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去除选择标记基因的 Cre/lox重组系统在植物中的应用 
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摘  要: 获得无选择标记基因的转基因植物越来越受到研究者的重视。目前, 应用得较广泛的去除选择标记基因的方法

有共转化法和位点特异性重组法, 其中位点特异性重组系统中 Cre/lox 重组系统研究最多。以下介绍了 Cre/lox 位点特异

性重组系统的原理、特点及其近几年在植物中的应用, 针对本实验室在这一领域的研究情况, 重点阐述了 Cre/lox 系统的

应用前景。随着植物反应器研究领域的不断壮大, 去除筛选标记基因是植物反应器研究的必然趋势。 
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Application of the self excision Cre/lox system in plants 
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Abstract: Marker-free plants have been public concern. Co-transformation and site-specific recombination system are more 
important methods in self-gene excision. We reviewed the Cre/lox site-specific system and its applications in plants, also, we 
discussed perspectives of the system in according with our experience. 
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近年来 , 随着植物反应器的研究领域的壮大 , 

利用基因工程手段在植物中导入目的基因加工和生

产蛋白的研究越来越多, 这就引起了转基因植物的

安全生产问题。在利用植物反应器生产药用蛋白及

疫苗的研究中, 常用的植物表达载体均含有选择标

记基因和目的基因, 借助选择标记基因来筛选和检

测转化后的植株。而当目的基因被转入植株中后 , 

选择标记基因的存在对蛋白的提取、纯化及生产却

带来了隐患, 人们担心利用植物作为生物反应器生

产蛋白会带来非目的产品的基因工程产物, 同时它

也引起了消费者和环境学家对生态环境和食品安全

性问题的关注和担忧[1]。因此, 构建无选择标记基因
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的植物表达载体或消除转化后植物中的标记基因就

