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Ξ  基因工程最先在淡水藻类中开展o直到 {s 年代

初o在海洋蓝藻中成功得到了遗传转化的结果o才拉

开了海藻基因工程研究的序幕∀ 由于海洋蓝藻的分子

生物学特性与海洋真核藻类有着本质的区别o反映在

基因工程载体构建!基因转移系统等各个方面o二者

也有着显著的不同o因此逐渐形成两个并行发展的领

域}海洋蓝藻基因工程与海洋真核藻类基因工程∀ 如

今o开发海洋!利用海洋o向海洋要食品!要药物!要能

源已成为人们的共识~海藻o尤其是经济种类基因工

程研究与开发的潜力正受到越来越多的关注∀进入 |s

年代o海藻基因工程在海洋蓝藻和海洋真核藻类两个

领域均显出蓬勃发展的局面o特别是大型海藻基因工

程的可操作性已被证实∀ 本文涉及的海藻k� ¤µ¬±¨¤̄2

ª¤̈ lo是指海洋性种类和用海水培养基培养的种类∀

t 海洋蓝藻基因工程

tqt 蓝藻分子遗传学的发展为基因操作奠定

了基础

蓝藻是藻类中最原始的门类o是极为丰富多样的

具植物型放氧光合作用的原核生物o兼具植物与细菌

的一些特点∀ 蓝藻分子遗传学研究始于 ys年代o由于

蓝藻的结构和遗传复杂性类似于革兰氏阴性细菌o部

分种类还具有天然转化系统和有效重组系统o使得蓝

藻分子遗传学得到迅速发展o在光合作用!生物固氮!

植物进化等基础研究中的地位不断上升o目前已成为

藻类分子遗传学的前沿o其自身的理论体系和研究手

段正趋于成熟∀

蓝藻能够进行植物型放氧光合作用o部分含异形

胞的种类可行生物固氮o因此o以蓝藻为材料o从分子

水平上了解光合!固氮!代谢!分化等生命活动的机制

一直是蓝藻分子遗传学的重点o围绕基因工程开展基

因克隆!定位!功能分析和表达调控研究成为蓝藻分

子遗传学的热点∀ 自 � ¤½∏µ等 t|{s 年从淡水蓝藻

Αναβαενα °≤ ≤ ztus基因组中克隆到 νιφ Η t 基因以

来o至今克隆的各类已知功能的蓝藻基因不少于 tvs

种≈x o而海洋蓝藻基因克隆的工作在其中只占很少的

比例∀ 脉冲匀直变角电泳k°� � �∞l技术的应用带来

基因定位工作的突破∀�¤±¦µ²©·等 t|{|年借助于限制

酶切!°� � �∞ 与 ≥²∏·«̈ µ± 杂交技术o已得到 Αναβαε2

να °≤ ≤ ztus的基因图谱o结果表明o尽管蓝藻基因的

组织也采用操纵子的形式o但功能相关的基因并非集

中在一处o而是分散于染色体上不同位置∀ 继 Αq°≤ ≤

ztus 之后o海洋蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤ ≤ zssu 的染色

体物理图谱也已完成∀ 深入开展的基因克隆与基因图

谱绘制工作无疑为蓝藻的基因操作奠定了基础∀

tqu 蓝藻质粒广泛用于构建基因载体

自 t|zv年发现蓝藻质粒以来o已在约 xs h 被检

单细胞及丝状蓝藻中证明了内源性质粒的存在o质粒

数目从 t∗ ts 个不等o大小在 tqv∗ tvs �¥之间o但

只在极少数淡水蓝藻中找到质粒编码功能的证据≈tw o

一般认为蓝藻质粒属隐秘型质粒∀ 至今蓝藻质粒尚未

发现可识别的遗传标记o不能在 Ε qχολι中复制o不能

作为克隆载体∀用含 × ±|st的 Ε qχολι质粒转化淡水蓝

藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤ ≤ z|wuo由于 × ±|st 插入蓝藻内

源质粒o第一次得到带 � ³
µ标记的杂交质粒 ³≤ � t 及

衍生质粒 ³� ≤ to将后者与 ³≤ ≠ ≤ t{w 融合o首次获得

了双向质粒 ³� ≤ tsw和 ³� ≤ tsxo其后o利用多种单细

胞蓝藻质粒与 Ε qχολι质粒如 ³�� vuu 等重组o或引入

多克隆位点o或补充新的选择标记o改善载体克隆潜

力o又相继构建了许多双向质粒∀ 这类嵌有细菌遗传

标记的重组质粒o由于在细菌和蓝藻中均能复制!稳

定存在和表现选择标记o故被称为穿梭载体k≥«∏··̄̈

√ ¦̈·²µl∀

至今o应用于蓝藻遗传转化的供体 ⁄�� 大体可

分为三类}第一类是直接利用未修饰的外源质粒o如
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³�� vuuo³�� vu{ 等o可将外源 ⁄�� 导入蓝藻o但效

