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摘  要: 基于大肠杆菌(E. coli)染色体上 asd 基因的已知序列, 利用 λ噬菌体的 Red 同源重组系统一

步法构建 E. coli DH5α 的 asd 基因缺失突变株 DH5α △asd::cat, 在二次重组中利用携带能够表达

FLP 位点特异性重组酶的质粒 pCP20 介导二次同源重组, 以去除上述缺失突变株中氯霉素抗性筛选

基因。结合 PCR 扩增和测序结果, 证明 DH5α △asd 缺失突变株的正确构建。该缺失突变株失去了

在普通 LB 培养基上生长的能力, 只有添加 DAP 或导入表达 asd 基因的质粒(asd 基因互补试验)才能

在 LB 培养基上生长, 与原型 DH5α比较, 其生长速度和生长对数期、接受不同拷贝数质粒的转化效

率几乎相一致。基于该缺失突变株构建出以 asd 营养基因为标志的大肠杆菌染色体-质粒平衡致死系

统。体外培养连续传代 50 代次, pnirBMisL-fedF-asd 质粒不丢失, 并功能性表达 F18 大肠杆菌黏附

素 FedF。 
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Abstract: E. coli DH5α △asd deletion mutant was constructed by using Red recombination system. 

First, the chloramphenicol resistance(cat)gene flanked by homology extensions of asd gene was ampli-

fied by PCR. The PCR products were electro-transformed into E. coli DH5α strain, with the help of Red 

recombinant system, the most part of asd gene was in vivo replaced by homology extensions connected 
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with cat gene. E. coli DH5α (△asd::cat)deletion mutant with cat gene was selected by LB plate with 

DAP and chloramphenicol. The cat gene was then eliminated by using a helper plasmid, pCP20, en-

coding the FLP recombinase; the mutant for the recombinant E. coli was named E. coli DH5α △asd 

which lost the capability of growth on LB plate. The deletion mutant recovered the capability of growth 

on LB plate when added with DAP component. The function of the asd deletion mutant also could be 

compensated by the plasmid expressing asd gene. There were no significant difference in the key charac-

ters of growth speed, growth log phase, accepting different origin plasmids with high efficiency between E. 

coli DH5α and E. coli DH5α △asd mutant. Based on the DH5α △asd mutant, the chromosome-plasmid 

balanced-lethal system was set up successfully, which was stable for 50 generations of passage culture in 

vitro and expressed the FedF adhesin without antibiotic resistance gene. 

Keywords: E. coli DH5α, Host strain, Red recombination system, Asd gene, Mutant 

鉴于临床多种耐药性菌株不断产生和迅速水平

传播扩散, FDA 已禁止在重组菌生产中使用抗生素

和含抗药性基因作为筛选标志的载体质粒[18]。染色

体-质粒平衡致死系统是近年来发展起来的一类以

非抗生素作为筛选标记的载体表达系统, 它的宿主

菌通常是一类染色体管家基因的突变体, 该缺陷型

菌株不能在基本培养基上生长, 当导入带有其完整

基因的互补质粒后, 质粒与缺陷型菌株即以遗传互

补的方式构成染色体-质粒平衡致死系统 , 此时互

补质粒对其宿主菌的生长起到功能性互补的作用 , 

一旦质粒丢失 , 细菌则由于不能合成必需物质而

死亡[2,45,9]。 

Red 同源重组技术是一种新型的基因打靶技术, 

其原理是将一段携带与靶基因两翼同源序列的 PCR 

片段导入宿主菌, 利用 λ 噬菌体 Red 重组酶(Exo、

Beta、Gam 3 种蛋白), 使线性 DNA 片段与染色体上

特定的靶序列发生同源重组, 靶基因被标记基因置

换下来。这种重组技术可直接对染色体进行修饰 , 

是基因功能研究和重组菌构建的有力工具[68,1013]。

本 研 究 采 用 Red 同 源 重 组 技 术 敲 除 基 因 工 程 菌

DH5α 染色体上的 asd 基因 , 获得二氨基庚二酸

(DAP)营养缺陷型大肠杆菌 DH5α △asd 缺失突变

株, 基于其保留原型优良功能特性, 并进一步构建

出以 asd 营养基因为标志 E. coli 染色体-质粒平衡

致死系统。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株与质粒: 本实验用菌株和质粒见表 1。质

粒 pKD46 为同源重组的辅助质粒, 含温度敏感型复

制子, 高于 37C 该质粒会丢失, 阿拉伯糖诱导后能

够表达 Gam、Beta 和 Exo 3 个 λ 噬菌体重组酶; 

