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眼部疾病的基因治疗与递送策略 
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摘要: 眼睛独特的生理构造使其在基因治疗方面彰显出明显的优势。近年来, 越来越多治疗眼部疾病的基因
药物进入临床试验, 其中大部分是以腺相关病毒作为递送载体, 通过局部注射途径给药, 存在一定的风险。针对
各种眼部疾病, 传统的无创治疗手段如眼表滴入或全身给药虽能够达到一定的治疗效果, 但是对于眼内和眼后
段疾病, 即使小分子药物也难以到达, 这使得对基因药物眼部递送策略的研究迫在眉睫。为了更好地了解基因治
疗眼部疾病的最新热点, 本文介绍了相关的疾病与基因药物, 总结了眼内基因递送的途径与吸收屏障, 并侧重介
绍了近年来报道的基因递送策略。克服眼部的吸收屏障并降低给药的潜在风险,有望为眼部基因治疗的临床应用
带来曙光。 
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Abstract: Gene therapy has obvious advantages in the treatment of ocular diseases due to the unique      

structure of the eye.  In recent years, there are more and more therapeutic gene-based drugs for ophthalmic     
application in clinical trials.  Most of the delivery vectors are adeno-associated virus and administered via       
intraocular injection, which has potential risks.  Traditional remedies, such as topical instillationor systemic 
administration, have limited therapeutic effects on the diseases in the posterior segment of the eye, where the 
chemical drugs are hard to reach.  This makes the research of new strategies for gene drug delivery extremely 
urgent.  For better understanding of the latest hot topics of ocular gene therapy, this article is prepared to       
introduce application of gene therapy to the typical ocular diseases and the corresponding gene-based medicines.  
The absorption routes for gene delivery into eyes and existing barriers are summarized.  Finally, the gene     
delivery strategies are highlighted.  The clinical application of ocular gene therapy will be boosted by overcoming 
the absorbing barriers and reducing the potential pitfalls. 
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 基因治疗是伴随着分子生物学与细胞生物学发

展起来的一种新兴的治疗手段, 旨在通过导入治疗
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基因、沉默或编辑致病基因等方法对机体进行基因修

正, 从而达到治疗目的[1]。眼睛是基因治疗的理想部

位, 因为眼球体积相对较小, 基因给药剂量低; 作为
相对独立的器官, 眼睛具有免疫赦免特权, 可以在一
定程度上减少外源性物质引起的炎症和免疫反应 ; 
局部给药方便, 可以有效避免体内复杂的生理环境
对基因递送产生干扰。 
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据统计, 目前在全球范围内有将近 10 亿人口受
眼部疾病困扰, 其中失明人数约有 4 000万[2], 然而在
临床上, 有相当一部分致盲性的眼部疾病如 X 连锁
视网膜劈裂症、老年黄斑变性、Leber先天性黑朦、
Leber遗传性视神经病变和无脉络膜症等仍缺乏有效
的治疗手段。利用核酸类药物调控基因表达已成为治

疗这些致盲性眼部疾病最有前景的策略之一[3], 随着
基因诊断和治疗水平的不断提高, 目前已有 20 余种
针对上述眼部疾病的基因药物正在进行临床评价[3] 
(表 1)。实现眼部疾病有效的基因治疗, 需要克服两
方面困难: 其一, 基因药物自身分子质量大, 亲水性
强, 并且在体内外稳定性差, 不利于递送; 其二, 眼
部具有多重阻碍药物吸收的保护性屏障, 包括以泪
膜屏障、角膜屏障和结膜屏障为代表的眼前段屏障, 
以巩膜屏障和血液−视网膜屏障为代表的眼后段屏障, 
以及玻璃体和房水的对流等, 均限制了基因的吸收。

单纯的基因药物通过传统的局部滴眼或全身给药很

难到达眼内或眼底的病灶部位, 也很难进入细胞发
挥其功效, 必须借助适宜的基因载体实现其有效递
送。眼部基因治疗的递送载体分为病毒载体和非病毒

载体两大类。病毒载体主要包括: 腺病毒 (adenovirus, 
Ad) 载体、腺相关病毒 (adeno-associated virus, AAV) 
载体、慢病毒 (lentivirus, LV) 载体以及逆转录病毒 
(retrovirus) 载体等 (图 1)。其中, Ad、AAV、LV 常
用于眼部疾病的基因治疗, 尤其是 AAV 的使用频率
高, 占全部基因载体近 50%。病毒载体具有转染效率
高、易于纯化、与基因药物结合能力强等优势。但是, 
病毒载体的不足之处在于具有潜在的免疫毒性和染

色体毒性, 而且调控靶基因表达的能力较差, 因此其
临床应用具有明显的局限性[4]; 非病毒载体最突出的
优势是可以弥补病毒载体的安全缺陷, 降低免疫原
性, 对基因药物的包载量可调节, 但转染效率相对较 

 
Table 1  Clinical trials of gene therapy for ocular diseases.  XLRS: X-Linked juvenile retinoschisis; AMD: Age-related macular     
degeneration; LCA: Lebercongenital amaurosis; LHON: Leberhereditary optic neuropathy; CHM: Choroideremia; ASO: Antisense     
oligonucleotides; IVT: Intravitreal injection; SR: Subretinal injection; \: Undisclosed  

