
整合的逆转病毒墓因组表达的调节

R. A. Weinberg 和 D. L. Steffen 

逆转病毒利用反转录作用合成其基因组的 DNA

拷贝，并且在感染后不久便整合到细胞染色体的

DNA 中。这种整合的病毒 DNA ， 作为病毒 mRNA

和子代病毒 RNA 的模板， 被称为前病毒。在这感染

周期中， 一个重要的控制点在于前病毒转录调节的水

平。前病毒的表达可能受到各种调节机制的控制 ， 这

种控制是本文讨论的主题。 因为对这一调节的分子机

制了解得尚不够， 本文主要限于探讨调节现象。

内源性前病毒转景的调节

前病毒转录控制的最突出和最有说服力的例子，

是来自许多脊椎动物种系细胞中的作为遗传因子所携

带的逆转病毒基因组。 尽管已提出一些理论来解释这

些前病毒的来源，但是已积累的证据提示，它们是各种

现代物种的祖先种系的组织受到感染的残留物。 实验

室中已重复了这样的种系感染。用 Moloney 小鼠白血

病病毒 (Mo-MuLV )感染 Balb/c 小鼠胚胎，产生一株

遗传上传递 Mo-MuLV 前病毒的小鼠细胞系。这利1小

鼠为种系感染是内源性前病毒来源的这一概念， 提供

了实验依据v 也为内源性前病毒调节的研究提供了有

力的实验材料。

内源性逆转病毒基因组表达的调节是非常复杂

的。 这些前病毒绝大多数处于转录静止状态， 少数在

某些特定条件下可被激活， 而另一些则永久地失活，

再也不能产生转录物。 这种活性的缺乏或许是可以预

料到的， 因为这些前病毒象耐受性内源性寄生物一样

存在于宿主机体的种系中。偶尔前病毒得以有一定程

度地转录 ， 只要不危及携带前病毒个体的繁殖适合

度 ，这种表达是可以耐受的。相反， 如果表达危及其繁

殖适合度 ， 这种携带特定致病病毒颗粒的高度表达的

前病毒的个体 ， )就可能会从该种种的繁育群中消失。

因此 ， 一种很强的进化压力限制着许多内源性前病毒

基因组的表达。

这种压力可在迫使新近整合的前病毒被迅速地切

除的机理中表现出来， 但目前尚缺乏说明这种机理的

直接证据。其它的机理也可能使前病毒相对地无害

化。 例如 : 鸡的一系列内源性前病毒的研究都说明了

不同遗传传递的病毒基因组广泛的部分缺失。 这些缺

失保证了内源性前病毒表达的部分或全部失活。在已

知只表达内源性前病毒糖蛋白的鸡细胞中 ， 就有这种

缺失性前病毒存在， 并且前病毒的这种物理改变可能

用以解释存在于这种细胞系中的内源性病毒蛋白的有

限组分。 相同的情况也可能发生在某些小鼠组织中 ，

这些组织显示仅表达内源性异嗜性前病毒的糖蛋白基

因。

绝大多数内源性病毒即使有表达的话也是很少见

的， 结构缺失之类的简单解释是否足以说明其缺乏表

达的原因尚不清楚。估计小鼠基因组属于逆转病毒起

源的部分在 O.04%~O.3 % 的范围， 在这样大量的基

因中总是少数基因在任何情况下 都表达是极不可能

的。

在非缺陷和能够表达的内源性前病毒甲 ， 观察到

表达类型上有很大的不同。在这方面为鼠类白血病病

毒 (AKV) 编码的内源性前病毒 被广 泛地研究过。

