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摘要 　基因治疗是一种新的治疗手段 ,临床上用于治疗多种疾病 ,癌症是其主要应用领域。过去十年 ,基

因治疗研究发展迅猛 ,取得了很大的进步 ,部分基因治疗方案已进入临床试验阶段。但也遇到了很多困

难 ,如其靶向性 ,转移效率较低等问题亟待解决 ,其安全性更是长期困扰着人们。基因治疗要能将外源遗

传物质靶向性地导入到特异的细胞 ,要有安全和高效的基因导入系统 ,有等研究者更多的探索。本文结

合近年来基因治疗的基础及临床研究 ,对基因治疗的载体及治疗策略、主要成就、存在问题等方面进行了

综述。
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1　基因治疗概述

基因治疗技术是随着 DNA重组技术的成熟而

发展起来的 ,它是当代医学和生物学的一个新的研

究领域 ,可通过一定方式将正常基因或有治疗作用

的 DNA序列导入靶细胞以纠正基因的缺陷或发挥

治疗作用 ,从而达到治疗疾病的目的。

1990年 ,美国科学家 Anderson博士等人进行了

首例基因治疗的临床试验 ,并获得了成功 ,这一成功

标志着基因治疗时代的开始。1991年 ,复旦大学薛

京伦教授研究小组进行了我国第一例基因治疗临床

试验 ,说明我国在此研究领域起步较早。基因治疗

技术当今发展迅速 ,与干细胞治疗、免疫导向治疗等

技术结合的越来越紧密 , 形成新的治疗发展方

向 [ 1～4 ]。

通常所说的基因治疗是指用完整的基因进行基

因替代治疗 ,主要的治疗途径是体外 ( ex vivo)基因

治疗 ,即在体外用基因转染病人靶细胞 ,然后将经转

染的靶细胞输入病人体内 ,最终给予病人的疗效物

质是基因修饰的细胞 ,而不是基因药物。除间接体

内法外 ,还可以用基因药物进行直接体内途径治疗 ,

这些基因药物可以是完整基因 ,也可以是基因片段

(包括 DNA 或 RNA) ;可以是替代治疗 ,也可以是抑

制性治疗 (包括 DNA 转录水平和 mRNA 翻译水

平 )。从 1990年转移 ADA 基因到现在的大部分基

因治疗临床试验都是体外基因治疗 ,另一种更为简

便的方法是体内 ( in vivo)基因治疗 , 1994年美国科

学家利用经过修饰的腺病毒为载体 ,成功地通过这

种方式将治疗遗传性囊性纤维化病的正常基因

CFDR转入患者肺组织中。作为一种分子药物治疗

形式 ,基因治疗为许多遗传性和获得性疾病提供一

种新的治疗方式 ,从早期单基因遗传病的治疗 ,目前

已扩展到对人类健康威胁严重的多基因疾病 ,包括

遗传病、恶性肿瘤、心血管疾病、代谢性疾病 ,以及感

染性疾病 (如 A IDS、乙型肝炎 )等。

体内或体外基因转移都必须借助一定的技术方

法或载体将外源的基因导入生物细胞。要求能在不

同组织高效传递基因 ,并且不具致病性 ,其最大障碍

在于载体的安全性和有效性 ,治疗成功的关键因素

也在于载体系统。载体系统分为病毒与非病毒两

种 ,研究者们对它们的结构、功能及安全性进行了研

究 ,获得了令人鼓舞的结果 ,为治疗遗传性和获得性

疾病的临床实践描绘出良好的前景。尽管这些试验

取得了初步成功 ,但对载体作进一步的研究以提高

基因治疗技术仍是必要的。

2　基因治疗载体

选择恰当的转移方法或载体 ,使目的基因靶向 ,

可控并有效地表达 ,是基因治疗成功的关键。目前

外源基因的转移方法主要有病毒法和非病毒法 :

2. 1　非病毒载体 　迄今已完成的基因治疗临床研

究结果都不尽如人意 ,其最大困难在于开发无毒、高

效的基因治疗载体。虽然多数研究仍采用转染效率

较高的病毒载体 ,但其非靶向性、有限携带能力、生

产和包装以及安全性的困扰等问题 ,使得非病毒基

因治疗载体倍受关注。非病毒载体以其安全性、低

毒性、低免疫反应、靶向性及易于组装等优点被寄予

厚望 ,在表达质粒、反义寡核苷酸或反义表达质粒真

核细胞的靶向转移中 ,有着病毒载体不可替代的作

用 ,人们对非病毒载体投入了很大的精力 ,以期在基
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因治疗方面有所突破。尽管非病毒载体具有相当的

