
!! 卷 " 期

!##$ 年 % 月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!! *’)"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,(- !##$

./0/12/3：4/0/56/7 !8，!##9；:00/;</3：=>- ?@，!##$)

AB1C D’7E D>C C,;;’7</3 6- > F7>G< H7’5 I/- A/0BG’(’F1/C .J4 K7’F7>5 ’H A1>GL1G =,G101;>( M01/G0/ >G3 A/0BG’(’F- N’551CC1’G（*’)?#@9#O#）)

"N’77/C;’G31GF >,<B’7 ) A/(：O$P!!P$#$#@@#@；QP5>1(：0->G’CB1R@!$) 0’5
天津市科委科技攻关重点项目（*’)?#@9#O#）。

转基因鱼腥藻中 !"#$%!基因表达与光合作用间的相关性研究

&’()*+, -. /+01’*-.,!*2 3+’4++. ’!+ 5627+,,*-. -8 !"#$%!
9+.+ 1.) :!-’-,;.’!+,*, *. !"#$#%"# ,2 < =3>?

李 爽@，张""!，冉 亮!，施定基@，!"，宋东辉@，赵兴贵@，邓元告@，张越男@，王昌禄?

ST MB,>GF@，UV:*W K/GFPK/GF!，.:* S1>GF!，MVT 41GFP+1@，!"，MX*W 4’GFPV,1@，UV:X Y1GFPW,1@，

4Q*W Z,>GPW>’@，UV:*W Z,/P*>G@ >G3 [:*W NB>GFPS,?

@ 天津科技大学海洋科学与工程学院，天津 ?##"9%
! 中国科学院植物研究所，北京 @###8?
? 天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 ?##"9%
@ !(,,%1% (- 3+*#$% 40#%$0% +$5 6$1#$%%*#$1，7#+$8#$ 9$#:%*&#/2 (- 40#%$0% ; 7%0"$(,(12，7#+$8#$ ?##"9%，!"#$+

! <$&/#/)/% (- .(/+$2，!"#$%&% =0+5%>2 (- 40#%$0%&，.%#8#$1 @###8?，!"#$+

? !(,,%1% (- ?((5 6$1#$%%*#$1 +$5 .#(/%0"$(,(12，7#+$8#$ 9$#:%*&#/2 (- 40#%$0% ; 7%0"$(,(12，7#+$8#$ ?##"9%，!"#$+