AKR 、C3H 、 Balb/c 和 CS7BL 小鼠 都携带 AKV 前 病

毒。 AKR 小鼠的 AKV-l 和 AKV-2 前病毒在早期发

育过程中表达， 并在条件允许的时候使动物产生终身

的病毒血症。 相反 ， Balb/c 和 CS7BL 的前病毒仅在动

物的生命晚期才表达。 C3H 的前病毒的表现介于两者

之间 ， 虽在早期表达 ， 但明显地较 AKR 前病毒赂晚，

或水平较低， 致使动物抗病毒免疫反应有效地增强，

不致发展成病毒血症。 前病毒的拷贝数或遗传背景不

能作为解释这些结果的依据， 因为在遗传交叉业已表

明前病毒表达的水平是与一组前病毒相分离的， 并且

不同遗传背景的其它部分相连锁。

内源性和外源性前病毒表达的差别

内源↑生病毒的转亲通常受到严格的抑制。 例如 ，

从 AKR 或 Balb/Mo 胚胎中制备的成纤维细胞携带有

内源性前病毒拷贝， 但大多数在体外培养时并不释放

病毒。 Balb/Mo 小鼠其携带的遗传传递 的 Mov-l 前

病毒看来得以转录 ， 但也仅限于在这种病 毒 的靶组

织， 即脾和胸腺内。 这个结论是以膜 DNA 酶部分酶

解染色质的技术为基础的 ， 这是一种检测有转录活
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性的顺序的方法。牌和胸腺中 Mov-l 前病毒的敏感

性 ， 和对比~I二靶器官巾这种 DNA )I顷序的不敏感性，

有力地提示这种前病毒只存在于脾和胸腺细胞的染色

体中才得以转录。

革巴组织一些细胞的转录阻遏的松弛， 能导致动物

生命阜期释放少许感染性病毒颗粒， 由此又可能导致

小鼠的感染中心的迅速扩大， 因为释放的病毒能在小

鼠许多细胞里良好地生长。这样， 少数脾细胞可能起

着迅速扩散系统性感染的播种作用。 同样的过程大概

也发生于 AKR 小鼠。

受到细胞间传播的病毒慢性感染的细胞， 释放出

大量的病毒颗粒。 这些细胞表现为有趣的实验模型 ，

因为在它们的 DNA 中含 有两种 MLV 前病毒，一

种是内源性的、 遗传 获得的前病毒，存在于小鼠的

所有细胞内 z 第二种是新近由水平播散导入小鼠细胞

的、那些代表外源性基因组的前病毒。这两种类型的

前病毒→定具有相同的结构顺序 ， 因为外源性前病毒

来源于内源性病毒颗粒的感染。这些细胞外源性前病

毒启动高度生产性感染的能力， 显示它们对前病毒表

达的非允许性，并不是固定不变的。 由此又提出了阻

遏内源性病毒表达的机制问题。

前病毒表达的顺式作用控制

两种类型前病毒的不同表达受到每个整合的基因

组相连锁的)1阴式作用遗传因子的控制 ， 可以从中引伸

出一个模式， 它意味着内源性前病毒的不表达并非受

限于缺乏一般的允许性细胞的内环境。

一些实验证据表明 ， 同样的细胞可能会含有表达

水平差异很大的内源性和外源性前病毒。这些证据来

自检查二核苦酸胞I密度一鸟喋岭核昔 (CpG) 在胞喀、览

残基上甲基化的程度。 已证明这种甲基化是 DNA 不

转录区域的特征。仅含有 Rouse 肉瘤相关病毒(RAV)

