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摘要：辅助病毒依赖型腺病毒载体（8*>:*,!K*:*=K*=9 .K*=<NA,.> N*C9<,，OMSK）缺乏所有腺病毒的编码序列，与非

复制型的第一代腺病毒载体（LA,?9!P*=*,.9A<= .K*=<NA,.> N*C9<,，)VSK）相比，具有载体免疫原性低、安全、转移容

量大和持续表达等特点，现广泛用于遗传性疾病、神经退行性疾病和肿瘤等的基因治疗和特异性靶向治疗

研究。本文综述了 OMSK 构建和应用等方面的研究进展及未来的发展方向。
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非复制型的第一代腺病毒载体（ LA,?9!P*=*,.9A<=
.K*=<NA,.> N*C9<,，)VSK），可有效转导不同物种、不同

种类和不同复制周期的细胞，且转基因的表达量高，

被广泛用作基因治疗载体。但由于 )VSK 仍保留了

大部分腺病毒（SK*=<NA,-?，SK）基因组，在转导细胞

内，低水平表达腺病毒基因，既可对转导细胞产生直

接毒性作用，也可诱导机体产生针对病毒载体及转

导细胞的细胞免疫应答，导致病毒载体重复应用时

效果下降，转基因表达短暂，同时产生长期的毒性作

用［%］。这些不足限制了 )VSK 在治疗需长期表达转

基因的疾病上的应用。因此，科学家们在 )VSK 的

基础上，研制了一种全缺失的腺病毒载体［$］，缺乏所

有腺病毒的编码序列，只含有约 (00 +: 的腺病毒

M3S 复制和包装的顺式作用元件，需要辅助病毒为

其反式提供腺病毒载体包装需要的所有蛋白，因此，

又被 称 为 辅 助 病 毒 依 赖 型 腺 病 毒 载 体（8*>:*,!
K*:*=K*=9 .K*=<NA,.> N*C9<,，OMSK）。与 )VSK 相比，

OMSK 具有转基因表达时间长、转基因容量大、安全

性好和副作用小等优点。

! OMSK 构建及制备

OMSK 的生产及制备涉及 D 种不同成分的共同

作用，分别是 OKSK、辅助病毒及包装细胞株。

!"! #$%&
缺失腺病毒基因组的所有编码基因，仅含有腺

病毒 基 因 组 末 端 的 非 编 码 基 因 倒 置 重 复 序 列

［A=N*,9*K 9*,BA=.> ,*:*.9，1GF］及包装信号，为保证载

体的正常包装，缺失的基因组由“?9-LL*, M3S”进行填

充，同时克隆有相关的转基因。

目前有数个 OMSK 的制备系统，原理和成分基

本相同。在这些系统中比较成功的是由加拿大麦克

马斯特大学 V,.8.B 教授设计的 OMSK 系统，该系统

成功降低了辅助病毒污染，并大大提高了载体产

量［D］。下面我们以该系统为例，介绍其构建及制备



的主要原则（图 !）［"］。通过改造 #$%& 腺病毒载体

获得辅助病毒，即将 #$%& 的包装信号镶嵌于 ’()*
位点之间。将克隆有外源基因的 +,%& 重组质粒线

性化，转染能表达 -./ 重组酶的 012-./ 细胞系，并用

辅助病毒进行感染。通过 -./ 重组酶介导的位点特

异性重组去除辅助病毒的包装信号，大大降低辅助

病毒的 包 装 效 率，但 仍 能 进 行 正 常 复 制，为 扩 增

+,%& 载体提供所有必需的反式激活因子。重组

+,%& 的滴度通过随后 +,%& 和辅助病毒连续共感

染 012-./ 细胞得到不断提高，并完成 +,%& 的大量

制备，最后利用 -3-’ 超速离心方法，通过不连续密

度梯度及等密度梯度 0 次离心对重组 +,%& 进行纯

化。在 +,%& 系统基础上，45 开发了 #6* 7#89 技术

系统，他利用酵母的 #6* 重组酶和 #89 序列分别替

换 -./ 重组酶和 ’()* 序列［:］，该系统与 -./7’()* 系统

具有类似的辅助病毒包装信号切割效率。

图 ! 重组 "#$% 载体 &’()*+,- 制备系统示意图
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!./ 辅助病毒

