
因本报见习记者 田瑞颖
听力残疾位居我国各类残疾之首，

其中 60% 的耳聋由遗传因素引起。基

因治疗是治疗基因突变导致的遗传性

耳聋的“金钥匙”，尤其是针对 D N A 的

基因修复，更是被寄予“治本”的希望。

日前，《细胞报告》发表了北京脑科

学与类脑研究中心研究员（原清华大学

生命科学学院副教授）熊巍团队与合作

者取得的最新进展。他们首次在哺乳

动物模型上利用非同源末端连接

（N H EJ）的基因修复通路，有效实现先

天性遗传疾病的在体基因治疗。

从治标到治本

世界卫生组织官网数据显示，全球

大约有 4.66 亿人患有残疾性听力损

失，其中儿童约为 3400万。

临床上对于遗传性耳聋的治疗，主

要是植入人工耳蜗、佩戴助听器以及化

学药物治疗，但这些方法不能从根本上

治疗耳聋。

基因药是继化学药之后下一代药

物的重点研究方向。在人体基因递送

和基因表达等技术陆续被攻克的情况

下，遗传性疾病的基因治疗前景越来越

明朗。

虽然基因治疗被看作治疗基因突

变导致的遗传性疾病的“救星”，但目

前大部分研究工作集中于针对 m R N A

的基因替代或者基因沉默。

熊巍在接受记者采访时表示，在基

于 m R N A 的基因治疗中，虽然若干适

用性好的靶基因已被用于临床，体现

出基因治疗的可行性，但就中心法则而

言，m R N A 水平的修复还是治标不治

本，针对 D N A 的基因修复是下一代基

因治疗的新方向。

他解释说，D N A 好比是生命的“源

代码”，m R N A 等是由 D N A 转录的

“产物”，就遗传突变导致的疾病而言，

针对 m R N A 的基因替代或者基因沉

默只是对“产物”的治疗。其中基因替

代主要是给突变基因做加法，通过外

源补充野生型基因填补原突变基因导

致的功能丧失；基因沉默则是做减法，

将致病突变基因消除。

在他看来，针对 m R N A 的基因治

疗不受身体内源调控，具有瞬时性，超

过一定时效就会“失效”。

“面向 D N A 的基因编辑带来的基

因修复，可以让被修复基因跟随生命体

的生长节奏在时间和空间上实现内源

表达调控，是最自然的基因表达和调控

的体现，也是最理想的针对遗传性疾病

的修复方式。”熊巍说。

经过近 7年的研究，熊巍团队提出

了针对 D N A 移码突变的一个方案，并

系统展示了耳蜗毛细胞 D N A 水平的

基因编辑可有效恢复动物听觉。

他们还在体外组织和在体动物两

个层面，从编辑基因产物、蛋白表达、

毛细胞功能以及动物生理功能等多角

度进行分析、评估，展现该方案的可

行性。

从体外走向体内

近年来，越来越多的科研工作者开

始探索基因编辑技术，但基于基因编辑

技术的在体基因治疗方案一直处于实

验室和细胞系体系研究阶段。

熊巍告诉记者，D N A 水平的基因

修复需要依靠以 C R ISPR - C as为代表

的基因编辑技术，随着 C R ISPR - C as

工具的开发成熟，研究者可以依靠引

导 R N A（gR N A）实现稳定可控的定点

D N A 双链切割 / 断裂（D SB）。

D SB 的修复有很多通路，其中最

主要的是 N H EJ 和同源重组修复

（H D R）两种。N H EJ产物携带各种插

入或者缺失（InD el）导致的移码突变，

它的结果等同于从一个突变到多种突

变，不能很好地应用于基因治疗。

而依赖 H D R 的修复通路是将靶

基因修复为野生型，这一过程需要有一

个野生型的 D N A 模板。然而，在体情

况下基于 H D R 通路的修复效率在活

体动物的终端分化细胞上非常低，这

在一定程度上限制了基因编辑在基因

治疗上的应用。

自 2016年以来，陆续有基于细胞

系的研究表明，gR N A - spC as9 酶切割

产生的 D SB 的末端连接产物并非随机

出现，而是可以预测和重复实现的。

