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!"#重组系统在痢疾杆菌基因敲除中的应用研究

胡 !&，$ 史兆兴& 王恒"& 冯尔玲& 黄留玉&"

（&军事医学科学院生物工程研究所 北京 &%%%B&）（$山东师范大学生命科学学院 济南 $3%%&!）

摘 要：利用!噬菌体的 G,H系统在细菌中进行基因敲除的技术，最近发展较快，但多在大肠
杆菌中进行。以 !"#$、%&!’、()*+和 ,!- !个基因为例，分别在大肠杆菌和痢疾杆菌中利用
G,H系统进行基因敲除。对于大肠杆菌，除 ,!-基因外，其余 "个基因均能被有效敲除，而在
痢疾杆菌中只能敲除一个 !"#$基因。结果表明，为使该系统能有效地应用于痢疾杆菌和其
它细菌，还需对该系统进行改进。
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G,H重组系统属于!噬菌体的重组系统，其编码基因为 ./0、1.,!和 1.,"。 ./0 基因的
产物是#核酸外切酶，它可将 HF+12 3J端切开，产生 "J端突出［&］。 1.,!基因编码的"蛋白
可与 FF+12结合促进互补链的复性，并可以介导 +12链退火和交换反应［$］。"蛋白与!
核酸外切酶形成复合物，调节核酸溶解和重组启动。 1.,"基因的产物是一个分子量为
&#E+的多肽，结合到宿主的 G,-KL+蛋白，形成二聚体，抑制 G,-KL+的外切酶活性［"，!］。
M=0N<@和 OD,P:0D等［3 Q &%］用噬菌体!的 G,H重组系统在大肠杆菌中成功建立了快速敲除
原核基因的方法，简化了实验操作，缩短了实验周期，从而加快了基因功能的研究。本文

从线性打靶 +12的引物设计、电击转化条件、不同菌株敲除不同基因等方面探讨 G,H重
组系统在细菌基因敲除中的应用。

$ 材料和方法

$%$ 材料
大肠杆菌 KR$3&&"、痢疾杆菌 $!3B6 为本室保存。NS+"（带有氯霉素抗性基因）、

NS+!（带有卡那霉素抗性基因）、NS+!#（带有 ./0、1.,!和 1.,"基因）由 4;):0@ M*实验室馈
赠。NM+&786载体、+12限制性内切酶、+12 M:0E,0、6! +12 连接酶、6! +12 聚合酶、9T
2!3 +12 聚合酶 和 LU2V均购自 6:S:G:公司。
$%& ’(!引物设计和扩增条件
扩增基因的名称和引物序列见表 &。
引物由上海博亚生物技术有限公司合成。

()*+基因 VLG扩增反应体系（&%%#W）为：&%#W &% X 9T /=YY,0，"#W $!3B6过夜菌，$#W



表 ! 扩增目的基因和打靶基因的名称及其引物序列
!"#$% & ’()*%(+ ,- ."(/%.)0/ /%0%+ "01 ."(/%.%1 /%0%+

234 -("/*%0. 0"*% ’()*%( +%56%07%

!"#$
8&：9:;<=<4<<4!!44<4!<<4<4=;>:

8?：9:;=4<!=<<!<!=!!=<<=!=4;>:

!"#$%&
@>：9:;=!!!<4<44<<!=4<<!=!!4!<=<!=!4!==<=4!!!4<=!=!4==<!==4=<!=<!!<;>:

@A：9:;44<4!4===4<<!<!=<=44!<4=<=4!!4===<4=4<<4<4!4!=44!4!<<!<<!!4=!;>:

’%()
B&：9:;=<=<<!=44!=!==44!<;>:

B?：9:;4!4<<4<44=<<<<4=<<;>:

’%()%&
@9：9:;<!<!=<!=4<=!!=<!=44<=4=!44!=!<==4!<!!<<<=!=!4==<!==4=<!=<!!<;>:

@C：9:;4=!4<4=<=!==!=4=!!<44==!=4<!=4!!!<!!!!<=<4!4!=44!4!<<!<<!!4=!;>:

(*+,
D&：9:;4<=4==44<=4!!!!==!=4!;>:

D?：9:;<!<=<!=444=<=44!4!==;>:

(*+,+&
@&：9:;!=!=<<4=!=4==444=4<<=44<!=<4<=<!!!!<=<!=!44<4!<=4!<4=!<4!4=<<=44!4=<<! ;>:

@?：9:;=4=4=4=<=!!!=<<<4!!=<<!=4!=<=4!=<!44<=<=!<!!4!<4==<==<<4<4=!<=4!=44!<< ;>:

-(&
2&：9:;====<==!44!=<<=!==!!;>:

2?：9:;==!<4=<<=!==!4!=!<<!;>:

-(&%&
@E：9:;4!<!=44=!44!<44==!!4!<!<<<=<44!==!!!4!<==!=!4==<!==4=<!=<!!<;>:

@F：9:;<!!<4<<<4==<===<4444!<4=<<=4<4=44!!=4===<4!4!=44!=!<<!<<!!4=;>:

9G0/H!D 8&引物，?!D 9G0/H!D 8? 引物，F!D ?I9**,$HD 13!’，EAI9!D 1J?K，GI9!D LM.(/
酶。反应参数为：NAO预变性 &G*)0；NAO >G+，9GO >G+，E?O &*)0，>G 个循环；E?O延伸
&G*)0。

!"#$%& 基因片段 ’<P 扩增反应体系（&GG!D）为：&G!D &G Q LM #6--%(，&!D 模板质粒
R@2>，?!D 9G0/H!D @> 引物，?!D 9G0/H!D @A 引物，F!D ?I9**,$HD 13!’，ECI9!D 1J?K，

GI9!D LM.(/ 酶。反应参数为：NAO预变性 &G*)0；NAO >G+，9?O >G+，E?O &*)0，>G 个循
环；E?O延伸 &G*)0。

’%() 基因、’%()%& 基因片段，-(& 基因、-(&%& 基因片段，(*+, 基因、(*+,+& 基因片
段的 ’<P扩增，使用各自引物，其它反应体系同上。反应参数 !"#$、’%()、-(& 相同，’%(0
)%&、-(&%& 的反应参数与上述 !"#$%& 的相同。

(*+,基因的 ’<P扩增反应参数为：NAO预变性 &G*)0；NAO A9+，99O AG+，E?O >*)0，
>G个循环；E?O延伸 &G*)0。 (*+,1& 片段的 ’<P 扩增条件为：NAO预变性 &G*)0；NAO
>G+，9FO AG+，E?O &I9*)0，>G个循环；E?O延伸 E*)0。
!"# 含 !"#、$!%!和 $!%"的痢疾杆菌福氏 $%的构建
一种方法是将"噬菌体的 P%1重组系统整合至细菌染色体上，即用 234#和 567ST从

克隆有"P%1重组系统的质粒 R@2AC中切出含 89:、;8-!和 ;8-"的基因片段（约 AU#），与经
<&(T酶切、并用 <T4’去磷酸后的 RSD?E9自杀载体连接，转化 V&E W &"R)(，并经酶切鉴定得

&AEC 期 胡 "等：P%1重组系统在痢疾杆菌基因敲除中的应用研究



到 !"#$%&’质粒。将此质粒诱动并整合至野生型 (&)*+痢疾杆菌中，得到表达 ,-%!、,-%"
和 ./0的痢疾杆菌福氏 (1 (&)*+，命名为 (&)*+2)。另一种方法是将含有编码 ,-%系统的
!34&’质粒转化到大肠杆菌 56()778 和痢疾杆菌 (&)*+ 中，构建成 56()7789!34&’ 和
(&)*+9!34&’菌株。
!"# 电击感受态细胞的制备
将 (&)*+2)、56()7789!34&’和 (&)*+9!34&’菌株 82:培养过夜，再将隔夜培养的菌

