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［摘要］ 恶臭假单胞菌 KT2440 是在生物降解环境有机物和表达异源基因等方面具重要作用的环境微生物．基
因敲除是研究基因和蛋白功能的必要手段．常规的基因敲除方法往往会烦琐耗时且易引入突变的基因克隆操
作．本研究采用重组工程( 即重组酶催化的 PCR产物与基因组上同源片段之间的同源重组) 来实现恶臭假单胞
菌 KT2440 的基因敲除．本方法高效、简便、快捷且可以同时进行多个基因的操作，可成为通用的恶臭假单胞菌
KT2440 的遗传研究方法．
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Abstract: Pseudomonas putida KT2440 plays an important role in the degradation of environmental organic compounds
and it is a good host for foreign gene expression． Gene knockout is essential to the investigations of genes and proteins．
Classic chromosal gene knockout methods usually involve the gene cloning steps，which are often tedious，time consu-
ming and tend to introduce mutations． In this paper，a recombineering strategy characterized by the homologous recombi-
nation between the PCR product and the genome，is used for the P． putida KT2440 gene knockout． This strategy is high-
ly efficient，convenient，rapid and amendable for the simultaneously manipulation of many genes，and can be used as a
general gene knockout method．
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恶臭假单胞菌 KT2440( Pseudomonas putida KT2440) 属腐生革兰氏阴性假单胞菌，具有降解环境中有
害芳香族及脂肪族类化合物、促进化学元素循环、生物催化、生物排污、合成生物塑料等多种功能的模式环
境微生物菌株［1，2］，也是基因克隆和蛋白表达的首选菌株之一． P． putida KT2440 的基因组已在 2002 年被
测序和解析［3］．
基因敲除是阐明基因和蛋白功能的必要手段．文献报道的 P． putida KT2440 的基因敲除方法是将目的

基因两侧的同源片段克隆至不能在 P． putida KT2440 中复制的自杀载体上．将抗性基因克隆至同源片段之
间后，通过结合转移的方法将重组质粒转化至 P． putida KT2440，通过抗生素的筛选，菌株本身的 recA 重
组系统催化质粒和染色体上同源片段之间的同源重组而将质粒整合至基因组，最后通过质粒携带的编码

蔗糖 6 －果糖转移酶的 sacB基因所行使的负筛选作用，在含 10%蔗糖的培养基中再发生一轮同源重组而
去除质粒骨架，如此抗性基因取代目的基因而实现了基因敲除［4，5］．此方法的缺点是需要多步骤、繁琐又
耗时的基因克隆，且敲除效率低，难以进行多个基因的同时操作．
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重组工程是一种利用重组酶催化的 DNA片段之间的同源重组而进行 DNA克隆和修饰的基因工程技
术［6，7］．目前所广泛使用的重组酶是来自于 λ噬菌体的 exo、bet和 gam基因，exo( redα) 编码 5'→3'DNA外
切酶，其作用于双链 DNA得到 3'端突出的 DNA分子; bet( redβ) 编码 DNA单链结合蛋白，其结合在突出的
DNA分子上保护单链 DNA 免于宿主单链核酸酶的降解，Bet 兼有重组酶活性，即催化同源重组; gam
( redγ) 编码的 Gam蛋白可保护外源的双链 DNA 片段免受宿主双链核酸酶的降解．重组工程已逐步从大
肠杆菌应用到沙门氏菌［8］和结核分支杆菌［9］等具有重要研究和应用价值的微生物菌株中．
重组工程的突出优点是由于利用 PCR 所获得的 DNA 片段进行转化，省略了基因克隆步骤，因而简

便、快速而高效．本文报道了一种利用重组工程对 P． putida KT2440 进行基因敲除的方法，我们所选择的三
个靶基因分别为烟酸脱氢酶基因 PP － 3948，另外两个为 KT2440 染色体中第一和第二大的药物转运体基
因蔟 PP － 2064 至 PP － 2069 和 PP － 1384 至 PP － 1388．三个基因( 簇) 均可能与菌株环境降解的功能相关，所
得基因敲除变株将利于相关基因的功能研究．

