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仁摘要习 从 四方面评述病毒基因转移载体是真核细胞基 因工程的有力工具
:

( 1) 逆转录病毒载体

一基因治疗传统载体
;

( 2) 人类腺病毒载体
-

一基因治疗新载体
;

( 3) 禽痘病毒载体和非复制
J

隆载体用于基因治疗及动物模型的潜力
; ( 4 ) 植物病毒基因转移载体

。

「关键词〕 病毒载体
,

基因转移
,

基因治疗
,

逆转录病毒
,

腺病毒
,

禽痘病毒
,

植物病毒
,

非复

制性载体

基因转移的方法有多种
,

都是使细胞获得某种基因以达到治疗疾病或抗病育种 目的
。

由

于有效 的基因治疗 以及抗病育种
,

都与如何将外源基因转移到细胞内并进行有效的表达密切

相关
,

因此真核基因转移和表达的研究便成为基因工程前沿的一个重要领域
。

病毒载体介导的基因转移是将需要转移的外源 D N A 插入病毒 D N A 或 RN A 中
,

借助病

毒的侵染机制将其携带进入体细胞
,

有的并整合入体细胞基因组中
。

至于 RN A 病毒
,

则可通

过逆转录酶的作用产生
c D N A 克隆

,

进而用来感染机体
。

通常采用的逆转录病毒载体 当属典

型代表
,

并且应用最广
。

植物病毒载体在基 因转移中也有独到用途
。

由于病毒基因组结构简

单
,

分子背景比较清楚
,

易于改造和操作
,

而且转染率高
,

又有较高的靶细胞特异性
,

这些

都是其它载体系统所无法 比拟的
,

故病毒基因转移载体在真核细胞基因转移载体
,

尤其是在

以基因治疗为目的的载体系统中显得格外令人瞩 目
。

从理论上讲
,

任何病毒包括 D N A 病毒
、

有逆转录过程的 R N A 病毒以及无逆转录过程的

R N A 病毒
,

都可以改造成为基因转移或基因表达载体
。

目前
,

以逆转录病毒介导的基因转移

技术在欧美已用于临床试验
。

不论在体 内
,

还是在体外
,

目前以逆转录病毒载体在具有分裂

功能的细胞中进行基因转移和表达最为成功
。

而在分裂期后的基因转移中
,

近年研究报道较

多的病毒载体有重组腺病毒 ( A d) 载体
、

单纯疤疹病毒载体
、

E B 病毒载体和细小病毒载体等
。
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特别是以腺病毒等 (甚至将来以禽痘病毒 ) 作载体
,

