
书书书

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

收稿日期!!((% () !)"修回日期!!((% (& &)
基金项目!第三军医大学留学回国人员启动基金项目资助 %*+,,-./0123/4056678-+91:/;-9<-..0/+.900&

作者简介!王军平!)$"!’"$男$副研究员$博士$专业方向#=>?工程学(50@#(!&A#’"%!!’&$BAC:;@#D:9EF+9,"3:4--GH-C

I01#B5重组在基因打靶载体快速构建中的应用
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摘!要!通过合理应用I01+B5重 组 技 术 实 现 基 因 打 靶 载 体 的 快 速 构 建(在I01+B5重 组 介 导 下$首 先 从 基 因 组

=>?中将靶基因片段亚克隆至打靶质粒载体中$随后将两端带有%(2,同源臂的抗性筛选基因插入并替换靶基因

上的目标序列$如此两步操作即可完成一个传统型基因敲除打靶载体的构建*结合K.0A@-LM系统$在传统型基因敲

除打靶载体的基础上$经过再一轮的I01+B5重组就能够成功实现条件性基因敲除 打 靶 载 体 的 构 建(整 个 实 验 过

程不需要MKI扩增长)短臂序列$也不涉及酶切)连接反应$因此$不仅省时)省力$而且所构建的基因打靶载体序列

准确$无突变(实验方法的建立为加速后基因组时代的基因功能研究提供了一条捷径(
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!!基因组测序工程的实施与完成将越来越多的基

因序列信息展现在人们面前$进一步明确这些已知

或未知基因的功能是后基因组时代的一个重要研究

内容(基因打靶小鼠模型是开展基因功能研究的一

个非常有效途径$而其实施基础则是首先构建出相

应的基因打靶载体%)$!&(
目前$基因打靶载体的构建主要依赖于酶切和

MKI扩增 技 术(一 般 情 况 下$都 是 先 通 过 酶 切 或



MKI方法获得 长)短 臂 基 因 组 同 源 区$然 后 再 分 别

与筛选标记基因和打靶质粒骨架进行多次连接)转

化%&$J&(除了操 作 相 对 繁 琐 外$由 于 大 部 分 实 验 是

在体外实施$操作过程中还具有碱基突变和缺失的

危险$因此所构建的基因打靶载体往往需要进行测

序验证(所以$用这种方法构建基因打靶载体相对

费时)费力(

I01+B5重组是新近出现的一种基于#噬菌体

I01操 纵 子 !I01$+I01%+I01&"和 I:H噬 菌 体

I0HB+I0H5重组系 统 的=>?工 程 技 术$通 过 该 技

术可以简单)快 速 地 对 任 意 大 的=>?分 子 进 行 插

入)敲除)突变等 多 种 修 饰$而 且 还 可 对 长 达’(
U2的=>?片段进行亚克隆%%!"&(由 于 重 组 反 应 的

整个过程都是在大肠杆菌细胞内部完成$因此不存

在碱基突 变 危 险(该 技 术 已 被 广 泛 地 用 于 基 因 组

=>?如 细 菌 人 工 染 色 体 !2:H/0.;:@:./;<;H;:@H4.-A
C-V-C0$X?K")大肠杆菌染色体等的遗传修饰研

究中%’$$&(
最近$我 们 将I01+B5重 组 技 术 成 功 地 引 入 到

基因打靶载体构建之中$建立了一种快速)高效的打

靶载体构建方法(本文以构建小鼠细胞周期素依赖

激酶抑制因子G)#[>\J:第二外显 子 条 件 性 敲 除 基 因

打靶载体为例$展示了该方法的实施策略)操作过程

及其优越性(

)!材料和方法

?@?!质粒与菌株

I01+B5 重 组 依 托 质 粒 ,*K)()AX?=AE2:
!50/"%"&)含原核和真核双启动子和*]J(,-@3?尾的

H*6 基 因 模 板 质 粒 ,I#\AMP\+B6"A-*6A*]J(,?
以 及 ,I#\A@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A*]J(,?A8I5
由德国P090X.;1E0V实验室提供(含小鼠G)#[>\J:

完整基因组=>?的X?K克隆由德国德累斯顿工业

大学*/0D:./?8教授惠赠(大肠杆菌S*$$#菌株)
含有I01+B5重组依托质粒的S*$$#感受态菌株由

本室保存(含K.0重 组 酶 的 大 肠 杆 菌!$J菌 株%)(&

由德国P090X.;1E0V实验室提供(

?@A!%?BCD<E)基因条件性敲除打靶载体的构建!图)"

)G!G)!I01!B5重组介导G)#[>\J:基因组=>?的亚

克隆

!!首先确 定 打 靶 所 需G)#[>\J:基 因 组=>?区 域$

图?!%?BCD<E)基因打靶载体的构建示意图

VC#抗性筛选标记基因*S?AS8#同源臂?A8(

F’4@?!!"#:G#*("1)%-+7(+,:*7;(*’+,+-1+;:#

%?BCD<E)4#,#6*)74#*’,4H#(*+7
VC#*0@0H/:2@0C:.U0.E090*S?AS8#S-C-@-E3:.CV?A8G

选择该区域头)尾端的%(2,序列作为同源臂?和

X!图)"$以K-@B)来 源 的 打 靶 用 载 体 质 粒 为 模 板$
用加 载 了 同 源 臂 的 上)下 游 引 物 MKI扩 增 其 中

K-@B)̂ 5>1!编码’:G抗性基因"骨架部分$然后以

此MKI产物为受体$以含有G)#[>\J:基因组=>?的

X?K为供体$通过依托质粒,*K)()AX?=AE2:!四环

素抗 性"介 导 实 施 I01+B5重 组 反 应%#&$经 ?C,
&"_过夜筛选获得重组克隆$然后再对重组子进行

酶切鉴定(
所用MKI上 游 引 物 序 列 为#KK5P?PPP??PA

PK??PPK?PP??K5K??PK5P5?K?P P??KK5PA
K?PP??&&=F’&’&=’’F=&&’&=F’&’=$其 中%‘
端的%(2,序列为同源臂?$&‘端斜体部分为K-@B)
^5>1片段 的 上 游 特 异 性 引 物*下 游 引 物 序 列 为#

?P?5?PPK55KKK5P55?555?555K?K5P5K?K?5
????5??55?PPKKP’&==’=&’F&&=&’F’F=FF $
其中%‘端的%(2,序列为同源臂X$&‘端斜体部分为