1 材料和方法
1. 1 材料
1. 1． 1 菌种和质粒

P． putida KT2440 由美国基因研究所 Karen Nelson 博士惠赠．质粒 pJB866 由挪威科学技术大学 Svein
Vall教授惠赠，pEX100Tlink 由法国 Centre Hospitalier Universitaire 的 Benoit Polack 教授惠赠，pKD4 由美
国 Purdue大学 Barry Wanner教授惠赠，Escherichia coli DH10B和 pBluescript KS( － ) 为本研究组保存．
1. 1. 2 试剂和仪器

PCR引物购自上海生工公司; Pfu、Taq 聚合酶、T4 DNA 连接酶、碱性磷酸酯酶、各种限制性内切酶和
DNA胶回收试剂盒购自大连宝生物公司; PCR仪为 Bio － Rad公司 PTC －200．
1. 1. 3 DNA测序
由上海生工公司和华大基因测序公司完成．

1. 2 方法
1. 2. 1 分子生物学常规操作
大肠杆菌培养以及感受态细胞的转化，质粒提取和鉴定等按手册［10］进行．

1. 2. 2 PCR扩增
设立 50 μL的 PCR反应体系，含 5 μL 10 × PCR 反应缓冲液; 4 μL 25 mmol /L MgCl2 ; 1 μL 10 mmol /L

dNTP; 0. 5 μL 上游引物和下游引物( 终浓度均为 0． 5 mmol /L) ; 质粒 50 ng 或基因组 DNA 200 ng; 0. 3 μL
Pfu 或 Taq( 5 U /μL) ． PCR反应程序为: 97℃变性处理 5 min，97℃ 45 s、60℃ 1 min、72℃ 1 min ～ 2 min( 视目
的产物大小而定) 、共 30 个循环，最后 72℃延伸 10 min． 所使用的 PCR 引物见表 1，酶切位点以下划线
表示．
1. 2. 3 重组酶表达质粒的构建
以 λ噬菌体 DNA( 购自大连宝生物公司) 为模板，NR1 和 NR2 为引物 PCR扩增出 1. 9 kb 的重组酶基

因( gam，exo和 bet) 片段，以 SacI － XbaI酶切后克隆至 pBluescript KS( － ) 得到 pNcRed．以 pEX100Tlink为
模板，SAK1 和 SAK2 为引物扩增出 1. 9 kb 的 sacB 基因，以 XbaI － BamHI 酶切后克隆至 pBluescript KS
( － ) 得到 pKsacB． NcoI和 XbaI酶切 pNcRed，分离 1. 9 kb的重组酶基因片段; XbaI和 BamHI酶切 pKsacB，
分离 1. 9 kb 的 sacB 基因片段． 两片段和以 AflIII 和 BamHI 酶切并通过碱性磷酸酯酶去磷酸化的载体
pJB866 相连后得到间甲基苯甲酸诱导重组酶表达的质粒 pLS512． pLS512 的质粒图谱如图 1 所示．
1. 2. 4 P． putida KT2440 与重组酶诱导表达的 P． putida KT2440 /pLS512 电转化感受态细胞的制备和 DNA
的转化

挑取 P． putida KT2440 单菌落接至 3 mL LB液体培养基中，30℃振荡培养过夜．以 1∶ 60 转接至60 mL
相同培养基，30℃振荡培养至 OD600约为 0. 6．将菌液倒入预冷的离心管，冰浴 10 min，4℃，7 000 r /min离心
5 min，弃上清．以冰冷的 3 mmol /L 4 －羟乙基哌嗪乙磺酸( HEPES，pH =7. 0) 洗涤菌体 3 次，菌体浓缩 300
倍，50 μL分装，并用于一次电转化．
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表 1 本研究所使用的引物
Table 1 Primers used in this study

