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—
基因工程及其上游

—
分子遗传学

‘

秦 松 严小军 曾呈奎

(中国科学院海洋研究所
,

青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 根据 19 92 年 1 月一 19 94 年 6 月国内外发表资料
,

评述藻类分子遗传学和基因工程

领域的最新进展
。

认为 : 两年来藻类分子遗传学发展迅速
,

经济藻类基因工程研究已经有所

突破
。

藻类学研究正在进入分子时代
,

分子生物技术成为推动藻类学研究和藻类资源开发

的新动力
。

关键词 藻类 分子生物技术 分子遗传学 基因工程

海藻生物技术应是有目的地利用以及定向改造海藻生物体系 (包括组织
、

细胞及其

组分 ) 的技术
。

藻类分子生物技术指有目的地利用以及定向改造藻类分子的有关技术
,

包括基因工程
、

蛋白质工程以及与藻类天然产物开发有关的生物技术
。

有观点认为
,

还

应更广义一些
,

包括应用于藻类学研究领域的有关分子遗传学技术
,

如随机扩增片段多

态性分析 (R A PD ) 技术
,

差减文库技术等
。

更早期的有关藻类分子生物技术已有综述

(秦松等
,

19 93)
。

本文对两年来藻类基因工程及其上游—
分子遗传学研究的最新进

展和发展趋势予 以评述
。

1 分子遗传学研究发展迅速

藻类分子遗传学是从分子水平上研究藻类个体发育与系统发育的遗传机制的学

科
。

两年来
,

随着藻类学研究本身发展的需要
,

以及分子遗传学新技术
、

新手段的不断

涌现
,

藻类分子遗传学得到迅速发展
,

具体表现在以下几个方面
。

1
.

1 分子系统学研究的种类越来越多
,

技术越来越新 通过藻类核酸的分析比较研

究藻类系统发生的学科
,

称为藻类分子系统学 (秦松等
,

19 93 ; 秦松
,

199 4 a)
。

两年前

的研究手段
,

采用 D N A 一 D N A 杂交
、

限制性酶切分析技术较多
。

近来的工作
,

更多

地采用核酸测序的手段
,

人们的热点
,

逐渐集中到核糖体小亚基 rD N A 序列 (即核编码

的 1 8 5 : R N A 基因序列
,

约 1
.

s k b ) 上
。

真核藻类核糖体大亚基 : R N A 包括 5
.

85 和 2 55

两种 (G o ff et a l
. ,

19 93 )
,

但据 K o o istra 等 (199 2 )
,

后者应为 26 5
。

核糖体 rD N A

在核基因组上排列顺序为: 5
/ 一 18 、 rD N A 」卫达 5

.

8 5
-

I工旦里
ee

25 (或 26 ) 、 rD N A 一3 ,o

一般采用 PC R 技术扩增 1 8 5 rD N A
,

或间隔序列 (IT S I与 IT SZ )
,

或
rD N A 某一部

分
,

进行测序后比较
、

分析 ; 也有人提纯 R N A 后直接进行 R N A 测序 (Buc hhe im e t

*

秦松
,

男
,

出生于 19 68 年 5 月
,

博士
,

副研究员
。

收稿日期 : 19 9 5 年 4 月 2 1 日
,

接受日期 : 1 99 5 年 5 月 1 5 日
。
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两年来利用核糖体核酸序列研究藻类系统发生的报道越来越多 (表 l)
。

叶

绿体基因组编码的 1
,

5 一 二磷酸核酮糖梭化 / 加氧酶 (R u bi sco ) 大小亚基基因之间的

间隔序列 (sp a e e
r
)

,

也是人们关注的焦点 (G o ff e t a l
. ,

19 94 )
。

利用 P C R 技术甚至

从保存 11 年的干的红藻标本的囊果 D N A 中扩增出可供测序的片段 (G o ff et al
. ,

199 3)
。

由于从序列差异能更为直接地推算进化上产生分枝的年代
,

因此核酸测序技术

成为研究藻类系统发生和亲缘关系的有力手段
。

表 1 利用核楠体核酸序列研究系统学的藻类门类
T a b

.

