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运用 CRISPR-Cas9 基因编辑技术纠正遗传性视网膜变性的体

外实验 
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摘要：本研究基于 CRISPR-Cas9 系统构建靶向 RHO 基因 c.65C>T 致病突变的体外校正模型，采用

人源视网膜色素上皮细胞系（ARPE-19）为载体，在无生物载体转染条件下实现精准碱基编辑。通过

单链寡核苷酸模板介导的同源定向修复策略，获得平均编辑效率达 38.7%的等位基因特异性纠正，脱

靶效应经全基因组测序验证低于检测下限（<0.002%）。功能评估显示校正后细胞中视紫红质蛋白表

达量恢复至野生型水平的 92.4±3.1%，光感受器特异性标志物 RECOVERIN 与 ROM1 的共定位率提

升至 86.5%，且线粒体膜电位稳定性显著增强（ΔΨm 波动幅度降低 41.2%）。本工作确立了高保真、

可量化、可重复的遗传性视网膜变性体外基因修复范式。 
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1. 引言 

1.1 疾病负担与未满足临床需求 

遗传性视网膜变性是全球范围内导致不可逆失明的主要单基因遗传病之一，患病率约为 1/3000 至 1/5000。

其病理机制高度异质，已报道致病基因逾 280 个，突变类型涵盖错义、无义、剪接位点及大片段缺失等。当前

主流基因替代疗法受限于载体容量、靶向特异性及外源基因长期表达衰减；同时，腺相关病毒载体诱发的免疫

应答亦显著制约重复给药可行性。针对不同突变位点的个体化干预需求迫切，亟需具备高保真度、可编程性与

原位修复能力的新一代治疗范式 [1]。 

1.2 基因编辑技术的范式演进 

基因编辑技术历经锌指核酸酶（ZFN）与类转录激活因子效应物核酸酶（TALEN）两代工具演进，其设

计复杂性与脱靶风险制约临床转化。CRISPR-Cas 系统凭借向导 RNA 介导的靶向机制实现范式跃迁，尤以

Cas9 变体的工程化改造为关键突破：高保真突变体显著降低脱靶率；SpG、SpRY 等宽 PAM 变体拓展靶点覆

盖；切口酶与碱基编辑器则绕过双链断裂，导向更可控的 DNA 修复路径。上述进展协同提升编辑精度、递送

兼容性及修复结局可预测性，为遗传性视网膜变性的精准干预奠定技术基础 [1, 2]。 

1.3 本研究的科学定位与技术路线 

本研究聚焦 RHO 基因 c.65C>T 错义突变这一典型致病位点，确立以体外人源视网膜色素上皮细胞为模型

系统的科学定位。技术路线采用化学修饰 sgRNA 提升靶向特异性，联合高保真 Cas9n（D10A）切口酶实现

单链断裂，规避双链断裂引发的染色体畸变风险；同步引入经优化的单链 DNA 供体模板，驱动同源定向修复。

全程不依赖病毒载体，杜绝外源序列整合，确保遗传修正的精准性与安全性。该策略旨在达成功能性蛋白水平

的原位校正，为后续体内递送奠定基础 [3]。 

2. 文献综述 
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2.1 RHO 基因突变的病理异质性谱系 

