
神经肌肉疾病基因治疗的研究进展

周 鹏， 颜景斌*
(上海市儿童医院，上海医学遗传研究所，上海交通大学附属儿童医院，国家卫生健康委员会胚胎分子生物学重

点实验室，上海市胚胎与生殖工程重点实验室，上海 200040)

摘要：神经肌肉疾病(neuromuscular diseases, NMD)是一类以运动单位受损、运动耐力下降、肌力减退

为主要表现的中枢及周围神经疾病。长期以来，神经肌肉疾病的治疗手段主要是对症治疗，但仅能缓

解症状，无法根治。腺相关病毒(adeno-associated virus, AAV)载体是经过基因工程改造过的转基因载

体，由于其安全性好、免疫原性低、表达时间长，可以感染分裂细胞和非分裂细胞等特点，在基因治

疗和疫苗研究中得到广泛应用。CRISPR/Cas9基因编辑系统由型CRISPR细菌免疫系统改进而来，具有

靶向精确、脱靶率低、细胞毒性低等特点，是目前应用最为广泛的基因编辑工具。本综述总结了几种

常见神经肌肉疾病的最新基因治疗进展，着重讨论了基于AAV载体和CRISPR/Cas9系统的基因治疗在

NMD治疗中的潜在价值以及相应的风险。
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Abstract: Neuromuscular diseases (NMD) are a kind of central or nervous system diseases, mainly
manifested by impaired motor units, reduced exercise endurance, and hypotonia. In the past several years,
symptomatic treatment is the major therapy for NMD, which is able to relieves the symptoms. Adeno-
associated virus vectors (AAV) are the most common tools, which are widely used in gene therapy and vaccine
due to their safety, low immunogenicity and long expression time. More importantly, dividing and non-
dividing cells can be effectively infected with AAV. CRISPR/Cas9 (CRISPR-associated protein 9), derived
from type Ⅱ CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) bacterial immune systems, is
emerging as a powerful tool for gene editing. It has the characteristics of precise targeting, low off-target rate,
and low cytotoxicity. In this review, recent progress in gene therapy of several common NMD are summarized.
The potential value and corresponding risks of gene therapy based on AAV vector and CRISPR/Cas9 system in
the treatment of NMD are mainly discussed.
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退为主要表现的中枢及周围神经疾病。NMD主要

表现为肌无力、肌萎缩、肌肉肥大和肌肉疼痛等

症状，严重时还可能表现为继发关节挛缩、骨骼

畸形、感觉知觉障碍和呼吸衰竭等，最终可能导

致严重残疾甚至死亡。目前，NMD的主要治疗手

段为康复训练、家庭护理及少数非特异性药物。

尽管这些治疗方法在一定程度上可以延长患者生

存时间，但不能达到彻底治愈的目的。

基因治疗可以直接替代或修复突变基因，已

成为治疗神经肌肉疾病的新途径。目前，基因治

疗主要采用基因替代和基因编辑两种方式。基因

替代治疗中，外源正常功能基因一般利用病毒载

体包括腺病毒(adenoviruses，AD)、腺相关病毒

(adeno-associated virus，AAV)、逆转录病毒

(retroviruses，RV)和慢病毒(lentivirus，LV)转导到

病人体内，从而表达正常的蛋白质，起到代偿的

作用。而基因编辑治疗中，主要采用基因编辑技

术将体内的突变基因原位修复，从而恢复细胞的

正常功能。

1 几种重要的神经肌肉疾病

1.1 脊髓性肌萎缩症(spinal muscular atrophy,
SMA)

SMA是一种常染色体隐性遗传性神经肌肉疾

病，其特征是脊髓和脑干中的α运动神经元变性，

导致进行性近端肌无力、感觉减退和麻痹。活产

婴儿发病率为10/100 000~15/100 000，SMA的致病

基因为SMN(survival motor neuron)，位于5q11.2-
q13.3，有两个高度同源的拷贝SMN1和SMN2[1]。
SMN2基因与SMN1基因的区别在于第7号外显子起

