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腺相关病毒的衣壳装配和 DNA 衣壳化机制 
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摘  要: 重组腺相关病毒载体 (rAAV) 是基因治疗临床应用载体的选择之一。在简述野生型 AAV 基因组结构和复制

机制的基础上，阐述了 AAV 包装过程中两个主要事件：衣壳蛋白的装配和基因组 DNA 的衣壳化。虽然对 AAV 的包装

机制总体上已有一定的认识，但其详细的分子机制、构效关系仍需完善和充实。AAV 病毒本身相关机制的深入研究有

助于改善 rAAV 载体的制备技术，促进 rAAV 基因药物研发。 
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Abstract:  Recombinant adeno-associated viral vectors (rAAV) have been widely used as gene therapy vectors in clinical trials. 
Here, we reviewed the genomic structures and replication mechanisms of wt-AAV. Then, the assembly of capsid and the 
encapsidation of genomic DNA, two major events during AAV pakaging, was discussed in detail. Although the overall pattern of 
virus assembly and encapsidation is known, the molecular mechanisms and the structure-function relationship involved in these 
processes are not well understood. Further elucidatation of these processes may improve the production technology of rAAV and 
develop gene drug based on rAAV. 
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腺相关病毒 (Adeno-associated virus，AAV) 为

细小病毒家族成员，因其为复制缺陷型病毒、基因

结构简单、与寄主染色体定点整合，且迄今未发现

与任何人类疾病相关，被认为是介导基因转移的理

想载体。此外，AAV 还具有免疫原性弱、宿主范围

广、理化性质稳定、长期表达外源基因等优点 [1]。

在上世纪 80年代重组 AAV (rAAV) 载体制备方法取

得进展之后，研究人员开始逐步将其应用于临床治

疗研究，并证明了该载体的有效性  (http://www. 

