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摘　要：随着生物医学技术的发展，双链质粒作为最常用的分子工具，已无法完全满足医学合成生物学的

发展需要。环状单链 DNA (circular single-stranded DNA, CssDNA) 不但具备传统质粒的基因载体功能，而且

还具有低免疫原性、低整合风险且结构可编程性的特性，在未来有望成为医学合成生物学领域重要的分子

工具。本文综述了 CssDNA 的天然来源以及人工合成方法、生物学效应以及在医学合成生物学研究领域的

应用。
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Medical synthetic biology based on circular single-stranded DNA
HONG Ming-Ming1, TANG Lin-Lin2*, SONG Jie2*

(1 College of Pharmaceutical Science, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, China; 
2 Hangzhou Institute of Medicine, Chinese Academy of Sciences, Hangzhou 310022, China)

Abstract: The advancement of biomedical technology has revealed that double-stranded plasmids, one of the most 
commonly utilized molecular tools, are inadequate for fully meeting the developmental requirements of medical 
synthetic biology. Circular single-stranded DNA (CssDNA) not only possesses the function of a gene carrier like 
traditional plasmids, but also exhibits the characteristics of low immunogenicity, minimal integration risk, and 
structural programmability. It is expected to become a significant molecular tool in the field of medical synthetic 
biology in the future. Here, we comprehensively review the natural sources, synthetic methods, biological effects of 
CssDNA, as well as their applications in the field of medical synthetic biology.
Key words: plasmids; circular single-stranded DNA; biological effects; medical synthetic biology; applications

