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D N A重组与叶绿体遗传工程
来

李 继 耕

(中国科学院遗传研究所 )

摘 要

本文 引用新近文献
,

综述 了基因重组技术的一般程序 (包 括制备 目标D N A 分子
,

D N A 载体的选择
、

连接到载体上 的方法
、

转化和转化体 的筛选鉴 定等) 及 其应用 于叶

绿体遗传工程的最新研究成果
。

可 以 对叶绿体 D N A 编码的基 因
,

通过 基因库的建立加

以 保存 , 利用分子杂交 为基因定位 以确 定基因序列组 成
,

韭绘制基因的物理 图 ; 以及经

过特异基国重组研究基因的表达
。

据此
,

提出今后 叶绿体遗传工程研 完的主要侧重点
。

D N A 重组技术
,

包括 D N A 分子的体外连接 以及把它们引入到能在其中复制 的活细

胞中两个方面
「‘ J 。 它是从分子水平对生物遗传特性进厅重新构建的西重要手 段

,

是十多

年发展起来的遗传学中的新领域
。

借助于这个手段
,

哺乳动物的几种生长素
,

如生长激

素释放因子 (S
。 m at o s ta tin)

,

已经能够江细菌中生产
CZ 二,

类似于若干 真核生物中发

现的多肤
,

已经能够在E
. c ol i中合成 〔“ 〕。 这些新的成就

,

为大规 模生产所选 择的多脸

或蛋 白质
,

提供 了一种新 JJJ 廉价的手段
,

从而受到普遍阴重视
。

若 干学 者 已经将这神

D N A 重组技术应用于叶绿体遗传工程的研究中
,

并已取得初步 成果
。

本文将 综合加 以

介绍
。

一
、

D N A 重组的一般程序

整个D N A 重组过程
,

大致包括制备 目标D N A 分 r
、

D N A 载体 的选l择
、

连接到载

体上的方法
,
以及转化和转化体的筛选

、

鉴定等几个步骤
。

制备 目标D N A 片段的方法很多
,

最常用的是用限制性核酸 内切 酶酶切
,

然后用凉

脂搪凝胶电泳分离
,

即可看到不同的酶切片段
,

依分子量大小排列在胶中
。

如果采用随

机片段
,

即可将经内切酶酶切的片段
,

连同带 有相同 粘 性 末端的 载休D N A 一起保温
“
退火

” 。

如果为了获得特异的 D N A 片段
,

就要选择携带有特 异基因的片 段
,

用于司

载体 D N A 的重组
。

特异D N A 片段的载体
,

包括细菌质粒及病毒两种
。

质 粒是 能够在某些微生物细 咆

质中独立复制的环状D N A 分子
。

质粒具有某几种限制性内切酶的酶 , 切位点
,

如 果这些

位点所在部位不是复制起始点所在部位
,

酶切后不影响它的复制
,

那么
,

这种经内切酶

帝 此文系校友来稿
.

亦是 1 9 8 4年 4 月西北农学院建校 5 0周年校庆征文
。
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酶切而线状化了的质粒
,

即可与另外的 D N A 片段连接
,

重新 环化 ; 当以后再 把它放回

到寄主细胞中去而不失去其复制能力
。

具有这种特性的质粒
,

方可用作 D N A 克隆 的载

体
[‘ ’。

用作克隆载体的质粒分为两类 〔毛了:

第一 类以 p SC 1 01 及其衍生物为 代表
。

这类质粒

在D N A 复制方面为
“

紧缩型
” (s tr ige nt )

。

指数生长的细胞
,

每 个细胞 育 6 一 8 个质

粒分子
,

质粒的复制需要新的蛋 白质合成
,

而不需要活化的D N A 聚 合酶 工
。

第二类质

粒以 CO L E I及其衍生物为代表
。

这类质粒的D N A 复制属
“

松 弛型 ” (r e le x e
d)

。

指

数生长的细胞
,

每个细胞有20 一30 质粒分子
,

质粒的复制不需要新的蛋 白质合成
,

但需

要一个活化的D N A 聚合酶 工
。

无论p S C 1 01 或 CO L E I质粒及其衍生物
,

都是不能 目己

转移的
,

它们只能通过接合
,

从一个细胞转移到另一个细胞
。

病毒
,

主要是 入噬菌体的衍生物
,

很早即被用作克隆载 体
。

野 生型入为4 6
.

