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(57)摘要

本发明提供了高产纳米多聚磷酸体的转基

因藻株及其制备方法，该转基因藻株是在聚球藻

7002的基础上通过导入含有同源ppk基因的重组

pSyn_1质粒并经过筛选鉴定得到的转基因微藻。

所述转基因藻株产多聚磷酸体的能力较野生株

提高90-150%，其诱导积累多聚磷酸体的方法为

利用0.5-5μM的镍离子进行诱导。该藻株可操作

性强，遗传稳定性好，外源基因持续表达超过1

年。利用该藻株生产的多聚磷酸体为纳米级别，

尺度在100 nm范围内，提取过程中可以维持良好

的纳米形态。
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1.一种高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株，其特征在于，该藻株是在聚球藻7002藻株

的基础上，导入含有ppk基因的重组pSyn_1质粒而得到的转基因聚球藻7002藻株；所述ppk

基因的前引物:CCCAAGCTTGAAGGAGATAAAAAGTATATGTCCTCTGCG；ppk后引物:

CGGGGTACCCTAATCCAAGCTGTCCTGGAG。

2.权利要求1所述的高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株的制备方法，其特征在于，包括

如下步骤：

1)目的基因的提取、克隆和修饰：提取聚球藻7002的基因组，根据聚球藻7002ppk基因

的序列设计特异引物，引物两端添加相应的酶切位点和核糖体结合位点，通过PCR得到目的

基因，纯化备用；

2)目的基因重组到克隆质粒，利用大肠杆菌对克隆质粒和表达质粒进行繁殖，分别对

两种质粒进行抽提纯化；

3)对抽提得到的上述两种质粒分别用两种相同的限制酶进行酶切，酶切后的产物进行

切胶回收纯化，纯化后的表达质粒和ppk基因按照摩尔浓度1:5-1:10的比例，利用DNA连接

酶连接，得到重组表达质粒，通过大肠杆菌进行克隆繁殖，提取纯化备用；

4)将步骤3)提纯后的重组表达质粒加入到聚球藻7002中进行自然转化，再利用含盐酸

壮观霉素的固体平板对转化株进行筛选；

5)对筛选得到的藻株进行质粒提取，利用ppk基因特异性引物扩增，对得到的扩增产物

进行序列鉴定，得到重组ppk基因的聚球藻7002藻株。

3.如权利要求2所述的制备方法，其特征在于，上述步骤2)中的表达质粒为pSyn_1表达

质粒。

4.如权利要求2所述的制备方法，其特征在于，上述步骤3)中利用DNA连接酶于16℃连

接1-3h。

5.如权利要求2所述的制备方法，其特征在于，上述步骤4)具体为，将步骤3)重组后的

质粒加入到浓缩10-15倍的新鲜培养液洗涤过的生产状态良好的、OD750＝1-2的聚球藻

7002，进行自然转化，转化24h即可，再利用含盐酸壮观霉素的固体平板对转化株进行筛选。

6.权利要求1所述的高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株在高产纳米多聚磷酸体上的应

用。

7.如权利要求6所述的应用，其特征在于，该转基因藻株在高产纳米多聚磷酸体过程

中，在其培养基中添加0.5-5μM的镍离子进行诱导表达；且在培养基中添加有10μg/L的盐酸

壮观霉素。
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高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属基因工程技术领域，具体涉及一种高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株。

