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肚螺旋藻 (枷
门戒二 ) 是众所周知的优良天然营养

源
,

因其具有较高的营养价值和独特的药理作用而受

到人们的广泛关注
。

在过去的 20
a

中
,

螺旋藻在营养

学和药理学方面的研究取得了较大进展
,

工业化生产

也具有了相当的规模
,

但其在分子生物学和基因工程

方面的研究却相对滞后
。

令人欣慰的是
,

虽然螺旋藻

遗传学和基因工程方面的研究起步较晚
,

但世界各地

的研究者仍在该领域取得了显著成果
。

螺旋藻系统分类学研 究

螺旋藻在分类学 L属于蓝藻门
,

颤藻目
,

颤藻科
,

螺旋藻属
。

这个属的学名是
“

S阿八“ina
” ,

取
“

卷曲
”

一

意
,

但有的文献中也写成
“

月洲六m 俩ra
”

(节旋藻)
,

把这

两个属名混用
。

其实
,

关于 枷耐ina 和 八认阳俩 m 是

属于同一个属
.

还是分别成为独立的属
,

一直存在争

议
。

著名蓝藻分类学家 Ge i决
r
在其所著《蓝藻纲)中

,

将这两个属并为一属即 导向汉ina
。

以后这种划分一直

被广泛应用
。

但现在研究表明
,

虽然二者形态极为相

似
,

都由单列细胞组成不分枝的丝状体
,

都呈有规则

的螺旋弯曲
,

但其显微形态和细胞亚显微结构仍有差

别
:

前者细胞横壁不明显
,

横壁处不收溢 ;后者横壁清

晰可见
,

有收溢
。

同时
,

二者在基因碱基组成等遗传背

景方面也存在较大差异
,

户月坛刀脚
护视 的 G / C 含量为

4 4
.

3 %
,

而 S加翔左。 的 G /C 含量可达 53
.

6 % 川
。

在遗

传学研究中
,

常以保守性很高的核糖体蛋白和
rl补认

作为可靠的分子分类依据
。

不同地理起源的螺旋藻
,

即使 1 6 s rR N A 完全相同
,

165 rR N A 与 23
s rR NA 的间

隔序列也不一样
,

可通过分析它们的基因序列加以

区分
。

N eli sse
n

等人 19 94 年对 争耐 ina 和 为认川确沁

的 16s
r
砂叭 基因序列进行比较考证后

,

发现二者关

系并不密切
,

而 16 5
和 2 3 , rR NA 基因之间的插入序

列也有所不同
,

前者只有 t砂叭(n
e
)基因

,

后者则包括

了 tR州A (n
e
) 和 tR N A (Al

a
) 基 因

。

据此他们认为
,

举耐ina 和
J

如六用彩
八2
分属于颤藻科不同的属

,

它们

是有区别的
。

根据大量的研究成果
,

现在人们普遍认

为八艺六功俩m 应从 5坏八汉ina 中独立出来
,

自成一属
。

目

前
,

国内外广泛用于工厂化生产的钝顶螺旋藻和极大螺

旋藻经 K山. r e l等人的仔细研究认为
,

它们有薄的细

胞横壁
,

横壁处可见收溢
,

应划归节旋藻属
,

学名应更改

为钝顶节旋藻 (庵艺人阳彩
八2

脸枷
i、 ) 和极大螺节旋藻

(月月六。脚
八2

、~ )
。

但由于螺旋藻这个名称沿用 己

久
,

考虑到应用的方便
,

仍暂保留过去的名称川
。

正是由于核糖体蛋 白在进化上的高保守性
,

螺

旋藻的许多核糖体蛋 白基 因才能根据其他生物相应

的 已知序列顺利地得到克隆
。

通过对它们的同源性

比较
,

可以进一步确证螺旋藻与其他生物的进化关

系
,

探索螺旋藻的进化地位
。

下场ni 等人所在的实验

室在这方面做了较深入的工作
。

他们发现
,

螺旋藻的

许多核糖体蛋白基因
,

如 rPs Z
、

tsf 和包括 rP S
12

、 : ps7
、

fu s
、

: of 4 个基因的 str 的操纵子
,

在基因序列和排列

方式方面与大肠杆菌有很高的同源性 ; 另外
,

螺旋

藻 str 操纵子 与烟草
、

玉米等高等植物叶绿体基因同

样具有很高的同源性 (表 1 )
。

这一发现为认为叶绿

体是由光合自养蓝藻演化而来的内源共生学说提供

了一个有力证据
。

值得一提的是
,

螺旋藻另一个核糖

体蛋白基因 r’Ps l0 的排列方式和大肠杆菌的不同
,

但

这种排列方式却存在于 目前所分析过的所有古生物

基因 以及 〔扮
z n ‘
洲

“

湘 加八动
u 反
内的共生体 (蓝色小

体) 中
,

作者认为螺旋藻中rPs lo 的这种排列方式可

能代表一种原始的基因水平
。

2 螺旋藻基 因克隆研 究进展

螺旋藻因其较高的蛋白质含量
,

合理的氮基酸组

成及含有多种生物活性物质
,

而成为最具开发潜力的

基因组
。

但由于遗传学背景及分子生物学基础不足
,
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R 器黯画
表 l 螺旋藻

s tr 操纵子表达产物与其他生物相应蛋白同

源性的比较
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螺旋藻的基因工程研究 只能从单基因突破
。

螺旋藻基

因的克隆和功能鉴定主要有以下几种方法
:

