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摘要

目前ꎬ研究人员已发现多种遗传性眼病的突变基因ꎬ但相

应的治疗手段仍然匮乏ꎮ 成簇规律间隔短回文重复序列

(ＣＲＩＳＰＲ)及 ＣＲＩＳＰＲ 相关蛋白(Ｃａｓ)的出现为这些疾病

的治愈提供了可能ꎬ该系统能够精确靶向并修改特定基因

序列ꎬ通过修复突变基因、敲除或替换致病基因来实现治

疗效果ꎮ 在眼科领域ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 已应用于角膜营养不

良、先天性白内障、青光眼、视网膜色素变性等诸多遗传性

眼病中ꎮ 同时ꎬ研究人员利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 构建眼部疾

病模型的研究也取得了许多进展ꎮ 因此ꎬ该技术有望在基

因遗传性眼病的临床应用中提供巨大帮助ꎬ但仍面临递送

效率、脱靶效应等挑战ꎮ 文章对 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的作用机

制、在遗传性眼病和构建疾病模型中的应用及现有挑战进

行综述ꎬ以期为治疗眼科疾病提供新思路ꎮ
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０引言
遗传性眼病是一类由基因突变引起眼部结构和功能

异常的疾病ꎬ其特点为先天性、终身性及遗传性ꎬ严重影响
患者的视力健康ꎮ 长久以来ꎬ遗传性眼病难以被治愈ꎬ但
随着成簇规律间隔短回文重复序列 ( ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ
ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓꎬＣＲＩＳＰＲ) / ＣＲＩＳＰＲ 相
关蛋白 ９(ＣＲＩＳＰＲ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬＣａｓ９)基因编辑技术
的发展ꎬ 这些疾病的患者逐渐看到了希望 的 曙 光ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 是原核生物免疫机制的组成部分[１]ꎬ广泛分

布于大多数细菌和古生菌中[２]ꎮ 当它们遭受病毒攻击时ꎬ
能够精确地提取病毒 ＤＮＡ 的特定片段ꎬ并将其整合至自

身的基因组中[３]ꎮ 这种独特的防御机制使其在遭到相同
病毒的再次入侵时ꎬ能迅速识别之前存储的病毒信息ꎬ切
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断病毒 ＤＮＡ 链使之失效ꎬ从而抵御其侵袭[４－５]ꎮ 相较于传
统的基因编辑技术如 ＺＦＮ 和 ＴＡＬＥＮꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 具备
如下优势[６－８]:(１)精准编辑:精确靶向并修改特定基因序

列ꎻ(２)多样化的应用:不仅可以用来修复突变基因ꎬ还适
用于基因的敲除和替换ꎻ既可以在体外细胞模型中应用ꎬ
也可以通过腺相关病毒( ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓꎬＡＡＶ)等
直接注射动物体内来实现ꎻ(３)高效性:基因编辑效率显

著提高ꎻ ( ４) 特异性:通过单链向导 ＲＮＡ ( ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ
ＲＮＡꎬｓｇＲＮＡ)引导 Ｃａｓ９ 蛋白精确识别目标序列ꎬ降低脱
靶率的同时减少了副作用和不良反应ꎻ(５)可编程性:可
根据不同的基因进行特定的设计ꎬ具有较高的灵活性ꎻ
(６)长期效应:直接对基因组进行修改ꎬ实现基因的永久

性改变ꎮ 目前ꎬ该技术已被应用于多种疾病的治疗中ꎮ
１ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９的作用机制

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统主要由 ｓｇＲＮＡ 和具有核酸内切酶
功能的 Ｃａｓ 蛋白组成[９]ꎬ其作用机制可以分为几个关键步

骤:(１)识别与结合:细菌在遭到外源的噬菌体或 ＤＮＡ 入
侵后ꎬＣａｓ 蛋白会对其扫描并识别出特定的 ＰＡＭ 序列(通
常由 ＮＧＧ 三个碱基构成) [１０]ꎮ 随后ꎬＣａｓ 蛋白切割 ＰＡＭ
附近的 ＤＮＡ 序列ꎬ并将其插入到细菌基因组 ＣＲＩＳＰＲ 序
列的前导区下游ꎬ形成新的间隔序列[１１]ꎮ (２)转录与加

工:ＣＲＩＳＰＲ 序列被转录生成 ｐｒｅ－ｃｒＲＮＡꎬ同时转录出与其
重复序列互补的反式激活 ｃｒＲＮＡ( ｔｒａｃｒＲＮＡ) [１２]ꎬ两者结
合后激活核糖核酸酶Ⅲ并在其作用下进行加工ꎬ形成了

ｃｒＲＮＡ－ｔｒａｃｒＲＮＡ 复合物ꎮ (３)目标结合与切割:成熟的
ｃｒＲＮＡ－ｔｒａｃｒＲＮＡ 指导 Ｃａｓ 蛋白识别并结合目标 ＤＮＡ 序
列ꎮ ｃｒＲＮＡ－ｔｒａｃｒＲＮＡ－Ｃａｓ 复合物定位到 ＰＡＭ 序列后[１３]ꎬ
ＤＮＡ 双链被解开ꎬｃｒＲＮＡ 将与互补链杂交ꎬ另一条链则保
持游离状态ꎮ 随后ꎬ Ｃａｓ９ 蛋白的 ＨＮＨ 结构域切割与
ｃｒＲＮＡ 互补配对的 ＤＮＡ 链[１４]ꎬＲｕｖＣ 结构域切割另一条

ＤＮＡ 链ꎬ最终导致目标 ＤＮＡ 双链断裂ꎮ (４)ＤＮＡ 修复:细
胞启动自身修复机制ꎮ 常见的修复途径包括非同源末端
连接(ＮＨＥＪ)和同源重组修复(ＨＤＲ)ꎬ其中 ＨＤＲ 可以在
提供修复模板时进行精准的基因修复[１５]ꎮ
２ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９在遗传性眼病中的应用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术能够精确地修饰基因组ꎬ敲除患者
ＤＮＡ 中的突变基因ꎬ或者抑制显性突变基因的表达ꎬ从根

源上治疗疾病ꎬ在治疗遗传性眼病方面有着巨大潜力ꎮ 以
下将详细介绍近年来 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统在遗传性眼病领
域的研究进展和应用实例ꎮ
２.１角膜疾病　 角膜是眼球纤维膜最前部的透明、圆盘状
薄层结构ꎬ为眼睛提供 ２ / ３ 的屈光力ꎬ具有重要的光学作

