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基因编辑造血干祖细胞的研究进展
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摘要      基因编辑技术的飞速发展给造血干祖细胞基因治疗带来了新的机遇。CRISPR-Cas9
等技术能够实现特定基因的定向编辑。基因编辑技术的不断优化使编辑效率显著提高, 检测技术

的进步也促进了对基因编辑细胞安全性的评估, 包括检测脱靶效应和大片段删除突变。造血干祖

细胞基因编辑已经进入临床试验阶段, 但是目前的编辑技术可能会影响细胞功能和基因组稳定性, 
在临床应用中应当引起注意。这篇综述总结了基因编辑的技术原理、基因编辑技术在造血干祖细

胞中的应用和基因治疗研究, 并探讨了基因编辑产品的安全性提升方法和质控方案。
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Abstract       The rapid development of gene-editing technologies has opened new opportunities for HSPC 
(hematopoietic stem and progenitor cell) gene therapies. Gene editing techniques such as CRISPR-Cas9 enable pre-
cise modifications at desired gene sites. Currently, it can achieve high on-target editing efficiencies, whereas there 
are also safety concerns, such as off-target effects and large-deletion mutations. Clinical trials have demonstrated the 
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potential of HSPC gene editing therapies. However, the impairment of HSPC function and genomic integrity after 
editing deserves attention. This review summarizes the principle of gene editing, the basic and clinical advances in 
gene editing of HSPC. Furthermore, it also discusses putative strategies to improve the safety profiles of gene edit-
ing products and establish feasible quality control processes.

Keywords        CRISPR-Cas9; gene editing; hematopoietic stem and progenitor cell (HSPC); homology-
directed repair (HDR); thalassemia; HSC transplantation (HSCT); gene therapy

造血干祖细胞(hematopoietic stem and progenitor 
cell, HSPC)是一类具有自我更新能力, 能够分化为血

液中所有类型细胞的干细胞。过去30年, 造血干细

胞移植(HSC transplantation, HSCT)已经广泛用于治

疗多种获得性疾病。最近几年, 基于HSCT的干细胞

基因治疗迅速发展[1]。在研究早期, 大多数HSPC基
因治疗临床研究是利用慢病毒载体导入转基因, 但
由于慢病毒载体能相对随机地整合到基因组中, 基
于慢病毒载体的HSPC基因治疗存在安全隐患。基

因编辑技术的出现, 使HSPC的定点基因编辑成为可

能, 有望规避慢病毒载体的插入突变等安全问题。

随着基因编辑技术的发展, 科学家可以利用诸

如锌指核酸酶(zinc finger nuclease, ZFN)、转录激活

样效应物核酸酶(transcription activator-like effector 
nuclease, TALEN)和规律间隔成簇短回文重复序列

(clustered regularly interspaced short palindromic re-
peats, CRISPR)相关蛋白(CRISPR-associated protein, 
Cas)等对HSPC进行基因编辑。最近几年, 简单高效

