
遗f}HEREDITAS (Beijing) 12 (4); 45-48 1990

医 学 分 子 遗 传 学

第十讲 基 因 治 疗

讲

座

薛 京 伦
（复旦大学遗传学研究所，上海）

基因治疗是人类征服遗传性疾病最有希望的手

段。基因治疗是指通过遗传操作直接在基因水平上治

疗由基因突变所引起的遗传性疾病。进行基因治疗有

两个基本策略：(1)原位修复有缺陷的基因；(2）将有

劝nt的正常基因转移到疾病细胞或个体基因组的某一

部位上以替代缺陷基因发挥作用。目前条件下，后者是

比较容易着手的一种基因治疗策略，也称为基因替代

疗法。在早期进行基因治疗尝试时，最适合的对象应

当是一些产物量无需精确调节，同时又经常开放的基

因。首选对象有（1)次黄嗦吟一鸟嗦吟磷酸核糖转移酶

<HPRT)，由于这种酶的缺乏，在人类中可引起自毁容

貌症;(2)凛吟核苔磷酸酶 (PNP)，此酶的缺乏可在人

类中引起一种严重的免疫缺陷病；(3、腺昔脱氨酶

(ADA)，这种酶的缺乏可导致严重的联合型免疫缺陷

症。上述三种病的临床症状都很严重，它们的纯合子

缺陷型的骨髓细胞中都检测不出这些酶。人体对这些

酶的需求量并不高，少量的酶就可以满足需要。同时，

即便是产生过量一些酶，对细胞也没有什么有害效应，

这意味着表达的调节需求并不严格。此外，这三种酶

基因都已在体外克隆，并获得了。DNA，这就为实现

基因转移打下了基础。然而，上述三种单基因病在人

群中的发生率极低，均属罕见疾病。因此作为研究来
说，选择这些病具有很大的优越性，但联系到实际临床

应用，则仍需选择更为合适的疾病。尤其是应当选择

有一定发病率，危害较大，同时又符合基因治疗基本

条件的疾病。我国已将血友病列为基因治疗的首选对

象。实现基因治疗有三个基本步骤：(1)目的基因的

转移；(2）目的基因的表达；(3）安全措施。基因治疗的

靶细胞可分为两大类：体细胞和生殖细胞。将遗传物

质引人体细胞进行基因治疗的方法称为体细胞基因治

疗；以生殖细胞为对象的基因治疗称为生殖细胞基因

治疗。从理论上说，进行生殖细胞基因治疗，能使生殖

细胞中的缺陷基因得到矫正，使遗传性疾病不但能在

当代得到治疗，而且还能将新基因传给患者的下代，使

遗传性疾病最终得到根治。然而，生殖细胞的基因治

疗涉及到一系列的伦理学问题，不易为人们所接受。同

时，生殖细胞系统一也更为复杂，一有差错，将给后代造

成非常严重的后果。因此，目前的基因治疗只局限于

在体细胞中进行研究。目前供选择的体细胞有骨髓干

细胞，皮肤成纤维细胞以及肝脏细胞等。

目的墓因的转移

能适用于基因治疗的基因转移技术有 4种方

法：

1.病毒方法是利用病毒作为基因转移的载体系

统。有两种方法：(1)重组反转录病毒介导的基因转

移;(2)重组DNA病毒介导的基因转移。一个理想的

传递系统不仅是稳定的，而且还应具有组织特异性。当

遗传病发生于造血系统时，可以考虑处理离体的骨髓。

目前，除了皮肤细胞之外，还不能切除、处理的置换其

他组织。由于许多病毒只能感染特异的组织，含有外

膜糖蛋白的逆病毒颗粒（只识别人的造血干细胞），可

以通过静脉注人患者体内。反转录病毒载体除了感染

骨髓细胞之外，感染其他细胞的危险性很少。这种特