Disease Clinical Trials. gov Identifier Gene medicine Classification Vector Administration route  Phase 

XLRS NCT02317887 RS1 DNA AAV IVT Ⅰ/Ⅱ 

 NCT02416622 Hrs1 DNA rAAV IVT Ⅰ/Ⅱ 

AMD NCT01024998 sFlt01 DNA AAV2 IVT Ⅰ 

 NCT01494805 sFlt-1 DNA AAV2 SR Ⅰ/Ⅱ 

 NCT03066258 RGX-314 DNA AAV IVT Ⅰ 

 NCT00725686 PF-04523655 RNA \ IVT Ⅰ 

 NCT00363714 AGN211745 RNA \ IVT Ⅰ/Ⅱ 

 NCT00259753 Bevasiranib RNA \ IVT Ⅱ 

 NCT00950638 ARC1905 Aptamer \ IVT Ⅰ 

 NCT00021736 EYE001 Aptamer \ IVT Ⅱ/Ⅲ 

 NCT00312351 Pegaptanib sodium Aptamer \ IVT Launched 

LCA NCT00481546 CBSB-hRPE65 DNA AAV2 SR Ⅰ 

 NCT01208389 hRPE65v2 DNA AAV2 SR Ⅰ/Ⅱ 

 NCT02946879 OPTIRPE65 DNA AAV2/5 SR Ⅰ/Ⅱ 

 NCT01496040 hRPE65 DNA AAV2 SR Ⅰ/Ⅱ 

 NCT02781480 OPTIRPE65 DNA AAV2/5 SR Ⅰ 

 NCT00516477 hRPE65v2 DNA AAV2 SR Ⅰ 

 NCT00999609 hRPE65v2 DNA AAV2 SR Ⅲ 

 NCT00749957 CB-RPE65 DNA AAV2 SR Ⅰ/Ⅱ 

 NCT03140969 QR-110 ASO \ IVT Ⅰ/Ⅱ 

LHON NCT03153293 ND4 DNA rAAV2 IVT Ⅱ/Ⅲ 

 NCT02161380 PIND4v2 DNA scAAV2 IVT Ⅰ 

 NCT02064569 ND4 DNA rAAV2/2 IVT Ⅰ/Ⅱ 

CHM NCT02341807 hCHM DNA AAV2 SR Ⅰ/Ⅱ 

 NCT02553135 REP1 DNA AAV2 SR Ⅱ 

 NCT02077361 REP1 DNA rAAV2 SR Ⅰ/Ⅱ 

 NCT02671539 REP1 DNA rAAV2 SR Ⅱ 

 NCT01461213 REP1 DNA AAV2 SR Ⅰ/Ⅱ 

 NCT02407678 REP1 DNA AAV2 SR Ⅱ 
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Figure 1  Viral vectors used in ocular gene therapy clinical 
trials.  Data were collected from the website of Clinical Trials,      
a service of the U.S.  National Institutes of Health (https://    
clinicaltrials.gov/) 
 
低。因此, 目前对非病毒载体的研究, 大多侧重通过
各种修饰手段改善其对基因药物的携载、释放与转染

能力[5]。 
基因药物具有良好的靶向作用及较低的剂量要

求, 为治疗眼部疾病带来了曙光。本文将从基因治疗
相关的眼部疾病与基因药物、基因的眼内递送途径与

吸收屏障以及眼部基因递送载体与递送策略等几个

方面介绍基因治疗眼部疾病的前沿进展。 
1  基因治疗相关的眼部疾病 

1.1  X连锁视网膜劈裂症 
X 连锁视网膜劈裂症 (X-linked juvenile retino-

schisis, XLRS) 是由 RS1基因变异引起的视网膜退行
性疾病[6]。RS1 基因相对较小, 位于染色体 Xp22.2, 
含 6个外显子, 编码 224个氨基酸的蛋白质。视网膜
感光细胞分泌 RS1 蛋白, 该蛋白主要功能是介导细
胞间的黏附, 其改变会影响视网膜功能, 表现为视网
膜内层劈裂[7]。XLRS的发病率约 1/5 000～1/25 000[8], 
是引起男性青少年黄斑变性的最主要原因[7]。根据劈

裂部位及临床特点可分为先天性视网膜劈裂症和后

天性视网膜劈裂症。其特征主要在于视网膜双侧形成

囊性腔, 导致视网膜脱离从而引起视力下降[9]。已有

研究表明, 借助腺相关病毒载体携带 RS1基因, 通过
玻璃体注射, 可以有效改善小鼠视网膜退行症状[10]。 
1.2  老年黄斑变性 

老年黄斑变性 (age-related macular degeneration, 
AMD) 是发达国家 60岁以上人群视力受损甚至失明
的主要原因[11], 预计到 2020 年, 全球患者人数将达    
2 亿左右, 严重影响老年人的生活质量[12]。AMD 通
常是由于视网膜色素上皮层 (retina pigment epithet-
lium, RPE) 随年龄增长发生功能障碍所致, 临床上
分为干性AMD和湿性AMD两种[13], 其中干性AMD
以产生玻璃膜疣和视网膜地图样萎缩为特征, 通常

