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摘要： ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术是基于原核生物抵御外来病毒及质粒 ＤＮＡ 适应性免疫系统发展而来的技术， 通过 ｓｇＲＮＡ 和 Ｃａｓ９ 核酸酶对

ＤＮＡ 进行敲除、 插入或替换， 以达到对基因组进行编辑的目的， 因其操作简便、 高效、 特异性强和成本低廉等优点， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在病毒基

因组编辑、 抗病毒治疗和疫苗开发等多个领域得到了广泛应用。 禽流感病毒 （ＡＩＶ） 因其广泛的宿主范围、 高频的毒株变异以及跨物种传播能

力， 对全球家禽养殖业和公共卫生造成了重大威胁。 近年来， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在 ＡＩＶ 复制机制研究、 宿主因子功能解析以及新型疫苗研发等领

域中发挥了重要作用。 本文系统梳理了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术的发展历程和作用机制， 重点介绍了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 文库筛选技术的原理及其

应用， 并阐述了 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在 ＡＩＶ 研究中的应用进展， 为 ＡＩＶ 的研究和疫病防控提供理论支持和技术参考。
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　 　 禽流感病毒 （ＡＩＶ） 属于正黏病毒科甲型流感病

毒， 是一种单股负链 ＲＮＡ 病毒， 基因组由 ８ 个分节

段的 ＲＮＡ 组成， 根据病毒表面血凝素 （ＨＡ） 和神经

氨酸酶 （ＮＡ） 抗原的差异性可将 ＡＩＶ 分为 １８ 个 ＨＡ
亚型和 １１ 个 ＮＡ 亚型。 ＡＩＶ 由于存在宿主范围广泛、
毒株变异频繁、 跨物种传播能力强等特点， 使得疫苗
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研发和疫病防控尤为困难， 不仅对家禽养殖行业造成

巨大损失， 而且给全球公共卫生安全带来重大挑战。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术自 ２０１２ 年被发现以

来， 因其高效、 精准和简便的特点， 在生命科学领域

得到了广泛应用［１］。 这项技术不仅推动了基因组编

辑的发展， 还在治疗包括 β－地中海贫血、 镰状细胞

贫血等遗传性疾病以及癌症研究方面做出突出贡

献［２］， 在农业领域常应用于提高作物抗病性、 耐旱

性和产量等方面［３］， 在病毒领域的应用主要包括病

毒感染机制研究、 基因功能研究和新型基因工程疫苗

开发等［４］。 由 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术发展而来
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的 ＣＲＩＳＰＲ 文库筛选技术， 依靠高通量测序与生物信

息学分析成为大规模基因筛选的最佳方案［５－７］， 尤其

是应用于筛选鉴定肿瘤细胞必需基因， 快速筛选潜在

的药物靶点或药物耐药性相关基因和揭示病毒复制和

传播的分子机制， 为相关研究提供了新方法、 新思

路。 目前， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术已被广泛应

用于对 ＡＩＶ 复制至关重要的宿主基因、 受体和其他

细胞成分的研究［８］， 在快速生成重组流感疫苗和新

型疫苗方面展现出巨大潜力［９－１０］。 本文将详细描述

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术在 ＡＩＶ 宿主因子筛选、
抗病毒策略、 疫苗研发中的研究和应用， 深入认识和

理解 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术在 ＡＩＶ 研究领域的

突破与挑战。

１　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术

１􀆰 １　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术的发展

１９８７ 年， 日本科学家在大肠杆菌基因序列中偶

然发现了一种重复串联间隔序列［１１］， 直到 ２００２ 年，
Ｊａｎｓｅｎ 实验室将这种新型 ＤＮＡ 序列家族正式命名为

“ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ
ｒｅｐｅａｔｓ” （ ＣＲＩＳＰＲ） ［１２］。 在后续研究中 Ｂａｒｒａｎｇｏｕ
等［１３］首次证明 ＣＲＩＳＰＲ 系统在外源 ＤＮＡ 或者噬菌体

