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CRISPR/Cas9 基因组编辑技术在 HIV-1 感染治疗中的
应用进展 

韩英伦 1,2，李庆伟 1,2 
1. 辽宁师范大学生命科学学院，大连 116029； 
2. 辽宁师范大学七鳃鳗研究中心，大连 116029 

摘要: 基因治疗是将外源正常基因通过一定方式导入人体靶细胞以纠正或补偿因基因缺陷和异常引起的疾病，

从而达到治疗目的。因此，基因治疗的技术方法在研究持续感染 HIV-1 或潜伏感染 HIV-1 原病毒患者的治疗中

具有重大的现实意义。目前，现有的基因治疗方法存在识别靶向位点有限及脱靶几率大等主要问题。最新研究

表明来源于细菌和古菌的规律间隔成簇短回文重复序列及其相关核酸酶 9 系统[Clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated nuclease 9 (Cas9), CRISPR/Cas9]已被成功改造成基因组

定点编辑工具。因此，如何利用 CRISPR/Cas9 系统实现对 HIV-1 病毒基因组进行高效靶向修饰，从而达到治

疗 HIV-1 感染病患的目的已经成为当前研究的热点。本文参考最新国内外研究成果，重点介绍了 CRISPR/Cas9

基因组编辑技术在 HIV-1 感染疾病治疗中的应用，主要包括 CCR5 基因编辑、清除 HIV-1 原病毒以及活化 HIV-1

原病毒，以期为 HIV-1 感染疾病的预防与治疗提供重要研究参考。 
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Application progress of CRISPR/Cas9 genome editing technology 
in the treatment of HIV-1 infection 
Yinglun Han1,2, Qingwei Li1,2 
1. College of Life Science, Liaoning Normal University, Dalian 116029, China; 
2. Lamprey Research Center, Liaoning Normal University, Dalian 116029, China 

Abstract:  The goal of gene therapy is to introduce foreign genes into human target cells in a certain way to correct 

or compensate diseases caused by defective or abnormal genes. Therefore, gene therapy has great practical signifi-
cance in studying the treatment of persistent or latent HIV-1 infection. At present, the existing methods of gene ther-
apy have some major defects such as limited target site recognition and high frequency of off-targets. The latest re-
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search showed that the clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) /CRISPR-associated nu-
clease 9 (Cas9) system from bacteria and archaea has been successfully reformed to a targeted genome editing tool. 
Thus, how to achieve the goal of treating HIV-1 infection by modifying targeted HIV-1 virus genome effectively using 
the CRISPR/Cas9 system has become a current research focus. Here we review the latest achievements worldwide 
and briefly introduce applications of the CRISPR/Cas9 genome editing technology in the treatment of HIV-1 infection, 
including CCR5 gene editing, removal of HIV-1 virus and activation of HIV-1 virus, in order to provide reference for 
the prevention and treatment of HIV-1 infection. 

Keywords: CRISPR /Cas9; Human immunodeficiency virus; genome editing 

艾滋病又称获得性免疫缺陷综合征 (Acquired 
immune deficiency syndrome, AIDS)，是感染人类免
疫缺陷病毒(Human immunodeficiency virus, HIV)导
致的传染性疾病[1]。艾滋病病毒 HIV 包含 HIV-1 型
和 HIV-2 型两种类型。HIV-1 型病毒是引起艾滋病
的主要病原，因此艾滋病的预防与治疗主要是针对

HIV-1型艾滋病病毒[2]。HIV-1的感染效率与其他病
毒感染相比较慢，大致可以分为 3 个时期即形成感
染期、局部扩散期和全身播散期[3]。根据 HIV-1 的
感染特性，目前在临床上比较常用的治疗手段为高

效抗逆转录病毒疗法 (Highly active antiretroviral 
treatment, HAART)，该方法虽然能显著改善患者病
发症状，但是仍然存在大量弊端。首先，患者终身

