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摘  要：Split-Cre 系统是指被拆分为无活性的 N 端和 C 端这 2 个片段的 Cre 酶在一定条件下重组为

有酶活性的全长 Cre 的基因工程工具。该系统常结合 LoxP 元件使用，近年来在多基因操纵、多基

因活性标记以及神经环路示踪等方面有着重要的应用。为了开发更高效的 Split-Cre 系统，本研究利

用海洋红嗜热盐菌(Rhodothermus marinus, Rma)内含肽对Cre进行拆分，在“红绿灯”报告细胞系中筛

选出了能够高效介导 Cre 酶重组的 S102 拆分位点，并且通过双腺相关病毒(adeno-associated virus, 
AAV)将 S102 Split-Cre 系统递送至小鼠体内，证明了 Rma 内含肽介导的 S102 Split-Cre 系统在小鼠

体内同样具有高效的活性。本研究为 Split-Cre 的基础和应用研究提供了可靠的参考。 
关键词：Cre 酶；Split-Cre 系统；海洋红嗜热盐菌内含肽；断裂内含肽 

Construction of an intein-mediated Split-Cre system 

AO Yifei1, ZHANG Qi2, CHEN Yuxi3, HUANG Junjiu3, WEN Jinkun2* 

1 School of Life Sciences and Biopharmaceutics, Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou 510006, 
Guangdong, China 

2 School of Basic Medical Sciences, Guangdong Pharmaceutical University, Guangzhou 510006,  
Guangdong, China 

3 School of Life Sciences, Sun Yat-Sen University, Guangzhou 510275, Guangdong, China 
 
Abstract: The Split-Cre system consists of two inactive polypeptides: NCre and CCre, which 
can be recombined into an active full-length Cre under certain conditions. This system is 
typically used with LoxP. To develop an efficient Split-Cre system, this study used Rma intein 
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from Rhodothermus marinus to split Cre and screened out the split site S102 which could 
efficiently mediate the recombination of Cre in the “Traffic Light” reporter cell line. Moreover, 
the S102 Split-Cre system was delivered to mice by dual-adeno-associated virus (AAV), and it 
was demonstrated that the efficiency of the Rma intein-mediated S102 Split-Cre system was 
comparable to the full-length Cre in mice. This system lays a foundation for both basic and 
applied research on Split-Cre. 
Keywords: Cre; Split-Cre; Rhodothermus marinus (Rma) intein; Split-intein 

 
Cre 重组酶(cyclization recombination enzyme)

