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α-病毒载体在基因治疗中的作用

The role of alpha virus in gene therapy

倪　兵 综述 ,吴玉章 审校　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　基因治疗是近 10年来随着现代医学与分子生物学相结合

而出现的 ,基因治疗的研究已迅速扩大到肿瘤 、艾滋病 、心血管

病和神经系统疾病等。而且 ,基因载体(包括质粒 、病毒和脂质

体等)的研究也进展迅速 , 各种新型载体不断出现。近 10 年

来 ,α-病毒的多个成员已经被作为表达载体 , 并被引入基因治

疗领域 ,其中最常用的是森林病毒(Semliki forest virus , SFV)、

Sindbis 病毒(Sindbis virus , SIN)和委内瑞拉脑炎病毒(Venezuelan

equine encephalitis virus , VEE)。除了原型病毒之外 , 其重组形式

的病毒也相继出现。由于这些α-病毒载体具有制备迅速 、简

便 ,病毒滴度高 , 宿主范围广 , 胞浆中高 RNA 复制率和极高的

外源基因表达水平等特点 ,因而近年来以α-病毒为载体的基因

治疗越来越引起人们的重视。

1　α-病毒的分子生物学

　　α-病毒属于披膜病毒科, 多通过昆虫传播感染鸟类和动物,

也可通过蚊虫感染人类 ,表现为脑炎 、心肌炎和皮疹等。其基因

组+ssRNA 长度为 12 kb , 5′端 2 3 的区域编码合成非结构蛋白

(Nonstructural proteins , nsPs), 它们是病毒 RNA转录和基因组复制

所必需的;3′端 1 3 区域编码合成结构蛋白。α-病毒的宿主范围

广泛 ,可以在哺乳动物和昆虫体内的不同细胞中复制 ,其病毒感

染吸附依赖于敏感细胞表面的受体。其基因组 RNA(49S RNA)

一方面可以作为mRNA翻译合成非结构蛋白(nsPs), 另一方面又

可以作为复制的模板合成负链 RNA;反过来负链 RNA又是新的

病毒基因组 RNA 和 26S 亚基因组 RNA 合成的模板。在病毒基

因组中(第 746～ 1 225碱基之间)存在衣壳化信号, 它和衣壳蛋白

结合 , 从而选择性地对病毒基因组进行包装。

　　α-病毒已经发展成 3 种不同类型的载体:①复制缺陷型载

体:通过将 26S 亚基因组 RNA 和 nsPs RNA分割开来 ,将它们以

cDNA的形式分别构成两个质粒(辅助质粒和表达质粒)。 在

nsPs cDNA下游插入外源基因 ,从而实现外源基因同 nsPs 基因

同转录和同复制。利用 nsPs 的极高的 RNA 复制酶活性 , 实现

外源基因的大量表达。但由于包装信号位于 nsPs中 , 而结构蛋

白基因又同非结构蛋白基因分离开 ,故最终形成的病毒颗粒中

并不存在结构蛋白基因。新生成的病毒能够感染细胞 1 次 , 但

不会进一步形成新的病毒颗粒。外源基因的表达虽然量大 , 但

却是短暂的。 ②复制型载体:在全长基因组之外还含有第 2 个

亚基因组启动子 ,感染细胞后会引起病毒的复制。 ③分层 DNA
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载体(Layered DNA-vector):不含结构蛋白基因 , 但在复制子

