
慢 病 毒 !"#$%&’&()*+ 属 于 逆 转 录 病 毒 科

!,#%(-’&./#+，为 ,01 病毒。由于这类病毒的一个重

要特点是病毒粒子中含有依赖 ,01 的多聚酶即逆

转录酶，故现名为逆转录病毒。慢病毒是一类重要的

逆转录病毒，如人免疫缺陷病毒 !234+和猴免疫缺陷

病毒 ! 534+等。慢病毒除了具有一般逆转录病毒 6/6、

7-8 和 #$’ 9 个基本结构基因外，还包含 : 个辅助基

因 ’&;、’7(、$#;、’7) 和 < 个调节基因 %/% 和 (#’=> ?。慢

病毒载体 !"#$%&’&(/8 ’#@%-(A "4 +作为外源基因载体，

具有其独特的特点和优势，已广泛地用于体外细胞

的转染和基因治疗的研究。

> 慢病毒基因组结构及特点 = 9 ?

>B > 慢病毒的基因组

慢病毒为二倍体 ,01 病毒，即有两个相同的

,01 分子，在 C’端附近经氢键连接成 DE5 ,01，它

们的相互作用可能在反转录过程中起调节作用。慢

病毒 ,01 分子具有典型的真核 F,01 的结构：一

个甲基化的 C’端帽子结构和 9’端的聚 !1 + 尾，每个

,01 均可以和宿主的 %,01 配对，从而为逆转录做

准备。

慢病毒的基因组中一般有 9 个基本基因：编码

病毒核衣壳蛋白的结构基因 6/6，编码逆转录酶的

基因 7-8 和编码包膜蛋白的基因 #$’，方向为 C’端

一G 9’端。6/6 基因的起始密码子 1HI 与帽子位点

间有两个重要序列：一个是二聚物连接位点 !J"5 +，
另一个是包装信号 !。后者可指导基因组 ,01 包装

入病毒颗粒中。,01 分子两端为 H9、, 和 HC 构成

的长末端重复序列 ! "K,+，其中含有启动子、增强

子、起始信号、延伸信号等，还包含与前病毒整合有

关的转座子样元件。调控元件如此集中于 "K, 为本

病毒的一个明显特征。

>B < 慢病毒基因的表达与调控

慢病毒通过其包膜蛋白识别宿主细胞表面的特

异性受体蛋白，然后脱掉外面的核衣壳释放出病毒

基因组 ,01 进入细胞内，然后在其自身逆转录酶的

作用下，合成 @J01，形成 J01—,01 杂合体，由

,0/*# 2 水解掉杂交体中的 ,01，再由宿主细胞的

J01 聚合酶以杂交体中的 J01 单链为模板合成另

一条与之互补的 J01 链，形成 J01 双链，这就是所

谓的前病毒 J01。前病毒 J01 连接成环状结构后

进入细胞核，然后随机整合到宿主细胞基因组中。整

合进去的前病毒 J01 会转录出病毒蛋白的 F,01
和病毒基因组 ,01，二者在宿主细胞的细胞质中包

装成完整的病毒颗粒，并以出芽方式释放到细胞

外。被感染后的细胞持续的产生病毒，并不发生细胞

裂解。在整合过程中，"K,* 起着重要的作用，因为只

有两端的 "K,* 通过共价键连接成环状分子才可以

整合进去。
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!# " 发展背景

大多逆转录病毒载体通过病毒两端的特殊序列

在逆转录时整合到分裂细胞，这一过程依赖有丝分

裂的核裂开，使逆转录前整合复合体转位到核上。

但是，逆转录病毒载体只能感染分裂期细胞，容纳外

源基因的 $%& 片段长度不超过 ’()；而腺病毒载体

感染细胞时，病毒 $%& 游离在细胞核内，并不整合

到染色体上，在体内不能实现稳定的长期表达，且反

复应用容易引起免疫反应。不仅如此，逆转录病毒

载体转染动物胚胎的早期，产生延迟的整合，产生不

同组织和不同位点的镶嵌体。

这些非慢病毒的逆转录病毒载体对不分裂的静

止细胞不感染和表达沉默 * ! + 等缺陷难以克服，所以

应用不十分广泛。近些年发展的慢病毒载体克服了

这些缺陷，可以感染非分裂期细胞。此外，慢病毒载

体容纳外源性目的基因的片段大，可以在体内较长

期的表达，免疫反应小，安全性较好。人们已成功地

应用慢病毒载体感染了神经细胞、肝细胞、造血干细

胞、胰岛细胞、肌肉细胞、视网膜色素上皮细胞、气道

上皮细胞等。随着分子病毒学研究的不断深入，人

