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摘   要：Ⅱ型内含子  (group Ⅱ introns) 是一类具有自我剪接功能的核酶，能够通过“归巢” 

(retrohoming) 机制高频插入到 DNA 靶位点。Ⅱ型内含子对 DNA 靶位点的识别和剪接具有高度专

一性和高效性，这种特性使其在基因工程中具有重要的应用价值。文中首先综述了Ⅱ型内含子基

因打靶原理及其在微生物遗传改造中的应用；然后，根据Ⅱ型内含子“归巢”特点及其依赖高浓度

Mg2+的特性，分析了Ⅱ型内含子在多功能基因编辑及真核生物应用中的局限性；最后，以笔者课

题组研究工作为基础，结合Ⅱ型内含子自身结构特点，分析了Ⅱ型内含子在新型基因编辑工具开

发方面的潜能，为Ⅱ型内含子生物技术应用提供借鉴。 
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Abstract: Group  introns are selfⅡ -splicing ribozymes, which insert directly into target sites in DNA 
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with high frequency through “retrohoming”. They specifically and efficiently recognize and splice DNA 

target sites, endowing themselves with great potential in genetic engineering. This paper reviewed the 

gene targeting principle of group  introns and the application in microbial genetic modification, and Ⅱ

then analyzed the limitations of them in multi-functional gene editing and eukaryotes based on the 

“retrohoming” characteristics and the dependence on high Mg2+ concentration. Finally, we dissected the  

potential of group  introns in the development of novel gene editing tools based on our previous Ⅱ

research outcome and the structural characteristics of the introns, hoping to provide a reference for the 

application of group  introns in biotechnology.Ⅱ  

Keywords: group Ⅱ intron; targetron; gene editing; application in biotechnology 

 

1  Ⅱ型内含子简介 

Ⅱ型内含子  (group Ⅱ introns) 是一类由

内含子 RNA (intron RNA) 和内含子编码蛋白 

(intron-encoded protein, IEP) 组成的具有自我剪接

功能的核酶 (ribozymes)，主要存在于原核生物、

低等真核生物和高等生物的线粒体和叶绿体中，

与反转录转座子  (retrotransposons)、剪接小体 

(spliceosome)、端粒酶 (telomerase)、反转录病

毒 (tetroviruses) 等具有紧密的亲缘关系，通常

被认为是真核生物剪接体内含子的前身[1-2]。 

第一个被鉴定的Ⅱ型内含子来源于酵母线

粒体 DNA，随后在细菌、真菌、古菌等多个物

种中都发现Ⅱ型内含子的存在 [3]。在已发现的

Ⅱ型内含子中，最具有代表性的是来源于革兰

氏阳性细菌——乳酸乳球菌 (Lactococcus lactis) 

的 Ll.LtrB 内含子，该内含子是目前为止结构和

功 能 研 究 最 详 尽 的 一 类 内 含 子 [4-5] 。 基 于

Ll.LtrB 内含子对靶位点识别特性及其在染色体

上的迁移规律，目前已被开发为高效基因打靶

工具——Targetron，并在革兰氏阴性细菌和革

兰氏阳性细菌等多个物种中得到广泛应用[6-7]。 

除了目前应用最广泛的 Ll.LtrB 内含子 (仅

能在嗜中温微生物中应用)，近来科研人员在嗜

热蓝细菌 (Thermosynechococcus elongatus) (最

适生长温度约 55 ℃) 中发现了一类新型的嗜

热Ⅱ型内含子 [8]。该嗜热Ⅱ型内含子与中温Ⅱ

型内含子具有相似的二级结构和靶位点识别特

征，如：均由 6 个茎环结构组成 (图 1A)，均是

通过内含子结合序列 (intron binding sequence, 

IBS) 和外显子结合序列 (exon binding sequence, 

EBS) 的碱基互补配对识别靶位点，内含子编码

蛋白 (intron encoded protein, IEP) 也都具有相似

的保守结构域和保守基序 (图 1B)，然而，嗜热

Ⅱ型内含子在 37 ℃生理条件下几乎不具有迁移

功能，而在 45 ℃以上时才具有较好的活性[8-9]。

基于其嗜热的特点，笔者课题组与美国 Alan 教

授课题组合作将其开发为专门应用于嗜热微生

物的嗜热基因打靶工具——Themrotargetron，且

已在热纤梭菌(Clostridium thermocellum) 中获

得成功应用[8,10]。近来，Mohr 等在嗜热脂肪土芽

孢杆菌(Geobacillus stearothermophilus) 中发现

了另一类新型的嗜热Ⅱ型内含子[11]，其 IEP 蛋白

的反转录酶活性具有耐高温、持续性强、非模板

转换等多种新的酶学特性与功能，在高通量测序、

嗜热基因编辑工具开发等领域可能具有重要应用

价值[12-13]。总之，Ⅱ型内含子为生物技术开发和应

用提供了良好的工具。 
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图 1  来源于嗜热蓝细菌的嗜热Ⅱ型内含子结构模型示意图[8] 

