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　 　 摘要:　 旨在利用磁性纳米颗粒作为载体构建小球藻的新型转化方法ꎬ由于纳米载体技术已经被成功地应用于

动、植物的遗传转化中ꎬ其主要优势是相对于传统转化技术更加便捷、高效ꎮ 本研究首先利用磁性纳米颗粒吸附含有

增强型绿色荧光蛋白基因(ＥＧＦＰ)的质粒载体 ｐＹＢＡ１１３２ꎬ形成纳米颗粒￣基因复合物ꎬ通过磁场作用对椭圆小球藻原

生质体进行转化ꎬ进而观察 ＥＧＦＰ 基因在椭圆小球藻中的瞬时表达情况ꎮ 结果表明ꎬ对椭圆小球藻细胞进行酶解处理

并形成半原生质体 /原生质体后ꎬ磁性纳米颗粒可以介导外源 ＥＧＦＰ 基因转入小球藻中ꎬ并能够进行瞬时表达ꎬ产生绿
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　 　 小球藻(Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ)作为单细胞真核微藻ꎬ是一

种重要的微藻资源ꎮ 由于具有营养价值高、易大规

模培养、可用于生产修饰复杂蛋白质且成本低廉等

多重优点[１]ꎬ小球藻可以作为一种环境友好型生物

反应器用于生产活性物质ꎬ并有望逐渐成为医学、食
品、工业研究等领域的新型模式生物ꎮ 随着小球藻
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转基因技术研究的不断深入ꎬ目前已经有一些成功

转化小球藻的报道ꎬ转化方法包括基因枪法[２]、农
杆菌侵染法[３]、电击转化法[４]、聚乙二醇(ＰＥＧ)介

导法[５]等ꎮ 研究者们将报告基因或者具有功能性

的外源基因转入小球藻ꎬ并实现其表达[６]ꎮ 但是以

上方法均存在不同的缺点ꎬ如操作复杂、效率低、遗
传稳定性差等ꎬ从而限制了小球藻作为生物反应器

的规模化应用ꎮ 因此ꎬ研发操作简单、转化效率高的

遗传转化方法对于加快小球藻生物反应器的有效开

发和利用是一条重要的途径ꎮ
近年来ꎬ纳米载体相关技术作为极具前景的技

术之一而得到快速发展ꎬ已经在各领域发挥出巨大

的作用[７]ꎮ 磁性纳米材料由于具有特殊的理化性

质和结构ꎬ因而可以被用作基因载体ꎬ进行磁转

化[８]ꎬ并且可以在一定程度上起到保护 ＤＮＡ 的作

用[９]ꎮ 四氧化三铁(Ｆｅ３Ｏ４)磁性纳米颗粒是目前应

用比较广泛的磁性颗粒ꎬ经过聚乙烯亚胺(ＰＥＩ)修

饰的 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒可以携带核酸分子在磁场

力的作用下进行定向移动ꎬ从而富集在目的细胞表

面ꎬ通过电荷之间的相互作用ꎬ在短时间内进行高效

转化ꎮ 磁转化最初被应用于逆转录病毒[１０]ꎬ随着纳

米载体技术的研究日益深入ꎬ该技术因操作简单且

高效ꎬ同时具有目的基因高效稳定表达、安全无害、
靶向性高等优点[１１]ꎬ被国内外很多研究者用于进行

体内外细胞基因转化试验ꎬ目前已经成功转化大鼠

胃组织细胞、猪呼吸道上皮细胞及人细胞等[１２]ꎮ 由

于植物细胞壁的屏障作用ꎬ使纳米载体介导的植物

基因转化研究发展相对缓慢ꎮ Ｔｏｒｎｅｙ 等于 ２００７ 年

利用二氧化硅纳米粒子结合外源基因转化植物细

胞ꎬ首次成功获得了转基因植株ꎬ并将该技术成功应

用于植物转基因领域[１３]ꎮ 研究者们随后利用磁性

纳米基因载体技术对拟南芥[１４]、水稻[１５] 等植物进

行了遗传转化ꎬ并取得了一定成果ꎬ从而使纳米载体

技术开始逐步应用于植物遗传转化方面ꎮ
椭圆小球藻(Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｅｌｌｉｐｓｏｉｄｅａ)为单细胞生

