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摘  要 

CRISPR基因编辑技术通过精准定位和编辑特定基因序列，可以识别与肿瘤细胞生长、增殖、分化、侵袭

和耐药性相关的基因，简化并高效推进肿瘤的分子机制研究，被广泛地应用于精准肿瘤学研究当中，包

括用于检测肿瘤源性的生物标志物、肿瘤异质性分析、工程化改造免疫细胞，以及构建肿瘤疾病模型等。

尽管CRISPR/Cas基因编辑技术在肿瘤诊疗领域展现出了巨大潜力，但仍需面对脱靶效应、递送效率低等

瓶颈。文中就目前CRISPR技术在肿瘤学精准诊疗领域的最新进展进行综述。 
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Abstract 
CRISPR gene editing technology can identify genes associated with tumor cell growth, proliferation, 
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differentiation, invasion, and drug resistance by precisely targeting and editing specific gene se-
quences, simplifying and efficiently advancing the study of molecular mechanisms of tumors, and 
has been widely used in precision oncology research, including for detecting tumor-derived bi-
omarkers, analyzing tumor heterogeneity, engineering modified immune cells, and constructing tu-
mor disease models, etc. Although CRISPR/Cas gene editing technology has shown great potential 
in the field of tumor diagnosis and treatment, it still needs to face bottlenecks such as off-target 
effects and low delivery efficiency. The paper provides an overview of the current state-of-the-art 
of CRISPR technology in the field of accurate diagnosis and treatment in oncology. 
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1. CRISPR 技术在肿瘤诊疗领域的应用前景 

根据中国国家癌症中心(National Cancer Center, NCC)发布的最新数据，2022 年中国新发癌症病例约

为 482.47 万例，同时有 257.42 万例癌症死亡病例，令人担忧的是，癌症的发病率正逐渐向年轻群体扩散，

呈现出明显的年轻化趋势[1]。当前，肿瘤的诊断技术涵盖了多种方法，包括影像学诊断(如 MRI、CT)、
肿瘤标志物检测、细胞学与分子学检测以及人工智能(AI)辅助诊断工具。尽管如此，确诊仍依赖于病理活

检技术。然而，上述诊断手段存在一定的局限性，例如影像学诊断在探测深部器官肿瘤方面存在限制，

且部分肿瘤在影像上的表现难以界定(图 1)，导致诊断上的困难，从而引发误诊或漏诊。病理活检技术亦

存在取材偏差，可能取到癌旁或非癌组织，且在诊断交界性病变或肿瘤时不确定性较大。正如所言，“任

何事物都不可能非此即彼，肿瘤的本质也不可能全然分为良性和恶性”[2]，且目前肿瘤的病理诊断仍然

缺乏严格的客观标准[3]。当前肿瘤治疗策略主要包括外科手术、放射治疗、化学治疗、靶向药物治疗以

及免疫治疗等多种方式。然而，肿瘤内部的异质性及其引发的耐药性问题，持续对患者构成严峻挑战，

导致治疗过程中病情恶化乃至死亡，显著影响了患者的总体生存期[4]。因此，迫切需求一种创新的检测

技术，以应用于肿瘤的诊断与治疗领域，以克服活检技术及其他辅助诊断技术的局限性，为肿瘤患者提

供更为精准的诊疗方案，延长其生存期，并提升其生活质量。 
规律成簇的间隔短回文重复序列(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR)是

许多细菌和古细菌中的一种应对入侵的免疫机制，由 Ishino 及其同事于 1987 年在大肠杆菌的基因组发

现，CRISPR 及 CRISPR 相关蛋白(CRISPR associated proteins，Cas 蛋白)被称为 CRISPR/Cas 系统，其作

为分子剪刀破坏入侵的核酸[5]，并且具备精确靶向编辑基因组特定区域的能力。该技术能够高效快速地

实现基因敲除，调节内源基因表达，具有简便性、经济性和高效性等优势[6]。其可分为 2 大类群、6 个

种群和 33 个亚型(表 1)。其作用分为适应、表达和干扰三个阶段：适应阶段整合外源 DNA 形成新间隔序

列；表达阶段转录和加工前 crRNA；干扰阶段 crRNA-Cas 蛋白复合物切割目标 DNA。当 crRNA-Cas 蛋
白复合物识别到目标序列时，Cas 蛋白会切割靶标[7] (图 2)。SpCas9 是首个被改造用于基因编辑的 Cas
核酸酶，其具备高活性和特异性，是目前使用最广泛的基因编辑器[8]。紧随其后，Cas12a 也被证明是一

