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重组腺相关病毒载体诱导的天然免疫反应及机制

刁勇，许瑞安
分子药物教育部工程研究中心，华侨大学分子药物学研究所，泉州 362021

摘要:重组腺相关病毒( rAAV)已成为基因治疗领域应用最广泛的载体之一。临床前研究显示其具有很高的
安全性，但人体免疫毒性仍是制约其临床疗效的关键，因此有关 rAAV 免疫机制的研究成为近期热点。尽管
天然免疫在获得性免疫反应中发挥重要作用，但与 rAAV 有关的天然免疫研究过去一直未被重视。直到最
近，才确认有至少 3 种人体细胞(树突状细胞、巨噬细胞和内皮细胞)参与了 rAAV 的天然免疫，作用机制为
可识别载体基因组的 TLR9 或病毒衣壳 TLR2 所介导，NF-κB 或干扰素调节因子( IRFs)信号通路被激活，导
致各种炎性因子及 I 型干扰素的大量表达。自身互补型 rAAV 诱导的 TLR9 依赖性天然免疫较单链 rAAV 更
为强烈。本文重点对近期发现的激活天然免疫反应的宿主与 rAAV 的相互作用、涉及的信号通路、天然免疫
对获得性免疫以及转基因表达的影响进行综述。
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随着重组腺相关病毒( rAAV)载体在基因治疗
领域的广泛应用，人们逐渐认识到 rAAV 并不是原
来一直认为的对人完全没有致病性

［1 － 2］，在人体应

用时甚至会引起严重的细胞免疫毒性
［3］。近年来

对 rAAV 进行的大量基础免疫学研究，发现 rAAV 诱
导的天然免疫及获得性免疫反应与其它病毒基本类

似
［4］。抗原呈递细胞 ( APC) 通过模式识别受体
(PRRs) 识别入侵 AAV 的病原体相关分子模式
(PAMPs)后，天然免疫反应立即启动。参与天然免
疫反应的细胞主要是外围组织中的巨噬细胞和树突

状细胞(DC)等。APC 通过有关信号转导级联反应，
激活核因子-κB(NF-κB)和干扰素调节因子( IRFs)
等转录因子，启动 IL-6、TNF-α 和 I 型干扰素( IFN-
I)等炎性因子的表达，刺激 APC 的成熟，增强细胞

的吞噬活性，上调抗原处理所需要的主要组织相容

性复合体(MHC)分子、共刺激分子 CD80 /86 等的表
达。当 APC 迁移到淋巴结后，将病毒抗原以 MHC
Ⅰ或 MHCⅡ复合物的形式递呈至天然淋巴细胞，分
别致敏抗原特异性 CD8 + 和 CD4 + T 细胞，随即激
活获得性免疫反应。但 rAAV 诱导的天然免疫反应
及涉及的机制也明显具有鲜明的特点，以下将近期

研究结果进行阐述。

1 免疫细胞对 rAAV 的识别

1. 1 浆细胞样 DC
浆细胞样 DC(pDCs)是连接天然和获得性免疫

的桥梁
［5 － 6］。pDCs 是 DC 两大主要亚群之一，最初
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被发现于免疫活性活跃的病理标本或肿瘤淋巴结

内，与高内皮静脉密切接触。其形态与浆细胞非常
类似，但具有抗原递呈功能。人 pDCs 随血流在体
内循环，主要存在于淋巴组织(淋巴结、扁桃体、脾、
胸腺、骨髓、派氏斑) 和特定的外周组织 (胎儿肝
脏)。pDCs 可以聚集于在炎症部位(如增生淋巴组
织)。pDCs 可直接和 /或间接激活许多其它免疫细
胞，如单核细胞、常规 DC( cDCs)、B 细胞、NK 细胞、
T 细胞等。

