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摘 要 根据重组工程原理，建立了一种用于构建重组质粒的“$%([:”（抗生素[单酶切位点）选择与反选择新方法。首先采
用 GK/方法扩增出线性打靶分子：然后进行两步体内同源重组，（"）$%([: 基因敲入，重组子呈现 $%( 抗性表型；（!）目的基因
替换 $%([:基因。用限制酶 O消化时，发生第二步重组的 \+8分子不能被消化，能够转化大肠杆菌受体菌 \U%!。应用该方
法构建了重组质粒 9WHNM]5>21 GK"J$$=。GK/及测序鉴定证明：外源片段重组率为 !$^，所建立的重组工程选择与反选择新技
术为质粒构建提供了新的解决方案。
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构建重组质粒是分子生物学研究中的常规技

术，是用限制酶分别对两条 \+8链酶切，产生的互
补末端经连接酶连接成一个完整 \+8分子的过程。
为方便外源基因插入，商业化载体大多携带多克隆

位点。但一些重组质粒构建过程复杂，需要经过多

步骤 GK/、加入限制酶接头或者多次克隆。除了过
程烦琐之外，还产生比较严重的后果，例如：多次

GK/增加 \+8突变几率，在加入限制酶接头的同时
引入了多余的 \+8序列等。
重组工程是近年来建立的一种基于噬菌体重组



酶、短同源臂和体内同源重组的新型遗传工程技

术［!］，它通过 "#$扩增出携带 %& ’ (&)*同源臂的线
性 +,-打靶分子，将其电击转化到噬菌体重组酶表
达的菌株，通过体内同源重组，完成基因剔除、敲入

和克隆工作。

为研究与 !". !基因在前列腺癌不同阶段差异
表达有关的调控序列，首先构建了含 !". ! 基因翻
译起始位点上游 !&//)* +,- 序列的质粒 *012.
34567 "#!&/&，拟进一步对 !&//)*的 +,-序列进行
逐段分析。在没有合适限制酶位点的情况下，我们

根据重组工程原理，建立了一种基于“ #$% 8&”（抗生
素.单酶切位点）的新型选择与反选择方法。通过两
步体内同源重组，缺失了.! 至.9(&)* 处的 +,- 序
列，又将一个 :6;6 启动子序列插入其中，构建了重
组质粒 *012.34567 "#!/&&<。

! 材料和方法

!"! 材料
携带!噬菌体 $=>重组酶基因的大肠杆菌菌株

+?22&由美国国立卫生院肿瘤研究所 +@;4A> #@BCD
博士馈赠。+?22& 基因型为：E2!!& ! ’()*!F/
+(’%/& !),G(9!（ )-%../%0）［H］。 *012.34567 "#!&/&
（012）为携带 !". ! 基因翻译起始位点上游 !&//)*
+,-序列的重组质粒，由本研究室构建保存。*<$I
H.AB7为携带 :6;6启动子序列的质粒，由本研究室保
存。各种限制酶、聚合酶均为 <4J4$4公司产品。质
粒提取试剂盒、"#$ 产物回收试剂盒均为 "C@:=K4
公司产品。

!"# $%&引物
引物由上海博亚公司合成。在 "!、"H和 "2、"%

引物中，小写字母序列用做体内同源重组的同源臂

（图 !），大写字母序列用做 "#$引物，以扩增线性打
靶分子。"!、"H大写字母与 3(# 筛选标记基因 2L和
(L端相同，"2、"% 大写字母与 *<$IH.AB7 质粒上的
:6;6启动子 2L和 (L端序列相同。"H 引物的方框内
为 4+’"酶切位点。"(、"F为重组质粒的鉴定引物。
引物序列如下：

"!： (L 4D4777KKK4K7DDD774DD7444KD4K4DD7DD7D77DD<-<00-#-0#--0
#0--##0 2L

"H： (L DDD4774474KD477KK44DK7744K7DD47DD4K4D7K7 4K4D7D <#-0-

-0--#<#0<#--0--02L
"2： (L 4D4777KKK4K7DDD774DD7444KD4K4DD7DD7D77DD0<-00#0<0<-#
00<0002L
"%： (L DDD4774474KD477KK44DK7744K7DD47DD4K4D7K700#<00-<#00<

###00<02L
"(：(L #<-0#----<-00#<02L
"F：(L 00#<00-<#00<###00<02L

!"’ 电穿孔转化和酶切筛选
感受态细胞的制备见参考文献［2］，取 H#1线性

+,-（!&&;K8#1），H#1质粒（!&&;K8#1）和 %F#1冰冷
的感受态细胞，混匀后电穿孔转化，电击后立即加入

! :1无抗性的 13 液体培养液，2&M震荡培养 HN。
涂布含相应抗生素的 13固体培养基，筛选重组子。
酶切筛选：在 2&M震荡培养 HN后转入 (:1 有氨苄
青霉素抗性（!&&;K8:1）的 13液体培养基 2&M继续
震荡培养 (N，抽提质粒并溶于 H&#1 无菌水中，取
(#1质粒 +,- 用 4+’"酶切过夜（H&#1酶切体系），
取 (#1酶切产物，氯化钙法转化至大肠杆菌 +O($，
涂布氨苄青霉素（!&&;K8:1）抗性 13 平皿，29M培
养过夜。

