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【Abstract】Apert syndrome (AS) is characterized by synostosis of coronal sutures, midfacial hypoplasia,

abnormity of brain, syndactyly of hands and feet. Majority of AS is caused by gain-of-function mutation of fibro‐

blast growth factor receptor 2 (FGFR2). To date, the treatment of AS is surgical correction for the deformed skull.

The reconstruction of sutures is often executed several times, because of constant premature of sutures. Some dis‐

eased tissues, such as brain, are difficult to treat with surgery. CRISPR/Cas9 gene editing technology exhibits pow‐

erful prospect in the treatment of human genetic diseases. In this study, small guiding RNA (gRNA) specifically

targeting the Fgfr2 gene was screened and lentivirus mediated Cas9/gRNA was employed to treat mice (Fg‐

fr2+/P253R) that mimicking human Apert syndrome in primary calvarial cells, calvarial explants or calvarial bone. In

cultured primary calvarial cells, Cas9/gRNA reduced the phosphorylation of ERK1/2 and P38, and resultantly inhibit‐
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【摘要】 Apert综合征（Apert Syndrome， AS）是一类常染色体显性遗传疾病，主要表现为颅缝早闭、中面部发育不良、

并指（趾）、智力发育障碍等，多由FGFR2分子功能增强型点突变引起。目前，此疾病主要靠手术矫形来恢复功能，其中大

脑等病变部位手术难度大，难以实施，且通常需要多次手术。CRISPR/Cas9基因编辑技术在人类遗传病治疗中具有巨大潜

力。本研究筛选到靶向FGFR2基因的gRNA，与Cas9经慢病毒包装后作用于Apert小鼠（FGFR2+/P253R）的原代颅骨细胞、体

外培养的颅骨以及活体小鼠颅骨中，可敲低FGFR2的表达，改善Apert原代颅骨细胞的分化程度。CRISPR/Cas9处理体外培

养的颅骨及注射至 Apert 小鼠头颅，颅骨冠状缝早闭状态有效缓解，异常降低的颅骨骨量、骨密度等也显著改善，表明

CRISPR/Cas9基因编辑可缓解Apert小鼠头颅异常。本研究为Apert综合征的基因治疗提供了实验依据，有望为其它骨骼遗

传病治疗提供新的策略与借鉴。
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ed osteoblastic differentiation and matrix mineralization. Besides, Cas9/gRNA attenuated the premature closure of

coronal suture and the decreased calvarial bone volume calvarial explants and AS mice. This study provides exper‐

imental basis of gene therapy for Apert syndrome, and is prospective to provide new strategies for the treatment of

skeletal genetic diseases.

【Keywords】Craniosynostosis; Apert syndrome; FGFR2; CRISPR/Cas9 gene editing

前言

颅缝早闭 （Craniosynostosis, CS） 是一类由一

个或多个颅缝提前闭合为主要表现的疾病 [1]。CS新
生儿发生率约为 1/1 400[2]，按发生早闭的颅缝不同

和伴随的体征等，可有多种类型的颅缝早闭综合

征，包括 Apert、Pfeiffer、Crouzon、 Jackson-weiss
综合征等[3]。Apert 综合征 （OMIM: 101200） 是临

床上最严重的 CS，主要由于冠状缝早闭、颅底软

骨连接提前融合，患者表现出短头畸形，严重颜面

发育不良，伴有大脑形态异常和智力发育障碍。

Apert 综合征主要由 2型成纤维细胞生长因子受体

（Fibroblast Growth Factor Receptor 2, FGFR2） 的

Ser252Trp （S252W） 或 pro253Arg （P253R） 功能

增强型 （Gain-of-function） 点突变引起[4]。FGFR2
是成纤维细胞生长因子受体 （Fibroblast Growth
Factor Receptor，FGFR）成员，当其胞外段与 FGF
信号分子结合，发生受体同源二聚化作用，激活胞