摘 要 分析了培养光强对转基因鱼腥藻生长和 BA*\P!基因表达的影响，以及转基因鱼腥藻 T]#! 的光合放氧活性、光系

统"及光系统#活性。发现光强对转基因鱼腥藻 T]#! 的生长和 BA*\P!基因表达都有促进；BA*\P!基因在鱼腥藻中的表达率

与真正光合、光系统"和光系统#活性存在一定的联系。BA*\P!基因表达同时对宿主的光合放氧特性也产生了显著的影响，

与正对照相比转基因藻光呼吸速率增强 $O^，饱和点降低 $$^，说明转基因鱼腥藻的代谢负荷增加，并在低光强下生长比野

生型快。
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蓝藻又名蓝细菌，是一类营放氧光合作用的原

核生物。随着近年来分子生物学的发展，蓝藻成为

继大肠杆菌和酵母之后的新一代转外源基因的微生

物表达宿主，受到了广泛重视［@］。

能否用转基因蓝藻成功地制备药物主要取决于

两个因素：目的基因的表达效率和转基因蓝藻的生

长速率（或光合活性）。我们研究集体从 @88" 年起

就选择人肿瘤坏死因子P!（简称 BA*\P!）为目的基



因，这不仅由于它是一种十分有前景的抗癌药［!］，而

且在临床上对病人作静脉或皮下注射处理时用量很

低［"］，即使制成口服剂，剂量也很小，十分适合目前

外源基因在蓝藻中表达不高的实际情况［#］。我们从

#$$% 年构建转 &’()*!基因鱼腥藻初步成功后［+］，观

测到转基因藻（称 !"#$#%"# ,-. /01#）的生长比野生

细胞只低 #12左右（未发表）。

在 !111 年我们改进了鱼腥藻中在翻译水平上

表达 &’()*!基 因 有 关 的 34 序 列，明 显 提 高 了

&’()*!基因的表达效率［5］。这种转基因鱼腥藻称

为 !"#$#%"# ,-. /01!。我们在检测这种转基因蓝藻

的 &’()*!表达效率和光合作用时发现，当 &’()*!
基因的表达效率提高后，这种转基因鱼腥藻中的光

合作用高于野生型细胞，光合活性、光系统"及光系

统#活性与 &’()*!基因的表达之间存在着紧密的

相关性。本文报道这些初步观测结果。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 蓝藻品系：野生型鱼腥藻 6#!1（!"#$#%"# ,-.
788 6#!1）来自法国巴斯德研究所；转基因鱼腥藻

/01! 来自中国科学院植物研究所光合作用研究中

心，由张!!等构建［%］，构建过程是：将 &’()*!与长

约 "9+:; 的 -<4 质粒相连，经 &’(="和 )*""双酶

切后将含有 &’()*!基因的大片段与同样经 &’(="
和 )*""双酶切的长约 #!9+:; 的 -=>*+?$ 大片段相

连，并 命 名 为 -<4*+?$*&’()*!，-=>*+?$ 为 其 正 对

照。

!"!"# 培养基和培养条件：野生型鱼腥藻 6#!1（@ABC
DE-F）、转质粒 -=>*+?$ 鱼腥藻和转 -<4*+?$*&’()*!
基因鱼腥藻用不含氮源的 0G*## 培养基［6］培养。正

对照和转基因鱼腥藻所用培养基中加入硫酸新霉素

（(FHIEJAK 3LBMNDF），51$OPI>；"1Q，#"1RPIAK 在三角

瓶中光照振荡培养；光照强度 $1$IHBP（I!·,）。

!"!"$ 主要试剂和仪器：4ST*1"!>= 型大型光照恒

温摇 床，购 自 上 海 申 能 博 彩 生 物 科 技 有 限 公 司；

<LBDA,:NK U,JFKD 型 酶 标 仪 购 自 美 国 ’&FRIH 公 司；

&’()*!V>/3U 检测试剂盒购自深圳晶美生物公司；

4WP# 型氧电极购自英国 SNK, ’FJ& 公司。

!"# 方法

!"#"! 藻细胞浓度计算：取一定量藻样，匀浆，在血

球记数板上数藻细胞数并计算出样品的细胞浓度。

!"#"# 转基因鱼腥藻总可溶性蛋白制备［?］及检测：

收集鱼腥藻细胞，以重量体积比 # X 5 加入 51IIHBP>

’RA,*S8B 缓冲液（-S?91），洗涤 " 次反复冻融破碎细

胞；离心 ## 111RPIAK，#1IAK，上清即为总可溶性蛋白

粗提液，按 >H@RE 法检测蛋白质浓度［$］。

!"#"$ &’()*!检测：按试剂盒说明书进行操作，采

用双抗体夹心酶联免疫法（4U3*V>/3U）用酶标仪检

测 &’()*!的含量，按 &’()*!含量占总可溶蛋白的

百分数计算其表达率。

!"#"% 光强对转基因鱼腥藻生长及 &’()*!表达量

的影响：在光照强度为 1 Y 611$IHBP（I!·,）范围内，

测定对数生长后期的转基因鱼腥藻光合放氧活性

（-S?91，!5Q）。在 5 个梯度光强［!!#、!#5、#+!、?6、

"?$IHBP（I!·,）］下培养 !+C 分别取样，按方法 #9!9"
测定 &’()*!表达。

!"#"& 光系统活性的测定：培养转基因鱼腥藻、转

质粒 -=>*+?$ 鱼腥藻和野生鱼腥藻的周期为一个

月，每 " 天取一次样，按文献［#1］测定在饱和光强下

的 73/ 和 73// 放氧活性，并按方法 #9!9" 测定藻细

胞中的 &’()*N 含量。

图 # 光强对转基因鱼腥藻 /01! 生长和 &’()*!表达的影响

)AO.# ’&F FMMFJD, HM ABBLIAKNDAHK HK ORH@D& NKC &’()*!
FZ-RF,,AHK HM DRNK,OFKAJ !"#$#%"# ,-. /01!

