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//$摘要%/脑源性神经营养因子& =̀YM'是一种由脑组织合成并广泛分布于中枢神经系统的小分子碱性

蛋白( 研究发现" =̀YM对视网膜神经节细胞&hpWC')视网膜感光细胞&hjWC'和视网膜色素上皮&hj2'细胞

均有保护)营养及抗凋亡作用( 视网膜色素变性&hj'是由于 hjWC及 hj2细胞凋亡引起的视网膜退行性疾

病( hj动物模型证实了 =̀YM的长期给药对于 hj的治疗价值( 然而 =̀YM在体内的半衰期较短"且无法跨

越血 视̂网膜屏障由循环系统输送到视网膜"这给 =̀YM用于 hj的治疗带来了挑战( 为了使 =̀YM在眼内

可以稳定持续地释放"多种新型给药方式已被尝试"包括基因工程技术)细胞移植技术)高分子材料缓释系统

及滴眼液等( 本文就 =̀YM对 hj治疗的研究现状及 =̀YM的新型给药方式做一综述(
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//视网膜色素变性&-#Q)()Q)CU)R3#(Q*C'"hj'是一组由于视网
膜感光细胞&-#Q)('4UP*Q*-#.#UQ*-.#44C"hjWC'和视网膜色素上
皮&-#Q)('4U)R3#(Q#U)QP#4)+3"hj2'细胞渐进性凋亡或死亡引
起患者夜盲)视野缺损及中心视力下降的疾病 +5, "具有遗传性
和异质性"目前已有 590 个相关基因及近 7 500 种基因突变被
证实与 hj相关"该病已成为世界范围内发病率较高的致盲眼
病之一

+8, ( hj的临床治疗以药物治疗为主"包括口服维生素)

氨基酸)不饱和脂肪酸)W'离子拮抗剂等"然而疗效欠佳( 近
年研究人员发现了以脑源性神经营养因子 & V-')(%O#-)T#O

(#+-*Q-*UP).S'.Q*-" =̀YM' 为代表的神经营养因子 & (#-T*+C

Q)CC+#R-*"QP S'.Q*-C"Y,MC'可以由眼内细胞分泌"对于视网膜神

经节细胞&-#Q)('4R'(R4)*( .#44C"hpWC')hjWC和 hj2细胞均有

保护)营养及抗凋亡作用( 所以应用 =̀YM控制 hj的细胞凋

亡研究越来越受到重视"本文就此方面的研究现状作一介绍(

D9:I[O的生物特性

=̀YM是一种小分子碱性蛋白"于 5968 年首先由 '̀-O#
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等
+7,
从猪脑提取液中分离获得"由于发现该分子可以促进鸡胚

的感觉神经元存活)纤维生长"因此命名为 =̀YM( 随后"

&#)V-*.e 等 +F,
用逆转录 jWh法从猪脑中提取 3hY\并成功克

隆了 =̀YM.=Y\"序列比较分析表明 =̀YM结构与之前发现

的神经生长因子 & (#-T#R-*"QP S'.Q*-"YpM'结构相似( 目前已

知 &.SV基因定位于人 55U57"主要由脑组织合成"分布于中枢

神经系统( =̀YM以靶源性)自分泌)旁分泌方式分泌后"顺行

性轴浆运输至轴突末梢"通过与靶细胞表面的特异性受体结合

后激发分子间级联放大效应"发挥生物学功能( 受体由 8 种类

型的跨膜糖蛋白介导#高亲和力酪氨酸激酶受体 ,-e`和低亲

和力神经营养素受体 U@1Y,h+1, ( 与其他阳离子蛋白质相同"

=̀YM无法跨越生物膜屏障"这为 =̀YM给药方式提出了新的

挑战
+;, ( =̀YM与其他神经营养因子同属于神经营养素家族"

