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用甲基化修饰法抑制钝顶螺旋藻遗传转化中限制性内切酶对 
外源质粒的降解 

王  迪，卢永忠，张学成，茅云翔，隋正红 

（中国海洋大学 海洋生命学院，山东 青岛 266003） 

摘要：胞内限制性内切酶降解外源 DNA，是钝顶螺旋藻 /节旋藻(Spirulina/Arthrospira 

platensis)遗传转化的难点之一。通过用 EDTA螯合Mg2+抑制限制性内切酶活性的方法，对

外源质粒进行了甲基化修饰。结果表明，修饰后的外源质粒可抵抗限制性内切酶 3 h的降解，

有利于钝顶螺旋藻的遗传转化。 
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钝顶螺旋藻(Spirulina/Arthrospira platensis)属蓝

藻门（Cyanophyta）蓝藻纲 (Cyanophyceae)颤藻目
(Oscillatoriales)颤藻科(Oscillatoriaceae)，是一种丝状
多细胞蓝藻，具有很高的营养价值。它的蛋白质质量

分数高达 60%～70%，含有人体必需的 8种氨基酸；
脂肪酸质量分数为 4.9%～5.7%；各类维生素的含量
十分丰富，例如硫胺素、核黄素；各种矿物质的含量

也很高[1]。可以说，到目前为止还没有其它生物的营

养价值能与其媲美。和其它微藻相比，螺旋藻的细胞

壁很薄，厚度只有 40～60 nm，而且是由肽聚糖组成
易被降解，其消化吸收率可达 86%[2]。螺旋藻的营养

丰富使其具有成为很好的外源基因表达宿主的潜力，

如果能将外源基因转入细胞内，将大大提高其产品品

质。建立螺旋藻遗传转化系统，不仅可以通过基因工

程手段培育出优良的藻种，而且可以将螺旋藻作为生

物反应器表达外源物质，提高螺旋藻产品的价值。 
目前，建立稳定的螺旋藻遗传转化体系还有一定

障碍，螺旋藻具有很高的胞内限制性内切酶活性，限

制性内切酶降解外源 DNA是导致遗传转化失败的重
要原因之一[3]。王高歌[4]研究了 7 个品系螺旋藻，认
为它们均具有很高的胞内限制性内切酶活性。

Kauamura 报道了某品系钝顶螺旋藻具有 3 种限制性
内切酶，其中一种识别序列为 GGCC，仅此酶足以使

外源基因转化效率降至可检测范围以外。 
甲基化酶与限制性内切酶共同组成限制修饰系

统（restriction-modification systems），两者通常成对
出现，具有相同的 DNA识别位点，限制性内切酶专
门降解外源 DNA，甲基化酶使自身 DNA甲基化，从
而不被限制性内切酶切割。该系统在原核生物中普遍

存在，在保护细胞免受外源 DNA侵入方面具有重要
作用[5]。甲基化酶分为两类，一类为保持型 DNA 甲 

基化酶(maintenance DNA methylase)，以半甲基化的
单链 DNA为底物，产生全部甲基化的双链 DNA，可
确保体内特异甲基化方式的保持性遗传。一类为从头

作用型 DNA甲基化酶（de novo DNA methylase），作
用于非甲基化的 DNA 链，产生甲基化的 DNA 链。
甲基化酶以 S-腺苷酰甲硫氨酸为甲基供体，以DNA中
胞嘧啶和腺嘌呤为甲基受体，反应对 DNA的要求有
种属专一性和序列专一性。目前，研究者已经注意到

了螺旋藻限制性内切酶对外源质粒的降解作用，但还
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没有从甲基化酶的角度解决这一问题。作者通过查阅

文献发现，甲基化酶反应不需要 Mg2+,而限制性内切
酶反应则需要 Mg2+，所以作者提取了螺旋藻细胞粗

提液，并加入 EDTA抑制限制性内切酶活性，对外源
质粒进行了甲基化修饰的研究，这也是国内外首次使

用该方法抑制限制性内切酶对外源质粒的降解。 

1 材料与方法 

1.1  材料 
钝顶螺旋藻(Spirulina platensis)341由本实验室保

种,培养温度为25 ℃±2 ℃，光照强度为2 500～3 000 lx，光
暗周期L:D为 12 h：12 h，培养基为 Zarrouk培养基。 
外源质粒 Pld112由本实验室构建。 

