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【摘要】 目的 构建基于sacB 负筛选标记的Targetron质粒分析系统。 方法 构建sacB毒蛋白诱导表达受体质粒

pACYC-sacB(携带
 

p15A 复制子),分析sacB毒蛋白对大肠埃希菌的毒性。
 

设计sacB 基因打靶位点,构建脱水四环素诱

导的 Targetron供体质粒pSY11-sacB(携带colE1复制子和sacB405a打靶位点)。双质粒共转化大肠埃希菌BL21
(DE3),脱水四环素诱导Targetron表达并对sacB 基因进行打靶。涂布含有5%蔗糖和0.1

 

mmol/L
 

IPTG的选择培养

基,筛选sacB 基因失活的阳性菌落,利用菌落PCR进一步验证II型内含子在靶位点的插入情况。 结果 sacB 基因

表达的大肠埃希菌不能在含有5%蔗糖的平板中生长;双质粒共转化后,脱水四环素诱导 Targetron表达能够插入到

sacB405a靶位点;sacB 基因失活后,大肠埃希菌能够在含有5%蔗糖的平板上生长,菌落PCR验证内含子插入到DNA
靶位点。 结论 建立了基于sacB 负筛选标记的Targetron质粒分析系统,为II型内含子功能鉴定、迁移规律分析等

奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

construct
 

a
 

Targetron
 

plasmid
 

analysis
 

system
 

based
 

on
 

sacB
 

negative
 

screening
 

marker. 

Methods Firstly,the
 

recipient
 

plasmid
 

pACYC-sacB
 

(carrying
 

p15A
 

replicon)
 

was
 

constructed
 

to
 

analyze
 

the
 

toxicity
 

of
 

sacB
 

toxin
 

to
 

E.
 

coli.
 

Secondly,the
 

sacB
 

targeting
 

site
 

was
 

designed
 

and
 

the
 

donor
 

plasmid
 

pSY11-sacB
 

(carrying
 

colE1
 

replicon
 

and
 

sacB405a
 

targeting
 

site)
 

was
 

constructed.
 

Then,the
 

double
 

plasmids
 

were
 

co-transformed
 

into
 

E.
 

coli
 

BL21
 

(DE3),and
 

the
 

expression
 

of
 

Targetron
 

was
 

induced
 

by
 

anhydrotetracycline.
 

Finally,the
 

selection
 

medium
 

containing
 

5%
 

sucrose
 

and
 

0.1
 

mmol/L
 

IPTG
 

was
 

coated
 

to
 

screen
 

the
 

sacB
 

inactivated
 

positive
 

colonies,and
 

the
 

insertion
 

of
 

Group
 

II
 

intron
 

in
 

the
 

target
 

site
 

was
 

further
 

verified
 

by
 

colony
 

PCR. Results The
 

E.
 

coli
 

expressing
 

sacB
 

could
 

not
 

grow
 

on
 

the
 

plate
 

containing
 

5%
 

sucrose,and
 

the
 

Targetron
 

could
 

be
 

induced
 

by
 

anhydrotetracycline
 

and
 

could
 

inserte
 

into
 

the
 

tar-

get
 

site
 

of
 

sacB405a.
 

After
 

inactivated
 

of
 

sacB,the
 

E.
 

coli
 

could
 

grow
 

well
 

on
 

the
 

plate
 

containing
 

5%
 

sucrose,and
 

the
 

colony
 

PCR
 

verified
 

that
 

the
 

intron
 

was
 

inserted
 

into
 

the
 

DNA
 

target
 

site. Conclusion The
 

Targetron
 

plasmid
 

analysis
 

system
 

based
 

on
 

sacB
 

negative
 

screening
 

marker
 

was
 

established,which
 

laid
 

a
 

foundation
 

for
 

functional
 

identification
 

and
 

migration
 

analysis
 

of
 

Group
 

II
 

intron.
【Key

 

words】 Targetron;sacB;Group
 

II
 

intron;Targeting
 

platform

 ***II型内含子(Group
 

II
 

intron)是一类由内含子

RNA和 内 含 子 编 码 蛋 白(intron
 

encoded
 

protein,

IEP)组成的、具有自我剪接功能的、能够在染色体上

高频迁移的细菌反转录转座子[1-3]。II型内含子在染

色体上的迁移机制称为“归巢”(retrohoming),其内含

子RNA的核酶活性能够识别并切割DNA靶位点,同
时借助IEP蛋白的反转录酶活性将内含子RNA反转
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录为cDNA整合到染色体内部[4-6]。由于II型内含子