株转接到含对应抗生素的 #5培养基中 82:继续培养，摇菌过程中，在终止前不同时间加
入不同量的 # ;阿拉伯糖来诱导 ,-%重组系统的表达，培养至设定 !"’22值如 2<) = 2<’，
离心收集菌体，用高压灭菌去离子水洗涤 8 次，再用 72>的灭菌甘油洗涤一次，最后用
?2## 72>的灭菌甘油重悬细菌，制成所需的电击感受态细胞。
!"$ 电击转化
电击转化参数为电阻 (22$，电容 ()#@，电压设置为不同的数值，以期找到最佳的电击

电压值。质粒提取等分子生物学常规方法见参考文献［7(］。
!"% 筛选和验证
由于所用的线性打靶 4AB中间含有抗性基因，与目的基因片段置换后即可整合到宿

主菌即阳性克隆的染色体上表达抗生素抗性。利用这个特点进行正向抗生素筛选，初步

获得阳性克隆。由于目的基因和相应的线性打靶 4AB的大小具有一定的差异，因此可以
再通过 CD,的方法进一步筛选和验证。对野生型和敲除基因的突变株进行的 CD,验证
反应中，引物是相同的，都是用只含有目的基因的序列作引物。

& 结果和讨论

&"! 线性打靶 ’()的设计和制备
大肠杆菌 ,-EB重组系统的打靶基因在自杀性质粒上，而 ,-%重组系统的打靶基因可

以用线性 4AB。线性打靶 4AB的设计和制备是利用 ,-%系统进行基因敲除的首要步骤。
一般打靶基因两端与靶基因两端的序列同源，,-EB重组系统两端的同源序列至少需要
(22F!，而 ,-%重组系统两端的同源序列只需 &2 = )2F!。因此本实验用于敲除基因的线性
打靶 4AB 两端的同源序列也设计为 &2 = )2F!，其中间为氯霉素（DG）抗性或卡那霉素
（3G）抗性基因，这有利于重组子的筛选。为了获得此打靶基因，需设计一对引物，其中一
条引物 )H末端的 &2 = )2F!与靶基因 )H端同源，8H末端与抗药性基因同源；另一条引物 )H
末端的 &2 = )2F!与靶基因 8H端同源，8H末端与抗药性基因的另一端同源。若用带抗药性
基因的质粒当模板，便能扩增出打靶基因，引物特点及 ,-%系统应用于基因敲除的过程详
见图 7。
本实验以敲除痢疾杆菌的 &个基因 #$%&、’#(、)*#+ 和 ,-./ 为出发点，分别设计了 &

对引物（,-./*(、)*#+*(、,-./*( 和 #$%&%(），每对引物的 )H端有 &2 = )2F!与靶基因同源，
8H端与抗药性基因同源，用于制备线性打靶 4AB。还设计了 &对可扩增 ,-./、)*#+、,-./
和 #$%& 基因的引物，用于对敲除基因的突变株进行 CD,鉴定。
用于制备线性打靶 4AB的 CD,模板通常是质粒，该质粒本身具有筛选重组子的抗药

性基因。为了减少假阳性，可以把第一次 CD,的产物稀释 7222倍，然后以稀释液为模板
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进行两次 !"#，用第二次 !"#产物去转化宿主菌，可大大减少假阳性。也可以利用 !"#$
消化处理 !"#产物，!"#$只作用甲基化的底物，大多数从常用菌株提取的质粒都被甲基
化，而 !"#得到的线性 %&’没有甲基化，这样 !"#$限制性内切酶专一性地降解模板质
粒，而且 !"#$的识别序列只有 (个核苷酸残基，在 %&’分子中出现的频率高，模板质粒
可被完全降解。

图 ! "#$系统应用于微生物基因敲除的流程
)*+,- ./0 1234055 36 784902*8 +0:0 ;:34;3<9 <5*:+ #0= 2043>7*:89*3: 5?590>

