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摘　要：随着人类基因组计划完成，人类遗传信息的解码推动着疾病诊疗迈入基因组学时代。许多医学领

域中的“罕见病”和“不治之症”也被逐渐揭开了神秘的面纱，越来越多的疾病被确证为遗传性疾病。

2012 年，CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated enzyme) 基
因编辑技术的发现和应用，是近十年生物医学领域最具革命性的突破之一。该技术具有简便、高效、适用

性广泛等特点，不但被广泛应用于基因功能研究，而且也在遗传病的基因治疗临床试验上取得重要进展。

针对遗传背景明确的单基因遗传病，CRISPR/Cas 可通过对目的 DNA 序列进行精准靶向编辑，实现对内源

基因序列的改变或者基因功能的重新调控，为治愈部分重大遗传性疾病提供了新的工具和治疗策略。目前，

多个基于 CRISPR/Cas 技术研发的基因药物已经进入临床试验，并取得了令人鼓舞的阶段性成果。本文就

目前已公布临床试验的基因编辑药物研究进展进行回顾与展望。
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Abstract: With the completion of the Human Genome Project, the decoding of human genetic information promotes 
the diagnosis and treatment of diseases into the era of genomics. Many "rare diseases" and "incurable diseases" have 
also been gradually unveiled, and more and more diseases have been confirmed as genetic disorders. Clustered 
regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-associated enzyme (CRISPR/Cas) gene editing technology 
which was discovered and applied in 2012 has been proved to be one of the most breakthroughs in the biomedical 
field in the past decade. With the characteristics of simplicity, high efficiency and a wide range of applicability, this 
technique has not only been widely used in the study of gene function, but also made important progress in clinical 
trials of gene therapies for genetic disorders. For monogenic disorders with clear genetic background, CRISPR/Cas 
can change the endogenous gene sequence or re-regulate the gene function through editing the target DNA sequence 
precisely to cure this kind of genetic disorders. Up to now, several drugs based on CRISPR/Cas technology have 
been studied in clinical trials, and achieved encouraging results. In this paper, we review and prospect the research 
progress of gene editing drugs in clinical trials. 
Key words: genetic disorders; gene editing; CRISPR/Cas9; clinical trials 

对人类基因组信息认识的进步逐步加深了人们

对疾病与基因关系的理解。这些疾病可能源于基因

序列的改变，如单基因突变 ( 单基因遗传性疾病 )、
多基因突变 ( 多基因遗传性疾病 ) 或染色体变异，

也可能源于基因的表观遗传修饰变化，比如 DNA
甲基化、组蛋白修饰和非编码 RNA 的作用等 [1]。

基因序列改变引起的遗传性疾病通常具有明显的家

系遗传特征。因此，对病患家系的 DNA 进行测序

分析，可明确致病基因突变的详细信息，以及特定

遗传变化 ( 基因型 ) 与疾病严重程度之间的相关

性 [2]。其中，单基因遗传病的遗传学背景相对简单，

在基因诊断和基因治疗领域具有较高的可操作性。

目前已知的单基因疾病超过 4 000 种 (www.omim.
org/statistics/geneMap)，依据疾病严重程度分为三

类：第一类为致死性单基因疾病，如 β- 地中海贫

血 (β-mediterranean anemia)、镰刀型细胞贫血病 (sickle 
cell disease, SCD)、家族性淀粉样变性 (transthyretin 
amyloidosis, ATTR)、亨廷顿舞蹈症 (Huntington chorea, 
HD) 等；第二类为严重但非致命性疾病，代表性的

如莱伯氏先天性黑朦症 (Leber’s congenital amaurosis, 
LCA) 等；第三类为非严重且可控的类型，如红绿

色盲 (red-green colorblindness) 等 [3]。

临床上，遗传性罕见病面临着难诊断、治疗成

本高昂，且绝大多数遗传性罕见病缺乏有效的临床

疗法等问题，是现代医学中难以攻克的巨大挑战 [3-4]。

尽管目前少数遗传性罕见病可以通过器官移植治愈

或者使用小分子药物进行干预从而缓解疾病症状，

但合适移植供体的缺乏限制了患者的治愈机会，而

长期服药的经济压力以及药物副作用也为患者的长

期治疗带来巨大的负担和痛苦。基因诊断和基因疗

法的发展为这类疾病的病理研究和临床治疗带来了

新的曙光，尤其是基因编辑工具的出现，为精准医

疗提供了重要的“手术刀”。利用基因编辑技术破坏、

替换或校正致病性基因突变等策略实现对内源基因

功能的重新调控，为治愈这些遗传性疾病提供了新

的方案 [5-6]。本文将就 CRISPR/Cas 基因编辑技术在

人类遗传性疾病治疗方面的研究者发起的临床试验

研究的进展进行回顾与展望。

1　CRISPR/Cas基因编辑工具的原理、类型及

其在疾病研究与治疗中的应用

1.1　CRISPR/Cas介导的基因组编辑原理概述

CRISPR/Cas 是存在于细菌与古细菌中的一种

获得性免疫系统，CRISPR RNA (crRNA) 和单个或

多个具有核酸酶活性的 Cas 蛋白形成 crRNA- 核糖

核蛋白 (crRNP) 效应子复合物，在防止外源 DNA
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如病毒或质粒入侵与整合的过程中发挥至关重要的

作用 [7]。随着 Cas 蛋白的发现和重组 DNA 技术的

应用，研究者们对 CRISPR/Cas 系统进行了整合改

造，并将其作为基因组编辑的工具使用。目前应用

最广泛的是 CRISPR/Cas9 系统，包括 crRNA、trans- 
activating crRNA (tracrRNA) 和 Cas9 蛋白 [8-9]。crRNA
可通过碱基互补配对特异性识别基因组上的靶

