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【摘要】 目前难治性癫 的基因治疗策略主要通过调节神经递质网络、神经肽 Y 和神经营养因子

等以发挥抗癫 作用。其中研究较为热门的靶点包括γ⁃氨基丁酸及其受体、N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸及其受

体、甘丙肽、神经肽 Y和神经营养因子等。本文就上述靶点的主要研究结果、各研究的优劣做简要介绍，

以为临床解决难治性癫 提供证据。
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【Abstract】 Nowadays, the strategies of gene therapy for the treatment of refractory epilepsy (RE)
mainly include modulating neurotransmitter systems, neuropeptide Y (NPY) and neurotrophic factors.
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基因靶向治疗是当前研究疾病机制、治疗疾病

的重要方法。越来越多的临床研究表明人体对基

因治疗的耐受性和安全性良好。中枢神经系统对

外来的病毒载体基因的转入耐受性良好，排异反应

较小，其中腺病毒、单纯疱疹病毒（HSV）、慢病毒、腺

相关病毒（AAV）是常用于大脑和脊髓研究的病毒

载体［1］。目前常用的病毒载体可向中枢神经系统转

入目标基因，亦可靶向敲除功能异常或致病基因，

可在细胞水平表达特异性蛋白质，从而最终达到治

疗目的。此外，通过表达或敲除某个靶点基因，进

一步行分子遗传学研究，从而更深入地了解疾病发

病机制。目前，难治性癫 （RE）的临床前研究主要

基于动物实验。已建立的癫 动物模型旨在模拟不

同发作类型或不同病因的癫 。当前大多数癫 基

因治疗研究主要针对边缘系统如海马、梨状皮质、

内嗅皮质（EC），此类动物模型可由海人酸（KA）、匹

罗卡品或电刺激诱导。这些动物模型可有效反映

难治性癫 ，尤其是颞叶癫 的病理生理学机制。

笔者对近年进行的基因靶向治疗策略研究进行回

顾，并探讨针对这些靶点进行治疗的优势、所面临

的问题，以及可行的解决方案。与单基因遗传性疾

病不同，难治性癫 无任何已知的基因连锁突变，因

此基因治疗无法通过修正特定基因而达到治疗目

的。尽管有少数家族遗传性癫 有明确的突变位点

（如钠离子通道α亚单位 SCN1A 突变），但大多数难

治性癫 并无明确的基因突变位点，而神经递质的

传递则明确参与了癫 的发生与发展［2］。因此，目

前基因治疗策略主要集中在通过改变神经递质的

传递以调控中枢神经系统的兴奋性或抑制性，从而

控制癫 发作，达到治疗目的。基因治疗当前研究

靶位主要集中于神经递质及其受体如抑制性γ⁃氨基
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丁 酸（GABA）或 兴 奋 性 N ⁃ 甲 基 ⁃ D ⁃ 天 冬 氨 酸

