
大肠杆菌 链霉菌 假单胞菌穿梭表达
BAC载体的构建

黄慧颖,宋 � 杰,尚广东

(南京市微生物工程技术研究中心,江苏省生物多样性与生物技术重点实验室,南京师范大学生命科学学院,江苏南京 210046)

[摘要 ] � 异源表达生理活性物质的生物合成基因簇是药物研发领域的一个重要的方向,它可通过异源表达来

研究基因功能, 获得目标化合物或对现有的化合物进行结构改造.生物合成基因簇一般较大, 常规的 DNA载体

由于容量不足、拷贝数较低或不能在不同的异源宿主间穿梭表达而难以对其进行操作. 本研究运用重组工程策

略和常规的克隆手段, 将多个异源表达所必须的功能基因克隆至常用的构建 BAC文库的载体 pECBAC1,获得了

一个可在大肠杆菌 链霉菌 假单胞菌 3个常见的异源表达宿主间进行穿梭表达的 BAC载体.
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Abstrac t: H etero logous express ion o f biosynthetic gene c luster is an im po rtant study area o f drug resea rch and deve lop�

m ent, and it can be used fo r gene function study, to obta in targe t compound o r its de riv atives. A s b iosynthetic gene clus�

ter is usua lly very large, no rma l DNA vectors m ay have the prob lem s o f low content, hard to handle because of vector� s

low copy number or no t su it for shuttle express ion in diffe rent hete ro logous stra ins. In th is wo rk, recom bineer ing strategy

as we ll as no rm al gene c lon ing techn iques are used to clone functional hetero logous expression DNA elem ents into

pECBAC1, one o f them ost commonly used BAC library construc tion vecto r.
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� � 微生物是临床使用药物的主要来源. 随着越来越多的微生物基因组被解析, 微生物基因组资源的充分

利用成为微生物药物学研究领域的一个热点.

作为一种重要的基因工程手段, 微生物药物生物合成基因簇的异源表达在: �常规方法难以或不能培
养的生理活性物质产生菌的遗传操作; � 产量极低而通常发酵难以进行的化合物的研究; �因结构复杂而

使得化学合成难以进行或因收率极低而不能运用于工业化生产的化合物的研究等方面有着其它方法无可

比拟的优越性
[ 1- 3]

.

大肠杆菌 (E scherich ia coli) ,链霉菌 ( Strep tomyces. sp)和假单胞菌 (P seudomonas. sp ) 是最为常见的 3

种生物合成基因簇异源表达的宿主菌,三者各有其优点
[ 4- 6 ]

.

微生物药物的生物合成基因簇常常较大 (数十至上百 kb), 常规的克隆载体以及粘粒载体 ( cosm id) ,

fosm id等由于容量有限 (最大可达 45 kb)而不能在一个载体中涵盖完整的生物合成基因簇,而基因簇分布

在两个甚至多个载体上则牵涉载体的抗性筛选标记、载体的兼容性以及 DNA之间和蛋白质之间相互作用

效率可能受影响等等问题.
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BAC ( B acter ia lA rt ific ia lChromosom e) 载体, 即细菌人工染色体载体, 由于具有可克隆大片段 (多至

300 kb) 、所克隆的外源片段可在宿主内稳定存在 (不发生缺失, 扩增, 重组 )等特点而成为克隆和异源表

达的首选载体之一
[ 7, 8]

. 通常使用的 BAC载体为单拷贝 ( 1~ 2个分子 /细胞 ) ,这样在进行 DNA操作以及

获取足够量的 DNA方面有许多困难. 而且迄今的 BAC载体多为在大肠杆菌中进行操作, 缺乏可在大肠

杆菌、链霉菌和假单胞菌 3个宿主之间穿梭表达 BAC载体.

本研究综合运用常规的基因克隆方法和重组工程 ( recomb ineering)方法
[ 9, 10]

,从构建基因文库常用的

BAC载体 pECBAC1
[ 11]
出发,将异源表达的必需原件加以有效地综合和优化排列,构建了新型的大肠杆菌

链霉菌 假单胞菌的穿梭表达的 BAC载体.

