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摘要 β-地中海贫血是β-珠蛋白基因(HBB)点突变或缺失引起的单基因遗传病, 患者产生溶血性贫血, 其生存主要

依赖于反复输血及去铁治疗, 最终导致多器官受损、衰竭, 给个人、家庭和国家带来严重的经济负担. 随着基因编

辑技术的蓬勃发展, 可能治愈基因突变性疾病的基因治疗应运而生, 其中CRISPR/Cas9基因编辑技术凭其靶向特异

性、经济性等优势备受关注, 并已广泛应用于分子生物学以及生命科学领域的研究. 如今CRISPR/Cas9基因编辑技

术修复人多能干细胞HBB基因、诱导胎儿血红蛋白(HbF)合成或抑制α-珠蛋白基因(HBA基因)表达是治愈β-地中海

贫血的三大可行性策略, 相关临床试验已相继开展. 本文就CRISPR/Cas9系统的研究进展、作用机制以及在治疗β-
地中海贫血的最新研究与应用进行综述, 涉及细胞实验、动物模型、临床试验等内容, 并介绍了CRISPR/Cas9系统

衍生的新型基因编辑工具碱基编辑器在该领域的研究应用, 为促进β-地中海贫血从基础研究转向临床治疗提供新

的思路和方向.
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血红蛋白是红细胞内一种负责运输氧气的特殊蛋

白质, 由血红素和珠蛋白构成, 珠蛋白是一种四聚体,
由两对不同的珠蛋白链(α链和β链)组成[1]. β-地中海贫

血(β-thalassemia, 以下简称β-地贫)是人β-珠蛋白基因

点突变或缺失引起的常染色体隐性遗传病, 因β-珠蛋

白完全不能合成(即β0)或仅能部分合成(即β+)引起α、β
链合成比例失衡, 导致不稳定的游离型α-珠蛋白堆

积、变性及降解, 从而产生细胞毒性活性氧化物, 损害

红细胞的成熟和活力, 破坏红细胞膜, 最终导致溶血性

贫血[2]. 据报道, 全球有8000万~9000万人(约占全球总

人口的1.5%)为β-地贫携带者[3]. β-地贫好发于地中海

地区, 其次为中东、印度、巴基斯坦, 是我国南方常见

的遗传性血液病之一,患病率达2.21%[4],其中广西、广

东、海南、贵州等地区是地贫高发区, 携带率分别约

为4.8%、2.54%、2.27%、3.23%[5~8].
β-地贫发病的分子机制复杂多样, 其致病基因HBB

位于第11号染色体, 到目前为止已经确认了200多个致

病突变类型, 其中大多数是单核苷酸替换、缺失或寡
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核苷酸插入导致移码[9]. 在中国4种常见突变类型为

CD41/42(-CTTT)碱基缺失, CD17(AAG>TAG)、IVS2-
654(C>T)和TATAbox28(A>G)点突变, 约占全部病例的

90%, 尤以CD41/42(-CTTT)基因型最多[10]. 根据临床症

状的严重程度, β-地贫可分为轻型、中间型、重型三

类, HBB基因的突变类型决定了β-珠蛋白合成抑制的

程度, 从而决定了临床症状的严重程度. 重型β-地贫可

为β0或β+纯合子(β0/β0, β+/β+), 或β0与β+杂合子(β0/β+); 中
间型β-地贫基因型多为β0/β+杂合子或β+纯合子; 轻型β-
地贫多为β0或β+与正常基因型的杂合子(β0/β, β+/β)[11].
重型β-地贫患儿出生后3~12个月开始发病, 呈慢性进

行性贫血, 患者可伴有肺动脉高压、血栓形成、腿部

溃疡、骨质疏松症、自身免疫性溶血性贫血等严重并

发症[12]. 中间型和重型β-地贫传统的治疗方案主要为

输血, 患者因长期输血产生一系列铁代谢障碍性疾病,
需进行铁螯合治疗, 后续因脾功能亢进合并脾肿大常

需将脾脏切除[13]. 这种传统治疗方法费用高昂, 无法根

治且长期治疗后会引起器官受损、免疫力低下、过敏

反应等不良作用.
近年来, 基因疗法, 如通过慢病毒载体承载目的基

因片段介导细胞内靶基因的编辑修饰, 在β-地贫的治

疗中得到广泛应用, 但其具有激活原癌基因、增加患

肿瘤风险、导入后基因表达不稳定等缺陷[14]. 随着基

因编辑核酸酶如锌指核酸酶(zinc finger nuclease,
ZFN)、转录因子样效应物核酸酶(transcriptional activa-
tor-like effector nuclease, TALEN)及CRISPR相关核酸

酶Cas9(CRISPR/Cas9系统)等不断发展改善, 基于此类

切割酶的基因编辑技术得以在基因组水平上实现精确

持久的校对与修复, 基因治疗也由此逐渐风靡全球. 利

用基因编辑技术不仅可以像应用载体系统一样进行基

因添加, 同时还能精确地进行基因的校正、敲除和替

换[15]. ZFNs、TALEN和CRISPR/Cas9技术都依赖DNA
结合蛋白, 而不同的是, 前两者是通过蛋白来识别靶序

列, CRISPR/Cas9是通过单向导RNA(single-guide RNA,
sgRNA)来识别靶序列, 特异性更强. 此外, CRISPR/
Cas9技术引起的细胞毒性比TALEN和ZFN更低, 摆脱

了TALEN质粒构建时的繁琐操作, 其sgRNA的设计和

合成都较为简单快速、成本低廉, 可以实现多个基因

同时编辑[16].
总之, CRISPR/Cas9基因编辑技术因其高效、适

用、精确等优点广泛运用于细胞、组织、器官水平等

基础性研究, 并在药物研发、核酸检测、动物育种等

开发性研究中发挥重要作用, 是现代生命科学研究和

基因治疗的一项重大技术革新, 成为治疗β-地贫最具

前景的治疗方案[17].

1 CRISPR/Cas9系统发展历程

CRISPR/Cas9系统的研究可以追溯到1987年(图1),
Ishino等人[18]在大肠杆菌中发现具有“重复-间隔-重复”
这一排列特征的异常重复序列. 2002年, 这一独特的重

复串联序列家族被正式命名为成簇规律性间隔短回文

重复(CRISPR)[19]. 2005年, 多个研究通过基因测序表

明, 虽然CRISPR序列多存在于原核生物中, 但其间隔

序列却来源于噬菌体或质粒, 且含有间隔序列的原核

生物不会被与该间隔序列同源的噬菌体或质粒感染,
由此研究人员提出假设: CRISPR/Cas9可能是一种原核

生物免疫系统[20]. 2007年, 这一假设被Barrangou等
人[21]证实, CRISPR/Cas9确实是一种细菌获得性免疫

图 1 利用CRISPR/Cas9系统治疗β-地中海贫血的发展历程
Figure 1 Development of the CRISPR/Cas9 system for the treatment of β-thalassemia
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系统 , Cas酶通过剪切外源DNA发挥其防御功能 ,
CRISPR间隔序列可决定剪切的特异性. 2012年, Jinek
等人[22]将crRNA(CRISPR RNA)和tracrRNA(trans-acti-
vating crRNA)连接成了一种嵌合型RNA, 这种单向导

RNA(sgRNA)可以介导从化脓性链球菌中分离的Cas9
蛋白在靶点进行DNA精确切割. 此项工作构造了最初

的CRISPR/Cas9基因编辑工具并首次报道了crRNA、
tracrRNA和Cas9体系可实现DNA编辑, 也因此荣获了

诺贝尔奖. 2013年, Cong等人[23]使用CRISPR/Cas9技术

首次实现了对人和小鼠哺乳动物细胞内源性基因组位

点的精确切割、定向修复以及新基因的引入, 证明了

CRISPR/Cas9技术对基因编辑的可行性和广泛适用性.
2014年, 两个独立的小组进行了第一次全基因组Cas9
筛查[24,25]. 同年, Nishimasu等人[26]揭示了Cas9与向导

RNA和靶DNA复合物的晶体结构. 2020年, Emmanuelle
Charpentier博士和Jennifer Doudna博士荣获诺贝尔化

学奖, 以表彰她们对CRISPR/Cas9基因编辑技术作出的

巨大贡献[22]. 随着CRISPR/Cas9系统强大的基因编辑功

能及其技术的不断完善, 该技术与疾病的临床治疗也

愈发紧密地联系在一起.