的CRISPR技术飞速发展, 促进了基因编辑在HSPC
基因治疗领域的应用, 但是对于长周期造血干细胞

(long-term HSC, LT-HSC)基因编辑的效率、安全性

和植入率依然有待深入研究。在本综述中, 我们系

统地阐述了CRISPR基因编辑的原理以及HSPC中的

基因编辑和基因治疗研究。

1   基因编辑技术概述
1.1   基因编辑工具概述

在自然进化的长河中, DNA是最为常见的遗传

物质。虽然单个DNA分子发生双链断裂的几率非常

低, 但是双链DNA断裂发生后, 如果细胞不能尽快

对其进行修复, 细胞将面临死亡, 因此细胞进化出了

一套近乎完美的DNA双链断裂修复机制。自然条件

下, 在一个特定基因上发生基因突变的概率非常低, 
科学家十分迫切地需要对DNA进行定点改造, 基因

编辑工具应运而生。

基因编辑工具的本质是靶向性核酸内切酶, 常
用的有锌指核酸酶(ZNF)、转录激活因子样效应物

核酸酶(TALEN)和CRISPR-Cas9[2]等。相比CRISPR-
Cas9, ZNF和TALEN由于其较高的技术挑战性和较

低的基因编辑效率, 在HSPC等原代细胞中的应用, 
尤其是在临床应用上, 存在一定的局限性。

CRISPR是在细菌或古生菌内被发现的、成簇

的、规律间隔的短回文重复序列, CRISPR序列能够

与病毒或质粒的DNA序列互补, 是一套原核生物进

化出的获得性免疫系统。Cas9蛋白属于II型CRISPR-
Cas系统, 具有RNA介导的DNA内切酶活性。在该

系统中, Cas9蛋白与crRNA和tracrRNA(后二者可以

人工融合成一段单链导向RNA, 称作sgRNA)形成复

合物, 由sgRNA和目的基因片段通过碱基互补配对

将Cas9蛋白精确定位到目的基因片段上, 然后Cas9
蛋白发挥酶切作用, 产生双链DNA断裂。目前, 由于

CRISPR-Cas9设计简单, 操作便捷高效, 其已经广泛

应用于包括HSPC等多种临床相关的原代细胞的基

因编辑中[3]。

Cas9蛋白核酸酶缺失突变体(de-activated Cas9, 
dCas9)与胞苷脱氨酶的融合蛋白可以实现由sgRNA
引导的DNA靶位点定位和将目标胞苷转化为尿苷, 
再利用细胞自身的DNA复制和修复机制将尿嘧啶

转化为胸腺嘧啶, 从而实现在不对DNA双链进行切

割的条件下完成G/C碱基向A/T碱基的转换。这开

创了单碱基编辑器(base editor)的先河[4]。

另外, 利用Cas9蛋白的另一种突变体类型

nCas9(H840A)切口酶结合逆转录酶构建了引导编辑

技术(prime editing)[5]。该技术依赖特殊的pegRNA, 
引导nCas9和逆转录酶的融合蛋白切开一条DNA链, 
再将pegRNA携带的模板合成到断裂的DNA中, 然后

细胞利用自身的DNA修复机制将该模板序列整合进

基因组, 实现小片段插入或删除的精准基因编辑。

1.2   非同源末端连接修复

细胞发生双链DNA断裂后, 进行DNA修复的机
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制之一是进行非同源末端连接修复(non-homologous 
end joining, NHEJ)。NHEJ可以发生在细胞周期的任