优势 ,但其缺点也不容忽视 (见表 1)。

表 1　非病毒载体优缺点
优点 缺点

1. 不需包装细胞 ,制备容易、省
时、滴度也不受限制 ,并且可
对质粒或其他形式核酸进行
快速分析 ;

2. 对基因大小或核酸类型不限 ;
3. 免疫原性低 ,急性毒性小 ,对

受试者比较安全 ;
4. 可具有特异靶向性 ,并能转移

至非分裂期细胞并有效表达 ;
5. 制备方便且重复性好 ,具有完

全人工合成和大规模生产可
行性 ,因此较简单和廉价。

1. 转移效率较病毒低 ;
2. 基因表达持续时间短 ;
3. 许多问题仍需求助病毒或

病毒成分解决。

非病毒载体的本质是将基因治疗中基因看作为

药物 ,然后从药剂和药理学的角度将基因导入靶细

胞或组织、器官并进行表达。非病毒载体包括裸质

粒 ,脂质体 ,纳米颗粒及其它一些方式 ,以脂质体与

阳离子聚合物使用较多 [ 5 ]。

2. 1. 1　裸 DNA　将目的基因连接在表达的质粒或

噬菌体中直接注射而不依赖其它物质的介导 ,是最

简单的非病毒载体系统。已知皮肤细胞、某些肿瘤

细胞及免疫细胞对裸 DNA较为敏感 ,可用多种物理

操作方法来提高裸 DNA 的转染效率 ,包括电子

枪 [ 6, 7 ]、电穿孔 [ 8, 9 ]、超声 [ 10 ]、高压注射 [ 11, 12 ]等。

2. 1. 2　脂质体载体 　应用于转基因的脂质体分为

阳性、中性、阴性以及 pH敏感的脂质体 ,其中以阳

离子脂质体应用最多 ,而含有多价阳离子脂质的阳

离子脂质体转染活力又较单价阳离子脂质体高。另

外 ,大多数阳离子脂质体中都应用了中性脂质体。

中性脂质体常与阳性脂质体混用 ,以提高转染效率。

阴性脂质体 DNA复合物静脉注射后不像阳性脂质

体那样聚集在某一特定部位 ,而是弥散于各组织之

中 [ 13 ]。此外 ,通过脂质体的修饰及改进 ,可提高其

转染能力 [ 14 ]。 Fukuhara等 [ 15 ]报道 ,结合有脂质体

的腺病毒载体 (Ad /SUV )在体内体外的基因转染过

程中 ,有更高的转染效率 ,并且避免了重复使用腺病

毒载体易导致机体免疫排斥的难题 ,为肿瘤基因治

疗提供了一个很好的途径。

2. 1. 3　阳离子多聚物 　DNA带负电 ,可以利用带

正电荷的多聚阳离子通过电荷之间的相互作用 ,与

DNA 形成稳定的多聚复合物 ,使得 DNA不易被核

酸酶降解 ,并可以与细胞表面带负电荷的受体结合 ,

从而有效地被内吞摄入介导基因转移。常见的阳离

子多聚体有多聚左旋赖氨酸 [ 16, 17 ]、多聚乙烯亚胺

( PE I) [ 18 ]、壳聚糖和壳聚糖衍生物 [ 19 ]以及树状高分

子 [ 20 ]等。

2. 1. 4　多肽导向载体系统 多肽载体的 DNA结合

