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专论与综述 

噬菌体重组酶介导的 DNA 同源重组工程 

李瑞娟  赵晓雨  杨润雨  刘洋  颜富  王海龙  张友明  符军* 
山东大学微生物技术国家重点实验室  山东 青岛  266237 

摘  要：来源于噬菌体的遗传操作工具在基因工程中具有非常重要的地位，例如位点特异性重组酶、

柯斯质粒 DNA 文库及同源重组酶等。其中，来源于 Lambda 噬菌体的同源重组酶 Redα/Redβ 和来源

于 Rac 原噬菌体的同源重组酶 RecE/RecT 能够高效地介导 35–50 bp 短同源臂之间的重组。基于噬菌

体同源重组酶 Redα/Redβ 和 RecE/RecT 开发的 DNA 同源重组工程(Recombineering)能够对靶标 DNA

分子进行快速、精准、高效的修饰，不受限制性内切酶识别位点和 DNA 分子大小限制，已发展成为

一种新型的基因工程技术。本文主要综述了噬菌体同源重组酶及其作用机制、在大肠杆菌及其他细菌

中的应用和开发，以及在微生物次级代谢产物的挖掘、动植物转基因、病毒基因组克隆和修饰等方面

的应用。原位激活沉默基因簇需要宿主特异性的 DNA 同源重组工程进行启动子和调控元件的修饰；

异源表达次级代谢产物的首要步骤一般是通过 RecET 直接克隆大的 DNA 片段；动植物转基因复杂载

体的构建效率在有了 Red 同源重组系统以后有了革命性的发展；RecET 直接克隆和 Red 同源重组介导

的感染性克隆构建和修饰方法，不仅有利于病毒基因组功能研究，同时也为载体疫苗开发提供了最优

方案。 

关键词：噬菌体同源重组酶，同源重组工程，Red 系统，RecET 系统，次级代谢产物，动植物转基因，
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Recombineering mediated by bacteriophage recombinases 
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Abstract: DNA manipulation tools derived from bacteriophage, such as site-specific recombinases, 
cosmid libraries, and homologous recombinases, play an important role in genetic engineering. The 
homologous recombinases Redα/Redβ from Lambda phage or RecE/RecT from Rac prophage can 
efficiently mediate the recombination between homologous arms as short as 35−50 bp. Recombineering 
based on phage homologous recombinases Redα/Redβ and RecE/RecT can be used to precisely and 
efficiently modify target DNA molecules without limitation of endonuclease recognition sites and the size 
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of DNA molecule, which has been developed into a new genetic engineering technology. This article 
reviews the phage homologous recombinases and their functional mechanism, their application and 
development in Escherichia coli and other bacteria. The broad use of recombineering has been 
demonstrated in the mining of microbial secondary metabolites, animal and plant transgenes, and viral 
genome cloning and modifications. In situ activation of a silent gene cluster accomplished by promoter 
engineering requires host specific recombineering system. The initial step of heterologous expression of 
secondary metabolites is direct cloning of large DNA fragment, which is based on RecET. Construction of 
large transgenic vector for both animal and plant mainly rely on Red recombineering. Generation and 
modification of infectious clone in E. coli mediated by RecET direct cloning and Red recombineering is 
the most efficient method for functional research of viral genome and vector vaccine development. 

Keywords: bacteriophage homologous recombinases, recombineering, Red system, RecET system, 
secondary metabolites, animal and plant transgenesis, virus reverse genetics 

在基因工程中，来源于噬菌体(Bacteriophage)