5k b长的

D N A
。

它具有 5个E 。。 R I位点
。

入的全顺序 已测定完
。

Ch a r o n 噬菌体是 入衍生物
,

广泛用作载体
。

其 中有一些 具有最 大的 插八 D N A 能

力
,

如C h a r o n 4 及 8一 1 1 ,

能插入大于 2 2 k b的外源D N A
。

此外
,

还有一种可 以用作载体的质粒称为C O S m id S 。

它们一方面 具有入噬菌体 CO S

的D N A 位点
,

这是包装到噬菌体颗粒所必需的 ; 另一 方面
,

它们又具有 CO L E ID N A

片段
,

可以作为质粒复制
,

故而称之为C os m id s 。

这类 质粒的 主要优点是连 接到外源

D N A 上的 p JC D N A (C o s m id s的一种) 能在体外包装
,

并能有效地 感染E
. c ol i ,

存微

克重组 D N A 可产生多达5 0 0
, o。。重组克隆

。

在选择采用质粒或噬菌体作为克隆 D N A 载体时
一

,

首先应该考虑
,

所要克隆的 D N A

分子的大小
,

鉴定插了、 D N A 所用 的方 法以及有关克隆的生物学问题
。

噬菌体载体适合

于克隆大的D N A 片段以及准备用与核酸
“

探针
”

杂交进行鉴定的D N A 片段
。

质粒载体的

体积较小
,

限制性内切酶谱亦较简单
,

更适合于克隆D NA 的表达工程
。

还有两种载休 S V 功与T 质粒
。

S V 4 0为 已知献唯一真核细 胞克 隆 载体
。

r
;

质粒是

植物根癌农杆菌所含有的大质粒
。

冠瘦肿瘤的诱导即由于 T
;

质粒D N A 进 入植 物细胞的

结果
。

常用于高等植物原生质体的转化
,

并已在烟 草原 生质 体的转 化 试验 中获得成

功
t6 , . 〕。

把作为
“

乘客
”

(P
a s s e n g e r ) 的特异D N A 片段连接到载体上的方法有三

了 :

( 1 ) 粘性末端连接

很多限制性 内切酶可以在 D N A 链的特异对称位点上造成交错 切 割
,

从而 拍链旧 两

端 留下突出的单链粘性末端
。

这种不配对的粘性末端长度可以为 2一 6个核普酸
。

用相同

的或能产生相近似末端的内切酶消化另一来源的 D N A
,

也产生 相同的
、

或与 之相近似

而可 以互补的末端
。

在适当条件下这两种单链末端可以
“退火” ,

连接成正常的双螺旋

D N A 一重组体 D N A
。

实际操作过程中
,

载体 D N A 往往 自行连接成环
,

而不带有插入的D N A 片段
。

为丁
-

防止这一点
,

常用的一个方法就是用碱性磷酸酶一起保温
,
以便使质粒的5 ‘

一末端去磷
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酸
。

这样
,

可以减少载体D N A 自身环化
。

( 2 ) d A : d T连接

另一个连接D N A 片段的程序是利用末端脱氧核昔转移 酶把 d A 一残 基加 到载体片

段两端链上
,

把 d T 一残基加到插入片段的两端链上
。

这两 个片段本身不能 形成环
,

但

是
,

当把两个不同延仲的片段混合时
,

在适 当条件下
,

它们被连接 形成一个d A : d T 互

补连接片段
。

这个方法又称同聚体尾 (h o rn o p o ly m e r ta ils) 连接法
。

( 3 ) 平头连接

平头连接是用T 4 D N A 连接酶把 D N A 的双链碱基对末端进 行连接
。

T 4连接酶的浓

度
,

对于保证足够的D N A 末端连接
、

组成一个新质粒是十分重要的
。

所 用的D N A 片段

长度在2 0 0一soob p 之间
,

片段的浓度为 1 0 0一 3 0 0林g / m l
。

另外
,

也可 以把内切酶裂解造成的粘性末端
,

作为一个接头
,

把它们加到
“

乘客
”

