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摘 要 用 3-7 重组系统和最近构建的家蚕核型多角体病毒（K0+L’）194057 在大肠杆菌 KT!#==" 中快速地敲除 K0+L’ (*-34
基因。从大肠杆菌 K0[F=$K94 中提取 K0+L’ 194057，将其电转化到含有质粒 .Z[\J（能表达 3-7 重组酶）的大肠杆菌菌株

KT!#==" 中，获得了可用于 K0+L’ 基因打靶的菌株 KT!#=="OK94。设计一对长 J"1. 的引物（#]端为 (*-34 基因的左右同源臂，

长 \#1.；"]端长 =I1.，为氯霉素抗性基因（ 0+/）的首尾序列），以 .Z[" 质粒（含 0+/）为模板，LM3 扩增携带 (*-34 左右同源臂的

0+/，即打靶线性化片段。将该线性化片段电转入 KT!#=="OK94 菌株，在 3-7 重组酶的作用下，线性化片段与 K0+L’ 194057 中

的 (*-34 基因发生同源重组。设计 " 对特异引物，用 LM3 方法证明 0+/ 成功地替换了 K0+L’ (*-34 基因。重组 194057 [+> 转

染 K0+ 细胞后，T-A/-2: 1)(/ 分析未检测到 (*-34 基因的表达。

关键词 3-7 重组系统，(*-34，基因敲除
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杆状病毒（194;)(652;A）是已知昆虫病毒中的类

群最大、发现最早、研究最多且实用意义很大的昆虫

病毒。截止 !$$J 年 = 月，已有 !& 种昆虫杆状病毒

的基因组被完全测序［=］。随着测序的完成，对基因



的功能研究正成为当前的一个热点。基因敲除技术

是研究基因功能的一种常用手段。传统的构建重组

杆状病毒方法是利用转移载体与野生型病毒 !"#
共转染昆虫细胞，通过同源交换和空斑纯化获得重

组病毒，但 该 方 法 不 仅 重 组 效 率 低，而 且 耗 时 耗

材［$］。近年来发展的基于 %&’ 重组酶的新型体内重

组系统可以在大肠杆菌内对 !"# 序列进行精确修

饰［(］。%&’ 重组系统属于!噬菌体的重组系统，其

编码基因 !"#、$!% 和 &’( 置于 )*阿拉伯糖启动子的

控制之下，在 )*阿拉伯糖的诱导下表达重组酶，介

导线性化片段与染色体（或载体）的特定靶序列进

行同源重组，从而将外源基因替换靶基因。目前已

经有利用该系统对苜蓿丫纹夜蛾核型多角体病毒

（ )*%#&+’,-’ .’/01#+20.’ +,-./0123/’ 4,0-&525-67&’85*
9/8,3，#0:";<）［= > ?］、棉铃虫单核衣壳核型多角体病

毒（ 3!/0.#4!+,’ ’+(0&!+’ 3/4@-& 4,0-&50123/’ 4,0-&5*
25-67&’859/8,3，A1B";<）［C，D］等杆状病毒的基因进行

定点 敲 除 的 报 道。 但 在 家 蚕 核 型 多 角 体 病 毒

（5#($6" (#+0 4,0-&525-67&’859/8,3，E+";<）中还一直

未见有关的研究。最近 :5.57137/ 等构建的 E+";<
F10+/’［G］使利用 %&’ 重组系统对 E+";< 的基因进

行敲除成为可能。

E+";< 是家蚕的一种重要致病病毒，其全基因

组序列已被测定，含 H(? 个潜在的编码蛋白的开放

阅读框（I%J）［HK］。E+";< 大多数基因的信息都是

从 #0:";< 的同源基因推断而来，至今确定功能的

基因只有少数。E+";< #+178 长 DK=F2，位于 E+";<
基因组 L( 株的 M??CM N ?C=CGF2 处，表达产物的预测

分子量为 (HOKP!。%L*;Q% 和 R&3.&84 都显示它是

一个晚期表达基因［HH］，但该基因功能的研究还一直

未见报道。本文首次利用 %&’ 重组系统在大肠杆菌

中成功地对 E+";< 的 #+178 基因进行了定点敲除。

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株和试剂

含 有 E+";< F10+/’ 的 大 肠 杆 菌 菌 株

E+!AHKE10 由日本 B7/S,5P1 大学 ;18P 教授惠赠［G］。

含有能表达 %&’ 重组酶的质粒 2T!=? 的大肠杆菌

ER$MHH( 菌株、含有氯霉素抗性基因（ .’%）的质粒

2T!( 由美国 U1-& 大学 :186 E&8-64 博士惠赠［H$］。高

保真 !"# L1V 聚合酶、2:!HD*L B/+2-& <&0.58、蛋白

质 :18P&8 均购自 L1T1%1 公司。各种抗生素和 )*阿
拉伯糖购自 B/@+1 公司，;Q% 引物由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。

