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CRISPR-Cas基因编辑技术在泌尿系统肿瘤研究中的应用

杨悦,訾晓渊,孙颖浩（第二军医大学附属长海医院 泌尿外科，上海 200433）

[摘 要] 基于成簇规律间隔短回文重复系统(clustered regularly interspaced short palindromic repeat-clustered regularly inter-

spaced short palindromic repeats associated system, CRISPR-Cas)的基因编辑技术是一种新兴的基因编辑技术, 它能精准完成外源

DNA的识别与编辑，为基因工程提供了革命性的分子工具。CRIPSR-Cas基因编辑技术具有操作简便、易于设计等特点，将其运

用于泌尿系统肿瘤研究中，可为泌尿系肿瘤相关基因的功能学研究提供新方法，进而更好地服务临床诊疗。本文将对CRISPR-

Cas基因编辑技术分子结构与工作原理、在泌尿系肿瘤研究中的应用现状、最新进展及存在的问题进行综述。
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The application of CRISPR-Cas gene editing technique in urinary
system tumors

YANG Yue, ZI Xiaoyuan, SUN Yinghao (Department of Urology, Changhai Hospital Affiliated to Second Military

Medical University, Shanghai 200433, China)

[Abstract] The recent development of CRISPR-Cas systems (clustered regularly interspaced short palindromic repeat-clustered regular-

ly interspaced short palindromic repeats associated system) as easily accessible and programmable tools for genome editing and regula-

tion is spurring a revolution in biology.Experimental approaches based on this versatile technology have the potential to transform the

field of cancer genetics. Here, we review current approaches for functional studies of urological cancer genes that are based on CRISPR-

Cas systems, with emphasis on both advanced basic and translational urological research.
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palindromic repeatsassociated system, CRIS-

PR-Cas)是细菌以及古细菌在长期进化过程形成的

一种适应性免疫防御系统，可用来抵抗外来噬菌体

的入侵。近年来，科学家基于此免疫系统工作原理，

发明了CRISPR-Cas基因编辑技术，为基因工程提供

了革命性的分子工具，为肿瘤的基因学研究开启了

新途径[1-5]。近年来，高通量测序和生物信息学技术

的极速发展，为精准医疗背景下的泌尿系肿瘤研究
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regularly interspaced short palindromic re-

peat- clustered regularly interspaced short
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提供了大量的基因学信息。而泌尿系肿瘤的发生发

