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!!$摘要% !目的!比较腺相关病毒 (SSZ) 不同血清型对小鼠视网膜层的趋向性&!方法!构建
Ch(-DK(48.(*@)/T(C 衣壳质粒和 Ch(-DK(48.(*@:B[@TWZ@&RhX基因组质粒'包装重组腺相关病毒 " 型
(HSSZ"),HSSZ;,HSSZ?,HSSZ>'以感染复数(W9:) "### 的比例感染 \&e">$B细胞""A , 后观察荧光表达'
应用随机数字表法将 T=6Kb5; 小鼠分为 HSSZ",HSSZ;,HSSZ?,HSSZ> 组和对照组"每组 = 只"分别双眼玻璃
体腔注射 HSSZ",HSSZ;,HSSZ?,HSSZ> 和磷酸盐缓冲液(XKO)各 % !*"注射后 " 周"制作眼球冰冻切片以及
视网膜铺片"分别应用倒置荧光显微镜和激光扫描共焦显微镜观察 HSSZ不同血清型增强型绿色荧光蛋白
(&RhX)荧光强度和感染部位& 应用倒置荧光显微镜观察玻璃体腔注射 HSSZ" 后 " 周,% 个月,$ 个月 &RhX
荧光强度变化&!结果!重组病毒对 \&e">$B的感染效率从高到低依次为 HSSZ",HSSZ;,HSSZ? 和 HSSZ>"
转导效率分别为 $> =̂_,%? Â_,? 6̂_和 A ;̂_'在小鼠视网膜中"HSSZ" 和 HSSZ; 在神经节细胞表达水平较
高"HSSZ? 和 HSSZ> 在视网膜色素上皮([X&)和光感受器细胞中表达水平较高'HSSZ" 介导 &RhX可于注射
后 " 周,% 个月,$ 个月内在视网膜稳定表达&!结论!HSSZ不同血清型对视网膜 [X&细胞和神经节细胞具
有高趋向性和高效表达"HSSZ" 玻璃体腔注射后转导效率较高"且在注射后 $ 个月内稳定表达&!

$关键词%!腺相关病毒' 基因治疗' 玻璃体腔注射' 视网膜' 视网膜疾病
基金项目! 国家自然科学基金面上项目 (?%=6#?6=)
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"!41#*)"##5@4J&"#$%&5BE4E'C(H2D,2DHEC)-' EG3)GG2H2/D(32/E@(--E4)(D23 J)H.-( SSZ) -2HEDNC2-)/
H2D)/(*42**-1!K&#-+21!B,2C*(-')3-Ch(-DK(48.(*@)/T(C (/3 Ch(-DK(48.(*@:B[@TWZ@&RhXL2H24E/-DH.4D23
GEHSSZC(4V(F)/FL)D, D,2M(4.*EJ)H.-2+CH2--)E/ -N-D2'1[24E'M)/(/D(32/E@(--E4)(D23 J)H.-DNC2"(HSSZ")";"?
(/3 > -2HEDNC2-L2H2C(4V(F23" (/3 D,2)/G24D)J)DNEGHSSZL(-2J(*.(D23 MN)/G24D)/F\&e">$B42**-(D'.*D)C*)4)DN
EG)/G24D)E/(W9:) "###1BL2/DN@G)J2T=6Kb5; ')42L2H23)J)323 )/DEG)J2FHE.C-"L)D, G)J2')42C2HFHE.C1:/ D,2
D,H222+C2H)'2/D(*FHE.C-" MED, 2N2-EG2(4, 'E.-2L2H2)/<24D23 % !*HSSZ)/DH(J)DH2(**N" (/3 % !*C,E-C,(D2
M.GG2H23 -(*)/2(XKO) GEHD,22N2-EGD,24E/DHE*FHE.C1BLEL22V-(GD2H)/<24D)E/"D,2H2D)/(*D)--.2-L2H24E**24D23 GEH
CH2C(H)/FG*(D'E./D-(/3 4HNE-24D)E/-1&/,(/423 FH22/ G*.EH2-42/DCHED2)/ (&RhX) F2/22+CH2--)E/ L(-EM-2HJ23 J)(
G*.EH2-42/42')4HE-4ECN(/3 *(-2H-4(//)/F4E/GE4(*')4HE-4ECN1B,2-D.3NCHEDE4E*L(-(CCHEJ23 MND,2&D,)4-
TE'')DD22EGO.U,E. :/-D)D.D2EGK)E'23)4(*&/F)/22H)/F(/3 B24,/E*EFN1!L&1,'#1!B,2)/G24D)E/ 2GG)4)2/4NEGD,2
H24E'M)/(/DJ)H.-DE\&e">$B42**-L(-HSSZ" jHSSZ; jHSSZ? jHSSZ>"(/3 D,2DH(/-3.4D)E/ 2GG)4)2/4NL(-
$> =̂_"%? Â_" ? 6̂_ (/3 A ;̂_" H2-C24D)J2*N1:/ 'E.-2H2D)/(*DH(/-3.4D)E/" HSSZ" (/3 HSSZ; L2H2,)F,*N
2+CH2--23 )/ D,2F(/F*)E/ 42**-"(/3 HSSZ? (/3 HSSZ> L2H2,)F,*N2+CH2--23 )/ D,2H2D)/(*C)F'2/D2C)D,2*).'
([X&) (/3 C,EDEH242CDEH42**-1HSSZ"@'23)(D23 &RhX2+CH2--)E/ )/ H2D)/(-L(--D(M*2L)D,)/ D,H22'E/D,-(GD2H
)/<24D)E/1!<+0"',1$+01!8)GG2H2/DHSSZ-2HEDNC2-,(J2J(HN)/FDHEC)-'(/3 DH(/-3.4D)E/ 2GG)4)2/4)2-)/ H2D)/(*42**-
D,HE.F, )/DH(J)DH2(*)/<24D)E/"HSSZ" ,(-(,)F, DH(/-3.4D)E/ 2GG)4)2/4N(/3 )D4(/ M2-D(M*N2+CH2--23 )/ H2D)/(-L)D,)/
D,H22'E/D,-(GD2H)/<24D)E/1

