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摘要：在分子克隆实验中，选择性标记特别是抗生素抗性标记是最常用和不可或缺的分子材料。为便于实验室获

得和使用携带有不同末端序列的选择性标记，以质粒 ’()*+,-./’0 ,1（ 2）为基础，构建了分别携带有卡那霉素、博莱
霉素、红霉素、潮霉素和庆大霉素等抗性基因的系列质粒 ’,134515、’,1345()+、’,13456.4、’,1345748 和

’,134595。通过限制性酶切和胶回收技术，可以从上述构建的质粒中方便地获得带有理想接头的抗生素抗性基
因。
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在基因操作中，经常需要获得一些常用的功能

性或可选择性基因片段，常用的方法是先得到它基

因序列的信息，通过多聚酶链反应（\XW）等方法获
得。此外，也可以通过将该基因储存到一个质粒载

体中，从而可以方便、安全、快速地获得。

在细菌的基因工程中，选择性标记的选择与获

得都是至关重要的。抗生素抗性基因就是选择性

标记中重要的一类（表 "）。在基因克隆操作中，高
效的选择性标记的合理和有效使用，将会提升筛选

阳性克隆的工作效率。当构建某个基因的突变体

时，也是经常采用在其中插入一选择性标记。因

此，获得需要的选择性标记尤其是抗生素抗性基因

将是分子、遗传研究中必须的一步。

表 7 常用抗生素及它们的作用模式

抗生素 基因 来源 作用模式 W+O

1EH %?4@! 7 T 3’10YH&$" 抑制蛋白质合成；阻遏转录

和引起错配

［!，%，>］

95 %%3% 7 T 3’10 通过绑定到 >$,核糖体亚基

的 A&蛋白上阻止蛋白质合

成

［!，;］

748 ( A?4?KB] 7 T 3’10 阻止肽合成，抑制肽链延伸［%，&，""］

6.4 "(B 8)( T ?#’5","/ 绑定到核糖体大亚基新生肽

输出通道的入口，阻止长度

长于 &和 <个氨基酸之间的

肽链合成

［"$］

()+ &1" 7 T 3’10YH> 在 Z+! ^和分子氧存在下，引

起 DG=解链

［%，#，@］
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传统获得抗生素抗性基因的方法之一是设计

带有特别接头的引物进行 !"#反应。不足之处是
它需要较多的时间去设计引物以及摸索 !"#反应
条件；而且经常需要不止一个抗生素选择性标记。

为了解决这个问题，本研究中使用了一种质粒载体

来携带不同的抗生素抗性基因，通过相应的限制性

内切酶酶切和胶回收快捷地得到抗生素抗性基因。

! 材料和方法

!"! 菌株与质粒
!"#$%&’#$’( #)*’ $%&’(， +(#’**," ",-.’*’" &)*，

+(#’**," *’#$%/’0)&1’" +,""&-.*’ 均由江南大学中国高
校工业微生物资源和信息中心（/001：22"3"3%4"56
78096 :;96 <=）提供。1>?78@（图 &+）由 AB:C/DE: 等提
供［&］，其它质粒的性质见表 F。1>5!.’&&，1%90G-，
1#>-&4H，1II#&%">4.和 1JK&-*42., 均由江南大学
中国高校工业微生物资源和信息中心提供。涉及的

携带有质粒的细菌均使用 LI培养基，于 MNO培养。

表 # 本研究中所涉及的抗生素抗性标记

抗性 表现型 来源 应用范围

?@ ?D=D@8<G= C:7G70D=<: 1>5!.’&&［&F］ 支原体，KP 2KQ细菌

RC8 RC80/CS@8<G= C:7G70D=<: 1%90G- KP 2KQ细菌

H8E H8ECS@8<G= C:7G70D=<: 1#>-&4H 真核2原核

K@ K:=0D@8<G= C:7G70D=<: 1II#&%">4.［&M］ 支原体，KP 2KQ细菌

IT: IT:S@8<G= C:7G70D=<: 1JK&-*42.,［&-］ 真核2原核

!"# 试剂
限制性内切酶、,-连接酶、,DU和 !V9 JW+聚

合酶购自 X:C@:=0D7公司；卡那霉素、红霉素、庆大霉
素是 II3 公司的产品；潮霉素 I、博来霉素为
3=BGBSE:=公司产品；胰蛋白胨和酵母膏均为 AYSG;
产品；其它生化试剂是国产分析纯。

