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摘 要 为了提高腺病毒载体用于基因治疗的靶向性，采用 KL2 和体外连接的方法构建了柯萨奇病毒O腺病毒受体（L’]>83@4,
541A>O:6,C’541A> 2,3,-.’1）胞外段 >L:2 和表皮生长因子（P-46,1/8( B1’?.9 E83.’1）PVD 融合基因，然后将此融合基因插入穿梭质粒

-FLH<"。利用 :6O7:^ 腺病毒系统，将重组质粒 -FLH<"O>L:2OPVD 与腺病毒骨架质粒 -MYV(’]!P<H31, 共同转染 :FO!%H 细胞，

成功包装出一种复制缺陷型腺病毒 :6"OL7&O>L:2OPVD。经 KL2 鉴定该病毒含有 >L:2OPVD 融合基因片段，U,>.,1C 0(’..4CB 证

实该病毒能表达 >L:2OPVD 融合蛋白。体外试验证实该病毒感染细胞所产生的融合蛋白能够引导携带报告基因的腺病毒

:6"OL7&O(A3 高水平感染肿瘤细胞，为高水平表达 PVD2 的肿瘤的靶向性基因治疗提供了新的手段。
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腺病毒载体已经广泛应用于肿瘤的基因治疗临

床试验，腺病毒载体通过与细胞膜表面的柯萨奇病

毒腺 病 毒 受 体（!"#$%&’() *(+,$-./)0"*(+,$ 1)&)23"+，
!.1）结合进入细胞，然而多数肿瘤细胞表面缺乏或

低水平表达 !.1，使得腺病毒不能有效感染并发挥

作用［4］。因此提高重组腺病毒载体对肿瘤细胞的感

染效率，特别是靶向性感染肿瘤细胞，降低其对正常

组织的损伤，已成为肿瘤基因治疗研究的热点［5］。

靶向性可被划分为单组分靶向腺病毒载体和双组分

靶向腺病毒载体。双组分腺病毒载体通过一个双功

能分子和腺病毒一起联合发挥作用，借助双功能分

子一方面阻断了病毒与天然受体的结合，同时又能

引导病毒到达肿瘤细胞或组织。双组分系统的优势

在于仅变换双功能分子便可靶向多种受体，不需要

针对每一种受体对腺病毒载体进行基因改造，故具

有更大的灵活性。

肿瘤细胞膜表面或肿瘤新生血管高水平表达抗

原或受体都可以作为针对肿瘤的靶向导入目标［6］。

表皮生长因子受体（7891）的异常高表达常见于肺

癌、乳腺癌、结肠癌、肝癌、卵巢癌、膀胱癌、脑胶质瘤

以及头颈部恶性肿瘤［:，;］等多种实体肿瘤，并与肿瘤

细胞的恶性生物学行为以及肿瘤患者的不良预后密

切相关。因此 7891 已成为相关肿瘤治疗研究的重

要靶标［<］。为了高效介导携带治疗基因的腺病毒载

体感染肿瘤细胞，我们构建了一端为腺病毒柯萨奇

病毒受体胞外段 $!.1，另一端为表皮生长因子 789
的融合蛋白编码基因，并以腺病毒为载体，拟通过对

肿瘤组织内部及其周围正常细胞的感染，使融合蛋

白高水平表达，再通过融合蛋白的 $!.1 端与腺病

毒的纤维蛋白的纤毛小结（’0"=）结合［>］，789 端与

肿瘤细胞表面的 7891 结合，从而引导携带治疗基

因的病毒选择性到达肿瘤细胞。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 试 剂：腺 病 毒 的 构 建 及 包 装 采 用 ?(&+"=(#
@("$A$3)B$ 公司的 ./?%#C?系统，腺病毒的穿梭质粒

