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CRISPR/Cas9基因编辑技术在精准肿瘤学研究中的应用

Application of CRISPR/Cas9 gene editing technology in the research of precision 
oncology

王琳琳 综述；李红玲 审阅（甘肃中医药大学，甘肃  兰州  730000）

[摘  要]  CRISPR/Cas9基因编辑技术通过精准定位和修改基因序列，可以识别与细胞增殖、迁移、侵袭和化疗耐药性相关的基

因，不仅为理解肿瘤发生发展的分子机制奠定了基础，还为实现肿瘤的精准治疗提供了一种方便、高效的方法。由于其具有低成

本、高效率的优点，被广泛地应用于精准肿瘤学的基础和临床研究当中，包括用于探寻抗肿瘤药物耐药靶点、筛查驱动基因、优化

CAR-T和TCR-T细胞，以及筛选肿瘤靶向基因等。目前，已开展了十余项项使用CRISPR/Cas9技术治疗肿瘤的临床试验，策略多

为利用CRISPR/Cas9技术敲除T细胞中的免疫检查点基因后回输患者，以达到免疫激活的效果，大多数研究仍处于Ⅰ期和Ⅱ期

阶段。管CRISPR/Cas9基因编辑技术在肿瘤研究与治疗领域展现出了巨大潜力，但仍需面对脱靶效应，以及永久编辑可能带来

的弊端等瓶颈，其实际临床效用仍有待更多的深入研究和大规模临床试验的严格验证。
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现今针对肿瘤的常规疗法包括手术切除、化疗、

放疗以及靶向治疗和免疫疗法等多种手段，但普遍

伴随不同程度的不良反应，这在一定程度上阻碍了

患者生存期的延长和生活质量的实质性改善[1-3]。癌

症的特征主要包括 DNA 和 RNA 改变[4]。CRISPR/

Cas9筛选技术能够对生物基因组进行全面探查，尽

可能完整地展示生物体的基因组信息。这种筛选

技术是基于 CRISPR/Cas9 对于基因的敲除功能，

并通过小向导 RNA（small guide RNA, sgRNA）和

Cas9 靶向生物体中成千上万个不同的基因，在

某种条件的压力筛选下，对存活的细胞或者死

亡的细胞进行 sgRNA 测序，将基因组信息转化为

可视化筛选的大数据形式，从而革命性地改变了肿

瘤治疗的方式。并且，CRISPR基因编辑技术不仅只

有基因敲除功能，还衍生出碱基敲入、替换、基因干

扰等功能。

1  CRISPR/Cas9基因编辑技术概述

当下，基因编辑技术正以前所未有的广度渗透

进生物医学研究的核心地带，借助此类先进技术，研

究者得以在体内及体外环境中实施精细的遗传调节

操控，如基因敲除等实验设计[5-6]。CRISPR/Cas9系统

因其在基因编辑方面展现出巨大的潜力，引发了全

球科研界的深度探索。

1.1  CRISPR/Cas9基因编辑的原理及优势

CRISPR/Cas9 基因编辑，最初在 1987 年由科学

家们在细菌与古菌中发现[7-8]。这一自然现象被巧妙

地转化为基因编辑的强大工具，并逐步演变为现代

生物技术[9-10]。该工具可以识别与细胞增殖、迁移、侵

袭和化疗耐药性相关的基因[11-13]。追溯至 2012年的

开创性研究，学者们首度证实了CRISPR/Cas9系统内

含的成熟CRISPR RNA（crRNA）与互补的反式激活

crRNA（tracrRNA）能够协同构建一个稳定的双RNA

复合物架构，并可以指导CRISPR相关蛋白Cas9精确

锚定并切割靶向 DNA 序列[10]。当 sgRNA 与目标

DNA 互补结合且具备适当的前间隔相邻基序

（protospacer adjacent motif, PAM）时，Cas9蛋白将在

该位置切断基因组的双链[14]。接下来，细胞会利用两

种不同的机制来修复断裂，即非同源末端连接和同

源重组。通过诱导这两种机制，CRISPR/Cas9技术可

以用来删除、替换或插入特定的基因序列[15]。

相比于其他基因编辑技术，例如巨核酸酶

（meganuclease, MN）、锌 指 核 酸 酶（zinc-finger 

nuclease, ZFN）和转录激活样效应因子核酸酶

（transcription activator-like effector nuclease, TALEN）

技术，CRISPR/Cas9技术在成本效益和高效率方面更

具优势。CRISPR/Cas9技术不仅可以编辑单个基因

组位点，还可以利用多个 sgRNA来同时编辑多个基

因组位点，这也被称为多重编辑[12-14, 16]。此外，与需要
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持续输送的小干扰RNA相比，仅仅瞬时输送Cas9和