AAV 是单链 DNA 病毒，早期 rAAV 即单链
rAAV( ssrAAV)的基因组也是单链 DNA，因此可特
异性识别病毒 DNA 中 CpG 基序的受体 TLR9 自然
成为研究的重点。TLR9 在人 pDCs 中大量表达，是
pDCs 识别病毒核酸的主要 PRRs。在静息 pDCs，
TLR9 主要定位于内质网，在受到病原体刺激后，可
与内质网跨膜蛋白 UNC93B1 相互作用，并转移至内
涵体膜上以识别相应的 PAMPs。
小鼠及人源性 pDCs 经 ssrAAV 刺激，可大量分

泌 IFN-α 和 IFN-β 等 IFN-I，但炎性细胞因子 IL-6 和
TNF-α 的 表 达 变 化 不 明 显［7］。缺 失 TLR9 的
Tlr9 － / －
小鼠 pDCs，经 ssrAAV 刺激不能促进 IFN-I

的表达，但 Tlr2 － / － pDCs 无影响。以 TLR9 拮抗剂
H154 寡脱氧核苷(ODN)预处理人 pDCs，ssrAAV 对
IFN-I 的诱导作用完全丧失。 rAAV 对 pDCs 的刺激
作用与 rAAV 的衣壳类型(血清型)无关，与携带的
转基因类型无关。说明 TLR9 是 pDCs 在胞内识别
rAAV 的 PRRs，rAAV 基因组内 CpG-DNA 基序是
TLR9 的 PAMPs，ssrAAV 诱导 pDCs 的天然免疫效应
是大量产生 IFN-I。
1. 2 枯否细胞
以根本不包含任何核酸成分的空心 AAV 颗粒

刺激人肝脏原代枯否细胞，炎性细胞因子 TNF-α 和
IL-1β 的表达显著增加，说明枯否细胞一定存在可
识别 AAV 衣壳成分的 PRRs［8］。经门静脉注射的
rAAV 诱导小鼠肝脏 TLR2 的表达增加，提示 TLR2
有可能也是 AAV 的 PRRs［9］。以 TLR2 抗体预处理
枯否细胞后再刺激，TNF-α 和 IL-1β 的表达增加得
以抑制。稳定表达 TLR2 和辅助蛋白 CD14 的细胞
株 HEK293 /hTLR2-CD14 以空心 AAV 颗粒刺激后，
报告基因 IL-8 表达显著上调，但野生型 HEK293 细
胞则无反应

［8］。说明 TLR2 的确可以识别 AAV 衣
壳上的 PAMPs。

在 TLR2 被发现之初，人们认为其在细胞膜表
面与 TLR1 或 TLR6 形成异源二聚体，负责识别细菌
或支原体的酰基脂蛋白

［4］。最近研究表明，TLR2
也具有识别病毒衣壳 PAMPs 的功能［10］，AAV 衣壳
显然也含有可被 TLR2 识别的 PAMPs［8］。

AAV 衣壳对枯否细胞表面 TLR2 的激活需要达
到一定阈值

［8］。当 rAAV 的感染复数(MOI)为 1 ×
103
时无明显的炎性反应。当 MOI 提高到 1 × 105

时才观测到明显的炎性基因表达激活，TLR2、TLR2
下游 NF-κB 信号通路的接头蛋白 IL-1 受体相关激
酶 2( IRAK2)、炎性因子( IL-1α、IL-1β、IL-1 样受体
2( IL-1R2)、TNF-α、IL-6、IL-10 等)，趋化因子(MCP-
1 和 MIP-1 等)的表达明显增加，但 TLR3、TLR6 和
TLR9 的表达下调，IFN-I 和干扰素响应基因的表达
不变。说明 AAV 衣壳通过 TLR2，激活了枯否细胞
的 NF-κB 信号通路，但涉及的机制与 pDCs 内
TLR9-IRFs 信号通路［7］明显不同。

rAAV 在体内也可以激活枯否细胞的天然免疫
反应
［9，11］。以氯化钆反复处理灭活肝内枯否细胞

后，自身互补型 rAAV ( scrAAV) 诱导的 IFN-α /β、
IFN-γ 诱导蛋白 10( IP-10)和 IL-6 的表达增加完全
被抑制，TLR9、接头蛋白髓系分化因子 88(MyD88)、
单核细胞趋化蛋白 1(MCP-1)和巨噬细胞炎性蛋白
1(MIP-1)的表达部分降低，而 TNF-α 和 TLR2 的表
达则没有明显改变

