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饶书权, 中国医学科学院血液病医院, 研究员, 博士生导师。主要研究方向: (1) 新
型CRISPR基因编辑工具和递送工具的开发; (2) 遗传性疾病的功能基因学和基因

治疗; (3) 生理或病理条件下髓系细胞的发育调控。开发了能在人原代细胞中开

展CRISPR高通量文库筛选的新型基因编辑递送系统; 揭示了多个与髓系细胞发

育有关的新基因及其分子机制。近5年来以第一作者或通讯作者在Cell Stem Cell、
Genome Med、JCI、AJHG、Brief Bioinform和Hum Genet等高水平期刊发表论文

20余篇, 累计影响因子超过700, 得到了相关领域国际学术界的广泛关注和肯定。

姚瑶 , 中国医学科学院血液病 (中国医学科学院血液学研究所 ), 副研究员。主要

研究方向为(1) 血液系统遗传病的致病基因克隆以及致病机制研究; (2) 血液系统
遗传病的基因治疗与基因诊断的转化医学研究 ; (3) 高通量测序技术以及生物信

息学分析方法的开发与临床转化。既往研究中通过综合生物信息学手段与造血

干细胞基因编辑技术揭示了髓系细胞发育的关键调控因子、先天性粒细胞减少

症的致病机制等。近5年来以第一作者或共同第一作者在Signal Transduct Target 
Ther、Commun Biol、Cell Stem Cell、Genome Med等国际期刊上发表论文数篇。
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先天性中性粒细胞减少症: 从基础到临床
薛琛  龙静  姚瑶*  饶书权*

(中国医学科学院血液病医院(中国医学科学院血液学研究所), 实验血液学国家重点实验室, 
国家血液系统疾病临床医学研究中心, 细胞生态海河实验室, 天津 300020)

摘要      先天性中性粒细胞减少症(congenital neutropenia, CN)是一组罕见的遗传性骨髓衰竭

性疾病, 以患者外周血中性粒细胞数目减少为主要特征。现已发现数百个与CN有关的遗传变异, 
相关基因包括ELANE和HAX1等。由于缺乏CN的疾病模型, 这些遗传变异导致的CN的分子机制至

今尚未被完全阐明, 严重制约了CN的药物和基因治疗研发。近年来, 以CRISPR/Cas为代表的基因

编辑技术快速发展, 为理解和治疗CN提供了新的思路。该综述将重点讨论CN的遗传学、分子机

制和临床治疗研究进展。

关键词      先天性中性粒细胞减少症; CRISPR/Cas; 基因治疗; 遗传性疾病
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Congenital Neutropenia: from Basic Research to the Clinic

XUE Chen, LONG Jing, YAO Yao*, RAO Shuquan*
(State Key Laboratory of Experimental Hematology, National Clinical Research Center for Blood Diseases, 

Haihe Laboratory of Cell Ecosystem, Institute of Hematology & Blood Diseases Hospital, 
Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Tianjin 300020, China)

Abstract       Congenital neutropenia is a heterogeneous group of rare inherited bone marrow failure syn-
dromes, which is characterized by impaired maturation of neutrophil granulocytes, and as a result, defined as dra-
matically reduced peripheral blood ANC (absolute neutrophil counts). Up till now, hundreds of genetic variants, 
involving ELANE, HAX1 and others, have been identified in patients of congenital neutropenia; however, due to 
lack of disease models, the molecular mechanisms of these genetic variants leading to congenital neutropenia have 
not yet been fully elucidated, which severely hampers development of therapeutic drugs and genome editing. In re-
cent years, the development of gene editing technologies has paved new avenue for understanding the pathological 
mechanisms of congenital neutropenia and exploring novel therapeutic methods. This review will mainly focus on 
the progress of genetics and molecular mechanisms of congenital neutropenia, as well as clinical translations.