sgRNA就足以永久改变目标基因[17]。因此，CRISPR/

Cas9系统已经成为首选的基因组编辑方法[18]。

1.3  编辑技术的新拓展

CRISPR/Cas9技术的起始阶段主要依赖Cas9核

酸酶与 sgRNA的独特搭配，实现对特定基因的精准

剔除。而在 2013年，研究人员成功开发出了失去核

酸酶活性的Cas9突变体dCas9，该突变体具有内切酶

活性[19]。接下来，将dCas9蛋白与能够激活或抑制基

因转录的转录调控因子结合，从而开发出了CRISPR

激 活（CRISPRa）[20-21] 和 干 扰（CRISPRi）[22] 工 具 。

CRISPRa 是一种有效的内源性基因选择性上调工

具，优于传统的过表达技术[23]而CRISPRi则是通过瞄

准细胞内特定转录区域，当 Cas9-sgRNA 复合物与

sgRNA互补的目标DNA序列精确结合时，能够有效

阻碍RNA聚合酶沿DNA模板的转录过程，在1~2周

内可以快速抑制基因[24]。

当前进行基因校正的第一步是利用基因组编辑

技术在目标点引入双链（ds）DNA断裂[25]。但是现有

的点突变校正方法效率低下，且通常会在目标点引

起大量随机插入和缺失。为了解决这一问题，

KOMOR 等[26] 将 APOBEC（ 胞 嘧 啶 脱 氨 酶 ）与

CRISPR/Cas9 技术相结合，在保留 sgRNA 编辑功能

的同时避免引发 dsDNA断裂，诱导胞苷直接转化为

尿苷，进而实现C→T（或G→A）突变（图1）。除此之

外，还开发了腺嘌呤碱基编辑器（adenine base editor, 

ABE），可以将A-T碱基对转换为G-C碱基对[27]。与

基于Cas9核酸酶的方法相比，ABE能够更高效、更精

准地实现点突变，且更少出现脱靶现象。因此，在遗

传疾病的研究中，ABE的使用受到了广泛的推广[27]

