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摘 要 pBR322一Red是一种新型重组工程系统，它携带了 一噬菌体 Red重组酶基因和一 系列调控元件 对 pBR322一Red最优 

重组条件进行探索后应用该质粒提供的体内同源重组功能，在菌株 W3110体内，对染色体上的 操纵子进行 了基因修饰，包 

括：①运用 kan／sacB选择反选择方法和重叠引物方法敲除了阻遏基因lacl，②运用 kan／sacB选择反选择方法和线性双链 DNA 

介导的 DNA重组方法将报告基因 lacZ敲入 lacA和lacY的位置，并且首次测定了报告基因 lacZ在这三个结构基因位置的组成 

性表达情况。结果表明运用不同的重组策略，pBR322一Red系统都能方便有效地对大肠杆菌 W3l10染 色体进行基因敲除和敲 

入修饰 

关键词 pBR322一Red，同源 重组 ，lac 操纵子 ，敲 除，敲入 
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Abstract pBR322一Red is a newly constructed recombineering plasmid，which contains a part of the pBR322 vector，a series of 

regulatory
．

elements of X-prophage and Red recombination genes．In the beginning，we studied the best working conditions of 

pBR322一Red，and then modified lax：operon in E．coli W31 10 chromosome using the plasmid as follow：Firstly，we knockout the 

lad gene using Red—mediated recombineering with overlapping single stranded DNA o1唔onuc1eotide Second1．

v，we substituded 

the lacA and lacY genes with lacZ，a report gene，by Red—mediated linearized double strands DNA homologous recombination． 

Finally，we detected the expression of lacZ Oil these loci for the first time．The results suggested that pBR322一Red s
，

vstem is 

suitable for modifying W3 1 1 0 chromosome with various recombination strategies． 

Key words pBR322一Red，homologous recombination，lac operon，knockout，knockin 

近年来 ，Red重组 工程 (reeombineering)系统 被 

成功地应用于大肠杆菌染色体 DNA和 BAC基因组 

DNA的修饰 一̈ ，为建立具有新遗传特性的工程菌 

株和基因功能研究提供 了有 力的工具 。 

Red是一种 一噬菌体主管同源重组的重组酶， 

存在于 一噬菌体左向操纵子上，由 exo、beta和gain 

基 因组 成 ，表达 由 P 启动子 和 CI857阻遏 蛋 白所控 

制，编码 Exo、Beta和 Gain三种蛋白质：美国国立卫 
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陈 伟等 ：pBR322一Red在 大肠杆菌 z一 操 纵子基 因敲除和 敲入 中的应用 