们对慢病毒的分子生物学特性有了更为深刻的了

解，不仅在基因治疗方面显示出优越特性，而且在转

基因动物制备方面发挥出优势。

!# ! 慢病毒载体构建的原理 * , - . +

慢病毒基因组结构复杂，除 /0/、123 和 456 这 ,
个和单纯逆转录病毒相似的结构基因外，还包括 7
个辅助基因，689、61:、549、61; 和 ! 个调节基因 <0< 和

:46。构建慢病毒载体的构建首先要考虑的是病毒载

体的安全性。慢性病毒载体的构建要尽可能的去除

反式功能基因序列，以外源基因来代之，并保留或部

分保留病毒本身的 =>? 以及病毒的包装信号 !。由

于这种载体已经缺少形成完整病毒所需要的蛋白基

因，所以它不能依靠自身基因形成完整的病毒颗

粒。由于重组病毒是缺陷型的，它必须在辅助病毒

存在下才能复制，辅助病毒本身并不增殖，但具有感

染力而给复制缺陷型的病毒提供增殖必须物，所以

在收获的病毒液中既含有载体病毒又含有辅助病

毒。包装细胞系便解决了以上这些问题，包装细胞

可以提供缺陷型的病毒所需要的各种蛋白，带有目

的基因的重组慢性病毒载体转染包装细胞，虽然自

身不能表达所必须的病毒蛋白，但是此载体含有完

整的包装信号，在包装细胞提供包装蛋白的情况下，

可以包装成缺少病毒 /0/、123、456 蛋白编码基因的

重组病毒颗粒，该病毒颗粒只能去感染并整合宿主

细胞，但不能在宿主细胞内再产生子代病毒，这样增

强了安全性，但是载体与包装前病毒 $%& 的简单重

组可能会产生野生型病毒。基于以上不足，将 /0/、

123 及 456 基因分别组装在两个质粒之中，即一个表

达 /0/ 和 123、另一个表达 456，其基因组都不含包装

信号 !、=>? 等。根据这个原理，%03@858 和 A09:8 等构

建了三质粒表达系统。这样的包装系细胞几乎就排

除了由于重组而产生野生性病毒的可能性。

目前使用不同种属来源的 =B 载体包括来源于

人类 CDEB—3 和 DEB 一 ! F、猿猴 C GEBF、猫 C HEBF 或

牛 C IEBF 的免疫缺陷病毒以及山羊关节炎 - 脑炎病

毒 C J&KBF，马传染性贫血病毒 C KE&BF 和牛 L4MN
):050 病病毒 C L$BF等。

!# , 慢病毒载体的制备 * O +

以 DEB 为例，携带目的基因的重组病毒的制备

多采用瞬时转染系统 C <:05P845< <:05P94Q<825 PRP<4MF，
并且是 , 个质粒共转染一个细胞系，一种质粒是含

目的基因及感染靶细胞所必需的反式作用序列；另

一种质粒提供包装功能，如表达结构基因及各种产

生病毒颗粒酶类；第三种质粒是含非 DEB 来源的包

膜蛋白 C 456 F 基因质粒，常用的 456 是编码 BGB!S
的基因。进一步的研究，T8R2PU8 D 等 * V + 构建了一种

慢病毒和腺病毒的杂交载体。该载体包括含有 SHW
的自我失活的慢病毒载体、DEB 来源的 /0/ X 123 X
:46 表达基因盒、四环素诱导的腺病毒包膜基因盒、

反向的四环素调控转录激活因子和辅助性腺病毒主

体序列。该载体具有腺病毒的高效转基因频率和慢

病毒的稳定整合效率的优点。此外，它避免了多个质

粒共转染而制备所带来的不利，而可控的基因表达

增加了它的安全性。

!# 7 慢病毒载体的类型 * , +

!# 7# " 内启动子载体 CBEWF
该类型载体的目的基因的表达可由外源启动子

来启动，这样可以灵活的去选择合适的启动子来表

达目的基因。载体 .’端 =>? 下游的标志基因可由病

毒的内部启动子来控制，而下游插入的目的基因的

表达则由外源启动子来控制，由于目的基因的表达

由外源启动子来驱动的，从而增加了选择性，可以保

证目的基因能够在特定的组织或细胞内特异性的表

达。

它可以插入两个外源基因，一个置换 /0/、123 基

因，由不剪接的 ?%& 来表达；另一个置换 456 基因，

彭 徐：慢病毒载体研究进展
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由剪接的 "#$ 来表达，这种载体中的目的基因的表