"6&( 7+*21#5S32/E@(--E4)(D23 J)H.-2-' R2/2D,2H(CN' :/DH(J)DH2(*)/<24D)E/' [2D)/(' [2D)/(*3)-2(-2-
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!!视网膜疾病是主要的致盲眼病之一"由先天基因突
变或后天疾病引起"常见的有黄斑变性,糖尿病视网膜
病变,青光眼,遗传性视网膜病变等& 遗传性视网膜疾
病()/,2H)D23 H2D)/(*32F2/2H(D)E/-":[8)由于视网膜神经
层或色素层基因突变"进而视神经细胞或感光细胞功能
衰退"视细胞死亡"因此致盲-%. & 遗传性视网膜疾病主
要有 b2M2H先天性黑矇,视网膜色素变性,先天性静止
性夜盲,OD(HF(H3D病,i-,2H综合征等-". "目前临床上尚
无法根治& 随着生命科学领域的发展和对人类基因的
深入研究"通过基因治疗有可能使正确基因表达或敲除
异常基因"进而起到恢复视功能的作用-$ =̀. & 病毒载体
稳定高效转导外源目的基因"在基因治疗中应用广泛&
腺相关病毒((32/E@(--E4)(D23 J)H.-"SSZ)是当前最有价
值的基因治疗病毒载体之一"具有安全性高,免疫原性
低,定点整合,感染范围广等特点-; ?̀. & 其中"SSZ载体
主要给药途径有玻璃体腔注射和视网膜下注射

->. & 目
前临 床 上 转 导 视 网 膜 色 素 上 皮 ( H2D)/(*C)F'2/D
2C)D,2*).'"[X&)和光感受器的手段是视网膜下注射"将
针头置于视网膜与 [X&之间"注入病毒"上方视网膜会
形成泡状膜脱离"但该注射可能会引起炎症"并且手术
操作困难"安全性低-%#. & 玻璃体腔注射是将病毒直接
注入玻璃体腔"病毒悬液随玻璃体扩散入视网膜"此方
法更安全,容易& 研究表明"玻璃体腔注射主要转导神
经节细胞"对 [X&,光感受器等视网膜外层细胞转导率
低"临床应用有限-%% %̀". & 提高玻璃体腔注射对视网膜
外层细胞的转导效率可增加玻璃体腔注射的临床使用

率
-%$. "降低手术风险和难度& 选择合适的具有靶向性

的 SSZ有助于增加玻璃体腔注射对外层视网膜的转导
效率& SSZ有多种血清型"不同血清型有特异的识别
受体"因此会有不同靶向目标-%A. & 根据疾病部位和靶
向组织选择合适的 SSZ血清型能大大提高转导效率&
另有研究证明"将 SSZ的衣壳(T(C-)3"T(C)基因序列
起始端插入含昆虫细胞启动子序列的内含子片段可显

