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摘要  与其他病毒载体相比, 腺相关病毒(adenovirus-associated virus, AAV)由于具有宿主范围广、病原
性低和携带的治疗基因表达期长等优势而成为目前最有前景的基因转移载体之一. 然而, 在临床基因
治疗过程中, AAV 具有广泛的宿主范围同时也导致缺乏组织或细胞特异性, 对靶细胞的基因转染效率
不高, 同时也缺乏安全性. 因此, 提高重组 AAV (rAAV)的靶向能力对于基因治疗成功与否非常关键. 
目前, 各种不同血清型 AAVs的分离、鉴定、应用以及 rAAV制备技术的发展使得 rAAV载体可用于更
多的临床基因治疗实验. 而且, 当前针对 rAAV载体各种靶向策略的研究也显示了很好的基因治疗应用
前景. 这些靶向策略主要包括转录靶向、受体靶向、共价偶联靶向、各种不同血清型 AAV的应用以及
基因重组靶向策略等. 本文就近年来基于 rAAV载体的各种靶向策略的进展作一评述.  
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基因疗法为人类许多疾病提供了一种可能的治

疗手段 . 通过基因转移载体在体内或体外可有效地
将编码治疗性多肽、蛋白或RNA (包括miRNA[1])的基
因转移进宿主细胞或组织, 以达到治疗疾病的目的. 
目前, 所用载体包括非病毒载体和病毒载体. 病毒载
体主要包括腺病毒 (adenovirus, Ad)、逆转录病毒
(retrovirus)、慢病毒(lentivirus)、腺相关病毒(adeno- 
associated virus, AAV)、单纯疱疹病毒(herpes simplex 
virus, HSV)、艾巴氏(Epstein-Barr)病毒、嵌合病毒(指
来自不同病毒的衣壳经融合或衣壳通过遗传修饰而

得到的病毒)和杂合病毒(指不同病毒的杂合体)等 . 
与非病毒载体相比 , 重组病毒载体具有更高的基因
转移效率.  

自重组AAV (rAAV)载体首次被用于将新霉素
(neo)抗性基因转导哺乳细胞以来, 其应用得到了飞
速的发展 [2]. 到目前为止, 在PubMed中用“AAV and 
gene therapy”关键词可检索到的文献有 986篇, 而在
2002 年前仅有 364 篇. 由于rAAV载体在人体中至今
没有检测到其所导致的病原性 , 因此被广泛应用于
多种疾病的临床前研究 [3]. 而且, rAAV载体介导的
外源基因能长期稳定表达 , 没有或极低的免疫反应
和广泛的宿主范围或细胞嗜向性 , 表现出作为人类
基因治疗最有前景的载体之一. 值得关注的是, 目前
基于 15 个不同的rAAV2 载体, 至少有针对上百个病

人的 20 个临床实验已经完成或正在进行 [4]. 然而, 
尽管AAV载体具有很好的安全性和效率, 但由于其
广泛的宿主范围导致了组织或细胞特异性缺乏以及

基因表达水平不高等缺点 , 使得其在临床前和临床
基因治疗中存在局限. 因此, 为达到最好的治疗效率
和最小的细胞毒性, 发展靶向AAV载体对基因治疗
的成功非常关键.  

近年来 , 研究者们通过各种方法致力于提高
AAV载体的转染效率、靶向能力和安全性. 这些方法
包括修饰AAV的衣壳蛋白、插入各种适当的受体到
衣壳基因组、组织特异性转录调控靶向、位点特异性

插入突变及多肽展示文库的应用、化学共价偶联和基

因重组靶向特异性缺失等 . 另一重要的研究进展是
对人类或非人灵长类组织中许多不同血清型AAV以
及对混杂于腺病毒液中的超过上百种AAV突变体的
分离和鉴定 [5]. 由于这些不同血清型AAV具有潜在
的组织嗜向性和较高的转导效率, 因此, AAV载体携
带外源基因在特异组织或细胞中具有更高的表达水

平.   