1� 材料和方法

1�1� 材料
1�1. 1� 菌株和质粒
� � 含重组酶质粒的菌株 HS996 /pSC101�BAD�gbaA由德国 DresenU niversity张友明博士惠赠; pECBAC1

由美国加州大学戴维斯分校 R ichard M iche lmore教授惠赠; 菌株 E. coli DH 10B, P. pud ita KT2440; 质粒

pUC18, pIJ2925, pB luescriptKS( - )和 pSET152均为实验室保存.

1�1�2� 试剂和仪器
pfu聚合酶购自上海生工公司;各种限制性内切酶, T4 DNA连接酶和 DNA B lunting试剂盒购自 TaKa�

R a B iotechnology公司 (大连 ); 其余试剂均为分析纯. PCR引物由上海生工公司合成; PCR仪为 B io�Rad公
司的 DNA Eng ine;电转化仪为 B io�Rad公司的 G ene Pulser II.

1�1�2� DNA序列测定

由上海英骏生物技术有限公司完成.

1�2� 方法
1�2�1� 分子生物学常规操作
� � 大肠杆菌培养,感受态细胞的转化,质粒提取, 鉴定等按手册

[ 12 ]
进行.

1�2�2� 表达重组酶的菌株 HS996 /pSC101�BAD�gbaA + pEXPUBAC电转化感受态细胞的制备

将 HS996 /pSC101�BAD�gbaA+ pEXPUBAC单菌落接种至 3mL 10 �g /mL四环素及 12�5 �g /mL氯霉
素的 LB液体培养基,于 30� 过夜振荡培养, 按 1 /50的体积转接至 20mL同样的培养基, 30� 振荡培养,

至 A 600为 0�2时,加入终浓度为 0�15%的 L�阿拉伯糖, 37� 振荡培养至 A 600为 0�4时, 12 000 r /m in, 4� 离

心 3m in,弃上清, 以 10%的甘油洗涤沉淀 2次,最终悬浮于 200 �L 10%的甘油中. 50 �L分装,用于一次

转化.

1�2�3� PCR扩增

反应体系: 2�5mmol /L dNTP, 1 �M引物, 2�5mmol /L M gC l2, 100 ng染色体 DNA (或 20 ng质粒 ) ,

5U pfu, 5% DMSO, 加 ddH2O至 100 �L. 97� 处理 5m in后, PCR循环条件: 97� 45 s, 60� 1m in, 72�
3m in,共 30个循环, 最后在 72� 延伸 10m in.

本研究所使用的 PCR引物及测序引物见表 1, 引物中同源臂部分以小写表示,酶切位点以下划线表

示.

2� 结果

2�1� pUC18作为填充片段的引入

� � 将 pECBAC1和 pUC18均以 BamH I酶切,沉淀,回收, 连接,转化 E. coli DH10B感受态细胞,转化液涂

布至含 12�5 �g /mL氯霉素, 50 �g /mL氨苄青霉素, 20 �g /mL IPTG和 40 g�g /mL X�Gal的 LB固体平板

上, 37� 培养过夜. 挑取白色菌落, 提取质粒, 酶切验证, pUC18可以两个方向引入 pECBAC1,酶切验证重

组质粒,选取一个方向的克隆, 命名为 pEPUBAC. pEPUBAC兼具 pECBAC1和 pUC18的功能,为高拷贝的

BAC载体.
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表 1� 构建 pESPBAC及其序列测序所用的引物

Table 1� Prim ers used in the construction and sequencing of pESPBAC Nam e sequence

A1 5��AAAGGATCCGGTTCATGTGCAGCTCCATCAG�3�

A2 5��GGGCTGCAGTCAGCCAATCGACTGGCGAGC�3�

C1 5��GGGCTGCAGTGTGATGTGCTGCGCGAGTGG�3�

C2 5��GGGGAATTCATGGTTGCCTCCGCCCTACCC�3�

SP1 5��ttattcaggcgtagcaaccaggcgtttaagggcaccaataactgccttaaCCGGCCAGCCTCGCAGGCAGG�3�

SP2 5��ctacgccgctacgtcttccgtgccgtcctgggcgtcgtcttcgtcgtcgtc�3�

SP3 5��gacgacgacgaagacgacgcccaggacggcacggaagacgtagcggcgtaGGGTTCATGTGCAGCTCCATCAG�3�

SP4 5��ccgggcgtattttttgagttatcgagattttcaggagctaaggaagctaaATGGTTGCCTCCGCCCTACCC�3�

S1 5��AATTTCTGCCATTCATCCGCT�3�

S2 5��CGGGCATTTCAGCGAAGCGCC�3�

S3 5��GATTGCGGACCGATCATCGAG�3�
S4 5��GCGTAGGGTTCATGTGCAGCT�3�

S5 5��TGTGATGTGCTGCGCGAGTGG�3�

2�2� pEPUBAC中 X ba I位点的去除

首先将 pEPUBAC上含X ba I位点的 2�1 kbBg l II片段克隆至 pIJ2925( pUC18的衍生载体,其多克隆位

点两侧均为 Bgl II位点 ) ,得到 pBG2. 以 X ba I酶切 pBG2, 通过 T4 DNA聚合酶和 dNTP的作用, 使得 Xba I

位点的序列 TCTAGA变为 TCTAGCTAGA,这样即去除了 Xba I位点.测序证明序列正确后, 将所得克隆命

名为 pBG�2. 将 pBG�2上 Bg l II 2�1 kb片段克隆至 pEPUBAC Bgl II酶切的 8�0 kb大片段, 酶切验证克隆方

向正确后,得到 pEXPUBAC. pEXPUBAC只有在多克隆位点上存在单一的 Xba I位点.

2�3� Am�crp�PP0423�基因盒的构建
以 pSET152为模板, 引物 A1和 A2扩增 0�9 kb的阿普霉素抗性基因 ( Am )片段, 以 BamH I和 P st I酶

切后, 克隆至 pB luescriptKS( - )相同位点,所得克隆测序正确后,命名 pAM. 以 P. pudita KT2440的基因

组 DNA为模板,引物 C1和 C2扩增 1�0 kb的 crp区域, P st I和 EcoR I酶切后,克隆至 pB luescriptKS( - )相

同位点,所得克隆测序正确后, 命名为 pCRP. 将 pAM的 BamH I和 P st I 0�9 kb, pCRP的 P st I和 E coR I 1�0
kb与 BamH I和 E coR I处理的 pB luescript KS( - )三片段连接, 得到包含 Am�crp�PP0423�基因盒的克隆
pAC.

2�4� 重组工程法构建目的 BAC载体

运用重组工程原理,将 2个 DNA片段同时克隆至靶载体并去除靶载体相应部位的 �三片段克隆 �的

策略是:上下游 2个片段分别在其 5�和 3�端引入与靶载体的同源臂 (同源臂即相同序列的一段核苷酸序

列 ) ,上游片段的 3�端和下游片段的 5�端之间也有同源臂, 同源臂常常是通过 PCR的引物而引入. 在大肠

杆菌体内, L�阿拉伯糖诱导重组酶的表达,重组酶催化 3个同源臂之间的 DNA重组. 经过筛选, 即可得到

目的克隆.

本研究所设计的引物 SP1的前 50个碱基 (小写 )为与 pEXPUBAC氯霉素抗性基因 3�端 3397�3346序
列相同的同源臂,后面为扩增 pSET152 oriT部位的序列; SP2的 51个碱基 (小写 )为 pSET152整合酶基因

( int) 3�端的序列; SP3的前 51个碱基 (小写 )为 SP2的反向互补序列, 后面为扩增 Am�crp�PP0423�基因
盒 5�的序列; SP4的前 50个碱基 (小写 )为与 pEXPUBAC redF和氯霉素抗性基因 5�端之间 4107~ 4156序

列相同的同源臂,后面为扩增 Am�crp�PP0423�基因盒 3�的序列.