abedia.com/wiley/)。然而，随着临床研究的深入，

rAAV 载体存在的一些问题逐渐暴露，如细胞毒性、

免疫原性、整合带来的安全性、包装容量限制、产

业化制备技术等 [2]。理想和现实的差距促使科研人

员开始重新将目光聚集于 AAV 病毒本身的一些特

性，以期从源头上寻找解决问题的答案。本文在简

述野生型 AAV 基因组结构和复制机制的基础上，阐

述了 AAV 包装过程中两个主要事件：衣壳蛋白的装

配和基因组 DNA 的衣壳化。 

1  AAV 基因组结构与复制机理 

1.1  AAV 的基因组结构 
了解 AAV 的基因组结构是阐明 AAV 复制机理

与包装机制的基础。目前大多数基因治疗用 rAAV

以 AAV2基因组为骨架 (图 1)。AAV2基因组为 4 679

个核苷酸的单链 DNA (ssDNA)，两末端为倒转重复

序列 (Inverted terminal repeat，ITR)，是 AAV 整合、

复制、拯救和包装所必须的顺式作用元件，并具有

转录启动子的活性。ITR 序列之间为病毒编码区，

含有两个开放阅读框架，目前认为可表达 4 个 Rep

蛋白、3 个 Cap 蛋白及一个 AAP 蛋白。 

AAV2 DNA 两端的 ITR 由 145 个核苷酸组成，

在 ITR 二级结构中，由 3 段回文结构组成 T 型空间

结构。B-B'和 C-C'构成 T 的顶端，A-A'构成 T 的长

臂。ITR 上有 2 个 Rep 蛋白结合位点，分别为 RBE

和 RBE’，AAV Rep78 和 Rep68 蛋白能结合其上。另

外，ITR上还有一个末端断裂位点 (Terminal resolution 

site，Trs) 和一个 D 序列，它们在 DNA 的复制过程

中具有非常重要的作用[3]。 

AAV2 Rep 基因编码至少 4 种非结构蛋白：

Rep78、Rep68、Rep52 和 Rep40。由 p5 启动子起始

的 2 种 mRNA 翻译成 Rep78 和 Rep68；p19 启动子

起始的 2 种 mRNA 翻译成 Rep52 和 Rep40。Rep52

和 Rep40 蛋白 C 末端的氨基酸序列分别与 Rep78 和

Rep68 相同 (图 1)。Rep78 和 Rep68 蛋白与 AAV 基

因表达的正负调控有关。这两种蛋白都可与 ITR 中

的 RBE 结合。Rep78/Rep68 具有 ATP 酶和螺旋酶的

功能。当其与 ITR 结合时又能在 Trs 处切割基因组

DNA，使其产生缺口。这两种蛋白对于 AAV 生活周

期的每一时期都是必需的。Rep52 和 Rep40 参与了

病毒的装配，它们在病毒双链 DNA(dsDNA) 合成中

是不需要的，但在 ssDNA 和病毒颗粒的累积中则是

必需的[4]。 

一直以来，Cap 基因被认为只编码衣壳蛋白，

其转录从 p40 启动子开始，形成约 2.6 kb 和 2.3 kb 

mRNA，拼接后分别编码 3 个结构蛋白 VP1、VP2

和 VP3，分子量分别为 87、73、61 kDa，在成熟病

毒颗粒中的比例大约为 1∶1∶8。VPs 蛋白的 C 末

端具有相同的氨基酸序列，VP2 的 N 端比 VP 3 多

65 个氨基酸，而 VP1 的 N 端比 VP2 还要多 137 个

氨基酸。VP2 和 VP3 由 2.3 kb 的 mRNA 翻译而来，

而 VP1 则由 2.6 kb 的 mRNA 翻译。VP1、VP2 和

VP3 的起始密码子分别为 AUG(2203)、ACG(2614) 

和 AUG(2809)，其中 ACG(2614) 是一个真核细胞特

有的起始密码子，它的启动能力低于 AUG。如果将

Cap 基因中的 ACG(2614) 突变成 AUG(2614)，可提

高 VP2 表达，但会降低 VP3 表达[5]。VP1 N 末端的

PLA2 活性在 AAV 感染过程中起到关键作用[6]，而

VP3 对于 AAV 组装是必需的[7]。新近研究发现，Cap

基因还编码另外一个蛋白，称为装配激活蛋白 

(Assembly-activating protein，AAP)。AAP 是由 2.3 kb 

mRNA 上的 ACG(2729) 密码子起始翻译，蛋白大小

为 23 kDa[8]。AAP 主要定位于细胞核内，AAP 不但

能帮助 VPs 进入细胞核，并可能为 VPs 装配提供支

架，或协助 VPs 进行正确折叠。 
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图 1  AAV 基因组结构 
Fig. 1  Genomic structure of AAV. 
 
