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抑制螺旋藻胞内核酸酶活性的研究 m
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提要 螺旋藻细胞内较高的胞内核酸酶活性是外源基因转化螺旋藻的主要障碍 ∀以供体质

粒 ³∞�×�≥�为酶消化底物 o通过多种方法处理螺旋藻细胞 o然后检测其胞内核酸酶粗提液对

³∞�×�≥�的降解作用 o结果表明 ou °°²̄r�以上的 ∞⁄×�处理 ty «或无 �ª
u n螺旋藻培养基培养

zu «以上 o都可使处于对数生长期的螺旋藻胞内核酸酶活性显著降低 ~低于 u{ ε k如 uw ε l培

养也可降低螺旋藻的胞内核酸酶活性 ∀根据实验结果 o建议在螺旋藻转化前 zu «开始低温 !无

�ª
u n培养 o转化前 ty «提高培养基中 ∞⁄×�的浓度至 u °°²̄r�o就能获得胞内核酸酶活性极低

的受体藻 o有利于外源基因的转化 ∀

关键词 螺旋藻 o胞内核酸酶 o低温培养 o∞⁄×�处理 o无 �ª
u n培养
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螺旋藻是众所周知的优良天然营养源 o由于其

基因组结构简单便于遗传操作 !对外源蛋白的容受力

高 !繁殖迅速 !再生快 !培养条件简单 !成本低廉等诸

多优点而使其成为极具潜力的基因工程受体藻 ∀但

是 o尽管有不少研究者在螺旋藻基因工程方面开展了

大量的工作 o进行了不懈的努力 o但其进展依然缓

慢 ∀其主要原因目前尚不很清楚 o但许多研究者认为 o

螺旋藻细胞内存在丰富的高活性核酸酶 o能阻止外源

⁄��的转入和整合 ∀对螺旋藻来说 o这是一种自我保

护机制 o能防止外源 ⁄��的侵入 ∀但对研究者而言 o

这却成了螺旋藻基因转化的一个巨大障碍 ≈t ∀要成功

建立螺旋藻的转化与表达体系 o实现外源基因在螺旋

藻中的稳定和高效表达 o就必须克服螺旋藻胞内高活

性核酸酶的障碍 ∀ ≤¤²等 ≈u 和茅云翔等 ≈v 先后报道用

无 �ª
u n的 �¤µµ²∏®培养基培养螺旋藻或用 ∞⁄×�处理

等方法 o均能大大降低其胞内和胞外 ⁄��¤¶̈ 活性 ∀本

实验室也通过对多种处理条件的探索 o发现适当的处

理 o如低温 !无 �ª
u n的 �¤µµ²∏®培养基培养或 ∞⁄×�处

理等 o均可降低螺旋藻对供体质粒 ³∞�×�≥�的降解作

用 o从而使外源基因的转化障碍得以克服 o为以后利

用该质粒对螺旋藻的转化奠定基础 ∀

t 材料与方法

tqt 材料

螺旋藻 k Σπιρυλινα πλατενσισl 厦门大学生命科学

学院程兆第教授提供 ~

质粒 ³∞�×�≥� 由本实验室构建 ~

培养基 �¤µµ²∏® °̈ §¬∏°
≈w ∀

tqu 方法

tquqt 螺旋藻的培养 在 u{ ε o 光照强度为

v sss ¬̄的条件下培养 ∀

tququ 胞内核酸酶活性的检测方法 螺旋藻

胞内核酸酶粗提液的制备 }取 w °�螺旋藻藻液 o低速

离心 kw sssµr °¬±ots °¬±l o收集 o用不含 ∞⁄×�的

�¤µµ²∏®培养基洗涤 u次k以排除胞外酶活性的影响l o

重悬藻体于 t °�无 ∞⁄×�的 �¤µµ²∏®培养基中 o冰浴

超声波破碎藻体k输出功率 wzqx • o约 ys¶l o离心 o取

上清液备用 ∀

酶切检测胞内核酸酶活性 }取上面制备的螺旋藻

胞内酶粗提液 us Λ�o加入 vss ±ª³∞�×�≥�o混匀 ou{ ε

温浴 u «后 o电泳检测 ∀

tquqv 抑制螺旋藻胞内核酸酶活性的方法

∞⁄×�处理 }取对数生长期的螺旋藻藻液 o加入 ∞⁄2

×�o使其终浓度分别为 sqxotouoxots °°²̄r�o正常培养

条件下培养 {«后 o按上述方法检测胞内核酸酶活性 ∀
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无 �ª
u n培养基处理 }取对数生长期的螺旋藻藻

