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Abstract 

·Adeno—associated Vi rus(AAV) iS a member of the 

parvovtridae，and eleven serotypes have been discovered． 

AAV as gene transfer vector has became a hot spot in 

gene theraPY for eye diseases because of its safety
． broad 

host range，low immunogenicity and long—term expression 

of therapeutic gene．The following factors may influence 

on gene transfer in eye： AAV vector serotypes
，
the 

pathways of gene transfer and tissue—specific prom oters 

etc-we reviewed the new progression in gene therapy 

using AAV as a vector for retinal diseases
． glaucoma and 

COrneaI diseases． 

·KEYW ORDS：adeno—associated vi rus；vector：gene therapy 
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摘要 

腺相关病毒(adeno—associated virus，AAV)属微小病毒科 ， 

目前有 11种血清型。AAV作为基因转移载体具有安全 

性好 、宿主范围广 、免疫原性低和携带的治疗基因长期表 

达等优势而成为眼病基因治疗研究的热点。影响 AAV载 

体在眼部基因转移的因素包括 AAV载体的血清型、基因 

转移途径、组织特异性启动子等。以 AAV为载体的基因 

转移在视网膜疾病 、青光眼 、角膜病的基因治疗研究 中取 

得了新的进展。 
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0引言 

二十世纪八十年代以来 ，基因治疗已经应用到许多眼 

部疾病 的研 究 中。腺相关 病毒 (adeno—associated virus， 

AAV)载体作为基 因转移载体具有安全性好、宿主范围 

广 、免疫原性低和携带的治疗基因长期表达等优势而成为 

眼病基因治疗研究的热点，部分研究已进入临床试验阶 

段。本文对 AAV的分子生物学特点、影响 AAV载体在眼 

部基因转移的因素、AAV载体在眼部疾病基因治疗 中的 

应用及进展作一综述。 

1 AAV及其载体的分子生物学特点 

1．1 AAV的生物学特性 AAV属于微小病毒科(Parvoviridae)、 

依赖病毒属(Dependovirus)，是一种微小、无被膜及具有二 

十面体结构的病毒。病毒颗粒的直径在 20～26nm之间， 

含有 4．7kb大小的线状单链 DNA基因组。从鸟类到许多 

哺乳动物 (包括人)的体 内已分 离到至少 11种血清型 

AAV(AAV1～AAV11)⋯。从人体中分离到的 AAV2是研 

究最清楚的一种 AAV。人群 中 AAV感染率很高，85％人 

呈血清抗体阳性 ，但尚未发现该病毒是任何疾病的致病因 

素 ]。AAV2的生活周期有两种不同的胞内期。在无辅 

助病毒存在时，AAV2病毒颗粒进入细胞，脱衣壳后 AAV2 

的调节蛋白发生有限的表达 ，并抑制病毒基因的进一步表 

达和病毒 DNA的复制。这种负调节作用的结果是促进病 

毒基因组整合到宿主的基因组中建立潜伏感染。野生型 

AAV能特异地定位整合至人类 l9号染色体 s1位点上且 

无插入突变 』。AAV2生活周期的另一种胞 内期是产毒 

性感染，往往在有辅助病毒 (腺病毒或疱疹病毒)感染时 

发生。辅助病毒的感染可以在 AAV感染之前、同时或之 

后进行。 

1．2 AAV和重组 AAV的基因组结构和功能 AAV2的基 

因组为4681个核苷酸的单链 DNA，正链和负链 DNA均可 

以相同的效率被包装到 AAV2病毒颗粒中。基因组的两 

末端为 145bp的末 端倒 转 重 复序 列 (inverted terminal 

repeat．ITR)。ITR序列之间为 AAV病毒的编码区，左侧 

的开放阅读框架(open reading frames，ORF)编码 4种 Rep 

蛋白；右侧的 ORF编码 3种 Cap蛋 白。ITR序列是 AAV 

病毒的复制、整合、拯救和包装所必需的顺式作用元件，研 

究表明 j，ITR具有转录启动子的活性。rep基因编码至 

少 4种非结构蛋白：Rep78，Rep 68，Rep 52，Rep 40。Rep 

蛋白的表达对 AAV病毒从整合状态的拯救 、各种 AAV基 

因的表达和 AAV DNA的复制都是必需 的，亦证明 Rep蛋 

白的表达与位点特异性整合密切相关。Rep52和 Rep40 

参与了病毒的装配 ，它们在病毒双链 DNA合成中是不需 

要的，但在单链 DNA和病毒颗粒 的累积中则是必需的。 

cap基因编码 3种衣壳蛋白 VP1，VP2和 VP3，分子量分别 

为87，73和61kDa，在成熟病毒颗粒中的比例约为 1：1：10。 
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全部 3种衣壳蛋白都是产生感染性病毒颗粒所必需的。 

