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基因治疗在神经眼科中的应用 

侯立杰 童绎 

【摘要l 目的 应用基因技术治疗眼病的可行性备受国内外学者关注，并且通过利用动物模型进 

行了一系列实验取得很大进展，在治疗神经眼科疾病方面有临床应用前景。本文就应用该技术治疗视神 

经疾病的可行性及其研究现状进行综述。 

【关键词l 基因； 治；宁； 视神经 

有关对神经眼科方面疾病的治疗始终是眼科领 

域关注的焦点与难点，特别是视神经病变系由于局 

部或全身因素所致视力损害的疾病，例如LHON、多 

发性硬化。迄今对该类疾病的病因认识不清，对其病 

因研究不透，在中国以及 日本国不明原因者约占近半 

数【JJ0因此目前有关视神经性疾病的治疗策略主要以 

改善微循环、积极抗炎等对症治疗为主，诸如糖皮质 

激素、免疫抑制剂以及中医药等。更何况在眼科神经 

性疾病发病过程中所发生的炎症是具有多重作用的， 

单纯抗炎以及使用非特异性免疫抑制剂常会导致各 

种严重毒副作用的发生，如近年来临床上已使用的 

糖皮质类固醇激素常常导致病人产生继发感染和消 

化道溃疡。为此临床上亟需一种更安全、特异、长期 

有效的治疗措施。随着近20年来基因治疗研究的不 

断深入，用基因技术治疗人类疾病的可行l生近来备受 

关注。尤其是通过对几种神经学疾病的探讨，认为基 

因治疗作为一种新型的治疗策略，有可能为神经眼 

科性疾病的治疗带来新的前景。目前国内外上已有 

多个研究小组在各种眼科疾病，诸如HLON、青光 

眼性视神经病变以及视神经炎等的动物模型中进行 

各种基因治疗方法的尝试，同时亦有少量用于临床 

试验的报道，所取得的研究成果还是令人振奋的。 
一

、 基因治疗的研究 

1．基因治疗概述：基因治疗是指将外源正常 

基因或有治疗作用的基因通过一定方式导人人体靶 

细胞以矫正或弥补基因的缺陷或者外源基因制造的 

产物发挥治疗作用，最终达到治疗疾病目的新型生 

物医学技术【2】。基因是携带遗传信息的基本功能单 

位，是位于染色体上的一段特定DNA序列。基因治 
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疗的首要步骤是转导基因的分子构建。一般转导基 

因由目的基因cDNA、启动子／增强子以及载体三部 

分组成。其主要的治疗途径是体外 (ex vivo)基因 

治疗与体内 (in vivo)基因治疗。体外基因治疗即 

在体外用基因转染靶细胞，然后将经转染的靶细胞 

输人病人体内，最终经转基因表达的细胞发挥效应 

起到治疗作用；而在二十世纪九十年代初，Knowles 

等b俐用经过修饰的腺病毒为载体，成功地将治疗遗 

传性囊性纤维化病的正常基因转人患者肺组织中。 

这种直接向人体组织细胞中转移基因的治疗方法叫 

做体内基因治疗。将外源的基因导人生物细胞内要 

借助一定的技术方法或载体，目前基因转移的方法 

分为化学方法、物理方法、同源重组法和病毒介导基 

因转移方法。病毒载体可分为逆转录病毒载体、腺病 

毒和SV40等DNA病毒载体[2】，其中腺相关病毒 

(AAV)载体是目前基因治疗最为常用的病毒载体之 
一

。基因治疗的靶细胞主要分为两大类 体细胞和生 

殖细胞，目前开展的基因治疗还限于体细胞。基因治 

疗目前主要是治疗那些对人类健康威胁严重的疾病。 

包括 遗传病 (如血友病、囊性纤维化病、家族性高 

胆固醇血症等)、恶性肿瘤、心血管疾病、感染性疾 

病(如AIDS、类风湿等)。基因治疗最终目的是修整 

宿主基因以减少因疾病发展而带来的严重后果。 

2．基因治疗面临的问题：目前已拥有众多载 

体介导基因转染人体许多组织器官，但是这种技术 

的成功率尚有限。在临床试验中，造成低成功率的 
一 些原因：1．早期许多载体会引起多种不良反应以 

及病人不能耐受载体。例如对于囊性纤维化病患者， 

始于二十世纪九十年代初用腺病毒载体临床试验中 

引起严重肺部感染 [3I ；2．细胞转染机会与导人基 

因稳定高效表达差异性很大。利用物理化学方法转 

基因效率很低，自然表达也不如人意，逆转录病毒 
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介导的基因转移，只能对处在分裂状态下的细胞进 

