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综  述                                                               

重组腺相关病毒规模化生物包装技术 
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摘  要: 重组腺相关病毒(Recombinant adeno-associated virus, rAAV)的诸多优点使其成为具有巨大潜力的人类基因治疗

载体。人类基因治疗临床前和临床研究以及基因治疗产品的市场化要求 rAAV 载体生产的规模化。自 1989 年野生型的

腺相关病毒序列被 Samulski 报道以来, rAAV 的生产工艺已经从传统的质粒共转染发展到应用包装细胞系和生产细胞

系, 包装细胞也从“人体细胞” 衍化到 “昆虫细胞”。目前 rAAV 的生产规模和病毒载体质量都完全可以符合临床应用

要求, 有效地促进 rAAV 在基因治疗临床上的广泛运用。以下将着重介绍 rAAV 规模化生物包装技术的发展趋势, 尤其

各种规模化生产系统的要点。 
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Large-scale production of recombinant adeno-associated 
virus (rAAV) 
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Abstract: Recombinant adeno-associated virus has been proven to be a promising gene delivery vector for human gene therapy with 

many advantages. Successful applications of recombinant adeno-associated virus vectors in preclinical and clinical human gene 

therapies make it become a demanded product. A well-established and large-scale production system is therefore required. Since wild 

type of adeno-associated virus was well characterized in 1989, progress has been made. Particularly, package system of recombinant 

adeno-associated virus has been developed to use insect cell instead of human cell. These advances in adeno-associated virus 

production will allow it to meet the demands of basic research and clinical applications. This review will focus on trends in 

packaging systems and development on a large scale of recombinant adeno- associated virus production. 
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重组腺相关病毒载体 (Recombinant adeno- 

associated virus, rAAV)是一种可以高效介导转基因

在体内长期表达的基因载体, 被广泛应用于各种人

类重大疾病的基因治疗, 如血友病、眼科疾病、肝

癌、肺癌、艾滋病等 [1-3]。目前使用 rAAV 的基因

治疗已进入到临床阶段 , 并取得了很好的疗     
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效 [4-5]。大动物临床前研究或临床试验需要至少 1015

个载体颗粒的单批产量[6], 因而 rAAV的规模化生产

势在必行。经过研究者不断改进, rAAV的生产工艺

已经从“人体细胞工厂”发展到“昆虫细胞工厂”, 并

可以采用生物反应器大规模生产病毒, 完全可以达

到临床和市场化要求。 

1  rAAV 的“人体细胞工厂” 

1.1  质粒共转染人体细胞生产系统 

野生型的 AAV 生产过程中需要辅助病毒共感

染。但是在 rAAV 的制备过程中为了避免辅助病毒

的污染, 最新的工艺都尽量避免采用辅助病毒来生

产 rAAV 病毒颗粒, 而是把辅助病毒的功能基因重

组成新的辅助质粒, 然后由质粒转染就可以起到辅

助病毒的作用。研究者通过研究发现了腺病毒作为

辅助病毒的基本功能单位为 E1a、E1b、E2a、E4和

VA RNA[7], 采用基因重组技术把几种必须的辅助基

因重组在一起便可得到具有和腺病毒相似辅助功能

的辅助质粒。随着 rAAV生产工艺的不断改进, 研究

者已经完全剔除了腺病毒结构和复制基因, 并得到

了最简化的但辅助功能完整的病毒辅助质粒[8]。目

前在质粒转染生产 rAAV 系统中被转染质粒主要功

能有 3 种: 目的转基因载体功能; 表达调节 AAV 复

制的 Rep 基因和包装 AAV 病毒的 Cap 基因的功能; 