重组 AAV由野生型 AAV用报告基因或治疗基因取代病 

毒编码序列(rep和 cap)，仅保留两端很短的 ITR序列，因 

此重组 AAV包装外源基因的容量 <4．7kb。重组 AAV不 

含产生细胞免疫反应的病毒基 ，一般不会诱发炎症反 

应。目前各种血清型 AAV载体的通常是“杂合”载体 ，即 

使用 AAV2的ITR以及全部或部分 AAV2的 rep蛋白，只 

是换上其它血清型 AAV的cap蛋白，就可以得到具有各 

血清型的感染特征的杂合 AAV载体。比如 AAV2／1，具有 

AAV2的ITR和 AAV1的外壳，所以感染特性与 AAV1一 

致。这种方法大大简化了 AAV载体“换壳”的过程，同时 

使用研究较清楚且经过临床检验了安全性 的 AAV2的 

ITR，可以避免使用其它血清型的 ITR可能带来的风险。 

2影响 AAM载体在眼部基因转移的因素 

2．1 AAV载体的血清型 目前应用 于眼部基因转移 的 

AAV至少有 9种血清型，它们主要区别在衣壳蛋白的不 

同，并因此导致各种血清型 AAV对不同的组织和细胞有 

不同的感染效率。Acland等 研究证明，无论在大鼠视网 

膜下或玻璃体内注射 AAV1，AAV2，AAV5载体均可有效 

转染光感受器细胞和视网膜色素上皮细胞，并表达所携带 

的 GFP基因。但 AAV2，AAV5表达部位位于光感受器细 

胞和视网膜色素上皮细胞，而 AAV1则特异集中于视网膜 

色素上皮细胞层。Yang等 还发现，AAV5在视网膜的表 

达早于 AAV2，并且感染效率和表达水平要高于 AAV2约 

30倍左右。Allocca等 的研究表明，AAV2／9载体能有 

效转染 Mtiller细胞，AAV2／7载体和 AAV2／8载体对小鼠 

光感受器的转染效率 比AAV2／5高 6～8倍。而 Liu等 

证实 AAV1载体和 AAV8载体对兔或人角膜上皮的转染 

效率高于AAV2，AAV5和 AAV7。 

2．2 AAV载体的基因转移途径 AAV载体介导的眼部基 

因转移途径依治疗 目的不同主要有玻璃体腔注射、视网膜 

下注射、前房注射、结膜下注射等。研究表明 川 ，在多种 

动物模型中，AAV载体玻璃体腔注射主要转染神经节细 

胞和Mtiller细胞，会产生针对 AAV衣壳蛋白的体液免疫 

反应，这种反应可阻碍再次注射时 AAV的表达；视网膜下 

注射主要转染视网膜色素上皮细胞和光感受器细胞，不会 

触发体液免疫反应 ，对另 l眼再次视网膜下注射也无影 

响，说明视网膜下腔对眼球的免疫赦免特性起着重要作 

用。Tsai等 发现，前房注入AAV载体后，可通过玻璃体 

腔注射脂多糖诱发炎症反应而激活报告基因在角膜内皮 

细胞的表达，转染效率 91．3％，15d后炎症反应消退 ，基因 

表达水平降至 3．4％。AAV载体可通过再次注射脂多糖 

而激活。而结膜下注射 AAV载体，转移基因主要表达于 

眼外肌的肌纤维，而结膜 、角膜 、巩膜 、脉络膜、视网膜无 

表达 。 

2．3组织特异性启动子 AAV载体携带的治疗基因编码 

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序列可用来提高AAV载体的靶向转 

导能力。目前研究中应用的调控序列包括：人视网膜色素 

上皮(hRPE65)启动子、小鸡 8一肌动蛋 白(CBA)启动子、 

视蛋白(Opsin)启动子、视紫质(Rhodopsin)启动子等。 

3 AAV载体在眼病基因治疗中的应用 

3．1 AAV载体在视网膜疾病基因治疗中的应用 近年来 ， 

以AAV为基因转移载体的基因治疗，为遗传性视网膜疾 

病如视网膜色素变性、Leber先天性黑噱以及缺血性视网 

膜疾病等的治疗带来了希望。 