何阶段, 是一种快速的、不依赖于同源重组模板的、

易出错的DNA修复方式。诸多和DNA修复有关的蛋

白比如Ku70、Ku86、DNA ligase IV、RAD50-Nbs1
等参与这个过程, 它们将两条断裂的双链DNA连接

到一起, 这时被修复的基因片段有可能产生碱基的

插入或删除, 称为删插突变(indel)。如果突变发生

在蛋白质的编码区域, 可能导致移码突变和蛋白功

能丧失, 即实现了基因敲除。如果删插突变影响了转

录因子的结合, 可能会改变基因在特定细胞中的表达。

目前治疗地中海贫血和镰状细胞贫血的基因编辑疗法

就是利用这一原理破坏BCL11A基因+58 Kb增强子, 从
而提高胎儿血红蛋白的水平[6]。如果细胞中同时存

在多个双链DNA断裂位点, 这种修复途径有可能将

2个非紧邻的双链DNA断裂末端相连接, 导致染色

体易位和重排[7]。

1.3   微同源重组介导的末端连接

另一个可能产生基因缺失突变的修复途径是

微同源重组介导的末端连接修复(microhomology-
mediated end joining, MMEJ)。MMEJ发生的速度要

慢于NHEJ, 并且依赖于DNA断裂位置附近的1–25 bp长
度的微同源臂[8], 修复后通常情况下会将微同源臂

之间的序列和一个微同源臂序列删除, 删除的长度

一般在50 bp以下[9]。但偶尔也会导致大片段删除。

利用MMEJ的基因修复规律, 在特定的基因位点能

够实现高效的基因修复, 该基因编辑策略可以用来

进行特定疾病的基因治疗。

1.4   同源重组修复

双链 DNA断裂后 ,  细胞进行修复的另一个

机制是同源重组修复 (homology-directed repair, 
HDR)。HDR依赖于同源重组模板, 主要是在细

胞周期S/G2期发生的一种较慢的DNA修复方式。

HDR修复能够实现精准的基因修复, 包括点突变, 
或者在双链DNA断裂位置附近精确插入一段长

的序列[10]。在HSPC中, 由于腺相关病毒载体6型
(adeno-associated virus type 6, AAV6)能够高效率

感染HSPC且一般不会被整合到基因组中, 目前常

被用为同源重组修复模板载体。在X染色体连锁的

严重免疫缺陷病研究中, 利用CRISPR-Cas9/AAV6
基因编辑系统, 最高可实现在LT-HSC中的20%的

基因插入[11]。

2   造血干祖细胞的基因编辑
2.1   在造血干祖细胞中进行CRISPR-Cas9基因

编辑

基因编辑的核心元件是Cas9蛋白和sgRNA, 将
Cas9导入细胞的方法包括慢病毒转导、质粒表达载

体转染、转染mRNA或者直接转导Cas9蛋白; 而将

sgRNA导入细胞的方式包括利用慢病毒载体、质

粒表达载体和直接导入。HSPC对DNA载体会产生

强烈的免疫反应, 直接导入DNA会大幅度降低细胞

活性[12-13]。慢病毒载体可以有效转导HSPC, 实现

CRISPR-Cas9基因编辑元件高效率转导和高水平表

达[14]。但是, 慢病毒载体整合到基因组后, Cas9核酸

酶和sgRNA将持续表达, 产生较高的脱靶切割率。

另外, HSPC的dsDNA断裂后, 会激活p53信号通路, 
诱导HSPC凋亡。同时, 慢病毒载体的整合也可能激

活致癌基因或失活抑癌基因, 增加癌变风险。

因为病毒载体可能导致复杂的、不可预期的生

物安全问题, 所以非病毒载体递送方式受到科学家

的青睐。化学转染法具有简便、廉价等优点, 在多

种哺乳动物细胞中有广泛的应用[15], 但是在HSPC中
转导效率较低。通过物理方法, 比如电穿孔等, 可以

有效导入mRNA, 实现较高的基因编辑效率, 同时细

胞毒性较低[16]。目前, 通过电转方法将体外形成的

Cas9蛋白和sgRNA的核糖核蛋白(RNP)复合物导入

细胞, 是递送CRISPR到HSPC中并实现高效基因编

辑的主要方法[17]。对sgRNA的化学修饰能够提高其

稳定性, 降低胞内免疫反应, 提升编辑效率[18]。

通过比较质粒载体、mRNA、慢病毒和RNP在
人HSPC中基因编辑的毒性发现, 使用RNP能够实现

最高的基因编辑效率, 同时细胞毒性较低[19]。另外, 
相比于表达载体介导的Cas9的长时间表达, RNP瞬
时导入Cas9核酸酶能够有效降低脱靶几率[20]。

2.2   AAV6在造血干祖细胞基因编辑中的应用

腺相关病毒载体是常用的递送长片段DNA的非

整合载体, 其DNA序列的承载量最大为4.7 Kb。在已

知的AAV血清型中, AAV6能够高效转导HSPC[21]。

在一些临床前研究中, 比如利用动物模型或人

HSPC, 基于CRISPR-Cas9/AAV6的基因编辑能实

现对诸如镰状细胞贫血[22-24]、X染色体连锁的慢性

肉芽肿疾病[25]和IL2RG基因突变等疾病的基因治

疗[11]。虽然体外实验表明, 在HSPC基因编辑研究中, 
AAV6介导的HDR效率比ssODN介导的基因编辑效
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率更高, 但是由于AAV6存在一定的细胞毒性, 可能

会降低HSPC的植入率[26]。因此, 一些研究通过技

术优化提高编辑后HSPC的植入能力[25]。也有研究

报道, 在LT-HSC中, AAV6介导的HDR效率和ssODN
相当, 甚至还不如ssODN介导的HDR效率高[22,26]。

2.3   造血干祖细胞基因编辑与细胞固有免疫反应

CRISPR-Cas9切割基因组产生双链DNA断裂后

能够激活TP53, 连带激活下游基因p21等, 从而引起

细胞周期阻滞[27], 同时程序性死亡相关信号通路也

被激活[28]。AAV6载体导入同源重组模板同样会明

显激活TP53信号通路, 在发生了HDR的细胞中, 细胞

周期的阻滞以及TP53的激活会更明显[28]。另外, 慢
病毒转导的过程也能激活HSPC的TP53信号通路[29]。

这些都给临床干细胞基因治疗带来挑战。 
为解决这一问题, 科研人员已经提出了一些

方案。抑制TP53或者与TP53结合的蛋白能够提高

HSPC基因编辑后的细胞活力和基因编辑效率。使

用mRNA表达TP53的抑制因子可以短时抑制TP53
活性, 不仅改善基因编辑HSPC的细胞活性和提高

植入率, 而且降低AAV6引起的细胞毒性[30]。另外, 
转导腺病毒蛋白E4orf6/7(Ad5-E4orf6/7)能够提高

细胞活性, 促进HSPC进入细胞周期, 从而提高HDR
效率[31]。通过对细胞周期的研究发现, 转导Ad5-
E4orf6/7和TP53抑制剂能够提高S/G2期HSPC的细

