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摘　要：转基因蓝藻纯化是研究其生理、生化、分子生物学、营养学、药理学、毒理学等必不可少的环节，更是
其作为生产原料的基础。传统纯化方法仅对不同物种间的分离进行了讨论，尚未涉及野生藻种和转基因突变

株在实验和生产中相互污染情况下的鉴别和分离。本文的转基因藻纯化方法先后从种群、细胞、分子３个层
面纯化分离了藻种。该方法使用平板划线的方法将杂藻杂菌与鱼腥藻分离，再使用核酸电泳、ＲＴｑＰＣＲ、
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ将鱼腥藻野生种、转空载体突变株以及转目的基因突变株３个亚品系逐步分离。纯化分离后的
藻株生长速率得到了提高，目的基因的表达效率增长，生产目的蛋白的产率自然增长。本研究对转基因藻在

实验和生产中出现的一些问题提出了相应的解决方案，对转基因微藻的应用具有积极的作用。
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　　蓝藻是新兴的基因工程宿主，在很多方面具
有优势：（１）光能转化效率高；（２）具有多种代谢
途径，有能力合成丰富的化合物，避免了高成本

的有机化合物原料给工业生产带来的经济问题；

（３）适应能力强，分布广泛；（４）作为原核生物，蓝
藻结构简单，基因操作技术成熟，已表达了几十

个外源基因。通常在实验室条件下转基因藻的

纯化比较容易实现，藻种污染的机会较少，因此

并不注重转基因藻种纯化的问题。

转基因蓝藻正作为一个良好的平台来开发

成针对虾白斑综合征病毒（ＷＳＳＶ）的口服剂。规
模化生产转基因蓝藻由于涉及人员多，生产环节

复杂，往往也增加了藻种受杂藻污染的机会。藻

种不纯往往会造成不利影响，如：（１）受到杂藻的
稀释，目的产物含量降低将严重影响产品的质量

和数量；（２）不纯的藻液杂质、杂藻影响产品的加
工，使工艺更复杂繁琐；（３）含杂菌、杂藻的产品
降低药效还会产生毒副作用。然而迄今为止尚

未见转基因藻种纯化的研究报道。

转基因藻种在形态上难以与野生藻区分，在

生理生化上又难以和含转空载体的品系区分，所

以需要从生理、生化和分子３个层面来分离３种
亚品系。过去报道的研究通常是从混杂的物种

中分离出野生的藻种［１２］，尚未见从相同形态的

藻类群体中分离出转基因藻和野生藻种的报道，

也未见有转基因品系和转空载体品系及纯化的

报道。

本研究中，以转 ＷＳＳＶ病毒 ｖｐ２８基因鱼腥
藻７１２０（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０）为例，探讨转基
因蓝藻纯化的方法。传统的划板／涂布法用于获
得单藻落，荧光定量ＰＣＲ、电泳、ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ等分
子生物学技术用于鉴定转基因藻和野生藻，鉴定

后对各亚品系藻株培养以供实验生产。本研究

的纯化方法为转基因产品生产提供了一个可行

的参考标准，作为生产中各种质量体系建立的依

据，同时也是对现阶段转基因产品生产流程的补

充。
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１　材料与方法

１．１　藻种和培养基
本研究中所涉及的所有藻株均由表 １所列

来源提供。

１．２　培养方法
液体培养［３４］：三角瓶（２５０ｍＬ）培养，液体体

积约１５０ｍＬ，接种后吸光度ＯＤ７５０约为０．１。

固体培养［３４］：培养基浇灌厚度在培养皿的

三分之二最佳，冷却后划线或用移液枪吸取藻液

２００μＬ涂布。
培养条件［３４］：（３０±１）℃、２４ｈ连续光照

［１００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］，液体摇床培养（振荡频率
１４０ｒ／ｍｉｎ），固体培养基倒置培养。

