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摘要: 文章利用绿色荧光蛋白基因作为报告基因, 研究 2 个螺旋藻耐盐相关基因启动子区域的功能。通过启动

子预测软件预测螺旋藻耐盐相关基因 5′端非翻译区的启动子结构, 用Primer3.0 程序在线设计引物, 以pMD18-T

载体和pUC18 载体克隆螺旋藻启动子序列、gfp和卡那霉素抗性基因, 将螺旋藻启动子-GFP基因-卡那霉素抗性

基因(pro-gfp-kanr)三联DNA片段克隆至pKW1188 载体, 并将该重组质粒pKW1188::pro::gfp::kanr转化至受体菌

集胞藻 6803, 激光共聚焦显微镜观察不同盐浓度培养条件下、不同时间段集胞藻表达GFP的情况。结果显示, 通

过不同盐浓度和不同时间的诱导, 2 个螺旋藻启动子在 0.4~0.6 mol/L NaCl条件下, 培养 6~8 h表达的绿色荧光蛋

白最多。文章成功构建了以绿色荧光蛋白为报告基因、卡那霉素抗性基因为选择标记、集胞藻 6803 作为外源

基因表达受体, 进行螺旋藻耐盐相关基因功能研究的平台; 另外, 从螺旋藻启动子能被盐诱导大量表达GFP的

结果看, 与启动子相关的螺旋藻基因很可能与螺旋藻的耐盐性相关。 
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Abstract:  In this work, the functions of promoter fragments of two potential salt-tolerance related genes of Spirulina 
(Spirulina platensis Geitl.) were studied using green fluorescent protein gene (gfp) as a reporter. The promoter structures of 
two salt-tolerance related genes of Spirulina were predicted using online promoter prediction software. pMD18-T and 
pUC18 vectors were used to clone the promoter sequences as well as the gfp gene and kanamycine resistance (kan) gene. 
The fragments containing pro-gfp-kanr were further cloned into pKW1188 vector and the resulting recombinant plasmids 
were then transformed into a host strain Synechocystis sp. (Synechocystis pevalekii Ercegovic) PCC6803. The resulting bacterial 
strains were grown under various concentrations of salinity for defining time intervals. The bacterial fluorescence was ob-
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served using laser confocal microscope. Our results showed that the transgenic bacteria grown at different concentrations of 
salinity for various periods produced varying fluorescence intensities. The bacteria treated with NaCl at the concentrations 
of 0.4mol/L to 0.6mol/L for 6 to 8 h showed the strongest fluorescent intensity. From the result of high salt induced expres-
sion of gfp, we predicted that the genes under control of these two promoters are likely to play important roles in the salt 
tolerance of Spirulina. Accordingly, we believed that a research platform for the studying functions of the promoters of the 
salt-tolerance related genes in Spirulina has been developed with the gfp as a reporter, the kanr gene as the selection marker, 
and Synechocystis. sp. PCC6803 as the expression host. 

Keywords: green fluorescent protein; Spirulina; promoter; Synechocystis.sp.PCC6803; salt-tolerance related gene 

螺旋藻(Spirulina) 属于蓝藻门(Cyanophyta)、蓝
藻纲(Cyanophyceae)、颤藻目(Orcillatoriales)、颤藻
科 (Oscillatoniaceae) 、 螺 旋 藻 属 (Spirulina 或
Arthrospira), 是一类进化历史悠久、革兰氏染色阴
性、无鞭毛、含叶绿素a(但不形成叶绿体)、能进行
产氧性光合作用的大型原核生物, 广泛分布于自然
界的陆地、淡水域和海洋中, 甚至在岩石表面也能
发现它们的踪迹。螺旋藻能够耐受强光、强碱和高

