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摘要      基因转移载体在基因治疗中起着关键的作用。非病毒附着体载体可以附着而非整合

到宿主细胞染色体上, 克服了病毒载体及整合载体带来的副作用, 是目前安全、理想的可用于基因

治疗的表达载体。然而, 其低克隆形成率、低表达量和低拷贝数限制了其在基因治疗中的应用。

自第一代非病毒附着体载体构建以来, 采用截短核基质附着区(matrix attachment region, MAR)元
件、减少CpG岛的数量、选择合适的启动子、使用调控元件等一系列措施调控其表达水平和稳定性, 
不仅提高了非病毒附着体载体的转染效率, 而且使其表现出了高表达水平和高稳定性。目前, 该载

体已经广泛应用于各个系统疾病的基因治疗研究。该文综述了非病毒附着体载体的各种优化策略

的研究进展, 并对其在基因治疗中的潜在应用价值进行了讨论。
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Abstract       Gene transfer vector plays a key role in gene therapy. Non-viral episomal vectors can be 
episomal replication within the host cell rather than be integrated to the host to overcome the adverse effects 
of viral vector and integrated vector, so it is a safe and ideal expression vector for gene therapy. However, 
its application in gene therapy is limited because of its low clone formation rate, low expression and low copy 
number. Since the construction of the first generation of non-viral episomal vectors, a series of measures, such as 
truncating MAR elements, reducing the number of CpG motifs, selecting suitable promoters, using regulatory 
elements have been used to regulate their expression levels and stability, resulting in improving transfection 
efficiency, and make it exhibit higher expression level and stability. And these vectors have been widely used 
in gene therapy research for various systemic diseases. This paper reviewed the research progress of various 
strategies for optimization of non-viral episomal vectors and discussed their applications in gene therapy.
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基因治疗是将人类正常基因或治疗基因以某

种方式转移到人类靶细胞或生物组织中, 用于纠正

导致疾病发展的缺陷基因以达到治疗目的的一种技

术。1990年世界上第一例基因治疗临床试验在美

国被批准实施, 研究人员利用逆转录病毒载体将人

腺苷酸脱氨酶(adenosine deaminase, ADA)基因体外

导入淋巴细胞后再将其回输至体内, 成功治愈了一

名患有ADA缺乏症的重度联合免疫缺陷病的4岁女

孩。这是人类历史上首例成功的基因治疗临床试验, 
该试验的成功标志着基因治疗时代的来临[1]。基因

治疗的主要途径之一是将外源基因装配到适宜的载

体传递系统, 再直接输入至人体。基因治疗载体根

据DNA/RNA序列的种类和来源可分为病毒载体和

质粒载体[2]。在病毒载体中, 逆转录病毒载体是最

常用的载体, 由于病毒自身含有病毒蛋白及癌基因, 
宿主细胞有感染病毒和致癌的可能性。与病毒载体

相比, 质粒载体毒性低、免疫反应也比较低, 但其表

达一般是短暂的, 且效率较低。表达载体按照进入

宿主细胞后的存在状态可分为整合载体和附着体载

体。由于整合载体的位置效应可引起插入突变或者

导致疾病的发生, 与整合载体相比, 附着体载体可以

消除与宿主基因组的非特异性整合, 从而消除转化

的风险。

1   非病毒附着体载体
附着体载体转染宿主细胞后不整合到基因组

上, 以附着染色体外的形式存在, 其包括病毒附着体

载体和非病毒附着体载体。病毒附着体载体是由

腺病毒(Adenovirus)、腺相关病毒(Adeno-associated 
virus, AAV)、单纯疱疹病毒(Herpes Simplex virus, 
HSV)、爱泼斯坦 –巴尔病毒 (Epstein-Barr virus, 
EBV)等病毒介导的, 在真核细胞中通过复制起始点

