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基于同源重组的裂殖壶菌遗传转化体系的构建及验证
庄小燕，陈胜兰，纪晓俊，徐娴，任路静 *

南京工业大学，生物与制药工程学院，江苏 南京 211816

摘要:【目的】裂殖壶菌是一种能高效生产 DHA 的海洋真菌;基因工程技术已经成功应用在微生物改造和代
谢机理研究中，利用基因工程技术对裂殖壶菌进行改造首先需要构建适合裂殖壶菌的遗传转化体系;【方
法】本文利用电转化的方法将含有 18S rDNA 同源重组片段的 ble 基因导入裂殖壶菌中，通过 zeocin 抗性平
板筛选出阳性菌株，并设计 ble 基因引物，以裂殖壶菌基因组为模板，进行 PCＲ 验证 ble 基因是否成功结合到
裂殖壶菌染色体上。【结果】筛选获得的抗性菌株基因组上确实 PCＲ 出 ble 基因片段，对改造菌株与原始菌
株进行发酵培养，发现改造后菌株在生物量、油脂含量、DHA 含量及脂肪酸分布等方面和原始菌株基本一
致。【结论】抗性基因的插入不会影响菌株的正常代谢，该体系的构建为后续其他外源基因导入奠定基础。
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DHA 属于 ω-3 系列不饱和脂肪酸，系统命名为
全顺 △4，7，10，13，16，l9． 二 十 二 碳 六 烯 酸
(doeosahexaenoie acid)。DHA 是大脑和视网膜组织
中细胞膜的组成成分，在脑细胞形成的过程中，对婴
儿大脑正常发育和成人大脑功能的正常发挥有着非
常重要的作用，具有增强视力［1］、预防高血压［2］、抗
炎、抗癌等功效。目前 DHA 的主要来源分为两
种［3］，传统方法是从深海鱼类中获得，由于环境污
染、鱼类资源紧缺和生产成本过高，传统方法生产的
DHA 无法满足市场需求，因此通过微生物发酵生产
DHA 的新型模式受到人们越累越多的关注。

裂殖壶菌是一种高产 DHA 的海洋真菌，因其生
长速率快，发酵产生的油脂中不饱和脂肪酸成分简
单，DHA 含量高而成为研究的热点［4］。随着基因工

程技术的兴起和发展，利用基因改造来改变获得优
良品种的技术得到了广泛的应用，一方面可以改变
菌株的生理特性，比如 Mishra［5］用含有温度敏感肌
醇等位基因突变菌株的 DNA 来处理肌醇缺陷型菌
株得到了温度敏感转化菌株，Keishi Sakaguchi［6］通
过敲除 T． aureum ATCC 34304 的△5 去饱和酶提高
C20:3n-6 和 C20:4n-3 的含量;另一方面可以探讨
生物体内的合成机理，如 Takanori Matsuda 等［7］借
助同源重组的方法通过敲除 T． aureum ATCC 34304
中的 △12 去饱和酶，验证了在 T． aureum ATCC
34304 中存在两种不饱和脂肪酸合成途径，Jinfei
Yan 等［8］通过过表达乙酰辅酶 A 合成酶提高了
Schizochytrium 的生物量和油脂含量。

裂殖壶菌主要通过 PKS 和 FAS 两种途径来分
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别合成饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸，通过菌种选育、
培养基优化和发酵调控来提高裂殖壶菌中不饱和脂
肪酸的含量已经陷入瓶颈［9］，需要对这两个脂肪酸
合成途径的关键酶及调控因子进行深入研究，而裂
殖壶菌遗传转化体系是研究机理的基础。酵母具有
稳定的附加质粒如 2μ 质粒、Yep 质粒，可以在酵母
体内进行稳定的传代复制［10］，由于裂殖壶菌没有稳
定的附加质粒，需要将目的基因整合到宿主染色体
上，所以本文以裂殖壶菌 18S rDNA 片段作为同源
臂，通过电转化法将抗性基因导入裂殖壶菌并整合
到染色体上。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌种与质粒:裂殖壶菌( Schizochytrium sp．
HX-308)，由本实验室自主筛选获得，保藏于中国典
型培养物保藏中心 ( CCTCC )，保藏号 CCTCC M
209059。含 有 Zeocin ( 博 来 霉 素 ) 抗 性 基 因 的
pGAPZα A 和含有 Ampicilin 抗性基因的 pBluescript
II SK，为 Invitrogen 公司产品。

