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【摘要】 基因治疗最初用于治疗遗传性疾病，随着基因工程技术的发展，它在恶性肿瘤、神经退行性疾病、心

血管疾病等获得性疾病的治疗中取得良好的临床效果，多种治疗方法获得监管部门的批准上市。基因治疗的优势

在于特异性强、靶向性高、效果显著。基因治疗所涉及的基因工程技术包括病毒载体技术、基因编辑技术以及细胞

改造的嵌合抗原受体修饰的T细胞技术。本篇综述将探讨基因工程技术在基因治疗中的应用以及基因治疗在国

内外的研究进展。

【关键词】 基因治疗；γ-逆转录病毒载体；慢病毒载体；腺病毒载体；基因编辑；嵌合抗原受体修饰的T细胞

【中图分类号】 R45 【文献标识码】 A 【文章编号】 1003—6350（2021）04—0503—04

Application of genetic engineering on gene therapy. LIU Ting-ting 1, ZHANG Dian-bao 2. 1. Central Hospital of
Yingkou Economic and Technological Development Zone (the Sixth People's Hospital of Yingkou), Yingkou 115007,
Liaoning, CHINA; 2. College of Basic Medical Sciences, China Medical University, Shenyang 110122, Liaoning, CHINA

【Abstract】 Gene therapy was initially used for the treatment of genetic diseases. With the development of genet-

ic engineering technology, it has achieved good clinical effects in the treatment of acquired diseases such as malignant tu-

mors, neurodegenerative diseases, cardiovascular diseases. Several therapeutic strategies have been approved for clinical

use. Gene therapy was characterized by high specificity and satisfied therapeutic effects. Gene engineering techniques in-

volved in gene therapy include virus vector technology, gene editing technology and chimeric antigen receptor (CAR)-T

technology. Here, the application of gene engineering technology on gene therapy and the research progress of gene ther-

apy are reviewed.
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基因治疗是指将外源正常基因导入体内，纠正基

因缺陷引起的疾病以达到治疗目的。1972年，费里德

曼提出基因疗法用于治疗人类遗传性疾病的设想[1]。

然而，1990年，美国国立卫生研究院首次开展基因治

疗的临床研究。基因治疗最初用于单基因遗传性疾

病的治疗，随着技术发展，扩展到癌症、慢性疾病、神

经退行性疾病和代谢紊乱性疾病的治疗[2]。理想的载

体是基因治疗的关键，病毒载体感染细胞效率较高，

能够整合宿主细胞基因组，是基因治疗常用的递送系

统。经过半个世纪的发展，结合了基因工程技术的基

因治疗策略得到了优化。与细胞免疫技术结合，增强

T细胞抗肿瘤的能力；与基因编辑技术结合，精准修复

缺陷基因，治疗疾病[3]。本文将根据基因治疗所涉及

的基因工程技术为主线，阐述基因治疗在临床及临床

试验中的研究进展。

1 病毒载体技术

病毒载体是最早应用于基因治疗研究的工具。

病毒载体介导的基因导入方法有两种：体外转移和活

体直接转移。病毒载体分为整合型和非整合型。整

合型病毒载体通过体外转移用于体外基因治疗，而非

整合型病毒载体通过活体直接转移用于体内基因治

疗。目前，应用于基因治疗较常见的整合型病毒载体

包括γ-逆转录病毒载体和慢病毒载体，而非整合型病

毒载体为腺相关病毒载体 (adeno-associated virus，

AAV)。本文通过病毒载体导入的方法探讨其在基因

治疗中的应用。

1.1 体外基因治疗 20世纪末，γ-逆转录毒载体

首先用于造血干细胞(hematopoietic stem cells，HSCs)

的基因导入 [4]。1990 年，美国食品药品监督管理局

(food and drug administration，FDA)监督了美国首例人

体基因治疗试验，该试验利用γ-逆转录病毒载体转导

HSCs治疗患有腺苷脱氨酶缺乏性重度联合免疫缺陷

症的儿童，2例患儿接受治疗后临床表现良好，生长发

育正常[5]。2000年，法国内克尔医院研究人员利用γ-
逆转录毒感染HSCs治疗X-连锁重症联合免疫缺陷症

患者。10例患者中有 9例治疗成功，然而有 4例患者
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经过 31~68个月的治疗后发展成T细胞白血病，原因

