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AD 是一种中枢神经系统退行性疾病，是最常

见的、不可逆的、进行性加重的痴呆症，约占痴呆患

者的 60%～70%。据 WHO 统计，2019 年 AD 和其他

形式的痴呆症被列为全球第 7 大死因［1］，目前全世

界有超过 5 500 万人患有痴呆症，且估计 2050 年将

有约 1.39 亿痴呆症患者［2］。痴呆症是全球导致残

疾和依赖的主要原因，全球痴呆症的总社会成本估

计为1.3万亿美元。从2000至2019年，AD的伤残调整

生命年（disability adjusted life year， DALY）增加了一倍 

多［1，3］。我国第 7 次全国人口普查显示，我国老龄

化进程明显加快，60 岁及以上人口约 2.64 亿，占总

人口的 18.70%，与 2010 年第 6 次全国人口普查相

比人口的比重上升 5.4 个百分点［4］。一项横断面研

究显示，我国痴呆的总患病率为 6.0%，60 岁及以上

人群中有 1 507 万例痴呆患者，其中 AD 患者 983 万 

例［5］。1990 至 2019 年，我国因 AD 导致死亡的顺位

从第 10 位上升至第 5 位，AD 及其他痴呆的疾病负

担也从第 27 位快速上升至第 15 位，标化 DALY 率增

长了 5.7%［6］。因此加强对 AD 的检测、预防与治疗，

是有效应对我国人口老龄化的必要之举，也是缓解
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全球人口压力，稳定社会和经济发展的必经之路。

随着对 AD 相关生物标志物的开发、神经心理

测评的标准化以及老年痴呆防治服务网络的逐步建

立，AD 的预防、早期识别与干预正在逐步走上正轨。

但 AD 的治疗手段仍然较局限，国内已上市的药物

主要包括胆碱酯酶抑制剂和 N- 甲基 -D- 天冬氨酸

（N-methyl-D-aspartate， NMDA）受体拮抗剂等。因此，

有必要引入新的研究方法，以获得更加精准有效的

研究与治疗手段。随着基因编辑技术的发展，尤其

是CRISPR/Cas9 技术的出现，基因治疗不再遥不可

及。该技术不仅为遗传病的治愈提供了新方法，更是

为复杂的特发性疾病的研究及治疗提供了新思路。

一、CRISPR/Cas9 基因编辑技术

基 因 组 编 辑 是 一 种 基 因 工 程 技 术，是 指 在

细胞 DNA 中引入特定的序列变化。常用方法是

利用工程化核酸酶在特定位点产生 DNA 双链断

裂（double strand break，DSB），诱 导 非 同 源 末 端 连

接（non-homologous end-joining，NHEJ）或 同 源 重 组

（homologous recombination，HR），从 而 完 成 特 定 序

列的插入、删除、修改或替换。常见工程化核酸酶

有锌指核酸酶（ZFNS）、转录激活样效应型核酸酶

（Talen）和 Cas（clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats associated protein）核酸酶等。其

