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摘  要: 鱼腥藻 7120 作为模式生物被广泛用于光合、固氮、进化、代谢等基本生命现象的研究。

近几年, 对其基因工程的研究使人们看到它在医药、环保、能源等方面的应用潜力, 但表达效率低

是其发展的瓶颈。为了提高其表达效率, 研究者从鱼腥藻 7120 的载体(包括启动子、复制子、选择

标记基因等)的改进、目的基因的优化(密码子和 SD 序列)、宿主的改善、转化方法的改变等方面进

行了大量探索, 除了用于功能基因的研究, 已经有几十个外源基因在鱼腥藻 7120 中表达。除了研究

载体, 诱变鱼腥藻 7120 形成有利于外源基因表达的突变体和摸索转基因蓝藻最佳生长条件和表达

条件, 可能是新的发展方向。 
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Abstract: Anabaena sp. strain PCC7120, an ancient group of photosynthetic prokaryotes, have served as an 

excellent model system for analysis of fascinating biological phenomena such as photosynthesis and its 

regulation, cell differentiation and N2 fixation, metabolism of nitrogen, carbon, and hydrogen, resistance to 

environmental stresses and molecular evolution. Apart from excellent basic research on heterocyst develop-

ment and gene rearrangements, Anabaena strains have been extensively investigated for biotechnological 

applications such as production of drug and food, nitrogen biofertilizer, for hydrogen production and ammo-

nia excretion, pesticides infested soils, bioremediation of oil, and production of biological fuel. However, the 

low expression rate was the neck for the use of this system. To improve the foreign protein expression rate, 

genetic transformation system of Anabaena sp. strain PCC7120 were extensively investigated such as vector 

(including promoter, reproducer, select marker etc.), foreign gene modification (coden and SD sequence), 
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host adjustment, transformation method. Besides used for gene function research, Anabaena PCC7120 was 

used as host expressed many foreign proteins. Constructing Anabaena PCC7120 mutant and finding the best 

culture condition specially for expressing foreign proteins may be one of the new research directions. 

Keywords: Anabaena sp. strain PCC7120, Genetic transformation, Genetic engineering, Vectors 