异性使得能对诸如肝或大脑进行个别处理。此外，它

可消除感染生殖细胞的危险性。但是，细胞复制看来

是整合作用所必需的，所以反转录病毒也许不能感染

不分裂的脑细胞。最好的系统不仅应能把载体送人所

选择的细胞内，而且还应能指使载体到达一个预定的

染色体位点。在低等动物容易做到以同源重组法特异

地插入染色体的一个选择位点。但在哺乳动物中要困

难得多。现有的证据表明，哺乳动物同源特异位点的

整合水平很低。DNA病毒介导的基因转移方法，还有

许多问题有待进一步研究，即使在动物模型中的试用，

也尚待研究。

2．化学方法是利用高分子量 DNA或纯化基因的

磷酸钙微量沉淀法来转移遗传信息。优点是能引人高

纯度的和特性明确的基因顺序。对于基因治疗来说，染

色体介导的基因转移方法不是一种很有效的方法。

3.膜融合方法进行基因转移常用的有：(1)原生

质体球融合；(2）微细胞融合；(3）脂质休融合;(4）血影

红细胞融合。

1980年 Walter Schaffner报道了插人新遗传信息
的高效技术，把含有已插人病毒基因顺序的重组质拉

引进大肠杆菌。这些质粒在每个细菌细胞内复制 ”一

100个拷贝，随后用溶菌酶剥离细菌细胞壁，制成原生



质体球。再将这种含有重组质粒的原生质休球与哺乳

动物靶细胞融合。因为原生质体球对靶细胞的比例是

10,000:1,所以该法可将大量的新基因直接引人受体
细胞的细胞质内。用这一技术的转化效率可达 1-

6%0

微细胞融合是指在核膜内只含有单个染色休或一

小群染色体。用秋水仙素处理组织培养的细胞，从而

阻止有丝分裂，就可制得微细咆。在细胞表面，染色体

聚集成似葡萄串样的微细胞，在细胞松弛素 B的作用

下，通过高速离心，能与细胞质分开，一旦分离得到微

细胞，就可通过仙台病毒促使它与受体细胞融合。单

个染色体或有限数目的染色休在转化后可以在杂交细

胞中保持下去。

脂质体融合是用磷脂或胆固醇与卵磷脂制成的小

囊，把 DNA或染色体包在里面，通过细胞的吞噬作用

〔或与细胞膜相融合）而把内含物转入受体细胞。脂质

体制备方便，比较稳定，毒性低，能保护被包住的核酸

不被降解，转移频率在 10-，左右。优点是可以把正常

情况下无法进入细胞的物质送进细胞。例如，有些细

胞不属于某种病毒的宿主范围，但可被脂质体包住的

病毒感染。 脊稚灰质炎病毒包在脂质体里，就 可感

染没有脊髓灰质炎病毒专一性表面受体的非灵长类细

胞。

血影红细胞融合是利用红细胞在低渗溶血开始后

12-25秒内会出现直径为 200-500入的小孔，此时

周围溶液中的待装载高分子物质可以通过小孔进入红

细胞。外源物质进入的量，取决于它的扩散速度。红

细胞的质膜在低渗溶血后重新恢复其不可通透性，使

装人的外源物质不会释放出来。这样制成的血影红细

胞可通过细胞融合，把装载的物质转入受体细胞。从

人体血液中可制备出无数个血影红细胞，在装载需要

转移的高分子物质后可重新注人这个人体内。血影红

细胞与受体细胞间的融合率很高，且不会产生免疫反

应。利用血影红细胞转移基因治疗遗传病或装载药物

等，有着诱人的前景。

4.物理方法是利用显微注射法和电击穿透法两种

主要的物理技术。电击法是一种新技术，它借助电流

把 DNA直接穿过细胞膜，把各种基因转移到各种不

