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摘要
目的:基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑技术ꎬ研发一种能够靶
向敲除 ＶＥＧＦＡ 基因的新型载基因药物ꎬ实现对人视网膜
色素上皮(ＲＰＥ)细胞系 ＶＥＧＦＡ 表达的长效抑制ꎬ为视网
膜新生血管性疾病的基因治疗提供新策略ꎮ
方法:设计靶向敲除人 ＶＥＧＦＡ 基因的向导 ＲＮＡ 并构建出
重组质粒ꎬ采用一种新型高分子聚合物(ＰＴＥＥ)对其进行
包裹ꎬ制备 ＰＴＥＥ ｌｏａｄｉｎｇ ａｎｔｉ－ＶＥＧＦＡ ｐｌａｓｍｉｄ(ＰＬＡＰ)载基
因药物ꎮ 将浓度为 ０.１、０.２、０.４、０.８、１.６ μｇ / μＬ 的 ＰＴＥＥ
材料与 ＡＲＰＥ－１９ 细胞共孵育ꎬ通过 ＣＣＫ－８ 法评估 ＰＴＥＥ
的生物相容性ꎮ 构建含有 ＧＦＰ 蛋白的重组质粒ꎬ将脂质
体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 和 ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 􀅺 ＤＮＡ 体外转染试
剂作为对照组ꎬＰＴＥＥ 纳米材料作为实验组ꎬ对质粒进行
包裹ꎮ 待细胞融合度达 ８０％时ꎬ将药物转染至 ＡＲＰＥ－１９
细胞和 ２９３Ｔ 细胞中ꎬ通过光学显微镜观察 ＧＦＰ 蛋白的表
达情况并比较各组的转染效率ꎮ 低氧诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞ꎬ将 ＰＬＡＰ 转染至细胞内ꎬ利用 ＥＬＩＳＡ 检测 ＶＥＧＦＡ 表达
水平ꎬ评价该新型基因药物的有效性ꎮ
结果:不同浓度梯度的 ＰＴＥＥ 材料与 ＡＲＰＥ－１９ 细胞共孵
育 ２４ ｈ 和 ４８ ｈꎬ各组细胞活力均未受到明显影响ꎮ ＰＬＡＰ
在 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中的转染 效 率 高 于 ｌｉｐｏ３０００ 组 与
ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 组ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 低氧 ６ ｈ
能显著诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 的表达升高ꎬ
且低氧状态下ꎬＰＴＥＥ 组对 ＶＥＧＦＡ 的表达有明显的抑制
作用(Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:ＰＬＡＰ 在体外实验中显示出良好的生物相容性和显
著的 ＶＥＧＦＡ 抑制效果ꎬ有潜力成为视网膜新生血管性疾

病基因治疗的候选药物ꎮ
关键词:ＶＥＧＦＡꎻＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ视网膜新生血管ꎻ基因敲
除ꎻ视网膜色素上皮(ＲＰＥ)细胞
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０２６.７.０４

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ －ｍｅｄｉａｔｅｄ
ＶＥＧＦＡ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ

Ｚｈａｎｇ Ｗｅｎｈｕａ１ꎬ Ｘｕ Ｊｉｎｇｘｕａｎ２ꎬ Ｃａｏ Ｋｅｙｉｎｇ３ꎬ Ｗａｎｇ
Ｃｈｕｎｍｅｉ１ꎬ Ｓｏｎｇ Ｚｏｎｇｍｉｎｇ１ꎬ Ｌｉ Ｘｉａｏｌｉ１

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｌｅａｄｉｎｇ Ｔａｌｅｎｔｓ ｏｆ Ｚｈｏｎｇｙｕａｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ( Ｎｏ. ２２４２００５１００１３)ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ( Ｎｏ. ２５２３００４２１２６９)ꎻ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｈｅｎａｎ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ (Ｎｏ.２０ＪＣＺＤ００１)
１Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｈｅｎａｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００３ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｃｕｌａｒ Ｔｒａｕｍａꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｘｉｎｇｔａｉ
０５４００１ꎬ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｌｕｏｙａｎｇ ４７１０２３ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｓｏｎｇ Ｚｏｎｇｍｉｎｇ. Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ
Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｈｅｎａｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００３ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｓｚｍｅｙｅｓ＠ ｓｉｎａ. ｃｏｍꎻ
Ｌｉ Ｘｉａｏｌｉ. Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ Ｈｅｎａｎ Ｅｙｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎻ
Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００３ꎬ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａ. ｐｓｙｃｈｅ１９９０＠ ｙｅａｈ.ｎｅｔ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ:２０２５－１１－１３　 　 Ａｃｃｅｐｔｅｄ:２０２６－０５－１９

Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅ － ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ｃａｐａｂｌｅ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｏｕｔ ｔｈｅ
ＶＥＧＦＡ ｇｅｎｅꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ａｃｈｉｅｖｉｎｇ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＶＥＧＦＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ( ＲＰＥ )
ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｉｎｇ ａ ｎｅｗ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ
ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ.
• ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｓｉｎｇｌｅ ｇｕｉｄｅ ＲＮＡｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ
ＶＥＧＦＡ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄꎬ ａｎｄ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ａ
ｎｏｖｅｌ ｐｏｌｙｍｅｒ ( ＰＴＥＥ ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅ ｔｈｅ
ｐｌａｓｍｉｄｓ ｔｏ ｐｒｅｐａｒｅ ａ ＰＴＥＥ－ ｌｏａｄｅｄ ａｎｔｉ－ＶＥＧＦＡ ｐｌａｓｍｉｄ
( ＰＬＡＰ ) ｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍ. ＰＴＥＥ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｔ

７２１１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２６ꎬ Ｎｏ.７ Ｊｕｌ. ２０２６　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ｉｊｏ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ０.１ꎬ ０.２ꎬ ０.４ꎬ ０.８ꎬ ａｎｄ １.６ μｇ / μＬ ｗｅｒｅ
ｃｏ－ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＴＥＥ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ － ８ ( ＣＣＫ － ８) ａｓｓａｙ. Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ＧＦＰ ) ｗｅｒｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ ａｎｄ ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 􀅺 ＤＮＡ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ
ＰＴＥＥ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
ｔｏ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｐｌａｓｍｉｄｓ. Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ
ｒｅａｃｈｅｄ ８０％ꎬ ｔｈｅ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ＡＲＰＥ－１９ ａｎｄ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ. ＧＦＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｕｎｄｅｒ ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ
ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ. ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｎｄｅｒ ｈｙｐｏｘｉａꎬ ａｎｄ ＰＬＡＰ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＶＥＧＦＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ) ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ
ｔｈｅ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ｔｈｉｓ ｎｏｖｅｌ ｇｅｎｅ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ａｆｔｅｒ ｃｏ － ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＴＥＥ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｎｄ ４８ ｈꎬ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ａｎｙ
ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＰＬＡＰ ｉｎ ＡＲＰＥ － １９
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｌｉｐｏ３０００ ａｎｄ ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ
ｇｒｏｕｐｓꎬ ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ< ０.０１) .
Ｈｙｐｏｘｉａ ｆｏｒ ６ ｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＡＲＰＥ － １９ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ
ｈｙｐｏｘｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ＰＴＥＥ ｇｒｏｕｐ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＶＥＧＦＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ<０.０１) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ:ＰＬＡＰ ｅｘｈｉｂｉｔｓ ｆａｖｏｒａｂｌｅ ｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄ ｐｒｏｍｉｎｅｎｔ ＶＥＧＦＡ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ ｍａｋｉｎｇ ｉｔ
ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｄｒｕｇ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ＶＥＧＦＡꎻ ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎻ ｒｅｔｉｎａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎻ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ(ＲＰＥ) ｃｅｌｌｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈａｎｇ ＷＨꎬ Ｘｕ ＪＸꎬ Ｃａｏ ＫＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９－ｍｅｄｉａｔｅｄ ＶＥＧＦＡ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｎ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２６ꎬ２６(７):
１１２７－１１３２.

０引言
视网膜新生血管( ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬ ＲＮＶ)是

多种致盲性眼底疾病的病理基础ꎬ一直是眼科领域的研究
热点ꎮ 增殖性糖尿病视网膜病变 ( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ ＰＤＲ)是由于视网膜微血管系统长期处于高
糖环境时出现慢性损伤ꎬ逐步引发视网膜缺血、缺氧而导
致新生血管产生及纤维化改变ꎮ 这些脆弱的新生血管易
破裂出血并进入玻璃体腔ꎬ或形成瘢痕引起牵拉性视网膜
脱离ꎬ导致视网膜结构破坏和视功能丧失[１－３]ꎮ 湿性年龄
相关性黄斑变性 ( ｗｅｔ ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ
ｗＡＲＭＤ)会出现脉络膜新生血管且伴随视网膜下和(或)
视网膜内渗出ꎬ直接损伤黄斑区感光细胞ꎬ严重影响患者
的 中 心 视 力[４]ꎮ 早 产 儿 视 网 膜 病 变 ( ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｏｆ
ｐｒｅｍａｔｕｒｉｔｙꎬ ＲＯＰ)主要发生于胎龄小于 ２８ ｗｋ 的极早产
儿ꎬ但并不局限于此ꎬ其疾病特征是早产儿视网膜血管发
育不成熟ꎬ在氧环境波动等刺激下ꎬ血管发育进程紊乱ꎬ从

