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［摘要］　 成簇的规律间隔的短回文重复序列／相关核酸酶９（ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９）是存在于细菌和古生细菌中的一种抵御
外源基因入侵的适应性免疫反应系统。与传统的锌指核酸酶和转录激活样因子效应物核酸酶基因编辑技术相比，

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９具有操作简便、高效且脱靶效率低的优点。近年来，该项技术已在构建基因编辑肿瘤细胞模型、肿瘤治
疗及治疗机制研究中得到广泛关注。本文就其在肿瘤细胞模型建立、肿瘤治疗及机制方面的研究应用进行综述，旨

在为ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的临床前研究提供一定的理论依据与参考，为基因治疗提供基础。
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　　成簇的规律间隔的短回文重复序列（Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔ，
ＣＲＩＳＰＲ）由一系列短的高度保守的正向重复序列与
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长度相似的间隔序列排列组成。相关核酸酶 ９
（Ｃａｓ９）基因编码的蛋白质不仅具有与核酸结合的
功能，还具有与核酸酶、聚合酶、解旋酶等酶结合的

活性。基于ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统的作用原理，研究人
员通过体外人工合成引导 ＲＮＡ（ｇｕｉｄｅＲＮＡ，ｇＲＮＡ）
成功实现对特定基因片段的精确靶向与剪切，由此

开创了一种由ｇＲＮＡ的指导、Ｃａｓ９定位于特定的基
因序列上对ＤＮＡ双链进行切割的新型基因编辑技
术。该项技术与传统的锌指核酸酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕ
ｃｌｅａｓｅｓ，ＺＦＮｓ）和转录激活样因子效应物核酸酶
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｄｅａｓｅｓ，
ＴＡＬＥＮ）基因编辑技术相比，具有编辑效率更高、操
作步骤更简单、价格更适宜以及编辑范围更为广泛

等优势。

肿瘤的发生与发展是一个由多基因参与的、不

同信号通路相互调控与作用的复杂过程。同一基因

在不同肿瘤、不同阶段、不同患者中时常发挥着截然

不同的生物信息学作用。过去肿瘤的基因组学研究

多局限于全基因组关联分析等观察层面上，近年来

随着ＣＲＩＰＳＲＣａｓ９基因编辑技术的深入研究，使得
肿瘤治疗从基因治疗层面上取得了较多的应用成

果。本文就ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９基因编辑技术在构建肿瘤
细胞模型研究与应用中的新进展进行综述，旨在为

肿瘤临床前研究提供新的思路和策略。

１　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９基因编辑技术

１．１　技术简介
ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统在自然界中分为 ３种类型［１］，

在基因编辑技术中最常使用的是Ⅱ型 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９
系统。该系统包含 ３个核心元件，ＣＲＩＳＰＲＲＮＡ（ｃｒ
ＲＮＡ）、Ｃａｓ９蛋白、反式激活 ＲＮＡ（ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ＲＮＡ，ｔｒａｃｒＲＮＡ）。ｃｒＲＮＡ和ｔｒａｃｒＲＮＡ部分互补配
对形成一股双链 ＲＮＡ，再由发挥引导作用的 Ｃａｓ９
靶向切割目标 ＤＮＡ，因此该双链 ＲＮＡ通常又称为
导向 ＲＮＡ（ｇＲＮＡ）［１］。Ｊｉｎｅｋ等［２］将 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９
系统中的双链 ｇＲＮＡ创造性的改造为单链 ｇＲＮＡ
（ｓｉｎｇｌｅｇｕｉｄｅ，ｓｇＲＮＡ），极大方便了该技术的应用与
拓展，使得该项技术具有同时编辑多个靶点基因的

功能。其具体作用原理介绍如下［３］：ｓｇＲＮＡ可与靶
向序列互补配对形成杂交双链，Ｃａｓ９识别同时切割
靶点的 ＤＮＡ双链，形成特异性 ＤＮＡ双链断裂。发
生断裂的ＤＮＡ双链主要有２种修复方式［４］：一种是

