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视神经损伤的基因治疗研究进展 

尹小磊 综述 袁容娣 叶 剑 审校 

· 综  述 · 

Gene therapy for optic nerve injury 

Y／n Xiaolei，Yuan Rongdi，Ye Jian．Department of ophthalmology，Daping Hospital，Third Military Medical 

University，Chongqing 400042，China 

Abstract Injury can induce the microenvironment alteration around the optic nerve．How to control these changes by gene 

therapy SO that the microenvironment change is helpful for US to protect the injured optic nerve are focused by many studies 

recently．Optic nerve and its neurons—retinal ganglion cells(RGCs)and related visual pathway as a classical model of the central 

nervous system ，the findings of them are also very useful on the central nervous system diseases．In this paper，we provide a brief 

overview related to characters of dead RGCs after optic nerve injury，the change of mieroenvironment，gene therapy tools and 

treatment of injury in common areas such as genetic intervention． 
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摘要 视神经损伤后，所处的微环境发生了较大改变 ，如何通过基因治疗的手段调整这些变化 ，使其更好地发挥对 

损伤视神经的保护作用是近期研究的热点。视神经及视网膜神经节细胞(RGCs)与相关的视觉通路作为一种成熟的中 

枢神经系统研究模 型 ，其研究结果对 中枢神经 系统疾病 的治疗 有积极的意义。拟从视 神经损伤后 RGCs死 亡的特点 、所 

处微环境 的改变 、基 因治疗工具及治疗损伤常见 的基 因干预等 方面进行综述 。 
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视神经损伤后再生修复 困难，因缺乏有效 的治疗 

手段而导致失明 。作 为中枢神经 的一部分 ，视神经 

及其神经 元——视 网膜 神经 节细 胞 (retinal ganglion 

cells，RGCs)与相关 的视觉通路是一种 非常成 熟的 中 

枢神经系统研究模型 ，可用来研究神经损伤后的神经 

保护作用以及轴突再生 的分子、细胞机制 ，从而为基因 

治疗奠定基础 ，备受生物医学及相关领域的广泛关注。 

基 因治疗是当今生物医学发展 中的一项重大突破 ，它 

是伴随着 DNA重组技术 的成熟 而发展起来的一种新 

型分子水平的临床 医学治疗手段 ，通过改变关键性的 

遗传物质(DNA或 RNA)在患者细胞 中的表达而达到 

治疗疾病的 目的。拟对 目前较常见的视神经损伤基因 

治疗研究进行综述。 
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1 视神经损伤后 RGCs死亡特点 