行转染。自从1989年克隆囊性纤维化病基因来，已 

有超过20例临床试验，其中1／3效果不明显 【 ；3． 

在基因治疗过程中难以确保外源 DNA产生新的不 

良变异，载体诱变导致的危险陛可会产生严重不良 

反应。Cavazzana-Calvo等【61用逆转录病毒基因方 

法治疗 X性连锁重度联合免疫缺陷病新生儿患者 

(X—linked severe combined immune deficiency， 

SCID)，他们报道除一例外其他均明显重建免疫系 7】， 

但是其中2例继发白血病，因此该临床试验的可行性 

受到质疑【 1。由于继发肿瘤的危险陛，应用其它相似 

载体的人类基因治疗技术临床试验同样面临难题，需 

要进一步评估它们的利害关系。 

基因治疗技术能否用于常规临床实践中?当然 

不能低估现行治疗技术存在的问题和不足，但有理 

由相信未来会改善治疗方式。需要进一步研究开发能 

在宿主细胞中长期转基因稳定表达的更安全载体，进 
一 步认识载体介导基因嵌入宿主基因组后引发插入 

式诱发变异的机理。进一步弄清转基因表达的机制， 

开发有更好可控性转染宿主细胞与如何能有效表达 

外源性基因。例如条件启动子的应用，可以通过一定 

的信号打开或关闭外源性蛋白质的翻 。ol。在四环素 

诱导启动子的实验中，其信号是一种既可导入又可导 

出特定的抗生素[1l' 21，这种技术可以更好控制整个基 

因治疗进程。另外要建立健全的相关医疗安全体制。 

目前，人类体细胞基因治疗临床试验已经普遍 

开展，特别是近几年来，国外已对人类部分单基因 

遗传疾病和肿瘤开展临床基因治疗，但在神经眼科 

临床中需进一步研究? 

二、神经眼科疾病的基因治疗研究 

与身体其他器官比较，用基因治疗眼科疾病存 

在一定的优势。眼球是一个相对较小的器官，其组 

织细胞基因转染机会很高。另外，眼球是相对独立 

的，可以降低转染全身其它器官细胞的危险度，可 

降低肿瘤发生的风险。有实验证明神经系统受损后 

神经保护因子如碱性成纤维细胞生长因子 (bFGF) 

与睫状神经营养因子(CNTF)发生增量调节作用【I3】。 

Cheng等【l41通过切断成年兔视神经，发现去轴突后 

视网膜神经节细胞 (RGC)中脑源性神经营养因子 

(BDNF)受体TrkB的mRNA会速降50％。然后 

用TrkB基因转染RGC联合应用外源性BDNF，二 

周后发现RGC仍有76％的存活率，而未经治疗的 

对照组有超过90％神经元死亡，说明在成年人神经 

系统中加强受损神经元对神经生长因子的反应能力 

可以提高其生存能力，此不失是一种有效的治疗神 

经疾病措施。Acland等 1用重组AAV转染野生型 

RPE65(rAAV—RPE65)犬动物模型治疗Leber氏先 

天性黑目蒙(LCA)，证实了基因治疗 LCA有效。 

有效基因治疗载体大多数是病毒。在早期眼基 

因治疗实验中应用腺病毒，但存在严重感染可能性和 

转基因瞬时表达【l 。目前已证实重组腺相关病毒 

(rAVV)载体用于眼部基因治疗中作用极大【怕1，腺相 

关病毒 (AAV)是一种双链DNA微小病毒，具有转 

染宿主的广泛性、高转染性和不致细胞病变的特点， 

无论是处在分裂状态或非分裂状态的细胞，AAV都 

能高效稳定转染宿主细胞。如果没有明显地免疫应 

答，AAV可以长期转基因表达，另外利用Rep蛋白 

质 (一种解螺旋酶)可以聚集 AAV，这样可以控制 

它的不良反应[17,181，目前ReD蛋白质已广泛被应用于 

基因治疗实验。Meur等 1将rAAV(2，4，5血清型) 