2 CRISPR/Cas系统组成与作用机制

2.1 CRISPR/Cas系统的组成与分类

CRISPR/Cas系统是由成簇规律间隔短回文重复序

列(CRISPR)以及CRISPR相关基因(CRISPR-associated
gene, Cas gene)组成, 是细菌和古生菌在长期演化过程

中形成的抵御外来遗传物质的一种获得性免疫防御机

制[27]. CRISPR序列由一系列重复(repeat)序列和间隔区

(spacer)相互间隔构成, 其上游含有Cas家族基因. 在同

一细菌中, 重复序列其碱基组成和长度高度保守, 基本

保持不变; 与其相反的是, 间隔序列因锚定不同的外源

基因, 碱基组成具有很大的差异性, 该序列通过给宿主

提供一个“记忆性”平台, 以确保修饰后的crRNA能与被

锚定的基因精确结合. 前导序列位于CRISPR位点第一

个重复序列的上游, 大约200~500 bp, 其序列中富含AT,
并包含重复序列和间隔序列转录的启动子[28]. 在靠近

CRISPR基因座的位点附近有一组高度保守基因群, 即

Cas基因, 其编码的Cas蛋白具有核酸内切酶、解旋酶

活性以及与核糖核酸结合的结构域, 可在gRNA引领下

锚定靶点进行双链DNA切割(图2)[29].
病毒与CRISPR/Cas系统进行持续不断的入侵与抵

御, 导致了Cas基因的快速进化[30]. 根据Cas基因排列顺

序及效应子复合物的不同, CRISPR/Cas系统可以分为

“1类”和“2类”[31], 并进一步细分为6种类型(Type Ⅰ~
Ⅵ). “1类”包括Type Ⅰ、Type Ⅲ和Type Ⅳ, 具有多重

亚基效应子复合物如CRISPR相关抗病毒防御复合物

(Cascade)复合物、Csm复合物或Cmr复合物. “2类”包
括Type Ⅱ、Type Ⅴ和Type Ⅵ, 只含单个效应蛋白如

Cas9、Cpf1、C2c2蛋白等. 其中, Type Ⅱ仅分布于细

图 2 细菌染色体中CRISPR/Cas系统的组成
Figure 2 Composition of CRISPR/Cas system in bacterial chromosomes
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菌, 结构最为简单, 其最关键的标志性蛋白Cas9在
crRNA的引导下能锚定靶序列并对DNA双链进行切

割[32]. 该类型因可操作性与实用性, 被改造成风靡当下

的基因编辑工具, 即CRISPR/Cas9基因编辑技术.

2.2 CRISPR/Cas系统作用机制

尽管CRISPR/Cas系统类型存在多样性, 但其作用

都主要分为3个阶段: 外源DNA捕获、crRNA生物合成

和靶向干扰[33]. CRISPR基因编辑工具主要由Type Ⅱ型

改造而来, 故以Type Ⅱ型为例介绍其作用机制.
第一步:外源DNA的捕获.入侵的外源DNA被细菌

Cas核酸酶切割成短的DNA片段(原间隔序列), 并按照

入侵的时间顺序被依次整合到宿主菌染色体CRISPR
位点的前导序列后, 由重复序列分隔, 形成对入侵者的

“记忆平台”. 外源DNA原间隔序列3′端有一个2~5 bp的
原间隔序列邻近序列(protospacer adjacent motif,
PAM)[34], 但这段序列没有被整合到宿主菌中. Cas蛋白

对间隔序列的识别基于PAM, 且PAM能够作为标志区

分自身与外来序列, 因此PAM在原间隔序列的识别整

合以及靶向干扰中都起着至关重要的作用[35,36].
第二步: crRNA的生物合成. Ⅱ型系统中成熟

crRNA的加工除需Cas9蛋白的协同外, 还需要一种编

码在CRISPR-Cas基因座之外的细菌核酸酶RNaseⅢ以

及与重复序列有互补序列的tracrRNA参与[37]. 首先细

菌基因组CRISPR位点的间隔序列与重复序列被共同

转录成长链的pre-crRNA, tracrRNA单独转录并与pre-
crRNA的重复序列互补结合形成异二聚体; 其次该异

二聚体RNA被RNaseⅢ剪切形成成熟crRNA, 每个

crRNA都包含一个完整的间隔序列和部分重复序列,
Cas9 在此过程起到稳定pre-crRNA-tracrRNA复合物的

作用.
第三步: 靶向干扰. 当外源基因再次入侵时, 成熟

的crRNA和tracrRNA结合形成gRNA, 并与Cas9蛋白结

合, 形成具有切割活性的核酸蛋白复合物(ribonucleo-
protein, RNP). RNP通过crRNA和外源基因匹配, 引导

Cas9蛋白识别外源基因的PAM序列并在其上游的3个
碱基处进行定点双链切割, 使外源DNA序列受到破坏

而无法在宿主体内进行自我复制, 从而消灭外源基

因[22].
在Type Ⅱ型中, pre-crRNA可与同时被转录的

tracrRNA互补结合形成双链RNA二聚体, 后续被改造

为单链sgRNA[38], 引导Cas9核酸酶对目标DNA进行双

链切割, CRISPR/Cas9基因编辑技术正是基于这一特性

实现基因编辑. 断裂DNA的修复主要包括两种途径(图
3): 一是非同源末端连接(non-homologous end joining,
NHEJ), 此修复机制发生在细胞周期G1和M期, 是细胞

内主要的DNA断裂损伤修复机制, 但保真性低, 导致修

复后发生碱基的缺失或插入(Indel), 从而造成移码突

变, 可提前出现终止密码子, 达到基因敲除的目的; 二

是同源重组介导的修复(homology-directed repair,
HDR), 通常发生在细胞周期S和G2期, 保真性高, 但是

发生概率低, 通过提供外源修复模板可以大大提高同

源重组发生的概率[39,40].