采用 2D!64;，骨架载 体 采 用 2@E8F"#!746&+)；789
表达质粒 2G($3"0)-789 由上海交通大学肿瘤研究所

惠赠；限 制 酶，C: 连 接 酶 为 C%H%1% 公 司 产 品；

C1IJKL 1M. 抽提试剂盒，L(2"N)&3%B(0) 5OOO 转染试

剂盒，胎牛血清及新生牛血清，D?7? 培养基，K23(-
?7? 和 1P?I-4<:O 培养基为购自 I0*(3+"Q)0 公司。

!.1 的单克隆抗体（1B&@，O;-<::）购自 R2$3%3) 公

司，789 的抗体（$&-5>;）购自 S%03% !+,T 公司。E1P
标记的山羊抗小鼠二抗（$&-5OO;）和山羊抗兔二抗

（$&-5OO:）为 S%03% !+,T 公司产品，逆转录试剂盒为

?@I 9)+B)03%$ 公司产品。高保真 2N, 酶为 S3+%3%Q)0)
公司产品。人 789 定量 7LIS. 检测试剂盒购自上

海森雄科技实业有限公司。L,&(N)+%$) %$$%A $A$3)B
购自 P+"B)Q% 公司。

! #! #$ 细胞株及病毒：腺病毒包装细胞 .D-5U6 购

自 S3+%3%Q)0) 公司，人肝癌细胞系 S??!->>54，人视

网膜母细胞瘤细胞系 EVK-1=::，人慢性髓性粒细胞

白血病细胞系 H-;<5，人肺癌细胞系 .;:U 等细胞购

自中国科学院上海细胞生物学研究所中国科学院细

胞库，人卵巢癌细胞系 SHKW-6 由上海交通大学肿

瘤研究所惠赠。.;:U 细胞采用含 4OX胎牛血清的

D?7?-945 培养基培养。.D-5U6 细胞，S??!->>54
和 SHKW-6 细 胞 均 采 用 含 4OX 新 生 小 牛 血 清 的

D?7? 培养基培养。EVK-1=::和 H-;<5 用含 4OX新

生小 牛 血 清 的 1P?I-4<:O 培 养 基 培 养。 表 达

F,&(N)+%$) 的腺病毒 ./;-!?W-F,& 由本实验室构建并

保存。

!"$ 方法

!"$"! 全长和胞外段 !.1 编码基因的克隆：采用

C+(T"F 抽取 .D-5U6 细胞的总 1M.，然后由 9)+B)03%$
逆转录制备 &DM.。以此 &DM. 为模板分别用引物

N!.1-9：;Y-88..CC!!!8!!C.!!C8!.8!!8-6Y（ 下

划 线 为 !"#1 " 切 点 ） 和 N!.1-1： ;Y-8!
C!C.8.8.8.!.C.C88.88!C!C.C.!-6Y（下划线为

$%&"切点）P!1 扩增全长的 !.1 的 &DM.，采用适

当的 限 制 性 内 切 酶 消 化 P!1 产 物 后 插 入 质 粒

2&DM.6Z4（ [ ）中，得到质粒 2&DM.6Z4 \ N!.1。用

引物 $!.1-9：;Y-88..CC!!!8!!C.!!C8!.8!!8-6Y
（下 划 线 为 !"#1 " 切 点 ）和 $!.1-1 ：;Y-
!888.C!!.8!CCC.CCC8..88.888.!..!-6Y（ 下

划线 为 ’&(E"切 点）从 质 粒 2&DM.6Z4-N!.1 中

P!1 扩增出编码 !.1 基因的胞外段 &DM.，产物经

限制性内切酶消化后插入腺病毒穿梭质粒 2D!64;
中得到重组质粒 2D!64;-$!.1。进一步用 !"#1"，

’&(E"酶切和测序进行鉴定。

!"$"$ 融合基因 $!.1-789 的克隆和鉴定：采用引

物 789-9： ;Y-!888.C!!88C88C88!88CC!C
..CC!!8-6Y（下划线为 ’&(E"切点）和 789-1：;Y-
8.!8!8C!8.!C!..!8!.8CC!!!.!!.CCC!-6Y（ 下

划线为 )&*"切点）从 789 表达质粒 2G($3"0)-789 中

P!1 扩增出 789&DM.，经 ’&(E"和 )&*"双酶切后

:4> +,-./0/ 1#23.&* #4 ’-#5/",.#*#67 生物工程学报 5OO<，W"FZ55，M"Z;