率很低o且对受体需做特殊的处理~第二类是利用自

身染色体或基因组o通过同源重组作为插入突变的有

效方法o在这方面o海洋蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ °≤ ≤ zssu

≥·̈√ ±̈¶ot|{s年有过成功尝试o嵌入 ≥·µ
µ标记的染色

体片段天然转化成功~第三类即是穿梭载体∀ 研究结

果表明o穿梭载体是一方便!有效的运载体o海洋蓝藻

的遗传转化也大多采用穿梭载体作为中介k见表 tl∀

表 1 部分应用于海洋蓝藻遗传转化的穿梭载体

穿梭载体 宿主系统 标记 文献

³� ± ∞u Σψνεχηοχοχχυσ°≤ ≤ zssu) Ε qχολι � ³µ �∏½¥¼ 等ot|{v年

³� ± ∞ts Σψνεχηοχοχχυσ°≤ ≤ zssu) Ε qχολι � ³µo≤ °µ �∏½¥¼ 等ot|{v年

³� ± � � xy Σψνεχηοχοχχυσ°≤ ≤ zssu) Ε qχολι � ³µo�°µ � ∏µ³«¼等ot||u年

³≥� ≠ su Σψνεχηοχοχχυσ���� swu|sup ≠ �ttty) Ε qχολι � ³µ � ¤·¶∏±¤ª¤等ot||s年

³≥� °tsut

Σψνεχηοχοχχυσ���� txswt≤ ) Ε qχολι

Σψνεχηοχοχχυσ���� txsvt≤ ) Ε qχολι

Σψνεχηοχοχχυσ���� swsysy�) Ε qχολι

Σψνεχηοχοχχυσ���� swsysz) Ε qχολι �°µo ≤° µo × ¦µ ≥²§̈ 等ot||u年

Σψνεχηοχοχχυσ���� swu|su) Ε qχολι

Σψνεχηοχψστισ z¤) Ε qχολι

Πσευδαναβαενα ���� swsysx≤ ) Ε qχολι

  穿梭载体能否在宿主蓝藻中稳定维持取决于多

方面的原因}首先o蓝藻中存在多种限制性内切酶o实

际上o已在 Ε qχολι中实现商品化生产的多种限制性内

切酶如 � √¤ �!� √¤­ 等都来源于蓝藻o解决的办法是

利用携有合适的甲基化酶基因的 Ε qχολι宿主o对穿梭

载体的特异位点进行甲基化修饰o从而改善其在蓝藻

中的稳定性∀ 其次o导入的质粒与宿主质粒之间可能

发生同源重组o因此o转化前对内源性质粒的清除显

得非常必要∀ � ¤·¶∏±¤ª¤等kt||sl对海洋蓝藻 Σψνε2

χηοχοχχυσ���� swu|su2≠ �ttty 的转化试验中o用溴

化乙锭处理藻株o清除内源质粒 ³≥≠ ts 与 ³≥≠ s|o得

到很好的效果o而未经处理的藻株o则不能被转化∀

对于海洋蓝藻内源性质粒的研究也逐步深入∀ 值

得一提的是o× ¤® ¼̈¤°¤等 t||t 年的研究发现海洋蓝

藻 Σψνεχηοχοχχυσ���� swu|su 的 ³≥≠ ts 质粒o其拷

贝数可特异性地被 �¤≤ ¯浓度调节∀ ≠ ¤±ª等 t||v年!

