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CRISPR/Cas9 基因编辑技术在脑科学中的技术优化进展及在
中医药领域应用
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［摘要］ 成簇规律间隔的短回文重复序列（CRISPR）/CRISPR 相关蛋白（CRISPR/Cas9）是在细菌和古细菌中发现的一种

自身防御系统，根据其原理可实现定向基因编辑，因其普适、高效、简便的特点，已为多个领域的疾病病理机制、预防或治疗等

提供了良好的技术支持。脑血管疾病和神经系统疾病严重危害人类健康，卒中由遗传、不良生活习惯、慢性疾病等因素相关。

脑组织结构复杂，细胞类型多样，普适的基因编辑平台较难安全、特异和高效地对靶基因进行研究。学者们不断改进和优化基

因编辑技术，发掘了基因编辑技术的潜力和研究方法，推动了脑科学的研究进程。该文在简介 CRISPR/Cas9 技术原理的基础

上，主要从递送方式、腺相关病毒组装、纳米新材料等方面综述了其在脑和神经科学领域中的系统优化进展，从血管稳态、小胶

质细胞稳态、血管形成、血脑屏障、药物筛选等方面总结了其在脑血管研究和中风等相关疾病中的应用，并对其在中医药领域

的发展进行了展望，以期为相关研究设计提供参考。
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［［Abstract］］ Clustered regularly interspaced short palindromic repeats（CRISPR）/CRISPR associated

nuclease 9（CRISPR/Cas9）is a self-defense system found in bacteria and archaea that enables targeted gene

editing based on the principle. Due to its universality，efficiency，and simplicity，CRISPR/Cas9 has been

applied in the pathological mechanism and prevention and treatment of diseases in many fields. Cerebrovascular

diseases and central nervous system diseases seriously endanger human health. Stroke is related to genetics，

unhealthy living habits，chronic diseases，and other factors. The brain tissue structure is complex and the cell

types are diverse. It is difficult for a universal gene editing platform to study target genes safely，specifically，

and efficiently. Scholars have continuously improved and optimized gene editing technology，explored the
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potential and research methods of gene editing technology，and promoted the research process of brain science.

After a brief introduction to the mechanism of CRISPR/Cas9，this paper mainly summarized the optimization of

the system in the fields of cerebral science including delivery methods，adeno-associated virus assembly，and

new nanomaterials. Its application in cerebrovascular research including vascular homeostasis， microglial

homeostasis，angiogenesis，blood-brain barrier，and drug screening was also summarized. Finally，this paper

prospected the development of CRISPR/Cas9 in traditional Chinese medicine，hoping to provide references for

related research design.

［［Keywords］］ clustered regularly interspaced short palindromic repeats（CRISPR）/CRISPR associated

