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)

(DJ.

系统的脱靶效应及其介导的非编码
")N

编辑在人类癌症中的应用"

吴家栋 综述!肖
!

瑞#审校

"内蒙古医科大学分子病理学重点实验室!呼和浩特
/,//,.

%

!!

"摘要#

!

成簇规律间隔的短回文重复序列"

("?&'"

%#

("?&'"

蛋白
.

"

(DJ.

%系统作为细菌对抗外源入侵

=)N

的防御机制已经被成功开发应用于真核生物基因组编辑!该系统具有高效准确且可以编辑任意
=)N

位

点的特点!同时也存在较为严重的脱靶效应&癌症目前对于人类依然是严峻挑战!癌症治疗过程中的不良反应

使患者十分痛苦!

("?&'"

#

(DJ.

系统可能实现在基因水平治疗癌症&本文旨在探讨
("?&'"

#

(DJ.

系统的脱

靶效应!为肿瘤治疗的深入研究提供新思路&

"关键词#

!

肿瘤$

("?&'"

#

(DJ.

系统$脱靶效应$非编码
")N

"中图法分类号#

!

"69/5,

$

".6.

"文献标识码#

!

N

"文章编号#

!

*46*-8938

"

+/*8

%

*8-+38/-/3

!!

成簇规律间隔的短回文重复序列&

("?&'"

',

("?&'"

蛋白
.

&

(DJ.

'是一种多功能的基因组编辑技

术"被称为分子剪刀"广泛应用于遗传因子功能的研

究#遗传疾病的临床前研究#癌症研究#药物发现#精

神疾病研究及植物应用等领域!

("?&'"

,

(DJ.

系统

被发现于多种细菌和古细菌物种中"已经成功地被用

于编辑真核生物基因组(

*-+

)

!目前"越来越多的数据

表明
("?&'"

,

(DJ.

系统不仅可以靶向蛋白质编码基

因组"而且可以靶向人类的非编码
")N

&

2H27HP12

C

")N

"

27")N

'

(

9-,

)

!然而"

("?&'"

,

(DJ.

系统也有其

局限性"它存在严重的脱靶效应"这可能导致基因组

不稳定性并破坏其他正常基因的功能(

4-6

)

!癌症是导

致人类死亡的主要原因之一(

8

)

"尽管肿瘤的综合治疗

已取得了令人振奋的成果"但是肿瘤的复发及放化疗

过程中出现的不良反应等问题大大降低了癌症患者

的生活质量(

.

)

"而
("?&'"

,

(DJ.

系统可以纠正导致

癌症的突变"并且是一种可以在基因水平保护患者的

治疗技术(

9

)

"因此"

("?&'"

,

(DJ.

系统的出现拉开了

癌症治疗的新序幕!本文通过总结
("?&'"

,

(DJ.

系

统的脱靶效应及其在
27")N

相关基因组编辑中的最

新应用"旨在为肿瘤治疗的深入研究甚至临床治疗提

供新思路!

<

!

("?&'"

)

(DJN

系统的概述

!!

迄今为止"已经开发了
9

种可编程核酸酶用于基

因组编辑"包括锌指核酸酶&

\̀ )

'

(

*/

)

"转录激活剂样

效应子因子核酸酶&

:N#$)

'

(

**-*+

)和
("?&'"

相关蛋

白&

(DJ

'系统(

*9

)的
")N

引导的核酸酶&

"b)J

'!在

这些核酸酶中"根据其指导
")N

和
=)N

之间的

%DFJH2-(B17̂

碱基配对识别目标
=)N

的
(DJ.

核酸

酶实施最简单"并且迅速成为基因组工程中最流行和

有力的工具!

("?&'"

,

(DJ.

系统是来自细菌和古细

菌的适应性免疫系统"可检测和降解来自噬菌体和质

粒的侵染性
=)N

(

*3

)

!

*.86

年末"

?&<?)K

等(

*,

)在大

肠杆菌中首次发现了聚类重复片段被一系列间隔序

列中断"该现象后被称为
("?&'"

!到目前为止"研究

人员已经发现了
*/

多种不同的
("?&'"

,

(DJ

系统"

根据其不同的机制将其分为
9

类&

.

