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杜氏盐藻玻璃珠新型转化方法的建立
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摘 要 首次采用玻璃珠法成功转化了杜氏盐藻（以下简称盐藻），转化细胞经染色后呈现蓝色，表明外源报告基因 VY4得到
了成功的表达。同时还进行了转化时间、转速、[KV和质粒 G):浓度等因素对转化影响的分析，优化了转化条件。结果显示
最佳的转化条件为：在 P##!J盐藻（R#

9 个细胞\7J）中加入 RM#!J [KV和 ;#!J质粒，在 "##7C玻璃珠存在的条件下，于转速
!N##,\71D涡旋 R!>能够得到较为理想的转化结果。该方法与已报道的转化方法相比，具有操作简便、省时快捷、不需要昂贵消
耗试剂和仪器设备、比较经济等优点。此方法的建立为深入研究盐藻基因工程提供了有力的工具。
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杜氏盐藻（A)$+,#%,,+ &+,#$+，A ( &+,#$+）属于杜
氏藻科杜氏藻属的一种单细胞真核藻类，由于其本

身具有许多独特的优点［R _ "］，如盐藻是天然的原生

质体、适于高盐环境培养、本身营养丰富且无毒无害

等等，已被本研究室开发作为一种新型的生物反应

器［N］。但迄今为止，盐藻反应器还不能真正高效地

生产外源性物质，其中转化环节是主要的限制因素

之一。

目前，有关盐藻的转化方法仅有基因枪法［M］和

电穿孔法［9］，并且二者均需要昂贵的仪器设备、操作

繁琐、试验耗材成本高、转化率低且外源基因呈瞬时

表达等缺陷。至今为止，在其它藻类中已经建立起



多种较为成熟的方法，如在莱茵衣藻中，除了基因枪

法［!］和电穿孔法［"］之外，还成功建立起农杆菌介导

法［#］、硅晶须法［$%］和玻璃珠转化法［$$］，其中玻璃珠

转化法的转化率非常高，约为 $%& 个细胞’!( 质粒。
为此，本研究尝试性地利用玻璃珠转化法转化盐藻，

以克服目前盐藻转化方法的不足。通过玻璃珠法转

化盐藻，结果显示外源基因 )*+在盐藻细胞中成功
得到了表达，表明玻璃珠转化法能够运用到盐藻的

转化中去。同时，本研究对转化时间、转速、,-)和
质粒 ./0的用量等因素做了最佳条件筛选，现对其
过程和结果报道如下。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 藻株及质粒：杜氏盐藻（ ! 1 "#$%&#，*2-3
$455 2678）购自美国德州大学（296 *:;<6=>;?@ 7A
26BC>，*+0），培养基为 ,D+ 液体培养基［$E］。质粒
（FGHEE$IJC=）由中国科学院遗传与发育学研究所孙
勇如教授惠赠。质粒经扩增后采用质粒提取试剂盒

提取，质粒的浓度经 $K琼脂糖凝胶电泳测定，终浓
度为 %LMM!(’!N。
!"!"# 玻璃珠及其处理过程：玻璃珠购自 297OC>
公司，$%( 包装，直径为 %L5M P %LMEOO。由于商品化
的玻璃珠已经过酸处理，试验过程中直接用蒸馏水

冲洗、烘干，用锡纸包裹分装，然后于 E%%Q烘箱中
烘烤灭菌 E9后备用。
!"!"$ 主要试剂：,-) 4%%% 购置于 +;(OC 公司，使
用时配制成 E%K（’ ’(）浓度的工作液，经高压灭菌
后备用。

!"# 方法
!"#"! 盐藻的转化：实验所用盐藻首先从固体培养
板中挑取单藻落，接种 MON 液体培养基试管培养
$%8。然后接种三角烧瓶扩大培养 &%ON（$%K的接
种量），培养 !8后细胞计数，其浓度达到 $%4 个细胞’
ON。取盐藻 "%%!N，加入 $%%!N ,-)工作液，混匀后
加入 M%!N 质粒 ./0，然后加入灭菌好的玻璃珠
&%%O(，在 RSI#44 型旋涡混合器上以 E%%%=’O;: 连
续涡旋 4>，沉淀玻璃珠后移到 MON无菌试管中，暗
培养 "9，然后正常光照培养（光’暗 T $5’$%9）5%9，离
心收集细胞，参考 U6AA6=>7:法［$&］固定染色，镜检观察
计数。同时，设阴性对照和空白对照组：阴性对照组