及载

体D N A 的平头上
,

利用它们的粘性末端
,

连接为新的重组体 D N A 分子
。

带有E o 0 R厂I
、

B a m H I及H in d l 位点的接头
,

国外市场 已有出售
。

反之
,

用单链特异的核酸酶sI 一起保温
,

也可以除去单链末端造成平头
,

然后再接

平头连接法用 T 4连接酶连接
。

顺便应该指出
,

关于连接酶的应用
,

不同的连接方法有所不同
。

D N A 连接昙酶及T 4连

接酶
,

可用于连接短的
、

经内切酶消化产生的粘性宋端
; 而平 头的连 接

,

只能用 T 4连接

酶连接
。

末端的浓度
,

反应液以及反应温度
,

均有不同的要求
。

最后一个步骤就是转化及转化体的筛选和鉴定
。

把上述连接反应混合物引入到能在其中复制的寄主细胞中
,

根据表型标记的变化
,

即可筛选出所希望的重组休
。

以质粒为载体
,

常用的转化试验的受体菌
,

都是大肠杆菌

K 一 1 2内勺衍生株
.

如 C 6 00
、

H B lo l
、

x 1 7 7 6等
。

将这些菌中的任一种同连接反应所产生

的币组仕涅介物的 D N A
,

起加C a C I
。

并保温
,

重组D N A 即 可进入 寄
一

主 细胞
,

引起转

化
。

转化体的鉴定采用两个方法
。

一是按照插入饨化原理
,

将带 有插入 D N A 的 转化培

养物
,

涂布在合有一定浓度的抗生素的固体培养基上
,

恨据转化培养物所缺少的与载体

有关的表现型
,

亦即根据其抗药性变化
,

即可鉴定并 筛选出所希望 的重 姐体
。

例如
,

p B R 3 22 是应用最广泛的载休质粒
,

带有A PR 及T 。“两个标记基因
,

P s t 工的识别位点位于

A p R

基因区
,

而B a m H I及S a l l的识别位点位于T 。“基因区
。

如在B a m H
一

1点插 入外源

D N A
,

使T 。 “饨化
,

失去对四环素的抗性
,

从而获得A p “
T 。”质粒

。

另一个鉴定方法是将转化体经培养扩增后
,

分离其质粒 D N A
,

再
一

用连 接试验时所

用的同一种内切酶消化
,

由于内切酶酶切位点相同
,

重组体 质粒仍在
’

外源D N A 连接的

位点上被切开
,

形成载体 D N A 片段与插入的外源 D N A片段
,

通过琼脂糖凝胶电泳
,

即

可按照其迁移率准确地确定它们的存在及片段大小
。
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二
、

叶绿体遗传工程

( 1 ) 叶绿体甚因库的建立

利用 D N A 重组技术
,

组建叶绿体的基因库
,

是一个行之有效的 手段
。

根 据苏联学

者A n 皿p u a n o B 等人 【吕’“ 〕的报道
,

将豌豆叶绿体D N A 与质粒 (E
.

C o li
,

R SF Z i 2 4 )D N A

按 3 : 1 比例混合
,

用过量的E e o R I消化
,

再用 T 4 D N A 连接酶处理
,

E
.

C o li C 6 0 0作为

受体菌
,

按一定程序进行转化处理
,

再将转化体细菌涂布在含有抗生素的选择性培养基

中
,

进行抗药性鉴定
,

获得带有重组质粒的转化体
,

并将其分别克隆
。

豌豆叶绿体D N A
,

经E c o R I完全消化后
,

裂解为21 个片段
,

电泳时表现为21 条带
。

E co R I在R S F 2 1 24质粒中的 切割位点
,

位于大 肠杆菌素合成基 因区
,

当外 源D N A 片

段插入质粒中时
,

即失去合成大肠杆菌素的能力
,

但仍保持对它的免疫特性
。

据此
,

即

可对转化体进行筛选
。

工作结果获得分别具有豌豆叶绿体 D N A 不同分子量片段的30 个 转化 体
。

不同插入

片段的分子量总和为4 7 x 1 0 .