和顺式作用元件共同作用进行复制, 由于会产生病

毒蛋白并且转移到其宿主细胞中, 从而造成宿主细

胞病理损害甚至形成肿瘤[3-4]。非病毒附着体载体是

以附着在染色体外的形式存在的一类不含编码病毒

蛋白序列的载体。1999年, PIECHACZEK等[5]研究者

将由猿猴病毒40(simian virus 40, SV 40)编码的大T抗
原介导的病毒附着体载体中的SV 40替换为人β-干
扰素, 成功构建基于MAR的pEPI质粒载体(图1A), 该
表达载体不含编码病毒的蛋白序列, 这是第一个完

全采用哺乳动物序列的非病毒附着体载体。pEPI-1

载体在CHO细胞、K562人造血祖细胞、HeLa细胞、

人肝癌Huh7、HaCat细胞和其他细胞系中以拷贝数

5~10个/细胞进行复制, 在缺乏选择压力的情况下, 
每个细胞周期都会复制一次, 其有丝分裂可稳定达

几百代[6-7]。pEPI-1载体不仅在培养细胞中保持附着

状态, 而且由精子介导其移植到胚胎中后, 在猪胎儿

的各种组织中持续存在, 说明了基于MAR的附着体

载体的稳定性[8]。非病毒附着体载体具有有丝分裂

稳定性, 允许非整合建立, 并且其还在安全性方面有

优势, 比如插入突变的风险较低, 以及先天免疫反应

的可能性较小等。这些特性使其成为一种很有前途

的可用于基因治疗的表达载体[9]。表1比较了整合载

体和附着体载体, 以及病毒和非病毒附着体载体的

区别。

2   非病毒附着体载体的附着机制
非病毒附着体载体的发现, 让越来越多的科学

家开始对其感兴趣。一方面, STEHLE团队[17]为了

研究载体的附着机制, 在pEPI-1载体的基础上分别

设计了几种元件缺失的载体如缺失绿色荧光蛋白

(enhanced green fluorescence protein, eGFP)基因的载

体(pEPI-1/△eGFP)、缺失CMV启动子的载体(pEPI-
eGFP/△pCMV)和缺失MAR下游SV 40多聚腺苷酸化

位点 (SV 40 PolyA)的载体 (pEPI-eGFP/△PolyA), 结
果发现只有pEPI-eGFP/△PolyA不影响载体附着复

制能力, 其他载体均整合到宿主基因组中, 其中载体

pEPI-eGFP/△pCMV不再复制。将SV 40 PolyA插入

到eGFP基因和MAR之间时, 该载体亦不能自主复制

并整合到基因组中。以上的研究表明为了维持载

体附着状态, 转录必须进入与表达盒相连的MAR且
这种转录不允许在MAR之前终止[17]。GIANNAKO-
POULOS等 [18]也证明了此观点 , 他们制备了pFAR4
衍生型实验载体, 这些载体由复合HCRHPi肝脏特

异性启动子驱动, 在eGFP表达盒中缺乏MAR元件

(pFAR4-noMAR)或者MAR元件存在eGFP表达盒的

PolyA上游 (pFAR4-MAR-IN)或下游 (pFAR4-MAR-
OUT), 发现只有含有载体pFAR4-MAR-IN的细胞才

能获得稳定的转染性, 在培养3个月时, eGFP仍持续

表达, 并且荧光原位杂交分析和质粒还原实验表明

载体处于附着状态。RUPPRECHT等[19]再次实验证

明, 进入MAR的转录是载体附着复制和长期维持所

必需的 (图2)。另外 , 在 JENKE等 [10]的研究中 , 载体
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A~I: pERI-1、pMARs、pEGFP-C1-M、pEGFP-MAR、Minicircle MC、Minicircle M18、pERI-HS4opp、pERI-UOCE、pEP-IR。pCMV: 巨细胞

病毒启动子; pUC ori: 质粒UC的复制区序列; HSV TK PolyA: 单纯疱疹病毒胸苷激酶PolyA; SV 40 ori: 猿猴病毒40复制区序列; pSV 40: 猿猴病毒