用ꎮ 基因遗传性角膜病主要包括角膜营养不良( ｃｏｒｎｅａｌ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙꎬＣＤ)和脆性角膜综合征(ｂｒｉｔｔｌｅ ｃｏｒｎｅａ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬ
ＢＣＳ)等[１６]ꎮ
２.１.１ ＣＤ　 ＣＤ 是一种原发性进行性角膜疾病ꎬ与家族遗
传密切相关[１７]ꎮ 其特征是角膜异物的逐渐累积ꎬ最终导

致角膜混浊、视力下降等症状[１８]ꎮ ＣＤ 通常由 ＴＧＦＢＩ 基因
突变引起ꎬ可有多种类型的病理改变ꎬ如颗粒状角膜营养
不良(ｇｒａｎｕｌａｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙꎬＧＣＤ)和格子状角膜营养

不良( ｌａｔｔｉｃｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙꎬＬＣＤ) [１９]ꎮ 目前ꎬ除角膜移
植外ꎬ尚无有效的治疗手段和药物[２０]ꎮ 为深入探究角膜

营养不良的病理机制ꎬＫｉｔａｍｏｔｏ 等[２１] 使用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９
技术靶向 ＴＧＦＢＩ 基因第 １２４ 位的精氨酸残基ꎬ将其转化为
半胱氨酸ꎬ构建了一种新型小鼠模型ꎮ 该小鼠角膜基质中
嗜酸性粒细胞大量浸润ꎬ淀粉样蛋白沉积增加ꎮ 在角膜擦

伤 ４８ ｈ 后ꎬ该模型的角膜上皮伤口延迟愈合ꎬ模拟了该病
的疾病特征ꎮ 近年来ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术在该病的治疗研
究中也取得了进展ꎬＴａｋｅｔａｎｉ 等[２２]通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术

在体外细胞中修复了 ＴＧＦＢＩ 突变ꎮ 该研究团队设计了针
对 ＴＧＦＢＩ 基因 Ｒ１２４Ｈ 突变的 ｓｇＲＮＡꎬ通过向原代人角膜
细胞中递送了 ＣＲＩＳＰＲ 质粒和 ＨＤＲ 供体模板ꎬ成功纠正
了 ２ 型 ＧＣＤ 患者的细胞中的 Ｒ１２４Ｈ 突变ꎮ 基因校正效率
高达 ４１.３％ꎬ并且没有检测到脱靶效应[２２]ꎮ 该研究通过

修复 ＴＧＦＢＩ 基因突变ꎬ减少了异常蛋白的积累ꎬ部分恢复
了角膜的透明度ꎬ有助于进一步理解角膜营养不良的致病
机制以及探索潜在的治疗方法ꎮ
２.１.２ ＢＣＳ　 ＢＣＳ 是一种常染色体隐性遗传的角膜病ꎬ临
床特征是角膜异常脆弱ꎬ易发生穿孔及其他并发症[２３]ꎮ
该病通常由编码角膜结构蛋白的基因突变引起ꎬ如

ＺＮＦ４６９ 等[２４]ꎮ 由于 ＢＣＳ 病理机制复杂ꎬ传统的治疗方法
存在局限性[２５]ꎮ 近年来ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术在 ＢＣＳ 的研

究进 展 集 中 在 构 建 疾 病 模 型 方 面ꎮ Ｂａｏ 等[２６] 利 用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 构建 ｚｎｆ４６９４ｄｅｌ / ４ｄｅｌ突变斑马鱼来模拟 ＢＣＳ 的
病理过程ꎬ电镜结果发现在受精后 ７２ ｈ 的阶段ꎬ突变斑马
鱼的角膜基质厚度减少约 ６７％ꎮ ＲＮＡ 测序分析表明ꎬ胶
原蛋白等细胞外基质成分的合成同样明显减少ꎮ 此外ꎬ
Ｓｔａｎｔｏｎ 等[２７] 运用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术在小鼠中诱导了
ＺＮＦ４６９ 基因突变ꎬ结果显示与正常小鼠相比ꎬ角膜厚度减
少 ３０％ꎬ基质胶原纤维的直径减少 ３３％ꎬ角膜结构的完整

性严重受损ꎮ 而在细胞模型中ꎬ角膜基质的关键成分
Ｃｏｌ１ａ１ 和 Ｃｏｌ１ａ２ 表达量降低了 ２５％－５０％ꎮ 以上结果再
现了 ＺＮＦ４６９ 突变患者的眼部病理特征ꎬ为研究角膜基质
功能和 ＢＣＳ 的发病机制提供了新的研究模型ꎮ
２.２ 晶状体疾病 　 晶状体是位于虹膜与玻璃体之间的透

明结构ꎬ主要功能是调节光线的聚焦ꎬ帮助眼睛形成清晰
的视觉图像ꎮ 晶状体疾病通常会导致晶状体结构和透明
度改变ꎬ部分疾病如先天性白内障 ( ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔꎬ
ＣＣ)具有基因遗传性ꎬ对眼部健康构成严重威胁ꎮ

ＣＣ 是一种致盲性眼病ꎬ其特征是出现不同程度的晶

状体混浊[２８]ꎬ通常由基因突变引起ꎬ如: ＣＲＹＧＣ、ＧＪＡ８
等[２９－３０]ꎮ 尽管手术摘除混浊晶状体后植入人工晶状体是

一种有效的治疗方式ꎬ但无法解决 ＣＣ 的根本病因且术后
并发症复杂ꎬ术后患儿发生后囊下混浊(ＰＣＯ)的概率几乎
为 １００％ [３１]ꎬ对 ＰＣＯ 进行激光治疗后又易引发视网膜脱

离等并发症ꎮ Ｗｕ 等[３２]将靶向突变基因 ＣＲＹＧＣ 的 ｓｇＲＮＡ
注射到小鼠的受精卵中ꎬ在胚胎期修复了基因突变ꎬ成功
预防 了 白 内 障 的 形 成ꎮ 转 化 生 长 因 子 β 受 体 Ⅱ
(ＴＧＦ－βＲⅡ)与晶状体上皮细胞(ＬＥＣ)的上皮间质转化
(ＥＭＴ)相关ꎬ在临床研究中被证明参与 ＰＣＯ 的形成[３３]ꎮ
在另一项研究中ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 被用于特异性敲除 ＬＥＣ
中的 ＴＧＦ－βＲⅡꎮ 结果显示ꎬ敲除 ＴＧＦ－βＲⅡ能够抑制
ＬＥＣ 增殖ꎬ显著降低了参与 ＥＭＴ 的波形蛋白和钙粘蛋白
的表达量ꎬ延缓了 ＰＣＯ 进展[３４]ꎮ 尽管 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在先
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天性白内障的治疗中提供了有效靶点ꎬ但在临床应用上仍
面临挑战ꎬ如何进一步提高 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在组织中的递
送效率和准确性ꎬ将是目前的研究重点ꎮ
２.３视神经疾病　 视神经是连接眼球与大脑的重要神经ꎬ
能够将来自眼睛的视觉信号传输至大脑ꎮ 视神经病变的

