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第三代腺病毒载体的改良与应用
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［摘要］　腺病毒载体是一种非常有效的转基因载体，具有高效率、低致病性、高滴度及不整合入宿主细胞染色体等优点，广泛

应用于基因治疗。第一、二代腺病毒载体仍有许多不足之处，在其基础上发展了第三代腺病毒载体。第三代腺病毒载体与前

者相比，具有低免疫原性及高容量等优点，在基因治疗中表现出独特优势。然而，由于辅助病毒污染的存在及病毒产量有待提

高，第三代腺病毒载体的临床应用仍面临一定困难。
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　　腺病毒载体是一种非常有效的转基因载体，具有高效

率、高滴度、低致病性及不整合入宿主细胞染色体等优点。

然而，第一、二代腺病毒载体仍有许多不足之处，如包装容量

小、细胞毒性大、免疫原性强及表达时相短等。因此，在第

一、第二代腺病毒载体的基础上发展了第三代腺病毒载体，

又称辅助病毒依赖型腺病毒（ｈｅｌｐｅｒｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ）

或空壳载体（ｇｕｔｌｅｓｓｖｅｃｔｏｒ），既保留了传统腺病毒载体的优

点，又具有安全、长效、高容量等特点，表现出在人类基因治

疗中的特殊优势及良好前景。

１　第三代腺病毒载体简介

１．１　传统腺病毒载体　腺病毒载体共分为三代，其中第一、

第二代腺病毒载体又称为传统腺病毒载体。第一代腺病毒

载体是去除了Ｅ１／Ｅ３基因表达盒的腺病毒，可以携带大小

为６．５～８ｋｂ的目的基因，外源性基因表达盒（包括外源启

动子、目的基因与终止子）一般被插入到Ｅ１区对应处。第一

代腺病毒通过腺病毒包装细胞系（如２９３细胞）反式提供Ｅ１
区的功能，增殖并产生成熟的腺病毒颗粒。第一代腺病毒载

体的优点是转基因能力很强，能够获得高滴度的病毒，适合

大多数的基因治疗方案；其缺点在于载体的包装容量偏小，

免疫原性强，容易被机体免疫系统清除而无法长效表达目的

基因。

　　第二代腺病毒载体是在第一代的基础上，将病毒基因组

的Ｅ３／Ｅ４区部分或全部进行了缺失突变，缺失的功能仍由

辅助细胞株补充［１］。载体中还加入了可调控基因表达的温

敏因子，消除了复制ＤＮＡ和产生可复制型腺病毒（ＲＣＡ）的

可能。第二代腺病毒载体的优点是免疫原性明显低于第一

代，包装容量也扩增至１４ｋｂ；其缺点是成熟腺病毒颗粒的产

量较低，病毒滴度下降，仍未充分解决免疫反应和包装能力

等问题。对于传统腺病毒载体而言，宿主的免疫反应似乎是

一道难以逾越的障碍，严重影响了载体对外源基因的长效表

达和重复应用。

１．２　第三代腺病毒载体　第三代腺病毒载体又称空壳载

体［２］，顾名思义，它去除了腺病毒全部的编码反式作用蛋白

的基因，仅保留了两端的反向末端重复序列（ＩＴＲ）以及包装

信号（Ψ）等少量的腺病毒复制及包装所必需的顺式结构，其

去除的腺病毒蛋白编码序列的功能由辅助病毒提供。第三

代腺病毒载体系统主要由空壳载体、辅助病毒以及包装细胞

株三部分组成。空壳载体为携带目的基因的载体；包装细胞

株是腺病毒包装的场所；辅助病毒是Ｅ１／Ｅ３区缺失的复制

缺陷型腺病毒，能为空壳载体的复制提供全部所需的反式作

用蛋白，并大量生产衣壳以供空壳载体包装成有感染能力的

病毒颗粒。５型腺病毒（Ａｄ５）及三代腺病毒载体的结构如图

１所示［３］。
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图１　５型腺病毒及三代腺病毒载体的基因结构图
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　　第三代腺病毒载体不仅继承了传统腺病毒载体的优点，

