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本研究用溶菌酶处理 � � , 。‘ �口‘。 。‘�’ � � �  � �� 细胞诱导人工感受态
,

并用外源质粒 �� �

�� , 转化受体细胞表达氯霉素抗性
,
转化频率接近 , � � � 一

,

转化子 � 细胞
。

用 转化子 � � � 再

进行次级转化
,

转化频率可 达 � � � � 一
略

转化子 �细胞
。

这比以前的研究者对同种藻株
,
用克隆

的 � �  
、

通过生理感受态进行转化得到的转化频率要高
。

� � � 电泳
、

次级转化和斑点杂交

证明外源质粒通过单交换已经整合到了受体细胞染色体上
。

这些结果表明
,

人工转化系统是

有效的
,

并具有可重复性
。

对于影响转化的一些条件
,

如 � � � 与细胞保温时间
、

藻龄
、

光照或

黑暗培养
,

也同时进行了研究
。

关键词 蓝藻
,

人工转化
,

质粒

基因转移系统的建立是对蓝藻进行遗传操作的先决条件之一
。

在蓝藻中
,

已建立的基

因转移系统包括接 合作用和 � � � 转化作用
。

以 � � � 为媒介的转化作用是广泛应 用

的基因转移系统
。

目前在蓝藻转化研究方面应用最 多 的 藻 株 是 �夕� � � � � � � � �  , � � � � � �  , � � � � 和

�夕� �  人� � � � , �� � � �  ! � � ,

所用的供体 � � � 多为穿梭质粒
〔‘一”克隆 的 � � � “, 或 携 标

记的同种蓝藻的 � � �
。

拟通过自然转化系统
,

直接用外源质粒转化蓝藻证明是不成功的

或转化频率极低
〔�� 。

利用人工诱导感受态将异源 � � � 直接导人蓝藻细胞
,

对于发展缺乏天然感受态藻

株的转化作用
,

并对其进行遗传操作具有重要意义
。

本研究以单细胞蓝藻 � �� � � �口 � 口� ‘“‘ ��� � � �� 材料
,

通过人工诱导感受态
,

将大肠

杆菌质粒转到蓝藻细胞中
,

建立了一个比较稳定可靠的转化系统
。

� 材料和方法

�
�

� 质粒
、

菌株和藻种 含质粒 � � � � � �〔” 的 石� � � � � �� � �� �  ��  � �� � 在 � �℃下用 � �

培养基培养
。

蓝藻 � � , � � � � � � � �  ! � � � � � � �
,

即 � , � � 夕�‘�� , �� � �� ”� � �  ! � � � 〔‘, 来自美国德州

大学
,

在 �� ℃ 下光照培养
,

用 � � � 培养基
。

配固体培养基时琼脂与液体培养基分开灭

�� � � 年 � 月 � 日收到
。
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菌 �, �。