首先将 pEXPUBAC转化至 HS996 /pSC101�BAD�gbaA, 在 30� 下,以 10 �g /mL四环素和 12�5 �g /mL

氯霉素进行筛选. 所获菌株为 HS996 /pSC101�BAD�gbaA+ pEXPUBAC.

以 pSET152为模板,引物 SP1和 SP2扩增 2�4 kb的 oriT�attp�int基因盒,以 pAC为模板, 引物 SP3和

SP4扩增 2�6 kb的 Am�crp�PP0423�基因盒. PCR反应体系乙醇沉淀, 溶解于水后, 以 20U的 DpnI酶切 4

h,胶回收, DNA溶于 10mmo l/L pH 8�0 T ris. C .l 将 0�3 �g的 oriT�attp�int基因盒 DNA片段和 0�3 �g的
Am�crp�PP0423�基因盒 DNA片段共转化至 L�阿拉伯糖诱导重组酶表达的 HS996 /pSC101�BAD�gbaA +

pEXPUBAC. 在 37� 下,以 50 �g /mL阿普霉素和 12�5 �g /mL氯霉素 加以筛选,所得的质粒再次转化 E.

coli DH 10B加以纯化,最终得到氯霉素抗性基因部分为 oriT�attp�int基因盒和 Am�crp�PP0423�基因盒所取
代的目标载体 pESPBAC. pESPBAC的质粒图谱见图 1,酶切验证的结果见图 2.
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2�5� pESPBAC克隆片段的序列测定

设计表 1中的测序引物 S1�S5,对 pESPBAC中通过重组工程法所引入的 4�3 kb进行测序, 结果证明

与预期完全一致. pESPBAC的 G enB ank收录号为 EU 718182.

3� 讨论

微生物药物生物合成基因簇的异源表达是药物研究领域的一个有前途的方向,其目的可包含:提高化

合物的产量、获得新的药效学性质改善的衍生物以及改进化合物的提取分离纯化工艺.

BAC载体已逐渐成为异源表达生物合成基因簇的常规载体,因此发展有效的 BAC载体可以大大提高

异源表达的效率,增加高通量筛选的成功率.

重组工程是上世纪 90年代末发展并逐渐成熟的一种在大肠杆菌体内利用重组酶催化而进行 DNA之

间同源重组的基因克隆手段. 其优点在于不受任何酶切位点的限制, 不引入碱基突变,快速高效.

本研究充分运用重组工程和经典的基因克隆策略, 构建了目标 BAC载体 pESPBAC. pESPBAC有如

下 5个特点: �大肠杆菌 链霉菌 假单胞菌 3个宿主之间穿梭表达 BAC载体. 载体上的 oriT片段同时供

转移至假单胞菌和链霉菌. attp位点用来整合至链霉菌基因组的 attB位点,而载体上假单胞菌基因组中

的非必须基因 crp部分可以通过同源重组而整合至假单胞菌的基因组. 这样, 克隆在 pESPBAC载体上的

DNA片段在大肠杆菌中以游离质粒形式存在而进行表达,在链霉菌和假单胞菌中则为整合至基因组上进

行表达. � 保留了原 BAC载体克隆大片段 (可多至 300 kb) 的特点. 保留了 LacZ,可以使用蓝白斑筛选重

组克隆. � pUC18作为填充片段克隆至 BamH I位点,使得 BAC载体由单拷贝 ( 1~ 2个分子 /细胞 )变为高

拷贝 ( 500~ 700个分子 /细胞 ), 这样基因操作如常规克隆载体一样简便易行. 填充片段可以通过 BamH I

切除, 所得片段即为克隆大片段 BAC载体. �去除了原载体 pECBAC1一个多余的 Xba I位点, 这样可用位

于载体的多克隆位点上克隆片段两侧的、链霉菌基因组上酶切位点较少的限制性内切酶 E coR I和 Xba I将

克隆片段切出,通过脉冲场凝胶电泳来鉴定克隆片段大小. �阿普霉素作为大肠杆菌 链霉菌 假单胞菌 3

个宿主的共同筛选标记.

pESPBAC具有成为通用的高效表达次级代谢来源的生物合成基因簇的载体和运用于高通量表达化

合物的潜力.
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