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大肠杆菌 !"#! 基因敲除及其缺陷株生长特性研究
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摘 要 在大肠杆菌磷酸转移酶系统中，葡萄糖主要由 3/&C 基因编码的酶!DEC’@转运入细胞。利用代谢工程技术

构建 3/&C 基因缺陷株，有望降低葡萄糖的摄取速率，减少乙酸累积，促进菌体生长。运用 FDG 技术，扩增出两翼与

3/&C 基因上下游序列同源，中间为氯霉素抗性基因的 H)I 片段。经电转化，将外源 H)I 片段分别转入 4&0"%*#0"#+
0(,# HJ8"、*K#"7 中。在 G6L 重组酶的作用下，外源 H)I 片段与染色体上同源区域重组，将基因 3/&C 敲除，构建 3/&C
基因缺陷株 HJ8"F、*K#"7F。在 ME 培养基中，3/&C 基因缺陷株的生长状况与亲株无明显差异。在含有葡萄糖的 ME
培养基中，HJ8"F、*K#"7F 的最高菌密度分别是对照菌株 HJ8"、*K#"7 的 0N$3 倍和 $N!8 倍，3/&C 基因缺陷株对葡萄

糖的摄入量也明显高于对照菌株。重组蛋白肿瘤坏死因子（5)O）在 HJ8"F、*K#"7F 中的表达量分别占全菌蛋白的

!$N0P、!"N4P，52""分别为 4N!4、3N2!，5)O 在缺陷株中单位体积的表达量明显高于对照菌株。以上结果说明，大肠

杆菌 3/&C 基因缺陷株具有良好的生长能力和表达外源蛋白的能力，在大肠杆菌高密度发酵研究方面具有良好的应

用前景。
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中图分类号 Q700 文献标识码 I 文章编号 #"""10"2#（!""$）"#1""#21"8

大肠杆菌在高密度发酵的过程中，产生乙酸等

代谢副产物，乙酸累积抑制菌体生长和外源蛋白的

表达。一般认为，乙酸的产生是由于菌体对葡萄糖

的摄取速率与细胞的碳代谢速率不平衡所致［#］。大

肠杆菌对葡萄糖的摄取主要通过磷酸转移酶系统

（F5R）完成，其中由 3/&C 基因编码的酶!DEC’@在葡

萄糖的跨膜转运中具有重要作用［!］。利用代谢工程

技术，构建 3/&C 基因缺陷株，能够很大程度地降低

葡萄糖的摄取速率，由此可望降低乙酸的累积，促进

菌体生长。关于 3/&C 基因缺陷株与大肠杆菌发酵

的研究在国外仅有少数报道［0］，研究方法和结果也

不一致，本文采用 G6L 同源重组技术敲除大肠杆菌

3/&C 基因，对基因缺陷株进行了初步研究。

G6L 同源重组技术作为一种新型基因打靶技

术，可用于构建具有特定突变的基因工程菌，以改变

生物代谢途径，减少有害副产物产生。G6L 同源重

组技术的原理是将一段携带与靶基因两翼各有 $"
S 2" TU 同源序列的 FDG 片段导入宿主菌细胞，利

用#噬菌体 G6L 重组酶（9V&、E6B+、C+: 三种蛋白）的

作用，使线性 H)I 片段与染色体的特定靶序列进行

同源重组，靶基因被标记基因置换下来（如图 # 所

示）。FDG 反应的引物由两部分组成，靠近 8W端的区

域与靶基因序列同源，靠近 0W端的区域与模板 H)I
互补。这种重组技术是最近发展起来的一项可在染

色体水平上进行遗传操作的新技术，是基因功能研

究和新菌株构建的有力工具［$］。

" 材料与方法

"#" 材料

"#"#" 菌株与质粒：4&0"%*#0"#+ 0(,# HJ8"、*K#"7，质

粒 UXH$2（温敏型复制子，含有受 F+.+E启动子调控的

%6(、7%/、1+8 基因，I:U.）由美国 F-.L-6 大学 E( M(
Y+,,6.惠赠［$］。质粒 UXO0（含有氯霉素抗性基因

0+/）、UKH#415 购自大连宝生物工程公司。表达肿

瘤坏死因子（5)O1"）的重组质粒 UKCZ""#［8］（FM 启动

子，I:U.）、对照质粒 UE%!!"（FM 启动子，I:U.）均由



图 ! "#$ 同源重组技术用于基因敲除

%&’(! )#*# $&+,-./&0* +/,1/#’2 32 "#$ /#45*060’2
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本室保存。

