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单基因遗传疾病的基因疗法

周丽娟1,2，王京春1*，高宏斌1，赵东平1,2

摘要 基因疗法是全球突破性技术之一，在单基因遗传疾病治疗中已取得突破性进展。阐

述了不同的基因疗法策略、载体和基因编辑技术的特点，综述了脊髓性肌萎缩症、Leber先天

性黑蒙 2型、血友病、β-地中海贫血的发病机理、临床表现、基因疗法的开发进程以及临床试

验情况。目前，上述4种单基因疾病的9种基因疗法已分别取得美国食品药品监督管理局突破

性疗法资格、欧洲药品管理局的优先药物资格或者已经批准上市。基因疗法的研究还面临着许

多挑战，但随着科学研究的深入和科学技术的不断发展，将有更多的患者获得治疗。

关键词 基因疗法；脊髓型肌萎缩；Leber先天性黑蒙2型；血友病；β-地中海贫血

收稿日期：2020-03-18；修回日期：2020-05-21
基金项目：国家重点研发计划项目（2019YFA0802104）；国家自然科学基金重大项目（91954205）
作者简介：周丽娟，博士研究生，研究方向为药物筛选，电子信箱: zlj20077002@163.com；王京春（通信作者），研究员，研究方向为科学传播及

科学素质测评，电子信箱：wangjingchun@cstm.org.cn
引用格式：周丽娟, 王京春, 高宏斌, 等 . 单基因遗传疾病的基因疗法[J]. 科技导报, 2020, 38(15): 89-100; doi: 10.3981/j.issn.1000-7857.

2020.15.010

1. 中国科普研究所，北京 100081

2. 中国科学院科技战略咨询研究院，北京 100190

目前已知的人类遗传病超过 6000种，单基因

遗传病 3200种，其中 95%以上的遗传疾病都无有

效的治疗方法。替代疗法中，传统的小分子或者酶

能够一定程度上缓解患者的痛苦，但此种治疗方法

需要持续给药，加重了患者的经济、社会心理负担，

同时，药物不仅不能从根本上治疗遗传类疾病，还

会引起严重的并发症[1-2]。

20世纪 70年代西奥多·弗里德曼（Theodore
Friedmann）预言了运用基因疗法治疗单基因遗传

疾病的潜力和挑战[3]。预言的提出为单基因遗传

疾病患者解除病痛带来了希望。从原理上讲，基因

疗法可使细胞内产生正常的内源性蛋白，取代终身

服用小分子、酶或者输血的治疗方法[4-5]，以达到根

治遗传性疾病的目的。发展至今，基因疗法的研究

已经开展近 50年，临床试验情况和治疗效果已证

明，基因疗法为单基因遗传疾病患者提供了新的治

疗选择[6]。

1 基因疗法

基因疗法是指将外源正常基因导入靶细胞，纠

正或补偿缺陷和异常的基因，以达到根治疾病的目

的。基因疗法概念向患者临床的转化始于 1990
年，腺苷脱氨酶缺乏症患者接受基因疗法后，症状

得到短暂改善，尽管效果不持久，仍可证明基因疗

法是可行的。但在 1999年后，基因疗法出现了令
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人失望的结果，针对鸟氨酸转氨酶缺乏症的患者进

