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摘要   目的 系统评价 AAV-PHP.B 与 AAV-PHP.eB 等突变衣壳在食蟹猴脑内的神经元转导效率，并分析不同注射剂

量及给药途径对全脑感染效果的影响。方法  将携带 hSyn-EYFP 表达框的 AAV9、AAV-PHP.B 及 AAV-PHP.eB 重组病

毒，通过脑室、枕大池及静脉途径以不同剂量注射至食蟹猴体内。病毒表达 6 周后灌流取材，制备脑组织冰冻切片并

进行免疫荧光染色，定量分析前额叶皮层、壳核/尾状核、海马及丘脑等区域的 EYFP 与 NeuN 共标细胞比例，以评估

神经元特异性转导效率。结果 侧脑室注射途径下，低剂量（1×101 3  vg/kg）AAV-PHP.B 在前额叶皮层及壳核/尾状核

的神经元转导效率显著高于 AAV9（8.4% vs. 1.2%，P<0.0001，6.3% vs. 0.5%，P<0.0001）；将病毒剂量提升至

5×101 3  vg/kg，AAV-PHP.B 在壳核/尾状核区域的转导效率进一步提升（P<0.0001）。脑室与枕大池联合注射可协同增

强 AAV-PHP.B 的全脑转导范围，尤其在前额叶皮层（14.7%）和丘脑（2.6%）区域。在联合注射条件下，AAV-

PHP.eB 对海马和丘脑等深部核团的转导效率显著优于 AAV-PHP.B（P<0.01）。静脉注射 AAV-PHP.eB 在所有检测脑

区均未实现有效转导（<1%）。结论 AAV-PHP.B 与 AAV-PHP.eB 在食蟹猴脑中表现出优于 AAV9 的转导能力，且侧

脑室与枕大池联合注射是实现全脑广泛神经元转导的有效策略。本研究为筛选适用于非人灵长类的 AAV 递送工具及

优化脑内给药方案提供了关键实验依据。 

关键词  腺相关病毒，脑部转导，病毒注射，突变衣壳，食蟹猴 

Analysis of AAV capsid variant-mediated gene expression and tropism in the 

macaque brain 
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Abstract   Objective: To systematically evaluate the neuronal transduction efficiency of adeno-associated virus (AAV) 

capsid variants, including AAV-PHP.B and AAV-PHP.eB, in the brain of cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis), and to 

analyze the effects of different injection doses and routes on whole-brain infection. Methods: Recombinant AAVs carrying the 

hSyn-EYFP expression cassette packaged into AAV9, AAV-PHP.B, and AAV-PHP.eB capsids were administered to 

cynomolgus monkeys through different routes (intracerebroventricular [ICV], intracisternal magna [ICM], and intravenous 

[IV]) and at different doses. After 6 weeks of transgene expression, the animals were perfu sed, and brain tissues were 

collected for cryosectioning and immunofluorescence staining. The ratio of EYFP and NeuN co -labeled cells to the total 

NeuN-positive cells in regions including the prefrontal cortex, caudate/putamen nucleus, hippocampus, and tha lamus was 

quantified to assess neuronal transduction efficiency. Results: Following ICV injection, low-dose AAV-PHP.B (1 × 1013 

vg/kg) demonstrated significantly higher neuronal transduction efficiency than AAV9 in the prefrontal cortex (8.4% vs. 1.2%, 

P<0.0001) and caudate/putamen nucleus (6.3% vs. 0.5%, P<0.0001). Increasing the AAV-PHP.B dose to 5 × 1013 vg/kg 

further enhanced its efficiency in the caudate/putamen nucleus (P<0.0001). Combined ICV and ICM injection synergistically 

enhanced the whole-brain transduction of AAV-PHP.B, particularly in the prefrontal cortex (14.7%) and thalamus (2.6%). 
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When delivered using the combined route, AAV-PHP.eB showed significantly superior transduction efficiency in deep brain 

structures such as the hippocampus and thalamus compared with AAV-PHP.B (P<0.01). In contrast, intravenous injection of 

AAV-PHP.eB failed to achieve efficient transduction (< 1%) in any brain region examined. Conclusions: The AAV -PHP.B 

and AAV-PHP.eB capsids exhibited superior transduction capabilities in the cynomolgus monkey brain compared with AAV9. 

Combined ICV and ICM injection represents a highly effective approach for achieving widespread neuronal transduction 

throughout the brain. This study provides crucial experimental evidence for selecting appropriate AAV delivery tools and 

optimizing administration protocols for non-human primate studies and future clinical translation. 