著提高昆虫细胞表达系统包装的 SSZ表达-%= %̀;. & 本
实验采用的病毒包装为昆虫细胞表达系统"在衣壳序列
起始处添加内含子序列"选择重 组 腺 相 关 病 毒
(H24E'M)/(/D(32/E@(--E4)(D23 J)H.-"HSSZ)",;,?,> 血清
型进行小鼠玻璃体腔注射"比较 HSSZ不同血清型转导
视网膜的能力及趋向性&

:5材料与方法

:1:!材料

:1:1: ! 质 粒, 主 要 试 剂 及 仪 器 ! CSSZ 质 粒,
Ch(-DK(48.(*@)/T(C" 质 粒, Ch(-DK(48.(*@[2C 质 粒,
Ch(-DK(48.(*@:B[@TWZ质粒,大肠杆菌 Oi[&" 均由
中国科学院苏州生物医学工程技术研究所细胞和基因

治疗研究中心构建或保存'引物由上海生工生物工程
技术服务有限公司合成& 限制性内切酶,BA 8PS连
接酶(美国P&K公司)'e988PS聚合酶,8PS'(HV2H
(日本 BSeS[S公司)'质粒提取试剂盒,凝胶回收试
剂盒(美国 S+NF2/ 公司)'盐酸奥布卡因滴眼液,复方
托吡卡胺滴眼液(日本参天制药株式会社)'氧氟沙星
滴眼液(江苏汉晨药业有限公司)'玻璃酸钠滴眼液
(珠海联邦制药股份有限公司中山分公司)& 微量注
射器(美国 \(')*DE/ 公司)&
:1:1>!实验动物!"= 只 OXh级 A 周龄 T=6Kb5; 雌性
小鼠由上海斯莱克实验动物有限公司提供"实验动物
的使用符合动物福利伦理要求"动物实验经中国科学
院苏州生物医学工程技术研究所实验动物伦理委员会

审查批准(批文号#"#%?@K%>)&
:1>!方法
:1>1:!Ch(-DK(48.(*@)/T(C 质粒和 Ch(-DK(48.(*@:B[@
TWZ@&RhX质粒的构建!载体骨架 Ch(-DK(48.(*用
K('\"和 f,E"双酶切"SSZ;@T(C 序列从 CSSZ; 质
粒上扩增下来"用 K('\"和 f,E"消化"胶回收后 BA
8PS连接酶连接"转化 Oi[&" 感受态"挑单克隆菌于
含 %## !F5'*氨苄的 bK培养基中"在 $6 k恒温摇床上
"## H5')/ 培养 %; ,"抽提得到质粒 Ch(-DK(48.(*@T(C;'
从 Ch(-DK(48.(*@)/T(C" 中扩增得到内含子序列"插入位
点在 T(C 序列 "= 和 "; 碱基之间"质粒 Ch(-DK(48.(*@
T(C; 用 OC,"和 &4EP"酶切"得到骨架& 内含子序列
XT[扩增产物用 OC,"和 &4EP"消化& 将消化后
XT[扩增产物和骨架连接"胶回收后 BA 8PS连接酶连
接"转化 Oi[&" 感受态"挑单克隆菌于含 %## !F5'*氨
苄的 bK培养基中"在 $6 k恒温摇床上 "## H5')/ 培养
%; ,"抽提得到质粒 Ch(-DK(48.(*@)/T(C;& 经酶切鉴定
后"由上海生工生物工程技术有限公司测序比对&
Ch(-DK(48.(*@)/T(C? 和 Ch(-DK(48.(*@)/T(C> 同法可得&

