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苷酶表达盒，该分离的β‑半乳糖苷酶表达盒包

含编码可操作地连接至启动子的β‑半乳糖苷酶

的氨基末端片段的核酸序列。还提供了包含该
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1.一种使用核酸构建体作为选择性标记的方法，所述方法包括：

a.使在乳糖操纵子中包含缺失的宿主细胞与所述核酸构建体接触，其中所述核酸构建

体包含分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，所述分离的β‑半乳糖苷酶表达盒包含编码能够操作地

连接至启动子的β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段的核酸序列；以及

b.使所述宿主细胞在其中所述核酸构建体在所述宿主细胞中得以维持的条件下生长。

2.根据权利要求1所述的方法，其中β‑半乳糖苷酶的所述氨基末端片段包含与SEQ  ID 

NO：1具有至少75％同一性的氨基酸序列。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中β‑半乳糖苷酶的所述氨基末端片段包含SEQ  ID 

NO：1的氨基酸序列。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的方法，其中所述核酸序列还包含复制起点。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述复制起点为高拷贝复制起点。

6.根据权利要求5所述的方法，其中所述高拷贝复制起点为pUC57复制起点。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述pUC57复制起点包含SEQ  ID  NO：19的核酸序

列。

8.根据权利要求1‑7中任一项所述的方法，其中所述分离的β‑半乳糖苷酶表达盒还包

含二聚体解离元件。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述二聚体解离元件包含具有位点特异性重组酶

识别位点的核酸序列。

10.根据权利要求8或9所述的方法，其中所述二聚体解离元件还包含编码位点特异性

重组酶的核酸序列。

11.根据权利要求8或9所述的方法，其中所述宿主细胞包含编码位点特异性重组酶的

核酸序列。

12.根据权利要求8‑11中任一项所述的方法，其中所述二聚体解离元件为ColE1二聚体

解离元件。

13.根据权利要求12所述的方法，其中所述ColE1二聚体解离元件包含SEQ  ID  NO：20的

核酸序列。

14.根据权利要求1‑13中任一项所述的方法，其中所述宿主细胞包含LacZΔ15缺失。

15.根据权利要求1‑14中任一项所述的方法，其中分离的载体包含所述分离的β‑半乳

糖苷酶表达盒。

16.根据权利要求15所述的方法，其中所述分离的载体的大小小于约1.5千碱基。

17.根据权利要求15或16所述的方法，其中所述分离的载体包含选自SEQ  ID  NO：9‑13、

17和18的核酸序列。

18.一种生成根据权利要求15‑17所述的分离的载体的方法，其中所述方法包括：

a.使宿主细胞与所述分离的载体接触；

b.使所述宿主细胞在产生所述载体的条件下生长；

c.从所述宿主细胞分离所述载体。

19.根据权利要求18所述的方法，其中所述宿主细胞在基本培养基中生长。

20.根据权利要求19所述的方法，其中所述基本培养基包含乳糖作为唯一碳源。

21.根据权利要求20所述的方法，其中所述基本培养基包含约1％至约4％重量/体积
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(w/v)乳糖。

22.根据权利要求21所述的方法，其中所述基本培养基包含约2％w/v乳糖。

23.一种试剂盒，所述试剂盒包含：

a.根据权利要求1‑13中任一项所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒；以及

b.在乳糖操纵子中包含缺失的宿主细胞。

24.根据权利要求23所述的试剂盒，所述试剂盒还包含基本培养基，所述基本培养基包

含乳糖作为唯一碳源。

25.根据权利要求23或24所述的试剂盒，其中载体包含所述分离的β‑半乳糖苷酶表达

盒。

26.根据权利要求23‑25中任一项所述的试剂盒，其中所述宿主细胞包含所述LacZΔ15

缺失。

27.根据权利要求26所述的试剂盒，其中所述宿主细胞选自大肠杆菌(E.coli)宿主细

胞和酵母宿主细胞。
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作为非抗生素选择标记的β‑半乳糖苷酶α肽及其用途

技术领域

[0001] 本发明涉及包含非抗生素选择标记的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒。具体地，该分

离的β‑半乳糖苷酶表达盒包含可操作地连接至启动子的β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段。还

提供了包含该β‑半乳糖苷酶表达盒的分离的载体、产生该分离的载体的方法以及包含该分

离的载体的试剂盒。

[0002] 以电子方式提交的参考序列表

[0003] 本申请包含序列表，该序列表作为ASCII格式的序列表经由EFS‑Web以电子方式递

交，文件名为″JBI6031USPSP1Seqlist1″并且创建日期为2019年1月17日，并且大小为48kb。

经由EFS‑Web提交的该序列表是本说明书的一部分并且全文以引用方式并入本文。

背景技术

[0004] 质粒载体通常含有在大肠杆菌(E.coli)中表达的基因，并且当通过转化或电穿孔

将质粒引入到细胞中时，提供了从那些不含有质粒的细胞中鉴定或选择含有质粒的细胞的

方法。最常用的选择性标记是赋予抗生素抗性的基因。然而，在几种情况下抗生素抗性基因

是不期望的。当质粒用于形成生物制剂(诸如抗体)的制造细胞系时，通常移除或破坏抗生

素抗性基因。对于基因疗法，抗生素抗性基因也是不期望的。虽然卡那霉素/新霉素抗性基

因通常被FDA容许，但EU监管机构要严格得多。欧洲药典指出″除非另有证据和授权，否则用

作选择性遗传标记的抗生素抗性基因(尤其对于临床上有用的抗生素)不包括在载体构建

体中。其他用于重组质粒的选择技术是优选的(″Gene  transfer  medical  products  for 

human  use″，European  Pharmacopei  7.0，2011年)。虽然当细胞系开发需要少量质粒时，对

抗生素选择标记的破坏是可能的，但这些技术对于其中需要制造更多质粒的基因疗法应用

是不切实际的。

[0005] 为了开发基于质粒的基因疗法以避免体内基因沉默，需要其中复制起点和选择标

记的组合大小＜1kb的质粒载体。当与具有3kb或更大的质粒主链的传统质粒相比，质粒主

链为1kb或更小时，治疗转基因在小鼠中表达更长久并以更高水平表达(Lu等人，

Mol.Ther.，第20卷第11期，第2111‑2119页，2012年)。已提出，未在体内表达的大段DNA诱导

沉默。因此，具有较小质粒主链的质粒可能更有效。

[0006] 对于其中使用瞬时转染来制造治疗剂的应用，也需要较小的质粒。一个示例是腺

病毒相关病毒载体的产生，其中使用质粒的大规模转染来生成临床材料。较小的质粒减少

必须被转染的DNA的量，从而降低成本。

[0007] 因此，需要生成可用于基因疗法应用的包含选择性标记的较小质粒。

发明内容

[0008] 在一个总的方面，提供了使用核酸构建体作为选择性标记的方法。该方法包括(a)

使在乳糖操纵子中包含缺失的宿主细胞与核酸构建体接触，其中核酸构建体包含分离的β‑

半乳糖苷酶表达盒，该分离的β‑半乳糖苷酶表达盒包含编码可操作地连接至启动子的β‑半

说　明　书 1/41 页

4

CN 113396221 A

4



乳糖苷酶的氨基末端片段的核酸序列；以及(b)使宿主细胞在其中核酸构建体在该宿主细

胞中得以维持的条件下生长。

[0009] 在另一个总的方面，提供了分离的β‑半乳糖苷酶表达盒。该分离的表达盒包含编

码可操作地连接至启动子的β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段的核酸序列。

[0010] 在某些实施方案中，β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段包含与SEQ  ID  NO：1具有至少

