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艰难梭菌 ｓｉｇＢ基因簇 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９敲除载体的构建
及验证
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［摘　要］目的：构建艰难梭菌ｒｓｂＶ（编码ａｎｔｉａｎｔｉｓｉｇｍａ因子）、ｒｓｂＷ（编码ａｎｔｉｓｉｇｍａ因子）及ｓｉｇＢ基因（编码
ｓｉｇｍａＢ因子）的ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９敲除载体。方法：利用重叠延伸 ＰＣＲ技术分别扩增针对艰难梭菌 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ及
ｓｉｇＢ基因的ｇＲＮＡ序列及同源臂序列，并分别将其克隆到ｐＪＺ２３载体上，采用菌落ＰＣＲ结合ＤＮＡ测序验证所构
建的基因敲除载体。结果：扩增获得艰难梭菌ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的ｇＲＮＡ序列及同源臂序列，菌落 ＰＣＲ及测
序均表明成功构建了艰难梭菌ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的敲除载体。结论：成功构建了艰难梭菌 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基
因ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９敲除载体。
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　　艰难梭菌是一种产芽孢、革兰阳性厌氧梭菌，
在土壤、水以及哺乳动物肠道等环境中广泛分

布［１］，是引起抗生素相关腹泻、假膜性结肠炎的主

要肠道病原体［１－３］。近年来，由于高致病性产毒菌

株的出现 （如 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅＢＩ／ＮＡＰ１／０２７
等），艰难梭菌感染率持续增高［４－５］。研究表明，

艰难梭菌株毒力与多种因素有关，包括ＴｃｄＡ、ＴｃｄＢ
和ＡＤＰ核糖基化二元毒素；此外，黏附素 Ｃｗｐ６６、
鞭毛、纤维粘连 ＦｂｐＡ、表面层蛋白 ＳｌｐＡ等也参与
了艰难梭菌的定植过程［６－８］，但是对其他毒力、定

殖因子以及调控其产生的分子机制缺乏深入了解。

ｓｉｇｍａ因子与 ＲＮＡ聚合酶核酶协同作用，协助
ＲＮＡ聚合酶识别ＤＮＡ靶位点的启动子序列，从而
调控靶基因的转录［９－１０］。在艰难梭菌中，有多个

ｓｉｇｍａ因子参与多种代谢反应，可对多种环境变化
做出应激反应，如饥饿、氧刺激、酸碱度、渗透压、乙

醇、抗生素、温度、胆汁酸等，这些因素帮助细菌适

应不 同 的 环 境［１０－１４］。ｓｉｇＢ 基 因 （ＧｅｎｅＩＤ：
４９１６０９３）编码的 ｓｉｇｍａＢ因子是一种重要的全局
调控因子，其活性受到严格的调控；ｓｉｇＢ基因与 ｒｓ
ｂＶ（ＧｅｎｅＩＤ：４９１６０９１）、ｒｓｂＷ（ＧｅｎｅＩＤ：４９１６０９２）基
因位于一个基因簇，前后依次相邻；ｒｓｂＷ（ａｎｔｉｓｉｇ
ｍａ）与ｒｓｂＶ（ａｎｔｉａｎｔｉｓｉｇｍａ）和 ｓｉｇＢ（ｓｉｇｍａＢ）基因
共同作用，调控 ｓｉｇｍａＢ因子与 ＲＮＡ核心酶的结
合，从而调控靶基因的转录［１０］。ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９技
术是一种广泛应用于细菌遗传改造的基因编辑技

