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摘要：β 地中海贫血（β 地贫）是一种由 β 珠蛋白基因突变导致 β 珠蛋白合成障碍或结构改变而引起的常见遗传

性血液病。 当前针对 β 地贫的慢病毒载体（ＬＶＶ）介导的基因治疗，主要分为利用 ＬＶＶ 将具有完整功能的 β⁃血红

蛋白基因添加在染色体上的基因整合策略，以及利用 ＬＶＶ 将特异性核酸酶递送到造血干细胞中，对 β⁃珠蛋白

（ＨＢＢ）基因进行原位修复的基因组编辑策略。 提高病毒滴度与转导效率、降低脱靶率及推进临床试验是这两种策

略的主要研究方向。
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　 　 β 地中海贫血（β 地贫）是由 β 珠蛋白（β⁃ｈｅ⁃
ｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨＢＢ）基因突变引起的溶血性贫血病，而
且也是全球最常见的单基因遗传血液病。 治疗 β
地贫的主要思路是将基因治疗与自体造血干细胞

移植相结合，纠正贫血表型和抑制无效的红细胞

生成。 利用慢病毒载体（ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ， ＬＶＶ）将

具有完整功能的 β⁃珠蛋白（β⁃ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ＨＢＢ）基
因体外整合入自体造血干细胞再回输，以纠正β 珠

蛋白合成障碍，或利用慢病毒介导的基因编辑技

术原位修复 ＨＢＢ 基因， 是 β 地贫基因治疗的两大
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主要策略。 本文将对近年来 ＬＶＶ 介导的 β 地贫基

因治疗研究进展做一综述。

１　 慢病毒载体概述

１ １　 慢病毒载体的一般结构及优化

慢病毒为双链 ＲＮＡ 病毒，具有反转录和整合

功能。 当前临床研究使用的 ＬＶＶ 主要是从人类免

疫缺 陷 病 毒⁃１ （ ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｖｉｒｕｓ⁃１，
ＨＩＶ⁃１）人工改造而来［１］ 。 慢病毒载体系统由包装

