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[摘 要] CRISPR等基因编辑技术在多学科、多领域产生了革命性影响，也极大地推动了肿瘤生物治疗研究方法的转变和治疗

新策略的形成。在肿瘤研究中，基因编辑加速了肿瘤细胞和免疫细胞中生物治疗新靶点的发现，推动了癌基因、抑癌基因、表观

分子、耐药基因等“肿瘤细胞正常化”靶向编辑新策略的提出，促进了CAR-T、TCR-T细胞等过继细胞治疗方法向“通用型”、“即用

型”的迭代，也极大地加速了CAR-T细胞等细胞治疗的临床应用。通过更加精准基因编辑系统的研发、基因递送策略的不断进

步，以及多靶点编辑、定点插入和体内时空可控编辑的发展，将进一步降低基因编辑的脱靶效应，提高疗效和安全性，同时控制成

本，推动基因编辑在肿瘤生物治疗中更加广泛的应用，且有望在实体瘤治疗方面实现新的突破。
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Genome editing in cancer biotherapy: strategies, challenges and future directions

XU Sheng, LI Nan (National Key Laboratory of Immunology & Institute of Immunology, Naval Medical University, Shanghai 200433,

China)

[Abstract] CRISPR gene editing technologies have had a revolutionary impact on many disciplines and fields, and have also greatly

changed research methods of tumor biotherapy and promoted the formation of new therapeutic strategies. In tumor researches, gene

editing accelerated the discovery of potential targets in biotherapeutic tumor cells and immune cells, promoted new editing strategies of

"tumor cell normalization" therapy through targeting oncogene，tumor suppressor gene, epigenetic molecular, drug resistance gene etc. .

It also promoted the iteration of adoptive cellular therapies of CAR-T/TCR-T cells to "universal" and "off-the-shelf" therapies, and

greatly accelerated the clinical application of cell therapies such as that of CAR-T cells. With the development of more accurate gene

editing systems, the continuous progress of gene delivery strategies, the development of multi-target editing, site-specific insertion and

in vivo spatio-temporal editing, the off-target effect of gene editing can be further reduced, the safety and accessibility improved and the
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cost controlled. In the future, gene editing will be more widely used in tumor biotherapy, and is expected to achieve new breakthroughs

in the treatment of solid tumors.

[Key words] genome editing; CRISPR; tumor; biotherapy; CAR-T cell

[Chin J Cancer Biother, 2023, 30(4): 275-285. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.04.001]