!"# 大肠杆菌菌株 $%#&!!’($)* 的制备

从大肠杆菌 E+!AHKE10 中提取 E+";< F10+/’，

按文献［?］介绍的方法制备 ER$MHH( 的电转化感受态

细胞，将 E+";< F10+/’ 电转化大肠杆菌 ER$MHH(（含

2T!=? 质粒），涂布培养于含氨苄青霉素（HKK"@W+)）、

卡那霉素（MK"@W+)）的 )E 固体平板上。随机挑取单

菌落并提取 F10+/’，用 ;Q% 方法验证获得的大肠杆菌

ER$MHH(*E10 中是否含有 E+";< F10+/’。

!"’ !"#78 基因打靶线性化片段的制备

用于 #+178 基因打靶线性化片段 ;Q% 扩增的引

物 设 计 如 下：J*QH（MX*#L#YL##Y#L###L#####L

Y####L###LLLYLYQ##L#L#Q## .11 YLYL#YYQL

YY#YQLYQL*(X）；%*Q$（MX*LLLQYLYLLQ##Y###LLY
YLY#LY#L#LQLLLY##QYLYQ#QYLQ#L#LY##L#LQ
QLQQLL*(X）。该引物分别由 =MF2 #+178 基因的同源

臂（下划线标注）和 HDF2 .’% 的同源区组成，方框为

人为引入的终止密码子。以 2T!( 为模板，;Q% 扩

增打靶线性化片段（图 $#）。反应体系为 MK")，扩增

程序为：G=Z 预变性 M+/4，接着 (M 个循环，变性、退

火和延伸温度与时 间 分 别 为 G=Z (K3，MMZ (K3，
C$Z GK3，最后是 C$Z延伸 HK+/4。为了避免模板自

身对后续实验的污染、减小假阳性提高打靶效率，用

;Q% 产物为模板进行二次 ;Q% 反应。最后 ;Q% 产

物在 H[琼脂糖凝胶电泳分离并用胶回收试剂盒对

线性化片段 !"# 进行纯化，溶于 (K") 的超纯水中，

置于 > $KZ待用。

!"+ !"#78 基因的缺失

挑取 ER$MHH(*E10 单菌落，培养至 9:?KK 为 KOHM
N KO$，加入 )*阿拉伯糖至终浓度 H++5-W) 后继续培

养 H 7，按文献［?］制作电转化感受态细胞。将 M") 胶

回收的线性化片段和 ER$MHH(*E10 感受态细胞混合

后，转入 KO$0+ 的电击杯中，用 E/5*%1’ 电击仪进行电

转化。电击参数设置为 $OMP< 电压，$KK#电阻，$M"J
电容。电击后立刻加入 H+) 的无抗生素的 BIQ 培养

基 (CZ复苏培养 H7，然后涂布培养于含氯霉素（(=

"@W+)）和卡那霉素（MK"@W+)）的 )E 固体平板上。

!"& !"#78 基因缺失 ,)*-./ 的 012 鉴定

随机挑取抗氯霉素和卡那霉素的单菌落进行液

体培养，按照碱裂解法抽提重组 F10+/’。用不同的

引物组合进行 ;Q% 扩增，以验证 #+178 基因的缺失

与否。所用的验证引物分别为：#+178 基因的上下游

引物 ?K*J：MX*#LY####L###LLLYLYQ##L*(X和 ?K*
%：MX*LQ#LYLLLQLLLLLLY####QL*(X（图 $E），.’% 基

因 内 部 的 一 对 引 物 为 01.*J：MX*LQ#QQYLQLL

