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A b s tra c t: U sing lam bda p ha ge R ed re com b ina se m ed ia ted in vivo hom o lo go u s re com b ina tio n sys tem , a 617 kb

lam bda PL op e ro n se quence inc lud ing the R e d e nco d ing ge ne s w a s subc lo ned in to pBR322 by gap rep a ir tech2

n ique , a nd ge ne ra ted a pBR3222R e d re com b ina n t p la sm id tha t can p ro vide the R e d re com b ina tio n func tio n and

can be tra n sfe rred in to m a ny kind s o f ba c te ria. To co nfirm the recom b ina tio n func tio n s o f pBR3222R e d, a s ing le 2

s trande d 702ba se s o ligo w a s in tro duce d in to W 3110 by e le c tropo ra tio n to c re a te a s ing le ba se T→G m u ta tio n in

ga lK ge ne o n the ba c te ria l ch rom o som e. The re su lt dem o n s tra ted tha t a newλ R ed2m ed ia ted recom b inee ring

sys tem ba se d o n pBR3222R e d w a s succe s sfu lly e s tab lished.
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G ap 2R ep a ir方式建立一种基于
pB R322 2R e d的新型重组工程系统
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摘　要 : 应用 Gap2Repair新技术 ,以 pBR322为载体 ,在λ噬菌体 Red重组酶的作用下 ,通过同源重组直接从大肠

杆菌 DY330染色体上亚克隆了长度为 6. 7 kb的包含 Red重组酶基因的λ噬菌体左向操纵子基因序列。建立了一

种能够随意在不同细菌宿主中转移的基于 pBR3222Red的重组工程系统。为了验证 pBR3222Red的生物功能 ,以大

肠杆菌染色体上的 galk基因为靶标 ,用 Red介导的单链 DNA重组技术敲入 T→G单碱基突变 ,使 galk基因内编码

第 145位氨基酸的密码子由 TAT转变成 TAG,产生了一个琥珀突变。确定了 pBR3222Red系统的重组功能。
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　　1998年 , Francis Stewart等 [ 1 ]发现 :由于大肠杆

