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Вирусные векторы — современный инструмент для доставки генетического материала в клетку. Рассмотрены различные типы 
вирусных векторов, таких как ретровирусные, аденоассоциированные и лентивирусные векторные системы, векторные системы на 
основе аденовирусов, вируса герпеса простого и поксвирусов. Более подробно представлены аденоассоциированные векторные 
системы. Их основные преимущества (способность интегрировать целевой ген в нужное место генома хозяина, что предотвращает 
нежелательные мутации; встраивание как в делящиеся, так и в покоящиеся клетки; широкий профиль трансдукции; низкий иммун-
ный ответ; сильная и устойчивая экспрессия трансгена) сделали эти векторы популярным и универсальным инструментом для 
доставки генов in vitro и in vivo. Показаны возможности применения вирусных векторов в нейробиологии.
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Viral vectors are modern tools for delivering genetic material into cells. Various types of viral vectors based on retroviruses, adeno-
associated and lentiviral viruses, adenoviruses, herpes simplex and poxviruses are considered in this work. Adeno-associated vector 
systems are presented in more detail. Their main advantages (ability to integrate a target gene into the proper site of the host genome, 
preventing undesirable mutations; entering both dividing and nondividing cells; a wide transduction profile; low immune response; strong 
and stable transgene expression) have made these vectors a widely used and universal tool for transferring genes in vitro and in vivo. 
Possible applications of viral vectors in neurobiology are also shown.
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В настоящее время вирусные векторы — распро-
страненный инструмент для доставки генетического 
материала в клетку. Именно благодаря особенностям 
жизненного цикла вирусов первые векторы (носите-
ли трансгенов) стали разрабатывать на их основе [1]. 
Вирусы переносят чужеродные гены, которые спо-
собны экспрессироваться в зараженных клетках [2]. 
Сейчас вирусы эволюционировали в специализиро-
ванные молекулярные механизмы, способные эффек-
тивно транспортировать их геномы внутрь клеток, ко-
торые они заражают [3].

Разнообразие вирусных векторов велико, и каж-
дый имеет свои преимущества и недостатки. Сейчас 
значительные усилия направляются на разработку 
вирусных векторов с улучшенными характеристиками 
безопасности и большей эффективностью достав-
ки нуклеиновой кислоты в клетки, а также на обеспе-
чение длительной и тканеспецифичной экспрессии 
введенного генетического материала. Потенциально 
вирусные векторы могут применяться как один из спо-
собов доставки генов в генной терапии новообразова-
ний и наследственных заболеваний.

Рекомбинантные аденоассоциированные вирусы 
(рААВ) являются одними из наиболее перспективных 
векторов доставки для генной терапии благодаря сво-
им непатогенным свойствам, отсутствию иммуноген-
ности со стороны хозяина и тропности к большинству 
клеток и тканей [4]. Аденоассоциированные вирусные 
векторы по своим характеристикам приближаются к 
идеальному вектору [5].

Вирусные векторы нашли свое применение и в ней-
робиологии в качестве систем эффективной доставки 
генов в нейроны и другие нейрональные клетки in vitro 
и in vivo. Вирусные векторы позволяют вести наблю-
дение за нейробиологическими функциями, изменять 
экспрессию целевых генов, метить клетки для опреде-
ления их судьбы и менять физиологическое состояние 
специфических клеточных популяций. Использование 
вирусных векторов для доставки генов в нервную сис-
тему имеет большие перспективы как для фундамен-
тальных исследований, так и для терапевтического 
применения.

Типы вирусных векторов, используемых  
в нейробиологии

Существуют вирусные и невирусные системы до-
ставки генетического материала. Вирусные систе-
мы включают векторы, разработанные на основе ре-
тровирусов, аденовирусов, аденоассоциированных 
вирусов, лентивирусов и вирусов простого герпеса. 
Невирусные системы включают «голую» ДНК и липи-
ды или полиэтилгликоль [4]. Независимо от того, какой 
геном имеют вирусные векторы в своем составе — 
ДНК или РНК, у них похожий жизненный цикл, кото-
рый начинается с взаимодействия со специфическим 
рецептором на поверхности клетки. После адсорбции 
вириона на клеточной поверхности в процессе проник-
новения геном вирусов подвергается «раздеванию». 
При реализации внутриклеточной стадии жизненно-
го цикла вирус осуществляет три молекулярных про-
цесса: репликацию геномной нуклеиновой кислоты, 
транскрипцию и трансляцию. На каждой стадии вирус 
вмешивается в клеточные синтетические механизмы 
и подчиняет их своим задачам, создавая приоритеты 
для вирусных нуклеиновых кислот [6].

