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摘要：Cre/loxP 位点特异性重组系统自发现以来，在植物基因重组领域得到了广泛应用，已成为提高转基因

植物安全性的有效方法。本文介绍了该系统的基本概况及其在转基因植物表达载体构建方面的应用，尤其是在基

因删除、定点整合、多基因表达以及杂种优势利用等方面的应用做了重点阐述。 
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Abstract: The Cre/loxP site-specific recombination system has been widely applied to gene recombination in plants, and it has 
become a powerful tool to enhance the safety of transgenic plants. The present review describes an overview of the basic profile of 
Cre/loxP system and its applications in the construction of plant expression vector, especially in gene deletion, site-specific gene 
integration, multi-gene expression and heterosis application. 
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0  引言 

位点特异性重组技术是通过对 DNA 特定序列进

行准确切割和重新连接，从而在基因或染色体水平上

对生物进行遗传改造的一种技术。位点特异性重组系

统为双组分系统，由位点特异性重组酶基因及其特异

性识别位点组成。该系统有多种类型，如 Cre/loxP 系

统、FLP/FRT 系统、R/RS 系统以及Ⅰ/SceⅠ系统等，

Cre/loxP 系统的应用最为广泛。Cre/loxP 系统中的 Cre
重组酶专一性地识别由 34 个碱基对组成的特异序列

（loxP 位点），使 2 个片段之间的基因或 DNA 序列

发生重组，在植物中介导的重组频率可高达 100%[1]。

Cre/loxP 位点特异性重组系统自 1981 年从 P1 噬菌体

中发现以来，越来越受到科研工作者的青睐，人们利

用 Cre/loxP 系统对基因的敲除、激活、倒转和易位等

特性，将其成功应用于植物表达载体构建中，使该系

统能够进行定点基因插入、控制转入基因的拷贝数、

进行组织特异性表达、按照人们的意愿定时对目的基

因进行表达启动与关闭等[2]。本文就 Cre/loxP 位点特

异性重组系统在转基因植物定点整合、基因删除、多

基因植物表达载体构建、人工雄性不育及恢复系创建

等方面的应用研究进展进行了概述。 

1  Cre/loxP 位点特异性重组系统 

在重组酶的催化下，2 段 DNA 序列的特异位点发

生整合并共价连接，称之为位点特异性重组。Steinberg
等[3]首先在大肠杆菌噬菌体 P1中发现Cre/loxP位点特

异性重组系统由 Cre 重组酶和 loxP 位点 2 部分组成。

Cre 重组酶是一种由 343 个氨基酸组成的单体蛋白，

属于 λInt 酶超基因家族。它不仅具有催化活性，而且
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与限制酶相似，能识别特异的 DNA 序列，即 loxP 位

