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CRISPR-Cas9 基因编辑技术在病毒感染疾病治疗中的
应用 

殷利眷，胡斯奇，郭斐 
中国医学科学院/北京协和医学院病原生物学研究所，卫生部病原系统生物学重点实验室，北京 100730 

摘要: CRISPR-Cas9 基因编辑技术是基于细菌或古细菌 CRISPR 介导的获得性免疫系统衍生而来，由一段 RNA

通过碱基互补配对识别 DNA，指导 Cas9 核酸酶切割识别的双链 DNA，诱发同源重组或非同源末端链接，进

而实现在目的 DNA 上进行编辑。病毒通过特异的受体侵染细胞，其基因组在细胞内发生复制、转录、翻译等

过程完成其生活周期，某些 DNA 病毒或逆转录病毒基因组会整合到宿主基因组中。基因治疗是病毒感染疾病

治疗的新趋势。因此，基因编辑技术在持续感染的病毒或潜伏感染病毒疾病治疗中具有重大的潜在意义。文章

主要从 CRISPR-Cas9 作用机制以及在病毒感染疾病治疗中的应用等方面进行了综述。 
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The application of CRISPR-Cas9 gene editing technology in viral  
infection diseases 

Lijuan Yin, Siqi Hu, Fei Guo 
MOH Key Laboratory of Systems Biology of Pathogens, Institute of Pathogen Biology, Chinese Academy of Medical Sciences & 
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Abstract:  The RNA-guided Cas9 nuclease from microbial clustered regularly interspaced short palindromic re-
peats (CRISPR) adaptive immune system has been used to facilitate efficient genome engineering in eukaryotic cells. 
The specific targeted genome is recognized and cut by gRNA-directed CRISPR/Cas9 complex, specifically by the 
endonuclease Cas9. The targeted gene locus could be repaired either by homology-directed repair or nonhomologous 
end joining, thus achieving a desired editing outcome. Viruses infect cells through specific receptors, and then the 
viral genome is transcribed, replicated and translated to complete its life cycle. As a result, some DNA virus and re-
trovirus genomes are integrated into the cellular genome. Gene therapy is a new trend to treat viral infected diseases. 
Given its designable sequence-specific editing of the targeted genome, CRISPR/Cas9 has tremendous potential in 
treating persistent and latent viral infections. In this review, we summarize the mechanism and progresses of 
CRISPR/Cas9, and also highlight its therapeutic application in infectious diseases. 
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病毒感染是危害人类健康的主要威胁之一，与

人类密切相关的有呼吸道病毒、肝炎病毒和艾滋病

病毒等。目前应对病毒感染的方法主要依赖疫苗防

御和药物治疗。但是，对于很多病毒感染性疾病现

在还没有完全有效或彻底的治疗方法，如艾滋病等。

随着全基因组测序技术的成熟和基因功能的研究，

通过基因编辑进行抗病毒治疗成为可能。最初的基

因编辑方法是利用玻璃管注射 DNA 到细胞核或者
电转 DNA进入细胞，进入细胞核中的 DNA通过同
源重组的方式插入到细胞基因组中 [1]，从而达到基

因编辑的目的。但是，利用该方法将外源 DNA片段
准确插入到目的位置的效率很低。之后又出现了锌

指核酶(Zinc-finger nuclease, ZFN)和转录激活样效
应核酶(Transcription activator-like effector nuclease, 
TALEN)，这两种核酸酶都是由经过设计的、序列特
异性的 DNA结合元件和非特异性的 DNA切割结构
域结合而成的嵌合体[2, 3]，其作用机制分别是锌指蛋

白或者转录激活样效应蛋白衍生构建的 DNA 识别
蛋白模块和具有双链 DNA切割活性的 FokⅠ核酸酶
偶联，特异的切割目标双链DNA，产生双链断裂DNA，
然后激活细胞内的同源重组(Homology-directed re-
pair, HDR)或者非同源末端链接(Nonhomologous end 
joining, NHEJ)[4]，利用细胞自身的修复机制对 DNA
进行遗传学修饰，大大提高了在目的区域发生删除、

