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建立合适的外源基因转移系统是大型海藻基因工程的一个重要研究内容。外源基因在大型海藻组织中

的瞬间表达可以确定外源基因是否导入海藻组织及研究影响导入的各种因素 , 以此来建立合适的 DNA 导入

系统。迄今 ,秦　松等[ 1994] 对海带的遗传转化进行了研究 , 用基因枪将 gus 导入海带假根和裙带菜中肋获

得瞬间表达 , cat 和 LacZ 在海带中获得稳定表达(个人通讯)。在大型红藻中 , Cheney 和 Kur tzman 等[ 1990]

首次以摘要的形式报道了用基因枪将 gus 导入长心卡帕藻(Kappaphycus alvarezii)中得到瞬间表达;Kubler

等[ 1994] 第一次正式报道了电击法在紫菜外源基因导入中的运用;同年 , 王素娟等[ 1994] 在坛紫菜(P.

haitanensis)中也试用了电击法 , 获得了 gus的瞬间表达。Shen 和Wu[ 1995]通过基因枪轰击获得了具有氯霉

素抗性的细基江蓠组织块嵌合体。

蜈蚣藻(Grateloupia f ilicina)、龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)、真江蓠(Gracilaria asiatica)和仙菜

(Ceramium tenuissimum)是重要的经济红藻 , 具有组织切段再生能力强的特点。本文以这四种红藻的组织切

段为材料 ,利用基因枪将外源 gus 直接导入其中 , 研究大型红藻中外源基因导入方法与 CaMV35S启动子在

其中的通用性。

1　材料和方法

1.1　实验材料

蜈蚣藻 、龙须菜和仙菜于 1996 年 2 月及 1997 年 2 月采自青岛太平角 ,真江蓠于 1997 年 4 月采于山东日

照。用消毒海水反复刷洗健康藻体 ,培养于 18℃左右 , 40 μmo l s-1m-2 , 12L∶12D ,比重为 1.023 的海水中。

实验切取蜈藻蚣组织块(宽 0.3 ～ 0.5cm , 长 0.75cm)42 块 ,龙须菜组织块(直径 0.2 ～ 0.4cm , 2～ 0.4cm ,
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长 0.75cm)60块 ,真江蓠组织块