#

/

和
2

型'和许

多亚型(

*4-*6

)

!其中
("?&'"

,

(DJ.

是一种在化脓链球

菌中应用的
/

型
("?&'"

系统"由于其具有高效率和

高准确性"是哺乳动物中使用最广泛的系统(

*8

)

!

(DJ.

介导的基因组编辑有
9

个要求$&

*

'单链向导
")N

&

J12

C

EG

C

A1PG")N

"

J

C

")N

'序列"

("?&'"

,

(DJ.

系

统是第一个用于基因组编辑的
("?&'"

,

(DJ

系统"部

分原因是它含有一个相关的易编程的
J

C

")N

"只有

+/

个核苷酸长的识别序列(

*-+

"

*.

)

!

J

C

")N

由具有与靶

位点互补序列的
("?&'"")N

&

7B")N

'和分别转录

并部分与
7B")N

互补的反式激活的
7B")N

&

FBD2J-

D7F1ZDF12

C

7B")N

"

FBD7B")N

'组成(

*

"

+/-+*

)

!&

+

'具有

核定位信号的
(DJ.

蛋白"为了发挥基因组编辑功能"

("?&'"

,

(DJ.

系统还需要与这两种
")N

组分紧密

相关的关键酶组分
(DJ.

核酸酶(

*8

)

"这些
")N

需要

将
(DJ.

蛋白引导到靶位点并激活
(DJ.

核酸酶!&

9

'

前间区序列邻近基序&

M

BHFHJ

M

D7GBDP

Q

D7G2F0HF1I

"

'N;

'"

J

C

")N

与
(DJ.

蛋 白 结 合 形 成 复 合 物"

J

C

")N

与
(DJ.

蛋白结合形成复合物"并严格识别位

于靠近
'N;

的
9f

末端侧翼的靶向互补
=)N

序列"

其通常由
)bb

或
)Nb

&

)

可为
N

"

:

"

b

或
(

'组成"

然后启动
=)N

双链断裂&

=&OJ

'

(

.

)

!从理论上讲"带

有
'N;

的任何基因组序列都可以由
(DJ.

用特定的

J

C

")N

进行编辑"由于基因组中
'N;

的高发生率"

("?&'"

,

(DJ.

系统中的
J

C

")N

几乎可以靶向所有

的基因!

=

!

("?&'"

)

(DJN

系统的脱靶效应

!!

虽然
("?&'"

,

(DJ.

系统与
\̀ )

#

:N#$)

等其

他的基因组编辑技术相比有许多优势"但它仍有一些

严重的缺点亟待解决"例如脱靶效应"也就是说
(DJ.
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可能会错误地结合到目标位点之外的序列内并产生

突变"引 起 一 些 严 重 的 后 果(

,

"

++-+9

)

!

&(<N$̀ $"

等(

+3

)采用全基因组测序检测经
("?&'"

处理的小鼠

细胞的脱靶情况"结果显示"在经
("?&'"

,

(DJ.

体内

编辑后诱导出高数目的突变"该研究表明
("?&'"

,

(DJ.

系统的脱靶效应是一个广泛存在的现象!这种

脱靶效应已经通过不同的体内和体外方法进行了彻

底分析(

8-.

"

+,

)

"主要是由于
J

C

")N

的识别序列与非靶

点
=)N

发生了局部匹配"主要原因有$&

*

'一般情况

下"

J

C

")N

不能识别和编辑任何邻近
'N;

的非靶点

=)N

位点&长度为
*/

"

*+T

M

'"发生碱基错配"且不

能识别
9

个以上的非靶点
=)N

位点!经典的通过体

外筛选结合高通量测序的方法检测
("?&'"

,

(DJ.

系

统在
<$R+.9:

细胞的脱靶情况的研究表明"

(DJ.

的

J

C

")N

有多达
,

个错配(

+,

)

!&

+

'当脱靶位点
=)N

序

列长度比
J

C

")N

多或少几个碱基时会形成
=)N

凸

起或
")N

凸起"从而完成其他碱基的正确配对!即

使脱靶位点
=)N

序列长度比
J

C

")N

的识别序列的

长度差
,T

M

"仍能通过形成多个凸起的形式进行碱基

配对并介导
("?&'"

,

(DJ.