≠ ¤¶∏®¤º ¤等 t||t 年的全序列测定表明o³≥≠ ts 含有

z 个开放读码框k� � ƒ¶lo其中最大的 � � ƒ 2� 与几种

细菌质粒的复制区有同源性o而 ³≥≠ ts与宿主中的其

他质粒却不具同源性∀ 根据以上发现o目前利用

³≥≠ ts 质粒正在构建一个由盐度调控的基因表达系

统∀

除了依靠穿梭载体o人们还试图寻求其他的方

法∀ 海洋蓝藻噬菌体早在 t|{|年 � µ̈ª«就已报道o最

近o又分离到一种新的海洋蓝藻噬菌体k°¶2tl并对其

宿主范围进行了感染试验o发现 Σψνεχηοχοχχυσ����

swu|su对它十分敏感≈tz ∀研究海洋蓝藻的噬菌体转导

机制o发展噬菌体载体系统o以期在特异性宿主蓝藻

中获得外源基因表达o为构建蓝藻基因工程载体提供

了新的思路∀

tqv 海洋蓝藻基因转移系统

t|y{ 年 �¤½¬± 证实了蓝藻的遗传重组现象ot|zs

年 ≥«̈ ¶·¤®²√ 与 �«¼ ±̈ 首次发现 Σψνεχηοχοχχυσ °≤ ≤

z|wv的 ⁄�� 天然转化作用∀ 目前已确认可天然转化

的蓝藻是不产生异形胞的单细胞种类o绝大多数属于

Σψνεχηοχοχχυσ与 Σψνεχηοχψστισ两个属≈w o至今已发展

了两种类型的基因转移系统o一种是遗传转化o包括

天然转化!诱导转化和电击穿孔~另一种是接合转移∀

以往由于淡水蓝藻在养殖中所处的特殊位置o遗传转

化的研究得以普遍地开展∀ 近年来o随着海洋生物技

术的发展o已分离到多种具有经济开发潜力的海洋蓝

藻o其中有些种类能够高效地进行光合作用o有些种

类则能产生一些重要的生化物质o如植物生长调节

剂!� ∂ 吸收蛋白复合体!高活性 ≥� ⁄ 与酪氨酸酶抑

制剂等等∀ 上述特点吸引了人们将越来越多的注意力

投入到海洋蓝藻基因工程的研究o并已取得一系列成

果∀

在已进行的天然转化研究当中oΣψνεχηοχοχχυσ

°≤ ≤ zssu与 Σψνεχηοχοχχυσ���� swu|su2≠ �ttty是

仅有的海洋性种类∀ 前者的意义在于首次将穿梭载体

应用于海洋蓝藻的天然转化o并切除了载体上限制酶

� √¤�的识别位点o从而提高了转化效率∀ 在对后者的

{u 海洋科学



实验中发现o同等条件下o穿梭载体在 Σψνεχηοχοχχυσ

���� swu|su2≠ �ttty 中的天然转化效率十倍低于

对照组的淡水蓝藻 Σψνεχηοχοχχυσ � u2≥°¦o据推测o为

耐受海水渗透压变化而结合于细胞壁上的多糖类物

质可能是阻止外源 ⁄�� 转入的主要原因o� ¤·¶∏±¤ª¤

等 t||s年利用 ≤ ¤
un 处理 tqx «o中和蓝藻细胞膜的电

荷o以促进外源 ⁄�� 与细胞膜的结合与进入o诱导转

化的效率比天然转化明显有所提高∀

× «¬̈¯等 t|{|年将电击法成功应用于淡水丝状蓝

藻 Αναβαενα∀由于它不要求受体细胞具备天然转化的

能力o因此对于海洋蓝藻具有应用潜力∀ � ¤·¶∏±¤ª¤×

等 t||s 年已在 Σψνεχηοχοχχυσ���� swu|su2≠ �ttty

中进行了尝试o实验重点放在对最适电压!间隙时间!

