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通过大肠杆菌 !"#$ 染色体!质粒平衡致死系统

构建无抗性基因表达载体

黄 维" 曹 诚 李 平 钟 辉 马清钧
（军事医学科学院生物工程研究所，北京 !%%6#%）

摘 要 克隆了大肠杆菌和霍乱弧菌胸腺嘧啶合成酶基因 /"23，并以 .BD+7& 质粒为基础，分别用两种来源的 /"23
基因替代其氨苄抗性基因 345，构建了不含抗性基因，且可在 /"23 营养缺陷型大肠杆菌中基于染色体3质粒平衡致

死系统稳定传代的真核表达载体。该载体可有效表达红色荧光蛋白报告基因。为核酸疫苗的制备提供一个无抗

性的表达载体系统。
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以抗性基因为标志的质粒载体系统赋予细胞在

含相关抗生素培养基上继续生长的能力，这种优点

既防止了质粒的脱落，也给筛选带来方便，因而在基

因工程研究中得到了广泛应用。但是抗药质粒是临

床耐药菌株播散的主要原因，且产品生产过程中需

使用抗生素作为选择压力，可能造成过敏等毒副作

用的发生，9D7 已禁止在重组菌生产中使用抗生

素［!］。

染色体3质粒平衡致死系统是以营养选择标志

基因代替抗性基因的新型质粒载体系统［!］。其宿主

菌通常在染色体上带有重要代谢途径的基因突变，

因此突变株在基本培养基上不能生长。只有补充相

应的外源营养物质或导入携带有野生型基因序列的

互补质粒后，才能使其生存。因此在无相应营养物

质添加的基本培养基中，互补质粒的导入是缺陷型

宿主菌生长的必需条件。目前该系统已广泛应用于

不同种属的减毒疫苗的开发研制过程中［!3G］。

大肠杆菌是重组药物和核酸疫苗研究中使用最

为广泛的宿主菌，但目前在大肠杆菌中表达及扩增

的质粒载体仍需使用不同的抗性基因。本研究通过

构建以营养选择标志基因 /"27 代替抗性基因的大

肠杆菌染色体3质粒平衡致死系统，在质粒扩增中不

需使用抗生素，从而为重组药物和核酸疫苗研究提

供了安全的系统［6］。

" 材料和方法

" #" 菌株和质粒

大肠 杆 菌 菌 株 DH&&%（I&!!%!):BJ!4" K:)5"%

"BL6#G!（ 0*(36#(7））由美国国立肿瘤研究院 D(C:)M
N* O(P2/ 教 授 惠 赠；大 肠 杆 菌 /"273株 DH&&%38L

（I&!!%!):BJ!4" K:)5"%"BL6#G!（ 0*(36#(7）!1+430#
!/"27：：7+$）为本室构建，它是以 DH&&% 为出发菌，

通过其染色体整合的缺陷型"原噬菌体同源重组系

统将其基因组 /"23 除保留 + 端 !35" 氨基酸残基相

应的必需核苷酸序列外［"3!!］，其余部分被全部缺失，

代之以卡那抗性基因（7+$），而后再将该重组系统

敲除而得。该菌株生长需补充胸腺嘧啶核苷（#%

$KQ0N）。质粒 .9RH!%! 为中国预防医学科学院高

守一教授惠赠，该质粒携带霍乱弧菌 /"27 基因；

.BD+7&F!0AB>=S（3）7 购于 LCT=/2(K-C 公司；.DSE-M$3
O! 为 O)(C/-B> 公司产品。

" #$ 细胞培养

人胚肾 U<V$"& 细胞购自美国典型培养物保存

中心（78OO），用 含 青 链 霉 素 的 高 糖（5#%%0KQN）



!"#" 培养基于 $%&，’(二氧化碳环境下培养。

! "# 试剂

)*+ !,- 聚合酶购于上海生物工程公司；./0
产物纯化试剂盒购于 .123456 公司；限制酶 !"#7!、

$%&!购于 892:6;< 公司，其余内切酶购于 .123456
公司；质粒抽提试剂盒购于 =>-54? 公司；!,- "61@A
41 !BCDDD 购于 E6F606 公 司；!"#" 培 养 基 购 于