nuclease 9（CRISPR/Cas9）；gene editing；brain science；traditional Chinese medicine

近年来，基因编辑技术飞速发展，成簇规律间

隔的短回文重复序列（CRISPR）/CRISPR 相关蛋白

（CRISPR/Cas9）成为继一代基因编辑技术锌指核酸

酶（ZFNs）和第二代基因编辑技术转录激活因子样

效应物核酸酶（TALENs）［1］后的第三代“基因组定点

编辑技术”，曾列入《科学》杂志 2013 年年度十大科

技进展。该技术迅速地崛起和发展，使科学家们得

以简便、高效地对各种类型的细胞和生物的任何基

因进行编辑，引发了生物医学研究的革命［2］。借助

CRISPR/Cas9 系统可深入研究疾病的发病机制，对

病理过程中的关键基因进行功能鉴定，建立动物模

型，为药物筛选提供平台，为临床干预和治疗提供

参考。

缺血性中风、阿尔兹海默症等严重的脑部疾病

在我国拥有庞大的患病人群，脑部疾病发病率高、

死亡率高、预后不良，对人类健康造成了极大的威

胁。由于脑组织结构复杂，细胞多样，给研究带来

了极大的挑战，在脑科学领域中，学者们不断地改

进和优化基因编辑技术，发掘了基因编辑技术的潜

力和研究方法，推动了脑科学的研究进程。

1 CRISPR/Cas9技术概述

1.1 CRISPR/Cas9 系统的来源 学者在细菌和古

细菌中发现一种抵御外源物质入侵的免疫防御系

统，由 CRISPR 序列和 Cas相关蛋白（Cas）组成，其中

CRISPR 序列最早于 1987 年在大肠埃希菌中被发现

并 于 2002 年 正 式 命 名［3］。 细 菌 和 古 细 菌 中 的

CRISPR/Cas 系 统 主 要 有 3 种 类 型［4］，其 中Ⅱ型

CRISPR 系统以单个 Cas 蛋白靶向单一的 DNA 序

列，组成较为简单，具有理想的基因编辑特性，目前

已广泛应用于科学研究。

1.2 CRISPR/Cas9 系统的组成 CRISPR/Cas9 系

统 由 成 簇 规 律 间 隔 的 短 回 文 重 复 序 列 核 酸

（crRNA）、反式激活 crRNA（tracrRNA）及 Cas9 核酸

内 切 酶 3 个 基 本 部 分 发 挥 功 能［5］。 tracrRNA 与

crRNA 碱 基 互 补 配 对 形 成 嵌 合 RNA（tracrRNA-

crRNA），在不断的优化后，tracrRNA-crRNA 目前已

被简化为可以被相对简单地设计并合成的单链导

向 RNA（sgRNA）［4］，通过改变 sgRNA 序列即可实现

对不同目的基因的编辑。因此，CRISPR/Cas9 系统

可简化为 Cas9 蛋白、sgRNA 两个部分。

1.3 CRISPR/Cas9 系统的工作原理 tracrRNA 与

Cas 蛋白形成复合物并识别目的 DNA 上的 NGG 序

列，即前间区序列邻近基序（PAM）位点，crRNA 可

与目的 DNA 序列碱基互补配对，tracrRNA 引导 Cas

蛋白复合物结合到指定位点上切割使靶基因的双

链 DNA 断裂（DSB），随后细胞通过非同源末端连接

（NHEJ）或同源重组（HR）进行 DNA 修复。其中，真

核细胞对断裂区域进行修复的主要方式是 NHEJ，

但 在 此 过 程 中 常 形 成 随 机 的 碱 基 插 入 或 缺 失

（indel），发生错义、移码突变等严重突变，进而导致

蛋白无法被翻译，从而实现基因敲除；HR 过程是细

胞中更为精准的修复方式，在提供外源 DNA 片段

后，外源片段可与 DSB 处的末端结合并进行替换和

修复，从而实现定点突变、基因敲入等［6］。

2 脑和神经科学研究中 CRISPR/Cas9技术体系的

优化

在基因水平上认识疾病并注释关键基因的生

物功能对脑与神经科学领域的发展具有重要意义，

但由于脑部结构复杂精微，结构性遗传修饰经常发

生，基因编辑通常是致命或无效的，且递送系统在

生物体内的工作效率也有待商榷。因此，选择适宜

的基因编辑时间、递送方法和递送体系可以实现基

因编辑技术的高效进行，现已有多种优化体系，可

供不同目的和思路的研究进行选择。

2.1 选择适宜的递送方式 将 Cas9 和 sgRNA 两种

功能组分导入细胞内可实现基因编辑，由于细胞和

生物体具有多层细胞膜和多道屏障系统，递送载体

和递送方式的选择十分关键。
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在脑和神经元研究中通常借助子宫内电穿

