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摘要!应用?"@技术扩增!"#基因!$%&'()*启动子片段和氯霉素抗性基因 $%+"并与胰蛋白酶

抑制剂,*-.( 基因连接"构建真核表达载体 ABC"DE6"&)# CEF序列分析结果表明$表达载体中

的胰蛋白酶抑制剂,*-.( 基因!启动子$%&'()*!终止子 !"#和氯霉素抗性基因 $%+与已知序列

完全一致# 采用G$F+H?IJ介导法将质粒 ABC"DE6"&)转化至盐藻细胞中"通过氯霉素抗性基因

筛选和?"@鉴定获得转基因盐藻细胞# 经 K*L)*M% N,())$%-检测"在硝酸纤维素膜上出现清晰的

条带"分子量为 /0O1PC&"证明胰蛋白酶抑制剂,*-.( 基因在盐藻中得到成功表达#

关键词!胰蛋白酶抑制剂,*-.( 基因!盐藻!G$F+H?IJ介导法!真核表达载体

中图分类号!QR3;

!!胰蛋白酶抑制剂")M.AL$% $%#$N$)(M!8S#是指具有抑

制胰蛋白酶活性作用的多肽或蛋白质!是一种重要的

生化药物和生化试剂% 在临床上!8S对急性胰腺炎&肺

气肿&休克&脑水肿和脑缺血等都有很好的临床治疗效

果'1(

% 近年来还发现大豆胰蛋白酶抑制剂具有明显的

抗病毒&抗肿瘤的作用'/65(

!同时它也是一种天然抗虫

物质!在植物体内发挥着自我防御的作用!研究表明$

DT%$)U型大豆胰蛋白酶抑制剂"DT%$)UL(.N*&% )M.AL$%

$%#$N$)(M!DV8S#可抑制昆虫蛋白酶活性!阻碍昆虫消化

蛋白质!尤其对鳞翘目昆虫有较强的抑制作用'76R(

% 因

而!作为新型生物药物显示出广阔的应用前景% 目前!

胰蛋白酶抑制剂的主要来源是从人尿&大豆和南瓜中

提取!但成本较高&有化学试剂残留!尤其是从人尿中

提取易受到病原微生物"如病毒等#的污染!分子量较

大!可引起过敏反应等'3(

% 如果能开发一种安全&高效

的新型生物反应器!利用基因工程技术高效表达 8S!将

为胰蛋白酶抑制剂的获得提供一条新途径%

盐藻"/01%23422% #%231%#!是一种无细胞壁的单细

胞真核绿藻!为天然的原生质体!能在高盐条件下生长

不易污染其它微生物!同时盐藻培养条件简单!营养价

值高!尤其是含有丰富的
"

6胡萝卜素!而且盐藻能对真

核蛋白进行准确的翻译后加工!能够产生具有天然活

性的重组蛋白% 因而!盐藻作为新型的生物反应器较

之常规的微生物发酵&哺乳动物细胞&转基因动物和高

等植物等生产体系!具有独特的优越性!其开发潜力巨

大'4611(

% 为此!本研究采用基因工程技术构建胰蛋白酶

抑制剂,*-.( 基因的真核表达载体!利用 G$F+H?IJ介

导法将其导入盐藻细胞!使其在盐藻生物反应器内高

效表达!从而为生物药物的开发提供新的途径%

!"材料与方法

!#!"材"料

1O1O1!藻种和实验动物!盐藻藻种 /01%23422% #%231%

由大连海洋大学水生生物学实验室提供!新西兰大白

兔购自大连医科大学实验动物中心%

1O1O/!菌株和质粒 !大肠杆菌"567"23#菌株CW7

#

!质

粒 A'S1/1&A"FB'SF//01&ABCDV8S2

'1/(

"由柴晓杰构建#

均由本室保存!ABC1368X*+)(M购自8&D&@&公司%

1O1O2!主要试剂 !限制性内切酶&8&Y 酶&溶菌酶&

85CEF连接酶&CEFB&MP*MCG6/000 分子量标准购自

8&D&@&公司!孔径 0O/

$

>的硝酸纤维素膜购自

F>*ML#&>公司!G$F+&?IJ&胰蛋白酶抑制剂 DV8S2&牛
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血清白蛋白&弗氏完全佐剂&弗氏不完全佐剂和碱性磷

