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Abstract
Along with the development of life science, 
the use of transgenic vectors is becoming 
more and more popular. Besides cloning and 
expressing target genes, this technology plays an 
important role in gene diagnosis, gene therapy 
and new drug development. In this article, 
we give an overview of transgenic vectors on 
their classification, characteristics, advantages, 
disadvantages and applications in the research 
of gastrointestinal tumors. 
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摘要
随着生命科学的发展, 转基因载体技术的应用

越加普遍. 近几年来, 除了克隆和表达目的基
因以外, 转基因载体还在基因诊断, 基因治疗
以及新药开发等方面发挥着重要作用. 本文
试图从转基因载体的分类、特点、各自优缺
点、适用范围以及在胃肠道肿瘤研究中的应
用进展作一综述. 
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0  引言

基因工程技术自20世纪70年代诞生以来发展十

分迅速. 其中载体是基因工程技术的核心, 是基

因转导的重要工具. 没有合适的载体, 外源基因

难进入受体细胞中, 即使能够进入, 也无法进行

复制和表达. 有了合适的载体, 通过体外DNA重

组方式, 可以把目的基因和载体相连, 通过多种

手段转入到适当的细胞中, 再进行无性繁殖, 从
而获得大量的基因片段和蛋白质产物. 目前市

售转基因载体的种类繁多, 不同实验室从事转

基因研究所用载体各不相同. 如何比对不同实

验室的实验结果, 在分子医学研究中如何选择

适合自身研究的载体, 成为摆在众多研究人员

面前的现实问题. 本文就转基因载体的分类、

用途、各自特性以及在胃肠道肿瘤研究中的应

用现状进行综述.

1  转基因载体的分类与用途

转基因载体按功能分为基因克隆载体 (g e n e 
cloning vector)和基因表达载体(gene expressing 
vector). 基因克隆载体的用途是将感兴趣的外源

DNA与载体基因进行末端连接, 借助于载体内的

酶和dNTP等来扩增更大量的目的基因以满足实

验需求. 基因表达载体的用途是将感兴趣的外源

DNA与载体基因连接后转导入一定的宿主细胞, 
利用宿主细胞的基因表达系统使外源性目的基

因表达mRNA与蛋白质. 
1.1 基因克隆载体 质粒(plasmid): 是存在与于细
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众多研究人员的
现实问题.
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菌染色体外能独立复制的双链闭环DNA分子, 是
细菌的辅助遗传单位. 根据在一个细胞周期内质

粒产生的拷贝数量又分为严谨型(低拷贝, 复制

1-2次)和松弛型(高拷贝, 复制10-200次). pBR322
质粒是最早被当作转基因载体的质粒, 他含有几

个单一的限制性酶切位点以及2个可用于筛选

的抗药基因, 分别是氨苄青霉素耐药基因(ampr)
和四环素耐药基因(tetr). pBR322能独立于宿主

染色体外自我复制[1-3]. pUC、pGEM以及pGEX
系列质粒均是在pBR322基础上的改良质粒, 比
如pUC具有来自pBR322质粒的复制起点, DNA
序列产生变化的氨苄青霉素抗性基因, 大肠杆菌

