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摘要
腺相关病毒(AAV)载体已成为当前基因治疗
中最有潜力的病毒载体, 在肝移植面临的缺
血再灌注损害、免疫排斥反应等问题的基因
治疗中发挥其独具的优势. 他安全, 无致病性,  
低免疫原性,  高效转染肝脏并且目的基因长
期表达. 同时AAV用于肝移植基因治疗又涉
及到一些问题, 如肝移植中不可避免的缺血再
灌注损伤、AAV目的基因表达的峰值延迟现
象以及AAV与肿瘤发生的关系等,  本文就以
上问题进行综述.
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0  引言

腺相关病毒载体(AAV)因其无致病性、宿主范

围广、转染和表达效率高、目的基因长期表达

等优点成为当前基因治疗中最有潜力的病毒载

体, 在世界范围内的基因治疗研究中得到广泛

应用, 并有若干项目已进入临床试验. 在肝移植

基因治疗中通过病毒载体对移植肝进行基因修

饰, 以达到抑制免疫排斥反应、诱导免疫耐受

的目的. 以往的研究多集中于腺病毒(Ad)载体, 
本文对AAV应用于肝移植基因治疗的优势、涉

及的问题及发展前景作一综述. 

1  AAV载体在肝移植基因治疗中的优势

1.1 安全性 AAV无致病性, 流行病学资料表明, 
大多数人感染过野生型AAV. 在美国, 约85%的

成年人血清中可以检测到AAV抗体. 在20到30
岁的人群中, 血清中AAV抗体阳性者, 德国约

50%, 法国约63%, 巴西约55%, 日本约46%[1]. 迄
今尚无证据表明AAV的感染与某种疾病的发生

有关; 相反, 在某些情况下AAV的感染对于人们

似乎是有益的, 如AAV感染可能对于宫颈癌的

发生有防护作用[2]. 目前在基因治疗研究中常用

的AAV载体均由人2型AAV改造而来, 他去除了

大部分野生型AAV的基因组, 包括AAV的复制

蛋白(rep)和外壳蛋白(cap)的基因组, 仅保留了

反向末端重复序列(ITR), 进一步保证了载体的

安全性. 
A AV有低免疫原性 ,  单纯A AV感染仅引

起机体轻微的免疫反应 ,  在A AV的临床试验

中, 局部注射部位无或仅有微弱的炎症反应[3]. 
Stilwell et al [4]基于DNA微阵列的一项研究结

果显示, 腺病毒感染肺成纤维细胞后, 可以诱导

包括致病效果相关的免疫和应激反应的基因表

达, 而重组和野生型AAV感染仅诱导一群抗增

殖性基因与巨噬细胞抑制因子1(MIC1)等的基

因表达. MIC1可能发挥抑制前炎症细胞因子产

生的作用. 
野生型AAV2型偏向于特异性地整合到人

基因组19号染色体q臂的特定位置AAVS1, 从而

避免了像其他病毒那样因随机整合而可能引起

抑癌基因失活和原癌基因激活的危险. 在构建

重组AAV载体时, 通过保留rep基因以保留其定

点整合的特性, 可以更好的加强AAV载体的安

全性. 
1.2 有效性 AAV载体宿主范围广, 可以转染分

裂细胞和非分裂细胞. 但对不同的细胞, AAV载

体的转染效率存在差异; 对同一种细胞, 不同

血清型的AAV载体转染效率也不尽相同. AAV
的转染效率与细胞表面存在的受体有关, 该受

体分为两类, 一类是主要受体, 另一类是辅助受

体. 对于AAV 2型而言, 硫酸乙酰肝素蛋白多糖

是AAV 2型的主要受体, AAV通过主要受体结

合于细胞表面; 1型成纤维细胞生长因子受体
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(FGFR1)和αVβ5整合素是AAV 2型的辅助受体, 
他协助病毒有效的进入细胞内部[5-6]. 最近的研

究表明, 肝细胞生长因子受体c-met也是AAV 2
型的一种辅助受体, 他通过细胞内吞作用辅助

AAV进入细胞质[7]. 肝细胞表面受体的丰度决定

了AAV对肝脏的转染效率, 使其成为肝脏指向

基因治疗的有效病毒载体[8]. 
AAV载体介导的目的基因转移可以在宿主

细胞内长期稳定的表达. Nakai et al [9]研究表明, 
AAV载体转染小鼠肝脏后, 外源性目的基因可

以持续稳定的表达. 但其发生整合的比率很小, 
而是通过形成首尾相接的环状高分子量多聚体

以染色体外的形式存在. Yang et al [10]构建rAAV-
hcTLA-4Ig, 并利用大鼠原位肝移植模型体外

转导供肝, 结果显示, 受体血清中和移植物内的

hcTLA-4Ig水平均在术后逐渐升高, 在移植后

8 wk左右达峰值, 并维持较高水平180余天. 
1.3 可行性 常规构建重组AAV需要共转染一个

载体质粒和一个表达病毒复制和结构基因的

包装质粒到Ad感染的培养细胞中. 但这种方法

有明显的局限性, 如产量低、Ad辅助病毒污染

等. 伍志坚 et al [11]用“一种病毒感染一株细胞”