酸酶标记的羊抗兔 S-J购自 V$->&公司!'"S?&E'8购

自F>*ML+(公司!其他试剂均为国产分析纯% 盐藻培养

液为康威试液%

1O1O5!引物设计与合成!利用?M$>*M?M*>$*M7O0 软件

设计特异性引物!由8&D&@&公司合成"表 1#%

表 !"引物序列

$%&'(!")*+,(*-(./(01(-

J*%* V*YT*%+*L"7[\2[#

G*%-)# (]?"@

AM(̂T+)L"NA#

!"# ?1$J8"JF"JF8"J88"FFF"F888JJ /7;

?/$"8J"FJ"""JF8"8FJ8FF"F8FJ

"&BZ27V ?1$JJ"JJ8F""FJF88FJ""8888"FF8 327

?/$88FJJF8"""J8J88"8"8""FFF8J

$%+ ?1$"8J"FJF8JJFJFFFFFFF8"F"8JJF8 ;;0

?/$J"F8J"88F"J""""J"""8

!#2"方"法

1O/O1!!"#基因的克隆与中间载体 ABCE(L的构建!

根据已发表的序列设计引物"含有 *%2

%

和 8#+

%

酶切

位点# "表 1 #!以 A'S1/1 为模板扩增 !"#基因% 以

A'S1/1 为模板!进行 ?"@扩增反应% ?"@反应体系

为$B-",

/

5O0

$

,!10 _'T]]*M7O0

$

,!^E8?5O0

$

,!引物各

1

$

,"70A>(,HG#!模板 CEF0O1

$

-!用 ^^W

/

`补足至

70

$

,% 反应条件$45 a预变性 7 >$%)45 a变性 20L!77

a复性 20L!R/ a延伸 1 >$%!20 个循环!R/ a延伸 10

>$%% ?"@产物回收后!与 ABC1368载体连接% 将连接

产物转化至大肠杆菌 CW7

#

感受态细胞中!在含有

100

$

-HG氨苄青霉素的 G'固体培养基上进行选择培

养% 挑取阳性克隆用碱裂解法提取质粒!经 ?"@检测

和酶切鉴定!得到重组克隆 ABCE(L%

1O/O/!中间载体 ABCDE的构建!用 9%:W

%

与 ;<%

%

酶切质粒 ABCDV8S2",*-.( 基因两端含有 9%:W

%

与;<%

%

酶切位点#和 ABCE(L!回收,*-.( 片段和载体

大片段% 用 85 连接酶连接!构建中间载体 ABCDE%

转化567"23CW7

#

!挑取阳性克隆用碱裂解法提取质粒

CEF!酶切鉴定%

1O/O2!$%&'()* 启动子基因的克隆与中间载体

ABC"DE的构建!设计引物序列"含有,=1

%

和9%:W

%

酶

切位点#"表1#!以 A'S1/1质粒为模板!扩增$%&'()*片

段回收目的片段!并与 ABC6138连接!转化!挑取阳性克

隆!提取质粒!用 ,=1

%

和 9%:W

%

酶切!得到目的片段

$%&'()*)用同样的方法酶切中间载体 ABCDE!得到大

片段!然后将目的片段与大片段连接!构建中间载体

ABC"DE% 转化!挑取阳性克隆!酶切鉴定%

1O/O5!$%+的克隆与表达载体 ABC"DE6"&)的构建!

以质粒 A"FB'SF//01 为模板!根据已发表的氯霉素

"$%+#基因序列!设计引物序列"含有8#+

%

和 *=>

%

酶切位

点#"表 1#!扩增$%+基因!电泳回收目的片段!与 ABC6

138连接!转化567"23CW7

#

!挑取阳性克隆!提取质粒!

用8#+

%

和 *=>

%

酶切!得到目的片段$%+)用同样的方法酶

切中间载体 ABC"DE!回收大片段!并与目的片段连接!