内段的酪氨酸激酶活性，通过 Ras-MAPK、PLC-γ
及 PI3K/AKT 等实现下游信号传导，在细胞增殖、

分化、迁徙等过程中发挥重要作用[5]。近年研究表

明，在Apert颅缝中，FGFR2突变上调下游丝裂原

活化蛋白激酶1、2（ERK1/2）、P38等磷酸化水平，

引起细胞增殖、分化异常，导致颅缝早闭[6, 7]。

Apert综合征头颅畸形的治疗主要可通过颅缝

再造术、颅骨成形术等获得新颅缝，降低颅内压，

改善头颅畸形[8]。但是，由于 FGFR2突变持续表

达，手术再造的颅缝有再次早闭的风险，导致有部

分病人需要多次手术，其它受影响的组织（如大脑

等），难以手术治疗[9]。开发治疗Apert综合征的药

物，作为辅助手术的治疗方式，具有重要意义。本

实验室和美国Ethylin Wang Jabs教授等分别建立了

模拟人Apert综合征的FGFR2两个点突变小鼠模型

（FGFR2+/S252W; FGFR2+/P253R），可较好地模拟该疾病，

为相关药物开发提供了基础 [6, 7, 10, 11]。

随着颅缝早闭细胞分子机制的进一步阐明和分

子表达运载系统的迅速发展，分子治疗药物在颅缝

早闭治疗中展现出较好前景。邓初夏课题组用

ERK1/2抑制剂U0126注射部分抑制Apert小鼠中颅

缝早闭[12]。Yokota等明确可溶性FGFR2突变胞外段

蛋白可抑制Apert颅骨成骨细胞分化[13]。 本实验室

Xu等发现用Wnt/β-catenin信号抑制剂处理后减缓

Apert小鼠股骨中小梁骨异常增加[14]。但是，FG-
FR2分子抑制剂、中和抗体等特异性不好，可能会

引起其它不良效果。

近年迅速发展的 CRISPR/Cas9［Clustered Reg-
ularly Interspaced Short Palindromic Repeats （CRIS-
PR）/ CRISPRAssociated Endonuclease 9（Cas9）］基

因编辑技术在单基因遗传病治疗中表现出强大潜

力[15]。CRISPR/Cas9已成功用于 β地中海贫血（β-
thalassemia） [16]、杜氏肌营养不良 （Duchenne Mus-
cular Dystrophy，DMD） [17]、先天性黑蒙[18]、血友

病[19]等的基因治疗。Apert综合征作为单基因突变

导致的遗传病，CRISPR/Cas9基因编辑技术能否对

其发挥治疗作用尚不清楚。本研究用慢病毒携带

CRISPR/Cas9和靶向 FGFR2基因的 gRNA表达于

Apert小鼠的颅骨，并观察小鼠颅缝闭合及颅骨形

态变化。结果显示，CRISPR/Cas9注射后 Apert小
鼠冠状缝早闭状态有显著改善，同时异常降低的颅

骨骨量、骨密度等也显著升高，表明CRISPR/Cas9
基因编辑可缓解Apert小鼠头颅的异常状态。本研

究为Apert综合征的基因治疗提供了实验依据，有

望为其它骨骼遗传病的临床治疗提供新的策略。

1 方法

1.1 小鼠的繁殖与基因型鉴定

Apert 模 型 小 鼠 FGFR2+/P253R 由 雌 性 FG-
FR2+/P253R-neo小鼠与 EIIa-Cre小鼠交配繁殖得到。

FGFR2+/P253R-neo小鼠由本实验室制备及保存，EIIa-
Cre小鼠购于 Jax Lab。 所有小鼠均在 SPF动物房饲

养（第三军医大学大坪医院实验动物中心），实验

动物的使用遵循第三军医大学动物管理及伦理委员

会的规定 （实验动物使用许可证号为： SYXK
（PLA） 20120031）。 FGFR2+/P253R-neo小鼠基因型鉴定

上下游引物为 R2-7R2：5’-TTGATCCACTGGAT-
GTGG-GGC-3’， RINA： 5’ -CCAGACTGCCTT-
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GGGAA-AAGC-3’（neo基因上）。EIIa-Cre小鼠基

因型鉴定上下游引物为，C1： 5’-GCCTGCAT-
TACCGGTCGATGC-3’，C2：5’-CAGGGTGTTATA-
AGCAAT-CCC- 3’。 重组小鼠鉴定引物为R2-7R2
（同 前）， R2I6F1：5’-TAGGTAGTCCATAACTC-
GG-3’。PCR方法参见文献[20]，按常规进行。