蓝藻是一种光合自养原核生物。作为一种非常

好的模式生物, 被广泛用于光合、固氮、环境压力、

分子进化和氮、碳、氢的代谢等生命现象的研究, 最

近又被用于生物技术产品研发、生物能源研究、水

质污染降解、蚊子控制等应用方面的研究[1]。其中

鱼腥藻 7120 属于丝状蓝藻的一种, 它不仅具有营养

细胞, 而且还具有异型胞, 因此既能用于光合作用

的研究, 又能用于细胞分化和固氮作用的研究, 是

蓝藻中最常用的模式生物之一, 它的基因组序列测

定也是丝状蓝藻中最早被完成的[2]。 

在遗传转化方面, 对鱼腥藻 7120 的研究是最充

分的。自从 1984 年 Wolk 等人第一次报道以鱼腥藻

7120 作为转化体系进行研究[3]到现在, 已有多种外

源基因在鱼腥藻 7120 中成功表达, 该蓝藻的转化体

系已经基本建立起来, 并成为研究基因功能及表达

基因产物的重要工具[47]。2001 年其基因组的序列

测定完成[2], 又进一步促进了鱼腥藻 7120 转化体系

的研究。然而与其他蓝藻一样, 外源基因在鱼腥藻

7120 中表达效率低的问题一直是其发展的瓶颈, 所

以对该转化系统进行改进, 提高外源基因的表达效

率就成为了科研工作者的主攻方向。因此本文阐述

了鱼腥藻 7120 转化系统的载体、转移系统及宿主细

胞等的研究进展, 为相关研究者提供有实用价值的

参考。 

1  载体的研究 

鱼腥藻 7120 转化体系的基因操作有 3 个关键因

素: 载体、目的基因和宿主。这三要素结合起来才

能把目的基因运载到受体细胞内。其中载体是使目

的基因和宿主发生联系的桥梁和纽带。到目前, 应

用于蓝藻遗传转化的载体可分为 3 类: 第 1 类是直

接利用未修饰的外源质粒, 效率很低; 第 2 类是利

用自身染色体或基因组, 通过同源重组作为插入突

变的有效方法; 第 3 类就是穿梭载体, 它既能在大

肠杆菌中扩增, 又能在蓝藻中表达, 越来越多的蓝

藻的遗传转化都采用了穿梭载体作为中介[47]。 

为了提高外源基因在鱼腥藻 7120 中的表达效率, 

人们把研究的重点放在载体的各个基本元件上。 

1.1  启动子 
曾用于鱼腥藻 7120 基因工程研究的启动子有

PglnA、PrbcL、PrbcA、Ptac、PpetE、PpsbBI、PpsbBII、

PfurA、PpsbA 及 Pcbcβ 等。 

与营养细胞和异型胞相适用的启动子之间是有

差别的。在两种细胞中均能发挥作用的启动子有

PglnA[8]、PpsbB、PntcA[9]启动子。nifHDK 操纵子

的启动子只能在异型胞中启动转录, 300 bp 的 nifH

启动子在营养细胞中不能启动转录, 但 700 bp 的

nifH 启动子(保留了 nifH 启动子上游区域)却能在营

养细胞中启动转录, 并且当在其反方向加上 tet 基因

启动子时, 表达效率明显提高[9]; 鱼腥藻 7120 furA

基因的启动子 PfurA 在未成熟的异型胞原中有很强的

活性, 且在成熟的异型胞中仍能过度表达[10]。 

此外, 启动子在载体中的位置和启动方向对启

动子发挥作用也有影响。穿梭表达载体 pRL305[11]

含有来自 7120 的启动子 PrbcA, 当该启动子在外源

基因 lux 上游正向调节时, lux 的表达比启动子反向

调节时大。1993 年 Reddy 等[12]用鱼腥藻 7120 表达

集胞藻 6803 的△6-脱氢酶基因, 当启动子 rbcLS 与

该基因同向时, 能表达大量产物, 反向则不能表达

产物。 

要使外源基因高效表达, 应选用强启动子。鱼

腥 藻 7120 转 化 体 系 用 得 最 多 的 强 启 动 子 是

PpsbA[1314]。它是 1993 年后载体应用最多的启动子

之 一 , 如 穿 梭 表 达 载 体 pRL488p 、 pSBJ2[15] 和

pKT-MT[6]以及国内[1618]几乎所有的鱼腥藻 7120 转

化体系都是利用该启动子来启动转录的。 

构建双启动子表达载体也可以提高外源基因的

表达效率。研究发现 psbB 基因有两个启动子, 且都

能各自启动转录[19], 含有两个启动子时表达效率要

高于只含其中一个启动子的表达效率。穿梭表达载

体 pSBJ2 含有 PpsbA 和启动子 P/O(由 T7 启动子 PA1

和两个 lacO 操纵子结合而成)[15], 它的表达效率高

于只含一个启动子 PpsbA 的载体。2001 年李艳等人

也构建了含有可诱导型强启动子 PpetE 和强启动子
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PpsbA 的双启动子表达载体[20]。 

