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可诱导高拷贝的正交琥珀抑制性 ｔＲＮＡ筛选质粒的构建
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摘　要　为筛选获得对大肠杆菌氨酰合成酶具有高度正交性的琥珀抑制ｔＲＮＡ，建立了一种基于可诱导高拷贝质粒的
筛选系统。利用乳糖操纵子对ｏｒｉＬ复制子进行调控，有ＩＰＴＧ存在时使其携带的琥珀抑制性 ｔＲＮＡ大量转录。正交性不高
的琥珀抑制性ｔＲＮＡ大量转录时导致宿主菌死亡，只有携带高正交性的琥珀抑制性 ｔＲＮＡ的克隆可以存活，从而达到筛选
目的。利用这一筛选质粒，构建了琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变文库，并进行了筛选，获得了与大肠杆菌氨酰ｔＲＮＡ合成酶具有高
度正交性的突变体，并利用含琥珀抑制突变的半乳糖苷酶突变体进行了验证，证实利用可诱导高拷贝的筛选质粒可筛选出

高正交性的琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变体。
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　　自然界存在的６４种遗传密码分别对应着２０
种天然氨基酸和３个终止密码。天然蛋白质中存
在的２０种氨基酸之外的氨基酸衍生物大都是通过
翻译后修饰形成的，只有２种特殊氨基酸———硒代
半胱氨酸和吡咯赖氨酸是在蛋白质的翻译过程利

用终止密码子插入到蛋白质中的［１－２］，这一过程被

称为天然遗传密码的扩充［３］。根据天然遗传密码

扩充的原理，通过对蛋白质生物合成关键元件———

氨酰ｔＲＮＡ合成酶、ｔＲＮＡ和ｍＲＮＡ进行改造，使更
多种类的特殊氨基酸在翻译过程中被插入到蛋白

质中去，即遗传密码扩充技术［４－６］。

遗传密码扩充技术包括 ３个关键组成部
分［７］：正交性氨酰 ｔＲＮＡ合成酶、正交性 ｔＲＮＡ及
含特殊密码子的 ｍＲＮＡ。正交性是指抑制性
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ｔＲＮＡ能够被相应的正交性氨酰 ｔＲＮＡ合成酶所
识别，而不会被宿主细胞内源性氨酰 ｔＲＮＡ合成
酶所识别。只有当抑制性 ｔＲＮＡ不被大肠杆菌内
源性酪氨酰 ｔＲＮＡ合成酶识别，才能保证在 ＵＡＧ
密码子处引入正确的非天然氨基酸。而抑制性

ｔＲＮＡ与 ＴｙｒＲＳ突变体的亲和力直接关系到系统
对非天然氨基酸的引入效率。通常获得正交性

ｔＲＮＡ的方法是在大肠杆菌中引入另一物种的
ｔＲＮＡ／合成酶对，来源不同种属的氨酰ｔＲＮＡ合成
酶和 ｔＲＮＡ不能相互识别，从而产生正交性。但
这种外源性 ｔＲＮＡ和大肠杆菌内源性氨酰 ｔＲＮＡ
合成酶的正交性不是十分严谨，会有少量外源性

ｔＲＮＡ被大肠杆菌中的酪氨酰 ｔＲＮＡ合成酶加载
上天然酪氨酸，因而产生非天然氨基酸的引入

错误。

前期研究发现，外源性琥珀抑制性 ｔＲＮＡ会对
宿主细胞产生毒性，且这种毒性与 ｔＲＮＡ的正交性
密切相关［８］。导致这种毒性的原因可能是抑制性

ｔＲＮＡ与延伸终止因子竞争，导致蛋白质合成不能
正常终止，产生无活性的加长蛋白，最终影响了宿

主细胞的生长。由于这种毒性取决于抑制性ｔＲＮＡ
与延伸终止因子同终止密码子的竞争性结合，因

此，抑制性ｔＲＮＡ的拷贝数是影响其对宿主毒性的
关键。据此，本研究设计了一种可通过 ＩＰＴＧ诱导
增加拷贝数的质粒，通过 ＩＰＴＧ诱导产生高拷贝质
粒，转录产生大量琥珀抑制性ｔＲＮＡ，利用琥珀抑制
性ｔＲＮＡ的自身毒性消除与宿主细胞正交性不高
的ｔＲＮＡ突变体。

!