非同源末端连接 （ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｅｎｄｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＨＥＪ），修复不需要同源模板链，利用 ＮＨＥＪ修复中
碱基的插入或删除可实现基因突变和基因敲除；另

一种是同源直接修复，该种修复需同源模板链，可通

过基因编辑提供外源性模板以实现基因突变、基因

标记以及目的基因插入等。ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统识别
靶位点的关键在于ｓｇＲＮＡ中与 ＤＮＡ互补配对的约
２０个碱基的引导序列。因此针对不同靶向位点，仅
需设计相应的引导序列。与 ＺＦＮ和 ＴＡＬＥＮ等传统
的基因编辑技术相比［５］，该技术具有操作简单、快

速且成本低的优点。不仅如此，通过同时设计多个

ｓｇＲＮＡ，可靶向编辑全基因组序列多个位点，极大的
提高了基因编辑效率。目前ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术用于
肿瘤细胞模型及动物模型构建，多采用 ｓｇＲＮＡ手
段。

１．２　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ基因编辑过程
ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统对于外源 ＤＮＡ的作用机制分

为三个过程［６］（图１）：１）组织编码，即组织编码 Ｃａｓ
蛋白的基因和 ＣＲＩＳＰＲ序列，包括重复序列和间隔
序列；２）转录与表达，即将新的间隔序列插入
ＣＲＩＳＰＲ序列中，并由ｃｒＲＮＡ序列进行转录，Ｃａｓ９蛋
白与加工成熟的ｃｒＲＮＡ进行组装并表达；３）靶向剪
切，通过Ｃａｓ９破坏和裂解目标 ＤＮＡ或 ＲＮＡ。具体
而言，当外源 ＤＮＡ入侵宿主细胞，Ｃａｓ蛋白识别并
将外源 ＤＮＡ整合于宿主的ＣＲＩＳＰＲ序列中，生成新
的间隔序列，由此形成对外源 ＤＮＡ的第一次“记
忆”（图１Ａ）。当该外源 ＤＮＡ再次入侵时，该外源
ＤＮＡ片段的 ＣＲＩＳＰＲ基因转录成前 ｃｒＲＮＡ（ｐｒｅ
ｃｒＲＮＡ），ｐｒｅｃｒＲＮＡ经转录 ＲＮＡ、Ｃａｓ蛋白及 ＲＮＡ
合成酶Ⅲ的加工、剪切，转变为成熟的短链 ｃｒＲＮＡ
（图１Ｂ）。该成熟的 ｃｒＲＮＡ与 ｔｒａｃｒＲＮＡ结合形成
新的双链 ＲＮＡ，即 ｇＲＮＡ。ｇＲＮＡ引导复合体识别
外源 ＤＮＡ中的前间隔序列临近基序（ｐｒｏｔｏｓｐａｃｅｒ
ａｄｊａｃｅｎｔｍｏｔｉｆ，ＰＡＭ）。ＰＡＭ通常由 ＮＧＧ三个碱基
构成（Ｎ为任意碱基），并由 Ｃａｓ９在 ＰＡＭ上游３个
碱基处进行靶向切割，造成 ＤＮＡ或 ＲＮＡ的双链断
裂（图１Ｃ）。由此，将设计合成的序列通过碱基互
补配对的方式，插入到原有的ＤＮＡ或ＲＮＡ中，形成
新的 ＤＮＲ或 ＲＮＡ。已有研究表明，ｔｒａｃｒＲＮＡ和
ｃｒＲＮＡ已被简化成一段大小约 １００个核苷酸的
ｓｇＲＮＡ。该 ｓｇＲＮＡ包含位于 ５＇端 ２０个核苷酸的
ＤＮＡ互补区、ｃｒＲＮＡ以及位于３＇端的７０～８０个核苷
酸的 ｔｒａｃｒＲＮＡ，且该 ｓｇＲＮＡ保留了 ＤＮＡ切割序列
的特异性。
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图１　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９作用机制图
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＣＲＩＳＰＲＣａｓ９

２　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在基因编辑肿瘤细胞
模型上的应用

　　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在编辑肿瘤细胞模型上，根
据不同研究目的，对肿瘤细胞所采取的编辑策略有

所不同，目前肿瘤细胞编辑主要有以下 ３种方
式［６］：基因敲除、诱导突变和基因插入。通过编辑，

可以建立新的肿瘤细胞模型、检验体外治疗效果、探

讨药物作用机制、阐明发病机制。本文将按照２０１８
年度全球肿瘤数据中临床肿瘤疾病危害程度及

ＣＲＩＳＰＲ技术应用于相应肿瘤疾病的报道依次举例
阐明［７］。

２．１　基因编辑肺癌细胞模型
肺癌是我国常见的、发病率和致死率均居首位

的恶性肿瘤［７］。ｍｉＲ３６２是为于人基因组 Ｘｐ１１．２３
位点且在乳腺癌、胃癌、神经母细胞瘤等肿瘤发挥着

重要的促癌因子［８］。罗丹等［９］为探讨 ｍｉＲ３６２在
非小细胞肺癌发生、增殖、转移中的作用机制，以

ｐｒｅｍｉＲ３６２作为模板设计建立ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统，
ＤＮＡ测序结果表明 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统作用后，在
ｐｒｅｍｉＲ３６２第 ５３位和第 ５４位核苷酸间插入了长
为１６１ｂｐ的碱基。插入的碱基对可能对 ｐｒｅｍｉＲＮＡ
的二级结构产生影响，进而影响 ｍｉＲ３６２成熟的生

物加工过程，最终结果导致 ｍｉＲ３６２表达的显著下
调。研究以脂质体为质粒递送载体，将含目标基因

的ＰＸ３３０ＭＩＲ３６２ｓｇＲＮＡ７质粒和 ＤＯＮＯＲ３６２质粒
共转染至９５Ｄ细胞，通过细胞侵袭实验初步证明
ｍｉＲ３６２基因可促进非小细胞肺癌的迁移和侵袭。
该研究利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术验证ｍｉＲ３６２基因在
肺癌细胞模型上的作用机制，为肺癌的治疗提供一

个新的治疗靶点。

２．２　基因编辑乳腺癌细胞模型
乳腺癌是发生在乳腺上皮组织的恶性肿瘤。

ＢＥＣＮ１基因被报道是乳腺癌治疗中单倍体不足模
型的癌基因［１０１１］。Ｗｕ等［１２］选择 ＢＥＣＮ１ＴＳＳ下游
的３个 Ｇ（Ｎ１９）ＮＧＧ序列（Ｂ４３２，ＧＴＣＣＡＡＣＡＡ
ＣＡＧＣＡＣＣＡＴＧＣＡＧＧ；Ｂ４９７，ＧＧＡＣＡＣＧＡＧＴＴＴＣＡＡ
ＧＡＴＣＣＴＧＧ；Ｂ５２５，ＧＴＣＡＣＣＡＴＣＣＡＧＧＡＡＣＴＣＡＣＡＧ
Ｇ）作为潜在靶位点，以ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９同源重组途径
将ＢＥＣＮ１基因外显子 ２在三阴性乳腺癌细胞株
（ＭＤＡＭＢ２３１）进行敲除。同时构建Ｂ４３２、Ｂ４９７和
Ｂ５２５ｓｇＲＮＡ慢病毒质粒，分别以引物对为模板，分
别进行 ＰＣＲ扩增。以 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９从人源上皮乳
腺癌细胞株ＢＴ４７４、人源胚胎肾细胞２３９Ｔ和２９３Ａ
３株细胞株筛选出 ＢＥＣＮ１基因敲除稳定表达型细
胞株。通过体外细胞药效学考察敲除 ＢＥＣＮ１基因
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的ＭＤＡＭＢ２３１细胞在体外细胞增殖、菌落形成能
力上与野生型细胞相比显著降低（Ｐ＜０．０５），且其
作用机理为通过部分影响上皮间充质转化信号通