注入 l4只小猎犬和 9只恒河猴的视网膜下，用视网 

膜荧光造影检测绿色荧光蛋白表达情况，并且通过 

用视网膜血管造影技术和视网膜电描记法评价视网 

膜解剖功能情况，进行2个月的观察，其中4只动 

物用于做长期研究，结果发现20只动物均能转基因 

表达，没有任何动物出现炎症反应，其中作为长期 

研究的动物模型跟踪 1．5年至 3年未发现视网膜在 

解剖学和功能上出现异常，说明了视网膜下注射 

rA．AV是安全的，并且高效进行视网膜转基因表达， 

进一步说明用基因治疗技术治疗人类眼病的可能。 

同样，AAV载体可以转染眼球多种类型细胞，包括 

视网膜感光细胞[19-21】、视网膜色素上皮细胞[19,22,231、 

M ller细胞【241、视网膜节细胞【25．-v2 1。有人用lacZ— 

SV40报告基因或人类绿色荧光蛋白 (hgfp)标记的 

巨细胞病毒 (CMV)启动子，再嵌接包含AAV末端 

重复序列的细菌质粒，将上述CMV—lacZ或CMV— 

hgfp复合体注入豚鼠玻璃体腔内，用免疫组织化学 

分析眼内牛乳糖含量，结果显示单次眼内注射后眼 

内牛乳糖可持续一年，也就是说AAV转染视网膜节 

细胞 (RGC)的可基因表达可持续至少一年时间，并 

且未发现诱发严重眼部感染[261。Tsai等【271通过重组腺 

相关病毒 (rAAV)载体将基因转染角膜内皮细胞。 

经观察发现AAV不会导致内皮细胞感染并发生转基 

因表达。Martin等[28 报道AAV可以高效转染RGC。 

同样，通过在小鼠视乳头前行玻璃体腔内注射病毒 

载体，发现能成功转基因于视神经，其中AAV介导 

能转染过氧化氢酶基因于靶细胞，此基因能抑制脱 

髓鞘和保护血脑屏障以免破 91。故AAV介导转基 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中国实用眼科杂志2007年 5月第 25卷第5期 Chin J Pract Ophthalmol，May 2007，Vol 25，No．5 

