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农杆菌转化体系在药用微藻中的研究进展
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摘要：农杆菌介导的遗传转化具有操作简便，转化率高，可低拷贝和大片段整合外源基因在宿主染色体
上等优点，已经在植物中广泛应用。微藻作为一种重要的种质资源，是多种功能活性产物的初级生产

者，在药物开发方面极具发展潜能。农杆菌介导的转化体系在部分微藻中获得成功，有效提高了药用活

性产物的生产效率，改良了微藻的生理性能，为微藻药用资源的大规模工业化生产奠定了基础。本文综

述了微藻来源的药用功能产物及农杆菌转化体系在微藻中的研究现状和影响转化效率的因素，并展望了

该技术在药用微藻中的应用前景，为药用微藻资源的基因工程改造提供一定的参考和借鉴意义。
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Abstract: Agrobacterium-mediated genetic transformation has been widely used for plants, owing to its merits 
such as operation simplicity, high efficiency of transformation, and transferring a large segment of foreign DNA 
with low copy of the transgene (s) into host chromosomes. Microalgae are known as germplasm resources and 
primary producers of a variety of functionally activated products. It also possesses great potential in the devel-
opment of pharmaceutical exploitation. Agrobacterium-mediated genetic transformation system has been estab-
lished successfully in some microalgae. This technology has efficiently increased the productivity of medicinal 
activated products and improved the physiological performance in microalgae, thus laying foundation for the 
mass production of medicinally valuable microalgae at large-scale. This paper summarizes the medicinally acti-
vated products from microalgae, the research progress on the Agrobacterium-mediated genetic transformation in 
microalgae as well as the factors affecting transformation efficiency, the application prospect of this technique in 
medicinal microalgae, and ultimately providing certain reference to the genetic engineering of medicinal micro-
algae. 
Key words: microalgae; medicinal product; Agrobacterium-mediated; genetic transformation;   transformation 
efficiency

基金项目：海洋公益性行业科研专项经费项目（No. 201505032）；厦门南方海洋研究中心项目（No.14GZP021NF21）。
作者简介：王柳英，女，硕士，主要从事基因工程方面的研究，E-mail：451253697@qq.com　*通讯作者：王昭凯，男，博士，主要从

事基因工程方面的研究，E-mail：wang@tio.org.cn

　　微藻能够产生多种具有药用价值的生理活性物质。
通过基因工程技术提高微藻的药用活性产物含量，可
以丰富药物资源的来源。本文概述了微藻的主要药用活
性产物，农杆菌介导微藻遗传转化的研究现状和影响
转化效率的因素，并展望这项技术在药物资源微藻工
业化的应用前景。
1　药用微藻资源
　　微藻本身具有蛋白质、氨基酸、胞外多糖、多
不饱和脂肪酸（PUFA）等各种营养物质，还可以