Key words   adeno-associated virus; brain transduction; injection routes; capsid variants; cynomolgus monkey 

重组腺相关病毒（recombinant adeno-associated virus, rAAV）载体因其低免疫原性、长期稳定表

达及良好的安全性，已成为中枢神经系统（center nervous system, CNS）基因治疗与神经科学研究的

重要工具[1]。在帕金森病[2]、脊髓性肌萎缩症[3]等神经系统疾病的临床前与临床研究中，rAAV 展现出

广阔的应用前景。然而，rAAV 在临床转化中面临如何实现高效、广泛且特异性的脑内递送的重大挑

战 [4]。天然血清型如 AAV9 虽能在啮齿类实验动物中实现一定程度的 CNS 转导，但在非人灵长类

（如食蟹猴）中的效率普遍较低，存在显著的物种差异 [5,6]。这一瓶颈限制了基于啮齿类实验动物数据

开发的治疗策略向临床方向的推进[7]。 

为突破此限制，衣壳工程化技术已成为优化载体递送效率的关键策略 [8]。通过定向进化、点突变

及结构域插入等手段，研究者开发出多种具有增强血脑屏障（blood-brain barrier, BBB）穿透及神经趋

向性的突变衣壳，如 AAV-PHP.B[9]、AAV-PHP.eB[10]、AAV-CPP16[11]等。其中，AAV-PHP.B 是基于

Cre 重组酶介导的 AAV 靶向进化（Cre recombination-based AAV targeted evolution, CREATE）平台筛

选获得的衣壳变体[9]。该变体在 AAV9 衣壳表面暴露的 VR-VIII 环区（位于 VP1 蛋白第 588~589 位氨

基酸之间）插入 1 段七肽序列（TLAVPFK），从而获得在小鼠模型中经静脉注射后高效穿越 BBB 的

能力[9]。在此基础之上，CHAN 等[10]进一步对 AAV-PHP.B 七肽插入位点上游的氨基酸残基进行系统

性筛选，并结合神经元与胶质细胞特异性 Cre 转基因小鼠施加定向进化压力。经两轮体内筛选，获得

性能优化的 AAV-PHP.eB 变体，其七肽及上游序列由原始的 AQTLAVPFK 置换为 DGTLAVPFK。相

较于 AAV-PHP.B，AAV-PHP.eB 在中枢神经系统的转导效率显著提升。这些变体在小鼠模型中表现

出卓越的全脑感染能力，但其在非人灵长类脑内的表现是否同样优异，尚未有系统研究予以阐明。此

外，除衣壳优化外，给药途径与剂量同样是影响转导效果的关键因素。脑室注射、枕大池注射及静脉

注射等不同途径，各有其理论与应用优劣，其在非人灵长类中的比较研究仍较为缺乏[12,13]。 

为此，本研究以食蟹猴为模型，系统比较了 AAV9、AAV-PHP.B 与 AAV-PHP.eB 在不同剂量、

不同注射途径下的脑内转导效率，旨在：（1）评估突变衣壳在非人灵长类中的实际性能；（2）探索

适用于全脑感染的优化给药策略；（3）为未来神经疾病基因治疗的临床转化提供工具选择与方法学

支持。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验动物 

本研究所用 8 只普通级健康雄性食蟹猴（年龄 10.3±0.7 个月，体质量 1.3±0.1 kg）购于广东蓝岛

公司[SCXK（粤）2024-0074]，并于环境可控的中国科学院深圳先进技术研究院设施内饲养[SYXK

（粤）2023-0351]。设施温度维持在(22±1)℃，相对湿度 50%±5%，每天 7 点开始光照，12 h/12 h 明/暗

轮换。动物饲喂科澳协力（天津）饲料有限公司猴生长繁殖配合饲料（产品批号：23128111）并辅以

新鲜水果，自由饮水。所有动物均接受常规健康监测，包括每天两次的兽医巡查。实验经中国科学院

深圳先进技术研究院动物伦理委员会审批，符合国家实验动物福利伦理相关规定（SIAT-IACUC-

20221021-NS-NBJZX-LZH-A2104-01）。实验动物在饲养和实验过程中均按照 3R 原则给予人道的关

怀。 
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1.1.2 病毒 

AAV 表达载体 pAAV-hSyn-EYFP（Addgene, 50465）及 AAV9 衣壳载体（Addgene, 112865）由

本实验室保存。根据文献报道，对 AAV9 衣壳进行定点突变，构建 AAV-PHP.B 与 AAV-PHP.eB 衣壳

载体[9,10]。所有 rAAV 病毒颗粒的包装与纯化工作委托派真生物科技有限公司完成。包装采用三质粒

共转染 HEK293T 细胞系统，经碘克沙醇密度梯度离心纯化后，进行以下质控检测：病毒基因组滴度

采用微滴式数字 PCR（droplet digital polymerase chain reaction, ddPCR）法测定，所有病毒滴度均

≥1×1013 vg/mL；衣壳蛋白纯度通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE）银染检测，衣壳条带大小符合参考值；空壳率采用透

