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摘要 �01∃ 病毒的 4
56 长 .7

8

9比
,

具有末端倒转重复序列 ∗! 3亏,
,

基因结构与人腺病毒的比较
,

无可识别的 03
、

0 7 和 0. 区
,

但存在可替代的新读码框
。

( 个 : +祀;
基 因是病毒毒力基 因

,

表达 (

个不 同的蛋白
,

在病毒复制扩散中起作用
,

缺失 : <& ; 3 导致柯萨奇病毒和腺病毒受体 ∗�6=, 的特

异性转导作用消失
,

使 �012 病毒只能感染禽类细胞
,

不 能感染哺乳类动物细胞
。

在基因组的某

些区段可以删除并插入外源基 因不影响病毒复制
。

�0功 病毒及其载体可在廉价 的鸡胚 中得到

大量复制
。

�0> 4 病毒的这些特性为其发展成新型基 因工程载体提供 了条件
。

插入表达外源基

因制备疫苗成为可能
,

新型的无病毒基因的载体也可 以应用 ;?= 及一些调控元件
、

包装信号共同

构建形成
。

∋0功 病毒与人腺病毒属于同一属
,

�012 病毒作为基因工程载体有同样的特性
,

并且

具有种属特异性和安全性
,

在动物基因工程疫苗的研制方面有特殊而广阔的研究和应用前景
。

关键词 �012 病毒 基因组结构 ≅ <&
;

基因工程载体 疫苗

∋ 01∃ 病 毒 ∗ ∋� ∋Α &! 0Β< ;Χ∃ 玫%� ∀3 ∃甲�∀!

Δ ;Ε Φ ,

∋0 >4 ΓΗ, 即鸡胚致死孤儿病毒
,

属 于腺病毒

科
,

禽腺病毒属
,

鸡腺病毒 > 型
,

归于腺病毒 6 群
。

+Ι ) . 年 ϑ∀% & Φ
等首次报告从鸡胚中分离到一种新

病毒
,

并于 +Ι )/ 年命名为鸡胚致死孤儿病毒
,

简称
∋ 0田 病毒 Κ ’

。

由于 ∋ 01∃ 病毒具有禽腺病毒属 内

各种的主要生物学特性及抗原特性
,

+Ι 9( 年国际病

毒学分类委 员会 ∗>�>
,

Λ ,第四次报告把 �012 病毒

确定为禽腺病毒属的代表种
。

∗伴 ! %∃ !

<∀Φ
&
,

、

Μ Λ >
、

Μ Λ 33Ν
、

五<& ; 3 和 ≅ <& 己 −

Μ二%&;!Ε
! ∀3 Μ;∃% & !

,
、

Μ∃3 ∗4 56 砂3帅
&

二
&
,

、

ΟΠ >
〕

士 3
、

& ∃ ∃ Θ
、

4 #Μ ∗4 56
一

< ! Ρ ! Σ Μ ;∃ %&  ! ,
、

>Δ∀Θ
、

) (Τ
、

3的Τ
,

其中 ≅ <& ; 和 ≅ <& ;( ( 种蛋白是 �01∃ 病毒独有的
。
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+ �0 1∗,病毒基因组结构
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+ � 0 1 2 病毒基因组结构及其编码蛋白

�012 病毒的 4 5 6 序列全长 .7 9 ς. 饰
,

比人腺

病毒 456 约长 ΦΑ< Ξ’
〕

病毒基因组线状双链 4 56

具有一个 习犯
8

二 ∗ − ’

<
’ ∀ ’

型的独特末端倒转重复序列

∗叮= ,
,

>Π = 的确切功能还 不知道
,

有观点认为其在

4 56 复制中起着重要作用Κ73
。

基因组 7
,

端序列是

保守 序列
,

保守 区 长度 为 )ς
一 ( ςς 个核普 酸

序列闭
。

�01∃ 病毒主要结构蛋 白∗图 3, 有 �& Ν∃!
、

Μ#

图 > Ψ 吐
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( �0 >刀 病毒与其他腺病毒基因结构和功能的