的遗传操作工具具有非常重要的地位，主要包括

位点特异性重组酶、柯斯质粒文库以及同源重组

酶等。 

溶源性噬菌体在宿主菌染色体上的整合和切

离大部分是由噬菌体编码的整合酶完成的。噬菌

体 整 合 酶 属 于 位 点 特 异 性 重 组 酶 (Site-Specific 

Recombinases)类[1]。根据氨基酸同源性及催化残

基的不同，位点特异性重组酶主要分为 2 个家

族：酪氨酸家族和丝氨酸家族[2-3]。酪氨酸家族的

位 点 特 异 性 重 组 酶 主 要 包 括 Lambda 整 合 酶

(Lambda Integrase)[4]、E. coli P1 噬菌体 Cre 重组 

酶[5]、E. coli D6 噬菌体 Dre 重组酶[6]、酿酒酵母

的 FLP 重组酶[7]及 E. coli 的 XerC 蛋白[8]等。丝氨

酸家族的位点特异性重组酶主要包括链霉菌ΦC31

重组酶[9]、链霉菌 ΦBT1 重组酶[10]和肺炎克雷伯

菌 Tn3 重组酶[11]等。其中，Lambda 整合酶能够介

导 attP/attB 位点间的重组[4]。目前，该系统已经

被 Invitrogen 公司开发成 Gateway®克隆试剂盒，

主要用于高通量质粒的构建[12]。Cre 重组酶可以

使 2 个 LoxP 位点之间发生特异性重组[5]。目前，

Cre/lox 系统通过位点特异性重组可以实现基因敲

除与敲入、替换、缺失突变、染色体结构改造及

基因表达调控等多种基因工程操作，在原核以及

真 核 生 物 的 遗 传 工 程 中 得 到 了 非 常 广 泛 的 应   

用[13]。ΦC31 重组酶介导 attP/attB 位点间的重组，

主要用于将外源 DNA 整合到染色体上，具有高

效、不需要辅因子和插入片段大等优点[14]。 

由 人 工 构 建 的 含 有 质 粒 复 制 子 colEI 和

Lambda 噬菌体 cos 序列的质粒载体，称为柯斯质

粒(Cosmid)，又叫黏粒。其含有 Lambda 噬菌体

cos 位点和质粒复制起始位点，可以选择性地将

37−50 kb 的 DNA 包裹进噬菌体头部，兼具了噬菌

体载体和质粒载体的优点，常用于高通量 DNA 文

库的构建。 

大肠杆菌中早期的同源重组工程依赖于 RecA

蛋白，需要大于 500 bp 的同源臂，从而需要中间

载体的构建。1998 年，Zhang 等发现在携带 Rac

原噬菌体的 E. coli 中，重组酶 RecE/RecT 能够促

进携带短同源臂的线性 DNA 分子进行同源重   

组[15]。1999 年，Muyrers 等发现 Lambda 噬菌体的

Red 操纵子编码的重组酶 Redα/Redβ也能够在体内

介导高效同源重组 [16]。基于噬菌体同源重组酶

Redα/Redβ 和 RecE/RecT 建立的同源重组系统分别

为 Red 系统和 RecET 系统，统称为 DNA 同源重组

工程(Recombineering)，有文献也称 Red/ET 同源重

组 工 程 (Red/ET Recombineering)[17-24] 。 与 传 统 的

RecA 同源重组系统相比，Red/ET 同源重组工程

只需要 35–50 bp 的短同源臂就可以实现高效率的

同源重组，对靶标 DNA 分子进行快速、精准、高

效的修饰，因为不受限制性内切酶识别位点和

DNA 分子大小的限制，极大地提高了目的基因修



3232 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

饰的效率，已经广泛地应用于生命科学研究的各

个领域。 

本文主要综述了噬菌体同源重组酶及其作用

机制、同源重组工程在 E. coli 及其他细菌中的研

究进展，以及同源重组工程在细菌次级代谢产物

挖掘、动植物转基因、病毒基因组 DNA 的克隆及

修饰等方面的应用。 

1  噬菌体同源重组酶 

1.1  Redα重组酶 

在大肠杆菌 recA 突变株中，Lambda 噬菌体 red

突变株缺失了同源重组的能力，从而确定了 Red

操纵子的功能[25]。在 Red 操纵子里，red、red

和 red 被 pL 启动子转录，而 pL 启动子受温度

敏感的 cI857 所抑制[26]。 

Redα 分子量为 24 kD，包含 226 个氨基酸，

是一种不依赖于 ATP 但需要 Mg2+的 5′→3′双链

DNA 核酸外切酶，其结合在磷酸化的双链 DNA 

(Double Strand DNA，dsDNA)末端，将 dsDNA 降

解为 3′单链悬突的 DNA[27]。Redα 只会结合在

dsDNA 的末端，不会作用在 dsDNA 的缺口(Nicks 

or Gaps)上[28]。在催化核酸外切反应时，Redα 形成

一个环形的同源三聚体，具有一个中心漏斗形通

道，通道的入口可以容纳一个 dsDNA 进入，而出

口的直径仅有单链 DNA (Single Strand DNA，

ssDNA)的大小[29]。因此，Redα 的同源三聚体通道

入口端与 dsDNA 末端结合后，dsDNA 的 5′末端被

三聚体的活性位点降解，使 DNA 分子的 3′末端变

成单链悬突(3′-ssDNA Overhang)，从同源三聚体通道

的出口端退出[29]。Redα 降解 DNA 的速度大约为每

秒 12 个核苷酸[30]。DNA 的 GC 含量不同，Redα 降

解速度会有所变化，因为限速步骤是氢键断裂[31]。

在酶切过程中，当 Redα 遇到 5′-GGCGA-3′序列时

会出现长时间的停顿(3.5−11.2 s)[32]。 

Redβ 分子量为 25.8 kD，包含 261 个氨基酸，

是 ssDNA 退火蛋白，能够与 Redα 产生的 ssDNA

结合形成一个 ssDNA-Red复合体，保护暴露出来

的 ssDNA 免受单链核酸酶的攻击，并且可以寻找

到 ssDNA 的同源序列[33]。Redβ 能够与长度大于

35 bp 的 ssDNA 稳定结合，在催化退火互补形成

dsDNA 后，其仍然与退火的 dsDNA 紧密结合在一

起，这种退火的 dsDNA-Redβ 复合物能够抵抗

DNAase I，比 ssDNA-Redβ 复合物更加稳定[33]。

当 Red从细胞里分离出来的时候，其和 Red、S1

核糖体蛋白以及 NusA 转录延伸因子形成一个复

合体[34]。Caldwell 等发现 Redβ 可以与大肠杆菌

ssDNA 结合蛋白 SSB 相互作用，并证明了 SSB 羧

基端的末端肽在相互作用中的重要性[35]。最近，

Filsinger 等发现 Redβ 与 SSB 的相互作用主要依

赖于对 SSB 羧基端 7 个氨基酸的识别，并且这种

相互作用在一定程度上决定了 Redβ 的宿主特异

性[36]。有些 Red的突变体不仅影响其本身的功能，

也影响 Red的核酸外切酶活性[25]。这暗示着 Red

操纵子的功能不仅来源于 Red和 Red之间的相

互作用，而且与宿主中存在的因子相关。在电子显

微镜下，当没有 ssDNA 时，Red形成一个大约由

12 个亚基组成的无活性小环；当 ssDNA 存在时，

Red则会形成一个大约由 15−18 个亚基组成的有

活性大环；退火后的 dsDNA-Red复合体则是一个

左手螺旋结构[37]。原子力显微镜观察发现，没有

DNA 的时候，Red会形成一个带有右手螺旋结构

的缺口椭圆，ssDNA 的存在则破坏了这种结构，

当加入第 2 个互补的 ssDNA 时，退火的产物形成

一个左手螺旋结构[38]。在最新的研究中，研究者

用高分辨率质谱分析发现，在不含 DNA 的情况

下，Redβ 会形成 12 个亚基的低聚物；在 38 bp

的 ssDNA 存在时，4−14 个 Redβ 会与之形成复合

物；在 38 bp 的退火 dsDNA 上，会有 11 个亚基

与之形成更稳定的复合物[39]。 

red 会从不同的翻译起始位点编码 16.1 kD

的 GamL 和 11.4 kD 的 GamS。大肠杆菌核酸酶

RecBCD 复合体虽然在一个细胞内只有 10 个拷贝，

但是其对线性 DNA 的破坏力极强，可以清除大多
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数线性 dsDNA[40]。GamS 二聚体可以与 RecBCD