正常血管增殖停滞转向异常新生血管形成[５－６]ꎮ 由此可
见ꎬ新生血管性病变已成为各年龄段致盲的主要原因
之一[７]ꎮ

在上述疾病的发生发展过程中ꎬ血管内皮生长因子 Ａ
(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ａꎬ ＶＥＧＦＡ)可促进内皮
细胞增殖、迁移及新生血管形成ꎬ同时增加血管通透性[８]ꎬ
是最关键的促血管生成因子ꎮ 抗 ＶＥＧＦ 类药物通过与
ＶＥＧＦ 特异性结合ꎬ阻断 ＶＥＧＦ 及其受体的信号传递ꎬ阻
止血管内皮细胞的增生、抑制新生血管的生成ꎬ从而减少
活性物质的释放[９－１１]ꎮ 然而ꎬ抗 ＶＥＧＦ 药物半衰期较短ꎬ
药物在经过一段时间的代谢之后ꎬ可能复发新生血管ꎬ常
需多次注射ꎮ 反复眼内注射不仅增加了患者的经济和心
理负担ꎬ也受到患者依从性差、疗效波动等问题的限
制[１２－１３]ꎮ 因此ꎬ研究具有长期稳定疗效的靶向干预手段
已成为迫切需求ꎮ 相较于 ｓｉＲＮＡ 抑制或抗 ＶＥＧＦ 单抗等
传统药物ꎬ基因编辑技术因其具备“持久性、靶向性及根
本性”优势ꎬ正逐步成为眼底病治疗的重要方向[１４]ꎮ

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术作为新兴的基因编辑工具ꎬ具有高
效性和特异性ꎬ也可实现特定基因的靶向敲除ꎬ在疾病治
疗领域显示出广阔前景[１５]ꎮ 基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统ꎬ构
建出能够靶向敲除 ＶＥＧＦＡ 基因的质粒ꎬ有望通过一次性
玻璃体注药ꎬ在眼球局部实现持久、稳定的基因沉默ꎬ阻断
新生血管形成ꎬ从而克服传统抗 ＶＥＧＦ 药物存在的反复注
射、感染风险及耐药等问题ꎮ 然而ꎬ选择药物的递送载体
仍面临挑战ꎮ 本团队在前期研究中[１６]ꎬ构建出新型非病
毒类载体 Ｐ[ＴＡ－(ＰＥＧ＋ＰＥＩ)] (ＰＴＥＥ)ꎬ这是一种兼具高
转染效率与生物安全性的高分子聚合物ꎬ此次研究将
ＰＴＥＥ 作为药物载体ꎬ对有效质粒进行包裹ꎬ制备出 ＰＴＥＥ
ｌｏａｄｉｎｇ ａｎｔｉ－ＶＥＧＦＡ ｐｌａｓｍｉｄ(ＰＬＡＰ)新型基因药物ꎮ 并在
视网膜色素上皮(ＲＰＥ)细胞中对该基因药物进行体外功
能验证与安全性评估ꎬ为后续开发抗新生血管的基因治疗
策略奠定理论与技术基础ꎬ为治疗新生血管性眼病提供新
思路与新方法ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１ 细胞 　 人 ＲＰＥ 细胞系(ＡＲＰＥ－１９)和人胚肾细胞
(２９３Ｔ)均购自武汉普诺赛公司ꎮ
１.１. ２ 主要试剂 　 ＤＭＥＭ / Ｆ － １２ １ ∶ １ ( １Ｘ ) 培 养 基
(ＨｙＣｌｏｎｅ)ꎻＤＭＥＭ 高糖培养基(ＨｙＣｌｏｎｅ)ꎻ胎牛血清(北
京索莱宝)ꎻＢＩ 胎牛血清(Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ)ꎻ胰蛋白酶
(北京索莱宝)ꎻＰＢＳ 缓冲液(北京索莱宝)ꎻ氨苄青霉素
(Ｓｉｇｍａ)ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂盒 ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ )ꎻ
Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 培养基(Ｇｉｂｃｏ)ꎻｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 􀅺 ＤＮＡ 体外转染
试剂(法国 ｐｏｌｙｐｌｕｓ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ 􀅺 )ꎻ无内毒素质粒小提
中量试剂盒(北京天根)ꎻ细胞基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒
( 北 京 天 根 )ꎻ ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ Ｍａｘ Ｐｒｅｍｉｘ ( ２Ｘ ) Ｔａｑ 酶
(Ｔａｋａｒａ)ꎻＴｒｉｚｏｌ 溶液(天津富宇化工)ꎻ氯仿(天津富宇化
工)ꎻＣＣＫ－８ 试剂盒(北京索莱宝)ꎻＨｕｍａｎ ＶＥＧＦ ＥＬＩＳＡ
Ｋｉｔ(上海优宁维生物)ꎮ
１.２方法
１.２.１质粒构建与基因药物构建　 重组质粒包含能够同时
表达 ｓｇＲＮＡ、Ｃａｓ９ 和 ｅＧＦＰ 的 ＣＲＩＳＰＲ 序列ꎬ可以靶向敲除
人和兔 ＶＥＧＦＡ 基因ꎮ 设计 ｓｇＲＮＡ 序列ꎬ安排引物合成ꎮ
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将单链的引物退火成双链 ｏｌｉｇｏ 序列ꎬ连接入酶切线性化
表达载体ꎮ 菌落 ＰＣＲ 筛选转化子ꎬ筛选的阳性克隆进行
测序验证ꎮ 测序验证正确的克隆ꎬ进行高纯度质粒抽提ꎮ
将含有目的质粒的大肠杆菌接种于含氨苄青霉素的 ＬＢ
液体培养基中ꎬ３７ ℃摇床培养过夜ꎬ采用离心柱法ꎬ按试
剂盒操作流程提取质粒并测定其浓度及纯度ꎬ稀释后于
－８０ ℃保存备用ꎮ