位点，与 tracrRNA 协同招募并稳定 Cas9 蛋白。科

学家进一步将 crRNA 与 tracrRNA 融合形成单向导

RNA (single guide RNA, sgRNA)，从而简化了 CRISPR/
Cas 系统的设计流程 [10]。此外，Cas9 蛋白活性还受

到原间隔序列临近基序 (protospacer-adjacent motif, 
PAM) 的限制。Cas9 蛋白扫描保守的 PAM 序列后，

crRNA特异性结合靶位点，并激活Cas9的切割活性，

造成 DNA 双链断裂 (double-strand breaks, DSBs)。
改变 crRNA 中与靶序列互补配对的 20 个核苷酸可

使 CRISPR/Cas9 系统靶向全基因组范围内具有

PAM 特征的不同 DNA 序列。

靶标 DNA 序列被切割后，细胞会招募内源性

修复机制相关蛋白在双链断裂位点进行 DNA 序列

修复，包括插入、缺失或碱基替换 ( 图 1)。该过程

所涉及的 DSBs 修复机制主要包括两种，非同源末

端连接 (nonhomologous end joining, NHEJ) 和同源

定向重组 (homology directed repair, HDR)。非同源

末端连接 (NHEJ)，即将两个断裂的 DNA 片段直接

连接在一起，这种不完美修复过程通常会引起核

苷酸的随机插入或缺失 (insertion and deletion, indel)，
进而导致原始 DNA 序列发生移码突变或提前终止，

达到直接敲除蛋白编码基因从而沉默基因表达或

靶向破坏基因表达调控元件以沉默或激活下游基因

表达的效果；此外，利用两条 sgRNA 同时引导切

割同一染色体臂上的两个不同部位产生 DSB 并引

发 NHEJ 修复，可导致特定基因或调控元件的 DNA
序列被删除或发生反转。基于单个 DSB 或双 DSB
突变引发 NHEJ 修复的基因组编辑方案是临床治疗

遗传疾病的主要开发策略
[5]。同源定向重组 (HDR)

图1  CRISPR/Cas9系统编辑产物类型及应用
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修复则可将外源性 DNA 片段插入基因组的特定位

置，从而实现精确的基因替换或插入新的基因。

NHEJ 活跃于整个细胞周期中，并在分裂与不分裂

细胞中均被观察到，可实现靶细胞群中特定 DNA
序列的敲除或定点修饰。相比于 NHEJ，HDR 过程

仅活跃于分裂细胞的 S/G2 后期阶段，在动物胚胎

和体内组织中发生的概率极低，基于该策略的插入

诱变效率仅为 0.5%~20%，这也极大地限制了该策

略在临床治疗研究中的应用 [6, 11]。

1.2　CRISPR/Cas基因编辑工具的类型

自然界的 CRISPR/Cas 类型丰富多样，依据其

蛋白效应物类型可分为 2 类，细分为 6 种类型及多

种亚型。其中 1 类包含 I、III、IV 型，其典型特征

为具有多蛋白效应复合物，广泛存在于细菌与古细

菌中，约占已发现的 CRIPSR 类型的 90% ；2 类包

含 II、V、VI 型，含有单一蛋白效应物，占已发现

的 CRIPSR 类型的 10% 左右 [12]。II 型 CRISPR 系统

中源于酿脓链球菌 (Streptococcus pyogenes) 的 Cas9 
(S. pyogenes Cas9, SpCas9) 是目前基因编辑领域应

用最为广泛的编辑工具 [13]。而 SpCas9 的同系物，如

Cas12a (Cpf1)[14]、SaCas9 (Staphylococcus aureus Cas9)[15]、

CjCas9 (Campylobacter jejuni Cas9)[16]、NmeCas9 (Neisseria 
meningitidis Cas9) 与 Nme2Cas9[17] 等，它们具有独

特的 PAM 识别序列或更短的蛋白质编码序列，进

一步拓展了 CRISPR/Cas 系统的靶向范围和应用

前景。

基于 CRISPR/Cas9 衍生的一系列基因编辑工

具，则使基因编辑技术的应用不再局限于单纯的

DSBs 及其修复。CRISPR 干扰 (CRISPR interference, 
CRISPRi) 系统将 Cas9 蛋白改造为无核酸酶活性的

Cas9 (dCas9)，从而在不切割的情况下识别并结合

所选的 DNA 序列，并阻止聚合酶或其他转录因子

与靶 DNA 结合，最终抑制了基因的表达；dCas9
与转录抑制子 ( 如 Kruppel associated box, KRAB)
融合后特异性结合靶基因的转录起始位点，也可实

现目的基因的表达沉默 [18]。相反，dCas9 与转录激

活子的直接结合，或与一连串短肽结合以招募多个

转录激活子的策略，则可用于实现靶基因转录起始

位点附近转录激活子的招募，从而用于激活目的基

因 (CRISPR activation, CRISPRa)[18-19]。

将CRISPR/Cas系统中dCas9或Cas9切口酶 (Cas9 
nickase, nCas9) 与胞嘧啶脱氨酶或腺苷脱氨酶融合

组成胞嘧啶单碱基编辑器 (cytidine base editor, CBE)
或腺嘌呤单碱基编辑器 (adenine base editor, ABE)，

可在不引入 DSBs 的情况下对靶位点进行精确的 A/
T 与 G/C 间的转换 [20-21] ，因而有望用于修复各种单

基因疾病中的特定单碱基突变。此外，David R. Liu
团队于 2019 年报道了一种具有广泛治疗潜力的新

基因编辑器 —— 先导编辑器 (prime editor, PE)。PE
由 nCas9- 逆转录酶融合蛋白与 pegRNA (prime editors 
guide RNA) 组成，其中 pegRNA 包含 sgRNA、引