孔［7-8］、直接 Cas9 蛋白输注［9］、病毒介导等递送技术，

其中病毒介导的神经元转导应用较为广泛，通常应

用于基因敲低或激活［10］，体内研究中，对干细胞或

类器官［11］和不同阶段的生命体进行基因编辑时常

使 用 不 同 的 递 送 载 体 和 适 当 的 递 送 方 式［12］，

CRISPR/Cas9 技术在脑和神经科学领域常用的递送

系统见表 1。体外的基因编辑研究中靶细胞多选择

人或大鼠、小鼠的原代细胞，借助电转或慢病毒进

行转染，以研究神经保护等生物功能。研究中通常

以体内实验为基础，通过体外 in vivo 或 ex vivo 实验

验证并进行深入的机制研究。

2.2 优化腺相关病毒以扩大应用范围 体内编辑

神经元基因组可研究哺乳动物大脑中基因的功能，

传统上研究依赖于过表达载体［19］、转基因动物模

型［20］和 RNA 干扰［21］等敲除方法，但这些技术存在

不足，如不能操纵内源基因位点，动物模型通常昂

贵耗时，通常一次只能编辑一个目的基因。如果在

整个生物体内敲除基因，通常会导致胚胎致死，因

此亟需使用 CRISPR/Cas9 系统实现器官特异性基

因敲除。由于大脑结构特殊、神经元具有区域特异

性 等 特 点 ，学 者 们 对 用 于 脑 和 神 经 元 研 究 的

CRISPR 系统进行了优化，如修改慢病毒兼容骨架、

优化腺相关病毒载体、融合纳米材料构建新型递送

载体等。慢病毒骨架已广泛应用于 CRISPR/Cas9

系统的体内外递送，但致癌风险大、装载容量小等

不足限制了其在神经和脑科学中的应用，经过学者

们的优化更好地用于脑科学中神经元靶向性研究

和甲基化靶向编辑等方向。科研人员还通过对腺

相关病毒进行优化，实现了在多种动物种属、多种

细胞、特定神经元中进行特异性、高趋向性、可诱导

的基因编辑。

2.2.1 扩大转基因动物体系 虽然转基因小鼠在

生物医学科学中被广泛使用，但大鼠仍然是行为神

经科学中的首选研究对象，以腺相关病毒为载体的

CRISPR 系统运用已于大鼠转基因研究，显著改善

了其基因组修饰的局限性，已有大量研究成功构建

了基因编辑大鼠［22］。如 BÄCK 等［23］基于野生型大

鼠使用表达 Cas9 和 gRNA 的腺相关病毒（AAV）载
体实现了酪氨酸羟化酶的敲除，随后将 CRISPR/

Cas9 特异性靶向多巴胺能神经元，创建了用于 Cre

（Cre-expressing）依赖性 gRNA 表达的 AAV 载体以

及 3 个新转基因大鼠系。另有报道在哺乳动物大脑

中实现基因编辑［24］。

2.2.2 提高神经元特异性和靶向性 同一脑区中

的神经元集合在解剖学或功能上分为不同的亚群，

因此需要在特定的神经元中进行稳定、高效的基因

编辑。

SUN 等［25］开发了 CRISPR-SaCas9 系统，并将其

与顺行/逆行 AAV 载体和活性依赖性细胞标记技术

相结合，在大鼠大脑中实现了功能特异性投射和基

因编辑，该系统的高效性和特异性可广泛应用于神

经回路研究。

HARRIS 等［20］设计了一个双载体系统，即将

SpCas9 （AAV-SpCas9）和 sgRNA 序 列（AAV-

SpGuide）包装在 2 个单独的 AAV 内，并在体内靶向

成年小鼠大脑中的单个基因甲基化 CpG 结合蛋白 2

（Mecp2）及多个基因 DNA 甲基转移酶（Dnmt）1。

表 1 CRISPR/Cas9 技术在脑和神经科学领域常用的递送系统

Table 1 CRISPR/Cas9-based delivery systems commonly used in brain and neuroscience research

阶段

受精卵

胚胎

成年

目标

受精卵

受精卵

母鼠子宫

内幼鼠的特

定脑区

特定脑区

靶向皮层

和纹状体神

经元

系统

Cas9-gRNA

Cas9/sgRNA RNP

gRNA 和 Cas9 整

合被到同一个质粒

表达系统

AAV 分别单独包

装 gRNA 和 Cas9

AAV-PHP.eB 和

AAV-PHP.S

递送技术

显微注射

电转

电转

立体定

位注射

静脉注射

成本

较高

高

低

低

较低

优势

“金标准”，广泛应用于动物模型研究

与微注射相比成本较低，编辑通量

高；可避免注射引起的损伤，提高胚胎

存活率

准确、高效；可以用来编辑高级哺乳

动物大脑基因组

快速高效低毒；系统可通过优化提高

神经元特异性

高效、非侵入性；可通过联合其他材

料提高目的器官的靶向性；降低病毒引

起不良反应的风险

不足

需大剂量 Cas9-gRNA 复合

物；技术要求高，通量低，胚

胎存活率差

需要特殊设备；较为低效

可能存在免疫反应性

递送体系较装载能力较低

目前暂无报道
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使用生化、遗传、电生理和行为读数等技术检测了