物ꎬ直径为３~１０ μｍꎬ利用磁性纳米颗粒作为载体转

化藻细胞在理论上是可行的ꎮ 考虑到小球藻具有坚

硬、复杂的细胞壁ꎬ不利于转化的进行ꎬ因此在利用磁

性纳米颗粒对小球藻细胞进行转化时ꎬ要部分或完全

去除小球藻的细胞壁[１６]以制备半原生质体或原生质

体ꎬ从而提高磁性纳米颗粒￣质粒复合物进入细胞的

概率ꎬ进而提高转化效率ꎮ 本研究用直径为 １００ ｎｍ

的 Ｆｅ３Ｏ４磁性纳米颗粒作为载体ꎬ介导外源基因对小

球藻原生质体的转化ꎬ实现外源增强型荧光蛋白基因

(ＥＧＦＰ)在小球藻中的转化与瞬时表达ꎬ为进一步通

过基因工程技术深入开发小球藻生物反应器提供新

思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料、试剂与仪器

１.１.１　 试验材料　 椭圆小球藻 Ｆ９６２ 购自中国科学

院水生生物研究所淡水藻种库ꎬ并在固体平板上连

续划线继代进行纯化ꎻ质粒 ｐＹＢＡ１１３２、大肠杆菌

(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ) ＤＨ５α 菌株由笔者所在实验室保

藏ꎮ
１.１.２ 　 试剂与仪器 　 磁性纳米颗粒 ＣｏｍｂｉＭＡＧ￣
２００、磁板购自 Ｃｈｅｍｉｃｅｌｌ 公司ꎻ配制培养基及溶液所

用试剂购自国药集团化学试剂有限公司ꎻ质粒提取

试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司ꎻ纤维素

酶、半纤维素、果胶酶购自北京索莱宝科技有限公

司ꎻ其他化学试剂均为国产分析纯ꎮ 荧光显微镜为

Ｌｅｉｃａ ＤＭ５５００ Ｂ 生物显微镜ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 培养基与培养条件 　 椭圆小球藻培养基为

ＳＥ＋(亚硒酸盐富集的)培养基ꎬ１Ｌ 培养基的配方如

下: １ ｍｌ ２􀆰 ９ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＮＯ３、 １ ｍｌ ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｋ２ＨＰＯ４􀅰３Ｈ２Ｏ、１ ｍｌ ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、１ ｍｌ
０􀆰 １７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ、 １ ｍｌ １􀆰 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４、１ ｍｌ ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、１ ｍｌ ０􀆰 ０９ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＦｅＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ、１ ｍｌ ＥＤＴＡ￣Ｆｅ(取 ４􀆰 １ ｍｌ 浓盐酸ꎬ用蒸

馏水稀释至 ５０ ｍｌꎬ配制成 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌꎬ称取０􀆰 ９３０ ６
ｇ ＥＤＴＡ￣Ｎａ２ 溶解至 ５０ ｍｌ 蒸馏水中ꎬ配制成 ０􀆰 １
ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ￣Ｎａ２ꎬ称取 ０􀆰 ９０１ ｇ ＦｅＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ 溶于 １０
ｍｌ 上述已经配制好的 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 中ꎬ然后与 １０ ｍｌ
已经配制好的 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ￣Ｎａ２混合ꎬ加入蒸馏水

稀释至 １ Ｌ)、１ ｍｌ Ａ５ 溶液[配方为 ２􀆰 ８６ ｇ / Ｌ Ｈ３ＢＯ３、
１􀆰 ８６ ｇ / Ｌ ＭｎＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏ、０􀆰 ２２ ｇ / Ｌ ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、０􀆰 ３９
ｇ / Ｌ Ｎａ２ＭｏＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ、０􀆰 ０８ ｇ / Ｌ ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ、０􀆰 ０５ ｇ / Ｌ
Ｃｏ(ＮＯ３)􀅰６Ｈ２Ｏ]、５ ｇ 葡萄糖、１ ｇ 酵母提取物ꎬｐＨ 值

为 ７􀆰 ０ꎬ固体培养基中需要加入 １􀆰 ８％琼脂ꎮ 此外ꎬ固
体平板划线培养条件为温度 ２５ ℃ꎬ光照度４ ０００ ｌｘꎬ
光照￣黑暗周期 １６ ｈ￣８ ｈꎻ液体摇瓶培养条件为温度 ２５
℃ꎬ转速 １４０ ｒ / ｍｉｎꎮ
１.２.２　 小球藻原生质体的制备 　 挑取固体平板上
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的单藻落ꎬ接种至 ２０ ｍｌ ＳＥ＋培养基中ꎬ培养 ７ｄ 后ꎬ
以 １０％的接种量转接至 ２００ ｍｌ 培养基中ꎬ在光照摇