Ни ДНК, ни РНК не могут быть использованы в 
«голом» виде для доставки генов в клетки-мишени. 
Сахарофосфатный остов молекул нуклеиновых кис-
лот располагается по их периферии полярными груп-
пами наружу, придавая им анионные свойства [7]. 
При физиологических значениях рН нуклеиновая кис-
лота несет отрицательный заряд, отталкивающий ее 
от отрицательно заряженной наружной поверхности 
клеточной мембраны. Еще одно ограничение при про-
никновении в клетку нуклеиновой кислоте создает ее 
гидрофильность [8]. Все ее гидрофобные основания 
«повернуты» вовнутрь молекулы, поэтому она не мо-
жет проникнуть через гидрофобный барьер клетки-ми-
шени [9]. В сыворотке крови нуклеиновая кислота бы-
стро деградирует под воздействием нуклеаз. Период 
полужизни немодифицированной интерферирующей 
РНК в сыворотке крови укладывается в 5–60 мин, для 
ДНК он составляет не более 10 мин [10]. Кроме того, 
нуклеиновые кислоты не способны специфически уз-
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навать клетки-мишени. Поэтому для доставки генов в 
эукариотические клетки с начала 1980-х гг. разрабаты-
ваются векторные генетические конструкции [11].

Ретровирусные векторные системы

Ретровирусы относятся к группе вирусов, РНК-
геном которых в инфицированных клетках конвертиру-
ется в ДНК. Геном ретровирусов образован плюс-це-
пью РНК и включает три структурных гена (gag, pol и 
env), фланкированных длинными терминальными по-
вторами (LTR, long terminal repeat) [12]. В LTR содер-
жатся регуляторные элементы, которые играют роль 
во встраивании ретровируса и необходимы для интег-
рации ДНК-копии генома вируса с геномом хозяина, а 
также определяют начало и конец вирусного генома. 
LTR также контролируют экспрессию вирусных генов 
[13]. Оболочка ретровирусов состоит из цитоплазма-
тической мембраны зараженной клетки и вирусных 
белков [14]. Особенностью жизненного цикла ретро-
вирусов является обратная транскрипция в заражен-
ной клетке на матрице вирусной РНК с образованием 
двухцепочечной ДНК (провирус), которая затем встра-
ивается в клеточный геном. Вирус встраивается в кле-
точный геном случайным образом, поэтому возраста-
ет риск инсерционного мутагенеза. Так как эти вирусы 
заражают только делящиеся клетки (для проникнове-
ния в ядро необходимо разрушение ядерной оболочки 
клетки, происходящее в ходе митоза), ретровирусные 
векторы используют в основном для трансфекции кле-
ток ex vivo или для лечения злокачественных опухо-
лей [15]. Сами ретровирусные векторы получают на 
основе провируса, из которого удаляются гены gag, 
pol и env для предотвращения репродукции вируса и 
освобождения места для желаемого генетического ма-
териала. В вектор на основе ретровируса может быть 
включено до 8 тыс. пар оснований ДНК-вставки. Для 
репродукции вируса удаленные вирусные гены (gag, 
pol, env), которые кодируют вирусные белки и обеспе-
чивают репродукцию вируса, встраивают в геном упа-
ковывающей клеточной линии на разные хромосомы 
так, чтобы снизить вероятность обратной рекомбина-
ции вирусных генов в исходный вирусный геном и об-
разования вирусов, которые могут репродуцироваться 
[16].

Лентивирусные векторные системы

Лентивирусы относятся к семейству ретровиру-
сов и в отличие от других ретровирусов инфициру-
ют не только делящиеся, но и неделящиеся клетки. 
Наиболее исследованным лентивирусом является 
вирус иммунодефицита человека (ВИЧ). В связи со 
способностью лентивирусов включать большое коли-
чество генетического материала (до 8 тыс. пар осно-
ваний) и инфицировать делящиеся и неделящиеся 
клетки, эти вирусы являются перспективным вектором 
для доставки генов в условиях in vivo [17]. Геном ВИЧ 

