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可诱导慢病毒载体的优化策略及应用
黄芳王毅刚蔡荣杨光华钱程*

(浙江理工大学生命科学学院，新元医学与生物技术研究所，杭州 310018)

摘要 以 l 型人免疫缺陷病毒(HIV-l)为基础构建的慢病毒载体具有可感染非分裂细胞、免

疫反应小、携带的基因片段容量大和可整合进宿主基因纽而长期表达等优点，因而成为最理想的

基因转移载体之一。可诱导慢病毒载体介导的可诱导基因表达系统能够有效控制目的基因表达，扩

大了慢病毒载体的临床应用潜能，成为很有前景的基因治疗载体。主要介绍带有四环素和其他几

种诱导系统的可调控性慢病毒载体及其改进，以及可诱导慢病毒载体在 RNA 干扰中的应用。

关键词 慢病毒载体;可诱导;基因治疗

随着对人类疾病发生的基因水平认识的逐步加

深，基因治疗己经成为治疗肿瘤和遗传病等难治性疾

病的有效尤I法。 目前用于基因治疗的载体大多数为

病毒载体。以 l 型人免疫缺陷病毒(HIV-l)为代表的

慢病毒载体具有可感染~~分裂细胞、免疫反应小和

叮整合进宿 -L基因组长期表达等优点，适于体内基因

治疗，因而成为新一代的高效基因转移载体研究热点。

然而，发展应用于临床基因治疗的慢病毒载体，

要求能够严格控制 H的基因的表达，并确保治疗有效

性和减少毒副作用。利用可诱导基因表达系统构建

的可调控型慢病毒载体，依赖无毒性小分子药物或激

素在转录水、|λi二能有效控制 H 的基因定时定量地表

达，扩大了慢病毒载体用于基因治疗的潜能。因此，

可诱导慢的毒成为极奋前景的基因治疗载体，也是当

前慢病毒载体研究的新焦点。

1 慢病毒的结构特征及载体应用

↑曼病毒属于逆转录病毒科，与→般逆转录病毒相

比，其基因组结构更为复杂。以 HIV-l 为典型代表

的慢病毒，其基因组包含 3 个结构基因 gag 、 pol 、

env, 4 个辅助基因 vif、 vpr ， nef、 vpu 和 2 个调节基

因 tat 、 rev，并且在病毒基因组的 5' 端和 3' 端各有一

段相同的核昔酸序列，称为长末端重复序列(long ter­

minal repeat, L TR)。结构基因 gag 编码病毒核心蛋

白， pol 基因编码病毒复制所需要的酶， env 基因则编

码病毒的包膜糖蛋白;调节基因 tat 和Jrev编码的蛋白

质分别在转录及转录后水平调控病毒基因表达;辅助

基因vpu参与病毒颗粒的组装， vif基因编码的蛋白质

与病毒的感染性有关， nef基国编码负调节蛋白，对

结构和调节基因的表达有下调作用， vpr 基因编码的

产物参与形成整合前复合物。

近年来，以慢病毒为载体的基因治疗研究发展非

常迅速。从第一代慢病毒载体的应用至第二代慢病

毒载体系统的改进以及自我灭活型慢病毒载体系统

(self-inactivation vectors , SIN)的产生，通过远步去除

野生型病毒基因组中的致病基因而J太太提高了其生

物安全性。第一代慢病毒载体系统的构建以 Naldini

等川应用的三质粒系统为代表，由包装，包膜及载体

质粒组成，生产慢病毒的同时降低了野生型病毒产生

的可能。在此基础上，应用水泡性口炎病毒 G 蛋白

(VSV-G)包膜构建的假构型慢病毒载体，其病毒滴度