入侵细菌时发挥作用， Ｃａｓ 蛋白可以将外源基因剪切

成小片段并整合到自身的基因组中存储 ， 当噬菌体

再次入侵时 Ｃａｓ 蛋白对其切割。 ２００８ 年， Ｍａｒｒａｆｆｉｎｉ
等［１４］证明了 Ｃａｓ 核酸酶介导的 ＤＮＡ 靶点切割特异

性。 ２０１１ 年， Ｄｅｌｔｃｈｅｖａ 等［１５］ 发现反式激活 ＲＮＡ
（ｔｒａｃｒＲＮＡ） 参与指导 ＣＲＩＳＰＲ ＲＮＡ （ｃｒＲＮＡ） 的成

熟。 ２０１２ 年， Ｊｅｎｎｉｆｅｒ 和 Ｅｍｍａｎｕｅｌｌｅ 等［１６］ 发现了

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统， 团队将 ｔｒａｃｒＲＮＡ 和 ｃｒＲＮＡ 合并

成一条单链向导 ＲＮＡ （ ｓｇＲＮＡ）， 简化了 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 系统， 至此基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的基因编辑

工具初见雏形。
２０１３ 年， 科学家将 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统从细菌应

用到真核细胞中［１７－１８］， 这一突破标志着 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术作为新兴基因编辑工具进入新时代。 后续

研究对 Ｃａｓ９ 蛋白的特异性和效率不断改进［１９］， 还开

发出了多种基于 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统的衍生技术， 比

如 ＣＲＩＳＰＲ 干扰和 ＣＲＩＳＰＲ 激活技术等， 并且利用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统开发高通量文库筛选技术［２０－２１］。
１􀆰 ２　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术原理

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统由 ＩＩ 型 Ｃａｓ９ 核酸酶和 ｓｇＲＮＡ
组成。 Ｃａｓ９ 与 ｓｇＲＮＡ 形成的复合体能识别带有前间

隔序列邻近基序 （ＰＡＭ） 信息的互补序列， 继而对

ＤＮＡ 进行特异性切割。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 诱导的 ＤＮＡ 双

链断裂可以通过非同源末端连接 （ＮＨＥＪ） 的易错过

程进行修复， 也可以通过使用同源重组修复 （ｈｏｍｏｌ⁃
ｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ， ＨＤＲ） 的途径精确修复。 ＮＨＥＪ
修复过程不依赖任何模板， 直接将双链断裂的末端连

接起来， 易产生插入或缺失致使移码突变， 导致目标

基因功能丧失， ＮＨＥＪ 修复机制是基因敲除的重要手

段， 但它通常不适用于需要精确插入或替换基因序列

的应用， 而 ＨＤＲ 机制可以引入特定位点的突变或外

源序列， 实现基因的精确插入或替换［１２］。
１􀆰 ３　 ＣＲＩＳＰＲ 文库筛选原理

ＣＲＩＳＰＲ 敲除 （ＣＲＩＳＰＲｋｏ） 文库筛选利用机算

法设计全基因组 ｓｇＲＮＡ 文库并克隆到 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
表达载体构建慢病毒文库， 以低病毒感染复数感染细

