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摘要: 重组腺相关病毒 (rAAV) 因具有在体内可以长期稳定表达转基因、安全性高等优点, 迅速成为基因治

疗的首选载体之一。 近采用 rAAV 基因药物进行的血友病临床实验所暴露的细胞免疫毒性引起人们高度关注, 
此问题能否顺利解决直接关系该类药物的发展前景。之后的研究发现针对 AAV 衣壳蛋白的 T 细胞免疫反应是

毒性反应的原因。本文针对 rAAV 细胞免疫毒性的各种假说进行了分析, 总结了 AAV 衣壳蛋白抗原肽如何在靶

细胞递呈并激活细胞毒性 T 淋巴细胞的研究结果, 并针对该免疫毒性的各关键环节提出了可能的解决方案, 包
括免疫抑制、载体优化、提高纯度等, 期望有助于提高 rAAV 基因药物的临床安全性和有效性。 
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Abstract: Gene medicine based on recombinant adeno-associated virus (rAAV) vector has rapidly become 

the prior-choose reagent for gene therapy, since it had been shown that the rAAV was able to stably express 
many genes in vivo without detectable side-effect.  However, recent findings of CTL immune responses to AAV 
capsid in a clinical trial highlighted a new issue regarding safety that previously was not identified in animal 
studies.  Obviously it is so important to understand the interaction of rAAV with the immune system in details 
for the safety and success of rAAV gene medicine.  In this review we evaluate several current hypotheses  
aiming to explain the cellular immunotoxicity, also analysis the current findings including the presentation    
kinetics of the capsid antigen and the activation of CTL.  Focusing on the key steps of the immune response 
several solutions are proposed, including immunosuppression, optimization of vector and improvement of purity, 
in order to insure clinical safety and efficacy of rAAV. 
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 几种重大疾病基因治疗临床试验的成功, 标志

屡遭挫折的基因治疗取得了重大突破 ,  因而被

Science 杂志评为 2009 年十大科学进展之一[1]。应用

重组腺相关病毒 (rAAV) 基因药物成功治愈 Leber’s 
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先天性黑内障, 2 名部分失明患者的感光能力有了明

显改善, 4 个病童重见光明[2, 3], 极大鼓舞了本领域研

究人员的信心。长期以来研究人员一致认为 rAAV 基

因药物 具有无致病性、低免疫原性、能介导外源基

因长期表达和宿主范围广泛等优点, 是 有发展前

景的基因治疗载体[4]。但由美国宾州大学主持进行的

治疗血友病的 rAAV 基因药物 I/II 期临床研究却发生

了严重的细胞免疫反应 [5], 患者转氨酶水平急剧升 
高, 肝功能受到严重损害, 临床研究被迫终止。如果 
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不能解决 rAAV 基因药物在人体内可能诱发细胞免

疫毒性的问题, 其今后的临床应用很有可能就此终

结。所以探究其细胞免疫毒性发生的原因和机制, 并
提出解决问题的策略, 对今后的临床研究意义重大。 
1  rAAV 基因药物细胞免疫毒性的发现 

在小鼠、大鼠、犬和非人灵长类动物体内进行的

大量 rAAV 基因药物的临床前研究, 从未发现由淋巴

细胞介导的免疫反应[6-8], 血友病的 I/II 期临床研究

发生的严重细胞免疫毒性大大出乎人们意料[2]。在该

临床研究中, 血友病患者经肝动脉输注可表达人凝

血第九因子 (FⅨ) 的 rAAV2 基因药物, 治疗剂量为

8×1010～2×1012 vp·kg−1。低和中剂量组各 2 名受试者

虽未有任何疗效, 但也未出现明显的毒副反应。高剂

量组的 2 位患者中, 一人血液内 FⅨ水平在 2 周内上

升至正常水平的 3%, 但在第 4 周降至基线水平; 另
外一人 FⅨ水平迅速上升至正常水平的 10%～12%, 
足以明显改善血友病病情, 但在给药 4 周后, 肝脏出

