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Cre/loxP 位点特异性重组系统及其在

口腔医学领域中的应用

张文娟综述 于丹妮审校

（天津医科大学第二医院口腔内科 天津 300211）

[摘要] Cre/loxP 位点特异性重组系统由 Cre 重组酶和 loxP 位点组成。Cre 重组酶可识别 loxP 位点并催化 2 个

loxP 位点之间的 DNA 进行精确的位点特异性重组。该系统作用方式简单、重组效率高，可定时、定位地对基

因进行修饰，已成为一种定向改变生物活体遗传信息的重要的试验工具。本文主要就 Cre/loxP 系统的结构、重

组机制、特点及其在口腔医学领域中的应用作一综述。
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Cre/loxP site -specific recombination system and its application in the field of oral medicine ZHANG
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[Abstract] Cre/loxP system is composed of Cre recombinase and loxP site. Cre recombinase can recognize loxP
site and catalyze precise site-specific recombination of DNA between two loxP sites. The Cre/loxP system can
modificate the genes in specific time and site, which acts in simple mode and recombinates in high efficiency. It
has become an important tool for experiments that can be used to change the genetic information directionally in
vivo. In this article, the structure, the mechanism of the recombination, the characteristics of Cre/loxP system and
its application in the field of oral medicine have mainly been reviewed.
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随着分子生物学的不断发展，口腔致病微生

物的可用基因组序列数不断增长，从基因水平研

究口腔致病微生物的发病机制已成为热点。目前，

人们将位点特异性重组系统与传统的基因修饰技

术结合起来，克服了传统的转基因和基因敲除技

术在体内研究基因功能时不尽如人意之处。位点

特异性重组是指在重组酶的催化下，两段 DNA 序

列的特异位点发生整合并共价连接。其中，包括

Cre/loxP、FLP/FRT、R/RS 等，而研究最为深入、
应用最为广泛的是 Cre/loxP 系统。

1 Cre/loxP 位点特异性重组系统的结构和重组

机制

1.1 Cre/loxP 位点特异性重组系统的结构

Cre/loxP 位点特异性重组系统由Cre 重组酶

和loxP位点组成 [1]。Cre 重组酶是由 cre 基因编码

的相对分子质量为 3.85×104 的蛋白质，属于位点

特异性重组酶整合酶家族。Cre 重组酶属于Ⅰ型

拓扑异构酶，是位点特异性重组所需的特异性重

组酶，可识别特异 DNA 序列（loxP位点）并催化 2
个loxP 位点之间的DNA进行精确的位点特异性重

组 [2]。该酶由较小的N末端 和 较 大 的 C 末 端 结

构域组成，结构域间由一个短链相连。在重组过

程中，N末端与 loxP 位点的识别有关；而 C末端

与 DNA 的结合及切割有关，是 Cre重组酶的活性

中心 [3]。在重组反应中，与 2 个 loxP位点结合的

不同 Cre 亚基间 N 端结构相似，而 C 端构象有较

明显的差异，即不同 Cre 亚基在重组过程中所起

的作用不同。
Cre 重组酶的特异性识别位点loxP 是一种典

型的回文序列结构，长度 34 bp，包括两侧的 2个

13 bp 的反向重复序列和中间的8 bp 的非对称

间隔序列 [4]：5’-ATAACTTCGTATAG▲CATACAT
TATACGAAGTTAT-3’，3’-TATTGAAGCATATCG-
TATGT★AATATGCTTCAATA-5’。其中，两侧的
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反向重复序列是 Cre 重组酶识别和结合的部位，

而中间的间隔序列是 DNA 分裂和链交换发生的部

位[5]，即回文序列结构中斜体部分。在重组反应

过程中，第 1 次链交换发生在回文序列结构中▲
所示的位置，第 2 次链交换发生在回文序列结构

中★所示的位置[6]。当 2 个 13 bp 的反向重复序列

发生改变时仍能被识别并发生重组，利用这一特

点，人们在构建载体时可根据需要改造 loxP 位点

序列，以达到定点修饰染色体上某一基因的目的，

增加该系统的应用范围。
loxP 位点中的8 bp 间隔区是位点中唯一不对

称的部位，这种非对称性决定了 loxP 位点具有方

向性，进而决定其重组的方向性；而且，Cre 重

组酶既能作用在分子内的 loxP 位点，又能作用

于分子间的 loxP 位点[7]。在 Cre 酶的介导下，Cre/
loxP 系统共有以下3 种工作方式[8]：1）当 2 个loxP
位点位于同一个分子上且方向相同时，loxP位点

