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摘 要：源自噬菌体 J#的 E-+重组酶可以识别 4!,G的靶 K15序列 !"#$，进行位点特异性的重组反应。为了简便地
检测 E-+酶在大肠杆菌中的重组活性，分别将 %&’基因和上下游带有 !"#$的绿色荧光蛋白基因（ ()*）克隆到具有不
同抗性的两种不相容质粒中，然后将构建的原核表达载体 G:74%/8E-+和 G:7$4,8 !"#L*J电击共转化大肠杆菌 MN$#
（K:4），利用卡那霉素和氨苄青霉素双抗生素抗性进行筛选。通过直接观察转化子的绿色荧光，便可以显示 E-+酶
的体内重组活性，并进一步通过 OKO8J5L:分析、质粒酶切鉴定进行了验证。结果表明：以 ()* 为报告基因、通过两
种不相容质粒共转化大肠杆菌可以为研究和改进 E-+F !"#$重组系统提供一种简便直观的检测方法。
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源自噬菌体 J#的 E-+F !"#$位点特异性重组系统目前已
被广泛用于原核生物和真核生物体内、体外的基因操作，并

成为控制外源基因的行为、研究基因的功能等方面的有力工

具［# Q !］。为进一步研究和拓展该系统的应用范围，针对新型

!"#位点的研究与应用业已相继展开［" Q 9］。与此同时，随着
一些异型 !"# 位点在酵母菌［#%］和哺乳动物基因组［##］中先后
被发现，改进和提高 E-+重组酶对异型 !"# 位点的重组活性
的研究也在不断发展［#$］。

对 E-+F !"#$重组系统的检测可以从体外和体内两方面
进行。目前体外检测的方法已很成熟，适用于 E-+酶作用机
理的晶体结构分析，但难以反映重组效率的真实情况［#4，#!］。

体内活性检测则能够很好的反映体内重组效率［6 Q 9］。但是

以往的体内检测大多借助能够稳定表达 E-+酶的大肠杆菌
菌株，操作繁琐且不适于目前对 E-+酶进行改造的需要。因
此，有必要建立一种既能用于 !"# 位点的研究也能用于 E-+
酶改造的简便的检测系统。本研究通过两种不相容性质粒

电击共转化大肠杆菌，利用两种抗生素抗性同时进行筛选，

引入了 E-+重组酶及其靶 K15序列，借助绿色荧光蛋白的绿
色荧光直观地指示了其体内切割重组活性，为进一步研究和

改进 E-+F !"#J重组系统提供了一种简便直观的检测方法。

$ 材料和方法

$%$ 材料
大肠杆菌（ +,%-’&.%-./ %"!.）KR"!与质粒 GMS$$# 为

E(’>C+@B 公司产品，+ ) %"!. MN$#（K:4）及质粒 G:74%/ 和
G:7$4,为 1’T/?+>+公司产品，GUU$4（K)V) WX博士构建）由
林忠平教授惠赠，GMS14"O80()*"8:Y 由 R/Z+(’[[ 博士惠赠。
各种工具酶、GL:U87 载体以及质粒 K15 提取试剂盒购自
J-’;+?/公司；1/2 K15聚合酶和 1/2 J(.Z K15聚合酶购自上
海生工生物工程技术服务有限公司；K15片段回收试剂盒购
自上海华舜生物工程公司。

$%& 含 "’. 基因的原核表达载体的构建
根据已报道的 %&’基因序列设计并合成一对引物，上游

引物为："\8557LE57L7EE557775E7L5EEL75E5EE84\（划线
部 分 为 3,. " 酶 切 位 点 ）；下 游 引 物 为： "\8
5E7EL5LE7557ELEE57E77EE5LE5L84\（划线部分为 4-""
酶切位点）。JEY扩增体系：模板为质粒 GUU$4。扩增条件：
9!] 4;<>；9!] !"Z，"3] !"Z，6$] #;<>，4% 个循环；6$]
#%;<>。将 JEY产物克隆到 GL:U87 载体中，K15 测序验证
%&’基因的正确性。之后用 3,."酶切，7! K15聚合酶削平，
酚F氯仿抽提，乙醇沉淀，再用 4-""酶切，回收 #^,的片段；
用 35’"酶切 G:74%/，_(+>’X酶补平，3"] #";<>灭活后，加
入 4-""继续酶切，回收 "I$^,的片段作载体。连接两片段，
连接产物转化大肠杆菌 KR"!，筛选重组质粒，经酶切鉴定
后，将其命名为 G:74%/8E-+。
$%’ 含 +/0基因（无 *(12位点）的原核表达载体的构建
根据已报道的 ()* 基因序列设计并合成一对引物，上游

