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一、项目概述

“曙光行动”项目于 2020 年发起，项目共募集善款 2651307.55 元（含腾讯公益基金会配捐

99148.48 元），其中项目拨款 2520000 元，公募机构管理费用 79307.55 元，剩余 52000 元已转捐至

基金会品牌助医项目《生命续航计划》，计划用于支持 5名大病患儿的治疗费用。

项目支出金额主要用于科研机构研发、临床试验，研究人员补贴等费用。项目拨款明细为： 2020

年 4 月 9 日向中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心拨款 1000000 元； 2020 年 9 月 8 日向 NF

专项基金运维人员拨付 10000 元；2020 年 9 月 28 日向中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心拨

款 800000 元；2021 年 1 月 4日向中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心拨款 200000 元，向 NF

专项基金运维人员拨付 10000 元；2021 年 4 月 29 日向中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心拨

款 500000 元；2023 年 5 月 5日转捐至《生命续航计划》共计 52000 元。

二、项目执行票据

1、2020 年 4 月 9 日，河北慈善联合基金会向中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心拨款

1000000 元。

银行转账回单

发票











2、2020 年 9 月 8 日，河北慈善联合基金会向 NF 专项基金运维人员拨付 10000 元。

银行转账回单



收据

3、2020 年 9 月 28 日，河北慈善联合基金会向中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心拨款

800000 元。

银行转账回单



发票









4、2021 年 1 月 4 日，河北慈善联合基金会向中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心拨款

200000 元，向 NF 专项基金运维人员拨付 10000 元。

银行转账回单



发票



收据



5、2021 年 4 月 29 日，河北慈善联合基金会向中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心拨款

500000 元。

银行转账回单

发票







三、项目执行照片

（小鼠实验阶段照片）

四、项目总结

为推动神经纤维瘤病科研进展，让更多 NF 患者看到曙光，河北慈善联合基金会发起“曙光行动”

罕见病救助项目，通过社会募集资金形式为神经纤维瘤病科研助力。2020 年 1 月 19 日，河北慈善联

合基金会与中国科学院脑科学与智能技术卓越创新中心签订《NF 基因疗法科研项目协议神经纤维瘤



病基因疗法科研项目合作协议》（协议编号：SJXWL20191226），协议下约定的基础科研执行负责人

科研主导人为杨辉研究员。

该科研项目定于 2020 年 3 月 15 日正式启动科研计划，科研项目计划从前期完成小鼠模型、细胞

模型建立，利用基因编辑技术寻找本病治疗方案。科研项目组已经提交《小鼠神经纤维瘤疾病模型优

化及基因治疗的研究》的申报材料，根据该材料，确定项目的研究目标为：

在原有小鼠疾病模型基础上进行优化，在原有小鼠疾病模型基础上进行优化，期待获得

Nf1-/-GRDflox/-和 Nf2flox2/-小鼠模型来模拟人类中 NF1 和 NF2 两种类型疾病，并使用 AAV 递送体

系包被 NF1 截短蛋白 GRD 序列和 Merlin，让成瘤组织过表达 GRD 和 Merlin 来补偿 Nf1 和 Nf2 突变造

成的蛋白量不足，并检测蛋白补充后瘤体的消减情况，进而探讨该方法对人类 NF 患者的治疗价值。

目前因该基金无后续捐赠继续支持研究，项目研发属于停滞状态。除以上结项报告外，中国科学

院脑科学与智能技术卓越创新中心及杨辉博士，已在对知识产权进行保护的基础上，整理了《神经纤

维瘤病基因疗法科研项目进展》情况说明（详见下方附件），向公众进一步阐述研究情况。
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一、立项依据