之间的 DNA 片段被删除；2）当2个loxP位点位于

同一个分子上且方向相反时， loxP 位点之间的

DNA 片段倒位；3）当2个 loxP位点分别位于 2 个

分子上时，Cre 重组酶可介导 2 条 DNA 链间的交

换或染色体易位。
1.2 Cre/loxP 位点特异性重组系统的重组机制

Cre 重组酶介导的位点特异性重组是通过

DNA 底物中每条链的切割和交换来逐步完成的。
首先，4 个 Cre 重组酶分子同 2 个 loxP 位点结合

形成一个复合体，其中 2 个 Cre 重组酶先发生作

用，其保守的酪氨酸残基切割 DNA 链，与 3’-
PO4 共价结合形成一个 3’-磷酸酪氨酸和一个游离

的 5’-OH；继而，磷酸酪氨酸与另一切割部位的

5’-OH 连接，导致第 1 对 DNA 链的交换，形成

一个“霍利迪（Holliday）连接体”的中间物；然后，

以霍利迪中间物为底物产生结构的异构化，利用

剩余的 2 个 Cre 重组酶完成第 2 对 DNA 链的切割

和交换，去掉中间物，从而形成重组产物[9-10]。

2 Cre/loxP 位点特异性重组系统重组效率的测定

Cre/loxP 系统已广泛用于体内外复杂的DNA
分子的处理，为了进一步描述 Cre/loxP 系统的特

征并修饰该系统，需要有一种方便的测定重组效

率的方法。庞永奇等[11]提供了一个简单可视的测

定方法：将 cre 基因插入卡那霉素抗性的细菌表

达载体中并将其命名为 pET30a-Cre，将被 loxP位

点锚定的绿色荧光蛋白（green fluorescence pro-

tein，GFP）基因克隆到氨苄西林抗性的表达载体

中并将其命名为pET23b-loxGFP，然后将pET30a-
Cre 和 pET23b-loxGFP 共同转化到大肠杆菌BL21

（DE3）中，在卡那霉素与氨苄西林共同存在的条

件下进行培养，在紫外线的照射下，可以较容易

地检测到 Cre 介导的重组。该测定方法的精确度

已由十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

法和 DNA 序列的限制性酶切法所证实，所以，这

种共转化的方法提供了一种可用于修饰 Cre/loxP
系统的直接的测定方法。

3 Cre/loxP 位点特异性重组系统的特点

3.1 作用方式简单

在 Cre/loxP 系统中，Cre 重组酶是比较稳定的

蛋白质，且 loxP 位点较小，容易合成。Cre 重组

酶在介导重组反应时，不需要其他蛋白质、DNA
等辅助因子和额外能量的参与[10]，便可将外源性

基因定点整合到染色体上或将特定的 DNA 片段删

除，完成体内外的 DNA 重组；而 Cre 重组酶可对

包含 loxP 位点的各种 DNA 底物进行重组反应。
3.2 时间特异性

Cre/loxP 系统具有时间特异性，人们可利用

该系统并调控 Cre 重组酶的表达，在特定的时间

内敲除目的基因，Cre 重组酶的时间调控可利用

诱导的方式来实现。目前，多利用化学合成的激

素配体与受体相结合的方式来诱导 Cre 重组酶的

表达。将 cre 基因与激素受体的配体结合域融合

形成嵌合型 cre 基因，当化学合成的激素配体与

受体结合时可诱导 Cre 重组酶的表达，即可实现

在特定时间内敲除目的基因。为了避免体内自然

产生的激素的干扰，可对激素受体的配体结合域

作一定程度的修饰，使其只能与化学合成的激素

配体相结合，以保证重组反应的特异性。Cre/loxP
系统具有时间特异性，将有助于研究那些在不同

发育时期都有作用的基因的功能。
3.3 组织特异性

Cre/loxP 系统还具有组织特异性，人们可利

用该系统并调控 Cre 重组酶的表达，在特定的组

织内敲除目的基因。Cre/loxP 系统是产生特定细

胞类型基因失活的最有效的方法 [12]。对 Cre 重组

酶的空间调控可利用其组织特异性的启动子来实

现，该启动子只在特定的组织中有活性，而在其

他组织中却没有活性。将 cre 基因置于该启动子

的控制下，当 Cre 重组酶表达时，该组织中的被
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loxP 位点锚定的基因片段将被删除。利用 Cre/
loxP 系统的组织特异性，可避免传统基因敲除技

