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α  近年来o藻类分子遗传学的发展o不仅为光合!固

氮!渗透调节等基本生命现象和生理过程的机理研究

提供了有利手段o也为藻类的基因工程奠定了基础∀通

过 ⁄�� 重组技术培育具有高蛋白!低脂肪!耐盐!抗

病等优良特性的藻类新品种o以及实现藻类天然产物

的基因工程生产已成为藻类基因工程研究的两大目

标∀

原核的蓝藻k≤ ¼¤±²¥¤¦·̈µ¬∏° lo因其结构和遗传

复杂性同革兰氏阴性菌相似o并且有独立的遗传结构

) 质粒和天然转化与重组系统o为开展基因工程研究

带来了诸多便利条件∀ 真核藻类k∞∏®¤µ¼²·¬¦¤̄ª¤̈ l基

因工程起步较晚o但已取得了重要突破∀单细胞绿藻莱

茵衣藻kΧηλαµ ψδ οµ ονασ ρεινηαρδ ιιl已成为叶绿体!线

粒体与染色体三套基因组均能遗传转化的植物∀ 红藻

k� §̈ ¤̄ª¤̈ l质粒的发现o为红藻基因工程提供了潜在

的载体∀大型藻类基因工程的研究方兴未艾o对其遗传

转化模式的建立进行了有利探索∀

总之o藻类基因工程作为生物技术领域中年轻的

分支o虽刚刚起步o但已展现出了十分广阔的发展前景

和应用潜力∀

t 质粒及载体系统的研究进展

tqt 蓝藻
自从 � ¶¤·² t|zv 年发现蓝藻质粒以来o已在 xs

余株单细胞及丝状蓝藻中证明了质粒的存在o大约是

被检测藻株的一半∀ 蓝藻中所含质粒数目 t∗ ts个不

等o分子量在 t∗ {s � ⁄k百万道尔顿l之间o尽管已检

测到一些质粒体内!体外转录和翻译的产物o如 �µ∏2

¥̈ µ等kt|{zl已检测到 Αναβαενα νιδ υλανσ � u 的内源

质粒 °� �≥ 编码的 vs ®⁄ 的蛋白~≥¦«º ¤¥̈ 等kt||sl

将铜锈微囊藻 Μιχροχψστισ αερυγ ινοσα 的内源质粒

³� � t 插入 ³� ≤ t{ 中构成载体 ³≤ � � to转化 Ε σ2

χηεριχηια χολι ÷ |{wo发现在其中新合成了两个多肽产

物o分别为 xs®⁄ 和 wv®⁄
1z2o但迄今未找到蓝藻质粒编

码功能的直接证据∀

研究表明o不同藻系的不同质粒或同一藻系的不

同质粒具有同源序列o推测可能含有与细菌质粒相类

似的可转移元件o并且该序列可能在专一性自养型原

核生物的生态学和进化过程中起到一定作用∀

迄今构建成功的蓝藻质粒载体都是嵌入细菌遗传

标记的重组质粒o能在细菌和蓝藻中复制o称为穿梭载

体 k≥«∏··̄̈ √ ¦̈·²µl∀ � ²±§̈ ¯等kt|{sl将带有 × ±|st

kΕ qχολι质粒转座子l和 � ³
µ的大肠杆菌质粒 ³� �wy插

入 Σψνεχηοχοχχυσ °≤ ≤ z|wu 内源质粒 ³� � uw 中o第一

次获得了带 � ³
µ标记的杂种质粒 ³≤ � t 及其衍生物

³� ≤ t∀ t|{t年 �∏«̄ °̈ ¬̈̈µ等将 ³� ≤ t与 ³� ≤ ≠ ≤ t{w

融合o首次获得了 / 双向质粒0 ) ) 穿梭质粒 ³� ≤ tsw

和 ³� ≤ tsxo能在 Ε qχολι和蓝藻中复制∀ 此后o通过改

善载体克隆潜力o又相继构建了许多双向质粒o如

³� ≤ u|! ³� ≤ vsv! ³�≥tsv! ³≥�ttt! ³°�� ��u 和

³≤�w!³÷ �z!³��÷ !³� ± ∞!³� ƒtu!³� ƒvtt以及在此

基础上发展的宿主载体系统 ³ƒ≤�∂ z2Σψνεχηοχψστισ

y{svk≥� ƒvttl等o并大大提高了转化效率∀

为检测外源基因的表达o又相继构建了检测基因

表达的质粒o即在穿梭载体中插入报告基因k� ³̈²µ·̈µ

ª̈ ± l̈o如荧光素酶k�∏¦¬©̈ µ¤¶̈ l基因o氯霉素乙酰转移

酶k≤ � × l基因oΒ2半乳糖苷酶k�� ≥l基因等o以酶的活

性显示目的基因的表达和确定启动子的作用∀

≥¦«° ·̈·̈µ̈µ等kt|{yl构建了含有 ∏̄¦基因的质粒载

体 ³� �vsxo³� �tz¤∀中国科学院水生生物研究所徐旭
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东将安装有 ³� ≤ |的 � ≤ ≥ 序列的 ≤ � × 基因重组于穿