1  AAV载体的生物学特征和应用概况  

1.1  AAV的生物学特征 

AAV 属于细小病毒(parvovirus)家族的一员, 具
有大小约 4.7 kb的单链 DNA病毒基因组, 由二十面
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体衣壳蛋白包裹. AAV 基因组包括 3 个启动子(P5, 
P19和 P40)和 2个可读框(ORFs), 与 Rep和 Cap蛋白
(末端与长为 145 bp 的 ITR相接)的转录和翻译有关. 
5′端 rep ORF 编码 4 个重叠的具有多种功能的蛋白
(Rep78, Rep68, Rep52和 Rep40), 主要负责病毒的位
点特异性整合、复制和转录调控等. 3′端 cap ORF编
码 3个衣壳蛋白, 即 VP1 (90 kD), VP2 (72 kD)和 VP3 
(60 kD), 主要负责病毒颗粒的装配(图 1). 
 

 
 

图 1  腺相关病毒(AAV)基因组结构示意图 
(a) 野生型 AAV结构图. 基因组由两个回纹 ITR包绕. rep ORF编码
病毒复制相关蛋白, cap ORF 编码病毒包装所需衣壳蛋白. (b) AAV载
体结构图. 病毒基因组由外源基因表达框替代, 表达框由启动子、外
源基因和 poly(A)尾(pA)组成. (c) AAV-hTERT-hIFN-β载体结构图. (d) 
rep和 cap ORF示意图. cap 编码 3个衣壳蛋白 VP1, VP2 和 VP3. 箭
头所指为可插入特异性配体的位置(数字表示插入的 N 末端氨基酸 

位点) 
 

AAV 感染宿主细胞是一个多步有序的过程. 首
先, AAV与细胞表面的初级或黏附受体硫酸肝素糖蛋
白(HSPG)结合. 随后, AAV 与共受体αVβ5 整合素、 
成纤维细胞生长因子 1 (FGFR1)、发动蛋白(dynamin)、
Rac1 和磷脂酰肌醇激酶(PI3K)等作用, 经由网格蛋
白包被凹陷介导快速内化, 并形成内含体. 入胞后, 
经细胞内运输, AAV从内含体释放入胞浆, 并定位于
核周. 最后, AAV缓慢地经由核孔复合体进入核内并
且整合进宿主染色体以介导外源基因的长期表达 [6].  

1.2  AAV载体的应用概况  

rAAV载体的细胞内运输动力学和可整合进宿主
染色体对于实现外源基因在靶向组织或细胞中的长

久稳定表达非常关键. 然而, rAAV载体在临床试验
上的应用仍依赖于其大规模制备技术的发展 . 近年
来, 许多有关rAAV载体的新型制备技术取得了迅速
发展 [7,8]. 这些新方法不仅使得rAAV滴度提高了至
少 100倍, 而且还消除了辅助病毒的污染. 

目前, rAAV载体被广泛用于人类疾病的治疗研

究. 在人血友病B的狗动物模型治疗中, rAAV载体注
射体内后, 其介导的因子Ⅸ(FⅨ)可持续表达一年以
上, 并且没有观察到明显的毒性 [9]. 另一研究也显示, 
AAV2-FⅨ体内注射后, 无论在肌肉活组织切片还是
循环系统中, FⅨ的表达至少持续 4 年以上 [10]. 在肿
瘤治疗方面, AAV2载体携带的p53, 金属蛋白酶组织
抑制因子(TIMP1)、肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体
(TRAIL)、干扰素(IFN)、内皮抑素(endostatin)和血管
抑素(angiostatin)等基因, 在结肠癌、肺癌和肝癌等动
物实验中显示了很好的抑制肿瘤发生、肿瘤血管形成

和肿瘤生长作用 , 提高了动物的抗肿瘤免疫功能及
其生存率. 此外, AAV载体转染各种不同的治疗基因
进入特异性组织或细胞也被广泛应用于治疗人类其

他的遗传性疾病、帕金森病、α1抗胰蛋白酶缺陷病、
纤维性囊肿、杜氏肌营养不良、中枢神经系统和视网

膜疾病、肥胖症、自身免疫性疾病、糖尿病和关节炎

等 [11]. 特别值得一提的是, rAAV8载体介导的小鼠血
管内皮生长因子受体 2 (VEGFR2)抗体DC101基因在
小鼠体内实现了高水平长期表达 , 显示了其重要的
抗癌作用前景 [12].  

