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摘  要 : AAV-ITR 单链 DNA 微载体是一种基于腺相关病毒 (AAV) 倒置末端重复序列 (ITR) 的基因表达载体 

(AAV-ITR ssDNA mini vector)。前期研究已证明 AAV-ITR 单链 DNA 微载体在 HEK 293T 细胞中具有较高的转

染、表达效率。本文中将相同拷贝数的 AAV-ITR 单链 DNA 微载体、3ʹ-ITR 末端错配的 AAV-ITR 单链 DNA 微

载体 (AAV-ITRmm ssDNA mutant vector)、AAV-ITR 双链 DNA 和质粒分别用 TurboFect 转入小鼠骨骼肌中，比

较检测 AAV-ITR 单链 DNA 微载体与其他基因表达载体在小鼠体内 1 周、1 个月及 3 个月的表达效率。组织切

片经荧光显微镜观察及荧光灰度值分析表明，相同分子摩尔数的 AAV-ITR 单链 DNA 微载体比 AAV-ITR 双链

DNA 和质粒在不同时期表达效率都要高且更稳定。提取注射 3 个月后的肌肉组织的 DNA，用荧光定量 PCR

分析比较各载体的存留分子数。RT-PCR 的结果显示 AAV-ITR 单链 DNA 微载体在注射 3 个月后的存留分子数

较其他载体高。综合结果显示 AAV-ITR 单链 DNA 微载体在动物体内具有表达效率高和长久稳定的优势，有可

能开发为基因治疗的一种高效、稳定的新型载体。 

关键词 : 腺相关病毒  (AAV)，倒置末端重复序列  (ITR)，基因表达微载体，体内表达，RT-PCR, 基因     

治疗  
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Gene expression of AAV-ITR ssDNA mini vector in skeletal 
muscle of mice 

Dongqin Zhu, Yun Zhang, Xiaomei Liu, and Chun Zhang 

Suzhou Municipal Key Laboratory of Molecular Diagnostics and Therapeutics, Suzhou Institute of Biomedical Engineering and 
Technology, Chinese Academy of Sciences, Suzhou 215163, Jiangsu, China 

Abstract:  AAV-ITR single strand DNA mini vector (AAV-ITR ssDNA mini vector) is a novel gene expression vector 
based on AAV-ITR. We have shown efficient gene expression of AAV-ITR ssDNA mini vector in HEK 293T. Here, we 
studied the efficacy of gene expression of AAV-ITR ssDNA mini vector in vivo. We injected the skeletal muscle of ICR 
mice separately with equal molars of AAV-ITR ssDNA mini vector, ITR mutated AAV-ITR single strand DNA mini vector 
(AAV-ITRmm ssDNA mutant vector), AAV-ITR dsDNA and pUC57-minivector-GFP, combined with TurboFect. 
Florescence microscope analysis of skeletal muscle section shows that AAV-ITR ssDNA mini vector had higher expression 
efficiency and longer expression period. We extracted DNA from the muscle three months after injection and quantified 
three vectors by Real-time PCR. RT-PCR analysis shows that there were highest copy numbers of AAV-ITR ssDNA mini 
vector existing in muscle. Stable existing of AAV-ITR ssDNA mini vector in muscle could be the molecular basis of long 
term gene expression of the vector. The results suggest that AAV-ITR ssDNA mini vector might be a promising vector for 
gene therapy. 

Keywords:  Adeno-associated virus (AAV), Inverted terminal repeats (ITR), single strand DNA mini vector, in vivo gene 
expression, RT-PCR, gene therapy 

目前用于基因治疗的载体主要有病毒载体 

(如逆转录病毒、痘病毒、腺病毒、腺相关病毒

等) 和非病毒载体 (如质粒载体)[1-6]。病毒载体

虽然效率高但容易引起不同程度的免疫反应和炎

症反应，而且还存在插入突变、致癌等风险[7-9]。

一些病毒载体还有包装基因容量的限制，如腺相

关病毒 (AAV) 载体，最大包装容量仅 4.7 kb[10]。

而且，病毒基因载体的包装、生产复杂繁琐，

不利于大规模的生产和临床使用。质粒载体虽

然制备简单[11]，但它们的转染效率低[12]。而且

质粒载体中有质粒复制序列，抗菌素抗性选择

基因等大量细菌 DNA，特别是细菌 DNA 序列

中CpG序列的含量是哺乳动物细胞DNA的 4倍，

会引起机体的组织免疫反应、细胞炎症和基因

表达的沉默化[13-14]。另外质粒载体分子量较大，

需要较多的非病毒转染试剂包装携带，从而很

容易产生细胞毒性[13-14]。因此，安全高效的基

因治疗载体是当今基因治疗领域需要突破的一

个瓶颈。 

AAV 基因组中的倒置末端重复序列 (ITR)

