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摘要：基因编辑是利用核酸酶对内源性DNA或RNA进行准确且高效修饰的一种技术。锌指核酸酶(zinc
finger nuclease，ZFN)、类转录激活因子效应核酸酶(transcription activator-like effector nuclease，TALEN)、
规律成簇间隔的短回文重复相关蛋白技术(clustered regularly interspaced short palindromic repeats
(CRISPR)/CRISPR-associated protein 9，CRISPR/Cas9)和单碱基编辑(base editing，BE)技术以及精准编

辑技术(prime editors，PE)的相继出现，为基因功能研究提供了新工具，也为疾病治疗提供了新策略。

本文总结了基因编辑技术的发展以及在临床中的应用，讨论了其在临床治疗中面临的机遇和挑战，以

期为基因编辑的临床转化提供参考。
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Gene editing technology and its clinical application
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Abstract: Gene editing is a technology which utilizes nucleases to modify endogenous DNA or RNA
accurately and efficiently. With the discovery and development of zinc finger nuclease (ZFN), transcription
activator-like effector nuclease (TALEN), regular clustering of short palindrome repeats (CRISPR), single
base editing (BE) techniques, and prime editors (PE) techniques, gene editing technologies provide new tools
for the study of gene function, and also offer new strategies for the diagnosis and treatment of diseases. Gene
editing shows a good application prospect in the gene therapy field of diseases. In this review, we summarize
the development of gene editing technology and its application in disease diagnosis and treatment, and discuss
the challenges and development prospects of gene editing technology in disease therapy, thereby providing
references for its clinical transformation.
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基因编辑是一种直接对遗传物质中的特定序

列进行定点敲除、插入或突变的技术。最早的基

因编辑技术为同源重组，通过将外源DNA导入受

体细胞，目的基因取代原有基因，促使特定基因

失活或缺陷基因修复[1]。随着对基因编辑技术的不

断探索，新型核酸酶的发现使基因编辑技术发生

了质的飞跃。基因编辑技术有锌指核酸酶技术

(zinc finger nucleases，ZFNs)、类转录激活因子效

应核酸酶技术(transcription activator-like effectors
nucleases，TALENs)、规律成簇间隔的短回文重复

相关蛋白技术[clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated
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protein 9，CRISPR/Cas9]和单碱基编辑(base
editor，BE)技术等[2]。基因编辑技术的诞生与发

展，不仅使其作为更精准、更高效的基因研究工

具被开发，也因其重要作用在基因筛选、模型构

建、机制研究中发挥了不可替代的独特作用，同

时也为疾病治疗提供了新思路、新范式[2-4]。

DNA作为遗传的物质基础得以证明之后，即

拉开了从DNA层面认识疾病的序幕。“基因治疗

(gene therapy)”这一概念也由此产生，即利用正常

的外源基因取代患者的变异基因[5]。与传统药物治

疗需要长期服药相比，基因疗法的出现有望实现

通过一次“给药”达到长期治疗的目的[6]。但利用

腺病毒、慢病毒等载体将正常外源基因导入患者

体内的传统基因疗法不能直接解决突变基因的问

题，仅作为一种替代疗法，其治疗时效性有待时

间的考验，且具有潜在的致瘤风险[5,6]。基于核酸

酶的基因编辑技术可对基因组进行针对性的定点

剪切，可弥补传统基因疗法随机插入的不足，又

具备特异性、高效性等优点，为疾病的基因治疗

注入新希望。因此，未来基因编辑技术的应用将

对生物医学研究与疾病治疗模式带来深刻变革。

本文对基因编辑技术的发展及其在临床治疗中的

应用进行概述，阐释基因编辑技术在临床应用中

面临的挑战和未来前景。

1 基因编辑技术

核酸酶的发现使基因编辑工具不断完善，基

因编辑技术也得以快速发展 (图 1 )。ZFN s、
TALENs和CRISPR/Cas9系统是基于核酸酶精确靶

向诱导双链DNA断裂(double strand break，DSB)，
进而启动细胞内部修复机制，即易引起随机插入

或缺失导致基因功能失活的异源末端连接(non-

homologous end joining，NHEJ)和依赖同源模板实

现特定位点插入、缺失或碱基置换的同源重组修

复(homology directed repair，HDR)[7-9]。与ZFNs、
TALENs和CRISPR/Cas9系统相比，BE技术不依赖同

源模板，不引起DSB，更加高效、安全[10-12](图1)。
1.1 ZFNs

1984年，从非洲爪蟾的转录因子中发现的锌

指蛋白(zinc finger protein，ZFP)[13]以及1992年从海

床黄杆菌(Flavobacterium okeanokoites)中发现的

FokⅠ核酸内切酶[14,15]，为基因编辑技术的诞生奠

定了分子基础。1996年，Kim等[16]构建了基于ZFP
和FokⅠ核酸内切酶的ZFNs技术(图2)。ZFP识别特

异性的DNA序列，二聚化的FokⅠ核酸内切酶对

DNA片段进行切割[16,17]。Bibikova等[18,19]将ZFNs 注
入果蝇胚胎，编辑其黄色基因[yellow(y) gene]，导

致约5.7%的雄性出现定向种系突变。DNA序列验

证表明，ZFNs导致的缺失和/或插入精确地定位在

设计的目标区域，这是第一次实现在动物中的基

因编辑。2005年，Urnov等[20]利用ZFNs在人类细胞

中突变可引起严重联合免疫缺陷(severe combined
immune deficiency，SCID)的IL2Rg基因进行靶向编

辑，其基因修复效率达18%。由于锌指蛋白对上下

游DNA序列具有依赖效应，其设计非常耗时耗

力，筛选难度也随之增加，脱靶率较高，从而

引发细胞毒性，这在一定程度上阻碍了其应

用 [21,22]。毋庸置疑，ZFNs作为第一代基因编辑

工具是开创性的，为基因编辑技术的发展奠定

了基础。

1.2 TALENs
1989年，在黄单胞菌属(Xanthomonas)中发现

的avrBs3蛋白可与宿主基因组结合并启动转录[23]。

2007年，avrBs3蛋白被命名为转录激活因子样效应

图1 基因编辑技术发展历程
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物(transcription activator-like effector，TALE)[24,25]。
2009年，TALE与DNA相互作用的分子机制被成功