因治疗视神经病变可行性很高。关于神经保护作用 

时间的持久性，目前有报道说明AAV介导在RGC中 

转基因表达至少能持续一年时间 。以下就青光眼性 

视神经病变、LHON、视神经炎等常见神经眼科疾病 

在应用基因治疗技术研究现状做一简单介绍。 

1．青光眼：世界上第二致盲原因一青光眼【 ， 

致病原因主要是基因与环境两大因素，因此很难仅 

通过修正或弥补单个基因将其治愈。 

众所周知，现行青光眼神经损害的两大假说： 
一

是长期高眼压作用，二是正常眼压下由于遗传因 

素造成与年龄相关的RGC丢失。引起RGC死亡的 

原因大致上是因谷氨酸毒性作用所致。一氧化氮合 

酶 (NOS一2)可诱发损害RGC活性氧簇或／和使 

RGC失去营养因子的支持作用【 。当眼内压升高 

时，脑源性神经营养因子 (BDNF)及其受体trkB 

会在视乳头积聚，可说明BDNF流失可能与青光眼 

性RGC凋亡有关【 。在目前青光眼遗传尚未明确的 

情况下，对青光眼进行基因疗法目的就是减少RGC 

的死亡率。为了降低青光眼性RGC的丢失率，当然 

必须还要有合适的神经保护因子的支持。许多实验 

依据表明BDNF很可能是有效的青光眼神经保护 

剂，无论处在正发育或已成熟阶段的个体，RGC生 

存都要依赖于BDNF[3 。对青光眼动物模型进行 

玻璃体腔内注射BDNF可有短暂的RGC保护作用， 

但是频繁的玻璃体腔内注射，不能有效控制青光眼 

病变程度[36,37】。Martin 踟通过 AAV结合BDNF 

的cDNA转染大鼠的RGC，在研究中发现仅一次玻 

璃体腔内注射就可转染大部分RGC，经过四周的实 

验观察，玻璃体腔内注射AAV与BDNF组的RGC丢 

失率为32％，而仅玻璃体腔内注射AAV无BDNF或 

仅注射生理盐水的对照组RGC丢失率达 52％，说明 

了AAV为载体转基因表达 BDNF，并且起到保护 

RGC作用，进一步证实神经营养因子基因疗法是抗 

青光眼的一种可选手段。最近McKinnon等【 9]报道用 

另外一种基因治疗手段，通过拮抗半胱天冬酶来调整 

RGC的凋亡途径，他们用编码BIRC4(半胱天冬酶 

拮抗剂)的AAV载体注入阻断房水流出通道诱发试 

验性青光眼大鼠眼内使其产生转基因表达，结果发现 

注射AAV载体一组RGC存活率明显好于单纯控制眼 

压的另一组，说明了BIRC4可提高RGC的生存率因 

此基因疗法更有可能成为一种有效的治疗方法。 

当然，调整小梁网功能也可以治疗青光眼。也 

就是通过转基因治疗技术调整小梁网生理学特征可 

以达到长期控制眼压作用。现已有人经过脂质体介 

导将报告基因或寡核苷酸成功转染于大鼠或灵长类 

动物小梁网，证实了转基因治疗中小梁网细胞是很 

好的靶细胞【删。用腺病毒载体也可以获得较好的转 

导效果[4 。病毒载体转基因过程不会破坏小梁网的 

组织结构，故不会影响到房水流出道功能[42]。可以 

认为，通过转基因表达改良小梁网功能不失为抗青 

光眼的另一种治疗手段。 

2．视神经炎：基因治疗技术已经应用到视神 

经炎动物模型 ，人类多发性硬化动物模型最常见 

是应用实验性变应性脑脊髓炎 (EAE)。在多发性 

硬化动物模型中，产生髓鞘的视神经少突胶质细胞 

成为免疫介导损伤的首选 目标，是活性氧簇导致少 

突胶质细胞损伤。同样，自由基清除剂如过氧化氢 

酶 (CAT)也可以保护视神经。利用过敏性脊髓炎 

SJL／J鼠模型，在其右眼视乳头前注入带有CAT的 

灭活腺病毒，而左眼注入无过氧化氢酶的灭活腺病 

毒作为对照组，一个月后，接种 CAT的右眼脱髓鞘 

较左眼减少30％，视乳头隆起程度减少25％，血脑屏 

障破坏减少61％，体内过氧化氢减少81％。实验说明 

了腺病毒介导基因转染后可增加所有视神经细胞的 

CAT水平，并且可持续一个月。细胞CAT水平增高 

可以缓解视神经脱髓鞘程度和保护血脑屏障免遭破 

坏，运用载有CAT的基因疗法可以治疗视神经炎[43】。 

但不幸的是，由于血脑屏障的重建会限制外源性 

CAT的效果，导致只有少量 CAT到达少突神经胶 

质细胞。若能延长将CAT转导给少突神经胶质细胞 

旁的时间也可获得令人意向不到的神经保护作用， 

也就是 CAT转基因技术治疗视神经炎成为可能【 。 

3．Leber氏遗传性视神经病：Leber氏遗传性 

视神经病变(LHON)是一种主要累及视神经束纤 

维，导致视神经退行性改变的家族遗传性病变，其 

症状表现为一只眼无痛性视力突降，待数周或数 

月后另一眼出现同样症状。于 1871年由Theodor 

Leber首先明确为一独立性疾病【Il。LHON是最常见 

遗传性线粒体疾病，这种疾病基本上遗传到家族第 

2、3代人，是单基因缺陷引起视神经疾病的代表。 

线粒体DNA(mtDNA)包括1 6，569对碱基，可 

编码13个多肽，2条核糖体RNA(rRNA)及22条 

转移 RNA (tRNA)，它比nDNA更易受损，由于 

mtDNA参与呼吸链酶合成，因此它的损害可导致 

神经元死亡。LHON是由于mtDNA突变所致，在 

mtDNA编码烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (辅酶I，一 

种氧化磷酸化途径重要酶)的区域内发生突变，目 

前已发现有三种mtDNA位点发生突变，大约有 
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95％LHON病人正因为此三种mtDNA位点突变而 

引发辅酶I不同亚单位突变，其中超过半数以上 

LHON是由于G11778A位点的突变所致。最近在 

LHON的病理学、病因学以及遗传方面研究上取得 
一

定新的进展，特别是在遗传方面研究上取得的成 

果为用基因技术治疗LHON成为可能。1988年 

Wallace等 l报道LHON在线粒体DNA(mtDNA) 

