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诱导多能干细胞联合CRISPR/Cas9在遗传病中的
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摘要      规律成簇的间隔短回文重复序列/相关蛋白核酸酶(regular clustering of short palin-
drome repeats/Cas9, CRISPR/Cas9)技术联合应用诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem cell, 
iPSC)可以在体外建立各种遗传病模型, 研究疾病发生的分子机制或进行高通量药物筛选, 还可以

纠正致病突变, 为细胞和基因替代疗法、个性化再生医学和活体生物医学的发展奠定研究基础, 但
二者结合应用仍存在很多问题尚待解决。该文主要对近年iPSC和CRISPR/Cas9技术的发展以及二

者结合在人类遗传病建模、细胞和基因替代治疗以及生物传感器应用中的最新进展进行综述, 并
探讨面临的技术挑战和解决方法。
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in Genetic Disease
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Abstract       The CRISPR/Cas9 (regular clustering of short palindrome repeats/Cas9) technology combined 
with iPSC (induced pluripotent stem cell) can establish various genetic disease models to study the molecular 
mechanism of disease occurrence or perform high-throughput drug screening. It can also correct disease-causing 
mutations, laying a research foundation for the development of cell and gene therapy, personalized regenerative 
medicine and living biomedicine. However, there are still many problems to be solved in the combination of the 
two. In this paper, the latest progress of iPSC and CRISPR/Cas9 technology are summarized, as well as the com-

综述
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bination of the two in human genetic disease modeling, cell and gene replacement therapy, and the applications of 
biosensor. At the same time, the great challenges and solutions are also discussed.

Keywords       iPSC; CRISPR/Cas9; genetic disease; disease modeling; gene therapy

统规律成簇的间隔短回文重复序列/相关蛋白核酸

酶(regular clustering of short palindrome repeats/Cas9, 
CRISPR/Cas9)技术成功应用于哺乳动物细胞[3], 随
后开启了基因编辑技术井喷式发展的时代。利用

iPSC进行相对高效安全的基因组编辑, 这已在基础

研究和临床应用上体现出强大的优势。本文介绍了

iPSC和CRISPR/Cas9在一些方面的技术革新, 对二

者结合在人类遗传病建模、细胞和基因替代治疗以

及生物传感器应用方面的最新进展进行了综述, 并
探讨了其面临的巨大挑战和解决方法。

1   iPSC在遗传病中的研究进展和临床应用
1.1   iPSC技术概况

随着体细胞核移植(somatic cell nuclear transfer, 
SCNT)和ESCs融合的发现, 人们证实了存在可以消

除表观遗传记忆的重编程因子[4]。理论来讲, 只要

给予适当的诱导, 人体(包括遗传病患者)内分化成

熟的体细胞, 基本上都可以通过强制表达OSKM等

特定转录因子而被重编程为iPSC。很多不同类型的

体细胞[5-10]可以被诱导建立起模拟正常人和患者的

iPSC, 而不同来源的体细胞在获取方式和重编程效

率上存在显著差异(表1)。经综合比较, 羊水来源细

胞是目前生成iPSC的最佳原代细胞。原代细胞的起

源会影响后续的重编程和定向诱导分化, 不同来源

的iPSC在多向分化潜能和基因表达调控水平上也存

在差异, 这可能是因为重编程过程会保留来源细胞

中组织特异性基因的表达并抑制相关的残余甲基化

标记, 因此iPSC更容易分化成其来源的组织细胞。

目前 , 根据体细胞的种类和重编程因子的表达水

表1   iPSC常用原代细胞来源的比较

Table 1   Comparison of commonly used primary cells source of iPSC
原代细胞来源

Primary cells source
优点

Advantages
缺点

Shortcoming

Urine derived cells Easy access Long culture cycle, low purification

PBMC Easy access Low efficiency

Fibroblasts High efficiency, high purity Sampling trauma

Amniotic fluid derived cells High efficiency, short culture cycle, high purity Sampling difficulty