通过代谢产生各类具有高附加值的产品，特别是在
医药领域具有重要生理功能，可作为药物资源的活
性产物，如高产二十二碳六烯酸（DHA）的裂壶藻
（Schizochytrium. sp）、能工业化生产β-胡萝卜素的盐藻
（Dunaliella Salina）、色素成分中叶黄素含量最高的小
球藻（Chlorella vulgaris）、胁迫条件下能虾青素的雨生
红球藻（Haematococcus pluvialis）和小球藻（Chlorella 
zofingiensis），在生理代谢过程中释放胞外多糖和合成
药用氨基酸的各种微藻等。
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1.1　二十二碳六烯酸（DHA）
　　DHA是ω-3 PUFA，是哺乳动物的必需脂肪酸，
具有促进大脑发育、改善大脑功能、提高记忆力，防
治心脏疾病、动脉硬化、癌症、风湿关节炎、气喘和
糖尿病等功能 [1-2]。从深海鱼油中提取的 DHA质量受
环境、季节条件的影响较大，副产品高，后续处理繁
琐，成本高，提取产物伴有腥臭味，且可能含有重金
属等污染物 [3]。而微藻作为海洋生态系统的生产者，
是合成 PUFAs特别是ω-3 PUFAs的最初来源。从微
藻中提取 PUFAs较从鱼油中提取具有更多优势，如
提取工艺简单，产品无腥味，组分简单，某些微藻产
PUFAs的含量高达细胞干重 5%～ 6%，远高于鱼体
内的含量 [4]，部分微藻本身营养丰富无害，无需提纯
可以直接食用 [5]。硅藻类、金藻类、绿藻类、甲藻类、
红藻类等海洋微藻均具有含量不等的 DHA。其中异鞭
藻类的裂壶藻（Schizochytrium limacinum）生长快，可
异养发酵是微藻中 DHA的重要来源。
1.2　虾青素
　　虾青素是一种红色酮式类胡萝卜素，虾青素的酮
基和羟基赋予其清除自由基、防止油脂氧化、淬灭单
线态氧、增强机体免疫系统、保护视网膜、保护皮肤
免受紫外线损伤、预防心血管疾病和预防癌症等活性
功能，是迄今为止发现的最强的抗氧化活性物质，其
抗氧化活性是维生素 E的几百倍 [6]。但研究发现，只
有左旋虾青素具备强的生理活性，右旋结构的虾青素
生物活性较低，内消旋虾青素几乎没有生物活性 [7]。
只有藻源的虾青素主要以左旋结构为主，具有极强生
物学活性 [8]，具备药用价值。目前，藻源虾青素主要
来源于雨生红球藻和小球藻，关于这 2种微藻在胁迫
条件下积累虾青素的报道一直是研究的热点 [9-10]。
1.3　β-胡萝卜素
　　β-胡萝卜素是一种橙黄色的四萜类化合物，是维
生素 A的重要来源 [11]，具有抗氧化、延缓衰老、提
高免疫力、降低肿瘤和心血管疾病等功效 [12]。来源于
胡萝卜的β-胡萝卜素含量低，提取过程复杂，着色力
差，经济效益低。而化学合成工艺复杂，带有副产品，
也不能满足日益增长的对天然β-胡萝卜素产品的需
求。杜氏藻适合大规模培养，其β-胡萝卜素含量最高
可达干重的 10%以上 [8]，是工业上规模化生产β-胡萝
卜素的首选藻种。
1.4　叶黄素
　　叶黄素是一种类胡萝卜素类的四萜类化合物，具
有延缓和预防因衰老引起的一系列症状，如视力下降、
心血管硬化、冠心病和肿瘤等疾病，还能够减轻紫外线
对皮肤造成的伤害 [13]。小球藻色素成分中的叶黄素含
量可达 0.267%～ 0.31%[14]，是叶黄素的一种来源方式。
1.5　微藻多糖
　　多糖类化合物具有极大的潜在药理学活性，特别
是硫酸化糖缀合物具有显著的免疫调节活性，对肿瘤