物结合位点 (prime binding site, PBS) 和携带靶向位

点编辑信息的反转录模板。在 pegRNA 中 sgRNA
的引导下，nCas9 切口酶切断含 PAM 的靶 DNA 链，

断裂的靶 DNA 链与 pegRNA 的 3′末端 PBS 序列互

补并结合，之后在逆转录酶作用下将反转录模板携

带的目的突变引入目标基因序列中；PE 可在不引

入 DSBs 的情况下介导靶向插入、缺失以及所有 12 种

可能的碱基转换和颠换，具有更大的靶向灵活性
[22]。

CRISPR/Cas 系统也可进行 RNA 编辑，如 Cas13
可在 crRNA 引导下与靶 RNA 结合，并激活其内在

RNase 活性以实现靶 RNA 切割，从而抑制基因表

达 [23] ；将 dCas13 与作用于 RNA 的腺苷脱氨酶或胞

嘧啶脱氨酶融合表达，则可实现靶向 RNA 的单碱

基编辑 [24]。

1.3　CRISPR/Cas在疾病研究与治疗中的应用概述

目前，CRISPR/Cas 技术已被广泛应用于细菌、

植物、动物和人的细胞编辑，并在人类遗传性疾病

模型的快速构建与治疗疾病的策略研究中表现出了

巨大的优势。一方面，通过直接注射 sgRNA 和

Cas9 或 ABE、CBE 的 mRNA 至胚胎中进行基因组

编辑，以生成小鼠 [25-26]、大鼠 [27]、猪 [28-30] 及食蟹

猴 [31] 等人类疾病模型，或对人诱导性多能干细胞

(induced pluripotent stem cells, iPSCs) 进行基因编辑

并诱导其分化，为特定遗传性疾病构建体外疾病模

型 [32-33]，提高了体内或体外疾病模型构建的效率，

为鉴定疾病发生机制提供了更加理想的平台。另一

方面，通过电穿孔递送 CRISPR/Cas9 系统至分离

的原代细胞如 T 细胞、造血干细胞等进行体外基

因编辑 [34-35]，及通过病毒载体 ( 如慢病毒、腺相关

病毒 )[36-37] 或非病毒载体 ( 如脂质纳米颗粒、类病

毒 )[38] 递送 CRISPR/Cas9 系统至特定的组织和细

胞中以进行体内基因编辑，展现了基因编辑疗法

在人类单基因疾病及多基因疾病或非遗传性疾病治

疗干预上的巨大潜力，为基因编辑的临床转化奠定

了基础 [39]。

随着基因编辑疗法的不断发展与完善，一些基

于 CRISPR/Cas9 的临床试验正在进行中或即将启
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动，其中大多数是通过体外编辑的策略制造嵌合抗

原受体 T 细胞 (CAR-T) 并用于治疗癌症；少数是针

对遗传性疾病，并以针对血液类疾病 ( 如 SCD 与 β-
地中海贫血症，NCT03745287N/CT03655678) 的体

外基因编辑疗法为主，极少数是针对遗传性眼科疾

病 (1 项用于治疗 LCA10，NCT03872479) 和肝靶向的

体内基因编辑疗法 (1项用于治疗ATTR，NCT04601051) 
( 图 2)。

2　基于CRISPR/Cas9基因编辑疗法的研究者

发起的临床试验

2.1　电穿孔递送CRISPR/SpCas9治疗β-地中海贫

血症的临床试验进展

2.1.1　β-地中海贫血症概述

β- 地中海贫血症是由 β- 珠蛋白 (hemoglobin 
subunit beta, HBB) 基因或其侧翼序列发生点突变、

短片段插入或缺失造成的单基因遗传病 [40]。β- 地中

海贫血症患者体内表现为 β- 珠蛋白的合成减少 (β+)
或缺失 (β0)，成人血红蛋白 (adult hemoglobin, HbA)
中 α- 珠蛋白链与 β- 珠蛋白链间的合成失衡，因此

造成了 α- 链的冗余、聚集及沉积，并最终造成溶血、

无效造血及铁过载，并对人体各器官产生严重损

伤 [40-41]。流行病学统计显示，β- 地中海贫血症高发

于地中海区域、中东、中亚及东南亚等地区 [40]。而

我国大陆地区 β- 地中海贫血症的患病率为 2.21%，

部分地区如粤北地区患病率可高达 6.34%[42]。

临床上，β- 地中海贫血的常规治疗手段为输血

配合铁螯合治疗。利用小分子药物，如羟基脲

(hydroxyurea)[43]、5- 氮杂胞苷 (5-azacytidine )[44]、组

蛋白脱乙酰酶抑制剂 (histone deacetylase inhibitors, 
HDAC)[45] 和沙利度胺 (Thalidomide)[46] 等诱导患者

成体保持高胎儿血红蛋白 (fetal hemoglobin, HbF) 表
达，可缓解患者体内 α- 珠蛋白链冗余情况，减轻 β-
地中海贫血症的症状，并降低患者治疗成本。尽

管如此，造血干细胞移植 (hematopoietic stem cell 
transplantation, HSCT) 仍是 β- 地中海贫血症唯一的

治愈性治疗手段。但事实上，仅 30% 的患者拥有免

疫相容的人类白细胞抗原 (human leukocyte antigen, 
HLA) 匹配同胞供体以供移植 [47]，大部分患者仍缺

乏有效的治愈性治疗手段。

采用基因修饰后的自体造血干细胞 (hematopoietic 
stem cells, HSCs) 进行 HSCT 可有效规避供体限制

及移植物抗宿主病，是一种适用于绝大部分患者的

治疗手段。其中，采用基因替代疗法，即利用慢病

毒载体递送具有正常功能的 βA-T87Q- 珠蛋白至患者

来源 HSCs 中，能有效降低患者输血需求 [48-50]。基

于该原理开发的 Zynteglo 于 2019 年 9 月由欧盟委

员会批准上市 [51]，但因慢病毒载体存在随机整合带

来的潜在致癌风险，以及对该药的生产制造工艺存

在质疑而被多次叫停；此外，该药物在此前的临床

试验中的疗效持久性、治疗潜力尚不明确，其应用

效益仍有待时间的验证。相比之下，利用基因编辑

图2  基于CRISPR/Cas技术的成体基因编辑疗法常用策略
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技术可实现永久性的自体 HSCs 位点特异性基因修

饰，在治疗 β- 地中海贫血领域表现出巨大的潜力。

目前，β- 地中海贫血症的基因编辑疗法常采用两种

策略：诱导胎儿血红蛋白 HbF 表达和对 HBB 基因

突变进行精确修复 [52]。

2.1.2　诱导HbF表达的基因编辑疗法治疗β-地中海

贫血症

诱导 HbF 表达是临床上常规的 β- 地中海贫血

治疗策略。通常，人体在出生后 6~24 个月时完成

HbF 向 HbA 的血红蛋白转换，最终 HbF 表达水平

降至约 1%[53]。而遗传性胎儿血红蛋白持续存在症

(hereditary persistence of fetal hemoglobin, HPFH) 患
者出生后 HbF 保持高表达水平 [54]。当 HPFH 相关

