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φC31 整合酶系统介导的位点特异性整合研究进展 

马晴雯 

上海交通大学附属儿童医院, 上海交通大学医学遗传研究所, 上海 200040 

摘要: 来源于链霉菌(Streptomyces)噬菌体φC31 的整合酶可介导链霉菌附着位点(attB)和噬菌体附着位点(attP)

之间的同源重组, 这种重组亦可在多种动植物细胞内进行; 而且, 该整合酶还可介导含 attB 位点的载体以位点

特异性方式整合于多种真核生物基因组内的假 attP 位点, 并使转基因持续高效表达。因此, φC31 整合酶在基因

修饰、基因治疗及转基因动物研制等方面得到了广泛的应用。文章就近年来φC31 整合酶整合规律、提高效率

方面的改进及安全性等相关领域的研究进展进行了综述。 
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Abstract: Integrase of phage φC31 catalyses the homologous recombination between Streptomyces attachment site attB 
and the phage attachment site attP. Meanwhile, this integrase can mediate integration of attB-containing donor plasmids 
into the pseudo attP sites in eukaryotic genomes by a site-specific manner and resulting long-term and robust expression of 
integrated genes. Nowadays, φC31 integrase system is becoming a potential tool for genome modification, gene therapy and 
transgenic research. Recent progress of φC31 integrase system in integration mode in mammalian genomes, efficiency im-
provement and researches concerned on transgenic safety were summarized in this review. 
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链霉菌噬菌体φC31 的整合酶能够催化链霉菌基
因组中的 attB位点和噬菌体基因组 attP位点之间的同
源重组[1]。由于φC31整合酶介导的重组具有单向整合、
无需外界化学能源和辅助因子、胜任大片段基因有效

整合、可在多种高等植物和动物细胞中发挥作用及外

源基因可长期高效表达等特点[2], φC31 整合酶成为继
Cre重组酶和FLP重组酶之后的又一种基因修饰的有力
工具。研究表明, φC31整合酶在基因治疗、转基因动物 

研制、基因修饰等方面有着巨大的应用价值。本文就近

年来φC31整合酶系统在哺乳动物细胞中介导外源基因
整合的规律、提高φC31整合酶作用效率方面的改进及
基因治疗安全性等相关领域的研究进展进行了综述。 

1  φC31整合酶在生物医学研究中的应用 

1.1  基因治疗 

由于φC31 整合酶可介导含 attB 位点及目的基 
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因的质粒以位点特异性方式整合入哺乳动物基因组的

假 attP 位点, 而且整合后目的基因能够长期高水平表
达, 在多种遗传病的基因治疗临床前研究中取得了较
好的结果, 如血友病 B[3, 4]、遗传性皮肤病[5, 6]、糖尿  
病[7]、杜氏肌营养不良症(DMD)[8~10]、遗传性高酪氨酸

血症[11]、遗传性视网膜疾病[12]、关节疾病[13]、血管类

疾病[14]、神经系统疾病[15]等(近期已有综述[16~18]对此方

面研究进行了较为全面的总结, 本文就不再赘述)。因
此φC31整合酶系统被认为是基因治疗的理想工具[2]。 

1.2  转基因动物 

由于φC31 整合酶可以在高等动物细胞内介导
attB 位点和 attP 位点之间的重组, 尤其是在多种哺
乳动物基因组中发现内源性假 attP 位点的存在, 即
可利用φC31 整合酶系统将外源基因整合于基因组
的假 attP位点处, 进而实现外源基因的高水平表达, 
因此, 很多研究者以φC31 整合酶系统进行了转基因
动物研制的工作(见文献[18, 19]), 如果蝇、爪蟾和小
鼠。由于通过尾静脉高压注射可使质粒在肝脏有较

高的整合效率, 因此该技术与整合酶系统结合可能
成为制备肝脏疾病动物模型的快捷手段[20]。 

1.3  基因组修饰 

除用 于基因治疗及转基因动物制备中外源基因
的位点特异性整合外, 整合酶系统还在多个物种的
基因组修饰研究中得到了广泛的应用, 如利用整合
酶介导 attB 和 attP 位点之间的重组以实现两个 att
位点之间序列的删除[21~26]。整合酶系统在进行 attB
位点和 attP位点之间盒交换反应时也有较高的效率, 
该策略被证明是小鼠[27]、果蝇[28]以及家蚕[29]基因组