道尔顿
,

相当于叶绿体D N A 分子量的一半
。

插入 片段的性

质是用D N A / D N A 分子杂交证明了的
。

此外
,

将这些克隆再经E c o R 工酶切 后进行电泳
,

所得到的图式也充分证明所获得的转化体是质粒 D N A 与 不同 叶绿 体 D N A 片 段的重组

体
。

这样
,

这30 个转化体就组成了豌豆叶绿体D N A 的基因库
。

重组质粒 中插 入的叶绿休D N A 片段的G C含量测定的结果 表明
,

不 同克 隆片段的

G C 含量是异质的
。

有些片段富含A T 对
,

另一些片段主要含G C对
。

这同眼 虫中所观察

到的结果是一致的 〔‘“ 〕。

( 2 ) R ti BPC酶大亚基和 r R N A 基因定位

将玉米叶绿体 D N A 的B a m H I片段
,

插入到 细菌 质 粒R S F lo 3 0 D N A 中
,

提取其

D N A 用于转化E
.

C ol i H B 1 01 受体细菌
,

再用蔗糖梯度离心分离 出较重的转 化体
。

其

中之一为 p Z m o 3 7
。

它是一个带有叶绿体D N A 的B a m H I片段 9的重组质粒
。

经纯化后将

p Z m o 3 7 D N A 加到转录翻译偶联系统中
,

可 以指导 〔“
“
S〕蛋氨酸掺 入到多种多肤 中

,

包

括与 R u B PC酶大亚基的迁移率相当的多肤在内
。

为了证明多肤的合成 是 由p Z m o 37 的

叶绿体D N A 序列所指导而非克隆载体 D N A 所指 导
,

再 用B a m H I把 叶 绿 体D N A 从

p Z m c3 7上切下来
,

再经蔗糖梯度离心纯化后
,

这个 D N A 可以指导 与大亚基大 小相当

的多肚的合成
,

而R S F lo 3 OD N A 单独不能指导这一产物的合成
。

经免疫沉 淀和蛋 白质

酶解产物分析均证明
,

编码大亚基的基因就位于B a m H I的第 9 片段上
〔“ ’。

另一项有关玉米的工作
,

是用E co R I消化叶绿体D N A 与截体pM B g D N A 之后
,

用

D N A 连接酶共价连接
,

连接的D N A 被用于转化E
. c ol i F MA 一Z受体菌

。

获 得5 0个抗

四环素的转化体
。

用 〔
3

甲〕标记的叶绿体
r R N A 与这些转化体杂交

,

筛 选与之 互补的

转化体
,

获得两个互补于
r R N A 序列的重组质粒p Z m c 10 0及 p Zm cl 3 4

。

再用E c o
RI 消化

这两个重组质粒后进行 电泳
。

结果表明
,

两个重组质粒均带有E c o R I片 段
a 。

p Z勿 。10 。

带有的叶绿体 D N A 片段约为1 7 , o o ob p ; p Z m e l3 4带有的片段约为 1 5 , o o o bp
。
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将 E c o R I消化过的 p Z m o 1 3 4 ,

再用S al l酶切
,

电泳分离
,

并直接转移到 硝酸纤维素

滤膜上
,

分别用 〔“毕〕标 记的23 5
、

1 6 5 及 5 5 r R N A 杂交
,

结果
,

三种 r R N A 均可与E c -

。 R I片段 a杂交
。

用B a m H I及H in d l 也有类似情况
。

为了进一步确定
,

是 否所有的 rR
-

N 人都是从 E c o R I片段
a 同一条链上转来的

,

再将 a片
·

段变性后电泳分离 为两条带
,

转移

到硝酸纤维素滤膜上
,

再分别同上述 〔
“

甲〕标记的三种
r R N A 杂交

。

结果
,

三种 r R N人

均 与迁移快的条带杂交
。

这就表明
, 5 5

、

16 5及 23 5 r R N A 是 从E c o R l a
片段 转录来

的
,

它们的编码基因位于这一片段的同一条链上
。

此外
,

还 证明
,

在 1 6 5 与23 5 r R N A

基困之间被一个2 1 00 b p 的序列隔开
t‘2 〕。

与此相似
,

烟草叶绿体 D N A 上 r R N A 基因的定位是由日本 学者 S u
gi

u r a (杉浦昌

弘 )
, 二‘3 ’ ‘4 ’‘“ 2等人进行的

。

烟草叶绿体D N A 用E 。。R l消化后
,

可以分离出30 个片段
。

片

段月大小范围在 4
.

