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摘要       造血干细胞具有自我更新和分化为各类血细胞的潜能,一直被认为是最理想的基因治疗靶细胞之一.
近年来,基于慢病毒载体的造血干细胞基因治疗逐渐进入临床. 同时,随着CRISPR-Cas9等基因编辑技术的不断

发展,第二代造血干细胞精准基因治疗研究已经取得重要进展,预计将逐渐开始临床转化. 但目前,造血干细胞

基因编辑还面临一些问题亟待解决, 尤其是精准编辑效率还需要大幅度提高.
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1  造血干细胞移植

异体骨髓移植和造血干细胞移植是20世纪最重要

的医学革命之一,第一次使恶性肿瘤不再是绝症,而变

成可以治愈的疾病. 造血干细胞移植已经常规地用于

治疗白血病等多种恶性血液疾病,同时也可以用来治

疗血液系统非恶性遗传病,如地中海贫血等. 但是,异
体造血干细胞移植仍然存在一些问题,例如, (ⅰ)组织

相容性抗原HLA完全匹配的供者常常难以找到,因此

相当一部分病人不能受惠于这一治疗方案; (ⅱ)干细

胞移植预处理方案和移植后产生的急性移植物抗宿主

病(host versus graft reaction, GVHD)可能导致10%~20%

的病人在治疗过程中死亡. 另外, 慢性GVHD使相当

一部分病人生活质量降低. 因此, 异体造血干细胞移

植主要适用于危及生命的疾病. 为解决上述问题, 人
们提出了一个替代方案: 首先纯化病人自体的携带变

异基因的造血干细胞,在体外短暂培养并且导入正常

基因和相应表达调控元件后,再把干细胞移植入病人

体内. 这一治疗方法被称为造血干细胞基因治疗.

2  利用造血干细胞进行基因治疗的优势

造血干细胞(hematopoietic stem cell, HSC)在基因

治疗领域具有巨大的应用潜力,因为基因改良后的造
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血干细胞植入后可替换原有造血和免疫系统. 随着造

血干细胞鉴定、分离、纯化及移植技术的成熟,以造

血干细胞为靶细胞的基因治疗技术经过20多年的研

究开发和不断优化, 已经逐渐进入临床, 并且取得了

初步成功.
自从基因治疗的概念提出以来,造血干细胞一直

被认为是最理想、最有发展前景的靶细胞[1]. 造血干

细胞基因治疗的优势在于: (ⅰ)造血干细胞不仅能够

自我更新, 而且能够分化成各种类型血细胞, 因此少

量的转基因造血干细胞植入后就能够维持终生,重建

整个造血和免疫系统, 从而一次性治愈疾病, 避免了

多次治疗的麻烦. (ⅱ)由于多种先天性或遗传性疾病

包括血液系统疾病、免疫相关疾病和代谢类疾病等

的发生与造血干细胞有关,已有的治疗方案也多依赖

于异基因干细胞移植或输血等. 同样地, 这些疾病患

者也可以接受自体造血干细胞基因治疗. (ⅲ)造血干

细胞获得渠道广泛,既可以从动员的外周血中或骨髓

中获得, 也可以从脐带血中获得. 通过短暂的体外培

养进行基因治疗操作后, 就可以移植给患者. (ⅳ) 造
血干细胞分离纯化技术、体外培养技术和移植技术

以及基因编辑技术的不断优化改良为造血干细胞基

因治疗提供了技术保障; (ⅴ)经过基因改造或编辑的

造血干细胞移植给患者后,目的基因表达产物可以通

过血液循环到达靶器官. 同时造血干细胞可以分化成

各种成熟血细胞, 如T, B淋巴细胞、自然杀伤细胞、

树突状细胞、粒细胞、巨核细胞和红细胞等,可随血

液循环分布于全身,有利于治疗各种系统性疾病.