盐等极端条件 , 其最适钠离子浓度为 150~200 
mmol/L, 可耐 1 mol/L的NaCl [1, 2]。极强的耐盐能力、

简单的细胞结构以及便利的培养条件使人们对螺旋

藻的耐盐机理产生了浓厚兴趣, Wiangnon等 [3]发现

Aphanothece halophytica 包膜存在钠诱导型ATP酶
与蓝细菌的耐碱性有关 , 方孝东等 [4~6]认为盐藻在

受到高渗刺激时, 转铁蛋白和碳酸脱水酶基因表达
增强。虽然国内外都开展了对蓝细菌抗盐碱等抗逆

性机制的研究, 但迄今还没有学者从基因组、蛋白
组水平比较系统地研究螺旋藻抗盐碱分子机理。前

期研究中, 在本课题组完成的螺旋藻全基因组序列
图的基础上, 采用蛋白组学方法分离和鉴定了螺旋
藻耐盐胁迫反应相关蛋白, 并通过质谱分析筛选出
螺旋藻在受到盐胁迫时差异表达最明显的 2 个基因
(本课题组未发表数据)。为进一步验证这 2个基因的
功能, 本研究中我们选择遗传背景清楚便于进行基
因序列和功能分析的集胞藻 6803 作为外源基因表
达受体, 其全基因序列已经于 1996 公布[7], 以gfp为
报告基因, 构建相应的集胞藻 6803同源重组双交换
整合平台, 开展启动子表达调控研究。通过分析不
同的启动子在集胞藻 6803的相对转录起始效率, 为
筛选高效表达启动子提供参考依据, 为拓建耐盐基
因资源库, 揭示耐盐分子机制, 以及耐盐植物的分

子育种等进一步研究奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

pMD18-T质粒、基因重组各种工具酶购自宝生

物工程(大连)有限公司, pUC、pET-28a 质粒为本实

验室保存, pKW1188 质粒为本校王慧利老师惠赠, 

螺旋藻、大肠杆菌 JM109 为本实验室保存, 含 GFP

基因的细菌为浙江大学吴敏教授惠赠, 集胞藻购自

中科院武汉水生所, PCR纯化试剂盒、琼脂糖凝胶回

收试剂盒、质粒纯化试剂盒为艾思进公司产品, 引

物合成由上海捷瑞公司完成 , 激光共聚焦显微镜

FV1000 购自日本 Olympus 公司, 荧光分光光度计

RF-5301PC购自日本 Shimaszu公司。 

1.2  方法 

1.2.1  引物设计   

根据螺旋藻耐盐性蛋白组研究结果, 筛选出 2
个在高盐(1 mol/L)环境下明显上调的螺旋藻基因(分
别命名为 spi-049、spi-295)。根据螺旋藻基因组序列
的注释结果, 找到这 2 个基因的对应基因组序列, 
再用 online promoter system预测基因上游序列中的
启动子序列, 用在线引物软件 primer3.0设计 2对扩
增启动子片段引物, 扩增片段长度为 200和 250 bp, 
分别在各启动子引物上游 5′端加入 XbaⅠ的酶切位
点, 引物下游加入绿色荧光蛋白(GFP)基因 5′端部分
序列(表 1); 在 GFP基因的上游引物 5′端加入启动子
3′端的部分序列, 在 GFP 基因的下游引物 3′端加入
Bam HⅠ的酶切位点(表 1)。在卡那霉素抗性基因引
物的上下游分别加 Bam HⅠ和 HindⅢ酶切位点。 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=17302934&query_hl=11&itool=pubmed_docsum
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表 1  螺旋藻启动子区、绿色荧光蛋白基因和卡那霉素抗性基因的引物 

引物 * 序列(5′→3′) 长度(bp)

pro-spi-049 
F1：GTCTAGAGATTGATCGGTGTTGACAGACCG 
R1：AGTTCTTCTCCTTTACTCATTGGGATTGTCAGAACTCTGTTGA 

200 

pro-spi-295 
F1：GTCTAGACTTCGGGCGCTCGCTTCTTTAAA 
R1：AGTTCTTCTCCTTTACTCATGAAAATCAGAATTGAATGGTCTAA 

250 

gfp-049 
F2：ACAGAGTTCTGACAATCCCAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCAC 
R2：GGGATCCTTATTTGTATAGTTCATCCATGCCA 