　材　料

１１　菌种和质粒
ｐＭＤ１８Ｔ载体（大连宝生物工程有限公司）；

大肠杆菌 ＣＳＨ１０８购自耶鲁大学菌种保藏中心。
ｐＥＴ２８ａ载体及大肠杆菌 ＤＨ５α、ＤＨ１０Ｂ为本实验
室保藏。

１２　试　剂
ＤＮＡ限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＳａｃⅠ、ＸｂａⅠ和

ＨｉｎｄⅢ、ＬＡＴａｑＤＮＡ多聚酶、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳ
ＤＮＡ多聚酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶（大连宝生物工程有
限公司）；质粒小提试剂盒、琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回
收试剂盒（天根生化科技有限公司）。其余试剂

均为国产市售分析纯。

１３　仪　器
ＭｙＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；稳流稳

压电泳仪（北京六一仪器厂）。

"

　方　法

２１　低拷贝控制元件的基因设计与合成
采用全基因合成法合成 Ｆ因子复制起始点基

因［９］，其 序 列 包 括 ＤＮＡ 解 旋 酶 ＲｅｐＥ基 因
（ＧｅｎｅＩＤ：１２６３５４７）和 ｏｒｉＳ基因，基因序列两端添
加限制性内切酶Ｅｃｏ５７和 ＢｇｌⅠ的酶切位点。所
合成的基因以 ＴＡ克隆方式连接至 ｐＭＤ１８Ｔ载体，
筛选阳性克隆交南京金斯瑞生物科技有限公司测

序。选取测序正确的克隆扩增后提取质粒，命名为

ｐＴＦ备用。
２２　高拷贝控制元件的基因设计与合成

选择噬菌体 Ｐ１裂解复制起始点 ｏｒｉＬ为高拷
贝复制起始点，将ｏｒｉＬ的调控基因ＲｅｐＬ（ＧｅｎｅＩＤ：
２７７７３９５）置于 ｌａｃ启动子调控下。采用全基因合
成法合成该序列［９］，并在基因序列两端添加限制

性内切酶ＸｂａⅠ和ＢｇｌⅡ的酶切位点。所合成的基
因以ＴＡ克隆方式连接至 ｐＭＤ１８Ｔ载体，筛选阳性
克隆交南京金斯瑞生物科技有限公司测序。选取

测序正确的克隆扩增后提取质粒，命名为 ｐＴＰ１
备用。

２３　可诱导高拷贝质粒的构建
以 ｐＥＴ２８ａ质粒为骨架，构建可诱导高拷贝

质粒。将 ｐＴＦ和 ｐＥＴ２８ａ质粒分别用 Ｅｃｏ５７和
ＢｇｌⅠ进行双酶切，电泳分离后回收 Ｆ因子复制起
始点基因片段和 ｐＥＴ２８ａ骨架片段，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶１６℃过夜连接。连接子转化入大肠杆菌
ＤＨ５α，涂布于含卡那霉素的 ＬＢ平板，筛选阳性克
隆，进行双酶切验证，获得ｐＥＴＦ质粒。

将ｐＴＰ１质粒和ｐＥＴＦ分别用ＸｂａⅠ和ＢｇｌⅡ
进行双酶切，电泳分离后回收高拷贝复制子基因片

段和ｐＥＴＦ的骨架片段，Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃过
夜连接。连接子转化入大肠杆菌 ＤＨ５α，涂布于含
卡那霉素的 ＬＢ平板，筛选阳性克隆，进行双酶切
验证，获得可诱导高拷贝质粒ｐＥＴＦＰ１。
２４　琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变文库的设计与构建

根据ｔＲＮＡＤＢ数据库中的信息，以詹氏甲烷
球菌酪氨酸 ｔＲＮＡＴｙｒ为模板，以大肠杆菌脯氨酸
ｔＲＮＡ启动子ｐｒｏＫ控制转录，采用全基因合成法
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构建琥珀抑制 ｔＲＮＡ突变体。根据文献报道，选
择 １１个非保守核苷酸（Ｃ１６，Ｃ１７，Ｕ１７ａ，Ｕ２０，
Ｃ３２，Ｇ３７，Ａ３８，Ｕ４５，Ｕ４７，Ａ５９和 Ｕ６０）进行随机
突变，采用 ＯｖｅｒｌａｐＰＣＲ的方法构建琥珀抑制
ｔＲＮＡＴｙｒ突变文库。用 ＤｒａⅢ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切
ＰＣＲ产物，插入用 ＤｒａⅢ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切的质粒
ｐＥＴＦＰ１中，获 得 ｐＦＰ１ｔＲＮＡｌｉｂ。ｐＦＰ１ｔＲＮＡｌｉｂ
转化入大肠杆菌 ＤＨ５α后接种于 ＬＢ液体培养基
扩增培养，提取质粒再次转化至大肠杆菌 ＤＨ５α
中，涂于含氨苄抗性的 ＬＢ平板上，随机选取５个
阳性克隆进行测序。