3 CRISPR/Cas9基因编辑技术在β-地中海贫
血中的应用

目前异体造血干细胞移植是根治β-地贫的唯一手

段, 但与患者组织相容性抗原匹配的供体难寻. 骨髓造

血干细胞(hematopoietic stem cells, HSCs)是血液系统

中的成体干细胞, 可分化产生各系造血祖细胞(hemato-
poietic progenitor cells, HPCs), 进而分化为各系血细胞,
为造血系统提供新的细胞来源, 同时造血干细胞不断

自我增殖以维持自身数量的相对稳定 . 研究表明 ,
CD34是造血干/祖细胞(HSPCs)的特异性分子标志, 并

在HSPCs归巢过程中发挥重要作用[41]. 诱导多能性干

细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)是通过体细

胞重编程技术从成体细胞获得的类似于胚胎干细胞

(embryonic stem cells, ESCs)的多能性干细胞, 鼠和人

iPSCs分别在2006、2007年问世[42,43]. iPSCs来源于病人

本身的体细胞, 易于获取, 不会发生免疫排斥反应, 不

具有伦理问题, 并且具有类似ESCs的自我更新和多向

分化潜能[44]. 因此, 在CRISPR/Cas9基因编辑技术治疗

β-地贫的相关研究中常使用CD34+ HSPCs和iPSCs作为

疾病模型建立、基因治疗和细胞治疗的重要靶细胞.

3.1 建立β-地中海贫血体内外模型

动物模型的建立对生物医学研究和探寻疾病发生

发展进程具有不可或缺的作用. 小鼠具有基因序列与

人类相近、成本低、繁殖快的特点, 是目前用量最

大、用途最广、品种最多的实验动物, 而且小鼠β-珠
蛋白基因的缺失会导致与人类β-地贫相似的表型, 证

明了β-珠蛋白在小鼠和人类之间结构与功能的保守

性[45], 故早在20多年前就已有利用传统的同源重组技

术敲除β-地贫相关基因的敲除鼠[46]. 新兴的CRISPR/
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Cas9技术使得构建各种β-地贫体内外模型更快捷方便.
2018年, Ghassemi等人[47]通过显微注射的方式将编码

Cas9蛋白的质粒DNA和两条靶向Hbb基因的sgRNAs导
入受精卵, 靶向删除外显子2和3, 最终敲除靶位点的效

率约为10%, 插入/缺失的突变效率约为20%, 提供了一

种建立β-地贫小鼠模型的精确方案. Ajami等人[48]利用

电穿孔将靶向Hbb-b1(β血红蛋白, 成年型主链)外显子

的Cas9-sgRNA表达载体导入小鼠胚胎干细胞, 经过筛

选得到小鼠Hbb基因敲除的单克隆ES细胞, 将该ES细
胞红系分化后建立了研究地中海贫血的细胞模型. Li
等人[49]研究利用CRISPR/Cas9系统与不对称单链寡脱

氧核苷酸(assODN), 在K562细胞中构建了HBB-28
(A>G)点突变的人β-地贫细胞模型, 通过高通量测序首

次揭示了多种信号途径发生改变, 包括对红细胞分化

非常重要的PI3K-AKT和JAK-STAT信号水平下调, 氧

相关途径如细胞对缺氧的响应通路以及缺氧相关基因

如GATA家族转录因子上调等 , 提示它们可能参与

HBB-28(A>G)突变引起的地中海贫血, 可见体内外疾

病模型的建立对探究β-地贫发生的分子机制和治疗方

案至关重要.
小鼠仅在α-珠蛋白和β-珠蛋白基因簇与人珠蛋白

基因在结构及功能上高度同源, 而人类胎儿期还表达γ-
珠蛋白基因(HBG1、HBG2)等基因簇, 这些差距限制了

从临床前研究到临床的转化[50], 人们也因此尝试构建

其他种属的β-地贫动物模型. 2017年, Midic等人[51]首

次使用Cas9 RNA/蛋白和单个/多个sgRNAs四种不同

的组合, 通过CRISPR/Cas9技术编辑恒河猴胚胎血红蛋

白HBB基因, 在41个胚胎中检测到18个插入/缺失突变,
而且在选定的脱靶位点上没有检测到脱靶效应, 其中

Cas9蛋白和两种sgRNAs的组合编辑效率最高. 虽然被

比较的样本数量很少, 但Cas9蛋白的使用和sgRNAs浓
度的选择对编辑效率的影响不容忽视. 该研究首次详

细量化了CRISPR/Cas9基因编辑方法对胚胎植入前阶

段整个细胞群体的影响, 为基因编辑的时机、效率和

特异性以及遗传嵌合的整体水平提供了全面的评估,
为灵长类动物β-地贫疾病模型的进一步建立打下坚实

基础. 但是在发生了基因编辑的胚胎中无一例是同源

重组修复, 说明利用CRISPR/Cas9技术精准修复HBB基

图 3 CRISPR/Cas9技术的两种基因编辑策略. Cas9蛋白在PAM序列上游3个碱基处靶向切割DNA双链, 同源重组修复(HDR)指细胞可以

dsDNA或ssODN作为模板进行精确修复, 而非同源末端连接(NHEJ)介导的随机修复可造成插入、缺失或突变. ssODN: 单链寡核苷酸; dsDNA:
双链DNA
Figure 3 Two CRISPR/Cas9 gene editing strategies. Cas9 creates DNA double strand break at three bases upstream of the PAM sequence.
Homologous recombination repair (HDR) mediates precise repair using dsDNA or ssODN as a template, while non-homologous end joining (NHEJ)
-mediated repair can cause insertion, deletion or mutation. ssODN: Single-strand oligodeoxynucleotide; dsDNA: Double strand DNA
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因突变具有挑战性. 此外, 我国学者基于CRISPR/Cas9
技术设计了3种靶向HBB基因的sgRNA编辑97个食蟹

猴胚胎[52], 通过T7E1酶切检测结合Sanger测序显示,
Cas9核酸酶切割率达到80%, 其中5/8达到完全敲除, 且
未发现脱靶效应. 后续, 他们在一只已出生纯合子猴中

研究发现其不仅在血象上与人类β-地贫患者一致, 还

存在典型的红细胞生成缺陷、脾肿大、体重偏低等临

床表现, 是β-地贫灵长类动物模型建立的又一重要

突破.
与灵长类动物相比, 兔子具有研究成本低、生命

周期短等优势; 而与小鼠相比, 兔子的生理、解剖和遗

传学与人类有更多的相似之处. 更关键的是, 比较基因

组学研究显示,兔β-珠蛋白基因簇与人类相近,含有3个
功能性珠蛋白基因: 胚胎ε-珠蛋白基因(HBE)、胎儿γ-
珠蛋白基因(HBG)和成年β-珠蛋白基因(HBB-2), 表明

兔是研究人类β-地贫的较好模型. 2021年, Yang等人[53]

构建了首例靶向HBB-2基因的β-地贫动物兔模型, 利用

NHEJ修复Cas9/gRNA诱导的双链断裂, 成功获得了

HBB-2基因插入/缺失突变的基因编辑兔(F0和F1代),
并且未在选中的48个潜在脱靶位点检测到脱靶. 该模

型兔的血液学特征变化和红细胞形态与人类β-地贫患

者的相对参数和病理特征相似, 准确再现了地贫患者

的典型基因型和表型特征.