为 125 nt的核苷酸序列，能形成自我互补的倒 T

型发夹结构[8-9]。ITR 的发夹结构不仅可以引发

AAV 的基因组合成第二条链，还可帮助其在细

胞中形成稳定的环状多聚体和类染色质结构，

从而使外源基因能持续稳定地表达[10,15]。我们

利用 ITR 的这种结构和功能优势，结合微环状

DNA (Minicircle DNA) 载体[16-19]的特点，设计

出AAV-ITR单链DNA微载体 (AAV-ITR ssDNA 

mini vector)[20]。AAV-ITR单链 DNA微载体含有

一个单链基因表达框，表达框两端为 AAV基因
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组的 ITR 序列。另外，有研究证明 ITR 中的 D

序列会阻碍 AAV第二链的合成，从而阻碍基因

的表达[8-9]。所以 AAV-ITR单链 DNA微载体中

ITR 的 D 序列均被除去，以获得第二链的快速

合成，使基因得到高效表达。前期实验已经证

明去除了 D序列的 AAV-ITR单链 DNA微载体在

HEK 293T细胞中的确具有更高的表达效率[20]。 

本实验主要是检测 AAV-ITR 单链 DNA 微

载体在小鼠骨骼肌中的表达效率。将相同拷贝

数的 AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双

链 DNA和质粒分别转入小鼠骨骼肌中，同时以

相同拷贝数的 ITR 末端错配的 AAV-ITR 单链

DNA 微 载 体  (AAV-ITRmm ssDNA mutant 

vector) 作为对照，检测 AAV-ITR单链 DNA微

载体在小鼠体内不同时期的表达效率。通过实

时荧光定量 PCR的方法比较分析了 3种载体在

注射第 3 个月后的载体分子数。综合结果表明

AAV-ITR 单链 DNA 微载体比 AAV-ITR 双链

DNA 和质粒在不同时期表达效率都要高且更 

稳定。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂  
pUC57-minivector-EGFP 质 粒 、 pUC57- 