3．1．1 AAV介导的基因替代疗法 某些遗传性视网膜变 

性是由于某一基因变异、功能缺陷而产生的一组视网膜疾 

病。对于这种类型疾病，把正常基因导入视网膜靶细胞， 

产生正常的基因表现型稳定表达即可。Ali等 在视网 

膜色素变性 rds小鼠模型中首先获得成功，这种动物光感 

受器细胞不能形成外节，由于渐进性的光感受器细胞死亡 

而导致早期视网膜功能丢失和变性。AAV载体转移外周 

蛋白至视网膜后 ，功能和形态学研究表明光感受器外节修 

复，形成了正常的盘结构，然而这项实验没能中止变性过 

程，早期的改善随着时间而消失 。而 Narfstr~m等 将 

rAAV2一RPE65注入 RPE65基因敲除狗的视网膜下腔，3mo 

后观察 ，转基因导致狗的视力改善，眼球震颤明显减轻， 

ERG检查显示暗适应 b波振幅恢复到正常的 28％，明适 

应恢复到正常的32％，随访 6～9mo，ERG振幅无下降，免 

疫组化检测显示 RPE65在视网膜色素上皮细胞表达；同 

时，75％眼观察到葡萄膜炎，认为这是由于 RPE65分子导 

致的免疫原性反应。最近，英国研究者对 3例 RPE65基 

因变异导致的 Leber先天性黑噱患者进行了一项临床试 

验 ，他们将 rAAV2一hRPE65一RPE65注入一侧患眼视网膜下 

腔，观察 6～12mo，未见眼部的不良反应，病毒无眼外扩 

散 ，3例均未检测到有临床意义的视力提高和周边视野的 

改善，但 1例患者的微视野检查及暗适应视野检查显示视 

网膜光敏感度提 高，障碍试验提示视觉活动能力得到 

改善 。 

3．1．2 AAV介导的基因阻断疗法 某些常染色体显性视 

网膜色素变性的原因是某些基因变异在光感受器产生了 

异常蛋白或者基因产物错位表达，对光感受器产生毒性作 

用，进而通过凋亡途径诱导细胞死亡。因此，治疗这类疾 

病可以通过消除或矫正错误 基因来挽救视 功能。核 

酶(ribozyme)是一种具有催化活性的 RNA酶，能够识别 

特异性基因片段并灭活其表达，从而消除异常基因产物。 

Gorbatyuk等 在 P23H基因突变鼠的视网膜下注射携带 

独立等位基因核酶 Rz525的 rAAV2／5载体，12wk后检测 

显示能显著保护实验眼暗适应 ERG的 a波和 b波的振幅， 

RT PCR分析表明P23H鼠视紫质 mRNA减少46％，视网膜 

结构分析表明基因转移能阻止视网膜外核层的变性。 

3．1．3 AAV介导的抗新生血管研究 增生性糖尿病视网 

膜病变、视网膜静脉阻塞、早产儿视网膜病变、老年性黄斑 

变性等疾病导致视网膜脉络膜微环境不稳定，诱导视网膜 

和脉络膜新生血管形成，最终导致视力丧失。Wang等”副 

将携带 VEGF的 rAAV载体注入 SD大鼠视网膜下间隙， 

VEGF在视网膜及视 网膜色素上皮 细胞表达 时间长达 

20too，组织病理学检查显示，有强烈的视网膜下新生血管 

形成，光感受器变性、色素上皮增殖，95％发生脉络膜新生 

血管。该实验成功建立了长时间持续发生脉络膜新生血 

管的动物模型，为研究抗血管形成抑制剂提供了有利模 

型。Mori等 在 C57BL／6小鼠玻璃体腔或视网膜下注射 

携带色素上皮衍生因子(PEDF)的 AAV载体，然后制作脉 

络膜新生血管模型，4～6wk后观察发现脉络膜新生血管 

的面积显著减少，提示 AAV可介导 PEDF或其他抗血管 

因子可抑制眼内新生血管的发生。 

3．1．4 AAV介导抗凋亡因子和其它生长因子 bcl-2家族 

是应用广泛的抑制凋亡的基因，已被证实可以通过抑制线 

粒体释放细胞色素 C而阻断感光细胞的凋亡。研究者把 

携带 bc1．xL的AAV载体注射到生后21d的 RCS大鼠的视 

网膜下，4wk后发现注射 AAV．bc1．xL的视网膜的外核层比 