G>8>/H 公司；胸腺嘧啶或胸苷（IJK39?4 或 IJK39L9?4）
为美国 M9536 公司产品。

! "$ 引物

引物 .N、.C 用于扩增大肠杆菌 ’()- 基因，上游

引物 .N ’O端含 *%+!位点，下游引物 .C ’O 端含 *+,
!位点（下划线斜体）以方便克隆。其序列如下：.N：

’OAE/////GGG-- G/EEGG/EGE/E/-GGEEA $O；.C：

’OA-/G/-./-0/--G/EEGG// -GEEE/E-EEA $O。引

物 .$、.P 用于扩增霍乱弧菌 ’()0 基因，上游引物 .$
’O含 1#&!位点，下游引物 .P ’O含 *+,!位点（下划

线 斜 体 ）。 .$： ’OAGG--.0//G//EE-G--GA
G/GEGGEEA/EA$O； .P：’OA-/G/-./-0/EE -EE-A
G-/EG----/AGGGEA$O。
! "% 质粒构建

互补 质 粒 )Q!,-E#、)Q!,-E/ 是 将 大 肠 杆 菌

’()0 基因、霍乱弧菌 ’()0 基因分别与 )Q!,-$ 的相

关基因片段连接并转化至 !R$$DAE> 获得（构建示意

图见图 N）；)Q!,-E#A!<04LC、)Q!,-E/A!<04LC 是将

)!<04LCA/N 的红色荧光蛋白基因 !<04LC 经 2(3!、

$(4!双酶切后克隆于含 3KQ 标签的 )Q!,-E#、)Q!A
,-E/ 获得。

! "& 细胞转染及荧光显微镜观察

使用脂质体 B9)2*4QI639?4（>?S9I1254? 公司产品）

转染 CT$ 细 胞。方 法 如 下：)Q!,-E#A!<04LC、)Q!A
,-E/A!<04LC 和 )!<04LCA/N 各 P"5 和转染试剂（B9A
)2*4QI639?4）C’"B 分别稀释于 CDD"B 不含血清及抗

生素的 !"#" 培养基中，混合后置于室温 $D39?；

CT$ 细胞分瓶后长至 ’D( U VD(时，用不含血清的

!"#" 洗 N 遍，然后将上述脂质体A!,- 复合物用

P3B 不含血清的 !"#" 培养液稀释后加至细胞培

养瓶中，于 $%&、’( /HC培养 ’ U NCJ 后，换正常培

养基继续培养 CPJ 后收细胞，回收细胞前用荧光显

微镜观察。

! "’ ()*+),-./01+ 印迹分析

上述转染 CT$ 细胞回收后，用细胞裂解缓冲液

（C’332:WB E19<A7/: )7 %XP，N332:WB #!E-，02QJ4
蛋白酶抑制剂 N 片WC’3B，N( ,.PD）裂解，经 M!MA

图 N 互补质粒 !,-E#、)Q!,-E/ 构建示意图

Y95ZN /2?<I1+QI92? 2* 14Q23;9?6?I ):6<39L )Q!,-E#、)Q!,-E/

聚丙烯酰胺凝胶电泳，通过半干转移系统（892A06L）

转印蛋白质于硝酸纤维素膜上，用 6?I9A3KQ 抗体进

行 [4<I41? 印迹，最后用 #/B 化学发光试剂（.41@9?
#:341 公司产品）曝光显色。

! "2 重组质粒稳定性研究

分 别 挑 取 含 有 )Q!,-E#A!<04LC、)Q!,-E/A
!<04LC 相应质粒的单菌落，在不含胸腺嘧啶（即有

选择压力）的 B8 液体培养基中培养过夜。NCJ 后，

将上述培养物再按 N \NDDD 用不含胸腺嘧啶的 B8 培

养基继续传代培养。同法重复，共传代 CD 次。经上

述传代培养后，分别取少量稀释菌液铺于含胸腺嘧

啶（’D"5W3B）的 B8 平板上培养过夜（此时的培养环
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境中无选择压力）。次日，从上述两种菌株的平板上

