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基于高通量显微成像及分析技术的 DNA 重排研究
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摘  要  直接的重复序列广泛地存在于真核和原核细胞基因组中，并且与多种疾病（如遗传性神经肌

肉神经退行性疾病等）相关，因此定量重复序列的删除变得非常重要。结合高通量显微成像和分析技

术，该文设计了基于三色荧光报告系统的方法来定量重复序列删除的发生。结果显示，在铜绿假单胞

菌中，重复序列的删除频率在 recA 基因缺失突变株中明显降低，而 RadA 蛋白和 UvrD 蛋白的缺失则

会提高重复序列的删除频率，并且重复序列的删除与细菌的生长率和启动子等因素无关。该研究有助

于加深对直接重复序列相关问题的理解，并为直接重复序列删除定量提供了新的方法。
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Measurement of DNA Rearrangement by High-Throughput Microscopy 
Imaging and Analysis
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Abstract  Direct repeat sequences widely exist in eukaryotic and prokaryotic genomes, which involves in 
human diseases like hereditary neuromuscular neurodegenerative disease. Thus, it is of great importance to 
quantify the frequency of the deletion of direct repeat sequences. Using the high-throughput microscopy imaging 
and analysis technology, we designed a three-color fluorescent-based reporter system to quantify the frequency 
of the deletion of direct repeat sequences. We found that the frequency of the deletion of direct repeat sequences 
decreased in the recA mutant in P. aeruginosa, and the absence of RadA and UvrD increased the occurrence 
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1  引  言 

  重组是真核和原核细胞修复脱氧核糖核酸

(DNA)损伤的重要途径[1-2]。重组包含两种：保

守的重组事件和非保守的重组事件[3]。其中，保

守的重组事件通常是由重组蛋白 RecA 介导的，

如通常所说的同源重组；而非保守的重组事件通

常不依赖于 RecA，如单链退火。重复片段是发

生重组所必需的，而重复片段常出现在基因组

中，这种重复片段的出现会造成重复片段的加

倍或重复片段的删除[4]。而重复 DNA 片段的删

除包含几种可能的机制[5-8]：染色体内交换、非

平衡姊妹染色体交换、单链退火、复制滑移和

非完全重组等。其中，染色体内交换、非平衡

姊妹染色体交换依赖于重组蛋白 RecA，单链退

火、复制滑移和非完全重组则不依赖于 RecA。

DNA 聚合酶的阻滞会导致复制机制催化的 DNA 
重排，而复制错误可能会对基因结构产生重要

的影响，因为这可能造成小同源片段的引入而

扰乱基因组，或者造成片段删除或重复序列的

扩增。

  重复片段广泛地存在于真核和原核细胞

中，其重复序列的长度也由几个碱基对到几千

个碱基对不等。例如，人基因组中有 3% 的基

因存在重复片段，并且其中大部分重复序列存

在于基因编码区[9]。重复序列不仅能影响调控

基因的表达[10]，也能影响信使 RNA(核糖核酸)