1.2  AAV DNA 复制机理 

AAV 复制时，以自身 3′端的序列作为引物，产

生两个等长的分子 (母链/子链)，两者具有一个共价

连接的末端。之后，Rep78 和 Rep68 发挥核酸内切

酶的作用，在母链 Trs 位点产生一个缺口。在 T 型

结构顶端的 RBE’，能维持这一结构的稳定性。新产

生的-3′OH 可以作为 DNA 聚合酶的底物，合成新的

ITR 序列。最后，ITR 退火形成发夹结构，并将-3′OH

重新置于单链取代合成的起始位点。经过新一轮的

复制，可以形成一个新的 AAV 病毒以及一个母链/

子链共存的二聚体。如果其中一个 ITR 中的缺口产

生失败，那么产生的 AAV 病毒将可以二聚体的形式

稳定存在，这是构建带有双链基因组的自身互补型

AAV 载体的基础[3]。 

除了本身基因外，AAV 还需借助其他基因完成

生命周期，提供基因有腺病毒 (Ad) 和单纯疱疹病

毒(HSV)。以 Ad 为例，E1a 蛋白可激活 Ad 早期基

因及 AAV Rep 和 Cap 基因，并诱导寄主细胞进入 S

期；E1b 和 E4orf6 的作用是形成复合物，参与 AAV

基因组由单链到双链的转变以及 AAV mRNA 从核

内运送到核外的过程；E2a 是一种单链 DNA 结合蛋

白，可以加速 AAV DNA 的合成过程。AVI RNA 的作

用则是降低干扰素效应对寄主细胞翻译的影响[4]。 

2  AAV 包装机制 

虽然 AAV 的结构非常简单，人们对其复制机理

也已有一定程度了解，但是目前对于 AAV 衣壳的装

配过程以及基因组进入衣壳的过程还知之甚少。现

有的 AAV 包装机制模型在以下几个方面达成了基

本共识。第一，ssDNA 通过某种机制导入到已经形

式的病毒衣壳内；第二，Rep 蛋白连接 ssDNA 的 ITR

以及 Cap 蛋白，将 ssDNA 定位于衣壳表面；第三，

ssDNA 的移动需要 Rep 蛋白的螺旋酶活性和 ATPase 

活性；第四，ssDNA 进入衣壳的方向是 3′−5′；第五，

在衣壳五倍轴的顶端有一小孔是 ssDNA 进入衣壳的

口袋[9]。 

2.1  AAV 衣壳的超级结构 
对 AAV 衣壳结构的研究是深入了解 AAV 包装

机制的基础。AAV 颗粒直径在 20~26 nm 之间 (图

2)，衣壳由 60 个衣壳蛋白亚单位构成，排列成 T=1

的二十面体结构 (二十面体是由 20 个三角形围成的

凸多面体，每 5 个三角形围出一个五倍顶，通过每

一对相对着的五倍顶有一个五倍旋转对称轴。通过

每一对相对着的三角形中心有 1 个三倍旋转轴；通

过每一对相对着的棱的中点有 1 个二倍旋转轴)。二

十面体的每个面由 3 个衣壳蛋白分子组成 (可以全

部为 VP3，也可以有 VP1、VP2、VP3 共同构成)。

三倍轴具有最多凹陷的表面区域，并且具有最高的

表面接触能量，是衣壳蛋白相互交叉最多的地方，

从三倍轴往下看，最大的特征是有 3 个细长突起—

—称为三倍突起，围绕在三倍轴周围[11]。AAV 衣壳

中具有一个高度保守的核心亚单位，即由 8 股折叠

链 (A-H) 构成的 β 桶 (Eight-stranded β-barrel)，β

桶主要位于衣壳的内部。在 β 折叠间存在 4 个环 

(BC，EF，GH，HI，根据环所处的位置命名)，约占

核心亚单位序列的 60％左右，这些环突起到衣壳的

表面，其中 GH 环又可以分为 3 个亚环，一个衣壳

蛋白分子上的一个 GH 亚环和与其相邻的 2 个衣壳

蛋白分子中的各一个亚环共同形成 AAV 衣壳的三

倍突起，3 个蛋白分子即形成 3 个突起[11] (图 2A)。

三倍突起的主要作用是识别受体，其上有硫酸乙

酰肝素蛋白聚糖  (HSPG) 和整合素α5β1 的结合
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结构域[12-14]。在 2 个三倍突起之间为二倍轴，二重

轴具有最弱的氨基酸相互作用以及最低的表面接触

能量[11]。五重轴的表面接触能量介于二重轴和三重

轴之间，从每个五重顶位置有一个小孔，联通病毒

衣壳的内部和外部，小孔外小内大[15-16]。这个小孔

在 DNA 衣壳化中具有非常重要的作用，是 AAV 

DNA 进入衣壳的地方，它参与 Rep 蛋白结合、衣壳

蛋白装配、VP1 N 末端暴露、AAV 病毒感染等多个

过程[6]。 

 

图 2  AAV 衣壳以及五倍轴小孔的结构 
Fig. 2  Structures of AAV2 capsids and the pores at fivefold 
symmetry axes. (A) Surface topology of the AAV2 capsid. The 
arrows indicate the locations of the two-, three-, and five-fold 
axes. (B) An arrow indicates the HI loop on an AAV2 pentamer. 
(C, D) Backbone models of structures of fivefold symmetry- 
related VPs shown as a side view (D) and from the outside (C) 
of the capsid[10]. 
 