3.2 通过HDR校正病人HBB基因原位突变

当Cas9蛋白产生双链断裂后, HDR是进行基因编

辑的途径之一, 现已广泛运用于HBB基因各种常见突

变类型的修复治疗(表1). HDR是一个依赖于模板的过

程[63], 研究发现相比dsDNA, ssODN作为供体模板具有

更高的基因敲入效率. 其中Xiong等人[56]运用CRISPR/
Cas9系统和ssODN供体模板, 创新性地用两种策略来

纠正β-地贫患者iPSCs中的HBB IVS2-654(C>T)突变.
其中一步修复法(不引入新的突变直接进行修复)修复

效率较低约为4%; 为了减少Cas9在靶位点二次切割的

发生, 该研究建立了两步修复法: 第一步修正HBB
IVS2-654(C>T)突变并在该突变位点上游sgRNA处引

入新突变, 第二步通过HDR修复新引入的突变, 结果显

示减少了二次切割的发生, 修复效率约为一步修复法

的5倍.
为提高靶向整合效率和基因表达效率, Lamsfus-

Calle等人[64]通过腺相关病毒AAV6传递DNA修复模板

结合CRISPR/Cas9和HDR编辑HBB基因, 构建了一种通

用的修复方法. 该研究首先在健康供体HSPCs中通过

AAV6转导HBB基因修复模板来评估最佳病毒滴度和

HDR修复效率. 随后, 在β0/β+、β0/β0、β+/β+患者中运用

同一方法成功纠正了不同类型的HBB突变基因, 且

HSPCs分化后细胞血红蛋白表达水平显著提高, 证明

了该方法对β-地贫具有普遍的治疗潜力. 血红蛋白E病
是由于HBB CD26(G>A)突变引起的一种常染色体不完

全显性遗传疾病, 因产生的异常血红蛋白E(HbE)易解

离为单体而被氧化变性沉淀, 形成包涵体(即海因小

体), 从而导致血管内外溶血[65]. HbE/β-地贫是血红蛋

白E病和β-地贫的双重杂合性疾病, 是东南亚成人最常

见的地中海贫血综合征, 研究表明, 在一个等位基因中

校正HbE突变比纠正β-珠蛋白基因突变更容易[66]. 基于

上述特点, Wattanapanitch等人[60]使用CRISPR/Cas9系
统和ssODN供体模板仅对一个等位基因中的HbE突变

进行遗传校正, 通过校正后的iPSCs能分化为造血干细

胞, 可用于患者的自体移植, 但分化而来的红系细胞数

目有限且HBB基因表达效率无明显提升, 他们分析后

者的原因可能是培养体系中血红蛋白产生所需的转录

因子浓度过低.
为分析不同基因编辑技术对HBB基因修复的可行

性和编辑效应, 早在2015年, Xu等人[55]将TALENs和
CRISPR/Cas9分别与piggyBac转座子供体结合应用校

正HBB IVS2-654(C>T)突变时 , 发现TALENs比
CRISPR /Ca s9介导了更高的同源基因靶向效率 ,
CRISPR/Cas9则显示出更高的DSB效率. 不同基因编辑

技术有其独特的作用机制和编辑优势, Antony等人[62]

同时比较了3种基因编辑工具对HBB基因IVS1-110
(G>A)的靶向效率, 发现CRISPR/Cas9的编辑效率高于

TALENs和ZFNs. 该研究还表明, 相比传统Cas9长期表

达体系, 使用瞬时表达的Cas9 mRNA体系和ssODN在

HSCs中引入新的DNA序列在没有病毒载体的情况下

是可行的. 但遗憾的是, 该研究没有评估编辑后细胞的

分化情况和β-珠蛋白表达水平. 这提示, 为全面探讨各

基因编辑技术对HBB基因的修复效率和在未来临床应

用中的疗效与优势, 编辑后细胞HBB基因能否长期进

行正常的转录和翻译过程, 回输入体内细胞的可移植

性、增殖性、功能性如何, 以及是否会产生严重的不

良影响等问题有待进一步系统剖析.

3.3 调控γ-珠蛋白基因表达

γ-珠蛋白基因(HBG)是一种在胎儿时期大量表达

评 述

2497



的血红蛋白基因, 编码生成血红蛋白γ链(γ-globin). 两

条γ链与两条α链形成四聚体(α2γ2), 即胎儿血红蛋白(fe-
tal hemoglobin, HbF)[67]. 在胎儿出生后, HbF蛋白逐渐

被血红蛋白A(HbA, α2β2)取代[68]. 通过恢复HBG基因表

达, 可使γ链合成增加, 调整α链与非α链比例, 使HbF蛋
白生成增多, 以缓解由HbA蛋白减少引起的β-地贫的临

床症状[69]. 早期研究表明, β-地贫合并遗传性胎儿血红

蛋白增高症(HPFH)患者会表现出较轻的临床症状或不

表现临床症状, 这提示可以通过恢复HbF蛋白表达对β-
地贫进行治疗. 下面介绍通过不同调控γ-珠蛋白基因表

达方法提高HbF蛋白水平的研究(表2).
3.3.1 靶向BCL11A基因红系增强子

HBG基因受到多种转录因子的调节, 人类全基因

组关联分析发现了BCL11A、Xmn1-HBG2、HMIP-2三
个与HbF蛋白表达相关的基因位点[81,82], 其中有关

BCL11A基因的研究与应用取得了长足的进展. 研究发

现, BCL11A基因表达的BCL11A蛋白, 对HbF蛋白的表

达起负性调控作用. 在BCL11A基因的第二内含子区域,
存在一个特异性红系增强子, 其具有3个DNaseI敏感位

点(+55、+58、+62 kb), 其中+58位点可与转录因子

GATA1结合, 增强BCL11A基因表达[83]. BCL11A蛋白

在淋巴细胞生长发育过程中起到重要作用, 因此对特

异性红系增强子进行编辑可以恢复HbF表达, 而不影

响淋巴细胞成熟. Khosravi等人[84]在K562细胞中使用

两个序列不同sgRNA切除包含BCL11A基因的红系增

强子GATA1结合域的200 bp的片段, 在66.6%的克隆中

检测到了精确的基因编辑, 在18.75%的克隆中出现了

HbF蛋白水平的显著升高. 无独有偶, Wu等人[77]通过

电穿孔技术结合sgRNAs核糖核蛋白(RNP)复合物靶向

β-地贫患者来源的造血干细胞特异性红系增强子

GATA1结合域, 利用NHEJ造成剪切位点处的微小插入

或缺失, 从而阻断GATA1与BCL11A红系增强子结合,
降低BCL11A基因表达水平, 重新启动HbF蛋白表达. 结
果表明, 在造血干细胞分化后, 红细胞中γ/α-珠蛋白比

例达到正常(63.6%), 红细胞形态恢复正常, 且未发现脱

靶效应. 基于靶向破坏BCL11A红系增强子恢复HbF蛋
白表达方案表现出卓越的安全性与有效性、不影响淋

巴细胞成熟且由于NHEJ较HDR编辑效率更高, 目前使

用CRISPR/Cas9治疗β-地中海贫血的临床试验大多围

绕该位点开展.

