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摘　要:结核分枝杆菌是十分重要的人兽共患病原菌,基因缺失株的构建在该菌致病与免疫机制、基因功能解析和防控

技术中意义重大,而该菌特有的复杂结构和生理生化特性也给缺失株的构建带来难度,为此有关结核分枝杆菌基因敲除技术

的研究一直是重要课题.本文重点介绍了结核分枝杆菌基于特异性转导噬菌体、线性 DNA片段、反选择标记、CRISPR技术

以及 ORBIT系统的基因敲除方法,同时对分枝杆菌的分子遗传操作发展进行了展望.
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　　结核病是由结核分枝杆菌复合群(MycobacteＧ
riumtuberculosiscomplex,MTC)感染引起的全球

十大传染病之一,据世界卫生组织 WHO 发布的

«２０２０年全球结核病报告»显示,２０１９年全球约有

１０００万人患结核病,１４０万人死亡[１].此外,结核

分枝杆菌多重耐药(MDR)、广泛耐药(XDR)和完全

耐药(TDR)菌株的出现和传播,使得结核病的治疗

和防控愈加艰难.因此,研究结核分枝杆菌的生理
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生化特性以及毒力相关基因的功能十分必要[２],其
中缺失株的构建则是关键环节之一.

但是结核分枝杆菌的生长十分缓慢,其倍增时

间大约需要２４h,单菌落形成需要３到４周,这意味

着多步遗传操作中每一步耗时至少需要１个月,严
重影响了结核病致病机制的深入研究.目前,基因

敲除技术可以分为依赖于较长同源序列的同源重

组、依赖于短同源序列的位点特异性重组以及不依

赖于同源序列的转座敲除等 ３ 种主要类型[３].本

文着重介绍了应用于结核分枝杆菌基因敲除的研究

方法,并对几种敲除技术进行了比较,见表１所示.

表１　分枝杆菌基因敲除技术的方法比较

Tab．１　Comparisonofmethodsofgeneknockoutinmycobacteria

方法 优势 劣势 应用效果

特异性转导法 提高转化率、敲除效率
操作繁琐耗时、重组率低(重组频

率在１０－６范围内[６])
广泛适用于耻垢分枝杆菌、牛分枝杆

菌和各种结核分枝杆菌[６]

线性 DNA片段法 提高重组率 高错配率
突变效率随着同源 DNA片段长度的

增加而增加[１３]

反选择标记法 在特定基因中实现突变
高失活率(６０％~７０％的蔗糖抗

性细胞是由于sacB 失活[２９]) 蔗糖选择在分枝杆菌中普遍适用[２３]

CRISPR基因敲除法
简化步骤、高突变率(直接

突变效率高达８０％[４２])
条件性突变

缺失效率为４５％~８０％[４２];基因编

辑效率高达７０％[４５]

ORBIT法
同时创建缺失、插入或融合

的文库
选择标记过剩、载体自发重组[５０] 在耻垢分枝杆菌和结核分枝杆菌中

共完成５４个基因的缺失[４８]

１　特异性转导法

为了提高分枝杆菌同源重组效率和降低非特异

性重组,引入了分枝杆菌穿梭噬菌体这一遗传操作.
噬菌体递送系统的一个重要优点是细菌群体中的每

个单菌落基本都可以被携带转座子的噬菌体感染,
产生大量独立的突变体.１９８７年,Jacobs等首次提

出了构建重组穿梭噬菌体的方法,该噬菌粒插入了

分枝杆菌噬菌体 DNA 和大肠杆菌质粒,可以在分

枝杆菌中作为噬菌体复制以及在大肠杆菌中作为质

粒复制,并且可以将 DNA 在这两种属间转移[４].