对照组的外核层明显增加，ERG的b波振幅是 102±27pN，对 

照组是 14 4-8 V，而 a波振幅与对照组无差异 。Wu 

等 将携带胶质细胞源性神经营养因子(GDNF)的 rAAV 

载体行大鼠玻璃体腔注射，3wk后制作视网膜缺血再灌注 
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损伤，1wk后用免疫组化 、ELISA观察到 GDNF的表达，病 

理学检查显示视网膜内层厚度和神经节细胞受到显著的 

保护，再灌注7d后 ，实验组神经节细胞凋亡率显著低于对 

照组 ，实验证明 AAV载体介导 GDNF转移视网膜有利于 

保护视网膜缺血性损伤。目前 ，AAV载体介导视网膜基 

因转移的生长因子和抗凋亡因子还有睫状体源性神经营 

养因子(CNTF)、过氧化氢酶(CATALASE)等。 

3．2 AAV载体在青光眼基因治疗中的应用 青光眼视神 

经病变中视力损害主要是 由于视网膜神经节细胞凋亡丢 

失所致。近几年来，研究者试图通过基因治疗方法保护青 

光眼视网膜神经节细胞功能。Martin等 将脑源性神经 

营养因子(BDNF)和肝炎病毒转录后调控原件(WPRE)构 

建到重组 AAV的载体中，将上述重组病毒注入小鼠玻璃 

体腔，2wk后用激光制作实验性高血压模型，4wk后计算 

视神经通过筛板的轴突量 ，轴突丢失率为 32．3％，而对照 

组轴突丢失率为 52．3％ ，证明通过 AAV载体基因转移使 

视网膜 高表达 BDNF能有效拯救 神经 节细胞 的数量。 

Zhou等 的研究表明，在 DBA／2J小鼠的玻璃体腔注人 

AAV—PEDF病毒，可通过抗炎作用显著减少神经节细胞的 

丢失和延缓视功能的衰退。最近 ，Borras等 用 rAAV． 

GFP和 DehaE1／E3腺病毒共转染体外培养人小梁 网细 

胞，首次证明 AAV能有效转导小梁网细胞 ，其机制可能是 

通过形成 自我互补 AAV(scAAV)。这项研究为利用 AAV 

载体介导基因长期表达的特点用于青光眼长期眼压控制 

提供了新的探索。 

3．3 AAV介导的角膜基 因转移 以前角膜基因转移的载 

体主要集中在腺病毒 ，但近几年来，研究者开始重视 AAV 

载体在角膜病基因治疗中的研究。而 Lai等 用 ss—rAAV2一 

CMV—GFP转染体外培养的角膜组织，在 31 oC含生长因子 

的培养基中培养 2wk，研究发现表达 GFP的角膜内皮细胞 

达 90％以上，推测培养环境可以显著提高 rAAV对角膜内 

皮细胞的转染效率。汤明芳等 证实 l型腺相关病毒载 

体可有效介导增强型绿色荧光蛋白基因在体内、外转染大 

鼠角膜基质细胞，为 AAV介导 目的基 因转染角膜基质细 

胞治疗角膜病变提供 了理论依据。而在治疗性研究 中， 

Cheng等 利 用 重 组 AAV 介 导 的 血 管 生 成 抑 制 剂 

angiostatin采用结膜下注射的方式成功抑制 SD大鼠碱烧 

伤模型角膜新生血管的形成。此外，研究者 利用 AAV2 

载体介导报告基因转染体外培养兔晶状体上皮细胞 ，并证 

实 AAV载体可介导 自杀基因抑制晶状体上皮细胞 的增 

殖，为后囊膜混浊的基因治疗提供新的基因转移途径。 

4展望 

近年来的研究表明，重组 AAV载体是眼部疾病基因 

治疗中最有应用前景的基因转移载体。进一步深入研究 

AAV的病毒生物学基础，选择对特定靶细胞有亲嗜性的 

AAV血清型或 AAV杂合体 ，设计更多的组织特异性启动 

子以提高 AAV载体的转染效率、靶向能力和安全性将为 

人类眼部疾病的基因治疗带来新的曙光。 
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