识别DNA靶位点主要是依赖内含子 RNA与 DNA
的碱基互补配对原则,因此通过简单改变内含子识别

序列即可重定向插入位点。将II型内含子开发为高

效的基因打靶技术-Targetron,该技术具有DNA整合

效率高、专一性好、易操作等优点,目前已在微生物遗

传改造中获得普遍使用[7-10]。
建立高效、便捷的II型内含子打靶平台是研究II

型内含子功能及迁移规律、开发新型II型内含子、构
建高效基因打靶技术的前提和基础。基于抗生素筛选

标记的双质粒打靶分析系统包含两个受体质粒和供体

质粒[11-12],受体质粒携带不含启动子的四环素抗性基

因,供体质粒携带II型内含子功能元件,且在II型内

含子RNA元件第IV区插入一段PT7启动子(即原

IEP蛋白所在位置,此位置可以插入1-2kb外源基因

片段),当内含子RNA携带PT7启动子插入到受体质

粒的靶位点后,内含子编码序列携带的PT7启动子即

可启动下游四环素抗性基因的表达,从而使阳性转化

子能够在含有四环素的抗性平板上生长,这种基于质

粒及抗生素抗性标记的正向筛选系统为研究II型内

含子的功能及迁移规律提供了良好的分析平台。
为了丰富II型内含子的遗传筛选体系,提高II型

内含子筛选、鉴定的效率,本研究构建基于sacB 负筛

选标记的双诱导型Targetron质粒分析系统。来源于

枯草芽孢杆菌(Bacillus
 

subtilis)的sacB 基因编码果

聚蔗糖转移酶(levansucrase,EC2.4.1.10),催化蔗糖

生成大分子果聚糖聚合物,sacB 基因表达对革兰氏阴

性细菌(如大肠埃希菌)是致死型的,因此通常被作为

阴性筛选标记[13-14]。利用sacB 反向筛选标记与Tar-
getron系统联合,本研究拟构建IPTG诱导的sacB 受

体质粒系统和脱水四环素诱导的Targetron供体质粒

系统,建立基于sacB 负筛选标记的双诱导型Targe-
tron质粒分析平台,为II型内含子的筛选、鉴定及应

用奠定了基础。

材料与方法

1 材料

1.1 主要试剂与仪器 各种限制性内切酶、DNA连

接酶、DNA聚合酶以及常规分子生物学试剂盒购自北

京全式金生物科技公司;抗生素及常规生化试剂购自

国药集团,测序由上海生工程完成。PCR仪和离心机

均购于美国Thermo
 

Fisher公司;凝胶电泳仪购于北

京六一公司;电转化仪购于宁波新芝公司。

1.2 菌株、质粒及引物 本研究用到所有菌株、质粒

及引物详见表1。

表
 

1 本文用到的引物、菌株及质粒
Table

 

1 The
 

primers,strains
 

and
 

plasmids
 

used
 

in
 

this
 

study
引物

 

菌株
 

质粒
Primers,strain
and

 

plasmid

特征
Characteristics

Primers
 EBSU CGAAATTAGAAACTTGCGTTCAGTAAAC

 IBS AAAACTCGAGATAATTATCCTTAAGCGTCT
TTCCAGTGCGCCCAGATAGGGTG

 

(Xho
 

I)

 EBS1d CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAAG
TCTTTCCAGCTAACTTACCTTTCTTTGT

 

(BsrG
 

I)

 EBS2 TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGATTACGC
TTCGATAGAGGAAAGTGTCT

 SacB-F GATATACATATGATGAACATCAAAAAGTTTGC(Nde
 

I)

 SacB-R CAGACTCGAGTTATTTGTTAACTGTTAATTGTC (Xho
 

I)

Strains
 E.coli

 

DH5a Clone
 

strain,F-lacZΔM15Δ
 

(lacZYA-argF)
 

relA1
 

 E.coli
 

BL21
 (DE3)