включает три гена структурных белков (gag, pol и env) 
и 6 генов регуляторных белков (tat, rev, vpr, vpu, nef 
и vif) [18, 19]. Некоторые гены могут быть исключены 
из генома вируса и при этом не вызвать снижения ви-
русной способности к размножению и инфицированию 
клеток. Лентивирусный жизненный цикл похож на жиз-
ненные циклы других ретровирусов, за исключением 
способности заражать и неделящиеся клетки. Эта спо-
собность обеспечивается взаимодействием вирусного 
преинтеграционного комплекса с ядерной оболочкой 
и транспортом через нее [20]. Сборка лентивирусного 
вектора происходит в упаковывающих клетках — это 
перевиваемые клетки, осуществляющие синтез виру-
соспецифических белков [21]. Упаковывающие клетки 
включают в себя пакующую, векторную и оболочечную 
кассеты, которые вместе позволяют собрать функци-
ональную вирусную частицу [22, 23]. При этом их од-
новременная экспрессия не вызывает образования 
ретровирусных частиц, способных инициировать ин-
фекционный процесс у человека [24].

Лентивирусы имеют сравнительно небольшой объ-
ем вставки целевого гена (до 8 тыс. пар оснований), 
могут обеспечить длительную экспрессию трансгена 
и индуцируют минимальный иммунный ответ организ-
ма-хозяина [25]. Некоторые авторы считают эти векто-
ры малоподходящими для доставки in vivo, так как они 
увеличивают риск инсерционного мутагенеза. Однако 
при использовании лентивирусов для трансдукции 
дифференцированных клеток риск инсерционного му-
тагенеза меньше, чем при использовании других ре-
тровирусов [26].

Векторные системы на основе аденовирусов

Аденовирусы  — семейство ДНК-вирусов, несущих 
в своем составе одну двуцепочечную молекулу ДНК 
и лишенных липидной оболочки. Аденовирусы разде-
лены на основе связывания со специфическими сыво-
ротками на 51 серотип [27], а по способности агглюти-
нировать эритроциты у людей, кроликов и мышей и по 
онкогенности для грызунов — еще на 6 субгрупп (от 
A до F) [28]. Аденовирусы разных субгрупп поражают 
различные органы и ткани человека [29].

Создание рекомбинантных аденовирусных век-
торов во многом схоже с созданием лентивирусных 
векторов. Аденовирусы, дефектные по репликации, 
получали за счет замены гена Е1, необходимого для 
репликации, на ген интереса, промотор и энхансер 
[30]. При этом такие рекомбинантные векторы эффек-
тивно размножаются в пакующих клетках, экспресси-
рующих продукт гена Е1. Неспособные к репликации 
вне пакующих клеток аденовирусные векторы исполь-
зуют для введения трансгенов в условиях in vivo [31]. 
Рекомбинантные аденовирусные векторы обеспечива-
ют очень высокую экспрессию клонированных генов, 
но на короткое время (5–10 сут) — из-за иммунного 
ответа организма-реципиента [32]. Для решения этой 
проблемы было создано второе поколение аденови-
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русных векторов, у которых дополнительно к гену Е1 
удалили гены, отвечающие за репликацию вируса, и 
оставили только элементы, определяющие начало и 
конец генома и вирусную пакующую последователь-
ность [33]. Такие векторы способны к более длитель-
ной экспрессии генов [14].

Аденовирусы способны инфицировать большинство 
типов клеток (делящиеся и неделящиеся). Объем для 
вставки целевого гена составляет 20 тыс. пар основа-
ний, что является достаточно большой емкостью ре-
комбинантных аденовирусных векторов. Аденовирусы 
реплицируются в ядре инфицированной клетки как 
эписомные элементы и обладают высокой эффектив-
ностью трансдукции. Так, например, после прямой вну-
тричерепной инъекции рекомбинантного аденовируса 
была обнаружена его способность заражать нейроны, 
астроциты, олигодендроглию, эпендимоциты, хориои-
дальный эпителий и микроглию [34, 35].

Векторные системы на основе вируса  
простого герпеса

Вирусные векторы на основе вируса простого гер-
песа (herpes simplex virus, HSV) имеют конструкцию 
проще, чем векторы на основе аденовирусов. Сам 
вирус включает около 80 генов, один из которых (IE3) 
чаще всего замещается при создании вектора [36]. 
Исключены могут быть и другие гены, что позволяет 
увеличить объем вектора или заклонировать несколь-
ко генов интереса. Недостатками векторов на основе 
вирусов простого герпеса являются кратковременная 
экспрессия клонированных генов, токсичность для кле-
ток-мишеней, низкая эффективность трансдукции и 
способность заражать только неделящиеся клетки [37].

