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摘要 听力障碍作为发病率极高的社会健康问题受到广泛关注. 约60%的感音神经性耳聋由遗传物质突变引起.
遗传性聋的临床治疗主要依赖人工耳蜗和助听器, 更为有效全面的生物学治疗手段的开发迫在眉睫. 修复受损的

基因, 是从根本上治疗遗传性耳聋的有效手段. 多个研究已表明, 替代或修复遗传性聋小鼠模型中的突变基因, 可
有效恢复小鼠受损的听力. 目前, 基因治疗已成功恢复携带OTOF突变的遗传性耳聋患者听力. 包括OTOF在内的

耳聋基因有200多种, 作为一种精准疗法, 基因治疗在遗传性耳聋中的应用尚有诸多问题需要解决. 本文首先概述

了遗传性耳聋的发生发展, 随后深入探讨了目前基因治疗应用于遗传性耳聋临床治疗的研究进展, 并提出了耳聋

基因治疗现阶段面临的困境与挑战.
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听力损失在个人层面会影响语言发展和生活质

量, 在社会层面会造成社会和经济问题. 据世界卫生组

织(WHO)统计,到2050年至少7亿人需要耳聋的康复治

疗[1]. 60%听力问题都是由遗传因素引起的. 遗传性耳

聋往往发生时间早, 且尚无特效治疗药物, 目前通常采

用人工耳蜗的方法进行治疗. 而人工耳蜗植入技术的

效果受到听神经完整性和毛细胞状态的影响, 并且毛

细胞状态对人工耳蜗植入技术的效果影响较低, 听神
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经完整性是影响人工耳蜗植入技术效果的主要因素.
2003年4月, 两个患有先天性腺苷脱氨酶缺乏症的

患者,在用逆转录病毒(retrovirus)递送了正常的腺苷脱

氨酶基因后缓解了症状, 这是世界范围内人体基因治

疗的首次临床试验[2]. 之后, 研究者使用重组腺相关病

毒(recombined adeno-associated virus, rAAV)向Vglut3
突变小鼠的毛细胞中递送了Vglut3基因, Vglut3模型小

鼠的听力恢复是人类通过基因治疗策略来治疗耳聋的

第一次成功尝试[3]. 在此之后, 基因治疗策略在遗传性

耳聋的治疗中快速发展.
因此, 未来有可能通过rAAV递送的方式, 实现内

耳精准给药, 恢复基因表达, 弥补功能缺陷, 进而恢复

听力水平. 本文旨在系统总结基因治疗在遗传性耳聋

治疗方面的临床研究进展与现实挑战, 为基因治疗在

遗传性耳聋的临床应用提供思路.

1 耳蜗的结构

人耳根据位置可以分为外耳、中耳和内耳. 环境

中的声波通过外耳传递到中耳的鼓室, 引起鼓膜与听

骨链的震动, 将声音信号转化为机械振动. 中耳的听

骨链与内耳前庭相连. 内耳可以分为骨迷路和膜迷路

两部分, 其中最重要的方位感受器是膜迷路中的半规

管, 听觉感受器则是骨迷路中的耳蜗. 内耳是一个充

满淋巴液的中空结构, 听骨链的震动会引起耳蜗内淋

巴液震动, 从而将机械信号转化为淋巴液震动. 耳蜗

形似蜗牛壳, 由骨螺旋板延伸至基底膜连接到螺旋韧

带和骨性壁完整地将骨蜗管分为上、下两个腔, 上腔

又被前庭膜分为两腔, 依次为前庭阶、中阶和鼓阶.
在基底膜的上方, 存在声音传导过程中的最重要的声

音感受器-Corti器(图1)[4]. 它可以将液波震动转化为神

经电信号, 通过传入神经元产生听觉神经冲动.
Corti器由支持细胞、盖膜、毛细胞和螺旋节神经

元等组成.支持细胞根据位置可以分为:边缘细胞,内、

外指细胞, 内、外柱细胞, Hensen细胞, Deiter细胞和

Claudius细胞[5], 主要起支持作用和参与淋巴液的离子

平衡调节; 盖膜由螺旋缘前庭唇伸出的纤维和胶状基

质构成, 与Corti器直接接触, 通过振动与毛细胞之间

产生剪切运动, 造成静纤毛弯曲, 使液波振动转化为

机械振动, 将声音信号传递给毛细胞; 毛细胞是一种

终末分化细胞, 是听觉产生的关键感受细胞, 主要参

与将机械信号转化为神经电信号的过程. 毛细胞位于

弓状带上方, 根据位置可分为内毛细胞和外毛细胞.
所有毛细胞的胞体顶部表面存在高度特化的纤毛结

构, 纤毛结构根据不同的构成可以分为动纤毛与静纤

毛. 外毛细胞的静纤毛插入盖膜中, 当声音传入内耳

时会引起剪切运动, 静纤毛从盖膜处接收声音信号,
通过机械电转导机制, 打开或关闭部分机械应力激活

的离子通道, K+和Ca2+进入毛细胞, 产生转导电流, 从
而激活压力敏感的离子通道, 最终导致神经递质释

放[6], 将声音信号传递至神经细胞[7]; 最后是螺旋神经

节, 根据螺旋神经节的形态与结构可以分为Ⅰ型神经

节和Ⅱ型神经节, 其中Ⅰ型较为常见. Ⅰ型神经节为

双级神经元细胞; Ⅱ型神经节为假单级神经元, 一

个Ⅱ型神经节可以与10个左右的外毛细胞间形成突触

连接[8], 神经节主要负责接收毛细胞传递的电化学信

号并将其转化为神经冲动, 传递给中枢神经.

