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技术与方法

位点特异整合微环 ＤＮＡ的体内制备

聂永强１　马海燕１，２　马晴雯１，２
（１上海交通大学附属儿童医院　 上海市儿童医院　 上海交通大学医学遗传研究所　上海　２０００４０）

（２卫生部医学胚胎分子生物学重点实验室暨上海市胚胎与生殖工程重点实验室　上海　２０００４０）

摘要　目的：应用诱导表达的ＬＲ克隆酶系统，建立一种在细菌体内获得基于链霉菌噬菌体ФＣ３１
整合酶系统的位点特异整合型微环ＤＮＡ的方法，为实现无细菌骨架等冗余序列的转基因奠定基
础。方法：构建包含阿拉伯糖启动子的 ＬＲ克隆酶系统和 ФＣ３１整合酶系统的亲本质粒，在 Ｌ阿
拉伯糖的诱导下重组产生表达ФＣ３１整合酶的微质粒和包含有目的基因和 ａｔｔＢ位点等元件的微
环ＤＮＡ。以限制性内切核酸酶酶切电泳定性其重组效率，ｑＰＣＲ定量分析微环、微质粒及亲本质
粒的比例，定量计算重组效率。观察随着诱导时间的推进微环／微质粒值的变化。结果：细菌体
内ＬＲ克隆酶系统可有效催化亲本质粒的重组，重组率达８５％以上。相比商品化 ＬＲ克隆酶体外
反应具有更高的稳定性而且更经济。结论：获得了一种高效、稳定的细菌体内产生位点特异性整

合型微环ＤＮＡ的亲本质粒。
关键词　微环ＤＮＡ　ＬＲ克隆酶系统　位点特异性整合　阿拉伯糖启动子　ФＣ３１整合酶
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　　微环ＤＮＡ为非病毒、染色体外的、共价闭合的环

状基因表达载体，通常在重组细菌中合成，具有满足临

床治疗的安全性和长期基因表达所需的简约骨架［１］。

由于微环 ＤＮＡ一般不整合入基因组，在静息或活跃分

裂的细胞中有较高的安全性，亦可实现持续的转基因

表达，因此被认为是一种理想的非病毒载体［２］。虽然

介导基因转移的病毒型载体通常较非病毒型载体具有

较高的整合效率，但其安全性一直备受担忧；因此，在

转基因动物制备中，上述两类载体目前都无法将安全

性和整合效率兼顾。而近来研究较热的基因编辑利器

ＴＡＬＥＮ和 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统，在特异位点的针对性编

辑上表现出色，但 ＴＡＬＥＮ的相对较低的重组效率、

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９的脱靶效应也一直是其有待改善之处。

链霉菌噬菌体ФＣ３１整合酶在哺乳动物细胞内能有效

介导携带链霉菌ａｔｔＢ序列的外源基因与哺乳动物基因

组“假ａｔｔＰ”位点发生高效重组，实现外源基因位点特

异性整合［３］，且重组反应不可逆，每个细胞往往为单拷

贝的基因整合［４］，可以有效地降低外源基因整合的随

机性和高风险位点整合带来的安全隐患。但 ФＣ３１整

合酶系统介导的整合最大的缺点就是整个质粒都会整

合到细胞基因组中，由此插入了大量的细菌骨架序列。

因此，若能制备基于ФＣ３１整合酶系统的微环 ＤＮＡ，则

有望避免细菌骨架等冗余序列的插入。除了传统的阿

拉伯糖诱导重组酶（如 Ｃｒｅ重组酶、ＰａｒＡ解离酶、ФＣ３１

整合酶等）表达［５７］来介导其识别位点重组制备微环

ＤＮＡ外，ＬＲ克隆酶也可用于微环 ＤＮＡ的制备［８］。该

酶是由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司提供的一种商品化酶混合物，可

介导λａｔｔＬ和 λａｔｔＲ之间的重组生成 λａｔｔＢ和 λａｔｔＰ，是

一种由λ噬菌体整合酶（Ｉｎｔ）、切割酶（Ｘｉｓ）和细菌体内

整合宿主因子（ＩＨＦ）共同发挥作用的重组系统［９１０］。

但上述几种方法均需在重组后将微环 ＤＮＡ回收纯

化［５８］，价格昂贵、费时、费力、得率低。针对这些问题，

本研究室在前期研究中利用ＬＲ克隆酶体外制备了基
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图１　微环ＤＮＡ制备示意图
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于ФＣ３１整合酶系统的位点特异整合型微环 ＤＮＡ，大