!"!"# 引物：扩增氯霉素抗性基因 !"# 的引物 :!、

:= 分别由两部分组成，靠近 AB端加下划线的序列与

$#%) 基因两翼序列同源，靠近 ?B端未加下划线的序

列与质粒 .C%? 上 !"# 基因两侧序列互补。在大肠

杆菌染色体上 $#%) 基因同源重组区域外侧，设计引

物 :?、:D 用于检测重组菌株（如图 = 所示）。引物合

成由上海博亚生物技术公司完成。

:!， AB@)EF)<<<F)FE<E<))<)E))<F<F<<<@
<<<FF)<<E<)<F<E)F))EE<F<<)F<)@?B

:=，AB@)<E)<<EF<F))<F)<<FFE)F<F<<<<EE@
<)F<FFE<))F)FEEEE<)F<<)EE))<<@?B

:?，AB@<)<FF<<<)<<FF<EEF<<@?B
:D，AB@)E<)<<)FEF))<E<<FF<<)@?B

图 = 检测引物所在位置示意图
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!"!"$ 主要试剂和仪器：限制酶、低分子量标准蛋

白均购自华美生物工程公司，&’ (") 聚合酶购自大

连宝生物工程公司，G@阿拉伯糖为 %6-H1 公司产品，

蛋白胨和酵母粉为英国 I>80,$ 公司产品，其它为市

售分析纯化学试剂。J&4,0:-6+#, K6#4/,0.0,1/0, 购自

L&0@"1$ 公司。

!"!"% 培养基：GL 培养基，蛋白胨 !M ’NG、酵母粉 A
’NG、氯化钠 !M ’NG；GL) 培养基，蛋白胨 !M ’NG、酵

母粉 A ’NG、氯化钠 !M ’NG、葡萄糖 !A ’NG；)OP 系列

培养 基，蛋 白 胨 ! ’NG、酵 母 粉 ! ’NG、P1<6 ? ’NG、

C=7:ID·?7=I ?QA ’NG、P17=:ID·=7=I !QDR ’NG、葡

萄糖浓度分别为 M、MQ!、MQ=、MQ?、MQD ’NG。氨苄青霉

素、氯霉素在培养基中的工作浓度分别为 !MM 9’NG、

?D 9’NG。

!"# 方法

!"#"! :<" 片段的制备：以质粒 .C%? 为模板，:!、

:= 为引物，进行 :<" 扩增，反应条件为：SDT变性 ?M
+，AAT退火 ?M +，U=T延伸 ! 9&*，?M 个循环。加入

*$+!限制酶，降解残留的模板 VPE，:<" 产物经回

收纯化后，溶于去离子水。

!"#"# 电转化：分别挑取大肠杆菌 V7A"N.CVDR、

WJ!MSN.CVDR 的单菌落接种于新鲜 GL 培养基（含有

氨苄青霉素）中，?MT振荡培养过夜，转接于 AM 9G
培养基，继续培养至 ,RMM X MQ= Y MQ?，加入 G@阿拉伯

糖，继续培养至 ,RMM X MQA Y MQR，将菌液置冰浴中 !A
Y =M 9&*，于 DT，AMMM Z ’ 离心 !M 9&*，用灭菌的

!M[甘油洗涤菌体 ? 次，将菌体重悬于 MQA 9G 甘油

中，制成感受态细胞。移取上述 :<" 产物与感受态

细胞混合，电击后加入 ! 9G 预冷的 GL 培养基，?MT
培养 ! 5，移取 =MM#G 涂布于含有氨苄青霉素和氯

霉素的 GL 平板上，?MT培养，筛选阳性转化子。

!"#"$ 重组菌株的鉴定及质粒 .CVDR 的消除：分别

以得到的阳性转化子和对照菌株 V7A"、WJ!MS 的基

因组为模板，:?、:D 为引物进行 :<" 扩增，用琼脂糖

凝胶电泳检测 :<" 产物，并将重组子的 :<" 产物克

隆于载体 .JV!\@F，测序鉴定。

质粒 .CVDR 具有氨苄青霉素抗性，其复制子具

有温度敏感性，在高温条件下无法复制。将经过鉴

定的重组菌株命名为 V7A":、WJ!MS:，分别接种于

GL培养基中，D=T培养 = 5 后，在 ?UT条件下划线

分离培养，对每个单菌落进行氨苄青霉素和氯霉素

的抗性检测，挑选对氨苄青霉素敏感而对氯霉素具

有抗性的克隆，得到消除质粒 .CVDR 的重组菌株。

!"#"% 细胞产率的测定：分别挑取对照菌株、重组

菌株的单菌落接种于 GL 培养基中，?UT、=?M ,N9&*
培养，转接于 )OP 系列培养基，继续培养，定时测定

菌密度。
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!"#"$ 测定重组菌株的生长：分别挑取对照菌株、