（NMDA），小分子肽类如甘丙肽、神经肽 Y（NPY），

以及各种神经营养因子等。

一、γ⁃氨基丁酸及其受体

GABA及其受体作为中枢神经系统主要的抑制

性神经递质，是当前抗癫 药物的主要靶点之一。

GABA 受体亚基突变与家族性全面性癫 相关。对

颞叶癫 患者的临床研究和动物模型观察，均发现

海马 GABA受体功能和亚基的永久性改变［3⁃4］，此为

GABA及其受体成为基因治疗靶点提供理论依据。

有研究通过 AAV⁃2介导的基因靶向策略，成功

敲除大鼠下丘脑 GABAA受体α1 亚基。对此类大鼠

予以电刺激以诱导癫 发作，发作持续时间明显延

长；而过表达 GABAA受体α1亚基的大鼠癫 发作阈

值并不增加［5］，提示 GABAA受体α1亚基缺失大鼠易

发生癫 。采用匹罗卡品制备大鼠癫 模型，使

GABAA受体α1亚基呈高表达，发现首次癫 发作潜

伏期较对照组显著延长，证实升高 GABAA受体α1亚

基表达水平可以抑制癫 发作［6］。然而，该载体介

导的α1亚基表达上调维持时间极短，其表达水平在

2 周内即开始显著下降。因此，寻找可持续稳定表

达目标蛋白的病毒载体成为解决上述问题的关

键。另有研究者通过逆转录病毒载体使突触蛋白、

支架蛋白突触后致密物 95（PSD95）在海马神经元突

触呈过表达，以抑制癫 的发生与发展，发现突触蛋

白不仅在抑制性 GABA 能神经元中过表达，也在兴

奋性神经元中过表达，但以抑制性为主，因此，这种

治疗策略有进一步深入研究的价值［7］。

另一种抗癫 治疗策略涉及体外基因工程设计

的 GABA 能神经元。在基因研究的初期阶段，研究

人员仅能通过胎儿纹状体隆起移植获得少量 GABA
能神经元，随着一些关键问题的解决，目前可通过

体外基因工程大量获得 GABA 能神经元以供移植。

Thompson［8］将量产的 GABA能神经元靶向植入海马

齿状回，使大鼠重度运动性癫 （Racine 量表Ⅳ级）

发作频率显著降低、癫 发作阈值明显提高，并缩短

诱发癫 发作后的后放电持续时间。若在上述大鼠

模型的饮用水中添加抑制基因表达的多西环素，上

述抑制癫 发作的效果即被消除。有研究者采用海

人酸制备大鼠癫 模型，以探讨 GABA 能神经元靶

向移植是否能降低自发性癫 发作频率，结果证实：

靶向植入 GABA 能神经元的大鼠Ⅳ ~ Ⅴ级癫 发作

频率明显减少［9］。此外，通过基因工程将骨髓间充

质干细胞（BMSCs）分化为 GABA 能神经元，亦可抑

制大鼠模型癫 之发作频率［10］。然而，细胞移植尚

存在一些缺陷［11］：首先，移植细胞的长期生存能力

不尽如人意；此外，当 GABA能神经元移植到点燃大

鼠模型黑质中时，可诱发严重的免疫反应和移植物

排斥反应。由于细胞移植术前模型鼠并无免疫反

应，因此其结论是：点燃大鼠模型可使神经胶质细

胞活化，进而导致对移植细胞的免疫应答。因此，

移植物排斥反应的潜在风险使基因治疗策略研究

仍停留在动物实验阶段，目前研究的关键在于解决

GABA能神经元移植后的排斥反应。

二、N⁃甲基⁃D⁃天冬氨酸受体

NMDA 受体参与兴奋性氨基酸神经传递，对难

治性癫 的研究发现，NMDA 受体功能亢进［12］。因

此，一些针对 NMDA 受体的研究通过改变其功能以

降低兴奋性，从而达到治疗目的。体内实验已发现

一种反义 RNA可作用于 NMDA受体 NR1亚型，以降

低大脑神经元 NMDA 受体功能和 NR1 亚型表达水

平；当反义 RNA被巨细胞病毒（CMV）载体激活时即

可抑制 NMDA 受体功能和表达，使局灶性癫 之发

作阈值明显升高，而当反义 RNA 被四环素抑制时，

NMDA 受体 NR1 亚型的表达抑制解除，即出现相反

效果，局灶性癫 的敏感性显著增加［13］。在另一项

研究中，部分敲除背侧海马 NMDA 受体 NR1亚基的

海人酸诱导癫 动物模型的潜伏期延长、发作频率

降低、脑电图癫 波发放持续时间减少［14］。另外，

通过免疫反应实施治疗策略，即口服 NMDA 受体

NR1亚型 cDNA包装的腺相关病毒可引起对 NR1亚

型的体液反应，这些 NR1 亚型抗体至少可持续 5 个

月，并能透过血⁃脑屏障，以减少海人酸诱导的癫

发作和癫 发作所致的细胞死亡［15］。但是，上述方

法仍可能带来一些免疫应答所导致的不良反应。

总之，上述研究验证了 NMDA 与癫 发作之间的密

切关系，针对 NMDA 受体靶点的干预措施有望成为

治疗癫 的策略。

三、甘丙肽

对癫 动物模型的研究表明，癫 发作引起源

自隔区并终止于海马齿状回和 CA3 区的胆碱能纤

维持续快速释放甘丙肽，同时可使海马神经元瞬时

表达甘丙肽［16］。甘丙肽受体在中枢神经系统表达，

以边缘系统（梨状皮质、杏仁核群、内嗅皮质、岛叶

和海马）表达尤为丰富。癫 发作亦可引起甘丙肽

受体的表达［17］。当重组甘丙肽直接注入模型动物
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大脑时，其癫 发作即受到抑制；甘丙肽基因敲除小

