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摘　要：尽管皮下注射胰岛素、口服降糖药等可以缓解糖尿病患者的高血糖，但是这些治疗措施只是暂时

性的，并不能从根本上彻底治疗糖尿病以及阻止其他并发症的发生。随着人们对糖尿病本质的深层次揭示

和现代分子生物学手段的发展，针对由胰岛素分泌缺乏引起的 1 型糖尿病 (T1D) 基因治疗手段逐渐丰富。

总结了胰岛素替代基因的直接导入，刺激新的 β 细胞再生以及阻止胰岛 β 细胞的自身免疫，抑制胰岛 β 细

胞的凋亡等 1 型糖尿病的基因治疗新进展，并展望其未来发展方向。
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Research updates of gene therapy for type 1 diabetes
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Abstract: Although a subcutaneous injection of insulin, oral hypoglycemic drugs both can ease high blood sugar in 
people with diabetes, but these treatments are only temporary, do not fundamentally treat and prevent other 
complications of diabetes. With deep understanding of the nature of diabetes and development of modern molecular 
biological. tools, gene therapies for type 1 diabetes (T1D) caused by a lack of insulin secretion have been gradually 
elaborated. This article summarized the advances in T1D gene therapy such as transferring the insulin gene to 
stimulate new β cell formation and insulin secretion as well as to improve immunologic response or avoid immune 
destruction of β cells. This review also made prediction on the future of T1D therapy.
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糖尿病是一类严重的代谢疾病，正危害着世界

上越来越多人口的健康。胰岛素分泌的减少、功能

的缺陷都会引起高血糖，从而导致糖尿病的发生。

据世界卫生组织估计，全世界每年约有 420 万人因

为糖尿病而丧失生命。

目前，虽然可通过皮下注射胰岛素、口服降糖

药等方法治疗糖尿病，但这些治疗措施只能暂时性

地缓解高血糖，而不能从根本上彻底治疗糖尿病以

及阻止其他并发症的发生。因此，如何让糖尿病达

到完全治愈，受到了世界医学界的广泛关注，对它

的研究也随之加深。基因治疗是随着分子生物学、

分子免疫学及细胞生物学的发展逐渐发展起来的一

种治疗疾病的新方法。它能够从细胞和基因水平治

疗糖尿病，达到临床上的治愈，并且具有不良反应

小、血糖平稳、预后好等优点，越来越引起学者的

重视。本文就 1 型糖尿病的基因治疗进展作一概述

和展望。

1　基因治疗

基因治疗是通过基因水平的改变来治疗疾病的

方法。它是指将正常的功能基因或新基因以一定的

基因转移方式导入患者体内，表达出患者体内缺失

或表达异常的蛋白质，重新赋予其正常的或新的生
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理功能 [1]。目前，基因治疗主要采用 4 种方法：(1)
基因矫正：将致病基因的异常碱基进行纠正，而正

常部分予以保留；(2) 基因置换：用正常基因替换

病变细胞内的致病基因；(3) 基因增补：不去除异

常基因，将目的基因导入病变细胞或其他细胞，使

其表达产物补偿缺陷基因的功能，或使原有的功能

得到加强；(4) 基因失活：在翻译和转录水平阻断

某些基因的异常表达 [2]。

2　将胰岛素基因导入受体细胞

2.1　转入基因

在胰岛素原向胰岛素转变过程中，2 个内切蛋

白酶 PC2 和 PC3 起关键作用。PC3 识别 B 链与 C
肽连接处的 Arg—Arg 序列，PC2 的识别序列是 C
肽与 A 链之间的 Lys—Arg [3]。由于除胰岛 β 细胞

