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CRISPR-Cas9技术筛选肿瘤治疗靶点的优势和缺陷

The advantages and disadvantages of CRISPR-Cas9 technology in screening 
tumor therapeutic targets
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[摘  要]  成簇规律间隔短回文重复系统及相关蛋白9（CRISPR-Cas9）作为高效、特异的基因编辑工具，已在人类疾病，尤其是

肿瘤治疗领域被广泛研究。本文系统梳理CRISPR-Cas9的特点、机制与优势，重点分析该技术在肿瘤治疗靶点筛选中的新突破

与前沿应用，阐明CRISPR-Cas9在肿瘤生物治疗靶点筛选技术中的核心地位。同时，直面CRISPR-Cas9技术筛选靶点在当前临

床研究中面临的诸多挑战，深入探讨其局限性和关键瓶颈问题，展望其优化策略和未来发展趋势。
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如今恶性肿瘤已经成为人类面临的致命威胁之

一，严重危害人民的生命健康[1]。目前，放射治疗、化

学治疗和外科手术等已经被广泛应用于癌症治疗

中，然而由于治疗后的肿瘤高复发率及治疗过程中

患者对化疗药物或放疗产生抗性，癌症治疗难以达

到理想的疗效。鉴于此，为了有效修正或抑制癌细

胞内的基因变异，亟须开发新的肿瘤治疗策略。近

年来，规律间隔短回文重复序列及相关蛋白 9

（CRISPR-Cas9）基因编辑技术已被深度优化并加速

推向临床[2]。在CRISPR-Cas9技术中，Cas9核酸酶通

过单导向RNA（single guide RNA, sgRNA）的指引，准

确地定位到目标DNA序列，并在此处制造双链断裂

（double-strand break, DSB），进而实现特定位点的基

因组编辑。相较于传统的基因编辑技术，如锌指核

酸酶和转录激活因子样效应物核酸酶，CRISPR-Cas9

技术展现出更高的灵活性、效率、精确度和可操作

性[3]。该技术可通过简便地设计 sgRNA来靶向特定

基因组序列，这一特性推动了大规模基因组级别

CRISPR文库的发展[4]。CRISPR-Cas9技术在不同类

型的肿瘤治疗领域展现出了广泛的应用前景，包

括编辑肿瘤相关基因、增强肿瘤免疫治疗、构建

肿瘤研究模型，以及克服抗肿瘤药物耐药性等。因

此，本文通过全面分析CRISPR-Cas9技术的发展现

状与未来趋势，以期为肿瘤基因治疗策略的优化与

临床转化研究提供理论参考与方向指引。

1    CRISPR-Cas9技术

1.1  CRISPR-Cas9系统的组成和特点

CRISPR-Cas系统包含 3个主要类型（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

型）和 12个亚型[5]。与Ⅰ型和Ⅲ型相比，Ⅱ型系统依

靠单个Cas蛋白精确靶向特定DNA序列，因此已成

为最常用的基因编辑工具[6]。该系统由3个核心组件

构成：Cas9蛋白、CRISPR RNA（crRNA）和反式激活

crRNA（tracrRNA）[7]。Cas9内切酶包含6个主要结构域，

分别是REC1（recombinase 1）结构域、REC2结构域、桥螺

旋（bridge helix）结 构 域 、PAM 相 互 作 用（PAM-

interacting，PI）结 构 域 、HNH（histidine-asparagine-

histidine）结构域和RuvC（resolvase C）结构域[8]。crRNA

包括由 20 个核苷酸组成的间隔序列和用于与

tracrRNA互补配对的额外部分；而 tracrRNA则具有2

个功能性结构域，分别负责与 crRNA和Cas9蛋白结

合[8]。此外，crRNA-tracrRNA 复合体可以被设计成

sgRNA用于基因识别[9]。

在 CRISPR-Cas9 系统中，各功能结构域之间协

同作用赋予了它强大的基因编辑能力。REC1结构

域与 sgRNA结合后，Cas9内切酶被激活，它会寻找并

配对包含特异 PAM序列的靶DNA位点，随后用其

核酸酶结构域（HNH 和 RuvC）将目标基因切割。

Cas9 蛋白中的 PI 结构域在识别目标DNA并启动

其核酸内切酶活性中起着关键作用[8]。若缺乏PAM

序列，即便靶序列与 sgRNA完全匹配，Cas9也无法对

其进行识别，因此PAM序列是设计 sgRNA时必须考

虑的关键因素。当 Cas9 与 PAM 序列结合并形成

DNA-sgRNA复合体后，其内部的RuvC和HNH两个

核酸酶结构域就会在目标序列上引入DSB，从而发

挥其核心功能[10]。
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1.2  CRISPR-Cas9系统的机制和优势