术导致的胚胎死亡，有助于探测基因在特定的细

胞或组织中的功能。
此外，将上述两者结合起来，可在时间与空

间上同时调控 Cre 重组酶的表达。Liang等[13]将 cre
基因与雌激素受体的配体结合域融合，实现了对

Cre 重组酶的时间调控；同时，将 cre 基因置于牛

角质素-5 启动子的调控下，实现了对 Cre 重组酶

的空间调控。此启动子只在多个器官的复层和假

复层上皮组织的基底上皮细胞谱系中有活性。该

试验成功构建出了可用于分析基底上皮细胞的功

能与可进行遗传修饰的转基因小鼠系，允许对围

生期小鼠和成年小鼠的基底上皮细胞谱系进行鉴

定并分析其在胚胎形成中的分化。

4 Cre/loxP 位点特异性重组系统在口腔医学领域

中的应用

4.1 Cre/loxP 系统在口腔颌面部发生发育研究中

的应用

在体外牙釉质形成的研究中，CCAAT/增强

子-结 合 蛋 白（CCAAT/enhancer binding protein，

C/EBP）-α参与调节小鼠牙釉质基因的表达。由于

釉质形成于小鼠出生之后，而组成性 C/EBP-α 缺

失小鼠出生时就已死亡，故Xu等[14]用 Cre/loxP 系

统表现了特异性敲除 C/EBP-α 小鼠的釉质蛋白表

达的特征。他们将 cre 基因置于人角质素-14 启动

子的控制下，用 loxP 锚定 C/EBP-α，并将 loxP 锚

定 C/EBP-α 的小鼠与角质素-14-cre 小鼠交配，

构建出了 C/EBP-α 条件敲除小鼠。该小鼠只在成

釉细胞系中敲除了 C/EBP-α，克服了组成性 C/
EBP-α 敲除小鼠的胚胎致死性缺陷，这样就可在

活体内研究 C/EBP-α 缺失时 C/EBP-δ 的作用。在

C/EBP-α 缺失时，C/EBP-δ 可替代 C/EBP-α 来产

生一种釉质基质并可发挥直接的矿化作用。
Lan等[15]也同样利用 Cre/loxP 系统，在腭间充

质形成过程中组织特异性地失活 smo 基因，使其

在体内研究声音刺猬蛋白（sonic hedgehog，Shh）
调节腭发生的分子和细胞机制成为可能。他们还

发现，上皮性表达的直接定向于腭间充质的 Shh
信号通过细胞周期蛋白D1（cyclin D1，Ccnd1）和

Ccnd2 来调节腭间充质细胞的增殖。
4.2 Cre/loxP 系统在口腔变异链球菌中的应用

目前，由于缺乏先进的遗传研究工具，因而

有关口腔变异链球菌的遗传分析仍受限制。传统

的基因敲除技术皆需要引进一个选择性标志来促

进突变体的选择，但当需要多基因缺失时，突变

基因的数目通常与菌株染色体中选择性标志的数

目相关联[16]。方便且可选择的标志基因少之又少，

故应用这些技术的可行性较小。解决这一问题的

有效途径是使用 Cre/loxP 系统，从基因组中删除

选择性标志基因。即用 2 个同向的 loxP 位点锚定

选择性标志基因（loxP-Abr-loxP），当 Cre 重组酶

表达时就可删除选择性标志基因。然而，当该系

统应用于多基因缺失时，野生型 loxP 位点又可能

会出现问题。这是因为来自不同的 loxP-Abr-loxP
标志基因盒的 2 个 loxP 位点之间存在着 Cre 重组

酶介导的潜在重组，当多个 loxP 位点整合入基因

组时，会致基因组不稳定。Araki等[17]认为，使用

突变型 loxP 位点（loxP*）可解决上述问题。
为此，Banerjee等[18]对该系统进行了改良。他

们选择了 2 个突变位点，lox71 和 lox66。在 Cre
重组酶表达时，lox71 和 lox66 突变体的重组会产

生 loxP 双重突变位点 lox72，而 lox72 在两侧的重

复序列中都包含突变体，对 Cre 重组酶的亲和力

大大降低[19]。Banerjee等[18]将此 Cre/loxP* 改良系统

应用于口腔变异链球菌中，并选择其 htrA 和 clpP
两个基因进行分析。他们利用 lox71-Abr-lox66 删

除 htrA 基因，并删除选择标志基因，在 htrA 缺陷

株中同样地删除 clpP 基因时，htrA 缺陷株中的

lox72 位点与新引进的 lox71/lox66 位点彼此分离，

lox72 与 lox71/lox66 位点间的重组率极低。
Lambert等 [20]在对植物乳杆菌的研究中证实：

当 lox71 或 lox66 位点非常接近 lox72 位点时，由

Cre 重组酶介导的在 lox71 和 lox66 位点间的重组

率为 99.4%。因此，不论 lox71 和 lox66 位点与

lox72 位点的位置是远还是近，Cre 重组酶介导的

首选的在 lox71 和 lox66 位点间的重组几乎是唯一

的。这充分彰显了该改良系统的 Cre 重组酶的选

择性以及相对于野生型 loxP 位点的优点。该改良

系统将在构建多基因缺陷株中发挥更大的优势，

并且更有利于对多个基因功能的鉴定。

5 展望

Cre/loxP 位点特异性重组系统具有作用方式

简单、时间特异性和组织特异性的特点，已广泛

应用于基因功能鉴定 [21]，动物 [22]、植物 [23]和微生

物[24-26]基因组的修饰等。相信 Cre/loxP 系统在口腔
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医学领域，尤其是在口腔变异链球菌中的应用，

将极大地促进对变异链球菌的遗传分析，推动从

基因水平研究其致龋机制，有助于探索从根本上

治疗龋病的新途径。鉴于 Cre/loxP 系统在鉴定基

因的功能方面的极大优势，其在口腔其他方面的

应用也将会越来越广泛，譬如对牙周病和口腔肿

瘤发病机制的研究等。
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