Figure 1  Structure of thermophilic group Ⅱ intron from Thermophilic cyanobacterium[8]. (A) Second 
structure model of group Ⅱ intron Tel3c. The lower letters reprensent the Spe Ⅰ, Pst Ⅰ sites and T7 

promoter sequences, which is added for the follow-up function research. Ⅰ–Ⅵ is the stem ring structure, 
EBS and IBS represent exon binding sequence and intron binding sequence, respectively. (B) Domain of 
intron-encoded protein (Tel4c). Reverstranscription domian (RT), containg conserved amion acid sequence 
RT1-7, X/Thumb domain, DNA binding domian D, DNA endonuclease domain En. 
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2  Ⅱ型内含子归巢原理 

Ⅱ 型 内 含 子 的 迁 移 过 程 称 为 归 巢 

(retrohoming)，即内含子插入到基因 (非内含子)

的特异位点，归巢过程也称靶向引导的反转录

(target-primed reverse transcription)，由具有催

化活性的内含子 R N A 和内含子编码蛋白 

(intron-encoded protein, IEP) 共同完成[14]。内

含子 RNA 和 IEP 蛋白这两个催化亚单位在每

一步催化反应中都是必需的，且研究表明，

IPE 蛋白单独表达并不影响Ⅱ型内含子的自我

剪切功能，因此，在体外研究及基因打靶载

体 构 建 过 程 中 经 常 将 该 区 域 单 独 构 建 和 

表达 [14]。Ⅱ型内含子在染色体上的归巢主要

包括两个过程，其一是内含子通过自我催化

实现在染色体上的切离 (图 2A)，其二是通过

内含子对靶位点的识别、切割和反转录实现

在染色体上的插入 (图 2B)[14]。 

(1) 内含子切离：在体内，Ⅱ型内含子通过分

支途径 (branching pathway) 经过两步连续的酯

交换实现内含子 RNA 在染色体上的自我切离。

第一步，内含子 RNA 的第 6区突起腺苷的 2′-OH

攻击 5′剪接位点形成 2′-5′磷酸二酯键，释放 5′外

显子；第二步，5′外显子的 3′-OH 末端攻击 3′剪接

位点并与之连接，从而使两侧外显子连接到一起

并释放套索内含子 (lariat intron)[15] (图 2A)。 

近来，冷冻电镜技术的发展进一步阐述了 

Ⅱ型内含子的切离过程及其催化机制[16-17]。内 
 

 
 
图 2  内含子切离及归巢示意图[14] 
Figure 2  Intron excision and retrohoming[14]. (A) Intron excision. (B) Intron retrohomin. 
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含子 RNA 第 6 区分支位点处的剪接是一个动态