2  AAV载体的靶向策略 

理想地说, 用于治疗疾病的 AAV 载体应该即安
全又有效, 并可靶向特定组织或细胞. 因而, 发展具
特异靶向能力的 AAV 载体非常重要. 下面就近年来
有关靶向 AAV载体发展的不同策略作一总结.   

2.1  转录靶向策略  

由于位于靶细胞表面的受体不是唯一的 , 这使
得rAAV载体携带治疗基因特异性转染靶组织或细胞
的能力存在一定限制. 因此, 治疗基因的可调控性特
异表达深受关注. 一般来说, 基因表达框由 3 个部分
组成 : 增强子 -启动子 , 基因编码系列和poly(A)尾 . 
治疗基因编码系列的表达受上游增强子-启动子调控. 
因此 , 利用合适的组织特异性转录调控系列可用来
提高rAAV载体的靶向转导能力. 这些调控系列包括
靶向脑细胞的神经元特异性烯醇酶基因(NSE)启动子
[13], 肝细胞特异的甲状腺素结合球蛋白(TBG)启动子
[14], 肌肉细胞特异的肌氨酸激酶(CK)启动子 [15], 以
及肿瘤特异性转录调控系列如腺癌细胞特异激活的

癌胚抗原(CEA)启动子 [16]、肝癌细胞特异的甲胎蛋白

(AFP)启动子 [17]和 85%~90%的肿瘤细胞中具有活性
的人端粒酶逆转录酶(hTERT)启动子 [18]等(表 1). 
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表 1  可用于 AAV载体的组织或肿瘤特异性启动子 
      增强子/启动子 靶位 携带基因 参考文献 
hSYN 脑细胞 报道基因 [19] 
NSE 脑细胞 报道基因 [13] 
CBA 肝脏, 视网膜, 脉络膜 报道基因, Flk-1, PEDF [13,20~22] 
hTERT 端粒酶阳性肿瘤细胞 GFP, hIFN-β [18,23] 
MLC2v 心肌细胞 GFP, AS-AT1R [24] 
骨髓肌动蛋白/CMV杂合增强子 鼠 c2c12细胞肌小管 hFⅨ [25] 
TBG  鼠血液，肝脏 Camine FⅧ, IDS [14,26]  
RSV 灵长类动物 Epo [27] 

hRPE65 
 

啮齿动物视网膜色素 
上皮细胞 

报道基因, RPE 
 

[28] 
 

人视蓝蛋白启动子 啮齿动物视网膜 GFP [29] 
CCT α 肺上皮细胞 Epo, CCT [30] 
hPDGF β链启动子/CMV增强子 神经元 荧光素酶基因 [31] 
Pro炎症诱导启动子 视神经 SOD2 [32] 
RSV, Ad E1A启动子 神经系统 Lac Z [33] 
hcGMP-PDE β亚基 人视网膜母细胞瘤 Lac Z [34] 
hGABRA4启动子 神经突触 报道基因 [35] 
HSP70 视网膜 GFP [36] 
CK 肌肉 微小抗肌萎缩蛋白基因, γ-肌聚糖 [15,37] 
GRE 心脏 mTPO [38] 
hEF1α 肝脏, CD4+ T细胞 IFN-α, Ova, GFP [39,40] 
hAAT 肝脏 hFⅨ [41] 
鼠视紫质启动子 视网膜 外周蛋白基因 [42,43] 
OBHRE 血液 mEPO [44] 
降血钙素启动子 髓质性甲状腺癌 hNIS [45] 
鼠白蛋白 肝脏 HGAA, tTA, EGFP [46] 
白蛋白+α胎蛋白 肝癌 HSV-TK [17,47] 
鼠胰岛素 鼠胰腺 GFP [48] 
鼠视杆蛋白 眼 hRS1, Lac Z [49] 
人α-球蛋白, HSV-TK 血液 人α-球蛋白 [50] 
IL-2 T细胞 荧光素酶, Neo [51] 
CC10 肺 Epo [52] 
MHC 心肌细胞 Lac Z, hGH [53] 
人β-葡萄糖苷酸酶 脑细胞 人β-葡萄糖苷酸酶基因 [54] 
鼠眼白化病基因 1启动子 眼 荧光素酶, GFP [55] 

