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综述与专论

ＡＡＶ 载体靶向修饰策略在基因治疗中的研究进展

邓怡晨，刘云波

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 腺相关病毒（ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）是微小病毒科的一种，它能以其广泛的宿主范围及低的免

疫原性对人及灵长类进行感染，而且经过改造后的 ＡＡＶ 能够更有效的转导特异组织及细胞。 腺相关病毒作为一

种基因治疗载体其生物学特性已被深入了解，通过改造腺相关病毒的血清型和蛋白衣壳结构能够扩宽其应用范

围。 本文对 ＡＡＶ 病毒载体的衣壳蛋白基因工程修饰、转录水平调控修饰、基因改造和衣壳蛋白共价偶联修饰的靶

向机理以及相关的一些研究成果进行介绍。
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　 　 随着对腺相关病毒 （ ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，
ＡＡＶ）研究的深入，研究人员发现 ＡＡＶ 作为转导基

因的载体有一定的局限性，如 ＡＡＶ 宿主范围广泛、
组织或细胞特性缺乏等，使得其作为基因的载体被

用于临床治疗实验中存在安全性、靶向性和转染效

率低的缺陷［１］。 因此，ＡＡＶ 的靶向性对于基因治疗

的成功与否非常关键。 具有靶向性的病毒载体是

目前基因治疗临床试验研究的主要载体，应用 ＡＡＶ

载体来转导治疗基因有宿主范围广泛及低免疫原

性等优点。 而且经过 ＡＡＶ 改造后的重组腺相关病

毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ａｄｅｎｏ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｖｉｒｕｓ，ｒＡＡＶ）载体更