和病毒感染能力都得到了提高使之能够感染原代肝

细胞、外周血淋巴细胞和成纤维细胞等。为进一步

降低野生型病毒产生的可能性，第二代慢病毒载体系

统又去除包装质粒中的 4 个辅助基因。结果表明不

但没有降低病毒滴度，而且增加了生物安全性[2]。第

二代慢病毒载体系统的构建是在二质粒系统基础上增

加一个含 rev 基因的质粒而形成四质粒载体系统[3] 。

改进后的系统进一步减少了 HIV-l 包装所需的序列

同源性结构，且对病毒滴度和转导效率都没有影响。

SIN慢病毒系统将病毒基因组 3' 端 LTR 中 U3 区的增

强子和启动子序列去除使LTR区的转录激活能力下

降，并使得所形成的载体缺少HIV增强子和启动子而

产生失活的前病毒，因此消除了对外源启动子的干扰

作用和对下游基因组中原癌基因的激活[4] 0 目前，人
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们已成功应用白州市轨休干j放感染j主血7 细胞、神

经细胞、肝细胞、视网膜色素 1'，皮细胞和1肌肉细胞

此进行相应疾的的1fì疗等，尤其在 l虹液系统疾病的疗

中有f 泛的)\\~旧，在lJ 血友病、白 r(1]病、 Fanconi 贫

血症和镰)J~犬细胞贫血症哇。

2 几种可诱导慢病毒载体系统及其改进

为进一步jj{向恒病占载体的基因表达调控效

率、扩大泊疗的用范|司和IFI强生物去食性，近年来，

研究者们把 IIJ 诱导?在凶表达系统应用]二个里的毒载体

并 Fl作了进 4步的结构改进，仨~包括以F儿个系统。

2.1 四环素诱导型慢病毒载体

H 前同时故f泛的T:iTk茸寻系统为四月、亲诱导的

惶病毒载体系统。 该系统是利JfJ大肠丰 I菌转陆 f

Tnl0 的问环桌JtL性操纵于为基础Tíu构建的，其反式

j敢1?i [):;f{(transactivator) tTA 平[lrtTA 由四环素抑制蛋

白的 DNA 结合1名与 VP16 的转录撒活L;，<:融合形成 l510

利用反正飞激1月|大ITtTA 旦旦 rtTA 的调控系统分别称为

Tet-off 系统或 Tet-on 系统。在 Tet-off 系统中，去除

四环素或其类似物11寸， tTA的tetR区能介导tTA.LjtetO

特异结合，从而开hJE毛因转录.，反之，当加入网环素或

其类似物时，引起 tetR 结构改变， rTA 不能与 tetO 特

异结合，关闭基因转录。 I j Tet-off 系统相比， Tet-on 

系统通过突变tetR 的四个氨基酸、使其作用逆转，民11 吁

阿环素或其类似物存在时. rtTA 才叫一气 tetO 结合启

动转录(罔 1) 0 Lj其他调拉系统相比，问环素调控系

统在|临床应川 I1 1 具有以 F优势阳].第其:民导剂强

力霉素对人休无声，己被「泛作为抗牛素使用;第一干，

强力霉素为脂浴'性，容丛渗透细胞和组织;第二，体

内实验中，目的革凶的表达'pJ 依赖强力毒素实现快速

开启或关闭的转换，门单个细胞的某因表达水平与强

力霉素 l~ 剂旨:相关;第四，该系统己成功院用于许多

的毒或非病毒载体以调控不同基因表达。
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Kafri 哇 [9]构述了 4个包含';é，较川川、东 i时机系统

