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体内原位基因组编辑——介绍一种新的基因治疗技术
黄  芳　郭礼和

(复旦大学上海医学院, 上海 200032)

热点评析

近几年, 随着人工设计和合成的锌指核酸酶

(zinc finger nucleases, ZFNs)及转录激活因子样效应

物核酸酶(transcription activator-like effector nucleases, 
TALENs)等技术的建立和发展, 对高等动物包括人

类在内的基因组DNA可以进行体内原位改造或修

饰。这项技术也称在体基因组编辑(in vivo genome 
editing)。今年7月14日Nature杂志发表的一篇研究

论文, 报道了在血友病小鼠模型上利用ZFN技术对

模型小鼠肝脏细胞基因组进行在体编辑, 重建了疾

病小鼠的凝血功能[1], 这一工作可谓是这个领域最

新发展的一个代表。本文将介绍这一工作, 并对

ZFNs和TALENs作一简短的描述。

1   锌指核酸酶与转录激活因子样效应物

核酸酶
对患者基因组实施体内原位定向改造主要依

赖于ZFNs和TALENs这两种人工核酸酶构建技术的

发明。两种技术在原理和方法学上很相似, 都是利

用人工设计和构建的基因, 编码含有两种功能结构

域(分别识别DNA特异序列和限制性内切酶Fok I催
化序列)所形成的复合蛋白酶, 利用基因工程表达技

术而获得此种人工核酸酶。将该酶导入靶细胞, 可
以造成基因组特异性位点的断裂。根据需要, 在此

断裂位点可引发同源重组或非同源重组, 从而导致

基因组特定位点的删除、片段插入或取代等基因改

造或修饰。

Fok I是来自海床黄杆菌的一种DNA内切酶, 其
催化活性必须要在DNA序列上形成相互靠近的二

聚体后才能发挥内切酶作用, 因此, 构建的人工核糖

核酸酶大多是由一对分别识别靶位两侧DNA序列

的蛋白组成。

ZFN的DNA序列识别结构域利用了生物体中

广泛存在的锌指蛋白结构, 一般一个锌指结构域识

别3~4个碱基序列, 为保证序列的特异性, 每个ZFN

蛋白常包含了3个锌指结构域, 一对ZFN蛋白就可以

识别24个碱基对的DNA序列, 保证了它的序列专一

性。TALEN的DNA序列识别结构域来自一种植物

病原菌——黄单胞菌的TALE蛋白, 这类蛋白由病菌

分泌进入植物细胞, 结合并激活宿主细胞特异基因, 
为细菌入侵植物所需要。TALE蛋白的DNA结合域

由一串连续排列、序列高度同源的蛋白结构域模块

构成, 每个模块大小为34个氨基酸, 模块的第12位和

13位的氨基酸的变化, 可以使得该模块蛋白分别专

一性识别1个特定的碱基对, 因此, 根据靶序列的特

征, 组装这些模块就可以形成结合不同DNA序列的

结构域。目前, 报道的TALEN的构建方法大多含有

12个模块, 因此一对TALEN蛋白可以识别24个碱基

对的靶点。

上述两种技术目前都能够根据靶序列进行设

计, 再由基因合成完成核酸酶的构建。和TALEN的

方法相比, ZFNs的分子量较小, 有一定的优势, 但
ZFNs的构建常常需要经过筛选, 尽管最近也报道了

可以通过设计获得[2], 但相比而言, TALEN的方法似

乎更具设计性[3]。

目前, 两种方法已在包括果蝇、斑马鱼、小鼠、

人类等多种细胞内成功进行了基因的定点突变、置

换、删除等遗传工程操作, 尽管两种技术在专一性、

效率等方面都还有待进一步提高。这种操作对物种

的副作用和毒性尚需进一步观察, 但就目前水平而

言, 在物种改造、基因治疗等方面已呈现出巨大的

应用前景。

2   利用锌指核酸酶技术在血友病小鼠模

型上重建凝血功能
发表在今年7月14日Nature杂志上的这一研究

工作是由费城儿童医院和宾夕法尼亚大学的研究人

员共同完成的。

病毒载体介导的基因替代治疗或基因治疗已
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在多种动物模型及病人上获得成功。然而, 基因替