合成生物学 [1](synthetic biology) 是 2000 年出

现的一门以工程设计为理念，利用基因编辑技术、

计算机模拟技术、生物工程技术以及化学合成技术

等对生物体进行有目的性的设计、改造，甚至是重

新合成的新兴交叉融合性学科。医学合成生物学是

利用合成生物学的手段，合成具有特定生物学功能

的元件，实现疾病的精准诊疗。医学合成生物学的

核心之一是挖掘和开发更多的分子工具，以实现临

床上的检测与治疗。

“质粒”这一概念最早是在 1952 年由美国生物

学家 Joshua Lederberg 提出
[2]，他将“质粒”定义

为任何染色体外的遗传决定因子，即能够独立于细

胞的主要染色体之外存在，并且能够自我复制的一

类遗传物质。这类遗传物质通常是指共价、闭合、

环状的双链 DNA 分子，能够在细胞分裂过程中传

递给后代细胞，并表达其所携带的遗传信息。1973
年，Cohen 等

[3] 通过体外连接不同质粒的限制性内

切酶片段首次合成了功能性细菌质粒。双链质粒主

要由转录单元和细菌骨架两部分组成 [4] ：转录单元

由调控元件组成，如启动子、目标基因、终止子、

多克隆位点 (MCS) 等；细菌骨架则由抗生素抗性基

因、复制起点 (Ori) 和未甲基化的 CpG 基序等元件

组成。双链质粒的合成需要保留细菌相关的冗余序

列，然而这些冗余序列会引起哺乳动物的特异性识

别和定点清除，造成高的免疫原性。已发现三类针

对细胞内病原体衍生核酸的先天免疫传感器：位于

体内的跨膜 Toll 样受体 (TLR)，可检测内溶酶体腔

内的各种微生物 DNA 和 RNA、细胞质 RNA 传感

器以及细胞质 DNA 传感器
[5]。环鸟苷酸 - 腺苷酸

合酶 (cGAS) 是一种胞浆内的 DNA 传感器，能够识

别胞浆内的双链 DNA (dsDNA) 和某些单链 DNA 
(ssDNA)，是尤为重要的双链 DNA 内源免疫通路 [6]。

整体而言，传统双链质粒在合成生物学中的应用存

在以下 4 点不足：强免疫原性、高细胞毒性、多基

因随机整合和少调控元件。可以通过将常用环状双

链 DNA 质粒变为环状单链 DNA (CssDNA) 质粒，

并去除冗余序列来解决应用上的不足。与环状双链

DNA 质粒相比，CssDNA 不容易引起免疫系统的反

应，具有更低的免疫原性，能够更安全地实现药物

递送及基因编辑；CssDNA 的独特结构具有较好的

稳定性，且其结构具有可编程性，在构建分子机器

和纳米级 DNA 方面具有优势。因此，CssDNA 在

医学合成生物学上具有重要的研究价值。

CssDNA 在形状、特性和认知上与环状质粒

DNA 存在差异。1964 年，Freifelder 等 [7] 首次在电

子显微镜下发现噬菌体 φX174 的基因组结构是由

CssDNA 组成。随后，1977 年，科学家报道了一种

菜豆金色黄斑病毒 (golden yellow mosaic virus, GYMV)，
初步研究表明其核酸可能为 ssDNA[8]。同年，关于

两种植物病毒 —— 玉米条纹病毒 (Maize streak 
virus) 和木薯潜伏病毒 (Cassava latent virus) 的研究

结果发现这两种病毒含有 CssDNA[9]。1982 年，新

发现了一种含有共价闭合的 CssDNA 的猪源病

毒 —— 猪圆环病毒 (porcine circovirus, PCV)，这是

首个被发现的感染 CssDNA 的动物病毒
[10]。与双

链 DNA 质粒相比，CssDNA 的研究并不彻底，最

初是研究其复制与转录，随后发现 CssDNA 在复制

过程中会有整合与碱基突变，并参与免疫反应
[11]。

随着 Phi29 DNA 聚合酶、滚环扩增 (RCA) 以及高

通量测序技术的应用和发展，新型 CssDNA 的发现
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呈现爆发式增长 [12-15]。同时，基于 CssDNA 病毒的

系统研究表明，这类遗传物质通常具有编码复制相

关蛋白 (replication-associated protein, Rep) 的特征性

结构，因此被归类为 CRESS DNA 病毒 (circular Rep-
encoding single-stranded DNA viruses)[13, 16, 17]。

为了更好理解 CssDNA 在医学合成生物学上的

应用，本文首先介绍 CssDNA 的天然来源、人工合

成长 CssDNA 的方法；接着介绍 CssDNA 的生物学

效应，总结 CssDNA 在细胞内和无细胞体系中的蛋

白表达机制；最后总结 CssDNA 在医学合成生物学

上的具体应用，展望未来的研究方向，如图 1。

1　CssDNA来源

1.1　作为噬菌体和病毒基因组

目前，在国际病毒分类委员会 (ICTV) 建立的

13 个单链 DNA (ssDNA) 病毒家族中，有 11 个存在

于环状基因组中。CssDNA 病毒中有 4 种是最受关

注和研究的，即 Inoviridae、Geminiviridae、Circoviridae、
Anelloviridae[11]。Inoviridae 家族是一类无包膜的柔