载体骨架 Ch(-DK(48.(*@:B[@TWZ用 K('\"和
f,E"酶切"扩增出增强型绿色荧光蛋白 (2/,(/423
FH22/ G*.EH2-42/DCHED2)/"&RhX)片段用 K('\"和 f,E
"消化"胶回收后 BA 8PS连接酶连接"转化 Oi[&"
感受态"挑单克隆菌于含 %## !F5'*氨苄的 bK培养基
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中"在 $6 k恒温摇床上 "## H5')/ 培养 %; ,"抽提得
到质粒 Ch(-DK(48.(*@:B[@TWZ@&RhX& 经酶切鉴定
后"由上海生工生物工程技术有限公司测序比对&
:1>1>!HSSZ病毒包装!将 Ch(-DK(48.(*@)/T(C 质粒
转入 8\%#M(4感受态细胞中"制备出相应的 K(4')3'
K(4')3 转入 OG> 细胞中包装产生昆虫杆状病毒
K(4.*EJ)H.-@)/T(C"将杆状病毒扩增至 X$ 代"用荧光定
量 XT[测定杆状病毒滴度& 以同样的方法制备
K(4.*EJ)H.-@[2C 以及 K(4.*EJ)H.-@:B[@&RhX& $ 种杆状
病毒共同感染昆虫细胞 OG>"包装获得突变体病毒"经
过 T-T*密度梯度离心的方法纯化浓缩出高浓度的
HSSZ'荧光定量 XT[检测 HSSZ的滴度" O8O@XSR&
检测 HSSZ的纯度&
:1>1A!HSSZ不同血清型转导 \&e">$B细胞检测病
毒体外感染能力!\&e">$B细胞以 %l%#= 5孔细胞密
度接种于 "A 孔板"$6 k培养至完全贴壁& HSSZ以感
染复数('.*D)C*)4)DNEG)/G24D)E/"W9:)"### 的比例转导
贴壁的 \&e">$B细胞""A , 后在倒置荧光显微镜下检
测荧光蛋白的表达"流式细胞仪检测表达效率&
:1>1M!小鼠玻璃体腔注射!应用随机数字表法将实
验小鼠分为 HSSZ",HSSZ;,HSSZ?,HSSZ> 组和对照
组"每组 = 只"分别双眼玻璃体腔注射 HSSZ",HSSZ;,
HSSZ?,HSSZ> 和磷酸盐缓冲液 ( C,E-C,(D2M.GG2H23
-(*)/2"XKO)各 % !*& 质量分数 A_水合氯醛 # #̂% '*5F
腹腔内注射麻醉小鼠"复方托吡卡胺滴眼液点双眼扩
瞳"使用玻璃酸钠滴眼液保持眼表湿润"氧氟沙星滴眼
液,盐酸奥布卡因滴眼液术前点眼& 调整小鼠头位使
眼球保持角膜缘水平位& 使用 $%R针头在角膜缘后
% ''处穿刺"$$R注射器在穿刺处注射病毒 % !*"病
毒数为 %l%#>& 针尖垂直进入"随后倾斜"缓慢推注"
推针以后留针 % ')/"迅速出针(图 %)&
:1>1N!激光扫描共焦显微镜检测病毒在视网膜铺片
内表达!玻璃体腔注射后 " 周"颈椎脱臼法处死小鼠"
取眼球直接放入质量分数 A_多聚甲醛中 A k固定
" ,& 固定后将眼球放入 XKO 中冲洗"置于培养皿内"
剪去视神经"角膜处开口"将角膜剪除& 沿开口处撕开
巩膜和脉络膜复合体"露出杯状透明视网膜"去除晶状
体"清除残留玻璃体& 将视网膜转移到新的 XKO 中"
对称剪开 A 瓣& 吸去 XKO"用纸吸干& 调整好视网膜
形状"转移视网膜至载玻片"盖上盖玻片"于激光扫描
共焦显微镜下观察&
:1>1G!荧光显微镜下检测 HSSZ在视网膜内的表达
!玻璃体腔注射后 " 周"颈椎脱臼法处死小鼠"摘出眼
球"浸入 A_多聚甲醛中 A k固定 " ,"角膜处开口"重

玻璃体注射点
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角膜缘

玻璃体
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玻璃体注射点
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玻璃体

视网膜
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图 :5*!!F玻璃体腔注射示意图!针尖在角膜缘后约 % ''处垂
直进针"随后倾斜"进入玻璃体中央"注射病毒后停留 % ')/!注E
[X&E视网膜色素上皮
8$/,*&: 5 因"-&.)#$"2$)/*). +3*!!F %$#*&+,1$0J&"#$+0! B,2
/223*2D)C L(-)/-2HD23 J2HD)4(**N(ME.D% ''M2,)/3 D,2*)'M.-"(/3 D,2/
D)*D23 )/DED,242/D2HEGD,2J)DH2E.-1SGD2HD,2J)H.-L(-)/<24D23")D-D(N23
GEH% ')/.D2!PED2E[X&EH2D)/(*C)F'2/D2C)D,2*).'