系统进行
=)N

切割(

+4

)

!

=5<

!

("?&'"

,

(DJ.

系统脱靶效应的影响因素

=5<5<

!

J

C

")N

!

虽然
(DJ.

的靶点特异性地被

J

C

")N

的
+/2F

引导的序列区严格控制着"但几项初

步研究表明"

J

C

")N

邻近
'N;

的
*/

"

*+T

M

的碱基

配对更能决定
(DJ.

的靶点特异性"并且通常比其余

的向导
")N

&

C

")N

'序列更重要(

+

"

*8

)

!此外"

J

C

")N

的
b(

含量也与特异性密切相关!在一项
("?&'"

,

(DJ.

介导诱变的研究中观察到"

J

C

")NJ

的
'N;

序

列的最近端区域其诱变效率与
b(

含量呈正相关(

+6

)

!

研究表明"在最接近
'N;

序列的
4

个碱基对的序列

中"具有至少
3

个
b(

的
J

C

")N

具有超过
4/U

的可

遗传突变率"这提示可以根据
'N;

附近序列的
b(

含量选择有效的
J

C

")N

!

=5<5=

!

'N;

!

("?&'"

,

(DJ.

系统进行切割的必要

条件就是
'N;

序列区"也就是说即使靶点序列与

J

C

")N

序列完全匹配"如果没有
'N;

序列"

(DJ.

也

不能进行切割(

+8

)

"而
=)N

的切割效率也取决于

'N;

序列(

+.

)

!

)bb

&

)

可为
N

"

:

"

(

或
b

'是
'N;

的既定序列!然而"最近的研究表明"尽管与
)bb

相

比只有约五分之一的结合效率"

/

型
("?&'"

系统也

可以使用
)"b

&其中
"

为
b

或
N

'作为
'N;

序列!

几项研究报道"

)"b

序列是人
$;d

基因座中

("?&'"

,

(DJ.

介 导 的
=)N

切 割 的 主 要 非 既 定

'N;

(

.

"

9/

)

!

'N;

序列中每个碱基的结合频率不同!

第
*

个核苷酸是最不固定的"其中
b

在接近
,/U

的结

合位点"而第
+

个位置"

b

在大于
./U

的结合位

点(

.

"

9*

)

"表明
)"b

不是
("?&'"

,

(DJ.

序列设计的最

佳
'N;

!因此"

)"b'N;

序列对
(DJ.=)N

切割

的确切作用在很大程度上尚不清楚(

9+

)

!

=5<5>

!

(DJ.

蛋白和其他因素
!

研究显示"将纯化的

(DJ.

蛋白和
J

C

")N

直接输送到细胞中"可导致脱靶

效应降低"这是因为
(DJ.-J

C

")N

核糖核蛋白复合物

在分娩后几乎立即切割染色体
=)N

并在细胞中迅速

降解(

99-93

)

!脱靶效应还可能与细胞型特异性有关"并

且高度取决于特定细胞类型的
=)N

双链断裂&

=O&

'

修复途径的完整性(

9,

)

!此外"

(

M

b

位点的
=)N

甲基

化也可能会阻碍
(DJ.

在细胞中的结合效率(

94

)

!

=5=

!

降低脱靶效应的策略

=5=5<

!

改变
J

C

")N

序列
!

通过截短
J

C

")N

的
9f

末

端#缩短与
J

C

")N

的
,f

末端的靶点互补区域
92F

或

添加
+

个鸟嘌呤核苷酸到
J

C

")N

的
,f

末端"可以大

大降低脱靶反应"并可在一些脱靶位点减少约
,///

倍突变的可能(

+,

"

96

)

!同时"

")N

引导的内切核酸酶

&

")N-

C

A1PGPG2PH2A7EGDJG

"

"b$)

'使用这些改变的

J

C

")N

也可以降低脱靶效应!

=5=5=

!

控制
(DJ.

,

J

C

")N

复合物的浓度
!

