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近几年来．基因治疗研究发展迅速．目的是将外源基因导入靶细胞，在体内产生疗效。早 

在 1990年美国NIH的研究人员就将腺苷脱氢酶(adenosine deaminase．ADA)基因导入病人的 

淋巴细胞．改善了由于 ADA基因缺损造成的免疫缺陷 ．2 J。 

基因治疗的基本策略包括 ：用正常基因置换突变基因恢复细胞的正常功能；导入外源基因 

并表达使靶细胞“自杀”；导入外源基因并表达产生有利的整体反应}导入反义核酸直接封闭或 

破坏有害基因的表达等[1· ]。基因治疗所针对的人类疾病主要是遗传病(造成代谢障碍)、病 

毒病(如肝炎、AIDS等)和癌症。肿瘤的基因治疗是基因治疗研究的首要领域 。 

基因导入的对象只限于体细胞，操作的方式可分为两大类：离体(ex )导入．即将目的 

基因导入分离出来的造血干细胞和淋巴细胞，然后将转基因的细胞回输到体内”’”；体内( 

∞)导入，即将 目的基因直接导入机体内的靶细胞。体 内导入涉及基因投送系统(delivery 

system)，即介导外源基因的载体的研究r81．首先需要解决对细胞表面受体的靶向性问题，包括 

病毒介导 ]、脂质体或高分子聚合物介导 '1 、基因枪．微粒轰击技术 等。有关转基因方 

式的研究已经成为基因治疗研究的新热点。 

基因治疗与病毒学研究密切相关．或将病毒作为载体．或选用病毒调控元件构建目的基因 

的表达盒，或使用病毒来源的基因作为目的基因等。由于病毒表面结构蛋白对细胞膜受体的 

亲和能力．可以使外源基因以较高的效率导入细胞。携带目的基因的病毒载体通过反式互补 

或同源重组构建成重组病毒。病毒载体中通常重组了靶细胞允许的高效启动子，以驱动目的 

基因表达，但其感染过程在复制阶段流产，有的病毒载体可整台于宿主细胞染色体而获得目的 

基因的稳定表达。但是，复制性病毒(Replacation Competent Vi．rus，RCV)的复活和细胞染色体 
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在外源 DNA整合时的未知变异是临床应用中的主要危险．这也是病毒载体研究的主要问 

