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视网膜色素变性的基因治疗进展

李淑贤，刘铁城，陈晓菲，代艾艾，高旭辉，李润璞
解放军医学院  眼科，北京　100853

摘要：视网膜色素变性 (retinitis pigmentosa，RP) 是一组进行性致盲的遗传性视网膜疾病，以视网膜光感受器和色素上皮变

性为主要特征，现有的治疗方法尚不能治愈，但可在不同程度上阻止 RP 进展。随着基因测序的发展，基因治疗逐渐兴起，

基因治疗通过载体将外源性正常基因导入患者细胞内，以纠正或替代致病基因的缺陷而治疗遗传病。基因载体是将基因导

入细胞的工具，主要分为病毒载体与非病毒载体。目前基因治疗主要包括基因替代、核酶治疗、RNA 干扰治疗和抑制凋亡

治疗，本文主要对 RP 的基因治疗及其进展进行综述。
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Abstract: Retinitis pigmentosa is a group of inherited retinal diseases, which leads to progressive blindness and characterized by 
photoreceptor and pigment epithelial cells degeneration and apoptosis. There is no known cure for RP and the treatment aims at 
relieving symptoms currently. Gene sequencing brings development of gene therapy. In gene therapy, exogenous normal gene is 
introduced into target cells to modify or replace pathogenic gene through gene vectors, which include viral gene vector and non-
viral gene vector. At present, gene therapy mainly includes gene replacement, ribozyme therapy, RNA interference and inhibition of 
apoptosis treatment. This article mainly reviews the current advances of gene therapy in treatment of retinitis pigmentosa. 
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		  视网膜色素变性 (retinitis pigmentosa，PR) 是一组由于

视网膜光感受器 ( 视锥细胞和视杆细胞 ) 退化及视网膜色

素上皮变性为主要特征的进行性可致盲的遗传性视网膜疾

病 [1]，世界范围内发病率约为 1/3 500[2]。RP 的临床特点主

要有进行性视野缩小、夜盲、后极部或赤道部出现骨细胞

样色素沉着、视神经乳头蜡黄、视网膜电流图 (electrore-

tinogram，ERG) 显著异常或无波形等。RP 依据是否有伴随

症状分为非综合征性 RP(nonsyndromic retinitis pigmentosa，

NSRP) 和综合征性 RP(syndromic retinitis pigmentosa，SRP)。

目前已知的 NSRP 大多数为单基因遗传，遗传方式主要

有 4 种：常 染 色 体 显 性 遗 传 RP(autosomal dominant retinitis 

pigmentosa，ADRP)、 常 染 色 体 隐 性 遗 传 RP(autosomal 

recessive retinitis pigmentosa，ARRP)、X 染 色 体 连 锁 遗 传

RP(X-linked retinitis pigmentosa，XLRP) 及线粒体连锁遗传

RP。SRP 有 30 多种，多为常染色体显性遗传，如 Usher 综

合征、Bardet-Biedl 综合征等 [3]。RP 现在仍无有效治疗方法，

但随着基因测序方法的不断发展，越来越多的致病基因及

突变被发现，目前已经确定 81 个与 RP 相关的基因位点，

其中 ADRP 相关 26 个，ARRP 相关 52 个，XLRP 相关 3 个 [4]。

致病基因的发现对 RP 的基因治疗起了重要的指导作用，随

着大量相关动物实验的展开，基因治疗也得到了有力推动，

有少量已用于临床，取得了较好的治疗效果，给RP的根治带

来了曙光。本文主要对 RP 的基因治疗及其进展进行综述。

1 RP基因治疗概述

		  基因治疗是通过基因载体将外源性正常基因导入患者

细胞内，以纠正或替代致病基因。眼与其他内脏器官相比

更适合基因治疗，这是因为：1) 眼部的相对封闭状态及血 -

视网膜屏障能避免载体向体内扩散，使眼球处于部分免疫

赦免状态，从而限制了针对转染基因及载体蛋白的免疫反

应 [5]；2) 视网膜的结构及目前的检查手段 ( 如视网膜电图和

光学相干断层扫描 ) 决定了我们能很容易地通过无创方法来

监测治疗结果。RP 的基因治疗分为体内基因治疗与体外基

因治疗。体内基因治疗是用合适的载体携带目的基因经玻

璃体腔注射或视网膜下注射进行治疗的方法，所用载体可

分为非病毒载体和病毒载体；体外基因治疗是把转基因的靶

细胞移植到眼内，联合使用外源性基因表达与视网膜移植

来进行基因治疗。

2 RP基因治疗的主要载体

		  基因载体是将基因导入细胞的工具，作用是运载目的
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基因进入宿主细胞，使之能得到复制和进行表达。基因载

