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摘要  通过构建依赖NADPH的乙酰乙酰CoA还原酶基因(phbB)的衣藻表达载体, 用石英砂VOTEX转
化技术, 将 phbB 基因导入细胞壁缺陷的莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardtii cc-849)中, 用含有 10 
µg/mL 的 Zeomycin 的平板培养基进行筛选和实验室保持培养, 得到了表达 phbB 基因的转基因藻株. 
PCR和 Southern blot结果显示 phbB基因已整合到莱茵衣藻基因组中. RT-PCR与DNA杂交的检测结果
显示, 导入的 phbB基因在衣藻中具有转录活性. 

关键词  转基因衣藻  phbB基因  聚-β-羟基丁酸(PHB) 

化学合成塑料广泛应用带来的问题之一就是“白
色污染”. 研究表明, 在自然界中, 化学合成塑料不易
被土壤中的微生物所降解 , 对环境有一定的污染 [1]. 
因此, 生物可降解塑料越来越受到人们的关注. 聚-β-
羟基丁酸(polyhydroxybutyric acid, PHB)是发现最早且
研究最透彻的一种生物可降解塑料, 它不仅具有与化
学合成塑料相似的理化性质, 还具有一些特殊性能, 
如生物可降解性、生物相容性、光学活性、无毒性、

无刺激性、无免疫原性等 [2,3]. 通过细菌发酵法生产
PHB需要昂贵的底物使其价格难以下降, 无法和现今
价格低廉的化学合成塑料竞争. 通过基因工程的方法, 
将PHB生物合成的关键酶基因转入受体生物, 通过转
基因生物生产PHB是解决白色污染的有效途径. 1992
年, Poirier等人[4]进行了植物生产PHB的尝试, 现在拟
南芥等植物已获成功. 但转基因植物生产PHB存在生
长周期长以及PHB在转基因植物中的含量达不到商业
化生产要求[5]的缺点. 另外, 由于“基因逃逸”现象, 转
基因植物也会给自然环境的安全带来压力. 衣藻素有
“光合酵母”之称, 其生长速率快, 生长周期短, 遗传
背景清楚 , 是理想的转基因植物受体 . 以莱茵衣藻
(Chlamydomonas reinhardtii)作为受体材料 , 将合成
PHB的相关酶基因导入衣藻中, CO2(碳源)和太阳能
(能源)给衣藻的PHB生物合成提供丰富的合成底物-
乙酰-CoA, 从而使PHB颗粒在衣藻中累积, 为实现工
业化生产PHB开辟新的道路. 

在衣藻中合成 PHB 意义重大, 但国内外尚无相
关文献报道. PHB在生物体内的合成涉及到 3个关键
酶, 即 3-酮硫裂解酶、依赖 NADPH的乙酰乙酰-Co A
还原酶和 PHB 合成酶, 分别由 phbA, phbB 和 phbC

基因编码 . 本实验室建立一套外源基因在莱茵衣藻
中的表达体系. 通过构建衣藻外源基因表达载体, 将
phbB 基因导入衣藻中, 经分子检测证实基因已整合
到衣藻基因组中, 并在转录水平得到表达. 这为进一
步将 PHB生物合成的另 2个关键酶基因(phbA, phbC)
导入衣藻打下了良好的基础. 

1  材料与方法 

(ⅰ) 实验材料.  莱茵衣藻(Chlamydomonas rein- 
hardtii cc-849)由美国Duke大学Chlamydomonas遗传中
心提供 , 在Tris-acetate-phosphate(TAP)[6]培养基中培

养保存. 大肠杆菌菌株E. coli XL1, 质粒p105(含衣藻
RBCS2 启动子和终止子), 质粒p124(带有ble基因, 使
宿主细胞具有腐草霉素和Zeomycin抗性)均为本实验
室保存; pUB8(含phbB基因)由中国科学院植物研究
所宋艳茹教授惠赠. 

(ⅱ) 实验试剂.  各种限制性内切酶、T4 连接
酶、Klenow片段、碱性磷酸酶(Alkaline Phosphatase)、
质粒纯化试剂盒、PCR片段回收试剂盒、RT-PCR反
应试剂盒等均购自 TaKaRa生物(大连)有限公司, PCR
引物由上海生工生物工程公司合成, 快速 DNA 连接
试剂盒、高效地高辛 DNA标记和检测试剂盒均购自
Roche生物公司, TRIzol试剂购自 Invitrogen公司. 