展是一个由多基因参与的、不同信号通路相互调控

的复杂过程。同一基因在不同肿瘤、不同阶段、不同

患者中均发挥着截然不同的生物信息学作用。因

此，只有深入探究基因与泌尿系肿瘤的关系，让大数

据的基因信息更好地服务于肿瘤研究，才能为患者

提供最佳的个体化诊疗方案。然而，过去由于缺乏

快速有效的基因编辑工具，泌尿系统肿瘤的基因学

研究多局限于全基因组关联分析(genome-wide as-

sociation study, GWAS)[6]等观察层面上，功能学层

面的深入研究存在较多局限。而CRIPSR-Cas9基因

编辑技术具有操作简便、易于设计等特点，将其运用

于泌尿系肿瘤研究中，可为泌尿系肿瘤相关基因的

功能学研究提供新方法、新思路，进而更好地服务临

床诊疗。本文阐述CRISPR-Cas技术在泌尿系肿瘤研

究中应用的最新进展，旨在为临床研究提供新的思

路和策略。

1 CRISPR-Cas基因编辑技术

1.1 CRISPR-Cas系统的分子结构

1987年，日本大阪大学的研究人员[7]在大肠杆菌的

碱性磷酸酶基因附近区域发现不同寻常的串联重复序

列；2002年，科学家正式将其命名为成簇规律间隔序列

（clustered regularly interspaced short pal-

indromic repeats，CRISPR）。有研究[8]表明，约50%的

细菌和90%的古生菌中均存在包含CRISPR-Cas的获得

性免疫系统[9]。这些系统通过限制-修饰、顿挫感染以

及阻碍吸附发挥作用，以抵御外来噬菌体入侵原核生

物[10]。CRISPR-Cas系统主要由CRISPR序列和Cas蛋白

基因组成。其中，CRISPR 基因座由前导区 (leader)、

重复序列区(direct repeat) 以及间区 (spacer)组

成。前导区富含AT，主要执行启动子功能；重复序列区

长度20～50 bp，是高度保守的重复序列；间区长度26

～72 bp，负责捕获外源入侵DNA片段，并将其整合在相

邻重复序列区之间[11-12]。外源DNA片段中与间区相匹

配的区域称为“原间区（proto-spacer）”[13]。根据CRISPR

序列旁的Cas基因表达产物——Cas蛋白的种类不同，

可将CRISPR-Cas系统分为6型（Ⅰ～Ⅵ型）。其中，Ⅱ型

CRISPR-Cas9系统由于构成简单，对靶基因双链切割只

需要Cas9这一种蛋白，已被开发成为一套理想的程序

化基因编辑工具并被广泛应用。

1.2 CRIPSR-Cas9发挥生理功能的主要过程

在正常生理情况下，CRISPR-Cas9的主要功能是

产生获得性免疫，其发挥作用的主要过程分为适应

（acquisition）、表达(expression)和干扰(inter-

ference)3个阶段[14-15]（图1）。

1.2.1 适应阶段 又称间区捕获阶段，外源病毒或

质粒DNA 中的间隔序列前体(protospacers)插入到

宿主的CRISPR阵列中,产生一个新的重复序列(re-

peat)-间隔序列(spacer)单元，主要进行外源DNA的

识别、捕获，并且将其作为新的间区整合在CRIPSR基

因座中。外源DNA中原间区片段的识别并不是随机

的，通常在原间区序列下游存在一段由2～5个核苷

酸组成的高度保守序列，称为“原间区邻近基序”

(proto-spacer adjacent motifs,PAM)[18-19]。PAM的

存在，可用于区分CRIPSR序列本身和外源DNA间区

序列，进而防止发生自身免疫反应[20-22]。

1.2.2 表达阶段 又称CRISPR RNA（crRNA）生成阶

段，pre-CRISPR RNA (pre-crRNA)转录后被加工成

短的crRNA,每段包含一个间隔序列和部分重复序

列。CRISPR基因座先在前导区的作用下转录生成前

体crRNA，在RNA内切酶Ⅲ的作用下，对前体crRNA进

行剪切，加工成为多个成熟crRNA片段，每个成熟

crRNA中均含有单独的间区序列[23]。

1.2.3 干扰阶段 crRNA与入侵的外源DNA或 RNA

配对,使Cas蛋白降解这些外源核酸。crRNA作为向

导RNA（guide RNA,gRNA），特异性识别噬菌体或质粒

中包含与其间区序列配对互补的DNA片段。随后，

Cas9蛋白可将DNA双链解开，进而发挥核酸酶作用对

外源DNA进行切割，形成双链切口（double-strand

breaks，DSBs），以完成细菌对外来入侵的干扰[1,24]。

1.3 CRIPSR-Cas9基因编辑工作原理

基于CRISPR-Cas9免疫系统发挥生理功能的作

用原理，研究人员[1，4，25]设计出了CRISPR-Cas9基因编

辑技术，主要包括两个步骤（图2）。首先,利用CRIS-

PR/Cas9系统对特定DNA进行剪切，此步骤通常需要

3个重要元件，分别为Cas9蛋白、根据需要设计的特

异性crRNA以及tracrRNA。将这3个元件转染到目

标细胞内，当该系统表达时，crRNA会与trancrRNA形

成gRNA，并定向与目标DNA结合,同时Cas9蛋白将剪

切目标DNA的正链与反链，形成DSB。为进一步简化

CRISPR-Cas9系统的操作环节，研究人员将crRNA:

tracrRNA所组成的双链RNA结构改造为发夹样的单

链导向RNA(single-guide RNA,sgRNA)，可大大提高

基因编辑的效率。随后，DNA的DSB会被细胞内天然

的DNA修复系统进行修复。DSB修方式有两种，一种

为非同源末端连接(native non-homologous end

joining,NHEJ)，引起随机的小片段的缺失或者插

入，此编辑方式不能进行精确控制;另一种为同源重

组介导的修复(homology-directed repair, HDR),

在双链DNA断点产生后，引入模板DNA序列,根据需

要插入、删除或突变特定序列，把需要编辑的序列引
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入到特定位点，以此达到精确基因编辑目的。

