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piggyBac转座系统在哺乳动物及其细胞中的研究进展
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摘　要：piggyBac(PB)转座系统来源于昆虫鳞翅目，属于真核生物的第二类转座系统，主要采取“剪切粘

帖”机制发生转座。PB系统转座效率高，宿主范围广，广泛应用于昆虫等低等生物的基因转移及突变筛

选。近年来，研究发现PB系统在哺乳动物及其细胞中也具有高效的转座活性，已在动物基因组功能研究、

基因转移及诱导多能干细胞等领域得到了广泛应用。本文就PB系统近年来在哺乳动物及其细胞中的研究进

展、应用前景及存在问题进行了综述。
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Abstract: piggyBac (PB) transposon, a TTAA-specific transposon firstly isolated from the genome of cabbage 
looper moth, is a member of class II transposon family, which jumps via a “cut and paste” mechanism. PB 
transposon has been widely used for insertion mutagenesis and carrying gene in lower organism. Recent studies 
demonstrate that PB transposon system possesses high activity of delivering large pieces of DNA in mammals 
and cultured mammalian cells and can remobilize efficiently without any track. These new findings accelerate the 
investigation about PB transposon system in transgenesis, gene therapy, functional genomics and generation of 
induced pluripotent stem cell (iPSC). In this review, we summarized the recent progresses of PB in mammalian and 
cultured mammalian cells, and discussed the obstacles in application of piggyBac system.
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转座子又称可移动基因、跳跃基因，是一

种可在基因组内插入和切离并能改变自身位置

的DNA序列，其变更插入位置的过程称为转座

(transposition)。根据转座方式的不同，转座子可

分为DNA转座子(DNA transposon)和逆转录转座子

(retrotransposon)两大类。DNA转座子的转座遵循

“切离—粘贴(cut and paste)”机制，即在转座酶

(transposase)的催化下，DNA转座子从原始位置切

离并插入到新的基因组位置。逆转录转座子采用

“复制—粘贴(copy and paste)”机制进行转座，即

原始的转座子DNA保持不动，仅转录出RNA分子

作为中间体，RNA分子在转座子编码的逆转录酶催

化下逆转录成DNA，并在转座子编码的整合酶作用

下插入到新的基因组位置。

自然存在于细菌、真菌、植物和无脊椎动物中

的转座子均具有生物活性，但脊椎动物中的转座子

在长期进化中都已失去活性。长期以来，作为基因

转移和表达系统的转座子，一般在低等生物中应用
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较多，在哺乳动物中鲜有报道。1997年，Ivics等[1]利用

生物信息学方法对来源于鲑鱼亚家族的转座保守序

列进行重建，首次获得在哺乳动物体内具有转座活

性的SB转座(sleeping beauty transposon, SB)系统。

随后Ding等[2]研究表明，来源于昆虫中的piggyBac
系统在哺乳动物体内也具有较高的转座活性。近年

来发现的Tol2及Mos1等系统在哺乳动物体内也具有

转座活性 [3,4]。

piggyBac来源于鳞翅目昆虫，最初是在研究杆

状病毒(Baculovirus)侵染粉纹夜蛾细胞系TN-368
时首次发现并分离得到了DNA转座子[5]。piggyBac
转座子的准确切离总是伴随着转座，并且在转座时

可携带外源基因整合进宿主基因组中并稳定表

达 [2 ,3]。目前利用piggyBac系统作为转座载体已获

得多种转基因昆虫[6-8]。

PB转座子具有广泛的转座活性，较少地依赖

于宿主因子即可实现高效转座。研究表明PB转座子

在体外培养的哺乳动物细胞和哺乳动物体内均具有

较高的转座活性，提示PB转座子在基因组功能研究

和基因转移等领域具有较好的应用前景[2]。

1　PB系统结构

PB全长2 472 bp，两端各有一个13 bp和19 bp
的反向末端重复序列(inverted terminal repeat, ITR)，
中间编码一个长594个氨基酸残基的转座酶[3]。根据