表 1 利用CRISPR/Cas9技术介导的HDR在治疗β-地中海贫血的研究
Table 1 CRISPR/Cas9 mediated HDR in the treatment of human β-thalassemia

HBB基因突变类型 编辑细胞 转染方式 编辑/修复效率 编辑后体内/体外效应 发表年份 参考文献

CD17(A>T) β-地贫iPSCs 电穿孔 16.67%
校正后iPSCs分化为造血干细胞、红系巨核细胞
祖细胞和红系前体细胞的百分比大大提高, 造血

相关转录因子表达上调
2015 [54]

IVS2-654(C>T)
β-地贫iPSCs 电穿孔 12.3% 编辑后iPSCs在体外形成了典型的胚胎体, 在

SCIDa)小鼠体内形成畸胎瘤
2015 [55]

β-地贫iPSCs 电穿孔 21% 校正后iPSCs成功向红系前体细胞EPCs分化, 并
出现β-珠蛋白表达(对照组几乎无表达) 2019 [56]

CD41/42(-TCTT)

β-地贫iPSCs 未说明 未说明
校正后的iPSCs移植入NSIb)小鼠体内造血分化

后产生β-珠蛋白, 且没有观察到肿瘤形成
2016 [57]

β-地贫iPSCs 磷酸钙法 4.5% 纯化的克隆保留了完全多能性并显示出正常的
核型, 分化后恢复了HBB蛋白的表达

2016 [58]

β-地贫iPSCs 电穿孔 54% 由校正后iPSCs在体外分化的红细胞HBB基因的
表达恢复

2017 [59]

β-地贫iPSCs 电穿孔 2.9%
校正后iPSCs经小鼠骨髓基质细胞系OP9共培养
系统以及红系培养液培养后恢复造血分化时的

HBB蛋白表达
2018 [60]

-28(A>G)和CD41/
42(-TCTT) β-地贫iPSCs 电穿孔 23.5% 校正后的iPSCs的HBB基因转录表达比亲代

iPSCs增加了约16倍 2014 [61]

-28(A>G) K562细胞 电穿孔 未说明 未说明 2020 [49]

IVS1-110(G>A) 正常供体CD34+

HSCs 电穿孔 8% 未说明 2018 [62]

a) SCID小鼠: 严重联合免疫缺陷(severe combined immune deficiency, SCID)小鼠; b) NSI小鼠: NOD-SCID-IL2rg小鼠, 是通过TALEN基因
敲除技术, 在NOD/SCID背景小鼠中敲除IL2rg基因获得的第三代免疫缺陷小鼠新品系
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3.3.2 靶向HBG基因启动子BCL11A结合位点

BCL11A结合位点位于HBG基因近端启动子中转

录起始位点上游115 bp区域, 该位点发挥转录抑制作

用, 并由多个HPFH的自然突变覆盖[71,85,86], 其具体位

点与作用机制直到2018年才由ChIP-seq和CUT&RUN
分析技术阐明[74,87]. Traxler等人[71]使用CRISPR/Cas9基
因编辑技术结合慢病毒载体与sgRNAs靶向HUDEP-2
(人脐血来源红细胞祖细胞系-2)细胞系中HBG1基因启

动子, 利用NHEJ建立突变, 模拟自然存在的导致HPFH
13 nt(–102~–114)的缺失. 体外实验表明, HbF蛋白水平

上升至17%(对照组无HbF蛋白的表达), HbF/(HbF
+HbA)%比值上升, 在CD34+ HSPCs中HbF蛋白水平上

升至20%(对照组5%). 在此基础上, Métais等人[76]通过

CRISPR/Cas9切断镰刀型细胞贫血(SCD)患者CD34+

HSPCs的–115位点, 并将其输入免疫缺陷小鼠进行临

床前研究. 实验结果表明, 编辑效率达到70%, HbF水
平平均达到30%~40%, 具有临床治疗意义. 对HBG1和

HBG2基因同时切割可切除一个5 kb的片段, 但这一缺

失被证明对造血分化无害, 该研究也未检测到脱靶效

应. 在后续对比分析研究中发现, 针对HBG基因启动子

的基因编辑效率上略高于编辑BCL11A基因, 而RNA-
seq分析显示其安全性稍差, 此外研究通过GUIDE-seq
在编辑HBG基因启动子的sgRNA中检测到一个低频脱

靶, 其影响尚不能确定[79]. 事实上, Humbert等人[88]使用

CRISPR/Cas9技术编辑恒河猴的HSPCs中HBG基因启

动子上BCL11A结合位点, 并将编辑细胞自体回输后,
经过超过一年的观察发现, 编辑细胞可以持续增殖并

稳定地产生HbF蛋白, 未显示出远期的毒性效应. 这一

研究支持了编辑HBG基因启动子治疗β-地贫的可行性

和远期安全性, 推动了该策略向临床转化的进程. 在碱

基编辑器问世后, 这一位点也得到了持续的关注与研

究. 近来, Edilas Medicine公司开发的EDIT-301疗法,
使用CRISPR/Cas12a靶向HBG基因启动子BCL11A结

合位点以治疗SCD和β-地贫,前者临床试验(NCT04853576)

表 2 通过调控HBG相关基因表达治疗β-地中海贫血的研究
Table 2 Study of regulating gene expressions in the treatment of beta thalassemia

年份 编辑细胞 转染方式 编辑位点 编辑/修复效率 编辑后体内/体外效应 参考文献

2016 K562细胞 脂质体
KLF1基因上第2和第3外显

子中的3个位点
最高26%

γ-珠蛋白mRNA水平: 3个编辑组分别为
对照组的8.1、7.7和1.8倍

HbF蛋白水平: 3个编辑组分别上升至
5.2%、4.8%和1.2%, 对照组为0.5%

[70]

2016 HUDEP-2细胞 慢病毒 HBG1/HBG2基因启动子 最高77% HbF蛋白水平: 两个编辑组分别上升到约
17%和3%, 对照组中无表达

[71]

2018 K562细胞 慢病毒
HBG基因启动子上3个

SOX6转录因子的结合位点
最高30% γ-珠蛋白mRNA水平: 3个编辑组比对照

组分别增加了1.3、2.1和1.1倍 [72]

2018 HUDEP-2细胞 未说明 血红素调节抑制剂HRI 最高98% 65%~80%γ-珠蛋白的表达抑制得到恢复 [73]

2018 HUDEP-2细胞 核转染
BCL11A和ZBTB7A结合

位点
未说明

mRNA水平: γ/(γ+β)%比值由10%上升至
60%

[74,75]
蛋白水平: HbF/(HbF+HbA)%比值由0%

上升至40%

2019 CD34+ HSPCs 电穿孔 HBG1/2基因启动子序列 最高80% HbF蛋白水平试验组为42.9%±1.5%,对照
组为1.3%±0.5% [76]

2019 CD34+ HSPCs 电穿孔 BCL11A红系特异增强子 最高90.7%

γ-珠蛋白水平(相对于α-珠蛋白)平均上升
至63.6%

[77]
HbF蛋白水平: 编辑组为37.6%, 对照组为

9.1%

2019 HUDEP-2细胞 核感染 HBG基因启动子 未说明 γ-珠蛋白mRNA和HbF蛋白水平显著增加 [78]

2020 CD34+ HSPCs 电穿孔
KLF1、BCL11A和HBG1/2

基因区
最高91%

γ-珠蛋白mRNA水平: 3个编辑组分别为
对照组的5倍以上、4倍以上、6.5倍以上

[79]
HbF蛋白水平: 3个编辑组分别高达

25%、39.5%、41.9%, 对照组小于10%

2020 β-地贫HSPCs 电穿孔 HBG1/2基因启动子 平均85% γ-珠蛋白mRNA水平: 编辑组的范围为
23%~64%, 而未编辑对照组为7%~34% [80]
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已进入临床I/II期, 后者已获得美国食品药品监督管理

