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提要 将从极端耐盐的假单胞杆菌中克隆得到的 v个基因 o即转录调控因子基因 !��⁄�脱

氢酶 µ基因和磷酸甘油磷酸酯酶基因转入淡水蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤ z|wu中 o使受体藻对

�¤≤̄ 的耐受性从低于 uqxh显著提高到 wqxh o进一步证明了这 v个基因确实与生物的耐盐性

密切相关 ∀本实验为进一步培育耐盐经济作物奠定了基础 ∀
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m 厦门市科委科技发展计划资助项目 vxsuuussstsw号 ∀

m m 通讯联系人

第一作者 }刘广发 o出生于 t|w|年 o副教授 o研究方向 }分子

遗传学 ∀电话 }sx|u2ut{tsst

收稿日期 }usst2ts2tt~修回日期 }ussu2su2sv

蓝藻又称蓝细菌 o是一类光合自养的原核生物 o

其中不少蓝藻还能固氮 ∀因此即使在十分贫瘠的沙丘

或岩石表面 o只要有少许水分 o蓝藻就能生长 o它们往

往充当了生态环境中极其重要的初级演替先锋植物

的角色 ∀最近作者从极端耐盐的假单胞杆菌中克隆得

到了 v个与高耐盐性有关的基因 o它们使被转化的大

肠杆菌的耐盐性提高了 vvh ∀本文表明 o将上述 v个

基因转入蓝藻中 o同样使蓝藻的耐盐水平显著上升 o

再一次确认了它们的功能 ∀

t 材料与方法

tqt 淡水蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤ z|wu

k简称 z|wul

由中国科学院武汉水生生物研究所提供 ∀

tqu 重组质粒和试剂

重组质粒 ³�≠� 由本实验室构建和保存 o其中包

括从极端耐盐的假单胞杆菌中克隆的已被证明与耐

盐性有关的转录调控因子基因 ! ��⁄�脱氢酶 µ基因

及磷酸甘油磷酸酯酶基因 k另文待发l ∀蓝藻 z|wu基

因整合平台系统由本实验室构建 ≈{ o| ∀限制性核酸内

切酶购自华美生物工程公司和大连宝生物公司 o小量

质粒抽提试剂盒 !凝胶回收试剂盒购自华粤公司 o⁄��

引物标记和检测试剂盒 ´为 �²̈ «̈µ¬±ª̈µ�¤±±«̈¬°公

司产品 o其他试剂为进口或国产分析纯试剂 ∀

tqv 重组质粒 ³�≠� 转化蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ

¶³q°≤≤ z|wu

在最适条件下培养蓝藻 z|wu至 �⁄zvs为 squx ∗

sqvxo离心收集藻细胞 o参照 �²̄§̈ ±t|{w年的方法转

化蓝藻 z|wu∀

tqw 转基因耐盐蓝藻的筛选

重组质粒 ³�≠� 转化蓝藻 z|wu后 o将转化藻与

对照分别涂布于 �¬̄̄¬³²µ̈滤膜上 o先在不含 �¤≤̄ 的

��2tt固体培养基上恢复培养 uw «o然后转移滤膜至

含 �¤≤̄ vqsh的 ��2tt固体培养基上进行筛选培养 ∀

u周后 o待滤膜上出现蓝色单藻落 o再将它们在 ��2tt
液体培养基中培养至对数生长后期 o涂布于含系列

�¤≤̄ 的培养基上进行最高耐盐性测试 ∀

tqx 随机引物标记重组质粒 ³�≠� 和 ≥²∏·«2
µ̈±杂交

将重组质粒 ³�≠� 用 �¤°� ´完全酶切 o电泳后

回收纯化其中的外源 wqu ®¥⁄��片段 ∀取 t Λª该片

段作为 °≤� 模板溶于少量无菌水中 o沸水浴 ts °¬±o

在冰浴中快速冷却 o加 w Λ̄ ⁄�� �¬ª«°µ¬°̈ µo混匀并短

暂离心 ~vz ε 温育 us «~yx ε 热处理 ts °¬±终止标记

反应 ∀按参照文献≈u 进行蓝藻总 ⁄��的 ≥²∏·«̈µ±转

移 !标记引物的杂交和显色 ∀

tqy 转基因耐盐蓝藻的双向蛋白电泳

将接种在 ��2tt培养基中的转化藻和野生藻培

养至对数生长后期 o离心收集藻细胞 ~加适量丙酮抽

提藻细胞色素和脂类 o离心 o去上清 o丙酮挥发后得藻
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图 t 重组质粒 ³�≠� 转化蓝藻的 ≥²∏·«̈µ±杂交分析