了一。
.

2 x 10 ’道尔顿之间
。

将这些条带转移到硝酸纤 维素滤 膜上
,

用

L
’“P〕标记的烟草叶绿体 16 5 与 2 3 5 r R N A混合物与之杂交

,

结果 两条D N A 带E 与 I

(即第 5与第 9片段 ) 具有明显的 放射性
。

E带 的分 子量约 为 2
.

8 K I沪
,

即 编 码23 5

r R N A 的基因 ; 工带的分子量为 1
.

9 x 10
“,

为编码 16 5 r R N A 基因
。

将带 有抗四环素标

记基因的 p M B g质粒作为载体
,

用 E c o R I消化的叶绿体D N A 与p M B g D N A 混 合物并用

T 4连接酶共价连接
,

连接过的 D N A 用于转化E
。
c ol i H B 1 01 受体 菌

。

经过 鉴定
、

最后

获得重组质粒T C 工与T C 3 Og ,

分别带有互补于
r R N A 的 1 6 5 及23 5叶缘体 D N A 的 工片段

与 E 片段
。

接着作者等利用数种限制性酶切割和限制性片段同 〔
““P 〕标记的 1 6 5 与 2 3 5 r R N

-

A 杂交
,

组建了一个烟草叶绿体D N A 的物理图
,

并借助于带有 R 环的分子电镜分析
,

确

定了 16 5 与23 5 r R N A 基因的位置
。

这些基因中没有插入 序列
,

两 个基 因之 间被一条

D N 人链编码的 l
.

3 x 10 。道尔顿的序列隔开
,

转录的方向是从 16 5 基因至23 5基因
。

( 3 ) 叶绿体基因的转录和表达

如所周 知
,

R u BPC酶发现于C
‘

植物玉米的鞘细胞 中
,

而叶肉细 胞中 则不存在
。 ’

已

的人亚基
,

已经定位在叶绿体D N A 的B a m H I的第 9 片段上
。

但是
,

还 应该指出
,

B a m

9 片段上还携带着一个l
.

4 k b 的基因
,

它在体内转录成为功能 未定 的 2
.

2 k b R N A
。

这

两个基因之间被一个 33 0 bp 长的间隔区隔开
,

并且是从相 对链上 转录 的
。

为了 搞清楚

B a m g 上不同基因片段在基因表达与转录调节 中的作用
,

进行了以下试验
。

B a m g 片段全长约4
.

35 k b
。

它的中间部分为B 2
.

7区
,

即大亚基基 因所 在部位
。

其

中H 0
.

4 4片段 占大亚基基因区一小部分
。

E l
.

55 片段携
:带有1

.

4 k b部 分的 2
.

2 k b R N A

基因
。

按照前述程序将这些不同片段同质粒载体重组成嵌合质粒
: p Z m c3 7由R S F lo 3 0 /

玉米叶绿体 D N A B a m g片 段组成
, p Z m e 3 7 1 1由 R SF 1 0 3 0 / B

a m g的 H 片 段 构成
,

p Zm o 46 5 由 p B R 3 2 2/ B a m g的 E 片段 构 成
。

将 这 些 质 粒D N A 提 纯 以后
,

用琼脂糖

凝胶电泳分离
,

再转 移到 滤膜 上
,

分别 用带 同位 素标 记的
、

来 自鞘细 胞与叶 肉细

胞的 R N A 杂交
,

结果
,

玉米叶绿体D N A B a m g片 段
,

可 以同 鞘细 胞 和叶肉 细 胞来

的 R N A 杂交
。

这 表 明
,

两类 细胞 叶 绿体 D N A 中均存在有 大亚基 基因
。

但是
,

H 片
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段只同鞘细胞 R N A 杂交
,

而不同叶 肉细胞 R N A 杂交 ; 反之
,

E 片段则 以同等 强度同两

类细胞的叶绿体R N A杂交
。

这就表明
,

大亚基的 m R N A 仅 存 在于鞘细胞 中
,

而 2
.