还有其独特优势［３］：（１）由于其不表达腺病毒自身蛋白，显著

降低了细胞毒性与免疫原性，安全性更好，表达目的基因的

时间更长；（２）转载容量大大提高，达到３６ｋｂ，可同时表达多

个基因及一些能控制基因表达的调控因子；（３）由辅助病毒

决定载体的血清型，采用不同的辅助病毒就可包装出不同血

清型的空壳载体。理论上，第三代腺病毒载体能够克服传统

腺病毒载体的基因泄漏表达及包装容量有限等缺点，可反复

应用于临床治疗。

２　第三代腺病毒载体面临的问题

　　尽管第三代腺病毒载体能够利用病毒编码序列的缺失

逃避机体免疫系统的侦察，有其独特优势，但要将其应用于

临床，仍存在以下困难：

　　（１）辅助病毒污染问题：第三代腺病毒载体的扩增必须

在辅助病毒的协同下，经过数轮感染生长才能实现。尽管在

完成扩增后可通过氯化铯纯化法去除辅助病毒，但难以完全

消除污染，第三代腺病毒的临床应用亦因此受到阻碍［４］。

　　（２）缺乏高效的生产系统：空壳载体本身增殖能力低，生

产成本高，氯化铯纯化法的应用亦限制了其大量生产。不仅

如此，辅助病毒的结构及其提供反式互补功能的效率，重组

酶的结构及表达重组酶的细胞系的效率等，都可能影响空壳

载体的生产。

　　（３）免疫应答问题：基因治疗往往需要反复应用病毒载

体，而反复应用第三代腺病毒载体仍有引起机体免疫炎症反

应的可能［４５］。Ｒｏｔｈ等［６］证明，由于病毒衣壳具有免疫原性，

空壳载体仍能引起机体的免疫反应。尽管空壳载体具有较

高的转基因效率，但如果没有良好的降低免疫反应的方法，

针对之前感染或应用的腺病毒产生的中和抗体将明显减低

甚至清除治疗用病毒载体。

３　第三代腺病毒载体在基因治疗中的应用

３．１　应用领域的拓展　由于第三代腺病毒载体的独特优

势，其面临的应用领域非常宽广，但主要集中在基因相关疾

病的治疗上。通过携带不同的具有针对性的治疗基因，国内

外已有多项利用第三代腺病毒载体治疗动物模型的研究。

治疗方向主要包括：利用转基因表达产物抑癌的肿瘤治疗；

将转基因传递到组织细胞内弥补缺陷基因的基因治疗；利用

转基因表达产物进行辅助补充治疗等。

　　多项研究结果显示，空壳载体可用于血管及血液疾病治

疗并产生良好疗效。Ｗｅｎ等［７］构建携带尿激酶纤维蛋白溶

酶原激活剂的第一代腺病毒载体及空壳载体，分别注射入兔

颈动脉内，发现空壳载体可在动物体内持续高水平表达超过

８周。实验证明空壳载体不仅表达目的基因的时效长，引起

的免疫炎症反应也远远低于第一代腺病毒，在治疗血管疾病

方面具有独特优势。Ｏｋａ等［８］利用空壳载体在鼠低脂蛋白

血症模型中表达人载脂蛋白Ａ～Ｉ，结果显示目的基因可以持

续稳定的表达，且没有引起免疫反应，对低脂蛋白血症疗效

明显。Ｋｉｍ等［９］发现在小鼠模型中，利用空壳载体进行基因

治疗的高脂血症鼠的生存时间有明显改善。在此项研究中，

能够检测到外源基因表达的时间长达２．５年，充分体现了第

三代腺病毒载体的长效性。Ｒｅｄｄｙ等［１０］利用空壳载体在鼠

血友病模型中表达Ⅷ因子，结果显示其改善血友病的时间超

过９个月，亦是第三代腺病毒载体在血液循环中持续高效地

表达治疗基因的有利证明。

　　空壳载体还有应用于治疗遗传性疾病的可能。Ｂｉｌｂａｏ
等［１１］建立孕鼠模型，将空壳载体及第一代腺病毒载体分别转