Для создания вирусных векторов сейчас активно 
используются ампликоны — многократно повторяю-
щиеся последовательности вируса простого герпеса, 
которые включают мономерные последовательности, 
организованные как конкатемеры [38]. Каждый мо-
номер включает хотя бы один участок начала репли-
кации вирусной ДНК (oriS или oriL) и последователь-
ность для упаковки ДНК в вирусную частицу (pac) [39]. 
Молекулярное клонирование этих последовательно-
стей в бактериальную плазмиду позволяет получить 
вектор, который упаковывает ДНК в вирион HSV. Такие 
векторные системы способны включать до 150 тыс. 
пар оснований чужеродной ДНК, что предоставляет 
возможность одним вектором доставлять в клетку-
мишень несколько транскрипционных единиц, не вы-
зывая при этом иммунного ответа и цитопатического 
эффекта [40]. Особенность жизненного цикла вирусов 
простого герпеса — наличие двух стадий инфицирова-
ния: активной (проникновение и репродукция в клетках 
эпителия, приводящие к лизису клеток) и латентной 
(внедрение и репродукция в нервных клетках) [41]. 
Лизис клеток происходит за счет того, что при репли-
кации вируса сформировавшиеся вирионы покидают 
клетку путем почкования ядерной мембраны.

Вирусы простого герпеса — нейротрофичны и вы-
сокоэффективны при изучении ретроградного и анте-
роградного транспорта в ЦНС, могут быть введены в 
неопасном латентном состоянии. HSV-векторы имеют 
большую генетическую емкость и могут обеспечить 
долгосрочную экспрессию трансгена, однако, как от-
мечалось выше, основным недостатком их являются 
токсичность для клеток и низкая эффективность тран-
сдукции [24].

Векторные системы на основе поксвирусов

Поксвирусы — крупные вирусы, которые содержат 
двунитевую ДНК. Поксвирусный вектор позволяет 
включить до 25 тыс. пар нуклеотидов ДНК интереса 
без исключения генов самого вируса. Векторные сис-
темы на основе поксвирусов не имеют такого широко-
го применения, поскольку эукариотические промото-
ры неэффективно распознаются транскрипционными 
механизмами поксвирусов и для эффективной экс-
прессии рекомбинантных генов в клетке-реципиенте 
нужно использовать поксвирусные промоторы [42]. 
Поксвирусные транскрипты не подвергаются сплай-
сингу, из-за чего ДНК интереса обязательно должна 
быть представлена в форме комплементарной ДНК. 
Особенностью жизненного цикла поксвирусов яв-
ляется наличие собственной ДНК-зависимой РНК-
полимеразы, которая обеспечивает считывание бо-
лее половины вирусного генома в течение начальной 
и ранней стадий репродуктивного цикла. Вследствие 
большого размера и неинфекционной природы 
поксвирусной ДНК чужеродные гены клонируются в 
поксвирусах путем рекомбинации в условиях in vivo. 
Поксвирусы обладают природным тропизмом к опухо-
левой ткани [43].

Главными недостатками поксвирусов являются 
высокая иммуногенность, кратковременная продол-
жительность экспрессии и сложности репликации в 
эукариотических клетках. При этом положительными 
сторонами поксвирусов служат высокая эффектив-
ность трансдукции, емкость и способность заражать 
большинство типов клеток [44].

Аденоассоциированные вирусные системы  
и их преимущества

Рекомбинантные аденоассоциированные вирусы 
(ААВ) являются одними из наиболее перспективных 
векторов доставки для генной терапии и нейробиоло-
гии благодаря своим непатогенным свойствам, низ-
кой иммуногенности со стороны хозяина, тропности к 
большинству клеток и тканей, высокой эффективно-
сти трансдукции и продолжительной экспрессии [45]. 
Основной их недостаток — небольшая емкость векто-
ра (до 5 тыс. пар оснований).

Всего у ААВ известно 8 различных серотипов. 
ААВ2, ААВ3 и ААВ5 первоначально были выделены 
у обезьян [46]. Полагают, что ААВ6 был сформиро-
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ван путем рекомбинирования ААВ2 и ААВ1, а имен-
но 5’-конец ААВ2 слился с 3’-концом ААВ1 (включая 
две открытые рамки считывания) [47, 48]. ААВ7 и 
ААВ8 были выделены от макаки-резуса при ПЦР-
амплификации с использованием праймеров, по-
лученных из консервативных областей серотипов 
ААВ1–ААВ6 [49]. Среди всех восьми серотипов ААВ2 
является наиболее изученным и широко используется 
в качестве вектора доставки генов [5].