神经纤维瘤病（neurofibromatosis, NF）是一种以神经系统和皮肤上的肿瘤为特征的神经皮肤性疾病，根

据临床和遗传学分为 3种不同类型，1型神经纤维瘤病（NF1）是其中最常见的类型。NF1是由编码神经 纤

维瘤蛋白的 NF1基因的功能性缺失突变引起的一种常染色体显性遗传疾病，临床表现多样，累及多个器 官

和系统，典型特征是神经纤维瘤，一种与脊髓神经、周围神经或颅神经紧密相关的神经鞘肿瘤，其他表 现

包括色素异常、低级别胶质瘤和骨骼发育异常。NF1表型的异质性和复杂性，使疾病的管理难度增大。

针对NF1的临床管理主要为监测和手术切除，但术后复发率高，亟需开发特异性治疗药物。目前仅有一款 口

服的小分子药物司美替尼（Selumetinib）获美国 FDA批准上市 (NDA: 213756)，其通过抑制MEK1/2酶活 性，

诱导肿瘤退缩，但仅适用于 2岁或以上的儿科患者治疗无法手术的症状性和/或进展性 NF1相关的丛状神 经

纤维瘤（2020年上市；中国 2023年上市，适用于 3岁及以上伴有症状、无法手术的 NF1丛状神经纤维瘤 儿

童患者）。另有几款针对 NF1的分子靶向药还处于临床试验阶段。小分子药物通常需要持续给药来维持 治

疗效果，然而长期使用会造成耐药性风险增加，并且无法根治基因疾病。

基因治疗技术通过对突变基因进行表达补偿或直接进行编辑修复，有望从根本上逆转疾病，具有更加

持久的治疗效果，目前已经在单基因遗传病的治疗中显示出了很大潜力。本项目将构建可以模拟人类 NF1疾

病病理特征的小鼠模型，基于其开发 NF1基因治疗策略，并评估其有效性和安全性，完成基因治疗策略的临 床

前概念性验证，为 NF1疾病的后续药物开发提供新的思路和选择。

二、项目研究进展

NF1基因是人类基因突变率最高的基因位点之一，其基因结构复杂，突变位点多变，贯穿于整个 NF1基

因，大多数散发病例各自携带特异的突变位点，遍布基因全长，异质性较高；甚至在同一个家系不同成员之 间，

也存在不同突变位点及突变类型。大部分 NF1基因突变导致截短蛋白产生，影响神经纤维瘤蛋白的正常功 能而

致病。因此，针对 NF1疾病的基因治疗手段采取基因过表达方式更为合适和具有普适性。

有研究报道，在 NF1相关的恶性周围神经鞘瘤细胞（MPNST）细胞系中利用腺相关病毒载体（AAV）过表 达

保留基本功能的 NF1截短蛋白片段—GRD，可以抑制肿瘤细胞生长，进一步将 GRD与 H-Ras C端的 10个氨

基 酸融合形成可靶向细胞质膜的 CRD-C10并将其过表达后，显示出比GRD更显著的抑制MPNST细胞生长的

效

果，有望开发成为潜在的 NF1基因治疗方法。然而，该研究仍缺乏体内实验数据。在本项目中，我们将首先制 备

NF1疾病小鼠模型，观察其成瘤表型，同时构建GRD-C10蛋白表达质粒，将其包装进基因治疗最常用的 AAV 病

毒载体后，注射至疾病小鼠体内，探究其对 NF1小鼠的基因治疗效果。具体进展如下：

1. 制备获得 Nf1flox/flox基因型小鼠，为最终获得 NF1疾病小鼠模型做必要准备

人类体细胞中含有两份NF1 基因，一份来自母亲，一份来自父亲。当 NF1基因的一份拷贝被改变时，它就 不

再能够正常工作，从而导致NF1，因此，NF1在人类中是显性遗传病。然而， NF1疾病在小鼠与人类中有所不 同，

在小鼠中，Nf1基因单拷贝突变（基因型为 Nf1+/-）不会导致其出现 NF1表型，必须完全敲除 Nf1基因的两份 拷

贝（基因型为Nf1-/-）才可致小鼠成瘤，然而Nf1-/-基因型的小鼠在胚胎期便会死亡。因此， 需要制备只在神经 细

胞中特异性敲除 Nf1基因双拷贝，而其他体细胞不受影响的 Nf1条件性敲除小鼠，以此来模拟 NF1疾病的神经系

统成瘤表型。而要获得Nf1条件性敲除小鼠，首先必须制备Nf1flox/flox基因型小鼠，通过将其与神经细胞特异性表 达

Cre重组酶的转基因小鼠进行交配，最终才可在子代中获得 Nf1条件性敲除小鼠。

我们于 2020年 6月从合作课题组获得了 Nf1flox/flox基因型的小鼠（小鼠构建方案如图 1），运送至我单位后依

次对小鼠进行了活体净化与种系扩繁工作，然而，从出生的上百只后代小鼠中，我们未能鉴定出纯合的 Nf1flox/flox 小

鼠，出生小鼠的基因型显示为 Nf1flox/mutant，其中，mutant表示在 Nf1基因的一份拷贝中，在 21-23号外显子两侧

的两个 loxP序列丢失了其中 1侧的 loxP序列（出生小鼠基因型鉴定如图 2）。为了尽快拿到 Nf1flox/flox小鼠，缩

短扩 繁时间，我们舍弃了继续利用现有基因型小鼠进行交配以等待子代 Nf1flox/flox基因型小鼠出生的策略，于 2022
年 2 月将 floxed Nf1 杂合小鼠运送至南模生物进行净化，以希望利用带有正常 Nf1flox基因拷贝的重新净化后的

