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SOEing法构建 EGFP真核表达载体及其在杜氏盐藻中的表达 
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摘 要：通过重叠 区扩增基 因拼接法 (Gene splicing by overlap extension，SOEing)构建 含有杜 氏盐藻 (DunalieUa salina)硝 

酸盐还原酶(NR)基因5 一上游序列 (Pnr)and 3'-端序列 (Tnr)的EGFP真核表达载体，并将其转化杜氏盐藻。利用改 

进的SOEing法，将杜氏盐藻 NR基因 Pnr与报告基因EGFP cDNA融合，并与pEGM一7 克隆载体连接，顺序将盐藻 NR 

基因 ．rnr序列 与融 合片段相连 ，构建含 Pnr—EGFP-Tnr表 达盒 的盐 藻真核表达载 体 07NET。电击法转 化杜 氏盐 藻 ，在 

盐 藻转 化株 中观 察到了 EGFP的瞬时表达 。此研究为转基因杜 氏盐藻研究 和成 功建 立杜氏盐藻生物反应 器奠定 了 

实验基础。 
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杜氏盐藻 (Dunaliella salina)是一种单 细胞真核 

绿藻 ，无细胞壁。该藻突出优点在于抗逆性极强 ，可 

在 0．05--5mol／L的盐水 中生长 ，是迄今所发现 的最 

耐盐的生物之一。杜 氏盐 藻作为宿主 表达外源基 

因，生产有用的外源蛋 白，具有繁殖速度快 、培养简 

单 、表达产物下游纯化过程简单等优越性。因此 ，利 

用盐藻作为生物反应器具有较高的应用前景 J̈。硝 

酸盐还原酶 (nitrate reductase，NR)是一种诱导酶 ，硝 

酸盐对 NR活性有明显诱导作用 ，而铵则能抑制 NR 

的表达 ，因此 NR的启动子 和终止子 已经成为转基 

因研究中 比较理想 的诱导性调控元件。Wang等 J 

报道用小球藻 自身的 NR启动子来驱动外源基因的 

表达 ，具有可诱 导性 和高效性表达的特点。然而利 

用盐藻 NR的 5 上游序列(Pnr)及 3 端序列 (Tnr)作 

为驱动外源基因表达的启动子和终止子的研究 目前 

尚未见报道。 

重叠区扩增基因拼接法(Gene splicing by overlap 

extension，SOEing)是利用 PCR技术在体外进行有效 

的基因重组和定点突变，不需要内切酶消化和连接 

酶处理 J。众所周知 ，由于引物 只需要与模板有效 

结合，尤其是 5 端序列不必与模板完全配对，因此扩 

增引物的 5 端可以添加一种甚至是两种酶切位点以 

便于后期克隆。SOEing法正是利用这一特点 ，向两 

个独立基因掺人一段新的序列以达到两个基因出现 
一 个重叠区的目的，进而利用这段重叠区制造“巨型 

引物”(Mega pfimem)，后者 3 端的可 引发性使基 因 

融合或定点突变得以实现。在以前 的研究 中，我们 

利用基因组步行法从盐藻基因组中克隆了 NR基因 

起始密码子 ATG上游 1176bp的 5 上游序列(Pnr)和 

终止密码子 TGA下游 881bp的 3 端序列(Tnr)(此文 

另发)，本研究利用改进的 SOEing法将 Pnr和有完整 

读码框 的增强型绿色荧光蛋 白 (Enhanced green fluo— 

reseenee protein，EGFP)eDNA拼接成融合片段 ，并与 

pEGM一7 克隆载体连接 ，顺序将 Tnr序列 与融合 片 

段相连 ，构建含 Pnr-EGFP—Tnr表达盒 的盐 藻真核 表 

达载体 (p7NET)。电击法转化杜 氏盐 藻，以研究通 

过 SOEing法构建 的含 Pnr—EGFP—Tnr表达盒 p7NET 

在盐藻中的表达情况。此研究可能会为转基因杜氏 

盐藻研究和成功建立杜氏盐藻生物反应器奠定重要 

的实验基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

菌株和载体 大肠 杆菌 JM109为本 实验室保 

存 ；载体 pEGFP—C1(含 EGFP eDNA)购 自Clontech公 

司。pEGM一7zf克隆载体 、载体 pMD—Pnr(含盐藻 NR 
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基因5 上游序列)和 pMD．Tnr(含盐藻 NR基因 3 端 

