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!"#重组酶结构与功能的研究进展

王立霞 王 勇 胡鸢雷 高 音 林忠平"

（北京大学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室 北京 !%%"5!）

摘 要 E2-F)(;G定位重组系统来源于噬菌体 G!，由 E2-重组酶和 )(;G位点两部分组成。在 E2-重组酶的介导下，

设定的 H+I片段可以被切除，可以发生倒位，亦可造成定点的整合。由于其作用方式高效简单，E2-F)(;G定位重组
系统已在特定基因的删除、基因功能的鉴定、外源基因的整合、基因捕获及染色体工程等方面得到了有效的利用，

在转基因的酵母、植物、昆虫、哺乳动物的体内外 H+I重组方面成为一个有力的工具。这里就 E2-重组酶的结构、
功能及该定位重组系统的应用等方面的研究进行了综述。

关键词 E2-重组酶，)(;G位点，定位重组
中图分类号 J## 文献标识码 E 文章编号 !%%%36%4!（$%%$）%#3%#6!3%#

H+I的重组是生命世界普遍发生的现象，它对生命表
现形式的多样化具有重要意义。然而 H+I在什么情况下重
组、重组过程遵循什么样的规律，迄今为止知之甚少。比较

简单的一类重组现象称为定位重组（,=/- K.-D=L=D 2-D(01=>:3
/=(>），已经研究得比较清楚，并且发挥了它在 H+I修饰技术
中的一系列作用［!］。

定位重组系统是由单个多肽酶识别特定的 H+I序列而
发生重组的遗传操作系统，现已成功地应用于高等动植物基

因组的修饰。研究较多的 7种定位重组系统是来源于噬菌
体 G!的 E2-F)(;G系统、酿酒酵母（ 3+00"+*(420%& 0%*%5#&#+%）$!
质粒的 9MGF9N8系统、接合酵母（621(&+00"+*(420%& *()7##）.,N
质粒的 NFN,系统，以及噬菌体 OB的 P=>FQ=;系统［$］，每种重
组系统都主要由 $个组分组成：重组酶和特异性识别位点。
由于这类定位重组系统重组方式的确定性和精确性，它们在

基因控制上具有很大的应用价值。其中以 E2-F)(;定位重组
系统的应用最为广泛。

来源于噬菌体 G! 的 E2-F)(;G系统包含有 $个重要的组

成：一个是 )(;G位点，另一个是识别 )(;G位点的 E2-重组酶。
该系统在噬菌体 G! 与宿主细胞相互作用中起着非常重要的

作用，它能维持 G! 在宿主细胞中的低拷贝数，保持宿主细胞

分裂之后仍含有一个拷贝的 G! 基因组；另外它还有助于在

感染组织中使噬菌体 H+I迅速环化［6］。下面先介绍该系统
的 $个组成元件。

$ 第一个组成元件———E2-重组酶

E2-是一种蛋白质，其名称来源于 D:BK- 2-D(01=>:/=(>，是

从噬菌体 G! 中提取出来，由噬菌体 G! 基因组编码的。依据

氨基酸序列的同源性，来自细菌和酵母的重组酶可以分为整

合酶家族和解离3转化酶家族，E2-重组酶是整合酶家族的一
员。整合酶家族重组酶的共同特点是这些酶均由单个多肽

构成，作用于核苷酸序列时，不需要其它辅助因子的参与，也

不额外消耗能量［$］。因这种 H+I重组过程容易在离体条件
下（ #$ 5#/*(）发生，为研究 E2-重组酶结构与功能关系提供了
有利条件。上述几种定位重组系统中重组酶之间在氨基酸

序列上差异较大，但它们在 E3末端都具有一个“N3R3N3S”
（I2Q3R=K3I2Q38T2）的四联体结构，是整合酶的活性中心。其
中第 6$7位的酪氨酸 8T26$7和 H+I分子共价结合，形成 6U3
磷酸酪氨酸，将 H+I 链切割；碱性氨基酸 I2Q!56、R=K$"&、
I2Q$&$在重组反应中起到中和与稳定反应体系中高浓度负
电荷的作用［7］。

$%$ !"#重组酶的理化特性
E2-重组酶是由噬菌体 G! 基因组中 !%$&1.的一段序列

编码的蛋白质，由 676 个氨基酸组成，分子量为 6"V#AH［#］。
它不仅具有催化活性，而且同限制酶相似，识别特异的 H+I
序列并进行特定的剪切和拼接。在水溶液中该酶以单体形