［3］。这与 Zaiss 等［11］的实验结果
基本一致，说明 rAAV 在肝脏引起的天然免疫反应
至少部分依赖于枯否细胞。
但 TLR9 一定参与了 rAAV 诱导的体内肝脏天

然免疫反应，且对 scrAAV 的反应程度明显强于
ssrAAV。小鼠经门静脉注射 ssrAAV 2 小时后，其肝
内 TLR9 及其下游信号接头蛋白 MyD88、炎性细胞
因子(TNF-α、IP-10、MCP-1)、IFN-I 的表达增加 3 － 4
倍。scrAAV 诱导后，除前述炎性因子增加幅度更高
外，肝内 IL-6、IL-12α、受激活调节正常 T 细胞表达
和分泌因子(RANTES)、MIP-1、TLR2 的表达也显著
增加，且血清 IL-6 水平也显著升高。TLR9 报告细
胞 HEK-293-TLR9 的体外刺激实验表明，scrAAV 对
TLR9 的激活能力高于 ssrAAV 3 倍，且与载体血清
型及转基因无关。与野生型小鼠比较，Tlr9 － / －

小鼠

门静脉注射 scrAAV 后，肝内与天然免疫相关的标
志因子均显著降低，特别是 IL-6、MCP-1 和 TNF-α
等几乎与未给药组一致，但 TLR2 降低不明显。说
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明肝内天然免疫反应的激活与 TLR2 和 TLR9 均有
关，且不仅仅是枯否细胞发挥作用。
1. 3 内皮细胞
从人原代肝细胞内分离的肝窦内皮细胞的体外

表现与枯否细胞类似
［8］，说明二者均可以经 TLR2

活化。人血管内皮细胞(HUVEC)是大血管内皮细
胞，静息状态几乎检测不到 TLR2 的表达，在炎性刺
激后，如经 IL-1β 或 TNF-α 处理，TLR2 的表达上调
高达 300 倍［12］。以 AAV 衣壳诱导经炎性刺激的
HUVEC，发现 TNF-α 和 E-选择素的表达均显著升
高
［8］，说明可以经 TLR2 活化。

1. 4 cDCs
在体外，rAAV 本身不能激活人 cDCs 的 NF-κB

信号通路
［13］，也不能激活 IRFs 信号通路［7］。但在

炎性细胞因子( TNF-α、IL-6、IL-1β、PGE2) 刺激下，
NF-κB 亚基 p52 蛋白的胞内水平明显增加，说明非
经典 NF-κB 通路被激活［13］。以 rAAV 和上述炎性
细胞因子同时刺激人 cDCs，可促进共刺激分子
CD83 和 CD86 的表达，而这两种分子被认为是未成
熟 DC ( iDC) 转变为成熟 DC (mDC) 的主要标志。
rAAV 转导被激活的 cDCs 后，转基因表达大幅增
加。因 DC 成熟化最显著的功能变化就是从病原体
摄取转变为抗原递呈，所以可以推测，被 rAAV 转导
的 mDC 递呈转基因抗原并诱导获得性免疫反应的
能力将大大增强

［14］。rAAV 所诱导的获得性免疫反
应程度与衣壳血清型有关

［15］，暗示 TLR2 可能参与
了 cDCs 的免疫反应。
1. 5 巨噬细胞
血浆补体系统也是天然免疫的重要成分。体外

转导试验表明
［16］，血清可以促进巨噬细胞对 rAAV

的摄取，并增强 NF-κB 依赖性炎性因子(MIP-2、IL-
1β、IL-8、MIP-1β)的表达。当血清经加热失活或排
空补体 C3 后，则恢复至基础水平，说明补体 C3 参
与了巨噬细胞对 rAAV 的天然免疫反应。补体系统
的激活可导致微生物的调理素化，促进靶细胞的裂