2k b

R N A 基因转录物
,

则存在于两类细胞中
。

换言之
,

位于叶绿体 D N A B a斑9片段上 的基

因
,

在鞘细胞与叶肉细胞中是分别转录的
〔, “’。

另一篇有关 R u B PC酶大亚基基因表达的报告是G at e n b y等人 〔‘7 J提出的
。

玉米
、

小

麦叶绿体D N A 中均含有一个单掺贝的R u BPC酶大亚基 基 因
,

用B a m H I消化
,

可 以从

两个种 中分离出带有大亚基基因的完整的D N A 片段
。

玉米 中片 段长 为4
.

3 k b
,

小麦为

9
.

7k b
,

所有这些片段
,

均可直接克隆到pB R 3 22 的B a m H I位 点中
。

大亚基 基因在噬菌

体 内的转录
,

或是在1链上利用启动子P : ,

或是在
r
链上利用启动子P

, ‘起 始的
。

将玉米

的大亚基基因转移到 p B R 3 22 的B a m H I位点上
。

由于这个基因在叶 绿体 D N A 片 段内及

质粒内相对于R s tl 位点的对称位置不同
,

而得到两个大亚基基 因方向相反的重组质粒
:

P Z m B IA 及P Z m B IB
。

同样
,

小麦 R u B PC酶亚大基基因插入 到PB R 3 2 2 的 B a m H I位点

后
,

一

也得到两个大亚基基因方向相反的重组质粒p T a c3 9及 p T a c5 18
。

将这四 种质粒按照转化程序引入到生产小细胞 (m ini ce il) 的品 系D S 4l o中
,

将含

有这四种质粒中每一种质粒的小细胞
,

连同对照p B R 3 22 同时制备
,

并在带有 〔3 ‘S〕的

蛋氨酸中温育
,
以标记由质粒合成的特异蛋 白质

,

利用 S D S一 PA G E 分离 带 ;有放射性

的提取物
。

结果表明
,

当小细胞含有重组质粒时
,

可 以合成若干种多肤
,

其中之一分于

量为5 2 , 0 0 0一 5 3 , 0 0 0道尔顿
,

其迁移率非常近似于从叶片分离纯化的大亚基
。

利用体内

标记的小细胞提取物同抗 R u B PC酶的血清一同保温
,

并借助于吸附到 蛋 白质A
一

S e p h
-

ar os e检出抗原一抗体复合物的方法
,

均证明小细胞合 成产物之一就 是R u B PC酶大亚

基
。

很可能
,

叶绿体D N A 片段本身所携带的启动子以及由启动子起始 的转录 和翻译
,

是造成这种表达的原 因
。

最后应该补充说明一点
, 1 9 8 3年我们也成功地完成了菠菜 叶绿体D N A 的B a m H I片

段同质粒p B R 32 2 D N A 的体外重组
。

所用的受体菌是C 6 00
,

鉴定方法同前述
。

研 究报告

见 1 9 8 3年遗传所工作年报
。

从 以上所列举的几个方面可 以看出
,

应用叶绿体遗传工程
,

可以对叶 绿 体D N A 编

码的基因
,

通过基因库的建立加 以保存
,

利用分子杂交为基因定位
,

确定其序列组成并

绘制基因的物理 图
,

最后
,

经过特异基因重组研究基因的表达
。

因此
,

今后叶 绿体遗传工

程研 究
,

主要应侧重于 R u BPC 酶大亚基基因或其他 已经定位在叶绿体D N A上的基因
,

利用体外重组技术研究其调控与表达
,
以期在短期内取得应用方面的效果

。

在这方面人

们已经提出了若 干诱人的设想
,

例如
,

C : 与C
、

光合途径的转化
,

非豆科植物 的固氮等
。

其中有的已正在探索中
。

另一方面
,

同此密切相关的是
,

由于叶绿体分子遗传学的历史

毕竟太短
,

很多基本的方面还不清楚
,

这对于它的实际应用是有影响的
。

因此
,

还应该

不断地充实并揭露新的叶绿体遗传规律
。

例如
,

发现新的 由叶绿 体D N A 编 码的基因 ,

叶绿体D N A 与线粒体D N A
、

核D N A 的相互关系
,

并将之同高等植物 的细胞质遗 传联

系起来
,

为今后叶绿体遗传工程研究提供更加广泛的基础
。
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