点，使 loxP 位点间的基因序列被删除或重组。Cre 重

组酶有 70%的重组效率，不借助任何辅助因子，可作

用于多种结构的 DNA 底物，如线形、环状甚至超螺

旋 DNA[4-5]。该蛋白由较小的 N-末端和较大的 C-末端

2 个结构域组成，N-末端与 loxP 位点的识别有关。C-
末端具有一个“Arg-His-Arg-Tyr”的四联体结构，是

Cre 基因的活性中心，与 DNA 的结合及 DNA 的切割

有关[6]。Cre 酶的特异识别位点 loxP 是一种典型的回

文序列结构，长 34 bp，由 2 个 13 bp 的反向重复序列

和 8 bp 的非对称间隔序列构成[7]。8 bp 的间隔序列同

时也确定了 loxP 的方向。Cre 酶在催化 DNA 链交换

过程中与 DNA 共价结合，13 bp 的反向重复序列是

Cre 酶的结合域。其序列如下： 
5′-ATAACTTCGTATA-ATGTATGC-TATACGA

AGTTAT-3′； 
3′-TATTGAAGCATAT-TACATACG-ATATGCT

TCAATA-5′。 
重组反应是在 DNA 的 2 个 loxP 位点间进行，整

个过程没有 DNA 的合成和丢失。重组反应既可以发

生在体内、体外的细胞中，也可以在无细胞体系中进

行。Cre/loxP 重组的作用机制是一个识别、切割、重

组、连接、分离的过程，其过程如图 1 所示[8]。Cre
重组酶先和 DNA 结合，但开始结合力较弱，当遇到

loxP 位点时结合力大大增强。其 C-末端保守的酪氨酸

（Tyr-324）与 DNA 分子的 3′-PO4 共价结合形成 3′-
磷酸酪氨酸，导致 DNA 链的切割，切割后产生的

5′-OH 既可与同一断裂部位的 3′-PO4结合恢复为原来 
 

 
 

图 1  Cre/loxP 位点特异性重组系统的作用机制[8]  

Fig. 1  The mechanism of Cre/loxP site-specific recombination 

system 

的构型，也可与另一切割部位的 3′-PO4结合，发生链

的交换，形成一个“Holliday 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 2 个 Cre 酶

不再起切割作用，而是由另外 2 个 Cre 酶进行第二次

链的切割和交换，去掉中间产物发生重组。 
Cre/loxP 系统可以介导位点特异性的插入、倒位、

易位、切除等，且 Cre 重组酶介导 2 个 loxP 位点间的

重组是一个动态、可逆的过程。根据 2 个 loxP 位点是

否位于同一分子及 loxP 位点方向不同，可以分成 3 种

情况：（1）2 个 loxP 位点处于同一分子并方向相反

时，2 个 loxP 位点间的 DNA 片段重组后发生倒位；

（2）2 个 loxP 位点处于同一个分子并方向相同时，2
个 loxP 位点之间的 DNA 片段重组后被剔除；（3）2
个 loxP 位点在不同分子上，则可使 DNA 发生交换或

易位（图 2）[9]。 
 

 
 

图 2  Cre/loxP 位点特异性重组系统的重组模式[9]  

Fig. 2  Recombination pattern of Cre/loxP site-specific 

recombination system 

 
另外，Cre 不仅可以识别 loxP 的 2 个 13 bp 的反

向重复序列和 8 bp 的间隔区域，而且当一个 13 bp 的

反向重复序列或者8 bp的间隔区发生改变时仍能识别

并发生重组[10]。利用这一特点，人们在构建载体时可

以根据需要改造 loxP 位点序列，以用于特定的基因突

变或修复，拓宽了该系统的应用范围。 

2  利用 Cre/loxP 系统进行转基因定

点整合及控制转基因整合的拷贝数 

当外源基因被导入受体植物中后，不同转基因植

株中其表达水平常有很大差异，这主要是由于外源基

因在受体植物基因组内插入位点不同而造成，即所谓

的“位置效应”。为消除位置效应，使外源基因都能

够整合在植物基因组的转录活跃区，在目前的表达载

体构建策略中通常会考虑到核基质结合区以及定点整

合技术的利用。 
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定点整合技术的主要原理是当转化载体含有与寄