作用相似"但 =̀YM作用更广泛"对细胞的保护作用更强"故其

在神经分化发育)功能维持及损伤修复上引起了广泛关注(

E9:I[O对视网膜的保护作用

随着 =̀YM在中枢神经系统和周围神经系统中应用研究

的进展"其在退行性视网膜病变的发生和发展中的作用逐渐受

到重视( =̀YM在眼部主要由 hj2细胞产生 +@, ( 3hY\定位

于视网膜感光细胞层)内核层和神经节细胞层( 因此" =̀YM对

于视网膜的保护主要体现在对视网膜 hpWC)hjWC和 hj2细胞

的保护(

=̀YM是 hpWC存活所必需的神经营养因子( 一项关于斑

马鱼的研究显示"在胚胎期就可以观察到 =̀YM对于 hpWC分

化及其后有丝分裂期的促进作用
+6, ( =̀YM能通过 3)%hY\578

作用于 hpWC轴突上的靶点 U810p\j"促进 hpWC突触生长)分

支
+9, ( 大鼠视神经横断损伤后"玻璃体腔注射 =̀YM可以在第

5 周保护 10_hpWC"在第 8 周保护近 90_hpWC+50, " =̀YM主要

通过 ,-e`受体作用"延缓 hpWC程序性死亡的速度和数量"对

hpWC的抗凋亡效果与 .'CU'C#%7 抑制剂等同 +55, ( 然而" =̀YM

对于 hpWC的保护作用可能仅限不含视黑素的 hpWC"对于含有

视黑素的 hpWC无效 +58, (

眼内的 =̀YM主要通过 hj2细胞产生 +57, "也可通过胶质

细胞产生( =̀YM与视网膜神经上皮的 ,-e`受体结合与活化"

可以反过来促进 hj2细胞的存活和分化 +5F, ( hj2细胞本身对

于 hjWC具有营养)保护)支持作用( 对于 hj的 hjWC"hj2细

胞的作用尤为重要( 光损伤时" =̀YM可以通过作用于 Lt44#-

细胞上的受体提供前馈环"刺激 Lt44#-细胞产生睫状神经营养

因子 & .)4)'-$(#+-*Q-*UP).S'.Q*-" WY,M' 和成纤维生长因子

&S)V-*V4'CQR-*"QP S'.Q*-"VMpM'"间接延缓了 hjWC的凋亡 +51, (

在 =̀YM的保护下"光损伤后 5 周大鼠闪光视网膜电图 &S4'CP

#4#.Q-*-#Q)(*R-'3"S2hp'较对照组明显提高"外核层 hjWC的层

数及厚度明显增加
+5;, ( 除光损伤外" =̀YM玻璃体腔注射对于

维替泊芬在光动力治疗 & UP*Q*O$('3).QP#-'U$"j=,'中引起的

视网膜毒性也具有保护作用( =̀YM使 hjWC的数目没有因为

j=,而减少"且使大鼠多焦 2hp反应优于对照组"同时" =̀YM

没有减少 j=,对于脉络膜血管的作用 +5@, (

K9:I[O的最新给药技术

像其他 Y,MC一样" =̀YM由于具有相对分子质量大)半衰

期短)在体内易降解)自身聚集以及吸收差的缺点"常规给药方

法难以取得治疗效果( 全身给药时" =̀YM无法穿透血 视̂网

膜屏障"进入眼内的营养因子无法达到有效浓度"且成本高(

眼部疾病多采用玻璃体腔注射的方法"然而视网膜病变病程

长"为保证 Y,MC保持在有效浓度需要反复多次注射"这就增加

了感染和出血等并发症的发生风险( 因此"近年来一些用于

=̀YM给药的新技术不断出现(

K<D9 经基因工程法释药技术

基因工程法是将 &.SV基因与载体连接"再通过转染或感

染细胞最终得到 =̀YM蛋白( 载体包括病毒载体及非病毒载

体( 病毒载体是指能够携带目的基因的复制缺陷病毒"如腺相

关病毒&'O#(*'CC*.)'Q#O T)-+C"\\['载体)腺病毒 &'O#(*T)-+C"

