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ITm活性转座子及其结构特征分析
潘春芳  汤定钦  周明兵*

(浙江农林大学亚热带森林培育国家重点实验室培育基地, 临安 311300)

摘要      ITm超家族是真核生物基因组中分布最广泛的DNA转座子家族之一, 它们以DNA为

媒介, 通过“剪切–粘贴”机制在基因组中不断跳跃, 引起基因组的重组与突变。随着对ITm转座子

的深入研究, 许多ITm转座子逐渐成为基因克隆、基因表达及其功能研究的重要工具。该文对

活性ITm转座子作了较为全面的研究, 并对其结构、拷贝数、分布以及转座特性进行了系统归

纳, 分析了活性ITm转座子螺旋–转角–螺旋(helix-turn-helix, HTH)结构, 天冬氨酸–天冬氨酸–天
冬氨酸/谷氨酸(Asp-Asp-Asp/Glu, DDD/E)催化结构域、Linker、核定位信号(nuclear localization 
sequence, NLS)及末端反向重复序列(terminal inverted repeats, TIRs)的序列特征。结果表明, 自
主转座活性的ITm转座子必须具备完整的转座酶及TIRs, 上述结构及序列的突变均会不同程度的

对转座子活性产生影响。这为活性ITm转座子的鉴定及功能分析奠定了重要基础, 同时, 也为人

工调控ITm转座子转座活性提供了理论依据。
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 ITm Active Transposons and Analysis of Its Structural Characteristics
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Abstract       The ITm transposons superfamily is one of the most widespread transposons in eukaryotic 
organisms among DNA transposons. They jump in the host genome by the “cut-and-paste” mechanism via a DNA 
intermediate, which results in recombination and mutation of host genome. More and more ITm transposons have 
been developed to the genetics tool for gene cloning, gene expression and functional analysis. We comprehensively 
investigated characteristics of the active ITm transposons, including their structures, copy numbers, distributions 
and transposition characteristics. The features of HTH (helix-turn-helix) domain, DDD/E (Asp-Asp-Asp/Glu) 
catalytic domain, Linker, the NLS (nuclear localization sequence) and the TIRs (terminal inverted repeats) sequence 
were characterized. The results show that only the ITm transposons which have complete transposase structure and 
TIRs sequence could independent transpose in the host genome. The modifications of above mentioned domains 
of transposases and TIRs sequence would regulate the activity of transposons. This study would lay the foundation 
not only for the identification and functional analysis of ITm transposons, but also for artificial regulation of 
transposition activity of these elements.
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中
国
细
胞
生
物
学
学
报

潘春芳等: ITm活性转座子及其结构特征分析 111

转座子(transposable elements, TEs)又称跳跃

因子, 是指在生物细胞中能从同一条染色体的一个

位点转移到另一个位点, 或者从一条染色体转移到

另一条染色体上的DNA序列[1]。转座子分为两类: 
一是能够从细胞染色体的一个位点迁移(转座)到另

一个位点, 引起生物基因组或基因的重组和变异, 
加速生物多样性和进化速率, 即DNA转座子, 遵循

“剪切–粘贴”转座机制; 二是能够在生物基因组中

大量扩增拷贝, 是一类“自私基因”, 即RNA转座子, 
遵循“复制–粘贴”机制[2]。

Tc1-Mariner超家族是真核生物基因组中分布

最广泛的DNA转座子家族之一, 此家族转座子正被

成功用作基因工程和基因传递工具。它主要包括

三个家族的转座子: 一是Tc1-like转座子, Tc1最初是

作为引起线虫多态性的一个重复序列而被发现, 也
是线虫基因组中首次被鉴定的DNA转座子[3], 与Tc1
具有相似结构的转座子统称类Tc1转座子(Tc1-like 
elements, TLEs); 二是类mariner转座子, mariner最早

是在研究毛里塔尼亚果蝇(Drosophila mauristiana)白
眼基因的一个不稳定突变时发现的[4], 此后, 在其他

物种中也鉴定到这一类型转座子的存在, 并且部分

具有转座活性, 于是将这类转座元件称为类mariner
转座子(mariner-like elements, MLEs), 简称为MLE转
座子; 三是Pogo-like转座子, Pogo转座子是在黑腹果

蝇(Drosophila melanogaster)中发现的[5], 此后发现的与

其结构类似的转座子均称为类Pogo转座子(Pogo-like 
elements), 如Lemi1[6]、Tigger1[7]等。之后, Shao等[8]发现, 
TLEs和MLEs和来自细菌的IS630相似, 因此, 此超家

族又包括了IS630和其在原核生物和纤毛虫中的同源

序列, 被命名为ITm(IS630-Tc1-mariner)超家族。因此, 
ITm超家族主要包括来自真核和原核基因组的四类

亚家族类群, 包括Tc1-like转座子(TLEs)、mariner转
座子(MLEs)、 Pogo-like转座子和IS630, 文本主要讨

论来自真核基因组的前三个类别。

1   ITm活性转座子
在动植物界中, 虽然已鉴定出许多ITm转座子

的存在, 但绝大部分转座子含有终止子、移框和缺

失现象, 因而不具有转座活性[9]。Feschotte等[10]通过

对水稻全基因组扫描, 共鉴定出34个不同的mariner
转座子, 其中27个积累了插入/缺失、颠换/替换、移

码等突变。根据文献报道, 目前存在的活性ITm活性

转座子很有限, 如TLEs中的Tc1、Tc3、SB(Sleeping 
Beauty)、FP(Frog Prince)等; MLEs 中的Mos1、
Himar1、Hsmar1、Hsmar2、Famar1、Osmar5等; 
Pogo-like中的Pogo、Lemi1、Tigger1等。这些 ITm
转座子结构相近, 主要包括转座子末端颠倒重复序