主染色体同源的 DNA 片段时，外源基因可以通过同

源重组定点整合于染色体的特定部位。实际操作时首

先要分离染色体转录活性区域的 DNA 片段，然后构

建植物表达载体。在微生物的遗传操作中，同源重组

定点整合已成为一项常规技术，在动物中外源基因的

定点整合已获得成功，而在植物中同源重组的频率很

低，只有 10-3—10-6[11]，这种低频率限制了同源重组在

转基因植物中的应用。Cre/loxP 位点特异性重组系统

既可以提高外源基因的整合效率，又可以提高整合位

置的准确性，可实现外源基因与植物基因组间的重组

与定点整合，在植物转基因中已有很多成功的报道。 
1995年Albert等[12]在烟草的原生质体中率先验证

了利用 Cre/loxP 位点特异性重组系统进行外源基因定

点整合的可行性，即将目的基因构建在 2 个野生型或

突变型的 loxP 位点间，采取了置换 Cre 基因的启动子

及瞬时表达 Cre 基因这 2 种策略来消除整合反应后的

Cre 基因的活性。研究结果显示，采取启动子置换策

略在突变型 loxP 中观察到整合反应，而野生型 loxP
中则没有，在瞬时表达 Cre 基因策略中，突变型及野

生型的 loxP 位点均观察到整合反应。 
Vergunst 等[13]报道了利用 Cre/loxP 位点特异性重

组系统在拟南芥染色体中预先设定的位点上准确整合

外源基因的研究。其构建了整合载体 plox-nptⅡ-lox，
转化后，在 Cre 酶作用下整合载体中融合有 nptⅡ基 
因的片段被删除后变成环状双链 DNA，在 Cre 重组  
酶的作用下，含有一个 loxP 位点的环状双链 DNA   
与拟南芥染色体上已导入的单个 loxP 位点发生定点

整合反应，整合后利用失活 Cre 重组酶方式抑制可  
逆反应的进行。结果表明，89%的重组子发生了定点

整合。 
含有较少的 T-DNA 拷贝数对于基因稳定表达以

及研究转基因的整合特性是非常有利的，多拷贝的转

基因与单拷贝的转基因相比，更易于基因失活，使转

基因沉默。转基因技术在导入外源基因时，遗传转化

过程中通常在一个位置上会出现多个拷贝 DNA 片段

的插入[14]，而多拷贝的转基因又会导致功能和结构的

不稳定[15]。通过杂交减少转化株中基因拷贝数的几率

比较小，利用 Cre/loxP 系统，可将外源基因准确整合

到设定的基因组位置，且整合的 DNA 是未发生重排

的单个拷贝。其原理可用图 3 来表示[16]。多拷贝转基

因最远端的重组酶识别位点，在重组酶的催化作用下

发生重组，最终留下一个单拷贝的转基因和一个残余

的重组酶识别位点。这种方法在 Srivastava 等[17]所做

的小麦转化试验中得到证实，在 4 个多拷贝位置利用

定点整合系统都成功地实现了单拷贝插入。 
 

 
 
G1、G2：目的基因 1 和基因 2；M：标记基因 
G1, G2: Target gene 1 and gene 2; M: Marker gene 

 

图 3  利用 Cre/loxP 系统获得单拷贝转基因的原理 

Fig. 3  The principle of producing single-copy transgene using 

the Cre /loxP system 
 

利用 Cre/loxP 系统，在烟草中可获得约 1/3 的转

基因植株为单拷贝插入[12,18]，在水稻中可获得约一半

的转基因植株为单拷贝插入[19-20]，该几率远大于通过

普通方法得到单拷贝转基因植株的几率[21]。 
Buck 等[22]利用 Cre/loxP 系统有效地解决了在多

个复杂 T-DNA 插入位点得到单拷贝转化子的问题，

他们构建了一个 SB-loxP-T-DNA 结构，这个结构包含

2 个反向的 loxP 位点。7 个转化 SB-loxP-T-DNA 的植

株与能表达 Cre 基因的植株杂交，其中 3 个杂交后代

是单拷贝插入，复杂的 T-DNA 插入区域在后代分离

去掉 Cre 基因后发现只有单一的 T-DNA 位点。此系

统利用 Cre/loxP 解决了复杂的 T-DNA 单拷贝插入的

问题，为解决植物转化中因多拷贝产生的基因沉默现

象提供了一种有效方法。 
运用基因打靶技术也可以实现目的基因的定点单

拷贝插入。Juan 等[23]构建了含有 Cre/loxP 位点特异性

重组框的 BIBAC 载体转化玉米，通过单 lox 基因打靶

策略实现基因的定点单拷贝插入。其主要是利用 lox
位点和同源臂实现定点插入，利用 LoxP 突变体

lox66/lox71 提高重组效率。lox66 和 lox71 分别是左右

突变体，当在重组酶的作用下发生重组，就会在植物

基因组和载体上分别形成双突变型和野生型 lox位点，

二者重组效率极低，从而实现了外源基因的定点单拷

贝插入。 
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3  利用 Cre/loxP 系统删除选择标记