促进 AAV复制、翻译和包装的辅助病毒功能。在以

往的实际生产过程中一般采用三质粒共转染系统或

者二质粒共转染系统(将 Rep、Cap 和 Ad 辅助元件

结合)生产 rAAV[9-10]。在质粒共转染生产 rAAV系统

中被转染细胞一般使用 HEK293 细胞, 因其拥有 2

个必需腺病毒基因: E1a和 E1b[11]。但是研究者通过

转染 E1a 和 E1b 在 Hela 细胞中表达使 Hela 细胞也

可以通过质粒共转染系统生产 rAAV[12-13]。目前质粒

共转染生产的主要过程包括 : 将目的基因插入到

rAAV 载体质粒中; 共转染前 1~3 h 将 293 细胞或

Hela细胞培养在不含 FBS的 IMEM中, 然后磷酸钙

法共转染载体质粒和辅助质粒; 共转染后 4~6 h 将

细胞培养基换成含有 FBS的DMEM培养基, 继续培

养 72 h收获细胞; 之后裂解细胞进行一系列纯化直

到得到符合要求的 rAAV病毒载体[11]。 

然而该法使用的成本偏高 , 且生产程序较繁 , 

而且需要瞬时转染贴壁细胞, 不容易稳定生产, 故

此法只适用于 rAAV 的一般性研究生产而不适合

rAAV的大规模生产。 

1.2  rAAV 包装细胞系和生产细胞系 

rAAV 包装细胞系生产系统有效地避免了多质

粒转染效率偏低这个限制病毒生产的步骤。相对于

质粒共转染人类细胞生产系统而言, 此法大大降低

了大规模生产的成本。该法的发展经历了多个阶段。

早在 1994年, 研究人员就制备了一种可表达 Rep基

因的细胞系, 并可协助含有突变Rep基因的 rAAV病

毒的包装[14]。改进的包装细胞可同时表达Rep和Cap

蛋白, 并可协助 rAAV载体颗粒的包装。但是此法生

产 rAAV 病毒载体的效率很低[15]。虽然之后有研究

者采用 Hela 细胞携带多拷贝的缺少末端重复序列

(ITR)的 AAV 基因组筛选出包装细胞系, 然后转染

AAV载体质粒和感染腺病毒籍以提高包装细胞生产

AAV 的能力 (病毒滴度达到 108 CFU/mL 或    

5×1010 particles/mL 以上), 可是这种方法仍然需要

依赖转染 AAV载体质粒[16]。 

研究者经过进一步改进, 把 rAAV 生产所需要

的 Rep、Cap 和 rAAV 载体质粒全部转染到 Hela 细

胞或 293 细胞中从而获得包装细胞系, 经过野生型

腺病毒感染后便可有效地生产 rAAV[17-18]。然而这种

方法必然会产生 rAAV 包装过程中的传统棘手问题, 

即可能导致体内毒性反应的野生型腺病毒污染。而

直接使用腺病毒质粒进行替代则致使包装细胞生产

病毒效率大幅下降。 

解决这一问题有 2个难点: 一是腺病毒 E1基因

泄露表达导致的腺病毒基因和 AAV Rep基因的表达; 

二是由于小 Rep 蛋白(Rep52/40)的启动子在大 Rep

蛋白的编码区内导致无法严紧控制 4 种 Rep 基因的

表达。 因而产生细胞毒性导致包装细胞的不稳定或

死亡[14,19]。Qiao 等[20-21]通过引入 2 种机制有效地解

决了这 2个瓶颈, 制备出高效生产 rAAV的稳定包装

细胞系。首先是引入了 TET-控制的 Ad E1a 和 E1b

表达细胞系与不含有 E1a、E4 和 E3 基因的复制缺

陷型的腺病毒感染相结合的机制。将 AAV Rep 和

Cap 基因以及包含 GFP 表达框的 AAV 载体基因转
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染到 TET-控制 E1a-E1b 表达细胞系中, 产生可诱导

