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摘要: 采用 Dra , Ⅰ EcoR , Ⅴ Pvu , Ⅱ Sca ,Ⅰ  Sma I 和 StuⅠ六种内切酶消化杜氏盐藻(Dunaliella salina)叶

绿体基因组 DNA, 与相应 DNA 接头连接, 构建成无载体连接的盐藻叶绿体 GenomeWalker DNA 文库。

利用长距离 PCR(long distance-polymerase chain reaction, LD-PCR)技术从该文库中克隆得到 ATP 合酶 α

亚单位(atpA)基因上游序列 1 347bp。启动子特征分析显示该序列具有一般启动子的保守序列特征, 根

据这些特征设计引物, 扩增 4个 5′端系列缺失的启动子片段, 并用绿色荧光蛋白基因作为报告基因, 构

建启动子 5′端系列缺失重组质粒, 以期鉴定不同启动子片段的驱动报告基因转录的活性。基因枪转化

结果显示, 启动子长度约 1 000 bp 的重组载体转化盐藻后, 其转化株中有黄绿色的盐藻细胞出现。说

明克隆的序列具有启动子活性, 能驱动绿色荧光蛋白基因在杜氏盐藻中有效表达, 为建立盐藻叶绿体

转化系统奠定了工作基础。 
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杜氏盐藻(Dunaliella salina, 以下简称盐藻)是
一种耐盐性单细胞绿藻 , 因其自身具有许多优点 , 
目前已被开发作为一种新型的生物反应器, 以期生
产多种药用蛋白、抗体和人/兽用口服型疫苗等。目
前, 已经利用盐藻的核转化系统表达了一些外源基
因如 gus、bar和 gfp基因等[1], 但前期的研究发现, 外
源基因在细胞核转化时容易发生基因沉默、表达量

低等现象 , 为此 , 有研究者进行了转化盐藻叶绿体
的尝试[2]。叶绿体转化与核转化相比具有许多优势: 
其一, 外源基因更易通过同源重组机制定点整合到
叶绿体基因组中, 有利于人为地控制外源基因的插
入位点。其二, 叶绿体 DNA 分子有多个拷贝, 达到
同质化后能保障外源基因在叶绿体中的高效表达。

另外 , 叶绿体基因组具备原核系统性质 , 可以将多
个外源基因采取“多顺反子”的原核表达形式同时

引入 , 并受共同的启动子控制 , 既方便操作又可避
免了“共沉默”现象的发生[3]。因此, 建立盐藻叶绿
体转化体系具有十分重要的研究和应用价值。 

在建立盐藻叶绿体转化体系时, 需要构建一个
高效稳定的叶绿体表达载体。而在表达载体构建时, 
选择一个高效的启动子是至关重要的。就目前而言, 

在藻类叶绿体转化研究中所用到的有 atpA、16S、
psbA、psbD、rbcL和 chlL启动子等[4-7], 而编码叶绿
体ATP合酶 a亚单位(atpA)基因的启动子被认为是一
个较强的启动子[4,8]。但是, 目前有关盐藻叶绿体启
动子方面的研究未见报道。为此, 本文力在克隆盐藻
的内源性 atpA 启动子, 将其与外源基因连接构建不
同的重组表达载体, 通过基因枪转化盐藻后对其活
性进行鉴定分析, 最终建立转化盐藻叶绿体表达体
系, 为盐藻叶绿体转化系统的研发奠定工作基础。  

1 材料与方法 

1.1  材料 
盐藻(D. salina, UTEX-LB-1644)购自美国德州

大学藻种中心。培养基为改良的 Ben-Amotz 盐藻培
养基[9]; 培养条件: 温度 26℃, 光暗比 12∶12, 光照
强度 4 500 lx。 
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载体和宿主菌:  pMD-18T 载体购自大连宝生
物工程公司; PSP71-PCatpA -GFP质粒由本实验室构
建; 宿主菌 JM109为作者所在的实验室保存。 

主要的试剂和仪器: 各种限制性内切酶和工具
酶购自大连宝生物(TaKaRa)公司, DNA回收、纯化及
质粒提取试剂盒均购自杭州爱思进(Axygen)生物公
司。荧光显微镜为 Nikon ECLIPSE 50i; 基因枪及配
套材料均购自 Bio-Rad公司。 