构建表达载体 ABC"DE6"&)% 转化567"23CW7

#

!挑取阳

性克隆!酶切鉴定!并将正确的重组克隆进行测序%

1O/O7!盐藻 ABC"DE6"&)表达载体的遗传转化与筛选

!采用本实验室发明的盐藻新型遗传转化方法*

G$F+H?IJ法"专利已公开#!盐藻细胞采用 10

7 个H>,

接种量"培养条件$/7a!1/70,9光强!1/ # 光照H1/ #

黑暗交替静置培养#培养 7 ^)取 10 >,藻液 5000 MH>$%

离心 10 >$%!将沉淀悬浮于 8I缓冲液中!取 1 >,悬浮

液和 0O7 >,0O/ >(,HGG$F+混合)取 10

$

,";00

$

-H>,#

质粒CEF和 0O1 >,上述混合液于 /4 a水浴中保温 20

>$%)加入 0O1 >,R0b ?IJ/4 a保温 1 #)加 1O7 >,无

菌海水 5000 MH>$%离心 10 >$%)将沉淀悬浮于 /0 >,培

养液中于 /; a孵育 53 #% 加入 ;0

$

-H>,氯霉素初步

筛选!同时做一个未加表达质粒却加氯霉素的阴性对

照!以及一个未加氯霉素的野生型空白对照% 一周后

将筛选的转基因藻液涂于含有 100

$

-H>,氯霉素的固

体培养基上作进一步筛选培养!同时用野生型做一个

空白对照% 待单藻落长出后!挑取至含 30

$

-H>,氯霉

素的液体培养基中筛选培养%

1O/O;!转基因盐藻的 ?"@检测!分别取野生型与已

筛选的转基因藻株!用改良的"8F'法提取CEF作为模

板!采用胰蛋白酶抑制剂,*-.( 引物进行?"@扩增% 反

应体系$10 _'T]]*M7O0

$

,!B-",

/

5O0

$

,!^E8?5O0

$

,!引物

各 1

$

,"70A>(,HG#!盐藻 CEF0O1

$

-!用 ^^W

/

`补足至

70

$

,% 反应条件$45 a预变性 7>$%)45 a变性 20L!77 a

复性 20L!R/ a延伸 1>$%!20个循环!R/ a延伸 10>$%%

1O/OR!胰蛋白酶抑制剂 ,*-.( 抗血清的制备与

K*L)*M% N,())$%-!将胰蛋白酶抑制剂,*-.( 纯品制成浓

度为 /00

$

-H>,的溶液!免疫新西兰大白兔!首次注射

1>,!17^后进行等量加强免疫!R^ 后第二次等量加强

免疫!并于 R^后采血!制备抗血清%

分别取转基因与野生型藻 /0>,"1 _10

; 个H>,#离

心收集藻细胞!用?'V重悬!进行细胞破碎!离心!取上

02
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清!加入上样缓冲液!进行 VCV6?FJI电泳!电转移至