pKD3(oriRγ, cat, bla)为 PCR 扩增提供氯霉素抗性基

因的模板, 氯霉素抗性基因两侧有 FRT 位点(FLP 重

组酶识别位点), 为重组转化子提供筛选标志; pCP20

是具有氨苄青霉素(Amp)抗性和氯霉素(Cm) 抗性  

 

表 1  实验中使用的菌株和质粒 
Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this study 

菌株和质粒 
Strain or plasmid 

相关基因型和特性 
Relevant genotype or characteristics 

来源 
Source or reference 

E. coli DH5α supE44 △lacU(ψ80lacZ △M15) [15] 

DH5α △asd supE44 △lacU(ψ80lacZ △M15 △asd) [14], [16] 

pYA3341 Amp, pUC origin, pTRC promoter Curtiss R III 

pYA3342 Amp, pBR origin, pTRC promoter Curtiss R III 

pYA3332 Amp, p15A origin, pTRC promoter Curtiss R III 

pKD46 Amp, R101ts origin, paraB promoter [17] 

pKD3 Cm, Rγ origin, FLP recombinase site [17] 

pCP20 Amp/Cm, R101ts origin, FLP recombinase [17] 

pnirBMisL-fedF-asd Amp, ColE1 origin, pnirB promoter [14], [16] 
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的质粒, 含有温度敏感型复制子, 能够表达 FLP 重

组酶, 42C 诱导下 FLP 重组酶得到表达, 质粒也逐

渐丢失, 该质粒用于消除 FRT 位点间的 cat 基因; 

pYA3341、pYA3342 和 pYA3332 分别为高、中和低

拷贝数且都能表达链球菌 asd 基因的系列质粒 [7]; 

pMisL-fedF-asd 为同时表达 E. coli asd 基因和 F18

黏附素 FedF 的载体质粒, 由本室研究和保存[14,16]。 

1.1.2  试剂和溶液: Taq DNA 聚合酶, DNA 凝胶回

收试剂盒, DL2000 DNA Marker, 抗性筛选用 Amp

和 Cm 均购自 TaKaRa 公司；Expand Long Template 

PCR System 购自 Roche 公司 ; 质粒提取试剂盒 , 

pGEM-T Easy vector, T4 DNA 连接酶购自 Promega

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  PCR 引物的设计 : 用 于 同 源 重 组 的 引 物

P1-C1、P2-C2 分别由两部分组成, 5′端加下划线的序

列与 asd 基因两翼序列同源, 3′端未加下划线的序列

与质粒 pKD3 上 cat 基因两侧序列互补。在 E. coli asd

基因同源重组区域外侧, 设计引物 P3、P4 用于鉴定

asd 基因缺失突变菌株；引物 P5 位于氯霉素抗性基

因下游, 与引物 P3 配对用于鉴定第一次同源重组菌, 

如表 2 和图 1 所示。 

 

表 2  实验中使用的引物 
Table 2  Primers used in this study 

引物 
Primer 

序列 
Sequence (5'-3') 

大小 
Size (bp)

P1-C1 CGGTAGGTCGGCTCCGTTCTCATGCAACGCATGGTTGAAGAGCGCGATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG 69 

P2-C2 CGACGCAGCGGCTCCGCGGCCCCCCACAGCAGCTGGTCGCCCACGGTACATATGAATATCCTCCTTAG 68 

P3 ATGAAAAATGTTGGTTTTATC 21 

P4 TTACGCCAGTTGACGAAGCATC 22 

P5 ATATGAATATCCTCCTTAG 19 

 

 

图1  各引物所在大肠杆菌DH5α染色体的相对位置示意图 
Fig. 1  The different primers and correspoding position 
located in E. coli DH5α chromosome 
注: A: 大肠杆菌 DH5α 染色体; B: 质粒 pKD3. 