基因组修饰对有丝分裂后神经元功能的影响，结果

表明，AAV 介导的 SpCas9 基因组编辑可以实现大

脑中基因功能的反向遗传研究。

ZHENG 等［10］提出一种基于 dCas9 的 CRISPR

干扰（CRISPRi）体系，显示出卓越的神经元靶向特

异性，可以有效沉默神经递质相关基因，并没有检

测 到 脱 靶 效 应 。 针 对 突 触 结 合 蛋 白 1（Syt1）的
CRISPRi技术改变了小鼠海马齿状回的兴奋性和抑

制性平衡，发现齿状回在小鼠的学习和情感过程中

具有独特的调节作用，表明 CRISPRi 作为一种有用

的工具，可用于更有针对性地研究哺乳动物大脑中

基因的功能。CRISPRi系统还可用于在诱导多能人

类神经元干细胞（iPSC）的中进行遗传筛选［26］。

MURLIDHARAN 等［27］以实验室衍生的 AAV

嵌合体（AAV2g9）为载体单次颅内注射编码靶向精

神分裂症风险基因 MIR137 的 gRNA 实现大脑特异

性基因敲除，证明了 AAV2g9 在中枢神经系统特异

性基因治疗应用中的潜在可能，神经元趋向性、分

布不再受限、脱靶率低，这种合成的 AAV 载体在大

脑中表现出强大而广泛的神经元转导，减少了胶质

细胞趋向性，可成为基因沉默或编辑方式治疗神经

系统疾病的平台。

有丝分裂后神经元中转基因表达困难推迟了

CRISPR 系统在中枢神经系统（CNS）中的应用 ，

SAVELL 等［28］提出了一个神经元优化的 CRISPR/

dCas9 激活（CRISPRah）系统，以涉及突触可塑性、

学习和记忆的脑源性神经营养因子（BDNF）中的单

个转录启动子为靶基因，在成年大鼠大脑的前额叶

皮层（PFC）、海马和伏隔核中进行的体内实验验证

了该系统的可行性。这种神经元优化的 CRISPRa

系统将强大的转录激活剂与 dCas9 融合，通过多个

sgRNA 的共转导实现神经元中稳定、模块化、可控

的单基因调控以及多个基因的协同调控，且适用于

多个主要啮齿动物神经元培养系统。这种分子工

具能够提高我们编辑脑中基因表达谱的能力，实现

特异性和大规模的基因编辑，有助于阐明功能基因

在神经元功能和神经精神疾病中的作用。

ZHOU 等［29］报道了一种靶向 RNA 的 CRISPR

系统—CasRx，通过病毒递送至体内后高效下调了

聚嘧啶束结合蛋白 1（Ptbp1），并在纹状体中诱导多

巴胺能神经元形成，改善帕金森病小鼠模型的运动

功能缺陷。因此，通过 CasRx 敲低 Ptbp1 加快胶质

细胞转化为神经元成为一种很有前途的体内遗传

疗法，有望用于神经元丢失所致各种疾病治疗。

2.2.3 实现可诱导的基因编辑 此外，为了更好地

控制基因编辑活动，并实现更高的精确度和减少诸

如脱靶事件等不良结果，新兴的小分子调节剂［30］、

药物诱导型［31］、光诱导型［32-33］CRISPR/Cas9 系统出

现，主要从转录水平和翻译后水平进行时间控制和

可逆性后编辑，目前已在脑部基因编辑研究中有所

应用。PLOSKI团队在 2016 年报告了一种药物诱导

型 gRNA（gRNAi）AAV 载体［34］，可以利用强力霉素

（Dox）进行诱导，以依赖 Dox 的方式调节 gRNAi 的

表达，以 Dox 依赖性方式在体内编辑小鼠大脑内神

经元的基因组，体外和体内都可递送至细胞，通过

为动物提供含有 Dox 的食物，可在体内诱导基因组

编辑。该团队又在 2018 年报道了基于此诱导方法

的 CRISPR 化脓性链球菌（Sp）Cas9 系统［35］，在体内

外神经元中实现了可诱导的基因组编辑。此外，该

可诱导的基因编辑系统还应用于小鼠胚胎干细

胞［36］，提示可用于高通量的基因筛选。另有学者提

出在人类诱导的多功能干细胞（iPSC）中进行可诱

导的基因编辑可研究 iPSC 或分化细胞中的基因功

能，可以作为疾病建模研究中的通用工具［37］。

2.2.4 实现表观遗传基因修饰的靶向编辑 表观

遗传修饰的改变已在多种脑部疾病中得到证实，包

括神经发育和神经退行性疾病，表观基因组编辑工

具的开发能够对改变的表观遗传变化与疾病结果

之间的联系进行功能剖析，研究特定甲基化事件的

功能具有挑战性［38］。

LIU 等［39］为了实现甲基化 DNA 的靶向编辑，将

dCas9 与甲基化/去甲基化途径中的酶融合，可对小

鼠甲基化的 DNA 进行编辑，证明了 10-11 异位突变

（Tet1）或 DNA 甲基转移酶（Dnmt3a）与催化失活

Cas9（dCas9）的融合能够实现靶向甲基化 DNA 的编

辑，该技术在表观遗传调控的功能研究中具有广泛

的用途。并在将其应用在小鼠大脑神经元中，逆转

了脆性 X 综合征（FXS）疾病中基因的高甲基化［40］，

提示这是一种潜在治疗策略。另有 KOENNING

等［41］报道通过 CRISPR/Cas9 纠正致病性结构域突

变从而改善小鼠焦虑表现。

2.3 融合纳米材料构建新型 CRISPR 载体 目前，

纳米粒子的引入有效提高了 CRISPR/Cas9 在脑组

织 中 的 特 异 性 和 高 效 性［42］。 LEE 等［43］提 出

CRISPR-Gold 系统，研制了一种金纳米粒子组成的

非病毒 Cas9 递送载体，体内递送后有效纠正了引起

杜氏肌营养不良症的突变基因，且在使用剂量条件
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下未检测到生物毒性。另报道基于 CRISPR-Gold