病因繁多ꎬ如:青光眼(ｇｌａｕｃｏｍａ)、视神经炎、视神经萎缩
等ꎬ部分疾病可由基因突变引发[３５]ꎮ

青光眼是一种以视神经损伤为特征的眼病ꎬ疾病特点
是神经节细胞(ＲＧＣ)的凋亡和眼内压升高[３６]ꎬ已成为全
球范围内导致不可逆性失明的重要原因ꎮ ＭＹＯＣ 基因突

变是导致原发性开角型青光眼的已知遗传原因之一[３７]ꎬ
其编 码 的 髓 磷 脂 寡 聚 糖 主 要 在 小 梁 网 ( ｔｒａｂｅｃｕｌａｒ
ｍｅｓｈｗｏｒｋꎬ ＴＭ)和房角表达ꎬ基因突变会导致寡聚糖在内
质网( ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎬ ＥＲ) 聚集ꎬ引发 ＥＲ 应激和
ＴＭ 细胞凋亡ꎬ阻碍房水流出而升高眼压[３８]ꎮ Ｐａｔｉｌ 等[３９]

构建了靶向 ＭＹＯＣ 的 ｓｇＲＮＡ 并用慢病毒包装ꎬ感染突变
的 ＴＭ 细胞ꎬ对突变基因进行敲除ꎮ 结果显示ꎬ敲除效率
高达 ６２％ꎬ与对照组相比ꎬＭＹＯＣ 积累和慢性 ＥＲ 应激均
显著减少ꎮ 他们还通过 ＡＡＶ 载体介导 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 至

ＭＹＯＣ 突变小鼠模型ꎬ减少了 ＴＭ 中肌纤蛋白的积聚ꎬ降
低了高眼压ꎮ 此外ꎬＳＡＲＭ１ 蛋白在轴突退变中发挥重要
作用ꎬ在被激活时ꎬ它迅速消耗轴突内的 ＮＡＤ＋ꎬ引起轴突

破坏[４０]ꎮ Ｌｉｕ 等[４１]在青光眼模型中利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 特
异性敲除 ＳＡＲＭ１ꎬ还对比了两种针对 ＳＡＲＭ１ 的治疗策

略———反义寡核苷酸和 ＣＲＩＳＰＲ 的治疗效果ꎮ 研究结果
显示在青光眼模型中ꎬ两种方法对 ＲＧＣ 具有相近的保护
作用ꎮ 因 此ꎬ ＡＡＶ 介 导 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 来 特 异 性 抑 制
ＳＡＲＭ１ꎬ是一种具有前景的神经保护疗法ꎬ有望转化为临

床上针对青光眼和视神经病变的治疗手段ꎮ Ｃａｒ２ 基因通
过调节眼内液体的分泌与循环来调控眼内压[４２]ꎬ可能是
治疗青光眼的有效靶点ꎮ 研究人员通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技

术成功敲除青光眼模型中的 Ｃａｒ２ 基因[４３]ꎬ结果显示对基
因组 ＤＮＡ 的编辑效率达到 ９２.３％ꎮ 敲除后小鼠的房水生

成被抑制ꎬ眼压相较于对照组降低约 ３ ｍｍＨｇꎬ视神经损伤
得到缓解ꎮ 在慢性高眼压模型中ꎬ敲除 Ｃａｒ２ 阻止了长期
高眼压引起的视网膜变薄ꎬ减轻了视网膜的结构损伤ꎬ延
缓了疾病进展ꎬ且疗效优于碳酸酐酶抑制剂ꎮ 以上研究为
开发青光眼疾病的基因编辑疗法提供了新思路ꎬ而如何维

持治疗的稳定和安全并将其应用于临床仍需进一步探索ꎮ
２.４视网膜疾病　 视网膜位于眼球壁的内层ꎬ负责接收光
信号并将其转化为神经信号ꎮ 视网膜疾病病症较多且分
类复杂ꎬ可由多种因素引起ꎬ包括遗传、年龄、糖尿病等ꎮ
常见的遗传性视网膜疾病包括遗传性黄斑病变(ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ
ｍａｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ)、Ｌｅｂｅｒ 先天性黑朦病( Ｌｅｂｅｒ􀆳ｓ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ
ａｍａｕｒｏｓｉｓꎬ ＬＣＡ)、视网膜色素变性 ( ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａꎬ
ＲＰ)等ꎮ
２.４.１遗传性黄斑病变　 遗传性黄斑病变是一种少见的家

族性遗传疾病ꎬ包括年龄相关性黄斑变性 ( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ
ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬＡＲＭＤ)、黄斑裂孔、Ｓｔａｒｇａｒｄｔ 病等[４４]ꎮ
ＡＲＭＤ 的发生与多个基因突变有关ꎬ如: ＣＦＨ、 ＨＴＲＡ１
等[４５]ꎮ Ｌｉｍ 等[４６] 利用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在视网膜色素上皮
(ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)细胞中敲除 ＣＦＨ 突变基

因ꎬ恢 复 了 正 常 的 ＲＰＥ 细 胞 功 能ꎮ Ｙｉｎ 等[４７] 通 过
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术编辑小鼠视网膜的 ＶＥＧＦＡ 基因ꎬ显著
减少了病理性血管生成ꎬ同时降低了脉络膜新生血管的发
生率ꎮ 此外ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 还被用于视网膜细胞再生研

究ꎮ 对于黄斑裂孔等导致视网膜中央损伤的疾病ꎬ
Ａｎｇｅｌｏｓ 等[４８] 通 过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 将 诱 导 多 能 干 细 胞
(ｉＰＳＣ)分化为 ＲＰＥ 细胞或视网膜神经细胞ꎬ并将其移植

到病变区域替代受损细胞ꎬ恢复部分视力功能ꎮ Ｓｔａｒｇａｒｄｔ
病主要由 ＡＢＣＡ４ 基因突变引起[４９]ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 已经被