题 。 

1 逆转录病毒【Retrovirus，RV)衍生载体 ， · 

RV为单链 RNA病毒，基因组长约 1()kb。感染细胞后反转录为双链 DNA，除 HIV以外 

的RV均可整合于细胞染色体上。病毒的整合可能造成细胞染色体上原癌基因的表达，或者 

造成细胞肿瘤抑制因子基因的失活．从而导致细胞癌变。目前使用的 RV载体来源于 MoM— 

Lv 载体中只古有病毒基因组 5 和 3 两端的长末端重复(LTR)序列(包括启动子、增强子和 

整合必需的序列)和 信号(含有结构蛋白进行包装的结合序列和病毒外壳蛋白mRNA的剪 

切信号)。克隆有目的基因的病毒载体需要包装细胞才能成为成熟的病毒粒子，包装细胞的染 

色体上以前病毒形式整合有 RV顺式缺陷的全部结构基因，可表达病毒结构蛋白并将载体 

DNA包装起来。另外，包装细胞染色体上整合的 ellv基因是可选择的，如果整合 MoMLV来 

源的elw，则形成亲和鼠源细胞的嗜单向性(ecotropic)病毒，如 4,-2；如果整合人源病毒的 env， 

则形成对人细胞有特异性的嗜双 向性(amphotropic)病毒，这类细胞有 PA317、 crip等；改变 

ellv的结构可得到具有选择性嗜向的假型病毒(pseudotype virus)【16,iv]。RV载体可高效转导 

复制状态细胞，适用于离体和体 内途径的基因治疗．但是其应用是受限制的。复制性 RV 

(RCR)可能来源于组建包装细胞时辅助病毒的污染，载体也可能与细胞染色体上整合的病毒 

片段重组，使复制能力复活 病毒基因组总是可以在靶细胞染色体上随机整合，即使有害的概 

率极低．但后果是未知的，这是此类载体的主要危险性。 

2 腺病毒{Adenovirus，AdV】衍生载体 81 

AdV属于DNA肿瘤病毒．无囊膜结构，基因组为线状双链 DNA，长约 36 kb。分为早期和 

晚期两部分，早期基因E2产物是晚期基因表达的反式因子和病毒复制必需的因子．早期基因 

Ela、Elb产物还为其他早期基因表达所必需；晚期基因产物是病毒的结构蛋白。因此，E1区 

的缺损可造成病毒在复制阶段的流产。用于基因治疗的 AdV是 Adv．2和 AdV一5，其转化细 

胞的能力相对较低。AdV衍生的基础载体是一个转移载体(如pAdE1CMV)，缺失了腺病毒的 

大部分基因，仅保留E1区、5 端反转末端重复(ITR)序列及其边界区，克隆外源基因的容量可 

选 7～8 kb，并造成 E1基因的插入失活。与野生型辅助病毒共转染细胞，在 El区发生同源重 

组，获得重组 E AdV，这种病毒在普通细胞中不能复制形成病毒粒子。用于共转染的“包装细 

胞“(如 293细胞)染色体上只整合了AdV左臂完整的 El区，Ela、Elb的表达产物为 E—AdV 

的复制提供反式因子。最近报道了另一种构建 AdV表达载体的新方法．其主要改进是将 

AdV全基因组克隆到质粒上．并以该质粒转化的 E．coli为受体菌；同样将外源基因表达盒克 

隆到含 El区的转移载体上，转化上述受体菌，El区介导的同源重组在原核细胞中发生；提取 

重组的质粒 DNA转染允许细胞，病毒粒子可复活成为表达外源基因的 E AdV t9J。AdV有 

较广的敏感谱，并可以感染分裂状态的细胞；由于病毒无囊膜，其保证感染性的结构比较稳定。 

但是，由于 Adv对靶细胞染色体不整合，其表达是短暂的；其他病毒特异性蛋白的同时表达， 

可造成机体的免疫应答，对病毒的重复使用是不利的。 

3 腺联病毒{Adenovirus Associated Virus，AAV)衍生载体 -2 

AAv在人群中普遍存在，但并不致病。该病毒的结构十分简单，核衣壳无囊膜，基因组为 

线状单链 DNA，长约 3 kb，只含有2个结构基因。AAV只有与辅助病毒AdV或痘病毒共感染 
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才能在细雌中复制；在无辅助病毒时，AAV DNA可整台于宿主细胞19号染色体的特定区域 

