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用 Red介导的同源重组结合酶切改构质粒 DNA
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[摘要 ]　目的 :用 Red介导的单链寡核苷酸体内同源重组结合限制酶切方法对 pBR3222Red质粒中的 DNA序列进

行精确的缺失突变。方法 :用合成的单链寡核苷酸打靶分子电击转化 W 3110 (pBR3222Red)宿主菌 ,利用 Red提供

的同源重组功能敲除从 kil基因至 N 基因长约 2 100 bp的 DNA序列 ,并用 k il2N 序列中含有的单一酶切位点 XhoⅠ

对混合质粒进行酶切 ,取酶切产物转化 W 3110感受态细胞 ,菌落 PCR方法筛选重组阳性克隆。结果 :在没有任何

筛选标记的情况下 ,用菌落 PCR方法从 10个菌落中成功挑选出 1个重组阳性克隆。结论 :该方法操作简单、精确 ,

能够避免引入新突变 ,为 DNA序列的缺失突变提供了一种新方法。
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[ Abstract] 　O bjective: To p recisely delete a 2 100 bp DNA sequence in pBR3222Red p lasm id using Red mediated sin2
gle2stranded oligonucleotides in vivo homologous recombination combined with restriction digestion strategy. M ethods:A sin2
gle2stranded oligonucleotides DNA target cassette was introduced into W 3110 (pBR3222Red) host strain by electroporation,

a 2 100 bp DNA fragment from kil to N gene that contains a unique Xho I site in pBR3222Red p lasm id was deleted by Red

mediated in vivo homologous recombination. The recombinant p lasm id DNA was screened from the p lasm id DNA m ixture

with XhoⅠ restriction endonuclease digestion, and retransformed into W 3110 competent cells. The positive clones were fur2
ther identified by colony PCR assay. Results: One positive clone out of ten clones was successfully identified without any

selectable marker. Conclusion: This new method of DNA sequence deletion mutation is simp le and accurate. It could avoid

new mutation in PCR p rocess of traditional DNA manipulation method.
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　　用传统的遗传工程方法对重组质粒中含有的 DNA片段

进行缺失突变时 ,往往需要设计重叠引物 ,经过 3次 PCR扩

增 ,再运用限制酶和体外连接技术 ,才能将外源 DNA片段插

入到载体中。不仅操作过程繁琐 ,而且有可能在 PCR过程

中产生新的突变。

重组工程 ( recombineering)是一种基于噬菌体重组酶的

新型遗传工程技术 ,它的基本原理是通过噬菌体重组酶介导

的大肠杆菌体内同源重组对 DNA 序列进行修饰 [ 1, 2 ]。

pBR3222Red重组质粒是本室构建的一种可在不同菌株中转

移的新型重组工程系统 [ 3 ] ,该质粒携带了一段 6. 7 kb长的

λ噬菌体左向操纵子序列 ,包括 :λ噬菌 Red重组酶基因

exo、bet、gam 和一系列的调控元件。前期工作中我们应用该

系统提供的同源重组功能 ,完成了大肠杆菌 W 3110染色体

上的多种基因的敲除、替换和单碱基突变等 DNA修饰。

为了能够方便地对特定的 DNA序列进行精确的缺失突

变 ,以便于探索基因的生物功能或者研究基因的表达调控 ,

本课题运用重组工程技术之一 ,即单链寡核苷酸介导的

DNA重组 [ 4, 5 ]结合限制酶切 ,精确地敲除了 pBR3222Red重

组质粒中从 kil基因至 N 基因之间长约 2 100 bp的 DNA序

列 ,在没有任何筛选标记的情况下 ,成功挑选出重组阳性克

隆 ,建立了一种新的基于 Red体内同源重组的质粒改构方

法。
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1　材料与方法

1. 1　菌株和质粒

大肠杆菌 W 3110菌株由美国国立卫生研究院癌症研究

所 Court DL博士惠赠 ;质粒 pBR3222Red为本室构建。

1. 2　工具酶与化学试剂

Taq DNA聚合酶购自上海申能博彩生物科技有限公司 ;

Ap (氨苄青霉素 )为 Sigma公司产品 ;氨苄青霉素抗性培养

基 (CmR )的工作浓度为 30μg/m l;限制性内切酶购自 TaKa2
Ra公司和 B ioLabs公司。质粒小量提取试剂盒为 Promega

公司产品。

1. 3　引物合成

单链寡核苷酸引物 P1序列为 5′2 CTGCCACACACCAC2
CAAAGCTAACTGACAGGAGAATCCAGATGGATATTAATACT

GAAACTGAGATCAAGCAAAAGCATTCAC23′, 用 于 敲 除

pBR3222Red质粒中从 kil基因到 N 基因的 DNA序列 ;引物

P2序列为 5′2TAGCAATTCAGATCTCTCACC23′,引物 P3序列

为 5′2CCAGTTCTGCCTCTTTCTC23′,二者是在待敲除基因两

侧设计的 PCR鉴定引物。上述引物都由上海博亚生物技术

有限公司合成。

1. 4　E. co li W 3110( pBR3222Red)感受态细胞的制备

挑取已转化有 pBR3222Red的大肠杆菌 W 3110单菌落

接种于 5 m l液体 LB培养基 , 30℃摇床过夜培养 ,取过夜培

养物稀释 50倍后接种于 100 m l液体 LB, 30℃震荡培养至

D600 = 0. 4～0. 6,取 15 m l培养物置于 150 m l锥形瓶中 ,

42℃水浴震荡培养 (≥200 r/m in) 7. 5 m in,立刻冰浴 30 m in。

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 , 7 500 r/m in离心 8 m in,弃去上清。再加入 30 m l