性丝状噬菌体，具有 5.5~10.6 kb 的超螺旋、环状、

正义、单链 DNA 基因组，编码 7~15 种蛋白质 [18]。

其中最具有代表性的是 Escherichia phage M13 ( 图
2A)，因 M13mp18 表现出能够增强复制率而成为

组装 DNA origami (DNA 折纸 ) 的初始来源
[19, 20]。

Geminiviridae ( 双生病毒科 ) 具有高度多样化的宿

主范围，能够感染单子叶植物和双子叶植物。与单

链 RNA 病毒相比较，双生病毒的高突变率使之成

为主要的植物病原体。此外，双生病毒的特殊之处

是其中一些病毒包含二分基因组，即 DNA-A 和

DNA-B[21, 22] ( 图 2B)。Circoviridae ( 圆环病毒 ) 具有

环状排列的单链 DNA 基因组，该基因组在正义链

上编码保守的复制酶蛋白。该病毒广泛分布在哺乳

动物、鱼类、鸟类，甚至昆虫中。而在猪中，已被

鉴定出 4种不同的 PCV，即 PCV1~PCV4[23]。Anelloviridae
是具有小的 CssDNA 基因组的病毒家族，是人类病

毒组的常见组成部分，其中 Torque teno 病毒 (TTV)
是一种普遍存在的小型病毒，具有高度多样化的单

链负链 DNA 基因组和广泛的宿主范围
[24, 25]。

1.2　作为中间体

1.2.1　作为质粒形成的中间体

质粒作为分子生物学中最为常用的工具，其复

制机制主要分为 3 种：θ 复制、链置换复制和滚环

复制，而 CssDNA 会以中间体的形式在滚环复制

(rolling-circle replication, RCR) 质粒形成过程中出

现。根据对 pT181 质粒家族的研究可以对质粒 RCR
模型进行总结 [26, 27] (图2C)。RCR质粒编码Rep蛋白，

Rep 蛋白用作起始复制，它与位于质粒双链复制起

点 (DSO) 内的结合序列特异性相互作用 [28]。然后，

Rep 蛋白在切口序列处裂解 DSO，并通过其活性位

点的酪氨酸残基与 5' 磷酸盐形成共价结合。前导链

复制的开始是通过 DNA 聚合酶 Ⅲ 在位于缺口位点

的游离 3'-OH 末端的延伸合成，此过程一直持续到

前导链完全置换。在一系列的切割 / 重新连接过程

后，圆形前导链被释放。最后，DNA 末端通过 DNA
连接酶连接在一起，所得到的 dsDNA 通过 DNA 旋

转酶转化为超螺旋结构
[11]，在此过程中，CssDNA

则是作为质粒形成的中间体。

1.2.2　作为转座子和染色体外环状DNA (eccDNA)
的中间体

RCR 起始蛋白可分为：Rep 蛋白、Mob 蛋白

和转座酶 [29-33]。转座因子 (TE) 分为原核插入序列

(IS)，即 IS200/IS605和 IS91/ISCR，以及真核Helitrons[34]。

TE 编码转座酶，能够催化转座反应。IS200/IS605
是一类特殊的细菌插入序列，它能够利用 CssDNA
中间体和转座酶 TnpA ( 转座酶 TnpA 属于 HUH 核

酸内切酶 ) 的催化作用。Ton-Hoang 团队对 IS200/
IS605 进行深入研究，并提出了一种“Peel-and-Paste”
的机制来描述其转座过程

[35, 36]。del Pilar Garcillán-
Barcia 等 [37] 已经证明 TnpA 和 phiX174 噬菌体 A
蛋白的功能相似性，并且观察到 CssDNA 中间产物

的存在。Dyda 团队报道了含有 HUH 核酸酶的 Helitron图1  CssDNA的研究及应用汇总图
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转座酶仅在 ssDNA 上进行切割和链转移，并要

求转座子供体位点为 dsDNA 形式，转座过程会产

生 CssDNA，随后会进行双链转化 [38, 39] ( 图 2D)。
Shibata 等 [40] 最先发现 eccDNA 中存在 CssDNA，

并提出了一种生成小染色体外环形 DNA (eccDNA)
的环单链中间体模型 ( 图 2E)。随后，Paulsen 等 [41]

报道了关于 eccDNA 的三种可能机制，这些机制都

需要利用 CssDNA 作为中间体来完成。

1.3　人工合成长CssDNA
除了天然存在的 CssDNA 之外，还存在人工合

成的 CssDNA。人工合成的 CssDNA 可以根据其大

小分为两类：长 CssDNA 和短 CssDNA。长 CssDNA

(A) M13基因组[18]。(B)双生病毒基因组[13]。(C)基于质粒pT181的PCR模型[42]。(D) Helitron 转座模型。红色箭头表示裂解或链

转移反应。黄色圆圈表示共价键[39]。(E) eccDNA 形成方式示例[41]。

图2  CssDNA的来源
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主要源于噬菌体 M13mp18，大小为 1 000~50 000 nt 
( 核苷酸 ) ；短 CssDNA 的大小为 10~1 000 nt，此类