胞， 保证每个细胞仅进入 １ 个慢病毒， 依据试验目

的， 采用药物处理、 细胞表型或其他压力筛选法， 富

集特定表型细胞群体， 构建基因缺失细胞文库， 经高

通量测序分析 ｓｇＲＮＡ 分布与丰度， 结合生物信息学

工具识别与特定表型相关基因， 实现对应基因筛选，
用于鉴定基因生物学功能以及其在细胞及生物学过程

中的作用等［２２－２３］。 ＣＲＩＳＰＲ 激活 （ＣＲＩＳＰＲａ） 文库筛

选将无内切酶活性的 ｄＣａｓ９ 与转录激活因子融

合［２４－２５］， 再结合靶向基因启动子的 ｓｇＲＮＡ 文库开发

出可进行基因组规模功能获得性筛选的系统， 筛选方

法与敲除文库一致， ＣＲＩＳＰＲ 激活文库筛选可以揭示

正常情况下沉默或低表达基因在生物体中的潜在功能

与机制， 对于基因组中的一些冗余基因， 在代谢网络

中起缓冲作用， 但其单突变表型弱， 难以用基因功能

缺失筛选发现， 而 ＣＲＩＳＰＲ 激活在冗余基因功能筛选

上具有明显优势［２４］。 与 ＣＲＩＳＰＲ 激活系统相似，
ＣＲＩＳＰＲ 干扰 （ＣＲＩＳＰＲｉ） 系统将 ｄＣａｓ９ 与转录抑制

蛋白融合［２６］， 结合 ｓｇＲＮＡ 抑制基因转录实现基因沉

默， 该过程不破坏基因结构故不会造成细胞死亡或生

长停滞， 可用于研究必需基因功能， 且因不涉及

ＤＮＡ 切割， ＣＲＩＳＰＲｉ 脱靶效应较低［２７－２８］。 病原体编

程的 Ｃａｓ９ 转录调控 （ＴＲＰＰＣ） 结合病毒反向遗传学

与 ＣＲＩＳＰＲ 技术［２９］， 改造病毒表达靶向宿主基因的

ｓｇＲＮＡ， 因 ｓｇＲＮＡ 由病毒表达， 仅在病毒转录开始后

的受感染细胞中筛选， 激活促病毒因子的病毒有复制

优势， 激活抗病毒因子的则迅速丢失， 在动态筛选场

景中展现出独特价值。 上述 ４ 种 ＣＲＩＳＰＲ 文库筛选技

术各具特色与优势 （表 １）， 研究人员需综合考虑筛

选目标， 依据试验场景选择最适方法。
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表 １　 ＣＲＩＳＰＲ 文库筛选方法