Keywords        congenital neutropenia; CRISPR/Cas; gene therapy; genetic disease

先天性中性粒细胞减少症(congenital neutropenia, 
CN)是一组罕见的遗传性骨髓衰竭性疾病 , 主要治疗

方法是静脉注射重组粒细胞集落刺激因子 (granulo-
cyte colony-stimulating factor, G-CSF)。然而 , 长期使

用重组G-CSF会显著增加CN患者向继发性骨髓增生

异常综合症 (myelodysplastic dyndrome, MDS)或急性

髓系白血病 (acute myeloid leukemia, AML)转化的风

险[1]。此外, 超过10%的重症CN患者在受重组G-CSF
治疗之后 , 其外周血中性粒细胞的数目并不升高 [2-3]。

异基因造血干细胞移植 (allogeneic hematopoietic stem 
cell transplantation, Allo-HSCT)是CN的替代治疗方

案 , 但是供体与受体之间的免疫遗传学差异极大地

限制了造血干细胞移植的应用范围 [4]。近年来 , 以
CRISPR/Cas为代表的基因编辑技术迎来了革命性的

进展, 为遗传性血液系统疾病的诊断和治疗带来了新

的契机。本文将首先对CN的遗传学、分子机制以及

临床常规治疗手段进行综述, 然后简要介绍当前基因

编辑技术的研究进展及其在CN治疗中的应用。

1   CN的临床和流行病学特征
CN以患者外周血中性粒细胞数目减少为主要特

征 , 通过对外周血中性粒细胞绝对计数可将先天性中

性粒细胞减少症分为轻度 (1.0×109~1.5×109个 /L)、中

度(0.5×109~1.0×109个/L)和重度(˂0.5×109个/L)。中性

粒细胞的发生主要经历造血干细胞、原始粒细胞、

早幼粒细胞、晚幼粒细胞阶段 , 然后进入杆状核粒

细胞阶段 , 最后发育为成熟分叶核粒细胞。中性粒

细胞的成熟过程由很多转录因子控制 , 主要是PU.1
和C/EBP-α(CCAAT/enhancer binding protein α)[5]。CN
患者的骨髓涂片显示造血干细胞髓系发育停滞在早

幼粒细胞阶段 , 进而导致其后各个阶段的细胞以及

成熟的中性粒细胞数目减少 [2]。中性粒细胞数目减

少会增加病原微生物的感染概率 , 因此CN患者在新

生儿时期便会罹患包括中耳炎、齿龈炎、皮肤感染、

肺炎、深部组织脓肿和败血症等在内的感染性疾病, 
疾病严重时导致患者死亡[2,6]。

CN在国内仅有少数小样本及个案报道, 尚无大

规模流行病学研究; 在欧美国家CN患病率约为百万

分之3至百万分之8.5, 实际测得的患病率通常取决

于以下几个因素 : 新生儿因感染或其他原因导致的

死亡率、患者的检出率以及特定致病变异的遗传模

式等[7-8]。由于大多数新生儿或婴儿患者都没有开展

全血细胞计数 , CN通常是由于发热以及反复发生的

急慢性感染而被检出的 , 这导致先天性粒细胞减少

症的患病率可能被低估。

重组G-CSF被用于临床治疗CN之前, 患者的死

亡率高达80%~90%[9]。重组G-CSF的应用极大地改

善了CN患者的生存质量并降低了患者的死亡率 (总
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表1   CN部分致病基因

Table 1   Partial disease-causing mutated genes in CN
基因

Gene
疾病

Diseases
其他临床表型

Other clinical features
遗传模式

Inheritance
频率

Frequencies

ELANE Severe congenital neutropenia, 
Cyclic neutropenia

Cyclic haematopoiesis, monocytosis, eosinophilia 
and evolution to AML or MDS

AD 45%

SLC37A4 Congenital neutropenia and glyco-
gen storage disease type Ib (GSDIb)

Evolution to AML or MDS
AR 12%

HAX1 Severe congenital neutropenia Evolution to AML or MDS AR   7%

G6PC3 Severe congenital neutropenia Thrombocytopenia and evolution to AML or MDS AR   2%

VPS13B Congenital neutropenia, Cohen 
syndrome

None 
AR   2%

TCIRG1 Severe congenital neutropenia None AD   2%

WAS Congenital neutropenia Monocytopenia, lymphopenia, reduced numbers 
of natural killer cells, abrogated phagocyte activity 
and evolution to AML or MDS

XL   2%

CXCR4 Congenital neutropenia and WHIM 
syndrome

B cell defects and hypogammaglobulinaemia
AD   2%

GFI1 Severe congenital neutropenia Lymphopenia and increased numbers of immature 
myeloid cells in the peripheral blood and evolution 
to AML or MDS

AD <1%

VPS45 Congenital neutropenia Anisocytosis and poikilocytosis, hypergammaglob-
ulinaemia, renal extramedullary haematopoiesis, 
bone marrow fibrosis, progressive anaemia and 
thrombocytopenia.

