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含质粒复制起始区 !"#!!的苏云金芽胞杆菌解离载体的构建

吴 岚 孙 明" 朱晨光 张 蕾 喻子牛
（华中农业大学生命科学技术学院农业微生物农业部重点实验室，武汉 0#%%5%）

摘 要 将苏云金芽胞杆菌转座子 6?00#%的解离酶识别位点 *%& 分别插入克隆载体 EFG:6 H和 EIJ!4得到质粒
EH,H!$%!和 EH,H!$%$。这两个质粒分别经 .+3KLM4#$C!和 50(FLM4#$C!双酶切回收含 *%& 位点的小 N+3片段，
与穿梭载体 EK6#!%!经 50(FLM4#$C!双酶切后回收的含大肠杆菌复制起始区、氨苄青霉素抗性基因和红霉素抗性
基因的 #2#OP片段连接，获得重组质粒 EH,H!$%#。封闭 EH,H!$%#两 *%& 位点外的 .+3KL和 50(FL位点后，得到解
离载体 EH,H!$%0。将来源于苏云金芽胞杆菌库斯塔克亚种 QH6/!&$%的质粒复制起始区 (*#00片段插入 EH,H!$%0
的两 *%& 位点之间，得到解离穿梭载体 EH,H!$%&。该解离载体插入壮观霉素抗性基因后电转化无晶体突变株，在
辅助质粒所提供的解离酶作用下可发生解离消除抗性基因，解离频率为 !%%R，解离后的质粒稳定性为 4#R。利用
解离穿梭载体 EH,H!$%&可在用抗性筛选到转化子后特定消除抗性标记基因和其它非苏云金芽胞杆菌 N+3片段。
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苏云金芽胞杆菌（.+0#,,)& /")*#$1#%$&#&，HT）在芽
胞形成期合成的杀虫晶体蛋白（U7=T<D<C-) DV.=T-) EV(/
T7<?=）对多种农业害虫具有杀虫活性，其制剂是目前
研究最广泛、最深入的细菌杀虫剂，占当前生物杀虫

剂的 4&R［!］。在 HT基因工程菌构建中常用到质粒
穿梭载体，该载体通常包括了在研究构建过程中所

必需但在终产品工程菌中并不需要的基因或 N+3
片段，如各种抗生素标记基因和大肠杆菌复制起始

区等。这些基因在工程菌中的存在不仅加大了细胞

生物合成的负担，而且还存在潜在的生态安全性问

题。为此，一个可行的策略是在载体的适当位置引

入特殊元件，在体内切掉不必要的 N+3片段［$］。
近年来报道了一种利用转座子 6?00#% 的位点

特异性解离特性构建可体内定点重组的基因转移载

体，消除抗性筛选标记和其它非必须基因来构建 HT
基因工程菌的方法［# W &］。由于该系统涉及的关键元

件为解离位点（F7=()>T<(? =<T7=）和解离酶（F7=()-=7），
因此称之为解离载体。该载体为一质粒穿梭载体，通

过体内重组可形成两个质粒，但只有一个质粒可以存

活。其中含 HT质粒复制区的质粒只可在 HT中存活，

另一个含 J():! 质粒复制区的质粒则只能在 5 * 0(,#
中存活［&］。本研究利用这一思路构建了一种可普遍

通用且方便插入不同基因的质粒载体。

" 材料与方法

"#" 菌株和质粒
涉及的菌株和质粒见表 !。大肠杆菌 NK&"和

HT H,H!5!为 N+3操作的受体菌。采用 XH培养基，
分别在 #5Y和 #%Y培养。抗生素使用浓度分别为氨
苄青霉素（3;E）!%%#ZM;X，红霉素（:V;）$&#ZM;X，四
环素（6D）$%#ZM;X和壮观霉素（GE）!%%#ZM;X。
"#$ %&’操作
质粒 N+3的提取、酶切、去磷酸化、凝胶电泳、

