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■背景资料
消化系肿瘤发生
涉及到细胞生长
因 子 、 信 号 转
导、细胞周期、
细胞凋亡、细胞
分化、肿瘤血管
形成等众多的与
肿瘤的发生发展
密切相关基因表
达的改变或DNA
序列的改变. 肿瘤
发生的分子生物
学机制尚未完全
阐明, 基因组编辑
新技术将成为更
好认识和攻克人
类消化系肿瘤的
一个重要突破口
和新视角.
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Abstract
Genome editing is a site-directed modification 
technology for gene targeting and a powerful 
tool to edit the target DNA by site-specific 
DNA knockout or knockin. Genome editing 
has achieved a considerable success from 
lower microbes to human in the past years 
and may play a very important role in tumor 
staging, precision medicine as well as prognosis 
evaluation in gastrointestinal cancers. This 
review discusses the mechanisms of different 
genome-editing strategies and describes each of 
the common nuclease-based platforms, including 
transcription activator-like effector nucleases, 
zinc finger nucleases and the CRISPR/Cas9 
system. We also summarize the progress made 
in applying genome editing to the research of 
gastrointestinal cancers.
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所有死亡病因的1/4, 高居全部疾病死亡率的第

2位[2], 中国消化系肿瘤发病率及病死率均高于

全球平均水平, 其中胃癌、食管癌、结直肠癌

和肝癌4种肿瘤在我国恶性肿瘤中居前列, 其
死亡总数占恶性肿瘤前10位死亡总数的构成

比达40.75%[3,4]. 世界卫生组织预计2020年全世

界癌症发病率将比现在增加50%, 其中消化系

肿瘤占重要部分[5,6]. 鉴于消化系肿瘤对人类健

康的重要影响, 利用医学生命科学的最近研究

进展, 发展新型的肿瘤诊疗手段十分必要[7-10]. 
随着各类组学技术、高通量生物大分子相

互作用技术以及生物信息学分析等前沿技术巨

大进步和成熟, 使得肿瘤全基因组研究成为可

能[11-16]. 近年来飞速发展的基因组编辑技术为

肿瘤发生、发展重要基因的靶向生物治疗、靶

基因敲除或激活、影响细胞生长和增殖基因及

参与细胞生长增殖调控等相关研究提供了强有

力的工具, 已成为肿瘤防治研究新热点[16-20]. 
新一代基因组编辑技术主要包括锌指

核酸酶(zinc finger nucleases, ZFNs)技术[21]、

类转录激活因子效应物核酸酶(transcription 
activator-like effector nucleases, TALENs)技术[22]

和成簇的规律间隔的短回文重复序列(clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR)及相关基因(CRISPR-associated gene, 
Cas)编辑技术[23,24]. 本文对新一代基因组编辑技

术的机制及在消化系肿瘤研究和治疗中的应

用进展等方面作一述评. 