大节省了操作步骤和时间，获得了稳定表达的细胞

株［１１１２］。然而，体外制备微环 ＤＮＡ使用的商品化 ＬＲ

克隆酶价格昂贵且活性不稳定，因此，本研究将 ＬＲ克

隆酶基因表达框引入亲本质粒，使用阿拉伯糖诱导启

动子驱动ＬＲ克隆酶的表达（图１），建立了一种在细菌

体内快捷、高效地获得基于ФＣ３１整合酶系统的位点特

异整合型微环ＤＮＡ的方法，进一步节省了微环ＤＮＡ的

制备步骤和时间，降低了实验成本，为扩大微环 ＤＮＡ

的应用范围奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　细胞与质粒　质粒ＭＦＰＰ［１１］为本所构建保存；

含有λ噬菌体整合酶和切割酶基因的 λＨｉｎｄＩＩＩ购自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；质粒 ｐＢＣＰＢ＋和质粒 ｐＩｎｔ由 Ｐｒｏｆ．ＭＰ

Ｃａｌｏｓ惠赠［１２］；含阿拉伯糖启动子的质粒 ｐＢＡＤ／ｍｙｃ

ＨｉｓＡ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；质粒 ｐＥＧＦＰＰＰ［１３］为本所构

建保存；大肠杆菌ＤＨ１０Ｂ为本所保存；大肠杆菌ＴＯＰ１０

感受态细胞购自天根生化科技（北京）有限公司。

１．１．２　主要试剂　ＥｘＴａｑ酶和 ｐＭＤ１９Ｔ载体购自日

本ＴａＫａＲａ公司；限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶和 Ｑ５

超保真酶购自美国 ＮＥＢ公司；ＳＹＢＲ荧光定量 ＰＣＲ

试剂购自美国 Ｒｏｃｈｅ公司；ＰＣＲ纯化试剂盒和胶回收

试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；质粒小提中量试剂盒购

自天根生化科技（北京）有限公司；Ｌ阿拉伯糖购自美

国Ｓｉｇｍａ公司；ＬＲ克隆酶购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；引

物（表１）由上海捷瑞生物工程有限公司合成。

１．２　方　法

１．２．１　目的片段的获得　设计引物 ＬＲＦ和 ＬＲＲ以

λＨｉｎｄＩＩＩＤＮＡ为模板扩增获得 λ噬菌体整合酶和切

割酶基因（λｉｎｔ＋Ｘｉｓ片段，为方便起见，本文将其统称

为 ＬＲ克隆酶）；设计引物 ＡｒａＦ和 ＡｒａＲ以质粒