列(terminal inverted repeats, TIRs)和中间的开放阅读

框(open reading frame, ORF)。(1)TIRs序列长度一般

为10~40 bp, 含有2个蛋白质结合元件。(2)ORF序列

长度一般为1 000~1 500 bp, 含有编码具有DNA结合

结构域和催化结构域的转座酶的基因。转座酶N-端
的DNA结合结构域有1~2个HTH结构域, 能够识别

TIRs[11]; 催化结构域能够结合催化所必需的二价阳

离子Mg2+或Mn2+, 催化结构域负责DNA的剪切和整

合反应[12]; DNA结合结构域与催化结构域之间有1个
Linker结构, 负责调节转座酶空间结构[13]。在转座

酶中, 还有1个与DNA结合结构域部分重叠的一分

或二分的核定位信号(nuclear localization sequence, 
NLS)[14], 它能与入核载体相互作用, 使转座酶能被

运进细胞核。

1.1   TLE活性转座子

TLE转座子除上述基本结构外, 在2个HTH之间

还有1个调节TLE转座酶与DNA结合反应的类GRPR
结构[15], C-端一般具有“DD34E”催化结构域。TLE转
座子是ITm超家族中种类最多, 分布最广的一类[16], 
并广泛存在于鱼类、昆虫、线虫、真菌及其他高等

或低等生物中, 但很多TLE转座子在垂直进化中已

失活。现已有不少学者将某些“化石”转座子重新激

活, 如SB、Minos等。当然, TLE转座子中也存在着

天然活性的转座子, 如Tc1、Impala等。

1.1.1   SB      SB最早来源于鲑鱼, 是一个人工构建

的TLE转座子。1997年, Ivics等[17]基于积累的系统

发生数据, 利用生物信息学的手段, 对存在于鲑鱼

科中的一个已失活的TLE转座系统进行了分子水

平的重建, 唤醒了其转座活性。SB插入位点偏向于

重复的TA, 如ATA TAT AT。在小鼠生殖细胞中SB
插入位点仅在相邻供体位点的3 Mb范围内, 整个潜

在插入位点范围为5~15 Mb, 位点期待现象可能是

TLEs的一个普遍特征[18]。

SB能在大多数脊椎动物中发生转座, 且其转

座过程依赖于宿主因子[19]。高迁移率族蛋白1(high 
mobility group box 1 protein, HMGB1)是影响SB转座

的宿主因子之一[20], 它通过改变DNA的结构来调控
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DNA复制和重组过程。SB转座频率在HMGB1基因敲

除的小鼠细胞急剧下降, 而在野生型小鼠细胞中过度

表达会引起高频率转座。与之作用类似的还有阻止SB
转座子剪切后整合的BANF1(barrier to autointegration 
factor 1)蛋白[21]、参与SB转座酶表达反馈调控的

HMG2L1蛋白[22]以及修复SB转座后剪切位点的Ku70、
DNA-PKcs等[23]。不同修复因子对应的修复机制不同, 
由此产生的足迹也不完全相同[24]。Yusa等[25]对SB局部

进行CpG甲基化处理能增强其转座效率。在小鼠红

白血病细胞内相同基因位点处通过染色体重组导入

CpG甲基化与非CpG甲基化的SB, CpG甲基化的SB转
座效率至少是非CpG甲基化的100倍。同时, CpG甲基

化也能提高从质粒转座到基因组上转座效率。此外, 
SB存在过量表达抑制(overproduction inhibition, OPI)现
象, 在小鼠肝细胞内检测SB转座效率, 发现当转座酶

与转座子的浓度比为125׃1~10׃时, 转座效率最高, 然
而当转座酶浓度继续升高时, 转座效率则会降低[26]。

Davis等[27]利用SB转座子系统从胎儿成纤维

细胞中生成4种人类诱导多能干细胞 (induced pluri-
potent stem cells, iPSCs)。这类iPSCs均能表现出多

能干细胞的特性, 包括体外分化为3个胚层衍生物

的能力。Hammer等[28]也利用该系统实现了对小鼠

前列腺移植体细胞的转基因。Been等[29]为了解组

织细胞肉瘤(histiocytic sarcoma, HS)的病理学, 利
用SB作为诱变剂在小鼠体内进行了一个正向遗传

筛选来确定HS遗传动力。同时, 他们通过分析转座

子插入位点鉴定得到28个与癌症相关的基因, 包括

Nf1、Myc、Jak2、Pten等。对比其他转基因系统, 
SB具有定向插入的遗传特性, 从而减少了插入突变

的风险。目前, SB已被广泛用作转基因和基因治疗

的工具[30]。

1.1.2   Tc1      Tc1最初是作为引起秀丽隐杆线虫

(Caenorhabditis elegans)多态性的一个重复序列而被

发现, 也是线虫基因组中首次被鉴定的具天然活性

的TLE转座子[3]。Tc1保守拷贝数在大多数线虫菌株

染色体上约为30, 而仅在两株线虫菌株上分散存在

着数百份拷贝, 如Bergerac菌株中为400。
Tc1在某些野生型菌株的生殖细胞中会发生

低频率转座, 引起插入突变, 并具有一定插入偏好

性, 如Tc1易插入在gpa-2基因中, 插入位点为TA[31]。

Tc1在每个体细胞中的剪切频率是生殖细胞的1 000
倍[32], 其高频率剪切具有组织特异性, 仅局限于体细

胞中。除1个拷贝外绝大多数Tc1无论在体细胞还是

生殖细胞都会产生不精确切除的转座足迹(5′端CA
和3′端GT)。在高拷贝数菌株如Bergerac中, Tc1的剪

切频率很高。尽管如此, 它依然在某些特定的基因

组位点上比较稳定, 这很可能使它作为良好的遗传

标记, Tc1已应用于线虫物理和遗传图谱的构建, 如
Files等[33]已经将线虫肌动蛋白基因定位于连锁群V, 
Blumenthal等[34]也已经把卵黄蛋白基因定位于连锁