即环化重组酶，是来源于噬菌体 P1 的一种蛋白

酶，分子量约为 38 kDa，它可以识别并催化    
2 个 LoxP 位点之间发生同源重组。Cre-LoxP 系

统可以实现包括删除、插入、倒位及异位等多

种类型的基因编辑 [1] 。在基础研究领域，

Cre-LoxP 系统主要被应用于动物的基因编辑，

可以作为高效的条件性基因打靶工具，同时在

建立诱导型基因敲除小鼠模型的过程中也得到

广泛的应用[2-3]。此外，Cre-LoxP 系统在标记激

活基因和神经环路示踪等方面也有非常广泛的

应用。近年来，研究人员把 Cre 酶进行拆分

(Split-Cre)，即将 Cre 一分为二后分别导入动物

体内，用于小鼠体内的多基因操控、多基因激

活细胞标记以及远距离神经环路示踪等 [4-7]。

Split-Cre 技术的核心是利用拆分后的 Cre 酶在

一定条件下在生物体内重组形成具有酶活性的

全长 Cre，进而通过 LoxP 位点对基因进行修饰。 
内含肽(intein)是存在于前体蛋白质内部的

一段多肽序列，是蛋白质水平上的真核生物基

因内含子。它通过催化蛋白质自剪接反应将自

身序列从前体蛋白质中剪切出来，并将其两侧

的蛋白质序列以肽键进行连接[8]。断裂内含肽

(Split-intein)由被分裂成 N 端(IntN)和 C 端(IntC)
的 2 部分肽段组成。单独的断裂内含肽 IntN 或

IntC 不具有蛋白质自剪接功能，但是 N 端前体

蛋白质中的 IntN 与 C 端前体蛋白质中的 IntC
可互相识别并以肽键结合，形成有功能的完整

内含肽[9-10]。尽管以往也有许多研究将 Cre 基因

进行拆分，例如通过亮氨酸拉链法[4]等其他方法

使其在表达后于细胞内重组，但 Split-intein 介导

法由于其合成简便、剪接效率高且自剪切后不残

留氨基酸序列等优势而被更加广泛地使用[11]。 
在目前的技术应用中，对 Cre 酶蛋白进行

拆分的具体位点并没有统一的标准，也尚未见

针对不同拆分位点的 Split-Cre 技术应用效果的

分析研究。由于拆分后蛋白质分子结构的差异，

在不同位点处进行拆分的 Split-Cre 系统的重组

效率和作用效果也可能存在较大的区别。这种

因素可能成为 Split-Cre 技术作为实验工具的一

个潜在干扰变量，对实验结果造成严重的影响，

甚至使 Split-Cre 技术不能发挥作用。 
为了开发更高效的 Split-Cre 系统，本研究利

用来源于海洋红嗜热盐菌(Rhodothermus marinus, 
Rma)的内含肽对 Cre 的 T87、S102、S108 和 S110
位点进行拆分，并在“红绿灯”报告细胞系中筛选

能够高效介导 Cre 酶重组的 S102 拆分位点，进

一步通过双腺相关病毒(adeno-associated virus, 
AAV)将 S102 Split-Cre 系统递送至小鼠体内，以

期证明 Rma 内含肽介导的 S102 Split-Cre 系统在

小鼠体内同样具有高效的活性。 

1  材料与方法 
1.1  质粒载体构建 

Cre 基因序列参考质粒 hGFAP-Cre (RRID： 
Addgene_40591) ， Rma 内 含 肽 ( 来 源 于
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Rhodothermus marinus DnaB) N 端(IntN)及 C 端

序列(IntC)参考课题组早期发表的文章[12]。Cre
全长基因，以及断裂 Cre 和断裂内含肽的融合

序列由广州艾基生物技术有限公司合成，并通

过 Age I (ThermoFisher Scientific 公司，FD1464)
和 EcoR I (ThermoFisher Scientific 公 司 ，

FD0274)酶切后克隆至 pAAV 骨架质粒(RRID：

Addgene_61591)中。LoxP-DsRed-Stop-LoxP-GFP 序

列参考质粒 CMV-LoxP-DsRed-LoxP-eGFP (RRID：

Addgene_141148)，由广州艾基生物技术有限公

司合成，并通过 Not I (ThermoFisher Scientific
公司)和 BamH I (ThermoFisher Scientific 公司)酶
切后克隆至 pLVX-EF1a-IRES-Puro 载体中。 

1.2  细胞培养及建立报告细胞系 
293T 细胞系(CRL-3216)购自 ATCC (https:// 

www.atcc.org/products/crl-3216)，用含 10%胎牛

血清(苏州双洳生物科技有限公司)的 DMEM 培

养基(Corning)在 5% CO2、37 ℃条件下进行常

规培养。慢病毒包装步骤如下：将状态良好的

293T 细胞按照 5×105 个每孔接种至 6 孔板中，   
第 2 天当细胞密度达到 80%–90%时进行聚乙烯

亚胺(polyethylenimine, PEI)转染。用 PEI 将病毒

包装质粒 psPAX2 (RRID ：Addgene_12260)、
pMD2.G (RRID：Addgene_12259)以及穿梭质粒

pLVX-LoxP-DsRed-Stop-LoxP-GFP 共转染至细

胞中，分别于转染后 48 h 和 72 h 收集含慢病毒

的细胞上清用于侵染细胞。将状态良好的 293T
细胞按照 1.5×105 个每孔接种至 6 孔板中，接种

第 2 天将收集的病毒上清加入细胞中进行侵染，

侵染后 72 h 加入终浓度为 2 μg/mL 的嘌呤霉素

进行筛选，连续筛选 7 d。使用倒置荧光显微镜

(Olympus 公司)观察细胞荧光和拍照。 

1.3  AAV 包装 
将 293T 细胞按照 1×107个/皿接种至 150 mm

培养皿中，第 2 天当细胞密度达到 80%–90%时

进行转染。将 12 μg pAAV 表达质粒、20 μg 
pAAV2/8 (武汉淼灵生物科技有限公司)稀释到  
1 mL Opti-MEM (Gibco 公司)中。接着将 96 μg 
PEI 用 1 mL Opti-MEM 稀释后和质粒混匀。静