术，在艰难梭菌的其他因子得到成功应用［１５１６］。

为了研究艰难梭菌 ｓｉｇｍａＢ因子的功能，本研究尝
试构建 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ及 ｓｉｇＢ基因的 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９敲
除载体，为研究ｓｉｇｍａＢ因子在艰难梭菌毒力中的
调控机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　大肠杆菌 ＤＨ５α购自 Ｔａｋａｒａ公司，
艰难梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｄｉｆｆｉｃｉｌｅ６３０，ＣＤ６３０）及拜氏
梭菌（ＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｅｉｊｅｒｉｎｃｋｉｉＮＣＩＭＢ８０５２，Ｃｂｅｉ）由
美国奥本大学ＷａｎｇＹｉ教授馈赠。
１．１．２　试剂和仪器　细菌基因组提取试剂盒、琼
脂糖ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、ＤＮＡ纯化回收试剂
盒、质粒提取试剂盒购自北京天根公司，蛋白胨、酵

母膏、琼脂粉、琼脂糖、脑心浸液琼脂（ＢＨＩ）、Ｇｏｌｄ
ｖｉｅｗＩ型核酸染料购自北京索莱宝公司，８０００

Ｍａｒｋｅｒ、２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔＰｆｕＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自北京全式金生物技术有限公司，限
制性内切酶购自赛默飞世尔科技（中国）有限公

司，克隆试剂盒购自南京诺唯赞生物有限公司，引

物由上海生物工程有限公司合成。仪器为 Ｓｉｍｐｌｉ
ＡｍｐＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪、ＤＹＹ－７Ｃ型电泳
仪、ＷＤ－９４１３Ｂ凝胶成像分析仪、ＢＴＨ－１００双控
温干式恒温仪。

１．２　方法
１．２．１　菌株培养　大肠杆菌 ＤＨ５α在 ＬＢ培养基
中３７℃培养，需要时加入３０ｍｇ／Ｌ的氯霉素；艰难
梭菌在ＢＨＩＳ培养基于厌氧管中３７℃培养（ＢＨＩＳ
培养基为 ＢＨＩ加入５ｇ／Ｌ的酵母膏和０１％的 Ｌ
半胱氨酸）［１５］。

１２２　敲除载体引物的设计及构建质粒　利用基
于Ｐｙｔｈｏｎ语言设计的程序［１７］，检索 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ和
ｓｉｇＢ基因的潜在打靶位点，并获得扩增ｇＲＮＡ及同
源臂的引物序列（表１）。本研究所构建的质粒特
征及来源见表２。
１２３　敲除载体的构建　（１）利用细菌基因组提
取试剂盒提取拜氏梭菌Ｃｂｅｉ基因组，以ｇＲＮＡＴＹ／
ｇＲＮＡｒｓｂＶ、 ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｒｓｂＷ、 ｇＲＮＡＴＹ／
ｇＲＮＡｓｉｇＢ为引物，Ｃｂｅｉ基因组为模板进行 ｇＲＮＡ
序列的扩增，扩增条件为９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃
变性２０ｓ、５５℃退火２０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０
个循环，ＰＣＲ结束后进行琼脂糖凝胶电泳，并回收
特异性条带。由于识别艰难梭菌ＣＤ６３０相应ＤＮＡ
靶位点的特异性序列已设计在相应的 ｇＲＮＡ引物
中（ｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｇＲＮＡｓｉｇＢ），因此以
拜氏梭菌 Ｃｂｅｉ为模板进行 ＰＣＲ扩增的主要目的
是获得其内源性启动子用于 ｇＲＮＡ的转录。利用
ＢｔｇＺＩ限制性内切酶酶切 ｐＪＺ２３、ＰＣＲ产物纯化试
剂盒纯化后，用克隆试剂盒与扩增的ｇＲＮＡ序列进
行无缝组装，５０℃反应 １５ｍｉｎ，通过转化及菌落
ＰＣＲ获得质粒 ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｐｇＲＮＡ
ｓｉｇＢ。（２）使用细菌基因组提取试剂盒提取艰难梭
菌ＣＤ６３０基因组，并以其为模板，以ｒｓｂＶＵＦ／ｒｓｂＶ
ＵＲ、ｒｓｂＶＵＦ／ｒｓｂＶＵＲ、ｓｉｇＢＵＦ／ｓｉｇＢＵＲ为引物分
别扩增ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的上游同源臂，再以ｒｓ
ｂＶＤＦ／ｒｓｂＶＤＲ、 ｒｓｂＷＤＦ／ｒｓｂＷＤＲ、 ｓｉｇＢＤＦ／
ｓｉｇＢＤＲ为引物扩增ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的下游同
源臂，琼脂糖 ＤＮＡ回收试剂盒回收特异性条带。
（３）以 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的上下游同源臂为
模板，ｒｓｂＶＵＦ／ｒｓｂＶＤＲ、ｒｓｂＷＵＦ／ｒｓｂＷＤＲ、ｓｉｇＢ