鼠癫 发作阈值较低，而甘丙肽过表达小鼠发作阈

值较高［18］。有研究表明，甘丙肽通过突触前膜发挥

抗癫 作用，其作用机制是抑制癫 发作时释放谷

氨酸［19］。对海人酸致 小鼠模型观察发现，不表达

甘丙肽的小鼠神经细胞死亡率显著高于甘丙肽过

表达小鼠［20］，提示甘丙肽可能具有神经保护作用。

上述研究提示甘丙肽可以同时发挥抗癫 和神经保

护双重作用。

目前正在探讨将表达甘丙肽的病毒载体作为

抗癫 药物的可行性。Haberman 等［21］最先构建了

持续表达甘丙肽的腺相关病毒载体，将其转入癫

模型大鼠下丘脑神经元后癫 发作阈值显著升高；

当甘丙肽被多西环素抑制时，其抗癫 作用随即消

失；若将其转入海人酸致 小鼠模型背侧海马，甘丙

肽即产生一定的神经保护作用。在另一项研究中，

将表达甘丙肽的腺相关病毒载体导入海人酸致 小

鼠模型海马组织中，癫 发作持续时间和发作频率

均明显减少，但未显示出神经保护作用［22］。这两项

研究结果的差异可能与转基因策略设计存在细微

差异有关，因此，对基因研究策略进行统一规范势

在必行，这将有助于提高实验的可重复性，避免实

验室误差，提高研究结果的证据等级。另有研究发

现，将表达甘丙肽的腺相关病毒载体导入海人酸致

大鼠模型梨状皮质，其脑电图 样放电即受到抑

制、行为学症状得到改善；此外，甘丙肽在大鼠杏仁

核表达水平升高，可使癫 发作阈值提高［23］。为了

能将甘丙肽进一步应用于临床，有研究者尝试在灵

长类动物海马组织中施行靶向腺相关病毒⁃甘丙肽

植入，该实验获得成功，使基因治疗策略向临床应

用更进一步［24］。当前诸多研究业已证实：腺相关病

毒⁃甘丙肽靶向植入大脑可发挥抗癫 和神经保护

双重作用；同时，腺相关病毒载体的应用研究也已

拓展到灵长类动物模型，使腺相关病毒⁃甘丙肽应用

于临床的前景更加光明。

四、神经肽 Y
癫 相关脑组织（如海马）存在神经肽 Y及其受

体的表达变化，而人类和啮齿类动物癫 相关脑组

织 中 神 经 肽 Y2 受 体 在 谢 弗 侧 支（Schaffer
collaterals）突触前膜表达上调、Y1 受体在海马齿状

回分子层表达下调，而且神经肽 Y 可以抑制癫 后

海马突触重塑过程［25］。晚近研究发现，血浆神经肽

Y 表达水平与热性惊厥呈负相关，复发性或持续性

热性惊厥患儿血浆神经肽 Y表达水平低于正常对照

者或典型热性惊厥患者［26］。提示神经肽 Y 可能具

有潜在的抗癫 作用。动物实验结果证实，海马组

织靶向转入腺相关病毒⁃神经肽 Y 可显著减少癫

发作频率［27］；相反，不表达神经肽 Y 的转基因小鼠

对海人酸诱导的癫 发作更易感，其发作频率和死

亡率均显著高于对照组［28］。神经肽 Y缺乏的动物癫

发作易感性增加，可能与突触前膜神经肽 Y2受体

抑制谷氨酸的释放有关。

基因靶向研究结果表明，神经肽 Y 受体具有潜

在的抗癫 作用。将腺相关病毒⁃神经肽 Y 移植于

小鼠海马组织，经海人酸诱导后小鼠脑电图 样放

电显著减少，且达Ⅳ级发作的时间明显延长［29］。最

近有研究者利用腺相关病毒在海马组织中过表达

神经肽 Y2 受体，发现小鼠全面性发作频率明显减

少、达Ⅳ ~ Ⅴ级发作的电点燃次数增加、后放电持续

时间明显缩短、达首次Ⅳ级发作和癫 持续状态的

时间显著延长［27］。提示 Y2受体和神经肽 Y 同时过

表达对癫 发作具有更明显的抑制作用。对神经肽

Y 和 Y5 受体过表达的海人酸致 模型鼠的研究结

果也证实了上述观点［30］。而且，局灶性癫 大鼠靶

向转入腺相关病毒⁃神经肽 Y 后其Ⅲ ~ Ⅴ级发作频

率明显减少，且未出现明显不良反应［28］，提示该治

疗策略具有良好的安全性。上述研究表明腺相关

病毒⁃神经肽 Y 具有较强的抗癫 作用和良好的安

全性，为该治疗策略进一步应用于临床提供了新的

证据。

五、神经营养因子

神经营养因子（NTF）及其受体是参与脑组织损

伤和修复的重要成员，而且参与癫 发作和神经元

死亡后的突触重塑和神经环路重组。胶质细胞源

性神经营养因子（GDNF）、纤维母细胞生长因子 ⁃2
（FGF⁃2）和脑源性神经营养因子（BDNF）等均具有

潜在的抗癫 作用或神经保护作用，有望成为抗癫

基因治疗的靶点。

胶质细胞源性神经营养因子对神经元（如多巴

胺能神经元）有保护作用。越来越多的证据表明，

胶质细胞源性神经营养因子对癫 和癫 相关神经

元损伤有一定的治疗作用。在一项动物实验中，注

射海人酸前 7天于大鼠海马组织中靶向植入腺相关

病毒⁃胶质细胞源性神经营养因子并使其过表达，结

果显示，模型鼠癫 发作频率明显减少、海马齿状回

和 CA3 区细胞凋亡受到抑制［31］。尽管研究结果业
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已证实胶质细胞源性神经营养因子的治疗作用，但

