
 

本刊专稿

R2 逆转座子介导的大片段基因整合技术新
进展
汪彧泽 1,2，毛邦炜 1,2，骆胜球 1,2，陈阳灿 1,3，李伟 1,2,3*

摘要　基因编辑是通过特定技术手段，对生物体基因组的特定目标位点进行精准修饰，进而调控其遗

传信息与表型特征的技术过程。其中，大片段基因整合技术可在生物体基因组中实现大片段外源

DNA 的精准插入或替换，为重大疾病的创新治疗方案开发提供了核心技术支撑。从该技术的历史起

源切入，系统梳理其发展脉络，并剖析了当前大片段基因整合技术存在的外源 DNA 依赖、递送困难、

免疫风险突出等技术瓶颈。鉴于基于 R2 逆转座子的新型大片段整合技术有望成为突破该瓶颈的关

键技术路径，进一步介绍了 R2 逆转座子的结构与靶标引发逆转录（target−primed reverse transcription）
的整合机制，综述了其在结构解析、工程化改造、全 RNA 形式的靶向整合及重编程潜力等方面的研究

进展，并总结了 R2 逆转座子介导的大片段整合工具的技术突破，以及其在体内功能基因回补、在体生

成嵌合抗原受体等应用前景，为其在基因治疗领域的应用提供理论启发与实践参考。
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基因编辑技术是一类通过精准识别和修饰生物

体基因组外源脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic  acid，

DNA）序列，实现遗传信息与表型特征改变的生物技

术[1]。大片段基因整合技术是基因编辑领域的重要分

支，可以实现外源大片段 DNA在基因组特定位点的

稳定整合，为疾病诊疗提供创新解决方案[2]。

随着生命科学研究的深入及医学应用需求的升

级，大片段整合技术历经从依赖同源重组（homolo-

gous recombination，HR）的传统模式向非 DNA双链

断裂（double−strand break，DSB）依赖的新型整合路径

的转变，供体形式也从单一的 DNA供体拓展至更适

配医学应用场景的核糖核酸（ribonucleic acid，RNA）

供体。这一技术演进不仅突破了早期 HR技术在整

合效率上的局限，更推动了基因治疗从理论探索向临

床转化的跨越。

本文以该技术的发展脉络为切入点，系统梳理其

演变历程：从早期基于 HR的基因整合技术[3]，到结合

核酸酶实现可编程的大片段整合策略[4]，再到近年兴

起的非 DSB依赖型新技术[5]。在此基础上，着重阐述

基于 R2逆转座子的新型大片段整合技术的研究进

展，解析其分子机制、技术优势及在疾病模型中的应

用潜力，以期为相关领域的基础研究与转化应用提供

理论参考。 

1    大片段整合技术的历史与发展

大片段整合技术是一种能够将大片段 DNA精准 
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整合至基因组特定位置的基因编辑技术[6]。当前，许

