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摘!要!应用.KLJ!!BL23介导的重组工程系统$34-,540) 选择反选择系统$双链线性M?*重组技术和重叠引物

介导的M?*重组技术$将长度为#&(J4.的260报告基因分别敲入到"/012+NJ##%染色体2407$2408和240’基

因的位置$建立了一系列具有新遗传表型的菌株#ON>!-ON>’和ON>&*荧光素酶分析表明$外源报告基因260能

在这J个结构基因处有效的组成型表 达*为 了 进 一 步 确 定 外 源 基 因 的 表 达 情 况$用 霍 乱 毒 素K亚 单 位 基 因09:;
替换了2407基因$构建了新菌株ONM#*证明了以单拷贝形式存 在 在 大 肠 杆 菌 染 色 体ONM#上 的09:;基 因 能 有

效的表达OIK蛋白并能将其分泌至细胞外培养液中*结果初步确定了大肠杆 菌 染 色 体 上 的240操 纵 子 结 构 基 因

位点适合外源基因的敲入和表达*

关键词!.KLJ!!BL23+重组工程+基因敲入+霍乱毒素K亚单位
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!!大肠杆菌染色体本身作为一个大载体$可携带

多种外源基因*通过将外源基因敲入其中$构建一

些带新遗传特性的转基因大肠杆菌菌株$将为疫苗

制备-基因功能研究-细菌代谢研究及新药开发提供



更加广阔的途径*
为了方便的将 目 的 基 因 敲 入"/012+染 色 体 特

定区域中$不留下任何抗生素基因类筛选标记的痕

迹$保证目的基因在细菌中正常表达$并能随细菌稳

定遗传而不影响细菌的正常生长$选择合适基因敲

入位置和的基因敲入方法成为了关键*我们应用重

组工程!L270C46:22/6:G"新技术’#(和V8.B/2.86/方

法’!($以 及 通 过 本 研 究 室 新 近 构 建 的.KLJ!!BL23
重组工程系统’J($选择 了 大 肠 杆 菌240操 纵 子 中 的

J个基因2407-8-’为外源基因的敲入的位点*将

长度为#&(J4.的260报 告 基 因 分 别 敲 入 NJ##%
株染色体2407-2408和240’处$分析了报告基因的

组成 型 表 达 情 况*并 进 一 步 用 霍 乱 毒 素K亚 单 位

基因!7E092/810H6:KZ-4-:61$09:;"替换2407 编 码

区$分析了09:;基因的表达情况*最终确定240操

纵子结构基因位点适应外源基因表达$为以后在"/
012+染色体上表达特定功能的基因奠定了基础*

#!材料和方法

A8A!材料

#@#@#!菌株和质粒

菌株"/012+MR(# -NJ##%-质 粒.KLJ!!和

.UO#+均为本室保存$质粒 .̂ XJ为美国国立卫生

研究院O0-/1M>博士馈赠$质粒.))BOIK为马 清

均教授馈赠$质粒.KLJ!!BL23和菌株ON’!NJ##%
"240%"为本实验室构建*

#@#@!!工具酶和试剂

E@-$为K60984公司产品+L?*$-(04$-I’
M?*连 接 酶 为I8̂8L8公 司 产 品+&4MM?*聚 合

酶-J<6M?*聚合酶-,-.2/&4MM?*聚合酶为申能

博彩生物公 司 产 品+质 粒 提 取 试 剂 盒-=OL产 物 回