背景技术

[0002] 矿物质营养缺乏，尤其是钙、铁、锌缺乏，是当今世界最严重的公共卫生问题之一，

是一种典型的隐性饥饿，易发于孕妇和儿童人群中，在全球的流行率远高于维生素营养缺

乏。矿物质营养不良对人体健康的负面影响从生命的早期便开始建立，会导致人体生长发

育迟缓、认知能力差、嗜睡、注意力难集中和更易发生重大感染性疾病，从而降低个体接受

教育的能力、体力劳动能力和寿命预期。矿物营养干预对于人们摆脱矿物质营养缺乏的“贫

穷陷阱”，提高人们的健康水平具有特别重要的意义。

[0003] 生物矿化纳米结构在矿物质营养干预实践中具有独特的应用优势，多聚磷酸体是

存在于许多生物细胞中的一种主要由长链多聚磷酸盐构成的生物矿化结构。许多生物细胞

（如原核和真核微生物、原生动物、哺乳动物的血小板细胞和成骨细胞等）中会合成长链（几

十到几百个残基不等）多聚磷酸盐（PolyP），并以此为主要成分，构成一种纳米或亚微米尺

度的包涵体——多聚磷酸体（Polyphosphate  bodies ,  PPB），亦称异染粒（Volutin 

granules）或钙酸体（Acidocalcisomes）。近年来，许多研究证明多聚磷酸体与多种生物功

能有关。不同于食品工业中常用的短链PolyP，生物来源的长链PolyP很难被哺乳动物肠道

中的碱性磷酸酶水解，故能够经口到达肠道，以小窝蛋白介导的内吞作用方式被肠道上皮

细胞吸收，并起到保护肠道组织免受氧化损伤、炎症、纤维化和癌变等病变的益生作用。多

聚磷酸体可以为细胞提供合成DNA的原料以及储存或提供细胞所需的矿物元素，具有开发

成为一种天然纳米矿物质营养补充剂或强化剂的潜力。尽管多聚磷酸体的功能特性被逐渐

认可，但是目前还没有利用微生物进行大规模发酵生产的案例，选择一种合适的生产多聚

磷酸体的“细胞工厂”对于其开发应用意义重大。

[0004] 聚球藻7002是近海的一种模式微藻，也是目前发现的分裂速度最快的蓝细菌，具

有天然的外源DNA转化系统，其全基因组也已被破译，是目前公认的一种理想的“工程微藻”

构建平台。多株转基因聚球藻7002藻株被先后构建，具有大规模发酵生产多种活性物质的

潜力。

[0005] 尽管微藻进行转基因的方法较为成熟，但是仍然面临成功率低，诱导表达困难，表

达效率不高，表达产物品质不高等诸多问题和挑战，同时，一些外源基因的表达会对微藻的

生长动力学带来一些不利影响。因此在微藻转基因的过程中，选择合适的藻株、质粒和目的

基因至关重要。一株遗传稳定性好、表达效率高的藻株对于提高微藻的综合利用价值具有

非常重要的意义。

[0006] 纳米尺度的活性物质在功能上具有非常明显的优势。聚球藻可以积累多聚磷酸

体，且粒径为纳米尺度，更容易被细胞吸收利用。多聚磷酸体的积累受ppk基因的调控，可以

通过导入重组ppk基因外源质粒的方法，诱导聚球藻过表达ppk基因以达到纳米多聚磷酸体

过度积累的目的。在转基因过程中选择合适的同源基因以及含有相应藻株容易启动的启动
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子的质粒会大幅提高外源基因表达的成功率。相比较于其他微生物，利用聚球藻进行相关

外源基因的表达具有许多难以比拟的优势：（1）聚球藻7002为天然感受态细胞，自然状态下

可以吸收外源质粒，方便进行外源基因导入；（2）微藻作为光自养生物，分裂速度快，生产效

率高，可以利用海水在光照下进行大规模生产，不会带来侵占耕地、能源浪费等问题，且海

水中丰富的矿物元素可以丰富多聚磷酸体的元素组成，提高其功能特性；（3）微藻本身的营

养价值非常高，在转基因微藻生产相关活性物质的同时，所获得的藻体及发酵过程中产生

的次级代谢产物等都可以用于功能保健食品和药物开发等进行高值化利用；（4）外源基因

表达稳定，遗传稳定性好。

[0007] 通过转基因方法获得高产纳米多聚磷酸体藻株对于提高微藻的研究利用价值以

及纳米多聚磷酸体的广泛应用具有非常重要的意义。

发明内容

[0008] 本发明的目的在于提供一种高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株及制备方法。本发

