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山梨糖脱氢酶基因在大肠杆菌染色体上整合及表达
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摘 要：以质粒 GH*E为模板，扩增出两翼与 !"#$基因上下游序列同源，中间为氯霉素抗性基因的 I1J片段，连至
GKI#352载体，构建得到 GKI#35LM。以质粒 GN74%5OIP为模板，扩增山梨糖脱氢酶基因 #%&，与 GKI#35LM连接，得
到 GKI#35LM5OIP。将其用 ’()!酶切，回收含 !"#$# 5 *+"5 #%&5 !"#$$ 的目的片段，电转化至 QK#%6RGHI!4，在 S+T重组

酶的作用下，外源 I1J片段与染色体上对应区域发生同源重组，将基因 !"#$ 敲除，替换为 *+"5 #%& 基因，获得整合
#%&基因的 QK#%6D。经检测 QK#%6D具有山梨糖脱氢酶活性。以 !"#$ 基因上下游序列为引物，QK#%6D基因组 I1J
为模板进行 LMS，扩增产物测序结果表明 #%&基因染色体整合成功。
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在我国首创的维生素 M“两步发酵法”生产工艺中，首先
由氧化葡糖杆菌（$,)*-.-/+*"01 -23%+.#，俗称一步菌）将 I5山
梨醇转化为 U5山梨糖，然后由普通生酮基古龙酸菌
（40"-5),-.650.6)7 (),5+10，俗称小菌）及其伴生菌（大菌）组成
的混合菌体系将 U5山梨糖转化为 &?前体 $5酮基5U5古龙酸
（HVJ）。我们从小菌中分离得到一种新的山梨糖脱氢酶及
编码该酶的基因，并在大肠杆菌中对该基因进行了高效表

达，表达产物在体外实验条件下能够将山梨糖转化为

HVJ［#］。本文采用 S+T重组技术将编码山梨糖脱氢酶的基
因整合在大肠杆菌染色体上，实现了该酶的稳定表达。

S+T重组是新近发展起来的一种可以在染色体水平上
进行分子克隆操作的新技术，在"噬菌体 5+7、/0" 和 02- E个
基因产物的作用下，染色体 I1J能够与一段线性 I1J片段
通过两翼较短的同源序列高频重组，使外源片段整合在染色

体上，同时染色体对应的序列被置换下来，这一技术可用于

外源基因在宿主染色体上的整合、染色体上特定序列的敲除

和收回［$］。国内近来也有一些关于 S+T重组的报道［E，!］。本
文构建了两端含有与靶基因同源序列，中间为抗性基因和山

梨糖脱氢酶的表达载体，将载体酶切为线性片段，通过电转

化导入大肠杆菌，籍 S+T重组将染色体上 !"#$ 基因置换下
来，得到具有抗生素抗性和山梨糖脱氢酶的整合菌株。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：大肠杆菌（8#*&016*&6+ *-,6）QK#%6由本室
保存。GN74%5OIP系含普通生酮基古龙酸菌 OMWE$6 #%& 基

因的质粒，由本室构建。GHI!4为携带"噬菌体 5+7、/0" 和

02-基因的温敏型复制质粒，上述 E种基因受阿拉伯糖启动
子调控，由美国 L.-T.+大学 X/<<+-教授惠赠。

!"!"# 主要试剂：GH*E、GKI#352、限制性内切酶及 82 9+: 聚
合酶购自 2/H/S/公司；兔抗 OIP抗体为本室制备；其他均为
市售分析纯试剂。

!"!"$ 引物设计和合成：引物 L#和 L$系根据 !"#$ 和 *+" 基
因序列设计，可供扩增氯霉素抗性完整基因，扩增片段两翼

各包含一段长为 !%,G 的 !"#$ 基因两端的序列（用斜体表
示），靠近 EY端的 #B个碱基与 *+" 基因序列同源。引物 LE、L!
系根据 GN74%5OIP序列设计，用于扩增 2"启动子控制下的

#%& 基因。引物 L"和 L4系根据 !"#$基因上下游序列设计，位
于同源重组序列外侧，用于重组子检测。各引物序列如下：

L#："Y5$;9$<<<9$9;<;<$$<$;$$<9<9<<<<<<99$<<;<$<2M
JV2VVJJM2MMV2MV5EY；L$："Y5$<;$<<;9<9$$<9$<<99;$9<
9<<<<;;<$9<99;<$$9$9JJJJMV2MMVJJVVMM5EY；LE："Y5VV
VV2JMMVV22MMVMVMJMJ222MM5EY；L!："Y5JVMMM2VMJVVMM
2VJJJJ2M2MVMMJJVM5EY； L"："Y5MVM22MMMVMM22MJJ2MM5
EY；L4："Y5VJMVMMV2J2VVMJMM22MMV5EY。引物合成由上海
博亚生物技术公司完成。