\O'载体)慢病毒载体( 病毒载体是目前所能得到的最高效的

体内载体( 然而病毒载体由于制备工艺复杂)转染细胞范围

小)具有免疫原性"尤其是体内安全性等问题的存在"限制了其

由动物实验向临床治疗的发展*非病毒载体常用的是质粒载体"

与病毒载体相比无致癌性"无病毒感染"但整合效率很低 +56, (

基因工程法分为体内途径和体外途径( 体内途径也称直

接途径"是指将重组的外源基因直接注入眼内"在眼内直接表

达出所需要的功能蛋白"从而发挥作用( 注入眼内的部位主要

是玻璃体腔和视网膜下腔( IP'(R等 +59,
将构建的 =̀YM%pMj

融合真核表达质粒注入玻璃体腔和视网膜下腔"以活体电穿孔

的方法成功导入 hj模型 hWb 大鼠 hj2细胞"显著提高了视网

膜 hjWC的存活数目"证实了活体电穿孔对于基因导入治疗的

有效性( 此外"由于 Lt44#-细胞突触遍及视网膜全层"且对于

维持 hpWC的生存和功能具有重要作用"也成为了基因导入的

备选细胞( p'+QP)#-等 +80,
通过眼内注射含 =̀YM的 \O 包装病

毒"使其感染 b=大鼠 Lt44#-细胞"对光损伤视网膜 hjWC在形

态结构和功能上都具有保护作用( 体外途径也称间接途径"则

是将经过转基因后的靶细胞移植到眼内"使外源性基因得以表

达( &'"-#(.#等 +85,
将逆转录病毒包装的 &.SV基因或 T.SV

基因 感 染 b.P"'(( 细 胞 得 到 含 有 病 毒 的 稳 定 细 胞 系

&bW,LF5'"将细胞注射入 hWb 大鼠视网膜下腔"可以在至少 F

个月内对 hjWC的数量和功能起到保护作用( 此外最新研究认

为"将 =̀YM玻璃体腔注射与 UÙc&.SV基因导入联合应用可

以补偿病毒包装表达在初始的低浓度"使 hpWC数量提

高 9@EF_ +88, (

K<E9经细胞移植术释药技术

hj的发病机制之一是由于 hjWC中出现异常基因产物堆

积"最后导致细胞坏死( 对于 hj2细胞移植技术的研究为将

来治疗因 hj2细胞功能异常引起的 hj提供了依据( hj2细

胞对感光细胞具有吞噬视杆细胞外节)保护)转运视网膜下积

液)代谢维生素 \等至关重要的作用( 对于移植后 hj2细胞

的最新研究表明"移植后 hj2可以挽救感光细胞"维持其完整

性&特别是外段'*帮助失活的视网膜保持 b 抗原并延缓 3hY\
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的降解*防止视网膜新生血管的产生)正常血管的萎缩并保持

其内平衡*维持传导过程中膜整合蛋白的基因表达和合成*通

过吞噬作用去除碎片*再建感光细胞的细胞间质)维持外丛状

层的突触联系"延缓内外核层细胞的衰老*分泌多种 Y,MC"包

括 VMpM) =̀YM)血管内皮生长因子)肝细胞生长因子等 +87 8̂1, (

目前对于 hj2细胞移植的研究为临床前研究"目的是为临床

治疗做充分的准备( 考虑到同种异体细胞的排斥反应"更多的

研究倾向于采用自体诱导人胚胎干细胞& P+3'( #3V-$*().CQ#3

.#44C"P2bWC'或人工诱导的多能干细胞分化的 hj2细胞进行移

植( 将这种自体来源的 hj2细胞植入 hj模型鼠 hWb 大鼠的

视网膜下腔后"通过基因检测验证植入的 hj2细胞可发挥眼

部发育)视循环及吞噬作用等功能( 目前尚未开展实验用 hj2

细胞向人视网膜下腔移植的临床研究"但已为临床$A"期试

验做好准备
+8;, (

此外"由于虹膜色素上皮细胞&)-)CU)R3#(Q#U)QP#4)+3"?j2'