表１　蓝藻品系特性及其来源
Ｔａｂ．１　Ｓｐｅｃｉｅｓ，ｆｅａｔｕｒｅｓａｎｄｓｏｕｒｃｅｓｏｆｔｅｓｔｓｕｂｊｅｃｔｓ

品系

Ｓｐｅｃｉｅｓ
抗性

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
特性

Ｆｅａｔｕｒｅｓ
来源

Ｓｏｕｒｃｅｓ
Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０ 无 野生型 法国巴斯德研究所

ｐＲＬ４８９７１２０ 抗卡那霉素 空载体突变株 中国科学院植物研究所

ｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０ 抗卡那霉素 转基因突变株 中国科学院植物研究所

　　液体培养基：选用不含有硝酸钠的ＢＧ１１［简
称ＢＧ１１（Ｎ）］培养液［２］。

固体培养基：在 ＢＧ１１（Ｎ）培养液中加入
１．５％琼脂培养基灭菌后使用。
１．３　筛选方法

培养中对于杂菌杂藻以及野生型藻种的筛

选主要依靠抗生素筛选和平板划线分离法。其

中抗生素筛选分为平板筛选和液体筛选，用不同

浓度梯度的培养液和平板来筛选藻种，得出转基

因藻的最适生长浓度。平板划线分离法主要操

作为：在筛选出的培养基中加入１．５％ 的琼脂，
制成固体培养基，倒平板。将接种环置于酒精灯

火焰消毒并冷却后沾取藻细胞，在平板上划线，

（３０±１）℃、２４ｈ连续光照［１００μｍｏｌ／（ｍ２·
ｓ）］倒置培养［４５］，待１０ｄ左右长出藻群落后挑取
藻体继续划线，培养。

１．４　植板率定义
植板率的定义是：每个平板接种细胞总数中

形成细胞团的百分率［６］。计算植板率的方法是：

Ｐ（％）＝１００×（Ｃｐ／Ｃｓ） （１）
Ｃｐ＝Ｃｌ×Ｌ （２）

式中：Ｐ（％）为植板率；ＣＰ为每平板形成的细胞
团数；Ｃｓ为每平板接种的细胞总数；Ｃｌ为每毫升
培养液中的细胞数目；Ｌ为该平板细胞培养液的
毫升数。

１．５　分子生物学筛选
进一步分离纯化过程中主要运用到以下几

种分子生物学方法：质粒的提取，常规ＰＣＲ检测，

ＲＴｑＰＣＲ检测，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ以及核酸电泳等。
文中对蓝藻质粒的提取主要参考童艳等［７］

的方法通过浓缩十倍的藻细胞液来提取蓝藻质

粒。过程中需要注意提取时藻种的生长状态，在

对数生长期提取质粒最佳。文中涉及到的常规

ＰＣＲ检测主要是在提取蓝藻总 ＤＮＡ或者提取质
粒后，用ｖｐ２８基因作为引物扩增目的基因并电
泳对 比 条 带。引 物 序 列 为 上 游 Ｐ１：５′
ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＣＡＧＡＧＣＧＴＣＡＴＧＧＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴ３′；
下游Ｐ２：５′ＣＣＣＴＣＧＡＧＧＧＡＣＧＡＴＴＴＡＴＴＴＡＣＴＣＧＧ
ＴＣＴＣ３′。

ＲＴｑＰＣＲ检测方法中取对数生长期的藻细
胞液（ＯＤ７５０＝０．５）。使用总 ＲＮＡ提取试剂盒
（天根生化科技培养细胞／细菌总 ＲＮＡ提取试剂
盒ＤＰ４３０）提取样品的总 ＲＮＡ，并使用反转录试
剂盒将提取后的总 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，得到的
ｃＤＮＡ样品即可作为 ＲＴｑＰＣＲ方法定量检测蓝
藻中 ｖｐ２８基因的模板［８］。ＲＴｑＰＣＲ实验完成
后，需要对ＲＴｑＰＣＲ实验的产物进行电泳条带检
测，来确定目的基因是否正常扩增。

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测蛋白的操作中注意取样的
细胞须处于对数生长后期，其藻细胞液浓度

ＯＤ７５０应大于等于 ０．５，多次冻融后离心去上清
液。冻融后先用Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法检测每个样品的总
蛋白浓度，根据每个样品的总蛋白浓度计算每个

泳道的上样量以保证每个泳道的蛋白总含量为

１０μｇ，蛋白质电泳后转膜，封闭［８］。保证封闭时

间后孵育单克隆抗体。

６４６
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１．６　藻种保存方法
藻种纯化后需要选择适当的保存方式来保