%&% 含有 "#$系统的宿主菌的构建
构建含有 #0=系统的宿主菌有两种方式，一种是将含有 #0=系统 @个基因的 1A%(B

质粒转化到宿主菌 CDEF--@和 E(FG.内；另一种是将含 $%&!、$%&"和 %’( 基因片段的自杀
质粒插入到宿主菌的染色体。这两种方式都有其优缺点：前者可以通过调节温度和加入

诱导剂来控制 #0=系统的表达，但需要将质粒转化到宿主菌内；后者省略了转化过程，可
以直接应用，但 #0=系统一直处于表达状态，这样就增加了 %&’分子间发生不必要的重
组。因此实验中多采用前者作为受体菌来制备电击感受态。

%&’ 电击感受态细胞的制备
为提高电击转化效率，电击用的感受态细胞的制备是一个需要注意的问题。如果

)!BHH值过低或过高都会使转化效率降低，导致实验的失败。实验中以大肠杆菌 CDEF--@
和痢疾杆菌 E(FG.做 1A%@质粒的转化实验，以验证感受态的收容效率，将电击转化后的
感受态细胞孵育 (H>*:，稀释 -H倍后各取 HI->J涂含有抗生素的平板各 @块，计算平均
值，得到阳性克隆数与细胞 )!BHH作图（图略）。结果表明细胞的 )!BHH一般在 HI@E K HIBH
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间为佳。制备后感受态的终浓度控制在 ! " # $ %&%& ’())*+,-，另外对 -.阿拉伯糖的加入时
间也进行了分析，发现以孵育终止前 /&,01加入为佳，每毫升感受态细胞加入 %,2)+-的 -.
阿拉伯糖 !!-。制备过程中以及电击前感受态细胞要始终置于冰上。
!"# 电击转化
为了增大线性打靶 345进入受体菌的机率，增加了其浓度，最佳浓度在理论上应大

于 &6/!7+,-
［%%］，本实验实际使用的平均浓度为 869!!7+,-。

电击转化过程中，使用 &6%’,电击杯，设计一组不同电压下的电击转化实验，对于大
肠杆菌来说没有什么差异，但痢疾杆菌以 %6:;<为好。另外转化所用电击杯在电击前需
要置于冰箱预冷，并清洗干净。加入样品时避免有气泡产生，样品的离子浓度控制在一定

的范围，否则在电击时易产生火花。

有时在筛选平板上长出的抗性克隆，当被转入液体筛选培养基时便不能生长。这是

线性 345瞬时表达了抗生素抗性蛋白导致了这一现象的出现，由于线性 345携带供筛
选用的抗药性基因及其启动子，即使线性 435没有整合进环形靶分子，抗药性基因也可
以短暂表达。为了使假抗性克隆的绝对数量保持在最低限度，电击后在无抗生素选择压

力的培养基中培养的时间尽量缩短。实验中设计了几个孵育时间段，结果显示当孵育时

间为 8&,01时较为理想。
!"$ %&’系统应用于大肠杆菌和痢疾杆菌的结果比较
在上述实验条件的基础上，对 =(>系统应用于大肠杆菌（以 ?@!#%%/为例）和痢疾杆

菌（以福氏 !A型 !8#9B为例）敲除上述 8个基因的结果进行了比较，结果显示，对于大肠
杆菌，除 !"# 基因外其余 /个基因均被敲除（图 ! " 8）。说明设计的线性打靶 345可以
有效地与目的基因上的相应同源序列发生重组，达到基因敲除的目的。但对于痢疾杆菌，

只有 "$%& 被成功敲除（图 #），’(")、*+,- 和 !"# 均未被敲除。另外本实验室也利用 =(>
系统在痢疾杆菌中成功的对 ".! 基因实施了敲除［%/］，线性打靶 345 的同源臂长度是
#&CD，E2F20>和 =2GH［%8］在沙门氏菌（/"$#012$$"）中应用 =(>重组系统也获得了基因敲除，但
所用的同源臂长度达数百碱基或更长。