解。补体系统激活后，形成 C3 转化酶，C3 裂解为
C3a 和 C3b。C3b 可维持 C3 的继续裂解，并激化下
游补体蛋白和效应器。而 C3b 转化为 iC3b 后，则抑
制 C3 的裂解，下调补体系统。补体 C3、C3b 和 iC3b
可直接与 rAAV 的衣壳结合，调节天然免疫反应。
但体内研究显示，血浆补体系统对 rAAV 诱导的天
然免疫反应无明显影响

［16］。

2 rAAV 诱导的信号通路

2. 1 IRFs 信号通路
IRFs 因能与 IFN-I 的病毒诱导类增强子元件结

合，并诱导 IFN-I 的表达而被命名。作为转录因子，
IRFs 在 IFN 的转录调控、病原体的免疫反应、细胞
因子的信号转导、细胞增值调控和造血干细胞的发
育分化等方面均发挥非常重要的作用。 IFN-I 的生
成是抗病毒免疫反应非常关键的组成部分

［17］。
IFN-I 可诱导数百个与细胞抗病毒状态有关的基因
表达。缺乏 IFN-I 受体小鼠对病毒感染极度敏感，
即说明 IRFs 信号通路的重要性［18］。所有识别核酸
的 TLRs 均可诱导 IFN-I 的表达，也说明 IFN-I 在抗
病毒免疫反应中的重要性。

pDCs 是体内最重要的 IFN-I 的生产细胞［19］，其
生产 IFN-I 的效率是其它细胞的 100 倍以上。TLR9
只诱导 pDCs 生成 IFN-I［20］。 TLR2 不在 pDCs 表
达
［21］，也不诱导其他类型细胞产生 IFN-I。因此，

rAAV 只 能 通 过 TLR9 激 活 pDCs，并 经 TLR9-
MyD88-IRF-7 信号通路产生 IFN-I(图 1)［2］。

图 1 浆细胞样树突细胞内 TLR9-MyD88-IRF-7 依赖性
I 型干扰素的产生
Fig． 1 TLR9-MyD88-IRF-7 dependent type I interferon production

in plasmacytoid dendritic cells．

根据其它病毒激活 pDCs 分泌 IFN-I 的研究结
果，推测 rAAV 激活 TLR9-MyD88-IRF-7 信号通路的
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基本过程如下(图 1):rAAV 经内吞或转导作用进入
pDCs 后，其基因组内未甲基化的 CpG DNA 与细胞
内涵体膜上 TLR9 的结合，启动 TLR9-MyD88-IRFs
信号通路。TLR9 通过同嗜相互作用招募 MyD88 和
IRAK 家族成员。被招募的 IRAK-4 可促使 IRAK-1
的磷酸化，活化的 IRAK-1 促使 IRF-7 的磷酸化和泛
素化。活化的 IRF-7 随即入核，与干扰素基因启动
子的正性调节域结合，启动 IFN-I 的表达。

IRF-7 在静息态的 pDCs 中高表达，是宿主干扰
素反应的主要参与者

［22］。TLR9 介导 MyD88 可以
活化 IRF-7，但不能活化 IRF-3。TLR9 刺激后，来自
IRF-7 － / －

小鼠的 pDCs 无干扰素诱导反应，而 IRF-
3 － / －
小鼠的 pDCs 干扰素诱导反应正常。因此，

pDCs 的 IFN-I 诱导完全依赖于 IRF-7。此外，CD8 +
T 细胞反应的诱导也依赖于 IRF-7 的活化。因此，
IRF-7 不仅对天然免疫重要，对获得性免疫也很
重要。