达由病毒 %&" 中的启动子来驱动，是依赖于病毒

"#$ 的有效表达。但该种载体只能在病毒启动子有

活性的细胞中进行表达，故有一定的使用局限性。

鉴于以上的不足，有人构建一种以外源启动子来驱

动两个外源基因，克服了以上的不足。

!’ (’ ! 自我灭活性载体 ) *+#,
该种载体可以自我灭活故又可称为一次性载

体，在它的 -’端 %&" 中的 . 区域有一段 !//01 的缺

失，它包括启动子、增强子以及激活癌基因的相关序

列，余下的 -’端的 . 区域是子代前病毒 . 区的模

板，载体病毒感染宿主细胞后，-’端的 %&" 的缺失

就转移到子代前病毒的 2’端的相应 %&" 部位。由于

重组病毒两端的 %&" 存在缺失，在整合时就不会激

活癌基因了，这种缺失导致病毒基因组 "#$ 得不到

相应的 %&" 中的启动子的驱动。因此，整合到宿主

基因组中的前病毒不能转录出病毒基因组 "#$，所

以不能再复制下一代病毒，该种病毒只可感染但不

可进一步复制扩散，进而增强了其安全性。并且该

种载体中的插入基因是由外源启动子来驱动的，不

依赖于 %&" 中的启动子。

!’ (’ - 可经四环素调控的载体

3//4 年 56.7.8 等构建了逆转录病毒的四环素

调控系统 )"9:&9; 8<8;9=,，该系统可在四环素及其

衍生物作用下诱导目的基因的表达，因其载体是逆

转录病毒，与用质粒作为载体的 &9; 系统相比，具有

严格调控、高水平表达的特性。这样的载体可经四

环素及其衍生物调控定量表达目的基因。

- 慢病毒载体的应用

由于慢性病毒的高感染率和与细胞染色体整合

而不发生基因重排。并且具有高效整合、高效转录、

高效表达和宿主范围广的特点，因此它是真核系统

基因转移的有力工具，常用于人类疾病的基因治疗、

表达外源基因、确定基因的结构和功能、进行发育生

物学的研究、癌变模型研究等。

-’ 3 基因治疗 > ? @ 3(A 34 @ 3?A !B C

基因治疗的主要途径就是把目的基因导入靶细

胞。慢性病毒不仅可以整合到宿主染色体中并稳定

的持续表达目的基因，再加上它对分裂期和非分裂

期的细胞都可以进行感染，可以较容易的感染一些

用其他载体较难进行转基因的组织：脑、肺、肝脏、造

血系统、视网膜等，并且不会引发明显的免疫反应。

-’ 3’ 3 慢病毒载体在心血管系统疾病治疗中的应用

DE6F 等研究利用慢病毒载体转染新生儿和成

年人心脏细胞，通过直接注入心脏。研究结果首次表

明，慢病毒来源的载体能够成功的在体内和体外转

染心肌，慢病毒载体在心血管系统疾病研究中成为

重要的基因传送载体。结果显示基因在体内能够有

效的转入新生儿和成人心肌细胞，经鉴定证实培养

细胞中，新生儿 3BBG 和成人 HBG 心肌细胞有报告

基因表达。

-’ 3’ ! 病毒载体在血液系统疾病治疗中的应用

镰状细胞贫血 ) *IJ,
56K7L.M 等 构 建 的 !$ 珠 蛋 白 基 因 变 体 !$ @

&?HN 能阻止 O0* 的多聚化，以 O+P—3 载体将该基

因转染人造血干细胞，可以表达。在 *IJ 小鼠模型，

移植后转基因获得长期表达 )可达到 3B 个月 ,，在循

环血中 //G 的红细胞及 2!G 的血红蛋白有红系特

异性转基因表达。在两个 *IJ 小鼠模型 Q9RM979< 和

*$J 中，红细胞脱水及镰状变得到改善，血液学指

标、脾脏肿大及特征性尿浓缩功能缺陷得到纠正。

! @ 地中海贫血

S6< 等构建含人 ? 珠蛋白启动子及增强子调控

的人 Q 珠蛋白基因的 O+P—3 载体，在载体白血病

QL6TL 等将急性髓细胞性白血病 )$S%, 及急性

淋巴细胞白血病 )$%%, 的原代白血病细胞作为靶细

胞，以携带 UV5 标记基因的 O+P @ 3 载体转染靶细

胞，转染率分别为 ?’ (G—-H’ BG 和 (’ (G—!3G 。结果

提示基因工程的白血病细胞可以作为细胞性瘤苗进

行免疫治疗。

除此之外，%P 还可以用于 V6WXFWL 贫血和血友

病等的基因治疗。

-’ 3’ - 慢病毒载体在肝脏疾病治疗中的应用

基因疗法是治疗肝脏疾病的有效方法。#T.<9W
等证实了来源于第三代人类免疫缺陷病毒 )O+P 一

3 ,能够在完全缺乏细胞分裂的情况下有效的控制传

递、整合、稳定表达转基因进入人原代肝细胞。研究

显示啮齿动物肝细胞有很高程度抵抗 O+P 载体介

导转染，这种显型显著的表现在鼠科动物肝细胞，并

且直接引起早期传染病。结果提示治疗肝脏疾病通

过移植遗传修改的肝细胞，可用于一定数量的遗传

性和获得性肝功能失调。

-’ 3’ ( 慢病毒载体在关节炎疾病治疗中的应用

关节炎是普遍的炎性血管性疾病，它可引起正
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面的炎性和正面的血管性细胞素如肿瘤坏死因子