2 遗传性耳聋

感音神经性耳聋主要是由于内耳或听觉神经异常

导致的, 脑的听觉通路病变引起的听力下降和损失也

是感音神经性耳聋的成因, 例如毛细胞损伤、听觉神

经元损伤、支持细胞损伤等. 遗传物质突变是耳聋的

主要病因. 遗传性聋是指由亲代遗传的耳聋基因或突

变产生了新的耳聋基因导致耳部发育或代谢异常, 引

起的听觉功能障碍. 遗传性耳聋根据是否会引起其他

的遗传疾病又可以分为: 非综合征耳聋(nonsyndromic
hearing impairment, NSHI)和综合征耳聋(syndromic
hearing impairment, SHI), 其中综合征耳聋是指患者

除了遗传性聋以外还伴随着眼睛[9]、皮肤、神经系统

等其他器官的遗传疾病, 最常见的是Pendred综合征和

Usher综合征[10], 并占所有病例的30%; 非综合征耳聋

是指患者除了遗传性耳聋以外, 无其他遗传疾病的发

生, 占所有病例的70%[11], 如广泛表达于支持细胞和

血管纹的GJB2和GJB6等, 在毛细胞中表达的MYO7A、
MYO15A、TMC1、OTOF等的突变都会造成非综合征

耳聋. 根据耳聋基因所在染色体的位置与遗传特点可

以将非综合征遗传耳聋进一步分为: 常染色体显性遗

传聋(autosomal dominant inheritance, DFNA)、常染色

体隐性遗传聋(autosomal recessive inheritance, DFNB),
性连锁遗传(sex chromosome linked inheritance, DFN)
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和线粒体遗传耳聋(mitochondrial inheritance). 其中最

常见的遗传模式是常染色体隐性遗传[11], 其次是常染

色体显性遗传. 性连锁和线粒体遗传则较为罕见. 线

粒体DNA(mtDNA)和听力损失有关的变异主要有16s
rRNA突变, 其突变会改变氨基糖苷类抗生素的结合位

点, 特定位点结合特性的改变导致耳蜗毛细胞的损伤

和死亡, 引起听力损失[12,13]. 在耳聋患者中致病性mt
DNA突变的比例约为5%[14]. 目前已鉴定的与遗传性

非综合征相关的耳聋基因超过120个(https://hereditary-
hearingloss.org/). 现阶段遗传性耳聋的主要治疗方式

有助听器和人工耳蜗. 助听器可以为轻度或中度听力

损失人群放大声音, 而人工耳蜗适用于听力损失更严

重的患者[15]. 但不管是人工耳蜗还是助听器, 都没有

从病理学角度对患者的内耳状况进行改善. 近年来有

许多研究工作集中于恢复遗传导致的内耳听力功能损

失, 例如通过病毒载体基因递送的研究等[16,17], 为遗传

性耳聋治愈带来了新的希望.

3 遗传性耳聋的基因治疗现状概述

基因治疗指将外源遗传物质(DNA或RNA)递送至

靶细胞中, 通过表达外源基因的产物对靶细胞的致病

基因进行删除、替换、修复等调控, 或直接表达正常

的蛋白来替代致病基因错误表达的蛋白, 降低或恢复

由基因缺陷引起的功能障碍, 从而达到相应疾病的治

疗目的. 近年来随着生物技术的更新换代, 基因治疗

策略在其他疾病模型得到广泛应用与推广, 前期国内

外在耳聋动物模型上也进行了多年的探索, 最近有2
项关于AAV介导的基因治疗策略成功恢复OTOF突变

患者的听力功能的报道, 这为其他遗传性耳聋的治疗

提供了基础. 目前主流的基因治疗的策略主要包括基

因替代和基因编辑.

3.1 基因替代

基因替代疗法主要通过外源提供具有正常功能的

目的基因序列, 弥补功能缺失的突变基因, 适用于隐性

突变疾病和单倍剂量不足的显性遗传病治疗, 也是目

前临床治疗遗传性耳聋最常用的策略. 最早的耳聋基

因治疗研究开始于2012年, 通过AAV1介导的基因治

疗策略部分恢复了Vglut3缺陷小鼠的听力功能[3]. 自此

之后, AAV介导的遗传性耳聋的基因治疗研究开始不断

发展. 已有多个治疗遗传性耳聋的靶点基因的实验验证

了该策略的可行性, 包括OTOF−/−、TMC1Y182C/Y182C、
STRCΔ/Δ、KCNQ4W276S/+等[18~21]. OTOF基因突变引起

图1 耳蜗中Corti器的结构
Figure 1 Structure of the organ of Corti in the cochlea
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的常染色体隐性遗传性耳聋9型(DFNB9), 也称为耳畸

蛋白缺陷, 约占我国婴幼儿先天性听神经病总数的

40%, 患者体量巨大, 且目前有较为明确的致病机制,
是遗传性耳聋基因治疗领域炙手可热的治疗靶点. 由

于AAV的包装容量有限, 研究人员将OTOF通过双

AAV载体的方式进行重组表达恢复Otof缺陷小鼠的听

力, 包括SD-SA介导的DNA重组和intein介导的蛋白重

组[18]. Chai研究团队[22]和Shu研究团队[23]开展了临床

试验, 证明了AAV-hOTOF能恢复重度DFNB9耳聋患

者的听力至正常水平, 患者听觉脑干反应(ABR)、纯

音听力学(PTA)和言语识别能力均有明显改善. 基因

替代疗法可以对多个突变位点以及多种突变形式进行

治疗, 不需要针对具体的突变位点针对性地设计治疗

体系, 这个特点使基因替代疗法充满优势, 广泛被研

究人员应用. 综上, 基因替代疗法易操作, 效率高, 具
有明显优势, 且临床安全性和有效性已得到验证, 是目

前应用最为广泛的治疗策略.