解析[26,27]。通过TALE蛋白与FokⅠ核酸内切酶的结

合，TALENs技术正式出现，成为新一代基因编辑

工具[28,29](图3)。TALE蛋白完成了DNA的识别结合

功能，FokⅠ核酸内切酶实现了DNA序列的切

割[30,31]。与ZFNs相比，TALENs的靶向识别性更

高，产生的细胞毒性更低[32,33]。2011年，Miller
等[28]利用TALENs编辑人类细胞的NTF3和CCR5基
因，证明了TALENs的靶向修饰作用。TALENs的
诞生，为基因功能研究和基因疗法应用提供了有

力工具。

1.3 CRISPR/Cas系统

1987年，Ishino等[34]发现，大肠杆菌的iap基因

中含有29个碱基的高度同源重复序列。2002年，

这种重复序列被正式命名为CRISPR，其附近存在

保守的CRISPR相关基因(CRISPR associated，
Cas)[35]。Cas蛋白主要分为ClassⅠ和ClassⅡ。

ClassⅠ利用多个Cas蛋白形成复合物降解外源性核

酸，包括Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型[36]。ClassⅡ利用单个Cas蛋
白作为效应物执行剪切功能，包括Ⅱ型的

Cas9、Ⅴ型的Cas12和Ⅵ型的Cas13[36](表1)。
1.3.1 CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9系统源于细菌和古细菌中的适应

性免疫系统，利用CRISPR RNA(crRNA)、trans-
activating crRNA(tracRNA)和Cas9蛋白组成复合体

特异性切割外源性DNA[1](图4)。2012年，科学家

埃马纽埃尔·卡彭蒂耶(Emmanuelle Charpentier)和詹

妮弗·杜德纳(Jennifer A. Doudna)完成了CRISPR/
Cas9系统的体外重构，开启了基因编辑的新时

代 [54 ]。Gasiunas等 [55 ]发现，利用单一引导RNA
(single-guide RNA，sgRNA)与天然的crRNA和

tracRNA一样可以介导Cas9靶向切割DNA片段，并

逐步优化CRISPR/Cas系统为更易操作的Cas9/
sgRNA系统(图4)。

最早且广泛使用的Cas9是来源于酿脓链球菌

(Streptococcus pyogenes)的SpCas9核酸酶，其与

PAM(protospacer adjacent motif)、gRNA(guide
RNA)组合成CRISPR/SpCas9系统[56]。SpCas9核酸

酶与Cas9核酸酶一样，在天然环境中只作用于

DNA底物。研究证实，对PAM进行特殊设计，

SpCas9核酸酶能够在特异结合并切割靶向RNA的
同时避开相应的DNA序列，为从细胞中分离特定

的内源性mRNA提供了可能[37,38,57]。随着CRISPR/
SpCas9系统的应用和基因编辑工具的不断优化与

完善，与Cas9同源的核酸酶不断被发现(表2)。
FnCa s 9核酸酶于新弗朗西斯菌 (Fran c i s e l l a
novicida)中被发现，其与crRNA、由scaRNA(small
CRISPR/Cas associated RNA)和tracRNA组成的双链

rgRNA(RNA-targeting guide RNA)共同组合成

CRISPR/FnCas9系统[39]。scaRNA是CRISPR/FnCas9
系统中的一种特殊小RNA，其与tracRNA构成的

图2 ZFNs结构图

图3 TALENs结构图

表1 CRISPR/Cas系统

CRISPR/Cas系统 核酸酶亚型 编辑原理 参考文献

CRISPR/Cas9 SpCas9、FnCas9、SaCas9、ScCas9、
SmacCas9、NmCas9、CjCas9、StCas9

HNH和RuvC-like结构域共同切割 [37-45]

CRISPR/Cas12 Cas12a、Cas12b、Cas12f、Cas12e、
Cas12j

RuvC结构域直接切割，Nuc结构域

辅助

[46-50]

CRISPR/Cas13 Cas13a、Cas13b、Cas13c、Cas13d 两个HEPN结构域组成切割活性区域 [51-53]
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rgRNA对FnCas9核酸酶具有导向作用，使FnCas9
核酸酶无须依赖PAM序列也可实现靶向精准切

割 [ 3 9 ] 。 S a C a s 9核酸酶在金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)中被发现，和SpCas9、
Fncas9一样，与Cas9同源。CRISPR/SaCas9系统包

