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·专题研究·

大肠杆菌 Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ基因打靶载体构建及应用
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［摘　要］目的：构建基于细菌ＩＩ型内含子的Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ基因打靶载体，并在大肠杆菌中验证其功能。方法：以
构建的ｐＳＹ７载体为基础、以大肠杆菌ｌａｃＺ基因为例，选择 ｌａｃＺ１６８３ａ和 ｌａｃＺ１８７４ｓ位点为靶位点，利用在线设
计软件设计打靶引物，通过重叠延伸ＰＣＲ方法获得特异性打靶序列，并将其克隆到 ｐＳＹ７载体，获得 ｐＳＹ７ｌａｃＺ
１６８３ａ和ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ打靶载体，转化大肠杆菌后利用异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导插入型内含子的表
达，最后利用菌落ＰＣＲ和蓝白斑计数法验证其功能及打靶效率。结果：成功构建了 ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ和 ｐＳＹ７
ｌａｃＺ１８７４ｓ两种Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ打靶载体，通过０５ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导４５ｍｉｎ后，菌落ＰＣＲ显示Ⅱ型内含子能特异性
插入到ｌａｃＺ１６８３ａ、ｌａｃＺ１８７４ｓ位点，蓝白斑计数显示 ｌａｃＺ１６８３ａ位点的打靶效率为（１４２９９±１２７１）％，ｌａｃＺ
１８７４ｓ位点的打靶效率为（９２１７±１０２４）％。结论：构建的Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ打靶载体能够特异性的插入大肠杆菌染色
体靶位点。

［关键词］Ⅱ型内含子；打靶载体；大肠杆菌；重叠延伸ＰＣＲ；Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ基因
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　　Ⅱ型内含子（ｇｒｏｕｐＩＩｉｎｔｒｏｎｓ）是一类具有自我
剪接功能、可在染色体不同位置移动的反转录转座

子，广泛存在于细菌、古细菌和植物的细胞器基因

组中［１－２］。来源于乳酸乳球菌（ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓｌａｃｔｉｓ）
的ＬｌＬｔｒＢ内含子由内含子 ＲＮＡ和内含子编码蛋
白（ｉｎｔｒｏｎｅｎｃｏｄｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＥＰ）两部分组成，其中
内含子编码蛋白ＩＥＰ由反转录结构域、成熟酶结构
域、ＤＮＡ结合域和核酸内切酶结构域等多个功能
结构域组成［２－６］。Ⅱ型内含子发挥功能时，ＩＥＰ蛋
白利用其核酸内切酶活性切割靶位点，并通过其自

身携带的反转录活性将内含子ＲＮＡ以ｃＤＮＡ的形
式插入到靶位点，最后细胞通过修复机制再以 ｃＤ
ＮＡ为模板合成互补 ＤＮＡ，从而将内含子 ＲＮＡ以
ＤＮＡ的形式插入到 ＤＮＡ靶位点［６－８］。基于Ⅱ型
内含子的这种迁移特性开发出的 Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ基因打
靶技术被广泛应用于多个物种的基因失活［８－１９］。

本研究以课题组前期建立诱导型 ｔａｒｇｅｔｒｏｎ质粒为
基础，选择大肠杆菌ｌａｃＺ１６８３ａ和 ｌａｃＺ１８７４ｓ为靶
位点，构建了两种Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ打靶载体，经异丙基硫
代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导后验证其功能及其效率，

为下一步对Ⅱ型内含子的移动机制研究及应用奠
定了基础。

１　材料与方法
１１　实验材料
１１１　主要试剂　高保真 ＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ
连接酶和 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自北京全式金公司，
ＴＲＹＰＴＯＮＥ、ＹＥＡＳＴＥＸＴＲＡＣＴ购自美国 ＯＸＩＤ公
司，琼脂糖、ＡｇａｒＰｏｗｄｅｒ、氨苄青霉素、Ｘｇａｌ以及
ＩＰＴＧ购自索莱宝公司，限制性内切酶 ＸｈｏＩ和
ＢｓｒＧＩ购自赛默飞公司，菌落ＰＣＲ所使用的２×Ｔａｑ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自诺唯赞公司，ＤＮＡ纯化试剂盒、
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒以及质粒提取试剂盒购自天
根公司。

１１２　菌株的培养　菌株均用 ＬＢ液体培养基
（１％ Ｔｒｙｐｔｏｎｅ，０５％ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ，１％ＮａＣｌ）３７℃
进行培养，必要时加入１５％ ＡｇａｒＰｏｗｄｅｒ配制成
ＬＢ固体培养基，采用１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素，蓝白
斑筛选时加入４０ｍｇ／ＬＸｇａｌ和０１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ。
１１３　菌株及质粒　所用的菌株及质粒见表１。