现转氨酶升高症状。之后将第 7 位患者的给药剂量 
降为中剂量, 也同样发生了转氨酶升高现象, 该临床

研究随之终止。经详细排查, 没发现与基因转移无 
关的其他任何毒性或感染性原因, 也未检出针对转

基因产物 FⅨ的抗体。对第 7 位患者的外周单核细胞 

(PBMC) 的 T 细胞效应分析显示, 该毒性反应是针对

AAV2 衣壳蛋白的细胞免疫反应, IFN-γ 的产生与

AAV2 衣壳蛋白抗原肽直接相关。 
在治疗脂蛋白脂酶的临床试验中 , 半数患者 

(共 8 名) 经肌内注射 rAAV1 基因药物后发生了针对

AAV1 衣壳蛋白的 T 细胞反应, 反应程度呈剂量相关

性, 但无一例患者出现针对转基因产物的免疫反应[9], 
与上述血友病临床结果非常相似。该不良反应的报道

揭示细胞免疫毒性的发生可能并不局限于某一种血

清型 rAAV 载体。 
2  对 rAAV 基因药物细胞免疫毒性的认识 

针对 rAAV 基因药物的细胞免疫毒性进行的大

量基础研究, 纠正了人们之前对其免疫毒性认识的

偏差。特别是对由 AAV 衣壳蛋白激活的细胞毒性 T
淋巴细胞 (CTL) 反应的起源及免疫反应的发生过程

有了明确的认识。 
2.1  细胞免疫毒性的原因 

人是 AAV2 病毒的唯一宿主, 其他种属动物不

可能感染 AAV2。Manno 等推测发生细胞免疫毒性的

患者曾经感染过非致病性 AAV2 病毒, 当时又恰好

被辅助病毒所感染, 在体内形成了被 AAV2 病毒和

辅助病毒同时致敏的记忆 CD8+ T 细胞。当患者应用

rAAV2 基因药物后, 记忆 CD8+ T 细胞被激活, 并大

量扩增为 CTL, 与肝细胞表面抗原肽-MHC 复合物 
(pMHC) 结合, 继而裂解肝细胞[5]。随后在健康人群

进行的研究表明, 半数以上的人体内存在针对 AAV2
衣壳蛋白的记忆 CD8+ T 细胞[10, 11], 在用药后有可能

激活细胞免疫反应。以前之所以普遍认为人体发生细

胞免疫的可能性很小 , 是因为临床常规测定记忆

CD8+ T 细胞的方法灵敏度太低而不能被检出。将检

测方法适当改进, 如对 PBMC 进行反复增殖刺激[10], 
或 rAAV 的激活浓度增加 100 倍[11], 阳性检出率显著

提高。 
2.2  衣壳蛋白抗原肽的递呈 

抗原在细胞内的加工递呈一般按照经典途径进

行: 内源性蛋白被加工为抗原肽后荷肽于 MHC-I 类

分子, 以 pMHC-I 的形式转运并递呈至细胞表面, 即
MHC-I 类途径; 外源性输入蛋白的抗原肽则荷肽于

MHC-II 类分子, 即 MHC-II 类途径。非经典途径也称

为交叉递呈途径, 即外源性抗原通过 MHC-I 类分子

递呈, 而内源性抗原通过 MHCI-II 分子递呈, 一般认

为该途径的应用较为罕见, 且主要发生在树突细胞 
(DC)。 

在构建 rAAV 基因药物时, 已经剔除了与其衣壳

蛋白编码和加工有关的所有病毒基因 (图 1), rAAV
在靶细胞内仅表达转基因, 不应当再表达衣壳蛋白, 
所以按照经典途径难以解释 AAV 衣壳蛋白抗原的递

呈。Mingozzi 等[10]认为在人体内, 任何有核细胞均可

通过非经典递呈途径处理外源性蛋白并递呈至细胞

表面, 然后激活记忆性 T 细胞。Pien 等[12]采用可溶性

T 细胞受体 (TCR) 多聚体技术, 首次观察到在肝细

胞表面递呈的 rAAV 衣壳蛋白 pMHC-I, 为外源性输

入 rAAV 抗原的交叉递呈提供了直接的证据。但在小

鼠体内进行的实验表明, 经转基因手段内源性表达

AAV 衣壳蛋白的肝细胞可以激活 CTL 并被裂解, 而
外源性输入的 rAAV 衣壳蛋白虽可能以交叉递呈途

径激活 CTL, 但不足以引起细胞的裂解[13−15], 说明

即使存在非经典途径递呈抗原, 其加工和递呈抗原

肽的效率也明显低于经典途径。 
2.3  外源性 rAAV 衣壳蛋白假说 

不含任何基因组, 因而不能表达任何转基因的

空壳 rAAV 在转导肝细胞后, 可以形成 pMHC 并被 
递呈至细胞表面, 激活 CTL 并裂解肝细胞, 有力地支

持了引起肝细胞免疫毒性的抗原来自输入性 rAAV
衣壳蛋白的假说。遗憾的是上述实验仅在细胞水平 
进行, 迄今为止无一动物实验能够模拟血友病临床 
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Figure 1  Diagram of the construction, production and    
