
定位腺相關病毒( A A V )載體之
基因治療研究方法



基 因 治 療 是 一 種 將 遺 傳 物 質 送 入 細 胞 來 治 療 或 預 防 疾 病 的 實 驗 技 術，它 透 過
替 換、去 活 化 突 變 的 基 因 或 引 入 新 的 基 因 來 對 抗 疾 病。因 此 使 用 了 幾 種 基 因
傳 遞 方 法，包 括 病 毒 和 非 病 毒 載 體。其 中，腺 相 關 病 毒 ( A d e n o - a s s o c i a t e d  
v i r u s ,  A A V ) 為 最 常 用 的 傳 遞 方 法。

腺 相 關 病 毒 ( A A V ) 已 被 證 明 是 一 種 有 效 的 運 輸 載 體，其 具 有 高 轉 導 ( T r a n s -
d u c t i o n ) 效 率、穩 定 的 轉 殖 基 因 表 現、廣 泛 的 向 性 ( T r o p i s m ) 和 全 身 傳 遞
( S y s t e m i c  D e l i v e r y ) 的 能 力，使 其 成 為 不 分 裂 細 胞 的 安 全 有 效 之 基 因 傳
遞 方 法。
 
但 是 了 解 基 因 治 療 產 品 在 目 標 和 非 目 標 組 織 中 的 生 物 分 佈，及 這 些 組 織 中 轉
殖 基 因 表 現 的 持 久 性，是 在 進 入 臨 床 之 前，至 關 重 要 的 資 訊。



基因治療研究中使用的檢測方法
一 旦 進 行 治 療，就 必 須 準 確 評 估 對 正 確 目 標 細 胞 的 傳 遞 和 轉 殖 基 因 的 表 現，
以 及 對 其 他 基 因 的 脫 靶 效 應 ( o ff - t a r g e t i n g  e ff e c t s )。

為 實 現 此 目 的，已 有 下 方 幾 種 檢 測 方 法，但 仍 有 一 些 局 限 性：

IHC  Detects the transgene protein 
 Provides spatial information 

 Antibody availability 
 Antibody specificity 
 Not quantitative 
 Not ideal for the detection of cells producing a secreted protein 
 Not ideal for the detection of RNAi or ncRNA therapies 

Western 
blot 

 Detects the transgene RNA 
 Provides spatial information 

 No spatial information 
 Antibody availability 
 Not ideal for the detection of cells producing a secreted protein 
 Not ideal for the detection of RNAi or ncRNA therapies 

PCR  Detects the transgene protein 
 Quantitative 

 No spatial information 
 No single-cell information 

NGS  Detects both vector DNA and transgene RNA 
 Quantitative  No spatial information 

Traditional 
RNA ISH 

 Detects the transgene RNA 
 Provides spatial information 

 Time consuming 
 Laborious 
 Sensitivity and specificity issues 
 Not quantitative 

 

Method Advantages Limitations



R N A s c o p e
對基因治療研究的好處

高 專 一 性 和 靈 敏 度 的  R N A  I S H  技 術 R N A -
s c o p e ® 和 B a s e S c o p e ™ 是 驗 證 基 因 治 療 是
否 有 正 確 傳 遞 至 目 標 細 胞 的 理 想 方 法。

優點

結 果 可 再 現  
可 測 量 載 體 ( V e c t o r ) 的 效 價
偵 測 轉 殖 基 因 表 現 的 同 時，亦 保 留 組 織 型 態 學 的 資 訊
偵 測 單 一 細 胞 中 單 一 分 子 的 表 現
快 速 的 P r o b e 設 計  
操 作 簡 易，可 在 1 天 之 內 完 成 實 驗



R N A s c o p e ® 可 以 在 特 定 的 細 胞 中 觀 察 到 病 毒
複 製 數 ( V i r a l  c o p y  n u m b e r ) 及 轉 殖 基 因 的
表 現。

R N A s c o p e
對基因治療研究的應用

應用

可以在任何動物模型中觀察載體在組織分佈以及偵測轉殖基因表現的同時，亦保留組織型態學的資訊

定量目標和非目標組織中載體複製數、轉殖基因表現和AAV +細胞數

區分轉殖基因與內生性的mRNA 

可同時檢測載體DNA和轉殖基因RNA

利用BaseScope™技術驗證CRISPR / Cas9基因編輯的療法

獲取有關AAV從血管系統滲透到目標組織的資訊

確認轉殖基因的穩定性

驗證正確的基因是否有在正確組織或細胞類型中表現來確認是否有脫靶效應發生

當蛋白質檢測不適合時，例如:
偵測非編碼RNA（ncRNA），RNA interference（RNAi）和以mRNA為目標的的基因治療
缺乏可靠或可用的IHC抗體
偵測分泌蛋白的來源細胞
當目標基因含有許多抗體無法辨認到Splice Variant或Isoforms時