40启动子;  SV 40 PolyA:  猿猴病毒40 PolyA; MCS: 多克隆位点; UCOE: 普遍存在的染色质开放元件; HS4opp: HS4绝缘子元件; eGFP: 增强型绿

色荧光蛋白; IR: β-珠蛋白位点的复制起始区; pRSV: 劳斯肉瘤病毒启动子; pSFFV: 脾脏成瘤病毒启动子。

A-I: pERI-1, pMARs, pEGFP-C1-M, pEGFP-MAR, Minicircle MC, Minicircle M18, pERI-HS4opp, pERI-UOCE, pEP-IR。pCMV: cytomegalovirus 
promoter; pUC ori: replication origin of plasmid UC; HSV TK PolyA: herpes simplex virus thymidine kinase PolyA; SV 40 ori: replication origin of 
simian virus 40; pSV 40: simian virus 40 promoter; SV 40 PolyA: simian virus 40 PolyA; MCS: multiple cloning site; UCOE: ubiquitous chromatin 
opening element; HS4opp: HS4 insulator element; eGFP: enhanced green fluorescent protein; IR: β-globin replicator; pRSV: rous sarcoma virus pro-
moter; pSFFV: spleen focus-forming virus promoter. 

图1   部分非病毒附着体载体图(根据参考文献[5,10-16]修改)
Fig.1   Map of some non-viral episomal vectors (modified from the references [5,10-16]) 
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表1   整合载体和附着体载体的比较

Table 1   Comparison of integrated vectors and episomal vectors

项目

Item

整合载体

Integrated vectors
附着体载体

Episomal vectors

质粒载体             病毒载体

Plasmid vector                  Viral vector
质粒载体           病毒载体

Plasmid vector              Viral vector

Concepts and features Exogenous gene integration into host cell chromosome, 
easy to cause insertion

Non-integration into the chromosome, in the 
form of episomal vectors, with a lower risk of 
insertion mutation and higher safety

Mediated forms Plasmid DNA                 Virus The MAR element 1 Virus

Produce/not produce 
viral proteins

Not produce                    Produce Not produce Produce

Transfection efficiency Low                                 High Low High
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的SV 40的复制起点被删除后, 构建一个pEPI衍生载

体pEPI-RSV, 结果发现其复制和转录行为与pEPI-1
没有显著差异, 表明pEPI-1的SV 40复制起点对于哺

乳动物的附着复制不是必需的。

另一方面, pEPI载体附着机制与核基质蛋白, 如
核基质结合因子A(scaffold attachment factor A, SAF-A)
有关(图2)。SAF-A是核基质的主要成分, 对核结构至

关重要[21]。MAR序列能介导早期复制点与SAF-A结合

而稳定附着存在, MAR序列和SAF-A结合能够改变复

制起始点的构象从而促进mRNA的转录[22-23]。JENKE
等[10]用1个155 bp的寡聚体MAR模块取代pEPI-1的
2 201 bp MAR时, 发现包含二聚体的载体整合到基