置 15 min 后将 PEI 和质粒的混合物滴加至培养

的细胞中进行转染。于转染后第 4 天收集培养

基上清和细胞。培养基上清中加入上清 1/4 体

积的 40% PEG 8000 (Sigma-Aldrich 公司)以沉淀

病毒；收集细胞则通过超声裂解释放细胞内的病

毒。然后通过 OptiPrepTM 密度梯度培养基

(Sigma-Aldrich 公司)超速密度梯度离心法以及

超滤管离心超滤法纯化和浓缩 AAV，通过实时

荧光定量 PCR (real-time fluorescent quantitative 
PCR, RT-qPCR)测定滴度后保存于−80 ℃备

用。用于测定 AAV 滴度的正向引物为：5ʹ-GGAA 
CCCCTAGTGATGGAGTT-3ʹ；反向引物为：5ʹ-C 
GGCCTCAGTGAGCGA-3ʹ；使用商业化的 AAV 
(武汉枢密脑科学技术有限公司)作为标准品。 

1.4  小鼠尾静脉注射及组织取材 
R26-CAG-LSL-tdTomato 小鼠购自上海南

方模式生物科技股份有限公司，并饲养于中山

大学生命科学学院标准化建设和运行的 SPF 级

动物房。生长环境为 12 h 光照并给予自由饮食。

小鼠 6 周龄时，将总量为 2×1011 VG 的 AAV 用

磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)
稀释至 200 μL，通过尾静脉注射至小鼠体内。

注射后 1 周，用 4%多聚甲醛对小鼠进行灌注固

定，固定后将肝脏取出置于 4%多聚甲醛在 4 ℃
进行后固定以及保存。动物实验方案遵守相关

实验动物福利规定，并获得中山大学生命科学

学院实验动物伦理委员会批准(2019-06-05)。 

1.5  冰冻切片和细胞核染色 
小鼠肝组织经 4%多聚甲醛固定过夜后，将

经过修整的组织浸泡在用 PBS 配制的 30%蔗糖

(Sigma-Aldrich 公司)中过夜进行脱水，然后用
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冰冻切片组织包埋剂(Sakura 公司)包埋后进行

切片。在−20 ℃条件下进行切片，切片厚度为  
8 μm，载玻片使用正电荷防脱载玻片(江苏世泰

实验器材有限公司)。组织用 PBS 进行漂洗后，

用 1 μg/mL 的 DAPI (Sigma-Aldrich 公司)染色

10 min 以显示细胞核。切片用防淬灭封片剂

(Vector 公司)封片后用荧光显微镜(Olympus 公

司)进行拍照。 

1.6  数据统计分析 
采集的图片数据主要用 Photoshop 7.0 软件

处理，统计数据用 GraphPad Prism 进行作图以

及统计分析。计量数据采用均数 ± 标准差

(mean±SD)表示。流式细胞术实验结果的多组差

异性采用单因素方差分析，P<0.05 时认为具有

统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  内含肽介导的 Split-Cre 双质粒系

统的设计 
为了探究用 Split-intein 拆分后的 Split-Cre

的重组效率，本研究将 Cre 重组酶拆分为 2 个

片段，即 CreN 和 CreC，并分别在 CreN 的 C
端和 CreC 的 N 端上连接了海洋红嗜热盐菌

(Rhodothermus marinus, Rma)的 DnaB 内含肽，

该内含肽 N 端(IntN)和 C 端 (IntC)分别包含  
106 个和 51 个氨基酸。其介导蛋白进行反式剪

接的规律是 IntC 连接的 C 端蛋白质序列的首位

必须是含有巯基或羟基的氨基酸，例如半胱氨

酸(Cys)、丝氨酸(Ser)或苏氨酸(Thr)。将 Cre 的

编码序列拆分后，分别将 IntN 与 CreN、IntC
与 CreC 进行融合，然后将两个融合片段分别克

隆至能够在真核生物细胞体内表达的 pAAV 质

粒系统中。如图 1A 所示，将分别表达 CreN-IntN
和 IntC-CreC 的质粒同时导入细胞内，2 种表达

产物中的内含肽会进行反式剪接将 CreN 和

CreC 重组成具有酶活性的全长 Cre。本研究根

据 Cre 编码序列中段的氨基酸序列特点，选择

了 T87、S102、S108 和 S110 这 4 个位点作为

筛选断裂位点，选择 Q90 谷氨酸位点作为阴性

对照位点(图 1B)。 

 

 
 

图 1  Split-intein 介导的 Split-Cre 双质粒系统的设计 
Figure 1  Design of the Split-intein-mediated Split-Cre system. A: Schematic drawing of the structure of 
Split-intein-mediated Split-Cre system plasmids; B: Candidate split sites of Cre coding sequence. 
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2.2  “红绿灯”报告细胞系的构建 
为了探究 Cre 基因的不同拆分位点在体外