同细胞。显微注射法已沿用多年，其优点是效率高。缺

点是一次只能注射一个细胞。转基因小鼠的育成是显

微注射技术最成功的一个例子。但这种技术在人类遗

传病的基因治疗中用途非常有限11

新基因的表达

评价人类基因治疗方案的第二个标准是，新基因

在目标细胞中的正确表达。当传递系I把一个外来基

因转移到细胞 DNA时，最主要的问题是应使整合的

DNA.发挥功能。

1．利用外源活性启动子增强表达 将目的基因

与应答激素或重金属的启动子顺序连接。植入基因的

转录，可通过给予适合的激活素或重金属离子的浓度

变化进行调节。

2．反转录病毒载体的表达 用反转录病毒进行

基因转移，可以利用它本身的LT R转录信号。已有多

个实验室用反转录病毒载体把外7i,基因转移到骨髓细

胞内，并得到表达。问题是这种传递表达系鱿的效率
很低。如果有 15％细胞被感染，其中只有4-23％得

到正常表达，那么它们所合成的酶是否对患者有益？另

一个间题是，经处理的细胞在患者体内是否具有选择

生长优势。由于缺乏遗传病的动物模型，这种选择生

长优势是很难证明的。

3．用增强子提高表达 增强子是长度为 ”一

150bP的 DNA顺序，它能使邻近基因的表达提高

10-100。倍。反转录病毒有它自己的增强子，位于启
动子之旁，已知增强子具有种族特异性。对于为人类

基因治疗而设计的反转录病毒载体来说，人们需要的

是灵长类动物的增强子顺序，而不是现在使用的小鼠

增强子顺序。除了增强子识别细胞因子之外，无疑还

有其他调节区段，关于多基因的调节信号还需深入研

究。

4．质粒表达载休的表达 如果采用化学技术作

为基因转移传递系统，那么必须把外来基因插入一个

适当的表达载体。 这种表达载体把所需的 cDNA与

调节信号一起插入质粒内（常用的是PBR322)。一个
典型表达载休可能包含一个启动子 （如小鼠金属硫基

因AMT)，选择的 cDNA，一个拼接位点不Rm腺普酸作

用位点（这是正确的转录 RNA过程所必需的）和增强

子。

5.基因组控制信号的调节 以质粒为基砒的表

达载休，或者反转录病毒载体，能不能用于转移那些受

基因本身的基因组调节顺序控制的基因？在某些情况

下，在转基因小鼠中，以质粒为基础的表达载体，确实

能对正常生理控制信号发生反应。金属硫因启动的基．

因主要在肝脏表达（肝脏是金属硫基因合成的组织），

但它能被钙诱导而对类固醇（体内另一种生理诱导物）
不发生反应。免疫球蛋白基因在脾胜表达，在肝脏不

表达。小鼠一人0球蛋白融合基因在造血组织表达。在

组织培养细胞中，许多以质粒为基础的表达载体有一

定的正常调节作用。因此，我们可以用基因组的调节

信号（这是在目标细胞内正确控制表达所必须的）来组

建载体。今后，一个传递和组合系统可以利用反转录

病毒的选择部分，通过外源基因自身的基因组调节信

号，来控制其表达。

安全措施

在将基因治疗技太正式应用于人 体试验之前，必



须保证转移一表达系统绝对安全，使新基因在宿主细

胞表达后不危害细胞和人体自身。特别是当将反转录

病毒载体用子基因转移时，尤其要注意。一般在将上

述技术应用于人体前必须首先进行以下3项试验，以

确保治疗的安全性。

第一个试鳞：用人骨髓进行试管内研究。应检e.