插入质粒 !"#$%&’(#)* 中，得到穿梭质粒 !"#$%&’
(#)*’+,-，分别用 !"#*!，$%&.!，’%(!等内切

酶组合酶切及测序进行鉴定。

!"#"$ 重组腺病毒的包装，筛选和扩增：采用脂质

体 /0!1234567083 9::: 将穿梭质粒 !"#$%&’(#)*’+,-
和腺 病 毒 骨 架 质 粒 !;.,/1<"+%$4=3 共 转 染 入 约

>:? @ A:?汇合的 )"’9B$ 腺病毒包装细胞中，& @
CD 后待细胞长满培养板时，将其消化并转移至 %:47
细胞培养盘中，继续培养 E @ %:D 即可观察到病毒病

变斑出现，继续培养 % @ 9D 使病变斑扩大，%:::F 离

心 &708 收集细胞，将细胞上清转移至另外的离心管

G A:H保存，细胞沉淀用少量上清悬浮，于 G A:H和

$CH反复冻融 $ 次后，%9:::=I708 离心 %:708，上清

即为初次收获的病毒液。然后用病毒空斑挑选法筛

选稳定的病毒。

将通 过 上 述 方 法 获 得 的 病 毒 感 染 汇 合 度 约

B:?的 )"’9B$ 细胞，刚开始感染时培养基体积最好

以只覆盖细胞层为佳，$CH &? #J9 培养条件下感

染 9EK 后，添加新鲜培养基，继续培养 9EK。%:::F
离心收集细胞。向细胞沉淀加入一定量的病毒裂解

液，反复冻融 $ 次裂解细胞释放病毒，离心收集上清

收获病毒。然后采用 L#* 及 M3(53=8 N/15 进行鉴定，

将鉴定正确的病毒按照上述方法大量扩增混匀成一

批分装备用。病毒滴度用 O#P"&:法测定。

!"#"% 重组腺病毒的 L#* 鉴定和目的蛋白表达的

检测：取 %::#Q 含病毒的 )"’9B$ 细胞裂解液用病毒

核酸抽提试剂盒抽提得到病毒 "R) 后，用引物：

!"#$%&-：&S’)#,O,,,O)O)),),,#,’$S和 !"#$%&*
：&S’#,)O,#O),)#,)O##),’$SL#* 扩增，鉴定重组

病毒中是否含有目的基因片段。

按照 9:TJP 的剂量感染 UTT#’CC9% 细胞，EAK
后收集细胞，L;U 洗后加入细胞裂解液，充分混匀后

冰上孵育 %:708，将细胞连同裂解液一同转移至离

心管，于 EH%9:::=I708 离心 %:708，收取上清检测总

蛋白 含 量，按 照 每 个 样 品 %:#F 的 蛋 白 量 与 U"U’
L),+ 电泳上样液混合，煮沸变性后经 %9? U"U’
L),+ 电泳后电转移至 R# 膜上，分别用抗 #)* 抗体

（6850 G #)*，*74;）作为一抗和 .*L 标记的山羊抗

小鼠 抗 体（ (4’9::&，U6856 #=VW3）作 为 二 抗，进 行

M3(53=8 N/15 杂交，化学发光法显示目的蛋白。一抗

和二抗分别以 % X 9::: 的 % Y 封闭液稀释。同一张

R# 膜经洗脱抗体后再用抗 +,- 抗体作为一抗和山

羊抗兔抗体作为二抗检测 +,- 表达。对于细胞培

养液 中 融 合 蛋 白 的 检 测，先 用 T0/0/!1=3 公 司 的

)70418 V/5=6 %:Z" 超滤离心柱将 &7Q 细胞培养液浓

缩至 9&:#Q，然后用同样方法进行 M3(53=8 N/15 杂交

检测。

另一种检测方法为 +QPU) 检测感染病毒后细胞

培养液中 +,- 的含量，UTT#’CC9% 细胞经 )D&’#T[’
(#)*’+,- 感染后收集培养液，用人 +,- 定量 +QPU)
检测 试 剂 盒 检 测 +,- 的 含 量，以 未 感 染 病 毒 的

