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摘要

延长基于蛋白质治疗药物的半衰期可以提高药物疗效。然而，基因治疗本质上是提供了长期表达所需的
治疗性蛋白，药物半衰期对基因治疗疗效的影响尚不清楚。在这项腺相关病毒（adeno-associated virus, 
AAV）基因治疗研究中，通过与免疫球蛋白 G1（immunoglobulin G 1, IgG1）可溶性单体 Fc 区（soluble 
monomeric IgG1 fragment crystallizable, sFc）或Fc区融合，设计了几种能够延长半衰期的蛋白质。研究表
明，延长AAV递送的小分子双功能蛋白和成纤维细胞生长因子21（fibroblast growth factor 21, FGF21）的
半衰期显著增加了它们在血液循环中的浓度。此外，AAV递送FGF21延长其半衰期使2型糖尿病动物模
型中肝损伤和血糖显著降低，并改善了葡萄糖耐量和胰岛素敏感性。这些结果证明了延长药物半衰期的
基因治疗在应对人类疾病中的治疗潜力。
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1. 引言

目前，蛋白质疗法在全世界获批的药物和正在临床开

发的数千种生物制药产品中占据主导地位[1]。一些小分

子重组蛋白，如细胞因子和激素，在临床上用于治疗各种

疾病。由于它们的分子量小（小于 50 kDa）和终末半衰

期短（通常在几分钟到几小时的范围内），它们可以通过

肾脏过滤迅速从体内清除[2]。保持有效治疗浓度的一种

方法是以高剂量和高频率给药，然而，这可能导致初始峰

值较高，伴随着浓度波动，引起剂量和波动相关的并发

症，影响患者依从性以及增加治疗成本[3]。延长药物的

半衰期是维持治疗浓度的有效方法。近年来，已经开发了

几种技术，包括聚乙二醇化、脂肪酸偶联、白蛋白融合以

及与免疫球蛋白G（immunoglobulin G, IgG）可结晶片段

（fragment crystallizable, Fc）区域的融合[4]。这些技术已

被广泛应用于蛋白质药物治疗，并且证明延长药物在体内

循环的半衰期能够提高其治疗效果。值得注意的是，即使

药物半衰期延长，对慢性疾病的长期治疗也需要多次药物

注射，这表明需要一种疗法能够将药物输送到治疗部位后

作用更长时间。
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基因治疗将治疗性蛋白的基因输送到靶细胞和组织，