用药易产生对治疗药物的耐受，并且药物治疗只能

抑制病毒复制并不能清除病毒，而一旦药物治疗失

效就会产生耐药性病毒株导致患者死亡；其次，长

期用药会产生较大毒副作用并能够破坏患者的心脑

血管系统甚至产生肝脏衰竭现象；最后，高昂的治

疗费用也会使普通患者难以承受[4,5]。鉴于 HAART
的上述局限性，近年新兴的基因治疗技术被渐渐推

广。目前，治疗 HIV-1 型艾滋病的基因治疗手段主
要包括基于 RNA 的基因治疗、基于基因产物(蛋白
质)的基因治疗、CD4+T细胞基因治疗以及造血干细
胞基因治疗等。基因治疗的临床效果虽然已经被证

实，但是在技术和应用上仍然存在一些亟待解决的

问题：(1)无论采用何种基因治疗技术都不可避免地
产生一定的脱靶几率；(2)基因治疗对 HIV-1 病毒基
因的高效性与专一性问题；(3)基因治疗药物是否会
对患者产生毒性以及免疫原性；(4)基因治疗所需的
高昂费用等[6, 7]。因此，研发一种可在较短时间内能

够抑制病毒复制、预防病毒感染、对机体毒副作用

小、费用低廉的新型治疗手段将会成为全球医疗科

研工作者的主要研究目标之一。 
随着基因组测序技术的成熟以及模式生物全基

因组数据被不断解析，利用基因编辑技术对 HIV-1
进行治疗已经成为可能。锌指核糖核酸酶(Zinc-finger 
nuclease, ZFN)和转录激活因子样效应物核酸酶
(Transcription activator-like effector nuclease, TALEN)
为目前较为广泛应用的基因组编辑技术。ZFN 和
TALEN均由 DNA结合结构域和 Fok I核酸内切酶切
割结构域两部分组成，DNA 结合结构域可以促使
ZFN或 TALEN与靶向 DNA特异性的结合，当 ZFN
或 TALEN与 DNA结合后 Fok I即可对目标 DNA双
链进行切割，受损后的 DNA能够通过非同源末端连
接(Non-homology ending joining, NHEJ)和同源重组
(Homology directed recombination, HDR)的方式进行
修复，进而完成对靶基因的编辑[8~10]。近年来，ZFN
和 TALEN在艾滋病预防与治疗方面已经得到了广泛
应用。Christy等[11]运用 TALEN技术在体外对 HIV-1
原病毒 DNA 的反式激活效应元件(Transactivation 
response element, TAR)进行识别与切割进而彻底清
除 HIV-1 原病毒 DNA。Lin 等[12]成功应用 TALEN 技
术得到了缺失 32 bp 的 C-C 趋化因子受体类
型 5(CCR5Δ32)基因纯合子的诱导性多能干细胞
(Induced pluripotent stem cells, iPSCs)，这种干细胞
无论是在体内或者体外均具有较强抵御HIV-1病毒感
染的能力。Yi 等 [13]同样发现经 ZFN 编辑后含有
CCR5Δ32的 CD4+T细胞具有较强抵御 HIV-1侵袭的
能力。Ru等[14]还对 ZFN和 TALEN进行了改良得到
了TAT-ZFN和TAT-TALEN，TAT-ZFN和TAT-TALEN
的靶位点依然为 CCR5，并且较改造之前具有更强的
透过细胞的能力。目前，ZFN 和 TALEN 在 HIV-1
预防与治疗方面虽然存在诸多优势，但是同样存在

很多问题，如这两种编辑工具识别靶向位点有限、
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识别模块构建复杂、体外合成费用高以及脱靶几率

大等。最近研究发现，成簇的规律性间隔短回文重

复序列及其相关系统(Clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats/CRISPR-associated nuclease 
9，CRISPR/Cas9)作为一种新型基因组编辑技术具有
制备简单、靶向性强、成本低和脱靶率低等诸多优  
势[15~18]，已经被应用于疱疹病毒和乙型肝炎病毒等的