不会导致失明; 而湿性 AMD 以脉络膜新生血管化 
(choroidal neovascularization, CNV)、视网膜下腔渗出
为特征, 晚期会使视网膜和脉络膜组织破坏, 导致失
明[14]。目前临床上针对湿性 AMD的治疗手段主要是
眼内注射抗血管内皮生长因子 (vascular endothelial 
growth factor, VEGF) 药物。VEGF是诱导脉络膜血
管增生的重要因子, 临床上通过眼内注射基因药物
哌加他尼钠 (Macugen, 一种拮抗 VEGF 的聚乙二醇
化适配体), 可以有效抑制病理性新生血管形成[15]。 
1.3  Leber先天性黑朦 

Leber 先天性黑朦  (lebercongenital amaurosis, 
LCA) 是发生年龄最低、最严重的遗传性视网膜病变, 
是导致儿童先天性失明的主要疾病[16], 在全球新生
儿中的发病率高达 1/33 000[17], 占遗传性视网膜疾病
的 1/20, 且盲校儿童中约 1/5患有 LCA[18]。已有研究

表明, 光感受器前体细胞内 CEP290基因、视网膜色
素上皮层 RPE65基因突变均可能导致发生 LCA。将
正常基因导入相应细胞可以使相关基因的表达恢复

到正常水平, 有效改善视力功能[19,20]。 
1.4  Leber遗传性视神经病变 

Leber 遗传性视神经病变 (leberhereditary optic 
neuropathy, LHON) 是由线粒体 DNA 突变引起的视
网膜神经节细胞退行性改变的疾病[21], 其主要特征
表现为无痛性、视力急性或亚急性下降。该病多发于

青少年, 在很多病例中通常一只眼睛先罹患 LHON, 
随后会波及另一只眼睛, 使视力严重受损[22]。男性患

有 LHON的概率高于女性, 且在年龄 15～30 岁发病
率最高[23]。目前主要的临床治疗手段为直接增强线

粒体功能及阻止氧化损伤[24]。 
1.5  无脉络膜症 

无脉络膜症 (choroideremia, CHM) 又称全脉络
膜血管萎缩或进行性脉络膜萎缩, 是由 X 染色体长
臂上的一个编码 rabescort-1 (REP-1) 蛋白的 CHM基
因突变引起的双眼脉络膜视网膜渐进性萎缩疾病 , 
其发病率约为 1/50 000[25]。CHM 的主要特征表现为
X染色体隐性遗传且随着视网膜光感受器、RPE细胞
和脉络膜毛细血管层逐渐萎缩, 视力逐渐丧失[25]。 
2  治疗眼部疾病的基因药物 
2.1  质粒 DNA 

质粒 DNA分子量通常为数千碱基对 (base pair, 
bp), 经载体介导进入细胞后, 可以在宿主细胞的胞
浆中表达治疗蛋白, 或者随机插入到宿主细胞的基
因中持续表达, 但后者较难实现。一般情况下, 质粒
DNA 可借助载体进入宿主细胞内并较长时间持续表
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达相关蛋白, 发挥治疗效果。由于质粒 DNA 分子量
很大, 需要有效地压缩和递送工具帮助其进入细胞
内发挥作用[26]。基因编辑技术的问世为精准修复致

病基因提供了可能, 可以借助导向 RNA (sgRNA) 与
细胞内的 DNA实现特异性结合[27]。 
2.2  小干扰 RNA 

小干扰 RNA (small interfering RNA, siRNA) 是
通过化学合成得到的双链 RNA, 其单链长度一般为
19～21 bp左右, 3' 端通常有 2个突出核苷酸, 进入胞
浆后 siRNA结合相关蛋白质形成 RNA诱导的沉默复
合体  (RNA-induced silencing complex, RISC), 在
siRNA 的引导下, RISC 能够识别并降解靶基因的
mRNA[28]。siRNA的最大优势在于几乎可以抑制任意
类型基因的表达[29]。siRNA-027是第 1个进行临床试
验的化学合成类 siRNA药物, 通过靶向 VEGFI 型受
体来抑制 VEGF 和胎盘生长因子 (placenta growth 
factor, PGF) 诱导的病理性血管生成过程, 用于治疗
湿性 AMD, 目前已经完成Ⅰ期临床试验。结果显示, 
在每只眼最大剂量 1 600 μg条件下, 单次玻璃体内注
射 siRNA-027 安全性良好[30]。虽然 siRNA在临床试
验中获得一定的进展, 但是裸 siRNA 在体内容易被
核糖核酸酶 (RNase) 降解, 且半衰期短, 抑制表达
效率低。因此, siRNA需借助递送载体进入细胞发挥
治疗作用[31]。 
2.3  反义寡核苷酸 