表１　所用菌株及质粒的特征和来源
Ｔａｂ．１　Ｓｔｒａｉｎｓａｎｄｐｌａｓｍｉｄｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

菌株和质粒 特征 来源

Ｓｔｒａｉｎｓ
ＥｃｏｌｉＤＨ５α Ｃｌｏｎｅｓｔｒａｉｎ，Ｆ－ｌａｃＺΔＭ１５Δ（ｌａｃＺＹＡａｒｇＦ）ｒｅｌＡ１ Ｔａｋａｒａ
ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３） Ｆ－，ｏｍｐＴ，ｈｓｄＳ（ｒＢＢｍＢ），ｇａｌ，ｄｃｍ（ＤＥ３） Ｔａｋａｒａ
ＢＬ２１ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＢＬ２１（ＤＥ３），ｃａｒｒｙｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
ＢＬ２１ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＢＬ２１（ＤＥ３），ｃａｒｒｙｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
Ｐｌａｓｍｉｄｓ
ｐＳＹ７ ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐＳＹ６，ｌａｃＩ，Ｔ７ｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ａｍｐｒ Ｔｈｉｓｌａｂ（１）

ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐＳＹ７，ｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ１６８３ｓｉｔｅｏｆｌａｃＺｉｎＢＬ２１（ＤＥ３） Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐＳＹ７，ｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ１８７４ｓｉｔｅｏｆｌａｃＺｉｎＢＬ２１（ＤＥ３） Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

注：（１）表示该质粒已在生物技术通报中使用（《生物技术通报》２０１９年３５卷６期，已录用、待发表）

１１４　引物 引物合成由上海生工合成，详细序列
信息见表２。
１２　方法
１２１　打靶引物设计　将大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）
的 ｌａｃＺ全基因序列输入到在线网址 （ｗｗｗ．
ｃｌｏｓｔｒｏｎ．ｃｏｍ），根据评分高低，选择 ｌａｃＺ基因反义

链第１６８３位点（ｌａｃＺ１６８３ａ）及正义链第１８７４位
点（ｌａｃＺ１８７４ｓ）作为打靶位点，在线设计程序会给
出相应位点的打靶引物序列，每个位点会给出４种
引 物 （ｌａｃＺ１６８３ａＩＢＳ、ｌａｃＺ１６８３ａＥＢＳ１ｄ、ｌａｃＺ
１６８３ａＥＢＳ２以及ＥＢＳＵｎｉｖｅｒｓａｌ），详细引物序列见
表２。
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表２　引物序列及描述
Ｔａｂ．２　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物 序列（５′→３′） 描述

ＥＢＳＵｎｉｖｅｒｓａｌ ＣＧＡＡＡＴＴＡＧＡＡＡＣＴＴＧＣＧＴＴＣＡＧＴＡＡＡＣ 打靶序列通用引物

ｌａｃＺ１６８３ａＩＢＳ
ＧＣＡＡＡＡＣＴＣＧＡＧＡＴＡＡＴＴＡＴＣＣＴＴＡＧＣＣＣＴＣＴＡＡＡＣＧＧＴＧＣＧＣＣＣＡ
ＧＡＴＡＧＧＧＴＧ

ｌａｃＺ１６８３ａ打靶引物

ｌａｃＺ１６８３ａＥＢＳ１ｄ
ＣＣＡＧＡＴＴＧＴＡＣＡＡＡＴＧＴＧＧＴＧＡＴＡＡＣＡＧＡＴＡＡＧＴＣＴＡＡＡＣＧＧＧＴＡＡＣ
ＴＴＡＣＣＴＴＴＣＴＴＴＧＴ

ｌａｃＺ１６８３ａＥＢＳ２ ＴＧＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＴＣＴＡＡＴＴＴＣＧＡＴＴＡＧＧＧＣＴＣＧＡＴＡＧＡＧＧＡＡＡＧＴＧＴＣＴ

ｌａｃＺ１８７４ｓＩＢＳ
ＧＣＡＡＡＡＣＴＣＧＡＧＡＴＡＡＴＴＡＴＣＣＴＴＡＡＡＡＡＣＣＣＣＡＧＣＡＧＴＧＣＧＣＣＣＡＧ
ＡＴＡＧＧＧＴＧ

ｌａｃＺ１８７４ｓ打靶引物

ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ１ｄ
ＣＣＡＧＡＴＴＧＴＡＣＡＡＡＴＧＴＧＧＴＧＡＴＡＡＣＡＧＡＴＡＡＧＴＣＣＣＡＧＣＡＧＣＴＡＡＣ
ＴＴＡＣＣＴＴＴＣＴＴＴＧＴ

ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ２ ＴＧＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＴＣＴＡＡＴＴＴＣＧＧＴＴＧＴＴＴＴＣＣＧＡＴＡＧＡＧＧＡＡＡＧＴＧＴＣＴ