为不加入质粒 ./0，其余操作过程相同；空白对照
组为直接取盐藻细胞固定染色，不加入任何试剂。

本实验每一转化管均设有两组重复管，该转化实验

并进行了 & 次以上重复试验，力求结果科学可靠。
另外，本研究进行了转化株的稳定表达分析，在转化

的第 E天、第 &天、第 5天和第 M天分别做了 )*+表
达的染色检测，以确定报告基因的表达稳定性。

!"#"# 转化时间和转速对转化结果的影响：盐藻转
化过程同上所述，即在 "%%!N 盐藻中加入 $%%!N
,-)，混匀后加入 M%!N质粒 ./0，在 &%%O( 玻璃珠
存在的情况下，分别采用 4%%、$E%%、$"%% 和 E5%%
=’O;:四个转速梯度进行涡旋 4>，比较转化结果。另
外，在相同条件下以 E%%%=’O;:转速分别进行 &、4、$E
和 $">四个时间梯度的连续涡旋，比较其转化结果，
最终筛选出最佳的转化时间和转速。

!"#"$ ,-)浓度和质粒 ./0浓度对转化结果的影
响：在 "%%!N盐藻中分别加入 M%、$%%、$M% 和 EM%!N
四个梯度的 ,-)，补加 ,D+液体培养基，使各管体积
相同，混匀后加入 M%!N质粒 ./0，采用 E%%%=’O;:连
续涡旋 4>以比较 ,-)量对转化结果的影响。同时，
在相同条件下加入 $%%!N ,-)，混匀后分别加入 4%、
#%、$E% 和 $M%!N 四个梯度的质粒 ./0，同时补加
,D+液体培养基，使各管体积一致，以确定最佳的质
粒加入量。

!"#"% 最佳转化条件下盐藻的转化结果：以上述实
验结果确定的最佳转化条件组合（转速、转化时间、

,-)和质粒 ./0的用量等）转化盐藻，转化过程同
上，最终记录转化结果，计算转化率和转化效率。

!"#"& 统计学分析：采用统计学分析软件 +,++
$$L%软件包，对不同转化条件下统计的转化盐藻细
胞数目进行了 ) 检验，检验水准 * V %L%$。

# 结果与分析

#"! 盐藻转化结果
玻璃珠法转化盐藻并经组织化学染色后镜检观

察，可观察到盐藻细胞已被成功转化。成功转化的

盐藻细胞呈现蓝色（图 $，箭头所指），而阴性对照和
空白对照没有细胞呈蓝色。该结果表明，利用玻璃

珠转化法已将 FGHEE$IJC=质粒成功转入盐藻细胞，
)*+基因得到了成功的表达。
在盐藻玻璃珠转化的重复试验中，转化结果曾

出现 )*+基因低表达的现象，如图 E0所示，即整个
盐藻细胞没有完全呈现蓝色，而是细胞的一部分呈

现蓝色，阴性对照和空白对照没有蓝色显示。对

)*+基因的稳定表达分析说明：在转化后的第 &天
开始，已表达 )*+基因的盐藻转化细胞（呈现蓝色）
逐渐失去蓝颜色，变成黄色，呈现未转化细胞的形
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态；转化后的第 !天，呈现蓝色的细胞数更少，在转
化后的第 "天，转化细胞已几乎全部变成了黄色细

胞（图 #$），%&’基因完全失去了表达。

图 ( %&’基因在盐藻细胞中表达的组织化学染色（!)) *）
+,-.( /,0123456,0178 019,: 2; 145 %&’ -5:5 5<=7500,2: ,: !"#$%&’%%$ ($%&#$ 35>>0（!)) *）

?：:5-91,@5 32:172>；$：A>9:B 32:172>；C：=20,1,@5 179:0;2769:10.