系 统 设 计 了 针 对 靶 向 代 谢 型 谷 氨 酸 受 体 5

（mGluR5）基因的体系，FXS 小鼠颅内注射后纹状体

中 mGluR5 的水平有效降低，动物过度重复行为减

少［44］。CRISPR-Gold 可实现直接在体内大脑神经

元、星形胶质细胞和小胶质细胞等多种主要细胞类

型的递送，是一种较为理想的脑部递送载体，加速

了大脑靶向疗法的开发进程，使脑靶向的基因敲除

动物模型的建立进一步成为可能。由于该平台可

通过 Cas9 核糖核蛋白的非病毒递送方式编辑成人

大脑中的基因，因此该平台可以快速开发用于临床

前研究的局灶性脑敲除模型。

成人大脑有丝分裂后神经元的体内基因编辑

可能是治疗神经系统疾病的有效策略。PARK 等［45］

开发了 CRISPR/Cas9 纳米复合物，并证明他们在成

年小鼠大脑中有效，脱靶效应最小。在两种阿尔茨

海默病小鼠模型中，使用该系统靶向 β分泌酶 1

（Bace1）能够抑制 β淀粉样蛋白（Aβ）相关病理和认

知缺陷。这些结果拓宽了 CRISPR/Cas9 系统在神

经退行性疾病中的潜在应用。

3 基于 CRISPR/Cas9探索脑血管病病理过程和药

物干预机制

缺血性中风是临床常见的神经系统受损所致

的急性脑血管疾病，由于血流动力学影响着血管稳

态，暴露于动脉分支和分叉部位的血流紊乱会导致

血管内皮的组成性激活 ，从而导致动脉粥样硬

化［46］，继而可能诱发缺血性中风（IS）等疾病。疾病

主要因脑部血液循环障碍、缺血缺氧导致的局限性

脑 组 织 缺 血 性 坏 死 或 软 化［47］，重 度 致 残 者 约 占

40%，认知障碍等继发病理反应成为降低中老年群

体和有基础疾病患者生活能力、质量的重要不利因

素，同时严重加重了家庭和社会的负担，属于威胁

人类健康的三大疾病之一［48］。最新全球疾病负担

研究显示，我国总体卒中终生发病风险为 39.9%，位

居全球首位，缺血性卒中发病率逐年增加，其中低

收入群体快速增多，性别和地域差异明显，且有年

轻化趋势［49］。在脑科学领域中，通过学者们不断地

改进和优化，基因编辑技术的潜力和研究方法逐渐

被发掘，基因编辑的难度和复杂程度逐渐降低，基

于 CIRSPR/Cas9 技术可更好地对缺血性脑卒中等

脑血管疾病的疾病过程、基因功能鉴定等进行深入

研究，还可构建基因缺陷模型以提供研究平台，

见表 2。

3.1 血管稳态和机械信号转导研究 生物力学

信号动态控制着主要的细胞过程，机械刺激调节主

要的细胞功能并在多种人类疾病的发病中发挥关

键作用，但人类遗传变异参与细胞感知和响应生物

力学线索的过程仍不清楚。KRAUSE 等［50］使用遗

传学方法和基于 CRISPR/Cas9 的基因组编辑技术，

通过全基因组关联研究表明，rs17114036 是一种涉

及冠状动脉疾病和缺血性中风的常见多态性非编

码，位于动态调节的内皮增强子中，通过转录激活

重要的非编码 DNA 区域（增强因子）动态调节内皮

细胞对动脉粥样硬化相关异常血流动力学的反应

性。该结果从分子层面提供了将疾病相关基因变

异与细胞力学生物学相联系的有力证据。

3.2 小胶质细胞稳态、免疫和信号传导研究 小胶

质细胞可通过吞噬清除蛋白质聚集体和细胞碎片，

是一种中枢神经系统中常驻的免疫细胞，在维持脑

部稳态中起着举足轻重的作用［51］。随着年龄的增

长、衰老和神经退行性疾病的发生，小胶质细胞的

吞噬功能降低，从而引起认知能力下降，遗传研究

已将其与大脑衰老和疾病的发病机制联系起来［52］。

PLUVINAGE 等［53］将 CRISPR/Cas9 与 RNA 测

序结合以探究年龄与小胶质细胞吞噬作用的相关

遗传修饰物，将一种在老化的小胶质细胞内上调的

典型的 B 细胞受体 CD22 鉴定为吞噬作用的负调节

因子，向中枢神经系统长期递送阻断 CD22 功能的

抗体可使小胶质细胞重新进入稳态转录状态，老年

小鼠的认知功能得以改善，阐明了小胶质细胞依赖

于年龄而损伤的机制以及其在衰老大脑中恢复稳

态的策略。

MARSCHALLINGER 等［54］报告了衰老的小鼠

和人类脑部小胶质细胞脂滴积累并成为脂滴累积

小胶质细胞（LDAM）后吞噬作用出现不同程度的缺

陷 ，并分泌大量活性氧和促炎细胞因子。通过

CRISPR/Cas9 技术鉴定了脂滴形成的遗传修饰物，

并开发了一种光照射选择策略，根据细胞形成脂滴

的能力进行分离，筛选识别出与神经变性相关的基

因作为脂滴形成的遗传调节剂，阐明了人类神经退

行性疾病常染色体显性遗传形式的产生原因，从而

提出 LDAM 有助于年龄相关和遗传形式的神经变

异性。

HU 等［55］构建细胞因子信号传导抑制因子 1

（SOCS1）过表达质粒，并利用 CRISPR/CAS9 系统生

成 SOCS1 缺陷细胞的 BV-2 小胶质细胞，建立氧糖

剥夺/复氧（OGD/R）模型和脂多糖（LPS）诱导的炎

症刺激模型，说明 SOCS1 在炎症条件下通过调节
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活性氧（ROS）和 Toll 样受体 4（TLR4）在 OGD/R 或