２５　琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变文库的筛选
配制两块 ＬＢ琼脂培养基，一组含 ３０μｇ／ｍＬ

卡那霉素，一组含３０μｇ／ｍＬ卡那霉素和１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ。将重组质粒 ｐＦＰ１ｔＲＮＡｌｉｂ转化入大肠杆菌
ＤＨ５α，分别涂布于两组 ＬＢ平板上，每板２００μＬ，
３７℃培养１６ｈ后取出平板，进行计数。
２６　琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变体正交性的验证

从含卡那霉素和ＩＰＴＧ的 ＬＢ平板上分别挑取
３个单克隆，扩增培养后，提取质粒，将质粒中
ｔＲＮＡ基因经酶切连接至 ｐＡＣＹＣ１８４载体中，再重
新转化入大肠杆菌 ＣＳＨ１０８中，转化子３７℃孵育
２ｈ，取３μＬ接种于含 Ｘｇａｌ和 ＩＰＴＧ的 ＬＢ平板
上，３７℃培养１６ｈ。

$

　结果与讨论

３１　拷贝控制元件的设计与合成
低拷贝控制元件包括来源于大肠杆菌 Ｆ因子

的严谨型控制的复制子 ｏｒｉＳ和 ＤＮＡ解旋酶 ＲｅｐＥ
基因（ＧｅｎｅＩＤ：１２６３５４７），基因序列两端添加限制
性内切酶Ｅｃｏ５７和ＢｇｌＩ的酶切位点，基因结构如
图１Ａ所示。ｏｒｉＳ属于严谨性复制子，在无诱导剂
存在情况下，ｏｒｉＳ可控制下每个宿主细胞内质粒拷
贝数为１～５个。

高拷贝控制元件包括噬菌体Ｐ１裂解复制起始
点ｏｒｉＬ，为使拷贝数可受ＩＰＴＧ诱导，将ｏｒｉＬ的调控
基因ＲｅｐＬ（ＧｅｎｅＩＤ：２７７７３９５）置于 ｌａｃ启动子调控
下。其基因结构如图１Ｂ所示。由于 Ｐ１裂解复制
起始点ｏｒｉＬ的复制活性受到调控基因 ＲｅｐＬ的控
制，而ＲｅｐＬ又受到 ｌａｃ启动子的调控。无诱导剂
存在情况下，没有ＲｅｐＬ的表达，质粒拷贝数受ｏｒｉＳ
控制，处于低拷贝状态。当诱导剂 ＩＰＴＧ存在时，

ＲｅｐＬ大量表达，从而使质粒的复制受ｏｒｉＬ的调控，
拷贝数增加至１００～３００个。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｃｏｎｔｒｏｌｅｌｅｍｅｎｔ
Ａ：ＬｏｗｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｃｏｎｔｒｏｌｅｌｅｍｅｎｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｏｒｉＳａｎｄＲｅｐＥｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍｔｈｅＦｆａｃｔｏｒｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ；Ｂ：Ｈｉｇｈｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｃｏｎｔｒｏｌ
ｅｌｅｍｅｎｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｏｒｉＬａｎｄｔｈｅＲｅｐＬｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌａｃｐｒｏｍｏｔｅｒ

３２　可诱导高拷贝质粒的构建
以ｐＥＴ２８ａ质粒为骨架，构建可诱导高拷贝质

粒，构建流程如图２所示。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｐｌａｓｍｉｄｐＥＴＦＰ１

ｐＥＴＦ质粒酶切检测结果如图３Ａ所示。ｐＥＴ
Ｆ质粒大小约为４７ｋｂ，用 Ｅｃｏ５７和 ＢｇｌⅠ双酶切
ｐＥＴＦ后，可以看见大小约为 ３７ｋｂ的载体片段
和１ｋｂ的基因片段，证实 Ｆ因子复制起始点基因
已正确插入载体中。ｐＥＴＦＰ１质粒酶切检测结果
如图 ３Ｂ所示，ｐＥＴＦＰ１质粒大小约为 ５８ｋｂ，用
ＸｂａⅠ和ＢｇｌⅡ双酶切后可见大小约为４７ｋｂ的载
体片段和１１ｋｂ的基因片段，证实所设计的目的
基因已正确插入载体中。