因组中, 而包含该序列四聚体的载体仍然是附着体。

通过体外和体内实验发现, SAF-A只能识别四聚体, 
而不能识别二聚体MAR结构。在有丝分裂中, MAR
元件介导载体附着在核基质及其衍生物上, 通过在

核分裂期间将载体搭载在染色体上来保持有丝分

裂的稳定性[10]。这一观点与MESNER等[24]的报道相

一致, 该研究表明MAR可能参与了染色质的凝聚和

分离, 这被称为“piggyback”机制。他们同时也解释

了为什么附着体载体在细胞周期的S期只复制一次[25]。

此外, 他们还认为, MAR必须进入或穿过转录表达盒很

可能是因为它产生了供复制酶所需的染色质结构[26]。

3   非病毒附着体载体的优化
非病毒附着体载体的低稳定克隆形成率、转基

因沉默和低表达量限制了其临床应用。对非病毒附

着体载体进行优化是目前研究的热点之一, 关于附

着体载体的优化策略详见表2。
3.1   载体骨架优化

载体骨架的大小及结构与转染效率、转基因表

达水平及载体的生物安全性有关。pEPI载体中使用

的人β-干扰素MAR序列全长为2 200 bp, 优化介导载

体附着的MAR序列、减少载体中的易甲基化的CpG
岛的数量、除去载体中的细菌骨架均能提高转染效

率和表达水平。

如上文所述, JENKE等[10]发现似乎不需要全长

的MAR来阻止载体整合。他们在天然MAR中发现

的155 bp模块的四聚体可以在功能上取代2 201 bp的
MAR元件, 通过对载体pEPI-1进行修饰, 设计了一个功

能完全依赖于活性转录单位和最小MAR元件之间相

互作用的附着体载体pMARS(图1B), 该载体不仅

可以附着复制, 且与pEPI-1一样可以稳定表达。因

此, 他们定义了MAR在体内发挥作用的最小序列要

求[10]。国内研究者林艳等[11]建立了由387 bp MAR特
征性元件(如AT序列等)介导的附着体载体pEGFP-
C1-M(图1C)。该载体结合了pEPI载体的复制能力和

有丝分裂稳定性特征, 使载体的转基因表观遗传沉

默的趋势有所减弱, 并且至少维持4个月的高转基因

表达水平。2019年, 研究者王天云等[12]将2 201 bp的
MAR分为5个MAR亚片段(核苷酸1–480、361–900、
781–1320、1201–1740和1621–2201), 发现含截短的

581 bp MAR(1621–2201)的载体不仅转染效率、瞬

时和稳定转基因表达量高, 且可以保持附着状态并

维持转基因表达高达50代(图1D)。这些结果表明, 
截短的MAR足以维持染色体的复制和附着。

图2   非病毒附着体载体核保留和有丝分裂稳定性的机制(根据参考文献[20]修改)
Fig.2   Mechanisms of nuclear retention and mitotic stability of non-viral episomal vectors (modified from reference [20])
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核苷酸序列中的一个胞嘧啶(C)和一个鸟嘌呤

(G)被称为CpG二核苷酸(或CpG岛)。CpG岛的甲基

化状态影响转基因表达[27]。HAASE团队[20]降低了

pEPI-1载体骨架的CpG含量, 构建了pEPito附着体载

体。pEPI-1载体包含305个CpG岛和2个哺乳动物转

录单位, pEPito减少了60% CpG岛的数量, 且只含有

1个转录单位。pEPito不仅体积减小, 在体外的建立

率比pEPI-1也高6倍, 且在体内转基因表达稳定且水

平高, 通过流体动力将其注射到小鼠体内后可维持

长达32天。pEPito被认为是一种用于体外生物技术

和体内非病毒基因传递的改良载体。

载体中的细菌骨架元件包括抗生素耐药性基

因、原核DNA复制起始点等, 这些序列可能引起生

物安全问题。将载体中原核DNA骨架序列去除后产

生的微环载体, 由于缺乏原核DNA骨架序列, 可提

高转基因水平, 避免宿主机体的免疫反应[32], 这为非

病毒附着体载体的优化提供了新的方向。第一个基

于MAR的微环载体(图1E)是由NEHLSEN等[13]利用

Flp重组酶除去骨架结构中的细菌序列产生的, 亲代

质粒pEPI-1被分成两个环状结构: 1个包含原核载体

元件的小质粒和1个包含启动子转移基因-MAR盒的

微环。BROLL等[14]在此基础上, 通过减少MAR序列, 
形成了新的MAR微环载体M18(图1F), 其中MAR序
列截短为约700 bp。M18载体、第一代微环载体和

