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基因治疗心肌缺血的载体应用新进展 *
周 鸣 彭建强△ 郭 莹

（湖南师范大学第一附属医院湖南省人民医院心内科 湖南 长沙 410005）

摘要：近年来，随着基因治疗技术的不断进步，为心肌缺血的治疗开辟了一条全新的途径，并取得了一些令人鼓舞的进展。基因治

疗主要包括治疗基因、基因转移载体以及基因导入途径三个方面。基因转移载体又在治疗基因和基因表达之间起着桥梁作用，因

此，发展安全、高效的基因转移系统是基因治疗的关键之一。目前用于基因治疗心肌缺血基因转移的载体主要有病毒载体和非病

毒载体。下面将就不同载体在心肌缺血的基因治疗中的应用进展进行简要的总结。
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基因治疗定义为将人的正常基因或有治疗作用的基因，通

过一定方式导入人体靶细胞，以纠正基因的缺陷或者发挥治疗

作用，从而达到治疗疾病的目的。成功的进行基因治疗并不是

治疗基因的缺乏，而是高效的无毒性的基因转移系统的缺乏。
因此，发展安全、高效的基因转移系统是基因治疗的关键。

载体的选择十分重要，它将决定基因表达的靶向性、有效

性、表达持续时间。在临床上成功的基因治疗心肌缺血，我们必

须克服很多的障碍。包括基因转导，基因的表达水平，基因表达

时限，基因的大小、机构和形式以及基因治疗的安全性，目前由

于病毒载体固有的特性，在基因治疗心肌缺血中得到了广泛应

用。

1 非病毒载体

非病毒载体主要指裸质粒，即利用裸露 DNA 携带目的基

因（如血管内皮生长因子 VEGF）通过外科手术将其直接注入

心肌细胞，可以促其基因表达。在动物模型中达到了一定的治

疗效果，Losordo DW et al 直接将 VEGF 注入有症状的慢性心

肌缺血患者的心肌细胞，这是人类首次安全的将裸质粒注入心

肌细胞，证实了可以减少患者症状，并增加了心肌灌注[1]。但是

这些研究只能说明在症状和运动耐量上有所改善，而不能增加

血管新生。在动物实验中注射裸质粒对心肌缺血的基因治疗无

效[2]。
非病毒载体具有价格低廉，对转基因大小不受限制，低毒

性以及低免疫原性等优点，但是效果欠佳，他要求高剂量的质

粒，并通过侵袭性的操作直接注入心肌细胞。虽然将质粒联合

到各种复合物，如脂质体、非胆固醇 - 高分子聚合物和明胶均

可以提高转染率，同时利用声纳术及电穿孔法也可以提高转染

效率，但是这些均不能增加心肌的特异性，并且与病毒载体相

比不能达到较高的基因表达水平。

2 病毒载体

病毒载体进入细胞，需要克服许多的屏障，主要过程包括

在遗传物质周围的蛋白衣壳，遗传物质通过蛋白衣壳后与细胞

表面的特异性受体结合，再经过细胞内摄取以及基因组转移到

靶细胞。而衣壳直接陷入基因组织运输到细胞核后，通过溶酶

体途径裂解分离。由于这些屏障的存在，影响了目的基因表达

效率，但是不同的病毒载体各具特点，而且具有天然的感染细

胞的能力，我们还可以通过蛋白衣壳的修饰提高组织特异性的

靶向性，所以在目前的基因治疗中应用比较广泛。
应用于临床的病毒载体生产价格昂贵，主要是能达到临床
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级的标准其纯化工艺非常复杂，限制了其应用。另外有些类型