梭载体 ³� �ux≤ 中o利用 ≤ � × 基因作为报告基因o构

建了 Αναβαενα 启动子探测质粒 ³� �tso可检测外源

和内源启动子的表达≠ ∀蓝藻中穿梭载体的构建o为蓝

藻的基因转移奠定了基础∀

tqu 真核藻类
目前已对 us 余种红藻进行了研究o结果表明o在

tw 种红藻中有质粒o数目一至多个不等∀ �²©©等

kt|{{l用 � ²̈ ¦«¶·2≤¶≤ ¯密度梯度离心法从江蓠等红

藻中分离到了共价闭合环状k≤ ≤ ≤ 型l质粒o其浮力密

度与叶绿体 ⁄�� 相近o且种间分布差异很大∀ 在红藻

kΓραχιλαριοπσισ λεµ ανειφορµ ισl中分离到的两个质粒

��wqw和 ��vqx之间无同源性o与本身及其他种类红

藻核!质体及线粒体基因组均无同源性o但目前还难以

确定这种质粒在细胞中的位置1{2∀ 江蓠 Γραχιλαρια

χηιλενσισ中 �≤ ukvq{ ®¥lo�≤ vkvqw ®¥l两个质粒与

核!叶绿体及线粒体 ⁄�� 之间也无同源性o但与 Γq

σορδ ιδ α 质粒之间有一定同源性1|2o研究发现 �≤ u 富

含 � 2× kzx h lo并有一个主要的 � � ƒ 和两个长 u|s

¥³的o位于 w 个长串联重复区边缘的反向重复区及 w

个短串联重复区∀ 同时还发现 �≤ u具有转录活性1ts2∀

在细柱硅藻kΧψλινδ ροτηεχα φυσιφορµ ισl中定位了两个

质粒 ³¦©tkwquz ®¥l和 ³¦©ukwqs{ ®¥lo³¦©t的 � � ƒut{

与 ³¦©u 的 � � ƒutz 氨基酸同源性为 {s h o³¦©t 的

� � ƒ w{u 与 ³¦©u 的 � � ƒ w{w 氨基酸同源性为 xw h o

� � ƒ ut{Ùutz与 × ±v转座子的解体酶氨基酸同源性为

u{ h ∗ vt h o但这两种质粒均不具转座活性1tt2∀

t||v 年以来o秦松等在一些经济藻类如钝顶螺旋

藻!真江蓠中也发现了质粒1totu2∀

真核藻类o特别是一些经济藻类质粒的发现o为真

核藻类基因工程提供了潜在的载体o对基因工程的改

良具有积极意义∀

u 转基因技术的研究

uqt 蓝藻

t|zs 年 ≥«̈ ¶·¤®²µ与 �«¼ ±̈ 首 次 在 Αναχψστισ

νιδ υλανσ中发现了 ⁄�� 的转化作用∀迄今已发展了两

种向蓝藻导入外源基因的方法}一种是遗传转化k� 2̈

± ·̈¬¦·µ¤±¶©²µ°¤·¬²±lo目前认为能被转化的蓝藻都是

无 异 形 胞 分 化 的 单 细 胞 藻 株∀ 如 Σψνεχηοχοχχυσ

°≤ ≤ z|wvo yvsto z|wuo zssuo zvys| 和 Σψνεχηοχψστισ

°≤ ≤ yztwoy{svoy|sy 等o都可在指数生长期有效地吸

纳外源 ⁄�� o而 Σψνεχηοχψστισ °≤ ≤ yvs{ 则需用 ≤ ¤
un

诱导人工感受态o才能有效地引入外源基因1u2∀细菌质

粒如 ³�� vuuo³�� vuxo转化蓝藻的效率很低o也需人

工诱导感受态∀ 闵红涛kt||xl用溶菌酶处理 Σψνε2

χηοχοχχυσ °≤ ≤ yvst细胞诱导人工感受态o并用外源质

