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摘 要 来源于 @2*(0(00)& -)*#(&)&的耐高温!L淀粉酶是一种重要的酒精工业用酶，在植物中表达耐高温!L淀粉酶可以大大降
低用植物秸秆生产酒精的成本。选择衣藻叶绿体基因组同源片段 0,A@L /*$3L A%/.L 0",3L *A,!JL *A,!和壮观霉素抗性基因，构建了
来源于 @2*(0(00)& -)*#(&)&的耐高温!L淀粉酶基因的衣藻叶绿体表达载体 9$"8。通过基因枪将其导入衣藻叶绿体中，经壮观霉
素抗性（7##DB[U）筛选，获得了 E 个抗性衣藻转化子。转化子经过抗性继代筛选后，经 \I.、Z’,:</65 A(’:检测分析及暗培养，证
实耐高温!L淀粉酶基因已整合到衣藻叶绿体基因组中并得到表达。酶活性检测表明，转基因衣藻表达产物具有耐高温!L淀
粉酶活性，每克鲜重衣藻最高达 %%]M,。实验结果证明在植物叶绿体中表达工业酶制剂是可行的。
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耐高温!!淀粉酶是目前工业上用量最多的酶之
一，广泛应用于食品、制药、酿造、发酵及纺织工业中

的淀粉加工。来源于嗜热古细菌 !"#$%$%%&’ (&#)$’&’
的胞外!!淀粉酶以其优异的耐热性能而受到关注。
该酶具有很高的热稳定性，活性不依赖于钙离子，最

适的反应活性在高温下实现，且半寿期长。此外，高

温下酶促反应可减少杂菌的污染机会；反应不需用

冷却水，可节约能源；淀粉粘稠度的降低能减少输送

时的动力消耗［"］。近十几年来，随着利用植物非食

品部分如玉米、水稻和小麦的秸秆，甘蔗废料等发酵

生产能源燃料乙醇技术的发展和应用，耐高温!!淀
粉酶的市场需求越来越大。但是，由于在乙醇生产

过程中需要加入大量的酶制剂，所以生产成本较高。

用植物秸秆等废弃物生产乙醇虽然使生产成本大大

降低，但耐高温酶的用量大增［#］。因此，利用植物转

基因技术将耐高温!!淀粉酶基因导入植物中，使其
在植物中表达，可避免在秸秆发酵过程中加入外源

耐高温!!淀粉酶，达到进一步降低生产成本的目的。
叶绿体遗传转化是近 #$年发展起来的一种新

的植物基因工程技术，与传统的核转化相比其具有

超量表达目的基因；以定点整合方式导入外源基因

从而消除了位置效应及基因沉默；具原核表达方式，

能以多顺反子的形式表达多个基因；母系遗传方式

可防止基因扩散以及基因产物区域化等优点，已成

为目前植物生物反应器研究热点之一［%］。

本研究将来源于嗜热火球菌 !"#$%$%%&’ (&#)$&’
的耐高温!!淀粉酶 *+" 基因成功地导入叶绿体转
化模式植物衣藻叶绿体中使其表达，表达产物具有

耐高温!!淀粉酶活性。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 植物材料：野生型衣藻（ ,-.*+"/$+$0*’
#1)0-*#/2)) "%&’’）来自 ()* +* ,* ,-))./，(012
34.52)/.67，(0)8-9 :’#&&$;，培养方法参见文献［<］。
!"!"# 菌株和质粒：大肠杆菌（3 * %$.)）菌株 (,=!
为本室保存，质粒 >?@ 中克隆有嗜热火球菌
!"#$%$%%&’ (&#)$&’ 的高温!!淀粉酶 *+" 基因（由中国
农科院生物技术研究所张志芳研究员惠赠）。质粒

>-6>A和 >;<(由本实验室构建并保存，>-6>A上克隆
有衣藻叶绿体 *245 基因 =B端启动子、#6%7 基因 %B端
终止子和一组多克隆位点，>;<(上 克隆有衣藻叶
绿体特异表达的 **/5 表达盒及同源片段 %.4!! 2#07!
4128!%-.7! #4.#%! #4.#，其中缺失 %-.7 结构基因约

"C$1D，并在 %-.7=B和 %-.7%B之间引入多克隆位点
3%$E F、8*+,"、9*%"、5:##、8’+"。
!"!"$ 工具酶及分子生物学试剂：各种限制酶、!(&
(:?聚合酶、@G24HI 酶、J< (:? 连接酶、K04L D2-4
核酸酶和 M:JN/ 等购自 N)H92L- 公司，(:? 回收试
剂盒 :0OG2HJ)-> 为 ’GH4J2O8 公司产品，N’E 引物由
上海生工生物工程有限公司合成，(:?序列测定由
上海基康生物技术有限公司完成，引物标记试剂盒

