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解毒酶基因在蓝藻中的克隆与表达
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摘 要 用抗性库蚊酯酶基因8!的95):片段插入质粒;<=2630中的强启动子之后，再与穿梭表达载体;5>21
相连构建成大肠杆菌2蓝藻穿梭表达载体;5>28!，然后通过三亲接合转移法将;5>28!转入蓝藻32$%0"(0(00)&&45
?>>706#中，经新霉素筛选获遗传稳定的转基因藻株；纯化单藻落在液体中扩大培养，提取蓝藻质粒，@&-ABC.,杂

交确证8!95):已转入受体细胞；用酯酶的特异性底物!2乙酸萘酯（!2):）检测8!的表达，转基因藻对!2):的降

解明显高于野生藻，证明酯酶8!基因在转基因藻中得到表达。
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蓝藻（>/+,&F+9AC.G+）属光合原核生物［!］。近年

来，蓝藻的基因工程取得了一些可喜的成果，如把芽

孢杆菌的杀虫毒素基因导入蓝藻中试图以此工程藻

对水体蚊幼虫进行生物防治［#"6］；把脂肪酸脱饱和

基因（6%&7）导入冷敏感的藻株使其增加抗寒性［E］；

把小鼠金属硫蛋白HIJ2K95):导入丝状体蓝藻

鱼腥藻（:,+F+C,+）7!#$中［"］，用于富集水中的重金

属；把人肿瘤坏死因子基因（J)L）导入鱼腥藻7!#$
（中科院植物研究所刘丰龙硕士论文），试图开辟用

蓝藻进行基因工程制药的新途径。

本 研 究 以 单 细 胞 集 球 藻 32$%0"(0(00)&&45
?>>706#为材料，将抗性尖音库蚊五带亚种（!),%8
4#4#%$&9)#$9)%-+&0#+/)&）的酯酶8!基因［7］克隆到

其中，以期获得高效表达的工程藻。经特异性酯酶

活性分析可知，已得到高效表达解毒酶基因的工程

藻32$%0"(0(00)&&45?>>706#。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 细菌与质粒：大肠杆菌M8!$!，转化受体

菌；大肠杆菌质粒;<=2630，抗性标记为:H;.，多克

隆位点接受8!295):的插入；大肠杆菌质粒;5>2
1，抗性标记为NH.，多克隆位点接受;<=28!的插

入；大肠杆菌质粒<?6O;<=E6#，三亲接合必需组

份；大肠杆菌质粒;P>28!，抗性标记为:H;.，含目

的基因。

!"!"# 蓝 藻 材 料 和 培 养 条 件：实 验 材 料32$%:
0"(0(00)&&45?>>706#（以下简称@(706#）为单细胞

集球藻，属原核光合生物。它的两大优点是易转化

和兼性异养［1］。706#野生株和突变工程株液体培

养用8Q2!!培养基［0］，由6$R日光灯提供光照，光

照强度E$#S·HT#·UT!，连续无菌通气提供搅拌，恒

温3$V。固体平板培养仍用8Q2!!培养基，!WEX
琼脂粉，光照与温度条件同液体的培养。

!"# 方法

!"#"! 重组质粒;<=28!的构建：用低融点琼脂

糖凝胶回收酶切目的片段8!和载体;<=2630，在

J65):连接酶作用下将8!连入;<=2630的多克

隆位点，转化大肠杆菌M8!$!，取上述转化菌落用

微量法制备质粒5):［!$"!!］作限制酶分析，以证实

8!被克隆到;<=2630。

!"#"# 穿 梭 表 达 载 体 质 粒;5>28!的 构 建：以

;<=28!和;5>21构建穿梭表达载体质粒;5>28!，

此步构建用:H;.（3$#Y／H=）和NH.（3$#Y／H=）双

抗筛选，其他步骤同!W#W!。

!"#"$ 三亲接合转移［!#］：（!）大肠杆菌的准备：在
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