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综  述                                                               

自身互补型腺相关病毒载体发展趋势 
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摘  要: 重组腺相关病毒(Recombinant adeno-associated virus, rAAV)可以作为基因运载工具将目的基因运送入靶器官并

对多种疾病发挥治疗作用。以 rAAV 为载体进行基因治疗的关键是病毒基因组由单链变为双链, 否则不能适时、有效表

达目的基因。自身互补型 rAAV(scrAAV)载体基因组本身以双链形式存在, 与常规的单链 rAAV(ssrAAV)载体相比, 无论

在表达时间还是表达强度上都有十分明显改善, 可显著降低在疾病治疗过程中由于载体本身所诱发的免疫反应。目前, 

scrAAV 已经在肝脏疾病、中枢神经系统疾病、眼部疾病、干细胞修饰以及 RNA 干扰、核酶技术等领域得到应用。以

下在介绍 scrAAV 载体构建、表达、定位的基础上, 以血友病 B 为主要对象, 阐述 scrAAV 的应用潜力及发展趋势。 
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Abstract: Numerous studies and clinical trials have demonstrated the efficacy of recombinant adeno-associated virus gene delivery 
vectors. However, prior to expression, it is necessary to convert the single-stranded DNA genome into double-stranded DNA, which 
hinders the efficiency of these vectors. We can entirely circumvent this step through the use of self-complementary recombinant 
adeno-associated virus vector (scrAAV). ScrAAV packages an inverted repeat genome that can fold into double-stranded DNA 
without the requirement for DNA synthesis or base-pairing between multiple vector genomes. By using scrAAV, we could increase 
expression efficiency and reduce immune response caused by vectors themselves. Therefore, it is a promising vector for gene therapy. 
So far, it has been used in the treatment of hepatic diseases, central nervous system diseases, and eye diseases. It has also been used 
in the modifications of stem cells and as vectors for siRNA/miRNA and ribozymes. In this review, we focused on the preparation, 
expression and location of scrAAV both in vitro and in vivo. We mainly introduced the recent progress of scrAAV based therapy of 
Hemophilia B, in order to elucidate the potential and prospects of scrAAV in gene therapy. 
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重组腺相关病毒(Recombinant adeno-associated 
virus, rAAV)载体被认为是最有希望的临床基因治
疗载体[1], 已有 60 余项以 rAAV 为载体的基因治疗
进入临床试验。本实验室近 20年的研究业已显示其
在众多疑难杂症中具有良好的应用前景[2−4]。rAAV
载体进一步在临床上应用的关键是在不影响目的基

因表达的同时如何最大限度地克服免疫反应。因此, 
提高 rAAV 载体在靶细胞的转染效率, 降低载体的
使用剂量是目前研究的目标。本实验室前期研究发

现 , 由单链 (ssDNA)变成双链 (dsDNA)之后 , rAAV 
dsDNA不稳定是影响转染效率和持久性的最主要因
素 [5]。因此 , 开发带有双链基因组的自身互补型
rAAV 病毒载体(Self-complementary rAAV, scrAAV)
是解决目前困扰 AAV临床研究的有效方法之一。 

1  scrAAV 载体的构建原理 

无论是野生型 AAV(wt-AAV)病毒, 还是 rAAV

载体, 其病毒颗粒中都可包裹二倍体, 甚至四倍体

的 AAV基因组[6,7], 这是构建 scrAAV载体的理论基

础。而 wt-AAV ITR序列的特殊性是构建 scrAAV载

体的结构基础。目前的载体大多以AAV2为骨架, 其

DNA两端 ITR由 145个核苷酸组成(图 1)。其中, RBE

由一连串重复 5′-GNGC-3′序列组成, 是 Rep(Rep78

和 Rep68)结合位点。AAV复制时, 以自身 3′端序列

作为引物, 产生 2 个等长的具有一个共价连接末端

的分子(子/母链)。之后, Rep78和 Rep68发挥核酸内

切酶的作用 , 在母链末端断裂位点处(TRS)产生一

个缺口。在 T型结构顶端, 存在另外一个 RBE(RBE′), 

能维持这一结构的稳定性。新产生的-3′OH 作为

DNA聚合酶底物, 合成新的 ITR。最后, ITR退火形

成发夹结构, 并将-3′OH 重新置于单链取代合成的

起始位点。经过新一轮复制, 可形成一个新的 AAV

病毒及一个子/母链共存二聚体。如果其中一个 ITR

中的缺口产生失败, 那么产生的 AAV 病毒将可以二

聚体形式稳定存在。因此, 将 TRS缺失或者突变, 甚

至将D序列也同时缺失, 即可得到 scrAAV载体[9−11]。 

2  scrAAV 载体的包装容量和包装效率 

scrAAV 病毒颗粒中包装的是二聚体基因组 , 
那么其包装容量能否满足基因治疗需要呢? 本实验
室前期已报道单链 rAAV(Single-stranded rAAV, 
ssrAAV)载体最大包装容量为 5.7 kb[12], 虽也有报道
包装容量可达 6.0 kb, 但其包装效率却明显下降[13]。