3  造血干细胞基因治疗的基本原理和步骤

造血干细胞可以自我更新, 一旦植入成功, 这些

细胞以及所有子代细胞都会表达治疗性基因,从而永

久性治愈疾病. 逆转录病毒载体可以成功地把转基因

整合到造血干细胞基因组上. 早期使用的伽玛逆转录

病毒载体(Gammaretroviral vector)基因转导效率偏低,
同时存在较大安全隐患[2]. 目前大部分干细胞基因治

疗采用慢病毒载体. 慢病毒载体是从人类免疫缺陷病

毒-1 (human immunodeficiency virus 1, HIV-1)来源的一

种转基因载体. 相比一般的逆转录病毒载体, 慢病毒

载体具有独特的优势: (ⅰ)与伽玛逆转录病毒载体不

同, 不需要经历细胞分裂和细胞核膜破裂过程, 慢病

毒载体就可以进入细胞核和整合到基因组上,因此对

分裂细胞和非分裂细胞都具有感染能力,从而使基因

转导效率大幅度提高[3]. (ⅱ) 伽玛逆转录病毒主要整

合到转录调控区域,因此有较高的几率激活致癌基因,
而慢病毒载体主要整合到内含子区域[4]. 大量研究表

明,使用慢病毒载体使基因治疗安全性提高3~5倍[5,6].
但是所有的整合型载体都存在潜在安全问题. 过去十

年, 随着定点基因编辑技术的快速发展成熟, 尤其是

简单高效的CRISPR-Cas9技术的异军突起, 造血干细

胞基因治疗的安全性问题有望得到完全解决.
自体造血干细胞基因治疗分为4步(图1): (ⅰ) 富

集和纯化患者的造血干细胞; (ⅱ) 体外造血干细胞

基因修饰/编辑, 包括利用慢病毒体外转导或者利用

锌指核酸酶(zinc finger nuclease, ZFN)/TALEN核酸酶

(transcription  activator-like  effector  nuclease)/CRISPR

图 1     自体造血干细胞基因治疗示意图[7](网络版彩图)
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(clustered regularly interspersed short palindromic repeat)
等基因编辑技术体外修饰造血干细胞; (ⅲ)经基因修

饰或编辑的造血干细胞的体外鉴定; (ⅳ)自体造血干

细胞移植.

4  基于病毒载体的造血干细胞基因治疗在
临床治疗中取得初步成功

造血干细胞移植可以治愈维-奥德里奇综合征

(Wiskott-Aldrich syndrome, WAS)、X-连锁严重联合

免疫缺陷(X-linked severe combined immunodeficiency,
SCID-X1)和β-地中海贫血(β-thalassaemia)等疾病[8],然
而异基因造血干细胞移植具有相当大的并发症风险

和死亡率, 特别是对HLA配型不合的患者, 即使是在

少数HLA匹配的家庭捐助中,并发症风险仍然较大[9].
而以自体造血干细胞为靶细胞的基因治疗,不会产生

免疫排斥和GVHD等,因此造血干细胞基因治疗可以

解决部分医疗需求,尤其是当没有HLA完全匹配的造

血干细胞捐赠者可用时. 基于慢病毒载体的造血干细

胞基因治疗方案已经用于治疗多种重型遗传性疾病,
如免疫和血液系统疾病WAS, SCID-X1[10~12]、β-地中

海贫血[8]等, 以及神经退行性疾病肾上腺脑白质营养

不良(adrenoleukodystrophy, ALD)和存储异染性脑白质

病变(metachromatic leukodystrophy, MLD)[13~15]等(表1).
WAS是一种X染色体连锁隐性遗传 , 原发性免

疫缺陷病 . 致病原因是位于X染色体(Xp11.2~11.23)
上的用于组装免疫突触所需的细胞骨架接头的WAS
基因突变 [21], 导致血小板和免疫细胞的功能异常 .
多年以来, 治疗WAS唯一的方法是异体造血干细胞

移植[22~24]. Braun等人[25]首先尝试利用伽玛逆转录病毒

载体对WAS患者进行自体造血干细胞基因治疗. 该方

法能够使患者免疫功能得到改善. 然而,在9名接受治

疗的患者中,有7人因插入突变引发急性白血病. 在随

后的临床试验中,人们开始转而使用更加安全的慢病

毒载体. 最近, 两个基于慢病毒载体(LV-w1.6 WASp)
的治疗方案取得了初步成功[10,11]. 这两项研究的结果

都显示了显著的临床效益,而且没有发现肿瘤恶性转

化或者单克隆细胞持续扩增的证据. 更新的报道指出,
治疗20个月后,表达WAS基因的细胞不断扩增,在T细
胞、B细胞和髓系细胞群中发现多个克隆[17]. 病人在

停止使用免疫抑制剂和外源免疫球蛋白治疗后检测

发现, 血管炎性标志物得到改善, 表明这一基于慢病

毒载体的治疗方案具有明显疗效.
SCID-X1是由于免疫细胞发育所必需的共用细

胞因子受体IL2RG (interleukin-2 receptor γ chain)突变

而导致免疫系统发育和功能缺陷[26,27]. 在一个有20名
无匹配供者的SCID-X1患儿参与的临床试验中, 首先

利用基于小鼠(Mus musculus)莫洛尼(氏)白血病病毒

(Moloney leukemia virus, MLV)的伽玛逆转录病毒载体

转导患儿自体的CD34+骨髓细胞, 然后患儿接受了自

体造血干细胞移植. 在这一治疗方案中, MLV载体表达

IL2RG, 同时在长末端重复(long terminal repeat, LTR)
中包含病毒增强子序列. 这些临床试验的治疗效果(产
生了T细胞的重组)和无病生存率类似于HLA匹配的异

体造血干细胞移植[28,29]. 然而,在20个接受治疗的病人

中, 有5个发生了插入突变, 激活了原癌基因LMO2或
CCND2等, 引发T细胞急性淋巴细胞白血病[2,30,31]. 为
减少插入突变的产生,后续的实验中使用了删除病毒