!"( 重组质粒的鉴定
质粒提取、酶切等步骤均按常规分子克隆方法

进行。测序由上海博亚公司完成。

# 结 果

#"! 引物的设计
同源臂决定了目的基因插入重组质粒中的位

置，同源臂序列（-）位于 !". !基因翻译起始位点上
游.9(9)*至.9/9)*（%& )*）处，同源臂序列（3）位于
*012.34567 载体的 %H )* 至 G!)*（%& )*）处（图 !）。
同源臂设计遵循 0#分布均匀含量约 (&P原则，长
度均为 %&个碱基。与模板结合互补部分的引物按
常规方法设计。"!、"H引物与 "2、"%引物同源臂相
同。

图 ! 同源臂位置
Q6KR! <N= 56D=5 @S N@:@A@KT C=K6@;

#"# 线型打靶 )*+片段的制备
扩增线性打靶 +,-分子的 "#$引物包括两部

分，(L端为同源臂序列，2L端为与模板互补的 "#$引
物。通过普通的 "#$反应将上述同源臂和酶切位
点加载到线性打靶 +,-片段的双侧。以 3(# 基因
为模板，用 "!、"H 引物按常规 "#$方法扩增，得到

!H(李山虎等：用基于“5$%8&”的技术构建重组质粒



具有 !"# 基因和 $%&!酶切位点（!"##$%）& 个筛选
标记的线性打靶 ’()片段 *!，该 ’()片段的 +,端
带有 -#$%同源臂（)），", 端带有 -#$%同源臂（.）。
以 /010启动子序列为模板，用 2"、2-引物扩增得到
带有同样（)）和（.）同源臂以及 /010启动子调控序
列（"+#$%）的线性打靶 ’()片段 *&（图 &）。

图 & 234扩增打靶片段
5067& 8919 :;<69:016 =;>>9::9（*!?< *&）$@ 234 ;/%A0B0=;:0?1

图 " %8C"D.;>0= 23!E##F质粒的构建示意图
5067" 3?1>:<G=:0?1 H9A019;:0?1 ?B <9=?/$01;1: %A;>/0H

%8C"D.;>0= 23!E##F

!"# 重组质粒的构建
将上述 2!、2&引物扩增的线性打靶 ’()分子

片段 *! 与 %8C"D.;>0= 23!E## 质粒共同电击转化
’I""#菌株。-&J温度诱导 !+ /01，使"噬菌体 ’()
重组酶基因表达，*! 与 %8C"D.;>0= 23!E## 质粒中
*+D !基因启动子同源序列之间发生重组后，将 !"#

基因和 $%&!酶切位点插入到 %8C"D.;>0= 23!E##质
粒中，替代了 *+D ! 基因启动子D! 至DKEK$% 之间的
’()序列。重组质粒呈现 !"# 抗性并产生了一个
新的 $%&!酶切位点，命名阳性克隆为 %8C"D.;>0=
23!E##L.。
按照同样的方法，将 %8C"D.;>0= 23!E##L. 与

2"、2-引物扩增的线性打靶 ’()片段 *&共同电击
转化 ’I""#菌株，发生同源重组后，*& 替代了 !"#
基因和 $%&!酶切位点，重组质粒呈现 !"# 敏感和
$%&!酶切位点消失表型。按千分之一重组效率计
算，培养 +M便可获得足够的 !"#,重组质粒，抽提质

粒后，再用 $%&!消化过夜以去除没有发生重组的
质粒（图 "）。将酶切产物转化 ’N+#，氨苄青霉素抗
性 C.平皿筛选。在挑选的 !#个克隆中，经 234和
测序鉴定出 & 个正确的重组质粒，命名为 %8C"D
.;>0= 23!E##F（图 -）。

图 - %8C"D.;>0= 23 !E##F质粒的 234鉴定
5067- 234 ;1;A@>0> ?B <9=?/$01;1: %A;>/0H %8C"D.;>0= 23!E##F
!，&：234 B<;6/91:；O：’C&### ’() /;<P9< 7