仙菜组织切段 0.15 克 , 约 1 500 块(直径 20 ～ 50μm ,长 200 ～ 500 μm)。

图 1　质粒 pCAMBIA1301

F ig.1　Plasmid pCAMBIA1301

1.2　质粒 DNA抽提

采用改进的碱裂解法[ Sambrook 等 1989] , 即

增加 7.5M NH4Ac 纯化一步。经琼脂糖凝胶电泳

估计浓度 , 调整至 1 μg/μL 。所用质粒是 pBI121

和 pCAMBIA1301(图 1 , 在 gus 的启动子和编码区

间含有一段 intr on), 均以 CaMV35S 为启动子 ,

GUS为报告因子 , 由复旦大学遗传工程国家重点

实验室提供。

1.3　微粒子轰击

取组织块平铺于 9cm 培养皿中心直径 3cm

范围内。

DNA 处理:金粉(微粒半径 1μm)经处理悬浮

于 50μL 无菌水 ,加 5 μL 质粒 DNA(1μg/ μL), 50

μL 2.5M CaCl2 , 20μL 亚精胺 ,混匀 , 离心 ,去上清 , 用无水乙醇洗一次 ,悬浮于 50μL无水乙醇 ,待用。

采用美国 Bio-Rad 公司的 PDS1 000/ He 型微粒子轰击系统(Biolistic Par ticle Delivery System),选择压

力膜分别为 1 300Psi(蜈蚣藻 、龙须菜和真江蓠)和 1 100Psi(仙菜), 距离 6cm ,每次轰击取 10μL 上述悬浮于

无水乙醇的金粉 ,每皿样品轰击两次 , 分别取各试验材料的 1/ 3(即 14 块蜈蚣藻 , 20 块龙须菜和真江蓠 ,以及

约 0.05 克(500 块)仙菜组织切段)作为对照 , 以未包裹质粒的金粉轰击两次 , 轰击后约 1 小时加入消毒海水 ,

弱光(10 μmo ls-1m-2)培养。分别于轰击后 24、48 和 72 小时及 5 和 13 天(仙菜)及 4、6、11 、16 和 21 天(真江

蓠)后检测 gus 表达。

1.4　GUS测定

按 Jef fe rson 等[ 1987] 的方法 , 染液成份为:0.1M 磷酸缓冲液(pH =7.0), 0.5mM 铁氰化钾 ,

10mMNa2EDTA , 0.3%(w/ v)X-葡萄糖醛酸甙(X -Gluc), 37℃染色过夜 , 经脱色后 ,显微镜(×100)下观

察 ,必要时剖开组织块观察。

2　结果与讨论

两种质粒:pBI121 和 pCAMBIA1301 转化后的 24和 48 小时(包括真江蓠转化后 72 小时)均检测到 gus

瞬间表达结果(表 1)。由表 1 可知 , 所有染色的对照组组织块 ,均无蓝色背景或斑点。 质粒 pBI121 转化的实

验组出现明显的蓝色斑点 ,位于表皮下的皮层细胞 , 蜈蚣藻中斑点大小为该组织块面积的 0.004%, 切面蓝色

更加明显(图版-1);龙须菜组织块中所染成的蓝色由散开的点构成(图版-3);在皮层细胞中可见染成蓝色的

细胞(图版-2)。

质粒 pCAMBIA1301转化真江蓠 ,转化后前三天的转化率合计达 25.0%, 其蓝色斑点与蜈蚣藻中相似

(图版-4), 但在外皮层 、内皮层和中央髓部大细胞中均出现特征的 G US 蓝色反应(图版-5), 表达率随时间的

变化在转化后第 6天达到 100%的最高转化率 , 并且在第 11 天后表达率第二次增加 , 在第 21 天再次达到了

100%的表达峰值(图 2),我们推测是外源 gus 在与受体的基因组 DNA 进行整合并表达过程中 ,但还需进一

步的 Southern 印迹和Weste rn 印迹的检证。质粒 pCAMBIA1301 转化仙菜 , 在中轴和围轴细胞中均检测到

GUS表达(图版-6),表达率随时间的变化见图 3。在转化后的第五天达到表达的高峰 , 随之逐渐下降。
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表 1　质粒 pBI121 和 pCAMBIA1301转化蜈蚣藻 、龙须菜和真江蓠的瞬间表达结果

Tab.1　Trainsient expression results of Grateloupia f ilicina , Gracilaria lemaneiformis

and Gracilaria asiatica transferred by plasmid pBI121 or pCAMBIA1301

受体 质粒 24小时 48小时 72小时 合计 转化率(%)

蜈蚣藻 pBI121 1/ 14 3/ 14 - 4/28 14.3

龙须菜 pBI121 1/ 20 2/ 20 - 3/40 7.5

真江蓠 pCAMBIA1301 1/ 15 3/ 15 6/ 10 10/ 40 25.0

对照 　 - 　 - - -

图版　Plate

1.质粒 pBI 121转化蜈蚣藻 24小时后 GUS 检测的蓝色斑点。×134;　2.质粒 pBI121转化龙须菜 48小时后 GUS在皮层

细胞中的表达。 ×134;　3.质粒 pBI121转化龙须菜 48小时后散开的蓝色 GUS斑点。 ×67;　4.质粒 pCAMBIA1301转

化真江蓠 48小时后 GUS蓝色斑点。 ×67;　5.质粒 pCAMBIA1301转化真江蓠在内 、外皮层和髓部 72小时后的 G US 表

达。 ×134;　6.质粒 pCAMBIA1301转化仙菜 72小时后的表达。 ×134

质粒 pCAMBIA1301 在 gus 的 CaMV35S启动子和编码区之间含有一段 intr on , 该 intr on 在真核生物中

可被自动剪切而表达 GUS酶活性;在原核生物中则不能表达。该种质粒在蜈蚣藻中的转化率为 7.2%。由

此可见 , 大型红藻———真江蓠 、蜈蚣藻和仙菜作为真核生物同样具有将该段 intr on 剪切并表达 GUS酶活性

的功能。同时 ,检测到的 G US蓝色均位于相应的组织块的内 、外皮层或髓部细胞中 , 表明外源 gus 确实转入

了大型红藻真江蓠 、蜈蚣藻和仙菜组织块中并表达 , 排除了有可能存在于这两种红藻中的共生菌或藻表达外

源 gus 的可能性 , 从而避免了假阳性的产生。
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图2　真江蓠 GUS表达率与时间的关系

Fig.2　The rela tionship between t he GUS expression

ra te and time in Gracilaria asiatica

图 3　质粒 pCAMBIA1301 转化仙菜的 gus 表达

Fig.3　The expr ession o f gus in Ceramium

tenuissim um transferr ed by plasmid pCAMBIA1301

　　综上所述 ,基因枪可以作为蜈蚣藻 、龙须菜 、真江蓠和仙菜这四种具较强组织切段再生能力的红藻的有效

外源基因导入方法。外源 gus 在基因枪作用下已进入蜈蚣藻 、龙须菜 、真江蓠和仙菜的组织块中并表达。本

文再次证实了 CaMV35S启动子在海藻中的通用性。

复旦大学遗传工程国家重点实验室资助项目。中国科学院上海植物生理研究所徐淑萍老师在基因枪工作中给予了很

多帮助 ,上海水产大学何　为老师为本文绘图 ,特此致谢。
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