增强子序列的自失活型伽玛逆转录病毒载体[12]. 在该

临床研究中, 共招募了9名患有SCID-X1的男孩, 进行

自体CD34+造血干细胞基因治疗. 12~38个月的随访表

明, 9个孩子中有8个仍然存活. 一名病人在基因改造

的T细胞重建前, 死于腺病毒感染. 在剩下的8名患者

中, 有7名患者的外周血T细胞恢复了正常功能, 病人

保持健康状态[12].
β血红蛋白病,如镰刀细胞贫血和β地中海贫血,都

是由血红蛋白的组成成分β-globin (HBB)珠蛋白亚基

突变而导致的成人血红蛋白(adult hemoglobin, HbA)异
常. 目前根治β血红蛋白病的方法主要是异基因造血

干细胞移植. 携带功能正常的β珠蛋白基因在异体造

血干细胞成功植入后,可不断分化为功能正常的红系

祖细胞, 持续形成功能正常的红细胞. 但异体造血干

细胞移植供者难求,而且异基因造血干细胞移植具有

一定的死亡率, 特别是对HLA配型不合的患者, 即使

是在少数HLA完全匹配的家庭捐助中,发病风险仍然

较大[9]. 而如果将患者自体造血干细胞利用基因编辑

技术修复或者过表达正常(或者抗镰刀型病变的) HBB
基因就可以治愈β血红蛋白病. 美国蓝鸟(Bluebird)公
司作为基因治疗领域的先驱, 已经开发出LentiGlobin
BB305等基因治疗产品, 用于治疗输血依赖性β地中

海贫血和重度镰状细胞病. LentiGlobin BB305是表达

HBB (T87Q)基因的慢病毒载体,可将抗镰刀型病变的
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1326 表 1   病毒载体介导的造血干细胞基因治疗临床应用(改自文献[16])

疾病类型 载体及治疗策略 病人数量 追踪时间(月) 病人状况及临床结果 临床试验编号 参考文献

所有病人均存活

转基因细胞稳定植入7 10~60

疗效持久; 安全性好

NCT01515462 Aiuti等人[10]

6个病人存活, 1个病人死

于预先存在的感染
NCT01347242

转基因细胞稳定植入 NCT01347346

WAS
慢病毒载体,体外转基

因到CD34+细胞

7 9~42

疗效持久; 安全性好 NCT02333760

Hacein-Bey Abina等人[11]、

Morris等人[17]

8个病人存活, 1个病人死

于腺病毒感染
NCT01410019

转基因细胞稳定植入 NCT01175239
SCID-X1

自失活型伽玛逆转录

病毒载体, 体外转基

因到CD34+细胞

9 12~39
7个病人疗效持久安全性

好, 1个病人植入失败后接

受了造血干细胞移植

NCT01129544

Hacein-Bey-Abina等人[12]

2个病人实现转基因细胞稳定

植入, 1个病人不再依赖于输血
3 24~72

1个病人植入失败, 然后接

受了救援细胞

N/A
Cavazzana-Calvo等人[18]、

BlueBird Bio公司

转基因细胞稳定植入

2 15 2个病人不再依赖于输

血 , 安全性好

NCT02151526 Ribeil等人[19]

转基因细胞稳定植入

β血红蛋白

病(镰刀细胞

贫血和β地中

海贫血)

慢病毒载体, 体外转

基因到CD34+细胞

5 1~6 在可评价的2个病人不再依

赖于输血, 安全性好

NCT01745120 BlueBird公司

所有病人的转基因细胞稳

定植入 , 并且安全4 54~101
3个病人的疗效持久

N/A Cartier等人[13]、Cartier等人[14]

15个病人的疗效持久ALD
慢病毒载体, 体外转

基因到CD34+细胞

17 21.6~42
1个病人由于病情恶化死

亡, 1个病人接受异体造血

干细胞移植后死亡

NCT01896102 Eichler等人[20]、BlueBird公司

所有病人的转基因细胞稳

定植入 , 并且安全
MLD

慢病毒载体, 体外转

基因到CD34+细胞
20 3~60

所有在发生症状前开始治疗

的婴儿患者疗效持久

NCT01560182 Biffi等人[15]
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β珠蛋白基因导入到患者自体造血干细胞中, 然后将