ААВ принадлежит к семейству Parvoviridae. Это 
группа безоболочечных вирусов, содержащих одноце-
почечную ДНК. Вирусная частица имеет икосаэдриче-
скую (20 граней) симметрию с диаметром 18–26 нм и 
молекулярную массу 5,5–6,2 МДа [50].

Наиболее характерными особенностями ядер-
ной структуры являются группы тройных выступов и 

выступающих петель, расположенных между двумя 
смежными субъединицами [51]. Положительно заря-
женные группы, расположенные вдоль одной стороны 
каждого выступа, отвечают за связывание с клеточ-
ным рецептором — гепарансульфат протеогликаном 
(HSPG) [52]. В связи с высокой экспрессией данного 
рецептора в разных тканях связывание с HSPG опре-
деляет широкий спектр клеточной специфичности к 
ААВ2-инфекции [53]. Петля, расположенная в сосед-
ней субъединице, также участвует в связывании с кле-
точным рецептором HSPG и содержит эпитоп для ней-
трализующих антител [5]. Нейтрализация иммунного 
ответа определяет возможность будущего успешного 
повторного попадания вирусных векторов. Анализ 
структуры вирусных частиц ААВ2 с помощью рентге-
новского излучения открыл возможность изменения 
эпитопа, содержащегося в вирусных белках капсида, 
и нейтрализующего антитела и осуществления других 
модификаций, применимых для реадмиссии в генной 
терапии [54].

ААВ2 имеет одноцепочечную геномную ДНК, состо-
ящую из 4680 оснований. Инвертированные концевые 
повторы, состоящие из 145 оснований с высоким со-
держанием пар GC и способные образовывать палин-
дромную структуру, расположены как на 5’-конце, так 
и на 3’-конце [55]. ААВ2-геном синтезируется с мРНК, 
начиная от промотора p19 [56]. Ген cap кодирует три 
вирусных белка: VP1 (735 аминокислот, 90 кДа), VP2 
(598 аминокислот, 72 кДа) и VP3 (533 аминокислот, 
60 кДа), образующих вирусный капсид в соотношении 
1:1:20 соответственно, при этом капсид имеет икоса-
эдрическую симметрию и состоит из 60 субъединиц 
[57]. Три капсидных белка синтезируются с одной 
мРНК, начиная с промотора р40, и отличаются друг от 
друга благодаря альтернативному сплайсингу и раз-
ным кодонам инициации [58]. Все три белка капсида 
имеют одни и те же карбоксиконцевые последова-
тельности и стоп-кодоны (рис. 1).

Инвертированные концевые повторы на обоих кон-
цах выполняют по крайней мере следующие три функ-
ции. Во-первых, 3’-конец служит в качестве прайме-
ра для синтеза новой нити ДНК. Во-вторых, он имеет 
Rep-связывающий сайт (RBS) для Rep78 и Rep68, 
которые обладают хеликазной, цепьспецифической и 
сайтспецифической эндонуклеазной активностью [60]. 
В-третьих, там находится концевой сайт прикрепления 
(ТRS), который идентичен последовательности в 19-й 
хромосоме и выступает в качестве последовательно-
сти для интеграции с вирусным геномом [61].

Инфекционный путь ААВ2 включает несколько ста-
дий (рис. 2). Вирусные частицы сначала прикрепляют-
ся к клеточной поверхности путем связывания с ре-
цептором и корецептором, что в свою очередь ведет 
к интернализации и включению во внутриклеточный 
транспорт [62]. Затем эти частицы проникают через 
ядерную мембрану и либо интегрируют свои геномы 
с геномом клетки-хозяина, либо реплицируют свой ге-
ном внутри ядра [63]. Общепризнано, что основным 

а

б

в

Рис. 1. Структура геномов дикого типа и рекомбинантно-
го вектора ААВ [59]: а — карта дикого типа генома ААВ: 
3 промотора, 4 Rep-белка и 3 белка Cap (VP1–3); б — ти-
пичный рекомбинантный вектор ААВ; в — детализация 
вторичной структуры инвертированных концевых повто-
ров (ITR), Rep-сайт связывания (RBS) и сайт терминаль-
ного разрешения (ТRS)
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клеточным рецептором для связывания ААВ2 являет-
ся HSPG [64].

Благодаря анализу сайтнаправленного мутагенеза 
была обнаружена важность основных аминокислот в 
связывании капсида ААВ2 с гепарином [65].