minivector-EGFP-mutant质粒、大肠杆菌 sure由

苏州医工所医学制品检验室构建保存， 

HEK293T细胞购自中国科学院上海细胞库，胎

牛血清购自 Gibico 公司。限制性内切酶 NotⅠ、

SmaⅠ购自 Fermentas公司。Goldview染料购自

Solarbio 公司，琼脂糖粉购自 Biowest 公司，

TurboFect in vivo transfection reagent购自 Thermo

公司，多聚甲醛、水合氯醛、氯化钠等均为国产分

析纯以上。核酸分子量标准 (DL5 000 marker) 购自

TaKaRa公司，质粒提取试剂盒、凝胶回收试剂

盒购自 Axygen公司。DNeasy Blood &Tissue Kit购

自QIAGEN公司，GoTaq qPCR Master Mix购自

Promega公司。4−5周 ICR雄性小鼠、高压饲料、

进口垫料、小鼠笼等购自上海斯莱克实验动物有限

公司，微量注射器购自 Hamilton公司。 

1.2  载体的制备及鉴定 
首先，将本研究中涉及的基因表达载体，包

括 pUC57-minivector-EGFP 质粒、AAV-ITR 双链

DNA、AAV-ITR 单链 DNA 微载体、ITR 末端错

配的 AAV-ITR 单链 DNA 微载体进行制备和鉴

定。pUC57-minivector-EGFP质粒 (图 1A) 由本

实验已构建，通过转化 sure大肠杆菌直接扩增，

再用 Axygen大抽试剂盒提取。通过 SmaⅠ酶切、

Goldview 染色电泳检测鉴定 ITR 是否完整。

pUC57-minivector-EGFP 通过 NotⅠ酶切，胶回

收得到 AAV-ITR 双链 DNA (图 1B)。AAV-ITR

双链 DNA 95 ℃变性 5 min后，迅速置于冰上冷却

5 min，得到 AAV-ITR单链 DNA微载体 (图 1C)。

Goldview 染色电泳检测双链 DNA 及通过热变

性得到的微载体片段，再经过体外转染 HEK 

293T 细胞检测 GFP 的表达。ITR 末端错配的

AAV-ITR 单链 DNA 微载体 (图 1D) 的制备和

鉴定同上。 

1.3  基因表达载体转染 ICR 小鼠骨骼肌 
通过如下公式，计算相同拷贝数下的各载

体用量。样品拷贝数  (copies/μL)=样品浓度 

(ng/μL)×10–9×6.02×1023 (阿伏伽德罗常数)/样品

分子量 (碱基对数 bp×648)。取相同拷贝数的

AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双链

DNA、pUC57-minivector-EGFP质粒、ITR末端

错配的AAV-ITR单链DNA微载体分别转染 ICR

小鼠骨骼肌。 
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图 1  AAV-ITR 各载体的结构图 
Fig. 1  The diagram of different AAV-ITR vectors. (A) pUC57-minivector-EGFP. (B) AAV-ITR double strand DNA. 
(C) AAV-ITR single strand DNA mini vector. (D) AAV-ITRmm ssDNA mutant vector. 
 
 

注射 1 周表达效果检测：将 4−5 周的 ICR

雄性小鼠按体重年龄平均分成 13 个组，每组 3

只。第一组为空白对照，第二组到第四组分别

注射 DNA 拷贝数呈梯度上升的 AAV-ITR 单链

DNA微载体 2×1012 copies (2 μg)、5×1012 copies 

(5 μg)、1×1013 copies (10 μg)，第五组到第七组

分别注射 DNA 拷贝数呈梯度上升的 AAV-ITR

双链 DNA 2×1012 copies (4 μg)、5×1012 copies  

(10 μg)、1×1013 copies (20 μg)，第八组到第十组

分 别 注 射 DNA 拷 贝 数 呈 梯 度 上 升 的

pUC57-minivector-EGFP 质 粒 2×1012 copies  

(10 μg)、5×1012 copies (25 μg)、1×1013 copies  

(50 μg)，第十一组到第十三组分别注射 DNA拷

贝数呈梯度上升的 ITR末端错配的 AAV-ITR单

链 DNA微载体 AAV-ITR 2×1012 copies (2 μg)、

5×1012 copies (5 μg)、1×1013 copies (10 μg)。上

述十三组于 1 周后处死，取相应的骨骼肌置于

1%多聚甲醛中固定。 

注射 1个月表达效果检测：将 4−5周的 ICR

雄性小鼠按体重年龄平均分成 10个组，每组 3只。

第一组为空白对照，第二组到第四组分别注射

DNA 拷贝数呈梯度上升的 AAV-ITR 单链 DNA

微载体 2×1012 copies (2 μg)、 5×1012 copies     

(5 μg)、1×1013 copies (10 μg)，第五组到第七组

分别注射 DNA 拷贝数呈梯度上升的 AAV-ITR

双链 DNA 2×1012 copies (4 μg)、5×1012 copies  

(10 μg)、1×1013 copies (20 μg)，第八组到第十组

分 别 注 射 DNA 拷 贝 数 呈 梯 度 上 升 的

pUC57-minivector-EGFP质粒 2×1012 copies (10 μg)、

5×1012 copies (25 μg)、1×1013 copies (50 μg)。上

述十组于 1 个月后处死，取相应的骨骼肌置于

1%多聚甲醛中固定。 

注射 3个月表达效果检测：将 4−5周的 ICR雄

性小鼠按体重年龄平均分成 4个组，每组 3只。第

一组为空白对照，第二组注射 1×1013 copies (10 μg) 

