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摘 要：根据已知基因序列，利用+,-技术，从克隆质粒和欧文氏菌（!"#$%$&./0）1,2&%3染

色体中重新扩增得到含有%)酮基醛糖还原酶4和2（%)5-4和2）基因的片段，分别用于基因

表达和敲除。用于表达的片段定向连接到表达载体/26并转化大肠杆菌783!后，获得高酶

活表达。在证实发生了突变的基因表达产物仍具有酶活的基础上，对其进行基因敲除的研

究。在体外将链霉素抗性基因插入到’(")内部使其突变失活并作为阳性筛选标记，再将此

突变基因构建到分配不稳定型质粒/2-!%%上，导入宿主菌后与染色体上正常基因进行同源

重组交换，筛选质粒丢失的阳性菌落进行进一步鉴定。这项工作将为阻断旁路代谢，实现从

葡萄糖一步发酵产生维生素,前体%)酮基古龙酸（%)569）打下基础。
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基因敲除作为近几十年新兴的一种重要的重组7<4技术，在微生物代谢工程研究

中，与基因克隆技术同等重要，广泛应用于构建具有特定突变的工程菌，改变生物代谢途

径，阻断副反应的进行，防止副产物或有毒产物形成，促进目的产物积累等方面。随着重

组7<4技术的发展，研究者多采用将克隆的目的基因进行定点体外突变，然后导入宿主

细胞，利用某些机制筛选得到目的基因敲除突变株。目前国内关于基因敲除在微生物代

谢工程研究方面的工作未见报道。

维生素,是人体必需的一种维生素和抗氧化剂，其重要前体%)酮基)6)古龙酸（%)
569）的生物合成近几十年来一直受到广泛重视。我们实验室在“八五”攻关期间开展了

采用欧文氏菌（!"#$%$&./0）和棒状杆菌（*+",%-.&/’-"$01./0）进行串联发酵产生%)
569的一系列研究［&］。为进一步简化工艺，开始构建从葡萄糖一步发酵产生%)569的

基因工程菌，现已在宿主菌欧文氏菌1,2&%3中成功表达了有活力的%，3)759还原酶，

同时在测酶活过程中发现存在高背景%)酮基醛糖还原酶（%)5-）活力，并通过活性凝胶染

色初步验证［%］。随后根据国外草生欧文氏菌4=,,%&""*的两个%)5-（%)5-4和2）基

因序列［!］，采用+,-技术克隆得到两个%)5-基因（’(") 和’("2）。酶切和测序证明：

’(")发生多处突变，而’("2基本保守。由于%)5-能够利用<47+8或<478辅酶将

工程菌代谢中重要的中间产物%，3)759及终产物%)569转化为副产物3)酮基)7)葡萄

糖酸（3)579）和6)艾杜糖酸（6)>4），通过代谢工程研究减少或解除旁路代谢的关键酶能
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够提高!"#$%的产量［&，’］，我们着手对其进行基因敲除。

本文报道了两个!"#(基因在大肠杆菌中成功表达，证实发生了突变的基因表达产

物仍具有酶活。在此基础上，我们构建了基因敲除质粒，利用同源重组的方法用体外突变

失活的!"#(基因替换基因组上正常的!"#(基因，进行了基因敲除的初步研究。此项研

究体现了基因敲除技术在微生物代谢工程方面的应用，使我们可以从宿主菌基因水平上

彻底阻断旁路代谢，为实现工程菌从葡萄糖到!"#$%的高效转化打下基础。

! 材料和方法

!"! 菌株与质粒（表)）

表! 菌株与质粒

*+,-.) /01+234+356-+47254

/01+23+356-+4725 %.38096. /8:1;.
!"#$%&<=>! ［>］ ?:1-+,@
!’(&)&*46@/AB)!> +,-’ ［C］

6%DE"* +,-’ F187.G+A81681+0283
6*H& +,-’，./’+ ?:1-+,@
6B& +,-’，./’0 ?:1-+,@
6B$ +,-’ ?:1-+,@
6B$II +,-’，!，>"<#% ?:1-+,@

(.5:;0+4.IIG.3.
6B$H +,-’，./’+ *J246+6.1
6B$B +,-’，./’0 *J246+6.1
6%DE"*H +,-’，./’+ *J246+6.1
6<()!) 1.’’ ?:1-+,@
6B(&!! 2#’+,-’ /238"H7.12;+3B280.;J38-8G9A876+39
6KA’# 3*)’ F+17+;2+A81681+0283
6AL ./’+,2#’3*)’1.’’ *J246+6.1