式存在。其热稳定性较 9MG重组酶强，9MG的最适反应温度
在 6%W附近，高于 6&W时几乎检测不到活性；E2-重组酶的
最适反应温度为 65W，甚至在 74W仍有活性，因此 E2-重组
酶适合在生长于这个温度范围内的宿主中使用，在哺乳动物

的遗传操作中 E2-F)(;G 这一定位重组系统得到广泛的应
用［4］。E2-酶对其底物（两个特定的 H+I序列）的识别是相
当灵活的，图 !表示 E2-重组酶所识别的 H+I序列———)(;G



（!"#$% "& #’"%%()* "+,’ () -.）。称为 /"0-的两个识别位点可以

位于不同的 123分子上，也可以在同一个 123分子上；同一
分子上既可以是同向的，也可以是反向的。重组底物既可以

是线性 123分子，也可以是环状，甚至是超螺旋的 123分
子。在催化重组反应时，不需其它蛋白质、123等辅助因子
和额外能量的参与。仅需 )4"/的量即可与 /"0-位点结合，
完成体内或体外的 123的重组［5］。正是由于这种高效简单
的作用方式，6’,7/"0-定位重组系统已成为 123遗传操作的
有力工具。另外，由于 6’,重组酶的序列自身具有核定位信
号肽（2!8），因而它能进入真核生物的细胞核，这一过程不是
简单的被动扩散，这一特点和能力是许多原核蛋白所没有

的［9］。所以我们可以直接利用 6’,7/"0-系统进行真核生物
的转基因调控。

图 . 6’,重组酶识别的 /"0-位点

:(*;. <=, /"0- %(>, ’,#"*)(?,@ AB 6’, ’,#"4A()C%,
（<=, DEFAG /"0- %(>, (% #"4G"%,@ "& >H" .DFAG %B44,>’B ,/,4,)>% %$’F

’"$)@()* C) 9FAG C%B44,>’(# ’,*(")）

!"# $%&重组酶的结构
在研究 6’,重组酶的结构与功能的过程中，I$"等［J］发

现该酶由两个明显的结构域组成———较小的 2F末端结构域
和较大的 6F末端结构域，结构域间由一个短链相连。两个
结构域在结合位点周围形成“夹子”结构，以和 123分子的
大小沟部位充分接触（图 K）。在重组过程中，2F端和序列的
识别有关系，6F端和 123的结合及 123链的切割有关系。

图 K 一个 6’,重组酶分子与 123结合的模式图（I$"，.JJ5）

:(*;K L), 6’, ’,#"4A()C%, A"$)@ >" >=, %G,#(&(# 123 %$A%>’C>,

2F末端由第 KM至第 .KM个氨基酸组成，包含有 N个!螺
旋———螺旋 3、O、6、1、P。螺旋 6、1、P形成反向平行束，3、

O螺旋垂直于 D个反平行束。螺旋 3没有与 123接触，只
是松散地同其它几个螺旋相连，它与重组过程中 6’,重组酶
四聚体的形成有关；螺旋 O、1与 123的大沟相连，螺旋 O与

反向平行束的疏水面紧密接触；螺旋 6未与 123分子相连；
螺旋 P在有剪切活性的 6’,亚基中与 123的骨架部分形成
静电结合，在没有剪切活性的 #’,亚基中它位于两个 !"0-之
间，螺旋 P也参与了重组过程中 6’,重组酶四聚体的形成。

6F末端区块是 6’,重组酶的主要活性中心，由第 .DK至
第 DE.个氨基酸组成，共包含 J个!螺旋———螺旋 :、I、Q、R、
S、T、!、U、2，螺旋间有 K个小的"F折叠片结构。6F端结构域
和 123的接触面复杂，大部分的螺旋和连接环均与 123分
子的大小沟及主链部位相互作用。螺旋 :未与 123接触；
螺旋 I、Q与 123接触，参与重组反应的 3’*.5D位于螺旋 Q
上；螺旋 R没有与 123接触，在该螺旋与螺旋 Q、S之间各有
一个"F折叠结构；螺旋 S与 123的大沟相连，这也是 6端唯
一与 123大沟直接接触的部位；螺旋 T、!未与 123直接接
触，参与重组反应的 Q(%K9J、3’*KJK位于螺旋 T上；螺旋 !与
螺旋 U形成一个疏水区，在重组过程中有活性的氨基酸大
多数均位于该部位，其中有切割活性酪氨酸（<B’DKE）位于螺
旋 U上，该部位是 6’,重组酶的主要活性中心；螺旋 2远离
其他螺旋，有助于 6’,亚基间相互接触。
在重组反应中，与 K个 /"0-位点结合的不同 6’,亚基间