错配或插入突变的机率。两者分别通过多个锌指结

构组合或者氨基酸重复序列组合识别不同的 DNA
序列，但这种方式识别靶向位点非常有限，并且识

别模块的构建也非常复杂。2013年，出现了一种全
新的基因编辑技术——clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated 
9(Cas9)，CRISPR-Cas9 作用方式不同于 ZFN 和
TELEN，此系统通过 RNA与目标 DNA互补，指导
Cas9核酸酶切割互补的双链 DNA[5]。这一新系统具

有制备简单、成本低、作用高效等优点，开发后获

得了快速发展。本文主要综述了 CRISPR-Cas9系统
的作用机制和其在病毒感染疾病治疗中的应用。 

1  CRISPR-Cas9作用机制 

CRISPR即成簇的、规律间隔的短回文重复序列，
是基因组中一个含有多个短重复序列的位点 [6]。

Yoshizumi Ishino 等[7]在研究大肠杆菌 iap 基因调控

碱性磷酸酶同工酶转换时发现了这种重复序列−间

隔序列−重复序列的结构。2005年，3个研究团队都
报道了 CRISPR 的间隔序列与噬菌体基因组和质粒
高度同源，猜想 CRISPRs可能是细菌或古细菌的一
种新的免疫系统[8~10]。Barrangou等[11]将嗜热链球菌

与不同的噬菌体共培养，筛选具有噬菌体抗性的菌

株，通过 DNA测序发现 CRISPR座位中有了新的间
隔序列，该间隔序列来自侵染的噬菌体，并且证实

了 CRISPR 和其相关的 cas 基因赋予了细菌对噬菌
体的抗性，通过插入或删除靶向噬菌体的间隔序列

可增强或者削弱细菌的噬菌体抗性。总之，CRISPR- 
Cas9是细菌的一种“获得性免疫系统”。 
最初人们假想 CRISPR 介导的获得性免疫机制

类似于 RNA 干扰，而 Barrangou 等 [11]研究发现

CRISPR 介导的噬菌体抗性需要 cas 基因。之后，
Emmanuelle Charpentier实验室发现 CRISPR介导的
免疫需要两个 RNA，分别是反式激活 RNA(trans- 
activating crRNA, tracrRNA)和 CRISPR RNA。
tracrRNA与 CRISPR RNA互补配对，激活 RNAase 
Ⅲ和 CsnⅠ，对 CRISPR RNA进行剪切，使之成为
成熟的 crRNA[12]。2006 年，Jinek 等[13]从酿脓链球

菌(Streptococcus pyogenes)中分离纯化 Cas9 蛋白，
发现 Cas9 介导的双链 DNA 的断裂也依赖
于 crRNA-guide 和 tracrRNA。Garneau 等[14]研究发

现细菌 CRISPR-Cas 系统通过特异的间隔序列介导，
对特异的靶向序列编辑，最终将外源入侵质粒或者

噬菌体 DNA进行平末端切割。  
CRISPR-Cas9 介导的细菌获得性免疫具体机制

如图 1所示。 
当外源噬菌体或质粒进入细菌后，细菌通过识

别特异的 PAM(Protospacer adjacent motif)序列，将
外源 DNA 加工成大小合适的间隔序列，插入到
CRISPR序列中。CRISPR位点表达反式激活 crRNA 
(tracrRNA)，与重复区域的 pre-crRNA配对，在 Cns
Ⅰ和 RNase Ⅲ作用下形成成熟的 crRNA。Cas9 蛋
白有识别 crRNA和具有核酸酶功能的环状区域，核
酸酶区域包含 HNH核酸酶和 RuvC样核酸酶结构域，
分别切割互补和不互补的目标 DNA 链。Cas9 识别
目标基因中的 PAM序列，crRNA识别位于 PAM 5′
端互补的 20 bp DNA序列，继而稳定 Cas9和基因组
的结合，导致靶位点的切割，基因组发生双链断裂。 
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图 1  CRISPR-Cas9 干扰外源 DNA 入侵示意图 
 