被治疗载体感染的骨髓培养物在一定时间内产生重组

病毒·应该研究任何禽体的有感染力病毒的病原性·
第二个试验，用小鼠进行体内研究。由于许多反

转录病毒载体是由小鼠反转录病毒组建的，以及由于

把小鼠骨艘植人经致死辐射的小鼠体内研究其表达，

所以应该随后研究这些动物，确定基因组重新排列（或
者染色体组合的位置）是否会产生任何病毒现象，或者

任何有感染力的病毒产生。

第三个试验，用灵长类动物进行体内研究，任何一

项打算在人体上应用的治疗方案，都应该首先在灵长

类动物上进行试验，因为灵长类动物 DNA的内源原

病毒顺序与小鼠的内源原病毒顺序不同。任何病毒重

组体的性质也可能不同。把经处理的骨髓再植入灵长

类动物体内，以证明完整载体 DNA成功地转移到造

血细胞，并检查基因的表达和有感染力重组病毒的存

在。基因治疗的临床试验还必须靠立法来保证其安全

性和可靠性。

基因治疗的其他途径

除了基因替代治疗以外，还有一些方法可以通过

操纵人体基因，使有功能基因开放或使疾病基因关闭，

从而达到治疗遗传性疾病的目的。其中研究得最多的

是通过重新激活功能相似的胚胎基因来替代有缺陷的

成年基因达到基因治疗的目的。

1.重新开放有类似功能的基因以替代缺陷基因

在人体内，有一些基因在胚胎期是开放的，在机体发育

中起着重要作用，以后随着进一步的发育，它们逐渐被

关闭，而由另一些功能相似的基因继续发挥作用。这

后一类基因在整个出生后阶段一直都开放。我们把前

一类基因称为胚胎基因，后一类基因称为成年基因。这

里所说的基因治疗方法是指，当成年基因由于基因突

变而丧失正常功能时，可以设法用某种药物激活具有

相似功能的胚胎基因，使胚胎基因重新开放，以替代缺

陷的成年基因发挥作用。用这一方法进行治疗的最适

对象便是血红蛋白病。

2．利用反义RNA抑制疾病基因的表达 反义

RNA (antisense RNA）是指一些能与被其调节的特定

r,: RNA互 补的 RNA。 这 种反 义 RNA 能互补 的

mRNA形成一个双链结构，从而阻止mRNA的翻译。

因此，反义RNA能在翻译水平上调节基因的表达，这

是一种特殊形式的翻译调控。同时，很快就联想到是

否能在体外合成与某些疾病基因或肿瘤基因的 mRNA

互补的反义RNA，将它们通过载体（如病毒）导人人体

内部，借助这些反义 RNA与相应的疾病基因或肿瘤

基因的mRNA互补形成双链结构，从而抑制这些有

害基因的表达。有人提出，将启动子放在一个克隆基

因片段的3’端，以相反方向转录出RNA，这一RNA

能与这一基因从5.端转录出的 mFNA发生互补，从

而抑制 mRNA的翻译。 最近Amini等将sre基因

的启动子放在sr。基因的上游31端，构建成一个重组

质粒，然后将这一重组质粒引入多瘤病毒转化的细胞

中，通过分析这些细胞内的PP60̀一含量后发窥，由
于这一重组质粒的引人，产生反义 RNA，使细胞中的

C-src表达水平显著降低。这说明，应用反义 RN人可

以抑制致癌基因的表达。关于反义 RNA调节形成的

确切机制现在还不清楚。可能是由于 RNA-RNA双链

结构的形成干扰了mRNA和核糖体的相互作用。最近

又发现，反义RNA的诱导产生，能够使互补mRNA

明显减少。因此，推测这一机制可能涉及不止一种调

节过程。这一机制的最终阐明对基因治疗的发展将起

重要作用。

基因治疗的前景

对基因疗法探讨的意义远远超出对遗传性疾病w

治疗本身。

从实际情况来看，最早进行人体基因治疗试验是

由美国一位科学家和几位医生在联邦德国进行的，病

人是姐妹俩，分别为2岁和，岁。由于体内缺乏一种

稀有酶— 精氨酸酶，体内精氨酸累积，呈现明显的精

神痴呆状。他们将肖普氏乳头瘤病毒 （一种使兔生庄

的病毒）施于患儿，由于这种病毒带有能分解精氨酸的

精氨酸酶，结果使患儿病情得到缓解。但这种病毒的

潜在危险性，使这一试验不能继续下去。

第二次试验是在198。年由美国医生 M. Clin。在
以色列和意大利进行的，他用加工后的骨髓移植对两

名地中海贫血症患者进行基因治疗，非但试验没有成

功，还受到各方面的公开谴责。

目前，基因转移的主要目标是那些医生们对之寄

予厚望的病症：这些患者应该是那些能在适宜的组织

里生长出少量的所需基因的人，其基因产物可以在血

液中循环。两种罕见的致死性免疫疾病- ADA缺
乏症和PNP缺乏症，都是因患者体内未能产生一种

必需的酶所致。生成这两种酶的正常人体基因已经克

隆。ADA基因C在肝脏中转移成功，并得到表达，力