形成 RecBCD-Red复合体，从而抑制其核酸外切

酶和解旋酶的活性[41]。Redγ 晶体结构显示其二聚

体形似于 DNA 的双螺旋，并且外围的 α 螺旋富

含负电荷，可以模拟 DNA 与 RecBCD 结合，抑

制其核酸外切酶活性对外源 DNA 的降解，从而

能够提高 Redα/Redβ 的 DNA 同源重组效率[42]。

Red并没有完全抑制 RecBCD 的活性，因为表达

Red的野生菌株和 recBC 突变菌株的表型是不

同 的 ， 表 达 Red的 细 菌 仍 然 保 持 很 高 水 平 的

DNA 同源重组活性，而 DNA 双链断裂的修复在

RecBCD 敲除菌株中则完全没有[41]。这说明，Red

只是改变了 RecBCD 的活性而不是一个完全的

RecBCD 抑制蛋白，这种活性的改变需要 RecF 途

径的参与[9,43]。 

1.2  RecET 重组酶 

在一些大肠杆菌菌株的基因组中发现了类似

Lambda 的 Rac 前噬菌体，Rac 前噬菌体包含编码

同源重组酶功能的 recE 和 recT，这些基因最初被

认为是属于 RecBCD 和 RecF 途径之外的第 3 种

大肠杆菌内源性重组途径，因此也被称为 RecE

途径[44]。在 recBC 的缺陷株中，sbcA 的突变可以

激活 recE 和 recT 基因的表达，从而提高了重组水

平[44]。RecE 在功能上类似于 Red，而 RecT 在功

能上类似于 Red[45]。 

RecE 也被称为 ExoVIII DNA 核酸外切酶，与

dsDNA 末端结合，可以非常迅速地从 5′端进行降

解，形成 3′端单链 DNA 悬突[46]。全长的 RecE 是由

866 个氨基酸组成的 96.4 kD 蛋白，大小约是 Red

的 4 倍，然而最初的一些研究认为其氨基端大约

600 个氨基酸是没有功能的，而羧基端 264 个氨基

酸具有全长 RecE 的所有活性[27,46]。2012 年，Fu

等发现全长的 RecE 有利于线性 DNA 之间的重组，

而氨基端 564 或者 602 个残基缺失的 RecE，对于

线性 DNA 之间的重组效率显著降低，而对于环状

DNA 与线性 DNA 之间的重组效率显著提升，但

是 RecE 氨基端的功能目前仍然不清楚[47]。全长的

RecE 没有获得晶体结构，羧基端晶体结构显示，

它形成一个环形的同源四聚体，与 Redα 的三聚体

类似，中央有一个锥形通道，其宽度足以在入口端

结合 dsDNA 末端，但在出口端仅允许 3′端单链

DNA 通过[33]。 

RecT 的分子量为 29.7 kD，是一个 ssDNA 退

火蛋白，在电镜下观察 RecT 蛋白以及 RecT 蛋白

和 DNA 的复合物，发现在没有 DNA 的时候 RecT

蛋白形成棒状聚合物，与 ssDNA 组成的复合物成

丝状螺旋结构[48]。与 Red不同的是，RecT 可以稳

定地结合 ssDNA 和 dsDNA；但是，RecT 可以促

进 ssDNA 的聚集，而不能促进 dsDNA 的聚集[48]。

对 RecT 促进配对的体外研究表明，RecT 可以介

导同源 ssDNA 或者线性 dsDNA 的同源单链末端入

侵超螺旋 DNA，带有同源单链末端的线性 dsDNA

类似于 RecE 核酸外切酶消化后的 DNA 底物，这

个结果支持了 RecT 可以直接参与 RecE 途径中

DNA 双链断裂修复的假说[49]。 

免疫共沉淀实验表明，RecE 和 RecT 之间存

在特定的蛋白质-蛋白质相互作用，这与 Red和

Red相似。因此，这表明重组需要核酸外切酶与

相应的 DNA 退火蛋白之间的协同功能，Redα 与

RecT，或者 Redβ 与 RecE 之间没有协同作用，所

以他们的组合也没有类似的重组功能[27,50]。 

2  噬菌体同源重组酶作用机制 

噬菌体蛋白 Redα/Redβ 和 RecE/RecT 发挥同

源重组作用，具有 5′→3′双链 DNA 核酸外切酶活

性的 Redα 或者 RecE 首先将 dsDNA 分子从 5′端开

始进行降解，使 DNA 分子的 3′末端变成单链悬突，

或者使较短的 dsDNA 底物形成一个 ssDNA 分子。

ssDNA 退火蛋白 Redβ 或者 RecT 与暴露的 ssDNA

结合形成复合物，防止 ssDNA 分子被降解，并且

该复合物会在 Redβ 或者 RecT 的介导下寻找同源

序列，最终完成 DNA 重组(图 1)。 
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图 1  噬菌体同源重组酶 Redα/Redβ 和 RecE/RecT 作用机制 
Figure 1  Models for Red/ET mediated recombineering 