的可民导但病毒载体，其携带的1li?i 从|大IGFP和反A

i散活例子分别在 IIJ 的~们 .!9J j吁IICMV 的控制 F求

达。:与该可话号'自Md王载体体外转叶 HEK293 细胞

盯，加入诱导剂仅有低水干的 GFP 衣ib:: líu 1-:-1出诱导

剂后， GFP 的表达则~ 1',11 500 fi'l 0 ill J} 的体 v才实

验通过转导鼠脑组织约束终;水分化丰Ij1tj_)L:. 1 1 1 11J 见

GFP 的表达，而J 在鼠的饮水，)1 }JIJ 入l'X 1~ 1涂诱导剂， I,j 

观察到 GFP 的抑制或表达。此外，实验中还发现少

量不被诱导剂控制的 GFP 表达， Jth;il大111Jíj巨变邻近

CMV 启动 TEl且者 HIVU3 以增强 f影 Illí~ 0 .ìb J时 U3 L>( 

增强 +ili)ç夫的 SIN 但仙过手载体和J边的 IIJ 诱导载体系

统则能降低水底水、|λ(basal activity)求达。门的"儿乎

所有口I诱导恒病占软件都是 {I: SIN ↑如rj，j l'l王载体草础

上构建的。

为降低水底水平表达， Haack 句~\II()I构建了儿组单

个载休(single lenti-vector) 系统， )j 分村11~}-1111 JII~j _r飞作用

元件 -CMV 启动于在本底水、|λ丘地， t l Ji:.4击下业 I J-; I 素，

其次 v叫奸、主 i秃导的启动 F 山起到较小 1'1用。 1'1:此墓

tîHLI 伞，他们义构建了双载体(binary lenti-vector)系统。

通过感染 293T 细胞，双载体系统的本!卤水、|λ表达明

显降低， )j 日基因表达的最大 ET 山 1rrYr 1自川句的导系

数达到 100 多倍。然而， 111 r现载体系统介导的 JI~

因表达严格依赖于两个单轨体同时也m 个细胞，因

而]限制其在体内实验中的放率。 Haack 咛又进 -1!J

将 Pll环京诱导的 )1、 J 动 f移到 3' 端 LTR 的 U31灭，门

的.r;t;队|放在 CMV !r'i 动子的 5' 端，广 !l~ 了第 1飞单

个慢病毒载体系统(同 2) 。此载体系统不仅维忏了

15]水平的来网去ib:， 1"jfJ;j本底水平表ib: 1R低。此外，

他们将 tTAlllvP16 的转录激活|义.J负成人 NF-KB转录

因子的 P65 转习毛激活区产屯的新反.rU>>史活|坷子 tT65

丽构建的慢病毒载体 转染不|叶和1 1 类:细胞尤其是

CWR-Rl 细胞后导致高水干的N~[到去达。

} KH ( 

rtT/\ 

promoter rtetR VP16 

s ' 少飞doxE

letO Pmin' transgene 

t与 J止

tctO Pmin transgene 
女

~/， ,'Jl 

图 1 四环素调控系统151

a: Tet-off 系统 b: Tet-on 系统。
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图 2 不同结构的四环素可诱导慢病毒载体[101

a 百丁 1飞平技体系勾L Jl'i 'u3Ix J;R<犬; CMV Ji'j iJJ T卡;':1川 tTA ， TRE 启功于控制外源基tJ;]; b 、 c: CMV 启动 [r:' i!i1J tTA 旦旦 TRE )，'ll;fJI 卡.;~ ~例

外 ilJ;i J,t I太|内个农 j2二十l' 分 !JIJ 机 j 内个我体 1(11 +'tJ适的双载体体系 ;d 、 e: 第 代单载体体系，民巾 CMV JIi矿'Jr控制反式激沂 I J.:J ((tT65 成 tTA) ，

TRE 1,'llJJ r价 r U3 I义，外 JJ;i J ，lJ!、li\ì r CMV miJJ r 的 51 ;1-，的; f 祖/干细胞特异的 "1 调控单个恨州市载体， Jt , l' FJllfIL îî; 内皮川外人、 1 LJJ 了-(VEcad)

拧;川的反式激川 I!;I ((rtTA2s-M2) 求达十11:)运|句插入胆的运载体'-t'o

认IPRELuciferasc VEcad 'TREalb rtTA2s-M2 poJyA60! 