UTT#’CC9% 细胞培养液作为对照，与对照比较得出

融合蛋白 (#)*’+,- 的浓度。

!"#"& 融合蛋白介导腺病毒对不同肿瘤细胞的感

染：分别将 U\J[’$，)&EB，.]J’*NEE 和 \&>9 细胞按

照 9 Y %:E I孔铺于 9E 孔板中（每种细胞重复三孔），

在 %7/ 培养液中培养过夜。(#)*’+,- 融合蛋白来

自感染 )D&’#T[’(#)*’+,- 的 UTT#’CC9% 细胞的培

养液，融合蛋白的浓度经上述 +QPU) 方法测得，取含

有 :^C&#F (#)*’+,- 的培养液先与 %:>)D&’#T[’/V4
腺病毒混合，室温孵育 $:708，然后加入培养在 9E 孔

板的肿瘤细胞中，培养 >:708 后换为新鲜培养基。

继续培养 EAK。对于贴壁细胞小心吸去细胞上的培

养基，轻轻用 L;U 漂洗细胞 9 次，并尽量吸去残留的

L;U，然后每孔加入 %::#Q 平衡至室温的 % Y 裂解液

##Q*，抖动培养板以保证所有的细胞被裂解液覆

盖，再将贴壁细胞刮下，连同所有液体转移至 +L 管

中，置于冰上。对于悬浮细胞，离心收集细胞，L;U
洗 9 次后加入 % Y 裂解液 ##Q*。将 +L 管振荡 %: @
%&( 后于 EH%9:::F 离心 9708，然后将上清转移至新

的 +L 管中，保存于 G A:H。

QV4023=6(3 活性的检测：先将样品和底物平衡至

室温，取荧光素酶底物 $:#Q 和 9:#Q 细胞裂解物上

清加 入 离 心 管 中 混 合，然 后 立 刻 用 T080QV765 Q;
B&:> /V70817353= （ +,_, ;+*O.JQ"， M0/DN6D，

,3=768‘）仪器检测 a 测量时间为 %:(，测得相对的荧

光单位（*3/650b3 /0FK5 V805(），同时测定细胞裂解物上

清中蛋白总量，根据每个样品蛋白浓度和荧光单位

计算荧光素酶的活性。具体参照按照 L=173F6 公司

QV4023=6(3 6((6‘ (‘(537 步骤。

!"#"’ +,-* 抗体和 #)* 抗体阻断对于融合蛋白

介导腺病毒感染的作用：将 U\J[’$ 细胞按照 9 Y
%:E I孔铺于 9E 孔板中，在 %7Q 培养液中培养过夜使

其贴壁，融合蛋白 :^&#F (#)*’+,- 与 )D&’#T[’/V4
孵育 $:708 感染 U\J[’$ 细胞前，分别加入 %#FI7Q
6850’+,-* 和 %#FI7Q 6850’#)*，%K 后更换为新鲜培

养基，培养 EAK 后裂解细胞检测 /V4023=6(3 活性。

&%C任鹏康等：表达双功能融合蛋白（(#)*’+,-）腺病毒载体的构建及其活性检测



! 结果

!"# $%&’()*+ 融合基因的结构与测序结果

从 !"#$% 细胞抽提得到的 &’! 经过 &()*+&
和 *+& 扩增得到的全长 +!& ,"’! 约 -.#/0，插入

质粒 1,"’!%.- 后得到重组质粒 1,"’!%.-)2+!&，经

酶切和测序鉴定正确。

以质粒 1,"’!%.-)2+!& 为模板，*+& 得到编码

+!& 基因胞外段 3+!& 的 ,"’! 长约 45601。插入穿

梭质粒 1"+%-5 后经酶切和测序鉴定正确。再以质

粒 17839:;<)=>? 为模板 *+& 扩增出编码 =>? 的的

,"’! 长约 -@601 插入到质粒 1"+%-5)3+!&，得到重

组质粒 1"+%-5)3+!&)=>?，其中 3+!& 在上游，=>?
在下游，两者之间由 !"#A!切点连接（如图 -）。图

# 显示该质粒经过 $%&&!，!"#A!和 ’"(!联合

酶切后得到 45501 的 3+!& 片段和 -@B01 的 =>? 片

段（泳道 #），经过 $%&&!和 ’"(!酶切后得到 $%@01
的 3+!&)=>? 融合基因片段（泳道 %），经过 !"#A!
和 ’"(!酶切后得到 -@B01 的 =>? 片段（泳道 B）。

