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以腺病毒为载体的基因治疗药物毒性及其机制的研究进展 
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摘  要：基因治疗药物已成为当今生物技术药物研发的重点，而腺病毒是目前临床基因治疗较常选用的载体系统。它们在发

挥治疗作用的同时，亦会引起机体出现毒性反应。从腺病毒载体及相应药物引发的毒性反应，固有免疫及获得性免疫系统活

化等方面对它们的毒性及其机制进行总结。 
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Advances in studies on toxicity of gene therapy drugs mediated by adenovirus 
vectors and their mechanism 
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Abstract: Gene therapy drugs have become a key of exploitation for biotechnology-derived pharmaceuticals, and adenovirus vectors 
are common used to mediate gene therapy in clinic. They could induce toxicity reaction accompanied with their therapeutic effect 
simultaneously. This review will focus on the toxicity reaction and activation of innate and acquired immune system induced by 
adenovirus vectors and the related drugs to elucidate their toxicity and the related mechanism. 
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基因治疗（gene therapy）是指将外源正常基因

通过基因转移技术导入靶细胞，纠正或补偿因基因

缺陷或异常引起的疾病，以达到治疗目的，在人体

遗传性及获得性疾病治疗过程中具有广阔的应用前

景。基因治疗药物亦成为当今生物技术药物研发的

重点。建立安全有效的外源基因导入体系是决定基

因治疗成功与否的关键因素，而载体的选择和构建

则是建立导入体系的核心技术环节。用于基因治疗

的载体可分为病毒性和非病毒性[1]。选用病毒载体

是基因治疗中最常见的外源基因导入策略，大约有

70%的临床基因治疗选用病毒载体，而在这些病毒

载体中大约 25%是腺病毒载体（adenoviral vectors，
AdVs）[2]。 

然而限制 AdVs 临床运用的障碍主要在于：一

方面它可引起以补体系统活化及炎性因子释放为特

征的宿主固有免疫反应（innate immune response），

造成机体血管及组织损伤甚至死亡[3]；另一方面它

可引起机体出现毒性反应甚至死亡[4-5]。本文将从本

课题组进行以腺病毒为载体的基因治疗药物安全性

评价研究的实践出发，结合国外相关研究，对 AdVs
及相应药物的毒性及其机制进行总结。 
1  AdVs 及相应药物对不同种属实验动物的毒性

研究 
AdVs 常被作为基因治疗的载体主要是由于它

具有以下优点：高转导效率，体外实验通常接近

100%；广泛的组织分布性，可转导人不同类型的组

织细胞，且不受靶细胞是否为分裂细胞所限；容易

制得高滴度病毒载体[6-7]。在本课题组进行的试验

中，SD 大鼠经静脉重复给予以腺病毒为载体的拟

治疗糖尿病的基因治疗药物 14 d 后，白细胞计数

（WBC）、球蛋白及谷丙转氨酶（ALT）升高，红细

胞计数（RBC）、血红蛋白（HB）、红细胞压积（HCT）、 
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血小板（PLT）及白蛋白（ALB）下降，脾脏肿大。

