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[摘　 要] 　 目的　 ｐｈｉＣ３１ 整合酶可以介导携带含有 ａｔｔＢ 序列的外源 ＤＮＡ 与基因组特定的位点重组ꎬ文章分析该

ｐｈｉＣ３１ 整合酶所介导的外源 ＬＤＬＲ 表达对家族性高胆固醇血症模型小鼠(ＬＤＬＲ－ / －)血脂代谢及动脉粥样硬化病变

的影响ꎮ 方法　 雄性小鼠进行高脂饲料喂养诱导病变后ꎬ通过尾静脉共注射表达整合酶的 ｐＣＭＶ￣ｉｎｔ 和带有 ａｔｔＢ
序列的 ｐｃＤＮＡ３.１￣ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 的靶向整合载体ꎬ同时设置共注射 ｐＣＭＶ￣ｉｎｔ 和非靶向无 ａｔｔＢ 序列 ｐｃＤＮＡ３.１￣
ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 的 ＬＤＬＲ 表达载体小鼠作为对照ꎮ 结果　 ＬＤＬＲ 在 ｐｈｉＣ３１ 整合酶的介导下ꎬ在小鼠肝细胞系中高效、持
久表达ꎻ体内检测还发现 ＬＤＬＲ 在肝脏特异甲状腺结合球蛋白启动子的作用下在肝细胞内特异表达ꎬ而且该表达

明显改善血脂代谢状况ꎬ与非靶向小鼠相比ꎬ携带 ａｔｔＢ 靶向整合的 ＬＤＬＲ 可以使血浆低密度脂蛋白胆固醇(ＬＤＬＣ)
低 ３５％左右ꎬ主动脉斑块 / 管腔总面积比减小了 １９％ꎮ 结论　 位点特异性整合的 ＬＤＬＲ 的表达ꎬ降低 ＬＤＬＲ－ / － 小鼠

血浆胆固醇、改善动脉粥样硬化病变ꎮ
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　 　 家族性高胆固醇血症( ｆａｍｉｌｉａｌ ｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ￣
ｅｍｉａꎬ ＦＨ)即Ⅱａ 型高脂蛋白血症是由于细胞膜上

的低 密 度 脂 蛋 白 受 体 ( ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＬＤＬＲ)基因缺陷ꎬ血浆中富含胆固醇酯的

低密度脂蛋白(ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＬＤＬ)不能通

过 ＬＤＬＲ 进入细胞分解代谢ꎬ而引起的一种常染色

体显性遗传代谢性疾病ꎬ在临床上表现为儿童期血

浆胆固醇水平显著升高、皮肤肌腱出现黄色瘤和早
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发动脉粥样硬化等[１]ꎮ 目前对 ＦＨ 的治疗主要依赖