群X, 他们都是利用在Bergerac基因中Tc1的存在所

引起的DNA多态性而定位的。

1.1.3   Minos      Minos是由Franz等[35]在果蝇(Drosophila 
hydei)基因组发现的, 它是一个人工构建而具有活性

的转座子, 拷贝数为5~30。在大多数情况下, Minos
转座酶所催化的精确切除和整合没有侧翼DNA的

参与。绝大多数Minos转座酶对转座子侧翼序列的

剪切或者非常精确(即原转座子序列正常插入恢复), 
或者留下一个一端为6 bp的转座子足迹(5′端TAC 
GAG和3′端CTC GTA), 包括靶位点重复序列(target 
site duplication, TSD)的2个TA碱基和末端其他4个碱

基[35]。

Minos在多种昆虫胚胎生殖细胞染色体上形成

稳定的插入, 该特性在小鼠体细胞和生殖细胞内也

有显现[35]。Minos在许多宿主细胞中可发生高效率

转座, 尤其是在哺乳动物中, 能导致基因组发生突变, 
表明Minos是一种功能基因组分析的通用工具[36]。

Minos插入位点严格插入于TA中, 在内含子与外显

子上有明显的插入偏差。它优先插入于内含子, 不
会干扰靶基因的表达, 但有时会导致附近外显子序

列缺失[37]。

1.1.4   其他TLE转座子      TLE类活性转座子除了上

述应用较为广泛的3个转座子外, 还有Impala、Tc3、
FP和PPTN。

Impala是从枯萎病菌 (Fusarium oxysporum)突
变体F24中分离得到的天然活性TLE转座子, 其转座

足迹类似于Tc1, 插入位点位于非编码区中的TA[38]。 
2003年 , Queiroz等 [38]在青霉菌(Penicillium griseoro-
seum)中研究Impala转座, 发现其转座足迹与插入位

点均与枯萎病菌一致, 并为开发一种基于该转座子

的标签系统来检测与果胶酶生产及克隆相关基因提

供了依据。

Tc3是秀丽隐杆线虫(C. elegans)突变菌株TR679
中第二活跃的天然活性TLE转座子, 拷贝数为15, 插
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入位点为TA, 转座足迹一般为1~2个碱基(5′端C/CA
和3′端G/TG), 但在某些转座事件中, 不会留下任何

足迹[39]。

FP是从北方豹蛙(Rana pipiens)中分离得到经

人工重新构建而具有转座活性的TLE转座子[40], 插
入位点偏向于外显子中的TA, 转座足迹一般为CTG
或CAG。FP在主要脊椎动物类群的代表细胞中都

具活性, 其转座活性在某些细胞中高于SB。
PPTN, 也称 Passport, 是在鲽 (Pleuronectes 

plattessa)基因组中鉴定的TLE转座子[41], 是迄今所

发现的脊椎动物中唯一有天然转座活性的转座子, 
拷贝数为200~300, 插入位点偏向于外显子中的TA。

在人类基因组中, 该转座子并不是随机插入, 如在人

类的第1条染色体上插入事件为0, 而在第6条染色

体上为6, 而染色体1号长度是6号的2倍, 这有利于

PPTN转座子成为一种有效研究功能基因学应用的

工具[41]。

1.2   MLE活性转座子

MLE转座子除基本结构外, 转座酶上还有2个
保守序列Try-Val-Pro-His-Glu-Leu(WVPHEL)和Tyr-
Ser-Pro-Asp-Leu-Ala-Pro(YSPDLAP), 两序列间隔

150个氨基酸残基[42], C-端具有“DD(34/37/39)D”催
化结构域。MLE转座子存在的广泛性、宿主的多

样性以及它们明显的不依赖宿主的转座机制, 因此

具有作为转化载体的潜能, 并运用于基因治疗, 成
为治疗人类遗传缺陷症的有价值的工具, 如Mos1、
Himar1、Hsmar1等转座子。

1.2.1   Mos1      Mos1是从毛里塔尼亚果蝇 (Droso-
phila mauritiana)中分离得到的具有天然活性的

MLE转座子, 拷贝数为20~30, 插入位点倾向于TA
丰富区, 转座足迹一般为2~3个碱基(5′端CCA和3′
端GA/TGA)[43]。它广泛存在于多种生物中, 如斑

