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综  述                                                               

昆津病毒复制子——一种新型病毒载体 

李世华，李晓峰，秦鄂德，秦成峰 
军事医学科学院微生物流行病研究所 病原微生物生物安全国家重点实验室，北京 100071 

摘  要: 病毒复制子 (Replicon) 是指来源于病毒基因组的能够自主复制的 RNA 分子，保留了病毒非结构蛋白基因，

而结构蛋白基因缺失或由外源基因替代。昆津病毒 (Kunjun virus) 为黄病毒科黄病毒属成员，其复制子具有表达效率

高、细胞毒性低、遗传稳定等特点，在病毒基因组复制调控机制、外源蛋白表达、新型疫苗和基因治疗等领域得到了

广泛应用。以下就昆津病毒复制子系统的构建、特性及应用方面的研究进展作一综述。 
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Kunjin virus replicon——a novel viral vector 
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Abstract:  Viral replicon is a kind of self-replicating viral RNA sourced from viral genome, which contains viral non-structural 
genes that are critical for viral genome replication with structural proteins deleted or replaced by foreign genes. Kunjin virus is a 
member of the Flavivirida family, Flavivirus genus, and Kunjin virus replicon is the first and the clearly defined flavivirus 
replicon. Kunjun virus replicon has been regarded as an excellent viral vector on account of its high expression, lower cytotoxicity 
and genetic stability. These unique characteristics of kunjin virus replicons make them suitable for the study of viral genome 
replication, recombinant proteins production, vaccine development and gene therapy. In this article, recent progress in the 
development, properties and applications of kunjin virus replicon system was briefly reviewed. 
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复制子是一种基于 RNA 病毒的能自主复制的

RNA 分子，在病毒学研究中有着广泛的应用。RNA

病毒复制子保留了病毒基因组复制所必需的非结构

蛋白基因和非编码区的关键顺式作用元件，因而能

够在宿主细胞内有效复制；但同时缺失其结构蛋白

基因，因此无法形成感染性的病毒颗粒，操作较为
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安全。目前，绝大多数单股正链 RNA 病毒的复制子

已经构建成功，如甲病毒、黄病毒、冠状病毒、小

RNA 病毒和副粘病毒等，其中最为成熟的是甲病毒

复制子，如塞姆利基森林病毒 (Semliki Forest Virus，

SFV) 复制子已成为一种商业化的真核表达载体，

基于甲病毒复制子的 HIV 疫苗也已进入一期临床研

究[1]。黄病毒科黄病毒属包括 70 多种病毒，其中超

过一半与人类疾病相关，如登革病毒、蜱传脑炎病

毒、乙型脑炎病毒、黄热病毒、西尼罗病毒和墨累

河谷脑炎病毒等。昆津病毒 (Kunjun Virus，KUNV) 

