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利用同源重组质粒 πΥΤΚ转化蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσσπ .

ΠΧΧ7942 及胸腺素 Α1的表达 ∗

章 军 宋新强 徐 虹 陈天圣 楼士林

厦门大学生命科学院 细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室

提要 采用本实验室构建的丝状蓝藻 Χαλοτηριξ °≤≤ 基因整合平台系统供体质粒

× 转化单胞蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 通过抗性筛选获得了具卡那霉素抗性的转化藻

株 ∀经 ≥ ∏ 杂交证实 × 部分序列已整合到 Σψνεχηοχοχχυσ 染色体 ⁄ 上 红光

诱导后通过蛋白质 ≥⁄≥2° ∞电泳 • 证实 × 的胸腺素 Α 基因得以有效表达 表

达量达到总蛋白的 ∀结果表明 基因整合平台系统供体质粒 × 不仅可转化丝状蓝藻

Χαλοτηριξ °≤≤ 还可转化单胞蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ ∀

关键词 蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 同源重组 胸腺素 Α 表达

国家 计划资助项目 2 2 号 ∀

收稿日期 2 2 修回日期 2 2

蓝藻既是原核生物 又具植物的光合系统 和光

合系统 是一种很特殊的生物研究材料 ∀近年来 随

着蓝藻基因工程研究的发展 已经构建了一些蓝藻穿

梭质粒载体与基因整合平台系统 ≈ ∀本实验室已成功

构建了蓝藻穿梭表达载体 ° ≥2 及其衍生质粒 还

构建成功了单胞蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤
≈ 和

丝状蓝藻 Χαλοτηριξ °≤≤ 的基因整合平台系统

待发表 ∀同源重组型质粒载体 × 由本实验室构

建 如图 已成功转化丝状蓝藻 Χαλοτηριξ

°≤≤ 该质粒依次组装有 Χαλοτηριξ °≤≤ 的

藻蓝蛋白 基因两端同源片段 和 ! 启

动子 ° !泛素融合的胸腺素 Α × 目的基因 !