1.2  方法 
1.2.1  叶绿体基因组的提取及叶绿体 Genome- 

Walker DNA文库的构建 
取 500 mL 对数生长期的盐藻, 离心收集细胞, 

参照 Arun Goyal法[10]进行叶绿体的分离纯化。并采

用 SDS-蛋白酶 K/酚/氯仿方案对叶绿体基因组进行
提取[11]。采用 DraⅠ, EcoRⅤ, PvuⅡ, ScaⅠ, Sma I
和 StuⅠ6 种平端酶酶切叶绿体基因组 DNA, 参照
GenomeWalkerTM Universal Kit User Manual的方法, 
与 DNA接头连接, 构建成无载体连接的盐藻叶绿体
GenomeWalker DNA文库。 
1.2.2  盐藻 atpA基因启动子序列的克隆 

根据本实验室前期已经克隆的 atpA基因编码区
的序列(GenBank number: AY435096), 设计用于扩增
atpA 基因 5′上游序列的外侧和内侧引物 GSP1 
(5′CGTTCTAATCCATAAACACGAGCGATA3′) 和 内
侧 引 物 GSP2(5′ACGAGCGATACCGTCACCTACT 
TGGA3′)。以构建的叶绿体 GenomeWalker DNA 文
库为模板, 以外侧引物 GSP1 和人工接头外侧引物
AP1(GTAATACGACTCACTATAGGGC3′)进行第一
轮 PCR。随后, 取 1 μL PCR产物稀释 50倍后作为
模板 , 用内侧引物 GSP2 和人工接头内侧引物
AP2(5'ACTATAGGGCACGCGTGGT3')进行第二轮
PCR, 扩增得到 atpA基因编码区上游的全序列。PCR
反应参数参照 GenomeWalkerTM Universal Kit User 
Manual说明。PCR结束后, 回收 PCR产物, 克隆到
pMD-18T载体上, 由北京博尚生物技术公司测序。 
1.2.3  盐藻 atpA启动子 5′系列缺失片段的克隆 

根据克隆得到的盐藻叶绿体 atpA 启动子序列, 
分别设计四个上游引物 : UP150EcoRⅤ : 5-GAGG 
GATATCTAGATAAGGGTATGAATGAC-3'; UP490 
EcoRⅤ: 5'-ATGTGATATCTGGAAGAGTGATAGGA 
GGTA-3'; UP840 EcoRⅤ: 5'- GCCCGATATCAAAA 
TAAACTCATAAACCTA-3'; UP1280 EcoRⅤ: 5'- 
CGCAGATATCACTAAAGCCAATTCAAAGAC-3'; 

引入 EcoRV酶切位点(GATATC); 阴影部分为保护碱
基。在下游设计一个接头引物: DownNcoI: 5'-ACTA 
CCATGGACATCTTTACTTCTGGTGTAT-3', 引 入

NcoI酶切位点(CCATGG); 阴影部分为保护碱基, 保
证读码框对齐。以含 atpA启动子全长序列的质粒为
模板, PCR扩增 4个不同长度的启动子序列, PCR反
应条件: 94℃ 30 s, 52℃ 40 s, 72℃ 90s。PCR结束
后, 对其产物进行 EcoRV 和 NcoI 双酶切, 并纯化回
收四个 PDatpA片断。  
1.2.4  重组表达载体的构建 

将载体 PSP71-PCatpA-GFP用 EcoRV和 NcoI双
酶切, 采用 DNA纯化试剂盒对载体片段 PSP71-GFP
纯化回收。在 T4DNA连接酶的作用下, 分别和已纯
化回收的四个 PDatpA片断相连接。将连接体系转化
感受态细菌 JM109, 挑取阳性克隆进行质粒的大量
提取和酶切鉴定。将酶切鉴定正确的克隆进一步送

测序公司测序。 
1.2.5  基因枪法转化盐藻 

取 1.5 mL 处于对数生长后期的杜氏盐藻细胞,  
4 000 g离心 3 min, 倾去上清, 用 200~300 μL新鲜培
养基重悬盐藻, 之后均匀涂于平皿中的固体培养基
上。按此方法制作四个平皿(每个平皿对应一种重组
载体), 静置 15 min, 以备轰击。基因枪子弹制备及
转化程序按照仪器说明书进行。轰击后的平皿置于

