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基因疗法在骨科运用的可能性
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基因疗法是指将外源性基因转移到个体以达到治疗疾病

的目的。早期设想是将基因疗法作为一种补偿机制治疗遗传

性疾病。近年来, 采用基因转移方法将基因疗法作为一种药

物转移系统 ( drug delivery system)可治疗获得性疾病[ 1]。首

例基因转移成功是一个标记基因(即不是以治疗疾病为目的,

而是显示基因转移成功于否)。在美国, 人类基因转移疗法是

在 1988 年由美国国家卫生研究所重组 DNA 咨询委员会( the

Recombinant DNA Advisory Committee of the National Insti

tutes of Health)批准实施的。1990 年美国人将一个标记基因

转移到黑色素瘤患者体内; 1991 年, 第一个治疗基因( thera

peutic g ene,即期望产生治疗效应的基因)转移到 T 淋巴细胞

以矫正腺苷脱氨酶缺乏症。到目前为止,重组 DNA 咨询委员

会已批准了 80 多例基因转移病人的临床研究, 其中约 50 例

正在世界各地实施中。尽管基因疗法还没有治疗骨科疾病的

临床研究,但 1993年 6 月, 重组 DNA 咨询委员会则批准了 2

例治疗 Gaucher s 病的临床研究; 1994 年 6 月, 该委员会又批

准第 3例采用基因转移到类风湿关节炎患者关节内的临床研

究,这些都为基因疗法在骨科的应用具有了可能性[ 1]。

1 基因转移的载体

基因疗法有两大基本系统,即基因转移系统和基因表达

! 调节系统。除极少数外,裸体 DNA 一般是不能进入细胞并

进行良好表达的,这种能使细胞摄取遗传物质和表达遗传信

息的作用物质叫载体( vector )。基因载体分为病毒和非病毒

( non vir al delivery system)两类, 病毒是非常有效的载体, 当病

毒用作载体时,病毒基因组的一些成份通常要被切除, 并被一

些插入基因所替代。这种附加基因还可防止病毒感染靶细胞

后大量增殖引起病理改变, 从而使病毒载体设计成只能传递

遗传物质到靶细胞的细胞核内,并无其细胞毒作用[ 2]。

逆转录病毒 ( retroviruses)和腺病毒相关病毒 ( adenoas

socited viruses)是病毒载体的两种类型, 它们可通过感染将自

己的遗传物质整合到细胞的 DNA 中去。逆转录病毒是基因

疗法中最有发展前途的病毒载体,现已用于许多临床研究[ 3]。

目前,采用特殊细胞株可获得每毫升大于 106 有用滴度的重

组病毒产品,以供临床研究使用。然而, 逆转录病毒载体也有

一些缺点,包括( 1)大多数逆转录病毒可诱导 Moloney 鼠白血

病病毒; ( 2)逆转录病毒基因组太小, 最大限度只能接受 8000

个额外核碱基,不适合于基因编码大分子量蛋白质和多个基

因; ( 3)由于逆转录病毒基因插入到宿主细胞 NDA 的部位是

随机的,当病毒顺序进入宿主基因细胞敏感部位时有可能诱

发突变,可导致肿瘤基因激活和肿瘤抑制基因功能丧失 ,从而

诱发恶性肿瘤; ( 4)逆转录病毒载体最大缺点是不能转导到不

分裂细胞内, 只有在细胞分裂时病毒 DNA 才能进入细胞核

内[ 3]。

腺病毒相关病毒不具有逆转录病毒载体的上述限制[ 4] ,

它们是一类细小 DNA 病毒,人们可获得每毫升 1010以上非常

高滴度病毒。它们是非致病性病毒,将它们的 DNA 插入到宿

主细胞基因组某个单链时,可作用于人染色体- 19顶点的特异

部位。腺病毒相关病毒载体的最大优点是能感染不分裂细

胞, 目前已有报告它们能很好地将基因转移到神经细胞[ 5]和

气道上皮细胞, 从而显示采用腺病毒相关病毒载体可治疗神

经退行性病变和囊性纤维病。腺病毒相关病毒载体的缺点包

括( 1)它们很难增殖成为高滴度重组病毒, 且重组病毒 DNA

顺序可被外源性 DNA 所替代; ( 2) 重组病毒可失去将自身

DNA插入宿主细胞基因组特异部位的能力; ( 3)这些小颗粒

病毒限制了它们最多只能携带大约 4000 碱基的外来 DNA。

腺病毒是一类非整合性病毒,它们感染细胞后不将自己

的遗传物质插入到细胞的染色体上, 在非整合附加基因存在

的条件下, 其 DNA 包含在细胞核内, 因而它们是最有发展前

途的非整合病毒载体, 目前已用于对囊性纤维病的基因疗法

研究中[ 6]。重组腺病毒很容易获得高滴度病毒, 并对分裂和

不分裂细胞都具有很高的感染率。腺病毒载体的缺点有( 1)

转移基因的表达可随时间的推移迅速减低; ( 2)如果其 DNA

包含在附加基因中便丧失表达能力; ( 3)腺病毒蛋白质具有抗

原性, 可刺激免疫系统攻击腺病毒感染细胞[ 7]。

单纯泡疹病毒是正在发展的另一种感染不分裂细胞的病

毒载体,其基因组很大, 理论上可携带大片段外源性 DNA。

但与腺病毒一样, 单纯泡疹病毒载体也具有细胞毒性和临时

性基因表达等问题。其他病毒包括乳头状瘤病毒, 猿猴病毒

- 40, 多瘤病毒, 牛痘病毒, 细小病毒( picornavirus)和某些其

他病毒也正在作为基因载体研究中。

非病毒载体通常比病毒副本容易研制, 其具有很大的化

学稳定性; 还由于它们不含有外来蛋白质和其他强烈的抗原

物质, 所以通常可反复使用。目前临床上已用于囊性纤维病

和黑色素瘤基因治疗研究。其他非病毒载体 ! DNA 配体复

合物也正在研究中。非病毒载体利用细胞表面特异受体使目

的 DNA 进入细胞, 并促使细胞摄入核内[ 8]。肝细胞表面具

有丰富的无唾液酸糖蛋白受体, 因而可采用 DNA ! 聚赖氨酸

! 无唾液酸糖蛋白复合体来轰击肝细胞。这种受体介导摄入
的基因表达非常有效, 通过掺合腺病毒蛋白将增加基因表

达[ 9]。

裸体 DNA只能在极少数细胞中进行转移和表达, 包括

骨 ! 肌肉细胞、皮肤细胞和甲状腺细胞等[ 4] ,其中皮肤和骨 !
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肌肉细胞中表达时间最长, 甲状腺细胞基因表达半衰期只有