是外源基因在基因组中的随机插入激活了癌基因的

表达[6]。γ-逆转录病毒载体插入突变的安全性问题给

基因治疗带来了巨大的挑战。

在基因治疗中，慢病毒载体比γ-逆转录病毒载体

更有优势。慢病毒介导外源基因整合入5'-非编码区，

降低致癌风险；慢病毒可以感染非分裂细胞，转染效

率高，并且可以携带更大、更复杂的外源基因片段。

因此，慢病毒载体目前是大多数HSCs编辑的首选工

具。慢病毒载体靶向HSCs在遗传性神经疾病、β地中

海贫血等疾病的治疗中显现了较好的效果[7]。X-连锁

肾上腺脑白质营养不良症是一种严重的男孩大脑脱

髓鞘疾病，该疾病是由于肾上腺脑白质营养不良蛋白

(一种由ABCD1基因编码的三磷酸腺苷结合盒转运蛋

白)缺乏引起。X-连锁肾上腺脑白质营养不良症患者

经过骨髓清除治疗后，输注慢病毒载体转导的HSCs，

14~16个月后2例患者的进行性脑脱髓鞘停止，表明慢

病毒载体靶向HSCs可为肾上腺脑白质营养不良提供

临床疗效[8]。此外，β地中海贫血是世界上最常见的单

基因疾病，其发病机制是基因突变造成β-珠蛋白合成

减少，最终导致溶血性贫血。首个成功的β地中海贫

血基因治疗试验是利用编码β-珠蛋白的慢病毒载体

转导自体HSCs，经治疗后患者不依赖输血长达 33个

月，且有稳定的血红蛋白生成[9]。目前，β地中海贫血

基因疗法Zynteglo已在欧洲上市。如何优化载体的设

计和生产工艺，提高载体有效转导、靶向递送和受控

基因表达仍面临挑战。

1.2 体内基因治疗 AAV是一类天然复制缺陷

的非致病、无包膜的细小病毒。AAV 具有低免疫原

性、低致病性、宿主范围广泛以及稳定表达等优势，是

最有潜力的基因治疗载体之一，并已广泛地应用于临

床研究。2004年，中国最先将基因治疗药物Gendicine

引入市场。Gendicine通过AAV携带 p53基因治疗头

颈部鳞癌，可是该药物的治疗效果存在争议。2012

年，欧洲药品管理局 (European medicines agency，

EMA)批准了首款基因治疗药物 Glybera，其利用

AAV载体携带LPL基因治疗脂蛋白脂肪酶缺乏引起

的严重肌肉萎缩疾病 [10]。2017 年，FDA 批准了基因

治疗产品 Luxturna，其通过 AAV2 携带视网膜变性等

位基因 65治疗罕见遗传性视网膜病变造成的视力丧

失 [11]。2019 年，FDA 批准基因治疗产品 Zolgensma，

其通过AAV9装载运动神经元生存蛋白，治疗 2岁以

下脊髓性肌萎缩症儿童(NCT03955679)。最近，有报

道显示AAV递送基因编辑系统可有效改善杜氏肌营

养不良症[12]。AAV相关的基因疗法NAN-101的Ⅰ期

临床试验也正在进行中，可用于治疗充血性心衰

(NCT04179643)。

2 基因编辑技术

基因编辑是利用基因编辑工具酶精准修改基因

组的技术。与传统的病毒载体介导外源基因技术相

比，基因编辑可以介导细胞内的基因添加、基因消融、

基因纠正等，精确修复突变基因，使基因治疗更加精

准和高效[13]。同源重组技术是最早的基因编辑技术，

但外源 DNA 与目的 DNA 自然重组的概率很低。因

此，基于核酸酶的基因编辑技术应运而生，该技术不

仅减少了外源基因随机插入，而且提高了对基因组特

定片段进行精确修饰的几率。目前，已知的四种基因

编辑技术包括锌指核酸酶(zinc-finger nucleases，ZF-

Ns)、转录激活因子效应核酸酶 (transcription activa-

tor-like effector nucleases，TALENs)、规律成簇的间隔

短 回 文 重 复 (regarding the clustered regularly inter-

spaced short palindromic repeats，CRISPR)和单碱基编

辑(base editing，BE)技术。

2.1 ZNFs 技术 ZFNs 是一种自定义的人工核

酸酶，它可以在特定的序列上产生双链断裂，从而实

现有效的靶向遗传修饰。目前，已有临床试验证明

ZFNs 可用于治疗艾滋病、血友病和宫颈癌前病变等

(NCT01044654、NCT02695160 和 NCT02800369)。但

是，ZFNs 特异性有限、易脱靶，而且蛋白设计费时费

力，限制了该技术的大规模应用。

2.2 TALENs 技术 2009年，转录激活效应蛋白

和 FokI 酶区域结合构建了新一代的基因编辑技术

TALENs。与ZFNs相比，TALENs的优势是设计更容

易、细胞毒性较低，劣势是载体的构建耗时耗力。

TALENs 联合嵌合抗原受体修饰的 T 细胞 (chimeric

antigen receptor modified T cells，CAR-T)治疗多发性

骨髓瘤的临床试验正在招募中(NCT04142619)。

2.3 CRISPR 技术 ZFNs 和 TALENs 的应用存

在一定局限性。至2013年以来，研究者将注意力转移

到 CRISPR/Cas9 应 用 。 根 据 Cas 蛋 白 的 不 同 ，

CRISPR/Cas系统被划分为Ⅰ到Ⅵ型。广泛应用于基

因 编 辑 的 CRISPR/Cas9 是 Ⅱ 型 CRISPR 系 统 [14]。

CRISPR/Cas9 与 ZFNs 和 TALENs 相比特异性较高。

然而，Cas9核酸酶非特异切割概率较高，导致其脱靶

效应相应提升。最近，四川大学团队首次利用

CRISPR/Cas9 修饰 T 细胞治疗肺癌患者 [15]。同时，

CRISPR/Cas9 技术已经成为基因编辑 CAR-T 的一种

简单而有效的方法。麻省总医院和哈佛大学团队利

用CRISPR/Cas9和CAR-T技术联合应用于胶质瘤的研

究。该团队的前期结果提示靶向表皮生长因子Ⅷ

(epidermal growth factor receptor Ⅲ ，EGFRV Ⅲ) 的

CAR-T 可定位于颅内肿瘤，并且可有效抑制 EGFRV

Ⅲ表达的胶质瘤细胞生长[16]。然而，EGFRVⅢ表达的

异质性和肿瘤微环境的抑制性影响其临床疗效。该
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团队利用CRISPR/Cas9技术对内源性T细胞受体、β-2