!@# 培养基和试剂

!"#"! 培 养 基：$B培 养 基 按 常 规 配 制［>］，使 用 前 根 据 需 要 加 入)MM"G／7$H76、

>M"G／7$/01、>M"G／7$#+3、!M"G／7$*;等。

!"#"# 酶与试剂：FA(及回收#20购于F187.G+公司，限制性内切酶、*’<NH连接酶购

于F187.G+公 司 和 *+#+(+公 司，质 粒 抽 提 #20购 于 OIH%DN 公 司，NH<F= 购 自

AH$BI?A=DE公司，/</"FH%D低分子标准蛋白购于上海丽珠东风生物技术有限公司，

!"#<%、>"#<%、萎蔫酸（L:4+12;+;25）和金霉素（AJ-810.01+;9;-23.J9518;J-8125.）为/2G7+
产品，!"#$%从山梨糖采用混合菌发酵制备，!，>"<#%从葡萄糖经发酵制备。

!"$ 方法

!"$"! <NH操作技术和表达产物的/</"FH%D分析：按常规方法［>］及操作说明书进

行。转化欧文氏菌用改进的A+A-!法进行［P］。

!"$"# 欧文氏菌基因组<NH的提取方法：参考文献［Q，R］。

!"$"$ 引物合成与FA(扩增：根据文献报道的!"#(基因及其两端序列，用FA／%DND
软件中FA(引物设计程序，设计了FA(反应的引物，合成时在>S端加上酶切位点和保护
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碱基可以方便地进行克隆。

基因表达采用引物：

!"#$
!"端引物：!"#$##%%&#%$##$&&%$##$%$&%$%%#%’"

%&’()
’"端引物：!"##$&%%$&$#%%%##&$&#$&#&&’"

()**)))
!"#+
!"端引物：!"$##%%&#%$#&$&##&##$&&&’"

%&’()
’"端引物：!"##$&%%$&$$$#%%###&#$&$’"

()**)))
基因敲除采用引物

!"#$
!"端引物：!"#&%$&#$&&&%%&%%&$&&#%%#%%&&’"

,-!)
’"端引物：!"%&&&$$$&%$&&$&%$%%$#&&%%#%$’"

./0)
反应采用+,-./01公司+&(234，以已克隆!"#$和!"#+的质粒5%#’、5%6’或欧文

氏菌基因组78#为模板，在!9!:+&(反应混合液中含;9<缓冲液!!:，=*8%+（>?!
..-@／:）=!:，>95.-@／!:引物各>!:，模板>!:，A0&@>（>!..-@／:）>!:，%1B78#+-@CD
./,1E/;!:，用无菌水调整至!9!:。FGH，;9.3I，G>H，>.3I，加入%1B酶。循环参数：F!
H变性;.3I；=!H复性;.3I；G>H延伸’.3I；’!个循环，G>H!.3I使产物延伸完全。混

合物取!!:用琼脂糖凝胶电泳检测。

扩增产物通过+&(回收试剂盒纯化。

!"#"$ %D2(酶比活测定方法：参照文献［;9，;;］并略加改进。离心收集表达的菌体，用

6JKK/,#：9L;.-@／:%,3ED&@（5MGL9）洗涤，按;!12N;.:的比例重悬浮于一定体积的

6JKK/,#中，再超声破菌，离心取上清作为测定用的酶液。在’9H，;99!:细胞裂解液上

清加到’.:含有>99..-@／:>D2:$或’?’’..-@／:>，!D72$和9?>..-@／:8#7+M
的6JKK/,#中，测定12’=9的变化，酶活力以第;.3I内12’=9下降值来计算。根据标准

曲线换算成8#7+M浓度变化，计算酶活力。酶活力单位（O）定义为：每分钟氧化;!.-@
8#7+M所需的酶量。蛋白浓度采用6,1K-,*法［;>］以牛血清白蛋白为标准测定［;’］，计算

酶的比活力。

!"#"& 重组欧文氏菌的低磷培养：参照文献［;=，;!］，将21I换为P4,。

!"#"’ 基因敲除菌株的初筛方法：将低磷培养后的菌液适度稀释，参照文献［;Q］阳性筛

选四环素敏感菌落，再用灭菌牙签分别点到含%R、P4,及21I的:6平板上加以验证。

.!##30*-4&-的菌株即为初筛所需目的菌株。
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! 结果和讨论