多疾病的发生源于基因功能异常，而大片段整合技

术的应用与发展，或有望成为多种疾病治疗的通用手

段[7−9]。

大片段整合技术的起源可追溯至 HR的发现与

应用。HR通过同源序列匹配完成精准基因修复或重

组，可以在哺乳动物细胞内实现基因片段整合，奠定

了早期大片段基因整合的技术基石。1982年，Folger

等[10]在哺乳动物细胞显微注射外源 DNA体系中，证

实导入的质粒分子间可自发发生 HR。1985年，Smi-

thies等[11]利用电穿孔法将含人 β−珠蛋白同源序列的

质粒导入人−鼠杂交细胞，实现了外源 DNA在哺乳动

物细胞内源基因座（人 β−珠蛋白位点）的定点整合。

随后，Wong等[12]借助显微注射技术深入探究哺乳动

物细胞内外源 DNA的同源重组特性，从分子层面阐

明同源重组介导外源基因定点整合的作用机制。

20世纪 90年代，Rouet等 [13]与 Sargent等 [14]将 I−SceI
内切酶应用于哺乳动物细胞体系，借助其特异性切割

DNA的特性引发 DSB，进而激活细胞修复机制，显著

提升 HR效率。细胞修复 DSB时存在 2种路径：非同

源末端连接（non−homologous end joining，NHEJ）和同

源介导的双链 DNA修复（homology  directed  repair，

HDR）。当缺乏供体 DNA时 ，NHEJ途径对断裂

DNA末端进行加工后可以重新连接断裂位置，该修

复方式容易引发断裂处的序列插入或缺失（inser-

tion−deletion，Indel）；而当存在含同源序列的供体 DNA

时，细胞可以利用 HDR途径精准整合外源基因 [15]。

I−SceI核酸酶通过 HDR修复机制显著提高了大片段

整合效率，但其存在识别位点有限、可编程性差等诸

多局限性，促使科研人员探索更为高效、灵活的核酸

酶系统。

1996年，基因编辑领域迎来新突破。科学家利用

锌指蛋白对 DNA的特异性识别能力，将多个锌指蛋

白串联作为 DNA识别模块，并与非特异性核酸内切

酶 Fok I偶联，成功构建出锌指核酸酶（zinc  finger

nucleases，ZFNs）[16]。这一可编程核酸内切酶的诞生，

打破了传统技术在靶向切割位点上的限制，极大地拓

展了 HR技术的应用范围。此后，研究人员借鉴类似

设计思路，开发出转录激活因子样效应物核酸酶（tran-

scription activator−like effector nucleases，TALENs）[17]。

相较于 ZFNs，TALENs在设计上更具灵活性，为基因

整合的精准性提供了更有力的选择。

规律间隔成簇短回文重复序列及其相关蛋白

（clustered regularly interspaced short palindromic repeats/

CRISPR−associated  proteins，CRISPR/Cas）系统的问

世，标志着 HR介导的大片段精准整合技术迎来又一

次革命性突破。在这一系统中，precursor CRISPR RNA

（pre−crRNA）经 trans−activating  crRNA（tracrRNA）协

助加工形成成熟的 CRISPR RNA（crRNA），后者与

tracrRNA共同构成的结构可引导 Cas核酸酶靶向结

合 DNA进行切割[18−21]。2012年，Jinek等[22]在体外解

析了酿脓链球菌来源的 CRISPR/Cas9系统（SpCas9）

的功能，将 tracrRNA−crRNA双 RNA结构简化为单

引导 RNA（sgRNA），并证实该系统可通过改变其中

20 nt的间隔序列实现可编程基因编辑。凭借 CRISPR/

Cas9基因编辑体系的开创性研究成果，Jennifer  A.

Doudna与 Emmanuelle Charpentier共同获得 2020年

诺贝尔化学奖。随后，Cong等 [23]与 Mali等 [24]分别成

功将其应用于哺乳动物细胞编辑。CRISPR/Cas9系

统具备的 RNA引导的高度可编程特性，在整个基因

编辑领域及生物学研究中都引发了深远变革。同时，

该体系可在靶标位点高效产生 DSB，极大提高了 HR

的效率，降低了操作难度，革新了大片段精准整合领

域（图 1（a））。

然而，基于 HR的大片段整合技术依赖于 DSB的

形成，其产生易带来基因组损伤等风险。同时，在细

胞修复进程中，NHEJ途径难以规避，容易产生较多

非预期的副产物，进而可能增加细胞损伤或癌变风

险[25]。因此，开发不依赖 DSB的新型大片段整合技术

在医学应用领域具备重要的科学研究价值与临床转

化意义。

为改善传统技术依赖 DSB可能带来的弊端，研

究逐步聚焦于 CRISPR/Cas9系统的功能改造。该系

统的 DNA切割功能由 HNH和 RuvC双结构域协同

完成，其中 HNH结构域负责靶向链切割，RuvC结构

域介导非靶向链断裂[26]。通过对 H840A、D10A等关

键活性位点的定点突变，可获得 2种重要功能变体：

仅切割单链的切口酶 nickase Cas9（nCas9）[27]和丧失切

割活性但保留靶向结合能力的 dead Cas9（dCas9）[28]。

将这 2种功能变体与效应蛋白融合，能够开发新型基
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因编辑工具，从而绕过 DSB修复过程，显著降低 Indel