可不必将基因整合入体细胞基因组中
,

但

仍可通过基因表达达到治疗疾病的目的
。

1 基因治疗传统载体— 逆转录病毒基因转移载体

长期以来
,

逆转录病毒 ( R N A 病毒 ) 由于其特殊的生活周期一直受到青睐
,

人们将它改

造成为相当安全的
、

能将目的基因携入受体细胞基因组的载体
,

并已得到广泛应用
。

构建逆

转录病毒载体的基本原理是
,

病毒的长末端重复序列 (L T R ) 可以对插入的外源基因进行有

效的转录
。

迄今
,

除极少数外
,

几乎所有成功的人类基因转移试验都是依赖于逆转录病毒载

体转导基因 〔“ 〕
。

所以
,

正确认识基因转移用逆转录病毒载体系统的优点和缺陷
,

具有重要意

义
。

基因转移用逆转录病毒载体是指去除或更换了所有病毒基因
,

从而使载体感染细胞后不

产生病毒蛋 白的逆转录病毒
。

病毒复制功能则通过采用产生所有病毒蛋白
,

而不产生感染性

病毒的逆转录病毒包装细胞来提供
。

逆转录病毒载体以 D N A 形式引入包装细胞
,

从而产生病

毒颗粒
。

此颗粒携带载体 RN A
,

并能感染靶细胞
,

但感染机体后不会增殖
,

从而排除了进一

步传播病毒的可能性
。

为了将这一过程与病毒持续复制和传播的常规病毒感染区别开来
,

经

常使用术语
“

转导
” ,

而不使用
“

感染
” 。

对常用的鼠源逆转录病毒的结构与功能研究得 比较

清楚
,

载体病毒可以感染许多细胞类型
,

感染率可达 1 00 %
。

现已有多种外源基因经逆转录病

毒在多种细胞 (包括骨髓淋巴细胞
、

皮肤上皮细胞
、

成肌细胞
、

肝细胞
、

血管内皮细胞等 ) 中

获得转移和表达
,

不论是否加辅助病毒
,

均可获得较高表达
。

基因治疗用逆转录病毒载体的

主要优点是
,

能将基 因高效转入复制性细胞
,

转移的基因能精确整合入细胞 D N A
,

基因转导

后 不发生进一步序列扩散
。

能将基 因有效稳定转入靶细胞
,

尤其是原代体细 胞 s( o m at ic

ce ll s )
,

这是其它基因转移技术所不具备的
。

而这正是逆转录病毒载体用于基因治疗的主要诱

人之处
。

但是
,

重组逆转录病毒载体只能携带较小的基因或序列 (重组病毒包装的上限为 10 一 n

k b )
,

病毒滴度与临床要求相比较低 (重组病毒携带外源基因大于 9 k b 时
,

其滴度一般很难达

到要求 )
,

并有一定的宿主细胞范围
。

即使双嗜性载体也还不能解决感染特异性靶细胞的问题
,

加之安全间题 (致瘤性 ) 尚未完全解决
,

这对于需要长期
、

反复治疗的单基因遗传病患者要

慎重
。

逆转录病毒载体明显不能感染非分裂细胞
,

只能携带较小的基因或序列
,

安全问题尚

未完全解决
。

此外
,

由于逆转录病毒载体不能合成
,

而必须通过细胞培养来生产
,

因此不能

完全确定用于基因转导的逆转录病毒载体制剂的特性
。

逆转录病毒载体不同于蛋白或其它简

单化合物
,

它是蛋白和核酸的复杂化合物
,

制成后不能纯化至同源性
。

这意味着
,

必须广泛

检测载体生产用细胞系受外源微生物 (包括 自主复制性逆转录病毒 ) 污染的可能性
。

其它污

染物
,

如包装人逆转录病毒载体的细胞核糖核酸 ( R N A s ) 也可能存在
。

这类 R N A s
中

,

有些

能逆转录并整合入经逆转录病毒载体转导的细胞内
,

但其可能性只能凭经验在动物模型和人

体试验中确定
。

逆转录病毒载体潜在的另外两个问题是插人突变和辅助病毒产生
。

原病毒 D N A 随机整

合入靶细胞染色体可能发生插入诱变
。

以细胞致癌基因的激活为例
,

凡是导致新序列整合入

细胞基因组的任何基因转移技术
,

都可能涉及这一间题
,

只有腺联病毒可能例外
,

因为基因
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组优先整合入 19 号染色体上某一区域
。

尽管逆转录病毒激活小 鼠细胞致癌基因已有多例
,

但

都是在辅助病毒传播性感染的条件下发生的
。

复制缺陷性逆转录病毒载体感染后
,

致癌基因

的活化是否以可观频率发生
,

尚待观察
。

尽管在逆转录病毒载体生产期间
,

在人类试验中迄今还没有一个生产批次的逆转录病毒

载体
,

也没有一名患者检出存在辅助病毒
,

但辅助病毒产生的潜力仍应当提防
。

辅助病毒产

生的潜力
,

依赖于逆转录病毒载体及其生产用包装细胞中的病毒基因序列
,

包装细胞含有为

病毒蛋 白合成所必需的所有序列