收试剂盒荧光素酶分析系统购自=/0C2G8公司+兔

抗OIK血清$V)# 为军事医学科学院马清钧教授馈

赠+辣根过氧化物酶标记的羊抗兔SGV购 自 北 京 中

山生物技术有限公司$=OL引物为上海博亚公司合

成+测序工作提交上海博亚公司完成*

A8%!方法

#@!@#!.UO#+BZ87K!.UO#+BZ87KB]8:重组质粒的

构建

!!以质粒.̂ XJ为模板$=OL扩增540) 基因$产

物用L?*$酶切$回收后与经L?*$和JG6%双酶

切的.UO#+M?*片段进行连接$再用连接产物转化

"/012+MR(#$得到含重组质粒.UO#+BZ87K的阳性

克隆菌$测序鉴定序列的正确性*=OL扩增卡那霉

素基因$产物以L?*$和E@-$双 酶 切$回 收 后 与

经相同双酶切的线性质粒.UO#+BZ87KM?*片段进

行连接$连接产物转化"/012+MR(#$得到含重组质

粒.UO#+BZ87KB]8:的阳性克隆菌$最后进行测序鉴

定*

#@!@!!感受态的制备与电击转化

将过夜培养的已经事先转化.KLJ!!BL23的大

肠杆菌ON’!.KLJ!!BL23"按(%##的 量 接 种$震 荡

培养至N$&%%_%@’!%@&*取#(C>培养液于’!‘
诱导$@(C6:后置于’‘冰浴J%C6:*离心后用去

离子水重悬 于’‘$离 心 收 集 菌 体$用 去 离 子 水 洗

J!’次$最后将菌体重悬于#%%&>冷的去离子水

中$取’"&>菌液与约J%%:G的打靶分子M?*片段

进行电转*电转条件参照T-M’’(等人的方案进行*

#@!@J!引物设计

为了用=OL方 法 扩 增 出M?*打 靶 分 子$需 要

设计带同源臂的=OL引物*引物设计的原则是#引
物的(a端分别带有J&!(%个碱基的同源臂序列$Ja
端为扩增分 子 引 物 序 列*具 体 引 物 序 列 如 表#所

示$其中小写字母代表与打靶区同源的序列$正常大

写字母代表扩增引物序列$斜体大写字母代表重叠

引物序列*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*带同源臂引物序列见表#*

#@!@’!线性双链M?*介导的M?*重组

按照#@!@J方法合成!条=OL引物$使用高保

真M?*聚合酶$经=OL合成线性双链M?*打靶分

子!(a同源臂b抗生素标记基因-报告基因或其他目

的基因bJa同源臂"*取大约J%%:G经纯化的打靶

分子与约(%&>上述感受态细菌混合后进行电击转

化*用含筛选标记的>K平板筛选发生基因替换的

阳性的克隆*

#@!@(!重叠引物介导的M?*重组

合成两条(%!&%个碱基长的寡核苷酸作为同

源臂$使它们的Ja端#%!J%个 碱 基 序 列 互 补*将

各约#%%:G的 上 述 重 叠 引 物 寡 核 苷 酸 打 靶 分 子 电

击转化 NJ##%!.KLJ!!BL23"感受态$通过合适的遗

传表型筛选阳性的克隆*

#@!@&!菌株构建

采 用34-,540)选 择 反 选 择 方 法!图#"分J步

!" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表A!本研究所用的带同源臂的引物

B+>9’A!C7*<’74@*,;;0<090D0E47’D*0.4E4’(*.,;*44,E(?