IRAK-1 是 IRF-7 活化的关键接头蛋白。体外
研究表明，IRAK-1 可以直接结合磷酸化的 IRF-7。
IRF-7 在脯氨酰异构酶 PIN1 介导的异源二聚体化
后
［23］，可直接由 IRAK-1 磷酸化。 IRAK-1 基因敲除
小鼠不能发生 TLR9 介导的 IFN-α 生成。活化的
IRAK-1 还可以进一步招募 IRF-5、TNF 受体相关因
子-6(TRAF-6)、TRAF-3、和 IκB 激酶( IKKα)等，协
同 IRF-7 的功能发挥［24 － 25］。被 NIK 激活的 IKKα，
也能够直接磷酸化 IRF-7［26］。有报道骨桥蛋白也参
与 IRF-7 的激活，但其作用仍然不明［27］。
2. 2 NF-κB 信号通路

NF-κB 是一类可诱导活化的二聚体转录因子，
其靶基因主要是参与天然免疫及病原体防御的基

因，以及与炎症、损伤、应激和急性反应有关的基因。
处于静息态的细胞中，NF-κB 同源或异源二聚体与
NF-κB 抑制蛋白( IκB)结合，将二聚体滞留在细胞
质中，无法启动靶基因的转录。当 IκB 被降解后，
NF-κB 二聚体被活化，然后入核与 DNA 结合，启动
靶基因的表达。根据 NF-κB 二聚体组成及其活化
过程的不同，可将其调控通路分为经典或非经典通

路。
2. 2. 1 经典 NF-κB 通路:NF-κB 异源二聚体 p50 /
p65 的形成，是经典 NF-κB 通路激活最重要的特征。
细胞表面的 TLR2 及内涵体膜上的 TLR9 等受体与
相应配体(AAV 衣壳或基因组 DNA)结合后，刺激
MyD88 招募 TRAF-6 等接头蛋白。TRAF-6 本身具
有泛素酶活性，触发自身及 NF-κB 基本调节因子

(NEMO)发生 K63 多聚泛素化。TRAF-6 通过 K63
多聚泛素链募集 TGF-β 激活激酶 1 ( TAK1)，并与
TAK 结合蛋白( TAB) 2 和 3 结合形成 TAK1 复合
体。TAK1 复合体导致 IKK 复合体中的 IKKβ 磷酸
化并使之活化。IKK 复合体由 IKKα 和 β 以及调节
蛋白 NEMO 组成，NF-κB 抑制蛋白( IκB)的磷酸化
主要由 IKK 复合体中的 IKKβ 所控制。活化的
IKKβ 导致 IκB 磷酸化。磷酸化的 IκB 在泛素 E3 连
接酶 SCFβTrCp 的催化下发生 K48 多聚泛素化，导
致 IκB 被 26S 蛋白酶体水解，并与 NF-κB 二聚体解
离。游离的 NF-κB 二聚体( p50 /p65 异二聚体)被
转运入核，与 NF-κB 的 DNA 结合位点结合，激活靶
基因转录。
在经典 NF-κB 通路中，TAK1 复合体是 TRAF

蛋白和 NF-κB 的重要连接因子，TAK1 与其调控蛋
白 TAB 组成的复合体直接磷酸化 IKKβ。 IKKβ 和
Nemo 是激活 p65 /p50 必不可少的，而 IKKα 在很大
程度上是可有可无的。通过 IKKβ 磷酸化 IκBα，从
而激活 p50 /p65 异二聚体，是经典 NF-κB 通路最重
要的过程特征。