实验中用到的引物序列如下表 1 所示。

表 1． 扩增目的基因的名称及引物序列
Table 1． Primers of target genes

Gene Primer name Primer sequence(5'→3')

18Sup
18SupS GGGTACCCGTAGTCATATGCTTGTCTC
18SupA CCTCGAGGATTTCACCTCTAGCGAC

18Sdown
18SdownS CGGATCCGATGCCGACTAGAGATT
18SdownA GAGCTCTCCGCAGGTTCACCTACGGA

Zeocin
Zeocin-F GGGATCCCATGTTTCTACTCCTTT
Zeocin-A GAATTCTTAAAGCCTTCGAGCGT

1. 1. 2 培养基:种子培养基、发酵培养基组成参考
文献［11］。
1. 2 抗生素的筛选

将菌液接种到 50 mL 的培养基中，30℃下 170
r /min 培养 24 h，转接两代，取 1 mL 菌液稀释到适

当浓度，涂布到含有不同抗生素浓度的培养基上避
光培养。配制不同的浓度的抗生素(表 2)，每个浓
度设置 3 个平行样，培养 5 d，计算其致死率。致死
率 = (1-处理组菌落数 /对照组菌落数) × 100%。

表 2． 六种抗生素的实验浓度梯度
Table 2． Different concentration of six antibiotics

Antibiotics
Different concentration of antibiotics(μg /mL)
1 2 3 4 5 6 7

Cw

Amp

Kan

Zeocin

G418

Amphotericin B

0

0

0

0

0

0

25

50

50

0. 5

20

6

45

100

100

1

40

9

65

300

300

1. 5

60

12

—

—

—

2

80

15

—

—

—

3

100

18

—

—

—

4

140

21

1. 3 外源 DNA 制备
通过真菌 18S rDNA 通用引物 NS1 和 NS8 获得

裂殖壶菌的 18S rDNA 片段，将其连接到 T 载体上，
该载体为 PMD-18S。根据获得的裂殖壶菌 18S
rDNA 序列设计上下游同源臂引物，利用 PMD-18S
为模板分别克隆获得上下游同源臂;借助 BamHI 和
EcoＲI 酶切位点将带有 Zeocin 抗性基因片段的

pGAPZ a A 和 pBlueScript II SK 载体进行连接，构成
新的重组载体 PBS-Zeo。将同源臂与 PBS-Zeo 进行
连接获得重组载体 PBS-ZEO-18S。
1. 3. 1 转化前预处理:取 10 mL 裂殖壶菌菌液放入
无菌预冷的 50 mL 聚丙烯管内，在 4℃，5000 r /min
离心 10 min，弃上清，用 10 mL 预冷的无菌水清洗菌
体两次，在 4℃，4472 × g 离心 10 min。用 10 mL 预
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冷的 1 mol /L 山梨醇溶液将菌体沉淀重悬，4℃，
5000 r /min 离心 10 min，重复 1 次。用 10 mL 预冷
的 1 mol /L 山梨醇溶液将菌体沉淀重悬。
1. 3. 2 电转化:将经过 SacI 和 KpnI 酶切后得到的
目的片段加入 30 μL 预处理后的裂殖壶菌中，轻轻
混匀，冰浴静置 5 min，然后转移到冰预冷的电击杯
中，静置 10 min。设置电击参数 0. 75 KV，200 Ω，50
μF。电击后加入 1 mL 种子培养基，30℃，200 r /min
复苏 1 h 随后将转化的菌液涂布在含有 1. 5 μg /mL
的 Zeocin 平板上，28℃避光培养。
1. 3. 3 PCＲ 鉴定抗性基因:提取转化子的的基因
组 DNA，根据博莱霉素抗性基因的序列设计引物进
行 PCＲ 鉴定，PCＲ 扩增条件为 94℃预变性 5 min，
94℃ 30 s，56℃ 60 s，72℃ 60 s，进行 30 个循环，
72℃最终延伸 10 min。凝胶电泳检测 Zeocin 基因是
否插入裂殖壶菌的基因组 DNA 中。
1. 4 发酵表观数据分析
1. 4. 1 细胞生物量的测定:采用干重法测定，取一
定体积的发酵液(10 mL)至离心管，离心(2862 × g，
5 min)，去离子水洗涤 2 次，弃上清，将菌体置于
60℃烘箱中烘干至恒重，计算。生物量以细胞干重
表示，按照公式 1 计算。