1 Al g a l ta x a in w h ic h ri bo so m a l n u c leie ac id s ha v e b ee n se q u e n c ed

门门 类类 靶 序 列列 文 献献 备 注注

绿绿绿 四鞭藻属属 部分
rR N A 序列列 B u e h he im 等 (19 9 2 ))) R N A 测序序

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻

「「JJJ 鳞片状有鞭毛绿藻藻 18 5 rD N AAA S te in k石tte
r
等(19 94 )))))

绿绿绿球藻 目(具游抱子))) 18 5 fD N AAA L ewi
s
等 (19 9 2 )))))

绿绿绿球藻 目(具游抱子的与具不动抱子的比较 ))) 18 5 rD N AAA W ilc o x
等 (19 9 2 )))))

膜膜膜质拟刚毛藻与网结网叶藻藻 IT S I 与 IT SZZZ K o o istra 等 (19 9 2 )))))

小小小丛藻目与 G lo e o 山o p sis pla n e to n ic aaa 18 5 rD N AAA F ri e d l等 (19 9 4 )))))

硅硅硅 冠盘藻属属 IT S I
,

IT SZ 与与 Z ee hm a n 等 (1 9 94 )))))
藻藻藻藻 5

.

8 5 rD N AAAAAAA

门门门门门门门

甲甲藻门门 4 种共生甲藻藻 1 85 rD N AAA M e N a lly等 (19 9 4 )))))

褐褐藻门门 海带目目 1 85 fD N AAA Sa u n d e r s 等 (19 9 2 )))))

红红红 江篱目目 1 85 rD N AAA B ird 等 (1 9 9 2 )))))

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻门门门 江篱属
、

龙须菜属属 IT S I
,

IT S Z
,,

G o 『等 (19 9 4 )))))

5555555
.

8 5 rD N A 与与与与

RRRRRRRu b isc o sPa e e rrrrrrr

其其其 南方轮藻
、

柔曲丽藻与其它 11 种含叶绿素 bbb 1 8 5 rD N AAA Ra g a n 等 (19 94 )))))

它它它 藻和 6 种高等植物物物物物

建立在 P C R 技术基础上的随机扩增片段多态性分析 (R A PD ) 技术
,

在 9 0 年代初

刚刚兴起就被用于藻类分子系统学研究中 (P a tw ay et a l
. ,

199 3 : D u teh e r et a l
. ,

199 4 )
。

这种手段更为简便
、

直观地反映核酸序列间的差异
,

比测序花费大大减少
。

Pat w ay 等

(199 3) 首先应用该技术比较了宽叶石花菜 (G el id iu 脚 lal 如liu m )与异形石花菜 (G
.

拟g u m )种间的差异以及后者 13 个种群之间的差异
。

指出
,

只要利用合适的扩增引物
,

就完全能够建立一套
“

指纹 图谱
”

(fi n g e
rp rin t )

。

随后
,

D u tc h er 等 (19 9 4 ) 利用该技

术研究了三种紫菜的亲缘关系
,

用随机引物扩增
,

产生了种群特异的条带
。

他认为
,

这

种方法还可用于鉴定杂交后代的遗传型
,

可作为一种比较精细的
“

指纹图谱
” 。

相信该

技术应用将会越来越广
。
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1
.

2 质体基因组研究继续深人 先通过绘制限制性内切酶图谱
,

再用异源探针定位

基因
,

目前已在不少于 19 种真核藻类中开展了质体基因组图谱绘制工作 (表 2)
。

通过

图谱的比较从而研究质体的起源与进化
,

也为有用基因的分离与克隆奠定基础
。

目前已

有约 20 种基因被定位在质体基因组上
。

除绿藻外
,

R u bi sco 酶大
、

小亚基基因均由质体

基因组编码
。

165 和 23 5 rR N A 也由质体基因组编码
。

除藻红蛋白的 ? 亚基由核编码外
,

藻胆蛋白基因均位于质体基因组中
,

有的不止一个拷贝 (B er n 盯d
,

19 9 2 )
。

表 2 质体遗传图谱研究概况

T a b
.