括tracRNA、crRNA和SaCas9核酸酶，其作用原理

与CRISPR/Cas9相同[40]。ScCas9核酸酶在犬链球菌

(Streptococcus canis)中被发现，与SpCas9相似，具

有更广泛的靶向DNA序列的能力[41]。SmacCas9核
酸酶在猕猴链球菌(Streptococcus macacae)中被发

现，为需要两个A碱基而不是两个G碱基的Cas9编
辑器 [ 4 2 ]。NmCa s 9核酸酶在脑膜炎奈瑟氏菌

(Neisseria meningitidis)中被发现，具有蛋白质小、

活力高、PAM序列差异大和脱靶率低等特点[43]。

CjCas9核酸酶在空肠弯曲杆菌(Campylobacter
jejuni)中被发现，具有不同的PAM识别序列，体积

较小，含984个氨基酸[44]。StCas9核酸酶在嗜热链

球菌(Sterptococcus thermophilus)中被发现，与

SpCas9相比，可识别更长的PAMs，特异性高，脱

靶率低[45]。

与ZFNs和TALEN技术相比，CRISPR/Cas9系
统只需构建靶向特定位点的sgRNA，其构建过程

更简单快捷，且Cas9以单体蛋白的形式发挥作

用，其设计和组装更简单。由于Cas9对PAM序列

的依赖性及其潜在的脱靶可能，限制了CRISPR/
Cas9系统的应用[58-60]。基于这些局限性问题，一方

面可对已有的，如SpCas9进行优化改造，开发出

以NG为PAM的xCas9[61]和SpCas9-NG[62]；也可根据

Cas9自身结构设计更精确的Cas9突变体，如

eCas91.0、Cas9-HF1、HypaCas9等[63,64]；另一方

面，可致力于发现更多的Cas核酸酶，以完善

CRISPR/Cas系统，扩大其应用范围。

1.3.2 CRISPR/Cas12
Cas12a核酸酶为V型的A亚型，与crRNA组合

成CRISPR/Cas12a(CRISPR/Cpf1)[46]。Cas12a核酸

酶对前体crRNA剪切得到成熟的crRNA，crRNA引
导其靶向切割DNA。Cas12a核酸酶包含两个特殊

的结构域，RuvC结构域可直接靶向剪切DNA，而

Nuc结构域需利用RuvC结构域间接发挥功能[65]。

研究证实，若RuvC结构域发生突变，整个Cas12a
核酸酶的剪切活性会丧失[66-69]。与CRISPR/Cas9相
比，因Cas12a核酸酶相对分子质量比Cas9小，只有

1 200~1 300个氨基酸，更易利用载体实现递送，且

Cas12a核酸酶剪切时产生黏性末端(sticky ends)，
而非Cas9剪切的平末端 (blunt ends)，有利于

NHEJ，使基因更精准地插入[70]。此外，CRISPR/
Cas12a系统没有tracRNA，只包含crRNA和Cas12a

图4 CRISPR/Cas9系统结构图

表2 CRISPR/Cas9亚型

核酸酶类型 来源 组成成分 参考文献

Cas9 ——— sgRNA、Cas9核酸酶 [55,56]

SpCas9 Streptococcus pyogenes PAM、gRNA、SpCas9核酸酶 [37]

FnCas9 Francisella novicida crRNA、rgRNA、FnCas9核酸酶 [39]

SaCas9 Staphylococcus aureus tracRNA、crRNA、SaCas9核酸酶 [40]

ScCas9 Streptococcus canis PAM、gRNA、SpCas9核酸酶 [41]

SmacCas9 Streptococcus macacae PAM、gRNA、SpCas9核酸酶 [42]

NmCas9 Neisseria meningitidis PAM、gRNA、NmCas9核酸酶 [43]

CjCas9 Campylobacter jejuni tracRNA、crRNA、CjCas9核酸酶 [44]

StCas9 Sterptococcus thermophilus PAM、gRNA、StCas9核酸 [45]
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蛋白，其crRNA大约只有42 nt，与CRISPR/Cas9系
统(crRNA约100 nt)相比，其编辑效率更高[70]。

Cas12b核酸酶为V型的B亚型，CRISPR/Cas12b的
组成和原理与CRISPR/Cas12a系统类似[47]，不同的

是，Cas12b核酸酶的最佳温度>40℃[65]。研究证实，

由嗜酸性芽孢杆菌(Bacillus hisashii)中分离出来的

BhCas12b核酸酶在37 °C时无法形成双链断裂，其

会优先剪切非靶向DNA链，且靶向剪切的DNA位
点上会出现7个核苷酸的交错断裂，编辑效率非常

低 [ 7 1 , 7 2 ]。与CRISPR/Cas9系统相比，CRISPR/
Cas12b系统引起的错误插入和缺失较少，脱靶率

也较低[73]。

随着对核酸酶的不断探索，发现并鉴定了较

小分子尺寸的核酸酶：Cas12e[48](986个氨基酸)、
Cas12j[49](700~800个氨基酸)以及Cas12f[50](422个氨

基酸)。它们可在体外实现PAM依赖性的靶向双链

DNA切割。该超紧凑型系统在体外以及人和植物

细胞中均具有活性，相较于其他Cas蛋白，这种超

紧凑型系统具有扩展的靶标识别能力，在传递上

占据优势，扩展了基因组编辑工具。

1.3.3 CRISPR/Cas13
在沙氏细毛杆菌(Bacterium Leptotrichia shahii)

中发现的Cas13a核酸酶为Ⅵ型的A亚型，与其他

Cas核酸酶不同，Cas13a核酸酶靶向剪切RNA，其

与c rRNA组合成CRISPR/Cas13a系统 [ 5 1 ]。在

CRISPR/Cas13a系统中，crRNA的碱基数量只有24
个，是CRISPR/Cas系统中最少的，又因其不包含

tracRNA，其反应速率较高。通过解析Cas13a核酸

酶结构发现，crRNA和靶向RNA激活的Cas13a核酸

酶能剪切任意的单链RNA[74,75]。Cas13a核酸酶识别

间隔区附近的PFS(protospacer flanking sequence)区
序列为3′-A、3′-U及3′-C，将CRISPR/Cas系统的识

别范围进一步扩大[61]。CRISPR/Cas13a系统已成功

编辑了胰腺癌突变基因KRAS，对其编辑效率高

达70%[76]。

Cas13b核酸酶属于Ⅵ型的B亚型，与crRNA组
合为CRISPR/Cas13b系统，其作用原理与CRISPR/
Cas13a系统基本一致，由crRNA引导靶向结合剪切