各挑取 !"" 个菌落，分别点种于不含胸腺嘧啶的 #$
平板培养过夜，观察在不含胸腺嘧啶的平板上的菌

落数量；而后，在此不含胸腺嘧啶的平板上再随机各

挑取 %" 个菌落提取质粒，判断带有外源基因片段

!"#$%& 的两种互补质粒在平衡致死系统中的稳定

性。另外，将上述两种菌株在含有胸腺嘧啶（无选择

压力）的 #$ 培养基中进行传代培养，共传 !" 代，而

后铺于不含胸腺嘧啶的 #$ 平板培养，分别挑取 %"
个菌落提取质粒，计算在无选择压力情况下互补质

粒平均每代的丢失率，以及两种不同来源的 &’() 基

因所构成的平衡致死系统的稳定性。

! 结 果

! "# 以大肠杆菌 !"#$ 为标志的互补质粒的构建、

鉴定及其相应的大肠杆菌染色体$质粒平衡致死系

统构建

以大肠杆菌 ’(%%" 基因组 ’)* 为模板，用引物

+!、+& 经 +,- 扩 增 获 得 !!.&/0 大 小 的 大 肠 杆 菌

&’() 基因（图 &1），该片段经 *+,!酶切后备用（其 23
端为平末端）。以穿梭质粒 04’)*%5!67489:（;）* 为

基本骨架，构建以大肠杆菌 &’() 为标志的互补质

粒。根据 04’)*%5!67489:（;）* 的酶切位点，首先采

用 -".<=、/01!双酶切获得如下两个片段：>?@"AB9;
)CAB;>?@"0*;0D,AB9（&E!"/0）和 +46F;G,>; $H<0*;
I!AB9 片段（!J"2/0）；再用 *+,!酶 切 >?@"AB9;)CAB;
>?@"0*;0D,AB9 获得 0D,AB9 片段（!"J@/0）。将酶切

获得的 0G$!AB9、+46F;G,>;I!AB9 两个片段及大肠杆

菌 &’() +,- 酶切产物进行连接，转化 ’(%%";K= 感

受态细胞，获得正确的克隆，并通过一系列酶切鉴定

证明构建正确（图 %1），获得的互补质粒命名为 04’;
)*KL，它保留了穿梭质粒载体的必要元件［.］：即真

核启动子 +46F，多克隆位点 G,>，多 聚 腺 苷 酸 尾

$H<0* 及原核复制子 0D,AB9；同时去除了与病毒复

制有关的 >?@"AB9 及 >?@"0*，并以营养选择标志基

因 &’() 代替了原质粒载体上的氨苄抗性基因 )0.2

及 3$42（图 !）。该互补质粒可在大肠杆菌 5’(*;株
’(%%";K= 中稳定存在，表明以大肠杆菌 &’() 自身互

补方式构建的染色体;质粒平衡致死系统构建成功。

! "! 以霍乱弧菌 %&’( 为标志的互补质粒构建、鉴

定及其相应的大肠杆菌染色体$质粒平衡致死系统

构建

本研究同时构建了以霍乱弧菌 &’() 基因为标

志的互补质粒，并以该质粒和 &’(* 基因缺失的大肠

杆菌 ’(%%";K= 共同组成平衡致死系统。以0MH(!"!
质粒上的霍乱弧菌 &’() 基因为模板，用引物 +%、+@
进行 +,- 扩增，获得 !!2!/0 的 &’() 基因片段（图

&/），纯化后用 *+,!酶切（其 23端为平末端）；然后

如图 ! 所示构建以霍乱弧菌 &’() 为标志的互补质

粒，命名为 04’)*K,。该质粒含有 % 个 6.1!位点，

分别位于 &’() 基因 23端、&’() 基因内距 2’端 2&@/0
处及该互补质粒的多克隆位点（G,>）处，当 04’;
)*K, 阳性克隆用 6.1!完全酶切后，则被切成三部

分：2&@/0、.&%/0、&."2/0。酶切鉴定结果证明 04’;
)*K, 克隆正确（图 %/）。同时该互补质粒可在大肠

杆菌 K87*;株 ’(%%";K= 中稳定存在，表明霍乱弧菌

&’() 基因尽管与大肠杆菌 &’() 基因序列有较大差

异（同源性仅 %&5.N），但功能可以互补，故以霍乱

弧菌 &’() 为标志，也可通过异种基因功能互补方式

构建大肠杆菌染色体;质粒平衡致死系统。

图 & 大肠杆菌、霍乱弧菌 &’() +,- 产物

M9OP& +,- 0BAQR4S: AI S87* AI 7 P 84,9 AB F9/B9A 48ATCB1C
! P ’)* 61BUCB ’#&"""（!""、&2"、2""、V2"、!"""、&"""/0）；

&1P’( %%" &’() +,- 0BAQR4S（!!.&/0）； &/P 0MH(!"! &’() +,-

0BAQR4S（!!2!/0）

图 % 04’)*KL、04’)*K, 酶切鉴定结果

M9OP% -C:SB94S9AW CWQAWR4TC1:C Q9OC:S9AW AI BC4A6/9W1WS 0T1:;
69Q 04’)*KL、04’)*K,
!P’)* 61BUCB ’#&"""（!""、&2"、2""、V2"、!"""、&"""/0）；&1P 04’;