2.2  AAV 衣壳蛋白装配 

衣壳的装配只需要 Cap 基因表达就能完成[17]。

衣壳蛋白的表面全部由 VP3 亚单位组成，VP1 和

VP2 的 N 末端位于衣壳的内部。那么，单独的 VP3

能形成完整的衣壳吗？ 

利用纯化的 VP 蛋白在细胞外研究表明，单独

的 VP1、VP2、VP3 或 VP1、VP2、VP3 混合，都

能从单体聚集成寡聚体，寡聚体既可以是同源的，

也可以是异源的，但是并不能形成完整的病毒样颗

粒[18]。如果在 VP1、VP2、VP3 混合物中加入 Hela

细胞提取液，则能形成病毒样颗粒，但形成的效率

非常低。这一实验证明，AAV 病毒样颗粒的形成依

赖于 Hela 细胞中的某些成分，同时也证明 AAV 的

胞外重建不能仅仅通过 VPs 的自组装来完成。 

利用质粒系统在 Hela 细胞中表达 VP 蛋白的研

究表明，VP3 单独表达时可在整个细胞中检测到

VP3，且在部分细胞的细胞质中检测到由 VP3 形成

的小颗粒，而单独表达 VP1 或 VP2 都能在核内检测

到想要的 VP 蛋白表达，并可见病毒样颗粒形成[19]。

如果将 VP3 与 VP1 或 VP2 共表达，则在细胞质中

的 VP3 降低而在核内积累。 

利用杆状病毒载体在昆虫细胞系 Sf9 表达 VP 的

研究表明，VP3 或 VP1 单独或共表达都不能形成病

毒样颗粒；VP2、VP1/VP2、VP2/VP3，VP1/VP2/VP3

共表达都能形成病毒样颗粒[19]。在杆状病毒体系里

面，VP2 似乎是衣壳蛋白装配成病毒样颗粒的关键，

尽管 VP2 能单独形成病毒颗粒的实验中并没有完全

排除 VP3。然而，带有 SV40 T 抗原片段的 VP3 能

单独组装成病毒样颗粒，无需 VP2 的参与[20]。VP2

和 SV40 T 都具有核定位信号 (166PARKRLNF173)，

可能起到运送 VP3 进入细胞核的作用 

随后，Warrington 等在 293 细胞的研究表明中，

VP3 单独表达就能产生病毒样颗粒[7]。在 Hela 细胞

中，VP3 单独表达的时候也不仅仅是在细胞质中可

以检测到 VP3[19]。那么，在哺乳动物细胞中，VP3

又是如何进入细胞核的呢？最近有关 AAP 的研究

也许能为这一现象提供部分解释 [8]。AAP 主要定

位于细胞核内，可能协助 VP 蛋白从细胞质进入细

胞核。 

2.3  影响 AAV 衣壳装配的结构区域 
AAV 衣壳 5 倍轴上的小孔对 AAV 的衣壳的装

配具有一定的影响。小孔由 5 个 VP3 蛋白分子像照

相机快门一样围绕而成。小孔外面部分成圆柱状，
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内部则成漏斗状[10]。圆柱状结构从衣壳表面突起，

