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摘要    位点特异性重组酶识别特定的位点形成联会复合体, 并发生 DNA 链的切割与交换, 

实现靶位点之间的整合、切离或倒位. 这一过程由位于重组酶催化活性中心的酪氨酸或丝氨

酸向DNA磷酸骨架发起攻击, 形成共价中间体, 不需要高能量辅助因子的参与. 由于位点特

异性重组系统具有高效精确的优点, 在基因工程领域得到了广泛的应用. 本文从识别位点的

性质、重组酶的组成与结构及催化反应的特点三方面对位点特异性重组的机理进行了全面的

阐述, 并对当前重组酶的应用研究之现状、热点及存在的问题作了深入剖析, 并讨论了未来

的发展趋势.  
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近年来, 位点特异性重组酶(site-specific recom- 

binases, SSRs)介导的重组反应在遗传工程操作中得

到了广泛的应用, 由于该反应具有底物专一、快速高

效、易于改造应用等特点, 获得了广泛的关注. 位点

特异性重组(site-specific recombination)发生于特定的

位点之间, 由重组酶催化核心的氨基酸向 DNA 骨架

发起攻击并介导双链交换实现重组. 位点特异性重

组涉及范围广, 存在于各类细胞, 彼此发挥着非常不

同但却十分特殊的作用. 一般而言, 该过程包括: 噬

菌体整合到宿主染色体与切离(典型代表为大肠杆菌

噬菌体λ和链霉菌噬菌体φC31), 一些复合转座子相

关共合体(cointegrate)的解离(如转座子γδ和  Tn3), 某

些基因表达的调节(如沙门氏菌(Salmonella typhimu- 

rium)鞭毛相转变)[1]. 由于催化核心、识别位点及反应

机制上的差异, 严格定义的位点特异性重组排除了

免疫球蛋白基因的重排(B 淋巴细胞成熟过程中的

VDJ 重排)[2,3]、移动内含子的归巢(intron homing)[4]、

逆转录病毒与宿主基因组的整合等情况, 虽然在某

些个例中识别位点是特异的.  

典型的位点特异性重组系统具备以下 3 个要素: 

一组特定的识别位点(recognition site)、有简单的识别

序列或具有负责不同蛋白因子识别的复杂结构; 识

别 DNA 序列、介导切割重连并实现链交换的重组酶

(SSRs), 有的系统中只是单一因子, 更多的情况是不

同的蛋白因子协同作用以实现不同的重组结果; 位

点特异性重组没有 DNA 的合成, 没有能量的获取或

丢失, 则需要一套专司 DNA 断裂重连仍能保持磷酸

二酯键平衡的特殊机制. 根据重组位点的序列和排

列的方向性, 位点特异性重组有 3 种可能的结果, 即

整合(integration)、切离(excision)和倒位(inversion). 

如图 1 所示, 整合发生在当两个位点在不同的 DNA

分子上(假设其中之一为环状)且有特定的方向; 当两 
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图 1  位点特异性重组的 3 种可能的结果 

位点位于同一 DNA 分子上时, 不同的方向导致不同

的结果: 两位点方向一致时切离, 相反时发生倒位[1]. 

以上这些特点, 为位点特异性重组系统的应用提供

了良好的基础.  

1  位点特异性重组系统的来源和分类 

如前所述, 位点特异性重组参与的生物学过程

种类繁多, 为方便鉴定分类和进行系统研究, 在排除

抗体成熟过程中的 VDJ 重组等情况后, 将位点特异

性重组系统分为两类 , 即酪氨酸重组酶 (tyrosine 

recombinase)和丝氨酸重组酶(serine recombinase), 分

类原则主要是基于氨基酸序列的同源性和催化机制

的差异. 位点特异性重组酶的来源大致包括: 噬菌体

(原噬菌体)、转座子、环状质粒以及微生物基因组编

码; 这些重组酶在不同的生物过程中发挥着整合、切

离、倒位、解离、转座等生物学功能(表 1).  

一个位点特异性重组系统至少需要重组酶和一

对相应的重组位点. 最简单的位点一般为 20~30 bp

的双链 DNA 序列, 具反向重复的两臂被二聚体重组

酶识别结合. 位点中央是 DNA 断裂重连的地方, 也

就是交换位点(crossing over sites). 然而实际上许多

重组位点要复杂得多, 不只含有交换位点, 有的还有

超过 100 bp 的附加序列. 这一复杂的位点可以和一

个简单位点重组(λ integrase)[5], 也可能和另外一个复

杂位点重组(γδ resolvase)[21]. 附加序列含有重组酶或

者其他辅助因子(accessory host factors)的识别位点. 

这些辅助因子可能参与整合酶结构变化, 也可能只

是起调节作用, 或兼而有之. 它们可能起始并稳定位

点配对, 或者抑制不正确的配对; 可能帮助重组酶的

催化亚基靠近切割位点; 可能激活重组酶; 或者帮助

控制反应的方向[1].  

酪氨酸重组酶家族也称为λ整合酶系(λ integrase 

family), 该家族数量庞大, 种类繁多, 包括一系列λ
相关的噬菌体编码酶类和部分转座酶、一些控制原 

表 1  位点特异性重组酶的分类 

分类/功能 重组酶 来源 氨基酸数目(aa) 生物学作用 参考文献 

酪氨酸家族 λ Int 大肠杆菌 356 噬菌体λ与宿主基因组的整合与切离 [5] 

 P22 Int 沙门氏菌 387 噬菌体 P22 与宿主基因组的整合与切离 [6] 

整合 L5 Int 分枝杆菌 332 噬菌体 L5 与宿主基因组的整合与切离 [7] 

 XerC/D 解离酶 各种细菌 295~300 原核生物基因组二聚体的解离 [8] 

 Cre 重组酶 大肠杆菌 343 P1 噬菌体二聚体质粒的解离 [9] 

解离 TnpI (Tn4430, Tn5401) 苏云金芽孢杆菌 284/306 转座子共合体的解离 [10,11] 

 TnpA (Tn554) 金黄色葡萄球菌 361 与 TnpB, TnpC 协同控制转座子的整合与切离 [12] 

转座 Int of Tn916/Tn1545 肠球菌/链球菌 405 环状转座子的整合与切离 [13,14] 

切离 XisA, XisC 鱼腥藻属 354/498 鱼腥藻氢化酶基因发育调控中的重排 [15] 

 FimB, FimE 大肠杆菌 200/198 大肠杆菌纤毛相转变 [16] 

 Flp 酵母 423 酵母 2μ质粒的倒位 [17] 

倒位 Fim MrpI 变形杆菌属 205 控制奇异变形杆菌菌毛的相转变 [18,19] 

丝氨酸家族 TnpR (γδ/Tn3)解离酶 大肠杆菌 183/185 复合型转座子中共合体的解离 [20~24] 

解离 Sin 解离酶 金黄色葡萄球菌 202 葡萄球菌二聚体质粒的消除 [25,26] 

 Hin 转化酶 鼠伤寒沙门氏菌 190 沙门氏菌鞭毛的相转变 [27] 

倒位 Gin/Cin 转化酶 肠杆菌 193/186 噬菌体 Mu 和 P2 尾蛋白基因的倒位 [28~30] 

 φC31/φBT1/TG1/R4 Int 链霉菌 605/594/619/469 链霉菌噬菌体的整合与切离 [31~34] 

 Bxb1/φRv1 Int 分枝杆菌 500/469 分枝杆菌噬菌体的整合与切离 [35,36] 

 TP901-1 Int 乳球菌 485 噬菌体的整合与切离 [37] 

整合 φFC1 Int 肠球菌 464 噬菌体的整合与切离 [38] 

转座 TnpX (Tn4451) 梭菌 560 转座子 Tn4451 的整合与切离 [39] 

切离 SpoIVCA (CisA) 枯草芽孢杆菌 500 枯草芽孢杆菌发育过程中某些基因的激活 [40] 
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核生物鞭毛(菌毛)相位转变(phase variation)的蛋白因

子, 以及少量参与发育过程中特殊蛋白的表达和染色

体分配过程的重组酶, 在酪氨酸重组酶的催化结构域, 

都有一个保守的酪氨酸残基负责攻击核酸骨架, 形成

单链断裂切口而产生 5′-OH 末端和 3′-磷酸基-酪氨酸

的切割中间体, 两个 DNA 分子交错连接, 进而形成一

对新的重组位点; 该过程类似于同源重组过程中的

Holliday 模型[1]. 对酪氨酸家族重组酶了解较为清楚

的有: 大肠杆菌噬菌体λ编码的整合酶[5,41]、分枝杆菌

噬菌体 L5 整合酶[7]、P1 噬菌体的 Cre 重组酶[9]、酵母

2μ质粒编码的倒位酶 Flp(Flp invertase)[17]以及细菌的

XerCD 蛋白[42](表 1).  

不同于酪氨酸重组酶, 丝氨酸重组酶有较为保

守的催化结构域, 其近 N 端为活性中心, 包含一个丝

氨酸. 该丝氨酸残基亲核攻击 DNA 骨架并交错切割, 

形成带有 3′-OH 的双链断裂末端, 5′-磷酸基与重组酶

形成共价连接中间体 , 随后该联会复合物(synaptic 

complexes)发生翻转和重新连接完成重组反应; 该过

程类似于双链断裂重组模型(double-strand breakage). 