终止子 ≥ !卡那霉素抗性筛选基因 ∀

图 质粒 × 示意

ƒ ×

× 质粒含有蓝藻 Χαλοτηριξ °≤≤ 的藻蓝蛋

白 基因的部分序列 由于藻蓝蛋白基因的高度

保守性 作者打算同样利用此质粒进行不同蓝藻的基

因转移实验 以检验此质粒的通用性 ∀

本 研 究 以 单 细 胞 聚 球 藻 Σψνεχηοχοχχυσ

°≤≤ 为材料 将同源重组型质粒 × 导入其中

以期获得转基因蓝藻 ∀

材料和方法

1 1 材料

菌种和质粒 重组质粒 × 由本实验

室构建 保存 大小是 ∀ 受体藻株单细胞聚球

藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 由中科院水生生物研究

所提供 ∀

培养基 2 培养基配方参见

年的方法 ∀

主要试剂 限制性内切酶 Κ⁄ ∞

Κ⁄

× ⁄ 连接酶 ×° × ⁄ 聚合酶等购

自上海生工生物工程公司 尼龙膜为 公司产

品 孔径 Λ ⁄ 引物标记和检测试剂盒 为

公司产品 蛋白质印迹膜为

公司产品 大鼠抗血清 酶标兔抗

大鼠血清 辣根过氧化物酶 均为本实验室制备 ∀

∞÷° ∞≥≥

快报



海洋科学 年 第 卷 第 期

1 2 方法

蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 的培养

Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 野生株和转化株用 2

培养基液体培养 由 • 日光灯提供光照 光强为

Λ∞# # 培养温度为 ε 经常摇动 ∀固体

2 培养基 含 琼脂 光照与温度条件同液体的

培养 ∀

自然转化蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤

及转化子的筛选 蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤

培养至 ⁄ 值达 ∗ 时 取 ∗ 离心收

集藻细胞 并用 ≤ 洗涤 次 离

心浓缩藻细胞于原体积 的新鲜 2 培养基

中 加入 ∗ Λ 重组质粒 混匀 室温下避光孵育过

夜 ∀孵育后混合藻液涂布于覆盖在 2 固体培养基

上的 滤膜 孔径 Λ 室温下光照培养

∀将滤膜转移到含适量卡那霉素的固体培养基上

继续培养 ∗ 挑取生长好的藻落移入 液体

培养基中 含 ∗ Λ 卡那霉素 经常摇动 逐级

扩大培养 ∀

≥ ∏ 杂交 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤

基因组 ⁄ 的制备按 ⁄ 年的方法 ∀将

适量 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 基因组 ⁄ 用 °

ε 酶切过夜 进行 的琼脂糖凝胶电泳 再将

⁄ 转移到尼龙膜 烤膜后同标记的 探针进行杂

交 ∀探针是以同源片段 为模板 由地高辛试剂盒制

备的 ∀

转基因蓝藻的红光诱导表达 取对数

生长后期 ⁄ 值为 ∗ 的转基因蓝藻和野生藻

各 在波长 !光强 Λ # 的红

光照射 后离心收集藻体 用丙酮按藻体积的

∗ 倍反复抽提 ∗ 次 以去除色素 离心去上清

置通风处使丙酮挥发 获得藻粉 ∀藻粉以 Λ 制

样进行常规 ≥⁄≥2° ∞电泳检测 凝胶扫描确定重组

蛋白的表达量 ∀

表达产物的 • 分析 按常规

方法进行 胸腺素 Α 的抗血清由本实验室制备 ∀

结果及分析

2 1 转化藻的获得及其扩大培养

将抗卡那霉素固体板上的单藻落挑入含卡那霉

素的 2 液体培养基中扩大培养 从外观可见

Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 野生藻 • 逐渐发黄 变

白 沉淀到瓶底死去 而转化藻 × 则是黄绿色逐渐加

深 ∀

2 .2 Σουτηερν 杂交分析

用 ° 分别酶切野生藻和转化藻的染色体 ⁄

与地高辛标记的 片段的探针进行杂交 ∀从图 可看

出 转化藻杂交带的位置位于野生藻的后面 表明含

有 片段的杂交带分子量变大 可见外源基因已整合

到野生藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 染色体的 同源

片段上 ∀

图 ≥ ∏ 检测

ƒ ≥ ∏

质粒阳性对照 野生藻株 转化藻株 ∀

图 蛋白的 ≥⁄≥2° ∞分析

ƒ ° ≥⁄≥2° ∞

野生藻株 转化藻株

2 3 转化藻株表达产物的分析鉴定

将野生蓝藻和转基因蓝藻分别进行红光诱导后

分别提取 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 野生藻株和转化

藻株的总蛋白进行 ≥⁄≥2° ∞分析 电泳结果如图

∞÷° ∞≥≥
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更 正

本刊 年第 期第 ∗ 页/山东半岛月湖的潮汐水位特征0中的图 与图 位置颠倒 在此更正 ∀

本刊编辑部

可以看出转化藻在 ⁄处多一蛋白带 与预期要表

达的融合蛋白 × 个氨基酸 大小相符 经凝胶成