40 小时。注射 DNA 到兔膝关节内也可导致滑膜组织临时性

基因表达[ 10]。

在缺乏有效的细胞摄入 DNA 的条件下, 采用基因枪通

过微粒射击的方法也可使基因强行进入细胞内。早先人们只

介绍采用基因枪将 DNA 射入植物细胞内, 近年来的体内和

体外研究显示,基因枪也可将要转移的 DNA 射入人细胞内。

黄金微粒( particles o f gold)大多为 1~ 7 微米大小, 表面包上

DNA后使其加速到很高速度, 这时包着 DNA 的黄金微粒可

有效地穿透细胞膜并转染细胞。有人报告, 基因枪射入的基

因其表达水平是很高的,但持续时间不长。

2 基因转移的方法

基因转移有两个基本方法,即外源基因通过载体直接进

入体内, 或在体外将靶细胞用外源基因转染后再植入体内。

前者称谓直接(体内)基因转移法; 后者称谓间接 (体外)基因

转移法。采用体内方法转移基因的技术相对简单, 而体外方

法则复杂得多, 但却有许多优点。首先, 当靶细胞分离出来

后,可在试管控制下操作, 没有病毒颗粒或 DNA 复合物注入

体内。此外, 采用体外转移基因的方法还有在体外选择高水

平外源基因表达细胞的机会,这种选择作用是通过选择标记

物基因连接和治疗基因的协同转导 ( co t ransduction)来完成

的,这种标记物基因的表达将使细胞抵抗某些物质, 如 Neo

基因可抵抗新霉素,否则这些细胞将死去, 而表达选择性标记

物基因的细胞则可存活下来。因为选择性标记 Neo 基因可

使得细胞抵抗新霉素和合成 G418 类似物, 经过载体感染的

阳性细胞可同时携带被转移的治疗基因和 Neo 基因。当细

胞分裂时,那些不表达 neo 基因的细胞将被 G418 物质杀死,

幸存的细胞不仅有基因的表达, 而且也能表达外源性的治疗

基因。在 G418 物质存在的情况下, 转染的细胞继续生长, 从

而可提供大量的携带的基因, 遗传信息的选择性细胞克隆。

在体外也可采用逆转录病毒将基因转移到细胞中去, 包括软

骨细胞、滑膜细胞和骨髓基质细胞等。一般情况下, 这些细胞

在体内分裂很慢,在体外丝裂原作用下则常可出现分裂[ 2]。

采用体内或体外基因转移方法将目的基因固定到病变或

其他部位,若基因产品进入全身循环称谓全身性基因疗法,若

基因产品仅作用于病变部位称谓局限性基因疗法。前者适用

于累及多器官或多系统病变的治疗,但副作用较大; 后者常适

用局部单病灶治疗,但副作用小。目前研究显示, 用于全身性

基因治疗有发展前途的细胞包括淋巴细胞、骨髓细胞、肌细

胞、肝细胞、皮肤细胞和人工器官移植后出现在胶原中的转导

细胞[ 11]。

3 基因表达的调控

有效的基因转移到适当的靶细胞后还需要基因有一个适

当的表达水平和时间, 这就与基因表达和调节有关。尽管基

因表达受到许多复杂机制的控制, 但关键是特异基因启动子

( promoters) ,它们不仅调节 RNA 的合成,从而影响基因转录,

在许多情况下,大多可调节基因表达, 但只适用于高基因表达

水平,而且很快就会使基因表达能力丧失或中止。有人报告,

在体内成纤维细胞中,采用逆转录病毒长末端重复启动子调

节的基因大约 1 个月时间内失去表达能力[ 12] , 当它们在造血

基质细胞中则可使基因持续表达好几个月。此外, 病毒启动

子在细胞停止分裂时常可丧失基因表达作用, 这可能是由于

甲基化酶的作用 , 使细胞内启动子胞嘧啶残端甲基化所

致[ 13]。