75％同一性的氨基酸序列。在某些实施方案中，β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段包含SEQ  ID 

NO：1的氨基酸序列。

[0011] 在某些实施方案中，核酸序列还包含复制起点。复制起点可例如为高拷贝复制起

点。在某些实施方案中，高拷贝复制起点为pUC57复制起点。在某些实施方案中，pUC57复制

起点包含SEQ  ID  NO：19的核酸序列。

[0012] 在某些实施方案中，分离的β‑半乳糖苷酶表达盒还包含二聚体解离元件。二聚体

解离元件可例如包含具有位点特异性重组酶识别位点的核酸序列。二聚体解离元件还可包

含编码位点特异性重组酶的核酸序列。在某些实施方案中，宿主细胞包含编码位点特异性

重组酶的核酸序列。二聚体解离元件可例如为ColE1二聚体解离元件。在某些实施方案中，

ColE1二聚体解离元件包含SEQ  ID  NO：20的核酸序列。

[0013] 还提供了包含本发明的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒的分离的载体。在某些实施方

案中，分离的载体的大小小于约1.5千碱基。在某些实施方案中，分离的载体包含选自SEQ 

ID  NO：9‑13、17和18的核酸序列。

[0014] 还提供了生成本发明的分离的载体的方法。该方法包括(a)使宿主细胞与分离的

载体接触；(b)使宿主细胞在产生该载体的条件下生长；以及(c)从宿主细胞分离载体。

[0015] 在某些实施方案中，宿主细胞在基本培养基中生长。基本培养基可包含乳糖作为

唯一碳源。在某些实施方案中，基本培养基包含约1％至约4％重量/体积(w/v)乳糖。在某些

实施方案中，基本培养基包含约2％w/v乳糖。

[0016] 还提供了试剂盒，该试剂盒包含(a)本发明的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒；以及

(b)在乳糖操纵子中包含缺失的宿主细胞。在某些实施方案中，试剂盒还包含基本培养基，

该基本培养基包含乳糖作为唯一碳源。在某些实施方案中，载体包含分离的β‑半乳糖苷酶

表达盒。在某些实施方案中，宿主细胞包含LacZΔM15缺失。在某些实施方案中，宿主细胞选

自大肠杆菌宿主细胞和酵母宿主细胞。

附图说明

[0017] 结合附图进行阅读时，能够更好地理解前述发明内容和以下对本专利申请的优选

实施方案的详细说明。但是，应当理解，本专利申请不限于附图中示出的精确实施方案。

[0018] 图1示出了P215质粒的示意图。

[0019] 图2示出了P216质粒的示意图。

[0020] 图3示出了P217质粒的示意图。

[0021] 图4示出了P218质粒的示意图。

[0022] 图5示出了P219质粒的示意图。

[0023] 图6示出了P469‑2质粒的示意图。
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具体实施方式

