
!" 卷 # 期

!$$% 年 & 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-./-01-2 !$$%

3-4-56-7：89:;92< =#，!$$%；>44-./-7：?-12;92< @，!$$% *

AB5C D(2E D9C C;..(2/-7 1< /B- F29:/C G2(0 /B- +9/5(:9) H9C54 3-C-924B I2(F290 (G JB5:9（&%"I2(F290，+(* !$$KJH#=@@$K）9:7 /B- L95: I2(M-4/C 5:

,45-:4- 9:7 A-4B:()(F< NGG54- (G OB-M59:F I2(65:4-（+(*!$$PJ!"$$P）*

" J(22-C.(:75:F 9;/B(2 * QR>+ JB-:F，A-)：S @PT#%=T@P@K"=@!；UT095)：4V59:"=@KW<9B((* 4(0* 4:

XRY Z5:T[;9:，A-)：S @PT!=T#K&!==!P；UT095)：\<)5;W C51C* 94* 4:
国家基础研究发展规划项目“&%"”项目（+(*!$$KJH#=@@$K）；浙江省科技厅重点项目（+(*!$$PJ!"$$P）。

构建多顺反子表达载体的有效工具———!"#$ %&
&’ ())*+*,’- .//0 )/1 -2, 3/’4-15+-*/’ /) "50-*60,7
+*4-1/’*+ $,+-/14：!"#$ %&

刘必胜=，刘新垣=，!"，钱 程=，""

XRY H5T,B-:F=，XRY Z5:T[;9:=，!" 9:7 QR>+ JB-:F=，""

= 浙江理工大学新元医学与生物技术研究所，杭州 "=$$=@
! 中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所，上海 !$$$"=
" ]565C5(: (G ^-:- AB-29.< 9:7 _-.9/()(F<，L-7549) ,4B(()，Y:56-2C5/< (G +922969，"=$$@，,.95:
= 3#$2)+$ 4$&/#/)/% (- 5%6#0#$% +$6 .#(/%0"$(,(12，70"((, (- 8#-% 70#%$0%&，9"%:#+$1 70#T;%0" <$#=%*&#/2，>+$1?"() "=$$=@，!"#$+

! 4$&/#/)/% (- .#(0"%@#&/*2 +$6 !%,, .#(,(12，7"+$1"+# 4$&/#/)/%& -(* .#(,(1#0+, 70#%$0%&，!"#$%&% A0+6%@2 (- 70#%$0%&，7"+$1"+# !$$$"=，!"#$+

" B#=#&#($ (- C%$% ;"%*+D2 +$6 >%D+/(,(12，5%6#0+, 70"((,，<$#=%*&#/2 (- E+**+=+ "=$$@，7D+#$

摘 要 近年来肿瘤多基因治疗倍受关注，然而目前缺少一种有效的构建多顺子的工具。传统的构建多顺反子的工具，如

R3U, 等，由于存在结构大，上下游基因表达差异显著等缺陷，严重限制了其应用。?L]’ !>，因其具有结构小、剪切效率高等

优点为多基因治疗带来了新的希望。主要介绍了 ?L]’ !> 的特性、“剪切”活力及其在构建多顺反子载体中的应用。
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肿瘤的发生往往是多基因改变的结果，这使人

们认识到单基因治疗的不足，导入并表达多个治疗

基因在基因治疗领域便有着重要的应用价值［=］。目

前多基因治疗主要采取两种途径：（=）多个携带单

基因的独立载体系统同时转染靶细胞，其优点是可

以自由调节各种治疗基因的表达量，使各基因在时

间上协调组合。缺点是效率太低、工作量大［!］。（!）

构建多顺反子载体，即在一个载体上实现多种基因



的共表达［!］。目前构建多顺反子载体的策略主要包

括：构建多启动子（"#$%&’$( ’)*"*%*)+）表达载体、构建

剪切（+’$&,&-.）载体、表达融合基因（ /#+0.(-(）、基因

之间以内部核糖体进入位点（ &-%()-0$ )&1*+*"( (-%)2
+&%(，3456）连 接、基 因 之 间 以 自 剪 切 多 肽 78（+($/9
,$(0:&-. 78 ’(’%&;(）连接等［<，=］。然而这些策略中除了