McCarty 等最初制备的 scrAAV 基因组总大小为
4474 bp, 而当单链基因组达 3.4 kb时即不能有效包
装成病毒颗粒[9]。Wu 等证实, 能有效形成 scrAAV
病毒颗粒的最大单链基因组为 3.3 kb, 且在 2.3~3.3 kb
之间包装效率基本相同, 超过 3.4 kb 虽也能形成  

 

图 1  AAV 病毒复制过程以及 scAAV 的产生机理(该图由 Gonçalves MA 发表于 2005 年 Virol J 的文章修改而成[8]) 
Fig. 1  Schematic representation of the AAV DNA replication model and mechanism of scAAV generation. The AAV2 ITR is 
composed of two arm palindromes (B-B' and C-C') embedded in a larger stem palindrome (A-A'). The D sequence is present only 
once at each end of the genome thus remaining single-stranded. RBE: Rep-binding element; TRS: terminal resolution site; DM: 
duplex monomers; DD: duplex dimmers (Modified from the article of Gonçalves MA [8]). 
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病毒颗粒, 均以 ssrAAV 形式存在[11]。何以 3.3 kb

的长度还能有效包装？要知道其最终形成的

scrAAV病毒颗粒中包含有约 6.5 kb DNA。笔者认为

这可能是 scrAAV中基因组二级结构产生变化所致。

目前已有报道显示 , 制备得到的 scrAAV 纯度从

45%至 90%不等[11,14,15], 皆有不同比例的 ssrAAV存

在。这些 ssrAAV从何而来？scrAAV的纯度又何以

差别如此之大？研究表明突变的 TRS修复并不是造

成大量 ssrAAV 病毒颗粒产生的原因, 而有可能是

Rep78 和 Rep68 核酸内切酶活性的作用结果[11]。高

含量 Rep78和 Rep68可使 AAV ITR重新产生缺口, 

致使 AAV 复制正常化 , 出现 ssrAAV。如果将

Rep78/68 的起始密码子 ATG 换成 ACG, 便能使

scrAAV的纯度从 45%提高到 90%左右[11]。 

3  scrAAV 载体的转染效率和基因表达速度 

转染效率高是 scrAAV优于 ssrAAV的一个主要

特点。在 Hela 细胞中, scrAAV 的转染效率是相应

ssrAAV 的 5~140 倍。对于一些 ssrAAV 很难转染的

细胞, 如 B16、3LL Lewis以及 NIH3T3细胞, scrAAV

都能有效转染 [16], 且转染效率受腺病毒影响小, 也

不受羟基脲的影响, 显示其转染效率与DNA合成无

关。与 ssrAAV相比较, scrAAV的表达不仅高效, 而

且快速。在 293、Hela和 COS-7细胞中, 转染 scrAAV

载体(500 vector genome(vg)/细胞), 1 d 之后就有

10%~20%的细胞表达 GFP, 3 d时几乎所有的细胞都

可见 GFP；而转染 ssrAAV的细胞在 1 d及 3 d表达

GFP的阳性细胞仅占 1%和 10%, 且荧光暗淡[16]。 

不同类型 scrAAV 对于特定细胞的感染能力也

不尽相同。scrAAV2几乎能 100%感染多数肿瘤细胞, 

scrAAV5 则不及 scrAAV2, 但若将 scrAAV2 与 

scrAAV5 共转染即具有协同增效作用[17]。scrAAV2

及 scrAAV5还能有效感染间叶干细胞(Mesenchymal 

stem cells, MSC), 并被认为是一种长效、安全的修饰

MSC的载体[18]。在皮肤纤维原细胞中, scrAAV2 和 

scrAAV6的感染效率是其他类型载体的 3~5倍[19]。

未成熟树突状细胞(DC)中, 以 scrAAV2、5、6为高。

scrAAV8、scrAAV-rh10与 scrAAV7相比, 转染肝细

胞的效率要高 4 倍, 且转染效率还受性别影响, 男

