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摘要: 肝细胞癌是最为常见的肝脏原发性肿瘤, 也是致死率居第二位的癌症。随着分子生物学的发展, 基因
治疗成为有治愈癌症潜力的新途径。腺相关病毒以其较高的感染率、低致病性和低免疫原性等优势成为最有前

景的基因治疗载体。靶向基因治疗能实现目的基因的靶向表达, 避免对非靶向器官的毒性作用而弥补了传统腺
相关病毒在基因治疗中的不足。本文就近年来肝细胞癌发病机制、腺相关病毒的生物学特点及其介导的靶向治

疗肝细胞癌策略做一综述, 为肝细胞癌靶向基因治疗的进一步研究提供参考。 
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Abstract: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common liver cancer, which is also the second         
leading cause of death in cancer.  With the development of molecular biology and technology, gene therapy has 
become a new potential method to treat the cancer.  As a viral gene-delivery system, the adeno-associated virus 
(AAV) is the most promising delivery vehicle for its high efficiency of infection, low pathogenicity and low      
immunogenicity.  However, AAV has a wide range of host that may lead to side effects.  Targeted gene therapy 
can achieve site-specific and high efficient gene expression, which avoids toxicity of systemic and non-targeted 
gene expression to improve the safety and efficacy of gene therapy.  In this review, we provide an overview of 
the pathogenesis of HCC and the characteristics of AAV.  Moreover, we discuss the targeting strategies currently 
employed in the gene therapy for HCC with a focus on targeting the transductional, transcriptional and post-       
transcriptional levels.  New strategies are proposed for improving the quality of life and survival rate of patients 
with HCC. 
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2015 年我国约有 47 万肝癌新增患者 (约占全      
球 60%), 42 万人死于肝癌[1]。在全球肝癌的癌症发     
病率居第 5 位, 癌症致死率列第 2 位[2]。肝细胞癌 
(hepatocellular carcinoma, HCC) 是最为常见的原发
性肝癌, 占肝癌的 90%  左右[3]。在临床上, 肝细胞癌
手术切除率低, 可供肝移植的配体极少, 对放、化疗
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敏感性差, 术后易转移和复发, 且预后极差[4], 因此
迫切需要新的治疗方法。 

近年来, 随着分子生物学的发展和基因工程技
术的日臻成熟以及对癌症发病机制研究的不断深入, 
癌症的基因治疗已经发展成为继肝移植、手术切除和

放化疗后的新方法[5]。腺相关病毒载体具有持续性表

达且能克服其他病毒载体高免疫原性与随机整合到

宿主基因而致瘤的缺点等诸多优点, 广泛用于科研
和临床的基因治疗而备受青睐[6]。但腺相关病毒载体

存在组织细胞靶向性不高, 易造成非靶组织或细胞
的不良反应, 而限制了它的应用和发展。如何改造和
修饰腺相关病毒载体使其能靶向治疗癌症成了肿瘤

基因治疗中极有意义的研究热点。 
1  肝细胞癌的发病机制 

HCC 主要由乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、黄
曲霉素、过量饮酒、无机砷和非酒精性肝脏脂肪性变

及过度肥胖等原因引起[7−9]。其发生、发展和转移, 与
体内控制生长、凋亡的单个或多个基因突变、细胞信

号传导通路激活或抑制等密切相关。 
遗传谱系追踪技术分析发现: 自我更新与分化的

肝癌细胞源自成熟的肝细胞而非肝干细胞[10]。同时

基因组分析为 HCC发生和进展的主要驱动因子提供
了清晰指导。研究发现 HCC发病涉及的基因与信号
通路 (图 1) 主要有: 影响染色质重塑基因 (AT-rich 
interaction domain, ARID) 和肿瘤抑制基因 (cellular 
tumour antigen p53, TP53) 的失活; 人端粒维持基因 
(human telomere reverse transcriptase, hTERT) 和细    

胞增殖分化基因 (catenin beta-1, CTNNB1) 的活化; 
Ras/PI3K/mTOR信号通路、Wnt/β-catenin信号通路、
Notch信号通路和氧化应激通路激活; TNF信号通路
的抑制等[3, 11−13]。HCC发病机制的研究为 HCC的基
因治疗指明了方向。 
2  腺相关病毒的特性 
2.1  腺相关病毒生物学特征 

腺相关病毒 (adeno-associated virus, AAV) 是一
类无被膜的线性单链 DNA病毒。基因组中有两个分
别编码复制相关蛋白 (replication-associated protein, 
Rep) 与衣壳蛋白 (capsid protein, Cap) 的开放阅读
框, 其中, Rep 蛋白与腺相关病毒的复制、整合和包
装等生命周期有关, Cap蛋白是AAV包装成完整病毒
必需的衣壳蛋白[14]。迄今, 已经发现了 13 种血清型
的 AAV病毒和 100 多种不同基因亚型的重组腺相关
病毒 (recombinant adeno-associated virus, rAAV), 各
血清型的来源和受体及辅助受体有所不同, 且不同
血清型 AAV的组织趋向性有很大差别[6, 15]。 
2.2  AAV作为基因治疗载体的优势 