2F端结构相似，而分子间 6F末端构象有很明显的差异，这说
明不同 6’,亚基在重组过程中所起的作用不同。在与 K 个

/"0-位点结合的 E个 6’,酶中，只有 K个有重组活性。
!"’ $%&重组酶的修饰与改造

V(,’?A(#W(［.M］通过诱变分析研究发现，对酶分子活性区
域的氨基酸进行突变，结果发现 6’,酶活性丧失或降低。而
在远离活性中心、距 2F端较近的部位，将 3’*突变为 6B%，酶
的重组活性较野生型提高了 .NX。8#=C(W=等［..］研究得到 D
个 6’, 的突变体，将 3/CDY 突变为 ZC/、<=’E. 突变为 -=,、
I/BD.E突变为 3’*，结果发现，这 D个突变体均不能进行 123
链的切割。由于 !"#基因最初来源于细菌噬菌体 -.，为了适

应 6’,7/"0-系统在哺乳动物中的广泛应用，T"’,%CHC［.K］通过
采用哺乳动物的偏爱密码子合成 6’,重组酶基因并检测它
在 6QL细胞中的表达，结果发现 4[23的水平和蛋白表达
量均有显著提高，经过修饰的 6’,重组酶对 /"0-位点的重组
效率比野生型的更高一些。8=(4%=,W［.D］通过哺乳动物偏爱
密码子来改造 6’,重组酶，减少 !"# 基因序列中的 6GI的含
量，从而提高了 !"#基因在小鼠中的表达，为 6’,重组酶在转
基因小鼠中的应用提供了便利。改进和提高 6’,重组酶的
活性，将更有助于发挥该定位重组系统在 123重组操作方
面的潜力。

# /"0-位点———6’,重组酶的识别位点

/"0-位点是 6’,酶的特异性识别位点。/"0-是一段长度
为 DEAG的 123序列，由两个 .DAG的反向重复序列和一个

9AG的不对称间隔区组成（如图 .）。
缺失分析和足迹分析实验表明：此 DEAG的序列是 6’,重

组酶介导重组反应所必需的和充足的条件，其中 9AG的间隔
区是一段重要的核苷酸序列，重组过程中 123链的切割和
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连接均在此部位进行。!"#的间隔区从功能上可分为以下 $
个部分［%］：&、%位是第一次链的交换和连接所必需的；’、(位
的 )个碱基是第二次链的交换和连接所必需的；*、!位的碱
基改变后，这一突变的 +,-.位点如果同野生型 +,-.位点组
合，不会影响重组反应的效率，如果 ’个 +,-.位点均为突变
型的，重组效率将大大降低。重组反应进行时，/01重组酶先
在 %、!位间切割下面的一条 234链，形成“5,++6789结构”；而
后于 *、’位间切割上面的一条 234链，形成最终的重组产
物。

! /01重组酶的作用方式

+,-.位点中的 !"#间隔区是位点中唯一不对称部位，这
种非对称性决定了 +,-.位点具有方向性，从而决定了重组的
方向性。在 /01酶的介导下，/01:+,-.定位重组系统在细胞
内和离体系统中共有以下 $种工作方式［*$］：当 ’个 +,-.位点
方向相同时，重组反应的结果是 +,-.位点之间的 234片段
被删除；当 ’个 +,-.位点的方向相反时，/01介导的重组反应
使 +,-.位点之间的 234片段倒位；如果 ’个 +,-.位点不在
同一分子上，比如一个质粒上带有一个 +,-.位点，而在某个
染色体上还有一个 +,-.位点，那么在 /01重组酶的介导下，
质粒 234便可以整合到染色体中 +,-.所在的位置上。

" /01#+,-.定位重组系统的作用机制

在重组反应过程中，)个 /01重组酶分子同 ’个 +,-.位
点结合形成一个复合体，其中有 ’个 /01重组酶分子是有重
组活性的，另外 ’个没有重组活性［*)］。通过对 /01重组酶的
突变分析证明，/01重组酶的 3;末端结构域主要起结合位点
的识别作用，而 /;末端结构域在重组反应中完成链的切割
作用及链的交换过程，是该酶的重要活性中心。

/01重组酶先和 234结合，但开始结合力较弱，当遇到
+,-.位点时结合力大大增强。然后 / 末端保守的酪氨酸
（<90;$’)）与 234分子的 $=;.>) 共价结合形成 $=;磷酸酪氨

