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在变铅青链霉菌基因组中定域克隆外源!"#的置换性

载体及通过反选择获得重组体的模式方法!
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摘 要 !=><2?是变铅青链霉菌@@中对噬菌体!=><2显示抗性的基因，已从基因组中

获得分离。将基因组中邻近于该基因两侧的一个2ABC0和另一个2A#C0的D9>片段分别以

其在染色体上的天然取向插入到一个由E63!%!衍生的质粒E63@B2上，构建成E=F#%@。然后

在E=F#%@上对应于E63!%!复制子的区域中插入一个!"#／!$%抗性基因，同时在2ABC0和

2A#C0片段之间插入一个潮霉素抗性基因（&’(），衍生出一个新质粒E=F#%#。由于E=F#%#
中不具有完整的E63!%!复制功能区，所以它不能在链霉菌中复制。然而，在该质粒2ABC0和

2A#C0片段之间插入的任何D9>片段，在导入到变铅青链霉菌中后都可借助于2ABC0和

2A#C0两个片段与内源染色体的同源区域所发生的双交换而稳定地整入到内源染色体的特

定区域（2ABC0和2A#C0片段之间），同时置换出染色体上的!=><2?基因。发生了这种基因

置换的重组子菌株会对噬菌体!=><2变得敏感，这种反选择方法可用来浓缩和初选携带定

域插入片段的重组子。已利用潮霉素抗性基因（&’(）作为一个模式基因片段阐明了这种载

体和这种在染色体上定域克隆外源基因片段的方法学和适用性。同时，用E=F#%#作载体克

隆另外的基因片段时还有另一个优越性：&’(可作为报告基因一同参与外源基因片段的定域

整合，携带插入片段的重组子除了对噬菌体!=><2显示敏感性以外，还对潮霉素显示抗性。
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探索有效的途径把有用的基因稳定地置换到染色体中一直是众多研究者长期思考和

重视的问题。变铅青链霉菌是国际链霉菌分子生物学和遗传工程研究通用的受体菌体，

用该菌株表达异源基因（包括高等动、植物基因）的研究发展很快。我们曾从该菌株中成

功地分离了一个对噬菌体!=><2显示抗性的基因，并将该基因定位在染色体上一个约

#%C0的)!*6片段上［!，’］，已知该片段不是变铅青链霉菌正常生长和繁殖所必须的，因为

变铅青链霉菌限制性缺陷突变菌株FH!基因组发生的缺失包括了#%C0在内的)!*6片

段及其相邻的大约!%%C0的D9>，这个区域的可缺失性以及缺失菌株会对噬菌体

!=><2变得敏感，这个特性为我们提供了用外源D9>置换出这个片段的可行性和敏感

的筛选工具。因此，我们从变铅青链霉菌噬菌体!=><2抗性基因两侧寻找到大小适宜

（分别为2A#C0和2ABC0），易于操作的两个片段，设计了以这两个来源于野生型变铅青链
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霉菌的!"#片段为媒介，通过与野生型变铅青链霉菌的同源区域进行同源重组，将