这些基因修饰的细胞再回输至患者体内,以恢复合成

正常血红蛋白的能力[32]. 这一疗法能够使地中海贫血

患者彻底摆脱输血. 2014年12月, 蓝鸟公司在美国血

液学协会(american society of hematology, ASH)年会上

公布了初步结果: 4名患者在接受这种治疗后, 连续3
个月不需要输血. LentiGlobinBB305也可以用来治疗

镰刀细胞贫血症(sickle cell disease, SCD),第一例患者

在治疗后15个月的追踪结果最近发表在《新英格兰

医学杂志》上[19]. 结果显示, 在造血干细胞移植38天
和91天后,该患者中性粒细胞和血小板数量渐趋恢复

正常. 功能正常的HBB的比例在移植后逐渐增加, 15
个月时已占β珠蛋白总量的48%. 随着正常β珠蛋白比

例的增加, 移植后88天患者就停止了输血. 自从接受

造血干细胞移植后,该患者在15个月里没有出现任何

SCD的症状. 相比之下,在他接受治疗之前,平均每年

会有1.6次SCD症状的爆发,需要住院抢救.
造血干细胞基因治疗的适应症还包括一些非血液

系统遗传性疾病,如ALD等. ALD是一种脂质代谢障碍

疾病,系X染色体连锁隐性遗传,因编码过氧化物酶体

半转运蛋白ALD的基因ABCD1 (ATP-binding cassette,
subfamily D member 1)基因缺陷所致[33]. ABCD1基因

突变引起超长链多不饱和脂肪酸异常降解,主要影响

肾上腺和神经系统功能,全球男婴发病率为两万分之

一. CALD (cerebral adrenoleukodystrophy)是ALD的致

命形式,会导致患者神经细胞的保护鞘分解、进行性

脑损害和最终死亡. 目前, CALD唯一有效的治疗方

法是异基因造血干细胞移植,然而这种方法会引起并

发症, 包括植入失败和GVHD等. 自体造血干细胞基

因治疗可以克服以上缺点,已被作为异体造血干细胞

移植的替代治疗方法[16]. 2009年, 4个ALD患者接受

了基因治疗, 首先采集自体CD34+造血干细胞, 然后

利用慢病毒载体CG1711-hALD将ABCD1导入细胞内,
最后进行自体造血干细胞移植[13]. 其中两名患者在基

因治疗后, 检测到功能性ABCD1蛋白表达, 病情趋于

稳定. 蓝鸟公司也开发了用于治疗CALD的Lenti-D载
体. 该疗法利用Lenti-D慢病毒载体将正常ABCD1基
因导入自体造血干细胞内, 再移植回患者体内. 在一

项名为Starbeam的全球性、多中心、试验性基因治疗

研究中[20], 研究人员评估了该疗法治疗CALD的有效

性和安全性. 截止到2017年4月25日, 17名患者中有16

人结束了中期研究实验(治疗后已达24个月或停止治

疗). 结果发现, 88%的患者仍然存活,并且没有主要功

能性残疾(MFD)症状. 在CALD中, MFD症状包括6个
严重缺陷: 失去语言沟通能力、皮质盲(大脑视皮质

中枢功能障碍引起的黑矇)、鼻胃管喂养、完全性失

禁、轮椅依赖和丧失自主运动能力.
综上所述, 随着载体技术的不断发展, 基于自失

活病毒载体的造血干细胞基因治疗方案在地中海贫

血、镰刀细胞贫血、肾上腺脑白质营养不良等的临

床试验中已经展示了显著的初期治疗效果. 在监管机

构认证批准后,有望扩大临床试验规模或直接进入临

床治疗. 但这些治疗方案在10~20年后的长期安全性

依然不可预测,因此基因治疗学家一直没有停止对更

加安全的基因治疗策略的探索.

5  基于基因编辑技术的第二代造血干细胞
基因治疗在临床前研究中取得积极进展

基因编辑技术是利用靶向核酸酶对基因组进行

靶向修饰的遗传工程技术 , 是当今生命科学领域的

研究热点 . 人工/靶向核酸酶主要包含ZFN, TALEN
核酸酶以及CRISPR系统中的Cas9酶, 其中TALEN技

术和CRISPR-Cas9技术分别在2012, 2013和2015年被

Science杂志评为十大年度科学突破之一. 这些技术作

为基因编辑的重要工具受到越来越多的关注,也为造

血干细胞基因治疗领域注入了新的生机. 基因编辑技

术的关键点是在基因组的特定位点产生双链DNA断

裂,然后利用生物体内的DNA损伤修复机制,包括非同

源末端连接(non-homologous end-joining, NHEJ)和同源

重组(homologous recombination, HR)等,对目标DNA序
列进行编辑,实现基因敲除、定点修复、基因敲入、

染色体重排等操作[34~38]. 新近出现的CRISPR-Cas9基
因编辑系统最为简单高效,已被广泛运用到生命科学

基础研究和临床医学研究中. 自2007年以来, 人们利

用基因编辑技术在造血干细胞基因治疗的研究中不

断取得进展.
基因编辑后的造血干细胞可治疗多种疾病,包括

先天性或遗传性血液系统疾病、免疫相关疾病和代

谢类疾病等. 人自体CD34+造血干祖细胞可从病人的

骨髓或者动员的外周血中获得,然后通过体外培养,在
细胞因子刺激下实现预扩增后,利用ZFN, TALEN或者
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CRISPR-Cas9等DNA编辑工具来纠正或敲除与CD34+

细胞中特定基因. 初步研究表明, 造血干细胞基因编

辑有望用于治疗HIV, SCD, β地中海贫血、SCID-X1和
X-连锁慢性肉芽肿病(X-linked chronic granulomatous
disease, X-CGD)等(表2).