基因编辑的出现使得可以对目标基因进行精确

地定位、剪切或改造，进而达到修改编辑生物体原有

基因的目的。相比于传统的锌指核酸酶和转录激活

因子样效应物核酸酶（transcription activator

like effector nuclease，TALEN），成簇规则间隔短

回文重复序列及其相关蛋白基因9（CRISPR/Cas9）技

术更为简单高效可扩展，可以同时对多个位点进行

编辑，也可以构建全基因组靶向文库[1]。此外，还存

在多种Cas9突变体衍生工具，包括切割单条DNA的

切口酶（nickase）及完全失去酶切活性只具备DNA识

别功能的 dCas9，它们可以不形成 DNA 双链断裂

（double strand break,DSB），增加了编辑安全性，分

别推动了引导编辑（prime editing）、CRISPR激活/抑

制 （CRISPR activation/CRISPR interference,

CRISPRa/CRISPRi）、表观编辑和单碱基编辑等技术

的诞生，为基因组精准靶向调控提供了多种选择性

和极大的灵活性。基因编辑技术的出现，在生物医

药领域产生了深远的影响，在肿瘤生物治疗的基础

研究和临床试验中也得到了广泛的应用，不仅改变

了肿瘤研究的方法和手段，加速了肿瘤和机体免疫

系统肿瘤生物治疗靶点的发现，而且也促使肿瘤生

物治疗新的策略和思路提出，推动了CAR-T和TCR-T

细胞等过继细胞治疗方法的更新、迭代及临床应用。

深入研究更为精准的基因编辑系统，开发基因编辑

靶点和策略，探索更为高效的递送载体，有效应对基

因编辑的脱靶问题、递送效率和安全性问题等，将有

助于研发更为高效、安全的肿瘤生物治疗新方法和

手段，进一步推动基因编辑技术在临床肿瘤生物治

疗中的应用。

1 基因编辑推动肿瘤生物治疗新靶标的发现

基因编辑技术的出现首先使得肿瘤细胞、类器官

及动物模型变得更为便捷，更重要的是CRISPR/Cas9平

台的灵活性使得从全基因组水平筛选肿瘤治疗潜在靶

点成为可能，筛选方法包括常见的基因失活（loss of

function）和激活（gain of function）筛选，而筛选主

要从肿瘤细胞和免疫细胞两个层面进行。

在肿瘤细胞层面，主要包括对肿瘤细胞本身生

长、转移、耐药、代谢、合成致死及免疫调控基因等筛

选，可以在体外、类器官乃至体内途径进行[2]。调节

肿瘤生长和转移的基因筛选最为常见[3-5]，甚至有学

者从30种肿瘤的324个细胞中系统性筛选出553个

通用及866个肿瘤特异性癌基因及促癌基因，可以作

为潜在的肿瘤治疗靶点[6]。耐药基因的筛选也比较

常见，包括化疗药物（紫杉醇、地西他滨等）、靶向药

物（伊马替尼、索拉非尼等）等[7-9]。采用耐药或者特

定突变细胞进行筛选，则可以直接筛选合成致死基

因[10-11]。随着肿瘤免疫治疗的广泛应用，近来筛选免

疫治疗耐受或者抵抗的基因也越来越多。通过基因

失活筛选，发现肿瘤细胞自身抗原提呈、IFN-γ信号、

TNF信号、SWI/SNF染色体重塑及自噬等通路分子异

常可促进肿瘤对T细胞治疗耐受[12-14]。通过CRISPRa

的基因筛选，发现了肿瘤细胞中PD-L1等的激活会导

致其对T细胞杀伤抵抗，靶向这些分子可以增强肿瘤

细胞对免疫治疗的敏感性[15]。

在免疫细胞层面，CRISPR筛选了调控T细胞存活

及功能的关键基因，以提高抗肿瘤免疫疗效[16-17]。最

早是利用T细胞在体外筛选了调控PD-1表达及T细

胞活化的基因[18-19]。随后，利用人原代T细胞体外活

化体系筛选了一系列抑制T细胞增殖分子[20]。相应

地，在小鼠中利用原代T细胞体外编辑后回输，筛选

了调控T细胞体内存活和肿瘤浸润的分子[21-23]。如

今T细胞的基因组筛选和亚组筛选已经比较常见，极

大地加速了T细胞生存、杀伤及记忆调控等新靶点的

发现，为生产更加高效的CAR-T细胞治疗肿瘤提供了

潜在靶点和策略。

2 基因编辑推动肿瘤生物治疗新策略的创新和迭代

基因编辑技术的出现，在肿瘤生物治疗各个领域

均带来了革命性变革，加速了抗体药物研发生产、方便

了溶瘤病毒的突变改造等[24-25]，尤其推动了肿瘤生物治

疗新策略的形成，主要体现在对“肿瘤细胞正常化”编

辑策略的创新和免疫细胞过继回输治疗策略的迭代。

基因编辑技术可以通过纠正肿瘤致病突变，修复驱动

基因，以实现“肿瘤细胞正常化”。通过编辑异体T细胞

的TCR、MHC等基因，基因编辑也推动了自体CAR-T细胞

向“通用型”高效CAR-T细胞的更新转变。

2.1 靶向肿瘤细胞编辑策略

2.1.1 靶向癌/抑癌基因及致病突变 癌基因的激

活和抑癌基因失活是肿瘤常见的特征，通过基因编

辑靶向灭活癌基因、激活抑癌基因表达，或者修复这

些基因的突变，能够使肿瘤细胞恢复正常，阻断其恶

性行为。发生突变或者高表达的癌基因，通过基因

编辑修复其异常或实现删除，能够阻断肿瘤细胞增
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殖信号，是肿瘤细胞正常化主要手段之一。KRAS、