成功应用于该病的体外实验研究ꎮ Ｄｅ Ａｎｇｅｌｉ 等[５０]从患者
体内提取 ｉＰＳＣꎬ再将这些细胞分化为 ＲＰＥ 细胞或光感受
器细胞ꎬ最后通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 修复了 ＡＢＣＡ４ 突变ꎮ 上
述结果说明ꎬ针对遗传性黄斑病变的多种病因ꎬＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 在体内外实验均取得了一定成果ꎬ为其基础研究和
临床治疗提供了重要支持ꎮ
２.４.２ ＲＰ　 ＲＰ 是一种遗传性视网膜退行性疾病ꎬ病理表
现为光感受器的渐进性退化和凋亡[５１]ꎬ通常与基因

(ＲＨＯ、 ＣＰＥ２９０、 ＰＤＥ６Ｂ 等 ) 的 功 能 丧 失 有 关[５２]ꎮ Ｄｕ
等[５３]通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 来灭活 ＲＨＯ 基因ꎬ同时增加正常
视紫红质的表达ꎮ 研究结果表明ꎬ突变小鼠的正常视紫红
质的表达量增加了 ６０％ꎬＥＲＧ 显示视力功能得到恢复ꎻ同
时保护了 ６－７ 行感光细胞ꎬ视网膜的结构形态也明显改
善ꎮ ＣＥＰ２９０ 基因编码的蛋白在纤毛的形成中起关键作
用ꎬ该基因突变会导致光感受器细胞功能障碍ꎬ影响光信
号传递从而导致视力丧失[５４]ꎮ 在一项临床研究中ꎬＰｉｅｒｃｅ
等[５５]通过视网膜下注射成功递送了 ＥＤＩＴ－１０１(一种基于

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的基因编辑药物)来治疗由 ＣＥＰ２９０ 变异引
起的遗传性 ＲＰ 患者ꎮ ＥＤＩＴ － １０１ 通过两种 ｇＲＮＡ 引导
Ｃａｓ９ 进行精准基因编辑ꎬ从而恢复 ＣＥＰ２９０ 表达和感光细
胞的功能ꎮ 治疗 ３ ｍｏ 后ꎬ１４ 例患者中有 １１ 例视力改善ꎬ
但其安全性仍需进一步评估ꎮ 此外ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在构建

该病的动物模型上也有进展ꎮ 传统的 ＲＰ 小鼠模型
(ＲＤ１)存在 ＰＤＥ６Ｂ 基因的无义突变ꎬ表现出与常隐 ＲＰ
患者相似的表型ꎮ Ｃｈｉｒｉｎｓｋａｉｔｅ 等[５６]通过 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技

术靶向敲除 ＰＤＥ６Ｂꎬ生成了一种新的 ＲＰ 模型ꎬ并与 ＲＤ１
小鼠进行对比ꎬ以深入了解 ＲＰ 的病理过程ꎮ 结果发现ꎬ
与传统模型相比ꎬＰＤＥ６Ｂ－ＫＯ 小鼠表现出更高的光响应
幅度ꎬ而 ＲＤ１ 小鼠光感受器数量的下降速度更快ꎮ 这两
种模型虽然在病程发展上存在差异ꎬ但病理机制有一定的

相似性ꎮ 尽管目前仍处于初期探索阶段ꎬ但成功构建的
ＰＤＥ６Ｂ－ＫＯ 模型为 ＲＰ 提供了新的研究工具ꎮ
２.４.３ ＬＣＡ　 ＬＣＡ 是一组由多种基因突变引起的遗传性视
网膜疾病ꎬ最常见的致病基因包括 ＲＰＥ６５、ＫＣＮＪ１３ 等[５７]ꎮ
基因突变会导致光感受器的功能异常ꎬ从而造成患者在出
生或婴儿期即表现出严重的视力丧失[５８]ꎮ ＲＰＥ６５ 基因在
３ 号外显子的第 １３０ 位上发生的 Ｃ － Ｔ 的无义突变

(ｃ.１３０Ｃ>Ｔꎬｐ.Ｒ４４Ｘ)ꎬ阻断了 ＲＰＥ 细胞对外界光刺激的
反应ꎬ被认为是导致 ＬＣＡ 的主要原因之一[５７]ꎮ Ｒｄ１２ 小鼠
模型存在 ＲＰＥ６５ 基因的 ｐ.Ｒ４４Ｘ 突变ꎬ而 Ｒ４４Ｘ 突变也在

人类中存在ꎬ两者表现出相似的特征ꎮ Ｊｏ 等[５９] 通过构建
包含腺嘌呤碱基编辑器(ＡＢＥｓ)的双 ＡＡＶ 载体ꎬ成功在
Ｒｄ１２ 小鼠的 ＲＰＥ 细胞中诱导了 Ａ－Ｇ 碱基转变ꎬ恢复了视

４１９
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网膜中 ＲＰＥ６５ 蛋白的表达以及视觉阈值ꎬ有效地纠正了
Ｒｄ１２ 小 鼠 的 致 病 性 变 异ꎬ 改 善 了 视 觉 功 能ꎮ 另 外ꎬ
ＫＣＮＪ１３ 基因编码的是一种主要在 ＲＰＥ 细胞中表达的钾
通道蛋白ꎬ也和 ＬＣＡ 的发生发展密切相关[６０]ꎮ Ｋａｂｒａ
等[６１]通过二氧化硅纳米胶囊来递送碱基编辑器 ８ｅ ｍＲＮＡ
和 ｓｇＲＮＡ 至小鼠视网膜ꎬ成功纠正了 ＫＣＮＪ１３ 基因的突
变ꎬＥＲＧ 电图显示小鼠视功能得到了改善ꎮ 此外ꎬ他们在
患者来源的成纤维细胞中检测到了 ５２.３％的编辑效率ꎬ而
在 ｉＰＳＣ 衍生的 ＲＰＥ 细胞中ꎬ编辑效率也达到了 １８％以
上ꎬ同时脱靶效应极小ꎮ 这些研究结果证明了 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 在校正基因突变方面的精确性和高效率ꎬ为治疗
ＬＣＡ 提供了新希望ꎮ
３目前挑战与未来前景

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术在遗传性眼病中的应用前景广泛ꎬ
但也面临许多挑战和需要优化的问题:( １) 递送效率:
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的递送需要载体系统ꎬ但传统的递送方式存
在局限性ꎬ如低递送效率、局部毒性等[６２]ꎮ 有研究人员利
用 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 靶向敲低 ＶＥＧＦＡ 基因ꎬ成功抑制角膜新