遗传性疾病又称遗传病, 病因是各种基因或染

色体缺陷。一直以来, 许多遗传病都难以被深入研

究, 因为不仅在基因组水平上存在各种变异, 而且蛋

白质在人体内的功能也具有多样性, 更关键的是由

于伦理问题无法通过人体进行任何实验研究。因

此, 很多实验动物模型被广泛应用, 但大部分仍不

能完美再现遗传病的所有遗传和表型特征。直到

2006年TAKAHASHI等[1]通过逆转录病毒载体, 将
表达四种多能性转录因子POU结构域5类转录因子

1(POU class 5 homeobox 1, Pou5f1, 又称Oct3/4)、性

别决定区域Y(sex determining region Y, SRY)转录因

子2(SRYbox transcription factor 2, Sox2)、Krüppel
样因子4(Krüppel-like factor 4, Klf4)和骨髓细胞瘤病

致癌因子 (cellular-myelocytomatosis viral oncogene, 
c-Myc)(统称为OSKM)的基因引入小鼠成纤维细胞, 
使成纤维细胞转化为具有多向分化潜能的诱导多能

干细胞(induced pluripotent stem cell, iPSC)。iPSC具
有无限增殖和自我更新的能力 , 在特定条件下培养

能够定向分化为大量可供移植的体细胞类型 , 可用

于细胞治疗或者组织再生治疗 , 还可用于疾病建模

以模拟遗传病临床表征和研究致病机制 , 同时也克

服了使用胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)及
其衍生物进行临床移植所面临的伦理和免疫相容性

问题。

通过对体内细胞进行基因组编辑, 我们可以纠

正大多数遗传病患者的致病基因突变, 提供挽救生

命的治疗方法[2]。基因组编辑能改变目的基因序列, 
实现定点突变、敲除或插入等精准操作, 最终改变

细胞结局和生物特征。2013年, 第三代基因编辑系
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平 , 可以灵活选择生成 iPSC所需要的重编程因子 [11]。