艾 滋 病 (acquired immunodeficiency syndrome,
AIDS)由HIV感染引起. HIV能够寄生在人体免疫细

胞中,其过度繁殖会破坏正常的免疫功能. CCR5细胞

膜蛋白是HIV-1入侵机体细胞的主要辅助受体之一.
因此利用基因编辑方法,破坏CCR5基因,就可以阻止

HIV病毒入侵,从而有望治愈艾滋病. 2009年,一位同

时患有艾滋病和白血病的患者在接受异体造血干细

胞移植时, 由于供体的HSC为纯合的CCR5基因自然

缺失, 使得患者的HIV转为阴性, 这一意外发现掀起

了通过敲除CCR5基因来根除艾滋病的研究热潮[52].
在自体造血干细胞中敲除CCR5基因,为治愈HIV提供

了一个高效、低毒、普适的方案.
2010年, 通过DNA核转染法将靶向CCR5基因的

ZFN导入人CD34+造血干祖细胞后, CCR5基因敲除效

率在总细胞中为17%,在干细胞中为11%. 实验中将基

因编辑的人CD34+细胞移植入免疫缺陷小鼠, 18周后

在骨髓中所检测到的人CD45+细胞内CCR5基因敲除

效率反映了HSC的敲除效率[39,53]. 2013年,通过重组腺

病毒载体AAV将靶向CCR5基因的ZFN导入人CD34+

细胞,群体细胞中的CCR5基因敲除效率为26%~31%,
而移植28周后检测到的干细胞敲除效率为3%左右[40].
2014年, 通过DNA核转染CRISPR-Cas9质粒系统敲除

CCR5基因发现, 共转染两个sgRNA可增加基因敲除

效率,在群体细胞中CCR5敲除效为19%~26%[41]. 随后

发现,共转染两个末端修饰过的化学合成的sgRNA在
CD34+细胞中基因敲除效率高达43%[42]. 2017年,我国

科学家陈虎和邓宏魁研究组[45]通过电转Cas9质粒和

一对sgRNA,在造血干细胞中敲除效率达32%. 功能研

究发现, CCR5基因敲除的造血干细胞植入免疫缺陷

小鼠后,能够阻断HIV感染. 这些研究结果预示了利用

CRISPR-Cas9等基因编辑技术有望治愈艾滋病.
β血红蛋白病除了可用转基因方法来治疗外, 还

可以通过造血干细胞基因敲除来治疗,因为如果患者

表达一定水平的胎儿血红蛋白(fetal hemoglobin, HbF)
就可降低β血红蛋白病病情的严重程度, 提示可以通

过增加患者体内HbF的含量来缓解β血红蛋白病的症

状[54]. 过去十几年, 一系列的研究证实, BCL11A基因

是发育过程中关闭胎儿γ珠蛋白表达的关键转录因子,
因此如果在患者自体造血干细胞中通过敲除BCL11A
基因或者敲除BCL11A红系特异性增强子,可以重启γ
珠蛋白表达,进而增加胎儿血红蛋白HbF的比例,从而

缓解β血红蛋白病病情[55,56].
在造血干细胞基因治疗领域,最接近临床转化的

两大应用可能是: 利用基因编辑技术破坏HIV病毒的

辅助受体CCR5来治疗艾滋病[57]以及破坏HBB的阻遏

基因BCL11A[58]来治疗镰刀细胞贫血. 这两大应用都

涉及基因敲除, 基因编辑效率相对较高. 而基因敲入

效率就低很多, 因为在人为制造双链DNA断裂后, 还
要引入DNA模板指导细胞进行修复,从而实现精确基

因插入. 如果能够进一步提高基因编辑技术在造血干

祖细胞中纠正突变或添加DNA序列的能力(即提高基

因敲入效率),将显著扩大基因编辑技术的应用范围.
基因敲入是由HDR (homology-directed repair)介导

的,需要同时在细胞中引入靶向核酸酶和指导同源重

组修复的DNA模板. 这两个组分只需要短暂的出现,
就可以对基因组进行永久性的修改. 可以利用可瞬时

表达的运载工具,包括核酸(DNA, mRNA和寡核苷酸)
和一些病毒载体(IDLV、腺病毒Ad, AAV)等运载两个

组分到细胞中进行基因编辑. 这些运载工具已经成功

地应用于多种细胞系和某些原代细胞中,但它们在造

血干祖细胞中的应用具有一定的挑战性,尤其是用于

插入一个全长基因时,效率低下. 起初,人们对人脐带

血CD34+细胞中的IL2RG基因进行编辑改造时,是通过

利用IDLV导入ZFN和同源重组模板DNA,但基因编辑

效率低于0.1%[46]. 最近, 通过联合转入ZFN mRNA和

IDLV同源重组模板, 在造血干祖细胞中PPP1R12C内
含子1 (又称为AAVS1位点)或IL2RG外显子插入GFP效
率达5%左右,在最原始的造血干祖细胞或者具有长期

造血重建能力的干细胞中的基因编辑效率为~2%[47,59].
而利用同样的方法来修复HBB基因突变,即通过电转

导入ZFN mRNA和寡核苷酸模板或者通过IDLV导入

同源重组模板,在免疫缺陷小鼠内检测到的HSC编辑

效率仅为0.2%~2.1%[48]. 这些结果表明,在造血干细胞

中的基因插入效率与编辑位点有关.
进一步的技术改良包括使用AAV6导入同源重组

模板. Porteus研究组[60]通过筛查10种AAV血清型发现,
AAV6转染造血细胞的效率最高. 因此,新近的研究主
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表 2   基因编辑技术在临床前造血干细胞基因治疗中的应用

