
!! 卷 " 期

!##" 年 $$ 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
%&’(!! )&("

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
)&*+,-+. !##"

/+0+1*+2：345+ !#，!##"；600+78+2：34’9 !:，!##"(

";&..+<7&5215= >48?&. ( @+’：:"A!$AB:CB$##"；D>E：:"A!$AB:CB$##B；FA,>1’：=4A<?4715=G?&8,>1’ ( 0&,

用 !"#$%& 重组酶构建基因打靶载体

’"( )*+,-. /-0 1"."2+304"+,.4 5"6+-0 7-.8+096+,-.———

!"#$%& !"6-:;,.3+,-.

杨建岭$，顾淑萍!"，陈 臣!，王铸钢!，许 燕$，费 俭!

H6)I 31>5AJ15=$，IK L?4AM15=!"，;NF) ;?+5!，O6)I P?4AI>5=!，QK H>5$ >52 DFR 31>5!

$ 上海师范大学生命与环境科学学院，上海 !##!ST
! 上海南方模式生物研究中心，上海 !#$!#S
$ 3%4+*/5%$/ (- 6#-% +$7 89#*($5%$/ :0#%$0%&，:"+$1"+# ;(*5+, <$#9%*&#/2，:"+$1"+#，!"#$+

! :"+$1"+# =%&%+*0" !%$/%* -(* .#(5(7%, >*1+$#&5，:"+$1"+#，!"#$+

摘 要 基因敲除的小鼠模型是研究基因功能的一种重要资源。采用常规分子克隆的方法建立基因敲除的打靶载体存在构

建效率低和难以获得长片段同源臂的缺点。因此快速高效地构建打靶载体，已成为获得特定基因敲除动物模型的关键环节。

为研究 =%&7$: 未知功能分泌肽基因，应用一种新的 U)6 工程平台———/+2VF@ 同源重组技术来构建其打靶载体，并比较了这

一方法在构建不同长度同源臂中的效率。研究表明，/+2VF@ 重组方法构建打靶载体具有很高的效率，可以获得较长的同源

臂，并且不会引入突变，有助于获得更高的打靶效率。因此 /+2VF@ 重组为构建打靶载体提供了一种新的可靠的方法。
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/+2VF@ 重组系统（/+2VF@ .+0&,-15>81&5）是通过

应用 />0 噬菌体的 /+0FV/+0@ 或!噬菌体的 /+2"V
/+2#系统而建立的 U)6 重组技术［$，!］。其中 F@ 是

指 />0 噬菌体的 /+0FV/+0@，/+2 是指!噬菌体的

/+2"V/+2#V/+2$
［S］。以 /+2"V/+2#V/+2$系 统 为 例，

/+2"编码一个 B‘AS‘的核酸外切酶（FE&），能够从 B‘
末端向 S‘降解 U)6 单链，产生 S‘末端单链悬突（S‘
<15=’+A<8.>52 U)6 &*+.?>5=<）；/+2#编码一种单链结