AAV基础载体仅含 AAV的末端重复(TR)序列，共约 145 bp，为AAv的复制和包装提供必要 

的顺式信号。外源基因表达盒置于两端的TR之间，容量限制在 4 8 kb以内。完成重组 AAv 

的构建为反式互补方式，但比 RV复杂，需要携带 AAv rep和 cap两个基因的辅助载体共转 

染，同时还要有辅助病毒感染．重组了外源基因的 AAV载体才能复制并得以包装。另外的研 

究将 rep和 cap克隆在 AdV上 直接共转染，减少了一个辅助环节。重组 AAv可整合感染非 

分裂状态的细胞，获得较稳定的长期表达。但是，即使在敏感宿主细胞中，要获得高滴度的重 

组 AAV也是很困难的。 

4 单纯疱疹病毒(Herpes Simplex Virus，HSV)衍生载俸【I 

HSV为有囊膜的2O面体，基因组为线状双链 DNA，长 152 kb，分为 UL和 US两个片段， 

由两对反转重复(IR)序列分隔。75个基因可分为极早期、早期和晚期三类。极早期、早期基 

因和晚期至少20种结构蛋白基因为必需基因，约占HSV基因组的一半；与 HSV宿主范围、致 

病性、最适裂解循环等性质有关的一些基因为非必需基因。HSV基因组右端只有三个必需基 

因 ICP一4、ICP一27和 gD，在这些基因附近为非必需基因区，便于外源基因的置换插入．其容量 

可达 45--50 kb。野生型 HSV-1特异性亲和中枢神经系统(cNs)细胞，并进入裂解感染途径． 

即病毒复制并呈细胞毒性；HSV一1一般感染外周神经系统(PNS)细胞．并进入潜伏感染途径． 

但不在细胞染色体上整台，而是以串联体(ooncatemer)或环状分子形式存在。用于基因治疗 

的HSV重组载体应去除病毒的复制能力和神经毒性。研究表明，IE和 ICP一4基因的缺失会 

影响病毒的细胞毒性，ICP 4 HSV-1只能在有互补功能的 E5细胞中复制。有报道在 HSV一1 

的 ICP一4位相重组 CMV极早期基因启动子驱动 LacZ基因表达，该重组病毒可以在大脑细胞 

中潜伏，对神经元无毒性。将 HSV作为转基因载体的另一种方法是所谓扩增子(amplicon)质 

粒的应用，该质粒上只含有 HSV复制起始位点和包装序列(“a”序列) 。将扩增子DNA与 

缺陷型 HSV共转染允许细胞，可以得到有辅助病毒颗粒和质粒串联体颗粒的混台物。有研究 

证实，用扩增子介导可以安全地将外源基因导入神经元|2 。利用 HSV衍生载体的基因治疗 

主要针对 CNS和 PNS疾病，但对于肿瘤的基因治疗也有前途，保留复制能力及毒性的病毒载 

体对动物脑部的肿瘤细胞是有效的。 

5 昆虫杆状病毒fInsect Baculovirus．IBV)衍生载俸【23,24】 

IBV是昆虫的病原体，近十年来已成为一个热门的研究领域，研究将 IBV作为基因工程 

载体，在昆虫细胞中实现外源基因的真核表达 ，以及将野生型或经基因改造的重组 IBV用于 

害虫的生物防治。IBV研究通常以苜蓿银纹夜蛾核型多角体病毒(Autographa californica 

Nuclear Polyhedrosis Virus，AcNPV)为代表种，其基因组为超螺旋环状双链 DNA，长 134 kb， 

AcNPVc6株已被测出 DNA全序列}2 ；病毒粒子有囊膜，野生型病毒以多粒(multinucleo— 

eapsid)形式由多角体蛋白(po[yhedrin，Ph)包埋，形成保护性结构——多角体(polyhedra)。极 

晚期表达的Ph对成熟病毒粒子是非必需的，有非常高的表达水平。重组病毒的构建一般采 

甩同源重组法．即首先将外源基因克隆到AeNPV转移载体上的多角体蛋白基因启动子(Pph) 

下游；当重组转移载体与野生型 AeNPV DNA共转染昆虫细胞时．多角体蛋白基因(ocu)边界 

序列可发生同源交换．而将外源基因定点整合到病毒基因组上，同时造成 一 失活，得到由 

Pph驱动外源基因表达的 OUC AcNPV。近几年发展的 Bac—to-Bac系统利甩原核转座子在大 
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肠杆菌中构建重组病毒．第一步将外源基因克隆到一种转座子载体 pFastBacl上，同样置于 