ƒ¬ªqt ≥²∏·«̈µ± «¼¥µ¬§¬½¤·¬²±¤±¤̄¼¶¬¶²© Σψνεχηοχοχχυσ¶³q

°≤≤ z|wu·µ¤±¶©̈µµ̈§¥¼ µ̈¦²±¶·µ∏¦·¬²± ³�≠�

tq耐盐转基因蓝藻总 ⁄�� ~ uq重组质粒 ³�≠� ~ vq未转化蓝藻总

⁄�� ∀

图 u 转化藻和野生藻细胞总蛋白双向电泳图谱

ƒ¬ªqu ×º²2§¬°̈ ±¶¬²±¤̄ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶²©·²·¤̄ ³µ²·̈¬± ²©·«̈

º¬̄§·¼³̈ ¤±§·µ¤±¶©²µ°¤±·Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤ z|wu ¦̈¯̄¶

中间泳道为高分子量蛋白 °¤µ®̈µ~左边为野生藻总蛋白电泳图谱 ~

右边为转化藻总蛋白电泳图谱

蛋白干粉 ∀加入裂解缓冲液溶解藻蛋白 ots sssµr°¬±

离心 u °¬±o取上清上样 ∀参照 �¬³³®¤的方法 ≈z 进行第

一向盘状等电聚焦凝胶电泳k�∞ƒl o上样量为每管 sqx

°ª藻蛋白 o电泳后测定凝胶条各段 ³�值 ~藻蛋白第

二向 ≥⁄≥聚丙烯酰胺凝胶电泳k≥⁄≥2°��∞l按文献≈w 

进行 ∀其中浓缩胶浓度为 wh o分离胶浓度为 tuh ~电

泳结束后 o用考马斯亮蓝 �2uxs染色 o凝胶成像系统

观察记录 ∀

tqz 测定转化蓝藻的生长曲线 ≈y 

将筛选得到的转化藻株在 ��2tt液体培养基中

培养至对数生长后期 o按 sqxh的接种量分别接种于

��2tt及含系列 �¤≤̄ 浓度的 ��2tt培养基 o每组均以

野生蓝藻 z|wu作为对照 ovs ε o正常光照培养 ~每隔

u §o测其 �⁄zvs值 o连续测 ts §o记录各组数据 ∀

u 结果

uqt 重组质粒转入蓝藻的证明

以重组质粒 ³�≠� 为模板制备探针 ! ≥²∏·«̈µ±转

膜 !杂交和显色后 o结果见图 t∀图中显示经多代转接

的转化藻与阳性对照 ³�≠� 均出现杂交信号 o而未转

化对照藻株无杂交信号 o从而说明 wqu ®¥外源 ⁄��

片段已经整合至蓝藻基因组中 ∀

uqu 转化藻株与野生藻株总蛋白双向电泳

比较

蛋白质双向电泳分析发现 k图 ul o转化藻株中至

少出现了 v个特异表达的新蛋白k图中箭头所指处l o

分别命名为 °t o°u和 °v∀其中 °t的分子量最小 o约为

ux ®⁄o等电点约为 xqx~°u的分子量约为 vz ®⁄o等电

点约为 |qs~°v的分子量约为 xy ®⁄o等电点约为 zqxo

它们分别与推测的被转入的第一 !第三和第二个基因

转录 !翻译的蛋白质的分子量基本一致 ∀因此 o这 v个

蛋白可能是转入蓝藻 z|wu中的外源 wqu ®¥⁄��片段

的表达产物 ∀

uqv 蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤ z|wu转化前

后耐盐水平测定

重组质粒 ³�≠� 转化蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤

z|wu后 o测定表明 o转化子的耐盐能力提高了约 {sh

k表 tl ∀

由表 t可见 o野生蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤ z|wu

对 �¤≤̄ 的耐受水平低于 uqxh o而经重组质粒 ³�≠�

转化后该藻在 �¤≤̄ 浓度达到 wqxh 的 ��2tt培养基

中还能生长 ∀将转化藻进行连续继代培养 o发现它的

耐盐性能稳定 ∀因此可以初步认为 o转化藻株出现的

较高耐盐性是由于 ³�≠� 转化蓝藻经过同源重组将

wqu ®¥外源片段整合于蓝藻基因组的缘故 ∀