的翻译[11-12]。而重复序列的删除可能造成大片段

基因序列的缺失从而引起相关的疾病，如常见的

染色体缺失引起的腭心面综合征[13]、卡恩斯-塞
尔综合征和进行性眼外肌瘫痪[14]等。甚至重复序

列的删除还能帮助筛选出具有更强耐药性的耐药

金黄色葡萄球菌[15]。因此，研究重复序列的删除

具有非常重要的意义，而对重复序列删除频率的

定量能进一步加深对重复序列的理解。

  目前，定量重复片段删除频率的方法包括物

理方法、生物信息学方法和生物标记物筛选方

法。其中，物理方法，即同位素标记或电镜观察

等物理学方法[16-19]。该方法虽然直接，但很难获取

进一步的发生概率等数据。生物信息学方法[20-23]，

即基因组测序及比对技术。该方法可以通过系谱

构建、基因组测序比对和高密度多态性位点的确

认等来估算同源重组频率，研究人员可以搜寻到

基因组上的重组发生热点以及获取重组频率的多

态性信息等。生物标记物筛选方法[24-25]，如通过

抗性基因筛选等，则多用于细菌中来定量同源重

组。但源于菌斑计数的方法存在较高的误差，限

制了该方法在定量重组上的应用。

  随着成像技术的发展，显微镜技术在生物学

研究中获得了广泛地应用，近年来更是应用到了

医学领域，如荧光显微镜应用于颅内恶性肿瘤的

切除以及自动化检测血液残留白细胞等[26]。因

此，为了快速而准确地定量细菌基因组中重复序

列删除的频率，本文结合高通量显微成像和分析

技术，设计了一套三色荧光报告系统来精准地定

量细菌基因组中重复序列删除的频率。

frequency of the deletion of direct repeat sequences, but the frequency of the deletion of direct repeat sequences 
was independent of the following factors: fitness or promoter variants etc. This work can be helpful to the further 
understanding of the deletion of direct repeat sequences, which also provide a novel method to quantify the 
deletion of direct repeat sequences. 

Keywords high-throughput; microscopy imaging and analysis technology; DNA rearrangement; deletion of 
repeat sequences
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2 材料与方法

2.1 实验材料

  胰蛋白胨培养基(生工生物工程(上海)股份

有限公司)，硫酸庆大霉素(上海阿拉丁生化科技

股份有限公司)，细菌电穿孔仪(伯乐生命医学产

品(上海)有限公司)，生化培养箱(上海丙林电子

科技有限公司)，立式摇床(德国 SUSS MicroTec
公司)，A2 生物安全柜(赛默飞赛尔科技(中国)

有限公司，1300 系列)，激光共聚焦显微镜(奥林

巴斯(中国)有限公司，FV1000)。
2.2 实验方法

2.2.1 细菌培养条件

  大肠杆菌(E. coli)和铜绿假单胞菌(P. aeruginosa)
使用胰蛋白胨培养基(LB)在 37 ℃ 条件下进行培

养，其中活化培养时间为 16～20 h，实验培养时

间为 20 h。使用的抗生素浓度如下：大肠杆菌中

庆大霉素终浓度为 15 μg/mL、羧苄青霉素终浓

度为 100 μg/mL，铜绿假单胞菌中庆大霉素终浓

度为 30 μg/mL。具体实验流程如下：(1)将保存

在 35% 甘油体系于－80 ℃ 冰箱的目标菌种，

划线于 LB 琼脂板(或添加相应抗性)并加入需

要的抗生素于 37 ℃ 培养 20～24 h；(2)刮取细

菌重悬至 20 μL 的双蒸水中，并取 2 μL 点板至

相应的 LB 琼脂板上，在 37 ℃ 继续培养 20 h；
(3)培养完毕后用接种环刮取全部目标菌株并转移

至 1 mL 10% 无菌(0.22 μm 滤膜过滤)蔗糖溶液中

重悬，并低速涡旋 15 s 后备用；(4)吸取 3～4 μL

菌液滴于 0.8 cm×0.8 cm 的 2% 限制性培养基

(FAB)琼脂糖薄片上，并将样品反压至玻璃表

面，最终安放至显微镜实验平台。

2.2.2 快速 XY 扫描成像

  显微镜采用电动位移台实现水平方向的移

动，搭载的美国科学设备公司(ASI)的 MS2000 
自动化 XY 台包含 RS232 和 USB 接口，以及

闭环随动系统可实现对 X 和 Y 轴的精确位置控

制[27]。电脑通过串口 RS232 连接 MS2000 自动

化台，同时通过程序设置实现载物台的快速移

动，从而实现快速 XY 扫描成像。

2.2.3 高通量数据获取及分析

  为了获取可靠的数据并降低实验误差，本文

采用高通量的方法采集数据并进行分析。绿色、

红色和橙色三色荧光图像通过搭载的 sCMOS 相
机(Zyla 4.2 Andor)的激光共聚焦显微镜(Olympus 
FV1000，100 倍油镜)获得，每个样品连续采

集 400～600 不等的视野图像，每个视野中包含 
400～1 000 个细菌不等，即每个样品包含的细菌

数目 1×105～1.6×105 个不等。获得的荧光数据

通过图像处理软件(ImageJ)处理及 MatLab 数据

分析并进行串光矫正后获得最终的重组体比例。

具体的串光矫正过程如下：即通过对特定的绿

色、红色和橙色荧光蛋白进行纯化，并标定其相

关的荧光强度和其他接收通道的荧光强度(如在

红光通道测定绿色荧光蛋白荧光强度)，并计算

串光比。MatLab 算法中，识别橙色荧光作为细

菌的轮廓(图 1)，用于计算细菌的绿色荧光和红

色荧光，从而判定重复 DNA 序列是否删除。
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图 1 荧光标记细菌的识别