射电子显微镜计数完整颗粒与空颗粒的比例，空壳率 <20%；内毒素含量使用鲎试剂（ limulus 

amebocyte lysate, LAL）显色法检测，均<1.0 EU/mL；同时通过支原体定量 PCR（quantitative 

polymerase chain reaction, qPCR）检测及 48 h 无菌培养确保无外源因子污染。所有病毒均分装保存于-

80℃备用。 

1.2  主要试剂与仪器 

组织包埋液（Tissue-Tek® O.C.T. Compound，OCT，货号：4583）购自日本 Sakura 公司；兔源

anti-GFP 抗体（Anti-GFP antibody，货号：ab290）、鼠源 anti-NeuN 抗体（Anti-NeuN antibody [1B7] 

- Neuronal Marker，货号：ab104224）、Alexa Fluor 488 标记驴抗兔 IgG 抗体（Donkey Anti-Rabbit 

IgG H&L （Alexa Fluor® 488），货号：ab150073）以及 Alexa Fluor 594 标记驴抗鼠 IgG 抗体

（Donkey Anti-Mouse IgG H&L （Alexa Fluor® 594），货号：ab150108）均购自英国 Abcam 公司；

DAPI 染液（DAPI Dihydrochloride，货号：T19827）购自美国 TargetMol Chemicals Inc.公司。 

大动物立体定位仪（型号：68816）、耳杆（型号：68304）、颅钻（型号：78001）、注射泵

（型号：KDS LEGATO 130）均购自深圳市瑞沃德生命科技有限公司；定位格栅（中国发明专利号：

ZL202021548817.X）由中国科学院深圳先进技术研究院研发；灌流泵（型号：BT100FC）购自保定融

柏恒流泵制造有限公司；冰冻切片机（型号：CM1950）购自德国徕卡显微系统有限公司；全玻片扫

描仪（型号：BX61VS）购自日本奥林巴斯株式会社；核磁共振仪（型号：uS1129）购自上海联影医

疗科技股份有限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  病毒注射动物 

脑室注射：参照已发表的磁共振引导下非人灵长类脑内病毒注射方案进行[14]。简要步骤如下：食

蟹猴麻醉后，安装磁共振兼容定位格栅，进行脑部磁共振影像（magnetic resonance imaging, MRI）扫

描。随后将动物固定于立体定位仪，根据影像导航坐标，使用微量注射泵将病毒溶液精准注射至脑

室。 

枕大池注射：对食蟹猴颈部区域进行消毒，使用 1 mL 注射器经枕骨大孔穿刺抽取等体积脑脊液

后，保留穿刺针头，更换为含病毒溶液的注射器，将病毒缓慢注入枕大池，并进行 2~3 次回抽与再注

入，以确保病毒完全递送。 

静脉注射：对食蟹猴腿部小隐静脉区域进行消毒，使用 2 mL 注射器抽取病毒溶液，经静脉缓慢

推注。 

1.3.2 灌流与切片 

病毒注射后 6 周，将动物深度麻醉，经左心室灌注 1×PBS 及 4%多聚甲醛（paraformaldehyde, 

PFA）溶液进行心脏灌流固定。完整取出猴脑，于 4% PFA 中 4 ℃后固定过夜，随后转入 30%蔗糖溶

液（4 ℃）中脱水至组织沉底。组织块经组织包埋液 OCT 包埋后，使用冰冻切片机进行冠状位连续

切片，切片厚度为 50 μm。 

1.3.3 免疫荧光染色 

切片在含 5%牛血清白蛋白及 0.3% Triton X-100 的 PBS 溶液中，于室温封闭并透化 1 h。随后，
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与一抗混合液（兔抗 GFP，1:500；鼠抗 NeuN，1:500）在 4 ℃下孵育 48 h。用 PBS 漂洗 3 次（每次