)*KLX:91Q"（.%!、!!E%、&!.&/0）；%1P 04’)*KL；&/P 04’)*K,X6.1T
（2&@、.&%、&."2/0）；%/P 04’)*K,
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! "# 大肠杆菌 !"#$ 染色体$质粒平衡致死系统质

粒稳定性的研究

为了研究携带外源基因时互补质粒在宿主菌中

的稳定性，我们将 !"#$%&’()* 的红色荧光蛋白基因

"#$%&’ 经 !"#!、$"%!双酶切后克隆于含 +,- 标

签的 !-"./01、!-"./0) 相应的多克隆位点上，由

于读框一致，"#$%&’ 的 ) 端带有 +,- 标签（!"#$%&’(
)* 的 "#$%&’ 无此标签），获得的质粒分别命名为

!-"./01("#$%&’ 和 !-"./0)("#$%&’。

图 2 !-"./01("#$%&’、!-"./0)("#$%&’、!"#$%&’()* 传染 314’56 细胞的荧光显微镜观察

789:2 7;<=>%#-%?-% +8->=#-=!% @##@, =A !-"./01("#$%&’、!-"./0)("#$%&’、!"#$%&’()* 8? 314’56

图 B "#$%&’(+,- C%#D%>?(E;=D 分析

789:B F++<?=(E;=DD8?9 @?@;,#8# =A +,-("#$%& %G!>%##%& E, ’56
-%;;# D>@?#A%-D%& H8DI !-"./01("#$%&’ => !-"./0)("#$%&’

*: !-"./01("#$%&’；’ : !-"./0)("#$%&’；6: !"#$%&’()*

在无选择压力（培养基中添加胸腺嘧啶）的培养

基中，经 *J 次传代培养，结果表明 !-"./01 平均每

代质粒丢失率为 *JK2L，!-"./0) 平均每代质粒丢

失率为 5KJL；而在营养选择压力下经 ’J 次传代培

养没有发现质粒丢失，这与抗生素作为选择压力维

持质粒稳定存在的结果是一致的。上述实验结果表

明，营养选择标志基因可以替代抗性基因作为维持

质粒稳定存在的筛选标志；此外，利用同一基因自身

互补或异种基因功能互补的方式均可构建出稳定的

染色体(质粒平衡致死系统。

! "% 以大肠杆菌 &’##()* 为宿主制备 +,&-.)/$
&0123!、+,&-.)4$&0123! 质粒可在真核细胞中高

效表达红色荧光蛋白基因

本研究的目的是利用大肠杆菌染色体(质粒平

衡致死系统，建立无须使用抗生素的原核表达系统，

或是制备用作核酸疫苗的质粒 "./。所构建的质

粒 !-"./01、!-"./0) 具有用作核酸疫苗载体的所

有元件，如果能在真核细胞内高效表达外源基因，则

可用作核酸疫苗表达载体。

使用 MF/9%? 质 粒 抽 提 试 剂 盒 从 大 肠 杆 菌

"N66J0F（ !-"./01("#$%&’）、"N66J0F（ !-"./0)(
"#$%&’）提取质粒，分别转染 314’56 细胞，’2I 后

可在荧光显微镜下清楚看到红色荧光蛋白的表达，

其表达量略低于商品质粒 !"#$%&’()*（图 2）。细胞

裂解液经 O"O(P/Q1 分离后转移至硝酸纤维素膜，

用 @?D8(+,- 抗体（-;=?D%-I，)/）进行 C%#D%>? 印迹分

析，结果进一步证明通过平衡致死系统制备的质粒

可以在真核细胞中表达外源基因（图 B），因此所构

建的质粒可以用作新型核酸疫苗载体。

# 讨 论

染色体(质粒平衡致死系统中的宿主菌通常是

一类染色体突变体，突变的基因多为在细菌代谢过

程中执行重要功能的管家（3=<#% R%%!8?9）基因，互

补质粒的野生型基因与宿主菌的缺陷型基因之间同

源性的大小直接决定了该系统的稳定性，同源率高

会使缺陷型宿主菌回复为野生型，最终导致平衡致

死系统的破坏［B］。为了保证该系统的稳定性，我们

采取了两种措施：其一是将染色体上的相应基因全

部或大部缺失，以尽可能避免其与互补质粒上同一

基因野生型序列发生同源重组［B］；其次利用种间执

行同一功能的管家基因构建互补质粒，这些管家基

因虽然在基因序列上不同源，但功能上可以互补，因

而这种构建方式保证了平衡致死系统的稳定性。尤
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其当宿主菌的管家基因仅被小部分缺失时，只能通