合蛋白（!"#$），它结合到由核酸外切酶（%&’）外切产

生的 ()末端单链悬突上。而 *"+!编码的蛋白 ,$-，

可以抑制大肠杆菌体内表达的 *".!/0 核酸外切酶

活性，使体内的外源 012 不被降解。尽管 ,$- 不是

重组过程所必需，但却提高了 !"#$、%&’ 完成的体内

同源重组的效率［3］。许多研究都证实，*".%4*".5
与 *"+"4*"+#所行使的功 能 相 似［6］。人 们 推 测 认

为，*"+4%5 可能的作用机理是：带有同源臂的供体

012 分子首先经核酸外切酶（%&’）的作用而使其 ()
端形成单链悬突，在单链结合蛋白（!"#$）的引导下，

供体分子的同源臂单链悬突与受体分子的同源臂发

生结合，由于 012 链间的呼吸作用，促成供体与受

体 012 分子之间重组的发生。

目前，*"+4%5（*"+"4*"+#4*"+!）重组系统在实验

室使用过程中主要有两种方式［7］：一是构建含有

*"+"4*"+#4*"+!和 *".%4*".5 的诱导表达型质粒，

在使用过程中将这种质粒导入到需要进行同源重组

的细胞中，表达相应的重组系统，这方面的代表有

89/3:3;!20;!#";2;#"#。它是一种低拷贝、温度敏感

型质粒，于 (:< 时复制，(=<时停止复制，通过 >;阿
拉伯糖诱导重组蛋白的表达。二是将突变失活的$
噬菌体 *"+"4*"+#整合到大肠杆菌的染色体中而构

建了具有同源重组功能的菌株，在使用时将需要进

行同源重组的 012 导入到这些菌株中。这方面的

代表有 0?((:、0?(@:、%>;A7: 等菌株［3，7］。在这些

菌株内，启动子$;B> 启动 !"#、$!%、&’( 这三个基因

编码负责重组的蛋白。而启动子$;B> 本身又受一

个温度敏感型的$. )@7= 阻抑物控制。在 (A<时，检

测不到 !"#、$!%、&’( 的表达，当培养温度提高到

6A< 诱导 3: C 37-DE 时，!"#、$!%、&’( 会大量表达。

*"+4%5 重组可用于质粒的构建或对 !2/ 或者 B2/
修饰，包括点突变、删除、插入以及对于 !2/ 的亚克

隆［F，=］。本 文 综 合 应 用 上 述 的 两 种 重 组 系 统，以

*!+83@ 为实验对象，进行不同长度打靶载体的构

建，比较了各自构建的效率，并讨论了这一方法的操

作过程。 *!+83@ 位 于 小 鼠 3 号 染 色 体（=7=3@@=:;
=7=A76A:），与人类该基因具有较高同源性，是编码

3=7 个 氨 基 酸 的 小 肽 且 1;端 具 有 信 号 肽 结 构。

*!+83@ 打靶载体的成功构建，证实 *"+4%5 重组系统

的有效性，也为进一步研究该基因功能打下了基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! !2/G：含 *!+83@ 的 !2/ 购买于 !2/ B2/