重组菌株的单菌落接种于 !" 培养基中，#$%培养

&’ ( 后，转接于 !" 和 !") 培养基中，#$%、*+’ ,-./0
继续培养，定时测定菌密度，葡萄糖含量的测定采用

#，+1二硝基水杨酸法［2］。

!"#"% 345 的表达：将表达肿瘤坏死因子（345）的

质粒 67)8’’& 分别转化重组菌株和对照菌株，将质

粒 6"9**’ 转化重组菌株。挑取单菌落接种于含有

氨苄青霉素的 !" 培养基中，#’%、*’’ ,-./0 振荡培

养过夜，转接于 !") 培养基中，#’%、*+’ ,-./0 振荡

培养，当菌株培养至对数生长期时，升温至 :*%，继

续培养 2 ( 后，测定菌密度，离心收获菌体，对表达

产物进行 ;<;1=>)? 检测。

# 结 果

#"! &’( 片段的制备

以质粒 6@5# 为模板，=&、=* 为引物，扩增出两

端与 !"#) 基因上下游序列同源，中间为氯霉素抗性

基因 $%" 的 <4> 片段，经琼脂糖凝胶电泳鉴定约

&&’’ A6，与理论值一致，如图 # 所示。

图 # =BC 扩增产物的电泳鉴定

5/DE# =BC F.6G/H/IFJ/K0 KH I(GK,F.6(L0/IKG ,LM/MJF0IL
DL0L（ $%"）/0 6GFM./N 6@5#

&：<!*’’’ .F,OL,；*：=BC 6,KNPIJ

#"# !"#) 基因缺陷株的鉴定

分别以从含有氨苄青霉素和氯霉素的平板上筛

选到的转化子和对照菌株的基因组为模板，=#、=:

为引物，进行 =BC 扩增，对 =BC 产物进行琼脂糖凝

胶电泳。电击入感受态细胞的线性 <4> 片段（含有

$%" 基因）长 度 为 &’Q2 A6，而 !"#) 基 因 的 长 度 为

&+2’ A6，两者相差约 +’’ A6。如图 : 所示，转化子

=BC 产物约为 &+’’ A6，而对照菌株 =BC 产物约为

*’’’ A6，两片段长度的差异与预计相符，说明在重

组菌株染色体上 !"#) 基因已完全被 $%" 基因取代。

转化子的 =BC 产物经测序后，进一步证明在重组菌

株染色体上 $%" 基因已将 !"#) 基因完全置换下来。

图 : !"#) 基因缺陷株的 =BC 鉴定

5/DE: =BC /NL0J/H/IFJ/K0 KH !"#)1.PJF0JM
&：<!*’’’ 7F,OL,；*：<R+!=；#：<R+!；:：S7&’T=；+：S7&’T

#"* 细胞产率

细胞产率指细菌细胞在生长过程中由基质转化

为生物量的产率，以所测到的各葡萄糖浓度培养基

下菌株生长的最高菌密度与葡萄糖浓度作图，所得

曲线的斜率即为该菌株的细胞产率，结果见表 &。

缺陷株 S7&’T= 的细胞产率是 S7&’T 的 &UQT 倍，说

明在菌株 S7&’T 中敲除基因 !"#) 后，摄取的葡萄糖

更多的转化为菌体生长的生物量，但缺陷株 <R+!=
的细胞产率降低为 <R+!的 QTU&V，可能因为在菌

株 <R+!= 中：（&）生物产能降低；（*）葡萄糖转化为

其它中性储藏产物（如多糖等）；（#）葡萄糖更多地转

化为其它代谢物（如琥珀酸等）。

表 ! 大肠杆菌 !"#) 缺陷株的细胞产率

+,-./ ! ’/.. 01/.23 45 6,7/89 ,82 !"#):;<9,89 397,183

;J,F/0 <R+! <R+!= S7&’T S7&’T=

BLGG W/LGN &2’’ -D（DGPIKML） &U2+ &U:$ ’UT:+ &U$QQ

#"= 重组菌株在 >? 培养基中的生长

以在 !" 培养基中各时刻所测定的菌密度对培

养时间作图，从图 + 可以看出，<R+!= 与 <R+!的生

长曲线几乎完全重合，在培养后期，S7&’T= 的菌密

度稍高于 S7&’T。以上结果说明在 !" 培养基中，对

照菌株和重组菌株的生长并未有明显差异。

#"$ 重组菌株在 >?) 培养基中的生长

以在 !") 培养基中各时刻所测定的菌密度、培

养液中葡萄糖含量对培养时间作图，如图 2 所示，在

培养后期，<R+!= 与 <R+!相比，菌密度是后者的

#U:$ 倍，培养液中葡萄糖浓度几乎降为 ’；S7&’T=
的菌密度是 S7&’T 的 :U*+ 倍，培养液中葡萄糖浓度

降为后者的 **UTV。以上结果说明，与对照菌株相

比，大肠杆菌 !"#) 缺陷株可摄取更多的葡萄糖用于

代谢，因而具有较强的生长能力。
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图 ! 大肠杆菌 !"#" 缺陷株在 #$ 培养基中的生长