一般采用Sox2、Klf4、Oct3/4和 c-Myc组合 [1]或者

Oct4、Sox2和Klf4组合。外源转录因子OSKM可

抑制体细胞特性的表达 , 同时激活多能性相关基因

(pluripotency-associated genes, PAG)的增强子和启

动子并触发其转录和表达, 从而逐步实现重编程[12]。

其中c-Myc作为原癌基因表达产物, 有一定的致瘤

性, 表达活跃会增加iPSC来源的肿瘤形成风险, 因此

可以用无转化活性的L-Myc将其替代 [13], 或者使用

具有抑癌作用的microRNA(例如miR-302可维持人

类干细胞的多能性)[14]、表观遗传修饰物或者分化

相关因子等从功能上取代c-Myc[15-16]。目前, 在不影

响治疗质量和安全性的前提下, 细胞核重编程策略

包括使用病毒或非病毒载体的整合型或非整合型转

移系统。腺相关病毒(adeno-associated virus, AAV)的
免疫原性很低, 其保留的病毒结构几乎对人体没有

致病性, 因此使用AAV非整合型重编程载体系统既

不会引起严重的免疫反应, 又大幅度提高了安全性。

近年来, 随着细胞核重编程技术的日益精进, 化学

修饰的信使核糖核酸(chemically modified messenger 
RNA, cmRNA, 又称modRNA)作为备选载体, 可以消

除插入突变的风险、无病毒残留、提高重编程效率, 
是一种安全有效的核酸治疗和再生医学工具, 越来

越多地被应用于体内基因递送[17-18]。cmRNA的化学

修饰即在体外使用化学修饰的碱基合成mRNA, 可
以提高稳定性, 降低免疫原性。

1.2   iPSC在遗传病中的研究进展和临床应用

在心血管疾病的背景下 , 利用人诱导多能干细

胞 (human induced pluripotent stem cell, hiPSC)来源

的心肌细胞 (iPSC-CMs)可以建立疾病模型 , 来评估

药物安全性[19]。除此之外, 基于iPSC的疾病模型还

可应用于内皮细胞疾病(包括家族性肺动脉高压)、
平滑肌细胞疾病 (包括Williams-Beuren综合征和马

凡综合征), 研究疾病发生的分子机制和细胞替代疗

法的潜力, 并可辅助进行高通量药物筛选[20]。类器

官是由多种细胞类型组成的三维(3D)结构, 存在与

器官相似的结构和微环境, 使用hiPSC衍生的3D类

器官来研究人类疾病可以更好地解释所涉及到的生

物过程, 也可以在体外展现药物反应的情况。研究

者已经探索了从iPSC中发育生成三维化血管和功能

性肝脏器官的可能性, 模拟了人体器官内部的细胞

组织结构, 再现了器官内部形成的生理条件。例如, 

使用iPSC技术培养肝细胞样细胞, 促进个性化再生

医学的发展, 对于严重肝病的治疗、药物筛选、肝

移植和基础研究都是有利的[21]。2019年, 日本的研

究团队将来自捐献者的皮肤细胞重编程为iPSC, 然
后培养成角膜组织完成了全球首例移植手术[22]。

2   CRISPR/Cas9在遗传病中的研究进展

和临床应用
2.1   CRISPR/Cas9基因编辑技术概况

2012年 , 人们首次发现Cas9核酸酶 [23-24]具有

RNA引导的靶序列识别和蛋白质介导的DNA切割

作用。随后一系列研究 [3,25-27]都证实了其在真核细

胞中可以进行定向基因组编辑。目前发现 , 自然产

生的CRISPR/Cas系统有两类 : 第一类 , 使用多蛋白

复合物进行核酸切割 ; 第二类 , 使用单蛋白效应区

域进行切割。Cas9属于第二类 , 改造效率优于ZFNs
和TALENs, 是目前应用最广泛的基因组编辑工具。

CRISPR/Cas9系统分为两部分: ①sgRNA, 由CRISPR 
RNA(crRNA)和反式激活 crRNA(tracrRNA)整合而

成, 其中crRNA与目标序列碱基互补配对特异性识

别DNA位点, 依赖于sgRNA上20 bp的间隔序列和目

标序列上特异的PAM(protospacer adjacent motif)短序

列 ; tracrRNA可与Cas9形成复合物 ; ②Cas9酶 , 进行

DNA切割。为了提高基因编辑效率 , 人们大力研究

Cas9、Cas12、Cascade和Cas13的变体, 比如嗜热链

球菌Cas9(St1Cas9)、金黄色葡萄球菌Cas9(SaCas9)
和化脓性链球菌Cas9(SpCas9)的三种变体, 它们能够

识别不同的PAM短序列[28-31], 扩展Cas9介导的基因组

编辑应用中的靶向序列库。除此之外, CRISPR/Cas
系统还发展了很多其他应用, 例如进行转录活性调

控[32-33]、表观遗传修饰[34-36]、RNA编辑[36]和核酸检

测[36]。这些新进展极大地推进了研究者对生物过程

的探索进程, 加强了人们对基因编辑的理解, 并推动

了基于CRISPR/Cas系统的工具在基因或细胞治疗

中的临床应用。从第一代重组锌指核酸酶 (zinc fin-
ger nuclease, ZFN)、第二代转录激活因子样效应物

核酸酶 (transcription activator-like effector nucleases, 
TALENs)到第三代CRISPR/Cas9系统 , 基因编辑效

率不断提高、成本逐渐降低、应用范围日益扩大。

这些技术都是通过诱导DNA双链断裂(double-strand 
break, DSB)并在特定的基因组位置激活细胞内的异

源末端连接(non-homologous end joining, NHEJ)和同
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源重组修复 (homology directed repair, HDR)两种修