uqw 耐盐转化藻株与野生藻株在含盐培养

基中生长曲线比较

上述耐盐转化藻株和野生藻株在正常培养基及

含盐培养基中的生长情况k图 vl ∀

从图 v所示的 v种生长曲线可以看出 o在 ��2tt
培养基中 o野生蓝藻和转化蓝藻的生长状况基本一

致 ~随着 �¤≤̄ 浓度的增高 o野生蓝藻的生长受到越来
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越明显的抑制 o而转化蓝藻所受的影响则小得多 ∀在

含 sqvzx °²̄r��¤≤̄ 的 ��2tt培养基中转化藻的生长

量比野生藻高 t倍以上 ∀可见 o导入外源 wqu ®¥⁄��

片段的确与蓝藻 z|wu耐盐性提高具有正相关性 ∀

v 讨论

淡水蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤ z|wu是原核生物 o

基因组简单 ∀该藻的基因整合平台系统含有该藻基因

组中铁缺乏诱导基因¬¶¬��操纵子同源序列片段 o因

此在其中插入外源基因 o将能使目的基因经同源重组

嵌入该藻的基因组中 o实现稳定存在和同时表达 o从

而避免了其他一些不确定因素对本实验结果的影

响 ∀在本实验中 o转耐盐基因蓝藻 z|wu经多次传代仍

保持较稳定的强耐盐性也证明了基因整合平台系统

是进行基因转移和功能分析的较为理想的工具 ∀

图 u中 °t蛋白的表达量非常高 o这可能是该基

因处于强启动子调控之下的缘故 ∀如果能够证明该强

启动子的存在并将其克隆 o将可能对目的基因的表达

具有积极的意义 ∀此外 o在野生藻双向电泳图谱中出

现的若干个蛋白斑点在转化藻中消失了 o这可能是基

因整合平台系统插入蓝藻 z|wu基因组时恰巧破坏了

其中某些非/ 看家基因0的缘故 ∀

经过作者先前的工作 o已经将这 v个从假单胞杆

菌中克隆的基因序列与 �̈ ±�¤±®中的同源序列进行

了比较 o初步认为这是与耐盐性有关的基因 o并分析

了从这 v个基因分别推测的氨基酸序列与相应的多

肽k酶l的相似性 o再加上转基因蓝藻的蛋白双向电泳

图谱中出现的 v个特异蛋白斑点 o由此可以基本认

为 o应该是这 v个基因的表达产物使淡水蓝藻 Σψνε2

χηοχοχχυσ¶³q°≤≤ z|wu获得了较强的耐盐性状 ∀不过 o

如果能借助质谱仪将双向电泳中的这 v个特异蛋白

分离出来 o并对其进行氨基酸序列测定分析和功能研

究 o就有可能比较准确地确定这 v个基因产物的性

质 ∀

综上述 o作者已经通过转基因的手段获得了耐盐

蓝藻 ∀本工作为今后将耐盐基因转入经济作物奠定了

良好的实验基础 ∀我国沿海和内陆存在着大片的盐碱

图 v 转化藻株与野生藻株在不同盐度下的生长曲线

ƒ¬ªqv ∞©©̈¦·¶²©¶¤̄·¶·µ̈¶¶²±·«̈ ªµ²º·«µ¤·̈¶²©·«̈ º¬̄§2·¼³̈

¤±§·«̈ ·µ¤±¶©²µ°¤±·Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤ z|wu ¦̈¯̄¶

� q在 ��2tt培养基中生长 ~�q在 ��2tt培养基 n squ °²̄r�ktqtzh l

�¤≤̄ 中生长 ~≤ q在 ��2tt培养基 n sqvzx °²̄ r�kuqt| h l�¤≤̄ 中

生长
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地和盐碱荒滩 ≈t ∀培育耐盐经济作物是我国政府 / 九

五0和 / 十五0 {yv计划的研究内容之一 ∀耐盐经济作

物的成功培育必将为开发利用盐碱地 !缓解我国人口

与耕地的突出矛盾和淡水紧缺的瓶颈做出重要
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