c-Myc、PLK1、LCN2、CDK等癌基因作为CRISPR/Cas9编

辑的靶基因，在肺癌、肝癌、卵巢癌、乳腺癌等多种肿

瘤中均收到了良好的编辑效率和疗效[26-30]。发生突

变的TP53、Rb等抑癌基因则可以通过单碱基编辑或

者同源重组方式修复，以恢复正常[31]。在融合基因

导致的肿瘤和病毒相关肿瘤中，由于正常细胞不存

在这些异常序列，通过靶向融合基因或者病毒基因

组，可以精准删除致病因素，而不影响正常细胞[32]。

临床上已有通过靶向HPV病毒癌基因治疗宫颈癌的

试验研究，而异常表达的癌基因和抑癌基因则可以

通过CRISPRi和 CRISPRa编辑或者通过表观编辑使

其表达水平恢复正常[33]。

2.1.2 靶向表观分子 通过靶向编辑表观酶，可以

间接调控驱动基因表达，抑制肿瘤生长。体内应用

CRSIPR/Cas9靶向剔除DNA甲基化酶DNMT1，能明显

抑制卵巢癌生长，且减少全身DNMT抑制剂使用带来

的不良反应[34]。在乳腺癌中，DNA去甲基化酶TET1剔

除也能够抑制癌基因表达，抑制肿瘤细胞增殖和迁

移[35]。还可以采用dCas9协同表观酶进行精准基因

表观编辑，通过改变表观修饰调控基因表达，促进肿

瘤正常化治疗。

2.1.3 靶向耐药分子 肿瘤某些突变或基因表达异

常是导致其对放化疗或者靶向治疗耐药的原因之

一，利用基因编辑靶向这些分子，可以重建肿瘤对药

物敏感性。最经典的是乳腺癌易感基因（BRCA）在多腺苷

二磷酸核糖聚合酶（poly ADP-ribose polymerase，

PARP）抑制剂作用下的合成致死作用，通过靶向BRCA

或者突变的PARP1，可以恢复肿瘤对PARP抑制剂的敏

感性[36]。ATP结合盒式转运蛋白等将药物泵出细胞

的分子也是肿瘤耐药重要机制，靶向抑制这些分子

可以增强药物杀伤肿瘤活性[37]。

2.1.4 破解肿瘤免疫耐受 通过基因编辑靶向免

疫检查点配体分子，包括PD-L1、CD155、CD47等，能够

解除对免疫细胞限制，促进机体免疫系统发挥免疫

监视功能[38]。比如，通过体内靶向肿瘤细胞PD-L1表

达，促进机体对黑色素瘤和乳腺癌的免疫应答[30,39-40]。

2.2 靶向免疫细胞编辑策略

2.2.1 靶向TCR和MHC分子 TCR和MHCⅠ类分子是

T细胞过继治疗中最常见的基因编辑靶点，是解决异

体 T细胞排斥反应的核心策略。靶向 TRAC 或/和

TRBC消除内源性TCR已经是通用型CAR-T细胞基本

配置，是避免移植物抗宿主反应（graft versus

host reaction,GVHR）的重要手段[41]。众多临床试

验已经证明，经过基因编辑删除内源性TCR的异体T

细胞过继回输具有良好的安全性和可行性。在TCR-T

细胞中，即使是自体细胞治疗，内源性TCR的删除可

以减少杂合 TCR 产生，同时增加导入 TCR 表达水

平[42]。此外，MHC的编辑删除则可以减少回输异体细

胞免疫原性，减少被受者免疫系统清除，也是临床异

体CAR-T细胞治疗常见的编辑策略[43]。

2.2.2 靶向免疫检查点 通过基因编辑技术删除

免疫检查点分子，可以避免T细胞耗竭，提高抗肿瘤

效应。这些分子除了PD-1和 CTLA-4之外，还包括

TIGHT、LAG3、NKG2A和SIRPα等，有些在NK细胞回输

治疗中也能发挥同样的效应[44-46]。除了直接靶向这

些检查点分子，还有研究通过敲除它们共同的转录

因子NFAT、TOX和NR4A等，能够同时降低多个免疫检

查点分子表达，同样可避免T细胞的耗竭[47-48]。

2.2.3 靶向肿瘤微环境抑制性信号 过继细胞治

疗在体内还受到肿瘤微环境的影响。TGF-β是肿瘤

微环境中最重要的抑制性信号，通过靶向删除CAR-T

细胞TGF-βR2或者其下游信号分子DGK，能够删除抑

制信号，提高治疗效果[49-50]。其他重要的抑制性信号

包括 NKG2A、KLRG1、A2AR、CISH、SHP2 等[46,51-52]，在

CAR-NK细胞治疗中应用也较为广泛。

2.2.4 靶向炎症因子 CAR-T细胞治疗相关严重不

良反应主要是细胞因子风暴，这些细胞因子包括

GM-CSF、IL-6、IL-1、TNF等。靶向编辑其中关键炎症

因子则可以降低细胞因子风暴的风险，增强治疗的

安全性。常见的靶点为GM-CSF、IL-6和IL-1等，通

过编辑可以降低这些炎症因子分泌而不影响细胞活

性，甚至能增强回输细胞的抗肿瘤活性[53-55]。

2.2.5 靶向CAR靶点或联合用药靶点 有些CAR靶

向的目标分子在CAR-T细胞本身或者激活过程中也

有表达，为了避免回输细胞之间的相互毒性作用，往

往选择编辑删除CAR-T细胞自身靶分子。如在靶向

多发性骨髓瘤SLAMF7的CAR-T细胞选择编辑删除自

身SLAMF7[56]，靶向白血病CD38的CAR-NK细胞也选择

删除自身CD38的表达[57]。这一原则在治疗T细胞肿

瘤中尤其重要，因为靶分子往往在CAR-T细胞自身也

高表达，会导致自我杀伤，所以在CD7靶向治疗T淋

巴细胞白血病的CAR-T细胞中已编辑删除了自身

CD7[58]。此外，在肿瘤生物治疗中经常要用到CD52单

抗药物清髓，为了方便联合用药，CAR-T细胞等往往

也选择编辑删除自身CD52的表达[59]。

3 基因编辑在肿瘤生物治疗临床应用现状

尽管基因编辑在肿瘤中的研究如火如荼，然而

至今尚未有商业化产品。从表1中可以看出目前处

于临床试验阶段的肿瘤治疗基因编辑产品主要集中

在过继细胞治疗，包括活化T细胞、肿瘤浸润T淋巴
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细胞（TIL）、CAR-T细胞、TCR-T细胞治疗等，且以CAR-T