基因治疗提供了另一条可行的路线。

大量的致病基因得到克隆，各种各样的基因转移

手段广泛应用，各种有效载体的构建：各种转基因小鼠

的育成，都为人体遗传病的基因治疗提供了坚实的实

验基础。 但是基因治疗进人临床试验的一个绊脚石

是：迄今没有一个人能有把握地让由病毒载体带人人



的骨髓的基因发挥正常功能 （表达）。 把基因带人细

胞，只要病毒载体供应充分是不成问题的，但是该基因

得以表达而制造出来的酶太少，因此耽心在病人身上

会无济干事。人们还不清楚，为什么外来基因可在组

织培养细胞中表达，然而一旦该基因放入骨髓细胞则

很少能表达。这些基因显然已进人细胞，并证明已整

合到染色体上，但是什么原因阻碍它们发挥功能呢？

分子遗传学家正在探索如何使基因在新环境中起

作用，他们在构造并试验具有不同增强子和启动子的

中间寄主。他们认为，反转录病毒的基因顺序，特别是

长链的启动因子，可能是在某些细胞中抑制基因表达
的起关键作用的蛋白质。他们很想让基因具有自己的

内在启动因子而不依赖反转录病毒的启动因子。当前

的困难是当改变病毒的长链时，就很难产生该病毒的

重组体，而如果由细胞系产生的病毒含量太低，那就很

难感染骨髓细胞。

研究细胞的发育阶段可能有助于说明为什么基因

在培养物细胞中和动物体内细胞中的遭遇如此不同。

干细胞可发育成一索列特定细胞的任何一种，而培养

物中的大部分细胞是在分化的较后阶段受阻的。它们

已沿着某一途径更进一步发展，如红血细咆。重组体

病毒与细胞相遇的阶段也可能影响到病毒把基因带入

细胞的能力。反转录病毒原定要感染的是在迅速分裂

的细胞，而干细胞可能此时比较沉寂并耐感染。在干

细胞下一层的另一类细胞（祖先细胞）似乎分裂得更频
繁而更易受感染。也许只有极少数的这类活泼细胞在

一定时期内可增多分化的血细胞。如果在遗传上已纠

正的这些细胞不先扩散而分化到血细胞，那么病人可

能会有一阵好转而后再出现症状。

基因治疗对病人和大众的潜在危险性尚未完全查

明，其中主要的问题是“插入突变”。反转录病毒载体

是随机地将外来基因插人它所感染的细胞的基因组

内，偶而这种插人会改变其他基因的功能。对于残余

基因的失活，我们也许尚能耐受，但调节细胞生长式控

制其他细胞的生长的基因一旦瓦解，就会带来损伤。

重组体反转录病毒治疗的病人有一些可能以后会得癌

症。举例来说，每5个人中就可能会有1人发生白血
病。但最终将会通过控制重组体 DNA对染色体的结

合，使新基因到达染色体的正常位置来克服这类突变

的危险。另一个貌心是，该遗传工程处理过的病毒瓦
能从细胞中逃脱而感染他人，甚至闹出像爱滋病之类

的新的疾病。其实这种事情是不会发生的，因为这种

病毒已事先动过手术，使之产生缺陷。构建出的载体

能够去掉其进行繁衍的信息单位，而仅保留其控制结

合功能的信息单位。我们还可利用两个缺陷型反转录

病毒，构建成一个没有复制能力，类具整合能力的重组

反转录病毒。但是，这两种缺陷型在一起时，也有可能

重组产生野生型病毒。为减少这类事件的机率，可以

把 S个不同结构同时突变，然后再把它们转染到细胞

系，于是，戛舔比生一个野生型病毒必须要有4个而不光

是 1个重组事件才行，这样的机率是微乎其微的了。

基因治疗的展望

人类基因治疗的研究已在国际范围内展开。在不

到十年的时间里，基因治疗从幻想逐渐走向现实。特

别是最近三年的进展，与过去10年相比，又有了质的

飞跃。体细胞基因治疗的基本路线已经形成，那就是

采取患者的体细胞，在休外用反转录病毒转移目的基

因，选择能产生相关蛋白的细胞，输回患者体内。我们

有理由相信，这种类型的基因治疗可能在 ，年左右就

会进入临床试验阶段。

然而，还有许多难题摆在我们而前。许多遗传病

尚缺乏动物模型；基因的定位导入技术还远没有成熟；

导入的基因表达水平还无法控制，甚至是否表达也存
在一定的随机性；骨髓干细胞数量太少，并且某些干细

胞已经定向分化，不再自身增殖，导人基因会随分化细

胞的死亡而被淘汰；肝细胞和皮肤细胞的基因导人路

线还没有确立；多基田遗传病和某些特殊组织的遗传

病如何进行基因治疗；反转录病毒的安全性问题还没

有一彻底解决。这一系列问题都是必须先行解决的。

总之，遗传病的基因治疗目前仍如一个孕育中的

胎儿，希望在即，但步履维艰，有待全世界科学家如此

不懈努力。今天，这一造福全人类的宏大目标已越来

越得到社会和广大科学家的支持。进一步加强基础研

究和国际间的合作，一定会使人类遗传病基因治疗的

目标早日实现。

（全文连载完）