*%9HI/%9 /JK>0*%1)9 JH9BK52> H2L>210。

!"!"# 质粒与菌株：质粒 B>;673、B>;A7(、菌株 %>;
A7: 由 >DM B"E#$’ 惠赠。89/3:3;!20;!#";2;#"# 由张

友明惠赠。0J7"为博大泰克产品。8!*(AA;NL 为

本实验室改建。

!"!"$ 试剂：各种限制酶、56 012 连接酶及 B/* 相

关试剂购自 5$L$*$。>;阿拉伯糖、盐酸四环素等常规

化学试剂主要购自 9DO-$ 和上海化学试剂公司。

!"!"% B/* 引物与测序：引物与测序均由上海英骏

生物技术有限公司完成。

!"# 设计

!"#"! 同源臂套取：在含 *!+83@ 的 !2/ 012 上，

B/* 扩增 6 个同源臂 $、P、.、+，分别实施三种套取方

案。$ 和 P 以正确方向克隆至 B>;A7( 和 8!*(AA;
NL，$ 与 P 连接处线性化后，两者从 !2/ 上套取

A3Q6RP 012 片段。将 $4.、$4+ 分别克隆至 B>;A7(，

克隆了 $ 和 . 两同源臂的载体线性化后套取 37Q=RP
012 片段，克隆了 $ 和 + 两同源臂的载体线性化后

套取 3:Q7RP 012 片段。

!"#"# ,!# 基因靶向插入：在含 *!+83@ 的 !2/ 012
上，B/* 扩增同源臂 "、S、O，分别实施两种靶向插入

方案。"、S 克隆至 B>;673 的 ,!# 基因两侧后，限制

酶消化获得含有同源臂 " 和 S 的 ,!# 基因片段，靶向

插入到上述套取的含 A3Q6RP 012 片段的质粒中，得

到的打靶载体敲除了基因组 FQ7RP，两同源臂分别

为 3:Q7RP、6QTRP；同理，"、O 克隆至 B>;673 后，获得

含有同源臂 " 和 O 的 ,!# 基因片段，靶向插入到含

37Q=RP 和 3:Q7RP 的质粒中，两者获得的打靶载体均

敲除了 (Q7RP 的基因组 012，同源臂分别为 =Q@RP、

6QTRP 和 AQFRP、6QTRP。

!"$ 方法

!"$"! 同源臂的扩增：按 UD$O"E >$VO";/’EG#VM.# LD#
方法，抽提 *!+83@ ;!2/ 012。在 B/* 引物末端设

计好酶切位点，以 !2/ 012 为模板扩增套取所需的

同源 臂 $、P、.、+ 及 ,!# 靶 向 重 组 所 需 要 同 源 臂

"、S、O。
!"$"# 套取质粒及 ,!# 基因靶向插入质粒的构建：

同源 臂 $、P 分 别 克 隆 至 B>A7( 中（图 3），构 建

B>A7(;*"G83@*;A:R;*>。同上方法克隆同源臂至载

体，构 建 B>;A7(;*"G83@*;37R;*>、B>;A7(;*"G83@*;
3:R;*> 及 8!*(AA;NL;*"G83@*;A:R;*>，在两小同源

臂的连接处设计 -.!%位点。 -.!%线性化后胶回

收用于 012 套取。同源臂 "、S 分别克隆至 B>;673
中（图 A）构建 B>;673;*"G83@E"’;*>。同样方法克隆
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!、" 构建 #$%&’(%)!*+(,-!.%)$/。限制性内切酶酶切

消化后胶回收含两小同源臂的 !"# 基因靶向插入片

段。

图 / !"# 基因靶向插入质粒的构建及 !"# 基因靶向插入示意图

01"2/ 34! *5!674 89+ .: !"#%69;"!61-"

图 ( 三种套取 $"%+(,<=> 的策略

01"2( 34! *5!674 89+ :.; ;!6;1!?1-" .: $"%+(, 1- 64;!! @9A*
>：9（//’B+）、B（CDEB+）、7（C,/B+）、F（C,’B+）4.8.G."A 9;8* @!;!
*4.@!F .- 64! H>I @4174 7.-691-!F 64! $"%+(, J*!F :.; ;!6;1!?1-"，9-F
!（CD/B+）、:（CC,B+）、"（/’’B+）@!;! 64! 4.8.G.".J* 9;8* J*!F :.; !"#%
69;"!61-"2 #()、#/0、#C0、#&0、#’0、#E)、#D) @!;! +;18!;* J*!F :.;
#I) 1F!-61:17961.- .: ;!7.8B1-!!;1-" 7G.-!*2 H%<： 34! +;.7!** .:
;!6;1!?1-" #$%/’C%)!*+(,)%/K5、 #$%/’C%)!*+(,)%(’5、 #$%/’C%
)!*+(,)%(K52

!"#"# 转化 +LI(K(%H><%!"#%>%6!6：挑 H>I 单克隆

在含有氯霉素抗性的 $H 中 CDM摇培过夜，次日 (：

&K 转 接 摇 瓶 培 养 /4，冰 上 放 置 (K81-。KM、&KKK
;N81-离心 ’81-，去上清洗涤于 (8$ 含 (KO甘油的双

蒸水，KM、(CKKK;N81- 离心 /K*，弃上清，同上重复洗

涤两次，最后溶解于 (KK$$ 含 (KO甘油的双蒸水。

加 /KK-" +LI(K(%H><%!"#%>%6!6 于 细 胞，(PC’5Q、

(K$0、EKK%电 击 转 化，加 (8$ LRI，CKM 恢 复 (4。

(KK$$ 菌 液 涂 至 含 氯 霉 素（/K$"N8$）、四 环 素（C

$"N8$）的 $H 板，CKM，培养 (’4。

!"#"$ <=> 套取：挑取 $"%+(, %H>I（含 +LI(K(%
H><%!"#%>%6!6）单克隆，CKM培养过夜，次日 (：&K
转接至 /8$ $H 中，CKM摇培 /4（&’EKK S KP/），加 $%
阿拉 伯 糖 至 终 浓 度 为 KP(O，改 至 CDM 摇 培 (4