行基因疗法中，患者死于免疫反应[7]。2000年，患

有重症免疫缺陷的幼儿接受了基因疗法的临床试

验，患者的症状得到改善，但是几年后，有 1/4接受

治疗的患者因转入的基因插到原癌基因附近而引

发白血病。基因疗法的载体引起的炎症反应和原

癌基因激活引发的恶性肿瘤对基因疗法的研究产

生不利影响[8]。但基因疗法的科研工作并未停止，

近些年在基因递送和预防措施方面取得了很多进

展。目前，严重的单基因遗传疾病 β-地中海贫血，

罕见的视力丧失，脊髓性肌萎缩症已经研发出基因

疗法产品。同时，有几百种基因疗法正在开发中，

基因疗法已逐步成为单基因遗传疾病治疗中受认

可的治疗方法[9]。

基因疗法的策略有体内基因疗法（in vivo thera⁃
py）和回体基因疗法（ex vivo therapy）两种（图 1）[9]，

体内基因疗法是将含有修复基因片段的病毒或非

病毒载体通过对患者进行局部或全身注射的方式

转移到患者体内，基因以整合的方式插入到患者的

染色体上进行基因修复，或以非整合的方式传递给

长期处于有丝分裂或缓慢分裂的细胞以完成DNA
在染色体外稳定表达。体内基因疗法的整个编辑

过程都是在体内进行，治疗中不仅需要编辑方法和

工具准确、高效，还需要确保病毒载体对人体是无

害的。基因转移过程必须克服复杂的细胞内环境

和组织障碍，才能将新的遗传信息传递到靶细胞

中，进而驱动转入的基因高效表达[5,9]。

回体基因疗法是将细胞从患者体内分离，通过

载体将基因导入目的细胞，使基因定位到患者细胞

染色体中的 1个或多个位点上，实现转入基因的持

续表达，再将改良后的细胞输回患者体内以达到疾

病治疗的目的，回体基因疗法对于目的细胞的遗传

改造是在实验室中进行的，存在编辑效率较低的问

题，但可以通过实验筛选出正确改造的细胞，再对

其进行扩大培养，待改造的细胞达到一定数量后再

输回患者体内进行疾病治疗。正确改造的细胞必

须有足够大的数量、逃避免疫识别、能够长期存活

或者将修饰的基因传给其后代以维持后代基因的

正常表达，才能逆转病情[5,9]。

2 基因疗法载体系统及基因编辑技术

基因疗法的载体系统是将外源基因递送到细

胞的工具，它决定了基因运载的有效性。基因载体

分为病毒载体和非病毒载体两类[10]。

2.1 病毒载体

基因疗法中最常用的病毒载体主要包括逆转

录病毒（retro virus，RV）和慢病毒（lentivirus，LV）、

腺病毒（adeno virus，AdV）以及腺相关病毒（adeno
associated virus，AAV）。

逆转录病毒载体是 20世纪八九十年代初期开

发的第一个被证明可以将基因传递到造血干细胞

（hematopoietic stem cells，HSCs）中的载体[11-12]。逆

转录病毒可以编码逆转录酶，将病毒的RNA逆转

录成DNA，然后整合到宿主基因组中，属于整合型

的病毒载体。根据基因组结构，它们由简单和复杂

的逆转录病毒组成。简单的逆转录病毒的基因组

包含 3个基因分别为 gag（group-specific antigen）、

pol（reverse transcriptase）和 env（envelope），2个基

因的侧面称为长末端重复序列（long terminal re⁃
peat，LTR），逆转录病毒载体不能感染肌肉、脑、肺

和肝组织等非分裂细胞，仅能感染分裂细胞，因此，

它在基因疗法中有一定的局限性和风险性[10]。如

γ-逆转录病毒载体可以整合到基因的 5'-非翻译

区，易因插入突变引发癌症[13-15]，其多用于T细胞和图1 基因疗法的两种策略示意
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造血干细胞基因疗法中[6]。