于终生服用如他汀类等各种降脂类药物ꎬ但效果受

个体遗传背景ꎬ特别是 ＬＤＬＲ 的基因突变类型影响

很大ꎬ而且长期的药物服用ꎬ也会带来如横纹肌溶

解、肝脏损伤等毒副作用[２]ꎮ 基因治疗的方法可以

纠正体内受损基因或代偿性表达 ＬＤＬＲꎬ改善体内

脂质代谢ꎬ是治疗 ＦＨ 的一种理想方法ꎮ 目前ꎬ对
ＦＨ 的基因治疗基本上是以经过改造的病毒载体作

为目的基因的输送工具ꎬ包括慢病毒载体、腺病毒

载体以及腺相关病毒载体等ꎬ但是这些病毒载体的

随机整合或者非整合性缺点ꎬ以及由于病毒自身的

安全性、免疫原性等问题ꎬ限制了其在临床上的应

用ꎮ ｐｈｉＣ３１ 整合酶介导噬菌体的 ａｔｔＰ 序列与细菌

的 ａｔｔＢ 序列特异性重组ꎬ与常见的 Ｃｒｅ 酶和 Ｆｌｐ 酶

相比ꎬｐｈｉＣ３１ 整合酶还具有单向重组即不会发生回

复切除的特点ꎬ以及可介导含有 ａｔｔＢ 序列的外源

ＤＮＡ 与真核生物基因组中的某些未经修饰的特定

位点ꎬ即“假 ａｔｔＰ”位点发生特异性重组的优点[３]ꎻ
而且研究还表明ꎬｐｈｉＣ３１ 整合酶介导的外源基因在

受体内能更持久、高效地表达[４￣５]ꎮ 所以ꎬ其常应用

于基因治疗和转基因动物制备中[３]ꎮ 本研究中ꎬ我
们将分析在 ｐｈｉＣ３１ 整合酶介导下ꎬ含 ａｔｔＢ 序列、表
达 ＬＤＬＲ 的载体在家族性高胆固醇血症模型小鼠即

ＬＤＬＲ 基因敲除小鼠(ＬＤＬＲ－ / －)中的表达ꎬ以及该表

达对 ＬＤＬＲ－ / －小鼠血脂代谢改善和动脉粥样硬化病

变的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 试剂和仪器

　 　 体视显微镜(江南永新ꎬ南京)ꎬ倒置显微镜

(ＴＳ１００ＦꎬＮｉｋｏｎ 公司ꎬ日本)ꎬ石蜡切片机 ( ２０１６ꎬ
Ｌｅｉｃａ 公司ꎬ德国)ꎻ小鼠基础饲料由贵州医科大学实

验动物中心提供ꎻ伊红、苏木素购自北京索来宝生

物公司ꎻ油红 Ｏ 购自北京鼎国生物公司ꎻ总胆固醇

( ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＴＣ )、 甘 油 三 酯 ( ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓꎬ
ＴＧ)、高密度脂蛋白胆固醇( ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＨＤＬＣ) 和低密度脂蛋白胆固醇 ( ｌｏｗ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌꎬ ＬＤＬＣ)检测试剂盒购

自南京建成生物公司ꎻ其余试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２　 载体构建

通过逆转录 ＰＣＲ 方法克隆小鼠 ＬＤＬＲ 基因

(Ｇｅｎｂａｎｋ:ＮＭ＿０１０７００.３)到肝脏特异表达的甲状腺

结合球蛋白( ｔｈｙｒｏｘｉｎｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｇｌｏｂｕｌｉｎꎬ ＴＢＧ)启动

子下游ꎬ并在 ＬＤＬＲ 的 ３’端加上 ａｔｔＢ 序列构建成

ｐｃＤＮＡ ３.１￣ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢꎮ 同 时ꎬ 构 建 成 表 达

ＬＤＬＲ 基因ꎬ但无 ａｔｔＢ 序列的 ｐｃＤＮＡ３.１￣ＴＢＧ￣ＬＤＬＲꎬ
作为对照ꎮ
１.３　 细胞培养与转染

小鼠肝细胞系 Ｈ２２ 用 １０％血清的 ＤＭＥＭ 培养

基ꎬ在 ３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养ꎮ 转染的前 １ 天ꎬ接
种(０.５~２)×１０６ 个细胞于细胞培养板中培养ꎬ细胞

丰度达到 ９０％以上时进行转染ꎬ具体步骤根据 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 操作说明书( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎮ
１.４　 实验动物与小鼠尾静脉注射

ＬＤＬＲ－ / －小鼠(南京大学国家遗传工程小鼠资

源库ꎬ合同编号:ＮＢＲＩ 销售合字〔２０１２〕４９７ 号)饲养

在室温 ２０ ~ ２５℃ꎬ相对湿度 ４０％ ~ ７０％的环境中ꎮ
对 ６~８ 周龄左右、体重为 ２５ ~ ３０ ｇ 的雄性 ＬＤＬＲ－ / －

小鼠进行高脂肪饲料喂养(２１％脂肪、０. １５％胆固

醇)ꎬ喂食 ８ 周之后ꎬ分为三组ꎬ每组 ８ 只小鼠:载体

ｐｃＤＮＡ３.１￣ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 和 ｐＣＭＶ￣ｉｎｔ 尾静脉共注

射组ꎻｐｃＤＮＡ３. １￣ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 和 ｐＣＭＶ￣ｉｎｔ 共注射组