疾病类型 靶点 方法 编辑方式 基因编辑效率 参考文献

AIDS 人CD34+ HSPC的CCR5基因 通过DNA核转染导入ZFN
NHEJ
敲除

敲除效率在总细胞中为17%,在免疫

缺陷小鼠移植18周后干细胞中为11%
Holt等人 [39]

AIDS 人CD34+ HSPC的CCR5基因

通过重组腺病毒载体

(adeno-associated viral vector,
AAV)导入ZFN

NHEJ敲除

群体细胞中的敲除效率为26%~31%,
而移植28周后检测到的干细胞

敲除效率为3%左右

Li等人 [40]

AIDS 人CD34+ HSPC的CCR5基因 通过DNA核转染导入CRISPR-Cas9 NHEJ敲除
在群体细胞中CCR5敲除效

率为19%~26%
Mandal等人[41]

AIDS 人CD34+ HSPC的CCR5基因
通过核转染或电转转导

Cas9-sgRNA复合物
NHEJ敲除

使用两个sgRNA的敲除效率

为43% (TIDE assay)
Hendel等人[42]

AIDS 人CD34+ HSPC的CCR5基因
通过衣壳改造的腺病毒载体

转导ZFN和TALEN
NHEJ敲除

敲除效率在总细胞中为8%~13%,
在免疫缺陷小鼠移植6周后检测

到的祖细胞中为8%~12%
Saydaminova等人[43]

AIDS
人CD34+和胎肝HSPC的

CCR5基因

通过电转导入ZFN mRNA, 通
过AAV6导入模板DNA

HDR
敲入

在动员后外周血CCR5位点敲

入效率为17%~26%, 胎肝中敲

入效率为19%~43%
Wang等人 [44]

AIDS 人CD34+ HSPC的CCR5基因 通过电转Cas9质粒和一对sgRNA NHEJ敲除 在造血干细胞中敲除效率达32% Xu等人 [45]

SCID-
X1

人脐带血CD34+细胞

IL2RG基因

通过整合酶缺失的慢病毒载体

(integrase-defective lentiviral vector,
IDLV) (非整合型慢病毒载体)

导入ZFN和模板DNA

HDR敲入
在干祖细胞中的基因编辑

效率低于0.1%
Lombardo等人[46]

SCID-
X1

人脐带血或骨髓来源CD34+

细胞的PPP1R12C内含子1
或IL2RG外显子5

通过电转导入ZFN mRNA, 通
过IDLV (非整合型慢病毒载

体)导入模板DNA
HDR敲入

敲入GFP效率为5%左右, 在具有

长期造血重建能力的干细胞中

的基因编辑效率为~2%
Genovese等人[47]

SCD 人CD34+ HSPC的HBB基因
通过电转导入ZFN mRNA和模板

寡核酸或通过IDLV导入模板
HDR敲入

在免疫缺陷小鼠体内检测到的HSC
编辑效率仅为0.2%~2.1%

Hoban等人[48]

SCD 人CD34+ HSPC的SCD SNP
通过电转导入Cas9-sgRNA复

合物和ssDNA模板
HDR敲入

群体细胞基因编辑效率32%, 在
免疫缺陷小鼠体内检测到的

HSC编辑效率2%~4%
DeWitt等人[49]

SCD 人CD34+ HSPC的HBB基因

通过电转导入Cas9 (RNP或
mRNA)和sgRNA, 通过AAV6

导入模板DNA
HDR敲入

移植后16周检测到的干细胞基

因编辑效率为3.5%
Dever等人 [50]

X-CGD
gp91phox转基因到人CD34+

HSPC的AAVS1安全港位点

通过电转导入ZFN mRNA, 通
过AAV6导入模板DNA

HDR敲入

群体细胞基因敲入效率55%, 免
疫缺陷小鼠移植后检测到的

HSC编辑效率12%
De Ravin等人[51]
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要使用AAV6导入基因插入模板. 2016年, Porteus研究

组[50]通过电转导入Cas9蛋白/mRNA和sgRNA对人镰刀

细胞贫血致病基因突变HBB进行了基因编辑. 他们利

用AAV6导入表达GFP的同源重组模板DNA,移植后16
周检测到的干细胞基因编辑效率为3.5%. 使用类似的

方法, 通过电转ZFN mRNA,在造血干细胞的CCR5和
AAVS1位点进行基因插入,最高效率可达5%~10%[44,51].
这些结果再次表明,精确插入效率与编辑位点的染色