生研究院 Yu等将缺陷型 一噬菌体整合到大肠杆菌 

染色体上，构成 了 DY330和 DY331等重组工程系 

统 。在该系统 中，PCR方法产生的线性双链 DNA 

分子或者合成的寡核苷酸单链 DNA分子均可用做 

打靶分子，只需约40bp长的同源臂序列就能实现高 

达 10。的重组效率。在体内实现对 DNA序列的敲 

除、敲入 、定点突变。省去传统的体外构建环型打靶 

载体的繁琐步骤。由于 DY330和 DY331系统具有 

高的重组效率和低非特异性重组背景，因而成为最 

有用的重组工程菌株。然而，Red介导的基因修饰 

只能在上述菌株 中进行 ，有时 BAC大质粒难 以转化 

这些菌株，也无法对其他种类细菌染色体进行修饰。 

为了解决上 述问题 ，本研究室通 过 gap—repair 

的方法将包括 Red基因和一系列完整调控元件的 

长 6．7kb的缺陷型 一噬菌体 DNA亚克隆到质粒 

pBR322上，建立了一种可转移的新型重组工程系统 

pBR322一Red 。本研究 中我们应用 pBR322一Red系 

统，分别成功地对大肠杆菌 lac操纵子携带的基因 

进行了敲除和敲入。证实了 pBR322一Red的方便实 

用性 ，为进一步运用 pBR322一Red奠定了基础。 

1 材 料与方 法 

1．1 材料 

1．1．1 菌株和质粒 ：菌株 E．coli DH5a、W3110、质粒 

pBR322和 pUC19均为本室保存，pKO3为美国国立 

卫生研究 院 Court DL博 士馈 赠 ，pBR322一Red、pucl9一 

kan—saeB为本室构建，pGL3一basic购 自 Promega公 司， 

ONPG为 Sigma公 司产品。 

1．1．2 工具酶和试剂：Taq DNA聚合酶、Pfu DNA 

聚合酶为申能博彩生物公司产品；质粒提取试剂盒 

和 PCR产物 回收试剂 盒购 自 Promega公司 ；PCR引 

物为上海博亚公司合成。 

1．1．3 PCR扩增及鉴定引物 ：引物 由上海博亚生物 

技术有限公司合成，带同源臂引物序列见表 1；小写 

字母代表同源臂序列，正常大写字母代表 PCR扩增 

引物序列，斜体大写字母代表重叠引物序列。其中 

cwtl和 cwt2用 于扩增 kan—sacB以替换 lacZ编码区 ； 

重叠引物 cwt3和 cwt4用于替换上述 kan—sacB；cwt5 

和 cwt6用于扩增 kan—sacB 以替换 lad 编码区 ；重叠 

引物 cwt7和 cwt8用于 替换 上 述 kan—sacB；cwt9和 

cwtlO用于扩增 kan—sacB以替换 lacA编码 区，cwtl1 

和 cwtl2用于扩增 lacZ编码区 以替换 lacA编码 区 ； 

cwtl3和 cwtl4用 于扩增 kan—sacB以替换 lacy编码 

区 ；cwtl5和 cwtl6用 于扩增 lacZ编码区以替换 lacA 

编码 区。 

对重组菌进行鉴定时，引物设计的一般原则是： 

一 条引物设计在打靶区外围，另外一条则位于线性 

打靶序列内部；或者两条位于打靶区左右两侧(见表 

2)。其 中引物 cw5为 han基 因编码链 上 的一 段 序 

列 ，引物 cw7为 lacZ编码链 5 端 的一段 序列 ，引物 

cwO和 cwl0位 于 lad 基 因编码 区左右 两 侧 ，引物 

cwl l为 lacA编码链 5 端的一段序列，引物 cwl2为 

lacZ编码区无义链上的一段序列 ，引物 cwl4为 lacy 

非编码链 5 端的一段序列。 

表 1 本 研究所用 带同源臂 引物及其序 列 

Table 1 Primers with homologous arm used in this research 

5'-tcggtgtttgctggtgatttgaacaatatgagataaagccTATGGACAGCAAGCGAACCG一3 

5'-tcgcgcataaaaaacggctaaattcttgtgtaaacgattccTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG一3 

5'-gtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagctTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG一3 

5 一ccttacgcgaaatacgggcagacatggcctgcccggttattaCATCACATATACCTGCCGTI'C一3 

5'-ggaattgtgagcggataat。aa【I“ aca( ggaaa(’agctTAATAACCGGGC一3 

5'-ggatttocttacgcgaaatacgggcagacatggcct(,CCCGGTrATI'A一3 

5'-gatagcgcct‘ggaagagagtcaattcagggtggtgaatTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG一3 

5 一cctaatgagtg gctaa t(a(、a【Iaa【Igc tgcgcCATCACATATACCTGCCGTTC一3 

5'-tggcatgatagcgc(cggaagagagtcaattcaggg TGGTGA4TGCGC4ACG一3 

5'-ggggtgcctaatgagtgagctaactcacattaattgCGTTGCGC4TTC4CC．I一3 

5 -gccttatccgaccaacatatt’ataacggagtgatcgcaTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG-3 