明在聚球藻7002藻株的基础上，导入含有ppk同源基因的重组pSyn_1质粒，通过诱导目的基

因的表达以达到积累纳米多聚磷酸体的目的。该藻株能够快速积累大量的纳米多聚磷酸

体，遗传稳定性好，可操作性强。

[0009] 本发明另一方面涉及上述转基因藻株的应用，用于发酵生产纳米多聚磷酸体；纳

米多聚磷酸体可以应用于提高肠道免疫功能性产品的开发。

[0010] 为了实现本发明目的，本发明采取的具体技术方案为：

[0011] 一种高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株，该藻株是在聚球藻7002藻株的基础上，

导入含有ppk同源基因的重组pSyn_1质粒而得到的转基因聚球藻7002藻株。

[0012] 上述高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株的制备方法，包括如下步骤：

[0013] 1）目的基因的提取、克隆和修饰：提取聚球藻7002的基因组，根据聚球藻7002  ppk

基因的序列设计特异引物，引物两端添加相应的酶切位点和核糖体结合位点，通过PCR得到

目的基因，纯化备用；

[0014] 2）目的基因重组到克隆质粒，利用大肠杆菌对克隆质粒和表达质粒进行繁殖，分

别对两种质粒进行抽提纯化；

[0015] 3）对抽提得到的上述两种质粒分别用两种相同的限制酶进行酶切，酶切后的产物

进行切胶回收纯化，纯化后的表达质粒和ppk基因按照摩尔浓度1:5-1:10的比例，利用DNA

连接酶连接，得到重组表达质粒，通过大肠杆菌进行克隆繁殖，提取纯化备用；

[0016] 4）将步骤3）提纯后的重组表达质粒加入到聚球藻7002中进行自然转化，再利用含

盐酸壮观霉素的固体平板对转化株进行筛选；

[0017] 5）对筛选得到的藻株进行质粒提取，利用ppk基因特异性引物扩增，对得到的扩增

产物进行序列鉴定，得到重组ppk基因的聚球藻7002藻株。

[0018] 上述步骤2）中的表达质粒优选为pSyn_1表达质粒。

[0019] 上述步骤3）中利用DNA连接酶于16℃连接1-3  h。

[0020] 上述步骤4）具体为，将步骤3）重组后的质粒加入到浓缩10-15倍的新鲜培养液洗

涤过的生产状态良好的、OD750=1-2的聚球藻7002，进行自然转化，转化24  h即可，再利用含

抗生素的固体平板对转化株进行筛选。
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[0021] 上述高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株在高产纳米多聚磷酸体上的应用；其中，

在该转基因藻株的培养基中添加0.5-5 μM的镍离子进行诱导表达；且对聚球藻7002转基因

藻株进行培养时，在培养基中添加有10  µg/L的盐酸壮观霉素。

[0022] 本发明的优点是：

[0023] 1、本发明巧妙地利用微藻进行纳米多聚磷酸体的生产，生产方式绿色环保，副产

物（藻渣、次级代谢产物等）研究利用价值高。2、利用模式微藻聚球藻7002进行转基因操作，

操作简单，成功率高，遗传稳定性好。3、导入的基因为聚球藻7002同源ppk基因，外源质粒

pSyn_1含有蓝藻来源的启动子，更容易进行翻译和表达，同源基因表达刺激积累的多聚磷

酸体不存在品质问题。4、采用镍离子诱导外源质粒启动子启动，促进转基因微藻过量积累

多聚磷酸体，方法简单便捷；5、转基因藻株具有高产多聚磷酸体的能力，且积累的多聚磷酸

体为纳米尺度，稳定性良好，具有更小的粒径，更容易被吸收利用。

[0024] 同时，多聚磷酸体可以富集海水中丰富的矿物元素，可能具有更好的功能特性。显

然，本发明得到了研究利用价值很高的高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株，并得到了藻株

制备及外源基因诱导表达的方法，具有非常广阔的市场前景。

附图说明

[0025] 图1为重组质粒构建电泳图；其中，A:  泳道a:  ppk  与pEASY-Blunt  zero重组克隆

质粒；泳道b:  克隆质粒双酶切；泳道c:  pSyn_1  表达质粒；d:  pSyn_1  质粒双酶切；泳道M: 