小鼠来 进行后续的扩繁，于 2022年 11月将净化后获得的 Nf1flox/+公鼠，取精子冻存保种。
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图 1.Nf1flox/flox小鼠模型构建方案示意图 图 2.floxed Nf1子代小鼠基因型鉴定

2. 制备获得 Dhh-Cre小鼠，为最终获得 NF1 疾病小鼠模型做必要准备

在神经发育过程中，Dhh基因在施旺细胞前体中显著表达。有研究表明，启始于小鼠胚胎 12.5天的施旺细

胞 中 Nf1基因的缺失会引发丛状和皮肤神经纤维瘤。Nf1flox/flox;Dhh-Cre小鼠开始在 5.5个月大时死亡，在 13个

月大时 因健康恶化需要被处死，对这些小鼠的大体解剖中都检测到了可见的丛状肿瘤。因此，利用 Dhh基因的

启动子驱 动 Cre重组酶在 Nf1flox/flox基因型小鼠的施旺细胞中表达，可以制备获得在施旺细胞中条件性敲除 Nf1
基因的 NF1小 鼠模型。

如图 3 所示，我们利用本实验室先前建立的 Tild-CRISPR 基因敲入技术，将 Cre序列精准整合到了 Dhh
基因 1 号外显子上游，以实现 Cre在施旺细胞中的特异表达。从 Dhh-Cre 小鼠与 Nf1flox/flox纯合小鼠交配繁育

所得的后代 中，可获得施旺细胞中 Nf1基因被条件性敲除的 Nf1flox/flox;Dhh-Cre小鼠，即 NF1小鼠。Dhh-Cre
小鼠品系于 2021 年 2月在我单位构建获得，经多代扩繁后（出生小鼠基因型鉴定如图 4），因暂未拿到 Nf1flox/flox

小鼠，无法与其互 配以获得 NF1 小鼠模型，后由于新冠疫情封控以及项目剩余经费不足以支持后续进一

步的实验开展，我们于 2022年 11月同 Nf1flox/+小鼠一起，将 Dhh-Cre雄鼠取精子冻存后进行了保种。

图 3. Dhh-Cre小鼠模型构建方案示意图 图 4.Dhh-Cre小鼠基因型鉴定

3. 筛选可高效感染脊髓的腺相关病毒（AAV）

有研究报道，Dhh-Cre, Nf1flox/flox小鼠的大多数大的从状纤维瘤靠近背根神经节，主要位于脊椎的下颈椎或上

胸椎水平，会导致小鼠瘫痪。因此，利用 AAV-GRD-C10 病毒对 NF1小鼠进行体内治疗研究时，可选择鞘内给

药 的方式。由于 AAV病毒具有多种血清型，不同血清型对组织的侵染效率各异。为了筛选出能高效感染脊髓的

AAV 血清型，我们首先对常用于感染神经系统的 AAV9血清型进行了衣壳的工程化改造，并将获得的相应突变

体分别 命名为 AAV-M5、AAV-M8。将 AAV9、AAV-M5、AAV-M8分别包装 tdTomato红色荧光蛋白后，鞘内注

射野生型 小鼠，4周后分析脊髓中 tdTomato蛋白的表达水平，我们证明了 AAV-M5 和 AAV-M8 病毒对脊髓具

有更高的感染 效率（AAV血清型筛选结果如图 5）。后续将 GRD-C10表达质粒分别包装 AAV-M5 和 AAV-M8
病毒（GRD-C10表 达载体构建方案如图 6），构建获得 AAV-M5-GRD-C10和 AAV-M8-GRD-C10病毒，鞘内

注射 NF1小鼠后，通过 观察小鼠是否成瘤以及肿瘤大小，可评估基因治疗效果，通过检测小鼠血生化指标和

病毒药物在小鼠体内的分 布、代谢等情况，进一步评估基因治疗的安全性。
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图 5.高效感染脊髓的 AAV血清型筛选 图 6.AAV-GRD-C10表达质粒结构示意图