与 hj2细胞胚胎学来源相同"且取材方便"目前一些研究采用

?j2用于视网膜下腔移植( b')Q*等 +8@,
将 \\[介导的 =̀YM成

功转导至 ?j2细胞中形成 \\[%̀=YM%?j2复合体"当视网膜下

腔中植入复合体病毒衣壳数目超过 5g50@ A34时对 hjWC有明

显的保护作用(

眼内"甚至眼外的一些细胞可以分泌 =̀YM等 Y,MC"近年

来被越来越多地用于视网膜下腔移植"如嗅鞘细胞 +86, )

b.P"'(( 细胞 +89, )骨髓来源干细胞 &3'--*"%O#-)T#O CQ#3.#44C"

LbWC' +70,
等( 嗅鞘细胞是一种功能上介于 b.P"'(( 细胞和少

突胶质细胞之间的一种特殊的胶质细胞"可以分泌包括 =̀YM

在内的多种神经营养因子( 将嗅鞘细胞与嗅神经细胞的混合

物移植入 hj模型 hWb 大鼠视网膜下腔后可检测到 =̀YM)

YpM及 VMpM的表达"对视网膜外节起到保护作用"下调了

.'CU'C#阳性细胞的凋亡数目"维持了 2hpV 波振幅 +75, ( 小鼠

生后 1 N@ O 的 b.P"'(( 细胞可以分泌包括 =̀YM在内的多种

神经营养因子( hj模型 -P*& Â̂'小鼠在生后 71 O 给予视网

膜下腔移植 b.P"'(( 细胞"结果显示在生后 @0 O 内对于其视网

膜 hjWC发育起到重要的保护作用"hjWC数目较对照组增加

11_*然而 5F0 O 时移植细胞对于 hjWC的保护作用基本消

失
+89, "可能是由于 b.P"'(( 细胞分泌 Y,MC的能力下降( 因此

寻找一种使 =̀YM在眼内可以缓慢)持久释放的方法对于 hj

的治疗具有重要意义( LbWC移植对于 hj的治疗基于以下 8

个方面#&5'根据细胞置换疗法的理论"可以使不同来源&小梁

网和结膜'的 LbWC在体内产生光感受器样细胞 +78 7̂7, *&8'基

于 LbWC旁分泌假设的研究认为"LbWC可以分泌多种 Y,MC"如

=̀YM"保护光感受器退行性改变( 在敲除鼠模型中已验证了

LbWC移植对于退行性病变 hjWC的保护作用 +7F, (

K<K9经高分子材料缓释系统的释药技术

最初用于眼内承载 Y,MC的缓释系统是细胞包囊技术

&#(.'UC+4'Q#O .#44QP#-'U$"2W,'"由封装膜)治疗细胞)细胞攀

附支架和基质组成"封装膜是中空纤维半透膜"允许低相对分

子质量 Y,MC透过"而阻止高相对分子质量抗体进入以避免机

体免疫系统对治疗细胞的攻击( Y#+-*Q#.P 公司将包裹 WY,M

的 2W,商品化"命名为 Y,%105"希望可以将神经营养因子推向

临床"目前已进入"期临床实验"目的是检测 Y,%105 用于治疗

hj的安全性及治疗效果( "期临床试验根据植入物植入时间

&;)58)56 和 8F 个月'及 hj发病时间将志愿者分为 F 个组

&WY,M5 NWY,MF'"对每组患者 5 眼均植入高剂量或低剂量

Y,%105( 经过观察"植入眼内的 Y,%105 可以在玻璃体腔稳定

释放 WY,M达 8 年以上*; N8F 个月后检测结果显示"2W,持续

释放 WY,M的半衰期为 15 个月*此外"Y,105 没有使血清中产

生抗 WY,M抗体或抗 2W,抗体 +71, (

