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摘  要：以转 hTNF−α基因聚球藻 7002为对象，在摇瓶培养下对其生长条件进行了初步研究. 结
果表明，当光照强度为 100 µmol/(m2⋅s)时，藻细胞生长速率最大；35oC为其最佳培养温度；氯化
钠浓度为 12∼24 g/L时生长良好，最适浓度为 24 g/L；转 hTNF−α基因的聚球藻 7002能利用铵盐
和硝酸盐为氮源，其中硝酸盐对其生长最有利，硝酸钠最适浓度为 1 g/L；加入有机碳源可以显著
促进藻细胞生长，其中 5 g/L的蔗糖对其促进作用最明显. 
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1  前 言 

人肿瘤坏死因子−α(human tumor necrosis factor α，hTNF−α)是由激活的巨噬细胞产生的一种
多功能蛋白质细胞因子，由 3个分子量为 17 kDa的非糖蛋白单体构成. 它具有直接杀死或抑制肿
瘤细胞的功能，是很有希望的天然抗癌因子[1]. 但由于其静脉注射毒副作用较大，至今还停留在临
床实验阶段[2]. 
蓝藻是一类能进行光合放氧作用的原核生物，由于具有结构简单、易于遗传操作、含蛋白酶

较少、通常不含内毒素、产物不形成包含物等特点，逐渐成为基因工程中的重要表达宿主[3]. 中国
科学院植物研究所已成功构建了一系列的转基因蓝藻，其中转 hTNF−α基因聚球藻 7002有望开发
成为口服抗肿瘤药物而具有广阔的应用前景[4]. 
由于外源基因的转入，增加了藻的代谢负荷，藻生长缓慢，转基因藻的规模培养技术成为其

产业化的关键[5]. Takahashi 等[6]通过改变营养条件的方法使转聚 3−羟基丁酸酯(PHB)聚球藻 7942
的 PHB产量达到细胞干重的 25%. 国内有厦门大学的转人源胸腺肽α基因聚球藻 7942、华中理工
大学的转小鼠金属硫蛋白基因集胞藻 6803等条件培养的报道[7,8]，但目前尚未有转 hTNF−α基因聚
球藻 7002培养条件的相关报道. 因此研究转 hTNF−α基因聚球藻 7002的生长条件对缩短其生长代
时、提高生长速率、实现高密度培养十分重要. 
本工作在摇瓶实验中考察了光照强度、温度、盐浓度等基本环境因子及氮源、碳源等营养源

对转 hTNF−α基因聚球藻 7002生长的影响，以期对其高密度培养条件作初步探索. 

2  材料和方法 

2.1 实验材料与主要试剂、仪器 

蓝藻细胞株：转 hTNF−α基因聚球藻 7002(transgenic Synechococcus sp. PCC7002 with hTNF−α 
gene)由中国科学院植物研究所提供. 
主要试剂：无水葡萄糖、蔗糖、氯化钠、硝酸钠、氯化铵均购自北京化学试剂商店；N−乙酰

葡萄糖胺(NAG，青岛海马生物科技有限公司)，硫酸链霉素(华北制药股份有限公司)，氨苄青霉素
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(华北制药股份有限公司). 
仪器：HZQ−QG旋转摇床(哈尔滨东联电子技术开发有限公司)，721−B型分光光度计(上海光

学仪器厂)，FGH−1型光合有效辐射计(北京师范大学光学仪器厂)，上皿电子天平(上海精密科学仪
器有限公司). 
2.2 实验方法 

2.2.1 摇床培养 
配制Medium A培养基[9]，分装在 250 ml三角瓶中，瓶口覆盖无菌通气封口膜，每瓶装 150 ml，

高温灭菌后静置至少 8 h，否则藻细胞会由于缺乏 CO2而死亡. 使用时，在超净台上分别加入终浓
度均为 50 µg/ml的氨苄青霉素和硫酸链霉素(抗生素选择从而保证转基因藻的纯培养)，再将 10 ml
种液接入，在摇床上振荡培养，温度 35oC，转速 120 r/min，日光灯提供光照，平均光强为 100 
µmol/(m2⋅s). 在分别考察光强、温度、盐浓度、营养源(氮源、有机碳源)对藻生长的影响时，采用
单因素分析法，并在下 1个单因素实验中采用上 1个实验的优化结果. 
2.3 分析检测 

藻细胞生长测定：培养过程中定时取样，测定其在 750 nm波长下的光吸收值 OD750，反映藻

细胞生物量的增加; 但当藻液的 OD750超过线性范围时，需将其稀释后再进行测量. 转基因聚球藻
OD750与细胞干重 Y的关系如下：Y=0.5598OD750 (g/L). 
比生长速率测定：根据藻细胞生长数据，采用最小二乘法，线性回归求斜率. 