胞比例[32]。

2.4   造血干祖细胞基因编辑后脱靶效果的检测

近几年, 越来越多的研究开始关注基因编辑细

胞产品的安全性问题。对于能够自我更新的HSPC, 
如果发生非预期的突变, 那么就更容易发生恶性转

化, 存在较高的安全隐患。这就需要研究人员对基

因编辑进行更深入的试验研究, 对临床基因编辑的

结果进行预测和定期检测, 避免基因编辑带来的基

因毒性。关注度最高、研究最多的是脱靶切割, 它
是由于基因编辑工具与非完全匹配位点进行非特异

性结合, 并切割造成的删插突变、染色体易位等[33]。

最初, 通过对sgRNA结合序列的预测和设计来尽量

避免或降低脱靶率。随着基因组测序技术的不断发

展和完善, 通过诸如GUIDE-seq[34]、Digenome-seq[35]

等技术可以检测到细胞中真实的脱靶位点, 这就比

单纯靠计算手段来预测脱靶位点所得到的结果可

信度更高。目前, 随着脱靶效果的预测[36]和检测技

术的不断完善, 精确检测灵长动物移植基因编辑后

HSPC的脱靶效果已成为现实[37]。

2.5   造血干祖细胞基因编辑后大片段删除突变的

检测

基因编辑工具在介导双链DNA断裂后, 除了在

靶位点产生删插突变外, 还有可能出现基因组序列

的其他突变, 比如大片段删除和丢失。对这些非预

期的大片段删除突变, 如果不加以监控, 也会产生安

全隐患。

Illumina高通量测序, 或二代测序, 是目前检测

靶位点基因编辑效率的常用方法。该方法具有检测

精度高、成本低、通量大等优点。但是其显著缺点

是读长短, 往往只能检测到小于100 bp的突变, 对于

大片段的删除突变, 则不能检测到。随着三代测序

技术的不断发展和普及[38-39], 已经有研究表明, 在干

细胞和胚胎中进行基因编辑后, 会产生长达数千碱

基对长度的大片段删除突变[40-43]。因此, 开发对基

因编辑产物的大片段删除突变检测技术和降低大片

段删除突变的基因编辑方法, 对基因治疗领域的健

康发展至关重要。

早期的研究没有涉及到人HSPC编辑后的大片

段删除情况。新近的一项研究表明, 在人类临床相

关的细胞中, 比如原代T细胞、HSPC以及诱导多能

性干细胞(induced pluripotent stem cell, iPSC)的基因

编辑后, 可以检测到大片段删除突变。尽管在基因

编辑的iPSC群体细胞和单细胞克隆中都发现相对较

低的大片段删除突变率, 但是HSPC基因编辑后, 有
2%~6%的大片段删除率, 这一结果值得引起基因治

疗领域的注意[44]。

2.6   基因编辑后的染色体重排和易位

基因编辑后, 染色体可能发生复杂的染色体重

排和易位, 甚至还出现与mRNA相关的DNA序列

插入到基因组中的情况[41]。在非HSPC的临床研

究中发现, 当编辑多个基因位点后, 能够检测到

明显的染色体重排和易位以及新的融合基因。虽

然携带融合基因的细胞随着时间的推移, 其在体

内的比例逐渐下降 [7], 但仍需要引起科学家和临

床医生的注意, 尤其是在当它们发生在具有长期

自我更新能力的HSPC中时, 更应该引起足够的

重视。未来除了需要开发灵敏的检测手段、制定

完善的检测方案外, 还要对CRISPR生物学有更

深入的认识和理解, 从而开发出更安全的基因编

辑技术和临床转化方案。
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2.7   探讨如何开发更安全的基因编辑方案