其中切去插入片段后载体的大小与 1"+%-5 的大小

一致（泳道 #，% 与 C）。对该重组质粒进行测序，结

果与设计完全相同，两个基因的拼接处有一连接子

编码多肽 >D>>>>D 片段，无阅读框架移位，3+!& 片

段和 =>? 片段也准确无误。

图 - 重组穿梭质粒 1"+%-5)3+!&)=>? 图谱

?8EF- (7< GH1 :2 I<,:G08;H;9 37J99K< 1KH3G8L
1"+%-5)3+!&)=>?

!"! 重组腺病毒表达融合蛋白

携带融合基因的重组穿梭质粒 1"+%-5)3+!&)
=>? 和腺病毒骨架质粒 1MA>K:N"=-%,I< 在脂质体

K81:2<,9HG8;< #666 帮助下共转染 !")#$% 包装细胞，

于转染后第 5L 经胰酶消化，扩增至 -6,G 培养盘中，

继续培养 - 周，即可观察到局部细胞形态出现变圆

图 # 重组质粒 1"+%-5)3+!&)=>? 酶切鉴定图谱

?8EF# =;OPG< L8E<39<L <K<,9I:17:I<383 GH1 :2 I<,:G08;H;9
1KH3G8L 1"+%-5)3+!&)=>?

-："’! GHI/<I "Q#666；#："8E<39<L R897 $%&&!， !"#A! H;L

’"(!；%："8E<39<L R897 $%&&! H;L ’"(!；B：L8E<39<L R897 !"#A!
H;L ’"(!；5：L8E<39<L R897 $%&&!；C. 1KH3G8L 1"+%-5 L8E<39<L R897

$%&&! F

漂起，随之形成典型的彗星状病变。待病变进一步

扩大，大部分细胞变圆漂起时，收集细胞及其培养

液，反复冻融 % 次后，作为原始病毒保存于 S @6T。

从中取出少量用病毒空斑法筛选三轮，获得预定的

毒株，命名为 !L5)+UV)3+!&)=>?。毒株的快速鉴

定采用 *+& 方法，详见材料和方法部分，经病毒核

酸提取试剂盒抽提得到病毒 "’! 为模板，利用引物

1"+%-5? 和 1"+%-5& *+& 扩增，得到的产物大小约

为 -.-/0，与 理 论 推 断 大 小 相 符（ 45501 3+!&，

-@B01=>?，K8;/<I 及其 1"+%-5 部分片段），并与以阳

性对照质粒 1"+%-5)3+!&)=>? 作为模板 *+& 扩增

得到的片段大小完全一致（见图 %），证明包装出的

病毒含有融合基因片段 3+!&)=>?。将经鉴定确认

无误的病毒扩增后病毒用 (+W"56 法测定其滴度为

-.#C X -6$(+W"56 YGQ，如 换 算 成 12J 相 当 于 #.5 X
-6@12JYGQ。

图 % 重组病毒的 *+& 鉴定

?8EF% *+& H;HKP383 :2 !L5)+UV)3+!&)=>?
-："’! GHI/<I3 "Q#666；#：*+& 1I:LJ,9 1I:LJ,9 :2 1KH3G8L 1"+%-5)

3+!&)=>?；%：*+& 1I:LJ,9 :2 !L5)+UV)3+!&)=>?F

采用 Z<39<I; 0K:9 方法检测重组腺病毒所携带
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的 外 源 基 因 是 否 表 达。!""#$%%&’ 经 ()*$#"+$
,#(-$./0 感染后，作 !1!$2(/. 电泳，然后转移到