临床治疗。本文主要综述了 CRISPR/Cas9 基因组编
辑技术在 HIV-1感染治疗中的应用。 

1  CRISPR/Cas9基因组编辑技术 

CRISPR于 20世纪 90年代最早在细菌中被发现，
它能够识别并结合许多病毒或质粒 DNA，从而将入
侵噬菌体和质粒 DNA的片段整合到 CRISPR中，并
利用相应的CRISPR RNAs(crRNAs)来指导同源序列
的降解，因此其被定义为细菌抵御外源病原体入侵

的一套特异性防御系统[9,10]。2012 年，人们发现经
过“改造”后的 CRISPR包含一个 sgRNA(Single guide 
RNA)和一个来源于酿脓链球菌(Streptococcus pyo-

genes)的 Cas9核酸酶(图 1)，能够识别来源于不同物
种的任何 DNA序列，进而实现对外源入侵质粒或者
噬菌体 DNA进行平末端切割[15~18]。Cas9对 DNA靶
位点进行有效准确地切割主要是依靠由 17~20 nt组
成的 sgRNA发挥“引导”作用。经 Cas9切割后 DNA
序列利用细胞 NHEJ 或 HDR机制对断裂的 DNA进
行插入缺失、修复或者替换[19,20](图 1)。 
目前，CRISPR/Cas9 作为一种新的基因组编辑

技术已经在诸多因病毒感染的疾病治疗过程中发挥

重要作用。乙型肝炎病毒(Hepatitis B virus, HBV)是一
种DNA病毒，属于嗜肝DNA病毒科(Hepadnavividae)，
HBV对药物的抵抗力较强并且在我国的感染率极高。
Lin 等[21]发现 CRISPR/Cas9 技术可以在体内、体外
对 HBV基因组 DNA进行有效切割，进而明显抑制
HBV 核心蛋白和表面蛋白的表达，从而达到清除
HBV的目的。人乳头瘤病毒(Human papillomavirus, 
HPV)属于乳头瘤病毒科的乳头瘤病毒属，是一种球
形无包膜的双链 DNA病毒，能够加大宫颈癌的发病
几率。Zhen等[22]发现 CRISPR/Cas9在体外可以靶向
性地作用于 HPV的 E6和 E7的启动子区，继而有效 

 

 
 

图 1  CRISPR/Cas9 靶向识别和切割机制 
Fig. 1  Mechanisms of CRISPR/Cas9-directed recognition and cleavage 
参考文献[1]修改绘制。 
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抑制 E6和 E7表达的同时促进 p53和 p21的积累，

从而降低了宫颈癌细胞在体外的增殖能力，因此

CRISPR/Cas9为 HPV引发的宫颈癌治疗提供了新的

医疗手段。EB病毒(Epstein-barr virus, EBV)又称人

类疱疹病毒 4 型，是一种能够诱使生物体产生肿瘤

的双链 DNA 病毒，目前对于 EBV 还没有行之有效

的疫苗和治疗药物。Wang 等[23]利用 CRISPR/Cas9

技术在体外对 EBV基因组进行靶向编辑，结果表明

CRISPR/Cas9 技术可以有效减少 EBV 的病毒滴度，

显著降低了 EBV 引起的成瘤效应，这一结果表明

CRISPR/Cas9 可以作为一种新的治疗手段应用于

EBV的预防与治疗。 

2  CRISPR/Cas9技术在HIV-1治疗中的应用  

目前，CRISPR/Cas9 技术在 HIV-1 治疗过程中

能够通过靶向编辑 CCR5 基因座位、直接或间接清

除 HIV-1 原病毒等方式最终实现将患者体内 HIV-1

彻底根除(图 2)。 

2.1  CRISPR/Cas9靶向编辑 CCR5基因座位 

HIV-1 侵染 CD4+T 细胞表面时需要与细胞表面
的 CD4+受体和 CCR5/CXCR4 共受体结合[24]，如果

纯合子个体 CCR5基因缺失 32 bp碱基后(CCR5Δ32)
既具备天然抵御 R5-tropic HIV-1的能力。因此，美
国辉瑞公司(Maraviroc)研制的 CCR5 拮抗剂可以有
效阻断 HIV-1 与 CCR5 结合，继而有效防止 CD4+T
细胞感染 HIV-1[25,26]。已有成功案例表明向 HIV 阳
性患者异体移植 CCR5Δ32 造血干细胞能够彻底清
除 HIV-1[27]。但是这一治疗手段很难被推广，主要