pEPI-1载体同时转染CHO-K1细胞20天后, 转基因的

表达量分别是58%、53%和38%, 说明减少MAR序列

的含量和除去细菌序列都可以进一步提高转基因表

达水平。

ARGYROS等[33]通过Cre/Lox重组酶分别产生

含MAR微环载体mini-UBC-MAR和mini-AAT-MAR。
mini-UBC-MAR和mini-AAT-MAR在体外和体内均

没有抗生素选择的情况下, 维持了3个月的水平高和

时间持久的转基因表达, 且首次证明了基于MAR的
微环载体在体内对基因表达的能力增强和对附着体

载体介导的转基因表达的维持作用。在体内, 分别

对四组动物进行载体注射, 载体mini-AAT-MAR介导

的表达量在第1周增加了约10倍, 在整个实验过程中

也表现出显著高于含细菌骨架载体pAAT-MAR, 并
且无论是在第32天还是在注射后92天实验结束时, 
由载体mini-AAT-MAR介导的表达水平仍然明显高

于所有其他载体介导的表达水平[33]。

另外, WAGNER和MCCRACKEN等[34]使用Flp重

组酶产生了一个含小鼠乳清酸蛋白(whey acid protein, 
WAP)启动子驱动的人髓鞘碱性蛋白(myelin basic pro-
tein, MBP)表达盒的微环附着体载体, 在无选择压力

情况下的原代牛成纤维细胞中稳定表达2个多月, 通
过对来源于体细胞核移植(somatic cell nuclear transfer, 
SCNT)的胚泡中生长出的细胞分析, 发现微环附着体

载体能够在克隆胚胎的早期胚胎发育过程中维持, 这
为利用带有微环的细胞系来产生转基因动物提供了

可能。

为了使载体分子最小化并提高其转染效率和

表达水平, 在JEREMY团队等[35]开发的不含抗生素

的微环载体基础上, 研究者研发出了更小分子的载

体pFAR4[36]和Nano-MAR[37]。转染pFAR4后通过异

染色质形成的减少促进了小鼠肝脏中转基因的持

续表达[38]。QUIVIGER等[18]在载体pFAR4基础上加入

MAR元件, 构建了pFAR4-MAR-IN载体。该载体可介

导有效的附着体复制, 并用于肝脏靶向基因治疗。与

含有细菌骨架的对照载体相比, Nano-MAR载体在分

裂细胞中可产生更高的转基因表达水平和建立率[37]。

最近, 该团队在Nano-MAR的基础上又开发了两种新

载体SP-Nano MAR-A和SP-Nano MAR-B, 这两种载体

显示出比原载体更高的转染效率和表达水平[39], 利用

这项技术可以快速生产临床规模的嵌合抗原受体T
细胞(chimeric antigen receptor T cell, CAR-T), 使其

在体外和体内的抗肿瘤活性都有所增强。

3.2   启动子的优化

筛选非病毒附着体载体的适配性启动子, 降低

启动子的甲基化水平, 使用组织特异性启动子均可以

提高转基因的表达水平和稳定性。启动子作为RNA
聚合酶识别、结合和开始转录的一段DNA序列, 它
含有RNA聚合酶特异性结合和转录起始所需的保守

序列, 多数位于结构基因转录起始点的上游。启动子

本身不转录, 但直接影响转基因的表达水平。

不同启动子驱动的非病毒附着体载体在转基

因表达等方面有明显的差异。比较hCMV、 RSV、人

类泛素C(human ubiquitin C, UBC)、SV 40、磷酸甘

油酸激酶 (phosphoglycerate kinase, PGK)和β-珠蛋

白启动子对稳定转染的由MAR特征性基序介导的

附着体载体pEGFP-C1-M的转基因表达和稳定性分

析, 发现hCMV启动子在转基因高表达水平和稳定

性方面表现最好[28]。另有研究也证实了启动子选

择对基因表达的影响, 微环附着体载体SV 40-eGFP-
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MAR转染牛受精卵后, 71.4%囊胚表达eGFP基因, 
用hCMV替代SV 40启动子后, 仅发现23%囊胚有荧