5'-ggcctgataagcgcagcgtatcaggcaatttttataatCATCACATATACCTGCCGTrC一3 

5'-ttacgcgaaatacgggcagacatggcctgcccggttattaTrACACGGCGATCTITCGGC-3 

5 一gatagcgcccggaagagagtcaattcagggtggtgaatTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG一3 

5'-ggccatgtctgcccgtatttcgcgtaaggaaatccattCATCACATATACCTGCCGTFC一3 

5 一tcggataaggcgctcgcgccgcatccgacattgattgcTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG一3 

5'-cctaatgagtgagctaactcacattaattgcgttgcgcCATCACATATACCTGCCGTrC一3 

5'-tggcatgatagcgcccggaagagagtcaattcaggg TGGTGAATGCGCAACG-3 

● 2 3  4 5  6 7  8  9  
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表 2 本研究所 用鉴定 引物 

Table 2 Primers for identification used in this research 

5 一GGAATTCCATATGTATGGACAGCAAGCGAACCG一3 

5 一GAGTTAGCTCACTCATTAGG一3 

5 ．GCATCTTCCGGCGCTACAAC一3 

5 一CGCTCACAATYCCACACAAC一3 

5 一CGTCGTCAGGTGAATGAAGTC一3 

5 一AGCATATCCTGCACCATCGTCTGC一3 

5 一CAATGCGATCACTCCGTTATG．3 

1．2 方 法 

1．2．1 感受态的制备与电击转化：将过夜培养的大 

肠杆菌 W3110(pBR322一Red)按 50：1的量接种 ，振荡 

培养至 DD =0．4 0．6。取 15mL培养液于42 c《二诱 

导 7．5rain后冰浴 30min。离心收集菌体，用去离子 

水洗 3 4次，最后将菌体重悬于 IO0／~L冷的去离 

子水 中，取 48t~L菌液与约 300ng的打靶分子 DNA片 

段进行电转。电转条件参照 Yu 等人的方案进行。 

1．2．2 线性双链 DNA介导的 DNA重组：先合成 2 

条引物 ，由约 40个碱基 的同源臂和约 20个碱 基的 

PCR引物 2部分组成。使用高保真 DNA聚合酶，经 

PCR合成线性双链 DNA打靶分 子(5 同源臂 +筛选 

标记或 目的基因 +3 同源臂 )。取 大约 300ng经纯 

化的打靶 分子 和约 50t~L W3ll0(pBR322一Red)感受 

态细菌混合，进行电击转化。用含筛选标记 的 LB 

平板筛选发生基因替换的阳性的克隆。 

1．2．3 重叠引物介导的 DNA重组：合成两条 50 

60个碱基长的寡核苷酸作为同源臂 ，使它们的3 端 

10 30个碱基序列互补。将各约 100ng的上述重叠 

引物寡 核 苷酸 打 靶分 子 电击 转化 W3ll0(pBR322一 

Red)感受态，通过合适的遗传表型筛选阳性克隆 

1．2．4 kan／sacB 选 择 反 选 择 方 法 ：需 要 两 步，① 