慢病毒也属于逆转录病毒家族，它是一种具有

复杂基因组的逆转录病毒，通常在宿主体内引起迟

发性疾病。它是以人类免疫缺陷病毒（human im⁃
munodeficiency virus，HIV）为基础发展起来的、用

于体内基因传递的载体[13]。可感染分裂细胞和非

分裂细胞，对包括肝脏在内的各种组织细胞都可侵

染，也可将载体基因整合至宿主基因中。与简单的

逆转录病毒一样，HIV具有 gag、pol和 env3个基因，

除此之外，它还带有 6个辅助蛋白基因[10]。慢病毒

载体可以携带比γ逆转录病毒载体更大，更复杂的

基因（最大约 8 kb，例如β-球蛋白基因）[6,16]，因此，

慢病毒载体的研究为血红蛋白病的治疗提供了关

键的支撑[14]。目前，慢病毒载体可在多代中实现有

效的基因转移和稳定基因表达，是大多数HSCs基
因疗法的首选工具[6]。

腺病毒是一类无包膜的双链DNA病毒。它既

可以感染分裂细胞也可以感染非分裂细胞，且易导

致人类的呼吸道感染[10]。其与逆转录病毒不同点

在于腺病毒不会将基因片段整合到宿主基因组，它

属于非整合型的病毒载体，因此，腺病毒不会因为

基因整合而导致抑癌基因失活。但腺病毒容易引

发机体产生较强烈的免疫反应，这是其在使用中存

在一定限制的主要原因[17]。腺病毒的表达仅持续

很短的时间（感染后5~10 d），如果需要在短时间内

表达转基因，则腺病毒载体非常适合[10]。

腺相关病毒是该领域相对较新的、简单的、无

致病性的单链DNA病毒。AAV载体衍生自细小病

毒，细小病毒最初与腺病毒一起从人的呼吸道中分

离出来。野生型AAV载体具有一个小的（4.8 kb）
单链DNA基因组，需要另一种病毒（例如腺病毒或

疱疹病毒）才能进行复制[18]。AAV由反向串联重复

序列，复制和衣壳基因组成[19]。病毒衣壳决定了组

织向性，启动子对靶细胞或组织具有特异性[20]。

AAV与AdV均属于非整合型的载体，递送入细胞

的基因片段可以在染色体外稳定表达[21]。重组腺

相关病毒载体（rAAV）源于非致病的野生型腺相关

病毒，它被视为最有前途的基因转移载体之一，

rAAV包括 rAAVl、rAAV2、rAAV5、rAAV6、rAAV7、
rAAV8、rAAV9等多种血清型，其中 rAAVl具有骨

骼肌趋向性，rAAV6具有心肌趋向性，rAAV8具有

肝趋向性，即针对不同的靶组织可以考虑选择不同

血清型的 rAAV。AAV具有免疫原性弱、转染效率

高、可转染非分裂细胞、表达稳定且持续时间长、降

低与基因整合有关的风险等优点，但其容量小、不

能包装超过 5.0 kb的DNA[6]，导入基因以游离状态

存在，细胞分裂过程中基因容易丢失[8]。逆转录病

毒，腺病毒载体的应用易引起机体产生严重的免疫

学反应或癌症，相比之下，“非整合”的重组腺相关

病毒载体在基因疗法中有更大的优势，并得到了更

多的应用[22]。

非病毒载体中最简单的是裸“DNA”，即将

DNA直接注入人体，此方法基因传递效率偏低。

除此之外还包括脂质体、分子偶联受体、聚合物

（聚-L-赖氨酸、聚乙烯亚胺等）、复合载体以及纳

米粒子载体等[23]。与病毒载体相比，各种物理化学

特性的非病毒载体可根据需求合成或定制，也可进

行各种表面修饰以产生理想的靶向特性，还具有可

大量制备，免疫反应低、可传递大量基因的优势。

因此，脂质体和聚合物（例如聚乙烯亚胺和聚赖氨

酸）作为潜在的基因疗法传递系统而受到广泛关

注。基于非病毒载体的基因疗法，可以通过开发更

有效的靶向载体来提高治疗效果[24-25]。

2.2 基因编辑

基因编辑技术是以改变目的基因序列为目的，

实现定点突变、插入或敲除基因的技术。新的基因

组编辑技术不仅可以像载体系统一样进行细胞中

的基因添加，同时还可以进行基因删除、校正和高

度靶向的基因组修饰。基因组编辑可以在离体细

胞上进行，也可以在机体内进行原位基因组编

辑[6]。常见的是人工核酸内切酶介导的基因组编

辑技术，主要包括4种[26-27]。

1）大范围核酸酶技术（meganuclease）：识别特

定较大（12~40 bp）DNA序列的序列特异性DNA切

割酶或核酸内切酶，也称为归巢核酸内切酶。

2） 锌 指 核 酸 酶 技 术（zinc finger nuclease，
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ZFN）：用于识别和结合特定的DNA序列重复的锌

指蛋白和通过二聚体化非特异地切割DNA的Fok I
限制性核酸内切酶的核酸酶结构域组成。

3）转录激活因子样效应物核酸酶技术（tran⁃
scription activator-like effector nuclease，TALEN）：

特异性转录激活因子样效应物蛋白和植物病原体，

以及源自Fok I限制性核酸内切酶的核酸酶结构域

组成。

4）成簇的规律间隔的短回文重复序列（clus⁃
tered regularly interspaced short palindromic re⁃
peats，CRISPR）/CRISPR相关蛋白（CRISPR-associ⁃
ated proteins，Cas）系统：基因编辑功能和最广泛使