�
�

� � � � 的提取 �夕� � �人� � � � �  � � � �  � �  细胞总 � � � 按修改了的 � � � �� �� 方法

提取
〔幻 ,

步骤如下 �

离心收集 � � � �细胞培养物
,

加 � � � 裂 解 液 �� � � �
� �� � � � ��

,

�� � �
� �� � � � � �

,

� � � � �� � �  � � 和 �� 沁 蔗糖
,
� � �

�

� �
。

加溶菌酶至终浓度 �� � � � �
,

在 一 � � �� 低温

冰箱中冻结
,

取出后立即放人 �� ℃ 水浴
,

再加人溶菌酶使其终浓度达到 � � � � � �
。

同时

加人经过热处理的 � � � 酶 �
,

使其终 浓 度 达 到 �尔 � � � �
,

保温 ��
。

加 人 � � � �多

�盯�
� ��� 溶液

,

�� ℃ 再保温 � � � ��
。

用苯酚
、

苯酚加氯仿
、

氯仿各抽提两次
。

最后用 �
�

,

倍体积乙醇沉淀 � � �
。

�
�

� 透性细胞的制备 接 种 � � � � 新 鲜 的 ��� � � 人� � � � � � � �� � � �  � 细 胞 到 � � � � �

� � �� 培养基中
,

使其 � � � �� 一 �
�

� � ,

光照培养过夜
。

翌 日
,

离心收集细胞
。

用 �� � � �� �

� � � �
��

一

三 �经 甲基 �甲基
一 � 一氨基乙磺酸 ��� � �

�

� �缓冲液洗涤一次占 再悬浮于 �� � � 含

� � � � �� � �  ! ∀ 和 �� � � � � 溶菌酶的 � � � � � �� � � � � �� � �
�

� � 缓冲液中
,

置于 � � � � �

三角瓶中
,

放摇床上以 � �� � � �� 速度摇动
,

温度控制在 �� ℃
,

同时光照
。

�� 后
,

取 � � �样

品转人 �� � � 冰冷的 �� � � �� � � � � ��� � �
�

� � 中
,

立刻离心
。

将沉淀重悬于大约 �� � �新

鲜 � � �� 培养基中
,

使溶液 � � �� � 一 �
�

� �� � ��� 细胞 � � ��
。

这样制备的透性细胞即

可用于转化
。

� � 转化 在 � � � 透性细胞中加 �陀 供体 � � � ,

放六
�

�� � � 三角瓶中
,

在 �� ℃ 光照

培养箱中保温
,

然后在不同时间取样涂平板
,

以 �� 倍递度进行稀释
,

计算单位体积转化子

的数 目
。

转化子以下述任意一种方法进行筛选
。

�
�

在涂到含抗生素〔氨苯青霉素 �� � � �
�

�卜� � � ��
,

氯霉素 �� � � �林� � � �� 的固体培

养基之前
,

先将与 � � � 保温过一段时间的透性细胞接种到含一半浓度抗生素的液体培

养基中培养 �一 ��
。

�
�

先涂在不含抗生素的 �� � � 固体培养基上
,

培养 ��  ,

再用刮铲撬起固体培养基
,

在其底部加人 400闪 抗生素水溶液
,

使抗生素溶液慢慢渗透到固体培养基中
,

并达到最终

所需要的抗生素浓度
〔9] 。

L S 斑点杂交 pB R 32 2 经 Sau 3A 降解
,

用 a一 32 P
一
d C T P 通过随机引物合成法进行标

记
。

其余步骤详见参考文献
〔侧 。

2 结果及分析

2
.
1 外源质粒 p B R 325 转化 勺

neehoeoeeus PC C 6301及影响条件

2
.
L I 保温时间 按材料和方法中所述进行转化

。

以未经溶菌酶处理的细胞为对照
,

计

算存活率
。

让受体细胞与供体 D N A 接触不同的时间
,

计算不同时间下的转化频率
。

结

果如下:

未经溶菌酶处理的细胞每毫升所含藻落形成单位 (C FU ) 为
: 2
.
2 x 108 ( C F U /m l)

处理细胞为 : 1
.
0 x 108 (C F u /m l)

则经过处理的细胞的存活率 ~
1
.
0 X 108

2
.
2 X 108

一 46 外
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衰 1 保沮时间和转化频率的关系

T ab
. 1 T h e relatio n sh iP b etw een in eu b ation tim e and tran sfo rm ation freq ueney

保温时间(小时)
In 。u b a t i o n t

i m
e
( h )

转化子 (c F U /m l)
T ran sfo rm an ts

转化频率
T ran sform ation fre qu en ey

19 转化 频率
19 T ran sfo rm ation frequ en cy

1.3火 10 2
.
7 K 10 一 7 1

.
1 火 10

一 ,
4

.

7 火 1 0
一 ,

1
.
4 火 10

一 ,
1
.
3 火 10 一 了

7

.
1 1 7

.
4 3 5

.
4 1 5

。

6
7

5

.

1
5 7

。

4 9

D
N

A 与受体细胞接触时间
、

每毫升转化子的 C F U 以及转化频率之间的关系如 表

1 (其中转化频率以每毫升转化子的 C F U 除以每毫升处理细胞的 C F u 表示)
。

由上述结果可以看 出
,

要获得较高的转化频率
,

必须使受体细胞和 D N A 有较长的共

同保温时间(18h 以上 )
。

接触时间为 28h 时
,

转化频率最高
。

但时间过长(超过 38h 时 )
,

转化频率也会下降
。

2

.

1

.

2 藻龄 用不同生长时期的 s夕, e c 人o co c c 。; P e e 6 3 0 1 进行转化
,

n N A 与受 体 细

胞接触时间均为 28h
,

观察藻龄对转化频率的影响
。

结果如表 2 所示
。

可见
,

用 p B R 32 5

转化 s夕n e c人o c o cc u s p C C 6 3 0 1 ,

藻龄对转化效率的影 响不大 (最大相差 2倍 )
。

衰 2 不同蕊胶 的蓝燕 的转化频率

T ab
.
2 T ran sform ation frequ eneies of the cya no bacteria at d ifferen t age s

藻 龄(天)
C ell ag e ( d)

0 D 73 0

转化频率
T ran sfo rm ation freq uen ey

2 .1火 10 一 , ,
.
I X 1 0 一 , 4

.
5 丫 10 一 , 1

.
7 火 10 一 ,

2

.