修饰的有效手段。另外, 整合酶系统也可与其他重
组酶或转座酶系统, 如 Cre/LoxP系统、FLP/FRT系
统、R4整合酶系统、PB转座酶等联合使用, 进行基
因组的复杂修饰: 如实现长达 150 kb的大片段复杂
片段的转基因[30]; 可在外源基因整合于基因组后将
冗余序列删除, 提高转基因表达效率及安全性[31, 32]; 
构建转基因细胞系, 在同一位点引入多个表达元件[33], 
研究相同染色质环境下基因的功能。此外, φC31 整
合酶系统与腺病毒载体系统结合, 联合前者高效的
整合率和后者高效的转染率, 不失为基因导入的良
好策略[34, 35]。 

1.4  干细胞研究 

研究发现, φC31 整合酶在人胚胎干细胞(Embr-
yonic stem cell, ES细胞)中可介导外源基因整合于假
attP 位点处, 整合后 Oct4 启动子以及 EF-1α启动子
驱动绿色荧光蛋白(Green fluorescent protein, GFP)基
因的表达遵循这些启动子的组织特异表达模式: 即
Oct4-GFP 仅在未分化的 ES 细胞中表达 , 而
EF-1α-GFP 则在 ES 细胞及分化后的各胚层细胞中
均有高水平表达[36]。这些 ES 细胞仍然保持其分化
为三胚层细胞的多能性。因此, 利用φC31 整合酶系
统可构建工程化的胚胎干细胞系。此外, 联合应用
φC31整合酶和 R4整合酶系统可在特定假 attP位点
进行基因的再次靶向整合[33, 37], 这为研究 ES 细胞
的发育和分化、利用 ES细胞(和分化细胞)进行药物
筛选建立了良好的技术平台。 

由于具有潜在的巨大临床应用价值, 诱导多能
干细胞(Induced pluripotent stem cells, iPS细胞)技术[38]

问世以来一直是干细胞研究的热点。但传统的方法

多采用逆转录病毒将用于诱导 iPS 细胞的转录因子
导入细胞, 该方法存在较高的安全风险。位点特异
性重组酶介导的整合降低了插入突变的风险, 因此
有可能用于细胞重编程[39]。而φC31整合酶系统由于
具有较高的整合效率、有限的整合位点等特点成为

其中的最佳候选酶。以φC31整合酶系统将小鼠成纤
维细胞及人羊水细胞诱导为 iPS 细胞[40], 具有外源
转录因子单一位点整合以及基因间整合的优点, 未
检测到这些转录因子在microRNA基因位点处整合。
而且, φC31 整合酶系统介导的整合不干扰内源基因
的表达, 因此提高了 iPS 细胞将来用于临床的安全
性。此外, 以φC31 整合酶系统制备仅含有用于诱导
iPS 细胞的转录因子的小环 DNA, 将其转染入人脂
肪干细胞, 也可得到 iPS细胞[41]。 

2  φC31整合酶作用效率的提高 

2.1  整合酶关键结构域氨基酸的突变 

为提高整合酶效率, Keravala 等[42]将整合酶 N
端催化结构域的氨基酸进行了突变, 并在人细胞中
检测了其重组效率。研究表明 , 其中一个突变体
P2(D40A、D44A、D52A), 无论是介导 attB 位点与
预先整合入染色体的 attP 位点, 还是与假 attP 位点
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之间重组的效率均较野生整合酶提高 2 倍。体内实
验 (尾静脉注射 )结果表明 , P2 能使人凝血因子
IX(FIX)整合入小鼠肝脏中, 并以治疗水平长期表达, 
表达水平是使用野生整合酶时的 2 倍, 且有肝脏整
合热点 mpsL1 位点整合。而当另一个突变体 P3 与
P2同时存在时则在人细胞中提高了含 attB位点的外
源基因在预先整合入染色体的 attP 位点处的整合效
率。这些结果表明, 可以通过改变整合酶催化结构域
的氨基酸来修饰整合酶, 使其更加适合人们的需要。 