scrAAV 经尾静脉给药后 2 小时，即可在小鼠肝
脏检出 NF-κB 亚基 p50 的表达增加，同时参与经典
NF-κB 通 路 的 受 体 TLR2 和 TLR9、接 头 蛋 白
(MyD88、TRAF 等)、炎性细胞因子 ( IL-1α、IL-6、
TNF-α、IL-12α 等)、IFN-I 的表达增加［13］。在给药
前 1 天，小鼠腹腔注射可抑制 IKKα 和 IKKβ 活性的
药物 BAY11，NF-κB 通路激活引起的各种炎性因子
的表达均受到抑制，但与经典 NF-κB 通路无关的因
子，如 IFN-I 的表达则不受 BAY11 的影响。这些结
果说明，rAAV 转导肝脏引起的促炎性细胞因子表
达的瞬态升高是由经典 NF-κB 通路激活所介导的。
2. 2. 2 非经典 NF-κB 通路:scrAAV 体外转导 HeLa
细胞后，参与非经典 NF-κB 通路的标志分子 p100
和 p52 表达水平显著提高，而参与经典 NF-κB 途径
的标志分子 p65 并没有受到影响，表明 scrAAV 体外
转导可以激活非经典 NF-κB 通路［13］。scrAAV 经尾
静脉给药 9 小时时，在小鼠肝脏检出 p65 的表达增
加，但在更早时间及 24 小时后则未检出。说明非经
典 NF-κB 通路的激活迟于经典通路。经典通路主
要是与炎症有关，该通路激活引起的炎症信号，也可

能有助于激活非经典通路。
非经典 NF-κB 通路的激活取决于 IKKα，而不

是 IKKβ 或 NEMO。非经典 NF-κB 通路的受体与配
体结合后，募集包括 TRAF3 在内的接头蛋白。本来
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与 TRAF3 紧密结合的 NF-κB 诱导激酶(NIK)被释
放而恢复活性。活化的 NIK 导致 IKKα 的磷酸化，
从而导致与之结合的 p100 在 Ser-866 和 Ser-870 处
发生磷酸化。磷酸化的 p100 募集 βTrCP E3 连接酶
复合物，导致在 Lys-855 处发生 K48 多重泛素化，随
后在蛋白酶体降解形成 p52。 p52 与 RelB 形成
p52 /RelB 异源二聚体。RelB /p52 发生核移位，转录
激活相应的靶基因。
前已述及在炎性因子的刺激下 cDCs 胞内非经

典 NF-κB 通路被激活，rAAV 转导后表达转基因的
效率提高

［13］。有充分的证据表明，NIK 是激活 DC
内非经典 NF-κB 通路必不可少的［28］，NIK 激活导致
DC 内共刺激分子，细胞因子和趋化因子的表达上
调，促进抗原呈递。所以非经典 NF-κB 通路的激
活，有助于启动获得性免疫反应。

3 对获得性免疫反应的影响

天然免疫的激活是诱导获得性免疫反应的前

提
［1］。rAAV 与 APC 相互作用，刺激 APC 的活化和
成熟，并促进 APC 迁移到淋巴结，与天然 T 细胞接
触。APC 的成熟度决定获得性免疫的性质是免疫
激活还是免疫耐受。T 细胞的致敏需要 3 种信号的
协同作用。信号 1 是 APC 表面递呈的 MHC 抗原复
合物与 T 细胞受体(TCR)的相互作用，其中 MHCⅠ
抗原复合物与 CD8 + T 细胞受体结合，MHCⅡ与
CD4 + T 细胞受体结合。信号 2 是共刺激分子
CD80 /CD86 和 CD28 的相互作用，可促进 T 细胞功
能和生存。共刺激分子 CD40 － CD40L 的相互作用
也是信号 2 的一部分，可进一步激活 APC，支持
CD80 /86 上调。各种炎性细胞因子共同组成信号 3，
决定 T 细胞的分化状态。信号 3 中 IL-12 和 IFN-α 利
于致敏 Th1 型 CD4 + T 细胞，有助于形成细胞毒性
CD8 + T 淋巴细胞(CTL)。IL-4、IL-6 和 IL-10 利于致
敏 Th2 型 CD4 + T 细胞，有助于 B 细胞发育和抗体
的产生。TGF-β 则利于致敏调节性 T 细胞(Treg)。
3. 1 AAV 衣壳特异性获得性免疫反应
小鼠肌肉注射 ssrAAV 第 12 和 26 天，可检出大