718 

gfp-295 
F2：ACCATTCAATTCTGATTTTCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCAC 
R2：GGGATCCTTATTTGTATAGTTCATCCATGCCA 

718 

kanr
F3：AGGATCCTTTGATCTTTTCTA 
R3：TAAGCTTAGAAAAACTCATCGAGCATC 

800 

注：* pro-spi-049:螺旋藻预测启动子 049的重组 PCR引物;  gfp-049: 绿色荧光蛋与螺旋藻预测启动子 049重组 PCR的引物。 

 
1.2.2  螺旋藻、集胞藻总 DNA 的提取  

螺旋藻总DNA提取采用液氮研磨法[8]。集胞藻

PCC6803总DNA按徐旭东等(1993)[9]描述的方法 提
取。 

1.2.3  启动子序列、GFP 基因和卡那霉素抗性基因

的扩增 

启动子序列的 PCR扩增：以螺旋藻基因组 DNA
为模板, 利用上述表 1 的 2 对引物(各启动子的 F1
和 R1)分别扩增相应的启动子序列, 条件为：94℃预
变性 5 min, 94℃变性 40 s, 60℃复性 30 s, 72℃延伸
40 s, 共 35个循环, 72℃延伸 10 min。PCR产物在琼
脂糖凝胶上电泳检测, 切下所需目的条带试剂盒回
收后备用。 

GFP 基因的 PCR 扩增：以含 GFP 基因的单菌
落为模板, 利用上述表 1 的 2 对引物(各启动子对应
的 F2和 R2)分别扩增 GFP的开放阅读框, 条件为： 
94℃预变性 5 min, 94℃变性 40 s, 55℃复性 30 s, 72
℃延伸 40 s, 共 35个循环, 72℃延伸 10 min。PCR
产物在琼脂糖凝胶上电泳检测, 切下所需目的条带
试剂盒回收后备用。  

重组 PCR获得启动子序列与GFP基因重组片段
pro-gfp：以启动子和 GFP基因 PCR扩增产物为模板, 
利用 2对引物(表 1中的各启动子对应的 F1和 R2引
物)进行重组 PCR扩增, 条件为：94℃预变性 5 min, 
94℃变性 40 s, 55℃复性 30 s, 72℃延伸 40 s, 共 35
个循环, 72℃延伸 10 min。PCR产物在琼脂糖凝胶上
电泳检测, 切下所需目的条带试剂盒回收后备用。  

卡那霉素抗性基因的PCR扩增：以含卡那霉素

抗性基因的pET-28a质粒为模板 , 利用卡那霉素抗
性基因引物进行PCR扩增kanr的开放阅读框 , 条件
为：94℃预变性 5 min, 94℃变性 40 s, 55℃复性 30 s, 
72℃延伸 40 s, 共 35个循环, 72℃延伸 10 min。PCR
产物在琼脂糖凝胶中电泳检测, 切下所需目的条带
试剂盒回收后备用。 

1.2.4  PCR 产物的克隆与测序验证  

将启动子序列与GFP基因的重组PCR产物以及
卡那霉素抗性基因片段分别与pMD18-T载体连接 , 
16℃过夜, 反应产物转化入感受态大肠杆菌JMl09, 
在含氨苄青霉素平板上通过蓝白斑结合菌落PCR筛
选获得阳性克隆(pMD18-pro::gfp和pMD18-kanr重组

子), 提取质粒经双酶切鉴定后送生物公司测序。 

1.2.5  构建pUC-pro::gfp:: kanr重组子 

根据各自的酶切位点, 用XbaⅠ和BamHⅠ双酶
切下pMD18-pro::gfp上的pro::gfp片段 , 用BamHⅠ
和HindⅢ双酶切下pMD18-kanr上的卡那霉素抗性基

