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摘要：雨生红球藻 （Haematococcus pluvialis）的β-胡萝卜素酮化酶是虾青素生物合成途径

中关键酶之一，本研究通过基因枪法将克隆出的β-胡 萝 卜素酮化酶基因（bkt），转入莱茵衣

藻 （Chlamydomonas reinhardtii）的叶绿体中，经过含 100 mg/L壮观霉素固体培养基筛选得

到转化子。通过PCR和基因组酶切Southern杂交分析，证明bkt基因通过同源重组定点整

合到转化子的叶绿体基因组中。进一步通过 RT-PCR和RT-PCR Southern 杂交分析，表明

bkt在衣藻转化子中得到表达。
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    虾青素 （Astaxanthin，3，3’．二羟基．4，4’．二酮基

·p，p’一胡萝 卜素，C40H5204）是一种氧化型类 胡萝 卜素 。

虾青素特殊的分子结构使它比一般类胡萝 卜素具有

更强的抗氧化活性[l-3J，并且具有提高动物的免疫能

力及预防癌症的作用‘4.5]。目前虾青素主要用作鱼类

（鲑鱼、鲟鱼、虹鳟鱼、真鲷等）和虾蟹等甲壳类动

物及家禽的饲料添加剂‘6.7]。天然虾青素已被批准为

安全的人类食品添加剂，以用于食品的着色、保鲜及

营养【8】。此外，虾青素在药品、化妆品和营养保健品

等产业也具有潜在的应用市场。当前虾青素天然的生

物来源相当有限，因此，利用生物技术来生产虾青素

已成为虾青素生产研究的一项重要课题。

    目前，通过基因重组技术将来自于欧文氏菌

(Erwinia uredovora)的合成B．胡萝 卜素相关基因簇

和来自于橙黄土壤杆菌 (Agrobacterium aurantiacum)

的 B．胡萝 卜素酮化酶基因 ( crtW)及羟化酶基因

(crtZ)转入大肠杆菌和酵母 （Candida  utilis），以

生产虾青素，但是转化子合成虾青素的含量低 （干质

量比不超过 0.5 mg/g）[9，1 0】。通过基因工程手段改变

烟草 (Nicotiana tabacuum)的类胡萝 卜素合成途径

以合成虾青素的研究也在开展[Il]，但是高等植物存在

生命周期长，以及基因逃逸带来的安全性等问题。

    莱茵衣藻 （Chlamydomonas reinhardtii）是单细

胞绿藻，具有培养简单、生长快速等特点。莱茵衣藻

的叶绿体内具有虾青素合成的底物 B．胡萝 卜素。提
取、纯化藻内积累的虾青素方便、成本低，并且衣藻

可以封闭式培养，避免转基因生物安全性问题。B．

胡萝 卜素酮化酶和 B．胡萝 卜素羟化酶是将 p-胡萝 卜

素转变成虾青素的两个关键酣12，13]。到目前为止，还

未见衣藻类胡萝 卜素代谢工程研究的报道。本研究将

雨生红球藻的B．胡萝 h素酮化酶基因 (bkt)，通过基

因枪法转入衣藻叶绿体中，经过 PCR、基因组酶切

Southern杂交分析，表明外源基因整合到叶绿体基因

组中。通过RT-PCR及RT-PCR Southern杂交分析，

外源基因得到表达。本研究建立了叶绿体转化体系，

并且为表达另外一个酶 （B．胡萝 卜素羟化酶），以期
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在衣藻内积累虾青素奠定了基础。