性是女性的 2 倍[20]。而在造血干细胞(HSC)中, 以

scrAAV1和 scrAAV7较高[21]。 

在肝脏、肌肉、脑部和眼部组织中, scrAAV启

动基因表达的速度都比 ssrAAV 快, 而且表达效率

更高。小鼠门静脉注射 2×1010(颗粒/鼠) scrAAV, 7 d

后就有明显基因表达, 而 ssrAAV直到 21 d才表现出

明 显 区 别 [9] 。 进 一 步 研 究 表 明 , 静 脉 注 射

scrAAV(2×1011 vg/鼠)后, 3 d时即可检测到 2%~5%的

肝细胞表达GFP, 1周后达到 10%, 2个月后达到 90%

且有 1/3的细胞具有极强的荧光信号, 而 ssrAAV直

到 2 周后方能检测到荧光信号, 荧光信号在 6 个月

内缓慢增强 , 但只有 2%肝细胞可见荧光 , 且不及

scrAAV在 3 d时的荧光强度。肌肉内注射同样证明

scrAAV 无论是在表达速度还是效率上都优于

ssrAAV[16]。从整个试验过程分析, scrAAV表达的总

GFP 是相应 ssrAAV 的 15~20 倍[16, 22]。脑内直接注

射 scrAAV 载体能在广泛的区域内监测到基因表达, 

从嗅觉区到脑干 , 再到脊髓 , 超过 50%的小脑

Purkinje细胞可表达目的基因。无论是脑内注射还是

静脉注射, 甘露醇预处理都能显著增强 scrAAV载体

在中枢神经系统的分布 [15]。在眼部组织中 , 对于

ssrAAV 几乎不能感染的人小梁网 (TM)细胞 , 

scrAAV都能有效感染, 且在 18 h即开始表达目的蛋

白[23]。在大鼠体内, scrAAV (6-8×109 颗粒/眼)除了能

感染 TM 细胞外, 还能有效感染虹膜和角膜内皮, 

几乎所有的动物在 6周后都能检测到GFP阳性细胞, 

且不会引起眼内压(IOP)明显变化, 也不会引起强烈

免疫反应[24]。但是, 不同 scrAAV对于眼部各组织的

感染效率也不尽相同。scrAAV5 对 TM 的感染能力

最强, 但是对虹膜和角膜内皮最低[24]。因此 scrAAV5

最适合 TM 相关疾病的治疗。另外, 将衣壳蛋白中

特定位点酪氨酸残基突变为苯丙氨酸, 能促进目的

基因在视网膜神经节细胞 (Retinal ganglion cells, 

RGCs)的表达, 表明对于特定细胞可以通过修饰衣

壳蛋白进一步促进 scrAAV的转染效率[25]。 

4  scrAAV 体内的存在形式 

Nathwani 等报道尾静脉注射 scrAAV8后 24 h, 

绝大多数以线性方式存在, 但已有 5%转变成超螺旋

形式[26]。Wang 等报道在 scrAAV载体注射后 3 d的

小鼠肝内, 主要也还是以线性形式存在, 但是 2 周

时即有半数 scrAAV转变成超螺旋形式, 2月后全部

转变成超螺旋[12]。从基因组数量上看, 注射 scrAAV
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后 3 d到 6个月, DNA拷贝数维持在 4~5拷贝/细胞。

而 ssrAAV在注射后 3 d到 2周, 拷贝数急剧降低, 2

个月后进一步降低, 平均只有 0.2 拷贝/细胞, 而且

在 2周内基本上都是以单链形式存在, 2~6月期间才

慢慢由单链变成双链[12]。scrAAV与 ssrAAV相比, 基

因组在肝内更加稳定。转染后 1年, scrAAV组能检

测到病毒基因组, 而 ssrAAV 即使转染剂量提高 10

倍也未能检测到病毒基因组[22]。在肝内, 表达目的

基因的载体主要是游离形式的载体, 而非发生整合

的载体[26]; 然而在 HSC中, scrAAV基因组可整合到

寄主细胞的染色体上[21]。 

5  scrAAV 载体在 B型血友病基因治疗中的

应用 

B 型血友病是 X 染色体隐性遗传, 是第九凝血
因子(FIX)突变的结果。根据血液中 FIX水平可分为
轻度(5%~25%)、中度(1%~5%)、重度(<1%)患者, 但
只要维持正常水平 1%的 FIX 水平就能显著降低自
发性溶血的发生机率。目前主要治疗手段是静脉内

注射 FIX 蛋白, 而重组蛋白存在半衰期短、重复给
药等诸多不便[27]。 

早在 1997 年 , Snyder 等就首次成功利用
ssrAAV-FIX 治疗血友病 B(小鼠)[28], 遗憾的是在大
动物乃至临床开展的试验结果却不甚理想。犬肌肉