HSPG выступает в качестве основного рецептора, 
но ААВ2 также связывается с корецепторами — ре-
цептором 1 фактора роста фибробластов (FGFR1) и 
αvβ5-интегрином [66, 67]. FGFR1, как полагают, уве-
личивает степень прикрепления вируса к клетке, в то 
время как αvβ5-интегрин необходим при эндоцитозе 
[68, 69]. После эндоцитоза вирусные частицы ААВ2 
освобождаются от эндосомы при низком рН [70, 71]. 
Низкий рН, вероятно, вызывает конформационные из-
менения вирусных белков, которые играют решающую 
роль в успешном выходе из эндосомы и проникнове-
нии в ядро [72, 73].

В одних ядрах геном ААВ интегрирует в 19-ю хро-
мосому в качестве провируса, а в других вирусные ге-
номы могут оставаться как эписомы [5].

хелперные плазмиды. Трансфекция

Трансфекция — процесс введения нуклеиновой 
кислоты в клетки человека и животных невирусным 
методом. Плазмидную ДНК наиболее часто трансфе-
цируют в клетки, но и другие макромолекулы могут 
также быть введены внутрь клетки, такие как малые 
интерферирующие РНК, олигонуклеотиды, РНК и бел-
ки [74]. Трансфекция может состоять из нескольких 
стадий, но обязательным этапом является образова-
ние в плазматической мембране пор, через которые 
внутрь клетки способен проникать внеклеточный ма-
териал [75, 76].

Стандартный метод получения рААВ включает в 
себя котрансфекцию клеток рААВ плазмидой и упа-
ковочной плазмидой, кодирующей гены Rep и белки 
VP (variol protein) [77]. Кроме того, клетки могут быть 
коинфицированы вирусом-помощником, например 
аденовирусом, который обеспечивает выполнение 
различных функций в производстве ААВ [78, 79]. Как 
следствие, клетки производят не только ААВ, но и 
аденовирусы, которые загрязняют конечный продукт 
(рис. 3, а).

Передовой же метод получения рААВ основан на 
котрансфекции клеток рААВ и хелперной плазмидой, 
полученной из ААВ и аденовируса [80–82]. При этом 
производства аденовируса не происходит (рис. 3, б) 
[83].

Хелперная плазмида, или плазмида-помощник, 
обладает одной или несколькими функциями, ко-
торые отсутствуют у дефектной плазмиды [84]. 
Трансформированные клетки должны быть инфициро-
ваны также вспомогательным вирусом, например аде-
новирусом, что обеспечивает множество необходимых 
преимуществ для производства рААВ [85–87].

Типичные методы производства рААВ-векторов 
требуют котрансфекции клеток плазмидным векто-
ром ААВ2 и вспомогательной плазмидой (хелпер-
ной) [88].

Хелперная плазмида экспрессирует гены rep и cap, 
а также гены, кодирующие продукты, важные для про-
изводства ААВ2 (рис. 4). Простой котрансфекции кле-
ток с хелперной плазмидой и ААВ2-вектором доста-
точно для успешной наработки рААВ [83, 89].

Рекомбинантные векторы, полученные из ААВ2, — 
перспективный инструмент для генной терапии и ней-
робиологии, так как они являются непатогенными и 

Рис. 2. Жизненный цикл аденоассоции-
рованного вируса ААВ2 [59]. Трансдукция 
клетки-мишени инициируется связыванием 
ААВ2 с рецептором на поверхности клет-
ки-мишени и корецептором, затем следует 
интернализация, попадание в ядро, синтез 
ДНК или интеграция в геном и, наконец, экс-
прессия генов
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Рис. 3. Упаковка рекомбинантного аденоассоциированного вектора [83]: а — стандартный протокол; 
рААВ-частицы (rAAV) генерируются в результате котрансфекции клеток, например плазмидой рААВ 
и упаковочной плазмидой, кодирующей ААВ2-белки Rep и VP-белки; к тому же клетки могут быть 
трансфецированы хелперным вирусом, например аденовирусом, который обеспечивает генерацию 
ААВ2-частиц, в результате клетки продуцируют не только рААВ, но и аденовирус; б — новый прото-
кол; рААВ-частицы генерируются в результате котрансфекции клеток рААВ векторной плазмидой и 
новой ААВ/аденовирусной (AAV/Ad) плазмидой, вирус-помощник при этом не нарабатывается. Здесь: 
Х — чужеродный ген, встраиваемый в рААВ; ITR — инвертированные концевые повторы ААВ2; Ad5 — 
общие для аденовирусов серотипа 5 регионы, входящие в состав AAV/Ad-хелперной плазмиды