NR1 GGGGAGCTCCATGGATATTAATACTGAAACTG

NR2 GGGTCTAGAGTCATCGCCATTGCTCCCCAAATAC
SAK1 GGGTCTAGATTATTTGTTAACTGTTAATTGTC
SAK2 GGGGGATCCGGCAACTTTATGCCCATGCAAC
R401 GCCGGCGCCGCCGGCCGCAATATC
R402 CCGGTTCGCTTGCTGTCCATACAGCGAGGTACGGATGCCAGTG
R403 CACTGGCATCCGTACCTCGCTGTATGGACAGCAAGCGAACCGG
R404 CTGCACCGCACGCGACAGCAGCATCAGAAGAACTCGTCAAGAAG
R405 CTTCTTGACGAGTTCTTCTGATGCTGCTGTCGCGTGCGGTGCAG
R406 GGGCCGGGTATGCGGCTGCCATTG
R407 GGCCCCAAGTACGGCTGCGGC
R408 CCACGCGGGTGACGGCCACTTC
KSD1 GTCGACGAAGTTGCGGTTGATG
KSD2 CCGGTTCGCTTGCTGTCCATATGATCGGCCTTGTTGCAAAAGC
KSD3 GCTTTTGCAACAAGGCCGATCATATGGACAGCAAGCGAACCGG
KSD4 GACAAAACAAGGTATTCCCGTGTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG
KSD5 CTTCTTGACGAGTTCTTCTGACACGGGAATACCTTGTTTTGTC
KSD6 GCGTGCCGACATTGGGTCGAAC
KSD7 TGAAACCGGAACGGGCATCGAG
KSD8 AGGGTGATCAGAGCGAAGTCC
KAE1 TGTGTCTGCGCTTATGAATCG
KAE2 CCGGTTCGCTTGCTGTCCATACATGCACAGCTCCGATCACAGG
KAE3 CCTGTGATCGGAGCTGTGCATGTATGGACAGCAAGCGAACCGG
KAE4 CGACCTTTGAGCGACAATCGTGTCAGAAGAACTCGTCAAGAAG
KAE5 CTTCTTGACGAGTTCTTCTGACACGATTGTCGCTCAAAGGTCG
KAE6 TGATCCTGTACGAACTCGCCG
KAE7 GATTGGGTCGTTCAGGCAGTAG
KAE8 TGCTGCGCGAACTGATCCTGG

P． putida KT2440 /pLS512 于含 10 μg /ml 四环
素的 LB液体培养基中进行培养，OD600约为 0. 2 时，
加入终浓度为 2 mmol /L 的间甲基苯甲酸，培养至
OD600约为 0. 6． 后续操作同上．

DNA转化: 将 DNA加至感受态细胞，轻弹混匀
后转移至冰上预冷的 1 mm电转杯中，电击转化，条
件: 1. 2 kV，200 Ω( Bio-Rad 公司 Gene Pulser IIR 电
转化仪) ．以 1 mL SOC 悬浮后，转至 15 mL 聚丙烯
离心管，30℃振荡培养 2 h，涂布至含相应抗生素的
LB平板．在构建基因敲除的变株时，同时将转化液
稀释 106 后涂布在不加抗生素的 LB 平板上计算总
菌数．计算重组效率，即抗性转化子的数目和总菌
数之比．
1. 2. 5 pLS512 从重组菌株中的消除
将含有 pLS512 的重组菌株划线于含 10%蔗糖的 LB固体平板上，30℃培养过夜，挑取单菌落至 LB液

体培养基中培养至对数生长期，以 1 × 106 稀释后涂布 LB固体平板，随机挑取 30 个单菌落至无抗性 LB平
板和含四环素的抗性 LB平板，过夜培养后，在不加抗生素的 LB平板上生长而不能在含四环素抗性的 LB
平板上生长的菌株即为 pLS512 消除的菌株．实验发现变株中的 pLS512 均得到 100%的消除．
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2 结果
2. 1 重组工程法对 P． putida KT2440 基因敲除的策略
为建立简便高效的 P． putida KT2440 基因