AAV作为一种理想基因治疗载体具备多种优势: 
① 制备工艺成熟。三质粒共转染悬浮 HEK293 细胞
的 rAAV生产系统, 已成为视网膜新生血管和 B型血
友病等的Ⅰ期临床批量生产的规范[16]; ② AAV可在
宿主细胞内稳定表达外源基因。AAV 介导的目的基
因在辅助病毒的帮助下, 复制、包装并表达目的基      
因[14]; ③ AAV无明显致病性。AAV是一种缺陷型病
毒, 不能独立复制, 在无辅助病毒时, 只能整合在宿 

 

 
Figure 1  The major mutated genes and pathways recurred in hepatocellular carcinoma (HCC) 
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主细胞染色体中, 呈“潜伏”状态; ④ AAV 基因组
长约 4.7千碱基 (kilobase, kb), 其包装容量约为 5 kb
的 DNA片段; ⑤ 定点特异性整合。AAV可定点整合
至人染色体的 19 q13.3-qter区域, 从而避免基因随机
整合而引起的抑癌基因失活或原癌基因激活而导致

癌症发生; ⑥ 宿主范围广, 不仅可感染分裂期细胞, 
对非分裂期细胞也较敏感。 
3  AAV载体介导的 HCC靶向策略 

组织或细胞靶向性是基因治疗安全、高效和准确

的重要保障。基因治疗的靶向性策略可以分为以下 3
个水平: 基因转导水平靶向、基因转录水平靶向和转
录后调控水平靶向。 
3.1  转导靶向性策略 

AAV通过识别靶细胞表面的受体和/或共受体后
黏附到细胞表面, 而后经过受体介导的细胞内吞作
用内化, 最后, 在辅助病毒或质粒的协助下, 完成基
因的复制和转录。AAV 转导细胞的效率与其感染宿
主细胞的过程密切相关, 而转导效率主要受衣壳蛋
白结构与受体的影响。 
3.1.1  AAV衣壳蛋白靶向改造  针对AAV与靶细胞
识别、内化等过程的关键衣壳蛋白, 将 AAV 各功能
区经基因重组编辑方法进行结构改造与修饰 , 使
AAV 不同血清型具有新的趋向性和组织亲嗜性并提
高 AAV对靶细胞的转导率 (图 2A1)。 

Rep蛋白和 Rep结合位点是 AAV定点整合和稳
定存在 HCC的必需元件。Ling等[17]优化同源 Rep蛋
白与 ITRs (inverted terminal repeat) 以及 Cap蛋白的
组合, 设计了一种衣壳蛋白 S663V+T492V 双突变的
AAV3-Rep3/ITR3载体, 该载体感染HCC与人肝癌移
植瘤鼠模型比野生型 AAV 分别提高 39 倍与 2 倍。
Lisowski 等[18]在鼠嵌合肝脏模型中, 针对“具有人
特异性复制能力”的体外同源重组 AAV 衣壳文库, 
连续筛选得到了一种具有 5个亲缘AAV衣壳的 rAAV, 
在人 HCC 裸鼠模型中肝脏转染效率是野生型 AAV8
的 100倍, 通过荧光素酶报告基因分析发现该载体仅
在人 HCC移植瘤模型的肝肿瘤部位发现荧光信号。
Grimm 等[19]运用 DNA 家族改组和病毒肽展示技术, 
先通过对 8 种不同野生型 AAV 衣壳 DNA 随机同源
重组构建衣壳文库, 然后定向进化, 选择体内肝趋向
性和体外抗免疫中和的杂合体, 最终成功构建了一种
AAV血清型 2和 8、9的嵌合体——AAV-DJ。Hickey
等[20]运用 Grim 构建的嵌合 AAV-DJ 载体, 靶向敲除
猪的 Fah 基因, 研究表明敲除靶基因的子代杂合子小
猪没有肝脏病症, 能够正常繁殖且表型也是正常的, 

该研究是肝脏疾病靶向敲除致病基因的转化研究的

重大进步, 也为 HCC靶向敲除致癌基因提供参考。 
3.1.2  受体与配体靶向修饰  用生物或化学方法修
饰 AAV 表面连接特异配体, 通过配体与靶细胞表面
受体特异性结合, 从而使 AAV 载体拥有组织细胞特
异性, 引导其靶向转导。因此针对细胞表面受体与配
体的改造, 可使AAV成为肝脏靶向性基因治疗的有效
病毒载体 (图 2A2)。 

