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CRISPR／Cas9基因剪辑技术 

在乙型肝炎病毒感染治疗中的应用 

罗英英，黄爱龙，胡接力 

(重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆 400016) 

【摘 要】CRISPR／Cas9基因剪辑技术源于细菌及古细菌 CRISPR介导的后天获得性免疫系统，通过引导 RNA与靶 DNA PAM 

序列特异性识别，引发Cas9核酸酶定点切割互补双链 DNA，在基因剪辑方面具有制备简单、剪辑位点特异性高及易于同时剪 

辑多个基因位点等优势，已被广泛应用于哺乳动物细胞基因剪辑。本文主要从CRISPR／Cas9技术作用原理和其抗乙型肝炎病毒 

感染作用及机制等方面进行综述。 
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Application of CRISPR／Cas9 technology in hepatitis B virus infection 

Luo Yingying，HuangAilong，Hu Jieli 
． 
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【Abstract]The clustered regularly interspaced short palindromic repeats(cRIsPR)／cRIsPR—associated(cas)9 system is an adaptive 

immune system．The sgRNA guides the Cas9 protein to specifically cut target DNA sequence by recognizing the protospacer—adjacent 

motif(PAM)sequence in target DNA．CRISPR／Cas9 offers several potential advantages，including the ease of customization，higher 
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targeting efficiency and the ability to facilitate multiplex geno- 

me editing．Due to these advantages，it has been used in gene 

editing in several kinds of mammalian cells．In this review，we 

discuss the mechanism of CRISPR／Cas9，application of CRISPR／ 

Cas9 in hepatitis B virus infection and relevant mechanism． 

【Key words]clustered regularly interspaced short palindromic 

repeats；gene editing；hepatitis B virus；cccDNA 
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乙型肝炎病毒(hepatitis B vires，HBV)感染是一个全球 