路，从而降低 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖与侵袭功能。
在ＢＥＣＮ１基因敲除 ＢＴ４７４、２３９Ｔ、２９３Ａ稳定表达
细胞株中发现，敲除细胞株在 Ｇ０／Ｇ１期积累较多，
而在细胞周期Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞比例降低。研究
者Ｗｕ的结果与Ｌｉ报道［１３］的在宫颈癌Ｈｅｌａ细胞株
上敲除 ＢＥＣＮ１的结果相反；Ｌｉ等研究结果表明
ＢＥＣＮ１敲除后，大部分 Ｈｅｌａ细胞积累在细胞周期
Ｇ１／Ｓ期。因ＢＥＣＮ１是染色体的聚集和外着丝点的
聚集是必不可少的关键因素，其缺失通常将导致细

胞分裂异常和基因组不稳定。因此，在不同细胞株

上进行ＢＥＣＮ１基因的敲除，将对细胞周期产生不同
的影响。以上研究提示，ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术靶向敲
除高危性乳腺癌相关癌基因，可为乳腺癌发病机理

及治疗方案提供技术支持。

２．３　基因编辑肝癌细胞模型
肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是目

前世界范围内第三大癌症相关死亡原因［１３］。由于

大多数ＨＣＣ被诊断出来已是晚期，因此包括手术在
内的传统治疗策略在控制或延长 ＨＣＣ生存期方面
通常无效［１４］。目前，基因治疗和免疫治疗［１５］成为

ＨＣＣ治疗的前沿并取得了一定的进展。Ｌｉｕ等［１６］

利用 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９基因组编辑技术在人肝癌
ＳＭＭＣ７７２１细胞上进行低氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）外显子１的敲除，结
果显示，ＨＩＦ１α基因敲除的 ＳＭＭＣ７７２１细胞其侵
袭性和迁移性显著降低，且以 ＣｏＣｌ２模拟缺氧条件
下可增加诱导细胞凋亡率。以上发现证实 ＣＲＩＳＰＲ
Ｃａｓ９介导的ＨＩＦ１α基因敲除可能是一种有效的治
疗肝癌的手段。

２．４　基因编辑宫颈癌细胞模型
最新研究表明，全球每年报告的新发宫颈癌病

例超过５０００万例，且宫颈癌的发病率有年轻化趋
势［１７］。人乳头瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）
是宫颈癌高危致病因素，ＨＰＶ１６型 ＨＰＶ能将其自
身的 ＤＮＡ传递到宿主细胞染色体中，这使得该型
ＨＰＶ病毒在宫颈癌患者中更难以清除［１８］。在 ＨＰＶ
基因中，Ｅ６和Ｅ７基因可以整合到宿主细胞染色体
中，因此具有非常重要的研究意义［１９］。Ｃｈｅｎｇ等［２０］

通过 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统定位 ＨＰＶ１６型 Ｅ６基因中
Ｔ１位点，在其启动子上设计替换以实现敲除 Ｅ６基
因，以考察 Ｅ６基因在宫颈癌 ＳｉＨａ细胞中的作用。

同时构建 ＨＰＶ１６型假病毒质粒、Ｃａｓ９质粒、Ｅ６
ｇＲＮＡ质粒并将其分别转入２９３ＴＦ细胞，确定表达
后，将 ＨＰＶ１６Ｅ６ｇＲＮＡＲＦＰ（含红色荧光的携带
ＨＰＶ１６假病毒Ｅ６ｇＲＮＡ质粒）、Ｃａｓ９ＥＧＦＰ（含绿色
荧光的Ｃａｓ９质粒）及ｐ１６ｓｈｅＬＬ（ＨＰＶ１６Ｌ１／Ｌ２结构
蛋白表达质粒）以慢病毒为载体分别转入 ＳｉＨａ细
胞，结果显示，ＨＰＶ１６Ｅ６ｇＲＮＡＲＦＰ的 ｍＲＮＡ和蛋
白表达水平均下调，提示ＨＰＶ１６假病毒确实具有递
送ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９质粒以及ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统可准确
定位敲除 Ｅ６基因的作用。该研究后期，将野生型
ＳｉＨａ细胞接种于裸鼠皮下，并以 ＨＰＶ１６假病毒为
载体将 Ｃａｓ９＋Ｅ６ｇＲＮＡ质粒、Ｃａｓ９质粒、Ｅ６ｇＲＮＡ
质粒注入小鼠体内，结果表明以ＨＰＶ伪型病毒介导
的ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统在抑制人乳头状瘤病毒 Ｅ６基
因和治疗子宫颈癌的具有显著作用。