微球蛋白进行基因破坏，降低了启动移植物抗宿主病

和细胞排斥的可能性；利用CRISPR/Cas9技术破坏程

序性细胞死亡配体 1基因的表达，改善肿瘤微环境的

抑制性。在胶质瘤临床模型中，三基因编辑的

EGFRVIII CAR-T 可增加抗肿瘤效应 [17]。2018 年 10

月，FDA 接受了 CRISPR/Cas9 技术编辑的基因疗法

CXT-001递交的研究性新药申请，CXT-001是基于基

因编辑的自体干细胞疗法，用于治疗镰状细胞贫血

症。最近，全球实现了首例CRISPR/Cas9基因疗法的

体内治疗，CRISPR/Cas9 在研药物 AGN-151587 通过

视网膜下注射给药治疗视力障碍性疾病，这一里程碑

事件推动基因编辑技术在基因治疗中的快速发展。

2.4 BE 技术 BE 是不需要供体 DNA 模板或

DNA 双链断裂即可进行单碱基转换的基因编辑技

术。BE不依赖于非同源末端连接或同源定向修复，而

是在基因组上引入精确且高度可预测的核苷酸，以便

改善ZFNs、TALENs和CRISPR/Cas9技术的随机插入

和缺失引起的移码突变问题。第三代碱基编辑器BE3

将 C：G 碱基对转换为 A：T 碱基对，与其他编辑器相

比，编辑效率更高，随机插入和缺失的频率更低。

3 CAR-T技术及其在肿瘤中的应用

近年来，肿瘤成为基因治疗炙手可热的研究领

域，CAR-T疗法是当下肿瘤治疗最具前景的发展方向

之一。具有里程碑意义的是：2017年，FDA批准的两

款 CAR-T 疗法 Kymriah 和 Yescarta，分别用于治疗急

性淋巴细胞白血病和B细胞淋巴瘤，两者都在临床试

验中表现出显著的抗肿瘤效果。然而，CAR-T针对实

体瘤的临床效果却差强人意。实体瘤的微环境、特异

性靶点的缺乏、免疫抑制、难以归巢到肿瘤组织等因

素限制了 CAR-T 在实体瘤的发展[18]。如何找到特异

性的靶点以及通过结构优化，提高对肿瘤的杀伤效

率，降低 CAR-T 对正常组织的损害是 CAR-T 面临的

巨大挑战。科学家们一直致力于CAR-T的改造和研

究，通过安装自杀基因、多靶点CAR-T联合、CAR-T联

合其他治疗等手段，在肝癌、肾癌、直肠癌、胰腺癌等

恶性肿瘤中取得了突破性进展[19]。

3.1 肝癌 上海交通大学医学院附属仁济医院

构建了肝细胞癌的双靶点CAR-T。双重靶点为磷脂

酰肌醇蛋白糖3 (glypican-3，GPC3)和去唾液酸糖蛋白

受体 1 (asialoglycoprotein receptor 1，ASGR1)，分别是

肝癌标记物和肝组织蛋白质。双靶向CAR-T针对体

外共同携带两种抗原的肿瘤细胞在细胞因子分泌、增

殖和抗凋亡等方面明显优于单靶向的 CAR-T [20]。为

了提高应答效率，该团队分析了GPC3-CAR-T联合索

拉非尼在肝癌模型中的作用。研究结果表明，索拉非

尼可通过促进肿瘤相关巨噬细胞的分泌和细胞凋亡

