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大肠杆菌胸腺嘧啶合成酶 #./! 缺失突变菌株的构建

黄 维 钟 辉 李 平 曹 诚 马清钧"

（军事医学科学院生物工程研究所 北京 "$$15$）

摘 要：大肠杆菌 H7"# IJ33$菌株的染色体上整合有一种新型的同源重组系统———缺陷型!原噬菌体同源重组系
统。以 IJ33$为出发菌，通过同源重组构建大肠杆菌 !"#$ F株 IJ33$76K，其基因组特点是：!"#$ 基因除保留 0端的
" L !8氨基酸残基相对应的必需核苷酸序列外，将其余部分全部缺失；此外，还敲除了 IJ33$76K中与缺陷型!原噬
菌体同源重组功能相关的基因，从而尽可能避免了通过同源重组产生回复突变的可能性。通过大肠杆菌 !"#$基因
对该突变株的转化实验，检测转化子的回复突变率，进一步证实该突变株的突变性状稳定，为构建以 !"#$为选择标
志的大肠杆菌染色体7质粒平衡致死系统提供了合适的缺陷型宿主菌。
关键词：!"#$，染色体7质粒平衡致死系统，同源重组
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大肠杆菌是基因工程药物和核酸疫苗生产的主

要宿主菌，通常使用不同的抗性基因以维持质粒在

大肠杆菌中的稳定性，因此在药物生产和核酸制备

过程中会导致抗生素残留及抗药性扩散［"］。染色体

7质粒平衡致死系统是一类以营养选择标志代替抗
性标志的质粒载体系统，它通过将细菌代谢过程中

执行重要功能的管家基因，如 !"#$、%&’、()*$ 等基
因进行突变［# L !］，构建营养缺陷株，这些缺陷株仅能

在添加有必需营养物质的基本培养基上生长；当导

入带有其野生型序列的互补质粒后，缺陷株可在未

添加相应营养物质的基本培养基上生长，二者以基

因互补的方式构成染色体7质粒平衡致死系统。由
于该系统的质粒不含抗性基因，因此首先在基因工

程疫苗研究中得到了广泛应用［5 L 8］。

染色体7质粒平衡致死系统的稳定性与互补质
粒的野生型序列及宿主菌缺陷型基因之间同源性的

大小直接相关。同源率高会使缺陷型宿主菌通过同

源重组回复为野生型，最终导致平衡致死系统的破

坏［2］。大肠杆菌 !"#$ F株是构建以 !"#$ 为标志的大
肠杆菌染色体7质粒平衡致死系统的缺陷型宿主菌，
由于目前所构建的大肠杆菌 !"#$ F株多为点突变或

仅缺失小部分 !"#$ 片段［3，5，1］，容易与质粒携带的野
生型 !"#$ 序列发生同源重组产生回复突变，因此构
建不能通过同源重组恢复野生表型的突变株具有重

要意义。

大肠杆菌 H7"# IJ33$ 菌株的染色体上整合有
一种缺陷型!原噬菌体同源重组系统［"$］。该系统
中执行重组功能的基因 +,-、.+!、(%/ 的表达受温控
阻遏子 01234 的调控，IJ33$ 经 !#N短时活化（ O
"5;<>）后，01234 呈去阻遏状态，上述基因得以表达，
其中 P.;起着抵御宿主菌内 Q*DRSI核酸外切酶对
外源 I04片段的降解作用，R*T.和 :9&则执行同源
重组功能。该系统的优点是：它仅需两端具有 !$ L
5$+U同源序列的外源线性 I04片段，即可使之与大
肠杆菌染色体上的目的基因发生同源重组，其操作

简便，重组效率高。用于重组的外源线性 I04可以
是抗性基因片段、寡核苷酸序列或其它任何基因序

列，只要便于缺陷型目的基因的筛选即可。

基于上述原理，本研究以大肠杆菌 IJ33$为出
发菌，通过两端带有 5$+U 与 !"#$ 及其下游序列同
源的卡那抗性基因片段与 IJ33$基因组 !"#$ 发生
同源重组，从而获得了大肠杆菌 !"#$ F 株；此外，还