２．５　基因编辑胰腺癌细胞模型
胰腺导管腺癌（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｄｕｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏ

ｍａｓ，ＰＤＡＣ）是一种恶性程度较高的肿瘤［２１］，统计数

据表明，到２０３０年它将成为癌症相关死亡的第二大
原因［２２］。基因突变和黏液型 Ｏ糖基化（Ｏｇｌｙｃｏｓｙ
ｌａｔｉｏｎ）模式的异常变化是ＰＤＡＣ诊断与治疗的重要
指征之一，而糖蛋白Ｎ乙酰半乳糖胺３半乳糖基转
移酶 １（ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎＮａｃｅｔｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ３ｂｅｔａ
ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，Ｃ１ＧＡＬＴ１）抑癌基因失活将
导致 Ｏｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ的过表达［２３］。因此为考察 Ｏ
ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ与 ＰＤＡＣ的发展和进展的内在机制，
Ｃｈｕｇｈ等［２４］通过 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９靶向 Ｃ１ＧＡＬＴ１抑癌
基因启动子，对启动子进行敲除，以构建 Ｃ１ＧＡＬＴ１
敲除型胰腺导管腺癌细胞株（Ｔ３Ｍ４和 ＣＤ１８／
ＨＰＡＦ）。通过体外细胞试验证实，Ｃ１ＧＡＬＴ１敲除将
导致ＰＤＡＣ的发生和转移的基因表达量增加。由
此，以ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９构建癌基因敲除型ＰＤＡＣ细胞，
并结合基因编辑小鼠融合试验可为ＰＤＡＣ的治疗提
供一个全新的治疗思路。

２．６　基因编辑甲状腺癌细胞模型
甲状腺再分化癌（ａｎａｐｌａｓｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｔｈｅ

ｔｈｙｒｏｉｄ，ＡＴＣ），又称未分化甲状腺癌，是所有甲状腺
肿瘤中最不常见但最具侵袭性和致死性的甲状腺恶

性肿瘤［２５］。研究表明，对放射性碘有耐药性的ＡＴＣ
患者目前没有有效的治疗方案［２６］。Ｈｕａｎｇ等［２７］从

肿瘤细胞库［ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌＬｉｎｅＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ（ＣＣＬＥ
ｈｔｔｐｓ：／／ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）］中筛选出１０３６例
肿瘤患者，并从癌症基因组图谱［ＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔ
ｌａｓ（ＴＣＧＡｈｔｔｐｓ：／／ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）］中收
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集８２１５个肿瘤基因，经筛选比较发现，表皮生长因
子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）在甲
状腺癌中的表达量明显高于其他类型的癌症。课题

组利用 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９靶向 ＥＧＦＲ外显子９，将携带
有编码 ＥＧＦＲ的 ｓｇＲＮＡ慢病毒转染进甲状腺癌
ＳＷ５７９细胞株中。通过基因插入的方式，编辑成具
有高表达 ＥＧＦＲ能力的 ＳＷ５７９细胞株。以美国食
品药品监督管理局批准的用于靶向ＥＧＦＲ的阿法替
尼作为阳性药物，考察其对ＥＧＦＲ阳性的 ＳＷ５７９细
胞生长情况的影响，结果表明 ＥＧＦＲ阳性的 ＳＷ５７９
对阿法替尼的治疗更加灵敏。且该研究证实使用