[0024] 背景以及说明书全篇中引用或描述了各种出版物、文章和专利；这些参考文献中

的每一者全文均以引用方式并入本文。本说明书中包括的对文件、行为、材料、装置、文章等

的讨论旨在为本发明提供上下文。此类讨论并不是承认这些事项中的任一事项或全部事项

均相对于所公开或受权利要求书保护的任何发明形成现有技术的一部分。

[0025] 除非另有定义，否则本文使用的所有技术和科学术语的含义与本发明所属领域的

普通技术人员通常所理解的含义相同。否则，本文所用的某些术语具有本说明书中所述的

含义。

[0026] 应该注意的是，除非上下文清楚地指明，否则如本文和所附权利要求中所用的单

数形式″一个/一种″和″所述/该″包括复数引用物。

[0027] 除非另有说明，否则任何数值，例如本文所述的浓度或浓度范围，应理解为在所有

情况下均由术语″约″修饰。因此，数值通常包括所述值±10％。例如，1mg/mL的浓度包括

0.9mg/mL至1.1mg/mL。同样，1％至10％(w/v)的浓度范围包括0.9％(w/v)至11％(w/v)。除

非上下文另有明确指示，否则如本文所用，使用的数值范围明确地包括所有可能的子范围、

该范围之内的所有单个数值，包括此类范围之内的整数和该范围之内的分数。

[0028] 除非另有说明，否则在一系列元素之前的术语″至少″应理解为指代系列中的每个

元素。本领域的技术人员将会认识到、或仅使用常规实验就能够确定本文所述发明的具体

实施方案的多种等同物。此类等同物旨在由本发明所涵盖。

[0029] 如本文所用，术语″包含″、″包括″、″具有″或″含有″或其任何其他变型应被理解为

是指包括指明的整数或整数组，但不排除任何其他整数或整数组，并且旨在是非排他性的

或开放式的。例如，包含元素列表的组合物、混合物、过程、方法、制品或设备不一定仅限于

那些元素，而是可以包括这些组合物、混合物、过程、方法、制品或设备未明确列出或固有的

其他元素。此外，除非明确地指明相反，否则″或″是指包括性的或而不是指排他性的或。例

如，条件A或B由以下任一项满足：A为真(或存在)而B为假(或不存在)，A为假(或不存在)而B

为真(或存在)，以及A和B均为真(或存在)。

[0030] 如本文所用，多个列举的要素之间的连接术语″和/或″被理解为包含单个选项和

组合选项两者。例如，在两个要素由″和/或″连接的情况下，第一种选项是指在没有第二个

要素的情况下适用第一个要素。第二种选项是指在没有第一个要素的情况下适用第二个要

素。第三种选项是指适合一起使用第一要素和第二要素。这些选项中的任一种均被理解为

落在含义内，并且因此满足如本文所用的术语″和/或″的要求。多于一种选项的并行适用性

也被理解为落在含义内，并且因此满足术语″和/或″的要求。

[0031] 如本文所用，在说明书和权利要求书中通篇使用的术语″由......组成″表示包括

任何列举的整数或整数组，但不能将附加的整数或整数组添加到指定的方法、结构或组成

中。

[0032] 如本文所用，在说明书和权利要求书中通篇使用的术语″基本上由......组成″表

示包括任何列举的整数或整数组，并且任选地包括不会实质上改变指定方法、结构或组成

的基本或新型特性的任何列举的整数或整数组。参见M.P.E.P.§2111.03。

[0033] 还应当理解，当提及优选发明的部件的尺寸或特性时，本文使用的″约″、″大约″、″

大致″、″基本上″和类似的术语表示所描述的尺寸/特性不是严格的边界或参数，并且不排

说　明　书 3/41 页

6

CN 113396221 A

6



除在功能上相同或相似的微小变化，如本领域普通技术人员所理解的。至少，包括数值参数

的这种参考将包括使用本领域已接受的数学和工业原理(例如，舍入、测量或其他系统误

差、制造公差等)的变化，不会改变最低有效数字。

[0034] 在两个或更多个核酸或多肽序列(例如氨基末端β‑半乳糖苷酶肽和编码它们的多

核苷酸；本文所述的分离的载体的核酸)的上下文中术语″相同″或″同一性″百分比是指当

进行比较和比对以获得最大对应性时，相同的或具有相同的氨基酸残基或核苷酸的指定百

分比的两条或更多条序列或子序列，如使用以下序列比较算法中的一种序列比较算法或通

过目视检查所测量的。

[0035] 对于序列比对，通常将一个序列作为参考序列，将测试序列与其进行对比。当使用

序列比对算法时，将测试序列和参考序列输入计算机中，指定子序列坐标(如果必要的话)，

并指定序列算法的程序参数。然后，序列比较算法基于指定的程序参数来计算对于测试序

列相对于参考序列的序列同一性百分比。

[0036] 用于比较的序列的最佳比对可例如通过Smith&Waterman的局部同源性算法进行

(Adv.Appl.Math.第2卷：第482页(1981年))，通过使用Needleman&Wunsch的同源比对算法

进行(J.Mol.Biol.第48卷：第443页(1970年))，通过搜索Pearson&Lipman的相似性方法进

行(Proc.Nat′l.Acad .Sci.USA第85卷：第2444页(1988年))，通过这些算法(GAP，BESTFIT，

FASTA和TFASTA，在威斯康星州遗传学软件包，遗传学计算小组，威斯康辛州，麦迪逊，科学

街区575号(575  Science  Dr.，Madison，WI)计算机化实施，或通过目测(大体参见Current 

Protocols  in  Molecular  Biology，F.M.Ausubel等人编辑，《实验室指南》，格林尼出版协

会和约翰威利父子公司的合资企业(1995年增补版)(Ausubel))。

[0037] 适用于确定序列同一性百分比和序列相似性的算法的示例是BLAST和BLAST  2.0

算法，其分别描述于Altschul等人1990年的J .Mol .Biol .第215卷，第403至第410页和

Altschul等人1997年的Nucleic  Acids  Res.第25卷：第3389‑3402页。用于执行BLAST分析

的软件可通过国家生物技术信息中心公开获得。该算法涉及首先通过识别查询序列中长度

为W的短字词来识别高评分序列对(HSP)，当与数据库序列中相同长度的字词比对时，该短

字词匹配或满足一些正值阈值分数T。T被称为邻近字词分数阈值(Altschul等人，出处同

上)。这些初始邻近字词命中充当用于发起搜索以找到包含它们的较长HSP的种子。然后将

字词命中沿每个序列在两个方向上延伸，只要可增加累积的比对分数。

[0038] 对于核苷酸序列，使用参数M(一对匹配残基的奖励分数；始终＞0)和N(错配残基

的处罚分数；始终＜0)来计算累积分数。对于氨基酸序列，评分矩阵用于计算累积分数。字

词命中在每个方向上的延伸在以下情况下停止：累积比对分数从其最大实现值下降数量X；

累积分数由于一个或多个负分数残基比对的累积而变为零或更低；或到达任一序列的末

端。BLAST算法参数W、T和X确定比对的灵敏度和速度。BLASTN程序(用于核苷酸序列)默认使

用字长(W)11、期望值(E)10、M＝5、N＝‑4以及两条链的比较。对于氨基酸序列，BLASTP程序

默认使用字长(W)3、期望值(E)10以及BLOSUM62评分矩阵(参见Henikoff和Henikoff的

Proc.Natl.Acad.Sci.USA第89卷：第10915页(1989年)) .

[0039] 除了计算序列同一性百分比之外，BLAST算法还对两条序列之间的相似性进行统

计分析(参见例如Karlin和Altschul的Proc.Nat’l.Acad.Sci.USA第90卷：第5873页至5787

页(1993年))。BLAST算法提供的一种相似性量度是最小总和概率(P(N))，其提供了两条核
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苷酸或氨基酸序列之间偶然发生匹配的概率的指示。例如，如果在测试核酸与参考核酸的

比较中最小总和概率小于约0.1，更优选地小于约0.01，并且最优选地小于约0.001，则认为

核酸类似于参考序列。

[0040] 两个核酸序列或多肽基本上相同的另一个指示是通过第一核酸编码的多肽与通

过第二核酸编码的多肽免疫地交叉反应，如下所述。因此，多肽通常与第二多肽基本上相

同，例如，其中两个肽仅通过保守置换而不同。两个核酸序列基本上相同的另一个指示是，

两个分子在严格条件下彼此杂交。

[0041] 如本文所用，术语″分离的″意指生物组分(诸如核酸、肽、蛋白质或细胞)已经与组

分天然存在的生物体的其他生物组分(即其他染色体和染色体外的DNA和RNA、蛋白质、细胞

和组织)基本上分离、分开得到或从其中纯化出来。因此，已被″分离″的核酸、肽、蛋白质和

细胞包括通过标准纯化方法和本文所述的纯化方法纯化的核酸、肽、蛋白质和细胞。″分离

的″核酸、肽、蛋白质和细胞可为组合物的一部分，并且如果该组合物不是核酸、肽、蛋白质

或细胞自身环境的一部分，则仍然是分离的。该术语还包括通过在宿主细胞中重组表达制

备的核酸、肽和蛋白质以及化学合成的核酸。

[0042] 如本文所用，同义地称为″核酸分子″、″核苷酸″或″核酸″的术语″多核苷酸″是指

任何多核糖核苷酸或多脱氧核糖核苷酸，其可为未修饰的RNA或DNA或者修饰的RNA或DNA。″

多核苷酸″包括但不限于单链和双链的DNA、为单链区和双链区的混合物的DNA、单链和双链

的RNA以及为单链区和双链区的混合物的RNA、包含可为单链或更典型地为双链或者为单链

区和双链区的混合物的DNA和RNA的杂合分子。此外，″多核苷酸″是指包含RNA或DNA或RNA和

DNA两者的三链区。术语多核苷酸还包括含有一个或多个修饰的碱基的DNA或RNA，以及具有

出于稳定性或其它原因而被修饰的主链的DNA或RNA。″修饰的″碱基包括例如三苯甲基化的

碱基和稀有碱基诸如肌苷。可以对DNA和RNA进行多种修饰；因此，″多核苷酸″包括通常天然

存在的多核苷酸的化学修饰、酶修饰或代谢修饰形式，以及病毒和细胞特有的DNA和RNA的

化学形式。″多核苷酸″也包括相对短的核酸链，通常被称为寡核苷酸。

[0043] 如本文所用，术语″载体″是复制子，其中可以可操作地插入另一核酸区段以引起

该区段的复制或表达。

[0044] 如本文所用，术语″表达″是指基因产物的生物合成。该术语涵盖基因到RNA的转

录。该术语还涵盖RNA到一个或多个多肽的翻译，并且还涵盖所有天然存在的转录后和翻译

后修饰。表达的CAR可处于宿主细胞的细胞质内，处于胞外环境诸如细胞培养物的生长培养

基中，或锚定至细胞膜。

[0045] 如本文所用，术语″可操作地连接″是指当核酸(例如，启动子和编码多肽的核酸)

被置于结构或功能关系时核酸之间的连接。例如，如果核酸序列的一个片段和核酸序列的

另一个片段相对于彼此定位在同一邻接核酸序列上并且具有结构或功能关系(诸如启动子

或增强子相对于编码序列定位以便有利于编码序列的转录；核糖体结合位点相对于编码序

列定位以便有利于翻译；或前序列或分泌前导序列相对于编码序列定位以便有利于前蛋白

(例如，参与所编码的多肽的分泌的前蛋白)的表达)，则核酸序列的一个片段可以可操作地

连接至核酸序列的另一个片段。在其他示例中，可操作地连接的核酸序列不是邻接的，而是

以使得它们作为核酸或作为由核酸表达的蛋白质而彼此具有功能关系的方式定位。例如，

增强子不必是邻接的。连接可通过在方便的限制位点处连接或通过使用合成的寡核苷酸衔
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接子或接头来实现。