将 !"#$ F株中与缺陷型!原噬菌体同源重组功能相
关的基因敲除，从而尽可能避免了产生回复突变的

可能性。通过报告基因（大肠杆菌 !"#$）对该突变
株转化的回复突变实验，进一步证实了其突变性状

的稳定，为构建以该菌株为宿主菌的大肠杆菌 !"#$
染色体7质粒平衡致死系统奠定基础。



! 材料和方法

!"! 菌株和质粒
大 肠 杆 菌 菌 株 !"##$（ %#&&$!’()*&+,

-(’&.,$")/012!（ !"#3$%#&）由美国国立肿瘤研究院
!45(’6 7 849:;教授惠赠；质粒 <=>?0@（ A）（卡那霉
素抗性）购于 B4C(-D5 公司；质粒 <)!BE#F&GH)3IJK
（ L）E（氨苄青霉素抗性，EG<）购于 /5CJ;:4-D5公司。
!"# 试剂

’() <’9K !BE聚合酶及 *+, !BE聚合酶购于上
海生工生物工程技术服务有限公司；M8N产物纯化
试剂盒购于 M:4GD-(公司；限制性内切酶 -(.O#、
/$(#购于 M:4GD-( 公司；胸腺嘧啶核苷购自美国
PJ-G(公司；!BE Q(:RD: !7?$$$ 购于 >(S(N( 公司；
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

!"$ %&’引物设计
M&：1T3!"#"$#!#$$$$""!!$#!""#"$##"3

$$!!!#!$##$#"!""!$"""!#E888UU>EEUE83
E8UE8>>E>3#T；M?：1T3"!#$$#$#$$$$!"$#!!#3
#!"#$"$##"#!#"##"#"""""""#"!#"#UUE3
UEEEEE8>8E>8UEU8E>3#T。引物 M& 1T端的 1$@<
（黑斜体）为 UD5V(5R收录的大肠杆菌 012& 的 #&& W
#+$@<；#T端的 ?&@<为卡那抗性基因的 1T序列。引物
M? 1T端的 1$@<为大肠杆菌 012& #T3*>N（#T*5;:(5K3
’(;D6 :D-J45，#T端不翻译区）下游的 1$@<的互补序列
（黑斜体），#T端的 ??@<与卡那抗性基因 8端互补。
M&、M?合成的 M8N 产物用于大肠杆菌 !"##$ 基因
组 012& 的敲除。

M#：1T3EEU8>>UU8>U>8>8EUU>>3#T；M.：1T3
E8U>>U>U>>>>8E>U88UU3#T。引物 M# 1T端为 UD53
V(5R收录的大肠杆菌 012& 的 & W ?$@<；M.与 M? 1T端
的 & W ?$@<相同，即与大肠杆菌 012& #T3*>N下游的
第 #& W 1$@< 的序列互补。M#、M. 用于鉴别 !"##$
基因组 012& 是否被精确定位缺失。

M1：1T3!"#!!"#!$$!!!"#!!"#!#$$#!#"3
#$#!"#$"!$!"$8EU88EU8>>888EU88EU8U>>U3
8UEU>U8EU>E8>8E>3#T；M+：1T3E>UEU>E8>U8E83
>8U8EE8U8>UU8>UUUEEU8>UU8>UE>UEU>E8>U83
E8>8U8EE8U8>UU8>UUUEEU8>UU8>U3#T。 M1 1T
端 .$@<（黑斜体）为 UD5V(5R收录的"噬菌体 $30 基
因的最后 .$@<（" 噬菌体基因组的 #?22& W
#?0&$@<），#T端 .$@< 为"噬菌体 44$ 基因的起始
.$@<（"噬菌体基因组的 ##1.& W ##10$@<）；M+ 与 M1
互补。M1、M+合成的寡核苷酸序列用于缺陷型"原

噬菌体基因组 5(.36%73!888 片段的敲除。
M2：1T3>8E>U8>U88E88>>8>U8>3#T； M0： 1T3

>8EUUEE>E>>>UE>>8EUE>3#T。M2为"噬菌体 $30
基因的起始 ?$@<（"噬菌体基因组的 #?$?1 W
#?$..@<）；M0是与 44$ 基因起始第 ?$ W .$@<（"噬菌
体基因组的 ##1+$ W ##10$@<）的互补序列。M2、M0
用于鉴别缺陷型"原噬菌体基因组 5(.36%73!888 片
段是否被敲除。

M,：1T38U 9&&’’:E>UE>>8EU>E>>>EU>>8>U3
#T；M&$：1T38U99&’::>>EUE>EU88E88UU8U8>>>3
#T。引物 M,、M&$用于大肠杆菌 012& 基因 8!P序列
的扩增。上游引物 M, 1T端引入 /$(#位点（下划线
斜体）；下游引物 M&$ 1T引入 -(.O#位点（下划线
斜体）。