由于携带纯合子 CCR5Δ32基因的人群数量极少，并
且寻找到主要组织相容性复合体匹配的“捐赠”者更
是困难，而且目前骨髓移植成功率较低[28,29]。同时，

辉瑞公司研制的 CCR5 拮抗剂价格昂贵并且药物作
用时间短。因此，鉴于 HIV-1 原病毒长期潜伏于宿
主细胞且很难被清除的特性，以及纯合子 CCR5Δ32
基因个体具备天然抵御 R5-tropic HIV-1能力的特点。 

 

 
 

图 2  CRISPR/Cas9 基因组编辑技术针对 HIV-1 感染疾病的不同治疗策略 
Fig. 2  Different therapeutic approaches against HIV using CRISPR/Cas9 gene editing technology 
A：CRISPR/Cas9能够改造哺乳动物造血干细胞产生 CCR5Δ32突变型干细胞，进而阻止 HIV-1侵染细胞；B：CRISPR/Cas9能够靶向
作用于 HIV-1 原病毒 LTR 区，进而直接清除存在于哺乳动物体内的 HIV-1 原病毒；C：CRISPR/Cas9 能够靶向识别并且激活存在于
动物体内的 HIV-1原病毒，结合 HAART药物最终对 HIV-1彻底清除。参考文献[1]修改绘制。 

 



 

第 1期 韩英伦等: CRISPR/Cas9基因组编辑技术在 HIV-1感染治疗中的应用进展 13 

 

    

Holt等[30]已经成功将CCR5-specific ZFN转入CD34+

造血干细胞与 CD4+T细胞后，将这两种细胞“种植”
于小鼠体内随即利用 HIV-1 感染小鼠，结果显示
ΔCCR5 细胞表现出较强的抵御 HIV-1 病毒的能力，
并且经过基因编辑后的小鼠明显较未处理的小鼠存

活时间增长。在临床研究方面，Tebas等[31]利用腺病

毒载体在体外将 CCR5-specific ZFN 导入来源于 14
名 HIV-1患者的 CD4+T细胞，随即将 CCR5-specific 
ZFN CD4+T细胞分别“注入”相应患者体内。跟踪检
测结果显示，42个月之后经基因修饰的 T细胞依然
能够在患者体内存在，并且患者体内的 HIV-1 呈明
显减少趋势。因此，利用基因治疗手段诱使 CCR5
基因突变的方法在临床上治疗 HIV-1 拥有相当大的
应用前景。 

CRISPR/Cas9 诱使 CCR5 基因突变的能力强于
ZFN和 TALEN技术，主要是由于单链 sgRNA更容
易对 CCR5 基因进行识别，并且具有更强地靶向识
别特异性。Cho等[32]将含有靶向结合CCR5的 sgRNA
和 Cas9 的真核表达质粒转染入 CD4+T 细胞后发现
CRISPR/Cas9 对 CCR5基因具有较强的抑制活性。Ye
等[12]将 TALEN 与 CRISPR/Cas9 协同导入 piggyBac
转座子能够分泌并产生 CCR5Δ32缺失的 iPSCs。经
基因修饰的 iPSCs 能够分泌出具有天然抵御 HIV-1
能力的单核细胞和巨噬细胞。Wang 等 [33]将偶联