丝氨酸重组酶家族也称为倒位 /解离酶系(invertase/    

resolvase family), 因为该家族包含大量的倒位酶与

解离酶, 研究较为深入的γδ重组酶和 Tn3 转座酶即属

于解离酶亚家族(resolvase subfamily)[20~24]; 控制鼠伤

寒沙门氏菌鞭毛相转变的重组酶 Hin, 即属于倒位酶

亚家族(invertase subfamily)[27]. 然而, 随着研究的深

入, 一类分子量较大、介导整合和切离的重组酶被单

独划分出来 , 称为大型丝氨酸重组酶 (large serine 

recombinase)[43]; 该亚家族研究较多的主要为细菌噬

菌体编码的整合酶, 如链霉菌噬菌体编码的φC31 和

φBT1 整合酶[32,33]以及分枝杆菌噬菌体编码的 Bxb1

和φRv1 整合酶[35,36](表 1).  

2  位点特异性重组系统的反应机理研究 

关于位点特异性重组系统本身的研究由来已久, 

最早的综述文献可见于 1971 年[44]. 几十年来, 科学工

作者对位点特异性重组酶(及其辅助蛋白因子)、参与

识别与重组的 DNA 序列以及重组发生的机制进行了

大量深入而具体的研究. 其中研究时间最长、也最为

透彻的属大肠杆菌噬菌体λ编码的整合切离系统[45,46].

位点特异性重组酶的结构解析、重组机理的深入探讨

以及基于结构的酶定向分子改造仍是当前核酸相关酶

类的研究热点之一.  

2.1  识别位点的结构与构象 

虽然两类重组酶催化反应的机制差异显著, 但其

催化反应的位点却未表现出明显区分, 除了在其核心

(core sequences)都具有短序列的同源区域外, 几乎无规

律可循. 有的识别位点相对复杂, 包含核心序列(链交换

区域)、蛋白结合序列、宿主辅助因子结合序列等; 而有

的位点十分简单 , 只需要一个由间隔区 (spacer se- 

quences)分开的两端反向重复序列, 仅为几十个核苷酸.  

大肠杆菌噬菌体λ-整合酶识别自身的 attP (atta- 

chment site of phage)位点和大肠杆菌染色体中的 attB 

(attachment site of bacteria)位点, attP 位点结构复杂, 

而后者相对简单(图 2(A))[5,46]. attP和 attB位点中央都

包含 7 bp 的核心序列(crossover site, overlap region or 

spacer sequences), 核心序列的两侧为 7 bp 的反向重

复序列(inverted repeats), 分别称为 C 和 C′, B 和 B′. 
attP 位点结构更为复杂, 还包括臂型结合位点(arm-    

type sites), 分别称之为 P1, P2, P′1, P′2 和 P′3, 这些位

点在反应过程中都与整合酶 Int结合; 此外, 还包含 3

个宿主因子(integration host factor, IHF)结合位点 H1, 

H2 和 H′, 3 个切离酶(excisionase, Xis)结合位点以及

一个辅助因子(factor for inversion stimulation, Fis)结

合位点[47,48]. λ整合酶正是通过如此复杂的底物结构

来实现重组反应方向的精确控制. 比较而言, 大肠杆

菌噬菌体 P1 编码的 Cre-loxP 系统[9,47]和酵母 2μ质粒

编码的 Flp-frt 系统的识别位点结构要简单许多[17](图

2(B)). 在这两个系统中, 除了 8 bp 的核心序列和两

侧各 13 bp 的完全对称反向重复序列外, 没有任何其

他可与辅助因子结合的序列. 因为只有一对完全一

样的重组位点, 所以Cre-loxP和 Flp-frt重组系统的方

向控制并不严格, 反应并未倾向某一方向, 而是趋于

平衡 .  一般认为 ,  酪氨酸重组酶系统对核心位点

DNA 序列的同源性要求十分严格. 以λ系统为例, 其

中之一位点的核心序列突变后, 反应则不能进行; 另

一位点的核心做同样突变后, 反应恢复[49,50]. 这是因

为核心序列切割末端负责单链切割侵入时的同源配

对. 然而, 粪肠球菌(Enterococcus faecalis)转座子

Tn916[51]和肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)转

座子 Tn1545[52]所编码整合酶的识别序列核心区并不

具有同源性. 最近的研究发现, 拟杆菌属(Bacteroides)

转座子 CtnDOT 识别位点特征与 Tn916 和 Tn1545 
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一致, 重组之后核心位点碱基并不配对, 需要经过进

一步复制而保持遗传稳定[53,54]; 转座子NBU1对识别

位点的同源性要求并不在重组位点 [55]; 而噬菌体

CTX 通过单链交换机制(single strand exchange mech-    

anism)实现与非同源核心位点的重组[56,57]. 这都对传

统的同源末端侵入形成 Holliday Junction 中间体的模

型提出了挑战. 

丝氨酸解离酶γδ的 res 位点近 120 bp, 包含 3 个

二聚体蛋白的结合位点 siteⅠ, siteⅡ和 siteⅢ(图 2(C)). 

切割的位置位于 siteⅠ, 但其他 2 个位点也是重组所

必需的. 3 个位点的空间位置非常重要[20,58]. 3 个位点

的特性在二聚体结合中比较罕见, 各自的几何构象

不同; 都包含一对尾对尾(tail-to-tail)的识别序列, 但

是 3 位点的间隔序列长短不同, 分别为 4, 10 和 1 bp. 

从侧面说明, γδ解离酶二聚体具有不寻常的柔性(也

可见于其他丝氨酸重组酶), 使得 DNA 结合域能适应

不同的间距和构象. 辅助位点 SiteⅡ和 siteⅢ对控制

反应的结果尤为重要. 倒位酶 Hin 的识别序列为 26 

bp 的两段反向重复序列 hixL 和 hixR, hin 基因介于两

位点之间[59~61]; Hin 介导启动子的倒位来控制下游基

因的表达. 反应的发生需要 Fis 的参与, 其识别位点

为一段增强子(enhancer), 含有两段被 48 bp隔开的二

聚体识别序列[62](图 2(D)). 噬菌体编码的大型丝氨酸

重组酶的识别位点相对简单. 以φBT1 整合系统为例, 

除其核心区含有 9 bp 的同源序列外, 两位点差异显

著, 但都有 5′-GT 为核心并呈现不规则的反向重复

(imperfect inverted repeats), 最小识别序列分别为 36 

(attB)和 48 bp(attP)[32,63](图 2(E)).  

位点特异性重组酶作用机理类似于拓扑异构酶, 

所以一般认为重组过程对底物构象有所要求[65]. 在 

 

 

图 2  位点特异性重组酶的识别位点结构 
(A) 大肠杆菌噬菌体λ的 attP 和 attB 位点含有 7 个核苷酸的同源序列. C, C′, B 和 B′为反向重复序列; P1, P2, P′1, P′2 和 P′3 为 Int 结合位点; 有

3 个 Xis(切离酶)结合位点, 一个 Fis 结合位点及 3 个 IHF 结合位点(H1, H2, H')[47,64]; (B) P1 噬菌体重组酶 Cre 的识别位点为 34 bp 的反向重复

序列 loxP[47]; (C) 转座子γδ解离酶的 res 位点结构[20]; (D) 沙门氏菌倒位酶 Hin 介导的重组系统识别位点结构[59~61]; (E) 链霉菌噬菌体φBT1 

的最小整合底物对结构示意[32,63] 
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Hin 倒位过程中, 底物的配对和倒位复合体(inverta- 

some)的形成是分开的, 低程度的负超螺旋即可起始

配对, 但是倒位复合体的形成一定需要高程度的负

超螺旋 [66]. 不具有超螺旋的连结(catenation)底物在

Tn3 解离酶作用下同样可以完成联会, 但是在后联会

(postsynapsis)过程则需要超螺旋; 在γδ解离中, 缺刻

的连结底物(nicked catenation)反应效率约为超螺旋

的 50%; 只要两位点位于超螺旋环上, Gin 倒位酶可

以利用位于缺刻环上的增强子完成反应[67]. 在Xer系

统中, 不同程度的负超螺旋下 cer 位点均能重组, 但

是 mwr 位点的重组效率随着螺旋程度的减弱而显著

降低[68]. 然而, 对噬菌体λ, φC31, φBT1, Bxb1, φRv1

等整合系统的体外研究发现, 只要有合适的缓冲体

系, 线性底物即能高效发生重组, 对底物的超螺旋状

态完全没有要求, 虽然整合酶仍然能介导超螺旋底

物的松弛[33,35,69~71].  

2.2  重组反应的分子机理 

位点特异性重组都要经历 DNA 与重组酶的结合

(DNA binding)(特异或非特异)、联会复合体的形成

(synaptic complex formation)、链的切割(strand clea- 

vage)、链的交换与重连(strand exchange and religation)

几个主要步骤. 酪氨酸和丝氨酸重组酶利用不同的机

制来完成这一过程.  