BaseScopeTM or RNAscope® probe

Therapeutic transgene

AAV

Inverted termimal repeat

AAV 轉殖基因結構和RNAscope® or BaseScope™ probe 設計

使用RNAscope®或BaseScope™ assay在細胞中進行AAV轉殖基因檢測的示意圖



Detection of rAAV2/5 DNA in the rat striatum應用1

在 神 經 科 學 研 究 中 可 以 利 用 基 因 治 療 方 法 來 傳 遞 治 療 藥 物 或 建 立 動 物 模 型。

G r a b i n s k i 等 人 將 r A A V s 注 射 到 大 鼠 紋 狀 體 ( s t r i a t u m ) 中，並 使 用 R N A s c o p e ® I S H 偵 測 大 腦 的 浮 動 切

片 ( F r e e - fl o a t i n g ) 中 的 病 毒 D N A。在 注 射 的 紋 狀 體 中 檢 測 到 明 顯 的 r A A V  D N A  I S H 信 號；在 未 注 射 的

部 分，則 無 法 偵 測 到 訊 號。

這 項 研 究 是 使 用 R N A s c o p e ® I S H 方 法 來 驗 證 r A A V s 可 以 應 用 在 神 經 細 胞 實 驗 的 證 明。

A method for combining RNAscope in situ hybridization with immunohistochemistr y in thick free-floating 

brain sections and primar y neuronal cultures 
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0120120



Impact of age and vector construct on

viral-mediated gene transfer in rat brain應用2

在帕金森氏病的臨床前模型中，顯示使用病毒載體進行基因治

療具有發展的潛力，但臨床試驗尚未成功。

Polinski等人發現年齡會影響大腦中多種病毒載體（包括AAV

和lentivirus）的效果。 Dual RNAscope®ISH-IHC用於觀察病

毒在細胞中的位置，並證明在年輕(Young )和年老(Aged)的大

鼠腦中，病毒與NeuN大部分都表現在相同的位置，但這個現象

在星形膠質細胞(astrocytes)中很少觀察到。且與年輕大鼠的

紋狀體相比，年老大鼠紋狀體的中S100β星形膠質細胞沒有增

加(Fig.5)。此外，RNAscope®ISH的結果顯示，不同的病毒載體

會在老年大腦的不同區域造成不同的GFP表現量(Fig. 6)。

Fig.5 In situ hybridization combined with immunohistochemistry reveals viral particles 
located within neurons and largely absent within astrocytes in the striatum

-Mol Ther Methods Clin Dev. 2016; 3: 16082.



Fig. S5 Age-related decreases in GFP mRNA are observed following 
intranigral injection with rAAV2/2, rAAV2/5, and LV, but not with rAAV2/9

-Mol Ther Methods Clin Dev. 2016; 3: 16082.

Impact of age and vector construct on striatal and 

nigral transgene expression.Recombinant adeno-as-

sociated virus 2/5-mediated gene transfer is reduced 

in the aged rat midbrain.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5142515/



Silencing of the Huntington’s disease gene with 

RNAi using AAV9-mediated delivery of microRNA應用3

有 許 多 研 究 是 利 用 A A V 傳 遞 R N A i 在 基 因 轉 殖 鼠
(Transgenic Mouse)模型中抑制亨丁頓氏舞蹈症的基
因Htt，但很少針對基因敲入小鼠(Knock-in Mouse)模
型（例如Q140 / Q140小鼠）進行研究。
K e e l e r 等 人 將 帶 有 針 對 小 鼠 H t t 的 人 造 m i R -
NA(miRHtt）的AAV9打入Q140 / Q140小鼠的紋狀體
中，藉由RNA scope®ISH分析小鼠紋狀體中Htt的表現

。結果發現在AAV9-GFP-miRHtt注射的紋狀體中，由於
細胞中突變Htt mRNA的減少，Htt mRNA的表現降低
了約50%。

Cellular analysis of silencing 
the Huntington’s disease gene 
using AAV9 mediated deliver y 
of artificial microRNA into the 
striatum of Q140/Q140 mice.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27689620/



Delivery of the secreted protein EPO 

to the liver via mRNA-nanoparticle therapy
應用4

用於治療用途的非病毒傳遞系統主要是運送質體DNA (Plasmid 
DNA)，siRNA，miRNA和反義寡核苷酸(antisense oligonucle-
otides)等。
DeRosa等人針對外源性mRNA治療的傳遞方法進行研究，此方法
提供短暫的治療性蛋白質生成，而無需將基因送進細胞核中或承
擔插入突變(insertional mutagenesis)的風險。藉由靜脈注射脂
質奈米顆粒(Lipid nanoparticle)傳遞hEPO和hFIX mRNA。並利
用RNAscope®ISH驗證hEPO和hFIX mRNA確實的運送至肝細胞
(Fig. 1)，且在mRNA傳遞後，EPO mRNA、血清蛋白和血球容積比
(hematocrit)增加。顯示外源性mRNA衍生的蛋白質具有與內源
性蛋白質相似的活性。

Fig. 1 Detection of exogenous hEPO mRNA via ISH. Positive staining was observed in hepatocytes as well 
as sinusoidal cells. Strong detection was observed out to 72 h with remnant staining 1 week post adminis-
tration.

- Gene Ther. 2016 Oct; 23(10): 699–707.

Therapeutic efficacy in a hemophilia B model using a 
biosynthetic mRNA liver depot system.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5059749/



您可以在這裡得到更多的資訊
https://acdbio.com/science/applications/research-areas/gene-therapy