# 结果与讨论

#"! 光强对转基因鱼腥藻生长和 ’()*+# 表达的

影响

如图 # 所 示，在 本 试 验 条 件 下，藻 生 长 量 和

&’()*!表达率都随着光强增大而增大，而 &’()*!
表达率在光强 !11$IHBP（I!·,）左右趋缓，与藻生长

情况并非完全一致，光强为 !#5 和 !!#$IHBP（I!·,）
时，藻细胞生物量比光强为 "?$IHBP（I!·,）时分别提

高 #61912 和 !1?9%2，而 &’()*!表达率仅提高了

!?9"2和 !?962。这些结果表明 &’()*!在蓝藻中

的表达率不是恒定值，其合成是受光驱动的，可能与

光合作用有关。所以，当光强增大到一定程度时单
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纯地提高光照对促进 !"#$%!表达不明显。

!"! 转基因鱼腥藻的生长曲线

如图 & 所示，在前 &’( 时间里，转基因鱼腥藻藻

细胞的浓度不断增加，)( 左右的停滞期结束后进入

生长期，&’( 左右进入生长平稳期，&*( 时细胞浓度

为 +,*- . *’/ 个012，随后细胞开始衰老。

图 & 转基因鱼腥藻 34’& 生长曲线

$567& 89:;<! =>9?@ :A <9BCD6@C5= !"#$#%"# DE7 34’&

图 ) 转基因鱼腥藻 34’& 中 !"#$%!表达与真正光合

活性之间的关系

$567) "!@ 9@FB<5:CD!5E G@<;@@C !"#$%!@HE9@DD5:C
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!"# 转基因鱼腥藻中 $%&’(!表达与真正光合活

性之间的关系

用“转基因鱼腥藻的真正光合速率0正对照的光

合速率 . *’’J”来考察 !"#$%!基因的转入对宿主

光合的影响。!"#$%!在转基因鱼腥藻中的表达在

生长前 *-( 保持比较低的水平，第 &* 天时，真正光

合出现最低谷时，!"#$%!表达达到了最高峰：’,)*J
（图 )）。转基因鱼腥藻的光合活性呈波峰%波谷交

替出现的趋势，并与相对光合活性表现出相反的变

化趋势，!"#$%!基因的转入基本提高了宿主的光合

活性。关于为何转基因鱼腥藻的光合速率在整个生

长期间发生这样的波动，我们正在作分析，可能转基

因细胞对环境和代谢变化比较敏感，对外源基因的

转入有一个互相调节、逐步适应的过程。

!") 转基因鱼腥藻中 $%&’(!表达与光系统 * 活性

之间的关系

图 + 显示出 !"#$%!表达与转基因鱼腥藻 KL"
光合活性的关系：宿主的 KL"光合活性呈波峰%波
谷交替的趋势，M( 时 KL"活性为正对照的 & 倍，除

了 *-( 之外始终保持比正对照高的水平；!"#$%!表

达率几乎总与 KL"光合活性同步处于波峰或波谷；

最后 KL"活性趋向于 *’’J，即 !"#$%!表达对其活

性的影响逐渐变小。

图 + 转基因鱼腥藻 34’& 中 !"#$%!表达与光系统"
活性之间的关系

$567+ "!@ 9@FB<5:CD!5E G@<;@@C !"#$%!@HE9@DD5:C BC(
KL" B=<5?5<I :A <9BCD6@C5= !"#$#%"# DE7 34’&

图 N 转基因鱼腥藻 34’& 中 !"#$%!表达与光系统#活性

之间的关系

$567N "!@ 9@FB<5:CD!5E G@<;@@C !"#$%!@HE9@DD5:C BC( KL#
B=<5?5<I :A <9BCD6@C5= !"#$#%"# DE7 34’&

!"+ 转基因鱼腥藻中 $%&’(!表达与光系统"活

性之间的关系

同真正光合和 KL"相对光合活性一样，KL#活

性也因 !"#$%!表达而提高（图 N），除 *&( 和 &*( 以

外 KL#相对活性均 O *’’J，转基因鱼腥藻细胞的

KL#相对光合活性与 !"#$%!表达的变化不一致；在
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!"#$%!表达到一个峰值时，&’"光合活性要迟后 (
) *+ 达到一个高峰。