因。 同时, 用XbaⅠ和HindⅢ双酶切pUC18 载体。
将其连接, 构建pUC-pro::gfp:: kanr重组子, 16℃过夜, 
反应产物转化入JM109(感受态), 通过蓝白斑筛选获
得阳性克隆, 并提取质粒双酶切鉴定。  

1.2.6  构建pKW-pro::gfp:: kanr重组子 

用EcoRⅠ将pKW1188 质粒进行酶切 , 然后补
平末端 , 去磷酸化。同时 , 用XbaⅠ和HindⅢ从
pUC-pro::gfp:: kanr重组质粒中切下pro::gfp:: kanr片

段 , 末端补平后 , 将其与末端补平去磷酸化的
pKW1188 载体链接, 构建pKW-pro::gfp:: kanr重组
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质粒, 经卡那霉素抗性筛选获得阳性克隆, 提取质
粒PCR鉴定。将经过抗性筛选和PCR鉴定的菌落扩
大培养, 提取重组质粒备用。 

1.2.7  集胞藻的自然转化 

根据文献报道 , 利用自然转化法 [9]进行 , 具体
步骤如下：将混合纤维酯膜以蒸馏水浸泡 3 次, 每
次 5 min; 煮沸 3 min, 之后置玻璃培养皿中灭菌待
用, 初始接种浓度的OD730 约为 0.2, 生长 2 d左右
使藻的光密度(OD730)为 0.5～1.0 时, 取 10 mL的藻
液, 离心(6 000 r/min, 5 min), 用新鲜BG-11洗涤一
次并重悬于BG-11 中, 取 0.1 mL细胞悬液与相应的
重组质粒pKW-pro::gfp::kanr在 30℃混匀, 在光照下
温育 4 h后涂于覆有混合纤维酯膜的BG-11平板。光
照培养 1 d后, 将膜转到含 10 μg/mL卡那霉素的平板
上, 并给予不同的高渗环境继续光照培养, 野生藻
在抗生素筛选压力下逐渐死亡, 7~10 d后在滤膜上
会长出转基因藻的单克隆。 

1.2.8  转化子检测[10]

利用 PCR扩增检测。集胞藻通气培养至对数生
长期, 然后提取染色体 DNA。以染色体 DNA 作为
模板、gfp对应引物作为引物, 进行 PCR扩增试验。
发生了同源重组交换的转基因藻染色体上含有目的基

因, 因此可以扩增出 gfp对应大小的 DNA片段条带。 

1.2.9  荧光检测 

用 40 μL生理盐水洗下混合纤维酯膜上的转基
因藻, 混合后滴加到载玻片上, 用盖玻片压薄成标
本片。将制好的标本片先用光学显微镜观察, 再用
激光共聚焦显微镜, 在 488 nm的激发波长下观察。
以野生集胞藻 6803作为对照扣除背景, 观察有转化子
的集胞藻 6803的绿色荧光, 同时拍照记录保存图片。 

1.2.10  不同盐浓度下 GFP 的诱导表达  

取 250 mL起始浓度为OD730=0.6～1.0的转基因
集胞藻, 分装成 12份, 每份 20 mL, 分成两组, 每组
6份。在各组不同管中依次加入NaCl溶液, 使终浓度
分别为 0.0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mol/L。再各取
3 mL相同藻浓度未经转化的集胞藻 6803 作为对照
组。 将 3组都放在 30℃持续光照的环境下培养 12 h, 
以加入盐的那一刻开始计时, 在 0 h、2 h、4 h、6 h、
8 h、10 h、12 h共 7个时间点分别对转基因集胞藻

进行取样制标本片, 通过激光共聚焦显微镜直接活
体观察绿色荧光强度并拍照。再取各条件下的 2 mL
转基因藻置于超声波细胞破碎仪破碎细胞壁, 使用
荧光分光光度计进行定量分析。重复 3次取平均值, 
统计学分析使用SPSS 17.0软件。 