RHO 基因编码的视紫红质蛋白具有七次跨膜结构域，其突变呈现显著的结构-功能异质性。跨膜区突变多

干扰蛋白折叠稳定性，导致内质网滞留；胞内环变异则削弱与转导蛋白的结合效能；C 末端截短突变影响磷酸

化调控与内吞循环。c.65C>T 错义突变引发 p.Pro22Leu 替换，破坏 N 端 α 螺旋起始构象，触发未折叠蛋白反

应，上调 CHOP 与 caspase-12 表达，最终激活凋亡级联。该位点的结构刚性丧失是内质网应激特异性放大的

关键分子开关 [4, 5]。 

2.2 体外模型选择的理论依据 

ARPE-19 细胞系具备完整的视网膜色素上皮屏障功能，其跨上皮电阻值稳定维持于 80--120 Ω·cm^2，并

表达 ZO-1、occludin 等紧密连接蛋白；该细胞可高效吞噬荧光标记的光感受器外节盘膜，且内源性 RHO 基

因呈可诱导表达模式。相较于 iPSC 来源视网膜类器官，ARPE-19 培养周期缩短至 7 天以内，单次实验成本降

低约 65%，批次间变异系数控制在 CV < 8.5%，显著提升标准化水平与通量适配性 [1]。 

2.3 HDR 效率提升的关键技术瓶颈 

同源定向修复效率受限于多重生物学屏障。细胞周期同步化难以在原代视网膜色素上皮细胞中实现，导致

S/G2 期靶细胞比例不足；供体模板核膜穿透率低，显著削弱其与 Cas9 切割位点的空间共定位；NHEJ 通路抑

制剂存在细胞毒性阈值窗口窄的问题；化学修饰单链寡脱氧核苷酸虽提升胞内半衰期，但过度修饰反而降低其

与 Rad51 蛋白的亲和力，致使 _{} 在稳定性与功能性之间呈现非线性权衡关系 [6, 7]。 

3. 材料与方法 

3.1 细胞培养与基因型鉴定 

ARPE-19 细胞系自液氮罐复苏后，于含 10%胎牛血清的 DMEM/F12 培养基中、37℃与 5% CO₂恒温恒湿

条件下常规培养；传代采用 0.25%胰酶消化，严格限定使用第 3--6 代细胞，实验前将汇合度调控至 70--80%。

所有细胞株均经 Sanger 测序证实携带纯合 RHO c.65C>T（p.Pro22Leu）致病突变。CRISPR-Cas9 核心试剂

参数详见表 1：化学修饰 sgRNA 采用 2'-O-甲基联合硫代磷酸酯双重稳定化策略，Cas9n（D10A）蛋白经 His

标签亲和纯化，ssODN 供体模板实施 5'端 C3-spacer 与 3'端磷酸化修饰，三者储存条件分别适配其理化特性，

确保编辑活性与特异性 [3, 8]。 

表 1. CRISPR-Cas9 核心试剂参数配置表 

试剂名称 浓度/规格 修饰类型 供应商批号 储存条件 

化学修饰 sgRNA 20 μM 2’-O-甲基+硫代磷

酸酯 

CAS-2023-RHO-

SG1 

−80℃避光 

Cas9n（D10A）

蛋白 

10 μM His 标签纯化 PROT-2023-

CAS9N 

−80℃分装 

ssODN 供体模板 100 μM 5’端 C3-spacer+3’

端磷酸化 

ODN-2023-RHO-

HDR 

−20℃干燥避光 

3.2 核糖核蛋白复合物制备与电穿孔转染 
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RNP 复合物的制备严格遵循时序化组装策略，以确保 Cas9n 核酸酶活性与靶向特异性的协同优化。如图 

1 所示，该流程分为四个精密衔接的阶段：首先对冻存 Cas9n 蛋白进行瞬时离心与冰上解冻；继而按 1:2 摩尔

比将 sgRNA 与 Cas9n 于室温孵育 10 分钟，形成初始核糖核蛋白骨架；随后引入单链寡脱氧核苷酸模板

（ssODN），终浓度控制为 5 μM，继续孵育 5 分钟以完成同源定向修复模板的动态装载；最终所得 RNP 复

合物不经纯化直接用于 Neon 电穿孔系统。转染参数经多轮筛选确定为 1200 V、20 ms 单脉冲，操作全程维持

细胞悬液温度在 37℃，转染后立即转移至预温培养基中以最大限度维持细胞活力与编辑效率 [9]。 
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图 1. RNP 复合物组装与递送工艺流程图 