粒 ³�� vux 转化受体细胞表达氯霉素抗性o转化频率

接近 x≅ tsp x转化子Ù细胞o用转化子 ⁄�� 再进行次

级转化o转化频率可达 x≅ tsp w转化子Ù细胞∀ 该方法

比以前的研究者对同种藻株!通过生理感受态进行转

化得到的转化频率高1v2∀ × ¤® ¼̈¤°¤等kt|{|l将 Σψνε2

χηοχοχχυσ ����swu|su 的 ³≥≠ ttt 质粒与 Ε qχολι 的

³� ≤ t{ 质粒构成穿梭载体 ³� ≥≠ � uo用电击法转化

����swu|su2≠ �ttty 藻株o在 ≤ ¤
un 和 tx h 甘油处

理下获得高频转化子1tv2∀ × «¬̈¯等kt|{|l用电击法转

化丝状蓝藻 Αναβαενα � tvto用穿梭载体 ³� �y 在高

场强!短间隙处理下获得了高的转化频率o并发现限制

性内切酶酶切位点对转化频率的高低具有显著影响o

同一质粒中同一位点修饰比未被修饰的转化率低 tss

倍∀

第二种转基因方法是接合转移k≤ ²±­∏ª¤·¬²±l∀ 它

是丝状蓝藻基因转化的有效系统o但需先构建含有目

的基因!Ε qχολι质粒复制起点及转移起点k²µ¬× l和选

择标记的杂交质粒o转化含有辅助质粒k有识别 ²µ¬×

的基因l的 Ε qχολι菌株o再通过接合引入一个 �±¦³接

合质粒k具有编码接合装置的基因lo使 v 种质粒位于

同一宿主o然后与受体藻株混合o通过抗生素筛选获得

抗性藻落∀辅助质粒!接合质粒由于无法复制或整合而

逐渐丢失1tw2∀ 该方法类似于农杆菌介导的三亲交配

法∀ • ²̄ ®等kt|{wl首先建立了 Αναβαενα等的接合转

移系统o该系统由接合质粒 � °2wo辅助质粒k有识别

�²° 位点的 °²¥基因l及 ³� �系双向质粒构成∀

• ¤§¤等kt||ul用从 Σψνεχηοψστισ °≤ ≤ y{sv 中分

离的 δ εσ� k脂肪酸脱饱和酶l基因转化其野生型和突

变株o并得到表达1tx2∀ 目前已将芽孢杆菌的杀幼蚊毒

基因o小鼠的金属硫蛋白2�的 ¦⁄��
1w2以及来自人的

超氧化物歧化酶k≥� ⁄l基因在蓝藻中得到了表达∀ 同

时o蓝藻中的一些基因也已在细菌!真菌中得到了表

达o如与光合作用有关的藻蓝蛋白!� ∏¥¬¶¦²基因及一

些与固氮作用!氨基酸合成有关的基因∀中国科学院海

洋研究所秦松等o正与日本国立研究院合作o进行螺旋

藻和海带基因工程的研究o期望用大型藻类作为廉价

高效生物反应器o来表达从钝顶螺旋藻中克隆的别藻

蓝蛋白基因∀ 目前转化方法!再生途径!选择标记都已

找到1ty2o并申请了专利k申请号}|ytusuvxqtl∀

wt 海洋科学

≠ 徐旭东ot||to博士学位论文o中国科学院水生生物
研究所∀



uqu 单细胞绿藻
衣藻是单倍体绿藻o突变型较多o因此是分子遗传

学和基因工程研究的理想材料∀ t|{u年 � ²¦«¤¬¬用携

带有酵母 ¤µªw 位点和复制起点的酵母质粒成功地转

化了一个缺壁嗜精氨酸k具 � µªz 位点突变l的藻株o

得到了能在不加精氨酸的培养基上生长的转化藻株o

但转化频率很低1u{2∀ �̈ ∏±ªkt|{|l用 ≥∂ ws 启动子o

� °� 基因k产生对 � ³!�¤µo± ²̈及 �wt{ 的抗性l和 u