由每个衣壳蛋白上的反向平行的 β 带 (β-ribbon) 组

成 (VP1 位置上的 322~338 氨基酸)，这些氨基酸在

靠近 338 这一段保守性较高，而另一端变化较大。

漏斗状部分由 217~223 氨基酸组成，并且在各个亚

型之间高度保守[10]。在 221 氨基酸后面插入两个酪

氨酸残基可以完全抑制蛋白装配，而将 322 上的谷

氨酸替换成丙氨酸 (E322A)，则能降低衣壳的包装

效率[10]。 

围绕在圆柱状结构周围的是 HI 环 (位于 βH 和

βI 之间，653~659)，这上面的侧链基团可以与其他

衣壳蛋白分子上的 BC 环和 EF 环上的侧链基团发生

反应[9,11]。HI 环的长度可能与衣壳蛋白的正确装配

有关。如果将 AAV5 上的 HI 环替换到 AAV2 的相应

区域，衣壳就无法完成装配，AAV5 上的 HI 环比

AAV2 少一个氨基酸。 

另外，VP3 的 C 末端、N 末端都可能存在影响

衣壳装配的元件[21,7]，其具体的氨基酸定位与装配之

间的关系需要进一步研究。 

2.4  AAV 衣壳的装配地点 
虽然目前对于 AAV 完整衣壳产生之前的步骤

了解还比较少，但是从其他病毒的研究我们可以总

结出一定的规律。病毒衣壳的装配一般包括以下几

个过程：第一，形成包装的基本单位 (五聚体)；第

二，5 个五聚体围绕一个五聚体进行装配形成装配

前体；第三，其他装配单位组装到第二步形成的装

配前体上[4]。 

在感染初期，衣壳蛋白可以在细胞质内积累并形

成具有不同蛋白分子组成的寡聚体  (VP1∶VP2∶ 

VP3 比例不等)。虽然并不能完全排除在细胞质中合

成完整衣壳蛋白的可能性，但是从具有完整衣壳蛋

白的特征峰 60S 的变化趋势来看，衣壳的最终形成

应该在细胞核内[22]。前面已经讲到，VP1 和 VP2 (无

论是单体还是寡聚体) 主要定位于细胞核内，而单

体的 VP3 在核内和细胞质内均匀分布，表明，VP1、

VP2 和 VP3 在装配过程中具有不同的结构和行为。

VP1 和 VP2 上都具有核定位信号 (166PARKRLNF173)，

可能起到运送 VP3 进入细胞核的作用[20]。然而，

Grieger 等对 VPs 上可能是核定位信号的碱性氨基酸

区域 (Basic region，BR) 进行研究发现，VP1 上有

4 个 BR (BR1-4)，其中 3 个 (BR2-4) 与 VP2 相同，

而 VP3 只有 BR4[23]。BR4 (307RPKRLN312) 对于病毒

装配是必需的，被认为在病毒进入细胞核过程中发

挥作用的 BR3 (166PARKRLNF173) 对于维持病毒的

感染活性是必需的，而 BR1 (120QAKKRVL126) 和

BR2 (140PGKKRPV146) 对病毒感染也有一定的作

用。BR3 被认为不是衣壳蛋白进入细胞所必需的，

除了作为核定位信号之外，BR3 还参与 AAV 基因组

的包装过程。VP1 和 VP3 上各有一个 BR3 存在，但

是 BR3 似乎有些富余，因为只要有一个 BR3 存在就

能保持 AAV 的感染和装配特性。 

即使在细胞核内，也可检测到 VP 蛋白单体，

因此无论是在核内还是细胞质内，都可能存在一个

衣壳蛋白聚合和解聚的平衡。与此相一致的是，AAV

在进入细胞后，是在细胞质还是在细胞核完成脱壳

一直都存在争论。AAV 感染后完整的衣壳蛋白最初

在核仁中发现，随后遍及整个细胞核，表明核仁的

某些成分在衣壳蛋白装配过程中起到重要作用[24]。

然而，AAV VPs 在细胞内究竟是如何形成完整衣壳

的，还需要更多的研究[25]。 

2.5  ssDNA 进入衣壳的方式 
病毒基因组进入病毒的两种方式如下：1) 基因

组与结构蛋白相连；2) 病毒基因组通过某种机制导

入到已经形成的病毒颗粒。第一种方式在具有双链

基因组的病毒中较为常见，如 HSV。目前普遍接受

的有关 AAV 病毒颗粒的形成理论认为，衣壳蛋白

先组装成完整的空病毒颗粒，然后单链基因组通过

某种机制导入到衣壳内部。多种 ssDNA 和单链

RNA (ssRNA) 病毒都是采用这一方式，如 ΦX174、

Φ6 和小核糖核酸病毒。衣壳蛋白的组装过程比较

迅速，但是 dsDNA 进入衣壳的过程却相对缓慢。

目前，我们还不知道为什么 AAV 基因组的衣壳化 



536    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             April 25, 2011  Vol.27  No.4 

  