细胞干重(g /L) =烘干后滤纸总重(g) －滤纸净重(g)
发酵液体积(mL) /1000

公式(1)
1. 4. 2 油脂含量的测定:油脂的提取:量取一定体
积的发酵液(100 mL)，将其在 50℃预热，用 NaOH
将 pH 调至 10 － 12 之间，按 3‰( g /L)的比例添加破
壁酶，50℃下搅拌并保温 2 h;按 1 ∶ 1 ∶ 1(发酵液 ∶ 乙
醇 ∶正己烷) (V /V)比例分别添加乙醇、正己烷，搅
拌、分层、萃取，连续萃取 2 － 3 次，取正己烷相，真空
旋转蒸干获取油脂。将烧瓶放在烘箱中 105℃烘至
恒重，冷却后称重。油脂含量的计算，计算公式如 2
所示:

油产量( g /L) =烘干后烧瓶重量( g) －烧瓶净重( g)
发酵液体积(mL) /1000

公式 (2)
1. 4. 3 脂肪酸组成的测定:甲酯化方法:取 0. 5 g

左右油脂，用正己烷定容至 10 mL;用移液管移取 1
mL 至 10 mL 容量瓶，加入 3 mL 0. 5 mol /L 的 KOH-
甲醇溶液，于 65℃水浴 15 － 20 min，冷却;再加入 2
mL BF3-乙醚-甲醇溶液 ( BF3-乙醚 ∶ 甲醇 = 3 ∶ 7，

V /V)，水浴 65℃，5 － 10 min，冷却;再加饱和 NaCl
溶液、正己烷各 2 mL，振荡后静置、分层，取上层至
另一个容量瓶中，用正己烷萃取 2 － 3 次后定容至
10 mL，取 100 μL 萃取液并加入 100 μL 十九烷酸甲
酯(浓度已知)溶液混匀，可用作 DHA 分析。

气相分析条件:色谱柱:DB-23(60 m × 0. 25 mm ×
0. 25 μm);检测器:FID;载气:氮气;分流比:30 /L;
进样口温度:250℃ ;检测器温度:280℃ ;进样量:
1 μL;升温程序:初始柱温为 100℃，先以25℃ /min
的速 度升 至 196℃，再以 2℃ /min 的速 度 升 至
220℃，保持 12 min。柱流速:3. 0 mL /min;尾吹流
速:30 mL /min;氢气流速:40 mL /min;空气流速:
400 mL /min。

2 结果和讨论

2. 1 裂殖壶菌抗生素筛选
不同抗生素筛选的结果如图 1 所示，氯霉素，氨

苄青霉素和卡那霉素对裂殖壶菌的生长基本没有影
响，致死率基本保持在 25% 以下，只有当卡那霉素
的浓度达到 300 μg /mL 时，裂殖壶菌的生长受到一
定程度上的抑制，致死率提高至 44. 33%。

裂殖壶菌对 Zeocin 的抗性最为敏感，在低浓度
下就能抑制裂殖壶菌的生长，并且随着浓度的增加，
其致死率直线上升，裂殖壶菌在含有 Zeocin 的平板
上生长很缓慢，在 1. 5 μg /mL 的浓度下第 5 天仍然
没有菌落出现(图 1)，可见 Zeocin 对裂殖壶菌的抑
制效果显著，并且能长时间保持稳定。李清等［12］考
察了 Zeocin 对 S． limacinum 的生长影响，发现在 2. 5
μg /mL 时，Zeocin 能完全抑制 S． limacinum 的生长，
相比于该浓度，本实验中发现更低浓度的 Zeocin 对
裂殖壶菌就能达到显著的抑制效果。

低浓度的 G418 对裂殖壶菌生长的抑制作用有
限，在 20 μg /mL 的浓度下，裂殖壶菌的致死率只能
够达到 48. 16% (图 1)，随着浓度的增加，其抑制作
用越来越显著，当 G418 的浓度达到 140 μg /mL 时，
才能完全抑制裂殖壶菌的生长，且到第 5 天仍没有
菌落出现(图 1);两性霉素 B 对裂殖壶菌的生长抑
制效果十分显著，即使在低浓度下，也能保证 100%
的致死率，并且到第 5 天仍然没有菌落出现(图 1)，
可见两性霉素 B 对裂殖壶菌的抑制作用能长期保
持稳定。
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图 1． 不同浓度抗生素对裂殖壶菌致死率的影响
Figure 1． Effect of different antibiotic concentrations on

lethality of Schizochytrium sp． ．

通过以上实验数据可知，6 种抗生素中，氯霉
素、卡那霉素和氨苄青霉素对裂殖壶菌的生长基本

图 2． 重组质粒 PBS-Zeo-18S 构建示意图
Figure 2． Structure of the targeting vector recombinant plasmid pBS-Zeo-18S．

