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CRISPR/Cas9 基因组编辑技术在癌症研究中的应用 
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摘要: CRISPR/cas9 基因组编辑技术因其设计简单以及操作容易，使其在基因编辑的研究中越来越受到欢迎。

利用该技术，科研人员可以实现在碱基的水平对基因组进行定点修饰。CRISPR 系统现已经被广泛地应用到多

个物种的基因组编辑以及癌症的相关研究中。本文在最新研究进展的基础上，结合对癌症研究及基因组编辑技

术的理解，对 CRISPR/Cas9 技术在癌症研究中的应用进行了综述。 
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Abstract:  The CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated protein-9 

nuclease) genome editing technology has become more and more popular in gene editing because of its simple design and 

easy operation. Using the CRISPR/Cas9 system, researchers can perform site-directed genome modification at the base 

level. Moreover, it has been widely used in genome editing in multiple species and related cancer research. In this review, 

we summarize the application of the CRISPR/Cas9 system in cancer research based on the latest research progresses as well 

as our understanding of cancer research and genome editing techniques. 
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CRISPR(Clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats)是在细菌中发现的适应性免疫

反应系统(Adaptive immune system)，能有效抵抗噬
菌体(Bacteriophage)等对细菌造成的损伤。在这套系统
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的基础上，科学家发展出一种新的基因组编辑技术

—CRISPR/Cas技术[1]。现在所广泛使用的CRISPR/cas 9
系统是由 II 型 CRISPR 改造而来，并应用到分子生
物学的相关研究中，成为一种可用于基因组编辑的

分子生物学利器[2, 3]。CRISPR/Cas9系统由于没有物
种的限制，已经成功在小鼠(Mus musculus)、大鼠
(Rattus norvegicus)、水稻 (Oryza sativa)等多种动物和植
物中实现了基因的精确编辑[4~11]。近年来CRISPR/Cas9
的应用得到更进一步的发展，如调控基因的转录激