回收纯化、连接和常规转化大肠杆菌 NK&"菌株均
按照文献［1］所述方法进行，所用限制酶和修饰酶均
购自华美公司。

"#( 电转化苏云金芽胞杆菌受体菌
按照文献［&］所述方法进行。

"#! 质粒稳定性检测
按照文献［&］所述方法进行。



表 ! 菌株和质粒
"#$%& ! ’()#*+, #+- .%#,/*-,

!"#$%&’ $&(
)*$’+%(’ ,-$#$."/# !01#./ 0# #/2/#/&./’

’()#*+,
! 3 "#$%
456! &’(!77"$)"*89:（#;< $)"=">86）+&,-8? ./"08 /1,08 23.0:9 4+%@ 8 ./$08 !"0#/( %& 01# *$A
5 3 4+’.%12%/1&%& B )*$’+%(@2#// +1"$&" ’"#$%& !.#//&/( %& 01# *$A
C>C8?8
C>C<6@!) C>C8?8（)C>C8D<6@!)） E-%’ ’"1(F
C>C<6@!)C C>C8?8（)C>C8D<6@!)C） E-%’ ’"1(F
0%#,/*-,
)G,8: ! 3 "#$% .*0&%&H I/."0#，B+)J !"0#/( %& 01# *$A
)J!KE C ! 3 "#$% .*0&%&H I/."0#，B+)J !"0#/( %& 01# *$A
)5EL8<8 ! 3 "#$%@C" ’-1""*/ I/."0#，K#+J，B+)J M/#/.*1’［6］

)C>C;D?@NJ! J/’0*1"%0& I/."0# .0&"$%&%&H 5)65NO7)"8 ./& 2#$H+/&"，B+)J，K#+J !"0#/( %& 01# *$A
)4P8?D9 ! 3 "#$% I/."0# .0&"$%&%&H !)J H/&/，B+)J，!)J !"0#/( %& 01# *$A［?］

)C>C77 ! 3 "#$% I/."0# .0&"$%&%&H #.%77 H/&/，B+)J !"0#/( %& 01# *$A
)C>C8D<< G&’"$A*/ ! 3 "#$%@C" ’-1""*/ I/."0# .0&"$%&%&H 41(N H/&/，E.J，B+)J !"0#/( %& 01# *$A［6］

)C>C8D<8 ./& 2#$H+/&" 2#0+ )C>C;D?@NJ! %&’/#" %&"0 )J!KEC，B+)J E-%’ ’"1(F
)C>C8D<D ./& 2#$H+/&" 2#0+ )C>C;D?@NJ! %&’/#" %&"0 )G,8:，B+)J E-%’ ’"1(F
)C>C8D<L ! 3 "#$% I/."0# .0&"$%&%&H "Q0 .0)%/’ 02 ./& 2#$H+/&" 2#0+ )C>C8D<8 $&( )C>C8D<D ’/)$#$"/*F，B+)J， E-%’ ’"1(F
)C>C8D<7 4/#%I$"%I/ 02 )C>C8D<L，(/*/"%&H 5)65N $&( !"#JN ’%"/’ 2#$&R%&H "Q0 .0)%/’ 02 ./& ’%"/’，B+)J，K#+J E-%’ ’"1(F
)C>C8D<6 4/#%I$"%I/ 02 )C>C8D<7，! 3 "#$%@C" ’-1""*/ I/."0# .0&"$%&%&H #.%77，B+)J，K#+J E-%’ ’"1(F
)C>C8D<6@!) !)J H/&/ %&’/#" )C>C8D<6，B+)J，K#+J，!)J E-%’ ’"1(F
)C>C8D<6@!)C )C>C8D<6@!) #/.0+A%&$&" %& 5 3 4+’.%12%/1&%&，!)J E-%’ ’"1(F