从而长期表达药物，是目前解决基于蛋白质的治疗中存在

挑战的可行方案[5‒6]。第一个基于腺相关病毒（adeno-

associated virus, AAV）递送基因的治疗产品被批准用于治

疗脂蛋白脂酶缺乏症[7]。此后，AAV因其安全性较好以

及整合到宿主基因组的概率较低等优点成为临床试验中最

广泛使用的基因治疗载体[8‒9]。然而，目前仍需解决的

问题是需要提高基因表达的效率以降低成本和给药剂量。

目前已有研究证明延长基于蛋白质疗法的药物半衰期能够

提高其疗效，然而，延长药物半衰期对基因疗法疗效的影

响却很少受到关注[10‒15]。

为了评估在基因治疗中延长药物半衰期的效果，我们

选择了两种半衰期短的蛋白质药物（一种小分子的双功能

蛋白质和细胞因子）作为概念证明，并设计了几个具有不

同半衰期的生物分子。结果表明，当AAV载体在体内编

码时，双特异性抗体（bispecific antibodies, BsAbs） -sFc

（n18-sFc-mD1.22）和 Fc-成纤维细胞生长因子 21（fibro‐

blast growth factor 21, FGF21）具有相当高的浓度。增加

的药物浓度显著改善了治疗效果，AAV递送延长半衰期

后FGF21显著降低了两种不同的 2型糖尿病（T2DM）模

型的肝损伤和血糖，并改善了葡萄糖耐量和胰岛素敏感

性。这些结果证明了延长药物半衰期的基因治疗在促进人

类疾病治疗方面的潜力。

2. 材料与方法

2.1. 动物

所有动物程序均获得复旦大学动物护理和使用委员会

的批准，动物的饲养温度为 22 ℃，12 h的明暗循环。雄

性野生型（wild type, WT）BALB/c 小鼠（年龄为 6~8

周），购自上海灵畅生物科技有限公司。6周龄雄性糖尿

病小鼠db/db（C57BLKS/J-Leprdb/Leprdb）和非糖尿病小鼠

db/m（C57BIKS/J-Leprdb/+）购自江苏集萃药康生物科技

股份有限公司。db/db和db/m小鼠是通过杂合育种获得的

同窝小鼠。重组腺相关病毒血清型 8（recombinant adeno-

associated virus serotype 8, rAAV8）通过尾静脉注射（i.v.）

给药。根据小鼠体重随机分组。

2.2. 蛋白质、质粒和细胞

重组 Fcγ受体 IIIa [FcγRIIIa；分化簇 16a（cluster of 

differentiation 16a, CD16a）]、n118、人类免疫缺陷病毒 1

型（human immunodeficiency virus type 1, HIV-1）包膜

（envelope, Env）糖蛋白（glycoprotein 140, gp140）、工程

化单域抗体CD4（mD1.22）和 sFc由我们的团队制备，如

前所述[16]。简言之，结合CD16a的单域抗体n118和工程

化单域抗体mD1.22在大肠杆菌菌株HB2151中表达，并

使用Ni-NTA树脂（QIAGEN，德国）纯化。将CD16a和

gp140 基因克隆到 pSecTag 2B 载体中，在 Expi293 细胞

（Invitrogen, USA）中瞬时表达，并用Ni-NTA树脂纯化。

将 sFc基因克隆到 pComb3x载体中，在HB2151中表达，

并使用蛋白G树脂（Roche Applied Science，德国）纯化。

中国仓鼠卵巢ZA（CHO-ZA）细胞购自 Invitrogen。CHO 

ZA单链 gp160（gp160sc）细胞系是我们实验室开发的表

达HIV-1 gp160的稳定细胞系，并在含有 31.5 μg∙mL−1博

来霉素和 2 mmol∙mL−1谷氨酰胺的 CD OptiCHO 培养基

（Invitrogen）中培养。表达 CD16a 的 Jurkat T 细胞购自

Promega（美国）。

2.3. 融合蛋白的表达与纯化

BsAb-sFc基因是通过重叠延伸聚合酶链反应（poly‐

merase chain reaction, PCR）融合 n118、sFc 和 mD1.22 基

因获得的。将 SfiI酶切的BsAb sFc基因克隆到含有His标

签 （HHHHHH） 和 FLAG 标 签 （DYKDDDDK） 的

pComb3x 载体中。测序验证后的质粒转化到感受态

HB2151中。挑取单克隆菌落到 5 mL含有 100 μg∙mL−1氨

苄青霉素和0.2%（w/V）葡萄糖的2YT（yeast extract-tryp‐

tone）培养基中，在 37 ℃下以 250 r∙min−1的转速在摇床

中培养 3~4 h，然后转移到含有 100 μg∙mL−1氨苄青霉素

的 500 mL SB（super broth）培养基培养，直到 600 nm处

的光密度值（optical density, OD）达到 0.6。接着，加入

1 mmol∙mL−1异丙基-1-硫代-β-d-半乳糖基吡喃糖苷（iso‐

propyl-1-thio-b-dgalactopyranoside, IPTG）诱导蛋白质表

达，并将培养物在30 ℃和250 r∙min−1下进一步孵育过夜。

通过离心收集细菌，并使用蛋白质 G 柱纯化蛋白质。

n118-mD1.22 基因是通过重叠延伸 PCR 融合 n118 和

mD1.22 基因而产生的。n118-mD1.22（BsAb）蛋白使用

与BsAb-sFc相同的方案表达，并使用Ni-NTA树脂纯化。

通过聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-poly‐

acrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE）验证蛋白质纯

度，并用分光光度法测量蛋白质浓度（NanoVue; GE 

Healthcare, USA）。

2.4. 生物层干涉法检测蛋白结合动力学

使用 Octet Red 96（Pall ForteBio, USA）通过生物层

干涉法（bio-layer interferometry, BLI）检测蛋白质（BsAb-

sFc、BsAb）与 gp140或CD16a的结合动力学。将CD16a
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或gp140蛋白用乙酸钠缓冲液稀释为30 μg∙mL−1并固定在