基因脱靶一直是困扰安全基因编辑的因素之

一, 近年来备受关注。为了降低脱靶率, 不仅可以通

过对脱靶切割的预测和检测, 来筛选具有低脱靶率

的sgRNA序列, 而且也有研究把重点放在Cas9蛋白

的优化方面。Cas9核酸酶的一些变异体可以降低脱

靶效果, 但是通常也会降低基因编辑效率[45-46]。一

项在HSPC中的基因编辑研究表明, 在Cas9中引入一

个点突变能提高打靶精确性, 降低脱靶率, 同时还能

保证较高的基因编辑效率[47]。

近年来, 除了基因脱靶备受关注外, 越来越多

的报道开始关注基因编辑的精确性。已经发现, 基
因编辑的靶位点可能发生非预期的大片段删除、染

色体易位、基因融合及其他非预期的突变形式。

DNA断裂损伤修复是一个复杂的过程, 人们曾经认

为, 双链DNA断裂修复的结果是随机的, 但是近期

研究表明, CRISPR-Cas9切割DNA后造成不对称的

结构, 产生可预测的DNA修复结果。新近的报道研

究了NHEJ、MMEJ和HDR间的动力学竞争关系, 发
现了当造血细胞和iPSC进行CRISPR-Cas9/AAV6编
辑后, NHEJ的发生速度最快, 其次是HDR, 而MMEJ
修复最慢, 这也就解释了为什么在基因编辑的位点

经常会出现高比例A/T插入现象[9]。进一步提升对

基因编辑位点序列特性和DNA修复规律的认知, 将
有利于获得更加精准的可预测的编辑结果, 比如更

高效率的HDR或者更高水平的A/T插入。

基因编辑后也会产生大片段删除突变。对

NHEJ或HDR介导的多种修复方式的研究发现, 
CRISPR-Cas9/AAV6可以显著降低大片段删除突变

发生率。如果在编辑过程中不提供HDR模板, 添加

dsODN可以实现dsODN在基因编辑位点的插入, 也
能够明显降低大片段删除突变发生率。无论是导入

AAV6载体实现HDR, 还是添加dsODN通过NHEJ途
径进行双链DNA的修复, 其本质都是通过快速修复

断裂的双链DNA, 从而降低大片段删除突变的发生

几率[44]。基因编辑位点的筛选和基因编辑策略的优

化, 加快了HDR或者NHEJ途径介导的断裂DNA的

修复, 也有望降低基因编辑后可能发生的染色体易

位和基因融合概率。

碱基编辑器能够不依赖于双链DNA断裂实现

单碱基的改变[48], 从而可能规避传统Cas9造成的脱

靶切割、大片段删除突变的发生和染色体异常等安

全隐患。但是碱基编辑器对DNA的改造有限, 只能

对疾病基因进行单碱基水平的修复, 从而限制了其

在基因插入修复等相关疾病模型中的应用。

3   造血干祖细胞基因治疗
3.1   造血干祖细胞基因治疗的临床需求

FRIEDMANN等[49]早在1972年就提出基因治

疗人类疾病的概念, 而逆转录病毒载体用于HSPC基
因治疗疾病的临床研究始于上世纪90年代, 重点聚

焦于腺苷脱氨酶重症联合免疫缺陷患者[50]。目前, 
病毒载体或非病毒技术(如CRISPR-Cas9)基因编辑

HSPC治疗可以用于多种人类单基因遗传病[51-53], 诸
如β-地中海贫血、镰状细胞贫血、腺苷脱氨酶缺乏

或X性联重型联合免疫缺陷病、Wiskott-Aldrich综
合征、慢性肉芽肿病、异染性脑白质营养不良(又
称硫脂沉积症)及X性联肾上腺脑白质营养不良等。

这其中β-地中海贫血患者人群最大, 临床需求最大。

根据WHO测算[54], 全球范围内每年有约4.2万
例重症地中海贫血患儿出生, 其中不少于2.5万例患

儿依赖于长期输血。大部分患儿出生在发展中国

家, 广泛分布于东南亚地区、地中海区域及少数非

洲国家。全球范围内仅有12%的患儿接受输血, 每
年因为缺乏输血而死亡的患儿不少于2.2万例。即

使接受输血的患儿, 每年也有不少于3 000例因为铁

过载而死亡。异基因HSCT是根治疾病的治疗手段, 
基于自体HSPC的基因治疗是最近发展起来的一项

前沿技术[55-56]。由于全相合同胞供者较少, 且在中

华骨髓库能够找到无关相合供者的概率较低, 以及

受社会经济因素和医疗资源所限, 我国开展异基因

HSPC根治地中海贫血的数量低于欧洲国家。据中

国地中海贫血家长联盟统计, 目前登记在册的等待

移植的β-地中海贫血患儿达7 600例, 这些数目远远

大于能够完成的移植例数, 多数患儿只能在等待供

者的过程中选择输血治疗, 因铁沉积或者肝功能异

常, 导致预后恶化甚至丧失治愈机会。因此, 创新性

发展HSPC基因治疗技术有重大临床需求。据国外

产业数据分析, 细胞和基因治疗市场规模达到120亿
美元。欧美等国家基因编辑细胞已达到初步产业化, 
科研转化落地的效率高, 2003至2020年, 超过10款基