方法类型 作用原理 适用场景 优点 缺点

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 敲除文库

（ＣＲＩＳＰＲｋｏ）
使用 ｓｇＲＮＡ 引导 Ｃａｓ９ 切

割 ＤＮＡ， 通过 ＮＨＥＪ 或

ＨＤＲ 实现基因敲除

功能缺失筛选、 必需基

因筛选、 药物靶点筛选、
肿瘤基因研究等

敲除效率较高、 表型明

显、 脱靶效应较小

不可逆敲除

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 激活文库

（ＣＲＩＳＰＲａ）
使用 ｄＣａｓ９ 结合转录激

活因子， 激活目标基因

表达

耐药基因筛选、 增强子

功能研究、 信号通路分

析等

可逆转录激活、 支持非

编码区调控、 操作简便

受限于 ＰＡＭ 序列、 活性依赖于

ｄＣａｓ９ 与转录因子的融合蛋白，
可能影响基因表达稳定性

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 抑制文库

（ＣＲＩＳＰＲｉ）
使用 ｄＣａｓ９ 结合转录抑

制因子， 抑制目标基因

表达

功能抑制筛选、 疾病机

制研 究、 毒 性 基 因 研

究等

可逆转录抑制、 避免基

因破坏、 操作简便

受限于 ＰＡＭ 序列、 抑制效果可

能受细胞类型和环境条件影响

病原体编程的 Ｃａｓ９ 转录

调控 （ＴＲＰＰＣ）
将 ｓｇＲＮＡ 的基因整合到

病毒基因组中， 主动调

节宿主基因的表达

病毒致病机制研究、 抗

病毒药物靶点筛选

赖于病原体自身的适应

性选择与病毒感染紧密

关联、 动态监测

试验设计和操作较为复杂， 需

要特定的病毒株和宿主细胞系

２　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在 ＡＩＶ 研究中的应用

２􀆰 １　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在 ＡＩＶ 相关宿主因子研究

中的应用

　 　 宿主因子在病毒感染中扮演着至关重要的角色，
是病毒感染和复制过程中不可或缺的组成部分， 了解

宿主因子在病毒感染中的作用有助于新的治疗靶点的

发现。 Ｈａｎ 等［３０］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 敲除系统在人肺

上皮细胞 （Ａ５４９） 中生成了一个全基因组范围的

ＣＲＩＳＰＲ 敲除 （ ＧｅＣＫＯ） 文库， 并用 Ｈ５Ｎ１ 毒株对

ＧｅＣＫＯ 文库进行了 ５ 轮致命感染， 对富集的 ｓｇＲＮＡ
群体进行深度测序分析， 鉴定出许多参与唾液酸生物

合成和糖基化途径以及细胞内在免疫调节的基因， 包

括唾液酸转运蛋白 ＳＬＣ３５Ａ１ 和一种 ＤＮＡ 转录抑制因

子 Ｃａｐｉｃｕａ （ＣＩＣ）。 后有研究人员使用相同的筛选方

法证明了 ＳＬＣ３５Ａ１ 是猪德尔塔冠状病毒感染相关的

宿主因子［３１］。 Ｙｉ 等［３２］利用筛选策略鉴定了 ２０４ 个与

Ｈ７Ｎ９ ＡＩＶ 增殖相关的宿主基因， 进一步验证了 １４ 个

在病毒吸附、 入侵、 转录和复制等不同阶段发挥作用

的宿主基因， 包括胞质黏蛋白 ２ （ＣＹＴＨ２）、 四肽重

复蛋 白 ２４ （ ＴＴＣ２４ ） 和 Ｎ － 乙 酰 神 经 氨 酸 合 酶

（ＮＡＮＳ） 等。 除在同一载体上表达 Ｃａｓ９ 蛋白和