AAV-GFP包装细胞系。当在不含有 TET的细胞培养

基中使用复制缺陷型 Ad 感染此细胞系时包装细胞

系就会生产出高滴度的 AAV-GFP病毒载体。其次引

入了 Cre-lox P “双剪接开关系统”。该系统同时抑制

Rep78/68和 Rep52/40蛋白的表达。在表达 Rep/Cap

蛋白的质粒和含有目的基因的 AAV 载体质粒中都

插入两端用 loxP 基因包裹的内含子, 从而阻断了基

因的表达; 当用可以表达 Cre重组蛋白酶的 Ad感染

细胞时 , loxP 基因包裹的内含子被剪切从而引起

Rep/Cap 基因的表达, 进而达到严紧控制 4 种 Rep

蛋白表达的效果。 

在包装细胞系的基础上将内源性启动子控制下

的 Ad 病毒的 E2、E4 和 VA 基因同时转染入包装细

胞系即可以制备出生产细胞系。它能在简单的药物

刺激下生产 AAV-GFP病毒载体, 研究表明此生产细

胞系的稳定性和病毒产率不高[22]。 

包装细胞系和生产细胞系使得 rAAV 的生产

变得简便、经济且可以大规模化 , 但是其缺少稳

定性和灵活性。包装细胞系或生产细胞系产品单

一化 , 只能生产一种 rAAV病毒载体 , 且易衰退。

此法虽已经市场化 , 但是尚需进一步改进与优

化。  

2  rAAV 的“昆虫细胞工厂” 

2.1  杆状病毒/昆虫细胞悬浮生产系统 

采用人体细胞生产 rAAV 需要扩增和转染贴壁

细胞, 在生产过程中无法完全脱离质粒转染贴壁细

胞这一限制性步骤。从苜蓿银纹夜蛾核型多角体病

毒得到的一种重组杆状病毒被应用于昆虫细胞生产

的 rAAV生产系统, 彻底解决了上述难关。此方法被

证明是一种简单、高效、经济的可以大规模生产的

方法, 而且生产出的 rAAV与使用 293细胞生产得到

的病毒载体在生物功能上没有差异[6]。通过不断地

研究和改进, 此方法日趋完善, 生产规模也从摇瓶

规模发展到生物反应器规模, 总产量高达 1018 个病

毒颗粒以上[23]。此方法在 rAAV 的生产工艺上具有

很大的改进, 包括: 彻底摆脱了瞬时质粒感染贴壁

细胞, 无需辅助病毒或其基因, 具有灵活性(可生产

不同类型的 rAAV), 生产成本低(可以在无血清的培

养基中生产), 可以耐受一系列的摩尔渗透压, 可以

在悬浮培养基中进行连续的大规模生产, 生产得率

和总量完全达到临床和市场化要求, 外源基因高效

表达[6,23-25]。 

在杆状病毒/昆虫细胞生产体系中需要 3种不同

的杆状病毒, 分别为 Bac-Rep: 含有 rAAV 的 Rep52

和 Rep78, 并分别由多角体蛋白启动子(Polyhedrin 

promotor)和 IE(Immediate-early gene)启动子调控 ; 

Bav-VP 或 Bac-Cap: 含有 3 种 Cap 基因 VP1、VP2

和 VP3, 并由多角体蛋白启动子调控; Bac-Transgene: 