种能够进行精确基因编辑的高效核酸酶[9]，其具有靶向 DNA 激活的 DNase 活性，可以利用单个 RuvC
结构域催化位点以顺序方式切割靶位点 PAM 远端部分的两条链以及反式切割额外的单链 DNA (ssDNA)
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底物。与此同时，Cas13 具有靶向 RNA 激活的底物 RNase 活性[10]，其为新兴的生物技术和治疗应用提

供了强大的 RNA 靶向、编辑、检测和成像平台。 
 

 
Figure 1. CT images of the tumors: A- Neuroendocrine tumor, B- Thymoma 
图 1. 肿瘤的 CT 图像：A-神经内分泌肿瘤，B-胸腺瘤 

 
Table 1. Classification and characteristics of CRISPR/Cas systems 
表 1. CRISPR/Cas 系统的分类及特征 

Class Type Subtype PAM Characteristic proteins Target Effect templates References 

Class I 

I A, B, C, D, E, F, G - Cas3 DNA HD [13] 

III A, B, C, D, E, F GTH Cas10 DNA/RNA HD [14] 

IV A, B, C - Cas5, Cas7 RNA - [15] 

Class II 

II A, B, C NGG Cas9 DNA HNH, RUVc [15] 

V A, B, C, D, E, F, G, H, I, K TTTN Cas12/14 DNA RUVc [15]-[17] 

VI A, B, C, D PFS Cas13 RNA HEPN [10] [15] 

 

 
Figure 2. Schematic diagram of the mechanism of action of the CRISPR/Cas system 
图 2. CRISPR/Cas 系统作用机制示意图 

 
CRISPR 技术作为一种具有划时代意义的基因编辑工具，凭借其多功能性、高效性和可编程性，在功

能基因筛选、肿瘤细胞凋亡诱导以及肿瘤免疫治疗等领域得到了广泛的应用。近期，研究者们通过运用

CRISPR/Cas9 系统对人黑色素瘤和结肠癌细胞系中的 uPAR 基因进行敲除，成功地延长了患者的生存期
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[11]。并且在 2023 年 12 月，美国 FDA 批准了首款基于 CRISPR 的基因编辑疗法上市，用于治疗镰状细

胞病(SCD) [12]。这表明 CRISPR 可以真正有意义地解决患者面临的挑战性问题。因此，相信随着

CRISPR/Cas 技术的快速发展，该技术有望成为肿瘤学研究领域中不可或缺的关键工具，并预期将显著提

高肿瘤患者的临床存活期。 

2. CRISPR 技术在肿瘤学诊疗领域的应用进展 

2.1. 检测肿瘤源性的生物标志物 

肿瘤标志物是指特征性存在于恶性肿瘤细胞，或由恶性肿瘤细胞分泌的物质，或是由宿主对肿瘤刺

激所引发的物质反应，能反映肿瘤发生、发展的过程，监测肿瘤对治疗的反应[18]。 
在三阴性乳腺癌(Triple-Negative Breast Cancer, TNBC)的研究过程中，Wang 利用 CRISPR/dCas9-MS2

