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腺相关病毒作为基因治疗载体在生殖系统中的分布及影响的研究进展 *

葛圆圆 张 梅 姜 颖 杨 丹 韩松洋 于英君△

（黑龙江中医药大学基础医学院黑龙江哈尔滨 150040）

摘要：腺相关病毒(adeno-associated virus，AAV)作为一种基因治疗载体被广泛应用于医学相关的各个领域。大量以 AAV为载体

的基因治疗被应用于药物研究，但目前国内外没有相关的基因药物应用于临床，原因在于其安全性问题有待进一步研究。AAV具

有器官靶向性，易于分布在靶器官，但在非靶器官也会分布。AAV在生殖系统的短暂分布降低了对其功能的影响，但不排除潜在

影响。就目前的研究结果来看，AAV不会整合在生殖细胞，从而不会对子代产生影响。本文将综述目前以腺相关病毒介导的基因

治疗中对生殖系统安全性的研究进展，从载体在生殖系统的分布、对生殖系统功能的影响以及对子代影响的三个方面进行阐述。
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Progress in the Distribution and Influence of Adeno-associated Virus
as a Gene Therapy Vector in the Reproductive System*

Adeno associated virus as a vector for gene therapy has been widely used in various fields related to medicine, its

biological characteristics have been thoroughly understood. At present a large number of recombinant adeno-associated virus vectors for

gene therapy is applied in drug research, no relevant gene drugs in clinical application at home and abroad, reason is the safety problems

still need to be further studied. AAV has the target of tissue and organ, easy to distribute in target organs, but also distributes in non target

organs. The transient distribution of AAV in the reproductive system reduces its impact on its function, but does not exclude potential

effects. As far as the present study is concerned, AAV does not integrate in the germ cells, and does not affect the offspring. This paper

will research progress on safety of the reproductive system in the review of current gene therapy mediated by adeno-associated virus,

three effect of biodistribution in the reproductive system, impact on reproductive function and offspring effects are discussed.
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2014 年 05 月 13 日国家食品药品监督管理总局发布的

《药物毒代动力学研究技术指导原则》（http://www.sda.gov.

cn/WS01/CL1616/101020.html）中指出依据受试物暴露量来评

价受试物蓄积引起的靶部位毒性，有助于为后续安全性评价提

供量化的安全性信息。通过在毒性剂量下研究受试药物在动物

体内的吸收、分布、代谢、排泄等特点，探究药物在机体内的分

布及靶器官，指导其他毒性试验以及临床用药[1]。由此可见药物

的在机体内的分布是评价药物安全性的重要内容。给药方式、

给药剂量、AAV对组织的亲嗜性[2]以及实验动物的种属、性别、

年龄等因素均会影响基因药物在受体内的分布。药物分布部位、

基因表达量、药物清除率是评价基因药物安全性的重要指标。

生殖系统在机体中具有产生生殖细胞以繁衍新个体、维系

种族延续，同时分泌性激素以维持机体的副性征等作用。性腺

主要包括睾丸和卵巢两种生殖腺，所以大多科研工作者把睾丸

和卵巢作为研究基因药物在生殖系统分布的主要研究对象。

1 AAV在生殖系统的分布

1.1 AAV在雄性生殖系统的分布

人类男性生殖系统由内、外生殖器组成，承担着产生精子

以及分泌雄性激素的作用。睾丸中的间质细胞以及支持细胞产

生雄激素、抑制素以及睾酮，以刺激雄性生殖器官的生长发育

和性征的出现，维持生精，促进代谢。Meadows等[3]为评价基因

药物 rAAV9-CMV-hNAGLU 毒性及安全性，利用野生型

C57BL/6小鼠构建黏多糖ⅢB病模型，通过尾静脉全身给药，

治疗期间未观察到明显的临床症状以及慢性毒性反应，6周时

在高（2× 1014 vg/kg）、低（1× 1014 vg/kg）剂量组的睾丸均能检
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测到载体的表达，24周后均未检测到载体的表达。Aalbers等[4]