1 结 果

12! 解离载体 .343!156的构建
12!2! 解离载体 )C>C8D<L的构建：质粒 )C>C;D?@
NJ! 经 5)65NO7)"N酶切获得 C"转座子 E&77L<的解
离酶识别位点 ./&，分别插入克隆载体 )J!KE C 和
)G,8:得到质粒 )C>C8D<8 和)C>C8D<D。)C>C8D<8
经 5)65NO9%1($双酶切，)C>C8D<D经 !"#JNO9%1($
双酶切分别回收含 ./& 的片段，穿梭载体 )5EL8<8经
!"#JNO9%1($双酶切回收 LSLRA的大肠杆菌复制区及
抗性基因片段，三者连接获得质粒 )C>C8D<L。该质
粒的两同向 ./& 之间存在多克隆位点。
12!21 解离载体 )C>C8D<7 的构建：由于在
)C>C8D<L中分别存在两个 5)65N和 !"#JN位点，位
于解离区 ./& 两端，而在遗传重组操作中这两个酶
的酶切位点又使用较多，为了避免被酶切切除，本研

究封闭了两同向 ./& 外的 5)65N和 !"#JN位点。封
闭方法是：质粒 )C>C8D<L经 7)"N酶切后自连去掉
多克隆位点，5)65N酶切后经 T*/&0Q酶作用补平 LU
末端，自连封闭 5)65N 位点，同法处理封闭 !"#JN
位点。再将 7)"N片段插回原位置，筛选两 ./& 区方
向相同的重组质粒，获得质粒 )C>C8D<7，经酶切验
证与预计片段大小相符（图 8）。

图 8 质粒 )C>C8D<7及其酶切电泳图谱
V%H38 W*$’+%( )C>C8D<7 $&( %"’ $H$#0’/ /*/."#0)-0#/’%’ +$)
M/2"：W*$’+%( )C>C8D<7：)6(：B+)J@/&.0(%&H H/&/；/.6：K#+J@/&.0(@

%&H H/&/；#.%!"：0#%H%& 02 #/)*%.$"%0& %& ! 3 "#$%；#.% 3 54：0#%H%& 02 #/)*%@

.$"%0& %& 5 3 4+’.%12%/1&%&；./&：#/’0*1"%0& ’%"/’

J%H-"：BH$#0’/ /*/."#0)-0#/’%’ +$) 02 )C>C8D<7：83%4XBO9%1($
+$#R/#；D3 )C>C8D<7 )*$’+%(；L3 )C>C8D<7O9%1.&；73 )C>C8D<7O

7)"N；63 )C>C8D<7O!"#JN；9 3 )C>C8D<7O5)65N；? 3 )C>C8D<7O52$

&；;3 )C>C8D<7O9%1($

121 含 3(质粒复制起始区 !"#66的解离载体
质粒 )C>C77经 !"#JN酶解得到 DS;RA的 #.%77

片段，插入 )C>C8D<7 的 !"#JN 位点得到重组质粒
)C>C8D<6和 )C>C8D<6J，两者区别只是 #.%77方向
相反。9%1($和 52$&酶切验证大小正确（图 D）。
127 解离载体 .343!158的解离特性
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为了验证 !"#"$%&’ 用作解离载体的可行性，
以壮观霉素抗性基因为目的基因，将质粒 !()$*%+
经 !"#,-.$%&/!酶解得到 $0%12的壮观霉素基因

插入 !"#"$%&’的 !"#,-.$%&/!位点，得到重组质
粒 !"#"$%&’34!（图 5）。

图 % 质粒 !"#"$%&’和 !"#"$%&’6及其酶切电泳图谱
789:% ;<=>?8/ !"#"$%&’，!"#"$%&’6 =@/ ABC8D =9=DE>C C<CFADE!BEDC>8> ?=!