的 RNA 荧光原位杂交分析技术，对乳腺癌患者体内的 HER2 mRNA 进行精确定量分析，从而有效监测

乳腺癌发生发展过程及预测治疗效果[19]。近年来，许多研究表明，液体活检技术可以检测出由肿瘤脱落

的生物标志物，包括循环肿瘤 DNA (ctDNA)、循环肿瘤细胞(CTCs)和外泌体。这些生物标志物可以提供

肿瘤的遗传信息，有助于肿瘤的早期诊断[20] [21]。Zhang 成功运用 CRISPR/Cas12a 技术，实现了对循环

肿瘤细胞(CTCs)的精确定量，这一方法对于监测肿瘤进展具有重要意义[22]。Guan 利用 CRISPR 技术检

测肿瘤相关阳性外泌体的相对丰度，实现了乳腺癌的早期筛查 [23]。Guan 团队研发了一种基于

CRISPR/Cas13 的酶促循环扩增系统，该系统能够以高灵敏度和高保真度检测 miRNA，其检测下限可达

83.2 fM，展现出极高的灵敏性[24]。以上研究强调了 CRISPR 技术在肿瘤早期检测与诊断中的核心地位，

并为肿瘤标志物的进一步应用拓展了新的研究前景。然而，在肿瘤的早期阶段，生物标志物的浓度较低，

现行检测技术的灵敏度难以满足要求，并且 CRISPR 技术的脱靶效应(off-target effect)可能引发细胞内其

他基因稳定性受损，进而触发非预期的细胞生物学反应，为肿瘤基因治疗带来挑战。 
CRISPR 技术同样揭示了肿瘤抑制因子和相关变异基因的免疫逃逸机制。有研究表明，肿瘤的发生发

展与 p53 突变引起的功能障碍密切相关[25]。Wang 等人利用 CRISPR/Cas12a 技术实现对 P53 基因的早期

检测，从而有效遏制肿瘤的发展进程[26]。Zhang 建立了一种基于 CRISPR/Cas12a 系统的双模态生物传感

器，检测特定非小细胞肺癌(NSCLC)患者的表皮生长因子受体(EGFR)突变 L858R，成功应用于 NSCLC 的

早期检测[27]。有研究证明，USP15 或 SCAF1 的缺失导致炎症 TNF-α、TGF-β和 IL6 反应减少，对 PARP 
(poly ADP-ribose polymerase)抑制剂和吉西他滨的敏感性增加，揭示了 USP15 和 SCAF1 作为胰腺肿瘤抑

制因子的作用[28]。Alayoubi 等研究者运用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术，证实了 BCL11A 和 LRF 基因与

血红蛋白病的关联性，并展示了通过基因敲除手段实现治疗该类疾病的潜力[29]。此外，Boumelha 通过

广泛的 CRISPR 筛选揭示了致癌性 KRAS 突变抑制干扰素(IFN)通路信号的能力，这可能是 KRAS 突变型

肺腺癌免疫逃逸的关键机制[30]。显然，CRISPR 基因编辑技术具备高效检测和早期筛查与肿瘤相关功能

基因的能力，能够明确肿瘤的功能因子、变异基因的逃逸机制，进一步扩展其在癌症相关基因研究领域

的应用。然而，CRISPR 技术可能引发 DNA 双链断裂损伤，潜在地诱发染色体碎裂(chromothripsis)，进

而影响正常细胞功能。若要实现其在临床常规检测中的广泛应用，尚需解决靶向切割效率的问题。 

2.2. 肿瘤异质性分析 

单一细胞未必仅受单一基因模块表达的限制，而是多个模块共同作用以展现一系列的表型特征[31]，
肿瘤细胞的形成也是由基因表达的异质性所驱动，这些基因表达模式的不同组合导致了肿瘤细胞功能和

形态的多样性[4]。Guo 等人发现原发性肝癌具有肿瘤内遗传异质性(Intra-tumor genetic heterogeneity, ITH)，
导致其临床治疗效果不佳。并证实携带 TSGs 点突变的小 ecc DNAs 是肝癌异质性产生的潜在来源[32]。
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由于肿瘤内部存在不同的细胞亚群，它们在生长速度、侵袭能力、对药物的敏感性等方面存在差异[33]。
综上可知，通过 CRISPR 技术进行肿瘤异质性分析，可以更明确肿瘤生长的动态演变过程、耐药机制的