3  实验结果 

3.1 环境因子对转基因聚球藻生长的影响 

3.1.1 光照强度对转基因聚球藻生长的影响 
光是光合自养微藻最重要的环境因子，它不仅是其进行光合作用的基本能量来源，同时也影

响微藻的结构和功能等生理特性[10]. 实验考察了不同光强下转基因聚球藻的生长情况，结果见图 1. 
由图可见，光照强度对转基因聚球藻的生长有明显影响，当光强低于 100 µmol/(m2⋅s)时，其生长
速率及细胞密度均随光强增加而增加，当光强继续增大至 140 µmol/(m2⋅s)时，藻细胞生长表现出
一定程度的抑制，由此可见，转基因聚球藻生长的最适光强为 100 µmol/(m2⋅s). 在实验过程中还发
现，不同光强下转基因聚球藻呈现的颜色有所不同，强光下[光强>60 µmol/(m2⋅s)]为黄绿色，弱光
下[30 µmol/(m2⋅s)]为蓝绿色. 这是因为蓝藻含有叶绿素 a、类胡萝卜素、藻胆色素等 3大色素，这
些色素的含量可因光的强度或光的波长不同而改变，强光下转基因藻呈现黄绿色，是由于参与光

保护机制的类胡萝卜素的增多所致，称之为色素的补偿作用[11]. 因此可认为转基因聚球藻颜色的
变化是由于光强的不同引起的. 
3.1.2 培养温度对转基因聚球藻生长的影响  
温度是影响藻类所有代谢活动的一个主要因子，它对藻细胞生长的影响主要是通过改变酶促

反应速率实现的. 在低于最适温度时，升高温度可提高酶的活性，从而促进细胞生长[12]. 在一定的
温度范围内，随着温度的增加，转基因聚球藻生长速率相应提高，但如果温度升为 39oC时，细胞
会死亡(数据未附). 因此实验设立 3个温度条件 25, 30, 35oC考察其生长情况，结果如图 2所示. 由
图可见，3 种温度条件下，转基因聚球藻经过不同的延滞期，开始快速生长，35oC 下的比生长速
率为 0.350 d−1，高于 30oC下的 0.321 d−1及 25oC下的 0.276 d−1，终细胞密度也最高，达 0.72 g/L. 由
此可见 35oC是转基因聚球藻生长的最佳温度. 



1

3

透

养

转

时

过

3

3

源

氮

或

长

的

38                                   过 程 

0 2 4 6 8
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8
D

ry
 c

el
l w

ei
gh

t (
g/

L)

Time (d)

Light intensity [µmol/(m2·s)]
  140        100
   60          30

工 程

图 1光照强度对转基因聚球藻生长的影响         
Fig.1 Effect of light intensity on the growth          

of transgenic Synechococcus sp. PCC7002      

.1.3 NaCl浓度对细胞生长的影响  
聚球藻是一种海洋微藻，其细胞生长要求一定

压的平衡，同时影响细胞的生长速率[13]. 配制不
基(Meduim A)相同，隔天取样测定转基因聚球藻
hTNF−α基因聚球藻 7002在 12∼24 g/L NaCl浓度
，细胞的平均生长速率为最大，最大细胞密度约

高的 NaCl浓度对生长不利. 
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图 3 不同 NaCl浓度下细胞的生长                 
Fig.3 Effect of NaCl concentration on the growth        

of transgenic Synechococcus sp. PCC7002        

.2 营养源的影响 

.2.1 氮源对转基因聚球藻生长的影响 
氮源对微藻的细胞组成和生长起着十分重要的

种类及浓度，考察其对转基因聚球藻生长的影响

源浓度为 0时，藻细胞几乎不生长. 添加适量的氮
硝酸盐都可作为氮源被吸收利用. 在生长初期，
得快，但第 4 d其生长速率下降，并出现枯黄的现
形式进入细胞内，使细胞内部 pH值升高，对细胞
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    图 2 培养温度对转基因聚球藻生长的影响 
     Fig.2 Effect of temperature on the growth of 
          transgenic Synechococcus sp. PCC7002 

的渗透压，适宜浓度的 NaCl可以维持细胞内渗
同 NaCl浓度的培养基，其它成份维持与标准培
细胞的生长，结果如图 3所示. 由图可以看出，
下均可较好地生长. 当NaCl为最适浓度 24 g/L
为 6 g/L NaCl浓度时细胞密度的 1.5倍. 过低或
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     图 4 氮源对转基因聚球藻生长的影响 
    Fig.4 Effect of nitrogen source on the growth of 
         transgenic Synechococcus sp. PCC7002 