没有影响，不能作为其抗性筛选的试剂。Zeocin，
G418 和两性霉素 B 对裂殖壶菌的生长抑制明显，低

浓度即可达到显著抑制的效果，可作为裂殖壶菌的
抗性筛选试剂，考虑到 Zeocin 抗性基因 ble 已经成
功的应用在一些真菌表达体系的载体构建如酵母
等［13］，使用较成熟，所以本文选择 Zeocin 作为裂殖
壶菌遗传转化体系的抗性筛选试剂。
2. 2 外源 DNA 的制备
2. 2. 1 重组载体 PBS-Zeo-18S 的构建:由于裂殖
壶菌没有稳定的附加质粒，所以外源基因需要与宿
主发生同源重组，将基因片段整合到宿主的染色体
上才能稳定表达，因此需要构建适合裂殖壶菌的重
组载体 PBS-ZEO-18S，构建思路如图 2。首先利用
真菌 18S rDNA 通用引物得到裂殖壶菌的 18S rDNA
序列(图 3-C)，然后根据该序列设计上游及下游同
源臂引物，从而得到 18S rDNA 同源臂，接着将 18S
rDNA 同源臂(图 3-D，E)连接到载体 PBS-Zeo(图 3-
B)上，最后借助同源重组技术使得抗性基因在裂殖
壶菌体内进行表达。如图 3-G 所示，18S rDNA 的上
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图 3． 重组载体质粒 PBS-Zeo-18S 的琼脂糖凝胶电泳示意图
Figure 3． Agarose gel electrophoresis of recombinant plasmid PBS-Zeo-18S． A: Targeting vector pGAPZ a A and pBlueScript II SK;

B: Targeting vector PBS-Zeo; C: 18S rDNA; D: 18S-up homologous recombination; E: 18S-down homologous recombination; F:

PBS-Zeo-18S-up homologous recombination; G: Targeting vector pBS-Zeo-18S．

下游同源臂成功连接到重组载体 PBS-Zeo 上。
2. 2. 2 利用 PCＲ 验证外源基因的导入:对电转化
后的菌体进行培养，提取裂殖壶菌基因组作为模板，

设计 Zeocin 抗性基因引物进行 PCＲ 反应，凝胶电泳
检测 Zeocin 基因是否插入裂殖壶菌的染色体中。

外源基因导入结果如图 4 所示，S5 为假阳性菌
株，没有出现条带，S1-S4 和 S6-S9 为改造菌株，PCＲ

后能够出现抗性基因条带，说明外源 ble 基因已经
成功导入裂殖壶菌中，并且在 18S rDNA 处进行同
源重组，S1-S4 出现一条 PCＲ 条带是由于发生双拷
贝插入［14］，而 S6-S9PCＲ 后出现两条条带，分别在
700 bp 和 1000 bp 的位置，这可能是抗性基因在裂
殖壶菌基因组中发生单拷贝插入的同时也进行了双
拷贝插入，这主要是因为本实验选择在 18S rDNA

处进行同源重组，而 18S rDNA 在基因组上存在多
拷贝，促使外源基因插入到裂殖壶菌基因组的相应
处。相比于插入一侧带有同源序列的片段，利用替

换形式进行外源基因整合的精确性更高，而且在进
行同源重组位置的两侧不存在直接的重复序列，使
得其在遗传上更为稳定。利用蛋白电泳检测外源
ble 基因的表达，结果如图 5 所示，ble 基因蛋白大小
为 11. 3 kDa，转化菌株在 6. 5 － 14. 3 kDa 间出现蛋
白条带，而原始菌株没有蛋白条带出现，由此可见，
该基因能够在裂殖壶菌中进行表达。
2. 3 转化菌株发酵性能考察

对原始菌株和基因改造菌株进行了发酵性能比
较，结果如图 6 和表 3 所示，基因改造后的菌株糖耗
速率与原始菌株相差不大，在 48 h 菌株的葡萄糖浓
度都接近 0 g /L，可见改造后的菌株生长代谢并未受
到显著影响;原始菌株和改造菌株的最终生物量分
别为 54. 74 g /L 和 55. 34 g /L，油脂含量分别达到
27. 50 g /L 和 25. 71 g /L，DHA 的含量达到 9. 87 g /L
和 9. 02 g /L，。脂肪酸的分布如表 3 所示，原始菌株
与改造菌株的脂肪酸含量中，短链饱和脂肪酸占总
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脂肪酸的含量分别为 42. 11% 和 42. 21%，DHA 占
总脂肪酸的含量为 37. 80%和 36. 53%。由此可见，
抗性基因的导入对裂殖壶菌的生长、油脂合成及脂
肪酸组分分布影响不大。