[0046] 如本文所用，术语″启动子″是指能够引发信使RNA中的基因序列转录的核酸序列，

此类转录通过启动子上或附近的RNA聚合酶的结合而引发。

[0047] 如本文所用，术语″复制起点″或″复制的起点″是指质粒复制所必需的核酸序列。

复制起点的示例包括但不限于pBR322复制起点、ColE1复制起点、pUC57复制起点、pMB1复制

起点、pSC101复制起点和R6Kγ复制起点。复制起点可为高拷贝或低拷贝的。当存在于载体

中时，高拷贝复制起点可导致每个细胞具有高拷贝数(例如150个至200个)的载体。当存在

于载体中时，中等拷贝复制起点可导致每个细胞具有中等拷贝数(例如25个至50个)的载

体。当存在于载体中时，低拷贝复制起点可导致每个细胞具有低拷贝数(例如1个至3个)的

载体。

[0048] 如本文所用，术语″二聚体解离元件″是指有利于核酸序列(例如载体或质粒)的多

聚体在体内转化成其中存在所述序列的单体的核酸序列。二聚体解离元件可包含核酸序

列，该核酸序列包含位点特异性重组酶靶位点(例如LoxP靶位点、rfs靶位点、FRT靶位点、

RP4  res靶位点、RK2  res靶位点和res靶位点)。二聚体解离元件可包含编码位点特异性重

组酶(例如Cre重组酶、ResD重组酶、Flp重组酶、ParA重组酶、Sin重组酶、β重组酶、γδ重组

酶、mpR重组酶和pSK41解离酶)的核酸序列。分离的载体/核酸的二聚体可通过作用于包含

在二聚体解离元件内的靶DNA序列的酶来解离。该酶重组靶DNA序列。作为非限制性示例，由

宿主细胞或包含二聚体解离元件的载体表达的酶XerC和XerD识别ColE1二聚体解离元件的

cer靶位点，并且与若干附加辅因子一起作用以确保产生载体/核酸的单体。

[0049] 如本文所用，术语″肽″、″多肽″或″蛋白″可指由氨基酸组成的分子，并且可被本领

域的技术人员识别为蛋白。本文使用氨基酸残基的常规单字母或三字母代码。术语″肽″、″

多肽″和″蛋白质″在本文中可互换使用，指任何长度的氨基酸的聚合物。该聚合物可为直链

或支链的，其可包含经修饰的氨基酸，并且其可夹杂有非氨基酸。该术语还涵盖已被天然修

饰或通过干预修饰的氨基酸聚合物；天然修饰或干预修饰为例如二硫键形成、糖基化、脂

化、乙酰化、磷酸化或任何其他操作或修饰，诸如与标记组分缀合。该定义还包括例如含有

一种或多种氨基酸类似物(包括例如非天然氨基酸等)以及本领域已知的其他修饰的多肽。

[0050] 本文所述的肽序列根据通常的惯例书写，其中肽的N‑末端区域在左侧，并且C‑末

端区域在右侧。虽然氨基酸的同分异构形式是已知的，但除非另外明确指明，它是所表示的

氨基酸的L形式。

[0051] 多核苷酸、载体、宿主细胞及使用方法

[0052] 在一个总的方面，提供了使用核酸构建体作为选择性标记的方法。该方法包括(a)

使在乳糖操纵子中包含缺失的宿主细胞与核酸构建体接触，其中核酸构建体包含分离的β‑

半乳糖苷酶表达盒，该分离的β‑半乳糖苷酶表达盒包含编码可操作地连接至启动子的β‑半

乳糖苷酶的氨基末端片段的核酸序列；以及(b)使宿主细胞在其中核酸构建体在该宿主细

胞中得以维持的条件下生长。

[0053] 在另一个总的方面，本发明涉及一种包含核酸序列的分离的β‑半乳糖苷酶表达

盒，该核酸序列编码可操作地连接至启动子的β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段。

[0054] 在某些实施方案中，β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段包含与SEQ  ID  NO：1具有至少

75％同一性的氨基酸序列。在某些实施方案中，β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段包含与SEQ 
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ID  NO：1具有至少75％、76％、77％、78％、79％、80％、81％、82％、83％、84％、85％、86％、

87％、88％、89％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的氨基

酸序列。β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段可包含SEQ  ID  NO：1。

[0055] 在某些实施方案中，核酸序列还包含复制起点。复制起点可例如为高拷贝复制起

点。在某些实施方案中，高拷贝复制起点为pUC57复制起点。在某些实施方案中，pUC57复制

起点包含与SEQ  ID  NO：19具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或

99％同一性的核酸序列。在某些实施方案中，pUC57复制起点包含SEQ  ID  NO：19的核酸序

列。

[0056] 在某些实施方案中，分离的β‑半乳糖苷酶表达盒还可包含二聚体解离元件。二聚

体解离元件可例如包含具有位点特异性重组酶识别位点的核酸序列。位点特异性重组酶识

别位点可例如选自LoxP位点、rfs位点、FRT位点、RP4  res位点、RK2  res位点和res位点。二

聚体解离元件还可包含编码位点特异性重组酶的核酸序列。在某些实施方案中，宿主细胞

包含编码位点特异性重组酶的核酸序列。位点特异性重组酶可例如选自Cre重组酶、ResD重

组酶、Flp重组酶、ParA重组酶、Sin重组酶、β重组酶、γδ重组酶、tnpR重组酶和pSK41解离

酶。

[0057] 二聚体解离元件可例如为ColE1二聚体解离元件。ColE1二聚体解离元件可包含与

SEQ  ID  NO：20具有至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性

的核酸序列。在某些实施方案中，ColE1二聚体解离元件包含SEQ  ID  NO：20的核酸序列。

[0058] 在某些实施方案中，分离的载体包含本发明的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒。可使

用根据本公开的本领域技术人员已知的任何载体，诸如质粒、粘粒、人工染色体(例如，细菌

人工染色体(BAC)、酵母人工染色体(YAC)和/或衍生自P1的人工染色体(PAC)、转座子、噬菌

体载体或病毒载体。在一些实施方案中，载体是重组表达载体，诸如质粒。载体可包括建立

表达载体的常规功能的任何元件，例如启动子、核糖体结合元件、终止子、增强子、选择标记

和复制起点。启动子可为组成型、诱导型或阻抑型启动子。能够向细胞递送核酸的多种表达

载体在本领域中是已知的，并且在本文可用于产生β‑半乳糖苷酶肽的氨基末端片段。常规

克隆技术或人工基因合成可用于根据本发明的实施方案生成重组表达载体。

[0059] 在某些方面，分离的载体的大小小于约1.5千碱基。分离的载体的长度可例如为约

700个碱基对、约800个碱基对、约900个碱基对、约1000个碱基对(约1千碱基)、约1100个碱

基对(约1.1千碱基)、约1200个碱基对(约1.2千碱基)、约1300个碱基对(约1.3千碱基)、约

1400个碱基对(约1.4千碱基)或约1500个碱基对(约1.5千碱基)。在某些实施方案中，分离

的载体的大小小于约1千碱基。在某些实施方案中，分离的载体的大小小于约900个碱基对。

在某些实施方案中，分离的载体的大小小于约800个碱基对。

[0060] 在某些实施方案中，分离的载体包含与选自SEQ  ID  NO：9‑13、17和18的核酸具有

至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％或99％同一性的核酸序列。在某些

实施方案中，分离的载体包含选自SEQ  ID  NO：9‑13、17和18的核酸序列。

[0061] 还提供了生成本发明的分离的载体的方法。该方法包括(a)使宿主细胞与分离的

载体接触；(b)使宿主细胞在产生该载体的条件下生长；以及(c)从宿主细胞分离载体。

[0062] 在某些实施方案中，宿主细胞在基本培养基中生长。基本培养基可包含乳糖作为

唯一碳源。在某些实施方案中，基本培养基包含约1％至约4％重量/体积(w/v)乳糖。在某些
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实施方案中，基本培养基包含约1％至约4％w/v、约1％至约3％w/v、约1％至约2％w/v、约