图 # %&’基因低表达
+,-.# D27=42>2-8 2; 145 ! . ($%&#$ 35>>0 ,: E4,34 %&’ -5:5 E90 >2E57 5<=75005F（?）9:F >205F（$）

!"! 转化时间和转速对转化结果的影响
转化时间对转化结果的影响分析表明：在 !个

时间梯度 G、H、(#和 (I0中，转化时间为 (#0时，得到
的转化盐藻细胞数最多，但随着转化时间的逐渐增

加，细胞转化数并没有明显的增加，故确定最佳的转

化时间为 (#0（图 G）。而转速对转化影响的结果表
明：在 !个转速梯度 H))、(#))、(I))和 #!))7J6,:中，
随着转速的增加，盐藻转化数目也逐渐增加，在

#!))7J6,:时盐藻的转化数达到最高（图 !）。

图 G 转化时间对转化结果的影响
+,-.G K;;531 2; 179:0;276 32:053L1,@5 1,65 2: 179:0;276 5;;,3,5:38

图 ! 转速对转化结果的影响
+,-.! K;;531 2; 721915 0=55F 2: 179:0;276 5;;,3,5:38

!"# $%&浓度和质粒 ’()浓度对转化结果的影
响

MK%加入量对盐藻转化结果的影响表明：当加
入 (")!N MK%时，转化的盐藻细胞数最高。当 MK%
的加入量达到 #")!N时，细胞的转化数不但没有增
加，反而却迅速降低（图 "）。质粒 OP?浓度对转化
结果的影响表明：质粒加入量为 (#)!N时细胞的转
化数最高。如果继续增加质粒 OP?的量，细胞的转
化数没有明显的变化，从而确定该点为最佳的质粒
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加入量（图 !）。

图 " #$%用量对转化结果的影响
&’()" $**+,- .* #$% /.01(+ .2 -3120*.34 +**’,’+2,5

图 ! 质粒加入量对转化结果的影响
&’()! $**+,- .* 67104’/ /.01(+ .2 -3120*.34 +**’,’+2,5

!"# 最佳转化条件下盐藻的转化结果
盐藻转化的单因素分析结果说明，在 899!:盐

藻（;9! 个细胞<4:）中加入 ;"9!: #$%和 =9!:质粒，
在 >994(玻璃珠存在的条件下，于转速 ?@993<4’2涡
旋 ;?0能够得到理想的转化结果。在此优化条件下
进行了盐藻转化，转化率最高达到 "=个转化子<;99
个细胞，转化效率约为 ;99个转化子<!( ABC。

$ 讨论
为尽快完善盐藻生物反应器，以期及早地生产

外源性蛋白，基因工程操作环节中的转化步骤较为

关键。鉴于目前盐藻转化方法的不足［"，!］，同时为了

进一步提高外源基因的转化效率，本研究已成功建

立起盐藻的玻璃珠转化法。该方法利用玻璃珠的研

磨作用，在盐藻细胞表面造成短暂的孔隙；同时利用

#$%的聚合作用，使得外源质粒进入到细胞内部，进
而与盐藻基因组得以整合和表达。本研究在转化盐

藻的过程中，对影响转化的不同因素进行了分析比

较，优化了不同的转化条件。在四种影响因素中，转

速对转化结果的影响较明显。随着转速的增高，细

胞的转化率也在逐渐升高，但由于试验所用 DEF=!!
型旋涡混合器最高转速为 ?@993<4’2，无法继续增加
其转速，所以选择转速 ?@993<4’2作为最佳转速。而
在比较转化时间对转化的影响中，持续时间为 >0

时，细胞的转化率几乎为零；持续时间达 !0时，细胞
的转化数迅速增加；持续时间达 ;?0，细胞的转化数
达到最高。随着持续时间的进一步延长，转化率并

没有太大的变化，以此确定最佳的转化持续时间为

;?0，该结果与衣藻的转化时间和细胞转化数变化较
一致［;;］。

#$%和质粒加入量对转化影响的分析说明，
#$%最佳用量为 ;"9!:，该用量略低于衣藻转化的
#$%用量［;;］。当 #$%的加入量小于 ;"9!:时，盐藻
的转化数较低，没有达到最高值；然而，当 #$%加入
量达到 ?"9!:时，细胞的转化率不但没有升高，反而
出现了迅速降低现象。究其原因可能是由于 #$%
浓度太高，聚合作用太强，进而使细胞凝聚成团，大