(1) 根据

与特定的大肠杆菌突变株功能互补测定
。

(2) 利用其

他生物的同缘 I)NA 探针杂交
,

从基因文库中分离筛

选基 因
。

(3) 根据 已知的高保守性基因序列设计引物
,

通过 代 {R 扩增 目的基因
。

(4) 通过目的基 因自身表达

的一些容易筛选或检测的蛋白质来鉴定
。

螺旋藻的研究大部分以钝顶螺旋藻为材料
,

到 目

前为止
,

已有 30 余种钝顶螺旋藻的结构基因被鉴定
、

克隆和测序(表 2)
。

随着 人们对钝顶螺旋藻遗传背景的逐渐 了解和

螺旋藻重组系统建立
,

相信不久钝顶螺旋藻的基因组

图谱就能建立起来
。

这样
,

人们便能更好地利用其遗

传学重组机制
,

研究螺旋藻基因的调控机理
,

发展螺

旋藻的基 因工程
。

3 螺旋藻的遗传转化研 究

只需光
、

无机盐和适当的温度既能满足生长需要
,

并

且适于静止
、

连续等多种方式培养
。

螺旋藻正是以其

自身的优势
,

向人们展示 了它作为生物反应器的广阔

应用前景和 巨大潜力
。

但是
,

尽管有不少研究者在螺旋藻基因工程方面

开展了大量的工作
,

进行了不懈的努力
,

但其进展依

然缓慢
。

迄今为止
,

还未见有外源基因成功转化螺旋

藻的报道
。

其原因除了研究者们公认的
,

由于螺旋藻

基因组自身的完美性和复杂性而对外源基因产生强

烈的排斥作用外
,

还有如下几点
:

(l) 螺旋藻细胞内存在多种限制性内切酶
,

阻止

r外源 l》叭 的转入和整合
。

目前已发现螺旋藻细胞

中至少存在 4 种限制性核酸内切酶
:

印
a l

、

5 1〕a ll
、

SP
a
m

、

印
a w

,

分别是 Tt h 1 1 1 1
、

1、a l
、

1、a
ll

、

H in d

m 的同裂酶 I3]
,

它们在 25 一 37 ℃ 均保持较高的内切

酶活性
。

对螺旋藻来说
,

这是一种自我保护机制
,

能防

止外源 f别A 的侵入
。

但对研究者而 言
,

这却成了螺旋

藻基因转化的一 个重要障碍
。

当外源基因刚转入细

胞
,

还未来得及整合即被内切酶降解
,

根本无法在细

胞内稳定存在和表达
。

(2) 缺乏 良好的重组系统
。

外源基因要在螺旋藻

中稳定存在和表达
,

必须整合到螺旋藻染色体或内源

质粒上
,

随它们的复制而复制
。

蓝藻基因工程中常用

的表达载体为穿梭质粒和同源重组质粒
。

穿梭质粒的

构建需要内源质粒的复制起始子
,

同源重组质粒的构

建则需要螺旋藻染色体 I)N A 或质粒的同源片段
,

外

源基因通过同源片段 间的交换重组而定位整 合到染

色体或内源质粒 仁
。

螺旋藻缺乏内源质粒
,

到 目前为

螺旋藻作为一种基

因转化受体
,

与大肠杆菌
、

酵母
、

植物和动物相比
,

它

除了具有高安全性
、

高营

养性和高药用价值外
,

还

有许多独到之处
:
(l) 基因

组结构简单
,

除了裸露的

染色体 〔则A 外
,

不含叶绿

体 1》IA 和线粒体 D NA
,

便

于基 因分析
。

(2) 细胞内具

有使蛋白质高效表达的机

制
,

能容受高浓度的单一

蛋白
,

内源蛋白更新速度

慢
,

对外源蛋白质容受力

高
。

(3) 繁殖迅速
,

再生快
,

培养条件简单
,

成本低廉
,

表 2 螺旋燕 SP irul ina Pl a

ten si : 已克隆的部分基因及其功能

基因名称 编码功能
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.
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R 器黯回
止还没有见到关于螺旋藻质粒的报道

。

本实验室也曾

用多种方法试图发现和提取螺旋藻质粒
,

但均未成

功
。

这就使得外源基因很难以质粒的形式存在于螺旋

藻中
。

构建同源重组质粒所选择的同源片段一般为宿

主的非看家基因
,

以免破坏宿主细胞基因的正常表

达
。

但由于 目前螺旋藻遗传背景资料相当匾乏
,

已知

的基因较少且均为功能基因
,

因而同源重组缺乏好的

靶位
。

(3) 未建立有效的筛选标记系统
。

螺旋藻对基因

工程常用的筛选标记 E h l
(卡那霉素)

