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    杜氏藻江haraliella sp.)又称盐藻，是一类极端耐

盐的单细胞真核绿藻，属于真绿藻纲、杜氏藻目、杜氏

藻科、杜氏藻属“’.有些杜氏藻能够耐受环境中NaCI

浓度在0.05%一39.4%之间的变化，可以在州5.5-

9.5的范围内生存。杜氏藻细胞体内能储存大量的甘
油和胡萝卜素等有机化合物，可通过大量培养杜氏藻

来提取R一胡萝卜素。天然甘油是良好的化妆品基

质，而R一胡萝卜素是食品添加剂和着色剂，且具有

医疗保健功能;联合国粮农组织(FAO)和世界卫生组

织(WHO)食品添加剂委员会一致推荐并认定R一胡
萝卜素为A类营养色素。从1993年起，我国批准俘一

胡萝卜素作为营养强化剂可以加到婴幼儿食品和乳

制品中。最近相关文章报道了俘一胡萝 卜素还具有防

癌、抗癌的功效，且在医学上的其他方面也有重要应

用[2,31。因此，盐藻被认为是一种大有发展前途的经济
作物。利用分子生物学手段开展盐藻的研究，从遗传

物质DNA的角度直接、充分地了解盐藻的生活习性，

无疑将为更好地开发利用盐藻奠定更科学的基础。本

文分四个方面综述了盐藻的分子生物学方面研究概

况，希望能够对盐藻分子生物学研究有一个较为全面

的了解以及为其进一步研究起一点促进作用。

    目前，藻类基因工程，特别是海洋藻类基因工程

的研究与应用越来越受到人们的重视。藻类基因工程

研究中首先要解决的问题是找出藻类细胞敏感的抗

生素，并选择适当的筛选标志基因。耿德贵等人!a研

究了杜氏盐藻对链霉素、卡那霉素、潮霉素、G418和

氯霉素等5种常用抗生素的敏感性。分别在固体培养

基和液体培养基中，采用梯度法进行单藻的各种抗生

素敏感性试验;最后采用K一KI染液染色，血球计数

板计数，对有关((的数据进行了‘一检验。结果表明，
经4周培养，盐藻对链霉素、卡那霉素、潮霉素和

G418不敏感，即使浓度高达600 lag/mL时，也不能抑
制盐藻生长;由于氯霉素的作用机制是干扰细胞内核

糖体的蛋白体合成，抑制细胞生长并最终导致细胞死

亡[51，因此盐藻对氯霉素很敏感，60 lag/mL即可完全

抑制固体和液体培养中藻类的生长，所以氯霉素可作

为盐藻基因工程的筛选抗生素，CAI，基因为其阳性筛

选标记基因。CAT基因编码的氯霉素乙酞转移酶可使
氯霉素乙酞化而失去活IJa- [5 ,61}}     o

1   RAM〕技术的应用

    杜氏藻缺乏纤维素外壁，其质膜外仅包裹着一层

薄而富有弹比的糖蛋白外被，而且在不同环境中其细

胞形态变化较大，因此难以从形态学上对它们进行分
类。张会永等[7利用随机扩增多态性DNA(RAPD)技
术对7株杜氏藻，即:D. saliva, D. laardauil, D. mim4ta,
D. bioculata, D. Parm, D. Peircei、和D. Prvrrolecta进行
了遗传多态性分析，从生物的遗传物质DNA入手，为

杜氏藻的鉴定与分类归属问题提供分子生物学借鉴。

利用固体培养基进行藻种纯化，并在单藻菌落的扩大

纯培养液中加入庆大霉素使最终浓度达到0.16 g/L,

以杀死可能伴生的嗜生的嗜盐细菌。以“有”或“无”的

方式记录可重复扩增的DNA带 (包括强带和弱

带)。根据Nei和Li的方法计算样品间的简单遗传相
似系数I，利用NEIGHBOR 程序建立聚类分析树状
图。经过30个10聚随机引物的多态性扩增和筛选，

发现其中23个引物(比例达76.670%)可获得清晰的
多态性条带。选择其中清晰、重复性良好的18个引
物再扩增产生150条可区分的DNA条带。将每个引
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物中迁移率相同的带视为同源位点，遗传相似系数计

算分析得到的杜氏藻属部分种的聚类分析图表明:

D. saliva, D. bardauiZ, D. minuto聚为一类 D. bioculata,

D. parw, D. "Lirrei、和D. prir7rolecta为另一类

2 盐藻基因组DNA文库、cDNA文库
    的构建

    杨志勇等!“’以1 ambda FIX R II为载体构建了盐

藻的基因组文库。文库包含了1.1X1护个重组子，插

入片段平均大小为18 kb左右，含插入片段的频率为

10006。该文库的容量约为盐藻单倍体基因组的200

倍。周冀明等，采用I ribda置换型载体IIVIB13构建

了盐藻基因组文库，文库大小为1.8X 1少个重组子，

插入片段大小为10--20 kb;并采用L一arnbdagtl0载

体构建了盐藻cDNA文库，文库大小为106个重组子，

插入片段平均长度大于1 kb [9 ]o

3 基因相关的克隆
    要从盐藻中克隆出感兴趣的基因，首先要知道该

基因的全部或部分相近序列，或知道与感兴趣基因功

能相似的已知基因的保守序列，制成探针，从已建立

的cnNA文库或基因组文库中筛选出目的基因。克隆

出的目的基因还要进行鉴定，如序列比较、杂交分析、

转化试验和产物定位等‘10.11。周冀明等!12队盐藻基

因组文库中获得3个3一磷酸甘油脱氢酶基因的阳

性克隆，采用斑点杂交证实原位杂交的真实性。又根

据果蝇、兔和鼠编码其3一磷酸甘油脱氢酶基因的辅

酶NAI〕的结合功能区保守序列，设计一对引物，大小

分别为21 by和18 by。经PC F扩增得到与果蝇相同的

290 by特异扩增片段，并以该片段为探针，采用缺口

平移系统标记原位杂交，从盐藻cDNA文库中获得36

个3一磷酸甘油脱氢酶基因的阳性克隆‘91。谈峥等‘13]

在盐生盐藻cDNA文库和基因组文库中对肌动蛋白

基因进行了筛选，结果得到了一个eDNA克隆和2个

基因克隆，并进一步从基因克隆中克隆出该基因的5'

上游片段，检索结果表明，所得到的cDNA为盐生盐

藻的肌动蛋白基因。

    土壤盐渍化是当今世界普遍关注的间题之一。在

中国1亿Ian, 的耕地中，就有约66()万】111zan盐渍化的

土壤。由于Na'大量涌入细胞会造成电化学梯度的急

速改变，同时渗透胁迫导致水分缺乏，所以大多数的

树木和农作物对盐度非常敏感。有的植物种内不同个

体耐盐程度有差异，因此，可以利用这些植物中与耐

盐相关的基因来提高盐敏感作物的耐盐性。从盐藻中

提取与耐盐相关的基因有其优势，盐藻是最耐盐的真

核生物，没有细胞壁，有利于外源基因转化及转基因

产物的提取。张晓宁等‘14伪获得高渗胁迫下特异表

达的基因，以抑制消减杂交(SSEI)法及差式库法的筛

选对盐藻在高渗胁迫下特异表达基因片段进行了克

隆。藻体进行二次胁迫，以酚法提取总RNA，分别回收

正向和反向消减cDNA的PCR产物，经酶切去除接

头，DIG DNA Labelling标记之，拣出第一轮筛选中与
正向探针杂交信号明显强于反向杂交信号的克隆，

PCR扩增插入片段后，进行第二轮筛选。再次挑出正

向杂交信号明显强于反向杂交信号的克隆，测序结果

输入Cene Bank进行同源搜索，比较长期(1周，IS)及

短期(16 h, SS) NaCl胁迫条件下基因表达情况。长期

(1周，Is)和短期(16 h, SS)各克隆到2个特异表达片

段。但通过测序及在Gene Bank中进行同源搜索，均未

有可靠的同源陕结果。因此初步认为，以上得到的4

个cDNA可能是新基因或此片段不在保守区内。

    快速的体积变化和甘油代谢是盐藻应答外界快
速渗透压改变的主要机制。但一些蛋白质方面的研究

表明，在渗透胁迫后的恢复过程中也有蛋白质合成的

参与。张晓宁等首次将抑制消减杂交法(SEH)应用于

盐藻耐盐方面的研究，并克隆到一些渗透胁迫相关的

基因片段‘151。由于其中果糖一1,6一二磷酸醛缩酶基

因编码产物催化的反应与甘油合成途径偶联，因此张

晓宁对此基因进行了克隆和表达研究[161。通过RACE

技术克隆到盐藻果糖一1, 6一二磷酸醛缩酶

(DsMDP)的全长cDNA，并对其序列分析及在Gene

Bank中进行同源搜索，发现DsAIDP基因含有所有果

糖一1, 6一二磷酸醛缩酶基因中的引物特异结合位

点，应属于果糖一1,6一二磷酸醛酶基因家族，其表达

产物能行使正常的果糖一1, 6一二磷酸醛缩酶功能，

并与植物叶绿体果糖一1,6一二磷酸醋缩酶(AldP)基

因的一致性为73%一66% a Northem杂交结果及醛缩

酶活性分析均表明它确为在盐诱导下特异表达。

    启动子是基因表达的一个重要元件。要建立某

种生物的转化系统或相应的表达载体，首先要有相应

的基因启动子用于标记基因的表达或表达单元的建

立。张晓宁等[[171以启动子探测质粒pBCD7为载体克

隆盐藻中具有启动子活性IAA片段的研究。采用限

制性内切酶EcoR I分别消化盐藻基因组DNA和质粒
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pBCE7，并进行体外重组及转化筛选，得到一具有启