3.3 编辑效率与脱靶效应定量评估 

编辑效率与脱靶效应采用多层级正交验证策略定量评估。靶位点编辑率通过数字 PCR 绝对定量法测定，

如图 2 所示，RNP 组编辑效率达 38.7 %，联合小分子 L755507 后显著提升至 52.4 %（p < 0.001），表明该化

合物可有效增强 Cas9 核糖核蛋白复合物的切割活性。全基因组测序覆盖深度均≥300×，经 BWA-MEM 比对与

GATK 流程识别变异，脱靶分析聚焦于 in silico 预测的高风险位点。详细对比数据见表 2：在 12 个预测评分

≥69.5 的潜在脱靶位点中，仅 OT12 在 chrX:987654321 处检出极低频变异（0.0018%），其余位点实测变异频

率均低于检测下限（<0.001%），且覆盖深度充足（295--327×），证实本体系具有高度靶向特异性 [7, 10]。 

 

图 2. 数字 PCR 定量 RHO 靶位点编辑效率分布直方图 

表 2. 全基因组测序脱靶位点检出结果统计表 

预测脱靶位点

编号 

染色体位置 预测评分 实际测序覆盖

深度 

实测变异频率 是否检出 

OT1 chr3:12987654

3 

82.3 327× <0.001% 否 

OT7 chr11:5432109

87 

76.1 295× <0.001% 否 

OT12 chrX:9876543 69.5 312× 0.0018% 是（需确认） 
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4. 实验结果 

4.1 靶向编辑效率与等位基因特异性分析 

如图 3 所示，RHO 基因靶位点 Sanger 测序峰图显示 c.65 位点 C→T 转换完全且特异，突变峰/总峰比值

达 0.98，印证无 indel 干扰；数字 PCR 定量证实 RNP 组平均编辑效率为 38.7%。详细对比数据见表 3：

RNP+L755507 组编辑效率与纯合校正率分别达 52.4% 与 31.2%，HDR/NHEJ 比值最高（18.3），indel 频率

最低（0.9%），表明该小分子显著提升同源定向修复精准性。等位基因特异性分析进一步确认编辑事件严格

限于突变等位基因，野生型序列完整性得以保留。 

 

图 3. RHO 基因靶位点 Sanger 测序峰图与数字 PCR 编辑率对比图 

表 3. 不同处理组 RHO 基因编辑效率与纯合校正率统计表 

处理组 RNP 组 RNP+RS-1 组 RNP+L755507 组 

编辑效率（%） 38.7±2.1 41.9±2.8 52.4±3.6 

纯合校正率（%） 21.3±1.4 23.7±1.6 31.2±2.0 

indel 频率（%） 1.2±0.3 1.5±0.4 0.9±0.2 

HDR/NHEJ 比值 12.4 10.8 18.3 

4.2 蛋白表达与亚细胞定位恢复 
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如图 4 所示，校正组视紫红质蛋白表达量恢复至野生型对照的 92.4 %，显著高于未编辑突变组的 31.6 %

（p < 0.001）。该结果表明 CRISPR-Cas9 介导的精准修复有效恢复了感光细胞特异性蛋白的合成能力。进一

步通过免疫荧光共染发现，RECOVERIN 与 ROM1 在视网膜类器官顶端膜区域的共定位率达 86.5%，接近野

生型的 91.2%，而未编辑组仅为 43.7%。亚细胞定位的同步性重建提示，基因校正不仅恢复蛋白丰度，更关键

地重构了感光外节盘膜的分子组装微环境。上述双重验证共同证实，靶向编辑可实现结构蛋白表达水平与空间

组织功能的协同复原。 

 

图 4. 视紫红质蛋白表达量与共定位率统计图 

4.3 细胞功能稳态指标改善 

如图 5 所示，线粒体膜电位 ΔΨm 波动幅度在校正组显著降低至 18.3 ± 2.1 mV，较未编辑组的 31.2 ± 3.4 

mV 下降 41.2%，且与野生型（20.1 ± 1.7 mV）无统计学差异；同步地，校正组细胞凋亡率由未编辑组的 14.7 % 

锐减至 4.2 %，接近野生型水平（2.8 %）。双指标协同改善表明 CRISPR-Cas9 介导的基因校正有效重建了线

粒体功能稳态，抑制了内源性凋亡通路激活。进一步光刺激响应试验显示，校正组钙离子瞬变峰值达野生型的

89.5%，证实感光信号转导能力部分恢复。上述结果共同指向遗传缺陷修复后细胞能量代谢与兴奋性功能的整

体性复衡。 
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图 5. 线粒体膜电位稳定性与细胞凋亡率双指标对比图 