生血管的形成[６３]ꎬ但转导效率和潜在毒性仍需进一步改
进和验证ꎮ 随着纳米技术和递送载体的发展ꎬ未来可能会
开发出更高效安全的递送方式ꎮ 例如ꎬ使用改进的病毒载

体和纳米材料等可以提高递送效率[６４]ꎮ 针对眼部的特异
性递送系统ꎬ也可以通过局部注射等方式更有效地实现精

准治疗[６５]ꎮ (２)脱靶效应:ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的脱靶效应是其
临床应用中的隐患ꎬ可能会导致不必要的基因突变[６６]ꎬ影
响细胞或组织的正常功能ꎮ 目前ꎬ新一代的 Ｃａｓ９ 变体(如
ＳｐＣａｓ９－ＨＦ１、ｅＳｐＣａｓ９ 等)已被开发ꎬ这些变体具有更高的
特异性ꎬ能大幅减少脱靶效应[６７－６８]ꎮ 此外ꎬ结合人工智能

和计算生物学来预测并避免脱靶位点ꎬ也可能成为降低脱
靶率的手段之一ꎮ (３)基因编辑方式:Ｘ 连锁 ＲＰ 等疾病

涉及多个突变位点[６９]ꎬ单一基因编辑可能无法达到理想
的治疗效果ꎮ 同时ꎬ对于显性遗传病ꎬ基因敲除可能无法
阻止疾病发展ꎬ需要更精准的基因调控ꎮ 而部分疾病的治
疗需要靶向特定的细胞类型ꎬ这进一步提高了对编辑方式

的要求ꎬ如何选择与开发合适的基因编辑方式仍需探索ꎮ
(４)长期安全性:ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在基因编辑后的短期效果
明显ꎬ但长期的基因改造可能带来未知的副作用ꎮ 例如ꎬ
过度的基因敲除或激活可能影响细胞的正常功能ꎻ在长期
治疗过程中还可能引发细胞的异常增殖ꎬ增加患肿瘤的风

险[７０]ꎮ 此外ꎬ安全性涉及伦理道德和社会层面ꎮ 在遗传
病的治疗中ꎬ基因编辑可能影响生殖细胞ꎬ使修饰后的基

因遗传至后代ꎬ带来未知风险ꎮ 因此ꎬ长期的安全监控来
确保治疗的持续性和稳定性是验证 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 疗法的
必要步骤ꎮ
４小结

综上ꎬ本文主要综述了近年来 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编

辑技术在治疗遗传性眼病方面的研究进展与分析ꎮ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 在遗传性眼病治疗中的应用日益突出ꎬ效率
和多样性也逐步提高ꎮ 目前常用的 Ｃａｓ１２ａ 蛋白[７１]ꎬ对单

链 ＤＮＡ 的识别和剪切不依赖 ＰＡＭ 序列ꎬ省去了 ｔｒａｃｒＲＮＡ
的加工步骤ꎬ提升了切割效率和安全性[７２]ꎮ 因此ꎬ随着
ｓｇＲＮＡ 设计的改进和 Ｃａｓ 蛋白的持续优化ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９