CRISPR-Cas9系统是一种能够精准切割DNA链

的工具。在此过程中，sgRNA先与目标DNA序列配

对，随后指引Cas9在PAM序列的上游切割DNA，形

成DSB[11]。随后细胞会启动修复过程，主要通过非同

源末端连接（non-homologous end joining, NHEJ）或

同源定向修复（homology-directed repair, HDR）来进

行损伤DNA的修复[12]。其中，NHEJ途径是最常见的

修复方式，但这种方式往往容易出错，导致DNA序列

插入或者缺失一个或多个核苷酸，进而可能引起移

码突变。相比之下，HDR途径虽缓慢，但是精确度大

大提高。它可以在DNA模板的引导下，精确地修复

或修改目标DNA序列。因此，人们可以通过设计同

源序列（homologous sequence）构成的修复模板来定

向插入目的基因。

Cas9 的一个重要特性是它能通过引导 RNA

（guide RNA, gRNA）识别PAM序列并与特定DNA位

点配对，所以即使没有核酸内切酶活性的失活型

Cas9（dead Cas9, dCas9），也能通过与转录激活子或

转录抑制子融合的方式调控整个基因组中的基因表

达[13]。这种基于 dCas9 的转录抑制方法被称为

CRISPR 干扰（CRISPR interference, CRISPRi）。当

dCas9与 sgRNA共同表达时，它能够阻止转录起始复

合物的组装及转录过程的延伸，从而有效地抑制目

的基因的表达。研究[9]表明，CRISPRi能够同时抑制

大肠杆菌中多个基因的表达，且这种抑制效果是可

逆的，不会导致靶基因的永久性改变。另外，与激活

因子融合的 dCas9 可以在 CRISPR 激活（CRISPR 

activation, CRISPRa）过程中发挥作用，实现在 RNA

聚合酶作用下通过招募转录起始复合物来促进目的

基因的表达[14]。

自从2013年首次在哺乳动物细胞中应用[15]以来，

CRISPR-Cas9技术已经迅速成为多个领域的研究利器，

涵盖生物科学、生物技术、医学及农业等多个方面。与

以往的基因编辑技术相比，CRISPR-Cas9展现出了显著

的优势，比如更高的特异性和编辑效率，以及更低的成

本，研究者只需要调整sgRNA序列即可实现对不同DNA

位点的精确编辑。此外，它还能够以较高的准确度和

较低的细胞损伤率对DNA上的目标区域进行修饰。由

于sgRNA的可塑性，CRISPR系统展现了其相对灵活的

DNA调控作用，可见该技术在精确调控基因表达方面

的广阔前景。

2    CRISPR-Cas9技术在肿瘤治疗领域中的新突破

与前沿应用

2.1  高通量筛选肿瘤治疗新靶点

在细胞层面，CRISPR-Cas9可用于在全基因组范

围内识别并验证肿瘤细胞的特异性脆弱点（如合成

致死靶点），靶向调控这些基因，从而降低癌细胞活