用的 CRISPR-Cas9是一种来源于酿脓链球菌的

Cas9蛋白，由负责切割靶向链Ruv C和负责切割与

sgRNA互补配对的非靶向链HNH两个重要结构域

组成[23]。

早期的基因组编辑研究依赖于大范围核酸酶

或特定锌指核酸酶的工程改造[28-29]，但大范围核酸

酶技术在人类基因组上找到合适的位点较困难，识

别特定 DNA的锌指序列需要通过文库筛选来确

定，需要丰富的经验且耗时长[30-31]，因此这两类核

酸酶的应用推广受到了限制，但此方面研究为后续

基因编辑技术的快速发展奠定了基础。2009年，

可以结合植物宿主基因组并激活转录的转录激活

因子样效应物 TALE如何结合DNA的机制逐步被

科学家成功解析[32-33]。TALE容易进行改造[32]的特

点为TALE核酸酶的创建打开了大门。2012年，基

因组编辑格局发生了变化，Gasiunas等发现 sgRNA
能有效介导 Cas9实现靶向切割 DNA片段[34-35]（图

2），即 CRISPR-Cas9技术。其可高效识别靶向位

点，避免了精细复杂的蛋白质设计或组装的需要，

与 ZFNs和 TALENs相比具有一定的优越性[36-37]。

基因组编辑技术被称为“精确的手术刀”，为实现基

因校正或改变基因组提供了更多的可能。但与传

统的基因转移方法相比，基因组编辑处于临床初

期，存在许多临床应用的可行性和安全性障碍。而

基因编辑技术逐步向更加精准的方向发展。2016
年，单碱基编辑（base editor，BE）技术的出现扩大

了点突变基因编辑的使用范围[38]。

3 单基因遗传疾病基因疗法取得突

破性进展

3.1 脊髓性肌萎缩症的基因疗法

脊 髓 性 肌 萎 缩 症（spinal muscular atrophy，
SMA）是一种常染色体隐性遗传疾病，其发病是由

于运动神经元存活基因 1（survival motor neuron 1，
SMN1）不能编码运动神经元存活所必须的蛋白质，

引起前角细胞变性，进而导致进行性肌无力或肌萎

缩[39]。发病率约为 1/10000，携带频率为 1/54[40]。
SMA根据发病年龄和严重程度分为 5种主要类型

（0~IV型）[41]。SMA 0型新生儿出生时患有关节挛

缩，呼吸窘迫和弥漫性低渗。SMA 1型为最常见的

形式，60％患者是 SMA I型；病症在婴儿 6个月前

开始出现，主要表现为肌张力低下，呼吸困难、进食

困难以及运动延迟等；最终可能会发展为进行性运

动无力，关节挛缩和脊柱侧弯；此种类型的患者在

没有干预的情况下，不能正常坐立，寿命一般不超

过 2周岁。SMA II型通常出现在幼儿 18个月大之

前；孩子能坐起，但不能行走，无法活到成年。

SMA III型通常在幼儿 18个月后开始出现相对较

轻的症状；他们可以独立站立并可以走路，但会逐

渐的失去站立及走路的能力，一般可以存活到成

年；SMA IV型是 SMA的最轻形式，症状从成年开

始，病情发展缓慢；患者可以站立，可以行走，通常

具有正常的寿命[8]。

2010—2011年，首个非常成功的针对 SMA动

物模型的治疗方法是采用基因疗法代替 SMN1基

图2 基因疗法中病毒载体介导基因递送细胞的过程

以及基因编辑示意
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因发挥作用[42-43]。随后，反义寡核苷酸疗法中通过

修改 SMN2剪接以产生更多的全长 SMN蛋白的治

疗方法取得一定成功[44]。2016年 12月，美国食品

药品监督管理局（Food and Drug Administration，
FDA）批准了 Nusinersen（一种反义寡核苷酸（anti⁃
sense oligonucleotide，ASO））用于治疗所有 SMA类