３３　琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变文库的设计与构建
根据文献报道及ｔＲＮＡ序列比对分析，以詹氏

甲烷球菌酪氨酸ｔＲＮＡＴｙｒ为模板，选择１１个非保守
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碱基（Ｃ１６，Ｃ１７，Ｕ１７ａ，Ｕ２０，Ｃ３２，Ｇ３７，Ａ３８，Ｕ４５，
Ｕ４７，Ａ５９和 Ｕ６０）为突变位点，构建琥珀抑制性
ｔＲＮＡ突变文库。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅａｎａｌｙｚｅｏｆｐＥＴＦｖｅｃｔｏｒ（Ａ）ａｎｄ
ｐＥＴＦＰ１ｖｅｃｔｏｒ（Ｂ）
Ｍ１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴＦｖｅｃｔｏｒ；２：ｐＥＴＦｖｅｃｔｏｒｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＥｃｏ５７
ａｎｄＢｇｌＩ；３：ｐＥＴＦＰ１ｖｅｃｔｏｒｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｂａＩａｎｄＢｇｌＩＩ；４：ｐＥＴ
ＦＰ１ｖｅｃｔｏｒ

根据所选择的随机突变位点设计简并引物，采

用 ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ的方法构建琥珀抑制 ｔＲＮＡＴｙｒ突变
文库，并连接至可诱导高拷贝质粒 ｐＥＴＦＰ１中。
ＤｒａⅢ和ＨｉｎｄⅢ双酶切检测结果如图４所示，ｐＦＰ１
ｔＲＮＡ质粒大小约为６ｋｂ，用 ＤｒａⅢ和 ＨｉｎｄⅢ双酶
切后有两条带，大小约为５５ｋｂ的载体片段和４５０
ｂｐ的ｔＲＮＡ片段，证实ｔＲＮＡ片段已正确连接至载
体上。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅａｎａｌｙｚｅｏｆｐＦＰ１ｔＲＮＡ
１：ＦＰ１ｔＲＮＡｖｅｃｔｏｒｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＤｒａＩＩＩａｎｄＨｉｎｄＩＩＩ；２：ｐＦＰ１ｔＲＮＡ
ｖｅｃｔｏｒ；Ｍ１ａｎｄＭ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

ｐＦＰ１ｔＲＮＡｌｉｂ扩增后测序结果见表 １。测序
结果显示，５个阳性克隆在预期突变位点的突变都
不相同，较好的保留了突变的随机性，证实 ｔＲＮＡ
突变文库构建成功。

Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｃｏｎｖｅｒｇｅｎｃｅｏｆｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｔＲＮＡｍｕｔａｎｔｓ

Ｓｉｔｅ １６ １７ １７ａ ２０ ３２ ３７ ３８ ４５ ４７ ５９ ６０
Ｗｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ
１ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｔ
２ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ
３ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ
４ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ
５ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ

３４　琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变文库的筛选
琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变文库的筛选结果显示，

添加了１ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ的培养皿内生长的菌落较
少，而不添加 ＩＰＴＧ的培养皿内菌落生长密集，表
明在ＩＰＴＧ的诱导下，重组质粒 ｐＦＰ１ｔＲＮＡ的拷贝
数增加，从而使 ｔＲＮＡ的丰度大大增加，导致宿主
菌生长受到抑制。

琥珀抑制性 ｔＲＮＡ对宿主菌生长抑制的现象
已有文献报道。Ｌｉｅｂｍａｎ等［１０］报道含有琥珀抑制

性ｔＲＮＡ的酵母中在天然培养基中生长缓慢，去除
琥珀抑制性 ｔＲＮＡ后又恢复正常生长。更重要的
是，琥珀抑制性 ｔＲＮＡ对宿主菌的生长抑制作用
具有种属特异性。Ｐｅｔｔｅｒｓｓｏｎ［１１］证明了铜绿假单
胞菌色氨酸琥珀抑制性 ｔＲＮＡ（ｔＲＮＡＴｒｐ）对铜绿假
单胞菌有毒性但对大肠杆菌没有，这主要是因为