,

逆转录病毒载体含有为病毒感染所必需的顺时序列
,

所以

这些序列间的重组就有产生辅助病毒的潜力
,

但好在避免了不同序列间的同源重叠
。

迄今
,

美

国食品和药物管理局 (F A D ) 许可的所有载体
,

均是用 P A 3 1 7 a m p h ot or IP C 逆转录病毒包装细

胞生产的
。

P A 3 17 细胞是采用含有编码所有逆转录病毒蛋白的一个相邻序列的 D N A 转染小

鼠细胞而建立的
。

显而易见
,

P A 3 17 细胞在引入上述相邻序列两端具有广泛同源重叠的逆转

录病毒载体后
,

就能产生辅助病毒
。

但是
,

采用缺乏或没有上述 P A 3 17 细胞病毒序列重叠的

载体
,

就排除了辅助病毒产生的可能性
,

即使用允许此类事件放大的严格方法检测亦如此
。

其

它包装细胞设计则使置于不同质粒上的不同逆转录病毒编码区分离
,

这应能降低通过重组产

生辅助病毒的可能性
,

采用这类包装细胞系生产的载体
,

目前正 由 F A D 审批
。

最近
,

通过逆转录病毒感染进行骨髓移植的 8 只恒河猴中
,

有 3 只已在移植后 6个月左

右发生了胸腺淋巴瘤
巨’ 〕

,

所用逆病毒制剂是受辅助病毒严重感染过的
。

为产生高效价载体病

毒
,

所用载体采用包装细胞共培养来生产
。

但这种方法也产生 了辅助病毒
,

因为高效价载体

可提高骨髓细胞感染率
。

已证实
,

采用污染辅助病毒的载体
,

猴体骨髓干细胞能受感染
。

这

些情况与以前食蟹猴 ( c y n

om
o l o g o u s m a e a q u e ) 和恒河猴接触

a m p h o t r o p i C 辅助病毒后却未检

查疾病形成对 比
。

以前试验 目的在于支持所实施的人类基因治疗试验的安全性
,

而现在事实

说明
,

对用于人类的载体制剂
,

需要严格检测
,

必须缺乏辅助病毒才行
。

此外
,

由于特定外源基因的导入以及其基因产物带来的不 良后果
,

目前还很难评价
。

2 基因治疗新载体— 人类腺病毒载体

与逆转录病毒载体相 比
,

人类腺病毒 ( A d) 载体的独特优点在于
:

具有携带大片段外源

DN A ( 3 6 k b 基因组 ) 的潜力
,

很高的体外培养增殖滴度 ( 10
」̀

p f u / m L )
,

能感染分裂期后的

非复制性细胞
,

适于感染原位组织尤其是肺脏等
。

因此
,

近年来 A d 用作基因治疗载体受到重

视
,

成为高科技前沿领域的一大研究热点
。

腺病毒载体介导的外源基因转入哺乳类和人体细

胞的方法有
:

l( ) 体外
,

仅供研究
; (2 ) 体内

,

用于基因治疗
。

腺病毒载体介导的基因治疗

是将 目的基因直接转移到人体的组织细胞里
,

经适当表达来纠正病症
,

从而达到治疗 目的
。

比

如
,

借助重组复制缺陷型腺病毒载体
,

将正常人 C F T R CD N A 直接转移到体内呼吸上皮细胞
,

可能纠正基因突变所造成的肺部病症
仁5口。

这种基因疗法之所以尚未采用体内
、

外结合的离体

( e x vi v o) 策略
,

是 由于重组腺病毒载体基因并不插入受体细胞的基因组
,

而是以染色体外形

式长期存在和表达
,

故安全性亦高于逆转录病毒介导的基因治疗
。

利用人类腺病毒 ( A d) 构建基因治疗载体有以下优点
:

( .l) 有关 A d 的基因结构与功能已研究得比较清楚比
6一幻

。

对人类腺病毒血清 2 型 ( A d
Z
)

和 5 型 ( A d
s
) 的遗传背景和生化特性 已有深入研究卜 `

,

尤其是对 5 种 A d 的 D N A 全序列测
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定工作即将完成 .l[
6

,
8一 9 〕

。

人类腺病毒疫苗株— 血清 4 型 ( A d
4
) 和 7 型 ( A d

7
) 的遗传背景

和生物化学特性虽未研究透彻
,

但作为病毒疫苗株 已广泛应用
仁6

一

8」
。

( 2) A d 基因容量大
。

以 A d 为载体
,

插入外源基因 ( D N A ) 的容量可与杜兴氏肌肉营养

不 良 ( D M D ) m R N A ( d y s t r o p h i n m R N A ) 的大小相 比
。

假如采用辅助病毒增殖重组腺病毒
,

腺病毒特性容许插入外源 DN A 可达 30 kb 以上
,

最大可达 36 k砂
, `侧 。

但实际上 目前所重组的

外源免疫原基因尚不足 6
.