的生产策略, 用一种能提供重组AAV复制和包

装功能的重组Ⅰ型单纯疱疹病毒(HSV-1), 去感

染载体细胞株, 实现了重组AAV的大规模生产. 
Collaco et al [12]构建了pSH3和pSH5两种辅助质

粒, 均可表达AAV的rep, cap基因和Ad E2A, VAI, 
E4基因. 可以在没有Ad感染的情况下共转染到

人293细胞中, 使重组AAV载体产量提高80倍. 
在纯化上, 吴小兵 e t a l [13]用“氯仿处理-PEG/
NaCl沉淀-氯仿抽提”的三步浓缩、纯化方法

获得临床级的AAV. Auricchio et al [14]利用AAV与

肝素的高亲和性, 采用单步圆柱纯化法(single-
step column purification), 不仅简化了操作步骤, 
而且得到了更纯、感染能力更强的AAV载体. 
随着人们对重组AAV生产策略及纯化方法的不

断深入研究, AAV载体的快速、高效的大规模

高滴度生产模式已经日趋成熟, 为AAV载体的

临床应用奠定了基础.

2   AAV用于肝移植基因治疗涉及的问题

2.1 缺血-再灌注损伤 AAV是一种偏向于潜伏感

染的病毒, 只在有辅助病毒(Ad或疱疹病毒等)共
感染时发生增殖性感染. 但用某些可损伤基因

的因素如紫外线照射、各种化学致癌剂等处理

某种类型的哺乳动物细胞, 可使之在无辅助病
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毒存在的情况下发生增殖性感染. Zhou et al [15]

体外实验研究表明, 在亚致死剂量的紫外线诱导

的AAV复制蛋白的表达, 可以使细胞发生细胞

凋亡样反应而迅速死亡. 在肝脏移植中, 存在不

可避免的缺血-再灌注损伤以及随之而来的肝脏

对损伤结构的修复. 这种损伤-修复过程一方面

可以提高AAV的转染效率, 其原因可能是DNA
损伤及随后引起的DNA修复可以促进AAV第二

链的合成与AAV的转录[10]; 另一方面, 过度的损

伤是否会增加AAV的细胞毒性, 仍需进一步的

研究. 
2.2 峰值延迟 AAV转染细胞后目的基因可以

长期表达, 但目的基因表达达到高峰的时间约

4-8 wk[16]. 肝移植时, 术后急性免疫排斥反应

发生在术后约1 wk. 这使得我们在供肝获取时

转染目的基因, 在术后约1 wk急性排斥反应高

峰时, 目的基因产物表达水平较低, 不足以发挥

作用. 在大鼠同种异体原位肝移植中, 单独应用

rAAV-hCTLA-4Ig转染供肝不能使移植物长期存

活, 而在移植后3 d联合应用小剂量FK506, 却能

使移植肝长期存活[17]. 我们课题组通过在移植前

一段时间转染供体肝脏, 以使目的基因表达峰值

与急性排斥反应高峰重叠(资料待发表). 
2.3 靶向性 在肝移植的基因治疗中, 我们希望能

靶向性的转染肝脏, 使目的基因在肝脏局部高表

达从而有助于提高基因治疗的有效性和安全性. 
AAV能转染分裂细胞和非分裂细胞, 经肝动脉

注射后, 其主要集中于肝脏, 但短期内在血清、

其他组织、器官内也可以检测到AAV[18]. AAV从

第一次接触细胞到进入细胞核的时间大约只需

15 min[19], 因此用AAV载体离体状态下转染供

肝, 并且经冷保存一段时间后, 可以使AAV靶向

性转染肝脏. 
2.4 肿瘤发生 目前常用的重组AAV载体由于缺

少rep基因, 失去了定点整合的能力. 这就使得理

论上他可整合至细胞基因组的任意位置, 有潜在

的因随机插入而引起基因突变导致肿瘤发生的

能力. 
但在许多动物试验中, 并没有发现任何对宿

主细胞的毒性及肿瘤的发生. 然而, 在rAAV介导

的小鼠溶酶体贮积病、黏多糖贮积症Ⅶ型(MPS 
Ⅶ)的基因治疗实验中, 却出现了人们意料之外

的结果. 60例中有6例发生恶性肿瘤, 其中5例肝

细胞癌, 2例血管肉瘤(其中1例同时有肝细胞癌

和血管肉瘤)[20]. 为明确该实验中小鼠的恶性肿

瘤是否与rAAV载体有关, Donsante et al [20]对发生
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肿瘤的小鼠进行了深入的研究, 提出一些假说

