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"摘要#

!

目的
!

敲除大肠埃希菌
N3$%(

表面抗原
0'

"

A

5

0'

$基因并对其进行鉴定%方法
!

采用
O#

5

6G

公司的
9G>

5

<9>",

基

因敲除系统和
A

5

0'

基因特异设计的
4:8

引物扩增获得突变
+

组内含子
8MA

蛋白复合体"

8M4

$基因序列!然后将这段基因序

插入表达
8M4

的质粒
I

A:U0W.:

中!获得
A

5

0'

特异的重组
8M4

质粒
I

A:U0W.A

5

0'

%最后将
I

A:U0W.A

5

0'

转化
N3$%(

!经

过
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诱导表达将
+

组内含子插入
A

5

0'

特异的部位%结果
!

通过软件分析发现插入
+

组内含子的最佳位点位于碱基
$/$1

和
$($'

之间!琼脂糖凝胶电泳发现
4:8

扩增的突变
+

组内含子
8M4

基因序列分子量大小和预期值"

'2%?

I

$相一致!用
MD<

'

和
V#,!

(

二种酶切分析重组质粒
I

A:U0W.A

5

0'

结果和预期值相符!

4:8

扩增相应产物和基因测序显示
+

组内含子特异地插入

A

5

0'

基因碱基序列的
$/$1

'

$($'

位点%结论
!

成功地将大肠埃希菌
N3$%(

中的基因敲除!为更进一步深入研究
A

5

0'

基因的

功能和将其作为制备重组
A
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0'

嵌合蛋白的宿主菌奠定了基础%

"关键词#

!

抗原
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#基因敲除#细菌表面表达#
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组内含子#表达系统
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表面抗原
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&是大肠埃希菌表达于细胞

表面的重要抗原分子#该分子可以促使大肠埃希菌在特殊条件

下形成生物膜#使细菌可以在极端的条件下生长并获得对多种

抗生素的耐药性'

$.'

(

#是大肠埃希菌一个重要的功能分子)和

细菌的菌毛和鞭毛不同#

A

5

0'

不需任何辅助分子#转运至细胞

外膜的所有部件全部存在于该分子的组成结构中)

A

5

0'

分子

由信号肽*

*

和
!

结构域
'

个功能部位组成'

0.)

(

#其中信号肽的

结构能保证
*

和
!

结构域通过细胞的内质膜#

!

结构域则在细

胞外膜上折叠成为一个桶状通道#

*

结构域穿过这一桶状通道

后表达于细菌表面)

A

5

0'

的
*

与
!

结构域之间通过非共价键

结合#加热到一定程度后
*

结构域就离开
!

结构域并溶解于水

溶液中'

-

(

)此外#由于
*

结构域含有大量的
9

和
T

淋巴细胞

的抗原表位#因此
A

5

0'

还有可能是制备自身抗原分子疫苗#

成为打破自身抗原分子免疫耐受的一个重要的抗原分子)

目前基因敲除是了解基因功能的重要手段#大肠埃希菌

A

5

0'

基因敲除后不但可以更进一步了解
A

5

0'

的功能#也有

可能利用这一基因敲除菌作为一个
A

5

0'

嵌合蛋白的表达宿

主细菌)因此#本研究利用基因工程技术将
A

5

0'

基因敲除并

利用
4:8

和基因测序技术对其进行鉴定)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

含有
A

5

0'

基因的大肠埃希菌
N3$%(

*细菌基因

敲除试剂盒$

9G>

5

<9>",

基因敲除系统#内含有
I

A:U0W.:

质

粒*连接酶*

QTO

通用引物等&购自
O#

5

6G

公司)

UMA3G>P<>

*

4:8

试剂盒*凝胶回收纯化试剂盒*质粒提取试剂盒#内切酶

MD<

'

和
V#,!

(

*电泳琼脂糖*异丙基硫代
.T.U.

半乳糖苷

$
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&均购自大连宝生物公司)
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方法

?&@&?

!

选择
A

5

0'

基因敲除位点和突变
8MA.

蛋白复合体

$

8M4

&的
4:8

引物
!

