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小球藻病毒基因调控序列在大肠杆菌和真核藻中的调控活性研究

康 明!，$ 韩继刚!，$ 刘平芳! 叶 寅!" 田 波!
!（中国科学院微生物研究所 北京 !%%%1%）
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摘 要 以小球藻病毒腺嘌呤甲基转移酶基因（+3/）和主要外壳蛋白’34#基因的45上游调控序列构建大肠杆菌

和真核藻转化载体。以3637及89:’24;启动子为阳性对照，研究了小球藻病毒来源的两种调控序列在450(,#
和真核藻细胞中的启动活性。发现3<:=在#种450(,#菌株中都具有极强的调控活性，启动7->基因表达而产生

的酶活性高于36374%!#%%倍；3’34#在?@4"中也具有较强的启动活性。同时3<:=在两种小球藻中启动AB;基

因瞬时表达的能力也明显高于89:’24;启动子，表明它们有可能在真核藻类遗传转化中具有很好的应用前景。
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真核藻类的遗传转化起始于1%年代［!］，到目前

为止，其转化技术，尤其是所使用的外源基因载体及

调控元件，均是从高等植物基因工程技术中移植过

来的。89:’24;，;’#%，+D;启动子在一些真核藻

中具有通用性，可被后者的转录系统识别［$，2］；而在

另一些藻种中，89:’24;启动子等强启动子则没有

活性［#，4］，或虽然能被细胞识别，但驱动选择标记基

因表达的效率不足以克服选择压力［"］，因此寻找能

在真核藻类细胞中普遍具有强启动活性的调控元

件，对于完善真核藻类的遗传转化技术是很有必要

的。<:=启动子是小球藻病毒株EF0"G基因组腺

嘌呤甲基转移酶基因+3/45上游一段14!HI序列，

已证明在细菌和高等植物中具有强调控活性［&，1］。

’34#基因启动子是小球藻病毒3J8’0!基因组主

要外壳蛋白’34#编码基因"2$HI上游序列，同样

证明在大肠杆菌和酵母中同时具有启动活性［/］。

本文拟以上述$种调控序列分别构建450(,#及真

核藻转化载体，研究其在450(,#细胞及小球藻为代

表的真核藻类细胞中的调控活性。

! 材料与方法

!"! 实验材料

!"!"! 菌株：=A!，?@4"，=(I!%均由本实验室保

存，;K212由本所资源室宋大康先生提供。

!"!"# 质 粒：I+8!<!#L1由 美 国 +MHN9OP907QR0
>()R大学’9RGSSMR教授提供，I7->由本所方荣祥

先生提供，I’34#由张远征博士构建，其余质粒由

本室保存。

!"!"$ 小球藻株：小球藻+8"#<（!",(*%,,+&65）
由’9RGSSMR教授提供，椭圆小球藻（!",(*%,,+%,7
,#6&(#8%+）由遗传所孙勇如先生提供。