$KD ;-02!<! =#*+2’/ #1 50#%!.-2#/#&6 生物工程学报 $KKC，<5-O$(，"5OM



!"#!!$""#!%&’ 和 ()*%+：,’%!!$!!#"#""$!!!!"
"#!$#$"%&’（图 -"）。不同组合分别为：./%01./%+、

./%01()*%+ 和 ./%+1()*%0。所有的 2"+ 反应中都用

亲本病毒 3)(456 作对照。随机挑重组 3)(456 用引

物 ./%01./%+ 进 行 2"+ 扩 增 后，克 隆 到 789:;%!
<547=> ?>(*@A 载体中，用 8:& 引物进行测序验证。

!"# 重组 $%&’() 转染家蚕 *’+ 细胞和 ,-./-01
$23/ 分析

提取重组 3)(456 9B#，按照 CDE5*A@F>D 公司脂质

体转染说明书转染 G4B 细胞，-H I培养 H-J 后，收

集病变细胞，处理后进行 <9<%2#$K 电泳。以亲本

病毒 3)(456 转染的 G4B 细胞为对照。将 <9<%2#$K
电泳的蛋白电转至硝酸纤维素膜，分别以兔抗 $<!%
L+0./ 多克隆抗体为一抗［::］，山羊抗兔 CF$%M+2 为

二抗进行反应，在 9#G 和 M-L- 的显色液中显色。

置于水中终止显色反应，晾干后拍照。

4 结果

4"! 大肠杆菌菌株 *,45!!67*%& 的获得

含 7N9O. 质粒的大肠杆菌 GP-,::& 能在含氨

苄青霉素的平板上生长，转化 G4B2? 3)(456 后，能

在含氨苄青霉素和卡那霉素的 QG 固体平板上生

长。为了进一步证明 G4B2? 3)(456 转化到 GP-,::&
中，可用 G4B2? 任意基因的引物进行 2"+ 验证，用

!"#$% 的引物 2"+ 得到长约 ;:/37 的条带（图 &，泳道

H）。证明得到的大肠杆菌 GP-,::& 含有 7N9O. 和

G4B2? 3)(456，将该菌命名为 GP-,::&%G)(。
4"4 !"#$% 基因打靶线性化片段的鉴定

用 .&37 长的 0%": 和 +%"- 为引物，以 7N9& 质

粒为模板进行 2"+ 扩增，琼脂糖凝胶电泳后得到大

小约为 :R:S3 的片段，如图 : 所示。该片段即为所

需的线性化片段。

图 : 氯霉素抗性基因的 2"+ 扩增产物

05FT: 2"+ 7A@6U(* @V &’( F>D>
8：9B# 4)AS>A；:：:R:S3 2"+ 7A@6U(* @V &’( F>D> )47=5V5>6 UW5DF
7A54>AW 0%": )D6 +%"-T

4"6 !"#$% 缺失重组子的构建

将回收的线性化片段电转化 Q%阿拉伯糖诱导

后的 GP-,::&%G)( 菌，在!+>6 重组酶作用下，线性

化片段与 !"#$% 基因发生同源重组（图 -），在含氯霉

素和 卡 那 霉 素 的 固 体 平 板 上 获 得 了 多 个 重 组 转

化子。

图 - !"#$% 基因缺失型病毒的构建策略

05FT- "@DW*AU(*5@D @V !"#$%%SD@(S@U* 3)(456
（#）&’( F>D> )47=5V5>6 3X 2"+ VA@4 7=)W456 7N9& Y5*J 7A54>AW 0%":