5 min）后，切片与二抗（Alexa Fluor 488 标记驴抗兔 IgG，1:500、Alexa Fluor 594 标记驴抗鼠 IgG，

1:500）及 DAPI 核染料于室温避光孵育 2 h，随后转移至 37 ℃恒温箱中孵育 30 min 以增强信号。再

次用 PBS 漂洗后，切片使用抗荧光淬灭封片剂封片，并通过全玻片扫描仪进行图像采集。 

1.4  统计学方法  

实验数据以平均数±标准差（Mean ± SD）表示。基于非人灵长类动物成本限制及动物实验 3R 原

则，本研究各处理组样本量为 1 只，每只动物针对每个目标脑区均采集多个非连续切片进行免疫荧光

染色分析。具体而言，每个脑区取 3~5 张间隔不少于 200 μm 的非连续切片，每张切片依据各脑区面

积截取不同数量的视野（前额叶皮层：10；壳核与尾状核：6；海马：3；丘脑：3）进行人工计数。

以每张切片的 EYFP 与 NeuN 双阳性细胞占 NeuN 阳性细胞总数的比例作为基本统计单位，代表该区

域的神经元转导效率。采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行统计分析。多组间比较采用单因素方差分析

（One-way ANOVA）及 Tukey 事后多重比较。以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 

2  结果 

2.1  实验设计与转导效率定量分析 

 为系统评估不同 AAV 衣壳在非人灵长类脑中的转导特性与生物分布，本研究将神经元特异

性启动子 hSyn 驱动的 EYFP 报告基因分别包装至 AAV9、AAV-PHP.B 及 AAV-PHP.eB 衣壳中（图

1A），并通过不同剂量与给药途径对食蟹猴进行干预（图 1B，表 1）。所有受试动物对病毒载量耐

受良好，注射后未观察到明显的生理或行为学异常。病毒表达 6 周后，收取脑组织进行免疫荧光染色

分析。本研究主要定量评估了前额叶皮层、壳核与尾状核、海马以及丘脑的转导情况。为保障计数的

代表性，依据各脑区面积截取不同数量的视野（前额叶皮层：10；壳核与尾状核：6；海马：3；丘

脑：3）进行人工计数。分别统计 EYFP 阳性细胞总数与 NeuN 阳性神经元总数，其中 EYFP 与 NeuN

双阳性细胞被判定为成功转导的神经元。通过计算双阳性细胞数与 NeuN 阳性细胞总数的比值，评估

AAV 在各脑区神经元群体中的转导效率。 

 

注：A：AAV 基因组及衣壳示意图；B：食蟹猴注射方式示意图，ICV：脑室注射；ICM：枕骨大孔注射；IV：静脉注射。 

图 1  实验示意图 

Note. A, Schematic diagram of AAV genome and capsid. B, Schematic diagram of the injection routes for cynomolgus monkeys. ICV, 

Intraventricular injection. ICM, Intracisternal magna injection. IV, Intravenous injection. 

Figure 1  Schematic diagram 
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表1  食蟹猴与病毒注射信息 

Table 1  Information of monkey and AAV injection 

猴子编号 Monkey  

ID 

体质量/ kg 

Body 

weight 
/kg 

年龄/months 

Ages 

/months 

病毒名称 

AAV name 

剂量/(vg/kg) 

Doses/(vg/kg) 

 

注射方式 Injection routes 

1 1.4 10 AAV9-hSyn-EYFP 1×1013 ICV 

2 1.1 10 AAV9-hSyn-EYFP 5×1013 ICV 

3 1.4 10 AAV-PHP.B-hSyn-EYFP 1×1013 ICV 

4 1.1 10 AAV-PHP.B-hSyn-EYFP 5×1013 ICV 

5 1.4 12 AAV-PHP.B-hSyn-EYFP 5×1013 ICM 

6 1.2 10 AAV-PHP.B-hSyn-EYFP 5×1013 ICV+ICM 

7 1.2 10 AAV-PHP.eB-hSyn-EYFP 5×1013 ICV+ICM 

8 1.2 10 AAV-PHP.eB-hSyn-EYFP 5×1013 IV 

注：ICV：脑室注射；ICM：枕骨大孔注射；IV：静脉注射。 

Note. ICV, Intracerebroventricular. ICM, Intracisternal magna. IV, Intravenous.  