此外, Liesner等[43]尝试了对整合酶 C端结合结
构域的氨基酸进行突变, 期望提高整合酶的作用效
率和安全性。他们在哺乳动物细胞中检测了 22个突
变体的活性。其中 5个突变体介导 attB和 attP位点
分子内剪切反应的活性较野生型整合酶增强 2 倍。
有的突变体则催化 attB位点和 3个假 attP位点重组
(分子内剪切)的能力增强, 提示这些突变体对这些
热点位点的识别特异性增加; 还有一些突变体活性
的增加有细胞系依赖性。联合这些突变使整合酶的

整合效率增强 5.5 倍。体内实验(尾静脉注射含 FIX
的质粒)表明, 突变体与野生整合酶介导的 FIX 质粒
的整合率和 FIX 表达水平相当, 这些酶均未引起肝
脏的急性毒性反应。另外, 有 3 个突变体在任何检
测中都没有活性, 表明这些氨基酸对整合酶在哺乳
动物细胞中发挥功能有重要作用。该研究为提高整合

酶效率提供了重要资料, 也为人们进一步修饰整合酶, 
提高其整合于特定假 attP位点的靶向性奠定了基础。 

2.2  添加核定位信号(NLS) 

由于φC31整合酶分子量较大, 为了增加其入核
效率, 更好地发挥其作用, Andreas等[44]检测了 SV40
大 T抗原的核定位信号用于提高φC31整合酶作用效
率的可能性。当表达整合酶的质粒与含有 attB和 attP
序列的报告质粒共转染中国仓鼠卵巢细胞(CHO)时, 
C端加入 SV40核定位信号的整合酶介导的 att位点
间重组效率比野生型高 1.7 倍; 而当报告质粒整合
入染色体时, 转染含 NLS 的整合酶质粒时报告基因
的表达是转染野生整合酶质粒时的 10倍。还有研究
表明, 密码子优化及 C 端添加 NLS 的整合酶在 ES
细胞和小鼠个体中均提高了整合于 ROS26A 位点的
attB 和 attP 之间的重组效率[45]; 在人 293(人胚胎肾
细胞系)细胞中转染 TAT-INT-NLS 后 attB 和 attP 位

点之间基因的删除效率要比转染 TAT-INT高[46]。这

些研究表明, 添加了 NLS 的整合酶在介导染色体外
及整合在染色体上的 attB和 attP位点之间序列的删
除效率得到了提高。 

然而, 有关含 NLS的整合酶在介导 attB与基因
组假 attP整合反应时效果却不甚理想: 如 Aneja等[47]

的研究表明, C 端加入 NLS 的整合酶与野生型整合
酶相比, 两者介导 attB 整合入基因组并使报告基因
长期表达的效率没有显著差异。在基因治疗研究需

要整合酶介导含 attB 位点质粒整合入基因组时, 无
论在培养细胞或体内研究中, C 端加入 NLS 并未提
高整合效率。在研究的所有细胞类型中, NLS的加入
均未能提高基因整合效率及增加基因长期表达水

平。甚至有研究表明, 在介导 attB 整合入基因组假
attP位点时, HeLa细胞中整合酶 C端加 NLS后效率
反而降低 3~5 倍[48], 但体内实验中整合酶 C 端加
NLS对尾静脉注射后质粒的整合和表达均无影响。 

同样, 在介导 attB 与野生型 attP位点之间整合
反应时, 添加了 NLS 的整合酶也未能表现出效率的
提高: 在果蝇卵中注射 attB 质粒, 由整合酶介导其
整合入染色体上预先引入的 attP 位点处, INT-NLS
并未显示出比野生型整合酶有较高的效率[49]。在家

蚕细胞系 BmN4中利用φC31整合酶将 attP-RFP-attP
整合到引入染色体的 attB-attB 位点时, 无论是 C 端
还是N端加入NLS的整合酶均未能提高染色体外质
粒间的盒交换效率[29]。 