Note: A: The E. coli DH5α chromosome; B: The plasmid pKD3. 

 
1.2.2  含 FRT 位点和 cat 基因融合 PCR 产物的制

备和纯化: 以质粒 pKD3 为模板, P1-C1、P2-C2 为引

物, 进行 PCR 扩增。以第 1 次 PCR 产物稀释溶液作

为模板进行二次 PCR, 以消除模板质粒的影响。PCR

产物经琼脂糖凝胶电泳检测、DNA 回收试剂盒纯化

和 DNA 浓度测定。 

1.2.3  表达 Red 重组酶菌株的诱导和第 1 次同源重

组: 用 CaCl2 法将 pKD46 质粒转化到 DH5α 中, 用

含有氨苄青霉素的 LB 培养基筛选单个菌落并鉴定

后, 经 30C 振荡培养和 30 mmol/L L-阿拉伯糖诱导

Exo、Bet 和 Gam 蛋白充分表达后, 制备含 10%甘油

的电转化用感受态细胞。在 MicroPulser 电转化仪

(Bio-Rad 公司)上, 电压 1.8 kV, 脉冲 25 μF, 电阻

200Ω的参数下, 将上述纯化融合 PCR 产物电转化

到含 pKD46 的 DH5α 感受态细胞, 在含有 DAP 和

Cm 的 LB 平板上筛选单个菌落, 并进一步在 42C

培养下, 对每个单菌落分别进行 Amp 和 Cm 的抗性

检测, 挑选对 DAP 依赖、Amp 敏感而 Cm 抗性的克

隆 , 该克隆为去除 pKD46 质粒的重组菌 , 命名为

DH5α(△asd::cat)。 

1.2.4  重组菌 DH5α(△asd::cat)的 PCR 鉴定: 将重

组菌接种含氯霉素和 DAP 的 LB 液体中培养, 取细

菌培养物经离心、沉淀和水浴煮沸法制备重组菌染

色体 DNA 模板, 以 P3、P5 对引物 PCR 扩增和琼脂

糖凝胶电泳检测 PCR 扩增产物和大小。 

1.2.5  FLP 位点专一性重组和重组菌 DH5α △asd

鉴定: 将编码 FLP 点特异性重组酶的 pCP20 质粒
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DNA 转化到重组菌 DH5α(△asd::cat), 30C 培养在