AR <1%

JAGN1 Severe congenital neutropenia Evolution to AML AR <1%

CSF3R Severe congenital neutropenia None AR <1%

USB1 Congenital neutropenia, Clericuzio-
type poikiloderma

None 
AR <1%

GATA2 Congenital neutropenia Severe monocytopenia, dendritic cell and natural 
killer cell deficiencies, aplastic anaemia and evolu-
tion to AML or MDS

AD <1%

STK4 Congenital neutropenia Monocytopenia and T cell and B cell lymphopenia AR <1%

CXCR2 Congenital neutropenia Myelokathexis due to impaired neutrophil release 
from the bone marrow to the peripheral blood AR <1%

体存活率超过80%)[10-11]。临床数据显示 , 使用重组

G-CSF治疗CN患者会使外周血中性粒细胞绝对值

增加至(或超过) 1×109/L, 并显著降低CN患者感染的

发作次数和严重程度 [12]。CN患者有继发性MDS或
AML的风险 , 对374名CN患者长达10年的跟踪调查

结果显示 , AML的累积发病率高达22%[13]。值得注

意的是, AML的累积发病率与CN患者的遗传变异无

关 , 而与重组G-CSF的使用剂量呈正相关。对重组

G-CSF反应较弱而需要使用高剂量的CN患者 , 在15
年后的白血病的累积发生率为 40%; 对重组G-CSF
反应强而使用低剂量的CN患者, 其在15年后的白血

病累积发生率仅为11%[14]。

2   CN的分子遗传学研究
根据国际 CN患者注册机构 (Severe Chronic 

Neutropenia International Registry, SCNIR)的数据

显示 (https://depts.washington.edu/registry/), 与CN有

关的遗传变异高达 300余个。相关的致病基因包括

ELANE(elastase)、HAX1(HCLS1 associated protein 
X-1)和WAS(Wiskott-Aldrich syndrome)等 , 本文以以

上3个基因为例, 分别介绍其引起先天性中性粒细胞

的分子机制和临床表现, 其他致病基因可见表1。这
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些遗传变异为理解CN的发病机制以及患者的分层

管理和精准医疗提供了重要依据。

2.1   ELANE基因显性杂合突变

ELANE基因显性杂合突变是CN最常见的遗传

突变, 大约45%的CN患者是由于ELANE基因显性杂

合突变所致 [15-16]。ELANE基因编码中性粒细胞弹

性蛋白酶 , 属于丝氨酸蛋白酶中的糜蛋白酶家族。

ELANE mRNA首先在内质网中翻译出中性粒细胞

弹性蛋白酶原 , 并在翻译过程中切割氨基端的27个
氨基酸形成中性粒细胞弹性蛋白酶 , 随后经过高尔

基体的分拣, 进一步转运至质膜或嗜天青颗粒中; 中
性粒细胞弹性蛋白酶可以通过降解不同类型的蛋白

质从而参与机体验证反应以及抵抗病原微生物的入

侵 [17]。根据人类基因突变数据库 (Human Gene Mu-
tation Database, HGMD)的统计显示 , 与CN有关的

ELANE基因突变高达225个, 包括错义突变(missense 
mutation)、无义突变 (nonsense mutation)、移码突

变 (frameshift mutation)、剪接位点突变 (splicing site 
mutation)、插入缺失 (insertion/deletion, indels)等突