# 讨 论
大肠杆菌体内同源重组是细菌遗传学最基本的

分析工具。然而，49=)介导的反应需要先将长度
为 +## Q !###个碱基对左右的同源臂装载在质粒载
体上，构建环状质粒打靶载体，过程十分烦琐。!EER
年，*:9S;<:等证明了在大肠杆菌体内，4)3 噬菌体
-(./ 和 -(.0 重组酶基因表达产物能够介导线性打
靶分子进行同源重组。同源臂长度仅为 -# Q +#$%，
并首先建立了 TF克隆或者 49=TF克隆系统。&###
年，美国国立卫生研究院 3?G<:博士的研究室将缺陷
型"前噬菌体整合在大肠杆菌染色体上，使 ’() 重
组酶基因能够按照"噬菌体自然方式进行时空有序
的表达，建立了多个不同基因型的重组工程菌株

’I""#、’I""!等。’() 重组酶基因介导的单链 ’()
重组效率可高达到 UV［-］。&##! 年，3?%9A;1H (8等
在 (;: 49W 8919:，&##!，!（!#）：KUE上发表的综述文
章中应用了重组工程术语［+］。

国外研究人员主要将重组技术应用于转基因载

体的构建或者对 .)3中真核基因组 ’()进行基因
突变、基因剔除等基因改造，基因敲入工作开展较

&&+ +12#(3( 456-#"& 57 $258(.1#5&5%9 生物工程学报 &##+，X?AY&!，(?Y-



少［!］。在先前的工作中，我们应用重组工程技术之

一：!"#"#$%& 选择反选择方法，将外源基因准确插入
到大肠杆菌染色体 $%&靶序列中。我们发现该方
法存在假阳性较多、筛选困难等问题。文献报道对

!"#’ #$%& 方法评价褒贬不一。
为了建立了一种适合质粒构建的选择与反选择

技术，解决一些复杂的质粒构建问题，我们根据重组

工程原理，建立了一种基于“ $%& #(”的新型选择与
反选择方法。该过程分两步重组，（’）将 $%& #( 基因
敲入，重组子呈现 $%& 抗性表型；（(）用目的基因替
换 $%& #( 基因。用限制酶 )消化时，发生第二步重
组的 $%&分子不能被消化，能够转化大肠杆菌受体
菌 $*+!。我们应用该方法构建了重组质粒 ,-./0
"1234 56’7889。本研究适用于没有合适酶切位点的
质粒构建，可能在含大片段基因组 $%&的质粒例如
"&6的基因改造中发挥作用。为较为困难构建的
质粒提供了一种快速、简单的解决方案。
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答 读 者 问

近来，编辑部常常接到一些读者的电话、信件及 )0D13K，询问有关投稿、审稿、订刊等事宜，为使更多的读者对这些问题有
所了解，现一一答复如下，希望对大家有所帮助。

’ @ 投稿时需要哪些手续？是否需要电子版？
答：投稿时需要提供论文第一作者署名单位的介绍信，介绍信主要应证明该文的作者署名无误，未一稿两投及不涉及保

密问题。所有稿件都需要提供电子版，请用 VCGI附加文件形式发来。此外，还需要邮寄打印稿件一份（打印图片效果不好的，
最好附一份原图），并在投稿的同时缴纳 ’88元审稿费。
我刊 )0D13K：4\E] 2NF@ 3D@ 14@ 4F
( @ 审稿费需邮寄还是转帐？
答：都可以。只是邮寄汇款时，请在收件人栏填写“生物工程学报编辑部”收，不要写个人姓名；备注栏中注明“稿件编号 ^第

一作者姓名”，以便确认汇款来源。编辑部在收到汇款之后，将以挂号形式寄回发票。如果付款单位与文章署名单位不一致，请

务必在汇款单上注明发票上所要开具的付款单位名称。如转帐付款，请按如下帐号、地址汇来，也请注明“稿件编号 ^第一作者
姓名”。

收款单位：中科院微生物研究所

开户银行：中国工商银行北京分行海淀镇支行

帐 号：8(8888Z+878L7’’TZ(+
/ @ 贵刊的审稿程序是怎样的？一般多长时间可以知道稿件是否被录用？
答：收到来稿后，首先将由专家进行两审。若一二审均获通过，则送达主编处进行最后的总审，再次通过，您就可以收到

录用通知了。这个过程一般不会超过 /个月。当然，如果您的稿件在一二审时即被否定，那您可能一个月之内就会收到我们
的退稿通知了。

Z @ 如不用，是否退回原稿？是否告知退稿原因？对退稿有异议怎么办？
答：我们在今年的征稿简则中已经说明，今后凡印刷稿件一般不再寄回。特殊情况，如已无底片的照片等请作者在来稿

时说明，我们会挂号寄回。对每一篇退稿，我们都会详细写明退稿原因，为您进一步修改论文提供帮助。如您对退稿意见有

异议，可以给我们写信表明看法，我刊将请专家予以复审。

+ @ 我可否指定审稿人，或言明请某审稿人回避？
答：您在投稿时可附上您推荐的审稿人名单，或请予回避的审稿人名单，供编辑部参考，但是否采纳将视具体情况而定。
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