图 4． 外源 ble 基因的 PCＲ 验证
Figure 4． PCＲ analysis of the ble gene incorporation in the

transformants． A: PCＲ analysis of the ble gene; B: Schematic

diagram of single gene insertion way; C: Schematic diagram of

multiple gene insertion way．

图 5． 外源 ble 基因蛋白电泳验证
Figure 5． Protein electrophoresis of the ble gene incorporation

in the transformants．

图 6． 改造菌株与原始菌株发酵性能差异
Figure 6． The fermentation results of transformations and wild type

strain．

表 3. 原始菌株与改造菌株中各油脂组分脂肪酸组成
Table 3． The fatty acid composition of wild type strain

and transformations

The fatty acid
The fatty acid

composition /%

wild type strain

transformations strain
C14:0 10. 62 ± 0. 20 10. 90 ± 0. 38
C15:0 0. 72 ± 0. 13 0. 74 ± 0. 09
C16:0 30. 62 ± 0. 11 29. 84 ± 0. 21
C18:0 0. 15 ± 0. 38 0. 73 ± 0. 31
C18:3n-6 0. 24 ± 0. 06 0. 589 ± 0. 34
C20:0 0. 16 ± 0. 04 0. 40 ± 0. 11
C20:2 0. 23 ± 0. 12 0. 17 ± 0. 06
C20:4n-6 0. 48 ± 0. 19 0. 24 ± 0. 10
C20:3n-3 0. 33 ± 0. 21 0. 41 ± 0. 22
C20:5 0. 76 ± 0. 10 0. 67 ± 0. 33
C22:1 1. 05 ± 0. 22 0. 89 ± 0. 31
C22:5n-6 16. 83 ± 0. 15 17. 69 ± 0. 41
C22:6 37. 80 ± 0. 14 36. 53 ± 0. 50

3 结论

本文考察了不同浓度抗生素对裂殖壶菌生长影
响，选用 1. 5 μg /mL 的 Zeocin 作为裂殖壶菌抗性筛
选试剂，利用同源重组技术，以裂殖壶菌的 18S
rDNA 作为同源臂，将抗性 ble 基因连接到裂殖壶菌
染色体上进行表达，发现在裂殖壶菌体内既能进行
单拷贝同源重组，又能进行多拷贝同源重组，多拷贝
同源重组更加稳定，使得抗性 ble 基因更加高效的
表达;通过对原始菌株和改造菌株进行发酵验证比
较，发现改造后菌株的生理形态和发酵性能相比于
原始菌株没有较大差异，说明 ble 基因的导入并不
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会影响裂殖壶菌的代谢生长，证实裂殖壶菌的遗传
转化体系构建成功，为以后在基因水平上指导裂殖
壶菌的生长发酵调控和代谢机理解析奠定了良好的
基础。
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Establishment of genetic transformation system of
Schizochytrium sp． by homologous recombination

Xiaoyan Zhuang，Shenglan Chen，Xiaojun Ji，Xian Xu，Lujing Ｒen*

College of Biotechnology and Pharmaceutical Engineering，Nanjing University of Technology，Nanjing 211816，Jiangsu
Province，China

Abstract:［Objective］ Schizochytrium sp． is a marine fungus that can produce DHA efficiently． Genetic engineering has
been successfully used in industrial strain improvement and metabolic studies． In order to use genetic engineering to
modified Schizochytrium sp．，we established an genetic transformation system of Schizochytrium sp． ［Methods］A genetic
transformation system of Schizochytrium sp． was established by 18S rDNA-targeted homologous recombination． The
targeting vector contained a part of 18S rDNA from Schizochytrium sp． and the ble gene． This targeting vector was
transformed into Schizochytrium sp． by electroporation and then selected by Zeocin-containing plates． The incorporation of
exogenous ble gene into the genome of Schizochytrium was inspected by PCＲ amplification． ［Ｒesults］Fermentation results
show that the transformants had similar cell dry weight，lipid yield，DHA content，and composition of other fatty acids to
the wild type strain． ［Conclusion］Our results show that the introduction of resistance gene did not affect the cell growth
and lipid metabolism． This system could be used to introduce new functional genes into Schizochytrium sp． ．
Keywords: Schizochytrium sp．，18S rDNA，ble gene，homologous recombination
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