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在众多转基因方法中袁慢病毒载体法特别是目前研究
最为深入 HIV蛳1型慢病毒载体法袁其有着其他转基因技术
方法不可比拟的优势遥 这主要表现在 HIV蛳1慢病毒载体具
有容纳外源性目的基因的片段大袁可感染非分裂期细胞袁可
在体内长期稳定整合袁较少发生基因沉默现象袁免疫反应小袁
安全性较好等方面遥 近年来通过科学家不懈的努力袁使
HIV蛳1慢病毒载体得到了极大的改进袁其生物安全性不断
提高遥
1 HIV蛳1慢病毒载体的发展

早期构建的 HIV蛳1慢病毒载体仅仅是将一个报告基因
插入到了 env 基因中遥由于生物安全性较差袁病毒滴度较低
等原因袁只是被用来研究 HIV蛳1病毒的生物特性袁而并未被
考虑作为转基因的载体袁以及作为基因治疗的工具[1-2]遥

第 1代慢病毒载体主要为三质粒系统袁即载体质粒尧包
装质粒和包膜质粒遥 以 Naldini[3]以及 Kafri[4]构建的三质粒
系统为代表袁载体质粒携带目的基因和病毒的顺式元件遥为
了防止来自辅助质粒的 RNA衣壳化袁将其 5爷端主要剪接
供体位点和 gag编码序列起始端之间的包装信号区渊 E/追
region冤删除袁用 CMV启动子代替了慢病毒 5爷LTR袁而下游
的启动子由 poly A信号取代遥 另外袁删除了 env尧vpu基因的
阅读框架袁但仍保留 rev 反应元件遥 包装质粒由 HIV蛳1前病
毒基因组作简单修改得到袁它负责产生反式作用因子尧逆转
录酶尧整合酶以及内部基因表达元件等遥该质粒编码野生型
病毒的 5爷端尧3爷端 LTR袁5爷端还有 gag基因和 rev 基因反应
元件 渊 RRE冤遥 包膜质粒则引入了 VSV蛳G基因表达包膜结
构袁 进一步降低了 HIV蛳1载体恢复成具有复制能力反转录
病毒的可能袁使感染宿主的范围几乎扩大到所有组织来源
的细胞袁同时提高了载体颗粒的稳定性[1袁5]遥

第 2代慢病毒载体系统是以自身失活渊 SIN冤的慢病毒
载体为代表[6-7]遥其删除了 3爷LTR的 U3区袁在 HIV蛳1载体逆
转录后袁 因其 5爷LTR缺乏 HIV蛳1启动子及增强子序列袁即
使存在所有的病毒蛋白也不能转录出 RNA袁因此该载体系
统更加安全遥 包装质粒上的与病毒对细胞产生毒害作用相
关的基因渊 如 vif尧vpr尧vpu和 nef等基因冤被敲除遥 由于敲除

的调节基因与野生型 HIV蛳1病毒的生活周期以及毒力密切
相关袁所以这些载体即使发生多位点重组形成 RCR袁亲代病
毒仍不具有致病性[1]遥
第 3代慢病毒载体系统将目的基因诱导表达系统插入

到了慢病毒载体内袁故第 3代慢病毒载体又称可调控性慢
病毒载体遥目前应用较多的是四环素-可诱导系统[8-9]遥改进
后的第 3代 HIV蛳1来源的慢病毒载体还具有自身失活的特
性袁它在原病毒载体的基础上删除了病毒 3爷端 LTR 上的
U3遥在病毒基因整合到宿主基因组后袁病毒基因能够发生转
录袁但病毒基因组不能被复制袁即使在发生病毒基因与宿主
基因重组的情况下也不能被复制袁因此消除了产生活性病
毒的可能性遥 另一个改进是在慢病毒载体质粒上进一步删
去了 tat基因袁大大降低因重组产生野生型病毒的可能性遥
此外袁gag/pol和 rev编码序列被隔离袁分散在不同的质粒上袁
这也降低了发生基因重组的可能性[10]遥
2 HIV蛳1慢病毒载体的生物安全性
2.1 自身失活慢病毒载体 渊 SIN冤 SIN慢病毒载体去除了
载体 3爷端长末端重复序列渊 LTR冤中的 U3区增强子和启动
子序列袁这使得在逆转录过程中形成的子代载体 5爷LTR缺
少增强子和启动子序列袁因而即使在所有病毒蛋白都存在
的情况下也不能转录 RNA袁但是病毒的外源启动子仍然是
有活性的袁所以能进行基因转录与表达遥这种结构消除了病
毒 LTR中的启动子增强子序列对病毒载体中外源启动子
指导转录的干扰作用以及减小了由 3爷LTR启动子指导的
下游基因组中原癌基因的激活与转录作用的可能性袁 一定
程度上提高了载体的安全性[6]遥
2.2 包装系统的改造 为了减少病毒对细胞的毒害作用袁
包装质粒上尽量减少原野生型病毒基因组所携带的有害基