!"# !!"#基因的重新克隆

为了实现基因敲除，首先要克隆得到基因，经酶切和测序证明：!"#$ 发生五处突变，

其中第$$%位和第$&’位的碱基插入引进’%个氨基酸移码突变，!"#%基因基本保守。

为了验证!"#$和!"#%是否具有活性，先对它们进行了体外表达。由于已克隆!"#$ 和

!"#%并经测序验证的质粒()*+、(),+酶切位点与起始密码子*)-之间距离太长，若依

次插入到表达载体(,.上，会造成(,.上的/0序列与起始密码子*)-之间距离太长

（$12(），大大影响翻译效率，因此重新设计引物从质粒上扩增，经酶切验证后直接通过

&’(#3、)*+4333酶切位点构建表达载体。而通过同源重组机制进行基因敲除构建时，由

于同源重组是一个低频事件，一般效率为$567到$568，目的基因两端的同源片段的长度

对重组效率有很大的影响，为了保证同源重组的高效发生，需要一定长度的同源序列［$%］，

于是我们根据目的基因两端的序列重新设计了引物，从欧文氏菌基因组09*重新克隆

!"#$，得到长约’:2的片段，使得同源序列增加了一倍。经过酶切鉴定后，也将其克隆到

了(-;<!)载体上，定名为(-;<!)*。

!"! 表达载体的构建和在大肠杆菌中的表达分析

利用表达载体(,.上的=$启动子、/0序列等调控基因表达元件，构建出大肠杆菌

高效报道载体(,.*和(,.,，其/0序列与*)-起始密码子之间间距为12(，接近文献

报道的最佳距离［$1］（图$）。

将含有重组表达载体(,.*和(,.,的大肠杆菌0>8!过夜培养，转接后+5?培养

+@8A，再7’?热诱导7A，产生了对照（含有质粒(,.和(,.33）所没有的表达产物，在

/0/!=*-;凝胶上可见明显的表达产物条带，测得分子量约为++:0和+7:0（图’），其结

果与理论值一致。

图$ (,.*（,）物理图

BCDE$ =AFGCHIJKI(LM(,.*（,）

图’ ’!"#*（,）基因编码的蛋白在大肠杆菌中

表达的/0/!=*-;分析

BCDE’ /0/!=*-;LMNAO!"#$IP4!"#%DOPOG
HL4O4(QLNOCPOR(QOGGCLPCP&,’(-*

$E0>8!（(,.*）；’E0>8!（(,.）；+E0>)!（(,.33）；

7E0>8!（(,.,）；8E<IQ:OQE
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按酶活力测定方法测定表达在大肠杆菌中的!"#$活力，结果表明表达的!"#$%和

&都具有很高的生物学活性，对底物!"#’(，!"#$%达到了)*)+,／-.，!"#$&达到了

*//0,／-.；对底物!，)"1#(，!"#$&也达到+2!/,／-.，与对照（含有3&’44）表达的!，)"
1#(还原酶44的活力相当。通过不同的温度诱导，从结果可见2!5诱导能够得到高得