的 AAV-ITR 单链 DNA 微载体，第三组注射

1×1013 copies (20 μg) 的AAV-ITR双链DNA，第四

组注射 1×1013 copies (50 μg) 的 pUC57-minivector- 

EGFP质粒。上述四组于 3个月后处死，取相应的

骨骼肌置于 1%多聚甲醛中固定。 
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转染试剂采用 TurboFect in vivo transfection 

reagent。转染方法如下：例如将 10 μg的质粒 DNA

用 5%的灭菌葡萄糖溶液补至 100 μL，涡旋振荡

充分混匀。加入 1.2 μL的 TurboFect试剂并涡旋

混匀。于室温中静置 20 min。然后用微量注射器

注入小鼠后腿肌肉中。其余实验组中的 TurboFect

的用量随转染用的 DNA拷贝数的比例扩大。 

1.4  制作石蜡切片及荧光显微分析 
将固定后的肌肉组织冲洗后进行脱水和硬

化，二甲苯透明 20 min，石蜡浸渗 5 h。浸蜡完

全后再用石蜡包埋，最后再按 4 μm厚度从不同

角度进行切割。捞起切片后写上编号。将石蜡

切片至于荧光显微镜 (ZEISS) 下观察并拍摄荧

光图 (激发波长 488 nm，发射波长 507 nm)。 

1.5  统计分析 
将拍摄得到的荧光图通过 Image J (National 

institutes of health) 测量其平均灰度值 (Ostu校

准方法)，用以反映不同载体的表达强度。得到

的荧光灰度值再进行方差分析 (SPSS 17.0 Inc，

Chicago，USA) 并绘制柱状图以比较各载体的

表达效率。 

1.6  Real-time PCR 比 较 分 析

pUC57-minivector-EGFP、AAV-ITR dsDNA
和 AAV-ITR ssDNA mini vector 注射 3 个月后

的载体存留分子数 
收取注射了 1×1013 copies、周期为 3个月的

AAV-ITR单链 DNA微载体、AAV-ITR双链 DNA

和 pUC57-minivector-EGFP小鼠骨骼肌。然后用

QIAGEN DNA 提取试剂盒进行 DNA 抽提。设

计并合成一对 GFP 片段引物 (由上海生工生物

工程合成)，F5ʹ−3ʹGCTCCTCCCAGACAACCA，

R5ʹ−3ʹCAGCAGCGGTCACAAACT。最后，以

SYBGreen 为荧光染料进行 Real-time PCR，比

较 3种载体的相对含量。 

2  结果 

2.1  各表达载体注射小鼠 1 周表达结果 
注射 1 周小鼠骨骼肌切片的荧光显微镜分

析和荧光灰度值分析结果显示 (图 2)，AAV-ITR双

链 DNA (图 2A, b1−b3)，pUC57-minivector-EGFP

质粒 (图 2A, c1−c3) 和 AAV-ITR单链 DNA微

载体 (图 2A, a1−a3) 的 GFP表达强度从 DNA低

拷贝数 2×1012 copies到高拷贝数 1×1013 copies呈

现出递增的趋势。拷贝数为 1×1013 copies 时，

双链 DNA 表达相对弱 (图 2A，b3)，质粒的荧

光强度与单链微载体的相当 (图 2A，a3−c3)，

且都比较高。ITR 末端错配的 AAV-ITR 单链

DNA 微载体 (图 2A，d1−d3) GFP 蛋白表达均

不高。正如荧光灰度值分析结果显示 (图 2B)，

1×1013 copies的 AAV-ITR单链 DNA微载体的灰度

值最高，质粒其次，双链 DNA 的表达较低，ITR

末端错配的AAV-ITR单链DNA微载体表达最低。 

2.2  各表达载体注射小鼠 1 个月表达结果 
注射 1 个月小鼠骨骼肌切片的荧光显微镜

分析和荧光灰度分析结果显示 (图 3)，低拷贝

数 2×1012 copies和 5×1012 copies用量的载体表

达较弱 (图 3A，a1−2, b1−2，c1−2)。在 1×1013 

copies用量下，双链 DNA的荧光强度与质粒相

当 (图 3A，b3：c3)，而 AAV-ITR单链 DNA微

载体 (图 3A，a3) 荧光最强。荧光灰度值分析 

(图 3B) 也显示，双链DNA的灰度值与质粒相当，

1×1013 copies 的 AAV-ITR 单链 DNA 微载体的

GFP表达是最高的。低拷贝数的载体表达很低，

与空白对照相差不大，且不同载体在低拷贝数

下的表达没有明显差别。 
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图 2  AAV-ITR 单链 DNA 微载体、ITR 末端错配的 AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双链 DNA 和质粒