Expression
 

strain,F-,ompT,hsdS
 

(rBB-mB),gal,dcm
 

(DE3)
 Bacillus

 

subtilis Wild
 

type

 BL21::pACYC
Derived

 

from
 

BL21(DE3),carrying
 

plasmid
 

pACYC,
CmR

 BL21::pSY11
Derived

 

from
 

BL21(DE3),carrying
 

plasmid
 

pSY11,
AmpR

 BL21::pSY11::
 pACYC

Derived
 

from
 

BL21(DE3),carrying
 

plasmid
 

pSY11
 

and
 

pACYC,AmpR
 

and
 

CmR

 BL21::pSY11-sacB::
 pACYC-sacB

Derived
 

from
 

BL21(DE3),carrying
 

two
 

plasmids:
pSY11-sacB

 

and
 

pACYC-sacB,AmpR
 

and
 

CmR

Plasmids
 pACYC Expression

 

vector,p15A
 

replicon,T7
 

promotor,CmR

 pACYC-sacB
Derived

 

from
 

pACYC,carryingsacB
 

gene
 

from
 

Bacillus
 

subtilis,T7
 

promotor,CmR
 pSY11 Derived

 

from
 

pSY6,P2tetO1
 

promoter,AmpR

 pSY11-sacB
Derived

 

from
 

pSY11,targeting
 

the
 

antisense
 

strand
 

405a
 

site
 

ofsacB,AmpR

2 方法

2.1 培养基及培养方法 大肠埃希菌DH5a及BL21
(DE3)利用LB肉汤培养基在37

 

℃、180
 

rpm摇床中

培养,平板筛选时利用含1.5%琼脂的LB固体培养基

置于37
 

℃培养箱中静置培养。载体构建及筛选时加

入终浓度为100
 

μg/mL的氨苄青霉素或25
 

μg/mL
的氯霉素;利用sacB标签筛选时在LB固体培养基中

加入5%蔗 糖。必 要 时 补 充 诱 导 剂 终 浓 度 为0.1
 

mmol/L
 

IPTG、0.3
 

mmol/L脱水四环素。

2.2 引物设计 以枯草芽胞杆菌sacB 基因为靶基

因,利用在线免费 Targeron引物设计软件(www.
Clostron.com)设计打靶引物,选择sacB 基因反义链

405a位点作为打靶位点,利用系统算法设计四条重叠

延伸PCR引物(表1)。

2.3 质粒构建 Targetron供体质粒构建:以IBS/

EBSU和EBS2/EBS1d为引物,以pSY11质粒为模板

扩增intron特异性区域,然后以IBS/EBS1d为引物,
以上述扩增产物为模板,利用重叠延伸PCR扩增内含

子retargetron区,利用XhoI/BsrGI双酶切上述产物
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与经同样双酶切的pSY11质粒连接构建供体质粒

pSY11-sacB(表1)。Targetron受体质粒构建:以枯草

芽胞杆菌基因组组为模板,以sacB-F/sacB-R为引物,

PCR扩增sacB 完整基因序列,利用 NedI和XhoI双

酶切上述PCR产物后与经同样双酶切的pACYC载

体连接,构建pACYC-sacB受体质粒(表1)。

2.4 重 叠 延 伸 PCR 扩 增 体 系 为50
 

μL,包 括:

ddH2O
 

40
 

μL,10×buffer
 

5
 

μL,高保真DNA聚合酶

1
 

μL,正向引物1.0
 

μL
 

(10
 

μmol/L),反向引物1.0
 

μL(10
 

μmol/L),上游模板0.5
 

μL(~1
 

ng),下游模板

0.5
 

μL(~1
 

ng),dNTP
 

1
 

μL(1
 

mmol/L)。反应条件

为:95
 

℃预变性3
 

min、95
 

℃变性
 

1
 

min、56
 

℃退火

0.5
 

min、72
 

℃延伸0.5
 

min,共30个循环;72
 

℃终延

伸5
 

min。

2.5 SacB毒蛋白诱导表达及大肠埃希菌敏感性分析

将SacB表达质粒转化E.
 