变化过程，涉及内含子 RNA 结构的重排、内含

子 RNA 第 5 区拓扑结构的改变、内含子 RNA

和 IEP 蛋白之间相互作用等多个过程，且首次

揭示了 IEP 蛋白成熟酶结构域在内含子 RNA 套

索结构形成过程中的重要作用[16]。 

(2) 内含子归巢：即内含子插入到宿主染色

体靶位点的过程，此过程可通过Ⅱ型内含子的

反向剪接来实现，其详细的归巢过程如图 2B 所

示。首先，内含子 RNA 与 IEP 蛋白结合形成具

有催化活性的核糖核蛋白  (ribonucleoprotein, 

RNP) 复合体，此过程涉及内含子 RNA 与 IEP

蛋白的相互作用。近来利用冷冻电镜技术获得

了前催化状态下的 RNP 前体空间结构，与之前

的 RNP 复合体比较，揭示 IEP 蛋白与内含子

RNA 的相互作用是一个十分复杂的动态过程，

在Ⅱ型内含子归巢过程中发挥关键作用[18-19]。

然后，内含子 RNA 的外显子结合序列 EBS 通

过碱基互补配对识别靶位点的内含子结合序列

IBS，识别之后，内含子 RNA 通过反向剪接 

(reverse splicing) 切割靶位点 DNA 有义链。靶

位点识别过程中，IEP 蛋白辅助内含子 RNA 的

识别和切割，IEP 蛋白的核酸内切酶活性切割

靶位点反义链，并以切开的反义链的 3′末端作

为反转录的引物、以内含子 RNA 为模板合成

cDNA。然后，利用宿主 RNase H 活性消化 RNA

模板，再以 5′外显子的 3′末端为引物，以新合

成的 cDNA 为模板合成第二条互补链。最后，

利用宿主的 DNA 修复机制完成Ⅱ型内含子在

染色体上的归巢[2,14] (图 2B)。 

3  Ⅱ型内含子在生物技术中的应用 

由于Ⅱ型内含子对 DNA 靶位点的识别主 

要是通过内含子 RNA 与靶位点的碱基互补配

对来实现的，而且Ⅱ型内含子在 DNA 靶位点

的插入具有高度专一性和高效性，因此，利用

Ⅱ型内含子的上述特性，通过修饰内含子 RNA

的碱基识别序列即可构建基因打靶载体，实现

Ⅱ型内含子在基因工程中的应用[20]。 

基因打靶载体构建如图 3 所示，首先，根

据打靶位点的序列特征设计 4 条特异性引物 

(IBS12、EBSU、EBS2、EBS1a)，然后利用两轮

PCR 扩增获得约 0.35 kb 的 retargetron 区域，最

后通过酶切连接将 retargetron 片段与 Targetron 载

体连接即可完成打靶载体的构建[21]。根据Ⅱ型 

 

 
 
图 3  Targetron 打靶载体构建示意图 
Figure 3  Targetron vector construction. 
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内含子识别靶位点的原理，目前已建立了自动

化的打靶引入设计软件，并可以免费在线使用 

(www.clostron.com)，只要输入靶基因序列，该

软件即可自动设计打靶位点和打靶引物，极大

地提高了操作效率。 

目前，科研人员已将来源于乳酸乳球菌的

Ll.LtrB 内含子和来源于嗜热蓝细菌的 Tel3c/4c

内含子分别开发为高效的基因打靶工具—— 

Targetron 和 Themrotargetron，并在多种微生

物中获得成功应用  (表 1)。此外，由于梭菌属

主要由革兰氏阳性厌氧细菌组成，细胞壁厚，

遗传改造较为困难，因此，为了提高 Targetron

技术在梭菌中的应用，Heap 等设计了专门用于

梭菌的基因打靶技术——ClosTron[22]，并已在丙

酮丁醇梭菌 (Clostrdium acetobutylicum)、解纤

维梭菌 (Clostridium cellulolyticum) 等多个梭

菌物种中获得成功应用。Enyeart 等将 Targetron

技术与 Cre/lox 系统联合，构建了新型的基因

编辑工具  (genome editing via Targetrons and 

recombinases, GETR)，在大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌中实现了大片段基因的删除、插入与重

定位等多种功能[23]。 

此外，来源于嗜热Ⅱ型内含子的反转录酶，

因具有热稳定性好、保真度高、持续合成能力

强及特殊的模板转换特性 (直接连接 RNA测序

接头与 cDNA)，在 qRT-PCR 及下一代 RNA 测

序中具有重要的潜在应用价值 [2,24]。目前，

Targetron 技术在分析致病性决定子[25]、鉴定新

型抗生素靶点[26]、构建减毒疫苗菌株[27]、提高

工业微生物及化合物产量[28]等多方面均获得成 
 

表 1  Ⅱ型内含子在微生物基因打靶方面的应用 
Table 1  Application of group Ⅱ introns in microbial gene targeting 
Strains Insertion sites Vectors Targeting frequency (%) References 

E. coli lacZ-635s 
lacZ-1063a 

pSY7 
pSY7 

91 
93 

[21,29] 

P. aeruginosa pqsA-621a  
pqsH-108s 

pBL1 
pBL1 

47/58* 
1 

[30] 

A. tumefaciens aopB-567a  
chvI-609a 

pBL1 
pBL1 

12/8* 
15 

[30] 

S. aureus hsa-24s 
seb-123a 

pNL9161 
pNL9162 

100 
37 

[31] 