研究显示, 一些真核细胞启动子具有延长和调节靶细胞

基因表达作用, 从而被称为管家基因( house keeping genes) , 但

真核细胞启动子的表达水平一般都低于病毒启动子。因此,

有人试图从病毒和哺乳动物启动子中设计出一种杂交启动子

( hybird promoters)作为掺合调节成份, 从而获得高效和长久

基因表达功能。另外, 真核细胞基因启动子也可用于组织特

异基因表达, 组织特异性启动子可包括肝细胞白蛋白启动子

和关节软骨细胞中∀型胶原启动子。
为了达到基因治疗的目的, 基因表达的水平和时间必须

保证, 目前调节基因表达最常用的方法是采用诱导启动子

( producible promoters) ,这种启动子具有在疾病不同时期根据

外源或内源性刺激物积蓄量来调节基因表达能力。例如金属

硫蛋白启动子( metallothionein promoters)可与重金属发生反

应, 激素诱导启动子( steroid producible pr omoters)可与地塞米

松发生反应。此外, Wang 等[ 14] ( 1994)发现了个复杂的调节

因子 ! 基因开关, 基因开关对浓度极低的黄体酮拮抗剂

RU486 发生反应,在基因开关控制下, 转移到病人体内的基

因表达可以被 RU486 诱导。

除启动子外, 某些附加物质 ( additional elemens)对基因表

达也有影响, 包括增强子 ( enhancers, 增加基因表达物质)、抑

制因子( silencers, 减低基因表达物质) , 位点控制物质( locus

control elements,控制 DNA 大片区域调节物质)和染色质的组

织结构等。此外 ,改变 mRNA 的稳定性(即改变供翻译蛋白

质 mRNA的数量)和蛋白质转译能力(即改变每个 mRNA 分

子合成蛋白分子的数量)都可以增加蛋白质的合成。

4 骨 ! 肌肉系统的基因转移
某些骨科遗传性疾病, 获得性疾病和其它骨 ! 肌肉系统

疾病都可通过基因疗法进行治疗 ,因此必须率先发展滑膜、软

骨、韧带、肌腱、骨和肌肉的基因转移技术。有人在兔膝关节

模型上, 采用体内和体外基因转移技术将不同的基因转移到

滑膜组织, 体外方法已经可使被转移基因出现临时性表达, 其

表达强度不超过 6周。有人将重组腺病毒直接注射到兔膝关

节内并使其传染 A 型和 B 型滑膜细胞, 其基因表达持续时间

至少可达 8 周。在体内, 大多采用单纯疱疹病毒和脂质体来

转染滑膜细胞, 但尚未获得高水平和长时间的基因表达效

果[ 10]。尽管在体内很容易将基因转移到滑膜细胞,但丰富的

细胞外基质可阻碍基因转移到细胞内 ,这种情况对于骨和软

骨细胞来说尤为重要, 因为它们都有非常丰富的细胞基质, 而

且骨细胞基质是钙化的。

有人发现抽取和静脉会注后,人造血干细胞可进入血液

循环和回归骨髓。人造血干细胞表面含有 CD34 分子, 采用

抗 CD34 亲和棒( affinity columus)从周围血中很容易被分离,

并在静脉回归体内之前在体外采用逆转录病毒转导即可达到

基因治疗之目的[ 13]。

基因转移到肌肉不仅是治疗肌肉疾病的一条途径,而且

是获得全身性基因产品和注射 DNA 编译免疫受体拮抗蛋白
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( immunizing the recipient against the proteins)的一条途径。当

