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tranSlent expreSSlOn 

基因工程研究已在高等植物中广泛开展，尤其对重要经济作物如水稻、玉米、大豆等的品种改良不断取得

可喜成果。在藻类中基因工程起步较晚。Rochaix和Van Dil1ewjin于1982年第→次报道了对单细胞衣藻以质

粒为 载体进行的基因转移[，Rochaix等.1982J，Veeck等于1987年以 蓝藻为材料进行了基因转移的研究，

Boynton等于1988年以衣藻为材料成功地得到了转基因藻株C王素娟.1994J。除蓝藻和单细胞绿藻外.外源基

因导 入大型藻类 的工作尚未见成功的报 道。 Chene y 与 Kurtzman用表基因枪将GUS 基 因导 入红藻

(Ka仲呻hycus alvarezij)中得到瞬间表达【Cheney等.1990J.但未见正式报道。国内中国科学院海洋研究所有

关于用基因枪法把 GUS基因导入褐藻海带和裙带菜组织块中培养至48小时并检测到瞬间表达【秦松等，

1994J. 

在基因转移的多种方法中，电穿孔法(electroporation)是应用最广的方法之一.用这种方法己成功地转化

了玉米、水稻、烟草等高等植物.它利用短暂加到细胞膜上的高压电场使其形成一些可迪的瞬时孔洞，从而允

1994-07-16收到.
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许质粒DNA通过它们进入细胞。电穿孔法的优点在于它可广泛地应用于不同物种，并且对原生质体纯度要

求不高，为转化后的培养工作带来便利。本研究即采用电穿孔法把带有35SCaMV启动子(如图l中 P35剖.Km

(图1中 Ka m)和GUS 基因的质粒PBl121转 入到坛紫菜原生质体中，以探索电穿孔法.35SCaMv启动子及

GUS基因检测方法在藻类基因转 移中的应用，为改良藻类品种的研究打下基础。

1 材料和方法

1.1 材料
1. 1. 1 菌株Ecoli-MC1061 (PBI121) 

1. 1. 2 坛紫菜(Por户hyra haitanensis)叶状体

1.2 方法
1. 2. 1 坛紫菜培养�尿生质体分离

按照王素娟等(1986)的方法培养种穰及分离原生

质体。
1. 2. 2 质粒的结构和制备

含有质粒PBI121(结构见图1)的大肠杆菌菌株
Ecoli-MC1061由复旦大学遗传学研究所提供.质粒的

制备参照《分子克隆实验指南))[ Sa mbrook等.1989J.

用碱裂解法大量制备质粒DNA，

1. 2. 3 转化前对坛紫菜细胞Km抗性的测定

酶解原生质体以均匀密度分别培养于含Km浓度

为0.25.50.100.200.300.400μg/ ml的 MES 培养液

中，每周更换1次培养液，显微镜下观察并计数细胞。 图1 质粒PBl121的结构
1. 2. 4 坛紫菜细胞色素的快速去除试验 Fig. 1 Construct of plasmid PBl121 

为了避免坛紫菜细胞内色素对组织化学检测的影

响，转化前试验以有机溶剂，加热及两者相结合的方法快速去除坛紫菜细胞色素，同时观察这些方法对GUS
组织化学检测的影响。(1)坛紫菜分别用6种不同有机溶剂处理g无水乙醇、异丙醇、丙嗣、二甲苯、正丁醇、异戊

醇。(2)不同温度(65'C、80C、90C、100C}加热处理。(3)100C水格加热30分钟后再加入不同有机溶剂。(4)各

种有机溶剂处理后.再100C水播30分钟。同时把经过 GUS 检测的含质粒PBI121的大肠杆菌菌体(此时为深

蓝色)做相同处理作为对照，观察颜色变化。
1. 2. 5 转化，前坛紫菜细胞内源GUS背景检测

为排除坛紫菜细胞内源GUS 活性而出现假阳性的可能，把 未转化的坛紫菜原生质体培养生成的细胞团

用Jefferson的方法[Jefferson. 1987J检测细胞在不同条件下(pH 5.6.7.7.5.别的内摞GUS酶揭性，然后进

行色素去除处理，在显微镜下观察.
1. 2. 6 电穿.tL法转化试验

酶解所得原生质体以密度为2-4XI06个/ml悬浮于缓冲溶液中，加入10微克PBI121质粒DNA 和30微
克载体 DNA(小牛胸腺DNA).冰浴20分种后把悬浮液转 移至电击杯中选择最大场强450 V/c m.电容1550
mfd及不同时间，不同电击次数分别进行电穿孔转 化试验，然后在冰浴中放置20分钟，离心收集原生质体。对