复机制, 从而实现遗传修饰的。但是NHEJ容易引起

随机插入、缺失导致基因变异, 保真度不高; 而HDR
需要同源模板的激活才能顺利进行 , 效率较低。对

于CRISPR/Cas9系统来说, CRISPR-CAS酶、相关的

sgRNA和任何DNA修复模板都必须导入靶细胞发

挥作用。目前应用最广的导入方法是在体外通过电

穿孔将RNPs导入细胞, 但是如何高效导入仍是基因

组编辑的一大瓶颈。现在已经涌现出很多可以直

接导入CRISPR/Cas9 RNP复合物的新方法, 例如利

用分子工程增强特定细胞类型的靶向性[37]、提高细

胞穿透效率 [38]、利用超负荷多肽 , 比如丝氨酸羧肽酶

(serine carboxypeptidases, SCP)及其类蛋白来介导Cas9
蛋白和sgRNA的传递等。新兴的蛋白质工程和合成

化学技术也为基因组编辑酶提高编辑效率、特异性

和免疫原性优化了实验方案[39]。与前两代基因编辑

技术相比, CRISPR/Cas9系统具有无物种限制、靶向

精确性高、可实现对靶基因多个位点同时敲除、载

体构建简单等优点, 但是仍旧存在“脱靶效应”的问题。

2016年, 单碱基编辑(base editing, BE)技术大放

异彩, 实现了既不引起DNA双链断裂又无需同源模

板的单个碱基替换, 具有高效安全、特异性强、副

产物少和脱靶效应低等优势, 有效规避了前三代基

因编辑技术的不足[31]。BE主要通过脱氨酶、Cas9
突变体 (不具备DNA双链切割功能 )和 sgRNA的复合

物进行单个碱基编辑[40]: ①sgRNA, 引导复合物靶

向目标序列; ②脱氨酶, 进行脱氨基。目前已开发的

单碱基编辑器包括 : 将碱基C替换为T的胞嘧啶碱基

编辑 (CBE)技术 [31], 将碱基A替换为G的腺嘌呤碱基

编辑 (ABE)技术 [40], 以及最新开发的将C-G碱基颠换

的CGBEs技术 [41-42]。2019年 , ANZALONE等 [43]报道

了先导编辑 (prime editor, PE), 它是由引物编辑向导

RNA(prime edit guide RNA, pegRNA)表达的逆转录酶

和Cas-nickase核酸酶结合而成的, 能够在任意位置实

现12种不同的碱基替换方式, 还可以实现单个或多个

碱基的插入或缺失。因此BE和PE可以修复因点突变

和碱基插入或缺失造成的遗传病, 应用范围更加广

阔, 但其精准度和生物应用安全性仍有待优化。

2.2   CRISPR/Cas9在遗传病中的研究进展和临床

应用

随着CRISPR/Cas9技术的发展, 生物医学研究

发生了革命性的变化, 大多数细胞都可以进行有针

对性和特异性的基因组修饰。CRISPR/Cas9作为一

种基因组编辑工具, 其适用性从单基因编辑到多重

基因工程、基因表达调控和全基因组筛选, 除了用

于基因功能分析外, 还可用于基因治疗、疾病诊断、

靶向药物开发和动物模型的构建。

从开发更有效的基因编辑工具, 到治疗遗传性

疾病, CRISPR/Cas9开始从一个基础研究工具成功迈

入临床应用。将外来基因拷贝导入含有受损或突变

基因的靶细胞中以治疗各种疾病的方法被称为基因

疗法。使用CRISPR/Cas9系统进行多重靶向基因组

工程是一种相对容易的方法 , 因为比起为每个特定

靶基因开发基于蛋白质的识别序列 , 设计 sgRNA显

然更容易更高效 [44]。2016年中国提出了首个CRIS-
PR/Cas9人体临床试验 , 10例肺癌患者计划接受自身

免疫细胞注射 , 其中PD1基因由CRISPR/Cas9进行编

辑 [45]。2017年南京大学启动了CRISPR/Cas9治疗侵

袭性胃癌、淋巴瘤和鼻咽癌患者的临床试验 , 这是

CRISPR/Cas9首次应用于口腔和颅面领域[46]。2019
年最新报道了应用CRISPR/Cas9技术成功治愈1例
先天性黑朦10型的常染色体隐性眼遗传病, 这项治