1.2 小鼠颅骨细胞、颅盖骨体外分离培养

出生后5 d小鼠处死，于75%酒精中消毒 5 min，
取出小鼠去头皮，暴露颅骨，小心剪下颅盖骨，于

PBS中漂洗2次。0.25%胰酶37℃培养箱中消化20 min，
用显微镊去除硬脑膜、骨膜与其它软组织，PBS清
洗 2次。保留颅缝组织 （1~2 mm宽度），剪碎于

0.1%的 I型胶原酶中消化 6 h。将消化得到的颅骨

细胞接种于α-MEM+10%FBS+青链霉素双抗的培养

液（Gibco）中，于 37℃的培养箱培养，每 2-3 d换
液一次。待细胞融合度达到 60%~80%时，培养基

中添加 0.8 M地塞米松+0.01 M β-甘油磷酸钠+50
μg/mL维生素C进行成骨诱导培养。诱导 7 d的细

胞用定量 PCR检测成骨相关标记基因表达变化。

诱导 7 d、14 d的颅骨细胞，进行矿化结节茜素红

和 ALP （Alkaline Phosphatase） 染色，茜素红和

ALP染色（Sigma-Aldrich）按常规方法进行。颅盖

骨体外培养方法为，取7-10 d龄小鼠，按前述方法

取下的颅盖骨，不消化，沿矢状缝剪开成左右两

半，分别置于金属网上于 BGJb +10%FBS+青链霉

素双抗的培养液（Gibco）中培养。

1.3 gRNA设计、慢病毒包装及使用

根据小鼠 Fgfr2序列，在线设计软件 （http://
www.rgenome.net/cas-designer/） 进行 gRNA 设计及

脱靶位点预测。序列为，gRNA1：ACCTACCACC-
TCGATGTCGT； gRNA2： GATTCCCCCCAGCCGGA-
CAG；gRNA3：CTTCCATATCTCCACGTGGA。Cas9-
Fgfr2-gRNA慢病毒由上海吉凯基因公司包装完成。