证藻种的正常使用。本研究主要涉及到以下几

种保存方式，（１）液体保藏：常规 ＢＧ１１培养液保
存，可保存２～４周，需要定期更换培养液。（２）
固体保藏：通过平板划线或者涂布的方法将藻种

保存在 ＢＧ１１固体培养基上，可保存３～６个月
左右，活化后可以继续使用。（３）甘油保藏：纯化
的藻种与保种甘油按照一定比例混合后贮存于

－８０℃中，可保存一年以上，活化后可继续使
用［９］。

２　结果

２．１　培养液筛选
选用ＢＧ１１（Ｎ）和含氮培养基［简称 ＢＧ１１

（＋Ｎ）］培养液［２］是本纯化法的第一步。在该培

养液中鱼腥藻细胞可分化出固定空气中氮的异

形胞而绝大部分杂菌和杂藻无法生长；如果杂

菌、杂藻污染较严重可先用液体培养液反复冲洗

藻液数次后静止半小时左右，再去除含有单细胞

杂藻、杂菌的上清液。

表２　鱼腥藻７１２０在两种ＢＧ１１
培养基培养２０ｄ后杂藻的计数

Ｔａｂ．２　ＣｏｕｎｔｓｏｆｏｔｈｅｒａｌｇａｅｔｈａｎＡｎａｂａｅｎａｓｐ．
ＰＣＣ７１２０ｉｎＢＧ１１（Ｎ）ａｎｄＢＧ１１（＋Ｎ）

培养基

Ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ
编号Ｎｏ．

Ａ Ｂ Ｃ
平均计数

Ａｖｅｒａｇｅ
ＢＧ１１（＋Ｎ） １８ ２３ ２１ ２０．６
ＢＧ１１（Ｎ） ３ ９ ４ ５．３

　　根据表２，ＢＧ１１（Ｎ）培养基中杂藻的显微
计数比 ＢＧ１１（＋Ｎ）少７４．３％，另根据显微境观
察不含氮源的 ＢＧ１１（Ｎ）培养基中生长的鱼腥
藻异形胞更明显，且每条丝状体上含有不止一个

异形胞。由于氮源的耗尽等原因，在含有氮源的

ＢＧ１１（＋Ｎ）培养基中也发现含有异形胞的鱼腥
藻丝状体。图版Ⅰ的对比更明显直观得表现出
了不含氮源培养的优势，图版中含有氮源的培养

液在培养至２０ｄ后含有更多的杂藻（另存在很多
单细胞藻类以及杂菌在培养瓶贴壁）。

２．２　平板上划线和抗生素筛选
经过简单的培养液筛选后，虽然不能固氮的

杂藻杂菌已经基本筛除，但是同为鱼腥藻生理、

形态结构基本相似的野生型鱼腥藻和含有空载

体的突变株以及转基因突变株混合后难以区分。

本纯化的第二步是选择平板划线以及抗生素筛

选（图版Ⅱ、Ⅲ）。划平板后，取单藻落悬浮滴于
玻片上，通过形态学鉴定可以区分杂藻与鱼腥

藻，用抗生素筛选藻种能最有效地将野生型鱼腥

藻杀死，可实现两种突变株的分离。

　　表３可以看出从接种１０ｄ开始植板率开始
上升，但是逐渐趋于平稳，藻落的大小在逐渐变

大但是数量并无明显变化。

表３　野生型植板藻落数与植板率变化
Ｔａｂ．３　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＰ（％）ａｎｄＣｐ
ｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０

接种天数

Ｄａｙｓ
管号 Ｎｏ．

１ ２ ３
ＣＰ平均值
Ａｖｅｒａｇｅ

植板率／％
Ｐ

３０ １４９ １２８ １４３ １４０ ５６
２５ ９７ １２４ １３７ １２６ ５１
２０ １２４ １２８ １１１ １２１ ４９
１５ １２４ １１８ １０３ １１５ ４６
１０ ９６ ８７ ９９ ９４ ３８
５ ０ ０ ０ ０ ０
０ ０ ０ ０ ０ ０

　　植板率反映了野生型鱼腥藻７１２０在除去杂
藻和杂菌后促进了生长（图 １，表 ３和 ４）。表 ４
中抗生素浓度为０的是选取到的野生型作为对
比，其他藻种均为未经纯化的藻种，涂布中转基

因藻和野生藻混杂。可以看出１５０μｇ／ｍＬ的卡
那霉素浓度为藻种的最高耐受浓度，经验证１２０
μｇ／ｍＬ浓度下生长出的藻落都为转基因藻种，也
说明该转基因藻种抗生素的最适浓度为１２０μｇ／
ｍＬ。