因此, 含有 NLS的整合酶在介导 attB和 attP位
点之间序列删除反应时有一定的优越性, 但在介导
attB和 attP或假 attP位点之间的整合反应时却效果
不佳。在 HeLa 细胞中的研究表明, 加入了 NLS 的
整合酶蛋白的可溶性较野生型蛋白降低[48], 这可能
影响了整合酶的作用效率。有关 NLS的加入对整合酶
介导不同反应的不同影响机制还有待于深入研究。 

2.3  其他改进和优化 

Raymond等[45]根据小鼠密码子偏好合成了整合

酶的编码序列, 并进行了一系列的优化, 如去除了
序列中的内源性 TATA 盒、核糖体进入位点、富含
AT和 GC序列、重复序列、RNA二级结构、隐匿剪
接位点以及 polyA 位点等, 并在其 C 端加入 NLS。
研究表明, 无论是以 ES细胞进行的体外实验还是以
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小鼠个体进行的体内实验, 优化后的整合酶效率均
与 Cre相当。将优化的整合酶打靶到 ROSA26位点, 
无论是杂合子还是纯合子小鼠均无明显的不良表现, 
且这些小鼠均有生育能力。 

此外, 研究发现哺乳动物细胞内存在与整合酶
相互作用的蛋白 , 如死亡结构域相关蛋白 (Death- 
domain associated protein, DAXX)[50]以及 TRAF 和
TNF受体相关蛋白(TRAF and TNF receptor associ-
ated protein, TTRAP)[51]。采用针对 DAXX 以及

TTRAP 的双链 RNA knock down 相应蛋白的表达, 
则可以提高整合酶的效率[50, 51]。 

3  φC31整合酶系统的安全性 

3.1  整合特点和规律 

自从发现φC31 整合酶系统在哺乳动物细胞中
可以介导含 attB 位点序列的载体以位点特异性方式
整合入基因组的假 attP位点[52]之后, 有关φC31整合
酶系统介导的外源基因整合规律以及假 attP 位点的
特征在多个实验研究中得到了观察。 

研究表明, φC31 整合酶系统胜任大片段基因的
整合。如 Liu等[37]将 13 kb的质粒整合到了人 ES细
胞的假 attP 位点处; Quenneville 等[8]将 17.2 kb 含
DMD基因和 eGFP融合基因的质粒与整合酶质粒共
转入肌肉细胞中, 检测到了 DMD 基因的稳定整合; 
Ortiz-Urda等[5]将超过 10 kb含 VII型胶原 cDNA(8.9 
kb)的质粒转人皮肤细胞, 得到了 VII 型胶原稳定整
合的细胞; Nishiumi等[53]将大于 10 kb的含有多个荧
光蛋白 cDNA 的载体利用整合酶系统有效地整合入
HeLaS3细胞基因组; Venken等[54]将细菌人工染色体

与整合酶 mRNA 共注射入果蝇胚胎中, 得到了含有
73 kb、76 kb、86 kb和 133 kb片段的转基因果蝇。

尽管片段越大, 转基因效率越低, 但整合酶系统介
导大片段基因整合入基因组的能力是慢病毒载体系

统不可比拟的, 后者允许插入的片段最长不能超过
10 kb, 即与慢病毒基因组大小相当的片段。 

有关假 attP 位点在基因组分布规律方面的研究
表明, 假 attP 位点多位于基因间或基因内含子内, 
整合很少发生在基因的外显子中[34, 36, 53, 55, 56]。这种

偏向于基因内部或转录活跃区的整合有利于基因的

表达, 这有可能是整合酶介导的整合与随机整合相
比普遍有较长时间高水平表达的原因[2]。而且, 整合
位点不偏好于转录起始位点[55], Sivalingam 等[56]发

现, 超过 70%的整合位点位于转录起始位点 50 kb以
外。这一整合特点与逆转录病毒载体不同, 后者介
导的整合偏好发生于转录起始位点附近, 可能导致基
因表达紊乱[57]。因此, 从这方面来讲, 整合酶介导的整
合潜在的安全隐患较逆转录病毒载体系统要小。 