作用[14]. 其它条件不变，改变培养基中无机氮
，结果如图 4所示. 从图可以看出，当培养液中
源后，转基因聚球藻生长速率明显提高，铵盐

以 NH4
+为氮源的藻细胞明显比以 NO3

−为氮源的

象，继而死亡，可能是由于部分铵离子以 NH4OH
产生毒害作用，影响细胞的生长[15]，而以 NO3

−
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为氮源的藻细胞则一直生长良好. 当 NaNO3浓度为 0.5∼1.5 g/L时，在藻细胞生长前期影响差别很
小，但进入指数生长期后，0.5 g/L的 NaNO3因无法提供藻细胞生长所需的足够的氮源而使其生长

速率减慢，1.5 g/L时可能由于氮源浓度过高对藻细胞生长起了某种不利作用，达到的终细胞密度
比 1 g/L NaNO3时的低. 在本实验条件下，1 g/L NaNO3为转基因聚球藻生长的最佳浓度和最佳氮

源. 
3.2.2 有机碳源对转基因聚球藻生长的影响  
已有的研究[16]表明，在微藻培养中加入有机碳源可有效地提高生长速率，降低细胞对光的依

赖，有利于实现微藻的高密度培养. 本实验在培养基中分别添加不同浓度的有机碳源(葡萄糖、蔗
糖、N−乙酰葡萄糖胺)，比较其对转基因聚球藻生长的影响，结果见图 5. 
由图可见，转 hTNF−α 基因聚球藻具有一定

的利用有机碳源的能力. 在光自养条件下细胞密
度一直较低，最高仅为 0.3 g/L. 添加适量有机碳
源后，藻细胞指数生长期的比生长速率显著增大，

培养密度比光自养条件下也相应提高了 3∼6 倍. 
各种有机碳源对藻细胞起作用的时间不同，需经

过一定时间诱导或激活糖的转运和利用机制，其

对细胞生长的促进作用才明显表现出来[17]. 在本
实验条件下各种有机碳源的最佳浓度分别为：N−
乙酰葡萄糖胺 1 g/L，蔗糖 5 g/L，葡萄糖 3 g/L，
其中蔗糖和葡萄糖对细胞生长的促进作用最显著. 

4  结 论 

转 hTNF−α基因聚球藻在摇瓶培养条件下的实验
(1) 转基因聚球藻生长的最适光强为 100 µmol/(
(2) 转基因聚球藻的最适生长温度是 35oC. 
(3) 转基因聚球藻在 NaCl浓度为 12 ~24 g/L范
(4) 对转基因聚球藻生长最有利的氮源为 NaNO
(5) 转基因聚球藻具有一定的利用有机碳源的能

酰葡萄糖胺 1 g/L，蔗糖 5 g/L，葡萄糖 3 g/L，其中蔗
总之，优化培养条件是提高转 hTNF−α 基因聚

大规模培养提供了相关依据. 
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Preliminary Investigation on the Culture Conditions of Transgenic Synechococcus sp. 
PCC7002 with hTNF-α Gene 

WANG Jing1,2,  KANG Rui-juan1,  TAN Tian-wei2,  CAI Zhao-ling1,  CONG Wei1 

(1. State Key Lab. Biochem. Eng., Inst. Process Eng., Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080, China;        

2. Department of Chemical Engineering, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China) 

Abstract: Light, temperature, NaCl concentration, nitrogen source, organic carbon source are important factors 
affecting the growth of transgenic Synechococcus sp. PCC7002 with hTNF-α gene. The growth of transgenic 
Synechococcus sp. PCC7002 was saturated at the level of 100 µmol/(m2⋅s) light intensity. The optimal temperature 
for cultivation was 35oC. The range of NaCl concentration suitable to cell growth was from 12 g/L to 24 g/L, and the 
optimal was 24 g/L. Transgenic Synechococcus sp. PCC7002 could use ammonium or nitrate for its nutritional 
requirement, but nitrate was the preferred nitrogen source and the optimal concentration was 1 g/L NaNO3. Several 
organic carbon compounds such as sucrose, glucose, glucosamine were tested. It was shown that organic carbon 
source promoted the cell growth apparently and 5 g/L sucrose was proved to be the most suitable. 
Key words: transgenic Synechococcus sp. PCC7002; cultivation condition; hTNF-α 
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