2 G e n e tie m a PPin g o f a lg a l Pla stid g en o m e s

门门 类类 作 者者

绿绿绿 莱茵衣藻 ch la啊 do 柳
nas re in ha rdt iiii Ro

c ha认 (19 8 2 )))

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻门门门 刺松藻 co diu m fr ag ileee M a n ha r t 等 (19 8 9 )))

大大大形水绵 辛ir叩ra 、
x

、、 M a n h a rt (19 9 0 )))

硅硅硅 口由
n te lla

s加e 月s台台 K o w a lli k (19 8 9 )))

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻
门门门 格式圆筛藻 co

s e加o d台c u s g r a n iiii K o w a llik (19 89 )))

梅梅梅尼小环藻 cy
c to te lla ~ eg h加ia naaa B o u rn e

(19 9 2 )))

隐隐藻门门 q ,夕勿阴口na
: 中中 n o u g las (一9 58 )))

PPPPPy
r en o

柳
n a s sa lin

aaa M a erz 等 (19 9 2 )))

红红红 条斑紫菜 尸口, 彻ra y巴oe ns isss sh i刃i等 (19 9 1 )))

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻门门门 尸
.

P“切u re aaa
Re ith 等 (1 9 9 3 )))

脐脐脐形紫菜 P
.

姗的ilic
a lisss 砒ith (199 3 )))

金金藻门门 口亡hr o 尸月o n a s 记la n ic aaa

Ca tto lie o 等 (19 8 9 )))

口口口互, tho d台e us lu te u sss

Re ith 等 (19 8 6 )))
sssssss hi刃i等 (19 9 2 )))

褐褐藻门门 网地藻 众
亡即 o ta dic hot o

相相 K u hse l等 (19 8 7 )))

间间间囊藻 P vla ie lla lit to ra 仿仿 L o ise a u x 一d e G o 七r z 等 (19 8 8 )))

黄黄藻门门 无柄无隔藻 Va uc her ia .’e ss ilisss L in n e v o n B e rg 等 (19 8 5 )))

争争议种种 cy
a n
op ho ra 夕a r a do x aaa L a m b er t (19 8 5 )))

其其它它 黄群藻 分nu ra Pe te rs e
haaa W

e e
(19 9 3 )))

1
.

3 克隆了一批新基因并得到应用 两年来对30 余种编码功能的藻类基 因进行了分

离
、

克隆
、

测序以及表达调控研究 (表 3)
。

蓝藻和绿藻中的衣藻已成为基因调控研究的

模型
。

另外
,

红藻
、

硅藻
、

隐藻
、

金藻基因均被克隆
、

定序
,

表达调控研究也将相继

开展
。

与光合作用有关的基因
,

研究得最多
。

差减文库技术已用于红藻世代特异表达基因

的分离中
。

Li
u
等 (19 94 )建立了紫菜 尸口rP hyra p o rP 、re a 配子体和抱子体的 c D N A 文

库
,

通过差减杂交的办法
,

在每个文库中找出了各占总数约 8% 一 10 % 的与特定发育

时期相关的克隆
。

进一步在抱子体文库中找到了 8 个
、

在配子体文库中找到了 7 个世代

特异性表达的 cD N A 序列
,

通过查基 因序列库 (gen eb a n k )
,

各有两个序列找到了同源

蛋白
。

分子遗传学各种手段
,

如基因分离
、

克隆
、

测序
、

定位突变
、

差减文库等的应用
,
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两年来新克隆的藻类基因
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T a b
.

3 N ew a lg a l g e n e s e lo n ed in the Pa s t tw o yea r s

门门类类 藻类基因 (英文缩写及其编码产物 ))) 研究内容容 参考文献献

蓝蓝蓝 c o x
(细胞色素

c
氧化酶 ))) 序列

、

功能能 H o lz m Uler 等 (19 9 2 )))

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻

ppppp la sto eya n in (质体蓝素 ))) 调控控 H o lz m Ule r 等(19 9 2 )))

aaaaa e o p p e r p r o te in (一种铜结合蛋白))) 调控控 H o lz m Ule r 等 (19 9 2 )))

fffffr x 同源基因 (固氧酶铁蛋白 ))) 序列
、

功能能 秦松 (1 9 9 3 )))