 
在同源重组工程中，线性 DNA 片段和环形

DNA 分子之间的重组被称为线环重组(Linear Plus 

Circular Homologous Recombination，LCHR) (图 2A)，

2 个线性 DNA 分子之间的重组被称为线线重组

(Linear Plus Linear Homologous Recombination，

LLHR) (图 2B)；Redγ 只存在于 Red 操纵子中，但

是将其与 RecE/RecT 共表达，能极大地提高其重

组效率；研究还证实，Red 系统介导线环重组更有

效，全长的 RecET 系统介导线线重组更有效[47]。

线环重组和线线重组的机理不同，线环重组更倾

向于链入侵(Strand Invasion)机制或者 Beta 重组

(Beta Recombination)[51-52]，依赖于 DNA 的复制；

线线重组更倾向于链退火(Strand Annealing)机制，

其重组的完成不依赖于 DNA 的复制(图 1)。实验

证明，在线环重组中，DNA 在复制叉处入侵到滞

后链的效率比先导链高。以通过 PCR 得到的

dsDNA 作为底物时，Redα 可能仅从 dsDNA 的 

一端开始消化，产生 ssDNA 中间体，该中间体将

在复制叉处形成单链异双螺旋。因为 Redα 核酸外

切酶偏好于具有 5′磷酸化末端的 dsDNA，而不能

降解巯基化脱氧核糖核酸存在时形成的硫代硫酸

酯键，所以在设计扩增 dsDNA 底物的引物时可以

进行不对称修饰，使 Redα 在体内定向地消化产生

与滞后链互补的 ssDNA，从而提高重组效率[51]。

外源线性 DNA 分子进行线环重组时作为冈崎片段

参与 DNA 的复制是唯一通过实验验证的机理模

型，称为 Beta 重组[51]。 

3  噬菌体同源重组酶介导的同源重组工
程的应用和发展 

3.1  同源重组工程的应用 

将含有质粒复制位点、选择性标记基因以及相

应同源臂的线性 dsDNA 片段转入表达了 Red 系统

或者 RecET 系统重组酶的 E. coli 中，通过线环同 
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图 2  噬菌体同源重组酶 Redα/Redβ 和 RecE/RecT 介导的线环重组(A)和线线重组(B)[47] 
Figure 2  LCHR (A) and LLHR (B) mediated by phage homologous recombinases Redα/Redβ and RecE/RecT[47] 
 
 

源重组线性 dsDNA 片段可以与细胞内的质粒、细

菌人工染色体(Bacterial Artificial Chromosomes，

BAC)或者 E. coli 染色体上的目的 DNA 形成环状

质粒，此技术称为亚克隆(Subcloning)或者缺口修

补(Gap Repair)[22,53] (图 3A)。 

1998 年，Zhang 等利用同源重组工程在 E. coli

中实现了对高拷贝质粒、含有小鼠 Hoxa 基因的 P1

载体(>76 kb)以及 E. coli 染色体进行修饰，包括目

的 DNA 的插入(Insertion)、敲除(Deletion)以及替换

(Replacement)等[15] (图 3B)。1999 年，Muyrers 等

利用同源重组工程在 E. coli 中实现了对 BAC 的修

饰[16] (图 3B)。利用同源重组工程结合 SacB 介导的

反向筛选技术，Zhang 等实现了对高拷贝质粒的点

突变(Point Mutation)修饰[15]，Muyrers 等实现了对

BAC 的点突变修饰[24] (图 3C)。 

1998 年，Zhang 等将含有质粒复制位点、选

择性标记基因以及相应同源臂的线性 dsDNA 片

段和来源于大肠杆菌、酵母或者小鼠胚胎干细胞

的包含目的片段的基因组 DNA 共转化到表达了

RecET 系统重组酶的 E. coli 中，通过线线同源重

组，实现了对目的 DNA 片段的直接克隆(Direct 

Cloning)[22] (图 3D)。 

在进行 DNA 同源重组时，recA 突变的大肠杆

菌有利于质粒的稳定，但是 Wang 等发现在电转化

前瞬时表达 RecA 可以提高电击后细胞的存活率，

从而提高重组效率[54]。 

3.2  直接克隆技术的发展 

2012 年，Fu 等利用全长的 RecE 和 RecT，加

上 Redγ 和 RecA 构建了一个新的直接克隆系统，

对 Photorhabdus luminescens 中的 10 个次级代谢基

因簇进行了直接克隆并在异源宿主中尝试表达，建

立了一个通过直接克隆和异源表达进行生物活性

次级代谢产物挖掘的新方法[47]。2015 年，Wang

等创建了 RecET 直接克隆和 Red 重组技术的一体

化方案，在温敏型质粒上通过阿拉伯糖诱导表达

RecET 重组酶，在染色体上通过鼠李糖诱导表达 
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图 3  同源重组工程的应用[15-16,22,24,53] 
Figure 3  Application of homologous recombineering[15-16,22,24,53] 
注：A：亚克隆；B：插入、敲除和替换；C：点突变；D：直接克隆 

Note: A: Subcloning; B: Insertion, deletion and replacement; C: Point mutation; D: Direct cloning 
 

Red 重组酶，并对克隆载体和基因平行转移元件进

行了标准化，构建了一个系统的工具盒，极大地便

利了直接克隆技术在微生物基因组挖掘中的应  

用[55]。RecET 介导的直接克隆技术避免了基因文

库的构建和筛选，省时省力，但是对于原核基因组

中的大于 50 kb 的 DNA 片段或者真核基因组中特

定基因的克隆效率不高。2018 年，Wang 等在 RecET

直接克隆技术的基础上开发了 ExoCET 技术[56]。

ExoCET 技术的机理是首先利用 T4 DNA 聚合酶的

核酸外切酶活性，在体外对 2 个 dsDNA 的末端进

行降解，形成 ssDNA 并退火，随后在体内，通过

RecET 同源重组形成重组子，实现复杂基因组的高

效直接克隆。在此过程中，虽然可以形成完全环化

分子的数量是有限的，但是部分分子之间可以实现

一端退火，把 2 个分子组装成一个分子，突破了   

2 个分子共转化效率低的瓶颈。目前，T4 DNA 聚

合酶和 RecET 的协同作用是在大肠杆菌中进行直

接克隆最高效的方法[56]。 

3.3  DNA 多片段组装技术 

Wang 等开发的 ExoCET 技术还可以用于对多

个 DNA 片段进行组装。与酿酒酵母的 TAR 克隆

技术相比，ExoCET 技术只需要 3 d 时间就能实现

多个 DNA 片段的组装，而 TAR 克隆则需要至少  

2 周；与商业化的 Gibson 克隆技术相比，ExoCET

技术可以一次性将 20 个 DNA 片段组装成一个  

50 kb 的质粒，而 Gibson 则最多只能组装 5 个 DNA

片段；而且 ExoCET 对于 DNA 序列的 GC 含量和

重复序列不敏感，适应性更好 [56]。Song 等利用

ExoCET 技术对多杀菌素的生物合成基因簇进行

人工设计以及体外多片段组装，人工重构的多杀菌

素基因簇在异源宿主中的表达产量显著提高[57]。 

3.4  DNA 无痕修饰技术 

联合使用反向筛选和同源重组工程可以对

DNA 序列进行无痕修饰，包括敲除、替换和点突
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变等。本文主要介绍利用 sacB、rpsL 和 ccdB 反向