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统编辑的 ＥＧＦＲｓｇＲＮＡ无脱靶效
应。该研究以 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９基因组编辑术，将 ＥＧ
ＦＲ基因插入 ＡＴＣ细胞株，提高靶向 ＥＧＦＲ小分子
靶向药物治疗敏感性，并阐释药物作用机制。

２．７　基因编辑髓系肿瘤细胞模型
髓系恶性肿瘤包括骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌ

ｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＤＳ）、急性髓系白血病（ａｃｕｔｅ
ｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）、骨髓纤维化和慢性髓单胞
白血病［２８］。ＡＳＸＬ１癌基因参与细胞的表观遗传和
调控［２９］，且该基因的突变在ＭＤＳ、ＡＭＬ、骨髓纤维化
和慢性髓单胞白血病中较为常见［３０］。鉴于此，Ｗｕ
等［３１］利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９基因组编辑技术，靶向癌基
因 ＡＳＸＬ１外显子 ５１０，构建 ＡＳＸＬ１基因突变型
Ｕ９３７细胞系。通过与野生型 Ｕ９３７细胞相比，
ＡＳＸＬ１突变型细胞在细胞生长和细胞周期中并无明
显差异，但在单核细胞／巨噬细胞分化中表现出明显
缺陷，其分化缺陷机制与细胞色素ｂ２４５β链和ｃ型
凝集素域家族５成员 Ａ的改变有关。以上研究提
示以ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９构建的突变型白血病细胞，可为
阐明诱导白血病发生的潜在分子机制研究提供一定

的支持。

２．８　基因编辑恶性胸膜间皮瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｐｌｅｕｒａｌ
ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｏｍａ，ＭＰＭ）细胞模型
　　ＭＰＭ是一种起源于胸膜间皮细胞的侵袭性肿
瘤，其发生于与石棉接触有关［３２］。由于缺乏早期诊

断方法和药物治疗，目前临床上罹患 ＭＰＭ的患者

急需找到一种有效的治疗手段［３３］。ＮＦ２是一种抑
癌基因，其在 ＭＰＭ中被证实突变发生率较高［３４］。

Ｗａｈｉｄｕｚｚａｍａｎ课题组［３５］利用ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统，构
建了敲除ＮＦ２外显子８的人内皮细胞ＭｅＴ５Ａ细胞
模型。在ＮＦ２敲除细胞系中，细胞生长、克隆、迁移
活性与野生型（ＮＦ２ＷＴ）细胞株相比，其侵袭活性
明显降低。且在 ＮＦ２敲除细胞系中成纤维细胞生
长上调因子受体２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，
ＦＧＦＲ２）随ＪＮＫ、ｃＪｕｎ和视网膜母细胞瘤中磷酸化
水平增加而增加；而以上水平的增加可随外源性增

加ＮＦ２表达而降低。由此提示 ＮＦ２基因缺失可能
通过介导ＦＧＦＲ２表达缺失，从而在人胸膜内皮中肿
瘤的发生中发挥作用。以上研究表明，通过

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统设计靶向 ＦＧＦＲ２的 ｓｇＲＮＡ可作
为治疗ＮＦ２抑癌基因缺失型ＭＰＭ的一个候选治疗
方案。

２．９　基因编辑骨肉瘤细胞模型
骨肉瘤是最常见的原发性骨恶性肿瘤，其在青

春期的发病率较高［３６］。骨肉瘤的标准治疗方案包

括手术切除原发性病灶及肺损害联合多药化疗方

案，其中多药化疗耐药率较高［３７］。分化簇４４（ｃｌｕｓ
ｔｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ４４，ＣＤ４４）癌基因是透明质酸
（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）的受体，通过与 ＨＡ结合参与
骨肉瘤的进展、转移［３８］。Ｚｈｅｎｇ等［３９］通过收集 ５６
例骨肉瘤患者的９６份骨肉瘤组织，对其进行 ＣＤ４４
表达的检测，以评价骨肉瘤组织的 ＣＤ４４平均表达
水平。以ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统特异性敲除骨肉瘤耐药
细胞系（ＫＨＯＳＲ２和Ｕ２ＯＳＲ２）中的ＣＤ４４外显子１。
通过与非敲除型耐药株相比，敲除 ＣＤ４４基因后，耐
药株的迁移和侵袭活性受到了显著抑制，且敲除该