RNA[52]。Csx27和Csx28是Cas13b核酸酶中的两个

相关蛋白，Csx27蛋白抑制其介导的RNA干扰，而

Csx28蛋白可增强其剪切能力[52,77]。因环境中核糖

核酸酶的稳定存在，对CRISPR/Cas13a/b系统的操

作要求会更加严格。

Cas13d属于Ⅵ型的D亚型，在黄化瘤胃球菌

XPD3002中被发现，可特异性靶向切割RNA，与

Cas13a相比，具有更高的特异性和敲除率[53,78]。由

于Cas13d具有高的切割活性，且体积小，更易于

包装到腺相关病毒(adeno-associated virus，AAV)中
以进行体内递送，被认为是在未来应用中最具有

优势的Cas13蛋白[78]。

1.4 基于CRISPR/Cas系统的编辑工具

1.4.1 BE
2016年，Komor等 [ 79 ]将核酸酶活性缺陷的

dCas9(dead Cas9/Cas9 nickase)与胞嘧啶脱氨酶

(cytidine deaminase，CyD)融合构建了胞嘧啶碱基

编辑器(cytidine base editors，CBEs)，其靶向位点

的胞嘧啶(Cytosine，C)脱氨基变成尿嘧啶(Uracil，
U)，DNA复制后，U被胸腺嘧啶(Thymine，T)取
代，互补链的鸟嘌呤(Guanine，G)会替换为腺嘌呤

(Adenine，A)(图5)。
随着单碱基编辑技术的出现，Nishida等[80]将

源于七鳃鳗(Lethenteron camtschaticum)的激活诱导

性胞嘧啶脱氨酶类似物PmCDA1与dCas9和尿嘧啶

糖基化酶抑制子(uracil DNA glycosylase inhibitor，
UGI)融合，开发出PMCDATA-dCas9/Cas9n-UGI单
碱基编辑器，实现了15%~55%的靶向突变。Ma
等[81]将人源胞嘧啶脱氨酶hAID(human activation
induced deaminase)与dCas9的C端融合，开发出

dCas9-AIDx单碱基编辑器，可通过诱变使局部序

列产生多样化。2017年，Liu实验室在BE3基础上

引入突变以减少脱靶，开发出高保真的碱基编辑

器(high-fidelity base editor，HF-BE3)[82]。随后，该

研究团队利用E.coli TadA(ecTadA)在BE基础上开

发出新型单碱基编辑器——腺嘌呤碱基编辑器

(adenine base editors，ABEs)，实现了A向G的精准

转换，其编辑效率可达约50%，插入或缺失的引入

频率<0.1%[83,84]。

目前已实现嘧啶与嘧啶、嘌呤与嘌呤之间的

自由转换。虽然CBEs、ABEs能高效地编辑某些特

定靶点。但并非所有靶点均可编辑，其编辑的靶

点是否存在规律? 与Cas9选择的靶点是否存在相关
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性? Cas9的蛋白质结构已被破译，但胞嘧啶脱氨酶

与腺苷脱氨酶的蛋白质结构尚未被解析，对BE的
靶向识别和编辑机制尚未有更深刻的理解，这些

问题是否为嘧啶与嘌呤之间颠换的关键，有待进

一步研究。

1.4.2 PE
2019年，Anzalone等[85]开发出一种全新的精

准基因编辑工具PE (prime editors)，无需额外的

DNA模板便可有效实现12种单碱基的自由转换，

而且还能有效实现多碱基的精准插入(最多可插入

44 bp)与删除(最多可删除80 bp)，PE系统为基因编

辑领域带来重大变革。PE系统以CRISPR/Cas9为基

础，在sgRNA 3'末端增加一段RNA序列，新获得

的RNA被称作pegRNA(prime editing extended guide
RNA)；Cas9酶(H840A突变型)与逆转录酶融合，

获得新的融合蛋白 [ 85 ]。PE的基因编辑原理：在

pegRNA的引导下，Cas9 H840切口酶切断含PAM
的靶点DNA链，断裂的靶DNA链与pegRNA的3'末
端引物结合位点序列互补并结合，随后逆转录酶

发挥功能，沿逆转录的模板序列开始逆转录反

应，反应结束后DNA链的切口处会形成处在动态

平衡中的5'-和3'-flap结构，5'-flap结构的DNA链无

任何突变，被结构特异性内切酶识别并切除，而

3'-flap结构的DNA链携带有目标突变，经DNA连接

和修复以实现精准的基因编辑[85]。

通过将野生型的鼠白血病病毒 ( m u r i n e
leukemia virus，MLV)逆转录酶与Cas9 H840酶的C
末端融合，构建出第一代编辑工具PE1，经293T细
胞验证，PE1的点突变效率为0.7%~5.5%，碱基的