代疗法的不足之处在于存在如下风险: 外源基因插

入往往是随机的, 容易引起突变; 插入的外源基因往

往不受相应的内源基因的调节和控制, 缺少控制基

因表达的内源性调节信号, 在生理上与内源性代谢

不协调。

iPS结合基因打靶技术可以矫正致病性突变, 有
可能减少上述基因替代治疗的风险, 但对于大多数

遗传性疾病而言, 体外改造特定细胞并回输给患者

的方法并不可行, 因为iPS本身是由外源基因插入诱

导而来的, 容易致癌, 安全性至今仍未解决。过多细

胞的回输不仅生产成本难以承受, 而且安全得不到

保障。

血友病B是一种血液凝结出现问题的遗传病, 
病因是肝脏中F9基因编码的凝血IX因子缺乏(由该

基因突变而引起的), 出血时血液很难凝固, 造成严

重失血, 甚至死亡。其基因位于x染色体的长臂27.1
位点, 长度约35 Kb, 由8个外显子组成。该基因发生

突变会造成凝血IX因子结构异常或缺失, 从而导致

程度不同的凝血功能障碍。近年来, 血友病B成为探

讨遗传病发病机理、基因诊断、基因治疗的主要研

究对象。为了不同研究目标, 一般需要建立不同的

病理动物模型, 以便深入而精确地研究。

正常人体内, 血液循环的正常IX因子浓度可达

5 000 ng/mL, 而患者体内IX因子的浓度不足正常

人的1%。若能将血液里的浓度恢复至5%左右(即
250 ng/mL), 就能够大大减轻疾病的严重程度。已有

研究表明, F9基因95%的突变散布在外显子2~8内。

为了验证锌指核酸酶介导的基因矫正策略是否可行, 
研究人员首先构建了人源化血友病B转基因小鼠模

型。转基因载体中用的人F9微基因(mini-gene)命名

为hF9mut, 它的表达受肝脏特异性增强子和启动子

调控。该基因在第6外显子内存在Y155终止突变, 不
能表达完整的人凝血IX因子, 故而没有凝血功能。

通过基因敲入技术可定点插到小鼠的ROSA26位点, 
转基因小鼠体内该基因可以表达, 但因产物没有功

能, 故而检测不到人IX因子的凝血活性。该转基因

小鼠进一步同内源F9基因敲除的小鼠交配, 可获得

人源化血友病B模型小鼠(hF9mut/HB), 该小鼠既缺

乏鼠源又缺乏人源凝血IX因子。

采用人工设计和合成的锌指核酸酶(图1的上半

部)介导的打靶策略(图2), 在上述微基因内含子1中
插入剪接受体位点(splice acceptor site, SA)(图1的下

半部)和正常人F9基因外显子2~8的DNA片段, 通过

图的上半部分显示人工设计的hF9锌指核酸酶(hF9 ZFNs), 特异性识别人凝血IX因子基因的内含子1片段内的27个核苷酸序列(用不同颜色标记, 
同一颜色标的碱基为同一密码子), 中间用小写英文字母的6个碱基对为Fok I酶解识别序列; 图的下半部分显示hF9锌指核酸酶结合hF9基因内

含子1的部位。(根据参考文献[1]修改)

图1　锌指核酸酶的DNA特异序列和酶切位点识别及其介导的人凝血IX因子基因(hF9)打靶示意图
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与外显子1的拼接, 表达出具有功能活性的人IX因子