 
近来 , 我们实验室构建了一种新型的利用

hTERT启动子控制rAAV载体介导hIFN-β基因表达系
统(AAV-hTERT-hIFN-β) (图  1(c)), 该载体显示了肿
瘤特异性的hIFN- β表达和肿瘤细胞杀伤性 . 因此 , 
这种新型的rAAV载体具有很好的抗瘤效应 [23]. 在我
们构建的rAAV-hTERT-gene载体平台的基础上 , 联
合应用AAV-hTERT-hIFN-β和AAV-hTERT-TRAIL治
疗A549 肺癌细胞荷瘤裸鼠肿瘤的实验中取得了更好
的抗癌效果, 甚至部分小鼠的肿瘤能够完全消除(结
果将另文发表). 这些研究证明了AAVs联合hTERT启
动子介导治疗基因为其他类型肿瘤的特异性靶向治

疗打开了新的思路和可能性.  
除采用组织特异性增强子/启动子外, 几个可诱

导性基因表达系统如tet, RU486 和Cre-loxP也被应用
于rAAV载体的靶向性治疗研究. 在强力霉素(Dox)的
诱导下, rAAV介导的tet系统调控GFP基因在大鼠视
网膜细胞得到了高效的可控性表达 [56]. Chtarto等人
[57]也采用rAAV载体介导tet系统使得外源基因在人肿
瘤细胞和大鼠Schwann细胞中的有效调控性表达分
别提高 50和 100倍以上. 另一研究也显示, 通过视网
膜下注射rAAV载体, 在Dox诱导下, 可观察到非人灵
长类视网膜细胞长期的外源基因表达 [58]. Cre-loxP系
统也被用于rAAV载体介导的基因表达调控, 位点特
异性整合以及rAAV的高效生产. 例如, 应用Cre-loxP
系统在杂合病毒Ad/AAV载体介导的外源基因位点特
异性整合中, 能有效调控AAV的Rep蛋白表达 [59]. 另
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有研究表明 , 用突变或野生型的 loxP系列分别控制
Rep和Cap蛋白的表达使得rAAV载体的生产效率大大
提高 [60]. 最近 , 在帕金森病的大鼠模型治疗中 , 
Cre-loxP系统应用于rAAV介导的多巴胺调控生产能
够潜在地提高治疗的安全性 [61]. 另外, 通过米非司
酮 (RU486)诱导剂的加入, RU486系统已被用于腺病
毒和HSV载体有效地调控外源基因的表达 [62]. 因此, 
RU486诱导系统应用于rAAV载体也有很好的前景.   

2.2  受体靶向策略 

AAVs进入细胞依赖于其衣壳与特异细胞表面受
体的相互作用. 随后, 共受体与衣壳作用介导AAVs
的内化和细胞内运输过程 [6]. AAVs的转导效率与其
感染宿主细胞的过程紧密相关, 而该过程受AAVs的
衣壳结构影响. 因而, 构建能够选择性地与特异细胞
表面受体相结合且衣壳经修饰的AAV载体是目前研
究的热点.   

Girod等人 [63]首先鉴定了暴露于AAV2 衣壳表面
可用于遗传修饰的 6个氨基酸位点, 其分别位于 261, 
381, 447, 534, 573和 587. 这些位点允许插入特异性
配体而不会干扰AAV的生活周期等必需功能 . 进一
步通过插入 14 氨基酸靶向多肽L14 进入 6 个不同的
位点, 产生相应的AAV2 衣壳突变体. 该L14 多肽包
含RGD模体, 可以靶向结合整合素细胞受体, 因而, 
整合素也被称为病毒受体. 修饰后的AAV2载体能够
感染表达整合素受体的B16F10和RN22细胞株, 而在
正常情况下, 它们不能被野生型AAV2 感染. 这些位
点的鉴定使得插入与靶细胞结合的各种不同选择性

多肽配体非常方便. 另一研究组 [64]用可靶向转导脐

静脉和隐静脉表皮细胞的七肽序列SIGYPLP修饰
AAV2载体衣壳, 结果改造后的载体可靶向转染该两
种细胞 , 而其对早期人血管平滑肌细胞和肝细胞则
不能转染. 此外, 也有研究将含核心EYH模体的多肽
插入AAV2 的衣壳, 使得修饰后的rAAV载体可特异
性地转染平滑肌细胞 [65].  