26 ,℃  300 lx的弱光照条件下过渡培养 8~12 h ,然后
分别用 1 mL液体培养基将盐藻洗至试管中, 在正常
的培养条件下连续培养 2~3 d, 置于荧光显微镜下观
察。 

2  结果 

2.1 LD-PCR 扩增 atpA 启动子区 
利用 LA-Taq 酶, 经过巢式 PCR 扩增得到约 1.5 

kb的特异性片段(图 1)。该片段经过测序显示, 其全
长为 1 470 bp, 其中 3'端序列(序列中阴影标注部分)
与已知序列是完全一致的 , 5'端起始序列为引入的
StuI 酶切位点。结果说明, 成功克隆得到 atpA 基因
启动子序列。 

同时, 借助于 Softberry 工具(http://www. soft-
berry.com/)对克隆得到的基因序列进行分析 , 结果
显示该序列包含有四个具有启动子特征的片段, 分
别位于 ATG上游的−150, −490, −840和−1280位置附
近。其中, 位于−1 280位置的特征片段距翻译起始密
码子较远, 并在其下游存在一个比较保守的小 RNA
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基因, 推测其为 atpA基因启动子的可能性较小(图 2, 
图 3)。为此, 在下述实验中, 利用其他三个特征性区
域进行载体构建工作。 

2.2  分段扩增启动子特征区域 

通过设计的不同引物对 atpA基因上游启动子区
进行 PCR 扩增, 结果如图４所示, 通过四组 PCR 分
别扩增得到约为 250 bp、600 bp、800 bp和 1000 bp
特异性片段。 

2.3  重组表达载体构建 
通过对 4个表达载体进行 EcoRV和 NcoI双酶切

鉴定, 分别得到了大小约 250 bp、600 bp、800 bp和 

 
图 1  LD-PCR扩增结果 

Fig. 1  Amplification products of LD-PCR 
A. La-PCR第一轮扩增结果; B. La-PCR第二轮扩增结果; M为分
子量 marker(10 000), 1~6为在 DraⅠ, EcoRⅤ, PvuⅡ, ScaⅠ, SmaI
和 StuⅠ六文库中扩增的结果 
A . results of 1st PCR; B. results of 2nd PCR 
M. DNA ladder markers (10 000); 1~6. PCR products of Genome-
Walker DNA Libraries   

 
CCTTAGGAAAAACTTAGGGTTTTTCCGGCAGAATTTTTTTTACTATATATATATATCTTCG
AACTTTATTTACTAGATTATATATAATAATATAAGCGTTTAAATTTTTGATTATTTAATAAA
CATTGACATTAATCAAATTTTATTGTATATATATATAGATGTACATTAGTACATATCTATATA
GACGCGTTACATACATACTAAATATACGTAATATTTGGTATATTACGTATATAACACGTTTA
TGATAAAGTTAAAATAATAATATACGTCCTTAGTTCAGTCGGTAGAACGCAGGTCTCCAAAACC
TGATGTCGTGGGTTCGAGTCCTACAGGGCGTGATTTTGCAAAATAAAGTTTAGGTTAGTTT
GTTTAAAAAATTTTTGGTATTATTATTTAATAATAATATTATACTGAACGCGCAAGCACAA
CTAAAGCCAATTCAAAGACTTCTATTGAAATAAAATATATATATAATTTATACCAAATTTT 
UP1280 5′        3′ 
TTTTGTTCTTTACAAAAAGAACAATATTTTGTATTATTAAAAAAAAAAAATAAATAAACT
TATTTTTTTAACAACCTTATTTTAGTATTCTTAAAAGAAACGAAAAAATTATACAAAAAG
TATGCACTTAATCTTTAGTTTAAAGAAAATTTTATAGTAATAGTTTTCTTTAAACTAAAAA
TAAACTCATAAACCTAGAAAATAGTCTAGGTTTTTAGATTATTAAAAAAAAAATCTAAC 
UP840 5′       3′ 
TAGAATGAAAAAATTTTTCAAAAAAACTTAATGAATTTTTCAAGATAAAACTCTTTCAA
ATTTAAAGTTTAATTTTAATTGAAAAAACTTTGGAAGAGTGATAGGAGGTATTTTTTTTT 