CssDNA可以通过化学连接或是酶介导的方式合成。

传统合成 CssDNA 的方法是利用 T4 连接酶

将线性单链 DNA 的互补末端连接，形成环状结

构
[43-45]。虽然利用 T4 连接酶能够高效环化＜ 100 nt

的短线性单链，但对于长的线性单链的环化效率显

著下降，且携带有目的蛋白基因载体的双链质粒的

整体长度通常超过 500 nt，而目前利用固相合成技

术制备超过 500 nt 的线性单链也存在困难。目前，

合成长 CssDNA 主要利用噬菌体和大肠杆菌作为宿

主来实现 ( 图 3A)。传统的摇瓶发酵方法能够生产

出 1~14 mg/L 的纯化 ssDNA，利用 M13 噬菌体可

以实现大规模生产，通过进一步优化高细胞密度补

料分批发酵条件，能够将 ssDNA 的产量提高至 590 
mg/L[46, 47]。但由于基因组包含 CssDNA 复制、包装

和构建载体时所需要的基因和调控序列，会限制所

合成 CssDNA的多样性和大小 [48]。噬菌体包含两

个复制起点 (ori)，即 dsDNA ori 和 ssDNA ori。前

者是复制质粒的来源，用于噬菌体的扩增，而源自

f1 或者 M13 噬菌体的 ssDNA ori 负责 CssDNA 噬

菌体的复制。为了能够合成任意的 CssDNA序列，

引入了辅助质粒系统，而最常用的辅助质粒是

M13KO17[49]。将噬菌粒和辅助质粒共转染于大肠杆

菌的感受态细胞中，辅助质粒能够编码并表达一系

列对于噬菌体颗粒组装和释放必需的病毒蛋白，将

生成的 CssDNA 包装到噬菌体中 [50]。研究人员通

过优化，消除了辅助质粒对 CssDNA 的污染 [50, 51]。

为了合成更长的 CssDNA，LaBean 团队将 M13 噬

菌粒 pBluescriptKS (-) 插入到另一个常用的噬菌体 λ
中，生成了一种新型杂交噬菌体 ——λM13，这种

噬菌体能够用于合成长度为 51 466 nt 的 CssDNA[52]。

为了有效避免质粒污染和提高纯化效率，Shepherd
等 [53] 设计了一个新系统，包含 phPB52 和 phPB84
的两个微型噬菌体基因组 ；该基因组都包含一个 f1
单链 ori，并没有双链 ori，这能够有效避免 dsDNA
污染 ( 图 3B)。

2　CssDNA的生物学效应

CssDNA 在细胞内具有许多功能，本文主要讨

论 CssDNA 复制、转录、整合和免疫原性四个方面

的内容。CssDNA 将环状单链转化为环状双链的过

程被称为“复制”，将自身 (CssDNA、质粒、转座子 )
作为最终产物的整个过程被称为“扩增”[11]。因原

核系统较为简单，已经在所得到的 CssDNA 中对

M13/ 丝状噬菌体的复制和扩增过程进行了广泛的

研究。

2.1　复制

正义 CssDNA M13 基因组被分为以下模块：

复制模块 (gⅡ、gV 和 gX)、结构模块 (gVⅡ、gⅠX、

gVⅢ、gⅢ 和 gVⅠ) 以及组装 / 挤出模块 (gⅠ、gⅠV 和

gXⅠ)[18]。M13 基因组的复制过程包括以下三个步骤：

(A)基于噬菌体的长CssDNA生产方法[48]。(B)使用无限制(restriction free)克隆组装小噬菌体 phPB52生产CssDNA[53]。

图3  长CssDNA的合成方法
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首先，正义链 (+)CssDNA 易位到细菌细胞质中，然

