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利用椭圆小球藻硝酸还原酶缺失突变体为 
生物反应器表达兔防御素 NP-1 蛋白 

张小宇1,2, 王 鹏1, 赵世民1, 李 霞2, 沈 昕2, 孙勇如1, 
储成才1, 王义琴1

(1. 中国科学院遗传与发育生物学研究所, 北京 100101; 2. 北京林业大学生物科学与技术学院, 北京 100083) 

摘  要: 利用转基因小球藻为生物反应器生产兔防御素 NP-1 蛋白具有重要的应用价值。本研究利用椭圆小球藻

(Chlorella ellipsoidea)硝酸还原酶(nitrate reductase)缺失突变体为受体, 构建了包含 NPTII 基因和硝酸还原酶基因两

个筛选标记的兔防御素蛋白表达载体, 采用电激法将目的基因转入椭圆小球藻硝酸还原酶缺失突变体 nrm-4, 获得

了正确表达防御素蛋白的转基因藻, 从而表明通过硝酸还原酶作为筛选标记基因并结合硝酸还原酶缺失突变体可作

为较好的小球藻生物反应器生产模式。 
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Expression of Rabbit Neutrophile Peptide-1 in Nitrate Reductase-  
deficient Mutant of Chlorella ellipsoidea 
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Abstract: Application of transgenic Cholrella as bioreactor to express rabbit neutrophile pepetide-1 (NP-1) shows great 

practical value. In this paper, an NP-1 expression vector containing two selective marker genes NPTII and nitrate 
reductase gene was constructed. The NP-1 gene was transformed into the nitrate reductase-deficient mutant nrm-4 of 
Chlorella ellipsoidea via electroporation, and the transgenic alga expressed the active NP-1 were obtained. 
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小球藻(Chlorella)属于绿藻门小球藻属的一种单

细胞真核微藻。小球藻体内含有一个杯状叶绿体, 光
合效率高, 既可自养生长, 也可异养生长。同时, 由
于其含有丰富的蛋白质、氨基酸、不饱和脂肪酸、

维生素、矿物质和色素等营养物质, 因而它是一种重

要的微藻资源。 
目前对于小球藻的研究主要集中在小球藻培养

条件的优化 , 小球藻体内活性物质的提取等方面 , 
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而对小球藻分子生物学方面的研究, 如特定基因的

克隆与功能鉴定, 外源基因转化和表达等仅有极少

的文献报道。Jarivs和Maruyama等将lac基因和GUS
基因采用基因枪转化法和电击转化法导入到C. el-
lipsoidea 和C. saccharophila c-211-1a原生质体中 , 
并且检测到外源基因的瞬间表达 [1,2]; Dawson[3]利用