!"( 质粒构建
将 M,、M&$ 的 M8N 产物克隆于真核表达载体

<)!BE#F&GH)3IJK（3）E 的 Q8P 的 /$(#3-(.O#位
点处，获得含有大肠杆菌 012& 基因全部氨基酸编码
序列的重组质粒，命名为 <)!BE#X&3;IHE。该质粒只
能在原核细胞中（如大肠杆菌）复制，而不能表达胸

腺嘧啶合成酶（大肠杆菌 012& 基因的基因产物）。
<)!BE#X&3;IHE用于转化大肠杆菌 012& L株，以检测

缺陷株的回复突变率。

!") 同源重组
按文献［&$］方法制备 !"##$感受态细胞，通过

电转化将 M&、M?的 M8N产物导入 !"##$ 感受态细
胞，转化完毕后，立即将 !"##$ 细胞用 &G7含胸腺
嘧啶（1$$-YG7）的 7V 培养基稀释，#?Z摇床孵育
#$GJ5，取孵育后的感受态细胞培养液 ?$$$7涂布于
含胸腺嘧啶（1$$-YG7）和卡那霉素（?$$-YG7）的 QQ
平板，#?Z培养箱培养，挑取卡那抗性的菌落进行鉴
定，生长依赖胸腺嘧啶、具有卡那霉素抗性的克隆即

为大肠杆菌 012& L株，命名为 !"##$3>；再按照文献
［&$］方法，利用 M1、M+ 退火而成的 [’J-4 片段转化
!"##$3>，获得的克隆平行点种于含Y不含胸腺嘧啶
的卡那霉素 QQ平板，分别置于 .?Z和 #?Z培养，
挑选在 .?Z和 #?Z均能生长、且仍为胸腺嘧啶依赖
型、具有卡那霉素抗性的克隆，命名为 !"##$3>/。
!"* 大肠杆菌 %&’" +株的稳定性试验

将获得的重组质粒 <)!BE#X&3;IHE转化 !"##$3
>/，获得的转化子在含胸腺嘧啶（1$$-YG7）氨苄青霉
素（1$$-YG7）的 QQ 培养基中转种培养 #$ 次，每 1
次集菌 &$0 W &$,，涂布于含Y不含胸腺嘧啶的氨苄青
霉素 QQ平板，检测转化子的回复突变率。
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! 结果

!"# $%&&’ !"#$ (株的构建、筛选和鉴定

以 !"、!# 为引物，$%&#’(（ )）质粒为模板，经
!*+扩增，获得了与预计大小（",-.($）一致的两端
带有与大肠杆菌 !"#$ 同源的卡那抗性基因扩增产
物。经电转化将该片段导入大肠杆菌 /0,,- 感受
态细胞后，将在含胸腺嘧啶的卡那霉素 11平板上
获得的白色克隆，平行点种于含2不含胸腺嘧啶的卡
那霉素 11平板和 34平板进行筛选，获得了胸腺嘧
啶完全依赖、具有卡那霉素抗性的 !"#$ 5 克隆（图

"），即为 /0,,- !"#$ 5株，命名为 /0,,-6&。/0,,-6&
在 11平板上生长速度较慢，菌落呈白色，而在 34
培养基上生长明显增快，菌落呈淡黄色。

图 # 大肠杆菌 !"#$株 $%&&’)*
在不同培养基上的生长

789:" &;< 9=>?@; >A % : &’() !"#$ BC@DE@ /0,,-6& >E

F8AA<=<E@ GCH@C=< B<F8CB

34: 3C=8D64<=@DE8 B<F8CB；11:1. B8E8BDH IDH@I B<F8CB；

JDE: JDEDBKG8E（#-!92B3）；&: &;KB8E<（L-!92B3）:

以 /0,,- /MN及 /0,,-6& /MN为模板，用引物
!,、!O 进行扩增。实验结果与预期一致：/0,,-6&
!"#$基因的 M端第 L-氨基酸残基及其后的全部氨
基酸及部分 ,P6Q&+相应的核苷酸片段被全部缺失，
代之以 *+, 基因片段，长度为 "R".($（图 # 第 , 泳
道）；而以 /0,,- /MN为模板的扩增产物是完整的
!"#$ 基因及其下游 L-($，长度为 "#",($（图 #第 O泳
道）。另外，以 !"、!# 为引物，扩增 /0,,-6& 上的
*+, 基因片段，也得到了预期长度的 *+, 基因片段
（图 #第 # 泳道，",-.($）。以上实验结果进一步证
实了 /0,,-染色体 !"#$ 基因除保留 M端的第 " S
O.氨基酸残基相对应的核苷酸序列外，其余氨基酸
被全部缺失，此外还包括部分 ,P6Q&+，代之以 *+,
基因片段位于 !"#$ 基因的相应位置上。