部分多是碱性氨基酸 ,多肽长度 16218氨基酸足以

转移 DNA 至细胞内 ,如 CW K18寡肽 [ 201 ]。多肽载

体是配体区 ,结合 DNA的阳离子区、核定位信号区、

两性分子功能区四位一体的合成短肽 ,加入组氨酸

可增加转染效率 ,其机制可能是组氨酸的咪唑基类

似于吞噬泡去稳定剂 ,有助于载体 DNA复合物逃离

吞噬泡 [ 22 ]。

2. 1. 5　纳米载体 [ 23 ] 　纳米颗粒具有良好的生物相

容性 ,对细胞的生长和代谢没有明显的影响。Kneu2
er等 [ 24 ]发现在硅胶表面进行阳离子共价修饰后 ,将

表达半乳糖苷酶的质粒固定于硅纳米微粒后 ,有效

地转染了 COS - 1细胞。Roy等 [ 25 ]报道了一种新的

修饰过的硅纳米颗粒 ,实验结果显示 DNA与硅纳米

颗粒的结合更加牢固 ,并高效转染入培养细胞胞核。

2. 1. 6　嵌合载体 　嵌合性载体即将不同性质的转

基因载体联合应用 ,互补缺陷 [ 26, 27 ]。

目前 ,尽管非病毒载体转导的外源基因不会整合入

宿主细胞的染色体中 ,不会使插入位点附近的基因

过度表达或失活 ,也无插入突变的危险 ,但其转移效

率极低 ,表达时间短暂 ,在外源基因需要持续和高水

平表达的疾病中缺陷尤其突出。因此对现有的表达

载体加以改进 ,以得到能在临床上有效应用、靶向性

好、可精确调控的载体还需要做大量工作 ,故实验中

还是以病毒载体应用较多。

2. 2　病毒载体 　病毒具有一些独特的性质如多数

病毒可感染特异的细胞 ,在细胞内不易降解 ; RNA

病毒能整合到染色体以及基因水平较高等。因此病

毒载体是良好的基因转运载体 ,现在约 85%基因治

疗临床项目采用病毒载体。

理论上 ,病毒通过删除与致癌、致毒和复制相关

的基因片段等一系列的处理 ,在合适的位置插入外

源治疗基因 ,均可发展成为基因传递的工具。所以 ,

病毒载体设计的第一步是鉴定用于复制 ,病毒颗粒

装配 ,病毒基因组包装和转运基因到靶细胞的病毒

序列。其次 ,非必需基因应从病毒基因组中去除 ,以

减弱病毒复制能力和致病力 ,以及免疫原性病毒抗

原表达。如逆转录病毒用作载体时需进行以下改

造 : ①将天然的野生型 RNA前病毒转变成 DNA载

体 ,并插入欲转移的相关外源基因。其基本原则是

用标记基因和外源基因替代病毒的编码基因。②

制备辅助细胞为载体 DNA提供其丧失的功能。③

将载体 DNA导入辅助细胞以产生病毒载体。④病

毒载体感染靶细胞 ,外源基因在细胞内得以表达。

目前基于病毒的载体系统有多种 ,主要是逆转
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录病毒 (RV,包括慢病毒载体 ) ,腺病毒 (AD ) ,腺相

