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钝顶螺旋藻质粒的电镜

观察及杂交研究
*
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气

提要 于 1 , 9 2 年 6 月一 1, 9 3 年 4 月
,

对钝顶螺旋藻质粒进行透射电镜观察及 分 子

杂交研究
。

结果表明
,

利用单层分子膜展开技术
,

能够那察到超螺旋以及闭合环形的质粒图
象 ; s

。

质粒大小的平均值约为 2
.

ok b ,

与电泳检测的结果稍有出人
。

斑点杂交结果表明
,

不

同形态藻株 s
‘、

F3 、
F ,

弯与 F ,

直质粒之间具有一定同源性
,

与染色体 D N A 之间均显示同

源性
。
对钝顶螺旋藻质粒的进一步研究将推动其基因工程育种的开展

。

关键词 蓝藻 钝顶螺旋藻 质粒

蓝藻是具植物型放氧光合作用的原核生物
。

一些蓝藻蛋白质含量高
,

富含生物活性

物质
,

利用价值极高 ;同时具有类似于革兰氏阴性细菌的独特遗传结构
,

因而使其成为分

子遗传学研究的理想材料
,

近年来广泛应用于光合作用
、

固氮作用
、

叶绿体起源及植物进

化等重大生物学问题研究中
。

随着质粒及天然重组转化系统的发现及研究
,

蓝藻分子遗

传学发展很快
,

基因工程蓬勃兴起 (秦松
, 1 9 9 3 ;秦松等

, 1 9 9 3 )
。

钝顶螺旋藻是一种高蛋白蓝藻
, “

七五
”

攻关以来
,

品种改 良成为大面积生产的首要问

题
,

鉴于其分子遗传学研究薄弱
,

作者对其有关基因结构与功能进行了研究
,

首次从钝顶

螺旋藻中分离到质粒 (Q in e t al
. ,

1 9 9 3 )
,

并对遗传转化开展了研究
。

不论从分子遗传学

基础研究的角度
,

还是从作为基因工程载体应用的角度
,

都需对钝顶螺旋藻质粒的来源
、

功能进行研究
。

本文报道电镜和杂交研究的新进展
。

1
.

材料与方法

l
·

l 藻种 钝顶螺旋藻 (SPir“ lio a Pla t e n ; 15
) s‘ 及 F3

藻株
,

于 1 9 9 1 年 8 月由中国

科学院海洋研究所谭桂英副教授提供
。 1 9 9 2 年 9 月起

,

从 F 3

中挑 出直藻株
、

弯藻株分别

*
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单藻培养
,

获单藻藻株 F ,

直及 凡 弯
。

均在 za
r r

ou k l)
培养基中

,

于 30
.

0 士 。
.

, ℃
, 3 0 0 0

lx
(1 2h八 Z h) 培养

。

L Z 质粒的提取与观察 快速少量提取
,

采用本实验室改进的碱变性法 (Q in et al
.

,

1 9 9 3 )
。

大量提取
,

根据 H u m p hr e ys
等 (1 9 7 5 ) c s C I 密度梯度离心法

,

略作改进
。 c s C I

起始密度为 1
.

6 9 /
e m

, , E t B r

终浓度为 16 0卜g / m l。 B e e k m a n L B 8 o 超速离心机
, v T i一 6 5

垂直转头
,

于 5 0 0 0 0 r
/ m in

离心 2 4 h
。

质粒样品的透射电镜观察
,

对K le in s c h m id t (19 6 8 )

单层分子膜展开方法稍作改动
。 Cyt C 浓度为 0

.

