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无类囊体蓝藻 G l o e o b a c t e r , i o l a c e u 、 基于广宿主质

粒的遗传转移系统
`

郭海涛 徐旭东 “

中国科学院水生生物研究所
,

武汉 4 3 0 0 72

摘要 无 类囊体蓝藻 lG oeo ba ct e : v i of a ce u :
的细胞有厚胶质鞘包裹并形成群体

,

难 以进行遗传操

用注射器反复吸打 的方法将胶质鞘剥落
,

得到大量单个细 胞
,

通过接合转移将外源广宿主质

p K 2T 10 转入 G
.

vi of a ce u 、
.

用斑 点杂 交方法 以及 对质粒进行酶切 图谱分析
,

均证实外源质 粒

作粒

p K T 21 O确 已导入 G
.

v i ol a ce u :
并稳定复制

,

未发生结构上的变化
.

从 G
.

v 艺。

可转化 m cr 和 m rr 基因缺 陷的大肠杆菌 D H 1 0 B 却不能转化 m cr
+
m rr

+

菌株

a c e u s 提取 的 p K T 2 1 o

D H 5 a ,

表明 G
.

v ￡。
-

la ce u :
中可能存在 甲基化酶系统

.

关键词 G
.

, i o la ce u :
接合转移 p K T z i o

G zoe o加 e t e : v i o za e e u : 系 R i p p k a
等于 1 9 7 4 年分

离纯 化 的 一种具有 特 殊 细 胞结构 的光 合 自养 蓝

藻川
,

其藻细胞呈杆状
,

具有蓝藻典型的色素组成

和藻红蛋白
,

但叶绿素含量 比其他蓝藻低 3 一 4 倍
,

所以呈特殊的荃菜色
,

在 自然状态下细胞有胶质鞘

包被并聚集形 成群体
.

G
.

v io l ac eu :
代表着蓝藻演

化的一个侧支
,

其细胞结构最大的特点是没有其他

蓝藻或植物叶绿体的类囊体膜结构
,

藻胆体和光合

复合器均位于细胞质膜
,

并由细胞膜行使光合作用

功能 2j[
.

因这一特点
,

该藻对于类囊体膜发生和建

成这一重要生物学问题显示出特殊的研究价值
.

日

本 K az us a D N A 研究所近期将公布其全基因组序列

( h t t p
:

/ / w w w
.

k a z u s a
.

o r
.

j p / 。 y a n o / c y a n o
.

h tm l )
.

然

而
,

对于该种 蓝藻 目前 尚无任何基 因转移 系统报

道
,

严重阻碍了这一特殊细胞模式的遗传学研究
.

迄今为止
,

在蓝藻 中广泛应用的基因转移方法

包括
:

自然转化 3[]
、

电转化 [’] 和接合转移 5j[
.

其 中

接合转移是在接合质粒介导下通过细胞 间接触而进

行的 D N A 转 移
.

它是 目前蓝藻中应用较广 的一种

基因转移方法
,

一般多用于丝状蓝藻
,

但在单细胞

蓝藻中也有成功报道 〔“
,

7 〕
.

G
.

v io la ce u :
的胶质鞘包

被构成外源基因进入细胞的夭然屏障
.

本研究通过

机械处理去除胶质鞘
,

之后以接合转移的方法将外

源质粒 p K T 2 1 o [“ ]转入 G
.

v i o z a c e u 、 ,

建立 了稳定的

基因转移系统
.

该质粒复制子来源于广宿 主质粒

R s F 10 10
,

在接合质粒 R P 4 的驱动下可转 移到许多

革兰 氏阴性菌
,

包括某些蓝藻
.

1 材料与方法

1
.