编号?-C42/Z 引物序列?-79201632Z2c-2:72Z0<./6C2/Z(a#Ja

7[1# G1GG8811G1G8G7GG8188788111787878GG88878G71IO*V**V**OIOVIO**V**V

7[1! 771187G7G888187GGG78G8781GG771G777GG118118O*IO*O*I*I*OOIVOOVIIO

7[1+ G77118177G8778878181781887GG8G1G817G78IO*V**V**OIOVIO**V**V

7[1#% GG771G8188G7G78G7G18178GG7881111181881O*IO*O*I*I*OOIVOOVIIO

7[1#J GG7781G171G777G181117G7G188GG888177811O*IOO*I*I*OOIVOOVIIO

7[1#’ 17GG8188GG7G717G7G77G78177G87811G811G7IO*V**V**OIOVIO**V**V

7[1J% 7G77118177G8778878181781887GG8G1G817G78*IVV**V*OVOO*****O*I*

7[1J# 18GG771G8188G7G78G7G18178GG7881111181881II*O*OVVOV*IOIIIOOV

7[1J! 8GG7781G171G777G181117G7G188GG888177811*IVV**V*OVOO*****O*I*

7[1JJ GG17GG8188GG7G717G7G77G78177G87811G811G7II*O*OVVOV*IOIIIOOV

7[1J$ 11G1G8G7GG8188788111787878GG88878G71*IVV**V*OVOO*****O*I***V

7[1J" 1187G7G888187GGG78G8781GG771G777GG118118II*O*OVVOV*IOIIIOVVO

7[1’J 87G7G888187GGG78G8781GG771G777GG118118II**IIIVOO*I*OI**IIVOV

7[1’’ 8811G1G8G7GG8188788111787878GG88878G71*V*OOIOOIV*IV***I***V

构 建 菌 株#!#"电 转 感 受 态 细 菌 的 制 备+!!"以

.UO#+BZ87KB]8:为=OL模 板$合 成 一 条 含(a同 源

臂b34-,540)bJa同源臂的线性打靶分子$取大约

J%%:G的经纯化 的 上 述M?*片 段 与(%&>感 受 态

细菌混合后进行电击转化*用含!(&G,C>卡那霉

素的>K平 板 筛 选 阳 性 克 隆+!J"用 重 叠 引 物 敲 除

240%位点的34-,540)!图!$K"或用M?*双链介导

的重组 方 法 构 建260 报 告 基 因 替 换2407-2408 和

240’基因的菌株!图!$*"$用含$d蔗糖的)&J平

板筛选阳性克隆*

图A!2+.$4+1"选择反选择系统的策略

F*D8A!3,7+,’D*’40G,;’4’9’1,*0.&10E.,’74’9’1,*0.4?4,’<0G2+.$4+1"

#@!@$!荧光素酶分析

参照=/0C2G8公 司 荧 光 素 酶 分 析 说 明 书 进 行

荧光素酶分析*进行分析时保证所取细菌的量基本

一致*

#@!@"!V)#BA>S,*分析OIK的表达

用浓度为!%&G,C>的V)#包被酶联板孔$室温

过夜+用.R$@’的=K,洗J次$然后用#dK,*B=K,
于J$‘封 闭#E+再 用.R$e’的I/6ZBRO9BI[22:!%

#"!#期!!!!!!!!!陈!伟等#.KLJ!!BL23介导的"/012+染色体基因敲入-位点及表达研究



图%!#’(同源重组的基本策略

*#M?*双链介导的重组+K#单链重组+O#重叠引物介导的重组*

注# 和...表示左侧同源臂+ 和!表示右侧同源臂*

F*D8%!3,7+,’D*’40G#’(;0<090D0E47’10<>*.+,*0.
*#L270C46:8160:-Z6:G30-492BZ1/8:323M?*+K#/270C46:8160:-Z6:G096G0:-79201632Z+

O#/270C46:8160:[61E0\2/98..6:GZ6:G92BZ1/8:323M?*096G0:-79201632Z@

?012#,5C409Z 8:3.../2./2Z2:192<1/2G60:0<E0C090G5+

,5C409Z 8:3!/2./2Z2:1/6GE1/2G60:0<E0C090G5@

洗J次$加样品细菌裂解提取液或防无细菌培养液$

J$‘放置!E+I/6ZBRO9BI[22:!%洗 后 加 血 清 抗 体$

J$‘放置#E+I/6ZBRO9BI[22:!%洗后加辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔SGV$J$‘放置#E然后加底物液

邻苯二胺Q奉陪氧化氢显色$然后用!C09,>R!,X’
终止反应$用酶联仪检测*

!!结!果

%8A!!H:AI&4+1"#!H:AI&4+1"&2+.重 组 质 粒 的

构建与3+1"$2+.选择反选择功能鉴定

!!以质粒.UO#+为 载 体$按 照 材 料 与 方 法 中 的

步 骤$构 建 了 质 粒 .UO#+BZ87K 和 .UO#+BZ87KB
]8:$酶切片段大小与预期相符 !图J"$测序表明

插入的序列正确*对540),34-基因功能进行了鉴

定$结 果 表 明#转 入 .UO#+BZ87K-.UO#+BZ87KB
]8:以及阳 性 对 照 .̂ XJ的MR(#菌 不 能 在 含$d
蔗糖的)&J培养基上生长 !Z87K,"$而MR(#菌能