2  结果与分析 

2.1  螺旋藻耐盐相关基因启动子序列的预测 

根据螺旋藻在不同盐浓度下蛋白组分析结果 , 
选取 2 个在高盐浓度下高度表达的螺旋藻基因为研
究对象。应用在线 promoter system(http://www. 
softberry.ru/berry.phtml)对 2 个基因的 5′端非翻译区
的 300 bp范围内进行启动子序列分析, 结果表明在
2个基因(spi049、295)的 5′端非翻译区内都预测到类
似于 TATA-box、CAAT-box 和多个富含 GC的区域
等启动子的特征元件(图 1)。在 2个基因的 5′端非翻
译区 200~300 bp设计 PCR引物, 进行 PCR扩增。 

2.2  载体pKW-pro::gfp::kanr的构建及转化子检测 

以螺旋藻耐盐相关基因启动子(pro)的PCR产物
和gfp为模板, 用螺旋藻耐盐相关基因启动子的上游
引物和GFP基因下游引物进行重组PCR扩增 , 结果
得到片段大小约为 1 000 bp的条带(pro::gfp, 启动子
和GFP基因序列的总和), 与预期的结果相符。将重
组PCR产物及卡那霉素抗性基因PCR产物分别克隆
至pMD18-T载体, 经测序鉴定正确后, 再将两者各
自双酶切后 , 将目的片段一并克隆至pUC18 载体 , 
得到pUC-pro::gfp::kanr。pUC-pro::gfp::kanr重组质粒

用XbaⅠ和HindⅢ双酶切后, 可见约 2.7 kb和 1.8 kb
大小的条带 , 回收 pro::gfp::kanr 片段 , 克隆至
pKW1188 载体, 转化后在含卡那霉素平板上筛选含
重组子pKW-pro::gfp::kanr菌株 , 提取质粒进行PCR
鉴定, 最后得到含螺旋藻spi-049、spi-295 基因启动
子的重组质粒pKW-pro::gfp::kanr。 

转基因藻染色体 DNA 经 PCR 扩增出现一特异
性条带, 大小与阳性对照片段(gfp)一致, 而野生藻
中不存在相应片段, 证明转化成功。 

2.3  GFP蛋白在集胞藻 6803中的表达 

野生集胞藻在正常培养条件、高低盐环境中都

不能产生绿色荧光(图 2A)。转化质粒pKW-pro:: 
gfp::kanr的转基因集胞藻细胞, 在正常培养条件、高 
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图 1  预测的螺旋藻启动子序列 
 

 
 
图 2  绿色荧光蛋白在S.PCC6803- pro::gfp:: kanr中的表达 
A1、A2: PCC6803; B1、B2: pro-spi-049; C1、C2: pro-spi-295。 
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低盐环境中培养后均能检测到绿色荧光。由此可见, 
质粒的上、下游集胞藻基因组同源臂与藻细胞染色

体发生同源重组交换, 结果使启动子序列、GFP基因
和卡那霉素抗性基因(pro::gfp::kan r)整合到染色体
上(S.PCC6803- pro::gfp::kanr), 启动子启动GFP基因
的转录表达, 使细胞检出绿色荧光(图 2B、C)。经不
同浓度的NaCl刺激一定时间后, 经激光共聚焦显微
镜检出, 结果显示含启动子pro-spi-049 的集胞藻在
0.4 mol/L NaCl条件下培养 6 h时荧光表达最强, 含启
动子pro-spi-295的集胞藻在 0.6 mol/L NaCl条件下, 
培养 8 h时荧光表达最强, 说明不同螺旋藻基因的启
动子, 在不同盐浓度和作用时间下, 可诱导受其调
控基因的不同水平的表达 (表 2,  表 3,  图 3)。 

 
表 2  含 049 启动子的集胞藻转化子的诱导结果 

       盐浓度 
       (mol/L) 
诱导时间 

(h) 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

0 + + + + ++ ++
2 ++ ++ +++ ++ ++ ++
4 +++ ++ ++ + + +
6 ++ ++ ++++ ++ ++ +
8 + ++ ++ + ++ +