将质粒 DNA 注射到骨骼肌时, 就被肌纤维吸取, 并被延长基

因表达时间。肌肉细胞显示出向免疫系统提呈抗原,这种抗

原被发现是由于非常有效注入 DNA 合成的蛋白质, 从而提

供了强有力的抗原性。这些研究可望用于发展抗感染和抗肿

瘤疫苗研究。另外, 人们可采用直接基因转移方法将基因转

移到成熟的肌纤维,也可采用体外方法将基因转移到肌母细

胞。大量肌母细胞可在体外生长, 它们很容易被逆转录病毒

感染。这种方法的缺点是很难获得足够数量的肌母细胞以满

足大量肌群注射的需求,此外是移植细胞的低植入率( 1%)。

5 基因疗法在骨科疾病的应用

骨关节炎和类风湿关节炎 注射的目的是将抗关节炎基

因转移到病变的关节,采用局部基因转移到滑膜组织的方法

是治疗累及少数关节和不累及关节外组织关节炎的一种方

法,但不能治疗与关节炎有关的全身性疾病 ,如类风湿关节

炎[ 15]。有人报告, 运用逆转录病毒和 MFG IRAP 体外转移

的人白介素 1( IL 1)受体拮抗基因导致了关节内人 IL 1 受体

拮抗剂纤克定量 ( nanog ram quanfifies)蓄积, 而这已足够抑制

注射 IL 1 引起的炎症反应[ 16]。尽管人 IL 1 受体拮抗基因

表达随着时间的推移而渐渐减退, 但这对于治疗抗原诱发性

关节炎的价值已很高, 拮抗的时间已足够长了。在抗原诱发

性关节炎早期,当投入 IL 1 受体拮抗基因 1 天时, 就具有软

骨的保护作用和消炎作用,并可持续一周时间。

骨关节病变的治疗可能需要将基因转移到软骨细胞以补

偿软骨基质结构蛋白的突变,或转移一些细胞因子基因 ,例如

胰岛素样生长因子 ! 1( IGF I)和 ! 转化生长因子( T GF ) ,

它们可抵制软骨的剥脱, 增加软骨基质合成。目前软骨细胞

已能在体外转导,回植后在体内的基因表达正在研究中。

Gaucher s 病 Gaucher s 病的基因疗法寄希望于从 cD

NA文库中成功地克隆出人葡萄糖脑苷脂酶基因, 然后将该

基因转移到 Gaucher s 病患者的成纤维细胞内,并采用逆转录

病毒长末端重复核酸结构作为启动子维持葡萄糖脑苷脂酶基

因的高表达水平。目前已在鼠造血干细胞获得成功,即将葡

萄糖脑苷脂酶基因通过逆转录病毒体外转移细胞表面具有

CD34抗原的造血干细胞[ 17]。

成骨不全和其他遗传性疾病 成骨不全是基因缺陷性疾

病,目前正常等量的缺陷胶原基因已被克隆, 并已用于鼠模型

研究[ 18]。然而, ∀、#、∃型成骨不全一般是由于% 型胶原显

性负突变( dominant negative mutation)所致, 要求基因疗法前

使内源性缺陷基因保持沉默才能获得成功。%型成骨不全却

不存在这些限制,所以目前选择基因疗法更具优越性。最近,

正在试图发展一种基因治疗新方法来治疗成骨不全, 即将目

的基因转移到原祖成骨细胞( osteoblast prog enitor cells)。

其他类型的遗传性结缔组织病变, 包括 Ehlers Danlos 综

合症,各种类型的粘多糖病和软骨营养不良也可采用基因疗