活化的AR2G（amine reactive 2nd generation）探针上，将

500 nmol∙mL−1的蛋白质稀释三倍至 0.69 nmol∙mL−1，将

固化 gp140或CD16a后的探针与蛋白稀释液在含有 0.02%

吐温 -20 的磷酸盐缓冲（phosphate-buffered saline, PBS）

中孵育。实验步骤如下（37 ℃）：①平衡步骤（10 min）；

②通过 1-乙基-（3-二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐

（EDC）/N-羟基丁二酰亚胺（NHS）激活AR2G（5 min）；

③加载步骤（5 min）；④用乙醇胺封闭（5 min）；⑤基线

步骤（5 min）；⑥蛋白质结合（5 min）；⑦蛋白质解离

（5 min）。使用ForteBio数据分析软件（Pall ForteBio）拟

合曲线。

2.5. 抗体依赖的细胞介导的细胞毒作用

ADCC（antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, 

抗体依赖的细胞介导的细胞毒作用）报告基因生物活性检

测（Promega）用于评估融合蛋白的ADCC活性。将编码

荧光素酶报告基因的 Jurkat T-CD16a细胞用作效应细胞。

使用稳定表达HIV-1 Env gp160的CHO的细胞系（CHO-

ZA-gp160sc细胞）作为靶细胞。靶细胞以每孔 2.5×104个

细胞的密度在 25 μL RPMI1640（Roswell Park Memorial 

Institute 1640）培养基（Gibco, USA）中接种在 96 孔板

上。融合蛋白从初始浓度1 μmol∙L−1开始连续稀释加到细

胞孔中。接下来，在 25 μL RPMI1640 培养基中以每孔

2.5×105个细胞的密度加入效应细胞。在 37 ℃孵育过夜

后，使用Bio-Glo荧光素酶测定系统（Promega）和发光

计数器（Infinite M200 Pro）进行测定。没有靶细胞或

gp160阴性CHO-ZA细胞与 Jurkat T CD16a细胞共孵育作

为阴性对照。

2.6. HIV-1中和实验

通过用 pNL4-3.Luc.R-E-backbone 和 Env 克隆共转染

293 T细胞产生假病毒，48 h后收集上清液，在 376离心

力（reactive centrifugal force, RCF）下离心 5 min，并在

−80 ℃下储存。构建了 19个假病毒，标准接种剂量为每

个假病毒半数组织感染量（median tissue culture infective 

dose TCID50）的200倍，用于测试两种中和蛋白的广谱度

和中和能力。使用荧光素酶的测定评估假病毒中和。使用

五倍连续稀释法对每种蛋白质进行重复测试。计算每种蛋

白质的50%抑制浓度（inhibitory concentration, IC50）以确

定抗HIV-1效力。

2.7. 药代动力学

BALB/c小鼠饲养在复旦大学动物房。在第 0天静脉

注射 0.5 mg蛋白质样品。在注射后 6 h、8 h、10 h和 12 h

以及 1 d、2 d、3 d、4 d和 5 d通过眼眶出血收集血浆样

本。使用酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosor‐

bent assay, ELISA）测定血浆蛋白浓度，使用样品蛋白和

CD16a生成标准曲线。

2.8. 构建

CD16a、BsAb、gp140 和 BsAb sFc 由我们团队表达

[17]，使用 n118 正向引物： 5ʹ -CCGGAATTCGAGGTG‐

CAGCTGGTGGAGTCT-3ʹ和mD1.22反向引物：5ʹ-GAAG

ATCTTTACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCATGGTGAT

GGTGATGATGGCCCACCACACCAGCTGCAC-3ʹ 进行扩

增。FGF21基因序列可在参考文献[18]中找到。FGF21和

Fc-FGF21基因均由金斯瑞合成，并使用基因特异性引物

进行扩增。引物包括 FGF21 正向引物：5ʹ -AGAATTG‐

GATCGGCTAGCGGTACC-3ʹ和FGF21反向引物：5ʹ-GAGG

TGATTGTCGAAGATC-3ʹ。PCR反应在以下优化条件下进

行：95 ℃初始变性 3 min，再 95 ℃变性 30 s，56 ℃退火

60 s（或90 s），72 ℃延伸30 s。扩增产物在1%琼脂糖凝

胶上电泳并回收。接下来，基于基因同源重组的原理，在

CAG启动子的控制下，使用一步PCR克隆试剂盒（Novo‐

protein，中国）将 BsAb、BsAb-sFc、FGF21和 Fc-FGF21

插入AAV8载体中。

2.9. 病毒制备

通过三质粒共转 293T细胞，用碘克沙醇密度梯度纯

化 rAAV8。简言之，用 PEIpro 转染试剂（Polyplus，法

国）与DNA以1:1的比例转染293 T细胞。pHelper、RC8

和AAV8质粒以1:1:1的摩尔比转染。转染后72 h收集上清

液和细胞，并使用先前描述的方法进行处理[19]。粗纯化

的 rAAV8用50 U∙mL−1核酸酶于37 ℃处理30 min，然后加

入到含有碘克沙醇（15%、25%、40%和 60%）的离心管

（Beckman Coulter, USA）中，在 112 700 RCF下离心 4 h。

收集 40% 的组分，浓缩，在超滤管 （UFC 910096; 

100kDa; Millipore, USA）中用PBS进行缓冲液置换，并用

含有 pluronic-F68（BBI生命科学）的水（0.1%、0.001%

和0.0001%）洗涤三次。使用前 rAAV8储存于‒80 ℃。

2.10. rAAV8的定量和ELISA

AAV8 纯化后使用 QIAamp 病毒 RNA 迷你试剂盒

（QIAGEN）提取病毒DNA，使用实时逆转录聚合酶链式

反应（realtime reverse transcription polymerase chain reac‐

tion, RT-qPCR）定量，使用 CFX 96 RT 系统（BioRad, 

USA）与TB Green（Takara Bio-DNA，日本）进行检测。
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对mD1.22或FGF21设计引物（FGF21正向引物：5ʹ-CAGC