!"$ 质粒构建
本研究构建质粒所需抗性基因通过 !"#扩增

得到，所使用的引物见表 M。获得的卡那霉素抗性
基因的 !"#产物用 21(!消化后与经同样酶消化
的 1>?78@ 的 JW+ 连接。用连接产物转化 ! 6 #)*’
$%&’(，通过在含有卡那霉素抗性的 LI平板上筛选
而得到质粒 1>?78@?@。K@，RC8，IT: 和 H8E 组份
的克隆方法依此类同。所有重组质粒都用 21(!
酶切，在 ’Z*[的琼脂糖凝胶电泳中检测。

表 $ 本研究中所使用的引物

!CG@:C >:U9:=<:

K@& +++"""KKKK+K+KK"KK,,,K"K,+,,KKK"K"+,K"

K@F ,,,"""KKK++K""K+,","KK",,K++"K++,,K,,+K

RC8& KKK"++++K+++++"K+++,K+,+"+""++,"+

RC8F KKK+"",",,,+K","",,KK++K",K

IT:& KKK",K,"+,KK"K"+,,++"KK

IT:F KKK,,,,K",","K,K","K,,,+

?D=& +++"""KKK+"+K"++K"K++""KK++,K+""+K",KKKK

?D=F +++"""KKK"K,"K",,KK,"KK,"+,,,"K++""""

H8E& KKK+"+,,,,K+,KK""K"+"KK

H8EF KKK++","",,"",,,,"KK,,+K+K"K

!"% 常用克隆宿主细胞对抗生素的耐受性实验
选择 ! 6 #)*’ $%&’(， + 6 ",-.’*’" &)* 和 + 6

*’#$%/’0)&1’"（+,""&-.*’）等作为模式菌株，检测它
们对抗生素的耐受性。这些模式菌株都在 LI培养
基中（含 F[的琼脂）培养，在 MNO培养 &F/。

# 结果与讨论

依据序列信息设计引物，通过 !"#扩增获得相
应抗性基因片段；将得到的基因片段连接到经过限

制性酶切的 1>?78@质粒上，转化 ! 6 #)*’ $%&’(；在
含有该抗生素的抗性平板上筛选转化子，提取质粒

用 21(!酶切，电泳检测。
以 1>?78@为基础，构建一组携带有各种选择

性标记的质粒 1>?78@?@，1>?78@K@，1>?78@ RC8，
1>?78@IT:和 1>?78@H8E（图 &）。从中回收的 ?@，
K@，RC8，IT: 和 H8E 基因片段，分别带有 21(!，
!#)#!，3’/;"或 2(*!酶切位点。
其中插入的抗性基因片段最长的（图 & R）有

&ZM\]；最短的（图 &ZX）仅有约 *’’\]；其余的的长度
相仿，约 &\]（图 &Z I，"和 J）。从酶切位点来看，
除了 1>?78@H8E（图 &ZR）中的抗性基因中含有一个
!#)#3位点不能作为接头外，其余的抗性基因中均
不含有与接头中相同的酶切位点。此外，接头中所

选取的酶切位点涵盖了平端与粘端，而且所使用的

限制性内切酶都是较廉价并在实验室中广泛使用

的。从所包含的抗性基因上来看，其应用范围涵盖

了革兰氏阳性细菌、革兰氏阴性细菌、酵母菌和丝

状真菌等实验室中常用的实验材料，基本可以满足

各方面的需要。
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图 ! 本研究中所构建质粒的物理图谱
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表 ! 本研究中抗生素的筛选浓度
抗生素

抗性

最合适的抗生素筛选浓度（!04(5）
! 6 "#$% 78!9: & 6 ’()*%$%’ !;< & 6 $%"+,-%.#/0%’（"=++!>?<9）

%( @9 < !9
-.’ !?9 A?9 ?
/’0 @9 @9 @9
*( !? ? ?
)23 @ ?9 @

本研究得到了相关模式菌株在基因操作实验

中所常用的抗生素选择浓度（表 >）。这里着重选择
了有代表性的革兰氏阳性菌和阴性菌进行了抗性

实验，其中的地衣芽胞杆菌（"=++!>?<9）作为新的
* B菌模式菌株，其全基因组序列图谱在 9>年 :月
公布，可以预见对它的研究将成为热点，所以给予

了较多的关注。另外，表 >列出的抗生素选择浓度
是本实验室长期实验基础上所积累起来的，适用于

各种拷贝的质粒的克隆与筛选。不过，在使用该数

据时要注意相应抗生素的使用条件，例如博来霉素

的使用是 #/依赖的，#/越高，菌体对其越敏感，一
般使用低盐 5)平板，#/CD?。
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