Morrissey 等[4]在大鼠 14 d 和 28 d 经腹腔重复给予

SCH 58500（以腺病毒为载体并表达 p53）的毒性试

验中亦得到相似的结果。犬经静脉给予表达Ⅷ因子

的腺病毒载体后，ALT、谷草转氨酶（AST）及碱

性磷酸酶（ALP）升高，PLT 下降[5]。恒河猴 Macaca 
mulatta 经静脉给予表达Ⅸ因子的第一代腺病毒载

体 AVC3FIX5 后，表征肝脏、肺及肌肉损伤的酶升

高，PLT 降低，并伴随白细胞介素 6（IL-6）的升高[8]。

食蟹猴 Macaca fascicularis 经肌肉给予（3 次/周）

表达 IFN-γ 的腺病毒载体 8 周后，体质量、尿液检

查、血液学、血清生化、电解质及组织病理学检查

并未见明显异常[9]。上述研究结果表明，AdVs 引起

的不良反应多表现为肝脏功能受损。另外，AdVs
可以引起机体固有免疫反应。固有免疫系统在机体

长期进化中形成，出生起就具有，并非由特定抗原

诱导的抵抗病原体侵袭、清除体内异物的防御能力，

是机体抵御病原体感染的第一道防线。固有免疫系

统清除病原体主要通过一类表达于固有免疫细胞表

面的模式识别受体（pattern recognition receptors）识

别病原体进而介导病原体的清除。固有免疫系统的

效应细胞主要由一群执行非特异性免疫作用的细胞

组成，主要包括单核细胞、巨噬细胞、树突状细胞

（DC）、NK 细胞、非特异性免疫 T 细胞、非特异性

免疫 B 细胞、中性粒细胞、嗜酸粒细胞、嗜碱粒细

胞和肥大细胞。恒河猴经门静脉给予表达 LacZ 的

第一代腺病毒载体后，血液中 IL-6 水平升高，脾脏

巨噬细胞和 DC 活化，然后大量细胞发生凋亡[10]。

小鼠经静脉给予 AdVs 将导致肝脏巨噬细胞（枯否

氏细胞，KCs）迅速死亡[11]。体外培养的人成纤维

细胞经 AdVs 转导后，将发生 NK 细胞介导的细胞

裂解[12]。由于 AdVs 可以引起抗原递呈细胞，比如

DC 的活化，所以它必然会引起机体获得性免疫，

机体将产生抗 AdVs 的中和抗体[13]。 
2  固有免疫反应与 AdVs 引发的不良反应 
2.1  AdVs 引发固有免疫反应的分子基础 

尽管目前对腺病毒载体已进行了多方面的结构

改造以减少其固有[6]及获得性免疫反应[7]，但这些

研究仍处于实验室阶段，尚未进入临床实践。虽然

通过结构改造可以减弱 AdVs 固有及获得性免疫反

应，但由 AdVs 衣壳（capsid）蛋白激发的固有免疫

反应至今仍无法避免。而固有免疫反应可能是 Ads
引发急性毒性反应的主要原因[8-9]。另外，病毒核酸

也是一种能被细胞广泛和有效识别的病原相关分子

模 式 （ pathogen associated molecular patterns ，
PAMPs），可通过多种受体对胞浆 RNA 及 DNA 作

出应答，如核糖核酸解旋酶（RNA helicases）能在

维甲酸诱导基因-I（retinoicacid-inducible gene I，
RIG-I）及黑色素瘤分化相关基因 -5（melanoma 
differenttiation associated gene 5，mda5）的参与下对

胞浆 RNA 及 DNA 作出应答，而 Toll 样受体（TLRs）
中的 TLR-3 可识别核内体双链 RNA，TLR-7/-8 可

识别单链 RNA，TLR-9 可识别低甲基化的 DNA，

从而引发固有免疫反应[10]。进一步研究表明，胞浆

DNA 可通过 PI3K、p38MAPK、JNK、NF-κB、JAK/ 
STAT及ERK1/2依赖的信号转导途径诱导固有免疫

反应[10]。 
2.2  肝脏枯否氏细胞与 AdVs 清除 

当 AdVs 通过静脉注射给予时，由于肝脏枯否

氏细胞（Kupffer cells，KCs）对它们的快速清除作

用，其转导治疗的效率明显降低。KCs 是位于肝窦

内的一种巨噬细胞，是肝脏清除通过门脉循环进入

的病毒的第一道防线。肝脏对 iv 给予 AdVs 的免疫

反应可以划分为两个时期：第一个时期出现在注射

后 1～4 d，部分特征表现为门管区多形核白细胞浸

润，肝酶升高，在有些情况下高剂量组会出现死亡；

第二个时期出现在给药后 5～7 d，表现为病毒自身

及转导基因表达产物作为抗原激发的免疫反应[11]。

KCs 对 AdVs 的清除是诱发炎性反应及肝脏毒性反

应的原因[12]。参与腺病毒进入培养细胞的受体已经

被研究清楚：首先腺病毒的纤突与柯萨奇-腺病毒受

体（CAR）结合，接下来五邻体与整合素结合从而

介导其内化。当局部注射 AdVs 时，上述受体在腺

病毒体内转导过程中发挥着重要作用；但是上述受

体在 KCs 清除静脉给予的 AdVs 时并不是必需的，

清道夫受体（scavenger receptors，SRs）、天然抗体

IgM 及补体参与了该过程，且 SRs 介导的清除是主

要的清除机制。另外，维生素 K 依赖的凝血因子及

血小板并没有参与上述过程[13]。SRs 可以识别带负

电荷的物质，且不需要血浆蛋白的调理作用。SRs
受体参与 KCs 清除 AdVs 的作用提示可以通过改变

AdVs 表面负电荷来干预 KC 对 AdVs 的清除。但是

删除腺病毒六邻体高度可变区（hypervariable region 
1，HVR1）的部分酸性支链并没有影响 AdVs 的清

除，上述原因可能在于负电荷删除的程度有限[14]。

因此，当更高程度地删除负电荷后，AdVs 的清除将
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如何变化，需要进一步研究。 
3  获得性免疫与 AdVs 毒性 