辅助病毒可反式提供腺病毒载体包装和复制所

必需的结构和功能蛋白，常是通过在第一代腺病毒

载体包装信号两侧插入一种重组酶的酶切位点构建

而成，同时会在 K2 区插入一段“3>H@@/. ,4%”，以阻止

潜在的 K! L 辅助病毒重组体正常包装［M］。根据包

装细胞株中不同的重组酶类型，插入辅助病毒包装

信号两侧的酶切位点也不同，例如：-./I’()*、#6*I
#89 和"-2!IB>>N7B>>* 重组系统是分别在包装信号

两侧各插入一个 ’()* 位点、或 #89 位点、或各插入

一个 B>>N 和一个 B>>* 位点。

目前已知的腺病毒共有 :O 多种血清型，它们对

细胞的嗜性主要由纤维蛋白决定。不同血清型的腺

病毒由于其纤维蛋白 GA(P 结构域的氨基酸组成和

长度存在差异，细胞嗜性也不同。常用的 %&: 型辅

助腺病毒可感染带有 -%8 受体的细胞，但对上皮细

胞、肌肉细胞、造血细胞、树突状细胞和肿瘤细胞等

的嗜性较低，或难以有效感染，为了提高腺病毒载体

对细胞的转导效率或通过靶向新的替代受体以拓宽

腺病毒细胞型特异性转导能力，常利用基因工程的

方法修饰 %&: 型腺病毒的纤维蛋白，或者构建含

%&:72: 嵌合型纤维蛋白的腺病毒，从而可获得转导
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效率提高的辅助病毒或者具有新型靶向能力的辅助