比较

+
8

(
8

> 0 区序列 �012 病毒与人腺病毒 6ΡΘ
、

6ΡΦ

不同的是
,

它没有可以识别的 03
、

07 和 以 区
。

在

人腺病毒 6ΡΘ
、

6ΡΦ 中 0+
、

07
、

研 有调控病毒基因

表达
、

456 复制和病毒
一

宿主反应的作用
,

0+ 区缺

乏是 �012 病毒的一大特点
,

03 区对病毒的转化能

力起主要作用
,

对于 �0功 病毒基因组 中的其它

∃ = 凡是否有代替 03 区的功能还有待通过基因缺

失试验来证明
。

�0Β 病毒没有与人腺病毒基因组 03
、

07 和

以 同源的序列 的另外一种可能是基 因组末端序列

发生重 排
,

不 能检测 到 0+
、

07
、

0. 区
,

也 可 能是
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∋ 0田病毒与辅助性腺联病毒相互作用的结果匡
。

�01∃ 病毒基因组中含有许多新的或未注册的

2= ?Φ ,

这些 2=? 在 ς 一 : ]幻! % 和 7+ ∗]], 一 . 79 以!% 之

间
,

编码 (( 个大于 ΙΙ 个氨基酸残基的蛋白
,

其功

能有待于缺失分析进一步研究
,

新的 2=? 中可能

存在与 03
、

07 和 拼 功能相似的读码框图
,

深人研

究这些新的读码框非常重要
。

+
8

(
8

( �0>4 病毒两端的 2=?
⊥ �012 病毒 4 56

中间段与哺乳动物腺病毒的序列同源
,

两端的 ((

个 2=? 与哺乳动物腺病毒的 03
、

0 7 和 科 区无任

何同源序列
。

这 (( 个 2=? 中已经研究过 2= ?’9 和

ς +任( (
。

通过对 0> #+ Ι Τ 和 #∋ 3
一

( 的筛选研 究 发 现
,

�012 病毒基 因组中右端的 2班习 编码一种 72Α4 ∀

蛋白以_
一

3
,

该蛋白具有与其他腺病毒 0> #+ ΙΤ 和

#∋ 3
一

( 相似的生物学特性
,

即抗凋亡活性
,

但是却没

有同源序列困
。

∃班( ( 编码一种与视网膜神经胶

质瘤蛋白∗Μ=< ,相互作用 的蛋白
,

这种蛋 白与人腺

病毒 0> 6 蛋 白相似Κ/3
,

具有 诱导 凋 亡 的 活 性
。

�012 病毒的 ⎯ 今_
一

3 凋亡蛋白和 2=咫( 产物能激

活 0 Θ?途径促进细胞从 ⎯3 期向 ⊥期的转化
,

对病

毒基因组的有效复制有重要的作用 +9 ,
。

除了上述两个 2=? 外
,

在 �012 基因组的两端

还有几个有特色的 2= ?
,

最引人注 目的是 2#兄
,

它

与细小病毒 =& Μ 基 因同源
,

但是它的功能 尚不清

楚
。

Φ% &≅∀ 33

等刚通过蛋白水平分析 ∋ 0山 病毒基因

组序列
,

对 2 =卜(
、

2=? +. 和 2=? +9α +Ι 等十几个读

码框的功能作了推测
,

对进一步研究这些基因的功

能有重要的指导意义
。

同时
,

他们还发现了两个新

∃ =?
,

即 ∃ = ?邓
+巧

β

Ω 和 。咫娜
β

7

潮
,

认为它们能够编

码蛋白
,

为其它 2=≅ 提供一个或两个跨膜片段
。

3
,

(
8

7 �0>4 病毒毒力基 因 ≅ <& −
研究发现编码

纤突蛋白的基因区与禽腺病毒的毒力和抗原性有

关〔’ςχ
。

�01∃ 病毒的两个 ≅ <& −
基 因在每个涡上表

达两个 ? <& ;
蛋白

,

一个长的 ? <& Ρ
,

另一个为短 的

? <& ;Θ
,

这两个蛋 白的多肤 图谱是不 同的1‘,〕
。

对

�012 病毒纤突蛋 白功能的分析表明
,

≅ 3洲犷( 对病毒

增殖
、

组装或扩散的某个阶段是必须的
,

缺失 ≅ <& ;Θ

不能产生病毒粒子 Η ≅ <&;
3 则对 �012 病毒的体内

生物学的表现至关重要
,

缺失 ≅ <& Ρ 后会造成病毒

产量下降
,

导致柯萨奇病毒和腺病毒受体 ∗∋ 6= ,的

特异性转导作用消失
,

使 �0>4 病毒只能感染禽类

细胞
,

不能感染哺乳类动物细胞 Κ” 亏
。

+
8

(
8

. �012 病毒 4 56 末端倒转重复序列 ! 33

有资料证明
,

腺病毒 4 56 复制起始发生在末端 /)