质粒 ⁄�� 浓度等参数的优化∀研究发现o电击法同样

适用于海洋蓝藻o且得到转化子的最低电场强度大大

低于对照组的淡水蓝藻o不足之处在于转化效率偏

低o虽经 ≤ ¤≤ ū 处理后有所提高o但仍需进一步改进∀

接合转移是目前可用于淡水丝状蓝藻的有效基

因转移方法∀ • ²̄ ®等 t|{w 年最先在 Αναβαενα 中取

得突破o其后 ≤«¬¤±ª等 t||uo∂ ¤¦««¤±¬等 t||v 年又

扩大应用于 Πλεχτονεµ α 及 Φρεµ ψελλα 等其他丝状蓝

藻o� ¤µµ¤¦¦¬±¬等 t||v年在淡水单细胞蓝藻中也已获

得成功∀ 这个系统需先构建含有 Ε qχολι与蓝藻质粒复

制起点!选择标记与转移起点k²µ¬× l的穿梭载体o转化

含有辅助质粒k携带识别 ²µ¬× 的基因l的 Ε qχολι菌株o

再通过接合引入一个 �±¦° 接合质粒o然后与受体藻株

混合o通过抗生素筛选获得抗性藻落∀ 辅助质粒与接

合质粒由于无法复制或整合而逐渐丢失o穿梭载体能

够复制以独立形式存在o还可能与蓝藻染色体发生同

源重组而稳定存在≈{ ∀ ≥²§̈ 等 t||u 年首次利用携带

� °w特异 µ οβ 位点与 × ±x 转座子k�°
µl的穿梭载体

³≥� °tsut 在 Πσευδ αναβαενα! Σψνεχηοχοχχυσ! Σψνε2

χηοχψστισv 个属共 z 种海洋蓝藻中成功进行了接合转

移∀ 以 × ±x 的 Ξ ηο �片段为探针的斑点杂交结果显

示o转化后o× ±x 会随机地插入到宿主染色体中整合

与表达o使宿主表现对 �° 的抗性o因此o对于转化效

率的估计无需考虑 ³≥� °tsut上是否具有蓝藻质粒的

复制起点∀ 同时o为了验证是否非蓝藻质粒能同自主

性复制子一样可在海洋蓝藻中复制与稳定存在o一种

广谱宿主的载体质粒 ³�× uvsk�±¦± l首次在海洋蓝藻

Σψνεχηοχοχχυσ���� txswt≤ 的接合转移试验中投入

应用∀以 ³�× uvs为标记探针的 ≥²∏·«̈ µ± 杂交分析表

明o³�× uvs能够在宿主蓝藻中复制并稳定存在o不受

宿主限制性内切酶系统的影响o并显示出很高的转化

效率∀ 另外o³�≤� × u 质粒k³�× uvs 中嵌入 ≤ � × 基

因l在宿主蓝藻中也有着长期的稳定性∀ 研究表明o接

合转移在海洋蓝藻中有着广泛的适用性o�±¦± 质粒在

海洋蓝藻遗传转化研究中有着极大的应用潜力≈t{ ∀

除了上述方法o基因枪也被 � ¤·¶∏±¤ª¤等 t||t

年应用于海洋蓝藻的遗传转化研究o其 ⁄�� 承载体

采用一种细菌磁性粒子k�� °¶lo直径在 xs∗ tss ±° o

表面覆盖一层磷羧脂o利用 �� °¶o³≥� °tsut 已成功

转化 Σψνεχηοχοχχυσ���� txswt≤ o在用 ³�≤� × u 质

粒转化的藻株中o≤ � × 活性也得到证实≈tv ∀

tqw 海洋蓝藻基因工程正向应用目标迈进

{s年代以来o海洋蓝藻基因工程的基础研究得到

深入与广泛的开展o在此基础之上o围绕人工构建藻

类新品种与实现藻类天然产物的基因工程生产两个

根本目标o海洋蓝藻基因工程向应用目标也迈出了重

要的一步∀ �µ¼¤±·等 t|{x 年将 Σψνεχηοχοχχυσ °≤ ≤

zssu的藻蓝蛋白基因在大肠杆菌中得到成功表达o目

的基因同样在 Σψνεχηοχοχχυσ °≤ ≤ zssu中得到稳定转

化≈t| ∀ 来自芽胞杆菌的杀蚊幼毒素基因 χρψ�∂ ⁄o通过

与宿主本身的 χπχ� 基因发生融合o天然转化获得成

功o借助于 χπχ� 基因的启动子oχρψ�∂ ⁄ 基因得以高效

表达o转化体对蚊幼具有毒性∀
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≥¼°³²¶¬∏° ²± � ¬¦µ²¤̄ª¤̄ �¬²·̈¦«±²̄ ²ª¼o ƒ ¥̈qtx∗ tyo

t||yo � ¶¤®¤o us∗ u{

tt �¬±§̄ ö�q�qo≥²§̈ ¬±§̈ o� q� qq ϑq Αππλq Πηψχολq t||wo

z} zz∗ {w

tu �∏¥̄ µ̈�∞qo� ¬±²¦«¤≥≤ q ¤±§� ¤·«¬̈¶²± � ≤ qq ϑq Μαρq
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Βιοτεχηq ot||wot} tyx∗ ty|