2.2 不同剂量下 AAV9 与 AAV-PHP.B 的脑部转导比较 

脑室注射是一种通过穿刺技术将药物直接注入脑室系统的给药方式，可以突破 BBB，药物随着

脑室系统流动至全脑，是常见的实现脑内广泛感染的注射方式。为评估衣壳类型与注射剂量对中枢神

经系统转导的影响，本研究首先通过脑室注射途径，比较了 AAV9 与 AAV-PHP.B 在不同剂量下的表

达差异。 

通过前额叶皮层的荧光信号分析发现，低剂量（1×1013 vg/kg）AAV9 仅能检测到零星的 EYFP 信

号，高剂量（5×1013 vg/kg）注射可显著提升其平均荧光强度（P<0.0001，图 2A、2B）。在啮齿类模

型中筛选出的 AAV-PHP.B 衣壳，在食蟹猴脑中同样表现出显著增强的转导能力。低剂量 AAV-PHP.B

的平均荧光强度已显著高于高剂量 AAV9（P<0.0001），表明其在较低病毒载量下仍能维持高效的转

导特性。然而，当 AAV-PHP.B 病毒载量提升至高剂量时，其平均荧光强度未观察到显著提升（图

2A、2B）。 

对神经元转导效率的定量统计结果与上述发现一致（图 2C）。具体而言，低剂量 AAV9 仅能在

约 1.2%的前额叶皮层神经元与 0.5%的壳核/尾状核神经元中检测到 EYFP 表达。将病毒剂量提升至高

剂量后，AAV9 在前额叶皮层的转导效率提升至约 2.8%（P<0.001），而在壳核/尾状核区域未见显著

提升。相比之下，低剂量 AAV-PHP.B 能高效转导 8.4%的前额叶皮层神经元与 6.3%的壳核/尾状核神

经元。高剂量 AAV-PHP.B 在前额叶皮层的转导效率未见显著提升，但在壳核 /尾状核区域达到约

8.9%，较其低剂量组提升约 1.4 倍（P<0.0001，图 2D、2E）。 

在海马区域，低剂量与高剂量 AAV9 的转导效率均极低（分别为 0.5%与 0.8%）。低剂量 AAV-

PHP.B 可标记约 1.5%的海马神经元，但增加剂量并未显著提升其效率（图 2F）。在丘脑区域，两种

衣壳在不同剂量下均仅能标记不足 1%的神经元，且组间无显著差异（P>0.05，图 2G）。 

综上，两种载体均实现了不同程度的脑内转导，EYFP 阳性细胞主要富集于前额叶皮层和壳核/尾
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状核。注射位点附近或与脑室系统直接相邻的脑区通常呈现更密集的标记信号，而海马、丘脑等深

部、远离脑室的皮质下结构则仅见稀疏的 EYFP 阳性细胞散布。 

 

注：A：前额叶皮层 EYFP 荧光信号代表图，虚线框为放大细节图；B：前额叶皮层 EYFP 平均荧光强度，n=3 切片/组；C：前额叶

皮层、壳核/尾状核、海马和丘脑荧光代表图，绿色：EYFP；红色：NeuN；D：前额叶皮层被标记神经元比例，n=5 切片/组；E：

壳核/尾状核被标记神经元比例，n=3 切片/组；F：海马被标记神经元比例，n=3 切片/组；G：丘脑被标记神经元比例，n=3 切片/

组。不同组间相互比较，***P<0.001，****P<0.0001。 

图 2  不同剂量下 AAV9 与 AAV-PHP.B 的脑部转导比较 

Note. A, Representative images of EYFP fluorescence signals in the prefrontal cortex, the dashed box represents the enlarged detail  image. 

B, Mean fluorescence intensity of EYFP in prefrontal cortex, n=3 slices per group. C, Representative fluorescent images of the prefrontal 
cortex, putamen/caudate nucleus, hippocampus and thalamus. Green, EYFP. Red, NeuN. D, Ratio of labeled neuron in prefrontal cortex, n=5 

slices per group. E, Ratio of labeled neuron in caudate/putamen nucleus, n=3 slices per group. F, Ratio of labeled neuron in hippocampus, 

n=3 slices per group. G,Ratio of labeled neuron in thalamus, n=3 slices per group. Compared with each other 

group, ***P<0.001，****P<0.0001. 