大影响到细胞的分散性，造成转化结果明显降低。

图 G显示了质粒 ABC浓度对转化的影响，当加入质
粒 ABC的量低于 ;?9!:时，细胞的转化数随着质粒
量的增加而逐渐升高。但超过最佳值（;?9!:）时，细
胞转化率变化不明显。转化盐藻质粒 ABC的最佳
加入量和转化衣藻相比较，其明显高于衣藻的质粒

ABC加入量［;;］，这可能受盐藻的不同转化条件和生
长状态影响所致。综合盐藻转化的单因素分析结

果，利用最佳的组合条件进行了转化盐藻分析，其转

化效率可达到 ;99个转化子<!( ABC，但该转化效率
还是明显低于衣藻的转化效率，这可能与其它转化

因素和条件有关［;;］。另外，在不同批次盐藻的转化

中，出现了 %HI基因低表达的现象，即盐藻细胞部
分呈现蓝色，整个细胞没有完全呈蓝色（图 ?），但此
时细胞的转化率非常高。造成基因 %HI 低表达的
原因可能有，一是由于外源基因是随机插入到盐藻

基因组中，插入的位置和基因的数目不同，造成外源

基因在盐藻中表达量的差异，从而出现表达量较低

现象；也可能因为盐藻生长状态的影响，培养时间较

长的盐藻细胞影响到质粒的整合，进而造成表达量

较低的现象。关于盐藻生长状态对转化的影响，本

文没有进行深入的探讨。

%HI基因的稳定表达分析表明：在转化后的第
>天开始，蓝色的盐藻转化细胞逐渐失去颜色变成
黄色，呈现未转化细胞的形态；转化后的第 @天，蓝
色的转化细胞数更少，在转化后的第 "天，转化的蓝
色细胞几乎全部变成了黄色（图 >），%HI 基因完全
失去了的表达。该结果说明，外源基因 %HI在盐藻
细胞中的表达为瞬时表达，该结果与耿德贵等［;@］报

道的结果一致。造成基因瞬时表达的原因可能与载

体构建和宿主细胞自身的保护机制有关，需重新构
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建转化载体并优化转化条件，以期待外源基因能够

在盐藻中持续稳定地表达。

综合本研究结果表明，已成功地建立起盐藻的

玻璃珠转化法，且此方法较其它方法具有更简单、方

便快捷和经济性等优点。该方法的成功建立为盐藻

的基因工程研究工作提供了有力工具，加快了盐藻

生物反应器的成熟步伐，以期待及早地实现外源性

物质的生产。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ !］ "#$%&’()* &，+,-./, &，&01($ 23 4,# 5.()#6,$(7(89 (: 6;7).0-).$8

!"#$%&’%%$ :(1 <1(=;6).($ (: !%>-1()#$# 1.6, -78-#3 (&)*’+)"*,’

-’,.#)%，!??!，’(：@AA B @AC 3
［ @］ D-7E#1 4F， G;1)($ +， "#6E#1 HI， ’/ $% 3 2(61(-78-# -/

5.(1#-6)(1/3 0%$#/ 1’%% 2’3，@JJC，)*（!!）：K@? B KL!3
［ A］ M.E((E-1 I，2(1-=/,-,. &，N(//#.$. F3 G,9/.(7(8.6-7 1#/<($/#/ (:

!"#$%&’%%$ +$%&#$ -$= !"#$%&’%%$ /’*/&)%’,/$ )( 6(<<#1 )(O.6.)93

(&)4)% 5#6，@JJC，))（L）：!L! B !LK3
［ L］ P;# FP，G-$ DH， Q.-$8 RS， ’/ $% 3 !"#$%&’%%$ +$%&#$ -/ -

5.(1#-6)(1，>,.$- <-)#$)，>MJJ!A!@!TUJ 3
［ C］ 4-$ >，V.$ +，S,-$8 V，’/ $% 3 W/)-57./,’#$) (: - ’.61(%<-1).67#

5(’5-1=’#$) )1-$/:(1’-).($ /9/)#’ :(1 !"#$%&’%%$ +$%&#$ 3

7&,*)8&)%，@JJC，*’（L）：AK! B AKC3
［ K］ +;$ X，X-$8 S，R-( P， ’/ $% 3 WO<1#//.($ (: :(1#.8$ 8#$#/ .$

=;$-7.#77- 59 #7#6)1(<(1-).($3 7)% (&)/’,.#)%，@JJC，’+（A）：!YC B

!?@3
［ T］ I.$=7# IF，+6,$#77 Z&，[#1$-$=#* W， ’/ $% 3 +)-57# $;67#-1

)1-$/:(1’-).($ (: 6,7-’9=(’($-/ ;/.$8 ),# 6,7-’9=(’($-/ 8#$# :(1

$.)1-)# 1#=;6)-/#3 -.’ 9)"*#$% ): 1’%% (&)%)6;，!?Y?，,+-：@CY? B

@KJ! 3
［ Y］ "1(\$ FW，+<1#6,#1 +F，I#77#1 FZ3 ]$)1(=;6).($ (: #O(8#$(;/ HM&

.$)( 1.%$4;<)4)#$+ *’&#.$*</&& 59 #7#6)1(<(1-).($3 7)% 1’%% (&)%，

!??!，,,：@A@Y B @AA@U
［ ?］ I;’-1 +^， 2./_;.))- ZD， Z#==9 ^+， ’/ $% 3 R#$#).6

)1-$/:(1’-).($ (: ),# 81##$ -78-—1.%$4;<)4)#$+ *’&#.$*</&& 59

=6*)8$,/’*&"4 /"4’:$,&’#+ 3 0%$#/ >,&’#,’，@JJL，,..：TA! B TAYU
［!J］ H;$-,-9 4R3 41-$/:(1’-).($ (: 1.%$4;<)4)#$+ *’&#.$*</&& \.),

/.7.6($ 6-15.=# \,./E#1/3 (&)/’,.#&?"’+，!??A，,/：LC@ B LKJU
［!!］ I.$=7# IF3 N.8,%:1#_;#$69 $;67#-1 )1-$/:(1’-).($ (:

1.%$4;<)4)#$+ *’&#.$*</&& 3 0*), @$/% =,$< >,& A>=，!??J，(0：

!@@Y B !@A@U
［!@］ [./,#1 2，G.6E ‘，S-’.1 &3 & /-7)%.$=;6#= KJ%E.7(=-7)($ <7-/’-

’#’51-$# <1()#.$ <7-9/ - <()#$).-7 1(7# .$ ),# #O)1#’# ,-7()(7#1-$6#

(: ),# -78- !"#$%&’%%$ 3 0%$#/ 0.;+&)%，!??L，,+.：!AC? B !AKC
［!A］ Q#::#1/($ Z&， I$0-$-8, 4&， "#0-$ 2D3 R‘+ :;/.($/：!%

87;6;1($.=-/# -/ - /#$/.).0# -$= 0#1/-).7# 8#$# :;/.($ ’-1E#1 .$

,.8,#1 <7-$)/3 57(B 9，!?YT，.：A?J! B A?JT3
［!L］ R#$8 HR（耿德贵），D-$8 XV（王义琴），F. D"（李文彬），’/

$% 3 41-$/.#$) #O<1#//.($ (: R‘+ 8#$# .$ !"#$%&’%%$ +$%&#$ 3 C&6.

-’,.#)%)6; D’//’*+（高技术通讯），@JJ@，,)（@）：

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

AC B A?3

（上接第 A!L页）

LUL 审稿程序及提前发表
LULU! 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡

被录用的稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿

件，一般在收到来稿 A个月之内致函说明原因。打
印及复印稿不退，请自留底稿及原图，特殊情况请在

来稿时注明。

LULU@ 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持
文稿质量为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。

如作者要求提前发表，请在投稿的同时提出书面报

告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提

前发表的必要性，经过我刊的严格审查并通过后，可

予提前刊出。

C 发表费及稿费
论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的

发表费，并酌付稿酬，寄送样刊及单行本。发表费 @JJ
元a面，彩版每面另加 YJJ元（发表费如有调整，以本刊
所发通知为准）。

K 编辑部地址
（!JJ!J!） 北京市朝阳区大屯路甲 A号 中国
科学院微生物研究所《生物工程学报》编辑部

电话a传真：（J!J）KLYJTCJ?
W%’-.7：6b5c .’3 -63 6$；
/,\;c6,.$-b(;1$-7 3 $#) 3 6$

@KA 1.&#’+’ 9)"*#$% ): (&)/’,.#)%)6; 生物工程学报 @JJT，̂ (7U@A，M(U@