transduction of rAAV.  The wild type AAV is a single stranded 
DNA virus whose genome is flanked by two inverted terminal 
repeats (ITRs).  The genome contains two ORFs, that encoding 
the nonstructural (Rep) and structural (Cap) viral proteins.  
Recombinant AAV (rAAV) vectors are derived from the wild 
type virus by replacing the rep and cap genes with the transgene 
associated with its transcriptional control elements, such as  
promoter (Pro) and PolyA tails.  The rAAV vectors are usually 
produced by the triple plasmid co-transfection system that   
contains rAAV vector plasmid (pAAV), AAV-helper plasmid 
(pAAV-h), Ad-helper plasmid (pAd) and HEK293 cells.  The 
pAAV-h encodes the Rep and Cap proteins required to make  
infectious virions, and the pAd encodes the adenovirus genes 
required for producing AAV in 293 cells.  The 293 cell contributes 
adenovirus E1A and E1B proteins, which are stably expressed 
and essential for packaging virions.  From this triple plasmid 
transfection system, replication-deficient rAAV virions are  
produced.  The transduction of target cells by rAAV has been 
used to deliver potentially therapeutic genes.  Efficient and long- 
term expression of transgene in patients has been achieved in 
several clinic trials 

 
研究表现出的细胞免疫毒性[13−15]。Li 等[16]推测人和

动物对 rAAV 的免疫反应程度有所不同, rAAV2 衣壳

蛋白本身在小鼠体内的免疫源性太弱, 因此将具有

强免疫源性的白蛋白抗原肽重组进 rAAV2 衣壳蛋白

内, 致敏小鼠经注射给药后, 转基因表达水平明显降

低, 而转氨酶活性明显升高, 基本再现了临床毒性的

表现。但该重构衣壳蛋白是否能够真正模拟原

rAAV2 衣壳蛋白的体内行为尚不得而知。 
因非经典途径的抗原递呈效率很低 ,  输入性

rAAV 衣壳蛋白是否真正是细胞免疫毒性的原因成

为人们争论的焦点。从临床上发生细胞免疫毒性的时

间考虑, 衣壳蛋白含量的巅峰期应是用药的初期, 而
不是发生细胞免疫反应的用药后 4～6 周。从肝细胞 

表面 pMHC复合物的数量分析, 临床用量的 rAAV基

因药物也不足以引起细胞免疫反应。Vandenberghe
等基于现有数据进行了估算, 得出血友病患者每个

肝细胞表面可能出现的 pMHC 复合物 多为 8～32
个[17], 尚未达到致敏 T细胞所需的 40～400 个 pMHC
复合物/细胞的 低要求。而 Pien 等进行的证明发生

交叉递呈的细胞试验, 使用 rAAV 的剂量高出临床用

量近 1 000 倍[12]。 
2.4  内源性 AAV 衣壳蛋白假说 

引发 T 细胞免疫反应的抗原肽来自内源性产生

的 AAV 衣壳蛋白, 是人们提出的另一种假设。即在

生产 rAAV 载体的过程中, 可表达衣壳蛋白的辅助质

粒被误包装或重组成为可复制性 AAV (rcAAV), 
rcAAV 转导肝细胞后源源不断地表达衣壳蛋白, 抗
原肽通过经典的 MHC-I 类途径加工、荷肽和递呈。