CCR5 靶向 sgRNAs 的 Cas9 利用慢病毒载体直接转
入经改造后的 CD4+T 细胞后发现，CCR5 基因依然
能够在 T 细胞系中稳定表达并能够产生强烈的细胞
毒副作用。其原因在于 CCR5 基因座位与 CCR2 基
因座位较近，CCR5靶向 sgRNAs脱靶后极有可能与
CCR2结合，CCR2失活后不能抵御外源 DNA入侵，
所以产生较强的细胞毒性。因此，利用 CRISPR/Cas9
靶向编辑 CCR5基因座位的方法治疗 HIV-1还需要对
CRISPR/Cas9进行进一步“改造”来减少脱靶几率。 

2.2  CRISPR/Cas9直接清除 HIV-1原病毒 

目前，HAART 治疗艾滋病的弊端在于无法清除
终生伴随患者的 HIV-1 原病毒。Siliciano 等[34~36]发

现在 HIV-1患者持续接受 HAART药物治疗 60年之
后，在患者 CD4+T细胞中仍然能够检测到 HIV-1原
病毒的存在。因此，需要新的治疗方法直接作用于

HIV-1原病毒基因靶点清除原病毒。 

为了能够直接灭活或删除 HIV-1 原病毒 DNA，
Hauber 等[37~39]设计了一种命名为 Tre-recombinases
的核酸酶，这种核酸酶在体外能够作用于原病毒

LTR (Long terminal repeat)区进而达到灭活原病毒的
目的。此外，Buchholz 等[38]还发现 Tre-recombinases
被整合到慢病毒载体后能够有效进入 CD4+T细胞和
CD33+造血干细胞中，直接作用于原病毒 LTR 区的
TAR(Transactivation response element)序列，继而对
原病毒进行灭活，并且整个过程基本不对宿主细胞

产生任何毒副作用。Qu等[40]同时发现，经过定向改

造后的 ZEN同样能够作用于 HIV-1原病毒 LTR区的
TAR序列，最终达到彻底清除 HIV-1原病毒的目的。
目前，Tre-recombinases 和 ZEN 遇到的共同问题是
操作复杂与费用昂贵。 

Ebina 等[41,42]近期发现 CRISPR/Cas9 基因编辑
技术能够有效利用其 sgRNAs 靶向作用于 HIV-1 原
病毒 LTR区，对 HIV-1原病毒进行有效清除。他们
还发现在感染 HIV-1的细胞中使用携带 2个 sgRNAs
的 CRISPR/Cas9系统可以明显抑制病毒复制与再生
效率，并且证明 CRISPR/Cas9 可以识别病毒基因组
的多个位点。此外，Ebina 等[42]通过大量实验表明，

CRISPR/Cas9 在清除小神经胶质和 T 细胞系 HIV-1
原病毒的过程中，伴随着抑制病毒基因引起的

TNF-α、HDAC等的活化反应，从而能够抵抗 HIV-1
病毒的再次感染。同时，CRISPR/Cas9 能够在细胞
中长期“共存”不被细胞所降解清除，从而使细胞免
受 HIV-1 侵袭。Belmonte 等[43]发现 Cas9 被导入人
源造血干细胞，造血干细胞能够分化成正常并且具

有抗 HIV-1 活性的单核细胞和巨噬细胞。这些发现
都为 CRISPR/Cas9 技术能够真正应用于临床治疗积
累了大量的实验数据。 

2.3  CRISPR/Cas9介导活化 HIV-1原病毒 

在 Ebina 等[41,42]发现 CRISPR/Cas9 基因编辑技
术可以直接清除 HIV-1 原病毒的同时，Konermann
等[1]提出经过“改造后”的 CRISPR/Cas9 可以作为一
种协同药物，协同 HAART药物彻底根除 HIV-1。截
止到目前，临床上治疗 HIV-1 感染后正处于“潜伏”
期患者的主要方法为诱使 HIV-1 原病毒活化，活化
后的 HIV-1 能够进行病毒复制，进而直接侵染宿主
细胞和免疫系统，随后利用 HAART 药物对活化的
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HIV-1 进行彻底清除。但是，该治疗方法存在相当大
的弊端在于 HAART 药物对 HIV-1 原病毒不具有靶
向性，因此无法确定处于“潜伏”期细胞中 HIV-1 原
病毒的数量以及是否被彻底激活并被清除[44,45]。近期，