图1 CRISPR-Cas系统免疫机制[16-17]

图2 CRISPR-Cas系统工作原理图[25]

2 CRISPR-Cas9 技术在泌尿系肿瘤中的应用现状

2.1 前列腺癌

在欧美，前列腺癌在男性恶性肿瘤中最为常见，

病死率居各种癌症第2位。我国前列腺癌发病率明

显低于西方国家，但近年来呈迅速上升趋势。随着

高通量测序以及生物信息学技术的飞速发展，人们

得到了大量有关前列腺癌的基因组学信息，如何探

究这些基因在前列腺癌中的功能，进而指导临床便

显得尤为重要。CRISPR-Cas9系统为靶基因研究提

供了快速、有效的工具，通过靶向基因编辑，结合相

应的Western blotting、免疫组化、原位杂交等技

术，对相关基因在前列腺癌发生发展过程中的作用

进行了深入探究（表1），并促进了前列腺癌分子分

型、诊断和治疗等方面的发展。

2.1.1 分子分型与发展机制 根据TCGA提供数据

显示，53%的前列腺癌中存在ETS家族基因融合现象，

其中约90%为TMPSS2-ERG基因融合[25]。ERF为ETS转

录抑制子基因，近年来在原发性前列腺癌和转移性

前列腺癌中均发现存在ERF基因缺失或是拷贝数变

异现象。此外，ERF不仅与TMPSS2-ERG原癌基因产物

有接近一致的DNA结合域，并且ERF缺失均发生在非

TMPSS2-ERG融合的前列腺癌中。Bose等[26]通过在

TMPRSS2-ERG阳性的前列腺癌类器官中，利用CRIS-

PR-Cas9靶向敲除ERG后，发现细胞增殖停滞；但如果
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同时沉默ERF阻遏基因，则在一定程度上可以保留细

