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摘要

由于腺病毒(adenovirus Ad)载体在哺乳动物及其多种细

胞上进行基因转移和蛋白表达的高效性 使其在基因疫苗

及基因治疗的研究中受到人们的青眯 成为当前使用最多

的病毒载体之一. 为了克服其存在的不足并取得更满意的效

果 人们在腺病毒载体的构建和改进方面做了大量的工作.

本文谨就腺病毒分子生物学特点 腺病毒载体的优缺点

近年来腺病毒载体构建原理与方法的改进及其在HCV研究

中的应用进展作一扼要综述.
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0   引言

从理论上讲 利用病毒具有与细胞表面受体结合并将

其基因组导入宿主细胞的特性 将控制病毒复制的基

因及部分病毒复制非必需基因去除后 任何一种病毒

都可发展成为基因表达或基因转移载体. 但目前已开发

的病毒载体中 以逆转录病毒载体和腺病毒载体最常

用. 由于逆转录病毒载体能将外源基因整合进靶细胞的

基因组内 实现目的基因的长期稳定表达 因而主要

用于ex vivo的基因研究[1-4] ;但由于外源基因的插入有导

致基因突变的危险 具有潜在的遗传毒性 不能满足in

vivo 基因治疗的需要. 腺病毒载体利用病毒自身感染宿

主细胞的特点 简便有效的将目的基因导入靶细胞 并

使其有效表达. 腺病毒为 DNA 病毒 极少发生插入突

变 载体操作方便 宿主广泛 容易繁殖 并具有携带

外源基因容量大 可表达接近翻译后成熟水平蛋白质

等特点 已被广泛用于多种疾病的 in vivo 基因治疗[5-8].

1   腺病毒的分子生物学

人类腺病毒属于线状双链 DNA(dsDNA)病毒 无囊膜

结构 其基因组与核心蛋白结合形成病毒子内核 蛋

白质外壳是直径约 80 nm 的正二十面体 由 252 个颗

粒组成 几何排列成 240 个非顶角六邻体和 12 个五邻

体. 在超过50种的腺病毒血清型中 人腺病毒2型(Ad2)

及 5 型(Ad5)的研究最为深入 常用作基因转移的载体[9].

腺病毒基因组长约 36 kb 其两端各有一个 100-165 nt

LTR 含有复制起点和包装型号. 腺病毒进入细胞核后

仍保持线状结构 不与染色体发生整合. 其基因组的复

制分为早期和晚期两部分 在早期阶段至少有 7 个病

毒启动子起始转录 产生 30 多种 mRNA 其中 E1a

产物是主要的转录调控物 涉及到病毒和细胞基因的

反式激活 对其他基因的转录有阻遏作用 是腺病毒

复制所必需的基因 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 晚期基因产物是

病毒的结构蛋白[10-12]. 在构建腺病毒载体时 通常将

E1 区基因切除 消除 E1a 产物对其他基因转录的阻遏

作用 并使之变成复制缺陷型的载体. 这种复制缺陷的

重组腺病毒仍具有感染靶细胞的能力但不发生复制

因而不会直接造成靶细胞的损害.

2   腺病毒载体的构建

由于腺病毒基因组较大 不便直接进行分子克隆 故

构建腺病毒载体时 将病毒基因组左端制成含 E1 区

缺失的穿梭质粒(如 pAd.CMV-Link.1) 将目的基因插

入其多克隆位点后再与含腺病毒基因组的重组质粒(如

pJM17)共转染至 293 细胞内进行同源重组[13-16]. 由于人

类巨细胞病毒(human cytomegalovirus  HCMV)的主要立

即早期启动子(immediate early promoter IEP)可以明显

的提高腺病毒载体的基因表达水平[17,18] 所以在构建

腺病毒穿梭质粒时 常把 CMV IEP 构建在插入的目的

基因之前 用于提高插入基因的表达水平. 人腺病毒本

身的宿主范围不广 不符合作为腺病毒载体的要求 但

当腺病毒与 SV40 病毒或其他猴病毒发生重组后 宿

主范围的限制性得以克服[19,20] 能有效地转化非分裂

细胞 并大量表达外源蛋白 在此猴病毒显然起了一种反

式的辅助功能. 在我们的实验中 包装腺病毒载体的穿梭

质粒 pAd.CMV-Link.1 就是 Ad5 与 SV40 的杂合体.

        在构建 HCV 结构基因腺病毒表达载体时 将 HCV

结构基因的不同片段定向克隆到以E1区缺失的腺病毒

基因组左端部分制成的穿梭质粒pAd.CMV-Link.1中[21].

由于 E1 区基因为腺病毒复制所必需 E1 区的缺损可

造成病毒在复制阶段的流产 因此需要有转化了 E1 区

基因的包装细胞即人胚肾 293 细胞提供反式补偿才能

复制和扩增. 包装腺病毒载体时 需将插入了目的基因

的穿梭质粒与含腺病毒基因组的重组质粒 pJM17 共转

染至转化了腺病毒 E1 区基因的包装细胞 293 内进行同

源重组[14,15]. 由于pJM17是包装信号( )缺失的腺病毒基



因组质粒 他本身不能被包装成病毒[22] 必须与含包

装信号( )的穿梭质粒 pAd.CMV-Link.1 重组后才能形

成有感染性的病毒. 这表明 要形成能持续复制传代的

有感染性的腺病毒载体 基因组重组质粒 pJM17 穿

梭质粒 pAd.CMV-Link.1 和包装细胞 293 三者缺一不可.