２５７
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表１　ｇＲＮＡ及同源臂的引物序列
Ｔａｂ．１　ｇＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

　引物名称 序列（５′→３′） 描述

ｇＲＮＡＴＹ
ＡＡＡＧＴＴＡＡＡＡＧＡＡＧＡＡＡＡＴＡＧＡＡＡＴＡＴＡＡＴＣＴＴＴＡＡＴＴＴＧＡＡＡＡ
ＧＡＴＴＴＡＡＧ

ｇＲＮＡ扩增通用引物

ｇＲＮＡｒｓｂＶ
ＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣＡＴＣＡＴＡＧＣＴＣＣＴＡＡＧＣＣＴＧＴＡＴＧＧ
ＴＧＧＡＡＴＧＡＴＡＡＧＧＧ

ｒｓｂＶ基因ｇＲＮＡ扩增引物

ｇＲＮＡｒｓｂＷ
ＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣＴＣＴＴＴＡＴＡＧＴＣＴＣＡＣＡＡＧＣＣＡ
ＴＧＧＴＧＧＡＡＴＧＡＴＡＡＧＧＧ

ｒｓｂＷ基因ｇＲＮＡ扩增引物

ｇＲＮＡｓｉｇＢ
ＴＧＣＴＡＴＴＴＣＴＡＧＣＴＣＴＡＡＡＡＣＧＴＡＴＴＣＴ
ＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＣＴＡＡＴＧＧＴＧＧＡＡＴＧＡＴＡＡＧＧＧ

ｓｉｇＢ基因ｇＲＮＡ扩增引物

ｒｓｂＶＵＦ ＴＴＧＴＧＡＴＡＴＧＡＣＴＡＡＴＡＡＴＴＡＧＣＧＡＴＧＴＧＣＡＡＴＡＡＡＡＧＡＡＧＴＴＧ ｒｓｂＶ基因同源臂扩增引物

ｒｓｂＶＵＲ ＣＴＴＡＧＧＡＴＴＴＡＣＴＡＴＧＴＡＴＡＴＣＴＣＧＡＡＴＣＴＡＡＡＴＴＴＧＡＡＴＣＡＡＴＡＴＴＣ

ｒｓｂＶＤＦ ＧＡＡＴＡＴＴＧＡＴＴＣＡＡＡＴＴＴＡＧＡＴＴＣＧＡＧＡＴＡＴＡＣＡＴＡＧＴＡＡＡＴＣＣＴＡＡＧ

ｒｓｖＶＤＲ ＣＣＡＣＴＡＧＴＡＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＴＧＧＣＴＡＡＡＴＡＧＣＴＣＴＴＴＴＧＴＡＴＣＣ

ｒｓｂＷＵＦ ＴＴＧＴＧＡＴＡＴＧＡＣＴＡＡＴＡＡＴＴＡＧＣＣＴＡＡＴＧＡＡＴＧＣＡＴＧＧＧＧＧＴＧＧＣ ｒｓｂＷ基因同源臂扩增引物

ｒｓｂＷＵＲ ＡＡＴＴＡＴＡＡＡＣＡＡＴＣＣＡＡＧＡＣＣＡＣＴＣＧＴＡＡＴＴＴＣＣＡＴＣＴＴＴＡＴＡＧＴＣＴＣＡ

ｒｓｂＷＤＦ ＴＧＡＧＡＣＴＡＴＡＡＡＧＡＴＧＧＡＡＡＴＴＡＣＧＡＧＴＧＧＴＣＴＴＧＧＡＴＴＧＴＴＴＡＴＡＡＴＴ

ｒｓｖＷＤＲ ＣＣＡＣＴＡＧＴＡＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＴＧＧＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＣＴＡＡＣＧＣＣＴＡＴ