体分为以下 2 类。

2.1 	 非病毒载体　主要包括 DNA 纳米粒、脂质体载体和阳

离子聚合物型载体等。非病毒载体相对安全，对携带基因

的大小无要求，但对目的基因的转移效率低，在动物模型

中用脂质体载体将基因转移到光感受细胞几乎无效。纳米

粒子进行基因转移的效率高，其转移可通过基因枪和电穿

孔。基因枪不适合将基因转移到视网膜，而电穿孔被证实

能将粒子携带的胶质细胞源性神经营养因子 (glial cell line-

derived neurotrophic factor，GDNF) 导入视网膜神经节细胞，

进而改善视网膜神经节细胞的损伤程度 [6]。

2.2  病毒载体　病毒载体主要包括逆转录病毒载体、慢病

毒载体、腺病毒 (adenovirus，AD) 载体、腺相关病毒 (adeno-

associated virus，AAV) 载体、重组腺相关病毒 (recombinant 

adeno-associated virus，rAAV) 载体及自身互补型重组腺相

关病毒 (self-complementary rAAV，ScrAAV) 等。慢病毒载体

可携带基因 8 kb[7-8]，腺病毒可携带基因 35 kb，但两者对目

的基因的转移效率比较低。AAV 载体无致病性，且能有效

转移目的基因，但所携带基因要求＜ 4.7 kb[9]，AAV 载体依

据对器官和组织的感染嗜好性分为 AAV1、AAV2、AAV5、

AAV8、AAV9。目前对视网膜疾病基因的治疗用得较多的

是 AAV2、AAV5 和 AAV8[10]。rAAV 载体浓度高，使目的基

因表达时间长，但整合慢、研究周期长。ScrAAV 携带基因

的能力更高可达 5.7 kb，转移目的基因的效率高，使目的

基因的表达时间长。总的来说，病毒载体虽高效，但对携

带基因有大小限制，且病毒载体有一定的免疫原性，其安

全性仍是个问题。

3 RP基因治疗方法

		  基因治疗因干预时间的不同分为 3 个阶段：早期，当有

大量幸存光感受器细胞时，通过用基因治疗或药物治疗来

纠正潜在的生化异常，尽量阻止细胞的退化；中期，用神经

营养因子和抗凋亡的办法减少视网膜毒性分子的生成和光

感受器细胞氧化损伤；晚期，当有极少有功能的光感受器细

胞存在时，可用视网膜移植等方法 [5]。研究显示细胞凋亡

是 RP 病理变化的共同途径 [11]，基因治疗依据纠正 RP 机制

的不同可分为以下几类。

3.1 	 基因替代治疗　通过载体把一个正常基因导入感光细

胞内以代替不正常、缺陷或不能存活的基因，从而延缓或

阻止光感受器细胞的凋亡。Mao 等 [12] 将野生型人 RHO 基因

导入 RHO-/- 小鼠，治疗 6 个月后观察到视网膜电图与对照

组相比 A 波振幅增加 79％。基因替代治疗在 RPE65 基因突

变方面有大量研究，有人将 rAAV 载体携带的野生 RPE65

基因注射到伯瑞犬 ( 一种先天性 RPE65 基因突变的动物模

型 ) 的视网膜下腔，发现光感受细胞的光敏性明显提高，在

随后 4 年多的随诊中，治疗组犬视力的恢复和 Rpe65 基因

表达稳定，用这种方法治疗的 50 多只犬中，95% 都有视力

恢复 [13]。目前已有 30 多个 PR 患者接受了这种基因治疗，

随访时间 90 d ~ 1.5 年，大部分患者无论从主观感受还是客

观指标 ( 如暗视力、ERG、眼球震颤等 ) 视力都有大幅提高，

且无明显不良反应。儿童的视力改善的最明显，表明早期

干预效果更好 [14]。

3.2  核酶治疗　核酶 (Ribozyme) 是一种具有核酸内切酶活

性的 RNA 分子，可特异性地切割、降解靶 RNA 序列，破