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



K-@B)̂ 2@:片段的下游特异性引物(

)G!G!!I01!B5重组介导@-LMAMP\!B6"A-*6A
@-LMAI51’的定点插入

!!根据研究 需 要 确 定 第 一 个@-LM序 列 的 插 入 位

置!位于第 二 个 外 显 子 后 面"$选 择 该 位 置 前)后 各

%(2,序列作为同源臂K和=!图)"$以自杀性质粒

,I#\AMP\+B6"A-*6A*]J(,?为 模 板$用 加 载 了 同

源臂? @̂-LM序列的上游引物和加载了同源臂X^
I51’^@-LM序 列 的 下 游 引 物 MKI 扩 增 MP\+

B6"AH*6A*]J(,?基 因 片 段$然 后 以 此MKI产 物

为受体$以前面获得阳性亚克隆重组质粒=>?为供

体$共转化含有I01+B5依 托 质 粒 的S*$$#感 受 态

细胞$经卡那霉 素&"_过 夜 筛 选 获 得 重 组 克 隆$然

后再对重组子进行酶切鉴定(
所用MKI上游引物序列为#?P??P??PK??KA

KK???5P?PKK5P?P??K?5PP?K?KKK!"!!#"
"$$$!"!!$""$#"!"!#$!"!$!""!"!$#!!#
""!"!""$"’==FFF&’FFFF’FF=F=$其中%‘端

的%(2,序列为同源臂K$中间黑体部分的&J个碱

基为@-LM序 列$&‘端 斜 体 部 分 为 MP\+B6"AH*6A
*]J(,?的 上 游 特 异 性 引 物*下 游 引 物 序 列 为#

5PK5PP5?KKK?PKK5?PPKK55P?KK?PP?PKA
K?PKPPP5PPP5????55K5?P?!"!!$""$#"!"!!
"#"!"#$"!"!$#!!#""!"’=F==’’F=&FF=
F=F==F=’=$其中%‘端的%(2,序列为同源臂=$
中间黑体部分的&J个碱基为@-LM序列$带下划 线

的#个碱基为I51’内切酶识别位点!加入I51’
位点目的是为了便于阳性克隆的酶切鉴定与B*细

胞的*-+/40.9鉴 定"$&‘端 斜 体 部 分 为MP\+B6"A
H*6A*]J(,?的下游特异性引物(

)G!G&!K.0重组删除MP\!B6"A-*6
将上 一 步 所 获 得 插 入 有@-LMAMP\+B6"A-*6A

@-LM的阳性重组质粒转化大肠杆菌!$J细胞$&"_
过夜培养$在K.0重组酶作用下两个方向相同@-LM
序列之间的MP\+B6"A-*6A*]J(,?基因即被删除$
从而仅留下单一的>6JM位 点 和 一 个I51 ’位 点$
对经K.0重组后的质粒进行酶切鉴定(

)G!GJ!第二个@-LM序列的定点插入

根据插入位置选择不同的同源臂序列$再次通

过 I01+B5 重 组 将 @-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A
*]J(,?A8I5定 点 插 入 到G)#[>\J:基 因 第 二 外 显 子