频率。研究人员关注到逆转录酶（reverse transcrip-

tase，RT）能够进行逆转录反应，以 RNA为模板催化

合成互补 DNA。若能将其定位到基因组特定位点，

或可在 DNA修复阶段实现逆转录产物的定点整合。

Anzalone等 [29]通过整合 nCas9的靶向单链切割能力

与 RT的逆转录功能，结合细胞内源性 DNA修复机

制，成功开发了先导编辑技术（prime editing，PE）。该

技术能够高效实现靶向位点的片段插入、缺失及碱基

替换，尤其在 100 bp以内的小片段整合中表现出显著

优势。然而，面对更大尺度的 DNA片段，该系统无法

实现有效整合[30]。为了进一步拓展这一技术，Anza-

lone等[31]和 Pandey等[32]进一步将 PE系统与位点特异

性丝氨酸整合酶 Bxb1偶联，研发出 PASSIGE技术。

该技术通过 PE在基因组特定位点预安装 Bxb1识

别序列（如 attB/attP位点），利用工程化改造的 Bxb1

变体识别预设位点，介导外源大片段 DNA的精准插

入，实现了超过 10 kb DNA片段的精准整合，并通过

定向进化策略显著提升了整合效率[32]（图 1（b））。此

外，Yarnall等 [33]采用类似策略独立开发的 PASTE技

术，成功实现了最高 36 kb DNA的大片段基因组整

合，为基因治疗领域的大片段递送提供了重要技术

支撑。

尽管 PASSIGE、PASTE等新兴大片段基因整合

技术通过蛋白工程与靶向递送策略实现了高效的外

源 DNA整合，但其技术框架仍依赖于外源性供体

DNA的导入。基于外源 DNA供体的基因整合体系

虽已在基础研究中得到广泛应用，但其临床转化仍存

在 2大核心瓶颈。其一，游离外源 DNA易被宿主天

然免疫受体识别，引起强烈炎症反应与细胞毒性，显

著降低体内基因治疗的安全性，缩小临床应用空间[34]；

其二，外源 DNA体内递送效率偏低，现阶段的递送仍

高度依赖腺相关病毒（adeno−associated  virus，AAV）

等病毒载体[35]。而病毒载体本身存在制备成本高、质

控难度大、易引发预存免疫/适应性免疫应答等固有

缺陷，这进一步限制了该类技术在体内基因治疗中的

规模化应用与重复给药能力[36]。

在先导编辑系统中，研究人员利用了 RT以 RNA

模板合成 DNA的特性，实现了对基因组序列的整合[37]，

这为摆脱传统编辑技术对 DNA供体的依赖开辟了全

新思路。因此，研究者将目光转向自然界中天然存在

的逆转座子元件。这类元件能通过“RNA中间体

—逆转录—整合”天然路径规避外源性 DNA依赖，实

现自身大片段基因的整合[38]。对逆转座子功能特性与

作用机制的探索，成为开发无需外源 DNA供体的新

型大片段整合技术的关键突破口。其中，R2逆转座

子是近年来开发新型大片段整合技术的研究焦点（图

1（c））。 
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同源重组修复
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（a） 基于同源重组的大片段整合技术

融合蛋白
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整合
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（b） DSB-Free的大片段整合技术 （c） 基于R2逆转座子的大片段整合技术

（a） 由核酸酶识别并切割目标位点，产生 DSB后，通过同源重组修复途径实现外源大片段的整合。（b） 通过 nCas9/RT/Bxb1整合酶融合蛋白，先在目

标基因组上生成 attB位点，再由 Bxb1整合酶介导外源片段的位点特异性整合，全程不引入 DSB。（c） R2 mRNA翻译为 R2Tg蛋白后，

与 RNA供体形成核糖核蛋白复合物，特异性识别 28S rDNA位点，通过逆转座机制将大片段整合至该位点

图 1　大片段整合技术实现路径 
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2    R2 逆转座子的开发与应用

R2逆转座子（retrotransposon）是一类可特异性整

合到核糖体 DNA（rDNA）中的可移动元件，最早由

Dawid等 [39]与 Roiha等 [40]在果蝇的 28S rDNA基因位

点中鉴定。在真核生物的整个进化过程中，R2插入

位点两侧的 rDNA基因序列非常保守，几乎没有发生

过变化。除了昆虫，鱼类、鸟类等类群中也很快被发

现均分布有 R2逆转座子 [41−42]，但哺乳动物中尚未发

现 R2逆转座子的存在。

R2逆转座子由蛋白组分与 RNA组分 2部分组

成。其中蛋白组分是一个多功能 R2蛋白，其 N端是

一个包含有锌指（ZF）与 Myb样（Myb−like）模块的

DNA结合结构域，C端则是一个核酸内切酶结构域

（endonuclease，EN），而发挥逆转录功能的 RT结构域

位于蛋白中央，此外 RT的 N端还有一个 RNA结合

结构域，命名为 NTE−1。而 RNA组分则是一条可翻

译出 R2蛋白的 mRNA，其除了蛋白表达框，还包含有

两端的非编码区（untranslated regions，UTR）。R2逆

转座子在进化谱系中可进一步划分为 R2−A、R2−B、

R2−C、R2−D 4个分支，各分支之间的核心差异主要

体现在 N端 ZF基序的数量上（图 2）。
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R2逆转座子可划分为 A、B、C、D 4个进化分支，各分支均特异性插入宿主 28S rDNA特定位点，其结构从 5'到 3'依次包含：28S rDNA上游序列、