的病毒衣壳蛋白的免疫原性比较强，限制了基因的持续表达及

转染靶向性，同时有的亦存在着插入突变。目前用于基因转移

的三个典型的病毒包括逆转录病毒 / 慢病毒，腺病毒和腺相关

病毒。
2.1 逆转录病毒载体

逆转录病毒（Retroviruses）是一类动物 RNA 病毒。其基因

组是由 2 条相同的单链 RNA 分子组成。逆转录病毒可以高效

的感染许多类型的宿主细胞，它虽然是 RNA 病毒，但有逆转录

酶；可以使 RNA 转录为双链 DNA，再整合到宿主细胞基因组

中。常用的逆转录病毒载体是从小鼠白血病病毒的前病毒中制

备的，除去了大多数野生型基因，而保留了在靶细胞进行逆转

录起始的末端重复序列（LTR）。染色体的整合需要在逆转录病

毒基因的表达及在分裂细胞中进行。因此，逆转录病毒载体能

在分裂的肿瘤细胞中有效地表达，但却限制了在非分裂细胞中

的应用。同时在转染过程中的插入突变可能有潜在的致癌性，

并可以垂直传播给小孩，这些缺点限制了逆转录病毒的应用。
由于本身的特性限制了在心肌缺血的基因治疗。
2.2 慢病毒

慢病毒属于逆转录病毒家族，是逆转录病毒的一个亚类。
慢病毒载体可感染分裂细胞及非分裂细胞，转移基因片段容量

较大，目的基因表达时间较长，不易引发宿主免疫反应等诸多

优点，因此，慢病毒载体已成为基因治疗中载体研究的热点。
目前现有的慢病毒载体来源于多个物种，如人类免疫缺陷

病毒 1 型(HIV-I)、2 型(HIV-2)，猴免疫缺陷病毒(SIV)，马传染

性贫血病毒(EIAV)等。他的结构更加复杂；可转染非分裂细胞；

可容纳 10Kb 左右的外源基因；可兼容多个转录启动子；其载

体携带的目的基因可以在宿主细胞中长期而稳定的表达。
野生型 HIV-1 蛋白有直接感染 CD4 阳性细胞的趋势，这

就限制对其他组织的感染。因此，杂交的 " 假型慢病毒载体 "，
含有水泡性口炎病毒(VSV)env 蛋白 G 糖蛋白使病毒颗粒能够

非特异性地结合于靶细胞的膜磷脂，而不需要特异型膜受体.
这使得可以感染更加广泛的组织，包括在体内或体外的心肌细

胞。慢病毒是基因治疗潜在的载体，成功的用于法布里病的小

鼠模型中 a- 半乳糖 A 替代治疗[3]。同时，慢病毒在血管内皮细

胞的转染也是有效的，对于内皮的基因的靶向治疗可能是最好

的载体[4]。但是，大家熟知由 HIV 引发的生物安全问题。再者，

治疗学病毒是复制缺陷的，野生型病毒同源重组的可能性也逐

渐变小。通过建立自身纯化的慢病毒载体，删除野生型长末端

重复序列的启动子编码序列可以解决 [5]。基因重组后野生型

HIV 有了在长末端重复序列进行基因表达的能力，而减少插入

突变的风险。目前最佳的选择是采用一些对人类不致病的病毒

来源的慢病毒载体，如猿和马的免疫缺陷病毒[6]。但是人们还

不知道这些病毒导入人体后引发的风险。最近，成功的生产了

未整合的慢病毒载体转移到非分裂细胞后可以稳定的表达，为

临床应用提供安全的慢病毒载体[7]。
2.3 腺病毒

腺病毒是最早用于心肌基因治疗的载体。腺病毒载体宿主

范围广，它可以高效的感染分裂细胞和非分裂细胞；容易制备

和操作；理化性质稳定；遗传毒性较低；插入突变的风险低；能

相对高效的转移到心肌细胞；可携带 35Kb 外源基因；可直接