或小鼠乳腺肿瘤病毒(MMTV)的内源、性前病毒的细胞

不存在未甲基化的病毒顺序。 当这些细胞被感染，并

开始产生病毒和获得外源性前病毒时， 便具有了未甲

基化的病毒顺序 。 我们最近的实验表明， 在含有内源

性和外源性 AKV 前病毒的 AKR 小鼠胚胎成纤维细

胞，内源性前病毒·以甲基化的形式存在， 而外源性前

病毒则不被甲基化。

对既含有内源性 RAV-O 前病毒， 也存在外源性

导入的、 与内源性基因组高度同源的鸡肉瘤病毒基因

组的鸡细胞，也做了类似的实验。租用 DNA 酶敏感的

染色质作为探针，作者可以得到这样的结论， 即在一

个细胞中同时存在着有活性的外源性 前病毒和感染前

后都不活跃的内源性病毒基因组。

以上的实验可能意味着存在阻遏内源性前病毒表

达的顺作用的调节物 ， 但这对同一细胞中存在的活跃

的外源性前病毒则无作用。 其它的实验也暗示顺作用

阻遏物的存在。 Graham 和 Van der Eb (1 973)在转染

实验中发现， 含内源性前病毒的 DNA 制备物已无感

染性z 相反， 含相应的外源性前病毒 DNA 的制备物

都容易感染。从这些转染实验中得出两个~fhL: : (1)表

达或不表达的特性主要存在于裸露的 DNA ， 而不需要

其它染色体成份参与 I (2) 在这些实验处理过程中 ，

编码表达水平的顺序仍连接于前病毒。 这是与顺式用

功能相符的论证。

这种顺式作用控制的另 一个提示，来自于

Jaenisch 和其同事们的其它工作。如上所述，他们已

研究的 BalbjMo 小鼠携带 Mo-MuLV 前病毒，它的

DNA 仅在靶组织的器官巾呈对核酸酶敏感的构型。

通过这种测定， 发现他们称为 Mov-l 的前病毒仅在

脾和胸腺中转录。人们可能会作出这样的推断， 即这

种有利状态可能是由于靶组织或非靶组织对 MuLV 转

录一般的允许性或非允许性。

最近， 这些工作者培育出其它的 BalbjMo 小鼠，

它们的内源性 Mo-MuLV 前病毒在多种靶组织或非祀

组织中都以较高的水平表达。 这一较新的结果指出 ，

实际上非靶组织对 Mo-MuLV 前病毒表达也是完全允

许的。 这个结果又产生了一个问题，即为什么最初研

究的 Mov-l 前病毒仅在一套组织中表达，而最近得到

的前病毒则在许多发育中的器官表达。 看来本质上的

差异似乎与 Mov-l 前病毒，或它最近衍生出的相应物

所整合的位点有关。 Mov-l 前病毒象是整合到仅在牌

和胸腺才许可表达而在其它器官都阻止表达的染色体

区域。别的前病毒似乎是整合在不同发育环境都宜于

表达的染色体区域。

这项工作除为顺式作用控制提供了一定的证据

外，还开僻了一个新的重要研究领域， 目[J前病毒能被

用作探针， 以检测发育不同时期中特定染色体区域表

达的调谐。

前病毒和相邻细胞成份间相互作用的机制

不同来源的资料提示， 前病毒的表达不是单一地

受到扩散性反式作用因子的调节， 这种因子可能协调

地激活或阻遏一系列分散在基因组的不同染色体位点

上的前病毒@更确切地说， 这种证据提示了前病毒的
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活性极其依赖于具染色体的环境。 一个宜于表达的染