Pph下游，该载体上只具有 Pph最必需的序列和 SV40的 polyA信号，在 Pph 5 端和 poIyA信 

号 3 端有两个转座子序列；然后将重组 pFastBacl质粒转化一种特殊的受体苗．其中已存在含 

有 AcNPV整个基因组的 Baemid载体 (穿梭载体)．并在辅助质粒 的帮助下低拷 贝复制， 

Bacmid中的AcNPV ocu两侧已加上了转座子结合位点，可以接受 pFastBad上重组的外源基 

因表达盒的整合；提取重组的 Bacmid DNA转化 Sf-9细胞，即得到重组有外源基因的ocu—Ac— 

NPV[ 
。 

IBV的敏感宿主范围比较窄．在哺乳动物细胞中是否可能流产感染，还不能得出明确的否 

定结论。早期的研究发现，AcNPV可以在一些哺乳动物细胞上吸附并进入细胞[” ；甚至发现 

Pph可以驱动报道基因在哺乳动物细胞中低水平表达_铷 ；还有研究表明．AcNPV的另一个 

极晚期基因 p10启动子，在哺乳动物细胞中可以被 AdV来源的蛋白质反式激活驱动报道基因 

表达 J。最近的两篇研究报告明确指出，将报道基因置于 CMV极早期基因启动子或 RSV 

LTR启动子驱动下，并将此表达盒插入 AcNPV OCH位相，以转移载体同源重组方法构建重组 

病毒，介导报道基因在人原代肝癌细胞和肝癌细胞系 HepG2细胞中表达，但直接在 Pph下游 

克隆的报道基因不能表达。该研究认为，重组病毒通过肝细胞膜上的受体实现其内在化(in 

ternalization)，并依赖于吞噬体酸化(acidification)过程，即在低 pH条件下吞噬体膜与病毒膜融 

合而释放病毒粒子。在导入的整个重组 AcNPV DNA中，报道基因重新被表达(de n0vo ex— 

pression)，IBV介导的表达量高于磷酸钙、脂质体和 AdV等方法。该研究认为，由于 AcNPV 

在哺乳动物细胞中不复制、不整合、无非目的基因表达、无细胞毒、病毒有囊膜可将 DNA高效 

导入细胞并对某些肝癌细胞有特殊的靶同性．因此，IBV有潜力作为安全的基因投送系统，这 

种仅作为介导目的基因表达盒的“外壳”(shel1)重组 IBV称为异向载体(xenovector) l1 。 

我们的研究证实，将 AcNPV的ocu(包括调控区)亚克隆到质粒上．并置于 CMV极早期基 

因启动子下游．在 。o5细胞中检测到 Ph的明显的抗原性，据此至步可以认为，OCU的调控区在 

哺乳动物细胞中可以被识别。推测 IBV与哺乳动物细胞可能并无严格的“物种屏障”(speciese 

barrier)，某些基因可能被哺乳动物细胞允许的调控元件串联激活。因此我们认为，IBV不论 

作为杀虫剂还是基因治疗载体．其安全性都有待进一步研究，但就 目前的知识来评价，这两方 

面的研究都是可以成立的。 

可用于基因治疗的病毒载体还有其他来源，如：痘苗病毒(vaccinia virus)作为外源基因表 

达载体早有大量研究，在其双链 DNA 192 kb的基因组中存在多位置的非必需区．可供外源基 

因重组的容量为20--40 kb，该病毒通常的研究目的是构建多价基因疫苗，用于肿瘤的基因治 

疗是有前途的．病毒本身具有安全性，但进行基因改造后未知因素随之产生，构建非复制型载 

体可能更为安全[93】。流感病毒(Influenza virus)的研究证实了体外重组核蛋白体(RNP)的感 

染性，有报道将HIV一1 gp120的抗原决定簇 l2肽编码序列重组于 HA蛋白基因中，表达的HA 

嵌合蛋白的免疫血清与 gpl20产物存在免疫反应，该病毒载体的优越性在于它对特异性 lgA 

粘液免疫的诱导 。仙台病毒(Sendai virus)的研究有待进一步深入．该病毒特有的细胞膜融 

合能力可使这种载体以较高的效率介导基因转移。Semliki森林病毒(Semliki forest virus)可 

作为真核表达载体，也可作为基因治疗载体候选者。Sindbis病毒(Sindbis virus)的研究日益增 

多．近来的研究表明．该病毒具有诱导细胞程序性死亡的能力及对神经细胞的特异嗜性。麻疹 
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病毒(Measles virus)是较温和的致病性病毒．即使构建的病毒载体有复制能力，其安全性也不 

是主要问题 。 

在基因治疗研究中．所应用的各种病毒载体的共同优点就是高效率介导外源 DNA向细 

胞的转移1某些病毒对肿瘤和某些组织的特异嗜性对基因转移的靶向性十分有利，在病毒核壳 

上嵌合异源肽段的假病毒则会提供另一些更有效的靶向作用。但是，安全性问题始终是病毒 

介导基因治疗临床应用的主要障碍，而 IBV载体可以认为相对最安全，但它与哺乳动物细胞 

的关系可能也是最不清楚的。因此，要保证安全性只能以非病毒方式介导单纯的外源基因表 

达盒，向靶细胞导八的是质粒 DNA，其中除了目的基因及其调控区外，只具有原核细胞允许的 

简单质粒结梅 。当然．真核细胞允许的调控序列和 目的基因本身多数来源于病毒，但其结 

梅和功能是可以弄清的。这种方式对介导手段的效率要求较高，近来许多研究集中在这个方 

向上。这种方法被认为是基固治疗 为可取的方式，称为基因治疗学(Gene therapeutics) ]。 
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