成分和载体成分构成。 包装成分提供产生病毒颗

粒所必需的蛋白，载体成分提供含有包装、反转录

和整合所需的 ＨＩＶ 顺式作用序列。 为了提高生物

安全性，ＬＶＶ 经历了一代又一代的更新。 相较于

第一代 ＬＶＶ 表达系统，目前常用的第三代 ＬＶＶ 表

达系统删除了 ４ 个辅助基因、原有的增强子以及

转录因子结合部位，提高了 ＬＶＶ 的滴度和生物安

全性［２］ 。
１ ２　 慢病毒载体的功能及优势

ＬＶＶ 可以将外源基因或外源的 ｓｈＲＮＡ 有效地

整合到宿主染色体上，从而达到持久性表达目的序

列的效果［３］。 与其他基因转移载体相比，ＬＶＶ 有几

个优点：１）ＬＶＶ 可以不可逆转地整合到宿主基因组

中，从而可以使其在细胞分裂时保持转基因的持续

表达；２）ＬＶＶ 有相对较大的有效载荷；３）由于缺乏

所有病毒编码基因，ＬＶＶ 引发免疫缺陷病的几率较

低；４） ＬＶＶ 可被广泛地改造以提高生物安全性；
５）ＬＶＶ可以用在大量异源包膜糖蛋白的病毒假型包

装中。

２　 基因整合策略

ＬＶＶ 介导的基因整合策略是通过 ＬＶＶ 将具有

完整功能的 ＨＢＢ 基因整合至造血干细胞的基因组

中，使基因整合后的造血干细胞及其复制生成的子

代细胞产生正常的血红蛋白［４］。 目前的研究进展

主要为提高 ＬＶＶ 的滴度、转导效率以及推进临床实

验。 由于造血干细胞难以获取，且在分离、培养、转
导、检测和植入等过程中易发生细胞的损失；细胞毒

性与基因毒性的降低依赖于细胞转导过程中更少的

病毒颗粒。 因此提高慢病毒滴度以及载体拷贝数

（ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ， ＶＣＮ）极为重要［５］。 目前提高

滴度及 ＶＣＮ 的方式主要有以下两种：优化 ＬＶＶ 结

构和添加相关增效因子。
２ １　 ＬＶＶ 结构优化

缩短 ＬＶＶ 的基因组长度及优化相关元件可以

有效提高 ＶＣＮ［６］。 由于 ＬＶＶ 的滴度和转导效率与

病毒基因组长度成反比［７］，通过只保留有效的基因

座控制区（ｌｏｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｒｅｇｉｏｎ， ＬＣＲ）元件，进而缩短

ＬＶＶ 的长度是载体优化的重要手段。 另一方面，在
优化长度的同时，将 ＬＶＶ 内源性 ＲＳＶ 启动子替换

为 ＣＭＶ 启动子，ＨＢＢ 的表达将提高两倍［８］，同时由

于内源性启动子的替换，ＬＶＶ 恢复野生型的概率也

会大大降低，提高了其生物安全性。 以上两种方案

是 ＬＶＶ 结构优化上的主要研究方向。
２ ２　 添加相关增效因子

添加相关增效因子也是提高 ＶＣＮ 的有效方法。
一方面，使用转导增强剂可以显著提高 ＬＶＶ 对造血

干细胞的转导效率。 通过加入转导增强剂可以使目

的基因的表达量及 ＶＣＮ 增加 ３ ～ ６ 倍［９］，已经进入

临床试验的 ＬｅｎｔｉＢＯＯＳＴ 载体在进行转导实验中加

入的转导增强剂：硫酸鱼精蛋白（ｐｒｏｔａｍｉｎｅ ｓｕｌｆａｔｅ），
对转导效率的提高最为明显，总 ＶＣＮ 提高了 ６ 倍以

上。 另一方面，白藜芦醇三聚体也是一种增强转导

效率的因子。 环状白藜芦醇三聚体 Ａ（ ｃｙｃｌｉｃ ｒｅｓ⁃
ｖｅｒａｔｒｏｌ ｔｒｉｍｅｒ ｃａｒａｐｈｅｎｏｌ Ａ）可以通过抑制人体对

ＬＶＶ 的抗毒性，减少 ＬＶＶ 在人体内的被抑制，进而

增强 ＬＶＶ 对造血干细胞的转导效率［１０］。
２ ３　 临床研究进展

ＢＢ３０５ 载体去除了 ＬＣＲ 的 ＨＳ４ 区域来增加载

体的稳定性和滴度，同时整合了 ＣＭＶ 启动子来驱动

载体在细胞中的转录。 在使用 Ｂｅｔｉ⁃ｃｅｌ 基因疗法治

疗 β⁃地贫临床研究中，经 ＢＢ３０５ 载体转导的自体

ＣＤ３４＋干细胞被注射到经白消安清除过骨髓细胞的

患者体内。 在 ２２ 例患者中，２０ 例脱离了输血依赖，
其中 ６ 例的年龄在 １２ 岁以下。 在输血期间，患者体

内的平均血红蛋白水平为 １１ ７ ｇ ／ ｄＬ （范围为 ９ ５～
１２ ８ ｇ ／ ｄＬ）。 在输注 Ｂｅｔｉ⁃ｃｅｌ １２ 个月后，用 Ｔ８７Ｑ 氨

基酸替代法测定基因治疗对患者体内成人型血红蛋

白（ＨｂＡ）水平的影响，其中位数为 ８ ７ ｇ ／ ｄＬ （范围

为 ５ ２～１０ ６ ｇ ／ ｄＬ）。 其中 ４ 例患者均有与 Ｂｅｔｉ⁃ｃｅｌ
相关的不良反应，但这些不良反应均不严重［１１］。 另

一项临床试验中，在对患者使用 ＢＢ３０５ 载体进行体

外转导自体 ＣＤ３４＋细胞的基因治疗后，分别针对于

７７８１
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治疗输血依赖性丘脑半球 （ ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｔｈａｌａｓ⁃ｓｅｍｉａ，ＴＤＴ）和镰状细胞病（ｓｉｃｋｌｅ ｃｅｌｌ ｄｉｓｅａｓｅ，
ＳＣＤ）的患者长期随访研究。 有 ４ 例 ＴＤＴ 患者和