Fig. 1 Recognition of fluorescent-marked bacterial cells

3 实验结果

3.1 细菌 DNA 重排的判断

  为了可以精确地测定细菌中同源重组发生

的概率，建立了三色荧光定量系统，设计了如
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图 2(a)所示的基因回路，包括重组单元和荧光报

告单元两部分。其中，重组单元包括一定长度的

同源重组臂、LacI 蛋白表达基因 lacI 以及红色荧

光蛋白 mScarletI；而荧光报告单元则包括作为内

标的橙色荧光蛋白 CyOFP1 和受 LacI 蛋白抑制

的启动子 PA1O4O3 表达的绿色荧光蛋白 SfGFP。如

图 2(b) 所示，红色荧光蛋白消失且绿色荧光蛋

白表达，则表示重复 DNA 片段的删除。
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(a)亲代基因型示意图；(b)子代基因型示意图

图 2 重复序列删除检测单元示意图

Fig. 2 Diagram of the module for determining the deletion 

of repeat sequences

  也就是说，可以通过三色荧光蛋白表达的强

弱来判定是否有重复 DNA 片段删除发生，即原

始状态下的绿色、红色和橙色荧光蛋白的表达强

度分别为低、高和高，而片段删除状态下的三色

荧光蛋白表达强度分别为高、低和高(图 3(a))。
因此，通过 MatLab 算法计算得到了野生型单细

菌的绿色和红色荧光光强，并将所有统计到的细

菌光强值作图(图 3(b))。图 3(b)中左上区域的

细菌拥有高表达的绿色荧光蛋白和低表达的红色

荧光蛋白，因此被认为发生了重复 DNA 片段的

删除。而图 3(b) 右下区域的细菌拥有高表达的

红色荧光蛋白和低表达的绿色荧光蛋白，因此被

认为仍处于原始状态，没有发生重复 DNA 片段

的删除。
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(a)重复序列删除示意图
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(b)重复序列删除统计分析图

图 3 重复序列删除的判定及统计分析

Fig. 3 Determination and statistical analysis of deletion of 

repeat sequences

3.2 重组突变株的 DNA 重排定量

  细菌重复 DNA 片段的删除来源于保守重组

和非保守事件，因此涉及到重组过程的相关蛋

白是否对重复 DNA 片段的删除产生影响呢？于

是，本文在野生型菌株的基础上对重组相关基因

进行了敲除，并用高通量显微成像及分析技术计

算了重复 DNA 片段删除频率。如图 4 和表 1 所
示，相比于野生型，RecA 蛋白缺失突变株的重

复 DNA 片段删除频率明显降低(P＜0.001)，表

明在当前条件下，DNA 序列重排是 RecA 依赖型

的；而相比于野生型，RadA 蛋白和 UvrD 蛋白

缺失突变株的重复 DNA 片段删除频率均有不同

程度的上升(radA：P＜0.05，uvrD：P＜0.01)。
而其他的，如 mutS、recF、recJ、recO、radA、
recN、recQ、uvrD、sbcC 等基因缺失突变株则无

显著性差异。
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图 4 重组相关基因突变株的重复 DNA 片段删除的测定

(*** P＜0.001，** P＜0.01，* P＜0.05)

Fig. 4 Measurements of the deletion of repeat sequences in 

recombination related mutants (*** P＜0.001, ** P＜0.01, 

* P＜0.05)

表 1 重组突变株的重复 DNA 片段删除频率及其相对生长率

Table 1 Frequency of deletion of repeat DNA sequences 

and fitness in recombination related mutants

 
3.3 生长率对 DNA 重排定量的影响

  重组相关蛋白的缺失会在一定程度上影响重

复 DNA 片段的删除。为了验证重组相关蛋白的

缺失与重复 DNA 片段的删除是否相关，本文测

定了重组相关蛋白突变株的生长率。如表 1 所
示，重组相关蛋白突变株的生长率相对野生型均

有不同程度的下降，但生长率与重复 DNA 片段

的删除频率没有相关性。同时，本文还测试了相

同菌株在不同温度即不同生长率下重复 DNA 片段

的删除频率，如图 5 所示。结果发现，不同温度

下的删除频率间无显著性差异。这表明，生长率

的变化不会影响重复 DNA 片段删除频率的定量。

 

104

102

100

10－2

PA1(lac)

R Rlacl

lacl

mScarlet

sfGFP CyOFP

PlaclQ J23100

J23102

(a) 亲代

(b) 子代

橙色荧光通道 细菌轮廓识别

绿色荧光通道 红色荧光通道

野生型

细胞计数

37 ℃30 ℃

橙色荧光通道

高

高

低

PA1(lac)

RR lacl

lacl

mScarlet

sfGFP CyOFP

PlaclQ J23100

J23102

2 μm

2 μm 高高

低

删除

绿
色
荧
光
光
强

 (a
.u

.)