局(Food and Drug Administration, FDA)批准将于近期

开展. 相信经过更加系统的评估, 该策略可以成为另一

种可选择的β-地中海贫血临床治疗方法.
3.3.3 靶向其他HBG基因转录因子和表观遗传因子

其他的转录因子如GATA1、SOX6、KLF1等也参

与调控HBG基因表达. Martyn等人[78]研究在HUDEP-2
细胞系中引入HBG基因近端启动子–113 A>G突变(一
种自然HPFH突变), 该突变不会改变转录因子BCL11A
与该位点的结合, 而为转录激活因子GATA1提供了一

个新的结合位点, 从而驱动了HbF蛋白的生成. 转录因

子KLF1可以直接激活BCL11A基因从而抑制HbF蛋白

表达[89], 在KLF1基因第2外显子末端第288密码子处存

在一个可导致HPFH的无义突变, 早在2016年, Shariati
等人[70]就通过破坏该区域上下游的3个位点分别导致

了8.1、7.7和1.8倍的γ-珠蛋白mRNA水平增加, 而后续

的对比分析表明针对KLF1基因的编辑可能导致细胞

的功能失调, 不适用于临床, 相较而言BCL11A红系增

强子位点是安全且有效的编辑位点[79]. SOX6可以结合

在HBG基因启动子上, 并与BCL11A共同作用, 抑制γ-
珠蛋白基因的转录[90,91], 因此Shariati团队[72]后续又通

过破坏HBG基因启动子上3个SOX6转录因子的结合位

点, 阻止SOX6与HBG基因结合, 最高可导致2.1倍的γ-
珠蛋白mRNA水平增加. 这些转录因子在细胞增殖、

分化、成熟过程中功能众多, 对其进行编辑可能产生

潜在的不良影响, 因此尽管对这些基因及结合位点的

编辑能够提升HbF蛋白水平, 但迄今为止没有大型动

物模型和临床试验. 使用CRISPR文库能够发现新的

HbF蛋白调控因子, 进一步阐明HbF蛋白调控的分子机

制. Blobel研究组[92]在HUDEP-2细胞中通过CRISPR/
Cas9靶向482个蛋白激酶结构域进行了功能缺失型基

因筛选, 发现了γ-珠蛋白新的调控因子HRI激酶和它下

游的转录因子AFT4, 提出了HRI>elF2a-p>AFT4>B-
CL11A的信号调控通路. 除此之外, 表观遗传因子也在

HbF的表达中起重要作用. Gong等人[93]在1142名β-地
贫患者中研究甲基转移酶Ⅰ(DNMT-Ⅰ)变异与地贫表

型的关系, DNMT-Ⅰ可以使DNA甲基化, 从而抑制

HBG基因表达. 研究发现, S878F错义突变可使DNMT-
Ⅰ结构不稳定、功能丧失, 使其与HBG基因相关转录

因子结合减少, HBG基因启动子招募减少, 从而去除

DNMT-Ⅰ对HBG基因的抑制. 研究表明, 利用CRISPR/
Cas9在HUDEP-2细胞中引入该突变可使γ-珠蛋白的

mRNA与蛋白表达量增加, 也为恢复HbF蛋白表达提供

了一个新的调控位点.
相较于修复突变的HBB基因, 恢复HbF蛋白表达的

治疗策略表现出一些优势. 首先, 这一策略展示出良好

的泛用性, 理论上对各种类型的地贫突变都能够产生

治疗效果; 其次, 恢复HbF蛋白表达可以通过破坏或沉

默其调控基因, 即NHEJ的方法实现. NHEJ活跃于细胞

周期的G1和M期, 具有较高的发生率, 不需要额外的供

体模版, 在技术上更简单, 而精准修复HBB突变基因通

常基于HDR, 发生率低且有可能导入错误突变[76]. 更重

要的是, 从该领域现有的临床试验来看, 该方法取得了

重大突破. 目前唯一一例详细公布结果的临床试验

(NCT03655678)旨在通过向患者体内输注经CRISPR/
Cas9技术破坏BCL11A红系增强子的自体CD34+

HSPC, 以达到治疗目的. 2020年, 该临床试验初步结果

报告了一位β0/β+19岁女性患者, 经治疗后第4个月时,
患者体内的血红蛋白水平就已经恢复正常(12.1 g/dl),
并在截稿为止的18个月内维持正常水平[94], 显示出临

床应用该基因编辑疗法的巨大潜力.

3.4 抑制HBA基因表达

α-地中海贫血(α-地贫)与β-地贫发病机制相似, 有

临床数据表明, 当α-地贫与β-地贫共遗传时, HBA和
HBB基因的表达都减少, 因而游离α-珠蛋白链数量减

少, 珠蛋白链比例失衡程度减轻, 在红系细胞中形成毒

性沉淀物减少, 当α-珠蛋白表达量降到正常值的75%
~25%之间都可显著改善β-地贫患者的临床症状[95]. 这

提示, 通过抑制α-珠蛋白基因表达是治疗β-地贫的又一

新策略.
HBA基因的表达由位于基因上游10~50 kb的4个增

强子(MCS-R1至R4)控制[96,97], 其中MCS-R2(又称HS-
40), 是调控HBA基因表达的最强增强子[98]. Mettananda
等人[99]研究了一例自然突变导致MCS-R2片段缺失的

病例, 发现该突变导致且仅导致α-地贫的产生. 他们更

进一步用CRISPR/Cas9技术删除HbE/β-地贫病人

CD34+细胞基因组中的MCS-R2片段, 发现由编辑后

CD34+细胞诱导分化的红细胞中α-珠蛋白表达减少且

病理性珠蛋白链失衡得到纠正. 此外, 小鼠异体移植试

验表明, 一部分编辑后的CD34+细胞是长期再生的造血

干细胞(LT-HSC), 证明了该方法治疗β-地贫的潜力, 但

是这种方法只适用于β-珠蛋白有部分表达的病人, 即

β+病人. 近来, Pavani等人[100]联合了两种治疗手段对β-

2022 年 7 月 第 67 卷 第 21 期

2500



地贫细胞模型(敲除HBB基因的HUDEP-2细胞, HU-
DEP2-β0)进行基因编辑, 利用同一个gRNA, 首先通过

Cas9 RNP靶向α-珠蛋白基因亚型HBA2基因的5′端非翻

译区, 敲除了HBA2基因, 降低了α-珠蛋白的表达水平;
之后使用腺相关病毒AVV6载体在同一Cas9切割位点

通过HDR敲入修饰过的HBB基因, 使其受HBA2基因的

启动子调控, 启动异位HBB基因表达, 使珠蛋白水平恢

复到约正常值的40%. 在β+和β0患者来源的HSPCs中应

用该方法, 细胞既保留了分化潜能又使α/β-珠蛋白失衡

得到改善, 仅表现出少许和双链切割相关的细胞毒性.
在K562细胞中的后续研究表明, 可使用nCas9(Cas9的
一种突变形式, 导致在目标位点产生单链切割而不是

双链断裂)进行HBA2基因敲除和HBB基因敲入, 尽管

nCas9编辑效率不如Cas9, 但是nCas9不会导致插入或

缺失突变, 可减轻细胞毒性, 在临床应用上仍大有可

为. 为减少珠蛋白比例失衡程度, 除了对HBA基因直接

编辑外, Cosenza等人[101]运用CRISPR/Cas9技术成功修

正β039(HBB第39个密码子CAG密码子突变为UAG终

止密码子)纯合子突变患者的红系前体细胞HBB基因

后, 发现修正的细胞能够表达大量的HbA蛋白, 相当于

血红蛋白总量的94.08%. 更重要的是, 在编辑过的红系

前体细胞中, 过量的游离α-珠蛋白链大量减少, 并且与

HbA蛋白的增加显示了高相关性 . 该研究可能为

CRISPR/Cas9技术编辑HBB基因联合其他方法(如使用

化学诱导剂诱导HbA蛋白生成)治疗β039患者提供了一

种有效方案.
目前, 有关抑制α-珠蛋白基因表达的基础性研究

和临床试验少, 显然, 要将这一策略运用于β-地贫的临

床治疗, 需要重点攻克的问题包括两方面内容: 一是选

择性地调控α-珠蛋白表达量, 若α-珠蛋白表达量小于

25%会由于血红蛋白生成量急剧减少导致原本贫血状

态加以恶化, 而表达量过多则无法起到减轻α/β-珠蛋白

链比例失衡的作用; 二是高靶向性地调控α-珠蛋白表

达, 合理设计基因编辑系统, 评估不良反应, 避免β-珠
蛋白的产生受到影响[102].