量的 AAV 衣壳抗原专属性 CD8 + T 细胞。对于
Myd88 － / －

或 Tlr9 － / －
小鼠，CD8 + T 细胞未被明显激

活
［7］，说明针对 AAV 衣壳抗原的细胞免疫是由

TLR9-MyD88 信号通路所介导的天然免疫反应所诱
导。在小鼠肌肉注射 ssrAAV 第 36 天，在血清中检
出高滴度的 AAV 中和抗体，但 Myd88 － / －

或 Tlr9 － / －

小鼠的血清内均未检出
［7］，说明 rAAV 的体液免疫

反应也由 TLR9-MyD88 介导。对 AAV 特异性中和
抗体的亚型进行分析，发现与野生型 BALB / c 小鼠
比较，Myd88 － / －

和 Tlr9 － / －
小鼠血清内 IgG2a ( Th1

依赖性 B 细胞反应的指标)显著降低，而 IgG1(TH2
依赖性 B 细胞反应的指标)和 IgG3(不依赖 TH 的 B
细胞反应的指标) 降低不显著。在相同剂量下，
scrAAV 诱 导 的 细 胞 及 体 液 免 疫 反 应 强 于
ssrAAV［3］。TLR9 抑制性 ODN 显著降低 CD8 + T 细
胞水平，延缓中和抗体的出现。IFN-I 对获得性免疫
也非常重要，Ifnr － / －

小鼠未见明显的细胞和体液免

疫反应
［7］。从以上结果推测，TLR9 介导的天然免

疫在诱导 AAV 衣壳特异性获得性免疫反应中发挥
主要作用，但 TLR2 对中和抗体的产生也发挥重要
作用。
3. 2 转基因特异性获得性免疫反应
小鼠肌肉注射 ssrAAV 后表达的转基因产物也

可以激活 CD8 + T 细胞，但 Myd88 － / －
和 Tlr9 － / －

小

鼠显著降低，注射部位 CD8 + T 细胞浸润也明显减
轻
［7］。
有意思的是，转基因特异性细胞免疫的动力学

过程与 AAV 衣壳特异性有明显区别［7］。转基因产
物抗原特异性 CD8 + T 细胞在肌肉注射的第 26 天
时才被大量检出，其原因可能是来自 AAV 衣壳的抗
原在给药后即可大量获得，而来自转基因产物的抗

原只能出现在转基因大量表达后，一般需要给药 1
－ 2 周后。因此本课题组曾质疑输入性衣壳蛋白是
引起 rAAV 人体细胞免疫毒性的分析［29］，认为可复
制性类 AAV( rcAAV)杂质所表达的衣壳蛋白才是
真正的毒性元凶

［30］，并提出了可行的解决方法
［31］。

也有研究认为 AAV 衣壳蛋白在体内需要数周时间
的降解，才能被 APC 有效递呈并激活 CD8 + T 细
胞
［32］。

4 对转基因表达的影响

以同时激活经典及非经典 NF-κB 通路的 VP16
处理 HeLa 细胞后，再以 rAAV 转导，转基因的表达
效率提高 25 倍;以同时抑制经典及非经典 NF-κB
通路的 BAY11 处理，转基因表达完全被抑制;但以
仅阻滞经典 NF-κB 通路的吡咯烷二硫代氨基甲酸
盐(PDTC)处理，转基因表达不受影响［13］。因此，非
经典 NF-κB 通路对 rAAV 的转基因表达具有调节作
用。非经典 NF-κB 通路的激活会促进 DC 等抗原递
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呈细胞的成熟和抗原递呈，以免疫抑制剂短暂处理