细胞治疗为主。2016年，中国进行了世界首个人类

CRISPR基因编辑临床试验[60]，PD-1编辑的细胞因子

诱导的杀伤细胞（cytokine induced killer cell，

CIK）用于治疗晚期非小细胞肺癌，证实了CRISPR基

因编辑技术在临床应用的安全性和可行性。随后，

PD-1编辑的CIK陆续被用于治疗食管鳞状细胞癌、

EBV相关肿瘤及肝癌等[61]。

基因编辑目前最多的是应用在通用型CAR-T细

胞中，占到肿瘤基因编辑临床试验的80%左右，主要

以靶向CD19、CD20、BMCA等治疗血液系统肿瘤的异体

CAR-T细胞为主。这些同种异体CAR-T细胞至少都选

择TRAC作为编辑靶点，以去除GVHR效应；有的还敲

除了 β2微球蛋白（β2-microglobulin,β2M）和PD-1，

以减少CAR-T细胞的免疫原性。不少CAR-T细胞还

选择了敲除CD52，以便与抗CD52抗体联合治疗，比如

国内首款通用型CAR-T CTA101[59]。在以CD7为靶点

的T细胞淋巴瘤和以SLAMF7为靶点的多发性骨髓瘤

治疗中，还编辑删除了CAR-T细胞自身CD7和SLAMF7

的表达，以减少对自身的杀伤[58]。临床试验也有对

实 体 瘤 的 探 索 ，分 别 是 靶 向 CD70 和 间 皮 素

（mesothelin）的CAR-T细胞以治疗肾癌和间皮素阳

性实体瘤，特别是间皮素靶向的CAR-T细胞还编辑删

除了PD-1，有望能够增强CAR-T细胞在实体瘤中的杀

伤效应[62-63]。

尤其值得注意的是，部分研究选择了将CAR序列定

点插入TRAC或者PD-1位点，降低了随机插入风险，提

高了产品一致性。中国的一项CD19 CAR-T细胞治疗复

发难治性非霍奇金淋巴瘤研究（NCT03229876）更是采

用了完全无病毒体系进行编辑和同源重组，一步实现

PD-1基因编辑和CAR插入，进一步降低了病毒载体带来

的风险，带来了更高的安全性[64]。此外，基因编辑转化

应用方面，还各有一项在TCR-T和TIL体内编辑HPV病

毒E6、E7基因（NCT03057912）的临床研究[65]。

除了最常见的CRISPR/Cas9编辑方法，TALEN技术

在通用型CAR-T细胞治疗中也有应用，主要由两家国外

公司垄断，统一选择了编辑TRAC和CD52两个位点。还

有利用三大主流基因编辑技术之外的新型基因编辑ARCUS

方法，靶向TRAC位点，并定点插入了CAR基因。ARCUS

编辑技术相较CRISPR/Cas9技术具有更低的脱靶效应，

分子远短于Cas9的蛋白，具有一定的应用前景。

4 基因编辑在肿瘤生物治疗中面临的挑战及对策

4.1 脱靶

脱靶是所有基因编辑治疗共同的阻碍，可能造成

基因突变、癌/抑癌基因异常，增强了基因组不稳定性，

严重可造成细胞死亡或癌变。通过精准地设计gRNA序

列，同时改造找寻具备更高特异性的Cas蛋白等可以极

大地减少脱靶。利用Cas9切口酶，通过移位配对两组

gRNA才产生DSB，能进一步降低脱靶概率[66]。在其他不

造成DSB的新型基因编辑策略中，比如引导编辑，通过

设计编辑链gRNA序列、反转录引物结合序列以及非编

辑链gRNA多重杂交限制，也可以极大地降低乃至消除

脱靶[67]。因此针对脱靶问题，引导编辑等不形成DSB的

策略具有良好的应用前景。

4.2 递送效率

CRISPR/Cas9编辑系统在基础研究中多采用病

毒载体递送，在临床治疗中，由于Cas9载体较大，病

毒递送效率有限，一直制约了基因编辑在肿瘤治疗

中的应用。随着一些Cas9的变体以及其他具有编辑

功能Cas蛋白的发现，使得分子量减小，而特异性更

