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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

k厦门大学生命科学院 o细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室 vytssxl

提要 采用本实验室构建的丝状蓝藻 Χαλοτηριξ ¶³q°≤≤zyst基因整合平台系统供体质粒

³�×�转化单胞蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wuo通过抗性筛选获得了具卡那霉素抗性的转化藻

株 ∀经 ≥²∏·«̈µ±杂交证实 ³�×�部分序列已整合到 Σψνεχηοχοχχυσ¶³qz|wu染色体 ⁄��上 ~红光

诱导后通过蛋白质 ≥⁄≥2°��∞电泳 o• ¶̈·̈µ± ¥̄²·证实 ³�×�的胸腺素 Αt基因得以有效表达 o表

达量达到总蛋白的 wq{h ∀结果表明 o基因整合平台系统供体质粒 ³�×�不仅可转化丝状蓝藻

Χαλοτηριξ¶³q°≤≤zysto还可转化单胞蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu∀

关键词 蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wuo同源重组 o胸腺素 Αt o表达

m 国家 {yv计划资助项目 {t|2sw2sv号 ∀

收稿日期 }usst2st2s|~修回日期 }usst2sv2t|

蓝藻既是原核生物 o又具植物的光合系统 �和光

合系统 µ o是一种很特殊的生物研究材料 ∀近年来 o随

着蓝藻基因工程研究的发展 o已经构建了一些蓝藻穿

梭质粒载体与基因整合平台系统 ≈t ∀本实验室已成功

构建了蓝藻穿梭表达载体 ³°� ≥2t及其衍生质粒 o还

构建成功了单胞蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu
≈u 和

丝状蓝藻 Χαλοτηριξ¶³q°≤≤zyst的基因整合平台系统

k待发表l ∀同源重组型质粒载体 ³�×�k由本实验室构

建 o 如图 tl 已成功转化丝状蓝藻 Χαλοτηριξ ¶³q

°≤≤zysto该质粒依次组装有 Χαλοτηριξ¶³q°≤≤zyst的

藻蓝蛋白 ¦³¦u基因两端同源片段 k�和 �l !¦³¦u启

动子k°µ²°²·̈µl !泛素融合的胸腺素 Αtk�×l目的基因 !

终止子kµ¥¦≥ ³²̄¼�l !卡那霉素抗性筛选基因k�°l ∀

图 t 质粒 ³�×�示意

ƒ¬ªqt �¤³²©³̄¤¶°¬§³�×�

³�×�质粒含有蓝藻 Χαλοτηριξ ¶³q°≤≤zyst的藻蓝蛋

白 ¦³¦u基因的部分序列 o由于藻蓝蛋白基因的高度

保守性 o作者打算同样利用此质粒进行不同蓝藻的基

因转移实验 o以检验此质粒的通用性 ∀

本 研 究 以 单 细 胞 聚 球 藻 Σψνεχηοχοχχυσ ¶³q

°≤≤z|wu为材料 o将同源重组型质粒 ³�×�导入其中 o

以期获得转基因蓝藻 ∀

t 材料和方法

1 q1 材料

tqtqt 菌种和质粒 重组质粒 ³�×�由本实验

室构建 o保存 o大小是 tsq{ ®¥∀ 受体藻株单细胞聚球

藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu由中科院水生生物研究

所提供 ∀

tqtqu 培养基 ��2tt培养基配方参见 �¬³³®¤

� qt|z|年的方法 ∀

tqtqv 主要试剂 限制性内切酶 oΚ⁄��r ∞¦²�

�n �¬±§ ¶ �¤µ®̈µoΚ⁄��r�¬±§ ¶ �¤µ®̈µo³�� vuur�¤̈

¶ �¤µ®̈µo×w⁄��连接酶 o§�×°o×¤́ ⁄��聚合酶等购

自上海生工生物工程公司 ~尼龙膜为 �¬̄̄¬³²µ̈公司产

品 k孔径 sqwx Λ°l ~⁄��引物标记和检测试剂盒 �为

�²̈ «µ¬±ª̈µ �¤±±«̈¬° 公司产品 ~ 蛋白质印迹膜为

�²̈ «µ¬±ª̈µ�¤±±«̈¬°公司产品 ~大鼠抗血清 o酶标兔抗

大鼠血清k辣根过氧化物酶l均为本实验室制备 ∀
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1 q2 方法