马鱼(Barchydanio rerio) 、利什曼原虫(Leishmania 
major)、鸡生殖细胞及埃及伊蚊(Aedes aegypti)等。

Mos1首先于体外实验中研究其各部分作用, 
发现体外实验中它不需要形成发夹结构(YREKK), 
只需要转座酶的存在即可发生转座, 同样温度对

Mos1的影响也很明显[44], 温度偏高则转座活性低, 
其主要是影响转座子切除后的重新插入。此外, 
Mos1通过转基因技术转入烟草中却检测不到转座

事件, 而从烟草中提取的Mos1转座酶在体外能检

测到它与TIRs结合, 剪切并整合事件, 表明Mos1在

烟草中转座可能会受到烟草核蛋白的抑制[45]。

为了提高Mos1转座酶的活性, 2009年, Germon
等[46]在Mos1上选择同一位点或相近位点进行单点

突变。用大肠杆菌筛选系统共获得5种高活性的突

变类型, 并进行2个及2个以上的随机组合, 使转座酶

活性提高至原来的200~800倍, 甚至更高, 但是过高

的转座活性会产生细胞毒性, 导致细胞死亡。目前, 
利用Mos1的插入突变特性已在线虫(C. elegans)基
因组上构建了突变体库, 通过对特定基因进行插入

突变来分析该基因的功能[47]。此外, Mos1还成功应

用于结核分枝杆菌(Mycobacterium marinum)突变体

库的构建[48]。

1.2.2   Himar1      Himar1是irritans亚家族的成员之

一, 分离于角蝇(Haematobia irritans), 拷贝数约为

17 000。它是通过PCR技术重新构建及体外突变而

得到的具有高活性的转座子[49]。

Himar1转座频率受转座子大小、转座所需的温

度及时间、Mg2+浓度、转座酶浓度以及转座子载体

的影响, 如当转座酶浓度过高时反而会抑制Himar1
转座子转座, 从而降低转座频率; Himar1转座频率会

随着转座子的增大呈现指数式下降等, Lampe等[50]

和Akerley等[51]还将Himar1转座酶进行突变, 在大肠

杆菌检测到其活性提高至原来的10~50倍, 并研究出

了一种Himar1转座子系统, 已经开发为人类呼吸道

病原菌基因组突变的工具之一, 从而使它成为一种

有效研究基因功能的工具。Himar1插入位点位于弯

曲DNA区域的TA, 并对供体位点DNA侧翼序列产生

一定的影响。2008年, Yang等[52]将Himar1进行改造, 
并成功使齿垢密螺旋体(Treponema denticola)突变体

得以产生, 这为促进齿垢密螺旋体生物学和发病机

制研究奠定了基础。

1.2.3   Hsmar1      Hsmar1是第一个在人类基因

组中发现的cecropia亚家族转座子, 拷贝数约为

200。2007年, Miskey等[53]用生物信息学方法重新

构建了该转座酶基因并命名为Hsmar1-Ra(Hsmar1-
reconstructed ancestral), 它第一个在脊椎动物具有活

性的MLE转座子, 该转座子系统可用于脊椎动物的

基因研究以及转座的动力学研究 。

Hsmar1转座受pH值、转座酶浓度影响[54]。除

最适的pH值为8.5外, 其他的pH值会降低剪切效率; 
同时, 高浓度的转座酶会由于转座酶OPI使得剪切效

率急速降低, 最适转座酶浓度为25~50 nmol/L。此外, 
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DNA负超螺旋结构有利于Hsmar1两端靠近并促进

转座[55]。转座子供体和靶位点的拓扑结构也能影响

Hsmar1转座子的整合[56]。Hsmar1优先插入位点为

重复TA处。

1.2.4   其他MLE转座子      MLE类活性转座子除了

上述应用较为广泛的3个转座子外, 还有来源于植

物基因组的Osmar5, 来源于动物基因组的Hsmar2、
Mboumar-9和Famar1。

Osmar5是从水稻(Oryza sativa)中分离的具有天

然活性的MLE转座子[10]。2006年, Yang等[57]在酿酒

酵母(Saccharomyces cerevisiae)中对Osmar5的转座

做了系统研究。Osmar5在5′端TA附近的CTC C处发

生剪切并留下1~4 bp的转座足迹, 3′端则在GGA G出

发生剪切并留下1~4 bp的转座足迹, Osmar5的发现

为植物转座子基因标签开发提供新的工具。

Hsmar2是第二个在人类基因组中发现的

irritans亚家族转座子, 拷贝数约为1 000, 它是经人

工构建而具有活性的转座子[58]。在不同类型的宿主

细胞中, Hsmar2的过量表达对宿主细胞产生不同影

响[59]。在HeLa细胞中, 过量表达Hsmar2会对细胞产

生毒性, 而在其他哺乳动物细胞中过量表达则不会。

Hsmar2也能在细菌和真核细胞中发生转座行为, 但
转座足迹不是很明显。

Mboumar-9是从大头蚁(Messor bouvieri)卫星

DNA中发现的具天然活性的MLE转座子[60]。插

入位点为TA重复位点。在相同的转座条件下, 
Mboumar-9转座效率与Mos1[61]、 Himar1相当。

Famar1来源于欧洲蠼螋(Forficula auricularia), 
是利用PCR-ligation-PCR技术对1 000个拷贝进行重

新构建而具活性MLE转座子, 拷贝数约为44 000[62]。

Barry等[63]鉴定了每个活性Famar1拷贝, 发现它们的

转座活性范围很广, 从Himar1活性的1/5到2倍。由

于不同亚家族的MLE转座子之间不会发生相互作

用[64], Famar1可以作为一种有效的遗传工具来研究

该亚家族的其他转座子, 拓宽了该类转座子的研究

领域。与之类似的转座子还有来自欧洲蜜蜂(Apis 
mellifera)的Ammar1。
1.3   Pogo-like活性转座子

Pogo-like转座子一般编码2个转座酶蛋白。有

些转座子可通过某些方式将2个转座酶蛋白质形成

1个催化酶, 如Lemi1转座子可通过RNA剪切形成1
个转座酶[6]; 而Tigger1转座子编码的2个转座酶不能

进行RNA剪切形成1个转座酶[7], C-端一般具有1个
“DD30~33D”催化结构域。相对MLE、TLE转座子

而言, Pogo-like转座子在生物基因组中分布有限、

种类较少, 典型的Pogo-like转座子也仅限于Pogo、
Tiggers、Lemi1等。

1.3.1   Pogo、Tigger1和Tigger2      Pogo首次是在

黑腹果蝇(D. melanogaster)的1个white-eosin突变体

中发现的转座子, 绝大多数黑腹果蝇多为190 bp的
Pogo, 1.1~1.5 Kb的拷贝数为10~15, 完整的Pogo全
长为2.1 Kb, 但该转座子拷贝数较少, 仅在该物种中