从
4B?3<!

的基因库中查找到
A

5

0'

基

因$

:4%%%(0/&$

&序列)登录
O#

5

6G

公司提供的分析软件网站

地址$

KKK&+#

5

6G.G@!>#FD&F"6

"

=G>

5

<=>",GFF<++

&#将
A

5

0'

基

因序列的信息输入软件并按照提示进行操作#软件自动报告基

因敲除$插入一个
]>"B

I+

#,=>",

&的最佳位置#并同时提供相

应的
'

个
4:8

引物$

[TO

*

QTO$!

*

QTO1

&的碱基序列信息)这
'

个
4:8

引物决定了所敲除基因位点的特异性#由大连宝生物

公司合成)
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4:8

扩增突变
+

组内含子
8M4

基因序列
!

将以上合

成的
'

个
4:8

引物和试剂盒提供的
QTO

通用引物混合成

J"B>.

I

>#6<>6#H

#然后按照说明将试剂盒提供的
;G=<>

*

[,=>",

4:89<6

I

@G=<

*

NB6

I

O=G>=8QU9G

Y

8<G!

C

6#H

和
J"B>.

I

>#6<>

6#H

混合成
2%

#

7

的
4:8

反应体积)按
(0S

变性
$2+

*

22S

退火
'%+

*

-1S

延伸
'%+

进行
'%

个循环反应#最后再
-1S

延

伸
16#,

)此后将
4:8

产物在
$̂

琼脂糖上进行电泳分析#凝

胶回收纯化试剂盒回收相应的
4:8

产物)

?&@&A

!+

组内含子
8M4

表达质粒
I

A:U0W.:

的构建和鉴定

!

将以上回收的
4:8

产物连同试剂盒提供的线性
I

A:U0W.:

质粒按
90

连接酶要求的反应条件进行连接反应#获得本研究

敲除
A

5

0'

基因的
+

组内含子表达质粒
I

A:U0W.A

5

0'

)此后

用上述同样的酶切方法对获得的重组质粒
I

A:U0W.A

5

0'

进

行鉴定)

?&@&B

!I

A:U0W.A

5

0'

转化
N3$%(

菌株并诱导
+

组内含子插

入
A

5

0'

基因
!

按照
9G>

5

<9>",

基因敲除系统试剂盒说明书进

行操作#将以上获得的
I

A:U0W.A

5

0'

重组质粒转化改造宿主

细菌
N3$%(

#经冰浴和热休克后加入
O_:

培养基于
'-S

摇床

培养
$D

#接着取
$%%

#

7

的转化培养物加入到
'677T

培养液

中#

'-S

摇床培养过夜)第
'

天取
0%

#

7

的过夜培养物加入到

167

的
7T

培养液中#

'-S

摇床培养至
_U)%%

值为
%&1

后#加

入
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$

$%%66"@
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7

&诱导质粒表达#最后吸取
$%%

#

7

培养物

至含有卡那霉素$

12

#

5

"

67

&的
7T

培养基平板上
'%S

培养过

夜#培养获得的菌株就可能是
A

5

0'

基因敲除的菌株)

?&@&C

!

A

5

0'

基因敲除菌株基因测序鉴定
!

为了证明以上培

养阳性菌株是否
A

5

0'

基因敲除菌#随机挑选以上培养卡那霉

素阳性细菌并用大肠埃希菌基因组提取试剂盒提取相应的细

菌基因组后#采用
4:8

方法扩增相应区段基因序列进行琼脂

糖凝胶电泳和基因测序鉴定)具体的
4:8

扩增策略见图
$

所

示)图示中
J">

引物序列为!

2\.::A AA]:99 AA:]]9

]A9A::]].'\

#

8<L

引物序列为!

2\.::A:9:]A]9:A

]AA]]9:A:A9.'\

)

A

方法采用
J">

和
8<L

引物#

4:8

产

物约为
02%%?

I

%

T

方法用
J">

和
QTO

通用引物#

4:8

产物为

$'%%

"

$0%%?

I

%

:

方法用
QTO1

和
8<L

引物#

4:8

产物约为

'2%%?