!$#%&’基因区域置换出来，而将外源!"#稳定植入到染色体上这两个片段之间的克

隆载体的构建和操作方法。

! 材料和方法

!"! 菌株、质粒和噬菌体

研究中用到的链霉菌菌株有野生型变铅青链霉菌菌株(&)*（!$#%&’）［&］和限制性

发生了缺失突变的菌株+,(（!$#%&-）［."*］，大肠杆菌受体菌株为/0&1)（234’5(.’6

78）［9］。质粒:;<*5&［=］系从链霉菌高拷贝质粒:;<(>(所衍生的一个链霉菌?大肠杆菌双

功能柯斯质粒，含有噬菌体#的@A3位点，可用于在大肠杆菌和链霉菌中选择转化子的抗

性标记分别为氨苄青霉素抗性基因!"#和硫链丝菌素抗性基因$%&。也可用于在大肠杆

菌中制备基因文库；质粒:;<.=(&和:;<.*.)均为链霉菌高拷贝质粒，前者含有潮霉素

（’()）、氯霉素（*+"）抗性基因，后者含有壮观霉素／链霉素（%,*／%$&）抗性基因（BCDEF3FG，

未发表材料）。噬菌体$$#%&的部分特征见文献［1"()］。

!"# 培养基及试剂

实验所用的培养基、缓冲液及试剂除特殊说明外均见文献［(&，(.］。限制酶分别购自

HEI@A?J’/和KGALFMN公司，溶菌酶和过滤柱（OA3PNGLE@GA@FQPGERSMFRETPFG3）均购自-EMLN公

司。在变铅青链霉菌中硫链丝菌素的使用浓度为5>%M／L/，潮霉素的浓度为&>%M／L/。

!"$ 操作技术

噬菌体的感染方法参见文献［1］，质粒!"#的制备及体外技术，大肠杆菌感受态细

胞和链霉菌原生质体转化等技术参见文献［(&］。基因置换技术参见文献［(5］。

# 结 果

#"! 定域置换型克隆载体%&’()(的构建

同源重组的频率一般取决于同源片段的长度，同源片段超过)UI一般视为理想。如

要定域以比较高的频率置换某个区域，这个区域两端的同源片段大小最好相近。据此，我

们首先以分离的!$#%&抗性基因为探针，从以:;<*5&为载体所构建的野生型变铅青链

霉菌(&)*的基因文库中筛选并确证出1个阳性克隆。对这1个阳性克隆进行初步的限

制酶谱分析发现1个杂合质粒均携带了&5".5UI的外源片段，$$#%&’基因均位于其

中。用-#+$;切除包括$$#%&抗性基因在内的外源片段（约&>UI），然后对遗留在

:;<*5&克隆位点两侧的!"#片段大小进行分析，发现其中一个大小约为(5UI并包括

:;<*5&（9V1UI，见图(）在内的片段上，:;<*5&克隆位点的两端各自携带了&V5UI和&V=
UI的两个片段（与:;<*5&的克隆位点-)"&形成的-)"&／.!/;接头不可能被-#+$;
切下）。这个约(5UI片段的自连形成了:$+=>*（图(）。将来自链霉菌质粒:;<.=(&中

含有潮霉素抗性基因的-)"&片段（该片段还含有氯霉素抗性基因@L"但不能在链霉菌

中表达），克隆到:$+=>*中&V5和&V=UI片段之间的-#+$;位点上就获得了:$+=>9
（图(）。由于:$+=>9中的载体:;<*5&含有链霉菌高拷贝质粒:;<(>(的复制子，应将其

复制功 能 去 除，使 其 成 为 自 杀 性 质 粒 才 便 于 做 基 因 置 换 试 验。将 来 自 链 霉 菌 质 粒

).( 生 物 工 程 学 报 (5卷



图! "#$%&’，"#$%&(和"#$%&%的限制酶图谱

及其衍生关系
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0938.1*:60*:./"#$%&(648"#$%&%

!"#：;<+135<2*41./*/0640+.4.；$%&：2;=3165";.4*23=1./*/0640

+.4.；’($／’)*：/".20*435<2*4／/01."035<2*41./*/0640+.4./；)’*：

0;*3/01."0341./*/0640+.4.；+&,：!>=620656/.+.4.，65"*2*==*41.>
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"DJK’KL中含有壮观霉素／链霉素抗性

基因（’($／’)*）的 :!/D片 段 克 隆 到

"#$%&(中链霉菌复制子区的:!/D位

点上即获得了"#$%&%（图!），"#$%&%
失去了在链霉菌中的复制功能，从理

论上讲，该质粒导入变铅青链霉菌后，

只有当内、外源AMNOC和（或AM%OC）

的同源片段发生了同源重组，才能获

得硫链丝菌素和（或潮霉素）抗性的转

化子。

!"! 定域基因置换获得重组体的模

式方法

我们用"#$%&%上的!"#基因取

代变铅青链霉菌基因组中##?@A抗

性基因区域。用"#$%&%转化野生型

变铅青链霉菌!AL’菌株，筛选硫链丝

菌素抗性转化子，PNQ以上这类转化

子也都获得了潮霉素抗性，暗示这些

转化子是发生了一次交换的产物（第

一次交换既可能发生在AMNOC区，也

可能发生在AM%OC区）（图L?）。让这

种双抗性（)!0/*，!"#*）转化子在非选

择条件下培养后涂布成单菌落，再分

离潮霉素抗性硫链丝菌素敏感（!"#*，

)!0/’）的个体发现，最初%&Q以上的双

抗菌落都丧失了 对 硫 链 丝 菌 素 的 抗

性，暗示双交换以很高的频率发生（图

LE）。

为了证实双交换是定域发生在变

铅青链霉菌!AL’基因组中AMNOC和AM%OCRS?之间的区域，我们首先测定了所获得的

)!0/’!"#*重组子对噬菌体##?@A的抗性情况，发现所有的个体均丧失了野生型变铅青

链霉菌菌株!AL’对##?@A的抗性表型而变得对##?@A敏感。此外，将对##?@A敏

感的重组子基因组经;’2D酶切进行酶谱比较分析发现，##?@A抗性基因（##?@A-）所

处的%&OC;’2D片段已经消失，而出现了一条约N&多OC的RS?新带（图A），与预期置

换出来的包括##?@A抗性基因在内的RS?片段的大小（约A&OC）完全吻合。准确地反

映出潮霉素抗性基因与##?@A抗性基因区域在基因组特定区域的替代关系。

为了准确地进行基因克隆和分析重组子的需要，我们制作了"#$%&%的详细限制酶

谱（图!）。从图!可知，将外源片段克隆到"#$%&%的两个7,%#D位点之间，会置换出
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图! 用"#$%&%进行的基因置换试验示意图

