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转座子 PiggyBac在哺乳动物中的应用

马元武，张连峰

( 中国医学科学院，北京协和医学院，医学实验动物研究所，卫生部人类疾病比较医学重点实验室，

国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室，北京 100021 )

【摘要】 DNA 转座子作为一种遗传工程工具已广泛应用于多物种的转基因及产生插入突变等研究。目前，

在哺乳动物中有转座活性的转座子可分为三类: 1 ) hAT 样转座子; 2 ) Tcl 样转座子包括 Sleeping Beauty 和 Frog

Prince; 3 ) PiggyBac 转座子家族。其中甘蓝蠖度尺蛾( Cabbage looper moth Trichoplusia ni) 来源的 PiggyBac 转座子

是目前在哺乳动物中活性最高的转座子，并且可以携带十几 kb 的外源基因转座而不影响其效率，使其在哺乳动物

的转基因、癌基因的发现、基因治疗研究方面具有巨大的应用潜力。此外，PB 的无痕迹转座对于无转基因、无遗传

物质改变的诱导多潜能干细胞 ( iPS) 研究也具有非常重要的意义。本文主要对针对 PB 在哺乳动物中的应用现状

及前景作一介绍。
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【Abstract】 As a tool of genetic engineering，DNA transposons have been widely used for transgenesis and

insertional mutagenesis in various organisms． Till now，transposons active in mammalian include: 1 ) hAT-like Tol2 ; 2 ) ，

two Tc1-like transposons，Sleeping Beauty ( SB) and Frog Prince ( FP) ; 3 ) PiggyBac family． Among those transposons，

the moth-derived transposon piggybac appears to be the most promising genetic tool due to its higher efficient transposition

and higher cargo capacity． Therefore，it can be used for transgenesis，discovery of cancer gene and tumor suppressor gene，

and gene therapy． The traceless excision transposition property of the PB transposon can be used to generate transgene-free

iPS cells while maintaining an unaltered genome． In this review we will discuss the application and the future of PB

transposon in mammalian．
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转座元件或转座子是指宿主基因组内发生基

因座位置的改变的遗传元件。当对转座子进行基
因工程改造，使之携带一段外源基因，当在转座过

程中插入基因的内部或是邻近位置，会对被插入基



因造成基因功能的突变或失活，用以研究基因的功

能［1］。转座子一般由转座酶和转座酶所识别一段
DNA 序列 ( 转座识别序列) 所组成，转座序列能够
在转座酶的作用下完成转座反应。按转座过程是
否经过 RNA 中间体而分为 I 型转座子和 II 型转座
子。I 型转座子( 或称逆转座子) ，需要先被转录成
RNA，然后在由转座子编码的转座酶的作用下逆转
录成 DNA 插入宿主基因组内。 II 型转座子 ( 或称
为 DNA 转座子) ，II 型转座子转座过程中不经过
RNA 中间体，在由转座子编码转座酶的作用下，通
过复制或直接剪切的方式将转座子 DNA 转座入宿
主基因组内( 图 1 ) 。

图 1 转座的分子机制。DNA 线性表示，RNA 曲线表示
Fig． 1 Molecular mechanisms of transposition． DNA is represented by straight lines． RNA transcripts are wavy lines

注: A． 逆转座子的转座机制。转座过程经过 RNA 中间体，在逆转座酶的作用下产生 cDNA，然后在逆转座子编码的转座酶

作用下插入靶基因。B． DNA 转座子的转座机制。不经过 RNA 中间体，直接通过复制或剪切的形式将转座子序列插入靶基

因内。C． DNA 转座子的基因工程改建。将转座酶表达序列和转座酶识别序列相分离，构建包括转座供体和表达转座酶的

辅助载体的二元转座系统，供体载体可以携带一段感兴趣的基因，当在辅助载体表达转座酶的条件下，将供体载体携带的一

段靶基因插入宿主基因组内。

Note: A． Mechanism of retrotransposon． Retrotransposons reverse-transcribe their RNA generated by transcription． The cDNA

intermediate is integrated into the target using the transposase expressed by retrotransposon． B． Mechanism of DNA-transposon． The

transposon element is integrated into the target gene by copy or cut and paste mechanism． C． Reconstruct DNA-transposon．