ｐＢＡＤ／ｍｙｃＨｉｓＡ为模板获得阿拉伯糖启动子（ＡｒａＣ

ａｒａＢＡＤ片段）；以质粒 ｐＥＧＦＰＰＰ为模板设计引物

λａｔｔＬＦ和 λａｔｔＬＲ获得 λａｔｔＬ，设计引物 λａｔｔＲＦ和

λａｔｔＲＲ获得λａｔｔＲ；设计引物ＡｄａｐｔｏｒＦ和ＡｄａｐｔｏｒＲ获

得接头Ａｄａｐｔｏｒ（上述引物序列见表１）。

１．２．２　验证质粒的获得　ＳａｌＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切

λａｔｔＬ片段，插入到质粒ｐＢＣＰＢ＋的ＳａｌＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ酶

切位点获得质粒 ｐＢＣＬＰ；ＳｐｅＩ酶切 λａｔｔＲ片段，插入到

质粒ｐＢＣＬＰ的ＳｐｅＩ位点间，获得验证质粒ｐＢＣＬＲ，该质

粒的λａｔｔＬ片段和λａｔｔＲ片段之间为ＬａｃＺ基因，能够采

用蓝白斑实验在细菌体内验证ＬＲ克隆酶的重组作用。

１．２．３　亲本质粒的获得　在质粒ｐＩｎｔ酶切位点ＢａｍＨＩ

和ＳｐｅＩ之间插入λＩｎｔ＋Ｘｉｓ片段 （ＢａｍＨＩ和ＢｇｌＩＩ为

１８
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表１　ＰＣＲ和定量ＰＣＲ所用的引物

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′－３′）

ＬＲＦ ＡＧＡＴＣＴＣＣＴＧＡＧＧＴＴＡＴＴＴＧＡＴＴＴＣＡＡＴ

ＬＲＲ ＡＣＴＡＧＴＡＴＧＴＡＣＴＴＧＡＣＡＣＴＴＣＡＧＧＡＧＴＧ

ＡｒａＦ ＡＧＡＧＣＴＣＣＴＣＡＧＧＡＴＴＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＧＡ

ＡｒａＲ ＧＣＡＣＴＡＧＴＡＡＣＡＧＴＡＧＡＧＡＧＴＴＧＣＧＡＴＡＡ

λａｔｔＬＦ ＣＧＡＧＴＣＧＡＣＡＴＧＴＣＡＡＡＴＡＡＴＧＡ

λａｔｔＬＲ ＣＧＣＡＡＧＣＴＴＡＡＴＡＴＡＧＣＣＴＧＣＴＴ

λａｔｔＲＦ ＧＧＣＧＣＴＣＧＡＧＡＡＧＴＡＣＴＡＧＴＡＣＡ

λａｔｔＲＲ ＧＧＡＣＴＡＧＴＣＡＴＡＧＴＧＡＣＴＧＧＡＴＡＴＧＴ

ＡｄａｐｔｏｒＦ ＣＧＧＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＴＧＧＣＴＧＡＣＴＡＡＴＴＴＴＴＴＴＴＡＴＴＴＡＴＧＣＡＧＡＧＧＣＣＧＡＧＧＣＣＧＣＣＴ