质的开放程度密切相关,因为在HSC中, HBB位点处于

关闭状态, 基因编辑难度较高; 而CCR5和AAVS1位点

处于开发状态,因此基因编辑效率相对较高.
为提高基因编辑效率,本研究组设计了具有自主

知识产权的新型双切载体,使定点精准基因插入效率

提高5~10倍[61]. 双切载体是在传统质粒模板的同源重

组臂的两端接上Cas9-sgRNA的识别序列. 本研究组尚

未发表的数据表明,这一方法在多种不同细胞的多个

不同位点都能够大幅度提高基因编辑效率,显示了这

一方法的普适性. 另外新近的一篇论文报道指出, 类
似的方法可以在不同的实验室和不同的实验系统中

完全重现[62]. 预期利用新的方法设计精准基因插入引

导模板,有可能大大提高造血干细胞的基因编辑效率.
还有其他方法可以提高造血干细胞的基因编辑

效率,例如,在体外培养过程中,如果加入可促进细胞

扩增和干性维持的因子dmPGE2和SR1等,基因敲入效

率可提高2倍[47]. 另外, 新近报道显示, 通过使用化学

修饰的sgRNA以及把它与模板DNA连接在一起,可提

高HDR效率3倍[63].
现有的治疗方案都是HSC在体外编辑后再植入

体内. 由于体外造血干细胞基因操作成本很高, 一些

研究人员多年来一直试图在体内原位实现干细胞基

因编辑,但效率极低,没有任何应用价值. 然而最近两

篇报道让人们看到了体内造血干细胞基因编辑的希

望. 如果未来能够直接在体内实现干细胞基因编辑,
就会极大地降低成本, 减少治疗副作用. 体内编辑的

难点在于怎样有效地把基因编辑组分导入靶细胞中.
在目前的体内基因编辑实验中,研究人员利用AAV作
为载体传送这些分子,但由于大部分人对AAV病毒已

经产生了免疫力,使得AAV载体无法发挥作用. 此外,
利用AAV载体表达靶向核酸酶还有脱靶风险. 为了更

好地进行体内基因编辑,科学家们一直在寻找合适的

传送载体. 一种方法是使用可形成三链复合物的多肽

核酸(peptide nucleic acid, PNA). PNA的骨架是重复排

列的甘氨酸, 由多肽键组合而成, 碱基与骨架之间由

亚甲羰基化学键相连. 由于PNA没有DNA或RNA上的

磷酸基团, 因此PNA与DNA之间不产生电性相斥, 使
两者之间的结合强度大于DNA与DNA. 另外, 肽核酸

基团构象不同于普通核酸,不易被蛋白酶或者核酸酶

水解, 且碱基配对特异性极强, 稳定性高. 新近的研

究发现表明, 在地中海贫血小鼠中, 通过纳米颗粒递

送改良的PNA后,原位修复了造血干细胞中的致病基

因, 疾病症状明显改善[64]. 这种方法虽然在小鼠实验

中取得了初步成功,但由于小鼠和人在造血干细胞生

物学上的巨大差异,最终能否运用于临床还难以预料.
另一种方法是利用纳米金颗粒运送CRISPR组件, 具
体操作为: 将纳米金颗粒作为核心, 依次将同源重组

模板DNA, Cas9和sgRNA复合物结合在周围, 最后在

外部包裹上一层具有保护性质的聚合物使其更加稳

固. 将结合有不同的CRISPR组件的纳米颗粒,原位注

射到需要基因编辑的部位, 颗粒会被细胞内吞, 进而

释放出CRISPR相关组件,进入细胞核,发挥基因编辑

的功能[65]. 但这种方法是否适合于体内造血干细胞编

辑, 还有待进一步研究.
综上所述,过去几年在利用基因编辑技术改造造

血干细胞方面的研究取得了可喜的进展,为进一步的

技术创新和产品开发以及临床转化奠定了坚实的基础.

6  造血干细胞基因编辑存在的问题及潜在
解决方案

造血干细胞基因编辑的临床应用仍然面临许多

问题. 首先是转基因载体的有效性和安全性, 需要通

过进一步优化载体设计,提高靶向准确性[66~68],提高在

干细胞中基因编辑的效率. 其次, 需要考虑所用载体

能够尽量降低或避免激活细胞的先天免疫和适应性

免疫反应. 另外, 还要通过载体改造保证转基因的长

期持续的高表达,并且能够尽量模拟内源基因表达调

控模式. 对于基于CRISPR-Cas9的造血干细胞基因编

辑来说, 目前最关键的问题包括: 在HSC中尤其是长

期重建造血干细胞中的精准基因编辑效率依然较低,
电转后细胞存活率较低,以及基因组非特异性切割等.

本研究组尚未发表的数据表明,在最优条件后,在



  中国科学 : 生命科学     2017 年    第 47 卷    第 12 期

1331

人诱导多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSC)
和人红白血病细胞系(K562)中进行大片段基因精准插

入的效率可达到30%以上,但是目前要实现在人原代

造血干细胞中进行高效基因编辑还存在很多困难. 为
积极推进造血干细胞基因编辑治疗的临床转化,本研

究组认为需要重点思考如下4个问题, 才能把握造血

干细胞基因编辑技术创新的方向.
(1) Cas9-sgRNA切割位点与染色质的可及性(ac-

cessibility)密切相关. 对于染色质处于开放的区域,其
切割效率通常会显著高于染色质关闭的区域. 而某些

需要进行基因编辑的位点在造血干细胞中处于关闭

状态,如镰刀细胞贫血病的靶基因HBB.潜在的解决办

法包括: 怎样使关闭的染色质区域暂时性地处于开放

状态. 在某些情况下可以考虑进行异位基因插入, 选
择在造血干细胞中和分化的功能细胞中都处于开放

的区域进行基因编辑. 过去几年, 用于检测染色质开

放区域的ATAC-Seq技术的发展为寻找这样的位点提

供了方便的工具[69~71].
(2)长期重建造血干细胞(long term haematopoietic

stem cell, LT-HSC)通常处于静息状态. 大量研究表明,
处于细胞周期G0/G1期的细胞主要通过NHEJ进行修复,
而同源重组修复的效率比处在S/G2期的细胞至少要低