!"# %&’操作和 . ( "(*& 转化

I1J的酶切、连接、转化参照文献［"］进行。

!"$ )%*表达的检测
参照文献［"］用 X+DA+-<印迹法进行。

!"+ )%*活性分析和检测

OIP活性分析参照文献［4］的方法进行。根据该方法略



加修改可进行 !"#的定性检测。在酶标板中加入 $%&’’()*+
,-./0马来酸缓冲液（ 1#23&）%&!+，&3%’’()*+ "456 %&!+，
%’’()*+ 67! %&!+，&38$%’()*+ +0山梨糖 %&!+，细菌培养液
%&!+，立即混匀，9&:避光放置。反应液在 ;&’.< 内褪色为
!"#酶阳性。
!"# 细胞的超声破碎

%’+细胞培养物离心收集菌体，加入 ;’+ %&’’()*+ ,-./0
#4)，超声破菌，离心后取上清用于检测 !"#表达。
!"$ 电转化
采用 =.(>?@公司 7.A-(6B)/C-电穿孔仪进行，&3$A’电转

化杯，转化参数为 $3%DE，%3;’/。电转化后 9F:培养 ;G，涂
抗性平板筛选。

% 结果
%"! 重组质粒 &’(!)*+, *-(.的构建
以 6;、6$ 为引物，质粒 1HI9为模板，扩增 !"# 基因。64>

反应体系（%&!+）：;& J $% &"’ =BKKC- %!+，@L,6 7.MNB-C（各
$3%’’()*+）O!+，6;（;&1’()*+）;!+，6$（;&1’()*+）;!+，1HI9
（;&<P*!+）;!+，$% &"’（%Q*!+）&3$%!+，@@#$R 9F3F%!+。反应

条件：SO: %’.<；SO: 9&/，%O: 9&/，F$: 8&/，9&个循环；F$:
%’.<。电泳回收 ;;&&T1片段。
将上述获得的扩增片段连至 17";20,载体，构建得到含

!"# 基因的质粒 17";2064，在 !"# 基因两端为 O&T1的 (#)* 基
因同源序列。以 69、6O 为引物，质粒 1UV8&0!"#为模板，扩

增 )+,基因，%&!+ 64>反应体系同上。反应条件：SO: %’.<；
SO: 9&/，8&: 9&/，F$: S&/，9&个循环；F$: %’.<。回收扩增
产物 $&S;T1片段，用 -,."和 /#0"酶切。将 17";2064 用
-,."和 /#0"酶切，回收 9F8%T1片段。连接上述两片段，得
到含 !"# 和 )+, 基因的质粒 17";20640!"#（图 ;）。其中 !"#
和 )+, 基因串联插入 17";20, 载体的多克隆位点，O&T1 的
(#)*基因两翼同源序列位于串联基因的两端。以 17";20,$0
!"#质粒为模板，69和 6O为引物，通过 64>扩增得到大小
为 $&S;T1的产物。质粒经 -,."和 /#0"双酶切，与预期产
物大小相吻合，表明载体构建正确（图略）。

图 ! 质粒 &’(!)*+,*-(.物理图谱
I.PW; 6GX/.A?) ’?1 (K 17";20640!"#

%"% /’!012&’(!)*+,*-(.的 -(.表达和酶活性检测
收集 Y7;&S*17";20640!"#菌体，超声破菌，上清 ZC/NC-<

检测结果显示有 !"#表达（图 $），"456检测有 !"#酶活性
（图略）。ZC/NC-<印迹检测阳性对照选择高表达 !"#的菌株
Y7;&S*1UV8&0!"#。图 $显示实验菌株和阳性对照菌株所表
达的 !"#均有 $条带，这是由于部分表达产物被酶解为更小
的片段（待发表）。Y7;&S*17";20640!"#中小片段看起来不
明显，可能是 !"#表达较低，降解也少。

图 % /’!012&’(!)*+,*-(.的3456478印迹检测
I.PW$ ZC/NC-< T)(N (K Y7;&S*17";20640!"#

;3 Y7;&S；$3 Y7;&S*1UV8&0!"#；93 Y7;&S*17";20640!"#W

%"9 !"#基因的整合
Y7;&S*1H"O8电转化感受态细胞的制备参照文献［F］。

质粒 17";20640!"#含有两个 120#酶切位点，用 120#酶切
后形成两片段，电泳回收含 (#)*; 0 !"#0 )+,0 (#)*$ 基因的 9O29T1
片段，电转化 Y7;&S*1H"O8，在含有氨苄青霉素和氯霉素的
+=平板上筛选整合子。
%": 整合菌株的鉴定
以 (#)*基因上下游序列 6%、68为引物，整合菌株及对照