ｓｇＲＮＡ 敲除靶基因外， 还可构建稳定表达 Ｃａｓ９ 蛋白

的 Ａ５４９－Ｃａｓ９ 细胞系［３３］， 将 ｓｇＲＮＡ 克隆到慢病毒表

达载体， 用慢病毒文库感染该细胞系构建基因缺失细

胞系， 这种方法可以提高编辑效果， 还可针对试验目

的快速更换不同的 ｓｇＲＮＡ 文库来筛选不同的基因。
Ｌｉ 等［３４］采用此方法筛选出多个影响甲型流感病毒感

染和复制的宿主相关基因， 如 Ｖ－ＡＴＰ 酶组装因子

ＷＤＲ７、 ＣＣＤＣ１１５ 和 ＴＭＥＭ１９， 人 ２′－Ｏ－核糖帽甲基

转移酶 （ＣＭＴＲ１） 等。 近几年 Ｓｏｎｇ 等［３５］使用高致病

性 Ｈ５Ｎ１ 对 Ａ５４９ 细胞进行全基因组基因敲除筛选，

发现其中 ＤＣＣ 亚类成员 ４ （ＩＧＤＣＣ４） 显著降低病毒

在 Ａ５４９ 细胞中的复制， ＩＧＤＣＣ４ 是一类具有免疫球

蛋白结构域的跨膜蛋白， 参与细胞识别、 结合和粘附

过程， 与病毒血凝素蛋白相互作用促进病毒内化到宿

主细胞中， ＩＧＤＣＣ４ 基因的敲除显著提高了小鼠抵抗

流感病毒感染的能力。 Ｍａ 等［３６］筛选鉴定出葡萄糖胺

（ＵＤＰ－Ｎ－乙酰基） －２－差向异构酶 ／ Ｎ－乙酰甘露糖胺

激酶 （ＧＮＥ） 是促进 ＡＩＶ 吸附和内吞作用的关键宿

主因子。
Ｈｅａｔｏｎ 等［３７］使用 ｄＣａｓ９－ＳＡＭ 激活系统进行全基

因组过表达筛选， 筛选并鉴定出 ＡＩＶ 的限制因子 β１，
４－Ｎ－乙酰氨基半乳糖转移酶 ２ （Ｂ４ＧＡＬＮＴ２）， 通过

修饰 α － ２， ３ －连接唾液酸的聚糖， 从而抑制病毒与

细胞结合， 试验显示当 Ｂ４ＧＡＬＮＴ２ 过表达时， 抵御

了包括 Ｈ５Ｎ９、 Ｈ７Ｎ２、 Ｈ９Ｎ２ 和 Ｈ１０Ｎ４ 毒株等测试

ＡＩＶ 株的感染。 由于 Ｂ４ＧＡＬＮＴ２ 不存在于鸡的基因组

中， 研究人员利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术， 在 ＤＦ－１ 细胞

中过表达 Ｂ４ＧＡＬＮＴ２， 在 Ｈ５Ｎ８、 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 和

新城疫病毒感染后， ＤＦ－１ 克隆的存活率显著高于野

生型 ＤＦ－１ 细胞， Ｂ４ＧＡＬＮＴ２ 显著增强了禽类对多种

病毒的抵抗力［３８］。 Ｋｉｎｇ 等［２９］ 将 ＣＲＩＳＰＲ 与病毒反向

遗传操作系统结合开发了一种病原体编程的 Ｃａｓ９ 转

录调控技术， 能够识别出在 ＡＩＶ 感染中后期阶段对

病毒复制至关重要的宿主因子 ３′ 修复核酸外切酶 １
（ＴＲＥＸ１）。 ＴＲＥＸ１ 通过降解细胞质中的 ＤＮＡ 来防止

不适当的天然免疫激活。 这项研究为开发新的抗病毒

治疗策略提供了重要的基础， 填补了之前研究的空

白， 因为大多数现有的筛选技术主要集中在病毒感染

的早期阶段。 ＴＲＰＰＣ 推动了对流感病毒与宿主相互

作用的理解， 也为未来的抗病毒研究和治疗提供了新

的方向。
ＧＡＳＤＥＲＭＩＮｓ 是成孔效应蛋白家族， 可引起膜
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透化 和 焦 亡， 导 致 强 烈 的 炎 症 反 应［３９］。 使 用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术敲除 ＧＡＳＤＥＲＭＩＮ Ｅ （ＧＳＤＭＥ） 使