菌 K12中 RAC噬菌体 sbcA突变激活 recE和 recT基

因表达 ,使大肠杆菌能像酵母菌一样 ,能利用线性

DNA分子进行体内同源重组 ,不再需要通过多个步

骤事先建立携带长同源臂的打靶载体。这一系统被

称作 ET克隆或者 RecET克隆。2000年 , Daiguan



Yu和 Court博士 [ 2 ]将缺陷型λ噬菌体左向操纵子

从 a tt位点整合到大肠杆菌 W 3110染色体上 ,建立

了基于缺陷型λ噬菌体 Red重组酶的重组工程菌

株 DY330等。2001年 , Copeland博士 [ 3 ]在《N at R ev

Genet》杂志发表综述 ,将这种十分有用的新技术定

义为“重组工程 (Recombineering)”。目前 ,重组工

程已经成为基因功能研究的有力工具 ,被成功地应

用于染色体 DNA、BAC、病毒载体或普通质粒 DNA

分子的基因剔除、敲入和克隆工作中。

重组工程系统主要分为 2类 : 1)人工克隆 R ed /

R ecET重组酶基因 ,其中重组酶基因或者组成性表

达或者受 pBAD启动子调控 ; 2)缺陷型λ噬菌体整

合到大肠杆菌 W 3110染色体上携带 R ed重组酶系

统 ,其特点是 R ed基因以其自然状态存在于 PL操

纵子上并按时空有序的方式调控和表达 ,重组效率

最高 ,但存在在不同的菌株中不方便转移靶基因的

问题 [ 4 ]。

Gap2Repair是一种新型重组工程技术。采用

PCR方法产生携带 40～50 bp同源臂的线形质粒载

体 DNA ,电击转化到 R ed表达的重组工程菌株中 ,

通过同源重组将目的基因从染色体上精确下载到质

粒载体中 [ 5 ]。拟采用这种新型的体内亚克隆技术 ,

建立一种以 pBR322质粒携带缺陷型λ噬菌体左向

操纵子的重组工程系统 ,以便将λ2R ed转移到任意

的大肠杆菌菌株中。

1　材料和方法

1. 1　材　料

大肠杆菌菌株 DY330、W 3110由美国国立卫生

院肿瘤研究所 Donald Court博士赠送。W 3110为野

生型 , DY330基因型为 : W 3110 △lacU169 ga l 490

λcI 857△ ( cro2bioA ) [ 6 ]。pBR322质粒由本研究室

保存。各种限制酶、聚合酶为 TaKaRa公司产品。

MacConkey Agar为 D IFCO公司产品。质粒提取试

剂盒、PCR产物回收试剂盒、DNA琼脂糖凝胶回收

试剂盒均为 Promega公司产品。

1. 2　PCR引物

引物由上海博亚公司合成。按照 GenBank提

供的λ噬菌体序列 ( GenBank登录号 : J02459 )和

pBR322质粒序列设计 P1、P2引物。在 P1、P2引物

中 ,小写部分与λ噬菌体 31 301 bp～31 340 bp和

38 010 bp～38 040 bp处序列同源 ,大写部分与

pBR322质粒载体同源。P3是按照 GenBank提供的

大肠杆菌 ga l序列 (AE000178)设计的携带琥珀突

变密码子的单链 DNA ,下划线部分为琥珀突变密码

子。P4、P5的 PCR扩增产物为λ噬菌体 Red基因

内部 (33 037 bp～35 705 bp) 2. 6 kb的 DNA片段。

引物序列如下 :

P1: 5′agtgctattataggcccatccgcgttagtgaaagcag2at2
gCGTCGCGGTGCATGGAGC3′;

P2: 5′acaacctccttagtacatgcaaccattatcaccgcca2gag2
GTGCCTGACTGCGTTAGC3′;

P3: 5′AAGTCGCGGTCGGAACCGTATTGC2AG2
CAGCTTTAGCATCTGCCGCTGGACGGCGC2
ACAAATCGCGCTTAA3′;

P4: 5′TAGCAATTCAGATCTCTCACC3′;

P5: 5′CCAGTTCTGCCTCTTTCTC3′。

1. 3　感受态细胞的制备和电穿孔转化

挑取大肠杆菌 DY330单菌落接种于 5 mL液体

LB培养基 , 30℃空气摇床过夜培养 ,取过夜培养物

按 1∶50接种于 100 mL液体 LB , 30℃震荡培养至

OD600 = 014～016, 取 15 mL培养物置于 150 mL锥

形瓶中 , 42℃水浴震荡培养 (≥200 r/m in) 15 m in,

立刻冰浴 30 m in。同时做未经 42℃诱导的阴性对

照。将上述培养物转移至到高压灭菌处理的聚丙烯

离心管中 , 4℃条件下 , 5 500 g离心 8 m in,弃去上

清。再加入 30 mL冰冷的无菌水重悬菌体以清洗除

盐 , 5 500 g离心 8 m in,小心弃去上清 ,再用 1 mL

冰冷的无菌水重悬于 115 mL Eppendorf管中。最后

在 4℃高速离心 30 s,小心弃去上清 ,重悬于 200μL

冰冷的无菌水中。

取 2μL线性 DNA (100 ng/μL) 和 48μL上述

冰冷的感受态细胞 ,混匀后加入预冷的 011 mL电击

杯中 ,使用 B io2Rad Gene Pulser电转仪 , 按 118 kV、

25μF、200 ohm s条件电穿孔转化。电击后立即加

入 1 mL LB液体培养液。30℃振动培养 2 h。涂布

于氨苄青霉素抗性 LB平板筛选阳性克隆 [ 6 ]。

1. 4　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
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进行。