TGAAGGCCCCTGAAGCCT-3ʹ；FGF21反向引物：5ʹ-CCT

AAAAAGAACAGGCCTCGGGG-3ʹ；mD1.22 正向引物：

5ʹ -ACCTGCACCGCCAGCCAGAAG-3ʹ； mD1.22 反向引

物：5ʹ -GCTCCTCTCTGTGTCCACCCT-3ʹ）。使用 ELISA

试剂盒（R&D Systems Inc.，美国）检测血浆 FGF21 和

Fc-FGF21浓度。

2.11. 胰岛素耐受实验和葡萄糖耐量实验

禁食 6 h 后，腹腔注射胰岛素（Novolin R）或葡萄

糖。db/db小鼠使用 2 IU∙kg−1（IU：国际单位）的胰岛素

或 1 g∙kg−1的葡萄糖，饮食诱导肥胖（DIO）小鼠使用

0.4 IU∙kg−1的胰岛素或 1.5 g∙kg−1的葡萄糖。在注射后 0、

15 min、30 min、45 min、60 min、90 min和120 min使用

血糖仪（Yuwell，中国）测量血糖。

2.12. 血清学分析

通过眼眶采血收集血液，离心分离血清（2041 RCF, 

4 ℃, 10 min）。使用自动生化分析仪（ADVIA XPT；Sie‐

mens Healthcare Diagnostic, Inc.，德国）测定所有血清

指标。

2.13. 肝脏生化分析

将小鼠肝脏用均质仪（上海必横生物科技有限公司）

均质后，使用检测试剂盒（Promega）检测总胆固醇（to‐

tal cholesterol, CHOL; TC）和游离胆固醇（TG）水平。

2.14. 全身定量微型计算机断层扫描

为了可视化全身脂肪组织的积聚和分布，包括皮下脂

肪、内脏脂肪和棕色脂肪，对小鼠进行了全身微型计算机

断层扫描（micro-computed tomography, μCT）。使用高分

辨率X射线μCT扫描（Quantum FX；PerkinElmer，美国）

捕获小鼠内部的详细三维图像。用1.5%~2.5%异氟烷麻醉

小鼠，并将其置于扫描平台上。将X射线源设置为72 μA

的电流和 90 kVp的电压。扫描从计算机终端开始，每只

小鼠持续 4 min。使用体积编辑工具进行图像分割，并使

用软件包（AnalyzerDirect，美国）中的目的区域模块对

体积进行量化。使用 Analyze 12.0 软件计算脂肪含量和

分布。

2.15. 骨分析

使用 μCT 评估骨体积和结构。将小鼠胫骨保存在

PBS中，并使用 eXtplore Locus CT扫描仪（美国通用电气

公司）以 36 μm 分辨率进行扫描。将 X 射线源设置为

88 μA的电流和90 kVp的电压。分析胫骨近端骨骺1 mm3

的小梁。使用MicroView 3D图像查看器和分析工具（An‐

alyzerDirect）计算骨骼参数。

2.16. 统计分析

所有数据均表示为平均值±标准差（SEM）。使用

SPSS17.0软件进行统计分析。正态分布检验后，使用方

差分析（ANOVA）进行组间比较和两个差异之间的多重

比较（最小显著性差异）。差异在 p < 0.05时被认为具有

统计学意义。

3. 结果

3.1. 设计抗HIV-1的小分子双功能蛋白

治疗HIV/获得性免疫缺陷综合征（acquired immuno‐

deficiency syndrome, AIDS）仍然是一项医学挑战，因为

在联合抗逆转录病毒疗法（combination antiretroviral ther‐

apy, cART）停止后，病毒会迅速反弹。目前为开发HIV-1

的治疗方法已经做出了大量努力，包括Xencor的抗体半

衰期延长技术 （XtendTM），该技术使用 Fc 突变体

（M428L/N434S）[20‒21]延长抗体的半衰期，以及构建双

特异性免疫球蛋白样免疫黏附素结构[22]。然而，当与

cART联合治疗时，这些方法仅仅在短期治疗中显示出相

对延迟的病毒反弹。单次注射AAV递送基因表达蛋白可

长期抑制病毒反弹，从而产生优异的治疗效果[23‒24]。

这一结果促使我们设计了一种新型长效蛋白质，通过

AAV向体内递送改善治疗效果。

首先，我们开发了一种抗 HIV-1 的双功能蛋白[图 1

（a）]。简言之，mD1.22 是能够高亲和力结合 HIV-1 

gp140的工程化单域CD4抗体[25]，n118是源自我们噬菌

体展示库（数据未显示）的全人单域抗体，可以高亲和力

结合自然杀伤细胞上的CD16a。使用柔性的3×GGGGS接

头融合 mD1.22 和 n118，得到一种双功能蛋白，命名为

BsAb。为了延长该蛋白（28 kDa）的半衰期，同时保留

对HIV-1上空间限制表位的结合[26]，我们使用先前工程

化的 sFc来生成双功能蛋白BsAb-sFc。BsAb-sFc与BsAb

相似 [图 1（b）和图 S1（a）]，能够以高亲和力结合

CD16a和 gp140。值得注意的是，药代动力学结果表明，

与从小鼠体内快速清除的BsAb不同，sFc融合的双功能

蛋白BsAb-sFc的半衰期长达 21 h，表明其具有在体内提

供更好保护的潜力[图1（c）]。

此外，使用动态光散射评估蛋白质聚集趋势。结果表

明，BsAb-sFc 显示出比 BsAb 更高的溶解度和热稳定性

[ 图 S1 （b）和（c）]。 SDS-PAGE 显示， BsAb-sFc 和
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BsAb 在 4 ℃下保存 7 d 后依然稳定[图 S1（d）]。此外，

BsAb-sFc能够有效地介导ADCC作用[图 1（d）]。BsAb-

sFc和BsAb对 19种不同分支和地理起源的HIV-1假病毒

表现出广泛而有效的中和活性[图 1（e）和图 S1（e）]。

总之，我们的研究结果表明BsAb-sFc能够作为一种潜在

的抗HIV-1的治疗剂。

3.2. 通过AAV8递送的基因治疗提高双功能蛋白的表达水

平延长其半衰期

接下来，我们探讨了BsAb-sFc和BsAb在基因治疗中

的潜力。AAV8 分别编码红色荧光蛋白（red fluorescent 

protein, RFP；对照）、BsAb-sFc和BsAb的序列，其表达

受CAG启动子的控制[图 1（f）][27]。检测AAV8-RFP在

图1. AAV8递送抗HIV-1双功能蛋白。（a）两种抗HIV-1双功能蛋白[BsAb (n118-mD1.22)和BsAb-sFc (n118-sFc-mD1.22)]的设计。（b）通过Octet-Red 
96设备测量了BsAb和BsAb-sFc与gp140的结合亲和力。（c）BsAb和BsAb-sFc的药代动力学性质。（d）使用BsAb-sFc和BsAb孵育 Jurkat T-CD16a细
胞后，通过监测荧光素酶活性来测定其ADCC活性。（e）BsAb和BsAb-sFc对19种HIV-1假病毒亚型的中和滴度。（f）在动物实验中使用的AAV8载
体和实验设计。（g）AAV8-RFP感染的HepG2和Huh7细胞的典型图像。还进行了DAPI染色（蓝色）。展示了双重染色的合并图像。（h）~（j）在注

射1×1011个、1×1012个和1×1013个载体基因组（vg）/小鼠的动物中，AAV8-BsAb和AAV8-BsAb-sFc的表达。对照小鼠也接受相同的AAV8-RFP。所有

数值均表示为均值±标准误差。NK：自然杀伤细胞；RLU：相对光单位；RFP：红色荧光蛋白；DAPI：4ʹ,6-二氨基-2-苯基吲哚；ITR：倒置末端重复

序列；KD：解离常数；Poly(A)：腺苷酸聚合物；G4S：甘氨酸-丝氨酸（GGGGS）连接体。*** P < 0.001。
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HepG2和Huh7肝癌细胞系中的表达，结果表明，AAV8-

