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用质粒进行硅藻细胞遗传转化的研究

周金鑫 齐雨藻 简晨昭
�

�暨南大学生物系
，
广州�

������� �� �������������� �� ���� �������

���� ���月百���石��� ���� ���� ������ �����

���� �����。 ����
��� 。 �� ���� ��������

�

��滋
���������。 户��才。 。 。 了， �沂

一

��， �，�。 。 ，，��夕
，
��‘�，�二人���

��� ����� ������人�� ��
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，
���

用藻类细胞作为受体进行 ��� 转化研究工

作是分子遗传学研究中一个新的领域
。
在以藻类

为材料的研究中
， ����，���� 和 �����������

「，’
首

先在组囊藻 �����“ 介 形而�。 刁 中进行了 ���

的转化实验
。 �������

和 ���� ������
〔 ，’
应用

������� 复合物也在组囊藻中进行了转化重组

合研究
。 �������

������
〔 ‘ ’
在进行蓝藻转化实验

中观察到伴随转化时发生的 突变现 象
。

�������

和 ���

��
���

���夕��
「，，
应用溶菌酶

，
十 二 烷基

磺酸钠 �����
，
氨基水杨酸钠 �����溶 解藻类

细胞壁后抽出的 ��� 有遗传转化 活性
， ������

�

和 ������ ������
�凡

。 ’
在研究蓝 藻 ��，�。 。 ‘ ���二

夕“ ��犷“ ������“ ” ， ��� 转化时对 ��� 浓度
、
受体细

胞接触 ��� 的时间
、

受体细胞 的 感受态 ���
�

���������
，

转化对不同的酶的敏感性以及表型表

达等方面的问题进行了详细 的研究
。

������
�

等

������
〔 ” 首次应用酵母质粒转化缺失细胞壁的来

因衣藻 ��入�
�，，��，�，�， �‘ �动

���‘�精氨酸缺陷

型
，

并测得转化频率 为 ��
一 ‘
�处 理细胞

。
同时

，

卫������ 等进一步把酵母质粒 ����
��� 斗�的 ���

��� �
·

���一段 ��� �带有酵母
��� � 基因�接到

���
���

上建立了一个新的 ���
�

运载器
，
并用 ���

�

来分别克隆衣藻细胞的核基因
，
叶绿体基因和线

粒体基因中的 ����� 和 ��� �片段
。

接着在衣藻

中用这些杂种质粒进行了遗传转化实验
，
经 �����

���� ���� 技术证实杂种质粒可以在受体细胞中自

主复制
。

国内何家苑等����斗�
〔 ” 以空气中能固氮的鱼

腥藻 �刁
。 �乡�。 。 ������ 的 ��� 转化到在空气中

不能固氮的氧敏感突变种 ��
�
��“ ，�一

�� 中
，
获得

能在空气中固氮的藻株
。

以藻类细胞为受体的基因工程研究工作为藻

类工程学 ����
�������������的发展开辟 了重要

的新途径 ��
������� ，

�����
〔，’ �

在分子遗传学研究 中一 般常 用 质粒处 理

���
������ ��，�����

，
质 粒的 接合转移 ��

�����
�‘���

�������� �� ��������� 和遗传转化 ��
������ ������

�������。 �等方法来研究 质 粒 ��� 和染色 体

��� 在细胞中的作用
。

本文报道的是作者用遗

传转化方法进行的 �� ���� 的 �
��

�

质粒对硅藻

细胞 �� “ 。 ‘
厉

。 ��
�

�的转化的初步研究结果
。

材 料 和 方 法

菌种和藻种 菌 种 � �� ���� �� ���。 带

有 ��� �

质粒
。 �
��

�

质粒是人工构建的大质粒

��� � �����
，

具有抗四环素 ����
、

卡 那霉 素

���� 标记基因和固氮基因 ���约 特性
。
藻种 �

硅藻菱形藻的一种 ��。 。 动由 ��
·

� 得自中国科

学院水生生物研究所藻种室
。
细胞菱形

，
长约 ��

�
现在美国俄亥俄大学植物学系

在本工作中承黎尚豪教授热心指导
，
在藻类培养方

面中国科学院水生生物研究所俞敏娟副研究 员 也 给 予

了具体热情的帮助
，
作者谨致谢忱

。

� ������� �������� ���� ����� � �� ������，
����

���� ������
， � �����

，
���� �

�

�
�

�
�

����年 �月 �日收到
。
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微米
。
具片状色素体

，
对 �� 和 �� 均为敏感型

，

不能在无氮培养基上生长
。

培养方法 �� ���� �� �斗。 。 采用肉汤培养

基 ����培养
，
固体培养基另加 �� 琼脂

。
液体

培养用小瓶通气及摇瓶培养
。
培养温度为 �� ℃ ，

时间约 ��一�� 小时
。
硅藻采用水生硅 �号培养

基�中国科学院水生所
， �����

「” 。
固体培养基另

加 �� 琼脂�国产琼脂�
。
藻种接人培养基后在室

温人工光照下培养
。

夏天采用 抖 小时光照 �� 小

时无光照交替培养 ���� � ������
，

冬天采用全

光照培养
，
培养温度的幅度为 ��一��℃ 。

���
�

质粒制备 �
�

���毖 �� ，��� 细菌在

�� ℃ 、

�� 液体培养基通 气培养 ��一�� 小 时后

����� � 。
·

�一����
，

用离心法收集细菌
。
用 ��缓

冲液���毫�
��介�

�一���
、
��毫�

������
，
���

·

��洗

涤菌体�或用 ����溶液洗涤菌体�
，
再用 ��� 缓冲

液����蔗糖
，��毫�

�����卜���
，
��毫

��������
，

���
�

��制成细菌悬浮液
，
立即加入新鲜配 制的

溶菌酶 ��毫克�毫升�至终浓度为 �
�

�微克�微

升
。
放冰浴 �� 分钟后离心 �������取上清液

，

上清液用等体积的重蒸酚 ��� 饱和
， ���

�

�� 抽

提二次
，
取水相部分

，
再加入等体积的氯仿脱酚

，

经减压去氯仿后
，
加二倍体积的冰冷乙醇�����

放冰箱�一��℃�过夜 ，
次 日经 ��印� 离心收集沉

淀
，
把沉淀溶于 ��� 缓冲液中 ��

�

�，���， ����
，

�
，

��，，���柠檬酸钠�
。

硅藻细胞遗传转化步骤 硅藻细 胞 预处

理 � 在超净工作台上收集琼脂平板上生长的硅藻

细胞 �平均长度 �� 微米左右�
，
用 �

�

����� ����

�及用培养液或无菌水效果相同�洗涤一次后加入
�

�

�倍体积的 �
�

��������� 在冰浴中放置 ��分

钟
， ����� 离心去上清液

，
再加入 �

�

�倍 体 积

的冰冷 �
�

���� ��
��

�

在冰浴中再放置 �分钟后

立即用 ��� �

转化
。
转化 � 在上述经 ����

�

处理

的硅藻细 胞悬浮液 中加入 �
� ，倍体积 ��� 的

�
��

�

质粒溶液
，
再加入 �� 微升溶菌酶液 ��毫

克�毫升�在冰浴中放置 � 小时后即将硅藻细胞

涂布在含有 ��

��� 微 克�毫升�和 肠 ��� 微

克�毫升�的固体水生硅 �号培养基上和无氮培养

基上�水生硅 �号减 �����，
和土壤浸出液�

，
在

夏季 ��� � �牡�� 冬季为全光照
，
室温下�夏季

最高达 ��℃ ，
冬季最低达 ��℃�培养 �一�天后

，

挑出最先生长的较小的硅藻细胞群
，
经扩大培养

后抽提质粒 ���
。

从转化的硅藻细胞中抽提质粒 ��� 从

硅藻细胞中抽提 ��� 的方法基本上同于上述方

图 � 琼脂塘凝胶电泳

刃
�

��“ �� ��。 。 中提取的 ��� �

质粒样品� � 从硅藻转化子中提取的质粒样品�

� 非转化子硅藻中提取的样品
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法
，
但由于硅藻具有硅质化的细胞壁