PCR合成第一个打靶分子(5 同源臂 +kan／sacB+3 

同源臂)，取上述 300ng纯化的打靶分子 DNA，与大 

约 50／~L感受态细菌混合后进行电击转化。阳性克 

隆能 在 含 25~g／mL卡那霉 素 的 LB平板 上 生长 

(kan )，在 含 7％ 蔗 糖 的 M63 培 养 基 上 死 亡 

(sacB )：②按照 1．2．2中线 性 双链 DNA介导 的重 

组方法，PCR合成第二个打靶分子(5 同源臂 +目的 

基因+3 同源臂)；或者按照 1．2．3重叠引物介导的 

DNA重组方法，合成第二个打靶分子(两条寡核苷 

酸)。第二个打靶分子替换 kan／sacB基因时，完成 

基因敲入或敲除，阳性菌落呈现 kan 和 sacB 表型 ， 

能在含 7％蔗糖的 M63培养基上生长 ： 

1．2．5 J3一gal的定量分 析 ：过 夜培养 的细菌 按 50：1 

的量接种，振荡培养至 DD =0．4—0．6。取 lmL培 

养液与 1mL Z Buffer(参见分子克隆第二版)混合，测 

DD 的值。从中取一定体积的液体与 Z Buffer混合 

至体积为 1mL，并加 2滴氯仿和 1滴 0．1％的SDS进 

行剧烈振荡 10 s。于 28 c(二水浴 5 min后加 2o0“L 

ONPG(4mg／mL)混匀至出现黄色，记下变黄时间，同 

HCDil入 0．5mL 1mol／L的 N CO 以终止反应 ，测定此 

时 OD ：。和 OD 。的值。最后根据公式：u=1000× 

(A 。一1．75×A 。)／(tv×A 6oo)计算 —gal的表达量= 

其 中 t表 示 变 黄 时 间 (min)， 为 所 取 细 菌 的量 

(mL)。 

2 结 果 

2．1 重组条件的选择 

根据 Yu等人提供实验方案 ，设计了通过检测 

kan基因替换 W3ll0染色体中的 galk基因(galk< 

>kan)的频率，确定 Red表达量对重组效率 的影 

响。将打靶分子 DNA片段的用量定为 300ng：在 同 

一

次实验中设计一系列诱导 Red重组酶表达的不同 

时 间点 ：42℃诱 导 2．5min、7．5 min、10 min和 12．5 

min。计算各个时间点的重组效率一结果证明42 c《二 

诱导 7．5 min时，W3l10(pBR322一Red)介导的重组效 

率最高，诱导 10 min后重组效率显著下降(图 1)： 

ll*lductlon m ln 

图 1 诱导时间对 pBR322一Red重组效率的影响 

Fig．1 Effect of induction time OH recombination 

2．2 重 叠引物介导的 lacl基 因敲除与表达分析 

为了验证 重组质粒 pBR322一Red在重叠 引物介 

导的 DNA重组 中的有 效性，同时探索 lac操纵子 中 

lacZ、lacY和 lacA基 因在不 同调 控模式下 的表 达情 

况，以 W3ll0染色体上 lacl基因为靶点，按照材料 

与方法 中 sacB-kan选择反选择方法和重叠引物 (用 

引物 cwt5和 cwt6扩增 kan—sacB替换 lacl后 的菌株 

O  1  2  4  

5  7 9  1  1  l  1  
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命名为 CW3，然后用重叠 引物 ewt7和 cwt8替换 CW3 

中的 kan．sacB，得到的阳性克隆菌株命名为 CW4) 