好[68-69]。目前最小的CasMini已经缩小到了Cas9的

一半大小[70]，单碱基编辑系统目前也能够装入腺相

关病毒[71]，这样就使得病毒荷载基因编辑系统成为

可能。然而，病毒介导的随机整合存在致癌风险，

Cas9和 gRNA的持续表达不仅增加脱靶概率，而且

Cas9蛋白还可能激发机体免疫应答，因而病毒载体

不是临床应用的最优选择。

电转染技术的优化进步解决了以上难题，且不

改变CAR-T细胞等体外制备流程和周期，因而目前几

乎所有相关临床试验均采用了这一技术。递送策略

可以以质粒形式（NCT03044743），也可以以mRNA形式

（NCT031668），而更多的是采用Cas9蛋白和gRNA的

核糖核蛋白（ribonucleoprotein，RNP）形式[72]。RNP

电转染策略能够在保证细胞活性基础上，获得高效

编辑效率，且Cas9蛋白在72 h内降解，极大地降低

脱靶率，避免了Cas9的免疫原性。递送后利用非同

源重组末端修复的编辑效率大于80%，而利用同源重

组修复插入的效率则在30%~70%之间[73]。除了电转

染技术外，一些其他方法如膜渗透和超声等也可以

实现CRISPR/Cas9的体外递送。

非病毒载体递送体系随着新型冠状病毒疫苗的

研制成功有了飞速发展，在临床遗传性疾病治疗中

业已得到应用。然而，在过继细胞治疗中相比电转

染技术并未展现出优势，相反却增加了潜在风险，因

而并未得到应用，其优势更应该体现在未来的体内

编辑治疗中。

4.3 安全性

基因编辑的安全性问题除了脱靶外，主要是染

色体重组。在人基因编辑的CAR-T细胞中，观察到了

频繁的染色体异常，主要为染色体截断和非整倍体，

以14号染色体缺失最为常见[74]。染色体重组在多位

·· 278



徐胜, 等 . 基因编辑背景下的肿瘤生物治疗新策略和挑战

点编辑中更加常见，主要是由于DSB后游离的DNA末

端无序连接造成的，因而不形成DSB的基因编辑方式

能够彻底解决这一问题。目前主要存在单碱基编辑

和引导编辑两种方式。单碱基编辑通过缺失切割活

性的dCas9识别靶点位置，对单个碱基直接进行化学

编辑，通过引入终止密码子或者改变外显子剪切方

式实现基因删除，全程不切割DNA，不形成DSB，完全

避免了多位点编辑时的染色体易位[75]。引导编辑则

通过Cas9切口酶造成单链断裂，利用反转录酶直接

在断裂DNA上对照模板写入序列信息，也能够避免

DSB形成，提高基因编辑的安全性[76]。鉴于基因编辑

产品的安全性，美国FDA建议该类临床试验的患者应

跟踪随访15年以上。

5 肿瘤生物治疗中基因编辑的未来趋势

5.1 多位点编辑及定点插入

目前这种多位点编辑和定点插入更多地体现在

构建“通用型”同种异体CAR-T细胞上。同种异体

CAR-T细胞最需要解决的问题是GVHR和宿主抗移植

物 反 应（host versus graft reaction，HVGR）。

GVHR可以通过编辑内源性TCR去除，是目前所有异体

CAR-T细胞治疗最基本要求。通过编辑β2M和Ⅱ类反

式激活蛋白（class Ⅱ transactivor,CⅡTA)，可以

减弱回输细胞免疫原性，减少HVGR。在实体瘤抑制

性免疫微环境中，CAR-T细胞还需要通过编辑免疫检

查点，解决T细胞耗竭问题。TCR和 β2M双位点编辑

以及TCR、β2M加PD-1三位点编辑的异体CAR-T细胞

和TCR-T细胞已经进入临床试验（表1），显示出更好

的抗肿瘤活性。

然而，编辑位点并不是越多越好，更多的基因位

点编辑可能存在效率问题，曾有尝试Fas/TRAC/

PD-1/CTLA-4四个位点同时编辑，仅产生12%左右的

编辑效率[77]。多位点编辑的同时也增加了脱靶的概