购自美国 N)H92L-公司，同位素（!%# !N!M?JN）购自北
京亚辉生物工程公司。

!"# 方法
!"#"! 质粒提取、(:?片段克隆、重组质粒鉴定：参
照 P-9D)HH1等［=］分子克隆方法。
!"#"# 基因枪转化：采用美国 QRS!E?(公司 KHM2G
N(P!"$$$T,2 Q.HG./6.O >-)6.OG2 M2G.52)7 /7/629 转化衣
藻。参数为：真空度 #U.4O82/ 汞柱、轰击距离 VO9、
氦气压力 ""$$>/.、金粉颗粒直径 "C$$9。
!"#"$ 衣藻 (:?的提取，参阅文献［;］。
!"#"% 衣藻蛋白质提取，参阅文献［&，U］。
!"#"& 引物：根据 *+" 基因序列设计一对特异引
物：N"：=B!J?W’??WJ’’?WJ??WJW’?W’!%B，N#：=B!
?J?’WW?WJ?’’’?J?WJ?W’’!%B。为研究衣藻叶绿
体转化子的同质化程度而设计的 O8GX=B下游、O8GX%B
上 游 引 物：N%：=B! WWJJJW’’W??’??JWJJJJJ
?JJ’’JW!%B，N<：=B!?W?WW???WJ?JJJ???W’JW’
JJ?JJ’!%B。
!"#"’ !!淀粉酶活性测定：采用 PH9HL7.!:2G/H4 方
法［V］。!!淀粉酶活性单位（0）定义为：在 V=Y、>,<C=
的条件下，每分钟!!淀粉酶分解可溶性淀粉产生
"$9HG还原糖（以麦芽糖含量计）所需的酶量为一个
活性单位。活性测定缓冲液为 #$99HGTX 乙酸钠，
=99HGTX ’-’G# 和 "99HGTX KLPS<，用冰乙酸调至

>,<C=。底物是用测定缓冲液溶解的浓度为 "Z
（ ; T< ）可溶性淀粉溶液，反应时间 "$9.4，反应体
系 #9X，含 "9X底物和 "9X稀释的酶液。
!"#"( 转基因衣藻的表型分析：将转基因衣藻和
野生型衣藻分别涂于 J?N固体培养基平板上，用锡
箔纸包好，置于 #=Y培养箱内，"$M 后观察表型变
化。

# 结果与分析

#"! 衣藻叶绿体表达载体的构建
将质粒 >-6>A用 =%$"酶切，用 K04L D2-4核酸

酶削平该位点以去除起始密码子 ?JW，连接后得到

;<= ,-)01’1 >$&#0*. $( 8)$21%-0$.$?" 生物工程学报 #$$;，FHGC##，:HC<



质粒 !"#!$；将质粒 !%&用 !"#!和 $%&’"双酶切，
用 &’()*+ 大片段酶补平 $%&’"位点，电泳回收
,-./0的耐高温#1淀粉酶基因片段，将其克隆于质
粒 !"#!$的 !()2"和 *+("（补平）位点之间，得
到中间载体 !$%，使耐高温#1淀粉酶基因置于衣藻
叶绿体基因特异启动子 34 (,-. 和终止子 54 /+%0 调
控之下；再用 $%&6"和 1&,"双酶切 !$%，并补平
1&,"位点，回收含有 ()2 基因的 78%片段，将其克
隆入质粒 !9.7的 $%&’:位点，构建成耐高温#1 淀
粉酶基因衣藻叶绿体表达载体 !9.%（图 ,）。

图 , 衣藻叶绿体转化质粒 !9.%构建示意图
;<=>, ?*)@#ABC#<*) *D 3 > /4567(/8,55 CE’*A*!’"@#

#A")@D*AF"#<*) !’"@F<G !9.%> 2;：E*F*’*=*B@ DA"=F()#

!"! 衣藻叶绿体的转化及转基因衣藻的获得
用包裹有质粒 !9.% 的金粉子弹轰击野生型衣

藻受体细胞，过渡培养后涂布于抗性筛选 H%I培养

基上（含壮观霉素 J!C ,KK$=LFM），N3O，5KKK’P的连
续光照条件下培养。Q R ,KG 后平板上出现绿色的
单藻落，而空载金粉轰击的野生型衣藻细胞在抗性

筛选 H%I培养基（含壮观霉素 J!C ,KK$=LFM）上则完
全白化死亡。这些绿色抗性单藻落能在二次继代筛

选的抗性选择培养基中正常生长，这初步表明高温

#1淀粉酶基因和 ((8. 基因可能通过同源重组整合
到衣藻叶绿体基因组中。本实验共轰击 S枪，得到
T个抗性衣藻单藻落。
!"# 转基因衣藻的 $%&检测
抗性衣藻经过 9轮抗性继代筛选后，提取衣藻