有分布[5]。该转座子两端的TIRs为21 bp, 具有2个
ORF。这2个ORF可通过RNA剪切形成1个完整的转

座酶, 该转座酶也具有DNA结合结构域和“DD30D”
催化结构域。Pogo转座酶DNA结合结构域上只含

有1个HTH结构, 能特异性识别并结合在TIRs中的

12 bp[65]。

在人类基因组中还发现了与Pogo相关的其他

转座子如Tigger1、Tigger2[7], 它们的拷贝数分别为

3 000和1 000。这2个转座子也具有2个ORF, 但这2
个ORF则不能像Pogo一样通过RNA剪切形成一个转

座酶。

1.3.2   Lemi1      Lemi1是从哥伦比亚生态型拟南芥

(Arabidopsis columbia)中克隆得到的单拷贝Pogo-
like转座子[6]。它是第一个在植物基因组中发现的

Pogo家族转座子。Lemi1编码的转座酶基因中有一

段内含子, 并在氨基酸39位及385位存在终止子和移

码突变。Loot等[6]对该转座酶进行了重构, 使Lemi1
具有活性。

2   活性ITm转座子特征分析
为研究活性ITm超家族转座子的转座酶结构(图

1)及TIRs序列特征, 我们从NCBI中下载上述转座子

序列(登录号见表1)。根据已有文献的报道及注解, 
分别获得这些活性转座子HTH结构域、DDD/E催化

结构域、NLS、Linker以及TIRs序列, 并通过这些序

列信息分析上述活性转座子的各结构域特征。

2.1   活性ITm转座子结构分析

为了进一步分析活性ITm超家族转座子HTH结

构域、DDD/E催化结构域、NLS、Linker及TIRs序
列特征, 我们利用NCBI上的注释信息将上述活性转

座子的转座酶基因翻译成氨基酸序列, 将保守域及

TIRs序列用DNAMAN进行比对, 同时, 用Weblogo



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

潘春芳等: ITm活性转座子及其结构特征分析 115

在线软件作图, 分析活性ITm超家族转座子转座酶

HTH结构域、DDD/E催化结构域、NLS、Linker及
TIRs序列的结构特征。

2.1.1   HTH结构域分析      由于活性ITm超家族转

座子中Pogo-like转座子数量有限, 植物MLE转座

子Osmar自身的同源性较高, 本文仅对TLE和动物

MLE转座酶的HTH结构域、催化结构域、Linker
和NLS(下同)进行分析。TLE和MLE转座酶N-端为

DNA结合结构域, 而在DNA结合结构域中包含着重

要的HTH结构域。

在TLE中(图2), DNA结合结构域有2个HTH结

构域(HTH1、HTH2), 分别位于N-端第20~50个氨基

表1  活性ITm转座子结构

Table 1   The structure of active ITm transposon

转座子

Transposon 

登录号

Accession 
number

类别

Class
来源物种

Species

天然或人

工构建

Natural or 
artificial

结构特征

Structure 
characteristics

应用

Applications
参考文献

References

SB — TLEs Fish Artificial Two HTH, DD34E Tools for gene therapy 
and gene therapy

[30]

Tc1 X01005 TLEs C. elegans Natural Two HTH, DD34E The actin gene was 
located in linkage 
group V, and the egg 
yolk protein gene was 
located in linkage 
group X using Tc1

[3,33-34]

Tc3 M77697 TLEs C. elegans Natural Two HTH, DD34E — [39]

Minos X61695.1 TLEs D. hydei Artificial Two HTH, DD34E Tools for functional 
genomic analysis

[35-36]

Impala AF282722 TLEs F. oxysporum Natural Two HTH, DD34E — [38]

FP AY261371 TLEs R. pipiens Artificial Two HTH, DD34E — [40]

PPTN AJ249085 TLEs P. plattessa Natural Two HTH, DD34E Tools for functional 
genomic application

[41]

Mos1 X78906.1 MLEs D. mauritiana Natural Two HTH, DD34D Toos for construction 
of mutant library

[47-48]

Himar1 U11646 MLEs H. irritans Artificial One HTH, DD34D Developed as a tool for 
the human respiratory 
tract pathogen genome 
mutation

[12,49,51]

Hsmar1 U52077 MLEs Human Artificial One HTH, DD34D For the study of 
genes and dynamics 
of transposition  of 
vertebrate

[53]

Hsmar2 U49974 MLEs Human Artificial One HTH, DD34D — [58]

Osmar5 GQ379705 MLEs O. sativa Natural Two HTH, DD39D — [10,57]

Mboumar-9 CAH03740 MLEs M. bouvieri Natural Two HTH, DD34D — [60]

Famar1 AY155492 MLEs F. auricularia Artificial One HTH, DD34D — [62]

Ammar1 AY155490 MLEs A. mellifera Artificial One HTH, DD34D — [62]

Pogo X59837 Pogo-like D. melanogaster Natural One HTH, DD30D — [5]

Tigger1 HSU49973 Pogo-like Human Natural One HTH, DD33D — [7]

Tigger2 S72489 Pogo-like Human Natural One HTH, DD33D — [7]

Lemi1 AC006161 Pogo-like A. columbia Artificial One HTH, DD32D — [6]
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酸, 80~110个氨基酸之间。在MLE中(图3), DNA结

合结构域有1~2个HTH结构域, 其分布与TLE类似。

结构及功能分析表明, 该结构域是转座酶常见的结

构域, HTH1特异性识别并结合TIRs序列, 使之形成

单末端复合体(single-end complex, SEC), 是DNA转

座子发生转座的首要条件, HTH2则对HTH1结合起

加强作用[66]。在TLE中, 2个HTH之间有1个GRPR-
like结构, 该结构负责调节TLE转座酶与DNA结合反

应[15], 在MLE中的Mos1中存在类似结构为GKPPK; 