能有效的转导治疗基因和靶向特定的组织或细

胞［２， ３］。 在 ＡＡＶ 成功用于基因治疗的研究中，需要

尽可能提高基因治疗的效率和努力使其造成的细

胞毒性降到最低，探究 ＡＡＶ 载体介导基因治疗的最

佳靶向策略。 目前优化 ＡＡＶ 的感染靶向性有四种



策略：一是衣壳蛋白基因工程修饰；二是在转录水

平上进行靶向调控；三是通过基因改造；四是对衣

壳蛋白通过共价偶联进行修饰。

１　 衣壳蛋白基因工程修饰

ＡＡＶ 对细胞的靶向性依赖于其衣壳和特异细

胞表面受体的相互作用，是由受体和衣壳的相互作

用介导的 ＡＡＶ 内化和细胞运输等过程。 目前对构

成衣壳的 ｃａｐ 蛋白 （ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ） 进行改造成为

主要研究方向［４ － ６］。
在早期对 ＡＡＶ 靶向性研究中一般是直接将目

标配体插入到 ｃａｐ 基因中。 如 Ｙａｎｇ 等首次构建了

一种以人类造血干细胞为靶点的 ＡＡＶ 载体，方法是

在 ＡＡＶ２ 的 ＶＰ２ 蛋白 Ｎ 端插入了抗人 ＣＤ３４ 的单链

抗体基因，结果显著地增强了 ＡＡＶ 对 ＣＤ３４ 细胞的

感染率［７］。 随后的研究中，Ｂｕｎｉｎｇ 等发现在 ＡＡＶ２
衣壳蛋白的表面有 ６ 位点暴露出来，位点分别是

２６１、３８１、４４７、５３４、５７３、５８７，且在这些位点插入一些

氨基酸序列不会影响 病毒的衣壳包装等正常生活

周期并且能改变其转染趋向性。 如 Ｗｈｉｔｅ 等构建了

靶向人内皮细胞的 ＡＡＶ 载体，即在 ＡＡＶ２ 衣壳的

５８７ 位点插入靶向人内皮细胞的多肽序列，结果是

大大增强了 ＡＡＶ２ 载体转染人内皮细胞的靶向性。
而且该突变体感染途径不依赖硫酸乙酰肝素

（ｈｅｐａｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎ，ＨＳＰＧ）而增强了其特

异靶向性。 因为野生型 ＡＡＶ２ 广泛趋向性是在其感

染各种细胞过程中先与 ＨＳＰＧ 结合，而大多细胞表

面都表达葡萄糖胺聚糖［８］。
随后，很多研究团队也分别通过直接插入的方

式在 ＡＡＶ 衣壳上插入选择配体从而构建了具有不

同靶向性的 ＡＡＶ 载体。 Ｇｒｉｆｍａｎ 等用受体靶向性修

饰 ＡＡＶ 衣壳，将肿瘤靶向多肽序列 ＮＧＲＡＨＡ 插入

至 ＡＡＶ 衣壳的特定位点，使插入该靶向多肽的

ｒＡＡＶ 载体感染 Ｋａｐｏｓｉ 肉瘤细胞和胚胎横纹肌肉瘤

细胞的能力远高于用野生型 ＡＡＶ２ 的感染效果［９］。
Ｎｉｃｋｌｉｎ 等通过用多肽 ＳＩＧＹＰＬＰ 修饰 ＡＡＶ 衣壳，使
构建的 ＡＡＶ 能人为靶向的感染多种肿瘤细胞株，包
括恶性黑色素瘤细胞系（Ｃ８１６１）、前列腺癌细胞系

（ＰＣ⁃３ 和 ＬｎＣＡＰ）、胃癌细胞系（ＭＫＮ⁃４５）、和肺腺

癌细胞（Ａ５４９），而且不受 ＡＡＶ 本身对细胞亲噬性

的影响［１０］。 这些研究有力的说明了野生型 ＡＡＶ 经

过对衣壳蛋白进行插入和突变修饰能提高其对特

异细胞的靶向性，从而提高 ＡＡＶ 转导目的基因的转

染率。

２　 在转录水平上进行靶向调控

在转录水平对 ＡＡＶ 靶向调控方式包括：一、组
织特异性启动子调控 ＡＡＶ 载体转导基因的靶向性；
二、转录后水平的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 靶向元件调控 ＡＡＶ 的