光表达[40]。另外, 与CMV或SV 40启动子相比, EF-1α
启动子在CHO细胞中更为活跃, 转染效率提高1.86
倍, 转基因瞬时表达提高1.71倍, 在长期培养中更趋

于稳定 [41]。HAASE团队 [20]将 pEPito载体转染小鼠

32天后, 发现含hCMV-EF-1α启动子的pEPito载体荧

光素酶基因的表达是含CMV启动子的6倍。而且含

EF-1α启动子驱动的附着体载体可以维持转基因在

HEK293、Chang liver及原代细胞中高水平稳定表

达[29]。CHOW等[42]研究者将由CMV启动子驱动的

pEPI载体转染CD34+造血细胞, 发现eGFP表达非

常低, 只能通过RT-PCR检测到, 而CMV启动子由杂

交启动子延伸因子1α/人T细胞白血病病毒(exten-
sion factor 1α/human T cell leukemia virus, EF-1α/
HTLV)和SFFV启动子长末端重复序列(long termi-
nal repeat, LTR)的U3区取代后, 发现这种替换对

CD34+细胞中的eGFP表达有积极影响[16]。

有研究表明, 转基因效率低下主要是由转录沉

默引起的[43], 这与DNA甲基化有关[44], DNA甲基化

是由DNA甲基转移酶催化的。降低DNA甲基转移

酶水平可以提高附着体载体在CHO细胞中的转基因

表达水平和稳定性[45]。基于pEPI的转基因表达水平

的降低是由CMV启动子的胞嘧啶甲基化引起的[46], 
这种现象在其他载体中也能观察到[47]。将CMV启
动子容易甲基化的碱基进行点突变, 发现CMV启动

子的突变体提高了附着体载体在HEK293和Chang 
liver细胞的转基因表达水平[29]。CAG启动子是由

CMV增强子元件、鸡β-肌动蛋白启动子序列和兔β-
珠蛋白3′-非翻译区域(untranslated area, UTR)序列组

成的杂合启动子, CAG启动子不易被胞嘧啶甲基化, 
并且在体内大多数组织中稳定活跃[48]。CAG启动

子代替了pEPI载体中的CMV启动子产生pEPIX, 与
pEPI-1相比, pEPIX显示出较高的表皮生长因子蛋白

表达水平, 并且稳定培养超过40代[49]。

利用组织特异性启动子可以特异性地提高组

织细胞中的转基因表达水平。ARGYROS等[47]研

究发现, 相同条件下向鼠肝内转染含不同启动子的

MAR元件介导的附着体质粒, 肝特异性AAT启动子

介导的pAAT-MAR载体能够持续高效表达转基因, 
而CMV启动子介导的pCMV-MAR载体的表达水平

却没有提高。同时他们还在MAR微环载体上进行了相

关研究, 将UBC和AAT启动子分别介导的mini-UBC-
MAR载体和mini-AAT-MAR载体注射到鼠肝内92
天后, 发现mini-AAT-MAR载体中的转基因表达水

平是注射后24 h的5倍, 而mini-UBC-MAR载体仅为

其3倍[33]。用肿瘤特异性AFP启动子和肌肉特异性平

滑肌22(smooth muscle 22, SM22)启动子替换pEPI衍
生物pEPito中的CMV启动子, 分别促进AFP阳性的

人肝癌Huh7细胞和SM22阳性细胞系中的转基因表

达, 且SM22启动子驱动的pEPito载体可以在体外进

行组织特异性复制, AFP启动子驱动的pEPito载体可

以实现肝癌细胞的体内特异性表达。在载体中加入

hCMV增强子元件后发现, 其可以进一步提高上述2
个启动子的表达水平。组织特异性pEPito载体系统

具有较高的组织特异性和较少的不良反应, 适合于

基因治疗中转基因在体内的长期表达[30]。

3.3   使用调控元件

顺式作用元件如UCOE、稳定和抗阻遏元件

(stabilizing and anti-repressor element, STAR)、WPRE、
基因座控制区(locus control region, LCR)、具有绝