UP490 5′       3′ 
TAGCTAATATTAATTTAAATAATATTGTTATTTATTAATAGGTGGTGTCAATTTACGCCACC
AAAGCGCGCACAAGCGCGGAAAAAAAAAAAAAAAAATTTATTAATAATAAATTTTTAA
TGATCTCTCCGGAATATATAGATAATAACAAATTCAGAAGAAATTTTTAGAAGTTTTAAA
TATCCTAAAGAATATTTAAAATCTTCTAAAATTTGTTATCTATTTATAACAATTTTATCGGT
TTTTTAGAAAAAAAAAAAAGTATCTCCTAAATTAAAATGAAAAATTCTTAGATAAGGGT 
                                                      UP150 3′          3′ 
ATGAATGACGACCTTACTTATTTTTTCCTTAGGTCGTTAAAAATACAGCAAATAGAATAA
TATATTTAAAAATATAAAGTGTTTCGTTTACGACGGAAAGTATAAATTTTAAATATATTAT
TAAACAATAGTTTATAAGTTATAAACTATTTGTTTCTATCATATCCCTTTAACAAGAAAAA
AAATTTTTTTATGGCAATGCGCACACCTGAAGAATTAAGTAATCTAATTAAAGATTTAAT
TGAAGAATATACACCAGAAGTAAAGATGGTGGACTTTGGTATCGTTTTCCAAGTAGGT 
                       3′            5′ Down 
GACGGTATCGCTCGT 

 

图 2  盐藻叶绿体 atpA基因启动子序列分析及启动子 5'系列缺失片段所用引物位置 
Fig.2  Sequence analysis of the atpA gene promoter and the positions of primers 

AAATATAT等阴影标注的为已知序列, 末尾划线处为引物 GSP2; TTCGAA 等加框的为具有启动子特征的序列; ATG为起始密码子; 斜
体部分为 BLAST分析时同源性较高的小 tRNA片段;双下划线分别为 4个上游引物和一个下游引物, 其下标注的为引物名称及方向 
AAATATAT shadow tagged sequences are known sequences; the lineation sequence of the end is primer GSP2;  
Framed sequence as TTCGAA is promoter characteristic sequences; ATG is initiation codon; italic sequence is high homology of small tRNA 
fragments by BLAST analysis; double underline sequences are 4 upstream primer and a downstream primer respectively, with label of primer 
name and direction 
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图 3  启动子位置预测结果 
Fig. 3  Promoter prediction by softberry 

 

图 4  PCR结果电泳图 
Fig. 4  PCR products of 5′-deleted promoter fragments of 

the atpA gene   
M为分子量 marker(10k); 1~4为利用四对引物进行 PCR的结果 
M. DNA ladder markers (10kb); 1~4. PCR products using the four 
upstream and one down stream primers 
 
1 000 bp的启动子区片段和 3.5 kb的载体片段, 与预
期的酶切结果相符(图５), 测序结果也显示扩增的
四个特征性片段成功连接到 PSP71-GFP 表达载体
上。将酶切和测序鉴定正确的 4 个重组表达载体分
别命名为 p250、p600、p800和 p1000。 

2.4  表达载体转化盐藻的 GFP 检测 
分别取 50 μL转化后培养 2~3 d的盐藻滴片, 置

于荧光显微镜下观察。结果显示, 启动子长度约 1000 
bp 的重组载体 p1000 转化盐藻后, 其转化株中有黄
绿色的盐藻细胞出现(图 6)。这是因为盐藻细胞叶绿

体中含有大量的叶绿素, 在蓝色荧光激发下呈红色, 
而 GFP 的绿色荧光与红色叠加之后便呈现黄绿色。
结果表明, GFP在盐藻叶绿体中得到了表达。其他 3
个重组载体转化盐藻后未见明显的黄绿色细胞出

现。 

 

图 5  4种表达载体的双酶切鉴定 
Fig. 5  The 4 recombinant vectors after digestions by 

EcoRV and NcoI 
M. 分子量 marker(10 000); 1~4.4种载体 EcoRV和 NcoI双酶切结
果 
M. Marker (10000); 1~4.four vectors digested by both EcoRV and 
NcoI 