内源性蛋白的大量表达需要一段时间的启动, 所以

可以解释为什么细胞免疫反应发生在用药后 4～6
周。抗原的连续表达也解决了 pMHC 复合物的 低

量要求。动物实验显示的只有内源性表达衣壳蛋白 
的肝细胞才被 CTL 所裂解的结果[13−15], 则很容易通

过该假设得到解释。Allen 等[18]早在 1997 年就发现 
了 rcAAV 的污染问题, 平均污染率在 1%左右, 其 
原因被推测为包装过程中的非同源重组。之后其他 
课题组也报道了类似的现象, 动物体内用药后可在

多种组织中检出 rcAAV 序列[19, 20], 间接支持了该假

说。 
Hauck 等则认为该假说并不成立, 因为痕量的衣

壳蛋白 DNA 不能被有效转录, 对 pMHC 复合物的形

成贡献甚微[21], 他们采用血友病临床研究的同批药

品转导肝细胞, 以临床剂量 26 倍的用量给小鼠注射, 
未检出衣壳蛋白的表达[22]。 
3  应对 rAAV 细胞免疫毒性的可能策略 

rAAV 的细胞免疫毒性问题的解决, 可以从免疫

调节、载体优化和提高药物纯度从而降低与抗原有关

的杂质等方面进行尝试。 
3.1  免疫调节策略 
3.1.1  应用免疫抑制剂  他克莫司已被证实可以抑

制 T 淋巴细胞活化, 霉酚酸吗啉乙酯 (MMF) 则通

过抑制核酸合成阻止活化 T 细胞的增殖, 两者合用

是临床常见的 T 细胞免疫抑制方案。Jiang 等[23]试图

利用非人灵长类动物恒河猴模拟血友病临床的毒性

反应, 并采用该 T 细胞免疫抑制方案验证免疫抑制

的有效性。因恒河猴是 AAV8 的天然宿主, 他们推 
断恒河猴体内可能存在针对AAV8的记忆T细胞, 所
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以采用的药物以 rAAV8 为载体。很遗憾该试验未能