的发生、发展和病毒感染有显著的抑制作用 [15]。多糖
是生命有机体的重要组分，在控制细胞分裂和分化、
调节细胞生长、衰老、维持生命有机体的正常代谢等
方面有重要作用 [16]。在极端环境下微藻分泌的胞外多
糖也常有特殊的功能。藻类多糖化合物已经作为一种
免疫调节剂应用于癌症的免疫治疗。
　　真核微藻的蕴藏量大，应用前景广阔，但是野生
型藻株很少能达到工业化生产的标准，通过基因工程
改良微藻的生理性状获得具有工业潜能的藻株是一个
重要的途径 [17]，如雨生红球藻作为虾青素的主要微藻
来源，规模化培养需要克服生长周期长，不能异养发
酵，易被污染，需高光照条件胁迫等局限性 [18]。通过
基因工程技术改良生物性状、克服局限性，达到规模
化生产的需求为未来通过生物合成方式生产具有药用
价值的活性产物奠定基础。
2　农杆菌介导微藻遗传转化的研究概况 
　　莱茵衣藻是研究真核微藻的模式生物 [19]。在过去
的几十年里，采用粒子轰击、玻璃珠转化、碳化硅晶
须转化、电击转化、农杆菌介导的转化等转基因技术
在莱茵衣藻中均有成功的研究报道 [20-24]，证明了转基
因技术在微藻中的可行性。遗传工程开始并将逐渐在
具有工业前景、经济效益的其他微藻中普及 [25]。
　　农杆菌介导的外源基因转化方法因其具有操作简
单、经济、宿主范围广、可插入大片段 DNA（可达
15 kbp），可单拷贝或低拷贝整合在宿主染色体上等优
势 [26-27]，已经应用于多种经济作物的遗传改造。目前，
这种跨界基因转移技术已经在一些真菌 [28-29]和人的哺
乳动物细胞 [30] 中实现。近年来，农杆菌介导的遗传转
化体系在一些微藻中逐渐建立起来。但当前的转化体
系还存在重现性和转化效率不高，对转化机制的了解
还不透彻等问题。
　　农杆菌介导植物的遗传转化过程主要包括以下几
个步骤：① 识别：农杆菌和宿主细胞的接触是转化的
前提条件 [31]；② 激活：酚类化合物诱导农杆菌 VIR
区基因表达和相关转运蛋白表达，效应蛋白与新合成
的 T-DNA链形成不成熟的 T-复合体；③ 转运：不成
熟的 T-复合体进入宿主细胞，与宿主细胞内相关蛋白
组合形成成熟的 T-复合体，进入核孔；④ 整合：在
细胞核内，T-复合体解聚成 T-DNA链，重组到染色
体上。  在复合体进入宿主细胞后，宿主细胞相关蛋白
的协同作用对 T-DNA的转运和整合起着至关重要的作
用 [32-33]。
　　与植物相比，真核微藻作为农杆菌遗传转化的宿
主具有以下特点：① 微藻是单细胞生物，每个细胞遗
传信息的转录、表达几乎一致；② 微藻没有组织、器
官上的分化和差异性表达，不需要考虑不同部位的愈
伤组织对转化效率的影响，简化了操作流程；③ 微藻
和农杆菌都是微生物，两者的接触更加全面，预示藻
与菌的比例对转化效率有重要影响；④ 微藻种类繁多，
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种属特异性强，对农杆菌的亲和性不一；⑤ 藻细胞如
何协助进入细胞核内的 T-DNA整合到染色体上，其对
转化成功的贡献率有多大是亟待深入探索的课题。
3　农杆菌介导微藻遗传转化效率的影响因素 
　　影响农杆菌介导植物遗传转化效率的因素有：宿
主的基因型、农杆菌菌株、载体、vir基因的诱导情况、
共培养条件等 [34-35]。根据近年来由农杆菌介导的以真
核微藻为宿主的遗传转化研究情况，我们将影响农杆
菌介导真核微藻遗传转化效率的因素分为以下几点进
行分析。
3.1　农杆菌菌株基因型与侵染浓度对转化效率的影响
　　农杆菌菌株的基因型对转化效率的影响需要综
合考虑与藻株基因型的亲和性。本实验室研究发现
EHA105较 LBA4404介导的小球藻遗传转化效率更
高 [36]。但国际上已报道的以 LBA4404菌株介导的微
藻遗传转化为主，这可能是由于本实验室的转化方法
与文献报道的方法不太一样有关，农杆菌菌株对不同
转化方法可能具有偏好性。处于对数生长期的农杆菌
菌株（OD600＝ 0.5～ 1.0）转化率较高。转化过程，农
杆菌侵染浓度过高，农杆菌在共培养培养基上过度繁
殖，不利于藻细胞的生理活性；但浓度太低，农杆菌
与藻细胞的有效接触面积降低，也不能得到较高的转
化率。
3.2　共培养条件对转化效率的影响
　　共培养条件包括共培养时间、温度和光照。
　　共培养时间太长，T-DNA整合转化过程虽已完成，
但生长速度较快的农杆菌与藻细胞竞争营养物质，抑
制转化藻细胞的生长；共培养时间太短，农杆菌与藻
细胞的吸附、T-复合体形成和转移、T-DNA整合到染
色体的过程中断，也会降低转化效率。一般最佳共培
养时间是 2～ 3 d。低于农杆菌最适生长温度（28℃）
时有利于提高转化效率，32℃以上的共培养温度，会
抑制农杆菌 vir基因的活性 [37]。大多数微藻与农杆菌的
共培养温度都低于 25℃。农杆菌介导等边金藻的共培
养温度为 25℃ [38]，略高于小球藻的 24℃ [37]、莱茵衣
藻的 23℃ [24]、雨生红球藻和杜氏藻的 22℃ [39-40]。但
是，农杆菌与扁藻的最适共培养温度达到 27℃ [41]。光
照是影响农杆菌介导雨生红球藻遗传转化成败的重要
因素 [39]，但是在其他微藻中光照的影响可以忽略不计。
3.3　培养基参数对转化效率的影响
　　共培养培养基是农杆菌 T-DNA转移到微藻基因组
的介质，即为转化过程的顺利进行的提供了基质。影
响转化效率的共培养培养基参数主要有盐离子浓度、
培养基 pH、乙酰丁香酮（AS）浓度等。
　　培养基中高盐离子浓度会抑制农杆菌的生长活性，
阻碍转化过程。当宿主为海水藻时，需要考虑共培养
培养基中盐离子浓度对农杆菌的毒性 [40]。Tris-Acetate-
Phosphate（TAP）是一种淡水培养基，但能够支持农
杆菌和海水藻的生长 [40，42]。海水藻需要考虑培养基的