复制子是构建成功的第一个黄病毒复制子，在基因

组结构与功能、外源蛋白表达、复制子疫苗及基因

治疗等方面得到广泛的应用。本文就昆津病毒复制

子的研究进展作一综述。 

1  昆津病毒复制子 

昆津病毒仅见于澳大利亚北部，与西尼罗病毒

同属一个血清亚型。该病毒感染人类后一般不会致

病，偶尔会引起轻微的脑炎。昆津病毒的基因组为

全长 11 022 nt 的单股正链 RNA，含有一个单一开放

读码框，编码 3 个结构蛋白 (C、prM/M 和 E) 和 7

个非结构蛋白 (NS1、NS2A、NS2B、NS3、NS4A、

NS4B 和 NS5)，5′端和 3′端为非编码区 (Untranslated 

region，UTR)。结构蛋白参与病毒的组装，非结构

蛋白和两端的 UTRs 共同参与病毒的复制翻译过程。 

1996 年，澳大利亚 Khromykh 等在昆津病毒感

染性全长 cDNA 克隆的基础上首次构建获得了昆津

病毒复制子[2]。昆津病毒复制子保留了病毒 RNA 复

制所需的 NS1-NS5 非结构基因，以及两端的 UTRs，

缺失了 C、PrM 和 E 蛋白基因 (图 1)。由于编码昆津

病毒 C 蛋白的基因中含有一段保守序列 (Cyclization 

sequence，CS)，该序列与 3′ UTR 的另一个 CS 参与

基因组环化，与病毒 RNA 的复制和翻译密切相关。

因此，昆津病毒复制子保留了 C 蛋白氨基端的前 20

个氨基酸 (C20) 的编码序列。同时，昆津病毒 E 蛋

白羧基末端含有一段在 NS1 蛋白成熟过程中发挥重

要作用的信号肽序列，所以在昆津病毒复制子的构

建过程中还保留了 E 蛋白羧基末端 22 个氨基酸 

(E22) 的编码序列[3]。 

为了在体外或者体内启动复制子的转录，复制

子的 5′ UTR 上游必须含有 SP6 或者 CMV 启动子。

对于 CMV 启动子而言，复制子 3′ UTR 下游还需引

入 HDVr (Hepatitis delta virus ribozyme) 的反义基因

和多聚腺苷酸 (Ployadenylation，PA) 信号，从而保

证获得完整的病毒基因组 3′末端，有效地起始复制

子的复制过程。为保证外源基因插入复制子后获

 

图 1  昆津病毒复制子亚基因组结构示意图 (由 Pijlman GP 发表于 2006 年 Biol Ther 的文章修改而成[24]) 
Fig. 1  Construction of Kunjin virus replicon genome. neo: neomycin phosphotransferase II gene; HG: Heterologous gene; Ub: 
Ubiquitin; HDVr: hepatitis delta virus ribozyme; PA: ployadenylation; IRES: Internal ribosome entry site. 
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得正确的表达和加工，外源基因两端一般还需融合