LPS 处理的细胞中发挥保护作用，表明 SOCS1 可作

为减轻缺血性中风后炎症的潜在治疗靶点。

3.3 神经元的保护和形成研究 SI 等［56］通过质粒

转染和 CRISPR/Cas9 技术在 PC12 细胞的氧糖剥夺

（OGD）中实现了大鼠肾上腺髓质嗜铬瘤（PC12）细
胞中甲基转移酶 3（METTL3）基因敲低和过表达，

发现 METTL3 介导的 m6A 甲基化增加了微小核糖

核酸 335（miR-335）的成熟，促进了早期应激颗粒

（SG）的形成，降低了损伤神经元和细胞的凋亡水

平，为急性缺血性卒中提供了潜在的治疗策略。

骨髓基质细胞（BMSCs）是一种具有增殖和多

向分化潜能的细胞，可分泌一系列营养和生长因

子，可在脑缺血/再灌注（I/R）后保护神经元。 LI

等［57］发 现 基 于 CRISPR/Cos9 的 协 同 激 活 介 质 在

BMSCs 中过度表达瞬时受体电位通道（TRPC）蛋白

后，I/R 模型的大鼠脑损伤程度降低，表明过表达

TRPC6 亚 家 族 可 以 保 护 神 经 元 免 受 I/R 损 伤 ，

TRPC6 过表达的 BMSCs 可能是缺血性中风的一种

有前途的治疗剂。

RNA 结合蛋白基序 3（RBM3）是一种敏感的冷

休克蛋白，在脑损伤条件下表现出神经保护功能，

但 RBM3 如何通过影响应力颗粒（SGs）参与 AIS 尚

不清楚。SI 等［58］在大鼠原代皮质神经元和 PC12 细

胞中建立了 OGD/R 模型，以探讨急性 I/R 条件下

RBM3 与 SG 之间的潜在机制。结果显示 RBM3 可

与 GTPase 激活蛋白结合蛋白 1（G3BP1）结合，导致

大鼠原代皮质神经元和 PC12 细胞在损伤 6 h 后应

激颗粒产生增加，减少细胞凋亡，此研究可能为减

轻细胞 I/R 损伤提供一个新的目标。

缺血性卒中发生后大脑微环境的组成改变，血

液来源的分子是否充当髓鞘再生的外在抑制剂尚

不清楚。 PETERSEN 等［59］使用 CRISPR/Cas9 在少

突 胶 质 祖 细 胞（OPC）中 敲 除 骨 形 态 形 成 蛋 白

（BMP）Ⅰ型受体可逆转纤维蛋白原效应，纤维蛋白

原的治疗性消耗会降低 BMP 信号传导并增强体内

髓鞘再生，在体外促进星形胶质细胞的生长。提示

靶向纤维蛋白原可能是一种治疗策略，可促进中枢

神经系统祖细胞在髓鞘再生障碍疾病中的再生

潜力。

3.4 血脑屏障完整性研究 中风继发的炎症过程

是血脑屏障（BBB）破坏的主要因素，先前的研究表

表 2 基于 CRISPR/Cas9 探索脑血管病病理过程

Table 2 Exploring pathological process of cerebrovascular disease based on CRISPR/Cas9

疾病

动脉粥样硬化

衰老和神经

退行性疾病

中枢神经系

统内稳态

缺血性脑卒中

急性缺血性

脑卒中（AIS）

脑缺血/再

灌注损伤

AIS

CNS

缺血性脑卒中

生物过程

内皮细胞对血

流动力学的反应

中枢神经系统

内稳态

脂滴积累

炎症

AIS 早期应力

颗粒的形成

神经保护

细胞凋亡与神

经保护

血 脑 屏 障

（BBB）损伤

BBB 损伤

目的基因

rs17114036

CD22

6 个具有导致常染色体显

性神经变性形式的变异基

因 ： SLC33A1、 SNX17、

VPS35、CLN3、NPC2、GRN

细胞因子信号传导抑制因

子（SOCS）1

methyltransferase-like

（METTL）enzymes

瞬 时 受 体 电 位 通 道

（TRPC）6

RNA 结 合 蛋 白 基 序 3

（RBM3）

A 受体Ⅰ型（ACVR1）

脑信号蛋白 4D（Sema4D）

研究水平

体外：人主动脉内

皮细胞（HAECs）
体外：小胶质细胞

体外：小胶质细胞

系 BV-2 细胞

体外：小胶质细胞

系 BV-2 细胞

体内：大鼠 MCAO

脑 缺 血 模 型；体 内 ：

PC12 细胞

体内：大鼠 MCAO

脑缺血/再灌注模型

体外：大鼠原代皮

层 神 经 元 细 胞 和

PC12 细胞

少 突 胶 质 细 胞

（OPCs）
体内：大鼠 MCAO

脑缺血模型；体内：周

皮细胞

结论

人类单倍型和相关顺式调节元件在细胞机械传

感机制中提供了以前未被重视的调节控制层

阐明了与年龄相关的小胶质细胞损伤机制，提出

了一种恢复衰老大脑内稳态的策略

发现了人类神经退行性疾病的常染色体显性遗

传形式，发现脂质在小胶质细胞中的堆积会导致与

年龄相关的和遗传形式的神经退化

SOCS1 可能是缓解缺血性卒中后炎症的潜在治

疗靶点

METTL3 介导的 m6A 甲基化促进 miR-335 的成

熟，促进应激颗粒（SG）的形成，减少受损神经元和

细胞的凋亡，为 AIS 提供了一种潜在的治疗策略

TRPC6 过表达的骨髓间充质干细胞可能是一种

有前景的缺血性脑卒中治疗药物

RBM3 可能是缓解细胞缺血再灌注损伤的新靶点

靶向纤维蛋白原可能是促进中枢神经系统祖细

胞再生潜力的一种上游治疗策略

Sema4D 可能成为脑卒中急性期治疗的新靶点
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明，轴突导向分子轴突导向因子 4D（Sema4D）启动