RFP能够成功感染细胞并表达RFP蛋白。此外，细胞的阳

性率随着病毒剂量的增加而增加[图 1（g），图 S1（f）、

（g）和图S2（a）]。因此，我们向BALB/c小鼠静脉注射

不同剂量的 AAV8-BsAb 和 AAV8-BsAb-sFc。结果表明，

体内 BsAb-sFc 和 BsAb 的浓度与 AAV8 的剂量呈正相关

[图 1（h）~（j）]。此外，BsAb-sFc浓度显著高于BsAb 

[图 1（h）~（j）]。这表明延长AAV8表达蛋白的半衰期

可以增加其在血液中的浓度。注射 AAV8-BsAb-sFc 后，

在不同时间检测小鼠血清中的抗BsAb-sFc抗体，结果表

明，抗BsAb-sFc抗体浓度不会随着BsAb-sFc蛋白浓度的

增加（OD405<0.5）或时间的增加而增加[图S2（b）]。此

外，为了检测AAV8-BsAb-sFc和AAV8-BsAb在体内的长

期表达是否会导致器官损伤，我们使用苏木精和伊红

（H&E）染色分析了最高剂量组小鼠的内脏。结果表明，

在高剂量组的器官中未检测到病理特征，证明了AAV8在

体内长期表达蛋白的安全性（图S3）。

3.3. 通过AAV8递送的基因治疗提高FGF21的表达水平延

长其半衰期

为了进一步验证我们的观察结果，开发了另一种基于

AAV8的基因治疗。FGF21是葡萄糖和脂质代谢的关键调

节剂[28]，已成为T2DM治疗的一种有前途的药物。由于

天然FGF21的半衰期较短（小鼠为 30 min，猴子为 2 h），

因此已有大量研究来改善其药代动力学。例如，Hecht等

开发了长效 FGF21（RG）类似物[18]。FGF21（RG）蛋

白包含两个点突变，第 98 位的亮氨酸突变为精氨酸

（L98R），第 171位的脯氨酸突变为甘氨酸（P171G）。然

而，目前临床开发中的 FGF21类似物仍需要定期给药以

维持药效，这可能引发患者的依从性问题并引发免疫系统

紊乱。

在此，我们的结果表明，Fc融合显著延长了 FGF21

（RG）（以下简称 FGF21）在小鼠体内的半衰期 [图 S4

（a）]。接下来，我们使用AAV8载体分别以每只小鼠 1×

1010个、1×1011个和 1×1012个载体基因组（vg）通过尾静

脉向BALB/c小鼠递送RFP（对照）、FGF21和Fc-FGF21

基因[图 2（a）]。在 12 周的监测期内，AAV8-Fc-FGF21

处理的小鼠体重显著低于AAV8-FGF21处理的高剂量组小

鼠 [图 2 （b） ~ （d）和图 S4 （b） ~ （d）]。为了确定

AAV8 是否延长 FGF21 的半衰期，我们对 FGF21 和 Fc-

GF21的血清浓度进行检测。结果表明，三个剂量组中Fc-

FGF21的血清浓度显著高于FGF21 [图2（e）~（g）]。小

鼠体内循环中Fc-FGF21和FGF21的增加主要是由于肝脏

中的基因表达[图2（h）~（j）]。重要的是，在高剂量组

和低剂量组中，Fc-FGF21的mRNA水平低于 FGF21。这

些结果进一步证明，延长AAV8表达的FGF21的半衰期增

加了Fc-FGF21浓度，并抑制了小鼠体重增加。此外，高

剂量时，AAV8-Fc-FGF21 小鼠的肝脏重量低于 AAV8-

FGF21 小鼠[图 2（k）~（m）和图 S4（b）~（d）]。总

之，AAV8-Fc-FGF21治疗在增加血清浓度及减轻体重和

肝脏重量方面比AAV8-FGF21更有利。

3.4. 比较不同剂量的 AAV8 递送 FGF21 对骨骼和脂肪的

影响

基于以上AAV8-Fc-FGF21组小鼠体重显著下降的结

果。使用小鼠的μCT图像分析脂肪，在低剂量组[图 S5

（a）和（b）]和中剂量组[图S5（c）和（d）]中未观察到

脂肪组织体积显著减少。相反，在高剂量组中，AAV8-

Fc-FGF21 组的内脏脂肪体积低于 AAV8-FGF21 组[图 S5

（e）和（f）]。总之，AAV8-Fc-FGF21组内脏脂肪体积显

著低于AAV8-FGF21组，这进一步验证了延长 FGF21的

半衰期可以增加其体内浓度并减少脂肪组织的体积。

为了检查FGF21或Fc-FGF21持续性表达对骨骼的影

响，对胫骨进行了μCT扫描。我们的结果表明，低剂量

组对胫骨几乎没有任何影响（图S6），而AAV8-FGF21和

AAV8-Fc-FGF21处理的小鼠在中剂量组的一些骨参数[如

骨体积（bone volume, BV）和 BV/组织体积（tissue vol‐

ume, TV）]均降低，而小鼠也表现出发生骨质疏松的风

险，如骨小梁数（trabecular number, Tb.N）降低以及骨小

梁分离（trabecular separation, Tb.Sp）增加（图 S7）。此

外，与 AAV8-FGF21 处理的小鼠相比，AAV8-Fc-FGF21

处理的小鼠在高剂量组中显示出更严重的骨丢失，如骨表

面（bone surface, BS）和TV降低（图S8）。总之，FGF21

或Fc-FGF21的持续性表达会导致骨量损失，尤其是骨小

梁。当Fc-FGF21浓度持续高达 1300 ng∙mL−1时，骨丢失

比FGF21更严重[图2（g）和图S8]。

3.5. Fc-FGF21过量表达可改善 db/db小鼠的血糖水平，并

逆转胰岛素抵抗和葡萄糖耐量

为了评估治疗肥胖的效果，对瘦素受体缺陷db/db小

鼠单次注射Fc-FGF21或FGF21（每只小鼠注射1×1011 vg）

[29]，这是一种T2DM的非胰岛素依赖型糖尿病模型，显

示为高血糖、胰岛素抵抗和肥胖的特征[30]。结果表明，

Fc-FGF21组（KO-Fc-FGF21）的小鼠与初始体重相比体

重增加了 1.8%，低于 FGF21组[KO-FGF21；图 3（a）和

图 S9]的 13.8%。值得注意的是，瘦素受体似乎是 FGF21
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对体重的影响所必需的，因为所有治疗组的db/db小鼠的