图 ! $%&&’)* +,-鉴定结果
789:# !*+ G>EA8=BD@8>E >A /0,,-6&

" : /MN 1D=T<= /3#---； #: !"2!# !*+ $=>FCG@ A=>B /0,,-6&
（",-.($）；,: !,2!O !*+ $=>FCG@ A=>B /0,,-6&（"R".($）；O: !,2!O

!*+ $=>FCG@ A=>B /0,,-（"#",($）:

!"! $%&&’)*菌株中缺陷型!原噬菌体基因 %&’)
()*)+,,, 的敲除
当获得 /0,,-6&后，其基因组中仍整合有缺陷

型"原噬菌体同源重组系统。由于该系统在 O#U
短时活化后，同样可以诱导 /0,,-6&与外源 /MN的
同源重组（如质粒 /MN），加之该系统所需的同源序
列极短（,- S L-($），重组效率高（具有重组功能的
%V>、4<@D和保护外源 /MN的 WDB蛋白 O#U短时表
达即可完成同源重组功能），因此该系统的存在增加

了 /0,,-6&潜在的不稳定性，必须将其敲除。
虽然在缺陷型"原噬菌体基因组中，不含其溶

菌途径中起重要功能的 -.’ 右侧的裂解基因，但在
O#U活化 ";后，&/012 的长期去阻遏状态使其左侧
基因的大量表达，同样可造成宿主菌死亡。而敲除

3+465)(6&/// 基因后，宿主菌将失去同源重组功能并
具有在 O#U环境中生长的能力［"-］，因此用 !L、!R退
火而成的 XH89>同源片段转化大肠杆菌 /0,,-6&，获
得的能在 O#U和 ,#U生长、仍为胸腺嘧啶依赖型、
具有卡那霉素抗性的克隆（图 ,），即为 /0,,-6
&#3+465)(6&///，命名为 /0,,-6&Y。以 !Z、!’为引物，
以 /0,,-6&、/0,,-6&Y基因组 /MN为模板经 !*+扩
增，其余进一步证实了上述基因被精确敲除（被敲除

的 3+465)(6&/// 片段长 Z,"($）。
!"& $%&&’)*.回复突变率的检测
为进一步观察 /0,,-6&Y的稳定性，将重组质粒

$G/MN,:"6@;KN转化 /0,,-6&Y，由于 $G/MN,: "6@;KN
只能在 /0,,-6&Y 中复制，不能表达大肠杆菌 !"#$
基因，因此 /0,,-6&Y（$G/MN,: "6@;KN）转化子只能在
含胸腺嘧啶的氨苄青霉素 11培养基上生长；由于
二者有 "OZ($（ !"#$ 基因 M 端第 " S O. 氨基酸）相
同，如果发生同源重组，则可使缺陷型宿主菌

/0,,-6&Y回复为野生型，此时转化子的生长无需依

OR 微 生 物 学 报 OO 卷



图 ! 大肠杆菌 !"#$株 "#!!$%&、"#!!$%&’
在不同培养基及培养温度的生长

!"#$% &’( #)*+,’ *- ! $ "#$% &’() ./,01,2 34%%56&，

34%%56&7 *1 8"--()(1, 9/:,/)( .(8"/. 018

8"--()(1, "19/;0,"<( ,(.=()0,/)(

>?$ >/)"06?(),01" .(8"/.；@01$ @010.A9"1（B5!#C.>）；&$ &’A."1(
（D5!#C.>）；719/;0,"<( ,(.=()0,/)(：EBF，%BF $

赖胸腺嘧啶的添加。因此，观察转化子在无胸腺嘧

啶培养基上的生长情况可以检测其回复突变率的大

小，以进一步了解突变株的稳定性。按 GHD 的方法
将 34%%56&7（ =93IJ%$ G6,’AJ）在 含 胸 腺 嘧 啶
（D5!#C.>）、氨苄青霉素（D5!#C.>）的 KK 培养基中
转种培养传代，每转种 D次集菌 G5L M G5N，涂布于不
含胸腺嘧啶的氨苄青霉素 KK平板，以含胸腺嘧啶
的 KK 平板为阳性对照，结果显示转种培养 %5 次
后，在无胸腺嘧啶的 KK平板上仍无转化子生长，这
表明 =93IJ%$ G6,’AJ 与 34%%56&7 虽有 GEO;= 同源
（&’() 基因 I 端第 G M EN 氨基酸相应的核苷酸序
列），但即使经过多次传代培养后，仍未有回复突变