自剪切多肽 78 外，大多已逐步被放弃。究其原因主

要是基因起始效率低，上游基因与下游基因的表达严

重不平衡。如病毒源 3456 (-,(’>0$*"2*,0);&%&+ :&)#+
（5?@A）3456 曾被用于构建多顺反子，但是由于存

在一些缺陷严重影响了其在多顺反子载体构建中的

应用［B C D］，主要有：（E）3456 介导的上下游基因表达

不平衡，通常下游基因的表达量仅是上游的 7FG到

=FG；（7）3456 自身结构较大，其应用常受到载体容

量的限制。

口蹄疫病毒（/**; 0-; "*#%> :&)#+ ;&+(0+(，H@IA）

78 是自剪切多肽的典型。由于 H@IA 78 具有剪切

效率高，上下游基因表达平衡性好，以及结构短小的

优点，使其成为构建多顺反子载体的理想工具之一。

本文主要介绍了 H@IA 78 的特性、“剪切”活力及其

在构建多顺反子载体中的应用。

图 7 H@IA 78 中保守氨基酸
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! 口 蹄 疫 病 毒（ /**; 0-; "*#%> :&)#+
;&+(0+(，H@IA）78
H@IA 属小核糖核酸病毒，是一种正链 4L8 病

毒，其基因组内含有一个长的开放读码框，编码一个

77=MI 的多聚蛋白前体［EF，EE］（图 E）。这个多聚蛋白

前体在翻译时即由 78 在其 ? 端进行“原初剪切”，

得到外壳蛋白前体（N3978）和 7O?PN!。

图 E 小核糖核酸病毒蛋白前体的自剪切
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到目前为止，H@IA 78 4L8 序列在所有口蹄疫

