
 段仰凯 等/基于 XcmⅠ的 T 载体及其在合成生物学中的应用 

Chinese Journal of Biotechnology    
http://journals.im.ac.cn/cjbcn July 25, 2016, 32(7): 956−965 
DOI: 10.13345/j.cjb.150448 ©2016 Chin J Biotech, All rights reserved 

 

                           

Received: October 23, 2015; Accepted: November 16, 2015 

Supported by: Natural Science Foundation of Shandong Province (No. ZR2013CQ045). 
Corresponding authors: Xuefeng Lü. Tel: +86-532-80662629; Fax: +86-532-80662712; E-mail: lvxf@qibebt.ac.cn  

山东省自然科学基金 (No. ZR2013CQ045) 资助。 

956 生 物 工 程 学 报  

                                                               

基于 XcmⅠ的 T载体及其在合成生物学中的应用 

段仰凯 1,2，梁飞燕 1,2，谈晓明 2，吕雪峰 2 

1 中国科学院大学，北京  100049 

2 中国科学院青岛生物能源与过程研究所 中国科学院生物燃料重点实验室，山东 青岛  266101 

段仰凯, 梁飞燕, 谈晓明, 等. 基于 XcmⅠ的 T载体及其在合成生物学中的应用. 生物工程学报, 2016, 32(7): 956–965. 

Duan YK, Liang FY, Tan XM, et al. An XcmⅠ-generated T vector and its applications in synthetic biology. Chin J Biotech, 

2016, 32(7): 956–965. 

摘  要 : 为了节约成本和提高实验效率，以商用 pMD18-T 载体为基础，构建获得了 pFL-XS-T 载体，其具有

符合 Biobrick 标准的串联 XbaⅠ-XcmⅠ-XcmⅠ-SpeⅠ克隆序列，通过对 XcmⅠ的酶切处理即可以通过 TA 克隆

方便地克隆 PCR 片段。克隆验证实验结果表明，经 XcmⅠ处理的该载体可以与 PCR 片段进行 TA 连接，连接

效率及阳性率均可以满足实验室要求并且可以得到 Biobrick 标准质粒。此外，该载体不仅可以与其余 Biobrick

标准元件进行串联，还可以作为功能 DNA 元件的筛选载体。 
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Abstract:  For more economical and efficient DNA clonging, pFL-XS-T, a Biobrick-T vector was constructed based on 

pMD18-T vector, carrying clonging regions of XbaⅠ-XcmⅠ-XcmⅠ-SpeⅠ. The results revealed that PCR products could 

be conveniently inserted into pFL-XS-T vevtor digested by XcmⅠby means of TA cloning. The positive frequency of 
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recombination can meet the experimental requirements and all the plasmids obtained meet Biobrick standard. Moreover, the 

pFL-XS-T is compatible with other Biobrick parts, and serves as a vector for functional DNA fragments screening. 