并进行了验证. 假说1: MPS Ⅶ小鼠模型有肿瘤

发生倾向, 然而在其他应用MPS Ⅶ小鼠模型的

实验中并没有出现肿瘤发生. 假说2: 插入基因

突变, 可是通过检测发生肿瘤的细胞中rAAV的

启动子/增强子DNA, 结果显示每个细胞中rAAV
的拷贝数小于0.113, 有的样品甚至检测不出(<1
个拷贝/1000个双倍体), 说明肿瘤不是由于插入

突变而使转导细胞克隆增殖引起的, 但也不能

排除rAAV与之的关系. 其他假说如: 少数细胞过

度表达目的蛋白(GUBS)、转导对象是新生鼠、

病毒载体制备中涉及的化学物质等, 在相应的

对照实验中也没有被证实. 没有证据表明肿瘤

发生与rAAV插入基因突变有关, 肿瘤发生的真

正原因仍需进一步研究. 
Miller et al [21]研究AAV载体在体外整合至

HeLa细胞克隆的过程, 发现在其整合位点有染

色体的缺失和重排. 因此认为, AAV载体通过末

端删除整合于染色体的断端, 在某些情况下, 可
以引起染色体重排, 这可能会同时影响转导基

因和细胞的基因表达. 但HeLa细胞是肿瘤细胞, 
他的染色体组与人正常细胞相比有显著的差异. 
Miller et al [22]通过进一步研究认为, AAV载体可

以整合于染色体的断裂处, 而不是其本身引起

染色体断裂, AAV感染后并不能增加人正常细

胞的突变几率, 因此认为AAV载体可以应用于

临床. 
总之, AAV载体的特点, 使他在基因治疗领

域得到广泛的应用, 已进入临床试验包括用于

治疗帕金森氏综合症、血友病和肺的囊状纤维

化等疾病. AAV载体用于动物肝移植的实验研究

已取得很大进展, 随着移植免疫学的不断发展

及基因治疗理论和实践的不断完善, 我们相信, 
AAV载体在临床肝移植基因治疗以减少急、慢

性免疫排斥反应, 提高移植肝的存活时间等方

面有广阔的应用前景.
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■名词解释
腺相关病毒(AAV)
是微小病毒科家
族的成员之一. 这
一家族成员是一
类微小、无被膜
及具有二十面体
结构的病毒，病
毒颗粒的直径在
20-26 nm之间, 含
有大小在4.7-6 kb
之间的线状单链
DNA基因组, 属于
依赖性病毒类. 他
最初是在纯化的
腺病毒液中发现
的一种污染成分, 
顾而得名.
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associated virus. Science  2001; 294: 1929-1932
20	 Donsante A, Vogler C, Muzyczka N, Crawford JM, 

Barker J, Flotte T, Campbell-Thompson M, Daly T, 
Sands MS. Observed incidence of tumorigenesis 
in long-term rodent studies of rAAV vectors. Gene 
Ther  2001; 8: 1343-1346

■同行评价
肝移植面临的缺
血再灌注损害、

免疫排斥反应等
问题的基因治疗
是目前研究的热
点问题, 而以重组
病毒为载体的基
因治疗因其独特
的 优 势 ,  尤 其 是
AAV作为目前临
床可以应用的病
毒载体备受瞩目. 
作者以AAV在肝
移植应用的优势
及面临问题进行
综述, 具有一定的
意义.
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2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会通告

本刊讯 由上海市胃肠肿瘤重点学科、日本早期胃癌检诊协会、上海交通大学瑞金医院消化肿瘤学科群共同

主办 “2006上海中日早期胃肠肿瘤国际研讨会”将于2006-11-09/11在上海召开. 

1 会议内容

由日本及香港专家主讲: 功能性消化不良和早期胃癌的临床识别; 根除H pylori预防胃癌研究; 内镜诊断早期胃

癌的深度及组织学类型; 早期胃癌EMR、ESD及外科手术治疗; 早期胃癌和大肠癌标本处理及病理检查规范

及国际共识意见; 大肠锯齿状腺瘤、大肠癌及新生癌的诊断, 外科手术及综合治疗. 

     由中国专家主讲: 放大内镜诊断早期胃癌; 中国早期胃癌临床现状及前景; 胃肠肿瘤腹腔镜治疗; 大肠侧向

生长型肿瘤诊治; 大肠癌早期诊断及筛查; 胶囊内镜、双气囊小肠镜及小肠超声内镜诊断小肠肿瘤及临床评估.

 

2 征文

征文内容包括胃癌、大肠癌、小肠肿瘤基础研究、流行病学调查, 早期胃肠癌诊断及治疗. 论文(电子版)

按中华消化杂志格式书写附500字以内中文摘要, 欢迎网上投稿. 截止日期: 2006-08-10. 来稿寄至: 上海市

瑞金二路197号上海瑞金医院消化科 汤美萍 (请写明2006胃肠肿瘤大会稿件), 邮政编码: 200025. 联系电话: 

021-64370045-665246, E-mail: wuyunlin1951@163.com.

会议将授予国家继续教育Ⅰ类学分8分.
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associated virus vectors integrate at chromosome 
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