增加/删除效率为4%~17%[85]。在PE1基础上，通过

对MLV逆转录酶热稳定性、底物亲和性以及核酸

酶活性等方面进行优化，得到第二代编辑工具

PE2，其点突变效率和碱基的增删效率是PE1的两

倍以上[85]。PE1/2系统只编辑DNA一条链，非编辑

链需要进行修复完成精准编辑。事实上，Cas9酶
切断非编辑链可有效提高修复效率。在PE2基础

上，增加可切断非编辑链的sgRNA，得到新的PE3
和PE3b系统，其编辑效率与PE2相比提升了近3
倍，在293T细胞中最高编辑效率可达78%[85]。由于

使用了两条sgRNA，增加了PE3的随机插入缺失风

险，这也是未来PE3的需改进之处。

2 基因编辑的临床应用

随着对已有基因编辑工具的优化以及新的基

因编辑工具的发现，其编辑精准度和编辑效率不

断提高，为临床疾病的治疗提供了新的治疗模

式。基于基因编辑技术的基因治疗已在遗传病、

感染性疾病以及肿瘤等疾病中开始了临床试验。

2.1 遗传病

镰刀型红细胞贫血是编码β-珠蛋白的HBB基因

发生碱基突变引起的一种遗传病。Hoban等[86]利用

ZFNs靶向HBB基因对其进行基因矫正，恢复其正

常功能。β-地中海贫血是HBB基因缺失或突变造成α
链和β链比例失衡，导致红细胞寿命缩短的一种遗

图5 单碱基编辑系统
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传缺陷病[6]。Liang等[87]利用CRISPR/Cas9系统引入

正常HBB基因恢复HBB基因的功能。2017年，该研

究者利用BE技术对人胚胎HBB进行G变A的定点突

变，以纠正基因功能[88]。Cromer等[89]利用Cas9/
AAV6基因组编辑方法，编辑β-地中海贫血衍生的

造血干细胞，介导全长HBB转基因特异性替换内源

性HBA1。衍生的造血干细胞中β-珠蛋白/α-珠蛋白

失衡正常化，恢复了红细胞中的功能性成人血红

蛋白四聚体。小鼠移植实验证明，编辑的造血干

细胞能够在体内重建造血系统，且可长期稳定移

植。这为HBB替代HBA1作为治疗β-地中海贫血的

新策略提供了证据。

输血依赖型β地中海贫血(transfusion dependent
thalassaemia，TDT)和镰状细胞病(sickle cell
disease，SCD)是严重的单基因病，具有严重且可

能危及生命的临床表现。BCL11A可抑制红细胞内

γ珠蛋白和胎儿血红蛋白(fetal hemoglobin，HbF)。
Frangoul等[90]利用CRISPR/Cas9对来自健康供体的

CD34+造血干细胞中BCL11A红系特异性增强子实

施靶向编辑，约80%的等位基因被修饰且无脱靶编

辑。在接受骨髓消融治疗后，1例TDT患者和1例
SCD患者接受了靶向相同BCL11A增强子的

CRISPR/Cas9编辑的自体CD34+细胞。一年后，2
例患者骨髓和血液内的等位基因编辑水平高，HbF
分布增加，造血恢复规律，并且(SCD患者)不再发

生血管闭塞。Esrick等[91]对6例SCD患者输入慢病

毒载体转导的自体CD34+细胞，载体编码嵌入微

RNA内，靶向BCL11A mRNA的短发夹RNA
(shRNA，shmiR)，实现红系特异性敲除。患者接

受基因治疗后中位随访时间为18个月(7~29个月)，
可进行全面评估的所有患者均实现了稳定的HbF
诱导 [最近一次随访中的HbF / (F+S )百分比为

20.4%~41.5%]，并且HbF广泛分布在红细胞内(F细
胞在并非输入患者体内的红细胞中占58.9%~93.6%)，
每个F细胞的HbF为9.0 pg~18.6 pg。镰状细胞病的

临床表现在随访期间减少或消失。该研究证实，

抑制BCL11A是诱导HbF的有效靶点，并提供初步

证据表明，基于shmiR的基因敲除策略在镰状细胞

病治疗中具有良好的风险获益特征。

先天性黑蒙症(leber congenital amaurosis，
LCA)是与视网膜功能相关的基因功能丧失导致的

一种遗传性疾病，主要为常染色体隐性遗传[92]。

先天性黑蒙症10型，是CEP290基因的26号内含子

发生点突变(A>G)，产生新的剪切位点，导致转录

提前终止[93]。目前，Editas Medicine公司利用AAV
载体将CEP290特异性的gRNA递送至视网膜，

gRNA靶向突变的内含子区域，将其删除或倒位以

恢复CEP290基因功能 [ 93 ]。先天性黑蒙症2型是

RPE65基因3号外显子发生单碱基突变，引起蛋白

转录提前终止。2017年12月，FDA批准Spark公司

利用AAV载体将正确的RPE65基因递送到视网膜

细胞，用于治疗先天性黑蒙2型[94,95]。早期临床试

验表明，患者接受AAV基因治疗后第一年视觉功

能有所改善，但长期报告显示，患者出现持续性

的视网膜病变和1~3年后的视力下降，AAV载体递

送的转基因的表达水平会随时间下降，甚至达不

到维持视网膜健康的需求，且RPE65蛋白缺乏引起

的视网膜变性可能会对外源表达的RPE65蛋白产生

抗性[96-99]。随着单碱基编辑技术的诞生，Suh等[100]