)D6 +%"-；（G）G4B2? F>D> @AF)D5Z)*5@D @V !"#$% )D6 *J> A>=)*5E>

7@W5*5@DW @V 7A54>AW ./%0 )D6 ./%+ UW>6 V@A 2"+ E>A5V5()*5@D V@A *J>

6>=>*5@D @V !"#$%；（"）95)FA)4 5D65()*5DF *J> A>7=)(>4>D* @V !"#$% Y5*J

()* F>D> )D6 *J> A>=)*5E> 7@W5*5@DW @V 7A54>AW ()*%0 )D6 ()*%+ UW>6 *@

(@DV5A4 *J> (@AA>(* 5DW>A*5@D @V ()* F>D> 5D*@ !"#$% =@(UWT

4"8 !"#$% 缺失重组子的验证

随机挑取六个单菌落，用引物进行 2"+ 鉴定。

首先用 !"#$% 基因的自身引物 ./%0 和 ./%+ 对重组

转化子进行 2"+ 鉴定，同时用亲本病毒 3)(456 作为

对照。结果显示 . 个阳性重组体 2"+ 产物大小约

为 :R-S3，将该片段克隆到 789:;%! <547=> ?>(*@A 载

体中，测 序 结 果 显 示 该 序 列 的 上 下 游 分 别 含 有

:O,37 和 -H37 长的 !"#$% 基因片段，中间含有 :R:S3
的 &’( 基因，这与预测的相一致（图 -R"）。而亲本病

毒 3)(456 没有发生替换，2"+ 产物为 ;:/37 左右（图

&），表明 :R:S3 的 9B# 线性化片段插入到了 !"#$%
基因中。

图 & !"#$% 基因缺失后的 2"+ 验证

05FT& !J> A>WU=*W @V 2"+ E>A5V5()*5@D V@A 6>=>*5@D @V !"#$%
: [ .：:R-S3 2"+ 7A@6U(*W @V !"#$%%SD@(S@U* 3)(456；H：)D ;:/37
7A@6U(* @V Y5=6%*X7> 3)(456T 8：9B# 4)AS>A T

&/;王 强等：利用 +>6 系统快速敲除家蚕核型多角体病毒 !"#$% 基因



为了进一步验证实验结果的可靠性，在氯霉素

抗性基因的内部分别设计了一对引物 !"#$% 和 !"#$&
进一步 ’(& 验证。随机挑取上述一个转化子用引

物组合 !"#$%)*+$&，’(& 扩增出约 **+,- 的条带（图

.，泳道 /），同样用引物组合 !"#$&)*+$% 可以扩增出

约 0++,- 的条带（图 .，泳道 1）；而这两对引物组合

在亲本病毒 ,"!234 中都没有扩增出目的带（图 .，泳

道 5、.）。可以说明获得了正确的 !"#$% 基因缺失的

重组转化子。

图 . 不同引物组合的进一步 ’(& 验证

%367. 89: ;:<=># ?@ ’(& -;?4=!#< ?,#"3A:4
,B 43@@:;:A# -;32:; -"3;<

/，5：’(& -;?4=!#< ?,#"3A:4 ,B -;32:; -"3; !"#$&)*+$%；1，.：’(&
-;?4=!#< ?,#"3A:4 ,B -;32:; -"3; !"#$%)*+$&；/，1：!"#$%$CA?!C?=# ,"!234
"< #:2->"#:；5，.：D3>4$#B-: ,"!234 "< #:2->"#:；E：FGH 2";C:; 7

!"# !"#$% 缺失病毒的 $%&’%() *+,’ 检测

重组和野生型 ,"!234 FGH 分别转染 I2G 细

胞，以 兔 抗 JK8$L&%*+ 多 克 隆 抗 体 为 一 抗 进 行

M:<#:;A ,>?# 分析。结果表明野生型 ,"!234 FGH 在

转染 N19 时可以检测到一条 5/CF 的目的带［//］，而

重组的 ,"!234 未检测到目的带（图 0）。说明缺失的

病毒中 !"#$% 在表达水平上发生了终止。

图 0 M:<#:;A ,>?# 检测结果

%3670 89: ;:<=># ?@ M:<#:;A ,>?# "A">B<3<
E：-;?#:3A 2?>:!=>"; 2";C:;；/：I2G !:>>< 3A@:!#:4 D3>4$#B-: ,"!234；1：
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- 讨论