中，CRISPR/Cas9 基因编辑技术的发现者被授予了

2020 年诺贝尔化学奖［7］。自 2002 年 CRISPR 被命名

至今只有 20 年［8］，但其发展却是激增的，可见其创

新性与变革性。

1. CRISPR/Cas 基 因 编 辑 系 统：CRISPR/Cas 系

统是细菌和古细菌的适应性免疫系统，通过切割

外源 DNA 并整合到 CRISPR 近端的宿主染色体上，

以保护其自身免受病毒和质粒的入侵，从而能够检

测特异性序列和沉默外源核酸［9-10］。通过设计引

导RNA可以靶向和切割特异的目的基因序列，因

此CRISPR/Cas系统是高效的、通用的、可编程的基

因组编辑工具［11］。CRISPR/Cas系统大体分为 2 类， 

第1类为CRISPR/Cas系统利用多蛋白效应复合物［12］，

第2类为CRISPR/Cas系统利用单蛋白效应复合物［13］。

2. CRISPR/Cas9 基因编辑技术的发展与应用：

目前应用最广泛的CRISPR/Cas9系统属于第2类，是

源于化脓性链球菌（Streptococcus pyogenes）的 Cas9

核酸酶（SpCas9），不仅可以在体外切割双链 DNA［13］，

还可以在细菌［14］、哺乳动物和人类细胞中实现基因

组编辑［15-16］。该系统由 CRISPR 相关核酸酶 Cas9、

一种特异性决定的CRISPR RNA（CrRNA）和一种辅

助 的 反 式 激 活 的 crRNA（TracrRNA）组 成［12］，其 中

crRNA和tracrRNA可以通过局部碱基配对嵌合成一个 

单导 RNA（single guide RNA，sgRNA）发挥作用［17］。

sgRNA含 20nt靶基因互补配对序列，用于识别目的

基因组序列，并引导Cas9蛋白酶对DNA双链进行有效

切割，形成双链断裂。此外，该目的基因序列的3'端 

需 有 合 适 的 PAM（protospacer adjacent motif）序 列，

其功能类似于开关，触发 Cas9 在靶序列中产生双

链 DNA 断裂。不同的 Cas 酶要求不同的 PAM 序列，

Cas9 所需的 PAM 序列为 5'-NGG。随着越来越多的

自然或工程 Cas9 同源物及其他 Cas 酶的发现，其适

用范围在不断扩大［18］。如 Liu 等通过噬菌体辅助的

定向进化开发出了 SpCas9 的突变体，其将 PAM 序列

的范围扩大了至少 4 倍［19］。

对于双键断裂后修复过程的精确调控是目前

亟待解决的问题之一［20］，有研究希望通过先导编辑

（prime editor）［21-22］、表观遗传编辑（chroma epigenetic 

editor）［23］等方法，实现不断裂 DNA 双链即可实现

基因编辑或精准调控基因表达。Cas9 通过 2 个催化

结构域（RuvC 和 HNH）在 DNA 中引入双链断裂，将

这 2 个结构域定点突变（D10A 和 H480A）后形成核酸

酶失活的 Cas9（nuclease-dead Cas9， dCas9）变体［11］。

dCas9 可通过与各种效应域融合，作为序列特异性

募集效应蛋白的多功能工具，从而产生 CRISPR 干

扰（CRISPRi）或 CRISPR 激 活（CRISPRa），实 现 基 因

表达调节［24］、表观遗传编辑［25］等。CRISPR/Cas9 作

为一种低成本、快速、高效、可扩展的操纵基因组序

列的工具［25-27］，其蕴含的用于疾病治疗的潜力也在

不断被挖掘，越来越多的研究在探索基因治疗的新

策略［28-30］。

二、基因编辑系统递送载体

CRISPR/Cas9 基因编辑系统可以以 3 种形式被

递送：（1）编码Cas9蛋白和sgRNA的质粒；（2）翻译为

Cas9 的 mRNA 和 sgRNA；（3）Cas9 蛋 白 和 sgRNA 形

成的核糖核蛋白复合体（ribonucleoprotein complex，

RNP）。 相 较 而 言，以 RNP 形 式 递 送 的 脱 靶 效 应

较 低［31］。 物 理 递 送 的 方 法 主 要 包 括 显 微 注 射

（microinjection）和电穿孔（electroporation）等，适用于

体外递送实验。体内递送更具挑战性，主要有病毒

载体和非病毒纳米颗粒载体。目前，如何高效且有

针对性地将 CRISPR/Cas9 基因编辑系统递送至体内

所需细胞中，仍是基因编辑体细胞治疗发展中的最

大瓶颈［32］。
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1. 病毒载体：常见病毒载体包括腺病毒载体、