1  基因组编辑技术的分子机制

1.1 外源DNA分子高效取代靶DNA是肿瘤基
因治疗的前提 自从40多年前人们提出可以利

用基因靶向治疗的手段治疗癌症等多基因遗

传疾病以来, 如何提高外源基因进入靶细胞以

及外源DNA分子取代靶DNA的效率是困惑众

多研究者的难题[25,26]. 直到今天, 维持治疗基

因在靶细胞内稳定的复制和表达、降低或消

除治疗基因对靶基因区周围的基因的表达影

响、超长插入DNA片段的有效递送载体的选

择、病毒基因组等非功能片段的去除等是基

因治疗不得不面对的难题[27]. 新一代基因组编

辑技术的出现和成熟为人们对基因组进行操

作进而对肿瘤等基因遗传病进行精准治疗提

供技术保证. 
1.2 DNA断裂修复是基因组编辑技术的分子生
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摘要
基因组编辑技术是位点特异性基因靶向操
作的重要工具, 研究者可通过该技术实现
对感兴趣的目标基因或DNA片段进行“编
辑”, 实现对靶DNA的定点敲除、敲入等基
因组改造. 人们已经利用该技术实现包括从
低等微生物到人的基因组改造的目标. 该技
术的应用将在消化系肿瘤早期分期分型、
精准治疗和预后判断等方面发挥重要的作
用. 本文综述了目前较为成熟的以核酸酶
为工具的包括类转录激活因子效应物核酸
酶、锌指核酸酶以及成簇的规律间隔的短
回文重复序列及相关基因在内的多种基因
组编辑技术的原理及其在消化系肿瘤研究
中的应用最新进展.
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核心提要: 作为近年来发展和成熟起来的一系
列的基因组定点改造技术, 基因组编辑技术已
经在包括人类在内的多种生物体内获得成功. 
本文综述了目前几种主要的基因组技术的基本

原理及其在消化系肿瘤诊疗等方面的应用, 将
为消化系肿瘤早期分期分型、精准治疗和预后

判断等方面临床应用提供强有力的工具.
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0  引言

消化系肿瘤是一大类严重威胁人类生命健康

的重大疾病, 其发病率逐年升高且表现出低龄

化趋势[1]. 目前, 全球范围而言, 恶性肿瘤已占
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■研发前沿
锌指核酸酶(zinc 
finger nucleases, 
Z F N s )技术繁琐
的操作, 高成本的
劣势限制了该技
术的临床应用, 在
ZFNs理论基础上
发展、类转录激
活因子效应物核
酸酶(transcription 
a c t i v a t o r - l i k e 
effector nucleases, 
TALENs)技术尽
管可实现 Z F N s
大部分功能 ,  且
具有便宜、快速
的优势 ,  但由于
TA L E N s分子比
ZFNs大得多 ,  严
重制约了其进入
细胞的效率. 
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■相关报道
2016-05 Nature 
Biotechnology发
表了题为“DNA-
guided  genome 
editing using the 
Natronobacterium 
gregoryi Argonaute”
的论文, 该文作者
革新了一种不同
于CRISPR的适合
在人类细胞中进
行基因组编辑的
新技术: NgAgo-
gDNA; 该技术通
过NgAgo核酸酶
通过DNA而不是
RNA作为介导寻
找替换目标极大
地克服了CRISPR
“脱靶效应”.

物学基础 靶双链DNA断裂(DNA double strand 
breaks, DSBs)后细胞内源性修复机制的激活

是基因组编辑技术的生物学基础, 肿瘤等疾

病发生时, 细胞内DSBs通常是通过同源介导

修复(homology-directed repair, HDR)[28]或非同

源末端接合修复(nonhomologous end-joining, 
NHEJ)[29]. 只有当细胞核内存在与损伤DNA同

源的DNA片段时, 细胞内可能发生HDR修复. 
当同源D N A片段与受损D N A序列完全一致

是, DNA损伤完全修复. 当同源序列与原受损

DNA不一致时, 则在原DNA处引入相应突变

(图1)[30]. 当细胞核内没有相应的同源DNA片

段时, 细胞将利用NHEJ方式修复损伤, 其导致

的结果是基因提前终止或发生大面积的DNA
序列替换或缺失(图1)[31]. 利用上述原理, 人们

可以有目的的将靶DNA序列替换成治疗基因

DNA序列, 或者将相应的致病序列缺失突变, 
以达到基因治疗的目的 [32]. 基因组编辑的核

心内容是依赖于DSBs修复机制, 将治疗基因

精准的导入到相应的靶位点区进行靶DNA的

替换、删除等. 人们已经发展了4种可诱导体

内内源性DSBs修复机制进而进行基因组精准

编辑的技术流程, 分别是ZFNs、TALENs以及

CRISPR/Cas. 