外的其他细胞中不表达这两种蛋白酶或表达水平相

对很低，通常情形下胰岛素的加工、成熟及分泌只

能在胰岛 β 细胞中完成。若要使外源性的胰岛素原

在非 β 细胞中转化为成熟的胰岛素，就要对外源

DNA 进行一些改造。由于弗林内切蛋白酶 (furin)
存在于多种非胰岛 β 细胞中，如果能将胰岛素 A 链

与 C 肽或 B 链与 C 肽连接处改造成 furin 酶切位点，

这样外源性胰岛素原就能在非胰岛 β 细胞中加工、

成熟并分泌 [4]。非肝源性细胞系，如 HEK293 和成

肌细胞细胞系，瞬时转染用 furin 酶识别序列修饰

的人胰岛素的 cDNA 可以成功恢复胰岛素原的翻译

后加工，产生具有生物活性的胰岛素。因此，直接

将胰岛素基因转入体内的非胰岛 β 细胞中，并使得

胰岛素能在这些细胞中加工分泌一直是糖尿病基因

疗法的重要突破点。

2.2　受体细胞的选择

协调一致的胰岛素生物合成、分泌是胰岛 β
细胞对营养物质，特别是葡萄糖刺激的反应。血糖

水平是胰岛素合成和分泌的主要生理调节物，其作

用大小与葡萄糖在 β 细胞内的代谢率成正比。葡萄

糖是通过葡萄糖转运蛋白 2 (glucose transporter 2, 
GLUT2) 进入 β 细胞的，进入的快慢与血糖浓度高

低和血糖浓度变化的快慢有关 [5-6]。目前认为，葡

糖激酶可能是葡萄糖浓度的感应器，此酶的活性对

调节胰岛素合成起关键作用。由于 Ca2+ 通道阻滞剂

( 维拉帕米 ) 可阻断葡萄糖的效应，故 Ca2+ 也可能

是葡萄糖信息传递中的重要因素。体外实验证明：

在葡萄糖刺激下，几分钟内胰岛素合成可增加 5~10
倍，如刺激持续，则合成持续增加。β 细胞虽然贮

存有大量的胰岛素，但在最大刺激时仍仅分泌一部

分胰岛素，而胰岛素的合成总是与血糖急性变化有

关。胰岛素的合成、贮存和分泌是不可分割的整体

过程。理想的情况是，β 细胞的替代细胞也应在葡

萄糖的调节下表达胰高血糖素样肽 1 (GLP-1) 来控

制餐后胰岛素分泌 [7]，神经元也需要通过垂体腺苷

酸环化酶激活肽 (PACAP) 和血管活性肠肽 (VIP) 诱
导代谢应激下的通路来控制葡萄糖代谢。

因为肝细胞具有与 β 细胞类似的一些特点，能

够表达 β 细胞分泌胰岛素时所需的特异性葡萄糖转

运蛋白和葡萄糖激酶，且肝细胞在中间代谢和代谢

产物的储存方面均能发挥关键作用，因此，肝细胞

是较常选用的靶细胞 [8]。Lee 等 [9] 将人胰岛素原的

C 肽侧链用一个七肽短链 (Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Lys-
Arg) 代替，并将编码这一胰岛素类似物的基因导入