如果增加

转染的
=)N

量"则增加了
(DJ.

,

J

C

")N

复合物的浓

度"虽然增加了正确靶点的结合率"但也增加了脱靶

效应%如果减少转染的
=)N

的量"则减少了
(DJ.

,

J

C

")N

复合物的浓度"通过增加靶点专一性导致靶

内切割减少"即脱靶效应减少"但正确靶点的结合率

也随之降低(

98

)

!因此"必须考虑靶内切割效率和脱靶

效应之间的平衡!所以未来对
(DJ.

和
J

C

")N

的优

化设计需要考虑在提高
(DJ.

特异性的同时而不牺牲

靶内切割效率(

.

"

+,

"

9.

)

!

=5=5>

!

应用双切口措施
!

尽管可以设计高度特异性

的
J

C

")N

"但是
(DJ.

的脱靶活性却降低了其靶向位

点的数量"为了克服这个缺陷"有研究者将
(DJ.

蛋白

修饰得到其突变型
=*/N(DJ.

切口酶&

(DJ.2

'"

(DJ.2

替换野生型
(DJ.

蛋白(

3/-3*

)

!这些
(DJ.2

需要一对

J

C

")N

编辑
*

个位点"由于
(DJ.2

只有
*

个结构域"

只能通过切割
=)N

单链产生
*

个切口"因此
(DJ.2

会在每个
J

C

")N

结合的位置形成单链切口"两个相

邻的单链切口会引起
=O&

"

=O&

形成后细胞会进行修

复!而在脱靶位点处"单链切口则无法形成
=O&

!因

此"该方法在保持基因切割效率的同时"具有最小程

度的脱靶效应!目前"该方法已经被其他许多实验室

广泛应用(

9.-3/

"

3+

)

!

=5=5?

!

I(DJ.

系统
!

为了进一步提高
=)N

的切割特

异性"研究者已经合成了具有
H̀̂?

核酸酶结构域

&

I(DJ.

'的无催化活性的
(DJ.

&

P(DJ.

'的融合物&

H̀-

?̂-P(DJ.

'"

H̀̂?-P(DJ.

编辑目标
=)N

位点的特异性

比野生型
(DJ.

高
*3/

倍以上(

39-33

)

!

I(DJ.

系统要求

当两个
H̀̂?-P(DJ.

彼此靠近形成二聚体时才可进行

=)N

切割!该方法在很大程度上降低了非靶向位点

的
=)N

切割(

33

)

!

>

!

("?&'"

)

(DJN

系统介导的
27")N

编辑在人类癌

症中的应用

>5<

!

("?&'"

,

(DJ.

系统中的微
")N

&

01")N

'编辑

!

目前"许多研究已经表明
("?&'"

,

(DJ.

系统是

27")N

相关基因组编辑或调控的最佳选择(

3,-,+

)

!

01")N

作为主要的
27")N

之一在
("?&'"

,

(DJ.

相

关领域已被广泛研究!

(<N)b

等(

3,

)证明了
("?&'"

,

(DJ.

系统在初级
01")N

结构上产生的改变可导致成
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熟的
01")N

在体内和体外下调"同时"这项研究还表

明正确设计
("?&'"

,

(DJ.

中
J

C

")N

可显著将同一

家族中具有高度保守序列的
01")N

的脱靶效应最小

化!

\<K!

等(

,9

)的研究中利用
("?&'"

,

(DJ.

系统

成功敲除了肝癌细胞系中的
01")N-9*88

"发现
01"-

)N-9*88RK

能有效地抑制细胞生长#侵袭和迁移"

并抑制裸鼠中的异种移植物肿瘤生长!另一项研究

表明"慢病毒
("?&'"

,

(DJ.

载体在将插入和缺失引

入前体
01")N

序列中是高效的"通过使用该方法研

究者成功地破坏了
01")N-+*

的表达"并发现前体

01")N-+*

序列的破坏可导致卵巢癌细胞的增殖#迁

移和侵袭的减少!除了编辑或调节上述的
01")N

之

外"

("?&'"

,

(DJ.