1.3 ZFNs技术原理 ZFNs又名锌指蛋白核酸酶, 
他是一类人工构建的限制性内切酶, 由锌指

DNA结合域F1\F2\F3与限制性内切酶的DNA
切割域FokⅠ融合而成(图2), 其中由FokⅠ核酸

内切酶来源的结构域被认为是真核细胞中含

量最为丰富的核酸内切酶, 理论上可以切割所

有的DNA序列[33,34]. ZFNs技术是一种新兴的基

因高效靶向修饰和调控技术, 研究者可以通过

加工改造ZFNs的锌指DNA结合域, 靶向定位

结合目的DNA靶位点区, 从而使得ZFNs可以

结合复杂基因组中的目的序列, 并由DNA切割

域进行特异性切割. 此外, 通过将ZFNs技术和

胞内DNA修复机制结合起来, 研究者还可以自

如地在生物体内对基因组进行精确编辑[34]. 
目前已有很多关于ZFNs组装方法的研究, 

并且ZFNs识别三联体DNA的方式, 已建立了

相关文库, 随着对ZFNs的进一步研究, 科学家

对FokⅠ进行了改造, 使其只能形成异源二聚

体, 通过排除非预期的靶点进一步的提高特异

性, 除此之外, 一些关于改造过具有更高可切

割活性的FokⅠ核酸内切酶结构域也陆续被应

用, 使得ZFNs获得更高的特异性[35-39]. 
1.4 TALENs靶向基因敲除技术原理 TALENs
靶向基因敲除技术是一种崭新的分子生物

图  1  DNA断裂HDR或NHEJ修复机制. HDR: 同源介导修复; NHEJ: 非同源末端接合修复.

单内源核酸酶诱导DNA断裂

供体DNA介导修复

供体DNA

断裂DNA

碱基替换/修复 DNA靶向插入

单内源核酸酶诱导DNA断裂 双内源核酸酶诱导DNA断裂

NHEJ修复

NHEJ修复 提前终止 NHEJ修复 基因缺失
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■创新盘点
本 文 综 述 了
TALENs、ZFNs
以及成簇的规律
间隔的短回文重
复序列及相关基
因在内的多种基
因组编辑技术的
原理及其在消化
系肿瘤研究中的
应用最新进展.

学工具, 被认为是基因敲除技术发展的里程

碑. TALENs的设计和构建是基于植物病原

体黄单胞菌分泌的一种转录激活样效应因子

(transcription activator-like effector, TALE)可以

特异性识别并结合DNA序列的原理[40]. 一个

典型TALEN由一个包含核定位信号的N端结

构域、一个包含可识别特定DNA序列的典型

串联TALE重复序列的中央结构域以及一个

具有FokⅠ核酸内切酶功能的C端结构域组成

(图3). 一般来说, 人工TALENs元件识别的特

异性DNA序列长度则一般为14-20 bp, 用于靶

位点的识别、结合并指导DNA切割[41-43]. 
TALENs技术的原理是通过DNA识别模

块将TALENs元件靶向特异性的DNA位点并

结合, 然后在FokⅠ核酸酶的作用下完成特定

位点的剪切, 并借助于细胞内固有的HDR或

NHEJ完成特定序列的插入/倒置、删失及基因

融合[44-49](图3). TALE蛋白的核酸结合域的氨

基酸序列与其靶位点的核苷酸序列存在恒定

的对应关系, 利用类转录激活蛋白的序列模块, 
可组装成特异结合任意DNA序列的模块蛋白. 
TALE蛋白中的DNA结合域与FokⅠ核酸内切

酶的切割域融合, 在特异的位点打断目标基因, 
进而在该位点进行基因敲入、基因敲出或点

突等DNA操作[50-53]. 
1.5 CRISPR/Cas9基因组编辑技术 2007年来, 大
量的研究报道了一种全新的人工核酸内切酶

CRISPR/Cas9系统的出现, 来源于细菌与古细

菌的一种获得性免疫系统, 这个系统中, 由RNA
起引导作用, 对外来DNA进行靶向切割[54-59]. 
CRISPR/Cas9核酸酶可以在哺乳动物细胞中进

行基因组编辑, 实现对靶基因的敲除、突变、

插入以及基因抑制和激活等[60]. 外来DNA会被

整合到此类细菌基因组的CRISPR序列中, 并
由protospacer序列一一隔开, 在Ⅱ型系统中, 
CRISPR序列首先被转录成pre-CRISPR序列, 
后被加工为短的crRNA, 与CRISPR序列一同