关病毒 (AAV ) , 单纯疱疹病毒 ( HSV ) 及痘病毒

(VV)。有研究者对它们的作用与致病性进行了研

究 ,获得了令人鼓舞的结果 ,为治疗遗传性和获得性

疾病的临床实践奠定了良好的实验基础。尽管这些

试验取得了成功 ,但对载体作进一步的研究以提高

基因治疗技术仍是必要的。

2. 2. 1　RNA病毒载体 　最常用的 RNA病毒载体

来源于逆转录病毒 ,它们属第一代病毒转运系统 ,逐

渐发展成为基因治疗载体。逆转录病毒是一个大的

被膜 RNA病毒家族 ,存在于所有的脊椎动物 ,又被

分为致癌性逆转录病毒 ,慢病毒和泡沫病毒。

逆转录病毒属于正链 RNA病毒 ,可高效地感染

许多类型的宿主细胞 ,它虽是 RNA病毒 ,但有逆转

录酶 ,可使 RNA转录为 DNA,再整合到宿主细胞基

因组中。并稳定地整合到宿主细胞基因组中。逆转

录病毒是最先被改造且应用最为广泛 ( > 50% )的

基因治疗载体 ,它具有以下优点 : ①逆转录病毒表

面的糖蛋白能被很多哺乳动物细胞膜上的特异性受

体所识别 ,因而可以高效率地将基因转移到被感染

的细胞内 ,可使近 100%的受体细胞被感染 ,转化细

胞效率高 ; ②它能感染广谱动物物种和细胞类型而

无严格的组织特异性 ; ③被转移的外来基因能整合

进被感染细胞的基因组中而不丢失 ,有利于被转移

基因的永久保存 ,一般无害于细胞。2001年 ,法国

Cavazzana2Calvo等曾成功地采用逆转录载体在两个

患有 X2染色体关联的严重联合免疫缺陷症的婴儿

身上实施了基因治疗。但同时也存在仅感染分裂期

细胞、重组病毒滴度较低、整合可能致癌、包装外源

DNA小 ( < 8 kb)等缺陷。目前在基础与临床研究

中多适用于间接体内 ( ex vivo)基因治疗 ,特别是肿

瘤的基因治疗。

慢病毒 (Lentivirus)载体是以 H IV21 (人类免疫

缺陷 I型病毒 )为基础发展起来的基因治疗载体。

区别一般的逆转录病毒载体 ,它对分裂细胞和非分

裂细胞均具有感染能力。有研究者认为 H IV21完全

可以被改造为基因治疗的高度安全的载体 ,它对神

经元细胞、肝细胞、心肌细胞等类型的细胞的基因治

疗有很好的应用前景。

慢病毒载体的发展进一步促进了干细胞的基因

治疗 ,它能在不存在细胞因子的情况下转换造血前

体细胞。尽管它们还没有被用于临床 ,但在动物模

型上已经取得了较好的结果。小鼠模型中 ,慢病毒

载体被成功用于将功能性 球蛋白导入造血干细胞 ,

纠正地中海贫血和镰状红细胞疾病 [ 28, 29 ]。此外 ,慢

病毒载体治疗神经疾病具有较大的应用前景 ,业已

证明 ,该病毒载体在恒河猴 Parkinson’s病模型 [ 30 ]及

小鼠异染性脑白质营养不良模型应用良好 [ 31 ]。

2. 2. 2　DNA病毒载体 　源于带 DNA基因组的病

毒载体中 ,最突出的是腺病毒 (Adenovirus, Ad)和腺

相关病毒 (Adeno2A ssociated V irus, AAV )。Ad包含

一个长约 36 kb的双链 DNA 基因组 , AAV 由单链

DNA分子组成 ,相对大小约 4. 7KB。载体设计的基

本原理也适用于 DNA病毒载体。不过 ,这些载体在

结构、基因产物生成和载体纯化方面还是有比较明

显的差异。

2. 2. 2. 1　腺病毒 　Ad是无被膜线性双链 DNA病

毒 ,在自然界分布广泛 ,至少存在 100种以上的血清

型 ,人类腺病毒家族超过 50种血清型。DNA每条

链上都有重叠的转录单位。病毒基因组通过核孔进

行转运 ,使初始转录的启动更容易。腺病毒基因组

在感染细胞核的分散复制中心进行转录和复制 ,病

毒 DNA通常并不整合到宿主基因组中。作为基因

治疗的载体 ,腺病毒载体优点较显著 (见表 2)。与

第一、二代 Ad相比 ,第三代 Ad可插入的外源基因

更大 ,病毒蛋白表达引起的细胞免疫反应进一步减

少 ,载体中引入核基质附着区基因可使得外源基因

保持长期表达 ,并增加了载体的稳定性。

表 2　腺病毒优缺点比较

优点 缺点

1. 载体容量大。可携带高达
35kb的外源基因 ;

2. 感染宿主范围广。可感染分
裂和不分裂细胞 ;

3. 感染效率几乎可达 100% ;
4. 可经呼吸道和消化道感染 ,因

而可有多种基因治疗途径 ;
5. 不整合到染色体中 ,无插入致

突变性 ;
6. 能同时表达多个基因。
7. 能有效进行增殖 ,滴度高。腺病

毒系统可产生 1010 ～1011 VP /

mL,浓缩后可达 1013 VP /mL。

1. 安全性问题
　 Ad可导致人体免疫反应 ,

如何避开人体免疫机制是
Ad载体设计的重要问题 ;

2. 外源基因只能作短暂表达 ;
3. 特异性差
　宿主范围广泛使得腺病毒

难以针对某一特定组织进
行基因治疗。修正病毒与
其受体的作用部分 ,以提
高载体的靶向性 ,是当今
研究的另一个重要方向。

腺病毒感染可致特异的针对病毒感染的 T淋

巴细胞反应。另外 , B细胞和 CD4
+

T细胞活化 ,出

现体液免疫反应。血清学研究表明 ,在 40% ～60%

的儿童中可找到腺病毒 1, 2, 5型的抗体。腺病毒宿

主免疫反应是腺病毒载体高效而安全应用的主要障

碍。

大多腺病毒载体源于血清 5型。通过取代关键

的腺病毒编码区可设计复制缺陷型病毒载体。第一

代腺病毒载体中 , E1区被目的基因取代。有研究者

研制出带有极少病毒序列并与 E1区互补的细胞 ,

有助于降低载体与宿主基因组间同源重组的机率 ,
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从而避免具有自我复制能力的腺病毒产生 [ 32, 33 ]
,病