（图1）。实际上，遗传疾病和肿瘤的共同之处在于它

们都可能涉及基因突变。因此，虽然目前该技术还

未得到肿瘤研究领域的应用，但可以将这一技术与

肿瘤治疗联系起来，以期在肿瘤领域获得突破性

进展。

除了在单个基因的处理中使用，CRISPR/cas9技

术还可以用于全基因组文库筛选。这种筛选方法可

以高通量地进行基因敲除或调控，以研究特定生物

学过程或鉴定与疾病相关的关键基因[28-32]。筛选的

一般步骤：（1）构建包含全基因组的CRISPR/Cas9文

库，首先需要设计和合成大量的 sgRNA，每个 sgRNA

对应一个基因，并确保其具有特异性，每个基因对应

2~4个 sgRNA以确保足够的覆盖率[33]。（2）选择适当

的细胞株。（3）递送CRISPR/Cas9文库，可以使用物理

递送、病毒载体和非病毒载体[34]。物理递送方法包括

显微注射、电穿孔、流体动力学尾静脉注射、超声微

气泡和激光[34]，但物理方法并不适用于体内。病毒递

送的选项包括慢病毒、腺病毒和腺相关病毒[35]，其中

后者具有低致病性、高安全性和低遗传毒性的特

点[36]。非病毒递送的方法包括无机纳米颗粒[37]、脂质

纳米颗粒[38]、外泌体和新开发的病毒样颗粒[39]。（4）设

定筛选标准，设定适当的筛选标准来评估基因编辑

对细胞或生物体的影响。（5）筛选过程，将基因特异

性敲除细胞暴露于选择性干扰条件，然后提取其基

因组DNA。通过扩增和测序整合的 sgRNA盒，确定

敲除特定基因的细胞数量[40]，评估其表型变化。（6）基

因识别，通过对细胞/生物体 sgRNA进行高通量测序

分析，可以确定与所关注的生物学过程或疾病相关

的关键基因[41]。（7）确认和验证，通过进一步的实验验

证来确定观察到的效应是否与特定基因的敲除或调

控相关。（8）功能研究，对确认的基因进行功能研究，

以更深入了解其在生物学过程或疾病中的作

用（图2）。

图1  基因编辑及其技术拓展

当 前 ，多 种 CRISPR/Cas9 筛 选 文 库 诸 如

GeCKOv1、GeCKOv2及Brunello等已在科研领域投

入使用，它们作为强有力的工具丰富了基因编辑的

可能性[41]。大部分基于CRISPR/Cas9的筛选实验通

常在体外实验中开展，这种方式有助于识别潜在的

药物靶标并对细胞信号通路进行解析[42]。不过，体外

筛选虽具有一定的实用性，但在反映原发性肿瘤细
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胞的真实行为以及模拟复杂的体内肿瘤微环境等方

面仍存在局限性[42]。相比之下，体内筛选可以直接编

辑活体生物的基因，在疾病模型中观察其对整体生

物 学 过 程 的 影 响 。 为 了 更 接 近 临 床 情 况 ，

GHALANDARY等[42]将急性髓系白血病患者的原发

性肿瘤细胞移植到免疫功能低下的NSG小鼠中，并

成功建立了可连续移植的 PDX 模型，随后应用

CRISPR/Cas9技术对此类模型进行基因编辑实验，力

求揭示更为贴近人体实际状况的基因功能及其在疾

病发生发展中的作用。

图2  CRISPR/Cas9文库筛选流程

2  在精准肿瘤学基础研究中的应用

CRISPR/Cas9技术在肿瘤研究和治疗领域中受

到广泛关注，在肿瘤研究和应用中可以细分为四

类：（1）探寻抗肿瘤药物耐药靶点；（2）筛查驱动基因

抗癌；（3）增强免疫功能抗肿瘤；（4）筛选肿瘤靶向

基因。

2.1  探寻抗肿瘤药物耐药靶点

肿瘤细胞产生耐药性是导致抗肿瘤药物治疗失

败的主要原因之一，深入挖掘并充分利用肿瘤组织

与正常组织之间的特异性差异，筛选耐药相关基因，

成了迈向更高精度、更具靶向性的治疗方案的关键

所在[43-45]。

利用全基因组CRISPR/Cas9技术可以筛选出与

抗肿瘤药物耐药相关的候选基因。筛选方法包括

阴性筛选和阳性筛选，前者在活细胞中进行，后

者在死细胞中进行。 IPSEN 等 [46]发现，前列腺癌

中缺失的基因与奥拉帕尼耐药相关，为了验证

这些候选基因，研究人员构建了基因敲除的稳

转细胞系，并证实了PARP1、ARH3、YWHAE等基因

的缺失导致奥拉帕尼耐药性。相反地，李春燕 [47]

利用 CRISPR/Cas9 激酶文库筛选，在舌鳞状细胞

癌细胞中发现了丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶 19

（STK19），该基因的敲除增加了细胞对顺铂的敏

感性，为顺铂耐药或不敏感患者提供了新的治

疗方案。在肺癌细胞异种移植小鼠模型中，通

过 CRISPR/Cas9 介导的 NRF2 敲低，增强了肿瘤

对顺铂和卡铂的敏感性[20,48]。

2.2  筛查驱动基因

肿瘤的大部分特征与基因改变有关，包括激活

癌基因、失活抑癌基因及其他表观遗传学改变。这

些改变可以增加肿瘤细胞的增殖和侵袭能力，但同

时也可以作为靶点来特异性地杀死肿瘤细胞[49]。

KIM等[17]利用CRISPR/Cas9破坏了突变的KRAS基

因，结果导致肿瘤细胞在体内外的生长被抑制。然

而在表达野生型KRAS的细胞中，Cas9和 sgRNA的

表达在体内外均未改变细胞的存活或增殖。这项研

究证明了CRISPR/Cas9可以用于治疗与驱动基因突

变相关的肿瘤。

慢性髓系白血病（chronic myelogenous leukemia, 
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CML）的驱动因子是BCR/ABL融合致癌基因[50]。在