ｌａｃＺ１ ＧＧＣＣＣＧＣＡＣＣＧＡＴＣＧＣＣＣＴＴＣ ｌａｃＺ基因检测引物

ｌａｃＺ２ ＧＣＴＣＴＣＣＧＧＣＴＧＣＧＧＴＡＧＴＴＣＡＧ

１２２　打靶载体的构建　以 ｐＳＹ７质粒为模板，
用相应打靶位点的引物（ｌａｃＺ１６８３ａＩＢＳ／ＥＢＳＵｎｉ
ｖｅｒｓａｌ和 ｌａｃＺ１６８３ａＥＢＳ２／ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ１ｄ）进行
第一轮ＰＣＲ，条件为９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ ２０ｓ、５５℃
２０ｓ、７２℃ ３０ｓ，循环数为３０，ＰＣＲ产物采用琼脂
糖ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收特异条带，以第一轮
的ＰＣＲ产物及打靶位点引物（ｌａｃＺ１６８３ａＩＢＳｌａｃＺ

１８７４ｓＥＢＳ１ｄ）进行第二轮 ＰＣＲ，ＰＣＲ条件同上，产
物再采用ＤＮＡ纯化试剂盒回收特异性条带。利用
限制性内切酶 ＸｈｏＩ／ＢｓｒＧＩ双酶切质粒 ｐＳＹ７和第
二轮 ＰＣＲ产物，通过 ＤＮＡ凝胶试剂盒回收，Ｔ４
ＤＮＡ连接酶连接，连接产物转化大肠杆菌 Ｅｃｏｌｉ
ＤＨ５ａ，菌落 ＰＣＲ鉴定及测序后获得打靶载体
ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ和ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ。见图１。

图１　打靶载体ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ和ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ的构建流程
Ｆｉｇ．１　ＦｌｏｗｃｈａｒｔｏｆＴａｒｇｅｔｒｏｎｖｅｃｔｏｒｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
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１２３　大肠杆菌ＢＬ２１（ＤＥ３）的转化　将３μＬ的
质粒 ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ、ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ分别加入
到５０μＬ大肠杆菌的ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，冰
上孵育３０ｍｉｎ，４２℃热激９０ｓ后，置于冰上５ｍｉｎ，
加入９００μＬＬＢ液体培养基中，３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ复
苏１ｈ后，离心取细胞沉淀加入１００ｍｇ／Ｌ氨苄青
霉素ＬＢ液体培养基５ｍＬ中，３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ过夜
培养。

１２４　打靶载体功能的检测　取４０μＬ过夜培养
的菌液加入１００ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素的 ＬＢ液体培养
基４ｍＬ中，３７℃ ２００ｒ／ｍｉｎ进行增菌培养１ｈ，再
加入终浓度为０５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ诱导质粒表达
４５ｍｉｎ，离心取细胞沉淀稀释

!

布ＬＢ平板（含１００ｍｇ／
Ｌ氨苄青霉素、４０ｍｇ／ＬＸｇａｌ和０１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ），
３７℃过夜，挑取平板上的白色菌落和蓝色菌落进

行菌落ＰＣＲ验证以检测内含子序列插入基因组的
特异性，通过蓝白斑计数计算打靶效率，打靶效率

＝白斑／（白斑＋蓝斑）×１００％。

２　结果

２１　打靶载体的构建
图２Ａ为第一轮ＰＣＲ的电泳图，成功扩增出两

个打靶序列０１ｋｂ和０２５ｋｂ的特异性条带；图
２Ｂ为进行第二轮 ＰＣＲ的电泳图，成功将第一轮
ＰＣＲ的０１ｋｂ和０２５ｋｂ的产物进行了连接；图
２Ｃ为所构建质粒菌落的 ＰＣＲ结果，可见明显的
０３５ｋｂ的打靶序列条带。通过测序，表明本研究
成功构建了打靶载体 ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ、ｐＳＹ７
ｌａｃＺ１８７４ｓ。

注：Ｍ为８０００Ｍａｒｋｅｒ，Ａ为第一轮ＰＣＲ，１为ｌａｃＺ１６８３ａＩＢＳ／ＥＢＳＵ，２为ｌａｃＺ１６８３ａＥＢＳ２／ｌａｃＺ１６８３ｓＥＢＳ１ｄ，
３为ｌａｃＺ１８７４ｓＩＢＳ／ＥＢＳＵ，４为ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ２／ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ１ｄ；Ｂ为第二轮ＰＣＲ，１为ｌａｃＺ