新浸入 A_多聚甲醛中 A k过夜& 除尽多聚甲醛"质
量分数 "#_蔗糖 A k脱水 %" ,"$#_蔗糖 A k脱水
"A ,& 取出眼球"夹住角膜部分"去除角膜,晶状体"用
纸吸干残余蔗糖溶液& 9TB包埋" %A !'厚切片"
# #̂% 'E*5bXKO 浸泡载玻片"去除残余 9TB"通风处晾
干& 将切片架放入盛 # #̂% 'E*5bXKO 的修复盒内"擦
干周围"用免疫组织化学笔圈住"# #̂% 'E*5bXKO 清洗&
加入 A 2" ;@二脒基@"@苯基吲哚 ( A 2" ;@3)(')3)/E@"@
C,2/N*)/3E*2"8SX:) (% d% ### XKO)孵育 "# ')/"# #̂%
'E*5bXKO 清洗 $ 次& 抗荧光猝灭剂封片"保持切片
湿润"倒置荧光显微镜下观察荧光表达&
:1>1O ! HSSZ" 感染视网膜表达的稳定性检测!
HSSZ" 玻璃体腔注射小鼠后 " 周,% 个月,$ 个月"颈椎
脱臼法处死小鼠"摘出眼球"A_多聚甲醛固定过夜"蔗
糖脱水"%A !'厚冰冻切片"8SX:染色"抗荧光猝灭剂
封片"于倒置荧光显微镜下观察 HSSZ" 感染视网膜表
达的稳定性&

>5结果

>1:!HSSZ质粒的构建
Ch(-DK(48.(*@)/T(C; 经 OC,"和 &4EP"酶切鉴

定"凝胶电泳得 )/T(C; " AA# MC 条带(图 ")& 与酶切
位点分析一致"结合测序比对结果可见构建正确& 同
理得到鉴定正确的 Ch(-DK(48.(*@)/T(C?,Ch(-DK(48.(*@
)/T(C>质粒&

Ch(-DK(48.(*@:B[@TWZ@&RhX经K('\"和 \)/3#
酶切鉴定"凝胶电泳得到 &RhXc\R\XSc:B[片段
% A;" MC"与酶切位点分析一致"结合测序比对结果可
见构建正确(图 $)&

!$?$!中华实验眼科杂志 "#"# 年 = 月第 $? 卷第 = 期!T,)/ Y&+C 9C,D,(*'E*"W(N"#"#"ZE*1$?"PE1=

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 >598)1#A)"D,)'Q$0<)9构建!S#质粒构建图!K#Ch(-DK(48.(*@)/T(C 质粒 OC,"和 &4EP"酶切鉴定!%#8PSW(HV2H'"#酶切条带'" AA# MC 处
为 )/T(C 条带!图 A598)1#A)"D,)'QRELQ<KFQS=8;构建!S#质粒构建图!K#Ch(-DK(48.(*@:B[@TWZ@&RhX质粒 K('\"和 \)/3#酶切鉴定!
%#8PSW(HV2H'"#酶切条带'% A;" MC 处为 &RhXc\R\XSc:B[条带
8$/,*&>5E-&"+01#*,"#$+0+3*&"+.4$0)0#9')1.$298)1#A)"D,)'Q$0<)9!S#B,2G*EL3)(FH(' EGCh(-DK(48.(*@)/T(C!K#B,22/UN'23)F2-D)E/
)32/D)G)4(D)E/ EGH24E'M)/(/DC*(-')3 Ch(-DK(48.(*@)/T(C!%#8PSW(HV2H'"#8)F2-D)E/ M(/3')/T(C M(/3 (D" AA# MC!8$/,*&A5E-&"+01#*,"#$+0+3
*&"+.4$0)0#9')1.$298)1#A)"D,)'QRELQ<KFQS=8;!S#B,2G*EL3)(FH('EGCh(-DK(48.(*@:B[@TWZ@&RhX!K#B,22/UN'23)F2-D)E/ )32/D)G)4(D)E/ EG
H24E'M)/(/DC*(-')3 Ch(-DK(48.(*@:B[@TWZ@&RhX!%#8PSW(HV2H'"#8)F2-D)E/ M(/3'&RhXc\R\XSc:B[M(/3 (D% A;" MC