ＰＴＥＥ 合成方法类似于已有报道的 ＰＴＥＢ[１７]ꎬ以聚乙
烯亚胺( ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅꎬ ＰＥＩ)作为骨架ꎬ先利用亲水性
材料聚乙二醇(ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌꎬＰＥＧ)对其进行修饰ꎬ再
接枝硫辛酸( ｔｈｉｏｃｔｉｃ ａｃｉｄꎬＴＡ)ꎬＰＥＧ、ＰＥＩ 和 ＴＡ 的摩尔比
为 １∶ １∶ ２ꎬ从而制备出一种新型的高分子聚合物基因载体
Ｐ[ＴＡ－(ＰＥＧ＋ＰＥＩ)]ꎬ命名为 ＰＴＥＥꎮ 该基因载体在保留
ＰＥＩ 高效转染特性的基础上ꎬ显著提升了材料的生物相容
性ꎬ可促进所载基因药物在细胞内的释放过程ꎬ进而有效
增强其治疗效果ꎮ 通过静电吸附作用ꎬ将不同体积配比的
质粒(１５ μｇ / μＬ)与 ＰＴＥＥ(５ μｇ / μＬ)共培养ꎮ 以 Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ
Ｎａｎｏ 粒径电位分析仪测定复合物的表面电位变化ꎬ评估
Ｎ / Ｐ 比与复合物稳定性ꎬ明确质粒 / ＰＴＥＥ 复合物的最佳
配比ꎮ
１.２.２ ＰＴＥＥ的安全性评估 　 将生长状态稳定的 ＡＲＰＥ－
１９ 贴壁细胞进行 ９６ 孔板铺板ꎬ接种密度为 ８×１０３个 / 孔ꎬ
添加 １００ μＬ 新鲜培养基(９０％ Ｆ－１２＋１０％ 胎牛血清)ꎬ将
细胞置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的恒温培养箱中持续培养２４ ｈꎮ
观察细胞贴壁状态和生长情况ꎬ吸出旧培养基ꎬ用 ＰＢＳ 缓
冲液对每孔细胞进行 ２ 次漂洗处理ꎮ

将细胞分为 ２４ ｈ 共培养组和 ４８ ｈ 共培养组ꎬ两组均
加入含有不同浓度 ＰＴＥＥ 的新鲜培养基 ( 每孔体积
１００ μＬ)ꎬ ＰＴＥＥ 浓度梯度设置为 ０、０. １、０. ２、０. ４、０. ８、
１.６ μｇ / μＬꎬ每个浓度梯度设为 １ 个实验组ꎬ每组包含 ３ 个
复孔以保证数据重复性ꎮ 待两组分别共培养 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ
后ꎬ向每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ－８ 检测溶液ꎬ在 ３７ ℃避光环
境下继续孵育 ２ ｈꎬ使用酶标仪测定各孔在 ４５０ ｎｍ 波长处
的吸光度值ꎬ以分析细胞活性变化ꎮ 通过光学显微镜观察
２４ ｈ 组的细胞形态ꎮ
１.２.３细胞转染效率测定　 细胞培养:ＡＲＰＥ－１９ 细胞培养
液由 ９０％ Ｆ－１２ 培养基、９％胎牛血清和 １％青链霉素混合
制备ꎬ２９３Ｔ 细胞培养液由 ９０％ ＤＭＥＭ 培养基和 １０％ ＢＩ
胎牛血清配制而成ꎬ两种细胞均在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的条件
下培养ꎮ 显微镜观察细胞形态与生长状况ꎬ待细胞融合度
达 ７０％－ ８０％ 进行传代ꎬ选取第 ３ － ６ 代细胞进行质粒
转染ꎮ

细胞铺板:将生长状态良好的 ＡＲＰＥ－１９ 和 ２９３Ｔ 贴壁
细胞接种在 ２４ 孔板中ꎬ接种密度为 １.５×１０５个 / 孔ꎬ每孔加
入 ５００ μＬ 新鲜培养基ꎬ在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２条件下继续培养
２４ ｈꎮ

细胞转染:待 ２４ 孔板中的细胞融合度达 ８０％左右时ꎬ
将两种细胞分为 Ｌｉｐｏ ３０００ 组、ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 组和 ＰＴＥＥ 组ꎮ
Ｌｉｐｏ ３０００ 组和 ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 组根据转染试剂盒说明书ꎬ分
别制备出质粒 / Ｌｉｐｏ３０００ 复合物和质粒 / ｊｅｔ 复合物ꎮ ＰＴＥＥ
组以质粒与 ＰＴＥＥ 的 Ｎ / Ｐ 值作为配比依据ꎬ选取 ５００ μｇ
ＰＴＥＥ 与 ０.５ μｇ 质粒充分混匀ꎬ混合体系置于室温下孵育
３０ ｍｉｎꎬ制备出 ＰＬＡＰ 基因药物ꎮ 吸出 ２４ 孔板内的旧培养