率，同时存在的大量DSB增加了染色体重组（易位、缺

失）可能，大大增加了基因编辑的不良反应风险[65]。

更精准基因编辑系统的研发是这一问题解决途径。

目前，CAR元件主要是通过随机整合的方式整合到

细胞的基因组中，这样会带来致瘤的潜在安全隐患。

每个细胞的拷贝数和插入位置都不一样，也会使得

CAR-T细胞产品的均一性比较差，从而导致疗效不稳定。

不少临床试验也选择了将CAR序列通过基因编辑定点

插入TRAC或者PD-1位点。定点整合除了整合CAR外，

也可以整合其他分子（如PD-1抗体、细胞因子等），可以

进一步促进T细胞扩增及其活性发挥[78-79]。

5.2 非病毒载体RNP递送

Cas9-RNP是有Cas9蛋白和gRNA构成的复合物，

通过电转染或者纳米颗粒等其他非病毒载体递送进

入T细胞，仅在短短几天内表达，降低了脱靶概率，并

避免了Cas9持续表达对宿主免疫系统潜在激活的可

能，能够完美解决病毒载体的致瘤性、脱靶问题和免

疫原性。该体系灵活易扩展，可以多条gRNA靶向同

一基因，或者靶向多个基因，增加线性同源臂的模板

序列后还能进行定点插入。无论是CRISPR/Cas9或

者单碱基编辑等其他编辑策略，采用RNP形式递送是

一种相对更加安全有效的途径。而且在体内递送

中，非病毒载体相比病毒载体，装载容量大，更容易

实现细胞特异性靶向，也具备更小的免疫原性，是递

送RNP的优选方案。

5.3 更安全高效的新型编辑系统

传统的CRISPR/Cas9编辑和TALEN编辑都要形

成DSB，在多位点编辑时显得尤为严重，大量游离的

DNA双链末端极大地增加了基因组不稳定性。因此，

不引起DSB的基因编辑方式应运而生，主要有单碱基

编辑、引导编辑、CRISPRa/CRISPRi及表观编辑。

利用单碱基编辑同时对T细胞中 β2M/CⅡTA/TRAC

或者 TRAC/β2M/PDCD-1三位点编辑的CAR-T细胞展

示了良好的编辑效率和细胞活性[80-81]。单碱基编辑

的CD7 CAR-T细胞治疗T细胞白血病业已在临床开

展，显示了强大的潜能，在92.9%细胞中均实现了对

CD7/CD52/TRAC/PD-1共4个位点同时编辑敲除，且未

观察到染色体易位[82-83]。但单碱基编辑可能存在较

为严重的脱靶编辑，有待改进。引导编辑相对来说

脱靶率极低，可以实现数十个碱基长度的增减，而双

引导编辑（TwinPE）则通过连用两个PE解决了编辑长

度限制，能够满足绝大多数基因编辑需求。然而对

于引导编辑，其编辑效率有待提高。

CRISPRi/CRISPRa及表观编辑通过调控转录影

响基因表达，也不形成DSB，在多位点编辑中也具有

应用前景。此外，通过激活CXCR2、CXCR3、CCR7等或

它们的配体表达，可以促进T细胞或者NK细胞浸润

入实体瘤[84-86]；而促进IL-15、IL-7、IL-12、IL-21等

表达可以促进T细胞在体内扩增和存活，增强抗肿瘤

效应[78,87]。但是 CRISPRa/CRISPRi编辑的维持需要

dCas9和gRNA持续表达，增加了脱靶和自身免疫的风

险，而表观编辑具有一定的遗传稳定性，更具应用价

值。然而，表观编辑难以同时实现对基因的沉默和

激活，而目前通用CAR-T细胞等治疗中首要的是对

TCR基因的沉默，因此其应用受到限制。在编辑删除

某个基因时定点置换入这些细胞因子或趋化因子受

体可能是目前较为可行的策略。

5.4 体内编辑和时空可控编辑

通过病毒或纳米材料递送进行体内基因编辑，
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用于治疗遗传性疾病的临床试验已有不少，主要集