1.2  试剂 
S-腺苷酰甲硫氨酸(SAM)购自美国 Sigma公司，

其它试剂为国产分析纯。  
1.3  方法 
1.3.1 螺旋藻细胞粗提液制备 
过滤收集藻丝，用灭菌蒸馏水冲洗去除培养基。

将 0.5 g藻丝均匀混于 3 mL提取缓冲液中，提取缓冲
液成分为，Tris﹣HCl 20 mmol/L pH8.0，NaCl 20 

mmol/L，EDTA 2 mmol/L，β-巯基乙醇 10 mmol/L，
PMSF 1 mmol/L，甘油 10%。4 ℃浸泡过夜（以下操
作均在 4 ℃进行）。超声破碎 90 s，振幅为 30%，时
间间隔为 2:1。将破碎液 12 000 r/min离心 60 min去
除细胞碎片。取上清，缓慢加入 10%硫酸链霉素至终
浓度为 1%，搅拌均匀，静置 60 min，12 000 r/min离
心 60 min。上清即为细胞粗提液。 
1.3.2  蛋白质浓度测定 
蛋白质浓度测定按照 Bradford[6]的方法。 

1.3.3  质粒提取 
按照文献[7]中碱解法进行小量提取。 

1.3.4  EDTA浓度确定 
按表 1配成各组反应液，37 ℃温浴 5 min。向实

验组 1，2，3和阴性对照各组中加入外源质粒 5µg，
37 ℃反应 30 min，向阳性对照组中加入外源质粒
5µg，对各组反应液酚/氯仿抽提，乙醇沉淀过夜。12 000 
r/min离心 10 min，将沉淀溶于 20 µLddH2O中，电泳
观察。5×反应缓冲液的成分为，Tris﹣HCl 50 mmol/L，
NaCl 100 mmol/L，DTT 5 mmol/L。 

 
表 1  EDTA浓度实验各组成分 

Tab. 1  Compositions of EDTA concentration experiments 

组别 20g/L细胞初提液 

（µL) 

500mmol/L EDTA 

 (µL) 

5×反应缓冲液 

 (µL) 

H2O 

 (µL) 

阳性对照 

阴性对照 

实验组 1 

实验组 2 

实验组 3 

20 

20 

20 

20 

20 

0 

0 

2 

4 

10 

20 

20 

20 

20 

20 

60 

60 

58 

56 

50 

 
1.3.5 螺旋藻甲基化酶对外源质粒的修饰及限制性 

内切酶酶切检验  
按表 2 配制各组甲基化反应液，5×甲基化反应

缓冲液成分为，Tris﹣HCl 50 mmol/L, NaCl 100 mmol/L， 
 

表 2  甲基化实验各组成分 

Tab. 2  Compositions of methylation experiments  

 组别 20 g/L细胞初提液 

 (µL) 

5×甲基化反应缓冲液 

 (µL) 

400 µmol/LSAM 

（µL） 

0.1%BSA  

(µL) 

H2O 

(µL) 

阳性对照 

阴性对照 

实验组 

40 

40 

40 

40 

40 

40 

0 

0 

40 

20 

20 

20 

95 

95 

55 
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EDTA 50 mmol/L，DTT 5 mmol/L，37 ℃反应 5 min。
向各组反应液加入外源质粒 5 µL(1g/L)，37 ℃反应过
夜。酚/氯仿抽提，乙醇沉淀过夜。12 000 r/min离心
10 min。将沉淀溶于 20 µLddH2O中。 
按表 3配制各组限制性内切酶酶切反应液。5×酶

切反应缓冲液的成分为，Tris﹣ HCl 50 mmol/L, NaCl 
100 mmol/L，MgCl2 100 mmol/L，DTT 5 mmol/L。37 
℃反应 60 min。向阳性对照组中加入甲基化修饰外源
质粒 20 µL。酚/氯仿抽提。乙醇沉淀过夜。12 000 r/min
离心 10 min。将沉淀溶于 10 µLddH2O中，电泳观察。 

 
表 3  限制性内切酶酶切实验各组成分 

Tab. 3  Compositions of restriction endonuclease digestion experiments 

组别 20g/L细胞初提液 

（µL) 

甲基化修饰外源质粒 

（µL) 

5×酶切反应缓冲液

（µL) 

0.1%BSA 

（µL) 

H2O 

（µL) 

阳性对照 

阴性对照 

实验组 

40 

40 

40 

0 

20 

20 

40 

40 

40 

20 

20 

20 

80 

80 

80 

 