3.2 基因编辑

基因编辑疗法包括基因敲除、基因修复两种手

段, 通过利用不同的基因编辑工具实现靶位点的基因

序列插入、删除或替换, 从而破坏、修复或激活目的

基因的表达, 以达到疾病治疗效果.

3.2.1 基因敲除

基因敲除(gene disruption)是一种由CRISPR/Cas9
等核酸酶介导的非同源末端连接(NHEJ)方式来完成

基因修复的治疗手段, 基因敲除的方法可应用于治疗

突变的等位基因具有致病性或干扰正常等位基因功能

导致的显性遗传性疾病. 2014年David Liu团队利用

SpCas9-gRNA核糖核蛋白复合体(ribonucleoprotein,
RNP)成功实现首例CRISPR/Cas9对内耳细胞的体内基

因编辑[24]. 随后在2018年, Gao等人[25]将SpCas9-gRNA
技术应用于Tmc1Bth耳聋小鼠模型, 将RNP复合物通过

阳离子脂质体递送到P1小鼠体内, 敲除Tmc1突变等位

基因, 但是由于脂质体对Cas9-gRNA的递送效率较低,
且Tmc1Bth耳聋小鼠的突变等位基因较WT仅相差一个

碱基, 该Cas9-gRNA无法高特异性地识别该突变位点,
识别效率较低, 该方法对小鼠听觉功能的改善大约为

15 dB, 仍有较大改善空间.
2019年起 Je f f r ey R. Hol t实验室设计了由

Anc80L65介导的金黄色葡萄球菌Cas9的突变体-Sa-
Cas9-KKH以及由双AAV9-PHP.B介导的SpCas9靶向

Tmc1突变体Bth等位基因的治疗系统[17,26], 验证表明这

两种递送方式可以促进Tmc1点突变和敲除小鼠的毛

细胞存活, 其中AAV-SaCas9-KKH-gRNA-4.2处理的

Tmc1B t h /W T小鼠在4周时ABR阈值恢复最佳 , 为

20~35 dB, 与WT水平接近, 且在24周时仍稳定维持;
在DFNB7/11的Tmc1Δ/Δ模型中使用PHP.B-Tmc1也实现

小鼠在4周时ABR阈值恢复至接近WT, 在24周时依然

维持中低频的ABR阈值在60 dB左右, DPOAE阈值恢

复更加显著, 说明该治疗系统显著实现了小鼠听觉功

能的恢复.
2022年, 熊巍实验室首次利用非同源末端连接的

基因编辑手段实现非综合性耳聋DFNB23小鼠的听力

挽救[27], 该实验利用的PCDH15av-3j小鼠模型携带单

碱基插入造成的移码突变, 是常染色体隐性遗传性耳

聋模型. 以AAV2/9为递送载体, 将SpCas9引导的m-3j-
gRNA1注射到耳蜗组织, 实现了av-3j突变的靶向修复,
发现耳蜗毛细胞的PCDH15蛋白表达、机械转导电流

和小鼠的ABR、Startle以及前庭功能均得到了改善,
其中表现最好的小鼠ABR阈值恢复到75 dB左右.

2022年, Xue等人[28]以AAV-PHP.eB为递送载体,
开发出SaCas9-KKH-gRNA复合物用于靶向治疗

MYO6 p.C442Y突变引起的DFNA22遗传性耳聋, 特异

性地敲除了突变等位基因, 恢复了立纤毛基部MYO6
的表达, 从而改善了注射小鼠的听力功能, 在第10周,
AAV-SaCas9-KKH-Myo6-gRNA处理的小鼠ABR阈值

仍有显著降低, 在14 kHz时降低至40 dB, 并且在第10
个月仍然维持较为明显的治疗效果.

3.2.2 基因修复

基因修复包括碱基编辑器、先导编辑器和Cas9核
酸酶等介导的同源重组修复(HDR), 依赖HDR的修复

通路是以野生型的DNA作为模板, 将靶基因修复为野

生型, 可以精确纠正突变位点, 其中碱基编辑器和先导

编辑器能够在不断裂DNA双链的前提下实现基因修

复, 目前主要的碱基编辑器有: 催化C→T(或G→A)转
换的胞嘧啶碱基编辑器(CBEs)和介导A→G(或T→C)
转换的腺嘌呤碱基编辑器(ABEs).