(1) 酪氨酸重组酶系.  目前, 对于酪氨酸重组

酶催化机理的研究经过了几十年生化水平的探索和

近十几年晶体结构的分析, 对其主要过程已比较清

楚[1,47,72,73]. 重组过程起始于联会复合体中双链 DNA

在整合酶活性中心酪氨酸羟基的攻击下, 发生单链

断裂, 形成共价的 DNA-蛋白质(磷酸基-酪氨酸)连接

(DNA protein phosphotyrosine linkages), 该连接位于

DNA的 3′端; 而在 5′端留下一个游离的羟基. DNA骨

架的磷酸酯键断裂释放的能量被转移到磷酸基酪氨

酸的共价连接中间体, 所以重组并不需要额外的能

量参与. 随后, 游离的 5′-OH 攻击配对底物的 5′-磷酸

基-酪氨酸连接, 形成 Holliday 连接(Holliday junction), 

在经过异构化(isomerization)和解离最终形成重组产

物. 这一过程在 Chen 等人[72]对 Flp 的 Holliday 连接

复合体的研究中及 Guo 等人[73]对 Cre-loxP 复合物的

晶体结构解析中得到了有力的验证, 但对 Holliday 中

间体异构化的分子机制仍知之甚少. 2005 年, Biswas

等人 [45]解析了λ整合酶四聚体与臂序列和核心序列

结合的不同构象的晶体结构, 为整个重组过程提供

了一系列的结构信息. 在联会复合体中, 臂序列和核

心序列与λ整合酶以不同形式结合, 形成各自特殊的

排列方式, 按照严格的顺序进行 DNA 链的切割与交

换. 整合酶与臂序列结合以后, 迫使 DNA 发生拓扑

结构的改变, 并启动异构化形成特定构象以适应二

次 DNA 链交换, 并最终完成重组过程. 这种别构调

控(allosteric control)的方式成为帮助λ噬菌体实现特

定条件下, 高效且不可逆的整合到宿主基因组的分

子开关(图 3).  

重组酶来源复杂, 但是对于重组结果的控制都

非常精确, 控制过程本身很有意思. 简单的重组酶系

统, 如 Cre-loxP 和 Flp-frt 系统, 只有单一位点, 重组

发生在两个完全相同的位点之间, 位点的方向即决定

了是插入还是敲除; 在位点方向固定的前提下, 通过

联会复合体的选择(synapsis selection)来控制反应的进

一步发生, 因为错误的联会不能生成产物[1,74]. λ整合

系统则是应用辅助蛋白因子(accessory factors)来实现 
 

 

图 3  λ整合系统对 DNA 别构调节效应[45] 
(A) 与核心序列 COC′结合的λ整合酶(356 aa)二聚体的晶体结构. 65~170 位的氨基酸与核心序列结合, 前 65 位与臂序列(arm site)结合, 170 位

以后为催化结构域; (B) λ整合酶四聚体与 Holliday 连接体结合的晶体结构, 包括与核心区、臂序列的结合. 晶体结构信息来源于蛋白质数据 

库 PDB(Protein Data Bank)(http://www.pymol.org/) 
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方向控制的典型案例. 由于 attP 位点结构复杂, 有不

同的蛋白因子与相应的特定序列结合; 而λ整合酶含

有与 DNA 核心序列和臂序列结合的结构域, 实现

DNA 不同构象变化以起始重组. attB 与 attP 位点在λ
整合酶与宿主因子 IHF 存在下, 发生重组反应, 生成

attL 与 attR 位点; 当加入切离酶 Xis, 则发生逆向反

应[75]. XerCD 重组系统成员众多, 其反应结果的控制

方式差异巨大, 其中也是通过辅助因子的参与. 大肠

杆菌二聚体环状染色体到单体的转变需要 dif 位点发

生 XerCD 位点特异性重组, 而 dif 位点的重组需要

DNA 转位酶(DNA translocase)FtsK 的激活. FtsK 识别

一段 8 bp 的短序列 5′-GGGNAGGG-3′, 称为 KOPS 序

列; 因为 KOPS 具有方向性, FtsK 无法识别反向的

KOPS 序列. 该系统即是通过这种方式来控制其转位

起始的单一方向[76,77].  

(2) 丝氨酸重组酶系.  丝氨酸家族的结构生物

学研究较酪氨酸家族晚, 可能是因为丝氨酸重组酶

联会迅速, 以至于联会复合体不稳定而难以检测[1]. 

已知的该家族成员催化重组的过程, 主要源自对解

离酶γδ, Tn3 和 Sin, 倒位酶 Hin 和 Gin 的生化及结构

研究[20~22,59,78~80]. 催化过程都是四聚体蛋白结合两个

底物形成联会复合体, 在联会复合体中, 交换位点被

催化域分开位于外部; 这与酪氨酸重组酶有显著区

别. 联会复合体一旦形成, 4 个亚基便攻击靶位点, 

形成双链断裂(double strand breakage); 丝氨酸与 5′-
磷酸共价连接, 3′-OH 裸露, 并形成两个碱基的 3′突
出末端. 切割是一个“反式”的偶联反应, 需要两个亚

基的全力协调. 一旦重组位点被全部切割, 切开的末

端即发生构象变化产生重排. 断裂末端的精确翻转

方式仍然是个迷. 2005 年, Li 等人[20]解析了共价连接

的γδ解离酶联会复合体晶体结构, 支持亚基交换的

论点. 随后, 游离的 3′-OH攻击磷酸基-丝氨酸中间体

并重新连接完成重组过程.  

与解离酶和倒位酶比较 , 大型丝氨酸重组酶

(large serine recombinase)具有更大的 C 末端结构域, 

且识别位点跟前两者也有很大区别 . 但目前除

TP901-1 整合酶催化结构域四聚体结构信息外[81], 没

有底物共晶或是联会复合体的结构解析. 该亚家族

成员以 Bxb1 和φC31 整合酶研究最多, 都是基于生化

水平研究并参考解离酶的重组模型提出[70,82~84].  

本实验室近年来从事原核生物噬菌体编码的大

型丝氨酸重组酶催化反应机理及体外重组系统的应

用研究. 在对φBT1 整合酶酶学性质研究的基础上, 

建立了体外位点特异性重组系统[32], 并进一步在生

化水平上对其催化反应的精细过程进行研究. 一般

认为, DNA 链的切割发生在联会以后, 双链的切割需

要在联会复合体内部被激活并起始. 然而, 分别对

φBT1 和φC31 整合酶识别的 4 个位点(attB, attP, attL

和 attR)进行单底物切割实验发现, 在没有配对底物

存在下, 链的切割同样发生, 虽然单底物切割效率很

低; 这一现象与解离酶 Sin 不需要联会即可发挥催化

活性的报道相吻合[26]. 实验同时发现, φBT1 整合酶

可以催化单整合位点(attB 或 attP)的拓扑结构改变, 

这也从另外一个侧面证明了单底物切割的发生. 另

外, 在单底物切割实验中加入配对底物时, 切割效率

大幅提高; 在进一步证明单一底物不能联会后, 推测

链的起始切割并不需要形成联会复合体, 但是联会

的形成会极大地促进双链的切割. 此外, 本实验发现

高φBT1 整合酶浓度下反应被抑制的现象. 由于目前

的模型中重组酶都是以四聚体形式作用, 推测该体

系中大量游离四聚体与单一底物的结合限制了联会

的形成. 蛋白质的体外交联检测到溶液中四聚体蛋

白的存在, DNA 结合实验也证明随着酶浓度的提高, 

整合酶以四聚体形式与单一底物结合的形式增加 . 

在λ系统中 , 底物 attP 可与四聚体蛋白结合形成

intasome, 再进一步捕获 attB 而联会[85]. 在高酶浓度

下(150, 300 和 750 nmol/L), 对φBT1 整合系统中 att: 

Int-tetramer 结合配对底物完成重组的能力进行了测定, 

发现 attP: Int-tetramer 可以进一步结合游离的 attB 进

行反应, 而 attB: Int-tetramer 则不能. 这跟λ系统相吻

合, 即联会的发生可以是二聚体结合单一底物随后

靠拢, 也可以是 attP先形成 intasome再捕获另一底物

的方式[69]. 基于以上研究, 本实验室提出了大型丝氨

酸重组酶介导位点特异性重组过程的改进模型(图 4). 

丝氨酸解离酶通过识别位点的复杂性和底物的

负超螺旋要求来控制反应的结果[58,86]. 然而, 倒位酶

Hin 和 Gin 的底物结构相对简单(图 2), 反应只发生在

顺式的反向重复底物间, 分子间反应检测不到, 正向

重组底物也几乎不发生反应[60]. 如此严格的控制是

通过增强子(enhancer)的顺势作用来实现的, 增强子

与 Fis 结合, 然后通过与倒位酶的相互作用来激活双

链的切割[87,88]. 噬菌体整合酶识别一对不同的位点, 

且最小位点要求不一, 这很可能导致蛋白质与之结合

方式的差别. 二聚体蛋白以不同构象分别与 4 种底物



张霖等: 位点特异性重组系统的机理和应用 
 

1096 

结合(attB, attP, attL 和 attR), 而只有与 attB 和 attP 结

合才能形成稳定的联会复合体[69,84,89]. 在Bxb1和φRv1

系统中, 切离酶 Xis 的参与能使 attL/attR 之间形成稳

定联会并抑制 attB/attP 之间联会[35,90,91], 从而实现反

应方向的严格控制. 

2.3  重组酶的结构域与杂合酶改造 

作过对 105 种酪氨酸家族重组酶的氨基酸序列

比对[92]和一些突变分析, 在催化结构域鉴定出 5个高

度保守的活性位点RKHRH, 均位于催化酪氨酸之前, 

一直被认为是催化反应所需关键位点 [1,42](图 5(A)). 