Keywords:  Biobrick standard, TA cloning, synthetic biology 

传统的分子生物学实验中，由于受可用酶

切位点的限制，许多重组后的 DNA无法继续拼

装，因而不能满足合成生物学的大量、快速拼

装的要求。Knight发明了一套新的 DNA组装策

略并将其命名为“Biobrick”。该策略利用限制性

内切酶的同尾酶，酶切后可以得到互补的粘性

末端并且连接后形成的碱基序列无法被其中任

何一种酶识别的原理，实现了 DNA片段的循环

组装[1-3]。经典的 Biobrick拼接方法，需要先通

过 PCR 克隆的方式，将目的片段克隆到两翼带

有 EcoRⅠ-XbaⅠ、SpeⅠ-PstⅠ等酶切位点的质

粒上。这就需要在扩增目的片段的引物末端加

上 XbaⅠ和 SpeⅠ等酶切位点，引物上额外的酶

切位点的添加使得合成成本升高且步骤相对 

繁琐。 

PCR 是分子生物学中获得体外 DNA 片段

的最常用的方法，用 Taq DNA 聚合酶 PCR 扩

增得到片段的 3′端突出一个 A碱基[4]，TA克隆

是 Taq DNA 聚合酶扩增得到的 PCR 产物与载

体连接最快速最有效的方法之一 [5-8]。商用 T

载体，如 pMD18-T，载体两端有 XbaⅠ等多个

酶切位点可用，然而通常条件下克隆得到的质

粒并不具有 Biobrick 特征，在载体的一端缺少

XbaⅠ的同尾酶 SpeⅠ。若要利用 TA克隆的方

式获得 Biobrick 特征质粒，需要在目的片段的

一端加入 SpeⅠ酶切位点且片段插入后需确保

pMD18-T载体引入的 XbaⅠ和目的片段引入的

SpeⅠ酶切位点位于插入片段的两端。该方法虽

然克隆效率高，但扩增片段的引物末端还需加

入 SpeⅠ酶切位点且克隆后需要鉴定插入方

向，这使得引物合成成本升高且步骤仍然相对

繁琐。 

由此可见，获得一个带有 Biobrick 酶切位

点的 T 载体就可以解决传统 Biobrick 组件获取

方法所面临的问题。许多研究报道过利用限制

性内切酶可以构建 T载体[9-11]，其中 XcmⅠ构建

T载体的研究尤其得到了广泛关注[12-16]。XcmⅠ

为一种Ⅱ型限制性内切酶，识别位点为      

5′-CCANNNNN | NNNNNTGG-3′，如果设计第 5

个 N为 T，XcmⅠ酶切后在 3′端突出一个 T，可

以与 Taq 聚合酶反应产物上的 3′端单 A 突出配

对，直接进行亚克隆或测序。但是目前还没有

利用 XcmⅠ构建符合 Biobrick 规范 T 载体的研

究报道。事实上，pMD18-T 与符合 Biobrick 规

范 T 载体的主要区别只是在 pMD18-T 的   

Hind Ⅲ一端缺少 SpeⅠ酶切位点。因此，将一

段一端带有 XcmⅠ酶切位点，另一端带有   

Xcm Ⅰ和 Spe Ⅰ酶切位点的 PCR 产物与

pMD18-T 载体经过 TA 克隆连接，会得到一个

符合 Biobrick 规则的 T 载体质粒，得到的质粒

再经过 XcmⅠ酶切便可以得到符合 Biobrick 规

范的 T载体 (图 1)，该载体不仅可以与 DNA片

段进行 TA克隆连接，而且克隆后的片段还可以

利用 Biobrick规则进行后续组装 (图 1)。因此，

本文按照该方法构建了 Biobrick-T 载体并对该

载体的克隆效率及应用的有效性进行了验证。 
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图 1  基于 XcmⅠ的 T 载体构建及其在合成生物学中应用示意图 

Fig. 1  The schematic diagram of construction of an XcmⅠ-generated T vector and its application in synthetic biology. 

 

1  材料与方法 

1.1  试剂 

pMD18-T 载体和感受态细胞购于 TaKaRa 

(日本)。其余用于分子克隆的试剂盒购于 Omega 

(美国)。内切酶 XcmⅠ购于 NEB (美国)，其余所

用的限制性内切酶和分子克隆所用到的相关的

酶购于 Thermo (加拿大)。 

1.2  菌株和质粒的构建 

本研究所用的引物见表 1，用到的质粒见 

表 2。 

1.2.1  使用 pMD18-T 载体构建 Biobrick 标准

质粒 

以 pRL271[17]为模板，Cm-F (含 Bgl Ⅱ酶切

位点)/Cm-R (含 SpeⅠ酶切位点) 为引物 PCR扩

增得到约 1 kb 的氯霉素抗性基因 cat 片段，随

后将该片段连接到 pMD18-T 载体中得到质粒

pXT170c，形成 XbaⅠ和 SpeⅠ同尾酶的 Biobrick

标准的质粒。随后用 DraⅠ酶切 pRL57[18]，得

到的带有壮观霉素抗性编码基因的 Omega 片段
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与用 BglⅡ和 NcoⅠ酶切并补平的 pXT170c片段