表４　不同抗生素浓度下植板率变化
Ｔａｂ．４　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＰ（％）ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

接种天数

Ｄａｙｓ
抗生素浓度／（μｇ／ｍＬ）Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

０ ５０ １００ １２０ １５０
３０ ５６％ ４６％ ５１％ ６１％ ０
２５ ５１％ ４４％ ４７％ ５６％ ０
２０ ４９％ ４０％ ４４％ ４９％ ０
１５ ４６％ ３７％ ４０％ ４５％ ０
１０ ３８％ ３０％ ３８％ ４０％ ０
５ ０ ０ ０ ０ ０
０ ０ ０ ０ ０ ０
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图１　野生型和转基因品系纯化前后植板率对比
Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｂｅｔｗｅｅｎｐｕｒｉｆｉｅｄ
ａｎｄｕｎｐｕｒｉｆｉｅｄＡｎａｂａｅｎａｓｐ．

ＰＣＣ７１２０，ｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０ｉｎ３０ｄａｙｓ

　　综上，在抗生素筛选后，发现经纯化的转基
因突变株和野生型藻株在去除同类竞争后植板率

上升（５％和４％），即生长速率得到了提升，说明
纯化有利藻的生长。

２．３　提取总ＤＮＡ或质粒进行常规ＰＣＲ检测
由于从蓝藻提取质粒难度较高且数量较少，

可以将提取的质粒 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增后再电
泳，效果更佳。

　　图２中图左侧是藻液直接提取质粒的电泳
图，图右侧是用提取物转入大肠杆菌后再次提取

的质粒电泳图，可明显看出野生藻种不含质粒。

可见用提取质粒的方法可以鉴别是否为野生藻

种。抗生素筛选仅能将不含质粒的野生型藻种

进行筛除，均含质粒的空载体突变株和转目的基

因的突变株区分需要通过 ＰＣＲ验证基因表达来
区别，这是本分离的第三步。

图２　从转基因鱼腥藻７１２０提取质粒验证
Ｆｉｇ．２　ＰｌａｓｍｉｄｅｘｔｒａｃｔｓｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０，ｐＲＬ４８９７１２０，ｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０ｉｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ

２．４　ＲＴｑＰＣＲ检测
为了检测纯化对３种鱼腥藻７１２０亚品系影

响，用ＲＴｑＰＣＲ技术分析了纯化前后３种鱼腥藻
亚品系 ｖｐ２８基因的表达率（图 ５），用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测了ｖｐ２８蛋白的含量（图６）。

　　以纯化后的野生藻种作为参照，可以看出纯
化后的含空载体的藻种由于不含有目的基因，其

相对表达量和纯化的野生藻种相近，而纯化后的

含目的片段的藻种由于筛选后除去了野生藻和

空载体的影响表达量最高。
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图３　ＰＣＲ验证基因表达
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．

ＰＣＣ７１２０，ｐＲＬ４８９７１２０，ｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０
ｉｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ

图４　ＲＴｑＰＣＲ测定中ｖｐ２８基因的扩增曲线
Ｆｉｇ．４　ｖｐ２８ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．
ＰＣＣ７１２０，ｐＲＬ４８９７１２０，ｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０

图５　３种鱼腥藻７１２０亚品系细胞中ｖｐ２８
基因的相对表达量

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖｐ２８ｇｅｎｅｉｎＡｎａｂａｅｎａ
ｓｐ．ＰＣＣ７１２０，ｐＲＬ４８９７１２０，ｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０

２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测
图６可以明显看出纯化后野生和含有空载

体的转基因藻株都没有蛋白表达，而纯化后的转

目的片段突变株条带最明显，表达量大。

图６　纯化藻种和未纯化藻种细胞中ｖｐ２８蛋白的蛋白印迹Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｆｉｇ．６　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖｐ２８ｇｅｎｅｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎＡｎａｂａｅｎａｓｐ．

ＰＣＣ７１２０，ｐＲＬ４８９７１２０，ｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０

３　讨论

３．１　分离纯化方法的讨论
早在１９８８年法国巴斯德研究所的 ＲＩＰＰＫＡ

就对蓝藻的纯化和分类进化有相关的研究［１０］，当

时纯化藻种是为了更好地研究各种蓝藻的最适

生长条件等生理指标。最初的纯化只是把野生

型蓝藻细胞混杂的悬浮液接种在简单的固体培

养基上来做分离，而当下先进的流式细胞仪已经

可以做到，主要根据细胞的大小及色素差异对一

些特定种群进行识别与计数［１１１２］。

分离纯化藻种的关键是得到单藻落，通过观

察单藻落的悬浮液中藻细胞的大小和形态可以

筛选所需的藻种。所以平板划线的方法对于分

离藻种还是实用的。相对于流式细胞仪复杂的

染色检测［１３］，平板划线具有操作简单，容易上手

和实验成本低的特点。本文从微生物分类的研

究中总结归纳了一些常用的方法列于表５中。
虽然野生型微藻（包括蓝藻）的纯化已引起

广泛的重视，有了许多文献阐述，但针对转基因

微藻纯化的研究却未见报道。从本研究看，转基

因微藻纯化主要涉及３方面的分离：（１）杂藻杂
菌和目的藻种的分离；（２）目的藻种野生型和同
源的转基因品系分离；（３）转基因型中空载体和
转目的片段藻种的分离。

本研究中尝试了对鱼腥藻 ７１２０野生型
（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ ７１２０）、转 基 因 突 变 种
（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０ｐＲＬ４８９ｖｐ２８）和转空
载体突变种（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０ｐＲＬ４８９）３
个亚品系的分离。转基因蓝藻在培养的过程中

有部分细胞由于无性繁殖会丢失质粒而逐渐丧

失转基因获得的特性，因此需要抗生素的筛选去
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除培养液中丢失质粒的细胞。而野生型藻株以

及转空载体藻株在日常培养过程中由于操作失

误等原因也会混杂着转基因藻种，但是光凭抗生

素筛选和涂布法不能将三者进行区分。基于研

究可总结为以下技术路线来分别获得转基因及

相关亚品系的藻株（图７）。

表５　微藻的常见分离方法归纳
Ｔａｂ．５　ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌｍｅｔｈｏｄｓｏｆＳｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｍｉｃｒｏａｌｇａｅ

分离方法 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ 分离种类 Ｒａｎｇｅｏｆａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ 缺点 Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

培养基筛选法［１４］

Ｍｅｄｉｕｍｓｃｒｅｅｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ
不同培养基可富集不同的藻类

只适合水样中藻类的

富集培养，专一性不强

稀释分离法［３，１５］

Ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
分离单生的种类 对丝状体的分离不适用

离心分离法［３］

Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
分离体积或重量相差较多的藻类 不适于个体相差不大的种类

毛细管分离法［１６］

Ｃａｐｉｌｌａｒｙｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
分离单细胞的绿藻和金藻 工作量极大，需进行大量分离

小滴分离法［１５］

Ｄｒｏｐｌｅｔｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
分离单细胞的绿藻和金藻 工作量极大，需进行大量分离

ｐＨ分离法［１４］

ｐＨｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
分离念珠藻和席藻

ｐＨ过高或过低都会
影响待分离藻种的正常生长

温度分离法［１４］

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
分离念珠藻 不能分离对温度不敏感的种类

流式细胞仪分离法［１２］

Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｓｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
各种单细胞藻 成本高，操作复杂

图７　转基因蓝藻及其亚品系纯化技术路线
Ｆｉｇ．７　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌｒｏｕｔｅｏｆｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｉｔｓｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓ

３．１．１　目的藻种和杂藻杂菌的分离
具有异形胞的鱼腥藻可以在不含氮源的培

养液和平板中生长，这一特点使得许多需要氮源

的菌类以及杂藻都无法生长，这也是一种纯化手

段。本研究中利用了鱼腥藻能固氮的特点，通过

控制培养基氮源将绝大多数杂藻甚至杂菌隔离

在培养液外。之后对于不同藻种纯化培养的过

程中也可根据藻种的特点调节培养基的组份来

隔绝污染源。

３．１．２　目的藻种野生型和同源的转基因品系分
离

本研究中使用抗生素筛选和划线法结合的

方式将野生藻种和两种转基因突变株进行了区

分。据推断，纯化对于藻种有一定促进作用。但

研究中也发现抗生素筛选和镜检并不能对空载

体突变株和转目的基因突变株进行很好地区分，
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这也是一般传统方法的局限性所在。