后与宿主 RNA 聚合酶结合生成一个简短的引物 [54]。

宿主 DNA 聚合酶 Ⅲ 合成正义链 (+) 的互补链 [55]，

将 CssDNA 转化为双链共价闭合 DNA，称为复制

形式 (replicative form, RF)。在第二步中，mRNA 由

RF DNA 和宿主 RNA 聚合酶转录，继续使用宿主

系统翻译产生 M13 蛋白，主要是 pⅡ。pⅡ 蛋白具有

核酸内切酶活性，并通过在 CssDNA ori 处切割

dsDNA 启动 RCR 机制来产生新 (+) 链 [56]。宿主

DNA 聚合酶同样在这一步中用于合成正义链 (+)
CssDNA，同时 pⅡ 起到终止和环化的作用。生成的

正义链 (+)CssDNA 随后进行 RF 的初始转化步骤。

在第二步中，每个细胞的 RF 分子与足够高浓度的

gV 一起累积，这会导致 gV 同型二聚体的形成。而

这些二聚体对 ssDNA 具有亲和力，可以有效包被

新生成的正义链 (+)CssDNA 分子，从而抑制其转

化为 RF[57]( 图 4A)。RCR 是 DNA 复制特征最全面

的模型之一，在原核生物各种形式的 DNA 复制和

扩增中起着至关重要的作用。它们具有相似的模型

和机制，但在细节上有所不同。例如，它们的复制

模板各不相同，包括 CssDNA 病毒基因组、RCR 质
粒和 RCR 转座子；此外，复制起始蛋白也不同，

包括 Rep、Mob 和转座酶；并且它们之间涉及的生

物过程也不同，包括噬菌体基因组和细菌质粒 DNA 
复制、共轭转移和转座。然而，由于其系统的复杂性，

真核生物中仍然存在许多未解决的问题，其中涉及

更多的调控蛋白和生化过程
[18]。

2.2　转录

当 CssDNA 转化为 RF 时，转录过程即开始。

噬菌体的转录仅利用两个操纵子来完成，即 gⅡ-gV-
gVⅡ-gⅠX-gVⅢ 和 gⅢ-gVⅠ-gⅠ-gⅠV，具有多个嵌套

启动子和强终止子，会导致产生许多重叠的转录

本 [58, 59]。CssDNA 还可以用于转录非编码 RNA，包

括 microRNA、siRNA 和长链非编码 RNA (lncRNA)。
根据报道，小尺寸的 CssDNA 能够在没有启动子的

情况下直接转录形成 RNA，Kool 团队合成的特定

长度的环状单链 DNA 核苷酸能够通过大肠杆菌

RNA 聚合酶进行体外转录，高效产生长重复 RNA
序列 ( 图 4B)，并且转录效率很高

[60, 61]。随后，Ryan
团队将环化后的 DNA 在体外和体内通过 RNAP Ⅲ
进行转录，并提出环状拓扑结构对高效转录有着重

要影响，环化可以避免模板受到外切酶的降解，从

而实现高效转录
[62]。环化 DNA 的转录产物可以不

被加帽或是 5' 单磷酸化，表明可以通过设计模板避

免一些 RIG-I 识别，能够在不触发免疫反应的情况

下激活 RNAP Ⅲ 的先天免疫活性
[62]。

2.3　整合和免疫原性

Krupovic 等 [63] 对 CssDNA 病毒的整合机制进

行了较完整的总结。丝状噬菌体 (Inoviridae) 至少使

用三种主要的整合机制。其中一些噬菌体编码丝氨

酸或酪氨酸重组酶超家族的整合酶，而另一些则利

用 IS3、IS30、或 IS110/IS492 家族的 DDE 转座酶，

而一些丝状噬菌体会劫持宿主 XerCD 重组机制 ( 图
4C)。但是，对于真核生物 CssDNA 的整合机制却

仍不太清楚
[63-67]。

PCV2 和双生病毒感染会导致宿主细胞持续感

染，导致亚临床症状和免疫抑制。免疫反应主要受

宿主和病毒蛋白之间的相互作用调节，而 CssDNA

(A) M13单链DNA 转化为复制形式[55]。(B)编码发夹核酶的环状DNA的滚环转录[61]。(C)使用宿主XerC/XerD重组机制进行整合[63]。

图4  CssDNA的复制、转录、整合
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在免疫调节中也能够发挥作用 [11, 68]。PCV2 的 DNA
基因组中具有特定的发夹结构基序 ( 寡脱氧核糖核

苷酸 )[69]，其能够抑制 IFN-α 活性，且抑制 IL-6、
IL-10 和 IL-12p40 的 mRNA 表 达。IFN-α 和 IFN-γ
还可以增强 PCV2 的复制 [70, 71]。Gu 等 [72] 报道了