病毒［! " #］。另外，除 $% 和 $& 区外，也有研究报道多

区联合缺失的辅助病毒，以期进一步降低 $% ’ 的复

制型 辅 助 腺 病 毒（ ()*+,-./,01 -02*)/)1/ .3)104,(56，
789）出现的可能性，提高 :;93 的安全性。

!"# 包装细胞株

常 见 的 包 装 细 胞 株 包 括 <$78=>8()、%%=、

?@&8()A、?@&8()A%B、?@&C7D、?@&8()C7D、8()$、8!>
-()、?@&>CE<)= 等，均是通过在细胞染色体上整合位

置特异的重组酶（6,/)>6*)-,F,- ()-02G,1.6)）基因序列

构建而成，这些重组酶基因序列包括：8() 序列、C7D
序列等。这些包装细胞株可高效表达重组酶，当辅

助病毒及其 :;93 共同感染或转染这些细胞株时，

细胞内表达的重组酶就能切割相应的辅助病毒包装

信号处的酶切位点，从而阻止辅助病毒包装、促进

:;93 载体的包装。

包装细胞株的研究主要集中在两个方向，一是

设法获得可高效表达重组酶或能同时表达两种重组

酶的细胞株，提高重组酶对辅助病毒中嵌于重组酶

切割位点之中的腺病毒包装信号的切割效率，达到

降低辅助病毒对 :;93 污染的目的，从而可采用简

便、易 行 可 进 行 规 模 化 制 备 的 基 于 亲 和 层 析 的

:;93 纯化方法，以替代复杂、难以满足产业化大规

模制备的 868+ 超速离心纯化方法；二是设法提高单

个细胞 :;93 的产量，以期能满足大动物实验及临

床应用的要求［=］。

$ :;93 与免疫反应

:;93 缺乏所有腺病毒的编码序列，因而早期

的研究认为 :;93 诱导的针对载体的细胞免疫非常

微弱，且炎性反应也很微弱［@］。随后大量研究表明

:;93 象 CH93 一样能够诱导载体特异性的免疫应

答［%I>%?］，但其免疫应答特点不同于 CH93。

针对 93 的天然免疫是由 93 外壳蛋白或病毒

颗粒诱导的，因而，尽管 :;93 不含 93 的编码基因，

也能够诱导与 CH93 相似的天然免疫应答，但不同

于 CH93 的是随着时间推移，其诱导的天然免疫应

答迅速消失［%&］。由于 :;93 不含 93 的编码基因，

因而 其 诱 导 的 细 胞 免 疫 应 答 比 较 微 弱［%A］。尽 管

:;93 也能诱导针对 93 的抗体，但抗>93 不能够清

除已转染的细胞，因而不影响转基因表达时间，即使

存在有针对 93 的抗体，:;93 也能够进行高效的转

基因表达［%B］。还有研究表明 :;93 诱导的针对载

体的免疫应答存在剂量效应关系［%=］，选择合适的载

体用量对有效降低免疫应答十分重要。

# :;93 的应用

#"! %&’( 在基因治疗中的应用

:;93 因具有：安全性，长期、持续表达转基因，

可转移的转基因容量高达 &! JG，可感染分裂期细胞

和非分裂期细胞，且副作用小等优点，可广泛用于各

种实验研究。

经静脉注射的载体易于进入肝脏组织，且肝细

胞能够将治疗蛋白分泌入循环系统转运到全身，许

多遗传病都会累及肝脏，因而肝脏成为基因治疗的

理想靶点。腺病毒对肝脏具有天然亲嗜性，:;93
被广泛用于肝脏疾病的基因治疗，并获得较好的实

验效果［%! " %#］。

神经系统为传统意义的免疫豁免区，是理想的

基因治疗候选区域，但限于大多数成熟神经元缺乏

分裂增殖能力和血脑屏障等原因，致使神经系统疾

病基因治疗十分困难。:;93 因具有感染非分裂细

胞、转染多种组织的能力，以及安全等优点已被广泛

用于神经系统疾病的基因治疗，亦获得较好的实验

效果［%@ " ?I］。

;K; 是由于肌营养不良蛋白基因突变引起的，

由于肌营养不良蛋白基因（3L6/(0*M,1）的全长 -;N9
约 %A JG，因而绝大多数载体不适合表达该基因。将

:;93 用于 ;K; 的基因治疗，也获得了另人满意的

效果［?% " ??］。

:;93 还被用于其他多种遗传性疾病的治疗，

如：肥胖症［@］、囊性纤维病［?&］、糖尿病［?A］和血友病［?B］

等疾 病 的 治 疗。另 外，在 神 经 退 行 性 疾 病［?=］、肿

瘤［?!］和心血管疾病［?#］均获得较好的实验效果。

#"$ %&’( 在疫苗中的应用

除了基因治疗研究外，由于腺病毒载体可诱导

机体针对转基因产生高效、持久的体液及细胞免疫，

成为一种广泛应用的疫苗载体［?@］，然而 CH93 因能

够诱导抗腺病毒的免疫而导致应用受限。:.(5,［&I］

用 :;93 免疫 8B!OEP= 小鼠获得了比等量的 CH93
更好的转基因特异性 8DE 和抗体反应，并认为转基

因的高效表达引起机体产生了针对转基因的增强的

免疫应答。目前以 :;93 作为疫苗载体的文献并不

多见，其在疫苗中的价值还需要进一步探索。
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我们课题组目前已成功构建了可表达人呼吸道

合胞病毒（!"#$# %&’()%$*+%, ’,-.,*)$/ 0)%"’，123）融合

蛋白（4"’)+- 5/,.+(%+*&)-，6）的 789:;6，并成功进行

了体外表达［<=］，该重组病毒体内应用时，是否具有

更低的载体反应、更好的免疫保护作用正在研究之

中。

我们认为可充分利用 789: 具有包装容量大的

特点，同时表达 123 的多种保护性抗原及可增强免

疫应答的细胞因子，以期取得更好的免疫保护作用。

!"! #$%& 在 ’(% 干扰的应用

1>9 干扰（1>9 )-*&%4&%&-.&，1>9)）是近年发展

起来的一门新兴的抑制基因表达技术。789: 因具

有感染细胞种类多、感染效率高、转基因表达时间

长、转基因容量大、安全性和副作用小等优点亦被用

于 1>9 干扰。到目前为止，对 ’!1>9 体内诱导的效

应的了解很少，为确定用 789: 在肝脏表达 ’!1>9
的可行性，?)**)-5［<@］设计了鼠 4$A(B 的 ’!1>9 结构。

静脉注射后导致 CBD的 4$A(B 不表达（沉默）。

) 789: 展望

789: 因具有转基因表达时间长、转基因容量

大、安全性好和副作用小等优点，在基因治疗及通过

改造腺病毒外壳蛋白进行特异性靶向治疗上取得了

一定的进展。可能由于 789: 的构建有一定的实验

条件及技术要求，目前开展这方面研究的实验室还

较少，同时用于多基因转移的报道也较少。相信随

着基因治疗、干细胞和反向遗传学等研究的进一步

深入，以 789: 实现多基因转移的报道会大大增多。

辅助腺病毒污染、载体诱导的针对载体自身的免疫

反应以及不能大规模制备等限制了其在临床上的应

用，因而降低甚至消除辅助病毒污染、限制载体诱导

的针对载体自身的免疫反应和探寻大规模制备方法

等应该是今后研究的重点。
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*QD4 年创刊以来所有文章全文上网

+CCP 年 * 月中旬，《微生物学报》自 *QD4 年创刊以来的文章全文上网啦！欢迎广大读者登陆本刊主页（’88R：aaB6$;&%<-X (KX
%FX F&a%F8%K(F;6F&）浏览、查询、免费下载全文！

建立全文数据库的工作是从 +CCY 年初开始的，经过多方人员的共同努力，历经半年多时间成功完成。由于《微生物学

报》历史久远，其间经历了期刊的变化，变化情况统计如下，以供读者查阅参考。

《微生物学报》刊、期统计表

+CCQ 年 + 月统计

时间 刊期 卷号 期号

*QD4 b *QD\ 半年刊 * b J * b +
*QDY b *QDP 季刊 D b \ * b J
*QDQ 季刊 Y * b +
*QDQ b *Q\+ 停刊 4 年

*Q\+ 季刊 P 4 b J
*Q\4 b *Q\D 季刊 Q b ** * b J
*Q\\ 季刊 *+ * b +
*Q\\ b *QY+ 停刊 \ 年半

*QY4 b *QPP 季刊 *4 b +P * b J
*QPQ b +CCY 双月刊 +Q b JY * b \
+CCP 月刊 JP * b *+
+CCQ 月刊 JQ * b +
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