型，但ASO不能有效地穿过血脑屏障，仅能采用鞘

内注射的方式进行治疗（表 1）。其治疗机理是

Nusinersen与 SMN2 pre-mRNA的剪接沉默子区域

结合，调节脊髓运动神经元中 SMN2基因的选择性

剪接，进而补偿 SMN1的基因产物[45-46]。25名 SMA
患者（此类患者仅有 2~3份 SMN2拷贝数，如果不及

时进行治疗，则可能发展为 SMA I型或 SMA II型）

接受了Nusinersen治疗。25个月后，所有患者都能

够做到无支撑地坐着，且大多数患者可以行走。但

此疗法也存在一定的问题，少数接受Nusinersen治
疗的个体显示尿蛋白轻度升高且血小板计数低，个

别患者伴有脊柱穿刺后头痛和局部疼痛[47-48]，因此

此疗法不适用于有严重脊柱侧弯的患者。同时，该

疗法需要频繁给药（前 2个月 4剂，之后每 4个月 1
剂），并未实现一次给药治愈疾病的目的[49]。

2019年[21]，SMA的另一种基因疗法获 FDA批

准（表 1），携带 SMN1基因的 AAV9（scAAV9.CB.
SMN）被命名为 Zolgensma（亦称作AVXS-101），它

能有效穿过血脑屏障，临床前研究也证明了 Zol⁃
gensma通过静脉注射到 SMA小鼠或灵长类动物模

型中的有效性和安全性[42,50]。临床试验中，参试的

15名幼儿存活到 20个月时仍不需要依赖于呼吸机

进行呼吸，且注入大剂量“药物”的 12个幼儿中，有

11个不需要人照看，9个可以翻身，11个可通过嘴

疾病

脊髓性肌萎缩

脊髓性肌萎缩

Leber先天性

黑蒙2型
血友病B

血友病B

血友病B

血友病B

血友病A

β -地中海贫

血

载体/转基因

AAV9-SMN

AAV9-SMN1

AAV2-RPE65

AAV8-Factor IX
AAV- spark100
HFIX padua

AAV5-Factor IX
AAV2/6-Factor
IX and ZFNs
AAV5-Factor

VIII

LV-β-globin

品牌名称/公司（机构）

Spinraza (nusinersen)/
Biogen和 Ionis

Zolgensma/Novartis旗下

的AveXis
Luxturna/Spark
Therapeutics

-/Royal Free Hospital和
St. Jude

SPK-9001/Pfizer和
Spark Therapeutics
AMT-061/uniQure

SB-FIX-1501/Sangamo
Therapeutics

Valoctocogene roxaparv⁃
ovec (BMN 270) /BioMa⁃
rin Pharmaceutical

Zynteglo (LentiGlobin™) /
Bluebird

FDA突破性疗法资

格、EMA优先药物

（PRIME）资格、

FDA/EMA认证

2016 FDA认证；

2017 EMA认证

2019 FDA认证

2017 FDA认证

2014 FDA突破性疗

法；2017 EMA PRIME
2016 FDA突破性疗

法；2017 EMA PRIME
2017 FDA突破性疗

法；2017 EMA PRIME
2017 FDA突破性疗法

2017 EMA PRIME

2019 EMA认证

靶向

中枢神经

系统

运动神经

元细胞

视网膜

肝脏

肝脏

肝脏

肝脏

肝脏

无

给药途径

多次鞘内

输注

静脉输注

视网膜下

注射

静脉输注

静脉输注

静脉输注

静脉输注

静脉输注

移植自体

基因修饰

的CD34+
细胞

治疗策略

体内疗法

体内疗法

体内疗法

体内疗法

体内疗法

体内疗法

体内疗法

体内疗法

回体疗法

表1 单基因遗传疾病中取得突破性进展的基因疗法
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巴喂食物且可以说话。随后，临床试验扩大到 100
多个幼儿，得到与初始临床试验中相似的结果。此