酸，导致 234链的切割；切割后产生的 (=;>5既可与同一断
裂部位的 $=;.>) 结合恢复为原来的构型，也可与另一切割

部位的 $=;.>) 结合，发生链的交换，形成一个“5,++6789结构”

的中间产物；继而产生结构的异构化，这时第一次切割的 ’
个 /01酶不再起切割作用，而是由另外 ’个 /01酶进行第二
次链的切割和交换，去掉中间产物发生重组（如图 $所示），
这样便完成了基因的插入或删除［*(，*&］。

$ /01#+,-.定位重组系统的应用

/01重组酶在介导重组反应时，不需要其它蛋白质、234
等辅助因子和额外能量的参与，仅需纳摩尔的量即可与 +,-.
位点结合，完成体内或体外的 234的重组，将外源基因定点
整合到染色体上或将特定的 234片段删除；而且 /01重组酶
可以对包含 +,-.位点的各种 234底物进行重组反应，如线
性的、超螺旋的、有缺口的环状 234 分子。正是由于 /01:
+,-.定位重组系统这种高效简单的作用方式，它已在特定基

图 $ /01:+,-.定位重组系统的作用机制（?,#8@+，*AA!）

B6CD$ <E1 F1GE8H6IF ,J /01:+,-. I6K1;I#1G6J6G 01G,F"6H8K6,H

因的删除、基因功能的鉴定、外源基因的整合、基因捕获及染

色体工程等方面得到了有效的利用，在转基因的酵母、植物、

昆虫、哺乳动物的体内外 234重组方面成为一个有力的工
具。

$%& 在转基因生物中删除特定的基因
选择标记基因在转基因的研究中是一个用于区分转化

细胞和非转化细胞的必不可少的重要基因，它的使用大大加

速了转基因技术的发展。但选择标记基因也带来了一些不

利因素：目前广泛使用的有效标记基因只有少数几种，而在

基因工程操作过程中往往需要对同一基因片段进行多次转

化，这时不易找到合适的选择标记基因；另外选择标记基因

的表达可能会对转化细胞中的其它基因的表达产生负面作

用，导致结果分析的复杂化；同时选择标记基因在转基因作

物中的存在增加了它们分布环境的不确定性，由此带来转基

因动植物的环境安全性问题，这些对转基因动植物的环境释

放有很大的制约作用。利用 /01:+,-.的工作原理，L8@10［*%］提
出用以删除选择标记———!"# 基因的一种策略：目的基因位
于两个同向的 +,-.之间，随后再引入一个同向的 +,-. 位点，
使 !"# 基因也位于两个同向的 +,-.之间；/01重组酶介导的
完全重组反应会将目的基因和选择标记基因 !"# 基因同时
删除，当 /01瞬时表达时即可引起部分删除，仅去除 !"# 基
因。

在转基因植物实验系统中发现，当 /01重组酶识别 ’个
同向的 +,-.位点时，具有最高的重组效率，因此对这种重组
方式在转基因植物中的应用是最多的。我们实验室利用

/01:+,-.系统来控制外源基因的表达已经取得重要进展，下
面介绍几个实例。!/01:+,-.定位重组系统介导的植物雄性
不育。将一个因插入阻断序列而不能表达的致死基因导入

植物，利用雄性器官特异性表达的启动子驱动 G01重组酶的
表达，使阻断序列在花药或花粉粒中被删除。致死基因在雄

性器官中的局部表达就可以造成转基因植物的雄性不

育［*!，*A］。"从食用器官中删除转基因植株中的抗虫基因。
利用果实专一性启动子（’8*’）驱动 $%"基因在植物果实中的
特异表达，并直接作用于果实基因组带有 +,-.;.6HMM;+,-.结
构中的 +,-.位点，特异性地删除果实细胞中的抗虫基因 .6HMM
（马铃薯蛋白酶抑制剂 MM）［’N］。另外，我们还利用 /01:+,-.和
BO.:BP<这两套定位重组系统对转基因子代中的 QK抗虫基
因进行删除［’*，’’］。#获得无标记基因的转基因植物。构建

$$((期 王立霞等：/01重组酶结构与功能的研究进展



一种植物双元表达载体用于携带在植物中表达的质粒，这一

载体中选择标记基因（!"#$$）的两端带有同向的 %&’"位点。
用这种载体转化的植物与表达 !"# 基因的植物杂交，就可以
从转基因植株的后代中删除抗生素标记基因，为继续向这种