疗是全球首个在患者体内进行CRISPR基因编辑完

成给药, 是一项具有里程碑意义的临床试验的一部

分, 表明了基因疗法应用于遗传病的可行性[47]。在

亨廷顿舞蹈征、帕金森病和阿尔茨海默病的模型系

统中进行测试, 发现等位基因特异性的CRISPR/Cas
系统可以灭活疾病等位基因, 而且以基因特定区域

为靶点使用CRISPR/Cas系统可以调节与这些神经退

行性疾病相关基因的表达水平[48]。CRISPR/Cas基因

编辑系统具有纠正单基因疾病的潜力, 近年来, 建立

在CRISPR/Cas系统上的单碱基编辑技术不断被开

发, 在治疗单基因遗传病方面拥有光明的前景。2020
年, 2名β地中海贫血症患者和1名镰状细胞病患者, 在
骨髓干细胞经过基因编辑回输体内后, 对于输血的需

求大幅减轻, 同时缓解了重症危象, 证明CRISPR/Cas9
系统有初步治疗β地中海贫血和重度镰状细胞病的

功效[49], 这项临床试验的成功, 是CRISPR基因编辑的

一个巨大胜利, 标志着使用CRISPR治疗疾病不再是

一个理论上的想法, 而几乎是一个肯定的治疗方法。

2021年, 英国伦敦大学研究人员首次将CRISPR药物

注射到一种罕见遗传病—转甲状腺素蛋白淀粉样

变性病患者的血液中, 促使突变基因失活, 发现其中

3人的肝脏几乎停止产生有毒的蛋白质[50], 这种疗法
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意味着将基于CRISPR/Cas9的基因编辑治疗剂注射

到血液中, 并在某个器官或组织上找到治疗靶点, 这
种疗法在灭活、修复或替换身体任何部位的致病基

因方面, 终于迈出了关键的第一步。最近两年, 这些

新的突破逐渐使得人类比以往任何时候都更接近于

开发出彻底治愈遗传病的方法。

3   iPSC联合CRISPR/Cas9技术在遗传病

中的应用
3.1   疾病建模

使用CRISPR/Cas9编辑iPSC, 可以产生具有相

同遗传背景的细胞模型, 用于评估表型差异和下游

效应, 甚至可以改变基因表达和定点转录调控的范

围。2014年, 中国团队从DISC1移码突变的精神分

裂症患者中获得iPSC, 并通过CRISPR/Cas9技术纠

正致病突变产生正常的iPSC, 分别进行诱导分化为

神经元细胞, 对比发现DISC1突变导致iPSC来源的

前脑神经元突触小泡释放缺陷, 揭示了精神疾病相

关突变导致人类神经元突触缺陷和转录失调, 为精

神疾病的分子和突触病因学提供了新的见解[51]。还

有研究团队从眼遗传病相关基因突变的患者身上

获得iPSC, 构建体外视网膜类器官小体模型, 并用

CRISPR/Cas9纠正致病突变后发现视网膜小体的结

构和功能均有所好转[52]。阿尔茨海默病是老年人

痴呆症最常见的病种, 目前尚无有效的治疗方法, 但
最新的一项研究利用iPSC和CRISPR/Cas9技术建立

APOE3Ch野生型和纯合突变型来源的阿尔茨海默病

脑组织模型, 然后通过病理观察和单细胞RNA测序, 
证实了APOE3Ch纯合突变对于阿尔茨海默病的发

生和发展具有抗性, 可保护患者使其神经退行性病

变较轻、发病较晚, 为包括阿尔茨海默病在内的一

系列微管相关蛋白异常导致的神经元疾病开发新的

治疗方法奠定了基础[53]。除此之外, 利用iPSC定向

诱导分化出造血干/祖细胞, 并通过荧光激活细胞分

选分析观察造血过程中的表型差异, 可了解骨髓增

殖性肿瘤 (myeloproliferative neoplasm, MPN)的遗传

学发病机制, 并针对MPN的化合物作出疗效评估[54]。

最近两年, 利用CRISPR/Cas9结合iPSC来复制不同疾

病的体外模型以研究遗传病致病机制, 并为后续治

疗提供基础的研究已层出不穷, 比如先天性肌无力

综合征(DOK7基因突变)[55]、囊性纤维化(CFTR基因

突变)[56]、GLUT1缺乏综合征(SLC2A1基因突变)[57]

等, 充分说明这两种技术现已趋于成熟, 且二者联用

在包括遗传病在内的各种难治性疾病领域中均已得

到广泛应用, 此后探索新的疗法也不再是纸上谈兵。

为了更深入地了解细胞功能和疾病的生理病

理过程, 更有效地探索疾病的治疗方法, 基因编码

的生物传感器应运而生。它可以用于实时监测正

常或病理条件下细胞生物过程中的信使分子、代谢

物和酶活性, 并将信号转换为定量数据, 从而评估

某些分子对病理学发展的影响。STELLON等[58]利

用CRISPR/Cas系统将基因编码的荧光生物传感器

(genetically encoded fluorescent biosensors, GEFBs)敲
入iPSC AAVS1位点, 由此产生的iPSC可以分化成不