2  结果 

2.1  EDTA对限制性内切酶的抑制作用 
由图 1可知，3组实验组外源质粒的量与阳性对

照组的完全一致，而阴性对照组的则被部分酶切。说

明 10,20,50 mmol/L EDTA均可完全抑制限制性内切
酶的活性。在下面的实验中，作者采用了 10 mmol/L 
EDTA。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

图 1  EDTA对限制性内切酶的影响 
Fig.1  Effects of EDTA on restriction endonuclease 

1.阳性对照；2.阴性对照；3.10 mmol/L EDTA组；4.20 mmol/L EDTA组； 

5.50mmol/L EDTA组 

1. positive control；2. negative control；3. 10 mmol/L EDTAgroup； 

4. 20 mmol/L EDTAgroup；5. 50 mmol/L EDTAgroup 

 
2.2 甲基化酶对外源质粒的修饰作用 
由图 2可知，修饰后的外源质粒在酶切 1 h后有

大部分保持完整，而阴性对照组则完全被酶切。由图

3可知，修饰后的外源质粒酶切 3 h后全部被降解。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  限制性内切酶降解 1h的甲基化外源质粒 

Fig.2  Methylated foreign plasmids digested by restriction  

endonuclease for 1 h   

1.阳性对照；2.阴性对照；3.实验组 

1. positive control；2. negative control；3. experimental group 

3 讨论 

限制性系统可降低 DNA 接合转移或电激转化的
效率 [8]。Brunk 和 Navas 用电激法转化四膜虫
（Tetrahymena thermophila）时发现，细胞释放大量
的核酸酶明显降低了转化效率。在鱼腥藻 PCC7120
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转化实验中，供体 DNA上一个限制性内切酶的位点
不甲基化，转化效率就降低为原来的 1/6~1/16。Thiel
等转化鱼腥藻 M131 时发现，用修饰过的穿梭载体
pRL6比不修饰的转化效率要高 100倍。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 限制性内切酶降解 3 h的甲基化外源质粒 

Fig.3  Methylated foreign plasmids digested by restriction  

endonuclease for 3 h 

1.阳性对照；2.阴性对照；3.实验组 

1. positive control；2. negative control；3. experimental group 

 
在进行螺旋藻遗传转化研究时，茅云翔等[9]在电

激前 4天向培养基内加入 2 mmol/LEDTA以抑制限制
性内切酶活性，初步建立了转基因体系。厦门大学的

一些研究者在超声转化前 16~20 h向培养基内加入 2 
mmol/LEDTA，建立了稳定的遗传转化途径，但藻株
在形态上发生了一些变化。EDTA是一种很强的金属
螯合剂，对生物体内的酶均有普遍的抑制作用，如果

EDTA浓度过高将会影响转化后螺旋藻的状态。尽管
螺旋藻胞内的限制性内切酶已有几种被分离纯化并

研究了作用方式[10]，但知晓限制性内切酶的作用方式

并不能准确确定其对应的甲基化酶修饰方式，这就降

低了使用已知的其它物种甲基化酶对外源质粒进行

修饰的可能性。同时，螺旋藻自身的甲基化酶尚未被

分离纯化。 
由本实验结果可知，外源质粒得到了部分甲基化

修饰，修饰后的质粒有利于抵抗限制性内切酶的降

解，为外源基因的重组提供更多机会，作者将继续研

究用其进行遗传转化的情况。同时，可能由于初提液

中蛋白质的成分比较复杂，作者未能对外源质粒进行

完全修饰，作者正在考虑能否用该方法对外源质粒进

行反复修饰以达到完全甲基化。本实验中所采用的方

法，也可能适用于其它物种的限制修饰系统研究。 
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Abstract: Cure for trauma and diagnosis for internal medicine were researched in feeding and curing a finless 

porpoise who was fished by mistake. And we also built up the experience to cowfish in the vitamin add and the 

surroundings control. All this work can do some helps to feed cowfish artificially. 
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Abstract:The active restriction endonuclease of Spirulina/Arthrospira platensis is believed to be the most 

serious barrier of the foreign gene transformation.With EDTA chelating Mg2+,we methylate the foreign plasmids by 

using the crude extracts of cells. Results show that the foreign plasmids can resist the digestion of restriction 

endonuclease for three hours,and the methylated plasmids are better than unmethylated plasmids for transformation.  
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