胞的增殖性。该结果不仅提示ERF为一种抑癌基因，

也为前列腺癌分子分型提供新的参考依据。可见，

对于致病机制尚不明确的癌症分型，研究人员可通

过CRISPR-Cas9技术研究特定基因在该肿瘤进程中

的作用，明确新的抑癌或原癌基因。

表1 CRISPR-Cas技术在前列腺癌、膀胱癌和肾癌研究中的应用

肿瘤类型

前列腺癌

膀胱癌

肾癌

修饰基因

ERF阻遏基因、ERG

敲除NANOG、

NANOG8

敲除RNase L

敲除Rb、TP53

敲除BRN2

敲除FANCA

过表达lncRNA

PCAT14

敲除CDH1

敲除lncRNA

UCA1

敲除UTX、UTY

敲入15个膀胱癌

高频突变基因

敲除VHL

敲除HIF2α

敲除PIK3R1

表型改变

细胞增殖性恢复，提示ERF为前列腺癌抑

癌基因

细胞恶性程度降低，为前列腺癌的诊治

提供新靶标

细胞转移性增加，推测RNase L基因促

进前列腺癌转移

细胞表型改变，引起去势抵抗

细胞神经内分泌标志物表达下降、证实

BRN2促进NEPC

细胞对顺铂的敏感性增加，推测存在

FANCA基因突变的恶性前列腺癌患

者对铂类化疗药物敏感

细胞侵袭性下降，PCAT14表达缺失可

预测前列腺癌的侵袭性

E-钙黏蛋白表达下降，肿瘤侵袭性、

转移性下降

细胞周期停滞，细胞凋亡

细胞增殖性增强，提示UTX和 UTY为

抑癌基因

膀胱癌非干细胞中同时存在ARID1A、

GPRC5A和MLL2突变时，其自我更新

能力增强，成球性最强

细胞表型出现上皮间质转化现象，侵

袭性增强

不同细胞株对HIF2α拮抗剂的敏感

性有所差异

细胞发生上皮间质转化，同时侵袭

性、转移性增强

浆细胞样膀胱癌基因

治疗靶点

膀胱癌肿瘤标志物

膀胱癌发生发展机制

膀胱癌进展、靶向治疗

建立VHL阴性小鼠模型

肾癌靶向精准治疗

肾癌靶向精准治疗

涉及方向

肿瘤进展、分子分型

靶向治疗

前列腺癌转移机制

去势抵抗性前列腺癌

靶向治疗

神经内分泌性前列腺

癌靶向治疗

晚期前列腺癌的化疗

前列腺癌生物标志物
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此外，美国克利夫兰医学中心的Banerjee等[27]

在PC3细胞中利用CRISPR-Cas9基因编辑技术，靶向

敲除 RNase L 基因，发现细胞转移性增加，推测

RNase L基因突变或变异体可通过剪切黏附蛋白相

关mRNA等机制来促进前列腺癌转移。

2.1.2 肿瘤标志物 过去数十年的研究证实,细胞

内存在大量长链非编码RNA(long-chain non-cod-

ing RNA,lncRNA)。lncRNA是一组具有高度异质性

的转录本，其可通过多种多样机制调控基因表达。

因此，它们在肿瘤组织中的表达具有高度异源性，与

正常细胞向肿瘤细胞转化具有直接关系。Ho等[28]利

用 CRIPSR-Cas9 技术在 LNCap 细胞中敲除 lncRNA

MI-21，为前列腺癌中lncRNA的功能学研究提供新方

法。此外，Shukla等[29]在LNCaP和PC3前列腺癌细胞

中，利用 CRIPSR-Cas9 技术使 lncRNA PCAT14 过表

达，再结合基于高通量RNA测序的生物信息学分析技

术，发现PCAT14可抑制细胞侵袭，PCAT14表达缺失可

预测前列腺癌的侵袭性增加，复发概率增大，提示

lncRNA PCAT14可作为恶性前列腺癌的肿瘤标志物。

2.1.3 靶向治疗 由于缺少较好的分子靶点，前列

腺癌靶向基因治疗一直存在较大瓶颈。Kawamura

等[30]通过 CRISPR - Cas9 技术对前列腺癌细胞系

DU145中的NANOG和NANOG8基因进行突变编辑，发现

突变后的细胞系成瘤性、侵袭性、转移性、药物抵抗
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性均大大降低，表明NANOG/NANOG8基因在前列腺癌