导入鼠胚胎体内，治疗胎儿肌营养不良症，结果发现空壳载

体可以介导转基因在胎儿体内长效表达，对肌营养不良具有

良好的疗效。由此可见，空壳载体应用于妊娠期的胎儿治疗



·７２４　　 · 第二军医大学学报　２００７年７月，第２８卷

遗传疾病具有很大的发展潜力。不仅如此，空壳载体还可用

于治疗其他多种疾病。Ｍｉａｎ等［１２］利用空壳载体转导人鸟氨

酸氨甲酰基转移酶入鼠体内，结果发现目的基因能够持续高

效表达，使鸟氨酸氨甲酰转移酶缺乏症（尿素循环紊乱）的症

状完全缓解，没有明显毒副作用，疗效可持续６～１２个月以

上。实验结果提示，细胞内酶的缺陷可以通过高效的基因转

导与表达进行弥补，而空壳载体介导的基因替补疗法在此领

域独具优势。

３．２　应用方法的改进　在拓展第三代腺病毒载体的应用范

围的同时，如何改进病毒载体的应用方式以使其效率更高、

毒性更低，也是学者们研究的热点。其中，靶向双基因病毒

治疗策略的研究就取得了良好进展，即在靶向载体中插入两

个有协同效应的基因以增加其抗癌功能。有实验室尝试将

该策略与第三代腺病毒载体结合，以期产生更好的生物治疗

效果［１３］。

　　此外，ＢｒｕｎｅｔｔｉＰｉｅｒｒｉ等［１４］认为全身性的注射病毒载体

是引起机体强烈炎症反应的主要原因，通过高压注射的方法

将第三代腺病毒载体注入鼠体内，观察肝脏、脾脏等脏器及

血液中ＩＬ６等炎性因子的变化，结果发现第三代腺病毒载体

具有很高的肝脏特异性，并未引起机体强烈的全身炎症反

应，为第三代腺病毒载体进行安全高效的、肝脏靶向的基因

治疗提供了新的思路和证明。不仅如此，ＢｒｕｎｅｔｔｉＰｉｅｒｒｉ
等［１５］还在非人灵长类动物体内实验，将肝脏的出入血路暂时

闭合，由门静脉向肝脏内注射空壳载体，以延长载体与肝细

胞的接触时间，从而使载体的全身性血运播散降低，取得高

效的肝脏转导效果。结果表明，虽然此方法伴随外科手术的

创伤，但是其能够介导稳定的、高水平的转基因表达，且没有

任何长期毒性，尤其是对于那些目前还没有有效治疗手段或

只能进行肝脏移植的重症患者而言，更是值得继续探索的方

案。

４　第三代腺病毒载体系统的改良

４．１　重组系统的发展　１９９６年，Ｇｒａｈａｍ等采用位点特异性

的ＣｒｅＬｏｘＰ重组系统去除辅助腺病毒的包装信号，失去了

包装信号的辅助病毒仍能提供空壳载体所需的各种腺病毒

蛋白，但不能包装成成熟的腺病毒颗粒，从而减少混杂的辅

助病毒。ＮｇＰ等开发了ＦＬＰ／ｆｒｔ系统（酵母内发现的位点特

异性重组系统），用酵母的ＦＬＰ重组酶和ｆｒｔ序列取代Ｃｒｅ重

组酶和ＬｏｘＰ序列。与ＣｒｅＬｏｘＰ相比，ＦＬＰ／ｆｒｔ系统对辅助

病毒包装信号的剪切效率更高［１６］。

　　为进一步控制辅助病毒污染，Ｃｈｅｓｃｈｅｎｋｏ等［１７］利用昆

虫细胞产生杆状病毒，此病毒内包含着除包装信号外的大部

分腺病毒基因。用该病毒感染２９３细胞后，腺病毒基因组被

释放，生产出空壳腺病毒。此法虽然避免了辅助病毒污染，

但容易产生可复制腺病毒（ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｃｏｍｐｅｔｅｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ，