2016年, Mianné等人[29]利用CRISPR/Cas9介导的

HDR在小鼠受精卵中纠正了Cdh23ahl突变等位基因,
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利用带有配对RNA向导和单链寡核苷酸供体模板的

偏移缺口Cas9 (D10A)缺口酶, 实现了等位基因修复,
挽救了其相关的年龄相关听力损失. 2020年, David
Liu课题组将CBE应用于隐性Tmc1突变的Baringo小鼠

模型[19], 使内耳中C•G点突变逆转为野生型T•A, 从而

改善小鼠的听力功能, 但由于编辑效率低等原因, 听力

恢复效果只维持了大约4周. 通过提高载体的递送效率

和碱基编辑器的表达效率可以进一步完善这一策略.
2022年, Davis等人[30]通过最小化ABE和AAV的组分,
成功设计了一种单AAV-ABE系统, 当在小鼠眼眶后递

送时, 该系统在肝脏、心脏和肌肉等器官中表现出较

高的碱基编辑效率, 为内耳中的点突变基因编辑策略

提供了新的探索启示. 2021年, Ingham等人[31]采用了

HDR的优化版—同源介导的末端连接(HMEJ)在体修

复了Klhl18纯合隐性突变小鼠模型的听觉功能, 听力

恢复效果维持了至少6个月.
在遗传性耳聋的治疗领域中, RNA编辑技术正逐

渐崭露头角, 与DNA编辑技术并驾齐驱, 共同为这一

难题提供新的解决方案. 2023年, Xue等人[32]采用单个

AAV为载体携带的CRISPR/Cas13 RNA单碱基编辑工

具(emxABE)在人源化OTOF Q829X点突变小鼠中实

现了mRNA中突变位点的精准修复, emxABE是由蛋

白尺寸小且综合性能最佳的mini-dCas13X.1与 RNA
编辑酶腺苷脱氨酶(adenosine deaminase action RNA,
ADAR)联合组成的, 可以实现A到I高效碱基编辑功能,
经证实, 该编辑方法安全、有效, 为OTOF点突变提供

了一种优选的临床治疗策略, 是目前唯一使用RNA单
碱基编辑策略来治疗遗传性听力损失的策略. 目前该

项研究已经在Clinicaltrials.gov上登记了关于治疗

OTOF突变引起的听神经病DFNB9的临床试验

(NCT06025032), 暂未招募患者.
总的来看, 基因编辑疗法已经在部分遗传性耳聋

的小鼠模型中展示出明显的疗效, 提供了对缺陷基因

操作更为精准的治疗方案, 但是目前仍然缺乏临床试

验验证此类疗法的安全性、有效性和可拓展性, 有待

进一步研究的推进.

4 内耳基因治疗递送载体

近年来, 病毒载体和非病毒载体的基因递送技术

均已开展应用研究. 非病毒载体主要是基于脂质纳米

颗粒(LNPs)、阳离子聚合物、电穿孔和磁转染等技术

的递送系统[33~35], 这些载体系统不仅可以提供可持续

的基因表达, 而且在提供强大基因负载能力的同时不

会引发有害的炎症和免疫反应[36], 但转移效率有限[37].
然而, 基于其优势, 已有相关产品被批准上市. 2023年
11月16日, 英国药品和保健产品监管机构(MHRA)批
准全球首款CRISPR/Cas9基因编辑药物Casgevy(通用

名exagamglogene autotemcel, exa-cel)上市. 与非病毒

载体相比, 病毒载体因具有天然的趋向性, 作为可以靶

向递送的载体, 病毒载体可以更高效且特异地递送外

源物质[38]. 针对不同的遗传物质, 均已有相应的病毒

载体经设计和改造后应用于基因治疗.

4.1 病毒载体

作为基因治疗中最常用的载体类型之一, 不同病

毒载体, 表达特性和优势不同. 常见的病毒载体有: 腺
病毒、腺相关病毒、慢病毒、逆转录病毒、甲病毒、

单纯疱疹病毒等. 以下就其中几种进行介绍. 腺病毒为

二十面体, 是一种无包膜的双链DNA病毒, 具有50多
种血清型. 作为第一个在体内进行基因转移的有效载

体, 于20世纪50年代首次在人类的腺样体组织中被检

测到[39]. 据不完全统计, 截至2023年12月, 已有200多
项以腺病毒为载体的已完成或正在进行的临床试验,
说明其在临床中的广泛应用. 然而, 在耳聋的基因治疗

中, 腺病毒的高免疫原性和潜在的毒性仍是其使用的

限制条件[40]. Luebke等人[41]报道了在病毒滴度提高的

情况下, 腺病毒转染的耳蜗与腺相关病毒转染的相比

功能受到严重损害, 且外毛细胞失去了完整结构. 这

提醒我们在选择基因治疗载体时, 需要考虑其对目标

器官的潜在毒性风险. 与腺病毒和腺相关病毒不同,
慢病毒很少存在中和抗体[42]. 其主要优势在于稳定的

基因表达能力. 慢病毒可以感染分裂期或非分裂期的

细胞, 而逆转录病毒(鼠白血病病毒MLV)缺乏入核能

力, 只能感染分裂期细胞[43].
相比之下, 腺相关病毒(adeno-associated virus,

AAV)具有更低的免疫原性和衣壳毒性. 作为微小病毒

科(Parvoviridae)的一种单链无包膜DNA病毒, 腺相关

病毒于1965年在猿猴的腺病毒(Ad)制剂中被首次发现

并分离[44]. 由于其在没有腺病毒或其他疱疹类病毒作

为辅助病毒时很难发挥作用, 因此得名腺病毒相关病

毒, 并被归入依赖病毒属. AAV携带了4.7 kb的ssDNA,
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基因组由rep基因和cap基因组成, 其两端是倒置末端