重大公共卫生问题。全球有3．5亿～4亿HBV感染者，其中 

10％为慢性 HBV感染(chronic HBV infection，CHB)~”。全球 

每年有约 78万人死于 HBV感染相关肝脏疾病[21。目前主要 

治疗药物包括干扰素和核苷(酸)类似物【II 3l，但在抗病毒治疗 

中断后病毒量常常出现回弹导致治疗失败。这是因为现有抗 

HBV治疗手段不能有效清除受感染细胞内HBV共价闭合环 

状 DNA(covalently closed circular DNA，cccDNA)。目前尚无 

有效手段清除受感染肝细胞 内 HBV cccDNA，cccDNA成为 

HBV感染治疗难点。 

理论 上讲 ，特异性破坏 HBV基 因组可 能清除 HBV 

cccDNA，从而治愈CHB。已有2种基因剪辑技术——锌指 

核酶技术(zinc finger nuclease，ZFN)和转录激活样效应核酶 

技术(transcription activator-like effector nuclease，TALEN)被用 

于体外和体内特异性位点切割 HBV基因组及宿主基因组中 

整合的 HBV基因组，从而特异性降解 HBV基因组的研究观 

察 。这2种基因剪辑技术均是基于蛋白的剪辑技术，将序 

列特异性 DNA结合到非特异性 DNA切割元件上进行剪辑。 

但是这 2种技术识别靶向位点非常有限，并且识别模块构建 

也非常复杂。 

2013年，一种新兴基因剪辑技术——clustered regularly 

interspaced short palindromic repeats／CRISPR—associated pro- 

reins(CRISPR／Cas)引起研究者高度关注。CRISPR／Cas9作用 

原理不同于ZFN和TALEN．该系统通过 RNA与靶 DNA识别 ， 

引导 Cas9核酸酶切割互补双链 DNA~n，具有制备简单 、成本 

低廉、特异性高等优点，开发后获得快速发展[8-91。本文主要综 

述 CRISPR／Cas9技术作用原理、对 HBV复制抑制作用及抑制 

作用机制等。 

1 CRISPR／Cas9技术原理 

CRISPR／Cas系统是一种后天获得性免疫系统 ，存在于 

大多数古生菌与细菌中，用于抵御外来遗传物质(如质粒、噬 

菌体)，并在 自身基因座中留下外来基因片段作为“记忆”以 

抵御其再次入侵 0̈_ 1。CRISPR／Cas分 3种类型 ，本文介绍的 

CRISPR／Cas9是第 2型 

2007年，Barrangou等【 喵 次证实细菌可利用 CRISPR／Cas 

抵抗噬菌体入侵并形成记忆阻止再次入侵，从而证实CRISPR／ 

Cas是细菌的一种免疫防御机制 ．之后研究人员很快发现 

CRISPR／Cas在发酵工业及医学中的潜在应用价值 ，从此 

CRISPR成为研究热点。直到2012年 Emmanuelle Charpentier 

和 Jennifer A．Doudna课题组发现一种比较简单的 CRISPR／ 

Cas系统防御机制 ，即本文所介绍的 CRISPR／Cas9系统l14]， 

CRISPR／Cas9成为基因剪辑有力工具。 

CRISPR／Cas9组成简单 ．包括 Cas9核酸酶 、编码向导 

RNA(guide RNA，gRNA)的 CRISPR RNA(crRNA)序列以及 

辅助 crRNA分裂为独立单元 的 trans—encoded small RNA 

(tracrRNA)! 1。每个 crRNA都包含20bp gRNA序列，可与靶 

DNA序列互补识别并引导 Cas9核酸酶对靶 DNA进行剪 

辑[14,1q。Cas9是一个大分子量多功能蛋白，是切割靶 DNA过 

程中唯一必要的酶⋯ 。Cas9蛋白在 gRNA引导下基于RNA— 

DNA互补识别对靶 DNA进行定点切割。Cas9蛋白的 2个核 

酸酶结构域，靠近氨基端的RuvC样结构域及位于蛋白中部 

的 HNH样结构域 ，分别切割 DNA的两条链 91。其中，HNH 

结构域负责切割与 sgRNA互补的一条靶 DNA链 ，RuvC结 

构域负责切割靶 DNA另外一条链l14，201。这样就产生了 DNA 

双链缺 口(double—strand DNA break，DSB)。在 DNA修复过 

程中，主要通过非同源末端连接或者同源直接修复对 DSB 

进行修复 ，从而引入基因插入或缺失，引起移码突变或提早 

产生终止子。在实际应用中，可将 crRNA—tracrRNA连接成一 

个嵌合体．这样只需要 Cas9蛋 白和 1个引导 RNA就能进行 

基因编辑㈣。 

后来，研究者根据人源密码子对Cas9蛋白表达进行优化， 

使 Cas9蛋白可以在哺乳动物中稳定表达，在 Cas9蛋白 C端 

融合表达核定位序列，使Cas9蛋白能够进入细胞核内进行 

切割【2】 。利用 Double—nicking方法进一步提高 CRISPR／Cas9 

切割特异性。突变 Cas9蛋白酶 1个核酸酶’活．陛，使其成为切 

口酶，通过 1对 sgRNA将 Cas9切 口酶引导至特异 DNA位 

点进行切割 ，这样就大大降低脱靶率 剖。 

该技术可用于对 1个或多个靶基因进行定点敲除，从而 

建立 1个或多个基因敲除动物模型I24]。可对人类致病基因进 

行敲除来治疗基因疾病嘲，也可用于抗药靶点筛选 、生态载 

体控制(使蚊子体内携带病毒灭活)、病毒基因毁坏、农作物 

基因改善等。目前CRISPR／Cas9系统经由遗传工程改造已应 

用于人源细胞 、小 鼠[25一、大鼠i28]、斑马鱼 、果蝇【 】、酵母 

菌嘲、线虫【 及农作物 等。本文主要介绍应用 CRISPR／ 

Cas9技术在阻断 HBV合成中的应用。 

2 CRISPR／Cas9技术在抗 HBV中的应用 

很多研究尝试使用该技术对 HBV基因组进行剪辑，以观 

察 CRISPR／Cas9是否能够直接毁损 HBV复制模板 cccDNA， 

以及与传统治疗药物是否有协同作用。 

2．1 CRISPR／Cas9技术在抗 HBV治疗中的尝试 

HBV现有治疗策略主要包括干扰素和核苷酸类似物 2 

大类 ，干扰素主要提高机体免疫力，而核苷酸类似物主要针 

对病毒逆转录环节，这 2类药物均不能清除受感染细胞内持 

续存在的 HBV复制模板——cccDNA。CRISPR／Cas9是新兴 

基因靶向修饰工具，很多研究尝试使用该技术对HBV基因 

组进行剪辑。目前 ，已有文献报道 CRISPR／Cas9可剪辑 HBV 

DNA并抑制 HBV DNA复制、cccDNA合成及核心蛋白和表 

面蛋白等多种蛋白合成及分泌。 
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对于该研究结果 ，多个研究小组分别 已在 HepG2[” 】、 