靶向性。
２ １　 组织特异性启动子对 ＡＡＶ 的靶向性探究

在机体内，几乎所有的细胞都具有完整基因

组，但在不同组织细胞中会呈现出不同的表型特

征，这是因为由 ＤＮＡ 中的启动子、增强子元件及转

录因子相互作用在基因组表达过程中调控基因的

转录。 病毒启动子如 ＣＭＶ 具有广泛的组织表达特

性，也就是在多种细胞中均有活性，在传统的基因

治疗研究中，经常会选择这类病毒启动子来调控基

因治疗的表达，这就不可避免的对靶外细胞和组织

产生毒副作用，并引起机体免疫反应［１１， １２］。 而组织

特异性启动子则由于启动子对细胞的特异性而限

制基因只在靶细胞中才能得以表达，更加适合用于

基因治疗的靶向调控［１３］。
目前，各类型的组织特异性启动子已经被报道

并用于 ＡＡＶ 载体靶向调控的研究中。 但有些特异

性启动子的活性要低于病毒启动子，如在肝脏细胞

中，α⁃抗胰酶（ｈＡＡ）、白蛋白（Ａｌｂ）都是肝特异性蛋

白基因，这两种启动子比 ＣＭＶ 启动子的活性低。
Ｏｋｕｙａｍａ 等在 ｈＡＡＴ 启动子上插入了肝特异性增强

子 ＡｐｏＥ，较之前单一特异性启动子表达水平提高

１５ 倍［１４］。 在用 ＡＡＶ 介导的肝靶向性血友病基因治

疗中，Ｊｅｎｎｙ ＭｃＩｎｔｏｓｈ 等用 ｒＡＡＶ 载体携带重组人类

凝血因子 ＶＩＩＩ 靶向转导肝细胞实验中，选择用一种

肝脏细胞特异性的嵌合启动子 ＨＬＰ，同时还优化了

Ｂ 结构域缺失的人凝血因子Ⅷ基因中 ２２６ 个氨基酸

区域，用新型 １７⁃ａａ 肽替换，用所构建的新型 ｒＡＡＶ
载体（ｒＡＡＶ⁃ＨＬＰ⁃ｃｏｄｏｐ⁃ｈＦＶＩＩＩ⁃Ｖ３）通过外周静脉注

射靶向感染肝细胞，得到超生理水平表达目的基因

的结果，且在小鼠和猕猴的体内都得到有效的

验证［１５］。
对于神经系统疾病而言，由于血⁃脑屏障的存

在，用基因治疗的方法很难将外源的基因表达产物

转运到脑部进而达到治疗效果。 ＡＡＶ 是一类微小

的，且在正常细胞中不发生产毒性感染的病毒，研
究表明 ＡＡＶ９ 型载体不仅可以在脑中扩散，还能够

使目的基因进入脑部的中枢神经系统，所以 ＡＡＶ 能
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够用于研究各种神经系统疾病的治疗［１６， １７］。 特定

神经元的进行性变性死亡引起各种的神经退行性

疾病，如阿尔茨海默病（ＡＤ）患者表现为皮质神经

元的丢失，帕金森病（ＰＤ）患者表现为黑质多巴胺能

神经元的丢失。 因此优化 ＡＡＶ 在神经系统中的靶

向性尤为重要。
Ａｋｉｙａ Ｗａｔａｋａｂｅ 等在狨猴大脑皮层注射携带

ＧＦＰ 的 ＡＡＶ 病毒载体，得知在 ＣＭＶ 启动子调控

下，血清型 １，５，８，９ 的 ＡＡＶ 的 ＧＦＰ 都在胶质细胞

中大量表达，且表达效率没有明显的差异［１８］ 。 而

ＡＡＶ２ 表达范围较其他 ４ 中血清型 ＡＡＶ 明显较

小［１９］ 。 此外，狨猴脑池内注射 ＡＡＶ９ 在整个中枢

神经系统中的扩散较好，而小脑薄壁组织注射，其
扩散程度相比脑池内注射有局限性，其主要扩散

至小脑皮层和小脑传出神经元。 这两种注射方式

都会将目的基因转导至运动神经元、神经节、背根

神经节、背索内侧丘、脊髓小脑束。 根据不同神经

系统疾病的病变部位分析，前一种注射方式适用

ＡＤ、溶酶体贮积症（ＬＳＤ）等疾病研究，后一种注射

方式适合小脑的损伤、脑干中相关的神经核团损

伤而造成的神经系统失调，如脊髓小脑病变症。
在前脑谷氨酸能神经元特异性启动子（ＣＡＭＫⅡ）
调控下，所有血清型 ＡＡＶ 载体都能高效的在大脑

皮层 神 经 元 （ ｃｏｒｔｉｃａｌ ｎｅｕｒｏｎｓ） 细 胞 中 表 达［１６］ 。
ｈＳｙｎ 是人 ＳＹＮ１ 基因的启动子，ＳＹＮ１ 基因表达产

生的 Ｓｙｎａｐｓｉｎ Ｉ 蛋白，是在神经元内特异表达的蛋

白。 研究发现 ｒＳｙｎＩ 在狨猴浦肯野细胞中的表达

极弱，但在啮齿类动物浦肯野细胞中启动子活性

较好，说明在不同物种之间，组织特异性启动子介

导基因的途径也会有差异。
２ ２　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 靶向元件调控 ＡＡＶ 的靶向性

ｍｉＲＮＡ 是由其前体 ｐｒｉ⁃ＲＮＡ 被 ＲＮａｓｅＩＩＩ 核酸

内切酶 Ｄｒｏｓｈａ 和 Ｄｉｃｅｒ 酶酶切和催化而形成的双链

ｍｉＲＮＡ，其一条链被降解，另一条链即具有内源性的

非编码单链小分子 ＲＮＡ。 ｍｉＲＮＡ 先与基因沉默复

合物（ＲＮＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）结合，然
后在 ＲＩＳＣ 的指导下，ｍｉＲＮＡ 在与 ｍＲＮＡ 互补的位