反义寡核苷酸 (antisense oligonucleotides, ASO) 
是通过化学合成得到的单链 DNA或 RNA, 长度通常
为 13～25 bp 左右, 稳定性较好, 与细胞核内或胞浆
中的 mRNA有一段互补序列, 通过与 mRNA结合而
终止翻译过程。第 1 个反义寡核苷酸药物福米韦生 
(Vitravene) 于 1998 年被美国 FDA 批准用于治疗巨    
细胞病毒性视网膜炎。患者需每月眼内注射 1 次福    
米韦生, 不良反应为虹膜炎、玻璃体炎等, 发生率约
25%[32]。由于反义寡核苷酸在生理环境中容易被快速

消除, 又因其携带大量负电荷且亲水性强, 故无法透
过细胞膜发挥作用[33]。因此, 针对眼部疾病开发高
效、稳定递送反义寡核苷酸的递药系统, 具有巨大的
临床应用价值。 
2.4  适配体 

适配体 (aptamer) 分子质量通常为 5～25 kDa, 
是从大量 DNA 或 RNA 分子中筛选得到的具有三维
空间结构的核酸分子, 可以与作用靶点特异性结合
并影响其功能[34]。聚乙二醇化的 RNA适配体哌加他
尼可以靶向 VEGF-165 相关基因, 已于 2004 年获 

FDA 批准上市 , 通过玻璃体注射的方式治疗湿性
AMD, 给药间隔为 4～6 周, 治疗时间为 1 年[35]。由

于适配体分子量小, 在体内易通过肾排泄被快速消
除。可以利用聚乙二醇或胆固醇等对适配体进行化学

修饰, 以提高其生物利用度或改善药动学性质[36]。 
2.5  基因编辑 

基因编辑是利用核酸酶识别、剪切特异的 DNA
序列, 使 DNA双链断裂, 随之利用细胞自身的 DNA
修复功能将靶基因引入、替换或删除的方法。由于基

因编辑具有定位准确且能改变生物基因组的功能, 因
而在基因研究和遗传性疾病治疗, 尤其是眼部相关
遗传性疾病的治疗领域大有作为。目前, 归巢核酸内
切酶 (HE)、锌指核酸酶 (ZFN)、转录激活因子样效
应物核酸酶 (TALEN)、成簇规律间隔短回文重复序
列 (CRISPR) 及其相关蛋白这 4 类工具酶在基因编
辑技术中应用最多。近年来, CRISPR/Cas9因具有分
子量小、操作方便和编辑效率高等优点备受关注[37]。 

基因编辑技术用于治疗眼部疾病已取得了一定

的进展。多项研究显示, 编码连接蛋白 50 (connexin 
50) 的 GJA8基因与常染色体显性遗传先天性白内障
存在一定的相关性[38]。有研究[39]通过将 Cas9/sgRNA 
mRNA注射至兔受精卵中, 构建了 GJA8基因敲除的
兔白内障模型。该实验达到的 GJA8基因突变效率在
胚胎和幼兔中分别为 98.7%  和 100%, 提示 Cas9/    
sgRNA 系统是兔受精卵基因编辑的高效工具, 将成
为白内障预防和治疗的重要药物筛选工具。 

为了将 CRISPR/Cas基因编辑技术更好地服务于
临床治疗, 首先必须将其便捷有效地递送至靶部位。
通常可以使用基因疗法将表达 sgRNA和Cas9蛋白的
目的基因递送至细胞内。当前最常见的递送方式是利

用病毒载体进行基因递送。病毒载体一般可分为整合

型与非整合型两类。整合型病毒一般包括逆转录病毒

与慢病毒, 可以将携带的基因整合到宿主基因中, 但
是整合基因可能会干扰正常基因的表达, 因此使用
整合型病毒载体进行基因递送仍然有很多问题需要

解决[40]。 
视网膜色素病变会因丧失视锥细胞光感受器而

导致失明, 保留视锥细胞功能是主要的治疗目标。有
文章报道[41], 利用基因编辑的方法, 以腺相关病毒
为载体, 将 CRISPR/Cas9 靶向递送至有丝分裂后期
光感受器的 Nrl 基因。Nrl 基因是光感受器发育过程
中决定视杆细胞命运的关键因子。在视网膜处将 Nrl
下调, 视杆细胞获得部分视锥细胞的特征, 不仅保留 
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了视杆细胞的特异性基因, 并且存活力提高, 从而防
止了视锥细胞的退化。在该研究中, 建立了不同视网
膜退化程度的 3种小鼠模型, 通过治疗大大改善了视
杆细胞的存活力并保留了视锥细胞的功能。这提示, 
基于CRISPR/Cas9的Nrl基因编辑方法有可能改善视
网膜色素病变无法治疗的现状。 

近日, 哥伦比亚大学的研究人员[42]利用 CRISPR/   
Cas9 基因编辑技术有效修复了损伤 RPGR 基因的单
一 DNA 改变, 成功修正了患者机体干细胞中引发失
明的基因突变。这项研究的亮点在于, 被修正的组织
来自患者自身的干细胞, 可以实现对患者进行移植
而不引起组织排斥反应。相关研究结果为后期开发个