一个数量级[72,73], 这为在造血干细胞中进行大片段精

准基因插入带来严重考验. 未来或许需要找到一种特

殊的方法让造血干细胞暂时进入细胞周期,同时又不

影响造血干细胞的植入能力.
(3)如何有效促进造血干细胞的体外扩增以及提

高造血干细胞的植入能力,是有助于提高基因编辑效

率的重点所在. 近期有报道使用不同的小分子和细

胞因子组合提高造血干细胞体外扩增和造血干细胞

植入率,利用这些因子组合有望进一步提高基因编辑

效率. 2010年, 两个研究组分别报道了芳烃受体(aryl
hydrocarbon receptor, AhR)拮抗剂SR1[74]和Notch配体

激活剂[75]能够有效促进人造血干祖细胞的体外扩增.
2011年, North研究组[76]报道, dmPGE2可提高造血干

细胞的植入能力. 2014年, Sauvageau1研究组[77]报道

了小分子化合物UM171能够促进造血干细胞的体外

扩增和体内植入能力. 本研究组在2014年报道了抗氧

化剂NAC能够促进人造血干细胞在小鼠中的植入[78].
Eaves研究组[79]在2017年系统研究了5个细胞因子组合

SCF, FLT3L, IL-3, IL-6和G-CSF对人造血干细胞体外

培养过程中存活和干性的影响. 通过对培养条件的优

化, 人造血干细胞在体外培养21天后, 依然能够植入

免疫缺陷鼠. 在造血干细胞体外基因编辑的过程中,
利用以上小分子和细胞因子组合有望进一步提高基

因编辑效率.
(4) 造血干细胞的固有或先天免疫反应. 要实现

精确基因编辑, 必须导入基因修复DNA模板. 在进化

过程中, 细胞为了对抗外源病原体, 产生了复杂的细

胞质内模式识别机制. 一旦DNA进入细胞质, 模式识

别机器很快识别外源DNA, 引发强烈免疫反应[80]. 这
种免疫反应存在于人体几乎所有的细胞中,尤其是免

疫细胞以及这些细胞的前体细胞造血干细胞. 目前的

解决办法是用AAV载体把DNA模板导入细胞核,这样

可以逃避细胞浆中的免疫识别机制. 但是AAV载体本

身在人体内也会引起一定的免疫反应,同时向造血干

细胞中导入数以万计的模板拷贝可能存在安全隐患.
目前还没有很好的解决办法. 未来可能需要深入研究

造血干细胞对进入细胞的外源DNA的识别机制,然后

通过各种药物抑制免疫反应,这样有望大幅度提高细

胞存活率.
关于造血干细胞基因编辑治疗的安全性,目前需

要重点考虑两个方面. (ⅰ) Cas9-sgRNA的脱靶切割问

题. 人们已经在设法解决这一问题. 研究表明,通过开

发新的Cas9变异体,脱靶切割几率可以下降几个数量

级,这样非特异性切割所导致的安全隐患可以降低到

可接受范围[81]. (ⅱ)开发安全的无毒害的预处理方案.
为使基因编辑的造血干细胞实现成功植入,必须有效

清除骨髓微环境中的造血干细胞. 目前通常使用离子

辐射和具有干细胞毒性的化疗药物. 但这些预处理方

案对病人会造成很大伤害, 有长期致瘤风险, 并且可

能增加病人在治疗过程中的死亡率. 科学家已经开发

出了几种解决方案,未来或许有望使用没有毒性的预

处理方法. 这些策略包括使用抗体直接杀伤病人体内

的造血干细胞, 如通过抗c-Kit抗体联合使用CD47抗
体可促进造血干细胞植入[82],或者利用CD45抗体偶联

皂草毒素蛋白(saporin, SAP)杀伤造血细胞[83]. 另外还

发现,移植前食用缺乏缬氨酸的饮食会大大降低自体

造血干细胞的数量[84].
如果未来几年能够找到创造性的方法解决上述

难题,将为造血干细胞基因治疗大规模临床应用铺平

道路.
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Hematopoietic stem cell gene therapy: progress and challenges
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Hematopoietic stem cells possess the capacity of self-renewal and differentiation into all lineages of blood cells and
have been recognized as one of the most ideal cells for gene therapy. Over the last decade, significant progress has
been made in lentiviral vector-based hematopoietic stem cell gene therapy, and long-term success has been achieved in
some clinical trials. The recent advent of the CRISPR-Cas9 genome editing technology has galvanized the field of gene
therapy, and emerging on the horizon is targeted gene therapy by precise genome editing. However, to fulfill the vision
of the second-generation hematopoietic stem cell gene therapy, further innovation is imperative to considerably increase
the efficiency of precision genome editing in long-term hematopoietic stem cells.
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