基因 

自转基因技术诞生以来，有关转基因产品的安全

性争论却始终没有达成共识。虽然目前尚无确切证据

表明转基因食品对人体有害，但转基因作物释放到自

然界后，目的基因及筛选标记基因等外源基因对自然

界物种和人类本身存在着潜在的风险，如抗除草剂基

因可能造就自然界的超级杂草，抗生素抗性标记基因

可能造成人类对某些抗生素药物的不敏感等。因此，

转基因植物的安全性问题日益受到重视，并已成为影

响转基因植物产业健康发展的主要瓶颈[24]。 
目前，在解决转基因植物可能存在的安全性问题

中，人们首先考虑删除的外源基因是选择标记基因（如

NPTII 或 Bar 等）。在植物遗传转化过程中，选择标

记基因通常作为筛选阳性转化子的工具和目的基因一

起被导入，然而一旦获得转基因植株，这些基因就失

去了其功能意义，对转基因植物来说也就成为多余，

而且这些标记基因的存在还可能带来生物安全性问

题。另外，由于选择标记基因数量有限，这就限制了

通过多次转化的方法对转基因作物进一步的改良[25]。

因此近年来一些删除选择标记基因技术先后发展起

来，其中主要包括转座子方法[26]、共转化技术[27]和重

组酶系统[28]等。这些技术中，重组酶系统是应用较广

泛、删除效率相对较高的一种，目前在转基因研究中

已得到广泛的应用[29-33]。 
自 20 世纪 80 年代末期引入靶位点特异性重组

Cre/loxP 系统以来，由于其自身的优点，在基因删除

方面越来越受到科学家的青睐和重视，去除筛选标记

基因是 Cre/loxP 位点特异性重组系统的重要应用[34]。

笔者将其发展过程大致划分为 3 个阶段：简单删除阶

段、控制删除阶段及高效删除阶段。 
简单删除阶段就是将 Cre 重组酶基因和 2 个同向

的 loxP 构建到 2 个载体上，2 个 loxP 之间是选择标记

基因，分别转化不同植株或同一植株，即通过有性杂

交或二次转化的方法删除筛选标记基因。其缺点是在

转基因植物中引入了 Cre 重组酶基因，对转基因作物

不利，且工作量较大，删除效率较低。Dale 等[9]最早

在烟草细胞中进行了位点特异性重组的研究，为

Cre/loxP 系统应用于转基因植物研究开辟了先河。

Dale 等[35]将一个嵌合体的荧光素酶（Luc）基因作为

报告基因插入到含有选择标记基因（hpt）的载体中，

2 个相同方向的 loxP 序列位于 hpt（潮霉素磷酸转移

酶基因）两侧，发生在 loxP 间的重组使 hpt 被切除。

Cre 重组酶基因与 nptⅡ（新霉素磷酸转移酶基因）同

时连接到另一质粒上，通过第 2 次转化，进入第一次

的转化体中，在 Cre 基因表达的重组酶蛋白作用下，2
