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摘 要 重组工程是近年来建立的一种基于高效率体内同源重组的新型遗传工程技术，可应用于靶 4*: 序列的敲入、敲除和

基因克隆等。在应用重组工程技术进行基因亚克隆时发现，体外重叠 JL. 法难以获得高质量的目的 4*: 打靶片段，严重影响

重组效率。为了解决上述问题，根据 ./3 重组酶介导的体内同源重组工作原理进行了技术改进。先用 JL. 方法合成 %1-= 和

>+$ 两条末端互补的线性 4*: 片段，然后将其电击共转化进入携带 ./3 重组酶和 ;04*:"_8 载体 4*: 的大肠杆菌 4W""8 菌株

内，经体内同源重组直接产生的 ;04*:")8O %1-=O >+$ 环状重组质粒 4*: 分子可通过抗生素标记筛选获得，阳性率可达到 #^‘，

瞬时转染 ;04*:"_8O %1-=O >+$ 可获得绿色荧光蛋白在 !?" 细胞中的表达。
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重组工程（!"#$%&’(""!’()）是近年来建立的一种

新型遗传工程技术［*］，是用 +,- 方法合成一条携带

约 ./ 个碱基同源臂的线性 012 片段作为打靶序

列，将打靶序列电击转化进携带噬菌体重组酶的大

肠杆菌体内，通过重组酶介导的高效率的体内同源

重组反应，对目的 012 序列进行基因敲入、敲除、替

换等操作［.，3］。该技术在对细菌染色体 012 改造、

对携带数百 4& 基因组 012 片段的 52, 质粒修饰以

及构建重组质粒 012 方面显示出了传统分子生物

学技术无法替代的优势，随着基因测序工作的完成

和基因组学工作的开展，重组工程技术正在受到越

来越多的关注。

!6噬菌体重组酶 -"7 由 89$、5":; 和 <;% = 种蛋

白组成。89$ 具有核酸外切酶的功能，能降解线性

双链打靶序列 012 的 3>末端，5":; 则与暴露出的 =>
端单链 012 结合并促进同源重组。<;% 抑制大肠

杆菌中 -"#5,0 的外切核酸酶活性，保证线性 012
打靶分子在体内不会被降解［?，=］。

我们根据 -"7 重组酶介导体内同源重组的工作

原理，先以 !"#$ 和 %&’ 为 012 模板，+,- 方法分别

合成两条末端互补重叠的 012 序列，然后将其共同

电击转化进入已携带 -"7 重组酶和 @#012=A* 载体

012 的大肠杆菌 0B==* 内，!"#$ 和 %&’ 在体内通过

-"7 介导的同源重组构成融合 012 片段，!"#$6%&’
融合基因目的片段与 @#012=A* 载体发生体内重组

后产生质粒重组子，通过卡那霉素和氨苄青霉素双

抗性筛选出重组子 @#012=A*6 !"#$6%&’。瞬时转染

@#012=A*6 !"#$6%&’ 可获得绿色荧光蛋白在真核细

胞中的表达。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株、质 粒 和 细 胞 株：菌 株 ( A )*+, 0C3"、

0B==*、?D= 细胞，质粒 @#012=A* 均为本室保存。

!"!"# 工具酶和试剂：EF@"! G;H 012 聚合酶、G;H
012 聚合酶为申能博彩生物公司产品；()*-#限制

性酶为 G;I;-; 公司产品；质粒提取试剂盒和 +,-
产物回收试剂盒购自 +!$%"); 公司；高效真核转染

试剂盒购自威格拉斯公司；+,- 引物为上海英骏生

物技术有限公司合成。

!"!"$ +,- 扩增引物：引物序列见表 *，小写字母代

表同源臂序列，大写字母代表 +,- 扩增引物序列，

带下划线的大写字母代表外加连接两个基因的弹性

氨基酸序列。其中 +? 和 += 扩增 !"#$ 基因，+. 和 +3
扩增 %&’ 基因。+=（3>6<G2G<<,G<<2G,2<GG2G,G
2<2G,,<<6=>）和 +.（3>6##));:#:;);:;;#:);:#,2<,,2
G2,6=>）有 ?D&@ 同源区，以便 !"#$ 和 %&’ 基因在体

内互搭成 !"#$6%&’ 串联片段。+? 和 +3 携带质粒的

同源臂。+* 和 += 作为鉴定 !"#$ 基因的引物。

表 ! 引物序列

%&’() ! *+,-)+. /.)0 ,1 23,. 4&4)+
1$A +!’%"! J"HF"(#"J
+* 3>6):#:;:;:;;)#;);)#:#:<2,2G2<,GG2,G<<<2,<6=>
+? 3>6#;:;)#::;#:)));#);;);#);;#;#::#::#;:#),,<<G,<,,2,,2G<<G<6=>
+= 3>6<G2G<<,G<<2G,2<GG2G,G2<2G,,<<6=>
+. 3>6##));:#:;);:;;#:);:#,2<,,2G2,G,2<22<22,G,<G,22<22<6=>
+3 3>6);:));::##;;::#;)#)));)##;##:);:;)##::G2G<<2,2<,22<,<22,,<6=>