使用慢病毒载体递送ABE，实现了对先天性黑蒙2
型小鼠模型突变基因的高效修复，有效恢复小鼠

的视觉能力，且未发现可检测的脱靶效应。这项

工作为遗传性视网膜疾病的治疗提供了新的策

略，同时表明单碱基编辑技术可以替代基因增强疗

法，以永久挽救因突变而失能的关键蛋白的功能，

或修正无法使用基因增强疗法的显性遗传病。

转甲状腺素淀粉样变又称ATTR淀粉样变，是

一种危及生命的疾病，其特征是错误折叠的转甲

状腺素(transthyretin，TTR)蛋白在组织中的进行性

积累。Gillmore等[101]利用CRISPR/Cas9系统，由包

覆Cas9蛋白mRNA的脂质纳米颗粒(LNP)和靶向

TTR的sgRNA组成了NTLA-2001，特异性沉默肝细

胞中的TTR基因，降低血清中TTR浓度以治疗

ATTR淀粉样变。本项临床试验纳入6名hATTR多
发性神经病患者，3例患者接受0.1 mg/kg单剂

NTLA-2001治疗；3名接受0.3 mg/kg单剂NTLA-
2001治疗。结果显示，NTLA-2001可使患者血清

TTR呈剂量依赖性降低，且6例患者对纳入分析的

两个剂量耐受性普遍良好。第28天实验室检查未

见肝脏或凝血功能异常，没有发现严重不良事件

和肝脏问题，所有不良事件均为轻度不良事件(1
级)。此外，使用原代人肝细胞评估NTLA-2001的
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“脱靶效应”，显示治疗剂量的NTLA-2001并未

出现脱靶。该临床试验极大地拓展了CRISPR基因

编辑疗法的应用范围，通过直接注射到体内进行

高效基因编辑，为众多遗传疾病的治疗开辟了新

的途径。

2.2 感染性疾病

病毒借助特异性受体感染宿主细胞，通过复

制、转录和翻译在宿主体内定植生存[102]。病毒的

高效感染性和可传递性使其成为递送基因编辑工

具的载体，又因其基因组的可被识别性，为治疗

感染性疾病提供了新思路。

由于多数病毒具有致病性，病毒若作为载

体，须删除其自身DNA中可致病的功能元件，只

保留具有整合功能的元件，方可达到既减轻其致

病性又可在宿主中稳定共存的效果[103]。最常用的

病毒载体有逆转录病毒如AAV等[104]。逆转录病毒

经修饰后，具备单次感染特性，其致病性大大降

低。虽然逆转录病毒的感染效率高、毒性小，但

只能感染分裂的细胞，存在致癌风险，其可携带

的外源片段大小需低于8 kb[104,105]。AAV为一种复

制缺陷型的单链DNA病毒，需借助腺病毒才可将

外源基因定点整合到宿主基因组上[103]。通过人工

设计改造，AAV无需腺病毒辅助，可不插入宿主

基因组，以卫星状态游离于宿主基因组外长期稳

定表达 [ 1 0 6 ]。AAV具有免疫原性低、适用范围

广、表达时间长等优势，但其可容纳的外源基

因<4.7 kb，这一弊端也限制了其广泛应用[107]。

病毒作为基因编辑工具的载体，使基因编辑

技术更加完善，也正是得益于基因编辑技术的日

趋成熟，感染性疾病不再局限于抗生素治疗，而

着眼于病毒致病性DNA，通过基因修饰使其灭活

以达到抑制感染的目的。乙型肝炎是由乙型肝炎

病毒(hepatitis B virus，HBV)感染所致。HBV是一

种DNA病毒，其遗传物质为一种共价闭合环状

DNA(covalently ciosed circle DNA)，是HBV基因组

和前基因组RNA(pre-genomic RNA，pgRNA)复制

的原始模板[108]。研究证实，利用ZFNs或TALENs
技术切除HBV病毒的基因保守区域，破坏HBV病
毒基因组，可有效抑制HBV感染 [109]。Ramanan
等[110]以HBV基因组靶向设计sgRNA，利用Cas9核
酸内切酶直接靶向剪切cccDNA，使cccDNA灭

活，抑制HBV感染。

在人类历史上，真正临床意义上利用基因编

辑技术治疗感染性疾病是利用ZFNs敲除艾滋病患

者自身T细胞中的辅助受体趋化因子受体5(C-C
chemokine receptor type 5，CCR5)以抵抗HIV
(human immunodeficiency virus)感染，实现基因治

疗的目的[111-114]。CCR5基因是大部分HIV菌株早期

感染辅助受体，其敲除可对HIV耐受。研究证实，

利用ZFNs可敲除原代CD4+ T细胞中的CCR5基
因，使免疫缺陷小鼠具备抗HIV能力[115]。此外，

利用ZFNs、TALEN或CRISPR/Cas9系统在人造血

前体干细胞、胚胎干细胞和多能干细胞中也能成

功敲除CCR5基因，赋予细胞抗病毒能力，为临床

应用的实现提供支持[116-118]。但CCR5并不是HIV感
染人体所需的唯一辅助受体，趋化因子受体4(C-X-
C chemokine receptor type 4，CXCR4)在病毒感染