个同向 loxP 间重组，hpt 被删除频率可达 90.9%；而

转 hyg 基因植株与转 Cre 基因植株杂交时，删除频率

为 53.8%。李雷等[36]运用 Cre/lox 系统共转化烟草，证

明共转化烟草中确实发生了精确的定位重组。原来的

2个 lox位点在Cre重组酶的作用下切除中间的阻断序

列，仅剩下一个 lox 位点，lox 位点及其两侧序列无一

改变。Russell 等[37]以 GUS 基因作为报告基因，将编

码磺酰脲（sulfonylurea）抗性的选择标记（acetolactate 
synthase，als）基因插入到 2 个同向 loxP 序列之间转

化烟草，随后通过农杆菌介导的二次转化和有性杂交

引入 Cre 基因，其删除频率分别为 95%和 34.78%。通

过有性杂交引入 Cre 基因后 als 基因被删除，转化体

不再抗磺酸脲，而 GUS 基因仍然可以表达。不同的杂

交 F1代中，标记基因被删除的效率不同，与含有 Cre
基因的亲本有关。许多 F1 代个体是杂合体，所以 F2

代个体中仍然有一些个体对磺酸脲有抗性。相比较而

言，二次转化法引入 Cre 基因，删除掉 als 基因的效

率较高。Gleave 等[38]利用 Cre/loxP 重组系统通过二次

转化删除筛选标记基因，证明了通过二次转化法删除

标记基因是有效的。 
控制删除阶段主要策略是把 Cre 基因和选择标记

基因构建在 2 个同向 loxP 位点间，选择特定的启动子

控制 Cre 基因的表达，从而控制基因的删除。通过二

次转化和有性杂交将 Cre基因导入转化有 loxP 结构的

植株中剔除选择标记基因，均需要通过自交分离进一

步去掉重组酶基因及转化重组酶基因时所带入的另一

个选择标记基因，使得无选择标记转基因作物的选育

过于复杂，周期过长。针对以上缺点，研究者改变了

载体构建策略，将 Cre 重组酶基因和目的基因、loxP
位点、选择标记基因等都构建到同一个植物表达载体

上，将要删除的基因和 Cre 重组酶基因置于 2 个同向

的 loxP 位点间，采用特异性启动子，如化学诱导或热

诱导等诱导型启动子、种子或花等组织特异性启动子

等，来启动 Cre 重组酶基因的表达，实现目的基因的

删除[39-42]。Zuo 等[43]提出了一种化学诱导与特异性位

点重组相结合的高效 DNA 切除系统，命名为 CLX 系

统。该系统打破了“删除标记基因-引入 Cre 基因”的

系统模式。Ma 等[44]采用水杨酸诱导启动子启动 Cre
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基因的表达，在转基因西红柿中删除标记基因，删除