重复序列(ITR), 外部是由3种衣壳蛋白(VP1、VP2、
VP3)组成的大小为20~25 nm的二十面体衣壳. 虽然在

健康人群中的血清阳性率最高的AAV2阳性率在70%
左右[45,46], 但目前没有在人类中定位到相关疾病与之

相关. 迄今为止, 现有的野生型AAV血清型至少有12
种, 并已有100多种变体, 研究者们不断优化AAV突变

体以更好地应用于基因递送[47]. 由于不同血清型的载

体对细胞表面糖蛋白受体、次级受体或可能的共同受

体AAVR的亲和力不同, 每一种血清型都表现出不同

的组织趋向性[48,49]. 总的来说, AAV出色的安全性, 广
泛的组织细胞趋向性和较高的感染效率已使其越来越

多地成为基因治疗方案的首选载体[50].
2017年, FDA批准了首个以AAV为载体的基因治

疗疗法LuxturnTM上市, 用以治疗视网膜营养不良. 在

上市前的III期临床实验中, 实验人员通过将含有人

RPE65 cDNA的AAV2载体递送至视网膜细胞达到治

疗并恢复视力的目的[51]. 2019年, 用于治疗脊髓性肌

萎缩症(Zolgensma)并在III期临床实验中展现了安全

性和有效性[52,53]. 据不完全统计, 截至2023年12月, 已
有175项以AAV为载体的临床实验正在开展或已经完

成(筛选字段: adenovirus vector. 筛选条件: (1) Looking
for participants-Not yet recruiting &Recruiting; (2) No
longer looking for participants-Active, not recruiting
&Completed; (3) Study Type-Interventional; 其余条件

均为默认)(https://clinicaltrials.gov/). 在中国, 截至2023
年12月, 正在开展的临床试验中(https://www.chictr.org.
cn)有17项是以AAV为载体开展, 53项是以腺病毒为载

体开展. 据不完全统计, 在中国药物临床试验登记平台

(http://www.chinadrugtrials.org.cn)可供查询的已完成

或正在进行的以腺病毒为载体进行递送的药物共有15
种, 而以腺相关病毒为递送载体开展的仅有4项是已完

成或正在进行的.
基因治疗作为一种重要的治疗方法逐步被认可,

尤其是以AAV为载体的治疗方法已经在临床实践中

取得重要进展. 展望未来, 我们应进一步提高基因治疗

的安全性和有效性, 积极推进相关的临床试验, 为治疗

更多疾病提供新的可能.

4.2 内耳基因治疗的AAV血清型

传统的AAV血清型可以以较高的效率感染新生小

鼠的内耳毛细胞, 但对于成年小鼠的外毛细胞和支持

细胞的感染效率常常较低[54~56]. AAV载体的转导率和

表达效率随实验小鼠的年龄和目标部位发生变化[57].
与人耳出生时已发育成熟的情况不同, 小鼠的耳部发

育到出生后第16天左右才停止[58]. 同时, 现有在耳蜗

中开展的基因治疗主要围绕毛细胞(HC)和支持细胞

(SC)展开, 并且HC的损伤在哺乳动物中被认为是永久

性的, 但近期有研究显示了SC细胞被诱导成HC祖细

胞的可能性[59]. 因此, SC作为目前基因治疗的重要靶

向位点, 不仅可以用于改善遗传性听力缺陷, 未来还可

能用于诱导HC再生. 所以筛选在成年小鼠中对SC或
HC趋向性高的AAV载体显得尤为重要. 为了使内耳基

因治疗具有更高的治疗效率, 已有许多研究团队构建

出感染效率更高、组织特异性更好的AAV载体.
Dalkara等人[60]通过一种体内定向进化的方法在

AAV2的基础上设计了变体AAV2.7m8, 用以在玻璃体

内注射时递送视网膜外基因. 而Isgrig等人[61]验证了它

能够同时高效感染新生小鼠和成年小鼠耳蜗中的IHC
和OHC, 同时SC中的内柱细胞和内指骨细胞也可以得

到高效的感染. 暗示我们AAV2.7m8是一种可以对各

年龄段小鼠耳蜗毛细胞和支持细胞为靶点的高效基因

治疗载体.
2015年, Zinn等人[62]通过计算机重建技术, 从人类

和灵长类动物进化谱系的75种衣壳蛋白中构建得到

Anc80以及一种特定变体Anc80L65. 从进化关系上来

看, AAV1、2、8、9均起源于此. Suzuki等人[63]证实

了在成年小鼠中, Anc80L65可以在前庭感觉上皮细胞

(近乎100%的IHC和部分OHC)以及近一半的前庭神经

节细胞中进行高效转导. Landegger等人[64]的研究则表

明, 在幼年小鼠中, 对于OHC, Anc80L65也可以做到接

近90%的转导率 . 进一步地 , Hu等人 [ 6 5 ]验证了

Anc80L65可以对胚胎小鼠中内外毛细胞中的高效转

导, 效率可达90%. 同时也在SC的Deiters细胞和位于

Deiters细胞外的Hensen细胞中也检测到了转导.
AAV-PHP.B是通过基于Cre重组的AAV定向进化

方法筛选出的AAV9突变体,对中枢神经细胞有高度嗜

性[66]. Wu等人[17]的研究表明AAV-PHP.B可以在以较高

的效率对幼年小鼠IHCs进行转导的同时对OHCs也高

效转导, 同时在新生时期进行治疗的Tmc1突变小鼠的

听力得到持续地恢复. György等人[67]则展示了AAV9-
PHP.B能转导新生的小鼠和大鼠中的IHC, 在非人灵长
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类动物中也发现了有效转导. 同时在Usher综合征3A
型耳聋(基因CLRN1)的幼年小鼠模型中, 达到挽救部

分听力的作用.
而针对SC, Tan等人[16]通过改造AAV衣壳蛋白, 获

得了对SC具有高感染效率的变体AAV-ie, 在成年小鼠

和幼年小鼠中, 其对耳蜗SC的感染率显著高于4种天

然AAV(AAV1、6、8、9)和两种变体(AAV2.7m8和
Anc80L65).同时, 利用AAV-ie将Atoh1基因导入到幼年

小鼠的耳蜗中, 首次实现利用SCs再生HC样细胞. 而且

AAV-ie能够高效转导培养的成人椭圆囊组织支持细

胞.但AAV-ie也有不足,高剂量的AAV-ie才能几乎完全

转导SC; 此外AAV-ie对成年小鼠耳蜗的SCs的转导效

率也仍有提高的空间.