体化治疗眼部疾病的新疗法提供了思路。 
常见的 CRISPR-Cas9技术使用的 Cas9蛋白因所

含的氨基酸数过多, 因而难以利用腺相关病毒装载。
近期, 来自韩国的科学家[43]开发出了迄今为止最小

的 CRISPR-Cas9, 利用腺相关病毒递送到小鼠的眼部, 
用以修复引起失明的基因。该研究利用腺相关病毒递

送到视网膜的 CjCas9 基因能够有效抑制小鼠 Hif1a
和 VEGF 基因被激活, 减少脉络膜新血管的形成。该
方法还可以用于治疗其他视网膜疾病和全身性疾病, 
有望为目前仍无法进行药物治疗的疾病带来曙光。 

在过去几年中, CRISPR-Cas9基因编辑技术已经
被用于修复致病基因, 但目前仍存在许多挑战, 其中
包括在设计、构建特异性核酸酶与单链向导 RNA过
程中存在的困难, 以及剪切基因时出现的脱靶效应、
基因的有效传递等。因此寻找便捷、高效和特异性高

的基因编辑工具和载体将是这一技术领域今后的重

要研究方向之一。 
3  基因的眼内递送途径与吸收屏障 

针对眼部疾病, 不同给药方式存在各自的优势
和缺陷, 需采用适合的方法进行治疗 (图 2)。与传统
的化学药物治疗相比, 基因治疗对药物在靶部位的
富集提出了更高的要求。针对眼部疾病的基因治疗通

常采取局部给药, 包括滴眼和眼部注射, 全身给药由
于存在药物全身暴露的风险, 不适用于作为眼部基
因递送的给药途径。 
3.1  局部滴眼给药 

局部滴眼给药操作简便, 对眼部组织无创伤性, 
患者顺应性好, 但由于结膜囊容积有限, 加上泪液冲
洗、存在角膜屏障与结膜屏障等原因, 药物生物利用
度通常不到 5%[44]。核酸类药物由于分子量大、亲水

性强, 几乎不能透过角膜上皮到达眼后段病灶部位。
因此, 传统滴眼剂主要用于治疗眼前段疾病[45]。 

 
Figure 2  Anatomical structure of human eye and administra-
tion routes for ocular drug delivery.  The numbers refer to some 
major administration routes as following:  1: Topical instillation 
via corneal pathway; 2: Topical instillation via non-corneal 
pathway; 3: Subretinal injection; 4: Intravitreal injection; 5: Sys-
temic administration via blood-retinal barrier 
 
3.2  眼内注射 

眼内注射借助创伤性的手段突破眼部吸收屏障, 
使药物迅速浓集于眼内, 继而在眼内扩散到达作用
部位。具有代表性的眼内注射给药途径有视网膜下腔

注射和玻璃体内注射等。基因药物经玻璃体内注射    
后, 可以较快扩散至视网膜或脉络膜部位, 但由于基
因药物在玻璃体内半衰期短, 需要反复注射给药, 可
能会导致严重并发症如眼内炎、视网膜脱落等, 患者
顺应性差[46]。尽管有多种控释制剂如脂质体和植入

剂等可以延长药物在玻璃体内滞留时间, 但单次眼
内注射也可能产生严重不良反应[47]。 
3.2.1  视网膜下腔注射  在视网膜色素病变的基因
治疗中, 需要利用病毒载体或非病毒载体将基因递
送至视网膜和 RPE 部位。视网膜下腔注射是将基因
直接递送至 RPE 细胞的最佳方法[48]。视网膜下腔注

射腺相关病毒介导的基因递送系统在眼部基因治疗

中取得了一定的成功, 通过视网膜下腔注射 rAAV2-     
VMD2-hMERTK治疗 MERTK (一种酪氨酸激酶受体) 
相关的视网膜色素变性已经进入Ⅰ期临床试验。 

以 2 型腺相关病毒 (AAV2) 为递送载体将人类
促红细胞生成素 (hEPO) 基因通过视网膜下腔注射
可用于治疗糖尿病视网膜病变[49]。给药后, hEPO 在
房水、玻璃体及视网膜内的表达具有时间与剂量依赖

性。给予 AAV2-CMV-hEPO治疗的实验组, 视网膜细
胞的凋亡显著下降。视网膜电图显示, 在视网膜下腔
注射AAV2-CMV-hEPO病毒 1年后, 视网膜的功能未
发生改变, 在视网膜和脉络膜未见新生血管生成, 且
hEPO能长期表达。 
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在临床试验中 , 视网膜下腔注射主要用于对
LCA和 CHM的治疗。但是视网膜下腔注射仍存在一
些缺陷, 如视网膜下腔注射伴随着视网膜分离, 可能
会引起胶质细胞增生、视网膜脱离、光感受器退化及