综合图 *、图 , 和图 - 可见，外源基因的表达是

受宿主本身的生长和光合作用调控的，宿主的光合

作用活性不断地上下波动，很可能是宿主自身不断

调节和适应的过程。

!"# $%&’(!的表达对转基因鱼腥藻光合特性的

影响

转 !"#$%!基因鱼腥藻、转质粒 ./0%,12 鱼腥藻

及野生鱼腥藻 34(5 在不同光强时的光合放氧曲线

如图 6 所示：转 !"#$%!鱼腥藻光饱和点比野生型和

正对照分别低 647和 667（见表 4），在较低光照下

就有较高的放氧活性，可见转入 !"#$%!基因提高了

宿主细胞对光的敏感性，降低了其对光的需求。这

表明由于 !"#$%!基因在鱼腥藻中表达，有利于光信

号的高效传导，这种传导机制的变化我们正在作进

一步研究。转入 !"#$%!基因鱼腥藻的呼吸速率明

显比野生藻和正对照强（分别增加 127和 617），说

明转入 !"#$%!基因加大了宿主细胞的代谢负荷；野

生型和正对照的光合放氧能力大致相同，而转入

!"#$%!的鱼腥藻光合放氧稍高。

图 6 转基因鱼腥藻 895( 的光合作用与呼吸作用

$:;<6 "!= >=? .!@?@AB>?!=A:A CD?:E:?B C>+ F=A.:FC?:@>
CD?:E:?B @G ?FC>A;=>:D !"#$#%"# A.< 895( F=A.@>A:HI=

?@ +:GG=F=>? .!@?@> GIJK +=>A:?B

表 ) 转基因鱼腥藻的光合及呼吸特性

%*+,- ) .$/0/1230$-045 /627-3 89/:;504/3 +2 09*317-345 !"#$#%"# 5-,,1

’CL.I=
"FJ= .!@?@AB>?!=A:A
M［#L@IM（L;·!）］

#=? .!@?@AB>?!=A:A
M［#L@IM（L;·!）］

/=A.:FC?:@>
M［#L@IM（L;·!）］

0:;!? AC?JFC?:@>
.@:>?M［#L@IM（L(·A）］

0:;!? D@L.=>AC?:@>
.@:>?M［#L@IM（L(·A）］

.NO%,12%!"#$! *64 (3( 12 465 3
./0%,12 (12 (*6 -* ,35 45
P:I+ ?B.= (11 (,4 ,3 ,(5 -

从上述结果可得到如下结论：（4）光因子既促进

了转基因鱼腥藻的生长，又提高了细胞中 !"#$%!的

表达；（(）转基因鱼腥藻中 !"#$%!的表达与生长时

期不完全是正相关关系；!"#$%!表达量在 *5+ 生长

期中出现三个峰，第一峰和第三峰的出现正好与光

合速率下降相关；（*）转基因鱼腥藻中 !"#$%!的表

达与 &’8 活性变化几乎是正相关的；（,）转基因鱼腥

藻中 !"#$%!表达峰的出现早于 &’88 活性峰；（-）转

基因鱼腥藻光饱和时的最高光合速率比野生型细胞

高 (-7，而 在 低 光 强 处［65#L@IM（L(·A）］可 高 达

4357。转基因鱼腥藻在较低光强下就能产生比较

高的光合活性，避免了光反应器中培养大量藻细胞

导致光衰减的缺陷，十分有利于转基因鱼腥藻在反

应器中高密度培养。

上述这些结论目前尚未见有报道。!"#$%!是

人和哺乳动物中的细胞因子，在蓝藻这种古老的光

合原核生物中表达，为什么与光合作用有这样的相

互调控作用，我们正在做进一步探索。
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