敲除方法，本研究尝试了噬菌体介导的重组工

程方法． pJB866 为四环素抗性，可在 P． putida
KT2440 中自主复制的质粒，将重组酶基因克
隆至由间甲基苯甲酸诱导表达的严谨型启动

子 Pm［11］之下获得质粒 pLS512． 基因敲除的
流程如图 2 所示． 基因表示待敲除的靶基因;
上游和下游表示靶基因上游和下游的同源基

因，P1 和 P2 为扩增靶基因上游同源基因的引
物，P3 和 P4 为扩增卡那霉素抗性基因片段的
引物，P5 和 P6 为扩增靶基因下游同源基因的
引物，P2 和 P3、P4 和 P5 含有重叠的碱基以利
于重叠 －延伸 PCR ( OE － PCR) 反应的进行;
PCR表示聚合酶链式反应; 重叠区以含斜线的
方框表示; 粗线条表示基因组上靶基因两侧片

段． 首先以 P1 至 P6 为引物，PCR 扩增出上游
同源基因、卡那霉素抗性基因和下游同源基

因，随后以 3 个片段为模板，P1 和 P6 为引物以 OE － PCR 扩增出 3 个片段融合的 DNA 产物．如扩增产物
较少，则回收融合的片段后以之为模板再次扩增 DNA 产物．电转化表达重组酶的恶臭假单胞菌 P． putida
KT2440 /pLS512 的电转化感受态细胞，在卡那霉素的筛选下，同源片段之间发生同源重组，卡那霉素抗性
基因取代了靶基因而获得靶基因得以敲除的变株． 靶基因为读码框内敲除，即靶基因敲除后所留下的卡
那霉素抗性基因不造成破坏相邻基因的极性效应． P7 和 P8 是针对于整合位点上下游序列用来验证突变
株的基因型的引物．
2. 2 PP － 3948 基因敲除
为验证本重组工程策略的可行性，首先尝试烟酸脱氢酶基因 PP － 3948

［12］的基因敲除． 以 P． putida

KT2440 基因组 DNA为模板，R401 和 R402 以及 R405 和 R406 为引物，PCR 扩增得到 PP － 3948 基因上游
和下游各 500bp的 DNA片段．以 pKD4 为模板，R403 和 R404 为引物，PCR扩增得到 0. 9 kb的卡那霉素抗
性基因片段．以 3 个片段为模板，R401 和 R406 为引物，通过 OE － PCR 扩增得到 3 个片段融合的 1. 9 kb
的 DNA片段． 2 μg DNA 片段至电转化重组酶表达的 P． putida KT2440 /pLS512，在卡那霉素抗性筛选之
下，得到抗性转化子．经 3 次实验，平均可获得 116 个转化子．在没有加间甲基苯甲酸进行诱导的对照实验
中，没有或仅有一两个抗性转化子的出现，这表明间甲基苯甲酸诱导表达的重组酶所催化的同源重组是得

到基因敲除菌株的决定因素．
随机挑取 10 个抗性菌落，以其基因组为模板，PCR 扩增，产物酶切鉴定． 8 个菌株表现正确的基因

型，电泳结果见图 3A． 随机挑取 2 个变株的扩增产物，克隆至 pGEM － T easy 后，测序发现序列与预期完
全一致．证明 P． putida KT2440 基因组中 PP － 3948 基因中 1. 0 kb的片段被敲除．最后按“1. 2. 5”所述方法
对 pLS512 进行消除． 变株的表型和生长与原株相比无异常．
2. 3 PP － 3948 基因敲除条件的优化
我们随后对最终菌液的 OD值、甲基苯甲酸的浓度以及电转化 DNA的量等关键的重组工程参数进行

了优化，实验表明在 OD600约为 0. 2 时，加入终浓度为 2 mmol /L的甲基苯甲酸，培养至 OD600 = － 0. 6，1 μg

DNA能得到 40 个左右的抗性转化子，基因型正确的克隆保持在 60%以上，重组效率约为 5 × 10 －5 ． 随着
DNA量的增加，抗性转化子的数目呈增加趋势，但 1 μg DNA已足以达到实验要求．
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2. 4 PP － 1384 － PP － 1388 7. 3 kb片段的敲除
P． putida KT2440 含多个药物转运体，7. 3 kb的 PP － 1384 － PP － 1388 以及 9. 3 kb PP － 2064 － PP － 2069