4 其他基因编辑技术在治疗β-地贫的研究

4.1 CRISPR/Cas9衍生技术单碱基编辑器

单碱基编辑器(base editors, BEs)是在CRISPR/Cas9
技术的基础上发展而来的一种能实现单个碱基编辑的

新型基因编辑工具, 由David Liu实验室[103]在2016年首

次报道, 其将dCas9与脱氨酶相结合, dCas9单链切割目

标DNA, 脱氨酶使缺口末端的碱基脱氨, 并在复制过程

中置换为其他碱基, 根据脱氨酶的不同分为胞嘧啶碱

基编辑器(cytosine base editor, CBE)和腺嘌呤碱基编辑

器(adenine base editor, ABE). BEs能够介导精确的基因

编辑而不需要供体模板和双链DNA断裂, 在经过多次

的更新迭代后, 已经可以编辑所有4种转换碱基突变,
也展示出更高的编辑效率(ABE7.10在人类细胞中约

50%)与较好的安全性[104].
Liang等人[105]应用优化的第三代单碱基编辑器(BE3)

首次在β-地贫患者来源的皮肤成纤维细胞和构建的含

HBB-28(A>G)突变的人胚胎中修复了该突变, 在皮肤

成纤维细胞中修复效率约为20%, 在克隆胚胎细胞中

为22.9%. 尽管大多数修复的细胞为杂合子、胚胎为嵌

合体, 但是部分表达的HBB基因足以改善地贫症状. 该
研究在293T细胞和胚胎细胞中发现了HBB-28位点的

意外G>C碱基颠换, 可能为碱基切除修复效应(BER)[103]

所致, 表明需要开发新的方法抑制BER. 另外, 研究还

在293T细胞和皮肤成纤维细胞中发现了–25 G>A突变,
虽然未在胚胎细胞中发现, 但仍提示其具有潜在的安

全风险, 故使用YEE-BE3(一种改良BE3, 窗口更小)进
行优化以防止该突变发生, 在使用YEE-BE3的重组人

胚胎细胞中, 两种突变均未出现, 但脱靶效应须由全基

因组分析进一步确定. 除了原位修复外, BEs也可以调

控γ-珠蛋白基因表达达到治疗目的. 比如Zeng等人[106]

利用优化的BE3实现了对地贫患者(β0β+和β0βE基因型)
CD34+ HSPCs中针对红系特异增强子BCL11A基因+58
位点的高效基因编辑(90%以上), 结果发现编辑后的

CD34+细胞体外红系分化后, BCL11A基因的表达水平

显著降低, 同时HbF含量得到极大提升. 此外, 该研究

还尝试通过BE3同时纠正β-地贫患者的HBB-28(A>G)
点突变并靶向BCL11A +58位点, 结果发现多点编辑和

单点编辑相比, 效率相近, 但是β-和γ-珠蛋白表达水平

都提高, 分化后的红细胞更加成熟、体积和形态都恢

复至接近于健康细胞水平. 另外, Wang等人[80]利用

hA3A-BE3靶向HBG基因启动子区BCL11A的结合位点

以解除其对HBG基因的表达抑制, 发现在β-地贫患者

来源的HSPCs中编辑效率达到85%, γ/α-珠蛋白蛋白

mRNA比值达到126%, 且插入缺失频率低(2%), 未发

现脱靶效应, 证明这是一种潜在可行的β-地贫治疗策

略, 而BCL11A结合位点是单碱基编辑器的理想靶点.
相比CRISPR/Cas9技术, 碱基编辑技术不需要
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DNA双链断裂或提供供体模板,对DNA损伤更小,编辑

效率明显提高. 此外, 由于无需依赖细胞周期, BEs在各

种动植物中得以广泛运用, 被Science评为2017年度十

大科学技术之一, 开启了精准编辑基因组的又一新篇

章. 早期的单碱基编辑器具有明显的DNA和RNA脱靶

效应以及意外的核苷酸转换, 经过改良其安全性已有

显著的提升. 张学礼和毕昌昊团队[107]及Joung团队[108]

同时创建出新型糖基化酶碱基编辑器(glycosylase base
editor, GBE), 用胞嘧啶脱氨酶-nCas9-尿嘧啶糖基转移

酶(Ung)蛋白复合物, 将胞嘧啶脱氨酶形成的尿嘧啶,
然后脱去尿嘧啶建立无嘌呤/无嘧啶(AP)位点, 利用自

身DNA损伤修复系统首次在哺乳动物细胞中实现C-G
碱基特异性颠换, 有望实现任意碱基编辑. BEs在β-地
贫的基因治疗相关研究中具有很大潜力, 目前国内外

暂无利用BEs治疗β-地贫的详细临床试验报道.

4.2 先导编辑器

BEs虽然基因编辑功能强大, 但是目前仅可以编辑

4种基因转换和C-G颠换, 没有做到任意碱基置换. 在此

基础上, David Liu课题组[109]研发了先导编辑器(prime
editor, PE), 他们将nCas9蛋白与逆转录酶(RT)结合, 构

造出融合蛋白, 并在sgRNA的末端添加一段新RNA
(pegRNA), pegRNA由PBS(primer binding site)序列、

包含待编辑碱基的RT模板和引导序列组成. 靶DNA链

3′端作为引物与PBS序列互补, 对RT模板进行逆转录,
新生成的DNA片段将原序列替换, 从而实现基因编辑.
PE在不依赖DSB和供体DNA的条件下便可有效编辑所

有12种点突变, 此外还能有效实现多碱基的精准插入

(最多可插入44 bp)和删除(最多删除80 bp), 这使得PE
在理论上能够修正绝大部分的致病等位基因. 使用PE3
可在HEK293T细胞中导入和修复导致SCD的HBB基因

E6V突变, 修复的编辑效率可达到58%, 插入缺失频率

约为1.4%[109]. β-地中海贫血与镰状细胞病同为β-血红

蛋白病, 这提示PE也具有编辑β-地中海贫血致病基因

的潜力.
PE在CRISPR/Cas9技术和BEs的基础上能够实现

更精准更灵活的基因编辑, 但也面临着诸多挑战, 比如

需进一步提升在多种细胞中的编辑效率、准确评估

其脱靶效应扩大编辑窗口以及优化大分子量融合蛋

白的胞内递送等. PE自诞生以来快速更新迭代不断

完善, 将有可能成为未来β-地贫基因治疗的新热点和

方向.

