究应用于人类疾病的治疗

需要谨慎地考量。近年来，非人灵长类动物模型

由于其生理与遗传上与人类高度相似而备受关注，

CRISPR/Cas9 技术构建模型速度快且无需导入外源

基因的特点使其可以直接在实验动物体内实现多位

点突变，更加适用于价格较贵的灵长类动物。另外，

利用 CRISPR/Cas9 技术编辑非人灵长类动物构建的

模型可以表现与人类基本相同的病理特点。目前，

已有部分研究通过该技术构建了可用于疾病研究的

实验动物模型，包括早衰综合征 (Hutchinson-Gilford 
progeria syndrome) 食蟹猴模型 [78]、用于帕金森症

(Parkinson’s disease, PD)疾病机理研究的PINK1 (PTEN 
induced putative kinase 1) 基因 KO 的恒河猴模型 [79]，

以及高表达 APP 基因的食蟹猴 AD 模型 [80] 等。这

提示 AD 相关研究者可以根据该技术构建非人灵长

类动物疾病模型，在此基础上进行基因治疗研究，

更好地重现 AD 的年龄依赖性特点，并在一定程度

上对 AD 的病理数据进行扩充。尽管如此，实验动

物的繁殖率和寿命仍需更多的研究来改善 [81]。因此，

排除经济因素，运用 CRISPR/Cas9 技术编辑非人灵

长类动物构建模型仍面临一定挑战。

CRISPR/Cas9 作为新一代的基因编辑技术，无

论是在实验周期、经济角度以及实验的复杂程度上

均优于前两代；基于其高效的编辑能力，该技术应

用于 AD 模型构建、AD 致病机理研究以及治疗靶

标寻找前景十分可观。但考虑到其涉及的伦理和安

全问题，如利用该技术在生殖系编辑特定区域的伦

理和安全问题以及运用该技术进行基因治疗是否会

影响人类基因组 [82] 等，该技术能否用于 AD 的基

因治疗甚至基因组编辑是值得深思的。
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