床中培养至对数生长期ꎮ 取 ２００ ｍｌ 藻液ꎬ ８ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ小心弃去上清ꎬ收集藻体ꎮ 将藻细

胞用无菌水洗涤 ３ 次ꎬ加入 ２５ ｍｌ 酶解液[含有 ２％
纤维素酶、２％果胶酶、２％半纤维素酶、０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ磷
酸缓冲盐溶液( ＰＢＳ)、０􀆰 １２ ｍｏｌ / Ｌ甘露醇ꎬ用 ０􀆰 ２２
μｍ 滤膜无菌过滤ꎬ现配现用]ꎬ使藻细胞充分悬浮

于酶解液中ꎬ于 ３０ ℃、１４０ ｒ / ｍｉｎ避光振荡条件下分

别酶解 ５ ｈ、１０ ｈ、２０ ｈ、３０ ｈ、４０ ｈ、５０ ｈ 后ꎬ于８ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心ꎬ弃上清ꎬ用 ０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ(含有 ０􀆰 ３
ｍｏｌ / Ｌ甘露醇)洗涤 ３ 次ꎬ去除残留的酶解液ꎬ将藻

细胞含量调整为 １ ｍｌ １０８ ~ １０９个ꎬ分别在显微镜下

观察小球藻原生质体 /半原生质体情况ꎬ统计结果为

３ 次观察结果的生物学重复平均值ꎬ每次重复至少

统计 ３ 个具有代表性的视野中的原生质体数和半原

生质体数ꎮ
１.２.３　 质粒的提取 　 如图 １ 所示ꎬ质粒 ｐＹＢＡ１１３２
含有由花椰菜花叶病毒(ＣａＭＶ)３５Ｓ 启动子与胭脂

碱合成酶终止子(ＮＯＳ)构成的 ＥＧＦＰ 报告基因的表

达框ꎮ 按照天根生化科技(北京)有限公司的无内

毒素质粒大提试剂盒说明书抽提质粒ꎬ提取纯度

(ＯＤ２６０ / ２８０)约为 １􀆰 ８ꎬ于－２０ ℃保存备用ꎮ

括号中数字为酶切位点在序列中的位置(ｂｐ)ꎻｏｒｉ￣Ｒｅｐ 为质粒复

制起始位点ꎻＬＢ、ＲＢ 分别为载体的左边界、右边界ꎻ左右边界中

间部分的序列为可以整合至宿主基因组的片段ꎻＫａｎ 为卡那霉

素抗性基因ꎻＭＣＳ 为载体的多克隆位点ꎻＮｏｓ￣Ｔｅｒ、Ｎｏｓ￣Ｐｒｏ 分别为

胭脂碱合成酶启动子、终止子ꎮ
图 １　 含 ＥＧＦＰ 基因的 ｐＹＢＡ１１３２ 载体图谱

Ｆｉｇ.１　 Ｍａｐ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒ ｐＹＢＡ１１３２ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ

１.２.４　 磁性纳米颗粒对质粒的吸附性及保护性分

析　 将磁性纳米颗粒 ＣｏｍｂｉＭＡＧ￣２００ 和质粒按照

１ ∶ １、１ ∶ ２、１ ∶ ５、１ ∶ １０、１ ∶ ２０ 的质量梯度比例混

匀孵育 ０􀆰 ５ ｈꎬ制备磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物ꎬ将
所有复合物中的 ＤＮＡ 质量固定为 ２ μｇꎮ 通过琼脂