3# 膜 上，与 抗 #(- 抗 体 杂 交。未 感 染 的 !""#$
%%&’ 作为对照，两者在约 4561 处均检测到一条带，

即完整的 #(- 蛋白条带。此外经病毒 ()*$#"+$
,#(-$./0 感染的 !""#$%%&’ 细胞还检测到一蛋白

条带，分子量约 4761，与预测的 #(- 胞外段和 ./0
的融合蛋白大小一致。此 3# 膜洗脱抗 #(- 的抗体

后与抗 ./0 抗体（!#$&%*）杂交，经病毒 ()*$#"+$
,#(-$./0 感染的 !""#$%%&’ 细胞在 4761 处也检

测到阳性信号。此外，经病毒 ()*$#"+$,#(-$./0
感染 的 !""#$%%&’ 的 细 胞 培 养 液 经 (89:;< =>?@A
’B61 超滤离心柱浓缩后的样品 CD,?D@< E>;? 也检测

到相同的结果，证明重组病毒 ()*$#"+$,#(-$./0
能够表达并分泌融合蛋白 ,#(-$./0。

图 4 融合蛋白 !#(-$./0 的 FD,?D@< E>;? 图谱

09GH4 CD,?D@< E>;??9<G A<A>I,9, ;J J=,9;< K@;?D9< !#(-$./0
’：!""#$%%&’ 9<JD:?D) F9?L ()*$#"+$,#(-$./0；&：!""#$%%&’H

我们 还 进 一 步 采 用 .MN!( 方 法 检 测 经 ()*$
#"+$,#(-$./0 感染的 !""#$%%&’ 细 胞 培 养 液 中

./0 含量的变化，被感染的细胞培养液中 ./0 的含

量明显增加，达到了 ’O%&P!GQ8M，而未被病毒感染的

细胞的培养液中 ./0 的含量仅为 ’O57<GQ8M。

!"# 融合蛋白显著提高腺病毒对肿瘤细胞的感染

效率

收集经 ()*$#"+$,#(-$./0 感染的 !""#$%%&’
细胞的培 养 液，取 含 BO%*!G./0 的 细 胞 培 养 液 与

()*$#"+$>=: 室温孵育 7B89< 后，分别加入到培养

!RS+$7，(*4P，TUS$-E44和 R*5& 细胞的 &4 孔培养板

中，以仅加入病毒 ()*$#"+$>=: 感染的作为对照。

PB89< 后更换为新鲜培养基，培养 4VL 后裂解细胞检

测荧光素酶活性。检测结果表明含有 ,#(-$./0 融

合蛋白的可显著提高 ()*$#"+$>=: 对肿瘤细胞的感

染 效 率，与 单 独 感 染 病 毒 ()*$#"+$>=: 的 比 较，

!RS+$7 提高了 7BO’ 倍，(*4P 细胞提高了 PO7 倍，

R*5& 细胞提高了 ’7O5 倍，TUS$-W44细胞提高了 ’OV
倍（如图 *）。

为了进一步证明 ,#(-$./0 融合蛋白能够提高

腺病毒对肿瘤细胞的感染效率，在加入融合分子促

图 * ,#(-$./0 提高 ()*$#"+$>=: 对肿瘤细胞的感染效率

09GH* N8K@;X9<G 9<JD:?9;< DJJ9:9D<:I ;J ()*$#"+$>=:
8D)9A?D) EI ,#(-$./0

进腺病毒 ()*$#"+$>=: 感染同时加入 ./0- 抗体和

#(- 抗体阻断，结果显示（图 5）./0- 抗体能够有效

阻断 ,#(-$./0 介导的腺病毒 ()*$#"+$>=: 感染，根

据测得荧光素酶活性有明显下降，而 #(- 抗体的阻

断作用不明显。

图 5 抗体阻断对 ,#(-$./0 介导 ()*$#"+$>=: 感染

!RS+$7 细胞的影响

09GH5 YLD DJJD:? ;J A<?9E;)I E>;:69<G ?; ?LD 9<JD:?9;< ;J
()*$#"+$>=: ?; !RS+$7 F9?L ,#(-$./0