(E.coli )β-半乳糖酶基因(lacZ)启动子, 但其限制

行酶切位点多于pBR322. 而pGEM质粒则是在

pUC基础上增加了两个来自噬菌体的启动子, 即
T7启动子和SP6启动子, 为RNA聚合酶的附着提

供特异性的识别位点. 目前市售的PCR克隆载体

pGEM-T或pUC-T的基本骨架同上, 只是在线性

化的载体5'端有一突出的碱基-T, 使载体与PCR
之间产生了小的互补黏端, 用于PCR产物的克

隆. 上述基因克隆载体主要用于体外扩增目的基

因、PCR产物纯化以及体外突变研究[4-7]. 
噬菌体类(Phage): 噬菌体是细菌、真菌、放

线菌或螺旋体等微生物的病毒. 作为载体使用的

噬菌体主要有λ噬菌体、黏粒、M13噬菌体等. λ
噬菌体又分2种: 一种是插入型, 只具有一个可供

外源DNA插入的克隆位点; 另一种是置换型, 具
有成对的克隆位点, 两个位点之间的DNA区段可

以被外源插入的DNA所取代[5]. λ噬菌体作为载

体适用于20 kb以内较大基因组DNA的克隆、构

建cDNA文库或基因组DNA文库[8-9]. 黏粒是一种

用基因工程技术构建的E.coli质粒, 他具有λ噬菌

体的粘性末端位点和pBR322的DNA顺序, 可容

纳35-45 kb的外源DNA, 有抗性标志及多种限制

性酶切位点, 他以感染方式进入宿主菌后, 在宿

主体内以质粒形式复制从而克服了大质粒转化

困难的缺点, 适用于基因组文库构建[10-11]. M13是
一种细线状单链DNA噬菌体, 适用于制备已克隆

于其他载体中的单链DNA序列[12-14]. 其缺点是插

入片段不稳定, 多次传代后可能丢失. 
1.2 基因表达载体 基因表达载体带有调控基因

表达所需要的转录和翻译信号, 可以使插入的目

的基因转录并翻译成具有生物学活性的蛋白质, 
因而适用于研究基因功能. 根据基因表达载体所

转染宿主的不同又分为原核表达载体与真核表

达载体. 
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原核表达载体(prokaryotic expression vector): 
是一种除了具备载体的基本元件外还含有原

核基因转录启动子、终止子和调节元件的载

体; 而E.col i是当前采用最多的原核表达宿主. 
E.col i具有培养简便、经济而又适合大规模生

产的优点; 缺点是E.coli缺乏转录后加工机制, 其
表达产物无翻译后修饰过程, 故只能表达克隆

的cDNA片段, 不适用于真核基因组DNA的表 
达[15-17]. 另外, E.coli表达的蛋白质常常形成不溶

性的包涵体, 难以表达大量的可溶性蛋白质. pET
是能够在E.coli克隆和表达的一种载体, pET载
体也是以pBR322为基本骨架, 但彼此间的先导

序列、表达信号、融合标签、限制性酶切位点

等有所不同. pET载体还可进一步分为转录载体

和翻译载体. 转录载体只转录目标RNA但不提

供翻译信号, 然后利用细菌自身翻译信号表达目

的蛋白. 翻译载体本身则含有用于蛋白表达的有

效翻译起始信号[18-19]. T7噬菌体具有一套专一性

非常强的T7转录表达体系. T7 RNA聚合酶是一

种高活性的RNA聚合酶, 其合成mRNA的速度比

E.coli RNA聚合酶快5倍左右, 并可以转录某些不

能被E.coli RNA聚合酶有效转录的序列. 故当T7 
RNA聚合酶和T7噬菌体启动子存在下, E.coli宿
主本身基因转录都竞争不过T7噬菌体转录表达

体系, 使受T7噬菌体启动子调控的基因能高水平

得到转录[20-22]. 医学研究中一般根据目的蛋白质

的大小、蛋白质的需要量以及是否需要保留活

性来选择原核表达载体系统. 小的蛋白可选择以

融合蛋白的形式在E.coli中表达; 若用于产生抗

体研究, 则需选择便于靶蛋白纯化的表达系统; 
若表达蛋白用于结构研究, 最好选择以可溶性蛋

白形式表达的载体. 
真核表达载体(eukaryotic expression vector): 

即可以在酵母、昆虫以及哺乳类动物细胞等宿

主内进行外源基因表达的载体. 其中pcDNA3、
pLNCX、pCMV、pEGFP、pSG5与pSV2是常

用的哺乳类动物细胞表达载体系统[23-24]. pEGFP
带有荧光蛋白基因, 有利于确定外源基因在细

胞内的表达和/或组织中的定位 [25-26].  酵母是

最简单的单细胞真核生物. 常用的酵母真核表

达载体有pB42AD与pEG202. 酵母载体可容纳

300-1000 kb以上的外源DNA片段, 既可表达克

隆的cDNA, 又可表达真核基因组DNA, 表达的

蛋白质可以被修饰[27-28]. 杆状病毒载体是昆虫细

胞表达载体, 与其他表达载体相比, 杆状病毒载

体系统允许插入较大的目的基因, 并能高水平
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■研发前沿
转基因载体从适
用范围分克隆载
体和表达载体两
大类. 利用载体来
克隆目的基因或
表达目的蛋白是
实验顺利进行的
重要保障.