慢 病 毒 载 体 和 腺 病 毒 相 关 病 毒（adeno-associated 

virus，AAV）载体等，其最突出的优势在于转染效率

相对较高。病毒载体中应用最为广泛的是 AAV，现

已有 5 种使用 AAV 载体的基因治疗药物被批准用于

临床，如用于脊髓性肌萎缩的 Zolgensma 和用于先

天性失明患者的 Luxturna［33-34］。

AAV是依赖病毒属细小病毒科的一种非包膜的

单链DNA病毒，与其他病毒相比，免疫原性较低［35］。

重组 AAV 载体由于缺少反应元件，不会与宿主基因

组整合，当然其引起插入突变的风险仍然存在［36］。

通过设计改造 AAV 载体或定向进化 AAV 变异体等

方式，AAV 载体也在不断开发中。最近，有研究显

示一种新的重组 AAV 变异体（rAAV 2-Retro）可以对

投影神经元进行稳健地逆行访问，从而有潜力实现

检查神经回路功能，以及在目标神经元中进行基因

组编辑［37］。AAV 载体最大的缺点在于装载量较低，

通常只能携带约 4.4 kb 的外源 DNA，而编码 SpCas9

的 DNA 长度为 4.2 kb。因此当需要插入同源定向

DNA 修复的模板时，就需要同时使用多个载体。当

然，随着源于空肠弯曲菌（Campylobacter jejuni）的

Cas9 核酸酶（CjCas9）等较小的 Cas9 蛋白的发现，可

以规避这个问题［38］。病毒类载体还有一个共性问

题在于，基因编辑元件的长时程表达，这可能会导

致脱靶效应及免疫反应的产生，其持久性与安全性

仍需考量［39-41］。有研究通过改造慢病毒颗粒来递送

Cas9的mRNA，以实现基因编辑系统的瞬时表达［42］。

2. 非病毒载体：虽然非病毒载体的递送效率不

如病毒载体，但其可瞬时暴露基因编辑系统，且能

通过递送 RNP 以减少 Toll 样受体（Toll-like receptors， 

TLR）的激活，具有较低的免疫毒性［43］。常见的非

病毒载体有脂质纳米颗粒（lipid nanoparticles，LNP）、

无机纳米颗粒（inorganic nanoparticles）等。

LNP 是应用时间最久研究最深入的非病毒载

体，其优点在于低免疫原性和毒性。由于 LNP 入胞

后易被引导进入溶酶体途径从而使内容物被降解，

因此其递送效率较低。通过修饰LNP表面可帮助颗

粒靶向特定的细胞或组织、避免免疫系统检测或促

进内体逃逸［44］。

无机纳米颗粒中的金纳米颗粒（gold nanoparticles，

AuNPs）由于稳定、易合成和表面功能化等优点，近

年来发展较快。AuNPs 的核心为直径为 15 nm 的金

粒子，其与 5'- 硫醇修饰的单链 DNA（DNA-SH）结合，

然后与供体 DNA 杂交后可装载 RNP，最后用能够破

坏核内体的聚合物 PAsp（Det）包被，从而 AuNPs 入

胞后内容物可快速向胞质释放［45］。

较新颖的非病毒纳米载体还有：细胞穿透肽

（cell-penetrating peptides， CPPs），两亲性的或非极性

的短链氨基酸［46］；DNA 纳米粒子（DNA nanoclew），

通过滚动循环放大方法合成的类似纱线的 DNA 纳

米粒子等［47］。

三、CRISPR/Cas9 技术在 AD 治疗研究中的应用

进展

CRISPR/Cas9 作为一种快速、高效的工具，不仅

促进了 AD 疾病模型的建立，而且是 AD 致病机制研

究中的一种有力手段。惊喜的是由于 CRISPR/Cas9

在疾病治疗方面具有潜力，关于致病机制研究可拓

展为基因治疗靶点的选择，为 AD 的治疗提供了新

策略。

1. 建立 AD 疾病模型：动物 / 细胞系疾病模型是

研究发病机制、疾病进展和治疗方法的重要工具。

CRISPR/Cas9 技术的发展使得突变动物 / 细胞系模

型的建立变得更加便宜、快速和精确，从而开发出

更接近疾病状况的模型［48］。

啮齿类动物由于寿命相对较短、繁殖容易、繁殖

速度快、成本较低而被广泛应用于建立疾病模型。可

通过手术或药物处理的方式来模拟AD病症，如向大

鼠脑中海马区域注射寡聚β-淀粉样 1-42 肽［49］，或直

接向大鼠脑室内注射喹啉酸［50-51］、AF64A［52］等化合

物以损伤胆碱能神经元。虽然这类方法造模时间短，

但由于个体差异等因素，其结果的再现性不佳［53］。

目前在 AD 基础研究中啮齿类转基因小鼠模型的应

用最为广泛。1996 年由 Hsiao 等［54］建立的 Tg2576

小鼠，通过外源启动子过表达含有双重瑞典突变

（K670N 和 M671L）的人源 APP695。APP/PS1 小鼠过

表达 APP（K670N，M671L）和早老素 -1（presenilin-1， 

PS1）（M146L），是由 Tg2576 小鼠和表达突变型 PS1

（M146L）基因的小鼠杂交的后代［55］。2006 年 Oakley

等 通 过 小 鼠 胚 胎 原 核 显 微 注 射 建 立 了 5xFAD 小

鼠［56］，包含 APP 双重瑞典突变（K670N/M671L）、佛

罗里达突变（I716V）、伦敦突变（V717I）和 PS1 突变

（M146L+L286V） 5 个 家 族 性 AD （familial Alzheimer 

disease， FAD）相关突变。上述模型中涉及的传统

转基因方法依赖于胚胎干细胞，既耗时又昂贵。

CRISPR/Cas 介导的基因组编辑可以高效地同时产

生多个基因的突变，更便宜，更快，更精确［57］。最

近有研究利用 CRISPR/Cas9 将小鼠和大鼠 APP 基因

中 3 个关键残基突变（G676R，F681Y，R684H），以生



· 789 ·神经疾病与精神卫生 2022 年 11 月 20 日第 22 卷第 11 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， November 20，2022，Vol.22，No.11