毒滴度可高达 10
13

VP /mL。尽管 E1区缺失的病毒

不能自我复制 ,但在某些细胞中他们仍能生成病毒

蛋白 ,诱导细胞免疫反应。第二代腺病毒载体额外

缺失其它病毒转录单位 (如 E2, E4)来降低载体的

免疫原性。理论上讲 ,除反向重复末端 ( ITR s)和 cis

作用的包装信号外 ,可以将病毒基因减少到最低程

度 ,构建不携带任何病毒序列的“无内脏 ”载体 [ 29 ]
,

此所谓第三代腺病毒。尽管病毒生成比较费时费

力 ,而且也可能刺激产生有害的免疫反应 ,但这此载

体仍具有较大的用于高效基因转移和长期表达的潜

能 [ 34, 35 ]。

近来年对靶向性腺病毒载体的研究也发展迅

速。腺病毒定向感染宿主的机制至今仍不清楚 ,因

此组织特异性表达是采用宿主细胞自身的启动子 /

增强了如肌球蛋白轻链 21启动子 ,平滑肌 SM22a启

动子。另外通过对腺病毒载体的纤维外壳蛋白的改

造亦可增加腺病毒新的亲嗜性 ;或将重组腺病毒颗

粒与靶向分子如受体特异高亲和的配基或特异抗体

分子相连 ,可使得腺病毒载体特定靶向地亲和并内

吞到某种类型的组织细胞中。

2. 2. 2. 2　腺相关病毒 　AAV是一种非致病性人类

小 DNA病毒。只有依赖于辅助病毒通常为腺病毒

才可能增殖。AAV可感染分裂期及静止期细胞 ;也

可在处于应激状态的细胞中复制。当辅助病毒不存

在时 , AAV能整合到宿主细胞基因组的特定区域

(如人的第 19号染色体短臂上 ) ,但构建的载体实

际应用时则很难达到定向整合。

目前已有许多 AAV的血清型分离出来 ,而且还

有增加 [ 36, 37 ]。AAV 系统通过外源基因取代病毒

REP和 CAP基因得到。通过减少载体和包装质粒

间的重叠结构 ,采用同源重组的方式将野生型病毒

降低到最少程度。

AAV2是最常用于基因治疗研究的载体 ,应用

于许多细胞类型和实验模型。此种载体可转导非分

裂细胞 ,可用于肌肉 ,视网膜 ,脑 ,肝和肺。体内给药

后数周 ,基因表达有一个缓慢的上升 ,然后达到一个

平台期。基因表达延迟的确切原因尚不明确。AAV

转导可独立于细胞周期 ,不过 ,细胞增殖 S期载体转

导效率明显提高。

不同 AAV进入细胞的方式不同 ,造成宿主范围

也不同。与其受体结合后 ,病毒通过受体介导的胞

饮作用进入细胞 ,之后转运到胞核。在胞核脱壳的

病毒释放单链基因组 ,用于转变成双链 DNA形式使

能进行基因表达。

腺相关病毒载体虽然存在着不能插入较大的外

源基因 ( < 4. 7kb) ,缺少高效的包装细胞 ,制备过程

复杂 ,制备滴度低 ( < 10
4

VP /mL )等缺陷 ,但 AAV

载体不含有任何病毒编码区 ,实验证明其可以有效

地转导脑、骨骼肌、肝脏等许多类型的细胞 ,抗原性

及毒性很小 ,不致病 ,可感染非分裂细胞等优点 ,而

被许多科学家所采用。不过 ,单次注射 AAV载体可

引发较强的体液免疫反应 ,从而影响此种载体的再

次给药。2000年 12月 ,王冰等使用 AAV将 "微型

基因 "介导入 DMD症的模式小鼠中 ,外源基因在大

部分肌纤维中稳定、高效地表达 ,发现在肌细胞膜上

存在肌细胞增强蛋白和其相关蛋白的复合物 ,引起

新闻界、科学界等的普遍称赞与关注。另一项临床

研究采用可表达人类因子 Ⅸ的 AAV载体通过肌内

注射对 B型血友病人进行治疗 [ 38 ]。尽管在病人血

浆中仅能检测到非常低水平的 Ⅸ因子 ,但病人已表

现出较好的治疗效果。此外 ,未观察到与载体有关

的毒性。

2. 2. 2. 3　单纯疱疹病毒载体 ( Herpes Simp lex V i2
rus, HSV ) 　人 HSV是大分子量双链 DNA ,可容纳

大片段外外源 DNA。1型单纯疱疹病毒 (HSV21)属

于人嗜神经病毒 ,可在神经元细胞内建立潜伏感