HepaRGI4”、HepG2．2．15[38， 卅、HepAD38[37， ，43]及 HuH7l42删等 

多种人源肝细胞系及人源肝癌细胞系上做验证。多种细胞系 

研究结果相似，提示 CRISPR／Cas9对 HBV基因组剪辑不具 

有细胞特异性 ，CRISPR／Cas9在多种细胞系中具有稳定剪辑 

HBV能力 。以及 CRISPR／Cas9对整合在宿主基因组上的HBV 

及外源性HBV质粒均有剪辑作用。 

根据 HBV基因组序列差异可将 HBV分为 A—J 剖共 1O 

个基因型，临床数据显示不同基因型对传统治疗药物敏感性 

不尽相同。CRISPR／Cas9对 HBV基因组的剪辑是否存在基 

因型特异性?理论上，CRISPR／Cas9直接作用于 HBV基因 

组 ，基于 RNA与 DNA互补配对原则进行识别，应该不存在 

基因型特异性。针对这一问题 ，有研究特别针对 HBV多种基 

因型保守序列设计 sgRNA ．42，删。以鉴定 CRISPR／Cas9对 

HBV不同基因型是否均能成功进行剪辑。结果证实在将这 

些针对保守区域sgRNA应用于CRISPR／Cas9系统时．可引起 

不同基因型 HBV均发生基因突变且不同基 因型 HBV复制 

水平均有所下降．Western blot鉴定细胞内 HBsAg表达量下 

降 20％～95％。CRISPR／Cas9系统中同一 sgRNA对于不同基 

因型 HBV均有剪辑作用且作用程度类似 ，说明 CRISPR／ 

Cas9在对 HBV基因组进行剪辑时的确是通过互补配对原则 

进行识别的，具有识别稳定性 ，在应用于临床、针对感染不同 

基因型 HBV临床患者时，可设计针对不同基因型 HBV保守 

序列的sgRNA，从而对感染不同基因型 HBV临床患者均能产 

生治疗作用，为 CRISPRTCas9在临床广泛应用打下良好基础。 

动物实验结果与体外实验结果相似。Lin等 晦HBV质 

粒及 CRISPR／Cas9系统通过尾静脉高压注射方法运输至小 

鼠体内，小鼠血清中HBsAg水平下降 20％一30％，肝细胞内 

HBV表达质粒量减少 60％～80％。Zhen等通过免疫组化检测 

发现 CRISPRJCas9可显著减少 HBV转基因小鼠肝脏 HBsAg 

阳性率[381。Liu等通过qPCR及ELISA检测到CRISPR／Cas9对 

转染 HBV小 鼠血清中 HBV DNA、HBsAg和 HBeAg抑制率 

均高达90％t39~。Dong等也发现类似结果 。 

总之，CRISPR／Cas9可切割 HBV基因组并使其发生突 

变，抑制 HBV复制及蛋白表达。 

2．2 CRISPR／Cas9抗 HBV作 用机制 

CRISPR／Cas9抗病毒效应机制可能包括以下途径 。第 

一

．HBV表达质粒 中 HBV基因突变失活。体外实验通过 

T7E1检测发现 CRISPR／Cas9可使 HBV表达质粒 中HBV基 

因突变失活[38,44I。同样 ，小 鼠体内实验 T-／E1检测也发现 

CRISPR／Cas9可使 HBV表达质粒中HBV基因发生突变[38-39,删， 

提示 CRISPR／Cas9可以游离 HBV表达质粒中 HBV基因为 

靶标并对 HBV基因进行定点突变并促进 HBV复制模板清 

除。第二，cccDNA发生突变失活。持续和稳定的 cccDNA是 

长期维持 HBV慢性感染的关键 因素，也是治疗中难以清除 

病毒的主要原因。CRISPR／Cas9可切割新合成的cccDNA，切 

割后的 cccDNA以非同源末端连接机制进行修复引入插入 

或缺失突变，导致cccDNA合成水平下降。非同源末端连接 

的结果是多数 cccDNA发生单核苷酸插入／缺失突变，最长达 

2．3kb基因片段缺失突变，突变率 30％～50％，从而使 HBV逆 

转录模板失活，抑制HBV复制【一8,421。第三，促进cccDNA降 

解。ETV阻断 HBV逆转录过程从而降低 HBV DNA复制水 

平，但对cccDNA稳定性并无影响。在CRISPR／Cas9系统中添 

加或者不添加 ETV，其 HBV DNA水平下降程度不同，添加 

ErrV后 HBV DNA几乎完全被抑制(上清中抑制高达 96％，细 

胞内抑制高达 80％)⋯。ETV对 cccDNA无影响，提示添加 

ETv后 HBV DNA几乎被完全抑制可能因为 CRISPR／Cas9 

直接作用于cccDNA，促进 cccDNA降解。 

2．3 提高CRISPR／Cas9抗病毒效应策略 

提高 CRISPR／Cas9抗 HBV效应策略包括 以下几个方 