正常生长 !Z87KL" !图’"*转入.UO#+BZ87KB]8:
的MR(#菌同时还表现 8̂:L$证明540),34-功能

正常*

%8%!建立9E1报告基因定位敲入9+1操纵子中的

重组菌株

!!选择了大肠杆菌 NJ##%株240操纵子上2407-

2408和240’J个 基 因 作 为 外 源 基 因 敲 入 的 位 置*
用34-,540)选择与反选择方法建立了多种携带不

图$!质粒!H:AI&4+1"和

!H:AI&4+1"&2+.的酶切鉴定

F*D8$!#’4,7*1,*0.+.+9?4*40G!9+4<*(4

!H:AI&4+1"+.(!H:AI&4+1"&2+.
*#.UO#+BZ87K@##L?*$,(04$+!#L?*$ +J#M>#(%%%+

’#M>!%%%@K#.UO#+BZ87KB]8:@##(04$+

!#C24$,L01$ $+J#M>!%%%+’#M>#(%%%@

同遗传特性 的 菌 株$其 中ON’为240%基 因 被 敲 除

的菌株+ON>!-ON>J和ON>’为 将 报 告 基 因260
分别敲 入 和 替 换ON’中2407 -2408 和240’ 基 因

位置的菌株!图("*关于各个菌株详细的叙述见表

!表!"*其中*$%K代表’ 基因 被) 基 因 替 换*
敲入260基因长度为#&(J4.*=OL方法鉴定上述

菌株基因型正确$540)功能鉴定表型正确*

$" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



%8$!报告基因表达分析

对菌株ON>!-ON>’和ON>&的260基因的表

达进行分析#每次每个菌株至少测了J次值$每个菌

株至少进行了J次重复实验*为增加结的可信度进

行分析时所取细菌的量基本一致*最后进行统计学

分析$结果如图&*实验表明无 阻 遏 基 因240%存 在

时$报告基因260在2407$240’和2408 位置上表达

差别不太明显$没有呈倍数关系 *

图J!含质粒!/K$#!H:AI&4+1"和!H:AI&

4+1"&2+.的菌LMN#的4+1"功能鉴定

##野生型MR(#+!#.̂ XJ+J#.UO#+BZ87K+’#.UO#+BZ87KB]8:*

F*D8J!O(’.,*G*1+,*0.0G,;’GE.1,*0.0GD’.’4+1"*.

!9+4<*(4!/K$%!H:AIP4+1"+.(!H:AI&4+1"&2+.
##N69315.2MR(#+!#.̂ XJ+J#.UO#+BZ87K+’#.UO#+BZ87KB]8:@

图N!部分菌株基因型示意简图

F*D8N!32’,1;<+!40G7’10<>*.+,’(4,7+*.4

图Q!荧光素酶活性分析

F*D8Q!=.+9?4*40G,;’+1,*R*,?0G9E1*G’7+4’

表%!菌株基因型及构建时所用带同源臂的引物

B+>9’%!-’.0,?!’40G4,7+*.4+.(!7*<’74@*,;;0<090D0E47’D*0.4

菌株

,1/86:Z

基因型

V2:015.2

菌株母体

=8/2:1Z1/86:

引物=/6C2/Z

# !

ON># NJ##%’240%’240’$%34-,540)( ON’ 7[1## 7[1#!

ON>! NJ##%’240%’240’$%260( ON># 7[1J% 7[1J#

ON>J NJ##%’240%’2408$%34-,540)( ON’ 7[1#( 7[1#&

ON>’ NJ##%’240%’2408$%260( ON>J 7[1J! 7[1JJ

ON>( NJ##%’240%’2407$%34-,540)( ON’ 7[1# 7[1!

ON>& NJ##%’240%’2407$%260( ON>( 7[1J$ 7[1J"

ONM# NJ##%2407$%09:;( ON>( 7[1’J 7[1’’

ONK# NJ##%2407$%34-,540) NJ##% 7[1# 7[1!

ONK! NJ##%2407$%09:; ONK# 7[1’J 7[1’’