时也发挥着巨大作用。研究表明，利用ZFNs敲除

CXCR4基因，也可起到抗病毒效果[119,120]。以基因

编辑为基础的基因治疗方法无法治愈已感染的HIV
患者，因为HIV病毒仍以病毒宿主的形式存在于已

治疗个体中，想要彻底治愈艾滋病，仍需对其感

染机制进行更深入的研究。

2.3 癌症

肿瘤发生是一个复杂的过程，涉及多基因和

多阶段的变化，包括原癌基因激活、抑癌基因失

活，以及微缺失、微重复、重排和染色体结构异

常等。免疫疗法是目前肿瘤治疗的主要方式之

一，其利用具有抗肿瘤功能的单克隆抗体或者供

体T细胞，靶向自身免疫系统。在肿瘤的演变过程

中，会出现免疫逃逸现象，即机体免疫系统无法

识别肿瘤细胞特异性抗原，使其逃过免疫监视。

基因编辑与免疫疗法相结合，可重新恢复对肿瘤

细胞的免疫监视功能，以清除肿瘤细胞。人工改

造的具有嵌合抗原受体的T细胞[chimeric antigen
receptor (CAR) T cells]具有肿瘤细胞特异性抗原嵌

合结构域，可激活T细胞，实现对肿瘤细胞的杀伤

作用[121]。Ren等[122]利用CRISPR/Cas9系统剪切多个

基因位点，制备TCR(T cell receptor)和HLA-I(HLA
class I)缺陷的通用CAR-T细胞，以突破癌症的种系

限制，避免免疫排斥等问题。此外，利用基因编

辑技术敲除T细胞信号分子基因，如CTLA 4
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(cytotoxic T lymphocyte-associated protein 4)，产生

增强型CAR-T细胞，以扩大其应用范围[123,124]。

2016年，全球首例利用CRISPR/Cas9敲除转移

性非小细胞肺癌患者T细胞中PD-1(programmed
death-1)基因的Ⅰ期临床试验顺利开展。PD-1是免

疫反应的关键开关，其可抑制T细胞抗肿瘤效应，

敲除PD-1的T细胞回输到患者体内后可杀伤肿瘤细

胞[125,126]。2020年，其临床试验结果公布，数据显

示：22名志愿患者中有17名患者基因编辑后的T细
胞可足够进行回输，其中有12名最终可接受治

疗。回输治疗后，与治疗相关的不良事件均为1/2
级。输注后其外周血中可检测到编辑过的T细胞。

利用二代测序技术对候选位点进行检测，其脱靶

的中位频率仅为0.05%。患者的中位无进展生存期

为7.7周，中位总生存期为42.6周[127]。此项结果的

发布证实了CRISPR/Cas9基因编辑的T细胞临床应

用是安全可行的。

肿瘤演化过程中存在很多的基因变异，随着

测序技术的发展越来越多与肿瘤发生发展相关的

突变基因被鉴定出来。CRISPR/Cas9系统高效、特

异的基因编辑功能，为直接靶向生物体内引发癌

变的突变基因提供了可能。Koo等[128]利用CRISPR/
Cas9系统敲除NSCLC细胞系(H1975)中EGFR突变

等位基因(L858R)，发现癌细胞死亡且肿瘤体积减

小。Stadtmauer等[129]利用慢病毒将靶向NY-ESO-1
和LAGE-1的TCR序列导入患者自体T细胞，定点

靶向NY-ESO-1和/或LAGE-1阳性的肿瘤细胞，同

时利用CRISPR/Cas9敲除T细胞中内源性TCR和
PDCD1，增强了T细胞的肿瘤杀伤力。

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是
一种高死亡率的原发性肝癌。研究表明，NSD1
(nuclear receptor binding SET domain protein 1)在
HCC中高表达且与预后不良相关。Zhang等[130]利用

CRISPR/Cas9系统敲除NSD1基因，可促进组蛋白

H3K27me3甲基化，抑制Wnt/β-catenin信号通路激

活，从而阻碍癌细胞的增殖和转移。NCOA5
(nuclear receptor coactivator 5)与葡萄糖耐受不良和

HCC易感性相关。He等[131]利用CRISPR/Cas9系统

敲除NCOA5基因，可抑制HCC细胞的增殖和迁移

以及肿瘤微球的形成。Nogo-B是细胞凋亡的负调

节剂，在细胞增殖和迁移、血管重塑以及上皮-间

质转化中起关键作用[132]。Zhu等[133]利用CRISPR/
Cas9系统敲除Nogo-B基因，可抑制体外细胞增殖

和体内肿瘤生长。基于CRISPR/Cas9系统的个体化

靶向治疗将是肿瘤治疗的新方向，其在基因水平

的肿瘤治疗中显示出巨大潜力，为肿瘤治疗带来

新范式。

3 基因编辑技术的挑战

相较于小分子的药物疗法和其他生物疗法，

基因疗法的分子性质明显不同。虽然以基因编辑

为基础的基因疗法在医学领域显现出优势，但与

真正意义上的临床应用还有不小的差距。

3.1 基因编辑的安全性

基因编辑技术临床应用中首要考虑的是安全

性问题。基因修饰是永久性的，一旦出现脱靶，

其引起的脱靶突变可能产生具有致癌潜力的细

胞，导致生物体的生存适应性降低或造成生物体

功能障碍。此外，脱靶编辑后产生的致癌突变可

能会导致被编辑细胞的扩增，因此，即使是低水

平的脱靶突变也可能产生毁灭性后果[134]。除脱靶

效应及其造成的副作用，基因编辑工具自身的安

全性也有待提高。研究证实，CRISPR/Cas9系统引

发的DNA双链断裂可导致细胞周期停滞，且激活

p53信号通路，这意味着即使避免了脱靶突变，也

会使编辑成功的细胞成为潜在的癌细胞，无形中

增加患癌风险[135-137]。然而，即便CRISPR/Cas9系
统靶向编辑成功，也可能会导致其靶点附近的

DNA序列大规模被删除，甚至引发DNA重排，造

成染色体结构异常，影响调控序列，进而改变细

胞功能[138-140]。另外，因人体中普遍存在Cas9抗
体，利用CIRSPR/Cas9系统进行基因治疗可能会引

发强烈的免疫反应，影响治疗效果[141,142]。此外，

基因编辑工具的传送载体，如病毒、质粒等本身

也会产生免疫反应，或载体随细胞分裂造成的插

入突变，也是基因治疗应用于临床亟需解决的安

全性问题。

3.2 基因编辑的有效性

基因治疗应用于临床的另一个主要问题是基

因编辑系统的传递效率，这直接影响基因治疗效

果。基因编辑工具的传送系统包括病毒、质粒、

RNA和蛋白质等系统[1]。病毒或质粒传送系统，除
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自身安全性影响其传递效率外，其可传输的分子