然而, 新近对于 Cre 重组酶高度保守位点的突变研究

发现, 大部分高度保守位点被替换后仍然具有很高

的重组活性, 包括之前被认为是催化高效重组所必

需的一个精氨酸残基(Arg), 而这些位点在拓扑异构

酶 TopIB 家族成员中都是高度保守且必需的[93].  

大型丝氨酸重组酶系统十分特殊, 位点简单却

高度特异, 不论是在机理研究或是系统开发应用上

都具有很高的价值. 目前, 已有大量的新基因被注释

为大型丝氨酸重组酶, 但完成功能鉴定的却只有少

数几个. 对 81 种已被研究和注释为大型丝氨酸重组

酶的全长氨基酸序列进行了系统发育分析(图 6(A)). 

按来源和功能可大致分为三类: 噬菌体编码的整合

系统(如φC31, Bxb1, φFC1 和 TP901-1)、转座子(如

Tn4451 编码的 TnpX[39]和 Tn5397 编码的 TndX[94])以

及基因组编码相关基因(如孢子发育过程中介导基因

重排的 SpoIVCA[95]). 鉴于大型丝氨酸重组酶全长序

列的同源性较低, 而 N 端的催化结构域相对较高, 进

一步对其催化结构域做了系统发育分析(图 6(B)). 总

体的分类没有显著差别, 但之间的发育关系则有所区

分. 比较了 81 种大型丝氨酸重组酶的氨基酸序列

(450~620 aa), 发现其活性中心有 3 个保守的 YRS; 催

化结构域另外几个高度保守的氨基酸为 RPRR; 在其

DNA 结合结构域, 高度保守的氨基酸为GGYLGCCG. 

目前, 除催化中心外, 未见对这些高度保守位点突变

分析的报道(图 5(A)). Rowley 和 Smith[96]对φC31 整合

酶进行突变分析后发现, N 端的 V129 对联会的形成

及联会后切割所需正确构象的形成至关重要, 位于 C

端的一个 coiled-coil 区域负责控制反应方向, 该区域

的 E449 突变为赖氨酸 K 后, 该酶完全丧失了对反应

方向的严格控制[97]. 需要更多位点的突变分析, 才能

了解大型丝氨酸重组酶各个关键位点在整个催化过

程中的确切功能.  

位点特异性重组酶家族庞大, 不同系统的识别位

点和各自对反应方向控制的方式多样而互有优劣, 所

以构建整合不同酶系统优点的杂合酶成为该类酶分

子改造的重要方向. 近期, 锌指核酸酶(Zinc finger- 

nucleases)在基因打靶操作中显示出巨大的优势[98,99], 

是核酸酶的催化结构域和锌指 DNA 结合结构域的杂

合酶. 已有不少工作利用丝氨酸重组酶(Hin, Gin 和

Tn3)的催化结构域做为筛选对象, 且已在人类细胞

中得到了很好地应用[100]. Cre 重组酶应用广泛, 但是

反应方向不能控制. Warren 等人[48]利用λ整合酶能够

严格实现定向的特点, 构建了杂合的 Cre 重组酶和整 

 

 

图 4  大型丝氨酸重组酶介导重组反应的改进模型 
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合位点. 该系统赋予了 Cre 精确可控的特性, 为进一

步利用 Cre 重组酶打下了良好的基础(图 5(B)). 为实

现 Cre 重组酶的可控表达, Metzger 等人[101]构建了杂

合的 Cre 重组酶, 在其 C 端融合了一个雌激素受体

(estrogen receptor, ER)的配体结合结构域 (ligand- 

binding domain, LBD), 通过添加雌激素拮抗剂来诱

导活化 Cre 重组酶. 采用类似方式, 还实现了在小鼠

肝脏、脂肪细胞等的特异激活[101~104].  

3  位点特异性重组系统的应用 

作为遗传操作中一种极为有效的工具酶, 一些

位点特异性重组(SSR)及其衍生系统受到了很大的关

注, 其中使用最为广泛的是 P1 噬菌体 Cre-loxP系统、

酵母 2μ质粒 Flp-frt 系统和链霉菌噬菌体φC31 整合系

统. 这些系统各有优劣, 并在不断地完善中, 同时新

的系统也在不断地开发及应用(如 Bxb1 和φBT1 整合

系统). 随着大量关于位点特异性重组文献的涌现 , 

乔治亚大学 Urbanski 和 Condie[105]开发了一个用于挖

掘位点特异性重组 (SSR)文献资料的在线服务器

(http://ssrc.genetics.uga.edu/). 该服务器可集中搜索目

前超过 9000 篇关于 SSR 系统的结构功能研究以及在

细菌、果蝇、斑马鱼、干细胞及拟南芥中的应用研究

实例.  

3.1  位点特异性重组酶做为工具酶的体外应用 

位点特异性重组酶的生化研究显示, λ整合系统

和Cre-loxP系统在体外操作简便, 只需要纯化的重组

酶(及相关辅助因子)和适当的缓冲条件即可高效催

化反应, 对底物构象也没有要求. 各大公司争相开发

了基于λ整合和 Cre-loxP 重组的克隆及表达系统. 主

要有 Invitrogen 公司 Gateway 系统[71]、Clontech 公司

Creator 系统[106]以及 Stephen Elledge 实验室开发的

Univector 系统(也称 Echo 系统 , 属 Invitrogen 公

司)[107].  

Gateway 系统基于λ整合, 在 Int 和 IHF 的作用下

attB 和 attP 发生重组, 再加入 Xis 即发生 attL 和 attR

之间的逆向重组. 利用这一原理和一对突变的位点, 

Hartley 等人[71]设计了通过两步克隆高效快速构建表

达载体的 Gateway 系统. 第一步构建入门克隆(Entry 

Clone), PCR 扩增目的基因在两侧分别带上 25 bp 的

attB1 和 attB2, 通过正向反应定位克隆到入门载体

(Entry Vector); 第二步以逆向反应将目的基因重组

到系列目的载体(Destination Vector). 该系统设计巧

妙, 载体上都带有自杀基因 ccdB, 宿主只有正确重

组克隆转入后才能生长, 方便筛选; Invitrogen更是整

合其在表达系统方面的优势, 为Gateway系统设计了

一系列的配套表达载体. 很多研究工作也不断报道新

的改装载体以方便与 Gateway 系统结合使用[108~112]. 

Creator 系统跟 Gateway 系统类似, 区别在于它使用

的是 Cre-loxP 重组系统. Clontech 公司为该系统设计

了几十种配套表达载体, 还将其引入著名的 SMART

建库试剂盒中, 这都为该系统的广泛应用大开绿灯. 

这几种技术的开发为科研工作者进行高通量的基因

功能研究提供了更多的选择[113].  

本实验室在建立φBT1 体外重组系统和筛选突变

底物对的基础上[32,69], 开发了用于重组克隆与快速

基因打靶载体构建的新方法. 前者类似于Gateway系

统, 可方便地实现目的基因的定向克隆; 后者在一系

列载体系统的基础上, 可在体外将上下游同源臂片 

 

 

图 5  位点重组酶的结构域与杂合酶分子改造 
(A) 酪氨酸和丝氨酸重组酶的结构组成, 保守氨基酸已标出; (B) 杂合酶改造示例, 加入λ-Int臂序列结合结构域, Cre获得了方向控制的特性; 

(C) 融合了雌激素受体 ER 配体结合域后, Cre 重组酶活性在哺乳动物细胞可调控 



张霖等: 位点特异性重组系统的机理和应用 
 

1098 

段、筛选标记基因和骨架载体经一步反应串联重  

组, 精确高效地构建基因打靶载体. 相关技术已申

请专利.  

3.2  位点特异性重组酶在体内遗传操作中的应用 

按照作用方式, 位点特异性重组系统在体内(in 

vivo)遗传操作中的应用可分为三类: 外源基因的定

点整合; 特定基因的删除、置换或倒位; 染色体工程

中大片段 DNA 的缺失、倒位或易位. 相比同源重组, 

SSR 系统最大的优势是高效率; 对随机的转座系统

而言, 其最大的优势是靶位点的专一. 每种方式都有

其不可替代性, 目前很多研究工作则是综合几种系 
 

 