含氨苄青霉素和 DAP 的 LB 培养基上, 筛选单个菌

落, 然后转接在 42C 培养数小时, 在 37C 条件下

划线培养分离单菌落进行 Amp 和 Cm 抗性检测, 获

得对上述两种抗生素均敏感而 DAP 依赖的阳性克

隆, 命名为 DH5α △asd。进一步制备该重组菌基因

组 DNA 模板, 以 P3、P4 引物进行 PCR 扩增, 琼脂

糖凝胶电泳检测 PCR 产物。PCR 产物经纯化回收, 

与 pGEM-T Easy 载体连接, 转化 DH5α, 涂布 AIX 

LB 平板(含 Amp、IPTG、X-gal), 白斑筛选阳性克隆, 

将阳性克隆酶切鉴定后送上海申能博采公司测序。 

1.2.6  重组菌DH5α △asd与表达 asd基因的质粒的

功能性互补: 将表达 asd 基因的质粒 pYA3341 转化

重组菌 DH5α △asd, 涂布不含 DAP 的 LB 平板, 观

察菌落生长情况。 

1.2.7  重组菌DH5α △asd与表达 asd基因的质粒的

功能性互补: 将重组菌株 DH5α △asd 单个菌落接

种在含 DAP 的 LB 液体培养基, 37C、250 r/min 振

荡培养不同时间, 定时测定细菌密度, 为确保试验

结果的可靠性, 每一结果重复 2 次, 计算其平均值, 

绘制生长曲线。DH5α 菌株作同步对照菌。 

1.2.8  重组菌 DH5α △asd 转化效率及不同的载体

转化效率的比较: 用 CaCl2 和电转化两种方法将都

能表达链球菌 asd 基因, 且分别为高、中和低拷贝数

的系列质粒(pYA3341、3342 和 3332)DNA 转化到

DH5α △asd 重组菌中, 涂布不含 DAP 的 LB 平板, 

观察菌落生长情况并比较上述不同载体的转化效率。 

1.2.9  DH5α △asd 重组菌介导的染色体-质粒平衡

致死系统的稳定性表达: 将表达 E. coli asd 基因和

F18 黏附素 FedF 的质粒 pMisL-fedF-asd DNA 转化

到 DH5α △asd 重组菌中, 在 LB 培养基上生长并分

别传代至 50 代次, 选择第 1、10、20、30、40 和

50 代 次 重 组 菌 , 通 过 诱 导 表 达 pMisL-fedF-asd 

DNA 重组菌, 分别与兔抗 F18ab FedF 亚单位单因

子血清凝集试验 , 与易感仔猪小肠上皮细胞黏附

和黏附抑制试验结果验证重组菌 DH5α △asd 染色

体-质粒平衡致死系统的构建和功能性表达 F18 大

肠杆菌黏附素 FedF。 

2  结果 

2.1  含 FRT 位点和氯霉素抗性基因的融合 PCR
产物制备 

以质粒 pKD3 DNA 做为模板, P1-C1、P2-C2 为

引物, 扩增出两端与 asd 基因上下游序列同源, 中

间为含 FRT 位点的 cat 基因的 DNA 片段, 经琼脂糖

凝胶电泳鉴定大约为 1.3 kb, 与预期值大小一致 

(图 2)。 

 

 

图 2  融合 PCR 扩增产物的电泳鉴定 
Fig. 2  PCR products of combination of cat gene in plasmid 
pKD3 with asd homology extension 
注: M: DL2000 DNA marker; 1: PCR 产物. 

Note: M: DL2000 DNA marker; 1: PCR products. 

 

2.2  第一次同源重组菌 DH5α(△asd::cat)的 PCR
鉴定 

对筛选出的重组菌 DH5α(△asd::cat), 制备出

基因组模板 DNA, 以 P3 和 P5 引物进行 PCR 扩增, 

结果扩增出含 cat 基因、大小约 1.1 kb 的片段, 而对

照的野生菌 DH5α 未能扩增出该大小片段 (图 3)。 

 

 

图 3  重组菌 DH5α 缺失株(△asd::cat)的 PCR 鉴定 
Fig. 3  PCR products of E. coli DH5α(△asd::cat) strain 
注: M: DL2000 DNA marker; 1: 野生型大肠杆菌 DH5α; 2: 重组

大肠杆菌 DH5α (△asd::cat)缺失株. 

Note: M: DL2000 DNA marker; 1: Wild type E. coli DH5α; 2: 
Recombinant E. coli DH5α (△asd::cat) mutant. 
 

2.3  第 2 次同源重组菌 DH5α △asd 的鉴定 
以重组菌 DH5α △asd 基因组为模板, 以 P3、

P4 引物进行 PCR 扩增, 结果扩增出的片段长度约为
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232 bp, 该片段不含 cat 基因, 仅含 asd 基因的 5′端

和 3′端部分序列, 缺失 asd 基因大部分, 而在对照菌

DH5α, 扩 增 的 片 段 含 整 个 asd 基 因 , 长 度 约 为

1104 bp, 与预期结果相符(图 4)。进一步将大小为

232 bp 片段克隆进 pGEM-T Easy 载体并测序, 结果

证实重组菌 DH5α △asd 中 cat 基因已丢失, 在同源

区内只留下一个 FRT 位点, FRT 位点的结构如下: 

左右两个方向相反的箭头是两个反向重复序列, 为

FLP 的结合元件, 重组就发生在结合元件和 8 bp 画

框的核心区之间 (图 5)。 

 

 

图 4  DH5α △asd 缺失突变株 PCR 鉴定 

Fig. 4  PCR products for E. coli DH5α △asd mutant and 
wild type 
注：M: DL2000 DNA marker; 1: 野生型大肠杆菌 DH5α; 2: 大肠

杆菌 DH5α △asd 缺失株. 