突变与 HBB 突变共遗传时，高表达的 γ- 珠蛋白能

中和 α- 珠蛋白链的冗余，减轻 β- 地中海贫血症的

症状 [55]。利用基因编辑诱导 HbF 表达的治疗策略

适用于各种 HBB 突变患者的治疗，目前常用策略

包括下调 γ- 珠蛋白转录抑制因子的表达水平和模拟
Gγ 和 Aγ- 珠蛋白启动子区突变。

转录抑制因子 BCL11A 是 γ- 珠蛋白表达沉默

的重要调节因子 [56]，通过基因编辑技术靶向破坏

BCL11A 的红系增强子区，可实现红系细胞特异性

BCL11A 敲低，并减少对淋巴细胞的分化成熟及造

血干细胞移植后造血重建过程的影响 [57-59]。其中，

BCL11A 内含子 +58 区包含一个重要的红系增强子，

其中存在一个 Half E-box/GATA1 结合基序 (CTGN7-9 

WGATAR) 的核心区域，是靶向下调 BCL11A 表达

诱导 HbF 高表达的理想靶点 [60-61]。目前已有多项基

于靶向破坏 BCL11A 红系增强子位点的治疗方案进

入临床研究阶段。其中，CRISPR Therapeutics 与合作

伙伴福泰制药 (Vertex)开发的CTX001 (NCT03655678)、
博雅辑因 ET-01 (NCT04925206) 和上海邦耀 (NCT-
04211480) 通过电穿孔方式递送 CRISPR/Cas9 系统

至 CD34+ HSCs 中，最终可在 BCL11A 红系增强子

区诱导约 80% 的 indels，γ- 珠蛋白表达水平显著升

高 [62-63]。CTX001 的 I/II 期临床试验显示，第一例

患者移植一年后骨髓及外周血细胞中仍保持 60%
以上的编辑效率，在治疗后第 18 个月仍持续维持

脱离输血的状态，具有临床治疗意义 [62]。截至

2021 年 3 月，CTX001 产品的 I/II 期临床试验已完

成 15 位地贫患者治疗 ( 年龄 18~32 岁，平均 23 岁 )，
患者给药后随访时间为 4.0~26.2 月 ( 中位 8.7 月 )，
15 例患者全部达到摆脱输血的状态 (2021 年欧洲血

液学年会，EHA 会议 )。而健康供体来源 ET-01 在

移植至免疫缺陷 NPG 小鼠后表现出长期增殖及分

化能力，目前相关 I 期临床试验仍在进行 [63]。2022
年 8 月，华东师范大学吴宇轩团队联合中南大学湘

雅医院及上海邦耀共同发布了 NCT04211480 的 I/II
期临床试验的初期结果，两名受试患儿移植后 18
个月时的 HbF 含量分别为 159.8 g/L 及 142.7 g/L，
至数据投稿时已脱离输血依赖超过 16 个月 [64]。此

外，两名患儿的铁过载现象也有所改善，试验暂未

发现明显副作用。Sangamo Therapeutics 的 ST-400 
(NCT03432364) 则通过电穿孔递送锌指核酸酶 (zinc 
finger nuclease, ZFN) 系统以破坏 BCL11A 红系增强

子区，I/II 期临床初步数据显示移植后患者 HbF 表

达水平升高，移植后 6 个月时外周血单核细胞中

BCL11A 红系增强子区 indels 仍处于可检测水平，

但所有患者均未摆脱输血，当前该临床研究已停止

招募入组 [65]。

另一方面，模拟 Gγ 和 Aγ- 珠蛋白启动子区的

HPFH 突变也可作为诱导 HbF 表达的有效策略。

HPFH突变位点主要分布于 γ-珠蛋白基因 (hemoglobin 
subunit gamma, HBG) 转录起始位点上游的 −200、
−175 及 −115 区。其中 −115 区突变簇包含 BCL11A
的结合位点，利用 CRISPR/Cas 系统在 −115 区模拟

天然存在的 13 bp 缺失 (−102 至 −114) 可使 HbF 水

平升高超过 30%[66]。目前基于该策略的基因治疗产

品主要包括 Editas Medicine 的 EDIT-301 ( 采用 CRISPR/ 
Cas12 技术 ) 和广州瑞风 (Reforgene Medicine) 的
RM-001( 采用 CRISPR/Cas9 技术 )。EDIT-301 用于

治疗 β- 地贫的临床试验申请刚刚获得 FDA 批准，

目前尚无临床数据报道。广州瑞风已经成功开展了

RM-001 的临床研究 (ChiCTR2100052858)，并在

2022 年 EHA 会议上报道初步的临床结果。根据其

会议摘要，两例 β0/β0 基因型患者分别在治疗后第

28 天和第 39 天脱离输血，至 3 个月时其体内 HbF
水平已超过 90 g/L，总 Hb 超过 110 g/L，初步显示

了这种策略的有效性。此外，模拟 HBG −175 T>C
点突变可为转录激活因子 TAL1/SCL 提供新的结合

位点，而模拟 −200 区突变则可破坏转录抑制因子

LRF 的结合位点，两者均已被证明是可行的治疗靶

点 [67-68]。利用电穿孔递送 hA3A-BE3/sgRNA 复合

物至 CD34+ 细胞，可在 HBG −115C 或 −114C 位置

诱导约 20% 的碱基替代，使 γ- 珠蛋白表达水平从

~13.7% 增加至 ~58.1%，并规避了 HBG1 及 HBG2
启动子间大片段缺失带来的 HBG2 丢失及 HbF 表

达效率降低，同样具有临床应用潜力 [69]。
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2.1.3　β-地中海贫血症的体外基因编辑疗法发展前景