在TLE和MLE中均有CK-II磷酸化信号结构[67], 该结

构调节转座酶翻译后修饰。

TLE中HTH结构域保守性较差(图2)。HTH1
结构域中I(异亮氨酸)、S(丝氨酸)、K(赖氨酸)、
L(亮氨酸)、T(苏氨酸)相对保守; HTH2结构域中

T、D(天冬氨酸)、L、V(缬氨酸)、G(甘氨酸)高度

同源, 其中L在该结构域保守氨基酸中占3个。HTH
中某些氨基酸的突变会提高转座酶活性, 如SB。
Mates等[68]通过定点突变方法对SB转座酶进行突变

DNA binding domain Catalytic domain

HTH1 HTH2 NLS Linker

D D E

31 2 4
5GRPR-like

★: 该结构在ITm不同亚家族中存在差异; 1: TLE中有2个HTH, 绝大多数MLE有1个, Pogo-like有1个; 2: TLE中存在GRPR-like结构, NLE、
Pogo-like不存在; 3: NLS在ITm不同亚家族转座酶上的位置稍有差异; 4: 仅MLE中存在Linker结构; 5: TLE催化结构域三联体结构为

“DD34E”、TLE为“DD34D”、Pogo-like为“DD30~33D”。
★: the differences in the structure of ITm in different subfamilies; 1: two HTH in TLE, one HTH in the vast majority of MLE, one HTH in 
Pogo-like; 2: GRPR-like structure in TLE, not in MLE and Pogo-like; 3: the positions of NLS in different ITm subfamily transposase are slight 
different; 4: Linker structure only in MLE; 5: the TLE catalytic domain is “DD34E”, the MLE catalytic domain “DD34D”, the one of Pogo-like 
element is “DD30~33D”.

图1   ITm转座酶结构示意图

Fig.1   Modular structures of ITm transposase

HTH motif (TIR-bingding)

HTH motif (TIR-bingding)CK-II Bipartite NLS
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Weblogo图中每个位置氨基酸字母高度表示出现频率(下同)。
The height of the amino acid letters represents the frequency of occurrence of the amino acid in Weblogo (the same below).

图2   TLE转座酶HTH结构分析图

Fig.2   The HTH structure analysis of TLE transposase
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(HTH1׃K33A, HTH2׃R115H等其他4个氨基酸), 使其

活性提高至原来的100倍[30], 并在人类Hela细胞和其

他脊椎动物细胞中对该转座酶进行了转座实验, 前
者SB100X的转基因效率达到了35%, 比野生型SB在
染色体上转座效率高至120倍。SB100X转座酶在斑

马鱼胚胎中瞬时转基因的效率达到了原来的8倍。

MLE中的HTH结构域保守性较好(图3)。除

Mos1和Mboumar-9外, 其余转座酶仅有1个HTH结

构。在HTH1结构域中, 大多数氨基酸较为保守, 
其中W(色氨酸)、F(苯丙氨酸)是保守氨基酸, 这
2个氨基酸均带有芳香族R基团。HTH2结构域由

XTX[2]EIAEXLXVSX[7]LX(X为任意氨基酸, 方括

号中为X的个数)组成, T、E(谷氨酸)、A(丙氨酸)、
L、S为保守氨基酸。在HTH结构域中, 某些氨基酸

的改变会使转座酶活性失活, 如Mos1中的L92A/R、
E94A、Q100E/R的突变[46]。Mos1中的R106对转座

酶DNA结合结构域的特异性识别起至关重要的作用, 
R106A的突变使转座酶丧失结合能力[11]。综上所述, 
HTH中的氨基酸可能对维持其“螺旋–转角–螺旋”结
构及促进与转座子结合具有重要作用[11]。

2.1.2   DDD/E催化结构域分析      TLE和MLE的C-
端为转座酶催化结构域, 在该结构中有一个转座酶

特有的“DDD/E”三联体结构。在TLE中, 该三联体

结构表现为“DD34E”(图4), MLE中则为“DD34D”(图
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图4   TLE转座酶DDE催化结构域分析图

Fig.4   The DDE catalytic domain analysis of TLE transposase
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HTH motif (TIR-bingding)CK-II Bipartite NLS

B
its

B
its

B
its

B
its

4
3
2
1
0
N N

N N

C C

C C

4
3
2
1
0

4
3
2
1
0

4
3
2
1
0

图3  MLE转座酶HTH结构分析图

Fig.3   The HTH structure analysis of MLE transposase
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5)。在该三联体结构中每个D及E附近均有一段保守

的氨基酸序列。

TLE催化结构域比对结果如图4, D1附近的保守

序列为WX[2]VXWSDEXKX[2]LFG, 相应位置的W、

S、D、E、K为保守氨基酸。在FP中, 这几个位置的

氨基酸T152S以及R315C发生共同突变时, 该转座酶

失活[40]。D2附近的保守序列是FQ[2]DNDPKHT, 相
应位置的F、Q(谷氨酰胺)、D、N(天冬酰胺)、H(组
氨酸)、T为保守氨基酸。在SB中, D2前1个氨基酸