4. 制备敲除 Nf1基因，同时敲入GRD-C10表达序列（Nf1-/-;GRD-C10flox/-）的小鼠模型，验证在体内过表

达 GRD-C10是否能够补偿 Nf1基因表达缺失引起的小鼠胚胎致死或成瘤表型

除了Nf1flox/flox;Dhh-Cre NF1小鼠制备，我们还设计了 Nf1-/-;GRD-C10flox/- 基因型小鼠的构建策略（构建方案

如图 7）。由于 Nf1-/-小鼠在胚胎 13.5天死亡，若能获得 Nf1-/-;GRD-C10flox/-或 Nf1-/-;GRD-C10flox/flox基因型的出生

存 活小鼠，一方面可以证明截短型神经纤维素蛋白 GRD在体内能够代替正常 NF1蛋白行使基本功能，为通过

GRD- C10基因过表达策略治疗 NF1小鼠提供进一步的可行性证据；另一方面其可作为具有局部成瘤基础的小鼠

模型， 利用Cre病毒对其进行局部定点注射后，可构建获得局部成瘤的 NF1小鼠模型，并进一步研究基因治疗效

果。利 用本实验室开发的 Tild-CRISPR技术将 Cas9 mRNA、sgRNA-Nf1、GRD-C10 donor片段同时注射野生

型小鼠受 精卵，鉴定 F0代小鼠获得目的基因型小鼠后，观察其生长发育情况及有无成瘤表型。

图 7. Nf1-/-;GRD-C10flox/-小鼠模型构建策略

三、后续研究计划
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本项目冻存的 Nf1flox/+小鼠和 Dhh-Cre小鼠的精子，在复苏后通过体外受精方式，可以重新获得 floxed Nf1
小 鼠和 Dhh-Cre小鼠，再通过交配繁育最终拿到 Nf1flox/flox;Dhh-Cre小鼠后，可继续开展后续研究，进一步验证

AAV-GRD-C10基因治疗方法对 NF1小鼠模型的治疗效果和安全性（研究方案如图 8）。

图 8. NF1小鼠模型基因治疗研究计划示意图

我们实验室自 2014年成立以来，一直致力于基因编辑技术的开发及其在动物模型构建和基因治疗中的应用

研究，我们希望能抓住基因编辑技术发展的时代机遇，为我国基因编辑和基因治疗领域的发展做出一份贡献，更 希

望我们的研究成果能在未来对罕见疾病患者的治疗有切实的帮助。实验室近年来在基因编辑研究中取得了一些 不

错的成绩，但其背后也投入了巨大的研究经费支持和团队学生与工作人员极其辛勤的付出。实验室目前在研课 题

的经费主要来源于国家、中科院和我单位的项目支持，我们希望能将有价值的研究课题推动的更深入长远一

些。在本项目开展过程中，相比于其他实验室，我们在基因工程小鼠模型的构建和繁育方面虽然已有较多积累，但

本项目前期对 floxed Nf1小鼠进行了多次扩繁，基因型鉴定都无法得到 Nf1flox/flox小鼠，通过更改实验方案，拿 到

了数量有限的 Nfflox/+净化小鼠，为保留模型小鼠资源，随即我们对小鼠进行了冻精保种，以确保后续扩繁工作 的

开展，可持续推进项目研究。此外，本项目的另一个难点和技术瓶颈是如何实现基因治疗药物的高效和精准递 送，

为了加快项目进度，我们在模型动物构建的同时开展了 AAV病毒改造和验证工作，对病毒改造方法进行了多 轮迭

代，以及对稳定的病毒生产体系进行多项参数的调试优化，目前已获得了对靶组织感染效率较高的高质量和 产量

的 AAV病毒血清型。神经系统疾病和眼科类疾病一直是我们课题组研究的重点，对于本项目，我们一直在尽 全力

争取新的经费支持，希望可以探索可能的基因治疗方法，克服实验中的困难，推动项目进入下一阶段研究。

四、经费执行情况

累计项目转拨经费
250.00（万元）

(2020年180万元，2021年70万元)
增值税后经费 235.85（万元）

累计执行经费 228.81（万元） 累计结余经费 7.04（万元）



爱心热线：0311-69039212

序号 科 目 名 称 项目执行明细（万元）

1 设备费 0.00

2 材料费 130.68

3 测试化验加工及计算分

析
74.53

4 燃料动力费 0.00

5 差旅费 0.00

6 会议费 0.00

7 国际合作与交流费 0.00

8 出版/文献/信息传播/知

识
2.45

9 劳务费 18.46

10 专家咨询费 0.00

11 专项外协费 0.00

12 其他费用 0.99

13 附加税 1.70

合计（万元） 228.81
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