缘体性能的cHS4等[31,50-53], 不编码任何蛋白质, 是具

有调控基因表达的DNA序列。HAGEDORN等 [15]

在pEPI-eGFP载体的CMV启动子上游插入一种来自

HNRPA2B1-CBX3位点的A2UCOE元件 (图1G), 在
CMV启动子下游插入1.2 Kb cHS4元件(图1H), 结果

表明A2UCOE可以使附着体转基因表达提高2倍, 而
cHS4可以提高建立效率, 使其高达25.30%±13.98%。

此外, 加入WPRE元件的pEGFP-C1-MAR附着体载体

瞬时转基因表达量提高了2.88倍, 稳定转基因表达提

高了4.12倍[31]。除此之外研究者还发现了一种哺乳

动物复制起始区[54], 它能够使附着体载体的附着功

能额外增强, 为非病毒附着体载体的发展提供了新

的视角。

β-珠蛋白复制子是一种真正的哺乳动物复制

子, 来源于人β-珠蛋白位点, 能够在非天然位点启动

DNA复制 [54]。STAVROU等 [16]将 IR插入pEPI-SFFV
载体中产生载体pEP-IR(图1I)。载体pEP-IR可以在

K562细胞和健康供者外周血CD34+细胞中进行稳

定转染, 其中在CD34+细胞转染效率可达30%。在

CD34+/eGFP+细胞中可达100%的eGFP阳性克隆, 并
且pEP-IR的建立率高达15%。与pEPI-SFFV和pEPI-
EF-1/HTLV载体相比, 每个细胞的质粒拷贝数增加

了50%, eGFP的表达量增加了3倍[16], 且载体pEP-IR
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可以在来源于地中海贫血小鼠模型的造血祖细胞

中实现传递。STAVROU等[55]根据激活剂ZIF-VP64
可以在特定位置特异性激活γ-珠蛋白转录, 设计了

人工γ-珠蛋白基因激活剂的附着体载体: 启动子为

CMV的ZIF-VP64-EP1载体和启动子为SFFV并加入

IR元件的ZIF-VP64-EP2载体, 它们都能够介导造血

细胞(如K562细胞和CD34+祖细胞)以及γ-珠蛋白基

因不活跃的细胞(如小鼠β-YAC骨髓细胞)中γ-珠蛋

白的高效激活。在CD34+细胞中含IR元件的载体

ZIF-VP64-EP2 CD34+/eGFP+细胞达到了100%的阳

性克隆, γ-珠蛋白mRNA增加了2.11±0.13倍[55]。

4   非病毒附着体载体在基因治疗中的应用
非病毒附着体表达载体附着而非整合到宿主

细胞染色体上, 克服病毒载体及整合载体带来的副

作用。在各个系统疾病的基因治疗中, 其应用和研

究越来越广泛。

MICHELE团队[56]将 iBAC-MAR-LDLR附着体

载体应用于LDLR缺陷细胞CHO-ldlr-1-a7中 , 该载

体 iBAC-MAR-LDLR附着体载体在LDLR缺陷细胞

CHO-ldlr-1-a7中高效地传递和维持1个135 Kb的携

带人低密度脂蛋白受体(low density lipoprotein receptor, 
LDLR)基因位点的基因组DNA插入片段, 使LDLR的表

达水平能够达到生理水平; SGOUROU等[57]将红系β-珠
蛋白位点控制区 -β-珠蛋白基因 (β-globin locus control 
region-β-globin locus box, β-LCR-HBB)与MAR相结合 , 
形成的β-LCR-HBB-MAR附着体载体能够在生理水