Λ° 长 的 酵 母 复 制 起 点 作 为 异 源 复 制 子o构 成

³≥∂ u± ²̈ uΛ° 质粒转化缺壁的衣藻突变体 o得到了抗

新 霉素类似物 � 2wt{ 的转化藻株1u|2∀ �²¼±·²± 等

kt|{{ot||slo� º̈ ° ±̈ 等kt||slo� ¤µµ¬¶kt||tl连续报

道了该小组用基因枪轰击技术把带有野生型叶绿体

⁄�� 片段导入距细胞膜很近的莱茵衣藻杯状叶绿体

中o使发生 ux ®¥删除突变的叶绿体基因组恢复原长

度和功能1tzot{2∀

莱茵衣藻目前已成为唯一的染色体!叶绿体和线

粒体三套基因组均能遗传转化的植物1t|2∀ 染色体转化

最为有效!最简便的方法为玻璃珠研磨法1us2o但必须

选用细胞壁缺失突变株或选用配子自溶素kª¤° ·̈̈

¤∏·²̄ ¼¶¬±l消化去壁∀由于莱茵衣藻密码子使用的偏向

性o使得外源基因在其中的表达效率不高o因此以内源

基因做为转化后的筛选标记则是有效且可靠的方法∀

如用从野生型中克隆的基因转化突变株o通过营养缺

陷! 光合作用缺陷等进行筛选∀ �¤µ̈± 和 �¬±§̈ ¯̈

kt||sl利用玻璃珠研磨法o将莱茵衣藻野生型中硝酸

还原酶基因转入到含有 ±¬·̄2vsx 的突变藻株中o以硝

酸为唯一氮源进行筛选o获得了 tsv 转化体Ù∏ª ⁄��

的高频转化率1ut2∀ � ¤̄¯等kt||vl采用玻璃珠研磨法o

将含有 �°× 2­ 和 �� ≥ 启动子的 ³�� w{u 转化莱茵

衣藻硝酸还原酶突变株o用双选择标记筛选o硝酸盐筛

选的转化子中 xu h 对卡那霉素具有抗性1uu2∀�¤µ̈± 和

�¬±§̄ k̈t||sl将莱茵衣藻中的 � ∞∞t 基因o利用基因

枪法导入 � ∞∞ 缺失突变株中o获得了能进行光合作

用o并能够在乙酸缺失条件下生长的藻株∀进一步的杂

交分析表明转化体光合能力的恢复并不是由于突变基

因的恢复o而是由于外源基因的表达1uv2∀

�¤µ√¬¶等kt||tl进行了荧火虫荧光素酶基因在绿

藻椭圆小球藻 Χηλορελλα ελλιποσιδ εα 中的瞬间表达实

验∀ 将装有 ≤ ¤� ∂ vx≥ 启动子的质粒 ³⁄� wvu 转化小

球藻原生质体后oz «即可检测到荧光素酶的合成ouw

«时酶活性最高ow §后逐渐丧失1uw2∀目前o单细胞藻类

转化还可以用 ≥∂ ws及小鼠金属硫蛋白 �启动子∀

uqv 大型藻类

近年来o大型藻类基因工程也取得了进展o≤«2

±̈ ¼̈ 等发现 ≤ ¤� ∂ vx≥ 和 �� ≥ 启动子能驱动 �� ≥ 基

因在红藻 Ε υχηευµ α 瞬间表达1ux2o王素娟kt||wl报道

了用电击法将 �� ≥ 基因导入红藻坛紫菜原生质体中

获得瞬间表达1uy2o�∏¥̄ µ̈等kt||wl也采用电击法将

�� ≥ 基因导入红藻紫菜kΠορπηψρα µ ινιαταl的原生质

体中o并实现了瞬间表达1uz2∀ 但对于原生质体再生较

困难的藻类o则需选择合适的转化受体o以提高转化效

率和再生频率∀不同的受体由于其组织的物理特性!细

胞生理状态等方面的不同o对外源基因吸纳程度也就

不同∀秦松等kt||wl将 ³��uut质粒分别导入海带和裙

带菜的叶状体中部叶片!假根及中肋部叶片ow{ «后o