重组启动子 ART-I02后，rAAV5在睾丸中少量但稳定的表达，

1周后，发现性腺中有少于总载体量 0.01 %的重组病毒载体，4

周后载体量低于观察的极限值。Ru等[5]利用荧光定量 PCR检

测在给药后的 24 h rAAV2-sTRAIL主要分布在肝、脾、移植瘤、

骨髓、血液以及个别小鼠的小肠、淋巴结和肺部，在雄性性腺中

未见分布，2周后 AAV在血液和骨髓中未见分布，其他组织器

官的分布量也显著减少。数据显示 rAAV2-sTRAIL在生殖系统

无分布，且其他器官的载体分布量随着时间的延长逐渐减少直

至完全清除，不会在体内蓄积而产生长期的广泛的毒性效应。

急毒试验结果显示 rAAV2-sTRAIL没有明显的毒副作用，综合

得出此基因药物对于实验动物是安全的，为临床试验提供了数

据支撑。总之，由于 AAV血清型不同，有些 AAV在雄性生殖

系统有少量分布，随着时间的延长，载体的表达量逐渐减少直

至消失。由此可预见，机体代谢能够减少 AAV在雄性生殖器官

中的分布，一定程度上减少 AAV对机体的直接或潜在影响。

1.2 AAV在雌性生殖系统的分布

人类女性生殖系统由内外生殖器组成，具有产生卵子和分

泌雌性激素的功能。卵巢可产生和排出卵子，同时分泌雌性激

素，主要是雌激素和孕激素，以及少量雄激素，以促进雌性生殖

器官生长发育，维持正常功能，促进雌性副性器官的发育和副

性征的出现，并维持它们于成熟状态，同时调节代谢。Pa觡eda等
[6] 将携带荧光素酶报告基因的血清型 1，5，6，8 AAV尾静脉注

射入 BALB/c小鼠体内，发现 AAV1和 AAV8在卵巢子宫中转

导效率较高，同时单链的 AAV1和 AAV8在卵巢子宫中荧光

素酶的表达量比双链 AAV1和 AAV8多。有趣的是，这正好证

明了两者的分子机制不同。为进一步证实荧光素酶的表达，用

免疫组化检测卵泡和卵母细胞中没有荧光素酶的表达。同时也

得出 AAV5在卵巢中没有分布的结论。Meadows等[3]利用实时

定量 PCR技术检测到 rAAV9在给药后 6周卵巢内有表达，24

周时未检测到载体表达量。Ye等[7]评价 rAAV2tYF-PR1.7-hC-

NGB3基因药物在治疗色盲时的安全性及生物分 布时，检测

到载体在一只小鼠的卵巢中有较少的表达量（100 vg/lg DNA），

综合对其他组织器官的影响初步证实该基因药物可以用于临

床。Chen等 [8] 在治疗大鼠纯合性家族性高胆固醇血症时，用

AAV8作为载体运送人低密度脂蛋白受体基因，发现 AAV8在

雄性与雌性的性腺中均有表达，但是表达量较少，在实验后期

（180天）卵巢中 AAV8的表达量骤然减少，低于检测的最小

值。AAV在雌性生殖器官中的分布趋势类似于雄性，表达量

低，存在时间短，大大降低了生殖毒性发生的可能性。

2 AAV对生殖系统功能的影响

腺相关病毒在生殖系统的分布，尤其是在性腺的分布，随

着用药时间延长或者机体本身的代谢速率可能会被清除，用药

期间对生殖系统功能的影响有待探索。张晓晶等[9]通过比较正

常与异常精液中的 AAV DNA，发现异常精液中 AAV DNA阳

性检出率显著高于正常精液，同时在睾丸中标本中检测出

AAV DNA，提示 AAV可能感染男性睾丸，并干扰精子的产

生。朱斌等[10]研究 rAAV2/1介导的 IGF-1对糖尿病勃起功能障

碍的影响，将 1.0× 1013 vg的 rAAV2/1 -IGF -1注射至阴茎海绵

体，25 d后注射 1 %的 FB标记神经元，28 d后取海绵组织检测