要提高外源基因表达效率, 还可用诱导型启动

子。目前用于鱼腥藻 7120 的诱导型启动子有: 受氮

源诱导的营养细胞中的强启动子 PrbcL[8]和 Pnir[21]、

铁离子诱导的 PnifJ 启动子[9]、铜离子诱导的 PpetE

启动子[2223]、ITPG 诱导的 Ptac 启动子[2425]。另外

研究发现鱼腥藻 7120 的 all3575-alr3576 基因和

alr5134 基 因 的 启 动 子 区 域 存 在 锰 反 应 调 节 素

(ManR)的结合位点[26], 有可能发展锰离子诱导的启

动子。研究还发现在缺乏铁离子的条件下, 鱼腥藻

7120 中的 alr0397、all1101、alr2153 和 alr2581 基因

能够被诱导表达[27], 它们的启动子将作为一种缺铁

诱导启动子用于研究。还有一种受红光诱导的启动

子来源于聚球藻 7002 中编码藻蓝蛋白基因 cpcβ 的

启动子 Pcpcβ, 利用该启动子在 7120 中表达人粒巨

噬细胞集落刺激因子(hGM-CSF)[28], 基因的表达水

平比用 PpsbA 启动子载体提高了 90%。 

从启动子的研究结果我们可以发现要使外源基

因高效表达应选择强的可诱导的启动子, 或构建双

启动子型表达载体。并且启动子在载体上的位置与

指向对外源基因的表达是有一定影响的。只有位置

和启动方向正确, 外源基因才能表达。大部分强启

动子都是在研究蓝藻相关基因时发现的, 所以我们

可以利用启动子探针载体在蓝藻中寻找更强的、可

诱导的启动子, 并且设计更高效率的双启动子穿梭

表达载体。 

1.2  复制子 
第一次用于鱼腥藻 7120 转化体系的穿梭表达

载 体 就 含 有 复 制 子 pDU1 和 大 肠 杆 菌 的 复 制 子

pMB1。其中 pDU1 是念珠藻属 7524 的内源性质粒, 

能在鱼腥藻 7120 中启动复制。此后, 人们构建的能

在大肠杆菌和鱼腥藻 7120 之间穿梭表达的载体, 大

部分都是在 Wolk 的研究组构建的载体的基础上衍

变而来的[2930], 2007 年 Wolk 等人报道了 pDU1 中起

复制作用的基因片段[22]。 

另 外 一 个 可 以 在 蓝 藻 中 进 行 复 制 的 质 粒 是

RSF1010。它是一个 9.65 kb 的质粒, 能在革兰氏阴

性菌中进行复制 , 全基因序列的测定已完成 [31]。

RSF1010 可以在单细胞蓝藻[32]、鱼腥藻属[33]、丝状

蓝藻[34]中进行复制。目前在鱼腥藻 7120 表达体系中

表达外源基因的大部分穿梭表达载体所含的复制子

主要是 pMB1 和 pDU1 这两个复制子。 

1.3  选择标记基因 
一个质粒克隆载体必须含有供选择克隆子的标

记基因。一般转化大肠杆菌都是用 lacZ 作为选择标

记基因进行蓝白筛选, 但由于蓝藻含有大量的藻蓝

蛋白, 大多数蓝藻藻体本身始终是蓝色的, 所以不

能用 lacZ 作为选择标记基因。多数蓝藻对 Cm、Ap、

Tc、Sm、Km 等抗生素敏感, 因此迄今构建成的蓝

藻穿梭载体大部分是嵌入抗生素抗性基因的重组质

粒。在鱼腥藻 7120 转化体系中最常用的抗生素抗性

基因有 Cmr、Ampr、Kmr、Smr、Spr、Neor 等。在

所构建的鱼腥藻 7120 转化载体中, 有只含一个选择

标记基因(Cmr 或 Neor)的载体 [3,19]; 也有含两个选

择标记基因的载体, 如 1993 年构建的 pRL278[35]含

有新霉素抗性基因(Neor)和蔗糖敏感性基因(Sucs); 