因此 在腺病毒载体包装时 有重组病毒生成后形成

的空斑就是含有目的基因的阳性空斑[23].

3   腺病毒载体的优缺点

腺病毒载体法是基因治疗中最有前途的基因转移方法

之一 其在介导体内基因治疗方面所表现出的多方面

的优势使得这一载体系统正在成为基因治疗领域中最

具魅力的载体之一. 腺病毒的生物学特性已得到广泛的

研究 由于其含有一个中等大小的基因组(平均 36 kb)

适合于容纳较大片段基因 与逆转录病毒载体相比 腺

病毒载体能有效地把外源基因转运到各种靶细胞和组

织中. 腺病毒载体作为真核细胞基因转移载体有以下优

点[24-26] : (1)制备简便: 腺病毒基因组的结构和功能研究的

比较清楚 载体容易构建和操作. (2)宿主范围广:可转

入分裂后的非分裂细胞中发挥作用 也可以感染处于

分裂状态的细胞. (3)感染性强:可经不同途径进入不同组

织(可以在肠道内繁殖 也可以在呼吸道内繁殖). (4)包

装容量大:经改建的腺病毒基因部分缺失载体的克隆容

量可达 10 kb[27] 腺病毒基因完全缺失载体的克隆容量

可高达37 kb[28]. (5)病毒繁殖滴度高. (6)安全性好:重组腺

病毒在结构上比较稳定 小鼠实验证明 腺病毒 DNA

一般在染色体外存在 无病毒基因整合的证据 因而

不会引起插入突变 野生型 4 7 型腺病毒在成人只引

起很轻的疾病 在美军中用野生型 4 7 型腺病毒株作

为口服活疫苗预防呼吸道感染免疫接种 30 a 证明是

安全可靠的 目前无资料证明 4 7 型腺病毒感染与人

类恶性肿瘤有关 在人类的肿瘤细胞中未发现有腺病

毒基因组的整合. 由于以上特点的存在 使腺病毒载体

成为继逆转录病毒载体后被广泛应用的载体系统 尤

其在 in vivo 基因治疗和研究方面更为突出.

        腺病毒载体同样还存在着一些不足[29-31] 为了克

服这些不足 人们不断对其进行着改良. 第一代腺病毒

载体是由去除其基因组 E1 和 / 或 E3 区而获得的 复

制需在表达 E1 蛋白的 293 细胞中完成. 由于载体与 293

细胞间存在同源序列 载体在 293 细胞中繁殖时通过

重组可重新获得 E1 区 出现复制型腺病毒(RCA) 使

其可以合成腺病毒的早期和晚期蛋白 激发宿主针对

腺病毒的细胞和体液免疫 使第一代腺病毒载体在体

内的持续时间及再次应用受到限制. 为了减少RCA的产

生 进一步降低病毒自身蛋白的合成 人们利用互补细

胞系[32] (如 PER.C6  能表达 E1 蛋白 但与载体不存在

同源序列)代替 293 细胞 并制备了双缺失的第二代腺

病毒载体[33] ;只保留复制和包装必需的顺式作用元件而

去除了腺病毒载体中所有编码基因的第三代腺病毒载

体[28] (即所谓 无肠 gutless). 这些改良的载体可避

免 RCA 的产生 大大降低宿主对病毒的免疫反应 利

于载体的长期应用.

4   腺病毒载体在 HCV 研究中的应用

目前 表达 HCV 基因的腺病毒载体已广泛应用于 HCV

的分子生物学 发病机制 疫苗研制及 HCV 所致的肝

硬化和肝细胞肝癌等方面的研究. 腺病毒表达载体是一

种很好的 HCV 抗原表达载体[34] 用其免疫小鼠后可以

产生有效的针对 HCV 的细胞免疫和体液免疫[35] 尤其

是其表达的 HCV 结构抗原CE1或CE1E2可以刺激机体

产生有效的 CTL 效应 且这种 CTL 效应可持续 100 d

以上[36]. 有人利用携带HCV 结构和非结构基因的腺病毒

载体进行免疫诱导 确定了几个人HLA-A2限制的HCV

CTL 表位[37]和几个小鼠 H-2d 限制的 HCV CTL 表位[36]

这对设计和研制抗HCV治疗性疫苗具有重要意义. 有人

分别利用表达 HCV C-E1 和 HCV C-E2 蛋白的腺病毒

表达载体感染树突状细胞(dendritic cells DC) 证实

了 HCV C-E1 和 C-E2 蛋白的表达均可导致树突状细胞

抗原呈递功能的降低 从而引起抗 HCV 的 T 细胞免疫

功能缺陷 导致 HCV 的持续感染[38,39] ; 但也有人利用该

载体进行研究得出了不同的观点 认为 HCV C 及 C-E1

蛋白的表达并不影响宿主清除肝细胞HCV感染的能力[40].

此外 还有人利用表达 HCV C 蛋白的腺病毒表达载体

证实了 C 蛋白的表达可影响细胞的生存能力和细胞膜

的通透性[41] ; C 蛋白的表达在丙型肝炎患者肝细胞的恶

变过程中起一定作用[42] ; 也有人认为HCV保守的C蛋白

在 HCV 疫苗的研制中具有重要作用[43].

       诸多的研究表明 腺病毒载体是一种很好的基因

转移和表达载体 有较好的发展潜力.
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