株出现。通过检测转化子的回复突变率，可进一步

表明该突变株的突变性状稳定，这对于其作为以

&’()为选择标志的大肠杆菌染色体6质粒平衡致死
系统的缺陷型宿主菌而言是极其重要的。

! 讨论

&’() 是一种广泛存在于噬菌体、原核细胞、真
核细胞中的管家基因［GG M GE］。它编码胸腺嘧啶核苷

酸（8&KP）合成酶。该酶是 8&KP从头合成途径中的
关键酶，催化 8QKP甲基化生成 8&KP，8&KP是 3IJ
合成原料 8&&P的前体，&’() 基因缺失导致 8&KP从
头合成途径受阻，虽然 8&KP可通过补救合成途径
由胸腺嘧啶或胸苷（&’A."1( *) ,’A."8"1(）合成，但由
于胸腺嘧啶类物质在基本培养基、原核、真核细胞、

人和动物的体液、乃至自然环境中含量甚微或无，以

至于 &’() R株不能生长。除非在培养基中添加胸腺

嘧啶或胸苷，或导入含有完整 &’() 基因野生型序列
的互补质粒后，才能使其生存［L］。 &’() 基因的上述
特点使其成为继 *+, 后第二个应用于染色体6质粒
平衡致死系统的筛选标志基因［B］。

大肠杆菌 ,’AJ蛋白全长 BSE氨基酸，该基因 DT
端的第 G M %5氨基酸残基所对应的核苷酸序列与其
上游基因 -./)（Q1"8(1,"-"(8 .(.;)01( =)*,("1 #(1(）的
%T端重叠，如果将 &’() 全部缺失，势必造成 -./) 的
部分缺失。而这样的双基因缺失突变体即使在有胸

腺嘧啶存在的情况下也不能存活［GD］；此外，大肠杆

菌 &’() 基因突变位置不同，其残留的胸腺嘧啶合成
酶功能也不同［GS，GO］。当突变位点在第 D5 M NN 氨基
酸残基之间时，其表型为胸腺嘧啶完全依赖型；而突

变位点在第 GO M EN氨基酸残基之间时，其表型为温
度敏感依赖型，这类缺陷型菌株通常在 %GF生长时
无需胸腺嘧啶，而在 %OF和 E%F生长时完全依赖于
培养基中胸腺嘧啶类的添加［%5］。由于本研究所用

的大肠杆菌出发菌株 34%%5的生长条件为 %BF，将
其基因组 &’() 除保留 I端的 EN个氨基酸残基相对
应的必需核苷酸序列外，其余部分被全部缺失，使所

获得的营养缺陷菌株为非温度敏感、胸腺嘧啶完全

依赖型菌株，且使其与带有大肠杆菌 &’() 野生型序
列的质粒发生同源重组产生回复突变的可能性降至

最低，同时又与现有的基于点突变或短缺失突变的

大肠杆菌 &’() R株有明显区别［GG M GE］。

本研究以一种染色体上整合有新型同源重组系

统———缺陷型"原噬菌体同源重组系统的大肠杆菌
@6GB 34%%5为出发菌［G5］，利用整合的重组系统，将
34%%5染色体上 &’() 进行了精确定位缺失。该重
组系统操作简便，所需同源片段短，重组效率高，且

能精确定位缺失目的基因。 &’() R 株构建完毕后，

我们又将这一缺陷型重组系统从其染色体上敲除，

使之失去同源重组功能，进一步降低了通过同源重

组产生回复突变的可能性。利用此法构建的大肠杆

菌 &’() R株在国内外尚属首次报道。此外，通过大

肠杆菌 &’() 基因对该突变株的转化实验，检测转化
子的回复突变率，进一步表明 &’() R 株的突变性状

稳定。该突变株为构建以营养选择标志代替抗性基

因标志的大肠杆菌 &’() 染色体6质粒平衡致死系统
提供了稳定的宿主菌，并为应用该系统生产重组药

物及核酸疫苗奠定了物质基础。
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