１６８３ａＩＢＳ／ｌａｃＺ１６８３ａＥＢＳ１ｄ，２为ｌａｃＺ１８７４ｓＩＢＳ／ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ１ｄ；Ｃ为菌落ＰＣＲ，
１为ｌａｃＺ１６８３ａＩＢＳ／ｌａｃＺ１６８３ａＥＢＳ１ｄ，２为ｌａｃＺ１８７４ｓＩＢＳ／ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ１ｄ

图２　打靶载体构建电泳结果
Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｆｏｒＴａｒｇｅｔｒｏｎｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

２２　打靶载体的功能检测
如图３所示，当用打靶位点的上下游引物进行

菌落ＰＣＲ时，白色菌落比野生型蓝色菌落多了０９ｋｂ
的条带大小，而且通过特异性引物进行菌落 ＰＣＲ，
可得到相应大小的条带，表明本研究所构建的打靶

载体经过诱导后，内含子序列成功的特异性地插入

了相应的打靶位点。

２３　Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ载体的打靶效率
如图４所示，ｌａｃＺ１６８３ａ的打靶效率为（１４２９９

±１２７１）％，ｌａｃＺ１８７４ｓ的打靶效率为（９２１７±
１０２４）％。

３　讨论

来源于乳酸乳球菌的 ＬｌＬｔｒＢ内含子是目前
研究得最为广泛的细菌Ⅱ型内含子，基于其在细菌
中的特异转移机制，已被开发为高效的 Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ
基因打靶技术［９，１４，１８，２０２１］。由于该技术操作简便，

实验周期短，基因打靶效率高等优点，已在多种革

兰氏阳性菌及革兰阴性菌中获得广泛应用［８］。根

据Ⅱ型内含子的靶位点识别机制，已开发出通用的
特异性打靶引物设计软件，并可利用在线设计软件
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注：Ｍ为８０００Ｍａｒｋｅｒ，Ａ为打靶载体功能检测所用引物示意图，Ｂ为插入位点外侧引物检测ＢＬ２１ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ
突变株、１为ｌａｃＺ１／ｌａｃＺ２引物检测ＢＬ２１ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ、２为ｌａｃＺ１／ｌａｃＺ２引物检测ＢＬ２１（ＤＥ３），Ｃ为特异性
引物检测ＢＬ２１ｐＳＹ７ｌａｃＺ１６８３ａ突变株、１为ｌａｃＺ１／ｌａｃＺ１６８３ａＩＢＳ、２为ｌａｃＺ１／ｌａｃＺ１６８３ａＥＢＳ２、３为ｌａｃＺ
１６８３ａＥＢＳ１ｄ／ｌａｃＺ２、４为ＥＢＳＵ／ｌａｃＺ２，Ｄ为插入位点外侧引物检测ＢＬ２１ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ突变株、１为
ｌａｃＺ１／ｌａｃＺ２引物检测ＢＬ２１ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ、２为ｌａｃＺ１／ｌａｃＺ２引物检测ＢＬ２１（ＤＥ３），Ｅ为特异性
引物检测ＢＬ２１ｐＳＹ７ｌａｃＺ１８７４ｓ突变株、１为ｌａｃＺ１／ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ１ｄ、２为ｌａｃＺ１／ＥＢＳＵ、

３为ｌａｃＺ１８７４ｓＩＢＳ／ｌａｃＺ２、４为ｌａｃＺ１８７４ｓＥＢＳ２／ｌａｃＺ２

图３　打靶载体的功能检测
Ｆｉｇ．３　ＦｕｎｃｔｉｏｎｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＴａｒｇｅｔｒｏｎｖｅｃｔｏｒｓ

图４　Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ载体的打靶效率
Ｆｉｇ．４　ＴａｒｇｅｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＴａｒｇｅｔｒｏｎｖｅｃｔｏｒｓ

（ｗｗｗｃｌｏｓｔｒｏｎｃｏｍ），仅输入靶基因即可自动生成
特异性引物，并获得各打靶位点的评分情况；其次，

在基因打靶载体构建方面，通过重叠延伸 ＰＣＲ获
得特异性的内含子打靶序列，结合单次质粒克隆，

便可获得针对目标基因的打靶载体。本研究以大

肠杆菌 ｌａｃＺ基因为例，设计并构建了针对 ｌａｃＺ

１６８３ａ和ｌａｃＺ１８７４ｓ两个位点的 Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ载体，通
过转化、诱导及菌落 ＰＣＲ验证获得较好的打靶效
率。总之，本研究成功构建的 Ｔａｒｇｅｔｒｏｎ打靶载体
为Ⅱ型内含子的机理研究及应用奠定了基础。
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