ＡｄａｐｔｏｒＲ ＣＧＧＣＣＴＣＧＧＣＣＴＣＴＧＣＡＴＡＡＡＴＡＡＡＡＡＡＡＡＴＴＡＧＴＣＡＧＣＣＡＴＧＡＡＧＣＴＴＧＧＣＣＧＣＣＧ

Ａ ＧＧＣＧＡＧＡＡＡＧＧＡＡＧＧＧＡＡＧＡ

Ｂ ＡＴＴＡＡＣＣＣＴＣＡＣＴＡＡＡＧＧＧＡ

λａｔｔＰＦ ＴＧＣＣＣＧＣＴＴＴＣＣＡＧＴＣ

λａｔｔＰＲ ＣＡＴＴＴＴＡＣＧＴＴＴＣＴＣＧＴＴＣＡＧ

λａｔｔＢＦ ＴＡＡＣＴＴＣＧＴＡＴＡＡＴＧＴＡＴＧＣＴＡ

λａｔｔＢＲ ＧＧＣＴＡＴＧＡＡＣＴＡＡＴＧＡＣＣ

λａｔｔＰＦ ＴＧＣＣＣＧＣＴＴＴＣＣＡＧＴＣ

λａｔｔＢＲ ＧＧＣＴＡＴＧＡＡＣＴＡＡＴＧＡＣＣ

ＭＰＳＦ ＧＧＧＴＧＣＣＴＡＡＴＧＡＧＴＧＡＧＣ

ＭＰＳＲ ＣＣＧＡＴＴＧＴＣＴＧＴＴＧＴＧＣＣ

ＭＣＳＦ ＴＴＧＧＡＧＡＡＡＣＡＧＣＡＡＣＣＣＡＴ

ＭＣＳＲ ＣＣＡＣＴＡＣＣＡＧＣＡＧＡＡＣＡＣＣＣ

同尾酶）获得质粒ｐＸｉｓ，在质粒 ｐＸｉｓ酶切位点 ＳａｃＩ和

ＳｐｅＩ之间插入 ＡｒａＣａｒａＢＡＤ片段获得质粒 ｐＸｉｓ．Ａｒａ，

其中λＩｎｔ＋Ｘｉｓ的表达受阿拉伯糖启动子的驱动。内

切酶ＳｆｉＩ酶切质粒 ＭＦＰＰ，回收含有卡那霉素抗性基

因、复制起始位点元件的２．７ｋｂ片段与 Ａｄａｐｔｏｒ连接得

到质粒ｐＹｑＩ。内切酶Ｂｓｕ３６Ｉ酶切ｐＸｉｓ．Ａｒａ，得到含有

λＩｎｔ＋Ｘｉｓ和 ＡｒａＣａｒａＢＡＤ的 ２．５ｋｂ片段。正向连入

ｐＹｑＩ的Ｂｓｕ３６Ｉ酶切位点得到质粒ｐＹｑＩＩ。内切酶ＳｆｉＩ

酶切质粒 ｐＹｑＩＩ得到的 ５．２ｋｂ片段连接到 ＭＦＰＰ的

ＳｆｉＩ位点之间得到亲本质粒ｐＭＦ．ＬＡ。

１．２．４　ＬＲ克隆酶基因功能验证　质粒ｐＸｉｓ转化大肠

杆菌ＤＨ１０Ｂ感受态得到ＤＨ１０ＢＩＸ大肠杆菌，将此菌制

成感受态，质粒ｐＢＣＬＲ转化大肠杆菌ＤＨ１０ＢＩＸ感受态

得到ＤＨ１０ＢＩＸＬＲ大肠杆菌，在氯霉素、卡那霉素双抗

性培养基平板培养并进行蓝白斑实验，随机挑取８个

白斑设计引物Ａ和Ｂ进行菌落ＰＣＲ验证删除效率，实

验重复三次；另质粒ｐＢＣＬＲ转化大肠杆菌ＤＨ１０Ｂ感受

态在氯霉素抗性平板上进行蓝白斑实验作为对照。引

物设计：λａｔｔＬ上游设计正向引物 Ａ、λａｔｔＲ下游设计反

向引物Ｂ（引物序列见表１）；若发生 ＬＲ重组反应则会

扩增出２２０ｂｐ的条带，反之，则会扩增出４ｋｂ的条带，

ＰＣＲ反应条件如下：９４℃ １０ｍｉｎ变性，９４℃ ３０ｓ、６０℃

３０ｓ、７２℃４ｍｉｎ每个循环退火温度降１℃共１５个循环，

９４℃３０ｓ、４５℃３０ｓ、７２℃４ｍｉｎ共１６个循环，７２℃８ｍｉｎ。

１．２．５　亲本质粒体内ＬＲ重组效率测定　将指数期生

长的大肠杆菌以１∶１０稀释接种到１０ｍｌ的 ＬＢ培养基

中（卡那霉素 ６０μｇ／ｍｌ，Ｌ阿拉伯糖 ３ｍｇ／ｍｌ），２２０ｒ／

ｍｉｎ、３０℃培养，测量诱导２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ、１２ｈ、１６ｈ、

２４ｈ不同时间段的重组效率。提取质粒以 ＳａｌＩ酶切质

粒ｐＭＦ．ＬＡ的ＬＲ重组产物来鉴定重组反应的发生：若

发生重组，得到１０．４ｋｂ的微环 ＤＮＡ（ｍｉｎｉｃｉｒｃｌｅＤＮＡ，

ＭＣ，本文中命名为 ＭＦ．ＬＡＭＣ）和 ７．８ｋｂ的微质粒

２８
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（ｍｉｎｉｐｌａｓｍｉｄ，ＭＰ，本文中命名为 ＭＦ．ＬＡＭＰ）；若未发