4.3 小鼠内耳药物递送技术

由于血液-迷宫屏障限制了药物进入内耳, 大部分

内耳疾病无法通过全身用药得到有效治疗. 耳蜗的密

闭结构结合局部给药途径给了基因治疗策略更好的发

挥空间. 耳蜗的密闭结构使外源基因的表达更稳定高

效, 同时基因治疗策略的持续治疗效果使患者不必多

次接受局部给药手术, 这也意味着更低的手术风险.
常用给药方式有耳蜗造口术(cochleostomy)、圆窗膜

(the round window membrane, RWM)注射、半规管注

射(或称耳道造口术, canalostomy)等多种.
耳蜗造口术可以通过颅骨的颞骨直接将病毒药物

送达中阶,并且具有较高的感染效率[68].但是耳蜗造口

术带来的注射创伤有可能引起内淋巴液的渗漏, 这可

能会对耳蜗的内部结构造成不利影响而损伤患者的听

力. Chien等人[68]也表明, 尽管耳蜗造口术和RWM途径

给药带来的病毒感染效果相当, 但耳蜗造口术形成的

手术创伤更大. 这些研究共同说明了耳蜗造口术的潜

在手术损伤风险. 本身耳蜗造口术是一种侵入性的手

术方式, 不可避免地会对内耳的平衡环境造成不利影

响. 基因治疗策略的递送方式既要求尽可能小的损伤

率, 也要求更高的转导效率. 圆窗膜注射相比于耳蜗

造口术更满足这些需求. 圆窗膜注射将药物递送至耳

蜗管的鼓室中, 整个过程几乎不会造成毛细胞的损伤

并且极小地影响内耳的稳态. 耳廓后圆窗膜注射手术

作为一种微创手术, 对患者听力影响极小, 并且术后

恢复较快, 已被广泛应用于幼年小鼠和非人灵长类动

物的耳聋基因治疗中. Akil等人[70]发现, 通过RWM的

递送在效率和药物分布均匀性方面都优于耳蜗造口

术, 能广泛转染多种细胞类型, 同时不影响ABR阈值,
显示出其作为临床小分子转染替代方案的潜力. 但是,
RWM传递的转导率主要依赖药物的渗透性及其在圆

窗膜的停留时间[71].因此,实验设计中需考虑药物或试

剂的通透性. 尽管RWM注射手术对新生小鼠几乎无

创, 但在成年小鼠中, RWM注射手术引起了轻度的听

力损失[68,70]. Zhu等人[72]的实验证明, 圆窗手术后小鼠

出现的中耳积液(middle ear effusion, MEE)与听力损失

高度相关. 此外, 后半规管注射法被证明相比上述两种

方法可以更高效地转导耳蜗和前庭中的毛细胞 [63].
Zhu等人[73]发现, 周围淋巴渗漏的时间及注射速率显

著影响术后听力水平, 并基于此改良了传统的后半规

管注射手术技术, 达到了剂量依赖性地高效转导成年

小鼠的内毛细胞与外毛细胞的目的. 此外, 后半规管

解剖位置明确, 啮齿动物的半规管位于鼓室外, 手术

中易于发现, 降低了手术对内耳损伤的风险[74]. 临床

上, 可以通过乳突皮质切除术安全地进入后半规管,
这为后半规管注射手术的临床开发提供了可能性.

除了上述的方法外, 耳蜗导水管作为颅内脑脊液

与耳蜗外淋巴的直接液体通道, 具有作为递送媒介的

潜力. 但是这种方法需要进入颅内空间并且需要更大

的药物递送量. 2023年1月, Ranum等人[75]报道, 通过

脑脊液递送三种血清型(AAV1、AAV2和AAV9)的
AAV, 可稳定转导非人灵长类动物的内耳毛细胞和整

个螺旋韧带和螺旋缘的各种细胞. 同年6月, Mathiesen
等人[76]报道称, 耳蜗导水管作为连接脑脊液和内耳液

的骨通道, 具有类似淋巴管的特性, 可以通过向小脑

延髓池注射AAV-Slc17A8, 经过耳蜗导水管成功传输

至内耳, 并可以恢复听力损失的Slc17A8‒/‒ 模型小鼠

的听力. 但该研究仅在治疗两周后评估了效果, 长期

作用仍需进一步验证. 同时, 在非人灵长类动物模型

中的进一步验证将是该方法的未来研究内容之一. 这

也暗示了通过脑脊液输送的基因疗法, 可能会为治疗

听力损失开辟新的道路.