!"!"% 培养基：细菌培养基为7J，小球藻+8"#<
培养基为:JJ:［!%］，椭圆小球藻培养基为KR(I。

!"# 方法

!"#"! 450(,#转化及重组质粒的构建均按《分子

克隆》的方法进行。

!"#"# 小球藻细胞的基因枪转化："%TU直径!#T
的金粉加!T7无水乙醇振荡!TQR，!%%%%N／TQR离

心!%O，弃上清，重悬于!T7无菌水，取4%#7金粉，

依次加入!%#U质粒?+<，4%#7$L4T()／7898)$，

$%#7%L!T()／7亚精胺，涡旋振荡2TQR，!%%%N／TQR
离心!%O，$4%#7乙醇洗$次，金粉悬浮于$%#7无

水乙醇中，供两枪使用。将密度为!%&>M))O／T7的

小球 藻 细 胞 过 滤 到 滤 纸 上，并 转 移 到 :JJ: 或

KR(I固 体 培 养 基 上，用 基 因 枪 轰 击，压 力 为

!$%%IOQ，距离!">T，每一处理$枪。转化后的小球

藻用液体培养基洗下，置于$4V光下培养，#1W进行

AB;检测。



!"#"$ !"#$%&’()&活性测定：用*’+,&-(公司的

!"#$%&’()&.))(/0/)1&,2$1测定，细胞破碎、粗酶液

提取及化学发光测定均按其说明书进行。

!"#"% 340活性测定：参照顾红雅的方法［55］。

!"#"& 蛋白质含量测定：按6’(7%+’7的方法［58］。

!"$ 仪器

液闪计数仪为!9:58;<=.>9:?@.，荧光光

度计为A/B.C"(D18;;型，基因枪为*A0E5;;;／F&
型。

!"% 药品

各 种 限 制 酶、修 饰 酶 为 *’+,&-(，:+&G’$D-&’
H(DDG&$,及华美公司产品，各种底物及常规试剂

均为分析纯。

# 结 果

#"! !"#$%&及真核藻转化载体的构建

用来自I:J88;，IB>5.5KLM，IJ*NK的启动子

*=*!，*.H@及*J*NK置换I!"#中的ON0启动子，分

别得到I!=!"#，I.!"#和IJ*!"#O种!"#$%&转化

载体；鉴于小球藻细胞能在低倍显微镜下观察，因此

以*.H@取代I:P885中的ON0启动子，得到真核藻

转化载体I4>.38，以340基因为报告基因，以便

于瞬时表达产物的组织化学染色和观察。K种转化

载体及酶切鉴定图谱见图5和图8。

#"# 两种小球藻病毒基因启动子在大肠杆菌中的

调控活性

用原核转化载体I!=!"#，I.!"#，IJ*!"#分别

转化!"#$%&菌株AFN!，09OMO，@35和@+I5;，用

!"#$%&’()&.))(/0/)1&,9$1裂解细胞，提取粗酶液，

以空菌作为对照，用液闪计数仪进行化学发光的定

量测定，每个处理O个重复，结果见表5。

图5 大肠杆菌及真核藻类转化载体

Q$-L5 @’(D)%+’,(1$+DR&#1+’)+%!"#$%&(D7&"#(’/+1$#(S-(&
5，8，O%+’!"#$%&1’(D)%+’,(1$+DK，%+’?"#(’/+1$#
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图8 大肠杆菌与真核藻类转化载体的酶切图谱