变形式(图1)[18]。

2.2   HAX1基因隐性纯合突变

HAX1基因可以编码两种不同的剪接异构体, 
长度分别为279和231个氨基酸。基因型–表型研

究表明: 如果HAX1基因突变对两种蛋白亚型均

有影响, 比如p.Q190X和p.R86X, 会同时导致CN
以及神经系统症状, 包括精神发育迟滞或癫痫发

作等[19]; 如果HAX1基因突变仅对其中一种亚型

有影响, 比如p.W44X, 也会导致CN但不伴有神经

系统症状[19]。尽管HAX1蛋白几乎在所有类型的

组织中均有表达, 但是与其相互作用的蛋白[比如

HCLS1(hematopoietic cell-specific lyn substrate 1)]却
表现出显著的组织或细胞特异性[20]。HCLS1基因编

码一个造血谱系特异性蛋白, 是G-CSF受体信号转

导途径的重要衔接蛋白, 是中性粒细胞发育调控的

关键组分。HAX1基因突变可能是通过破坏HAX1蛋
白与HCLS1蛋白的相互作用, 进而使下游的信号通

路失活, 并最终导致中性粒细胞发育障碍[21]。

2.3   WAS基因X连锁隐性突变

WAS基因编码一种衔接蛋白 , 仅表达于造血

细胞内 , 其基本功能为调节肌动蛋白丝聚合反应。

WAS突变可引起WAS蛋白构象改变并持续激活 , 增
加肌动蛋白的多聚化并影响细胞的有丝分裂 , 从而

可以阻碍多谱系细胞的正常发育 , 包括中性粒细胞

发育障碍。具有WAS基因突变的CN患者临床表现为

中性粒细胞减少 , 以及骨髓发育不良或其他系细胞

减少等, 同时有向AML或MDS转化的倾向[22]。

除上述 3个基因外 , 其他基因如 SLC37A4[23]、

CXCR4[24]、USB1[25]突变同样会导致CN的发生 , 但
由于其在人群中出现频率较低, 致病机制不明确, 并
且同一突变导致其他临床表型 , 因此不再对其进行

综述[2]。

3   CN的病理机制
研究表明, 不同的CN基因突变会作用于不同的

信号通路 (图2), 但它们可能会通过相同的或相似的

病理机制引起中性粒细胞发育障碍[26]。

3.1   髓系前体细胞内质网应激和细胞凋亡

在髓系细胞中 , 突变的中性粒细胞弹性蛋白酶

数据来源于人类基因突变数据库(HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.uk/)。
 Data was retrieved from the Human Gene Mutation Database (HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.uk/).

图1   与CN有关的ELANE基因突变

Fig.1   ELANE gene mutation associated with CN
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Promoter

Nonsense mutation
Missense mutation
KOZAK sequence
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ATG mutation
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22 74 122

Untranslated region Exon Intron

199 2671
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不能被正确折叠、加工、分泌或降解 [27]。在胞质内

异常积聚或在内质网上定位错误的突变的中性粒细

胞弹性蛋白酶会通过激活 IRE1α、ATFP6和PERK受

体信号转导通路 , 诱发内质网应激并激活非折叠蛋

白反应 , 从而促进细胞凋亡 (图2A)[28-29]。与中性粒细

胞弹性蛋白酶的表达开始于早幼粒细胞阶段相一致 , 
CN患者的骨髓涂片揭示造血干细胞的发育停滞在

早幼粒细胞阶段 [30]。非折叠蛋白反应激活的程度与

ELANE基因突变类型和位点密切相关 , 这可能取决于

中性粒细胞弹性蛋白酶异常折叠的严重程度 [29]。与

ELANE基因突变类似 , G6PC3基因突变也会导致内

质网应激 , 相关证据包括GRP78表达水平升高以及

eIF2A磷酸化水平升高 [31]。值得注意的是 , 并不是

所有的ELANE基因突变都会通过UPR导致内质网应

激。COREY教授等[32]在小鼠32D细胞系和人NB4细
胞系中过表达ELANE突变蛋白 (p.G185R), 却并没
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A: 携带错义突变或其他形式突变的Elastase蛋白在内质网中不能被正确折叠UPR, 导致UPR相关通路被激活, 引发细胞凋亡。B: HAX1等基

因突变可阻断稳态的G-CSF受体信号转导途径, 导致中性粒细胞发育障碍; 而重组G-CSF补充治疗可以激活C/EBPβ(CCAAT/enhancer binding 
protein β)介导的中性粒细胞紧急生成途径。C: 髓系发育相关转录因子失调导致髓系细胞发育失调, 表现为为中性粒细胞的数目减少, 而单核细

胞数目增加。

A: mutant Elastase cannot be folded correctly in endoplasmic reticulum (ER), thus triggering unfolded protein response, related pathway activation and 
cell death. B: HAX1 mutations and other mutations can block the steady-state G-CSF receptor signaling pathway, leading to impairment of neutrophil 
development; G-CSF supplement can turn on emergency granulopoiesis through activating the C/EBPβ pathway. C: dysregulation of myeloid-related 
transcriptional factors may lead to unbalanced myeloid cells development, as evidenced by a decrease in the number of neutrophils and an increase in 
the number of monocytes.