Transposase and the inverted repeats of the transposon can be separated． The gene of interest is flanked by the inverted repeats of the

transposon can be used as donor vector，witch could be integrated into host genome in presence of transposase provide by a help

vector．

基因工程手段对 DNA 转座子进行改造，将转
座子的转座识别序列和转座酶相分离，并在转座序

列内插入一段外源感兴趣的基因，当在有转座酶存

在的条件下识别两端的转座序列介导转座反应的

发 生，已 经 应 用 于 黑 腹 果 蝇 ( Drosophila
melanogaster) ，线虫 ( Caenorhabditis elegans) 等多种
模式生物的基因功能研究。虽然人类基因组内存
在着大量转座序列( 约 45% ) ［2 － 3］，但由于进化过程

中的累计突变造成其活性丧失，因此，有活性的转

座子在哺乳动物中的应用一直受到限制。直到

DNA 转座子 Sleeping Beauty ( SB) 才使得 DNA 转座
子作为一种遗传工程工具应用于哺乳动物基因功

能的研究。SB 来源于鲑鱼 ( salmanoid ) 基因组，是
一种的 Tc1 /mariner 样转座子，Zoltan Ivics 等通过分
子重建的方式使其重新获得了活性，并能在人和小

鼠细胞内转座［4］。新型转座子的逐渐被发现和应
用，目前发现在哺乳动物中有活性的转座子有: 1 )
hAT 样转座子; 2 ) Tcl 样转座子包括 Sleeping
Beauty 和 Frog Prince; 3 ) PiggyBac 转座子家族。这
三类转座子中，转座活性最高的为 Sleeping Beauty

和 PiggyBac，对这两种转座子的特性和转座活性比
较［5］，发 现 甘 蓝 蠖 度 尺 蛾 ( cabbage looper moth
Trichoplusia ni) 来源的转座子 PiggyBac 相对具有更
高的转座活性，转座过程中更高的携带外源基因插

入宿主基因组的能力，并能够实现转座子及所携带

外源基因的完全转座，不会在供体位置造成任何遗

传物质的改变，这些特性使其在转基因动物、癌基
因发现、iPS 研究及基因治疗研究方面前景诱人。

1 PiggyBac 转座子

PiggyBac 分离于甘蓝蠖度尺蛾［6］，最初能够在果
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蝇、红腋斑粉蝶 ( red flour beetle Tribolium Castaneum)
及昆虫中转座，明显不同于其它已发现的转座子类型，

命名 PiggyBac 转座子家族，简称 PB［7 － 8］． PB 元件是
2472bp 的转座子序列拥有 13 bp 的末端反向重复序列
以及编码 594 个氨基酸的转座酶序列组成［9］，识别
TTAA序列采用剪切、黏贴的 DNA 转座模式 ( 类似于
Sleeping Beauty ( SB) 转座子) ［10］。

PiggyBac 样转座元件 ( PiggyBac-like elements，
PLE) 普遍存在多物种内，很少具有转座活性以及完
整的转座子结构，目前成功分离出了如 PBGD ( 1，
3，5 ) 、AyPLE 和 AaPLE 等多种 PLE［11］。经过密码
子优化过的 mPB 以及 hyPB ( mPB 基础上的进一步
优化获得具有更高的转座活性) ，是目前发现的在

哺乳动物中转座活性最高的 DNA 转座子［5，12 － 13］。

转座识别序列和转座酶的分离可以使得转座子发

展为二元系统，见图 1 C。提高了转座安全性、携带
外源基因的能力并增强了可操作性。转座反应需
要转座子序列和转座酶同时存在。当对转座识别
序列内部插入一段外源基因时，可实现目的基因向

宿主基因组的靶向运输［1］。PB 转座系统作为一种
有效的基因工程操作工具由于具有的高容量［14］、无
痕迹转座［9，13］，安全性强等优势应用在大规模研究

基因的插入突变及基因功能研究、癌基因 /抑癌基
因的发现、iPS 研究以及基因治疗研究方面。

2 哺乳动物中的应用

在不影响转座效率的情况下，PB 转座系统可高
效携带十几 kb 外源 DNA 靶序列转座，用于靶基因
的转基因研究［12］。此外，当所携带的外源基因含有
基因捕获元件时，PB 在转座过程中，可捕获基因组
内基因造成基因的插入突变或失活，通过转座子的