$0"(GH.$%&/! ?=D1CD；%0!"#"$%&’6 !<=>?8/；50!"#"$%&’6.$%&/!；I0!"#"$%&’6.!’(#；

’0!"#"$%&’ !<=>?8/；+0!"#"$%&’.$%&/!；*0!"#"$%&’.!’(#

图 5 质粒 !"#"$%&’34!及其酶切电泳图谱
789:5 ;<=>?8/ !"#"$%&’34! =@/ 8A> =9=DE>C C<CFADE!BEDC>8> ?=!

JCKA：4ADLFALDC ?=! EK !<=>?8/ !"#"$%&’34!

689BA：H9=DE>C C<CFADE!BEDC>8> ?=!

$: !"#"$%&’.!"#,-3$%&/!；% : !()$*%+.!"#,-3$%&/!；

5 : !"#"$%&’34!.!"#,-3$%&/!；I :"(GH.$%&/! #=D1CD

质粒 !"#"$%&’34! 电转化 "A 无晶体突变株
"#"$*$，再转入辅助质粒 !"#"$%&&，在四环素平板
上筛选到转化子，点种于 MFD 平板培养 %IB后，再点
种于 N?D 和 4!D 平板，筛选得到发生了解离而丧失

红霉素抗性的重组菌株，其解离频率为 $&&O。由
于辅助质粒为不稳定质粒，在无抗性选择压力下易

丢失［’］，因此将重组菌株在壮观霉素培养液中培养

%IB（PB Q 5），分别点种于 MFD 和 4!D 平板，筛选得到

了因丢失辅助质粒而丧失四环素抗性，仅保留有壮

观霉素抗性的重组菌株 "#"&’34!"。抽提质粒发现

该菌株只含有一个 I0$12的小质粒 !"#"$%&’34!"，
经 )*&-酶切得到两条大小分别为 &0P12 和 50512
的 (GH带，$%&/!酶切得到一条 I0$12大小的 (GH
带，说明该质粒只含有 "A复制起始区 +,%II，一个 ,-.
区和壮观霉素抗性基因（未列照片）。

!"# 解离载体的稳定性检测
将菌株 "#"&’34!"在无抗性培养液中培养 %IB

（PB Q 5），稀释涂布于 J"平板至长出单菌落，分别随
机挑取 $&&个单菌落于 4!D 和无抗性 J"平板，结果
显示菌株 "#"&’34!"有 R5O的菌株保持有壮观霉
素抗性，即解离后载体仍具有很高的稳定性。

$ 讨 论

(GH操作中广泛使用抗生素抗性基因作为标
记导致最终工程菌带有大量各类抗生素抗性基因，

在环境释放时引起对环境安全性的关注。位点特异

性重组能精确消除 (GH片段，成为有效的基因操作
工具。利用转座子的位点特异性解离特性构建载

体，已成功地将 /,0 基因转入 "A 受体菌，并精确去
掉抗性标记基因等非 "A (GH片段，以解决工程菌在
环境释放时的基因安全性问题［5 S ’］。本研究利用转

座子 M@II5& 构建了一个方便使用的解离载体
!"#"$%&’，为以此构建安全高效工程菌奠定了基
础。

"L=?等［5］首次报道了利用解离载体将 /,0 基
因转入 "A受体菌，该载体采用拟步行甲亚种的重组
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系统。该亚种对鞘翅目昆虫有特异杀虫活性，而绝

大多数 !"产品由对鳞翅目昆虫特异性的库斯塔克
亚种生产。本研究采用的重组系统来自库斯塔克亚

种，适用于绝大多数 !"制剂的生产。#$%&’()等［*］所
采用的重组系统虽然来自库斯塔克亚种，但所使用

的质粒复制区来自 +,-.的天然质粒 /01+,2,，而在
!"中大质粒具有更高的遗传稳定性。本文采用的
质粒复制起始区 !"#**来自库斯塔克亚种菌株 3!14
+56,的 **78 大质粒，具有复制和分离的稳定性。
因此，/!7!+6,5在解离后仍具有遗传稳定性，本文
检测的稳定性可达 92:（无抗性选择压力），能保证
所导入的基因在受体菌中稳定遗传表达。!" 是富
含质粒的种群，构建携带不同质粒复制区的解离载