IGF-1和 nNOS，结果显示该基因药物能够增加阴茎海绵体内

压，显著修复阴茎勃起功能障碍，同时认可了 rAAV2/1作为基

因药物的载体在治疗 ED方面的治疗作用，为治疗无效的 ED

病例开辟一条新的道路。孙俊杰等[11]通过携带构建人血管内皮

抑素基因与绿色荧光蛋白的重组腺相关病毒载体 rAAV2-en-

dostatin-EGFP以探究其对子宫内膜异位症的治疗作用，结果证

明 endostatin可抑制裸鼠异位症的血管生成，从而抑制子宫内

膜异位症的病灶生长；实验中，给予空白载体 rAAV2-EGFP的

阴性对照组的雌二醇、孕酮水平与治疗组、空白对照组比较，差

异无统计学意义，可说明 rAAV2不影响体内雌性生殖激素水

平，对正常卵巢功能没有影响。Ge等[12]利用 AAV8做载体探究

低密度脂蛋白受体基因对家族性高胆固醇血症的作用时，观察

了载体对大鼠肝、肺、脑以及睾丸组织的影响，病理结果未发现

AAV8载体影响组织的证据。大鼠的瘦素受体（OB）基因突变

会导致肥胖、糖尿病和不育，Keen-Rhinehart等[13]利用 rAAV作

为载体，将人的瘦素受体基因导入到克莱斯奇雌性大鼠的脑部

以确认瘦素的作用位点，微量注射到大多数脑部的内侧视前

区、室旁核、腹内侧下丘脑、弓状核以及脑干背迷走神经复合

体，实验结果显示对照组（注射载有绿色荧光蛋白的 rAAV载

体）发情周期显著长于空白组，而实验组（注射 rAAV-OB-Rb）

比空白组的发清周期短 4-5天。跟空白组相比，对照组的孕酮

水平高，实验组的孕酮水平较低，而三组之间雌二醇水平没有

差异。从实验结果来看，空白载体大鼠的发情周期、雌激素水平

均有影响，但是这不能排除给药方式以及部位对结果产生的影

响。通常的给药方式是静脉给药 [14] 或腹腔给药 [15]，但

Keen-Rhinehart等的给药方式是直接注射在大脑的相关部位，

这不能排除给药时针刺的操作方式对脑部的刺激，所以不能完

全证明空白载体对雌性大鼠生殖功能的影响。Haurigot等[16]在

实验中发现 AAV2只在精液中短暂存留，最终所有患者的精液

中均未检测到 AAV2。

目前，就 AAV对生殖系统功能的影响争论较多，实验结果

也不尽相同。这仍然需要大量实验来论证，多方位多层次的讨

论 AAV对生殖系统功能的影响。但是应用于临床时，没有生育

需求的患者在用药时可不考虑 AAV对生殖的功能的影响，反

之则需谨慎。

3 AAV对子代的影响

基因序列在人体内的生殖传递风险一直是基因治疗的主

要安全问题，尤其针对育龄期人群。目前，超过 2000例的基因

治疗应用于临床试验[17]。这引发了一系列的安全问题，比如新

的遗传物质是否会转移到性腺中未成熟的配子中，亦或者通过

泌尿生殖道转移到性腺中成熟的配子中[18]。毒代动力学数据可

以来自生殖毒性试验的全部动物，也可以来自部分动物。毒代

动力学数据应包括胎仔 /幼仔数据，以评价受试物和 /或代谢

产物能否通过胎盘屏障和 /或乳汁分泌。由于连续的生殖实验

受限于实验动物周期、技术手段以及伦理问题，多数科研工作

者放弃了对这部分实验的探索，但是探讨对生殖遗传的影响，

此类研究是不可避免的话题。Couto等[19]从小鼠成熟精子注入

AAV2，体外受精后进行胚胎移植，未检测到后代有 AAV的基
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因表达，表明 AAV2不整合在生殖细胞，导致生殖系转导的可