作为对照ꎻ生理盐水注射组ꎮ 再继续高脂喂养

１２ 周ꎮ
１.５　 血脂生化检测

ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ 及 ＨＤＬＣ 通过酶法进行检测ꎬ操
作步骤根据公司说明进行ꎮ
１.６　 ＥＬＩＳＡ

提取总蛋白后ꎬ用含 ２％的牛血清白蛋白封闭

液稀释ꎬ利用夹心酶联免疫分析方法对 ＬＤＬＲ 的水

平进行检测(Ｒ＆Ｄ ｓｙｓｔｅｍꎬ Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓꎬ ＵＳＡ)ꎬ最后

每孔加 ５０ μＬ 终止反应液终止反应ꎬ用酶联仪在

４５０ ｎｍ 波长检测各孔光密度(ＯＤ)值ꎮ
１.７　 主动脉的病理分析

小鼠采血后ꎬ麻醉之后ꎬ用 ＰＢＳ 进行灌注ꎬ分离

整体主动脉ꎬ于 ４％多聚甲醛中固定 １２ ｈ 以上ꎬ再纵

向剖开ꎮ 主动脉经 ７０％乙醇浸泡 ２ ｍｉｎ 后进行油红

Ｏ 染色 ３０ ｍｉｎ(以 ３ ∶ ２ 的比例ꎬ将 ０.５％的母液稀释

成工作液)ꎻ７０％乙醇漂洗ꎬ经蒸馏水清洗后拍照ꎮ
同时ꎬ取出心脏固定 ４８ ｈ 后ꎬ石蜡包埋ꎬ从心耳下方

切取靠近根部的升主动脉切片ꎬ厚度为 ５ μｍ 左右ꎬ
再进行常规的 ＨＥ 染色ꎮ 用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 软件

(Ｍｅｄｉａ Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ)对斑块面积进行定量分析ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

分别提取各组蛋白ꎬ测定总蛋白含量后ꎬ分别

取 ３０ μｇ 蛋白进行电泳分离ꎬ转膜、封闭后ꎬ加入抗

ＬＤＬＲ 抗体ꎬ４℃过夜ꎻ洗脱后ꎬ用辣根过氧化物酶标

记的二抗ꎬ再孵育 ２ ｈꎬＥＣＬ 法显色ꎬ凝胶成像分析
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系统显影、保存图像ꎮ
１.９　 统计学分析

通过 ＳＰＳＳ１８.０ 软件进行数据分析ꎬ实验数据采

用 ｘ±ｓ 表示ꎬ多样本均数间的比较采用单因素方差

分析ꎬ组间两两比较采用 ＳＮＫ￣ｑ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为

差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＬＤＬＲ 在小鼠肝细胞系中的表达

将含有 ａｔｔＢ 短序列、表达 ＬＤＬＲ 的 ｐｃＤＮＡ３.１￣
ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 质 粒 与 表 达 ｐｈｉＣ３１ 整 合 酶 的

ｐＣＭＶ￣ｉｎｔ 共转染 Ｈ２２ 细胞ꎬ在 ７２ ｈ 后ꎬ检测 ＬＤＬＲ
表达水平ꎬ结果发现特异性整合的ꎬ即含有 ａｔｔＢ 序

列的 ＬＤＬＲ 表达水平比未经处理的细胞或者无 ａｔｔＢ
序列即转染 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 细胞显著提高ꎬ分别达 ２.４
倍和 １ 倍多(图 １Ａ)ꎮ 在转染后不同时间进行检测ꎬ
显示靶向整合的 ＬＤＬＲ(ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 组)在转染