Figure 2  Comparison of brain transduction between AAV9 and AAV-PHP.B at different doses 

2.3  不同注射方式下 AAV-PHP.B 的脑部转导比较 

枕大池是位于颅后窝的重要解剖结构，连接颅腔与椎管，为中枢神经系统递送提供了另一潜在途

径。为探索更优的全脑感染策略，本研究在高剂量（5×1013 vg/kg）下，进一步比较了单纯枕大池注

射与脑室联合枕大池注射 AAV-PHP.B 的效果。 

荧光成像显示，单纯枕大池注射在前额叶皮层的表达水平显著低于脑室注射（P<0.0001），而联

合注射则展现出更强的荧光信号（P<0.001，图 3A、3B）。神经元转导的定量统计进一步证实了这一

观察：单纯枕大池注射仅能感染约 1.9%的前额叶皮层与 0.6%的壳核/尾状核神经元，其效率显著低于

脑室注射（P<0.0001，P<0.0001）。相比之下，联合注射将前额叶皮层与壳核/尾状核的神经元转导效

率分别提升至约 14.7%与 10.1%，较单纯脑室注射有显著增强（P<0.0001，P<0.01，图 3C、3E）。 

在海马区域，单纯枕大池注射的转导效率（<1%）低于脑室注射（P<0.05），且联合注射未能进

一步提升标记水平（图 3F）。值得注意的是，在丘脑区域，联合注射实现了约 2.6%的神经元转导，
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显著优于单纯脑室或枕大池注射（P<0.05，P<0.01，图 3G）。以上结果表明，脑室与枕大池联合注

射策略能有效增加 AAV 在食蟹猴脑内的转导细胞数量，是实现全脑广泛感染的优势范式。 

 

注：A：前额叶皮层 EYFP 荧光信号代表图，虚线框为放大细节图；B：前额叶皮层 EYFP 平均荧光强度，n=3 切片/组；C：前额叶

皮层、壳核/尾状核、海马和丘脑荧光代表图，绿色：EYFP；红色：NeuN；D：前额叶皮层被标记神经元比例，n=5 切片/组；E：

壳核/尾状核被标记神经元比例，n=3 切片/组；F：海马被标记神经元比例，n=3 切片/组；G：丘脑被标记神经元比例，n=3 切片/

组。不同组间相互比较，*P<0.05，**P<0.01，****P<0.0001。 

图 3  不同注射方式下 AAV-PHP.B 的脑部转导比较 

Note. A, Representative images of EYFP fluorescence signals in the prefrontal cortex, the dashed box represents the enlarged detail  image. 

B, Mean fluorescence intensity of EYFP in prefrontal cortex, n=3 slices per group. C, Representative fluorescent images of the prefrontal 

cortex, caudate/putamen nucleus, hippocampus and thalamus, Green, EYFP. Red, NeuN. D, Ratio of labeled neuron in prefrontal cortex, n=5 
slices per group. E, Ratio of labeled neuron in caudate/putamen nucleus, n=3 slices per group. F, Ratio of labeled neuron in hippocampus, 

n=3 slices per group. G, Ratio of labeled neuron in thalamus, n=3 slices per group. Compared with each other 

group, *P<0.05，**P<0.01，****P<0.0001. 

Figure 3  Comparison of brain transduction of AAV-PHP.B under different injection routes 

2.4 AAV-PHP.eB 与 AAV-PHP.B 的脑部转导比较 

鉴于 AAV-PHP.eB 在小鼠模型中报道的更强 BBB 穿透能力，本研究在高剂量（5×1013 vg/kg）

下，比较了其与 AAV-PHP.B 经脑室与枕大池联合注射后的表现。结果显示，AAV-PHP.eB 在前额叶

皮层的荧光信号强度显著高于 AAV-PHP.B（P<0.01，图 4A、4B）。然而，神经元统计显示两者在前

额叶皮层、壳核/尾状核的神经元转导效率相近，无显著差异（P>0.05，图 4D、4E）。在深部脑区，

AAV-PHP.eB 展现出显著优势：其在海马的转导效率约为 2.2%，在丘脑达到约 7.7%，均显著高于

AAV-PHP.B（P<0.05，P<0.0001，图 4F、4G）。 

最后，本研究评估了 AAV-PHP.eB 经静脉注射（5×1013 vg/kg）的效果。结果显示，受血脑屏障

限制，该途径的转导效率极低，在前额叶皮层几乎无法检测到荧光信号，在所有统计脑区（前额叶皮

层、壳核/尾状核、海马、丘脑）的神经元标记率均低于 1%（图 4）。 
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注：A：前额叶皮层 EYFP 荧光信号代表图，虚线框为放大细节图；B：前额叶皮层 EYFP 平均荧光强度，n=3 切片/组；C：前额叶