有关假 attP 位点序列特征的研究表明, 整合位
点核心序列具有回文序列基序(motif)[34, 36, 53, 55, 56]   

(图 1)。说明φC31 整合酶介导的整合需要识别有这
些基序特征的序列。此外, 在整合酶介导的整合事
件中发现外源基因可以正向或反向整合入假 attP 位
点[36, 55], 这可能与motif的回文序列特征有关; 且研
究表明, 整合酶与核心两侧的序列均可结合 [58], 说
明回文序列特征可能是整合酶识别假 attP 位点并完
成位点特异性整合的主要因素之一。由于在多种细

胞系中分离鉴定了较多的假 attP 位点, 因此, 整合
位点的特异性没有先前预测的那样高。虽然如此 , 
大部分整合通常集中发生于少数假 attP 位点 , 如
Thyagarajan 等[36]发现 30%~60%的整合事件发生在
少于 10个位点上, Chalberg等[55]则发现 60%的整合
集中于 19个位点上。这种局限于少数几个位点的整
合在一定程度上降低了整合酶系统的安全风险。 

 

 
 

图 1  人类基因组假 attP位点核心序列特征 
野生型 attB位点和 attP位点以及人类基因组中各假 attP位点回文基序中的反向重复序列(黑体字)。方框中为 4个不同假 attP位点回文基序中
共有的碱基, 可见在核心序列两侧特定位置的碱基序列非常保守, 且围绕核心(下划线字母)呈回文结构。 
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研究还发现假 attP 位点有细胞特异性。有些位
点在多种不同组织来源的细胞系中均出现, 但有些
位点却只出现在某一特定类型细胞中。如整合位点

3q26.31仅在 HepG2细胞(人肝癌细胞系)中出现, 而
在实验所用的其他几种组织来源的细胞, 如人 293
和 D407(视网膜色素上皮细胞系)中均未检测到[55], 
但 19q13.31位点在所有类型细胞中都可检测到。假
attP位点 12q22处的整合仅发生在 HCT116细胞(人
结肠癌细胞系)中, 而在 Huh7(人肝癌细胞系)和 293
细胞中未检测到, 表明该位点可能为该细胞系特有
的开放位点[59]。同样, 19q13.31位点的整合在上述 3
种细胞中均可检测到, 表明该位点是一个存在于多
种不同组织细胞中的常用位点。Thyagarajan 等 [36]

还在 ES 细胞中鉴定了一些未在其他细胞系中报道
过的位点(23 个位点中只有 5 个为已报道位点), 这
些有可能为 ES细胞中特有的假 attP位点。  

此外, 整合酶介导的整合还具有整合拷贝数低
的特点。研究发现, 外源基因通常为单拷贝整合[52, 55]。

这种较低的整合拷贝数有利于降低在高风险位点的

整合几率, 从而有利于挑选那些只整合了一个拷贝
外源基因且整合位点安全的细胞用于基因治疗。研

究还发现, 在整合酶已介导外源基因整合于一个假
attP 位点之后, 若再次利用整合酶系统介导外源基
因整合, 整合将发生于另外的假 attP位点。而且, 整
合也有可能同时发生于一个以上的假 attP位点[53]。 

假 attP位点虽然与噬菌体 attP位点具有一定的
序列同源性, 但整合毕竟不是发生在野生型 attP 和
attB 位点之间, 因此, 在整合酶介导基因整合后发
现存在少量碱基缺失或插入的现象[36, 52, 55, 56, 60], 但
也有研究发现整合处有大片段缺失和插入[59]。因此, 
整合酶介导的整合可能具有潜在的引起基因组不稳

定的风险。这种大片段缺失和插入的发生频率以及

其可能的不良后果都有待于深入研究。 

3.2  整合酶对基因组稳定性的影响 

为使含 attB 位点及目的基因的质粒以位点特异
性方式整合入基因组的假 attP 位点, 在转染细胞时
通常使用的表达整合酶质粒的量要远高于含 attB 位
点质粒的量。虽然整合酶蛋白的瞬时表达可以达到