研究表明，视神经损伤后 RGCs有如下死亡特点 ： 

(1)损伤程度不同 ，RGCs死亡 的快慢不同，视神经横 

断 比挤压伤会使 RGCs死亡的更快 ；(2)损伤部位不 

同，RGCs死 亡 的快 慢不 同，损 伤位 点 越靠 近 视盘 ， 

RGCs死亡的越快 ；(3)RGCs丢失 的速度和年龄也 

相关 ，新生鼠 RGCs的死亡速度在损伤后要 比成年鼠 

快很多 ，最早在损伤后 6 h就能观察 到 RGCs的死亡 ， 

24 h达到高峰 ，48 h左右细胞基本完全消失 ；而成年 

鼠 RGCs在视神经损伤后第 4～5 d开始凋亡 ，第 7～ 

8 d凋亡达 到高峰 ，到 2周 时，丢失 的细胞为 85％ ～ 

90％[5 2；(4)与视网膜其他种类的细胞群之间存在相 

互依存关系，RGCs的丢失可造成视网膜内其他细胞 

的死亡增加 ，而这些细胞的死亡反过来又加速了 RGCs 

的死亡 ；(5)大 RGCs比小 RGCs的死亡速度慢 ，尽 

管神经生理研究并无此分类 ，但有学者发现大鼠的大 

RGCs和猫的大 RGCs，即 oLRGCs一样，与 自身的小 

RGCs，即相当于猫的 [3RGCs相 比，损伤后的存活时间 



较长 。因此动物模 型的构建在研究 中也是一个非 

常关键的因素，在进行各种治疗干预措施效果 的对 比 

研究中，需将 以上特点考虑在内。 

2 视神经损伤后微环境的改变 

视神经损伤后其所处的微环境会有很多改变，包 

括酪氨酸激酶受体 EphA5表达下降 ；与细胞凋亡信 

号有关的基因 caspase一3、bax的上调，抗凋亡基因 bcl一2、 

bcl-x的减少 ；转录调节因子 c—jun上调；但缺乏转录激 

活 因子一2(activating transcription factor一2)和 cAMP／ 

ca“反应元件结合蛋白；NMDA受体表达和亚基结构 

的改变；睫状神经营养因子(ciliary neurotrophic factor， 

CNTF)受 体 ol的 上 调 和 白 细 胞 抑 制 因 子 受 体 

(1eukaemia inhibitory factor receptor，LIFR)表 达 的变 

化 ；trk受体和神经营养 因子表达的上调 ；细胞黏附分 

子 N—CAM 的上调，及其他黏附分子如 TAG一1和 SC一1 

的下降；细胞骨架蛋 白的表达和磷酸化改变 ；生长相关 

蛋白 GAP一43的上调 ，但仅限于视神经在眼球后 3 mm 

以内的损伤 ；转录因子 Brn一3a／3b表达的改变；有关神 

经生长因子家族受体 (DCC、Unc H。、Unc H )的下调； 

对轴突具有排斥作用 ，同时还参与神经死亡的导 向蛋 

白 semaphorin 3A的短暂上 调 。以及 特别 是针 对 

RGCs的 7种基 因，TGF—B receptorⅡ，integrin]3—6，c—f0s， 

peroxiredoxin 6，thymosin13一like protein，secretogranin一2 

和 superoxide dismutase 2表达上调 。 

在损伤的视神经 中，这些改变发挥的是保护作用 

还是破坏作用 ，以及这些分子的表达随时间的变化如 

何达到平衡尚不清楚，最终的结局仍是大多数 RGCs 

的死亡 ，但这些研究为基因治疗奠定了基础。 

3 视神经损伤基因治疗工具 

3．1 质 粒工具 

在宿主体内使用编码再生所需 因子 的质粒 DNA 

是 目前 比较常见的一种基因治疗的方法。质粒可在横 

断的视神经末端 ，甚至是完好 的轴突末端通过逆向转 

运进入 RGCs }o 3，也可采用电穿孑L法，即通过给细胞加 

上高压电场，让细胞膜短暂开放，使质粒直接进入 

RGCs，而获得 BDNF̈ 、GDNF 12]等 的表达。这些研 

究发现 ，有的在损伤后 3个月 ，仍可观察到这些质粒能 

发挥延长 RGCs存活的作用。但是，现有的研究资料 

也表明这些通过质粒工具的方法还存在转染效率低 、 

表达短暂等局限性，虽然通过反复注射可得到转基因 

的持续表达或者达到治疗所需的蛋白水平，但 同时应 

注意高浓度的质粒 DNA对细胞有毒性作用⋯ 。 

3．2 病毒工具 

3．2．1 慢病毒载体 (1entiviral vector，LV) van Adel 

等 研 究 发 现 ，使 用 编码 CNTF基 因 的 LV 转 染 

RGCs，可延长 RGCs的存活时间，在新生动物 LV载体 

可有效转染 RGCs，转染后基因能稳定表达数周 ，但在 

成年动物的眼内转染效率较差。同时还存在转染特异 

性的问题 ，将 可表达绿色荧光 蛋 白(green fluorescent 

protein，GFP)的 LV注射到眼内，可发现被转染的细胞 

多位于 视 网膜 色素 上皮 (retinal pigment epithelium， 

RPE)层 ，以及巩膜、结膜和脉络膜中  ̈，注入前房的 

LV则转染到角膜内皮细胞中 。因此，目前 已较少 

采用此载体将基因转染到啮齿类动物的视网膜中。 

3．2．2 腺病毒载体(adenoviral vector，AdV) AdV是 

无被 膜、线性 、双链 的 DNA病毒 ，能适应 8 000 bp的 

DNA。大多数类型的细胞对腺病毒都很敏感，该载体 

可将转基因传递到分裂和不分裂的细胞内。使用该病 

毒转染 RGCs，细胞内转基 因表达和分泌 的相关蛋 白， 

短期内都能增强 RGCs的存活。AdV编码的抗细胞凋 

亡蛋白 Bcl—XL在横断视神经的表达，减少了轴突横断 

后 10～14 d内 RGCs的死亡，但使用 AdV过度表达 

Bcl—XL，不会诱导横断的视神经再生出新轴突” 。值 

得注意的是，AdV—CNTF的使用，虽然使视网膜神经胶 

质细胞发生了变化 ，但也有助于 RGCs的存活Ⅲ 。然 

而这些改善作用都是短期 的，而且这些病毒载体可能 

还和有害的免疫反应和毒性作用间存在关联 。 

3．2．3 腺相关病毒载体(adeno—associated viral vector， 

AAV) AAV是无被膜单链病毒，来源于细小病毒组， 

有 自然复制缺陷，一般被认为无毒无致病作用 ，视网膜 

注射 AAV载体可有效转染各种不同类型的细胞 ，并有 

持续数月高水平的转基因的表达，因此是当前使用最 

广泛的载体工具。目前 已知有超过 100种的 AAV分 

型，其中有 11种已被设计成重组病毒载体 ，使用最 

多的主要是亲和神经元的分型 。AAV．2和 AAV．5 

是眼部最常使用的载体 ，但 以 AAV．2居多 。AAV．2 

可转染光感 受器 、RPE细胞和 RGCs；AAV一1～AAV_4 

只能转染 RPE细胞；AAV．5和 AAV．2／5可转染光感 

受器和 RPE细胞，但不能转染 RGCs；而 AAV一2／8比 

AAV一2／5能更有效地转染光感受器和RPE细胞 。 

Leaver等 发现使用 AAV一2载体使细胞内获得 

CNTF、BDNF的表达可增强大鼠 RGCs的存 活和轴突 

的再生。在注射 AAV的眼内，因为病毒转染的细胞释 

放营养因子对周围未转染的细胞有旁分泌支持作用， 

未转染的 RGCs存活能力也有增强 。借助 AAV载 

体 ，传递抗氧化基因 ，还可长效阻止视神经炎动物模型 
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神经元和轴突的丢失 。 