连接，得到有 Biobrick 标准的质粒 pXT170s。

用 QucikChange 方法消除壮观霉素抗性片段中

的 XcmⅠ位点 (用引物Omega-qc-F/Omega-qc-R

进行突变)得到质粒 pXT170′。 

1.2.2  Biobrick-T载体 pFL-XS的构建 

以 pRL271[17]为模板，X-F1/X-R1 为引物

PCR扩增得到约 1 kb的氯霉素抗性片段 cat，随

后将该片段连接到 pMD18-T 载体中得到质粒

pXcm-XS。用 NdeⅠ酶切该质粒并用 T4 DNA

聚合酶补平，自连接，最终得到消除 NdeⅠ的质

粒 pFL-XS。 

1.2.3  利用 Biobrick规则进行质粒构建 

如图 2 所示，使用 XbaⅠ和 PstⅠ酶切质粒

BBa_E0240得到绿色荧光报告基因片段 (eGFP)，

使用 SpeⅠ和 PstⅠ酶切 pFL-XS 得到载体片段，

将两个片段分别回收后连接得到质粒 pXT238。用

SacⅠ和 XbaⅠ酶切 pXT238 得到的载体与用  

SacⅠ和 SpeⅠ酶切 pXT170′得到的壮观霉素抗性

片段连接得到质粒 pXT244′。 

 
表 1  本研究中所用的引物 

Table 1  Primers used in this study  

Primer names Primer sequences (5′–3′) 

Cm-F TCAGATCTCGAATAAATACCTGTGACGGAAGATCATC 

Cm-R TTACTAGTTCTGCCATTCATCCGCTTATTATCAC 

Omega-qc-F CGTTCCATACAGAAGCTCCGCGAACAAACGATGCTCG 

Omega-qc-R CGAGCATCGTTTGTTCGCGGAGCTTCTGTATGGAACG 

X-F1 TTCCCAAGATTATCGTGGCGAATAAATACCTGTGACGG 

X-R1 TTCACTAGTCCAAGATTATCGTGGTCTGCCATTCATCCGCTTAT 

LacI-R AGCTTGCAATTCGCGCTAACT 

PlacO-R TGACTAGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTC 

Underlined nucleotides represent the restriction enzyme sites 
 

表 2  本研究中所用的质粒 

Table 2  Plasmids used in this study 

Plasmids Relevant characteristics References 

pXT170c Apr, Cmr, BglⅡand SpeⅠflanked cat gene in pMD18-T  This study 

pXT170s Apr, Spr, Omega cassette in in pMD18-T This study 

pXT170s´ Apr, Spr, Omega cassette in in pMD18-T with eliminated XcmⅠ This study 

pXT181b Apr, lacI-Ptrc-lacO cloned in pMD18-T Tan XM, Lu XF, unpublished 

pXcm-XS Apr, Cmr, XcmⅠflanked cat gene in pMD18-T This study 

pFL-XS Apr, Cmr, pXcm-XS with eliminated NdeⅠ This study 

pXT238 Apr, Cmr, eGFP gene cloned in pFL-XS This study 

pXT244´ Apr, Cmr, Spr, Omega cassette from pXT170s′ cloned in pXT238 This study 

pFL75 Apr, Spr, Ptac cloned in pXT244′-derived T-vector This study 

pFL76 Apr, Spr, Ptrc cloned in pXT244′-derived T-vector This study 

pFL77 Apr, the pXT244′-derived T-vector blunted and self-ligated This study 
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图 2  利用 Biobrick 规则构建质粒 pXT244′流程图 

Fig. 2  The flowchart of the construction of the plasmid pXT244′ based Biobrick standard. 