力，为发现潜在的治疗靶点提供平台[16]。将CRISPR-

Cas9技术筛选与药物扰动相结合能解析肿瘤治疗过

程中药物协同作用或产生耐药反应的机制，并通过

特异性干预降低癌细胞的耐药性以达到治疗肿瘤

的目的。研究 [17]表明，肿瘤细胞内突变的癌基因

与抑癌基因有望成为肿瘤生物治疗的靶标。通过

精确调控抑癌基因，例如借助 CRISPR-Cas9 技术

实现对BAX、E-cadherin和 p21等相关抑癌基因的靶

向调控，能够有效抑制膀胱癌细胞的增殖能力，并成

功触发细胞凋亡。在不同遗传背景的甲状腺未分化

癌细胞中，通过CRISPR-Cas9技术敲除MAP激酶激

活死亡域蛋白（MADD）基因后，研究人员观察到癌

细胞的存活、增殖及转移能力被显著削弱，同时细胞

凋亡加剧[18]。研究[19]表明，SHC SH2结构域结合蛋白

1（SHCBP1）在乳腺癌的肿瘤微环境调控中扮演关键

角色。通过CRISPR-Cas9技术敲除 Shcbp1基因，能

够显著减少癌症相关成纤维细胞的浸润，有效抑制

其增殖与侵袭能力，并诱导细胞凋亡与G2/M期细胞

周期阻滞。

有研究者[20]成功使用CRISPR-Cas9技术纠正了

慢性髓系白血病细胞KBM5（源自K562的Bcr-Abl突

变细胞株）中存在的附加性梳样蛋白1（additional sex 

combs-like 1, ASXL1）纯合无义突变，使蛋白质重新

表达并恢复正常功能。这项研究证明了 CRISPR-

Cas9技术在人类白血病治疗中的应用前景。同时，

该团队还运用CRISPR-Cas9系统，在人类Burkitt淋

巴瘤细胞中去除了新发现的BCL2基因家族成员——

髓样细胞白血病因子-1（myeloid cell leukemia 1, MCL-1）

基因，进而导致了淋巴瘤细胞的凋亡[21]，表明MCL-1基因

在细胞的分化、增殖及肿瘤形成过程中扮演重要角

色，有望成为新的肿瘤治疗靶标[22]。

肿瘤患者的化疗抵抗是抗肿瘤治疗中的一个瓶

颈问题。研究[23]发现，肺癌细胞中KEAP1的缺失可

以改变细胞代谢，从而使细胞对RTK/RAS/MAPK通

路抑制剂产生耐药性。在免疫治疗领域，CRISPR-

Cas9技术筛选揭示了肿瘤细胞逃避T细胞杀伤的关

键机制，如MHCⅠ类抗原提呈通路相关基因（HLA-

A、B2M、TAP1等）的缺失可促进免疫逃逸[24]。通过

CRISPR-Cas9技术还可以靶向敲除骨肉瘤细胞中多

药耐药基因 1（MDR1），能够恢复细胞对化疗药物的

敏感性[25]。类似地，表皮生长因子受体（epidermal 

growth factor receptor, EGFR）第20号外显子790位点

（T790M）二次突变能够引起药物抗性，针对该位点
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的干预也可能成为治疗肺癌的一种有效方法[26]。