转座酶的转录方向来区分转座子的两个末端，两端

最外侧各有长13 bp并且对称的ITR，内侧各有一段

间隔区(spacer)，但并不对称(左端长3 bp，右端长31 
bp)，再靠内侧是各长19 bp且对称的亚末端反向重

复序列(sub-terminal inverted repeat, STR)(图1)。反

向重复序列的5'有2～3个C碱基，对应3'端的G碱基

在选择剪切位点过程中均起作用[9-11]。Li等[12]发现

只有左侧LTR长于311 bp，并且右侧LTR长于235 bp
的PB转座子才具有转座活性。转座子左右两个末端

组合研究表明仅有“左+右”及“右+左”具有转座

活性，前者转座活性为后者的4.6倍，该研究还发现

在昆虫中具有启动子作用的左末端重复序列在哺乳

动物中也具有类似功能[13]。还有研究发现PB转座子

的右末端重复序列具有增强子功能[14]。

对PB转座酶的268、346、447及450位置的天

冬氨酸进行定点突变研究表明，四个天冬氨酸均

是PB转座剪切所必需的，但是450位置的天冬氨

酸突变对转座酶的活性影响较小[15]。Cadinanos和
Bradley[13]对PB转座酶进行鼠源密码子优化，转座

活性提高了近10倍，还通过转座酶与雌激素应答原

件(ERT2)融合实现了对PB转座事件的可控性。

2　转座机制

转座时转座酶通过与转座子末端结合形成短

暂的发夹结构，转座子完全切离后，通过其3'OH末

端攻击靶DNA序列中TTAA位点的5'末端，转座子

5'序列的TTAA悬垂与靶DNA打开的单链TTAA相配

对，与整合位置两侧的空隙重新连接，连接过程不

需要合成DNA(如图2)。PB转座酶的这种转座方式

表明，虽然它与DDE(两个天冬氨酸和一个谷氨酸

组成的具有转座酶活性的区域)重组酶家族没有序

列同源性，但是类似的转座机制仍表明它是该家族

中的一员[16]。

3　特性

3.1　整合位点

PB转座系统的插入位点为TTAA，但不是AT富
含区

[17]
。对100只小鼠的PB整合位点进行研究，发

现67%的整合位点位于基因内部或预测基因内
[2]
。在

小鼠ES细胞中的研究表明，PB具有较高的转座效

率，且PB系统发生再次转座后更倾向于插入基因内

部，无local hopping现象
[18]
。  

3.2　精确切离

绝大多数的转座系统转座后会在原位置缺失或

增加几个碱基，不能使原位置突变的基因完全恢复

至原始状态，而PB转座系统则能实现准确切离。最

近，利用PB系统将Oct4、Sox2、Klf4及Myc四种基

因转移至体细胞中，成功获得了iPS，再通过转座

酶的再次转染将四种基因从染色体中精确切离，得

到了不含任何外源基因的iPSC，解决了多能干细胞

的安全性问题
 [19,20]

。

3.3　甲基化抑制PB转座子活性

Yusa等[21]发现在SB转座系统中，将甲基化的

转座子和无甲基化的转座子分别重组到染色体的相

同区域，导入转座酶质粒后发现前者比后者的转

座效率提高了100倍。而PB转座子经过甲基化后，图1  PB转座系统的结构
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壳纲、尾索动物、两栖类、鱼类和哺乳动物等，这

些序列有的已经被内化成为宿主的一部分，有的两

侧带有TTAA四碱基重复[24]。在人类基因组中发现

了五个含有相似序列的基因及MER85和MER75家
族等[25]。虽然仅凭这些序列与PB的相似性还无法确

定它们与PB转座子的亲缘关系，但这表明PB系统

的进化历史远比我们原先想象的要复杂。

最近对灵长类基因组中的piggyBac家族进行

研究表明，PB家族并非在3 700万年前就失去了活

性，而是自4 000万年以来就有活性，可能失活不

久；此外在猴亚目基因组中还发现了新的PB家族成

员，这表明PB家族可能主要是通过水平传递方式在

此基因组内进化[26]。

5　应用前景

5.1　非病毒转基因载体

PB是一种较为理想的非病毒转基因载体，其

优势在于：(1)与病毒载体相比有安全性高、操作方

便、成本低等优点；(2)载体容量较大，可实现多基

图2  PB转座及切离修复机制
[16]

CpG甲基化的转座子对于从质粒到基因组的转座活

性下降了12倍[22]。

3.4　转座酶的可塑性

转座子元件发生转座时可将外源基因带入宿

主基因组中，实现外源基因的稳定整合和表达，这

种特征为转基因动物的制备或基因治疗提供了条

件，但转座子整合位点的不可预见性给基因治疗的

安全应用带来了巨大障碍。有人尝试对转座酶进行

修饰，期望实现特异位点的整合，将Gal4的DNA
结合域通过一段18~21个氨基酸的linker链接分别与

SB11、PB及Tol2系统转座酶的N端相融合，发现PB
转座系统仍然具有92.2%的转座活性，而Tol2系统

几乎丧失了转座能力，仅有原转座活性的0.267%，

SB融合系统则完全失去转座活性[23]，这为PB系统

的定向整合提供了可能。

4　PB系统的进化

在现有的基因组和EST序列中发现了50余种与

PB相似的序列，来源涵盖了真菌、植物、昆虫、甲
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因的共表达[27]；(3)提高外源基因的整合效率及稳定

表达[28]；(4)再次转座后可实现精确切离；(5)转座

后没有引起染色体重排等不稳定现象[29]；(6)宿主范

围广，转座效率高，且基本不依赖于宿主因子(如
表1)。

5.2　基因治疗

PB转座系统在Hela、HEK293、CHO及H1299
等细胞中高效转座，且携带的基因稳定表达，因

而成为很有吸引力的基因治疗候选载体之一[23]。

Nakanishi等[30]利用PB转座系统进行小鼠的体内转

表1  几种非病毒载体的比较

                 特点 载体容量 整合位点 是否依赖宿主因子 回复切除 有无整合热点

系统       
Sleeping Beauty 10 k左右 整合进入已知基因和EST 依赖 不完全切离 无

      的比列小于40% 
piggyBac 20 k以内 67%的整合位点位于基因 较少依赖 完全切离 无

      内部或内部预测基因组内 
phiC31 几十k 基因组中假attP位点 不依赖 不发生回复切除 有热点

移，发现报告基因可在肝脏和肺脏中稳定表达，为

利用PB转座系统进行基因治疗奠定了基础。对卵

巢肿瘤细胞进行HSV-tk/ganciclovir (GCV)靶向性治

疗，结果表明PB转座系统介导的HSV-tk表达水平提

高10倍左右，明显提高了靶向治疗的效果[31]。Kang
等[32]也利用PB系统介导的HSV-tk/ganciclovir(GCV)
进行卵巢癌的靶向治疗，效果提高了近一倍。