体内注射；在滴度达到每毫升 1013 病毒颗粒接受纯化的生产

过程相当的廉价。但腺病毒载体缺乏靶向性，介导的靶基因表

达的时间短而需要重复注射以及诱发机体的免疫反应。腺病毒

可自发的发生毒理作用，从心脏病患者的角度上来看，将会导

致腺病毒相关的免疫性心肌炎[8]。免疫反应限制了治疗基因表

达的稳定性。
至今腺病毒载体已经发展到第四代，第四代腺病毒载体仅

仅保留了末端反向重复序列，删除了所有的病毒基因，进一步

降低了免疫原性，这就是所谓的“高容量”载体。这种载体能以

减弱的毒性感染中枢神经细胞，但是转导效率同时也会下降。
另外腺病毒在许多组织中有天生的趋向性，它可自发的感

染呼吸道，消化道，肝脏，神经元和横纹肌组织。它必须结合科

萨奇腺病毒受体（CAR）后才能进入细胞，为了克服这一问题，

发展了不同处理的腺病毒表面蛋白的方法，有些方法已经用于

提高腺病毒基因转移到脉管组织,但不是心肌组织。在高龄患

者体内与 CAR 结合可能减少心肌基因治疗的靶向性。
Gray 等的研究显示，腺病毒载体已经发展成为有希望治

疗心脏病的一种工具[9]。重组腺病毒载体曾今应用于顽固性心

绞痛的患者的心脏血管发生的随机的临床实验中。心肌细胞是

这些腺病毒的靶细胞之一，尽管血管平滑肌细胞和成纤维细胞

为转基因的表达起重要的作用，比起心肌细胞来脉管系统更适

合作为其治疗靶点，在首次心肌基因治疗试验中，他们将给出

一些关于早期使用腺病毒作为心肌载体有用的数据[10]。在 A-
GENT2 这个实验中，通过冠脉内灌注腺病毒 5FGF-4 对心肌缺

血患者进行基因治疗[11]。没有证据可以检测到腺病毒诱导的心

肌炎，也没有证据来证实大量的心肌转染或者 FGF-4 基因表

达。在这些治疗患者中有 13 个严重的事件报道，包括短暂的转

氨酶升高和血栓形成。在一项注册研究中首先对 300 患者进行

间断分析，尽管在严重的患者（严重的心绞痛症状，低运动耐量

及高龄患者）可以改善的症状，但是在平板运动持续时间的主

要终点事件中没有任何益处而被迫中止试验，在接受腺病毒载

体的患者中没有显著的不利的事件发生。
总之，早期的临床使用证实了应用重组腺病毒载体转移血

管生长因子有治疗益处，且没有增加显著的心脏事件或者全身

的相反事件。主要的缺陷可能与患者的数量，载体的剂量或者

治疗蛋白的转移的短暂的表达或者生长因子的转移有关。
2.4 腺相关病毒

腺相关病毒是目前最适合心肌基因治疗的载体。他们有很

多特点适合于基因治疗：对血管平滑肌细胞，心肌细胞，骨骼肌

细胞有自然的趋向性；可以在宿主细胞中长期的基因表达，而

避免了反复注入；载体转导之后 AAV 剂量达峰时间只需要几

天，而腺病毒需要几周[12]；可减少免疫反应；宿主范围广，可高

效感染分裂细胞与非分裂细胞；不同的血清型有不同的靶向

性，其中 AAV-8,-9 对心肌细胞有高的靶向性[13,14]，而 AAV9 有

最高的心肌倾向性，从而避免了异位的基因转移[15]；可以产生

局部炎症反应，虽然整合到人类基因组，但迄今未发现任何人

类相关疾病。腺相关病毒也有些缺点：所携带治疗基因小，仅能
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携带 4.5Kb 的外源基因；很难大规模的生产且生产费用相当的