tquqt 蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ ¶³q°≤≤z|wu 的培养

Σψνεχηοχοχχυσ¶³q °≤≤z|wu野生株和转化株用 ��2tt

培养基液体培养 o由 ws • 日光灯提供光照 o光强为 xs

Λ∞# k°
pu #¶pt

l o培养温度为 vs ε o经常摇动 ∀固体

��2tt培养基 o含 th琼脂 o光照与温度条件同液体的

培养 ∀

tququ 自然转化蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu

及转化子的筛选 蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu

培养至 �⁄zvs值达 squx ∗ sqvx时 o取 tx ∗ us °̄ 离心收

集藻细胞 o并用 ts °̄kts °°²̄r °̄l�¤≤̄ 洗涤 t次 o离

心浓缩藻细胞于原体积 tr ts的新鲜 ��2tt培养基

中 o加入 u ∗ v Λª重组质粒 o混匀 o室温下避光孵育过

夜 ∀孵育后混合藻液涂布于覆盖在 ��2tt固体培养基

上的 �¬̄̄¬³²µ̈ 滤膜 k孔径 sqwx Λ°l o室温下光照培养

us «∀将滤膜转移到含适量卡那霉素的固体培养基上

继续培养 z ∗ ts §o挑取生长好的藻落移入 u °̄ 液体

培养基中k含 ts∗ txΛªr °̄ 卡那霉素l o经常摇动 o逐级

扩大培养 ∀

tquqv ≥²∏·«̈µ±杂交 Σψνεχηοχοχχυσ ¶³q °≤≤

z|wu基因组 ⁄��的制备按 ⁄̈ ±¬̈¯̄ t|{|年的方法 ∀将

适量 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu基因组 ⁄��用 °¶·�vz

ε 酶切过夜 o 进行 tqsh 的琼脂糖凝胶电泳 o 再将

⁄��转移到尼龙膜 o烤膜后同标记的 � 探针进行杂

交 ∀探针是以同源片段 � 为模板 o由地高辛试剂盒制

备的 ∀

tquqw 转基因蓝藻的红光诱导表达 取对数

生长后期 �⁄zvs值为 sqy ∗ tqs的转基因蓝藻和野生藻

各 us °̄ o在波长 yys ±°!光强 xs Λ°²̄k°
pu #¶pt

l的红

光照射 |s °¬±后离心收集藻体 o用丙酮按藻体积的

v ∗ w倍反复抽提 u ∗ v次 o以去除色素 o离心去上清 o

置通风处使丙酮挥发 o获得藻粉 ∀藻粉以 {s Λ̄ r°ª制

样进行常规 ≥⁄≥2°��∞电泳检测 o凝胶扫描确定重组

蛋白的表达量 ∀

tquqx 表达产物的 • ¶̈·̈µ± ¥̄²·分析 按常规

方法进行 o胸腺素 Αt的抗血清由本实验室制备 ∀

u 结果及分析

2 q1 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 ��2tt液体培养基中扩大培养 o 从外观可见 }

Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu野生藻 k • l 逐渐发黄 o变

白 o沉淀到瓶底死去 ~而转化藻k×l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 ⁄�� o

与地高辛标记的 � 片段的探针进行杂交 ∀从图 u可看

出 o转化藻杂交带的位置位于野生藻的后面 o表明含

有 � 片段的杂交带分子量变大 o可见外源基因已整合

到野生藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu染色体的 � 同源

片段上 ∀

图 u ≥²∏·«̈µ± ¥̄²·检测

ƒ¬ªqu ≥²∏·«̈µ± ¥̄²·¤±¤̄¼¶¬¶

tq质粒阳性对照 ~uq野生藻株 ~vq转化藻株 ∀

图 v 蛋白的 ≥⁄≥2°��∞分析

ƒ¬ªqv °µ²·̈¬± ≥⁄≥2°��∞¤±¤̄¼¶¬¶

tq°¤µ®̈µ~uq野生藻株 ~vq转化藻株

2 q3 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 o

分别提取 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu野生藻株和转化

藻株的总蛋白进行 ≥⁄≥2°��∞分析 o电泳结果如图 vo
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更 正

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

本刊编辑部

可以看出转化藻在 tt ®⁄处多一蛋白带 o与预期要表

达的融合蛋白 �×ktsw个氨基酸l大小相符 o经凝胶成

像仪分析该蛋白占总蛋白的 wq{h ∀另外 o与野生藻

的蛋白图谱比较 o转化藻在 us ®⁄和 vs ®⁄位置附近

的两条蛋白谱带 k此为藻胆体的藻蓝蛋白 ΑΒ亚基和

连接多肽 ≈v ow 
l变浅 o这是由于外源基因整合插入聚球

藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu的 ¦³¦u相似基因而部

分影响了藻胆蛋白基因的正常表达 ∀

图 w • ¶̈·̈µ± ¥̄²·检测

ƒ¬ªqw • ¶̈·̈µ± ¥̄²·¤±¤̄¼¶¬¶

tq野生藻株 ~uq转化藻株

为了进一步证明在 tt ®⁄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

Αt k�×l o将转化藻株表达产物进行 • ¶̈·̈µ± ¥̄²·杂交 o

蛋白质印迹结果 k图 wl表明 o上述 tt ®⁄左右的蛋白

带即为所要表达的目的蛋白 ∀

v 讨论

本实验室利用已经构建好的丝状蓝藻 Χαλοτηριξ

¶³q°≤≤zyst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 ³�×�没有蓝藻复制子 o故其

转化蓝藻后不能以质粒的形式存在 o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¶³q°≤≤zyst¦³¦�u�u编码区同源片