L 3 紫外辐照及光暗亲件 转化方法不变
,

只是在加 D N A 前
,

先将受体细胞在紫外

灯下辐照 40
5 ,
观察紫外辐照对转化频率的影响(表 3)

。

与表 1对照可以看出
,

转化频率

没多大变化
。

说明在本实验中紫外辐照对转化效率的影响很弱
。

衰 3 萦外照射对转化绷率 的影响

T ab
.
3 T he effect of U V treatm en t on tra nsfo rm arion freq uene y

保温时间(小
In cu batio n

时)
le
(h )

转化频率
T ran sform atio n frequ en ey

1.2义 10
一 ,

4
.
8 X 1 0

一 ,
1
.

3 X 1 0
一 ,

让受体细胞和 D N A 在黑暗 下保温
,

观察黑暗保温不同时间对存活率及转化频率的

影响
。

从表 4 可见
,

转化频率没有多大变化
,

而存活率随着黑暗保温时间的延长而降低
。

这说明透性细胞的恢复与光照有关
。
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农 4 暗保沮时间对存活率及转化级率的形响

T ab
. 4 T h e result of d ark ineu b ation on the via biliry and tran sfo rm ation freq uen cy

暗保温时间 (小时)
D a rk ineu b atio n tim e (h )

18 28 38

转化频率
T ran sfo rm ation freq u eney

1
.
0 又 10

一 , 4
.

5 义 10 一 ,
1
.
2 火 10 一 5

存活率
V iab ility 37% 26% 15%

2
.
1
.
4 不 同抗性标记选择 用 p BR 32 5 转化 Syn ech ococcu s P C C 630 1 , 分别筛选 C m

,

A
Pr 转化子

,

实验共做了两次
,

结果如表 5所示
,

即以 C m
r
作筛选标记时

,

转化频率较
,

重复性较好
。

和高

表 5 不 同篇选标记下的转化绷率

T ab
.
5 T ran sfo rm arion freq u en eies u nd er d iffe ren t selective m ark ers

保温时间(小时)
In eu b ation tim e (h )

11111

22222

11111

18 28 38

以 C m f 转化子计算的转化频率
T ram sfo rm atio n frequ en cy C alc-

u lated f ro m the nu m b er of C m r

tran sfo rm an ts

1.2又 10
一 ,

4
。

5 火 1 0一 ,
1
.

3 火 10
一 ,

1
.
1 只 10

一 , 4
.
4 火 10 一 ,

1
.

3 火 10 一 ,

以 A Pr 转化子计算的转化频 率
T ran sfo rm ation freq u em cy C ale-

u lated from the nu m b er of A PT

tran sfo rm ants

0
.S X 10一 ,

3

.

3 火 10
一 ,

0
.

9 又 10
一 ,

0
.

5 又 1 0
一 , 2

.

7 又 10 一 ,
0

.
7 义 1 0

一 ,

2

.

1

.

5 冻融处理 在用溶菌酶处理 S夕, e c h o c o c c u s p C C 6 3 0 1 细胞时
,

加一个冻融的过

程
,

即先加人溶菌酶至终浓度 lm g /m l
,

将细胞悬液放入低温冰箱约 10 m in
,

冻结后取出

立即放人 37 ℃ 水浴
,

融化后再加溶菌酶至终浓度 Zm g/m l
。

以后的步骤相同
。

结果发

现
,

加一个冻融过程
,

使转化频率有所提高(表 6)
。

表 ‘ 冻触处理对转化频率的提高

T ab
. 6 In creased transfo rm a tion ferqu enc y b y an add ition al freeze一 t h a w

保温时间(小时)
In。u b a t io n :

i m
e

( h )

1 8 2 8

转化 频率
T ransfo rm atio n freq u enc y

1.8丫 10 一 ,
6

.
3 只 10 一 ,

2. 2 转化子的分析

2. 2. 1 转化子质粒分析 取 17 个 C mr 转化子和 3 个野生型藻落进行扩大培养
,

分别提

取这 20 瓶培养物的 D N A 。

将 17 个 C mr 转化子的 D N A 与用相同方法提取的野生型

s yn
。‘h 口‘口“us P C C 6301 的 D N A 一起电泳

,

结果未发现新的质粒带
。

再用转化子 D N A

分别转化大肠杆菌 H BI 01
,

结果均未得到 C m
了

的阳性转化子
。

这说明 pB R 32 5 在蓝藻

细胞 中不是以复制子的形式存在的
,

可能是整合到染色体上复制和表达的
。

2

.

2

.