5 AAV载体优化

AAV递送系统由自然界中存在的AAV病毒改造

而来,其由两部分构成:一是一个由蛋白构成的20面体

衣壳(capsid); 二是被衣壳所包裹的单链DNA, 包括了
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ITR序列、启动子序列、目的基因序列以及其他调控

元件. 基于AAV的基因递送是一个复杂的过程, 涉及

rAAV各个组分的精密配合. AAV病毒颗粒通过衣壳蛋

白与细胞上的受体相结合, 被内吞进入细胞核, 释放的

DNA利用细胞内源蛋白启动所携带的基因的表达, 从

而实现基因治疗. 针对AAV衣壳和基因组进行改造筛

选, 可以使rAAV拥有更高特异性的组织和细胞感染

效率.

5.1 AAV衣壳改造

定向进化是AAV衣壳筛选的常用策略. 已有研究

表明, AAV进入细胞依赖于其衣壳蛋白与细胞表面受

体相互作用. 利用重组技术, 针对AAV衣壳蛋白的编

码序列, 采用受体靶向多肽插入、随机文库构建以及

点突变等常用手段改造策略, 对病毒的衣壳蛋白进行

改造, 可以改变AAV细胞靶向性(图2). 通常, 定向进化

需要进行2~3轮的压力筛选. 靶向内耳毛细胞的AAV9
的变体PHP.B是采用其中一种称作CREATE (Cre re-
combination-based AAV targeted evolution)的定向进化

方法筛选得到的. CREATE是一种依赖Cre-Loxp系统

的AAV筛选方法, 能够筛选靶向表达Cre酶的特定细

胞群. 研究人员使用CREATE生成AAV变体, 其中

AAV9-PHP.B对中枢神经系统的转导效率是AAV9的
40倍[66]. 随后, 研究人员确定了AAV9-PHP.B可以几乎

完全转导小鼠和非人灵长类动物的内外毛细胞[67].
除了这些方法, 还有一些合理设计和寻找祖先序

列的方法, 虽然属于小众方法, 但也值得尝试. Vanden-
berghe团队使用祖先序列重建推断了病毒衣壳的进化

中间体, 产生了9个候选祖先AAV. 其中Anc80L65被认

为是AAV1、2、8、9四种血清型的祖先, 能够有效转

导肝脏、肌肉、视网膜和内耳毛细胞[62]. Anc80L65也
存在不足, 其对非人灵长类的外毛细胞转导率很低[77],
限制了其在治疗因毛细胞缺陷引起耳聋的临床应用.
结合毛细胞特异启动子可以提高Anc80L65对小鼠和

非人灵长类OHC的转导率[78], 提示AAV载体的靶向性

和转导效率同时受衣壳和启动子的影响. 因此, 筛选靶

向内耳各类型细胞的特异性启动子至关重要.

5.2 启动子筛选

目的基因在AAV在进入细胞后, 由AAV载体携带

的启动子驱动表达. 常用的II型启动子包括组成型启

动子、组织特异性启动子. 已有很多研究使用组成型

启动子, 如CMV(cytomegalovirus)、EF1a(elongation
factor 1 alpha)等, 驱动基因表达, 从而治疗听觉损

伤[20,79,80]. 启动子驱动基因表达的能力过强则可能会

表现出强烈的耳毒性[81]. Qi等人[69]发现外源TPRN的
表达以剂量依赖的方式影响正常听力, 在CAG驱动的

TPRN基因表达中, 随着注射剂量的增加, 听力阈值也

随之增加. 除了强启动子引起的基因过量表达产生的

耳毒性, 启动子本身可能也具有细胞毒性. 研究表明,
广谱启动子CAG在成年鼠耳蜗注射后会导致细胞缺

失. 一项眼科的AAV体内实验表明, CMV启动子序列

本身会导致视网膜细胞死亡, 而细胞特异性启动子对

细胞没有毒性[82]. Myo15是一种毛细胞特异性启动子,
安全性已经在小鼠和非人灵长动物中被验证, 最新的

临床试验中被应用于启动人源耳畸蛋白的表达, 最终

成功恢复了患者的听力[23]. 这些研究工作提示CMV、
CAG等广谱启动子可能不适合进行内耳基因治疗, 内

耳转基因表达需要由特异性启动子驱动. 组成型启动

子有较强的驱动目标基因表达能力, 因此基因治疗时

可以降低AAV剂量, 但是其表达位置缺乏特异性, 基

因的异位表达可能带来副作用. 我们也需要注意组织

特异启动子的弱表达活性. 表达足够剂量的目的基因

需要更高的病毒量, 可能也会带来免疫系统的过度

反应.

6 耳聋基因治疗的临床研究

耳聋基因治疗已经开始进入临床试验阶段. No-
vartis Pharmaceuticals开展了第一个耳聋基因治疗临

床试验, 试验产品为CGF166, 一种重组腺病毒5 (Ad5)
载体, 含有编码人失调性转录因子(Hath1)的cDNA, 该
药物于2016年进入临床阶段(1/2期), 尚无进一步消息.