后 １２ ~ ２４ ｈ 之间表达最高ꎬ之后略有下降ꎬ而非靶

向的 ＬＤＬＲ(ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 组)表达在转染 ２４ ｈ 后下降

更为明显(图 １Ｂ)ꎬ说明 ＬＤＬＲ 在 ｐｈｉｃ３１ 整合酶的介

导下ꎬ表达相对比较持久、稳定ꎬ而且时间越长ꎬ优
势越明显ꎮ

图 １. ＬＤＬＲ 在小鼠肝 Ｈ２２ 细胞系中的表达　 　 Ａ 为 ＬＤＬＲ 分别在未经处理的细胞、转染 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ、ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 质粒载体的细胞中

７２ ｈ 后的表达ꎻＢ 为 ＬＤＬＲ 在三组细胞中不同时间(０~４８ ｈ)的表达水平ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与未经处理的细胞相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 细

胞相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＤＬＲ ｉｎ Ｈ２２ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ

２.２　 ＬＤＬＲ 在 ＬＤＬＲ－ / －小鼠体内表达

通过质粒尾静脉共注射ꎬ分析 ＬＤＬＲ 在小鼠体

内肝脏细胞中的表达情况ꎮ 结果显示靶向注射小

鼠的 ＬＤＬＲ 表达可达到 ２.３８ ｍｇ / ｇꎬ比非靶向注射小

鼠(１.８１ ｍｇ / ｇ)高了 ２４％(图 ２Ａ)ꎮ 另外对靶向注射

小鼠的各脏器(包括肝脏、肌肉、肺、胃、肾和脾脏

等)ＬＤＬＲ 水平进行检测分析ꎬＥＬＩＳＡ 和免疫印迹结

果均表明ꎬＴＢＧ 启动子驱动的 ＬＤＬＲ 在体内肝细胞

中特异表达(图 ２Ｂ、２Ｃ)ꎮ

图 ２. 外源 ＬＤＬＲ 在 ＬＤＬＲ－ / －小鼠肝脏中的表达(ｎ＝ ８)　 　 Ａ 为生理盐水注射组、ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 组和 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 组小鼠肝脏中 ＬＤＬＲ
的表达ꎻＢ 为 ＥＬＩＳＡ 检测 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 注射小鼠 ＬＤＬＲ 在各脏器中的表达ꎻＣ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 注射小鼠中ꎬＬＤＬＲ 在各脏

器中的表达ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与生理盐水组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 组相比ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与肌肉、肺、胃、肾和脾脏相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｆｏｒｅｉｇｎ ＬＤＬＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｅｒｓ ｏｆ ＬＤＬＲ－ / － ｍｉｃｅ (ｎ＝ ８)

４７５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ６ꎬ２０１８



２.３　 ＬＤＬＲ 的表达对 ＬＤＬＲ－ / －小鼠血脂水平的影响

对经处理小鼠各种血浆脂蛋白进行检测ꎬ发现

靶向注射、非靶向注射的 ＬＤＬＲ 均能显著降低 ＴＣ 和

ＴＧ 的水平ꎬ而与非靶向注射的 ＬＤＬＲ 相比ꎬ靶向整

合的 ＬＤＬＲ 可以使血浆 ＴＣ 降低 １６％ꎬＬＤＬＣ 水平降

低高达 ３５％左右(表 １)ꎮ

表 １. ＬＤＬＲ 表达对小鼠血脂水平的影响(ｍｍｏｌ / Ｌꎬｎ＝ ８)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＬＤＬＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｌｉｐｉｄ ｌｅｖｅｌｓ
(ｍｍｏｌ / Ｌꎬｎ＝ ８)

分 组 ＴＧ ＴＣ ＬＤＬＣ ＨＤＬＣ

生理盐水组 ４.２±０.３ ２８.６±２.１ １４.２±１.９ ３.２±０.８

ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 组 ３.２±０.４ａ ２０.４±２.１ａ １２.１±１.５ ３.９±０.７

ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 组 ２.３±０.２ａｂ １７.２±２.６ａｂ ７.８±０.９ａｂ ３.０±０.２ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与生理盐水组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 组比较ꎮ

２.４　 ＬＤＬＲ 的表达对 ＬＤＬＲ－ / －小鼠主动脉斑块形成

的影响

对不同处理过的小鼠进行解剖ꎬ获取主动脉ꎬ
经油红 Ｏ 染色后发现ꎬ注射 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 组的主