（&’EKK S KP&），此期间 ;!F!N;!FN"N;!F#被诱导表达。

经诱导然后制备感受态细胞，方法同上。取 CKK-"
线性化的套取质粒电击转化细胞。(8$ LRI CDM恢

复 (4，(KK$$ 菌液涂于氨苄青霉素（’K$"N8$）的 $H
板，CDM 培养过夜。

!"#"% 套取后质粒的鉴定及转化：抽提质粒，初步

酶切鉴定后，进一步用 #I) 方法鉴定重组质粒。两

步鉴 定 正 确 的 质 粒 分 别 转 化 到 T$%/’K、<U’#
（+LI(K(%H><%!"#%>%6!6）感 受 态 细 胞 中（T$%/’K、

<U’#（+LI(K(%H><%!"#%>%6!6）感受态细胞与普通电

转感受态制备方法相同），分别在氨苄青霉素、氨苄

青霉素和四环素双抗性的 $H 板上筛选。

!"#"& !"# 基因靶向插入［(］：挑取已转化了套取后

(/V杨建岭等：用 )!FNT3 重组酶构建基因打靶载体



质粒的 !"#$%& 克隆接种于含有氨苄青霉素的 "’ 中

($) 摇培过夜，次日 *：$& 比例转接，继续 ($)摇培

$+。转至 ,$)摇培 *%-./，诱导 ’0123!45362- 的表

达。同上述方法制备感受态。取 $&&/7 胶回收 !"#
基因靶向片段电击转化感受态，*-" 89: 中 ($)恢

复 *+，涂 于 含 氨 苄 青 霉 素（%&!73-"）、卡 那 霉 素

（*%!73-"）的 "’ 板子，培养过夜。同理在转化了套

取后质粒的 ;<%"（=8:*&*#’>;##$"#>#101）细菌中

进行 !"# 基因靶向插入。

!"#"$ 打靶载体的鉴定：在氨苄青霉素#卡那霉素

双抗的 "’ 板子上长出的克隆，抽提质粒后，酶切分

析，并进一步用 !"# 基因上的引物 =0?%$、=0?(* 分别

与 !"# 基因插入处外侧臂上引物 @:A 扩增鉴定，两

步鉴 定 后 正 确 的 克 隆 送 测 序，采 用 @*A、@$B（图

*C>）和位于 !"# 基因上的引物 =0?%$、=0?(*（图 $）四

个引物测序，鉴定两轮重组发生的位置。

图 ( $"%=*D 套取、!"# 基因靶向插入的鉴定

B.7E( $"%=*D F01F.0G./7、/05 12F701./7 G0H15F? 2/I 1+0 .I0/1.J.H21.5/ 5J 1+0 =K2?-.I? 2J10F F01F.0G0、/05 12F701./7
>："2/0*#, L0F0 @"#$%(、@"#$%(#A0?=*DA#$&M#A"、@"#$%(#A0?=*DA#*%M#A"、@"#$%(#A0?=*DA#*&M#A" I.70?10I L.1+ &#’%、()*%、+,"% E "2/0%#N
L0F0 K./02F.O21.5/ 5J =’A($$#PQ 2/I =’A($$#PQ#A0?=*DA#$&M#A"E ’："2/0*、$ L0F0 +*-&、+*.%、/01%2/2KR?.? 5J @"#,%* 2/I @"#,%*#A0?=*D#/05#
A"，"2/0(、, L0F0 2,!%、+*-&、/01%2/2KR?.? 5J @"#,%* 2/I @"#,%*#A0?=*D#/05#A"$C :：@"#$%(#A0?=*DA#*&M L2? I.70?10I L.1+ &#’%、3-#$% E ;、

!：;.70?1.5/ 5J @"#$%(#A0?=*DA#*%M、@"#$%(#A0?=*DA#$&M L.1+ 2,! % B：=’A($$#PQ#A0?=*DA#$&ME L2? I.70?10I L.1+ +*.%2/I (4#% 6："2/0*、(、