coli
 

BL21(DE3),转化产物

涂布含有不同浓度IPTG、25
 

μg/mL氯霉素、5%蔗糖

(W/V)的LB平板,将平板置于37
 

℃培养箱过夜培

养,检测IPTG诱导严谨性及大肠埃希菌对SacB毒蛋

白的敏感性。

2.6 质粒兼容性分析 将供体质粒pSY11(含colE1
复制子)和受体质粒pACYC(含p15A复制子)共转化

E.
 

coli
 

BL21(DE3),转化产物分别涂布氨苄青霉素

平板(100
 

μg/mL)、氯霉素平板(25
 

μg/mL)、双抗平

板(100
 

μg/mL氨苄青霉素和25
 

μg/mL氯霉素),置
于37

 

℃培养箱培养过夜,检测供体质粒和受体质粒的

在大肠埃希菌中的兼容性。

2.7 双质粒打靶系统筛选与检测 将Targetron供

体质粒pSY11-sacB和受体质粒pACYC-sacB共转化

E.
 

coli
 

BL21(DE3),涂布含100
 

μg/mL氨苄青霉素

和25
 

μg/mL氯霉素的LB双抗平板,置于37
 

℃培养

箱培养过夜,然后挑取单菌落接种到含100
 

μg/mL氨

苄青霉素和25
 

μg/mL氯霉素的LB肉汤培养基,置于

37
 

℃、180
 

rpm 培养箱中振荡培养 A600 为0.2左右

时,加入0.3
 

μg/mL脱水四环素诱导3~5
 

h,稀释后

涂布含有5%蔗糖(W/V)、25
 

μg/mL氯霉素和0.1
 

mmol/L
 

IPTG的LB固体平板,置于37
 

℃培养箱培

养12~16
 

h。

2.8 菌 落PCR 从双抗平板上挑取单菌落,利用

sacB-F/sacB-R引物检测 Targetron打靶效率。菌落

PCR条件如下:98
 

℃预变性,1
 

min;98
 

℃变性20
 

s;

58
 

℃退火30
 

s;72
 

℃延伸1.5
 

min;共30个循环;72
 

℃终延伸5
 

min。PCR扩增体系为20
 

μL,包括:2×
Taq

 

DNA聚合酶10
 

μL,正向引物0.5
 

μL(10
 

μmol/

L),反向引物0.5
 

μL(10×mol/L),ddH2O
 

9
 

μL。

结 果

1 受体质粒和供体质粒构建及鉴定

PCR扩增sacB 基因,琼脂糖凝胶电泳检测得到

约1.4
 

kb条带(图1A),与预期条带大小一致,表明成

功获得sacB 目的基因。受体质粒pACYC-sacB经双

酶切后电泳检测可见约4.0
 

kb质粒条带和1.4
 

kb目

的条带(图1B),且测序后与预期结果一致,表明受体

质粒构建成功。供体质粒pSY11-sacB经双酶切后电

泳检测可见约8.0
 

kb质粒条带和0.35
 

kb目的条带

(图1C),且测序后与预期结果一致,表明供体质粒构

建成功。

  A sacB 基因PCR扩增 B 受体质粒pACYC-sacB经 NdeI/
XhoI双酶切验证 C 供体质粒pSY11-sacB经 XhoI/BsrGI 双酶切
验证

图
 

1 受体质粒和供体质粒构建及鉴定

A SacB
 

gene
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR B The
 

recipient
 

plasmid
 

pacYC-SACB
 

was
 

verified
 

by
 

NdeI/XhoI
 

double
 

digestion C pSY11-
sacB

 

was
 

confirmed
 

by
 

XhoI/BsrGI
 

double
 

digestion.
Fig.1 Construction

 

and
 

identification
 

for
 

recipient
 

and
 

donor
 

plasmid

2 IPTG诱导严谨性及SacB毒性分析

分析结果表明,E.
 

coli
 

BL21(DE3)::pACYC-
sacB在不含IPTG的蔗糖平板上能够正常生长,但在

含5%蔗糖、3种IPTG浓度(0.1、0.2和0.5
 

mol/L)
的平板上均不能生长(图2),表明IPTG 能够诱导

sacB 基因表达,且表达SacB毒蛋白的大肠埃希菌不

能在蔗糖平板上生长,sacB 基因可以作为大肠埃希菌

的阴性筛选标记(图2)。

图
 

2 E.
 

coli
 

BL21(DE3)::pACYC-sacB对蔗糖敏感性分析

Fig.2 Sensitivity
 

assay
 

of
 

E.
 