(ⅲ) 衣藻的核酸提取.  衣藻总 DNA提取参照文
献[7]的方法. 取 10 mL处于对数生长后期的衣藻培养
液, 4℃离心收集, 加 350 µL NET(0.1 mol/L NaCl, 50 
mmol/L EDTA, 20 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0)重悬沉淀, 
加入 25 µL 10 mg/mL的蛋白酶 K(Proteinase K)及 25 
µL 20% SDS, 混匀并于 55℃水浴 2 h. 冰上冷却, 加
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入 200 µL 5 mol/L KAc, 冰上静置后离心, 上清加入
等体积的酚/氯仿/异戊醇(25︰24︰1)抽提 2次, 再用等
体积的氯仿抽提 1次, 水相加入 2倍体积的无水乙醇, 
混匀后置于−70℃放置 15 min; 离心收集沉淀, 70%乙
醇洗涤沉淀, 干燥后溶于 30 µL TE缓冲液中. 衣藻总
RNA的提取采用 Invitrogen公司的 TRIzol试剂盒, 所
有操作均参照试剂盒使用说明书. 

(ⅳ) 莱茵衣藻“珠磨法”遗传转化.  莱茵衣藻
cc-849 的遗传转化采用珠磨法[8], 具体步骤如下: (1) 
莱茵衣藻cc-849 在TAP培养液中培养至对数期, 细胞
数约为 1×106~2×106个细胞/mL, 室温离心收集, 重
悬, 调整细胞浓度至 2×108个细胞/mL; (2) 吸取 300 
µL悬浮液到 5 mL的试管里(内含已灭菌的石英砂), 
目的DNA酶切成线状, 取 1 µg加入试管, cc-849/石英
砂/外源DNA 混合物快速振荡 15秒; (3) 把混合液转
移到 25 mL的带螺旋帽的离心管中, 加入 10 mL灭菌
TAP培养液, 在 100 r/min摇床过夜培养; (4) 室温离
心收集细胞,去上清, 用 0.5 mL TAP重悬, 加入 3.5 
mL 0.5% TAP培养基, 混匀后倒在TAP平板上(含 10 
µg/mL的Zeomycin), 22℃光照培养箱里培养 3~4 周, 
平板上长出绿色的单克隆藻. 

(ⅴ) 转基因衣藻的PCR-Southern blot.  以转基
因衣藻总DNA为模板, 按phbB基因序列设计一对引
物(扩增片段约 780 bp)(P1: 5′-TGACCATGACTCAG- 
CGCATTG-3′; P2: 5′-AGGCAAGCTTGTCAGCCCA- 
TATG-3′)[9]. 采用的PCR反应程序为: 94℃变性 1 min; 
94℃, 1 min, 56℃, 1 min, 72℃, 1 min, 35个循环; 72℃
延伸 10 min. 取 10 µL PCR产物进行 1％琼脂糖凝胶
电泳后, 采用“向上毛细管转移法”转膜[10], 然后与
phbB基因探针杂交. 杂交时采用BamHⅠ和EcoRⅠ双
酶切pUB8 获取的phbB基因, 按试剂盒说明书用地高
辛标记后作为分子探针. 

(ⅵ) 转基因衣藻的 RT-PCR 与 DNA 杂交分析. 
用 Invitrogen公司的 TRIzol试剂盒提取转基因衣藻的
总 RNA. 取 1 µg 作为模板, 采用 TaKaRa 生物(大连)
有限公司的 RNA PCR Kit(AMV), 以 P1和 P2为引物
进行 RT-PCR 扩增, 扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳分
离后转膜, 再与地高辛标记的 phbB基因探针杂交. 

2  结果 
2.1  phbB基因衣藻转化载体构建 

构建衣藻转化载体需要衣藻外源基因表达的调控

元件、筛选标记基因等. 其构建过程如图 1所示, 构建

好的衣藻转化载体用酶切和 PCR进行鉴定(图 2). 