生重组，则亲本质粒（ｐａｒｅｎｔａｌｐｌａｓｍｉｄ，ＰＰ）ｐＭＦ．ＬＡ被

切成３．１ｋｂ和１５．１ｋｂ两条带。

　　同时，应用荧光定量 ＰＣＲ方法检测诱导时间为

２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ质粒的拷贝数，可较为准确地计算三

种质粒（ＭＣ、ＭＰ和ＰＰ）拷贝数的比例，并计算重组率。

ＬＲ反应的重组效率计算公式如下：

　　重组率（％）＝ ＭＣ拷贝数
ＰＰ拷贝数＋ＭＣ拷贝数×１００％

　　在微环 ＤＮＡ的 λａｔｔＢ上游设计引物 λａｔｔＢＦ、下游

设计引物λａｔｔＢＲ，在λａｔｔＰ上游设计引物 λａｔｔＰＦ、下游

设计引物λａｔｔＰＲ（引物序列见表１）；λａｔｔＢＦ和λａｔｔＢＲ

扩增微环的特有片段，大小为１６０ｂｐ；λａｔｔＰＦ和λａｔｔＰＲ

扩增微质粒的特有片段，大小为 １５５ｂｐ；λａｔｔＰＦ和

λａｔｔＢＲ扩增亲本质粒 ｐＭＦ．ＬＡ的特有片段，大小为

１７９ｂｐ。另外，以 ＭＦ．ＬＡＭＰ为模板在 λａｔｔＰＦ上游设

计引物ＭＰＳＦ和λａｔｔＰＲ下游设计引物ＭＰＳＲ（引物序

列见表１），长度为５１９ｂｐ的ＰＣＲ产物连入 Ｔ载体构建

质粒ＴＭＰ以制作微质粒定量 ＰＣＲ标准曲线；以 ＭＦ．

ＬＡＭＣ为模板在 λａｔｔＢＦ上游设计引物 ＭＣＳＦ和

λａｔｔＢＲ下游设计引物 ＭＣＳＲ（引物序列见表１），长度

为８２３ｂｐ的ＰＣＲ产物连入Ｔ载体构建质粒 ＴＭＣ制作

微环标准曲线；以质粒 ＭＦＰＰ为模板制作亲本质粒

ｐＭＦ．ＬＡ标准曲线。

１．２．６　体外 ＬＲ克隆酶重组效率测定　提取 ｐＭＦ．ＬＡ

质粒在体外进行ＬＲ重组反应，反应条件参照 ＬＲ克隆

酶说明书。反应体系如下：亲本质粒（ｐＭＦ．ＬＡ）２００ｎｇ，

１０×ＴＥ１μｌ，ＬＲ克隆酶２μｌ，ｄｄＨ２Ｏ补加到１０μｌ体系。

５个独立的反应于２５℃分别反应２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ，应

用荧光定量 ＰＣＲ方法通过绝对定量检测 ＰＰ和 ＭＣ的

拷贝数，进而计算重组率，所用的引物、标准曲线模板

及重组率计算公式同１．２．５。

２　结　果

２．１　ＬＲ克隆酶基因功能验证结果

　　双抗平板均为白斑，氯霉素抗性的平板均为蓝斑；

常规ＰＣＲ方法验证结果如图２所示，所有８个样品均

扩增产生２２０ｂｐ片段，说明λＩｎｔ＋Ｘｉｓ表达，并介导质粒

ｐＢＣＬＲ上的λａｔｔＲ和 λａｔｔＬ发生了 ＬＲ重组反应，将两

者之间的ＬａｃＺ基因删除。

２．２　亲本质粒体内ＬＲ重组效率测定结果

　　阿拉伯糖诱导２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ、１２ｈ、１６ｈ、２４ｈ对

图２　菌落ＰＣＲ电泳结果

Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｌｏｎｙＰＣＲ

应的重组效率如图３所示，限制性内切核酸酶 ＳａｌＩ酶

切得到１０．４ｋｂ的微环ＤＮＡ，７．８ｋｂ的微质粒，３．１ｋｂ和

１５．１ｋｂ的亲本质粒；从图３中可以看出亲本质粒３．１ｋｂ

和１５．１ｋｂ两条带基本消失，微环 ＤＮＡ／微质粒值随着

时间延长越来越小，说明 ＬＲ重组反应有效发生，而且

微环ＤＮＡ／微质粒的比例随着诱导时间的变化而改变，

因此，可以通过改变诱导时间来调节微环ＤＮＡ／微质粒

的值。三个标准品逐级稀释后，进行荧光定量 ＰＣＲ反

应；诱导２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ不同时间绝对定量 ＰＣＲ结

果如图４所示，ＬＲ重组反应重组效率随着时间的延长

先升高后降低，６ｈ时达到最高值８５％；随着诱导时间

的延长，亲本质粒所占的比例越来越低，而且由于微质

粒能自主复制，随着诱导时间的延长微质粒／微环的比

例越来越大。

图３　不同诱导时间重组产物ＳａｌＩ酶切电泳结果

Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳａｌＩｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅ
０ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ、１２ｈ、１６ｈ、２４ｈ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅ；Ｍ：