、

N 氏〕
(新霉素 )

、

AP (氨节青霉素)等抗生素具有很高的抗性
,

只对 卜肠1

(潮霉素)
、

〔h l
(氯霉素)比较敏感 110 ’。 这样

,

遗传转化

中用于筛选转化藻的抗生素就局限于 片
1 1 、 Ch l,

或者

只能另辟蹊径
。

虽然螺旋藻遗传转化存在种种困难
,

但也并非不

能克服
。

()心 等发现用无地
, 十

的 乙拭
〕u k 培养基培养

螺旋藻
,

能大大降低其胞内和胞外 〕劝场 se 活性 ’川
。

本实验室的研究结果也表明
.

采取高浓度 E m 人(l
.

0

n 刃 x )l/ I 以上 )或低温处理螺旋藻
,

也能显著抑制其胞

内 「r 心、se
活性

。

虽然螺旋藻遗传转化缺乏行之有效

的手段和方法
,

但秦松等 19 % 年
,

章军 14 等用溶菌酶

和超声波等方法相继制备了螺旋藻等丝状蓝藻原生

质体
,

为基因转移系统及细胞融合育种研究创造了条

件
。

外源基因能否在螺旋藻细胞内稳定遗传和表达
,

一直是研究者们关注的问题
。

要解决这一难题必须建

立可靠的 I别A 重组系统
。

根据蓝藻质粒具同源性的

特点
,

可尝试用其他蓝藻质粒构建螺旋藻的穿梭表达

载体
。

本实验室曾利用织线藻 (月
‘‘to n

~
八〕。‘n

二 )

的小质粒 pPRS I构建的穿梭表达载体成功地转化聚

球藻 5州“丙。‘。“us sp
.

R I : 7 942
,

目前正尝试用该质粒

转化螺旋藻
。

另外
,

依据同源重组机制
,

将外源基因整

合到染色体上
,

是使外源基因稳定遗传和表达的最好

方式
。

但该方式的实现还有待于螺旋藻分子遗传学研

究的进展
,

如更多基因的克隆测序及功能的鉴定等
。

4 螺旋藻基因工 程研 究展望

综上所述
,

螺旋藻基因工程的研究任重而道

远
,

要在该领域取得较大进展和突破
,

仍需广大研究

者的不断努力
。

目前
,

螺旋藻基因工程的研究主要面

临两大任务
:

(l) 加强螺旋藻分子遗传学的研究
,

分离克隆更

多的基因
,

完成基因组全序列的测定和功能鉴定
,

以

加强对其遗传背景和重组机理的了解
,

获取更多的优

质基因
。

螺旋藻本身就是很有价值的基因库
,

其优质

基因转入其他生物(如植物和其他海藻 )中
,

可望显著

提高其他生物的品质和抗逆性
,

如将螺旋藻的脂肪酸

脱饱和酶基因转入植物
,

可能提高植物的抗寒性
。

另

外
,

以其他生物作为反应器可大量生产螺旋藻的一些

生物活性物质和重要产物
。

如秦松等 19% 年把钝顶

螺旋藻的别藻蓝蛋白转入大肠杆菌
,

获得了高效表

达
、

具生物学活性的基因工程产物
。

加强螺旋藻分子

遗传学的研究还可为螺旋藻遗传转化的研究提供理

论基础和依据
。

(2) 加强螺旋藻基因工程的研究
。

通过 1)闪A 重组

技术
,

将外源基因转入螺旋藻
,

有目的地改良藻种品

质
,

培育更优质
、

高产的藻株 ;或利用螺旋藻作为高效

廉价的生物反应器大量生产一些生物活性物质或昂

贵的药物
,

如胰岛素
、

干扰素
、

白细胞介素
、

胸腺素等
,

这对于开发利用螺旋藻食品资源和发展可供口服的

海洋药物都有着极为重要的意义
。

当前
,

我国的 86 3 计划已开始大力支持转药物基

因藻的研究开发工作
、

目标是构建获得具有某种药物

功能的
、

可供口服的转基因藻
。

作者所在的实验室正

在进行人胸腺素 al 基因在蓝藻中的高效表达研究
,

该项目是 863 计划的项目之一(项 目号
:
81 9 0 4- 03)

。

目

前转化系统已建立起来
,

构建了高效表达载体
,

成功

地筛选到了转基 因蓝藻
,

并检测到了胸腺肤
。 1 的表

达
,

表达量高达蓝藻可溶性蛋白的 18 %
。

现在采用的

转化藻株是聚球藻 S翔创六。‘1 〕“us S p
.

1犯C 7 942
,

也希望

利用螺旋藻作为受体蓝藻
,

使外源药物基因在其中高

效表达
,

以大量生产多肤药物
,

若能选育出可口服的
、

培

养简单
、

营养价值高
、

含有特定药物基因的螺旋藻
。

四
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