CML中，BCR/ABL具有多种功能，包括促进肿瘤细

胞的存活[50-52]和抑制细胞的凋亡[53-54]等。2022 年，

VUELTA 等[50]通过 CRISPR-Trap 系统破坏了 BCR/

ABL序列，其表达水平降低了80%以上，然后将其注

射到免疫缺陷小鼠中，可以强烈抑制肿瘤生长。在

注射 23 d后，与对照组相比，肿瘤体积减少了 90%。

此外，CRISPR/Cas9技术已经展现出在肿瘤治疗中修

复失活的肿瘤抑制基因的潜力。通过将 CRISPR/

dCas9与反式激活剂VP64-p65-Rta结合使用，成功提

高了黑色素瘤和TNBC细胞中 PTEN基因的表达水

平，抑制肿瘤的发展[20,55]。

2.3  增强T细胞的抗肿瘤免疫功能

肿瘤免疫疗法可分为特异性免疫疗法和非特异

性免疫疗法两种[56]（图 3）。在特异性免疫治疗肿瘤

中，T 细胞起着关键作用。过继细胞疗法（adoptive 

cell therapy, ACT）是一种免疫治疗方法，可以利用并

改造T细胞来对抗肿瘤细胞。目前，科学家正在研究

两种主要的ACT方法：CAR-T细胞疗法和TCR-T细

胞疗法。在ACT中，自体或同种异体免疫细胞从体

内分离并激活[57]，随后对T细胞进行改造，包括表达

TCR或CAR[40，58]。改造后的T细胞在体外进行扩增，

最后回输患者体内。然而，实施ACT时存在许多困

难，如很难从晚期癌症患者和婴幼儿中分离出足够

的可用T细胞。虽然CAR-T细胞可以MHC非依赖

的方式识别抗原[59]，但TCR-T细胞必须通过MHC依

赖的方式识别抗原。因此，一种解决临床难题的方

法是从健康供体中分离和纯化原代 T 细胞，使用

CRISPR/Cas9系统敲除人类白细胞抗原基因并设计

TCR，以产生“通用”同种异体TCR-T细胞来攻击肿

瘤细胞[40]，这可能会扩大 ACT 的临床应用。此外，

CRISPR/Cas9基因编辑还能制造具有更好抗肿瘤效

果的CAR-T细胞[60]。一项meta分析发现，在急性白

血病、胶质瘤、黑色素瘤和其他肿瘤动物模型中，使

用CRISPR/Cas9技术优化的CAR-T细胞治疗可以缩

小肿瘤体积并提高动物存活率，同时没有观察到不

良反应[60]。

由于肿瘤微环境的免疫抑制作用，如何使

CAR-T细胞和TCR-T细胞保持活跃的肿瘤杀伤能力

仍然面临挑战[59]。因此，在免疫治疗中利用非特异性

免疫疗法，如可通过诱导细胞因子（IFN- γ、IL-2

等）分泌 [56,61]和阻断免疫检查点来消除免疫抑制，

增强 T 细胞的杀伤能力。研究人员从肿瘤患者

身上分离和纯化原代 T 细胞，利用 CRISPR/Cas9

敲除 T 细胞中的免疫检查点基因，如 PD-1[62] 和

CTLA-4[63]，通过 CD28/B7 信号传导激活 T 细胞功

能。除了常见的免疫检查点，一些研究者还借助

CRISPR/Cas9 技 术 敲 除 二 酰 基 甘 油 激 酶

（diacylglycerol kinase, DGK）来增加CD3信号传导，

从而增强T 细胞功能。敲除 CAR-T 细胞的 DGK

基因可增加其对可溶性免疫抑制因子如 TGF- β

和前列腺素 E2 的抗性，即使在肿瘤持续存在的

条件下仍能保持杀伤效应 [64]。此外，一些研究者

将 CD8+ T 细胞从人类或转基因小鼠中分离出

来，然后在体外感染 sgRNA 文库。通过与肿瘤细

胞共培养或将修饰过的 CD8+ T 细胞注射到荷瘤小

鼠 ，从 而 筛 选 出 增 强 或 抑 制 CD8+ T 功 能 的

sgRNA[10,65]。

2.4  筛选肿瘤靶向基因

精准医学的快速发展推动了肿瘤治疗的进步。

找到适当的靶向治疗方案，可以提高晚期或转移性

癌症患者的生存率[66]。肿瘤转移是导致恶性肿瘤发

展和死亡的重要原因之一[67-68]。恶性肿瘤的治疗中，