序列)均 由本室构建。 

主要试 剂 LA Taq DNA聚合酶 、Pyrobest DNA 

聚合酶和限制性内切酶 、胶 回收试剂盒和质粒 DNA 

提取试剂盒均购 自大连宝生物公司。分子量 Marker 

购 自加拿大 MBI公司。 

盐藻藻株和培养 盐藻藻株为 UTEX．LB．1644， 

购自美 国德克萨斯州立大学(The University of Texas， 

USA)。盐藻的培养采用改良的 PKS盐藻培养基_4 。 

培养条件为：温度 26~C，光照强度 45001x，明暗周期 

为 12h：12h。 

1．2 方 法 

引物设计 根据作者已登录的盐藻 NR基 因 5 

上游序列 (DQ217416)，EGFP基因序列 ，NR基因 3 

端序列 ，采用 Primer Premier 5．0辅助设计如下引物 

(表 1)。所有的引物 由上海生物工程公司合成。 

表 1 设计合成 的引物序 列 

Tab．1 Primers sequences designed 

注：画线部分为酶切位点，SOE一2和SOE一3为具有互补序列的引物 

Note：Underlined ale restriction enzyme cut sites；SOE一2 and SOE一3 are two complemented primers 

SOEing法扩增 NR基因 5 上游序列和 EGFP 

cDNA的融合 片段 Pnr．EGFP(1)Pnr和 EGFP cDNA 

的扩增 ：Pnr扩增以 pMD．Pnr为模板 ，SOE．1和 SOE．2 

为引物，94℃预变性 4min，94℃变性 30s，55℃退火 

40s，72℃延伸 1．5min，共 30个循环。EGFP cDNA扩 

增 以 pEGFP．C1为模 板，SOE．3和 SOE．4为 引 物 ， 

94℃预变性 4min，94℃变性 30s，55℃退火 40s，72℃ 

延伸 1．5min，共 30个循 环。PCR反应 体 系按 Pv． 

robest DNA聚合酶说 明书配置。PCR产物用胶回收 

试剂盒回收。(2)融合片段 Pnr．EGFP扩增 ：由于标 

准 SOEing扩增效率很低 ，参 照 Warrens等 的方法 

将 SOEing法进行改进 。首先建立 不加引物 SOE．1 

和 SOE．4的反应体系 ，将 400ng的 Pnr和 EGFP产物 

等量混合作 为模 板进 行 PCR反应。反应体 系如上 

配置 ，PCR反应条件如下：94℃变性 4min后 ，94℃变 

性 30s，68℃退火及延伸 5min，进行 6个循环。而后 

将 Eppendorf管从 PCR仪中取出并迅速置于冰上 ，冷 

却 3—5 min后加入 引物 SOE．1(25gmol／L)和 SOE．4 

(25／~mol／L)各 l L，瞬时 离心后 进行 第 二次 反应 ， 

PCR反 应 条件 ：94℃变 性 3min后 ，94 G【=变 性 30s， 

56℃退火 45s，72℃延伸 4min，进行 25个循环 ，最后 

72℃延伸 10rain，扩增产 物 Pnr．EGFP用胶 回收试剂 

盒回收纯化。 

真核表达载体 P>NET的构建 (1)中间载体 

p7NE的 构 建 ：将 上 述 回 收 的 产 物 Pnr-EGFP用 

HindIII和 ClaI进行双酶切 ，用 PCR产物纯化试剂 

盒纯化酶切 片段 。用相 同的酶消化 pEGM．7zf克 隆 

载体 ，回收载体 片段 ，用 T4连接酶将 Pnr．EGFP融合 

片段与克隆载体连接。连接产物转化感受态大肠杆 

菌 JM109细胞 ，对表现 Amp 的菌落提取 质粒进行酶 

切鉴定 ，阳性克隆命名为中间载体 p7NE。(2)表达 

载体 p7NET的构建：以含有 NR基 因 3 端序列的载 

体 pMD．Tnr为模板 ，利用引物 TnrF2和 TnrR2扩增上 

游含 Xho I酶切位点，下游顺序含 HindⅢ和 A。t 1I 

两个酶切位点 的 Tnr片段 。扩增 产物 回收方法 同 

上 ，用 Xho I和 Aat 1I双酶切 回收产物，PCR纯化试 

剂盒纯化酶切产物。同样用 Xho I和 Aat 1I双酶切 

中间载体 p7NE，回收载体大片段 ，二者在 T4连接酶 

作用下连接 ，转 化大肠杆菌 JM109，筛选 阳性 菌落， 

酶切鉴定 。得到含 Pnr．EGFP．Tnr表达盒的盐藻真核 

表 达载 体 p7NET。 

电击法转 化盐藻细胞 质粒 p7NET用 电击 法 

转化杜氏盐藻细胞 ，参考耿德贵lL6 等的文献报道 ，并 

做改动，具体操作如下：收集处于对数生长期的杜氏 

盐藻细胞，计数 ，用 2×HEPES调整细胞浓度达到大 

约为 1．0×10 ／mL；取 400pL 2×HEPES悬浮的细胞 ， 

加入 0．2cm电击杯 内；电击杯 中加入 10 质粒 ．混 

匀 ，于冰浴中静置 10min。调整 电击仪(Gene Pulser， 

Bio．Rad)，设定 电击参 数为 ：电容 l0 F，电阻 40012， 

电压 1．5kV进行电击 ；电击完毕 ，电击杯置 于冰浴 
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上游引物和 3 端序列的下游引物均引入 Hind HI酶 