%&’(! )*+,-.&/*0 *1 ’.*234 56.78/ *1 ,-.803 -09
!"#":+63-03 /.-&0/ &0 #$ +89&6+

;,80 /<+=*>/：!"#" +63-03/；%&>>89 /<+=*>/：,-.803 /3.-&0/
（?）!：@A!!，"：@A!!B；（$）"：CDEFG，!：CDEFGB

图 H 大肠杆菌 !"#" 缺陷株在 #$" 培养基中的生长

%&’(H ".*234 54-.-538.&/3&5/ *1 ,-.803 -09
!"#":+63-03 /3.-&0/ &0 #$" +89&6+

;,80 /<+=*>/：!"#" +63-03/；%&>>89 /<+=*>/：

,-.803 /3.-&0/(
（?）#：@A!!，!：@A!!B；（$）#：CDEFG，!：CDEFGB

!"# $%& 的表达

用 I@I:B?"J 检测 KL% 表达状况，结果如图 M
所示。在 !"#" 基因缺陷株的电泳图谱中，在 EM N@
处有 一 明 显 表 达 带，与 KL% 理 论 值 相 符，其 中

@A!!B 和 @A!!表 达 的 KL% 分 别 占 全 菌 蛋 白 的

OPQRS、EHQ!S，CDEFGB 和 CDEFG 表达的 KL% 分别

占全菌蛋白的 OFQTS、EOQMS。培养结束时，各菌株

的菌密度见表 O。实验表明，在 #$" 培养基中，KL%
在重组菌株中单位体积表达量明显高于对照菌株。

表 ! 大肠杆菌 !"#’ 缺陷株及其对照菌株的菌密度

$()*+ ! $#,, -. !"#’ /01(213 (24 5(6+21 316(723

@A!!B

U,D"VFFE

@A!!
U,D"VFFE

@A!!B

U,$WOOF

CDEFGB

U,D"VFFE

CDEFG

U,D"VFFE

CDEFGB

U,$WOOF

$HFF TQOT OQTP TQRT MQHO OQRF MQ!T

图 M KL% 在 !"#" 缺陷株中的表达

%&’(M I@I:B?"J -0-></&/ *1 KL% 8X,.8//89 &0 !"#" +63-03/
E：,.*38&0 +-.N8.；O：@A!!BU,$WOOF；R：@A!!BU,D"VFFE；P：@A!!U

,D"VFFE；!：CDEFGBU,$WOOF；H：CDEFGBU,D"VFFE；M：CDEFGU,D"VFFE

8 讨 论

利用基因打靶技术，敲除生物代谢途径中的关

键基因，改变代谢流分布，构建新的代谢途径，在微

生物代谢工程研究中具有重要作用。本文利用 Y89
同源重组技术敲除大肠杆菌 !"#" 基因后，基因缺陷

株的生长能力明显增强。在 #$" 培养基中，基因缺

陷株的菌密度是亲株的数倍，对葡萄糖的摄入量远

远高于亲株，而在 #$ 培养基中两者差别不大，这说

明基因缺陷株在 #$" 培养基中的生长优势主要得

益于葡萄糖的作用。造成这一现象的原因可能是，

在大肠杆菌 BKI 系统中，酶"">5、酶"D-0、酶"%.6、酶

"$’>都可将葡萄糖转运入细胞内［M］，敲除基因 !"#"
后，细胞可通过其他转运酶的作用摄取葡萄糖，但进

入糖酵解途径的总碳代谢流有所减少，使其与进入

K)? 循环的碳代谢流大体平衡，从而避免副产物乙

酸大量积累，减轻了 ).-=3.88 效应，这就导致基因缺

陷株在生长过程中可大量摄取葡萄糖用于菌体的生

长和繁殖。在细胞产率的测定上，@A!!B 与 CDEFGB
的变化趋势截然相反，造成这一现象的原因还不清

楚，有必要对基因缺陷株进行代谢流和中间产物分

析，以进一步研究。通过考查 KL% 在重组菌株中的

表达情况，表明重组菌株具有良好的表达外源蛋白

的能力，在高密度发酵研究方面具有一定的应用前

景。

目前，在发酵工艺上主要是通过控制葡萄糖补
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料速率的方法，减少乙酸的生成。利用代谢工程技

术，构建 !"#! 缺陷的基因工程菌，可大大简化复杂

的工艺操作，降低生产成本。由于高密度发酵过程

的复杂性，大肠杆菌 !"#! 基因缺陷株的发酵特性还

有待在发酵罐中进一步研究，在实现基因工程菌高

密度培养的同时，提高外源蛋白的表达量。
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