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氯霉素乙酞转移酶 (C A T )

基因在海带中的表达
*

武建秋 秦 松 邓 田 郭晓林 曾呈奎
(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 十 ! 9 9 4 年 口 月 一 1 9 9 5 年 4 月
,

在山东荣城海带育苗场采集海带幼抱子体
,

用基因枪

法将氯霉素乙醚转移酶基 因 (C A T g e ne
, ‘aI )导人海带幼抱子体中

,

4 8h后检测到瞬间表 达
。

转化后恢复培养一周
,

以致死剂量氯霉素筛选
。

两周后对照组全部死亡
,

转化组 75 株海带中

有 11 株存活 转 化三个月 后经 C A丁 酶联免疫 (C A丁ELI S A )分析
,

在 11 株存活海带中有 2 株

检测到 C A丁 基 因的表达 结果初步证明 了 C A T 基 因是海带基 因工程的有效选择标记 ; 同时

也证明 S v 40 启动子是适用于大型褐藻的启动子元件
。

关键词 C A 丁 基因 海带 选择标记 S V 40 启动子 遗传转化

学科分类号 Q 7 8 5

植物遗传转化中常用两类报告基因
:

一类如p
一
葡糖昔酸酶 (G U S)基因

,

易于定性定量检

测
,

但不编码抗性
、

不具正选择作用 (氏ng 。t al
,

19 91 ; LO w e 。t 。l
,

19 95) ;另一类如新霉素

磷酸转移酶 (N l
y
r ll) 基因

、

氯霉素乙酞转移酶 (ch lo n u llplleni co l ac e
tyl tla llsfe璐

e ,

CA T )基因
,

编码抗性且易于检测
,

具有正选择作用
,

也被称作选择标记基因 (Ch are st 。t al
,

19 88; 众ca n

et al
,

199 3)
。

在植物基因工程中
,

质粒导人后以游离状态存在并表达叫瞬间表达 (W allg et

al
,

199 2)
。

G U S 基因已经在海带
、

裙带菜和紫菜中实现了瞬间表达 (秦松等
,

19 9 4 ; Ku bl er

。l al
,

199 4)
,

但为了获得稳定表达的转基因植株
,

必须转人选择标记基因
,

以区分转化与未转

化细胞
,

并将后者淘汰
。

氯霉素可以用作海带的有效选择压力 (武建秋等
,

19 9 5 )
。

C A T 基因编

码产物 C A T
,

将氯霉素乙酸化而使其失活
,

从而使转基因细胞获得对氯霉素的抗性
,

CA T 基因

已在多种高等植物中实现了瞬间和稳定表达 (I、11ien et al
,

19 90 ; 幻叩fe ns tei n et al
,

19 91 ;

Po rs ch e l a l
,

19 9 3 : V 二 ; 1 e r a l
,

19 8 9 )
。

目前仅有高等植物基因工程中常用的 Ca M V 3 5 S启

动子能被大型藻类的转录系统识别的正式报道 (秦松等
,

1994
;

Ku bl er o t al
,

199 4)
。

本文报

告将 SV 40 启动子驱动下的 C A T 基因导入海带细胞中表达的实验结果
,

以期探讨 CA T 基因用

作海带基因工程选择标记基因
,

以及 SV 40 启动子用于海带藻类遗传转化的可行性
。

1 材料与方法

1
.

1 材料及培养方法

海带 (山 m i。。 : la
.

/叩
‘,爪((1 )幼抱子体于 1 994 年 12 月 由荣成海带育苗场提供

,

长度为

*

国家攀登计划B资助项 目
,
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武建秋等
:

氯霉素 乙 酞转移酶 (C A T )基因在海带中的表达

!
.

0一 10. 0c m
。

从育苗绳上取下
,

去除杂藻污物
,

用海水清洗后
,

再用煮沸过的海水冲洗干

净
。

除菌过 程如 下
:

先 用高压灭 菌海 水将海带浸泡 20 一 30 m in
,

然后于 1
.

5% KI 中浸 泡

20 m in
,

再用无菌水浸泡 20 m ln ,

最后放人灭菌海水中恢复 20 m in
。

除菌后
,

放人灭过菌的

怜P海水中培养 (灭 菌海水 中加人海带营养母液
,

体积比 1 0 0 0: 1
,

母液成分为
:

0. 43 m ol / L

N aN O
3 ; o

.

o l gm o l / L K H Zp O ;

)
。

光 暗周期为 IOh / 14 h
,

光 强为 so o E / (m
Z · s)

,

温度为

(10 士 0
.

5) ℃
。

在实验室中培养 14 d后进行 C A T 基因转化
。

1
.

2 C A T 基因的转化

PC A手Con tro l质粒 (4 7 50 bP )为美国 Pr o m e ga 公司产品
,

在 c A T 基因的上
、

下游分别装

有 SV 40 启动子和增强子
。

质粒浓度为 10 9 / 闪
,

A 2 6。 / 人
8( )

为 1
.