 
图 1  phbB基因衣藻转化质粒的构建 

 

 

图 2  phbB基因衣藻转化质粒的 PCR分析 
1示 DL2000 Marker; 2示阳性对照(pUB8 质粒); 3和 5示阴性对照(分
别为 p105 和 p124 质粒的 PCR 结果); 4 和 6 示重组质粒 p105B 和 

p105B124的 PCR分析结果 

 
(ⅰ) phbB 基因衣藻表达盒的构建.  EcoRⅠ酶切

pUB8, Klenow片段补平, 再加入 BamHⅠ酶切 1 h, 获
得约 780 bp的 phbB基因, 作为插入片段; 用 BamHⅠ
和PmaCⅠ双酶切质粒 p105后经电泳分离, 切胶, 用试
剂盒回收 DNA 片段. 将载体和插入片段按 1︰3(摩尔
比)混合, 加入T4连接酶, 16℃连接过夜. 第2天转化感
受态大肠杆菌 XL1, 培养 12~16 h挑选阳性克隆, 用酶
切和 PCR鉴定, 构建好的重组质粒称为 p105B(图 1). 

(ⅱ) phbB 基因衣藻转化载体的构建.  用 EcoRⅠ
酶切 p105B 后用 Klenow 片段补平, 经电泳分离, 切
胶, 试剂盒回收 DNA 片段, 获得约 1.8 kb 的插入片
段, 包括 RBCS2启动子, phbB, RBSC2终止子. EcoR
Ⅴ酶切带有筛选基因 ble的质粒 p124, 去磷酸化处理, 
将酶切后的载体和插入片段按 1︰3(摩尔比)混合, 加
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入 T4连接酶, 16℃连接过夜. 第 2天转化感受态大肠
杆菌 XL1, 培养 12~16 h 挑选阳性克隆, 用酶切和
PCR鉴定, 构建好的重组质粒称为 p105B124(图 1). 

2.2  转基因衣藻的获得 

野生型的莱茵衣藻无法在含Zeomycin(10 µg/mL)
的平板上生长 , 由于ble基因的转入而使衣藻具有
Zeomycin抗性[11]; 通过“珠磨法”[8]把phbB基因转入到
莱茵衣藻(cc-849)中, 在含有Zeomycin的培养基上进行
筛选, 挑取单克隆藻, 并在含有Zeomycin的平板上保
持培养. 为了得到更佳的转化效率, 尝试了环状质粒和
不同限制性内切酶处理转化质粒(表 1), 结果表明, 转
化DNA分子的构象和酶切位点离同源重组片段距离的
远近也会影响衣藻的转化效率(同源重组片段为RBCS2
启动子和终止子), 这与Kindle[8]取得的结果一致.  

表 1  不同酶切处理 phbB基因衣藻转化载体对转化效率的
影响 

重组质粒

状态 
酶切处理 

PCR检测 phbB基因的转化效率(转化效率 = 
phbB基因阳性重组子/总重组子) 

环状 无 0 
线状 SacⅠ 0 
线状 KpnⅠ 0 

线状 BamHⅠ 
30%转基因藻可扩增出 phbB基因片段(约 780 
bp), 但浓度很低 

线状 NotⅠ 
90%转基因藻可扩增出 phbB基因片段(约 780 
bp), 且浓度高 
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2.3  转基因衣藻 PCR-Southern blot分析 

以转基因衣藻的总DNA为模板, P1和 P2序列为
引物进行 PCR, 扩增出全段 phbB基因片段(大小约为
780 bp)(图 3), 以地高辛标记的完整的 phbB基因为探 
针, 进行 PCR-Southern blot检测, 结果显示扩增片段可
与探针杂交, 转基因衣藻在 780 bp 处出现和阳性对照 

 
图 3  转 phbB基因衣藻的 PCR检测 

1示λDNA/HindⅢ Marker; 2示阳性对照 pUB8; 3~5示转基因衣藻基
因组 DNA 中 phbB 的扩增产物; 6 示阴性对照(未转基因衣藻基因组 

DNA的扩增产物) 

一致的杂交印迹反应, 而对照组没有反应, 观察不到印
迹. 这表明含 phbB基因的转基因衣藻已经获得(图 4). 