2.2  驱动前沿研究与技术融合

CRISPR-Cas9技术筛选联合单细胞RNA测序技

术（single-cell RNA sequencing, scRNA-seq）将 sgRNA

与单细胞转录组相关联，实现了对复杂调控机制和

细胞异质性的高通量分析，为复杂信号通路和其他

生物学机制的研究提供了新方法[27]。有研究者基于

上述技术的关联，进行条形码标记[28]，开发了Perturb-

map的空间功能基因组学平台，通过分析敲除某个基

因后肿瘤病变区域的分子状态，从而探究基因对肿

瘤发生发展的影响[29]。通过空间CRISPR-Cas9技术

筛选，不仅证实了免疫检查点（如PD-L1和CD47）能

够促进肿瘤发生发展，而且还发现了在细胞因子信

号传导抑制因子 1（suppressor of cytokine signaling 1, 

SOCS1）和转化生长因子 β 受体 2（transforming 

growth factor beta receptor type 2, TGFBR2）基因敲除

后，肿瘤微环境（tumor microenvironment, TME）中的

细胞构成、组织结构及免疫细胞的浸润情况的

变化[29]。

另外，在T细胞研究中，CRISPR-Cas9技术筛选

通过优化电穿孔克服了原代细胞编辑效率低的限

制，成功鉴定了T细胞受体（TCR）信号负调控成分及

调节性T细胞（Treg细胞）关键转录因子（如HIVEP2

和 SATB1），推动了工程化T细胞疗法的发展[30]。同

时，CRISPR-Cas9技术在T细胞中的运用衍生出多种

治疗方式。例如CAR-T细胞产品[31]和TCR-T细胞疗

法。CRISPR-Cas9技术通过多种操作使CAR-T细胞

理论上无需个体化定制，可以适用于更多患者，实现

对这些细胞的精确控制以保障治疗的安全性[32]；还可

以延迟CAR-T细胞的功能障碍发生，为提高CAR-T

细胞对实体瘤的杀伤能力提供了理论依据[33]。

CRISPR-Cas9技术能显著增加TCR-T细胞在临床治

疗上的潜力[34]，减少抑制性受体而增强TCR-T细胞的

活性，提高其对抗肿瘤的能力[35]；它还使TCR-T细胞

能够抵抗TME的抑制因素，从而提高治疗效果[36]。

CRISPR-Cas9技术支持大规模的癌症基因组筛

选，从而加速抗肿瘤药物的研发。最近，有科研团

队[8]运用全基因组CRISPR-Cas9技术筛选方法，创建

了一个新的癌症依赖基因数据库，并且设计了一套

用于识别潜在治疗靶点的基因评分体系。该团队在

多种人类癌细胞中进行了CRISPR-Cas9技术筛选实

验，通过整合细胞适应性、基因组标记及药物作用靶

点等信息，确定了不同组织和遗传背景下的新型治

疗位点。这一研究最终证实，具有微卫星不稳定性

特征的多种肿瘤类型都以Werner综合征ATP依赖性

解 旋 酶（Werner syndrome ATP-dependent helicase, 

WRN）作为合成致死性靶标[37]。

2.3  精准构建体内肿瘤模型

CRISPR-Cas9技术可以用于构建小鼠的基因工

程肿瘤模型，为在不同物种及几乎所有的遗传背景

下的肿瘤研究开辟了新的道路，加速了体内肿瘤研

究的进展[38-39]。此外，CRISPR-Cas9技术也被用来构

建多基因突变相关肿瘤模型，例如先向人类肠道上

皮的类器官中引入肿瘤抑制基因 APC、SMAD4 和

TP53突变，以及癌基因KRAS和PIK3CA突变后，将

表达全部 5种突变的类器官移植到小鼠肾被膜下可

以形成肿瘤[40]。该技术亦被用于敲除小鼠大脑中的

多个基因，包括转化相关蛋白 53（Trp53）、神经纤维

蛋白1（neurofibromatosis 1, Nf1），以及磷酸酶和张力

蛋 白 同 源 物（phosphatase and tensin homolog, 

PTEN），从而诱导胶质母细胞瘤和成神经管细胞瘤

的发生[41]。类似的，通过CRISPR-Cas9技术在小鼠造

血干细胞中诱导表观遗传修饰因子、细胞因子、信号

转导因子和转录因子基因的多重突变（例如 Tet2、

Runx1、Dnmt3a、Ezh2、Nf1 和 Smc3），可以构建出携

带复合遗传变异的急性髓系白血病（acute myeloid 

leukemia, AML）小鼠模型[42]。

基于体内模型的筛选体系进一步强化了

CRISPR-Cas9技术的临床相关性。原位细胞植入模

