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摘要 藻类分子生物学和基因工程的发展已使外源基因能在蓝藻中表达
,

这就有可能分析外

源基因对光合作用的影响
�

本研究采用两种转化系统所得的转基因蓝藻 �� �� 加
� �  

��
�

���
�� ��� �� �� � �

、

�� �成 �及野生藻��  ! 测定其生长曲线表明
,

它们的生长速度 比较接近
,

转基因

藻略微缓慢
,

生物量也偏少
�

用氧电极测定转基因藻的饱和光强与野生藻接近
,

为 ��� 户� �
一 �

� 一 ‘,

最大放氧量为 ��� � � � � �� �址
�

�
�

吸收光谱测定结果表明转基因藻与野生藻的色素组

成一致
,

均含有叶绿素
� 、

类胡萝 卜素和藻蓝蛋白等
,

但 � �� 的藻胆蛋白含量高于野生藻
�

低温

荧光发射光谱测定表明
,

外源基因的导入及表达促进了转基因藻中藻蓝蛋白的合成
,

改变了光

能在两个光系统之间的分配
,

特别是由藻胆蛋白吸收的光能向光系统 � 的传递受阻
,

不同的转

化系统中所得的转基因藻中表现程度亦有差异
�

关键词 人肿瘤坏死因子��� ��� ��
,

生长曲线
,

荧光发射光谱
,

吸收光谱

� � 年来各国学者应用 � �  重组技术对于光合器中本身存在的基因及有关元件进行

探索
、

改造
,

已大大加深了对光合作用机理的了解
,

也大大加强了对光能吸收
、

传递
、

转化

和储存的调控〔
‘
一

� �
�

近年来
,

人 们已开始能把外源基因导入光合细胞
,

这为研究光合作用

提供了新手段
、

新思路
�

人肿瘤坏死因子��
一

� ��
一

�� 由激发的单核巨噬细胞产生
,

只存在于人类和哺乳动物

中
�

它是一种多功能的细胞因子
,

对人体多种组织器官产生生物学效应
�

其中最引人注意

的是对肿瘤细胞有选择性
、

广谱性的直接杀伤作用 �� 
�

近年来
,

刘凤龙等在国内外首次将

�� �  
一。
基因转入鱼腥藻�� �� �� ��

。 , �
�

�� � �� 并证明了表达产物具有生物学活性 �� 
�

为了

规模培养转基因鱼腥藻
,

制备抗癌药物
,

必须首先了解转基因藻的光合和生长特性
,

即阐

明转入外源基因后对鱼腥藻的光合和生长发生了什么影响
�

本文报道了用两种载体转化

的鱼腥藻 � �� � 与野生型细胞在光合
、

生长和细胞形态上的观察
�

� 材料与方法

�
�

� 实验材料 蓝藻为野生型鱼腥藻 � � �  �
’刃。� ��

� � �� � � � ��
�

�� � � �� � �及其转基因

藻 � �� �� �和 � �� � � �培养在 � �
�

� �
一

� 培养液中
,

于 �� ℃ 光照温箱 内
,

全光照
,

光 强
、

为

� 国家 � � � 海洋生物高技术育年基金项目资助
�� � �

一

��
一

� � 收到 � � � � �
一

� �
,

�� 修回
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� � 拼� �
一 � � 一 �

�

�� � 生长曲线测定 野生藻和转 �基因藻接种到新鲜的培养后
,

尽量以恒定的振荡速度

和光照接着
�

从接入起每隔 �� � 取样
,

检测 � ��� � 波长处的光吸收值�� � �  ��
�

�
�

� 光合放级活性测定 用 � �� ��
�
比 � � � 型氧电极测定转基因藻与野生藻的光合放

氧活性
�

用氧电极测定蓝藻光下放氧及暗中吸氧
,

并与叶绿素
� 总量相比

,

得出蓝藻的净

光合活性和呼吸活性
�

计算公式
�
� 拜�� �� � ��� �

·

� � � � � �� ��� � �� � �� � ��� � � ����� � � � ��� �� � �

� 为温度 �� ℃
,

水中的饱和溶氧 �
�

��� 拌� �� � � � �� 
�

�
�

� 吸收光谱的测定 在室温下
,

分别取野生型与转基因藻培养物振荡混匀后
,

用 日本

岛津 � � 一 � � �� 型双波长双光束分光光度计在 � �� 一 � ��
� � 范围内做扫描吸收光谱

�

�
�

� 低温荧光发射光谱测定 分别取野生型与转基因藻培养物振荡混匀后
,

加入到低温

管中
,

在氮中用 日立 � 一 � � � � 低温荧光光度计测在 � � � � � 和 � � �� 激发光下的荧光发

射光谱〔�〕
�

�
�

� 叶绿素
�
的含� 测定 室温下

,

分别取一定体积的野生藻及转基因藻培养物
,

� � � � �

� � 离心 �� � �� 后
,

弃上清
�

在藻沉淀中分别加入 �� � 无水甲醇
,

振荡均匀后
,

置于 � ℃冰

箱内过夜
,

次 日取出
,

同样离心 �� � �� 后
,

测上清的 � � � � � 波长处的光吸收值�� � � ���
�

按公式
� ��� �� ”� � � �� 二 � �

�

� � �� �� 可计算叶绿素
� 的含量

�

� 结果与讨论

�
�

� 转基因藻与野生藻的生长曲线的测定

在 � �  � � 处的光吸收值�� � �  ! �排除了叶绿素
、

类胡萝 卜素和藻胆蛋白等胞内成分

自身吸收的干扰
,

可以反映藻细胞的浓度变化
�

所以
,

以时间对 � � ��� 值作图