目前"一类新型的纳米材料在神经营养因子应用领域受到

关注( 纳米微球是一类可用于蛋白类药物投递的可生物降解

高分子材料"由于其在人体内不会造成有毒物质的释放)菌群

失调等问题"且具有热塑性)抗牵拉性)可控结晶温度)可控降

解速率)可控亲水性等诸多优点"已得到美国食品药品管理局

的批准应用于临床药物的研究( 其中"聚乳酸羟基乙酸 & U*4$%

4'.Q)O#%.*%R4$.*4)O#"j&p\'由乳酸和羟基乙酸聚合而成"其结构

中含有亲水性基团"在体内可降解为二氧化碳和水"并具有良

好的生物相容性和安全性"是微球制备中常用的载体材料(

b#)4#-等 +7;,
将人视网膜祖细胞包被于含有 =̀YM的 j&p\中"

植入视网膜变性大鼠视网膜下腔( ;0 O 后"通过对视觉头部追

踪仪及上丘视觉电生理检测发现"实验组的视网膜功能较

j&p\包被 =̀YM组及 j&p\空白手术组均有明显提高(

K<39经滴眼液给药的释药技术

近 7 年内"出现了采用 YpM制成滴眼液用于眼部的双盲)

随机对照研究"用于了解滴眼液在眼部的安全性及药代动力

学"结果显示给予不同浓度的 YpM未对血浆 YpM浓度造成影

响"在血浆中未检出抗 YpM抗体"无严重并发症发生 +7@, ( hj

患者给予含有由大鼠下颌下腺提取纯化的 YpM滴眼液"5 3R

YpM稀释入 1 34生理盐水中"每天点眼 7 次"连续 50 O( 结果

显示"受试者除一过性结膜充血及眼痛外"无其他不适症状"表

明 YpM滴眼液具有良好的耐受性"少量受试者试验眼较对照

眼主观视力提高"视野扩大"S2hp表现更佳 +76 7̂9, ( 滴眼液给药

可能成为一种新的神经营养因子给药方式(

hj在临床上仍然缺少成熟)有效的治疗方法( 以 =̀YM

为代表的 Y,MC对于 hj的有效性已经在动物实验中得到充分

肯定"然而其应用于临床还存在很多问题( 首先是没有应用于

临床的医用级 =̀YM"目前实验用 =̀YM价格昂贵"寻找一种经

济)安全的制备方法至关重要( 此外" =̀YM的眼内给药方式仍

在探索阶段( hj的病程决定了缓释制剂必将取代玻璃体腔注

药成为主流研究方向( 我们期待着 Y,%105 的成功及更好的缓

释给药方式为 hj的临床治疗带来希望(
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!临床经验!

复方樟柳碱联合局部肉毒素注射治疗特发性眼睑痉挛的临床观察

韩崧/齐越
500@70 首都医科大学附属北京同仁医院/北京同仁眼科中心/北京市眼科学与视觉科学重点实验室

通信作者#韩崧"23')4#P'(C*(R'-Q:5;7<.*3

=>?#50<7@;0A.3'<B<)CC(<8091%05;0<805@<07<056

//特发性眼睑痉挛是一种临床常见的慢性进行性眼睑疾患"

多发于中老年患者"轻者表现为频繁和不自主地眼睑痉挛收

缩"导致睁眼困难"严重者可致视功能障碍( 特发性眼睑痉挛

的发病原因包括精神紧张)眼肌疲劳)睡眠不足)慢性疾病前兆

和面瘫后遗症等( 眼部疾病)焦虑)抑郁与眼睑痉挛患病呈正

相关"也是导致特发性眼睑痉挛发病的独立危险因素 +5 8̂, ( 特

发性眼睑痉挛通常起病隐匿"可误诊为上睑下垂)重症肌无力)