# $%&’。()* 等为了评估抗血管因子内皮他丁 $%&
诱导的炎性关节炎，在转基因鼠发病之前，将内皮他

丁表达慢病毒载体的人肿瘤坏死因子 # $%&’ 直接注

射人关节腔。注射后 + 周，组织学分析显示，内皮他

丁减少血管密度、滑膜组织、关节炎发生总平均数，

体内、体外检查显示潜在机制内上皮他丁抑制，关节

炎显示内皮他丁阻断了肿瘤坏死因子诱导的激活

,%- 和 ,%- 依赖的前 . 血管基因表达。研究提出了

新的机制通过内皮他丁抑制血管炎，并证实了抗血

管基因疗法治疗炎性关节炎的潜在效用。

"/ 0/ 1 慢病毒载体在恶性黑色素瘤疾病治疗中的应

用 2 03 4

树枝状细胞是最有力的专业免疫反应细胞，在

早期免疫反应中起着至关重要的作用，引导基因进

入树枝状细胞将允许编码蛋白结构表达，因此，延长

了免疫抗原的表达。56789:;5 等的研究提示以 <=>
一 0 为基础的慢病毒载体能有效的将基因转入树枝

状细胞，结果七只肿瘤小鼠模型中，有四只经治疗后

生存期延长至 +? 天，结果提示 5$@A . ! 转染的树

枝状细胞，提供了恶性黑色素瘤潜在的治疗手段，尤

其是在该病的早期阶段。

"/ 0/ B 慢病毒载体在中枢系统疾病治疗中的应用

帕金森氏病是神经系统疾病，其特点是进行性

缺失黑质多巴胺神经元，通过多巴胺代替缺失的神

经递质改善症状，在早期阶段的治疗是有效的。CD:*
等利用两种截然不同的基因方法释放神经变性分子

胶质细胞来源的神经营养因子 #EF%&’ 在疾病动物

模型；# 0 ’ 囊状的遗传工程细胞系释放 EF%&#不包

括体外基因治疗 ’；# ! ’慢病毒编码的 EF%& 基因 #在
活体内基因治疗 ’。两种方法均起到保护黑质多巴

胺能神经元对抗细胞死亡引起的损害，在啮齿类和

猴子帕金森氏病模型中，神经症状明显减轻。

"/ 0/ G 慢病毒载体在人体代谢系统疾病中的应用

E9H— H)I89* 等利用人免疫缺陷病毒来源的慢

病毒载体，能够稳定的转染整个胰岛，在移植后 "?
天，体内、体外均可观察到外源报告基因表达。结果

提示 <=> 来源的慢病毒载体能够有效的转染治疗

基因分子密码至胰岛细胞，从而治疗糖尿病。

"/ ! 转基因动物 2 0J BJ 01 4

慢性病毒载体技术是目前转基因中最有效和最

成功的方法，其技术操作简便，能高效地将目的基因

以单拷贝的形式插入宿主染色体中，基因表达效率

高，对宿主细胞功能系统有良好的适应性。该载体在

医学，农牧业等方面都产生了重要的意义。!??! 年

K;)L 等试用于转基因大鼠和小鼠的制备，并获得了

成功。<;M59** 等使用 K> . AE- 转移外源基因到猪

和牛胚胎获得初步成功。<95:9 等用 K> . NE&A 转

染体外培养的精原细胞，然后将整合有 K> . NE&A
的精原细胞移植到化学杀死精原细胞的野生型雄性

大鼠睾丸，移植后大约 B? 天，与相当年龄的雌性大

鼠交配，获得 OO 只子代大鼠，其中有 !B 只来自移植

精子干细胞克隆，0" 只携带慢病毒转基因，大约

"?P 转基因阳性。说明 K> 可整合到精原细胞 F%Q
上经自然交配制备转基因动物。AM6)M6: 等用携带

RQE 和 AE- 启动子调控 E&A 与 K9IC 的 K> 转染小