“基于这一原理，可以预测某一个

gR N A 所获得的 D N A 编辑事件；反

之，也可以根据 D N A 产物需要来选择

gR N A 。但是这个规律在体内的实际情

况如何还不清楚。”熊巍说。

在这项研究中，他们利用模拟人类

D FN B 23 遗传性耳聋的 Pcdh15av- 3j

小鼠品系，系统地展示了突变位点附

近产生的 D SB 可以通过 N H EJ通路，

实现移码突变的修复以及听觉和平衡

觉功能的部分修复。

这项研究涉及组织和在体动物两

个层面的验证。对于组织层面而言，耳

蜗毛细胞的基因递送一直是个难点。

2014 年，熊巍团队开发了一套耳

蜗组织培养和基因电转递送的系统解

决方案。在此基础上，他们首先扫描了

av- 3j突变（1bp 插入）上下游 15bp 区

域内的 4 条 gR N A 所产生的编辑产

物，发现其中的 m - 3j- gR N A 1 表现出

高比例的 1bp 删除的编辑产物，而且

重复性很高。这意味着 m - 3j- gR N A 1

是一个潜在的治疗 av- 3j突变的备选

gR N A 。

在培养的 Pcdh15av- 3j耳蜗组织

上 ， 通 过 电 转 表 达 了 spC as9 和

m - 3j- gR N A 1 的 Pcdh15av- 3j 毛 细

胞，恢复了 PC D H 15蛋白的表达，同时

Pcdh15av- 3j毛细胞的机械转导功能

也有所恢复。

论文共同第一作者、清华大学博士

刘恋告诉记者，根据体外研究的效果，团

队又进一步开展了在体动物层面的实

验，对 Pcdh15av- 3j小鼠在体耳蜗注射

包裹有 m - 3j- gR N A 1的 A A V 2/9。

对电转耳蜗组织（体外）和病毒注

射耳蜗组织（在体）的基因编辑产物进

行系统比对显示，它们无论是在主编

辑产物还是产物的比例上都非常一致。

他们又进一步对 m - 3j- gR N A 1

病毒注射小鼠的各方面指标进行评

估，包括耳蜗毛细胞的 PC D H 15 表

达、耳蜗毛细胞的机械转导电流、小

鼠的听性脑干电位和惊吓反应等，均

显示单个 m - 3j- gR N A 1 在 spC as9 的

帮助下即可实现 av3j突变的功能性

恢复。

这项利用小鼠耳蜗培养组织的实

验验证了在终端分化的功能细胞上编

辑产物也具有可重复性，并利用该原

理实现了单个 gR N A 即可修复移码

突变，实现小鼠的在体基因治疗。概念

的成功验证提示了占人类 22% 的移码

突变导致的遗传性疾病有广阔的治疗

前景。

脚踏实地推进科学研究

从 2015年在清华大学成立神经通

信实验室开始，熊巍就带领团队研究耳

聋相关基因的生理和病理机制，经历了

“白手起家”的不易。

除了所有的技术和资源要从零开

始积累，其间他们更是尝试了各种策略

和方法，最终锁定利用 N H EJ的非随

机修复机制来重塑移码突变导致的致

聋突变。

今年，熊巍加入北京脑科学与类

脑研究中心。他坦言，自己也曾设想过

验证失败，因为体内是复杂的环境，有

些实验在体外很好，但到体内可能就

完全变了，“如果验证失败，那只能推

倒再来。”

熊巍告诉记者，目前关于基因编辑

在人体应用的政策还不明晰，主要是新

技术存在未知性，因此关于如何在规定

范围内使用，并将可能的危害降低到最

小的探讨是非常必要的。

他透露，除了移码突变，他们还将

开展替换突变的组织和在体研究。“接

下来，如果条件允许，我们会在猪和非

人灵长类动物体内进行实验，在符合政

策的条件下，脚踏实地推进科学研

究。”熊巍说。
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对基因下手，彻底“唤醒”耳朵
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