5'UTR、DNA结合区域（含 ZF基序与Myb结构域）、NTE、RT结构域、内切核酸酶结构域及 3'UTR。各分支的差异体现在 N端 ZF基序的拷贝数和排

列上：A分支含 3个 ZF基序（ZF1、ZF2和 ZF3），B分支含 2个 ZF基序（ZF1和 ZF2），C分支含 2个 ZF基序（ZF1和 ZF3），

D分支仅含 1个 ZF基序（ZF1），改绘自文献[43]

图 2　R2逆转座子的组成 

 

逆转座子可利用 RNA中间体实现在基因组中的

复制，意味着其可以完全以 RNA形式递送并实现基

因整合。而 R2逆转座子特异性整合到 rDNA的特性

避免了随机整合带来的风险，因此十分有利于开发成

为可全 RNA递送的靶向基因整合工具。 

2.1    R2 逆转座子的整合机制

在逆转座过程中，R2蛋白的多个功能结构域协

同发挥功能，并与 R2 RNA形成复合物，通过有序的

多步反应实现自身序列的精准整合。R2整合机制与

分子过程的阐述主要以来源于家蚕（Bombyx mori）的

R2逆转座子（R2Bm）为研究模型。

整合开始前，R2蛋白的 NTE−1结构域参与识别

并结合 R2 RNA的 3' UTR，从而形成核糖核蛋白复合

物。其中 R2 RNA的 3' UTR的识别特异性主要依赖

于其二级结构而非序列特征[44−45]。随后该复合物特异

性识别 rDNA插入位点附近的 2段保守 DNA基序。

第一段保守基序（RUM或 Drr）[46−48]位于逆转座子插入

位置上游被 R2的 DNA结合结构域的 ZF基序、Myb

基序与 RT结构域共同识别。R2逆转座子 DNA结

合域内 ZF基序的排布位置与其逆转座功能密切相

关。研究表明，ZF1−Myb结构域是介导元件精准插

入宿主 rDNA位点完成逆转座整合的核心必需元件；

ZF2与 ZF3可调控整合活性及 5'端连接序列的形成

精度，但并非逆转座过程必备结构[47]。另一段保守基

序（RASIN或 Dcr）则涉及插入位点的切割[48]，其在整

合过程中靠近 R2蛋白的核酸内切酶结构域并被解
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旋，随后由 R2蛋白的内切酶活性切割第一条靶 DNA

链，暴露出 3'羟基。

第一条链切割后，R2蛋白的 RT启动逆转录过

程，利用切口处暴露的 DNA的 3'羟基与 R2 RNA模

板开始第一条 cDNA链的合成，这一过程被称为靶

标引发的逆转录（target−primed  reverse  transcription，

TPRT）。R2的 RT具有很多特殊的特性，首先，R2的

RT可利用 DNA暴露出来的 3'羟基起始逆转录过程[49]，

并且可以使用非连续的 RNA模板，实现模板跳跃[50−51]。

即 R2的 RT可以从一个 RNA模板跳到另一个模板，

在非连续模板上进行连续的 cDNA合成，并且这个过

程不需要 2个 RNA模板之间的序列具有相似性 [51]。

其次，R2的 RT具有较高的持续合成能力，其合成的

cDNA长度是逆转录病毒 RT合成长度的 2~5倍 [52]。

最后，R2的 RT缺乏 RNase H结构域和降解 RNA模

板的相应活性[52]，因此逆转座过程中 RNA模板的去

除不同于常规逆转录过程中 RNA模板的降解。

第一条 cDNA链的合成完成后，R2蛋白的核酸

内切酶结构域启动第二条 DNA链的切割。在 R2Bm

逆转座子模型中，通常认为 2个 R2蛋白−RNA复合

物分别于上下游靶 DNA链结合，并通过 5' RNA（指

R2蛋白表达框的 5'端的 RNA片段，与 5' UTR并不

相同）与 3' UTR来调节 2个复合物的整合过程。最

新的结构研究也支持这一模型：在 3' UTR存在的情

况下，R2蛋白与上游 DNA的结合效率提高，同时 5'