M243H突变时, 转座酶活性提高至原来的2倍[30]。E
周围的保守序列为LXWPSQSPDLNPIENLW, 在该

序列中绝大多数氨基酸为保守氨基酸。在Tc3中, 该
区域中D254V突变后, 活性稍稍降低[39]。D3的位置

也具有类似氨基酸。其中, SPDL这连续的4个氨基

酸在TLE和MLE中均存在。Liu等[13]对这个保守氨

基酸序列进行了结构上的研究, 发现该保守序列与

WVPHEL序列相互作用, 同时还通过A-P(脯氨酸)-S
这3个氨基酸与催化结构域中的D3这个活性位点相

连接。这意味着该保守序列在维持转座酶构象上

具有重要意义。此外, D1和D2之间有一段保守区域

1(conserved domain 1), G、M(甲硫氨酸)、W、F、L、
Y(酪氨酸)为保守氨基酸, 其中, G较其他保守氨基

酸而言占的比例较多。从结构上看, 它可能有利于

“DDE”三联体活性位点的聚集, 并螯合某些二价金

属阳离子[69], 从而使转座酶更好的发挥催化作用[13]。

在E后面还有一段保守区域2(conserved domain 2), 
该区域中L、W、R(精氨酸)、V、G、T为保守氨基酸。

目前, 该区域的功能还不了解, 但在FP中, 该区域的

某些氨基酸发生变化后该区域的某些氨基酸的突变

(如R315C), 转座酶则失活[40]。

MLE催化结构域比对结果如图5, D1附近的保

守序列是FLXRIVTGDEKW, 相应的位置F、L、R、
T、D、E、W为保守氨基酸。D2周围的保守序列

由RKX[2]VXFHHDNAPXHTSX[2]TR组 成 , V、H、

D、N、A为保守氨基酸。D3周围绝大多数为保守

氨基酸, 尤其是HPPYSPDLAPSD。当D3区域中的

某些氨基酸突变时, 转座酶活性会受影响, 如Mos1
中, W268A-F-Y和D284E突变时活性大幅度降低甚

至失活[46]; Himar1中, H267R突变时活性提高至原

来的10倍[50]。D1和D2之间有一段保守区域2, 绝大

多数氨基酸高度同源, 其中, K、V、W、L、G、T、
Y、R、P为保守氨基酸。该保守区域也可能有利

于“DDD”三联体活性位点对二价金属离子的结合, 
促进转座酶催化作用。与TLE类似, 在D3后也有一

段保守区域3(conserved domain 3), F、G、I、L、R、
K、Y为保守氨基酸, 该区域功能还不清楚, 有待于

研究。上述结果表明, 催化结构域中的氨基酸不仅

维持了转座酶发挥作用时的构象, 同时也对转座子

的剪切及再插入具有重要作用[42]。

2.1.3    Linker分析      在MLE中(图3), HTH2结构域

后有一段高度保守的氨基酸序列(conserved domain 
1), 即WVPHEL, 是HTH结构域与催化结构域的

Linker, 也是MLE转座酶二聚体形成的接触面。Liu
等[13]对Mos1、Mboumar-9、Hsmar1及Famar1中的这

段保守序列进行了研究, 并对Hsmar1的WVPHEL作
了突变, 发现当W118R、V119S/T、E122R、L123S
突变后, Hsmar1转座酶活性分别提高至原来的30、7、
30及50倍, 而当P120K、H121G突变后, 转座酶构象

图5   MLE转座酶DDD催化结构域分析图

Fig.5   The DDE catalytic domain analysis of MLE transposase
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发生转变, 影响了HTH结构域与DNA的结合反应, 
使其活性分别降低至原来的100倍及12.5倍。他们

还揭示了WVPHEL控制着催化功能的启动。而在

TLE中(图2), 该保守序列并不是很明显, 目前也没

有研究者对此进行研究。以上结果都暗示, Linker
在HTH结构和催化结构域之间的衔接起着桥梁作

用, HTH结构域和催化结构域并非独自行使功能, 
它们均需要其他保守结构域的辅助才能更好地发

挥转座酶功能[13]。

2.1.4   NLS分析      转座酶属于核蛋白的一种, 核蛋

白在动物、真菌和植物中高度保守。在一般情况

下, 它在氨基酸序列中有一个特定的信号, 称为核定

信号位序列。NLS是蛋白质的一个结构域, 通常为

一些短的氨基酸序列, 它能与入核载体相互作用, 使
蛋白质被转入细胞核。NLS由4~8个氨基酸组成, 含
有P、K和R等。ITm转座酶在细胞核中发挥作用, 转
座酶进入细胞核与ITm转座酶上NLS结构域关系密

切。虽然对于NLS序列目前没有完全确定, 但有两

类NLS的氨基酸序列特征到目前为止有详细报道。

一个是单一组分的NLS(K/R[4-6]), 另一个是双组分的

NLS(K/R[2]X[10-12]K/R[3]), 在某些情况下它们都有一

些短的氨基酸残基, 如K、R、H等[70]。

在TLE中,  HTH2结构末端存在二分NLS(图2), 
而在MLE中则位于HTH2前面(图3), 该结构引导转

座酶进入细胞核。TLE和MLE的二分NLS均符合(K/
R[2]X[10-12]K/R[3]), K、R为保守氨基酸, 这两个氨基酸

R基团均带正电。此外, 在Mos1和Mboumar-9催化

结构域中(图5), D1后有一个单NLS, 也符合(K/R[4-6])
结构。这说明, NLS对于部分ITm转座子的转座活性

具有重要调控作用[70]。

2.2   ITm活性转座子TIRs序列分析

所有的ITm超家族转座子都具有TIRs序列, 但
不同类型的转座子TIRs在长度上有所差别。在TLE
中, 大部分活性转座子TIRs长度在200~500 bp之间, 
有些转座子的TIRs为27 bp左右(PPTN, Impala), 而
Tc4的TIRs可达到774 bp。在MLE中, 各个活性转