成内源性 APP 基因中携带人源化 Aβ 序列的小鼠和

大鼠，从而避免了通过外源基因的异位表达来过表

达人源APP基因时对插入位点或其附近的基因的影

响［58］。也有很多研究希望使用 CRISPR/Cas9 编辑

大型动物的基因以模拟人类基因突变，从而建立大

型神经退行性疾病动物模型，如猪、猕猴等［59-61］。

诱导性多能干细胞（induced pluripotent stem cells， 

iPS）具有类似于胚胎干细胞的全能性，又无道德

伦理争议，自被提出以来就在构建疾病模型方面显

示出极大的优势［62］。很多研究是利用患者来源的

iPSC细胞建立AD模型［63］，2016 年Paquet等［64］利用

CRISPR/Cas9 在正常人来源的 hiPSC 中高效导入特

异性纯合或杂合突变，从而构建杂合 / 纯合 APPSwe

和 PSEN1M146V 突变的 iPSC 衍生的皮层神经元 AD 模

型。这使得建模时间缩短，并且不受患者细胞的可

用性和可变遗传背景的限制［65］。

2. 致病机制研究：目前对于 AD 发病原因的认

识仍然有限。随着 CRISPR/Cas9 技术的发展，基因

编辑得以越来越精确地实现，能够很好地降低非目

标效应产生，从而有利于特定基因的细胞功能及相

关信号通路的研究。

FAD 已被证明与编码淀粉样蛋白 β 前体蛋白

（amyloid-beta precursor protein， APP）、早老素1（presenilin 

1， PSEN1）和 早 老 素 2（presenilin 2， PSEN2）的 基 因

突 变 有 关［66］。 然 而 大 多 数 AD 病 例 为 散 发 性 AD 

（sporadic Alzheimer disease， SAD）。 最 近 的 全 基 因

组关联研究显示，SAD 的风险在一定程度上也是

由 基 因 驱 动 的［67］。SAD 最 强 的 遗 传 危 险 因 素 是

APOEε4，是 载 脂 蛋 白 E（apolipoprotein E， APOE）

的 4 个 等 位 基 因 之 一［68］。 有 研 究 利 用 CRISPR/

Cas9 构 建 了 APOE 敲 除 的 SK-N-SH 人 神 经 母 细 胞

瘤细胞 AD 模型，以进一步研究 APOE 的内源性功

能。有研究通过 CRISPR/Cas9 技术建立风险基因敲

除的 hiPSC 细胞系，并证实了 AD 风险基因 SORL1/

SORLA 在调节 APP 加工过程中的重要性，并提示了

它可能在调节核内体网络功能中发挥更广泛的作

用［69］。髓样细胞触发受体 2（TREM2）基因也是 AD

风险基因，主要在小胶质细胞和星形胶质细胞的细

胞膜上表达，其突变可提高 AD 的发病风险［70］。为

研究 TREM-2-Y38C 变异体及 TREM-2 缺陷对神经

元功能的影响，有研究利用 CRISPR/Cas9 技术建立

了 TREM-2Y38C/Y38C 和 TREM-2-/- 小鼠，发现在无病理

触发的情况下，小鼠小胶质细胞形态改变，突触蛋

白丢失而且海马突触可塑性降低，从体内途径证明

了 TREM-2 会影响神经元的功能［71］。细胞朊蛋白

（cellular prion protein，PrPC）的分子功能及其在 AD

中的神经毒性作用机制目前尚不完全清楚。有研究

利用 CRISPR/Cas9 技术建立 PrP 基因敲除的小鼠乳