３ 例ＳＣＤ 患者参与了该研究；这 ７ 例患者的年龄在

１３⁃２１ 岁之间，在进行基因治疗 ４ ６ ～ ７ ９ 年前接受

白消安骨髓消融治疗，然后接受中位随访的时间为

４ ５ 年。 在 ３ 例 ＳＣＤ 患者中，有两名患者的疾病生

物学特征得到了临床缓解和修复，第 ３ 例患者的输

血频率降低。 ＴＤＴ 患者均无输血，并且这些患者的

红细胞生成障碍和铁超载得到了改善［１２］。
慢病毒经过不断的优化后，虽然已经减少了其

恢复野生型 ＨＩＶ 毒性的可能，但在临床上仍有感染

情况发生。 在一项应用 ＢＢ３０５ 载体介导的自体

ＣＤ３４＋细胞对输血依赖型 β 地贫患者进行基因治疗

的研究中，一名患者在 １ ／ ２ 期研究中成功接受了

Ｂｅｔｉ 细胞的治疗 （ＨＧＢ⁃２０４；＃ＮＣＴ ０１７４５１２０）后被

诊断携带野生型 ＨＩＶ 感染［１３］。 这是第一项关于

ＬＶＶ 基因治疗导致野生型艾滋病毒感染的报道。
该患者在接受 Ｂｅｔｉ⁃ｃｅｌ 基因疗法治疗后，在其体内

检测到具有野生型 ＨＩＶ 和 ＢＢ３０５ 载体衍生序列的

病毒。 此外，慢病毒介导的基因整合策略会产生遗

传毒性风险，由于基因组的随机整合，仍有患者发生

了与插入突变相关的致癌事件［１４］。 因此，提高 ＬＶＶ
的生物安全仍然是需要继续研究的方向。

３　 基因编辑策略

ＬＶＶ 介导的基因编辑策略依赖于高度特异性

核酸酶研发，依靠 ＬＶＶ 作为传递工具，将基因编辑

工具递送到造血干细胞内，再通过 ＤＮＡ 双链断裂及

相关修复机制，在基因组目标区域发生特定变化，从
而纠正存在缺陷的目的基因或调节其表达水平，发
挥治疗作用。 近年来，ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑工具

发展迅速，但其较高的脱靶率也是急需解决的问题，
开发一种新的一体化载体盒以及病毒样颗粒递送技

术可以有效降低脱靶率。 此外，ｓｈｍｉＲ 载体通过 γ
珠蛋白重激活，也是基因编辑策略中的有效治疗

方案。
３ １　 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９

成簇 规 则 间 隔 短 回 文 重 复 序 列 （ ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ
ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ ｓｈｏｒｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ ｒｅｐｅａｔｓ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ９， ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９）系统因其具有相

对简单、可靠、精确、高效和低价的优势，是最常用的

基因编辑工具［１５］。 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 系统需要通过载

体将其递送进入目的细胞。 在人类造血干细胞和祖

细胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＰＣｓ）
的基因编辑上，ＬＶＶ 拥有比 ＲＮＡ 和核糖核蛋白复

合物（ＲＮＰ）更高的递送 ＣＲＩＳＰＲ⁃Ｃａｓ９ 系统效率，
同时 ＬＶＶ 还具有转导效率最强，毒性最小的特

点［１６］ 。 然而，ＬＶＶ 介导的基因编辑虽然有较高的

递送效率，但基因编辑技术脱靶率高的问题一直

没有得到解决。 ＩＤＬＶ 是一种可以有效降低脱靶

率的一体化载体盒［１７］ 。 ＩＤＬＶ 降低脱靶效率的关

键，是在 ＣＲＩＳＰＲ⁃ｖ１ 的基础上删除了不必要的缓

冲序列并且加入了 ＳｐＩ 转录因子结合位点。 经

ｐ２４ｇａｇ 酶联免疫吸附试验检测病毒效价后，ｐ２４ 的

产量增加了２ ５ 倍，在转导入 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞进行基

因敲除后，ＧＦＰ 阳性信号 ７ ｄ 就减少了 ５ 倍，在移植

后２１ ｄ观察到 ＧＦＰ 阳性信号几乎完全耗竭。
３ ２　 病毒样颗粒

一直以来，基因编辑面临的最大挑战之一是脱

靶问题［１８⁃１９］。 常规 ＬＶＶ 介导的基因编辑虽具有较

高的递送效率，但会增加脱靶率。 病毒样颗粒是由

病毒的单一或多个结构蛋白自我组装形成的与天然

病毒颗粒结构高度类似的蛋白颗粒［２０］。 基于 ＬＶＶ
开发的病毒样颗粒（ｖｉｒｕｓ⁃ｌｉｋｅ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＶＬＰ）递送技