动脉斑块比生理盐水组及 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 组均明显降低

(图 ３)ꎻ而靠近主动脉根部的升主动脉处病理切片

分析显示ꎬＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 组斑块面积 /管腔总面积

比较生理盐水组和 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 组分别减少 ８４％
(２６.１５％±４.２３％比 ４８.３３％±５.６８％)和 １９％(２６.１５％±
４.２３％比 ３２.３３％±５.１３％)(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

３　 讨　 论

ｐｈｉＣ３１ 整合酶是从链霉菌噬菌体中分离出的

一种位点特异性重组酶ꎬ与来源于 Ｐ１ 噬菌体的 Ｃｒｅ

图 ３. 不同处理对主动脉斑块形成的影响(ｎ＝ ８)　 　 左为整体主动脉的油红 Ｏ 染色结果ꎻ右为靠心脏端主动脉切片的 ＨＥ 染色结果ꎮ Ａ
为生理盐水组ꎬＢ 为 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ 组ꎬＣ 为 ＴＢＧ￣ＬＤＬＲ￣ａｔｔＢ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｌｅｓｉｏｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ(ｎ＝ ８)

酶和来源于酵母 ２μ 质粒的 Ｆｌｐ 酶一样ꎬｐｈｉＣ３１ 整合

酶可介导一些精细的遗传操作ꎬ如进行重组酶介导

的自剪切、重组酶介导的盒式交换等ꎬ用于基因功

能的分析[３]ꎮ 此外ꎬ与 Ｃｒｅ 酶和 Ｆｌｐ 酶不同的是ꎬ
ｐｈｉＣ３１ 整合酶识别的是两个不同的序列即 ａｔｔＢ 和

ａｔｔＰꎬ所以一旦整合之后便不会发生回复切除ꎮ 更

重要的是 ｐｈｉＣ３１ 整合酶可以介导含有 ａｔｔＢ 序列的

外源 ＤＮＡ 与真核生物基因组中的某些未经修饰的

特定位点发生特异性重组ꎬ该特点使其可以直接应

用于基因治疗和转基因动物的遗传操作中[３]ꎮ 真

核生物宿主染色体上的这种未经修饰的、可被

ｐｈｉＣ３１ 整合酶识别的特异整合位点被称为“假 ａｔｔＰ
位点”ꎮ 目的基因在 ｐｈｉＣ３１ 整合酶的介导下ꎬ整合

进假 ａｔｔＰ 位点ꎬ实现稳定、高效表达ꎮ 本研究中ꎬ体
外实验结果也显示 ｐｈｉＣ３１ 整合酶介导的 ＬＤＬＲ 表

达水平比非酶介导的要持久、稳定ꎬ而且体内的治

疗效果也表明比非靶向的要好ꎬ这可能有两种原

因:一是由于其是整合型的载体ꎬ一旦整合之后ꎬ表
达水平不会随时间而显著降低ꎻ另一个可能与其所

整合在染色体上的位点ꎬ即假 ａｔｔＰ 位点的位置有

关ꎬ所以我们还将进一步分析外源 ＬＤＬＲ 在基因组

中的整合情况ꎮ 另外ꎬ尽管理论上 ｐｈｉＣ３１ 整合酶可

以使外源基因在染色体上相对安全的位点上整合ꎬ
但是它毕竟是一种整合型载体ꎬ该外源 ＤＮＡ 的插入

是否会对肝脏带来损伤ꎬ以及是否会带来其他的安

全性问题ꎬ需要结合空质粒对照小鼠的治疗效果ꎬ
进行进一步综合、全面评价ꎮ

ＨＤＬ 可以将外周组织多余的脂质逆向转运至

肝脏ꎬ进行进一步的代谢ꎬ从而减少循环中的脂质