硝酸纤维膜上&封闭&一抗与碱性磷酸酶标记的二抗分

别于 2Ra孵育 1#&E'8H'"S?显色后拍照%

2"结果与分析

2#!"终止子 &'(基因的克隆与中间载体 34567-的

构建

终止子!"#基因?"@扩增产物经 1b琼脂糖凝胶

电泳!得到约 /70NA大小的单一扩增带!这与预期结果

一致)回收目的片段!与 ABC1368载体连接% 连接产物

转化567"23CW7

#

!筛选出 3 个阳性克隆!经 *%2

%

和8#+

%

双酶切!得到一条 /7;NA 的插入片段)用 *%2

%

单酶

切!得到一条 /;3NA的条带与预期一致"图 1#!说明目

的片段插入在载体 ABCE(L上并且方向正确%

图 !"重组克隆34567-的酶切鉴定

8+9:!";(-<*+1<+70(0=>,(%0%'>-+-7?<@(

*(17,&+0%0<1'70(

B$CG/000 CEF>&MP*M)1$?"@AM(̂T+)(]!"#)/$ABCE(LH*%2

&

c

8#+

&

)2$ABCE(LH*%2

&

2#2"中间载体345A6的构建

酶切载体 ABCDV8S2 与 ABCE(L!得到 ,*-.( 基因

与载体大片段!连接!构建中间载体 ABCDE% 经9%:W

%

与 ;<%

%

酶切检测!得到的基因片段为 ;75NA 与

,*-.( 基因大小一致"图 /#!表明 ,*-.( 基因已经连接

到载体上%

图 2"重组克隆345A6的酶切鉴定

8+9#2";(-<*+1<+70(0=>,(%0%'>-+-7?<@(

*(17,&+0%0<345A6

B$CG/000 CEF>&MP*M)1$A,&L>$̂ABCDE) /$ABCDEH;<%

%

c

9%:W

%

2#B")*+,%-"启动子的克隆与中间载体 345CA6

的构建

$%&'()*启动子基因 ?"@扩增产物经 1b琼脂糖

凝胶电泳!得到一条 327NA大小的特异带与预期一致!回

收目的片段!并与 ABC6138连接!构建克隆载体

ABC"&BZ27V% 用,=1

%

和 9%:W

%

酶切 ABC"&BZ27V 与

ABCDE!得到$%&'()*启动子基因片段与载体大片段!

连接!构建中间载体 ABC"DE% 经酶切鉴定!得到一条

327NA大小的插入片段"图 2#!说明$%&'()* 启动子基

因已成功连接到 ABCDE载体上%

图 B"重组克隆345CA6的酶切鉴定

8+9#B";(-<*+1<+70(0=>,(%0%'>-+-7?<@(

*(17,&+0%0<345CA6

B$CG/000 CEF>&MP*M)1$ABC"DEH,=1

%

c9%:W

%

)/$?"@

AM(̂T+)(]$%&'()*

2#D"抗性基因 )*.的克隆与表达载体 345CA6EC%<

的构建

抗性基因$%+的?"@扩增产物经 1b琼脂糖凝胶

电泳!得到一条 ;;0NA 大小的单一条带与预期一致%

回收目的片段!与 ABC6138连接!构建克隆载体

ABC"&)% 酶切 ABC"&)与 ABC"DE!得到$%+基因片段

与载体大片段!连接!构建中间体 ABC"DE6"&)!用 8#+

%

和 *=>

%

做双酶切!得到一条与?"@产物大小一致的

片段"图 5#!说明$%+基因插入在 ABC"DE载体上%

图 D"重组克隆345CA6EC%<的酶切鉴定

8+9#D";(-<*+1<+70(0=>,(%0%'>-+-7?<@(

*(17,&+0%0<345CA6EC%<

B$CG/000 CEF >&MP*M) 1$ ?"@ AM(̂T+)(]$%+-*%*) /! 2$

ABC"DE6"&)H8#+

%

c*=>

%

12
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经CEF序列分析!结果表明!终止子 !"#基因&目的基

因,*-.(&$%&'()* 启动子基因&抗性基因 $%+序列与

已知一致并按照正确的顺序连接到 ABC6138载体中!