PCV2 Rep 启动子区域存在干扰素刺激反应元件

(ISRE)，还发现 IFN-α 通过 IRSE 诱导 Rep 启动子

增强。

目前，人工合成的 CssDNA 的免疫原性也受到

了广泛的关注。Lucas 等 [73] 通过血液学检测、血浆

细胞因子 / 趋化因子分析以及脾脏单核细胞分析等，

对 DNA 折纸载体包括 M13mp18 进行了安全性评

估 ( 图 5A)，结果显示 CssDNA 没有引起明显的毒

性或不良免疫反应。

2.4　CssDNA蛋白表达机制

传统质粒的一个最为常用也是最为重要的功能

就是作为外源蛋白表达的基因载体，CssDNA 又被

称作单链质粒，研究 CssDNA 是否具备传统质粒的

载体功能尤为重要。最近，我们报道了一种基于

CssDNA 的基因表达调控方法，以 CssDNA 作为表

达载体，在哺乳细胞中能够实现可切换的基因表达

调控
[74]。CssDNA 通过 DNA 复制由单链转化为双

链形式，实验证明以 CssDNA 作为载体可在多达

22 种细胞系以及小鼠模型中编码表达不同蛋白质的

普适性。通过部分互补 DNA“阻断”链形成发夹

结构，阻碍单链 DNA 的复制过程，从而能够抑制

基因表达，再通过添加触发链，利用 Toehold 介导

的链置换，能够重新激活被抑制的基因表达。因此，

我们也提出了一种基于 CssDNA 的哺乳细胞中基因

表达的可切换调节策略。

为了进一步探索 CssDNA 的蛋白表达机制，我

们利用无细胞蛋白质表达 (cell-free protein expression, 
CFE) 系统进行了一系列的反应。通过设计一种

CssDNA 含有一个 T7 启动子区域和一个目的蛋白

的编码区域，其中正义链 (CssDNA(+)) 包含目的蛋

白表达盒的编码序列，反义链 (CssDNA(-)) 则以相

反的方向包含目的蛋白表达盒的模板序列。不同于

传统载体直接转录或翻译的表达路径，CssDNA 有

自己特有的表达方式，且 CssDNA(+) 的表达路径

不同于 CssDNA(-)。对 CssDNA(+) 来说，必须通过

复制过程将单链 DNA 转化为完整的双链 DNA，才

能作为转录模板用于后续的蛋白表达；而对于

CssDNA(-) 来说，并非所有的 CssDNA(-) 都需要转

变为完整的双链 ( 图 5B)，当复制的中间产物含有

以双链形式存在的 T7 启动子序列时，也可直接进

行转录从而实现蛋白质的表达。这些发现不仅为合

成生物学提供了新的工具和方法，还为构建复杂的

基因调控网络和逻辑门奠定了基础。我们还通过调

控 dNTPs、酶抑制剂和互补链，成功实现了基因表

达的精确控制，展示了 CssDNA 在无细胞系统中的

巨大潜力
[75]。

3　CssDNA在生物医学中的应用

3.1　CssDNA的内源免疫与长效表达

传统双链质粒因其双链结构会被 cGAS识别，

从而引起 cGAS-STING 通路的免疫调节 [76]，此外，

传统双链质粒合成所必需的细菌相关冗余序列会导

致哺乳细胞的特异性识别和定点清除。双链结构和

冗余序列是造成传统双链质粒具有强免疫原性的主

要原因。Lucas 等 [73] 对 M13mp18 等用作 DNA 折

纸载体的材料进行了免疫原性和毒性的测试，结果

表明，CssDNA 在高剂量下表现出一定的免疫原性，

但整体上是安全的，没有明显的毒性作用。我们最

近开发了一种新型叶酸修饰的脂质纳米颗粒 (folate-
modified lipid nanoparticles, FA-LNPs) 系统，用来递

送表达 IL-12 的 CssDNA，它可以在细胞内长效表

达 ( 图 6A)，以治疗 4T1 三阴性乳腺癌模型
[77]。实

验数据显示，该系统能够有效激活抗癌免疫反应，

同时在高剂量下具有良好的安全性，没有明显的毒