处理颅骨细胞或体外培养的颅骨时，慢病毒载体含

EGFP，使用按说明书在培养液中添加。新生Apert
及同窝WT小鼠，于 d 0、d 4两次注射慢病毒，采

用颅骨皮下注射，病毒浓度为5×108 vg/mL，每只小

鼠注射 10 μL。所有病毒实验以不含Fgfr2-gRNA的

Cas9慢病毒为对照（Ctrl）。

1.4 小鼠颅骨 MicroCT 扫描及三维重建

Cas9-Fgfr2-gRNA慢病毒处理 （d 14） 及注射

的小鼠（d 30）颅骨，4%PFA固定24 h，进行microCT
扫描（SCANCO公司，vivaCT40，瑞士）。d 14小鼠

标本扫描条件：电压 55 kV； 电流 114 μA；整合时

间为 250 ms；Voxelsize为 15 μm。d 30小鼠标本扫

描条件：电压 70 kV； 电流 114 μA；其余扫描条件

同前。在顶骨中选择相等面积的区域进行骨量等数

据统计，同年龄小鼠采用相同阈值进行三维重建和

数据计算。颅缝闭合程度统计参照Heuzé等方法[21]，

将小鼠冠状缝闭合程度分为四类：（1） 未闭合；

（2） 骨桥；（3） 已闭合长度占冠状缝长度低于

75%；（4） 已闭合长度占冠状缝长度占比大于

75%，统计各类头颅数量及其在总小鼠数中的

比例。

1.5 颅骨标本切片及染色

体外培养及活体小鼠颅盖骨，经 4％PFA于 4℃
固定 24 h后，PBS浸泡标本 2 h，15％EDTA脱钙直

至颅骨软化，PBS洗标本 3次，按 50％~100％系列

酒精脱水，二甲苯替换酒精、石蜡包埋，石蜡切片

常规进行。病毒处理后 8 d的小鼠颅盖骨，固定

15％EDTA于4℃脱钙后行冰冻切片，荧光检测。

1.6 苏木素-伊红（H-E）染色

石蜡切片二甲苯脱蜡、酒精梯度复水后，苏木

素染色1 min，单蒸水5 min 2次，1%盐酸酒精分色

5 s，清水浸泡 3 min，0.5%的伊红，浸泡标本 30 s，
单蒸水冲洗浸泡 3 min，95%酒精脱水，树胶封片，

详细染色步骤参见文献[22]。

1.7 统计学分析

数据处理采用 SPSS 13.0软件，两样本间进行

独立样本 t 检验，多组样本间进行双因素方差分

析。以 P ＜ 0.05代表具有统计学显著差异，P ＜ 0.01
代表具有统计学极显著差异。

2 结果

2.1 靶向剪切 Fgfr2基因 Cas9-gRNA的筛选及其

对小鼠原代颅骨细胞生长的影响

根据在线软件设计了 3条靶向小鼠 Fgfr2基因

的 gRNA（命名为 gRNA1-gRNA3），分别靶向 Fgfr2
基因的 6号、5号或 2号外显子（见图 1A）。将这三

个 gRNA序列分别连接到 U6启动子下游驱动表达

并与 Cas9一起通过慢病毒包装，将获得的慢病毒

分别转染分离培养的原代颅骨细胞。对转染细胞的

基因组 DNA进行 T7E1酶切验证后发现 gRNA1、
gRNA3对 Fgfr2基因DNA序列有剪切作用，gRNA3
的剪切效率较高 （见图 1B）。通过在线软件预测

CRISPR/Cas9-gRNA3潜在脱靶基因，并对这些可
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A：设计 gRNA 在小鼠 Fgfr2 基因位置示意图（黑框示外显子）；B：T7E1 酶切实验验证 Cas9-gRNA 的剪切作用；C：T7E1 酶切验证表明

gRNA靶向剪切 Fgfr2基因，对预测的潜在脱靶基因无显著剪切作用；D：WB检测 gRNA处理与否小鼠颅骨细胞 FGFR2及其下游信号分子 P-

ERK1/2、P-P38表达；E-G：（D）中的FGFR2等分子表达条带的半定量光密度分析；H-J：实时定量PCR检测颅骨成骨细胞标记基因Ostrix、Colla‐

gen I、Runx2表达；K：Cas9-gRNA慢病毒转染并成骨诱导 14 d的颅骨细胞茜素红染色；L：Cas9-gRNA慢病毒转染并成骨诱导 14 d的颅骨细胞

ALP染色。（Ctrl：不含gRNA慢病毒对照组。*表示有显著差异P ＜ 0.05；**表示有极显著差异P ＜ 0.01）

图1 靶向剪切Fgfr2基因gRNA的筛选及其对小鼠原代颅骨细胞的影响

能的脱靶位点进行 T7E1酶切检测，发现 gRNA3无
显著脱靶作用 （见图 1C）。据此，本研究选取

Cas9-gRNA3作为靶向剪切 Fgfr2基因的 gRNA进行

后续研究。

文献报道 Apert小鼠颅骨中突变的 FGFR2-
P253R异常激活下游 ERK1/2和 P38信号，磷酸化

ERK1/2 （P-ERK1/2） 和磷酸化 P38（p-P38） 表

达增加，引起细胞分化加快，进而导致颅缝早闭。

为明确Cas9-gRNA抑制FGFR2表达后对Apert颅骨

细胞分化的影响， 我们检测了细胞的分化状态及

相关信号分子表达变化。 WB结果提示与转染不含

gRNA的病毒对照组 （Ctrl） 相比，Cas9-gRNA慢

病毒转染的WT和Apert颅骨细胞中 FGFR2表达分

别降低了 36.9%和 33.3%（见图 1D，1E）。FGFR2
下游信号分子 P-ERK1/2在Cas9-gRNA慢病毒转染

的WT和 Apert颅骨细胞中比对照组分别下降了

51.7%（P ＜ 0.01） 和 19.1%（P ＜ 0.05），gRNA处

理 Apert细胞与 Ctrl处理的 WT颅骨细胞中的 P-
ERK1/2表达没有显著差异。 p-P38表达检测结果

与 P-ERK1/2相似，gRNA处理WT和 Apert颅骨细

胞中 p-P38比对照组分别下降了 24.3%（P ＜ 0.05）
和 22.1%（P ＜ 0.05）（见图 1D，1F，1G）。定量

PCR检测成骨细胞分化相关标记基因Osterix、Col-

lagen I、Runx2表达[7, 20]，结果显示，与 Ctrl处理

WT细胞组比较，Ctrl处理Apert颅骨细胞中Osterix、

Collagen I、Runx2表达分别增加了 47.7%、64.9%
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A：慢病毒处理7 d后的颅盖骨EGFP荧光观察（Bar = 1 mm）；B：培养7 d的颅盖骨CT扫描三维重建形态（Bar = 1 mm）；C：培养颅盖骨中冠状