内注射 ssrAAV 载体能使 FIX 稳定表达(70 ng/mL, 
1%)超过 1年, 但高剂量会产生明显免疫反应[29]。I/II
期 临 床 试 验 表 明 , 肌 肉 内 多 点 注 射 高 达    
1.8×1012 vg/kg 剂量的 ssrAAV 是安全的, 但却不足
以产生 1%的 FIX[30]。随后利用肝脏靶向性 ssrAAV
载体, 在 8×1011~3.4×1012 vg/kg的范围内, 能够持续
表达 FIX(220~590 ng/mL)超过 6 个月, 可惜的是也
会发生抑制剂形成现象[31]。在另一项临床试验中通

过肝动脉注射 2×1012 vg/kg的 ssrAAV载体, 在 2周
时 FIX 可达 11%, 但是 10 周后就回落到本底水平, 
并且在 4 周后发现谷丙转氨酶活性升高(由 AAV 衣
壳蛋白引起的)[32]。本实验室的研究也表明, 肌肉内
注射 rAAV1能明显提高 FIX的表达水平, 但是同样
存在抑制剂形成现象[33]。上述临床前及临床实验意

味着降低机体的免疫反应是实现 rAAV 基因治疗血
友病 B 的关键, 即如何安全地注入高剂量的 rAAV
载体而不引起抑制剂形成或者降低载体的使用量。

为此, 将 rAAV2 VP1蛋白第 350~430之间的氨基酸
序列换成 rAAV1 VP1 的相应序列 , 肌肉内注射   
1×1011 颗粒/只(小鼠)杂合病毒载体(ssrAAV-221-IV), 
产生的 hFIX水平可达 450 ng/mL, 是相应 ssrAAV2
载体的 4~10倍[34]。最近研究表明, ssrAAV8在肝脏
中的转染效率明显比 ssrAAV2 高[35]。尽管如此, 要
达到 100%转染肝细胞(小鼠), 仍然需要 1 ×1013的载

体剂量。由于 scrAAV不但转染高效, 而且快速, 因
此是 B型血友病基因治疗的理想选择。 

为了将 hFIX 包装入 scrAAV 载体, 必须尽量缩

短 hFIX 表达元件的长度。Nathwani 等构建了一个

mini-hFIX 表达框 (scrAAV-LP1-hFIXco), 长度从原

来的 4123 bp 缩短为 2.1 kb[26,36]。小鼠尾静脉注射

scrAAV8-LP1-hFIXco(1×1011 vg/只)产生的 hFIX 水

平是相应 ssrAAV8 的 20 倍, 血浆 hFIX 水平可达 

150 μg/mL。最终的结果证实, scrAAV8-LP1-hFIXco

比临床试验中所采用的最好的 ssrAAV 治疗效果还

要好。在灵长类动物上展开的研究进一步表明, 肠

系膜静脉注射后, 血清转氨酶水平和 IL-6 水平 6 周

内都无明显升高。scrAAV5 比相应 ssrAAV5 表达强

度高 2 个数量级, 但其强度却只有 scrAAV8 的 1/20

左右, 且速度相对较慢(可能是因为 rAAV5 衣壳蛋白

的释放速度较慢)。在预先有较低抗 AAV8 抗体的恒

河猴内, 注射 scrAAV8 载体并不能有效转染肝细胞, 

采用 scrAAV5 却能实现有效转染。因此可以通过变

换 rAAV 病毒的衣壳蛋白重复感染以加强治疗效果, 

且交叉注射不会引起 IL-6 和转氨酶活性产生明显变

化(6周)。scrAAV5与 scrAAV8引起的免疫反应类似, 

但似乎不受注射途径的影响。7 d之后 anti-AAV IgM

抗体达到峰值 , 并在 6 周时回复至本底水平。

anti-AAV IgG 抗体 9 周时达到最大值并可稳定维持

200 d以上。Anti-AAV IgG1水平变化与 anti-AAV IgG

类似, 而 IgG2和 IgG3基本不变化。但是 Anti-AAV5 

IgG 抗体的滴度是相应注射 scrAAV8 动物的 25   

倍 [36]。这些研究表明, 外周静脉注射 scrAAV5 和

scrAAV8 载体能有效、安全地转染非人灵长类, 为

基因治疗 B 型血友病带来了新的希望。据此 Wu 等

通过进一步优化 GC含量、cis调控元件以及密码子, 

可使 hFIX 的表达再提高 4~20 倍, 可以进一步降低

基因治疗中载体的使用量, 改善炎症、免疫等毒副

反应[37]。 
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6  scrAAV 载体在其他领域的应用 