之一 c 尽管该载体中的反式国于表达十;j~是反 IhJ 的，

但并不影响恒病毒载体的吁:产。此外，为 i膛E匪2免插入

的 poly川(A削)影日晌向慢病毒载{休尔生/占气F

6ωO 个碱基的单|山句 p归01忖yA6ω00 由于恒的每包装容量限

制，该 polyA60 结构将会得到f 泛运用。

总之，为降低本底水平表达和捉高调控系统的话

导效率，对囚环京诱导型慢锅毒载体的改进主要体现

在以下方面;第，利用细织特异性启动 f控制反式

激活因子，从而限制外源基肉片在特定组织 rt: 1 表达。

例如 ， ;豆用鼠血管内皮细胞特异启均 j主 (murine vas­

cular endothelial cadherin promoter, m VEcad)可控制

反式激活肘子特异性表达于内皮细胞。此外，由于

本底水平高低与调控反式激活因子的启均 T强弱正

相犬，囚此可以选JlJ相对较弱的组织特异性启动子。

如在治疗肝癌过程巾，利用人血液纣合京某国启动子

(promoter of human hemopexin gene, Phpx)调节反式

激活因子，使得本底水平降低而诱导效率提高[61。第

二，运用反式激活国子的突变体(rtTA2s-M2)。当不

力口诱导剂时， rtTA2s-M2 与 tetO J5Z结合能)JF降，同

时对强力霉京有更高的灵敏性，达到相同基因表达水

平只需要少 10 {奇的诱导剂量114-161 。第二二，改进外源

基因的可诱导J，'lt9J 子。例如第:代可 i秀导启动子

缩短了CMV最小启动于并且包含八个问坏主操纵子

序列[17J。又如，利用鼠洁蛋白 5' 端基国区的 196 bp 

启动于代替CMV最小启动了三而构建的新型可诱导启

近米， pluta 等 [111通过改造四五个亲诱导的慢病毒

载体而构建了新型现载体体系，并在此基础上做了进

岁的[.')1:址。他们在含有向答框的慢病毒载体 3' 瑞

LTR '1 1拍入鸣 β 球蛋白 cHS4 绝缘F元件，结果降低

于本底水平，但1加入强力毒素时，其基因表达水飞F

比没古绝缘 f1，所降低。此外， pluta 等义通过第 1

代口n元导启动 f怦抉掉原来的口j 诱导启动子，不1li本

1点水、f表达减少， 1111 11诱导效率达到 522 衍。 Kühnel

等[121证明用自动讥l 节一坏(autoregulatory loop)控制 tTA

能得到高滴度的慢病毒载体并且转染高分化肝癌细

胞后能有效控制~{j大|表达，为肝癌的治疗研究奠定了

基础。 Markusic 咛 [J 飞 IJlt---步比较在单个但病毒载体

中分别HJ (1 动调节坏和]组成气川constitutive)启动子

CMv1~'制反式11J~~刮大j-f口TA，结果发现前者的作用优

于后者，不仅捉叫 f安全性日增加了病毒淌度和民导

效率。然而，其缺点足开启基|大|表达需要高浓度的诱

导剂，这给体内泊疗带来难题。因此，通过使用 rtTA

的突变体口TA3 以降低开启基因表达所需的诱导剂量，

为应载体系统在体内的治疗应用打开新的思路。

最近，我们实验'主构建了几种不同结构的四环京

-I-1J 诱导慢病毒载体系统并且证实了真有效感染内皮

细胞的应山(陕|刀，将发表)。与反式表达杠 l司 [ftJ 相

比，构建的反式#.达框反向的 SindLuc-Al 载体体外

转染 Huvec 和 HeLa细胞具有低本底水平和自诱导效

率(l 7.7~73 怕一)，因而]其被认为是最好的可诱导载体

www.baoloLcom Tel: 021-31263268 适Jl] J! I : frìì科学得研究领域的主尔超纯水系统，使实验数据史逼真
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功子，取得了 fm恕的实验效果[6J。第四，加入民导抑