形成机制及肿瘤发展的多元化，有助于临床医生及时调整治疗方案，实现个性化治疗，有望进一步提升

肿瘤精准诊疗的水平。 

2.3. 诱导肿瘤细胞凋亡 

研究发现，通过 CRISPR - Cas9 基因编辑技术可敲除转移性黑色素瘤和结直肠癌 TILs 中的 PD-1，从

而诱导肿瘤细胞凋亡，发挥抑制肿瘤生长的作用[34]。一项新的研究证明利用 CRISPR/Cas9 质粒来抑制

CSCs (癌症干细胞)中的 hedgehog 信号通路和胸苷酸合成途径，能够协同促进大量细胞凋亡，显著提升了

实验组治疗小鼠的健康状况[35]。此外，Wang 构建了一种肿瘤特异性激活的 nano-domino-CRISPR (TAN)
系统，旨在放大内源性氧化应激并激活内源性凋亡途径。研究结果显示，实验组的 Bcl-2 基因表达明显下

调，GSH 含量的大幅减少，并触发了内源性凋亡，从而降低了肿瘤的表达水平[36]。可见，CRISPR 技术

能精确敲除肿瘤细胞的变异基因，抑制其生长，改善治疗效果和患者生存质量。但由于肿瘤机制复杂，

目前尚未有明确的案例证明通过 CRISPR 技术可以完全治愈肿瘤。 

2.4. 增强 T 细胞对肿瘤的免疫反应能力 

过继细胞疗法(Adoptive Cell Therapy, ACT)是一种利用免疫细胞，尤其是 T 细胞，来对抗肿瘤细胞的

免疫治疗方法。主要包括嵌合抗原受体(Chimeric Antigen Receptor, CAR)-T 细胞疗法和转基因 T 细胞受体

(T Cell Receptor, TCR)-T 细胞疗法。TCR-T 细胞疗法因其靶向抗原的范围有限，且依赖于主要组织相容

性复合体(Major Histocompatibility Complex, MHC)分子来提呈抗原。肿瘤细胞有时会通过降低 MHC 分子

的表达来规避免疫系统的攻击，这构成了该疗法的一个主要障碍。相比之下，CAR-T 细胞疗法不依赖 MHC
识别抗原，解决了供体和受体之间人类白细胞抗原(Human Leukocyte Antigen, HLA)的兼容性问题，并扩

展了 ACT 在临床治疗中的应用范围[37]。 
相关研究表明，利用 CRISPR 系统将 CAR 定向整合至 TRAC 位点，能够防止补体 CAR 信号的传导，

有效推迟效应 T 细胞的分化和耗竭过程，同时减少 CAR-T 细胞的自身反应性和异体反应性风险。通过

CRISPR 基因编辑技术，可以同时对 TRAC 和 T 细胞受体恒定 β链(CAS)位点进行编辑，在大量 CD8+ T
细胞中实现有效的双敲除[38]。一项针对多发性骨髓瘤的研究揭示经过基因编辑的 T 细胞群展现出更显

著的 TCR 表达水平，增强了对肿瘤抗原的识别能力，并显著抑制了肿瘤的生长[38]。在 2020 年开展的一

项 I 期临床试验中，研究者应用 CRISPR/Cas9 基因编辑技术对 T 细胞进行改造，针对 TRAC、TRBC 和

PDCD1 基因进行特异性编辑，并引入了 NY-ESO-1 特异性 TCR 转基因，旨在降低 TCR 错配现象并提升

抗肿瘤免疫反应的效能。研究结果揭示，经过基因改造的 T 细胞在患者体内能够持续存活长达九个月。

该研究结果证实，通过整合 TCR 转移与 CRISPR 技术，有望开发出更为高效且安全性更高的肿瘤免疫治

疗策略[39]。未来的研究将着重于提高 CRISPR/Cas 系统的靶向效应，并提高治疗的安全性和效率。同时，

临床试验的扩大和长期跟踪研究将有助于评估这些疗法的长期疗效和潜在风险，为 CRISPR 技术在肿瘤

免疫治疗中的应用提供更全面的科学依据。 

2.5. 肿瘤治疗药物的体内递送 

目前常用的 CRISPR 组件递送方法包括病毒载体递送、脂质体递送和纳米粒子递送，以及外泌体递

送系统等。根据最新消息，单一次通过头颅直接给药的方式使用针对 PLK1 基因的 CRISPR-LNPs 治疗技

术在攻击性的原位胶质前体细胞瘤治疗中，可以达到大约 70%的基因修正效果，随后引发癌细胞的死亡，
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并有效地减缓了肿瘤扩展的速度，降幅高达 50% [40]。当前，研究者们已经成功地通过外泌体递送，将