能性极小。Hironori[20]等为确定 rAAV会影响狨猴的哪一个妊

娠阶段，分别在孕期为 41, 43, 49, 50和 122天时将 rAAV经腹

壁注射至怀孕的狨猴子宫中，结果发现 50天孕期的狨猴出现

了流产，孕期为 122天的狨猴顺利产下两个活胎以及一个死

胎，同时在胎盘、脐带、死胎样本以及活胎的肝、肾、脑、下肢肌

肉、横膈膜、耳部均检测到 rAAV的基因组。半乳糖唾液酸沉积

症（GS）是一种由于组织蛋白酶 A缺乏形成的溶酶体贮积症，

会导致严重的肾病、内脏肿大、不孕以及渐进性共济失调等一

系列病症，大大缩短生命，Hu H等[21]在利用 AAV2/8作为基因

载体将 scAAV2/8lP1-PPcA静脉注射给实验动物，证明了高剂

量组药物在改善病情、组织形态方面优于中、低剂量组，更是意

外的发现本来不具备生殖能力的实验动物繁育出了后代，且后

代具有半乳糖唾液酸沉积症，这表明 scAAV2/8lP1-PPcA不仅

能够逆转不孕，而且不会整合到亲代的生殖细胞。若应用于临

床，scAAV2/8lP1-PPcA不仅够改观 GS患者的不孕情况，更能

降低对生殖功能的潜在影响的几率。Favaro等[22]分析 AAV作

为基因治疗载体在种系传递的风险，病毒向精液的播散在一定

程度上受到宿主依赖性因素的调控，证明了 AAV8与 AAV2

载体在男性生殖中传播的风险较低。Mattar等[23]通过长期的实

验观察，证明了 0.9 G的 AAV作为载体直接在子宫内进行人

凝血因子的基因转移能够达到长期表达的效果，实验组的子一

代均未出现致病性和遗传毒性。Schuettrumpf等[24]确定了 AAV

病毒载体传播精液的风险取决于给药途径，静脉给药后精液中

瞬时检测到病毒载体序列，但是以剂量和时间依赖性消失，肌

注后未发现病毒载体。Pa觡eda等人[6]检测到 rAAV在性腺中高

表达后，将载有荧光素酶的单链 AAV8注射进 BALB/c雌鼠体

内，6周后与正常 BALB/c雄鼠交配，但是在子代中没有检测到

荧光素酶的表达。因为在动物的生长发育过程中，启动子的活

性受到抑制，AAV表达与否也受幼崽的染色体影响，但是实验

人员也未在幼崽中检测到 rAAV。

基于目前的实验，没有直接的数据表明 AAV会通过性腺

分布在子代，但后续仍需大量实验数据来论证这一观点。这虽

然能够减小 AAV对子代潜在的影响，但是对于基因药物治疗

某些遗传性疾病时却是弊大于利，病毒载体不能携带药物进入

生殖细胞，因此子代仍然有极大地风险罹患相应的遗传性疾

病。同时，就目前的实验现状而言，多数实验只检测了子一代中

是否携带亲代 AAV，遗传学中存在隔代遗传的现象，故在不违

背伦理的情况下，应研究多代，才更能说明遗传问题，为临床用

药提供有力的数据支撑。

4 小结与展望

基因治疗为常规治疗方法难以解决的基因疾病提供了直

接的治疗思路，被认为是治疗遗传性疾病最理想的医学干预手

段，因为它的目的在于以疾病原因代替疾病症状[25]。由于基因

治疗的靶点是某段缺失或变异的基因，而遗传物质在转录、翻

译过程中所出现的问题目前不能被完全预测和控制，其中涉及

到的安全性及伦理道德问题使得研究人员在基因药物的使用

上慎之又慎。在过去的二十年中，人们一直在使用病毒载体进

行基因治疗。腺相关病毒作为理想的基因治疗载体已被广泛应

用于研究治疗癌症、膝关节疾病、血液疾病、肝靶向疾病、遗传

性疾病等[26-28]。对腺相关病毒的安全性也在稳步研究中，其中关

键的是 AAV的免疫反应及定点整合问题[29]。AAV在组织器官

中的分布受到给药方式、剂量以及实验动物种属、所处环境等

的影响。AAV在生殖系统中的分布不能直接说明 AAV对器官

产生了影响，未见分布也有可能存在潜在的影响。药物受到机

体自身代谢作用的影响，可能在实验期间已经完全代谢而未被

及时的检测。

综合现有的研究结果来看，首先多种 AAV血清型在生殖

器官中有分布，尤其以卵巢、睾丸为主，AAV载体少量表达，随

着时间的延长逐渐被清除；其次，AAV对生殖系统功能的影

响，该结果也提示我们 AAV可能会影响睾丸及精子，但是也为

治疗相关疾病开辟了新的道路；AAV对于子代的影响，根据目

前的研究状况表明 AAV不会分布在子代中，大大降低了影响

子代的可能性。根据目前的研究情况，可初步预测 AAV对生殖

系统的主要方面不会产生较大的影响。在不违背伦理问题的情

况下，进行连续的生殖遗传实验，相继研究多代，更能说明安全

性问题。AAV作为理想的基因载体，进一步完善相关的安全性

检测以期尽早服务于临床，指导临床用药，为育龄期患者在使

用以 AAV为载体的基因药物时提供用药依据和诊疗指导，同

时可初步评估后代的生长生殖情况。随着时代发展以及科技水

平的不断进步，相信在不远的将来，腺相关病毒能够作为基因

治疗载体以临床药物的姿态展现在世人面前。
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