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龙须菜藻红蛋白亚基基因的克隆及监测
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龙须菜 Γραχιλαρια κε µανειφορµισ)是红藻门江篱属

中一种重要的产琼红藻 具有巨大的潜在经济价值 ∀

红藻以藻胆蛋白为捕光色素≈ 藻胆蛋白主要由藻红

蛋白 °∞ !藻蓝蛋白 ° 和

别藻蓝蛋白 °≤ 组成 ∀ °∞直接产于

光合作用 是第一级天线捕光色素 对藻体生理活动

有重大影响 °∞还可作为光合生物进化的标志 在实

际应用中 由于其优良的荧光特性 被广泛用作标记

物质 ∀另外 其光吸收区位于叶绿素 不能吸收的蓝

绿光区 ∗ 可利用高等植物不能利用的

光能≈ 如能通过藻红蛋白基因的导入而将高等植物

的光合作用器加以改造 使其光吸收范围扩大 可以

更好 !更充分地利用光能 将大大地促进高等植物的

生长发育 提高农作物的产量 ∀

关于藻红蛋白亚基基因结构的研究 多在原核

蓝藻中进行 ∀在真核红藻中 仅见在 Αγλαοτηαµνιον !

Πολψδιπηονια和 Ρηοδελλα三个属分离出藻红蛋白亚基

全基因并进行序列沉淀的文章 ∀对江蓠属藻红蛋白基

因的研究国内外均未见报道 ∀而这方面的研究对了解

藻类光合进化 阐述光和作用机制均有重要意义 ∀

作者根据 中的藻红蛋白基因序列资

料 设计合成了引物 经过 °≤ 扩增反映 得到了预

期长度的片段 将 °≤ 产物用 ×克隆法插入载体 并

进行了检测 ∀

材料与方法

材料

野生型龙须菜采自青岛湛山湾 材料处理及培

养见文献≈ ∀引物由中科院海洋所合成 × 酶购自

中科院微生物研究所 ×° !蛋白酶 ! ∞

质粒购自华美生物工程公司 其他药品均为分析纯 ∀

方法

⁄ 提取 参照 等 年的方

法 略有改动 ∀

取 ∗ 藻体 用蒸馏水洗净 ∀加入大约

∗ Λ 提取液 ≥ ⁄ ≥

× ≤ ∞⁄× 在 ε 冰浴中充分

研磨后 加蛋白酶 终浓度 Λ 在 ε 水

浴简短震荡 ∗ ∀ 离心 取上

清液 加等体积的酚抽提 离心

取上清液 再以酚 氯仿 异戊醇 Β Β 及氯仿

抽提 离心 取上清液 加入二倍体

积的无水乙醇使 ⁄ 沉淀 离心 用 的乙醇洗

沉淀两次 干燥后 溶解在 Λ 无菌 ×∞

× ∞⁄× 中 ∀ ε 储存备用 ∀

°≤ 扩增条件 Λ 反应体系中加入

正反向引物 ° !° 各 Λ Λ × 酶

Λ ∀

循环参数为 ε ε ε

循环 最后于 ε 充分延伸 ∀

低融点琼胶糖法回收特异 °≤ 产物≈

×载体构建与 °≤ 产物连接
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以 ∞≤ ∂ 酶切载体 ∞ 酶切完全后