铜绿假单胞菌酪氨酸琥珀抑制性 ｔＲＮＡ（ｔＲＮＡＴｒｐ）
不会被大肠杆菌的氨酰ｔＲＮＡ合成酶 ａａＲＳ氨酰
化。本课题组在前期研究中也发现，含有正交性

较差的琥珀抑制性 ｔＲＮＡ的大肠杆菌生成缓慢，
当这种琥珀抑制性 ｔＲＮＡ负载于高拷贝质粒中
时，大肠杆菌生长则完全被抑制。

在可诱导高拷贝质粒的筛选系统中，正交性差

的ｔＲＮＡ突变体可以被大肠杆菌内源性氨酰 ｔＲＮＡ
合成酶识别，使该琥珀抑制性 ｔＲＮＡ突变体携带上
某种氨基酸，在合成菌体蛋白的过程中，将这种氨

基酸插入到琥珀终止密码子的位置，从而使得菌体

蛋白的合成不能正常终止，产生无用的加长蛋白，

从而导致宿主细胞死亡；只有那些不能被大肠杆菌

内源性氨酰ｔＲＮＡ合成酶所识别的 ｔＲＮＡ突变体，
即正交性好的ｔＲＮＡ，不会对宿主菌产生毒性，使得
宿主菌可以存活下来，在平板上形成菌落。因此，

在含ＩＰＴＧ的平板上形成菌落的宿主菌所含 ｔＲＮＡ
突变体均为高正交性ｔＲＮＡ突变体。
３５　琥珀抑制性ｔＲＮＡ突变体正交性的验证

大肠杆菌 ＣＳＨ１０８基因组内含有一个突变的
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半乳糖甘酶基因，该基因第８位发生琥珀突变，因
此该菌株可以用来评价琥珀抑制性 ｔＲＮＡ突变体
的正交性［１２］。如果宿主细胞内存在可以被大肠杆

菌内源性氨酰 ｔＲＮＡ合成酶氨酰化的琥珀抑制性
ｔＲＮＡ，即存在正交性不高的ｔＲＮＡ突变体，则半乳
糖甘酶基因内的琥珀突变被抑制，表达出完整的半

乳糖甘酶，在含有 Ｘｇａｌ和 ＩＰＴＧ的平板上形成蓝
色菌落。而高正交性的ｔＲＮＡ突变体，由于不能被
氨酰ｔＲＮＡ合成酶氨酰化，因而不能产生琥珀抑制
作用，在含有 Ｘｇａｌ和 ＩＰＴＧ的平板上最终形成白
色菌落。

筛选前后琥珀抑制性 ｔＲＮＡ突变体转化入大
肠杆菌ＣＳＨ１０８后，在含有 Ｘｇａｌ和 ＩＰＴＧ的 ＬＢ琼
脂平板上形成的不同颜色的菌落（图５）。经 ＩＰＴＧ
筛选后的ｔＲＮＡ突变体，转化入ＣＳＨ１０８菌株后，均
形成白色菌落，证明该ｔＲＮＡ与大肠杆菌内源性氨
酰合成酶正交性较高。而未经筛选的 ｔＲＮＡ突变
体，形成了深浅不同的蓝色菌落，表明这些 ｔＲＮＡ
突变体可以不同程度的被大肠杆菌内源性氨酰合

成酶氨酰化，表达了全长的 β半乳糖苷酶，从而形
成蓝色菌落。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＢｌｕｅＷｈｉｔｅＣＳＨ１０８ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｌｏｎｙｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｅｌｅｃｔｅｄ（１
３）ｏｒｎｏｎｓｅｌｅｃｔｅｄ（４６）ａｍｂｅｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｔＲＮＡｏｎＬＢｐｌａｔｅｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇＸｇａｌａｎｄＩＰＴＧ

#

　结　论

本研究建立了一种基于可诱导高拷贝质粒

的筛选系统，该系统含有两种复制起始控制元

件，其中高拷贝复制起始元件的调控基因 ＲｅｐＬ
收到乳糖操纵子 ｌａｃ的调控，从而实现用 ＩＰＴＧ诱
导质粒拷贝数增加。高拷贝质粒大量转录琥珀

抑制性 ｔＲＮＡ时，只有携带高正交性的琥珀抑制

性 ｔＲＮＡ的克隆可以存活下来。利用这一筛选质
粒，本研究构建了琥珀抑制性 ｔＲＮＡ突变文库并
进行了筛选，利用含琥珀抑制突变的半乳糖苷酶

突变体进行了验证，证实筛选获得的琥珀抑制性

ｔＲＮＡ突变体均与大肠杆菌氨酰 ｔＲＮＡ合成酶具
有高度正交性。

本研究所建立的方法利用了琥珀抑制性ｔＲＮＡ
自身对宿主菌的抑制作用，不需要额外的毒性基因

作为筛选标记，筛选方法简便直接，并可扩展应用

于不同种属来源的琥珀抑制性ｔＲＮＡ的筛选。
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