视力功能损伤等[50]。 
3.2.2  玻璃体内注射  玻璃体液中含有大量胶原蛋
白、透明质酸、硫酸乙酰肝素和硫酸软骨素等蛋白质

和多糖, 是具有果冻般质感的透明凝胶[51]。尽管玻璃

体液较高的黏度和其中荷负电的组分会抑制生物大

分子及纳米药物的扩散, 特别是粒径较大或带正电
的基因递送载体会与玻璃体内荷负电的蛋白/多糖相
互作用, 但由于玻璃体内注射可以避开角膜与巩膜
等主要的吸收屏障, 其在眼内基因递送方面展现出
良好的应用前景。玻璃体内注射能够使基因药物在    
视网膜中均匀分布, 对于视网膜病变、玻璃体视网膜
病变  (vitreoretinopathies) 的治疗具有显著的优势 , 
可以在不引起视网膜分离的情况下实现向整个视网

膜递送基因药物[52]。在临床试验中, 治疗 AMD 和
LHON常用到玻璃体内注射。但是, 玻璃体内注射可
能会引起相关的并发症, 如眼压升高、眼内炎症和白
内障等[53]。 
3.3  全身给药 

通过口服或注射给药后, 由于存在血−眼屏障如
血液−视网膜屏障 (blood-retinal barrier, BRB) 与血
液−房水屏障 (此屏障主要存在于前葡萄膜血管内皮
细胞, 防止血浆蛋白进入房水, 也限制亲水性大分子
药物从血浆进入前房), 眼部生物利用度通常在 1%～
2%  左右[54]。为达到理想的治疗效果, 通常需要多次
给药以提高眼内的药物浓度, 但同时也不可避免地
易导致全身性毒副作用。特别是对于基因药物, 全身
给药易诱发严重的免疫反应, 临床应用前途堪忧[55]。 

目前, 基因治疗大多是针对眼底或眼后段疾病, 
此类疾病一般需要长期治疗以避免视力进一步损伤。

视网膜下腔注射和玻璃体注射可以将治疗基因直接

递送至眼后段病灶部位, 提高基因药物的生物利用
度, 在目前研究中占据主导地位。但由于眼部注射是
借助创伤性的手段突破吸收屏障, 对于眼后段慢性
疾病, 反复注射可能会导致严重并发症, 患者顺应性
差, 并且会造成较大的医疗负担, 存在一定的局限
性。而传统滴眼剂给药患者顺应性好, 采用适当方法
提高基因药物经此途径向眼后段的递送效率, 具有
更好的发展前景。 
4  眼部基因递送载体与递送策略 

目前, 眼部基因治疗多通过视网膜下腔注射或

玻璃体内注射等创伤途径给药。对于 XLRS、AMD、
LCA、LHON 和 CHM 等眼底疾病, 治疗周期长, 反
复进行眼内注射对治疗条件的要求高, 患者顺应性
差, 且导致白内障、视网膜分离等并发症的风险较    
大[56]。利用合理的递送载体通过安全的给药途径将

基因治疗药物有效递送至眼内, 进而使其发挥理想
的治疗效果, 是当前眼科用药研究的重点[57]。尽管病

毒载体转染效率高, 但携载基因容量有限, 而且应用
于人体存在引起免疫原性等致病风险, 实现临床上
广泛应用有一定困难, 而非病毒载体安全性更好, 携
载基因量大, 可实现大规模生产, 并且可以通过特定
方法提高其基因转染效率, 临床应用前景更为广阔。
对于眼表疾病的治疗, 主要通过结膜囊内给药, 角膜
渗透能力是药物吸收的关键因素, 同时也受结膜血
液分流的影响[58]。对于眼后段或眼底疾病的治疗, 可
以采取全身给药, 但是由于 BRB 存在排列紧密的血
管内皮细胞和 RPE 细胞, 这些屏障阻碍了体循环与
视网膜内层之间的物质交换, 从而降低了药物的眼
部生物利用度[59]。因此, 若想通过无创的局部滴眼给
药进行基因治疗, 必须克服多重吸收屏障, 将基因药
物递送至眼后段的作用靶点。 
4.1  阳离子脂质体载体 

阳离子脂质体由带正电荷的磷脂作为膜材料制

备而成, 可与带负电荷的基因通过静电作用结合经
内吞途径进入细胞, 随后将基因释放至细胞质[60]。阳

离子脂质体可以利用其表面的正电荷附着于黏蛋白

覆盖的角膜上皮, 进而促进药物的吸收, 使其发挥更
好的治疗效果[61]。有研究利用 RGD 肽修饰的磷脂
(RGD-PEG-DSPE)、阳离子化的胆固醇 (3β-[N-(N′,N′-    
dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol) 与其他
膜材料一同制备包载 siRNA 的脂质体, 体外实验结
果显示, 该脂质体在 RPE 细胞中具有更高的基因递
送效率及较低的细胞毒性[62]。 
4.2  壳聚糖复合物载体 