,

即代表藻

的生长曲线
�

�
�

�

�
�

�

一一
�
一 �

���

一一
�
一 � � ���

�。价���理侧娜积

� � � � � �� ��

时间 � �� � � � �

图 � 转 �� � � �
基因和野生型鱼腥藻的生长曲线

� ��
�

� ��
� ��

�� �

�� �� �� �湘 ��沐 �� � � � �昭�� �
� �做如。� � 即

�

��� � �  !

从转基因藻和野生藻的生长曲线�图 �� 来看
,

转基因藻的生长速度慢于野生型藻
,

但

生长情况 良好
�
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�
人肿瘤坏死因子

一 �
基因对鱼腥藻 �� ! 的光合活性的影响 � � �

�
�

� 光合放氧活性

从图 � 可见
,

转工 因藻和野生型藻在低光强下 � 一 �� � ���
�

� 一 ��� 拌� �
一 � � 一 ‘�范围

时放氧活性有差异
,

野生藻 的活性较高
,

比转基因藻高出 1
一
2 倍

.
在 80 一

10 0 % ( 2 40
-

30 0 拜E m
一 “s 一 ‘

)光照强度时
,

两者基本相同
,

并都基本达到饱和放氧速率
.
它们的最大放氧

速率
:
转基因藻为 35 5拜m

o lq / m g C h l
·

h 和野生藻为 460产m
ol 氏/m g 以l

·

h

.
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图 2 转基因与野生型鱼腥藻在不同的光照强度下的放氧活性
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4 转基因蓝藻的光合色素组成的变化
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图 3 转基因及野生型鱼腥藻的吸收光谱
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取两种不同转化系统所得的转 T N F
一
a 基因鱼腥藻

,

转基因藻 1 和转基因藻 2 测定并

比较其光合色素组成
,

结果见图 3
.
三种藻在 682

nm
、

6 3 1
n
m

、

5 1 0
n
m 和 44 1nm 处各有一吸

收峰
,

分别代表了叶绿素
a(A7 82

、

A 4 41 )

、

藻蓝蛋白(A 631) 和类胡罗 卜素(slo
nm )的吸收

.
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说明转基因藻的色 素组成没发生变化
,

但从 A6 31 /A6 82 的相对 比值可看 出
,

转 基因藻

T oZ 最高
,

转基因藻 T ol 最低
.
说明 T N F 基因的表达在不同的转基因藻中使其藻蓝蛋 白

的合成发生不同的改变
.

2
.
5 转基因藻的低温荧光发射光谱

图 4 中
,

三种藻 在 694nm 和 732n m 处各有一发射峰
,

它们分别代表了光 系统 11

(F 694) 和光系统 工(F 73 2) 的荧光发射
.
二者的 比值 (F694/ F 732) 从图中可以看 出是野生

种最大
,

其次是转基因藻 To l
,

转基因藻 T
oZ 最小

.
这表明

,

野生藻中光能在两个光系统中

分配较均衡
,

而转基因藻中尤其是转基因藻 T oZ 中光能分配倾向于光系统 工
.
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图 4 转基因及野生型鱼腥藻低温(7 7K )荧光发射光谱 (激发光为 436 nm )
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图 5 转基因及野生型鱼腥藻低温(77 K )荧光发射光谱(激发光为 580
nm )
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人肿瘤坏死因子

一 a

基因对鱼腥藻 7120 的光合活性的影响 479

图 5 中
,

三种藻在 658
nm

、

5 9 4
n
m 和 732

n m 处各有一个发射峰
,

分别代表 了藻胆体

(F6 58)
、

光系统 n (F6 94) 和光系统 I (F732) 的荧光发射
.
从 图中可以看出光系统中的能

量在野生型藻中分配得较均匀
,

三个峰型及峰值类似
.
这说明由藻胆蛋白吸收的光能较多

地传递到光系统 1
.
而在转基因藻中明显看出分配在藻胆体(捕光色素天线)(F 658) 和光

系统 n (F694) 的能量大于在光系统 I (F7 32) 中的
.
这说 明 T N F 在鱼腥藻 7120 中的表达

影响了光能在光系统间的分配
.

上述研究结果说明含有相同外源基因(hT N F
一

a) 的不同载体转人相同的藻细胞后
,

对

于鱼腥藻的光合作用发生了明显的影响
,

它们均可引起藻胆蛋白合成增加
,

使藻胆蛋白向

光系统 I 的光能传递受阻
,

光饱和点降低
,

但影响程度不同
,

阐明这种差别
,

无论对选择最

适光合条件
,

满足高速率生长 ;还是探索光合作用中光能吸收
、

传递和转化的机理
,

都有一

定的意义
.
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