过这种方式来构建染色体!质粒平衡致死系统，目前

许多染色体!质粒平衡致死系统都是以此方法构建

的［"!#］。

本研究中，我们以 $%&&’!() 为宿主菌，通过同

一基因自身互补的方式，构建了以大肠杆菌 !"#$ 为

标志的大肠杆菌染色体!质粒平衡致死系统。所使

用的大肠杆菌 (*+,!株 $%&&’!() 为本室构建，其基

因组 !"#$ 除保留 - 端 "!./ 氨基酸残基相应的必需

核苷 酸 序 列 外［/!""］，其 余 部 分 被 全 部 缺 失。由 于

$%&&’!() !"#$ 仅保留上游极短的同源序列，所以其

与互补质粒上完整的 !"#$ 之间发生重组回复至野

生型序列的可能性极低，从而保证了该系统的稳定

性。所 构 建 的 互 补 质 粒 01$-,2 及 含 报 告 基 因

$34567 的质粒 01$-,(2!$34567 可以在该系统中稳

定扩增，并且在选择压力下经 7’ 次传代培养没有发

现质粒丢失，表明该系统具有良好的稳定性。当外

源片段较大或质粒的拷贝数较低时，异源同种基因

的功能往往不能满足缺陷型宿主菌的需要时，这种

途径具有较大优势［8］。

此外，我们还以大肠杆菌 !"#,!株 $%&&’!() 为

宿主菌，通过霍乱弧菌 !"#, 与大肠杆菌 !"#, 基因

序列的低同源性及其产物功能互补的性质（夏晓滨

的研究表明霍乱弧菌 !"#, 与大肠杆菌 !"#, 的核苷

酸同源性及氨基酸同源性均为 &79:;，二者在功能

上互补，但发生同源重组的几率几乎为零［.］），构建

了以霍乱弧菌 !"#, 为选择标志的大肠杆菌染色体!
质粒平衡致死系统，互补质粒也可在宿主菌中稳定

扩增、传代。

以穿梭质粒 01$-,&9"<+1!*=3（!）, 作为骨架，保

留其用于真核表达的必需元件［:］后所构建的两种互

补质粒不仅能在大肠杆菌 $%&&’() 中稳定传代，而

且制备的互补质粒转染真核细胞后能高效表达外源

基因，因此可用作核酸疫苗的表达载体。此外，对该

质粒进行合适的改造，增加原核基因表达所需的相

关调控元件后，也可作为原核表达系统的载体。使

用上述系统，避免了抗生素的使用所带来的问题，符

合 >?24（生物评价和研究中心）对基因疫苗生产的

安全性及效率的检测要求，为重组药物和核酸疫苗

研究提供了新的载体、宿主系统。
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《生物工程学报》U88P 年对英文摘要撰写的新要求

一、篇幅

综述性文章要求不少于 788L<@E>，学术性文章要求在 P88 ] :88 L<@E>。
二、内容

综述性文章的文摘主要应对所述的某研究或技术在某时期的发展情况进行简要概述；包括该技术在目前的发展水平、自

己的评论及未来展望等。

学术性文章的文摘应主要从以下几方面来写：

7）目的：主要说明作者写此文章的目的，或说明本文主要要解决的问题；

U）过程及方法：重点说明作者的主要工作过程及使用的方法，应用性文章如需要，可注明条件、使用的主要设备和仪器。

P）结果：本文最后得出的结果和结论。如系基础研究，应写明本文的创新之处，及作者在讨论部分表述的观点；如系应用

性研究，应尽可能提及本文结果和结论的应用范围和应用情况或应用前景。

三、写作要求

7）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句开头。

U）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结论。

P）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不用，如基因、表达⋯⋯

该文摘完成后的最终效果应是，国外同行根据英文摘要及图表，就可以大致了解论文的全貌。文摘写完后，应请英文较

好的专家审阅定稿后再寄至编辑部。
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