Snapper等利用噬菌体将外源 DNA 导入到分枝杆

菌中,可产生能够在大肠杆菌、耻垢分枝杆菌和卡介

苗之间的穿梭质粒[５].
随后,Bardarov等[６]首次提出,特异性转导是

一种非常有效的分枝杆菌遗传操作技术.其主要步

骤为:首先,构建表达同源重组区的质粒.该质粒包

含目的基因的同源区域、潮霉素抗性标记、识别位

点、还包含一个PacI限制性酶切位点,λcos位点和

大肠杆菌(OriE)的复制起点.其次,两个载体通过

PacI同时消化,将等位交换底物连接在含有温敏型

分枝杆菌噬菌体元件的穿梭载体上.成功连接的产

物以耻垢分枝杆菌作为宿主细胞,经电转在３０℃下

形成噬菌斑,从而获得噬菌体.随后将噬菌体转导

到目标分枝杆菌菌株中,在３７℃下进行双交换.最

后,通过潮霉素筛选出阳性克隆子并鉴定得到突变

株.Bardarov等分别在耻垢分枝杆菌、牛分枝杆菌

BCG和结核分枝杆菌中构建突变株而证明了其实

用性和可重复性[６].Tufariello等[７]通过同样的方

法实现了结核分枝杆菌rpf 样基因的敲除.２０１４
年,Jain等[８]改进了一些限速操作并构建了穿梭质

粒phAE１５９,使其能够容纳更大的目的片段,通过

改进的方法和质粒工具已经产生上百个靶向突变

株.２０１７年,Yang等[９]通过改良的特异性转导策

略成功构建了结核分枝杆菌 H３７Ra的sigB 基因敲

除株.Vanunu等[１０]则使用基于phAE８７的温度敏

感的特异性转导噬菌体,在３９ ℃下感染 BCG６h
后成功敲除fmt基因.尽管特异性转导方法成功

率高,但也存在操作繁琐复杂这一主要缺点.

２　线性DNA片段法

通过线性DNA片段同源重组法获得基因缺失

株是常见的分子遗传方法,已经被广泛应用于分枝

杆菌和其他细菌中目的基因敲除的研究.其原理是

将携带含有选择标记的靶基因线性片段通过电转法

转入到分枝杆菌中,从而破坏目标基因来获得基因

突变株.自２０世纪９０年代起,多篇文章相继报道

了使用该方法获得分枝杆菌突变体的实例,例如,应
用于编码支原体转移酶(mycolyltransferase)和纤

９２９１１期 王海宁,等:结核分枝杆菌基因敲除技术的研究进展



维连接蛋白结合活性的fbpA 和fbpB 基因的靶向

性断裂,以及编码超氧化物歧化酶(superoxidedisＧ
mutase)蛋白等影响分枝杆菌毒性的独立相关基

因[１１Ｇ１２].其中短线性 DNA 片段(＜５kb)已经被广

泛应用于不同分枝杆菌中基因突变株的构建[１３Ｇ１５],
而Balasubramanian等[１６]则使用长线性片段进行同

源重组.该策略是在结核分枝杆菌中利用长线性重

组底物通过等位基因交换获得重组子,产生长度约

为４０~５０kb的突变体.研究人员通过结果推测,
相对于短线性 DNA,长线性底物降解更慢,具有长

线性重组底物的转化频率足够高,可能更有利于同

源重组.
目前,基于分枝杆菌噬菌体重组酶的重组系统

因操作简便具有较大的研究前景.尤其是基于分枝

杆菌噬菌体 Che９c重组酶gp６０、gp６１所构建的分

枝杆菌重组工程体系,只需表达分枝杆菌噬菌体重

组酶,无需繁琐的体外操作.gp６０和gp６１基因的

表达促进了耻垢分枝杆菌和结核分枝杆菌重组水平

的提高[１７],使分枝杆菌突变株的构建更为方便.

Tufariello等[１８]通过利用噬菌体重组蛋白改进了该

方法,在含有pJV５３的CDC１５５１菌株中,观察到了

噬菌体Che９c重组蛋白的表达大大提高了噬菌体

DNA与宿主染色体的同源重组效率.ssDNA 重组

可以促进分枝杆菌中各种不同的基因操作[１９].该

方法可以有效地将已定义的点突变引入到耻垢分枝

杆菌和结核分枝杆菌染色体中.Che９cgp６１介导

的ssDNA 重组效率是分枝杆菌dsDNA 重组效率

的１００~１０００倍.利用重组的各种技术已在大肠

杆菌中得到证明[２０Ｇ２１],而且这些技术中的大多数似

乎适用于分枝杆菌.
通过长短线性化片段进行同源重组的方法为深

入研究结核分枝杆菌提供了重要的技术支撑,但是

同源重组率低以及较高的错配率仍是该技术应用无

法避免的局限性.