Journals.im.ac.cn 

(Encapsidation) 会成为限速步骤。 

成熟的病毒颗粒中，有的装有 (+)ssDNA，有的

装有 (-)ssDNA，这些 DNA 都有类似的 3′ITR 和

5′ITR，到底是哪一端首先进入衣壳呢？King 等利用

DNase 酶切实验表明，DNA 的衣壳化从 3’ITR 开始，

依照 3′−5′的方向持续进行[26]。如果 AAV 基因组的

长度超过一定限度  (~5.2 kb)，那么包装入病毒的

DNA 有很大一部分缺少 5′端[27]。 

2.6  AAV 的包装容量 
AAV2 的基因组大小为 4.7 kb，一般认为，AAV

衣壳可以包装相当于本身基因组 105％的 DNA。然

而，最近有报道称 AAV5 可以包装~9 kb 的 DNA[28]。

在这一文章发表之后，多个研究小组进行了类似研

究[27,29-30]，其结果却不尽相同，后三者认为无论是

哪个亚型的 AAV，都不能有效包装大于其本身基因

组许多的 DNA。Hirsch 等这些相互冲突的研究结果

分析之后表明，AAV 作为载体之所以能表达~9 kb

的基因可能是因为 AAV 基因组片段在体内重组而

产生的结果[31]。以上实验再次证明，AAV 衣壳的相

对刚性只能容纳一定大小的 DNA。 

2.7  ssDNA 进入衣壳的作用机制 
负责 DNA 入壳的蛋白主要是 Rep52 和 Rep40，

当然也不能排除其他蛋白参与的可能性。Rep52 的

螺旋酶活性严格依赖于自由的 3′端，而 Rep40 还可

以解开平末端双链 DNA。是否 Rep52 和 Rep40 同时

参与了 AAV ssDNA 的入壳，还是只有其中一个发

挥作用还有待于进一步研究。 

King 等提出了 Rep52/40 参与 ssDNA 入壳的 3

种模式 [26]：第一，Rep52/40 通过解螺旋作用打开

3′ITR 的回文结构，并依靠这一活动提供的能量推动

3′ITR 入壳。这一方式能比较好地解释 3′ITR 入壳的

机制，但是不能解释后续的 ssDNA 如何入壳。第二，

Rep52/40 推动处于双链形式的 AAV 基因组解链，

一边解链一边将解链出来的 ssDNA 推入壳内。第三，

3′ITR 的回文结构并不直接参与 DNA 入壳，而是在

Rep52/40 推动 ssDNA 入壳的同时进行新一轮的复

制。这一方式将可能导致 DNA 入壳复合物与复制复

合物的“冲突”。然而，DNA 复制时单链取代并非

驱动 DNA 入壳的直接动力，因为单链取代的方向和

DNA 入壳的方向不同。因此，DNA 复制和入壳可

能并没有机制上的直接联系。利用免疫共沉淀技术

研究发现，AAV DNA、Cap 以及 Rep 蛋白都定位于

核内且相互关联，表明 AAV 基因组的复制与衣壳化

可能同时发生。Myers 和 Carter 在 1980 年的时候就

提出，经过复制、单链取代产生的 ssDNA 与衣壳装

配前体相连[32]。如果在衣壳化时没有大量衣壳的积

累，dsDNA 形式的基因组就不会转变成 ssDNA，这

就表明 ssDNA 的形成依赖于衣壳蛋白。 

Rep40 是 SF3 螺旋酶家族的一员，在结构上与

AAA+马达蛋白相似[33]。Rep40 结合 DNA 无需识别