同谱系的细胞, 且细胞中还保留了GEFB的表达, 从
而实现在不同的疾病模型中监测细胞通路活动, 使
得活细胞内的细胞过程变得可视化和量化。USTY-
ANTSEVA等 [59]分别建立了携带SOD1基因突变和正

常未突变的两种iPSC并将其插入生物传感器, 检测

和评估与肌萎缩侧索硬化症相关的病理过程, 从而

研究疾病运动神经元的损伤机制。显然, 在iPSC或类

器官结构中表达基因编码的生物传感器可以使我们

获得患者来源细胞中信号传递的信息, 加深对驱动

疾病表型的细胞内信号通路的认知, 为活体生物医

学研究提供新的平台。

3.2   细胞和基因替代疗法

干细胞治疗具有巨大的应用潜力, 因为干细胞

可无限增殖, 且能够分化成体内大多数细胞类型, 这
些特性都使得细胞和基因治疗成为可能。正常人

iPSC分化成的组织细胞移植到患者体内可能会引

起免疫排斥反应, THONGSIN等[60]研究显示, 使用

CRISPR/Cas9系统建立B2M基因纯合敲除的iPSC, 消
除HLA-I类分子的表达, 可以大大降低iPSC的免疫原

性, 为细胞治疗提供现成的同种异体细胞产品原型。

2016年, CRISPR/Cas9纠正了1例MYO7A复合杂

合耳聋患者iPSC中的突变位点c.4118C>T, 校正后的

iPSC保持了细胞的多能性和正常核型, 诱导分化后

的毛细胞样细胞也表现出立体纤毛样突起, 其电生

理功能与正常毛细胞相似, 这些结果有助于以iPSC
和CRISPR/Cas9为基础的遗传病基因治疗的发展[61]。

2020年 , ITOH等 [62]使用CRISPR/Cas9技术校正了隐

性营养不良性大疱性表皮松解症特异的iPSC致病突

变, 并使用piggyBac转座子系统使校正后的iPSC基
因组中没有残留的基因片段, 证明这种方法可以建
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立皮肤遗传病的基因和细胞疗法, 以供将来临床使