３．１．３　转基因型中空载体和转目的片段藻种的
分离

扩大培养后的突变株可以通过普通 ＰＣＲ，荧
光定量ＰＣＲ以及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分别检测基因水平
和蛋白水平的表达以确定是否含有目的片段，从

而鉴别是否为转目的基因品系。

实验结果表明相对于传统方法而言，本研究

所给出的纯化方法能准确区分野生型藻种、转目

的基因突变株以及转空载体突变株。本研究还

发现纯化后的藻种在生长速率和蛋白表达方面

都比未经纯化的藻种有更明显的优势。

传统的藻种分离方法比较简单，但仅可针对

野生藻种纯化而无法分离转基因空载体藻和转

基因工程藻；先进的流式细胞仪分离法虽然能准

确地分离藻种，但需要作荧光标记和检测，设备

和试剂又较为昂贵，考虑到使用代价较高以及操

作的便利性，本文的方法从形态学将目的藻种和

其他物种区分，然后利用抗生素区分野生型和转

基因型，最后用分子的手段区分不同转基因藻

种，做到了从形态学到生理学再到分子生物层面

的逐层分离，最终在亚品系的水平将野生型和转

空载体以及转目的基因的３种品系藻进行了区
分。

其中杂藻杂菌和目的藻种的分离过程中需

要注意的是配置培养液的 ｐＨ以及营养盐的质
量，劣质的营养盐很可能含有氮源混入而导致杂

藻杂菌滋生，而不适的 ｐＨ则会对鱼腥藻的生长
不利。野生型和同源的转基因品系分离的过程

中需要注意随着抗生素浓度的提高，藻种对光照

的敏感度也越来越高，勿将平板置于高过 １５０
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）的环境。最后在转基因型中空载
体和转目的藻种的分离过程中则需要根据目的

基因设计好对应的引物和抗体，这对于目的基因

以及蛋白的检测都是至关重要的。

现有的分离方法仅注重于不同属种间藻种

的分离，而如今转基因藻种的分离则需要针对同

一物种不同突变株的不同特性进行针对性的分

离。相对于根据形态鉴别不同藻类的传统纯化，

本文的方法利用培养基的性质去除了大量的杂

藻和杂菌，为形态学鉴别减少了大量的工作量；

利用抗生素将野生型从混合的藻种中纯化出来

也是从未报道过的；而利用分子的手段将转基因

鱼腥藻的不同亚品系区分进而分离，则是本研究

对于传统纯化的一个突破。

３．２　纯化对生产的意义
在转基因产品产业日益壮大的今天，从复杂

而耗时的实验室纯化系统中简化，从而建立一套

完整的分离纯化检测体系，为市场提供了一个可

以参考的标准，也为日后其他产品的生产做准

备。如前述，欧美国家对转基因产品的监管体系

和力度在多年发展中都日益成熟，国内对转基因

产品的生产和销售还没有一个完善的体系。这

套方法的建立目的在于作为市场的参照，使得国

内生产转基因藻类甚至其他转基因产品的企业

有良好的品质保证和环境意识，增强国际竞争

力。

转基因纯化方法的建立有助于用光反应器

大规模培养转基因微藻的优化生产，做到了（１）
能在生产过程中检测藻种纯度；（２）精确区分出
转基因藻种，空载体藻种和野生藻种；（３）快速方
便，可行性高。生产藻种不纯会导致产量下滑、

产品质量降低从而影响产品等级的评定，最终导

致产品价值下降影响生产利润。藻种纯化可以

使目的藻种生长不受杂藻杂菌限制从而增加目

的藻种生物量提高产量。由于除去了杂藻杂菌

以及同源野生藻的影响，生产的产品纯度提升使

得产品的质量得到了保证。最终纯化后生产的

产品为企业创造的利润会大幅增长。

转基因工程藻由于其光合自养，且转化简单

成熟（无需诱导，天然感受态），生长速度较快等

特点逐渐成为科研以及生产炙手可热的研究对

象。其他原核生物（如大肠杆菌）和真核生物（如

酵母）等传统发酵生产的工艺已相当成熟，转基

因藻类纯化体系的建立为转基因藻类生产铺平

了道路，势必会对传统的工艺发起挑战。但是转

基因藻类由于其多拷贝的特性还存在稳定性的

问题，且对于转基因藻种操作的人员培养也是转

基因藻类生产的一大关键问题。只有将转基因

藻类遗传稳定性的问题解决并且加强人员培养

和管理，转基因藻类产业才会有更长远的发展。

３．３　总结与展望
本文中转基因藻的纯化方法分 ３个步骤先

后从种群层面、细胞层面以及分子层面纯化分离

了藻种。荧光定量 ＰＣＲ对基因表达率的检测很
好地说明了纯化后表达率的提升；生产中产率得
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到的提升正是纯化藻种的意义最好的体现。