置结合，通过使 ｍＲＮＡ 降解或抑制 ｍＲＮＡ 翻译来实

现对目的基因表达的调控［２０］。 用 ＡＡＶ 作为载体携

带 ｍｉＲＮＡ 转染特异性细胞较用其他病毒载体如慢

病毒、逆转录病毒等明显降低了外源基因在某些非

靶向组织和细胞中表达而产生的免疫反应和毒副

反应［２１， ２２］。

３　 基因改造

ＡＡＶ 载体在靶细胞的转导过程中双链 ＤＮＡ
（ｄｓＤＮＡ）不稳定严重影响了其转导效率和持久性，
研究者发现 ＡＡＶ 的 ＤＮＡ 中一个末端反向重复序列

（ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｐｅａｔｓ，ＩＴＲ）中的串联重复序列

（ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＴＲＳ）缺失或突变产生的

ＡＡＶ 病毒将以二聚体形式稳定存在，即自身互补型

腺相关病毒（ｓｃＡＡＶ）。 与常规的重组腺相关病毒相

比较，其主要特点是表达效率高且快速，所以在使

用时能相对降低 ｓｃＡＡＶ 的使用量，进而降低机体可

能会出现的免疫反应［２３， ２４］。 ｓｃＡＡＶ 载体的出现促

进了 ＡＡＶ 载体在临床试验上的应用。

４　 衣壳蛋白共价偶联修饰

近年来，用化学生物学方法修饰生物大分子得

到了广泛的应用［２５］，有关研究表明，用活化的高分

子共价结合 ＡＡＶ 衣壳蛋白氨基酸残基能对病毒进

行修饰，能改变其组织特异性，提高病毒载体靶

向性。
分子的 ＰＥＧ 化，即活化的聚乙二醇与 ＡＡＶ 衣

壳蛋白的 α⁃以及 ε⁃氨基偶联使衣壳蛋白活性发生

改变进而降低 ＡＡＶ 抵抗蛋白酶水解的能力，减低免

疫原性和毒副作用，延长体内半衰期，降低血浆清

除率等［２６， ２７］。 一种水溶性高分子聚合物 ｐＨＰＭＡ 对

ＡＡＶ 进行修饰，使高分子直接与靶细胞受体反应或

通过高分子链将载体上的受体包裹，从而让 ＡＡＶ 丧

失原本具有的趋向性，实现被动靶向［２８］。
综上可知，用化学方法修饰病毒能较大程度地

优化病毒载体在基因治疗中的靶向性和转染效率，
为当前解决 ＡＡＶ 载体的靶向性等问题提供了新的

思路和方法。

５ 结语和展望

基因治疗中，应用较早、较广泛的两类载体是

腺病毒载体和逆转录载体，但至今未取得令人满意

的临床研究结果。 ＡＡＶ 作为基因转导的载体较腺

病毒和逆转录病毒有很多优点，如广泛的宿主细胞

范围、低免疫源性、长时间在体内表达外源基因等。
为了能将 ＡＡＶ 作为基因载体用于临床的基因治疗，
研究者不断改善 ＡＡＶ 对宿主或靶向细胞的转导效

率及感染的选择性。 目前有四种调控 ＡＡＶ 靶向的

基本方式：一是衣壳蛋白基因工程修饰；二是通过

３８中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ２ 月第 ２７ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ２



转录水平进行调控；三是通过基因改造；四是衣壳

蛋白共价偶联修饰。 为了将 ＡＡＶ 载体作为基因治

疗的工具，需要研究更多的 ＡＡＶ 亚型、在基因水平

上将 ＡＡＶ 感染靶向性和转录靶向性相结合，更加深

入的了解 ＡＡＶ 在机体内的各种分子机制。
除了从以上这些基因分子水平上调控 ＡＡＶ 的

靶向性的策略，注射途径的选择及添加辅助药物、
不同物种的差异和病毒的多重感染都会影响到

ＡＡＶ 对组织和细胞转导的靶向性、感染率。 为了解

决这些问题，当前有许多研究正致力发展其他策

略，如构建新型靶向 ＡＡＶ 载体以降低免疫反应和提

高治疗效果、在不同实验动物疾病模型探究 ＡＡＶ 转

导机制的异同等。 相信随着对靶向修饰 ＡＡＶ 的技

术越来越成熟，会有力的促进人类疾病基因治疗的

发展。
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