像仪分析该蛋白占总蛋白的 ∀另外 与野生藻

的蛋白图谱比较 转化藻在 ⁄和 ⁄位置附近

的两条蛋白谱带 此为藻胆体的藻蓝蛋白 ΑΒ亚基和

连接多肽 ≈ 变浅 这是由于外源基因整合插入聚球

藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 的 相似基因而部

分影响了藻胆蛋白基因的正常表达 ∀

图 • 检测

ƒ •

野生藻株 转化藻株

为了进一步证明在 ⁄位置所出现的蛋白谱

带即为我们要表达的目的产物 ) ) ) 融合的胸腺素

Α × 将转化藻株表达产物进行 • 杂交

蛋白质印迹结果 图 表明 上述 ⁄左右的蛋白

带即为所要表达的目的蛋白 ∀

讨论

本实验室利用已经构建好的丝状蓝藻 Χαλοτηριξ

°≤≤ 基因整合平台系统来进行其他蓝藻的转

化实验 ∀由于供体质粒 × 没有蓝藻复制子 故其

转化蓝藻后不能以质粒的形式存在 只能通过基因同

源重组的方式进行基因转移 ∀该质粒外源基因两端分

别连接 Χαλοτηριξ °≤≤ 编码区同源片

段 和 由于蓝藻中双交换的几率大于单交换 外

源基因可能通过同源双交换而整合到 操纵子

区 ∀ Χαλοτηριξ °≤≤ 的藻胆体有 个 操纵

子 其中 操纵子只有在红光的诱导下才能表达

在正常光照培养条件下极少表达 而不受光调控的

操纵子位于 操纵子下游约 处 是看

家基因 ∀相对而言 操纵子在常规培养时并非生

长必需 故作者选择 操纵子片段为整合靶位 即

使该位点由于重组而被破坏也不会影响蓝藻的正常

生长 ∀由于设计的整合同源片段 和 是 操纵

子的保守区段 故打算利用此供体质粒 × 转化单

细胞聚球藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 通过 和 片

段与单细胞聚球藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 染色体

的相应同源保守区段重组 将外源基因导入蓝藻染色

体中 ∀通过抗性筛选 ≥ ∏ 杂交证明外源质粒已整

合到受体蓝藻的染色体上 通过 ≥⁄≥2° ∞电泳 !

• 检测 进一步证明在红光诱导下表达了外

源基因胸腺素 Α 转化藻株稳定且表达量达到蓝藻总

蛋白的 ∀成功转化的结果表明 聚球藻 Σψνε2

χηοχοχχυσ °≤≤ 也有与整合片段 和 同源的

保守区段 并且是可以被重组突变的 不会严重影响

它的生长 ∀供体质粒 × 不仅能转化丝状蓝藻

Χαλοτηριξ °≤≤ 而且能转化单细胞聚球藻

Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ 是一种较好的通用型供体

质粒载体 ∀我们还将利用它进行螺旋藻的转基因研

究 ∀
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胶强度达到实际应用的要求 ∀

针对琼脂糖凝胶容易受压变形的致命

弱点 采用交联技术使琼脂糖凝胶形成网状结构 提

高其耐压性 !耐热性和耐有机溶剂性 ∀琼脂糖凝胶交

联技术不断推新 可以采用不同的双功能试剂 在不

同的反应条件下 使琼脂糖发生不同形式的交联 从

而制成系列生化分离用层析介质 ∀而且还可以用不同

方法多次交联 提高交联度 达到更高机械强度 ∀生物

技术的产业化使层析介质的需求量迅速增加 ∀以前实

验室制备规模小 !成本高 无法满足大规模工业化生

产的需要 ∀因此琼脂糖凝胶今后的研究重点有两个

一是改进性能 使介质的机械强度和吸附量提高 二

是降低造价 使介质变成廉价易得的物质 ∀

生物分离介质是开展生物技术研究和产业化的

/ 硬件0 ∀国外对琼脂糖系列产品制备的研究起步远远

早于我国 研制低电内渗琼脂糖对丰富国产生物分离

介质品种 乃至提高我国生化产品的国际竞争力都是

十分有意义的 ∀
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ΕΞΠΡΕΣΣΙΟΝ ΟΦ ΤΗΨΜΟΣΙΝ Α1 ΙΝ Σψνεχηοχοχχυσσπ .

ΠΧΧ7942 ΒΨ ΗΟΜΟΛΟΓΨ ΙΝΤΕΓ ΡΑΤΙΟΝ ∆ΟΝΟΡ ΠΛΑΣ2
ΜΙ∆ πΥΤΚ

∏ ≥ ÷ 2 ÷ ≤ ∞ × 2 ≥ 2
( Σχηοολοφ Λιφε Σχιενχε , Ξιαµεν Υνιϖερσιτψ Τηε Κεψ Λαβορατορψοφ Μινιστρψ οφ Εδυχατιον φορ Χελλ Βιολογψ ανδ Τυµορ Χελλ

Ενγινεερινγ

Ρεχειϖεδ :

Κεψ Ωορδσ: Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ × Α ∞¬

Αβστραχτ

⁄ × ∏ Χαλοτηριξ °≤≤ ∏ Σψνεχηοχοχχυσ

°≤≤ ∏ ≥ ≥ ∏

∏ × Α ¬ ∏

∏ ≥⁄≥2° ∞ • × ∏

× ∏ ∏2 Χαλοτηριξ °≤≤ ∏

∏2 Σψνεχηοχοχχυσ °≤≤ ∀
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