１ｋｂｍａｒｋｅｒ

３８
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图４　亲本质粒ｐＭＦ．ＬＡ细菌体内ＬＲ

重组率与时间的关系

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｉｎｖｉｖｏＬＲ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｔｉｍｅｏｆｐＭＦ．ＬＡ

２．３　体外ＬＲ克隆酶重组效率测定结果

　　两个标准品（ＴＭＣ和ＭＦＰＰ）逐级稀释后，进行荧

光定量ＰＣＲ反应；不同反应时间２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ的

重组效率如图５所示，ＬＲ重组反应效率随着时间的延

长虽有升高的趋势，但无规律可循，１０ｈ时最高值

１１．８％。随着诱导时间的延长，重组效率并未产生较大

的提高。

图５　亲本质粒ｐＭＦ．ＬＡ的体外ＬＲ

重组率与时间的关系

Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｉｎｖｉｔｒｏ

ＬＲｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｔｉｍｅｏｆｐＭＦ．ＬＡ

３　讨　论

　　微环ＤＮＡ是在传统质粒的基础上通过位点特异
性重组删除细菌骨架而得到的一种较亲本质粒分子质

量降低的超螺旋分子，在细胞体内具有更高的转基因

表达水平和安全性［７，１４］。微环 ＤＮＡ的制备方法有很
多，经典的微环 ＤＮＡ的制备是利用 ｃＩ８５７／ｐＲ启动
子［１５１６］或者阿拉伯糖启动子［５７］控制重组酶的表达，发

生重组反应形成微质粒和微环 ＤＮＡ，微环 ＤＮＡ需进一
步纯化，与微质粒和残留的亲本质粒分离后［１４］方可用于

下游应用。近年来，微环 ＤＮＡ的纯化得到了许多改
进［１７１８］，如进行菌株的改良、使用阴离子交换色谱法等。

　　尽管如此，微环 ＤＮＡ的纯化仍面临诸多问题。为

将微环 ＤＮＡ与微质粒和亲本质粒分离，微质粒和亲本
质粒通常被内切核酸酶线性化，然后通过氯化铯超速

离心法分离微环ＤＮＡ，该方法得率往往较低，且需要较
高的内切酶耗费和较大的人力投入［１４］；Ｃｈｅｎ等［１９］采用

细菌体内内切核酸酶共表达的方法可以大大提高微环

ＤＮＡ的回收率，但亲本质粒残留高且耗时长，尽管进行
了改进［１７］，但需要特定的菌株且仍存在亲本质粒的少

量残留。Ｔａｓｉｃ等［８］使用商品化 ＬＲ克隆酶在体外发生
ＬＲ重组反应，方便、省力；但商品化 ＬＲ克隆酶介导的
体外重组反应会有大量的亲本质粒残留，且商品化 ＬＲ

克隆酶价格昂贵、反应效率不稳定，可能是由于

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司开发ＬＲ克隆酶的目的是为了将其应用
于ＧａｔｅｗａｙＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ系统［１０］，该系统中 ＬＲ克隆酶介
导的是两个分子间的 ＬＲ重组，而非微环 ＤＮＡ制备中

的分子内重组。

　　ФＣ３１整合酶系统在哺乳动物细胞中能介导携带
有ａｔｔＢ序列的外源基因与哺乳动物基因组“假ａｔｔＰ”［２０］

位点发生高效重组反应，实现目的基因的位点特异性

整合。利用ФＣ３１整合酶进行外源基因的位点特异性

整合需要把含有 ФＣ３１整合酶表达盒的质粒和含有
ａｔｔＢ位点的质粒共转染进入动物细胞［３］。ФＣ３１整合
酶系统具有诸多优点：介导含 ａｔｔＢ位点的质粒整合于

哺乳动物基因组内“假 ａｔｔＰ”位点的效率是随机整合的
５～１０倍［２１］；哺乳动物基因组中“假 ａｔｔＰ”位点大多位
于基因的非编码区［２２］，且外源目的基因往往为单拷贝