中在眼部、肌肉和脑等可及部位，而肿瘤治疗方面还仅

仅停留在动物实验阶段[88]。肿瘤研究治疗方面对基因进

行体内编辑的策略主要是靶向肿瘤细胞癌基因，在

体的CAR-T细胞编辑治疗相信不久也会得到应用。

表1 ClinicalTrails注册的肿瘤基因编辑治疗临床试验

编辑技术

CRISPR

TALEN

ARCUS

注册号

NCT02793856

NCT03081715

NCT03044743

NCT03229876

NCT03166878

NCT03545815

NCT03747965

NCT03399448

NCT03398967

NCT03752541

NCT04037566

NCT04035434

NCT04244656

NCT04438083

NCT04502446

NCT04264078

NCT04557436

NCT04637763

NCT04227015

NCT04629729

NCT04426669

NCT04417764

NCT03057912

NCT02746952,

NCT02808442

NCT03190278

NCT04142619

NCT04150497

NCT04093596

NCT03939026

NCT04416984

NCT03666000

NCT04030195

NCT04171843

靶基因

PDCD1

PDCD1

PDCD1

PDCD1

β2M, TCR

PDCD1, TCR

PDCD1

PDCD1, TRAC,

TRBC
TRAC, CD52

TRAC, β2M

HPK1

β2M, TRAC

β2M, TRAC

β2M, TRAC

β2M, TRAC

TRAC, CD7

TRAC, CD52

PDCD1, TRAC

TRAC, CD52

TRAC

CISH

PDCD1

E6/E7

TRAC, CD52

TRAC, CD52

TRAC,SLAMF7

TRAC, CD52

TRAC, D52

TRAC, D52

TRAC, D52

TRAC

TRAC

TRAC

肿瘤

非小细胞肺癌

食管癌

EBV+肿瘤

B细胞白血病或淋巴瘤

B细胞白血病或淋巴瘤

间皮素+实体瘤

间皮素+实体瘤

多发性骨髓瘤

B细胞白血病或淋巴瘤

多发性骨髓瘤

B细胞白血病或淋巴瘤

B细胞白血病或淋巴瘤

多发性骨髓瘤

肾癌

T细胞淋巴瘤

T细胞白血病或淋巴瘤

B细胞白血病

B细胞淋巴瘤

B细胞白血病或淋巴瘤

B细胞淋巴瘤

胃肠肿瘤

肝癌

HPV相关肿瘤

B细胞急性白血病

急性髓系白血病

多发性骨髓瘤

B细胞急性白血病

多发性骨髓瘤

淋巴瘤

淋巴瘤

白血病、淋巴瘤

白血病、淋巴瘤

多发性骨髓瘤

治疗细胞

外周血淋巴细胞

外周血淋巴细胞

EBV-CTL

CD19 CAR-T

CD19 CAR-T

间皮素CAR-T

间皮素CAR-T

NY-ESO-1 TCR-T

CD19/CD20或

CD19/CD22 CAR-T

BCMA CAR-T

CD19 CAR-T

CD19 CAR-T

BCMA CAR-T

CD70 CAR-T

CD70 CAR-T

CD7 CAR-T

CD19 CAR-T

CD19 CAR-T

CD19/CD22 CAR-T

CD19 CAR-T

新抗原- TIL

外周血T细胞

HPV E6/E7*

CD19 CAR-T

CD123 CAR-T

SLAMF7 CAR-T

CD22 CAR-T

BCMA CAR-T

CD19 CAR-T

CD19 CAR-T

CD19 CAR-T

CD20 CAR-T

BCMA CAR-T

来源

自体

自体

自体

异体

异体

自体

自体

自体

异体

异体

自体

异体

异体

异体

异体

异体

异体

异体

异体

干细胞

自体

自体

体内

异体

异体

异体

异体

异体

异体

异体

异体

异体

异体

国别

中国

中国

中国

中国

中国

中国

中国

美国

中国

中国

中国

瑞士-

美国

瑞士-

美国

瑞士-

美国

瑞士-

美国

中国

英国

美国

中国

美国

美国

中国

中国

法国-

美国

法国-

美国

法国-

美国

法国-

美国

美国

美国

美国

美国

美国

美国

开始

年份

2016

2017

2017

2017

2017

2018

2018

2018

2018

2018

2019

2019

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2017

2016

2017

2019

2019

2019

2019

2020

2018

2019

2019

文献/备注

[60]