1.5％至约4％w/v、约1.5％至约3％w/v、约1.5％至约2％w/v、约2％至约4％w/v、约2％至约

3％w/v、约2.5％至约4％w/v、约2.5％至约35％w/v或约3％至约4％w/v乳糖。在某些实施方

案中，基本培养基包含约2％w/v乳糖。

[0063] 在某些实施方案中，本发明涉及包含本发明的分离的载体的宿主细胞。鉴于本公

开，本领域的技术人员已知的任何宿主细胞可用于比较本发明的分离的载体。合适的宿主

细胞包括具有LacZΔM15缺失但乳糖生物合成途径的其余部分完整的细胞。在噬菌体Φ80

整合的上下文中含有该突变(即Φ801acZΔM15标记)的菌株在完整乳糖操纵子的上下文中

含有该突变，并因此是合适的宿主。当用LacZ‑α互补质粒转化时产生显著水平的β‑半乳糖

苷酶的LacZ基因的在氨基末端(N‑末端)区域中具有不同缺失的其他宿主也可为合适的宿

主。本发明的合适的宿主细胞可包括大肠杆菌宿主细胞或酵母宿主细胞。

[0064] 还提供了试剂盒，该试剂盒包含(a)本发明的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒；以及

(b)在乳糖操纵子中包含缺失的宿主细胞。在某些实施方案中，载体包含分离的β‑半乳糖苷

酶表达盒。在某些实施方案中，宿主细胞包含LacZΔM15缺失。在某些实施方案中，宿主细胞

可选自大肠杆菌宿主细胞或酵母宿主细胞。

[0065] 在某些实施方案中，试剂盒还包含基本培养基，该基本培养基包含乳糖作为唯一

碳源。在某些实施方案中，基本培养基包含约1％至约4％重量/体积(w/v)乳糖。在某些实施

方案中，基本培养基包含约1％至约4％w/v、约1％至约3％w/v、约1％至约2％w/v、约1.5％

至约4％w/v、约1.5％至约3％w/v、约1.5％至约2％w/v、约2％至约4％w/v、约2％至约3％w/

v、约2.5％至约4％w/v、约2.5％至约35％w/v或约3％至约4％w/v乳糖。在某些实施方案中，

基本培养基包含约2％w/v乳糖。

[0066] 实施方案

[0067] 本发明提供了以下非限制性实施方案。

[0068] 实施方案1是一种使用核酸构建体作为选择性标记的方法，该方法包括：

[0069] a.使在乳糖操纵子中包含缺失的宿主细胞与核酸构建体接触，其中核酸构建体包

含分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，该分离的β‑半乳糖苷酶表达盒包含编码可操作地连接至启

动子的β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段的核酸序列；以及

[0070] b.使宿主细胞在其中仅含有核酸构建体的宿主细胞在该宿主细胞中得以维持的

条件下生长。

[0071] 实施方案2是根据实施方案1所述的方法，其中β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段包含

与SEQ  ID  NO：1具有至少75％同一性的氨基酸序列。

[0072] 实施方案3是根据实施方案1或2所述的方法，其中β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段

包含SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列。

[0073] 实施方案4是根据实施方案1‑3中任一项所述的组合物，其中核酸序列还包含复制

起点。

[0074] 实施方案5是根据实施方案4所述的方法，其中复制起点为高拷贝复制起点。

[0075] 实施方案6是根据实施方案5所述的方法，其中高拷贝复制起点为pUC57复制起点。

[0076] 实施方案7是根据实施方案6所述的方法，其中pUC57复制起点包含SEQ  ID  NO：19

的核酸序列。
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[0077] 实施方案8是根据实施方案1‑7中任一项所述的方法，其中分离的β‑半乳糖苷酶表

达盒还包含二聚体解离元件。

[0078] 实施方案9是根据实施方案8所述的方法，其中二聚体解离元件包含具有位点特异

性重组酶识别位点的核酸序列。

[0079] 实施方案10为根据实施方案8或9所述的方法，其中二聚体解离元件还包含编码位

点特异性重组酶的核酸序列。

[0080] 实施方案11为根据实施方案8或9所述的方法，其中宿主细胞包含编码位点特异性

重组酶的核酸序列。

[0081] 实施方案12是根据实施方案8‑11中任一项所述的方法，其中二聚体解离元件为

ColE1二聚体解离元件。

[0082] 实施方案13是根据实施方案12所述的方法，其中ColE1二聚体解离元件包含SEQ 

ID  NO：20的核酸序列。

[0083] 实施方案14是根据实施方案1‑13中任一项所述的方法，其中宿主细胞包含LacZΔ

M15缺失。

[0084] 实施方案15是根据实施方案1‑14中任一项所述的方法，其中分离的载体包含分离

的β‑半乳糖苷酶表达盒。

[0085] 实施方案16是根据实施方案15所述的方法，其中分离的载体的大小小于约1.5千

碱基。

[0086] 实施方案17是根据实施方案15或16所述的方法，其中分离的载体包含选自SEQ  ID 

NO：9‑13、17和18的核酸序列。

[0087] 实施方案18是一种生成根据实施方案15‑17中任一项所述的分离的载体的方法，

其中该方法包括：

[0088] a.使宿主细胞与分离的载体接触；

[0089] b.使宿主细胞在产生该载体的条件下生长；

[0090] c.从宿主细胞分离载体。

[0091] 实施方案19是根据实施方案18所述的方法，其中宿主细胞在基本培养基中生长。

[0092] 实施方案20是根据实施方案19所述的方法，其中基本培养基包含乳糖作为唯一碳

源。

[0093] 实施方案21是根据实施方案20所述的方法，其中基本培养基包含约1％至约4％重

量/体积(w/v)乳糖。

[0094] 实施方案22是根据实施方案21所述的方法，其中基本培养基包含约2％w/v乳糖。

[0095] 实施方案23是一种分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，该分离的β‑半乳糖苷酶表达盒包

含编码可操作地连接至启动子的β‑半乳糖苷酶的氨基末端片段的核酸序列。

[0096] 实施方案24是根据实施方案23所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，其中β‑半乳糖

苷酶的氨基末端片段包含与SEQ  ID  NO：1具有至少75％同一性的氨基酸序列。

[0097] 实施方案25是根据实施方案23或24所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，其中β‑半

乳糖苷酶的氨基末端片段包含SEQ  ID  NO：1的氨基酸序列。

[0098] 实施方案26是根据实施方案23‑25中任一项所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，

其中核酸序列还包含复制起点。
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[0099] 实施方案27是根据实施方案26所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，其中复制起点

为高拷贝复制起点。

[0100] 实施方案28是根据实施方案27所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，其中高拷贝复

制起点为pUC57复制起点。

[0101] 实施方案29是根据实施方案28所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，其中pUC57复

制起点包含SEQ  ID  NO：19的核酸序列。

[0102] 实施方案30是根据实施方案23‑29中任一项所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，

其中分离的β‑半乳糖苷酶表达盒还包含二聚体解离元件。

[0103] 实施方案31是根据实施方案30所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，其中二聚体解

离元件包含具有位点特异性重组酶识别位点的核酸序列。

[0104] 实施方案32为根据实施方案30或31所述的β‑半乳糖苷酶表达盒，其中二聚体解离

元件还包含编码位点特异性重组酶的核酸序列。

[0105] 实施方案33是根据实施方案30‑32中任一项所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，