色体环境可能是必要的条件。 虽然或许并不足以成为

一种先决条件，此外， 在分化过程中， 这种染色体环

境的允许性可以受到调整。

染色体环境在扰乱前病毒的表达方面是 怎样起作

用的尚不清楚。 一组实验提示，相邻的细胞l顺序可能在

前病毒表达'中起了负作用。如上所述 ，Cooper 及其同事

们曾表明含内源性前病毒的 DNA 没有感染性。进一

步观察， 他们又发现带有内源性前 病毒的 DNA 经机

械性切割后就具有感染性.他们认为 ， tJJ割致使内源

性前病毒和负控制作用的细胞成份之间的连接断裂。

在与其无犬的 MMTV 前病毒的工作中 ， 己观察

到宿主和1病毒顺序相互关系之间的另一种模式。 在这

里已探查了两种外源性感染来源的 MMTV 前病毒对

DNA 酶的敏感性 ， 发现在两株不同的细胞系中都存在

着这两种前病毒， 并蕴含于不同的染色体位点。病毒

的 DNA 测定指出， 当一种前病毒明显地失活时， 另

一种前病毒却具有转录 ì[i性。 带有病毒顺序的染色质

的 DNA 酶敏感性研究支持这一结 论。

用分子克隆技术已分离出紧靠着这些前病毒的细

胞顺序 ， 并用作测定 RNA 和染色质对 DNA 酶敏感

性水平的顺序探针。 这些细胞探针表明 ， 在整合过程

.之前 ， 染色体区域中的这些细胞顺序都没有被转录，

从而有力地提示， 所观察到的整合前病毒转录后活性

是依赖于随前病毒一起带入的转录启动子。 用这些细

胞顺序探针所进行的对核酸蹄敏感性研究指出 ， 有活

性的 j)可病毒所整合的染色休区域是在整合之前其DNA

就对核酸酶敏感的。相反， 转录上无洁性的前病毒所整

合的坠色体区域， 其 DNA 顺序在整合前或按 合后都

对核酸酶有抗性。

这项工作还是初步的， 因为仅仅显示了两种前病

毒的功能特征 ， 然而却指出顺式，作用控制机制引人注

意的进展， 即接合前染色质的构型是任何随后整合的

病毒基因组的表达强有力的决定因素。

反式作用控制机制

有关表达均激活必定由于细胞内扩散性因子的介

导是有几项突出例证的。 其一是由卤化嗜驼对内源性

病毒的诱导作用 ， 另一是固醇类调节 MMTV 的表达。

在正常情况 F不释放内源性病毒 的几株小鼠细

胞， 通过与含诀或快脱氧尿咯咬培养液共同培养， 能

被诱导产生病毒。 这些胸11快喀吭类似物被有效地掺入

到这些细胞的 DNA 巾。 这一现象或许可以证明 ， 由

子类似化合物直接掺入前病毒 DNA 或有关的细胞顺

序 ， 从而打开了原先受到严格抑制的前病毒开关。 其

结果是 DNA 的结构可能被扰乱，成为-_.种能干扰正常

DNA 顺序和邻接的阻遏物 样分子间的正 常相互作用

的型式。

Lowy 曾从 IdUrd 处理过的细胞中取得 DNA ， 并

将它转染细胞， 试图观察是否类似物的掺入可激活

原来无感染性的前病毒。他没有观察到所期望的激活

效应。然而， 另一种办法却得出了突出的和意想不到

的结果， 在转染前用 IdUrd 预先 处理接受 转染的细

胞， 然后再将无类似物的 DNA 导入这种细胞， 可以

导致内源性病毒颗粒的释放。 这个实验中细胞株的选

择， 保证了释放的病毒是由转染的供体 DNA ， 而不

是由受体细胞的基因组编码的。

这项实验表明， 接受类似物的处理导致受体细胞

处于一种使导入的通常为静止的前病毒， 发生转录的

生理状态。 这种类似物并不必须掺入到前病毒本身的

DNA 中去。有关这些为 IdUrd 的诱导的扩散性控制

因子的性质尚不明睐。有趣的是环己亚胶的处理也能

诱导一些内源性小鼠病毒的表达。 这些作者推测这种

药物抑制了一种不稳定的扩散性阻遏物， 但尚未得到

验证。

另一项自成系统的工作来 自于固醇类诱导 的

MMTV 的表达。用地塞米松处理具有相应固醇类受

体的细胞， 导致病毒的表达增加 50- 1， 000倍。这一

过程似乎是对己建立的转录模式的扩大， 因而在无激

素时以低构成水平转录的前病毒现在就 以高水平表达

了。不过以前完全失活的前病毒在有地塞米松时依然

如l故。

这些资料为前病毒转录的反式作用 调节提供了有

力的证据。 与类固E享受体相关的细胞蛋白一定和控制

MMTV 转录强度的特异 DNA ]顺序发生相互作用。这

些顺序似乎是随病毒基因带入的而不象是整合前便存

在于染色体区域之中。以上所提及的 MMTV 的工作

说明 ， MMTV 前病毒的转录虽然是高度 固醇类 应答 ，

的 ，而附近的细胞顺序的转录则不受其影响，无论受感

染或未受感染的细胞都是如此。 因此， 似乎这些邻近

的顺序并不为整合在附近的 MMTV 前病毒的调节表

达提供固醇类应答位点。 MMTV 前病毒详 细的 结构

分析·将能鉴定有关固醇类应答的控制顺序。

控制的分子模式

如图 1 月rr示 ， 在前病毒合成期间各顺序的复杂的
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余的前病毒功能顺序都得已表达。这样的缺陷可能产