结膜炎等"从而贻误治疗( 特发性眼睑痉挛尚无特效治疗方

法"既往采用针灸)手术以及 \型肉毒杆菌毒素注射等治疗方

法"但效果不理想或存在一定毒性( 北京同仁医院眼科中心采

用复方樟柳碱联合局部肉毒素注射治疗原发性眼睑痉挛"以观

察其疗效(

D9资料与方法

D<D9一般资料9采用前瞻性研究设计"纳入 805F 年 5 月至

8051 年 5 月在北京同仁医院眼科中心诊断的原发性眼睑痉挛

患者 90 例"按照随机数字表法随机分为$组)"组和(组"每

组 70 例( $组患者给予复方樟柳碱注射液 8 34颞浅动脉旁注

射""组患者给予 \型肉毒杆菌毒素局部注射"(组患者局部

注射 \型肉毒杆菌毒素"次日注射复方樟柳碱注射液8 34($

组患者中男 55 例"女 59 例*年龄为 71 N;0 岁"平均 &F@E6r

@E7'岁*病程 ; 个月 N1 年"平均&8;r9'个月*单眼 85 例"双眼

9 例( "组患者中男 58 例"女 56 例*年龄为 71 N;0 岁"平均

&F6E8r@E1'岁*病程 ; 个月 N1 年"平均&86r6'个月*单眼 88

例"双眼 6 例( (组患者中男 50 例"女 80 例*年龄为 71 N;0

岁"平均&F@E1r@E0'岁*病程 ; 个月 N1 年"平均&8@r59'个月*

单眼 85 例"双眼 9 例( 7 个组间患者基线特征的差异均无统计

学意义&均 Qi0E01'( 纳入标准#&5'眼轮匝肌或者面肌痉挛

呈进行性发展者*&8'中药)局部封闭)针灸等治疗无好转者*

&7'能配合全程治疗者( 排除标准# & 5 ' 眼病性痉挛患者*

&8'神经系统器质性病变患者*&7'急性期脑出血或眼出血患

者*&F'肿瘤患者*&1'应用镇静剂等精神类药物者( 本研究设

计经北京同仁医院伦理委员会批准"符合1赫尔辛基宣言2"患

者均签署知情同意书(

D<E9方法
D<E<D9手术步骤9$组患者行复方樟柳碱&北京华润紫竹药

业有限公司'8E0 34颞浅动脉旁注射"使用 FE1 号针头呈 F1K倾

斜刺入皮下缓慢注射"每天 5 次"5F O 为 5 个疗程"共治疗 8 个

疗程"疗程间间隔 1 O( "组用 8E1 a&商品单位' A0E5 34的 \

型肉毒素杆菌毒素&兰州生物制品研究所有限责任公司'行眼

睑轮匝肌及面肌多点注射"采用 FE1 号针头"注射部位为上下

眼睑两侧)眉弓)眉间及外眦皮下或肌内注射"每点注射 0E5 N

0E8 34&8E1 N1E0 a'"各点累计总剂量不超过 10 a( (组先局

部注射肉毒素"方法同"组"次日注射复方樟柳碱注射液 8 34"

方法同$组(

D<E<E9观察指标9所有患者均随访 ; N58 个月"进行 W*P#( 痉

挛强度分级"评估痉挛缓解及复发情况#治疗后眼睑痉挛消失"

至少 ; 个月以上未复发为治愈*治疗后眼睑痉挛症状明显减

轻"痉挛临床分级标准下降 5 个级别以上为好转*治疗后眼睑

痉挛无改善为无效*随访半年症状再次出现即为复发(

D<K9统计学方法9采用 bjbb 59<0 统计学软件进行统计分析(

本研究中的计数资料以百分比表示"7 个组患者治疗前后痉挛

程度评级)临床疗效和复发率的比较采用 "8检验( Qq0E01 为

差异有统计学意义(
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