其中二聚体解离元件为ColE1二聚体解离元件。

[0106] 实施方案34是根据实施方案33所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒，其中ColE1二

聚体解离元件包含SEQ  ID  NO：20的核酸序列。

[0107] 实施方案35是一种分离的载体，该分离的载体包含根据实施方案23‑34中任一项

所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒。

[0108] 实施方案36是根据实施方案35所述的分离的载体，其中分离的载体的大小小于约

1.5千碱基。

[0109] 实施方案37是根据实施方案35或36所述的分离的载体，其中分离的载体包含选自

SEQ  ID  NO：9‑13、17和18的核酸序列。

[0110] 实施方案38是一种试剂盒，该试剂盒包含：

[0111] a.根据实施方案23‑37中任一项所述的分离的β‑半乳糖苷酶表达盒；以及

[0112] b.在乳糖操纵子中包含缺失的宿主细胞。

[0113] 实施方案39是根据实施方案38所述的试剂盒，该试剂盒还包含基本培养基，该基

本培养基包含乳糖作为唯一碳源。

[0114] 实施方案40是根据实施方案38或39所述的试剂盒，其中载体包含分离的β‑半乳糖

苷酶表达盒。

[0115] 实施方案41是根据实施方案38‑40中任一项所述的试剂盒，其中宿主细胞包含

LacZΔM15缺失。

[0116] 实施方案42是根据实施方案41所述的试剂盒，其中宿主细胞选自大肠杆菌宿主细

胞和酵母宿主细胞。

[0117] 实施例

[0118] 实施例1：经由β‑半乳糖苷酶的α‑互补的质粒选择而不是TOP10细胞中的抗生素选

择

[0119] 材料

[0120] 细胞：One  Shot  Top10感受态细胞(Thermo‑Fisher公司(Waltham，MA)；目录号

C404003)。NEB  5‑α(New  England  Biolabs公司(Ipswich，MA)；目录号C2987)。GT115
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(InvivoGen公司(San  Diego，CA)；目录号GT115‑21)。NEB  Stable(New  England  Biolabs公

司；目录号C3040H)。Stellar(Takara  Bio  USA公司(Mountain  View，CA)；目录号636766)。

DH10B(Thermo‑Fisher公司；目录号18297010)。Stbl3(Thermo‑Fisher公司；目录号

C737303)。Xli‑blue(Agilent公司(Santa  Clara，CA)；目录号200236)。

[0121] 质粒：pUC19(Thermo‑Fisher  Scientific公司；目录号SD0061)。pBluescript 

II .KS(‑)(Agilent公司(Santa  Clara，CA)；目录号212208)。克隆P215(SEQ  ID  NO：9)和

P216(SEQ  ID  NO：10)。GWIZ‑Luciferase(Genlantis  Corporation公司(San  Diego，CA)；

P030200)。P219(SEQ  ID  NO：13；图5)。P469‑2(SEQ  ID  NO：17；图6)。

[0122] 培养基：M9+乳糖培养基(Teknova公司(Hollister  CA)；目录号M1348‑04(平板))：

0.3％KH2PO4、0.6％Na2HPO4、0.5％(85mM)NaCl、0.1％NH4Cl、2mM  MgSO4、50mg/L  L‑亮氨酸、

50mg/L异亮氨酸、1mM硫胺素、2％乳糖和1.5％琼脂。

[0123] M9+葡萄糖培养基(Teknova公司(Hollister  CA)；目录号M1346‑04(平板))：0.3％

KH2PO4、0.6％Na2HPO4、0.5％(85mM)NaCl、0.1％NH4Cl、2mM  MgSO4、50mg/L  L‑亮氨酸、50mg/L

异亮氨酸、1mM硫胺素、1％葡萄糖和1.5％琼脂。LB‑羧苄青霉素(100)平板(Teknova公司

(Hollister  CA)；目录号L1010)。LB平板(Teknova公司(Hollister  CA)；L1100)。LB+60μg/

mL  X‑Gal，0.1mM  IPTG(Teknova公司(Hollister  CA)；L1920)。SOC培养基(Thermo‑Fisher

公司；15544034)。LB肉汤(Thermo‑Fisher公司；10855021)；D‑PBS，pH  7.1，不合Mg2+且不含

Ca2+(ThermoFisher公司，14200‑075)。

[0124] 结果

[0125] 不含抗生素选择标记的质粒对于基因疗法应用和治疗剂产品的细胞系开发是期

望的。据报道，1kb或更小的质粒主链在体内递送给动物时可用于避免基因沉默。这些实验

的目的是探索一种用于开发用于在大肠杆菌中选择含质粒细胞的小代谢选择标记的新策

略。

[0126] 假设表达β‑半乳糖苷酶的α肽的质粒可与TOP10细胞中的LacZΔ15等位基因互补，

从而完成乳糖操纵子并允许细胞在以乳糖作为唯一碳源的基本培养基上生长。

[0127] 质粒pUC19和pBluescript  II两者均表达β‑半乳糖苷酶α肽融合蛋白。测试这些质

粒是否能够与Top10宿主菌株中的lac突变互补并允许其在基本培养基上生长。

[0128] 为了测试pUC19和/或pBluescript  II是否能够与TOP10细胞中的LacZΔ15突变互

补，使用以下程序将这些质粒转化到细胞中。

[0129] 如下在无菌微量离心管中制备两种转化体混合物：1)1μL(100pg)pBluescript  II

质粒+50μL  One  Shot  TOP10细胞；2)1μL(10pg)pUC19质粒+50μL  One  Shot  TOP10细胞。将

转化体混合物在冰上温育30分钟，然后在42℃下热休克30秒。热休克后，将转化体混合物在

冰上温育1分钟。向转化体混合物中加入450μL  SOC培养基，并将细胞在37℃并振荡下温育1

小时。将含有细胞的转化体混合物离心，并将细胞重悬于500μL无菌D‑PBS缓冲液中。将细胞

离心并重悬两次以上。对于每个样品，在D‑PBS中制备细胞的两个1∶10系列稀释液。将200μL

的每种稀释液涂覆到M9+乳糖平板上。另外将200μL的前两种稀释液涂覆到LB‑羧苄青霉素

(100)平板上。将平板在37℃下温育过夜。

[0130] 过夜温育后，有许多来自两种转化体的菌落接种到LB‑羧苄青霉素(100)平板上；

将这些平板保存在4℃下。未见来自任一种转化体的菌落接种到M9+乳糖平板上；将这些平
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板在37℃下再温育24小时。在M9‑乳糖平板上未见菌落。将细胞在30℃下再培养48小时。在