载体在小鼠骨骼肌中一周的 GFP 表达 
Fig. 2  The GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA, pUC57-minivector-EGFP and AAV-ITRmm 
ssDNA mutant vector in mice skeletal muscle one week after injection. (A) Fluorescence microscope pictures, 50×. a1−3: GFP 
expression of AAV-ITR ssDNA mini vector with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 1×1013 copies respectively; b1−3: GFP expression 
of AAV-ITR dsDNA mini vector with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 1×1013 copies respectively; c1−3: GFP expression of 
pUC57-minivector-EGFP plasmid with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 1×1013 copies respectively; d1−3: GFP expression of 
AAV-ITRmm ssDNA mutant vector with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 1×1013 copies respectively. (B) The average GFP 
fluorescence strength of ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA mini vector, pUC57-minivector-EGFP and AAV-ITRmm ssDNA 
mutant vector in ICR mice skeletal muscle.  
 

   
 
图 3  AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双链 DNA 和质粒载体在小鼠骨骼肌中一个月的 GFP 表达 
Fig. 3  The GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA and pUC57-minivector-EGFP in 
mice skeletal muscle one month after injection. (A) Fluorescence microscope pictures，50×. a1−3: GFP expression of 
AAV-ITR ssDNA mini vector with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 1×1013 copies respectively; b1−3: GFP expression of 
AAV-ITR dsDNA mini vector with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 1×1013 copies respectively; c1−3: GFP expression of 
pUC57-minivector-EGFP plasmid with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 1×1013 copies respectively. (B) The average green 
GFP fluorescence strength of ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA mini vector and pUC57-minivector-EGFP in ICR 
mice skeletal muscle.  
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2.3  各表达载体注射小鼠 3 个月表达结果 
为了检测 AAV-ITR 单链 DNA 微载体能否

像 AAV 病毒载体那样能在体内较长时期地表

达，实验比较分析了高拷贝数 1×1013 copies 的

AAV-ITR单链 DNA微载体在小鼠骨骼肌中 3个

月的表达。骨骼肌切片的荧光显微镜分析和荧

光灰度值分析结果显示  (图 4)，在高拷贝数

1×1013 copies 下，AAV-ITR 单链 DNA 微载体 

(图 4A, a) 荧光强度在 3个月后仍保持很强，与

相同分子摩尔数质粒和双链 AAV-ITR DNA 载

体比较，其表达效率最高，质粒最低 (图 4A, c)。

灰度分析 (图 4B) 也表明，AAV-ITR单链 DNA

微载体的 GFP 表达水平最高，质粒的表达水平

接近空白对照，而双链 DNA表达水平也很低，

略高于质粒。实验结果表明 AAV-ITR单链 DNA

微载体在体内也能长久稳定地表达。 

2.4  不同注射量的各表达载体的表达效率综

合比较分析 
1月与1周各载体表达的荧光图对比 (如图5A) 

所示，在最高拷贝数 1×1013 copies 用量下，质

粒 (图 5A, c3-c3′) 荧光下降最明显，AAV-ITR

双链 DNA 的荧光 (图 5A, b3-b3′) 反而有所增

强，而  AAV-ITR 单链 DNA 微载体的荧光   

(图 5A, a3-a3′) 略有下降，但仍是三者中最强

的。正如荧光灰度分析比较 (图 5B) 所反映的，

AAV-ITR 单链 DNA 和质粒的荧光表达均有不

同程度的下降。其中，单链 DNA微载体的荧光

强度下降不明显，而质粒下降较明显。唯一不

同的是，1 个月后双链 DNA 的荧光表达反而  

上升。

 

   
 