Рис. 4. Хелперная плазмида (pDG) [90]: плазмида 
несет в себе все гены, необходимые для упаковки 
ААВ2-векторов в капсид, т.е. гены rep и cap АAВ2 и 
гены VA, E2A и E4 аденовируса

Сравнительная характеристика вирусных векторов

Ретровирусы Лентивирусы Аденовирусы Вирус простого  
герпеса

Покс- 
вирусы

Аденоассоцииро- 
ванные вирусы

Размер частицы, нм 100 100 80–120 120–300 200 20–30
Геном РНК РНК днДНК днДНК днДНК онДНК
Емкость, тысячи пар оснований 8 8 20 30–50 (для ампли- 

конов — до 150)
25 4,5–5,0 

Титр, трансдуцирующих единиц в мл–1 106–109 106–109 109–1013 108–1011 108–109 109–1013

Клетки-мишени Делящиеся Делящиеся Большинство Неделящиеся Большинство Большинство
Эффективность трансдукции Низкая Высокая Высокая Низкая Высокая Высокая
Иммуногенность Низкая Низкая Высокая Низкая Высокая Низкая
Интеграция с ДНК реципиента Вероятна Вероятна Нет Нет Нет Иногда возможна*
Продолжительность экспрессии Длительная Длительная Короткая Короткая Короткая Длительная

* Чаще всего находится в клетке в эписомальной форме, иногда интегрирует в геном в качестве провируса. В отли-
чие от ретровирусов интеграция происходит строго по определенному сайту. На основе [10, 13, 36, 44, 94]. Здесь: 
днДНК — двунитевая ДНК, онДНК — однонитевая ДНК.
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могут долгосрочно экспрессироваться в различных 
тканях [91–93].

Основные свойства отдельных вирусных векторов, 
такие как размер вирусных частиц, размер генома и 
емкость вставки, иммуногенность, а также эффектив-
ность трансдукции и экспрессии вируса в клетках-ми-
шенях, отражены в таблице (см. таблицу).

Применение генетических вирусных векторов  
в нейробиологии

Перенос генетической информации в клетки цен-
тральной нервной системы имеет большие пер-
спективы для фундаментальных и клинических ис-
следований в нейробиологии [95, 96]. Так как мозг 
представляет собой сложноорганизованную структуру, 
это делает затруднительным генетические манипуля-
ции в нем [97]. В настоящее время вирусные векторы 
являются наиболее широко используемыми транс-
портными средствами для переноса генов в зрелые 
клетки мозга млекопитающих [98, 99]. Тем не менее 
не существует «универсального идеального вектора» 
и любые исследования мозга требуют использования 
определенных векторных систем [100–102]. Кроме 
того, все вирусные векторные системы имеют свои 
недостатки и преимущества в зависимости от выбран-
ных клеток-мишеней и специфики каждого исследова-
ния [103]. Причем количество векторов, подходящих 
для фундаментальных исследований, превосходит ко-
личество тех, которые могут применяться в клиниче-
ских испытаниях [104, 105]. Сейчас наиболее широко 
используемыми векторами в нейробиологии являются 
аденоассоциированные, аденовирусные, герпесвирус-
ные и лентивирусные векторы [106].

Рекомбинантные ААВ представляют собой векторы 
нескольких серотипов со специфическим клеточным 
тропизмом. Например, AАВ2 заражает преимущест-
венно нейроны, но не все виды нейронов заражаются 
одинаково хорошо. Другие серотипы, такие как ААВ4 
и ААВ5, демонстрируют различный тропизм и способ-
ность к диффузии [25].

Cre-рекомбиназа в сочетании с Cre-зависимой 
экспрессией белков и рААВ используется для дости-
жения экспрессии трансгена в различных нейронных 
популяциях. При этом Cre-зависимые векторы показа-
ли надежную способность к ретроградной инфекции и 
экспрессии трансгена [82].

Генетически кодируемые нейрональные сайленсе-
ры используются для проверки участия нейрональных 
популяций в поведенческих функциях [107]. Например, 
соматостатин-экспрессирующие клетки (SST) в ком-
плексе Бетцингера (структура заднего мозга, которая 
регулирует дыхание) селективно выключались, чтобы 
проверить их участие в дыхании [108]. В этом иссле-
довании использовались G-белки, связывающиеся с 
рецепторами аллатостатина (AlstR) дрозофилы, кото-
рые могут заставить «замолчать» нейроны млекопи-
тающих при образовании комплекса рецептор–лиганд 

путем активации проводимости калия. Отдельно ли-
ганд и его рецептор, как полагают, не могут повлиять 
на нейроны млекопитающих. Использование рААВ2 
позволило добиться специфической экспрессии AlstR 
в субпопуляции клеток SST.