最近, White等人 [66]采用噬菌体展示技术(phage 
display)筛选出靶向人静脉内皮细胞多肽MTP, 并将
该多肽插入AAV2 衣壳的 587 氨基酸位点. 修饰后的
rAAV2 载体经静脉内注射后能特异转染静脉内皮细
胞而很少进入肝、脾和肺, 并且腔静脉内检测到有增
加的病毒粒子摄入和选择性的外源基因表达 . 另有
研究证明 [67], RGD模体整合入AAV2的VP3导致病毒
不依赖HSPG受体而进入细胞, 并且提高了经整合素

受体转染细胞的效率. 这提示携带RGD多肽的rAAV
载体为治疗缺失表达HSPG受体的肿瘤提供了新的应
用前景.   

除靶向性配体进行衣壳的修饰外 , 随机文库
(random library)方法也被用于修饰AAV载体的衣壳. 
研究证实 , 经修饰的AAV载体不仅能结合最适合的
细胞表面受体而且在靶细胞内可有效装配 , 胞内运
输和去衣壳. 例如, Perabo等人 [68]采用该方法建立了

两侧带有丙氨酸的 7个随机衣壳多肽的AAV库. 研究
结果显示, 该AAV库可持续转染对rAAV2 非允许转
染的MO7e和Mec1细胞. Muller等人 [69]采用相似的策

略构建的AAV载体可提高对冠状动脉内皮细胞的转
染而对照非内皮细胞则不能被转染. 此外, 这种方法
产生的AAV突变体极少被人体抗体所中和并且可用
于治疗对AAVs具有免疫原性的患者 [70].  

2.3  共价偶联靶向策略 

受体靶向策略通过插入受体靶向多肽进入rAAV
衣壳大大提高了rAAV载体的转导效率. 另一种应用
于rAAVs的靶向策略是间接共价偶联靶向, 其特点是
通过使用共价偶联分子(如双特异性抗体和交联剂分
子)使得病毒表面特异分子和靶细胞表面特定分子相
互作用达到靶向目的 , 并且不改变病毒衣壳基因的
序列. Bartlett等人 [71]采用能介导AAV载体和人巨核
细胞表面特异受体相互作用的双特异性抗体来提高

AAV2载体的靶向性, 并首次证实了这种靶向策略的
可行性, 显示了经偶联的rAAV载体能高效转染原先
不允许AAVs进入的人巨核细胞.   

此外 , rAAV载体经共价偶联选择性多肽分子 , 
并没有影响病毒随后的从内含体释放、去衣壳及入核

等成功转导靶细胞所必需的过程. Ponnazhagan等人
[72]使用高亲和力的生物素-亲和素系统作为分子桥交
叉连接靶向配体到核心链状亲和素. 然后, rAAV2载
体与双特异性靶向配体蛋白的共价偶联通过生物素

交联纯化的rAAV而形成, 而且这种偶联并没有影响
病毒的衣壳结构, 其内化和随后的外源基因表达. 经
由EGFR或FGFR1α靶向修饰的rAAV载体转染EGFR
阳性细胞SKOV3.ip1 和FGFR1α阳性细胞M07e的效
率大增 . 尽管上述策略的应用使得共价偶联载体在
体外能成功靶向整合素、EGFR和EGFR1α等受体, 但
是这种修饰rAAV载体在体内的稳定性仍值得关注 . 
最近, Ried等人 [73]采用一种简单的方法来改变AAV
的衣壳蛋白, 使其共价偶联到靶向多肽. 他们通过插
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入一段包含可结合IgG结构域的 34个残基蛋白A片段
(Z34C)进入AAV2 衣壳的 587 氨基酸位点, 产生的
AAV2-Z34C突变体可被包装 , 纯化至高滴度且能结
合IgG分子. 进一步研究表明, rAAV2- Z34C载体可偶
联抗CD29 (β1-整合素), CD117 (c-kit受体)和趋化因
子受体 4 (CXCR4)受体并且能特异性地转导人造血
干细胞. 此外, 也有研究显示, 使用该AAV2 嵌合载
体可改变其组织或细胞嗜向性并能够选择性地高效

转染MO7e和Jurkat细胞 [74]. 
因此, 通过特异性多肽片段插入到 AAV2衣壳或

通过偶联各种不同双特异性抗体而构建的 AAV2 嵌
合体, 可以特异性地分别转导广泛的细胞种类. 进一
步地优化该靶向策略, 应着重在于提高 AAV2载体用
于 ex vivo和 in vivo基因治疗的潜能, 并为发展针对
其他血清型 AAV的靶向策略建立研究平台.   