因疗法产品在全球获批上市, 美国食品药品监督管

理局收到900多款新药临床试验申请。

国内地中海贫血患者的临床需求远远没有得
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到满足。长期输血治疗和祛铁治疗患者付出费用高, 
依从性较低、生存质量差, 异基因HSCT是目前常用

的治愈输血依赖型地中海贫血的方法。我们迫切需

要研发基于自体HSPC的基因治疗技术和产品, 这有

可能成为治愈地中海贫血新策略, 其最大优势在于

不需要异体供者, 并且一次治疗可能导致永久性的

“治愈”[55]。

3.2   地中海贫血和镰状细胞贫血基因治疗的分子

基础

针对地中海贫血和镰状细胞贫血这类单基因

遗传血红蛋白病, 基因治疗的基本策略是在CD34+ 
HSPC群体中, 通过逆转录病毒载体导入正常的β-珠
蛋白肽链基因(基因增量); 通过CRISPR-Cas9技术纠

正β-珠蛋白肽链突变的基因位点或者诱导γ-珠蛋白

肽链基因表达(基因编辑), 从而使得HSPC红系在分

化成熟过程中产生β-珠蛋白或γ-珠蛋白, 纠正与α-珠
蛋白合成失衡的问题[57-58]。

逆转录病毒载体介导的HSPC β-珠蛋白基因增

量策略, 即用重组病毒的方法将携带调控序列的β-
珠蛋白基因高效导入HSPC并稳定整合, 该治疗技

术的瓶颈是需要寻找安全有效的载体和调控组织

特异性高效表达的调控序列。这需要载体不但能

准确携带大片段的高效表达调控序列, 如β-珠蛋白

肽链基因远端调控区, 而且还要有安全长期有效的

感染能力。但是, 病毒载体的引入也导致了基因治

疗需要更多的质控需求, 以及更严格的工艺提升需

求[59-60]。

为了更好地开发临床治疗药物和寻找有效的

新型治疗方法, 科学家们对于出生后血红蛋白表达

切换机制进行了大量的研究。已经发现, 如果增强

γ-珠蛋白肽链的表达, 可以减轻β-珠蛋白类疾病, 包
括镰状细胞贫血、β-地中海贫血的临床症状。应

用全基因组关联性分析(GWAS)的方法, 检测并分析

了相关患者的基因型、胎儿血红蛋白(HbF, α2β2)细胞

数量和HbF水平, 结果发现了3个与HbF水平相关的位

点, 它们分别调控基因BCL11A、MYB以及血红蛋白β链
(hemoglobin beta-chain, HBB)基因的外显子[61-62]。其

中BCL11A基因成为研究热点, BCL11A转录蛋白通过

TGACCCCA基序负调控γ-珠蛋白肽链基因转录[63], 
使得γ-珠蛋白基因的mRNA水平降低, 从而对HbF
的生成具有负向调控作用。在红细胞中特异表达

的BCL11A基因如果存在缺陷或表达水平降低, 会

减弱对血红蛋白 γ链 (hemoglobin gamma-chain, 
HBG)基因的表达抑制, 从而提升HbF水平。对

地中海贫血患者的调查显示, HbF生成量与患者

地中海贫血症状成反比例。比如存在一类名为

“Corfu”的人群, 虽然携带了β-珠蛋白基因的突

变, 但是由于其体内持续表达HbF, 地中海贫血症

状几乎消失。因此逆转患者HBG的表达抑制是治

疗β-地中海贫血的新策略,而通过基因编辑调控

BCL11A基因成为逆转HBG的表达抑制的一条路

径[53,57]。

BCL11A作为转录抑制因子除了调控γ-珠蛋白

的表达外, 还可以调控其他基因表达, 对HSPC增殖分

化、免疫系统及大脑的发育均有重要影响[64], 而且还

可参与到B淋巴细胞等其他谱系细胞的发育中[65], 因