介导的 DNA重组 方 法 (图 2)，不 留痕 迹地 敲除 了 

lad基因，敲除 lad基因的菌落能在 含 7％蔗糖的固 

体 M63培养基上生长，菌株 CW3和 CW4的 PCR鉴 

定 见图 3(用引物 cw9和 cwl0进行扩增时 ，成功敲除 

lacl基因的菌株应出现 274bp的条带；由于我们所 

使用的普通 Taq酶 的效率不高 ，不能扩 增大 于 3kb 

A R 

Linear doule-stranded 

DNA cassette 

tion 

的片段 ，因而对 CW3进行鉴定时没有 出现带 ：当用 

引物 cw5和 cw9进 行扩 增 时 ，含 kan．sacB 的菌 株 

CW3应 出 现 1．1kh的 带 ，而不 含 n．sacB 的 菌 株 

CW4则不能扩增出任何条带)。结果表明我们所构 

建的菌株正确。然后我们对 CW4和野生型 W3110 

进行了 p一半乳糖苷酶活性分析 ，结果表明 CW4中组 

成型表达的 {3一半乳糖苷酶产量大约是经 IPTG诱 导 

后 W3l10中表达产量的 2倍以上 ： 

TCAATTCAGGGTGGTGAATGCGCAACG 

CW 3 

fkanR， 儿 s、△ ／a[ 

Electroporation 

Selection strains with kans and SacBs 

图 2 敲 除 lacI基 因的策略 

Fig．2 Strateg)of konoekout gene lad 

A：substitute kan／sacB for lacl； B：knoekout kanI s(wB by overlapping primers 

图 3 菌株 CW3和 CW4的 PCR鉴定 图 

Fig．3 Identification of strains CW3 and CW4 b PC R 

M：marker DL 2000；1：CW3(amplified by cw9／cwl0)；2：C ’4(ampli— 

fled by cwg／ewl0)；3：CW4(amplified by cw9／cw5)；4：C 3(amplified 

by cz9／ew5)． 

CW 4 

【kattS、 “c 、△，m I 

2．3 线 性双 链 DNA 介导 的 lacZ 报 告 基 因 敲 入 

lacA 和 lacY位点 

同样通过重叠引物介导的重组将 Cg-4染色体 

上的 lacZ基因敲除，构建的阳性克隆菌为 c 一6一为 

验证用 pBR322一Red重组系统进行线性双链 DNA介 

导基因敲入的可行性，选择以大肠杆菌 CW6染色体 

上 lacA和lacY基因为外源报告基因lacZ的敲入位 

点。按照材料与方法中给出步骤诱导 Red重组酶表 

达 ，再通 过 sacB-kan选择 反 选择 方 法 和线 性 双 链 

DNA介导的 DNA重组方法 (用引物 cwt9和 cwtlO扩 

增 kan—sacB替换 lacA的菌株命名为 CW7，用 cwtl1 

和 cwtl2扩增 lacZ以替换上述 kan—saeB的 菌株命名 

为 CW8；用 cwtl3和 cwt14扩增 kan—saeB替换 lacY的 

菌株命 名 为 CW9，用 cwtl5和 cwtl6扩 增 上述 kan— 

saeB的菌株命名为 CW10)，构建了外源报告基 因 

C 曲 

d  肌 

h  

w 

m 

S  帆 

● ● ● ● ● ● ． ， ●

+  
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lacZ敲入 lacA和 lacY位 点 菌株 CW8和 CW10(图 

4)。CW8和 CW10均 呈现 kan 和 sacB 表型 ，在含 

7％蔗糖的 M63培养基 上生长。PCR鉴定结果见 图 

5(用引 物 cwl4和 cw5扩增菌株 CW10应 该没有任 

何带出现 ，而扩增 CW9时则应该 出现 1．1kb左右的 

条带 ；用引 物 cw7和 cwl2扩 增 CW10时应 该 出现 

1．2kb左右的条带，而扩增 CW9时应该没有任何带 

出现 ：用引物 cwl1和 cw5扩增 CW8时应该没有任 

何带出现 ，而扩增 CW7时则应该 出现 1．2kb左右的 

带 ；用 引 物 cwl 1和 cwl2扩 增 CW8时 应 该 出 现 

1．3kb左右的条带 ，而扩增 CW7时应该没 有任何带 

出现 )，由图可见 我们成 功 构建 了菌 株 CW8和 

CW 10 

1acI P 

圜  l 

图4 本研究所构建菌株基因型简图 

Fig．4 Sketch maps of reeombinated strains 

constructed in this stud) 

CW3 

CW4 

CW5 

C’W6 

CW7 

CW 8 

CW 9 

图 5 菌株 CW7、CW8、CW9和 CWIO的 PCR鉴定 

Fig．5 Identification of CW7．CW8，CW9 and CW lO h、’PCR 

1：C 10(CW14／c~5)；2：CW9(CW14／cw5)；3：CW9(cw7／cw12)；4： 

C 10(cw7／cw12)：M：marker DL 2000；6：CW8(CWl1／cw5)；7：C 7 

(cw11／cw5)；8：CW7(CW11／owl2)：9：C ’8(CW11／ew12) 