基于 scrAAV 所具有的众多优点, 其在各个领

域的研究应用已经逐渐展开。scrAAV治疗眼部疾病

(如青光眼)的研究尚还处于临床前研究阶段, 主要

热点集中于注射途径、载体类型对 scrAAV 在体内

的分布和毒副作用的考察[23−25]。研究表明, scrAAV

在眼部疾病治疗中的应用前景巨大。其中 scrAAV5

比较适合 TM 相关疾病的治疗。青光眼基因治疗的

靶组织包括眼表的结膜组织、眼前节的小梁网和睫

状体、眼后节的视网膜神经节细胞等。如果能在这

些靶点增加目的基因的表达将有助于青光眼的治

疗。通过将治疗基因, 如 Rho-GTP 酶、钙调结合蛋

白、睫状神经营养因子等装入载体 scrAAV, 结合特

异性表达调控元件, 便有可能用于治疗青光眼等慢

性眼部疾病。另外, siRNA、microRNA 和核酶皆为

潜力巨大的基因治疗手段[38,39], 其目的基因都很小, 

特别适合用 scrAAV 作为表达载体。多项研究已经

表明, scrAAV 载体能有效传递这些治疗性 RNA 进

入靶细胞。Xu 等研究表明, scrAAV载体能有效携带

siRNA 进入多药耐药肿瘤细胞系(乳腺癌和口腔癌), 

抑制目的基因 MDR1 的表达, 并能快速、持续、有

效地降低 P-糖蛋白的表达 , 逆转肿瘤耐药性 [40]。

scrAAVsi-PDHA1 则能有效感染大鼠肺纤维原细胞, 

转染 3 d后 PDHA1 mRNA水平降低 53%~80%, 10 d

后降低 54%~70%[41]。利用 scrAAV运载靶向 TGF-β1

的核酶进入角膜细胞能减少 77% TGF-β1 蛋白分   

泌[42]。B19p6启动子与 scrAAV载体结合在治疗乙型

地中海型贫血以及镰刀形红细胞相关疾病中非常有

前景[43]。此外, scrAAV 在 HSC 修饰、克服血脑屏

障等方面都有相关报道。scrAAV转染之后基因组可

以整合到宿主 HSC的不同染色体上, 但都不会危害

宿主安全(1年)[44]。结合上文关于 scrAAV在中枢神

经系统中的高效转染的论述, 可知 scrAAV 在治疗

中枢神经系统疾病中也可能有极大的应用前景[15]。 

7  未来展望 

以 ssrAAV 为载体的基因治疗研究正在有序地

进行 [1], 用于临床研究的载体类型已由单一的 

rAAV2 扩展到 rAAV1、5、6, 并出现了一批令人

欣喜的、有显著治疗效果的 rAAV 基因药物。特别

是最近在眼部疾病——先天性黑内障治疗临床研究

中取得的研究成果 , 再次激发了  rAAV 基因药物

的研发与临床应用的热潮[45,46]。这 2 项最新的临床

研究不但证明了 rAAV 基因药物的有效性, 而且再

次确认了其安全性。 

大量动物以及临床研究的深入同时也给从事

rAAV载体研究的科学家提出了更多挑战。rAAV存

在的潜在免疫反应, 特别是衣壳蛋白特异性 T 细胞

的问题[32], 是目前困扰整个 rAAV 基因治疗领域的

难题。scrAAV 载体较之于 ssrAAV 载体, 具有表达

效率更高的优点, 从而可以在达到具有治疗效果基

因表达水平时尽量降低载体的使用量, 进而克服机

体存在的免疫反应以及对肝细胞的损伤问题。另外, 

scrAAV表达快速, 为某些需要及时表达目的基因的

疾病如糖尿病等提供了更为合适的治疗载体[47]。其

表达持久的特性不但可以降低在治疗过程中重复注

射的次数, 而且特别适合肝纤维化等慢性疾病的长

期治疗[4]。因此, 笔者认为 scrAAV载体的出现将可

极大促进 rAAV 载体在基因治疗中的应用 , 加速

rAAV基因药物的产业化进程。 

鉴于 scrAAV 载体包装容量的限制, 可能无法

直接将其应用于某些较大目的基因的包装和表达 , 

因而, 重新设计目的基因表达框、尽量缩短目的基

因长度, 使之能在 scrAAV中有效包装、表达是今后

scrAAV载体研究工作的重点之一。 
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