始处核苷酸C变成T，导致7号外显子的跳跃，产生

90%的不稳定蛋白质，容易被降解，无法发挥功

能。SMN2基因拷贝数的多少与SMA表型轻重相

关，拷贝数越多，产生的正常SMN蛋白越多，病

情越轻。SMA分为Ⅰ~Ⅳ型，大部分Ⅰ型患者

SMN2拷贝数为2，Ⅱ型患者拷贝数为3，Ⅲ型

和Ⅳ型有3~4个拷贝。

1.2 Duchenne型肌营养不良症(duchennemuscu-
lar dystrophy, DMD)

DMD是X连锁隐性遗传性肌病，由位于

Xp21.2的DMD基因突变所致，根据发病年龄分为

Duchenne型肌营养不良 (duchenne muscular
dystrophy，DMD)和Becker型肌营养不良(becker
muscular dystrophy，BMD)。在活产男婴中，DMD
的发病率为1/3 500~1/5 000[2]。DMD基因是人类基

因组中最大的基因，具有79个外显子和78个内含

子，编码14 kb成熟的mRNA[3]。最常见的DMD基
因突变包括基因片段的缺失、点突变和基因重

复[4]。DMD基因编码dystrophin蛋白，当dystrophin
蛋白缺失时，肌膜因结构稳定性下降而断裂，细

胞外液及钙离子流入细胞内，激活蛋白酶途径，

增加蛋白质降解，引起肌细胞坏死，从而导致

疾病。

1.3 庞贝病(Pompe disease, PD)
PD又称为糖原累积病Ⅱ型，是一种罕见的常

染色体隐性代谢性肌病，由α-葡萄糖苷酶基因(acid
alpha-glucosidase，GAA)突变导致酸性α-葡萄糖苷

酶活性降低引起，而酸性α-葡萄糖苷酶在溶酶体糖

原降解中具有关键作用。糖原在细胞内的异常积

累导致了自噬的发生和细胞肌纤维功能变性的障

碍，从而导致疾病[5]。

1.4 其他神经肌肉疾病

1型强直性肌营养不良症(Myotonic dystrophy
type 1，DM1)是强直性肌营养不良症(DM)的一

种，DM1是由强直性肌营养不良蛋白激酶基因

(myotonic dystrophy protein kinase，DMPK)变异导

致的。患者DMPK基因3′UTR中发现了CTG三核苷

酸重复序列的扩增，导致DMPK基因剪接失调，无

法产生正常的蛋白质[6]。

X连锁型肌管肌病 (X- l inked myotubular
m y o p a t h y，XLMTM )是由肌管蛋白基因 1
(myotubular myopathy 1，MTM1)突变引起的。

XLMTM的确切发病机理还不确定，可能与兴奋收

缩偶联的改变、肌肉纤维大小的降低、神经肌肉

接头的异常以及自噬作用有关。

Ullrich先天性肌营养不良(Ullrich congenital
muscular dystrophy，UCMD)是与胶原蛋白Ⅵ相关

的肌营养不良(collagen Ⅵ-related dystrophies，
COL6-RDs)，由COL6A1基因突变所致，是细胞外

基质疾病，影响骨骼肌和结缔组织。

2 基因替代治疗

基因替代治疗即将正常的基因导入患者体
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内，替代突变的基因，从而获得表达完整功能的

蛋白质。AAV载体因不含病毒编码序列、引起较

弱的炎症反应和免疫反应、主要以游离形式存

在、与宿主基因组整合概率低的特点在基因治疗

方面得到广泛应用 [ 7 ]。美国食品和药品管理局

(FDA)批准的首个AAV基因治疗Luxturna，用于治

疗由等位基因RPE65突变引起的儿童早期视网膜营

养不良[8]。此外，AAV载体已被证明可用于神经肌

肉疾病的治疗[9]。James Wilson开发的以AAV9作为

载体的Zolgensma，获得美国FDA批准上市，成为

全球首个SMA的基因治疗方法[10]。

AAV载体也有自身的局限性。AAV载体一般

分为单链AAV载体(ssAAV)和自我互补AAV载体

(scAAV)。scAAV载体携带的转基因容量仅为2.2 kb，
约为ssAAV载体容量(4.7 kb)的一半。因此，AAV
载体不适合较大基因的转导。另一个缺点是转基