缝石蜡切片及H E染色（Su表示颅缝；P代表顶骨，F代表额骨，Bar = 0.1 mm）；D：颅顶骨局部三维重建形态（Bar = 0.5 mm）；E：颅顶骨局部纵切面

示厚度变化（Bar = 0.5 mm）；F：颅顶骨厚度统计；G-H：颅顶骨骨密度、骨体积（BV）统计分析。（*表示有显著差异P ＜ 0.05；**表示有极显著差异P ＜

0.01；n = 3）

图2 Cas9-gRNA处理对体外培养的Apert颅盖骨的缓解作用

和 34.9%，与 Ctrl处理 Apert细胞组比较，Cas9-
gRNA 处 理 的 Apert 细 胞 组 Osterix、 Collagen I、

Runx2 表 达 水 平 分 别 下 降 了 35.2%、 30.3% 和

33.3%，gRNA处理的Apert细胞组与Ctrl处理的Ap-
ert细胞组比较Osterix、Collagen I、Runx2表达水平

没有显著差异，表明 gRNA处理有效缓解了 Apert
颅骨细胞异常分化 （见图 1H~1J）。茜素红及 ALP
染色显示成骨诱导 14 d的 Apert颅骨细胞比WT细
胞染色显著增强，而Cas9-gRNA处理的Apert细胞

染色较对照病毒处理的 Apert细胞染色显著降低，

表明Apert颅骨细胞的异常分化和成熟得到有效缓

解（见图1K，1L）。

2.2 Cas9-gRNA处理缓解体外培养Apert颅盖骨畸形

分离体外培养新生WT及 Apert小鼠颅盖骨，

沿中缝 （矢状缝） 将其分成左右两半分别行不含

gRNA的慢病毒 （对照组，Ctrl） 和 Cas9-gRNA慢

病毒处理。处理 7 d后观察到颅缝及顶骨、额骨等

部位均有较强GFP荧光，表明慢病毒有效感染培养

的颅骨并表达目的基因（见图 2A）。对培养的颅盖

骨行microCT扫描及三维重建后观察发现，Cas9-
gRNA处理可改善 Apert冠状缝的早闭状态 （见图

2B），冠状缝组织切片及H＆E染色显示相似结果

（见图 2C）。新生Apert小鼠颅骨较WT颅骨的颅骨

厚度 （Thickness）（见图 2E，2F）、骨密度 （Bone
Mineral Density， BMD）（见 图 2G） 和 骨 体 积

（Bone Volume，BV）（见图 2D，2H） 分别降低了

24.8%和8.72%、30.9%。Cas9-gRNA的慢病毒处理

后，Apert小鼠颅骨的BV、颅骨厚度、BMD均升高

到与WT颅骨无显著差异，表明 Apert小鼠颅骨的

异常表型有效缓解（见图2D~2H）。

2.3 Cas9-gRNA慢病毒注射降低活体 Apert小鼠

颅缝成骨相关标记基因表达

本研究进一步评估了 Cas9-gRNA慢病毒在小

鼠活体水平对Apert小鼠颅骨异常表型的治疗效果。

首先，我们于新生 d 0龄小鼠头颅皮下注射仅表达

EGFP的慢病毒（Lenti-GFP），于 d 8龄在颅骨及颅

缝等部位观察到较强GFP荧光（见图 3A，3B）。对

新生 d 0和 d 4龄 Apert小鼠及同窝WT小鼠进行

Cas9-gRNA慢病毒颅骨局部注射，免疫组织荧光观

察发现，FGFR2主要表达于冠状缝细胞、顶骨及额

骨成骨前缘、外骨膜等部位（见图 3C）。成骨细胞

分化早期标记分子Collagen I（Col I）主要在成骨前
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缘、外骨膜等部位表达。成骨细胞成熟标记分子