染 [ 39 ]。基于此原因 ,研究人员希望把 HSV21改造成

为可定向导入神经系统的载体。1型单纯疱疹病毒

基因组为 152kb的线性双链 DNA 分子 ,已鉴定了

80个以上的基因 ,其中一半左右为非必需基因。野

生型病毒感染神经元细胞后 ,通常处于潜伏感染状

态 ,且不被人体免疫系统所识别 ,潜伏期可持续终

生。当受到生理或周围神经损伤等刺激后 ,潜伏的

人单纯疱疹病毒可被激活 ,而进入裂解性感染期。

HSV载体不仅感染神经元细胞 ,亦可感染非神经元

细胞如上皮细胞 ,目前 HSV 载体已用于恶性间皮

瘤、帕金森症等疾病的治疗研究中。

HSV21可被改造成两类载体 :一是扩增子载体

( amp licon)。即仅把 HSV 的复制起点和包装信号

序列插入到细菌质粒中 ;当其转染至包装细胞 ,用

HSV辅助病毒超感染 ,便可获得含有扩增子的假病

毒 ;另一类为重组载体 ,即删除了与复制相关及非必

需基因 ,以减少细胞毒性 ,可插入高达 30kb的外源

基因 ,用于宿主神经元细胞中长期表达外源治疗基

因 [ 40 ]。重组 HSV21的主要不足是会引起细胞病变

和免疫反应 ,扩增子载体及无辅病毒包装系统的出

现已有效地解决了此项问题 [ 41 ]。如果宿主神经元

已经潜伏了野生型单纯疱疹病毒 ,这就很可能重新

激活病毒而进入裂解期。姚丰等 [ 42, 43 ]构建了一种

可抑制自身病毒和野生型病毒复制的重组病毒。此

病毒可以作为新型、安全性单纯疱疹病毒载体 ,用于
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临床实验的研究。

3　载体转导的靶向性和特异性

非病毒载体由于其转导效率低 ,在临床上使用

率不到 20% ,但其安全性高 ,将靶向性高的脂质体

或多聚物与电脉冲、超声等技术结合 ,提高外源基因

转移效率及靶向性是今后非病毒载体发展的重要方

向 [ 44 ]。

目前临床上超过 70%的基因治疗方案采用了

病毒载体。重组载体的宿主范围较广 ,但对系统性

基因治疗也是其缺陷。另外 ,某些细胞内源性受体

的表达较低 ,也难以转导。研究者 [ 45, 46 ]运用多种策

略来改变宿主范围 ,方法之一即构建假病毒载体。

尽管可以在体外通过化学方式特异地作用于细胞 ,

但复合物在体内的稳定性却不足以进行靶向作用。

直接的基因修饰可较好地介导靶向配体 ,通过病毒

与胞内受体结合。主要的问题还在于保持修饰后载

体的高感染效力。

不同来源的重组腺病毒表现出多样的细胞靶向

性。有研究者 [ 47 ]将病毒改造成带嵌合纤维蛋白的

假型病毒载体来改变其靶向性。靶向腺病毒载体更

适用于基因转移 ,其免疫原性和毒性更低 ,安全性增

高 [ 48 ]。

AAV2也具有较广泛的宿主范围 ,但某些细胞

仍对 AAV2感染具有抗性 ,可能是由于 AAV2缺乏

适当的受体所致。在肌肉和肝中 , AAV1表现出最

强的感染效力。AAV3对造血干细胞有向性 ,而造

血干细胞对 AAV2的转导具有抗性。AAV5对视网

膜具有较高的靶向性 ,此外 , AAV5还能转导气道上

皮细胞。有研究发现腺相关病毒 AAV8是目前最有

效的基因传递载体 ,可高效地将外源基因传递到肌

肉和心脏 [ 49 ]。

病毒载体研究的最新方向可能是构建融多种病

毒优点于一身的嵌合型病毒载体。如 Dubensky等

将 HPV的复制子和反式激活因子 E1的序列组装入

重组腺病毒载体 ,重组腺病毒载体感染细胞后 ,依照

HPV的一套复制子 ,游离在细胞染色体之外的载体

基因组能复制并产生有感染力的病毒颗粒。

4　基因治疗的临床实践

1990年 5月 ,美国批准世界上第一例基因治疗

临床试验 ,截止 2005年 7月 { http: / /www. wiley. co.