1. 5　重组功能的鉴定

电穿孔转化 P3单链 DNA至带有 pBR3222Red

质粒的大肠杆菌 W 3110,感受态细胞的制备和电穿

孔转化方法同上。培养液涂布 MacConkey指示平

板筛选阳性克隆。

2　结　果

2. 1　同源臂的设计

同源臂决定了体内亚克隆目的基因的大小和区

域。为了从大肠杆菌染色体上直接亚克隆 Red重

组酶基因及完整的调控元件 ,首先按照 GenBank提

供的信息 ( GenBank登录号 : J02459)设计同源臂。

第一条同源臂位于λ噬菌体 exo基因下游 31 301 bp

～31 340 bp处 ;第二条同源臂位于阻遏基因 C I 857

启动子 PL上游 38 010 bp～38 040 bp处 ,两条同源

臂中间包含了 617 kb的λ噬菌体左向操纵子基因

和调控元件。同源臂设计遵循 GC分布均匀含量约

50%原则 ,长度均为 40 bp。

2. 2　打靶载体的制备

本研究中选择低拷贝 pBR322为打靶载体。扩

增线形 pBR322打靶载体的 PCR引物包括两部分 ,

5′端为 40 bp的同源臂序列 , 3′端为 18 bp的与

pBR322模版互补的 PCR引物。通过 PCR反应将

上述同源臂加载到线形 pBR322打靶载体的双侧。

按照 5′→3′方向 ,上游同源臂 /引物 DNA为 :λ噬菌

体 31 340 bp～31 301 bp连接 pBR322载体 1 241

bp～1 258 bp共 58 bp;下游同源臂 /引物 DNA为 :λ

噬菌体 38 040 bp～38 010 bp连接 pBR322载体 80

bp～63 bp共 58 bp。用高保真 DNA聚合酶进行

PCR反应。线形 pBR322打靶载体保留了一个 Ap

抗性筛选标记和复制起始点 ,总长度为 3 181 bp。

2. 3　体内亚克隆

将上述线形 pBR322打靶载体电击转化进

DY330菌株中。42℃温度诱导 15 m in,线形 pBR322

载体通过同源重组捕获 DY330染色体上 617 kb长

的目的基因 ,在体内形成环型 pBR3222Red重组

DNA分子。经过 Ap抗性筛选 ,用外源片段内部引

物进行 PCR鉴定 ,并在重组质粒的插入片段中选取

两个单一的酶切位点 EcoR I、B am H I和载体片段中

选取两个单一的酶切位点 X ho I、H ind Ⅲ,分别进行

单酶切鉴定和双酶切鉴定。所抽提的 5个质粒

DNA中 ,经 PCR和酶切鉴定后 4个为正确的重组质

粒 ,外源片段正确插入率为 80% ,证实我们获得了

正确的重组质粒。质粒构建过程和鉴定见图 1。

2. 4　R e d介导的重组功能分析

为确定 pBR3222Red系统中 Red重组酶的生物

功能 ,以菌株 W 3110中染色体上功能已知的 ga lk基

因为靶标 ,进行了 pBR3222Red质粒介导的大肠杆

菌染色体上 ga lk琥珀突变研究。 ga lk基因内编码

第 145位氨基酸的密码子为 TAT,其中 T→G单碱

基改变将产生 TAG的琥珀突变 ,使脯氨酸变为终止

密码子。按照 ga lk基因内编码第 135至 156位氨基

酸的基因序列合成一条 70个碱基的寡核苷酸 ,在第

35 nt处人为引进 T→G单碱基改变。将两端带有

35 nt ga lk基因同源臂的寡核苷酸 DNA片段电穿孔

转化到带有 pBR3222Red质粒的大肠杆菌 W 3110

中 ,并设未诱导的 W 3110 ( pBR3222Red)和不带有

pBR3222Red质粒的大肠杆菌 W 3110为对照 ,在

Red的作用下 ,染色体 DNA和打靶序列在 ga lk基因

内的同源序列处发生重组 ,结果使 ga lk基因产生琥

珀突变 [ 7 ]。ga lk
+表型的菌落在 MacConkey gal指示

平板上呈红色 ,发生琥珀突变的 ga lk
2表型的菌落呈

白色。为了获得 pBR3222Red质粒携带重组系统的

最佳温度诱导时间。将 42℃诱导时间分别设定为

0, 215, 5, 715, 10, 15 m in。计数并计算重组效率 (数

据未列出 ) ,研究证明 pBR3222Red质粒携带重组系

统进行单链重组在 42℃诱导 715 m in时重组效率最

高。经 42℃诱导 715 m in时每一千个单克隆中有一

个单菌落呈现 ga lk
-表型 ,证明 pBR3222Red质粒中

Red重组酶的重组功能正常。ga lk基因琥珀突变和

筛选见图 2。

3　讨　论

体内同源重组现象在生物体中普遍存在 ,但自

然发生的频率极低 ,受到复杂而严格的调控。应用

λ噬菌体 Red重组酶系统 , PCR方法获得的线形打

靶载体和长度仅为 40～50 bp同源臂序列 ,就能达

到万分之一或者更高的重组效率。以上优点使得重
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图 1　pB R 322 2R e d质粒的构建及鉴定