’()*! +,-,.,"/01,2,-3(-4(/5637",!"#$%"&’()$*+,-,./0*89(-)"#$%&%
:(/5637",!"#$%"&’()$*+,-,./0*;;1<.=2=9=2,(9(-5(103,5090-=",->0.=-3="=?3<(9?()8.,*@<,%&A>?.0)2,-34(3<

!#BCDE),-,(-4(/537",93.0(-409/=103,5>,34,,-34=B9,F9(3,9>83(95,/,3,5(-!1+,-,./0*2830-393.0(-$GH*
@<(=：@<(=93.,"3=-；?=.0>>.,I(03(=-9=?)’+、2(3、*%)／*"#0-5"*#，9,,’()*H*

原载体上的)’+基因，但仍会保留2(3基因。将这种质粒衍生物导入变铅青链霉菌后由

DJKA>和DJ%A>LMB片段所介导的基因置换试验不仅会导致外源片段在基因组特定区

域（DJKA>和DJ%A>片段之间）的稳定整合，还会导致2(3基因的共整合，无疑这种共整

合为重组子的选择提供了一个额外的选择标记，可作为外源基因插入的一个报告基因：最

后的重组子既对噬菌体!#BCD显示敏感，又对潮霉素显示抗性，这个特征也有利于必要

时对外源克隆片段的回收。

! 讨 论

"#$%&%是为了在链霉菌分子生物学和基因工程研究的通用受体———变铅青链霉菌

基因组的特定区域，通过基因置换技术稳定克隆一个单一拷贝的基因所设计和构建的特

殊载体，作为对众多克隆载体的一个补充，它具有下述特点："所克隆的基因与宿主染色

体一起复制，只有一个拷贝，因此特别适合用来克隆和表达那些会因基因剂量效应而干扰

细胞存活性的基因；#克隆的基因稳定地整合在染色体，适合用来构建工程化菌株；$克

隆片段既可通过抗性标记（2(3#）进行正选择，又可通过对噬菌体!#BCD变得敏感来进
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图! "#$%&%在野生型变铅青链霉菌中产生的定域基因置换重组子的高压脉冲电泳分析

’()*! +,-./0(012345)5,16(789+12!"#$%"&’()$*+,-,./0*:5;(<-3(<50
)5,5;-35:=/)5,5>;5".-7565,3?0(,)"#$%&%=/@’AB

CD4，EF／76，G&!C&0"?.05，GH-)-;105，IJBKG&&"61.／L34(1?;5-

I4589+".?)02;1634521..1M(,)03;-(,0M5;5:()5035:M(34+05N-,:05"5;-35:1,@’AB(,&OPQIJB=?225;?,:5;

21..1M(,)71,:(3(1,：@?.053(650：G&!GC&0；+,).5：GC&R，F1.30：EF／76；S?,,(,)3(65：CD4*I4589+0-6".502;16.523

31;()43-;5-021..1M0：G*!1)&$+,)&+&#TGDPM4(74M-0?05:-00(U56-;V5;0，055［GE］21;3450(U5012345(,:(<(:?-.2;-)>

65,30；C*!1+,-,./0*6?3-,303;-(,$WG；!*!1+,-,./0*M(.:>3/"5G!CE；D!E*A5,5;5".-75:03;-(,0(,!1+,-,./0*

IXED?0(,)"#$%&%（2(3S"2,&0##+Y!0）；Z!G&*A5,5;5".-75:03;-(,(,!1+,-,./0*G!CE?0(,)"#$%&%（2(3S"2,&0

##+Y!0）*I4(1?;5-（G&&"61.／L）041?.:=5-::5:31345IJB=?225;M4(74";135730M(.:>3/"5!1+,-,./0*89+-)-(,03
:5);-:-3(1,:?;(,)5.573;1"41;50(0*

+=1?3!&V=89+M-0:5.535:2;16%&V=+05N2;-)65,32;16M(.:>3/"5!1+,-,./0*G!CE，M4(.5-,5M2;-)65,3（7*

P&V=）7-,=5055,-235;)5,5;5".-7565,3*

行反选择，经过正、反选择后的重组子可以保证有外源片段的插入。$需要从重组子中回

收克隆片段时，可利用潮霉素抗性基因（2(3）作为选择性标记或探针直接克隆出与其相

邻的基因片段。
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