活和抑制等，丰富了分子生物学研究的方法并被应

用到各种研究中[12~15]。 
CRISPR/Cas9系统由单链的 sgRNA和有核酸内

切酶活性的 Cas9 蛋白构成。当 Cas9 酶剪切基因组

时可以在 PAM（Protospacer-adjacent motif）序列前

产生一个双链的切口（Double-strand breaks ，DSBs），

由于细胞基因组具有自我修复的功能, 通过非同源

末端连接（Nonhomologous end-joining，NHEJ）的

方式可以使基因组发生随机的 INDEL效应（Insertion 

and deletion）。当细胞内具有基因组同源臂的序列存在

时，基因组会进行同源修复（Homology-directed repair，

HDR），从而实现基因组任意位点的序列编辑[4, 5]。

基于此，科学家实现了对基因组的精确编辑并且将其

应用于遗传病的治疗。对动物受精卵或者体细胞导

入 Cas9 蛋白的 mRNA，以及包含特定靶点序列的

sgRNA(如果是基因组突变则需包含同源序列的模板)，

即可实现动物体内基因的失活或缺陷基因的修复[16]。 

癌症一直是人类所面对的最主要的疾病之一，

也是当前主要的研究领域之一。由于 CRISPR/Cas9

系统具有设计简单和易于操作的优点，研究者们将

CRISPR 系统创造性地应用于癌症的研究中。

CRISPR 系统的应用不仅丰富了癌症研究的技术手

段，更提供了癌症研究的新视角和新思路。本文对近

期 CRISPR/Cas9技术在癌症研究中的应用进行综述。 

1  建立小鼠癌症模型的新方法 

随着测序成本的降低及高通量测序结果的涌现，

科学家们在肿瘤细胞基因组测序数据的分析中发现

了大量与癌症相关的基因突变。建立携带突变基因

的小鼠癌症模型是研究这些突变功能的最有效方法

之一，但是传统遗传改变模式动物的建立是一个费

时费力的过程[17,18]。 
2014年，麻省理工学院的科研人员利用 CRISPR

基因编辑系统，通过尾静脉注射 CRISPR 系统导入
到成年小鼠的肝脏中，对癌症相关基因进行突变，

构建了癌症模型[18]。他们通过破坏 p53 和 PTEN 这
两个重要的抑癌基因，使得成年小鼠肝脏生成了肿

瘤，建立了肝肿瘤小鼠模型[18]。该小鼠模型出现了

与传统的 Cre-loxp基因打靶方法构建的 PTEN、p53
基因敲除小鼠相似的肿瘤表型，但是构建模型的成

本更低、速度却更快[19]。此外在尾静脉注射带有β

-catenin靶点的 CRISPR系统的同时，他们还注射了
带有同源臂的模板序列，在小鼠的肝脏组织实现了

重要的癌症相关基因β-catenin的点突变，从而实现
了该基因的精确编辑。此项研究标志着利用 CRISPR
系统可以快速有效地建立了一种基于遗传改变的癌

症模型 ,为研究基因突变与肿瘤之间的关系提供了
一种有效的研究工具。 
上述研究采用尾静脉注射的方式使 CRISPR 质

粒系统进入小鼠体内，然后通过血液流动运送到各

个脏器从而发挥作用，但在这一过程中涉及两个可

能影响系统效率的问题：（1）质粒只能在血液运输
到的组织中发挥作用，并且受血液含量的限制；（2）
质粒如何能有效地到达指定的脏器并进入细胞发挥

作用，如何保证进入细胞的量来发挥有效的作用。

2014年，Platt等[19]将慢病毒与 CRISPR系统相结合
实现了对特定脏器高效率的基因组编辑[20]。他们在

小鼠基因组 Rosa26 位点敲入了 Cas9 蛋白，建立了
Cas9基因敲入小鼠。之后将包含有特定基因 sgRNA
的病毒系统注射到多个脏器之中，实现了对多脏器

（如脑、肾、肝、肺等）的基因编辑。p53、Lkb1、
Kras 三个基因是肺癌相关的重要基因，有研究表明
Lkb1基因突变可加剧肺癌发生[21]。Platt等[20]将表达

包含有 p53、Lkb1、Kras基因靶点的 sgRNA的病毒
注射到 Cas9基因敲入小鼠的肺中。注射后的小鼠肺
组织中出现了明显的肿瘤结节并随着时间的延长显

著增大，应用这一新方法建立了小鼠的肺癌模型[20]。

本研究所建立的模型与传统的遗传改变小鼠模型相

比，不仅能够实现多基因特定组织的基因敲除，而

且也实现了多基因共同作用对肺癌表型影响的模型，
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能更准确地反映癌症发生的机制和疾病的表型。 
CRISPR 系统最大的特点之一是可以实现对多

基因进行同时编辑。上文关于肺癌的研究应用已经

为人们展示了多基因编辑的应用前景。2015 年，
Matano 等 [22]将多基因编辑建立癌症模型的理念应

用到了结直肠癌的研究中[22]。结直肠癌是临床上常

见的一种消化道恶性肿瘤，在中国和美国都有很高

的发病率。在结直肠癌的患者样本中WNT、MAPK、
TGF-β及 TP53和 PI3K通路的基因有多发性的突变
现象，但是这些基因在癌症中的具体作用依然不是

十分清楚[23]。Matano等[22]应用 CRISPR系统对肿瘤
抑制基因 APC、SMAD4和 TP53，以及癌基因 KRAS
和 PIK3CA 进行突变，发现表达全部 5 种基因突变
的器官都出现了明显的肿瘤样的变化，细胞移植到

小鼠肾包膜下会形成肿瘤，此研究揭示了多基因对

癌症的共同作用，是一种新的癌症研究方法和思路。

2014年， Heckl等[24]将慢病毒载体与 CRISPR相结
合对造血干细胞中的多个基因（Tet2,Runx1,Dnmt3a
和 Nf1）进行编辑，发生基因突变的细胞出现了明显
的恶性髓系血液病的表型变化 [24]。 2014 年，
Sanchez-Rivera 等 [25]也将这种多基因编辑的方法应

用到了肺癌的研究中。Sanchez-Rivera 等 [25]使用表

达 CRISPR 系统的慢病毒注入肺脏中条件性表达
Kras 癌基因的模型小鼠中。CRISPR 系统靶向不同
基因（Pten, Nkx2-1），通过表型的分析研究每种基
因是与 Kras协同对肿瘤的影响。 
癌症是一种复杂疾病，具有复杂的机制和表型，

是多个基因和环境共同作用的结果。在上面介绍的

研究中关注的是多个已知基因对癌症的共同作用，

那么反过来，还可以分析癌症的表型是由哪些基因

所导致。针对这个问题，研究者将 DNA 测序和
CRISPR/Cas9 介导的基因敲除相结合，研究基因功
能的缺失与肿瘤生长和转移的表型间的相关性。

2015年张峰团队及 Phillip A. Sharp团队的 Sidi Chen
等[26]将这种研究思路应用到了癌症的研究中，使得

CRISPR 在癌症领域的应用提升到了一个新的层次[26]。

首先作者使用了一个包含针对 20611 个编码基因、
1175个 miRNA前体及 1000个对照序列靶点的 67405
个 sgRNA的 CRISPR文库，作用于一个不具有转移
能力的肺癌细胞系。将处理后的细胞接种于免疫缺