近几十年来, 天然聚合物在眼部药物递送领域
的应用取得了长足发展。壳聚糖是天然来源的多糖类

聚合物, 在生理条件下带有正电荷, 能与眼表带有负
电荷的黏蛋白结合, 延长药物在角膜表面的滞留时
间, 减少药物从鼻泪管流失, 进而改善药物的眼部吸
收效果。 

由乙二醇基壳聚糖 (GCS) 和质粒 DNA (pDNA) 
通过静电作用制得的纳米复合物能够用于 RPE 相关
疾病的治疗。该纳米复合物的粒径约 250 nm, 稳定性
良好, 在盐溶液中不会发生聚集, 且不易被 DNA 酶
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降解, 能够保持其结构的完整性并将 DNA 释放至细
胞中进行表达。将表达绿色荧光蛋白的 pDNA (CBA-    
eGFP) 用 GCS 纳米粒进行包裹和压缩, 通过视网膜
下腔注射到成年白化病小鼠眼部, 在注射后第 14 天, 
仅在用 GCS纳米复合物治疗的眼睛中观察到 RPE有
显著的绿色荧光[63]。 

Klausner 等 [64]以壳聚糖低聚物  (NOVAFECT) 
作为非病毒基因递送载体, 设计了壳聚糖/DNA 复合
物纳米粒, 其粒径较小, 约 98 nm, 带有很强的正电荷, 
约 44 mV。体外实验证明, 该纳米复合物能够有效转
染 COS-7细胞。兔角膜注射该纳米复合物后, 其荧光
素酶基因的表达量是聚乙烯亚胺 (PEI)/DNA 复合物
的 5.4 倍, 且细胞能够观察到明显的绿色荧光。该纳
米复合物有望为眼前段疾病的基因治疗提供一种潜

在的方法。 
4.3  脂质聚合物载体 

脂质聚合物是采用聚合物与脂质成分共同制备

纳米粒, 将核酸药物包载在所形成的纳米粒中, 从而
提高核酸药物的稳定性及细胞摄取效率, 进而实现
更高效地递送核酸药物。Jain等[65]采取聚合电解质稳

定脂质载体的方法制备了载基因纳米粒。该纳米粒以

(2,3-二油酰基−丙基)−三甲胺 (DOTAP) 和磷脂酰胆
碱 (PC) 制成的脂质体为核心, 同时外部应用静电
结合的原理修饰了阴离子聚丙烯酸 (PAA) 和阳离子
PEI。相比于单纯的基于 DOTAP 脂质体或 PEI 聚合
物的载体, 该纳米粒可显著提高基因的入胞效率和
细胞核共定位能力, 同时, 该纳米粒的基因转染效率
相比于阳离子脂质体提升了 5～6 倍, 且显示出更低
的细胞毒性。 
4.4  多肽复合物载体 

由于眼睛具有特殊的生理结构与保护屏障, 使
得大多数药物经局部滴眼给药难以到达眼内的靶部

位。通过增加药物对眼部保护屏障的渗透性来促进药

物的吸收是改善局部生物利用度的可行方法。吸收促

进剂可以影响角膜上皮的完整性, 进而增加角膜摄
取, 主要包括肌动蛋白抑制剂、表面活性剂、胆酸盐、
螯合剂和有机化合物等。细胞穿膜肽 (cell-penetrating 
peptides, CPPs) 是一类序列中富含碱性氨基酸的短
肽 [66], 能够以非受体依赖的方式被细胞摄取, 转导
效率高且不易造成细胞损伤[67]。目前常用的 CPPs有
人类免疫缺陷病毒的反式转录激活因子 (TAT)、来源
于果蝇触角足与 DNA结合域的 penetratin、人工合成
的寡聚精氨酸等。利用这些 CPPs可将蛋白质、核酸、
纳米粒和脂质体等多种生物大分子或纳米载体成功

地递送至细胞中[68]。由于 CPPs的穿膜作用缺乏选择
性, 因此并不适合于全身给药途径应用[69]。但是将

CPPs 用于局部给药, 如用于构建眼部基因递送系统, 
使其直接作用于病灶部位的吸收屏障, 可以规避体
内复杂的生理环境, 并最大程度地发挥其优良的促
进吸收功能, 且可避免其潜在的全身毒性[70]。 

由于 CPPs 在生理条件下带有正电荷, 能够与核
酸药物通过静电相互作用自组装形成非共价复合物。

Johnson 等[71]设计了一条眼部递药多肽 (peptide for 
ocular delivery, POD), 可用于压缩质粒DNA或 siRNA, 
并能够将其递送至眼部细胞内。经聚乙二醇修饰后, 
POD可以压缩质粒 DNA形成纳米复合物, 经视网膜
下注射, 质粒 DNA可以在 RPE细胞有效表达[72]。也

可以将 CPPs 修饰在包载基因药物的纳米载体表面, 
增强后者的穿膜能力。Cheng等[73]应用穿膜肽修饰的

乳酸羟基乙酸共聚物 (PLGA) 纳米粒包载 siRNA, 
既实现了核酸药物的持续释放, 也提高了核酸药物
在细胞水平与动物水平实验中的基因沉默效率。 

为了寻找安全高效的眼部吸收促进剂, Liu 等[74]

对 TAT、penetratin、低分子量鱼精蛋白 (protamine) 
和 8 聚精氨酸 (R8) 等几种穿膜肽的眼部渗透功能    
进行了体内外比较。实验结果证明, 在上述穿膜肽中, 
penetratin 穿透眼组织的能力最强, 而且在测试浓度
下未对眼部细胞产生毒性。经结膜囊内滴入给药, 荧
光标记的 penetratin 能够被迅速吸收进入眼内, 并且
在角膜、视网膜等组织中广泛分布, 滞留时间长达     
6 h 以上。利用 penetratin 对眼部组织的高效穿透能     
力, 该研究团队[75]设计并制备了一种由低分子量聚