照组中不加 DNA.�且以相同方法处璋.转 化后的原生质体按玉素娟等[1986J方法进行培养。

1. 2. 5 电穿孔转化后细胞中GUS酶活性检测'l.

①荧光分光光度计法定量检测。不同条件下电穿孔转 化的细胞每隔一 定时间取样用Jefferson 方法进行
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检测 []efferson. 1987J，并用福林-盼法 (参照复旦大学《普通生物化学实验>>) 测定样品中总蛋白浓度，GUS酶

活性以每微克蛋白中每小时产生的4-MU 的量加以衡量。②组织化学法定点检测。根据荧光分光光度计法检
测结果，取GUS酶活力最强的一组及其对照组和未转 化细胞同时按照]efferson 方法 []efferson. 1987J进行

组织化学法定点检测(巳培养至第42天)。随后进行色素去除 处理，显微镜下观察。

2 结果

2. 1坛紫菜细胞对Km的抗性

分别在Km浓度为0.25.5ú.100.200.300.400μg/ml培养液中生长的坛紫菜细胞计数见表1。表l中细胞

数以5个视野观察计数取均值.不同浓度Km中细胞数量及其形态无明显差别，细胞分裂时均有正常苗和畸形

苗形成，在培养数周后，均长出1-3 mm的小苗.由比认为坛紫菜细胞对 Km不敏感，故Km不能作 为筛选转

化细胞的方法。但培养过程中观察到 Km的加入可抑制细菌和原生动物的生长.因此 本实验中均在培养液中
加300μg/ml的Km，

寝1 舍不同浓度Km的地弊液中细胞生长比较(个撇/20X 10视野)

Table 1 Statistics of cells (cell-groups) cultured In MES medium with 

dJfferent [kmJ (ce)Js per eyeshot of 20X 10) 

。 25 

3 12 15 

10 4 3 

30 2 0.8 

60 

2.2 坛紫菜细胞色素去除试验

2.2. 1 有机溶剂对细胞色素的去除效果

50 100 200 

13 21 22 

2 5 4 

0.6 。.4

吕立1-3 mm 7;;，J、王辈出小吐蓝蓝岳出

300 400 

24 19 

Z 

1.6 

试验所用六种有机溶剂在常温下对坛紫菜细胞色素去除效果很缓慢.24小时内无显著效果，但长时间作

用均可使藻体脱色。

2. 2.2 不同温度的色素去除效果

随着温度 升高，藻体颜色变化显著。但加热不能完全去除色素。实验结果且表2 ，

寝2 不闰温度的色素去除效果

Table 2 Effect of pigment elimination by heating under different temperatureCC) 

----- 温度f 户 、
时 间 (工汗主主毛之 65 80 

蓝色菌体 + + 

注s"一"颜色变浅."-一 绿褐色，"---"，浅绿色，"+"，颜色加深.

+ + 
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2.2.3 加热与 有机溶剂联合处理的色素去除效果

以100Ç水浴加热处理30分钟后，藻体变为淡绿色，再分别加入上述六种有机溶剂.12小时后观察结果。无

水乙醇去除色素效果最好，使加热过的藻体接近于无色。其它溶剂中藻体颜色变化不显著。

2.2.4 有机溶剂处理12.J、时后再100 C加热的色素去除效果

先以有机溶济处理再加热.仍然无法使色素显著减少。

以上四种去除色素的试验结果中看出100 C加热后再以有机溶剂处理的效果最好，时间最短。而对组织化

学检测的 结果无影响。

2.3 坛紫菜细胞内源GUS背景检测

来转化细胞在不同 pH的GUS 检测液中的反应见表3 ，

寝3 坛紫栗细胞内源GUS背景检illJ

Table 3 Histochemical assay of intrinsic GUS activity in cells of Porphyra haitanensis 