89
。

选取全长约 5
.

oc m 的海

带
,

按前述方法再次除菌
,

在距叶片基部 o
.

sc m 处用灭过菌的手术刀 片切去尖端
,

剩余部分

用灭菌海水冲洗 3 次
,

放于灭菌海水中待用
。

基因枪为 Bi o 一R公d公司的 PDS
一 10 0 0 / He 型

,

整个轰击过程为无菌操作
,

所有实验用品均用 70 % 乙醇灭菌
。

微粒子的准备按 San fo rd 等

(199 1) 的方法进行
。

每次轰击用微粒子悬液 6闪
。

将 5 株小海带放在铺有 2 层无菌滤纸的培

养皿 中作为一批样品
,

共 21 批
。

每批样品轰击 2 次
,

第二次轰击时
,

将样品旋转 90
。 。

轰击

参数如下
:

样品室真空度为 6
.

1 x 10 3
Pa

,

可裂膜为 1 100 Ps i
,

样 品与阻挡网间的距离为 6c m
。

阴性对照组的海带用无 1)N A 的金粉轰击 2 次
,

空白对照组的海带不轰击
。

1
.

3 C A T 基因瞬间表达的检测

轰 击后所有样 品放人灭菌海水 中黑暗培养 4 8h 后
,

用 Boe hri ng er Man nh ei m 公 司的

C A T E L Is A 试剂盒检测 C A T 的表达
。

随机取出轰击过的一批海带(5 株 )作瞬间检测
,

同

时取出阴性对照和空白对照海带各 5 株
,

其余海带光照 (见 1
.

1) 下继续培养
。

取出的海带

用 5 m l磷酸缓冲液冲洗 3 次后
,

吸去缓冲液
,

将每组 5 株海带合并后用无菌剪刀剪碎
,

加人

lm l裂解液 (由试剂盒中提供 )
,

室温放置 3 0 m in
。

在 15 0 0 Or / m in
、

4 oC 离心 10 m in
。

取出上

清液
,

放人 一 20 ℃ 乙醇中待其冻结后转人 一 70 ℃备用
。

细胞抽提物用 Br ad fo rd (19 7 6) 的

方法测出总蛋 白含量
,

微孔板上每孔加人 2 0 0闪(约含 2 5 协g 总蛋 白)
。

其它操作均按试剂盒

的指示进行
。

加人 A B T S 底物后
,

用 5 11 型酶标仪 (上海第三分析仪器厂 )测定绿色反应产

物在 405
n m 处的吸光值

。

将样品吸光值与 C A T 标准曲线 比较
,

计算出样品中 C A T 含量
,

最后得 出单位总蛋白中 CA T 的含量
。

1
.

4 氯霉素筛选以及筛选后 C A T 基因表达的检测

转化后恢复培养一周 (开始 4 8h 黑暗培养
,

然后转人 1
.

1所述条件 )
,

采用含 2 0 0 m g / L氯

霉索的选择培养基进行筛选
。

每周更换培养基一次
。

筛选开始时
,

转化组海带 75 株
,

阴性

对照和空白对照组各 20 株
。

当对照组全部死亡后
,

将转化组存活海带转人无氯霉素的 N P

营养海水中培养
。

C A T 基因表达的检测在转化后三个月进行
。

将存活海带纵向平分
,

取一

半作检测
,

每株海带为一个样品
。

将同样大水的空白对照海带也纵向平分
,

取 5 个对照样品

分别检测 C A T 含量
,

最后求其平均值
。

2 结果

2
.

1 C A T 基因的瞬间表达

图 1 显示 C A T 基因在海带幼抱子体中瞬间表达的结果
。

进行 C A T ELI S A 检测时
,

因将基因枪轰击的每批 5 株海带放在一起作为一个样品
,

所得数值为 5 株海带单位总蛋 白
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中 C A T 的平均含量
。

由图 1 可见
,

海带 C A T 本底很低
。

转化组中 CA T 含量比对照组高出

近一倍
,

说 明 C A T 基因在海带中实现了瞬间表达
。

此结果表明
:

C A T 基因与 S V 40 启动子

可 以作为海带遗传转化研究的元件
,

为进一步研究提供了可行性
。

2
.

2 筛选结果与筛选后 C A T 基因的表达

经 2 0 0 m g / L的氯霉素处理 14 d后
,

阴性对照组和空白对照组的各 20 株海带全部死

亡
。

转化组的 75 株海带中有 11 株存活
,

存活率为 巧%
。

死亡过程从叶片逐渐褪色开始
,

先变成黄绿色
,

再变为绿色
,

最后色素消失变 白 ; 叶片尖端最先死亡
,

之后是叶片基部
,

最

后是柄部
。

经氯霉素筛选后存活的 11 株海带
,

藻体色泽 比对照组深
,

其它生长状态与对照

无显著 差别
。

存活海 带到 C A T 检测 时有 显著 生长
,

平均 长度从 转化 时的 0
.

sc m 增 至

5. o c m 左右
。

对照组 的 C A T 值是 5 株未经轰击海带的平均值
,

11 株存活海带中
,

有 2 株检

测到高于对照组的 C A T 活性 (图 2)
。

800600

�
一l切已
·

团d�\碉如卜哎.