%、S L0F0 @:A L.1+ @*A 3@%B 5J @"#$%(#A0?=*DA#*&M、@"#$%(#A0?=*DA#*%M、@"#$%(#A0?=*DA#$&M 2/I =’A($$#PQ#A0?=*DA#$&ME "2/0$、,、N、D @:A
=F5ITH1? 5J @"#$%(#A0?=*DA#*&M、@"#$%(#A0?=*DA#*%M、@"#$%(#A0?=*DA#$&M 2/I =’A($$#PQ#A0?=*DA#$&M L.1+ @,B3@SA、@(B3@SA、@$B3@NA、@$B3
@NAE <："2/0*#$ L0F0 @:A 2-=K.J.H21.5/ 5J @"#$%(#A0?=*DA#*&M#/05 L.1+ =0?(*3@*A 2/I @,B3=0?%$；"2/0(、, L0F0 @:A 2-=K.J.H21.5/ 5J @"#$%(#A0?=*DA#
*%M#/05 L.1+ =0?(*3@*A 2/I @(B3=0?%$；"2/0%、N L0F0 @:A 2-=K.J.H21.5/ 5J =’A($$#PQ#A0?=*DA#$&M#/05 L.1+ =0?(*3@*A 2/I @$B3=0?%$C

% 结果

%"! 套取质粒及 !"# 基因插入质粒的构建

重组所需同源臂长度都在 $%& U (%&V= 之间，构

建的载体经过酶切鉴定分析，均可以消化出相应的

小 同 源 臂（ 图 (C>）。 @"#,%*#A0?=*D#/05#A" 经

+*-&、+*.%、/01%酶切分析（图 (C’），其中 /01%
用于消化质粒骨架，消化后获得 !"# 插入片段及同

源臂 0、J（$N&$V=），@"#,%*#A0?=*D#/05#A"$ 经 2,!

%、+*-&、/01%酶切分析，得含 0、7 的 !"# 插入片

段（$%(NV=）。酶切鉴定正确的载体，经测序，各同源

臂均正确插入。

%"% &’( 套取的结果和效率

在氨苄青霉素抗性的 "’ 平板上长出的克隆，

抽质粒进行鉴定。@"#$%(#A0?=*DA#*&M 酶切消化后

得 到 **C$MV、%C*MV 两 种 条 带（ 图 (C:）；@"#$%(#
A0?=*DA#*%M 酶切消化后得 *%C(MV、(CDMV、$C,MV 三

条 带（ 图 (C;）；@"#$%(#A0?=*DA#$&M 酶 切 后 得

$*C&MV、(CDMV、$C,MV 三 条 带（图 (C!）；酶 切 分 析

=’A($$#PQ#A0?=*DA#$&M 得 *%C*MV、WC%MV、(C%MV 三

条带（图 (CB）。由 上 述 可 知 =’A($$#PQ#A0?=*DA#
$&M、@"#$%(#A0?=*DA#$&M、@"#$%(#A0?=*DA#*%M、@"#
$%(#A0?=*DA#*&M 大 小 分 别 为 $DC$MV、$SC(MV、

$*CSMV、*NC%MV，均明显超过了 NMV 左右的套取质粒，

说明重组已经发生。为进一步验证重组发生的位

置，以 @"#$%(#A0?=*DA#*&M、@"#$%(#A0?=*DA#*%M、@"#
$%(#A0?=*DA#$&M、=’A($$#PQ#A0?=*DA#$&M 为模板进

行 @:A 鉴定（图 (C6）。, 种载体以 @*A3@%B 为引物

扩增其右臂，产物大小均为 ,W$WV=，重组所得 , 个载

体分别以 @,B3@SA、@(B3@SA、@$B3@NA、@$B3@NA 为引

物 扩 增 其 左 臂，产 物 分 别 为 $N,DV=、SD%(V=、

*&C%N%MV、*&C%N%MV。@:A 扩增结果正确的质粒测序

正确，证明套取的序列与预期结果相符。经过 @:A
筛选后，比较分析了套取不同大小 ( 种片段的效率
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差异（表 !）。

表 ! "#$ 套取和 !"# 基因靶向插入结果统计

%&’() ! %*) +,&,-+,-.+ /0 1),1-)2-34 &35 !"#6 ,&14),-34

"#$%&’(
)&%*+
$+&,#(

-.#,%/0/#.
1&(/%/2#
$+&,#(

3*%/&( &0
4&(/%/2#56

473899:;<:3#(4!=3:9>? 9= 9= !@ A>B@
1C:9D8:3#(4!=3:9>? !!> 9E !F F=B9
1C:9D8:3#(4!=3:!D? @> 8> !A D8B8
1C:9D8:3#(4!=3:!>? 8A 9= !D D8BA