图 4  AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双链 DNA 和质粒载体在小鼠骨骼肌中三月的 GFP 表达 
Fig. 4  The GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA and pUC57-minivector-EGFP in 
mice skeletal muscle three months after injection. (A) Fluorescence microscope pictures，50×. Nc: negative control; a: 
GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector with 1×1013 copies; b: GFP expression of AAV-ITR dsDNA mini 
vector with 1×1013 copies; c: GFP expression of pUC57-minivector-EGFP plasmid with1×1013 copies. (B) The 
average green GFP fluorescence strength of ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA mini vector and 
pUC57-minivector-EGFP in ICR mice skeletal muscle.  
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图 5  AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双链 DNA 和质粒载体在 1 周和 1 个月的 GFP 表达比较分析 
Fig. 5  The difference of GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA and 
pUC57-minivector-EGFP in mice skeletal muscle between one week and one month after injection. (A) Fluorescence 
microscope pictures, 50×. a1−3: GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 
1×1013 copies respectively; b1−3: GFP expression of AAV-ITR dsDNA mini vector with 2×1012 copies, 5×1012 copies, 
1×1013 copies respectively; c1−3: GFP expression of pUC57-minivector-EGFP plasmid with 2×1012 copies, 5×1012 
copies, 1×1013 copies respectively; a′1−3: GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector with 2×1012 copies, 5×1012 
copies, 1×1013 copies respectively; b′1−3: GFP expression of AAV-ITR dsDNA mini vector with 2×1012 copies, 
5×1012 copies, 1×1013 copies respectively; c′1−3: GFP expression of pUC57-minivector-EGFP plasmid with 2×1012 
copies, 5×1012 copies, 1×1013 copies respectively. (B) The comparison of average green GFP fluorescence strength of 
ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA mini vector and pUC57-minivector-EGFP between one week and one month in 
ICR mice skeletal muscle. 
 

3种载体在最高拷贝数 1×1013 copies时 1周、

1月和 3月的荧光显微分析和荧光灰度分析差异显

示 (图 6A)，从 1月到 3月，1×1013 copies的各载

体都有一定程度的下降。其中，质粒 (图 6A，c2−c3) 

下降最显著，AAV-ITR双链 DNA (图 6A，b2−b3) 

也下降许多，而 AAV-ITR 单链 DNA 微载体   

(图 6A，a2−a3) 虽有所下降，但仍是表达最强

的。荧光灰度差异结果显示 (图 6B)，从 1周到
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3个月，质粒的表达逐渐下降，到第 3个月时几

乎与空白对照相当。而 1 个月表达有所上升的

双链 DNA 在第 3 个月时也下降到很低。只有

AAV-ITR单链 DNA微载体的表达稍稳定，1个月

时下降不明显，到第 3个月时虽有下降但仍是表达

最高的。这说明 AAV-ITR单链 DNA微载体相对而

言具有高表达效率和长期稳定表达的特点。 

2.5  Real-time PCR 比较分析注射 3 个月后各

载体的存留分子数 
三种载体 RT-PCR的结果如图 7所示，从扩

增曲线 (图 7A) 中可以看出，空白对照组中因

为没有目的 GFP 基因的存在而图线杂乱。而其

他载体均能正常扩出。各载体的 CT值如表 1所

示，未注射载体的空白样品的 CT 值因为没有

GFP基因而无法测定。注射了 1×1013 copies的

AAV-ITR单链 DNA微载体的样品 CT值最小，为

25.28。而AAV-ITR双链DNA和 pUC57-minivector- 

EGFP 的载体残余量较少，CT 值为 28.86 和

32.15，即质粒最后剩余的含量最低。说明

AAV-ITR单链DNA微载体在小鼠骨骼肌中最稳

定，在细胞中能长期稳定存在。上述 RT-PCR产

物在 1%琼脂糖凝胶中电泳的结果如图 7B所示，

AAV-ITR 单链 DNA 微载体的 PCR 产物条带最

亮 (图 7B，泳道 2)。 

 

 
 
图 6  AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双链 DNA 和质粒载体在 1 周、1 个月和 3 个月的 GFP 表达比较分析 
Fig. 6  The difference of GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA and 
pUC57-minivector-EGFP in mice skeletal muscle among one week, one month and three months after injection. (A) 
Fluorescence microscope pictures, 50×. a1−3: GFP expression of AAV-ITR ssDNA mini vector with 1×1013 copies in 
one week, one month and three months; b1−3: GFP expression of AAV-ITR dsDNA mini vector with 1×1013 copies in 
one week, one month and three months; c1−3: GFP expression of pUC57-minivector-EGFP plasmid with 1×1013 
copies in one week, one month and three months. (B) The comparison of average green GFP fluorescence strength of 
ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA mini vector and pUC57-minivector-EGFP among one week, one month and 
three months in ICR mice skeletal muscle.  
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图 7  AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双链 DNA 和 pUC57-minivector-EGFP 三个月后存留分子数的