(：()*$#"+$>=:；W：()*$#"+$>=: Z BO*!G ,#(-$./0；#：()*$

#"+$>=: Z BO*!G ,#(-$./0 Z A<?9$./0-；1：()*$#"+$>=: Z

BO*!G ,#(-$./0 Z A<?9$#(-H

# 讨论

在肿瘤的基因治疗研究中，腺病毒载体应用较

多是因为其具有宿主范围广，能够感染不同组织学

起源的肿瘤细胞，基因转移效率高，在体内能够介导

外源基因高水平表达等优点。然而宿主宽广同时又

是腺病毒载体用于肿瘤治疗的一个障碍，因为机体

大部分正常组织细胞表面均存在 #(-，但是不同组

%’%任鹏康等：表达双功能融合蛋白（,#(-$./0）腺病毒载体的构建及其活性检测



织细胞表面 !"# 的表达水平存在差异，特别是某些

肿瘤细胞表面的 !"# 较相同的正常组织细胞减

少［$，%］，因而腺病毒的感染缺乏特异性，且对不同组

织细胞和恶性肿瘤的感染效率存在差异，尤其是在

系统给药治疗肿瘤时，需要更大的给药剂量。与此

同时，更多的腺病毒载体到达正常组织，将引起某些

组织和器官更严重的损伤，或导致更严重的免疫反

应。腺病毒载体的上述缺陷限制了其在实际工作中

的应用。因此，腺病毒载体的靶向改造显得尤为重

要。

双功能融合分子通过一端与腺病毒结合，另一

端引导腺病毒载体与细胞表面特异抗原或受体结

合，不仅减少或阻断了腺病毒与天然受体的结合，又

能引导病毒到达新的靶组织或或细胞。融合分子与

病毒结合的一端可以是抗病毒纤毛小节的抗体［&’］、

!"#的胞外部分［&&］或者其他与腺病毒有高度亲和

力的多肽；与靶细胞表面结合的一端可以是完整的

抗体、抗体的一部分或者是能和膜表面受体结合的

多肽或小分子化合物等。()*+),-). 等人［&/，&0］一方

面在腺病毒纤维蛋白及其基部的五邻体处造成突

变，使腺病毒天然嗜性减弱；另一方面构建了一个由

抗腺病毒单链抗体 1&& 和抗 234# 抗体 +,456/7 组

成的融合分子 +,456/7 8 1&&，使得突变的腺病毒对

于原代培养的神经胶质瘤细胞的感染效率提高 &/0
倍。在融合分子的作用下该病毒对于肿瘤组织和正

常脑组织的感染比率较天然病毒提高了 7 9 0$ 倍之

多，能 够 更 有 效 的 到 达 肿 瘤 组 织 而 保 护 正 常 组

织［&6］。

我们根据大多数的实体瘤细胞 234# 表达上调

的特点，构建了 +!"#:234 融合蛋白作为双功能分

子，为了提高双功能分子的表达水平同时简化使用

方法和途径，使用腺病毒作为载体。我们设想由于

+!"#:234 本身并无明显毒性，携带该基因的病毒可

以感染肿瘤和周围正常组织细胞，+!"#:234 的表达

可以介导其他携带细胞毒性基因的治疗性腺病毒载

体选择性的感染肿瘤细胞。我们以荧光素酶作为报

告基因的腺病毒的感染实验表明该双功能分子能够

显著提高腺病毒对肿瘤细胞的感染效率和外源基因

的表达水平。其效率与肿瘤细胞表面 234# 表达水

平呈正相关，也与双功能分子的剂量存在明显的相

关性，如 1;<=:0 细胞 >*,?@)AB+) 的活性提高了约 0’
倍，这是因为 1;<=:0 细胞 !"# 的表达水平并不高，

而 234# 表达水平很高［&7］，融合分子的应用使细胞

表面 高 水 平 的 234# 替 代 了 细 胞 表 面 低 水 平 的

!"#，可以与更多的腺病毒结合，引发病毒的内化和

表达。不仅改变了腺病毒的天然嗜性，并且提高了

感染效率。而 CD<:#(66 肿瘤细胞因为其 !"# 和

234# 的表达水平都很低，因而，应用融合分子后，

腺病毒感染效率虽然有所提高，但变化幅度并不大。

应用 234# 抗体能够较大幅度融合分子介导的腺病

毒对肿瘤细胞的感染效率，而应用 !"# 抗体的阻断