发生发展中具有重要作用，为前列腺癌的诊治提供

新靶标。去势治疗（androgen deprived therapy，

ADT）是晚期前列腺癌主要的治疗方法，但通常会引

起去势抵抗，发展成为去势抵抗性前列腺癌（cas-

tration resistant prostate cancer, CRPC）。Mu

等[31]利用CRSIPR-Cas9系统在LNCap细胞株中靶向

敲除Rb1以及P53基因，发现其可通过上调转录因子

SOX2来改变细胞株表型，进而引起去势抵抗，为CRPC

的治疗提供了新思路与潜在靶点。

20%的CRPC会进一步转化成为神经内分泌性前

列腺癌（neuroendocrine prostate cancer，NEPC），

此类患者预后极差。Bishop等[32]在16DCRPC细胞中

利用CRISPR-Cas9介导神经转录因子BRN2的敲除

后，发现神经内分泌标志物表达下降，证实BRN2促进

NEPC的发生，为CRPC诱导的NEPC患者提供新的治疗

靶标。

在一项跨国多中心的转移性前列腺癌精准医疗

项目中，研究人员对一位铂类化疗药物异常敏感的

患者进行全外显子测序，发现其存在DNA修复基因

FANCA的突变。结合在前列腺癌细胞株中利用CRIS-

PR-Cas9敲除FANCA基因后，细胞对顺铂的敏感性增

加，推测存在FANCA基因突变的恶性前列腺癌患者对

铂类化疗药物敏感，为前列腺癌精准诊疗提供了新

思路、新方法[33]。

将CRISPR基因编辑系统在体内准确有效地运输

至靶器官是CRIPSR系统应用所要解决的重要问题。

Zhen等[34]研究出一种核酸适配体-脂质体-CRISPR/

Cas9嵌合体，该嵌合体可利用RNA适配体A10靶向结

合前列腺癌细胞膜上的的前列腺特异膜抗原（pros-

tate specific membrane antigen, PSMA）的特点，

对CRISPR-Cas9系统在体内进行靶向运输，更好地推

进基于CRISPR-Cas9基因编辑技术的前列腺癌诊治

研究。

2.2 膀胱癌

膀胱癌是我国泌尿系统最常见的恶性肿瘤，具

有易复发、病死率高等特点。95%的膀胱癌为尿路上

皮肿瘤，而鳞癌或腺癌则较为少见。近年来，人们也

将CRISPR/Cas9技术体系引入了膀胱癌的分子机制

研究中，为临床诊治提供了新方向（表1）。

Liu等[35]设计出一种基于CRISPR-Cas9系统的

“与门（AND gate）”遗传回路，靶向针对膀胱癌细胞

进行基因编辑。该通路的输入端有2个启动子，其中

肿瘤特异性启动子人端粒酶逆转录酶（human

telomerase reverse transcriptase, hTERT）基因

负责调控sgRNA转录，膀胱上皮细胞特异性启动子人

尿溶蛋白基因Ⅱ（human uroplakin Ⅱ, hUP Ⅱ）负

责调控编码Cas9蛋白的mRNA转录。只有当细胞系

中同时存在这2个启动子，CRIPSR-Cas9系统才会发

挥作用，进而保证了CRISPR-Cas9系统在膀胱癌细胞

中的特异性应用。再利用此“与门”遗传通路在膀胱

癌细胞中敲除P21基因、hBAX基因和E-钙黏蛋白基

因后，发现能有效抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡，降

低细胞活性。该研究为癌症的靶向基因治疗提供了

新思路。

2.2.1 分子分型与发生机制方面 Ahn等[36]对40例

非转移性尿路上皮膀胱癌进行靶向测序，发现UTX基

因突变频率最高，占30%（12/40）。UTX是位于X染色

体上的组蛋白去甲基化酶基因，UTY是UTX位于Y染

色体上的等位基因。值得一提的是，测序结果显示

UTY是发生拷贝数缺失频率最高的基因，占所有男性

患者的22.8%（8/35）。再应用CRISPR-Cas9技术在

HT-1197和UMUC3细胞株中分别单独敲除UTX基因、

单独敲除UTY基因、同时敲除UTX和UTY基因，发现细

胞增殖性均有所增强。该研究结果提示UTX和UTY

基因为抑癌基因，两者的缺失可促进膀胱癌的发生

发展。Jiang等[37]应用CRISPR-Cas9技术在UMUC3和

T24膀胱癌细胞株中敲除FOXO1基因，发现细胞侵袭

性增强，并可抵消异叶丹大黄素对膀胱癌的抑制作

用，提示异叶丹大黄素可通过STAT/FOXO1/MMPS上调

FOXO1表达，发挥抑制侵袭性膀胱癌发生发展的作

用。

2.2.2 靶向治疗 浆细胞样膀胱癌是一类恶性程

度较高的泌尿系统肿瘤，其具有临床分期高、对化疗

不敏感、易复发并且常伴腹膜内转移的特点[38]。Al-

Ahmadie等[39]应用全外显子测序和靶向测序技术，发

现相比其他类型的膀胱癌，浆细胞样膀胱癌存在特

异性的CDH1基因突变。随后，研究人员在膀胱癌RT4

和MGHU4细胞系中应用CRISPR-Cas9技术靶向敲除

CDH1基因，发现与肿瘤细胞转移相关的E-钙黏蛋白

表达水平下降，肿瘤细胞侵袭性和转移性增强。进

一步从分子层面揭示了浆细胞样膀胱癌恶性程度

高、易转移的发生机制，为临床治疗提供新的潜在靶

点。

Yang等[40]通过对56个膀胱癌干细胞（bladder

cancer stem cell, BCSC）、膀胱癌非干细胞（blad-

der cancer non-stem cell, BCNSC）和膀胱癌上皮

干细胞（bladder cancer epithelial stem cell,

BLESC）进行测序，发现了在BCSC中的 21个重要突

变。随后，利用CRIPSR-Cas9技术将其中的15个高

频突变基因依次敲入BCNSC中，结果表明当BCNSC中

同时存在ARID1A、GPRC5A和 MLL2突变时，其自我更
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新能力增强，成球性最强。该研究提示 ARID1A、