筛选标记基因结合同源重组工程进行无痕修饰技

术的发展。 

来自 Bacillus subtilis 的 sacB 基因是最早用于

同源重组工程的反向筛选标记基因[15,24]。在 E. coli

细胞内，sacB 基因编码的胞外果聚糖蔗糖转移酶

可以将蔗糖水解成葡萄糖和果聚糖，而果聚糖的富

集对细菌会产生毒性。因为在没有蔗糖的培养基

中，SacB 已经对细菌产生一定的毒性，从而导致

sacB 基因或者细菌染色体 DNA 的自发突变来逃逸

毒性，因此产生大量选择本底。很多基因文库是用

pBACe3.6 载体和 pTARBAC 载体构建，其本身含有

sacB 基因，因此，sacB 不能用来修饰这些 BAC[24]。 

rpsL 基因编码的核糖体蛋白 S12 亚基是链霉

素的作用靶标。2011 年，Bird 等在 E. coli 细胞内

利用 rpsL-neo 对 BAC 进行反向筛选修饰的时候，

发现 Redα 的表达增加了分子内重复序列之间的重

组概率，造成极高的筛选本底，而且仅表达 Redβ

和 Redγ，没有 Redα 也可以较低效率地完成 dsDNA 

(rpsL-neo PCR)和 BAC 的重组；继而在仅表达 Redβ

的情况下，用 ssDNA (合成的寡核苷酸)替换 BAC

上的反向筛选元件，可以有效解决重复序列的影 

响[58]。但是 rpsL 反向标记本身也具有 3 个缺点：

(1) 链霉素对光敏感导致选择不良，在选择的菌落

下常有本底生长；(2) 由于其需要伴随正向选择抗

性基因，因此在插入反向选择基因组件后，需要对

反向选择基因进行功能检测，排除突变；(3) rpsL

基因的自然突变概率为 10−6，平板选择有明显的

时间窗口，没有经验的技术人员往往会错过最佳

时间。 

2014 年，Wang 等将 ccdB 反向筛选与同源重

组工程相结合，建立了新型无痕修饰系统，可对多

拷贝质粒、BAC 和 E. coli 染色体等进行点突变和

模块替换等无痕修饰[59]。ccdB 反向筛选具有的良

好选择性源于其编码的 CcdB 毒性蛋白能够攻击

DNA 旋转酶 A 亚单位基因(gyrA)，从而阻止 DNA

的复制，并且该系统不需要任何特殊的培养基或者

试剂。因此，基于 ccdB 反向筛选与同源重组工程

相结合的 DNA 无痕修饰技术，为科学工作者对

DNA 分子进行点突变和模块替换等修饰提供了有

力的工具。然而有些 DNA 存在大量重复序列，如

聚酮类和非核糖体多肽类化合物的生物合成基因

簇，导致利用上述无痕修饰技术进行基因点突变和

结构域替换等操作极具挑战性。2020 年，Song 等

开发了 RedEx 基因编辑技术，该技术是将 Redαβ

蛋白介导的线环重组、CcdB 介导的反向筛选和核

酸外切酶介导的体外同源重组结合到一起：首先，

使用 Redαβ 蛋白介导线环重组，将设计的 DNA 片

段与侧翼有独特限制性位点的正反向选择标记(抗

生素抗性基因和 ccdB 反向筛选标记基因)一起插

入基因簇的靶位点；然后，用限制性内切酶将载体

线性化，以暴露两端 20 bp 同源臂；最后，通过核

酸外切酶介导的体外退火，将末端重叠的线性

DNA 分子环化[60]。Song 等利用该技术成功对绿色

生物农药多杀菌素聚酮合酶基因进行了异源结构

域插入，获得了表达杀虫性能更好的丁烯基多杀菌

素的生物合成基因簇[60]。 

4  噬菌体同源重组酶在其他细菌中的应
用和开发 

来源于 Lambda 噬菌体的同源重组酶 Redα/Redβ

或来源于 Rac 原噬菌体的同源重组酶 RecE/RecT，

不仅能在 E. coli 中介导高效率的同源重组，而且

能在与 E. coli 亲缘关系较近的菌株中发挥一定的

重组功能(表 1)。 

2003 年，胡堃等将表达 Lambda Red 重组系统

的质粒转入 Shigella flexneri 中，并且利用带有   

50 bp 同源臂的抗性基因替换掉其染色体上的 alkA

基因[61]。2003 年，Derbise 等将 Lambda Red 重组

系统转入 Yersinia pseudotuberculosis 中，利用带有

500 bp 同源臂的抗性基因失活了其染色体上的目

的基因[62]。利用 Lambda Red 重组系统进行遗传操

作的菌株还涉及 Serratia marcescens[63]、Salmonella 
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enterica Serovar Typhimurium[64] 、 Pseudomonas 