糖尿病鼠肝细胞内，结果发现此胰岛素类似物具有

正常胰岛素 20%~30% 的生物学活性，可以有效降

低血糖达 40 d。此外，研究还证实这一治疗可以刺

激相关 β 细胞转录因子，如 PDX1、Neurod1、INS1
等的表达。更令人欣慰的是，治疗组的大鼠肝功能

较正常大鼠并无明显变化。尽管具体的机制尚待进

一步研究，但这一实验为肝细胞作为糖尿病替代基

因治疗的靶细胞奠定了基础。

胰岛 β 细胞一个显著的特点是控制胰岛素原的

转录和翻译并为其提供一个稳定的分泌途径诱导其

分泌。虽然肝细胞具有由葡萄糖激酶 (glucokinase, 
GK) 和葡萄糖转运蛋白 2 (GLUT2) 组成的葡萄糖感

应系统，但是它们并没有完善的调节分泌途径。同

样地，虽然神经内分泌细胞可以存储胰岛素分泌颗

粒并且可以对其进行调节分泌，但它们缺乏葡萄糖

感应机制。因此，无论是肝细胞还是神经内分泌细

胞都不能成为理想的 β 细胞替代物。相比之下，存

在于十二指肠和空肠的 K 细胞被认为是目前最适合

的靶细胞，因为它可以像胰岛 β 细胞一样实现 GK、

GLUT2 和 PC 的表达
[10]，使胰岛素的合成和分泌

在血糖的控制下有序进行。研究证实，含 K 细胞特

异性启动子驱动的人胰岛素原基因表达的转基因动

物模型在缺乏 β 细胞的情况下，葡萄糖内环境仍然

可以得到稳定的控制 [11-12]。然而，因为肠上皮细胞

更替迅速，并且只有 1％的肠上皮细胞群是肠内可

分泌细胞，所以还需要大量的研究工作来分离和鉴

定哪些肠内分泌细胞是可以针对性地实现目的基因

的长期表达，同时又是可以有效分泌胰岛素的最佳

靶细胞。
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2.3　基因转入的方法

为了确定一个转入胰岛素基因最有效的方法，

病毒和非病毒作为载体都已经通过胰岛素基因转染

实验的测试。虽然病毒载体和非病毒载体在传递系

统中都有各自的优缺点，但是病毒载体更利于在各

种靶细胞中进行转导。

2.3.1　病毒载体介导的基因转入

腺相关病毒 (adeno-associated virus, AAV) 载体

由于其能将外源基因定点整合至宿主细胞上，而在

近年来备受重视。腺相关病毒为单链 DNA 病毒，

是一种缺陷型病毒，只有与腺病毒、单纯疱疹病毒

等共感染时才能进行有效复制。与其他载体病毒相

比：(1) AAV 无致病性，并且在受染体上不会引发

免疫反应；(2) 宿主范围广，并可感染非分裂细胞；

(3) AAV 载体可将外源基因定点整合到人类 19 号染

色体长臂，基因表达稳定；(4) AAV 是一种无包膜

病毒，对各种理化处理稳定，易于分离纯化 [13]。腺

相关病毒也有一些缺陷，如病毒滴度低、感染效率

低、外源基因容量小。腺相关病毒载体目前已应用

于临床治疗囊性纤维化病。

最近的研究表明，腺病毒 (adenovirus, Ad) 是
较好的有效载体系统。它可以选择性地将基因转移

到胰岛，但是要经受免疫应答反应和载体的细胞毒

作用。完全删除病毒成分的腺病毒载体可以避免这

一问题，它没有毒副作用，可以选择性地将基因转

移到胰岛上，且胰岛素的表达具有长效性和高效性，

基因突变率低，对体内重要基因的表达几乎不产生

影响 [14]。

就可用的病毒载体而言，慢病毒载体 (lentiviruses)
在安全、稳定、效率方面是胰岛素基因治疗中的最

佳选择。相对于只能感染分裂细胞的腺病毒载体，

慢病毒载体对非分裂细胞也有作用。Ren 等 [15] 使