盐离子浓度，但是淡水藻可以直接用常规的生长培养
基如 FCM[37]、BBM[39]和 BG-11[43]等作为转化实验的
共培养培养基。尚无相关实验比较不同培养基对转化
效率的影响。本实验室在转化过程中，采用液体共培
养培养基 [35，44]，但国际上报道的研究中均使用固体培
养基，具体哪一种物理状态的培养基更有利于转化效
率还需进一步研究。
　　理论上，培养基的 pH会影响农杆菌 VirA蛋白的
表达，从而影响 T-DNA转移 [45]，已知 VirA蛋白表达
的最适 pH在 5.3～ 5.8 [46]。研究表明，pH是影响农杆
菌介导扁藻转化效率的关键因素，在 pH＝ 5.0时转化
效率最高 [41]。但是在其他微藻的转化体系中，pH并不
是影响转化成败的关键因素。如雨生红球藻和杜氏藻
的转化 pH为 6.0[39-40]，珊列藻和小球藻的转化 pH为
5.5[17，37]，而莱茵衣藻、等边金藻和海水小球藻的转化
体系中未提及 pH这一参数 [24，38，42]。
　　AS可以诱导农杆菌 vir基因的活化 [47]。有研究
发现酚类化合物都能提高农杆菌介导的小球藻遗传
转化效率，但 AS成本经济成为常用的诱导剂 [48]。在
农杆菌介导的小球藻遗传转化研究中，发现通过添
加 AS提高转化率有最适浓度，当 AS浓度高达 150 
μmol·L－ 1时转化率又降低 [37]。在其他转化体系中，
AS对转化效率没有显著影响，推测这些藻为农杆菌的
天然宿主 [39-42]。
3.4　筛选标签对转化效率的影响 
　　潮霉素是农杆菌介导微藻遗传转化中最常用的选
择性标记基因，其编码的潮霉素磷酸转移酶，能够竞
争叶绿体和线粒体中的核糖体与延长因子 EF-2的结合
位点，使核糖体无法行使正常功能，抑制蛋白合成 [49]，
从而抑制野生型微藻细胞的生长繁殖。随着筛选培养
基抗生素浓度的提高，获得的阳性转化子越少，一些
弱表达的转化子在筛选培养基上被淘汰。抗生素浓度
太低，假阳性高，不利于后续的筛选。因此，筛选培
养基中抗生素的使用浓度会影响转化藻株的获得率。
　　筛选培养基上头孢噻肟和羧苄青霉素属于β-内酰
胺类抗生素，可选择性的抑制细菌细胞壁的合成，使
残留的农杆菌无法繁殖，减少筛选板上形成假阳性单
藻落。头孢噻肟是转化过程中常用的抑制农杆菌的抗
生素。
　　同时，筛选培养基中抗生素的有效性会受到培养
基盐离子浓度的影响。高盐浓度培养基导致高浓度抗
生素的抑制效应与 H＋ -ATPase有关 [50]。一般潮霉素
的使用浓度不超过 20 mg·L－ 1。而海水培养基或者添
加了盐离子（NaCl、KCl）的培养基，会降低潮霉素的
抑制效应。在本实验室的转化方法中，添加了 KCl的
筛选培养基，其抗生素使用浓度分别达到潮霉素 300 
mg·L－ 1和卡那霉素 450 mg·L－ 1 [36，44]。潮霉素易
受培养基中盐离子浓度的影响，而博来霉素和腐草霉
素受到的影响较小 [41]。说明不是所有抗生素的有效性
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都会受盐离子浓度的影响。
3.5　前处理对转化效率的影响
　　在藻细胞分裂旺盛时期，细胞被外源基因转化的
可能性最高 [51]。研究表明，藻细胞在固体培养基上预
培养是转化之前的重要步骤。
　　杜氏盐藻没有细胞壁，但大多数微藻细胞膜外还
有一层细胞壁。本实验室通过酶解微藻的细胞壁可以
实现农杆菌介导小球藻和裂壶藻的遗传转化 [36，44，52]。
但是细胞壁的重新合成是一个较长的过程，在后续筛
选培养基上需要添加 KCl保持原生质体渗透压，使培
养基的盐离子浓度升高，抗生素的有效致死浓度升高。
在电镜下观察发现，众多的农杆菌吸附在未酶解细胞
壁的雨生红球藻表面，藻细胞表面出现瞬时、可自我
修复的微孔 [39]。说明微藻细胞壁可能不是影响转化效
率的原因，本实验室也开始尝试用不酶解微藻细胞壁
的方法进行转化。
　　除此之外，藻株的基因型、表达载体的选择或改
造等都有可能是影响转化效率的因素。通过了解影响
农杆菌转化效率的因素，为了解在转化过程中真核藻
细胞的参与机制提供参考。
4　农杆菌介导微藻遗传转化提高药用产物含量的前景
　　将外源基因导入真核藻细胞的方法有基因枪法、
电击转化法、碳硅钎丝穿刺法、玻璃珠法和近几年建
立的农杆菌介导法。其中转入真核微藻的外源基因大
部分是一些选择性标记基因（通常为抗生素抗性基因）
和报告基因（如绿色荧光蛋白基因、β-葡萄糖苷酶基
因等），旨在验证转化体系的成功建立与表达，而转入
功能基因或藻细胞代谢基因的研究较少。
　　通过基因工程提高真核微藻中药用产物含量的
研究仍处于探索时期。通过基因枪和电击转化方法
将八氢番茄红素脱氢酶（PDS）基因转入 Chlorella 
zofingiensis中，提高了虾青素产量 [53]。通过电击转
化法将大肠埃希菌的乙酰辅酶 A合成酶基因（ACS）
转入海洋裂壶藻中，有效提高了脂肪酸和 DHA的含
量 [54]。
　　农杆菌介导真核微藻遗传转化将外源功能基因转
入微藻获得目标产物的研究也相对有限。将编码免疫
T细胞抗原的 esxH基因整合到莱茵衣藻染色体上，藻
细胞能成功表达相应的蛋白 [55]。本实验室分别成功地
将异戊烯基焦磷酸异构酶基因（idi）、透明颤菌血红蛋
白基因（vgb）和葡萄糖转运酶基因（Glut1）通过农杆
菌介导的方法整合到普通小球藻的染色体中，提高了
小球藻的叶黄素产量 [56]。本实验室将来源于雨生红球
藻的β-胡萝卜素羟化酶基因（crtRB）和来源于藏红花
花柱的玉米黄素剪切双加氧酶基因（ZCD1）用农杆菌
介导的方法转化到普通小球藻中，得到能够产藏红花
酸的小球藻 [36]。这些研究结果均表明，应用农杆菌介
导的遗传转化技术可以利用真核微藻生产人们所需的
药用蛋白。但是，这一技术的重现性和遗传稳定性还