aeruginosa[65] 、 Burkholderia thailandensis[66] 、     

B. pseudomallei[66] 、 Klebsiella pneumoniae[67] 、

Agrobacterium tumefaciens[68] 以 及 Escherichia 

albertii[68]。 

Lambda Red 重组系统可以在与 E. coli 亲缘关

系比较近的菌株中进行重组，但是在与 E. coli 亲

缘关系较远的菌株中一般不能发挥重组功能。因

此，寻找细菌本身的噬菌体同源重组酶，并建立其

自身同源重组系统进而开发具有种属特异性的同

源重组工程成为近年来的研究趋势(表 1)。 

2007 年 ， Van Kessel 等 在 Mycobacterium 

tuberculosis 的 噬 菌 体 Che9c 基 因 组 中 找 到 了

RecE/RecT 同源蛋白对 Gp60/Gp61，并在此基础上

建立了结合分枝杆菌的同源重组工程系统[70-71]。用

同样的方法开发了重组系统的菌株，涉及 P. syringae 

pv. tomato DC3000[72]、Lactococcus reuteri[73-74]、   

L. lactis[73-74] 、 Clostridium acetobutylicum[75] 、      

B. subtilis[76] 、 Photorhabdus luminescens[77] 、

Xenorhabdus stockiae[77]、Lactobacillus plantarum 

WCFS1[78-79]、Schlegelella brevitalea DSM 7029[80-81]、

P. aeruginosa[82]、B. glumae[83]和 B. plantarii[83]。 
 

表 1  噬菌体同源重组酶在其他细菌中的应用和开发 
Table 1  Application and development of Red/ET in other bacteria 

Species Proteins References 

5′→3′ exonuclease ssDNA annealing 
protein 

Host exonuclease 
inhibitor 

ssDNA binding 
protein 

Shigella flexneri Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [61] 
Yersinia 
pseudotuberculosis 

Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [62] 

Serratia marcescens Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [63] 
Salmonella enterica Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [64] 
Pseudomonas aeruginosa Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [65] 
Burkholderia 
thailandensis 

Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [66] 

B. pseudomallei Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [66] 
Klebsiella pneumoniae Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [68] 
Agrobacterium 
tumefaciens 

Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [68] 

Escherichia albertii Redα (phage lambda) Red (phage lambda) Red (phage lambda)  [69] 
Mycobacterium 
tuberculosis 

Gp60 (phage Che9c) Gp61 (phage Che9c)   [70-71] 

Pseudomonas syringae RecEPsy (P. syringae) RecTPsy (P. syringae)   [72] 
Lactococcus reuteri  RecTl (L. reuteri)   [73-74] 
Lactococcus lactis  RecTl (L. reuteri)   [73-74] 
Clostridium 
acetobutylicum 

 Cpf0939  
(C. perfringens) 

  [75] 

Bacillus subtilis  GP35 (phage SSP1)   [76] 
Photorhabdus luminescens Plu2936 (P. luminescens) Plu2935 (P. luminescens) Plu2934 (P. luminescens)  [77] 
Xenorhabdus stockiae Plu2936 (P. luminescens) Plu2935 (P. luminescens) Plu2934 (P. luminescens)  [77] 
Lactobacillus plantarum Lp_0642 (L. plantarum) Lp_0641 (L. plantarum) Lp_0640 (L. plantarum)  [78-79] 
Schlegelella brevitalea Redα7029 (S. brevitalea) Redβ7029 (S. brevitalea)   [80-81] 
Pseudomonas aeruginosa A (phage Ab31) B (phage Ab31) Redγ (phage lambda) S (phage Ab31) [82] 
Pseudomonas putida A (phage Ab31) B (phage Ab31) Redγ (phage lambda) S (phage Ab31) [82] 
Pseudomonas fluorescens A (phage Ab31) B (phage Ab31) Redγ (phage lambda) S (phage Ab31) [82] 
Pseudomonas syringae A (phage Ab31) B (phage Ab31) Redγ (phage lambda) S (phage Ab31) [82] 
Burkholderia glumae RecEYI23  

(B. cordobensis YI23) 
RecTYI23  
(B. cordobensis YI23) 

  [83] 

Burkholderia plantarii RecEYI23  
(B. cordobensis YI23) 

RecTYI23  
(B. cordobensis YI23) 

  [83] 
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5  基于噬菌体同源重组酶的 DNA 重组工程
技术的应用 

5.1  噬菌体同源重组酶在微生物中用于次级代

谢产物的挖掘 

微生物次级代谢产物一直以来都是新药发现

的重要来源。近年来，随着基因测序技术、基因组

学和生物信息学的快速发展，在许多微生物的基因

组中发现了大量沉默次级代谢产物的生物合成基

因簇(Biosynthetic Gene Clusters，BGCs)，其在实

验室生长条件下无法表达或者表达量很低。因此，

通过基因组挖掘来发现更多新颖的微生物次级代

谢产物用于新药先导化合物的筛选成为一个研究

热点。对于沉默生物合成基因簇的基因组挖掘主

要有 2 个策略：第 1 个是在原宿主菌中靶向激活

沉默生物合成基因簇，这种策略的前提是原宿主

菌具有遗传操作系统或者能够在原宿主菌中构建

一套遗传操作系统，然后通过启动子和调控元件修

饰将沉默生物合成基因簇进行激活表达；第 2 个

是将沉默生物合成基因簇克隆至载体上，然后将

其稳定地转移到一个合适的异源底盘宿主中进行

表达(图 4)。 

2015 年，Yin 等在 P. luminescens 和 X. stockiae

中构建了一套基于其原噬菌体同源重组酶的重组

工程系统，并利用该系统在非核糖体多肽合成酶基

因簇 plu2670 的前面插入了四环素诱导型启动子，

进而成功地激活了该基因簇[77]。2018 年，Wang

等利用在 Schlegelella brevitalea DSM 7029 中构建

的同源重组工程系统成功地激活了 5 个沉默的生

物合成基因簇[81]。Li 等在 Burkholderia 中构建了

一套同源重组工程系统，并且利用该系统在伯克氏

菌中成功激活了 3 个生物合成基因簇，并鉴定得到

了一系列新的脂肽类化合物[83]。在细菌中构建同

源重组工程系统，并将其应用于同属的菌株中对

沉默生物合成基因簇进行激活，从而发现新的次

级代谢产物已经成为基因组挖掘的一个新的研究

方向(图 4)。 

 

 
 

图 4  微生物沉默生物合成基因簇的基因组挖掘策略 
Figure 4  Strategy of genome mining of silent biosynthetic gene clusters of microorganisms 
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目前，还有很多微生物没有可以利用的遗传操