OOOOO R F 4 6 7 (与叶绿素合成有关 ))) 序列
、

功能能 秦松 (19 9 3 )))

CCCCCAs (碳酸配酶 ))) 序列列 秦松 (19 9 3 )))

eeeeem p (4 2K D 膜蛋白))) 序列列 秦松 (19 9 3 )))

盯盯盯t (氮运输有关基因簇 ))) 序列列 秦松 (19 9 3 )))

rrrrrea
(调控基因 ))) 序列列 秦松 (1 99 3 )))

nnnnni r
(亚硝酸盐还原酶 ))) 调控控 秦松 (1 9 9 3 )))

rrrrrp o
(调控基因))) 序列列 秦松 (19 9 3 )))

PPPPPy
s
(/ 又氢蕃茄红素合成酶 ))) 定位突变变 秦松 (19 9 3 )))

ppppp ds (八氢蕃茄红素脱氢酶 ))) 定位突变变 秦松 (19 9 3 )))

ccccc 一 型细胞色素基因因 序列
、

突变变 秦松 (19 9 3 )))

绿绿绿 rb c L (R
u bi se 。

酶大亚基
,

位于叶绿体基因组 ))) 序列
、

调控控 Fuj iw
a r a
等 (19 9 3 )))

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻

rrrrrb c s (Ru bi sc 。 酶小亚基
,

位于核基因组 ))) 同上上 Fuj iw a r a
等 (19 9 3 )))

ccccca b (叶绿素
a乃 结合蛋白

,

位于叶绿体基因组 ))) 调控控 秦松 (19 9 3 )))

印印印s7
,

12 (核糖体小亚基蛋白
,

位于叶绿体基因组 ))) 序列列 L ew 等 (19 9 3 )))

NNNNN A D P 一 G D H (辅酶 11 特异谷氨酸脱氢酶
,

位于核基因组 ))) 调控控 M ille r 等 (1 9 9 4 )))

NNNNN rr Z (调控基因
,

位于核基因组 ))) 克隆
、

突变变 L efe b v r e 等 (19 9 4 )))

刀刀刀
,

2 一 微管蛋白基因等
,

位于核基因组组 序列列 z h a n g 等 (19 9 4 )))

ppppp sb (光系统 Ix 多肤 ))) 定位突变变 秦松 (1 99 3 )))

硅硅硅 岩藻黄素
a /c 蛋白复合物基因

,

位于核基因组组 序列列 却
t 等 (19 9 4 )))

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻

aaaaat p (AT P 酶
,

位于核基因组 ))) 序列列 Pa n c ie 等 (19 9 2 )))

nnnnn ar (硝酸盐还原酶
,

位于核基因组 ))) 序列列 Sm ith 等(19 9 2 )))

乙乙乙酞辅酶 A 狡化酶基因
,

位于核基因组组 序列列 Ro
e ssler 等 (19 9 3 )))

OOOOO R F 2 17 /2 18 (位于质粒基因组 ))) 序列列 H ild e b ra n d 等 (19 9 2 )))

红红红 c
pe (藻蓝蛋白

,

两个亚基均由叶绿体基因组编码 ))) 序列
、

转录录 柳t 等 (19 9 3
a
)))

藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻藻

叩叩叩e( 藻红蛋白
,
: ,

口亚基由叶绿体编码
,

y 亚基由核编码 ))) 序列列 B ern a rd (19 9 2 )))

fffffa b (由叶绿体编码 ))) 序列列 砒ith (19 9 3 )))

aaaaap
c
(别藻蓝蛋白

,

两个亚基均由叶绿体编码 ))) 序列列 柳t 等 (19 9 3 b )
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带动了藻类光合作用
、