３　反选择标记法

由于等位基因的双交换发生频率较低且存在非

特异性重组,这种方法可能仅仅只能构建和鉴定出

小部分等位基因交换突变体.因此,反选择标记法

通常有助于在一些遗传学方案仍不完善的微生物菌

株中构建突变株.目前可用于分枝杆菌的反选择标

记有pyrF[２２]、sacB[２３]、katG[２４]和rpsL[２５].rpsL
同源重组系统是基于在链霉素抗性宿主中编码核糖

体蛋白S１２的野生型rpsL 基因的表达,使用卡那

抗性基因和rpsL 的链霉素敏感等位基因进行选

择[２５].但是rpsL 同源重组系统受限于需要菌株背

景为链霉素抗性.
目前最常用的是sacB 同源重组系统,其原理

是基于在１０％蔗糖浓度的情况下sacB(编码果聚糖

蔗糖酶的枯草芽孢杆菌基因)的表达对分枝杆菌是

致命的[２６].带有sacB 基因的载体进行蔗糖选择的

效率为１００％,使等位基因交换突变体的选择成为

可能,同样适用于两步法选择[２３].例如使用蔗糖反

选择载体将编码分枝杆菌脲酶的ureC 基因的灭活

拷贝基因递送到牛分枝杆菌BCG基因组中,通过两

步法在２％蔗糖中选择进行等位基因交换的阳性突

变株[２７].因此,该技术对于致病性分枝杆菌的遗传

分析非常有用.tsＧsacB 载体由于结合了sacB 基因

的反选择性质和分枝杆菌热敏复制起点,可在３９℃
下有效地进行蔗糖反选择[２８].２０１１年Barkan等的

研究指出[２９],大肠杆菌半乳糖激酶基因(galK)可
作为耻垢分枝杆菌和结核分枝杆菌的可选择标记

物,其片段只有１．３kb长,相比于sacB 更容易进行

克隆和基因操作.而galK 与sacB 联合使用,无需

对潮霉素进行反筛选,节约了时间和人工成本.最

重要的是,研究证明结合sacB/蔗糖和galK/２Ｇ脱

氧半乳糖(０．２％)的策略在选择重组事件时是１００％
有效的.该系统进一步扩展了分枝杆菌遗传操作的

有效工具.
尽管这些方法已经很好地用于构建结核分枝杆

菌突变株,但是由于低水平的整合以及冗长的两步

法使得缺失株的构建在实际操作中很难成功实现.
因此引入了序列特异性重组酶来提高切除标签的效

率.目前,在分枝杆菌中成功应用的特异性重组系

统有来自于细菌噬菌体P１的Cre/loxP系统[３０]、转
座子 γδ 的 TnpR/res系 统[３１]、酿 酒 酵 母 的 Flp/

FRT系统[３２],以及基于内源 Xer重组酶(XerＧcise)
的序列特异性重组酶系统.通过噬菌体重组蛋白与

Cre/loxP系统的结合,得到双交换突变株的效率为

２５％~６２．５％,从双交换突变株得到无痕缺失突变

株的效率为１００％[３３].而XerＧcise重组酶系统已应

用到分枝杆菌中,构建未标记的缺失突变体和相关

遗传操作[３４].该方法依赖于内源性重组酶,不需要

引入和随后去除携带外源基因的复制质粒,操作简

单实用,可以高效率地得到稳定的无选择标记突变

株,值得进一步研究推广.同样是基于 XerＧcise系

统,Mao等[３５]通过引入gfp 基因修饰质粒,构建了

含有多个限制性内切酶位点的difＧZeoＧdif 和difＧ
HygＧdif 表达盒,成功地敲除了耻垢分枝杆菌的四

对毒素Ｇ抗毒素基因,实现了快速连续多基因敲除的

０３９ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２０,３６(１１)



技术手段,为分枝杆菌敲除株的构建提供了新的遗

传技术.

４　CRISPR基因敲除法

尽管分枝杆菌中的基因敲除和调控基因表达方

面取得了一定的进展,但是其必须基因的直接失活

仍然艰难.尤其是靶向单个基因或多个基因耗时久

且难度较大.成簇规律间隔的短回文重复序列

(clusteredregularlyinterspacedshortpalindromic
repeats,CRISPR)技术则有可能克服其中的一些限

制.生物信息学分析结果表明,在１４个分枝杆菌中

存在 CRISPR 结构且 CRISPRＧCas(成簇的规律间

隔短回文重复序列及其相关蛋白)系统仅在结核分

枝杆菌和牛分枝杆菌中发现[３６].２０１３年 Qi等首

次提出CRISPRi(CRISPRinterference)技术并被开

发 应 用 于 大 肠 杆 菌 中,基 因 抑 制 水 平 高 达

９９９％[３７],该技术已广泛应用于抑制结核分枝杆

菌、耻垢分枝杆菌、卡介苗等菌株的基因表达[３８Ｇ４１].

Yan等[４２]在２０１７年首次使用CRISPRＧCas１２a
(Cpf１)系统成功地在耻垢分枝杆菌中产生无标记物

和无痕缺失.Cas１２a是 CRISPRＧCas系统中的一

种 VＧa 型 内 切 酶,是 一 种 参 与 CRISPR RNA
(crRNA)处理、靶位识别和 DNA 切割的双核酸

酶[４３Ｇ４４].Cas１２a和Cas９识别不同的靶位点,这使

得能够更精确地选择切割靶点并引入所需的突变.
研究通过构建一个表达土拉热弗朗西斯菌(FranＧ
cisellatularensis)的 CRISPR 结 合 蛋 白 Cpf１
(FnCpf１)和重组蛋白gp６０和gp６１的双质粒系统,
利用Cpf１辅助的ssDNA 重组,有效地将点突变引

入到耻垢分枝杆菌的原间隔序列邻近基序(ProtoＧ
spacerAdjacentMotif,PAM)和crRNA靶向区域,
引入位点直接突变的效率高达８０％,而敲除效率为

４５％~８０％.VanKessel等的研究表明,Cpf１辅助

重组比无Cpf１的无标记重组(只有５％~１０％的效

率)具有明显的优势[１７].