uk /wileychi/genmed ] ,在被批准的 1 076例基因治

疗试验中 ,与肿瘤相关疾病的治疗占了 66% ,说明

目前的基因治疗研究仍倾向于肿瘤 ;血管疾病占

816%。采用的载体以逆转录病毒和腺病毒居多 ,各

占约 25% ,转移的外源基因多为细胞因子 ,占 25%。

进入 Ⅰ期临床的所占比例较大 ,占有 63% ,但进入

Ⅱ期临床的仅有 14% ,其余大多数被淘汰 ,真正进

入 Ⅲ期临床的少之又少 ,仅占 119%。值得关注的

是 , 2004年 ,我国拥有自主知识产权的重组人腺病

毒 p53注射液作为世界上第 1个基因治疗药物正式

上市 ,这是世界基因治疗产业化里程碑式的进

展 [ 50 ]
,也标志着我国取得了世界性的科技突破 ,也

证明我们完全有能力抢占世界生物高技术产业化制

高点。

基因治疗最早是希望利用病毒载体将致死性基

因导入癌症细胞 ,或增强免疫系统功能以识别外源

肿瘤细胞。采用 RNA 或 DNA 病毒载体 (如 Ad,

HSV21)均可实现肿瘤溶解 [ 51 ]。肿瘤细胞可与治疗

性或毒性基因结合 ,另外 , Ad的免疫原特性能导致

间接的自发免疫作用。Ⅱ期临床试验采用瘤内给予

肿瘤溶解病毒并结合化疗取得了较好的效果。人们

对与基因治疗有关的临床试验关注密切 ,严密监测

不良反。

世界上第一例真正意义的临床基因治疗是通过

逆转录病毒转移 T淋巴细胞治疗因腺苷脱氨酶

(ADA)缺乏导致的重度复合性免疫缺陷病 ( severe

combined immunodeficiency disease, SC ID ) [ 52 ]。遗憾

的是 ,此项研究未能发现导入基因的长效作用 ,尽管

T细胞数量及功能处于正常范围 ,但 ADA 生成不

足 [ 53 ]。1999年 ,宾西法尼亚大学启动了一项 1期临

床试验 ,治疗鸟氨酸转氨甲酰酶缺乏疾病。该项试

验被用于测试 E1 /E4缺失的重组腺病毒的安全性 ,

试验中一名接受高剂量的 18岁志愿者于载体导入

后 4天死亡 [ 54, 55 ] ,他是作为基因治疗死亡宣布的。

这对基因治疗无疑是一次重大打击 ,但同时也激励

着科研工作者解决难题的信心和决心。2000年 ,法

国对数名 SC ID2X1儿童成功实施了基因治疗 ,恢复

了患儿正常的免疫功能 ,引起全世界极大的关注 ,可

以说取得了基因治疗开展十年来最大的成功 [ 56 ]。

不幸的是 ,其中 2名儿童出现白血病症状 [ 57 ] ,这可

能暗示基因治疗可能具有潜在的、延迟性的副作用。

上述结果再次点燃了关于基因治疗安全性问题的争

论。

5　基因治疗存在的问题与展望

目前 ,除了伦理道德的争议外 ,基因治疗存在的

主要问题是 :

5. 1　用于治疗的基因过少 　目前在已用于临床实

验的治疗基因仅集中于少数基因 ,对大多数疾病致

病基因有待阐明。这不仅限于致病基因的发现 ,同
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时也包括已知和目前未知功能基因的表达调控序列