Osteocalcin（OC） [7, 20]在颅骨成骨细胞、骨细胞、

外骨膜等部位均有表达（见图 3D，3E）。荧光强度

统计结果发现，与对照组（注射 Lenti-cas9，不含

gRNA）相比，注射 Lenti-gRNA的WT、Apert小鼠

颅缝 FGFR2表达分别降低了 21%（P ＜ 0.05） 和

11.3%（P ＜ 0.05），Collagen I分子表达分别降低

19%（P ＜ 0.05） 和 35.9%（P ＜ 0.01）、Osteocalcin
表达分别降低了 28% （P ＜ 0.01） 和 38% （P ＜
0.01），表明 Lenti-Cas9-gRNA注射后显著降低了

WT及Apert小鼠颅骨的成骨细胞的分化和成熟。

2.4 Cas9-gRNA注射有效缓解Apert小鼠颅骨畸形

颅骨局部注射 Cas9-gRNA慢病毒后的WT及
Apert小鼠，microCT扫描及三维重建后Cas9病毒注

射对WT小鼠冠状缝闭合程度无显著影响，统计显

示 Cas9-gRNA 病毒注射的 Apert 小鼠部分闭合

（Partially Fused）和闭合（Fused）的数量总和占比

为 63.63%，而无Cas9-gRNA病毒注射的Apert小鼠

的该比例为 90%，表明 Cas9-gRNA病毒注射可显

著改善 Apert冠状缝的闭合状态 （见图 4A，4B）。

对顶骨分析显示 Cas9-gRNA病毒注射显著增加了

Apert颅骨骨量（见图 4C），颅骨厚度显著增加（见

图 4D~4F）。Apert颅骨的 BV，BV/TV等骨量指标

（见图 4G，4H） 有增加，骨密度也显著提高 （见

图4I）。

3 讨论

Apert综合征主要是 FGFR2突变所致，是较严

重的颅缝早闭症。目前，Apert综合征缺乏有效的

治疗药物，现有的松解颅缝等手术治疗方式，往往

需多次手术，且并发症多，难以达到良好的治疗效

果，亟待开发有效的生物治疗措施。近年来，基因

A：慢病毒小鼠颅骨局部注射及检测示意图；B：病毒注射 8 d的颅骨荧光观察；C：免疫荧光检测Cas9-gRNA慢病毒注射后 8 d冠状缝处

FGFR2表达；D-E：免疫荧光检测Cas9-gRNA慢病毒注射后 8 d冠状缝处Collagen I、Osteocalcin表达。（*表示有显著差异P ＜ 0.05；**表示有极

显著差异P ＜ 0.01；每组重复n = 3；B：bar = 1 mm；C~E：bar = 0.1 mm）

图3 Cas9-gRNA慢病毒注射降低活体Apert小鼠颅缝成骨相关标记基因表达
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治疗被广泛用于治疗遗传病，展示出强大的应用前