Q$-L8 =&)1’$#1$+D,(I+%1’(D)%+’,(1$+DR&#1+’)
%+’!"#$%&(D7?"#(’/+1$#(S-(&

HL"AB.!#$=P／*&+7PP；.L’()FP／*&+7PPP（KLM26，;L<26）

:L/(%P／/#(P（OLT26，5L<26）；>L/#(P／,-.P（8LN26，8LO26，;LT26）

AL/(%P／/#(P（OLT26，5L<26）

表! 不同启动子控制下的’()基因在!"#$%&中的表达结果

*+,-.! */..012.3345657’()8.6.)56925--.:,;
:477.2.69125<59.2346!"#$%&

01’($D)
!"#$%&’()&(#1$R$1/／>+"D1)／（,-·,$D）（U5;N）

>+D1’+S *=*! *.H@ *J*NK

AFN! ;V;5 OVNM 5KTTVTO NV<5

09OMO ;V;5 NVW5 NM<VN8 ;VON

@35 ;V;8 MVO8 5M;<VTT 5V85

@+I5; ;V;K 58;VK8 NNWNVWO WVWT

从表中可看出，O种不同来源的启动子在K个

菌株中均可启动!"#基因的表达，其中以*.H@活性

最强，其活性为常用的原核串联启动子*=*!的N;
#K;;倍。*J*NK除在AFN!中活性强于*=*!外，在

其余菌株中均低于*=*!。同一启动子在不同菌株

中活性也有很大差别，以*.H@为例，在@+I5;中活

性最强，09OMO中最弱，活性相差5;倍。

#"$ =>*启动子在真核藻细胞中的调控活性

为了直接用组织化学方法检测到外源基因在小

球藻细胞中的表达，我们用*.H@置换了I:P885中

的*ON0X构建了I4>.38，用I:P885作为阳性对照，

不包裹质粒的金粉作为阴性对照，一起对8种小球

藻进行基因枪转化，经YE3S"#染色后，K种处理均

观察 到 了 蓝 色 细 胞，而 阴 性 对 照 则 没 有。其 中

I4>.38转 化 的8种 小 球 藻 中 蓝 色 细 胞 均 多 于

I:P885的处理，且椭圆小球藻中蓝色细胞数多于小

球藻B>WK，差异明显（表8）。为了弥补细胞计数的

人为误差，又进行了340活性的荧光比色分析，其

结果与组织化学分析基本吻合（图O）。
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图! 小球藻细胞中"#$基因瞬时表达的荧光分析

%&’(! %)*+,-./-012..23+4’*.1,20.&-01-56,-..&+0

! 讨 论

来自小球藻病毒789:;基因组的腺嘌呤甲基

转移酶基因启动子<=>?在@株!"#$%&菌株中均表

现出极强的调控活性，其活性为!噬菌体来源的

<A<B启动子的CD"@DD倍，同时<=>?在真核藻细

胞中同样具有强调控活性，明显高于植物基因工程

常用的<E2>F!C$。启动子是位于基因编码区CG上游

具有保守序列的特殊区域，有趣的是<=>?既不含有

?=?=和EE==?真核序列，也没有HID和H!C原

核序列，但它却能同时被真核细胞中的AJ=聚合

酶KK及!"#$%&的AJ=聚合酶识别，启动外源基因

的高效表达［L，M］。小球藻病毒<NEF9I主要外壳蛋

白F<C@基因的启动子<F<C@也不含有原核或真核

启动子的常见保守序列，但同样具有原核和真核启

动活性［O］，由此可推测小球藻病毒的一些启动子中

含有特殊的顺式调控元件。

如前所述，真核藻类遗传转化技术中所使用的

载体及调控元件主要是从高等植物基因工程中移植

而来，但E2>F!C$一类的强启动子在一些真核藻

表" 小球藻细胞中#$%基因瞬时表达的组织化学分析

&’()*" +,-./01*2,0’)’--’3/456-.7’8-,*8.
*9:7*--,/8,8;1)/7*))’0*))-

<,+P+1-,.

EQ)+,-))2JE:@= EQ)+,-))2-))&6.+&R-2

J+(+41+12)

/-)).（SIDC）

J+(+4T)*-

/-)).

J+(+41+12)

/-)).（SIDC）

J+(+4T)*-

/-)).

E+01,+) I D I D
<!C$ I C! I :
<=>? I IDD I I@

中没有启动活性或活性很弱，因此寻找筛选在真核

藻中通用的强启动子是必要的。真核藻类病毒在宿

主中能够高效复制，其启动子可能是高效的，<=>?、

<F<C@在!"#$%&、酵母及高等植物（拟南芥、烟草）中

的调控活性已得到证实，本文证实了<=>?在小球藻

JE:@=、椭圆小球藻中具有强调控活性，而且证明

它在大型真核藻海带中具有同样作用的同时，发现

它调控外源基因表达的方式与E2>F!C$、#T&U*&1&0
启动 子 等 调 控 序 列 明 显 不 同（另 文 发 表）。因 此

<=>?在真核藻中可能有广泛的调控作用，在藻类基

因工程中极具潜在应用价值。

<=>?与<!C$两种启动子在椭圆小球藻中的调控

活性均高于小球藻JE:@=，这可能与两种藻细胞壁

存在明显差别有关，椭圆小球藻细胞壁主要成分为

纤维素，可用纤维素酶去壁形成原生质体［I!］，而

JE:@=细胞壁中含有几丁质和壳聚糖，对各种商用

去壁酶有抵抗作用［I@］，两者细胞壁强度不同，用相

同的压力和距离进行基因枪轰击则可能产生不同的

转化效果。目前我们已从小球藻病毒<NEF9I中分

离出了去除JE:@=细胞壁的复合酶B3.&0，后者可

有效地将JE:@=去壁形成原生质体，这便为小球

藻的电击转化提供了条件。
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