Оценка электрической активности нейронов широ-
ко исследовалась для изучения функции нейронов, а 
в последнее время — для характеристики нейронных 
сетей. Мониторинг активности нейрона — сложная за-
дача, которая чаще всего сводится к крупномасштаб-
ной, мультинейронной визуализации уровня каль-
ция, отражающего электрическую активность [109]. 
Рекомбинантные ААВ могут доставить генетически 
закодированные индикаторы кальция для визуализа-
ции динамики кальция в естественных условиях с до-
статочными уровнями экспрессии для эффективного 
обнаружения. Так, рААВ-экпрессия кальциевого ин-
дикатора camgaroo-2 под контролем тетрациклиново-
го трансактиваторного промоторного элемента была 
осуществлена в обонятельной луковице трансгенных 
мышей CaMKIIa-tTA [110]. Это вызвало экспрессию в 
обонятельных сенсорных аксонах и позволило конт-
ролировать динамику кальция в ответ на различные 
ароматические вещества.

Другой кальциевый индикатор GCaMP3 был экс-
прессирован в клетках моторной коры мыши с исполь-
зованием рAAВ2/рААВ5, что позволило контролиро-
вать динамическую активность нескольких нейронов у 
бегущей мыши [111].

Также ААВ применяются для выявления и оцен-
ки синаптических связей между нейронами разных 
типов. К примеру, такой подход был использован, 
чтобы отличить проекционные модели двух смешан-
ных нейронных популяций, которые различаются по 
экспрессии типов дофаминовых рецепторов 1 или 
2 (D1R или D2R) [109]. Применение Cre-зависимого 
вирусного вектора и сильного промотора EF-1α по-
зволило управлять GFP-трансгеном в сочетании с 
наличием генетической модификации в мышах, что 
раскрыло поразительно четкие различия стриониг-
ральной и стриопаллидарной субстанций [111].

Ампликоны вируса простого герпеса применяются 
для экспрессии генов большого размера или генов с 
повышенной копийностью. Так, например, мутантная 
форма торсина А, который ответственен за развитие 
торсионной дистрофии и формирует витые включения 
в цитоплазматической мембране [112], может быть 
экспрессирована в культуре клеток глиомы с помощью 
ампликона вируса простого герпеса [113].

В лабораторной практике применяются лентиви-
русные векторы с синапсиновым промотором, способ-
ствующим экспрессии заданного гена в любых типах 
нейрональных клеток [114–117]. Также используются 
лентивирусные векторы с промотором, содержащим 
кальций-кальмодулин-зависимую протеинкиназу II 
альфа, с экспрессией в возбуждающих глутаматер-
гических нейронах [118, 119]. Применяются данные 
векторы для оптического и электрофизиологического 
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мониторинга их активности, а также для оптогенетиче-
ской стимуляции, например при остром паркинсониз-
ме, индуцированном посредством медикаментов.

Аденовирусные векторы также применяются в ней-
робиологии, например в оптогенетике. Так, лаборато-
рией S. Kasparova был создан оптогенетический акти-
ватор, который управляет астроцитарной активностью 
через экспрессию разных вариантов чанелродопси-
на-2 (ChR2), с целью запуска внеклеточных событий, 
таких как внеклеточное увеличение концентрации ио-
нов Ca2+ [120].

Заключение

На данный момент не существует универсального 
«идеального» вектора, и разные исследования требу-
ют использования определенных векторных систем. 
У всех вирусных векторных систем будут свои недо-
статки и преимущества в зависимости от выбираемых 
клеток-мишеней и специфики каждого исследования. 
В частности, преимущества рекомбинантных адено-
ассоциированных векторов (способность интегриро-
вать целевой ген в геном хозяина в нужное место, что 
предотвращает нежелательные мутации; встраивание 
как в делящиеся, так и в покоящиеся клетки; широкий 
профиль трансдукции; низкий иммунный ответ; силь-
ная и устойчивая экспрессия трансгена) выделяют их 
среди остальных вирусных векторов и делают эти век-
торы популярным и универсальным инструментом для 
доставки гена in vitro и in vivo.
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