发生双链断裂的 DNA 利用细胞自身的修复机制(同
源重组/非同源末端链接)对 DNA 进行遗传学修饰。 

2013 年 2 月，在 Jinek[13]和 Gasiunas[15]报道

CRISPR-Cas9 可以分离 dsDNA 之后的 6 个月左右，
Cong等[5]和 Mali等[16]分别在 Science上发表文章证
明RNA指导的Cas9核酶能够对人的 EMX1、PVALB、
PPP1R12C基因和小鼠 Th基因进行切割，被编辑的
基因发生同源重组或非同源末端链接；同时，Jinek

等[17]和 Cho等[18]分别在 Elife和 Nat Biotechnol上发
表文章，证明 RNA 指导的 Cas9 能够编辑人网格蛋
白轻链 (Human clathrin light chain, CLTA)基因和

CCR5 等基因。这是首次将 CRISPR-Cas9 系统作为
真核细胞的基因组编辑工具。 

2  CRISPR-Cas9在病毒感染疾病治疗中的应用 

在发现 CRISPR-Cas9系统可以编辑哺乳动物基

因组之后，该技术得到了迅速的推广应用，包括动

物模型构建、基因功能研究、肿瘤基因敲除等[19,20]。

在病毒感染疾病治疗方面，ZFN 和 TALEN 技术曾
被广泛应用，但介于两者构建复杂、编辑效率低、

靶位点局限性等特性，新的基因编辑技术 CRISPR- 

Cas9引起了大家的关注并开始探索该技术在病毒疾
病治疗中的应用。 

2.1  编辑受体基因序列阻止病毒入侵 

病毒表面蛋白与细胞表面受体蛋白相互作用是

病毒侵入细胞的必要环节。CCR5 蛋白是 HIV 入侵
淋巴细胞的关键辅助受体。研究发现，欧洲少部分

人群 CCR5基因缺失 32 bp碱基，这部分人群不易被
HIV感染。另外，目前唯一得到彻底治愈的 HIV患
者即“柏林病人”，其同时患有白血病，通过化疗破

坏其自身骨髓后，植入具有 CCR5Δ32突变型的骨髓，
体内才检测不到 HIV 病毒，而且不需要服用药物。
已有研究利用锌指酶技术敲除艾滋病人血液 T 细胞
或者 CD4 造血干细胞中的艾滋病毒受体 CCR5，能
有效降低病毒水平，提高 CD4细胞存活率，并且锌
指酶制剂已进入临床实验阶段[21~23]。由此可见，利

用基因编辑技术构建 CCR5Δ32 CD4 T 细胞对阻碍
HIV 感染或复制具有重要作用。Lin 等 [24]利用

CRISPR-Cas9 和转座技术完整地缺失了诱导的多能
干细胞 CCR5的 32 bp序列，HIV-1感染 CCR5突变
的细胞和正常细胞，感染 1 d 去除病毒，加入 CD4
细胞维持 HIV-1复制，16 d后发现在正常的 iPSC中
检测到 HIV，但是 CCR5 突变的细胞中没有检测到
HIV。这说明 CRISPR-Cas9编辑的 CCR5Δ32细胞可
以有效阻碍 HIV 侵入，更重要的是，CRISPR-Cas9
编辑细胞受体是治疗病毒感染疾病的有效方案之一。 
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2.2  清除潜伏感染的 HIV-1基因组 

HIV-1基因组由两条正链 RNA组成，感染淋巴
细胞或单核细胞后，在逆转录酶作用下形成双链

DNA，进入细胞核，整合酶介导双链 DNA 整合到
细胞染色体中。部分整合的 DNA处于转录抑制状态，
潜藏于细胞中。目前的药物治疗只能在一定程度上

抑制 HIV复制，但不能彻底清除 HIV；另外，药物
治疗并不能针对潜藏的 HIV。因此，基因编辑是一
个有望彻底治愈艾滋病的途径。Ebina等[25]通过设计

针对 LTR 的 gRNA，与 hCas9 共转染整合有 HIV-1
骨架(含有 GFP标签)的 Jurkat细胞，经过 3轮转染，
流式分析 GFP阳性细胞比例由 97.8%下降到 35.5%。
通过设计引物进行 LTR扩增及测序，检测到插入或
缺失突变，发生突变的比例达到 90%，成功限制了
原病毒的激活和表达。Hu 等 [26]构建了靶向 HIV-1 
LTR U3 启动子的 gRNA-Cas9 质粒，转染整合有单
轮次感染的 HIV 基因的小胶质细胞和 T4 细胞，结
果发现 Ca9能够消除整合的病毒基因组。以上结果表
明该技术具有彻底清除潜伏的 HIV基因组的可能性。 