coli
 

BL21(DE3)::pACYC-sacB
 

to
 

sucrose

3 双质粒兼容性分析

含有双质粒pSY11和pACYC的大肠埃希菌,以
及含有双质粒pSY11-sacB和pACYC-sacB的大肠埃
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希菌,能在含有氨苄青霉素单抗平板(Amp)和氯霉素

单抗平板(Chl)生长,也在能含有氨苄青霉素和氯霉素

双抗平板(Amp+Chl)生长,且sacB 基因(诱导前)及
内含子的表达不影响双质粒共存情况,表明受体质粒

和供体质粒在大肠埃希菌中有良好的兼容性(图3)。

图
 

3 受体质粒与供体质粒兼容性分析

Fig.3 Plasmid
 

compatibility
 

assay
 

of
 

recipient
 

and
 

donor

4 Targetron诱导表达及筛选

利用0.3
 

μg/mL脱水四环素诱导II型内含子表

达,并对sacB 基因进行打靶,IPTG诱导sacB 基因表

达后仍在能在蔗糖平板上正常生长,表明sacB 基因

功能已经失活(图4)。脱水四环素能够诱导 Targe-
tron表达并失活了sacB 基因。

  A 共转化 B Targetron表达 C 蔗糖平板筛选
图

 

4 Targetron诱导表达及在蔗糖平板上的筛选

A Cotransform B Targetron
 

expression C Sucrose
 

plate
 

screening
Fig.4 Targetron

 

induced
 

expression
 

and
 

screening
 

on
 

sucrose
 

plate

5 菌落PCR验证及打靶效率分析

在蔗糖平板上随机选择了13个单菌落进行菌落

PCR检测,内含子插入型PCR产物条带大小约为2.3
 

kb,野生型对照PCR产物条带大小约为1.4
 

kb,空白

对照不能获得任何PCR条带,表明随机挑取的13个

单菌落均为内含子插入型阳性菌落(图5)。基于sacB
负筛选标记的双质粒诱导型Targetron分析系统具有

100%的筛选效率,可以作为II型内含子筛选与鉴定

的分析平台。

讨 论
本研究构建的基于sacB 负筛选标记的双质粒诱

导型Targetron分析平台,与 Morh等[11-12]构建的基

于四环素正向筛选标记的Targetron分析平台具有不

同的原理和使用特点。利用
 

sacB 作为阴性筛选标

记,利用IPTG诱导毒蛋白表达,可方便的通过蔗糖平

板检测sacB 基因的活性。此外,蔗糖筛选标记不受

温度的限制,可以在高温条件作为良好的筛选标记,而
抗生素在高温条件不稳定、极易失活,不适用于嗜热II
型内含子的筛选和功能鉴定。在嗜热微生物中发现具

有多 种 特 殊 功 能 及 应 用 前 景 的 嗜 热 II型 内 含

子[2,17-19],以建立的基于四环素筛选标记的遗传检测

平台,在大肠埃希菌中分析48
 

℃条件下的打靶规律

(48
 

℃已是大肠埃希菌生长耐受的极限条件)[11],获
得了较高温度条件下的靶位点识别规律,但并不代表

真实条件下的结果。近年来发现并鉴定了多种热稳定

的sacB 基因[20-21],如果将热稳定sacB 基因与嗜热II
型内含子联合,利用蔗糖平板筛选鉴定将可以极大提

高嗜热II型内含子的筛选效率。因此,建立的基于

sacB 阴性筛选标记的中温Targetron也为嗜热II型

内含子的筛选与鉴定提供了借鉴。

图
 

5 菌落PCR验证

Fig.5 Colony
 

PCR
 

verification

本研究成功构建了基于sacB 负筛选标记的双质

粒诱导型Targetron分析系统,该系统具有可控诱导、
筛选高效、操作简单等特点,为II型内含子筛选、功能

鉴定及机理分析提供理论基础。
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