副作用，且能减缓肿瘤生长，显著延长动物模型的

生存期，并预防肿瘤复发。此外，研究发现，CssDNA
在体内表达时暂未整合到宿主基因组中。与传统的

双链质粒 DNA 不同，CssDNA 在细胞内以游离态

形式存在，不会引起基因组的不稳定。传统的双链

质粒 DNA 存在未甲基化的 CpG 基序和细菌骨架

序列，较容易被先天免疫系统识别，导致加速被清

除
[6]。相比之下，CssDNA 的免疫原性较弱，且整

合风险低，降低了潜在的基因组不稳定性风险。

CssDNA 作为新型的基因表达载体，能够实现活体

内的长效表达，有潜力成为新的蛋白替代疗法，如

用于治疗苯丙酮尿症和血友病等。

3.2　CssDNA作为大片段基因

环状单链 DNA 因其环状结构，不具有末端，

相较于线性单链，更能抵抗核酸外切酶的降解，从

而提高生物稳定性，这表明环状单链 DNA 在疾

病诊断和治疗方面有着巨大潜力，尤其是在提高检

测灵敏度和实现精准药物递送以及基因编辑等方

面
[78]。传统的非病毒基因靶向编辑方法主要通过使
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用寡核苷酸、质粒或是线性 dsDNA 作为供体模板

来实现目标位点的 DNA 插入。CRISPR/Cas9 技术

的发展为基因功能研究和基因治疗提供了有力支

持，但高效的同源定向修复 (HDR) 仍存在技术难题，

尤其是针对一些特定的细胞，例如人类诱导多能

干细胞 (iPSCs)。目前最常用的供体为双链 DNA 供

体
[79]，但这类供体在多种类型细胞中 HDR 效率低，

并且存在脱靶整合风险。而单链 DNA (ssDNA) 供

体能实现高效的 HDR，且几乎不存在脱靶整合 [80-84]

( 图 6B)。目前，利用化学合成法和体外酶法生产

线性单链 DNA(lssDNA) 的成本高、可扩展性低，

且无法合成超过 5 kb 的长分子。Xie 等 [84] 通过高

度工程化的噬菌粒系统生产小型 CssDNA，并且探

讨了 CssDNA 作为高效基因编辑的供体模板的可能

性，对比了 CssDNA、dsDNA、lssDNA 和腺相关

病毒 6 (AAV6)作为供体在实现同源定向修复 (HDR)

(A)体内CssDNA的血浆细胞因子评估。PBS+：PBS处理的对照；CpG：CpG-寡脱氧核苷酸；M13MP18：M13mp18噬菌体 
DNA；Triangle：三角DNA折纸；Horse：马DNA折纸[73]。(B) CssDNA(+)和CssDNA(−)载体的不同蛋白表达途径示意图[75]。

图5  CssDNA的免疫原性、蛋白质表达机制
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介导的基因组编辑方面的效率和安全性。Iyer 等 [83]

通过超感染宿主细胞并且纯化噬菌体颗粒中的单链

DNA，然后反向转录 (RT) 先生成 lssDNA，再使用过

程性逆转录酶生成 CssDNA。该噬菌体系统能够生

产长达 22 kb 的 CssDNA，且纯度超过 95%。CssDNA
作为 HDR 供体模板在多种类型细胞中的效率显著

优于 lssDNA 和双链质粒供体。

3.3　基于CssDNA的可调控基因电路

我们使用 CssDNA 作为细胞外蛋白表达系统

中的可编程基因载体进行基因表达，通过添加

DNA 合成成分 ( 如 dNTPs)、DNA 聚合酶抑制剂 ( 如
aphidicolin) 以及不同序列和长度的互补链，来促进

或抑制 CssDNA 的表达水平。我们使用 CssDNA ( 以
CssDNA(-) 为主 ) 作为逻辑元件，并设计构建了基

因 CssDNA 的双输入逻辑门，包括 OR、INHIBIT、
NOR、NAND和AND逻辑门 (图 7A)，展现了CssDNA
作为细胞外蛋白表达系统中可编程性载体在基因调