HSSZ经荧光定量 XT[检测滴度为 Al%#%" a%#l

%#%"JF5'*"纯度鉴定合格& HSSZ", HSSZ;, HSSZ?,

HSSZ> 分别感染\&e">$B细胞""A , 后倒置荧光显微
镜观察"HSSZ" 感染 \&e@">$B细胞的效率在所有
SSZ血清型中最高"其次为 HSSZ;"HSSZ? 和 HSSZ>

感染 \&e@">$B细胞效率相对较低(图 A)& 流式细胞
仪检测结果显示"对 \&e">$B的转导效率从高到低依
次为 HSSZ",HSSZ;,HSSZ? 和 HSSZ>"转导效率分别
为 $> =̂_,%? Â_,? 6̂_和 A ;̂_&

BA

C D

BA

C D
图 M5 *!!F不同血清型感染 DS6>IAE细胞荧光观察 ( &RhX
l%##)!&RhX呈绿色荧光"HSSZ" 感染 \&e@">$B细胞荧光强度在
所有 SSZ血清型中最高"其次为 HSSZ;"HSSZ? 和 HSSZ> 感染
\&e@">$B细 胞 荧 光 强 度 相 对 较 低 ! S# HSSZ" ! K# HSSZ; !
T#HSSZ?!8#HSSZ>
8$/,*&M5 8',+*&1"&0#$.)/&1+3DS6>IAE "&''1#*)013&"#&27$#-
*!!F ( &RhX l%## ) ! &RhX 2+CH2--23 FH22/ G*.EH2-42/421B,2
G*.EH2-42/42)/D2/-)DNEGHSSZ" )/G24D)E/ EG\&e@">$B42**-L(-D,2
,)F,2-D('E/F (**SSZ -2HEDNC2-" GE**EL23 MN HSSZ;" (/3 D,2
G*.EH2-42/42)/D2/-)DNEGHSSZ? (/3 HSSZ> )/G24D)E/ EG\&e@">$B42**-
L(-H2*(D)J2*N*EL!S#HSSZ"!K#HSSZ;!T#HSSZ?!8#HSSZ>

>1>!HSSZ不同血清型靶向视网膜不同部位 &RhX的
表达

激光扫描共焦显微镜荧光成像结果显示"HSSZ"

主要靶向内层视网膜"如神经节细胞"对于外层视网膜
的感染效率较低'HSSZ; 在内层和外层视网膜均有明
显表达"对于内层视网膜的表达效率比外层视网膜高'
HSSZ?,HSSZ> 主要靶向外层视网膜"对于神经节细胞
等内层视网膜表达较少(图 =)&

BA

C D

BA

C D
图 N5*!!F不同血清型玻璃体腔注射后 > 周小鼠视网膜铺片激光
扫描共焦显微镜荧光成像 (&RhXl"## ) ! &RhX呈绿色荧光&
HSSZ" 和 HSSZ; 主要趋向于内层视网膜"HSSZ? 和 HSSZ> 主要趋向
于外层视网膜!S#HSSZ"!K#HSSZ;!T#HSSZ?!8#HSSZ>
8$/,*& N 5 8',+*&1"&0"& $.)/$0/ +3 .$"& *&#$0)' 1#*&#"-&2
9*&9)*)#$+04( ')1&*1")00$0/ "+03+")'.$"*+1"+9( )#> 7&&D1)3#&*
%$#*&+,1")%$#( $0J&"#$+0 ( &RhX l%## ) ! &RhX 2+CH2--23 FH22/
G*.EH2-42/421HSSZ" (/3 HSSZ; '()/*N)/G24D23 D,2)//2HH2D)/("L,)*2
HSSZ? (/3 HSSZ> '()/*N)/G24D23 D,2E.D2HH2D)/(! S# HSSZ" !
K#HSSZ;!T#HSSZ?!8#HSSZ>

!A?$! 中华实验眼科杂志 "#"# 年 = 月第 $? 卷第 = 期!T,)/ Y&+C 9C,D,(*'E*"W(N"#"#"ZE*1$?"PE1=

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



>1A!HSSZ不同血清型靶向视网膜不同部位 &RhX的
表达

倒置荧光显微镜下观察显示"HSSZ不同血清型
在视网膜不同部位表达不同& HSSZ" 和 HSSZ; 主要
靶向神经节细胞"[X&层和光感受器表达较少'HSSZ?
和 HSSZ> 主要靶向 [X&和光感受器"在神经节细胞
中表达较少"其中 HSSZ> 主要在 [X&表达"HSSZ? 除
在 [X&有强表达外"在光感受器层表达比 HSSZ> 更
强(图 ;)&
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图 G5*!!F不同血清型玻璃体腔注射后 > 周小鼠视网膜冰冻切片
荧光成像(&RhX"8SX:l%##)!HSSZ" 和 HSSZ; 主要靶向神经节细
胞"HSSZ? 和 HSSZ> 主要靶向 [X&和光感受器!注2HSSZ2重组腺
相关病毒'&RhX2增强型绿色荧光蛋白'8SX:2A2 ";@二脒基@"@苯基
吲哚'[X&2视网膜色素上皮'9Pb2外核层':Pb2内核层'[RT2视网
膜神经节细胞