1  Kb  DNA  Ladder；B:  泳道  a:  ppk与pSyn_1重组质粒；泳道b:  质粒单酶切；泳道c:  质粒

双酶切；泳道  M:  1  Kb  DNA  Ladder。

[0026] 图2为聚球藻7002细胞电镜图片；其中A:  野生型；B: 转基因型。

[0027] 图3为纳米多聚磷酸体粒径和电镜分析图。

[0028] 图4为镍离子浓度对纳米多聚磷酸体产量的影响。

具体实施方式

[0029] 下面结合实例对本发明的方法做进一步说明，实施例中未注明具体条件的实验方

法，通常可按常规条件进行。

[0030] 实施例1：

[0031] 1）目的基因的获取

[0032] 特异性引物设计：

[0033] ppk 前引物:CCCAAGCTTGAAGGAGATAAAAAGTATATGTCCTCTGCG

[0034] ppk  后引物:CGGGGTACCCTAATCCAAGCTGTCCTGGAG

[0035] 前后引物分别添加Hind  III  和Kpn  I酶切位点，前引物添加GAAGGAG序列的RBS序

列。

[0036] PCR条件：50 μL  反应体系，94  ℃  5  min，(94℃  30  s,  60℃  40  s,  1  min  72℃) 

循环30次;  72℃反应10  min。

[0037] 目的基因经过常规方法纯化、克隆后备用。

[0038] 2）重组pSyn_1质粒的构建：pSyn_1质粒和目的基因经Hind  III  和Kpn  I双酶切，

酶切产物经纯化后进行连接，pSyn_1质粒100  ng和ppk基因500  ng，T4  DNA连接酶16  ℃连
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接3  h，连接后的质粒经常规方法克隆，酶切鉴定质粒的正确性，提纯后备用。

[0039] 3）重组转基因藻株的构建及筛选：100  ng纯化后的重组质粒加入到浓缩15倍的新

鲜培养基洗涤过的100 μL聚球藻7002藻液（OD750=1）中，自然状态下静置培养24  h，取5 μL

涂布到含10 μg/L盐酸壮观霉素的固体平板上进行筛选，对筛选得到的单克隆藻株进行鉴

定，得到重组ppk基因的转基因藻株。

[0040] 4）转基因藻株培养于含10 μg/L的盐酸壮观霉素的液体培养基中，加入2 μM的硝

酸镍对转基因藻株进行诱导，培养1周后检测纳米多聚磷酸体的含量。经诱导的藻株的纳米

多聚磷酸体的含量相较野生株提高90%。

[0041] 实施例2：

[0042] 1）目的基因的获取

[0043] 特异性引物设计：

[0044] ppk 前引物:  CCCAAGCTTGAAGGAGATAAAAAGTATATGTCCTCTGCG

[0045] ppk  后引物:  CGGGGTACCCTAATCCAAGCTGTCCTGGAG

[0046] 前后引物分别添加Hind  III  和Kpn  I酶切位点，前引物添加GAAGGAG序列的RBS序

列。

[0047] PCR条件：50 μL  反应体系，94  ℃  5  min，(94℃  30  s,  60℃  40  s,  1  min  72℃) 