本文中所实施的方法和讨论虽然对鱼腥藻

这种丝状体有显著的纯化效果，但遇到单细胞藻

时又因为单细胞藻不能固氮且不易于收集仍难

以有效地进行纯化。藻种的纯化仅仅是藻种问

题出现后对于这一现象的补救方法，希望在日后

的研究中可以通过增加荧光标记的方法来简化

纯化的操作，进一步从源头上解决藻种混杂的问

题。
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图版Ⅰ　鱼腥藻７１２０各品系在两种ＢＧ１１培养液培养２０ｄ的培养瓶及光学显微镜４００倍图片
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ｉｎＧＢ１１ａｎｄｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｚｏｏｍｅｄｉｎ４００ｔｉｍｅｓ
１．鱼腥藻７１２０各品系在ＢＧ１１（＋Ｎ）培养液中培养２０ｄ培养瓶照片；２．鱼腥藻７１２０在ＢＧ１１（＋Ｎ）培养液中培养２０ｄ光学显微

镜４００倍下图片；３．鱼腥藻７１２０各品系在ＢＧ１１（Ｎ）培养液中培养２０ｄ培养瓶照片；４．鱼腥藻７１２０在ＢＧ１１（Ｎ）培养液中培养

２０ｄ光学显微镜４００倍下图片

１．ＰｉｃｔｕｒｅｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．７１２０，ｐＲＬ４８９７１２０ａｎｄｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０ｃｕｌｔｕｒｅｄ２０ｄａｙｓｉｎＧＢ１１（＋Ｎ）；２．ＰｉｃｔｕｒｅｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．ｐｃｃ

７１２０ｃｕｌｔｕｒｅｄ２０ｄａｙｓｉｎＧＢ１１（＋Ｎ）ｚｏｏｍｅｄｉｎ４００ｔｉｍｅｓ；３．ＰｉｃｔｕｒｅｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．７１２０，ｐＲＬ４８９７１２０ａｎｄｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０

ｃｕｌｔｕｒｅｄ２０ｄａｙｓｉｎＧＢ１１（Ｎ）；４．ＰｉｃｔｕｒｅｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．ｐｃｃ７１２０ｃｕｌｔｕｒｅｄ２０ｄａｙｓｉｎＧＢ１１（Ｎ）ｚｏｏｍｅｄｉｎ４００ｔｉｍｅｓ
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图版Ⅱ　鱼腥藻（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０）各品系显微镜４００倍下图片
ＰｌａｔｅⅡ　ＭｉｃｒｏｇｒａｐｈｙｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０，ｐＲＬ４８９７１２０ａｎｄｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０ｚｏｏｍｅｄｉｎ４００ｔｉｍｅｓ
１．鱼腥藻（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０）野生型４００倍显微图片；２．鱼腥藻（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０）转空载体型４００倍显微图片；３．鱼

腥藻（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０）转目的基因型４００倍显微图片

１．ＭｉｃｒｏｇｒａｐｈｙｏｆＡｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ７１２０ｚｏｏｍｅｄｉｎ４００ｔｉｍｅｓ；２．ＭｉｃｒｏｇｒａｐｈｙｏｆｐＲＬ４８９７１２０ｚｏｏｍｅｄｉｎ４００ｔｉｍｅｓ；３．Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｙｏｆ

ｐＲＬ４８９ｖｐ２８７１２０ｚｏｏｍｅｄｉｎ４００ｔｉｍｅｓ
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图版Ⅲ　鱼腥藻７１２０野生型涂布５～３０ｄ平板变化
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１．涂布第５天野生型藻种平板；２．涂布第１０天野生型藻种平板；３．涂布第１５天野生型藻种平板；４．涂布第２０天野生型藻种平

板；５．涂布第２５天野生型藻种平板；６．涂布第３０天野生型藻种平板
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