引物为 "\87LL57EE55E557L5L7555LL5L55L55E7777E84\



（划 线 部 分 为 !"#! ! 酶 切 位 点）；下 游 引 物 为 "#$
%&’&%(%((’(((&(’(’&((%’(%%’(&%%$)#（划 线 部 分 为
$"%!酶切位点）。*%+ 扩增体系：模板为质粒 ,-./)"0$
#&’("$1+，扩增条件：234 )567；234 3"8，"34 3"8，9:4 3"8，
);个循环；9:4 <;567。回收 *%+产物连接到 ,&1=$(载体，
>/’测序验证 &’( 基因的正确性。将其用 !"#!!和 $"%!
双酶切，切下的片段连接到同样双酶切的表达载体 ,1($:)?
中，构建含 &’( 基因片段的原核表达载体 ,1(:)?$&@*。
!"# 含 !"#基因（两侧带有同向 $%&’位点）的原核表达载体
的构建

用 !&)"和 $"%!双酶切 ,1(:)?$&@*，回收约 2;;?,的片
段，克隆到同样双酶切的 ,-.::< )*+$=%0$ )*+（质粒构建过程
参见文献［<"］）中，得到 ,-.::<$=:)?&。再用 ,-.A#酶切
,-.::<$=:)?&，BCD7EF酶补平，灭活后加入 /%*+!继续酶切，
回收约 <G?的片段；!&)"酶切 ,1(:)?，BCD7EF酶补平，灭活
后加入 /%*+!继续酶切，回收约 )H"G?的片段。将两片段连
接，构建成带有两个同向 )*+0位点的 &’( 基因的原核表达载
体 ,1(:)?$ )*+&@*。
!"$ 重组质粒在大肠杆菌中的转化及荧光检测
将 ,1(:)?$&@* 或 ,1(:)?$ )*+&@*分别与等量的 ,1();I$

%JD对大肠杆菌 -K:<（>1)）感受态细胞进行电击共转化，在
同时含有 <;;5LMK 氨苄青霉素（’5,）和 "; 5LMK 卡那霉素
（BI7）的双抗生素 K-平板（不含 .*(&诱导剂）上筛选单菌
落，)94过夜培养后，在可见光下或用手提式长波紫外灯（NO
*JEAPQR8，5EADC -$<;;’*）观察所得转化子，并用数码相机
（/6GE7 %EEC,6S22"）进行拍照。

)种质粒各自单独转化大肠杆菌 -K:<（>1)），分别涂布
含相应抗生素 ’5,或 BI7的 K-平板，)94过夜培养，荧光观

察。

!"% 共转化菌株中蛋白诱导表达的 &’&()*+,分析
在上述各平板中分别挑取单克隆接种含相应抗生素的

)5K液体 K-培养基。)94过夜振荡培养后，按 <T<;;接种量
转接到含相应抗生素的 )5K液体 K-培养基中（各接两管），
)94振荡培养至 12U;;值为 ;H" V ;H9，各取一管加入诱导剂

.*(&至终浓度为 <55ECMK，另一管作为对照，)94继续培养 3W
后，室温 ";;;L离心 :567收集菌体。0>0$*’&1（分离胶浓度
为 <:X）检测共转化子经诱导表达后绿色荧光蛋白的表达情
况。

!"- 重组质粒的酶切鉴定
分别从单独转化及共转化获得的转化体中提取质粒，用

34*!进行酶切，在 <X琼脂糖凝胶中电泳鉴定重组反应结
果。

. 结果和分析

."! 共转化子绿色荧光的观察
单独用 ,1(:)?$&@*或 ,1(:)?$ )*+&@*转化 -K:<（>1)）大

肠杆菌时，均可观测到绿色荧光，表明这两个载体均能有效

地表达绿色荧光蛋白。将 ,1();I$%JD和 ,1(:)?$&@*共同转
化大肠杆菌 -K:<（>1)），得到的大肠杆菌克隆在可见光下呈
黄绿色，当用长波紫外光激发时，均能观察到绿色荧光，表明

&@*依然能够有效表达；而将 ,1();I$%JD 和 ,1(:)?$ )*+&@*
共同转化大肠杆菌 -K:<（>1)），如预期所料，绝大多数克隆
无绿色荧光。由此可以推断：,1(:)?$ )*+&@* 与 ,1();I$%JD
共转化所得转化子体内发生了 %JD酶介导的高效率的切除
重组。%JD酶介导的质粒重组反应如图 <所示。