图 ! 大肠杆菌 !"#$缺失突变体
()!$**+,!-.的 /0%鉴定

I07J! KHALA’G(L0MAG021 2F 7(1( "$%& >()(G021

,NGA1G ?@!#%%/&!:3 CO PK= A1A)O*0*

% J 3-!&&& QAL;(L；! J "$%& PK= DL2>N’G（A,D)0F0(>

FL2, ?@!#%%/）；/J "$%&%# PK= DL2>N’G（A,D)0F0(>

FL2, ?@!#%%/&!:3）J

图 + 大肠杆菌 %&!’缺失突变体
()!$**+,+$.的 /0%鉴定

I07J/ KHALA’G(L0MAG021 2F 7(1( ’(") >()(G021

,NGA1G ?@!#%%/&/#3 CO PK= A1A)O*0*

% J ’(")(# PK= DL2>N’G（A,D)0F0(> FL2,

?@!#%%/&/#3）；!J ’(") PK= DL2>N’G（A,D)0F0(>

FL2, ?@!#%%/）；/J 3-!&&& QAL;(L J
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图 ! 大肠杆菌 !"#$缺失突变体
"#$%&&’(’)*的 +,-鉴定

!"#$% &’()(*+,)"-(+"./ .0 #,/, !"#$ 1,2,+"./

34+(/+ 567899:;:<= >? @&A (/(2?B"B

9 $ !"#$%& @&A C).14*+（(3C2"0",1 0).3

567899:;:<=）；7 $ !"#$ @&A C).14*+（(3C2"0",1

0).3 567899:）；:$ =D7;;; E()F,) $

图 % 痢疾杆菌 %&’(缺失突变体
$!%./($0*的 +,-鉴定

!"#$8 &’()(*+,)"-(+"./ .0 #,/, ’()* 1,2,+"./

34+(/+ 7%8GH;7I >? @&A (/(2?B"B

9 $ ’()* @&A C).14*+（(3C2"0",1 0).3

7%8GH）；7$ ’()*)& @&A C).14*+（(3C2"0",1

0).3 7%8GH;7I）；:$ ’()*)& @&A C).14*+（(3C2"0",1

0).3 CJ=:）；%$ =D7;;; E()F,) $

痢疾杆菌中 %个基因只有 9个被敲除，对其他 :个基因未能成功发生敲除的原因可
能有：（9）A,1系统是大肠杆菌的!噬菌体或 +’% 噬菌体的重组系统，因此对宿主菌有一定
的要求。它可以在大肠杆菌中有效地发挥作用，在其他细菌中是否能够有效地发挥作用

还存在一定的疑问。（7）线性打靶 =KL的同源臂长度不够，不能很好地与目的基因上的
同源序列发生同源重组，影响了基因的敲除。（:）线性打靶 =KL同源序列及邻近序列的
结构特异性，阻碍了 A,1重组系统的同源重组功能。（%）这 :个基因可能是痢疾杆菌生存
必需基因，敲除以后无法筛选到。同时，,’& 基因在大肠杆菌中也未被敲除的原因值得
进一步探讨，可能是由于其基因产物是腺嘌呤甲基化酶（=(3），是细菌生存和繁殖所必须
的，敲掉后宿主菌即死亡，所以在大肠杆菌中亦未获得阳性克隆。A,1系统在痢疾杆菌中
可以成功地敲除 ’()* 基因，表明 A,1重组系统可以应用于与大肠杆菌亲缘关系较近的痢
疾杆菌。

到目前为止，A,1系统还主要应用于大肠杆菌的基因敲除，但本实验结果表明，A,1系
统也适用于痢疾杆菌，不足之处是效率较低。今后所要做的就是如何提高线性打靶 =KL
的转化效率，提高和控制 A,1系统在痢疾杆菌中的有效表达。相信随着研究工作的深入，
该系统必将能普遍应用于多数菌株基因的敲除。为后基因组时代的功能基因组计划的成

功实施提供一种新的工具。
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