RNA由于与 3' UTR的竞争而从 R2蛋白上解离，从

而抑制第二条链的切割[48]。逆转录完成后，3' UTR被

移除，5' RNA与蛋白形成的复合物开始激活第二条链

的切割。随后第二条 cDNA链起始合成，最后通过

DNA修复完成整个整合（图 3）。

尽管已经有不少针对 R2逆转座子整合机制的研

究，但仍存在一些细节有待解析。例如，第二条

cDNA链的合成细节尚不清晰，以及逆转座过程是否

涉及内源性细胞因子有待阐明。对 R2逆转座子的独

特整合机制的进一步理解为大片段基因整合工具开

发提供了新的视野。 

2.2    R2 逆转座子的研究进展

R2逆转座子整合的特异性与形成 RNA中间体

的特性，使其成为开发全 RNA形式的精准靶向基因

整合工具的有力候选系统。2019年，Kuroki−Kami等[54]

就尝试将来源于青鳉鱼的 R2Ol逆转座子用于在斑马

鱼中实现位点特异性整合，并且在斑马鱼生殖细胞中

实现高效的 EGFP整合（高达 95%），但 R2Ol逆转座

子在哺乳动物细胞上 R2Ol逆转座子的表现并不理

想[55]。2023年，Wilkinson等 [46]针对 R2Bm做了结构

解析，阐释了 R2Bm逆转座过程中 TPRT起始的分子

机制，同时在体外证明了 R2Bm可通过 Cas9的重编

程性质实现对非 28S rDNA位点的靶向。同期，Luan

等[49]鉴定并解析了 R2Bm逆转座过程中 R2 RNA组

 

DNA识别区域 DNA切割区域

3' RNA

DNA识别区域 DNA切割区域
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DNA识别区域 DNA切割区域

第一链切割

第一链合成
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5' RNA
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5' 3' 
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3' RNA

5' RNA

3' 
3' 5' 

5' 3' 
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R2逆转座子的 TPRT机制，展示了其 RNA识别、逆转录合成 cDNA链

与分步合成的整合过程。改绘自文献[53]

图 3　R2逆转座子的 TPRT机制示意 
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分中 5' RNA与 3' UTR的调控功能。这些工作为深