总体而言，在输血需求日益增大以及移植供

体持续匮乏的背景下，β- 地中海贫血症的体外基

因编辑疗法的开发为疾病治疗提供了一个新的选

择。国内外 β- 地中海贫血症的基因编辑临床试验

主要采用诱导 HbF 表达的策略。但与 HbA 相比，

HbF 在组织内放氧能力相对较弱，因此 HbF 的高表

达可能引起组织缺氧及部分器官发育不良。相比之

下，对 HBB 基因突变进行精确修复是一种更理想

的策略。

近年来，精准修复 HBB 基因突变的临床前研

究已经取得了较大进展。在中国，最常见的 5 种

HBB 基因突变类型包括 CD41/42 (-TTCT)( 患病率

为 0.93%)、CD17 (A>T)(0.48%)、−28 (A>G)(0.25%)、
IVS-II-654 (C>T)(0.25%)和CD71/72 (+A)(0.07%)[70]。

其中，利用 CRISPR/Cas9 系统及单链寡聚核苷酸提

供修复模板，并基于 HDR 的修复方式，已在患者

来源的 iPSCs 中实现了 CD41/42 (-TTCT) 校正 [71-72]。

而对于 IVS-II-654 (C>T) 突变，通过电穿孔递送基

于 LbCas12a 的 CRISPR/Cas 系统 (TTTV PAM)，可

在患者来源 HSPCs 中诱导 76.6% 的 indels，从而破

坏由突变造成的错误剪接位点，最终使野生型 β-
珠蛋白的表达水平从 25.5% 提升至 70.1%。此外，

SpRY 变体的开发缩小了治疗靶点的限制，使得基

于 NAN PAM 精确修复 IVS-II-654 (C>T) 成为一种

新的选择 [73]。而基于 CBE 系统修复 HBB −28 (A>G)
的可行性已在多项研究中得到验证。其中，通过对

核移植技术构建的 HBB −28 (A>G) 纯合突变核移植

人胚胎进行 BE3 mRNA 及 sgRNA 的注射，可使胚

胎中 HBB −28 (A>G) 突变修复水平达到 7.0%~ 25.9%[74]。

通过电穿孔递送 A3A (N57Q)-BE3 变体及 sgRNA
复合的核糖核蛋白 (ribonucleoprotein, RNP) 至人动

员外周血来源的 CD34+ HSPCs，可实现 68.2% 的 
C>T 修复效率 [75]。可以预见，随着基因编辑技术的

开发与优化，对 β- 地中海贫血症的更多突变位点

有望实现高效精确的校正，并逐步走上临床转化的

道路。

而在基因编辑系统的递送策略上，通过电穿孔

递送 mRNA 或以 RNP 形式递送编辑系统减少了编

辑系统的持续作用时间，降低了脱靶切割风险和编

辑工具长期表达的不确定性，且不存在基因组整合

风险，是体外递送基因编辑工具的通用策略，契合

HSCs 的递送需求 [76]。但在临床转化过程中，自体

或异体 HSPCs 在回输后的编辑效果的持久性及安

全性仍有待更长期的观察研究。

体外编辑 HSCs 后移植的治疗方案依托于成熟

的 HSCT 技术，但 HSCs 的体外培养难度及 HSCT
前患者的清髓预处理仍为患者带来一系列潜在风

险。基因编辑系统的体内递送为基因编辑 HSCs 提
供了另一种可行的治疗思路，而开发低免疫原性、

高 HSCs 靶向性的体内递送工具，如 LNP 等纳米材

料，则是这一治疗思路开发的关键步骤。

2.2　腺相关病毒递送CRISPR/SaCas9治疗先天性

黑朦症的临床试验进展

2.2.1　莱伯氏先天性黑朦症(LCA)概述

莱伯氏先天性黑朦症是一类导致婴幼儿先天性

视力障碍的严重遗传性视网膜疾病，人群患病率约

1/81 000~1/30 000，占遗传性视网膜疾病 (inherited 
retinal diseases, IRDs) 的 5% ；大多数患者在幼年时

由于光感受器功能异常即表现出视力显著下降，

并由于进行性的视网膜变性在 30~40 岁时完全失

明 [77-79]。该疾病由至少 26 个不同基因的突变引起，

并根据基因突变类型进行 LCA 分型，其遗传方式

也不尽相同。LCA 主要表现为常染色体隐性遗传，

最常见的突变基因有 CEP290 (15%~20%)、GUCY2D 
(10%~20%)、RPE65 (3%~16%)、RDH12 (3.4%~10.5%)
和 CRB1 (10%)。

目前 LCA 治疗主要是支持性的，包括矫正屈

光不正和使用低视力辅助工具，但收效甚微。其他

针对 LCA 的疗法仍多停留在临床前研究水平，包

括靶向退化视网膜内残留细胞的光遗传学技术、感

光细胞移植技术和以基因替代、基因编辑为主的基

因疗法 [80-87]。近年，针对 LCA 的基因疗法发展相

对迅速，已有一款基因替代治疗药物 Luxturna 已在

欧美多个国家上市，以及 2 款治疗药物处于临床试

验阶段。Luxturna 于 2017 年 12 月经 FDA 批准上市，

是全球首个针对遗传性视网膜疾病的基因治疗

药物，该药物利用重组腺相关病毒 (recombinant 
adeno-associated virus, rAAV) 载体递送正常 RPE65
基因的 cDNA，用于治疗 RPE65 基因突变引起的

Leber 先天性黑朦 2 型 (LCA2)[88-91]。2020 年，一位

接受 Luxturna 药物治疗的 8 岁儿童患者视力得到了

明显改善，但由于随访时间短，该药物的疗效持久

性目前尚未明确。相较于基因替代疗法，基因编辑

疗法有望通过对基因进行永久性修饰达到治愈疾病

的效果，是更为理想的治疗策略。目前一项使用

CRISPR 基因编辑技术治疗 LCA10 的临床试验正在

开展中，并于近期公布了初步研究结果。
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2.2.2　切除CEP290基因IVS26突变治疗LCA
2018 年，Allergan 和 Editas Medicine 公司联合