图 6  对 81 种大型丝氨酸重组酶的全长(A)和催化结构域(B)氨基酸序列的系统发育分析 
系列比对使用 CLUSTALW 软件, NJ 树的绘制使用 MEGA 软件(www.megasoftware.net). 使用蛋白质序列的来源和 NCBI 登录号依次为: 
Actinomyces sp. (HMPREF0972_01853, ZP_06163058.1); Aeromicrobium marinum (HMPREF0063_3047, ZP_06607663.1); Bacillus cereus 
(bcere0030_10070, ZP_04173374.1); Bacillus subtilis (SpoIVCA, YP_002771411); Beutenbergia cavernae (Bcav_2519, YP_003410527); Blautia 
hansenii (BLAHAN_05006, ZP_05853856); Bradyrhizobium japonicum (bll1959, NP_768599); Brevibacillus brevis (Bbr CisA 和 BR47_28950, 
YP_002771411.1 和 YP_002772376.1); Bryantella formatexigens (BRYFOR_07501, ZP_05346707.1); Carnobacterium sp. (370.1, ZP_02184702.1); 
Cellulomonas flavigena (Cfla_0615, YP_003635726.1); Clostridium difficile transposons Tn4451 (TnpX, ZP_05616494.1)和 Tn5397(TndX, 
AAF35174.1); Clostridium hathewayi (CLOSTHATH_03981, ZP_06115669); Clostridium perfringens (AC1_0521, ZP_02634597); Clostridium 
thermocellum (Cthe_0001, YP_001036436); Corynebacterium pseudogenitalium (HMPREF0305_0658, ZP_03920469); Corynebacterium 
tuberculostearicum (CORTU0001_0073 和 CORTU0001_1563, ZP_05366632 和 ZP_05366267); Desulforudis audaxviator (Daud_0819, 
YP_001716966); Enterococcus faecalis (EFJG_02324, EFBG_00143 和 phage φFC1, ZP_05575004, ZP_05425497 和 AF124258_1); 
Erysipelotrichaceae bacterium (HMPREF0863_02725, ZP_06646584); Ethanoligenens harbinense (EthhaDRAFT_1948, ZP_06471870); 
Eubacterium rectale (EUBREC_3529, YP_002939389); Faecalibacterium prausnitzii (FAEPRAM212_01609 和 FP2_13330, ZP_02091337.1 和
CBK98844.1); Filifactor alocis (HMPREF0389_00626, ZP_06572821); Geobacillus sp. (GYMC52DRAFT_1828, ZP_04392678); 
Geodermatophilus obscurus (Gobs_1152 和 Gobs_3568, YP_003408281.1 和 YP_003410527.1); Gordonia bronchialis (Gbro_0567, YP_003271790); 
Kocuria rhizophila (KRH_09230, YP_001854776); Kribbella flavida (Kfla_5558, YP_003383363); Ktedonobacter racemifer (Krac_1690, 
EFH81025.1); Lactococcal phage TP901-1 (CAA59475.1); Listeria monocytogenes (LmonF_020200002041, LMOh7858_2475, phage A118和U153, 
ZP_05289043, ZP_00230221, NP_463492.1 和 CAD10283.1); Marine actinobacterium (A20C1_00370, ZP_01131007); Micrococcus luteus 
(HMPREF0569_1188, ZP_06501013); Moorella thermoacetica (Moth_1561, YP_430413.1); Mycobacterial phage Bxb1 和 prophage 
φRv1(AAG59740.1 和 NP_216102.1); Mycobacterium kansasii (MkanA1_010100024840, ZP_04751223.1); Natranaerobius thermophilus 
(Nther_1738, YP_001917900.1); Nitrococcus mobilis (NB231_12409, ZP_01126794.1); Nocardioides sp (Noca_1090, YP_922294.1); Nocardiopsis 
dassonvillei (Ndas_0508, YP_003678461.1); Paenibacillus sp. (POTG_03768, ZP_04854347.1); Pelotomaculum thermopropionicum (PinR, 
YP_001212789.1); Rhodococcus erythropolis (RER_18920, YP_002765339.1); Rhodococcus jostii (RHA1_ro06554, YP_706485.1); Roseburia 
intestinalis (ROI_00300 和 ROSINTL182_09258, CBL07393.1 和 ZP_04745837.1); Ruminococcus obeum (CK5_29050, CBL24160.1); Segniliparus 
rotundus (Srot_1958, YP_003659246.1); Staphylococcus hominis (CcrB1, BAB83487.2); Streptococcus equi (SEQ_1765, YP_002747001.1); 
Streptococcus mitis (smi_0407, YP_003445547.1); Streptococcus pneumoniae (CGSSp14BS69_06672 和 SPJ_1903, ZP_01828805.1 和
YP_002736920.1); Streptomyces avermitilis (int14, NP_826732.1); Streptomyces bingchenggensis (SBI_04043, ADI07164.1); Streptomyces 
coelicolor (SCD12A.23, NP_628511.1); Streptomyces sp. (SSPB78_010100010288, SSPB78_010100018904 和 SACT1DRAFT_6690, 
ZP_05487022.1, ZP_05488708.1 和 ZP_06282665.1); Streptomyces sp. phage  φBT1, φC31, TG1 和 R4 (NP_813744.2, NP_047974.1, BAF03600.1
和 BAA07372.1); Streptosporangium roseum (Pin invertase, ZP_05487022); Thermosinus carboxydivorans (TcarDRAFT_1269,  

ZP_01666637.1); Tsukamurella paurometabola (Tpau_3904, YP_003648815.1) 
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统的优点来实现期望的遗传操作[114,115].  

(1) 微生物的遗传改造.  大多数位点特异性重

组系统来源于微生物, 相应的系统在微生物的遗传改

造中应用也非常广泛. 基于φC31 和φBT1 系统构建的

整合载体 pSET152 和 pRT802 已成为链霉菌遗传互补

研究的常用载体系统[63]. Watson 等人[116]将基于 Cre 重

组酶和突变底物的基因标记(gene tagging)与重组酶介

导的盒式交换(recombinase-mediated cassette exchange, 

RMCE) 系 统 用 于 裂 殖 酵 母 (Schizosaccharomyces 

pombe). 在基因组改造方面, 日本北里大学北里生命

科学研究所于 2003 年测定了除虫链霉菌(Streptomyces 

avermitilis)全基因组[117]. 其基因组大小为9.02 Mb, 通

过与天蓝色链霉菌 (S. coelicolor)和灰色链霉菌 (S. 

griseus)的比较基因组分析显示, 约 6.28~6.5 Mb 的基

因组区域保守, 包括生长代谢必需基因. 为了构建用

于异源表达次生代谢产物生物合成基因簇的通用菌

株, 他们拟敲除约 1.4 Mb 大小的非保守区. 该大片

段基因组 DNA 的敲除采用了 Cre 介导的位点特异性

重组, 先以同源重组在其两侧放置一对同向的 loxP

位点, 后表达Cre重组酶即可敲除该 1.4 Mb的大片段. 

该方法非常高效, 挑选的 24 个克隆均实现了成功敲

除(图 7(A))[114].  

(2) 植物基因工程.  在植物遗传转化过程中出

现的一个重要问题是转基因沉默(transgene silencing)

和位置效应(position effect), 导致外源基因在不同植

株中的表达水平有很大差异. 筛选位于转录活跃区

的整合位点以此为基础建立相应的定点整合系统 , 

不仅有利于消除位置效应, 而且可以提高转基因的

安全性. 此外, 在植物转基因操作中, 同源重组发生

概率很低, 所以需要借助筛选标记来提高实验效率, 

而筛选标记本身造成植物代谢负担的同时, 也增加

了转基因的风险; 基于位点特异性重组的筛选标记

移除系统很好地解决了这个问题. 第一例批准商业

应用的转基因玉米 LY038 即是通过 Cre 重组酶去除

了卡那霉素抗性基因(nptⅡ)[118].  

Hu 等人[119]评估了 FLP 重组酶用于转基因水稻

的可行性 .  首先构建一株带有卡那霉素抗性基因

(neomycin phosphotransferaseⅡ, nptⅡ)的突变株, 抗

性基因两侧带有 frt 位点, 该区段把谷类泛素启动子

和 gusA 基因分开而关闭报告基因的活性. 将该植株

与表达 FLP 重组酶的植株杂交, 然后检测 nptⅡ的丢

失和 gusA 的表达. 在杂交系中检测出 GUS 基因表达, 

而自交系未检测到 GUS 活性. 重组后的区段遗传稳

定, 说明 FLP-frt 系统可用于水稻的性状改良研究. 

Fladung 和 Becker[120]测试了 Cre-loxP 和 FLP-frt 系统

在杨树遗传改良研究中进行筛选标记移除和目的基 

 

 

图 7  位点特异性重组系统在转基因中的应用示例[64,114,115,131] 
(A) 利用 Cre 重组酶对 S. avermitilis 进行基因组大片段删除; (B) φC31 整合系统用于植物叶绿体转化; (C) 结合 piggyBac 随机转座和φC31 整

合系统, 通过三步法获得稳定遗传的转基因果蝇突变株; (D) 他莫昔芬(TAM)激活 Cre 重组酶介导斑马鱼体内基因的高效删除 
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因转移中的可行性. 将带有重组酶基因和重组位点

的质粒转到欧洲山杨(Populus tremula)和北美颤杨

(Populus tremuloides)杂交系, 重组酶的表达受热激

活启动子 HSP(来源于大豆)控制; 热激活后, 重组酶

表达而将位点之间区域切除, 致使 GUS 表达. 实验证

明, Cre-loxP 和 FLP-frt 系统可以在杨树中介导高效的

筛选标记移除和进行精确的定点基因转移. Rubtsova

等人[121]把φC31 整合酶应用于小麦(Triticum aestivum)

的转基因研究. 他们通过 T-DNA 把φC31 整合酶基因

转移到小麦中, 然后以基于植物病毒的系统来监视

重组酶在体内的表达情况, 顺利的建立了几个双单

倍体(DH)自交系. 该自交系组成型表达整合酶基因, 

而对于植株的生长和发育没有显著的不利影响. 目

前, 可用于转基因植物的位点特异性重组系统很多, 

所实现的目的更是多种多样. Birchler 等人[122]完成了

利用 Cre 重组酶对植物微型染色体和人工染色体进

行改造.  