坏转录产物而对机体无害，达到治疗目的。依据结构主

要分为锤头状核酶和发夹状核酶。锤头状核酶是一种具

有催化裂解其他顺式或反式 RNA 功能的小型 RNA，可识

别患者细胞内的特异性片段并催化清除编译蛋白的产生，

对裂解位点要求不太严格 [15]。Gorbatyuk 等用锤头状核酶

Rz397 体外转染 HEK293 细胞与野生型 RHO 基因，可下调

RHOmRNA 的表达，将 AAv2-Rz397 从视网膜下腔注入 P6

小鼠后发现锤头核状酶可显著降低 RHO 基因在 P6 小鼠视

网膜中的表达。

3.3 	 核 糖 核 苷 酸 干 扰 治 疗　 向 细 胞 中 导 入 与 目 的 基 因

序列同源的双链小干扰 RNA，会导致细胞的基因转录后

沉默，这种现象称为核糖核苷酸干扰 (RNA interference，

RNAi)。RNAi 治 疗 包 括 3 种 类 型 的 小 RNA 分 子， 即

miRNA(microRNA)、shRNA(short hairpin RNA) 及 siRNA(short 

interfering RNA)，miRNA 多 是 通 过 从 miR-30 或 miR-155

中 人 工 提 取 获 得，shRNA 选 择 性 抑 制 RHO 突 变 的 表 达，

siRNA 直 接 修 复 dsDNA 分 子 [16-18]。RNAi 是 机 体 为 适 应 环

境变化而在蛋白翻译水平进行调控的重要机制，这种机制

在各种细胞中广泛存在。RNA 干扰治疗是一种相对独立

的基因灭活技术，可完全下调内源性视紫红质的生成 [18]。

Georgiadis 等 [19] 用病毒载体转录的针对外周蛋白 -2(Prph 2)

基因的 siRNA 研究小鼠视网膜上 Prph2 基因表达情况，观察

3 周后发现 siRNA 可特异、有效地沉默 Prph 基因，从而抑

制 Prph2 基因的表达。研究表明 RNAi 能有效清除 mRNA 突

变并有助于取代野生型基因 [18,20]。Jiang 等 [21] 用 scAAV2/8 携

带的 shRNA 视网膜下注入显性视网膜变性的 GCAP1(Y99C)

小鼠模型可见 shRNA 有效沉淀 GCAP1 的转基因效率，提

高感光细胞的生存率，增加视功能和延缓疾病的发展。但

RNAi 有它的缺点：过度表达的 shRNAs 对中枢神经系统及肝

有毒性 [22]。有研究表明在动物模型中用＞ 21 bp 的 siRNAs

能导致视网膜退化变性 [23]。shRNAs 和人工 miRANs 潜在的

问题是降低靶效应 [24]。

3.4  抑制凋亡治疗　依据抑制凋亡的物质不同分为以下

两种。

		  Bcl-2 治 疗：Bcl-2 基 因 是 1984 年 由 Tsuiimoto 等 从 B 细

胞淋巴瘤染色体易位 t(1 4；1 8)(q 32；q 21) 断裂点发现的，

是目前应用最广泛的一种抑制基因，Bcl-2 基因对光感受器

细胞的调控是双向的，即正常表达对光感受器细胞起保护

作用，而过度地表达可促进凋亡。其机制尚不明确，可能

是打破了 Bcl2/Bax 的平衡。Bennett 等研究表明，将 Bcl-2

基因导入 RP 小鼠模型，和对照组相比，光感受器细胞的变

性减缓，表明其对视网膜感光细胞起保护作用。Nir 等 [25] 将

Bcl-2 基因导入 rds 小鼠 ( 视网膜色素变性动物模型 )，表达

Bcl-2 基因的小鼠凋亡细胞数量明显减少。

		  神经营养因子的治疗：神经营养因子是一类对神经元
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的存活、轴突的再生及神经系统的分化有重要作用的细胞