体重几乎没有减轻[31]。KO-Fc-FGF21组的血糖水平在治

疗6周后恢复正常，优于KO-FGF21组[图3（b）]。同样，

胰岛素耐受实验（insulin tolerance test, ITT）和葡萄糖耐量

实验（glucose tolerance test, GTT）结果显示，KO-Fc-FGF21

组的胰岛素敏感性和葡萄糖耐量得到了更有效的改善[图3

（c）和（d）]。总之，这些结果表明Fc-FGF21在db/db小

鼠模型中具有更好的治疗效果。此外，通过比较小鼠血清

中 FGF21和 Fc-FGF21的浓度，我们发现 Fc-FGF-21的浓

度显著高于FGF21 [图3（e）]。然而，两组之间的mRNA

水平没有明显差异[图 3（f）]。因此，有理由推测 Fc-

FGF21 浓度增加是半衰期延长的结果。这些结果表明，

Fc-FGF21 改善了 db/db 小鼠的葡萄糖调节和胰岛素敏

感性。

3.6. Fc-FGF21减轻db/db小鼠的血脂异常和肝脏损伤

肥胖是脂质异常的重要原因，因此，我们测量了KO-

Fc-FGF21和KO-FGF21组的脂质水平。大多数脂质指标

没有明显改善，然而，Fc-FGF21通过降低甘油三酯（tri‐

glyceride, TRIG）和低密度脂蛋白CHOL（LDL；图 S10）

的浓度显著减轻了血脂异常。此外，使用血清标记物评估

肝功能，结果表明除天冬氨酸转氨酶（aspartate amino‐

transferase, AST）外，KO-Fc-FGF21组的血清丙氨酸转氨

酶（alanine aminotransferase, ALT）和碱性磷酸酶（alka‐

line phosphatase, ALP）水平较低，表明 KO-Fc-FGF21 可

以改善肝功能[图 3（g）]。KO-Fc-FGF21组的肝脏TC和

TG 水平没有显著降低[图 3（h）]，但其肝脏重量低于

KO-FGF21的肝脏重量[图 S11（a）和（b）]。H&E染色

的组织学分析也表明KO-Fc-FGF21在减少肝脏脂质积聚

方面具有更好的治疗效果[图S11（c）]。总之，在减轻血

脂异常、降低血清LDL和TRIG浓度、增加高密度脂蛋白

CHOL（HDL）和减少肝脏脂质积聚方面，Fc-FGF21 的

治疗效果优于FGF21。

3.7. Fc-FGF21治疗增强db/db小鼠的能量消耗

FGF21增加能量消耗并降低体重[32]。在 db/db小鼠

喂食期间，KO-Fc-FGF21组的多饮和多尿症状有所改善。

虽然KO-Fc-FGF21组体重没有减少，但体重增加受到抑

制。我们假设小鼠的体重增加量减少是由于Fc-FGF21抑

制脂肪合成和增强碳水化合物代谢。因此，使用代谢笼实

验检查各组的代谢指数。结果表明，在KO-FGF21和KO-

Fc-FGF21处理的小鼠中观察到O2消耗和CO2产生显著减

少，并接近正常小鼠的水平[图S12（a）和（b）]。值得

注意的是，在KO-Fc-FGF21组中，呼吸交换比（respirato‐

ry exchange ratio, RER）也从肥胖引起的失调向正常水平

转变，并且KO-Fc-FGF21处理的小鼠没有表现出产热和

运动距离的增加，观察到的体重增加的抑制是由于代谢改

变造成的[图S12（c）~（e）]。这些结果表明，Fc-FGF21

对db/db小鼠能量代谢的改善主要通过增加碳水化合物代

谢和抑制持续脂肪合成，这比FGF21更有效。

图2. AAV8-FGF21和AAV8-Fc-FGF21的体内表达。（a）AAV8载体和实验设计。（b）~（d）在注射AAV8-FGF21或AAV8-Fc-FGF21后，动物体重的

变化。（e）~（g）注射病毒后不同时间点血清中FGF21和Fc-FGF21的水平。（h）~（j）使用RT-qPCR检测处理不同剂量AAV8-FGF21或AAV8-Fc-
FGF21后各器官中的信使RNA（mRNA）水平（相对mRNA水平）。（k）~（m）经AAV8-FGF21或AAV8-Fc-FGF21处理的小鼠心脏、肝脏、脾脏、

肺和肾脏的重量。BALB/c小鼠每只注射（AAV8-FGF21或AAV8-Fc-FGF21的基因组）1×1010个（b, e, h, k）、1×1011个（c, f, i, l）和1×1012个（d, g, j, 
m）vg。对照小鼠也接受相同的AAV8-RFP。所有数值均表示为均值±标准误差。ns：无显著性差异。** P < 0.01；*** P < 0.001。
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图3. AAV8基因治疗在db/db小鼠模型中的治疗效果。（a）在不同时间点，测量了不同组小鼠的体重。（b）测量了不同组小鼠的血糖水平。对照组包

括野生型小鼠（n = 6）和注射AAV8-RFP的db/db小鼠（n = 6），实验组中的其他db/db小鼠分别注射了AAV8-FGF21（n = 6）或AAV8-Fc-FGF21（n = 
6）。所有小鼠均以每只1×1011个载体基因组（vg）的剂量进行治疗。（c）在腹腔注射葡萄糖（1 g∙kg−1体重）后进行了葡萄糖耐量试验（GTT）。（d）
在腹腔注射胰岛素（2 U∙kg−1体重）后进行了胰岛素耐受试验（ITT）。（e）在AAV8载体注射后不同时间点测定了FGF21的血清水平。（f）使用RT-
qPCR测定了经AAV8-FGF21或AAV8-Fc-FGF21处理的小鼠各器官中的mRNA水平（相对mRNA水平）。（g）血清碱性磷酸酶（ALP)、天冬氨酸转氨

酶（AST)和丙氨酸转氨酶（ALT)的水平。（h）肝脏总胆固醇（TC）和三酰甘油（TG）水平。（i）~（k）不同脂肪组织和骨密度（BMD）、小梁数目

（Tb.N）的定量分析。（l）皮下（黄色）、内脏（绿色）和棕色脂肪（红色）的 lCT 3D图像以及胫骨的小梁骨。所有数值均表示为均值±标准误差。
* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.001。
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3.8. Fc-FGF21治疗不会减少 db/db小鼠的脂肪体积，也不

会导致骨丢失，但会减轻白色脂肪组织中的炎症

根据结果，高浓度的 Fc-FGF21和 FGF21促进了WT

小鼠的体重减轻和脂肪降解。然而，db/db小鼠的体重降

低得最少。因此，我们使用μCT扫描检查脂肪体积。脂

肪定量显示，FGF21和Fc-FGF21均未有效减少皮下脂肪

（黄色）、内脏脂肪（绿色）和棕色脂肪（brown adipose 

tissue，BAT；图3（i）和（j）]的体积。此外，H&E染色

显示白色脂肪组织（white adipose tissue, WAT）体积没有减

少，棕色脂肪组织的脂质脂解也没有改善[图S13（a）和

（b）]。由于肥胖会导致WAT的炎症，巨噬细胞被标记为

F4/80，并通过免疫染色分析巨噬细胞浸润。结果表明，

KO-Fc-FGF21组的WAT中浸润巨噬细胞的数量少于KO-

FGF21组，这表明KO-Fc-FGF21组中WAT中的炎症被显

著抑制[图S13（c）和（d）]。

结果表明，高浓度的 Fc-FGF21和 FGF21导致WT小

鼠的骨丢失，我们使用μCT扫描分析了小鼠胫骨。与WT

对照组小鼠相比，所有 db/db小鼠的Tb.N显著较高[图 3

（k）]，Tb.Sp 较低，小梁厚度（trabecular thickness, Tb.