对 rAAV 的转基因长期表达没有任何影响［13］，因此
在用药后以免疫抑制剂短暂处理，是减弱 rAAV 诱
导免疫反应的有效方法

［33 － 34］。

5 总结

基于 rAAV 诱导的天然免疫反应表现及发生机
制、对获得性免疫及转基因表达影响的现有认识，本
文提出 rAAV 本身及转基因产物诱导免疫反应的基
本过程如下(图 2)。①rAAV 刺激转导部位的 DCs、
NK 细胞、粒细胞及巨噬细胞分泌各种炎性因子，②
rAAV 经内吞或转导等方式进入未成熟 APC (如
iDC)，③各种炎性因子与 rAAV 共同促进未成熟
APC 的成熟化，mDC 将 AAV 衣壳抗原以 MHC 抗原
肽复合物(pMHC)的形式递呈至细胞表面，④3 种信
号的协同作用致敏 T 细胞，⑤Th2 细胞协助激活 B
细胞分泌抗原特异性抗体，抗体攻击表面递呈

pMHC 的靶细胞，⑥Th1 细胞协助激活 CTL，CTL 消
灭表面递呈 AAV 衣壳 pMHC 的靶细胞，⑦ rAAV 转
导靶细胞，靶细胞表达转基因并递呈转基因产物抗

原肽，⑧靶细胞表达的转基因产物被 APC 吞噬，加
工处理为抗原肽，按照前述步骤激活针对转基因的

免疫反应。总之，rAAV 可以激活宿主细胞天然免
疫反应，该反应虽然非常短暂和轻微，但在一定条件

下，也会诱导干扰转基因表达，甚至引起细胞毒性的

获得性免疫反应。TLR9 是介导 rAAV 免疫反应的
主要受体，在大剂量刺激条件下 TLR2 也可发挥重
要作用。这两种受体既可引起 NF-κB 通路的活化，
也可引起 IFN-I 的高表达，但炎性因子的激活模式
因细胞而异。

rAAV 临床研究出现的免疫毒性，大大促进了
rAAV 免疫学的研究，加深了对其基本过程和机制
的认识。但在细胞间［7 － 9，13］、体内外［8 － 9，16］、动物种
属与人类之间

［35 － 36］
获得的研究结果仍存在极大的

差异，对 rAAV 载体血清型、转基因类型对免疫反应
的影响等问题也存在争议。不同给药途径，所转导
靶组织或靶细胞的差异，都对 rAAV 所诱导的免疫
反应有显著影响

［1］。动物实验表明，合用免疫抑制
剂
［33］、改变 rAAV 血清型等策略确实可以发挥预防
或降低 rAAV 免疫反应风险的作用，但要想更加有
效地指导临床研究的合理设计，大量的基础研究仍

是本领域研究人员的首要任务。

图 2 rAAV 及其转基因产物诱导天然及获得性免疫反
应

Fig． 2 Innate and adaptive immune response to rAAV and its

transgene products．
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Innate immune mechanisms against recombinant adeno-
associated virus vectors—A review

Yong Diao* ，Ruian Xu
Engineering Research Center of Molecular Medicine，Ministry of Education，Institute of Molecular Medicine，Huaqiao
University，Quanzhou 362021，China

Abstract:Recombinant adeno-associated virus ( rAAV ) is one of the most commonly used vectors for gene therapy．
Despite the promising safety profile demonstrated in preclinical trials，the clinic efficacy of using rAAV was hampered by
undesired response from the immune system． It is important to understand the mechanisms that lead to the induction of
immune response against rAAV． Although a crucial role for innate immunity is shaping adaptive immune responses，the
innate immune to rAAV was ignored in the past． Till now，at least three human cell types (dendritic cells，macrophages
and endothelial cells) were discovered to be involved in sensing rAAV infection． The engagement of TLR9 by rAAV vector
genomes triggers the activation of NF-κB signaling cascades，leading to the induction of pro-inflammatory cytokine genes．
The viral capsid components are detected by TLR2，and this leads to the production of type I interferon mediated by
interferon regulatory factors ( IRFs) pathway． Self-complementary rAAV vectors induced higher TLR9 dependent innate
immune response than single stranded rAAV． This review highlights the recent findings regarding the innate immune
responses to rAAV vectors，the signaling pathways involved，and the impacts of innate immunity on the adaptive immune
response to rAAV and its transgene expression．
Keywords: recombinant adeno-associated virus，gene therapy，immunology，signal pathway
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