基ꎬ加入上述三种复合物ꎬ每孔含 ０.５ μｇ 质粒ꎬ使用不含
抗生素的新鲜培养基ꎬ每孔溶液总体积为 ５００ μＬꎮ 将 ２４
孔板置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下继续培养 ２４ ｈꎬ通过光学
显微镜观察各组细胞转染情况ꎮ 转染效率的定量计算严
格遵循荧光蛋白标记法的国际通用标准ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软
件进行自动化细胞计数以减少人工偏差ꎬ具体计算公式
为:转染效率(％)＝ 同一视野下 ＧＦＰ 阳性细胞数 / 同一视
野下总细胞数×１００％ꎮ
１.２.４ ＰＬＡＰ基因药物的有效性分析 　 构建低氧模型ꎬ将
ＡＲＰＥ－１９ 细胞在低氧和常氧的条件下进行培养ꎬ低氧条
件温度为 ３７ ℃ꎬＯ２含量为 １％ [１８]ꎬＣＯ２含量为 ５％ꎮ 利用
ＲＴ－ＰＣＲ 方法测定 ＡＲＰＥ－１９ 细胞在不同氧环境下分别培
养 ６ ｈ 和 １２ ｈ 后ꎬ细胞培养液中 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 的表达水
平ꎬ以明确对细胞进行低氧处理的时间ꎮ