开发了名为 EDIT-101 的全球首例体内 CRISPR 基

因编辑药物，用于治疗 LCA10 中最为常见的致病

突变 ——CEP290 基因 IVS26 突变，即第 26 号内

含子突变 (c.2991+1655A>G)，该突变为 CEP290 基

因主要突变类型之一 (21%)[85, 92-93]。该疗法通过 AAV5
特异性递送 SaCas9 和两条 gRNA 至光感受器细胞，

实现在不影响野生型等位基因功能的情况下，通过

双 gRNA 分别靶向突变内含子区域的上下游，切割

去除 IVS26 突变造成的假外显子错误剪接供体，并

通过 NHEJ 途径修复 DNA 序列，从而表达出功能

正常的 CEP290 蛋白，以缓解 LCA 表型 [94]。EDIT-
101 是 CRISPR/Cas9 基因编辑系统在体内治疗的

首次临床应用，目前该药物处于 I/II 期临床试验

(NCT03872479)，总计 18 名成年 LCA10 患者接受

了不同剂量的 EDIT-101 治疗，最初接受治疗的 2 名

患者随访时间已经超过 1 年。2021 年，Editas 公布

的 I/II 期临床试验初步结果显示，在安全性方面， 
EDIT-101 在目前接受治疗的患者中没有出现剂量限

制性毒性或严重不良事件，没有发现任何治疗相关

的白内障、水肿或视网膜变薄等不良反应；在疗效

方面，使用了三种检测方式对患者的视觉功能进行

评估，包括视觉敏锐度 (BCVA)、光敏感性 (FST)
和借助视觉的导航能力，其中低剂量组的 2 位患者

未观察到疗效；中剂量组中有 1 位患者的三项视觉

功能都得到改善，1 位患者在其他两种检测中尚未

表现出改善，其余 2 位未观察到疗效。总体而言，

目前根据 EDIT-101 的临床试验数据尚无法确认这

一疗法能否产生足够强的疗效，因此，接下来开展

的高剂量组的临床试验将会受到更多关注。

2.2.3　LCA等遗传性眼科疾病的体内基因编辑疗法

发展前景

利用 CRISPR 基因编辑技术对致病基因进行校

正或基因修饰，有望治疗各种遗传类型的眼科疾病。

眼睛由于其独特的生理结构和免疫特性，已经成为

了基因疗法迈入成体治疗阶段的一个重要靶标
[95] 。

目前，40 多款应用于体内治疗眼遗传疾病的基因药

物处于临床试验阶段，并以基因补充 / 替代疗法为

主，通过病毒或非病毒载体递送正常基因表达具有

正常功能的蛋白，从而缓解疾病进展，恢复视觉功

能。目前开展的临床试验主要针对基因突变导致蛋

白功能丧失的常染色体隐性与 X 染色体连锁遗传性

视网膜疾病，如 RPE65 或 CEP290 突变导致的 LCA，

REP1 或 CHM 基因突变导致的无脉络膜症，PRGR
基因突变导致的 X 染色体连锁视网膜色素变性以及

由RS1突变引起的X染色体连锁视网膜劈裂等 [96-97]。

但对于显性遗传性视网膜疾病或非完全遗传性因

素导致的视网膜疾病，基因替代疗法并不适用。

基因编辑疗法可以直接破坏或校正致病性基因突

变或重新调控相关基因，从而缓解甚至治愈疾病，

具有治疗不同类型的遗传性疾病与非遗传性疾病的

潜力。目前，除了针对 CEP290 基因 IVS26 突变导

致的 LCA10 的基因编辑疗法率先开展临床试验外，

利用基因编辑技术可以有效修复 LCA 其他分型相

关的单基因突变如 GUCY2D、RPE65，并在相应小

鼠跟非人灵长类动物模型中都达到了较好的治疗效

果 [98-99] ；此外，利用 AAV 载体递送基因编辑器治

疗小鼠模型中常染色体显性遗传性视网膜色素变性

(RP) 以及年龄相关性黄斑病变 (AMD)、糖尿病性

视网膜病变 (DR) 等研究也取得了较为理想的治疗

效果 [100-102]。

基于 AAV 递送方式的体内基因编辑疗法仍有

待进一步优化。不同于体外基因疗法中利用电穿孔

直接递送遗传物质至细胞，体内的基因治疗依赖于

组织特异性的病毒或非病毒载体进行靶向递送。腺

相关病毒具有免疫原性低、组织特异性高以及基因

组整合率较低等特点，且可在各种类型的视网膜细

胞中长期表达，已成为遗传性视网膜疾病的体内基

因疗法临床试验中主要使用的载体 [103-104]。其存在

的主要缺点是装载容量有限，仅为 4.7 kb，更大的

转基因或基因编辑器如 SpCas9 及 gRNA 的序列及

相应调控元件、单碱基编辑器和引导编辑器等难以

利用单个 AAV 进行转导。为此，研究者开发了双

AAV 递送系统，将大蛋白或基因编辑器中的效应蛋

白分为 2 个部分，并共同转导至同一细胞中，通过

内含肽介导蛋白质的剪接得到完整的蛋白并发挥功能。

多个研究团队分别证明了基于该策略递送 CRISPR/ 
SpCas9 及衍生的一系列基因编辑工具体内应用的可

行性，其中中山大学黄军就课题组证明利用双 AAV
递送基于合理设计的断裂 ABE 和 PE 可以有效编辑

小鼠成体视网膜细胞，为该基因编辑工具应用于眼

科疾病治疗提供了概念性验证 [105-108]。此外，人群

体内的 AAV 中和抗体是影响 AAV 有效性的一个重

要因素，目前临床试验中研究和使用最多的血清型

是 AAV2，但一般人群中 AAV2 中和抗体存在比例

较高，选择存在比例较低的 AAV5、AAV8 或 AAV9
可以降低免疫反应风险 [109]。



专刊：基因编辑技术3.0 第34卷1258

2.3　脂质纳米颗粒递送CRISPR/SpCas9治疗转甲

状腺素蛋白淀粉样变性的临床试验进展

2.3.1　转甲状腺素蛋白淀粉样变性概述

转甲状腺素蛋白淀粉样变性是一种由转甲状腺

素蛋白 (transthyretin, TTR) 错误折叠组成的淀粉样

纤维在各种器官和组织中沉积引起的进行性罕见

病。TTR 蛋白主要在肝中产生，正常生理条件下以

同源四聚体形式存在于外周血中，发挥转运甲状腺

素和视黄醇 ( 即维生素 A) 的功能 [110]。TTR 基因突

变 ( 突变型 ATTR, ATTRv) 可导致 TTR 蛋白的天然

四聚体解离为单体，然后错误折叠并聚集成淀粉

样原纤维，导致常染色体显性遗传性淀粉样变性，

包括家族性淀粉样多发性神经病 (familial amyloid 
polyneuropathy, FAP)、家族性淀粉样心肌病 (familial 
amyloid cardiomyopathy, FAC) 和家族性细脑膜淀粉