冰冷的无菌水重悬菌体以清洗除盐 , 7 500 r/m in离心 8 m in,

小心弃去上清 ,重复水洗 1次后再用 1 m l冰冷的无菌去离

子水重悬于 1. 5 m l离心管中。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。这样一次制

备的感受态细胞的量够 4次标准的电穿孔转化。

1. 5　电击转化

30 ng的单链寡核苷酸 P1与上述细菌感受态细胞混合

至终体积 50μl,加入预冷的 0. 1 cm电击杯中 ; B io2Rad电转

仪设置 1. 8 kV, 25μF,电阻 200Ω ,电击后迅速加入 1 m l LB

将细菌洗出 , 30℃孵育 2 h。

1. 6　其他

质粒转化、菌落 PCR方法参见《分子克隆实验指南 》;质

粒提取方法依据质粒提取试剂盒说明书进行。

2　结果

2. 1　单链寡核苷酸重组引物的设计

单链引物 5′端 40 bp和 3′端 43 bp分别与 N 基因和 kil

基因两侧的序列同源 , N基因上游 35 400～35 361 bp序列连

接 k il基因下游 33 232～33 190 bp,共 83 bp。保留了 N 基因

的 SD序列和 gam 基因的起始密码子 ATG(图 1)。

图 1　λ噬菌体左向操纵子序列及单链引物

2. 2　pBR3222Red质粒酶切位点分析

用软件分析 pBR3222Red质粒的限制酶切位点 ,分析在

待敲除的 k il2N 基因之间存在、而在质粒其他序列中不存在

的酶切位点 ,选择其中比较常用的 Xho Ⅰ限制性内切酶对重

组后的混合质粒进行酶切。

2. 3　pBR3222RedQ重组质粒的构建

按照材料与方法中提供的步骤 ,将单链寡核苷酸电穿孔

转化感受态细胞。在 Red重组酶作用下 ,理论上为 1%～6%

的细菌发生体内同源重组 ,结果将产生单链寡核苷酸 P1替

换 pBR3222Red质粒中从 kil基因至 N 基因之间长约 2 100 bp

的 DNA序列的重组子 (图 2)。为了从上述细菌混合物中筛

选出发生体内同源重组的克隆 ,先将培养 2 h后的细菌全部

转入氨苄青霉素终浓度 30μg/m l的 5 m l LB液体培养基中 ,

30℃继续培养 3 h,细胞复制 5～6代。提取质粒 DNA, Xho

Ⅰ酶切过夜。未发生同源重组的质粒被线性化 ,无法转化大

肠杆菌。取约 5μl酶切产物转化 W 3110感受态细胞 ,最后

通过菌落 PCR筛选出 kil2N 基因被缺失的质粒 ,新构建的质

粒命名为 pBR3222RedQ (图 3)。预计原始 pBR3222Red质粒

的 PCR片段约 2 700 bp ,成功产生缺失突变的 pBR3222RedQ
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图 4　pBR3222RedQ质粒的 PCR鉴定图

M1相对分子质量标准 DL2000; 1. pBR3222RedQ质粒 ;

2. pBR3222Red质粒

质粒的 PCR片段约长 580 bp (图 4) ,结果证明我们获得了预

期的阳性克隆。

3　讨论

重组工程是一种基于噬菌体重组酶 Red /RecET和同源

重组反应的新型遗传工程技术 [ 6 ]。在进行同源重组时为方

便重组阳性克隆的筛选 ,一般在打靶分子中加入抗性基因等

可选择标记 ,但这些抗性基因的存在可能会影响基因的功

能。用单链寡核苷酸作为打靶分子对基因进行修饰的重组

效率很高 ,为 1% ～6%。在没有任何选择标记的情况下 ,只

需 PCR就能鉴定出重组阳性克隆 ,但往往上百个克隆才能

挑选出一个重组阳性克隆 [ 5 ]。传统的 DNA序列缺失突变的

方法很容易在 PCR过程中诱发新的突变而影响基因的功

能。本研究将单链寡核苷酸重组与酶切方法相结合 ,提高了

重组克隆的阳性率 ,简化了单链寡核苷酸重组方法的筛选过

程 ,每 10个菌株中就能筛选到 1个阳性克隆。用该方法可

对质粒进行多碱基或长基因片段敲除 ,在实验过程中不会引

入任何新的突变。同源臂的位置就限定了待缺失 DNA序列

的界限 ,因而定位精确 ,能够准确到一个碱基 ,是一种对质粒

进行部分基因精确缺失的新方法。
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