糖凝胶电泳阻滞技术进行分析ꎬ以质粒作为对照ꎬ电
泳结束后使用凝胶成像系统进行观察ꎮ 在相同条件

下ꎬ制备复合物后加入脱氧核糖核酸酶Ⅰ(ＤＮａｓｅ
Ⅰ)进行酶切消化ꎬ将消化后的产物通过琼脂糖凝

胶电泳进行观察ꎬ以未酶切的复合物作为对照ꎮ
１.２.５　 磁性纳米颗粒介导的小球藻转化 　 将磁性

纳米颗粒 ＣｏｍｂｉＭＡＧ￣２００ 和质粒 ｐＹＢＡ１１３２ 按照

１ ∶ ２、１ ∶ ５、１ ∶ １０ 的质量比混匀ꎬ在室温条件下孵

育 ０.５ ｈꎬ制备磁珠￣质粒复合物ꎮ 在无菌操作台上ꎬ
将 ２４ 孔板置于磁板上ꎬ加入外加磁场ꎬ分别在不同

孔中加入 ３００ μｌ 经酶解处理的小球藻液与由不同

质量比例磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物组成的混合

液ꎬ用枪头轻轻吹打几次ꎬ混合均匀后进行共培养ꎮ
在磁场作用下ꎬ带有磁性的纳米颗粒携带质粒按照

特定方向富集于细胞上ꎬ磁转化 ２ ｈ 后撤去磁场ꎬ取
出藻细胞培养液继续培养ꎮ
１.２.６　 荧光显微观察　 磁转化处理后的 ４８ ｈ 内进

行荧光显微镜观察ꎮ 用接种环蘸取微量藻液置于载

玻片上ꎬ用清水稀释后ꎬ盖上盖玻片ꎮ 首先用荧光显

微镜在明场下寻找到小球藻视野ꎬ再用激发光观察

ＥＧＦＰ 基因在小球藻中的瞬时表达情况ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 小球藻酶解及酶解时长对半原生质体 /原生质

体生成的影响

　 　 由于小球藻细胞壁成分复杂、细胞壁较厚ꎬ并且

不同小球藻种之间细胞壁差异较大ꎬ因此制作小球

藻原生质体及半原生质体是转化体系中较为关键的

一步ꎮ 由于单一酶解液的效果并不理想ꎬ因此采用

组合酶液对小球藻进行酶解处理ꎮ
取酶解不同时间的藻细胞ꎬ在光学显微镜下观

察细胞状态ꎮ 通过研究不同酶解时间对半原生质

体 /原生质体形成的影响发现:酶解时间不足ꎬ形成

半原生质体 /原生质体的数量较少ꎻ酶解时间过长ꎬ
细胞酶解过度ꎬ又会导致细胞内容物溢出ꎬ无法形成

完整细胞ꎮ 综合分析ꎬ最佳酶解条件为在避光条件

下于 ３０ ℃、１４０ ｒ / ｍｉｎ酶解 ３０ ｈꎬ相应的原生质体 /
半原生质体形成率为 ５５􀆰 ７％(图 ２)ꎮ
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图 ２　 酶解时间对半原生质体 /原生质体生成的影响

Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ｏｎ ｓｅｍｉ￣ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ / ｐｒｏｔｏ￣
ｐｌａｓｔ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２.２　 磁性纳米颗粒对质粒的吸附性

ＤＮＡ 小分子可以穿过琼脂糖凝胶ꎬ向电场正极

方向迁移而形成条带ꎮ 磁性纳米颗粒通过静电吸附

作用与质粒相互结合形成磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合

物ꎬ将大量质粒吸附于磁性纳米颗粒上后ꎬ由于复合

物的粒径相对较大ꎬ进行电泳时复合物会被阻滞于

点样孔中而不随之迁移ꎮ 当磁性纳米颗粒对质粒的

吸附达到饱和以后ꎬ未被吸附的质粒则会在凝胶中

进行迁移ꎬ因此对电泳后的凝胶进行观察分析便可

以判断磁性纳米颗粒对质粒的吸附性能ꎮ 图 ３ 的电

泳结果显示ꎬ不同质量比梯度的磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ
复合物的结合能力不同ꎬ其中 １~４ 泳道的质粒基本

未迁移出点样孔ꎬ５ 泳道中有部分质粒开始迁移ꎬ表
明磁性纳米颗粒与质粒的质量比为１ ∶ １、１ ∶ ２、１ ∶
５、１ ∶ １０ 时均可稳定结合ꎬ当质量比达到１ ∶ ２０ 时ꎬ
磁性纳米颗粒的吸附能力已经达到饱和状态ꎮ

１~５ 泳道分别表示磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物中磁性纳米颗粒

与质粒的质量比分别为１ ∶ １、１ ∶ ２、１ ∶ ５、１ ∶ １０、１ ∶ ２０ꎻ６ 泳道为

质粒ꎮ 每孔中的 ＤＮＡ 质量均为 ２ μｇꎮ
图 ３　 磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物的琼脂糖凝胶电泳结果

Ｆｉｇ.３　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉ￣
ｃｌｅｓ￣ＤＮＡ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