图2   CN的病理机制

Fig.2   The pathological mechanisms of CN



198 · 专刊 · 血液学研究新进展 ·

有发现UPR以及早幼粒/中幼粒细胞细胞死亡; 相反, 
他们发现ELANE突变蛋白 (p.G185R)是通过改变细

胞的转录组水平进而影响早幼粒细胞向中性粒细胞

分化的。

此外, HAX1基因突变也会导致髓系前体细胞

凋亡, 相关实验证据包括BCL-2(apoptosis regula-
tor BCL 2)、BCL-XL(BCL 2  associated agonist of cell 
death)和BIRC5(baculoviral IAP repeat-containing pro-
tein 5)基因表达水平降低, 以及BFL1(BCL 2  related 
protein A1)和MCL 1(MCL1 apoptosis regulator, BCL-
2 family member)基因表达水平升高[33-34]。HAX1基
因突变还可能通过线粒体途径导致髓系前体细胞

死亡, 具体机制为HAX1基因突变会导致线粒体释放

的细胞色素c增加, 引起线粒体功能失调[19]。此外, 
JAGN1和SLC37A4基因突变同样会引起髓系前体细

胞内质网应激和凋亡, 导致中性粒细胞发育障碍[35]。

3.2   G-CSF受体信号转导途径

G-CSF受体信号通路是调控造血干细胞髓系

发育和中性粒细胞生成的关键调控机制。部分CN
的致病基因编码的蛋白位于G-CSF受体信号通路

中, 提示G-CSF受体信号失调可能是CN的主要致病

机制[36]。值得注意的是, G-CSF受体信号通路失调

发生在G-CSF受体的下游, 多与HAX1基因突变有

关, 其最终结果是导致粒细胞发育稳态失衡; 与之相

对应的是, 临床上使用高浓度重组G-CSF治疗剂量

可以显著提高CN患者骨髓和外周血中性粒细胞的

数目, 其机制可能是对粒细胞发育紧急通路的激活

作用(图2B)[36]。而对于携带CSF3R突变的CN患者, 
G-CSF治疗则敏感度不高。

3.3   髓系发育相关转录因子表达失调

除了中性粒细胞减少之外, 大多数CN患者还会

同时表现出单核细胞和嗜酸性粒细胞数目增加[37]。

在髓系发育过程中, 单核细胞、中性粒细胞和嗜酸

性粒细胞的生成受到转录因子及其他因素的动态调

节。在CN患者中, 与中性粒细胞发育密切有关的转

录因子C/EBPα的表达水平显著降低, 而与单核细胞

发育有关的转录因子PU.1并没有显著改变[38-39]。因

此, 在转录因子的调节下, 髓系祖细胞会更多地发育

为单核细胞(图2C)。此外, DNA结合蛋白抑制分子

ID-1作为转录调控因子会促进中性粒细胞的发育并

同时抑制嗜酸性粒细胞的发育。在中性粒细胞减少

症患者中, 由于ID-1的表达出现明显下调, 因此嗜酸

性粒细胞数量会相对增多[40]。

4   CN的临床干预策略
重组G-CSF补充是几乎所有先天性中性粒细胞

减少患者的首选治疗方法, 对于已经出现严重细菌

或真菌感染的SCN患者应尽快开展重组G-CSF补充

和抗生素联合治疗。大多数CN患者在接受G-CSF
治疗之后, 其外周血中性粒细胞的数目都能维持在

正常或者接近正常水平(>1×109/升)[41]。值得注意的

是, 虽然重组G-CSF补充可以逆转CN患者外周血中

性粒细胞缺乏, 但中性粒细胞的功能并不能完全恢

复, 比如患者来源的中性粒细胞常表现出氧自由基

产生缺陷和体外趋化活性降低等问题[3,42]。此外, 重
组G-CSF补充治疗会显著增加先天性中性粒细胞, 
减少患者罹患AML或MDS的风险[43]。

异基因造血干细胞移植是CN患者的另一治疗

方法。统计数据表明, 接受异基因造血干细胞移植

的CN患者的5年生存率高达80%[31,44]。尽管如此, 异
基因造血干细胞移植仍然面临以下问题, 比如由急

性或慢性移植物引起的抗宿主病、细菌或真菌感染, 
以及化疗或放疗导致的AML或其他继发性恶性肿

瘤风险增加等。此外, 缺少人类白细胞抗原(human 
leukocyte antigen, HLA)相合供体是异基因造血干细

胞移植面临的较大阻碍, 而移植后发生的移植物抗

宿主病(graft versus host disease, GVHD)是移植患者

预后不良的主要原因。

5   CN的基因治疗
近年来, 以CRISPR/Cas为代表的基因编辑技术

的快速发展为遗传性血液系统疾病的治疗开辟了新

的思路[45]。利用基因编辑技术对遗传性血液系统疾

病患者来源的造血干细胞的遗传变异进行修复, 再
将修复之后的造血干细胞回输进患者体内, 可以有