0 k b
。

( 3) A d 比较稳定
,

相对安全
,

致病性低 巨6一 `们
。

与其它病毒如痘苗病毒相比
,

腺病毒相对

稳定
,

含有外源基因的重组腺病毒
,

在哺乳动物细胞内增殖极其稳定
,

目前的研究没有发现

序列丢失或重排现象
。

自 60 年代开发出 A d
4

和 A d
7

减毒 口服活疫苗以来
,

美国 (主要是美

军 ) 已有 1亿人次 口服使用 A d
毛 ,

A d
s

和 A d
7

活疫苗胶囊来预防上呼吸道感染
。

就目前所知
,

服苗者没有或儿乎没有不良反应
,

有效率 99
.

7 %
。

而且在人类的肿瘤细胞中
,

至今尚未发现

有腺病毒基因的整合
。

( 4) A d 易于大量培养而且成本低廉
,

采用旋转大立瓶组织培养细胞增殖可产生高滴价腺

病毒 (经常获得大于 10
, 。

p f u/ m L 的毒价 )
,

纯化也容易
,

并可浓缩至滴度超过 10 “ p f u/ m l
洲 ,

这对体内应用重组 A d 活载体进行组织特异性表达外源 目的基因来治疗疾病
,

亦是十分重要

的 . `
,

, 。
, ’ `〕

。

(5 ) 腺病毒感染的宿主细胞极为广泛
,

而且由于它是 D N A 病毒
,

不会受其它 R N A 信息

的干扰
。

A d 能将编码酶的基因转移到小鼠肝脏
厂,

,
5 飞2 〕

、

肺上皮 仁̀ 3〕 、

棉鼠气管上皮
〔5〕、

大鼠和小

鼠脑细胞厂̀ 2
, ` 4〕

、

人类内皮细胞 . `〕或肌肉组织 l0[
, `钊
中

,

并获得成功表达
,

乃至长期高效表达
,

故

被证 明是有效的基因治疗载体
。

腺病毒宿主范围宽广
,

不依赖于宿主细胞增殖
,

这就许可使

用动物模型研究治疗遗传病如 D M D 等 l[,
5

, ` 。一 “ 〕 。

( 6) A d 可在肠道繁殖
,

也可在呼吸道繁殖
,

因而适于感染原位组织器官
,

尤其是肺脏

(如人肺囊性纤维化 (C F ) 的基因治疗等 l[,
6一 ’ 。口 )

,

为基因治疗提供了便利
。

迄今
,

A d 基因治

疗载体最杰出的应用
,

就是通过气管内滴注将 C F 跨膜传导调节因子 ( C F T R ) 基因转入棉鼠

气管上皮 l[,
5〕。

已转移 C F T R基因的表达
,

经 N or t h er n
分析法检测可持续 6 周

。

感染后 n 一

14 天
,

用抗人 C F T R 抗体均检出人 C F T R 蛋白
。

这些令人鼓舞的实验结果
,

为业已开始的人

类基因治疗临床试验奠定了基础
。

( 7) A d 载体最 大的 优点之 一 是
,

它 能 感 染 分 裂期 后 的非复制性 细 胞
,

如 肌 管

( m yo ut be s )
、

神经元 (包括脑组织细胞 ) 及逆转录病毒无法感染的一些细胞
,

从而进一步拓宽

了基因治疗的应用范围仁8
,
1

卜 “ 〕 。

例如
,

Q
u a n t i n 等 ( 2 9 9 2 ) 〔

` 。〕设计了指导 件半乳糖昔酶 ( l a e Z )

肌肉特异性表达的一株重组 A d
s ,

此重组体能指导体外肌管中 lac Z 表达
。

重组体感染后可在

小鼠肌肉内表达到 75 天
。

与机体肌肉组织基因转移或成肌细胞转移等方法相 比
,

他们获得重

组体表达的效率和稳定性都非常好
。

此重组体在两种啮齿动物肌原细胞系肌管和小鼠肌肉组

织中
,

能有效地表达基因
。

最近将 lac Z 基因由 A d 载体转入大鼠脑细胞并获得成功表达
,

这又

为 A d 载体介导的脑组织基因治疗展现 了光明前景
。

目前研究使用的均为缺陷型 A d 基因治疗载体
,

它虽不能单独复制和增殖
,

但其基因转录

可以相当活跃
,

在适当的结构下
,

外源基因可以在 A d 不繁殖的情况下获得持续高效表达
,

这

为使用这类载体进行人类基因治疗开辟了新途径 .l[
5

, ` 。一 `们
。

美国 H u n g P P 教授 1 9 9 2 年指出
,
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通过缺失人类腺病毒 (属 A d
, ,