末端重复序列可非常容易定位插入基因的位点，用

以研究基因组内大规模基因功能。由于转座造成
基因的插入失活，研究基因与生长，基因与发育，以

及基因与基因之间协调作用关系［3，15］。生物体任何
功能的行使并不是单个基因所能完成的，他需要多

个基因的协同调节表达共同来实现。PB 的高转座
效率可造成多个基因功能的丧失，可研究多基因与

生长、发育以及基因之间的关系［3，15］。
2. 1 基因突变
传统的基因突变方式主要是通过粒子射线、化

学诱变剂以及病毒感染来实现的。虽然这些方法

能够有效的产生突变，获得感兴趣的表型变化，但

是后续突变位点的确定却是费事耗力［16］。几十年
来，由于缺少有效插入突变工具，哺乳动物基因组

的大规模遗传学分析受到了很大的限制［17］。

近年来，DNA 转座子 SB 和 PB 的发现和功能重
塑，能够在哺乳动物体内有效转座，使得这一局面

得以改变。DNA 转座子通常由末端重复序列以及
位于中间的转座酶基因构成［1］，转座反应需要转座

酶识别序列和转座酶同时存在。转座酶缺失的转
座元件在有转座酶瞬时表达的情况下就能够发生

转座反应。转座序列和转座酶可以分离的特性，可
构建转座识别序列和转座酶相分离的二元转座系

统［15］。在转座识别序列之间插入我们感兴趣的基
因 ( 如功能基因、基因捕获组件等) ，当在转座酶存
在下，可以有效的将外源基因运输进入宿主基因组

内。当外源基因为基因捕获组件时，可以在转座进
入基因组时有效捕获基因组内基因，实现基因的插

入突变或失活。只要存在转座酶即可以实现转座，
不同于以往的基因打靶方式，这一方法可实现基因

组的大规模基因功能遗传学分析［18］。
2. 2 癌基因的发现
癌变的发生是受到遗传和环境等多种因素影

响所致，体细胞基因的突变在肿瘤的发生和发展中

起至关重要的作用。在过去的几十年里，已经应用
插入突变的方式在小鼠，大鼠等动物模型中简单进

行癌变的遗传学分析［19］。然而癌变的发生是一个
复杂的过程，正常细胞的癌变可能需要多种突变基

因的逐渐积累才能完成。有效基因突变工具的发
现和应用对于研究癌变发生的遗传学因素具有重

要的意义。PB 转座子是目前发现的转座活性最高
的 DNA 转座子，在转座时能够实现转座子序列的完
全剪切和转座，在供体位置处不留任何转座痕迹，

通过转座子的末端重复序列，可以通过接头连接的

PCR 非常方便的对转座子在基因组中的插入位点
进行定位，基于这些特点，使得 PB 作为一种非常有
潜力的遗传工程工具，可以应用于哺乳动物大规模

筛选癌基因的研究［20］，目前已经构建出多种用于癌

基因发现的转座系统载体如 T2 /Onc，T2 /Onc2 和
T2 /Onc3 等［19，21］，为癌基因的发现提供了基础。通
过对插入位点的确定，可以研究基因组特定位点与

肿瘤发生之间的关系［22 － 23］。
2. 3 基因治疗与 iPS

基因治疗，要求目的基因能够特异、有效的导
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入靶细胞内，并长时间表达，产生尽量少的毒副作

用。目前大部分基因治疗都采用病毒载体。然而，

病毒载体的构建和准备不仅费时、费力同时也存在
许多其它问题，如逆病毒载体 ( retroviruses) 能够长
效的实现目的基因的表达，但由于偏向于插入常染

色体的转录起始位点和基因的内含子内，容易造成

基因 的 插 入 失 活，易 至 癌 变［24］; 腺 病 毒 载 体

( adenoviruses) 可以将 DNA 运输到处于分裂或静止
期的细胞内，由于不插入基因内部，不造成致癌突

变，但不能保证目的基因的长效、稳定表达，且易引
起宿主的免疫应答［25］; 另一类为腺联病毒载体

( adeno-associated viruses ) ，降低了宿主的免疫应答
反应稳定的表达，但目的基因的大小却受到限

制［26］。新型的非病毒载体的应用就显得非常重要。
SB 和 PB 转座子的发现，使得转座子作为一种

有用的基因工程工具应用于哺乳动物，SB 和 PB 的
“剪切-黏贴”的 DNA 转座模式，相对低的费用、低的
免疫反应性、高的转座效率、高容量，安全性强等特
点［27］，使其在基因治疗方面具有非常大的应用潜