菌株基因组 "L[为模板，对整合菌株进行 64>鉴定。反应
体系（%&!+）：;& J $% &"’ =BKKC- %!+，@L,6 7.MNB-C（各 $3%’’()*
+）O!+，6%（;&1’()*+）;!+，68（;&1’()*+）;!+，基因组 "L[
（%&<P*!+）;!+，$% &"’（%Q*!+）&3$%!+，@@#$R 9F3F%!+。反应

条件：SO: %’.<；SO: 9&/，%%: 9&/，F$: $’.<，9& 个循环；
F$: ;&’.<。结果显示 )+,整合菌株有 98;&T1条带，为 !"# 和
)+,基因扩增产物，对照菌株有 $&;FT1条带，为 (#)* 基因扩
增产物，初步说明 )+, 基因整合到 Y7;&S染色体上。ZC/NC-<
结果显示整合菌株有 !"#表达（图 9），整合菌株 !"#的表达
量低于阳性对照菌株。"456结果显示整合菌株有 !"#酶活
性（图略）。将整合有 )+, 基因的 Y7;&S*1H"O8 命名为
Y7;&S/*1H"O8。

图 9 整合子的3456478印迹检测
I.PW9 ZC/NC-< T)(N (K .<NCP-(< Y7;&S/*1H"O8

;3 Y7;&S；$3 Y7;&S*1UV8&0!"#；93 Y7;&S/*1H"O83

%"# /’!0152&;(:$扩增产物的测序鉴定
将整合菌株 Y7;&S/*1H"O8的扩增产物 98;&T1片段连入

17";20,载体，构建测序载体 17";2040!"#。对测序载体的
测序结果进行了序列分析。结果显示，Y7;&S 染色体上的

(#)*基因已为外源基因片段所替代，并与预期结果吻合，可
以确定 )+,基因已经整合到 Y7;&S染色体上，置换了 (#)* 基
因。而且酶活定性检测结果也显示了 Y7;&S*17";2040!"#
有 !"#酶活性（图略）。
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!"# 质粒 $%&’#的消除
将经过鉴定的整合子接种于 !"培养液中，#$%培养 $&，

再于 !"平板上划线分离单菌落，’(%培养，将长出的单菌落
分别接种在含氨苄青霉素和氯霉素的 !"平板上，选取氨苄
青霉素敏感且具氯霉素抗性的菌株。得到消除质粒 )*+#,
的整合 !"#基因的 $%!&缺陷菌株 -./012。
!"( 整合菌株的遗传稳定性检测
挑取 /株阳性克隆，接种于不含抗生素的 !"培养基中

’(%培养，连续 3代后稀释涂布在 !"平板上，挑取 /00个单
菌落分别涂布于含氯霉素和氨苄青霉素的平板，结果单菌落

均在含氯霉素的平板上生长，在含氨苄青霉素的平板上不生

长。用 +456检测传代后的菌株均有 7+8酶活性，说明 !"#
和氯霉素抗性基因在整合菌株中稳定存在。

) 讨论
$%!&基因编码大肠杆菌磷酸转移酶系统（697）的酶!

"4:;<，697系统是大肠杆菌摄取葡萄糖的主要途径，大肠杆菌
葡萄糖磷酸转移酶系统由酶"、86=、酶!>:;<和酶!"4:;<组

成，酶!4":;<由基因 $%!& 编码，对葡萄糖具有特异性。我们
曾对该基因进行了敲除，实验证明 $%!& 基因缺失，对大肠杆
菌的生长没有显著影响，因此我们选择了该基因作为整合的

靶位点［(］。

在大肠杆菌中，无论是染色体还是 ">4、?>4等载体都
可以利用 @AB重组技术进行基因敲除，还可以把特定 +C>片
段整合到染色体的确定位置上。建立这一系统大大简化了

基因敲除工作。在摄取葡萄糖的过程中，大肠杆菌 697系统
的酶!:;<、酶!.DE、酶!F=G、酶!"H;都可将葡萄糖转运入细胞

内，敲除基因 $%!& 后，细胞可以通过其他途径吸收葡萄糖。

IDEEA=等［J］将 ’()、*+%、+,- 基因置于受阿拉伯糖诱导的 6D=D"

启动子的控制下，构建了具有高效重组功能的低拷贝质粒

)*+#,。这种重组系统的优点在于质粒 )*+#,具有温敏型复
制子，重组完成后可将 )*+#,从菌株中消除，为进一步研究
靶基因创造了条件。

本文将山梨糖脱氢酶基因整合到大肠杆菌染色体的确

定位置上，敲除 $%!&基因，实现了山梨糖脱氢酶基因在大肠
杆菌中的稳定表达。为在大肠杆菌中研究维生素 4发酵过
程其它相关酶类及 6KK（该山梨糖脱氢酶的辅酶）的生物合
成奠定了基础。
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