用慢病毒载体将具有弗林蛋白酶作用位点的胰岛素

基因导入链脲霉素诱导的 1 型糖尿病大鼠肝脏中，

从注入之时起，治疗组的糖尿病大鼠血糖即迅速下

降，到注入 5 d 时，胰岛素基因转染组的大鼠血糖

已趋于正常，并且持续了 500 d。除血糖外，治疗

组的大鼠体重仅在 135~175 d 时略微下降，其他时

间均无明显异常。而对照组的糖尿病大鼠血糖持续

维持在 30 mmol/L 左右，且体重不断下降直至死亡。

产生这一结果的原因或许与胰岛素基因表达诱导肝

脏产生胰岛素并调节胰岛素的释放有关。

2.3.2　非病毒载体介导的基因转入

20 世纪 80 年代已有学者将含有胰岛素基因的

质粒与中性脂质体作用后注入大鼠体内，发现在肝

组织中可检测到转入基因的存在，并获得一过性血

糖下降和血浆胰岛素水平升高。1987 年起出现了一

系列阳离子脂质体转染试剂，DNA 通过与阳离子

之间的相互作用形成 DNA －脂质体复合物再被细

胞捕获并最后表达，这大大提高了脂质体的基因转

染效率。

人们还在持续不断地寻找和改进能提高基因表

达效率的分子生物学手段，如以低压脉冲电流介导

的体内转染方法 —— 电穿孔法 (electroporation) 能
显著提高基因表达效率，也被用于胰岛素基因的体

内转染，其安全、高效的特点正受到人们越来越多

的关注，成为一种很有前途的体内转染方法
[16]。

3　刺激新的β细胞再生

在胰岛 β 细胞发生、发育、分裂的过程中，需

要大量因子进行调节。各种基因的开启，各种蛋白

质的失活与激活都由一套精密的程序决定。基于这

一理论，人们将胰岛 β 细胞发生、发育所必需的因

子导入体内来促进 β 细胞的成熟。

研究人员于 2000 年首次采用胰岛发育因子胰

腺十二指肠同源异型盒基因 1 (pancreatic duodenal 
homeobox-1, PDX-1) 等促使非内分泌细胞转变为胰

岛细胞或者 β 细胞显型来取代胰岛移植进行 1 型糖

尿病治疗的研究 [17]。PDX-1 蛋白是胰岛素基因转

录的主要调节因子，它对于胰腺的发育和维持胰岛

β 细胞特异基因的表达是必要的。胰腺中的全部细

胞在器官形成时均有 PDX-1 基因的表达，而在成

体后，PDX-1 基因仅表达于胰岛 β 细胞。利用

PDX-1 对非 β 细胞进行直接或间接修饰将会成为糖

尿病基因治疗中一个极具潜力的发展方向。Raikwar
和 Zavazava [18] 将 PDX-1 基因转入小鼠的胚胎干细

胞，使其大部分分化为胰岛素产生细胞。Talebi 等 [19]

将以慢病毒为载体的 PDX-1 基因导入骨髓间充质干

细胞，通过免疫沉淀分析发现，PDX-1 基因和

insulin 基因均有表达。将这种转入 PDX-1 基因的骨

髓间充质干细胞 (PDX-1+) 植入糖尿病大鼠后，大鼠

血糖水平在 3 d 内从 485 mg/dL 下降到正常水平。

该研究数据显示，表达 PDX-1 基因的骨髓间充质干

细胞具有基因治疗 1 型糖尿病的潜能。

诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem cells, 
iPS cells) 是当前干细胞研究的热点，它在器官再生、

修复和疾病治疗方面具有巨大的潜在应用价值。专

家预测，这项技术将会被广泛应用于糖尿病干细胞
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移植以及各种坏死脏器的自体器官移植等领域。