机制增加GPC3-CAR-T的抗肿瘤效应[21]。

3.2 胰腺癌 宾西法尼亚大学团队Ⅰ期临床试

验报道，靶向间皮素的CAR-T输注6例胰腺导管癌患

者后，有3例患者肿瘤代谢活性降低，且有1例患者肝

转移灶完全消失[22]。此外，来自英国和美国的团队开

创性地构建了具有开关功能的靶向人类表皮生长因

子受体 2的CAR-T，利用Ⅳ期胰腺癌患者来源的异种

移植模型模拟胰腺癌侵袭性的特征，包括严重的肝转

移和肺转移。经体内注射后，传统和新型的CAR-T均

显示出显著的治疗效果，已经扩散到肝脏和肺部的癌

细胞也完全消失，但具有开关作用的CAR-T可提供临

床转化的潜在安全性[23]。

3.3 直肠癌 四川大学团队发现上皮细胞黏

附分子 (Epithelial cell adhesion molecule，EpCAM)可

作为 CAR-T 治疗结直肠癌新靶点。研究显示通过

慢病毒递送 EpCAM CAR-T 至小鼠异种移植模型，

以 EpCAM 依赖性方式诱导靶细胞产生溶解性细胞

毒 性 ，并 分 泌 细 胞 毒 性 细 胞 因 子 。 此 外 ，

EpCAM-CAR-T 过继转移显著延迟了异种移植模型

中肿瘤的生长和形成，且安全性评价提示 CAR-T 在

小鼠体内无全身毒性 [24]。

3.4 肾癌 徐州医科大学团队构建了人肾细胞

癌特异性抗原碳酐酶Ⅸ (Carbonic AnhydraseⅨ，CA

Ⅸ)的第二代CAR-T，CAIX-CAR-T在体外对肾癌细胞

具有特异性的杀伤作用，联合CAIX-CAR-T和舒尼替

尼在转移性肾细胞癌模型中表现出显著的抗肿瘤效

应 [25]。在癌症免疫治疗学会 2019 年会上，公布两款

CAR-T 细胞疗法：CCT301-38(AXL) 和 CCT301-59

(ROR2)，用于治疗Ⅳ期转移性肾细胞癌。7例转移性

肾细胞癌患者进行CAR-T细胞治疗后，6例患者病情

稳定(NCT03393936)。

4 展望

经过半个世纪的发展，基因治疗作为前沿的医学

技术，有望成为疾病治疗的新手段。但基因治疗仍面

临着很多挑战。临床级病毒载体的制备是基因治疗

产品临床转化的关键。然而，病毒载体生产工艺复

杂、成本较高，造成基因治疗产品价格昂贵，超出了大

部分家庭的支付能力，多款基因治疗产品已黯然退

市。如何降低开发成本，简化生产工艺是基因治疗产

品亟需解决的问题。CAR-T细胞治疗已经在血液肿

瘤治疗中取得重大突破，在实体瘤的研究中也有显著

进展，可是实体瘤相关肿瘤标志物的异质性限制了

CAR-T的临床治疗效果。此外，CAR-T引起的细胞因

子释放综合征也是需要攻克的难题。基因编辑是基

因治疗最前沿的技术，但如何解决其脱靶效应，扩大

基因编辑后的递送工具选择范围是科学家仍要努力

研究的方向。
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