 

1.2.4  用于大肠杆菌中检测启动子活性的质粒

构建 

用 XcmⅠ酶切 pXT244′得到有 3′-T 突出的

2.7 kb 的 DNA 片段，该片段可作为 T 载体。

lacI-R/PlacO-R为引物，质粒 pRL59EH[19]为模板

用 Taq DNA聚合酶 PCR得到 3′端带有碱基 A的
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lacI-Ptac 片段， lacI-R/PlacO-R 为引物，质粒

pXT181b为模板用 Taq DNA聚合酶 PCR得到 3′

端带有碱基 A的 lacI-Ptrc片段，将两个启动子片

段分别与 pXT244′得到的载体进行 TA 克隆分别

得到含有 Ptac 启动子的质粒 pFL75 和含有 Ptrc

启动子的质粒 pFL76。 

1.3  pFL-XS-T 载体克隆效率及阳性率测定 

pFL-XS质粒用 XcmⅠ (NEB) 酶切并使用胶

回收试剂盒  (OMEGA) 回收得到 2.7 kb 的

pFL-XS-T 载体 (40 μg/μL)，实验中对照载体使

用的是商业载体 pMD18-T (TaKaRa，50 μg/μL)。 

首先，实验使用插入片段 (pMD18-T试剂盒

内置对照片段，50 μg/μL) 与两个载体分别进行

连接。连接过夜，转化到大肠杆菌 DH5α，分别

随机挑取 20 个单克隆，使用通用引物 RV-M 和

M13-47 对 20 个单克隆进行菌落 PCR 鉴定阳性

克隆。阳性克隆的标准是菌落 PCR 可以得到约

660 bp的 PCR产物。 

其次，为了验证 pFL-XS-T 对随机克隆的

PCR 产物的连接效率，PCR 扩增来源于集胞藻

PCC 6803 (Synechocystis sp. PCC 6803) 328 bp和

来源于聚球藻 PCC 7942(Synechococcus sp. PCC 

7942) 2 199 bp两段 DNA片段。用胶回收试剂盒

(OMEGA)回收，分别与 pFL-XS-T载体连接过夜

随后转化到大肠杆菌 DH5α。分别随机挑取 24

个单克隆，用上述通用引物对单克隆进行菌落

PCR。检验出阳性克隆的标准是菌落 PCR可以分

别得到约 500 bp和 2 350 bp的 PCR产物。 

1.4  大肠杆菌转化 

将质粒 pFL75、pFL76和 pFL77转化大肠杆

菌 DH5α 中，分别得到重组大肠杆菌 FL178、

FL179和 FL180。 

1.5  荧光显微镜观察 

将重组大肠杆菌 FL178、FL179和 FL180接

种到 LB培养基中，在 37 ℃培养至指数生长期时

加入 1 mmol/L的异丙基硫代半乳糖苷 (IPTG)。

IPTG诱导后 5 h，对不同菌的培养液取样并进行

荧光显微镜 (Olympus BX51, 日本) 观察[20]。 

2  结果与分析 

2.1  T 尾 Biobrick 载体的获得 

构建得到 pFL-XS 质粒经过内切酶 XcmⅠ可

以得到 Biobrick-T载体。由图 3可以清楚地看出，

内切酶 XcmⅠ可以有效地将 pFL-XS 质粒酶切成

一个 2 722 bp的载体片段和一个 962 bp的氯霉素

抗性片段，并且两个片段的大小可以确保在回收

胶上得到有效分离 (图 3)，其中 2 722 bp片段为

Biobrick-T载体片段。该载体以 pMD18-T载体为 

 
 

 

 
 

图 3  pFL-XS-T 载体的 XcmⅠ限制性内切酶酶切检测  

结果 

Fig. 3  Digestive pattern of pFL-XS-T vector with 
restriction endonuclease XcmⅠ. The DNA gel electrophoresis 

map of the XcmⅠ-digest product of pFL-XS. M: 1 kb 

ladder; 1: the XcmⅠ-digest product of pFL-XS. 
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基本框架，不仅具备各种多克隆位点，而且在载