陷小鼠后，小鼠出现了明显的肿瘤转移表型。接着

作者将原发肿瘤和转移灶的肿瘤进行测序分析，发

现转移肿瘤中有部分基因发生了突变而功能缺失，

因此这些突变的基因和肿瘤的表型间具有潜在的联

系。文章中展示了 624个 sgRNA所造成的基因突变
与肿瘤生长和转移的表型变化密切相关。与传统单

一研究靶点的分子生物学实验相比，这种高通量的

挖掘疾病相关基因的研究方法更能反映基因与癌症

间的关系，揭示了复杂疾病的多基因调控的特性以

及多基因对表型的共同作用及其对应关系。 

2  癌症相关的染色体异构中的应用 

染色体重排是人类癌症细胞的一个特征，在多

种癌症的发病机制及癌症的治疗方案的相关研究中

具有重要的地位，如造血系统肿瘤如白血病和淋巴

瘤 [28, 29]。染色体重排产生的主要过程之一是诱导

DNA双链的断裂，而 CRISPR系统是通过断裂 DNA
的双链来实现基因编辑的，因此可以在癌症细胞中

分析染色体重排与癌症的关系。2014 年，Maddalo
等[30]应用 CRISPR 系统在小鼠体内进行了染色体重
排肿瘤模型的建立，建立在动物体内使用病毒介导

的 CRISPR/Cas9系统诱导特异性染色体重排细胞的
有效方法[30]。在非小细胞肺癌中，癌症细胞 2 号染

色体断裂，DNA序列发生反转后会使 EML4基因与
ALK 基因发生基因融合。EML4–ALK 融合基因会在
癌症的发生过程具有潜在的作用，是一个经典的染

色体重排发生基因融合并对癌症产生重要作用的例

子 [31]。Maddalo 等 [30]应用 CRISPR 系统实现了
EML4-ALK 融合基因肺癌小鼠模型。他们在肿瘤细
胞中表达 EML4-ALK 融合基因，建立了具有典型的
ALK+人类非小细胞肺癌的病理表型和分子特征的

模型。与传统的基因打靶的方法构建的模型相比，

此研究采用的实验方法成本更低速度更快[32]。2014
年，Torres等[33]也进行了相似的工作，应用 CRISPR

系统建立了细胞水平研究染色体重排的方案。尤文

氏肉瘤中染色体异构生成 EWSR1−FLI1 融合基因及
急性粒细胞性白血病中 RUNX1 与 ETO 生成的融合
基因比较常见，Torres 等[33]在细胞系和原代细胞中

建立了相应的染色体重排的模型，用以研究染色体
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重排与癌症的关系。以上的几项研究均采用 CRISPR
系统建立了癌症相关染色体重排模型，为癌症相关

的染色体重排的研究提供了新的思路和方法。 

3  癌症治疗中的应用 

CRISPR基因组编辑系统通过 sgRNA上携带的
靶点序列识别特定 DNA 序列，这种方式决定了
CRISPR系统具有很强的特异性。应用该技术可以进
行疾病基因突变位点的修复或者实现重要基因的功

能缺失，目前该技术已经成功地应用到多种遗传病

的治疗的研究中[34,35]。2015 年，Brandon 等[36]首次

将 CRISPR技术应用到了癌症相关的基因治疗研究，
他们设计了一种慢病毒载体使 CRISPR 系统可以被
doxycycline 进行诱导表达，并高效地对细胞进行编
辑[36]。应用这个系统，他们实现了对 MCL-1基因在
体内和体外的敲除。MCL-1 基因是人淋巴瘤细胞系
生长所必须的，当这个基因被敲除后，癌症细胞出

现了明显的死亡。为验证体内实验的有效性，他们

对皮下移植瘤的小鼠模型接种 21d后连续 5d在饲料
中加入诱导剂诱导 CRISPR 系统发挥作用，结果显
示小鼠体内的肿瘤出现了明显的退化和生长速度减

慢的表型变化。实验结果表明，慢病毒 CRISPR/Cas9
系统高效地实现了体内 CRISPR/Cas9介导的基因组
编辑，通过癌基因的敲除，可以作为一种潜在的新