个 饰或末端附近川
。

对 ∋01∃ 病毒来说
,

其基 因组

两端末端倒转重复序列 朋 ∗). 饰 ,是病毒 45 6 复

制的起始点
,

也是复制包装必需的顺式作用元件
。

可以利用 �012 病毒两端包装信号
、

Π;= Φ
与腺联病

毒∗从Δ ,的末端重复序列 ∗Π= ,构建成腺病毒微载

体∗毗Ρ,
,

这是一种新型的无病毒基因的载体1” 〕
。

+
8

(
8

) �0 1∃ 病毒的 Λ 6 =5 6 基 因和 δ ∀Θ 蛋 白

Λ6 = 5八是重要的翻译调控因子
,

它通过封闭细胞

内的由干扰素诱导 的蛋白激酶 ∗ΟΤ= ,活性来中和

干扰素抗病毒作用冈
。

�012 病毒的 δ ∀Θ 蛋白在病毒 4 56 包装过程

中起重要作用
,

这种作用是型特异性的〔”
。

病毒与基因工程载体

随着对 �012 病毒的生活周期
、

分 子生物学
、

与疾病发生及发展的关系等认识的不断深化
,

对该

病毒的研究逐渐转向实用性载体开发工作上
。

腺

病毒载体研究过程中存在的问题是载体的安全性
、

靶向性和有效性
。

�0>4 病毒的 ? <&; 3 与柯萨奇病

毒和腺病毒受体 ∗�6= ,的特异性转导作用的关系

表明
,

可构建具有靶 向特异性的载体
,

使疫苗具有

更好的安全性和靶 向特性
。

而较大的基 因组确保

可以插人较长的外源目的片段
,

构建多价苗
。

病毒

及载体可在鸡胚中增殖
,

这样在临床应用 的过程 中

更简便节省
。

(
8

+ �0 >刀 病毒作为基 因工程载体在基因水平上

的研究

重组腺病毒的构建方法通常有三种
,

第一种方

法是于真核细胞内在两段重叠的病毒 4 56 片段之

间同源重组
,

这个过程较难
,

且重组病毒 4 56 产量

较少
。

第二种方法是在真核细胞中两个质粒之 间

应用同源重组
,

一个含有完整的病毒基 因组
,

并且

有足够的外源 4 56 防止它包装
,

另一个带有经过

预期的修饰 ∗插人
、

缺失 ,的同源序列经两侧到病毒

基因组必须修饰的区段
。

第三种方法是直接通过

体外分子克隆的方法构建嵌合病毒
。

�012 病毒载体的构建策略可以按照第二种方

法
,

先构建带有多克隆位点 ∗_�⊥ ,
、

报告基 因和

�012 病毒基因组某段早期序列的穿梭质粒
,

将外

源基因的表达盒插人右侧 >Π = 区之间
,

再构建含非
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必需区基因缺失后 的环状腺病毒 4 56 质粒
,