景。Apert综合征成因是 FGFR2突变后导致 FGF信
号分子与 FGFR2结合增加，持续性激活导致下游

信号增强，引起细胞功能改变。为减少基因治疗药

物对其它分子、信号通路的影响，最佳的Apert治
疗应靶向 FGFR2分子，通过从基因序列、转录、

转录后修饰、蛋白功能抑制等方面去干预 FGFR2
分子，降低其下游信号。本实验室曾用AAV包装

的靶向 Fgfr2-P253R mRNA的 shRNA局部注射颅

骨，从转录水平抑制 Fgfr2表达后，Apert颅缝闭合

状态和颅骨形态得到一定程度的改善[20]，但由于

shRNA对 Fgfr2-P253R mRNA表达的抑制效率不

高，尚未治愈 Apert颅骨畸形。CRISPR/Cas9为代

表的基因编辑技术，近年来在遗传病基因治疗中展

现出强大潜力，为Apert综合征的基因治疗带来希

望。本研究探索用CRISPR/Cas9，在DNA水平敲除

Fgfr2基因，降低其表达，初步结果证实，应用

CRISPR/Cas9基因编辑技术能减轻 Apert颅盖骨异

常表型，为下一步开发 CRISPR/Cas9治疗 Apert综
合征的相关药物提供实验室依据。

基于病毒的基因运载方式是基因治疗研究的常

用方法，慢病毒作为基因表达运载工具被广泛应用

于医学研究中，其优点在于运载容量大、表达稳

定、表达时间较长，缺点是外源基因会整合至受体

基因组，有潜在风险[23]。腺相关病毒（Adeno-asso-
ciated Viral Vector, AAV）不整合至宿主基因组，相

对安全，但AAV运载容量较小，不能装载 SPCas9
基因（长度约 4.2 Kb）等的大片段[24]。研究人员常

用两种方法解决这一问题，其一，用来源于其它物

种、序列更短的Cas9替代 SPCas9基因进行AAV包

装（如来自金黄色葡萄球菌的 SaCas9）；其二，将

SPCas9进行拆分成两份（Split-SPCas9）分别包装、

A：慢病毒注射后30 d的颅盖骨三维重建形态；B：冠状缝闭合程度统计；C：局部颅顶骨三维重建形态图；D：局部颅顶骨厚度分布渲染图（颜色

由绿至红厚度增加）；E：颅顶骨纵切面示厚度；F：颅顶骨厚度统计；G-I：颅顶骨骨体积（BV）、骨体积分数（BV/TV）、骨密度统计。（*表示有显著差异

P ＜ 0.05；**表示有极显著差异P ＜ 0.01。 WT-Ctrl：n = 10，WT-Cas9：n = 9，Apert-Ctrl：n = 10，Apert-Cas9：n = 11；A：Bar = 1 mm，C-E：Bar = 0.1 mm）

图4 Cas9-gRNA注射缓解Apert小鼠颅骨畸形
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分别表达。Split-SPCas9需要两半 SPCas9在一个细

胞中同时表达才会发挥作用，所以治疗效果会降

低。我们曾尝试用AAV包装 SaCas9（序列长度约

3.3 Kb） [25]的方式处理Apert颅骨细胞，但是剪切效

率极低，没有显著治疗效果，因此本研究选用慢病

毒作为运送 CRISPR/Cas9在颅骨表达的工具。此

外，非病毒的运载方式如脂质体纳米颗粒等也可尝

试用于今后的颅骨基因治疗中[26]。

冠状缝早闭是导致Apert颅骨畸形的主要原发

部位[4, 6, 7]，本研究探索的 CRISPR/Cas9治疗主要针

对Apert冠状缝和颅盖骨。然而，除了颅盖骨异常

外，Apert综合征还有颅底变短、大脑后部形态改

变、四肢变短、并指（趾）等畸形[6, 7, 10, 11]，仅对颅

盖骨 （颅缝） 进行局部干预还不够，在今后研究

中，应重点考虑用系统给药方式对Apert综合征进

行全身治疗。此外，给药时间点、给药浓度优化等

需要进一步探索。Apert综合征是在发育早期即出

现异常的疾病，小鼠在出生前（E18.5）就被发现

冠状缝开始闭合，新生Apert小鼠头颅已经表现出

畸形症状，所以，仅仅用分子治疗缓解作用有限。

今后的治疗探索应加强手术后的药物干预研究，寻

找抑制颅缝再造后再次闭合的药物。除用基因编辑

外，应积极探索其它方式如干细胞等治疗Apert综
合征颅缝早闭，如最近Yu等人对Twist1+/-颅缝早闭

小鼠进行颅缝再造术后，植入Gli1+阳性的间充质

干细胞，构建了新的、正常生长的颅缝，有效缓解

颅缝早闭症状[27]。

简言之，本研究证明CRISPR/Cas9作用后Apert
小鼠颅骨细胞分化状态、体外培养的颅骨以及活体

小鼠冠状缝早闭程度均有显著减轻，异常降低的颅

骨骨量、骨密度等也显著升高，表明CRISPR/Cas9
基因编辑可缓解Apert小鼠头颅的异常状态。本研

究为Apert综合征的基因编辑治疗提供了实验依据，

有望为Apert综合征及其它骨骼遗传病的临床治疗

提供新的策略。
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