2.4  不同血清型 AAV的应用 

自 1982 年感染性AAV2 载体首次被成功构建以
来 , 其作为体内基因转移载体的应用得到了快速的
发展 [75]. 目前, 至少有 13 种AAV血清型和超过 100
种AAV突变体从灵长类、鸟类、家畜、羊、犬和马等
动物中被分离和鉴定 [76]. 各种不同血清型AAV的主
要差别在于其衣壳结构 , 这使得其具有不同的组织
嗜向性. 大量研究表明, AAV2 载体具有广泛的宿主
范围, 如可转染肌肉、中枢神经系统、肝脏、肺和眼
等, 但这也限制了其进一步的应用. 近年来, 许多研
究采用灵长类来源的不同血清型AAV1-9 作为载体, 
结果显示即提高了转染效率又具有特异的嗜向性 . 
不同血清型AAVs显示了不同的组织嗜向性(表 2). 

在不同血清型AAV载体的应用中, Xiao等人 [77]

做了许多开拓性的工作. 他们用AAV1 作为载体介导
外源基因转染肌肉的效率比AAV2 高 10~100 倍. 另
有研究证实, AAV4 和AAV5 能有效介导外源基因转 

染中枢神经系统 [78]. 在骨骼肌转染中, AAV7载体携
带的外源基因表达效率与AAV1 相当. 与其他血清型
AAV载体相比 , AAV8 载体转导肝脏的效率提高了
10~100 倍, 并使得肝细胞获得了高水平的外源基因
表达 [79]. AAV9 具有与AAV1 相近的肌肉转导能力. 
此外, 从AAV1 病毒液中分离得到的AAV6, 与AAV1
相比仅有 6个氨基酸残基不同, 其也显示了很好的转
导骨骼肌和肝脏的应用潜能 [80]. 此外, 与AAV2的比
较结果表明, AAV1 和AAV5 对中枢神经系统的每个
区域均显示出了更高的转染效率 [81]. AAV2具有广泛
地转染整个中脑的能力, 而AAV4 则只能特异性转染
侧脑室的星形胶质细胞和室管膜细胞, 另AAV5 转染
神经元和星形胶质细胞也具特异性 [78]. 另一研究表
明, AAV4也能转染视网膜色素上皮细胞, 但与AAV5
相比其效率较低 [82].  

当前, 新型血清型 AAVs作为基因转移载体已被
广泛用于许多治疗实验方案中 , 并且取得了令人满
意的结果. 然而, 由于机体存在血-脑和血-胸等屏障, 
因此这使得全身注射 AAV 载体很难进入中枢神经系
统和某些实体组织. 近年研究表明, AAV8 能跨越存
在于内皮细胞和血管之间的这种屏障而转染该种组

织和细胞, 因而 AAV8 成为人们备感兴趣的载体. 因
此, 对于人类临床治疗实验, 更好地理解和利用这些
不同血清型 AAVs的组织嗜向性非常关键. 这些新型
血清型 AAVs 可望成为靶向基因治疗领域未来最有
效的基因转移载体之一.  

2.5  rAAVs基因重组靶向策略  

病毒载体如逆转录病毒和 AAV 携带基因转移的
过程中会导致外源基因片段随机整合或半随机整合

进宿主细胞基因组 . 尽管这种整合能高效稳定地介
导外源基因在靶细胞中表达 , 但依然存在一些不稳
定的因素或缺点 , 主要包括外源基因整合进宿主基
因组的可变位点和不同拷贝数所引起机体的严重后 

 

表 2  各种血清型 AAVs的不同组织嗜向性 
靶向器官或组织 AAV 

血清型 肝脏 肌肉 肺 中枢神经系统 心脏 肾脏 视网膜色素上皮 其他组织 
AAV2/1  +       
AAV2/2 + + + + + + + + 
AAV2/4    +   +  
AAV2/5    +   +  
AAV2/6 + +       
AAV2/7  +       
AAV2/8 + +   +    
AAV2/9 + + +      
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果以及基因随机整合所导致的不可预见性 [83]. 例如, 
应用逆转录病毒载体介导的对X染色体连锁的严重
联合免疫缺陷性疾病(X-SCID)患者进行临床基因治
疗实验后 , 由于癌基因的意外激活而导致白血病的
产生这一严重后果 [84]. 