大小不一，不仅影响其治疗的有效性，也限制了

其应用范围[141]。另外，曾自然接触过病毒如AAV
的人，可能会对特定血清型产生免疫力，进而影

响最终的治疗效果[141]。基于纳米颗粒和脂质体的

mRNA或蛋白质传递系统，虽然可以更精确地控制

剂量，但mRNA或蛋白质暴露可能会刺激免疫系

统，其传递引起的免疫毒性会降低传递效率。依

据靶细胞和传递方法，传送载体携带外源基因的

能力、与细胞的亲和性以及细胞感染效率不容忽

视，编辑工具和传递系统应谨慎选择 [6,142]。

3.3 伦理问题

虽然基因编辑在遗传病、癌症、感染性疾病

等的治疗中取得了突破性进展，但对生殖细胞、

胚胎细胞的编辑一直备受争议，基因编辑的伦理

问题也是限制其应用的因素之一[143]。一方面，对

胚胎细胞进行基因编辑，不仅能了解发育的分子

机制，加深对早期发育的理解，还可以在发育早

期修饰致病基因，实现疾病的治愈，避免遗传给

下一代 [1 ,6]。另一方面，鉴于基因编辑工具自身

的安全性和有效性问题，无法保证编辑是否成

功，一旦出现编辑失误，附加疾病等都会随之

而来[144-146]。基因编辑将会改变人类的繁衍方式和

生活形式，伦理原则应与技术进步同步甚至超前

规范，其目的是使技术的应用实现可控可用，而

不仅仅是单纯的禁止。

4 总结与展望

随着基因编辑工具的不断完善和新的疾病有

效靶点的鉴定，基因编辑技术的临床转化和应用

研究得到拓展。ZFNs和TALENs由于其各自特性，

组装复杂且脱靶率较高，其应用受限 [ 1 4 7 , 1 4 8 ]。

FokⅠ核酸内切酶需二聚化方可具备剪切能力，且

其二聚化会对细胞产生毒性[21,22]。相较于ZFNs和
TALENs，CRISPR/Cas系统的靶点设计和操作简

单、编辑效率高、脱靶率低，但其位点设计无法

摆脱对PAM的依赖。单碱基编辑技术的出现和不

断优化，实现了单个碱基的精准转换，降低了脱

靶效率[86]。虽然基因编辑技术取得了一定突破，

但基因编辑工具仍需进行不断的迭代更新，以系

统地解决其特异性、有效性和安全性的问题。通

过对已有基因编辑工具的优化，使其可识别剪切

的范围不断扩大，临床治疗的适用性也不断提

高。在未来，特别是在复杂研究和临床治疗实践

中，不同基因编辑技术的组合使用，如CRISPR/
Cas技术与BE技术组合等，将是未来基因编辑技术

开发与应用的发展方向。

除已有基因编辑工具的优化和组合开发，新

的基因编辑工具的发现和开发将是推动基因编辑

技术持续发展的动力。最新研究证实，反转录子

(retrons)就像CRISPR一样，也是细菌免疫系统的一

部分，可保护细菌免受噬菌体攻击[149]。反转录子

于1984年在黄色黏球菌(Myxococcus xanthus)中被

发现，其大量存在于细菌细胞中，由逆转录酶和

非编码RNA组成，逆转录酶以非编码RNA为模

板，生成一个嵌合的RNA/DNA分子[150,151]。关于反

转录子的生物学功能，有研究指出，反转录子是

一种自私的遗传元素(selfish genetic elements)[152]，
或具有饥饿应激功能[153]，或与发病机制相关[154]，

或与细胞特化相关[155]。但这些证实其功能的证据

是间接的，反转录子发挥这些假定功能的机制尚

未确定，其生物功能仍然未知。Simon等[155]证实，

反转录子Ec48可保护同源重组蛋白RecBCD，噬菌

体蛋白对RecBCD的抑制会激活反转录子Ec48，以

诱发被感染细菌的自我毁灭，从而提供一种针对

噬菌体的广泛防御机制。与CRISPR/Cas系统相

比，虽然CRISPR/Cas系统靶向性很强，但不擅长

在目标DNA中引入新编码，而反转录子则可以通

过逆转录酶产生大量靶标序列副本，这些副本可

被有效地拼接到宿主基因组中。在未来，反转录

子将会是精确、高效的基因组编辑工具。若将反

转录子与CRISPR整合，甚至与BE整合，或许能开

发出一种全新的、功能更强大的基因编辑工具。

尽管基因编辑存在诸多问题，其仍为解决一

些传统疗法无法解决的疾病提供了新思路。在未

来的临床医疗实践中，基于多学科的交叉融合，

其应用性问题会逐步得以解决。基于基因编辑技

术的基因疗法必将成为人类治疗疾病的一种常规

手段，其治疗方式的个体化、最优化原则将为人

类健康选择创造更多机遇。
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