含有由 rAAV 末端重复序列包裹的转基因, 并由昆

虫 p10 和哺乳动物巨细胞病毒(CMV)启动子共同调

控, 目前生产研究多使用易检测的绿色荧光蛋白基

因(GFP)[6]。在具体的操作中, 首先将 3 种杆状病毒

分别感染草地贪夜蛾(Spodoptera frugiperda, Sf9)细

胞进行扩增。将纯化后的 3 种杆状病毒共感染悬浮

培养的 rAAV 昆虫生产细胞。在生产过程中定期检

测被感染的细胞量、成活率和 rAAV 产量等参数以

优化生产工艺。在最佳时间段收获细胞并提取提纯

rAAV病毒, 之后检测 rAAV的产量和质量(图 1)。 

2.2  杆状病毒/昆虫细胞悬浮生产系统的优化 

目前使用杆状病毒/昆虫细胞生产 rAAV 的规模

也从摇瓶发展到生物反应器水平 , 最大体积达到 

40 L。并且在生产过程使用电介质谱和原型 GFP生

物传感器[26]等在线监测手段和流式细胞、ELISA 和

Western blotting 等非在线监测手段进行检测, 最优

化生产过程中的代谢和物化参数, 最终确定杆状病

毒/昆虫细胞大规模生产系统的最佳条件, 包括细胞

的类型和感染时的细胞浓度、3 种杆状病毒使用的

比例和总的感染复数、溶氧量、pH、温度等。被用

于 rAAV 生产的昆虫细胞包括 Sf9 细胞和粉纹夜蛾

细胞(Trichoplusiani cell, H5 cell)。虽然 H5细胞的单

细胞生产量要高于 Sf9 细胞, 但是因为杆状病毒必

须在 Sf9 细胞中扩增, 从生产工艺的整体和流水线

操作上考虑 Sf9 细胞的优势更大。在不同的杆状病

毒/昆虫细胞生物反应器系统中, 当 3 种病毒感染量

比列为 1:1:1, 总感染复数(MOI)为 3或 5, 感染时细

胞浓度为 1×106个细胞/mL, 在感染后 72 h可收获最 
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图 1  生物反应器规模的杆状病毒/昆虫细胞悬浮生产 rAAV 系统的生产流程 
Fig. 1  Using a baculovirus/insect cell suspension culture system in the scale of bioreactor for rAAV package. First three 
baculoviruses including Bac-Cap, Bac-Rep and Bac-Transgene are amplied in Sf cell respectively, then the three amplied 

baculoviruses co-infect Sf cells cultured in the bioreactor. After incubation for 4872 h, rAAVs are harvested. 

 

大量的感染性 rAAV[23,25]。但是在更经济的生产系统

中, 感染复数可以降低至 0.03, 并且可以在 48 h 得

到和 72 h 收获的差异不大的 rAAV 量, 这大大地减

少了生产成本和周期[27-28]。这使得杆状病毒/昆虫细

胞生产系统完全适用于作为 rAAV 生产的一种稳定

的经济的规模化生产工艺。 

3  展望 

随着 rAAV 在基因治疗中存在的问题被逐渐解

决, 如使用杂合的 rAAV载体、对 rAAV的外壳进行

修饰等方法降低其免疫原性和提高转导效率 [29-30]; 

使用双链 rAAV 基因组提高转导效率 [31]等 , rAAV

作为一种高效安全性的转基因载体在人类基因治

疗中的优势变得更大。最近的血友病基因治疗临

床试验表明 , 在通过肝动脉途径给药后 , AAV2 

外壳启动了 CD8+ T 细胞介导的免疫反应 , 对转

导了载体的肝细胞产生细胞毒作用 , 从而使有效

的第九因子(FIX)表达只持续了 8 周 , 导致治疗失

败。研究人员认为 , 患者曾经感染过 AAV2, 并在

机体存在有针对病毒的记忆性 CD8+ T 细胞 , 在

接受基因治疗后 , AAV2 外壳激活了这些记忆性

CD8+ T 细胞 , 导致了含有 AAV2载体的肝细胞被

免疫系统清除 [1]。  

在靶组织内复制竞争性 AAV 颗粒(rcAAV) 所

合成的包装蛋白残余污染引发的危险性免疫反应长

期存在, 尤其在 FIX表达对血友病临床治疗中, AAV

颗粒(rcAAV)合成的包装蛋白引发的危险性免疫反

应一直被广为关注。为了系统地减少含有潜在污染

蛋白的 rcAAV 颗粒的影响, 从源头彻底消除病毒衣

壳蛋白复制与合成能力的研究, 迄今为止, 尚未见

有国内外的相关报道[1,37]。 

本研究团队最近设计构建了一种新型的、细胞

特异性的、内含多个组织特异如肝特异和造血特异

序列拷贝的 microRNA 结合序列的基因片段, 通过

控制包装蛋白基因片段表达, 进而清除腺相关病毒

包装蛋白污染诱发的 AAV载体介导的免疫反应, 从

而保证基因治疗取得成功[37]。 

rAAV 在基因治疗上的诸多优点及其特有的口

服给药方式[1,10,32-33]都表明 rAAV在临床上的广泛应

用将成为基因治疗领域不可阻挡的趋势。而 rAAV

规模化生产工艺在不断成熟, 如使用规模化的杆状

病毒/昆虫细胞悬浮生产系统, 使用色谱层析法大规

模纯化技术等[34-36], 也将促进其在临床上更广泛地

应用并使其最有可能成为大规模市场化的基因治疗

载体[1]。 
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