cDNA 上游引入 Ⅱ型 RNA 聚合酶盒以启动复制子 cDNA 的转

录 ,然后复制子才能发挥自己的作用 , 带动外源基因的表达。

2　α-病毒载体的应用

2.1　在肿瘤细胞系和肿瘤动物模型中的作用
　　由于其广泛宿主范围 ,α-病毒能感染很多不同的肿瘤细胞

系。如可以感染前列腺癌细胞 , 并表达高水平的 β-gal。而且 ,

重组病毒在感染的细胞中可以诱导明显的细胞凋亡[1] 。另外 ,

感染体外培养的前列腺组织也可诱导高水平的 β-gal表达 , 并

主要集中在小管上皮细胞中 ,提示它在治疗前列腺肿瘤中的良

好前景。将 IL-12的两亚基 p35 和 p40 同时克隆到SFV中 , 用此

病毒注射到小鼠 B16 黑色素瘤中可以观察到显著的肿瘤消退

和肿瘤血管形成受到抑制[ 2] 。反复注射会加强此效果 , 且不会

产生针对SFV的任何免疫反应。在裸鼠的人肺癌移植瘤内注

射SFV载体也可产生类似的效果。很可能是 SFV 载体本身诱

导了 p53 非依赖的细胞凋亡[ 3] 。

2.2　制备靶向α-病毒载体
　　为了进一步提高α-病毒载体对肿瘤的免疫疗效 , 不得不考

虑其广泛宿主性问题。 最好的办法就是对α-病毒载体进行靶

向设计。一个靶向方法是将蛋白A 的 IgG结合结构域引入α-病

毒胞膜蛋白 E2中 。由于 E2蛋白对病毒的感染性极其重要 , 因

而 ,这样的修饰会改变嵌合病毒的宿主范围。如这种修饰过的

病毒感染 BHK 细胞的能力下降 105 倍;而用针对特定细胞表面

受体标志的单克隆抗体处理过的细胞 , 则可通过α-病毒上的蛋

白A位点同结合于这些细胞上的 IgG 位点相互作用而通过受

体介导的方式进入特定的宿主细胞。另一个靶向方法是在

α-病毒胞膜蛋白基因中引入α-和 β-hCG 基因 ,缺少 LH CG 受体

的细胞将不会被感染 , 而绒毛膜癌细胞则显示出很高的感染

率。还有一条方法是将α-病毒(如 SIN)在体外转录成生物素化

的基因组 RNA , 然后同链霉亲和素———蛋白 A融合蛋白和单克

隆抗体一起 ,在阳离子脂质体的介导下 , 以单克隆抗体剂量依

赖的方式特异感染相应的靶细胞[4] 。

2.3　应用 RNA DNA载体作为疫苗
　　目前 , 裸 RNA载体和分层(Layered)DNA 载体也已成功地

应用于疫苗研究。将含流感NP基因的裸 SFV RNA 注射入小鼠

股四头肌 , 产生了强烈的体液免疫反应。 单次注射 SFV-LacZ

RNA能延长荷瘤鼠生存时间 , 还可以使小鼠产生对肿瘤的保护

性效应。自复制型分层 DNA载体可以诱导抗原特异的免疫反

应 ,并且其用量仅为传统 DNA载体的 1 000 倍以下。 如仅用 10

ng SIN-HSVgB质粒的单次剂量 ,就可诱导出针对单纯疱疹病毒
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糖蛋白 B的显著的免疫反应[ 5] 。