!"# 方法

!"#"! 线性双链 012 的制备：+,- 法扩增带同源

臂和互补序列的目的基因，产物用 +!$%"); 试剂盒

纯化回收，定量。作为电转打靶序列备用。

!"#"# 感受态的制备与电击转化：将过夜培养的大

肠杆菌 0B==*（携带 @#012=A*）按 3/ K* 的量转接，振

荡培养至 -.L// M /A. N /AL。取 *3%O 培养液于 .?P
诱导 *3%’( 后冰浴 =/%’(。离心收集菌体，用去离子

水洗 = N . 次，最后用 *//$O 冷的去离子水重悬菌体

得到 0B==* 感 受 态，取 .Q$O 感 受 态 与 两 种 打 靶

012 片段各约 =//() 进行一次性电转。电转条件参

照 BF［3］等人的方案进行。

!"#"$ 转染：转染前 ?.R 接种适量 ?D= 细胞于六孔

板，转 染 前 *R 换 液。 取 =$) 质 粒 012 稀 释 到

*//$O；取 S’)$T"#: 脂质体 ?$O 稀释到 *//$O，室温放

置 3%’(。将稀释的 S’)$T"#: 逐滴加入稀释的 012
溶液中，将该转染工作液在室温放置 *3%’(。将转

染工作液逐滴加入六孔板培养液中，?.R 后观察。

# 结果

#"! 5)0 介导外源基因体内融合和基因克隆的新

策略

#"!"! 引物设计：按照重叠 +,- 原理设计引物，使

目的基因在 +,- 过程中加载同源臂序列。引物 +?
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和 !" 用于扩增 !"#$ 基因，其中 !# 的 $%端 "&’( 为同

源臂序列，与质粒载体上游 )*+ 序列同源。引物

!, 和 !$ 用于扩增 %&’ 基因，其中 !$ 的 $%端 "&’( 为

同源臂序列，与载体质粒下游 )*+ 序列同源。另

外，!, 的 $%端和 !" 有 #-’( 序列互补，以提供 !"#$
和 %&’ 基因在体内发生重组的同源序列，引物设计

如图 . 所示。

图 . 设计重组引物

/012. )34015051 (607364 896 63:97’05;<095

图 , !=> 鉴定图（+）、纯化的重组质粒 ()*>!酶切鉴定图（?）及重组质粒的 ()*>!酶切位点示意图（=）

/012, @A35<080:;<095 98 (:)*+"B.C !"#$C %&’ ’D !=> ;7(E080:;<095 98 !"#$ ;5A %&’（+），

@A35<080:;<095 98 (F60803A 63:97’05;5< (E;470A G0<H ()*>! 634<60:<095 35ID73（?）

;5A A0;16;7 896 40<34 98 ()*>! 634<60:<095 35ID73 95 63:97’05;5< (E;470A（=）

+BJ：7;6K36 )L#MMM；.：(:)*+"B.；#：(:)*+"B.C !"#$C%&’（ !"#$ ;7(E0803A ’D !#N!"）；"：(:)*+"B.C !"#$C%&’（ %&’
;7(E0803A ’D !,N!$）；,：(:)*+"B. 2 ?BJ：7;6K36 )L.$MMM；.：(:)*+"B.；#：(:)*+"B.C !"#$C%&’ 2