2.3  清除疱疹病毒基因组 

疱疹病毒家族在人群中广泛传播，大于 90%的
人群至少感染一种疱疹病毒。Epstein-Barr 病毒
(EBV)是疱疹病毒家族成员之一，为双链 DNA病毒，
感染单核细胞，是一种肿瘤病毒。目前没有有效的

疫苗和治疗药物。EBV感染细胞后，DNA进入细胞
核，以环化的状态作为附加体滞留在细胞核。Wang
等[27]采用 EBV慢性感染的细胞——Raji细胞，针对
EBV基因组 6个不同的功能位点设计了 7个 gRNA，
利用核转染方式将靶向 EBV 基因组的 gRNA-Cas9
质粒转入细胞核。实验分析发现 EBV基因组的特异
位点被有效编辑；随培养时间计算存活的细胞数目，

发现转染 Cas9-gRNA的细胞增值效率较对照组降低，
即降低了 EBV致瘤效应，Annexin V 染色发现细胞
膜完整，但是磷脂酰丝氨酸外翻，说明 Cas9-gRNA
将 EBV 基因组扰乱后细胞恢复了正常的凋亡途径；
数字 PCR检测 Cas9-gRNA处理后的细胞中 EBV基
因组拷贝数，以 Cas9 未处理的细胞为对照，发现
25%的细胞检测不到 EBV 基因组，认为 EBV 基因
组被彻底清除，50%的细胞中 EBV基因拷贝数都有
不同程度的降低。Bi等[28]构建了靶向单纯疱疹病毒

(Herpes simplex virus，HSV)胸腺激酶基因 UL23的
gRNA，分离位点处于限制性酶 BsiWⅠ中，在
Cas9-gRNA存在下，BsiWⅠ的酶活性显著降低，生
长曲线发现病毒复制能力降低，病毒滴度减少，在

靶位点检测到错配和缺失突变。由此可见，

CRISPR-Cas9 基因编辑技术有希望用于治疗慢性病
毒感染疾病。 

2.4  编辑人乳头瘤病毒基因组 

人乳头瘤病毒(Human papillomavirus, HPV)是
一种 DNA 病毒，属于乳头瘤病毒科乳头瘤病毒属，
其 16、18、31、33和 45亚型属高风险 HPV，约 90%
的宫颈癌与之有关[29]。在这类癌细胞中，HPV DNA
整合到宿主基因组中，并高表达病毒原癌基因 E6和
E7。E6 诱导细胞肿瘤抑制因子 p53 降解，E7 干扰
视网膜母细胞瘤(Retinoblastoma, Rb)蛋白稳定性，从
而干扰细胞周期阻滞和细胞衰老。Zhen等[30]构建了

靶向 E6和 E7的 gRNA，将 Cas9质粒和 gRNA质粒
转染 SiHa细胞，转染 48 h收集细胞提取 RNA，qPCR
检测发现 E6、E7 表达量下降比例超过 90%；MTT
比色分析发现细胞活性显著降低；将转染有 Cas9和
gRNA的 SiHa细胞通过颈背注射移植到小鼠，单转
染 Cas9作为对照，实验组小鼠肿瘤体积和重量显著
低于对照组。Edward等[31]设计了针对 HPV-18 E6和
E7读码框的 gRNA，构建到含有 Cas9的 px330载体， 
293T细胞含有 HPV-18 E6和 E7的 DNA质粒， HIV 
rev 基因以及 GFP 为报告基因；Cas9 转染 293T 细
胞，3 d后检测 GFP表达比例，发现 GFP阳性比例
较对照组显著下降；用 HeLa 细胞进行 Surveyor 实
验分析并进行测序，检测到 E6和 E7基因发生缺失
或插入突变Western blot检测 rev蛋白表达显著降低，
并且发现靶向 E6基因后，p53蛋白含量升高，靶向
E7 基因后，Rb 蛋白含量升高。因此，Cas9 编辑技
术有望应用于乳头瘤病毒引发的宫颈癌治疗。 