一段具有自我切割功能的序列，如口蹄疫病毒自身水

解酶 2A 序列 (FMDV-2A)[4]，或小鼠泛素 (Ubiquitin，

Ub) 序列。此外，为了保证病毒非结构蛋白的正确

翻译，需在外源基因的 3′末端添加终止密码子和内

部核糖体进入位点  (Internal ribozyme entry site，

IRES) (图 1)。另外，昆津病毒复制子 NS5 蛋白终止

密码子与 3′ UTR 之间存在可变区 (Variable region，

VR)，亦可允许外源基因的插入。如新霉素磷酸转移

酶 II (Neomycin phosphotransferase II，neo) 基因被

插入该区域以筛选稳定表达昆津病毒复制子的细胞

系 (Rep-cell)[2]。 

昆津病毒复制子主要以 3 种形式进入细胞：第

一种是以体外转录获得的 RNA 形式进入细胞，该方

式能迅速增加细胞内复制子 RNA 的含量，从而大幅

提高外源蛋白的表达水平。第二种是将其置于 CMV

启动子下游的复制子以质粒 DNA 的形式转染细胞，

再借助细胞内的 RNA 聚合酶Ⅱ进行转录来获得病

毒 RNA[5]，该方式省去了体外转录环节，降低成本

的同时也避免了 RNA 的降解。最后一种是以单轮感

染型病毒样颗粒 (Virus like particle，VLP) 的形式

进入细胞。RNA 复制子与其结构蛋白仍能形成具有

感染性的病毒样颗粒，但再次侵入细胞后会因其

RNA 的缺陷而无法生成病毒的结构蛋白，从而无法

形成子代病毒样颗粒，故被称为单轮感染型 VLP。

Khromykh 等将昆津病毒复制子和表达其结构蛋白

的塞姆利基森林病毒复制子共转染细胞，获得了昆

津病毒的 VLP[6]。Harvey 等进一步构建了稳定表达

昆津病毒结构蛋白的细胞系，将复制子转染至该细

胞系后也获得了昆津病毒的单轮感染型 VLP[7]。 

2  昆津病毒复制子的生物学特性 

昆津病毒复制子具有 RNA 复制子的共有特征：

一是复制效率高，可以持续的合成双链 RNA，可作

为高效的表达载体；二是无整合至宿主基因组的危

险；三是免疫效果良好，少量的 DNA 质粒就能同时

诱导粘膜免疫、抗体应答和 CTL 反应。 

除上述特征外，昆津病毒复制子还具有优于其

他 RNA 复制子的特性。其一是细胞毒性低。甲病毒

复制子虽是应用最广泛的 RNA 复制子，但其细胞毒

性强，在细胞内仅能复制几天即可致细胞凋亡，因

此无法持续表达外源蛋白。昆津病毒复制子的细胞

毒性则很弱，在细胞内能持续复制数十天之久。其

二是产生重组活病毒的概率极低。理论上讲，RNA

复制子可能与其结构基因的同源序列发生重组，进

而产生具有持续感染性的病毒颗粒。但研究显示，

昆津病毒复制子转染至表达其结构基因的细胞后，

并未产生具有感染性的野生型病毒颗粒 [8]。此外，

研究也未发现其与其他黄病毒复制子间存在重组现

象[9]。其三是昆津病毒 RNA 聚合酶的保真性高，即

该病毒的 RNA 序列在复制过程中能够保持较高的

稳定性。因此，当昆津病毒复制子作为疫苗载体时，

其免疫原性就能保持高度稳定。其四是便于遗传学

操作。昆津病毒复制子的 RNA 仅为 8 000 nt 左右，

易于对其序列进行改造。正是基于以上优点，昆津

病毒复制子已成为一种新型的病毒载体，在病毒复

制机制、蛋白表达、新型疫苗及基因治疗等方面显

示出巨大的应用潜力。 

3  昆津病毒复制子的应用 

3.1  黄病毒基因组复制调控机制的研究 
由于复制子仅在细胞内完成 RNA 的复制过程，

而不涉及病毒的吸附、侵入、包装和释放等阶段，

因而能直观地反映病毒基因组复制的特征以及靶细

胞的生理变化情况。以昆津复制子为模型，不同学

者 先 后 发 现 了 一 系 列 重 要 的 复 制 调 控 元 件 。

Khromykh 等对昆津病毒复制子 5′ UTR 和 3′ UTR 的

不同环化序列、保守区和 3′末端的核苷酸进行了突

变分析，结果表明这些区段是病毒 RNA 复制的关键

序列 [2]。这是首次在细胞水平上证明了黄病毒非编

码区在病毒复制中具有重要功能。此外，Liu 和

Leung 等还先后借助昆津病毒复制子证实 NS3 和
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NS2A 分别在 RNA 复制和病毒组装过程中具有重要