 
图 4  转 phbB基因衣藻的 PCR-Southern分析 

1示λDNA/HindⅢ Marker; 2示阳性对照 pUB8; 3~5示转 phbB基因
衣藻 PCR产物与 phbB基因探针杂交; 6示阴性对照(未转化衣藻基因 

组 DNA扩增产物与探针杂交) 

2.4  转基因衣藻的 RT-PCR-DNA杂交分析 

RBCS2 启动子是来源于衣藻的光诱导型启动子, 
在光照条件下培养衣藻就可表达目的基因 . 所以光
照条件下培养转基因衣藻, 提取衣藻总 RNA, 以反
转录合成的 cDNA第 1链为模板, P1和 P2为引物进
行扩增, 得到目的片段(约 780 bp)(图 5), 阳性对照为
pUB8双酶切得到的 phbB基因. 以 DIG(地高辛)标记
的 phbB基因为探针, 进行 Southern blot分析, 结果都
显示出 780 bp的条带信号(图 6), 表明整合进衣藻基 

 
图 5  转 phbB基因衣藻的 RT-PCR分析 

1 示λDNA/HindⅢ+EcoRⅠ  Marker; 2 示阳性对照(pUB8/BamHⅠ
+EcoRⅠ); 3示阴性对照(未转化衣藻总 RNA RT-PCR结果); 4~8示转 

基因衣藻总 RNA的 RT-PCR产物 

 
图 6  转 phbB基因衣藻 RT-PCR-DNA杂交分析 

1示λDNA/HindⅢ+EcoRⅠ; 2示阳性对照(pUB8/BamHⅠ+EcoRⅠ); 3
示阴性对照, 未转化衣藻总 RNA RT-PCR 产物与探针杂交结果; 4~8 

示转基因衣藻 RT-PCR产物与 phbB探针杂交结果 
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因组中的 phbB 基因在衣藻细胞中具有转录活性, 可
在 mRNA 水平进行有效转录, 同时结果也显示 phbB
基因在莱茵衣藻中表达水平不一致(图 5和 6). 

3  讨论 
莱茵衣藻遗传背景清楚, 生长速度快, 繁殖周期

短, 是一种极具潜力的生物反应器[6]. 但由于外源基
因转化技术的限制, 使得衣藻作为“生物反应器”的
研究进展一直不大. 近年来, 随着衣藻核转化技术和
叶绿体转化技术的日益成熟 , 越来越多的研究者尝
试在莱茵衣藻里表达外源基因 , 已报道的有ble[11], 
aphIII[12]和hpt[13]等 . 本研究探讨用衣藻作为生物反
应器生产PHB, 具有以下几个优点: (ⅰ) 衣藻繁殖速
度快, 生长周期短; (ⅱ) 能象细菌等微生物一样进行
集约化生产; (ⅲ) 它可以利用光能来合成生产PHB
的底物, 不需要添加昂贵的底物, 大大降低PHB生产
成本; (ⅳ) 该研究采用没有细胞壁的突变株, 表达产
物容易分离提取; (ⅴ) 生长繁殖在光生物反应系统
(photo-bioreactor)中进行 , 易于控制 , 不担忧转基因
生物的环境生态学问题. 

利用衣藻生产 PHB 是个很好的途径, 但首先要
解决合成 PHB 的关键酶基因在衣藻中稳定表达的问
题. 许多外源基因导入衣藻后都会出现“基因沉默”
或“基因分离”现象, 在本研究中发现, 经过了半年
时间的实验室传代培养, 没有出现“基因分离”现象, 
并通过分子检测证实 phbB 基因已经整合到基因组, 
通过转录过程得到 phbB 基因的 mRNA. 这说明本研
究建立的衣藻外源基因表达系统能正常工作 . 同时
在研究过程中也检测到“基因沉默”藻株, 从 RT-PCR
结果可以看出外源基因在衣藻中的表达水平不一致

(图 5和 6), 具体原因有待进一步研究.  
phbB基因源于细菌, 不具内含子, 在RBCS2 启

动子和终止子作用下得到了转录 , 是否具有酶活性
还需做进一步检测. 为了提高phbB基因在衣藻中的
表达效率, 可以在phbB基因中加入衣藻内含子以帮
助该基因的高效表达; 也可以通过构建串连启动子
来增强外源基因的表达, 有研究表明HSP70A启动子
融合到其他启动子的上游时,可明显提高导入基因在
衣藻中的表达水平,并减少“基因沉默”现象 [14]. 为
此, 本实验室正在分离新启动子, 进一步完善高效的
衣藻表达载体 , 为进一步构建高效生产PHB的转基 

因藻打下基础; 同时正在把 PHB 生物合成途径的另
外两个关键酶基因 phbA 和 phbC 基因导入莱茵衣藻, 
最终实现在衣藻中合成 PHB. 
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