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用基因枪将 G U S 基因导人褐藻

细胞中表达
长

秦 松 张 健十李文斌一 王希华 童 顺
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, 青岛
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, 北京

孙勇如十 曾呈奎
7 1 )

1 0 0 1 0 1、 t

提要 于 1 9 9 3 年 11 月一 1 9 9 4 年 2 月
,

用高压氦气式基因枪
,
将 p B I 2 21 质粒 〔装有

ca M v 3 55 启动子
、

G U s (户
一

葡糖昔酸酶 )基因以及 on
。
的 3

’

调控区 ]导入海带和裙带菜组织

切块中
。

4 h8 后
,
在海带假根细胞和裙带菜中肋部叶片细胞中检测到 G U S 基因的表达

。
实

验表明
,

微粒子轰击法是外源基因导人大型褐藻的一个有效途径
。

ca M v 3 55 启动子能够驱

动外源基因在海洋藻类中的表达
,
可作为藻类基因工程的启动元件

。

关键词 褐藻 基因导入 基因瞬间表达 微弹轰击 ca M v ” S 启动子 G U S 基因

除蓝藻和单细胞绿藻外
,

外源基因导入大型藻类的工作尚未见成功的报道 (秦松等
,

1 9 9 3 )
,

在已被转化的单细胞或丝状藻类中
,

绝大多数为淡水种
。

海洋藻类基因工程研究

的重要性正在为人们所认识
,

目前的困难在于
,

缺乏有效的转基因手段和可利用的基因工

程元件 ( s ag
a ,

1 9 9 1)
。

尤其对海带等一些大型褐藻而言
,

原生质体再生植株尚未成功
,

需要穿透细胞壁导人外源基因
。 1 9 8 7 年 K le in 等设计了火药式基因枪

,

将 C a M v 35 5

启动子
一 C A T (氯霉素乙酞转移酶 ) 基因轰人洋葱完整细胞中获得瞬间表达

。

至 19 91 年

底
,

已有 8 例获得转基因植株的报道 (贾士荣等
, 1 9 9 2 )

。 L e
vy ( 1 9 9 1 ) 曾用基因枪法转化

红藻江篱没有成功
。

本文报道用基因枪将 aC M v 35 5 启动子
一 G U S 基因导入褐藻海带

与裙带菜细胞中的瞬间表达结果
。

1 材料与方法

1
.

1 材料及培养方法 海带 ( L
a m i , a r i a i a户。 , i c a

)
、

裙带菜 ( U
, d a r i a 户i n n a t i f i d a

)

于 1 9 9 3 年 11 月一 1 9 9 4 年 1 月采自青岛太平角
。

选取健康
、

成熟的小抱子体 (长 X 宽分

别为 一5 x s e m
, , 一0 x 4 e m

Z

) 用灭菌海水反复洗净
,

于 1
.

5外 K l 中浸泡 l o m i n
,

用蘸有

70 多 乙醇的脱脂棉球擦洗
,

放入灭菌海水中待用
。

切取海带叶状体中部叶片 ( 1 x cI m
Z

)

10 块
,

假根 (直径为 0
.

3c m ,

长 I c m
,

有分枝 ) 8 块 ; 取裙带菜叶状体中部叶片 ( 1 x cI m
Z

)

10 块
,

中肋部叶片 s 块 ( 4 块来自 1 0 X 4 e m
`

小抱子体
,

每块面积为 1 X o
.

3 e m
, ; 另 4块

来自 3 o x 一o e m
,

抱子体
,

每块长 l e m
,

直径为 0
.

s e m )
,

假根 (直径为 o
.

3 e m
,

长 1。 m
,

有

分枝 ) 8块
。

海带及裙带菜叶片各取 4 块
,

均用涂有 p BI 22 1 的金粉轰击一次 ;另再各取

*
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2块轰击两次 ;剩余各 4块均用金粉轰击一次
,

作为对照
。

海带及裙带菜假根
,

各取 4 块

均用涂有 p BI 2 21 的金粉轰击一次作为处理 ; 另外 4 块均用金粉轰击作为对照
。

裙带菜

中肋部叶片取 4块作为处理
, 4 块作为对照

。

处理组及对照组轰击后均移人灭菌海水稀

释的 M S 培养基 ( M
u r a s h i g e e t a l

. ,

1 9 6 2 ) 中培养
, 4 8 h 后取半数进行组织化学染色

,

乘臼余继续培养
。

L Z 微粒子的预处理 金粉微粒半径为 1卜m
,

悬于无菌水中
,

加人 5陀 p BI 22 1 质粒

D N A ( e
a M V 3 5 S 启动子

一
G U S 基因

一 n o s 3
,

调控区 ) ( J
e f f e r s o n e t a l

. ,

1 9 8 7 )
, 2

.