沉淀质粒 溶解于 Λ 中 取 Λ 加入 ××°

!× 酶 ∗ Λ ¬°≤ 缓冲液 在 Λ 反应

体积中 ε 反应 加 ×于平末端 反应完成以后

以酚 !氯仿抽提 乙醇沉淀 ×载体 ∀在 Λ 连接体系

中加入 ¬连接缓冲液 ×载体 °≤ 产物

及 × ⁄ 连接酶 • 单位 ε 反应过

夜 ∀

质粒转化 !细菌培养 !质粒提取见文献

≈ ∀

结果与讨论

⁄ 的提取

结果见图 以蛋白酶 法提取的 ⁄ 有很好的

完整性 / 拖带0 区域少 这是保证有效扩增的

必要条件 ∀⁄ 多集中于 处 但实际上其分子量

不止 这是由于制备凝胶孔径原因 超过凝胶分

离范围后的分子量指示便不准确了 ∀经 紫外

吸收测定 ⁄ 的含量约 Λ 藻湿重 ∀据 °

年报道藻类 ⁄ 的提取是在液氮中进行的 这

样可以充分破碎细胞 释放 ⁄ 又能抑制细胞内源

性 ⁄ 酶的活性 ∀由于条件所限 改用 ε 冰浴的充

分研磨 也可起到相同的作用 ∀在此藻体 ⁄ 提取方

法中 加入蛋白酶 后的震荡非常重要 这样既能使

图 蛋白酶法 提取龙须菜 ⁄

龙须菜 ⁄ Κ⁄ ∞

酶充分作用又可加快作用速度 ∀需注意的是最后

⁄ 的溶解 溶解 ×∞中 ∞⁄× 的浓度不要超过

否则会在 °≤ 反应体系中带入过多 ∞⁄× 而

抑制 × 酶活性 必要时可用双蒸水溶解 ∀

在操作过程中 要注意动作要轻 尤其是抽提时

不要剧烈震荡 以防止对 ⁄ 大分子的机械剪切 破

坏其分子完整性 ∀

°≤ 反应

结果见图 作者得到了专一的扩增条带 扩增

产物的分子量约为 左右 与估计的分子量大

小一致 ∀有关核红藻 °∞基因序列的资料较少 仅有

仙菜 Αγλαοτηαµνιον) !多管藻( Πολψσιπηονια)和紫球藻

( Ρηοδελλα)三种藻的基因序列 且与龙须菜不同属 ∀这

三个序列的保守性较高 根据这仅有的三个序列合成

了引物得到了扩增 而且分子量的大小与预期相近

说明真核红藻 °∞序列是很保守的 ∀

图 °≤ 扩增结果

扩增产物 Κ⁄ ∞

在这种基因克隆性质的 °≤ 反应中 特别要注意

扩增循环中的退火温度 应尽可能地高 如作者的反

应中 引物的 × 值为 ∗ ε 采用了超过 ε 的

复性温度 只有这样才能保证 °≤ 产物的专一性 ∀否

则 若用较低的复性温度 即使得到与估计分子量大

小相近的 °≤ 产物 也不能有十分的把握 这是特异

产物 ∀

产物的回收

将 带用低熔点琼脂糖法回收 ∀虽然得到的

是单一的扩增条带 还是应该纯化产物 如果不是单

一的扩增条带 则更应该回收分子量在某一范围内的

条带 ∀

熔点琼脂糖法是比较好的 ⁄ 回收方法 回收

率比较高 ∀在紫外灯下切出含 ⁄ 条带胶条时 应使

不含 ⁄ 的胶区尽可能少 否则在以后的抽提过程
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中 琼脂会吸附一部分 ⁄ 使回收产率下降 ∀

而在最后的溶解回收产物时 应用小体积 以提

高 ⁄ 浓度 在反应中 将 Λ °≤ 扩增的回收产

物溶解在 Λ 中 估计 ⁄ 浓度高于 Λ

Λ 这样才能有较多的扩增片段连接到载体上 ∀

×载体构建及产物连接

粒载体 ∞ 以 ∞≤ ∂ 酶切以产生平末

端 然后在 × 酶作用下产生 ×载体 ∀结果见图 由

结果可见 未酶切质粒由于是超螺旋 迁移率大 在酶

切后变成线状分子 移动速度变慢 ×载体的分子量

与原线状载体分子量差不多 ∀

⁄ 片段与载体的连接可有多种形式 其中包括

平末端的连接 但其效率较低 尤其是理论上应该是

平末端的 °≤ 产物与平端载体的连接更低 究其原

因是在于 × 酶有在 °≤ 产物的末端优先添加 的

性质 因而发展了 ×载体技术 即在产生的平末端载

体后加 × 则正可起类似粘端连接的作用 据 ∏

年报道连接效率极大地提高了 ∀

在实验中采取了这种连接方式 得到了较高的连

接效率 平均达到 即在每 个转化菌落中就有

一个是连接了外源 ⁄ 片段的转化子 ∀因而这是一

种比较有效的克隆 °≤ 产物的新方法 值得推广应

用 ∀

另外在连接反应中 需注意连接反应的体积 作

者采取了 Λ 连接体积 并采用 ⁄ 片段量大大超

过 ×载体量的反应条件 这样才能使 ⁄ 片段有最

大的可能连接到载体上 ∀

图 ×载体的构建

×载体 Κ⁄ 酶切后 ∞

未酶切 ° ∞

检测

将连接产物转化入感受态的 在加了氨苄

青霉素 ! ÷2 ! °× 的培养基上进行选择 由于 Α2互

补作用 白色菌斑便有可能为重组子 ∀总共得到了

个白斑菌落 对它们进行扩增培养提取质粒后 与空

载体一起电泳 发现它们的分子量的确增大了 估计

是插入了外源片段 作者又用 °≤ 方法进行了检测

结果见图 由图 可见 个白色菌落中的两个在同

样的扩增条件下得到了单一扩增 且分子量大小与从

原基因组扩增得到的相同 而空载体没有得到扩增 ∀

进一步测序结果也说明我们得到了重组子 有关序列

测定及分析将另文报道 ∀

图 °≤ 扩增检测重组子

重组质粒子的 °≤ 扩增 Κ⁄ ∞

结论

本文报告了从龙须菜克隆藻红蛋白亚基基因的

操作过程 ∀据红藻藻红蛋白亚基基因保守序列合成引

物 °≤ 扩增 以 ×载体法克隆回收的产物 并用

°≤ 方法检测假定重组子 证实这是一种可行的克隆

基因方法 ∀
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