出现细胞免疫毒性, 但 T 细胞免疫抑制方案的安全

性得到了确认, 转基因的表达也未受任何影响。 
环孢素通过抑制 T 细胞激活和增殖必需的信号

通路发挥免疫抑制作用, 与 MMF 在免疫抑制方面具

有很好的协同作用。正常犬短期应用环孢素和 MMF
可以抑制肌内注射 rAAV6 基因药物后引起的针对衣

壳蛋白的细胞免疫反应 , 但在杜氏肌营养不良症 
(DMD) 模型犬则未获得成功[24], 其原因可能是患病

肌肉内与 T 细胞激活有关的 MHC 分子、各种趋化因

子和 T 细胞共刺激因子等的表达均显著上调, 形成

了高致敏环境。在首先应用具有 T 淋巴细胞选择性

排空功能的抗胸腺细胞球蛋白后, 再短期应用环孢

素和 MMF, DMD 模型犬针对 rAAV6 衣壳蛋白的细

胞免疫反应得到抑制, 转基因可以长期持续表达[24]。

但合并应用 MMF、西罗莫司和抗 CD-25 单克隆抗体

赛呢哌的免疫抑制方案却导致针对转基因产物抗体

的产生, 同时调节性 T 细胞数量也急剧减少[25]。所以

免疫抑制策略的应用必须仔细设计, 并根据患者免

疫反应状态及时调整。 
3.1.2  应用 TCR 多聚体  CTL 通过 TCR 特异性地

辨识在靶细胞表面递呈的 pMHC, 并专属性地与靶

细胞结合。因 TCR 与 pMHC 的结合具有高专属性和

灵敏度, 起初 TCR 多聚体被用做定量检测 APC 表面

抗原的递呈[26], 之后又发现其可以抑制 CD8+ T 细胞

的活化[27], 为细胞免疫的调节提供了新思路。Pien 等

首次报道可溶性 TCR 多聚体还可以阻断 CTL 对靶细

胞的裂解 [12], 阻断效果呈现剂量依赖性, 说明有可

能将其开发成为新型特异性细胞免疫抑制剂。 
3.1.3  应用蛋白酶体抑制剂  蛋白酶体抑制剂通过

抑制衣壳蛋白在细胞内的降解, 可以减少 pMHC 的

递呈, 因而避免 CTL 对靶细胞的辨识和裂解。Pinn
等[28]应用蛋白酶体抑制剂硼替佐米处理 rAAV 转导

的肝细胞, 可以剂量依赖性地减少 pMHC 的递呈。对

于用抗原肽致敏的肝细胞, 硼替佐米减少其抗原递

呈的作用不明显, 说明其确实是影响了衣壳蛋白在

细胞内的降解, 而不是抗原肽的荷肽和递呈。值得一

提的是, 硼替佐米抑制衣壳蛋白在细胞内降解的有

效浓度为 30～100 nmol·L−1, 远远小于其抑制肿瘤细

胞生长的浓度 300 nmol·L−1, 有利于降低不良反应的

产生。另外, 蛋白酶体抑制剂还可以诱导活化和增殖

T 细胞的凋亡, 抑制人 CD4+ T 细胞的免疫功能[29−31], 
这些性质都有利于其用以减少 rAAV 有关的免疫反

应的发生。 

3.2  载体优化策略 
3.2.1  选用不同的载体  Vandenberghe 等认为 DC
摄取是决定载体能否激活 CTL 的关键因素。DC 细 
胞是体内功能 强、唯一既能活化静息 T 细胞、又

能活化记忆 T 细胞的专职抗原提呈细胞, 是启动、调

控和维持免疫应答的中心环节。载体结构中是否含有

能与 DC 细胞表面受体硫酸肝素糖蛋白 (HSPG) 特
异结合的结构域, 决定了其引起细胞免疫反应的强

弱。AAV2 衣壳蛋白 VP3 的第 585～588 位氨基酸残

基 RXXR, 是 HSPG 结合位点。基于 AAV2 以及含有

RXXR 结构的 AAV 分支 B 的血清型 AAV-hu.51 得到

的 rAAV 载体, 经肌内注射可引起细胞免疫反应, 而
不含 RXXR 结构的 rAAV7 和 rAAV8 的细胞免疫源

性则小很多[32]。将 AAV2 中 RXXR 更换为 SGNT 后, 
其细胞免疫反应明显降低。当把 AAV8 的 QQNT 序

列更换为 RXXR 后, 其细胞免疫源性大大增强。所以

他们建议采用 rAAV8 等载体进行经肝脏给药的基因

治疗。Lu 等也证明 rAAV8 载体的免疫源性明显低于

rAAV1[33]。美国 2007 年底批准的血友病基因治疗临

床方案, 采用的载体即改用 rAAV8[34]。但 Mingozzi
等[10]则认为 T 细胞抗原决定表位是相对保守的, 难
以通过载体转换避免细胞免疫的发生。他们用不同的

AAV 衣壳蛋白刺激健康人 PBMC, 发现人细胞加工

和递呈的抗原决定表位是相同的, AAV2 衣壳蛋白激

活的 CD8+ T 细胞对 AAV1 和 AAV8 同样有功能。另

外, 他们认为 DC 的抗原递呈对激活记忆 CD8+ T 细

胞并不必需。临床试验表明 rAAV1 载体确实也可以

引起同样的细胞免疫毒性[9]。 
rAAV 进入细胞后, 其衣壳蛋白上的酪氨酸残基

在内体 (endosome) 酸性环境下外露, 由 EGFR-PTK
信号通路介导磷酸化后继续被泛素化, 在之后的胞

内转运过程中被蛋白酶体所辨识并降解。将酪氨酸 
残基定点突变, 可以使 rAAV 逃避泛素化, 因此减少

蛋白酶体介导的胞内降解, 降低 pMHC的递呈, 减轻

CTL 细胞的裂解作用 [35]。酪氨酸定点突变后的

rAAV2 体内外比活性可以提高 10 倍, 也有助于降低

抗原的负荷。 
3.2.2  应用自身互补型 rAAV载体  rAAV基因药物

在转导细胞后, 其基因组从单链转变为双链的过程

是基因表达效率的关键 [ 3 6 ]。自身互补型 rAAV 
(scrAAV) 载体基因组本身以双链形式存在, 无论在

起效时间还是表达强度上都较单链 rAAV 有明显改

善, 可以提高表达效率 10 倍以上, 为大幅度减少用 
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药剂量提供了可能, 可显著降低因输入过多抗原所