上第11778位点发生新突变。日本Oguchi等[4 l对72 

例LHON进行基因定位，发现其中在mtDNA 上第 

3460位点发生突变占4％，11778位点发生突变占 

83‰ 14484位点发生突变占8‰ 可以看出LHON 

在 mtDNA上发生突变位点是多样性的。在视力损 

害预后方面，同时发现 1 1778位点突变者视力预后 

较差占93％以上，而3460位点突变与14484位点突 

变的视力预后较佳者分别有 38％与 50％。 

目前应用艾地苯醌、异丙基乌诺前列酮等脑代谢 

促进药物仅能缩短视神经疾病自愈期，而不能起到治 

愈疾病本身的作用。现已成功克隆视网膜神经节细胞 

(RG C)所特有的胺氧化酶基因。开发一种特定于 

RGC的转基因载体。在LHON中RGC死亡是细胞凋 

亡机理，可通过转染能阻断细胞凋亡的基因从而达到 

保护RGC的作用，因此可治疗LHON。Guy~461已经 

成功在细胞水平上用AAV介导的基因治疗方法去弥补 

LHON病人辅酶I亚单位的缺陷。病毒载体不能直接 

把基因转染到哺乳动物的线粒体上，要采取另外一种 

途径去补偿线粒体蛋白缺陷，AAV用于把异常线粒体 

基因核编码程序转染到宿主细胞质。胞浆蛋白表达的 

修正包含一种介导从胞浆转运蛋白到线粒体的线粒体 

靶向作用肽，用这种方法矫正LHON线粒体氧化磷酸 

化作用缺乏在体外实验已获得成功，但是用这种手段 

治疗人类LHON在技术难以突破。治疗大多数有相同 

位点突变病例可成为一种选择手段，但在G11778A位 

点突变后会出现视力突降的LHON病人中男性占 

50％，女患者仅占10％左右，如果对所有G11778A位 

点突变的LHON患者进行基因治疗，会对正常眼带 

来高风 删。若出现视力损害后再注射病毒会错过治 

疗时间，尤其对AAV介导的需要数周时间后才有转 

基因表达来说更是为时已晚。但考虑到LHON双眼视 

力损害的高风险，待一眼视力下降后，应用该技术可 

成为治疗另一眼的首选方法。用基因技术治疗LHON 

需要动物模型实验加以进一步明确后，方可用于人体 

研究。许多视神经疾病没有特征性基因改变，许多疾 

病的病理改变比单一基因特征性突变更复杂。 

三、结束语 

通过长达几十年对动物模型的广泛研究，业已证 

实基因手段治疗神经眼科方面疾病作为一种新治疗策 

略，具有广泛的临床应用前景。还有许多能治疗神经 

眼科方面疾病基因尚未证实，但利用动物模型已成功 

获得一些实验上的证据，下一阶段可进人人类临床试 

验。对于许多眼病来说，利用基因治疗还需要解决两 

大难题 一是某些眼科动物模型难以成活，在技术上 

尚未突破或费用昂贵 二是转染靶细胞所需的数量和 

形态学改变难以预料。另外，许多病毒载体对人体具 

有毒性和免疫原性，疱疹病毒载体在眼内仍能导致一 

些严重不良反应，腺病毒载体在眼组织中所产生的免 

疫反应尚需解决。相对而言，AAV载体即使在眼内 

高剂量应用也不会产生毒性作用，而且在一定启动子 

作用下可以长时间保持转基因表达，目前其在前期临 

床试验中应用最为成熟，大有发展前景。 

值得注意的是目前进行神经眼科方面疾病基因 

治疗的研究大部分是采用动物模型，只有少数疾病 

病因比较明确，而临床上缺血型视神经病变等大多 

数视神经疾病的病因则不明了，而且具有个体差异， 

因此无论是诱导耐受还是使用神经营养因子进行基 

因治疗的方法几乎都难以实现。再者，许多基因转 

移载体存在转染效率低下，表达时间短暂。此外，系 

统性递送降低了基因治疗的靶向特异性，有可能产 

生严重毒副作用，安全性较低。尽管基因治疗用于 

处理一些眼科疾病在临床前期试验获得很大进展， 

基因治疗有可能为神经眼科方面疾病的治疗带来新 

的前景。但就其安全性、特异性、长期有效性和生 

产成本而言，基因治疗手段还远不够完善，在其应用 

于临床之前尚有许多关键问题急需解决，还需要大 

量而强有力的临床实验证据在安全陛、有效性加以 

论证。因此，寻找特异性转基因靶细胞、发展可控 

性局部递送系统、研究敏感的联合疗法等将成为基 

因治疗神经眼科方面疾病新的探索方向。 
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