!"#"! 基本策略：将上述 !"#$ 和 %&’ 片段经纯化后

同时电转入含 (:)*+"B. 质粒载体的 )O"". 受体菌

中。我们按照 >3A 重组酶的作用原理推测，由于引

物设计时已经在 %&’ 片段上游引入 #- ’( 与 !"#$ 片

段下游互补的同源序列，!"#$ 和 %&’ 线性 )*+ 分子

的两端在 PQ9 核酸外切酶的作用下可产生 "%末端突

出的单链 )*+，?3<; 可以与其结合并促进 !"#$ 和

%&’ 同源重组，接下来在体内 )*+ 聚合酶的作用下

构成双链 !"#$C%&’（.&$.’(）融合基因 )*+ 片段（如

图 #）。

因为敲入的外源 )*+ 片段中含有一个卡那霉

素抗性基因筛选标记，可以一次性方便地通过卡那

霉素抗性筛选得到敲入 !"#$C%&’ 融合片段的重组质

粒 (:)*+"B.C !"#$C%&’。然后通过 !=> 鉴定便可得

到预期的重组质粒。整个实验思路如图 " 所示。

!"! $%&’()"#*!"#$*%&’ 重组质粒的筛选

发生 )*+ 重组的菌株应该能在氨苄、卡那霉素

双抗 L? 平板上生长。对挑取的克隆进行 !=> 鉴

定，表明重组效率为 ,$R S &TR。提取重组质粒进

行 !=> 鉴定，引物 !#N!" 扩增产生 -MM’( !"#$ )*+

片段，引物 !,N!$ 扩增产生 .K’ 的 %&’ )*+ 片段（图

,+）。()*>!酶切电泳条带与预期结果一致（图 ,?
和 =）。对重组质粒中外源基因进行测序分析，结果

表明 !"#$C%&’ 外源基因序列正确，说明重组质粒构

建成功。阳性克隆命名为 (:)*+"B.C !"#$C%&’。

图 # !"#$、%&’ 片段体内重组成融合片段

/012# UH3 8F4095 98 !"#$ ;5A %&’ 86;1735<4
+’ ,+,* ’D 63:97’05;<095

图 " 共电转敲入 !"#$ 基因流程图

/012" /EF3 :H;6< 896 :9C3E3:<69(96;<095 98 <G9
)*+ 86;1735<4 <9 K59:K 05 1353 !"#$

MMV -.+’!/! 0*12’&3 *# 4+*5!).’*3*"6 生物工程学报 #MMT，W9EB#"，*9B,



!"# $%&’(#")*!"#$*%&’ 重组质粒表达能力的检测

用阳性重组质粒 !"#$%&’() !"#$)%&’ 和对照质

粒 !*+,-).( 分别转染 /0& 细胞，/12 后观察到样品

和阳性对照均产生绿色荧光，说明所构建的重组质

粒具有真核表达能力，结果见图 3。由此可见，根据

!)噬菌体 456 重组酶的工作原理建立的这种新型的

用于构建融合基因克隆的重组工程方法可行。

图 3 重组质粒 !"#$%&’() !"#$) %&’ 转染 /0& 细胞

,7893 :;<=>?5"@7A= A? /0& B7@2 ;5"ACD7=<=@ !E<>C76 !"#$%&’() !"#$) %&’
!*+,-).( 7> F>56 <> !A>7@7G5 "A=@;AE 9 H@ 7> AD>5;G56 /12 !A>@)@;<=>?5"@7A=9

(：!"#$%&’() !"#$)%&’；/：!*+,-).(&：=58<@7G5 "A=@;AE 9

# 讨论

重组工程技术不依赖于限制性内切酶，可直接

利用线性 #$% 分子通过体内同源重组构建重组

#$% 分子［(，3］。因此，制备高质量的线性 #$% 打靶

片段是实验成功的关键。目前同源重组技术打靶

#$% 片段的形式主要有线性双链 #$%、寡核苷酸单

链［I，J］、互搭的两条单链寡核苷酸［K，0］，多数集中于突

变修复的应用及功能和机理研究中，而对基因敲入

的研究较少［1］，特别是基因融合的研究。

目前，制备较大基因或者多基因敲入的线性

#$% 打靶片段需要采用重叠 -.4 技术，是将 / 个或

多个基因片段通过末端互补重叠延伸的方法进行体

外基因拼接的 #$% 重组技术。但是受 #$% 聚合酶

和 1 种核苷酸质量的影响，-.4 扩增较长片段的过

程中容易引入突变。另外，受 -.4 引物特异性的影

响，有时很难获得特异性好的长的 -.4 产物。

我们依据重组酶的作用原理对体外基因融合技

术作出改进，即将 !"#$ 和 %&’ / 条 #$% 片段同时电

转入携带环形质粒载体的受体菌中，让两条 #$% 片

段在 456 重组酶 *LA 作用下在体内通过同源重组生

成一条 !"#$)%&’ 融合 #$% 序列，这样就可通过一次

电转同时完成 #$% 片段的融合及亚克隆（基因敲

入）。经重复试验证明本方法的重组效率可达到

13M N KJM，表明此种改进可行，解决了两个问题：

其一，两基因融合片段不必在体外做重叠 -.4，简化

了实验步骤，避免突变和非特异条带产生；其二，在

质粒载体无合适限制酶位点的情况下，若不要求无

痕基因敲入操作，只需一次性将目的基因和筛选标

记基因 / 条线性 #$% 片段共转入携带质粒载体的

受体菌中即可获得重组质粒。

另外，我们推测，在质粒载体可以被线性化的情

况下，可以将 / 条甚至多条末端互补重叠的线性外

源目的 #$% 片段共转入受体菌中，在 456 重组酶和

#$% 聚合酶的作用下多基因体内融合形成重组质

粒。这种体内融合和重组质粒构建方法可以节省花

费和时间，提高工作效率。为需要依次敲入多个目

的基因的工作提供了一种新的思路。
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