腺 NMuMG 细胞克隆，然后进行了定量蛋白质组学

研究［72］。

3. 基因治疗潜力：虽然 AD 致病机制还未完全

被揭示，但其典型的病理学表现为 Aβ 肽的沉积

和神经原纤维缠结（neurofibrillary tangles，NFT）的

存在，而可溶性 Aβ 低聚物相对于纤维状 Aβ 具更

显著神经毒性等理论是已被大家广为接受的［73］，

由此为通过基因编辑改善 Aβ 相关表型，从而治

疗或缓解 AD 提供了依据。Duan 等［74］利用可跨越

血脑屏障的 AAV-PHP.eB 作为载体［75］，通过静脉

注射后向 5XFAD 和 APP/PS1 转基因小鼠大脑递送

CRISPR-Cas9 系统，实现了在体内选择性地有效地

编辑人 APPswe 等位基因，不仅减轻了转基因小鼠模

型中 Aβ 相关的病理、小胶质细胞增生和神经突营

养不良，而且改善了小鼠的认知功能。Bace1 编码

β 分泌酶 1，是生产 Aβ 肽段所必需的。Park 等［76］

利用两亲 R7L10 纳米颗粒作为载体，直接注射至

APPNL-G-F/NL-G-F 和 5XFAD 转基因小鼠海马 CA3 区递

送CRISPR-Cas9系统靶向Bace1，降低了Bace1表达，

并在一定程度上改善了 AD 小鼠模型的认知缺陷。

也有研究希望通过 CRISPR-Cas9 介导保护性

碱基突变或基因激活以实现对 AD 的预防或治疗。

2012 年 Jonsson 等［77］在对 1 795 名冰岛人的全基因

组序列数据研究中发现了APP基因的一个编码突变

（A673T）。这一突变可减少 APP 的 BACE1 裂解，赋

予 AD 保护作用。Guyon 等［78］通过 CRISPR/Cas9 修

饰了 HEK293T 细胞和 SH-SY5Y 神经母细胞瘤中的

APP 基因，实现了 A673T 突变，并使得 Aβ40 及 Aβ42

肽表达下降。解整合素金属蛋白酶 10（A disintegrin 

and metalloprotease 10，ADAM10）是 α 分泌酶家族

的成员，而 α 分泌酶与生成 Aβ 的 β 分泌酶途径

是相互排斥的。因此 ADAM10 α 分泌酶活性的上

调可能会使得 Aβ 积累减少并上调海马体中的神

经发生［79］。Park 等［80］利用两亲 R7L10 纳米颗粒作

为载体递送 CRISPR/Cas9 激活剂系统，直接注射至

5xFAD 转基因 AD 小鼠的海马区，观察到 Adam10 水

平显著增加，缓解了 Aβ 斑块沉积并改善了认知缺

陷，且不诱发双链断裂 DNA 损伤。

综上所述，CRISPR/Cas9 基因编辑技术具有周

期短、成本低廉、高效且可扩展等优点，在基础研究
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中表现出了强大的动力，在临床治疗中也显示出巨

大的潜力。尽管现已有很多成果显示出其在 AD 研

究及治疗中的作用，但仍有许多问题待解决。最突

出的问题在于需开发一种安全、靶向性强、高编辑

效率及低免疫原性的递送载体。对于 CRISPR/Cas9

基因编辑技术的脱靶效应，以及人类对 Cas9 有预先

存在的体液和细胞介导的适应性免疫反应等问题也

不容忽视。此外，基因编辑技术的应用应该遵循道

德、伦理与法律的约束。
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