面。 ． 

首先 ，多个 sgRNA在同一 CRISPR／Cas9系统中联合使 

用 ，可提高 CRISPR／Cas9对 HBV切割效率。在 HuH7细胞中 

分别单独或联合共转染有效引导序列 sgRNA P1、sgRNA 

XCp(sgRNA P1与 sgRNA XCp分别是针对 HBV基因组不同 

位点的引导序列)与HBV表达质粒，联合转染两种引导序列 

对细胞内 HBsAg及 HBeAg抑制率明显强于单独转染一种引 

导序列。进一步使用T7E1酶对CRISPR／Cas9突变率进行检 

测，发现联合转染两种引导序列其 HBV突变率显著高于单独 

转染一种引导序列。其中，单独转染sgRNA P1时HBV基因 

组突变率为 13．6％，单独转染 sgRNA XCp时 HBV基因组突 

变率为 9．3％．联合转染两种引导序列时 HBV基因组突变率 

为25．6％且突变片段更长 删，说明联合使用多种 sgRNA可 

提高CRISPR／Cas9对HBV基因组剪辑效率。 

其次，增加sgRNA及相应Cas9用量。Dong等发~sgRNA 

及相应 Cas9的量与其抗病毒效应呈剂量依赖关系[421。将 

sgRNA与 Cas9在 HuH7细胞中共表达，提高转染质粒质量 4 

倍 ．相应 HBsAg下降 30％～50％[42~，提示增加 sgRNA及相应 

Cas9用量可以提高 CRISPR／Cas9抗 HBV效应。 

再次，抗病毒药物对CRISPR／Cas9抗病毒作用有累加效 

应。无论是 HepG2．2．15还是 HepAD38均证实抗病毒药物， 

包括病毒包装抑制剂 HAP12及逆转录酶抑制剂 TDF、ETV、 

3TC等对CRISPR／Cas9抗病毒活性具有显著增强作用[41]。 

最后，IFN—ol对 CRISPR／Cas9抗病毒作用未见明显累加 

效应。无论是 HBcAg还是 cccDNA合成及突变率方面，均未 

见 IFN一 对 CRISPR／Cas9抑制作用有明显增强[371。 

2．4 CRISPR／Cas9在治疗HBV感染中的应用 

Ramanan等 利用从稳定支持HBv复制细胞系HepG2．2．15 

中收集的 HBV病毒液感染支持 HBV病毒感染细胞系 

HepG2／NTCP，同时 ，共表达 Cas9蛋白及 HBV sgRNA，发现 

HBsAg、HBV DNA、3．5kb RNA、cccDNA水平均显著下降。进 

一 步用从 CHB患者血清中提取的 HBV病毒重复上述实验 。 
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也有类似结果。提示CRISPR／Cas9可对患者血清中HBV病毒 

株进行编辑，并抑制其复制 ，为 CRISPR／Cas9在临床应用提 

供有力证据。 ‘ 

3 治疗展望 

CRISPR／Cas9技术是清除持续存在 HBV基因组的一种 

潜在策略，该方法在转化临床应用之前 ，仍有几个问题需要 

进一步研究阐明。第一 ，确定针对 cccDNA的最优 sgRNA。尽 

可能全地找出 Cas9在 cccDNA的靶标位置设计 sgRNA．并 

根据 sgRNA对 cccDNA的亲和性及结合性能选择最优 

sgRNA。第二。提高导入效率。使用临床应用中更为有效的质 

粒导人载体来介导CRISPR／Cas9系统进入细胞，比如腺病毒 

或腺病毒相关病毒载体。腺病毒相关载体可产生高达1 014／ 

mL病毒颗粒，对肝脏细胞也有高度趋向性，很有希望解决质 

粒导入效率问题。第三。该系统用于基因剪辑时可能出现脱 

靶效应。Cas9核酸酶最多可承受 PAM 5’端 7个错配碱基 ， 

因此 。设计 gRNA时应尽可能选择特异靶点并尽量降低脱靶 

效应。第四，该系统可能会影响患者基因组稳定性。CHB患者 

体内可检测到 HBV整合到患者基因组上，而 CRISPR／Cas9对 

整合的HBV也可进行识别切割，这样是否会对宿主基因组 

稳定性产生影响，目前尚不清楚。 

上述综述了瞬时转染及慢病毒导入 CRISPR／Cas9系统 

后 ，可定点切割修饰游离及整合的不同基因型 HBV基因组 

DNA，从而抑制 HBV复制 ，其抑制机制可能是通过 CRISPR／ 

Cas9对 HBV基因组及 HBV复制模板 cccDNA等进行特异 

性剪辑使其突变失活、促进其发生降解等途径，提示CRISPR／ 

Cas9是治疗 HBV感染。甚至DNA病毒潜在有力工具。 
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