8$/,*&G5 8',+*&1"&0"&$.)/$0/ +33*+V&01&"#$+0+3.$"&*&#$0)
)3#&*> 7&&D1%$#*&+,1")%$#( $0J&"#$+0+3*!!F1!HSSZ" (/3 HSSZ;
'()/*ND(HF2D23 F(/F*)E/ 42**-"(/3 HSSZ? (/3 HSSZ> '()/*ND(HF2D23
[X&(/3 C,EDEH242CDEH-! PED22 HSSZ2 H24E'M)/(/D(32/E@(--E4)(D23
J)H.-'&RhX22/,(/423 FH22/ G*.EH2-42/DCHED2)/'8SX:2A2 ";@3)(')3)/E@
"@C,2/N*)/3E*2' [X&2 H2D)/(*C)F'2/D2C)D,2*).'' 9Pb2 E.D2H/.4*2(H
*(N2H':Pb2)//2H/.4*2(H*(N2H'[RT2H2D)/(*F(/F*)E/ 42**

>1M!HSSZ" 感染视网膜细胞表达的稳定性分析
HSSZ" 感染视网膜细胞表达的稳定性分析结果

显示"&RhX在视网膜神经节细胞稳定表达"且 % 个
月,$ 个月后荧光强度有所增加 (图 6)"HSSZ" 介导
&RhX可在视网膜细胞中一定时间内稳定表达&

A5讨论

基因治疗使用的载体多为病毒载体"包括腺病毒,

慢病毒,逆转录病毒,SSZ等& SSZ作为基因载体在
基因治疗中有其他病毒载体或非病毒载体所不具备的
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图 O5*!!F> 玻璃体腔注射后不同时间点小鼠视网膜冰冻切片内
S=8;表达荧光成像(&RhX"8SX:l%##)!HSSZ" 主要靶向视网膜
神经节细胞"且注射后 % 个月, $ 个月荧光强度有所增加!注2
&RhX2增强型绿色荧光蛋白'8SX:2A2 ";@二脒基@"@苯基吲哚
8$/,*&O5S=8;&周9*&11$+03',+*&1"&0"&$.)/$0/ +3*&#$0)'3*+V&0
1&"#$+01)#2$33&*&0##$.&)3#&*%$#*&+,1$0J&"#$+0+3*!!F>!HSSZ"
'()/*ND(HF2D23 H2D)/(*F(/F*)E/ 42**-" (/3 D,2G*.EH2-42/42)/D2/-)DN
)/4H2(-2-(GD2H% 'E/D, (/3 $ 'E/D,-J)DH2E.-)/<24D)E/!PED22&RhX2
2/,(/423 FH22/ G*.EH2-42/D CHED2)/' 8SX:2 A 2 " ;@3)(')3)/E@"@
C,2/N*)/3E*2

优点2(%)SSZ不引起任何疾病'(")SSZ只有 " 个基
因"即复制基因 2#1和编码衣壳蛋白的基因 :/1"易于
消除"从而可降低免疫反应和炎症反应的危险性'
($)SSZ有宽广的宿主范围 - %6 %̀?. & 有研究已证实
SSZ可以感染多种视网膜细胞"包括光感受器细胞,
[X&细胞,Wm**2H细胞,视网膜神经节细胞和角膜内皮
细胞

- %> "̀". & "#%6 年 %" 月"美国 h8S批准首款基因治
疗药物 b.+D.H/(上市"用于治疗遗传性视网膜营养不
良"采用 SSZ作为载体介导 IR;U\ 基因& SSZ具有

安全性高,免疫原性低,转导效率高等优点"其作为基
因治疗载体的研究和临床应用日益增多

- %$. &

SSZ有多种血清型"不同血清型有特异的识别受
体"因此会有不同靶向目标& Z(/32/M2HF,2等 - "$.