473899:;<:3#(4!=3:9>?:,#& 9>>> 8> 9E EAB@
1C:9D8:3#(4!=3:!D?:,#& 8=> 8> 9= E8B8
1C:9D8:3#(4!=3:!>?:,#& !@>> 8> 9= E8B8

789 !"# 基因靶向插入的结果

GHI 套取后的 F 个质粒转化进入 JC:9D> 之后，

通过 F9K 诱导，!"#、L#%、$%& 获得表达，这时转入

携带有同源臂 ’!# 片段，与细胞中已有的质粒发生

重组，得到基因组特定 GHI 被敲除的打靶载体。通

过此方法我们分别得到了 173899:;<:3#(4!=3:9>?:
,#&、1C:9D8: 3#(4!=3:!D?:,#&、1C:9D8:3#(4!=3:!>?:
,#& 三个对同一基因的三种打靶载体。三个载体的

8M臂加部分 ’!# 序列大小一样均为 DB8?L，DM臂加部

分 ’!# 序 列 分 别 为 !!B8?L、=B9?L、8BF?L。我 们 用

1N3 鉴定了其正确性（图 8BO）。经测序进一部证实

了 ’!# 基因插入位点与预期位点相同。构建成功的

打靶载体只需 8M端线性化便可用于 JP 细胞打靶。

我们比较了 JC:9D>、4PN!>!:7IG:!"#:I:%#% 两种重

组系统进行 ’!# 基因插入的效率差异。结果显示，

JC:9D> 作为一个 3#.5J) 重组的菌株，在相同的实验

条件下（先转化受体 GHI 再转化 ’!# 基因打靶片

段）效率较 GOD#（4PN!>!:7IG:!"#:I:%#%）高（图 F），

且操作相对简单。

图 F 两种体系中 ’!#:%*’Q#%/,Q 结果分析

R/QSF I,*+T(/( &0 ’!#:%*’Q#%/,Q ’#(U+% /, %V& (T(%#W(

9 讨论

我们采用了两种 3#.5J) 重组体系，其一是依托

质粒 4PN!>!:7IG:!"#:I:%#% 的重组系统，另一个是整

合了重组蛋白基因的菌株 JC:9D>。两者都可实现

不再依赖限制性内切酶、连接酶的 GHI 重组，为构

建打靶载体提供了新的选择，但两者在使用上又各

有所长。依赖于重组质粒 4PN!>!:7IG:!"#:I:%#%
的系统，在对 7IN、1IN( 上的修饰方面具有明显的

优势，通过转化重组质粒到含有 7IN 的细胞来实现

对 7IN 上片段的亚克隆或者进行其他突变，避免了

对 7IN 等 GHI 大分子的转移操作。本实验中，从

7IN 上进行 GHI 套取，采用 4PN!>!:7IG:!"#:I:%#%
重组系统具有明显的优势。然而，4PN!>!:7IG:!"
#:I:%#% 发挥作用后的去除可能存在隐患。若未全部

去除则会在最终所得修饰后的 GHI 中混有 4PN!>!:
7IG:!"#:I:%#%。本实验通过 GOD#（4PN!>!:7IG:!"
#:I:%#%）系统与 JC:9D> 系统在 ’!# 基因靶向插入时