之前(这里$H*6基因两侧附带K#&位点的目的是

在基 因 打 靶 成 功 后 可 以 通 过8@,A8I5系 统 将H*6
基因清除(最终所 得 阳 性 克 隆 即 为G)#[>\J:第 二 外

显子条件性敲除基因打靶载体(

)G!G%!G)#[>\J:条件性敲除基因打靶载体的初步验证

将最终所获 得 的G)#[>\J:第 二 外 显 子 条 件 性 敲

除基因打靶载体质粒转化大肠杆菌!$J细胞$&"_
过夜 培 养$次 日 提 取 质 粒 进 行 酶 切 鉴 定(如 果

G)#[>\J:基因的第二外显子能够被删除$则证实条件

性基因打靶载体构建成功(

!!结!果

A@?!%?BCD<E)基因组ID$的亚克隆

由于选择G)#[>\J:基因的第二个外显子!约%((
2,"作为条 件 性 敲 除 的 靶 目 标$于 是 我 们 便 对 第 二

外显子连同前面约)U2!短臂"和后面约#G&U2!长

臂"的基因组=>?片段进行了亚克隆(打靶质粒骨

架的MKI结 果 显 示$经MKI扩 增 后 获 得 长 约&G(
U2的=>?条 带!图!:"$比K-@B)^5>1 原 始 片 段

!!G$U2"长)((2,$提 示I01+B5重 组 所 需 的 同 源

臂?和 X已 被 加 载 到 K-@B)^5>1 片 段 的 两 端(

I01+B5重组后 所 获 得 的 氨 苄 青 霉 素 抗 性 克 隆$经

I51’+IC6’双酶切可见%&)#2,)!’$’2,)!%##2,

图A!两端带有同源臂的J9.产物电泳图

6#)U2=>?C:.U0.*M)#K-@B)̂ 5>1MKI产物*

M!#@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LMAI51’MKI产物*

M&#@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A*]J(,?A8I5MKI产物(

F’4@A!J9.)1%&’-’#/-7)41#,*:>’*""+1+&+4=)71:
6#)U2=>?C:.U0.*M)#K-@B)̂ 5>1MKI,.-1+H/*

M!#@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LMAI51’MKI,.-1+H/*

M&#@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A*]J(,?A8I5MKI,.-1+H/G

&条=>?片 段!图&"$与 亚 克 隆 前 的MKI产 物 相

""#!#期!!!!!!!!!!!!王军平等#I01+B5重组在基因打靶载体快速构建中的应用



比$%&)#2,和!%##2,为新增条带$两者之和为"
’’!2,$与预想结果一致$表明目标基因片段已从基

因组=>?中成功 克 隆 至 打 靶 质 粒 载 体 内(由 于 只

有重组体才能形成环状质粒并进行复制$所以在含

?C,aX平板上生长的克隆几乎都为阳性重组体(

图K!%?BCD<E)基因片段亚克隆及&+LJ6J5<#0MN6,#+6

&+LJ6O2)!插入修饰后O2)!#O"+!酶切鉴定结果

6#)U2=>?C:.U0.*)!&#G)#[>\J:基因片段亚克隆*

J!##@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LMAI51’阳性克隆(

F’4@K!O2)!#O"+!/’4#:*’+,+-%?BCD<E):;2(&+,#

),/*"#’,:#7*’+,+-&+LJ6J5<#0MN6,#+6&+LJ6O2)!
6#)U2=>?C:.U0.*)!&#G)#[>\J:,-V;/;W0H@-90V*

J!##@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LMAI51’,-V;/;W0H@-90VG

A@A!第一个&+LJ序列的插入

利用K.0N@-LM系 统 进 行 条 件 性 基 因 敲 除 时$
需要 在 目 标 序 列 的 两 侧 各 插 入 一 个 方 向 相 同 的

@-LM序列(由于不能进行抗性筛选$所以应用I01+

B5重组很 难 将 单 一@-LM序 列 直 接 插 入 到 指 定 位

置(在这里我 们 采 用 了 两 步 法$首 先 经I01+B5重

组将两个方向一致的@-LM序列连同H*6基因一同

插入到指定 位 置(由 于H*6基 因 的 存 在 使 得 同 源

重组后的阳性克隆表现出卡那霉素抗性$阳性克隆

经I51’+IC6’ 双酶切后电泳结果显示%&)#2,)

&!##2,)!’$’2,))("’2,J条=>?片段$与插入

修饰前相比新增&!##2,和)("’2,两条=>?带$
同时!%!#2,条带消失!图&"$酶切片段相加后比

原来质粒增大)’)’2,$其大小正好与去掉两个同

源臂!)((2,"的@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LMAI51’
MKI产物!)$)’2,"一 致!图!2"$表 明@-LMAMP\+

B6"A-*6A@-LM已插入到指定位置(
经K.0重组后可见原有的&!##2,=>?条带

丢失$新增一个)J’’2,=>?条带$两者之差!)""’
2,"与MP\+B6"A-*6A@-LM大小一致!)$)’N&JN#
b)""’$图J"(平板划线实验结果表明K.0重组后

所 得 克 隆 的 卡 那 霉 素 抗 性 已 丢 失$进 一 步 说 明

MP\+B6"A-*6A@-LM基因 片 段 已 被 删 除$仅 留 下 一

个@-LM和I51’位点(

图E!97#重组后的阳性克隆O2)!#O"+!酶切鉴定结果

6#)U2=>?C:.U0.*)!&#@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LMA

I51’阳性克隆*J!##K.0重组后@-LMAI51’阳性克隆(

F’4@E!O2)!#O"+!/’4#:*’+,+-

%+:’*’H#(&+,#:)-*#797#7#(+12’,)*’+,
6#)U2=>?C:.U0.*)!&#@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LMAI51’

,-V;/;W0H@-90V*J!##@-LMAI51’,-V;/;W0H@-90VG

A@K!第二个&+LJ序列的插入

这是一 步 简 单 的I01+B5重 组$结 果 可 见 恢 复

了卡那霉素抗性后的质粒经I51’+IC6’双酶切

后$新出现 一 个&&((2,=>?条 带$原 有)J’’2,
=>?条带则消失!图%"$说明%‘端连有@-LM和8I5
序列以及&‘端连有8I5序列的MP\+B6"A-*6基因