2.4　从SFV载体产生逆转录病毒颗粒

　　α-病毒在基因治疗中的一个间接作用是利用 SFV 载体制

备逆转录样颗粒。通过共转染分别来自位于 3 个不同 SFV 载

体上的逆转录病毒MMLV(Moloney murine leukemia virus)的 gag-

plo , env 和 LTR-ψ+-neo-LTR质粒入 BHK 细胞 , 可以制备出这种

颗粒。所产生的这种胞外病毒样颗粒显示出较高的滴度 ,并拥

有逆转录酶活性。而且 ,这种逆转录病毒包装技术可以使用含

内含子的基因结构。这种方法的优点是简便 、迅速 , 不需要辅

助载体 ,从而非常有效地制备带两性或同向性胞膜的病毒。

　　另一条途径是利用 SFV介导逆转录病毒 RNA在胞浆内合

成。逆转录病毒 RNA克隆到 SFV 26 S 亚基因组启动子下游 , 然

后全长嵌合SFV-逆转录病毒 RNA在体外转录 , 再通过电穿孔

法转入逆转录病毒包装细胞;或通过先制备含全长逆转录病毒

基因组的重组 SFV颗粒 , 再通过它感染包装细胞系而将逆转录

病毒 RNA 送入。进入的 RNA 可以在SFV复制酶的帮助下得到

大量扩增 ,最后制备出高滴度完全功能的逆转录病毒。利用α-

病毒 逆转录病毒杂合载体系统 , 可以制备含逆转录病毒载体

序列的小基因(Minigene), 如用此杂合颗粒感染 Phoenix 逆转录

病毒包装细胞系 ,可在胞浆中产生含逆转录病毒载体序列的 Ⅸ

因子小基因。用此小基因转导 TE671 细胞 ,可以使小基因稳定

转移和表达Ⅸ 因子[ 6] 。

　　还有一种方法是SFV胞膜蛋白基因用MuLV的 env基因取代 ,

则会产生包装成小病毒颗粒,能特异感染带有MuLV受体的细胞。

3　载体研究进展

　　虽然α-病毒在许多基因治疗上很有效 , 但是还是有着诸多

限制 ,特别是宿主细胞的细胞毒性和表达的短暂性。为了解决

这些问题 ,现在已经构建了非细胞毒性的 SIN和SFV。 SIN 载体

的这种改良是在 nsP2 基因上的一个点突变(Pro726Ser), 从而获

得非细胞毒性的表型。然而 , 这种载体的 RNA 复制能力却大

大下降 ,并且这种表型只是针对一部分细胞系。 通过对低毒性

SFV株的分子分析 , 发现 nsP2 基因上核定位信号(Nuclear local-

ization signal , NLS)中的一个氨基酸残基(第 649 位)替换 , 可以

使 nsP2 蛋白滞留在胞浆中 , 从而减少对宿主细胞 DNA 合成的

危害。将这种突变(Arg649Asp)引入 SFV表达系统中 , 产生一个

更低细胞毒表型。但相邻的一个氨基酸突变(Arg650Asp)和另

一个 nsP2 上氨基酸残基突变(Ser259Pro)所生成的载体可以显

著提高基因的表达 ,并延长宿主细胞的存活时间。这种重组载

体非细胞毒性表型适用于所有现已检测过的细胞(BHK、CHO、

HeLa、HEK293 等)和海马神经元原代培养组织。它的滴度比传

统载体低 10倍 , 但制备病毒的最适温度却降至 31 ℃。

　　为了延长表达时间 ,将随机突变过的复制子(nsP1-4 基因)