油已
.
凹d�\如喇口卜侧

阴性对照 空白对照 C A T 基因转化

400200

对照 样品 7 样品 4

图 1 C A T 基 因 (。O在海带幼饱子体中的

瞬间表达 (4 8h 后 ) (每 m g 总蛋白中 C A 丁的

p g 值 )

R g
.

1 T ra n s l e n t e x Pre s s一o n o f
‘份t in yo u n g

s
po

r o Phyte s o f L z(lP
‘, , , ; 〔‘ (a

fte
r 4 8 h )

图 2 转化三个月后海带幼抱子体中

c A T 的含量 (每 m g 总蛋白中 CAT 的 Pg 值 )

R g
.

2 C o n te n ts o f CA T I n tra n sfo rm e d yo u n g

s Po ro Phyte s o f L
.

JaP
o n ie a a

fte
r 3 m o n th s o f

tra n sfo r n l ati o n

对照
:
5 株未经轰击海带的平均值 ( 士标准差 )

3 讨论
C A T 活 性 多用 放 射性 同位 素方 法 进 行检 测 (压ni e ll e t a z

,

19 9 0 ; 习 e in e t a z
,

19 87 )
,

该 法 仅 能 检 测 出有 活 性 的 C A T
,

且 花 费 时 间 长 (Go rm an
。t al

,

1 9 8 2)
。

而

C A T E L IS A 方法不需使用同位素
,

既能检测出有活性的 C A T
,

也可检测 出总 C A T 量
,

使结

果更准确
,

与同位素方法具有 同样的敏感性 (Po rs c h 。t al
,

19 9 3 ) ; 同时具有快速的特点
,

从点样到酶标仪测量出实验结果仅需 4 ho

大多数植物细胞中 C A T 本底都很低
,

一般不会造成对基 因产物分析的干扰 (Da ni ell
e r 。 l

,

19 9 0 : H a u ptm
a n n e r 。l

,

19 8 7 ; 习 e in e r a l
,

19 8 7 ; p o rs c h 。r a l
,

1 9 9 3 )
。

本实验 中

的 C A T 本底可能由两方面引起
:

C A T 的微弱非特异性交叉反应和海带细胞中微量的内源

性 C A T
,

前者可能因为 C A T 抗体和海带细胞抽提物中 C A T 结构类似物发生了微弱结合
,
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:
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经 E LIS A 的放大作用而表现 出来
。

Por sc h等 (19 9 3) 发现马铃薯原生质体 中 C A T 本底为

2() o一 4 0 oPg / m g蛋白
,

不会对基因产物的分析造成干扰
,

与本实验的结果近似
。

瞬间表达一般维持 10 多天 以后消失
,

以致检测不到酶活性 (w
e rr 。t clj

,

19 8 6)
。

本工

作中转化海带 3 个月后仍有 2 株检测到高于对照组的 CA T 含量
,

表明 C A T 基 因有可能与

海带基 因组发生 厂整合
,

尚需分子杂交实验证实
。

在本实验中
,

有 11 株转化海带对致死剂

量的氯霉素具有抗性
,

其中仅有 18 % 的海带检测到 CA T 含量高于对照组水平
。

这可能是

有些 未转 化的细 胞 由于 不能 与氯霉 素充分 接触 而发 生
“

逃 逸
”

(E
sca pe )

,

产生嵌 合体

(DO
n g e t a l

,

19 9 1 ; L o w e e z a l
,

19 9 5 : M a y
,

19 9 5 )
。

山
n g 等 (19 9 1)报道以子叶为受体

转化甜瓜时
,

最后也仅有约 4 % 能产生转基 因植株
,

结果与本实验类似
。

以海带袍子体为

受体
,

由于整体抗性大
,

一些未转化的细胞不能被氯霉素杀死
,

与转化细胞不容易分开而

产 生嵌合体
。

嵌合体会使外 源基 因 的表达 水平 发生很 大 变化 (May
,

19 95)
,

Pe ac h等

(】9 9 1) 报道 CA T 的表达在不同的转化体中可相差 1 36 倍
。

植物基 因工程中常用抗生素抗性基 因作为选择标记 (Fu ch
s ,

19 93 ; Ne w m an
,

19 9 0 ;

w
a n g 。r a z

,

19 9 2 )
。

K u ble r
等 (一9 9 4 )认为

:

由于大多数大型海藻对抗生素有显著的
、

固有

的抗性
,

抗生素抗性不能用作选择标记
。

但武建秋等 (1 9 9 5) 证实
,

海带虽然对卡那霉素
、

新霉素
、

青霉素和链霉素等抗生素不敏感
,

而对氯霉素却非常敏感
。

本文结果表 明
,

CA T

基因可以作为海带基因工程的选择标记基因
。

致谢 本实验在酶标仪使用方面得到中国水产科学研究院黄海水产研究所黄捷研究员

的大力支持
,

谨致谢忱
。
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