频
率

频
率

频
率

频
率

红色荧光光强 (a.u.)

250

200

150

100

50

**

**

***

*

**

WT J23100 J23105 J23106 J23109 J23112

14

12

10

8

6

4

2

0

4

3

2

1

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

5

4

3

2

1

0

WT

PR(PR)

PR(T
7A

1)

rrb
BP1(P

R)

rrb
BP1(T

7A
1)

rrb
BP1

T7A
1(P

R)

T7A
1(T

7A
1)

rec
A

mutS rec
F

rec
J

rec
O

rad
A

rec
N

rec
Q

uv
rD sbc

C

×10－3

×10－3

×10－3 ×10－3

图 5 不同温度下突变株的重复 DNA 片段删除的测定

Fig. 5 Measurements of the deletion of repeat sequences 

under different temperatures

3.4 启动子对 DNA 重排定量的影响

  有文献报道转录会影响重组事件的发生[3]。

因此，本文测定了不同启动子条件下的细菌

重复 DNA 删除的频率。图 6(a)显示，启动子 
J23100、J23106 和 J23109 的重复 DNA 删除频

率与野生型间没有显著性差异，而 J23105 和 
J23112 则有略微地上升。总体来讲，不同启动子

对 DNA 的重排影响不大。同样地，如图 6(b)所
示，在不同转录调节结合区启动子下，测定了细

菌重复 DNA 删除的频率也发现，其重复 DNA 删
除频率没有显著性差异。由此可见，启动子并不

会影响对 DNA 重排频率的定量。

4 讨论与分析

  多色荧光蛋白定量结合高通量显微镜成像和

分析技术使得对重复 DNA 片段删除的定量更加

快速而准确，前人在探究重复片段删除频率上

也有过相应的方法，如同位素标记及电镜观察
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法[17-19]。该方法可以观测到具体的重复序列或者

同源序列交换的物理过程，但无法对其进行精准

的定量。再比如基于基因组测序对比的生物信息

学方法[28-29]，该方法通量高，但是多用于高数据

量的真核细胞基因组，并且相应的算法繁杂并且

假阳性率高。而常见的生物标记法[30-31]，虽然可

以通过检测抗性基因的表达来判定重组或重排过

程，但其测量误差往往较大。而本文设计的荧光

报告基因的方法不仅快速易操作，而且测量精度

更高。

  当然，本文方法也有待利用荧光报告基因的

方法进一步地探究其他的基因结构对重复 DNA 
片段删除定量的影响。值得一提的是，转录影响

重组事件的发生在本文设计的实验中没有被发

现，因此需要进一步探索。当然，该方法在其他

相关领域也有一定的应用前景，如利用此定量方

法可以探究不同生理条件、不同信号分子、不同

基因组结构甚至不同外部刺激信号对重复 DNA 
片段删除频率定量的影响。本文对基本的方法学

进行了介绍，主要聚焦于显微成像技术的应用及

其相关分析技术，后续需要对该方法进行进一

步的生物学表征和分析，包括对重复片段删除

的发生概率的计算及其进一步的生物学意义和

应用开发等。

5 结  论

  随着显微成像技术的发展，高通量显微镜成

像和分析技术在生物学中的优势越来越明显。

  本文设计了一种细菌体内定量重复 DNA 片
段删除的方法，并用此方法测定了铜绿假单胞菌

中重复 DNA 片段删除的发生频率。结果发现，

铜绿假单胞菌中的重复 DNA 片段删除频率在 
RecA 蛋白缺失突变株中会明显降低，并且 RadA 
蛋白和 UvrD 蛋白的缺失均在一定程度上提高了

重复 DNA 片段的删除频率，而细菌的生长率和

启动子的变化并不会影响重复 DNA 片段删除频

率的定量。
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