 

图 6  荧光显微镜下 GFP转化盐藻结果(400×) 
Fig. 6  D. salina with transformed GFP observed by fluo-

rescence microscopy (400×) 

 

3  讨论 
盐藻作为开发的一种新型生物反应器, 越来越

受到诸多分子生物学研究者和藻类研究人员的关

注。在利用盐藻反应器进行外源性基因表达时, 盐藻
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的叶绿体转化是其较为重要的一个方面。在叶绿体

转化中, 构建一个稳定高效的表达载体是较为关键
的一个环节。而启动子作为一个调控基因表达的元

件, 其对表达载体的构建是至关重要的。目前, 在盐
藻转化中常用的启动子分为两类, 即组成型启动子
和诱导型启动子。在核转化中为避免产物过量积累

而对生物体造成伤害, 一般常用诱导型启动子[12]。而

在叶绿体系统对表达产物的积累有较强的承受能力, 
通常用强组成型启动子。atpA 基因启动子属于一个
强组成型启动子, 研究表明, 在莱因衣藻中 atpA 基
因簇(包括 atpA, psbI, cemA和 atpH 四个基因)共用
一个启动子, 这个强启动子位于 atpA 基因的上游[4], 
它可以作为叶绿体载体表达系统的必要元件。本实

验室曾采用莱因衣藻叶绿体 atpA基因启动子作为盐
藻叶绿体转化系统的启动子, 虽然也有转录起始活
性, 但表达效率不高[2]。本研究克隆的盐藻内源性的

atpA 基因启动子将对盐藻叶绿体转化具有重要意

义。  
基因组步行法特异性强, 是克隆已知序列侧翼

未知序列的较好方法, 常用来扩增未知启动子以及
其他调控序列。为此, 本研究利用该方法, 对 atpA
基因上游启动子区进行克隆, 并成功得到了 1470 bp
的序列。Softberry分析显示, 得分最高的启动子位置
在 ATG上游约 840 bp的区域。该区域中, 所预测的
−10 box和−35box之间的距离正好是 17 bp, 符合强
启动子的特征[13]。而在用该工具分析莱茵衣藻叶绿

体 atpA 启动子时也显示得分最高的启动子位置-10 
box与-35box之间的距离也恰好是 17 bp。这说明-840
位置的这个启动子区域极有可能就是活性最强的启

动子区。本研究通过 5'系列缺失的方法来鉴定不同
长度的启动子功能 , 结果显示 , 仅有长度约为
1000bp 的启动子片段能够驱动绿色荧光蛋白(GFP)
基因的表达, 而其他三个启动子片段不能有效驱动
GFP 基因的表达, 可能的原因为这三个片段分别缺
失了不同的启动子元件, 也提示 ATG 上游 914~675
之间的 239bp 序列是启动子活性所必需的, 包含着
可能的关键调控元件, 这与上述预测的结果也一致。 

综上所述, 本研究成功克隆得到了盐藻叶绿体
atpA 基因启动子, 并在此基础上构建了四个转化盐
藻叶绿休的重组表达载体, 用基因枪法对盐藻进行
转化, 结果表明克隆得到的 atpA 基因上游序列具有
启动子活性, 为建立盐藻叶绿体转化系统奠定了前
期工作基础。 

致谢: 本工作在河南省分子医学重点学科开放实验室完

成, 特别表示感谢！ 
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Abstract: To clone and identify the function of the promoter of the ATPase alpha subunit (atpA) gene from 
Dunaliella salina, a chloroplast GenomeWalker DNA Library from D. salina was constructed, from which the 
1 347 bp upstream fragment of atpA gene was cloned by long distance-polymerase chain reaction (LD-PCR). 
According to the positions of the different promoter elements predicted by bioinformatics tools, 5'-deleted se-
ries primers were designed to amplify different promoter fragments. Series 5'-deleted expression vector con-
taining the GFP gene was constructed and then transformed to cells of D. salina by particle bombardment. The 
transformed cells with p1000 recombinant vector produced green fluorescence, but not in other transformation 
groups, suggesting that the cloned region had the activity of the promoter and may drive the effective expres-
sion of the GFP gene in D.salina. Our results have layed a foundation for the chloroplast transformation sys-
tem of D.salina. 
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