被转录的还有反式激活crRNA(trans-activating 
crRNA, tracrRNA)[61-64]. 在实际工作中, crRNA
与靶序列结合, 与tracrRNA形成二聚体后结合

CRISPR相关蛋白(CRISPR-associated protein, 
Cas)9, 并引导Cas9蛋白对DNA进行靶向切割

(图4). 
1.6 ZFNs、TALENs和CRISPR /Cas基因组编
辑技术比较 从分子生物学技术的角度分析, 
ZFNs、TALENs及CRISPR /Cas等3种基因组编

辑技术都是利用DSBs后, 细胞内发生的NHEJ
或HDR修复过程, 将特异性DNA的靶向识别及

核酸内切酶细胞内表达以实现基因组DNA序

列的改变, 并均可用于与基因组定点修饰相关

的基因敲入、基因敲除、DNA删失及基因融

合等基因定点修饰的各类操作[65]. 
作为最早被广泛应用的基因组编辑技术, 

ZFNs的优点是技术平台较完善, 可利用资源丰

图  2  ZFNs技术原理. ZFN: 锌指核酸酶; HDR: 同源介导修复; NHEJ: 非同源末端接合修复.

FOKⅠ

FOKⅠ F1 F2

F1F2

F3

F3

ZNF切割

模板DNA

NHEJ修复HDR修复

野生型DNA 突变DNA

CCCCAACTGNNNNNNGCCGTAGAG
GGGGTTGACNNNNNNCGGCATCTC

CCCCAACTGNNN
GGGGTTGACNNN

NNNGCCGTAGAG
NNNCGGCATCTC

AACTGNNNNNNGCCG
TTGACNNNNNNCGGC

CCCCAACTGNNNNNNGCCGTAGAG
GGGGTTGACNNNNNNCGGCATCTC

CCCCAACTGNNNN NNGCCGTAGAG
GGGGTTGACNNNN NNCGGCATCTC

NNNGCCGTAGAG
NNNCGGCATCTC

CCCCAACTGNNN
GGGGTTGACNNN
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富. 但也存在设计繁琐、对目标DNA序列及其

上下游序列依赖性高、脱靶率高、细胞毒性

大等诸多限制性因素. TALENs技术在TALENs

模块进行组装时需要进行大量基因克隆和测

序操作, 绝大多数科研实验室都难以独立完成, 
对商业化实验室依赖性高, 也限制了其广泛应

■应用要点
基因编辑新技术
为 认 识 和 攻 克
消化系肿瘤提供
了突破口和新视
角 ,  有望在消化
系 肿 瘤 早 期 诊
断、鉴别诊断、
临床分期、个性
化治疗指导、靶
向治疗和预后评
估等方面发挥重
要的作用.

图  4  CRISPR /Cas9 基因组编辑技术原理. CRISPR/Cas : 成簇的规律间隔的短回文重复序列及相关基因; tracrRNA: 反式
激活crRNA.

人类密码子优化Cas编码序列

基因组位点特异性dsDNA断裂

Cas9核酸酶 PAM(5'-NGG-3')

特异性sgDNA

tracrRNA-crRNA

SV40 标记基因 AAAAA

靶点序列/sgRNA 向导RNA序列/tracrRNA-crRNA TTTTpU6

pCMV

+

图  3  TALENs技术的原理. TALEN: 类转录激活因子效应物核酸酶; NHEJ: 非同源末端接合修复; HDR: 同源介导修复.