因子。研究表明，神经营养因子通过阻断细胞凋亡来延缓

光感受器细胞变性。目前的神经营养因子有睫状神经营养

因子 (ciliary neurotrophic factor，CNTF)、脑源性神经营养因

子 (brain-derived neurotrophic factor，BDNF)，晶状体上皮源

性生长因子、碱性成纤维细胞生长因子等，其中 CNTF 应

用较多。有学者通过视网膜下腔注射将 rAAV 介导的 CNTF

种植到 R 小鼠视网膜上，发现可以减慢感光细胞凋亡 [26]。

Sieving 等把细胞膜胶囊包裹的 CNTF 基因移植到 10 名受试

者的单侧眼的玻璃体腔内，观察 6 个月后，发现受试眼的

视网膜正常细胞的丢失明显低于对照眼。Lipinski 等 [27] 通过

将 CNTF 导入视网膜色素变性小鼠模型的视网膜中，发现

CNTF 通过上调补体因子蛋白及蛋白酶抑制剂，延缓视网膜

色素变性的进展并保留部分视功能。

4 3种主要RP类型的基因治疗

4.1  ADRP 的基因治疗　ADRP 患者感光细胞变性的原因

主要是异常基因产物的堆积，治疗上较困难，要达到治疗

目的必须抑制基因突变而不是单纯的正常基因导入。抑制

基因突变可以在 DNA 水平上通过基因修复或在 RNA 水平

上通过 RNA 干扰或转录抑制而达成目标。目前 ADRP 的治

疗有了新的进展，将核酶导入 RHO 基因 P23H 突变的小鼠

中，其在视网膜赤道部视杆细胞中基因表达明显 [28]。最近

一个双基因治疗策略 (siRNA 抑制 RDS 的基因治疗和携带有

siRNA 的 AAV 载体进行的基因替代治疗 ) 通过向视网膜下

腔注射治疗视网膜色素变性模型 rds 小鼠，抑制了小鼠视网

膜中 RDS 基因的表达，减缓了光感受器细胞的退化 [29]。

4.2 	 ARRP 的基因治疗　ARRP 主要由于基因突变、基因

缺失引起。对于这种类型的 RP，治疗上主要是把正常基

因导入感光细胞内，以产生正常的基因表型 [30]。最近一项

研究将 AAV 载体转导 MERTK 基因进入 RCS 鼠的视网膜下，

ERG 显示感光细胞仅存在 12 周，视网膜形态短暂改善，可

能原因是基因突变激活光感受器细胞退化，这种退化很难

阻止，也可能是局部的视网膜注射不能覆盖整个眼底视网

膜，影响了治疗效果。有研究用 rAAV(Y733F) 载体来转导

MERTK 进行基因治疗，注入成年的大鼠视网膜下腔，发

现被标记的基因可更长久、高效的表达 [5]。这种 rAAV-

MERTK 载体比其他载体能更有效、更长久地挽救视网膜的

形态及视功能 [31]。

4.3  XLRP 的基因治疗　XLRP 主要是由于基因突变导致细

胞凋亡，主要的基因治疗方法是替代治疗，常用载体把野

生型该基因导入感光细胞内，延缓细胞凋亡。XLRP 患者与

其他 RP 患者相比 ERG 缺损更严重，视野更小。其中 PRGR/

RP3 基因突变占 XLRP 患者中的 70%，Beltran 等 [32] 已在两

个犬模型中进行有关 RPGR/RP3 的基因治疗，用 rAAV/5 载

体携带人类 RP3 基因注入犬的视网膜下腔，与对照眼相比，

视杆细胞和视锥感光功能都处在较高的水平，能保护外丛

状层的厚度，这为进一步用于人类治疗提供了依据。

5 小结

		  由于基因测序能高效、准确地从分子学水平确定病因，

发现了越来越多致病基因，这为 RP 的根治带来希望。RP

未来的基因治疗不是以上的某一种治疗，而是在疾病的不

同时期几种方法的联合治疗。但目前基因治疗也存在以下

问题：基因治疗研究大多应用动物模型，还没有系统、完全

地应用到人类；如何找到能让目的基因在感光细胞中稳定和

长期表达的载体；目前越来越多致病基因及其突变被发现，

但用于治疗 RP 的甚少，如何让这些资源充分发挥作用还待

研究；如何根治 RP 等，要使基因治疗能真正解决 RP 患者视

力问题，仍需要我们不懈努力。
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