型和基因工程小鼠模型能更真实模拟TME，尤其适

用于血管生成及免疫细胞互作研究[43-44]。人源肿瘤

异种移植（patient-derived xenograft, PDX）模型能够

保留肿瘤组织结构[45]，结合CRISPR-Cas9技术筛选可

发现难治癌症的新治疗靶点。例如，利用包括

CRISPR-Cas9在内的生物学技术在PDX模型中发现

了 结 肠 癌 相 关 转 录 本 5（colon cancer-associated 

transcript 5, CCAT5） 是胃癌潜在治疗靶点，为开发针

对Wnt信号高度活跃的胃癌的新疗法提供了理论依

据[46]；在AML的PDX模型中通过CRISPR-Cas9文库

筛选可以发现 SLC5A3 和 MARCH5 为存活依赖基

因，靶向MARCH5可增强BCL2抑制剂疗效[47]；在肝

癌中通过 CRISPR-Cas9 激酶组文库筛选揭示了

EGFR抑制剂与仑伐替尼（lenvatinib）在肝癌治疗中

具有合成致死效应，临床试验（NCT04642547）[48]证实

联合疗法对仑伐替尼耐药患者有效。

3    CRISPR-Cas9技术临床应用局限性与主要挑战

在有效性和安全性方面，CRISPR-Cas9技术的临

床应用面临几个关键问题，包括编辑后细胞活力受

损、编辑效率低、递送系统不够高效，以及潜在的脱

靶效应等[49]。首先，CRISPR-Cas9技术编辑后的细胞

可能表现出一些缺陷，例如增殖和分化能力下降等，
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从而导致治疗效果不佳[50]。其次，在临床应用中良好

的编辑效率尤为重要，编辑效率低下也可能会影响

治疗效果。优化递送方式、提高 sgRNA的设计质量

和使用高效的Cas9变体等方法可以提高编辑效率。

此外，递送方式的差异可能会影响编辑效率和安全

性。因此，选择合适的递送方式，如应用脂质纳米颗

粒、电穿孔或腺相关病毒载体，有望提高递送效率和

安全性[51]。目前，由于其低免疫原性、高生物相容性

和理想的载物能力，许多不同类型的纳米载体已被

用于肿瘤治疗，包括聚合物、脂质、多孔硅、介孔二氧

化硅纳米颗粒及金属有机框架等[52]。最后，潜在的脱

靶效应可能导致不良的基因突变，引发细胞功能异

常甚至细胞癌变。研究人员正在开发高保真Cas9变

体、优化 sgRNA设计以减少脱靶效应。另外，生物信

息学工具也可以帮助预测和减少潜在的脱靶位点[53]，

提高CRISPR-Cas9技术的安全性。

CRISPR-Cas9全基因组筛选凭借高灵敏度与低

脱靶率成为筛选靶点的首选工具，其功能获得型

（CRISPRa）与功能缺失型（CRISPRko、CRISPRi）双

向筛选能力极大拓展了靶点发掘维度[54]。然而，该技

术的应用仍然存在多方面的限制，包括原代细胞编

辑效率受限、模型仍有一定局限性（如PDX模型中人

类 TME 成分被小鼠基质替代且缺乏完整免疫系

统[45]，原位瘤模型仍无法完全复现人类肿瘤的发展过

程[43]），以及体内筛选技术复杂、成本高昂等。

CRISPR-Cas9技术筛选通过多维度整合加速了靶点

识别与临床转化，但需进一步优化原代细胞编辑并

开发更贴近人体生理状态（如包含完整免疫系统）的

肿瘤模型系统。

4  结  语

历经十多年的研究，CRISPR-Cas9技术正在快速

发展，从基础的基因编辑技术逐步变成了疾病治疗

——特别是肿瘤生物治疗领域的重要工具，展现出

广阔的应用前景。其在转录调控、表观遗传修饰、染

色质成像及碱基编辑等多个领域的研究中发挥了重

要作用。此外，CRISPR-Cas9技术正逐步改变疾病治

疗方式。该技术结合全基因组测序和生物信息学分

析，可以识别肿瘤的特定突变，为个性化治疗提供支

持，并且其作为一种基因编辑技术，可以辅助开发更

高效的基因靶向修饰技术。CRISPR-Cas9技术同样

适用于大规模的筛选工作。其在疾病模型构建、药

物研发、药物作用靶点识别及临床前期研究等多个

环节发挥关键作用。

CRISPR-Cas9技术在肿瘤生物治疗中的应用前

景广阔，但也面临着多方面的挑战。通过持续的技

术创新和跨学科合作，CRISPR-Cas9技术有望在未来

取得更多突破，为肿瘤患者带来更有效、更安全的治

疗方案。
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