TACTAGGATCCGATTCGCNNNNNNNNNNNNTCATGCTAGACTGAGCA
CTGATCCTAGGCTAAGCGNNNNNNNNNNNNAGTACGATCTGACTCGT

TACTAGGATCCGATTCGCNNNNN
CTGATCCTAGGCTAAGCGNNNNNNN

NNNNNNNTCATGCTAGACTGAGCA
NNNNNAGTACGATCTGACTCGT

NHEJ修复 HDR修复

基因倒位 小片段缺失

基因敲入 大片段缺失

基因插入 基因校正

dsDNA断裂 R TALEN

切割复合体

L TALEN可变重复区 C端N端

FOKⅠ

FOKⅠ
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用. 与ZFNs、TALENs相比, CRISPR/Cas系统

组装上更方便, 该系统在改变识别靶位点时, 
只需改变一段长为20 bp的可转录为crRNA的

引导DNA序列, 其gRNA的设计和合成工作量

远远小于TALENs和ZFNs技术的DNA识别模

块的构建过程, 且毒性远远低于ZFNs技术, 但
也存在着对靶基因区上下游序列依赖性等缺

点, 目前只能应用于上游有PAM序列的靶位. 

2  基因组编辑技术消化系肿瘤研究中的应用

由于新一代基因组编辑技术在肿瘤相关基因

的敲除、敲入、缺失及修复等方面的操作中

具有的精准的优点, 研究人员将之利用消化系

肿瘤的机制阐明和诊疗手段的建立上并取得

了一定的进展. 例如, 朱显军等[66]利用TALENs
技术构建靶向MYH9基因敲除载体, 转染胃癌

MGC803单克隆细胞株, 实现了该细胞株的细

胞周期G2/M期阻滞并促进了细胞早期的凋亡. 
Huang等[67]和Li等[68]利用ZFNs技术靶向敲除了

人肝癌细胞株SMMC-7721的在肿瘤侵袭和转

移过程中诱导基质金属蛋白酶功能的免疫球

蛋白超家族成员HAb18G /CD147基因, 成功的

在肿瘤细胞株中降低了黏附、侵袭、迁移和

克隆形成能力. Olsen等[69]利用ZFNs技术靶向

敲除了人胰腺癌细胞株BxPC-3的β-catenin基
因, 发现该基因的敲除并不影响细胞株的正常

形态和生长, 进而证明WNT/β-catenin通路在

BxPC-3细胞株中并不是不可或缺的. Madsen
等 [70]利用Z F N s技术靶向敲除了胆囊癌细胞

株Capan-1的Core 1酶的分子伴侣COSMC基

因, 发现COSMC基因的缺失增加了细胞株对

NK介导的抗体依赖的细胞毒性和细胞毒性T
淋巴细胞介导的细胞杀伤能力. Xue等[71]运用

CRISPR /Cas9基因组编辑技术成功地将抑癌

基因p53和pten进行双突变, 构建了肝癌动物模

型. Liu等[72]利用CRISPR/Cas9介导的基因敲除

技术对p53基因进行突变, 解析了一类抗食管

癌新药APR-246的抗食管癌效应和分子机制. 
Kanda等[73]利用建立了基于CRISPR/Cas9系统

的高效EB病毒(epstein-barr virus, EBV)附加体

DNA的克隆克隆策略, 成功构建了包含EBV附

加体DNA的细菌人工染色体, 并在胃癌细胞株

中成功实现了EBV重建. 

3  结论

消化系肿瘤的死亡率居人类恶性肿瘤的第1位, 

且总体呈上升趋势. 随着基因组编辑技术研究

的不断深入. 基因编辑新技术将成为更好认识

和攻克人类消化系肿瘤的一个重要突破口和

新视角. 将有望在消化系肿瘤早期诊断、鉴别

诊断、临床分期、个性化治疗指导、靶向治

疗和预后评估等方面发挥重要的作用. 尽管该

技术应用于基因治疗的尝试才刚开始, 但已显

示出巨大的应用潜力, 越来越多的研究将通过

深入探讨基因组编辑的功能来寻找新的肿瘤

治疗方案. 总之, 在组织细胞学、分子生物学

等基础学科不断发展的基础上, 随着基因组编

辑技术的不断进步, 基因组编辑技术及消化系

肿瘤基因治疗的研究将有更广阔的前景. 
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