I

)最后将相应的
4:8

产物交由大连宝生物工程有限

公司进行测序)

图
$

!!

4:8

方法鉴定
A

5

0'

基因敲除细菌的引物

位置及相应的产物

@

!

结
!!

果

@&?

!

最佳
+

组内含子插入位点及相应的
8M4

突变体
4:8

引

物
!

O#

5

6G

公司提供的分析软件分析结果发现#在
A

5

0'

基因

上有多个位点适合插入
+

组内含子#本研究选择
Q

值最高的

$/$1

"

$($'

位点作为本研究的
+

组内含子插入位点#同时选

择这个位点的
[TO

*

QTO$!

和
QTO1'

条特异引物供
4:8

扩增

特异
8M4

突变体#见图
1

)

@&@

!

多重
4:8

扩增获得突变体
8M4

的
4:8

产物
!

按照

O#

5

6G

公司的
9G>

5

<9>",

基因敲除系统说明书要求#将以上
'

条
4:8

引物连同试剂盒提供的
QTO

通用引物一起混成引物

复合体#然后按照试剂盒推荐的
4:8

反应条件进行多重
4:8

扩增#将扩增产物进行电泳分析)结果发现#

4:8

扩增到的产

物位于
1%%

"

0%%?

I

之间#和预期
'2%?

I

的相对分子质量大小

相符#说明获得了
A

5

0'

特异
8M4

突变体的
4:8

产物$图
'

#泳

道
$

&)

图
1

!!

A

5

0'

基因敲除位点和
8M4

突变体
4:8

引物

@&A

!

表达
8M4

的重组质粒
I

A:U0W.A

5

0'

的构建和鉴定
!

利用
90UMA

连接酶将
8M4

突变体的
4:8

产物插入
8M4

表

达质粒
I

A:U0W.:

中#然后用酶切方法进行鉴定)经分析#

MD<[

在
8M4

重组质粒上有两个酶切位点#酶切产物分别为

')0)

和
0%1(?

I

)

V#,!

(

两个位点酶切产物为
-$12

和
22%

?

I

)图
'

第
1

泳道为
MD<

'

酶切结果#两个片段大小和预测

的
')0)

和
0%1(?

I

相一致%图
'

泳道
'

为
V#,!

(

酶切结果#

切出约
-%%%

和
22%?

I

两个片段)说明正确构建了含
A

5

0'

基因特异重组质粒#将这一重组质粒命名为
I

A:U0W.A

5

0'

)

@&B

!

A

5

0'

基因敲除阳性菌株
N3$%(

$

#

A

5

0'

&的鉴定
!

将重

组质粒
I

A:U0W.A

5

0'

转化含有
A

5

0'

基因的大肠埃希菌

N3$%(

菌株#按照
9G>

5

<9>",

基因敲除系统试剂盒所提供诱

导和筛选方法#将
+

组内含子基因序列插入
A

5

0'

基因碱基

$/$1

"

$/$'

之间#造成
A

5

0'

基因功能丧失$基因敲除&)按照

图
$

显示的
A

*

T

*

:'

种鉴定方法对转化诱导细菌进行鉴定)

'

种
4:8

扩增产物分别约为
02%%

*

$0%%

和
'2%%?

I

#大小和

预期相符$图
'

#泳道
0

"

)

&)另外#将这
'

种
4:8

产物的

UMA

进行基因测序#测序结果和基因库中的
A

5

0'

基因进行

比对分析#发现
A

5

0'

基因的
$/$1

"

$/$'

位置插入了一段
+

组内含子的
UMA

序列)说明
N3$%(

菌株中的
A

5

0'

基因被

有效敲除#将这一株细菌命名为
N3$%(

$

#

A

5

0'

&)

!!

A

!突变
8M4

的
4:8

产物$泳道
$

&%

T

!质粒
I

A:U0W.A

5

0'

酶切

鉴定$泳道
1

*

'

&%

:

!

A

5

0'

基因敲除菌的
4:8

鉴定$泳道
0

"

)

&)

图
'

!!

重组质粒构建及鉴定

A

!

讨
!!