研究发现不同血清型的 AAV 进入细胞时结合   
的受体与共受体等不同, 具有不同的组织细胞趋向
性[15], 其中对人肝脏具有趋向性的 AAV 血清型主要
有 AAV2、AAV5 和 AAV8[21]。值得关注的是, 虽然
AAV3对肝脏的转导效率很低, 但 AAV3可利用肝癌
细胞表面肝细胞生长因子受体  (hepatocyte growth 
receptor, HGFR) 作为细胞的共受体而提高其感染肝
癌细胞能力[22]。随后 Cheng 等[23]通过突变 HGFR 基
因, 构建的衣壳表面酪氨酸 (tyrosine, Y) 突变为苯
丙氨酸 (phenylalanine, F) 的 AAV3 突变体, 研究发
现 Y705F+Y731F 的双突变载体在肝癌细胞的转导表
达外源基因比野生型的高 10 倍。进一步研究发现,     
上述双突变载体能显著增强 AAV 基因治疗功效, 该
载体联合一种潜在的化疗药物——紫草素, 能抑制
肝肿瘤生长[24]。该研究不仅为靶向载药提供了新方

法, 而且为人 HCC 的基因治疗提供了一种新的治疗
药物。 

此外, 根据肝癌细胞表面特异性受体, 在 AAV
衣壳表面设计连有相应配体, 可使包装了治疗基因
的 rAAV能够特异性与肝癌细胞结合, 从而达到靶向
治疗。载脂蛋白 E (apolipoprotein E, ApoE) 配体可与
肝细胞低密度脂蛋白受体特异性结合, Loiler 等[25]在

AAV2衣壳蛋白的 N末端蛋氨酸插入 ApoE配体, 制
备了一种带有肝细胞膜 ApoE 配体的 AAV, 该
AAV/ApoE 载体提高了对人肝癌细胞的转导效率并
提高了外源基因在靶细胞的表达, 同时该载体与野
生型 AAV2感染 293细胞的效率没有差别, 进一步验
证了其转导的靶向性。 
3.2  转录靶向性策略 

细胞或组织特异性启动子使基因在不同细胞和

组织中选择性表达, 实现基因转录水平的靶向。通过
组织或肿瘤特异性启动子与增强子使外源基因仅在

靶细胞内表达, 是提高治疗基因转录靶向性, 减少非
靶细胞器官毒性的重要途径 (图 2B)。 

近年来, 已陆续发现了许多用于基因治疗的肝
脏或 HCC 特异性启动子 (表 1)[26−35], 其中最早研究 
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Figure 2  The strategies of targeting therapy of HCC by AAV.  Targeted therapy in transductional level (A), transcriptional level (B) 
and post-transcriptional level (C) 
 
Table 1  The liver specific promoters using in adeno-associated virus (AAV) based vectors  

Promoter Serotype Target Transgene Reference 

Albumin AAV9 Hepatocellular carcinoma HSV-TK 26 

hTERT AAV2 Hepatocellular carcinoma TRAIL 27, 28 

AFP AAV3 Hepatocellular carcinoma PDA1 29 

ApoE AAV8 Liver shRNA 30 

Chicken beta-actin (CBA)  AAV2/8/9 Liver MUT, Mut 31 

Human-α1 anti-trypsin (hAAT)  AAV8 Liver hFIX, synMUT 31 

Thyroxine-binding globulin (TBG)  AAV8 Liver Mut 31 

Albumin promoter + prothrombin enhancer (DC190)  AAV2 Liver α gal 32 

Human elongation factor 1α (hEF1α)  AAV8 Liver IFN-α 33 

Synthetic liver specific promoter (HLP)  AAV8 Hepatocellular carcinoma  HSV-TK  34 

Light-strand promoter (LSP)  AAV8 Liver hGAA 35 

 
HCC基因治疗的是 Su等[26]利用肝脏特异性 albumin
启动子和甲胎蛋白 (alpha-fetoprotein, AFP) 特异增
强子携带单纯疱疹病毒胸苷激酶  (herpes simplex 
virus thymidine kinase, HSV-TK) 基因构建的 HCC靶
向性载体, 研究发现, 该载体仅对AFP阳性的肝癌细
胞有杀伤作用, 对其他非肝癌细胞和 AFP 阴性的肝
癌细胞则没杀伤作用。在 HCC 的发生发展中, 约     
56% HCC 患者 hTERT 基因发生激活突变[13], Wang    
等[27]利用肿瘤特异性 hTERT 启动子携带肿瘤坏死因
子相关凋亡诱导配体 (TNF-related apoptosis-inducing 
ligand, TRAIL) 基因构建的 AAV-hTERT-TRAIL载体, 
在 HCC 细胞和移植瘤裸鼠模型中, 均有很好的靶向
抗肿瘤作用, 而对正常细胞几乎没有影响。随后, 该
团队[28]运用顺铂与 AAV-hTERT-TRAIL 协同抗肿瘤
活性的联合疗法, 在体内外均展现了良好的抗 HCC
生长作用, 该研究进一步验证了 hTERT 的靶向启动
作用。肝脏或肝细胞癌特异性启动子调控靶向, 能在
肝组织或 HCC 细胞中特异性表达外源基因, 避免外