pH 5 6 7 7.5 

着急反应

注 无着包反应

8 

由表3中看出，未转化的坛紫菜体细胞在 pH 5-8砸围内均无可检测的背景GUS 酶反应，从而证明坛紫

菜中没有内源GUS 酶活性，而高等植物在酸性条件下往往有内源GUS 酶背景。因此本实验中采用 pH 7检测

液，不会有背景干扰。

2.4 电击次数对转化效率的影响

在较强的电场中能提高转化效率，但连续电击使缓冲液混度急剧升高，使细胞大量死亡。实验中发现，连

续电击3次，死亡率达100%.2次连续电击后细胞存活率低于1次。因此在本实验中全部采取1次电击。

2.5 电击转化后细胞GUS酶活力测定

2.5.1 荧光分光光皮计检测

不同电击时间的转化组(分别是5毫秒和10毫秒)与不加DNA 但相同电击处理(电击时间为 5毫秒)的对

照组在不同时间同时取样所 测得细胞内荧光物质浓度见表4。由表4制成图2 ，

表4 荧光分光光度计检测结果

(荧光物质MU浓度单位，nM/小时/微克蛋自)

T'able 4 The result of fluorometric assay CNM/hr/μg protein) 

飞寸可�飞飞 6 8 10 12 14 33 35 42 

.565 .148 .181 .016 .144 .179 .102 .178 

7.840 .312 .273 1. 260 .386 .430 .093 .251 

E .107 .312 .176 

1，无DNA的电击处理细胞，电击条件，450 V/cm.1550 mfd.5 ms. 

I，DNA转化细胞，电击条件2同1.

liDNA转化细胞，电击条件1450 V/酬.1550 mfd.l0 ms. 

.732 .236 .197 .199 .176 

由表4及图2中看出.电场强度相同的条件下，电击时间为5 ms 的细胞内荧光物质含量(主要为 MU)显著
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高于10 ms转化组。由于藻胆素的荧光特性使对照组中具有荧光背景。随着培养时间延长 .MU浓度呈下降趋

势，认为有可能外源基因未得到稳定表达而丢失。由于检测中取样的随机性使提光检测结果含有不确定因素，

需要以组织化学法联合检测转化细胞中GUS酶的存在。
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图2 荧光分光光度计检测结果
Fig. 2 The re sult of fluo ro me tric assay 

注 1:无 DNA 的 电击处理细胞， 电击条件:450 V/cm.1550 mfd.5 ms， 

R:DNA 转化细胞， 电击条件g阔1 ， 

B1:DNA 转化细胞， 电击条件1450 V/cm .1550 mfd.10 m s， 

2.5.2 组织化学法定点检测GUS峰活性

在荧光检测中显示最高酶活性的实验组中取样做组织化学检测，在显微镜下观察到蓝色着色细胞及大

部分细胞为深蓝色的小叶状体。在对照组及其它转化条件下的细胞则无此现象(因故未附彩照)。由以上两种

方法检测结果确认，在较短的 电击时间下，转化效率高于快时间的转化 .并且质粒DNA PBI121已进入坛紫菜
细胞瞬间表达，合成具有活性的ß-葡糖脊酸酶.在转化后第42天，检测到己分化成小叶状体的转化细胞，其个

体远小于未转化叶状体。显微镜下也看到组织检测后有着色于细胞壁的 蓝色，因己排除背景干扰，认为这些R

-葡糖背酸酶来源于未进入细胞内的GUS基因利用解体细胞内物质合成的，在其官离等植物转化的文献中亦

有此报道。
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3 讨论

本研究所进行的外源基因转化坛紫菜体细胞的初步探索中，由检测结果认为质粒DNA PBI121所携带

35SCaMv启动子能够在坛紫菜细胞中瞬间表达，因而 GUS基因可作为进←步的藻类基因转移研究中的报告

基因(report gene).电穿孔法也可成为藻类基因转移的有效予段。

由于实验条件所限，本实验中电击条件仅为允许范围之内的选择，其他的有效转化条件有待于进一步探

索。另外坛紫菜细胞对km不敏感的特性成为进一步转化筛选的障碍，因而寻找可筛选的标记基因是藻类转

基因研究必须解决的问题之→。
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