基因疗法存在的不良反应主要是全身施用AAV载

体引起的氨基转移酶水平升高，而相关研究已经证

明通过糖皮质激素治疗可以缓解氨基转移酶水平。

此种疗法对于肝脏损害的患者有更高的风险，患者

治疗前应进行肝功能的评估，且应在给药后的 3个
月内监测患者的肝功能情况。Zolgensma有望通过

单次注射达到治愈脊髓性肌萎缩症。

3.2 Leber先天性黑蒙2型的基因疗法

Leber先天性黑蒙（Leber's congenital amauro⁃
sis，LCA）由基因突变（19个不同基因中的任何一个

突变都可能导致 Leber先天性黑蒙）引起婴儿视网

膜营养不良而发病[51-52]。这是一种罕见的视觉破

坏性疾病，患病率为 1/50000~1/100000，在婴儿早

期会导致眼球震颤和视力严重下降，通常在出生后

的第 3~4个 10年发生完全失明[53-55]。其中，视网膜

色素上皮（retinal pigment epithelium，RPE）细胞中

RPE65基因表达并编码 65 kD蛋白质，RPE65突变

将导致 11-顺式视黄醛缺乏，使得视杆细胞不能产

生光化学反应，临床上将此称为 LCA2型[56-59]，

LCA2型约占所有LCA患者的6%[52]。

视网膜具有不易产生免疫反应，且低剂量的载

体仅会对其产生轻微的负担的特点，因此，视网膜

成为 LCA2型基因疗法中载体介导的基因递送的

靶标[9]。重组 AAV2.hRPE65v2是一种载有 RPE65
cDNA的 AAV载体，体外实验中，AAV2.hRPE65v2
可诱导靶细胞产生 RPE65蛋白。动物实验中，注