２.３　 磁性纳米颗粒对质粒的保护性

外源基因在磁性纳米颗粒的携带下进入细胞后ꎬ
细胞内部酶的消化作用可能导致 ＤＮＡ 降解ꎮ 而磁性

纳米颗粒与质粒由于静电吸附作用形成的复合物紧

密结合ꎬ产生了构象上的变化ꎬ可以在一定程度上保

护 ＤＮＡꎮ 因此ꎬ通过分析磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物

能否免受酶解消化作用ꎬ能够检测复合物在进入细胞

后对外源核酸的保护作用ꎮ 制备磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ
复合物之后ꎬ用 ＤＮａｓｅⅠ进行消化ꎬ以同样条件下未加

入 ＤＮａｓｅⅠ的磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物作为对照ꎬ进
行琼脂糖凝胶电泳ꎮ 电泳结果显示ꎬ磁性纳米颗粒在

与质粒的质量比为１ ∶ １０ 及以内时均停留在点样孔

中ꎬ未被消化ꎬ与未加入 ＤＮａｓｅⅠ的复合物基本一致ꎬ
磁性纳米颗粒呈现出良好的结合性和保护性ꎻ而当磁

性纳米颗粒与质粒的质量比为１ ∶ ２０ 时ꎬ由于结合达

到饱和ꎬ质粒并未完全与磁性纳米颗粒结合而被降

解ꎻ经过酶处理的纯质粒完全被降解(图 ４)ꎮ 结果表

明ꎬ在磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物中ꎬ磁性纳米颗粒可

以与外源基因结合ꎬ从而有效保护 ＤＮＡ 免受核酸酶

的降解ꎮ

１、３、５、７、９ 泳道为未经酶切的磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物ꎬ磁性

纳米颗粒与质粒的质量比分别为１ ∶ １、１ ∶ ２、１ ∶ ５、１ ∶ １０、１ ∶
２０ꎻ２、４、６、８、１０ 泳道为相同条件下经过酶切的磁性纳米颗粒￣
ＤＮＡ 复合物产物ꎬ磁性纳米颗粒与质粒的质量比分别为１ ∶ １、
１ ∶ ２、１ ∶ ５、１ ∶ １０、１ ∶ ２０ꎻ１１ 泳道为未经酶切的质粒ꎻ１２ 泳道为

经过酶切的质粒ꎮ 每孔中的 ＤＮＡ 质量均为 ２ μｇꎮ
图 ４　 磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物酶切产物的琼脂糖凝胶电泳

结果

Ｆｉｇ.４　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉ￣
ｃｌｅｓ￣ＤＮＡ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＤＮａｓｅ Ⅰ

２.４　 磁性纳米颗粒￣ＤＮＡ 复合物转化小球藻的荧光

瞬时表达

　 　 用纳米磁性颗粒介导 ＥＧＦＰ 基因转化小球藻细

胞后ꎬ４８ ｈ 内进行荧光显微观察ꎮ 图 ５ 显示ꎬ经质粒
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ｐＹＢＡ１１３２ 转化的藻细胞中部分发出绿色荧光ꎬ在
视野中呈清晰的绿色ꎬ未被转化的藻细胞呈现红色ꎬ
表明绿色荧光蛋白基因 ＥＧＦＰ 被成功转入椭圆小球

藻 Ｆ９６２ 中并表达出荧光蛋白ꎮ 试验结果表明ꎬ由磁

性纳米颗粒介导的小球藻遗传转化方法是成功的ꎮ

ａ、ｂ:不同视野下转化的小球藻ꎻｃ:对照ꎻａ１、ｂ１、ｃ１:明场视野下的小球藻细胞ꎻａ２、ｂ２、ｃ２:叶绿体自发荧光ꎻａ３、ｂ３、ｃ３:细胞内 ＥＧＦＰ 荧光ꎮ
图 ５　 荧光显微镜下磁性纳米颗粒介导的绿色荧光蛋白基因 ＥＧＦＰ 在小球藻中的表达情况

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｅｌｌｉｐｓｏｉｄｅａ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