还有含 3 个选择标记基因的载体, 如 1998 年构建

的 pKT-MT[6]含有 Cmr、Ampr、Smr 3 个抗生素抗

性基因。 

为检测外源基因的表达, 又相继构建了检测基

因表达的质粒, 即在穿梭表达载体中插入报告基因, 

如果聚糖合成酶(sacB)基因[36]、荧光素酶(lux)基因[13]、

氯霉素乙酰转移酶 (CAT)基因 [37]、 绿色荧光蛋白

(GFP)[38] 等 。 选 择 标 记 基 因 的 多 样 性 将 使 鱼 腥 藻

7120 克隆子的筛选变得更便捷、更高效。 

1.4  bom 位点 
构建的穿梭载体要实现能在大肠杆菌和鱼腥藻

7120 之间进行移动转化就必须含有 bom 位点, 即转

移作用位点。目前鱼腥藻 7120 的穿梭载体所含的

bom 位点都是源自于 pBR322[3,39]。 

1.5  限制酶切位点 
早在 1983 年 Wolk 等人就提出了在鱼腥藻 7120

中存在 Ava I 和 Ava II 的同切酶, 这些酶会作用于

质粒载体上相应的酶切位点, 从而降低转化效率[3]。

1997 年 Wolk 等人又发现鱼腥藻 7120 的第 3 个影响

转化的酶即 Ava III 的同功酶[40]。所以在构建鱼腥藻

7120 的穿梭载体时, 应注意把以上 3 个相应的酶切

位点剔除掉或用甲基化对它们进行修饰, 从而保证

转化成功。 

1.6  其他载体研究 
除了依靠穿梭载体 , 人们还在试图寻找其他

方法来转化蓝藻。海洋蓝藻噬菌体早在 1989 年就

已报道, 1994 年又报道了分离到一种新的海洋蓝藻

噬 菌 体 并 对 其 宿 主 范 围 进 行 了 感 染 实 验 , 发 现
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Synechococcus NKBG 042902 对它十分敏感[41]。有

必要对海洋蓝藻噬菌体的转导机制进行研究, 发展

噬菌体载体系统, 以期在特异性宿主蓝藻中获得外

源基因表达, 这也将为构建鱼腥藻 7120 转化体系载

体提供新的思路。 

还 有 另 一 方 法 就 是 构 建 整 合 载 体 。 2008 年

Chaurasia 等成功构建整合载体[42], 因不需抗生素筛

选 , 在 环 境 安 全 方 面 有 较 好 的 优 势 。 2009 年

Chaurasia 等通过基因整合载体研究了 groESL 操纵

子对鱼腥藻 7120 的影响 [43]。一旦外源基因能整合

到鱼腥藻 7120 的染色体上, 外源基因将得到稳定、

高效的表达, 所以有必要对鱼腥藻 7120 的基因整合

载体进行研究。 

2  目的基因的修饰 

载体研究对于鱼腥藻 7120 转化体系虽然很重

要, 但想要提高外源基因的表达效率, 也不能忽视

对目的基因的修饰。目前对目的基因的修饰主要集

中于 SD 序列和遗传密码子修饰。 

2.1  SD 序列 
质粒载体在鱼腥藻中的表达效率还受到目的基

因 SD 序列的影响。Takeshima 等 1994 年研究发现

SD 序列与起始密码 ATG 相距 6 个碱基时表达效率

最高 [44], 随着二者距离的增加, 表达效率降低。施

定基课题组做了较多的探索, 发现不同的 SD 序列

及其与起始密码之间的距离改变提高了 TNF-α 的表

达效率[20,4546]。种种迹象表明在外源基因 5′端添加

SD 序列可以提高基因在鱼腥藻 7120 中的表达效率; 