平稳定表达β-珠蛋白。

CIM等 [58]发现基于CpG缺失且以AAT启动子

驱动的附着体载体, 可以驱动胰岛十二指肠同源

盒 -1(pancreatic and duodenal homomorphic box-1, 
PDX1)的高水平和持续的表达。将载体注射到大鼠

体内后, 发现3只大鼠中有2只在第14天胰岛素的表达

与第1天相比, 增加了30~70倍。这些技术很可能在未

来的糖尿病基因治疗策略中有重大参考价值。

WONG团队[59]通过利用超声介导的转染技术

和基于质粒的基因表达系统, 证明了荧光素酶在小

鼠后腿肌肉的功能基因表达时间较长。同时他们

还通过超声波将质粒pEPI-Luc导入辐射诱导纤维肉

瘤-1肿瘤中, 用来监测小鼠背部肿瘤的生长[59], 这对

于肿瘤治疗具有重大临床意义。2011年, WONG等[60]

证明含有pDNA的MAR复合物(其中荧光素酶的表达

由人的UBC启动子驱动)在1.5日龄小鼠体内肝、肺、

心、脾、脑和肾中实现了有效转染。这份报告成

功地证明了非病毒载体可以在新生小鼠体内有效传

递, 利用这项技术很可能将非病毒附着体载体运用

到基因治疗中。

JENKE等[61]将shRNA表达盒克隆到pEPI中, 可
以抑制HepG2-2.15细胞中的乙型肝炎病毒(hepatitis 
B virus, HBV)复制。DE ROCCO等[62]开发了一个具

有较大基因携带量的pBQ-MAR载体, 该载体表达的

囊性纤维化跨膜电导调节因子(cystic fibrosis trans-
membrane conductance regulator, CFTR), 可用于治疗

由CFTR功能障碍引起的囊性纤维化(cystic fibrosis, 
CF)肺病。

CALADO等[63]分别在D407人视网膜色素上皮

(retinal pigment epithelium, RPE)细胞中进行体外实

验和在出生后5天(P5) C57BL6小鼠中进行体内实验, 
发现pEPIto-hCMV载体可以维持长期较高的转基因

表达且保持附着体状态。同样, ADARSHA团队[64]发

现 , 含MAR的载体在RPE细胞中的持久性更好 , 可以

保持长达1年。这证实了包含MAR的载体能够促进

RPE中在视网膜下的附着体载体表达的维持, 并且可

能还有利于非病毒性眼部基因的转移, 这与PORTER
等[65]的研究一致。尽管非病毒附着体载体在基因治

疗方面取得了许多进展, 但大多数临床试验仍然使

用病毒载体。非病毒附着体载体在基因传递中的有

效性仍比病毒载体低, 而且在有丝分裂中容易丢失

等局限性仍然存在。除了继续对附着体载体进行优

化改造外, 随着基因组编辑技术的进步, 还可以整合

细胞生物学、工程学和计算机科学原理, 进一步提

高非病毒附着体载体的治疗作用。

5   总结
非病毒表达载体的开发是基因治疗的一个重

要进展, 通过在骨架结构中除去细菌序列和减少

CpG岛的数量、筛选最优启动子、选用组织特异性

启动子以及突变启动子中的甲基化位点, 使用DNA
调控元件(如UCOE、 cHS4、IR、STARs)等一系列优

化条件对非病毒附着体载体进行改造, 提高它们的

表达水平和稳定性以及临床应用的适宜性, 为临床

基因治疗提供了一种安全有效的非病毒表达载体。

其中, 除去载体中的细菌元件产生的微环载体支持

短期转基因表达, 在生物安全性、低副作用和最小
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副作用方面占优势。缩短介导载体附着的MAR元件

的长度、使用适配性启动子、降低启动子甲基化水

平等措施可以维持附着体载体长期稳定的转基因表

达水平。未来可以从载体附着位点的染色质结构及

与载体附着密切相关的核基质蛋白的数量及其表观

遗传修饰上对新型附着体载体进行研究, 优化表达

体系使目的基因安全长期稳定表达并易于调控, 为
临床基因治疗提供一种稳定高效的通用性表达载

体。
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