C. perfringens plc-50s pACD3 0.5 [32] 
C. acetobutylicum spo0A-242a pMTL007 100 [33] 
C. beijerinck Ⅱ  spo0A-407a pMTL007 25 [33] 
C. difficile  spo0A-178a 

CD0552-75a 
pMTL007 
pMTL007 

100 
90 

[33-34] 

C. botulinum CBO0339-47a 
CBO0340-690s 

pMTL007 
pMTL007 

60 
75 

[34] 

C. sporogenes spo0A-249s 
pyrF-595s 

pMTL007 
pMTL007 

100 
100 

[34] 

C. cellulolyticum 
 

mspI-297s 
ldh-516s 

pSY6 
pSY6 

100 
100 

[35] 

C. cellulolyticum cipC-117a 
cel48F-235s 

pSY6 
pSY6 

100 
100 

[36] 

C. thermorcellum 
(Themortargetron) 

cipA1827s 
hfat165s 
pta318a 

pHK-TT1A 
pHK-TT1A 
pHK-TT1A 

67 
100 
100 

[8] 

Note: to the insertion sites, ‘a’ represents the antisense strand of DNA, ‘s’ represents the sense strand of DNA. *The 
percentage in front of the slash indicates the insertion frequency using the electric-transformation methods, and the percentage 
after the slash indicates the insertion frequency using the conjugation methods.  
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功应用。表 1 总结了Ⅱ型内含子在微生物中应