在设计 SD 序列时应根据目的基因的特点寻找 SD 序

列与起始密码子 ATG 的最佳距离。目前, 对于表达

效率提高得最大的就是通过改变 SD 序列 , 可使

TNF-a 在鱼腥藻 7120 中的表达效率从 0.27%提高到

3.30%[20]。 

2.2  遗传密码子 

有人提出了鱼腥藻 7120 外源基因的表达还受

到目的基因遗传密码子的影响。1990 年 Campbell

和 Gowri 指出在蓝藻中编码蛋白质的密码子同样存

在偏好性[47]。2005 年魏兰珍等人在不改变编码氨基

酸的前提下按蓝藻中密码子偏好性将 GM1 藻株中成

熟 hGM-CSF 基因 5′端的核苷酸序列中一些 G 和 C

改成 A 或 T[4], 结果使 hGM-CSF 在蓝藻中的表达提

高 136%。 

3  宿主的研究 

鱼腥藻 7120 是继集胞藻 6803 之后第 2 个完成

全基因序列测定的蓝藻, 相应的遗传背景和生理生

化特点都已研究得比较透彻, 这就有利于通过对鱼

腥藻 7120 进行相应的诱变从而提高外源基因的表

达效率。2001 年施定基等诱导鱼腥藻 7120 分化藻

殖段 , 并以藻殖段为受体细胞表达人肿瘤坏死因

子 α, 结果表明短藻丝体中外源基因的表达效率比

正常的营养细胞提高 45 倍[20,4849]。在此之前, 国

内外对于如何提高外源基因在蓝藻中的表达效率都

是在载体系统下功夫, 这是第一次提出了通过改变

受体细胞的生理状态来提高表达效率的, 这为今后

如何提高外源基因表达效率提出了另一条新思路。 

此外, 转基因鱼腥藻 7120 培养条件的优化也是

必需的, 这有利于提高外源基因的表达效率。培养

基中的碳氮源、培养瓶规格、光暗周期、光质、光

强、温度、CO2 等因素都会很大程度影响外源基因

表达量[5052]。另外, 生长激素[53]、抗生素[54]以及稀

土元素[55]的浓度也会影响外源基因表达效率。 

4  转化方法的研究 

到目前为止鱼腥藻 7120 转化体系主要是用接

合转移系统来将携带有目的基因的载体转入宿主。

接合转移是通过细胞间的接触介导的 DNA 转移。它

涉及 3 种质粒, 分别是运载质粒、辅助质粒和接合

转移质粒。目前, 用于接合转移的三方分别是: 含有

接合转移质粒的 E. coli; 含有运载质粒和辅助质粒

的 E. coli 以及作为受体的蓝藻细胞。该技术已经比

较成熟, 被广泛用于鱼腥藻 7120 的转化[47]。 

还有人用电击法作为鱼腥藻 7120 的基因转移

系统。2004 年魏兰珍等人在报道蓝藻转移系统的选

择与建立时就提到了他们已摸索了一套电击转移鱼

腥藻 7120 的最佳转化条件[56]。2008 年 Chaurasia 等

构建的整合平台载体也是通过电击法转化的[42]。这

也将促进基因整合载体在鱼腥藻 7120 中的应用, 从

而使外源基因能稳定、高效的在宿主中表达。 

5  应用 

到目前为止, 除了用于功能基因的研究外, 鱼
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腥藻 7120 用于外源基因表达已有许多成功案例, 显

示了其巨大的应用潜力: 在医药和保健品方面有人

肿 瘤 坏 死 因 子 (TNF-α)[17] 、 粒 细 胞 集 落 刺 激 因 子

(G-CSF)[4] 、 胸 腺 素 (UB-α1) 、 人 表 皮 生 长 因 子

(hEGF)[5]、人尿激酶原基因、人肝金属硫蛋白基因[6]、

人小肠三叶因子基因、人粒-巨噬细胞集落刺激因子

基因(hGM-CSF)、二十碳五烯酸(EPA)、超氧化物歧

化酶(SOD)等; 环境方面有蚊幼毒蛋白基因[15]、脱氯

基因[57]、三羧酸循环中的果糖 1,6-二磷酸醛缩酶基

因和丙糖磷酸异构酶基因 [58]; 农业上有水稻胞质

FBA 基因[7]等。 

6  结语 

与大肠杆菌表达体系相比, 鱼腥藻 7120 具有以

下优点 : 能够进行光合自养生长 , 培养条件简单 , 

成本低廉 , 适于工业化生产 ; 蓝藻不形成包涵体 , 

这样可以减少下游的操作工艺, 节约成本; 不形成

内毒素, 产品安全性好。但是到目前为止, 鱼腥藻

7120 转化体系的表达效率还是很低, 最多达到外源

基因占总蛋白的 3%5%, 远远没有大肠杆菌的表达

效率高(30%70%)。 

除了研究载体, 可能诱变鱼腥藻 7120 形成有利

于外源基因表达的突变体和摸索转基因蓝藻最佳生

长条件和表达条件也是有希望的一条途径。自从鱼

腥藻 7120 基因组全序列完成测序, 人们更加深入地

对鱼腥藻 7120 的转录、蛋白组学和代谢方面进行着

研究, 这也将推动鱼腥藻 7120 转化体系的研究。人

们可以在蓝藻相关基因的研究中发现更强的、可诱

导的启动子, 从而应用于该转化体系中, 进而提高

该转化体系的表达效率。对鱼腥藻 7120 生理生化等

作用机制的研究, 将推动人们去探索诱导分化更适

合于表达外源基因的受体细胞。随着蓝藻分子遗传

学和基因工程的发展, 有望克服鱼腥藻 7120 转化体

系表达效率低的瓶颈问题, 从而发挥其在农业、污

染控制和人类健康等方面应有的作用。 
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