效治疗包括镰状细胞贫血和血友病在内的遗传性血

液系统疾病[46-47]。由于基因治疗利用患者自体造血

干细胞进行基因编辑, 能够有效避免免疫排斥反应, 
并且由于自体造血干细胞缺乏免疫原性, 可以显著

降低移植前的预处理强度, 因此具有广阔的应用前

景。

5.1   CRISPR/Cas基因编辑系统与CN的基因治疗

传统的基因编辑技术是通过宿主细胞的同源重

组(homologous recombination, HR)系统整合具有同源
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序列的基因片段来实现基因编辑的 [48]; 然而 , 同源重

组的低效率限制了其在基因编辑领域的应用。随着

基因编辑技术的不断发展 , 核酸酶介导的基因编辑

技术开始被广泛应用 , 该技术通过特异性地识别并

裂解靶DNA双链 , 激发细胞内源性的修复机制来实

现基因编辑 ; 相关的修复机制包括同源介导的DNA
双链修复 (homology-directed repair, HDR)[49]、非同

源末端连接 (non-homologous end joining, NHEJ)[50]以

及微同源介导的末端连接 (microhomology-mediated 
end joining, MMEJ)[51]。目前用于基因编辑的核酸酶

主要包括以下几类: 巨核酶(meganucleases)、锌指核

酸酶 (zinc-finger nucleases, ZFNs)和转录激活因子样

效应核酸酶(transcription-activator-like effector nucle-
ases, TALENs)和规律间隔成簇短回文重复序列及

其相关核酸酶 [(clustered regularly interspaced short 
palindromic repeats (CRISPR) arrays and CRISPR-

associated (Cas) proteins)]等[52](图3)。
由于先天性中性粒细胞的遗传模式及其遗传变异

都相对比较清楚, 国内外多家实验室已经开始利用CRIS-
PR/Cas基因编辑技术对其进行基因治疗。ELANE基因杂

合突变是先天性中性粒细胞最常见的致病突变 [53]。理

论上讲 , 利用基因编辑技术修复ELANE基因致病突变

就可以改善先天性中性粒细胞的临床表型 , 从而达到

治疗的目的。TRAN及其同事[54]通过CRISPR/Cas基因

编辑技术对ELANE基因4号外显子上的点突变(c.515 
T>C)进行了修复。其基本思路为在 sgRNA的引导

下, 利用CRISPR/Cas9核糖核蛋白复合物(ribonucleic 
protein, RNP)在上述点突变附近进行切割 , 再通过

AAV将含有正常4号外显子序列的DNA模板导入细

胞中 , 利用HDR机制对上述突变进行纠正。尽管该

方法理论上可以对所有的遗传变异进行精确修复 , 
但是其在临床应用上却存在以下问题。首先 , 与CN

图3   核酸酶介导的基因编辑技术(根据参考文献[52]修改)
Fig.3   Nuclease-mediated gene editing technologies (modified from reference [52])
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有关的ELANE基因突变多达300余个(图1), 靶向不同

的基因突变需要设计特异性的sgRNA以及DNA供体

模板。由于具有特定ELANE基因突变的CN患者数

量有限 , 因此针对不同基因突变开发的基因治疗策

略在临床上的应用价值十分有限。另外 , HDR效率

低且不稳定(0.45%~57.00%), 进一步限制了其在临床

上的应用[55]。

为了开发可以治疗CN的通用型基因编辑策略, 
哈佛医学院的BAUER教授团队[30]通过对ELANE基
因整个外显子区域进行高通量文库筛选, 发现靶向

ELANE基因早期外显子(1~3号外显子)的基因编辑

可以产生移码突变, 并能触发无义介导的mRNA降

解(nonsense-mediated decay, NMD)进而降低ELANE
蛋白的表达; 而造血干细胞在不表达或者低表达

Elastase蛋白的情况下仍然能正常发育为具有完整

功能的中性粒细胞[56-57]。无独有偶, 德国蒂宾根大

学的SKOKOWA教授[58]也报道了类似的基因治疗策

略。除了靶向ELANE基因早期外显子之外, BAUER
教授团队[30]还发现, 在ELANE基因晚期外显子(4号
外显子末端和5号外显子)引入缺失2个碱基的移码