激酶抑制剂索拉非尼与 CRISPR 技术相结合，针对 IQ 结构域的 GTP 酶激活蛋白 1 (IQGAP1)进行靶向治

疗。研究发现，将 CRISPR 技术与靶向药物相结合，能够显著提升药物在诱导肝癌细胞凋亡和抑制其生

长方面的效能[41]。Ye 及其研究团队亦成功展示了利用外泌体递送 sg RNA 的技术，为 CRISPR-Cas9 系

统的临床应用提供了另一种可行的替代方案[42]。因此，外泌体作为 CRISPR 基因编辑系统的载体，在肿

瘤治疗领域扮演着关键角色，但由于缺乏高质量的分离和成分分析方法，其进一步临床应用受到了很大

的限制[43]。并且运送载体面临着载药难、稳定性差、免疫原性高以及生产制备困难等困境，仍需进一步

研究。 

2.6. 验证药物靶点 

IPSEN 及其研究团队运用全基因组 CRISPR-Cas9 敲除筛选技术，成功鉴别出在去势抵抗性前列腺癌

(CRPC)中参与聚 ADP-核糖聚合酶抑制剂(PARPi)抗性的基因，以及六个与奥拉帕尼抗性相关的潜在候选

基因。该研究验证了 PARP1、ARH3、YWHAE 和 UBR5 基因的缺失会导致对奥拉帕尼产生耐药性，并

进一步揭示了 PARP1 或 ARH3 基因的敲除可能会导致对其他 PARP 抑制剂(如 veliparib 和尼拉帕利)的交

叉耐药性[44]。Megan Ludwig 的研究验证了全基因组 CRISPR/Cas9 技术在阐释头颈鳞状细胞癌(HNSCC)
耐药机制方面的有效性。该研究指出，应将 NOTCH1 状态作为评估顺铂反应的生物标志物，并且证实了

完全敲除 NOTCH1 或抑制 NOTCH1 信号足以使细胞系对顺铂产生敏感性[45]。Deng 运用全基因组

CRISPR/Cas9 技术，在小细胞肺癌细胞中沉默 CDC7 基因，结果表明该操作能够降低 IC50 值，并且增强

了化疗药物的疗效[46]。这些研究成果揭示了 CRISPR 技术在确定肿瘤药物作用靶点方面发挥的关键作

用，为临床药物应用奠定了坚实的基础。未来可将 CRISPR 技术整合到高通量筛选中，可以更有效地识

别和验证新药物靶点，增加突破性疗法的潜力。 

2.7. 构建疾病模型 

细胞模型因其实验周期短暂、遗传特征清晰、结论易于获得等优势，深受研究者们青睐[47]。George
研究小组为探寻成神经细胞瘤预后不佳与 ATRX 基因变异之间的联系，运用 CRISPR-Cas9 工具结合同源

直接修复技术，成功构建了含 ATRX 基因突变的成神经细胞瘤细胞模型，提出并发展了一系列针对成神

经细胞瘤的革新治疗方案[48]。此外，Hansen 利用小鼠胚胎和成年小肠类器官，揭示了胚胎和成年状态

之间的转录差异，并通过 CRISPR 技术筛选胎儿类器官中表达的转录调控因子，发现 Smarca4 和 Smarcc1
是维持未成熟祖细胞状态的重要因子[49]。CRISPR 技术的应用能够构建具有巨大潜力的疾病模型，优化