l材料与方法

1.1 材料
】．1l藻株和载体

    雨生红球藻由中国科学院海洋研究所刘建国研

究员馈赠，采用 MCM 培养基培养【14l.野生型衣藻

137cc由浙江大学生命学院钱凯先教授馈赠，采用

TAP培养基培养【lil。p64Dbkt衣藻叶绿体表达载体，

含有衣藻叶绿体同源片段clpP-trnL-petB及ch IL基因

并克隆有aptA-aadA-rbcL表达盒和apiA-bkl-rbcL表

达盒，由本实验室构建：大肠杆菌Topl0为本实验室

保存。

¨．2 主要试剂

    RNA提取试剂盒RNeasy Plant Mini Kit为Qiagen

公司产品；反转录酶MMLV RNase H’为Promega公

司产品；限制性内切酶、pyrobest Taq DNA聚合酶和

RNase-free DNasel为TaKaRa公司产品：壮观霉素购

自Sigma公司：地高辛DNA标记和检测试剂盒购自
Roche生物有限公司。

1.1.3 引物

    根据 Kajiwara【 "11995年报道的雨生红球藻 bkr

的 cDNA序列 （GenBank登录号：D45885），设计

bkt上下游引物：根据aadA基因序列 （GenBank登录

号：AAR L4532）和衣藻叶绿体 chIL 基因序列

（GenBank登录号：BK000554）设计PCR引物，鉴

定转化子。引物由上海生工生物工程公司合成。引物

的序列见表 l。

1.2方法

1.2.1  莱茵衣藻叶绿体转化

    收集 15 mL处于对数生长后期的莱茵衣藻细胞，

涂于TAP固体平板中央直径大约 5 cm。于20℃，

光照强度 l 500 Ix，光／暗周期 12 h/12 h培养 1-2 d。

参照Kindle [161的方法，在轰击压力】100 Pa和轰击

距离6 crn条件下，进行基因枪转化，同时用不加质

粒DNA的金粉轰击衣藻细胞作为对照。轰击后的衣

藻平皿置于光照条件 】501x的弱光下培养24 h。然后

用 1mL无菌TAP培养基洗下，涂布于含 100 mg/L

壮观霉素的固体选择培养基上进行筛选。

1.2.2  PCR扩增鉴定转化子

    提取对壮观霉素具有抗性的莱茵衣藻基因组总

DNA，具体提取方法按照文献【17]。以总DNA为模

板，采用bkt和aadA两对引物，进行PCR扩增。为

了进一步鉴定bkt基因通过同源重组定点整合到衣藻

叶绿体基因组中，采用一对引物上游设计在叶绿体片

段 chtL基因 5’端，下游引物与 bkr基因 3’端互补

(bkt2)，进行PCR扩增。

1.2.3 基因组酶切Southern blot分析

    提取 PCR鉴定含有aadA和bkt这两个表达盒的

衣藻转化子基因组总 DNA。将总DNA进行EcoR V

和 ‘9ac 1双酶切，37℃，4-5 h。将酶切后的样品进

行琼脂糖电泳，采用电转移法转膜，然后与地高辛标

记的bkt基因探针进行杂交。bkt基因探针的标记，以

及具体的杂交操作参照地高辛DNA标记和检测试剂

盒说明书进行。

1.2.4 莱茵衣藻转化子RT-PCR及RT-PCR Southern

    blot分析

    采用RNA提取试剂盒RNeasy Plant Mini Kit提

取处于对数生长后期的衣藻转化子及野生型衣藻总

RNA;用 RNase-free DNase I消化去除基因组 DNA

的污染。通过分光光度计进行RNA定量。取l嵋RNA

作模板，用反转录酶MMLV RNase H-进行反转录合

成cDNA第一链，然后以cDNA第一链为模板，以引

物bktl/bkt2进行PCR扩增。PCR产物，电泳，转膜，

Southern杂交。

2结果与分析

2，1莱茵衣藻叶绿体转化

    通过 RT-PCR扩增得到 bkt基因，将 bkt基因插

入 p64D，构建成衣藻叶绿体表达载体 p64Dbkt。通

过基因枪法，在轰击压力为 l  100 Pa和轰击距离6cm

条件下，将表达载体p64Dbkt转入衣藻细胞。表达载

表l  引物序列

hb．】  Primt—sequence



体上含有aadA选择标记基因，编码氨基糖苷．3’．腺苷

酸转移酶，赋予转化子具有壮观霉素抗性[18]。通过

100 mg/L壮观霉素筛选基因枪轰击后的细胞，经过2

个星期左右的培养，轰击质粒p64Dbkt的样品在筛选

平板上有墨绿色的藻落长出，而轰击空金粉的样品在

筛选平板上全部死亡，获得抗性的衣藻转化子。

2.2 PCR鉴定转化子

    经过三轮的固体／液体筛选，随机挑取 3个抗性

藻落。提取DNA，以bkt和 aadA两对引物进行 PCR

扩增。结果表明转化子内含有这两个外源基因。进一

步采用chlLI (Pl)和bkt2 (P2)这两条引物，PCR

扩增确定外源基因定点整合到衣藻叶绿体基因组。

PCR结果显示以3个转化子基因组总DNA为模板的

样品都有一条预期的1.7 kb条带出现，而以野生型衣

藻总DNA为模板则没有条带出现 （图1）。结果表明

bH表达盒定点整合到衣藻的叶绿体基因组中，通过

基因枪法成功地进行了衣藻叶绿体转化。

2.3基因组酶切 Southern blot分析

    提取衣藻转化子和野生型衣藻的总 DNA，用

EcoRV和SacI双酶切，酶切后的基因组电泳，转膜，

以地高辛标记的完整的 bla基因为探针，进行

Southern杂交分析，进一步鉴定外源基因bH整合基

因组情况。结果显示一条3.9 kb左右的条带出现在转

化子基因DNA中 （图2），而野生型基因组 DNA中

没有条带出现，表明bkt表达盒和 aadA表达盒一起

定点整合到衣藻叶绿体基因组中。

2.4  衣藻转化子 RT-PCR及杂交分析

    atpA启动子是来源于衣藻的强内源型启动子，

为了进一步分析bkt在atpA启动子驱动下，是否具有