ＲＣＡ），难以得到高产量的腺病毒。Ｓａｒｇｅｎｔ等［１８］采用限制腺

病毒包装容量的方法来降低辅助病毒的污染。他们设计出

序列长度大于３５ｋｂ并缺失蛋白Ⅸ（ｐｒｏｔｅｉｎⅨ）的辅助病毒，

此病毒可以在提供ｐⅨ的２９３细胞中复制，产生腺病毒复制

包装所需的蛋白，但自身由于序列过长而无法包装。Ｓｏｕｄａｉｓ

等［１９］通过突变辅毒的包装信号，改变辅助病毒基因片段的大

小（基因组大于或小于最佳长度都会影响包装效率），降低辅

助病毒基因组的包装效率，减少辅助病毒污染。

４．２　选择合适的特异性启动子　肿瘤特异性启动子虽然具

有治疗靶向性，但其转基因表达效率往往较低，需要予以解

决。Ｔａｋｉｋａｗａ等［２０］构建含有 ＡＦＰ启动子和转录激活因子

的载体及含有ＡＦＰ启动子和Ｃｒｅ序列的载体，用于治疗肝细

胞癌。这种使腺病毒载体既具有高肿瘤靶向性，又能在肿瘤

组织中高效表达外源基因的方法，取得了一定效果。钱程及

Ｇｕａｎ等［５，２１］构建了在ＡＦＰ启动子调控下的第三代腺病毒与

塞姆利基森林病毒（ＳＦＶ）的杂交病毒载体，该载体可以在肝

癌动物模型内高效率高靶向性地表达ＩＬ１２，疗效良好。

　　组织特异性启动子能使载体更稳定高效地表达目的基

因。Ｄｕｄｌｅｙ等［２２］在治疗进行性假肥大性肌营养不良症时，

用腺病毒载体转导肌营养障碍抗肌萎缩蛋白的全长ｃＤＮＡ，

同时使用细胞巨化病毒的增强子和β肌动蛋白的启动子，目

的基因表达时间可达１年以上。钱程及 Ｗａｎｇ等［５，２３］生产了

包含有ＲＵ４８６诱导系统的肝脏特异性表达ＩＬ１２的第三代

腺病毒载体，并进行体内实验和体外实验，结果证明空壳载

体可以安全长效地、可调控地表达外源基因，且肝脏特异性

良好。研究者在载体构建中加入肝特异性的ＴＴＲ启动子和

ＲＵ４８６调控系统，结果发现肝细胞出现ＩＬ１２的高效表达，

其高峰值依赖于载体和ＲＵ４８６诱导剂的剂量；通过间断性

持续给予ＲＵ４８６，可维持ＩＬ１２的持续高水平至少４８周，对

肿瘤动物模型有明显疗效。

４．３　腺病毒的纯化与测定　第三代腺病毒生产过程中，存

在辅助病毒和ＲＣＡ的污染，必须通过氯化铯密度梯度离心

法进行纯化，也因此限制了空壳载体的大量生产。Ｐｕｎｔｅｌ
等［４］在氯化铯纯化的基础上，将载体ＤＮＡ从感染的细胞及

组织中分离出来，采用快速可靠且敏感的实时定量ＰＣＲ法，

精确测定空壳载体、辅助病毒及ＲＣＡ的量，以期进一步提高

空壳载体用于基因治疗的安全性。同时，他们还证明在动物

实验及临床试验中，定量ＰＣＲ可以精确定量组织样品中的腺

病毒基因，为空壳载体临床应用的安全性做进一步的保障。

有学者将第三代腺病毒载体进行聚乙二醇（ＰＥＧ）化修饰，结

果发现修饰后的载体在动物体内引起的免疫炎症反应较低，

可逃避巨噬细胞及枯否细胞的吞噬。实验结果提示对空壳

载体进行ＰＥＧ化修饰既能减轻载体引起的免疫反应，又不

影响其转基因的高效表达［２４２５］。

５　展　望

　　空壳载体不仅保留了传统腺病毒载体基因转载效率高

的优点，还进一步提高了安全性，扩大了基因的转载容量，并

且大幅延长了目的基因的表达时间，具有其他转基因载体所

无法比拟的优越性。尽管临床应用第三代腺病毒载体面临

严重挑战，但如果基因治疗载体系统没有更好的替代者，它

仍具有蓬勃的生命力。相信随着研究的进展，生产出安全高

效，靶向性强，表达时间长并可调控的第三代腺病毒载体，并

将其应用于临床为患者带来疗效的前景并不遥远。
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