(图3)。研究人员利用人源化血友病B病理模型小鼠

研究了锌指核酸酶介导的在体(in vivo)的基因打靶

和原位(in situ)的突变F9基因的矫正。

为将F9锌指酶(F9 ZFNs)导入肝脏, 作者采用

了具有亲肝性的腺相关病毒AAV8作为载体, AAV8-
ZFNs上F9 ZFNs的表达受肝脏特异性增强子和启

动子控制。出生第二天的hF9mut/HB小鼠腹腔注

射AAV8-ZFNs及矫正载体AAV8-donor, 10周后, 制
备肝脏DNA, 检测了hF9位点处通过同源重组修复

(homology-directed repair, HDR)方式产生的基因替

代。经PCR鉴定, 同源重组效率在1%~3%。因此, 利

用AAV载体, 同时导入ZFNs和同源重组模板可以在

体内产生同源重组。 
对接受AAV8-ZFN和AAV8-donor的hF9mut/HB

小鼠, 进行血浆检测, 人的IX因子浓度为166~354 ng/mL, 
达到血液正常值的3%~7%。即使进行部分肝切除

手术(partial hepatectomies, PHx), 再生的肝脏组织仍

然维持血浆中人IX因子的原有水平。采用活化部分

凝血活酶时间(activated partial thromboplastin time, 
aPTT)分析法, 测定血块形成动力学参数, 野生型小

鼠和血友病B小鼠的aPPTs分别为36秒和67秒, 而接

受AAV8-ZFN和AAV8-donor而进行体内原位基因组

编辑的小鼠, 其aPTT缩短为44秒, 与野生型小鼠相

图2　人F9微基因打靶策略[1]

图3　通过体内原位基因组编辑, 血友病B病理模型小鼠表达出具有功能活性的人IX因子示意图
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比, 没有显著差异。 
为了评价所用方法的特异性, 作者对小鼠基因

组内20个最可能的F9 ZFNs脱靶位点(off-target sites)
作进一步分析, 其中, 19个位点检测不到断裂。在定

位于小鼠染色体9qE3.1基因间区的第20个位点处, 
检测到的断裂频率为F9靶位点的十分之一, 说明打

靶位点特异性很强。

该研究向我们展示了概念性的成果, 对临床应

用人工设计的工程核酸酶进行基因治疗及改造因

疾病而受累的细胞具有重要意义。通过AAV导入

ZFNs和同源性打靶模板可以达到体内原位基因打

靶或基因组编辑的目的。但这些研究成果在临床转

化之前, 仍有许多安全性和有效性的问题需要解决, 
例如: 基因突变矫正效率的优化、人类基因组脱靶

效应的筛查、ZFNs的毒性等。但可以预见, 在体编

辑基因组DNA可能成为基因打靶或原位改造遗传

性疾病的一种有效策略。

3   结束语
利用经典的同源重组技术、核酸酶结合同源

重组技术, 已有实现基因替代治疗(gene replacement 
therapy)的成功范例。除上述在血友病小鼠模型上

重建凝血功能之外, 2007年Hanna等[4]利用人源化镰

刀型红细胞贫血病模型的小鼠成纤维细胞, 通过转

染Yamanaka因子建立了iPS, 再经基因打靶技术获

得β镰刀型突变矫正的iPS, 进一步分化为造血干细

胞, 移植给疾病小鼠, 这种基因联合细胞治疗的方式

显著改善了小鼠的贫血。2008年Perez等[5]利用针对

CCR5基因序列的锌指核酸酶(CCR5 ZFNs), 特异性

地减少CD4+ T细胞上的HIV-1共受体CCR5的表达, 
体外和体内研究都表明CCR5 ZFNs修饰的CD4+ T
细胞能够有效抵制HIV-1的感染。通过利用ZFNs和
TALENs这两种人工核酸酶的优势, 改进它们的不足

之处, 相信这项技术将为物种改造、人类疾病的治

疗带来巨大的潜力和希望。
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勘误声明

2011年33卷第7期第830页右栏第17行原文“人羊上皮膜细胞”, 应为“人羊膜上皮细胞”, 特此更正。