有待提高。
　　随着农杆菌介导的真核微藻遗传转化技术的成熟
应用，这一技术将大大加快非模式藻的遗传和代谢工
程进展，为定向积累人类所需的药物资源活性产物提
供技术支撑，为微藻的规模化培养和工业化应用奠定
基础。
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血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂降尿酸作用研究进展概述
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摘要：本文旨在通过查阅 CNKI、万方、Pubmed数据库文献，概述血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂（ARB）降
尿酸作用研究进展。结果显示，氯沙坦及其与小剂量氢氯噻嗪联用均具有确切的降血尿酸作用，氯沙坦

降低血尿酸作用具有结构特异性，主要通过抑制肾小管上的尿酸转运蛋白 1对尿酸的重吸收而发挥降尿
酸作用，其降低尿酸作用强弱可能跟剂量及尿酸转运蛋白 1的基因多态性相关。厄贝沙坦结构与氯沙坦
高度相似可能具有降尿酸作用，但还需要进一步更高质量的 RCT研究证实。其余 ARB降血尿酸作用存
在争议，其降尿酸的可能机制为增加胰岛素的敏感性，减少血尿酸的生成。
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Recent advance in angiotensin Ⅱ receptor antagonist lowering serum uric acid

LIU Yang-cong1, LI Yan2, ZHANG Geng1* (1. Department of Pharmacy, the First Hospital of Wuhan, Wuhan 
430022; 2. Department of Pharmacy, Qianfoshan Hospital of Shandong, Ji'nan  250014)

Abstract: To summarize recent advance in angiotensin Ⅱ receptor antagonist lowering serum uric acid by re-
view the literatures from CNKI, Wanfang and PubMed database. We found that losartan and its low dose hydro-
chlorothiazide compound preparation definitely reduced the uric acid mainly via its special chemical structure 
and inhibiting urateanion transporter 1 on the renal tubular and reducing the reuptake of uric acid. Its uric acid 
reduction may be associated with dosages and genetic polymorphisms of urateanion transporter 1 coding genes. 
Irbesartan may reduce the uric acid due to its highly similar structure to losartan, but this needs further RCT 
study to confirm. Other angiotensin Ⅱ receptor antagonist reduction of the uric acid is controversial, and its 
possible mechanism may be through increasing insulin sensitivity, and finally reducing blood uric acid. 
Key words: angiotensin Ⅱ receptor antagonist; hyperuricemia; hypertension; urateanion transporter 1
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