然而, AAV载体由于宿主范围广, 衣壳经修饰可
重靶向特异的细胞类型和其他一些特性, 使rAAVs介
导的基因重组靶向策略通过在培养的人原代细胞中

产生基因敲除可实现高效、稳定和非突变性的基因修

正或基因干扰 [85]. 其主要机理包括外源基因与宿主
基因组内的同源基因位点之间的重组过程 . 因此通
过基因重组及靶向修复可保持特异染色体片段的稳

定并且确保转录的正常进行 , 而随机整合的序列被
逐渐丢失. Russell等人 [86]证实, rAAV载体介导的哺乳
动物细胞特定基因修复的同源重组率可高达约 1%, 
提示rAAV是一种很有前景的靶向基因治疗载体. 尽
管rAAV介导的基因靶向重组率达到了 1%, 但还伴随
大约 10%的随机整合所带来的危险性. 成体干细胞
的使用则可排除这种随机整合事件并消除致死或致

癌性等严重副反应, 因为其在自体移植前通过ex vivo
基因操作后, 具有潜在的治疗疾病的功能. 近年来, 
COL1A1[87], PRNP[88], EGFP[89]等基因的应用进一步

证实了rAAV载体介导的这种策略的可行性和有效性. 
COL1A1基因(胶原纤维的一种成分)是一种可导

致脆骨病即骨形成不全(osteogenesis imperfecta, OI)
的靶向显性负性等位基因 . 在正常人成纤维原细胞
中 , 利用rAAV载体介导可使该基因破坏 [87]. 此后 , 
另一靶向治疗研究采用rAAV载体转导间充质干细胞
也成功实现了COL1A1基因的干扰. 进一步的研究显
示, COL1A1基因靶向转染间充质干细胞后在小鼠模
型中能够促进骨结构的形成以及提高胶原纤维的稳

定性 [90]. 同样, 通过rAAV载体靶向转染胎牛成纤维
原细胞 , 与牛神经退行性疾病相关的编码朊病毒蛋
白(prion protein, Prp)的正常PRNP基因也被破坏 [88]. 
而且 , 研究还显示牛获得了对朊病毒疾病的抵抗能
力 [91]. 更近研究表明, 通过RNA干扰机制, AAV载体
介导EGFP和RFP基因的重组靶向机制被阐明 [89]. 这
将在很大程度上促进AAV载体重组靶向策略用于治
疗疾病的安全性发展, 显示其具有很好的应用前景. 

3  前景与展望 

目前, 基于 rAAV载体的各种靶向策略被广泛采
用, 并且当前还有一些策略也在积极发展当中. AAVs
已成为最具潜力的安全性最好的人类基因治疗的病

毒载体之一. 例如, 在 AAV2载体治疗血友病 B的Ⅰ
期临床实验中 , 治疗基因高效表达的同时没有检测
到任何明显的毒性.  

然而 , 要实现对其他多种疾病的治疗进入临床
实验, 还有很长的一段路要探索. 当前, 许多研究都
致力于构建新型靶向 AAV 载体, 以达到更高效治疗
疾病的同时具有最小的毒副作用. 因此, 针对 AAVs
的进一步研究, 我们应该从以下几方面努力: (ⅰ) 更
深入地了解 AAV 载体的分子生物学特征和感染途径
的分子机制; (ⅱ) 寻找并修饰针对特异性组织或细
胞的最优化和最稳定的配体或靶向受体 , 用于靶向
rAAV 载体的构建; (ⅲ) 筛选并应用更多具有不同嗜
向性的血清型 AAVs或突变体; (ⅳ) 尽量减少或避免
AAVs 的副反应和细胞毒性, 并建立 AAVs 的安全性
监测范围. 可以设想, 联合应用共价偶联靶向、转录
靶向和新型血清型AAVs, 以及转录靶向AAV载体携
带治疗基因甚至联合放化疗 , 将会为人类疾病的临
床治疗提供广阔而美好的前景.  
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