循环30次;  72℃反应10  min。

[0048] 目的基因经过常规方法纯化、克隆后备用。

[0049] 2）重组pSyn_1质粒的构建：pSyn_1质粒和目的基因经Hind  III  和Kpn  I双酶切，

酶切产物经纯化后进行连接，pSyn_1质粒100  ng和ppk基因1 μg，T4  DNA连接酶16  ℃连接1 

h，连接后的质粒经常规方法克隆，酶切鉴定质粒的正确性，提纯后备用。

[0050] 3）重组转基因藻株的构建及筛选：100  ng纯化后的重组质粒加入到浓缩10倍的新

鲜培养基洗涤过的100 μL聚球藻7002藻液（OD750=2）中，自然状态下静置培养24  h，取5 μL

涂布到含10 μg/L盐酸壮观霉素的固体平板上进行筛选，对筛选得到的单克隆藻株进行鉴

定，得到重组ppk基因的转基因藻株。

[0051] 4）转基因藻株培养于含10 μg/L盐酸壮观霉素的液体培养基中，加入1 μM的硝酸

镍对转基因藻株进行诱导，培养1周后检测纳米多聚磷酸体的含量。经诱导的藻株的纳米多

聚磷酸体的含量相较野生株提高150%。

[0052] 如图1所示，A图中两种质粒被双酶切以后，被切割成含相应酶切位点的两段。泳道

b中约2000  bp的片段为目的基因ppk片段，泳道d约4000  b片段为切割后的质粒，泳道d只有

一条条带是因为另一段被切割的部分非常短，电泳结果观察不到。如图1.B所示，含ppk基因

的重组pSyn_1质粒单酶切后得到了6000  bp左右的片段，为目的基因约2000  bp和pSyn_1质

粒约4000  bp，双酶切后又分别得到了预期分子量大小的质粒和目的基因，酶切鉴定结果证

明质粒构建成功。结合基因测序结果，表明重组质粒构建成功。

[0053] 如图2所示，图中黑色斑点为多聚磷酸体，可以看到转基因型的多聚磷酸体数量

（8-11个）显著多于野生型细胞中的数量（2-5个），且多聚磷酸体的粒径大多低于100  nm。

[0054] 如图3所示，图3.A为通过水煮、纯化等方法得到的纳米多聚磷酸体的粒径分析结

果，粒径结果显示大多数粒径在100  nm以下，14  nm和40  nm两种粒径的较多。对提取得到纳

米多聚磷酸体进行电镜观察，图3.B，可以看到提取后纳米多聚磷酸体维持了很好的纳米形
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态。

[0055] 如图4所示，镍离子可以诱导pSyn_1质粒进行表达，不同浓度镍离子的诱导效果不

同，wild组为野生型对照组，其他组添加了不同浓度的镍离子，纵坐标荧光值可以反映多聚

磷酸体的含量，但是DAPI荧光法反映的是多聚磷酸体表面的PolyP含量，所以实际产量大于

荧光值反应的数值。

[0056] 通过本发明得到的转基因藻株而制备的纳米多聚磷酸体的产量较原生藻株提高

90-150%，且转基因微藻具有更好的环境适应性，包括温度耐受性和重金属离子耐受能力。

本发明中的藻株积累的PPB为纳米尺度，粒径范围为十几纳米到一百纳米不等，相比较其他

生物来源的多聚磷酸体具有更小的粒径，且分离得到的纳米多聚磷酸体的稳定性良好。本

发明中的藻株遗传稳定性好，目前已稳定表达超过1年。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 中国海洋大学

[0003] <120> 高产纳米多聚磷酸体的转基因藻株及其制备方法

[0004] <130>  2017

[0005] <160>  2

[0006] <170>  PatentIn  version  3.5

[0007] <210>  1

[0008] <211>  39

[0009] <212>  DNA

[0010] <213> 人工序列

[0011] <400>  1

[0012] cccaagcttg  aaggagataa  aaagtatatg  tcctctgcg  39

[0013] <210>  2

[0014] <211>  30

[0015] <212>  DNA

[0016] <213> 人工序列

[0017] <400>  2

[0018] cggggtaccc  taatccaagc  tgtcctggag  30
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