，
因此在加

溶菌酶和 ��� 后再在 ��一��℃ 水浴中温育 �分

钟
，
以提高溶菌酶的活性和 ��� 的作用效率促使

硅藻细胞壁溶解
，
然后按常规法从硅藻破壁液中

抽提质粒 ��� 。

电泳 电 泳 采 用 �
�

�� 琼 脂 糖 凝 胶 和
����一����

缓冲液�斗。 毫 ���飞
，

���一���
，
��毫 。 ��

����，
�毫 �������

，
���

�

��
，
调制水平凝胶

板后
，
每孔加样品液 �� 微升

。
电泳时凝胶板浸没

在缓冲液中
，
电流为 ����

�

电泳后用澳化乙锭

染色�。
�

�微克�毫升��� 分钟
。
在波长 ����� 紫

外灯下观察并照相 �图 ��
。

它相配合的生理生化条件
。
所以 ���，

质粒能否

在真核生物的硅藻细胞中复制和表达功能
，
则尚

须进行深入的研究及转化子继代培养观察
。

本实验仅是原核生物固氮基因向藻类细胞转

移的一种尝试
，
还存在着许多尚待继续深入的研

究问题
，
如对 ����

质粒进行适当的改建使之降

低分子量成为宽松型的质粒 �文献中已有报道�
，

再在硅藻中移人固氮酶氧失活的防护装置等
，
因

此改进硅藻细胞的培养条件
，
将有可能为实现硅

藻细胞的自生固氮开辟新的途径
。

结果与讨论

�
�

从电泳照片来看 ��� 硅藻转化子破壁液

抽提物中出现 ��� ，
质粒带

，
而非转化子中则没有

同位置的质粒带 � ���在实验中还把转化子破壁

液质粒抽提物再次转化 �
�

��“ �‘ 。 。 ，
在 ��

‘
��� �

。 。

转化子的质粒抽提物中出现和 ��� ，
位置相同的

质粒带
。
实验证实 ���，

质粒可以向硅藻细胞转

移
，
但实验未能证实 ���，

质粒上的固氮基因的表

达
。
这也许和受体细胞的氧化还原机构和固氮酶

须要防氧保护装置有关
。
在转化子中是否存在失

活的固氮酶�还需要检测
。

�
�

转化频率的高低是和受体细胞的感受态密

切相关的
。
因为硅藻细胞有硅质化的细胞壁

，
我

们用低浓度溶菌酶处理后使细胞局部去壁
，
这将

有利于转化时外源 ��� 进入细胞
。
这样一种处

理方法是否促使细胞呈现感受态� 也有待进一步

实验证实
。

由于经低浓度溶菌酶处理的 细 胞 再用 任℃

热冲击会导致细胞大量死亡
。
所以在硅藻转化实

验中减去了热冲击程序
。
这种转化方法是否也适

用于其它藻类
。
还须要继续开展实验

。

硅藻细胞的感受态还和细胞的培养条件
、

硅

藻的生理状态有关
。
这些问题都须在今后的实验

中继续积累资料
。

在硅藻细胞中抽提 ��� 时
，
我们采用溶菌

酶
、 ��� 和高温���一��℃�处理方法也是一种比

较合适的抽提硅藻 ��� 的方法
。

�
�

��� ，

是原核生物的一种严紧型质粒
，
在细

胞中拷贝数甚少
，
而且固氮基因的表达还须要其
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