78%。用耐高温#1淀粉酶基因的一对特异引物 I,
和 IN 进行 I?6 检测，同时以质粒 !9.% 为阳性对
照。扩增结果（图 N）显示以抗性衣藻 78%为模板能
扩增出 ,-./0 的片段，而以野生型衣藻 78% 为模
板，则没有扩增出相应的片段。

图 N 衣藻叶绿体转化子 ()2 基因的 I?6分析
;<=>N I?6 ")"’U@<@ *D 3 > /4567(/8,55 #A")@D*AF")#@ *D ()2 =()(
,：,-K/0 78% F"A/(A@（IA*F(="）；N：#E( +<’G #U!(；5：!9.% "@ #E(

!*@<#<V( C*)#A*’；. R 9：3 > /4567(/8,55 #A")@D*AF")# ’<)(@>

!"’ 转基因衣藻同质化程度的 $%&扩增分析
尽管衣藻细胞内只有一个叶绿体，但是这个叶

绿体却含有 SK R ,KK 个叶绿体基因组拷贝，因此同
时转化这么多基因组是不可能的。在叶绿体转化的

初期，只有少数叶绿体基因组拷贝整合了外源基因，

所以最初的叶绿体转化细胞是一种异质体

（E(#(A*!’"@F<C），含有野生型和转化型两种叶绿体基
因组拷贝，需要进一步提高外源基因在衣藻叶绿体

基因组中的同质化程度。

为了检验外源基因是否定点整合入衣藻叶绿体

基因组 %7#0 基因之间及外源基因在衣藻叶绿体基
因组中的同质化程度，以衣藻转化子和野生型衣藻

78%为模板，I5 和 I.为引物，进行 I?6扩增分析，
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结果如图 !所示。当以野生型衣藻 "#$为模板，用
上述同源片段引物进行 %&’扩增时，应扩增出一条
()*+,的条带（图 !$）。完全同质化的衣藻转化子
（转基因叶绿体基因组拷贝完全取代野生型叶绿体

基因组），应只扩增出一条 -).+, 的 "#$ 条带（图
!/）。扩增结果如图 ! &显示，经过六轮次壮观霉素
筛选后，衣藻叶绿体转化子的 %&’扩增产物中没有
()*+,的条带，-).+, 的条带非常清晰，而野生型衣
藻则仅扩增出 ()*+,的条带，说明此时的衣藻叶绿
体转化子中，转基因叶绿体基因组拷贝已完全取代

了野生型叶绿体，衣藻叶绿体转化子同质化程度已

经很高。

图 ! 衣藻叶绿体转化子的同质化程度 %&’分析
0123! %&’ 45467818 9: ;<= >=2?== 9: <9@92=5=1;7

9: ! 3 "#$%&’"()$$ ;?458:9?@45;8
$：AB<=@4;1B >142?4@ 9: 4@C61:1B4;195 D8152 "#$ 9: ;<= *$+( ),-# ! 3

"#$%&’"()$$ B<69?9C648;； /： AB<=@4;1B >142?4@ 9: B<69?9C648;

;?458:9?@45;8； &： A=C4?4;195 9: %&’ C?9>DB;8 ,7 424?98= 2=6

=6=B;?9C<9?=8183 (：()*+, "#$ @4?+=?8（%?9@=24）；E：;<= F16> ;7C=；

G45= !：C.-$ 48 ;<= C981;1H= B95;?96；- I .：! 3 "#$%&’"()$$ ;?458:9?@45;

615=83

!"# 转基因衣藻的 $%&’()*+ ,-%’检测
为了进一步确定外源基因在衣藻叶绿体基因组

中的整合情况，本实验以 ()-+,的耐高温!J淀粉酶
基因为探针，与上述鉴定转化子和野生型衣藻同质

化程度的 %&’产物进行杂交，同时以质粒 C.-$ 为
阳性对照。A9D;<=?5 ,69;分析结果表明，衣藻转化子
均能杂交出一条 -).+,的条带，与阳性对照的杂交
条带大小一致，而野生型衣藻没有出现杂交条带，如

图 - 所示，证明了 %&’扩增出的 -).+,条带含有外

源目的基因片段，同时也证明了外源耐高温!J淀粉
酶基因确实整合到叶绿体基因组中。

图 - 以 ()-+,的 ’., 基因为探针的 %&’JA9D;<=?5分析
0123- A9D;<=?5 ,69;;152 45467818 9: ;<= %&’ C?9>DB;8