因在分裂细胞中的逐渐稀释，如果目标组织处于

活跃的再生或增殖状态，则可能在以后的生活中

需要重新给药。虽然在人体中未观察到AAV载体

整合到基因组中，但是在狗和小鼠模型的临床前研

究中发现有宿主基因的整合及其他不良事件[11-13]。

2021年12月，4名肌管性疾病患者和1名DMD患者

在AAV载体给药后死亡，详细原因仍在调查

中[14]。因此，AAV载体应用的相关潜在风险需要

格外注意。

2.1 SMA基因替代治疗

针对SMA基因替代治疗，目前唯一进入临床

项目的是Av eX i s公司开发的AVXS - 1 0 1 (即
Zolgensma)。该新药的治疗策略以血清型9的腺相

关病毒(scAAV9)为载体，其中包含稳定的功能齐

全的SMN1基因。导入的基因为一个自我互补的双

链分子，因此不需要经过宿主细胞调控合成双链

这一限速步骤，可直接编码SMN蛋白，起效迅

速。AAV9可以通过血脑屏障，因此，Zolgensma
既可以鞘内注射，也可以静脉给药。AveXis公司

报道，在5岁以下儿童中，单次静脉输注Zolgensma
后，在中枢神经系统(CNS)中显示出良好的效果，

并且在体内检测到相关抗体的滴度较低[15]。2017
年9月，开始了SMA的Ⅲ期临床试验STR1VE，结

果显示，22名患者中有20名在14个月时恢复自主

呼吸，13名患者在18个月时实现了独坐30秒或更

长时间[16]。基于临床研究的积极结果，SMA基因

治疗药物AVXS-101已被FDA批准用于治疗SMN1基
因突变的2岁以下儿童[10]。在最近的一项临床研究

中，Weiß等[17]报道了76名患者中有56名出现肝酶

升高，59名出现了血小板减少症以及少数的心脏

不良事件。

2.2 DMD基因替代治疗

DMD的基因替代治疗与SMA基因替代治疗相

似，利用AAV载体导入外源性DMD基因。但是由

于DMD的基因全长cDNA大小就达到了14 kb，而

AAV载体的运载容量大约为4.7 kb，导致DMD基因

难以全部转入载体。一种策略是采用三载体转

导：在2014年，有学者将DMD基因分成三个部

分，通过共注射三种病毒载体 (Tr i -AAV)来递

送[18]。尽管在小鼠模型中重组效率低，但Tri-AAV
载体成功表达了全长的dystrophin蛋白，三载体策

略为治疗DMD及其他单基因神经肌肉遗传病提供

了新思路。另一种解决策略是导入截短的micro-
dystrophin基因。Potter等[19]在mdx小鼠模型中发

现，转入micro-dystrophin后，小鼠的膈肌和胫骨前

肌肌肉增加，临床和特定器官的实验室评估或病

理学检测未发现载体的相关毒性。2020年的一项

研究表明， 4名儿童DMD患者在接受mi c r o -
dystrophin基因输入治疗后，micro-dystrophin蛋白

获得正确定位和稳定表达，肌酸激酶水平改善和

NSAA评分提高，并且不良事件极少[20]。但是需要

注意的是，截短后的micro-dystrophin缺少了神经

元型一氧化氮合酶(Nnos)。Nnos对于维持细胞内

Ca2+浓度的稳态、维持正常的心功能具有重要

作用[21]。

2.3 PD基因替代治疗

在庞贝病的基因替代治疗中，Keeler等[22]通过

AAVB1载体和AAV9载体给药，发现小鼠的体重增

长，且AAVB1载体处理过的小鼠有更高的GAA酶
活性和更高的舌尖糖原清除率，改善后的呼吸功

能也与野生型相当。在Ⅰ/Ⅱ期临床试验中，Byrne
等 [23]和Corti等 [24]研究了膈肌输送(AAV1-CMV-
GAA)，在5岁以下儿童患者中显示了安全性良