%8J!1,6>基因敲入9+1S位置及其组成型表达分析

为了进一步探讨大肠杆菌染色体携带外源基因

的表达情况$我们以霍乱毒素K亚单位高表达质粒

.))BOIK为 模 板$=OL合 成 了 一 个 含#%&’4.
M?*序列的打 靶 分 子$将 含 调 控 序 列 和09:; 结 构

基因的M?*片 段 敲 入 到 大 肠 杆 菌ON’中 的2407

%"!#期!!!!!!!!!陈!伟等#.KLJ!!BL23介导的"/012+染色体基因敲入-位点及表达研究



位置$建立了重组大肠 杆 菌ONM#*我 们 对 大 肠 杆

菌ONM#的无细 胞 培 养 液 和 细 胞 裂 解 提 取 液 进 行

A>S,*分析了!图$"$结 果 表 明 细 胞 裂 解 液 中 检 测

不到OIK的存在$样品N$ 值!J"与 阴 性 对 照N$
值!L"的比值J,L小于!$为阴性+无细胞培养液中

J,L均 超 过#%$明 显 为 阳 性$但 表 达 量 低 于 质 粒

.))BOIK*上述结果 表 明 我 们 所 构 建 的ONM#能

表达OIK$且有效地分泌到细胞外*

图T!5UO3=检测菌株:VLA中:B"的表达

##NJ##%!.))BOIK"裂解液+!#NJ##%!.))BOIK"细胞培养液+

J#NJ##%裂解液+’#NJ##%细胞培养液+(#ONM#裂解液+

&#ONM#细胞培养液+$$"#空白对照*

F*D8T!B;’’6!7’44*0.0G:VLA,’4,’(>?5UO3=
##O2992H1/8710<NJ##%!.))BOIK"+!#,-.2/:818:10<

NJ##%!.))BOIK"+J#O2992H1/8710<NJ##%+

’#,-.2/:818:10<NJ##%+(#O2992H1/8710<

ONM#+&#,-.2/:818:10<ONM#+$$"#K98:]70:1/09@

J!讨!论

!%%%年$T-等 发 现(B噬 菌 体 重 组 酶L23能 介

导线性双链M?*打靶分子与"/012+染色体M?*之

间的 高 效 同 源 重 组$所 需 同 源 臂 长 度 仅 为J(!(%
4.$=OL方法即 可 产 生 这 样 的 打 靶 分 子$由 此 建 立

了重组 工 程!L270C46:22/6:G"技 术’#(*近 年 来$多

项重组工程技术)))双链线性M?*重组-单链M?*
重组-重叠引物介导的M?*重组等的应用’($&($比较

有效的解决了对"/012+染色体等大分子M?*的基

因敲除-克 隆-定 点 突 变 等 基 因 修 饰 问 题’J$$(*T-
M’#(等建立 的MTJJ%-MTJJ#等 菌 株 能 提 供 相 当 高

的重组效率$但由于#*?重组酶基因整合到"/012+
染色体中$限 定 了 基 因 修 饰 只 能 在 该 菌 株 内 完 成*
本研究室的前期工作中$用V8.BL2.86/体内克隆技

术$将长度&@$]4的携带#*?基 因 的 缺 陷 型(B噬

菌体M?*从"/012+染色体上克隆到.KLJ!!中$建
立了可转移的重组工程系统.KLJ!!BL23*

为进一步探索外源基因敲入到大肠杆菌染色体

中的合适位点$我们运用.KLJ!!BL23系统$将报告

基因260分别敲入到2407-240’ 和2408 位置上$分

析了荧光素酶的表达情况*据报道$在自然状态下$

2407-2408和240’在 细 胞 中 表 达 比 例 为#@%#%@(#

%@!*本实验 中260报 告 基 因 在2407-240’ 和2408
位置上表达差别不明显*提示原核生物中基因表达

与基因本身的序列和结构关系较大*另外$我们把

260基因克隆进多拷贝质粒.UO#+$由可诱导的240
启动子控制$发现其表达 产 量 不 及260基 因 在2407
基因在染色体上的组成型表达*提示在除去阻遏基

因240%后$外源基因有可能在240操纵子的结构基

因处高 效 表 达*此 外 我 们 的 初 步 观 察 表 明$敲 除

240%后外源基因组成型表达对细菌的生长速率无显

著影响$至少在240操纵子上组成性表达260基因对

细菌的毒害不大*为了进一步探讨大肠杆菌染色体

携带外 源 基 因 的 表 达 情 况$我 们 将 含 调 控 序 列 和

09:;编码序列的M?*片段敲入到大肠杆菌ON’中

的2407位置上$建立了重组大肠杆菌ONM#*结果

表明$OIK能够 在ONM#菌 株 中 有 效 表 达$产 物 基

本上分泌到细胞外$我们成功地构建了能有效在正

常大肠杆菌染色体上表达OIK的菌株$这在国内还

是首次报导*同时我们研究发现$若不将阻遏基因

240%去掉$仅 仅 将 含 调 控 序 列 的09:; 替 换2407 编

码区后$则在细胞裂解液和无细胞培养液中均不能

检测 到 OIK的 表 达$当 有 诱 导 物S=IV的 存 在 时

OIK能有效分泌到胞外!数据未给出"$说明ONM#
中240启动子 能 促 进OIK的 表 达*已 有 结 果 表 明

09:;的启动子是一个高效启动子$其活性不需要特

殊诱导’"$+($这 与 我 们 的 结 果 有 些 出 入*具 体 原 因

将有待分析*
总体说 来$240操 纵 子 上 的J个 结 构 基 因 位 置

可能是适合外源基因表达的候选位点之一$尤其是

需要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*
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