微粒轰击转化的方法将C. vulgaris的硝酸还原酶基

因导入到C. sorokiniana突变体中, 得到了能在含有

硝酸盐培养基中生长的藻株, 这是关于小球藻中外

源基因稳定转化的首例报道。Richard等[4,5]用PEG转

化法将人的生长激素基因转入C. vulgaris C-27 和 C. 
sorokiniana ATCC-22521 中, 研究了随机整合与同源

重组对外源基因表达的影响, 这是目前关于小球藻

中外源基因表达调控的唯一报道。 
我们课题组的研究主要集中在以小球藻为生物反

应器生产外源蛋白方面。研究认为, 以单细胞微藻小

球藻作为生物反应器有很多优势, 如能够光合自养, 
培养简单, 大规模培养成本低廉等。椭圆小球藻本身

含有丰富的营养物质, 无内毒素, 可以口服, 从而省

去产物提取纯化的繁琐工艺。采用基因工程的手段利

用转基因藻来生产一些需要大量生产而又对原核生

物生长不利的物质或表达需要翻译修饰的复杂蛋白, 
比如防御素蛋白(defensin), 具有很好的应用前景。 

防御素是生物体抵御病原体的防御反应过程中

产生的一类抗微生物的带正电荷短肽,一般由 29~54
氨基酸组成[6]。目前已发现它不但对细菌、真菌、被

膜病毒等有广谱的抑制作用, 对某些恶性肿瘤细胞

也有毒杀作用[7~11]。广谱的抗性是源于其独特的抑制

机理, 它靠本身所带的正电荷与带负电荷的微生物

细胞膜相互吸附, 二聚或多聚的防御素穿膜形成跨

膜的离子通道, 导致细胞内溶液外渗, 从而扰乱了细

胞膜的通透性及细胞能量状态, 导致细胞膜去极化, 
呼吸作用受到抑制以及细胞内ATP含量下降, 最终导

致靶细胞死亡 [11,12] ; 防御素的抗病毒作用则是通过

与病毒外壳蛋白结合而导致病毒失去生物活性。正是

由于这种特殊的作用机理, 目的微生物难以对防御

素产生抗性突变, 因此防御素被认为是一种新型的

抗生素, 在临床上具有很高的应用价值, 目前已有多

种抗菌肽药物进入Ⅱ期和Ⅲ期临床试验 [13]。因为防

御素对宿主细胞的杀伤作用, 所以无法用大肠杆菌

和酵母进行表达, 而又因为防御素在动物中的含量

非常低, 直接从动物中提取是操作繁琐而且价格昂 

贵。因此, 用真核微藻小球藻生产兔防御素蛋白具有

很好的应用前景。 
本研究构建了含有两个筛选标记的兔防御素基

因(NP-1)表达载体, 采用电激的方法将兔防御素蛋

白基因(NP-1)转化椭圆小球藻(Chlorella ellipsoidea)
硝酸还原酶功能缺失突变体 nrm-4, 经过筛选获得了

转基因藻并对转基因藻表达的防御素抑菌活性进行

了检测, 从而为以小球藻硝酸还原酶功能缺失突变

体作为新型真核生物反应器的可行性进行了进一步

的验证。 

1  材料和方法 
1.1  实验材料 

1.1.1  菌株 

大肠杆菌 DH5α 为实验室保存。 

1.1.2  藻株 

椭圆小球藻(Chlorella ellipsoidea)购于武汉中国

科学院水生生物研究所藻种库。小球藻硝酸还原酶

(Nitrate Reductase)功能缺失突变体nrm-4由本实验室

通过辐射诱变的方法筛选获得[14]。 

1.1.3  质粒 

pBin-NrPro-NP1(含有以硝酸还原酶启动子启动

的 NP-1 基因表达框)、pSK-NR(含有硝酸还原酶基因

表达框)质粒为实验室保存。 

1.1.4  藻种培养基 

参照文献[14]中的椭圆小球藻硝酸还原酶功能

缺失突变体nrm-4 的培养基。 

1.2  实验方法 

1.2.1  防御素真核表达载体 pBin-NR-09-NP1的构建 

将 pBin-NrPro-NP1 质粒用 Hind Ⅲ内切酶单切, 
琼脂糖凝胶电泳回收 10.5 kb 大小的载体片段; 用同

样的酶单切 pSK-NR 质粒, 回收 4 kb 左右的硝酸还

原酶表达框 Nr pro-NR-NOS ter 片段, 然后与载体片

段 4℃连接过夜, 连接产物转化大肠杆菌 DH5α, 在
含有 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 培养基上 37℃倒置培

养过夜, 对长出的抗性菌落提质粒酶切鉴定, 能够

得到 4 kb 左右大小片段的质粒即为所要构建的双选

择标记的真核表达载体, 命名为 pBin-NR-09-NP1(图
1)。完整基因表达框插入到载体中, 无须鉴定插入片 
段的正反方向。 
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图 1  含有双筛选标记的兔防御素表达载体 pBin-NR-09-NP1 结构示意图 

Fig. 1  The construct of rabbit neutrophile peptide-1 expression vector pBin-NR-09-NP1 
LB: Left border; NOS ter: Terminator of nos synthase gene; Nr pro: The promoter of the nitrate reductase gene; RB: Right border. 