有望继续扩展其应用范围ꎮ 尽管 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 为遗传性
眼病的治疗提供了新思路ꎬ但其在临床应用中尚存的挑战
不容忽视ꎮ 因此ꎬ未来的研究需要进一步优化技术ꎬ提高
精准性和可控性ꎬ并通过临床试验验证安全性与疗效ꎮ 随
着技术的不断发展和完善ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 有望推动眼科领
域的革命性进展ꎬ为患者提供更加有效的治疗选择ꎮ
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[１６] Ｏｎｇ Ｔｏｎｅ Ｓꎬ Ｋｏｃａｂａ Ｖꎬ Ｂöｈｍ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｕｃｈｓ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｏｒｎｅａｌ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ: Ｔｈｅ ｖｉｃｉｏｕｓ ｃｙｃｌｅ ｏｆ Ｆｕｃｈｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｐｒｏｇ Ｒｅｔｉｎ Ｅｙｅ Ｒｅｓꎬ
２０２１ꎬ８０:１００８６３.
[１７] Ｗｅｉｓｓ ＪＳꎬ Ｗｉｌｌｏｕｇｈｂｙ ＣＥꎬ Ａｂａｄ－Ｍｏｒａｌｅｓ Ｖꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｐｄａｔｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｒｎｅａｌ ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｅｓ－ｇｅｎｅｔｉｃ ｔｅｓｔｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｙ. Ｃｏｒｎｅａꎬ ２０２２ꎬ４１(１１):
１３３７－１３４４.
[１８] Ｓｉｎｇｈ Ｓꎬ Ｄａｓ Ｓꎬ Ｋａｎｎａｂｉｒａｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｃｕｌａｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ:
ａｎ ｕｐｄａｔｅｄ ｒｅｖｉｅｗ. Ｃｕｒｒ Ｅｙｅ Ｒｅｓꎬ ２０２１ꎬ４６(６):７６５－７７０.
[１９] Ａｇｇａｒｗａｌ Ｓꎬ Ｐｅｃｋ Ｔꎬ Ｇｏｌｅｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｃｕｌａｒ ｃｏｒｎｅａｌ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ: ａ
ｒｅｖｉｅｗ. Ｓｕｒｖ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０１８ꎬ６３(５):６０９－６１７.
[２０] Ｓｒｉｎｉｖａｓａｎ Ｓ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｓｕｒｇｅｒｙ.
Ｊ Ｃａｔａｒａｃｔ Ｒｅｆｒａｃｔ Ｓｕｒｇꎬ ２０２１ꎬ４７(７):８３７－８３８.
[２１] Ｋｉｔａｍｏｔｏ Ｋꎬ Ｔａｋｅｔａｎｉ Ｙꎬ Ｆｕｊｉｉ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＴＧＦＢＩ － Ｒ１２４Ｃ ｃｏｒｎｅａｌ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｕｓｉｎｇ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ －
ｍｅｄｉａｔｅｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒ. Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０２０ꎬ１０(１):２０００.
[２２] Ｔａｋｅｔａｎｉ Ｙꎬ Ｋｉｔａｍｏｔｏ Ｋꎬ Ｓａｋｉｓａｋａ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｐａｉｒ ｏｆ ｔｈｅ ＴＧＦＢＩ
ｇｅｎｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｋｅｒａｔｏｃｙｔｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｇｒａｎｕｌａｒ ｃｏｒｎｅａｌ
ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ ｐａｔｉｅｎｔ ｖｉａ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９－ｉｎｄｕｃｅｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｒｅｐａｉｒ.
Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０１７ꎬ７(１):１６７１３.
[２３] Ｗａｌｋｄｅｎ Ａꎬ Ｂｕｒｋｉｔｔ －Ｗｒｉｇｈｔ Ｅꎬ Ａｕ Ｌ. Ｂｒｉｔｔｌｅ Ｃｏｒｎｅａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ:
ｃｕｒｒｅｎｔ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ. Ｃｌｉｎ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ ２０１９ꎬ１３:１５１１－１５１６.
[２４] Ｇａｒｃíａ ｄｅ Ｏｔｅｙｚａ Ｇꎬ Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ Ｅｎｇｒｏｂａ Ｊꎬ Ｃｈａｒｏｅｎｒｏｏｋ Ｖ. Ｎｅｗ
ＺＮＦ４６９ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｓｐａｎｉｓｈ ｓｉｂｌｉｎｇｓ ｗｉｔｈ ｂｒｉｔｔｌｅ Ｃｏｒｎｅａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ.
Ｃｏｒｎｅａꎬ ２０２３ꎬ４２(７):８９４－８９８.
[２５] Ｍｏｏｒｅ Ｐꎬ Ｗｏｌｆ Ａꎬ Ｓａｔｈｙａｍｏｏｒｔｈｙ Ｍ. Ａｎ ｅｙｅ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ａｏｒｔａ: ｔｈｅ
ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ＺＮＦ４６９ ａｎｄ ＰＲＤＭ５ꎬ ｆｒｏｍ
ｔｈｅｉｒ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｂｒｉｔｔｌｅ Ｃｏｒｎｅａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｔｏ ｔｈｅｉｒ ｎｏｖｅｌ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｏｒｔｉｃ ａｎｄ ａｒｔｅｒｉａｌ ａｎｅｕｒｙｓｍａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ
２０２４ꎬ２５(１１):５８４８.
[２６] Ｂａｏ Ｊꎬ Ｙｕ ＸＮꎬ Ｐｉｎｇ ＸＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｚｎｆ４６９ ｐｌａｙｓ ａ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ＥＣＭ: ａ ｚｅｂｒａｆｉｓｈ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｒｉｔｔｌｅ Ｃｏｒｎｅａ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ６４(５):２９.
[２７] Ｓｔａｎｔｏｎ ＣＭꎬ Ｆｉｎｄｌａｙ ＡＳꎬ Ｄｒａｋｅ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｂｒｉｔｔｌｅ
Ｃｏｒｎｅａ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ Ｚｆｐ４６９. Ｄｉｓ Ｍｏｄｅｌ Ｍｅｃｈꎬ ２０２１ꎬ
１４(９):ｄｍｍ０４９１７５.
[２８] Ｂｅｌｌ ＳＪꎬ Ｏｌｕｏｎｙｅ Ｎꎬ Ｈａｒｄｉｎｇ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ: ａ ｇｕｉｄｅ
ｔｏ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ. Ｔｈｅｒ Ａｄｖ Ｒａｒｅ Ｄｉｓꎬ ２０２０ꎬ
１:２６３３００４０２０９３８０６１.
[２９] Ｄｅｌａｓ Ｆꎬ Ｋｏｌｌｅｒ Ｓꎬ Ｆｅｉｌ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｖｅｌ ＣＲＹＧＣ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ－ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ( ｐ. Ｔｒｐ１３１Ａｒｇ) ｉｓ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ
ａｕｔｏｓｏｍａｌ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ｃａｔａｒａｃｔ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ ２４
(２３):１６５９４.
[３０] Ｄｏｎｇ ＳＱꎬ Ｚｏｕ ＴＤꎬ Ｚｈｅｎ ＦＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉａｎｔｓ ｉｎ
ＧＪＡ８ ｗｉｔｈ ｆａｍｉｌｉａｌ ａｃｏｒｅａ － ｍｉｃｒｏｐｈｔｈａｌｍｉａ － ｃａｔａｒａｃｔ ｓｙｎｄｒｏｍｅ. Ｅｕｒ Ｊ
Ｈｕｍ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０２４ꎬ３２(４):４１３－４２０.
[３１] Ｌｉｕ Ｘꎬ Ｌｉ ＪＬꎬ Ｌｉｕ ＳＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ３Ｄ ｂｉｏｐｒｉｎｔｉｎｇ ｍｏｄｅｌ
ｆｏｒ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｃａｐｓｕｌｅ ｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ＧｅｌＭＡ ａｎｄ ＰＬＭＡ ｈｙｄｒｏｇｅｌ －
ｃｏａｔｅｄ ｒｅｓｉｎ. Ｒｅｇｅｎ Ｂｉｏｍａｔｅｒꎬ ２０２４ꎬ１１:ｒｂａｅ０２０.
[３２] Ｗｕ ＹＸꎬ Ｌｉａｎｇ Ｄꎬ Ｗａｎｇ ＹＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ
ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｖｉａ ｕｓｅ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ － Ｃａｓ９. Ｃｅｌｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌꎬ ２０１３ꎬ １３ ( ６):
６５９－６６２.
[３３] Ｊｉａｎｇ ＦＹꎬ Ｙａｎｇ ＹＦꎬ Ｎｉ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｍｕｒｆ１ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｃａｔａｒａｃｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉꎬ ２０２４ꎬ
６５(２):１８.
[３４] Ｗａｎｇ ＪＤꎬ Ｚｈａｎｇ ＪＳꎬ Ｌｉ ＸＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＴＧＦ－β ｒｅｃｅｐｔｏｒ ＩＩ
ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｄｅｌａｙｓ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｅｎｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ａｎｄ
ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｃａｐｓｕｌｅ ｏｐａｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌꎬ ２０２４ꎬ２５９:１２９２９０.