动子活性的DNA片段Ped。经氯霉素抗性进一步筛

选，其大肠杆菌适应氯霉素的最高浓度为800 !tg/ rr1L
而不含质粒的DH5a和携带Pece7的DH5a对照组在

较低的氯霉素浓度50--100 tig/rrL下即无法生长。证

明此启动子具有较高的活性。Soufliem杂交显示此启

动子片段确实来自于盐藻基因组，且其广泛存在于整

个基因组中启动盐藻基因的表达。

    此外，盐藻其它几种重要基因也被克隆出来，如

从cDNA文库中克隆出了主要叶绿素结合蛋白

(CAB)基因‘11]、位于基体的钙牵蛋白基因〔to ]、碳酸醉

酶基因[[18和转铁蛋白基因[19等;从基因组文库中克

隆出了高盐诱导的碳酸醉酶基因、肌动蛋白基因和硝

酸还原酶基因等[8 ]0

4 转基因

    随着藻类转基因研究的逐渐深入，越来越多的转

基因藻类获得了成功。其中，原核蓝藻基因转化成功
的例子较多，而真核藻类的则相对较少。耿德贵等[201

利用电激法将GUS基因转入杜氏盐藻细胞内进行瞬

间表达，研究了盐藻的生长状态和电激转化条件对转

化率的影响，并比较了CaIW35S(花椰菜花叶病毒

35S), Ubil(泛素)，Ubil - ,CZ(泛素一0序列)、

CaIW35S-Ubil和CaIW35S-Ubil-0等5种启动子

的转化效率。采用的5种质粒分别为PB1221, pU} ,

pUnGLS, P33JGLIS和p35USZGUS，以组织化学染色法

和荧光检测法分别检测GUIS基因的瞬间表达。结果

表明，培养5d的盐藻在6 kV的脉冲电压，0.05s的

脉冲持续时间和210的脉冲次数下电激可获得较高

的转化率，为转化最佳条件。5种启动子中，Ubil-n

启动子能有效地启动外源基因在盐藻细胞中的表

达。因此Ubil-0启动子的转化效率最高，适合作为

外源基因在盐藻细胞中高效表达的启动子。在转化的

过程中，盐藻细胞的生长状态是影响外源基因转化的

重要因素，处于旺盛生长状态的盐藻可获得较高的转

化率;电激条件也是影响外源基因转化的重要因素，

合适的脉冲电压、短的脉冲持续时间和较多的脉冲次

数下进行电激可获得较高的转化率。Ubil-S2启动子

能够获得高的转化率，n序列起翻译增强子作用的机

制可能是:(1)对rnRNA的降解起保护作用，防止核

酸外切酶和内切酶对rrmRNA的降解，从而增强表达。

(2) d序列可与80S核糖体的40S和60S亚基结

合，提供了mRNA与80S核糖体结合式装配位点序列

AUU. (3)由于mRNA翻译可被5'末端前导中的二级

结构明显减弱，而'IIVIVC2序列和起始因子的相互作用

在某种程度上降低了mRNA二级结构的稳定性，有利

于40S启动复合物的移动，从而增强翻译作用。

    采用盐藻作为外源基因表达系统有许多的优点，

如盐藻没有细胞壁，有利于转化和破碎;具有2根鞭

毛，可游动，培养时不需要摇床摇动;培养时只需要无

机盐，不需要有机物，且培养液含有高浓度的NaCl，不

需要灭菌，不易污染微生物、其他杂藻和食藻动物;饱

和盐水中，细胞逐渐变黄，最后形成休眠抱子，具有厚

的细胞壁，有利于藻种的保存;单细胞，不存在不同组

织基因的差别表达而导致的外源基因沉默现象等。

    海洋中的藻类资源十分丰富，人们已能认识并利

用的并不多，许多未知的藻类需要人们去开发。近年

来藻类生物技术发展的主要趋势之一就是海洋藻类

基因工程。盐藻中富含甘油和R一胡萝卜素，具有重

要的经济价值。但盐藻中的分子生物水平上的研究还

较为薄弱和缺乏。为了进一步提高盐藻的甘油和p一

胡萝卜素的质量和产量，还得依靠基因工程技术来改

良盐藻的品种。
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