Ａ５４９ 细胞和人原代肺泡上皮细胞在 Ｈ７Ｎ９ 病毒感染

后的死亡方式由焦亡转变为凋亡［４０］， 且 ＧＳＤＭＥ 敲除

小鼠在 Ｈ７Ｎ９ 病毒致死性感染后存活， 这一发现揭示

ＧＳＤＭＥ 激活是 Ｈ７Ｎ９ 病毒感染的肺细胞因子风暴和

致命结果的关键和独特机制， 从而为抗 Ｈ７Ｎ９ 病毒的

抗病毒药物的研发打开了新的大门。 酸性核磷蛋白

（ＡＮＰ３２） 在禽流感病毒复制中起关键作用， 包括

ＡＮＰ３２Ａ、 ＡＮＰ３２Ｂ 和 ＡＮＰ３２Ｅ， 其中 ＡＮＰ３２Ａ 被认

为是 ＡＩＶ 聚合酶的重要辅助因子并影响病毒跨宿主

传播， Ｚｈａｎｇ 等［４１］ 使用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术构建了一

系列 ＡＮＰ３２ 基因敲除 ２９３Ｔ 细胞系， 并利用该细胞系

筛选确定了 ＡＮＰ３２Ａ 和 ＡＮＰ３２Ｂ 是决定甲型流感病毒

聚合酶活性的关键宿主因子且可以独立恢复病毒聚合

酶活性。 表 ２ 归纳总结了近几年通过 ＣＲＩＳＰＲ 文库筛

选鉴定出的与 ＡＩＶ 感染相关的宿主因子， 以及这些

宿主因子在病毒入侵、 复制、 免疫逃逸等过程中发挥

的具体功能。

表 ２　 禽流感病毒相关宿主因子

宿主因子 鉴定方法 病毒 宿主细胞 宿主因子功能

ＳＬＣ３５Ａ１ 敲除 Ｈ５Ｎ１ Ａ５４９ 参与糖基化修饰， 转运唾液酸至细胞表面， 缺失会抑制病毒

与受体的结合

ＣＩＣ 敲除 Ｈ５Ｎ１ Ａ５４９ 通过其转录阻遏因子活性抑制抗病毒基因表达， 缺失会抑制

病毒增殖

ＣＹＴＨ２ 敲除 Ｈ７Ｎ９ Ａ５４９ 调控控细胞膜运输和囊泡形成， 促进病毒粒子内吞或释放

ＩＧＤＣＣ４ 敲除 Ｈ５Ｎ１ Ａ５４９ 与细胞黏附、 信号传导和免疫调节相关

ＧＳＤＭＥ 敲除 Ｈ７Ｎ９ Ａ５４９ 介导细胞焦亡， 释放促炎因子

ＡＮＰ３２Ａ 敲除 Ｈ１Ｎ１ ／ Ｈ７Ｎ９ ／ Ｈ９Ｎ２ ２９３Ｔ 病毒依赖 ＡＮＰ３２Ａ 维持其 ＲＮＡ 聚合酶活性， 促进病毒基因组

复制

ＧＮＥ 敲除 Ｈ１Ｎ１ ／ Ｈ３Ｎ２ ／ Ｈ９Ｎ２ Ａ５４９ 唾液酸合成的关键酶， 影响禽流感病毒 ＨＡ 蛋白的识别和结合

干扰素调节因子 ７
（ＩＲＦ７）

敲除 Ｈ１Ｎ１ ＭＤＣＫ 激活干扰素应答， 诱导抗病毒蛋白表达， 抑制病毒复制

膜联蛋白 Ａ６ （ＡｎｘＡ６） 敲除 Ｈ１Ｎ１ ＨＥＫ２９３ＦＴ 影响脂筏形成和病毒囊膜组装， 抑制病毒出芽

干扰素诱导跨膜蛋白 ３
（ＩＦＩＴＭ３）

敲除 Ｈ１Ｎ１ ／ Ｈ３Ｎ２ ＷＩ－３８ ＶＡ１３ 阻断病毒囊膜与内体膜的融合， 抑制禽流感病毒进入细胞质

输入蛋白 α７
（Ｉｍｐｏｒｔｉｎ－α７）

敲除 Ｈ１Ｎ１ ／ Ｈ９Ｎ２ Ａ５４９ 核转运蛋白， 促进病毒复制

Ｂ４ＧＡＬＮＴ２ 激活 Ｈ７Ｎ２ ／ Ｈ９Ｎ２ ／
Ｈ５Ｎ９ ／ Ｈ１０Ｎ４

ＤＦ－１ 参与宿主细胞表面聚糖结构的形成， 影响禽流感病毒 ＨＡ 蛋白

的受体结合

ＴＲＥＸ１ ＴＲＰＰＣ Ｈ１Ｎ１ Ａ５４９ 降解细胞质中的异常 ＤＮＡ， 调控先天免疫

２􀆰 ２　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在抗病毒策略研究中的应用

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术可以通过敲除或敲低特定宿

主基因， 评估其在病毒复制中的作用， 从而为开发抗

病毒药物提供潜在的靶点。 Ｙｉ 等［３２］ 利用 Ａ５４９ 细胞

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 全基因组敲除文库鉴定了流感病毒增

殖必需宿主基因 ＣＹＴＨ２， ＣＹＴＨ２ 参与流感病毒的内

吞， 通 过 敲 除 ＣＹＴＨ２ 可 以 抑 制 Ｈ７Ｎ９ 的 感 染，
ＣＹＴＨ２ 拮抗剂 ＳｅｃｉｎＨ３ 在体内也可减弱流感病毒感

染， 为宿主定向抗 ＡＩＶ 药物提供新靶点。 ＡＩＶ 进入细

胞后需要克服核膜形成的屏障到细胞核内进行转录和

复制， Ｉｍｐｏｒｔｉｎ－α７ 在核输入过程中起到关键作用，
通过敲除 Ｉｍｐｏｒｔｉｎ－α７ 基因， 发现 Ｉｍｐｏｒｔｉｎ－α７ 对人流

感 Ｈ１Ｎ１、 禽流感 Ｈ９Ｎ２ 和猪流感 Ｈ１Ｎ１ 等病毒的生

长有 显 著 抑 制 效 果［４２］。 除 此 之 外， ＧＳＤＭＥ、
ＩＧＤＣＣ４、 ＧＮＥ 等也是 ＡＩＶ 的关键宿主因子， 为开发

新的抗病毒策略和药物提供了科学依据。 虽然以 ＡＩＶ
必需宿主因子为靶点的抗病毒药物开发具有巨大潜

力， 但同时也伴随宿主因子通常参与多个生物学过

程， 靶向这些因子可能会影响正常细胞功能， 导致不

良反应或副作用， 在实际应用中需要考虑病毒的生命

周期涉及多个阶段， 包括吸附、 入侵、 复制和释放，
单一靶点可能无法完全控制病毒的复制且 ＡＩＶ 有高

度变异性， 极易产生药物的耐药性， 降低治疗效果。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术除用于抗病毒靶点的筛选鉴

定外， 也通过基因编辑增强家禽对 ＡＩＶ 的抵抗力。
Ａｌｅｗｏ 等［４３］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在鸡的基因组中
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对 ＡＮＰ３２Ａ 基因进行编辑， 培育了对 ＡＩＶ 具有抗性