液 o低速离心kw sssµr °¬±ots °¬±l收集 o重悬于不含

�ª≥�w的 �¤µµ²∏®培养基中 o分别培养 uwow{ozu «后取

w °�藻液检测螺旋藻胞内核酸酶活性 ∀

低温处理 }按 tsh接种量接种对数生长期的螺

旋藻 v组 o分别置于 uwouyou{ ε 培养 o藻体生长至对

数生长期时检测螺旋藻胞内核酸酶活性 ∀

u 结果与分析

uqt 螺旋藻胞内核酸酶活性的检测

从图 t可以看出 o未经任何处理的钝顶螺旋藻胞

内核酸酶粗提液对供体质粒 ³∞�×�≥�有明显的降解

作用 o如用这样的藻细胞作为受体进行转化 o外源基

因极易被其核酸酶降解 o不可能在细胞质中稳定存在

和表达 ∀早期的实验中 o用正常培养条件下 !未经任何

预处理的螺旋藻作为转化受体材料 o分别探索了包括

自然转化 ! 超声转化和电击转化在内的多种转化方

法 o都不能获得成功 o这也说明 o螺旋藻胞内核酸酶对

供体质粒的降解是螺旋藻难以转入外源基因的一个

重要原因 ∀除了使用质粒 ³∞�×�≥�外 o作者还使用了

其它几种与 ³∞�×�≥�质粒 ⁄��序列差异显著的质粒

如 ³∞�×� !³�� !³�� 等作了相同的检测 o均得到类似

的被降解的结果k数据未列出l ∀

uqu ∞⁄×�对螺旋藻胞内核酸酶的抑制作用

由于 ∞⁄×�是一种很强的金属螯合剂 o对生物体

内需金属离子的酶 k如核酸酶l 活性具有普遍的抑制

效应 o所以本文设计了一组含不同浓度 ∞⁄×�的培养

液对螺旋藻进行预处理 ∀实验结果表明 ot °°²̄r�的

∞⁄×�处理 ty «就可对螺旋藻的胞内核酸酶活性起

到较强的抑制作用 o随浓度的增加 ∞⁄×�的抑制作用

加强 k图 u�l ~当 ∞⁄×�处理时间延长至 uw «时 o t

°°²̄r �以上浓度的 ∞⁄×�能完全抑制胞内核酸酶对

质粒的降解作用 k图 u�l ~而 sqx °°²̄r �的 ∞⁄×�无

论是对螺旋藻处理 ty «还是 uw «均不能抑制其细胞

内核酸酶的活性 ∀另外 o在作者的后续实验中发现 o高

浓度的 ∞⁄×�会影响螺旋藻转化后的生长状况 o使藻

体生长变缓 o颜色发黄 o故建议一般不使用过高浓度

的 ∞⁄×�处理用于转化的受体螺旋藻 ∀

uqv 无镁培养基处理对螺旋藻胞内核酸酶

的抑制作用

将正常培养条件下生长到对数期的螺旋藻转入

不含镁的 �¤µµ²∏®培养基中继续培养 o结果发现 o培养

基中 �ª
u n的缺乏 o使胞内核酸酶对供体 ⁄��的降解

作用受到明显的影响 ∀取在此培养基中培养 uw «的

螺旋藻检测其胞内核酸酶活性 o发现质粒仍被降解 ~

培养时间延长到 w{ «时 o胞内核酸酶活性降低 o质粒

降解不完全 ~培养 zu «后 o大部分的质粒 ⁄��没有被

降解 o仍保持完整 o说明螺旋藻在无 �ª
u n培养 zu «后

其胞内核酸酶的活性已经大大降低k图 vl ∀

uqw 降低螺旋藻培养温度对胞内核酸酶的

抑制效应

螺旋藻最适培养温度为 u{ ε o在低于最适温度

的培养条件下培养后 o其胞内核酸酶粗提液对质粒的

降解程度有所降低 k图 wl o虽然其抑制效果不显著 o

但相对于 ∞⁄×�和无镁处理 o降低培养温度是一种较