A d
s

或 A d
:

中某一血清型 ) 基因组某区段序列而构建成非复制

性重组载体活疫苗
,

口服此疫苗仍可一过性感染 ( A b or t ive i n fec
t io n) 机体很多部位

,

在早期

启动子驱动下表达重组的外源基因
,

使接种者获得免疫保护
,

但不产生子代病毒
。

这从另一

方面说明了缺陷型 A d 载体有重要研究使用价值
。

利用 A d 构建基因治疗载体也存在一些间题
。

当前
,

用作载体的很多腺病毒结构基因表达

蛋白的包涵体具有很强的免疫原性
,

可以激发免疫应答或者具有其它不 良反应
仁’

·

`卫圣。

不过
,

能

诱生免疫应答这一缺陷可通过使用不同血清型腺病毒载体予以弥补
。

另外
,

腺病毒载体转移的基因在表达上潜在着不稳定性
,

因为载体本身不会整合人染色

体 D N A 中
,

A d 载体 D N A 不能整合到靶细胞基因组中
仁,

,
5

,

川
。

不过
,

这在基因治疗上不必考

虑会发生插入突变
,

这就提供了逐剂使用治疗基因的灵活性
。

3 禽痘病毒载体和非复制性载体用于基因治疗及动物模型的潜力

近年来
,

禽痘病毒作为基因工程疫苗的重要载体已被确认
。

非复制性禽痘
、

痘苗及人类

腺病毒载体疫苗的构建成功
,

尤其是最近非复制性金丝雀痘狂犬病毒重组疫苗的人体初免疫

试验取得 良好效果
,

更是举世瞩 目
。

现 已发现
,

禽痘病毒具有病毒基因组庞大
、

易于操作和

价格低廉等与痘苗病毒载体相似的优点
。

其产毒性复制 自然限定于禽类
,

却又成为禽痘病毒

载体最大的优势
。

研究表明
,

非复制性禽痘
、

痘苗及人类腺病毒重组活载体疫苗在技术上可

行
,

免疫效果可靠
。

非复制性载体同样可适用于基因治疗
。

以细胞因子和反义技术阻断乙型肝炎病毒复制及

基因表达的研究为例
,

只要求载体所携带的细胞因子基因能得到适度表达
,

产生有生物学活

性的细胞因子
,

起到广泛的免疫学效应及抑制病毒复制的作用
;
要求针对抑制病毒复制有效

区段基因的反义 R N A 基因
、

瑞泊酶基因 ( iR b oz y m e
基因 ) 和反义瑞泊酶基因 ( A n

itz y m e 基

因 ) 得到高效表达
,

从而重点在 m R N A 水平上达到充分抑制病毒复制增殖的效果
,

而病毒载

体是否增殖就无关紧要了
,

且病毒载体不增殖亦能达到效果则更安全
。

因此
,

如能发现对人

体尤其是人肝脏产生一过性感染的禽痘病毒
,

用其作为非复制性载体进行短期基因治疗
,

以

抑制乃至清除携带者体内乙型肝炎病毒
,

这将是一个很值得探讨的问题
。

鉴于非复制性载体的高度安全性
,

除逆转录病毒载体外
,

非复制性痘病毒和腺病毒 (包

括禽痘病毒和禽腺病毒 ) 载体等用于基因治疗会有所作为
。

当然
,

这里所说的基因治疗
,

实

际上是一般意义上的生物工程治疗
,

因为很可能不涉及基 因的整合
,

只要求短期有效达到 目

的即可
。

这类措施有其适用范围
,

也应有生命力
。

此外
,

鸡
、

鸭
、

堆
、

鹤鹑等禽类均是重要的实验动物
,

重组禽痘病毒载体对建立人类疾

病家禽实验动物模型会有助益
,

尤其在人类疾病基因治疗的禽类实验动物模型研究及疗效观

察上更有用处
。

如
“

阻断乙型肝炎病毒复制及基因表达的研究
”