1 质粒
、

菌株及藻种

本 研 究 中 所 用 质 粒 p K T 2 10
,

p R L 4 43
,

p D s4 10 1和 p R L 62 3 均由美国密歇根州立大学 D O E

植物 学 实 验 室 W ol k 教授提供
.

lG oeo b ac t er vi 。 -

l a e e u : A T C C 2 9 0 8 2 ( P C C 7 4 2 1 ) 来源于美国 A T C C

保藏库
,

通过机械处理和平板划线法获得 无细菌污

染的纯藻株
.

1
.

2 培养条件

野生型藻株用 BG l l 培养液
,

在 28 一 30 ℃光照

( 10 一 2 0 四
·

m
一 2

·

S 一 ` )静置培 养
.

接合子筛选用含

5 户g/
n止链霉素的 B G

~

1 1 固体培养基
,

在液体中培养

时加 2 拼酬nrL 链霉素和 50 回mL 卡那霉素
.

大肠杆

菌用 BL 培养基在 37 ℃下培养
.

转化子筛选所用链霉

素
、

氯霉素终浓度分别为 20 和 50 仁岁m L

2 0 0 3
一

0 2
一

2 0 收稿
,

2 0 0 3
一

04
一

14 收修改稿
,
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1
.

G 3
.

, i o la c e u :
的预处理

取对数生长期的 G
.

v io lac eu : ,

在无菌条件下

用注射器 (不加针头 )反复吸打
,

直到约 80 % 以上群

体变成单细胞
.

取部分藻细胞
,

用对多糖层染色的

爱尔新蓝染液着色 〔” ]后在光学显微镜下检查胶质鞘

去除情况
.

5 拌g / m L 的链霉素作为接合子的筛选条件
,

并选用

50 拼g / m L 的卡那霉素去除接合子中混杂的供体菌
.

由于藻细胞在液体培养基中更为敏感
,

接合子转接

到液体中时将用 2 拼g / m L 的链霉素
.

1
.

4 接合转移

基本程序按 lE ha i 等所描述的方法进行 t`“ 」
,

略

作修改
.

取 50 m L 藻细 胞经过预处理 去除 了胶 质

鞘
,

用 B G
一

n 洗涤两次后重悬于 2
.

5 m L B G
一

n 培

养液
,

此时藻细胞浓度为 3
.

2 x 10 “ / m L
.

将含有相

关质粒的大肠杆菌和 G
.

vi ol ac eu : 混合涂布 在覆于

B G
一

n 固体平板 的混合纤维素醋滤膜 ( 0
.

45 拼m )上
,

光照培养 36 h 后
,

再将滤膜转至含有 5 拼g / m L 链霉

素的 B G
一

n 平板上筛选接合子
.

l
·

5 D N A 操作方法

G
.

v io al ce us D N A 提取除培养条件外按 x u
等

所描述方法进行 〔“ 〕
.

细菌质粒的提取
、

转化和酶切

按标准分子生物学方法进行 〔̀ “ 〕
.

1
.

6 斑点杂交

用地高辛标记质粒 p K T 21 0 作为杂交探针
.

所

用地高辛标记试剂盒购 自德国 R co h e
公司

,

探针标

记
、

杂交和显色按公司提供产品说明进行
.

2 结果

2
·

I G
·

vi ol ac eu 、
对抗生素敏感性的分析

G
.

v io al ce us 对各种常用抗 生素的敏感 性未 见

报道
,

因此在尝试导入外源质粒之前我们首先测试

了 G
.

v i ol a ce u : 在分别含 5 种抗生素的 B G
一

n 平板

上的生长状况
.

在光照培养 30 d 后观察到
:

G
.

vi 。 -

za e e u :
对 5 0 胖g / m L 的卡那霉素 ( K m )和 10 0 肛g / m L

的氯霉素 ( C m )表现出抗性
,

而对 2
.

5 拼g / m L 的链霉

素 ( Sm )
、

1 5 肛g / m L 的 氨 苇青霉 素 ( A p ) 和 1
.

0

昭 / m L 的红 霉 素 ( E m )敏 感 (表 1 )
.

本 研 究选 用

表 1 G
.

vi ol
“ ce “ ,

对各种抗生素的敏感性

2
.