为温和的作用方式 ∀后续的观察发现 o∞⁄×�或无镁培

养基处理过度的螺旋藻均在处理后的培养过程中表

现出生长不好的状况 o严重时藻细胞出现不同程度的

发黄甚至死亡 ∀而降低培养温度 o虽然会使螺旋藻的生

长速度减慢 o但藻的生长状态却没有发生较大的改变 ∀

v 讨论

外源基因是否能导入螺旋藻细胞并在其内稳定

遗传和表达 o一直是研究者们关注的问题 ∀现在普遍

认为 o螺旋藻遗传转化之所以难以成功 o与其胞内高

活性核酸酶有关 ∀螺旋藻细胞中所含核酸酶包括高活

性的核酸外切酶和种类丰富的限制性内切酶 o其中已

图 t 螺旋藻胞内核酸酶对转化供体质粒 ³∞�×�≥�

的降解作用

ƒ¬ªqt ⁄¬ª̈¶·¬²± ²©³∞�×�≥�¥¼ ±̈§²¦̈¯̄∏̄¤µ±∏¦̄ ¤̈¶̈ ¬±

Σπιρυλινα πλατενσισ

tq质粒 ³∞�×�≥�对照 ou{ ε 温浴 u «~uq³∞�×�≥�与螺旋藻胞内核

酸酶粗提液混合 ou{ ε 温浴 u «∀

�¤±̈ t} k¦²±·µ²̄l u Λ�³∞�×�≥� n t{Λ�§§� u � ~ �¤±̈ u} u Λ�

³∞�×�≥�n t{ Λ� ±̈§²¦̈¯̄∏̄¤µ±∏¦̄̈ ¤¶̈ ¶²̄∏·¬²±o �²·« t ¤±§u º̈ µ̈ ¬±¦∏2

¥¤·̈§¤·u{ ε ©²µu «
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图 u ∞⁄×�处理后螺旋藻胞内核酸酶对 ³∞�×�≥�的降解作用

ƒ¬ªqu ∞©©̈¦·¶²©∞⁄×� ²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¬̈¶²© ±̈§²¦̈¯̄∏̄¤µ±∏¦̄ ¤̈¶̈ ¬± Σπιρυλινα πλατενσισ k³∞�×�≥�¤¶·«̈ ¶∏¥¶·µ¤·̈l

� q∞⁄×�处理螺旋藻 ty «后 o螺旋藻胞内核酸酶对供体质粒 ³∞�×�≥�的降解情况 ~�q∞⁄×�处理螺旋藻 uw «后 o螺旋藻胞内核酸酶对供

体质粒 ³∞�×�≥�的降解情况 ∀

tq³∞�×�≥�~uq正常培养条件下k含 squ °°²̄r�∞⁄×�l ~vqsqx °°²̄r�∞⁄×�处理 ~wqt °°²̄r�∞⁄×�处理 ~xqu °°²̄r�∞⁄×�处理 ~

yqx °°²̄r�∞⁄×�处理 ~zqts °°²̄r�∞⁄×�处理 ∀

k�l ·µ̈¤·̈§©²µty «¤±§ k�l ·µ̈¤·̈§©²µuw «q�¤±̈ t} k¦²±·µ²̄l u Λ̄ ³∞�×�≥�~�¤±̈ u ∗ z}uΛ�³∞�×�≥�n t{Λ�̈ ±§²¦̈¯̄∏̄¤µ±∏¦̄̈ ¤¶̈ ¶²̄∏·¬²±©µ²°

Σπιρυλινα πλατενσισ º«¬¦««¤√̈ ¥̈ ±̈·µ̈¤·̈§¥¼ squosqxotouoxots °°²̄r�∞⁄×� µ̈¶³̈¦·¬√̈ ¼̄

图 v 无镁培养后螺旋藻胞内核酸酶对 ³∞�×�≥�的降解情况

ƒ¬ªqv ∞©©̈¦·¶²© �ª
u n2©µ̈¨ °̈ §¬∏°²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¬̈¶²© ±̈§²¦∏̄̄ ∏̄¤µ