因袁因而在第 3代 HIV蛳1慢病毒载体中只保留了 gag尧pol和
rev3个病毒基因遥 包装质粒仅含 25 %的病毒基因组袁使其
与载体质粒的同源性大大降低[11]遥 将 gag/pol和 rev编码序
列隔离分散在不同的质粒上袁也可降低因同源重组产生野
生复制型病毒的可能性[12]遥 慢病毒载体系统可以进一步分
成 gag蛳蛋白酶尧vpr蛳pol尧rev尧VSV蛳G包膜蛋白和载体表达框
这 5个组成部分袁来进一步减少产生 RCV的可能性遥此外袁
还有报道通过对包装结构内 gag蛳pol密码子进行优化袁来减
小它和转移载体的序列同源性袁从而减小载体和包装结构
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摘要 对 HIV蛳1慢病毒载体的演变和发展做了较详细的介绍袁并对慢病毒载体在生物安全性上的改进进行了综述遥
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Abstract As a new method of transgenic technology, HIV蛳1 letivirual vector was recognized and applied by more and more people in many
research fields. The changes and development of HIV蛳1 letivirual vector were introduced. And the improvements of letivirual vectors in biological
safety were reviewed.
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加巯基乙醇袁研磨时加氯仿可以有效地抑制 DNA酶的活性
和去除蛋白质杂质袁采用氯仿颐异戊醇渊 24颐1冤抽提 1次就可
以获得质量和浓度较好的 DNA袁在 SSR分析中得到较好的
扩增结果遥

该研究表明袁快速方法 2提取 1个样 DNA只需 4 min遥
这可能是种子胚细胞虽然小袁但所含遗传物质 DNA相对较
多袁同时袁未经萌发的干胚含色素或酚醌类物质少袁因而可
以得到比叶片更好的 DNA提取效果遥提取叶片 DNA时袁无
需进行特殊处理去除色素等杂质遥研磨时加入氯仿袁可以有
效地抑制 DNA酶的活性和去除蛋白质杂质袁所以袁在不用
液氮研磨的情况下袁 也可以获得分子量较大尧 质量较好的
DNA遥 该研究采用的快速法省略了常规 DNA提取法用氯
仿颐异戊醇渊 24颐1冤抽提尧无水乙醇沉淀 DNA及相应的风干和
重新溶解等繁琐过程袁 大大节省了提取 DNA的时间和劳

力遥 虽然利用该快速提取方法提取的 DNA溶液中袁含有多
糖尧 蛋白质尧 叶绿素等细胞内含物杂质以及 Na+尧Tris蛳HCl尧
EDTA尧SDS等杂质袁但由于 SSR反应对 DNA的质量要求不
高袁仍然可以得到较好的扩增效果遥

总之袁该研究的快速提取法中 DNA提取的操作程序大
大简化袁提高工作效率的同时袁也可节约种质鉴定的成本遥
为 SSR技术在玉米种质及纯度鉴定中的广泛应用提供了技
术上的保证袁在生产上亦具有广阔的应用前景遥
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重组的可能性遥 这种优化的包装结构可以在不依赖 rev的
情况下允许 gag蛳pol基因的高效表达袁因而可从包装结构中
去除 rev和 RRE序列袁来进一步减少载体和包装结构重组
的可能性遥
2.3 加强慢病毒载体的靶向性和可控性 作为基因治疗

的有力工具袁慢病毒载体需要对其所感染的宿主细胞具有
特异性袁即确保目的治疗基因只能转入到特定的靶细胞中遥
目前袁慢病毒载体的靶细胞特异性主要是通过两种途径实
现的院一是使病毒颗粒与某种靶向分子或特异性抗体结合曰
二是改变病毒的包膜蛋白袁使其对受体细胞的亲嗜性具有
特异性[13]遥 此外袁通过将 Cre蛳loxP系统以及四环素调节系统
引入慢病毒载体袁已使得人为调控目的外源基因表达的组
织特异性尧表达时间的特定性以及表达水平高低成为可能袁
这也间接地降低了慢病毒载体应用过程中的生物风险性遥
3 展望

虽然慢病毒载体法进行的基因转移存在目的外源基因

随机插入宿主基因组的问题袁这为其应用带来了一定的风
险性袁但其自身同其他转基因技术相比所具有的众多优势
是不容忽视的遥 相信随着对 HIV蛳1慢病毒载体相关研究的
不断深入袁慢病毒载体的各种缺陷将会进一步得到弥补和
完善袁其生物安全性也将更加可靠遥
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