这些平板上未见菌落，甚至在长时间温育后也未见菌落。

[0131] 表达LacZ‑α融合肽的克隆载体都不能与TOP10宿主菌株中的Lac突变互补，以允许

在含有乳糖作为唯一碳源的基本培养基中生长。

[0132] pUC19和pBluescript  II克隆载体对LacZ‑α肽融合蛋白的表达可能不足以与所测

试的宿主菌株中的lac突变充分地互补。两种载体均产生通过多克隆区域转录的融合蛋白，

并且此类融合蛋白对于与LacZΔ15突变互补来说可能是次优的。

[0133] 实施例2：在大肠杆菌中用作代谢选择标记的表达LacZ的质粒

[0134] 设计了两个具有中等启动子和强启动子的LacZ‑α表达盒(分别为LacZYA和OmpF)。

OmpF启动子序列基于Stavropoulos等人所使用的OmpF启动子(Stavropoulos和Strathdee，

Genomics，第72卷第1期，第99‑104页，2001年)。LacZYA启动子来源于pBluescript中的序列

以及由lac阻遏蛋白结合的乳糖操纵子序列。

[0135] 对于LacZα肽的开放阅读框(ORF)，Reddy(Reddy，Biotechniques，第37卷第6期，第

948‑952页，2004年)报道称质粒pUC19产生的β‑半乳糖苷酶活性比pBluescript高约10倍。

这些质粒具有驱动lacZα肽的同一启动子元件。然而，pBluescript具有比pUC19长得多的多

接头，并且pUC19编码非lacZ  C末端残基。这些差异中哪一种差异导致更高的pUC19β‑半乳

糖苷酶活性是未知的。Nishiyama等人发现60个氨基酸的N‑末端α肽在其测定中具有最大的

β‑半乳糖苷酶活性(Nishiyama等人，Protein  Sci.，第24卷第5期，第599‑603页，2015年)。

使用来自菌株MG1655的在残基60处截短的以下野生型LacZα区域：MTMITDSLAVVLQRRDWENP

GVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR(SEQ  ID  NO：1)。

[0136] 终止子序列来源于Orosz等人所述的rmBT2终止子(Orosz等人，Eur.J.Biochem.，

第201卷第3期，第653‑659页，1991年)。

[0137] 通过基因合成在GeneWiz(South  Plainfield，NJ)构建P215(SEQ  ID  NO：9)(图1)

和P216(SEQ  ID  NO：10)(图2)质粒。质粒含有氨苄青霉素抗性盒和4.9kb转基因。

[0138] 结果

[0139] 不含抗生素选择标记的质粒对于基因疗法应用和治疗剂产品的细胞系开发是期

望的。据报道，1kb或更小的质粒主链在体内递送给动物时可用于避免基因沉默。这些实验

的目的是探索一种用于开发用于在大肠杆菌中选择含质粒细胞的小代谢选择标记的新策

略。

[0140] 假设表达β‑半乳糖苷酶的α肽的质粒可与Top10细胞中的LacZΔ15等位基因互补，

从而完成乳糖操纵子并允许细胞在以乳糖作为唯一碳源的基本培养基上生长。

[0141] 在实施例1中，测试了表达lacZα融合肽的pUC19和pBluescript载体是否可与

TOP10细胞互补并允许它们在含有乳糖的基本培养基上生长。这些实验不成功。

[0142] 基于以下假设：由这些载体编码的lacZα融合蛋白在与LacZΔ15突变互补方面是

次优的，并且不以足够高的水平表达以实现在含乳糖基本培养基上生长，合成具有新型

lacZα表达盒的载体。测试这些载体与LacZΔ15突变互补的能力。将十纳克(ng)的质粒P215

和P216以及pBluescript  II转化到50μL  OneShot  Top10细胞中。将细胞与DNA在冰上温育

20分钟，在42℃下热休克30秒，并放回冰上温育1分钟。将450μL  SOC加入细胞中，将细胞在

37℃并振荡下温育1小时。取出250μL细胞并将剩余的细胞放回培养箱中。将所提取的细胞
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用500μL的D‑PBS洗涤两次，并在最后一次洗涤后重悬于200μL的D‑PBS中。将50μL细胞接种

在LB‑羧苄青霉素(100)、M9+葡萄糖和M9+乳糖平板上，并将平板在37℃下温育。在热休克后

4.5小时后，如上所述洗涤来自培养箱的剩余细胞，并将其接种到M9+葡萄糖和M9+乳糖平板

上。将平板在37℃下温育过夜。

[0143] 接种在M9+葡萄糖上的转化体形成细胞菌苔，这表明Top10宿主细胞可以在这些平

板上生长。接种在LB‑羧苄青霉素(100)上的转化体也产生多个菌落。将LB‑羧苄青霉素平板

保存在4℃下。M9+乳糖平板保持在37℃下以再温育24小时。

[0144] 当接种在M9+乳糖平板上时，允许恢复一小时的转化体或允许恢复四小时的转化

体均产生大量的菌落。在pBluescript  II转化体上无菌落确认了来自实施例1的结果，表明

pBluescript  II无法通过LacZΔ15突变的互补产生足够的β‑半乳糖苷酶以允许在乳糖基

本培养基上生长。将平板保存在4℃下。

[0145] 在不存在抗生素选择的情况下，将天然质粒诸如ColE1有效维持在大肠杆菌宿主

中，而pUC系列载体可在不存在选择的情况下以高速率从细胞中丢失(Summers，Molecular 

Microbiology，第29卷，第1137‑1145页，1998年)。然而，考虑到P215和P216转化的细胞在基

本培养基上相对于在富LB培养基上生长速率慢得多，如果质粒丢失的频率不太高，则质粒

DNA纯化在不存在选择的情况下使细胞培养物在LB中生长更快且成本更低。包含β‑半乳糖

苷酶α‑互补质粒的细胞容易与在LB‑IPTG‑XGAL平板上生长的不含质粒的细胞区分开，因为

β‑半乳糖苷酶水解XGAL(5‑溴‑4‑氯‑3‑吲哚基‑β‑D‑吡喃半乳糖苷)指示剂，使细胞变成蓝

色。当这些细胞在不存在抗生素的情况下在LB培养基中生长时，该测定用于研究质粒丢失

的频率。

[0146] 通过在LB‑IPTG‑XGAL平板上划线分离细胞来获得纯的细胞群，并且包含质粒的菌

落变成蓝色。如所预期的，在平板上划线分离的大部分菌落是蓝色的。

[0147] 在获得纯的细胞群后，使细胞的连续培养物生长。选取单个蓝色菌落并使其在

15mL管中的2mL  LB培养基中生长。将培养物在37℃并振荡下温育过夜。

[0148] 将来自培养物的细胞划线分离到LB‑IPTG‑XGAL平板上，并将平板在37℃下温育过

夜。再次划线的平板上的菌落是蓝色的。将单个菌落接种在250mL烧瓶中的50mL  LB中，并在

37℃并振荡下温育过夜。

[0149] 将50μL的过夜培养物的10‑4稀释液接种到LB‑IPTG‑XGAL平板上。将平板在37℃下

温育过夜。取50mL培养物中的1μL稀释成50mL  LB中的新培养物溶液(50,000倍稀释)。使培

养物在37℃下生长过夜。

[0150] 温育过夜后，观察到平板上的所有菌落均为蓝色的。将前一天晚上50mL培养物的

10‑4稀释液中的50μL接种在LB‑IPTG‑XGAL平板上。取前一天晚上50mL培养物中的1μL稀释成

50mL  LB中的新培养物溶液(50,000倍稀释)。使培养物在37℃下生长过夜。

[0151] 温育过夜后，在含有50μL的10‑4稀释液的平板上观察到约1000个菌落。P215转化的

所有菌落均为蓝色的，在P216转化平板上仅观察到3个白色菌落。

[0152] 结果表明，质粒P215和P216即使在不存在选择的情况下也是稳定的。对于P215和

P216，这些质粒分别为7.2kb和7.3kb。从单个菌落到50mL，然后以1∶50,000稀释并生长汇合

两次，表明细胞可在不存在选择的情况下生长至1.25×108升的体积，同时仍将质粒保留在

大多数细胞中。当热休克后使细胞在SOC培养基中恢复一小时时相对于当恢复四小时时，转
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化效率是相似的。