[61]

[103]/定点插入

[62]

[63]

[65]

[59]

[104]/定点插入

[58]

定点插入

定点插入

[105]

定点插入

定点插入

定点插入

数据引自https://clinicaltrials.gov/；*为利用TALEN和CRISPR/Cas9策略靶向HPV E6/E7基因的质粒
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肿瘤细胞的体内编辑依赖于各种纳米颗粒载体，

常用的有脂质体、聚合物纳米颗粒、金纳米颗粒、纳米

凝胶等。脂质纳米颗粒荷载Cas9 mRNA在脑胶质瘤中

实现了70%的编辑效率[26]。脂质体凝胶递送CRSIPR质

粒,静脉给药，在乳腺癌中实现了81%的编辑效率[28]。

无机金纳米颗粒递送RNP在体内也收获了良好的抗肿

瘤疗效[89]。然而，全身给药可能造成基因异位编辑，增

加治疗的毒性，若能控制编辑系统在局部释放发挥效

应，则可以极大地增加治疗的安全性。为顺应这种需

求，时空可控的基因编辑递送策略应运而生，其主要通

过给纳米载体表面添加肿瘤靶向配体、抗体或者核酸

适配体，以实现纳米颗粒在肿瘤的特异性富集[26,39,79]。

更加精准的时空可控基因编辑，还可以通过与光动力

疗法和光热疗法等其他疗法联合来实现[90-91]。RNP体系

同光敏物质共同通过纳米颗粒静脉递送后，利用肿瘤

局部近红外或者光热作用，RNP得以释放发挥编辑作用，

可以精准地将编辑限制在肿瘤局部[89,92-93]。此外，利用外

泌体等天然纳米载体也可以实现RNP的体内靶向递送[94]。

CAR-T细胞等过继细胞治疗临床试验中基因编辑

都是体外进行的，若能实现体内安全有效递送编辑，也

将极大地增加基因编辑治疗的可及性和降低成本[95]。

虽然目前还没有体内T细胞基因编辑试验，但已有报道

通过病毒体内原位构建CAR-T细胞[95-96]；其主要通过在

病毒包膜蛋白上融合不同ScFv抗体（CD4/CD8/CD3）来

实现T细胞特异性靶向[97-100]。非病毒载体通过在其表

面镶嵌相应抗体，也可以实现CAR基因的T细胞靶

向[101-102]。荷载CAR的载体也可以装载CRISPR/Cas9系

统进行体内递送，相信在不久的将来，CAR-T细胞和

TCR-T细胞的体内原位构建也会不断涌现，体内编辑必

将在未来肿瘤生物治疗中大放异彩。

6 结 语

基因编辑技术，尤其CRISPR/Cas9技术是新世纪

最重要的发现之一。得益于CRISPR，基因治疗正在

迅速发展，肿瘤生物治疗只是其最具前景的领域之

一。无论是靶向肿瘤细胞的基因治疗，抑或近来爆

发式增长的过继免疫细胞治疗，在基因编辑技术的

加持下，都迎来了革命性的转变。基因编辑加速了

肿瘤细胞和免疫细胞中生物治疗新靶点的发现，推

动了癌基因、抑癌基因、表观分子、耐药基因等“肿瘤

细胞正常化”靶向编辑新策略的提出，促进了CAR-T、

TCR-T细胞等过继细胞治疗方法向“通用型”、“即用

型”的迭代，也极大地加速了CAR-T细胞等细胞治疗

的临床应用。基因编辑治疗虽然并非完美，还存在

脱靶、递送和安全性等问题，但随着新的递送材料和

策略的出现,以及新型编辑体系的迭代创新，基因编

辑必将朝着更加高效、低毒、安全的方向发展，更低

的成本也使之能惠及更多的肿瘤患者，基因编辑在

肿瘤生物治疗中的前景值得期待。
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