图 ! /01介导重组反应的质粒结构示意图
@6LY< 0QWD5IR6Q A6ILJI58 AD,6QR67L RWD %JD$5DA6IRDA JDQE5?67IR6E7 DZD7R

’：,1(:)?$ )*+&@*；-：,1(:)?$&@*；%：,1();I$%JD；>：(WD &’( LD7D WI8 ?DD7 DSQ68DA [JE5 ,1(:)?$ )*+&@* P,E7 RWD IQR6E7 E[ %JD；

1：>/’ 8D\PD7QD I7IC]868 E[ RWD JDQE5?67DA 86RDY (WD IJJEFWDIA8 5IJG )*+0 86RD8，RWD E,D7 IJJEF8 5IJG RWD (9 ,JE5ERDJ，RWD QCE8DA IJJEF 5IJG8

RWD (9 )"% ,JE5ERDJ，RWD 8WIADA IJJEF8 AD7ERD RWD ,-+):: EJ6L67，RWD 8WIADA ?ESD8 AD7ERD RWD [< EJ6L67 Y
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!"! 共转化菌株中的蛋白电泳结果分析
从 !"!#$%&’图谱（图 (）上可以看出，经异丙基#!#"#硫

代半乳糖苷（ )$*&）诱导后，含有单个质粒 +’*(,-#&.$、
+’*(,-# !"#&.$的大肠杆菌在 (/0"处有一条明显的蛋白表
达带，含有单个质粒 +’*,12#345的大肠杆菌在 ,60"处有一
条明显的蛋白表达带，表明外源目的基因均能有效表达；含

有 +’*,12#345和 +’*(,-#&.$两个质粒的大肠杆菌在 (/0"和
,60"处各有一条明显的蛋白表达带，表明用不相容性双质粒
共转化大肠杆菌时可以实现目的蛋白的共表达；而含有

+’*,12#345和 +’*(,-# !"#&.$两个质粒的大肠杆菌仅在 ,60"
处有一条明显的蛋白表达带。由此可以推断：所表达的 345
重组酶已经有效地切除了质粒 +’*(,-# !"#&.$上两 !"#$ 位
点间的 %&’ 序列。

图 ! 共转化子中 #$%和 &’( 蛋白诱导表达后的 )*)+
%,#-分析
.789 ( !"!#$%&’ 2:2;<=7= >? &.$ 2:@ 345 +4>A57:= 7: ( 9 )"!*

B>A42:=?>4C2:A=

D9E>F C>;5BG;24 F578HA +4>A57: C24054；I9 JE(I H24->47:8 +’*,12；(9

JE(I H24->47:8 +’*,12#345；, 9 JE(I H24->47:8 +’*,12#345 2:@ +’*(,-#

!"#&.$；K 9 JE(I H24->47:8 +’*,12#345 2:@ +’*(,-#&.$；L 9 JE(I

H24->47:8 +’*(,-#&.$；M 9 JE(I H24->47:8 +’*(,-# !"#&.$；/9 JE(I

H24->47:8 +’*(,-9 *H5 244>FH52@ C240= AH5 &.$ -2:@9

!". 提取质粒的酶切鉴定
用在所有测试质粒中均具有单一切点的 +,""对提取

的质粒进行酶切，结果显示 +’*,12#345 和 +’*(,-#&.$ 共转
化菌株中所含质粒大小未发生变化，而 +’*,12#345 和
+’*(,-# !"#&.$共转化菌株中所含质粒中的一个减小到与
+’*(,-大小相当（图 ,），回收该条带（图 ,中箭头所示）进行
测序，结果表明在 !"#$ 位点附近的序列与预期发生重组后
所形成的结构（图 I#"、’）完全相同，证明 +’*,12#345表达的
345酶已经准确地切除了共转化菌株中质粒 +’*(,-# !"#&.$
的 %&’ 基因。因此确证本文所描述的不相容性双质粒系统
可以用于 345酶体内重组活性及其所识别的 !"#$ 位点的鉴
定，并用于 345N !"#$重组系统的改造研究。

图 . 共转化子中重组质粒的酶切图谱
.789, O5=A47BA7>: 2:2;<=7= >? AH5 +;2=C7@= 7: ( 9 )"!* B>A42:=?>4C2:A=