寻找抑制肿瘤转移的关键靶点是一种有效的手段。

ZHANG 等[69] 在 SKOV3 细胞系中利用全基因组

CRISPR/Cas9敲除筛选，发现蛋白-L-异天冬氨酸（D-

天冬氨酸）O-甲基转移酶（PCMT1）的高表达可增强

肿瘤细胞的迁移、黏附和球状体的形成，并且在晚期

转移性肿瘤中呈现高水平，同时也导致腹水形成和

远处转移的增加。结直肠癌（colorectal cancer, CRC） 

的进展是由结直肠癌干细胞（colorectal cancer stem 

cell, CR-CSC）驱动的，而 IL-30在CR-CSC活力和肿

瘤进展中扮演着关键角色[70]。D’ANTONIO 等[70]通

过 CRISPR/Cas9 技术敲除 IL-30 基因并将其植入到

NSG小鼠中，结果显示失活 IL-30可以抑制CR-CSC

的致瘤性和转移能力。

3  在精准肿瘤学临床研究中的应用

在一项CRISPR/Cas9编辑PD-1基因的T细胞在

晚期非小细胞肺癌患者中进行的人体Ⅰ期临床试验

（NCT02793856）中，科研团队将携带Cas9和 sgRNA

编码信息的质粒导入患者的 T 细胞内，旨在实现

PD-1基因的精准敲除，其中8例患者的病情呈现了明

显的稳定态势[71]。此外，相似的CRISPR/Cas9编辑T

细胞疗法也在其他类型的恶性肿瘤患者群体中进行

了尝试，包括多发性骨髓瘤、滑膜肉瘤以及黏液样脂

肪肉瘤患者[72]，这些临床实践预示着基因编辑技术在

多种实体瘤治疗领域中广阔的应用前景。

人乳头状瘤病毒（human papilloma virus，HPV）

是导致宫颈上皮内癌变和宫颈癌的主要原因。在

HPV驱动的致癌过程中，E6和E7基因扮演着重要角

色，因此它们成为治疗干预的理想靶点。2017年，中
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山大学开展了应用TALEN和CRISPR/Cas9技术治疗

HPV相关宫颈上皮内癌变的安全性和有效性研究[73]，

结果表明，使用TALEN和CRISPR/Cas9作为基因组

编辑工具可以破坏HPV16和HPV18 E6/E7 DNA，显

著降低 E6/E7 的表达，诱导细胞凋亡并抑制细胞

增殖。

图3    特异性免疫治疗结合CRISPR/Cas9技术治疗癌症和非特异性免疫治疗结合CRISPR/Cas9技术治疗癌症的技术路线

根 据 ClinicalTrials. gov （https://classic.

clinicaltrials.gov）公布的数据，截至目前已完成了2项

使用CRISPR/Cas9进行的临床试验，还有 12项正在

进行中（详见表 1）。这些研究的主要目标是利用

CRISPR/Cas9技术敲除T细胞中的免疫检查点，再将

其重新注入患者体内，以达到免疫激活的效果。不

过需要指出的是，这些研究主要涵盖了Ⅰ期和Ⅱ期

试验，并且大多数仍处于未完成状态。因此，真正将

这些成果应用于临床实践，还需要长期的努力。

4  瓶颈与对策

4.1  脱靶问题

脱靶效应一直被认为是CRISPR/Cas9技术的主

要风险。尽管通过计算程序已经优化了 sgRNA的设

计，但其特异性仍无法完全保证[74]。为了解决脱靶效

应问题，使用 SpCas9-HF1150 和 eSpCas9151 被认为

是可行的解决方案之一[75-76]。此外，相较于 Cas9，

Cas12和Cas13具有更高的编辑效率，其中CRISPR/

Cas13甚至能够直接靶向RNA，从而降低细胞中转录

本的表达[77]。这些新技术的发现为肿瘤治疗带来了

更多可能性[78]。
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表1  应用CRISPR/Cas9技术治疗肿瘤的临床试验研究现状