尽管可插入 AAV的大多数基 因对治疗 眼部疾病 

都有帮助，但只能插入约 4 500 bp的 DNA，这是 AAV 

载体使用的一个缺陷。而 AAV对 RGCs的转染会因 

转染基因的不同而不同，若转染基 因编码 的是非分泌 

性的抗细胞凋亡蛋白或是可阻断或活化细胞信号途径 

的蛋 白，那么转染的 RGCs就会相对多一些 。不同年 

龄的动物转染 的细胞类 型不 同，在成年 鼠主要转染 

RGCs，而在新生鼠转染的细胞则主要是光感受器细胞 

和无长 突细胞 ，此 外对 RGCs的转染 率也 存在 差 异 

(20％ ～90％ ) 

4 视神经损伤治疗常见基因干预 

4．1 营养保护相关基 因 

CNTF是 目前使用较多 的保护损伤后视神经的营 

养因子 ，无论是体 内还 是体外 的使用 ，都 能有效支持 

RGCs的存活 。BDNF、NT一4／5等也 能在视神经损 

伤后增强 RGCs的存活能力 。但仅通过眼内注射所 

发挥的保护作用是非常短暂的 ，即使是反 复注射延长 

治疗时间 ，也不能最终阻止大部分 RGCs的死亡 ，这是 

因为有些外源性神经 营养 因子 ，如 BDNF和 NT一4／5， 

使其体 内受体 trk家族的 mRNA及蛋 白水平下 降，从 

而减弱 RGCs对 这些 营养因子 的反 应。但 通过转基 

因，使这些因子在体内按照生理所需水平持续释放 ，可 

较好地发挥作用 ，我们的研究也证实了这一点 。还 

有通过其他方法调整体 内营养因子相关基因的表达 ， 

如 Mtiller等 发现眼内注射酵母多糖或刺破晶状体 ， 

可增强 CNTF基因的表达 ，使 CNTF增加 ，从而促进损 

伤后 RGCs的存活和再生。而这些因子受体相关基 因 

的干预 ，在支持 RGCs损伤后的存活和再生中也 同样 

受到关注 。 

4．2 生长抑制相关基 因 

目前 认 为 ，3种 主 要 的 生 长 抑 制 因 子 myelin． 

associated glycoprotein(MAG)、Nogo和 olig0dendr0cyte— 

myelin glycoprotein(OMgp)，通 过其共 同的受体 Nogo 

receptor(NgR)，激活下游 Rho／ROCK信号途径 ，造成 

生长锥 的塌陷 ，从而抑制轴突的再生 。我们还发现 

NgR在整个发育过程中的视网膜上均有表达 ，因此 

表 达 这 些 蛋 白 的 基 因 也 是 干 预 治 疗 的 对 象 。 

Venkatesh等 的研究证实，NgR基因敲除的突变小 

鼠，其 RGCs的存 活和轴 突再生能力 明显增强。我 们 

也借助 RNA干扰 的方法 ，在 体内对 NgR基 因沉默 的 

效果进行 了研究[341。Rho特异对抗物 c 基 因的体 内 

细胞 转染 ，同样 也 可在视 神经损 伤后 促进 RGCs的 

存活 。 

5 结束语 

视神经损伤后 ，其所处的微环境也发生了变化 ，这 

些变化有些可发挥保护损 伤视神经的作用 ，而有些会 

进一步加重损伤。根据这些改变 ，研究者们进行了基 

因干预研究 ，以增 强保护性作用 或减弱破坏性作用。 

基因干预领域快速的进展 ” ，将能使造成视网膜发 

生变性的各种疾病的患者受益于基因治疗的研究。但 

这在实际应用中还存在一些问题，使用质粒细胞转染 

的效果和特异性均不理想 ，且玻璃体 也会影响这些高 

分子聚合物向细胞的扩散 ；通过病毒 载体来转染 可编 

码支持存活、促进再生因子的基因，有转染特异性的问 

题 ，不 同年龄动物转染的细胞类型不同，此外 ，对 RGCs 

的转染率也存在着差异(20％ ～90％)，并且病毒载体 

本身可能会造成有害的免疫反应和毒性作用 ，及无法 

避免的玻璃体腔注射带来的损伤。因此基因治疗的临 

床应用 ，尚需进一步深入的研究。 
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