位点特异性整合的目的, 但很少有实验检测以不同
比例转染细胞时整合酶编码序列整合入基因组的情

况。整合酶基因的整合有可能带来安全隐患。Liu
等 [62, 63]的研究表明, 当整合酶与含 attB 的质粒以
3:1 的摩尔比转染原代培养的人胚胎成纤维细胞或
者成人成纤维细胞后, 在药物筛选的细胞克隆中检
测到了整合酶基因的整合, 核型分析显示这些细胞
克隆中存在染色体异常, 而对照细胞则核型正常。
这有可能是整合酶识别基因组中的假 attP 位点并介
导其重组从而引起染色体重排[62]。此外, 整合酶在
转染细胞中也可引起 DNA 损伤反应 [63]。Ehrhardt
等[59]虽然未在整合酶介导外源基因整合的细胞中检

测到整合酶基因的整合, 但同样发现了染色体重排
现象: 15%的整合位点所包含的整合基因两侧的序
列来自两个不同的染色体。同样, Chalberg等[55]也在

整合酶系统介导外源基因整合的细胞中从分子水平

检测到了染色体重排现象。 
尽管上述细胞水平的研究表明φC31 整合酶引

起的染色体重排可能会给基因治疗应用带来安全隐患, 
但在 C-MYC 转基因小鼠中的体内实验研究表明[64], 
尾静脉高压注射整合酶质粒后并未缩短该小鼠体内

肿瘤形成时间, 即整合酶在体内基因转移的应用中
安全风险并未升高。但小鼠尾静脉高压注射后外源

基因多在 mpsL1 位点整合[3], 而其他脏器中是否该
位点仍为整合热点, 以及某种脏器的整合热点的安
全性如何都有待进一步研究。 

上述几项研究主要从染色体重排及成瘤时间的

角度评估了整合酶的安全风险, 而从各种水平全方
位地评估整合酶质粒和目的基因质粒共同转染细胞

对基因组稳定性的影响, 将为今后整合酶真正用于
临床基因治疗提供科学依据。由于培养自人脐带外

膜的上皮细胞(Cord-lining epithelial cells, CLECs)具
有极大的临床应用价值, Sivalingam 等[56]采用多种

手段对整合酶在该细胞中介导外源基因整合的规律

及安全性进行了较为全面的分析, 主要从以下几个
方面进行了评估: 整合位点的序列分析和染色体定
位、光谱核型分析、高分辨率基因组拷贝数、转录

组、转基因拷贝数、尾静脉注射后基因表达水平及

体内致瘤性等。研究表明: 在 44个独立的整合事件
中, 少于 5%的整合位点位于基因的外显子内; 光谱
核型分析结果显示, 在整合酶修饰混合克隆的 90个
中期分裂相中有 4个分裂相发现染色体易位。随后, 
又分析了 8 个稳定整合外源基因的单克隆细胞群超
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过 210个分裂相, 未发现有染色体结构或数量异常。
这一结果与先前研究中整合酶系统修饰细胞中较高

的染色体异常发生频率[59, 62, 63]显著不同, 可能与研
究的细胞种类不同有关。事实上, 该研究在整合酶
修饰细胞中发现的非重复发生的染色体易位现象与

人类正常体细胞中很低频率的染色体异常现象一

致。表明这些易位有可能是一些罕见的随机事件。

研究并未观察到那些有染色体异常细胞的混合克隆

在细胞增殖方面有异常, 说明这些易位并不影响细
胞生长或存活能力。高分辨率基因组拷贝数分析表

明, 虽然在经整合酶系统修饰后外源基因稳定整合
的 CLECs中观察到少数基因发生了拷贝数变化, 但
这些变化对基因表达改变影响甚小。基因表达谱分

析结果显示, 整合酶系统修饰细胞中 95.6%的基因
表达未发生改变。虽然基因功能注释显示表达发生

改变的 151个基因中有 3个基因(CDK2、CCNB1和
IGFBP3)与 p53 信号通路相关, 但将整合酶修饰的
细胞移植到免疫缺陷小鼠体内至少 4 个月后未观察
到肿瘤形成(含有癌基因的人成纤维细胞移植后成
瘤时间通常为 3-6周)。将整合有凝血因子VIII(FVIII)
基因并分泌 FVIII的 CLECs移植到免疫缺陷的血友
病模型小鼠体内 , 取得了显著的表型修正。因此 , 
Sivalingam 等[56]认为虽然在混合克隆细胞中发现了