2 次级转化 用转化子 D N A 转化野生型 5y nechococcu s P C C 63 01 ,

即进行次 级
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农 4 暗保沮时间对存活率及转化级率的形响

T ab
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1
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,

结果如表 5所示
,
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,
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和高

表 5 不 同篇选标记下的转化绷率
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.
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u lated f ro m the nu m b er of C m r
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一 ,

4
。
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1
.

3 火 10
一 ,

1
.
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一 , 4
.
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1
.

3 火 10 一 ,

以 A Pr 转化子计算的转化频 率
T ran sfo rm ation freq u em cy C ale-

u lated from the nu m b er of A PT

tran sfo rm ants

0
.S X 10一 ,

3

.

3 火 10
一 ,

0
.

9 又 10
一 ,

0
.

5 又 1 0
一 , 2

.

7 又 10 一 ,
0

.
7 义 1 0

一 ,

2
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1

.

5 冻融处理 在用溶菌酶处理 S夕, e c h o c o c c u s p C C 6 3 0 1 细胞时
,

加一个冻融的过

程
,

即先加人溶菌酶至终浓度 lm g /m l
,

将细胞悬液放入低温冰箱约 10 m in
,

冻结后取出

立即放人 37 ℃ 水浴
,

融化后再加溶菌酶至终浓度 Zm g/m l
。

以后的步骤相同
。

结果发

现
,

加一个冻融过程
,

使转化频率有所提高(表 6)
。

表 ‘ 冻触处理对转化频率的提高

T ab
. 6 In creased transfo rm a tion ferqu enc y b y an add ition al freeze一 t h a w
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2. 2. 1 转化子质粒分析 取 17 个 C mr 转化子和 3 个野生型藻落进行扩大培养
,

分别提

取这 20 瓶培养物的 D N A 。

将 17 个 C mr 转化子的 D N A 与用相同方法提取的野生型

s yn
。‘h 口‘口“us P C C 6301 的 D N A 一起电泳

,

结果未发现新的质粒带
。

再用转化子 D N A

分别转化大肠杆菌 H BI 01
,

结果均未得到 C m
了

的阳性转化子
。

这说明 pB R 32 5 在蓝藻

细胞 中不是以复制子的形式存在的
,

可能是整合到染色体上复制和表达的
。

2

.

2

.

2 次级转化 用转化子 D N A 转化野生型 5y nechococcu s P C C 63 01 ,

即进行次 级
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品 中有 5 个显示杂交阴性
,

可能就是因为只整合上了编码 C m
r
的那段基因

,

用 p BR 322

探针杂交不上的缘故
。

3 讨论

通过人工感受态
,

利用外源质粒直接转化单细胞蓝藻的实验
,

D
an ie n 和 M cF add en

已经做过
〔, 〕,

但他们用的是 pBR 322 ,

以 A Pr 为筛选标记
。

考虑到决定 A Pr 的 户内酸胺

酶可以分泌到细胞外
,

可使抗性藻落周围出现假阳性藻落
,

作者用了外源质粒 pB R 32 5 ,

利用它编码的 C m
r
作为筛选标记

。

决定 C m
『

的氯霉素乙酸转移酶是不能分泌到细胞

外的
,

因此得到的结果更加可靠
。

在本研究中
,

作者的实验结果确证
,

勺ne
‘ h 口‘。‘。“ , P C C 6 3 01 细胞经溶菌酶处理 产

生透性细胞后
,

增加了供体 D N A 进人细胞的机会
,

可直接利用外源非复制质粒 pB R 325

稳定转化
,

c
mr 转化子大约为 5 x 10

一”
/ 细胞

。

这表明该人工转化系统是有效的
。

根据

电泳
、

斑点杂交
、

转化子抗性表达分析
,

判断外源质粒是通过单交换重组整合到受体细胞

染色体上的
。

而且利用 C m’ 转化子 D N A 进行次级转化
,

由于同源重组转化效率提高

10 倍以上
,

进一步证明了外源基因与同源 D N A 片段连接
,

可以明显提高转化重组效率
。

此外
,

v
e r

m
a 等人报道

,

用溶菌酶处理方法
,

对丝状蓝藻 N os ,
oc m us

‘口
ru m 可进行有效

的转化 〔川
。

本研究通过特殊处理 A na b
。。n o 7 1 2 0 细胞后

,

用外源质粒转化
,

已获得了初

步结果
。

上述结果表明
,

对于缺少天然感受态的藻株
,

通过人工诱导细胞感受态将外源基

因与同源 D N A 片段连接
,

并且进一步改善影响转化效率的有关条件
,

是可以将外源基

因导人这类细胞的
。
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