Note: M: DL2000 DNA marker; 1: Wild type E. coli DH5α; 2: E. coli 
DH5α △asd mutant. 

 

 

图 5  两端反向重复序列 FRT 位点和 8 bp 序列核心区 
Fig. 5  FRT site inverted repeats and an identical scar 

 

2.4  重组菌DH5α△asd与表达asd+质粒pYA3341

的功能性互补 

含质粒 pYA3341 的重组菌 DH5α △asd 能在不

含 DAP 的 LB 培养基上生长, 其单个菌落形态和大

小与 DH5α 相似, 说明缺陷型重组菌 DH5α △asd 与

asd +质粒 pYA3341 形成功能性互补(图 6)。 

2.5  重组菌 DH5α △asd 在含 DAP 的 LB 培养基

中生长 
重组菌 DH5α △asd 能在含 DAP 的 LB 培养基

中生长, 将各时间点所测定的菌密度对培养时间做

图(图 7)。结果表明, 在各生长阶段和对数生长期, 

DH5α △asd 的菌密度稍低于 DH5α。 

 

图6  缺陷型重组菌DH5α △asd与asd+质粒pYA3341形成

功能性互补 
Fig. 6  E. coli DH5α △asd mutant was compensated by the 
plasmid pYA3341expressing asd gene 
注: 上: LB 平板上生长的大肠杆菌 DH5α; 下: 与表达 asd 质粒

pYA3341 互补的大肠杆菌 DH5α △asd 缺失株在 LB 培养基上的

生长情况. 

Note: Top part: The growth of DH5α on LB plate; Down part: The 
growth of DH5α △asd transformed with pYA3341 expressing asd 
gene. 
 

 

图7  重组菌DH5α △asd在含DAP的LB培养基中生长 
Fig.7  The growth curves in LB medium with DAP for both 
parent strain DH5α and asd deletinon mutant DH5α △asd 
 

2.6  重组菌DH5α △asd转化效率 

用 CaCl2 法将表达 asd 基因的高拷贝数质粒

pYA3341 转化重组菌 DH5α △asd, 在 LB 培养基上, 

与对照菌 DH5α 基本一致, 转化效率可达到 2 × 106 

5 × 106 转化子/μg DNA, 电转化法则可达 4 × 107

6 × 107 转化子/μg DNA。在此基础上, 我们又利用

中、低拷贝数的质粒 pYA3342 和 pYA3332 DNA 分

别转化, 结果这些质粒均可转化 DH5α △asd 和对照

菌 DH5α, 并且各种质粒并没有转化效率上的差异。 

2.7  F18 大肠杆菌黏附素 FedF 在 DH5α △asd 介

导的染色体-质粒平衡致死系统中的功能性表达 
经厌氧诱导表达的第 1、10、20、30、40 和 50

代次重组菌 pnirBMisL-fedF-asd 同表达 F18ab 或

F18ac 的 E. coli 标准株 107/86 和 2134P 一样, 均能
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与兔抗 F18ab 菌毛 FedF 亚单位单因子血清(1:100 稀

释)、兔抗 F18ab 或 F18ac IgG 产生明显的凝集反应, 

而含 pnirBMisL-asd 空载体的大肠杆菌 DH5α与上述

血清不产生凝集现象。显微镜下观察表明, 诱导表

达的 pnirBMisL-fedF-asd 重组菌均能较好地吸附于

易感仔猪小肠上皮细胞(图 8A), 但含 pnirBMisL-asd

空载体的大肠杆菌 DH5α 没有黏附小肠上皮细胞的

特性(图 8B)。当诱导表达的重组菌 pnirBMisL-fedF- 

asd 分别与兔抗 F18ab 菌毛 FedF 亚单位单因子血清

作用 30 min 后几乎丧失了吸附易感仔猪小肠上皮细

胞的能力。 

 

 

 

图 8  诱导表达的重组菌 pnirBMisL-fedF-asd 黏附易感

仔猪小肠上皮细胞 
Fig. 8  adherence of the recombinant E. coli DH5α dis-
playing fedF-asd to the small intestine epithelial cells 
注: A: 表面表达 fedF-asd 的重组大肠杆菌 DH5α; B: 表面不表达

fedF 的大肠杆菌 DH5α. 