昂贵；在人体中存在天然的腺相关病毒抗体。
目前，腺相关病毒有 11 种血清型，在心肌的基因治疗的动

物模型中应用 AAV1 和 AAV6 均证实了其能有效的基因转移

和表达 [16]。在小鼠模型中，单独静脉注入携带有报告基因的

AAV9 与有心肌趋向性相对高的 AAV1 相比在心肌转染率上

增加 220 倍[17]。另外一个小鼠模型表明在单独静脉注入 AAV9
后几乎 100%的心肌转染[18]。AAV9 同时能高效的转染非人类

的灵长类动物的心肌。
AAV 进入细胞主要是通过与细胞表面特异性受体结合后

经过受体介导的内吞作用进入[19]。同时，AAV 需要利用内吞转

运作用经血管内转移后穿过内皮细胞到达心肌细胞。这就使得

AAV 能有效的通过冠脉内注射转移到心肌细胞，而达到进行

基因治疗的目的，也使通过静脉注射达到提高病毒对心肌的趋

向性。
野生型 AAV 插入人类基因组，趋向于插入人类 19 号染色

体的非编码区域。但是重组 AAV（rAAV）的基因治疗缺乏特异

的部位且缺乏 ITR 和 rep 蛋白。因此，用重组 AAV 进行基因治

疗，不需要整合到特异的位点。同时来自 AAV 所引起的插入突

变是可以忽略不计的[20]。
AAV 作为基因治疗载体也存在着许多缺点，主要限制在

于外源基因的大小，AAV 是细小病毒，仅能容纳 4.5Kb 的基因

组。这种缺陷限制了基因的包装和转移，及基因启动子的选择。
为了防止这些问题的出现，有研究表明转录剪切或者通过在插

入到 AAV 载体之前删除野生型基因的非编码区域 （内含子）。
这就允许 AAV 携带 7.2KB 的囊性纤维跨膜通道调节因子基

因。
AAV 基因表达相对缓慢，在转移到心肌后需要 2 到 4 周

达到高峰。AAV 包含单链 DNA，它需要转运至心肌细胞细胞

核并合成双链 DNA 后才开始转录。Jude Samulski's 博士实验

组已经合成了双链 AAVDNA 基因组，删除在 AAV 基因组末

端形成 ITR 序列的正常发夹结构后[21]，使得互补链很快恢复。
只要在 AAV 衣壳中成功的包装小基因，在基因转移之后就会

快速的进行基因表达和高水平的蛋白表达。在基因治疗中通过

交叉包装 AAV 和应用不同的启动子来提高 AAV 的应用。
Dawn 等则用一种以同源重组为基础的系统作为一种转换方法

来生产复合 AAV 载体，即在不同血清型衣壳的亚单位之内交

换它们的功能区域，合成自然上同源的复合体病毒，这种方法

的一个优点是 AAV 结构域的交换是建立在对 AAV 血清型选

择和对 AAV 功能选择的基础上而不是通过它们的物理结构来

进行选择交换。
AAV 是能自然的发生在人的病毒，人群中有 20%-40%可

以检测到 AAV 抗体。普通的野生型 AAV2 的衣壳结构，在

AAV 转移的基因表达的效果上有很大副作用，目前暂时没有

在抗 AAV 抗体患者体内进行 AAV 基因治疗的实验。第二，抗

体反应的产生在治疗的患者中如果重复输入，所需的剂量可能

会阻止 AAV 基因治疗的给药效果。
生产 rAAV 的价格相当的昂贵，特别是如果要求生物工程

的载体。但是，生产和纯化的技术变得越来越有效，最终会使得

翻译临床的载体在价格上变得可能，最后，重新评估已经完成

的 20 个临床实验，输入 AAV 载体到数百个患者体内没有产生

严重副作用。

3 展望

各种病毒载体各具优缺点，目前最需要解决的问题是病毒

性载体均存在缺陷,它们的靶向性和组织特异性差，可控性弱，

因此要筛选靶向性好、组织特异性强且可精确调控的病毒性载

体还需要做大量工作。在具有心肌趋向性的改善，有效的基因

表达，载体制备的简化，病毒载体的免疫原性这些最关注的问

题之一有待进一步解决。但基因治疗载体发展得非常的迅速，

我们相信在在不远的将来，可以通过对病毒载体、心肌特异性

缺氧诱导表达启动子以及促血管生成基因这三要素分别优化

的基础上进行适当组合，可以得到具有最佳心肌缺血基因治疗

效果，使基因治疗心肌缺血真正应用于临床。
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