多的蛋白表达量，但上清中酶的比活力和*65诱导保持基本相同的水平。这说明2!5诱

导的大量表达产物形成了包涵体，胞质中的可溶性蛋白可能已经达到饱和，同时说明突变

的7489/):蛋白抑制;<启动子转录不是十分严谨，而欧文氏菌=7&<!)正常发酵温度接

近于*65，因而这是比较合适的载体。

!"# 敲除质粒的构建及基因敲除菌株的初步筛选

在证实两个!"#$都具有酶活的基础上，对它们的基因敲除进行了初步探索。先从

!"#$入手，构建敲除载体，利用同源重组的方法用体外突变失活的!"#$基因替换基因

组上正常的!"#$基因。3&$*!!质粒分配不稳定，在细胞分裂过程中易于出现质粒丢失

的细胞。在 无 抗 性 压 力 或 低 磷 条 件 下 培 养<6!)6代 就 会 出 现 很 多 质 粒 丢 失 的 细

胞［)，<2，<0］。因此将突变基因构建在此类质粒上，再让发生重组后的质粒丢失即可。构建

时将从质粒31$<!<上用%&’4切下的链霉素抗性基因片段插入3(>?"@%中!"#$ 内

部（::+A3）的%!(4位点，在%-3=8B’&平板上筛选得到重组克隆，酶切鉴定后用)*!4切

图* 37C的物理图谱

CD.E* ;FG9DHIJ-I3KL37C

下此突变基因连接到质粒3&$*!!中，在=8B@H’&平板

上筛 选 得 到 的 重 组 克 隆，酶 切 鉴 定 后 再 插 入 从 质 粒

3,72#上用+,-$4切下的卡那霉素抗性基因片段，连

接产物转化大肠杆菌1M)"，在=8B@H#IN’&平板上筛选

得到最终重组克隆，酶切鉴定后定名为37C（图*）。

质粒37C转化到欧文氏菌经低磷培养后，采用对四

环素敏感的正向筛选方法先初筛四环素敏感的菌株，再

分 别 在 @H、=8B、#IN’& 平 板 上 进 行 抗 性 验 证。

=8BB#IN9@H9的菌株即为初筛所需目的菌株。目前这一

工作正在继续研究中，需要通过;7$技术，=KO8FPBN杂

交等方法进一步验证。直接的酶活检测则还需要阻断

另一个同工酶基因!"#&后进行。

$ 讨论

基因敲除作为八十年代兴起的一种重要的重组1Q%技术，日益广泛地应用于微生

物代谢工程研究中，我们对旁路代谢的关键酶!"#$的基因敲除即是对此技术的又一应

用，它可使宿主菌中的!"#$基因永久性失活，从而通过基因水平实现对旁路代谢的彻底

阻断，为工程菌提供一个理想宿主。

为实现基因敲除，我们首先克隆得到了目的基因，并尽可能保证了同源片段的长度。

在敲除载体的选择方面，$KPIRPB1’等人在敲除欧文氏菌+#./0/’,1#2*’0!13&/中果胶

酶基因4356时，采用低磷诱导3&$*!!衍生质粒的丢失，结果非常理想［<2］，我们在先后采

用了线形转化，自杀型载体等方法后，最终也确定用分配不稳定型载体3&$*!!衍生质粒
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进行敲除构建。此外，敲除成功还必须有好的筛选方法富集基因敲除重组子，由于还存在

同工酶!"#$%，直接的表型筛选不能采用，采用抗性标记进行初筛，用四环素抗性及卡那

霉素抗性作为鉴定敲除质粒存在与否的阴性筛选标记，将插入基因内部的链霉素抗性作

为鉴定突变基因存在与否的阳性筛选标记，并利用四环素抗性菌体对萎蔫酸等脂类螯合

剂高度敏感进行四环素抗性丢失的正向筛选提高了筛选效率。目前突变菌株的筛选及进

一步鉴定工作仍在继续进行中。

经验证后的目的菌株，将进行从葡萄糖发酵及酶促产物分析，观察!"#$敲除后对菌

株催化!，&"’#(、!"#)(以及产!"#)(影响。对于!"#%，考虑到它有可能是必需基因，

为了防止其突变致死，可将突变基因构建在可调控的表达系统中，同源重组后，调控从染

色体上替换下来的正常基因的表达［*］。此外，还可考虑用反义核酸技术抑制其表达，通

过表型初步筛选目的菌株，经最终发酵鉴定后即可作为无!"#$或低!"#$活性的工程菌

宿主。
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《微生物学报》承接广告业务

《微生物学报》创刊于"R#3年，双月刊，双月S日出版，由中国微生物学会和中科

院微生物研究所主办。他是我国微生物学领域唯一的综合性学报级刊物。主要报道

我国普通微生物学，工业、农业、医学、兽医微生物学，病毒学，免疫学和生物工程等方

面的研究论文、研究简报和短篇综述等。

本刊历史悠久，发行量大，内容涵盖面广，深受国内外科研工作者、高等院校师生

和企事业科研管理人员的欢迎。他是我国自然科学核心期刊，被国内外一些重要的

文摘刊物和数据库收录。曾多次被评为优秀科技期刊。

凡与微生物学及其各分支学科有关的试剂、药品、仪器、设备，以及生物工程产品

等均欢迎在本刊刊登广告。本刊服务热情，信守协议，保证质量，价格合理，竭诚为广

大用户服务。

联系电话：（2"2）T!T32S!! 邮编："222U2
通讯地址：北京市海淀区中关村中科院微生物研究所内《微生物学报》编辑部
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