小胶质细胞炎性激活并破坏中枢神经系统中的内

皮功能。ZHOU 等［60］建立 I/R 造模，并基于 CRISPR/

Cas9 技 术 靶 向 注 射 慢 病 毒 以 敲 除 丛 状 蛋 白 B1

（PlexinB1），结果发现 Sema4D 在脑卒中后随 BBB

通透性同步增加，并在血管周围区域积聚。此外，

体外实验发现 Sema4D 诱导周细胞获得 CD11b 阳性

表型并表达促炎细胞因子，表明 Sema4D 在短暂大

脑中动脉闭塞后通过与周细胞中的 PlexinB1 结合

来破坏 BBB 的完整性并促进炎症反应，Sema4D 可

能是治疗中风急性期的新治疗靶点。

3.5 基于 CRISPR/Cas9 为药物筛选提供平台 缺

血性中风后，神经元的凋亡是决定预后的主要因

素，只有 5% 的患者在中风后接受重组组织纤溶酶

原激活剂，极少的比例进行机械取栓，尚无促进中

风患者神经元存活的的神经保护剂上市。Wnt3a 是

一种天然存在于体内的糖脂蛋白，可穿过 BBB，已

被证明对脑外伤具有保护作用，在神经生成、抗细

胞凋亡和抗炎等生物过程中有所研究。 MATEI

等［61］为了探索潜在的神经保护剂 Wnt3a 的下游信

号传导，脑区注射 FRZ1（Frizzled1）siRNA、PIWI 样

蛋白 1a（PIWI1a）siRNA 进行干预，并基于 CRISPR/

Cas9 激活大脑中的 PIWI1a 表达，发现 MCAO 后 1 h

鼻内施用 Wnt3a 后可减少神经元凋亡，改善神经功

能缺损和行为学异常，在敲低 FRZ1 后恢复 PIWI1a

增加了 FOXM1 蛋白并降低了裂解的胱天蛋白酶 -3

（Caspase-3）水平，表明 wnt3a 可能成为一种减少中

风后细胞凋亡的新型鼻内给药制剂。

4 CRISPR/Cas9技术应用于中医药领域的思考

CRISPR/Cas9 为中医理论和中药研究提供了发

展契机，可加快中医药复杂问题的阐明并加速现代

化发展。

4.1 CRISPR/Cas9 技术助力中医理论研究 其一，

可用于体质学的研究。中医对体质的论述始于西

汉时期的《黄帝内经》，目前分为气虚质、阳虚质、阴

虚质、痰湿质、瘀血质、气郁质等 9 种基本类型［62］，不

同体质类型在生理特征、病理反应状态、发病倾向

等方面各有特点。由于其遗传特征，结合中医理论

中的“三辨理论”—辨体、辨病、辨证诊疗模式，基于

CRISPR/Cas9 技术可以对关键基因进行功能鉴定，

从而有的放矢地从基因层面对中医体征进行科学

阐述，推动传统中医理论的现代化发展。

其二，可用于中医证候理论的科学阐释。中医

证候问题是中医药理论的核心，但证候系统的复杂

特性一定程度上限制了科学研究和临床应用，已有

研究表明基因及其表型与证候密切相关［63］，借助

CRISPR/Cas9 技术，中医信息学挖掘疾病突变位点、

寻找早期表型标记和预测疾病发展等提供助力，证

候问题的科学内涵有望得到阐明。

4.2 CRISPR/Cas9 技术推动中药现代化发展 中

药研究已逐步进入基因组时代，2010 年，陈士林研

究团队提出“本草基因组计划”，已有丹参［64］、铁皮

石斛［65］、黄牛角［66］等多个中药完成了基因测序，这

为基因编辑技术的应用提供了极佳的发展契机。

一方面，借助 CRISPR/Cas9 技术可对药用植物

进行基因改造，如过表达抗病虫害的基因，结合现

代育种和栽培技术，在保证药物“道地”的基础上，

进一步研发抗病、高产、优质的品种，一定程度上缓

解中药资源的紧缺和质量问题。另一方面可对中

药的功能基因组学进行深入、定向研究，开创中药

基因功能研究新模式，如对特定基因进行功能鉴定

或促进有效成分高表达，为揭示中草药有效成分生

物合成途径、品种差异等关键问题的分子机制提供

新方法。

4.3 CRISPR/Cas9 技术在脑卒中等复杂疾病的应

用 以中医理论为基础，基于 CRISPR/Cas9 技术

在基因水平研究缺血性脑卒中等复杂疾病。中医

理论中缺血性中风多以内伤立论，认为多由气血亏

虚引起，脑为真气汇聚之地，脑为元神之脏，脑为髓

之海，五脏虚损、阴阳偏胜、心火暴亢、肝阳化风致

气血逆乱，挟痰挟瘀横窜经络、上蒙清窍，急性期常

表现出“风、火、痰、瘀”等不同的特点［67］。研究表明

脑卒中具有遗传性［68-69］，是基因和环境等复杂因素

相互作用引起的综合征，这个特点为 CRISPR/Cas9

的应用提供了依据，已有针对卒中患者基因水平的