Sun等[４５]首次报道了使用 CRISPRＧFnCpf１辅

助非同源性末端接合(NHEJ)技术对耻垢分枝杆菌

进行基因组编辑,谷氨酸棒状杆菌密码子优化的

FnCpf１(FnCpf１_cg)作为一种Cas效应蛋白经检测

并不影响细胞生长,而 NHEJ修复途径是一种错误

倾向修复机制,用于在缺少修复模板的情况下修复

断裂的双链DNA,易在连接位点发生插入和缺失突

变[４６].研究基于一个质粒的CRISPRＧFnCpf１辅助

的 NHEJ系统可以在７N＋２d内进行 N 轮重复的

基因组编辑,编辑效率高达７０％.最近,Yan等[４７]

改进了基于CRISPR切割和 NHEJ的修复途径,来
增加其修复活性,有效地在结核分枝杆菌中产生敲

除突变体.更重要的是,这个系统在结核分枝杆菌

中可以同时产生双突变和大规模的遗传突变.此

外,在现有的方法很难对分枝杆菌进行基因编辑时,
该方法可以很容易地产生基因敲除突变体.尽管

CRISPR技术仍存在脱靶效应等缺点,但其对于研

究未知功能的靶基因十分有效.

５　ORBIT法

２０１８年报道的 ORBIT(oligonucleotideＧmediaＧ
tedrecombineeringfollowedbyBxb１integrasetarＧ
geting)技术已成功运用于耻垢分枝杆菌基因敲除

突变体的构建[４８],该技术结合了两种高效的噬菌体

重组系统———Che９ＧRecT重组系统[１７,１９]和Bxb１噬

菌体整合酶系统[４９].首先,表达质粒包含Che９ＧReＧ
cT重组系统和Bxb１噬菌体整合酶系统,该质粒需

要转化到菌株中以制备靶向寡核苷酸ssDNA 和非

复制有效载荷质粒.然后,Che９cRecT退火酶通过

同源重组将合成的靶向寡核苷酸(ssDNA)整合到

染色体中,从而在染色体中的精确位置引入attP 位

点.Bxb１整合酶通过attPＧattB 位点特异性重组

将有效载荷质粒整合到基因组中,在整合的有效载

荷质粒的两侧创建attL 和attR 位点.在这个系统

中,寡聚物的序列决定了插入位点的位置,质粒传递

有效载荷.根据靶向寡核苷酸和运载质粒的特征,
可以实现基因的缺失,插入或替换.如进行基因敲

除,可设计寡核苷酸用attP 位点替代靶基因.而对

于C末端标签,寡核苷酸设计为在基因的终止密码

子之前插入attP 位点,然后使用运载质粒引入标

签.该系统已成功在耻垢分枝杆菌和结核分枝杆菌

中高效地产生１００多个基因的敲除及融合.

ORBIT系统在分子克隆构建方面具有相当大

的优势[５０].首先,该系统只需设计一种化学合成的

寡核苷酸,相比基于等位基因交换生成突变体的方

法,不需要设计多对dsDNA 底物,因此该方法非常

适合构建突变体文库.其次,该系统可通过在靶向

寡核苷酸中设计唯一的 DNA 特异性序列来标记每

个产生的突变体.此外,该系统可以利用不同运载

质粒进行的多种修饰为功能筛选突变体文库提供了

新的可能性.但该系统也存在一定局限性,不适用

于缓慢生长的分枝杆菌以及需要通过电转引入靶向

寡核苷酸和运载质粒等,进一步限制了其整体效率.
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６　小结与展望

目前,分枝杆菌缺失株构建的方法涉及到了基

于同源重组的长短线性底物、反选择标记、特异性转

导等技术,而 CRISPR 技术及 ORBIT 系统在分枝

杆菌研究中有巨大潜力.本文基于分子遗传学,着
重介绍了与转座子文库、反义 RNA 等引起分枝杆

菌基因沉默有本质区别的基因敲除技术,并对几种

敲除技术进行了比较.
至今为止,结核病仍然严重威胁着人类的健康,

其研究意义巨大,尤其是在分枝杆菌中进行基因突

变来反向验证基因的功能.虽然近年来分枝杆菌的

基因敲除技术取得了一定成就,但是其效率相比于

传统细菌的遗传操作仍有较大的提升空间,在今后

的遗传操作中仍需要开发更简便快捷的敲除技术.
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