的鸡， 该鸡种在感染 ＡＩＶ 后， 表现出较低的病毒载

量和传播能力， 为未来 ＡＩＶ 的预防和控制提供了新

的可能性； 或是在鸡中过表达 Ｂ４ＧＡＬＮＴ２［３１］ 等产生

抗 ＡＩＶ 的家禽种， 从而减少病毒在禽类种群中的

传播。
２􀆰 ３　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在禽流感疫苗研究中的应用

就 ＡＩＶ 而言， 疫苗接种是预防和控制最有效的

策略。 家禽养殖行业内最常用的疫苗是灭活全病毒疫

苗， 通常采用鸡胚繁殖疫苗毒为原料制备灭活疫苗。
与传统鸡胚疫苗毒相比， 细胞生产疫苗毒具有很多优

势， 突破了鸡胚疫苗存在的一些局限［４４］。 目前， 基

于细胞培养的疫苗毒生产方法已经广泛应用， 但是由

于细胞的先天免疫反应， 细胞生产病毒的滴度较低，
通常需要延长传代时间才能达到可接受的病毒繁殖水

平， 导致生产成本增高［４５］， 而 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术为

生产病毒的细胞提供了新的改造工具和方法。 犬肾细

胞系 （ＭＤＣＫ） 目前已被批准用于生产流感疫苗， 因

干扰素在调节抗病毒机制和消灭病毒方面起重要作

用， 病毒在细胞中的增殖受到严重限制。 有研究人员

使用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术开发了干扰素调节因子 ７
（ＩＲＦ７） 敲除型 ＭＤＣＫ 细胞 （ ＩＲＦ７－ ／ － ＭＤＣＫ） ［４６］。
ＩＲＦ７－ ／ －ＭＤＣＫ 细胞对流感病毒具有更高的容量和效

率。 Ｅｓｈｃｈｅｎｋｏ 等［４７］ 也利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 在 ＷＩ－ ３８
ＶＡ１３ 细胞上获得了干扰素诱导跨膜蛋白 ３ （ＩＦＩＴＭ３）
敲除的单克隆细胞系， ＩＦＩＴＭ３ 的敲除使得该细胞系

对各种亚型甲型流感病毒的感染更加敏感。 研究人员

通过 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 介导的 ＡｎｘＡ６ 基因敲除修饰了

ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞， 获得了几个 ＡＮＸＡ６ 基因缺陷的克

隆， 增加人类细胞系对 ＡＩＶ 感染的易感性［４８］。 这些

改良后的细胞不仅有助于提高疫苗生产效率， 还能提

高从临床样本中分离的 ＡＩＶ 滴度， 从而加快疫苗种

子病毒的制备过程。
ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术通过靶向编辑特定

基因序列， 能够快速、 高效地生成新型多价病毒载体

疫苗。 Ｚｏｕ 等［４９］ 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术编辑了鸭病

毒性肠炎病毒 （ＤＥＶ） 基因组， 在 ＤＥＶ 基因组中插

入了 Ｈ５Ｎ１ 亚型 ＡＩＶ 的 ＨＡ 基因和鸭坦布苏病毒前膜

蛋白及包膜糖蛋白 （Ｅ） 基因， 成功开发针对 Ｈ５Ｎ１
亚型高致病性 ＡＩＶ、 鸭坦布苏病毒和鸭病毒性肠炎的

三价疫苗候选毒株。 与 Ｚｏｕ 使用 ＨＤＲ 方法插入基因

片段不同， Ｐｅｎｇ 等［５０］ 利用 ＮＨＥＪ 依赖性 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 将 ＨＡ 基因插入 ＤＥＶ 基因组， 制备禽流感病毒

二价鸭肠炎病毒疫苗。 Ｔａｎｇ 等［５１］ 也利用 ＣＲＩＳＰＲ ／
Ｃａｓ９ 技术 ， 在火鸡疱疹病毒 （ＨＶＴ） 基因组的不同

位置插入其他病毒蛋白基因， 成功开发出一种稳定的

抗 Ｈ９Ｎ２ ＡＩＶ、 传染性喉气管炎病毒和传染性法氏囊

病病毒三价重组 ＨＶＴ 疫苗候选毒株。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９
技术在活病毒载体中插入多个外源基因， 并保持了载