叶绿体转化由于表达效率高、遗传稳定以及可有

效控制基因污染等优势, 成为核转化之后一项非常

有效的植物基因工程操作技术. 目前, 对叶绿体基因

改造主要通过同源重组来实现, Lutz 等人[64]将φC31

整合系统引入进来作为可选策略. 先以同源重组在

叶绿体基因组中插入一个 attB 位点, 以此位点作为

转基因靶点; 然后将含有 attP 位点和外源基因的质

粒转化到叶绿体. 而φC31 整合酶的表达或通过核染

色体编码或共转化一个游离质粒到叶绿体来实现(图

7(B))[64,123,124]. 另外, 叶绿体转化经抗性筛选后, 出

于安全性和减少因为高拷贝数带来的代谢负担考虑, 

Kittiwongwattana 等人[124]设计了基于φC31 的筛选标

记切除系统.  

(3) 寄生虫研究.  寄生虫感染一直是人类健康

的重大威胁, 它与儿童发育不良、多系统疾病与病毒

感染等关系密切. 首要措施在于预防, 而对于寄生虫

本身的基因功能研究能为人们了解其发病及流行机

制、更好地进行预防和治疗提供科学依据. 有限的可

用药物筛选标记已成为布鲁斯锥虫 (Trypanosoma 

brucei)遗传操作的重要限制因素. Scahill 等人[125]利

用 Cre 重组系统开发了一种可去除抗性的方法. 更昔

洛韦(ganciclovir)在进行转基因筛选后, 以四环素诱

导的启动子表达 Cre 重组酶而将其切除. 研究还发现, 

携带 cre 基因的质粒瞬时表达即可高效去除筛选基因. 

他们用这种方法敲除了嘧啶合成途径中的两个关 

酶, 构建了一个具有更昔洛韦抗性的细胞株. Davis

等人[126]利用红色荧光蛋白和绿色荧光蛋白双报告系

统评估了在秀丽隐杆线虫(C. elegans)中进行基因敲除

的可行性. Nkrumah 等人 [127]在恶性疟原虫(Plasmo- 

dium falciparum)cg6 基因中引入了一个分枝杆菌噬菌

体 Bxb1 识别的 attB 位点, 该突变的引入对疟原虫无

性血内阶段生长(asexual blood stage growth)是无害的. 

随后共转染含有 attP 位点和瞬时表达 Bxb1 整合酶的

质粒, 转染后的质粒以单拷贝插入, 在观察的一个月

时间内, 其基因型稳定, 疟原虫群体表型均一, 除去

抗性压力后仍遗传稳定. 该系统可用于恶性疟原虫生

活史各阶段快速基因整合插入和互补研究, 首次显示

了基于Bxb1的整合系统可用于真核生物的胞内研究. 

Combe 等人[128]报道了一种在伯氏疟原虫(Plasmodium 

berghei)中利用 FLP-frt 系统对基因进行条件性失活的

方法. 他们在 MSP1 基因(该基因对于疟原虫裂殖子

入侵红细胞十分关键)两侧插入了 frt 位点, 并以在蚊

中肠孢子小体和唾液腺孢子小体中特异表达的启动

子控制 Flp蛋白和其热敏感突变体 FlpL的表达, 结果

成功敲除了该基因, 随后在肝脏中发现裂殖子的形

成受损.  

(4) 昆虫转基因.  昆虫的转基因主要基于随机

的插入转座来进行, 一旦某个特定位置的插入被证

明能很好地用于外源基因的表达, 该位点即可用于

后续的转基因研究. 家蚕作为鳞翅目昆虫(农林业中的

主要害虫)的模式生物, 是理想的生物反应器, 具有重

要的理论研究意义和经济价值. Nakayama 等人[129]把

φC31 整合系统应用到家蚕 BmN4 细胞系中. 他们首

先以 Gateway 系统构建了 3 个整合酶表达辅助质粒, 

即分别含有野生型和在其 N 或 C 端融合了核定位信

号序列(NLS)的φC31-int 基因; 然后设计了一套大肠

杆菌质粒融合检测系统(extrachromosomal gene 

exchange). 在分析的 144 个克隆中, 有 140 个发生了

重组, 并且核定位信号序列的添加对φC31 整合酶活

性无显著影响. 将此系统应用到家蚕 BmN4 细胞, 得

到一致的结果, 说明φC31 整合酶在家蚕细胞中能充

分发挥活性 .  随后 ,  他们将一对 a t tB 位点通过

PiggyBac 转座子插入到家蚕基因组, 随后将 DsRED

报告基因两侧含有一对 attP 位点的整合质粒转染入

细胞. 整合发生后, 报告基因表达. 结果显示, φC31

整合酶能高效介导外源基因与基因组的整合, 且 N

端添加 NLS 后, 重组效率显著提高. 虽然之前 Flp 系 
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统已在家蚕细胞中得到应用, 但是φC31 系统的单向

性无疑使其成为鳞翅目研究更好的选择 . 同样 , 

Schetelig 等人 [115]开发了用于地中海实蝇 (Ceratitis 

capitata)的结合 piggyBac 随机转座和φC31 整合系统

获得稳定遗传突变株的一种拓展策略. 通过 piggyBac

随机转座将第一个目的基因、报告基因和φC31的 attP

位点插入到基因组; 然后将带有第 2 个目的基因、报

告基因、φC31 的 attB 位点、PB 转座酶识别的 3′序列

和φC31 整合酶的 mRNA 共转染到前一突变株; 随后, 

将该突变株与编码转座酶的果蝇交配, 即可将对应

部分切除而获得稳定的转基因突变株. 该策略可以

在一个特定的位点插入多个基因并获得稳定遗传 , 

极大地方便了对果蝇突变和基因功能的研究 (图

7(C)).  
(5) 斑马鱼.  斑马鱼(Zebra fish)作为多种系统

发育、功能和疾病研究的模式生物, 很早就有利用

Cre 重组酶对其进行基因操作的报道, 然而这些工作

中, Cre 介导重组效率相对较低[130]. 为解决这一问题, 

Hans 等人[131]通过 Tol2 转座子将报告系统导入斑马

鱼, 该报告系统由红色荧光蛋白 DsRed2(两侧带有

loxP 位点)和绿色荧光蛋白 EGFP 组成, 由非洲爪蟾

延伸因子 1α(EF1α)启动子控制, 正常情况下 DsRed2

表达, 而当 Cre 发挥作用时, DsRed2 基因被切除而表

达 EGFP. 他们先将该品系与 Tg(hsp70: EGFP-Cre)品

系(受温度诱导启动子 hsp70 控制)杂交, 发现该系统

不仅重组效率低且启动子不受严格调控. 随后他们

构建了两个品系, Tg(pax2a: CreERT2)#19 和 Tg(pax2a: 

CreERT2)#45, 前一品系杂合重组酶 CreERT2 在发育中

前脑的间脑表达, 后一品系在后脑部的原基菱脑原

节 3 和 5 表达, 且都受斑马鱼 pax2a 启动子控制. 将

这两个品系与报告基因品系杂交, 后添加他莫昔芬

(tamoxifen, TAM)或 4-羟基-他莫昔芬(4-hydroxy-         

tamoxifen, 4-OHT), 结果发现在发育中的斑马鱼胚胎

中配体介导的重组不仅高效而且异常迅速 (添加

TAM 4 h, 4-OHT 2 h 后即可检测到). 另外, 由于他莫

昔芬的剂量和添加时间很容易调节, 所以该系统可

以完成精确的预期调控(图 7(D)). 与该系统相似 , 

Lister[132]把φC31 整合系统应用到斑马鱼胚胎的分子

内重组. 结果表明, φC31 整合酶在斑马鱼细胞和胚

胎中具有功能; 跟 Cre-loxP 系统一样, φC31 系统可

以切除两端带有 attB 和 attP 位点的基因片段; 当融

合有雌激素受体(ER)的配体结合域后, 该杂合酶仍 

然具有依赖于 4-OHT 的催化活性, 虽然活性略低于

野生型.  

(6) 哺乳动物与基因治疗载体.  自 20世纪 80年

代末, 科学家便开始利用 Cre 重组酶对基因组大片段

进行切除或者倒位. 发展到现在, Cre-loxP 系统已经

成为染色体改造的利器. 例如, 在小鼠中实现可诱导

的染色体易位(chromosome translocation)和体细胞性

改变(somatic alterations), 结合干细胞培养和同源重

组技术, 科学家可以在任意需要的位置进行基因组

修饰[133].  