型的癌症治疗方案。 

4  癌症相关药物靶点的筛选 

寻找癌症新的治疗靶点一直是癌症研究的主要

目标之一。CRISPR基因组编辑技术与基因组测序相
结合的突变靶点的选择方法在癌症的研究中具有重

要的意义，但是如果突变位点在非编码区或者外显

子 5′端，功能结构域依然保留，有可能即使发生突
变也不会对癌症的表型产生作用，因此在结果分析

的过程中会失去大量有用的信息[37~39]。2015年，Shi
等 [40]将这种方法进行了改进, 应用到基于 CRISPR
系统癌症相关药物靶点的筛选中。他们将 CRISPR
的靶点序列设计到基因外显子中编码蛋白功能结构

域的序列区域，因此基因突变发生在编码重要的结

构域的序列中，使蛋白失去这些结构。利用这个方

法，提高了高通量分析基因与疾病关系的准确性。

他们将这个方法应用到小鼠急性粒细胞性白血病细

胞中，对维持癌细胞生长存活及发育等过程具有重要

作用的蛋白及结构域进行检测和分析。通过对 192
个染色体区域进行分析，发现了 6个新的疾病相关的
功能结构域和 19个疾病相关的位点。该方法作为有
效的药物靶点选择与分析的有力工具，对于寻找合适

的药物作用靶点，开发癌症治疗药物具有重要意义。 

5  结语与展望 

CRISPR 系统使研究者可以快速简单地对基因

组进行精确的编辑，自该方法建立以来被广泛应用

于分子生物学研究中。图 1 展示了现阶段

CRISPR/Cas9 系统在肿瘤研究中的应用。除了前文

提到的应用外，该技术还可以实现 DNA的定点突变、

基因敲入、Mb 级别的片段删除、miRNA 及长链非

编码 RNA 的敲除、激活或抑制内源性的基因表达、

分子的标记示踪等[4, 5, 12, 27,41~45]。由此发展出几种组

织特异性编辑的方案，如应用病毒将 CRISPR 系统

导入特定的组织或细胞，或使用特殊的组织特异性启

动子等方法，更加适用于疾病机制及治疗的研究[46, 47]。

而这些方法可有效应用于癌症相关的分子机制的研

究，可以使机制更加的丰满及可信。 

CRISPR系统方便快捷，近年来发展迅速。但是

由于 CRISPR系统的特异性是由碱基配对所决定的，

由此带来的脱靶问题依然是这个系统面临的最主要

问题。已有研究将 Cas9 蛋白的结构域（D10A）进

行突变建立了 CRISPR 配对切口酶系统，从而大大

提高了 CRISPR 系统的特异性减少了脱靶的发生，

同时也更有利于基因编辑的准确性[48, 49]。最近研究

表明改变 miRNA 的表达可使肿瘤细胞恶性程度降

低[50]。因此对重要的基因或者 miRNA 进行编辑或

者突变具有潜在的治疗癌症的作用。CRISPR系统不

但可以对基因组进行编辑，而且还可以实现内源性

调控基因的表达,如使用突变的 dCAS9 蛋白并且融

合了转录激活结构域，可以在 sgRNA的引导下结合

到特定基因的启动子区域实现基因的内源性调控[12]。 



 

第 1期 王大勇等: CRISPR/Cas9基因组编辑技术在癌症研究中的应用 5 

 

    

 
 

图 1  CRISPR/Cas9 在癌症研究中的应用 
Fig. 1  The application of the CRISPR-Cas9 system in cancer research 
A：传统癌症动物模型；B：应用 CRISPR/Cas9编辑细胞的一个或多个基因，之后应用编辑后的癌细胞建立癌症细胞模型，分析基因
与癌症表型间的关系；C：鼠尾静脉注射 CRISPR/Cas9 系统或者在动物组织注射病毒包裹的 CRISPR/Cas9 系统实现动物体细胞或组
织特异性的基因编辑，建立癌症小鼠模型。 
 
因此随着 CRISPR 在临床上的逐步应用，未来很有
可能针对癌症实现基因治疗，对癌症细胞的基因组

进行修复，如突变、染色体变异、拷贝数变异、调

控肿瘤细胞基因的表达等，从而最终实现癌症的基

因治疗。 
本文综述了目前 CRISPR/Cas9 技术在癌症方面

的研究进展。相信在不久的将来 CRISPR 技术将像
PCR 技术一样很快融入到分子生物学的各项研究中，
可以帮助研究者快速地进行动物体基因组的编辑，

构建基因敲除以及精确的基因突变的小鼠，进行全

面的基因功能研究以及遗传性疾病的基因治疗[51~53]。 
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