显得至关重要。 

所谓获得无选择标记基因的植物是指直接构建

不含有选择标记基因的表达载体, 或者构建含有标

记基因的载体, 然后经过后代的基因重组与分离剔

除标记基因。目前 , 已经在番茄 [1]、马铃薯 [2]、烟   

草[3]、油菜[4]、玉米[5]、大豆[6]、小麦[7]等多种植物

中获得了无选择标记基因的植株。 

1  无选择标记基因的应用概述 

在植物作为生物反应器的研究过程中, 主要用

抗生素抗性基因或除草剂抗性基因作为标记基因来

筛选含有目的基因的植物。但是, 一旦目的基因被

验证已转入到植物中去, 筛选标记基因的存在就显

得没有意义了, 甚至会产生副作用。因此, 无论是含

有抗性基因的转基因植物品种改良还是应用在植物

反应器中所引入的抗性基因都引起了人们对食品和

生物的安全性的怀疑, 特别是在利用植物生产药用

蛋白的研究中, 引入的抗性基因可能会影响到目标

蛋白的结构和功能, 对投入到田间释放和临床生产

中的植物及蛋白更会产生威胁。因此, 去除植物中

的选择标记基因是今后植物反应器研究领域的必然

趋势。 

去除植物中选择标记基因的方法主要有共转化

法、转座子技术、位点特异性重组法及直接构建不

含有选择标记基因和载体骨架的载体[8]。共转化法

是指将目的基因和选择标记基因分别构建到不同载

体或同一载体的不同区域, 将多种载体同时转化同

一受体植物, 进而筛选出共转化植株的方法[9]。转座

子技术是利用基因组中一段可移动的DNA序列, 通

过切割、重新整合等一系列过程从基因组的一个位

置“跳跃”到另一个位置。位点特异性重组系统主要

包括 Cre/lox[10]、FLP/frt[11]、R/RS[12-13]。在这些方法

中, 应用最多最广泛的是共转化法和 Cre/lox位点特

异性重组系统。 

2  Cre/lox 位点特异性重组系统 

2.1  原理 
Cre/lox 重组系统主要通过 Cre 重组酶对 lox 序

列进行切割和重新连接, 介导 lox 序列发生特异性

重组。Cre重组酶通过一定的途径被激活后, 即可通

过诱导型启动子诱导, 专一性地识别 34 bp的 lox位

点, 进而同向 lox位点之间的全部 DNA序列会由于

发生重组而被剔除。通常情况下, 在构建表达载体

时, 将目的基因以外的其他基因(筛选标记基因和报

告基因)定位在同向的 2 个 lox 位点之间, 通过 Cre

重组酶的引入剔除 lox 位点之间的基因。利用位点

特异性重组系统培育无选择标记基因植株的一般步

骤是先获得含有目的基因的抗性植株, 二次转化导

入重组酶基因实现筛选标记基因的删除和重组酶的

分离。 

2.2  特点 
Cre/lox 重组系统的特点: 1)在不同物种中的重

组功能稳定; 2)不需要任何辅助因子, 仅需要 Cre和

lox的识别位点; 3)lox位点是Cre酶的专一识别位点, 

导入 Cre 重组酶后会使 lox 位点间的全部序列剔除

掉。基于以上特性, Cre/lox 重组系统已被成功应用

于烟草、番茄、大豆、马铃薯、水稻等多种植物的

无筛选标记基因的研究中。 

3  Cre/lox 重组系统在植物中的应用 

多数研究表明, Cre重组酶需要通过不同的诱导

启动子启动而发挥作用, 常用的诱导方法有热激诱

导、组织特异性启动子及化学方法等, 不同的研究

方法已经被应用到不同植物中。对于报告基因的启

动表达, 应用最多的是 CaMV 35S 启动子, 一般放

于 lox位点前[14-16]。 

将 Cre/lox 重组系统应用在烟草上的技术已经

成熟, 无论是质体转化还是核转化均有报道。Lutz 

KA 等[17]利用 Cre/loxP 位点特异性重组系统获得了

无标记基因的转化烟草。用基因枪法转化烟草的叶

片 , 通过将来自核基因的 Cre 蛋白定向到质体中 , 

达到选择标记基因的自动消除。Chakraborti D等[18]

也在烟草中进一步证实了利用 Cre/lox 位点特异重

组系统在转化植株后代中去除标记基因的有效性和

可行性。作者分别用含有 lox位点和 Cre基因的双元

载体转化烟草, 通过 T0 代植株的杂交, 在 T1 代植

株中获得了 19.2%的选择标记基因的消除效率。宋
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洪元等[19]利用 Cre/lox 位点特异性重组系统转化烟

草 , 导入 Cre 重组酶基因后剔除了筛选标记基因 , 

通过植株开花后自交又使重组酶发生分离而获得无

选择标记基因的植株。 

3.1  Cre 重组酶的热激诱导 
热激诱导是一种诱导 Cre 基因产生重组酶的常

用方法, 利用热诱导可以消除 lox 位点间的选择标

记基因, 再通过后代的 PCR 筛选产生无选择标记基

因的植物。Cuellar W等[20]将 Cre/lox重组系统应用

到马铃薯上, 构建了新型植物转化载体 pCIP54/55, 

即是通过热诱导技术最终消除了 Cre及 2个 lox位点

之间的 nptⅡ基因, 消除效率达到了 4.7%。段小瑜 

等[21]利用来自大豆基因组 DNA 中的热激蛋白启动

子 gmhsp17.5 c, 目的是通过热诱导来启动 Cre基因

的表达, 构建了一套组成型植物无标记转化的诱导

表达 Cre/lox重组系统。 

3.2  应用组织特异性启动子启动 Cre 基因表达 
    在Cre/loxP位点特异性重组系统中发展较快的

是在构建表达载体时加入组织特异性启动子, 这在

转基因后代中可以特异地删除标记基因。Li等[22]从

拟南芥中克隆了胚特异性启动子 app1, 并将此启动

子与选择标记基因一起被克隆到 loxP 位点之间, 以

GUS 作为报告基因, 用于启动 Cre 重组酶基因的表

达, 在大豆转化植株的后代分离中发现有 30%的无标

记基因的植株。Verweire D等[23]在构建 Cre/lox重组

系统的载体中引入了种特异性启动子, 主要是依据

不同种系间功能上的差异来启动 Cre 基因的表达, 

最终获得了不含有选择标记基因的纯和株系。Bai

等 [24]首先从水稻中克隆了花的特异性启动子

OsMADS45, 然后将其构建到 Cre/loxP 重组系统中, 

利用 OsMADS45启动子诱导 Cre重组酶表达, 将构

建好的表达载体利用农杆菌介导法转化水稻, 在 T1

代中就检测到了无标记基因的植株。Moravcíková J

等 [25]尝试了用拟南芥的种子特异性启动子构建

Cre/lox 系统的表达载体用于转化烟草, 正常情况下

应该在种子中才能消除标记基因, 但在研究中发现

T0代植株中就检测到了嵌合体。 

3.3  化学诱导法 
通过化学方法诱导 Cre 基因的表达也有报道。

Zhang 等[26]就用雌二醇诱导的位点特异性 DNA 消除

选择标记基因的Cre/lox系统, 成功地获得了具有抗逆

性的无筛选标记的烟草植株。Sreekala C 等[27]利用化

学方法调节 Cre/loxP 位点特异性重组系统, 在转基因

后代中获得了 11.7%的无选择标记基因的水稻植株。 

4  小结与展望 

随着 Cre/lox系统研究的不断深入, 这项技术已

经在植物反应器研究的各个领域日渐成熟。Cre/lox

位点特异性重组技术使转基因植株中筛选标记基因

的去除成为可能 , 此系统已被广泛的采纳和使用 , 

应用的难点在于如何启动 Cre 重组酶的表达进而消

除 lox 位点间的序列, 尽管组织特异性启动子的应

用已被成功报道, 但其诱导机制还有待进一步的研

究, 不过这并没有限制 Cre/lox 在植物中的应用, 特

别是在今后的植物反应器的研究领域中, Cre/lox 位

点特异性重组系统将会发展成为去除筛选标记基因

的首要手段。 
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