鼠 NS 细胞，转移的基因能在未分化 NS 细胞增殖期

间稳定地表达，NS 细胞体外或体外分化时都能表达

转移基因，移植这种细胞到小鼠的囊胚J 生产的嵌合

体鼠在多种组织中表达外源基因，嵌合鼠交配产生

的胚胎仍能表达外源基因产物。

"/ " 结合 @%Q) 进行功能基因组研究 2 B 4

利用慢病毒载体结合 @%Q) 技术来研究高度分

化细胞和肿瘤细胞中特定基因的遗传功能是功能基

因组研究的又一新的突破。这一结合是利用了慢病

毒载体具有转染非分裂细胞和将目的基因整合到靶

细胞的能力，以及 @%Q) 可以特异地抑制靶基因的

功能。EDL79T; 运用表达 L)E&A #E&A L)@%Q’的慢病

毒载体敲除 E&A 基因。进一步研究表明，用表达

L)E&A 的载体转染 E&A 阳性小鼠的卵细胞，在胚泡

中观察到荧光减弱；更有趣的是，&! 代仍能表达

L)E&A，并减少了 E&A 的表达。

O 慢病毒载体的运用前景及展望

近些年发展的 K> 不论从理论上还是实践中都

具有广阔的应用前景。虽然慢病毒载体已经被广泛

地应用到基因治疗、转基因动物和基因功能研究中，

但是仍然存在很多问题，需要人们在以后的工作中

进一步解决。但是以慢病毒作为载体的明显优点是

基因转移效率高，整合率也明显高于其他基因转移

方法；转录病毒生命周期中具有 F%Q 阶段，并且基

因组结构简单，便于基因操作；易于分离，重组反转

录病毒感染细胞后不引起细胞病变，并且产生的病

毒粒子以芽生的方式从细胞膜上释放，存在于细胞

的培养上清液中，易与宿主细胞分离，且污染宿主细

彭 徐：慢病毒载体研究进展
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胞 :JK 等成分的概率低。对于大型动物的转基因有

很大的诱惑力，可以大幅度地节省制备费用，而且容

易操作，]V 克服了肿瘤性逆转录病毒载体易形成嵌

合体、表达沉默等不利因素。在安全性方面，国外已

经进行了一系列的从基础到临床的系统研究工作，

包括构建有效载体所需的最少的 S5V—$ 基因，L5J
载体的构建，应用 S5V—$ 载体 / 包装细胞系，非人

类慢病毒载体的应用等。到目前为止，以 S5V—$ 为

载体的体内及体外实验中尚未发现 YZV 的产生，提

示其安全性是有保证的，相信随着技术的进步，该类

载体安全性将会得到进一步提高。总之，尽管基因治

疗进入临床应用尚需时日，但慢病毒载体具有可感

染非分裂细胞的特性，在以造血干细胞、肝细胞、神

经细胞、视网膜细胞等低分裂潜能的细胞作为靶细

胞的基因治疗中，慢病毒载体无疑将有较好的应用

前景。
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目前，我国科研人员通过近五年的艰苦努力，克

服重重技术难关，已成功研制出世界首个禽流感 #
新城疫重组二联活疫苗，这种一苗可防两病的新疫

苗已于 $%%& 年 "$ 月 $’ 日正式批准生产储备，并已

用于禽养殖业。与此同时，我国已经建立了可快速检

测禽流感的技术手段，卫生部强化了包括禽流感在

内的流感疫情监测，多种流感病毒的动向都在监视

视野中。
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