起源和进化
、

形态发生
、

生理生化等基础研究的发展
。

同时藻类

基因的应用研究正在深人开展中
。

作为藻类基因工程的目的基因目前有两个
,

一个是 日

本 M ur at e 实验室从蓝藻 匆。ec ho cy st is P C C 680 3 中克隆的植物型脂肪酸脱饱和酶基因
,

用于抗冷蓝藻的培育 (W a d a et al
. ,

199 2) ; 另一个是本文作者从钝顶螺旋藻中克隆的

别藻蓝蛋白基因
,

将用大型海藻作为廉价高效反应器来表达”
。

B r
ya nt 等 (19 8 5) 曾在大

肠杆菌中成功地表达 了蓝 藻 匆ne ch oc oc cu : P CC 700 2 藻蓝蛋 白基 因
,

以 及真核藻

仰an op ho ra Pa ra d o x a
别藻蓝蛋白基因

,

并用大肠杆菌表达的藻胆蛋白亚基与不同的色

素基因共价结合
,

以期人工构建荧光探针 (G laz er
,

1994 )
。

本文作者在大肠杆菌中高

效表达了钝顶螺旋藻别藻蓝蛋白 一细菌麦芽糖结合蛋白 (融合蛋白 )
, ’。 经动物实验

,

证

明基因工程生产的融合蛋白
,

具有显著的抑制肿瘤
、

延长生命的生物活性
,

且 比天然藻

蓝蛋白效果显著”
。

用基因工程生产藻类 活性多肤
,

具有广阔的应用前景
。

1
.

4 单细胞藻基因转移系统日趋成熟
,

大型藻类有所突破 目前向蓝藻中导人外源

基因的方法有两种
,

一种是遗传转化 (g ene tic tra ns fo rm at io n )
,

包括天然转化
、

诱导

转化和电击穿孔 (e lee tr o p o r a tio n ) (王业勤等
,

19 9 1 ; 秦松等
,

19 93 : 秦松等
,

1994 a :

E lh a i
,

1994 ): 另一种是接合转移 (e o nj u g a tio n )
。

天然转化是指一些单细胞蓝藻能够有效地吸纳外源 D N A (El hai
,

199 4 ); 诱导转

化是指通 过人 工诱导感受态 引人外 源 D N A
,

如 匆ne cho cy st is PC C 6308
,

可 用

C a , 十

诱导人工感受态 (秦松等
,

19 94 a )
。

接合转移是向丝状蓝藻引人外源 D N A 的有效系统
,

需先构建含有 目的基因
、

E.

co li 质粒的复制起点及转移起点 (or i T ) 和选择标记的杂交质粒
,

转化含有辅助质粒

(有识别 or i T 的基因 ) 的 E
.

。01 1菌株
,

再通过接合引人一个 In c P 接合质粒 (如 RP 4
,

具有编码接合装置的基因 )
,

使 3 种质粒位于同一宿主
,

然后与受体藻株混合
,

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
,

杂交质

粒若含有蓝藻质粒复制起点
,

能够以复制于形式独立存在
,

还可能与蓝藻内源质粒发生

同源重组或与染色体同源重组而稳定存在 (El hai
,

199 4 )
。

由于 Inc Q 质粒能不依赖辅

助质粒而识别 or i T
,

并形成缺口 (ni ck )
,

在许多蓝藻中能稳定存在
,

因此具有应用潜

力 (So d e et a l
. ,

199 2 )
。

整合的方式有 3 种 : 双交换
、

单交换以及转座
。

同源部分发生双交换能造成基 因置

换
,

可用来进行定位突变研究
。

单交换并不造成置换
,

而 产生部分二倍体 (p a rti al

di ploi d)
,

可用于把报告基因和 目的基因融合在一起
。

另外
,

自然地或人工地可通过转

座子将选择标记随机地插入染色体 D N A 而产生一系列突变 (El hai
,

199 4)
。

除蓝藻外
,

莱茵衣藻 (Chla my do m on as re in har dt ii ) 成为分子遗传学研究的常用材

料
。

莱茵衣藻目前已成为唯一的染色体
、

叶绿体和线粒体 3 套基因组均能遗传转化的植

物 (K in d le et a l
. ,

19 94 )
。

染色体转化最简便
、

最有效的方法为玻璃珠研磨 (B in g h a m

l)秦松
,

19 9 4
,

M o zee u la r elo n 一n g a n d e x p r e ssio n o r the a l一o p hye o e ya n in g en e in E
.