体有助于克服质粒的不相容性问题，也可用来构建

多价重组菌。载体 /!7!+6,* 在两同向 "$% 区间具
有多个限制酶位点，可方便插入其它质粒复制区得

到其它类型的解离载体。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ +］ #;< 7（孙明），=>; ? @（刘子铎），=> =（李林）$& ’( A BC&C%" 8C4

DCEF/GC%" FH C%I(%CCJC8 .$&"CJ($E /C)"(&(8C)A )#"!(!*#+’ ,#-#+’（中

国病毒学），6,,,，’(：+K L 62
［ 6］ M(E.N < O，#%$("E 7 B，7PJJ$N O Q 0A #("C4)/C&(H(& JC&FG.(%$)C)：

"FFE) HFJ IC%FGC C%I(%CCJ(%IA ."$-/% 0$-$&，+992，)：*+2 L *6+
［ 2 ］ !$PG O Q，M$-CHP8$ 7，R$SJF%4BPJ-C TA U%I(%CCJ(%I 1’+#((2%

"’PJ(%I(C%)() .(F(%)C&"(&(8C) S("’ $% (%8(IC%FP) )("C4)/C&(H(& JC&FG.(4

%$"(F% )N)"CGA 344( 5-6#"!- 7#+"!8#!(，+99K，*+：*2KV L *2V2
［ *］ #$%&’() W，QI$())C 0，T’$PH$PX O $& ’( A Q JC&FG.(%$)C4GC8($"C8

)N)"CG HFJ CE(G(%$"(F% FH $%"(.(F"(& JC)()"$%&C IC%C G$J-CJ) HJFG IC4

%C"(&$EEN C%I(%CCJC8 1’+#((2% &92"#-*#$-%#% )"J$(%)A 344( 5-6#"!- 7#:

+"!8#!(，+99V，*,：VV9 L VY*
［ 5］ Z; =（吴岚），#;< 7（孙明），3; ? <（喻子牛）A Q %CS JC)FEP4

"(F% DC&"FJ S("’ +";+3++, IC%C .$)C8 F% 1’+#((2% &92"#-*#$-%#% "J$%)4

/F)F% 1%**2,[ 3+&’ 7#+"!8#!(!*#+’ ,#-#+’（微生物学报），6,,,，

-.（2）：2+ L 2K
［ K］ #$G.JFF- O，\J(")’ U \，7$%($"() 1A >%：7FEC&PE$J TEF%(%I：$ =$.4

FJ$"FJN G$%P$E，6%8 C8A TFE8 #/J(%I 0$J.FJ：TFE8 #/J(%I 0$J.FJ

=$.FJ$"FJN，+9Y9
［ V］ RPCJFP"4\ECPJN Q 7，#’$]$%8 M，\J$%8)C% < $& ’( A Q%"(.(F"(&4JC)()4

"$%&C &$))C""C) HFJ 1’+#((2% %28&#(#% A 0$-$，+995，’*/：225 L 22K

0 $1234 !351467819 :3;71< =87> !"#$%%&’ ()&*$+,$-+’$’ ?4@5A8B !3C48;19 .*$--

Z; =$% #;< 7(%I! ?0; T’C%4RP$%I ?0Q<R =C( 3; ?(4<(P
（<!(($*$ != >#=$ ,+#$-+$ ’-/ .$+9-!(!*;，?2’@9!-* 3*"#+2(&2"’( A-#6$"%#&;，B$; >’8!"’&!"; != 3*"#+2(&2"’(