5.3　突变工具

近年来发展较快的转座系统诱变法，就是通过

“剪切—粘帖”机制将外源DNA单拷贝插入基因组

中获得突变，其遗传背景清晰且容易追踪。PB系

统的转座效率较高，负载容量较大，切离完全，偏

向整合于基因内部且插入位点分布较广，为哺乳动

物的基因组功能研究提供较好的研究平台。Wang
等[33]利用PB转座系统实现了对Blm缺陷型小鼠ES细
胞系的随机突变，共获得了14 000个阳性克隆，为

研究小鼠缺陷型表型与基因突变之间的关系奠定了

基础。最近，Kong等[34]基于PB转座子建立了一种

Slingshot系统，在它莫西芬(tamoxifen)诱导后，转

座酶随即失活，实现了某些染色体区域的高效转

座，降低了PB在整个基因组内随机转座的背景；转

座整合位点稳定且易于追踪，为利用转座系统诱变

法研究基因组功能提供了有效方案。

基于PB系统在基因组研究功能研究中的巨大

作用，Sun等[35]还建立了一个PB系统诱变信息中心

(http://www.idmshanghai.cn/PBmice or http://www.
scbit.org/PBmice/)，该中心可以提供PB插入位点的

旁侧序列、被插入基因的功能、小鼠基因型及表型

等信息。最近, 该中心又对该平台进行了改进，建

立了MP-PBmice database system，新系统以广泛应

用的Struts-Spring-Hibernate为框架，具有更加强大

的信息处理能力，为研究者利用PB系统进行基因组

功能分析提供了信息分享和交流合作的平台[36]。

6　展望

源于昆虫的PB系统，可在多种动物体内发生

转座，相同的条件下转座效率明显高于其他转座系

统；在外源基因转移、诱导突变及基因治疗等领域

发挥了巨大的作用，但PB系统本身还有很多问题需

要回答：如PB是如何做到精确切离；剩余过剩抑制

以及local hopping现象是否存在并具有普遍性；能

否利用进化分子生物学手段对转座子和转座酶进行

改造，使PB系统的转座活性得到大幅提高等问题。

此外，利用PB系统进行基因治疗也有一些问题有待

解决。

6.1　转座酶的给予形式

PB系统在基因治疗中，转座酶与转座子双质

粒共转染细胞时，通过优化转座子与转座酶的比例

可以有效地提高转座效率[23]。但是作为辅助质粒的

转座酶载体若发生随机整合，则细胞内的转座事件

可能会持续发生，因而造成基因组的不稳定甚至诱

使细胞癌化。通过控制PB转座酶活性或使转座酶以

RNA/蛋白质的形式发挥作用，可减少这种安全性

隐患。最近，Urschitz等[37]将转座酶与转座子构建

入同一个载体中，在目的基因转座后转座酶随即失

去活性，消除了转座酶整合后持续表达带来的负面

效应。

6.2　靶向性

PB转座系统倾向于插入基因内部，这对于基

因治疗或制备转基因动物不利。能否通过引入某种
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特定序列结合的蛋白(如E2C)与转座酶相融合[38]，

或者引入与基因组序列和转座酶都结合的蛋白质实

现位点特异整合，以消除PB系统插入基因内部的不

利影响，值得进一步研究。

6.3　体内激活

PB系统在人基因组中存在近2 000个相似序

列，且广泛分布于人类染色体上，这些类似于PB转
座子的较长片段可能含有转座所必需的顺式序列。

最近在基因组中发现的两大DNA转座家族MER85
和MER75[23]，大多以短拷贝存在，没有编码转座酶

的序列，也没有任何证据表明PB类序列在过去的

4 000万年发生过转座。目前研究发现人类基因组

中确实存在少数看起来完整的转座酶类序列[39]。尽

管人与飞蛾的进化距离较远，但是不能排除一些内

源性转座酶类序列编码的蛋白质对转座介导的外源

基因进行切除或转移的可能，抑或外源性转座酶作

用于内源性PB转座子类似序列，使之转座。总之，

PB系统安全用于人类基因治疗还有很长的一段路要

走。

作为一种非病毒基因转移工具，PB系统具有负

载容量较大、转座效率高等优点。它不仅在转基

因昆虫及其基因组功能研究领域发挥着重要的作

用[40]，而且在哺乳动物基因转移载体及基因组功能

研究中也具有重要的意义。
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