表明表达载体 ABC"DE6"&)得到成功构建%

2#F"目的基因的转化及转基因盐藻的)C;检测

用G$F+H?IJ法转化盐藻!并加入 ;0

$

-H>,氯霉素

进行初步液体筛选!R^ 后转化藻株与空白对照无明显

变化!呈现绿色!阴性对照全部死亡% 将初步筛选的

100

$

,转化藻液涂于含 100

$

-H>,氯霉素的固体培养基

上培养约 57^!出现绿色单藻落!经计算得到 1R0 个转

化单藻落H

$

-CEF!而野生型在该固体培养基上没有任

何生长"图 7#% 挑取单藻落于含 30

$

-H>,氯霉素的液

体培养基中扩大培养% 用野生型和筛选的转基因盐藻

CEF作为模板!?"@扩增,*-.( 基因!结果转基因盐藻

的?"@产物大小与目的基因一致% 而阴性对照组没有

出现该条带"图 ;#%

图 F"转化子的筛选

8+9:F"G('(1<+707?/0(*123* <*%0-?7*,%0<

"&#1$K$,̂6).A*/6#%231% d$)# +#,(M&>A#*%$+(,/$8M&%L](M>*̂ /6

#%231% d$)# +#,(M&>A#*%$+(,2$K$,̂6).A*/6#%231% +(%)M(,

"N#1$8M&%L](M>*̂ /6#%231% d$)# +#,(M&>A#*%$+(,/$K$,̂6).A*/6

#%231% d$)# +#,(M&>A#*%$+(,

图 H"转基因盐藻的)C;检测

8+9:H"$@()C;%0%'>-+-7?<*%0-9(0+1/0(*123*

B$!CG/000 CEF>&MP*M)1$K$,̂6).A*/6#%231%)2$8M&%L-*%$+/6

#%231%)B$?(L$)$X*+(%)M(,

2#H"转基因盐藻的I(-<(*0&'7<<+09检测

将胰蛋白酶抑制剂注射新西兰大白兔!5 周后采

血!制备血清即胰蛋白酶抑制剂 DV8S2 抗体% 分别取

转基因盐藻与非转基因盐藻!离心收集藻细胞!细胞破

碎后制备可溶性蛋白样品!考马斯亮蓝法测定蛋白质

的浓度!取 /0

$

,"100

$

-#样品进行 VCV6?FJI电泳!电

转印至硝酸纤维素膜!经过封闭&一抗与二抗孵育&显

色等过程!结果显示转基因盐藻出现清晰的杂交带!而

非转基因盐藻没有出现杂交信号"图 R#% 说明胰蛋白

酶抑制剂基因在盐藻细胞内得到了成功表达%

图 J"转基因盐藻的I(-<(*0&'7<<+09

8+9#J"I(-<(*0&'7<<+09 7?<*%0-9(0+1/0(*123*

1$K$,̂6).A*/6#%231%)/$?(L$)$X*+(%)M(,)2!5$8M&%L-*%$+/6#%231%

B"讨"论

载体的构建是研究外源基因表达的重要前提!目前

盐藻遗传转化多用植物表达载体% 但由于植物表达载体

分子量较大"通常e10PN#!这使得载体的构建和目的基

因的转化都很困难!并且还会影响目的基因的表达% 为

了解决这些问题!本实验尝试将 ABC1368作为初始载

体!将组成型启动子$%&'()*&终止子!"#和盐藻的筛选

基因$%+进行亚克隆再连接到载体上!构建表达载体的

基本框架!最后将外源基因,*-.(插入到启动子下游!成

功地构建了分子量约为 5000NA的真核表达载体%

盐藻作为一类极端耐盐的单细胞真核绿藻!没有

细胞壁!是天然的原生质体!在遗传转化方面比高等植

物操作更加简便% 目前常用的遗传转化方法有电转化

法'12(

&基因枪法'15(和玻璃珠转化法'17(

!其中电击法与

基因枪法需要昂贵的仪器设备&操作复杂&实验耗材成

本高)玻璃珠法虽然操作简单!但转化后细胞成活率不

高% 本室采用G$F+H?IJ介导法转化盐藻细胞!该法与

以上三种方法相比!操作简单!成本低廉!对细胞的损

伤较小!且转化率较高!为盐藻转化系统的建立提供了

新方法%

外源基因被导入盐藻细胞后!能否表达是研究转

基因盐藻生物反应器最重要的一步% 目前的研究表

明!大多外源基因如报告基因
"

6葡萄糖苷酸酶

"?@*#

'12(

&抗草丁膦基因"'&M#

'15(

&氯霉素乙酰转移酶

基因 " $A-#

'17(

&增强型绿色荧光蛋白报告基因

"IJf?#

'1;(都在盐藻中得到了瞬时表达)而外源基因在

盐藻中稳定表达的例证则相对较少!J*%-等'1R(构建的

含有乙肝病毒表面抗原基因"W'LF-#的载体在盐藻中

得到了长达 ;0 代的稳定表达% 本实验得到的转基因

/2



/011!21"3# 徐文琦 等$胰蛋白酶抑制剂,*-.( 基因新型真核表达载体的构建及其在盐藻中的表达

藻株在生长 20 代时仍能够得到稳定的表达!这与构建

的表达载体和 G$F+H?IJ介导转化法的共同作用是密

不可分的% 因而!这种方法为外源基因在盐藻生物反

应器中的稳定表达提供了一条新途径%
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