Tiscornia 等人[134]开发了一种基于慢病毒载体受

Cre 重组酶诱导的可控 RNA 干扰系统. 发夹靶标序

列以小鼠 U6 启动子诱导, 但是被一段随机的填充序

列分开, 并带有一对 loxP 位点, 只有在 Cre 重组酶表

达的情况下 , 发夹靶标序列才得以转录从而起始

RNA 干扰. Wu 等人[135]报道了一种结合了 Cre-loxP

和 piggyBac 转座系统的对小鼠进行基因组范围突变

的方法, 该系统简便快捷, 可以系统性地对编码区和

非编码区进行基因功能分析. 以 piggyBac 转座子将

loxP 位点随机分布于基因组产生突变, 然后通过杂

交和以 Cre 重组酶的作用实现基因组大片段的缺失

或重复(频率为 5.5%~21.6%), 甚至可以产生非同源

染色体的易位(频率超过 1%). 为克服转座的随机插

入在人胚胎干细胞转基因操作中的缺陷, Sakurai 等

人[136]报道了结合同源重组和 Cre 位点特异性重组的

定点整合策略. 以同源重组在人 ES 细胞株 KhES-1 的

次黄嘌呤磷酸核糖转移酶 1(HPRT)基因座插入抗性基

因并携带 loxP 位点, 随后通过 Cre 重组酶把携带靶基

因的质粒整合到 loxP 位点. 报告基因显示, 该系统特

异且高效, 转基因的 ES 细胞仍然保持全能性. 虽然目

前用于哺乳动物细胞的重组系统较多, 但是 Cre 最成

熟, 效率最高. Raymond 和 Soriano[137]按照哺乳动物细

胞偏好优化了 FLP 和φC31 整合酶的密码子, 命名为

FLPo 和φC31o, 并利用重组酶依赖性表达半乳糖苷酶

ROSA26 报告系统检测其在哺乳动物干细胞中的活

性, 发现优化后的 FLPo 和φC31o 具有与 Cre 重组酶

对等的重组效率, 极大地拓展了 FLP-frt 和φC31 系统

在哺乳动物细胞中的应用.  

安全性是基因治疗首要的考虑因素. 基因治疗

载体有整合型和非整合型两类. 整合型载体有逆转

录病毒载体、腺相关病毒(AAV)载体和转座子载体, 

这类载体都具有高效率且持续表达等优点, 然而这 
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三种载体的整合都是相对随机事件, 这就大大增加

了安全隐患; 腺病毒载体为非整合载体, 其优点是可

携带大片段外源基因且相对安全, 但是其免疫原性

较强, 细胞毒性大. 基于噬菌体位点特异性重组酶的

基因治疗载体可携带大片段 DNA 单向定点整合到基

因组, 可持续表达且遗传稳定, 可能是基因治疗的理

想载体.  

斯坦福大学医学院(Stanford University School of 

Medicine)Michele P. Calos 实验室在利用φC31 整合

系统进行基因治疗方面做出了系列开创性的工作 . 

2000 年, 他们首次将φC31 整合酶用于人细胞并获得

成功[138]. 2003 年, 借助φC31 整合酶, 他们将人凝血

因子Ⅸ(human Factor Ⅸ, hFIX)基因整合到小鼠基因

组, 而 hFⅨ的缺失导致血友病 B. 带有 hFIX 基因和

野生型 attB 位点的质粒通过高压尾静脉注射并整合

于小鼠肝脏, 当与整合酶表达质粒共同注射时, 血清

中 hFIX 的水平增加了 10 倍, 约 4 μg/mL, 与正常水

平相当, 并且在实验检测的 8 个月里保持稳定. 部分

切除肝脏后, hFIX 水平无变化, 说明携带 hFIX 基因

的质粒确实整合到基因组. 进一步分析整合位点和

频率, 发现整合发生于两个假 attP 位点(pseudo-attP), 

且其中之一占主导. 该项工作做为φC31 系统用于动

物模型的首例报道引起了广泛的关注 [139]. 紧接着, 

他们与同校皮肤病学 Paul Khavari 实验室合作, 利用

该系统治疗隐性营养不良性大疱性表皮松解症

(recessive dystrophic epidermolysis bullosa, RDEB). 
RDEB 由于 COL7A1 基因突变引起, COL7A1 全长 32 

kb, 转录并加工后产生 8.9 kb 的 mRNA, 编码 2944 aa

的Ⅶ型胶原蛋白, 该基因突变后引发水疱. φC31 整合

酶将 COL7A1 cDNA 导入 4 个独立 RDEB 病例的原初

表皮祖细胞稳定整合, 利用这些细胞进行皮肤再生

后, 典型的 RDEB 症状得到修复, 包括Ⅶ型胶原蛋白

的表达、固定纤维的形成和表皮真皮的内聚. 这为利

用非病毒载体治疗人类遗传紊乱提供了一个可实践的

方法[140]. 随后, 他们将φC31 系统用于尝试治疗交界型

大疱性表皮松解症 (junctional epidermolysis bullosa, 

JEB)[141,142]和进行性肌营养不良症(duchenne muscular 

dystrophy, DMD)[143,144].  

3.3  多重重组及多种重组酶的联合应用 

基于不兼容底物对筛选的多重重组与多个重组

酶系统的联合应用, 使得多基因的重组成为可能. 多

位点的 Gateway 重组克隆系统可以将多个 DNA 片段

按照特定的顺序、方向和框架排列起来. 为了利用这

套系统研究植物中的某些功能基因, Karimi 等人[145]

构建了 36 个入门克隆, 这些克隆包括了启动子、终

止子、报告基因及 LhG4/LhGR 双组份调控原件. 该

系统可以和常规的克隆系统配合使用, 同时还可以

将位于不同表达模块上的 2~3 个基因同时克隆到一

个载体上. 他们用一系列报告基因验证了该系统的

可行性.  

果蝇作为研究基因调控和发育过程的模式生物, 

对其遗传操作手段的快速更新将极大促进相关研究

的进行. Huang 等人[146]结合 Cre 重组酶和φC31 整合

酶系统, 发展了对果蝇基因组高效打靶的“两步法”. 

首先, 通过同源重组将φC31 的 attB 位点插入到靶序

列, 并在抗性基因两侧带有 loxP 位点, 使用 Cre 即可

去除抗性并留下一个 loxP 位点; 第二步, 利用φC31

系统将靶基因定点整合入 attB 位点, 并带有另外一

个 loxP 位点, 即可再次去除抗性基因. 通过该方法, 

已经成功改造了 6 个基因并在相应的座位上整合了

70 个独立的等位基因. Cre-loxP 系统的反应方向和专

一性可以通过突变的 loxP 位点来实现. Kameyama 等

人[147]设计了一套可多次插入靶基因的系统. 他们首

先在体外证明了不同突变位点反应的可能性, 随后

在中国仓鼠卵巢细胞(CHO)实现了多个基因的连续

插入.  

孟山都(Monsanto)公司的高赖氨酸抗虫转基因

玉米品种 LY038, 作为第一例高营养转基因作物在

很多国家被允许商业应用. 虽然转基因作物一直饱

受争议, 但是 LY038却是位点特异性重组系统(Cre)

应用的一个著名案例[148]. 在区永祥(David W. Ow)

的一篇综述[118]中, 介绍了从 LY038 出发, 联合利

用多种位点特异性重组系统进行改造的策略. 在去

除卡那霉素抗性基因(nptⅡ)后, LY038 高赖氨酸基

因 cordapA 一侧留下 loxP 位点, 可进行第二轮转基

因; 第二轮转基因时, 带上φC31 整合位点, 并以此

位点进行第三轮转基因; 第三轮又引入 ParA 的整

合位点, 如此反复, 第四轮再引入其他整合系统的

位点(如 Bxb1 整合酶). 这样即可反复进行多基因的

插入 , 通过巧妙的设计而不留多余序列; 另外 , 在

第一轮利用 Cre 系统时外侧还引入一个 loxP 位点, 

这样结合初始的 loxP 位点即可方便地把后来的转

基因都去除[118].  
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3.4  位点特异性重组系统体内应用存在的一些
问题 

位点特异性重组系统为很多物种的遗传操作扫

除了大量障碍, 但随着该系统的广泛应用, 越来越多

的问题被发现. 一方面, 由于众多假位点的存在, 使

得基因组异常重组的风险增加; 另一方面, 得益于该

类酶系统的高活性, 使得在大量的基因组序列背景

下, 位点特异性重组似乎不再那么“特异”, 出现类似

于体外高浓度限制性内切酶反应时一样的“星号活

性”, 给该类酶的高安全性打上了一个问号.  

Schmidt 等人[149]制造了以 Protamine 1 (Prm1)启

动子诱导在精细胞减数分裂后期表达 Cre 重组酶的

转基因小鼠品系. 所有携带 Cre 重组酶基因的雄性小

鼠以及转基因雌性小鼠的雄性后代都是不育的; 雌

性小鼠未见影响. 然而精子计数、精子的游动能力以

及形态均正常, 转基因雄性小鼠的交配行为以及交

配后两细胞胚胎的形成也未见异常. 以突变后的 Cre

重组酶基因作为对照, 雄性小鼠的生殖能力正常. 对

携带 Cre 重组酶基因的雄性小鼠和野生型雌性小鼠

交配后的胚胎进行分析, 发现由于精细胞中 Cre 的高

表达引起的染色体重排导致了外显率高达 100%的妊

娠异常(abortive pregnancies). 他们同时认为, 独立于

loxP 的基因组修饰也发生在表达 Cre 的体细胞组织

中, 但是由于检测困难而难以发现; 所以建议在使用

完 Cre 重组酶后, 应尽快将其失活. Gromley 等人[150]

为研究肿瘤抑制因子Arf在生殖细胞有丝分裂和减数

分裂中的作用, 构建了依赖于 Cre(受 Arf 启动子控制)

表达的 YFP(黄色荧光蛋白) knock-in 小鼠. 肿瘤抑制

因子Arf在雄性小鼠生殖细胞和眼部细胞发育过程中

瞬时表达, 该因子的抑制会导致精子发生异常并伴

随出生后眼部玻璃质细胞的异常增殖. 然而, 当他们

构建该系统进一步研究 Arf 的功能时, 发现 Cre 重组

酶的表达会导致雄性小鼠不育, 相对于雌性小鼠, 其

胚胎移植存活率显著降低 .  雌性 Arf-Cre 小鼠和

“floxed”雄性Arf小鼠(即Arf基因两侧带有 loxP位点)