D9I0- C24054（&7-B>#JOE）；I 9 +’*(,-；(9 +’*(,-# !"#&.$；, 9 +’*,12#

345 P +’*(,-# !"#&.$；K 9 +’*,12#345；L 9 +’*,12#345 P +’*(,-#&.$；M9

+’*(,-#&.$；/9 +’*,129 %;; AH5 +;2=C7@= F545 @785=A5@ F7AH +,"" 9

*H5 244>FH52@ 7:@7B2A5= AH5 +;2=C7@ A> -5 =5QG5:B5@9

. 讨论

随着 345N !"#$重组系统的广泛应用，对该系统的改进研
究也在不断发展，完善一种快速简便的检测方法势在必行。

本研究着重从两个方面对其体内检测方法进行了改进：一是

采用绿色荧光蛋白作为唯一的监测重组反应发生与否的指

示剂具有更加快速、简便的优点；二是利用不相容质粒共转

化系统分别对 )-.基因及 !"# 位点进行控制，从而便于对二者
分别进行改造。

在对 345N !"# 重组系统进行体内研究时，常用的指示重
组发生与否的策略有抗性基因的缺失或获得［L，I(］、!/)0 基因
的切除（类似于蓝白斑筛选）［II］，以及 %&’ 的缺失同时伴有
!/)0的表达（无绿色荧光且转为蓝斑）［/］等策略。由于抗性
的缺失与否难以直观显示，严格操作中需要将转化后的菌落

逐一涂布含有用于指示重组反应发生的相应抗生素平板，操

作困难且相对繁琐。 !/)0 的使用则需要在平板上添加底物
才能显示，相比之下，&.$的绿色荧光在长波紫外光激发下
即可进行直接观察，甚至在可见光下也可以分辨出表达绿色

荧光蛋白的菌落，从而可以直观地指示重组反应的发生。本

实验借鉴前人的经验，采用 %&’ 作为唯一的监测重组反应发
生与否的指示剂，从而使该检测系统只需通过绿色荧光的直

接观察即可判定重组反应是否发生，极大地简化了检测过

程。

在对 345酶的重组效率进行体内检测时，传统方法中大
多将带有 !"# 位点的载体直接转入稳定表达 345酶的大肠杆
菌菌株，之后再进行相应检测［L，6］；或者借助带有 !"# 位点的
噬菌粒（+H285C7@）转染稳定表达 345的菌株，待重组发生后，
提取噬菌粒感染大肠杆菌，利用重组后的表型进行检测［/］。

在对 345突变体的研究中 OR?54等先通过#噬菌体载体将异
型 !"# 位点转入大肠杆菌并筛选阳性克隆，之后再转入带有
)-.基因的质粒，借助不同抗性使二者在同一菌株中共存［I(］。
这些方法虽然能灵敏地反映 345酶的重组活性，但是从操作
上看显得过于繁琐，且工作量较大。我们所采用的双质粒共

转化系统只需将构建好的两种质粒共转化大肠杆菌，涂布含

两种抗生素的 EJ平板（不需加入 )$*&诱导剂或反应底物），
经过夜培养后便可用于观测重组发生情况。因为 )-.基因和

!"# 位点分别位于不同的载体，所以本系统便于对二者单独
处理或进行不同组合，从而选出所需要的新型 345N !"# 重组
系统，大大加快了对该系统的研究进程。

目前常用的双质粒系统可以分为复制子相同的不相容

性双质粒和复制子不同的相容性双质粒两类。在同一大肠

杆菌中不相容性双质粒难以共存基本上已达成共识，因此目

前所使用的双质粒体系多为相容性双质粒体系［IM，I/］。由于

现在商品化的表达载体大多为 3>;’I 或 +DJI 复制子，因此
不易获得两种相容性质粒进行实验。传统概念中对质粒不

相容性的定义是就无选择压力的情况下而言的，并未考虑到

外加选择压力对质粒拷贝数的影响。当具有相同复制子的

两种质粒分别具有不同的抗性时，在两种抗生素选择压力同
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时存在的情况下，只有具有这两种质粒的子代细菌才能存

活，理论上可以实现二者在同一细菌中的共存。我们实验结

果即可证明可以实现两不相容质粒的共存，并均能有效表达

所携带的外源基因。近期也有研究表明借助两种不相容性

质粒可以在大肠杆菌中共表达目的蛋白［!" # $%］。

本研究一方面建立了一种简便直观的检测体内 &’() !"#
重组系统的方法，可用于 &’() !"# 系统改造的研究；另一方面
也证实了不相容双质粒系统可以用来实现不同蛋白质在大

肠杆菌中的共表达。
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