2.5  编辑乙型肝炎病毒基因组 

Hepatitis B 病毒(HBV)是一种 DNA病毒，属于
嗜肝病毒科。基因组进入细胞核后形成超螺旋 DNA，
是抗病毒治疗的主要障碍之一。Lin 等 [32]体外将

HBV表达质粒和靶向 HBV基因组的 gRNA-Cas9质
粒共转染 Huh-7细胞，检测发现 HBV核心蛋白和表
面蛋白的表达量明显降低；体内实验中，将 HBV表
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达质粒和靶向 HBV 基因组的 gRNA-Cas9 质粒共注
射到 HBV肝炎耐受小鼠的尾静脉，检测发现小鼠血
清表面抗原水平较对照组明显降低。虽然该研究缺

乏 gRNA-Cas9 直接靶向 HBV 慢性感染小鼠的体内
实验，但是也说明 CRISPR-Cas9 编辑技术对持续
HBV感染疾病有潜在的治疗意义。 

3  CRIPR-Cas9 技术存在的脱靶问题和优化
策略 

Cas9 核酸酶可以在 sgRNA 指导下结合任何含
有 PAM序列的 DNA，sgRNA中 20个核酸序列通过
碱基互补配对靶向特定 DNA，稳定 Cas9 与目的
DNA 的结合。可以通过改变 sgRNA 序列，使之结
合到任意位点，sgRNA 与目标 DNA 互补配对确保
Cas9作用位点特异性。但是，后续研究发现根据碱
基错配数目、位置以及碱基特性差异，Cas9 容许
gRNA 20nt序列与靶 DNA之间存在不同数目的错配
[5, 33, 34]。引起的脱靶问题，限制 Cas9编辑技术在临
床中的应用。为降低 Cas9 脱靶效应，提高特异性，
Ran 等[35]利用只能切割互补 DNA 单链的部分核酸
酶功能缺陷的 Cas9(D10A)，在靶位点设计两条
gRNA，分别与正负链 DNA互补配对，使得突变型
Cas9分别切割正负链 DNA，引发特定位点的双链断
裂。该方案提高了 CRISPR-Cas9编辑的特异性，并
且保持其核酸酶活性。Shen 等[36]利用 D10A 或者
H840A 突变的 Cas9 核酶编辑 X 相关的雄激素受体
基因(Ar)，测序和 T7EN 实验发现突变的 Cas9 能有
效编辑 Ar，并未检测到脱靶现象。Tsai等[37]将核酸

酶活性缺失的 dCas9与DNA非特异性限制性核酸内
切酶 FokⅠ融合表达，构建了 CRISPR RNA指导的
FokⅠ编辑技术，FokⅠ编辑位点的选择依赖于两条
gRNA，与单个 gRNA指导的 Cas9 相比，增加了靶
位点的特异性。 

4  结语与展望  

由细菌免疫系统衍生的新的基因编辑技术

CRISPR-Cas9 与 ZFN 和 TALEN 相比较，具有设计
简单、应用灵活、操作简便等优点，在敲除细胞表

面受体和切割病毒基因组、抑制病毒复制中有显著

效果。但是，在未来临床应用以及基因治疗中还有

很长的一段路要走，还存在一些困难，比如提高 Cas9

编辑的准确性，避免脱靶现象出现；高效的导入细

胞方法以及确保细胞靶向性等等。研究人员需要不

断优化系统，通过改造 CIRSPR 编辑方法，如
CRISPR-Cas9缺刻酶[35]或者 CRISPR-RNA指导 Fok I
酶 [37]，降低脱靶效应；采用腺病毒载体提高 Cas9
基因转导效率等[38]。CRISPR-Cas9 作为新的基因编
辑技术，在慢性病毒感染或潜伏病毒感染疾病中具

有巨大的潜在科学研究和临床治疗意义。 
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