( 见下述) 为其中最大的 2 个． 采用与 PP － 3948 基因敲除相同的策略，KSD1 和 KSD2 以及 KSD3 和 KSD4
分别扩增 PP － 1384 至 PP － 1388 上游和下游的同源片段，KSD5 和 KSD6 扩增卡那霉素抗性基因，KSD1 和
KSD6 扩增得到融合片段． 1 μg DNA 电转化重组酶表达的 P． putida KT2440 /pLS512 感受态细胞，得到约
30 个转化子． 10 个抗性菌落的 PCR扩增和产物酶切鉴定发现 6 个菌株表现正确的基因型． 证明 P． putida
KT2440 基因组中 7. 3 kb的 PP － 1384 － PP － 1388 被敲除．变株的表型和生长与原株相比无异常．电泳结果
见图 3B．两个变株扩增产物的克隆和测序、pLS512 消除的结果同上．

2. 5 PP － 2064 － PP － 2069 9. 3 kb片段的敲除
采用与 PP － 3948 基因敲除相同的策略，KAE1 和 KAE2 以及 KAE3 和 KAE4 分别扩增 PP － 2064 － PP －

2069 上游和下游的同源片段，KAE5 和 KAE6 扩增卡那霉素抗性基因，KAE1 和 KAE6 扩增得到融合片段．
1 μg DNA电转化重组酶表达的 P． putida KT2440 /pLS512 感受态细胞，得到约 20 个转化子． 8 个抗性菌落
的 PCR扩增和产物酶切鉴定发现 6 个菌株表现正确的基因型． 证明 P． putida KT2440 基因组中 9. 3 kb 的
PP － 2064 － PP － 2069 被敲除．变株的表型和生长与原株相比无异常．电泳结果见图 3C．两个变株的扩增产
物的克隆和测序、pLS512 消除的结果同上．

1，6，10 DL2000 DNA分子量标准: 2. 0，1. 0，0. 75，0. 5，0. 25，0. 1 kb． 2，以 PP － 1384 基因敲除变株的
基因组为模板，R407 和 R408 扩增得到 2. 2 kb; 3，以原株的基因组为模板，R407 和 R408 扩增得到 2. 25 kb
片段; 4，2. 2 kb以 PstI酶切得到 0. 9 kb和 1. 3 kb; 5，2. 25 kb以 PstI酶切得到 0. 7 kb和 1. 5 kb． 6，以 PP －

1384 － PP － 1388 基因敲除变株的基因组为模板，KSD7 和 KSD8 扩增得到 2. 1 kb; 7，2. 1 kb 以 PstI 酶切得
到 0. 3，0. 6 kb和 1. 2 kb; 8，2. 1 kb以 NcoI酶切得到 0. 8 kb和 1. 3 kb． 11，以 PP － 2064 － PP － 2069 基因敲
除变株的基因组为模板，扩增得到 2. 1 kb; 12，2. 1 kb以 NcoI酶切得到 0. 9 kb和 1. 2 kb; 13，2. 1 kb以 PstI
酶切得到 0. 8 kb和 1. 3 kb．

3 讨论
重组工程是上个世纪末兴起并逐渐得到广泛应用的基因克隆和修饰的生物技术，其优点在于简便易

行，尤其适用于大片段 DNA、没有合适的酶切位点以及需要复杂多步骤的基因操作的研究． 由于不涉及电
泳和紫外照射等步骤，不会引入突变． 在时间和操作步骤上，重组工程也大大优于经典的方法． 鉴于此，
重组工程已逐渐成为常规的分子生物学手段．
本研究首次将重组工程技术应用到重要的环境微生物 P． putida KT2440 中，所建立的方法保留了重组

工程方法所具有的普遍优点．即使是敲除 9. 3 kb这样的大片段，正确克隆的效率也维持在 60%以上，高于
文献报道的基因操作． 由于操作简便，一次可以进行多个基因敲除或修饰等工作，大大减少了工作量． 后
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续的工作将尝试减少同源片段的长度和快速消除抗性片段和重组酶质粒等研究以进一步优化本方法．
总之，本方法可作为常规的 P． putida KT2440 遗传操作，也必将进一步开发 P． putida KT2440 在研究和

应用上的潜力．
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