细胞实验的重组效率，本研究采用 293T 细胞构

建了荧光表达报告细胞系。将“红绿灯”荧光元

件 LoxP-DsRed-Stop-LoxP-GFP 克隆至慢病毒

载体中，然后包装慢病毒并对 293T 细胞进行侵

染，侵染后添加嘌呤霉素筛选以建立稳定表达

该元件的细胞系(图 2A)。报告细胞系在正常培

养条件下表达 DsRed 红色荧光，GFP 绿色荧光

因为其上游存在 Stop 密码子而不能表达。当有

功能的 Cre 结合至 DsRed-Stop 两端的 LoxP 位

点时，将从基因组中切除 LoxP-DsRed-Stop 序

列，从而使细胞不表达 DsRed；同时，因为 Stop
密码子也一并被切除，下游的 GFP 可以启动表

达，从而实现从红色荧光转变为绿色荧光的过

程。接着将表达全长 Cre 的质粒通过 PEI 转染

导入报告细胞系中，结果显示转染后 48 h 阴性

对照组细胞只表达 DsRed 而不表达 GFP，而转

染全长 Cre 质粒组中的细胞表达明显的 GFP。
转染 Cre组的细胞因为本底 DsRed蛋白的存在， 

 

 
 

图 2  “红绿灯”报告细胞系的构建 
Figure 2  Construction of “Traffic Light” reporter cell line. A: The structure of LoxP-DsRed-Stop- 
LoxP-GFP traffic lights reporter system; B: After transfection of full-length Cre coding sequence, reporter 
cells showed potent GFP signal. Yellow arrows indicate the GFP+ and DsRed+ cells, white arrows indicate the 
GFP+ and DsRed− cells, and asterisks indicate GFP− and DsRed+ cells.  
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表现为 GFP 和 DsRed 双阳性细胞(图 2B 黄色箭

头)；而部分细胞内的 DsRed 蛋白降解完全，则

表现为 GFP 阳性而 DsRed 阴性(图 2B 白色箭

头)；同时，由于少数细胞未能转染成功而呈现

DsRed 阳性而 GFP 阴性结果(图 2B 星号)。上述

结果表明本研究成功构建了能够通过荧光变化

提示 Cre 酶功能的“红绿灯”报告细胞系。 

2.3  体外实验比较不同拆分位点的

Split-Cre 重组效率 
“红绿灯 ” 报告细胞系构建成功后，将

Split-Cre 双质粒系统转染至该细胞系中，48 h
后观察细胞荧光表达，结果显示转染全长 Cre
的阳性对照组细胞表达明显的 GFP，而作为阴

性对照的 Q90 拆分位点组中的细胞无 GFP 信

号；在 4 个候选位点中，S102 组的细胞 GFP
表达最强，S108 和 S110 组中也有明显的 GFP
阳性细胞，而 T87 位点几乎无 GFP 阳性信号(图
3)。为了更准确地对 Split-Cre 的重组效率进行

统计，使用流式细胞术对 DsRed 与 GFP 荧光信

号进行检测。结果显示，S102 位点组中的 GFP

阳性细胞百分比与全长 Cre 组比较无显著性差

异，证明 Rma 内含肽介导的 S102 Split-Cre 系

统在体外培养细胞内的酶活性与全长Cre相当。

尽管向 293T 细胞内导入有功能的 Cre 酶后细胞

将由 DsRed 阳性转变为 GFP 阳性，但是因为原

先存在于细胞内的红色荧光蛋白需要一定时间

降解，所以绝大部分细胞都呈现 DsRed 和 GFP
双阳性。GFP 阳性与 DsRed 阴性的细胞是指

DsRed 蛋白已经完全降解的 GFP 阳性细胞，统

计分析发现 S102 拆分位点组该部分细胞比例

与全长 Cre 组比较无显著性差异，进一步证明

Rma 内含肽介导的 S102 Split-Cre 体外重组效

率和全长 Cre 相当(图 4)。 

2.4  小鼠体内实验验证 S102 Split-Cre
的重组活性 

为了进一步检测 Rma 内含肽介导的 S102 
Split-Cre 系统在动物体内的效率，用该系统的 2 种

质粒包装 AAV，通过双 AAV 将 S102 Split-Cre
系统通过尾静脉注射的方式递送至 R26-CAG- 
LSL-tdTomato 转基因报告小鼠体内。该转基因 

 

 
 

图 3  不同拆分位点 Split-Cre 体外重组效率荧光检测实验 
Figure 3  In vitro fluorescence detection of Split-Cre recombination efficiency of different sites. Full-length 
Cre serves as positive control, while Q90 serves as negative control. 
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图 4  流式细胞术检测不同拆分位点的 Split-Cre 重组效率 
Figure 4  FACS detection of Split-Cre recombination efficiency of different sites. A: Representative results 
of FACS detection; B: Statistical graph of percentage of GFP positive cells; C: Statistical graph of percentage 
of GFP positive and DsRed negative cells. NS: No significance. 