术在保证了递送效率的同时，有效的降低了基因编

辑的脱靶率和免疫反应等风险。
近几年，病毒样颗粒逐渐应用于基因编辑并受

到极大关注。 通过在 Ｇａｇ 蛋白或 Ｖｐｒ 蛋白的 Ｎ 端

或 Ｃ 端融合表达 Ｃａｓ９ 蛋白实现核酸内切酶在细胞

内递送。 ＮａｎｏＭＥＤＩＣ 病毒样颗粒将 ＦＫＢＰ１２ 蛋白

融合到 Ｇａｇ 基因，再将 ＦＲＢ 复合物与 Ｃａｓ９ 融合，在
雷帕霉素存在的情况下，ＦＫＢＰ１２ 蛋白与 ＦＲＢ 复合

物之间通过特异相互作用使 Ｇａｇ 与 Ｃａｓ９ 蛋白相关

联［２１］。 Ｎａｎｏｂｌａｄｅｓ 病毒样颗粒将 Ｃａｓ９ 融合在 Ｇａｇ
的 Ｃ⁃末端，当 ｓｇＲＮＡ 与 Ｇａｇ⁃Ｃａｓ９ 融合蛋白共表达

时，Ｃａｓ９ ＲＮＰｓ 可以被包装到衣壳中，进而实现核酸

内切酶在细胞中的递送［２２］。 Ｖｐｒ 是一种慢病毒调

节蛋白，在病毒感染和病原体中具有重要功能。
Ｖｐｒ Ｐｒｏｔ Ｃａｓ９ 病毒样颗粒将 Ｃａｓ９ 融合到慢病毒蛋

白 Ｖｐｒ 的 Ｎ⁃末端，通过 Ｖｐｒ 和 Ｇａｇ 的 ｐ６ 结构域之

间相互作用将 Ｃａｓ９ 蛋白有效地包装到慢病毒衣壳
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中［２３］。 总而言之，病毒样颗粒递送技术正处于快速

发展阶段。 并且由于有受体介导，病毒样颗粒递送

技术可以选择性地转移到大部分目的细胞。 对比与

传统基因编辑递送方式如电转、纳米颗粒等方法，病
毒样颗粒递送技术具有容易制备、特异性高和所需

蛋白浓度低等特点。 这种方法可以将可编辑的细胞

类型扩展到临床上相关的未分裂细胞，例如造血干

细胞和祖细胞。
３ ３　 载体 ｓｈｍｉＲ

载体 ｓｈｍｉＲ 是一种新开发的通过激活胎儿血红

蛋白来治疗 β 地贫的 ＬＶＶ［２４］。 成人体内的胎儿血

红蛋白表达会受到 ＢＣＬ１１Ａ 和 γ 珠蛋白阻遏物

ＺＮＦ４１０ 的抑制。 载体 ｓｈｍｉＲ 可以表达两种抑制物，
同时靶向抑制 ＢＣＬ１１Ａ 和 ＺＮＦ４１０ 的表达，进而重

新激活胎儿血红蛋白，达到治疗 β 地贫的目的［２５］。

４　 问题与展望

目前，基因整合策略已经在国际上进行不同阶

段的临床试验，已有多名患者脱离了输血依赖。 但

其高昂的治疗成本仍然是该策略推广的重要障碍，
增加 ＬＶＶ 的滴度和转导效率是降低成本方向之一。
基因编辑策略是基于高度特异性核酸酶发展兴起的

治疗策略。 其转导效率强，毒性小的特点非常适合

应用于临床。 值得一提的是，基于 ＬＶＶ 开发而来的

病毒样颗粒虽然近年才被用于基因编辑，但它保证

转导效率、降低脱靶率和免疫风险的特点极具治疗

β 地贫的优势，应用前景可期。 因此 ＬＶＶ 治疗 β 地

贫的基础研究临床转化仍有广阔的探索空间。
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