３　 讨 论

遗传转化体系的构建是开展基因工程研究工作

的基础ꎬ而新型、高效的纳米载体技术的出现ꎬ加快了

植物基因工程的研发速度ꎮ 当前ꎬ已有研究将该技术

应用于棉花[１７]、水稻[１５]等作物上ꎬ通过便捷稳定的操

作ꎬ简化了转化过程中一系列繁琐的步骤ꎬ而且在遗

传转化的过程中ꎬ受体材料的可选择范围广ꎬ磁性纳

米颗粒对受体材料呈现出优良的安全性、稳定性与保

护性ꎮ 本研究首次尝试将磁性纳米颗粒介导的转化

方法用于小球藻ꎬ小球藻作为当前最具经济潜力和生

产价值的真核微藻之一[１８]ꎬ其应用范围广泛ꎬ可作为

转基因技术良好的受体材料ꎬ但是由于其遗传转化方

法的限制等原因ꎬ导致小球藻的基因工程工作进展缓

慢ꎮ 纳米载体具有独特的理化结构和转化原理ꎬ可以

简化传统转化方法的操作步骤ꎬ装载大量核酸分子ꎬ
并且在一定程度上保护与之结合的外源基因ꎬ从而提

高转化效率ꎮ 本研究结果表明ꎬ磁性纳米颗粒与质粒

的质量比在１ ∶ １０ 及以内时均可以稳定结合且 ＤＮＡ
不容易被 ＤＮａｓｅⅠ消化降解ꎬ这是外源基因有效进入

细胞进行转化的基础ꎮ
植物细胞具有坚实的细胞壁ꎬ小球藻的细胞壁

是磁性纳米颗粒￣质粒复合物进入受体细胞的障碍

之一ꎬ因此利用酶解法去除小球藻细胞壁是转化过

程中的第一步ꎮ 小球藻细胞壁成分复杂ꎬ主要成分

为纤维素和半纤维素[１９]ꎬ本试验使用混合酶解液制

备小球藻半原生质体 /原生质体ꎬ纤维素酶和半纤维

素酶可以有效疏松其细胞壁ꎬ提高转化效果ꎬ并且对

细胞的整体伤害小ꎮ 酶解时间的选择是其中关键的

一步ꎬ酶解时间过短ꎬ半原生质体 /原生质体获得率

较低ꎻ而酶解时间过长ꎬ细胞内容物流出ꎬ导致细胞

不完整ꎬ无法作为转化受体进行高效遗传转化ꎮ 本

试验探究了酶解时间对椭圆小球藻 Ｆ９６２ 半原生质

体 /原生质体形成的影响ꎬ最终确定了椭圆小球藻在

３０ ℃、１４０ ｒ / ｍｉｎ条件下避光酶解 ３０ ｈ 时ꎬ获取半原

生质体 /原生质体的效果最佳ꎮ
本研究在转化过程中使用增强型荧光蛋白基因

作为外源报告基因ꎬＥＧＦＰ 基因为 ＧＦＰ 基因的突变

型ꎬ发射的荧光强度比 ＧＦＰ 基因增加了约 ３５
倍[２０]ꎬ且已有报道表明该基因已经成功在杜氏盐藻
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(Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ ｓａｌｉｎａ)中表达[２１]ꎮ 在本研究中ꎬＥＧＦＰ
基因在小球藻中的瞬时表达结果清晰ꎬ因此更适合

作为一种报告基因在小球藻中用于检测基因的瞬时

表达情况ꎮ 通过 ＥＧＦＰ 基因瞬时表达建立磁性纳米

颗粒介导的转化方法作为构建生物新型遗传转化体

系的初步探索ꎬ证明了此方法用作小球藻转化技术

的可行性ꎮ
利用小球藻作为生物反应器生产功能蛋白质正

在不断发展ꎬ虽然目前小球藻已经成功表达人生长

素[２２]、比目鱼生长激素[２３]、兔防御素[２４]等具有功能

性的外源蛋白质ꎬ但是由于转化体系与方法不稳定

等原因ꎬ限制了小球藻作为生物反应器的进一步开

发和应用ꎮ 因此ꎬ不断发展便捷稳定的转化方法和

技术对于小球藻的开发利用尤为重要ꎮ 磁性纳米颗

粒作为载体介导转化方法ꎬ已经被证明可以用于小

球藻的转化ꎬ相对于其他转化方法具有可以装载大

量大片段 ＤＮＡ 与操作简单等优势ꎬ具有一定的优越

性ꎮ 后续还需不断优化转化条件ꎬ建立更加稳定高

效的遗传转化体系ꎬ为发展小球藻新型转基因技术

提供理论基础ꎮ
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