特殊的 DNA 结构，但是单体状态的 Rep40 并没有

或者只有极低的 ATPase 活性，Rep40 的激活不但需

要 ATP，还需要有 DNA 的存在。ATP 能诱导 Rep40

发生构象变化，使之能与 DNA 结合，Rep40 与 DNA

结合后，导致 DNA 构象的变化，这种变化反过来促

进 Rep40 的聚合，发挥 ATPase 的功能[34]。Rep40

和 SV40T 抗原具有很大的的相似性，可能告知我们

它是以 6 聚体的形式发挥功能[35]。 

2.8  Rep-Cap 连接在 ssDNA 入壳过程中的作用 
ssDNA 被认为是通过 Rep 作用而定位于衣壳表

面的，但是 Rep 和 Cap 的反应并不需要 ssDNA 的参

与就能发生[24]。Rep-Cap 反应可以在衣壳形成之间

就开始，Rep-Cap 反应不但在体内共表达的时候可

以发生，就是在体外两类蛋白共孵育也能发生，只

是 Rep-Cap 反应的效率和产物的稳定性不如体内。

尽管 4 种 Rep 蛋白都能与 Cap 发生反应，但是在

Rep-Cap 复合物中，Rep 蛋白的数量依次为 Rep52、

Rep78、Rep68、Rep40。是否 4 种 Rep 都参与了 DNA

的锚定以及入壳还有待于进一步研究。 

那么衣壳表面的哪个部位才是 Rep 结合的位点

呢？因为 ssDNA 被认为是通过五倍轴顶端的小孔进

入衣壳的，研究者将注意力集中于对小孔的研究。
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对小孔周围的几个主要氨基酸进行突变，研究发现

V221W、L336W 以及 D219/L336W 只是降低 DNA

的包装效率，并不能完全阻止 DNA 进入衣壳[36]。

作者认为，这些突变的结果可能是导致衣壳蛋白与

Rep 的结合能力降低所致。T329A/T330A 是所有突

变中包装效率最差的，同时也是 Rep-衣壳反应最差

的突变体。Rep-衣壳蛋白结合能力的降低并不影响

被包入衣壳 DNA 的完整性，突变的结果只是影响了

Rep-DNA 锚定衣壳的成功率。但是这些实验并不能

排除小孔突变对 DNA 进入具有直接的影响。另外，

如果将 HI 的多肽序列全部替换成甘氨酸序列，虽然

能形成衣壳，但是这一衣壳无法包装 DNA[9]。这种

取代的结果是将原有 HI 环上与相邻亚单位 EF 环反

应的侧链氨基酸去除，从而可能影响 DNA 的包装。 

3  结论 

AAV 衣壳蛋白的装配和 DNA 的衣壳化是

rAAV 制备过程中两个最为重要的过程。虽然我们对

这两个过程有了总体上的认识，然而许多细节还无

法知晓。例如，AAV 如何能保证 60 个衣壳蛋白正

确地装配成衣壳，Rep 蛋白在衣壳装配过程中有什

么作用，参与 DNA 入壳的 Rep 到底是哪一个或哪

几个，五倍轴小孔在 DNA 入壳过程中到底扮演什么

角色等等。AAV 衣壳蛋白的装配和 DNA 的衣壳化

的详细分子机制、构效关系仍需完善和充实。AAV

病毒本身相关机制的深入研究有助于改善 rAAV 载

体的制备技术，促进 rAAV 基因药物研发。 
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