座子TIRs长度比较一致, 为30 bp左右。Pogo-like
转座子长度与MLE较接近, 为25 bp左右。虽然活

性ITm转座子TIRs序列长度表现各异, 但它们都发

挥着共同的作用: 与转座酶DNA结合结构域结合, 
实现转座子的转座[11]。

在TIRs序列中, 有2个转座酶结合位点。不同的

TIRs序列其结合位点长度并不一致, 如SB的结合位

点位于DRs(direct repeats)区, 长度为15 bp; FP的结

合位点位于DRs区, 长度为21 bp; Osmar5的结合位

点也位于DRs区, 长度为17 bp等。其中, Osmar5转
座子TIRs结合位点的突变会导致转座子和转座酶

的结合大幅度降低。这些特异性的结合位点对转

座子实现转座具有重要的意义。

此外, TIRs序列中的TA含量, 也会影响转座

子的转座效率, 如Mos1、Mboumar-9。Mos1转座

子两端的TIRs有4个不匹配碱基, 分别位于第31、
39、41、56个碱基处。在Mos1右端TIRs PEC晶体

结构中发现, TS上的A31及其互补碱基T26与DNA
大沟联系紧密, 并被HTH1所识别; T39、A41及其

互补碱基则被2个HTH之间的Linker及DNA小沟

所识别, 这3个碱基均不与Mos1转座酶DNA结合

结构域互作, 而第4个裸露碱基A56则是嘌呤特异

性结合转座酶上的R183[69]。此外, TIRs上的碱基

G33、G22特异性结合HTH1中的K44、R48。研究

表明, Mos1中IRR的AT含量为64.3%, 而左端TIRs
中则为50%, Mos1转座酶对左端TIRs的亲和性是

右端TIRs的5~10倍[11,67]; 当把左端TIRs替换成右端

TIRs时, 转座酶与TIRs的亲和性至少降低50倍; 当
把右端TIRs替换成左端TIRs时, 亲和性则所提高26
倍, 体外剪切实验表明其剪切频率达到9.1%[69,71]。

Mboumar-9上TIRs的3′端碱基G替换成A时, 转座酶

与TIRs的亲和性提高了4倍[69]。

此外, 两侧TIRs之间的序列也会影响转座效

率, 如体内实验则发现影响Mos1转座的因素有两

侧TIRs之间的序列长度和结构[71], 序列长度越长则

转座活性越低, 内部序列能否顺利折叠也是其影响

因素之一。TIRs之间序列的GC含量同样影响Mos1
的转座, 但并不呈线性关系。这提示, TIRs的长度

及碱基组成对转座子转座效率有重要意义[11]。

3   结语与展望
随着人们在分子水平上对转座子结构和功能

认识的不断深化, 利用转座子的特性, 一些活性转

座子已被改造为转座子标签应用于基因治疗、基

因功能研究、突变体库构建及基于marker-free的
植物转基因技术等。

在动物中, 多数转座子已被应用于动物转

基因, 利用转座子作为动物转基因的工具有使用
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安全、负载容量大和整合效率高等优点。目前

已被开发成动物转基因工具的主要代表有SB、
piggyBac转座子(PB)和Tol2转座子。SB可在大多数

脊椎动物细胞中将所携带的基因在动物细胞中稳

定整合及长期表达[27]。将来它很有可能替代目前

繁琐的基因敲除、RNA干扰技术和动物病毒转基

因系统; 此外, SB在诱导多功能干细胞方面的应用

也越来越突出, 利用该转座子的定向点特异性修复

能力与干细胞的多向分化性相结合, 就可通过基因

修复来治疗多种疾病, 且无需进行体外细胞培养。

Dupuy等[73]用鼠胚胎干细胞中的转座子作为诱变

鼠的遗传分析工具, 将非同源片段插入到子代基因

位点进行基因修复[72]。这在功能基因组学研究及

基因治疗等领域发挥重要的作用。还有一些转座

子则被用于突变体库的构建, 如Mos1; 另有一些被

用于功能基因组分析, 如Minos。
在植物中, 多数转座子被应用于多种植物的基

因鉴定及突变体库的构建[74], 如水稻的Tos17、拟

南芥的EVD等。一些转座子则被用于植物遗传多

样性分析, 如大麦的BARE-1; 最重要的是, 还有一

些转座子可被用于转基因的基因转移载体, 如玉米

的Ac/Ds。虽然目前植物转基因技术有较为完整和

成熟的转基因体系, 如农杆菌介导的转基因, 但在

完整的转基因植株形成之后, 标记基因就成为多

余, 并且还带来潜在的环境和食品安全性问题, 容
易引起人们对转基因生物安全性的疑虑。为避免

标记基因的不利影响, 基于转座子开发的marker-
free新型植物转基因技术有效的解决了这个问题。

Xuan等[75]利用Ac/Ds系统诱导基因组重排, 在水稻

基因组中得到较高的删除、倒置、复制等基因组

重排效率。转座子在染色体中的转座可以使得选

择标记基因与目的基因摆脱连锁, 最终得到无选择

标记基因的转基因植株, 这在植物转基因方面将是

一个重大的突破。

本课题组致力于竹亚科 M L E转座子研究 , 
并从毛竹 (Phyllostachys edulis)中克隆到 2个全

长的 MLE转座子 ,  通过酵母检测系统发现这 2个
MLE (Phmar1、Phmar2 )转座子具有转座活性, 
Phmar1和Phmar2转座足迹多为转座子两末端 3~4 
bp的序列 , 插入位点偏好于TA含量高的区域 , 倾
向插入基因附近或其内部等。目前, 本课题组研

究的主要方向是通过生物信息学和蛋白质工程方

法改造和优化这 2个转座酶, 提高其催化转座的能

力。同时, 探讨人工调控转座子的插入位点的理论

基础 , 使其更好地应用于基因标签、基因转化等。 
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