A. pBR322 2Red质粒的构建 ; B. PCR鉴定。1: PCR产物 ; M: DL15 000 DNA分子量标记物。C.酶切鉴定 , 1: H indⅢ /

EcoRⅠ消化的 pBR3222Red; 2: H indⅢ /B am HⅠ消化的 pBR3222Red; 3: H indⅢ消化的 pBR322 2Red; 4: XhoⅠ /EcoRⅠ

消化的 pBR322 2R ed; 5: XhoⅠ消化的 pBR322 2Red; 6: EcoRⅠ /B am HⅠ消化的 pBR322 2R ed; 7: B am HⅠ消化的

pBR322 2Red; 8: EcoRⅠ消化的 pBR322 2R ed; 9: B am HⅠ消化的 pBR322; 10: EcoRⅠ消化的 pBR322;M: DL15 000 DNA

分子量标记物。

F ig. 1　C o n s tru c tio n o f re c om b in a n t p la sm id pB R 322 2R e d a n d a n a lys is

A. Construction of recombinant p lasm id pBR3222Red. B. PCR analysis. 1: PCR fragment; M: DL15 000 DNA marker. C. Restriction

enzyme digestion analysis. 1: H ind Ⅲ /EcoRⅠ digested pBR3222Red; 2: H ind Ⅲ /B am HⅠ digested pBR3222Red; 3: H ind Ⅲ diges2

ted pBR3222Red; 4: X hoⅠ /Eco RⅠ digested pBR3222Red; 5: X ho Ⅰ digested pBR3222Red; 6: EcoR Ⅰ /B am HⅠ digested

pBR3222Red; 7: B am HⅠdigested pBR3222Red; 8: Eco RⅠdigested pBR3222Red; 9: B am HⅠ

digested pBR322; 10: EcoRⅠ digested pBR322;M : DL 15 000 DNA marker.

组工程发展成为基因组研究中一种有力的研究手

段。

Gap2Repair整个过程是在体内 DNA聚合酶作

用下完成 ,因此所克隆的目的基因完全忠实于模板

DNA ,不会产生任何突变 ,因此免除了 DNA测序等

复杂昂贵的过程。国外研究人员证明用这种方法在

体内可以直接从 BAC中亚克隆 80kb的 DNA片

段 [ 8, 9 ]。

为了使 Red重组酶系统能够方便的在细菌 (如

不同的大肠杆菌、沙门氏菌、志贺氏菌等 )中广泛的

应用 ,我们以 Gap2Repair的方式 ,直接从重组工程

宿主菌 DY330的染色体上将 617 kb的 Red重组酶

基因及其相应的调控序列克隆到了质粒载体上 ,获

得了由 pBR322携带 Red重组酶基因的新型重组系
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图 2　g a lk基因琥珀突变及筛选

A:M acCo nkey指示平板筛选。1:琥珀突变 ; 2:阴性对照 ; 3:空白对照。B: ga lk基因琥珀突变。

F ig. 2　G a lk g e n e fo r a n am b e r m u ta tio n a n d s e le c tio n

A:MacConkey galactose indicator agar showing recombinant colonies11: Amber mutation; 2: Negatine reaction;

3: Control of W3110. B: Galk gene for an amber mutation.

统。该系统中 exo、beta、gam基因受温度敏感型 PL

启动子严格调控 , 32℃时 C I 857阻遏物结合启动子

区 ,关闭下游基因的表达 ,只有在 42℃时 C I 857失

活 , Red重组酶基因才可以得以表达。这种非常严

格的调控体系防止了 Gam基因表达泄漏导致的质

粒丢失和细胞死亡 ,质粒携带的 Red重组酶系统可

以方便的在各种细菌中转移 ,使得该系统的应用更

为广泛。
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