整合［２１２２］；ФＣ３１整合酶系统可很好地介导较大片段外
源基因片段的整合［２３２４］，其能力优于逆转录病毒载体。

但该系统介导的整合会把质粒载体上的冗余序列，如

复制起始位点、抗性基因等细菌骨架序列［２５］，随目的基

因一起插入到哺乳动物的基因组内，引起潜在的生物

安全问题［２５２６］。

　　为避免上述问题，本研究结合了ＬＲ克隆酶系统和

ФＣ３１整合酶系统的优势，建立了一种获得位点特异性
整合微环ＤＮＡ的方法：在Ｌ阿拉伯糖诱导下，λ噬菌体
整合酶和切割酶表达，与细菌整合宿主因子共同发挥

ＬＲ克隆酶系统的作用，介导亲本质粒发生 ＬＲ重组反
应，在细菌体内产生包含有目的基因和ФＣ３１整合酶所
识别的ａｔｔＢ位点等元件的微环 ＤＮＡ和真核生物细胞

内表达ФＣ３１整合酶的微质粒。因此，ＬＲ重组混合物
中的微质粒含有 ФＣ３１整合酶表达盒，而微环 ＤＮＡ含

有ａｔｔＢ位点，该混合物可在真核细胞中利用 ｐｈｉＣ３１整

４８
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合酶系统实现目的基因的位点特异性整合。

　　利用本研究构建的亲本质粒ｐＭＦ．ＬＡ，微环的产生

率可达到８５％，而使用商品化的ＬＲ克隆酶进行体外重

组，ｐＭＦ．ＬＡ的重组效率仅为１１．８％左右（图５），实验

采用两个不同批次的ＬＲ克隆酶重复了三次，发现重组

效率不稳定；而使用较小的质粒，如 ｐＥＧＦＰＰＰ（７．３ｋｂ）

重组效率可达８５％左右［１４］，同本研究所测该质粒的重

组率相当（数据未给出），可能是因为ＬＲ克隆酶识别位

点λａｔｔＬ和 λａｔｔＲ之间的间隔越短重组反应的效率越

高，可进一步研究识别位点不同间隔长度的质粒与 ＬＲ

重组反应效率的关系；之后的研究发现，随着诱导细菌

的培养体系的增大（如１０ｍｌ增大到２００ｍｌ），ｐＭＦ．ＬＡ

的ＬＲ重组效率可以提高至９３％以上（数据未给出），

可能是因为实验中培养体系和容器的增大使分子质量

较大的亲本质粒的复制速率相对于分子内的重组反应

效率降低，更多的亲本质粒发生重组形成微环ＤＮＡ，这

将有利于微环ＤＮＡ的扩大化生产。未来可检测溶氧、

比生长速率和培养方式等因素对重组率的影响，以期

进一步提高重组率。因微质粒部分可以自主复制，因

此可以通过改变 Ｌ阿拉伯糖诱导时间来调节微质粒／

微环的比例，以进一步提高ФＣ３１整合酶在真核细胞介

导外源基因位点特异整合的效率。研究表明，调节携

带ФＣ３１整合酶表达盒的质粒与携带 ａｔｔＢ位点的质粒
拷贝数比例到合适水平能降低随机整合的水平［２７］。而

且，在构建亲本质粒时预先引入Ｃｒｅ／ＬｏｘＰ系统，由此得

到的微环ＤＮＡ在整合入真核细胞基因组后可在Ｃｒｅ酶

作用下删除ＬｏｘＰ位点间筛选基因等冗余序列［２８］，获得

只含目的基因和启动子的转基因细胞系。微环产生过

程残余的亲本质粒因分子质量大且含量低，较微环

ＤＮＡ难转染，即使亲本质粒插入基因组的“假 ａｔｔＰ”位

点，在Ｃｒｅ酶作用下同样也可以删除 ＬｏｘＰ位点间的冗

余序列。

　　综上所述，本研究建立了应用ＬＲ克隆酶系统在细

菌体内获得微环ＤＮＡ与含有ФＣ３１整合酶表达盒的微

质粒的方法，无需分离微环 ＤＮＡ即可共转染真核细

胞，从而能够经济、高效、稳定地获得位点特异性整合

微环ＤＮＡ的方法，为拓展微环ＤＮＡ在转基因研究中的

应用奠定了基础。
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