源基因对非靶组织的毒副作用, 为 HCC 的临床基因
治疗奠定了基础。 
3.3  转录后调控靶向策略 

RNA 干扰 (RNA interference, RNAi) 技术利用
核苷酸组成短的单链微 RNA (microRNA, miRNA) 
或双链 RNA (double-stranded RNA, dsRNA), 代替传
统反义核酸进行转录后基因沉默[36]。因此, 将含有肝
脏或 HCC 肿瘤关键通路中的 RNA 靶向元件导入体
内, 通过 RNA 干扰来调控靶基因的表达, 达到转录
后水平靶向调控。 

在HCC患者中, 某些致癌基因被激活[3], 因此可
用致癌基因的 miRNA 来形成 RNA 诱导沉默复合体 
(RNA-induced silencing complex, RISC) 抑制癌基因
表达 (图 2C1)。本课题组 Tang[37]运用生物信息学对

靶 miRNA 进行深度测序分析, 寻找并验证了一种具
有高表达性能的人工 miRNA (artificial miRNA, 
amiRNA) 表达框, 构建的靶向 hTERT 的 scrAAV-    
amiRNA, 能靶向沉默 hTERT。Kim 等 [38]构建了
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miR-122a肝靶向性 miRNA调节的反式剪接核酶, 通
过降低肝癌细胞中维持端粒稳定的 hTERT 的 mRNA
水平, 抑制肿瘤细胞增殖, 从而有效地抑制多发性
HCC 移植瘤小鼠模型肿瘤的生长。Kota 等[39]运用

AAV在 HCC小鼠模型中表达 miRNA-26a的 miRNA
替代疗法, 抑制细胞周期调节蛋白 cyclin D2与 E2的
表达以抑制肝癌细胞的增殖而对正常细胞没有毒副

作用。此外, HCC患者的某些基因被抑制或表达降低, 
因此可设计一些外源的该基因类似物引导内源 RISC
与之结合[40], 而内源性靶基因可以更好地表达 (图
2C2), Moshiri等[41]设计了一种多重表达内源miR-221
关键结位点的“miR-221 sponge”重组AAV-DJ载体, 
诱导消耗人肝癌 Hep3B 细胞内的 miR-221, 其通过    
双荧光素酶报告基因分析实验, 证明了该 miR-221 
sponge 可以靶向消耗内源性 miRNA-221, 从而提高
细胞周期依赖性激酶抑制剂 1B 和 1C 的水平, 抑制    
肝癌细胞的增殖。为临床提供了安全、高效的 HCC
治疗策略。 
4  AAV介导基因治疗存在的问题 

腺相关病毒介导的基因治疗在取得不少突破     
进展的同时, 一些其介导的临床基因治疗问题也有
报道。如在 AAV介导的血友病基因治疗临床试验中, 
观察到 CD8+ T细胞的增殖与肝转氨酶循环水平的增
加, 同时伴随着免疫 T 细胞对转导了 AAV 的肝细胞
展现出清除作用[42]。其次, AAV介导的靶基因治疗中
如何调控基因的表达水平成为另一个难题[43]。因此, 
AAV 介导的基因治疗设计时应该更加注重其靶向性, 
以减少对非靶细胞的毒副作用, 提高 AAV 基因治疗
的有效性和安全性。 
5  AAV介导肝细胞癌基因治疗展望 

基因治疗现已用于临床, 如世界上首个基于重
组人 5型腺病毒上市的基因治疗药物今又生, 已用于
头颈部鳞状细胞癌和肝癌等癌症治疗[44]。AAV 携带
脂蛋白酯酶基因治疗脂蛋白脂酶缺乏遗传病的

Glybera也于 2012年被欧洲药品管理局授权销售[45]。

AAV 载体介导的多种肿瘤和遗传性疾病基因治疗也
处于临床试验阶段[46]。运用转导、转录及转录后靶

向性策略联合其他肿瘤治疗策略如肿瘤免疫治疗 , 
以及针对不同患者病因的个性化给药, 提高基因表
达疗效与安全性是未来基因治疗发展的方向。随着

HCC 发病机制逐渐明朗[3, 12], 新的更有效的靶向基
因或靶向调控策略的不断发现和相关科学技术的发

展如基因编辑技术[47, 48], 相信腺相关病毒载体介导

的靶向基因治疗将会在 HCC的临床治疗和精准医疗
上发挥更加突出的作用。 
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