此必须精确调控使BCL11A基因仅在红系细胞内低表

达才是有效的解决方案。BCL11A基因的红系增强

子部位就是这样一个合适的调控靶点。GWAS研究

表明, BCL11A的红系增强子部位可以调节患者的

HbF水平, 是遗传性β血红蛋白病的治疗靶点[66]。而

且该增强子仅在红系细胞中对BCL11A表达有显著

调控作用, 在其他细胞比如B淋巴细胞中没有, 所以

对该靶点进行基因编辑不会影响到BCL11A在其他

细胞中的表达和功能[66]。在体外编辑小鼠BCL11A
基因的红系增强子位点, 不会影响非红系细胞的存

活和细胞中BCL11A的表达。和BCL11A基因敲除小

鼠细胞相比, 二者对γ-珠蛋白肽链的表达提高均具

有相似的作用[64]。进一步的研究发现, 其在人体细

胞中也具有类似的作用。体外编辑正常健康供者

HSPC动员后的外周血单个核细胞(包括CD34+)的
BCL11A基因编码区会严重损害B细胞的发育。而在

体外编辑正常健康人及β-地中海贫血患者HSPC动
员后的外周血单个核细胞(包括CD34+) BCL11A基因

的红系增强子靶向序列之后, 被编辑细胞在体外分

化为红细胞后的HbF生成量稳定上升, 且这些HSPC
可分化扩增成各种血细胞, 提示这些编辑后的HSPC
回输后可成功植入[67]。这些研究均提示, 通过基因

编辑BCL11A基因的红系增强子部位是一种治疗β-
地中海贫血患者的新策略。

除上述方法外, 有研究对CD34+ HSPC采取

CRISPR-Cas9和重组AAV6技术, 通过同源重组方式

定点修复β-珠蛋白肽链Glu6Val突变, 使得生理性血

红蛋白在镰状细胞贫血患者中重新获得了表达[23], 
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还有研究通过基因编辑技术删除HBG1基因启动

子–102到–114的13个碱基, 导致转录抑制因子结合

的CCAAT盒丢失, 从而使得γ-珠蛋白肽链重新获得

了表达[68]。但目前这两种方法尚未在临床研究中

得以验证。2021年, 在HSPC中导入一种新的逆转

录病毒载体(编码短发卡RNA), 该方法可以针对性

抑制BCL11A转录后mRNA稳定及翻译过程, 且临床

研究中证实有效[69]。

3.3   基因治疗的临床应用进展

目前在ClinicalTrails上注册的HSPC基因治疗

临床研究有30多项, 90%的研究采用了慢病毒载体, 
只有4项研究利用了CRISPR-Cas9或锌指酶基因编

辑技术。迄今为止超过300例患者接受了这种新的

疗法, 且疾病病种涵盖原发免疫缺陷病、地中海贫

血、镰状细胞贫血、范可尼贫血、遗传性代谢酶

缺乏等[51]。临床疗效比较肯定的疾病病种包括X
性联重症联合免疫缺陷、腺苷脱氨酶缺乏的重型

联合免疫缺陷、Wiskott-Aldrich综合征、地中海贫

血、慢性肉芽肿病、异染性脑白质营养不良和X性

联肾上腺脑白质营养不良。腺苷脱氨酶缺乏的重症

联合免疫缺陷是最早采用骨髓或脐带血HSPC基因

治疗的疾病[50,70-71]。2000年, HSPC基因治疗成功治

疗X性联重症联合免疫缺陷[72]; 2002年, 非清髓预处

理后, HSPC基因治疗成功治疗腺苷脱氨酶缺乏的

重症联合免疫缺陷[73]; 2006年, 利用γ逆转录病毒作

为载体的HSPC基因治疗慢性肉芽肿病, 病毒DNA
整合插入人基因组后, 激活MDS1/EVI-1、PRDM16
和SETBP1等癌变相关基因[74]; 2009年, 首次利用