lm g / m l
,

采用铂角度喷镀
,

激发电压为

8 0 k V o

L 3 总 D N A 提取 参考 S m ok er 等(1 9 8 8 )方法
。

染色体 D N A 用低融点琼脂糖胶

方法 (M a n ia tis e t a l
. ,

1 9 8 2 ) 回收
。

1 .4 探针标记及斑点杂交 据 M an ia tis 等 (1 9 8 2 )
,

采用缺口 平移法标记 F 3

质粒及

S‘ 质粒 P 3 ,

探针
,

分别与 S‘,

玩
, F3

直
, F 3

弯质粒
,

以及总 D N A
、

染色体 D N A 进行斑

点杂交
。

质粒点样量为 Zng
,

总 D N A 为 1陀
,

染色体 D N A 为 1拌go

2 结果与讨论

不论采用 Et Br
一

Cs CI 密度梯度离心法(图版 I , 3 )
,

还是采用本实验室发展的
,

快速简
趁

便的超声波
一

碱变性提取法
,

从 F3 ,

玩直
, F3

弯藻株提取的质粒大小均相同
,

约为 1
.

sk b
,

而 s‘藻株质粒约为 2
.

4 k b(电泳作图结果未显示 )
。

另据本文透射电镜研究结果(图版 I: 4 ,

I : 5 )
,

取 20 个环形 s‘ 质粒
,

取其长度平均值来估算 s‘质粒的大小
,

约为 2
.

o k b
,

可能由于

制膜与转移时伸展或压缩引起误差
,

需对 F 3 , F 3

直与 F ,

弯质粒形态观察及长度测算后得

出进一步结论
。

超速离心分离螺旋藻质粒
,

需一天多时间
,

而采用超声波断裂藻丝体
、

破

壁
,

结合碱变性方法去除染色体
,

3h 以内即可获得结果
,
C C C 型质粒得率高

,

而且节省溶

菌酶
,

再次证明了这种方法的优点
。 S‘ 是松弛螺旋的单藻藻株 (Qi

n et a l
. ,

19 9 3 )
, F 3

由大约 l : l 的紧密螺旋 (即 F 3

弯
,

见图版 I :
l) 和直藻突变藻株(即 F 3

直
,

见图版 I :
z) 组

成
, 5 6

与 F3

质粒大小不同
, F 3

直
、

F ,

弯与 F3

质粒大小相同
,

质粒与形态之间关系有

待进一步研究
。

自从 19 7 3 年 A s a to 等首次在蓝藻中发现质粒以来
,

人们已陆续在近 50 株蓝藻中检

测到质粒
,

约 占被检藻的 50 多
。

研究表明
,

其存在与蓝藻毒性
、

对金属及药物的抗性无

关 (B o s e e t a l
. ,

1 9 9 0 ; 李庆顺
, 1 9 9 1 )

。

结合本研究结果
,

迄今为止
,

仍无其遗传功能

的明确证据
,

被推测为隐秘型质粒
。

从分子杂交结果 (图版 I: 6一 7 ) 来看
, F 3 与 凡 直

、

瓦 弯之 间质粒具有一定同源

性
,

而且与 S。 之间亦具有同源性 ; 质粒与染色体之间具有明显同源性
。

H On de l (1 9 7 9 )

等根据酶切图谱态型分析
,

证明了蓝藻 s y , e c h o c o c c u ; p C C 6 3 o l , 6 3 0 7 与 6 9 0 5 质粒之 I’ed

具有同源性
,

并推测可能存在不 同藻株之间质粒转移的机制
。

La
u
等(1 9 8 0 )通过 So ut h e r n

杂交方法确定了多种蓝藻质粒的同源区域
,

推测这些区域可能含有
“

转移片段
”

(t r
an

s p o -

s ab le ge ne ti o e le m e n
t)

。

本实验提示了钝顶螺旋藻各藻株之间质粒的差异及同源性
。

与

P h

P 口

l) z : r r o u k
,

c
. , 19 6 6

,

c o n t r ib u t io n a l l
‘

E t u d e d
’ u n e c ya n o p h yc e e In flu e n e e d e D iv e r s F a
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染色体之间的同源性提示
,

质粒间以及质粒和染色体之间具有重组的可能性
。

这种推侧

仍需进一步研究
。

目前有关酶切工作正在开展
,

以期构建杂交质粒
,

导人外源基因
,

培育优 良品种
,

促进

螺旋藻养殖业的进一步发展
。
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