将质粒 / Ｌｉｐｏ３０００ 复合物、质粒 / ｊｅｔ 复合物和 ＰＬＡＰ 药
物转染至低氧处理的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中ꎬ利用双抗体夹心
酶联免疫吸附检测技术 ( ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)测定细胞培养液中 ＶＥＧＦ 的表达量ꎬ从而验
证新型载基因药物 ＰＬＡＰ 在抑制 ＶＥＧＦ 方面的有效性ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２７.０ 软件进行数据统计分析ꎮ
符合正态分布的计量资料以平均值±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ
多组间比较采用单因素方差分析ꎬ组间比较采用配对样本
ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１质粒 / ＰＴＥＥ复合物电位分析与粒径分布 　 阳离子材
料 ＰＴＥＥ 与带有负电荷的质粒ꎬ通过静电吸附作用相结
合ꎬ电位分析结果显示 ＰＴＥＥ 纳米材料与质粒体积配比在
２∶ １ 至 ４∶ １ 时ꎬ电位在＋４.９８ 至＋６.５２ 之间ꎮ 双电层理论及
静电相互作用等机制可证实ꎬＺｅｔａ 电位值绝对值大于
５ ｍＶ的稳定性更佳ꎬ且偏正电位对转染效率具有促进作
用ꎬ因此选定 ３∶ １ 为 ＰＴＥＥ 纳米材料与质粒的最佳配比ꎮ
ＰＴＥＥ 纳米材料粒径分布在 １２３－２０７ ｎｍ 之间ꎬ且在 ＰＴＥＥ
纳米材料与质粒体积配比在 ３∶ １ 时ꎬ粒径大小为 １６７.２±
２.５ ｎｍꎮ
２.２ ＰＴＥＥ纳米材料的体外安全性评估 　 采用 ＣＣＫ－８ 法
检测不同浓度 ＰＴＥＥ 材料与 ＡＲＰＥ－１９ 细胞共培养 ２４ ｈ 及
４８ ｈ 后的细胞活力ꎮ 细胞活力以空白对照组为 １００％ 计
算ꎬ浓度梯度为 ０.１、０.２、０.４、０.８、１.６ μｇ / μＬ 的 ＰＴＥＥ 材料
对细胞活性无显著抑制作用ꎬ部分浓度组细胞活力甚至略
高于空白对照组ꎬ差异均无统计学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎬ见
表 １ꎬ图 １ꎮ 通过光学显微镜观察 ９６ 孔板中 ２４ ｈ 组的细胞
形态ꎬ未见明显异常ꎬ提示 ＰＴＥＥ 材料具有良好的体外生
物安全性ꎮ
２.３新型基因药物 ＰＬＡＰ的细胞转染效率测定　 将含 ＧＦＰ
蛋白 和 目 标 基 因 的 质 粒 分 别 以 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００、
ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 􀅺及 ＰＴＥＥ 材料作为载体ꎬ转染至 ＡＲＰＥ－１９
细胞和 ２９３Ｔ 细胞ꎮ 转染 ２４ ｈ 后观察 ＧＦＰ 表达情况ꎮ 结
果显示ꎬＡＲＰＥ－１９ 和 ２９３Ｔ 细胞中ꎬＰＴＥＥ 组 ＧＦＰ 蛋白阳
性表达率(ＡＲＰＥ－１９ 细胞:４０. ２１％ ± ３. １７％ꎻ２９３Ｔ 细胞:
５３.７５％±２.２５％)均高于 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 组(ＡＲＰＥ－１９
细胞:１８. ３３％ ± ２. １６％ꎻ２９３Ｔ 细胞:２２. ３１％ ± １. １６％) 和
ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 􀅺组(ＡＲＰＥ－１９ 细胞:２７.３２％ ±２.４２％ꎻ２９３Ｔ
细胞:３１.１７％±１.８２％)ꎬ表明两种细胞中 ＰＴＥＥ 组的 ＧＦＰ
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蛋白阳性表达最为显著ꎬ转染效率最高ꎬ差异具有统计学
意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ２ꎮ
２.４新型基因药物 ＰＬＡＰ抑制 ＶＥＧＦＡ表达的有效性研究
２.４.１建立 ＡＲＰＥ－１９细胞低氧模型　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞分别
在常氧和低氧条件下培养 ６ ｈ 和 １２ ｈ 后ꎬ通过 ＲＴ－ＰＣＲ 检
测其 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ见表 ２ꎮ 结果显示ꎬ低氧处理
６ ｈ 后的细胞 ＶＥＧＦＡ 表达量明显高于常氧 ６ ｈ(Ｐ<０.００１)ꎬ
且低氧 ６ ｈ 组的 ＶＥＧＦＡ 高于低氧 １２ ｈ 组(Ｐ<０.０５)ꎬ因此将
低氧培养 ６ ｈ 确定为后续低氧模型实验条件ꎮ
２.４.２ ＥＬＩＳＡ 检测 ＶＥＧＦＡ 表达水平 　 ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬ
常氧 ６ ｈ 对照组的 ＶＥＧＦＡ 表达量为 ２２４.７±１７.７ ｐｇ / ｍＬꎬ在
低氧 ６ ｈ 条件下ꎬ低氧－对照组 ＶＥＧＦＡ 表达量为２３９４.２±
２３９.４ ｐｇ / ｍＬꎬ显著高于其他低氧组ꎻ低氧－Ｌｉｐｏ３０００组
ＶＥＧＦＡ 表达量为 ８０１.８±１６.３ ｐｇ / ｍＬꎬ低氧－ｊｅｔ 组为 ９１９.９±
５６.９ ｐｇ / ｍＬꎬ低氧－ＰＴＥＥ 组 ＶＥＧＦＡ 表达量最低ꎬ为 ６２７.３±
９４.５ ｐｇ / ｍＬꎬ与对照组差异显著(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ３ꎮ 表明
在常氧和低氧条件下ꎬＶＥＧＦＡ 的表达量具有明显差异ꎬ三
组药物均可对 ＶＥＧＦＡ 的表达产生显著抑制ꎬ其中 ＰＴＥＥ
组抑制作用最强ꎮ 证实了新型基因药物 ＰＬＡＰ 在低氧诱
导的新生血管微环境中能有效抑制 ＶＥＧＦＡ 表达ꎮ
２.４.３ ＶＥＧＦＡ基因敲除位点的验证　 以 ＰＴＥＥ 作为基因
载体ꎬ把质粒转染入 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ转染后 ２４ ｈ 提取细
胞基因组 ＤＮＡꎬ经过 ＰＣＲ 对其 ＶＥＧＦＡ 片段进行扩增ꎬ
然后将扩增产物进行 ＤＮＡⅠ代测序ꎬ结果显示测序图出
现明显的套峰ꎬ意味着质粒能够靶向敲除 ＶＥＧＦＡꎬ见
图 ４ꎮ
３讨论

本研究制备了一种由高分子纳米聚合物 ＰＴＥＥ 包裹
ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基因编辑系统的新型基因药物 ＰＬＡＰꎬ并在
体外试验中对其安全性和有效性进行评估ꎬ该药物具有良
好的生物相容性ꎬ能够靶向敲除 ＶＥＧＦＡ 基因并产生长效
抑制ꎬ为新生血管性疾病提供新的治疗思路ꎮ

表 １　 不同浓度 ＰＴＥＥ 纳米材料对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活力的影响

(􀭰ｘ±ｓꎬ％)

ＰＴＥＥ 浓度(μｇ / μＬ) ２４ ｈ 细胞活力 ４８ ｈ 细胞活力

０ １００.００±８.０４ １００.００±０.４７
０.１ １０１.０９±２.９８ ９６.９０±０.５６
０.２ １０７.３１±１.７９ ９４.８８±２.５３
０.４ １１１.８５±１.２４ ９７.２６±１.４７
０.８ １１６.９２±１.３６ ９３.６９±２.３１
１.６ １１４.５１±４.２６ ９７.３８±１.２２

表 ２　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞常氧及低氧状态下 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 表达

量对比 􀭰ｘ±ｓ
组别 培养 ６ ｈ 培养 １２ ｈ ｔ Ｐ
低氧 ３.０１±０.７５ １.６７±０.０３ ３.０８２ ０.０３７
常氧 １.０３±０.０８ １.１６±０.１６ １.３００ ０.２６３