慢病毒作为载体导入HSPC治疗X性联肾上腺脑白

质营养不良[75]; 2010年, 一种罕见的血液免疫缺陷

病Wiskott-Aldrich综合征经γ逆转录病毒为载体的

HSPC治疗成功[76]; 2013年, 利用慢病毒为载体进一

步减少了基因治疗该病潜在病毒整合基因组的风

险[77]; 2013年, 另一种严重的神经退化性代谢病异

染性脑白质营养不良症, 经慢病毒载体的HSPC基
因治疗获得成功[78]; 2016年, 治疗腺苷脱氨酶缺乏

的重症联合免疫缺陷的基因治疗产品Strimvelis获
批在欧盟上市。2019年, 《新英格兰医学》杂志报道

利用Cas9基因编辑CCR5来治疗感染HIV和急性淋

巴细胞白血病患者[79]。地中海贫血的HSPC基因治

疗最早报道于2010年, 携带β-珠蛋白肽链的慢病毒

载体导入HSPC, 患者33个月后完全脱离输血, 但是

患者出现了病毒整合基因组后激活HMGA2基因[59]。

利用进一步优化的慢病毒载体BB305治疗的后续22
个患者均有效脱离输血[60]。新的改进方法包括采

取髓腔内注射和非清髓预处理, 治疗后3例儿童患者

脱离了输血, 3例成人输血量减少[80]。CRISPR-Cas9
基因编辑HSPC自体移植治疗β-地中海贫血及镰状细

胞贫血的临床近期疗效满意[81]。2019年, 慢病毒载

体导入的HSPC基因治疗产品Zyntelgo获批在欧盟上

市。

3.4   基因治疗的困难和潜在风险

目前用于基因治疗的两种重要策略包括: 病毒

载体(主要是慢病毒)以及TALEN、ZFN和CRISPR-
Cas9等基因编辑技术。对于病毒载体, 费用昂贵是

制约该方法的一个重要因素。如获批治疗地中海贫

血的Zynteglo售价近200万美元。由于药品生产质量

管理规范严格, 病毒载体制备成本高昂, 导致产品价

格居高不下, 这大大限制了药物的普及性。对于地

中海贫血患者数量最多的发展中国家来说, 这种价

格根本无法承受。此外, 病毒载体整合基因组后, 可
能有致瘤风险, 这也令人担心。早在2003年已有报

道, X性联重症联合免疫缺陷患者接受逆转录病毒

载体导入的HSPC基因治疗后, 癌基因LMO2被病毒

载体整合基因组后激活, 这可能是导致后期白血病

发生的原因[82-83]。2021年, 针对X性联重症联合免疫

缺陷患者基因治疗后发生2例髓系血液肿瘤的报道

令人关注(doi:10.1126/science.abh1106)。相比较于

病毒载体的基因治疗模式, 基因编辑技术基本不会

有病毒基因组整合风险, 但是存在脱靶效应, 有破坏

非目标靶点DNA完整性的风险。同时, 基因编辑的

效率仍需要提高, 以满足临床治疗的需求, 还应该加

强基因编辑细胞产品的安全性质控, 包括基因组完

整性检测、成瘤性的评估等。一方面基因治疗新技

术、新治疗策略的发展带给那些罕见遗传病“治愈”
的希望, 另一方面我们应加强病毒整合以及脱靶效

应的监控, 设计更有效的基因治疗载体, 积极稳妥地

发展这种革命性的治疗手段。

4   前景与展望
随着基因编辑技术的快速进步, 基因治疗产业

已经出现井喷式发展态势。CRISPR-Cas9、碱基编

辑器和引导编辑技术各有所长, 适用于不同的应用

场景, 在基因治疗中可以取长补短。科学家正在通
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过改造核酸酶、优化载体的递送方式以及提升基因

编辑的精确性等方式助力基因治疗的临床转化。同

时对于基因编辑细胞产品的质控, 包括对基因编辑

效率的检测、脱靶事件的预测和检测、基因组稳

定性的检测等, 新的技术将不断涌现出来。目前, 国
内外对基因安全性的评估工作仍缺乏完善的评估方

案, 未来需要对基因治疗产品进行多方面的检验, 包
括基因编辑后的脱靶效果检测、染色体易位的检测、

精确基因编辑的检测、AAV载体完整性检测、成瘤

风险的评估等。国内目前还没有针对基因编辑产品

质控和安全性评估的第三方检测机构, 亟待业界人

士积极推动。目前, 基因治疗仍处于研究阶段, 为了

掌握最优化的基因编辑策略, 需要对不同疾病的基

因编辑进行针对性的研究, 针对不同编辑位点选定

合适的编辑方案, 在实现高效率基因编辑的同时, 确
保基因编辑产品的安全性。
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