好，潮气量略有增加，无助呼吸延长。最近的一

项研究中，Eggers等[25]采用AAV8血清型载体，在

肌酸激酶启动子下表达人GAA蛋白，在小鼠和食
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蟹猴中发现糖原清除和酶活性水平的显著改善。

由于是异种抗原，食蟹猴在高剂量下发生了载体

相关的免疫炎症反应，导致心脏异常，最后被安

乐死。另外一种策略是使用肝脏特异性启动子，

Puzzo等[26]通过AAV8载体将GAA基因导入基因敲除

的小鼠模型中，缓解小鼠肌肉和中枢神经系统中

的糖原累积，并改善了小鼠的呼吸功能障碍。但

这种策略仍会受组织摄取的限制和中和抗体的影

响。最后，据报道来自Abeona Therapeutics的下一

代AIMTMAAV载体平台的新型AAV改善了其在心

脏、肌肉和中枢神经系统中的分布，目前正处于

庞贝病的临床前开发阶段[27]。

2.4 XLMTM基因替代治疗

研究人员已在MTM1突变的狗中证明了使用

AAV8载体进行MTM1基因治疗的功效 [ 2 8 ]。

Audentes公司开发了第一种XLMTM的基因治疗方

法，该治疗方法通过AAV8载体转导人MTM1基
因。Ⅰ/Ⅱ期研究的中期结果显示，肢体和躯干的

力量增强，运动的速度和准确性提高，交流和吞

咽的能力增强[29]。

3 基因编辑治疗

近年来，基因编辑技术发展迅速，相继出现

了锌指核酸酶(ZFN)、类转录激活样效应因子核酸

酶 ( TALEN)和规律成簇间隔短回文重复序列

(CRISPR/Cas)三种基因编辑技术。尤其是CRISPR/
Cas9技术，使对DNA序列的操作变得简单易

行[30,31]。

CRISPR/Cas9因具有靶向精确、脱靶率低、细

胞毒性低、价格低廉等特点受到重点关注。

CRISPR /Ca s9基因编辑系统由原核生物Ⅱ型

CRISPR/Cas系统改进而来，在人工设计的sgRNA
引导下，Cas9蛋白可以切割靶DNA的磷酸酯键，

最终形成双链断裂损伤(DSBs)，DSBs会激发细胞

本身的两种DNA损伤修复机制——同源重组修复

(HDR)机制和非同源重组末端直接连接(NHEJ)修复

机制[32]。通过CRISPR/Cas9可在DNA水平去除一个

外显子，达到外显子跳跃的效果；也可以通过非

同源末端连接(NHEJ)途径插入和删除无义突变，

甚至添加外显子。目前还需要通过AAV作为载

体，将CRISPR/Cas9系统运送进体内。正常人和

DMD患者的外显子及几种常见的靶向策略有以下

几种(图1)。
3.1 基因校正

基因校正即利用同源重组修复(HDR)机制和非

同源重组末端直接连接(NHEJ)修复机制将突变基

因进行校正，可以恢复整个蛋白质。针对Ullrich先
天性肌营养不良，Bolduc等[33]利用CRISPR/Cas9技
术，采用双重gRNA系统切除假外显子序列，恢复