作用[10-11]。本实验室利用登革病毒的复制子系统，

发现登革病毒 C 蛋白编码区发夹 (C-coding region 

hairpin，cHP) 结构对病毒基因组的复制具有重要的

调控作用[12]。 

此外，昆津病毒复制子在复制机制研究中也有

重要的应用。当非结构蛋白缺陷型的全长克隆转染

至复制子细胞系后，复制子将提供具有完整功能活性

的非结构蛋白，进而协助缺陷型全长克隆完成复制，

最终通过是否形成感染性的病毒颗粒来确定非结构

蛋白在病毒复制中的功能。利用上述反式互补系统，

Khromykh 等研究了非结构蛋白 NS5 的功能，在此

基础上提出了黄病毒 RNA 复制复合体 (Replication 

complex，RC) 形成模型以及在其形成过程中 NS3

和 NS5 的作用[13-14]。另外还发现了昆津病毒非结构

蛋白编码区中与复制复合体形成相关的一系列顺式

和反式作用元件，并研究了其相互作用[15]。上述研

究不仅丰富了黄病毒基因组复制机理的相关内容，

也为进一步阐明黄病毒复制机制奠定了基础。 

3.2  外源蛋白表达 
与其他病毒表达载体相比，昆津病毒复制子载

体具有一系列优势。首先，其细胞毒性低的特点决

定了其拥有更广的宿主范围；其次，昆津病毒复制

子可以随细胞分裂而分配到子代细胞中，继续其复

制周期，以此持续表达外源蛋白。此外，昆津病毒

复制子能够对外源蛋白进行糖基化等翻译后修饰，

因此能获得更接近天然活性的目的产物。目前，利

用昆津病毒复制子载体已成功表达了报告基因、病

毒类抗原、病毒糖类蛋白以及细胞因子等多达 20 多

种外源蛋白[16]。如 Varnavski 利用昆津病毒复制子

表达系统先后成功表达了氯霉素乙酰转移酶，绿色

荧光蛋白，β-半乳糖苷酶和丙型肝炎病毒 NS3 蛋白

等[17]。除上述的瞬时表达形式外，建立昆津病毒复

制子细胞系是另一种持续表达外源蛋白的途径。含

有抗性基因的昆津病毒复制子转染细胞后，经抗生

素筛选后可获得稳定的复制子细胞系，如 Varnavski

等利用筛选获得的 BHK-21 细胞系可以稳定表达绿

色荧光蛋白和氯霉素乙酰转移酶达 17 代以上。 

3.3  复制子疫苗 
复制子疫苗是近年来新兴的疫苗形式。与传统

的疫苗相比，RNA 复制子疫苗具有如下优势：第一，

复制效率高，并且能同时诱导体液和细胞免疫反应；

第二，只在细胞质中复制，无整合至宿主细胞基因

组的危险；第三，病毒样颗粒形式的疫苗不仅免疫

原性强，而且仅能完成单轮感染，安全性高。如前

所述，昆津病毒复制子可持久的表达外源蛋白，因

此能有效诱发机体产生相应的体液免疫反应。更重

要的是，该复制子还能同时诱导 CD8+型 T 细胞免疫

反应。Anraku 等发现，0.1 μg 质粒 DNA 形式的昆津

病毒复制子诱发的 T 细胞免疫反应效力与 100 μg 传

统 DNA 疫苗的 T 细胞免疫反应相当[18]，这表明昆

津病毒复制子在诱导 T 细胞免疫方面具有明显的优

势。研究还发现，用含有 HIV gag 基因的昆津病毒

复制子 VLP 免疫小鼠后，可以诱发机体产生针对

HIV 的 CD8+型 T 细胞免疫保护反应，并且持续 6~10

个月之久[19]。此外，基于该复制子 VLP 的 SIV 疫

苗在不同的动物模型中进行了免疫保护能力的评

价，并证实均具有较好的免疫保护性[20-21]。总之，

正是由于昆津病毒复制子能同时诱导体液和细胞

免疫，因此成为极具潜力的新型 RNA 复制子疫苗

候选载体。 

3.4  基因治疗 
基因治疗是指通过特定手段将基因类药物导入

病灶中的靶细胞，从而改善或治愈疾病的一种治疗

手段。昆津病毒复制子靶细胞范围广，可持续表达

外源产物，而且还能有效诱导干扰素的产生，因此

该复制子系统是基因治疗领域中理想的递送系统。

粒细胞巨噬细胞集落刺激因子 GM-CSF 能产生具有

抗癌作用的 CD8+型 T 细胞反应，Hoang-Le 等将

GM-CSF 通过病毒样颗粒形式的昆津病毒复制子系

统导入肿瘤细胞内，使其在宿主细胞内表达，结果

显示其可以明显抑制结肠癌细胞 CT26 和黑色素瘤
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细胞 B16 的增殖[22]。该研究表明，昆津病毒复制子

系统可作为理想的抗癌基因导入载体，并将在癌症

的基因治疗领域发挥更大作用。 

4  小结与展望 

同其他 RNA 复制子一样，昆津病毒复制子可高

效表达外源蛋白。更重要的是，该复制子几乎无细

胞毒性，因此可建立能持续稳定表达复制子的细胞

系，进而获得高产量的 VLP；同时，昆津病毒复制

子以基因重组方式产生野生型病毒颗粒的概率极

低，故其安全性也很高。正是基于上述优点，昆津

病毒复制子在外源蛋白表达、新型疫苗研制以及基

因治疗等领域得到广泛应用。尽管目前的研究显示，

VLP 是最为有效的复制子递送方式，但其靶向性还

有待进一步提高。此外，尽快研发能够高效递送 RNA

和 DNA 形式复制子的技术也是今后亟待解决的问

题。目前，澳大利亚的 Replikun Biotech 公司致力于

昆津病毒复制子技术的商品化，并取得了一系列成

果，如已成功开发了基于昆津病毒复制子的艾滋病

疫苗和肿瘤的治疗性疫苗，有些业已进入临床应用

阶段。总之，随着相关研究的不断深入，有理由相

信昆津病毒复制子在更多领域会发挥更为重要的作

用，真正为人类造福。 
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