7#+"!8#!(!*;，7#-#%&"; != 3*"#+2(&2"$，C29’- *2,,V,，<9#-’）

0D57<@;7 1’C JC)FEP"(F% JC&FI%(]$"(F% )("C) FH "J$%)/F)F% 1%**2, FH 1’+#((2% &92"#-*#$-%#% S$) (%)CJ"C8 (%"F &EF%(%I DC&"FJ
/B#U1 ! $%8 /;T+9，JC)PE"(%I JC&FG.(%$%" /E$)G(8) /!7!+6,+ $%8 /!7!+6,6[ !F"’ FH "’C G(%( "$% HJ$IGC%")，1’D0>^
?#-8! HJ$IGC%" (% /!7!+6,+ $%8 5+!B>^?#-8! HJ$IGC%" (% /!7!+6,6，SCJC E(I$"C8 "F "’C 2[2-. 5+!B>^?#-8! HJ$IGC%"
FH )’P""EC DC&"FJ /012+,+，S’(&’ &F%"$(%C8 "’C !"# A 5+，$G/J $%8 CGJ $%"(.(F"(& JC)()"$%" IC%C)，JC)PE"(%I JC&FG.(%$%" /E$)G(8
/!7!+6,2[ QH"CJ 8CEC"C8 "’C 1’D0> $%8 5+!B> )("C) S’(&’ EF&$"C8 FP)(8C "’C "SF "$% )("C)，JC)FEP"(F% DC&"FJ /!7!+6,* S$)
JC)PE"C8 A 1’CJC $JC GPE"(/EC &EF%(%I )("C) .C"SCC% "SF &F/(C) FH JC)FEP"(F% )("C) S’(&’ ’$DC "’C )$GC 8(JC&"(F%A 1’C /E$)G(8 JC/4
E(&$"(F% FJ(I(% !"#**，S’(&’ &FGC HJFG 1 A &92"#-*#$-%#% )P. )/A E2"%&’E# )"J$(% 3!14+56,，S$) (%)CJ"C8 (%"F "’C GPE"(/EC &EF%(%I
)("C) FH /!7!+6,* $%8 "’C% JC)FEP"(F% )’P""EC DC&"FJ /!7!+6,5 S$) F."$(%C8A Z("’ )/C&"(%FGN&(% JC)()"$%" IC%C $) "$JIC"，("
S$) HFP%8 "’$" "’C JC)FEP"(F% J$"C () +,,: $%8 "’C )"$.(E("N FH "’C JC)FEDC8 /E$)G(8 () 92: A ;)(%I "’() )’P""EC DC&"FJ，$%"(.(F"(&
JC)()"$%&C G$J-CJ) $%8 F"’CJ %F%41 A &92"#-*#$-%#% @<Q &$% .C )CEC&"(DCEN CE(G(%$"C8 $H"CJ "’C )CEC&"(F% FH "J$%)HFJG$%") .N $%"(4
.(F"(& JC)()"$%&C G$J-CJ A 1’() DC&"FJ () DCJN P)CHPE "F )FEDC "’C IC%C )$HC"N /JF.ECG S’(EC ’$) %F CHHC&" F% "$JIC" IC%C CX/JC))(F%A

E3F =1<B5 1’+#((2% &92"#-*#$-%#%，JC)FEP"(F% DC&"FJ，/E$)G(8 JC/E(&$"(F% FJ(I(%

BC&C(DC8：+,46546,,+

1’() SFJ- S$) )P//FJ"C8 .N RJ$%") HJFG "’C #"$"C YK2 0(I’ 1C&’%FEFIN B_@ ‘JFaC&" FH T’(%$（<F[6,,+QQ6+*,++ $%8 6,,+QQ6+62,+）$%8 ZP’$% T’C%4

IP$%I ‘E$%（<F[9K5,,,+,2V466）A

! TFJJC)/F%8(%I $P"’FJ A 1CE：YK46V4YV6Y2*55；\$X：YK46V4YV6Y,KV,；U4G$(E：G9Y)P%bG$(E A ’]$PA C8PA &%

Y22 生 物 工 程 学 报 +Y卷