制子也能降低本底水、|λ表达。抑制子由 V4坏素抑制

蛋白和人Kox-l 蛋 I气 IIRI或人Mad-l 蛋白 [191的转录抑制

区构成。受↑曼病毒载体包装能力的限制，同时加入

的抑制蛋白可能 lj 内视因子作用影响细胞功能，从而

限制其在叮 i秀导惺俐毒载体中的[Î1Î，用 119] 。

2.2 蜕皮激素调控型慢病毒载体

由于四坏习毛诱导的慢病毒载体在在且本身同有

的缺点，如较 l间的木底水、F、基 l刻表达调控的诱导

效率不 r~J 、四川二京在体内难于消除以及反式激活时

f(tTA 王先 rtTA))J异种蛋白，在机体内口J能引起毒性

或免疫反JÎV.匀， lJ;]此→走杠度 LI)~ ~jÙ 了其应用。近

年来，研究者构建的蜕皮激素调控71'l慢病毒载体系统

叮望弥补这比不足。

蜕皮激素 ~lJ 诱导慢的毒载体系统由蜕皮激素调

控系统插入到 SIN 慢病毒载体构建而成。由于蜕皮

类固醇激素为王三月日忡化合物，可快速有放的进入各种

组织，且不易在体内咙留，是-种理想的基因表达诱

导-物。因此，出可诱导慢病毒载体具有明显的蜕皮

激素调控系统1'1 身优势。为了减少内源性类固醇激

素和哺乳动物细胞核受体的下扰，在哺乳动物细胞中

调控基因表达，运用果蝇蜕皮激素受体口J构建 A个蜕

皮激素应答Jf关。其原理为，经修饰的蜕皮激素受体

u 
rA 

ρ
B
W
 

t o m O T-pa pa RXRgene 

B 
m 

E/GRE Core promoter 

b 
L TRlsin cPPT GFP CMV i VgEcR IRES LTRlsin 

C 

LTRlsin cPPT CMV Vg巴cR

d 
CPPTI mRE LTRlsin 

因 fVgEcR(包含伞个 DNA 结合|泛手lJ .个 VP16 激1fi

l>{)在蜕皮1~素或其类似物有在l刊，与天然同时尔类似物

RXR(retinoid X receptor)形!此异泪~聚f牛:VgEcR-RXR, 

该二二聚体i版活含其放山间 j士(response element)E/GRE 

的启动子，从而jKl~)j f! 的 H~I Y;I表达(1冬13 a)。最近， Galimi 

寺'[20]构建 f儿种蜕皮激素请导的慢州市载体。其包

括可诱导蜕皮激素启动 r调t.~ GFP 、 CMV 启动 f调

控反式激~rE'I)ç1 子而构成的单个慢病Jld川木和 l 才守所

轩、调控表达和放在两个↑即岗山轨休 l伞的材载体系

统(罔 3)。体外实l践表明， )己论 ){If!个性的古H川才，jj_:

是双载体 i秀导系统，其本!戊水平部恨低 l.秀导放二年恨

白，是一种诱导很严密的书因表达训JiT 系统。 75效

应物存在时，现我休诱导系统体外转飞去 293T 和 293甲

ERV细胞后导致 1~-iJ 水、F阳)GFP W:_达， r的机载体系统的

GFP 表达水平比现载体低。为找~I手牧体和J)(又载体

系统在诱导GFP表达水平不同的民L剧， Galimi等人又

建立了表达双荧光的载体。通过加入的导剂，可观

察到口I诱导启动 f控制的荧)\';~达， 1(ljCMV 扣制的

荧光则没有表达， j过主说明单载体系统 l小1们I }I'巾、

拍在:刁寸干→扰 O 同样， N orthern f[J迹 ìht山 ilF实了单载体

系统中存在的这种|扰。此外，川l双轨休诱导系统

转导鼠造血 T细胞移柏模刑，没11 观察到与蜕皮激素

相关的毒副作用。然而双栽休慢病毒系统不是体内

promoter ! VgEcR g巳ne

-i污导物 --
iG 

transgene 

L-=:. H;j{ 

i WPRE I 

IRES RXR ! WPRE i LTRlsin 

GFP WPRE LTRlsin i 

图 3 蜕皮激素调控系统和不同的蜕皮激素可诱导慢病毒载体结构图 [201

a: 蜕皮激素调控系统原f!~1引。 J1; 'I' ，受体|大!子 VgEcR 与天然配体类似物 RXR 形成异源 聚体 VgEcR-RXR , {i'1!l~比 1版东叮诱诱导匆{Ftt 协i

激活 E/GRE 启动子，归功尽|刻表i丰。 b: 单载体系统; c , d: CMV 控制 VgEcR-RXR 或 VgEcR-RXR 1但怜的川功于拉;j，IJGFP 两个表达柏:分