同 neo 基因一起转入 BHK细胞 , 然后用 G418 筛选出持续表达

的抗性克隆。通过对这些克隆的分析发现 , 这些突变均位于

SFV或 SIN nsP2 上的点突变或缺失[7] 。这些新型载体显示能在

宿主细胞中持续复制 ,因此在要求持续表达时 , 将会非常有用。

不管是用嘌呤酶素来筛选非细胞毒性的 SIN 突变株 , 还是用

G418 来筛选各种持续复制的 SFV和 SIN突变株 , 显示所有这些

突变均位于 nsP2 基因上[ 7] , 说明 nsP2 基因可能对宿主的细胞

毒性和表达的持续性有重要作用。

　　为了能切实将α-病毒载体系统应用到基因治疗中 ,一个最

使人感兴趣的领域是开发温度敏感型载体。严格的温度敏感

型SIN载体显示只是在 29 ℃下培养才有高度的毒性凋亡 , 而在

37 ℃时则没有这种特性。同样 ,温度敏感型 SFV载体也已开发

出来。在 nsP2 中引入两个点突变 ,产生了一个新型 SFV 载体 ,

它既没有细胞毒性 , 又有温度敏感型表型 , 还可以提高报告基

因的表达[ 8] 。

4　同其他病毒载体的比较

　　很多病毒载体已经被应用到基因治疗领域 , 包括逆转录病

毒和腺病毒等 ,相比较而言 , α-病毒是这个领域的一个新成员。

　　关于插入外源基因的能力 ,α-病毒要好于 lentivirus 和腺相

关病毒 , 后两者只能容纳 4 kb 长的片段 , 而前者可容纳至少 7

kb 的片段 , 这意味着可以克隆入多个基因。重组α-病毒的制备

非常简单而迅速 ,在 2 d 之内 , 就可产生 109 ～ 1010 ml滴度的病

毒颗粒 , 不需要进一步的纯化或离心。而逆转录病毒 、lentivirus

和AAV相比起来 , 则所花时间 、精力都要大 , 而且病毒的滴度

要低得多。虽然腺病毒在临床实验中取得较好的治疗效果 , 但

机体针对病毒的免疫反应的问题却较突出。如注射高剂量的

表达 HSV-tk 的腺病毒 , 在大鼠和非人灵长类动物中均显示出

脑膜炎症状[9] 。 AAV 载体也显示出对机体器官如关节的损

害[ 10] 。相比较而言 , α-病毒载体则没有这些缺陷 , 它可以反复

注射而不会引起机体针对病毒自身的免疫反应。如 , 连续注射

3 d(每天 1 次), 1周后 , 再重复此过程 1 次 ,也不会产生针对病

毒本身的免疫反应。但是 , 目前版本的α-病毒 ,它的最大特点

是其表达外源基因的短暂性 , 这一特性 , 在机体需要长期表达

时是一个缺点 ,但从免疫学的角度来看 ,这也是一个优点 ,因为

短时间高强度刺激是符合免疫系统的要求的。而且 , 其短暂性

使得其整合入宿主细胞基因组的可能性更低。

5　结论与展望

　　如上所述 ,α-病毒适合于很多种基因治疗的应用。反复注

射后不会引起对病毒本身的免疫反应是个可喜的结果。可以

根据需要 ,使用α-病毒颗粒 、裸 RNA和 DNA载体。应用α-病毒

载体产生逆转录样颗粒使这种载体的产生更方便。使用病毒

载体做临床实验和药物开发 ,无疑需要高度的生物安全性。 这

可以通过使用减毒α-病毒株 , 大多数情况下为复制缺陷型载

体;在作疫苗应用时 , 还可使用裸 RNA 或 DNA 载体。在第二代

SFV载体的辅助载体 p62 基因(E2 和 E3 蛋白基因的前体)中引

入3 个点突变 , 可产生只能条件感染的重组颗粒 。这种修饰阻

止了重组 RNA 和辅助 RNA 在病毒包装细胞中通过同源重组而

产生有复制能力的 SFV。为了进一步提高 SFV 载体的生物安

全性 ,现已将辅助载体再进一步分为两个质粒[11] , 一个含病毒

的衣壳蛋白的基因序列 ,另一个含胞膜基因序列。然后在衣壳

序列中引入一个突变(Ser219Ala), 这些处理的组合产生了极高

生物安全性的载体 ,从理论上说 , 生成有复制能力的 SFV 的概

率只有 4×10-17 。为了方便地在 GMP条件下制备α-病毒 ,构建

包装细胞系是必需的。现在已经构建出了能稳定表达 SIN 结

构的 BHK 细胞 ,可以用 SIN和 SFV转染或感染此细胞系以制备
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重组α-病毒颗粒。但是 ,用此细胞系所产生的病毒滴度要比常

规方法低至少一个数量级。这是一个将来必须解决的问题。

　　关键词:α-病毒;基因治疗;载体
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便常规镜检红细胞 、白细胞阳性 3 例。

1.4　预后
　　17 例入院后及时予以抗病毒 、基础液体疗法及支持治疗 ,

全部治愈出院。

2　讨论

　　肾综合征出血热是肾综合征出血热病毒感染所致。病毒

直接损伤血管内皮细胞 , 抗原抗体复合物沉积于毛细血管壁 ,

并有补体参与 ,使血管通透性增强导致血浆外渗 , 组织水肿 , 微

循环障碍。其基本病理变化是全身各脏器和组织微血管内皮

的严重损伤 。因此 , 肾综合征出血热临床表现错综复杂 , 且近

年来肾综合征出血热流行较广 , 非典型病例逐年增多 , 致使临

床误诊频繁发生。据文献[ 2 , 3]报道肾综合征出血热误诊率高

达 40.6%～ 84.6%,随着医院级别的增高 , 其误诊率也增高[ 4] 。

误诊范围较广 ,误诊疾病达 60 余种之多[4] 。通过对本组 17 例

误诊病例分析 , 我们认为应从中吸取以下经验教训:①详细询

问病史:肾综合征出血热是一种自然疫源性疾病 , 发病有其地

域性及季节性。因此 , 流行病学资料是诊断的重要依据之一 ,

其在临床工作中常被忽略。 ②认真细致查体:除“三红” 外 , 本

病的特异性体征是皮肤粘膜出血点 , 特别是软腭出血点 , 部分

不典型病例仅见腋下出血点。若仔细查体 , 对诊断有重要意

义。 ③全面分析临床资料:在临床诊断中 , 诊断思路要开阔 , 不

应仅根据部分临床表现及在化验检查异常即片面地作出诊断。

如本组中有 9 例因血谷丙转氨酶增高即诊断为病毒性肝炎;有

2 例因尿蛋白阳性 、血尿素氮增高即诊断为肾炎;有 1 例因血小

板减少 、皮肤出血点即诊断为血小板减少性紫癜;有 3 例因腹

痛 、腹泻 、脓血便 、大便常规见红细胞及白细胞即诊断为急性菌

痢等。

　　肾综合征出血热的治疗强调“三早一少” , 即早诊断 、早休

息 、早治疗 、少搬动患者[ 5] 。因此 , 肾综合征出血热的早期诊断

对其治疗及预后均有重要意义。临床上我们体会到在肾综合

征出血热的早期诊断中应注意以下几点:①肾综合征出血热疫

区或来自其疫区的病人 , 若出现类似“上感”症状 , 如发热 、头

痛 、咽痛 , 同时伴咽部充血 、软腭出血点 , 不能排除本病。 ②对

有发热 、恶心 、呕吐等消化道症状的病人 , 若血谷丙转氨酶增

高 ,但黄疸少或无 , 同时伴软腭出血点 、血小板减少 、尿蛋白阳

性等 ,应提高警惕 , 与病毒性肝炎相鉴别。 ③疾病早期即出现

发热 、低血压 、少尿或无尿 ,三期重叠的病人 , 应怀疑本病 ,尽早

排除其它感染性休克。 ④以发热 、腰痛为主诉的病人 , 实验室

常规检查中除反复观察尿常规的动态变化及肾功能等有关检

查外 ,还应注意有无血小板计数减少 ,血异型淋巴细胞。如有

可疑应早期进行实验室特异性检测确诊。 ⑤急性感染性疾病

的病人 ,经常规处理无好转 , 体温下降后 , 全身中毒症状反而加

重者 ,应考虑本病的可能性。

　　关键词:肾综合征出血热;误诊
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