Th）呈增加趋势[图S14（a）和（b）]。对骨量的参数进

行评估，骨密度（bone mineral density, BMD）、BS/BV降

低， BS、BV、BS/TV 和 BV/TV 显著增加 [图 3（l）和

图S14（c）~（h）]。此外，与KO-RFP对照组小鼠相比，

KO-FGF21和KO-Fc-FGF21治疗组小鼠的骨参数没有明显

变化。我们推测，db/db小鼠的体型越大，骨体积也可能

增加，从而导致骨参数增加。上述结果表明，在db/db小

鼠模型中，Fc-FGF21和FGF21均未减少小鼠的脂肪体积，

也未引起副作用，如骨小梁和骨量减少。

3.9. 在DIO小鼠模型中，Fc-FGF21降低体重并改善胰岛素

敏感性和葡萄糖耐量

上述结果表明，尽管Fc-FGF21的浓度已经足够高了，

但在db/db小鼠模型中治疗效果仍有不足。众所周知，长

期喂食高脂肪饮食（high-fat diet, HFD）的小鼠会造成体

重增加，WAT和胰岛素抵抗增加从而发展成T2DM [33]。

因此，我们用 DIO 小鼠模型探索 AAV8 递送的 FGF21 或

Fc-FGF21 的治疗效果。使用与 db/db 小鼠相同的给药方

法，用 Fc-FGF21 处理的动物（命名为 HFD-Fc-FGF-21）

体重减少45.9%，高于FGF21处理组[命名为HFD-FGF21；

图4（a）、图S15]的27.1%。此外，HFD-Fc-FGF21组的胰

岛素敏感性和葡萄糖分解代谢能力也优于 HFD-FGF21 

[图 4（b）~（d）]。总之，FGF21 半衰期的延长增加了

Fc-FGF21的血清浓度，这有助于DIO小鼠模型中体重降

低、胰岛素抵抗的改善和葡萄糖代谢的增强。

3.10. Fc-FGF21改善DIO小鼠模型中的肝功能和脂质分布

因为慢性HFD可能导致脂肪肝，因此我们对小鼠的

肝功能进行研究，肝脏血清标志物结果显示，实验组的

ALT和AST水平正常[图 4（e）]。HFD-Fc-FGF21组的肝

脏重量低于HFD-FGF21 [图4（f）和图S16（a）]。因此，

我们对肝脏 CHOL 进行了测量，结果表明 AAV8-Fc-

FGF21在降低HFD诱导的肥胖小鼠模型中的TC和TG水

平方面表现更好[图 4（g）]。Fc-FGF21在DIO小鼠模型

中显示出比 db/db小鼠更好的降血脂效果，血清CHOL和

LDL 的浓度显也呈下降趋势，尽管没有显著差异[图 4

（h）]。此外，与WT对照小鼠相比，实验小鼠的血清胆

碱酯酶（serum cholinesterase, CHE）降至正常，其他参数

包括血清脂联素、白蛋白（albumin protein, ALBP）、总蛋

白（total protein, TP）、低密度脂蛋白胆固醇（low-density 

lipoprotein cholesterol, LDLP）、肌酸激酶（creatine kinase, 

CK）和尿酸（uric acid, UA）无显著差异，但尿素氮

（urea nitrogen, UN）显著增加[图S16（b）~（i）]。UN水

平较高可能是由于实验小鼠体内脂质的快速降解。此外，

H&E染色分析表明，HFD-RFP对照小鼠的肝组织中存在

较大的脂肪泡，而HFD-Fc-FGF21组中脂肪泡消失，切片

与正常组织相比没有差异[图 4（i）]。油红染色还表明，

HFD-Fc-FGF21组的肝组织与正常小鼠的肝组织相同[图4

（j）]。总之，在DIO小鼠模型中，Fc-FGF21治疗有效地

减少了肝脏脂肪积聚并促进了肝损伤的恢复。

3.11. 在DIO小鼠模型中，Fc-FGF21减少脂肪体积并逆转

HFD诱导的WAT细胞肥大

我们的结果表明，Fc-FGF21治疗使DIO小鼠的体重

降低了45.9%。因此，我们进一步研究了治疗后小鼠的脂

肪体积。μCT 显示 AAV8-Fc-FGF21 处理的小鼠的皮下

（黄色）和内脏脂肪（绿色）减少[图 4（k）和（l）]。

HFD-Fc-FGF21组的WAT重量低于HFD-FGF21 [图 4（m）

和图 S17（a）]。此外，H&E染色显示HFD-Fc-FGF21组

的白色脂肪细胞体积较低，BAT 中脂质积累小于 HFD-

FGF21 [图S17（b）和（c）]。这表明，Fc-FGF21增强脂

肪降解，减轻体重并改善小鼠的肝功能，逆转HFD诱导

的WAT细胞肥大，这优于FGF21的基因治疗。

正如我们的结果所示，高浓度的Fc-FGF21和FGF21

在WT小鼠中会导致骨丢失，但在 db/db小鼠中没有，因

此，我们进一步探讨了DIO小鼠模型中是否发生骨丢失。

结果显示，HFD-FGF21和HFD-Fc-FGF21组的Tb.N显著
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降低，对Tb.Th和Tb.Sp没有影响[图4（n）和图S18（a）、