的确定 ,以及其相互作用规律的阐明 ,这将有赖于人

基因组计划、尤其是功能基因组学的发展。

5. 2　基因治疗缺乏靶向性 　基因治疗的关键中的

首要问题是能将治疗基因输送到并进入特定靶细

胞 ,从而要能在该细胞中得到高效表达。

5. 3　载体转移基因的效率 ,导入基因的持续表达及

表达效率的问题 　目前基因治疗没有获得满意的结

果 ,目的基因在体内不能持续表达和表达水平不高

是其重要的影响因素之一。构建转移效率和表达水

平均高的载体是今后基因治疗研究的一个重要方

向。

5. 4　受体细胞的研究 　目前采用的基因标记或基

因治疗计划多数采用体外基因转达移方法 ,但是人

体细胞在体外进行长期培养和繁殖 ,细胞的生物行

为是否改变是值得研究的问题。1991年 , Rosenberg

等采用肿瘤浸润淋巴细胞 ( tumor2infiltrating lympho2
cytes, TIL )基因转移技术治疗肿瘤 ,这些加工后的

TIL并不像想象那样聚集在肿瘤组织附近 ,识别并

杀伤肿瘤细胞 ,却大量集结在肝脏和肾脏中 ,所携带

的细胞因子 TNF的表达也只有预期的 1 /4。由此可

见 ,尽管目前可用于基因治疗的受体细胞的种类很

多 ,但在临床应用于中还存在不少问题 ,必须进一步

加强对受体细胞的研究。

5. 5　导入的基因表达缺乏可控性 　要使外源基因

能按需表达 ,最理想的方法是使导入的外源基因在

人体特异组织和细胞中进行长期有效的表达 ,并能

受生理信号的调控。这是今后长期追求的目标 ,这

需要全基因或包括上下游的调控区及内含子。从近

期来说 ,可以期待实现的是在 cDNA水平加上部分

内含子及调控元件 ,应用诱导的形式达到一定程度

的可控性 ,这样部分基因 ,导入体内后 ,可通过诱导

来控制表达。

5. 6　基因治疗的安全性 　这是目前基因治疗争论

最为激烈的问题 ,比较典型的是 1999年美国一位

18岁的患鸟氨酸转甲酰酶缺乏症的病人死于基因

治疗 ,主要是由于基因治疗对象选择有误及用药剂

量过大 ;尽管 RV载体进入细胞后是随机整合至宿

主细胞染色体的 ,但其仍具有潜在的插入突变可能

性。法国几名儿童因采用 RV载体进行治疗而患上

白血病 ,再次引起人们对基因治疗安全性产生怀疑。

AAV能优先整合至人 19号染色体长臂区段的 DNA

上 ,若能弄清楚这种定点整合的机制并证明这种定

点整合无害处 ,这就可以避免随机整合引起插入突

变。还要充分估计外源基因产物对宿主的危害性 ,

当患者体内引入外源基因后 ,表达出大量原来缺乏

的蛋白质 ,这可能为引起严重免疫反应 ,甚至导致有

害的自身免疫 ,这一点也是值得引起重视的。因此 ,

未来如何改造基因治疗载体 ,特别是解决逆转录病

毒的安全性问题 ,使之更为安全有效可能是未来基

因治疗研究和临床试验的一大热点问题。

尽管基因治疗存在诸多问题有待解决 ,公众和

学术界对其也褒贬不一 ,但我们相信 ,作为一种对人

类健康影响宽广而深远的药物或治疗方式 ,基因治

疗 ———这个年轻的领域 ———正朝着治愈更大范围人

类疾病迈进 ,为人类带来了希望 ,它在遗传性疾病 ,

肿瘤等疾病的治疗上 ,将产生深远的意义。
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表 1　山楂叶中的主要化学成分

峰号 (peak No. ) tR /m in [M2H ] - m /z λmax / nm 鉴定 ( identify)

1 10. 8 451. 1 225 熊果酸 (U rsolic acid)

2 21. 7 755. 3 260 350 芦丁 24”’2O2鼠李糖苷 ( rutin24”’2O2rhamnoside)

3 30. 2 611. 1 225 去乙酰山楂纳新 (Deacetyl2cratenacin)

4 31. 9 609. 2 250 350 巢菜素 2Ⅱ (V icenin2Ⅱ)

5 33. 5 593. 4 260 330 牡荆素 [ 4”2O2葡萄糖苷 ( vitexin24”2O2glucoside)

6 38. 7 577. 3 260 330 牡荆素 22”2O2鼠李糖苷 ( vitexin22”2O2rhamnoside)

7 40. 9 431. 2 240 牡荆素 (V itexin)

8 42. 2 628. 1 254 槲皮素 232鼠李糖 2半乳糖苷 (Quercetin232rhamnosyl2galactose)

9 45. 2 609. 2 254 350 芦丁 (Rutin)

10 49. 1 463. 4 254 350 金丝桃苷 (Hyperoside)

11 53. 9 623. 1 254 350 牡荆素 24”2O2乙酰一 2”2鼠李糖苷 ( vitexin24”2O2acety122”2rhamnosyl)
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