转录活性。提取总RNA，并且通过RNase-free DNase

I处理消化基因组DNA污染，通过MMLV RNase H。

反转录酶合成 cDNA第一条链，然后以bktl/bkt2引

物，进行PCR扩增，结果见图3a，以转化子总RNA

为模板RT-PCR的产物就出现了一条1.0 kb左右的条

带，而以野生型总 RNA为模板RT-PCR的产物就没
有出现任何条带。

    同时，为了排除是衣藻转化子基因组DNA污染，

图l 莱茵衣藻叶绿体转化示意图和转化子的PCR分析

Fig.1 Schematic diagram of Chlamydomonas reinhardtii

    chloroplast transformation and the PCR assays of

    C reinhardtii transformants

图 2莱茵衣藻转化子基因组Southern杂交分析

Fig.2  Southern blot analysis of genomic DNA from

    c reinhardtii transformants



以转化子RNA为模板直接PCR扩增作为对照，结果

没有扩出任何条带，表明不是基因组DNA污染。为
了排除非特异性扩增，将PCR产物以bkt探针进行杂

交，杂交结果见图3b，在相应的位置也出现了条带。

结果表明整合入叶绿体基因组内的bH基因具有转录
活性，能够在衣藻中表达。

3讨论
    莱茵衣藻是单细胞绿藻，素有“光合酵母”之称，

生长速率快、生殖周期短，是细胞和分子生物学研究领

域模式生物之一。自1982年Rochaix和Van Dillewijn['9]

首次报道成功转化莱茵衣藻以来，衣藻基因工程逐渐

成为研究热点。初期常采用CaMV35S、SV40、NOS启

动子等植物基因工程常用的调控序列【20.21】，近年来，

逐渐转向内源性启动子，如 atpA、RBCS2基因的上

游调控序列。Ishikura等[22]将 UidA基因 （编码 B．半

乳糖苷酶、GUS）分别与RbcL、psbA、atpA基因的

5，上游调控序列，构建表达载体，转化子均能检测到

GUS活性，其中atpA的5’上游调控序列启动的活性

最强。因此本实验采用了 atpA启动子调控外源基因

表达。

    虾青素合成的底物 B．胡萝 卜素在衣藻的叶绿体

内，因此外源基因表达的酶必须在叶绿体内才能与底

物作用。目前常用的方法有两种，一种方法是将外源

基因前端加上一个叶绿体导肽，进行核基因组转化；

另一种方法直接将外源基因定点整合到叶绿体基因

组中，进行叶绿体转化。叶绿体转化具有两个优点，

一是外源基因在叶绿体中以多拷贝的形式存在，基因

表达通常比细胞核转化的表达量高出几十倍，甚至几

百倍[23,24]，二是外源基因通过同源重组定点整合到叶

绿体基因组中，避免随机整合所造成的不利影响。因

此本实验采用的是叶绿体转化的策略，将克隆出的雨

生红球藻 D．胡萝 卜素酮化酶基因 （bkt），构建入衣

藻叶绿体表达载体，通过基因枪转化将bkt定点整合

到叶绿体基因组中，RT-PCR及Southern杂交分析表

明bkt在衣藻内能够转录。

    目前，国内外衣藻叶绿体转化的研究，主要是建

立转化体系、或将外源基因转入衣藻叶绿体内进行药

用蛋白的表达[25-27]，本研究首次尝试了在衣藻中表

达类胡萝 卜合成途径的酶，以期改变类胡萝 卜素代谢

途径，在衣藻细胞中积累虾青素。在本研究中bkt基

因在 atpA启动子的调控下，在衣藻内得到了转录，

转化子内氧化型的类胡萝 卜素是否提高，需要进一步

检测，另外，作者正在把虾青素合成的另外一个关键

    图3  莱茵衣藻转化子RT-PCR和RT-PCR Southern杂交分析

Fig.3  RT-PCR and RT-PCR Southern blot analyses ofC reinhardtiitransformants



酶 B-胡萝 卜素羟化酶基因转入衣藻叶绿体内，为最终

实现在衣藻中合成虾青素进行研究。
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Abstract: p-carotene ketolase from Haematococcus pluvialis is one of the key enzymes of the astaxanthin

biosynthesis. Chlamydomonas reinhardtii chloroplast expression vector p64Dbkt contained p-carotene ketolase gene

 (bkt) under the atpA promoter and rbcL terminator. The vector p64Dbkt was transferred to the chloroplast genome of C.

reinhardtii using a micro-particle bombardment. The transgenic alga was selected and maintained in the TAP agar

plates containing 100 mg/L spectinomycin. PCR and Southern blot analyses indicated that bkt was integrated into the

 chloroplast genome of the transformants. RT-PCR and RT-PCR Southern assays showed that bkt gene was expressed in

C. reinhardtii transformants.