s m o l /

L aC 1C
2

以及 o
.

l m ol / L 的亚精胺
,

混匀
,

离心去上清液
,

用无水乙醇洗一次
,

金粉最后悬

浮于无水乙醇中待用
。

采用美国 iB o 一R ad 公司的 P D S一 10 0 0 / H
e 型微粒子 轰 击 系 统

( B i
o l i s t i 。 P a r t i c l。 n e l i v e r y s y 。 t e m )

,

每次将 4 个组织块放在一起轰击表面
。

L 3 检测 G U s 基因表达的组织化学染色 参照 eP lr 等 ( 19 9 2 ) 方法
,

染液成份为

0
.

l m ol / L 磷酸缓冲液 ( p H ~ 7
.

0 )
, 0

.

00 5 0 01 / L 铁氰化钾
, .0 O05 m ol / L 亚铁氰化钾

,

0
.

3务 ( W / V ) X
一

葡萄糖醛酸贰 ( x
一 G l u c

)
, 0

.

5多 ( V / F ) T r i t o n X 一 10 0 ,

在 3 7℃ 染色过
·

夜
。

在解剖镜 ( X 12 一 x 1 0 0 )下观察
,

必要时用灭菌手术刀片剖开组织块观察
。

2 结果与讨论

对所有染色的对照组组织块的解剖镜观察表明
,

没有出现蓝色背景及蓝色斑点
。

用

解剖刀沿海带和裙带菜叶片髓部切开
,

沿裙带菜细 中肋 (面积 1 x 0
.

3c m
,

) 髓部切开及沿

粗中肋 (直径为 0
.

s c m ) 纵向切开
,

沿海带及裙带菜假根纵向切开
,

观察切面均未观察到蓝

色背景及蓝色斑点
。

图版 l : 1 为对照海带假根外观
,

图版 I : 2 为对照裙带菜细中肋外观
。

在涂有 D N A 的金粉轰击的处理组中
,

海带叶片不论轰击一次
,

还是轰击两次
,

外观或剖

开观察
,

均未见蓝色背景或斑点
。 4 块海带假根取两块染色

,

外观其枝叉处均显示蓝色
,

用解剖刀从分枝处一分为二
,

观察断面均可见大量蓝色斑点
,

约占断面面积的 30 多一

4 0多
。

图版 I : 3 为海带假根断裂处图像
。

裙带菜假根在 D N A 轰击后未见蓝色
,

从分枝

处切开
,

或沿纵向切开
,

亦未见显色
。

裙带菜叶片中只有 中肋部叶片显色 (图版 I : 4 )
。

经

D N A 轰击的两块裙带菜细中肋取一块染色
,

在表皮以下显示若干蓝色斑点
,

约 占表面积

的 ,务
。

两块 D N A 轰击的粗中肋取一块染色
,

不论从外观观察
,

还是剖开观察
,

均无蓝

色
。

裙带菜中肋部以外的叶片
,

不论轰击一次
,

还是两次
,

均无显色反应
。

上述结果表明
, G U s 基因已被高压气流轰人海带假根细胞和裙带菜中肋部叶 片 细

胞中并且表达
, G U s 基因的蓝色显示呈斑点状

,

没有蓝色背景
, G u S 基因可用作褐藻

基 因工程的报告基因
。

已有研究表明
,

其特点是灵敏度高
,

可用于组织化学定位
。

本实验

在海带叶片中没有发现转化细胞 ; 在裙带菜中只有中肋部叶片具有转化细胞
。

这一方面

可能与轰击的物理参数有关
,

另一方面可能与组织的物理特性
、

细胞的生理状态有关
。

L e v y ( 1 9 9 1 ) 采用火药式基 因枪用 p BI 22 1 质粒轰击红藻江篱完整叶状体
,

没有检测到

阳性结果
。 C h en e y 等 l) 曾用微粒子枪将 G U s 基因轰人红藻麒麟菜中

,

利用 ca M v 35 5

启动子或
n
os 启动子

,

获得 G U S 基因瞬间表达结果 ;用 C ab 启动子获得阴性结果
,

但

一直未见正式报道
。

本文结果提示
,

ca M V 35 5 启动子可用作海藻基因工程的启动 元

1) C h e n e y ,

D
.