0 0 11
,

中国科学院海洋研究

所博士学位论文
,

4
.

1一 4
.

1 1
。

2) 秦松等
,

199 4
,

基因工程生产融合别藻蓝蛋白抗肿瘤活性研究
,

第四次中国海洋湖沼药物学术开发研讨会论

文集
,

10 6一 10 7
。
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e t a 一
,

199 4 )
,

但必须选用细胞壁缺失突变株或先用配子自溶素 (g a m et e a u to lysin )

消化去壁
。

筛选的方法
,

一般采用互补 (co m Pl e m ent ar y )
。

选用营养缺陷
、

光合作用缺陷

或鞭毛缺失突变株
,

转化野生型基因
,

再利用局限营养
、

光合生长
、

运动等特性筛选转

化子
。

H al l等 (199 3) 用 n os : n Pt 嵌合基因转化
,

采用玻璃珠研磨法
,

用双选择标记筛

选
,

硝酸盐筛选的转化子中 52 % 对卡那霉素具有抗性
。

目前叶绿体转化最有效的方法是基 因枪法 (Bi n gha m et al
. ,

199 4 )
。

用光合互补

或转化内源 r D N A 基因 (编码对链霉素
、

壮观霉素
、

红霉素等的抗性 ) 筛选转化子
,

或

用 psb A 基因编码的对除草剂的抗性
、

tse A 基因编码的反式剪切功能以及一些光合基

因作选择标记 (K in dl e e t al
. ,

199 4 )
。

大部分叶绿体蛋白由染色体基 因编码
,

在胞液中

合成后转运人叶绿体中
。

由于叶绿体基因的拷贝数 (100 一 10 0 00) 比染色体基因的拷

贝数 (1 一 2) 高得多
,

因此将染色体基因转人叶绿体基因组
,

就有可能获得高表达
。

需要弄清的问题
,

一是叶绿体基 因表达调控的机制
,

二是基 因拷贝数对其表达有所影

响
。

目前成为研究热点
。

大型藻类的转化成为另一个热点
。

在第五届国际藻类学大会分子生物学专题讨论会 4

个报告中
,

有一个报告涉及用基因枪将 p B I 221 质粒导入海带和裙带菜获得瞬间表达的

结果 (秦松等
,

199 4 b )
,

证明了 C aM V 35 5 启动子在褐藻中的通用性
,

这是大型海藻

遗传转化的第一篇正式报道
。

在墙报组中
,

王素娟等报道了用电击法将 p B I 121 质粒导

人坛紫菜原生质体中获得瞬间表达
’)

,

继 C h ene y 等 (1992 )
’)后再次证实了 C aM V

35 5 启动子在红藻中的通用
。

另外 C h ene y等 (19 92) 还发现 n os 启动子通用
,

ca b 启动

子不通用
。

1
.

5 在经济藻类中分离到质粒
,

对质粒功能有了进一步了解 两年来
,

质粒研究有

两大进展
。

一是在一些经济藻类中发现了质粒
,

如钝顶螺旋藻 (Q in et al
. ,

19 9 3 ; 秦松

等
,

19 94d )
、

真江篱 (秦松等
,

19 94 e
,

为中国特产 )
,

对经济藻类的基因工程改良具有

积极意义 ; 二是对硅藻质粒进行了深入研究
,

在细柱藻 (伪lin dr o the ca fu
s
扣

r m is ) 中

定序了两个质粒 p e fl 和 p C几
,

p C fl 为 4
.

2 7k b
,

p C 几为4
.

osk b
。

p C fl 的 O R F 2 1 8 与

p C fZ 的 O R F 2 17 氨基酸同源性为 80% ; p C fl 的 O R F 4 82 与 p C几 的 O R F 484 氨

基酸同源性为 5 4 %
。

0 R F 2 18左 1 7 与 T n 3 转座子的解体酶 (r eso lv a se ) 氨基酸同源性

为 28 % 一 31 %
,

但二质粒不具有转座活性
,

另一个可能的功能是 O R F 2 18 刀 17 编码

的解体酶使质粒由多聚体解为单体 (H ild e b
r a n d et a l

. ,

19 92 )
。

2 基因工程研究已向应用 目标迈进

在分子遗传学理论基础上
,

通过重组 D N A 技术人工构建藻类新品种
,

以及实现藻

类天然产物的基因工程生产
,

是藻类基因工程研究的两大目标
,

两年来取得了重要突

破
。

2
.