2 p K T Z i o 通过接合转移导入 G
.

, i o l a c e u s

在 G
.

v io zac eu :
中未检测到小质粒

,

故 尝试利

用广宿主质粒 p K T 2 10 进行接合转移实验
.

p K 2T 10

带有链霉 素抗性标记和 R S 1F 01 O 复制 区域
,

可在

R P 4 或其衍生质粒 (如 p R L 4 4 3) 的驱 动下进行细胞

间的转移
.

细胞为多层胶质鞘包裹
,

阻碍 了大肠杆

菌与藻细胞 的接触
.

我 们曾尝试 用提 高 培养液 中
E D T A 的方法削弱胶质鞘仁川

,

但对于这种藻未收到

显著效果 ; 超声处理也未能去除胶质鞘
.

使用注射

器反复吸打的方法能够将约 80 % 以上的群体打散成

单个细胞
,

在 显微镜下观察证明去 除 了胶 质鞘结

构
,

适合进行接合转移 (图 1 )
.

接合转移实验设 以

下 3 类 组 合
:

( 一 ) ￡
.

。 0 21
邢 10 1 ( p R L 4 4 3 +

p R L 6 2 3 ) + E
.

c o l i D H I OB ( p K 2T 1O ) + G
.

v i o
-

l a ce u s ; ( 2 ) E
.

。 0 1乞 H B 1 0 1 ( p R L 4 4 3 ) + E
.

。 0 1艺

H B 10 1 ( p D 4S 1 0 1 ) + E
.

。 0 11 D H 10 B ( p K ,2T 1 0 ) +

G
.

v艺o l a c e u: ; ( 3 ) 对 照 组 ( i ) E
.

。 0 11 H B I O I

( p R L4 4 3 + p R L 6 2 3 ) + G
.

v i o l a c e u 、 ,

( 11) E
.

co l i

H B 10 1 ( p R L 4 4 3 ) + G
.

v i o l a ce u : ,

( 111 ) E
.

。 0 11

H B 10 1 ( p D 4S 10 1 ) + G
.

v i o l a e e u : ,

( i v ) E
.

。 0 11

D H 10 B ( p K T 2 10 ) + G
.

v i o za c e u :
.

其 中辅 助 质 粒

p R L 6 2 3 和 p D别一0 1 对于 p K T 2 1 o 的接合转移并非

必需
,

在以上组 合中使用这 两种质粒是为了测试
p R L 62 3 携带的甲基化酶基 因 〔̀ 0 1是否可提高接合转

移效率
.

按以上组合与大肠杆菌混合的藻细胞在含

有 5 拜g / m L 链霉素的 B G
一

11 培养基上培养 30 一 40 d

后
,

结果 发现
:

对照组中没 有或仅有个别藻落形

成
,

而实验组 ( 1)
,

( 2) 中均有较 多接合子长出 (表

2)
.

两组 组合 接合转移 效率有 一定 差异
,

分别 是

1
.

67 X 10
一 5和 4

.

6 3 x 10
’ 6
接合子 /受体细胞

.

抗生素

卡那露素 ( K m )

链霉素 ( S m )

红每素 ( E m )

氨节青母素 ( A p )

氯霉素 ( e m )

浓度 / g
·

m L月认 产又 l 产 g
’

1l l L

0
.

5 1
.

0 2
.

5 5
.

0 1 0
.

0 15
.

0 20
.

0 4 0
.

0 5 0 0 10 0 0

了厂了产2 /2厂
+一一一

了了产尹z沙厂了产厂夕
2zJzjz/

+一一一
产
/
产了产

才

2z
JJ

+一一+ +一一十++一+++++

+ / + + / + + / +

“ + ”

表示在该浓度下能生长
, “ 一 ”

表示在该浓度下不能生长
, “

/
”
表

示未测

图 1 G
.

vi ol ac eu
:

机械处理效果的观察

( a )未经处理的藻细胞
; ( b) 经注射器吸打的藻细胞
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表 2 pK TZ i o通过接合转移导人G
.