效率达到 47%。采用诱导型启动子虽然克服了以前载

体构建设计的不足，但由于启动子能力不足或者重组

酶表达量较小，造成删除效率普遍较低，这就在很大

程度上限制了诱导删除系统在获得无选择标记转基因

植物中的应用。 
高效删除阶段主要是通过采用强启动子或改进载

体构建策略，如在载体中连入促进重组酶和特异性位

点识别或结合的序列，提高删除效率。Ex 等[45]利用拟

南芥研究了 7 种幼胚特异性启动子启动 Cre 酶基因的

表达来稳定删除 lox 盒的效率，发现采用 CLAVATA3
启动子的删除效率达到了 100%，而且所报道的 7 种

启动子的删除效率要比 CaMV35S 启动子稳定。Luo
等[46]利用同向融合 loxP与 frt2个特异识别位点构成一

个新的杂合识别位点 loxpfrt，增强重组酶蛋白 Cre 或

Flp 对识别位点序列的识别、结合以及切割作用，提

高位点特异性重组酶系统在转基因植物中对外源基因

的删除效率，建立了一个高效的基因删除系统。为解

决转基因植物的标记基因安全性问题提供了一种目前

较为有效的途径。 

4  利用 Cre/loxP 系统改进表达载体 

传统的载体构建步骤繁琐，且常因找不到合适的

酶切位点而使其应用受到限制。王文棋等 [47]利用

Cre/loxP 系统将 2 个同向 loxP 之间的 DNA 片段删除，

并将 2 个环状 DNA 分子整合为一个大分子，成功将

其引入到载体构建中，使繁琐的酶切连接反应变为简

单的酶促反应，为植物表达载体的构建提供了新思路。

但该方法目前还处于探索阶段，有效重组率较低，许

多条件还有待改善。 
植物的生理功能都是依靠多个基因的协调作用来

实现，因此，如果想通过转基因方法获得能合成特定

物质或者具特定生理特征的植株，就需将全部相关基

因转化入同一植株中。植物多基因转化通常采用构建

多基因表达载体的方法，并通过一次转化来实现，即

多基因单载体转化法。而目前构建植物多基因表达载

体所采用的方法，是利用多克隆位点中的内切酶位点，

将所需的数个基因逐个连入同一个载体中。可是采用

这种方法存在着多克隆位点中合适的内切酶位点有限

的问题，因此，目前的多基因共转化大多只能转化 2
—3 个基因。 

Lin 等[48]将 Cre/loxP 重组系统引入多基因表达载

体的构建中，实现了多个目的基因在载体上的插入，

替代了传统的酶切连接法，避免了有限内切酶位点所

带来的局限。整个系统分为 3 个部分：受体载体

pYLTAC747、供体载体 pYLVS 和 pYLSV、及含有

Cre 重组酶基因的大肠杆菌 NS3529。其过程是先将目

的基因及启动子构建到 2 个供体载体上，之后将供体

载体上带有的目的基因依次组装到受体载体

pYLTAC747 上。其基本过程如下：第 1 轮循环是

pYLVS-基因 1 和 pYLTAC747 共转化大肠杆菌

NS3529，使 2 种质粒在其细胞内发生重组整合。用卡

那霉素和氯霉素双抗筛选，再混收质粒转化到

DH10B，得到共整合质粒 pYLTAC747-VS-基因 1，用

Ⅰ-SceⅠ切除 pYLVS 骨架，有约 2 kb 的供体载体片

段切离，用 T4 DNA 连接酶把整合载体和人工合成的

寡核苷酸接头 LS（内设有 1 个 NotⅠ切点）连接成环

状质粒，转化 DH10B，先用含卡那霉素的培养基选择

抗卡那霉素的克隆，再用含氯霉素的培养基，鉴定出

不抗氯霉素的克隆，这一步骤完成后获得新质粒

pYLTAC747NH-基因 1，用 NotⅠ进行酶切鉴定。此

质粒依靠供体载体又重新引回 PI-SceⅠ位点，成为第

2 轮循环的受体载体，依此类推，可得到整合了多个

基因的植物表达载体。Lin 等[48]已成功利用这套系统

将 10 个外源基因转化入水稻基因组中。继此之后，其

它多基因植物表达载体也相继构建完成[49-50]。 

5  利用 Cre/loxP 系统创建人工雄性

不育系及恢复系 

杂种优势是生物界一种普遍现象，利用杂种优势

大幅度提高作物产量是 20 世纪作物育种的一个重大

突破。杂交玉米、杂交水稻、杂交油菜的育成和推广

足以说明杂交育种的意义。对于一些自花授粉作物和

常异花授粉作物，由于其花器小，人工去雄操作费时、

费工，而且所得种子也较少，难以在生产上应用。利

用天然杂交制种又由于杂交率不高，影响子一代杂种

的整齐率及增产效果。因此，创建雄性不育系和恢复

系则成为杂种优势利用的有效途径。但常规育种中获

得的雄性不育系常存在难以鉴定的植物表型、育性不

稳定及不育性容易丢失等缺点和限制因素。利用转基

因方法创造不育系的途径有很多种[51]，自 1990 年

Mariani 等[52]利用基因工程技术获得雄性不育系以来，

基因工程雄性不育系的创建和利用开始显示出广阔的

应用前景。 
在基因工程雄性不育研究中，一些科研工作者把 
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Cre/loxP位点特异性重组系统运用其中。早在 2005年，