仍不能明确它是直接发挥神经保护作用还是通过

其抗癫 作用而间接发挥神经保护作用。有研究证

实，胶质细胞源性神经营养因子是特异性抗癫 因

子，将腺相关病毒⁃胶质细胞源性神经营养因子靶向

植入背侧和腹侧海马，腹侧海马点燃癫 模型的全

面性发作频率显著减少且发作持续时间缩短［32］。

此外，应用腺相关病毒⁃胶质细胞源性神经营养因子

治疗点燃动物模型的癫 发作，其发作阈值升高、发

作频率减少。

除胶质细胞源性神经营养因子，其他一些神经

营养因子过表达也具有抑制癫 发生与发展的作

用。采用单纯疱疹病毒（HSV）载体靶向转染纤维母

细胞生长因子 ⁃2 和脑源性神经营养因子于匹罗卡

品致 模型大鼠背侧海马，发现癫 发作相关性神

经元死亡率明显降低、海马炎症反应明显减少，而

且苔藓纤维出芽受到抑制［33⁃34］。上述研究提示，经

神经营养因子治疗后，大鼠严重自发性发作比例明

显少于对照组，虽然这些证据表明纤维母细胞生长

因子 ⁃2 和（或）脑源性神经营养因子具有抗癫 潜

力，但并未能阻止癫 的发作，因为大鼠的自发性发

作仍然存在，只是发作频率和发作程度减轻，并未

达到真正的治愈；此外，神经营养因子的长时间表

达也存在潜在不良反应。因此，目前仅建议在小范

围内合理采取基因治疗策略。未来可能的研究方

向是：神经营养因子在靶点的可控式量子化释放，

可能减少不良反应，达到治疗目的。

目前针对难治性癫 的基因靶向治疗策略仍处

于实验室阶段，理想的基因靶向治疗策略需同时满

足以下条件：（1）可调控靶向细胞的基因表达水平，

从而达到治疗剂量。（2）基因表达持续可控。（3）安

全性良好。转基因技术将使人们对难治性癫 的发

病机制有更深刻的认识，这些新的认识将为基因治

疗提供新的靶点，也为基因治疗带来更多的解决方

案。中枢神经系统基因靶向转染载体包括腺病毒、

慢病毒、逆转录病毒和腺相关病毒载体，其中以腺

相关病毒载体研究最多、应用最广泛，大量动物实

验和临床前研究选择该病毒作为载体将基因导入

大脑或脊髓［17，35⁃36］，尽管该载体还不能成为理想的

病毒载体，但仍是目前作为基因治疗的首选。难治

性癫 基因靶向治疗研究所面临的挑战是：进一步

改进载体以提高基因治疗的稳定性和有效性；基因

靶点选择是基因治疗获得成功的核心，但迄今为止

尚有许多潜在靶点未进行深入研究，此为今后努力

的方向。此外，基因靶向治疗仍面临诸多挑战，如

克服载体免疫反应，改善细胞特异性，以及载体靶

向转移。但是，随着对癫 病理生理学机制和基因

转移方法的深入了解，病毒载体基因靶向治疗策略

必将成为治疗癫 的主要手段之一，并将显著改善

难治性癫 患者之预后。
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短发夹 RNA short hairpin RNA（shRNA）
多囊卵巢综合征 polycystic ovary syndrome（PCOS）
多形性黄色瘤型星形细胞瘤

pleomorphic xanthoastrocytoma（PXA）
二氨基联苯胺 diaminobenzidine（DAB）
二硫苏糖醇 dithiothreitol（DTT）
翻译起始因子 4E translation initiation factor（eIF4E）
反面高尔基网状结构 trans Golgi network（TGN）
非氨酯 felbamate（FBM）

非翻译区 untranslated region（UTR）

非快速眼动睡眠期 non⁃rapid eye movement（NREM）

非甾体抗炎药 non⁃steroid anti⁃inflammatory drug（NSAID）
复杂部分性癫 持续状态

complex partial status epilepticus（CPSE）
复杂部分性发作 complex partial seizures（CPS）
肝豆状核变性 hepatolenticular degeneration（HLD）
［Wilson病 Wilson's disease（WD）］

骨髓间充质干细胞
bone marrow⁃derived mesenchymal stem cells（BMSCs）
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