少量的异常现象 , 但总体来讲 , 其安全风险较低 , 
在通过多种手段预先检测后, 经整合酶系统修饰后
的 CLECs有可能被临床试验接受, 用于单基因疾病
(如血友病)的细胞移植治疗。 

3.3  整合酶细胞内互作蛋白 

由于φC31 整合酶系统在体外研究中表现出潜
在的安全风险, 且在体内研究中也发现整合酶系统
可引起暂时性的细胞形态异常[11], 因此研究φC31整
合酶在哺乳动物细胞中的生物学行为有助于评估该

系统用于哺乳动物基因组修饰的安全性。Chen等[50]

和 Wang 等[51]利用酵母双杂交技术筛选出了人胚胎

肾细胞(HEK293)中 11 个可能与φC31 整合酶相互作
用的蛋白。其中 , 61 个阳性克隆中有 51 个含有
DAXX 蛋白片段, 其余 10 个克隆中则为其他 10 种不
同蛋白的片段。免疫共沉淀实验表明DAXX和 TTRAP
均可与整合酶结合, 从而降低了整合酶介导 attB 和
attP 重组的效率。DAXX 和 TTRAP 均为调控细胞凋 

亡的早幼粒细胞白血病蛋白核体(Promyelocytic leu-
kemia protein nuclear bodies, PML NBs)相关蛋白[65, 66], 
两者之间也存在相互作用[66]。DAXX是一种多功能
蛋白, 参与多种不同的细胞凋亡通路 [65, 67], 且被证
明可与鸟类肉瘤病毒整合酶相互作用[68]; TTRAP也
被证明可与人类免疫缺陷病毒整合酶相互作用而促

进病毒整合[69]。这表明 DAXX 和 TTRAP 在哺乳动
物细胞外来 DNA 的整合过程中起重要作用。此外, 
DAXX 和肿瘤抑制因子 p53 均为 NB 相关蛋白[65], 
φC31整合酶与 DAXX和 TTRAP之间的互作与整合
酶修饰细胞中 p53 信号通路中有关基因表达的改变
[56]是否有关、其对基因组稳定性的影响以及如何利

用这些信息进一步优化整合酶系统去规避与此关联

的安全隐患都值得我们进一步探索。 

4  展 望 

综上所述, φC31 整合酶系统具有介导外源基因
整合效率高、胜任大片段基因整合、整合的外源基

因可长期高效表达等优点。但随着研究的深入, 整
合酶系统潜在的安全风险得到了较多的关注, 其真
正用于临床基因治疗还需要更多研究的积累和评

估。虽然细胞水平的研究结果并不尽如人意, 但个
体水平的研究表明整合酶系统相对于病毒载体系统

仍较为安全。因此, 在利用整合酶系统进行基因导
入时, 需要从分子水平及细胞水平全面检测整合事
件, 鉴定整合位点, 排除插入突变、核型异常等危险
因素, 进行全面的安全评估后才可考虑用于基因治
疗。此外, 为避免整合酶可能带来的安全隐患, 也可
以采取转染整合酶蛋白[46]或诱导整合酶表达[70]来完

成基因的整合。还可以通过提高整合位点的可控性, 
即改造整合酶使其识别特定的假 attP 位点, 或与锌
指酶技术结合[71], 提高其整合靶向性的同时也提高
安全性。 

总之, 深入研究φC31整合酶系统在哺乳动物细
胞中的作用机制, 进一步优化整合酶系统, 全面评
估其用于多种疾病基因治疗的安全风险是未来该系

统的主要研究方向。 
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