样变性 (familial leptomen-ingeal amyloidosis)[111]。由

于年龄增长引起的野生型 TTR 类似错误折叠会导

致野生型 ATTR 淀粉样变性 (ATTRwt)。据估计，

全世界有 50 000 人患有 ATTRv 淀粉样变性，20 万

至 50 万人患有 ATTRwt 淀粉样变性 [112]。无预后的

ATTR 患者平均预期寿命为 2~17 年，其中 FAP 患

者寿命更短，仅 2~6 年 [113-115]。

目前肝移植为 ATTR 疾病的一线治疗方法 [116]，

移植可以使异常 TTR 蛋白减少，提高总体生存率，

但是该疗法受限于供体短缺、手术风险、急性排斥

反应，以及需长期使用免疫抑制剂和患者病情发展

等因素。此外，ATTR的非侵入性疗法也在不断发展，

近 10 年全球有 4 个靶向治疗药物在欧洲、美国上市，

按作用机制可分为 2 类：一类旨在与 TTR 蛋白的

甲状腺素结合位点结合以稳定 TTR 的四聚体结构，

包括 Diflunisal 和 Tafamidis ；另一类通过降解 TTR 
的 mRNA 抑制 TTR 蛋白产生，包括反义寡核苷酸

药物 Inotersen 和小干扰 RNA 药物 Patisiran[116-117]。

但以上疗法均需要长期给药以维持 TTR 敲低水平，

并且不能完全抑制病程；此外，Patisiran 疗法需辅

助使用糖皮质激素，Inotersen 会引起严重的副作用，

包括肾小球肾炎和血小板数量减少。可以看出，现

有 ATTR 的临床治疗方法存在不足，需要开发更为

安全有效的新疗法。

2.3.2　敲除TTR基因的基因编辑疗法治疗ATTR
2020 年，Intellia Therapeutics 公司和 Regeneron

公司开展了利用 NTLA-2001 基因编辑药物治疗

ATTR 的 I 期临床试验 (NCT04601051)。此前的临床

前研究发现，通过脂质纳米颗粒 (lipid nanoparticle, 

LNP) 递送编码 SpCas9 的 mRNA 和靶向 TTR 的单

个 gRNA 可以特异性敲除小鼠与食蟹猴肝脏细胞的

TTR 基因，从而沉默 TTR mRNA，单剂量可使血

清 TTR 蛋白持续降低 95% 以上 [118-119]，为实现一次

性给药治愈 ATTR 提供了依据。在该临床试验中，

通过静脉注射的NTLA-2001可被载脂蛋白E (ApoE)
识别并通过循环系统进入肝脏，随后转运至内肝窦

毛细血管；NTLA-2001 被肝细胞表面表达的低密度

脂蛋白 (LDL) 受体摄取，随后经内吞作用形成内体；

在 LNP 分解和内体膜破坏后，活性成分 ( 特异性靶

向 TTR 的 sgRNA 和编码 Cas9 的 mRNA) 被释放到

细胞质中；Cas9 mRNA 分子通过天然核糖体过程

被翻译，产生 Cas9 蛋白并与特异性靶向 TTR 的 
sgRNA 形成 RNP 复合物发挥功能；通过靶向 ATTR
患者的 TTR 基因突变位点并切割，减少肝细胞中由

于基因突变产生的错误折叠的 TTR 蛋白。NTLA-
2001 具有一次给药治愈 ATTR 的潜力，并且这是首

款进入临床试验的通过静脉注射全身性给药的

CRISPR 基因编辑疗法。

2021 年 8 月，该项研究公布了 I 期临床试验数

据 [119]，包括了在 I 期临床试验中接受治疗的 6 名

ATTR 患者，其中 3 名接受剂量为 0.1 mg/kg 的 NTLA- 
2001 的治疗，另外 3 名的接受剂量为 0.3 mg/kg。
在接受治疗第 28 天的检测显示，NTLA-2001 能够

剂量依赖性地降低患者血清中的 TTR 水平。0.1 
mg/kg 剂量组 TTR 平均下降 52%，0.3 mg/kg 剂量

组 TTR 平均下降 87%，其中一名患者 TTR 水平下

降 96%。在安全性方面，截至接受治疗后第 28 天，

NTLA-2001 表现出良好的安全性，没有发现严重不

良事件和肝脏问题；治疗剂量的 NTLA-2001 也并未

产生“脱靶效应”。总体来说，CRISPR 体内基因组

编辑药物 NTLA-2001 在 I 期临床试验中获得积极

结果，但其长期的安全性还有待深入的研究。

2.3.3　ATTR及靶向肝脏的体内基因编辑疗法发展

前景

NTLA-2001 是 CRISPR 体内基因编辑疗法应

用中的一个积极尝试，向研究者发出了推动 ATTR
临床前治疗研究成果转化的积极信号。目前，

CRISPR/Cas9 技术的应用受限于 Cas9 蛋白的 PAM
偏好性，因此，针对不同类型的 TTR 基因突变，需

要选择合适的 Cas9 蛋白进行靶向。近期，中山大

学黄军就课题组利用具有肝脏特异性的 AAV 递送

PAM 识别序列不同且蛋白大小小于 SpCas9 的 Nme2- 
Cas9，并证明该策略可以有效降低 TTR 蛋白表达
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并缓解携带 TTR 基因突变的人源化小鼠的 ATTR
表型 [120]，进一步丰富了 ATTR 的体内基因编辑疗