ｓｉｇＢＵＦ ＴＴＧＴＧＡＴＡＴＧＡＣＴＡＡＴＡＡＴＴＡＧＣＧＴＴＡＧＡＴＧＴＡＡＡＧＡＴＴＡＡＴＣ ｓｉｇＢ基因同源臂扩增引物

ｓｉｇＢＵＲ ＧＡＡＴＣＡＴＣＡＴＴＡＣＴＴＧＡＴＧＡＡＴＣＣＧＴＡＴＣＣＡＴＡＴＴＴＡＧＧＴＡＡＴＧＴＧ

ｓｉｇＢＤＦ ＣＡＣＡＴＴＡＣＣＴＡＡＡＴＡＴＧＧＡＴＡＣＧＧＡＴＴＣＡＴＣＡＡＧＴＡＡＴＧＡＴＧＡＴＴＣ

ｓｉｇＢＤＲ ＣＣＡＣＴＡＧＴＡＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＴＧＧＣＡＴＣＣＣＧＴＡＴＴＡＧＣＡＴＡＣＣＴＴＴＣＧ

表２　本研究所构建质粒的特征及来源
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｆｅａｔｕｒｅｓａｎｄｓｏｕｒｃｅｓｏｆｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐｌａｓｍｉｄｓ

　质粒名称 特征 来源

ｐＪＺ２３ ＣｏｎｔａｉｎｓＣａｓ９ｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｌａｃｔｏｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ａｍｐｒ，Ｃｍｒ 美国奥本大学ＷａｎｇＹｉ教授馈赠

ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐＪＺ２３，ｃｏｎｔａｉｎｓｇＲＮＡｒｓｂＶ，ｌａｃｔｏｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ａｍｐｒ，Ｃｍｒ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐＪＺ２３，ｃｏｎｔａｉｎｓｇＲＮＡｒｓｂＷ，ｌａｃｔｏｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ａｍｐｒ，Ｃｍｒ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐｇＲＮＡｓｉｇＢ ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐＪＺ２３，ｃｏｎｔａｉｎｓｇＲＮＡｓｉｇＢ，ｌａｃｔｏｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ａｍｐｒ，Ｃｍｒ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐｒｓｂＶ
ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐｇＲＮＡｒｓｂＶ，ｃｏｎｔａｉｎｓｒｓｂＶｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇｔｈｅｒｓｂＶｏｆＣＤ６３０，ｌａｃｔｏｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ａｍｐｒ，Ｃｍｒ
Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐｒｓｂＷ
ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐｇＲＮＡｒｓｂＷ，ｃｏｎｔａｉｎｓｒｓｂＷｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇｔｈｅｒｓｂＷｏｆＣＤ６３０，ｌａｃｔｏｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ａｍｐｒ，Ｃｍｒ
Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐｓｉｇＢ
ＤｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｐｇＲＮＡｓｉｇＢ，ｃｏｎｔａｉｎｓｓｉｇＢｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇｔｈｅｓｉｇＢｏｆＣＤ６３０，ｌａｃｔｏｓｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ａｍｐｒ，Ｃｍｒ
Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ＵＦ／ｓｉｇＢＤＲ为引物进行重叠延伸 ＰＣＲ，扩增条件
为９５℃预变性 ３ｍｉｎ，９５℃ 变性３０ｓ、５５℃退火
３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环，琼脂糖 ＤＮＡ
回收试剂盒回收特异性条带，与经过 ＮｏｔＩ酶切的
ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｐｇＲＮＡｓｉｇＢ进行无缝
组装，通过菌落ＰＣＲ鉴定得到敲除载体ｐｒｓｂＶ、ｐｒｓ
ｂＷ、ｐｓｉｇＢ。
１２４　质粒的转化　取无缝组装的连接产物２μＬ
转入５０μＬ大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，冰上放