1++0 年 E?#?9"<93 等 构 建 了 I2G’O ,"!234 系

统［P］，到目前为止，该系统已成功地运用于绿色荧光

蛋白［P］、蜘蛛丝蛋白［/5］、蜘蛛鞭毛样丝蛋白［/.］和家

蚕锰型超氧化歧化酶［/0］的表达，但还没有将 I2G’O
,"!234系 统 和 &:4 重 组 系 统 结 合 在 一 起 运 用 于

I2G’O 基因功能研究的报道。本文首次将以上两

个系 统 结 合 在 一 起，成 功 构 建 了 大 肠 杆 菌 菌 株

IM10//5$I"!，在 Q$阿拉伯糖的诱导下，该菌株可用

于 I2G’O 任意基因的敲除、替换、点突变等修饰。

研究杆状病毒基因的功能需将目的基因失活。

本文所用的 &:4 重组系统［/1］只需要很短的同源臂

（.+ R *+,-）即可介导外源基因与目的基因的同源重

组，而且重组效率高，而这么短的同源臂完全可以将

同源臂加在所设计的引物两端通过一步 ’(& 反应

就扩增出目的片段，这样就可以任意地对大分子

FGH 进行精确修饰，从而避免了构建长的同源臂载

体等烦琐的体外酶切连接反应，也不存在碱基突变

的危险，是一个简单、快速、高效的敲除系统［/*］。

在线性化片段的引物设计方面，在同源臂和 &’(
引物之间引入了一个终止密码子 8HH，避免了 !"#$%
基因自身的启动子介导的 &’( 基因表达。为了减少

敲除的假阳性，用二次 ’(& 产物来用 于 电 转 化。

M:<#:;A ,>?# 结果显示重组 ,"!234 FGH 转染 I2G 细

胞后未 检 测 到 该 基 因 的 表 达。本 文 利 用 构 建 的

IM10//5$I"! 菌株，设计了 .0,- 这么短的同源臂，

通过一步 ’(& 反应扩增同源臂，首次在大肠杆菌中

成功快速地敲除了 I2G’O 的 !"#$% 基因，为其功能

的进一步研究奠定基础。
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远程投稿、审稿系统使用中常见问题解答

关于初次投稿：

问：我已经注册，并按照要求提交了稿件，为何在已投稿一栏查不到我的稿件？

答：估计您提交稿件的步骤没有进行完毕，稿件尚在草稿箱中。请用您的用户名和密码进入，点击尚未完成的稿件，继续

“下一步”，一定要完成 C 个步骤，至最终出现“欢迎投稿”界面才可。此时编辑部才可以看到您的文章，一般当天即有回复，告

知稿件编号。

问：编辑部您好，我的稿件已经上传成功。但这时我却发现文章中有一处错误，请问我怎么修改原文？

答：请将修改后的文章 %H0.1 发过来（,QI‘ .H+ 0,+ ,&），注明稿件编号，编辑部将帮您替换掉原文。

问：我想查询稿件的审阅情况，可在作者稿件查询栏中输入了用户名和口令却怎么也登录不上去，为什么？

答：在稿件查询时，如果输入用户名和密码仍不能登录，可能是 aS 浏览器的问题，请反复刷新几次就可以了。

关于上传修改稿：

问：我已将稿件修改稿发至贵刊的邮箱和网上投稿系统里各一份，编辑部邮箱回复已经收到，可网上投稿系统里收到没

有啊？我上传稿件时未见到“上传成功”的字样啊，麻烦查一下投稿系统里有没有？谢谢，等待回复！

答：可能是您上传的程序有误。上传修改稿的具体步骤如下：凭注册的用户名和口令，从“作者查稿”进入；在“投修改稿”

一栏中，先点选稿件题目（注意：一定要先点选题目，否则无法提交）；然后在“上传修改稿”模块中，上传本地机的“修改说明”、

“修改稿件”等文件。若文章需要高清晰、高质量的图片，可通过“上传图片”提供给编辑部高质量的 W5ST 或 Pa( 格式的图片

文件。每个文件上传成功后，均会有”上传成功”的提示。请最后“上传修改稿”。稿件自动从“投修改稿”箱中消失，标志修改

稿已经返回编辑部，至此完成整个修改过程。

关于审稿：

问：我写完审稿意见后，为何再次进入时看不到书写的意见了？

答：您写完后如果暂时不想提交，需要临时保存，请一定要点击“保存”后再退出系统；如果是审稿结束，请点击“审稿完

成”即可，这样意见就不会丢失了。

问：为何我点击“审稿完成”后，就无法再上传我修改过的原稿了？

答：如果要上传有您修改痕迹的原稿，请一定在点击审稿完成之前，否则系统已锁定，将无法再上传了。

问：我是在 J/<: 修订模式下对稿件进行修改的，如果将有修改痕迹的稿件提交后，作者在修订的地方用鼠标一点，就会出

现审稿人的姓名（我的电脑事先设置的姓名）和修改时间，而审稿人不希望作者直接看到，请问如何解决该问题？

答：为了隐去审稿人的信息，可以在打开 J/<: 文档后，点击“工具”、“选项”之“用户信息”，在此窗口里修改您的“姓名”和

“缩写”，这样显示出来的“修订信息”就不再是您的真实全名了。当然，如果您没有修改，编辑部也会在替换掉您的姓名之后

再提交作者浏览，保证对所有审稿人信息保密。

7>C王 强等：利用 K%: 系统快速敲除家蚕核型多角体病毒 (*CDE 基因