只在海带假根细胞和裙带菜中肋部叶片细胞中检测到

�� ≥ 基因的表达o而海带叶片不论轰击一次还是两

次o外观或解剖观察o均无显色反应~在裙带菜假根中

也未发现转化细胞通过1x2∀ 转化海带孢子体和配子体

发现o雌配子体是较理想的转化受体o孢子体由于整体

抗性大o一些未转化细胞与转化细胞不容易分开而产

生嵌合体o从而影响外源基因的表达水平∀而由雌配子

体通过孤雌生殖产生的再生孢子体遗传性状均一o产

生嵌合体的机率则大大降低≠ o1ty2∀

大型藻类基因工程中亟待解决的问题是选择有效

的转基因手段和可利用的基因工程原件∀ 基因枪作为

一种转基因手段o因其转化效率高!转化受体类型广泛

等特点o被认为是大型藻类k特别是原生质体再生困难

的藻类l基因转化的有效途径∀ 目前已通过此方法将

≤ � × !�¤¦� 等外源基因转入到褐藻海带并得到表

达1ty2∀ 研究表明o目前高等植物基因工程研究中使用

最多的启动子 ≤ ¤� ∂ vx≥ 能被大型藻类的转录系统识

别o可做为藻类基因工程的启动元件1tyoux∗ uz2o≠ o此外o

≥∂ ws 和 �� ≥ 启动子分别使 ≤ � × 和 �� ≥ 基因在海

带和红藻麒麟菜中获得瞬间表达1tyoux2o≠ 而 ≤ ¤¥启动

子则获得阴性结果1ux2∀

大型藻类遗传转化没有现成的选择标记∀ 目前发

现海带!裙带菜对高等植物遗传转化中常用的卡那霉

素! 新霉素等选择性试剂不敏感o而对氯霉素敏

感1yoty2∀

v 展望

藻类基因工程以藻类分子遗传学研究为基础o借

鉴陆地植物和微生物基因工程中的成功经验o近几年

xtt||z年第 w期

≠ 武建秋!秦 松!王希华!曾呈奎ot||z∀ ≤ � × 基因导
入海带幼孢子体后的表达o海洋与湖沼k待刊l∀



发展十分迅速o特别是海带!紫菜!螺旋藻等经济藻类

的基因工程研究o对培育优质!高产新品种o发展海洋

药物都具有十分重要的意义∀由于藻类具有繁殖迅速!

再生快!体积相对较小!结构简单等特点o通过基因操

作以藻类为廉价的生物反应器o来生产有用产品o特别

是来源紧俏o造价昂贵的药物具有潜在的应用前景∀

近年来在哺乳动物的特异细胞如巨噬细胞!嗜中

性白血细胞或小肠潘氏细胞中发现了一类新的具微生

物抗性的多肽类物质o它对细菌!分枝杆菌!螺旋体!真

菌和被膜病毒有广谱的毒杀效应o人们称这一类多肽

为防御素∀由于微生物对其难以产生抗性o在医药上具

有广阔的应用前景∀ 但从哺乳动物的细胞中提取防御

素价格极其昂贵o成本很高o从而影响了其在医药上的

应用∀为解决这一问题o目前我们正开展小球藻基因工

程的研究o期望用单细胞绿藻) ) 小球藻作为生物反

应器o以大量提取防御素基因的表达产物o使防御素的

医药用途得以实现∀

我国的藻类资源十分丰富o共有经济海藻 xtu种o

其中蓝藻 yy种!红藻 uuy种!褐藻 tsv种o我国的海藻

生物技术研究在短短的十几年里从无到有o并取得了

较大的进展o开发海洋资源的巨大潜力正在为越来越

多的人们所认识∀ 随着藻类分子遗传学和基因工程研

究的进一步深入o通过生物学家们的共同努力o一场

/ 蓝色革命0必将为我国乃至世界的经济发展做出重要
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