病毒中高度保守（图 7）。而多肽 78 ? 端最后三个

氨基酸（9LNU9）和 7O 蛋白 L 端第一个氨基酸（9N)*9）
则完全保守［E7］。心病毒（?0);&*:&)#+ ）中多聚蛋白前

体在 自 身 78 作 用 下 发 生 与 之 类 似 的 原 初 剪

切［E!，E<］。虽然心病毒 78 仅在 ? 端高度保守，但是

其 ? 端却与 H@IA 78（EV00）高度相似［E=］。由心病

毒 78（EVF00）到 H@IA 78（EV00）可能反应了一种进

化过程。心病毒和 H@IA 78 多肽序列中均含有一

个高度保守的基序即“9IT5TLNUN9”，该保守元件在

78 起始剪切中起到关键作用。

其他小核糖核酸病毒如肠道病毒（(-%()*:&)#+）
和鼻病毒（)>&-*:&)#+）也发生类似的初始剪切。所不

同的是，这类 78 在其 L 端剪切多聚蛋白前体，形成

NE 蛋白和 789N7 蛋白。

将这两类病毒比较发现，尽管心病毒 78 蛋白

（E=F00）分子量大小与肠道病毒和鼻病毒的 78 接

近，但序列上却没有任何同源性［EB，EW］。研究发现肠

道病毒和鼻病毒 78 属于蛋白酶类，而 H@IA 和心病

毒 78 则是非蛋白酶类［EV］。

除了 H@IA 78 外，在其它多种病毒中也发现有

相同功能的“类 78 蛋白”（图 !）。这些“类 78 蛋

白”与 H@IA 78 有较大的同源性，并且大多能够在

体外实现高效剪切。

" H@IA 78 的“剪切”机制

H@IA 78 独特的“剪切”机制决定了 78 只有在

真核翻译系统中有活性，而在原核翻译系统中无活

性。研究表明 78 和 7O 总是在 U$2 和 N)* 之间“切

开”，动力学和结构模型分析表明，U$2 和 N)* 之间的

肽键实际上并未形成［E<］。在翻译过程中，78 的高

级结构对核糖体肽基转移酶中心造成空间排阻，使

肽基（78）9%4L8 酯键无法形成。由于空间排阻使

N)*9%4L8 氨基氮亲核进攻无法完成，代之则是肽基

（78）9%4L8 酯键的水解作用，形成与 78 的融合蛋

白，同时核糖体能继续翻译下游蛋白 7O，整个过程

不需要任何蛋白酶参与［EV］。可见，78 能起到类似

蛋白水解酶的作用，在 78 和 7O 位点将其顺式“切

开”，水解作用是核糖体上的 78 肽酰 %4L8 作用于
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图 ! 多种病毒中检测到有自剪切活性的“类 "# 蛋白”