力。自 SB 于 1997 年发现以来，人们一直致力于将
其应用于基因治疗，并取得了许多可喜的成果，如

可以用于小鼠遗传缺陷造成的基因病的治疗研究，

如 I 型酪氨酸血症［28］，A 型［29］和 B 型［30］血友病，

亨廷顿病［31］等遗传型疾病的治疗研究。随着研究
的不断深入，通过对 SB 转座系统引入嵌合体抗原
受体来介导 T 细胞的重定向特异性，已经用于 I / II

期临床试验［27］。然而，SB 的相对较低的转座活性，

以及明显的供体附近位置转座偏好性，限制了其在

基因治疗方面的应用。PB 转座系统的高转座活性
和无痕迹转座，使得 PB 成为一种比 SB 转座系统具
有更广阔应用前景的 DNA 转座子［32 － 34］。

SB 和 PB 虽然在基因治疗方面潜力巨大，但它
们的安全性仍是基因治疗的所考虑重点，非特异性

整合会导致所不期望的后果［35］。这一不足正在通
过在转座酶中嵌合入 DNA 结合结构域 ( DNA
binding domain，DBD) 进行弥补，前期的实验表明，

这一改进能有效提高转座系统的转座效率和特异

性［36 － 38］。此外，只要有转座酶的存在就会有转座的
发生，也使得转座相对不稳定，Johann Urschitz 等通
过对转座系统进行改进，获得了一种不依赖于辅助

载体的转座系统，转座发生后会造成转座酶的失

活，解决这一问题［39］。
iPS 的显著优势是具有类似于胚胎干细胞的多

潜能性，并且可以用于诱导分化成为内胚层、中胚
层和外胚层用以移植来治疗退行性或遗传性疾

病［40］。通常情况下，鼠或人的成纤维细胞的重新编
程为多潜能干细胞，需要四种转录因子 c-Myc，
Klf4，Oct4 and Sox2［41］的辅助 ．以往应用于 iPS 研究
辅助因子的运输工具主要为病毒载体，但是病毒载

体存在着类似于基因治疗方面的缺陷，很难排除由

于外源基因导入基因组所造成的改变对 iPS 的
影响。

PB 转座系统在转座后不留任何足迹，在由 PB
转座系统提供四种转录因子 c-Myc，Klf4，Oct4 和
Sox2 完成 iPS 后，可以通过提供 PB 转座酶在基因
组内消除载体。由于 PB 的无痕迹转座，不会造成
遗传物质的改变，可以用于探索体细胞的重新编程

时，消除外源载体因素所可能造成的影响，为 iPS 的
研究提供了有力的工具［39，42 － 43］。

3 小结

PB 转座子是目前在哺乳动物中转座活性最高
的转座子，并且可以携带高达十几 Kb 的外源基因
转座而不影响其效率，使其在哺乳动物的转基因、
癌基因的大规模筛选、基因治疗方面具有巨大的应
用潜力。此外，PB 的无痕迹转座对产生无转基因、
无遗传物质改变的 iPS 研究也具有非常重要的意义
和应用前景。然而，转座子的非特异性转座，也影
响了其在哺乳动物中的应用。因此，DNA 转座子虽
然具有诱人的应用前景，但应用的道路却很漫长。
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本实验正常组畸形率是 28. 7%，说明不同品种的动
物其正常组精子畸形率是有所不同。长爪沙鼠精子
畸形率明显比小白鼠精子畸形率高。这可能与长
爪沙鼠的品种遗传有关，也可能与我们在实验操作

中引起有关。但本人认为: 长爪沙鼠精子畸形率
高，是其品种与遗传占主要的。长爪沙鼠精子畸形
率高现象与其出生率较低相吻合，也可说明这一

点; 反之，大小鼠精子畸形率明显低，而其出生率每

胎平均十多只，是长爪沙鼠出生率的几倍。当然不
同品种的鼠出生率与其排卵数量等因素也有一定

的相关性，这些都有待进一步研究。
2. 两实验显示: CP 都能对这两种动物的精子

起到明显的致畸作用，但两实验提示 CP 对各自精
子主要畸形类型不同: 小白鼠的精子畸形是不定形

畸形为主占 8. 52%，长爪沙鼠精子主要畸形是尾折
叠畸形类型，最高占畸形数的 42. 30%。

3. 由于两实验的给药方式不同，可能吸收的药
量有所不同; 实验的动物不同，对环磷酰胺的敏感

程度也有所不同，这些有待进一步探讨。
本实验研究显示，高剂量组动物模型出现死亡

现象。这可能“高剂量”已达到 CP 对长爪沙鼠致

死量附近，这有待进一步研究。
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