别位于内个载体 1M的洼的双载休体系。

与世界接轨，用主尔超纯水系统 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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Gal4 Vpl6 pR伽LBDß

丁噩
• -E Mb 

14 月飞!jè: IJji元导时fdiit载体的优化策略及!但)IJ

promoter 

" 欢八
川

儿
扩
命
/

AUT 

。
"

、

B
/
‘
飞

Core promoter 

h 

transgene 

L→午O ，~K
L\ U3' R U5 'gag RRE polyA switch L\ U3 R. U5 

ß U3 R U5 gag RRE I MIP DsRed2/EGFP WPRE ß U3 R U5 

d ß U3 R U5 gag RRE MIP hAAT ß U3 R U5 

图 4 RU486 诱导系统和 RU486 可诱导慢病毒载体结构图[21]

a: RU486 调控系统 I~(PIJ 问。民!↓l 反it激川|杜 r GL VP ffl Gal4 、 Vp16 和 PR-LBDL'>组成; b: 表达反式激沂|λ1 T GLVP H'l慢病毒载体，其

qJswitch .{，斗小Iri LJJ (}，川4反式激活 [J;[ [ 的友达桩; c: RU486 可诱导的启动于控制报告然|对农达的慢病市载体， Jl r[' MIP -1< /J~ RU486 可

的导的 h' 1 功{电 d: RU486 "Jì焉导的 )1'/[动 (r~l:t[J 人 α1 )快岛东主在国(hAAT)求达的慢的7号载体。

i制对忏1疗的理灶!}j法，但是能够为 ex vivo 治疗提供

合理的平行。

2.3 RU486 诱导型慢病毒载体

RU486系统利用人于J四[óJ拈抗物RU486(mifepristone)