了COL6A1基因的正常剪接，表达了功能性胶原蛋

白Ⅵ。Corti等[34]使用SMA患者来源的iPSC，采用

针对性的单链寡核苷酸基因组编辑校正方法，将

SMN2外显子7中的T改变成C，将SMN2基因转变成

SMN1基因。结果显示，移植iPSC衍生的运动神经

元后，SMAⅠ型小鼠的表型得到改善，存活时间

也得到延长。Matre等[35]通过CRISPR/Cas9靶向mdx
小鼠肌肉祖细胞中突变基因的第23个外显子，获

得了dystrophin蛋白的恢复。Xu等[36]在成年mdx小
鼠中使用单碱基编辑技术后，在骨骼肌和心肌中

观察到广泛的dystrophin蛋白，超过95%的心肌细

胞得到纠正。

目前，基因编辑技术的优势在于精准地在

DNA水平永久修复基因，不需要长期用药；缺点

在于对不同突变类型的患者需进行不同类型的基

因编辑，工作量繁重，成本较高，而且CRISPR/
Cas9基因编辑技术仍可能存在脱靶和Cas9蛋白引

起体液和细胞免疫反应等问题，需要我们谨慎对

待 [ 3 7 ]。除此之外，治疗需要大量的AAV以导入

CRISPR/Cas9，AAV的量产仍存在问题，而且有些

患者体内存在AAV抗体，治疗效果还有待验证。

3.2 外显子跳跃

CRISPR/Cas9系统可以改变剪接位点，实现外

显子跳跃，恢复阅读框。与使用反义寡核苷酸的

(antisense oligonucleotide，ASO)的外显子跳跃不

同，CRISPR/Cas9的使用可以改变剪接位点，以防

止外显子掺入RNA。这种方法已经被广泛使用，

尤其被用来评估它在DMD治疗中的相关性和有效

性[38]。Amoasii等[39-41]使用CRISPR/Cas9工具在外显

子50缺失的小鼠和狗中进行DMD基因外显子51的
跳跃，恢复阅读框并产生了较短但具功能性的蛋

白质。研究结果显示，在骨骼肌、心肌和膈肌

中，dystrophin蛋白都有显著的恢复。在2018年，
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Ifuku等[42]使用DMD患者来源的诱导多能干细胞

(iPSC)进行研究，通过在iPSC中使用CRISPR/Cas9
系统来破坏外显子 4 5中的剪接位点，恢复了

dystrophin蛋白的表达。Min等[43]使用单切割策略的

CRISPR/Cas9，在缺失了外显子43、45和52的3种
小鼠模型和人iPS细胞中有效恢复了dystrophin蛋白

的表达。

3.3 外显子删除

CRISPR/Cas9也可用于删除一个或多个外显

子，以恢复基因的阅读框或删除一个或多个含有

突变的外显子[44]。与外显子跳跃不同，这种治疗

方法不涉及剪接机制。Provenzano等 [ 4 5 ]使用

CRISPR/Cas9基因编辑技术在DM1患者来源的成纤

维细胞中删除了CTG重复序列，防止核病灶的形

成和剪接改变，和其他方法相比可以使受影响的

细胞永久恢复到正常表型。Dastidar等[46]在DM1患
者iPS来源的肌肉细胞中使用CRISPR/Cas9删除

CTG重复序列，结果显示，修复了DMPK基因剪

接，恢复了蛋白质的表达。

2016年以来发表了一系列应用CRISPR/Cas9基
因编辑技术治疗DMD模式动物的研究[38]。Duchêne
等[47]设计了一对靶向外显子47和58的sgRNA，使4

a：正常人和DMD患者的外显子；b：DMD患者中使用CRISPR/Cas9介导的基因编辑的几种靶向策略

图1 正常人和DMD患者的外显子及几种常见的靶向策略
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名不同外显子缺失的DMD患者的肌细胞恢复了正