tv � ¤·¶∏±¤ª¤× o× ¤® ¼̈¤°¤� q ϑq Αππλq Πηψχολqo t||xoz}

zz∗ {w

tw � ∏µ²2°¤¶·²µ� � qo�∏µ¬·½ × q ¤±§ ƒ ²̄µ̈¶∞q ετ αλqo ϑq

Βαχτq t||wotzy} t s|v∗ t s|{

tx ± ¬±o≥ ετ αλq × «̈ � ¤µ¬±¨�¬²̄ ²ª¼ ²©·«̈ ≥²∏·«≤«¬±¤≥ ¤̈

k�q� ²µ·²± §̈qlo t||zo v∗ tt

ty ± ¬±o ≥q ετ αλqo ≥¬±²2�¤³¤± ≥¼°³²¶¬∏° ²± � ª̄¤̄ � ±̈ ·̈¬¦

∞±ª¬±¨̈ µ¬±ª ¤±§ �¬²µ̈¤¦·²µ¶o � ∏ªq ut ∗ uvo t||zo

± ¬±ª§¤²q °°q{∗ |oxt

tz ≥²§̈ �qo � ²½̈ ®¬� q ¤±§� ¶¤®¤º¤�o ετ αλqq ϑq Μαρq

Βιοτεχηq t||wo t}t{|∗ t|u

t{ ≥²§̈ �qo× ¤·¤µ¤� q ¤±§� ¤·¤±² �q ετ αλqq ϑq Βιοτεχηq

t||wo vv} uwv∗ uw{

t|  ≥·̈√ ±̈¶o≥∞qo� ∏µ³«¼ � ≤ q ετ αλqq ϑq Αππλq Πηψχολq

t||woy} t{z∗ t|z

k待续l  

河海水混合过程的稀土元素地球化学

Γ ΕΟΧΗΕΜΙΣΤΡ Ψ ΟΦ Ρ ΑΡ Ε ΕΑΡ ΤΗ ΕΛΕΜΕΝΤΣ ΙΝ ΤΗΕ ΜΙΞΙΝΓ

ΖΟΝΕ ΟΦ ΕΣΤΥΑΡ Ψ ΑΝ∆ Α∆ϑΑΧΕΝΤ Ω ΑΤΕΡ Σ

洪华生t  陈宗团t  徐 立t  张海政u  王淑红v

kt 厦门大学国家教委海洋生态环境开放研究实验室 vytssxl

ku 中国科学院地质研究所岩石圈构造开放研究室 北京 tsssu|l

kv 集美大学水产学院养殖系 厦门 vytsutl

α  在陆地地质研究中o载体的稀土元素k� ¤µ̈ ¤̈µ·«

¨̄ °̈ ±̈·¶o 简称 � ∞∞l信息已被广泛应用于指示物质

来源!岩石矿物的形成条件!地球化学分异作用及沉

积环境变化等∀ 相比之下o海洋中稀土元素的研究尚

属一个薄弱环节o主要原因之一就是海水中 � ∞∞ 含

量太低ktsp tu
ªÙ� ∗ tsp tx

ªÙ�lo且海洋环境存在一

系列物理!化学和生物相互作用的复杂过程o 其应用

明显受到采样技术与测试技术的限制∀ 但是o� ∞∞ 却

以其独特特征可提供反映河口环境的物质来源与物

质反应的信息而受到环境地球化学家的重视∀ 此外o

近年来由于稀土产品受到广泛应用o 已给近海环境特

别是河口生态环境带来了不利影响o 已逐渐成为地球

化学家!海洋学家!环境学家!政府和公众关注的生态

和环境问题≈z ∀ 近岸环境的 � ∞∞ 生物地球化学过程

与生态毒理效应也就成为近年来环境地球化学家和

环境生态学家的研究热点项目之一o本文对近年来在

河海水混合过程的稀土元素地球化学研究成果进行

总结o在此基础上指出未来在该领域的研究趋势∀

t 水体 � ∞∞ 样品采集与分析技术进展

由于研究稀土环境问题的重要性o 在过去几年

里o美国和英国等一些设备较好的科研机构相继开展

了海洋 � ∞∞ 地球化学研究∀ 最突出的表现在于改进

取样技术和测试技术o 因为阻碍海水中稀土的应用最

主要原因是测试技术o这是由于海水中的稀土元素含

量一般在 tsp tx
ªÙ�∗ tsp tu

ªÙ�之间o要求有极高精

度的化学分析和极高感度的仪器∀迄今为止海水 � ∞∞

的分析方法主要有中子活化和同位素稀释法≈z o 但两

种方法都有缺点} 中子活化法不仅分析精度较低o 而

且对核素半衰期较短的 � ∞∞k如 °µo ∞√ 等l进行分析

时则显得相当困难~ 同位素稀释质谱法分析精度非常

高o 但对一些单同位素的 � ∞∞k 如 °µo× ¥o� ²o× ° l

通常无能为力∀ ≥«¤¥¤±¬等kt||ul采用了化学萃取富

集 �≤ °2� ≥ 等离子质谱法o 得到了比较理想的结果∀

但是该法在样品预处理过程中o其固定相易流失o为

克服这一不足o对该法进行改进o 建立了一个快速!简

单!试剂用量少!本底低的方法o 经试验其测量精底达

sv 海洋科学
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