GPRC5A和MLL2基因突变在膀胱癌发生过程中起到重

要作用，为临床诊断与治疗提供新的潜在标志物。

2.2.3 肿瘤标志物 Zhen等[41]在膀胱癌5637和T24

细胞株中利用CRISPR-Cas9技术敲除lncRNA UCA1

(urothelial cancer associated 1)，发现UCA1的敲

除可诱导细胞周期停滞在G1期，引起细胞凋亡，进而导

致肿瘤细胞的增殖性、迁移性和侵袭性下降。进一步

Meta分析表明，尿液中UCA1可成为诊断膀胱癌的无创

高敏标志物。此外，Evers等[42]在膀胱癌UM-UC-3细胞

株中分别利用shRNA和CRISPR系统靶向敲除92个基因，

结合统计学和生物信息学对比分析表明，CRISPR基因

编辑系统脱靶效应较少，更为稳定。

2.3 肾癌

肾细胞癌是常见的泌尿系统肿瘤，其病死率在

我国泌尿系统肿瘤中居首位，对化疗极为不敏感，患

者5年生存率不足20%[43]。近年来通过大规模高通量

测序，科学家从基因组学层面揭示了肾癌的发病机

制，并研发出诸如mTOR激酶竞争性抑制剂坦莫西司、

VEGF信号转导通路抑制剂舒尼替尼等多种靶向治疗

药物[42]。近几年，研究人员将CRIPSR-Cas技术与此

前肾癌的研究成果相结合，以达到更好地为肾癌临

床诊疗服务的目标。

有研究[45]表明，抑癌基因VHL突变与肾透明细胞

癌发生发展存在密切关系，90%的散发病例中存在

VHL基因突变或沉默现象。Schokrpur等[46]在体外利

用CRISPR-Cas9技术在RENCA肾癌细胞中敲除VHL，

建立VHL阴性细胞株，发现敲除VHL基因后，细胞表

型出现上皮间质转化现象，侵袭性增强。随后又建

立VHL阴性小鼠模型，发现肿瘤细胞在体内转移性增

强。该研究团体利用CRISPR-Cas9建立的VHL阴性

小鼠模型，有许多与临床肾癌患者极为相似的特征，

如与肿瘤转移相关的E-钙黏蛋白表达下降等，为探

究肾透明细胞癌的发生发展机制、寻找潜在治疗靶

点以及肿瘤标志物提供了新模型。

VHL 基因突变可导致缺氧诱导因子（hypoxia

induced factor,HIF）积聚，进而诱发缺氧反应，加

剧癌症恶化。小分子化学药物HIF2α拮抗剂PT2399

可抑制VHL阴性肾癌细胞的发生发展。Cho等[47]利用

CRISPR-Cas9 技术在不同 VHL 阴性细胞株中敲除

HIF2α基因，发现部分细胞株（如786-O和A-498）出

现增殖抑制现象，部分细胞株（如UMRC-2和769-P）则

没有，不同细胞株对PT2399的敏感性有所差异。因

此，PT2399作为HIF2α拮抗剂在治疗肾透明细胞癌

过程中，需要先结合HIF2α活性、P53状态等标志物

情况来预测肿瘤对于药物的敏感性。

近年来研究[48]发现，除了VHL基因失活导致的泛

素介导的蛋白裂解通路之外，PI3K/AKT通路在肾细

胞癌的发生发展过程中也发挥着重要作用。Lin

等[49]发现，在肾癌细胞和转移性肾癌细胞中PI3KR1

表达下降，并且在 786-O 和 A-498 细胞株中利用

CRISPR-Cas9技术敲除PI3KR1基因后，肿瘤细胞发生

上皮间质转化，同时侵袭性、转移性增强。该研究提

示PI3KR1可成为肾癌诊治过程中新的潜在靶点。

目前，CRISPR-Cas9基因编辑技术在泌尿系统肿