, i o la ce u s

组合情况
吕

接合子数 /平板 效率 (接合子 /受体细胞 )

314256363203
,̀O了̀曰4
,乙,ù( l ) 2 6 7 1

.

6 7 又 1 0
一 5

( 2 ) 74 4
.

6 3 x 10 一 6

1 0 0

( 3 ) 11 0 0

111 0 0

iv 0 0

a 数据来源于两次独立实验的平均结果
,

其中 ( 1) 和 ( 2) 组合各

有 2 0 个平板
,

( 3) 中每一对照组各有 4 个平板

2
.

3 从 G
.

, i o la e e u 、
转化 子提取 p K T Z i o 并转回

E
。

e o li

为证实 p K T 2 10 已转入 G
.

vi o al ce u : ,

将若干接

合子分别接种到含链 霉素的液体 B G
一

n 培养基 中
.

在相 同的培养条件下
,

野生型 G
.

沉 ol ac eu 、 经 20 一

3 O d 培养后变白死亡
,

而接合子单克 隆能够生长
.

转接到含卡那霉素和链霉素的培养液中继续培养以

去除混杂的供体细菌
,

直至经 B G
一

n 洗涤再涂 L B

平板 检 查证 实供 体 菌 已 完 全去 除
.

提 取 G
.

沉。 -

l a e e u :
接合子 质粒 D N A 分别转化 E

.

。 0 11 D H 5
a

和

E
.

。
011 D H 10 B

.

前者无转化子长 出
,

而后者转化效

率高达 2
.

2 x 10 ,
转化子 /雌D N A

.

用野生型 G
.

v如
-

l a c e u 、 D N A 转化 E
.

。 0 11 D H 5
a

和 E
.

。 0 11 D H 1 0 B 未

得到转 化子
.

从大肠杆菌提取的 p K T 21 0 转化 E
.

e o zi D H 5 a 和 E
.

。 0 11 D H 1 0 B 作为对照
,

前者转化效

率 4
.

8 义 10 5
转化 子 /胖g D N A

,

后 者转 化效 率达 到

4
.

3 x 10 5
转化子扣g D N A

,

并无明显差别
.

2
.

4 限制性酶切图谱分析及斑点杂交结果

将从 G
.

vi ol a ce u :
转 回 E

.

。01 1 所得质粒 D N A

和原 p K T 2 10 分别用 cN
o l 或 尸 s t l + E e o R V 酶切

分析
,

结果 观察 到
:

从 G
.

认 ol ac eu 、 回收 的 质粒

D N A 酶切 图谱与原 p K T 2 10 完全 一样
,

表 明转入

G
.

vi ol ac eu :
中的 p K T 2 10 未发生结构上的变化 (图

2)
.

用地高辛标记质粒 p K T 21 0 作为探针对野生型

G
.

v i o la c e u : 总 D N A 样 品及 G
.

v i o l a ce u 、
接合子 总

D N A 样品进行斑点杂交
,

结果前者呈阴性
,

后者呈

阳性 (图 3)
.

S ou t h er n
杂交结果也证 明 p K T 1Z 0 确

已转入 G
.

v i o za c e u 、 (结果未附 )
.

0
.

5 6

(k b )

图 2 从 G
.

v i o la ce u ,
回收的 p K T Z l o 和

原 pK T Z i o 酶切图谱的比较

1
.

从 G
.

饭
o za ce u :

提取 p K咒 10 转化 E
.

co zi D H l o B 所得转化

子质粒 D N A 以 sP
t
l

+ E “ J
R V酶切

; 2
.

原 p K 2T 10 以 sP
t 工

+ E
e o R V酶切

; 3
.

从 G
.

v 艺o za ce u 、 回收的 p K傀 1 0 以 N co l 酶

切 ; 4
.