RT-PCR 分析 
Fig. 7  Comparison of the residue of AAV-ITR ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA and pUC57-minivector-EGFP 
three months after injection by RT-PCR. (A) The amplification plot of AAV-ITR ssDNA mini vector, AAV-ITR 
dsDNA and pUC57-minivector-EGFP by RT-PCR. a: AAV-ITR ssDNA mini vector; b: AAV-ITR dsDNA; c: 
pUC57-minivector-EGFP. (B) The electrophoresis of products from RT-PCR of AAV-ITR ssDNA mini vector, 
AAV-ITR dsDNA and pUC57-minivector-EGFP. M: marker; 1: control; 2: the product from Real-time PCR of 
AAV-ITR ssDNA mini vector; 3: the product from Real-time PCR of pUC57-minivector-EGFP; 4: the product from 
Real-time PCR of AAV-ITR dsDNA. 
 
表 1  AAV-ITR 单链 DNA 微载体、AAV-ITR 双链 DNA 和 pUC57-minivector-EGFP 三个月后存留分子数的 RT-PCR 
CT 值分析 
Table 1  CT value of the residue of AAV-ITR ssDNA mini vector, AAV-ITR dsDNA, and pUC57-minivector- EGFP three 
months after injection by RT-PCR 

Sample CT(Cycle) 
 1 2 3 x s±  
Control Undetermined Undetermined Undetermined Undetermined 
ss-10 24.56 25.52 25.78 25.28±0.64 
ds-20 29.25 29.30 28.86 29.14±0.24 
ps-50 31.07 30.31 32.15 31.18±0.92 

3  讨论 

我们利用腺相关病毒 (AAV)ITR 的结构优

越性[10,21-22]和微环状 DNA[16-18]载体构造特性，

构建出 AAV-ITR 单链 DNA 微载体[20]。类似微

环状 DNA 的载体结构简单且安全[19]。AAV 的

ITR 结构可以自动形成 T 形发卡结构，末端的

稳定环状结构也增加了整个微载体的结构稳定

性[22]。另外 ITR 之间可以形成多聚体，一种类

似染色体的结构，这样使单链 DNA微载体在细

胞中可以长期表达，所以 ITR 结构又赋予这种

载体较高的稳定性和表达效率[23]。 
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在小鼠骨骼肌表达结果中，从低拷贝数