研究［70-71］。此外，长期不良的生活、饮食习惯可能引

起动脉粥样硬化、高血压、糖尿病等慢性疾病，进而

增加卒中风险，虽然脑卒中发病急，但却是长期多

因素累积的结果。中医理论在研究慢性疾病上具

有优势，在基于临床患者基因图谱的关键基因干预

基础上，密切结合中医理论，构建病证结合卒中相

关基因敲除模型，以期更加贴近临床病患的发病过

程，可为卒中治疗药物特别是中药筛选提供新的

可能。

5 总结与展望

2013 年以来，CRISPR/Cas9 广受推崇并迅速发

展，是目前较为便利的基因编辑方法，凭借高效、普

适的优势应用于多个疾病学科领域的疾病发生
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发展的关键基因功能鉴定和模型建立等［72］，加快了

人类对单基因突变疾病、遗传性疾病和多种复杂疾

病的认识。目前以临床前研究为主，大部分基于

CRISPR/Cas9 开发的治疗方法［73-74］处于临床试验Ⅰ/

Ⅱ期，临床试验一直集中在人类基因组编辑的安全

性和有效性上［75］，另有报道 CRISPR/Cas9 作为一种

实验性核酸传感工具发展为一种临床相关的诊断

技术［76，42］。神经元中基因编辑的低效率是神经科

学研究和人类治疗研究中的限制因素，随着新材料

和新型递送系统的发现，低效和脱靶等突出问题正

在逐步被解决［77］。

临床前研究的疾病模型建立方面，基因敲除构

建的载脂蛋白 E 敲除（ApoE-/-）小鼠［78］已成为研究动

脉粥样硬化等疾病的理想动物模型，此外已有报道

建立如成年心脏特异性肌球重链蛋白 6（Myh6）基
因敲除小鼠心衰模型［79］等心血管系统模型［80］和神

经退行性疾病模型［81-82］，基因编辑技术为神经病理

学发展奠定了基础，加速人类对大脑功能及疾病的

理解［83-85］。分析目前研究文献发现，缺血性脑卒中

的体内基因编辑模型多用于研究疾病的预后，如神

经修复和再生、血脑屏障恢复过程，而不是疾病的

发生，暂未检索到基因编辑的啮齿类动物卒中模

型。随着疾病负担不断加大，卒中发生与特定基因

的关系亟需深入研究和发现。理论上，基因编辑最

佳的候选疾病是单基因突变疾病，在治疗遗传性神

经系统疾病中通过 CRISPR/Cas9 基因编辑疗法永

久沉默致病基因［43］表现出了巨大的潜力，而临床中

的缺血性脑卒中大多是多因素引发的实质性血管

病变和缺血缺氧，是由环境因素和遗传因素共同作

用的结果，且脑组织结构复杂，病程演化迅速且多

变，仍有许多关键问题需要突破，基础研究向临床

实践转化过程中仍有大量问题需要解决且存在争

议。通过大数据分析患者基因特征或建立转录组

数据库等方法寻找缺血性卒中发生和病理发展过

程中的关键基因，结合中医理论加入体征评价和干

预因素，进一步借助基因编辑技术鉴定功能并建立

模型，为病理研究、药物筛选和临床治疗提供有效

的中西医结合手段可能是未来研究的方向。

在技术快速发展和研究不断深入的过程中，安

全性、医学伦理问题也不容忽视。细菌来源的蛋白

质 Cas9 由于存在某些可以作为主要组织相容性复

合物（MHC）结合表位的肽［86］，本身已被证明会引发

体液免疫反应，在动物体内中具有固有的免疫原性

作用［87］，在神经元中的连续表达引起的毒性经常导

致神经元表型的变化，sgRNA 的长时间表达也会引

起的基因组损伤［88］。此外，成年动物大脑中基因编

辑的主要递送载体是病毒，病毒也存在免疫原性，

递送安全性有待商榷。同时，基因编辑是一把“双

刃剑”，在开展研究中恪守医学伦理学底线是基本

的前提，“基因编辑婴儿”的出生严重有悖于国际相

关伦理标准［89］，2019 年 7 月 24 日我国已出台《国家

科技伦理委员会组建方案》，科学伦理在法律层面

被有效地维护和保障［90-91］。

综上所述，极具发展潜力的新型基因编辑工具

CRISPR/Cas9 为各个研究领域提供了更多可能，推

动了神经、肿瘤、遗传性疾病等多个方向的研究，也

为中医药理论的现代化科学阐释带来新思路和可

能，正如 2021 年习近平总书记在河南省南阳市考察

调研时讲话指出“我们要发展中医药，注重用现代

科学解读中医药学原理，走中西医结合的道路”。

随着更多新兴技术的发展，基础研究和临床应用不

断革新，CRISPR/Cas9 技术在中医药研究中的合理

应用与拓展，可能在健康领域促生原创性的重大

突破。
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