基因可提高化疗药物治疗敏感性。该发现证实

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９系统敲除ＣＤ４４基因的策略，可为改善
骨肉瘤耐药提供一种新的治疗策略。

利用 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术在前列腺癌［４０］、鼻咽

癌［４１］、结直肠癌［４２］、肾癌［４３］等肿瘤中构建基因编

辑细胞均有所报道。本文将ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９在不同肿
瘤细胞模型中的研究归纳见表１。

表１　ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９在不同肿瘤细胞模型中的研究与应用
Ｔａｂｌｅ１．ＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＣＲＩＳＰＲＣａｓ９ｉｎＤｉｆｆｅｒｅｎｔＴｕｍｏｒＣｅｌｌＭｏｄｅｌｓ

Ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｍｏｄｅｌ ＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｅａｒｃｈｏｆＣＲＩＳＰＲｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ

Ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
ｍｏｄｅｌ

Ｉｎｓｅｒｔｉｎｇａｂａｓｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ５３ｔｈａｎｄ５４ｔｈｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｏｆｍｉＲ３６２ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｍｉＲ３６２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｉｎｖａｓｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙｐｒｏｖｅｔｈａｔｍｉＲ３６２ｇｅｎｅｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ．

Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
ｍｏｄｅｌ

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９ｔａｒｇｅｔｅｄｋｎｏｃｋｏｕｔｏｆＢＥＣＮ１ｇｅｎｅｏｆＭＤＡＭＢ２３１ｈｉｇｈｒｉｓｋｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．ＭＤＡＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｈａｖｅｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｉｎｖｉｔｒｏｔｈａｎｗｉｌｄｔｙｐｅｃｅｌｌｓ．

（Ｔａｂｌｅ１ｃｏｎｔｉｎｕｅｓｏｎｎｅｘｔｐａｇｅ）

·６４５· 肿瘤预防与治疗２０２０年６月第３３卷第６期 ＪＣａｎｃｅｒＣｏｎｔｒｏｌＴｒｅａｔ，Ｊｕｎｅ２０２０，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．６
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ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ，ａｎｄｋｎｏｃｋｉｎｇｏｕｔｔｈｅｇｅｎｅｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｄｒｕｇｓ．

３　展　望

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９是细菌的适应性防御系统，通过
ＲＮＡ介导，可实现特异性地切割外源遗传物质的功
能。目前，ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术除在构建基因模型细
胞模型上取得了一定的成绩，在肿瘤免疫临床治疗

及改善肿瘤药物耐药等相关研究方面亦获得了一定

认可。但ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技术仍存在脱靶现象。由于
Ｃａｓ９蛋白能接受的 ｓｇＲＮＡ与基因组 ＤＮＡ的不完
全匹配，导致细胞中的 Ｃａｓ９蛋白浓度越高，脱靶现
象越严重。目前已有许多学者致力于该项技术的改

进。随着ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９基因编辑技术的完善，其可
为研究基因功能的缺失、突变等与肿瘤表型的相关

性、肿瘤基因致癌机理及肿瘤抑癌基因的研究、肿瘤

的基因治疗等提供新的方向与策略。

作者声明：本文全部作者对于研究和撰写的论

文出现的不端行为承担相应责任；并承诺论文中涉

及的原始图片、数据资料等已按照有关规定保存，可

接受核查。

学术不端：本文在初审、返修及出版前均通过中

国知网（ＣＮＫＩ）科技期刊学术不端文献检测系统的
学术不端检测。

同行评议：经同行专家双盲外审，达到刊发要

求。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。

文章版权：本文出版前已与全体作者签署了论

文授权书等协议。
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