体两端分别带有 EcoRⅠ-XbaⅠ和 PstⅠ-Spe  Ⅰ

Biobrick酶切位点，使得与该载体进行 TA克隆后

的 DNA片段获得 Biobrick特征 (图 1)。 

2.2  pFL-XS-T 载体克隆效率及阳性率 

商业载体 pMD18-T 转化平板上的单克隆数

量 (大于 200个) 远高于 pFL-XS-T载体转化平板

上的单克隆数量 (32 个)，但是自制 pFL-XS-T 浓

度略低于商用载体浓度 (40 µg/mL VS 50 µg/mL)，

如果提高 pFL-XS-T 载体的浓度，转化后的单克

隆数目有再增多的可能。但是在该浓度下，

pFL-XS-T 为载体的转化平板上的单克隆数目足

够应用于实验室条件下目的克隆的获得。 

本研究以菌落 PCR 检测转化子插入片段的

方法来验证阳性克隆并计算阳性率，分别选用

pMD18-T 载体的商用插入片段和蓝藻基因组随

机片段作为待测片段。在插入商用片段的实验

中，随机挑取 20个单克隆 PCR鉴定，pMD18-T

载体重组质粒的阳性率为 100% (图 4A)，即所

有单克隆中都成功得到了含有插入商业片段的

重组质粒；pFL-XS-T载体重组质粒的阳性率为

90% (20个单克隆中 18个为阳性)，即有 10%的

单克隆中没有成功得到含有插入商业片段的重

组质粒 (图 4B)。假阳性的出现是因为 pFL-XS

质粒在 DNA 琼脂胶上条带的位置与 pFL-XS-T

线性载体的条带基本重合 (数据未列出)，与之

前文献报道类似[21-22]，受 XcmⅠ酶切效率的限

制，有少量的没有受到 XcmⅠ酶切的质粒混入

了载体片段中，该质粒含有氯霉素和氨苄青霉

素的抗性，因此转化得到的克隆可以在氨苄青

霉素的抗性板上生长，因此推测影响重组阳性

率的主要因素是 pFL-XS质粒的酶切完全程度。

这个问题可以通过增加填充片段(本研究为氯霉

素 cat)的长度，使得载体片段和未被酶切的质粒

在电泳胶上易于分开回收以及引入蓝白斑筛选

来提高连接效率[21,23-25]。 

T 载体的广泛应用是因为能够直接与实验

室条件下用 Taq DNA聚合酶 PCR得到的产物连

接并进行后续的亚克隆和测序工作。为了验证

pFL-XS-T对随机克隆的 PCR产物的连接效率，

用 Taq DNA聚合酶分别 PCR克隆了来源于蓝藻

基因组的 328 bp和 2.2 kb的基因片段，纯化后

直接与 pFL-XS-T载体连接过夜，转化。各随机

挑取 24个单克隆进行菌落 PCR鉴定，发现两者

的阳性率都高于 75% (图 5)。 

以上结果说明该载体可以有效地通过 TA

克隆的方式连接 DNA片段，这些片段连接以后

形成的质粒即为 Biobrick 标准的质粒，这样便

可以省去 PCR扩增中为了加入 Biobrick所需要

的酶切位点而增加的引物长度。因此通过该方

法可以很便捷的建立 Biobrick元件库。 

 

 
 

图 4  商用插入片段与 pFL-XS-T 载体的 TA 克隆效率

及阳性率检测 

Fig. 4  Evaluation of TA cloning efficiency and 
positive rates of pFL-XS-T ligation system with the 
commercial insert fragment. The templates are single 
clones from the pFLXS-T vector (A) or the commercial 
pMD18-T vector (B) ligated with control inserts 
separately. DNA marker is DL 5000 (TaKaRa). 
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图 5  随机插入片段与 pFL-XS-T 载体的 TA 克隆效率

及阳性率检测 

Fig. 5  TA cloning efficiency and positive rates 
evaluations of pFL-XS-T ligation system with randomly 
amplified fragments. The positive fragments are about 
2.35 kb (A) and 500 bp (B), respectively. The templates 
are single clones by transformed with the ligation 
products of two fragments from cyanobacteria with 
pFLXS-T vector. DNA marker is 1 kb (TaKaRa). 