　 　 　 　 　 　
ｔ ４.５５５ ５.５０１
Ｐ <０.００１ <０.００１

图 １　 ＰＴＥＥ纳米材料的体外安全性评估　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞与不

同浓度 ＰＴＥＥ 材料共孵育 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ 后的 ＣＣＫ－８ 结果ꎮ

图 ２　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞和 ２９３Ｔ细胞以不同材料为载体的转染结果 　 Ａ:光学显微镜下观察利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００、ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 和

ＰＴＥＥ 进行细胞转染的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞和 ２９３Ｔ 细胞ꎬ绿色荧光即表示质粒成功转入细胞基因组内ꎬＧＦＰ 蛋白能够正常表达ꎻＢ:
各实验组在 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＧＦＰ 蛋白阳性表达率ꎻＣ:各实验组在 ２９３Ｔ 细胞中 ＧＦＰ 蛋白阳性表达率ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｌｉｐｏ３０００
组ꎻｃＰ<０.０５ꎬｄＰ<０.０１ ｖｓ ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳ 组ꎮ
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图 ３　 体外实验细胞培养基中 ＶＥＧＦＡ浓度　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 常氧－对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ 低氧－对照组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ 低氧－ｌｉｐｏ３０００ 组ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ 低

氧－ｊｅｔ 组ꎮ

图 ４　 ＤＮＡⅠ代测序ꎮ

　 　 基于 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 的基因编辑技术已在多种眼部病
变开展了临床研究ꎬ对于新生血管性眼底病ꎬ基因编辑主

要靶向血管生成通路中的信号分子ꎬ如:ＶＥＧＦＡ、ＶＥＧＦＲ、
低氧诱导因子－１α 等[１９－２０]ꎮ 本研究的核心靶点 ＶＥＧＦＡ
与当前新生血管性眼底病的基因治疗研究高度一致ꎮ 同

时有研究表明[２１]ꎬＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 技术能够精确地修饰基

因组ꎬ敲除患者 ＤＮＡ 中的突变基因ꎬ或者抑制显性突变基

因的表达ꎬ在治疗遗传性眼病方面有着巨大潜力ꎮ Ｗｕ
等[２２]开发了一种重组双腺相关病毒系统ꎬ用于传递

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ꎬ并证明在氧诱导视网膜病变(ＯＩＲ)的小鼠

模型中ꎬ使用双 ｒＡＡＶ１ 编辑视网膜中的磷脂酰肌醇 ３－激
酶(ＰＩ３Ｋ)极大地减少了病理性视网膜血管生成ꎮ 但靶点

间接调控的效果弱于 ＶＥＧＦＡ 直接敲除ꎬ且 ＡＡＶ 载体的

免疫原性风险会限制给药次数ꎮ Ｌｉｎｇ 等[２３] 证明ꎬ在

ＶＥＧＦＡ 诱导的 ｗＡＲＭＤ 小鼠模型中ꎬ通过慢病毒介导的

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统ꎬ在单次视网膜下注射后ꎬ将脉络膜新
生血管面积减少 ６３％ꎮ 本研究的创新之处在于ꎬ以 ＰＴＥＥ
作为基因药物载体ꎬ在体外实验中 ＰＬＡＰ 表现出较高的递

送效率ꎬ有望在体内实验中进一步提升基因编辑效率ꎮ
基因载体作为基因治疗的核心“转运工具”ꎬ其安全

性、递送效率及可控性直接决定治疗效果与临床转化潜

力ꎬ主要分为病毒类载体与非病毒类载体两大类ꎮ 病毒载

体虽然在细胞转导效率方面具有明显优势ꎬ但常伴随较高

的免疫原性、潜在的基因组插入风险、包装基因大小的限

制以及复杂的生产流程等问题ꎬ这些因素在一定程度上制

约了其临床应用的广泛推广ꎮ 相比之下ꎬ非病毒性基因载

体近年来因其优越的安全性和可控性受到 广 泛 关

注[２４－２５]ꎬ非病毒载体具有低免疫反应、较大的载荷容量、
可重复给药和易于规模化生产等优势ꎬ特别适合携带大分

子基因药物如质粒 ＤＮＡ、ｓｉＲＮＡ 或 ＣＲＩＳＰＲ 体系ꎬ展现出

优异的临床转化潜力和设计灵活性[２６]ꎮ 与传统 ＡＡＶ 等

病毒载体相比ꎬ本研究采用的 ＰＴＥＥ 递送系统不仅避免了

携带能力有限、免疫原性强、细胞选择性差等问题ꎬ同时表

现出显著的细胞亲和性与转染效率ꎬ其在 ＡＲＰＥ－１９ 细胞
中的转染率ꎬ已明显优于多数非病毒系统(如 ＰＥＩ、脂质体

类等)在同类细胞中的报道水平[２７－２８]ꎮ
本研究发现ꎬＰＴＥＥ 纳米材料在 ＡＲＰＥ－１９ 和 ２９３Ｔ 细

胞中的转染效率显著高于传统转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ 和 ｊｅｔＯＰＴＩＭＵＳꎮ 这一结果可能与 ＰＴＥＥ 材料优异的