系统在各种癌细胞或生物体中也

显示出对其他
01")N

如
01")N-*96

#

01")N-.9

#

01")N-9/.

#

01")N-*+4D

,

T

等的广泛应用(

36-,*

)

!

>5=

!

("?&'"

,

(DJ.

系统中的长链非编码
")N

&

?2-

7")N

'编辑
!

除了
01")N

之外"另一种主要调控多

种生 物 学 过 程 的
27")N

"即
?27")N

已 经 被

("?&'"

,

(DJ.

系统成功调控!尿路上皮癌抗原
*

&

!(N*

'是膀胱癌中上调的
?27")N

"可以通过特定

设计的
("?&'"

,

(DJ.

的
C

")N

来靶向"并在体内和

体外有效地被抑制(

,3

)

!可见"

("?&'"

,

(DJ.

系统可

调节
?27")N

的表达"并可为临床治疗癌症提供新方

法!微小的基因的缺失或插入可能不一定使某个非

编码基因的功能丧失"这可能是将
("?&'"

,

(DJ.

系

统应用于非编码基因的限制之一!为了克服这个障

碍"

<K

等(

,,

)采用同源重组技术"将标记基因整合到

基因组中"通过
("?&'"

,

(DJ.

系统成功地将
!(N*

#

?27")N-+*

及
NR/+9.38

分别在
<:(-**4

和
;(̀-

6

细胞中敲除!在
&<$(<)$"

等(

,4

)的研究中"研究

者开发了
("?&'"-=1J

M

ED

X

&

("?&'-=1J

M

'法"一种使

用
(DJ.

将大分子
")N

载体部署到
=)N

基因座的

有目标性的定位方法"研究者发现至少长
358T

M

的功

能性
")N

结构域可以插入
("?&'"

C

")N

的多个位

点中"从而允许构建具有天然
E27")N

的
(DJ.

复合

物"这种方法可能为癌症领域中的
?27")N

研究开辟

一条途径!

?

!

小
!!

结

!!

目前
("?&'"

,

(DJ.

系统作为第
9

代基因编辑技

术"由于其经济#易操作"研究者们可以在其工作包中

通过获得更好的选择而轻松地编辑感兴趣的基因组

等优点已成为科学界的研究热点!虽然
("?&'"

,

(DJ.

系统的优势不言而喻"但它仍面临着许多问题与

挑战!

("?&'"

,

(DJ.

系统的脱靶效应可能会是造成不

良遗传改变的原因"从而导致癌症或其他棘手的问

题"成为
("?&'"

,

(DJ.

系统的瓶颈!虽然研究者们

已经投入了很多努力改进对脱靶效应的预测和降低

脱靶效应"但为了能更精确有效地编辑目标序列"需

要研究者们开发更多的技术和算法!以往地研究认

为"脱靶效应是一个不常见的现象"然而
&(<N$̀ $"

等(

+3

)的研究表明脱靶效应是广泛存在的"尽管这个观

点对以往的结论提出了挑战"但这不是
("?&'"

,

(DJ.

系统的危机"相反"这是研究者在使用新技术时检测

脱靶效应的助力!

伦理问题是研究者在实际应用
("?&'"

,

(DJ.

相

关技术之前无法避免的问题!迄今为止"大多数国家

都允许研究者编辑基因组"用于提高粮食产量其他生

物用途!然而"关于操纵人类的卵子和精子等仍然非

常具有争议!首先"

("?&'"

,

(DJ.

技术仍是一个尚

不成熟的基因编辑技术"遗传改造对后代的长期影响

知之甚少"一旦发生错误或脱靶效应"将导致严重的

后果!其次"

("?&'"

,

(DJ.

技术可以编辑想要的任

何基因组"如果将
("?&'"

,

(DJ.

技术应用于反进化

和反人类"将会带来巨大的社会冲突!尽管存在分

歧"但笔者乐观地认为"研究者将会就这个问题与伦

理学家和法律达成共识!

尽管
("?&'"

,

(DJ.

系统仍然存在各种各样的局

限性和障碍"但相信将来随着技术的逐渐成熟"能够

有助于药物发现#癌症治疗及基因疾病的治愈!
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