■相关报道
大量的研究表明, 
通过载体介导基
因转染, 能够有效
的在体外实验和
体内试验中研究
基因功能, 研发基
因疫苗和开展基
因治疗.
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表达目的基因. 昆虫细胞表达载体系统的缺点

是, 当昆虫细胞感染重组病毒载体后4-5 d会裂

解死亡, 因此不适合连续表达重组蛋白[29-30]. 昆
虫细胞表达载体系统是指以病毒为基础的基因

载体. 构建病毒载体系统时需要对病毒基因组

进行操作和改造, 使他能携带外源基因和相关

基因元件, 并被包装成病毒颗粒. 以基因治疗和

疫苗制备为目的实验研究需要病毒载体系统, 
除了要求病毒载体能携带外源基因并能包装成

病毒颗粒外, 还必须对宿主不致病, 并且在环境

中不引起增殖和传播. 常用的病毒载体有逆转

录病毒载体、腺病毒载体、腺相关病毒载体与

慢病毒载体等(表1). 逆转录病毒载体系统包括

两部分: 一是用外源基因替换病毒结构基因的

逆转录病毒载体; 一是基因组DNA中整合了逆

转录病毒结构基因的包装细胞. 该系统可产生

具有感染力的假型病毒颗粒, 用含有假病毒颗

粒的包装细胞培养上清感染靶细胞, 实现目的

基因与靶细胞染色体DNA的整合, 来达到基因

治疗目的[31-32]. 逆转录病毒载体系统具有基因转

染效率高、基因表达持久而稳定、适用于大片

段目的基因转染的优点. 腺病毒是一种双链、

无包膜DNA病毒, 其基因组双链DNA长约36 kb. 
现已发现6组100多个亚型腺病毒, 其中能感染

人类细胞的腺病毒有50多种. 当前, 人类基因治

疗研究多选用2型和5型腺病毒作载体. 腺病毒

本身基本不致病, 可以感染人体多种细胞但不

整合基因组. 因此, 腺病毒载体具有安全、宿主

范围广、载体性质稳定等优点. 但由于腺病毒

载体感染宿主细胞范围较广, 在感染靶细胞的

同时可造成非靶细胞的感染, 故其靶向性相对

较差. 另外, 腺病毒感染后可很快被机体的单核

巨噬细胞系统吞噬, 可导致其基因治疗持续时间

较短, 还可能诱导宿主产生中和抗体等不足[33-36]. 
腺相关病毒除了具备腺病毒载体系统的优点外, 
还具有耐热、耐酸碱(pH3.0-9.0)以及耐有机溶

剂处理等特点[37-38]. 慢病毒载体(lentiviral vector)
是最近几年发展起来的新型载体, 该系统是在

HIV-1病毒改造基础上而成. 慢病毒载体基因组

是正链RNA, 其基因组进入细胞后, 在细胞浆

中被其自身携带的反转录酶反转为DNA, 形成

DNA整合前复合体, 进入细胞核后, DNA整合到

细胞基因组中. 整合后的DNA转录mRNA, 回到

细胞浆中, 表达目的蛋白. 由于慢病毒载体将目

的基因整合到宿主细胞基因组中, 并随细胞基

因组的分裂而分裂, 故慢病毒载体介导的基因

表达持续且稳定[39-40].