德国拜耳公司（Bayer）和美国阿美拉达赫斯公司

（Hess）就通过 Cre/loxP 位点特异性重组系统使转

barnase 的不育烟草育性得以恢复。Liu 等 [53]利用

Cre/loxP 位点特异性重组系统和 barnase，将 2 个同向

loxP 位点放在 barnase 两端，采用烟草花药绒毡层启

动子 TA-29 启动 barnase 的表达，成功得到了辣椒的

不育系和恢复系。另外，当利用重组酶识别 2 个同向

的识别位点时，则对识别位点之间的 DNA 片段进行

精确删除，利用该系统可使一个被阻断的基因重新恢

复功能的特性，将 Cre 基因与特定花粉启动子构成嵌

合基因，同时构建将阻遏片段置于 loxP 位点之间，其

后连有细胞毒性基因如 barnase 的以花粉启动子驱动

的嵌合基因，将它们分别转化具有优良农艺性状的农

作物，这样所得到的 2 种转基因作物都是雄性可育的，

但当它们进行杂交后，则 Cre 重组酶特异性地识    
别 loxP 位点并删除位点间片段，其 Fl代表现为雄性不

育，进而可将其作为杂交育种的母本应用于生产实  
践[54]。 

宋洪元等[55]结合 Cre/loxP 系统和杂种一代的育种

特点，构建了反义肌动蛋白雄性不育基因表达载体

pCABARTAAct 及 相 应 的 恢 复 基 因 表 达 载 体

pBINPLUSCre。将位于质粒 pSTAAct 中的反义肌动蛋

白雄性不育基因表达盒（含 TA29 启动子、反向插入

TA29 启动子下游的 Actin 基因及 Nos 终止子）切下，

插入到中间克隆载体 pGloxp 的 2 个同向 loxP 位点之

间，再将上述表达盒连同 loxP 位点切下插入

pCAMBar，获得以除草剂 Basra 为筛选剂的反义肌动

蛋白雄性不育基因表达载体 pCABARTAAct。PCR 方

法从溶原菌 BM25.8 基因组 DNA 扩增出 Cre 基因，克

隆测序验证无误后插入 PBI525 CaMV35S-35S 双启动

子和 Nos 终止子之间，再将表达盒切下插入

pBINPLUS 质粒相应位点，得到恢复基因植物表达  
载体 pBINPLUSCre。宋洪元等[56]还构建了雄性不育 
基因表达载体 pCABARTABn 和相应的恢复基因表 
达载体 pBINPLUSCre。雄性不育基因表达载体

pCABARTABn 含有雄性不育基因表达盒（含 TA29
启动子、barnase 及 Nos 终止子）。将控制核不育的

基因转化植物获得不育系，而将 Cre 基因转化植物就

可作为其恢复系，当二者进行有性杂交时 Cre 基因被

引入不育系，不育基因被删除，育性得以恢复。 
Cre/loxP 系统由于其短小精悍、Cre 酶作用的绝对

专一性及无需其它辅助因子等特点，使其在转基因植

物遗传操作中具有无可比拟的优越性，因此，在转基

因载体构建中值得引入该序列，而不影响基因的正常

表达与调控，Cre/loxP 的应用可为转基因的遗传调控

开辟出一条全新的途径。 

6  展望 

尽管 Cre/loxP 系统具有其独特的优势，但目前其

应用主要限于标记基因的删除或者是外源基因的定点

整合，该系统在整合与删除方面也仍存在缺陷。虽然

标记基因选择性地被切除，使之不能在转基因植物的

种子、果实等食用部位中表达，但在 Cre 酶切口处留

下了一段 34 个碱基对长的 loxP 位点,这样就仍然含有

冗余的外源 DNA 序列。该系统融合 2 个位点的反    
应机制还缺乏理论依据。在商业化生产应用中，直   
到 2007 年，世界上才诞生了第一个被允许进行商业  
化生产的该系统转基因作物[57]，这主要是由于位点  
特异性重组酶有限的利用效率以及知识产权受限的 
缘故。尽管 Cre/loxP 系统还可用于植物其它多方面的

研究，如定位并克隆基因、研究植物的发育及生理、

建立大片段物理图谱等，但其应用均是独立的，很少

有将几种应用策略结合起来研究的报道。值得高兴的

是，近年来许多学者开始对这些问题进行更加深入的

研究[32,58]。 
总之，Cre/loxP 位点特异性重组系统已使精确设

计的遗传修饰成为可能，不仅可以精确地引入外源基

因，还可以设定遗传开关在时空上控制外源基因的表

达与缺失，显示了巨大的应用前景。虽然目前其研究

和应用仍存在诸多不足，但随着技术的发展，这一系

统定会日臻完善，其应用亦会更加广泛。 
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