Note: A: The recombinant E. coli DH5α displaying fedF-asd; B: 
E. coli DH5α not displaying fedF. 

3  讨论 

染色体-质粒平衡致死系统缺陷型菌株的早期

构建主要是利用理化因素诱变、转座子随机插入以

及自杀性载体同源重组技术。理化因素造成的基因

突变多为点突变, 有较大回复突变的可能性, 从而

增加了平衡致死系统的不稳定性[1819]; 利用转座子

插入技术可以造成宿主菌中大片段外源基因的插入

或缺失突变, 但它不能精确定位其靶基因的插入位

置, 而仅能依赖细菌的表型改变来进行判断和筛选;

自杀性载体同源重组技术的应用虽然广泛, 但它的

操作较为繁琐, 构建时需较大的同源片段(两端的同

源序列一般不低于 200 bp), 且必须构建靶位点的打

靶质粒[11,17]。而新近发展的 Red 同源重组技术只需

要短的同源臂(两端各有 3050 bp 同源臂片段, 与目

的基因侧翼序列同源)即可对染色体上的任意基因

实现定点重组。该同源臂核酸序列完全可以人工合

成, 且 Red 系统重组效率高、操作简便。 

本 试 验 采 用 Red 同 源 重 组 技 术 对 大 肠 杆 菌

DH5α 染色体上的 asd 基因进行敲除, 构建了重组效

率高的缺失突变株。该缺失突变株失去了在普通 LB

培养基上生长的能力, 这是由于 asd 基因编码天冬

氨酸 β-半醛脱氢酶, 是细菌赖氨酸、苏氨酸、甲硫

氨酸、二氨基庚二酸 (DAP)合成途径中的关键酶 , 

DAP 是革兰氏阴性菌细胞壁上肽聚糖的基本成分, 

asd 基因发生缺失突变后 , 由于不能合成细胞壁

DAP 而导致溶菌死亡。该营养缺陷型细菌只有在补

加 DAP 的培养或导入 asd+质粒才能在 LB 培养基上

生长[12]。在本研究中, 在普通 LB 培养基上补加 DAP

或将表达 asd 基因的质粒 pYA3341 转化重组菌

DH5α △asd, asd 缺陷型重组菌得到功能性互补而生

长。经测序鉴定 DH5α △asd 染色体上的 asd 基因序

列大部分已缺失, asd 缺陷型重组菌造成回复突变的

可能性极低。 

基于构建的重组菌 DH5α △asd 接受不同拷贝

数的质粒、转化效率高, 与原型 DH5α 工程菌比较, 

其生长速度和生长对数期没有显著差异等优点, 能

够成为 DH5α △asd 工程菌, 并进一步构建出以 asd

营养基因为标志 E. coli 染色体-质粒平衡致死系统。

事实上, 在 DH5α △asd 介导的染色体-质粒平衡致

死系统中, 体外培养连续传代 50 代次, pnirBMisL- 

fedF-asd 质粒不丢失, 并功能性表达 F18 大肠杆菌

黏附素 FedF。 

Red 系统实验中也遇到假阳性的存在, 这是由

于基因敲除所用的线性打靶 DNA 的 PCR 模板通常

是质粒(例如 pKD3), 该质粒本身具有筛选重组子的

抗 药 性 基 因 。 可 以 把 第 1 次 PCR 的 产 物 稀 释

2001000 倍, 然后以稀释液为模板进行二次 PCR, 

用第 2 次 PCR 产物去转化宿主菌, 可大大减少假阳

A 

B 
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性 [2021]。也可以利用 Dpn I 消化处理 PCR 产物 , 

Dpn I 只作用于甲基化的底物, 大多数从常用菌株

提取的质粒都被甲基化, 而 PCR 得到的线性 DNA

没有甲基化, 这样 Dpn I 限制性内切酶专一性地降

解模板质粒, 而且 Dpn I的识别序列只有 4 个核苷酸

残基, 在 DNA 分子中出现的频率高, 模板质粒可被

完全降解[1422]。 
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