2  转基因载体在胃肠道肿瘤研究中的应用

转基因载体技术发展的重要贡献之一是促进了

肿瘤疫苗的研发. 比如, 通过基因重组的方法从

病原体基因中删除致病基因, 获得基因有缺失

的病原体疫苗; 或者将病原体的保护性基因克

隆到载体内制备基因工程活疫苗; 再通过向动

物体内导入克隆基因从而激发免疫反应达到免

疫目的. 核酸疫苗是将编码保护性抗原的基因

克隆到真核表达载体上, 然后将重组质粒导入

机体, 使其被人体细胞摄取并表达抗原蛋白从

而激活免疫系统. 美国MD Anderson最近利用

基因工程技术开发了一种靶向胃泌素的m A b 
G17DT, 并用于已发生转移的或无法切除的晚

期胃癌治疗研究. 研究显示, G17DT联合顺铂、

5-FU治疗进展期胃癌可使患者生存时间明显延

长[41]. Kossoy et al利用转入癌相关抗原肽段激活

免疫系统达到预防二甲基苄胺诱发C3H/He小鼠

肿瘤发生的目的[42-44]. 胃肠道肿瘤的基因治疗是

相对于传统的肿瘤化疗或放疗的全新概念. 基
因治疗是指将遗传物质通过基因工程技术转移

到活体细胞内而达到治疗效果. 基因治疗常用

的载体多为病毒载体, 以逆转录病毒载体最常

用. 针对晚期胃癌术后复发和转移这一棘手问

题, 上海交通大学医学院与附属瑞金医院联手

开发了白介素2(IL-2)基因修饰人胃癌细胞瘤苗

(HG-1/IL-2). 该瘤苗主要制备方法是以逆转录

病毒载体将人IL-2cDNA转导入HLA-A2阳性的

人胃癌细胞株MKN-45, 经60Co照射灭活后,制

表  1  分子医学研究中常用的病毒载体比较

     
病毒载体名称	    外源基因容量(kb)	         重组病毒滴度	               外源基因整合与表达	                     基因转染效率

逆转录病毒载体	             <9		  中	 随机整合分裂期细胞, 短暂或稳定表达	             高

腺病毒载体	               2-7		  高	 不整合, 表达短暂			               高

腺相关病毒载体	             <3.5		  较低	 整合率低, 表达稳定			               高

慢病毒载体	             <6		  高	 随机整合分裂期与非分裂期细胞, 稳定表达          高

■创新盘点
本文从载体的特
点 、 分 类 、 用
途、各自特征以
及在胃肠道肿瘤
的应用出发, 为科
研人员提供了借
鉴, 同时也为转基
因技术应用于临
床指明了方向.
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备成HG-1/IL-2. 通过对15例胃癌术后复发/转移

患者的临床实验性治疗显示, 大多数患者对IL-2
基因修饰胃癌细胞瘤苗治疗耐受性好, 部分患

者体液和细胞免疫指标得到明显改善. 该基因

治疗可作为辅助治疗手段应用于胃癌术后复发

转移的病例[45]. 
干扰原癌基因功能以及体外表达抑癌基因

研究已成为肿瘤相关基因功能验证的重要手段. 
在这些基因功能研究中转基因载体已成为不

可或缺的实验技术. 如Kanai et al通过转基因技

术对胃癌研究发现, 人类胃癌组织中KLF4抑癌

基因表达丢失伴随有Sp1转录因子的表达增高. 
胃癌细胞体外过表达KLF4基因可以明显抑制

Sp1基因表达, 从而达到抑制胃癌内新生血管形

成、阻遏胃癌进展的目的[46-48]. Song et al [49]通过

pLNCX质粒载体转入K-ras反义寡核苷酸达到体

外抑制胃癌生长作用. 

3  结论

转基因载体的选择、构建与转染等技术是基因

工程的主要手段, 些技术在疾病的预防、诊断

与治疗研究中具有广阔应用前景. 但截止到目

前为止, 转基因载体对于宿主的安全性以及免

疫源性等诸多问题尚未解决; 转基因载体的基

因转染效率尚有待改善. 但随着分子医学的不

断发展、转基因载体构建技术的不断进步, 该
领域将有更加广阔的发展空间. 
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