作系统，或者有的微生物存在培养非常困难的问

题。因此，通过基因组序列分析发现的新的沉默生

物合成基因簇只能通过异源表达的方式进行激活。

此策略主要是通过直接克隆或者化学合成的方式

得到生物合成基因簇，然后将生物合成基因簇克隆

到表达载体上，并将其稳定转移到合适的底盘宿主

中进行表达。Fu 等报道了全长 RecE 和 RecT 能够

对较大的 DNA 片段进行直接克隆，利用这一技术，

Fu 等从发光杆菌中直接克隆得到了 10 个沉默基因

簇(10−50 kb)，其中 2 个基因簇 plu3263 (15.6 kb)

和 plu1881–plu1877 (18.3 kb)在大肠杆菌中实现了

异源表达，得到了 Luminmides 和 Luminmycin 这    

2 种化合物[47]。对于比较大的基因簇，可以采取

分段克隆的手段先得到较小的片段，然后再利用

同源重组工程将其组装到一个表达载体上。例如，

Yin 等 首 先 利 用 直 接 克 隆 技 术 从 白 色 链 霉 菌

(Streptomyces albus) DSM41398 中得到盐霉素生物

合成基因簇(106 kb)的 3 个片段(F1，43 kb；F2，

33 kb；F3，30 kb)，然后利用 DNA 组装技术将     

3 个片段组装到一个表达载体上，最终得到了盐霉

素 的 完 整 生 物 合 成 基 因 簇 并 在 天 蓝 色 链 霉 菌    

(S. coelicolor) A3(2)中实现了异源表达[85]。Xu 等在

济南游动放线菌(Actinoplanes tsinanensis)中利用

同源重组工程克隆了创新霉素的生物合成基因簇 

(11 kb)，并且在天蓝色链霉菌(S. coelicolor) A3(2)

中实现了异源表达[86]。在直接克隆技术开发之前，

获得大片段次级代谢产物生物合成基因簇的 DNA

需要柯斯质粒文库的构建，然后通过 Red 重组系

统缝合 2 个柯斯质粒，在一个载体上获得完整的基

因簇，从而完成 DNA 平行转移和异源表达[87-89]，

整个工作费时费力。 

同源重组工程能够用于微生物中次级代谢产

物的挖掘，通过对生物合成基因簇进行改造，尤其

是启动子工程改造，可以极大地提高次级代谢产物

的产量[90]。除此之外，利用同源重组工程开发的

无痕修饰技术可以对次级代谢产物生物合成基因

簇的模块、结构域进行替换或者点突变，改变次级

代谢产物的结构，发掘新的衍生物[60]。 

5.2  动物和植物转基因载体的构建 

在人类基因组计划完成以后，生命科学进入后

基因组时代，其以揭示蛋白编码基因的功能以及调

控机制为主要目标，其中重要的技术手段就是构建

基因修饰的小鼠模型。基因打靶是定向改变生物活

体遗传信息的技术，包括基因失活、缺失突变和点

突变及外源基因定点引入等，使修饰后的遗传信息

在生物活体内遗传并表达突变性状，从而研究基因

功能，并提供相关疾病治疗和药物筛选评价模   

型[91]。目前，在胚胎干细胞中进行同源重组的技术

已于 2007 年获得诺贝尔生理学或医学奖，该技术

首先需要在大肠杆菌内构建基因打靶载体[92]，目前

已经成为对小鼠染色体进行基因打靶的常规技术。 

2003 年，Testa 等首先利用噬菌体重组酶介导

的同源重组工程构建基因打靶载体，获得了混合

性白血病 Mll 基因的条件敲除小鼠[18]。2010 年，

Fu 等建立了利用同源重组工程高通量构建条件基

因打靶载体的技术流程，从含有小鼠基因的 BAC

修饰开始到获得最终的基因打靶载体(图 5)，需

要 4 步 Redα/Redβ 介导的 DNA 同源重组，整个

实验可以在 9 d 内完成，重组子的选择在液体培

养基里进行，因此可以扩展到 96 孔板的高通量模

式 [53]。欧洲条件性基因突变小鼠项目 (European 

Conditional Mouse Mutagenesis Consortium ，

EUCOMM)利用该技术，构建了 12 000 个基因打靶

载体，获得了 9 000 个条件性基因突变细胞系，建

立了小鼠胚胎干细胞条件敲除突变资源库 [93]。

2016 年，Baker 等利用 RecET 介导的同源重组工

程，一步将 4 个片段或者 5 个片段的 DNA 组装成

一个质粒，快速构建基因打靶载体[94]。2017 年，

Baker 等利用 Red 同源重组工程构建鼠源序列和人

源序列嵌合 BAC 载体，在 Cas9 人工核酸酶的辅

助下进行基因打靶，实现了 42 kb 人源基因序列和

小鼠同源基因序列的原位替换，构建了 KMT2D 人

源化小鼠模型[95]。 
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图 5  条件基因打靶策略和基因打靶载体[53] 
Figure 5  Conditional knockout strategy and gene targeting vector[53] 