2．4 报告基 因在 lacZ、lacA 和 lacY位点处 的组成 

型表达分析 

为了探索外源基因在 lacZ、lacA和lacY位点处 

的组成型表达，分别对报告基因 lacZ进行 p—gal定 

量分析，每次每个菌株至少取 5个不同量的细菌数 

进行分析，每个菌株至少进行了 3次重复实验：最 

后进行统计学分析，结果如图所示 实验表明无阻 

遏基因 lacl存在时，报告基因 lacZ分别在lacZ、lacA 

和 lacY位置上表达依次下降，在 lacZ位置上的表 

达约为 lacA位置上表达 的 4～5倍 ，在 lacA位置上 

表达量约是 lacY上表达的 2倍 。 

图 6 8半乳 糖苷酶 活性 分析 

Fig．6 Analysis of the口-galactosidase activities 

3 讨 论 

在 入一噬菌体 中，Red重组酶所包含的 3个蛋 白 

质分子通过严格的调控按照合适的比例进行表达， 

并分别行使各自的生物功能 其中 Gain抑制 RecB— 

CD 核 酸 酶 活 性 ，防 止 RecBCD 降 解 线 性 双 链 

DNA ；Exo从双链 DNA末端按 5 一 3 方向消化 ，产 

生有 3 单链突出端 的 DNA分子 ；Beta结合在由 

Exo消化产生的 3 端突出上，介导两条互补 DNA链 

之间的退火和重组 。在 30cc时 ，ci857阻遏物完全 

抑制 P 启动子的活性 ；温度上 升到 42cc时，ci857阻 

遏蛋白失活，P 启动子高效率的启动下游 Red基因 

的表达从而提供重组功能 !。Yu等 人的研究表 明． 

Red基因以单拷贝形式存在在 E．coli DY330染色体 

上时，42cc诱导 15rain，即可达到最佳重组效率 

与 DY330不 同，pBR322质 粒为 中等拷 贝 (20～50 

个)质 粒 载 体 ，复 制 子 是 ColE1类 型一为 此 对 

pBR322一Red系 统 的 反 应 条 件 进 行 了 探 索 ，证 明 

pBR322一Red系统 的最佳诱导时 间为 7．5 min，应用该 

条件对 lacl基因进行了完 全敲除 ，将 lacZ报告基 因 

分别替换了lacA和 lacYZ基因 
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我们 的研究表 明 ，在 lacI基 因缺失 的条 件下 ， 

染色体上的 lacZ基因能够相对高效地进行组成型 

表达，表达产量与以质粒 pBR322为载体的以强启 

动子 P 控制的 lacZ基因表达量相差无几(数据未 

显示)。比较 了 lacZ报告 基 因分别在 lacZ、lacY和 

lacA位置上的组成型表达，结果表明其表达的比例 

约为 1：0．2：0．1，与在自然状态下，lacZ、lacY和lacA 

3个基因在细胞中表达比例为 1：0．5：0．2类似。此 

外我们的初步观察表明，敲除 lacI后外源基因组成 

型表达对细菌的生长速率无显著影响，总体说来 lac 

操纵子的 3个结构基因位置有可能是适合外源基 因 

表达的候选位点之一，尤其是设计在染色体上同时 

高效地表达几种外源基因时，可以考虑该位点。 

前期工作中，李山虎等运用 pBR322．Red系统成 

功地以单链引物介导的重组方法对大肠杆菌 W3110 

的基因进行了点突变修饰 。本研究中，我们运用 

该系统，结合各种不同的重组工程技术：DNA双链 

介导 的重组和重叠引物介导的重组对 大肠杆 菌 

W31 10染色体 DNA进行 了修饰，证实了 pBR322一 

Red能方便地对宿主染色体上的基因进行基因的敲 

除和敲入。为 pBR322一Red新 型重组工 程在各 种不 

同宿主菌中的进一步运用奠定了基础： 
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述 了最新进展～信息量大，图文并茂，突出地阐明了基因是生命 活动的基本原因这一观点 《基因 VIII)是生命科学各个分支 

学科的师生和研究人 员必备的教科书和参考读物 ——复旦大学赵寿元 
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