2×1012 copies 到高拷贝数 1×1013 copies (按  

1∶5∶10增加)，AAV-ITR单链 DNA微载体、

AAV-ITR双链DNA和质粒的荧光表达都逐渐增

强。在 1×1013 copies 时都得到了很好的表达。

1×1013 copies的AAV-ITR单链DNA微载体在所

有时间点的表达都是最高的。在第 1 周时，质

粒的表达与其相差不大，双链 DNA表达较弱，

单链 DNA载体的突变体表达最弱。到第 1个月

时，AAV-ITR单链 DNA微载体的表达下降不显

著，质粒的荧光强度下降显著，而双链 DNA表

达有所提升。到第 3个月时，单链 DNA微载体

表达也有所下降，但仍较高。质粒下降最显著，

而且大部分已经被降解；双链 DNA的表达也下

降许多。并且，3个月后各载体的 RT-PCR结果

也显示，AAV-ITR单链 DNA微载体的剩余量是

3种载体最高的，AAV-ITR单链 DNA微载体在

骨骼肌中的稳定存在可能是其在骨骼肌中稳定

表达的分子基础。总而言之，AAV-ITR单链 DNA

微载体是一种具有较高的稳定性和表达效率的

新型载体。 

AAV-ITR单链DNA微载体之所以具有较高

的稳定性和表达效率，主要因素在于 ITR结构。

AAV-ITR单链 DNA微载体在动物体内以 ITR3ʹ

末端作为引物合成第二条链，形成一个稳定的

环状结构，并且还有可能通过 ITR 进一步形成

环状多聚体。在一周表达的对照组中，ITR末端

错配的AAV-ITR单链DNA微载体正是由于 ITR

末端发生突变，无法形成完整的发卡结构，无

法进行第二条链的合成，更加无法形成多聚体

结构。在其进入动物体内后容易发生降解而无

法稳定存在于细胞中，从而无法得到较高的表

达。而 ITR 末端错配的 AAV-ITR 单链 DNA 微

载体的少量表达可能是由于单链DNA的配对形

成双链 DNA。 

AAV-ITR 双链 DNA 的 GFP 表达水平也低

于 AAV-ITR 单链 DNA 微载体，可能是因为双

链 DNA两端 ITR处于线性状态，没有形成发卡

结构。在双链 DNA进入动物体内后，游离线性

的状态使其不稳定，逐渐发生降解，所以一周

检测时表达不高。有文献报道过游离的

AAV-ITR双链DNA在小鼠肝脏细胞也能形成多

聚体[24]。因此，在降解的过程中有部分双链DNA

可能通过 ITR 结构形成了多聚体结构。所以，

在 1 个月的表达检测中有所上升。但是剩余的

稳定 AAV-ITR 双链 DNA 多聚体拷贝数已经不

多，因此其表达还是不及单链 DNA微载体。这

点从 RT-PCR 结果中可以得到验证，AAV-ITR

双链 DNA 的剩余拷贝数低于 AAV-ITR 单链

DNA 微载体，但高于质粒。到第 3 个月时，

AAV-ITR双链 DNA表达也有所下降，但仍比质

粒高。由此可以看出 ITR结构对整个单链 DNA

微载体的稳定性和高效表达具有重要作用。 

AAV-ITR单链DNA微载体与质粒载体相比

有显著的优越性。首先，在 DNA的注射量上，

相同拷贝数 1×1013 copies的质粒用量 50 μg，而

AAV-ITR 单链 DNA 微载体因分子量小只需要

10 μg。其次，在结构上，质粒上有复制序列，

抗菌素抗性选择基因等大量细菌 DNA，特别是

细菌 DNA 序列中 CpG 序列的含量是哺乳动物

细胞 DNA的 4倍，会引发机体组织免疫反应，

细胞炎症和表达基因的沉默化 [13-14]。而

AAV-ITR单链DNA微载体中除了 ITR只剩下基

本的真核基因表达原件，使得其在体内应用时，

免疫原性小。最后，在表达稳定性方面，AAV-ITR

单链 DNA微载体在 1个月和 3个月时表达就明
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显高于相同摩尔数的质粒。随着表达时间的延

长，AAV-ITR单链 DNA微载体表达变化不大，

但质粒基因的表达却迅速下降，到第 3 个月时

几乎下降到空白水平。所以无论从安全性还是

表达效率上考虑，AAV-ITR单链 DNA微载体都

具有较大的优越性。 

AAV-ITR单链DNA微载体的实验室制备需

要酶切后回收，得率不高且花费高。但是目前

已经有人在酵母和昆虫细胞中成功表达制备这

种 AAV-ITR 单链 DNA[25-26]，从而有望实现

AAV-ITR单链DNA微载体能像质粒一样在细胞

中大量制备。总而言之，AAV-ITR单链 DNA微

载体具有免疫原性小，基因表达稳定等优越性，

有可能开发成为基因治疗的一种高效、稳定的

新型载体。 
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内容简介：癌症，又称恶性肿瘤，已经成为人类健康的第一威胁。我们每个人自己、至亲或好

友都会受到癌症或癌症死亡的威胁。幸运的是，大多数癌症是可以预防的，同时，癌症研究的进展

为征服癌症提供了越来越大的可能。因此，不仅仅是生物类、医学类的学生，所有关注癌症的人都

有必要熟悉肿瘤的生物学行为、诊断和治疗。肿瘤生物学导论就是为此而写的。该书由从事肿瘤生

物学导论教学的教授及相关领域的专家以浅显的语言介绍癌细胞不同于正常细胞的十大特征、癌症

的诊断和治疗，更为重要的是，通过介绍致癌因素强调癌症死亡是可以预防的。 