体病毒的稳定性和免疫原性， 这不仅提高了疫苗开发

的效率， 还可能为未来其他病毒疫苗的开发提供了新

的方法。 此外， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术结合红细胞吸附

法也被用于快速生成重组 ＨＶＴ－Ｈ７Ｎ９ＨＡ 候选疫苗

株［５２］， 该联合筛选的方法成本低、 速度快， 可应用

于表达大多数 ＡＩＶ 的 ＨＡ 的重组病毒。

３　 讨论与展望

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术作为一个强大的基因编辑工

具， 以其效率高、 设计简单和应用广泛等特点为生命

科学研究提供了有力的工具。 在病毒基因功能的研究

方面， 已有报道通过敲除疱疹病毒、 马立克病病毒、
猪传染性胃肠炎病毒、 非洲猪瘟病毒等 ＤＮＡ 病毒的

相关毒力基因， 深入了解病毒的生命周期和致病机

制［５３］。 ＡＩＶ 作为 ＲＮＡ 病毒， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在其

研究中主要还是用于宿主因子的筛选和鉴定， 并不能

直接靶向病毒基因组进行编辑。 不过随着分子生物学

的不断发展， ＣＲＩＳＰＲ 基因编辑技术在 ＲＮＡ 病毒上应

用也有新的突破， ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ１３ 系统因其准确的

ＲＮＡ 靶向能力从 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ 家族中脱颖而出， 不

仅用于开发快速高效的 ＲＮＡ 病毒检测方法， 还因其

特异性切割靶标 ＲＮＡ 抑制病毒复制的能力而被广泛

应用于抗病毒治疗， 如甲型流感病毒、 冠状病毒、
ＨＩＶ 等［５４］。 此外， Ｎｅｍｕｄｒａｉａ 等［５５］ 利用Ⅲ型 ＣＲＩＳＰＲ
系统成功对 ＲＮＡ 病毒辛德贝斯病毒 （ＳＩＮＶ） 进行了

基因组编辑， 这种创新的 ＲＮＡ 编辑技术不仅提高了

编辑效率， 还为研究 ＲＮＡ 病毒的毒性和开发新型疗

法提供了新的可能性。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术已在禽类

基因组编辑中取得突破， 例如通过敲除病毒宿主因子

ＡＮＰ３２Ａ 培育抗 ＡＩＶ 的基因编辑鸡， 这表明基于

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的基因编辑技术在提高禽类的抗病性

方面具有巨大的潜力。 值得关注的是基因编辑鸡虽然

显示出对禽流感的抗性， 但在高剂量病毒感染下， 病

毒能够通过突变适应并感染这些鸡， 这说明基因编辑

鸡存在潜在的病毒变异感染风险， 研究人员在设计基

因编辑策略时需要考虑病毒的进化潜力。
尽管 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在禽流感病毒研究与防

控中展现出巨大潜力， 但是在禽类细胞和个体水平

上， ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 的编辑效率仍有待提高， 以实现

更广泛、 更高效的基因编辑， 且 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统

在禽类中的应用仍面临脱靶效应和免疫反应的风险，
脱靶编辑可能导致非预期的基因突变， 研究表明通过

选择性表达 Ｃａｓ９ 变体和优化递送系统， 可以减少脱
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靶效应并提高安全性［５６－５７］。 未来的研究应继续探索

新型 ＣＲＩＳＰＲ 系统和 Ｃａｓ 变体， 开发高效的递送方

法， 并结合 ＡＩ、 大数据等技术， ＡＩ 算法能预测

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 脱靶效应、 优化 ｓｇＲＮＡ 设计以提供精

准基因编辑策略［５８］， 还可分析细胞和组织特性， 选

择适配递送载体提升递送效率［５９］。 此外， ＡＩ 在预测

抗原表位和宿主因子等方面［６０］， 为 ＡＩＶ 疫苗设计和

病毒靶向治疗提供指导。 研究者应充分利用 ＣＲＩＳＰＲ
基因编辑技术对 ＡＩＶ 的基因组进行精准编辑和分析，
建立病毒变异监测体系， 检测病毒的进化趋势和潜在

的致病风险， 根据地区、 禽类品种和流行毒株的特点

设计出具有针对性的疫苗， 提高疫苗的防控效果， 将

ＣＲＩＳＰＲ 技术与传统的抗病毒药物结合， 通过不同治

疗手段的协同作用， 提高禽流感的治疗效果， 减少病

毒耐药性的产生， 以此推动 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术在禽

流感病毒防控中的应用。
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