常的阅读框和dys t rophin蛋白的表达。同样，

Moretti等[48]通过CRISPR/Cas9在52外显子缺失的猪

模型和患者来源的诱导多能干细胞模型中得到验

证，提高了dystrophin蛋白的表达，延长了生存

期，并降低了心率失常的易感性。

4 增强补偿基因的表达

尽管基因替代和基因编辑技术的临床试验取

得了令人鼓舞的结果，但是某些目标基因大小或

其他原因限制了基因治疗的应用。增强补偿基因

表达的方法主要指不直接针对突变的基因而间接

增强其他相关通路基因表达，从而弥补突变导致

的功能丧失。例如，Duchenne型肌营养不良症是

由于DMD基因过大而无法完全通过转基因转至细

胞内。因此，一些学者寻求替代基因策略。例

如，Utrophin基因编码Utrophin蛋白，与DMD基因

编码的dystrophin蛋白具有80%的同源性，结构相

近，功能相似。Utrophin基因位于6q24，cDNA全
长约为13 kb，包含73个外显子，是继DMD基因之

后发现的第二个人类大基因。因此，可以通过上

调Utrophin蛋白代偿dystrophin蛋白来治疗DMD。
Wojtal等[49]通过CRISPR/Cas9基因编辑技术上调

Utrophin基因表达，使DMD患者细胞中Utrophin-A
提高了1.7~6.9倍。Sengupta等[50]通过CRISPR/Cas9
介导的基因编辑删除抑制Utrophin基因表达的五个

miRNA结合位点，发现DMD患者来源的iPS细胞中

Utrophin蛋白表达水平高出两倍。由于Utrophin蛋
白是自身蛋白，不会引起免疫反应，而且适用于任

何类型的DMD患者，但是结构上的差异，使

Utrophin蛋白并不能完全代替dystrophin蛋白，且过

度上调的安全性还有待验证。

GALGT2基因可以上调其他对肌肉功能至关重

要的蛋白质表达量，从而逐步修复肌肉功能。

GALGT2基因治疗借助人工改造的rAAVrh74载体将

GALGT2基因导入体内，并在骨骼肌和心肌细胞中

表达GALGT2基因。Xu等[51]发现，过表达GALGT2
基因改变了mdx小鼠心肌细胞膜的糖基化，可以防

止小鼠心脏功能的丧失。该治疗不仅能纠正由

DMD基因突变引起的肌功能异常，还能纠正其他

肌营养不良症。

另一种增强补偿基因表达方法是卵泡抑素

(Follistatin-like protein，fstl)的过表达。卵泡抑素可

以通过结合并抑制负责调节和限制肌肉生长的肌

肉生长抑制素，使肌肉显著增长，一般作为健美运

动员使用的一种补剂。在BMD患者中，基于AAV
转导的肌内卵泡抑素基因治疗显示，6 min步行测

试可增加肌肉力量[52,53]；Milo Biotechnology公司开

发的卵泡抑素-334以rAAV1为载体，将改良版卵泡

抑素-334基因递送到肌肉细胞中，目前已完成临床

试验。

5 展望

近年来，新技术的出现推动了基因治疗在单

基因神经肌肉疾病中的应用，临床试验的数量达

到了历史新高[54]。目前基因治疗存在两个方面的

挑战：一个是基因脱靶和基因组整合；另一个是

病毒载体或基因编辑剂的免疫原性风险。未来研

究应聚焦于开发新型载体，减少载体剂量，提高

药物递送效率，减少剂量相关的副作用，提高载

体的安全性等。Tabebordbar等 [55]开发出改进的

AAV载体，该载体以较低的剂量靶向肌肉细胞，

同时减少了肝脏摄取，并且没有发现明显的毒性

和免疫相关的副作用。对于基因编辑方法的创

新，要提高基因编辑的效率，减少脱靶，降低Cas9
蛋白的免疫原性等。Banskota等[56]开发了一种工程

化无DNA病毒样颗粒 (eVLPs)搭配碱基编辑器

(BE)，作为一种有前途的体内基因编辑新工具，在

动物实验中未检测到脱靶和基因组的整合。此

外，对于基因治疗的结果，应采用合适的监测评

估手段，开发出新的生物标志物等。相信随着上

述研究取得突破性的成果，神经肌肉疾病基因治

疗的大规模临床应用将在不久的将来得以实现。
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