5 结语与讨论

20世纪80年代诞生的基因编辑技术, 为基因突变

性疾病的治愈带来希望, 其中CRISPR/Cas9基因编辑技

术能够以最小的副作用恢复正常的β-珠蛋白功能[110],
在β -地贫的治疗中具有里程碑式的意义 . 另外 ,
CRISPR/Cas9基因技术衍生的新的基因编辑工具也为

β-地贫的治疗带来了新的曙光. 目前, 基于CRISPR/
Cas9基因编辑技术治疗β-地贫主要有3种可行方案, 包

括通过HDR对突变HBB基因DNA位点进行精确修复、

通过NHEJ编辑HBG相关基因重新激活γ-珠蛋白基因表

达或编辑HBA基因抑制α-珠蛋白表达平衡α/β-珠蛋白

链比例. 前文中已对上述提及的基因疗法部分优势或

(和)局限性进行了讨论, 此外还需考虑以下问题.
(1) 开发更加安全高效的递送方式. CRISPR/Cas9

系统的主要递送方式包括质粒、RNP和病毒载体. 质

粒是HDR的主要供体类型, 其往往会引起强烈的免疫

反应和严重的细胞毒性[111]. RNP(Cas9-gRNA复合物)
结合电穿孔的递送方式亦是当下主流, 但电穿孔会对

细胞膜上磷脂双层造成损害, 更适用于体外实验. 相比

之下, AAV能将CRISPR/Cas9系统整合到哺乳动物细胞

的腺相关病毒定点整合的AAVS1位点, 具有广泛的亲

和性, 是目前最安全的病毒传递方法, 适合在体内应

用. 但AAV通常只能包裹约4.7 kb大小的基因, Cas9基
因的大小为约4.3 kb, 所以Cas9基因和sgRNA需要通过

两个单独的AAV载体分别传递[112]. 基于多学科交叉不

断发展的非病毒载体(如脂质体、纳米材料等)具有高

效、多功能的优势, 有望解决上述提及的细胞毒性、

生物安全和包裹量等问题[113].
(2) 提高体外HDR编辑效率. 传统的CRISPR/Cas技

术同源重组效率低, 目前没有关于HDR基因编辑效率

>50%的报道, 这种低编辑效率与寡核苷酸供体诱导靶

细胞激活IFN-γ介导的炎症免疫反应、HSPCs(尤其是

原始HSCs)对HDR编辑的低敏感性等因素有关[114]. 有

越来越多的研究表明, 通过添加抑制NHEJ修复途径的

小分子化合物、优化sgRNA的设计、运用Cas9类似物

与突变体、调整Cas9/sgRNA浓度等方法可以改善

CRISPR/Cas9技术非同源末端连接修复的问题[115].
(3) 发展干细胞培养技术与移植技术. 经编辑后的

iPSCs培养和维持困难, 在体外分化的红系细胞数量有

限[60]或优先表达HbF蛋白[61], 难以达到正常成人红系

细胞功能, 且分化出的HSPCs也很难在免疫缺血小鼠
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体内长期植入并保持基因编辑状态[116]. 在临床应用中,
干细胞移植过程复杂、难度大、不可控因素多, 尽管

消除了移植物抗宿主病和长期免疫抑制的风险, 但接

受基因编辑的患者在自体HSCs移植前仍需要进行清

髓性预处理, 这些疗法对技术要求很高.
CRISPR/Cas9基因编辑技术治疗β-地中海贫血的

人体临床试验已开展. 截至目前, 本文检索仅有6例, 其
中5例尚未公布详细结果(表3). 尽管有试验(NCT03655678)
表明在治疗过程中出现不良事件, 如伴有中性粒细胞

减少的肺炎和静脉闭塞性肝病伴窦性梗阻综合征

(VOD-SOS)等待解决[94], 但该患者经治疗4个月后体内

的血红蛋白水平就已恢复正常, 显示出CRISPR/Cas9技
术在治疗β-地贫中具有良好前景. 同时需要注意的是,
目前这些临床试验的长期疗效以及安全性仍不确定,
在进行大量临床试验之前, 还需要进行更多基础研究

来完善基因编辑过程和编辑效率, 尽量减少潜在的有

害的靶外突变以及脱靶效应. 随着分子生物学和基因

编辑技术的不断发展, 有待进一步探究新的靶点和新

的编辑方式以不断优化基因编辑策略, 达到最优治疗

效果.
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β-thalassemia is an autosomal recessive hereditary blood disorder characterized by reduced levels of functional
hemoglobin caused by point mutation or deletion of the β-globin gene HBB. Children with beta-thalassemia major develop
life-threatening hemolytic anemia and their survival depends on lifelong blood transfusions and iron removal treatment.
Long-term iron chelation therapy can result in multiple organ damage and failure, and places an economic burden on the
patients, their families, and society. The prevalence and carrier rates of β-thalassemia are very high, with 80 to 90 million
people reported to be carriers across the world. In China, the overall prevalence is 2.21% and in southern China, the highest
carrier rate is 4.8%. The most common HBB mutation that causes β-thalassemia in China is a 4-bp deletion (-CTTT) at
codon CD41/42. At present, allogeneic hematopoietic stem cell (HSC) transplantation is the only available option with a
high cure rate for β-thalassemia and the key to the success of HSC transplantation is the HLA matching, however it is
sometimes hard to find a match between the patient and unrelated donors because some HLA types are less common. With
the advent of zinc-finger nucleases (ZFN) and transcription activator-like effector nucleases (TALEN), site-specific
genome editing of autologous induced pluripotent stem cells (iPSCs) and HSCs from β-thalassemia patients has become
possible. These nucleases induce double strand breaks and elicit site-specific gene correction of HBB mutations in the
presence of a DNA template carrying the desired (non-disease) sequence via homology-directed repair (HDR) at the break
site. However, ZFNs and TALENs both require complicated cloning approaches to achieve. An even newer approach for
fast and easy genome editing procedure is based on clustered-interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and
CRISPR-associated protein 9 (Cas9). CRISPR/Cas9 gene editing technology is rapidly becoming the preferred tool to edit
genes and it has attracted great attention because of its advantages in targeting specificity, efficiency and economy. The
2020 Nobel Prize in Chemistry was awarded to Professors Emmanuelle Charpentier and Jennifer Doudna for their work on
CRISPR/Cas9. In this review, we comprehensively discuss the development and detailed mechanisms of the CRISPR/Cas9
system, as well as its application and research progress in the treatment of β-thalassemia, focusing on three feasible
CRISPR/Cas9-based gene therapies: (1) Repair of the HBB gene in iPSCs derived from patients; (2) induction of
expression of fetal hemoglobin (HbF); and (3) inhibition of α-globin gene expression. We also review the relevant research
reports in the past five years that cover cell and animal models as well as clinical trials. Currently, most CRISPR/Cas9-
based clinical trials focus on the induction of HbF expression by targeting the BCL11A enhancer, the BCL11A binding site
on the HBG promotor, and other HBG transcription factors. We also review the safety, long-term efficiency, and current
challenges in delivering CRISPR/Cas9 vectors to cells in vivo. New genome-editing tools derived from CRISPR/Cas9
exploration such as prime editors and base editors and their potential applications in β-thalassemia treatment are also
introduced. Since prime editing and base editing offer high efficiency and product purity compared to HDR, they are
anticipated to become the most commonly-used genome editing approaches in the long term to achieve a cure for β-
thalassemia.
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