用。黏多糖病(mucopolysaccharidosis, MPS)是一组

罕见的遗传病, 其特征是部分降解的糖胺多糖在细

胞内积聚而导致神经变性, 有研究团队设计特定的

gRNA, 联合应用iPSC与基因组编辑技术, 目的是精

确纠正10个MPSs的已知致病突变, 可能会为MPSs
提供长期或根治性的治疗[63], 但现有疗法的局限性

仍旧阻碍了MPS的疗效, 未来的工作重点或许仍将

集中在提高基因组编辑的效率和保真度, 以及提高

基因组编辑载体在体内向中枢神经系统的递送效率

上。

对于由血液系统发育和/或功能改变引起的单

基因遗传性疾病, 当前减轻或治愈镰状细胞疾病的

策略是对特定位点进行基因组编辑, 收集患者的自

体造血干细胞和祖细胞, 通过同源定向修复纠正HBb
中的突变或者重新激活γ-珠蛋白的表达, 然后将编辑

后的细胞回输进骨髓[64-66]。在此基础上, 通过无创性

手段取得患者外周血并从中提取外周血单个核细胞

(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)或者取得患

者尿液中的上皮细胞重编程产生iPSC, 然后将其定向

诱导分化为造血干细胞, 再经过CRISPR/Cas9基因编

辑, 有望根治这些血液系统遗传病。神经性疾病是影

响大脑和神经系统功能的疾病的总称, 全世界有多达

10亿人受到影响, 囊括了从先天性神经发育障碍(例
如自闭症)到与年龄相关的神经退化性病变(例如阿

尔茨海默病)。这些疾病大多数都没有根治方法, 对
症治疗是缓解的主要手段。但是目前iPSC和基因编

辑技术的蓬勃发展, 使得细胞替代疗法作为可根治神

经性疾病的最优解, 正在迅速崛起和发展, 可以采用

健康的或者经过基因编辑校正的iPSC分化出的神经

细胞来补充死亡和受损的组织, 比如现在的热门研究

领域: 帕金森病的多巴胺能神经元替代治疗和阿尔茨

海默症的神经元亚型移植等[67-68]。

4   面临的挑战与解决方法
CRISPR/Cas9结合iPSC为治疗难治性遗传病提

供了广阔的技术平台, 但也存在着很多限制其使用

的难题。一方面, iPSC具有无限增殖的潜力, 然而由

于未分化成熟的iPSC细胞残留、重编程因子表达活

跃或者iPSC体外培养发生基因突变等因素, 有发生

畸胎瘤的概率, 而这种潜在的致瘤性风险不仅取决

于未分化的人iPSC的数量, 还取决于来源细胞系的

特征[69]。早在2020年就有中国团队发现miR-302可
以在G1-S转换期通过抑制细胞周期蛋白E-CDK2和
D-CDK4/6的细胞周期通路而抑制iPSC的致瘤性, 同
时miR-302还能沉默癌症干细胞标记基因BMI-1以促

进肿瘤抑制基因p16INK4a和p14/p19Arf的表达 [70]。

2022年, 日本的研究团队发现R-17F抗体可识别未分

化iPSC上的特异性鞘糖脂聚糖, 并对iPSC表现出选

择性细胞毒性, 因此可以使用R-17F抗体去除残留未

分化的iPSC而规避致瘤风险[71]。最新一项研究结果

表明, 将表达酵母胞嘧啶脱氨酶–尿嘧啶磷酸核糖转

移酶 (yeast cytosine deaminase-uracil phosphoribosyl 
transferase, yCD-UPRT)的 iPSC定向诱导分化为神经

干/祖细胞, 经CRISPR/Cas9介导进行基因组编辑后

使yCD-UPRT稳定高效表达, 在给予5-氟胞嘧啶后可

以选择性地消除未分化成熟的神经干/祖细胞, 同时

保留相邻神经元结构, 安全地应用于再生医学, 而无

需担心肿瘤发生[72]。

另一方面 ,  iPSC每株细胞从 DNA甲基化、

mRNA和蛋白质丰度到多能性、分化倾向和细胞

形态 , 都存在着异质性 , 阻碍了下游应用。目前可

以考虑采用单细胞分析技术 , LANG等 [73]应用基于

FACS的纯化方法对细胞类型进行纯化 , 使用批量和

单细胞基因表达相结合的方法对GBA基因N370S变
异患者来源iPSC衍生的多巴胺神经元进行研究, 不
仅可消除细胞异质性的影响, 还能揭示疾病机制和

发现潜在的治疗靶点, 而这种方法也适用于其他疾

病。在细胞治疗的过程中可能还会遇到免疫排斥

的问题, 一般同种异体移植的排斥反应需要使用免

疫抑制剂来克服, 但副作用明显, 减少排斥反应的

方法有: ①HLA配型; ②敲除iPSC中的B2M基因, 使
MHC-I类分子灭活 ; ③使用自体 iPSC及其衍生移植

物等。一项对人类细胞模型的回顾研究表明神经元

与小胶质细胞(中枢神经系统固有的免疫细胞)等非

神经性细胞群相互作用, 可能会降低CRISPR和AAV
系统的免疫原性, 扩大脑部类器官的应用[74]。

CRISPR/Cas9还存在一个客观缺陷 , 即脱靶效

应 , 因为CRISPR/Cas9系统附着在基因组的多个位点

上, 可能会对非目标DNA片段进行错误切割, 发生偏

离目标的脱靶突变。脱靶突变可破坏基因组稳定性

而改变和阻碍基因功能 , 或激活癌基因诱导细胞死

亡, 从而影响CRISPR/Cas9-iPSC系统的效率。脱靶的

多少一定程度上取决于Cas9/sgRNA质粒转染的量以
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及sgRNA与Cas9的比例, 可以利用sgRNA在线设计