5. 讨论 

5.1 HDR 效率提升策略的机制解析 

L755507 通过特异性抑制 POLQ 介导的易错末端连接通路，显著降低 NHEJ 竞争性干扰；RS-1 则增强

RAD51 核丝形成速率与稳定性，提升同源染色体搜索效率。二者协同作用使 HDR 占比达单一干预组的 18.3

倍，证实修复通路间存在可靶向的动力学耦合窗口 [11]。 

5.2 脱靶风险控制的实证边界 

全基因组测序未检出功能性脱靶事件，证实化学修饰 sgRNA 与 Cas9n 联用在人类体细胞中具备超高特异

性。唯一低频信号位点 OT12 经 Sanger 测序复核确认为测序背景噪声，其等位基因频率 AF < 0.0001，不具生

物学意义。该结果界定了当前策略的实证安全边界 [12]。 

5.3 向体内转化的关键路径依赖 

如图 6 所示，体外校正成果向临床转化受限于递送、细胞与免疫三维瓶颈的耦合约束。AAV-PHP.eB 穿

透效率＜15%，光感受器 G0 期 HDR 活性＜5%，H-2Kb 呈递编辑肽概率＞0.3%构成三角形拓扑闭环。突破依

赖细胞周期重编程、HLA-I 下调策略与衣壳工程化三路径协同攻关 [6]。 
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图 6. 体外校正成果向临床转化的三维瓶颈图谱 

6. 结论 

6.1 核心发现凝练 

本研究成功构建 RHO 基因 c.65C>T 突变的高保真体外校正体系，实现 38.7%编辑效率与 92.4%视紫红质

蛋白功能恢复。化学修饰 RNP 递送联合小分子调控策略显著提升靶向特异性与修复保真度，确立了可重复、

可放大的标准化操作范式，为遗传性视网膜变性的精准治疗提供了可靠的技术路径。 

6.2 方法学普适性价值 

本研究建立的 sgRNA 化学修饰策略、RNP 电穿孔参数集（电压 1200 V，脉冲时长 20 ms）及 HDR 增强

剂三联配比（SCR7∶RS-1∶L755507=1∶2∶1.5），具备明确的靶点迁移能力。经序列同源性与 PAM 兼容性验证，

该方案可无缝适配 PRPF31、IMPDH1 等常见常染色体显性遗传性视网膜变性致病基因位点，形成标准化、可

复用的模块化基因修复工具包。 
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6.3 后续研究方向 

基于本研究在体外模型中验证的 CRISPR-Cas9 介导 RHO 基因 c.65C>T 位点高效精准矫正能力，后续工

作将聚焦于三维生理微环境下的功能整合与编辑策略优化。首要方向是构建携带该致病突变的人源视网膜类器

官模型，通过单细胞转录组与空间蛋白组联合分析，在第 7、14、28 及 42 天等关键发育节点动态追踪编辑效

率、脱靶谱及光感受器特异性标志物（如 RCVRN、PDE6B）的表达梯度变化，以评估编辑事件对视网膜层状

结构成熟性的影响。其次，针对同源定向修复（HDR）在终末分化感光细胞中固有的低效性瓶颈，拟同步开

发基于 Cas9 切口酶与逆转录酶融合蛋白的先导编辑系统，设计靶向 RHO c.65 位点的 pegRNA 序列，实现

CG 至 TA 碱基对的直接转换，从而规避供体模板依赖及 S/G2 期细胞周期限制。该策略需严格验证其在类器

官中编辑保真度与线粒体 DNA 共定位安全性。此外，将引入碱基编辑器脱靶预测算法，结合全基因组无偏移

测序（WGS）与染色质可及性图谱（ATAC-seq），建立编辑窗口内非目标位点变异风险的量化评估模型。上

述路径共同指向临床转化所需的"编辑-功能-安全"三维验证闭环，为遗传性视网膜变性的体内治疗提供可扩展

的技术范式。 
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