±∏¦̄ ¤̈¶̈ ¬± Σπιρυλινα πλατενσισ k³∞�×�≥�¤¶·«̈ ¶∏¥¶·µ¤·̈l q

tq质粒 ³∞�×�≥�对照 ~uq正常培养条件 ~vq无镁处理 uw «~wq无

镁处理 w{ «~xq无镁处理 zu «

�¤±̈ t} k¦²±·µ²̄l u Λ�³∞�×�≥�~�¤±̈ u ∗ x}uΛ�³∞�×�≥�n t{ Λ�

±̈§²¦̈¯̄∏̄¤µ±∏¦̄̈ ¤¶̈ ¶²̄∏·¬²±©µ²° Σπιρυλινα πλατενσισ º«¬¦««¤√̈ ¥̈ ±̈ ¦∏̄2

·∏µ̈§¬± �ª
u n2©µ̈¨�¤µµ²∏® °̈ §¬∏°©²µuwow{ozu «µ̈¶³̈¦·¬√̈ ¼̄q

图 w 不同温度下螺旋藻胞内核酸酶粗提液对 ³∞�×�≥�的

降解情况

ƒ¬ªqw ∞©©̈¦·¶²©ªµ²º¬±ª·̈°³̈µ¤·∏µ̈ ²±·«̈ ¤¦·¬√¬·¬̈¶²© ±̈§²¦̈¯̄p

∏̄¤µ±∏¦̄ ¤̈¶̈ ¬± Σπιρυλινα πλατενσισ k³∞�×�≥�q¤¶·«̈ ¶∏¥p

¶·µ¤·̈l

tq质粒 ³∞�×�≥�对照 ~uquw ε 培养 ~vquy ε 培养 ~wq正常培养条

件ku{ ε l q

�¤±̈ t} k¦²±·µ²̄l u Λ�³∞�×�≥�~�¤±̈ u ∗ w}u Λ�³∞�×�≥�n t{ Λ�

±̈§²¦̈¯̄∏̄¤µ±∏¦̄̈ ¤¶̈ ¶²̄∏·¬²± ©µ²° Σπιρυλινα πλατενσισ º«¬¦««¤√̈ ¥̈ ±̈ ¦∏̄2

·∏µ̈§∏±§̈µuwouyou{ ε µ̈¶³̈¦·¬√̈ ¼̄

经得到鉴定的内切酶就有 w种 } ≥³¤ ´ ! ≥³¤ µ ! ≥³¤

¶ !≥³¤ · o它们分别是 ×·«ttt ´ !°√¤ ´ !°√¤ µ !�¬±§

¶的同裂酶 o在 ux∗ vzε 均保持较高的内切酶活性 ≈x ∀

这些高活性的核酸酶与螺旋藻细胞防御外源 ⁄��入

侵 o保护自身基因组稳定性密切相关 o是一种防御性

机制 ∀但这同时也成为螺旋藻遗传转化的一大障碍 ∀

为了实现外源基因在螺旋藻细胞中的稳定转化 o就必

须降低其胞内核酸酶活性 o为此作者设计了本实验以

便为螺旋藻遗传转化提供相关参数 ∀

本文的研究表明 o在没有对螺旋藻藻体进行任何
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处理之前 o螺旋藻胞内核酸酶粗提液可以迅速地降解

供体质粒 o这是外源 ⁄��导入螺旋藻细胞并在其内

稳定遗传和表达的限制因子 ∀ ≤¤²等 ≈u 发现用无 �ª
u n

的 �¤µµ²∏®培养基培养螺旋藻 o能大大降低其胞内和胞

外⁄��¤¶̈ 活性 ∀茅云翔等人用 ∞⁄×�预培养的方法显

著抑制了螺旋藻胞内核酸酶活性 o并通过电激转化法

实现了氯霉素抗性基因在螺旋藻细胞内的表达 ≈v ∀本

文通过对多种处理条件的探索 o也证明适当的处理 o

如无 �ª
u n的 �¤µµ²∏®培养基培养 ! ∞⁄×�或低温预培养

等 o均可降低螺旋藻对供体质粒的降解作用 o从而使外

源基因能顺利 !稳定地整合到染色体上k另文发表l ∀基

因整合平台系统和穿梭质粒系统是在蓝藻基因工程

中应用最多的两类转化系统 ∀在螺旋藻这样高核酸酶

活性的受体细胞中 o即使对受体藻进行转化前的处理

也只能暂时抑制其胞内核酸酶活性 o一旦回到正常的

培养条件 o核酸酶活性不再受抑制而恢复高活性状

态 ∀即使穿梭质粒能暂时转入到螺旋藻细胞内 o也将

由于质粒本身的内切酶位点和外源 ⁄��序列而被螺

旋藻识别降解 o不可能稳定传代 ~并且在螺旋藻细胞

中也未发现有内源质粒的存在 o因此 o在螺旋藻遗传转

化中不宜采用穿梭质粒载体系统 ∀而依据同源重组机

制 o将外源基因整合到螺旋藻染色体上 o是使外源基因

在螺旋藻细胞中稳定遗传和表达的最好方式 ∀综上所

述 o在外源基因转化螺旋藻的研究中建议采用基因整

合平台系统 o并在转化前后进行适当物理或化学处

理 ∀根据作者的实验结果 o在转化前 zu «开始低温 !无

�ª
u n培养 o转化前 ty «提高培养基中 ∞⁄×�的浓度至

u °°²̄r �o就能获得胞内核酸酶活性极低的受体藻 o

从而有利于外源基因的转化 ∀
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