[0153] 所构建的α互补质粒与Top10细胞中的LacZΔ15突变互补，从而实现在以乳糖作为

唯一碳源的基本培养基上生长。还发现这些质粒在不存在选择性压力的情况下在LB液体培

养物中是稳定的。

[0154] 实施例3：减小β‑半乳糖苷酶α互补质粒的大小

[0155] 在先前的实验中，已证明，来自P215和P216质粒的β‑半乳糖苷酶α肽的表达可用作

质粒上的选择标记，从而替代抗生素抗性基因。接下来，为了限定最小可能的复制子，探索

限定质粒的哪些区域对于质粒在大肠杆菌中的选择和复制是必需的。

[0156] 结果

[0157] 使用标准克隆技术，从质粒P215中移除mCherry和嘌呤霉素抗性基因，以形成质粒

P217(SEQ  ID  NO：11)(图3)。

[0158] 使用标准克隆技术从质粒P217中移除氨苄青霉素抗性基因。将所连接的DNA转化

到50μL的TOP10细胞中，在冰上温育20分钟，热休克30秒，并在冰上再温育3分钟。温育后，将

450μL的SOC培养基加入细胞中，并将细胞在37℃并振荡下温育1小时。将细胞制粒并用1mL

的d‑PBS洗涤3次。将细胞接种到M9‑乳糖平板上并在37℃下温育两天。选取来自转化体的菌

落并划线分离到LB‑IPTG‑XGAL平板上。每个克隆的所得菌落均为蓝色的。选取单个克隆(克

隆P218(SEQ  ID  NO：12；图4))，并且DNA测序确认已经形成期望的缺失。

[0159] 为了进一步减小β‑半乳糖苷酶选择盒的大小，rmBT2转录终止子(SEQ  ID  NO：7)有

缺失。除了该序列可能不需要维持转录物稳定性之外，据报道来自pUC57/pMB1起点上游启

动子的通读转录可通过增加通过该起点的复制引物区的转录来增加拷贝数(Panayotatos，

Nucleic  Acid  Res.，第12卷第6期：第2641‑2648页，1984年；Oka等人，Mol  Gen  Genet.，第

172卷第2期，第151‑159页，1979年)。

[0160] 使用标准克隆技术，获得缺失构建体P219的克隆(SEQ  ID  NO：13；图5)。通过DNA测

序确认缺失。

[0161] 通过该工作阐明的最小β‑半乳糖苷酶表达盒/复制起点盒(SEQ  ID  NO：18)为

938bp。其实现了小于1kb的目标，以便避免与较大质粒主链相关联的哺乳动物细胞中的DNA

沉默(Lu等人，Mol.Ther.，第20卷第11期，第2111‑2119页，2012年)。

[0162] 实施例4：形成具有萤火虫荧光素酶表达盒的β‑半乳糖苷酶α互补载体

[0163] 在上文提供的实施例中，构建了使用β‑半乳糖苷酶突变的α互补作为选择标记而

不是抗生素抗性基因的质粒。为了确定当质粒大小增加时DNA复制是否仍然有效，采用标准

克隆技术，使用上文定义的最小β‑半乳糖苷酶表达盒/复制起点序列(SEQ  ID  NO：18)替代

现有质粒的抗生素选择标记和复制起点。

[0164] 使用标准克隆技术将来自GWIZ‑荧光素酶质粒(SEQ  ID  NO：16)的CMV启动子‑荧光

素酶‑polyA表达盒克隆到P219中。转化到One  Shot  TOP10细胞中，接种到M9+乳糖平板上，

并在37℃下温育2天，得到大菌落。将菌落再次划线分离到LB‑IPTG‑XGAL平板上并在37℃下

温育过夜。

[0165] 使用引物CNFOR(SEQ  ID  NO：14)和P455R2(SEQ  ID  NO：15)，针对插入序列筛选转

化反应的蓝色菌落。选取两个PCR阳性菌落并用于接种在37℃下生长的6mL  LB培养物。从培

养物中分离DNA，并且通过用分光光度计测量其OD260来估计DNA收率(表1)。
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[0166] 表1：选定克隆的DNA收率

[0167]

[0168] 对于克隆P469‑2，将500mL烧瓶中的200mL  LB用单个蓝色菌落接种，并在37℃下在

振荡培养箱中生长18小时。使用Qiagen  HiSpeed  MaxiPrep试剂盒从该培养物中纯化DNA，

并回收440μg的DNA。

[0169] 在GeneWiz测序确认质粒P469‑2(SEQ  ID  NO：17)。

[0170] 在该实施例中，卡那霉素抗性基因和GWIZ‑荧光素酶的复制起点被上文定义的最

小β‑半乳糖苷酶/复制起点成功替代。当该克隆在LB培养基中在不存在选择性压力的情况

下生长时，实现了可接受的质粒收率。

[0171] 实施例5：在多种大肠杆菌菌株中测试β‑半乳糖苷酶α互补载体功能

[0172] 为了鉴定其中β‑半乳糖苷酶α肽可用作选择性标记而不是抗生素抗性基因的另外

的大肠杆菌菌株，通过DNA转染到8种不同的菌株中来测试上文所构建的质粒中的一个质

粒。

[0173] 表2：细菌菌株

[0174]
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[0175] 结果

[0176] 将50μL表2中的大肠杆菌菌株与1ng的质粒P469‑2在无菌微量离心管中的冰上温

育30分钟。将细胞在42℃下热休克30秒，并在冰上温育1分钟。将450μL  SOC培养基加入除

NEB‑Stable细胞之外的所有细胞中。将450μL的NEB‑Stable扩增培养基(由制造商提供)加

入转化的NEB‑Stable细胞中。将细胞在37℃并振荡下温育1小时。将细胞制粒并用1mL的D‑

PBS洗涤3次。将细胞接种到M9‑乳糖平板上并在37℃下温育三天。

[0177] 可以预知，在平板上未检测到来自Stb13转化的细胞的菌落，该菌落被包括作为阴

性对照。菌株中的五种菌株(Top10、GT115、NEB‑Stable、Stellar和DH10B)具有正常大小的

菌落。两个菌株(NEB‑a和XL1‑Blue)具有小菌落。这是期望的，因为与NEB‑α(DH5α)和XL1‑

Blue相似的菌株在purB基因中包含导致在基本培养基上生长缓慢的突变(Jung等人，Appl 

Environ.Micro.，第76卷，第6307‑6309页，2010年)。

[0178] 将XL1‑blue和NEB‑α平板在37℃下再温育一天。

[0179] 通过将来自M9‑乳糖平板的菌落划线分离到LB‑IPTG‑XGAL平板上并在37℃下温育

来获得纯菌落。将蓝色菌落(含有质粒的细胞)再次划线分离到LB‑IPTG‑XGAL平板上并在37

℃下温育，这得到大部分蓝色细胞。

[0180] 包含Φ80dlacZΔM15标记的全部所测试菌株均可通过β‑半乳糖苷酶α肽表达质粒

P469‑2来转化，并在以乳糖作为唯一碳源的M9基本培养基上进行选择。在F附加体上包含标

记lacIqZΔM15的菌株XL1‑blue的质粒P469‑2转染子在M9‑乳糖平板上也具有选择性。因

此，已证明七种可商购获得的大肠杆菌菌株与β‑半乳糖苷酶选择性标记相容。

[0181] 本领域的技术人员应当理解，在不脱离本发明的广义的发明构思的情况下，可对

上述实施方案作出修改。因此，应当理解，本发明不局限于所公开的特定实施方案，但本发

明旨在涵盖在本发明实质和范围内的修改，如本说明书所定义。

[0182] 序列表
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