 
小鼠基因组的 Rosa26 位点被插入了由 CAG 启动

子启动表达的LoxP-Stop-LoxP-tdTomato 序列，在正

常生长发育过程中该小鼠体内不表达 tdTomato 蛋

白。而当其体内导入 Cre 酶后，Cre 酶通过 LoxP 位

点将 Stop 元件切除后即可启动 tdTomato 表达(图
5A)。因为小鼠肝组织的取材和冰冻切片较易操

作，所以本研究选择肝脏作为体内验证实验的靶器

官，并选择了对肝脏具有亲嗜性的 AAV8。将表达

S102 Split-Cre 的 AAV 注射至小鼠体内 1 周后，

将小鼠肝脏取出并进行冰冻切片以观察 tdTomato
的表达情况，结果发现 S102 Split-Cre 组小鼠肝脏

表达广泛且明显的 tdTomato 红色荧光，其介导

tdTomato 表达的效率与作为阳性对照的全长 Cre
组相当(图 5B)。实验结果表明 Rma 内含肽介导

的 S102 Split-Cre 系统在小鼠体内能高效介导

Split-Cre 重组形成具有活性的全长 Cre。 
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图 5  体内验证 Rma 介导的 S102 Split-Cre 系统的重组活性 
Figure 5  In vivo assay of Rma-mediated S102 Split-Cre system. A: The structure of reporting elements of 
R26-CAG-LSL-tdTomato transgenic reporter mouse; B: Fluorescent images of full-length Cre (AAV8 Cre) 
and S102 Split-Cre (AAV8 Split-Cre) treated livers of the reporter mice. DAPI was used for showing nucleus. 

 

3  讨论与结论 
在基因编辑工具愈发简便且应用越来越广

的背景下，Cre 重组酶作为一种强大且稳定的基

因工程工具，其应用也越来越普遍。根据科学研

究的需求，研究人员开发出了 Split-Cre 系统。

Split-Cre 系统既可通过与不同的启动子组合应

用，使 CreN 与 CreC 能够高选择性地在特定细

胞系中表达，从而对特定细胞系进行标记[13-14]， 
或作为检测多个基因是否同时表达的手段[15]，

也可以作为基因工程工具用于腺病毒载体扩容、

双质粒转染细胞筛选等[16-17]。除了在基础研究领

域的应用，目前 Split-Cre 技术也正在被探索应

用于提高转基因食品的安全性方面。例如，该

技 术 可 以 利 用 花 原 基 特 异 性 启 动 子 控 制

Split-Cre 片段的表达，在生殖生长阶段删除转

基因作物种子和果实中的外源基因，使转基因

作物生产的种子和果实不含有转基因作物中的

外源基因[18]。因此，开发高效稳定的 Split-Cre 系 
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统在基础研究和应用研究中均具有重要意义。 

为了使 Split-Cre 实现高效重组，本研究利

用 Split-intein 介导的蛋白质自剪接系统开发了

一套从细胞实验到动物实验水平寻找最佳断裂

位点的方法，并筛选出了一个在体内体外均能

使 Split-Cre 进行高效重组的基因断裂位点。在

本研究选取的 4 个位点之中，在 S102 位点处进

行拆分的 Cre 酶显示出最高的重组成功率。由

于本研究中设计的 4 个拆分位点在 Cre 编码序

列中分布比较集中，因此不排除有其他更高重

组效率的拆分位点的可能性。本研究目前通过

间接的表征结果验证了这一现象，其背后的机

理可能与 Cre 酶蛋白质结构特征和所选择的

Split-intein 的自剪接性质有关，进一步深入研

究可以揭示 Cre 酶蛋白质结构特点与拆分位点

相应的重组成功率之间的关系。无论是通过针

对 Cre 蛋白结构的分析揭示拆分位点与相应重

组成功率之间关联的背后原理，进而得到重组

成功率最高的拆分位点，还是通过不同种类的

Split-intein 的自剪接特性进行设计，均可在本

研究的基础上进一步提高 Split-Cre 系统的效

率，为 Split-Cre 技术的使用提供一个最佳的拆

分方案。 

综上所述，本研究开发了一套在细胞水平

和动物水平均能高效表达的内含肽介导的

Split-Cre 系统，为遗传细胞谱系示踪和精准转

基因等基础和应用研究提供了新的有力工具。 
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