!图)$图!H"已成功插入到指定位置(这样需要敲

除的第二外显子前后分别被插入了一个@-LM序列$
同时H*6基因两侧也各带了一个8I5序列(至此$
便完成了条件性G)#[>\J:基因打靶载体的构建(

将最终得到的条件性基因打靶载体质粒转染含

有K.0重组酶的大肠杆菌细胞$经过K.0重组后可

见原来&&((2,的=>?条 带 消 失$新 出 现 一 条!
’&#2,=>?条带!在电泳图上与!’$’2,条带重合

形成一个=>?双带"$说明位于两个@-LM序列之间

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



图P!&+LJ#F.!6J5<#0MN6,#+6Q8ER%$6F.!
插入修饰后O2)!#O"+!酶切鉴定结果

6#)U2=>?C:.U0.*)!&#K.0重组后@-LMAI51’阳性克隆*

J!##@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A*]J(,?A8I5阳性克隆(

F’4@P!O2)!#O"+!/’4#:*’+,+-%+:’*’H#(&+,#:)-*#7
*"#’,:#7*’+,+-&+LJ#F.!6J5<#0MN6,#+6Q8ER%$6F.!

6#)U2=>?C:.U0.*)!&#@-LMAI51’,-V;/;W0H@-90V*

J!##@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A*]J(,?A8I5,-V;/;W0H@-90VG

的G)#[>\J:基因第二个外显子!约%((2,"已被删除

!图#"(从而进 一 步 证 明 条 件 性G)#[>\J:基 因 打 靶

载体构建是成功的(

图B!&+LJ#F.!6J5<#0MN6,#+6Q8ER%$6F.!阳性克隆经

97#重组后的O2)!#O"+!酶切鉴定结果

6#)U2=>?C:.U0.*)!&#@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A*]J(,?A8I5阳性

克隆*J!##K.0重组后的@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A*]J(,?A8I5克隆(

F’4@B!O2)!#O"+!/’4#:*’+,+-&+LJ#F.!6J5<#0MN6,#+6
Q8ER%$6F.!%+:’*’H#(&+,#:)-*#797#7#(+12’,)*’+,
6#)U2=>?C:.U0.*)!&#@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A*]J(,?A8I5