植物导入新的基因提供便利［()］。

!"# 基因功能的鉴定
分子生物学技术的发展使得设计精确的遗传修饰成为

可能，不仅可以确定引入基因组中核苷酸的变化，还可以使

靶基因在时间和空间上表达和缺失。运用同源重组技术在

小鼠的胚胎干细胞中可以实现特定基因的破坏和基因敲除；

但是当被研究的目的基因在胚胎发育期或在某个特定的细

胞、组织和器官中有重要作用时，利用同源重组的基因敲除

（*+,+ -,&.-/&01）技术，将会使胚胎发育早期死亡或导致这些
基因在胚胎发育的后期及在特定的细胞、组织和器官中的功

能无法确定。只有目的基因的条件性突变可以确定特定基

因在特定组部位的功能。

利用 23+4%&’"定位重组系统结合同源重组的基因打靶
技术，可以产生时间或空间控制的条件型基因突变来修饰目

的基因，实现一定条件下目的基因的替换和敲除［(5，(6］，从而

精确确定该基因的功能。运用此技术时，将两侧带有 %&’"
位点的目的基因通过同源重组转入细胞中，然后和带有在特

定组织表达的 23+重组酶的细胞杂交，23+重组酶的表达可
以产生基因的组织特异性缺失；也可以通过诱导的方式控制

!"#基因在特定时间内表达，以实现特定时间内目的基因的
敲除。这种条件型基因敲除技术将非常有助于研究那些在

不同发育时期都有作用的基因的功能。

利用定位重组系统的条件型基因敲除策略时，可以有 (
种方式将 !"#基因引入转基因动物体内。一种是通过杂交
方式，先制备由特定细胞或组织启动子控制 !"# 基因的转基
因动物，然后与含有 %&’"序列的转基因动物进行杂交；第二
种方式是构建含 !"#基因的腺病毒载体，在一定的条件下用
显微注射的方法将 !"#基因注入一定的组织或器官中。
!"$ 外源基因的整合
传统的转基因技术存在的一个主要缺陷是对外源基因

的整合位点和拷贝数缺少控制，从而极大地影响外源基因的

表达，并且可能对宿主本身的基因表达造成影响。利用 23+4
%&’"的工作原理，我们可以在基因组上引入一个 %&’"位点，
然后利用连有外源基因的 23+4%&’"系统将外源基因定点整
合到基因组上。该种定点整合方法有以下优点：!外源基因
准确地整合到宿主染色体的设定位点；"减少转基因生物中
外源基因的拷贝数，整合上的 7!8大多是未发生重排的单
拷贝外源基因。正是由于以上优点，23+4%&’"系统在基因工
程方面成为一个有力的工具。23+4%&’"定位重组系统能在酵
母、植物、哺乳动物中实现外源特定基因的定点整合［(9 : (;］。

!"% 基因的捕获（&’(’)*+,-）
基因捕获是一种用来分离、克隆与特定功能相关基因的

方法。它的基本策略是将特定的基因捕获载体随机插入到

基因组中，载体上无启动子的报告基因与细胞中特定的调控

元件融合后，诱导报告基因如 $%!& 基因、’() 基因、’*+ 基因
的表达，以达到分离细胞中特定基因的目的［(<］。

=0-0>?@A+［(B］设计了一种 23+4%&’"定位重组系统介导的
基因捕获策略。先将基因组的酶切片段插入到带有单个

%&’"位点的基因捕获载体中，然后再将这些克隆通过 23+重
组酶的作用导入基因组特定位置上的 %&’"位点侧翼，通过报
告基因特异地激活 ,#- 基因来筛选重组细胞，重组后通过报
告基因的表达即可筛选到特异的启动子序列。

!"! 染色体工程———染色体的易位和缺失
位点特异性重组系统在染色体工程这一领域有着重要

的用途，它可以造成染色体的易位和缺失。CD等［)E］提出利
用转座子系统和位点特异性重组系统联合使用的策略，即在

转座子内部含有一个重组酶的识别位点，转座子外部有另外

一个同向的重组酶识别位点；它们作为一个整体整合入染色

体后，在转座酶的作用下，转座子连同起内部的重组位点通

常转移到与原来位点相连锁的位点上。如果这两个位点仍

然是同向的，在重组酶的介导下，两个重组位点之间的染色

体片段就会发生缺失。这套系统导入不同植株，可以整合到

基因组的不同位点上同一位点的转座和重组又可以导致不

同染色体的缺失，这样可以构建一个有利于新基因的染色体

缺失突变库。
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