 
1.2.2  椭圆小球藻细胞的转化 

参照文献[14]中的方法, 培养突变体nrm-4 至适

宜的生长状态, 离心收集藻细胞后进行高渗处理, 采
用相同的电激转化条件进行电激, 将电激后小球藻细

胞涂于含 30 mg/L G418和 10 mmol/L NO3
－的固体培养

基中培养, 约 4~6 周后检测平板上长出的藻落。 

1.2.3  小球藻转化子的鉴定 

1.2.3.1  转基因小球藻总DNA的提取    挑取平板

上的单藻落细胞接种于 15 mg/L G418液体培养基中

培养 2 周(浓度达到约为 1×108个/mL), 1 000 r/min离
心 10 min收集藻细胞, 在液氮中将细胞磨碎。参照文

献[17]中的方法提取小球藻总DNA, 保存于 20℃备

用。 

1.2.3.2  转基因小球藻的 PCR 检测    以转基因藻

基因组 DNA 做模板, 分别进行 NPTII 基因和 NP-1
基因的 PCR 扩增, 检测外源基因是否整合到基因组

中。NPTII 基因的 PCR 引物为正向 NPTII f: (5′GGC- 
GATACCGTAAAGCACGA3′)和反向 NPTII r(5′TCC- 
GGTGCCCTGAATGAACT3′), 可以扩增出约 580 bp
的片段。 

NP-1基因的 PCR引物为正向NPf (5′-AAGCTTA 
TGGTGGTCTGTGCGTGCAGACG-3′) 和反向 NPr: 
(5′-GGGAGAGCTCAGTAGTCCAAACATGT-3′),可以

扩增出约 200 bp 的 DNA 片段。 
1.2.3.3  基因小球藻总蛋白抑菌活性的鉴定 

(1) 转基因小球藻可溶性总蛋白的提取 
离心收集对数生长期(浓度约为 1×108个/mL)的

转基因藻细胞, 用 3 倍体积的磷酸缓冲溶液PBS将藻

细胞悬浮, 超声破碎 30 s, 4℃ 12 000 r/min离心 10 
min,上清即为小球藻可溶性总蛋白。 

 

(2) 转基因小球藻可溶性总蛋白的抑菌活性检测 
将在适宜条件下培养的大肠杆菌均匀涂布于LB

固体培养基上, 待表面液体消失后, 用无菌打孔器

在培养基上做点样孔, 吸取 200 μL 小球藻可溶性总

蛋白提取液加入孔中, 同时设置对照(即未转化的突

变体 nrm-4 总蛋白提取液), 于 37℃温箱中培养过夜, 
观察有无抑菌圈产生。 

2  结果与分析 
2.1  防御素真核表达载体 pBin-NR-09-NP1 的构建 

挑取 4 个平板上长出的菌落过夜培养, 碱法小

提质粒 DNA, 进行酶切鉴定。其中有两个质粒 Hind
Ⅲ单酶切显示能够切出 4 kb 左右大小的片段, 表明

该质粒是连接正确的 pBin-NR-09-NP1 质粒载体。

DNA 测序分析表明基因序列完全正确。 

2.2  电激转化椭圆小球藻硝酸还原酶功能缺失突变

体 nrm-4 

涂布在固体培养基上的转化小球藻 , 经G418筛

选, 6 周左右可看到藻落的长出的藻落通过固体培养

保存藻系, 在含有G418 15 mg/L的液体培养基中扩大

繁殖。 

 
图 2  电激转化椭圆小球藻硝酸还原酶功能 

缺失突变体得到的抗G418的藻落 
Fig. 2  Genetcin 418 (G418) resistant colonies of C. ellipsoidea 

nitrate reductase-deficient mutant nrm-4 transformed by 
lectroporatione  

2.3  转基因小球藻的 PCR 检测 

CTAB 法提取小球藻总 DNA, 分别进行 NPTII
基因和 NP-1 基因的 PCR 扩增, 检测外源基因是否整

合到基因组中。在总共得到的 34 个转基因藻落中, 
扩增 NPTII 基因检测阳性藻落有 10 个, NP-1 基因检
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测阳性藻落有 9 个, 其中两者均呈阳性的藻落有 2 个, 
编号分别是 13, 31。 

2.4  转基因小球藻蛋白粗提液的抑菌活性检测 

将 NPTII 基因和 NP-1 基因扩增呈阳性的两个藻

株 13 和 31, 扩繁后分别提取总蛋白粗提液, 进行了

体外抑菌检测, 以非转基因藻 nrm-4 做为对照。其中

31 号转基因小球藻总蛋白提取液能够明显抑制被检

测的大肠杆菌的生长, 点样孔周围产生明显的抑菌

斑, 而在对照周围则没有抑菌斑出现。该结果表明：

NP-1 基因不但已经稳定整合到小球藻基因组中, 而
且能够正确表达, 赋予转基因小球藻对大肠杆菌的

抑制作用(图 3)。 

 
图 3  转基因小球藻粗蛋白提取液对大肠杆菌 DH5α的抑

菌效果 
31: 转基因阳性藻株; CK: nrm-4。 

Fig. 3  The antibiosis of the transgenic C. ellipsiodea crude pro-
tein to E. coli DH5α 

31: The positive transformant nrm-4; CK: nrm-4. 