肿瘤的现行治疗策略，并为癌症治疗领域带来新的希望。 

3. CRISPR 技术的局限性 

3.1. 脱靶效应 

核酸的非预期结合、修饰与裂解对遗传操作技术构成了挑战。相较于小分子药物或抗体疗法可能引

起的脱靶相互作用导致的副作用，基因组编辑的持久性使得脱靶 Cas 核酸酶活性的问题尤为严重[50]。这

进一步强化了核酸酶特异性和靶向递送的必要性。目前，研究人员在进化和改造 Cas 酶或 sgRNA 以提升

核酸酶特异性方面已取得显著成就。Masaki Kawamat 研究团队发现，在传统导向 RNA (gRNA)的 5'末端

附加胞嘧啶(C)扩展能够限制 Cas9 核酸酶的基因组编辑活性，从而提升 CRISPR 基因编辑的安全性和实

用性。该护卫导向 RNA (safeguard gRNA)策略同样适用于 Cas12a，以及 CRISPR 激活(CRISPRa)和 CRISPR
抑制(CRISPRi)技术[51]。有研究团队通过在 Cas 蛋白酶的多个结构域中恰当地引入多个氨基酸的替代，
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构建了具有增强 DNA 切割特异性的潜在高保真变体，从而进一步提升了切割效率，并减少了预期的脱靶

效应[52]。此外，预测靶向结果与实现时空基因调控的稳定方法，提供了减少脱靶效应的综合策略。除了

对 Cas 核酸酶进行改良之外，研究人员亦致力于深入探究细胞 DNA 修复机制，旨在提升预期编辑结果的

几率。 

3.2. 递送效率低 

提升载体运输效率，确保 Cas 有效载荷的特异性传递，目前仍为该研究领域中的关键难题[50]。尽管

利用病毒作为基因递送载体具有较高的传递效率，但其可能激发宿主的免疫反应，同时存在载量限制，

并且会降低 CRISPR 系统组件的基因编辑效率。非病毒递送方法安全性更高，但也同样存在递送效率相

对较低的问题[53]。递送介质需要保护“CRISPR 货物”在从血管外渗的过程中不被降解，避免调理作用

和吞噬作用，继而高效穿过组织间隙，最终通过内吞作用高效释放货物，释放后需要定位并靶向染色体

的目标位点，都有一系列困难需要基因工程设计和创新加以攻克。并且与导向 RNA 结合的 Cas 核酸酶的

大尺寸对运送载体的包装提出了更严苛的挑战[54]。当前，针对该问题的关键策略之一是使用尺寸较小的

Cas 同源蛋白。这些微型 Cas 同源蛋白在基因组编辑过程中展现出其独特优势，能够精确地靶向特定基

因序列并执行有效的编辑任务。通过精选这些尺寸较小的 Cas 同源蛋白，研究者们能够在基因组中实现

更高的特异性与更低的非特异性结合(脱靶效应)，进而提升基因编辑的精确度与安全性。 
 

 
Figure 3. Clinical applications of CRISPR gene editing technology 
图 3. CRISPR 基因编辑技术的临床应用 

4. 总结和展望 

CRISPR 技术作为一种革命性的基因编辑技术，可以在特定的 DNA 序列上进行精准地切割和编辑，

通过精确检测不同肿瘤的生物标志物，包括 DNA、RNA 和蛋白质，在鉴定致癌基因和耐药性相关基因都
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发挥着重要作用(图 3)。随着多组学的发展，CRISPR/Cas 系统与其他先进技术融合，将会为肿瘤的精准

诊疗提供更为广阔的空间。基于 CRISPR 的工具与单细胞多组学方法的整合为探索基因功能和肿瘤异质

性提供了大量可能的应用。将空间转录组学与聚集的 CRISPR 文库相结合将是研究基因干扰对肿瘤微环

境相互作用影响的有力策略。未来会朝着开发 CRISPR 靶向药物和癌症疫苗、发展瞬时性编辑方法、与

人工智能相结合模拟肿瘤基因组编辑场景，以及神经退行性疾病的预防性治疗等多个方面，旨在为肿瘤

的精准诊疗提供更为积极的支持。 
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