在注射 AdVs 数日或数周后将出现细胞介导的

针对载体本身或所转导基因产物的免疫反应（获得

性免疫反应），且与 AdVs 类型及转导基因产物有

关。Rag−/−小鼠（获得性免疫缺陷小鼠）与野生型

C57BL/6 小鼠一样，在注射携带精氨酸合成酶

（argininosuccinate synthetase，ASS）的第一代腺病

毒（FGV）4 周后，ASS 及 AdVs 均显著减少，两

者减少与 AdVs 引发的获得性免疫有关[15]。β-半乳

糖苷酶（β-galactosidase）具有较强的免疫原性，可

以引起机体的获得性免疫反应。在野生型 C57BL/6
小鼠，FGV 及辅助子依赖的腺病毒载体（helper- 
dependent adenoviral vector，HDV）携带的转基因 β-
半乳糖苷酶表达均下降；但在 Rag−/−小鼠体内 HDV
本身及其携带的转基因 β-半乳糖苷酶基因表达仍可

维持[15]。上述结果表明，腺病毒基因表达是引发获

得性免疫的主要决定因素；在腺病毒基因不表达时，

强免疫原性的转基因表达产物亦可引起获得性免疫

反应，从而促进被转导的肝细胞的清除[15]。 
4  结语 

如何突破因宿主免疫清除腺病毒载体及转基因

表达产物而影响转基因表达效率及基因治疗疗效

的限制，必将关系到以腺病毒为载体的基因治疗

的应用前景。为解决上述问题，当今的研究主要集

中于外源性药物促进转基因表达，比如非转导环节

依赖的促进转基因表达的 FK228[16]；及对腺病毒

载体进行结构改造[17]。另外，在考察 AdVs 及其携

带转基因的毒性时，应该注意机体是否已经存在针

对该血清型 AdVs 的特异性免疫反应，因为已经存

在的免疫反应将改变机体对静脉给予 AdVs 的免疫

反应[18]。 
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• 信  息 • 

FDA 公告含氯氟烃的非处方哮喘吸入剂于 2011 年 12 月 31 日停产或停售 

 

2011 年 9 月 22 日，美国食品药品管理局（FDA）宣布含氯氟烃（CFCs）的肾上腺素吸入剂于 2011
年 12 月 31 日停产或停售，患者应计划寻求替代产品治疗。 

Armstrong 制药公司 Primatene Mist 肾上腺素吸入剂是唯一获 FDA 批准的暂时缓解轻度哮喘偶然发作

的吸入剂，属于患者无需处方即可在零售药店购买的非处方药品（OTC）。该产品利用 CFCs 推进药物喷出，

以使消费者能够将药物吸入肺内。 
为履行《蒙特利尔协定公约》的义务，2011 年 12 月 31 日后含 CFC 的肾上腺素吸入剂将不再生产或

销售，Primatene Mist 将在 2011 年底不再供应。《蒙特利尔协定》是美国签署的一项国际协议，签署国允诺

按期逐步淘汰包括 CFCs 在内的消耗臭氧层物质。 
2006 年 1 月，FDA 开始公开讨论肾上腺素吸入剂中 CFCs 的使用。FDA 最终敲定了使用 CFCs 的吸入

剂逐步淘汰日期，并在 2008 年 11 月告知公众。许多制造商将吸入剂中 CFCs 替换成环保的助推剂氢氟烷

（HFA）。目前尚无 HFA 型的肾上腺素吸入剂上市。 
但是，有许多其他安全有效的吸入剂治疗哮喘，所有这些吸入剂都需要持证专业医护人员（医师、医

师助理或执业护士）的处方。目前尚未开具新处方的肾上腺素吸入剂的使用者，可以询问家庭成员或朋友

所用的和医师推荐的新处方，或者到联邦政府授权的卫生中心、地方诊所、社区卫生服务中心、临时就诊

处（有时设在药房里）寻问专业医护人员，并获取处方。 
Primatene Mist 产品标签上显著标明逐步淘汰日期。FDA 鼓励 Armstrong 制药公司随着截止日期的临

近，加强对消费者的教育，以确保无事故过渡。FDA 当局也将继续与零售商和药房协作，共同推动 CFCs
产品顺利地逐步淘汰，并且准备好替代产品申请的审评工作。 
 

（本刊讯）     