皮层、壳核/尾状核、海马和丘脑荧光代表图，绿色：EYFP；红色：NeuN；D：前额叶皮层被标记神经元比例，n=5 切片/组；E：

壳核/尾状核被标记神经元比例，n=3 切片/组；F：海马被标记神经元比例，n=3 切片/组；G：丘脑被标记神经元比例，n=3 切片/

组。不同组间相互比较，*P<0.05，**P<0.01，****P<0.0001。 

图 4  AAV-PHP.eB 与 AAV-PHP.B 的脑部转导比较 

Note. A, Representative images of EYFP fluorescence signals in the prefrontal cortex, the dashed box represents the enlarged detail  image. 
B, Mean fluorescence intensity of EYFP in prefrontal cortex,  n=3 slices per group. C, Representative fluorescent images of the prefrontal 

cortex, caudate/putamen nucleus, hippocampus and thalamus. Green, EYFP. Red, NeuN. D, Ratio of labeled neuron in prefrontal cortex, n=5 

slices per group. E, Ratio of labeled neuron in caudate/putamen nucleus, n=3 slices per group. F, Ratio of labeled neuron in hippocampus, 
n=3 slices per group. G, Ratio of labeled neuron in thalamus, n=3 slices per group. Compared with each other 

group, *P<0.05，**P<0.01，****P<0.0001. 

Figure 4  Comparison of brain transduction between AAV-PHP.eB and AAV-PHP.B 

3  讨论 

本研究首次在食蟹猴模型中系统比较了 AAV-PHP.B、AAV-PHP.eB 与 AAV9 在不同剂量与多种

给药途径下的脑内转导特性，主要发现如下：首先，AAV-PHP.B 在食蟹猴脑中展现出显著优于

AAV9 的转导效率。即使在低剂量下，AAV-PHP.B 在前额叶皮层及壳核/尾状核的神经元标记率仍可

达 AAV9 的 7 倍以上，这一结果直接将源于啮齿类模型的衣壳工程成果，在非人灵长类中进行了效能

验证[9]。本研究结果与 MATSUZAKI 等[15]在绒猴中的观察一致，他们同样发现 AAV-PHP.B 经脑室注

射后皮层转导效率优于 AAV9，进一步证实了该衣壳在多种新世界猴与旧世界猴中可能具备跨物种的

转导优势。值得注意的是，AAV-PHP.B 的剂量-反应关系存在明显的脑区异质性：在壳核/尾状核，提

高剂量能带来转导效率的进一步提升；而在前额叶皮层和海马，剂量提升的增益则不明显。这种脑区

异质性在 LIGUORE 等[16]对非人灵长类鞘内注射 AAVrh10 的研究中也有类似的报道，表明这是脑内

基因递送的一个普遍特征。这强烈提示，不同脑区的微环境（如细胞表面受体丰度、细胞内在特性或
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局部屏障）是影响病毒衣壳利用效率的关键限速因素。因此，未来针对特定脑区疾病的基因治疗，单