用的部分实例，可见Ⅱ型内含子在微生物基

因工程领域具有十分重要的应用价值。 

4  Ⅱ型内含子在生物技术应用中的

局限性 

4.1  Targetron 技术不能实现任意基因编辑 
能够实现基因的任意编辑  (包括基因敲

除、敲入、点突变等) 是优秀基因组编辑工具

应具有的特点[37-38]。然而，基于Ⅱ型内含子构

建的 Targetron 基因打靶技术，其根本原理是通

过内含子在靶位点的插入实现靶基因的插入失

活，因此不能实现诸如点突变、基因插入、基

因无痕敲除等功能。尽管Ⅱ型内含子 RNA 的

Ⅳ区可以携带 1–2 kb 目的基因随同内含子一同

插入到靶位点，然而，该区域携带的基因大小受

到限制，超过 2 kb 则影响内含子的打靶效率及功

能，无法实现较大基因及多个基因的插入[39]。

为了实现基因的无痕连续删除，中国科学院微

生物研究所李寅研究员团队开发了一种Ⅱ型 

内含子铆钉的基因删除技术，该技术在内含子

RNA 的Ⅳ区插入一段染色体上的同源序列，

内含子插入靶基因后，其携带的同源序列可

以与染色体上同源序列发生同源重组，可实

现基因的无痕删除及连续敲除 [39]，然而，上

述改进仍无法实现基因的点突变和基因插入

等功能。 

4.2  Targetron 技术在高等生物中应用受到

限制 
目前，Ⅱ型内含子的应用主要局限于原核

生物，在高等生物体中应用 Targetron 技术实现

基因打靶的实例并不多。2000 年 Guo 等首次在

Ⅰ型人类免疫缺陷病毒  (HIV-1) 的前病毒

DNA 和人类 CCR5 基因中使用 Targetron，然

而，Ⅱ型内含子在真核细胞内的活性远低于原

核 细 胞 ， 如 在 CCR5-759a 、 CCR5-24s 和

HIV1-2654a 位 点 的 打 靶 效 率 分 别 为 

(0.27±0.01)%、(4.4±2.7)%和 (7.6±2.4)%，其最

高效率也仅为 53%左右[40]。Zhuang 等利用显

微注射技术，在非洲爪蟾卵细胞核和果蝇胚胎

中注射内含子 RNA 元件，虽然能够实现内含

子在靶位点的“归巢”，然而其效率仍远低于原

核生物[41]。上述实验表明，Ⅱ型内含子虽然能

够有效地插入到高等生物的 DNA 靶位点且保

持活性，但其效率较低。 

原因在于，真核细胞核内 Mg2+浓度较低，

限制了Ⅱ型内含子的功能。Ⅱ型内含子发挥

催化功能需要较高浓度的自由 Mg2+，Mg2+可

以辅助Ⅱ型内含子的碱基配对、确定切割位

点和维持催化区域的高级结构 [42]。研究表

明，Ⅱ型内含子利用反向剪接机制实现归巢

反应的最佳 Mg2+浓度为 5–10 mmol/L，细菌细

胞内 Mg2+浓度为 1–4 mmol/L，而哺乳动物细

胞核内 Mg2+浓度为 0.2–1.0 mmol/L[43]。实验证

实，通过突变酵母线粒体 Mg2+转运蛋白，可以

完全抑制Ⅱ型内含子在线粒体内的活性，而通

过向爪蟾  (Xenopus laevis) 卵母细胞、果蝇

(Drosophila melanogaster) 及斑马鱼  (Danio 

rerio) 胚胎细胞中注射高浓度 Mg2+，可以有效

提高Ⅱ型内含子在真核细胞中的活性[44]。此外，

当利用 Mg2+转运蛋白 MgtA 失活的大肠杆菌作

为宿主时，Ⅱ型内含子的归巢效率受到极大的

抑制[45]；当对Ⅱ型内含子 Mg2+结合位点进行突

变后，Ⅱ型内含子活性几乎完全丧失[46]，上述

实验进一步验证了Ⅱ型内含子对 Mg2+的依赖

性。因此，如果能够降低Ⅱ型内含子对 Mg2+浓

度的依赖，就可以提高其在真核生物中的活

性，拓宽Ⅱ型内含子的应用范围。 
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5  Ⅱ型内含子是否具有开发为新型

基因组编辑工具的潜能 

目前广泛应用的 3 大基因组编辑技术 

(ZFN、TALEN、CRISPR-Cas9)，其基本原理

均是利用非特异性的核酸内切酶在“向导”引导

下切割 DNA 靶位点，造成 DNA 双链断裂 

(double strand break, DSB)，从而激发 DNA 的

修复机制，然后利用非同源末端连接或同源定

向修复实现基因编辑功能[47-49]。以 CRISPR-Cas9

为例，其“向导”为 gRNA，可通过碱基互补配

对原则识别 DNA 靶位点，在 gRNA 引导下，

Cas9 核酸内切酶切割 DNA 双链，在没有供体

DNA 存在时，细胞利用非同源末端链接机制

实现 DNA 修复，产生移码突变；在有供体

DNA 存在时，细胞利用同源定向修复机制实

现 DNA 的置换、敲除、敲入等功能 [38]。因

此，理论上只要能够引入 DNA 定点损伤的元

件都具有开发为基因组编辑工具的潜能。 

Ⅱ型内含子由内含子 RNA 和内含子编码

蛋白组成，其中内含子 RNA 具有核酶活性，

能够通过碱基互补配对原则识别并切割 DNA

靶位点。然而，野生型Ⅱ型内含子在识别切割

DNA 靶位点之后，IEP 蛋白携带的反转录酶活

性将内含子 RNA 通过反转录插入到 DNA 靶位

点，实现内含子在染色体上的归巢[2,50]。因此，

如果 IEP 蛋白的反转录酶失活，内含子 RNA 在

切割 DNA 靶位点后就不能通过反转录插入到

DNA 靶位点，就会在靶位点造成 DNA 损伤，

从而具备了开发为基因组编辑工具的潜能。 

结构分析表明，IEP 蛋白由 4 个相对独立

的结构域组成 (图 1B)，包括：位于 N 端的反

转录酶结构域 (RT)、成熟酶结构域 (X)、DNA

结合结构域 (D) 和位于 C 端的核酸内切酶结

构域 (En)。其中，RT 结构域具有反转录酶活

性，能够以内含子 RNA 为模板通过反转录将内

含子 RNA 插入到 DNA 靶位点[51]。因此，如果

失活 RT 结构域的反转录功能，就有可能利用 

Ⅱ型内含子实现 DNA 靶向损伤，从而实现基因

组编辑功能。在笔者前期工作中，课题组初步

构建了 IEP 蛋白 RT 结构域突变体，发现

C164A、G214、D308、D309 位点突变后，IEP

蛋白完全失去反转录活性，Ⅱ型内含子不能插

入到 DNA 靶位点，且能够在靶位点引入 DNA

损伤 [29,46,52]，表明Ⅱ型内含子具有开发为基因

组编辑工具的潜能。然而，RT 结构域失活后对

IEP 蛋白其他结构域活性的影响以及对Ⅱ型内

含子识别和切割靶位点的效率的影响仍需进一

步验证。总之，基于Ⅱ型内含子识别切割 DNA

靶位点的特性及 IEP 蛋白的结构组成特点，Ⅱ

型内含子有可能被开发为一种新型的基因组

编辑技术，为生命科学基础研究和应用研究提

供工具。 
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