置３０ｍｉｎ，４２℃热激１ｍｉｎ，冰上冷却５ｍｉｎ后加入
ＬＢ液体培养基 ９００μＬ，于 ３７℃ １８０ｒ／ｍｉｎ复苏
１ｈ，离心后取细胞沉淀涂布于ＬＢ固体培养基平板
（含３０ｍｇ／Ｌ氯霉素），３７℃过夜培养，菌落 ＰＣＲ
进行鉴定获得质粒 ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、
ｐｇＲＮＡｓｉｇＢ、ｐｒｓｂＶ、ｐｒｓｂＷ、ｐｓｉｇＢ。
１２５　敲除载体的验证　以获得的敲除载体 ｐｒｓ
ｂＶ、ｐｒｓｂＷ、ｐｓｉｇＢ为模板，通过 ＰＣＲ及测序进一步
验证所构建的质粒。

３５７

　７期 陈相好等　艰难梭菌ｓｉｇＢ基因簇ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９敲除载体的构建及验证



２　结果

２１　ｇＲＮＡ序列及同源臂的扩增
利用提取的拜氏梭菌 Ｃｂｅｉ基因组为模板，以

设计的 ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｒｓ
ｂＷ、ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｓｉｇＢ为引物进行 ＰＣＲ，如图
１Ａ所示的 ＰＣＲ扩增结果表明成功扩增获得
ｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｇＲＮＡｓｉｇＢ序列。利用提

取的艰难梭菌ＣＤ６３０基因组为模板，以设计的 ｒｓ
ｂＶＵＦ／ｒｓｂＶＵＲ、ｒｓｂＷＵＦ／ｒｓｂＶＵＲ、ｓｉｇＢＵＦ／ｓｉｇＢ
ＵＲ、ｒｓｂＶＤＦ／ｒｓｂＶＤＲ、ｒｓｂＷＤＦ／ｒｓｂＷＤＲ、ｓｉｇＢ
ＤＦ／ｓｉｇＢＤＲ引物分别扩增ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的
上游及下游同源臂，如图２Ｂ所示的ＰＣＲ扩增结果
表明成功获得 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的上游及下游
同源臂。以获得的上下游同源臂ＰＣＲ产物为模板
进行重叠延伸 ＰＣＲ，如图３Ｃ所示的结果表明，成
功获得ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的同源臂。

注：Ｍ为８０００Ｍａｒｋｅｒ，Ａ中泳道１～３分别为ｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｇＲＮＡｒｓｂＷ及ｇＲＮＡｓｉｇＢ，Ｂ中泳道１～２为ｒｓｂＶ基因０６ｋｂ
上游同源臂、泳道２为ｒｓｂＶ基因０５５ｋｂ下游同源臂、泳道３为ｒｓｂＷ基因０６２ｋｂ上游同源臂、泳道４为ｒｓｂＷ基因
０５５ｋｂ下游同源臂、泳道５为ｓｉｇＢ基因０６４ｋｂ上游同源臂、泳道６为ｓｉｇＢ基因的０６３ｋｂ下游同源臂；Ｃ中泳

道１为ｒｓｂＶ基因１１ｋｂ同源臂、泳道２为ｒｓｂＷ基因１１ｋｂ同源臂、泳道３为ｓｉｇＢ基因１２ｋｂ同源臂

图１　敲除载体ｇＲＮＡ序列及同源臂的扩增结果
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｇＲＮＡｓａｇａｉｎｓｔｒｓｂＶ，ｒｓｂＷａｎｄｓｉｇＢａｎｄｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓａｒｍｓ

２２　敲除载体的构建及验证
将扩增获得的 ｇＲＮＡ序列与 ＢｔｇＺＩ酶切的

ｐＪＺ２３质粒通过克隆试剂盒进行无缝组装，通过菌
落ＰＣＲ验证，获得质粒ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、
ｐｇＲＮＡｓｉｇＢ，再将扩增获得的同源臂与 ＮｏｔＩ酶切
的 ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｐｇＲＮＡｓｉｇＢ进行无
缝组装，通过菌落ＰＣＲ验证，获得敲除载体ｐｒｓｂＶ、
ｐｒｓｂＷ、ｐｓｉｇＢ。图 ２Ａ为以提取的质粒 ｐｒｓｂＶ、ｐｒｓ
ｂＷ、ｐｓｉｇＢ为模板，ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｇＲＮＡ
ＴＹ／ｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｓｉｇＢ为引物进行
ＰＣＲ，结合测序结果，证实成功构建了敲除载体的
ｇＲＮＡ序列；图２Ｂ同样以ｐｒｓｂＶ、ｐｒｓｂＷ、ｐｓｉｇＢ为模
板，ｒｓｂＶＤＦ／ｒｓｂＶＤＲ、ｒｓｂＷＤＦ／ｒｓｂＷＤＲ、ｓｉｇＢ
ＤＦ／ｓｉｇＢＤＲ为引物分别扩增ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因
的下游同源臂，分别成功扩增出 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基
因０５５ｋｂ、０５５ｋｂ、０６３ｋｂ的下游同源臂，而下
游同源臂是通过与上游同源臂融合后再连接到

ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｐｇＲＮＡｓｉｇＢ载体上的，
因此本研究成功构建了敲除载体的上下游同源臂，

测序结果也证实 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ三个基因的上下

游同源臂均构建成功。

３　讨论
ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统是细菌及古细菌在发展进化

的过程中抵御外来侵害而建立起来的适应性自身

免疫防御系统，基于此原理建立起来的 ＣＲＩＳＰＲ
Ｃａｓ９基因编辑系统，属于Ⅱ型 ＣＲＩＳＰＲＣａｓ系统，
该技术相比以前的锌指核酸酶（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａ
ｓｅｓ，ＺＦＮｓ）技术和类转录激活因子效应物核酸酶
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｎｕｃｌｅａｓｅｓ，
ＴＡＬＥＮｓ）技术，具有方便、简捷及编辑效率高的优
点［１８］，被广泛应用于多种原核生物及真核生物的

遗传改造，为相关生物的功能及机制等研究提供了

技术保障，展现了非常广阔的应用前景和潜力。由

于抗生素的大量使用及艰难梭菌高毒力株的出现，

使得艰难梭菌感染引起的严重程度、耐药率、复发

率均呈上升趋势［１９］。探究艰难梭菌的毒力因子、

致病和耐药机制及相关的分子调控机制等，有利于

加深对艰难梭菌的认识，为艰难梭菌的防治提供

基础。
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注：Ｍ为８０００Ｍａｒｋｅｒ，Ａ中泳道１为ｇＲＮＡｒｓｂＶ、泳道２为ｇＲＮＡｒｓｂＷ、泳道３为ｇＲＮＡｓｉｇＢ，Ｂ中泳道１为ｒｓｂＶ
基因０５５ｋｂ下游同源臂、泳道２为ｒｓｂＷ基因０５５ｋｂ下游同源臂、泳道３为ｓｉｇＢ基因的０６３ｋｂ

下游同源臂，Ｃ为本研究所构建的敲除载体模式图

图２　敲除载体的验证
Ｆｉｇ．２　Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｋｎｏｃｋｏｕｔｖｅｃｔｏｒｓ