,-V;/;W0H@-90V*J!##@-LM+8I5AMP\+B6"A-*6A
*]J(,?A8I5H@-90V:</0.K.0.0H-C2;9:/;-9G

&!讨!论

随着基因打靶小鼠模型的广泛应用$如何快速)
有效地构建基因打靶载体越来越引起人们的重视(
已知$一个完整的传统型基因敲除打靶载体一般包

括#基因组同源区长)短臂$可进行原核及真核筛选

的标记基因$以及打靶质粒骨架等组成部分*条件性

基因敲除打靶载体除了以上的组成部分外$还需连

接两侧附带@-LM或8I5位点的打靶序列(目前比

较常用的基因打靶载体构建方法是#先通过MKI扩

增各组分$然后再分别进行酶切)连接和转化筛选(
运用这种方法$即便是最普通的传统型基因敲除打

靶载体也需要至少&次酶切)连接和转化反应%&$J&(
不仅操作相对烦琐$而且多次的体外酶切与连接反

应还增加了=>?突变的危险(
本实验介绍的基因打靶载体构建方法是从另外

一种角度出 发$即 运 用I01+B5重 组 技 术 对 目 标 基

因组=>?直接进行修饰(I01+B5重组是近年来新

创建的一种=>?工程技术$其原理是借助I:H噬菌

体的I0HB+I0H5或#噬菌体的I01$+I01%系统来

介导实施同源重组反应$从而达到修饰目标=>?的

目的%%!"&(与其他类型同源重组不同的是$I01+B5
重组所需同源 臂 仅 为&%!%(2,$且 其 重 组 效 率 非

常高(&%!%(2,的同源臂可以通过MKI反应直接

加载到目标=>?分子的两侧(经I01+B5重组$两

端带 有 同 源 臂 的 供 体 分 子 就 能 直 接 插 入 到 受 体

=>?分子的同源区部位$从而实现对受体靶分子进

行插入)剪切等多种目的的修饰(同理$如果同源臂

序列放在线性质粒载体的两端$通过该系统还可直

接克隆或亚克 隆=>?靶 分 子(由 于 同 源 臂 可 以 人

为选择$而且同源重组本身又不受酶切位点和=>?
分子大小的 限 制$所 以 运 用I01+B5重 组 可 以 对 任

意大的=>?分子进行操作(

G)#[>\J:是细胞 周 期 素 依 赖 激 酶K=\J的 抑 制

因子$具有阻止细胞过度分裂和癌变的作用(为了

进一步明确其生物学功能$人们需要对该基因的不

同区域 进 行 敲 除 研 究%J$))&(本 实 验 则 是 通 过 构 建

G)#[>\J:基因第二外显子的条件性敲除打靶载体$旨

在向人们展示一种由I01+B5重组介导构建基因打

靶载体的新方法(在此之前$我们构建了多个配套

模板 质 粒$除 了 本 实 验 中 使 用 的H*6 基 因 模 板 质

粒$还有!3.76:3B+-基因模板质粒$以及这两种抗

%"#!#期!!!!!!!!!!!!王军平等#I01+B5重组在基因打靶载体快速构建中的应用



性筛选基 因 与BP8M或a:HR融 合 的 模 板 质 粒 等(
这样$针对不同的靶基因$在应用I01+B5重组进行

该基因打靶载体构建时只需要更换相应的同源臂即

可(之所以将 这 些 抗 性 筛 选 基 因 模 块 装 入I#\来

源的质粒中$是因为这种质粒在正常的大肠杆菌"/
B6>+\)!中不能复制%)!&$从而避免操作中出现模板

质粒的污染问题(从本实验中该技术的具体实施方

案看$一个看似复杂的条件性基因打靶载体$只需&
步I01+B5重组和一步K.0重组即可构建成功(值

得一提的是$当G)#[>\J:基因组=>?亚克隆成功后$
如果 第 一 次 的@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LM插 入 位 置

不是在目标序列的前面$而是直接将目标序列区替

换!只需在MKI扩增@-LMAMP\+B6"A-*6A@-LM时更

换对应的同源臂"$那么两步操作即可实现一个传统

性基因打靶 载 体 的 构 建!图)"(由 此 可 见$与 传 统

依赖于酶切和MKI扩增 进 行 基 因 打 靶 载 体 构 建 相

比%&$J$)&&$这种基于I01+B5重组的方 法 要 简 单)快

速的多(
已知$基因打靶效率的高低往往与打靶载体中

所用基因组同源区的长短有关$同源区越长所介导

的基因打靶效率就会越高(然而$如果用MKI扩增

来获得基因的同源区$那么同源区越长就越难得到

MKI产物$同样MKI产物越大产生突变的几率也就

越高(由于I01+B5重组不受=>?分子大小限制$
可以对 长 达’(U2的=>?进 行 亚 克 隆$所 以 应 用

I01+B5重组进行打靶载体构建时可以按需要随意

改变同源区的长度(在本实验中我们亚克隆的基因

组=>?全长约’U2$其 中 包 括 约)U2的 短 臂 同 源

区和#G%U2的长臂同源区(
另外$由 于I01+B5重 组 反 应 是 在 细 菌 体 内 完

成$所以在 操 作 工 程 中 不 会 产 生 碱 基 突 变 或 缺 失(
我们应用该方法成功构建了多个不同类型基因敲除

打靶载体$经测序验证从未发现碱基突变和缺失等

错误(所以$运用该方法进行基因打靶载体的构建

不仅省时)省力$而且高效)安全(此技术方法的建

立为加速后基因组时代基因功能的研究提供了一条

捷径(
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