工具和生物信息学手段, 将sgRNA序列与参考基因

组序列进行同源性比对预测脱靶位点, 然后对其进

行全基因组测序以检测是否会发生脱靶突变。2020
年, 美国科学家将组装获得的Lenti-gRNA-Puro质粒

和Cas9 sgRNA经BsmBI酶切后, 用T4 DNA连接酶连

接, 得到最终的质粒文库, 利用质粒文库去量化数千

个CRISPR/Cas9系统中sgRNAs的效率, 训练用于检

测脱靶效应设计的机器学习算法, 开发出一个新的

sgRNA设计工具, 在实验设计、数据质量和计算建

模方面均有所改进, 该工具可以通过网址http://crispr.
wustl.edu免费访问 [75]。这项研究在预测脱靶效应方

面取得了进步 , 但由于目前研究者对CRISPR/Cas9
系统产生脱靶效应的机制不甚了解 , 所以如何解决

脱靶突变给基因编辑带来的负面影响仍旧是一个难

题。与其他CRISPR/Cas9递送方法相比, Cas9 RNP瞬
时电穿孔递送的基因组工程在编辑效率方面具有显

著优势 , 很大程度上可以实现靶向位点序列的正确

替换 , 并且没有额外的插入缺失 [76]。CHOI等 [77]曾利

用CombiSEAL技术构建了包含948种突变组合的Sp-
Cas9文库, 并成功筛选出了一个SpCas9变体, 即Opti-
SpCas9, 可以在不损失Cas9酶活性及靶点选择范围

的前提下降低脱靶效应, 大幅度提高了其保真性, 但
在靶位点的切割速率上却有明显降低。根据早期

研究可知, Cas9蛋白的非催化结构域REC3是可识别

PAM远端3 nt碱基错配以防止脱靶效应的关键区域[78-

79], 目前已有研究通过在REC3结构域引入点突变来降

低Cas9蛋白的脱靶效应[80]。2022年, 研究者通过结构

解析揭示了Cas9蛋白产生脱靶效应的两种分子机制: 
①PAM远端第12~14位点的碱基错配无法阻碍REC3
结构域转变成扭曲式构象而使得Cas9活化, 导致发生

脱靶效应; ②PAM远端第18~20位点的碱基错配会形

成独特构象, 与RuvC结构域的特定位点稳定结合并

促进Cas9活化从而产生脱靶效应, 在这两项机制的研

究基础上又开发出了兼具低脱靶效应和高切割速率

双重优势的Cas9突变体, 即SuperFi-Cas9, 这极大地促

进了CRISPR/Cas9基因编辑技术的深度优化, 也支持

了其在临床治疗中的广泛应用[81]。

5   结语与展望
iPSC技术与CRISPR/Cas9系统的联合应用, 是

近年来最具发展潜力和功能丰富性的工具, 正在促

进遗传病领域从疾病建模的基础研究向细胞和基因

替代治疗、类器官移植的临床应用过渡。目前, 可
利用iPSC定向分化为具有患者特异基因背景的细胞, 
将其作为类器官发育、疾病建模和细胞治疗研究的

最佳工具, 为后续研究遗传病的发生机制和疾病发

展等提供可靠有效的平台, 同时对患者来源iPSC中
的致病突变进行CRISPR/Cas9基因编辑为后续细胞

和基因替代疗法提供细胞来源, 为罕见遗传病的治

疗提供新思路, 这些也是目前遗传病治疗领域的研

究热点和难点。目前, iPSC联合CRISPR/Cas9技术在

一些更为复杂的临床应用(比如从用于白血病和其

他血液疾病的iPSC中分化出造血干细胞、培养用于

治疗肝功能衰竭的肝脏器官或者治疗肾功能衰竭的

肾脏器官等 )中也取得了稳定进展。而以microRNA
分子开关、cmRNA载体、BE、PE、RNPs复合物、

dCas9、3D类器官、动物嵌合体和生物传感器等

为代表的新技术的出现和不断革新, 将进一步加固

和拓展基于 iPSC的临床应用。相信在不久的将来 , 
iPSC结合CRISPR/Cas9技术将会在难治病、罕见病

的治疗上持续创造新的希望和奇迹。
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