C?9,=> F1;< ’., 2=5=3
(：%981;1H= B95;?96；E：;<= F16> ;7C=；! I K：! 3 "#$%&’"()$$ ;?458:9?@45;

615=83

!". 转基因衣藻!/淀粉酶活性的测定
采用 A9@9271J#=6895［L］方法，用经过 . 轮抗性筛

选的衣藻转化子的总蛋白提取液测定!J淀粉酶活
性，结果（图 K）表明，测定的 !株衣藻转化子均表现
出较高的!J淀粉酶活性，其中最高的酶活力为
MM)KDN2鲜重衣藻。

图 K 衣藻转基因植株!J淀粉酶活性分析
0123K $5467818 9: ?=B9@,1545;!J4@7648= 4B;1H1;1=8

9: ! 3 "#$%&’"()$$ ;?458:9?@45; 615=8

!"0 转基因衣藻的表型分析
野生型衣藻与其它一些植物不同，能在黑暗中

合成光非依赖性叶绿素（612<;J15>=C=5>=5; B<69?9C<766）
而呈现绿色，这是因为野生型衣藻能产生光非依赖

性的 原 叶 绿 素 酸 酯 还 原 酶（ 612<;J15>=C=5>=5;
C?9;9B<69?9C<7661>= ?=>DB;48=），它由 /&+0、/&+1、/&+2 三
种基因编码，其中任一基因的缺失，将导致衣藻在黑

暗中生长时呈现黄绿色。将野生型衣藻和转化子在

平皿上划线暗培养，(*>后，显示出转基因衣藻为黄
绿色，而野生型衣藻为绿色（图 .），说明转基因衣藻
的叶绿体 "#$中大部分 /&+0 结构基因已被外源基
因表达盒所取代。同时，也证明通过同源重组置换

某些功能基因及表型分析是研究植物叶绿体分子结

构和功能的有效途径。
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图 ! 暗培养转基因衣藻表型分析
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! 讨论
目前国内外耐高温淀粉酶均用微生物工程表达

系统生产。植物叶绿体表达系统是近十几年来发展

起来的一种新的高效表达系统，其具有表达量高、表

达具有原核性、定点整合、生物安全性高及生产成本

低等优点使其成为植物基因工程领域的研究热点。

到目前为止，国内外尚未见到用植物叶绿体表达高

温淀粉酶和其他工程酶的报道。

本研究将来源于嗜热火球菌 !"#$%$%%&’ (&#)$&’
的!;淀粉酶基因导入叶绿体转化模式植物———衣藻
叶绿体中并获得表达，为在叶绿体中表达工程酶进

行了一些有意义的探索。虽然在筛选到的衣藻转化

子中，淀粉酶的活性可达 <<=>8?$鲜重衣藻，但表达
量与微生物表达系统相比还是比较低的。因此，对

于这种性质特殊的极端酶，如何进一步提高其在叶

绿体表达系统中的表达量，还有待于进一步的研究。

叶绿体起源于原核生物蓝细菌，遗传表达具有原核

性［@A］，其基因组基因的排列方式、调控方式、BC 碱
基对含量及翻译所偏爱的密码子与原核生物相接

近，可以直接表达来自原核生物的基因，无需进行繁

琐的密码子优化改造。但高温!;淀粉酶基因来源于
极端高温菌 !"#$%$%%&’ (&#)$&’，其基因组的组成及翻
译密码子的偏爱性与普通原核生物不同，3D含量为
><E［@@］，而衣藻叶绿体基因组的 3D 含量高达
!!=FE，其密码子第三位核苷酸 GAE为 3 或 D［@H］，
这可能是导致其在叶绿体中表达量低的原因之一；

选择转录和翻译活性强的启动子和终止调节序列也

是影响外源基因在衣藻叶绿体中表达量高低的关键

因素［@F］。本研究用衣藻叶绿体基因的特异启动子

>I*+,- 和终止调节序列 FI #.%/ 调控耐高温!;淀粉酶
基因的表达，保证了外源基因的表达，但为了进一步

提高外源基因的表达量，很有必要继续克隆和改造

能在叶绿体中执行功能的强启动子和合适的终止

子。叶绿体遗传转化不同于核转化，是通过一对与

叶绿体基因组同源的 JK3序列将外源基因定点整
合到叶绿体基因组中，不存在核转化的位置效应，但

整合位点在叶绿体基因组中的选择也影响外源基因

的表达，即不同插入位点对转化频率和表达效率也

有影响，当然这是以整合位点的选择和外源基因的

插入不破坏叶绿体本身基因结构为前提的。因此通

过对叶绿体转化载体的优化和改造，可以进一步提

高外源基因在叶绿体中的表达量。
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