杂交后产生 ArfCre/FL 后代, 该后代表现为不同程度的

视觉缺陷甚至完全失明. Loonstra 等人[151]报道, Cre

重组酶的表达会严重影响细胞增殖, 染色体分析发

现 Cre 重组酶的表达导致大量的染色体畸变(chromo- 

somal aberrations)并增加姐妹染色单体的交换. 通过

对可诱导表达的杂合重组酶 CreER 的分析发现, 该

细胞毒性随着 Cre 表达量的升高而增加. Buerger 等 

人[152]发现, 在小鼠心肌中特异高表达 Cre 重组酶会

导致器官功能障碍, 具体为扩张型心肌病. Forni 等

人[153]研究了在构建巢蛋白 Cre 转基因品系小鼠胚胎

过程中高表达 Cre 重组酶对大脑发育的影响, 发现神

经元的增值显著减缓, 染色体倍型紊乱和细胞死亡

比率增加, 室管膜缺陷导致脑过小和脑积水. Naiche

等人[154]发现, Cre 的活性在胚胎发育过程中能导致大

范围的细胞凋亡和致命贫血症. 同时发现, Cre 重组

酶能诱导严重的发育缺陷, 如丧失干细胞造血活性

和不同干细胞组织严重的细胞凋亡. 这些表型会极

大干扰遗传分析, 对之前利用 Cre 系统但未设置相应

对照的研究工作提出了质疑. Higashi 等人[155]发现, 

在成年小鼠和胚胎中系统性的激活杂合重组酶

CreERT2 后, 会导致非常直接的血液毒性和异常的染

色体重组 . 转基因小鼠品系 B6.Cg-Tg(Ins2-cre)25 

Mgn/J通常称为RIP-Cre, 该品系中Cre重组酶的表达

受到 insulinⅡ基因启动子的诱导, 且被用于至少 17 个

基因的功能研究中. 这些研究发现, 相应基因的缺失

会伴随葡萄糖耐受不良或糖尿病. 然而, Lee 等人[156]

的研究发现, RIP-Cre 小鼠本身就表现为葡萄糖耐受

不良. 同样, 有报道显示, Cre重组酶的表达能导致植

物的表型异常. Coppoolse 等人[157]在番茄、牵牛花和

烟草中用 CaMV 35S 启动子控制 Cre 重组酶表达时, 

发现重组酶能够稳定地导入和表达, 但是都导致了

不同程度的生长缓慢和显著的叶片萎黄病. 虽然没

有直接的证据表明表型和 Cre 重组酶表达之间存在

联系, 但是表型异常的植株都有 Cre 的表达, 显示出

了极强的关联性. 然而当使用组织特异的启动子, 如

菜豆球蛋白启动子来控制 cre 基因时, 并没有发生表

型异常.  

Ehrhardt 等人[158]调查了人细胞中潜在的φC31 识

别位点是否会导致染色体重组. 在 69个独立的重组事

件中, 有 6 个(8.7%)整合到 19 号染色体(19q13.31), 10

个(14.49%)整合到 12 号染色体(12q22); 最重要的是, 

通过 PCR 检测分析和单细胞克隆的基因型确定, 他

们发现, 15%的整合事件导致了染色体的易位. Liu 等

人[159]在原代人纤维母细胞中稳定表达了φC31 整合

酶 . 对照组细胞表型及基因型正常 , 但是表达了

φC31 整合酶的细胞出现了大量的染色体畸变, 包括

不同程度的易位, 该酶表现出严重的诱发突变倾向. 

为进一步研究其机理, 他们分析了 H2AX 的磷酸化, 

该组蛋白磷酸化为 DNA 双链断裂的重要指示. 细胞
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中转入φC31 整合酶基因后, 通过免疫荧光检测到了

H2AX 的磷酸化, Western 杂交分析证实了 H2AX 磷酸

化的上调, 然而未发现细胞凋亡相关基因被诱导(p53

和 p21). 睡美人转座酶(Sleeping Beauty transposase)对

照组表型和基因型正常, H2AX 的磷酸化也较弱[160]. 

Chen 等人[161]通过酵母双杂交发现, φC31 整合酶能够

与死亡结构域相关蛋白(the death domain-associated 

protein, DAXX)发生相互作用从而抑制重组; Wang等

人[162]发现, φC31 整合酶能够与 TTRAP(TRAF and 

TNF receptor associated protein)相互作用抑制 NFκB

细胞信号通路的激活.  

问题主要体现在两方面: 一方面是由于重组酶

的存在发生了染色体异常, 使得科研工作者不得不

重新审视以前的一些研究工作, 单基因突变研究中

导致的表型或者基因型变化真正的罪魁祸首可能是

重组酶引起的细胞毒性. 那么如何正确地评估实验

结果, 如何严格设置对照, 避免由于重组酶的存在导

致的结果误读; 另一方面, 即是相关转基因作物和基

因治疗载体的安全性. 目前的应对策略主要为严格

控制重组酶的表达和提高整合酶的位点特异性以尽

量减少非预期重组的发生. Coppoolse 等人[157]建议在

植物中使用 Cre 重组系统时, 最好能够实现组织特异

表达, 并且该酶的表达控制在很短的时间内. Silver

和Livingston[163]设计了一个含有Cre重组酶可以自我

切除的反转录病毒载体, 该系统在保证有效切除靶

序列的同时切除 Cre 重组酶基因, 有效地降低了可检

测到的细胞毒性. Keravala 等人[164]将目标定位于筛

选更高效率和位点专一性的突变φC31 整合酶, 幸运

的是, 突变 P2 整合效率是野生型的 2 倍; 突变酶 P3

介导的体内重组事件有 44%发生在同一位置, 极大

地提高了靶位点的特异性.  

4  展望 

两类位点特异性重组酶在生物学功能上没有明

显的划分, 然而却采用完全不同的催化机制, 这种差

异体现在 DNA 结合、联会复合体的形成、链的切割 

与交换等一系列连续的精细过程中[1]. 较之酪氨酸重

组酶, 丝氨酸重组酶的催化机制不甚明了, 虽然目前

已有对解离酶γδ, Tn3 和 Sin 的溶液结构或晶体结构

的解析[20,78,79], 但对于丝氨酸家族众多成员来说, 想

要了解 DNA 链的交换是如何通过亚基翻转来实现的, 

以及执行不同功能的重组酶其催化方式是否存在特

定的差异, 而这些差异又是如何展现的等问题, 仅仅

是一个开始. 目前, 仍然没有丝氨酸类倒位酶和大型

丝氨酸重组酶完整晶体结构的解析, 尤其是大型丝

氨酸重组酶具有一个巨大的未知功能的 C 末端, 其

作用方式必然不同于丝氨酸类解离酶. 巨大的 C 末

端是否仅参与反应方向的控制, 还是跟 DNA 结合紧

密相关? 甚至是对其催化活性的发挥也不可或缺? 

虽然已有一些氨基酸突变工作提供了一些信息 [97], 

但是仍然缺乏全局性的保守氨基酸位点的系统突变

分析, 以了解其可变性及在催化中的作用; 而大型丝

氨酸重组酶做为目前遗传操作中颇具潜力的工具酶, 

更多的系统分析将更有利这类酶的开发利用.  

噬菌体整合酶介导的位点特异性重组最大的优

势在于能够高效专一地实现特定位点之间的重组 , 

且其重组 DNA 能力不受片段大小限制. 虽然目前也

发现存在一定非特异性重组之类的问题, 但是系统

的优化和改进以避免或降低问题出现的风险仍是可

行的方向. 今后, 位点特异性重组酶的应用研究大致

会集中在以下几个方面: 基于保守氨基酸突变分析

和晶体结构解析的酶分子改造, 包括杂合酶的开发, 

基于位点的突变筛选等, 首要的目标是增加在不同

宿主细胞中的整合特异性; 新的位点特异性重组系

统的发掘与应用, 目前基因组测序数据不断出现, 其

中有大量被注释为噬菌体(原噬菌体)序列, 可作为新

系统筛选和优化的重要来源; 多系统的综合循环应

用, 既可有效地增加转基因的数量, 也能更加方便在

体外进行多基因操作. 位点特异性重组系统开发和

优化的总体目标是安全(专一)、高效、简单和可控, 相

信随着研究的深入, 该类系统将在遗传工程中发挥

更加重要的作用.  
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Site-specific recombinases mediate integration, excision and inversion of target sites by recognizing the defined 
attachment sites, forming synaptic complexes followed by DNA cleavage and rejoining. Tyrosine or serine within the 
active center of recombinases attacks the sugar-phosphate backbone to form covalently linked intermediates, without 
the accessory of high-energy cofactors. Site-specific recombination systems have been widely used in genetic 
engineering attributed to the high efficiency and specificity of the reaction. The mechanisms of site-specific 
recombination are described based on the properties of recognition sites, the compositions and structures of 
recombinases, and the features of catalytic processes. The current status, research hot spots and problems of developing 
site-specific recombination systems for applications are extensively reviewed, and the future trends are discussed. 
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