（b）]。此外，骨量参数BMD、BV、TV和BS/BV没有显

著变化，但其他参数（包括BS、BV/TV和BS/TV）显著

下降，表明 HFD-FGF21 和 HFD-Fc-FGF21 治疗导致会

DIO小鼠模型骨丢失[图4（o）和图S18（c）~（h）]。尽

管 Fc-FGF21 的浓度显著高于 FGF21，但骨丢失并不比

FGF21严重。

4. 讨论与总结

在本研究中，以双功能（BsAb-sFc）和治疗蛋白

（Fc-FGF21）为例，我们证明AAV8表达的半衰期延长后

小分子蛋白对提高其体内浓度和疗效及安全性具有有益作

用。我们首先构建了双功能抗体，表明BsAb和BsAb-sFc

都能有效中和HIV-1，BsAb-sFc在体内的半衰期更长。接

图4. AAV8基因治疗在DIO小鼠模型中的疗效。（a）在不同时间点，测量了不同组小鼠的体重。对照组包括野生型小鼠（n = 6）和注射AAV8-RFP的
DIO小鼠（n = 6），实验组中的其他DIO小鼠分别注射了AAV8-FGF21（n = 6）或AAV8-Fc-FGF21（n = 6）。所有小鼠均以每只 1×1011个载体基因组

（vg）的剂量进行治疗。（b）在腹腔注射胰岛素（0.4 U∙kg−1体重）后，所有实验组进行了胰岛素耐受试验（ITT）。（c）在腹腔注射葡萄糖（1.5 g∙kg−1体

重）后，各组进行了葡萄糖耐量试验（GTT）。（d）注射病毒后不同时间点血清中FGF21和Fc-FGF21的水平。（e）血清碱性磷酸酶（ALP）、天冬氨酸转

氨酶（AST）和丙氨酸转氨酶（ALT）的水平。（f）来自接受AAV8-RFP、AAV8-FGF21和AAV8-Fc-FGF21处理的小鼠心脏、肝脏、脾脏、肺和肾脏的

重量。（g）肝脏总胆固醇（TC）和三酰甘油（TG）水平。（h）血清脂质水平的高密度脂蛋白（HDL）、低密度脂蛋白（LDL）、甘油三酯（TRIG）和总

胆固醇（CHOL）的变化。（i）、（j）肝脏的H&E染色和Oil Red染色。（k）皮下（黄色）、内脏（绿色）和棕色脂肪（红色）的μCT 3D图像以及胫骨

的小梁骨图像。（l）不同脂肪组织的定量分析。（m）接受AAV8-RFP、AAV8-FGF21和AAV8-Fc-FGF21处理的小鼠WAT沉积物的重量。（n）、（o）骨

密度（BMD）和小梁数目（Tb.N）的定量分析。所有数值均表示为均值±标准误差。ns：无显著性差异。* P < 0.05；** P < 0.01；*** P < 0.001。
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下来，通过AAV8递送BsAb和BsAb-sFc，并在体内比较

它们在不同剂量下的浓度。这些结果表明，在相同剂量下

延长治疗蛋白的半衰期显著增加了蛋白浓度。

为了进一步验证这一发现，我们选择同样具有短半衰

期的FGF21来比较AAV8在体内不同剂量下递送的FGF21

和 Fc-FGF21之间的差异。结果与AAV8表达双功能蛋白

的结果一致，在相同剂量的AAV8下，Fc-FGF21显著降

低小鼠的体重、脂肪体积和肝脏重量。我们进一步评估了

瘦素受体缺陷 db/db小鼠模型的疗效。结果表明，AAV8-

Fc-FGF21处理的小鼠体重增加得到控制，血糖降至正常

水平。此外，胰岛素敏感性和葡萄糖耐量也有所改善。小

鼠的脂肪量没有降低，但肝功能和代谢水平得到改善，没

有副作用，如BMD或骨小梁减少。在HFD喂养的小鼠模

型中，Fc-FGF21基因治疗也比FGF21更有效，包括减轻

体重、肝脏重量、脂肪重量、脂肪体积和脂肪细胞大小。

FGF21 在肥胖模型中的治疗作用先前已有报道[32,

34‒35]。然而，FGF21类似物的临床研究并未有效地改善

血糖，这可能是因为基于蛋白质的治疗方法的半衰期相对

较短[31,36]。通过基因治疗持续表达FGF21是否可能成为

一种潜在的新治疗方法仍有待确定。值得注意的是，根据

我们的实验结果，AAV8递送的 FGF21或 Fc-FGF21减少

了HFD喂养小鼠模型中骨小梁的数量。在这方面，AAV8

递送的 Fc-FGF21的浓度在降低AAV8的剂量以实现治疗

效果后保持有效，却能够显著减少副作用。

多种小分子蛋白和肽已被临床用于治疗各种疾病。然

而，半衰期较短成为治疗剂开发的瓶颈。截至 2020年，

13 种 Fc 融合蛋白药物已在主要市场获得监管部门批准

[37]。然而，即使对Fc进行修饰以延长药物的半衰期，它

仍需要频繁给药，这无法从根本上解决问题。因此，需要

开发具有持久药理学和疗效的“一对一”治疗方法，这正

是AAV基因治疗的关键特征。尽管目前使用AAV载体的

临床试验呈指数级增长，说明AAV已成为改善人类健康

的有前途的载体，但必须认识到该基因递送平台的局限性

和挑战，包括AAV制造成本高和递送的免疫障碍[38‒39]。

此外，由于低剂量的载体可能被自身抗体中和，并会损害

治疗效果，因此通常认为有效治疗需要足够高的载体剂量

[40]。然而，矛盾的是，AAV载体诱导的全身毒性也是剂

量依赖性的。据观察，在两项非人类灵长类动物研究中，

静脉注射高剂量 AAV 导致严重不良事件，影响了疗效

[41‒42]。因此，基因治疗领域迫切需要开发降低制造成

本和给药剂量的新策略。基于我们的发现，我们假设增加

基因治疗药物的半衰期可能是减少AAV所需剂量的一种

方法，从而解决高剂量毒性并降低AAV基因治疗的高成

本。我们的研究为优化当前的基因疗法提供了新的见解，

并有助于将其应用于常见疾病。
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