入理解 R2的逆转座过程与开发逆转座子工具提供了

全新的分子层面的见解。

2024年，Zhang等[56]与 Chen等[57]各自独立开发了

可在哺乳动物细胞上实现全 RNA介导的靶向基因整

合的 R2工具。其中，Zhang等开发了精确 RNA介导

的 转 基 因 插 入（precise  RNA−mediated  insertion  of

transgenes，PRINT）技术。该技术具备极高的特异性，

3'端整合正确率高达 99%，5'端整合存在一些重组和

截短。在人 hTERT RPE−1细胞系上，以超过 50% 的

效率将约 2 kb的转基因成功插入位点特异性 rDNA

位点。而 Chen等[57]通过系统的工程化改造开发的 en−

R2Tg工具，具有极高的靶向整合特异性（高达 99%）

和极好的整合精确度，约 90% 的 5'端被精确整合到

28S rDNA预定位点。在 Huh7细胞与小鼠胚胎中分

别实现 25% 与 60% 的整合效率。这 2种工具设计上

略有差异，但都采用一条 mRNA表达 R2蛋白，另一

条 RNA作为供体的构造，由于供体 RNA两端序列在

整合过程发挥重要功能，通过保留 UTR，将含启动子

的目的基因替换原有的 R2蛋白阅读框，从而可以实

现功能基因的整合与整合后的基因表达。2025年，

Fell等[58]利用 SpCas9H840A 与 R2Tocc逆转座子在哺乳

动物细胞中实现了一定程度的 R2的重编程基因插

入。随后， Edmonds等 [59]解析鸟类 R2逆转座子

（R2Tg）的结构与生化机制，开发全 RNA介导、高效

基因整合系统，在多种人源细胞系中实现 80% 以上整

合效率，可完成高精准度的靶向基因插入。2026年，

McIntyre等[60]进一步阐明 R2逆转录子介导基因插入

的分子机制，以 2024年的 PRINT技术体系为基础，

系统揭示 ATR−Polθ、 53BP1−Shieldin−CST−Polα及

CtIP−MRN 3条宿主修复通路分别调控微同源连接、

截短插入与全长精准整合。在人 hTERT RPE−1细胞

中，PRINT可实现>50% 效率的 rDNA位点靶向插入，

通过抑制 ATR−Polθ与 53BP1−Shieldin−CST−Polα通

路，全长精准插入比例可达 95% 以上，从而调控宿主

修复机制显著提升 R2工具的保真度。 

3    结论与展望

相较于 CRISPR同源重组，PE结合重组酶等 DNA

依赖型大片段基因整合工具，R2逆转座子以全 RNA

递送模式为核心，摆脱了外源 DNA导入带来的细胞

毒性与免疫原性问题，具有易递送、定点整合安全性

高等独特优势，适用于原代免疫细胞改造与体内基因

编辑研究。然而，目前这类工具仍存在整合位点固

定、可编程性不足、大片段整合易形成截短插入产

物、整体整合效率偏低等缺陷。值得说明的是，该体

系并非旨在取代传统大片段基因整合体系，而是作为

现有技术的重要补充，进一步完善大片段基因整合技

术工具箱，为细胞治疗、基因功能研究提供全新技术

选择。

R2逆转座子工具有望开发在体功能基因回补、

在体生成嵌合抗原受体 T细胞 （chimeric  antigen

receptor T cell，CAR−T）细胞等全新的疾病治疗方法，

首先，对于许多单基因遗传病而言，导致疾病发生的

致病点突变往往并不唯一，相同表型可能存在不止一

个致病点突变。对于这类疾病，采用序列纠正的基因

疗法，往往需要针对患者定制治疗方案[61−62]。相较而

言，利用 R2逆转座子编辑工具回补正常功能性基因，

有望构建通用基因治疗方案。此外，CAR−T细胞疗

法，目前已经在治疗血液系统的恶性肿瘤中展现出显

著的疗效。目前，传统的 CAR−T细胞疗法主要依赖

体外病毒感染来制造 CAR−T细胞，该技术体系发展

成熟、转导效率高，能够稳定获得具备高效肿瘤杀伤

活性的工程化 T细胞。但该制备体系过程复杂、成本

高，容易引发随机整合，病毒组分还易诱发机体免疫

排斥反应并且有潜在的致瘤风险。而 R2逆转座子的

全 RNA形式，可通过非病毒载体进行递送，无需体外

细胞改造与病毒包装流程，有望实现在体内直接生产

CAR−T细胞。并且相较于单纯 mRNA瞬时递送 [63]，

R2逆转座子的靶向 DNA整合可实现 CAR分子的持

续表达。并且全 RNA递送模式无外源 DNA与病毒

骨架掺入，显著降低免疫原性，制备流程精简且成本

可控。不过 R2逆转座子技术现阶段仍存在明显局限

性，其靶向整合位点较为固定，在人原代 T细胞中的

整体整合效率仍不及传统病毒转导体系，大片段外源

基因导入时易出现截短型插入产物，且该技术仍需大

量动物实验与临床前研究进一步验证优化。R2逆转

座子作为一类全新的基因整合工具，通过全 RNA递

送可实现精确的基因整合，从而为开发全新的疗法提
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供了一个可扩展的生物技术平台。现有的 R2逆转座

子工具在哺乳动物细胞上的基因整合效率仍有很大

的提升空间，而随着未来对 R2逆转录转座子结构、

整合机制的深入解析，有望利用这种独特的可移动元

件设计出更高效的、全 RNA递送与可编程的基因整

合工具。
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Abstract　Gene editing refers to the process of specifically modifying organism's genome using specific technical approaches to regulate
its  genetic  information  and  phenotypic  characteristics.  Among  them,  large−fragment  gene  integration  technology  enables  the  accurate
insertion  or  replacement  of  large  exogenous  DNA fragments  in  the  organismal  genome,  which  provides  core  technical  support  for  the
development of innovative therapeutic strategies against severe diseases. Starting from the historical origin of this technology, this paper
systematically  sorts  out  its  developmental  trajectory  and  analyzes  the  current  technical  bottlenecks  of  large−fragment  gene  integration
technology,  including  exogenous  DNA  dependence,  delivery  challenges  and  prominent  immune  risks.  Given  that  the  novel
large−fragment  integration  techniques  based  on  R2  retrotransposons  are  expected  to  become  a  key  solution  to  break  through  these
limitations,  the  study  further  introduces  the  structural  characteristics  and  retrotransposition  mechanisms  of  R2  retrotransposons,  and
reviews  the  research  advances  in  its  structural  analysis  and  engineering  modification,  and  summarizes  the  technical  breakthroughs  and
application prospects of R2 retrotransposon−mediated large−fragment integration tools, which provides theoretical insights and practical
references for the application of R2 retrotransposon tools in gene therapy.
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