瘤中的应用尚处于初期研究阶段，距离真正的临床

应用还有较大距离。相信随着相关技术的完善与发

展，CRIPSR-Cas技术必将为泌尿系统肿瘤的诊疗提

供新思路、新方法。

3 CRISPR基因编辑技术的新进展

二代测序技术的高速发展带动了众多基于测序

技术的高通量测序数据呈爆炸式增长，CRISPR基因

编辑术为大数据的基因功能学研究提供了有力工

具。既可利用CRISPR系统建立精确的细胞模型，加

速功能基因组学发展，揭示细胞机制并确证新的药

物靶点，也可以用于开发更好的用药安全性测试的

动物模型，进而改善治疗方案。

来自哈佛大学Broad 研究院的研究人员研发出的

CROP-seq(CRISPR droplet sequencing)技术，创造性

地将CRISPR筛选与文库筛选结合起来，通过整合CRISPR

基因编辑与单细胞RNA测序，平行确定多个基因的基因

调控影响，在单个实验中研究数千个单细胞，可大规模

完成前所未有的高通量基因调控分析[50]。

此外，科学家将CRISPR基因编辑技术与CAR-T

免疫治疗相结合，利用快速基因编辑生成定制的自

体细胞进行治疗。美国国家卫生研究院（NIH）重组

DNA咨询委员会（RAC）去年批准了将在宾夕法尼亚大

学进行的黑色素瘤靶向CAR-T临床试验，其中Cas9

将用于敲除细胞编码PD1和内源性T细胞受体基因。

中国也于前不久开始了CRISPR-Cas的第一次临床试

验，该试验将使用CRISPR-Cas9技术敲除患有肺癌的

个体的T细胞中的PD-1。而类似的试验，用于前列腺

和膀胱癌以及肾细胞癌的PD-1敲除T细胞也即将开

始，为癌症的诊治提供了新策略[48]。

4 结 语

CRISP-Cas基因编辑技术具有高效、快速、易于

操作等特点，与传统基因编辑技术相比，CRISPR/

Cas9系统不仅提高了基因靶向修饰效率，也为疾病

诊疗提供有力手段。然而，倘若要将其应用到临床

中，仍需要解决脱靶切割等问题。由于CRISPR/Cas9
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系统的向导gRNA片段与目标DNA片段只需20个核苷

酸进行匹配,所以gRNA也很有可能与目标外的其他

片段结合。这种脱靶效应干扰了细胞内其他基因的

稳定性，由此导致的非预期细胞生物问题也随之而

来,比如降低基因敲除效率，出现细胞毒性，进而为

肿瘤基因治疗带来不小的挑战。研究人员也探索了

一系列方法，以期解决这些问题，如设计高特异性

sgRNA;除目标基因外，尽量避免在基因组中出现

sgRNA后紧随PAM结构的情况等。CRISPR-Cas9为近

几年新研发出的基因编辑技术，还未完全成熟，不免

仍存在一些问题，将其应用于临床诊疗中仍然任重

而道远。但不能否定的是，CRIPSR-Cas9基因编辑技

术的产生为生命科学研究领域中的里程碑事件，正

经历着日新月异的飞速发展。相信随着此技术自身

的不断完善、以及相关法律法规的制定实施，精准、

高效的CRISPR-Cas技术必将在泌尿系肿瘤的分子分

型、发展机制以及靶向治疗等领域发挥巨大作用。

总之，CRIPSR-Cas9基因编辑技术在泌尿肿瘤研究中

的应用前景是令人振奋的，但是将其应用于临床诊

疗之中，仍然任重而道远。
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