论

!!

本研究利用美国
O#

5

6G

公司的专利细菌基因敲除试剂盒

并按照试剂盒所提供的说明书的方法和步骤将一个带有卡那

霉素耐药基因的
+

组内含子插入大肠埃希菌
N3$%(A

5

0'

基

因碱基
$/$1

"

$($'

之间#造成
A

5

0'

基因功能失活#从而达到

A

5

0'

基因功能敲除的目)它是通过一个具有程序化限制性内

切酶活性的
8M4

将重组质粒
I

A:U0W.:

表达的
+

组内含子

插入到
A

5

0'

基因中)由于本研究选用了
$/$1

"

$($'

位点特

异的
'

条
4:8

引物$

[TO

*

QTO$!

和
QTO1

&和试剂盒
QTO

通用

引物进行多重
4:8

反应构建的
I

A:U0W.A

5

0'

重组质粒的特

$''0
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异性#使
8M4

能够定点将
+

组内含子插入相应特异的
A

5

0'

基因碱基
$/$1

"

$($'

之间)图
'

结果表明#用
MD<[

和

V#,!

(

二种酶切方法均将重组质粒
I

A:U0W.A

5

0'

切出预想

的片段#同时按照图
$

的
4:8

扩增策略能够从诱导
A

5

0

基因

敲除菌中扩增到相应的
4:8

反应产物#这
'

种
4:8

产物的

UMA

序列经基因测序分析也发现
A

5

0'

基因的
$/$1

"

$/$'

位点间确实插入了一段
+

组内含子的
UMA

序列#说明本研究

获得了
A

5

0'

基因正确敲除的新的菌株
N3$%(

$

#

A

5

0'

&)

A

5

0'

是大肠埃希菌表面表达的一个独特分子#该分子
*

结构域受热至一定温度后就能从
!

结域分离#溶于加热的水溶

液中#离心将菌沉淀后液体上清中就含有单一的
*

结构域分

子)细菌鞭毛和菌毛是典型的细菌表面抗原分子#有人已经设

想利用细菌鞭毛或菌毛作为细菌表面表达嵌合抗原分子的载

体'

/

(

)但是#利用细菌鞭毛或菌毛表达嵌合抗原分子存在较明

显的缺点#主要表现为表达的分子受到表达分子大小的制约#

插入外源分子也会影响载体蛋白的结构和功能#同时还降低载

体的拷贝数'

/

(

)另外#大多数细胞表面表达的抗原分子还受限

于宿主细菌的背景#将这类细胞表面表达分子作为外源抗原分

子的展示分子不具有普适性)显然#作为外源抗原分子的展示

载体的细菌表面抗原分子必须能够适应较大的外源插入分子#

同时还应具有较高的拷贝数及常见表达宿主的普适性)研究

结果表明#一个大肠埃希菌细胞表面就有多达
2%%%%

个
A

5

0'

抗原分子#利用基因工程将
A

5

0'

构建成一个重组原核表达载

体后#发现这一重组原核表达载体也能够在肺炎克雷伯杆菌和

绿脓杆菌中大量表达#表达外还能够改变宿主细菌的形态结

构'

-

(

)此外#将
A

5

0'

作为外原抗原分子的表达载体比菌毛载

体具有更好的表达能力#菌毛载体只能表达
1%

"

'%

个氨基酸的

外源抗原分子#但
A

5

0'

载体表达的外源抗原分子则可高达
2%%

个氨基酸'

-

(

)研究结果还表明#

A

5

0'

的免疫原性很强#同时还

具有很多的
9

和
T

淋巴细胞抗原表位#可以促使免疫系统产生

高强度的免疫应答'

(

(

)本研究获得的
A

5

0'

基因敲除菌
N3$%(

$

#

A

5

0'

&来自常用基因程表达宿主菌
N3$%(

#如果同时和一个

可以表达
A

5

0'

嵌合分子的表达载体结合#二者就可以构成一

个制备外源抗原分子的嵌合蛋白疫苗的表达系统#在制备疫苗

和研究
A

5

0'

基因功能等方面都具有良好的应用前景)
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