 
人和小鼠的 BAC 文库是含有人或小鼠基因随

机片段的重组 DNA 克隆群体，BAC 克隆一般插入

150−220 kb 的外源 DNA，对于大部分人或小鼠基

因，可以筛选到含有完整编码序列以及调控元件的

BAC 克隆，是转基因技术的重要资源。2012 年，

Rostovskaya 等利用 Redα/Redβ 介导的 DNA 同源

重组将 PiggyBac 和 Sleeping Beauty 转座酶识别的

反向重复序列(Inverted Repeats，IR)精准插入 BAC

载体，将修饰的 BAC 载体与转座酶表达质粒共转

染，首次实现人胚胎干细胞的 BAC 转基因[96]。利

用 BAC 转座载体与 PiggyBac 转座酶 mRNA 一起

进行小鼠受精卵的原核显微注射，可以快速获得转

基因小鼠[97]。 

对于植物转基因，噬菌体重组酶介导的 DNA

同源重组工程对于高效构建转基因载体也发挥了

积极的作用。2020 年，Brumos 等开发了用于高通

量植物转基因载体构建的 DNA 同源重组工程工具

盒，他们以 BAC 载体为基础，利用 Redα/Redβ 介

导的 DNA 同源重组，对 62 个与生长素相关的基

因融合了蛋白标签，随后通过 Flp 介导的盒式交换

技术(Recombinase Mediated Cassette Exchange，

RMCE) 将 BAC 载 体 替 换 为 双 元 载 体 (Binary 

Vectors)，最终通过农杆菌介导的植物转基因技术

获得拟南芥突变株(图 6)[98]。 

5.3  病毒基因组的克隆和修饰 

病毒反向遗传学是采用病毒的遗传材料在培养

的细胞中重新拯救出活病毒，该技术一般需要在细

菌质粒中克隆病毒基因组的DNA 拷贝或者cDNA 序

列，构建感染性克隆能够用于病毒基因功能研究，

开发病毒载体疫苗或者构建基因治疗载体。 

病毒基因组的大小可以超过 200 kb，例如疱疹

病毒的基因组在 105−235 kb 之间。DNA 同源重组

工程成功突破了大型病毒基因组修饰的局限性，牛

痘病毒、疱疹病毒和杆状病毒的基因组在 BAC 上

可以直接修饰。随后，将 BAC 转染到哺乳动物细

胞中进行病毒拯救，这样可以直接获得纯净的重组

病毒，然而在细胞内通过基因打靶获得的重组病毒

需要烦琐的纯化步骤。 
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图 6  利用同源重组工程技术构建植物转基因载体的方案[98] 
Figure 6  An improved recombineering toolset for plants[98] 

 

2017 年，Zhang 等[98]利用 RecET 直接克隆技

术构建了首个人腺病毒 DNA 文库，包括 32 个基

因型。RecET 重组酶可以将完整的人腺病毒 DNA

直接克隆在 p15A 质粒上，利用 Red 重组酶在 E3 区

克隆 CAG 启动子表达绿色荧光蛋白和荧光素酶基

因，拯救出带有双报告基因的病毒，感染小鼠并进

行活体成像，示踪不同基因型病毒的组织特异性[99] 

(图 7)。由于 RecET 直接克隆的高效性，可以从临

床样本中直接将腺病毒 DNA 克隆到 p15A 质粒上

进行分析，为快速病例诊断提供了新方法[99]。 

对噬菌体的遗传改造不仅是为了研究其基因功

能，开发人工噬菌体用于细菌的精准控制、检测和诊

断，作为人、动物、植物及食物的生物抑菌剂，而且

人工噬菌体可以超越其抗菌作用，作为药物的载体或

者疫苗。噬菌体的遗传操作包括体外改造和体内改

造，其中体外改造包括人工合成全长噬菌体核   

酸[100]、在酵母里进行噬菌体基因的组装[101]，以及

体外转录和翻译的无细胞体系里进行噬菌体的同

源重组[102]。噬菌体的体内改造可以利用细菌自身的

同源重组系统[103]，CRISPR-Cas 系统可以作为反向

筛选降解未被遗传修饰的噬菌体[104]，来源于噬菌体

的重组酶也被用来进行噬菌体的同源重组。 
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图 7  人腺病毒基因组文库及其广泛的应用[99] 
Figure 7  An engineered human adenovirus library and its broad applications[99] 

 

利用噬菌体重组酶介导的同源重组工程对噬

菌体进行遗传改造，目前主要是针对大肠杆菌和沙

门氏菌的噬菌体，其方法是将 RecE/RecT 或

Redα/Redβ 在细菌里进行调控表达，然后将噬菌体

DNA 和用于同源重组的 DNA 共同电转化。   

2012 年，Fehér 等利用 RecE/RecT 同源重组工程

删除 P1 噬菌体的转座子 IS1，发现删除 IS1 的噬

菌体生物学特性没有改变，从而构建了一个没有

潜在转座子污染的大肠杆菌基因工程载体 [105]。

2014 年，Shin 等用 RecE/RecT 同源重组工程对沙

门氏菌温和噬菌体 SPN9CC 进行遗传修饰，发现

cl 敲除的噬菌体由温和转为烈性，为人工将温和噬

菌体改造成用于生物防治的烈性噬菌体提供了新

方法[106]。2004 年，Oppenheim 等应用 Redα/Redβ 

重组系统电转化人工合成的寡核苷酸，通过 80 个

核苷酸的 ssDNA 在 Lambda 噬菌体上实现了点突

变，同时也尝试了基因删除和置换，验证了 Red

重组系统对于噬菌体修饰的有效性[107]。 

6  总结 

基于噬菌体同源重组酶 Redα/Redβ和 RecE/RecT

开发的 DNA 同源重组工程在 1998 年被开发出来，

是分子生物学技术的一个里程碑。该技术能够对靶

标 DNA 分子进行快速、精准、高效的修饰，包括

直接克隆、亚克隆、插入、删除、替换、点突变等，

具有不受限制性内切酶识别位点和 DNA 分子大小

限制的优势。同源重组工程不仅仅在大肠杆菌中对

DNA 进行修饰，在其他细菌中也开发了基于具有

种属特异性的噬菌体同源重组酶的高效遗传操作
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系统，促进了生物功能基因的研究。 

近年来，DNA 同源重组工程延伸开发了一系

列技术，包括可以对 DNA 大片段进行直接克隆以

及可以用于多片段 DNA 组装的 ExoCET 技术，可

以对 DNA 尤其是具有大量重复序列的生物合成基

因簇进行无痕修饰的 RedEx 基因编辑技术等。这

为微生物基因组挖掘以及次级代谢产物生物合成

机理的研究提供了有力的工具。作为分子生物学源

头技术，同源重组工程在生命科学领域的方方面面

都发挥了重要作用，尤其是在动植物转基因以及病

毒基因组克隆和修饰方面取得了显著成效。 
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