生于最-j)J形成前病毒时·逆转录的错误。 如果细胞因子

得以解除由于这一缺陷所造成转录上的阻断， 那么所

产生的 RNA 转示物将不会受到这种缺陷的影响 ，从而

可能导致释放能诱导高度生产性格染的病毒颗粒。 因

此， 在病毒这一有限顺序部分的这些jl顷式作用的缺陷

就不会通边遗传传递给子代病毒。

人们可能安向及有关1E阅节的信息传递给前病毒

的信号性质。 尽管用 DNA 酶 I 敏感性测 定已经显示

特异的染色质结构和转录活性有关， 但是这利1染 色质

的构型似乎是控制转录活性基本分子机制的结果。正

如转染实验所示， 这利1机理和tiE化的 DNA 有关。

纯化的 DNA 可能先将病毒或 细胞顺序中的核昔

酸顺序的信息， 调节转 染病毒的活力。 然而， 这种

DNA 的一种附加的和重要 的成份存在子和一些胞唔

院残基连接的甲基基团中， 这些基因可能决定了体内

或休外转染 的前病毒 的转 录活 性。这一 假设 是从

Eisenman 及其同事们最近的工作，以及该实验室应用

甲基化拮抗剂 5- 氮胞昔能 诱导内源性前病毒的 表达

而提出来的。 假定这种甲基基因调节是有潜平'创'~重要

性的， 改变这些 DNA 的甲基化酶的说 节机制仍得不

到解释。

采用现代的分子克隆技术， 将有助于快速鉴定这

些对于控制过程重要的细胞和病毒顺序 ， 而这种信息

又将在控制所有细胞基因表达的性质方而会有重要的

启示。

亲 !-I;. RNA n 

I DNA 合成
前病毒草 阿飞宿主

I RNA合成L.JJ顺序
子!\;转录物

(.).JL 

格也

_CJ 

图 1 逆转病毒基因组形式的相互转变

(a) 亲 1毛病毒 RNA 反转录成 DNA产生一系

列未整合的DNA ， 其中之一发生整合形成前

病毒， 如 ( b )所描绘。 前病毒反过来又作为合

成二71代 RNA 的模板 ，如 ( C)所示。 如图所示 ，

反转录和基因组的主排在最初 存在于病毒
RNA 的左 ( 5' 常\ ) 和右 (3 ' 精)末端的顺 序 产

生冗余拷贝。 (b) 中小箭头指示前病毒假定

的转录启动子部位。

(c) 

中国科学院上海细胞生物学研究所

章?海婴译 姚曾序校审

[J.gen. Virol. 1981, 54:1-8 J 

易位导致在病毒基因组末端基因!顺序中的冗余顺序。

重要的是当 RNA 和 DNA 基因组并列时 (如图所示) , 

显然 DNA 前病毒在两端都超出 RNA。这样， 子代病

毒RNA(向前的)转录是开始于离最近细胞顺序:几百个

核苦酸的病毒顺序区域内。同样， 转录也在病毒顺序

区域内终止。

从这个系统中得出的结论是启动病毒转录的启动

子很可能是由病毒基因编码的， 这种启动于的功能很

可能受到反式作用 医l子的影响，正如在 MMTV 诱导

过程中J头'涉及的那样。

除了邻近的细胞顺序外， 一个潜在的顺式作用控

制的重要位点 可能在 病毒顺序组中(图 1 小箭头所

示) , 其巾 或许含有影响转录启动作用效率的顺序。

一些内源性前病毒在这种顺序中也许存在缺陷 ， 而其

一
一
一
一
一
一
幢
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一
乳鼠原代心肌细胞培养物的初步观察来

王鸿秀 龚建林

(浙江中医学院 〉

1982 年开展大鼠乳鼠心肌细胞的原代培养 ， 并

作了初步观察。

· 扫描电镜部分囱浙江省科委电镜室蔡继炯同志

协助观察与拍摄，特此致谢。

1960 年 Harary 用膜蛋白酶分离出新生大

鼠的单个心肌细胞，作了单层培养，维持自发

性持动达 40 天 [1]。此后，其他学者培养成功了

大鼠胎鼠及人胚的心肌细胞。我国于 1978 年首

由北京中医研究院西苑医院开展了心肌细胞培

养工作， 作了中医中药的实验性研究。我们于
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