控方面的应用潜力
[75]。

DNA 折纸技术是一种利用 DNA 分子间碱基互

补配对原则而自组装来构建纳米级复杂结构的方

法，将长的支架链 (ssDNA、CssDNA) 用多根短

的、序列定制化的 DNA 寡核苷酸链折叠成定制形

状 [85, 86]。由于 DNA 折纸纳米结构具有优越的可编

程性 [87]、生物相容性以及体内稳定性，已被用于精

准药物递送和疾病治疗等领域 [88]，可以有效地递送

小分子 [89]、siRNA[90]、原核基因 [91] 以及蛋白质 [92, 93]。

Hendrik 团队利用具有基因编码序列的 CssDNA 作

为支架链形成折纸结构，并在结构中引入多个 SV40

核定位序列 (DTS)，成功在哺乳细胞中实现入核，

显著提高了基因表达效率 [94]。另外，他们通过优化

折纸设计，并引入多种功能序列和结构 (Kozak序列、

嵌合内含子、WPRE、TR 等 )，显著提高了基因表

达效率，且通过折纸模块组装展现了多个基因的可

控共同递送和表达能力
[95]。丁宝全团队利用两条互

补 DNA 链作为支架，构建具有基因编码序列的折

纸结构，实现了脂质包覆的 DNA 折纸在肿瘤细胞

中的高效基因表达和抗肿瘤有效性
[96]。我们利用

CssDNA 作为可切换载体，通过脂质体 (liposome)
递送成功在哺乳动物细胞内实现基因表达调控。

CssDNA 能够折叠成复杂的纳米结构，这些结构能

够通过 Toehold 介导的链置换反应实现对基因表

达的可编程抑制和再激活 ( 图 7B) ；同时还讨论了

使用 CssDNA 构建复杂的基因电路的可能性
[74]。这

些成果不仅拓宽了分子机器和合成基因电路的调控

研究方向，同时也为基因诊断和治疗的应用奠定了

基础。

4　总结与展望

随着核酸治疗领域的迅速发展，开发新的核酸

载体成为研究的焦点。CssDNA 是一种古老的核酸

形式，因其低免疫原性、低细胞毒性、低整合风险

等优势而展现出巨大的应用潜力。在本文中，我们

对 CssDNA 的来源、细胞功能、蛋白质表达机制和

生物医学应用进行了介绍。CssDNA 作为新兴的医

学合成生物学的分子工具，自身具有相对稳定的环

形结构，抗核酸外切酶的能力强，可利用辅助质粒

(A) Css DNA-LNPs的表征和肿瘤内治疗。LNPs的合成路线。注射S-SOPC LNP-Css Luciferase后相应时间点采集的小鼠体内发

光图像[74]。(B) cssDNA和T-lssDNA的HDR效率表征。用不同的Cas效应物处理TLR-MCV1细胞后cssDNA和 T-lssDNA介导的

HDR效率比较[83]。

图6  CssDNA的应用
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系统合成，不存在细菌骨架序列；相较于传统双链

质粒，CssDNA 不易造成沉默和清除，具有较低的

细胞毒性 [73]。CssDNA 作为新兴的基因载体，利用

一种新型叶酸修饰的脂质纳米颗粒 (FA-LNPs) 系统

递送用于表达 IL-12 的 CssDNA，能够在小鼠内实

现长效表达，并可用于治疗 4T1 三阴性乳腺癌
[77]。

CssDNA 可作为一种高效的同源定向修复 (HDR) 供
体模板，在多种类型的细胞和基因组位点上都具有

出色的表现 [79-81, 84, 97]，且 CssDNA 能够支持超大型

转基因的整合，具有广泛的适用性、高特异性和低

细胞毒性。CssDNA 可以作为基因表达的载体 [74]，

凭借单链形式具有可寻址性和可编程性，在无细胞

系统或者哺乳细胞中均可实现精确的基因表达

调控
[75]，通过设计特定的 CssDNA 序列，有望创

建新的遗传回路，实现特定的生物功能或代谢路径

的调节。整体而言，环状单链 DNA 在医学合成生

物学中具有巨大潜力，未来针对环状单链 DNA 的

进一步研究需要融合理学的结构与修饰、工学的底

(A)使用CssDNA作为逻辑元件构建逻辑门。使用 CssDNA(−) 作为逻辑元件，蛋白质作为输出，构建双输入逻辑门(上图)。
NOR逻辑门示意图及荧光信号图(下图)[75]。(B)通过TMSD反应(5输入与门)添加5条单阻断链和5条立足点开关触发链而形成的

环状单链基因表达调节器的示意图(左图)。环状单链基因表达调节剂(5输入与门)的荧光强度(右图)[74]。

图7  CssDNA在基因电路上的应用
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盘元件挖掘与优化、生物学的合成与改造以及医学

的内源免疫和基因治疗等多学科知识和技术，有望

把环状单链 DNA 发展成为医学合成生物学领域重

要的分子工具之一。
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