诱发的免疫反应。Buie 等[37]的研究表明, 对于普通

rAAV2 载体难以转导的小梁细胞, scrAAV 载体也可

以顺利转导, 起效时间仅需 4 天, 在大鼠和猴体内分

别长达 3.5 个月和 2.35 年的实验期内, 未见任何体液

和细胞免疫反应。前述新批准的血友病基因治疗临床

方案, 除载体采用 rAAV8 外, 基因组也改用了自身

互补的双链基因组[34]。 
3.2.3  应用 microRNA 技术  为进一步降低肝毒性, 
本课题组将肝特异性 microRNA 结合序列引入 rAAV
辅助质粒 cap 基因的 3' UTR 区域, 籍以控制 rcAAV
在肝细胞内表达衣壳蛋白 [38]。在哺乳动物细胞中 , 
microRNA 初由 RNA 聚合酶 II 转录产生, 形成长

的原初转录物, 然后在核内由 RNase III (Drosha) 降
解成具有发夹样结构的 pre-microRNA。pre-microRNA
通过核转运受体 Exportin 5 从细胞核转移到细胞质。

在细胞质内, pre-microRNA 通过 DCR 酶剪切成具有

双链的 RNA, 其中一条 后成为成熟的 microRNA
并 终进入 RISC 复合物, RISC 复合物结合到靶基因

的 mRNA 的 3' UTR 从而发挥基因沉默作用[39]。肝特

异性 microRNA结合序列的引入对 rAAV的包装和细

胞转导均无明显影响, 但肝细胞内由 rcAAV 导致的

衣壳蛋白的表达几乎完全得到抑制[38]。 
3.3  纯度提高策略 
3.3.1  降低空壳 rAAV 含量  按照常规色谱纯化工

艺所得到的 rAAV 产品中, 空壳 rAAV 的含量可高达

50%～90%以上[40]。按照抗原来源的第一种假说, 相
当于输入体内抗原的负荷增加了 1～9 倍。在小规模

制备时, 一般利用空壳与实心 rAAV 密度的不同, 通
过超速梯度离心进行分离, 但规模化制备则很难采

用离心工艺。Qu 等基于空壳 rAAV 与实心 rAAV 表

面电荷的细微差异, 在纯化过程中利用阴离子交换

层析技术, 可以将空壳 rAAV 含量减小 86 倍[41], 为
提高 rAAV 纯度提供了可行工艺。 
3.3.2  减少 rcAAV 的产生  按照抗原来源的第二种

假说, rAAV 基因药物中污染的 rcAAV 是导致细胞免

疫毒性的关键。在 rAAV 基因药物中检出 rcAAV 的

污染[18], 动物体内用药后在多种组织中检出 rcAAV
序列[19, 20]的报道提示该假说也颇具合理性。AAV 对

基因组的大小有严格限制, 如超过 4.7 kb就很难包装

为病毒颗粒, 本课题组在辅助质粒的 AAV 基因 rep
和 cap 表达框内插入一定的内含子, 使得辅助质粒基

因组的大小远远超出了 AAV 的包装容量而不被误包

装, rcAAV 的污染可以降低 2～3 个数量级[42]。 
4  结论 

近 rAAV 基因药物在先天性黑内障临床研究

中取得的巨大成功, 再次激发了 rAAV 基因药物的研

发与临床应用的热情[2, 3]。但 rAAV 基因药物的临床

研究仍处于初级阶段, 特别是近期临床研究所暴露

的细胞免疫毒性 [5, 9], 给我们再次敲响了安全的警

钟。rAAV 基因药物细胞免疫毒性来源于衣壳蛋白已

不存争议, 但作为抗原的衣壳蛋白的源头尚无定论。

衣壳蛋白抗原以 pMHC I 的形式递呈虽得到实验证

实, 但抗原在细胞内的加工、转运、荷肽等过程尚不

清楚。缺乏合适的动物模型进行该毒性的验证的现 
状, 既强调了实验动物与人的差异 [43−45], 又强调了

临床前研究向临床的过渡必须慎而又慎。本文针对细

胞免疫毒性提出的多种方案的效果, 虽然分别在人

体、动物或细胞水平得到了初步检验, 但是否真正能

行之有效地克服 rAAV 基因药物潜在的细胞免疫毒

性, 还必须在今后临床研究中进行验证。 
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