法的内容。此外，也有通过 AAV 递送进而过表达

TTR 变体稳定其四聚体结构以缓解小鼠 ATTR 表型

的研究 [121]。但肝脏特异性的 AAV 体内递送需要使

用高剂量 AAV，因此存在基因组整合、免疫应答以

及致癌的风险。

使用 ApoE 修饰的工程化 LNP 特异性递送

siRNA 或 mRNA 至肝脏的方式则更为安全。非病

毒载体 LNP 通常含可阳离子化脂质、PEG 脂质、

辅助性磷脂和胆固醇等 4 种组分，体外封装 siRNA
或 mRNA 后呈中性，随后通过内吞作用进入细胞，

其可电离阳离子脂质在内体的酸性 pH 下获得正电

荷并介导 siRNA 或 mRNA 释放 [122]。LNP 递送基

因编辑器相比病毒载体具有明显优势 ：在递送过

程中由于没有蛋白质或肽成分暴露在外部，比病

毒载体的免疫原性更低 ；更容易组装和实现大规

模工业化生产 ；对装载容量限制较低 ；具有瞬时

表达核酸酶活性的优势，并且允许重复给药等。

尽管 LNP 是目前最具有应用潜力的非病毒载体，

其仍存在需要进一步优化的空间：(1) LNP 体系中 
RNA 从内体中逃逸率低，目前最高效的 LNP 体系

仅为 1%~4%[123-124] ；(2) 现有的 LNP 大多可特异性

靶向肝脏，肝脏以外其他器官的靶向、特异性递送

问题仍待解决 [125] ；(3)LNP 可能引起心肌炎和过敏

反应等副作用，这需要在临床试验中进行更系统的

评估 [126] ；(4) LNP 封装工艺和存储方式也需要进一

步优化，因为 RNA 和 LNP 均不稳定且容易降解，

有研究报道 BNT162b2 疫苗的 RNA 完整性估计在

生产结束时约为 70%，预计在分发过程中会进一步

降解 [127]。

基因编辑工具治疗其他疾病的研究也正在开展

中。目前，在靶向肝脏的基因编辑疗法临床前研究

中，研究者通过 LNP 递送腺嘌呤单碱基编辑工具

靶向 Pcsk9 基因，可实现小鼠与非人灵长类动物肝

脏中该基因的高效精准编辑 [38, 128]，而且只需单次

注射便可实现血液中 PCSK9 和 LDL 胆固醇的持久

降低，为心血管疾病的治疗与预防提供了新思路。

在靶向其他组织器官方面，工程化 LNP 也在进一

步改进和评估。

3　展望

CRISPR/Cas 基因编辑技术的出现推动了基因

编辑疗法的快速发展。许多临床前研究表明，

CRISPR/Cas9 及其衍生的单碱基编辑器、引导编辑

器可以精确地编辑单个基因从而破坏或校正致病性

基因突变，也可以用于致病相关基因的重新调控以

达到治疗疾病的目的。数十种临床试验已被批准使

用基于 CRISPR/Cas 的基因组编辑治疗各种遗传性

疾病以及癌症，其中多数为针对血液疾病的体外基

因编辑疗法，体内基因编辑疗法较少，仅应用基因

编辑疗法治疗肝脏疾病和遗传性眼科疾病进展较

快，神经系统疾病、传染病以及癌症等的治疗也正

在积极探索中。在未来 5~10 年内，有希望通过基

因编辑疗法治愈部分遗传性疾病 [76]。

然而，进一步推广 CRISPR/Cas 成体基因编

辑疗法之前仍有诸多问题需要解决。(1) 携带特定

基因突变的人类遗传性疾病动物模型种类较少，尤

其是大动物模型，导致基因编辑在转化研究和疗法

开发及有效性和安全性评估上受到一定程度的制

约 [129]。因此，开发简单、快速的动物建模方法可

能会加速基因编辑疗法的发展。(2) CRISPR/Cas 基
因治疗靶向范围存在局限性。CRISPR/Cas 基因编

辑器的治疗靶点的选择高度依赖于 Cas9 蛋白的

PAM 偏好性，对于特定基因突变靶点，需要筛选

适配的 Cas9 蛋白变体或基因编辑器，从而获得预

期的基因编辑产物。因此，发现或改造出 PAM 覆

盖范围更广的 Cas 蛋白将促进基因编辑疗法的发

展 [130]。(3) 递送问题仍然是成体基因编辑的最大瓶

颈。为避免基因编辑系统在体内长期表达引起的潜

在遗传毒性和免疫原性，需要开发出可以满足临床

治疗需求、瞬时高效表达且安全的载体 [131]。通过

使用定向进化和合理设计方法对现有的载体系统进

行改进有望实现该目标。(4) CRISPR/Cas 基因编辑

器的潜在脱靶影响及其成分的安全性仍有待更多临

床前研究与临床试验进行评估。目前，临床前研究

中对于基因编辑存在的脱靶效应带来的潜在生物学

后果，以及旁编辑事件所诱发的体内效应研究尚未

清晰 [132-133]。除了脱靶编辑和旁编辑之外，研究中

还发现 Cas9 切割后产生 DSB 会导致 DNA 的大片

段缺失和重排，以及激活 p53 途径产生致癌风险，

通过对引发该现象的具体机制进行探究将为基因编

辑疗法效果和安全性评估提供参考依据 [134-135]。此

外，由于 Cas9 蛋白来源于细菌，人群中可能存在

针对常用 Cas9 同源物的体液免疫和细胞免疫，再

次输入 Cas9 蛋白的安全性与有效性仍有待评估，

而解决 Cas9 蛋白免疫原性问题的潜在途径包括使

用免疫正交 Cas9 同源物以及挖掘可能在人类细胞
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中免疫原性较低的新 Cas9 同源物 [136]。总的来说，

尽管基于 CRISPR 的基因编辑疗法的临床转化仍然

存在诸多挑战，但多个已公布临床试验的基因编辑

药物研究的阶段性成果已显示出其在疾病治疗方面

的重大潜力。通过对基因编辑技术及递送系统展开

更为深入的探究以及改造和创新，有望克服目前面

临的挑战，进一步扩大基因编辑技术在治疗人类疾

病中的应用范围。
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