射 AAV2.hRPE65v2可使 LCA2型动物模型的视觉

功能迅速发展[60]。研究中记录了长期、持续（>7.5
年）的视网膜下注射AAV2的结果，LCA2型动物模

型的视觉功能恢复。临床试验中，3例 LCA2型患

者视网膜下给药后，患者的视网膜功能指标有适度

的改善，因随访时间短，视力未完全恢复正常，但此

研究为针对 LCA2型患者基因疗法的研究提供了

实践基础[61]。一项在费城儿童医院进行的第 1阶
段试验显示[61-62]，12名参与者的视网膜和视觉功能

都有安全稳定的改善，且在 3年内都能够观察到视

觉和视网膜功能的改善，后续观察仍在继续。此研

究的部分参与者参加了磁共振成像研究[63]，结果表

明，干预后的视觉皮层激活增强，视觉通路的功能

和结构得到改善。其他 LCA2型多项基因疗法正

在进行 I/II期临床试验，试验结果表明，由 RPE65
基因突变引起遗传性失明的患者在视网膜下注射

可表达视网膜色素上皮特异性蛋白的AAV2载体

后，视觉功能得到改善[64-65]。2012—2013年，Lux⁃
turna（亦称为 voretigene neparvovec）的第 3阶段研

究中，RPE65介导的遗传性视网膜营养不良患者中

连续双侧视网膜下给药，20名 4岁以上的参与者

中，有 13名通过了最低亮度水平测试，症状得到改

善，且未发生与产品相关的严重不良事件或有害免

疫反应[57]。2017年，美国FDA批准Luxturna用于成

人和儿童治疗RPE65双等位基因突变型遗传性视

网膜变性病（表 1），这是FDA批准的首种可直接针

对某个特定基因突变性疾病的基因疗法。其他类

遗传性视力疾病，包括色盲、脉络膜失血、Leber遗
传性视神经病变、X连锁性视神经病和X连锁性视

网膜色素变性的基因疗法处于临床试验中[6]。

3.3 血友病的基因疗法

血友病（hemophilia）是由凝血因子VIII（F8）或

IX（F9）的缺乏引起的，分别导致血友病 A（hemo⁃
philia A，HA）或血友病B（hemophilia B，HB）[66]。血

友病 A发生概率是 1/5000，血友病 B发生概率是

1/30000，严 重 的 患 者 的 特 征 是 FVIII/FIX 活 性

（FVIII：C/FIX：C）低于正常水平的 1%，频繁的自发

性出血可能危及生命。严重的患者需在儿童期开

始静脉滴注预防性凝血因子，以预防流血的发生并

保持其关节功能。轻度血友病（FVIII：C/FIX：C水

平在 5%~30%）主要表现为血肿、伤口出血、鼻出血

和拔牙后出血[67-69]。据调查，在全球范围内，只有

约25％血友病患者可以接受常规护理[70]。

1997年，血友病B开始运用靶向骨骼肌或肝脏

的 AAV载体进行基因疗法的研究[71-72]。其中，

AAV2-FIX载体靶向骨骼肌研究中，出现短暂的低

水平FIX表达（<2％）[73]，在治疗后的 3.7年和 10年，

2名参与者的肌肉样本显示出 FIX-AAV的持久表

达，但血浆中缺乏持续的基因表达，FIX蛋白含量

始终达不到治疗剂量（<1%），无法有效控制患者的
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出血症状。后续 7例重度 B型血友病患者通过肝

动脉注射“药物”，其中 1例出现瞬时 FIX表达。在

接受大剂量输入治疗的患者中[74-75]，第 4周后，转氨

酶水平达到最高值（与肝脏损伤相关），第 12周后，

FIX的表达降至基线水平，“药物”丧失疗效。2009
年，经过大幅改造的靶向肝脏的 scAAV2/8-LP1-
hFIXco增加了患者体内 FIX水平，并在 4个月内达

到稳定水平，治疗效果可稳定维持 6年以上，患者

仍在随访中。相关研究表明载体的剂量和载体介

导的免疫反应关系密切，FIX的表达水平具有剂量

依赖性，测试者体内转氨酶升高与肝脏损伤或炎症

反应相关，而进一步研究发现类固醇—氢化波尼松

可减少炎症反应。研究结果成功证明，AAV作为

载体的基因疗法能在人体中维持较长时间且相对

稳定地表达 FIX，实现患者由重型到轻型的转换。

此治疗方案已于 2016年 7月获得美国 FDA的突破

性疗法认定[22,76-77]（表 1）。除此以外，研究者还研究

了 FIX基因异位表达对血友病 B的调节。以慢病

毒作为载体，将改造后的HSCs递送到基因敲除的

血友病B小鼠体内，结果小鼠体内持续表达 FIX 1
年以上；再将受试小鼠的HSCs进行第二次或第三

次移植，FIX仍可在被移植的小鼠体内长期表达，

小鼠的凝血功能得到显著改善[78]。

血友病A的基因疗法因受到F8基因长度的限

制而进展缓慢。F8基因的大小约7 kb，其去除了非

功能性结构域的序列才允许整合到AAV载体中。

2017 年 ，9 名 患 者 使 用 AAV5-co-BDD-FVIII
（AAV5-Factor VIII）载体进行“药物”剂量递增研

究[79]。7名男性患者注入高剂量携带正常基因的载

体，20周时，有 6名患者的VIII因子活性水平达到

12％~200％，但随着时间的推移VIII因子活性水平

呈现下降（随访3年），此疗法2017年获得EMA优先

药物（PRIME）资格（表 1）。2019年 4月，SB-525的
I/II期临床试验中，将AAV6-BDD-FVIII转移到8名
血友病A患者体内，观察到FVIII出现剂量依赖性的