　　本研究以艰难梭菌中 ｓｉｇＢ相关基因（ｒｓｂＶ、ｒｓ
ｂＷ和ｓｉｇＢ）为靶点，利用提取的拜氏梭菌 Ｃｂｅｉ基
因组为模板，以设计的 ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｒｓｂＶ、
ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｓｉｇＢ为引
物进行 ＰＣＲ，成功扩增获得 ｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｇＲＮＡｒｓ
ｂＷ、ｇＲＮＡｓｉｇＢ序列。利用提取的艰难梭菌
ＣＤ６３０基因组为模板，以设计的 ｒｓｂＶＵＦ／ｒｓｂＶ
ＵＲ、ｒｓｂＷＵＦ／ｒｓｂＶＵＲ、ｓｉｇＢＵＦ／ｓｉｇＢＵＲ、ｒｓｂＶＤＦ／
ｒｓｂＶＤＲ、ｒｓｂＷＤＦ／ｒｓｂＷＤＲ、ｓｉｇＢＤＦ／ｓｉｇＢＤＲ引
物分别扩增 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的上游及下游同
源臂，成功获得ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的上游及下游
同源臂。以获得的上下游同源臂ＰＣＲ产物为模板
进行重叠延伸ＰＣＲ，成功获得 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因
的同源臂。本研究再将扩增获得的 ｇＲＮＡ序列与
ＢｔｇＺＩ酶切的ｐＪＺ２３质粒通过克隆试剂盒进行无缝
组装，通过菌落 ＰＣＲ验证，获得质粒 ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ、
ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｐｇＲＮＡｓｉｇＢ，将扩增获得的同源臂与
ＮｏｔＩ酶切的 ｐｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｐｇＲＮＡ
ｓｉｇＢ进行无缝组装，通过菌落 ＰＣＲ验证，获得敲除
载体 ｐｒｓｂＶ、ｐｒｓｂＷ、ｐｓｉｇＢ。以提取的质粒 ｐｒｓｂＶ、
ｐｒｓｂＷ、ｐｓｉｇＢ为模板，ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｒｓｂＶ、ｇＲＮＡ
ＴＹ／ｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｇＲＮＡＴＹ／ｇＲＮＡｓｉｇＢ为引物进行
ＰＣＲ，结合测序结果也证实成功构建了敲除载体的
ｇＲＮＡ序列；同样以ｐｒｓｂＶ、ｐｒｓｂＷ、ｐｓｉｇＢ为模板，ｒｓ
ｂＶＤＦ／ｒｓｂＶＤＲ、 ｒｓｂＷＤＦ／ｒｓｂＷＤＲ、 ｓｉｇＢＤＦ／
ｓｉｇＢＤＲ为引物分别扩增ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因的下
游同源臂，分别成功扩增出 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ基因
０５５ｋｂ、０５５ｋｂ、０６３ｋｂ的下游同源臂，而下游同
源臂是通过与上游同源臂融合后再连接到ｐｇＲＮＡ

ｒｓｂＶ、ｐｇＲＮＡｒｓｂＷ、ｐｇＲＮＡｓｉｇＢ载体上的。
综上所述，本研究成功构建 ｒｓｂＶ、ｒｓｂＷ、ｓｉｇＢ三

个基因的ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９敲除载体，为后续突变株的
构建及其功能研究奠定了基础。
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［１７］ＨＯＮＧＷ ，ＺＨＡＮＧＪ，ＣＵＩＧＺ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ
ＣＲＩＳＰＲＣｐｆ１ＭｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇｉｎＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｄｉｆｆｉｃｉｌｅｔｏｗａｒｄｔｈｅｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＣ．
ｄｉｆｆｉｃｉｌｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡＣＳＳｙｎｔｈｅｔｉｃＢｉｏｌｏｇｙ，２０１８，７
（６）：１５８８－１６００．

［１８］程成，舒鹏程，彭小忠．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑系统研
究进展［Ｊ］．基础医学与临床，２０１８，３８（４）：５４３
－５４７．

［１９］肖艳艳，张智洁，秦晓松．艰难梭菌研究现状［Ｊ］．微
生物学杂志，２０１８，３８（２）：１０５－１１３．

（２０１９－０３－２１收稿，２０１９－０６－２８修回）
中文编辑：吴昌学；英文编辑：张启芳
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