2.3  不同方式获得的符合 Biobrick 标准的基因

元件的组装和应用验证 

为了验证得到的 pFL-XS 在实际应用中是否

可以与符合 Biobrick 标准的元件有效拼接。我们

先将质粒 pFL-XS 与 Biobrick 标准质粒库中的质

粒 BBa_E0240进行 Biobrick规则组装 (详见材料

与方法 1.2.3)，得到了含有报告基因的质粒

pXT238，该质粒仍然具有 Biobrick特征。随后我

们又将 pXT238 与之前构建的具有 Biobrick 特征

的质粒 pXT170′再次进行了 Biobrick 规则组装，

最终得到了带有报告基因且仍然具有 Biobrick 特

征的质粒 pXT244′。质粒 pXT244′构建过程不仅证

明了本研究得到的 pFL-XS 载体质粒不仅具有

Biobrick 特征并且可以与其余 Biobrick 规则的片

段及质粒进行连续的 Biobrick规则组装。 

另外，之前有研究将 T 载体用于高通量筛   

选[26]，由于本研究得到的 pFL-XS-T载体也具有 T

载体的特点，前面我们已经验证了该载体连接的有

效性，为了进一步验证该载体应用的有效性，我们

将该载体可进行 TA克隆的特性用于启动子筛选。

质粒 pXT244′源于质粒 pFL-XS，是以 pFL-XS 为

载体，利用 Biobrick规则与其余片段组装获得，该

质粒经过 XcmⅠ酶切后可以得到含有报告基因的

T 载体，因此需要筛选的启动子片段只需要经过

PCR和 TA克隆便可以得到启动子筛选质粒。我们

分别构建了含有 Ptrc 和 Ptac 启动子的筛选质粒及

对照质粒 (见材料与方法) 并将得到的质粒转化

到大肠杆菌中。培养的重组大肠杆菌在加入 IPTG

诱导以后，在日光中就可以看到含有 Ptrc 和 Ptac

启动子的菌株有荧光出现 (图 6C)。在荧光显微镜

下观察，很明显可以看出含有 Ptrc 和 Ptac 启动子

的菌株可以发出绿色荧光 (图 6A和图 6B)。 
 

 
 

图 6  重组大肠杆菌 FL178、FL179 和 FL180 的表型

分析 

Fig. 6  Phenotypic analysis of recombinant Escherichia 
coli (E. coli) FL178, FL179 and FL180. (A) The 
fluorescent image of the recombinant E. coli FL178. (B) 
The fluorescent image of the recombinant E. coli FL179. 
(C) The image of the recombinant E. coli under the 
normal condition. 
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因此，基于 pFL-XS-T载体构建的质粒不仅

可以实现与其他来源的 Biobrick元件进行拼装，

而且还可以作为 T载体，通过 TA克隆的方式对

其中的元件进行建库及高通量筛选。 

3  结果与讨论 

标准化生物学元件可以大大简化生物基因

工程过程。本研究通过利用 XcmⅠ对商业化载

体 pMD18-T的改造获得了具有 Biobrick标准的

pFL-XS-T载体，经实验验证，该载体与片段的

连接及重组效率均可以满足实验需求。另外本

研究获得的载体同时具备了 Biobrick 标准元件

和 T 载体的功能，不仅可以与其他的 Biobrick

标准元件进行装配还可以作为 T 载体用于功能

DNA元件的筛选，简化了传统 Biobrick方法，

减少了引物合成成本，为以后合成生物学研究

提供了一种可选择的平台工具。 
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