Siliciano 等 [46]提出哺乳细胞中存在处于“潜伏”期
HIV-1原病毒的数量远远超出最初的预计值，所以利
用目前常规方法很难将 HIV-1原病毒彻底根除。因此，
临床上急需寻找一种靶向性激活 HIV-1 原病毒，并
结合 HAART 最终根除 HIV-1的药物。 

CRISPR/Cas9 基因组编辑技术经“改造”后可以
靶向识别 HIV-1原病毒，并能够有效激活 HIV-1。“改
造”后的 CRISPR/Cas9包含一个失活的 Cas9 (dCas9)、
sgRNA 和一个疱疹病毒转录激活结构域(VP16)或者
4个疱疹病毒转录激活结构域(VP64)。VP16和 VP64
能够显著提高靶基因的表达效率。经过“改造”后的
CRISPR/Cas9 识别靶基因的能力得到显著增强[47]。

随后，Maeder 等[48]对这一技术进行了进一步完善，

他们在 dCas9 上添加了多个非重叠并针对同一启动
子的 sgRNAs，同时添加了多拷贝的 dCas9-VP64融
合蛋白质。dCas9-VP64融合蛋白质与命名为 SunTag
的多肽支架结合，通过 SunTag可以大量招募来源不
同的抗体融合蛋白质，进而将这些抗体融合蛋白质

连接于 dCas9 的启动子区域。 Konermann 等[49]对

dCas9 与 sgRNAs 进行互作晶体解析后发现，将
sgRNAs 与经过修饰的配体结合能够促进 dCas9 招
募疱疹病毒转录激活结构域。随后，Konermann等[49]

运用一个短的能够与 RNA 结合的短发卡核酸适配
子与以二聚体形式存在的MS2噬菌体外壳蛋白结合，
进而形成了一个协同 dCas9 招募疱疹病毒转录激活
结构域的激活调节系统，以期提高 CRISPR/Cas9对
HIV-1原病毒的识别与活化效率。因此，经过“改造”
后的 CRISPR/Cas9 可以利用其 sgRNA 靶向识别
HIV-1 原病毒 5’ LTR 启动子区的转录起始位点
(Transcriptional start site, TSS)，TSS上游−200 bp至
+1 bp为 sgRNA识别的“hotspots”区域，继而可以完
全激活 HIV-1 原病毒，然后利用 HAART 药物完成
对 HIV-1的彻底清除[49,50]。 

3  展  望 

CRISPR/Cas9 基因组编辑技术能够方便、快捷

地对目的基因组进行有效编辑。在人类疾病治疗上，

CRISPR/Cas9技术的出现为 HIV-1、癌症等难以攻克
的疾病治疗方面提供了新的医疗手段。对 HIV-1 型
艾滋病的治疗，CRISPR/Cas9 技术通过改造哺乳动
物造血干细胞产生 CCR5Δ32突变型干细胞，实现阻
断 HIV-1 病毒侵染哺乳动物细胞；CRISPR/Cas9 还
能够靶向作用于 HIV-1原病毒 LTR区，进而彻底清
除存在于哺乳动物体内的 HIV-1 原病毒；同时，
CRISPR/Cas9 基因组编辑技术可以经“改造”后靶向
识别并激活 HIV-1 原病毒，结合 HAART 药物对生
物体内存在的 HIV-1 彻底清除 (图 2)。目前，
CRISPR/Cas9 对 HIV-1 的治疗还只限于理论研究层
面，并没有真正应用于临床治疗，而且 CRISPR/Cas9
的安全性与稳定性仍需要进一步鉴定，sgRNAs的脱
靶原因及脱靶率需要深入分析，安全、快速、有效

地将 CRISPR/Cas9 转入细胞内所选择载体需要反复
斟酌。尽管如此，CRISPR/Cas9 终将在未来彻底根
除 HIV/AIDS过程中发挥不可替代的作用。 
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