切位点 ，因此利用 H／nd 11I单 酶切可将含 Pnr-EGFP- 

Tnr的表达盒切下 ，不但利于外源基 因的稳定转化， 

而且简化了下游载体构建的过程。 

本实验通过电击转化的方法将所构建 的表达载 

体 p7NET转化盐藻，并且在盐藻 中得到 了瞬时表达 ， 

EGFP在盐藻中表达的成功不但为转基因筛选提供了 
一 条新途径，也证实了所克隆的盐藻 NR基因 5 上游 

序列和 3 端序列能够保证外源基 因的正确表达。然 

而，在通过荧光显微镜观察转化细胞时，可见有部分 

死亡细胞呈现绿色，为 了与转化细胞鉴别 ，通过蓝光 

与可见光的交替观察，可以除去假阳性 的非转化细 

胞。转化细胞发 出明亮绿色荧光 ，并且细胞结构完 

整，活动性好 。而假 阳性细胞 在可见光下呈现裂解 

状，不活动。至于此类细胞出现假阳性的机制 目前还 

不清楚。这些研究可能会为转基因杜氏盐藻研究和 

成功建立杜氏盐藻生物反应器奠定重要的实验基础。 
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CoNSTRUCTIoN OF AN EGFP EUKARYoTIC EXPRESSIoN VECToR BY SoE G AND ITS 

TRANSFoRM AT10lN To D  ̂ ￡ E￡￡ LJ：̂ 

U Jie，YAN Hong-Xia，QU Dong-Jing，LIU Hong-Tao，IJU Zhao-Ming and XUE Le．Xun 

(Laboratoryfor CellBiology，the First AffiliatedHospital，Zhengzhou University．Zhengzhou 450052) 

Abstract：Previous studies，including some from our own laboratory
，have demonstrated that Dunaliella salin。(D．sa／in。)was 

one of the most extremely halotolerant eukaryotes and able to live in a variety of salt concentrations ranging from 0
．05 to 5 M so1u． 

tion of sodium chloride．The simple and cheap culture of D
． salina makes it have a great potential in bioengineering for producing 

valuable polypeptides and proteins
． However，lack of efficient expression systems has been one of major limitations in the genetic 

manipulation of this microalga．In order to produce high levels of heterologous proteins in transgenic D
． salin。，it is necessary to 

obtain a high-efficiently endogenous promoter for expressions of the heterologous genes under controlled conditions
．  We investi． 

gated whether 5'-flanking region(Pnr)and 3'-flanking region(Tnr)of D．salina nitrate reductase(NR)would control exDI℃s． 

sion of the heterologous genes．Gene splicing by overlap extension(SOEing)was modified according to following stePs：(1)svn． 

thesis of two individual DNA fragments of interest with 36 bp overlap by PCR with high．fidelity Pyrobest DNA polymerase： 
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(2)six cycles of pre．extension without flanking pfimem after mixing the two fragments above，which ensures the overlap exten。 

sion between the two individual templates；(3)25 cycles of post—extension with flanking primers after cooling the product of pre— 

extension．An enhanced green fluorescence protein(EGFP)eukaryotic expression vector harboring Pnr-Tnr cassette was construct- 

ed based on the method of SOEing and transformed into D ．salina using electroporation．Using the modified SOEing PCR，a spe— 

cial fusion fragment Pnr-EGFP was obmined with the equal molar Pnr and EGFP cDNA from the first stage PCRs being templates， 

and a recombinant expression vector p7NET containing Pnr-EGFP-Tnr expression cassette was constructed by inserting Pnr-EGFP 

and Tnr，which was obtained from the genome of D．salina by PCR，into vector pEGM一7zf．The resulting recombinant vector 

p7NET was digested with the double enzymes Aat 1I and Xho I and a single enzyme Hind m ，which showed the expected frag— 

ments，respectively．Th e results of sequencing showed that the sequences of whole Pnr-EGFP-Tnr expression cassette completely 

conform ed to the corresponding sequences of Pnr，EGFP and Tnr，which provides a further evidence for successful construction of 

the recomb inant plasmid by SOEing．Subsequently，the transform ants of D ．salina transform ed with the p7NET were observed 

under fluorescence microscope．Green fluorescence appeared on day 2 after transform ation in D．salina cells transform ed with the 

p7 NET，but not in control cells，in which the chloroplast red autofluorescence appeared．Th e transformed cells on day 6 after 

transform ation had stronger green fluorescence than those on day 2，but no noticeable fluorescence on day 9，indicating that the 

EGFP gene has successfully be en introduced to cells of D．salina and Pnr from D
． salina can drive the exDI℃ssion of the EGFP 

gene in transgenic D．salina．Conclusions：Th e findings of the present study suggest that the Pnr／Tnr cassette of the NR gene 

from D．salina may be used to drive the expressions of heterologous gene in transgenic D
． salina and the modified SOEing is a 

rapid and efficient method in cloning of fusion fragments and construction of expression vectors
． 

Key words：Dunaliella salina；Gene splicing by overlap extension(SOEing)；EGFP；Eukaryotic expression vector 
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