法。软骨营养不良, Stickler 综合症, 软骨形成不良( achondro

genesis) , 脊椎骨骺营养不良和低软骨生长病 ( hypochon

drogenesis)也是由于∀型胶原基因缺陷所致, 因此也可采用基

因疗法进行治疗。血友病采用基因疗法是一个良好的选择,

因为凝血因子的缺陷已弄清楚, 且编码这些缺陷凝血因子的

正常基因已被克隆。这些基因的表达似乎不再需要调节, 因

为这些凝血因子可在血清中具有很大的浓度范围[ 2]。

肌营养不良( muschlar dystrophy) 随着肌营养不良因子

( dystr ophin)的确定及其基因的克隆以及 Duchenne B ecker 肌

营养不良症缺陷分子的确立, 给这些和其他遗传性肌肉病变

的基因疗法奠定了基础。尽管 Duchenne 肌萎缩动物模型的

建立和研究容易获得成功, 但仍有许多难以克服的问题, 例如

营养不良因子是一个非常大的蛋白质, 其 cDNA 长度达

14Kb,远远超过了目前使用的基因载体碱基数。为此, 人们

研究出一类被称为微小原( minigenes)的物质有助于这些问题

的解决。这些微小原含有 DNA顺序的某些缺失结构, 所以可

产生更小的包含某些亲代分子生物特性的蛋白质。尽管

DNA的缺陷是大片段的, 但只要这种情况不常发生即可。在

肌肉特异启动子和肌酸激酶的控制下 ,营养不良因子微小原

已被用于产生转基因鼠 ( tr ansgenic mice) , 这种鼠携带一个矫

正营养不良因子基因突变基因,从而导致转基因鼠子代肌异

常症得以矫正。将这种技术应用到人体细胞基因疗法中目前

还是受到几乎所有肌细胞都被营养不良因子转导这个事实的

阻桡, 而且该技术目前尚不成熟[ 2]。

组织愈合 肌肉 ! 骨骼组织常常不能很好地愈合,某些

生长因子目前已在临床使用以促进肌肉 ! 骨骼组织的修复。

例如 T GF 和碱性成纤维生长因子 ( bFGF )已有报告可促进

软骨愈合, 至于其他生长因子促进韧带愈合的作用目前正在

研究[ 18]。各种骨形成蛋白( BMP )不久前已在临床试用于骨

不连的治疗; IGF I可用于预防肌废用性萎缩,采用基因疗法

转移有关蛋白质生长因子即可能解决这些问题, 且基因表达

只需要在组织愈合的时间内即可, 从而使临时性基因表达技

术用于临床[ 19]。

其他疾病 目前发现, 软骨发育不全性侏儒, Crouzon 综

合症和 P teiffer综合症都是由于成纤维细胞生长因子受体缺

乏所致, 这种基因缺失导致的发育异常可通过基因疗法加以

矫正, 相应的技术正趋成熟
[ 20]
。此外, 一旦基因疗法用于癌

肿的治疗, 骨肉瘤、Ewing s 肉瘤和其他骨 ! 肌肉系统的恶性

肿瘤的治疗将获得改进。最后, 类风湿病、系统性红斑狼疮和

硬皮病也可得益于基因疗法。对于慢性系统性自身免疫性疾

病来说, 转换编码免疫抑制蛋白基因将具有良好的治疗价值,

但这些基因必须有选择性地转移到免疫活性细胞或其他组

织, 在这些组织和细胞中,基因产物将变成全身性作用。
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