研究

证明"视网膜下注射 SSZ" 和 SSZ? 均能到达猴 [X&

层"其中 SSZ? 对光感受器的靶向性比 SSZ" 更明
显

- "$. '庞继景团队治疗 b2M2H先天性黑矇 - "A "̀;.
和李斌

团队治疗 b2M2H遗传性视神经病变均采用 SSZ"- "6. &

SSZ; 主要靶向心脏和肌肉"对于眼部研究不多'
e*)'4U(V 等 - "?.

在 SSZ; 基础上构建的突变体对大鼠
Wm**2H细胞有一定的靶向作用& 近年来"对 SSZ? 及
突变体的研究逐渐增多"并有突破性进展 - "> $̀%. &

!=?$!中华实验眼科杂志 "#"# 年 = 月第 $? 卷第 = 期!T,)/ Y&+C 9C,D,(*'E*"W(N"#"#"ZE*1$?"PE1=
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SSZ> 可通过转运机制穿过血 脑̀屏障"以往研究多采
用静脉注射的方式进行"在视网膜中可检测到其表
达

- $" $̀$. &
随着基因治疗视网膜疾病的突破性进展"用玻璃

体腔注射替换视网膜下注射的研究在持续进行& 研究
证明"对 SSZ衣壳进行改造可提高 SSZ的转导效率"
X2DH-@O)*J(等 - $A $̀=.

将 SSZ",SSZ?,SSZ> 的 4(C 衣壳
酪氨酸单突变以及 SSZ" 衣壳酪氨酸多位点突变均能
有效提高转导效率"但未能完全靶向 [X&层和感光
层'T,2/- %;.

在昆虫细胞表达体系中增加 SSZ" 4(C 衣
壳内含子序列"明显提高了 SSZ的转导效率&

目前关于 SSZ对视网膜转导效率比较的研究多
采用哺乳动物表达系统& 与 e*)'4U(V 等 - "?.

的研究结

果相比"本研究结果显示 HSSZ" 和 HSSZ; 对神经节细
胞有明显转导"HSSZ?,HSSZ> 能达到 [X&层和光感
受器"可能与昆虫细胞表达体系包装"衣壳增加内含子
序列"使衣壳蛋白组成成分比例的改变有关& 但确切
机制还需进一步实验证实&
利益冲突!作者声明不存在任何利益冲突
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(本文编辑#刘艳)

更!正

关于/D$"DD+93Q:对人晶状体上皮细胞增生的抑制作用
及其生物学机制0一文中图 M 的更正

!!/中华实验眼科杂志0"#"# 年 $? 卷第 A 期 "?=a"># 页张利民,包秀丽所著/8)4VVECG@% 对人晶状体上皮细胞增生的抑制作用及

其生物学机制0中图 A 黑白图应为彩色图片"特此更正&
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图 M5各组 因L!m:BmM 细胞中 !Q")#&0$0蛋白表达比较(标尺]%## !')!S#对照组 $@4(D2/)/ 蛋白
仅分布在细胞质"呈绿色荧光 (S*2+(h*E.HA??) "细胞核呈蓝色荧光 (8SX:)!K#Q/D$(过表达组
$@4(D2/)/ 蛋白在细胞质和细胞核中均有大量表达!T#8ee% 组 $@4(D2/)/ 蛋白多分布于细胞质"少
量分布于细胞核

8$/,*&M 5 <+.9)*$1+0 +3!Q")#&0$0 &周9*&11$+0 ).+0/ %)*$+,1/*+,91( M(H]%## !') !
S#$@T(D2/)/ CHED2)/ L(-E/*N3)-DH)M.D23 )/ D,24NDEC*(-')/ 4E/DHE*FHE.C"-,EL)/F(FH22/ G*.EH2-42/-2
(S*2+(h*E.HA?? ) " (/3 42**/.4*2.--,EL23 D,2M*.2G*.EH2-42/-2( 8SX:) ! K# $@T(D2/)/ CHED2)/
(44.'.*(D23 )/ D,24NDEC*(-'(/3 /.4*2.-)/ D,2Q/D$(EJ2H2+CH2--)E/ FHE.C!T#$@T(D2/)/ CHED2)/ L(-
'E-D*N3)-DH)M.D23 )/ D,24NDEC*(-'(/3 (-'(**('E./D)/ D,2/.4*2.-)/ D,28ee% FHE.C
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