做 i秀导剂，旦被J Il r腺病毒和 HSV 载体时，只市加入

少量 RU486 就 IIJ Lj )，']功 fJ.游的转录于结合而启动

转习毛的进行，问控 fi fj{j;堪回表达灵敏而有效，提高了

安全性和疗放。因此， RU486 系统在慢病毒载体'1 1

山具有「阔的山 Jtj 潜能。

RU486 诱导咐'四柑毒载体系统原理为其反式激

沾|对 fGLVPlil'交变的人孕四川受体(HPRB891)的配休

结合[X:(PR-LBD~)、酵 I手 GAL4DNA结合区和 VP16

转求激阳区芝占融合向成。 PR-LBD~ 不能与孕酣结

合，们能与孕四日~N;tA物 RU486 纣合。当力IJ入 RU486

时，反式j殷沾|夫I r- GLVP 与最小启动子上游的 GAL4

DNA 结合f<门2、纣命，从而开YLi转录;而孕酣及且他内

源性激素无法，) PR-LBD~ 结合，不能开启转录(图

4)。实验证明，低剂量的 RU486 即可诱导 H 的基因

衣达。同时 RU486 具有进入组织速度较快、半衰

期较短和击性较小!:2 优点。|大l此，利川J RU486 民导

系统和 SIN ↑引尚存载体相结合， J但用前景「泛。 Sirin

Ttj2ll构建 r SIN 慢病毒载体 'j RU486 诱导系统相结

合的其因民导丘达观载体体系。其中，反式激活因

于表达杠反 InJ y'c; I吨士慢病毒载体构成最优化的诱导

体系(图 4)。结果显币，该 i秀导系统的效率很高。加

入RU486 时， GFP和JRFP基国表达分别增加 41 至 275

倍，同时本底水平表达也很低。此外，体外转染 HeLa

和 huH7 细胞时，在 RU486 的诱导下人 α1 月夷岛京基

|茸的表达量也增加 48 倍。这些数据表明，将 RU486

民导系统应用于 SIN 慢病毒载体而构建的新明基因

表达调控系统为更广泛的体内基l大!泊疗奠定了可靠

的基础。

2.4 其他类型的可诱导慢病毒载体

目前，除上述可民导型慢病毒载体系统外，许多

研究者也尝试应用其它类刑的可诱导载体系统，包括

类国醇激素和 Cre 重组酶双调控载体系统、链阳性

菌素诱导慢病毒载体系统和大王小内醋物诱导载体系

统节 c

最近， Siprashvili 等[221构建了平中由肾 L腺皮质

类固醇激素和Cre重组酶双调控I'fJ携带促红细胞生成

素基|大I(Epo)的慢病毒载体系统(图 5)。该慢病毒通

过注射入免疫缺陷老鼠再生的人体皮肤后，用部加入

激素-nJ 以在启动子水平调控 Epo 的表达和红血球的

含量。同时通过停止加入肾上腺皮质激素和经由 4-

开且他莫昔芬(4-hydroxytamoxifen)诱导的Cre重组酶

调控宿主基因细中前病毒的删除，可以导致某因传输

的停止。这些研究建立了 种时在人体皮肤细织中

实现持续、口J局部调控泊疗蛋白表达的全身传输方

适用f' 1: i1lì科学得研究领域的 cìs: 5J'~坦纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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圄 5 类固醇激素和 Cre 重组酶双调控慢病毒载体1221

GRE 为糖1支质激素J1J 两导启动 f，由 5 个糖1支质激素应答几件和 2 J引腺讷毒晚期启 i;)J r构成; Cre-ER 为州'激素'交体(ERl éj .f:纠 l陶 Cre 的

融合基|大10 Cre-ER 1114- J..i l，!;他莫背芬进行调控， ill而识别 loxP I>{域，将两个 loxP 位点间的整段慕 l主|切除。

法，解决了重组泊疗蛋白需要重复注射和外源基因传

输和调控存在一定困难的难题，为包括肾性贫血症在

内的人体许多疾病的治疗提供了→个很好的平台。

近来， Mitta 等[23)设计了最新一代的链阳菌素诱

导~(streptogramin-adjustable)的 SIN 慢病毒载体。该

慢病毒载体系统由携带组成型链阳菌素依赖的反式

激活因子(PIT)和 PIT 调控的外源基因表达框的双慢

病毒载体系统组成，其中目的基因由其 5'端链阳菌素

调控的启动子(PPlR8)控制。研究表明，该载体携带

报告基因、分化调节因子(人 CÆBP-α)和人VEGF基

因转染啃齿类细胞(CHO-Kl)、人细胞株(HT-I080，

K-562)、人和小鼠原代细胞(NHDF， PBMC , CD4+) 

及鸡胚后，不但可调节胞内及分泌型蛋白的表达、

调控肌肉祖细胞向脂肪细胞或造骨细胞的分化，还可

精确调节鸡胚的血管生成。最近，他们又设计了一

种大环内醋物(macrolide)可逆调节人血管内皮生长因

子 121(VEGFI21 )的诱导型慢病毒载体系统[叫。比较

四环素和链阳菌素诱导系统，该慢病毒载体可转导各

种哺乳细胞和不同的人原代细胞，并且转导鸡胚后能

够更精确地调控 VEGFI2l表达，使新生血管形成严格

依赖于诱导物的量，为↑曼病毒介导的外源基因在体内

的精确调控提供了佐证。

3 可诱导慢病毒载体在RNA干扰中的应用

最近，应用口I诱导慢病毒载体介导 RNA 干扰

(RNA interference, RNAi)抑制相关基因表达在基因治

疗领域广受关注。与其他载体相比，利用可诱导慢

病毒载体介导外源 RNAi 序列的策略具有许多优势，

其中较显著的是可产生持续而稳定的诱导靶基因沉

默作用。以组织器官缺损的再生与生理性修复以及

活体组织器官的再造与功能重建为主要目的的再生

医学的最大障碍是因 HLA 的多态性1M 导致的免疫排

斥反应。针对该问题， Figueiredo 等1251 设计了包含

HLA轻链或重链RNAi序列的可活导，表达框的慢病毒

载体。加入诱导物后，该载体转导 HeLa 和 B 淋巳细

胞可使I类HLA抗原被抑制达90%，网而有效抑制活

化的 Tc 和 B 细胞产生抗体杀伤移植细胞。 Shin 等[261

在慢病毒载体介导单个或多个外源RNAi序列的诱导

表达墓础上构建 shRNA(short hairpin RNAs)和外源

基因共调节表达的载体系统。当转 ~RAW 细胞时，

加入 Dox 后结果显示 Gß2 被完全沉默不表达而同时

GFP 表达迅速增加。 该系统能够同时调控内源和外

源基因表达，为慢病毒在基因治疗中的应用打开了新

的思路。为提高 RNAi 表达调控的效率和减少慢病

毒整合位点附近或下游原癌基因的激活， Amar 等(27)