是国家
“

86 3 ”

计划课题
,

并

以鸭乙型肝炎病毒在鸭体内复制及基因表达的阻断情况作为实验动物模型
,

来考查细胞因子
,

反义 R N A
、

iR b oz y m e 和 A n it yz m e
基因治疗的效果

。

但所用载体是痘苗病毒
,

增殖能力低且

缺乏嗜肝性
,

对疗效观察尤其是反义基因的治疗效果观察很不利
,

因为只有反义基因得到高

效表达
,

反义 R N A
、

iR b oz y m e 和 A n
itz y m e 远远多于 m RN A 才能有效

。

用对鸭敏感的火鸡痘

病毒或其它具有一定嗜鸭肝性的禽痘病毒为载体则会收到较好效果
。
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最近
,

以腺病毒为基因转移载体的工作表明
,

这一载体系统不久将成为基因治疗的一项

重要工具
。

同样
,

禽痘病毒载体也可能成为人类疾病实验动物模型研究
,

及传染病
、

遗传病

和肿瘤病基因治疗研究的有效工具
。

总之
,

非复制性病毒载体
,

在基因治疗研究与动物模型建立等生物工程领域
,

具有应用

前景
。

4 植物病毒基因转移载体

Br iss on 等 ( 1 98 4) 仁̀ 5 〕首次报道
,

通过烟草花叶病毒 ( c A M v ) 携带标记基因转化植物取得

成功
,

并获得表达
。

近年来
,

病毒载体和具有 iT 质粒转移能力的载体相结合
,

产生了一种农

杆菌感染 ( A g r o 一

i n f e e t io n ) 技术
。

它是将病毒 D N A 或
e D N A 通过无致癌能力 ( d i s a r tn e d ) 的

质粒转入植物
,

获得受系统感染的植株
。

这种转移 DN A 的方式
,

实际上与农杆菌介导的转移

非常相似
。

至于 目前发现的两种农杆菌 ( A g r o b a e t e r i u m t u m e f a e ie n s 和 A
.

r h i z o g e n e s )
,

其作

为基因转移载体的原理之所以相同
,

那是由于它们体内都有一种质粒 ( iT 或 iR )
,

这种质粒中

有一段 D N A
,

称为 T
一

D N A
,

能够整合到植物基因组中
,

并得到表达
,

且转化频率相当高
。

进

一步研究发现
:

( 1) 去除了对植物有害的
。 n c (致癌 ) 区的 T

一

D N A
,

仍具有整合到植物基因

组中并再生植株的能力
; ( 2) V ir 基因为 T

一 D N A 转移所必要
,

但能从另一种质粒上转移过来

而发挥作用
。

这两点重要发现
,

使农杆菌在植物基因工程中的应用得 以实现
。

首先
,

去除 on
c

基因可使 T
~

I )N A 的长度减短
,

并使转化后的植株具有正常的生长形态
。

其次
,

iV
r 基因在质

粒间的移动功能为双元载体的产生奠定了基础
。

这种双元载体既能在大肠杆菌中复制
,

又能

在农杆菌中复制
。

目前
,

对 T
一

D N A 最重要的改造是
,

去除对植物有害的 on
c 区段和其它为 T

-

D N A 转移所不需要的部分
,

进而在 T
一

D N A 两端中间插入各种有用的 DN A 片段
,

如植物选择

标记基因
、

克隆位点以及结构基因等
。

植物病毒载体具有容易感染
、

宿主专一性
、

复制能力较强以及表达效率较高等特点
。

但

是
,

植物病毒载体在基 因工程中的广泛应用
,

仍受到许多限制
:

(1 ) 转移 1) N A 片段的大小受

限
; (2 ) 病毒感染使植物出现病状甚至死亡

; ( 3) 病毒 R N A 合成时错误率较高
,

从而导致基

因表达错误
; ( 4) 外源 D N A 并不一定能传递给下一代

; ( 5) 病毒基因组对重组入的外源 DN A

的排斥作用
; ( 6) 病毒基因组很难整合到植物基因组上

。

中国医学科学院副院长兼中国协和医科大学副校长卢圣栋教授审阅此文
,

特致谢意
。
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