10 ++ +++ +++ ++ + +
12 ++ ++ ++ + + +

注：阴性和阳性强弱见图 3。 

表 3  含 295 启动子的集胞藻转化子的诱导结果 
        盐浓度 
        (mol/L) 
诱导时间 

(h) 

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

0 + + + + + + 

2 + + + ++ + + 

4 + + + ++ ++ + 

6 + + ++ +++ +++ ++

8 + ++ ++ ++++ +++ ++

10 + + + ++ ++ + 

12 + + + ++ + + 

注：阴性和阳性强弱见图 3。  

通过荧光分光光度计进行荧光定量, 发现含启动子
pro-spi-049、pro-spi-295 的集胞藻的荧光值明显高
于野生集胞藻(F=18.852, P<0.01), 说明螺旋藻启动
子在集胞藻中具有启动活性。含启动子 pro-spi-049、
pro-spi-295 的集胞藻的最强单位藻量荧光值分别为
133.60、220.97, 可见启动子 pro-spi-295 的 GFP 表
达较强, 与荧光显微镜下的观察结果基本一致。 

3  讨 论 

螺旋藻分布广泛、能够耐受强光、强碱和高盐

等极端条件, 其最适钠离子浓度为 150~200 mmol/L, 
可耐 1 mol/L的NaCl [1,2]。由于螺旋藻可能具备对各

种环境胁迫迅速做出反应的特殊调控机制, 研究它
们对高盐胁迫的适应机制, 挖掘螺旋藻的耐盐基因
或调控因子, 对于构建耐盐性的工业生产用菌和耐
盐、耐渗的植物, 改造农作物, 来开发利用盐碱地和
增加粮食产量等方面具有广阔的应用前景。 

启动子是决定转录起始的顺式调控元件, 通常
位于转录起始位点(TSP)上游的-35 bp和-10 bp处 , 
被宿主中的RNA聚合酶识别从而启动转录[11]。生物

体内基因的表达表现为程序性地开放和程序性地关

闭, 而起关键作用的就是启动子。外源基因在宿主
体内表达与否及表达量都直接与启动子有关。我们

应用Online promoter system对螺旋藻的 2 个耐盐基
因的预测启动子序列进行生物信息学分析, 表明其
具有类似于TATA-box、CAAT-box 和多个富含GC
的区域等启动子的特征元件。为进一步明确这些启

动子在耐盐相关基因表达调控中的作用, 本实验对
启动子进行了克隆, 并利用报告基因技术[12]对这些

启动子的转录活性进行了检测, 证实启动子pro-spi- 
049、pro-spi-295 均具有转录活性 , 且可被NaCl诱
导。我们以增强型绿色荧光蛋白作为本实验的报告

基因, 其检测灵敏度高、对机体毒副作用小, 无需任
何辅助因子和底物的参与, 且可准确检测基因表达
量[13], 作为报告基因具有其特有的优越性。 

 

 
 
图 3  激光共聚焦显微镜下荧光亮度标准图 
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图 4  在不同盐度下, 将重组藻-049 和重组藻-295 分别诱

导表达 6 h 和 8 h 后的荧光检测 

 
本研究选集胞藻 6803 基因组 slr0168 基因及其

上下游相连的两个片段分别作为上游整合平台(up)
和下游整合平台(down), 在中间插入启动子、gfp 报
告基因、卡那霉素抗性筛选标记, 构建得到同源重
组双交换整合平台, 为探索外源蛋白在集胞藻 6803
中表达、高效启动子的筛选等研究提供了很好的转

化、表达、筛选及检测平台, 为进一步探讨螺旋藻
耐盐基因表达调控和相关信号转导机制提供了一个

便捷、灵敏的工具。 在下一阶段的研究中我们拟把
报告基因 gfp 更换成耐盐相关基因 , 转化集胞藻
6803 使其高效表达外源蛋白, 验证这些基因在抗逆
过程中的作用, 为植物基因工程育种提供新的功能
基因, 也为培育抗逆性增强的螺旋藻新品种、挖掘
其他藻类抗逆功能相关基因奠定基础。 
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