[３５] Ｃｈｅｎ ＢＳꎬ Ｙｕ －Ｗａｉ －Ｍａｎ Ｐꎬ Ｎｅｗｍａｎ ＮＪ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｌｅｂｅｒ ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ. Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｌ Ｎｅｕｒｏｓｃｉ
Ｒｅｐꎬ ２０２２ꎬ２２(１２):８８１－８９２.
[３６] Ｊａｙａｒａｍ Ｈꎬ Ｋｏｌｋｏ Ｍꎬ Ｆｒｉｅｄｍａｎ ＤＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌａｕｃｏｍａ: ｎｏｗ ａｎｄ
ｂｅｙｏｎｄ. Ｌａｎｃｅｔꎬ ２０２３ꎬ４０２(１０４１４):１７８８－１８０１.
[３７] Ｗｉｇｇｓ ＪＬꎬ Ｐａｓｑｕａｌｅ ＬＲ. Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｇｌａｕｃｏｍａ. Ｈｕｍ Ｍｏｌ Ｇｅｎｅｔꎬ
２０１７ꎬ２６(ｒ１):Ｒ２１－Ｒ２７.
[３８] Ｓｅｋｉｍｉｔｓｕ Ｓꎬ Ｘｉａｎｇ Ｄꎬ Ｓｍｉｔｈ ＳＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｅｐ ｏｃｕｌａｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
ａｃｒｏｓｓ ｐｒｉｍａｒｙ ｏｐｅｎ－ａｎｇｌｅ ｇｌａｕｃｏｍａ ｇｅｎｅｔｉｃ ｂｕｒｄｅｎ. ＪＡＭＡ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌꎬ
２０２３ꎬ１４１(９):８９１－８９９.
[３９] Ｐａｔｉｌ ＳＶꎬ Ｋａｉｐａ ＢＲꎬ Ｒａｎｓｈｉｎｇ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｒｅｄｕｃｅｓ ｉｎｔｒａｏｃｕｌａｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｍｙｏｃｉｌｉｎ ｇｌａｕｃｏｍａ. Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０２４ꎬ１４(１):６９５８.
[ ４０ ] Ｃｈｉａｒｕｇｉ Ａ. Ｇｌａｕｃｏｍａ: ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＮＡＤ － ｂａｓｅｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｓ. Ｔｒｅｎｄｓ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ ４４ ( １２ ):
８６９－８７９.
[４１] Ｌｉｕ ＰＴꎬ Ｃｈｅｎ Ｗꎬ Ｊｉａｎｇ ＨＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＡＲＭ１
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｇｌａｕｃｏｍａ ａｎｄ ＥＡＥ ｏｐｔｉｃ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｅｓ. Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ
Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓꎬ ２０２３ꎬ３２:１３－２７.
[４２] Ｇｈｏｒａｉ Ｓꎬ Ｐｕｌｙａ Ｓꎬ Ｇｈｏｓｈ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｏｆ ｈｕｍａｎ ｃａｒｂｏｎｉｃ ａｎｈｙｄｒａｓｅ － ＩＩ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ: Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｉｎｓｉｇｈｔ ｆｏｒ ｆｕｔｕｒｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｓ ａｎｔｉ－ｇｌａｕｃｏｍａ ａｇｅｎｔｓ. Ｂｉｏｏｒｇ Ｃｈｅｍꎬ ２０２０ꎬ９５:１０３５５７.
[４３] Ｊｉａｎｇ ＪＸꎬ Ｋｏｎｇ ＫＪꎬ Ｆａｎｇ ＸＬꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９ －ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｒｂｏｎｉｃ ａｎｈｙｄｒａｓｅ ２ ｉｎ ｔｈｅ ｃｉｌｉａｒｙ ｂｏｄｙ ｔｏ ｔｒｅａｔ ｇｌａｕｃｏｍａ.
Ｃｅｌｌ Ｒｅｐ Ｍｅｄꎬ ２０２４ꎬ５(５):１０１５２４.
[４４] Ｌｙｕ ＹＮꎬ Ｔｓｃｈｕｌａｋｏｗ ＡＶꎬ Ｗａｎｇ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｈｅｍｉｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｅｌａｎｉｎ ｉｎ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｉｓｃ ｔｕｒｎｏｖｅｒ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ ２０２３ꎬ１２０(２０):ｅ２２１６９３５１２０.
[４５] Ｇｕｙｍｅｒ ＲＨꎬ Ｃａｍｐｂｅｌｌ ＴＧ. Ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ.
Ｌａｎｃｅｔꎬ ２０２３ꎬ４０１(１０３８６):１４５９－１４７２.
[４６] Ｌｉｍ ＲＲꎬ Ｓｈｉｒａｌｉ Ｓꎬ Ｒｏｗｌａｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＦＨ ｈａｐｌｏｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｅａｒｌｙ － ｏｎｓｅｔ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｉｎｖｅｓｔ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉꎬ ２０２４ꎬ６５(４):４３.
[４７] Ｙｉｎ ＪＨꎬ Ｆａｎｇ ＫＬꎬ Ｇａｏ ＹＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓａｆｅｇｕａｒｄｉｎｇ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ
ｄｕｒｉｎｇ ｇｅｎｅ－ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０２２ꎬ１３(１):７８６７.
[４８] Ａｎｇｅｌｏｓ ＭＧꎬ Ｋａｕｆｍａｎ ＤＳ. Ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ. Ｃｕｒｒ Ｏｐｉｎ Ｏｒｇａｎ Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔꎬ ２０１５ꎬ ２０ ( ６ ):
６６３－６７０.
[４９] Ｍｏｌｄａｙ ＲＳꎬ Ｇａｒｃｅｓ ＦＡꎬ Ｓｃｏｒｔｅｃｃｉ ＪＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＡＢＣＡ４ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｖｉｓｕａｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ Ｓｔａｒｇａｒｄｔ ｍａｃｕｌａｒ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｐｒｏｇ Ｒｅｔｉｎ Ｅｙｅ Ｒｅｓꎬ ２０２２ꎬ８９:１０１０３６.
[５０] Ｄｅ Ａｎｇｅｌｉ Ｐꎬ Ｒｅｕｔｅｒ Ｐꎬ Ｈａｕｓｅｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ
ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｄｅｅｐ － ｉｎｔｒｏｎｉｃ ａｂｃａ４ ｖａｒｉａｎｔ ｉｎ ｃｏｎｅ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ＣＲＩＳＰＲ / ｓｐＣａｓ９ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ. Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓꎬ
２０２２ꎬ２９:５１１－５２４.
[５１] Ｌｉｕ ＷＱꎬ Ｌｉｕ ＳＳꎬ Ｌｉ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ: ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｂｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｌ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２２ꎬ
２３(９):４８８３.
[５２] Ｙａｎ ＺＸꎬ Ｙａｏ ＹＱꎬ Ｌｉ ＬＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ａｕｔｏｓｏｍａｌ ｄｏｍｉｎａｎｔ
ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＲＨＯ－Ｐ２３Ｈ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ－ ｆｉｄｅｌｉｔｙ
Ｃａｓ１３Ｘ ｉｎ ｍｉｃｅ. Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓꎬ ２０２３ꎬ３３:７５０－７６１.
[５３] Ｄｕ Ｗꎬ Ｌｉ ＪＲꎬ Ｔａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＲＩＳＰＲ / ＳａＣａｓ９－ｂａｓｅｄ ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ
ｒｅｓｃｕｅｓ ｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈｏｕｔ ａ ｒｈｏｄｏｐｓｉｎ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ａｕｔｏｓｏｍａｌ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ. Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ
(Ｍａｙｗｏｏｄ)ꎬ ２０２３ꎬ２４８(２０):１８１８－１８２８.
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[５４] ＤｉＣａｒｌｏ ＪＥꎬ Ｍａｈａｊａｎ ＶＢꎬ Ｔｓａｎｇ ＳＨ. Ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ
ｓｕｒｇｅｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａ. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔꎬ ２０１８ꎬ１２８(６):２１７７－２１８８.
[５５] Ｐｉｅｒｃｅ ＥＡꎬ Ａｌｅｍａｎ ＴＳꎬ Ｊａｙａｓｕｎｄｅｒａ ＫＴꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｆｏｒ
ＣＥＰ２９０－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄꎬ ２０２４ꎬ３９０(２１):
１９７２－１９８４.
[５６ ] Ｃｈｉｒｉｎｓｋａｉｔｅ ＡＶꎬ Ｒｏｔｏｖ ＡＹꎬ Ｅｒｍｏｌａｅｖａ ＭＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｏｅｓ
ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｍａｔｔｅｒ? Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ
ａｕｔｏｓｏｍａｌ ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａ ｒｄ１ ａｎｄ Ｐｄｅ６ｂ－ＫＯ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２３ꎬ
２４(２４):１７１８０.
[５７] Ｃｈｉｕ Ｗꎬ Ｌｉｎ ＴＹꎬ Ｃｈａｎｇ ＹＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎ ｕｐｄａｔｅ ｏｎ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ
ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ: ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ｉｎ ｌｅｂｅｒ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ａｍａｕｒｏｓｉｓ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｉａｌｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２１ꎬ２２(９):４５３４.
[５８ ] Ｈｕａｎｇ ＣＨꎬ Ｙａｎｇ ＣＭꎬ Ｙａｎｇ ＣＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｅｂｅｒ􀆳ｓ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ
ａｍａｕｒｏｓｉｓ: ｃｕｒｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｐｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅ－ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ. Ｇｅｎｅｓ
(Ｂａｓｅｌ)ꎬ ２０２１ꎬ１２(８):１２６１.
[５９] Ｊｏ ＤＨꎬ Ｊａｎｇ ＨＫꎬ Ｃｈｏ ＣＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖｉｓｕａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａ
ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｌｅｂｅｒ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ａｍａｕｒｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｉｎｇ.
Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓꎬ ２０２３ꎬ３１:１６－２７.
[６０] Ｓｅｒｇｏｕｎｉｏｔｉｓ ＰＩꎬ Ｄａｖｉｄｓｏｎ ＡＥꎬ ＭａｃＫａｙ ＤＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｃｅｓｓｉｖｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＫＣＮＪ１３ꎬ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａｎ ｉｎｗａｒｄｌｙ ｒｅｃｔｉｆｙｉｎｇ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ
ｓｕｂｕｎｉｔꎬ ｃａｕｓｅ ｌｅｂｅｒ ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ ａｍａｕｒｏｓｉｓ. Ａｍ Ｊ Ｈｕｍ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０１１ꎬ８９
(１):１８３－１９０.
[６１] Ｋａｂｒａ Ｍꎬ Ｓｈａｈｉ ＰＫꎬ Ｗａｎｇ ＹＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｎｖｉｒａｌ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｏｆ
ＫＣＮＪ１３ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ ｖｉｓｉｏｎ ｉｎ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ
ｃｈａｎｎｅｌｏｐａｔｈｙ. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔꎬ ２０２３ꎬ１３３(１９):ｅ１７１３５６.
[６２] Áｌｖａｒｅｚ ＭＭꎬ Ｂｉａｙｎａ Ｊꎬ Ｓｕｐｅｋ Ｆ. ＴＰ５３ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｃｕｔｓ ｉｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｃｒｏｓｓ ｇｅｎｏｍｉｃ ｌｏｃｉ ａｎｄ ｃａｎ ｃｏｎｆｏｕｎｄ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ. Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０２２ꎬ１３(１):４５２０.
[６３] Ｚｅｎｇ ＺＨꎬ Ｌｉ ＳＨꎬ Ｙｅ ＸＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ＶＥＧＦＡ ｐｒｅｖｅｎｔｓ

ｃｏｒｎｅａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ. Ａｄｖ Ｓｃｉ (Ｗｅｉｎｈ)ꎬ ２０２４ꎬ１１(２５):
ｅ２４０１７１０.
[６４] Ｄｅｇａｇｎé Éꎬ Ｄｏｎｏｈｏｕｅ ＰＤꎬ Ｒｏｙ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ － ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ
ＣＲＩＳＰＲ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｇｅｎｏｍｅ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｉｎ ａｎｔｉ－ＢＣＭＡ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ＣＡＲ Ｔ
ｃｅｌｌｓ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ａｌｌｏｇｒａｆｔ ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｏｄｅｌｓ. Ｃａｎｃｅｒ Ｉｍｍｕｎｏｌ
Ｒｅｓꎬ ２０２４ꎬ１２(４):４６２－４７７.
[６５] Ｆｒｙ ＬＥꎬ Ｍａｊｏｒ Ｌꎬ Ｓａｌｍａｎ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＣＲＩＳＰＲ －
Ｃａｓ１３ｂ ＲＮＡ ｂａｓｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｆｏｒ ＵＳＨ２Ａ－ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ
ｒｅｔｉｎａｌ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｃｏｍｍｕｎ Ｂｉｏｌꎬ ２０２５ꎬ８(１):２００.
[６６] Ｂｅｎａｔｉ Ｄꎬ Ｐａｔｒｉｚｉ Ｃꎬ Ｒｅｃｃｈｉａ Ａ. Ｇｅｎｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｉｎｇ
ｉｎｈｅｒｉｔｅｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｊ Ｍｅｄ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０２０ꎬ５７(７):４３７－４４４.
[６７] Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ Ｄꎬ Ｍａｔｓｕｇｉ Ｅꎬ Ｋｉｓｈｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. ＳｐＣａｓ９－ＨＦ１ ｅｎｈａｎｃｅｓ
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