肿瘤类型

食管癌

B细胞恶性肿瘤

非霍奇金淋巴瘤

B细胞淋巴瘤

B细胞淋巴瘤

非霍奇金淋巴瘤

B细胞恶性肿瘤

慢性淋巴细胞

白血病

小淋巴细胞淋巴瘤

滤泡淋巴瘤

套细胞淋巴瘤

边缘区淋巴瘤

大B细胞淋巴瘤

肾透明细胞癌

宫颈癌

食管癌

胰腺癌

恶性胸膜癌

间皮瘤

T细胞淋巴瘤

转移性非小细胞肺癌

多发性骨髓瘤

肾细胞癌

胃肠道上皮癌

胃肠道肿瘤

结直肠癌

胰腺癌

胆囊癌

结肠癌

食管癌

胃癌

非小细胞肺癌

转移性非小细胞肺癌

Ⅳ期非小细胞肺癌

鳞状细胞肺癌

肺腺癌

大细胞肺癌

晚期肝细胞癌

非霍奇金淋巴瘤

复发/难治性急性髓性
白血病

急性B淋巴细胞白血病

NCT 

NCT03081715

NCT04035434

NCT05643742

NCT05795595

NCT04502446

NCT02793856

NCT04244656

NCT04438083

NCT04426669

NCT05566223

NCT04417764

NCT06014073

NCT05662904

NCT04557436

分期

NA

Ⅰ/Ⅱ

Ⅰ/Ⅱ

Ⅰ/Ⅱ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅰ

Ⅰ/Ⅱ

Ⅰ/Ⅱ

Ⅰ

Ⅰ/Ⅱ

Ⅰ

Ⅰ

研究说明

PD-1基因敲除的工程 T细胞对晚期食

管癌的治疗

一项评估 CTX110 对复发性或难治性

B细胞恶性肿瘤（CARBON）受试者安

全性和有效性的研究

一项评估 CTX112 对复发性或难治性

B细胞恶性肿瘤受试者安全性和有效

性的研究

一项评估CTX131对成人复发性或难

治性实体瘤患者安全性和有效性研究

一项评估CTX130在治疗复发性或难

治性T细胞或B细胞恶性肿瘤患者中

的安全性和有效性研究

PD-1基因敲除的工程T治疗转移性非

小细胞肺癌的研究

一项评估CTX120在治疗复发或难治

性多发性骨髓瘤患者中安全性和有效

性的研究

一项评估CTX130对复发性或难治性

肾细胞癌的安全性和有效性研究

一项利用CRISPR基因工程敲除免疫

检查点 CISH，治疗转移性胃肠癌的

研究

CISH失活的TIL治疗肺癌

TACE与 PD-1基因敲除的工程T细胞

联合治疗晚期肝细胞癌

TRAC 和 Power3 基 因 敲 除 的 异 体
CD19-靶向 CAR-T 细胞疗法治疗非霍
奇金淋巴瘤

基因消融造血干细胞中的CD33

TT52CAR19治疗急性B淋巴细胞白血病

参与人数

16

227

120

250

45

12

26

107

20

70

10

30

12

10

发布日期

2019年6月12日

2023年8月18日

2023年8月15日

2023年8月30日

2023年4月27日

2021年1月12日

2023年8月30 日

2023年5月11日

2023年3月3日

2022年12月9日

2023年2月9日

2023年9月11日

2022年12月23日

2023年5月31日

招募情况

已完成

招募中

招募中

招募中

招募中

已完成

进行中

进行中

招募中

暂未招募

招募中

招募中

暂未招募

进行中
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4.2  永久编辑的弊端

尽管DNA靶向治疗可以提供持久的疗效，但完全

敲除某些基因可能对细胞的健康产生负面影响[14]。最

近，出现了一种名为A-to-I（adenosine-to-inosine，腺苷-

肌苷）的RNA编辑方法，这种方法主要基于作用于RNA

的腺苷脱氨酶（adenosine deaminase acting on RNA,  

ADAR）。它可以对内源性RNA进行脱氨编辑，而不是

将其敲除或过度表达。ADAR是一类酶，在双链RNA

（dsRNA）中可以将腺苷（A）转变为肌苷（I）。细胞机制

将肌苷识别为鸟苷（G）[79]，从而在不改变基因的情况下，

改变蛋白质的结构和表达。与CRISPR/Cas9相比，RNA

介导的改变是可逆的[80]，这为CRISPR/Cas9技术提供了

一个重要的补充。

5  结  语

CRISPR/Cas9技术目前仍处于临床应用的开发

阶段，并且面临着许多挑战。这些挑战包括确保准

确性、安全性和有效性[74]。为了提高CRISPR/Cas9技

术的疗效，需要解决诸多问题，例如脱靶效应、编辑

效率、编辑细胞的适应性、免疫反应和递送方法等[81]。

因此，尽管CRISPR/Cas9基因编辑技术在癌症研究与

治疗领域展现出了巨大潜力，但其实际临床效用仍

有赖于更多深入研究和大规模临床试验的严格验

证。当前，运用CRISPR/Cas9技术强化现有抗肿瘤疗

法的手段尚处于初步的临床探索阶段，距离在临床

实践中广泛应用仍有一段必要的发展历程。
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