$%&’! “"#()%*+”,+,-%.+/ 01%21 134+ /+)5(2)+34%6& 32-%4%-%+/ %6 437%89/ 4%79/+/

"# !:(; 腺苷脂酰键产生的。序列分析发现，$<=>
"# 的序列高度保守，最后三个氨基酸（(?@A(）则完

全保守，并且 "B 蛋白 ? 端第一个氨基酸 @78 也完全

保守。推测 "# 保守的结构可能在阻止肽键形成和

继续合成下游多肽的过程中起作用，同时也是高剪

切活力的保证。

! $<=> "# 的剪切活力及剪切特性

$<=> 基因表达产物中不存在未剪切的多聚蛋

白前 体，因 此 $<=> "# 的 天 然 剪 切 活 力 可 达 到

CDDE。而多数情况下，$<=> "# 对体外构建的多

顺反子无法完全剪切，剪切效率大多在 FGE H IGE
之间［CI］。本研究组利用 $<=> "# 以溶瘤腺病毒为

载体成功实现了 JK("L 基因和 MN#JK 基因在多种肿

瘤细胞中的共表达。免疫印记检测发现三种基因表

达产物，MN#JK 蛋白、JK("L("# 蛋白以及蛋白剪切前

体 JK("L("#(MN#JK。这可能是由于体外构建的多顺

反子体系中，"# 的“剪切”活性在某种程度上受到其

周围氨基酸序列或蛋白质空间结构域的影响［"D］。

另外，"# 的剪切活性还可能与前体蛋白总量或体外

细胞系有关。

定点突变实验研究表明，A)O(@78 剪切位点下游

序列的改变并不影响 "# 介导的剪切效率，而上游

序列的改变则会产生一定影响。在 "# 上游插入

$<=> 衣壳蛋白 C= 部分序列会使剪切效率提高到

IGE至 CDDE［CL，"C］。

基于病毒源的 JNPQ 多顺反子系统，上下游基因

的选择和顺序往往能够显著影响多基因的共表达，

并且 JNPQ 多顺反子系统具有明显的组织特异性。

$<=> "# 则与之不同：基因的选择与上下游顺序对

其剪切活性基本没有影响。同时，研究表明，"# 在

肝癌细胞、乳腺癌细胞、结肠癌细胞以及肺癌细胞中

对多顺反子的剪切无显著的组织特异性。

研究发现，"# 不影响多顺反子中各种蛋白的细

胞定位及生物活性。#R.+)13* PJ #S736% 等人发现，

多顺反子中各种蛋白质加上信号肽后，其在植物细

胞中的定位不受 "# 影响［""］。另外，携带双顺反子

T8UBL("#(A$@ 的 逆 转 录 病 毒 能 同 时 表 达 核 蛋 白

T8UBL 和细胞质荧光蛋白，并且发现 "# 不影响蛋白

质的细胞内定位［"!］。Q $97)+7 等人利用腺相关病毒

携带 Q;=("#(PA$@，在检测到荧光蛋白高效表达的

同时，也发现多肽尾巴 "# 不影响 Q;= 酶的活性［"L］。

" $<=> "# 在构建多顺反子载体中

的应用

体外构建 $<=> "# 多顺反子的特点是：基因之

间以 "# 序列连接，同时去除上游基因的终止密码

子以形成一个长的开放读码框。翻译时多聚蛋白可

在编码 "# 区域的 V 端被 "# 切割开，释放出融合了

"# 多肽尾巴的上游蛋白，以及完整的下游蛋白（带

WXW刘必胜等：构建多顺反子表达载体的有效工具———$<=> "#



有 ! 端的一个脯氨酸）。目前，"#$% &’ 多顺反子

系统已被应用于腺病毒（()*+,-./01，’)）、逆转录病

毒（/*2/,-./01）［&3 4 &5］、慢病毒（6*+2.-./01）［&7］、腺相关病

毒（()*+,8(11,9.(2*) -./01，’’-）［:;］等载体的构建，以

实现多种治疗目的。<.(+=.+ "> 等人在慢病毒载体

中利用 "#$% &’ 同时表达单克隆抗体 $?@;@ 的重

链和轻链，从而实现了全长抗体在体内持续高效的

表达，并取得了显著的抗肿瘤效果［:@］。A0(+ B.+ 等

人以慢病毒为载体利用 &’ 在血液干细胞中同时表

达耐药基因 #C#D 和荧光素酶基因，药物筛选时以

观察血液干细胞的动态迁移和增殖［:&］。

由于 "#$% &’ 结构小，不仅可以缓解某些载体

如 ’%% 装载量的压力，也为联合应用多种工具构建

三个及以上顺反子提供了可能。’+)/*( BE 等人以

逆转录病毒为载体，利用多个 &’ 同时实现了 D 细

胞受体 ?$: 蛋白复合体的多亚基共表达，并且检测

到了 ?$: 的生物学功能［::］。F(G6, )* "*6.H*2 等人以

逆转录病毒为载体，利用 "#$% &’ 和 I?#% JKIE
同时共表达五个基因，并获得了高滴度的病毒［&L］。

在我们研究组，刘新垣院士和钱程教授提出了

双靶 向 双 基 因 病 毒 治 疗 策 略（$0(68D(/M*2.+M $0(6
C*+*8%./,2N*/(HO），即利用双靶向病毒载体携带两个

具有协同P互补作用的抗肿瘤基因，以取得更好的抗

肿瘤效果。根据这个新策略，我们利用 "#$% &’ 实

现了 JB8&L 和 DK’JB 这两个最具前景的抗肿瘤基因的

同时表达。研究发现该新型病毒能够有效地共表达

外源基因，并在体内肝癌模型中取得了显著的疗效。

! 问题与展望

"#$% &’ 作为一种构建多顺反子的有效工具，

其短小的基因序列和高效的剪切效率为多基因治疗

带来了新的希望。然而，为了更好地实现多基因治

疗的目的，还需进行以下几方面的改进：（@）尽量减

少未剪切的多聚蛋白前体。虽然利用 &’ 能够实现

多种蛋白的高效表达，但在体外实验中仍能检测到

未剪切的蛋白前体。如何进一步优化 &’ 序列，使

其在人工构建的多顺反子中实现完全剪切将是以后

努力的方向。同时，“类 &’ 蛋白”的发现［:L］拓展了

我们对自剪切多肽的认识：在某些病毒中可能存在

一些小分子序列，这些序列虽然比 &’ 更为精简但

剪切活性却很高。这为我们研究自剪切多肽的作用

机理提供了很好的素材，并为人工合成活力更高、结

构更小的多肽提供了思路。（&）提高病毒载体的滴

度。利用 &’ 可将多种治疗基因克隆到同一载体，

但是治疗基因的表达可能会影响病毒载体的滴度。

这可能是由于外源基因的表达影响病毒的复制，或

病毒的装载容量太大影响病毒的包装。因此，在进

行多基因治疗时要注意外源基因和载体的合理选

择。F(G6, )* "*6.H*2 等人［&L］的策略是以逆转录病毒

为载体携带多顺反子，在 BDK 序列后加入 &’ 序列，

并联合使用 I?#% 的 JKIE 序列。这样可同时表达

五种蛋白，并获得了高滴度的病毒。

随着对自剪切多肽的不断深入研究，相信今后

可以对其进行更加合理和灵活的应用，使其在多基

因治疗或其它方面发挥更大的作用。
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