阳离子特性及纳米级粒径有关ꎬ使其在细胞膜吸附和内吞

过程中具有更高的效率ꎮ 此外ꎬＰＴＥＥ 材料在 ０.１－１.６ ｇ / Ｌ
浓度范围内表现出良好的体外生物相容性ꎬ且未对

ＡＲＰＥ－１９细胞活力产生显著抑制作用ꎬ提示其作为基因

递送载体的安全性和应用潜力ꎮ 既往研究证实ꎬ在 １％ Ｏ２

条件下ꎬＡＲＰＥ－１９ 细胞可形成稳定的低氧损伤模型ꎬ转录

组分析显示 ＶＥＧＦＡ 及 ＨＩＦ－１ 信号通路持续激活ꎬ提示

１％ Ｏ２能够有效模拟视网膜血管性疾病相关的缺氧微环

境[１８]ꎮ 为确定最佳低氧处理时间ꎬ本研究比较了低氧 ６ ｈ
与 １２ ｈ 条件下 ＶＥＧＦＡ ｍＲＮＡ 表达水平的变化ꎮ 结果显

示ꎬ低氧 ６ ｈ 即可显著上调 ＶＥＧＦＡ 表达ꎬ因此选择 ６ ｈ 作

为后续实验的低氧处理时间ꎬ更有利于观察基因编辑干预
对 ＶＥＧＦＡ 表达的抑制效果ꎮ 在模拟新生血管微环境的低

氧条件下ꎬ ＰＴＥＥ 递送 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 系统能有效下调

ＶＥＧＦＡ 表达ꎮ ＥＬＩＳＡ 结果显示ꎬＰＴＥＥ 组细胞上清中的
ＶＥＧＦＡ 浓度显著低于低氧对照组(Ｐ<０.０１)ꎮ 上述结果表

明ꎬ新型基因药物 ＰＬＡＰ 具备有效阻断促血管生成信号的

能力ꎬ有望为新生血管性眼底病变提供低频且长效的治疗
策略ꎮ

１３１１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２６ꎬ Ｎｏ.７ Ｊｕｌ. ２０２６　 　 ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２０５９０６　 Ｅｍａｉｌ:ｉｊｏ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



本研究为体外功能验证阶段ꎬ初步证实了 ＣＲＩＳＰＲ /
Ｃａｓ９ 系统对 ＶＥＧＦＡ 基因的编辑效率及其在 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞中的功能影响ꎬ但仍存在一定的局限性ꎮ 关于脱靶效应
问题ꎬ在后续研究中计划对预测的高风险脱靶位点进行
ＰＣＲ 扩增及 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证ꎮ 在条件允许的情况下ꎬ将
进一步采用全外显子组测序或全基因组测序对潜在脱靶
突变进行系统评估ꎮ 此外ꎬ本研究团队已构建兔眼视网膜
新生血管模型ꎬ用于后续体内疗效评估及安全性验证ꎮ

综上所述ꎬ本研究通过 ＰＴＥＥ 纳米材料包裹靶向敲除
ＶＥＧＦＡ 基因的 ＣＲＩＳＰＲ 序列ꎬ制备出新型基因药物 ＰＬＡＰꎬ
成功实现了对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中 ＶＥＧＦＡ 表达的高效抑
制ꎬ为抗新生血管性眼底病变的基因治疗提供了新思路ꎮ
后续工作将围绕其在体内模型中的递送效率、治疗效应及
ＰＴＥＥ 材料的长期安全性评估展开ꎬ以推动其向临床应用
转化ꎮ

利益冲突声明:本文不存在利益冲突ꎮ
作者贡献声明:张文华论文选题ꎬ研究实施ꎬ数据分析ꎬ初
稿撰写ꎻ许静璇补充部分实验ꎬ文献检索ꎻ曹可盈、王春梅
文献检索ꎬ数据整理ꎬ论文格式校对ꎻ宋宗明、李晓丽选题
指导ꎬ实验指导ꎬ数据分析ꎬ论文修改及审阅ꎮ 所有作者阅
读并同意最终的文本ꎮ
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Ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ＡＡＶ ｖｅｃｔｏｒ ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ: ｆｒｏｍ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｏ ｐａｔｉｅｎｔ.
Ｔｈｅｒａｎｏｓｔｉｃｓꎬ ２０２４ꎬ１４(３):１２６０－１２８８.
[２８] Ｚｈｏｕ Ｘꎬ Ｌｉｕ ＪＺꎬ Ｘｉａｏ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ａｎｄ ｌｏａｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｔｒｏｐｉｓｍ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｉｍｍｕｎｅ ｅｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｔｒａｎｓｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｉｎｔ Ｊ Ｎａｎｏｍｅｄꎬ ２０２４ꎬ１９:７６９１－７７０８.
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