Zhang 等 [20] 在用人 iPS 治疗糖尿病的研究上取得了

重大突破，成功地用 EGF 等诱导人 iPS 细胞分化，

并获得 25% 的胰岛素分泌阳性细胞。Zhou 等 [21] 将

携带有 PDX1、Ngn3 和 Mafa 等 3 个与胰腺发育相

关的转录因子的腺病毒载体注入缺乏胰岛 β 细胞的

小鼠胰腺时，选择性地感染胰腺外分泌细胞，结果

胰腺内大约 20% 的外分泌细胞转化成胰岛 β 细胞，

小鼠病情得到缓解。虽然有研究表明 iPS 移植可能

产生免疫排斥，但是，最近的两个实验则证实了将

相同基因型的 iPS 细胞所分化的细胞进行移植并不

会产生免疫反应或排斥，而先前的研究结果可能是

使用了逆转录病毒感染的 iPS 细胞导致的 [22-23]。

尽管有大量的研究结果证实，干细胞治疗可以

使糖尿病患者在几年内不依赖胰岛素而维持正常的

血糖水平。但是，将干细胞真正用于糖尿病的临床

治疗还存在潜在的安全性问题，如 Kroon 等 [24] 研

究表明，小鼠体内移植了人胚胎干细胞来源的胰腺

细胞后生成畸胎瘤或其他组织成分的概率超过

15%。另有研究表明，体外扩增的骨髓间充质干细

胞也会增加肿瘤形成或转移的风险 [25-26] ；干细胞来

源的胰岛样细胞移植治疗后仍会出现免疫排斥反

应，终身使用免疫抑制剂可能会给接受移植治疗的

患者带来明显的不良反应等 [27]。这些安全问题都必

须在细胞治疗进入临床试验前认真考虑和评估，并

采取相应的应对措施。

4　阻止胰岛β细胞的自身免疫，抑制胰岛β细
胞的凋亡

1986 年，Feueren 首次采用环胞菌素 A，通过

免疫抑制的方法治疗糖尿病，并收到一些疗效。此

后人们就设想通过导入某种基因来阻断导致糖尿病

的某一免疫环节，达到病因学上的治疗。随着对 1
型糖尿病发病机制及细胞因子在免疫应答中的调节

作用等研究的进一步深入，基因免疫治疗不仅对预

防糖尿病的发生而且对其治疗均有十分重要的意义。

4.1　通过自身抗原诱导β细胞特异性T淋巴细胞的

免疫耐受

1 型糖尿病的病因在于中枢及外周免疫系统对

β 细胞特异性分子免疫耐受的丧失，而调节性 T 细

胞在维持免疫耐受的过程中起关键作用，巨噬细胞

和树突状细胞作为抗原呈递细胞和氧自由基以及其

他细胞毒性因子的释放细胞在 β 细胞凋亡中起着重

要作用。DNA 疫苗是近几年兴起的一种转基因治

疗手段。对于一些糖尿病高危个体，其体内被证实

有遗传学和体液性致病标志物存在，但是尚没有进

入 β 细胞的自身免疫损坏阶段。此时可以利用

DNA 疫苗预防糖尿病的进展 [28]。研究发现，含有

谷氨酸脱羧酶 (glutamic acid decarboxylase, GAD) 基
因结构的 DNA 疫苗注射到大鼠体内可以引起体液

免疫。如果 DNA 疫苗的方法能够引起免疫耐受，β
细胞损坏也许是可以避免的。

4.2　抑制β细胞的免疫损害

胰岛细胞移植中，胰岛细胞往往会受到宿主的

免疫排斥反应，为克服这一移植排斥反应，有学者

考虑利用基因重组技术将具有免疫抑制作用的细胞

因子导入用于移植的胰岛细胞中，从而预防或减轻

宿主对移植外源胰岛细胞的排斥反应。

Fas ( 又称 CD95/APO-1) 属于肿瘤坏死因子超家

族的亚型，Fas 分子胞内段带有特殊的死亡结构域

(death domain, DD)，它与其配体 FasL 结合可以启动

凋亡信号转导而引起细胞凋亡，从而加速 1 型糖尿

病的发生；而肿瘤坏死因子超家族的另一个成员肿

瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 (TNF-related apoptosis 
inducing ligand, TRAIL) 则具有相反的效果。研究人

员通过对 1 型糖尿病的啮齿动物模型的研究，初步

确认了 TRAIL 在糖尿病发病机制中的功能 [29]。实

验证明，TRAIL 基因缺陷型的链脲佐菌素 (STZ) 诱
导的大鼠模型明显比无缺陷的 STZ 大鼠模型糖尿病

发病时间更早，发病率更高，并且胰岛细胞的破坏程

度更大 [30]。而在非肥胖糖尿病小鼠 (non-obese diabetic 
mice, NOD 小鼠 ) 模型中使用可溶性 TRAIL 受体阻

断 TRAIL 功能后，小鼠在很短的时间内发展为糖尿

病 [31]。相反，采用腺病毒运载 TRAIL 基因至 NOD
小鼠可以降低糖尿病的发病率 [32]。此外，将表达

TRAIL 基因的重组胰岛细胞植入 STZ 糖尿病大鼠的

肾包膜下，糖尿病大鼠血糖在 60 d 内均处于正常范

围，且胰岛炎症的程度相比对照组明显减轻 [33-34]。

TRAIL 是免疫调节反应中一个关键的因子，

它可能可以通过抑制自身免疫反应来阻止 1 型糖尿

病的发生。细胞因子信号转导抑制因子 -1 (SOCS-1)
和组织金属蛋白酶抑制剂 -1 (TIMP-1) 参与了 TRAIL
诱导的保护作用 [35-36]。SOCS-1 不仅可以降低糖尿

病的发病率，还可以阻断由细胞因子诱导的 β 细胞

的凋亡。

5　展望

随着糖尿病在病因学、细胞生物学等多方面的
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发展，人们的视角逐渐由宏观转向微观 , 思路更加

开阔，不再局限于体外如何获得胰岛素，而是从糖

尿病发生的根本本质上去解决问题。然而，面临的

挑战也更大。糖尿病不是单一病因所致，其发生与

多种基因和环境因素有关。而 1 型糖尿病则更多地

与遗传、免疫等自身因素有关，因此，用基因疗法

根治 1 型糖尿病的希望更大。虽然目前基因治疗 1
型糖尿病仍处于实验研究阶段，但研究比以往更加

开阔，也不仅仅局限于 β 细胞替代治疗的研究。相

信随着更多优秀病毒载体的出现以及非病毒载体技

术的不断成熟，基因治疗将有可能成为临床上治疗

糖尿病的可靠方法或者重要辅助手段。
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