效率的比较发现：JC:9D> 使用相对简单，能够进行

反复转化，且可以获得很高的重组效率；而在 GOD#
菌株内的 4PN!>!:7IG:!"#:I:%#% 重组系统明显效

率低于 JC:9D>。考虑可能是由于 3#.5J) 重 组 在

GOD#菌株内的效率较差导致了这两种系统中 ’!#
基因靶向插入时效率的差异。采用 JC:9D> 重组系

统，省去了对 4PN!>!:7IG:!"#:I:%#% 的转化操作，

也避开了 4PN!>!:7IG:!"#:I:%#% 对受体质粒的影

响。在构建 (!)4!= 打靶载体的过程中，合理地将这

两个系统结合使用，各取所长，大大地提高了构建打

靶载体的效率。

本实验采用了 9>> X F>>L4 的同源臂用于 GHI
套取和 ’!# 基因的靶向插入，我们发现在这一条件

下 D> X !>> ,Q 的套取质粒便可以获得较多的克隆，

且重组正确率高。9>>L4 左右长度的同源臂对于存

在较多重复序列的基因组的重组效率及特异性较

FD X A>L4 高，这种通过延长同源臂，来提高正确重

组效率的方法早在酵母中已有证实［=］。本实验中：

套取效率在 D>6 左右，’!# 基因靶向插入效率在

E>6以上，可见挑取 9 个克隆即可得到 ! 个正确的，

这个结果完全能够满足载体构建的需要。

研究认为，JP 细胞同源重组中当同源臂总长度

在 !=?L 以内时，同源臂越长打靶效率越高［E，!>］。而

通过 3#.5J) 重组便可以比较方便地从 7IN 上 获得

!=?L 以上的 GHI 片段，而且所得序列较 1N3 方法

突变少，且无需考虑常规酶切连接构建方法中酶切

位点 的 设 计 问 题［!!］。我 们 采 用 这 种 技 术 分 别 从

7IN 上定点套取了 !!?L、!A?L、99?L 三种 GHI 片段，

以观察套取不同长度时的效率差异。同时也为研究

同源臂长度与打靶效率的关系提供了载体。所得载

89E杨建岭等：用 3#.5J) 重组酶构建基因打靶载体



体 !"#$%&#’()*+,’#+-.#/(0 和 !"#$%&#’()*+,’#+%.#
/(0 均敲除了五个外显子（&1%.2），其两侧同源臂长

分别为 $13.2、415.2 和 61,.2、415.2，而 *7’&$$#89#
’()*+,’#$-.#/(0 敲除了 3 个外显子（31%.2），同源臂

分别为 +-1%.2 和 415.2。其中 !"#$%&#’()*+,’#+-.#
/(0 与常规方法构建载体的同源臂大小相近，为此

技术的一个最保守的设计。套取 $-.2 后的质粒大

小在 $6.2 左右，考虑到高拷贝数的大质粒可能会对

细胞造成毒性，影响其生存，造成质粒的不稳定，故

在套取 $-.2 时，我们分别用了 !"#$%& 和 *7’&$$ 两

种质粒。通过采用低拷贝质粒 *7’&$$ 作为 $-.2 套

取载体骨架，来减小由质粒在套取后增大对细胞生

存造成的影响。本实验中 *7’&$$#89#’()*+,’#$-.
阳 性 克 隆 的 比 例 为 3-16:，明 显 高 于 !"#$%&#
’()*+,’#$-.，因此从 7;< 上亚克隆大片段的 =>;
时，应使用低拷贝质粒作为套取的质粒骨架。

从本实验来看，采用 ’(?@AB 重组酶构建打靶载

体与常规方法相比，它可以从 7;< =>; 上获得 $-.2
长度的亚克隆［+$，+&］，且序列保真性高，大大的提高了

构建打靶载体的效率。
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英文版正式上网了，欢迎浏览

我刊英文版 _ <JC/()( E0DP/GF 0M 7C0O(NJ/0F0KL ‘ 已于 4 月 +, 日在 AF)(ZC(P 的 WNC(/N(=CP(NO 平台正式推出

了，网址是：
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目前已经完成第 +、$、& 期，从第 4 期开始，英文版将与中文版同步刊出。非常感谢这几期英文稿作者付

出的努力。

现在的英文版是从中文版中择优选译出来的，入选的论文置于 WNC(/N(=CP(NO 平台，将会大大提高文章的

国内外浏览量，扩大与国内外同行的交流，同时也将加快期刊的国际化进程。因此，真诚欢迎广大作者投送

高质量的论文，编辑部也将竭尽全力使英文刊越办越好。

$--3 年属于 AF)(ZC(P 推广期，没有购买 AF)(ZC(P 数据库的个人和单位都可以免费阅读并下载，欢迎浏览、

投稿，并多提宝贵意见。
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