对可诱导慢病毒载体进行改进构建了靶IQ]GFP的可

调控表达 RNAi 的单个慢病毒载体。其改进在于①

应用新型反式激活因子，由原反式激活因子rtTA2-M2

l凹的 DNA 结合区与 Oct-2Q(Q-A)激活[5(r 28 1组成;②

PGK启动子控制反式激活因子;③7个四环素操纵子

序列替换人 U6 启动子的 Staf 和 Oct-l 1><:形成四环素

可诱导的 RNA聚合酶III型启动子。该载体转导表达

GFP 的 293T 衍生细胞，观察到 GFP 表达量减少

90%。近来一些研究表明，剔除 p53 能有效抑制享廷

顿(Huntington)疾病动物模型的神经退行性病变[291，因

此下调 p53 表达为治疗此类疾病开辟了一个新途

径。针对 p53 基因设计的 shRNAi 序列在慢病毒载

体介导下使内源性 p53 在 293T 、 MCF-7 和 A549 细

胞中均被抑制。 Tiscomia 等[30)通过 Cre-LoxP 系统控

制 Pol III启动子，能达到高效调控 RNAi 的目的。

4 小结与展望

lj世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-31263268 www ,baolor.com 
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』电l- )-1 飞~': Iln秀~↑曼的心载体的优化策略及l也用

伞般来说，个高效的可诱导系统要求且不能与

内源某lj;l的转求发什:_T扰，相关纠成元件免疫原性小，

Jj二 1 1.能够被小的 JUAJ的导物分 f严密调控。尽管上

述 ~In元导慢州占载体系统在体外和体内研究中取得

了很好的放!拦，然而且l\ìzJIJ -i-'临床试验还有一段很长

的路，需要进 -iiJ捉向门的基因的表达调控效率，严

格控制其生物安全性。虽然至今未见复制型病毒产

生的报道，{bi并不意味慢的毒载体是绝对安全的。

此外，↑曼病毒 fj<] J陪合1\'I点不仅影响口I诱导载体的本底

水平表达I(Jjl 1.影响其在特定组织中的诱导表达，因此

发展定点整合的慢病毒载体对于提高可诱导慢病毒

载体应用于|临床治疗的安全性和高效性有极大的促

进作用。由此 IIJ见，可语导型慢病毒载体系统在人

体疾病的治疗ql必将有更加美好的应用前景。
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Application and Optimizational Strategy for 

Inducible Lentiviral Vectors 

Fang Hua吨， Yi-GangWa吨， Rong Cai, Guang-Hua Yang, Cheng Qian* 

(Institute ofXinyuan Medicine and Biotechnolo肌 School of Life Science, Zhejiang Sci-Tech Univers仰， Hangzhou 310018, China) 

Abstract As human immunological virus type-l (HIV-l) based lentiviral vector holds the 

characteristics of transfection to non-dividing cells, low rate of immunological response, larger capacity 

of transfer gene fragments and integrating into host genome for long-term expression of therapeutic gene, 

therefore it becomes one of the idealest gene transfer vectors in gene therapy. Transgene expression 

could be efficiently controlled by using the inducible lentivectors incorporating regulatable system , which 

expands the potential of lentivectors for a wide array of clinical gene transfer application, therefore it 

becomes a potential viral vector in gene therapy. Improvements of tetracycline and other kinds of induc­

ible lentivector, and its application in gene therapy for RNA interference are emphasized in this review. 

Key words lentiviral vector; inducible; gene therapy 
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