纯增加系统剂量可能并非最优策略，而需结合对局部转导障碍机制的深入理解。AAV9 和 AAV-

PHP.B 在深部脑区如丘脑不能实现有效的感染，提示在非人灵长类中通过脑室注射实现深部脑区的有

效地送仍面临着巨大挑战。 

为了更好地实现全脑递送，本研究创新性地对比了脑室注射、枕大池注射以及脑室、枕大池联合

注射地转导效果，证实了“多入口、多路径”联合递送策略在灵长类动物中的优越性。单纯的枕大池注

射在食蟹猴中的转导效率有限，这可能与病毒在脑脊液中扩散的动力学及与脑实质接触的表面积有

关。然而，当脑室、枕大池联合注射时，转导范围与深度，尤其是在传统脑室注射难以触及的丘脑区

域，得到了显著扩展。类似的，也有研究者在食蟹猴的研究中发现联合鞘内注射（涵盖腰池和枕大

池）能实现更均匀的全脑基因表达[12]。这些结果暗示联合注射可能通过提供更多的病毒扩散起始点，

更有效地利用了脑脊液循环网络。 

尤为重要的是，AAV-PHP.eB 在联合注射下对海马与丘脑的转导效率显著优于 AAV-PHP.B，表

明其在灵长类动物深部脑区中可能具有独特的趋向性。这一发现与近期在恒河猴中的鞘内注射研究结

果相呼应[14]。在成年恒河猴中，AAV-PHP.eB 相较于 AAV-PHP.B 可能具有更高的中枢神经系统转导

趋势，尽管其具体分布模式存在研究间差异，但共同指向 PHP.eB 在灵长类动物中可能具备更优的潜

力。这种衣壳间的性能差异，可能与它们和灵长类动物脑内特定细胞表面受体结合的亲和力不同有

关[17]。未来的工作可着眼于深入解析 AAV-PHP.eB 在灵长类动物深部脑区的分子机制。后续可通过

膜蛋白亲和纯化、CRISPR 筛选等技术，鉴定 AAV-PHP.eB 在灵长类动物脑内的功能性受体，为下一

代衣壳工程提供靶点。 

另一方面，AAV-PHP.eB 经静脉注射在所有脑区均未能实现有效转导，突显出灵长类动物血脑屏

障对系统给药仍构成重大阻碍。这主要是因为非人类灵长类动物缺乏 LY6A，而 LY6A 是 AAV-

PHP.B/eB 在啮齿类动物中实现高效跨 BBB 转导的关键受体[18, 19]。这与近期多项在非人灵长类中进行

的静脉注射研究结果一致[18, 20]，提示 BBB 的跨物种分子结构差异对 AAV 感染模式的影响，因此，

基于灵长类动物筛选的新一代衣壳也是未来发展的重要趋势[21, 22]，通过 TRACER 平台在食蟹猴体内

筛选获得的 VCAP-102 衣壳，在多种灵长类动物中展现出优于 AAV9 数十倍的转导效率，且与高度保

守的 ALPL 受体结合，具有良好的跨物种可转化性[23, 24]。后续可结合此类平台，筛选真正适用于人类

临床的 CNS 靶向衣壳变体。除了 AAV 衣壳筛选，结合聚焦超声等开放 BBB 的技术，有望进一步提

高 AAV-PHP.eB 静脉注射后脑内转导效率。通过聚焦超声联合微泡技术，可实现血脑屏障的瞬时、可

逆性开放，可显著增强 AAV9 在脑内的递送效率[25-27]，为实现无创、靶向性脑内基因递送提供了新思

路。 

此外，本研究也存在一定局限：第一，样本性别单一，缺乏个体间变异评估。本研究仅使用雄性

食蟹猴，未纳入雌性个体，因此无法探讨性别因素对 AAV 转导效率的潜在影响，亦难以评估个体间

的生物学变异。后续需扩大样本量并纳入雌性动物，以验证结论的稳健性与普适性，并进一步阐明

AAV 中枢神经系统转导的性别差异。第二，细胞嗜性分析不全面，未覆盖胶质细胞群体。本研究主

要聚焦于神经元（NeuN+）的转导效率评估，未系统检测星形胶质细胞、小胶质细胞及少突胶质细胞

的转导情况。然而，胶质细胞在神经炎症、神经退行性疾病病理及基因治疗应答中均发挥重要作用 [28, 

29]。FORTUNA 等[30]近期在食蟹猴中的研究显示，AAV-PHP.eB 经侧脑室注射后亦可转导部分胶质细

胞，但其比例存在显著的脑区异质性。因此，后续研究需系统解析 AAV 突变衣壳在灵长类动物脑中

的全细胞类型嗜性谱，以更全面地评估其应用潜力。第三，观察时间点单一，缺乏长期安全性与有效

性数据。本研究观察时间点为病毒注射后 6 周，属于中期表达阶段，尚未评估转导效率的长期稳定

性、转基因表达的维持时间，亦未对潜在的迟发性免疫毒性进行监测。AAV 介导的基因治疗在灵长

类动物中可能诱发先天性和适应性免疫反应，包括衣壳特异性 T 细胞应答及中和抗体的产生，这些因

素可能影响治疗的持久性和安全性[31]。此外，外周器官的病毒脱靶分布及潜在毒性亦未系统检测。后

续研究需延长观察时间窗至 6 个月以上，结合血清学、组织病理学及行为学评估，全面考察病毒载体
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的长期安全性与有效性。 

综上，本研究证实了 AAV-PHP.B 与 AAV-PHP.eB 在食蟹猴脑中相较于 AAV9 的转导优势，并确

立了脑室与枕大孔联合注射为实现全脑广泛感染的高效策略。这些发现为神经疾病基因治疗的临床前

研究提供了重要的工具选择与给药方案参考。未来工作应聚焦于开发更具灵长类动物特异性的衣壳变

体，并探索协同递送技术，以最终实现安全、高效、精准的脑内基因递送。 
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