升高，SB-525具有可预测性和持续治疗效果[22]。目

前，已有多项血友病A和血友病B的基因疗法进行

I/II期临床试验以及开放式 III期试验[80-82]。

3.4 β-地中海贫血的基因疗法

β-地中海贫血（β-thalassemia）是由β+降低或β0

的缺失导致由 2个α-珠蛋白链和两个 β-珠蛋白链

（α2 β2）组成的血红蛋白（hemoglobin，Hb）四聚体合

成受影响，患者出现贫血状况[83]。根据临床和血液

状况β-地中海贫血可分为3种：轻型地中海贫血（临

床上无症状）、中型地中海贫血和重型地中海贫血。

患有重型β-地中海贫血的患者无法表达血红蛋白，

从而生成无效的红细胞，出现严重贫血，患者需要

经常进行输血和铁螯合疗法[5]。β-地中海贫血在地

中海国家、中东、中亚、印度、中国南部、远东、非洲北

部海岸及南美洲国家普遍存在[84]。全球约有 1.5%
的人口（8000万~9000万人）是 β-地中海贫血携带

者，每年约有6万名有症状的新生儿出生[85]。

现阶段，β-地中海贫血采用回体基因疗法进行

治疗。2000年，研究人员用性能高的携带 β-珠蛋

白慢病毒载体 TNS9侵染自体干细胞，将正常的基

因转移并整合到人类 β-珠蛋白基因及其位点控制

区，改造细胞的小鼠α珠蛋白和 2个人类 β珠蛋白

分子的四聚体占正常小鼠成熟红细胞中总血红蛋

白的 13%，而在 β-地中海贫血杂合子小鼠中，获得

了更高的百分比（17%~24%）[16]。研究表明基因疗

法足以有效纠正 β-地中海贫血小鼠的地中海贫血

综合征[16,86]。2011年 16名患者接受了地中海贫血

的基因疗法，其中 6名患者已不再需要输血。尽管

珠蛋白慢病毒载体的有效性可能会因整合位点的

限制出现随机基因断裂，引起安全性问题，但在珠

蛋白慢病毒载体中加入具有增强阻断和染色质屏

障功能的基因元件，可以显著提高整合载体的性能

和安全性[4,87]。随着基因编辑技术的发展，CRIS⁃
PR-Cas9基因组编辑技术被广泛用于纠正有缺陷

的内源性 β-珠蛋白基因或重新激活胎儿血红蛋白

（fetal hemoglobin，HbF）的表达。最近的研究表明，

可以编辑人类HSCs的基因以纠正缺陷的 β-珠蛋

白基因或有效地重建样本中与HbF升高有关的特

定遗传变异[88]。2018年，采用慢病毒载体侵染自体

CD34+细胞对患者开展基因疗法，改造后的细胞输

注到患者体内 26个月后（所有参加试验患者注入
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基因修饰细胞的时间的中位数），12例严重的 β-地
中海贫血患者减少或消除了长期输注红细胞的需

要，且无与药物相关的严重不良反应[89]。此种疗法

为Zynteglo（亦称LentiGlobin），于 2019年被EMA批

准用于超过 12岁的输血依赖型 β-地中海贫血患

者[9]（表1）。

4 结论

基因疗法的研究范围远远超出了传统药物，已

成为治疗单基因遗传疾病的重要新方法。基因疗

法可以借助载体靶向组织递送正确的基因，从而促

进正常的基因持续调节表达。还可以将细胞转变

为靶向基因传递的智能载体，进而满足遗传类疾病

或其他罕见病的医疗需求。但基因疗法仍然存在

许多挑战，包括增加基因转移载体的安全性，如何

使载体能够精确地靶向组织和细胞，如何提高基因

转移或编辑效率以达到有效治疗疾病所必需的水

平，如何降低基因组编辑的遗传毒性以及体内重复

施用载体的免疫应答等问题。更重要的是，基因组

编辑的伦理学已成为医学、社会学、立法者和公众

共同关心的问题，需要达成社会共识。基因疗法作

为有望根治单基因遗传病的疗法，将随着从事基础

转化、临床研究的深入逐步走向成熟，而生物技术

的快速发展和制药领域的壮大，将加速基因疗法救

治更多的单基因遗传病患者。
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Gene therapy for monogenetic diseases

AbstractAbstract Gene therapy is one of the world's breakthrough technologies, which has made breakthrough progress in the treatment
of monogenic diseases. In this article the characteristics of different gene therapy strategies, vectors and gene editing techniques
are described, with focuses on reviewing pathogenesis, clinical manifestations, development process of gene therapy and clinical
trials of spinal muscular atrophy (SMA), Leber congenital amaurosis type 2 (LCA2), hemophilia, and β-thalassemia. At present, 9
gene therapies of the above 4 monogenic diseases have earned "breakthrough therapy" designation by the U.S. Food and Drug
Administration (FDA), PRIME designation by the European Medicines Agency (EMA) or have been the gene therapies available
on the market. The research of gene therapy faces many challenges but with the development of science and technology more
patients will get treatment.
KeywordsKeywords gene therapy; spinal muscular atrophy; Leber congenital amaurosis type 2; hemophilia; β-thalassemia ●
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