最后

外源基因的穿梭质粒与带有环状腺病毒 4 56 质粒

共转染包装细胞
,

同源重组获得重组腺病毒
。

大肠杆菌内同源重组法获得的 �0>4 病毒的

基因缺失重组突变体的研究发现
,

缺失 �0功 的基

因组左端 Ι7 9 <Μ 一 (7 ςς <Ο
,

可从辅助菌中得到复制

所需的多种调 节因子 Η右端 .以拓Φ<Μ 一 . 7: 9. 饰 基因

区段的缺失对病毒的复制没有可见的影响 1’“+
。

带

有荧光表达单位 ∗如
&⎯ ?Ο表达单位 ,具有复制能力

的 ∋ 0>4 载体 已经研制成功
,

⊥33333∀ ! 〕Δ
等〔” ε首次在

鼠肿瘤细胞中表达携带在 �0>4 病毒载体上的 ∗〕凡
〕

基因
,

首次在 �0切
一

>1
一

( 载体感染 的鸡胚尿囊液中

检测到人的 ++忍 基因的表达及该蛋 白的富集
。

有

人利用柯斯质粒构建腺病毒载体的方法构建的重

组病毒也具有产生感染性粒子的能力
,

并且估计其

基因组在 1_φ 细胞中是稳定的〔” 〕
。

缺失 ∋01∃ 病

毒右端 柳
! 3 ∗! %粼>巧) ,和 0 & ∃

=Δ ∗! 瞬7 : ) ) ,之 间

7: (ς <Μ 的 片段
,

插人约 ΦΑ< 的外源 4 5 6
,

不影 响

�012 病毒载体的复制
。

将 ># 4 Δ 的两段基因分别

插入 �0田病毒的右端 4 片段
,

使该基因与 ⎯即融

合
,

由 �_ Λ 启动子调控感染 1_
φ 细胞

,

证明重组

�0山病毒载体可 以复制
,

重组蛋 白也能从 �012
载体中表达并且具有完全的功能 〔’9〕

。

(
8

( � 0 >刀 病毒作为基因工程载体的应用前景

利用 �0>4 病毒载体重组表达肿瘤抑制因子

Μ )7
,

检测其在体外人 的肿瘤细胞内和体内异种移

植物内的活性
,

结果显示该载体可以携带外源基因

进入各种器官
,

而这些器官往往对人的腺病毒产生

免疫反应
。

同时重组腺病毒 ∋ 01∃
一

Μ )7 仍然保存了

户7 的肿瘤抑制活性 缸’Ι
。

�012 病毒能插 人的外源基因是有限的
,

构建

只含有腺病毒末端倒转重复序列
、

包装信号及中间

的转基因表达盒的重组腺病毒载体的产生
,

对发展

新的基因治疗方法的载体有重要的意义
。

禽类疾病防治中
,

基因工程载体疫苗的制备可

以应用 �0印 复制型病毒或复制缺 陷性病毒作为

载体
,

该病毒可感染禽源性细胞并在其中增殖
,

研

究表明 �014 病毒及突变载体能够在来源于禽类

细胞的 1_ φ 细胞系 卜复制增殖
,

最新的研究表明

利用 �012 病毒重组表达感染性法 氏囊病病毒的

Λ 咫 蛋 白可以在鸡体内诱导产生对法氏囊病病毒

的保护性圈
。

�0功 病毒右端区段允许插人较大 的外源片

断
,

已经成为当前研究的热点之一
,

利用这一区域

构建 �0田病毒基因转移载体
,

为 �0>4 病毒作为

基因转移工具提供了条件
。

�01∗,病毒及其载体可

在廉价的鸡胚中得到大量复制
,

可以预料 �0山 病

毒载体作为哺乳动物和禽类基因治疗的基因转移

0具将有广阔的应用前景
。
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广 告 索 引

美国贝克曼库尔特公司∗封面,
,

大龙医疗设备 ∗上海 ,有限公司∗封 ( ,
,

德国赛多利斯公司∗彩 +,
,

上海保兴生物工程有

限公司∗彩 (,
,

镇江达森发酵设备公司∗彩 7,
,

北京科诺德流体设备有限公司 ∗彩 . ,
,

百欧设备∗广州 ,有限公司 ∗彩 ),
,

镇江

东方生物工程设备公司∗彩 :,
,

东洋纺 ∗上海 ,科技有限公司∗彩 /,
,

杭州华东医药集团投资有限公司∗彩 9,
,

上海日泰生物工

程有限公司∗彩 Ι,
,

长沙开发 区湘仪离心机仪器公司∗彩 +ς,
,

韩国韩华公司上海代表处∗彩 +( ,
,

美国爱思进科学有限公司中

国代表处〔中插 ,
,

上海国强生化装备工程有限公司∗中插 ,Υ
〕; ∃ ! 3&Σ ∀

公司∗后 +,
,

潍坊康华生物技术公司∗后 (,
,

扬中威柯特

生物工程设备有限公司∗后 7 ,
,

北京清大天一生物技术有限公司∗后 . ,
,

维通利华实验动物技术公司∗后彩 +,
,

迈思通 ∗北

京 ,管路系统有限公司∗后彩 ( ,
,

宝生物工程 ∗大连 ,有限公司∗封 7,
,

英杰生命技术公司∗封底,