突变可以显著降低ELANE mRNA的翻译效率, 降低

ELANE突变蛋白的表达水平。理论上, 上述两种方

法对ELANE基因所有的致病突变都具有治疗效果, 
因此具有很高的临床应用价值。

HAX1基因是CN的另一个重要的致病基因[59]。

与ELANE基因突变的遗传模式不同, HAX1基因突变

为常染色体隐性遗传, 因此导入正常的HAX1基因理

论上就可以恢复CN的临床表型, 达到治疗目的。来

自日本东京大学的研究团队发现使用慢病毒载体将

HAX1正常基因型cDNA导入CN患者来源的细胞中, 
可以有效恢复中性粒细胞的发育[60]。此外, 哈佛医

学院的KLUSMANN教授[61]还尝试利用HDR方式在

患者来源的诱导多功能干细胞(induced pluripotent 
stem cell, iPSC)模型中对HAX1基因突变(HAX1W44X)
进行修复, 也取得了良好的治疗效果。

5.2   单碱基编辑和先导基因编辑系统在CN基因

治疗中的潜在应用

催化受损的SpCas9核酸酶 (dCas9或 nCas9)还
可以与碱基修饰酶 (胞苷脱氨酶或腺嘌呤脱氨酶 )结
合构建胞嘧啶碱基编辑器 (C:G-to-T:A Base Editor, 
CBE)或腺嘌呤碱基编辑器 (A:T-to-G:C Base Editor, 
ABE)[62-63]。CBE可以将C•G碱基对转换为T•A碱基

对, ABE可以将A•T碱基对转变成G•C碱基对。因此, 
现有的单碱基编编辑可以介导4种单碱基转换, 包括

C到T、A到G、T到C以及G到A。在单碱基编辑器

出现之前 , 在基因组中引入精确的点突变只能通过

HDR来实现 , 然而HDR仅发生在细胞周期的G2和S
期。为了进一步扩大基因编辑的应用范围 , 哈佛大

学的研究者开发了先导编辑器(prime editor), 它可以

实现所有12种可能的碱基替换或转换以及多达44个
碱基的基因插入和80个碱基的基因删除 [64-65]。有关

CRISPR/Cas基因编辑的基本原理及其在生物医学

研究中的应用, 请参考其他综述[45,66-67]。

由于仍有部分CN患者的患病机制尚未被阐明 , 
仍有尚未发现的点突变和移码突变等 , 所以新开发

的单碱基编辑和先导基因编辑系统为CN的基因治

疗提供了新的思路。虽然这些新工具的治疗潜力已

经在多项研究中得到证实, 但正如CRISPR-Cas9核酸

酶和之前的其他基因编辑模式一样 , 新技术的临床

应用在安全性和体内疗效方面仍面临很多挑战 [68-69]。

比如碱基编辑有时会在目标碱基上产生错误的编

辑 , 或者通过对目标序列中的非目标碱基的编辑而

产生旁观者的突变 , 而先导编辑虽然有更高的准确

率和更低的Indels频率, 但其效率不高。基因编辑疗

法的长期副作用的主要关注点在癌变或癌前病变的

脱靶编辑[70]。

6   总结与展望
自上世纪 80年代以来 , CN在疾病诊断、遗传

学和分子机制方面已经取得了快速进展。尽管重组

G-CSF补充治疗和异基因造血干细胞移植显著提高

了CN患者的存活率(>80%), 但会显著增加患者出现

继发性骨髓增生综合征或AML的风险。CN的分子

机制不明确严重制约了药物或基因治疗的研发。携

带特定基因突变的患者来源的 iPSC或者采用CIR-
SPR基因编辑技术在正常人造血干细胞中模拟基因

突变可以为CN的分子机制研究提供理想的细胞模

型 [28,71]。携带ELANE基因突变的 iPSC研究表明 , 中
性粒细胞弹性蛋白酶抑制剂 sivelestat可以促进早幼

粒细胞向成熟的中性粒细胞分化[28]。因此, sivelestat
可能是CN的一个替代或辅助治疗。此外 , 利用基因

编辑技术将CN患者来源的造血干细胞进行突变修

复再结合自体造血干细胞移植在理论上可以解决所

有的遗传性血液系统疾病 , 尽管将造血干细胞基因
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治疗商业化仍然具有很高的挑战性。
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