目前, 正在进行的耳聋基因治疗临床试验有6项,
集中于OTOF点突变引起的遗传性DFNB9. 其中3个团

队公布了基因治疗的结果. (1) 柴人杰团队利用AAV-
hOTOF双载体驱动人OTOF在IHC中再表达. 充分的临

床前实验表明, AAV-hOTOF能够持续恢复小鼠听力至

4个月以上, 同时不引起小鼠和非人灵长类全身明显不

良反应. 2024年1月, 研究人员报道了2名患者的临床试

验数据. 入组患者从术后2周听力得到持续有效改善,
仅通过注射病毒耳朵即可听到声音, 且未发现任何与
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AAV-hOTOF相关的不良反应[22]. (2) 舒易来团队利用

AAV1-hOTOF和毛细胞特异性启动子Myo15在内耳中

再表达人OTOF, 并在Otof小鼠模型中得到了一个长达

6个月的听力持续恢复效果[83]. 在临床前研究中充分

验证了AAV1-hOTOF在小鼠和非人灵长类动物中的安

全性后, 舒易来团队利用AAV1构建递送人源OTOF进
入6名OTOF突变耳聋患儿单侧内耳中, 其中5名患儿

的听力得到明显恢复[23]. 在单侧治疗效果得到验证的

基础上, 舒易来团队进行了双耳给药的研究, 5名
OTOF突变患儿在给药后, 双耳听力均得到显著恢复,
并且一定程度上恢复了语音感知和声源定位能力[84],
该研究目前仍在进行阶段. 这项双耳AAV基因治疗研

究初步验证了双耳AAV基因治疗遗传性耳聋的安全

性和有效性. (3) Akouos公司的AK-OTOF基因治疗药

物于在给药12周后, 患者的听力从术前>100 dB恢复至

50 dB, 患者可以听到日常对话声音. 这些研究表明基

因治疗有望治愈遗传性耳聋.
值得注意的是, 在这6项DFNB9基因治疗临床试

验中, 其中5项采用的策略是递送全长OTOF. 由吴皓

团队发起的儿童OTOF Q829X突变先天性耳聋患者单

次圆窗内耳给药的安全性及耐受性的临床研究, 则采

用了基因编辑疗法, 并在动物试验中验证了该疗法的

安全性和有效性. 研究人员针对OTOF Q829X突变的

耳聋患者, 利用单个AAV携带自主开发的CRISPR/
Cas13 RNA单碱基编辑工具(emxABE)进行治疗. 临床

前研究表明, 人源化OTOF Q829X点突变的遗传性聋

小鼠模型中注射治疗病毒后, OTOF mRNA中突变位

点得到高效精准修复, 小鼠听力恢复至接近野生型水

平[34]. 目前该研究暂未招募患者.
DFNB9耳聋基因治疗的发展令人瞩目, 已经实现

从零到一的突破. 但DFNB9属于罕见病, 该疗法不能

惠及更多的耳聋患者. GJB2是最常见的非综合征型耳

聋突变基因之一. 临床研究表明, GJB2基因突变导致

的耳聋在两侧对称性、发病年龄、耳聋程度及稳定性

等临床表型方面具有多样性, 这给GJB2基因治疗带来

了诸多挑战[85]. 国内外多个研究团队正进行GJB2基因

治疗的临床前研究. Otonomy公司的数据表明单次施

用AAV-GJB2可挽救两种GJB2缺陷小鼠模型的听力损

失. Decibel Therapeutics针对GJB2突变的AAV.103药物

可恢复GJB2缺陷小鼠受损听力至野生型小鼠的水平.
Sensorion和Akouos公司也在研发GJB2基因治疗药物,
目前还在探索阶段. GJB2的基因治疗需要关注至少2
点: (1) GJB2分布广泛, 需要开发能够覆盖其表达细胞

的新型AAV载体, (2) GJB2异位表达引起毛细胞损

伤[85], 需要筛选能够覆盖其表达细胞的特异启动子,
一方面提高药效, 另一方面降低耳毒性.

图2 AAV衣壳改造策略示意图
Figure 2 Schematic representation of the AAV capsid modification strategy
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7 总结

基于AAV的基因治疗是遗传性耳聋的新兴治疗

方式. 本文系统叙述了遗传性耳聋基因治疗的现状,
着重介绍了常见遗传性耳聋的发病机制, 常用基因

治疗的原理, AAV载体的构建与进化, 基因治疗临床

研究进展与局限性. 基因治疗方案建立在明确的疾

病发生机制的基础之上. DFNB9是目前临床上唯一

利用基因治疗药物成功恢复患者听力的遗传性耳聋.

人群最常见的GJB2、SLC26A4等突变引起的遗传性

耳聋基因, 发病机制复杂, 基因治疗药物成药难度

大: 一方面缺少可及的模拟人发病的动物模型, 另一

方面需要精准的AAV载体开发与设计, 包括衣壳和

基因组, 最终实现精准的基因治疗. 临床上, 则需要

建立更加完善的规范指南, 完善病人筛选机制和评

估指标, 提供标准的术后维护手段, 持续对患者进行

长期随访, 以指导遗传性耳聋基因治疗的临床实践

活动.
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Hearing impairment has been widely concerned as a social health problem with high incidence. About 60% of cases of sensorineural
hearing loss are caused by mutations in genetic material. The clinical treatment of hereditary deafness mainly relies on cochlear
implants and hearing AIDS, and the development of more effective and comprehensive biological treatment methods is imminent.
Repairing the damaged genes is an effective way to fundamentally treat hereditary deafness. Several studies have shown that the
replacement or repair of mutant genes in inherited deafness mouse models can effectively restore the impaired hearing in mice. At
present, gene therapy has successfully restored hearing in patients with hereditary deafness carrying OTOF mutations. There are more
than 200 deafness genes including OTOF. As a precision therapy, there are still many problems need to be solved in the application of
gene therapy in hereditary deafness. In this paper, the occurrence and development of hereditary deafness are summarized, and then
the current research progress of gene therapy applied to the clinical treatment of hereditary deafness is deeply discussed, and the
dilemma and challenge of gene therapy for deafness at this stage are put forward.
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