水平ꎬ降低动脉粥样硬化的患病风险ꎮ 但是从文中

可以看出ꎬ携带有 ａｔｔＢ 靶向载体除了可以降低血浆

中 ＬＤＬＣ、ＴＣ 以及 ＴＧ 水平ꎬ还能明显减少 ＨＤＬＣ 含

量ꎮ 所以ꎬ该整合酶介导的特异性整合系统是否影

响了胆固醇逆向转运系统中相关事件ꎬ如巨噬细胞

的胆固醇流出、载脂蛋白的交换和 ＨＤＬ 的成熟等ꎬ
需要进一步研究ꎮ

血浆中富含胆固醇酯的低密度脂蛋白通过细

胞膜上的 ＬＤＬＲ 进入细胞ꎬ在溶酶体内进行进一步
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的分解代谢ꎮ 体内通过该途径清除约 ２ / ３ 的血浆胆

固醇ꎮ 所以ꎬＬＤＬＲ 基因功能缺陷时ꎬＬＤＬ 分解异

常ꎬ引起高脂血症ꎮ 代偿性表达 ＬＤＬＲ 基因是 ＦＨ
治疗的最直接手段ꎬ但是血脂代谢是一个复杂的调

控系统ꎬ已知过表达卵磷脂胆固醇酰基转移酶( ｌｅｃｉ￣
ｔｈｉｎ￣ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｃｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬ ＬＣＡＴ)、载脂蛋白 Ａ
(ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＡⅠꎬ ＡｐｏＡⅠ)和肝 Ｘ 受体( ｌｉｖｅｒ Ｘ
ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＬＸＲ)或者通过 ＲＮＡｉ 的方法降低羟甲基￣
戊二酰辅酶 Ａ 还原酶等方法均可在一定程度上缓

解高脂血症[６￣９]ꎮ 所以在设计 ＦＨ 基因治疗方案时ꎬ
可以尝试改变单一表达 ＬＤＬＲ 的方法ꎬ通过联合调

节血脂代谢过程中其他分子ꎬ特别是胆固醇逆向转

运过程中相关分子的方法ꎬ从多个方面ꎬ降低血浆

脂质ꎮ
目前对于 ＦＨ 的基因治疗主要是以经过改造的

病毒载体为外源基因的输送工具ꎬ包括慢病毒载

体、腺病毒载体以及近年来常被用的腺相关病毒载

体等ꎮ 如 Ｈｉｂｂｉｔｔ 等[１０] 利用慢病毒载体为运送工

具ꎬ通过尾静脉高压注射的方法ꎬ实现 ＬＤＬＲ 基因在

ＦＨ 模型小鼠(ＬＤＬＲ－ / －)细胞内稳定整合并长期表

达ꎻＣｒａｅｙｖｅｌｄ 等[１１] 用重组腺病毒载体使目的基因

ＬＤＬＲ 高效进入靶细胞ꎻ而 Ｃｈｅｎ 以及 Ｋａｓｓｉｍ 等[１２￣１３]

人则分别以腺相关病毒作为载体工具ꎬ介导 ＬＤＬＲ
基因在 ＬＤＬＲ－ / －小鼠体内表达ꎬ使 ＦＨ 症状得到明显

改善ꎮ 但是慢病毒存在随机整合引起的突变问题ꎬ
以及腺病毒等非整合型病毒载体介导外源基因表

达的持久性问题一直没有得到很好解决ꎮ 另外ꎬ尽
管野生型的腺相关病毒能表现出 １９ 号染色体特定

区段的定向整合能力ꎬ但重组腺相关病毒却能和宿

主 ＤＮＡ 发生随机整合[１４]ꎮ 同时ꎬ还有病毒自身带

来的安全性、免疫原性等问题ꎮ 所以在不断优化病

毒载体的同时ꎬ人们也一直在寻找一种优良的非病

毒定点载体系统ꎮ 本研究采用位点特异性的重组

酶作为目的基因与染色体整合的介导工具ꎬ并且使

ＬＤＬＲ 实现稳定、持久表达ꎬ这为非病毒载体研究和

ＦＨ 基因治疗提供一条新的思路ꎮ
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