1 蓝藻基因的细菌表达 用于生产限制性内切酶商品
、

构建人工发光物以及生产

l)W
a n g

,

5
.

J
.

e t a l
.

,

19 9 4
,

砒
sea re h o f d ir ee t g e n e tra n sfe r in the e ell o f 尸。, hy

r a h‘ta n en s。
,

Ab
stra c t S

,

sth In te r n a tio n a l P hyeo lo g 一ca l C o n g re ss
,

Q i
n g d a o

,

C hin a
,

N o
.

2 5 0
.

2 )C h
e n e y

,

D
.

p
.

e t al二 19 9 2
,

P r o g r e ss in p r o to pla s t fu sio n a n d g e n e tra n sfe r in re d a lg a e
,

Ab
str a c ts ,

XI V th In te rn a ti o n a l Se a w e ed Sym Po siu m
,

B ri tta n y
,

Fr a n e e
,

N o
.

0 6 1
.
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抗肿瘤活性多肤
,

在前面 (1
.

3 ) 已有叙述
。

2
.

2 外源基因表达系统
—

蓝藻 来自芽抱杆菌的杀幼蚊毒素基因 (S teve n s et al
. ,

一99 4 : x u e t a l
. ,

199 3 )
,

来自小鼠的金属硫蛋白一 1 e D N A (孙军等
,

199 4 )
,

来自蓝

藻的植物型脂肪酸脱饱和酶基因 (W a d a e t al
. ,

19 92 )
,

以及来自人的超氧化物歧化酶

(SO D ) 基因 (日本专利 30 7 6 583 号 ; 国际专利 921 “41 号 ) 均已在蓝藻中得到表达
,

以期获得杀幼蚊蓝藻
、

清除重金属蓝藻
、

耐低温蓝藻新品系
,

以及利用蓝藻作为大量生

产 SO D 的生物反应器
。

本文作者正与日本国立研究院合作
,

进行螺旋藻的基因工程研

究
,

目前转化方法
,

选择标记都已找到
,

正在进行载体构建研究
。

2
.

3 大型海藻基因工程研究方兴未艾 除藻胆蛋白基因 (秦松
,

19 94 b ) 外
,

缺少有用

的目的基因
。

遗传转化的模式系统正在建立
,

本文作者发现
,

海带
、

裙带菜对卡那霉素

并不敏感
,

而对氯霉素敏感 ”
,

最近用基因枪方法转化的 C A T 基因在海带中已获得稳

定表达
2 )

。

国外最近发现
,

病毒可作为褐藻基因工程的载体
,

为褐藻基因工程提供了新

途径
。

红藻 (如紫菜 ) 病害成为制约栽培业发展的限制因素之一
,

真菌 Pyt hi u m 病是

常见病
,

本文作者正着手从其拮抗菌中分离基因
,

并构建红藻与细菌的双向质粒
。

两年来藻类基因工程得到迅速发展
,

特别是海带
、

紫菜
、

螺旋藻等经济藻类的基因

工程研究
,

对培育优质
、

高产新品种
,

发展海洋药物都具有十分重要的意义
。

藻类的基

因可用其它生物的反应器生产
,

以克服藻类生物量
、

养殖成本以及天然产物提纯 困难等

不足 ; 通过基因工程操作藻类还有希望成为生产有用产品以及清除污染的生物反应器
,

例如海带是廉价高效的生物反应器
,

海带遗传转化模型的建立是基础
,

下一步将用基因

工程手段使其成为表达螺旋藻藻胆蛋白 (亚基 ) 的反应器
,

实现向海洋要蛋白的目标
。

山东省寄生虫病研究所和北京大学的鱼腥藻基因工程研究
,

上海水产大学的紫菜基因工

程研究
,

表明了我国学者在藻类基因工程领域处于国际先进水平
,

相信会对我国国 民经

济的发展做出贡献
。
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