P
.

a n d K u r t z m a n ,

A
.

L
. , 一, 9 2

,

P r o g r e s s i n p r o t o p l a s t f u s io n a n d g e n e t r a n s f e r

i n r e d a l g a e ,

A b s t r a c t s
,

X I V t h I n t e r n a t i o n a l S e a w e e d S y m P o s i u m
,

B r i t t a n y ,

F r a n c e ,

N o
.

0 6 1
.
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件
。

在 目前高等植物基因工程研究中使用得最多的 启 动 子 是 c a M v 35 5。 J ar iv s 等

( 1 9 9 1 )用该启动子驱动了荧光素酶基因在单细胞绿藻—
小球藻中的瞬间表达

。
目前单

细胞绿藻转化还可以用 S v 4 0 以及小鼠金属硫蛋白 I 启动子 ( eL un g
,

1 9 8 8 )
。

大型海

藻表达外源基因的启动子目前 已知的只有 c a M v 3 5 5 。

已有经验表明
,

基因枪的特点在于转化效率较高
,

转化受体类型广泛
,

对于有壁细胞

团
、

组织块的转化操作迅速简便
。

本文结果表明
,

尽管转化效率有待改进
,

基因枪作为一种

转基因手段可以有效地将外源基因导人褐藻有壁细胞中表达
,

这对于原生质体再生困难

的藻类是十分重要的 ;还表明
,

大型的海洋藻类是可以转化的
。

海带与裙带菜的组织再生

已经成功
。
可以预料

,

如采用特殊的标记基因进行选择
,

获得转基因褐藻的 日子已为期不

远
。
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a l g a e a n du n i e e l lu l a r g r e e n a l g a e
.

B ot hu n c l e a r a n d c h l o r o p l a st t r a n s f o r m at i o n hv a e

b e e n a c h iv e e d i nC h l ay m d o m o n a s
.

O n ly a l it t l e p r o g r e s s h a s b e e n m a d e i n g e n et r a n-

s f e r o fu e k a ry ot i e m a e r o a l g a e,
t h e s e a w e e d s

.

L a e k o f a n i n d i r e e t t r a n s f o r m a ti o n s y s
-

t e m
, s u e h a s A g

r o b a c t e r i汤m s y s t e m
,

m a d e t h e e s t a b l i s hm e n t o f d i r e c t m e t h o d s v e r y

i m p o r t a n t
.

W e h a v e l i t t l e k n o w l e d g e a b o u t p r o m o t e r s i n s e a w e e d s
.

A l s o
,

C a
M V 3 5 S

a n d S V 4 0 h a v e b e e n s u c e e s s f u l l y u s e d i n t r a n s f o r m a t i o n o f u n i e e l l u l a r g r e e n a l g a e
.

L e v y ( 1 9 9 1 )
r e p o r t e d p r e l i m i n a r y t r i a l s o f b i o l i s t i c s w i t h G r a c i l a r i a b u t t h e r e s u l t s

w e r e n e g a t i v e
.

T h i s p a p e r r e p o r t s s t u d y o n t r a n s i e n t e x p r e s s i o n o f G U S g e n e i n

L a m i , a r i a 夕a P o n i c a a n d U n d a r i a P i o n a t i f i d a u s i n g h i g h v e l o e i t y m i e r o P r o
i
e e t i l e s a n d

C a
M V 3 5 S a s a u s e f u l p r o m o t e r f o r s e a w e e d t r a n s f o r m a t i o n , a n d s u g g e s t s a n a p p l i c a -

b l e t r a n s f o r m a t i o n m e c h a n i sm c a p a b l e o f s o l v i n g t h e r e g e n e r a t i o n p r o b l e m s o f b r o w n

a l g a l P r o t o p l a s t s
.

T h e m a t e r i a l s u s e d w e r e h e a l t h y y o u n g s P o r o p h y t e s o f L
.

夕a P o , i c a a n d U
.
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