段 �和 � o由于蓝藻中双交换的几率大于单交换 o外

源基因可能通过同源双交换而整合到 ¦³¦u操纵子

区 ∀ Χαλοτηριξ ¶³q°≤≤zyst的藻胆体有 v个 ¦³¦操纵

子 o其中 ¦³¦u操纵子只有在红光的诱导下才能表达 o

在正常光照培养条件下极少表达 o而不受光调控的

¦³¦t操纵子位于¦³¦u操纵子下游约 vqx ®¥处 o是看

家基因 ∀相对而言 o¦³¦u操纵子在常规培养时并非生

长必需 o故作者选择¦³¦u操纵子片段为整合靶位 o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¦³¦u操纵

子的保守区段 o故打算利用此供体质粒 ³�×�转化单

细胞聚球藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wuo通过 �和 � 片

段与单细胞聚球藻 Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu染色体

的相应同源保守区段重组 o将外源基因导入蓝藻染色

体中 ∀通过抗性筛选 o≥²∏·«̈µ±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 !

• ¶̈·̈µ± ¥̄²·检测 o进一步证明在红光诱导下表达了外

源基因胸腺素 Αt o转化藻株稳定且表达量达到蓝藻总

蛋白的 wq{h ∀成功转化的结果表明 o聚球藻 Σψνε2

χηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wu也有与整合片段 �和 � 同源的

保守区段 o并且是可以被重组突变的 o不会严重影响

它的生长 ∀供体质粒 ³�×�不仅能转化丝状蓝藻

Χαλοτηριξ ¶³q°≤≤zysto 而且能转化单细胞聚球藻

Σψνεχηοχοχχυσ¶³q°≤≤z|wuo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 ∀

vququ 针对琼脂糖凝胶容易受压变形的致命

弱点 o采用交联技术使琼脂糖凝胶形成网状结构 o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 o可以采用不同的双功能试剂 o在不

同的反应条件下 o使琼脂糖发生不同形式的交联 o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 o提高交联度 o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 o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 o使介质的机械强度和吸附量提高 ~二

是降低造价 o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 o研制低电内渗琼脂糖对丰富国产生物分离

介质品种 o乃至提高我国生化产品的国际竞争力都是

十分有意义的 ∀

主要参考文献

t 纪明侯 ∀海藻化学 ∀北京 }科学出版社 ot||z∀vwotsxo

tsy ∗ tsz

u �¬µ®³¤·µ¬¦® ετ αλ. . ΥΣΠατεντ w|{vuy{ot||tq

v ≤²²® ετ αλ. . ΥΣΠατεντ wu|s|ttot|{tq

w �¤±¶¶²± ετ αλ. . ΥΣΠατεντ wvtuzv|ot|{uq

x � q×¤®² ετ αλ. .Βοτανιχα Μαρινα ,t|||owu}xtv2xtz

y �²«± �̄ ·̈«̈ ±o�²¦®̄¤±§ ετ αλ. . ΥΣΠατεντ , vu{tws|ot|yyq

z �²µ¶̈ ετ αλ. . ΥΣΠατεντ , vvyu{{wot|yyq

{ �̄©µ̈§°²̄¶²±o�¬̄±̈ µ·²±oΥΣΠατεντ , vvxtuzot|yzq

| �¤¥¬± ετ αλ. . ΥΣΠατεντ , vwuvv|yot|y|q

ts ⁄∏¦®º²µ·« ≠¤³«̈ q ΥΣΠατεντ , vzxv|zuot|zv

k本文编辑 }刘珊珊l

(上接第 3页)

ΕΞΠΡΕΣΣΙΟΝ ΟΦ ΤΗΨΜΟΣΙΝ Α1 ΙΝ Σψνεχηοχοχχυσσπ .

ΠΧΧ7942 ΒΨ ΗΟΜΟΛΟΓΨ ΙΝΤΕΓ ΡΑΤΙΟΝ ∆ΟΝΟΡ ΠΛΑΣ2
ΜΙ∆ πΥΤΚ

������∏± ≥��� ÷¬±2́ ¬¤±ª ÷� �²±ª ≤�∞�×¬¤±2¶«̈ ±ª ��� ≥«¬2̄¬±
( Σχηοολοφ Λιφε Σχιενχε , Ξιαµεν Υνιϖερσιτψ Τηε Κεψ Λαβορατορψοφ Μινιστρψ οφ Εδυχατιον φορ Χελλ Βιολογψ ανδ Τυµορ Χελλ

Ενγινεερινγ vytssxl

Ρεχειϖεδ : �¤±q|ousst
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