酰胺−胺 (PAMAM G3.0) 与 penetratin通过静电作用
共同压缩报告基因 pRFP质粒形成的自组装纳米复合
物。该复合物经结膜囊内给药后, 可使质粒迅速分布
于眼后段视网膜等组织 , 并表达出红色荧光蛋白 
(图 3)。该复合物用于眼底疾病的无创基因治疗, 与
目前临床采用的玻璃体内注射给药方法相比, 可以
有效避免眼内注射带来的一系列并发症, 极大方便
患者用药, 提高患者顺应性。 

Tai 等[76]将 penetratin 与拮抗荧光素酶的反义寡
核苷酸/PAMAM 复合物通过静电作用相结合, 形成
荷正电的纳米复合物。细胞摄取实验结果显示, 该复
合物能够提高反义寡核苷酸在细胞中的摄取效率 , 
且其在肿瘤球中的穿透深度也提高。在皮下移植瘤模

型中, 经瘤旁注射, 肿瘤组织中荧光素酶的表达水平
显著降低; 在玻璃体原位瘤模型中, 经眼表滴入给药, 
该复合物对眼内肿瘤组织中靶蛋白的表达有抑制作 
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Figure 3  Schematic diagram of the penetratin-incorporated 
complex pRFP/P and pRFP/PAMA/P.  After being instilled in 
the conjunctival sac of rats, pRFP/PAMA/Pexpress RFP in the-
posterior segment effectively 
 
用。在此基础上, 该研究团队[77]进一步采用层层自组

装的方法制备了透明质酸与 penetratin 双重修饰的反
义寡核苷酸复合物。经滴眼给药, 该复合物改善了反
义寡核苷酸在小鼠眼后段的分布与滞留时间。 
4.5  超声微泡载体 

近年来, 超声微泡介导的靶向基因递送引起了
广泛关注。超声微泡作为一种新型的声学造影剂, 不
仅可以增强超声显像效果, 还可以增加局部组织的
通透性, 使药物在局部达到较高浓度而实现靶向治
疗作用[78]。超声微泡造影剂主要利用空化效应, 使液
体中的微小气泡在超声作用下瞬间破裂, 同时伴有
高速微射流、冲击波和高温现象, 进而产生相应的生
物学效应。声场内微泡造影剂被超声破坏后, 产生的
空化和机械效应会使细胞膜的通透性增加, 导致内
皮细胞间隙变大, 因此基因可以通过破裂的微血管
和内皮细胞间隙到达外周组织[79]。该技术可以显著

促进基因在靶细胞中发生转染和表达。微泡在血液循

环中稳定好, 能够减少基因在达到靶部位前被破坏, 
并且能够可逆地打开血−视网膜屏障。携带基因的超
声微泡造影剂在眼科的临床研究和眼科疾病的治疗

方面展示出了潜在的应用前景[80]。 
BRB 阻止了大部分全身血液循环中的药物到达

视网膜, 有研究用超声微泡打开血液−视网膜屏障, 
为靶向递送药物至视网膜提供一种非创伤性的给药

方法[81]。该研究通过静脉注射微泡超声造影剂后进

行超声造影检查, 观察到微泡可以诱导血液−视网膜
屏障出现短暂的破坏, 在停止超声 3 h 后血液−视网

膜屏障会重新修复。Xu等[82]使用阳离子超声微泡技

术有效地将内皮抑制素−绿色荧光蛋白 (ES-GFP) 质
粒递送至人视网膜血管内皮细胞。 
5  结语 

眼部基因治疗通过改变基因的表达实现治疗眼

部疾病的目的, 特别是对多种退行性视网膜综合征
具有很大的治疗潜力, 为眼部疾病的治疗带来了曙
光。目前眼部疾病的基因治疗仍迫切需要解决一系列

的关键问题, 如寻找有效的治疗基因、开发高效的基
因递送载体、调控治疗基因表达的选择性和时机等。

眼部疾病基因治疗的研究重点主要是寻找有效且靶

向性强的基因药物, 通过物理方法或开发新型药物
递送系统, 提高基因药物在眼部的生物利用度, 降低
其毒性及免疫原性等。尽管眼部基因治疗获得了一定

的进展, 但是仍处于起步阶段, 大部分依然处于实验
研究状态。特别是在基因递送过程中, 大部分递送载
体效率较低, 成为基因治疗应用于临床的技术瓶颈。
在后续的评价过程中, 难以建立具有临床疾病特征
的动物模型也是限制该领域发展重要的因素。另外, 
如何选择入组基因治疗的患者、在基因治疗前后采用

何种手段评价治疗的效果等, 都给眼部基因治疗带
来一定的挑战。尽管如此, 相信随着基因编辑技术的
发展, 人类不久将有办法通过改变患者的基因组实
现对遗传性眼病的治疗。 
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