作用则不明显，说明腺病毒的感染不再依赖于细胞

表面 !"#:@?E)A 的结合，而由 234# 的表达决定。

我们的初步实验结果表明，重组复制缺陷型腺

病毒 "F7:!G=:+!"#:234，感染细胞后能够表达融

合蛋白 +!"#:234，该融合蛋白为分泌型蛋白，能够

引导病毒到达靶细胞，提高腺病毒对靶细胞的转导

效率，从而为靶向基因治疗策略的深入研究打下了

基础。
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征 稿 简 则

! 刊物简介与栏目设置

《生物工程学报》是由中国科学院微生物研究所和中国

微生物学会主办的，国内外公开发行的学术期刊。本刊已被

美国〈QV〉，〈NV〉，〈U@RFXY@〉，〈俄罗斯文摘〉及中国生物学

文摘、中国科学引文数据库、万方数据库、中国科技期刊光盘

版等检索系统收录，是中国自然科学核心期刊。主要报道生

物工程研究的新发展、新成果、新技术。刊登的内容包括：基

因工程、细胞工程、酶工程、生化工程、组织工程、生物信息、

生物芯片等。栏目设有：综述、研究报告、研究简报、技术与

方法等。本刊目前发表周期平均 K 个月。

" 投稿要求

:Z7 文种

本刊同时出版中文印刷版和英文电子版（英文版系与爱

思唯尔出版公司合作出版）。英文刊系中文的精选翻译版，

因此建议所有投稿最好先以中文提交，录用后获择优推荐再

译成英文发表。

:Z: 投稿方式

我刊 已 开 通 远 程 投 稿 系 统，请 登 录 我 刊 首 页（/--0：[[
\%)($!26 ’16 !,6 ,$[,\4）的作者投稿区，第一次投稿请先注册，

获得用户名和密码，然后依据提示提交稿件（注：提交稿件时

一定要进行到底，至出现欢迎投稿界面为止）。您将从收到

的收稿回执中获知自己的稿件编号，以后您就可以通过登录

作者查稿实时了解到您的稿件处于哪个阶段了。

:Z> 投稿手续

稿件提交完毕后，作者将从收到的收稿回执中得知，您

还要邮寄以下 > 项：

:Z>Z7 介绍信：从我刊网站首页的下载专区，下载一份

投稿介绍信，打印盖章后寄来。

:Z>Z: 审稿费：编辑部收到稿件后会进行初审，初审不

合格的稿件将及时退稿，不收审稿费；初审合格的稿件，在线

系统会在收稿回执中通知作者邮寄审稿费 7JJ 元，汇款时请

注明稿号。

:Z>Z> 打印稿：打印一份原稿，与介绍信一并寄到编辑部。

! 写作要求

来稿要论点明确，数据可靠，简明通顺，突出重点。

>Z7 篇幅

以 V; 纸 < 号字计算，综述最好在 > 页以内，简报不超过

; 页，研究报告 < ] = 页（以上均包括图表）。英文稿请附中文

题目及中文摘要。

>Z: 图表

文中的图表须清晰简明，文字叙述应避免与图表重复。

黑白及彩色图片均须提供原版照片及电子版图片。所有小

图的宽度应小于 9,1（占半栏），大图的宽度应小于 7=,1（通

栏）。图上、表内文字及图表释注一律用英文，图表题应中英

对照。

>Z> 参考文献及脚注

参考文献按文内引用的先后排序，未公开发表的资料请

勿引用。我刊的参考文献需要注明著者（列出 > 人）、文题、

刊名、年卷期及页码，全部文献以英文列出。其中中文文献

的刊名、人名用括弧列出对照，请严格按下列格式整理文献。

关于论文、专著及专利等的引用格式举例如下：
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脚注（正文首页下方）：
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基金项目（中文书写）：
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