3  讨  论 
提高外源基因表达效率的一个有效措施就是采

用受体细胞内源的启动子启动外源基因的表达。我

们实验室已经分离出椭圆小球藻硝酸还原酶的启动

子 [18]; 李霞等的实验结果表明, 椭圆小球藻硝酸还

原酶基因ATG起始密码子上游 1 kb左右的启动子序

列活性最强(未发表), 命名为NR pro。本次实验就是

将该NR pro启动子与NP-1 基因串联构建表达载体, 
转化椭圆小球藻, 提高外源基因在椭圆小球藻中的

表达效率。 
硝酸还原酶(NR)是氮同化过程中的一个重要的

酶, 能够将硝酸盐还原为亚硝酸盐, 同时NR还可以

以氯酸盐 做底物, 还原得到次氯酸盐3ClO−
2ClO− , 次

氯酸盐对细胞是有毒害作用的, 积累到一定浓度则

导致细胞死亡, 只有NR突变的细胞才可以在含氯酸

盐的培养基上存活。根据这样一个特性, 我们筛选出

了Co60照射过的, 能够在氯酸盐培养基上生长, 在硝

酸盐做唯一氮源的培养基上不能生长的椭圆小球藻

硝酸还原酶功能缺失突变体nrm-4。椭圆小球藻硝酸

还原酶功能缺失突变体nrm-4 只能够在铵盐( 4NH+ )作

为唯一氮源的培养基上生长, 在硝酸盐( 3NO− )作为

唯一氮源的培养基上不能生长[14]。以该突变体作为

转基因受体, 转化结束后在硝酸盐培养基中培养时, 
非转化的藻细胞是不能生长的, 只有转基因藻株因

为从转化载体上获得了有功能的NR, 可以利用硝酸

盐而正常生长。以硝酸盐作为筛选压力筛选转基因

藻株, 大大地提高了转基因藻的安全性, 降低了生

产的成本, 扩大了椭圆小球藻作为真核生物反应器

的应用范围[14]。本次实验为降低假阳性藻株的数目, 
在G418和硝酸盐同时存在的培养基上筛选转基因藻

株, 在只含有硝酸盐的培养基, 以 作为唯一筛

选压力保存转基因藻株。尽管转基因藻的基因组中

整合有抗生素抗性基因, 但是在藻种的保存、继代过

程中并没有使用抗生素, 相比传统的使用抗生素保

存藻种的方法提高了转基因藻的安全性。 

3NO−

尽管我们成功地得到了阳性的转基因藻, 但是

转基因藻的稳定性仍有待于进一步的提高。椭圆小

球藻是一种单细胞真核生物, 生长周期仅为 6~8 小

时一代[15]。电激转化以后, 外源基因并不是以质粒形

式存在, 而是随机插入受体细胞的染色体中, 有丝

分裂过程中同源染色体发生重组及交换, 多次分裂

后藻细胞后代容易发生外源基因的丢失。莱茵衣藻

的转化实验中也有类似报道。Ladygin[19]采用电激的

方法转化莱茵衣藻缺壁突变体CW-15, 尽管外源

DNA能够在转化藻中稳定存在 350 代, 但是转化藻

对于潮霉素的抗性并不稳定。如何使外源基因有效

地整合到受体细胞的核基因组并稳定遗传是藻类基

因工程研究中需要解决的一个重要问题。 
小球藻富含蛋白质、氨基酸、维生素、铁、钙

等营养成分, 被认为是极有价值的食品和饲料添加

剂的来源[20], 渔业上可以作为鱼虾幼苗的开口饵料。

利用椭圆小球藻作为真核受体生产一些具有抗病作

用的蛋白, 将转基因藻喂饲鱼虾幼苗, 能够提高幼

苗的抗病能力与存活率, 在渔业生产上具有重要的

应用价值。本次实验首次采用椭圆小球藻硝酸还原

酶功能缺失突变体作为受体, 表达具有广谱抗性的

兔防御素蛋白, 为生产更加安全的转基因藻提供了

一个值得借鉴的经验。 
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