原 p K T Z 10 以 从刀 工酶切
; 5

.

D N A 标志

3 讨论

G
.

vi ol ac eu :
遗 传转移系统 的建立面 临着多方

面的困难
:

( 1) 具有胶质鞘结构
,

构成了外源 D N A

进入的物理屏障〔̀ 3 ] ; ( 2) 主要 以群体形式存在
,

在

固 体平板上形 成藻落效率 低 ; ( 3) 生长缓慢
,

其平

图 3 用质粒 p K T Z10 作为探针的斑点杂交

1一 3 分别约为 5 0
,

1 0 0
,

2 0 0 n g G
.

二 i o za ce u :

接合子总 D N A ;

4 一 6 分别约为 5 0
,

1 00
,

2 00 n g G
.

v i o l a ce u 、
野 生型总 D N A

均代时为 73 h
.

为去除 G
.

vi ol ac
o u :
的胶质鞘我们尝

试了提高培养基中的 E D T A 浓度和超声波处理等方

法均未能解决这一间题
.

最后我们用注射器吸打将

80 % 的群体 处理 成单细胞
,

同时胶 质鞘也被去 除
.

藻细胞在 B G
一

11 平板上植板率得到提高
,

也使得大

肠杆菌与藻细胞的接触成为可能
.

值得注意的是该

藻胶质鞘的再生能力 比较强
,

经过以上处理的藻细

胞应立即用于接合转移
.

本研究成功地将广宿主质

粒 p K T 21 0 导入 G
.

vi ol a ce u : ,

获得接合子
,

并证明

回收 到 的 p K T Z or 结 构 上 未 发 生 变 化
,

显 示

R S F 10 1 0 复制子也能够在 G
.

v i o l a c e u :
中复制

,

这

是 G
.

v io lac eu :
遗 传转移系统的首例报道

,

为这 一

特殊研究模式的基因操作打开了一扇大门
.

目前能够进行基 因转移的蓝藻为数不多
,

主要
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集中在几个属的少数模式种
.

接合转移的方法最初

是应用于丝状蓝藻
,

后来在一些单细胞蓝藻中也得

到应用
.

在蓝藻细胞中往往存在限制性 内切酶
,

可

削弱接合转移效率或完全阻止接合子的形成
.

在本

研究中第 ( 1) 类与第 ( 2) 类组合所得接合转移效率有

所不同
,

经 t 检验存在显著差异 ( P < 0
.

0 1)
.

但 由

于两者接合转移效率仅有 3 一 4 倍的差距
,

这一结

果并不一定意味着 G
.

v io Zac eu : 中存在某种限制酶

以及 p R L 623 所编码的甲基化酶起到保护作用
.

rK 印
S
等曾观察到从蓝藻中提取的质粒 D N A 由

于 被 甲 基 化 不 能 转 化 m c

rA
+

宿 主 菌 E
.

。 ol 艺

HB1 01 囚
,

在一些 E
.

。01 1 株系中存在特异性降解 甲

基化 D N A 的 M c : 及 M r : 限制酶 系统
.

M cr A 限制

酶识别含 5
’ 一

mC
“

C G G
一

3
`

序列的 D N A
,

M cr B C 限制酶

识别含 5
’ 一

R me c
一

序列的 D N A 仁̀ 4
,

` 5〕
,

而 M r : 系统则

降解含 N 6 甲基化腺喋吟的 D N A 仁̀“
,

` 7〕
.

这些限制系

统的存在使得某些被 甲基化 的质粒 D N A 不能转入

E
.

。 0 21 D H 5 a

( m c r +
m r r 十

)
.

E
.

。 0 21 D H 10 B 基因组

中 m c : 和 m r : 基因发生缺失
,

故不存在这一障碍
.

来自 G
.

v i o za c e u : 的质粒 D N A 只能转化 D H 1 0 B 而

不能转化 D H a5
,

显示 G
.

“ ol ac eu 、
中可能存在甲基

化酶系统
.
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