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藻类分子生物技术两年评

—
与藻类活性物质研究有关的生物技术

*

严小军 秦 松
(中国科学院海洋研究所

,

青岛

曾呈奎
2 6 6 0 7 1)

提要 根据 19 9 2 年 6 月一 1 9 94 年 6 月国内外发表资料
,

评述海洋藻类活性物质研究的生

物技术及最新成果
。

认为
,

海洋生物活性物质研究的重心正转向与海洋生物技术有关的研

究
。

运用生物技术筛选
、

提取并生产藻类活性物质已经成为这一领域的主流
。

综合文献表明
,

藻类活性物质研究的生物技术正走向成熟
,

大量的活性物质被发现
,

光生物反应器将成为

主要的下游生产技术
,

通过藻类基因工程生产药物已初现端倪
。

关键词 藻类 分子生物技术 生物活性物质 生物反应器

近年来
,

大量生源学和生态学研究结果表 明
: 海洋生物活性物质 的初始来源大部分

甚至可能全部是来 自低级海洋生物如藻类及其共生菌类
。

因此
,

运用生物技术筛选
、

提

取并生产藻类活性物质正成为这一领域的主流
。

本文根据 19 92 年 6 月一 199 4 年 6 月国内

外发表的文献资料
,

就藻类活性物质研究方 面的有关生物技术
,

予以综合评述
,

以期为

我国海洋生物活性物质的研究开发提供素材与思路
。

1 藻类活性物质筛选的生物技术

1
.

1 微藻活性物质的提取

为 了保证微藻活性物质筛选的可重复性
,

必须能对微藻作大量
、

可重复提取的试验
,

而微藻 的采集
、

分离
、

培养等一整套生物技术正是筛选结果可重复性
、

可靠性 的保证
,

也

为今后大规模工业生产提供种质资源和先期研究数据
。

微藻的采集工作 比较简单
。

一般微藻附着在沙石
、

贝壳
、

大型藻
、

死珊瑚等多种材料

上
,

所以在潮间带或潜水采集这些材料
,

将之装入 天然海水 中
,

带回实验室作分离工

作
。

如果是丝状蓝藻也可现场分离
。

分离微藻首先在立体显微镜下操作
,

放置几天后再

作一次分离
。

这一方法尤其适用于生长速度较快的蓝藻
。

然后将分离的微藻放在一定的

培养基 (如 f/ 2 或 E S 等 )中培养
。

对于生长速度较快的微藻要进行 扩增 (Ge rw ick
,

19 9 4)
。

然后
,

将收集培养的细胞冷冻干燥
,

制备提取物
。

一组是水溶性成分
,

另一组是脂溶性

成分
,

提取方式有溶剂种类及配比变化 (Ge o ick
,

19 9 4 ; Pa tte rs on et al
. ,

19 9 3).

1
.

2 微藻活性物质的筛选

*
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筛选活性物质的检测方法已趋 向系统化
、

规范化
。

抗细菌和抗真菌 试验
,

采用标准

的琼脂平板试验法
。

试验的菌株是海洋或陆地 已知的细菌和真菌
,

或者用从热带褐藻表

面获得 的细菌和真菌菌株
。

试验 的浓 度通常是每平板 0
.

10 m g
,

1一 2d 之后测量其抑 菌

圈
。

细胞毒性是指该物质对培养细胞的毒性
,

通常用 P-- 3 88
,

卜 12 10 白血病细胞或 K B 肿

瘤细胞作体外试验
。

检验海洋天然产物 的细胞毒性
,

常利用海胆受精卵
,

观察样 品对其

细胞分裂 的抑制作用
。

抗病毒试验最常用 I型单纯疤疹病毒 (H SV 一I)
、

疤疹性 口 炎病毒

(V S V )及 I型灰质炎病毒
,

测量粗提物或化合物对病毒增殖 的抑制作用 (苏镜娱
,

1 9 9 2)
。

随着理性药物分子设计理 论的发展
,

受体和配体的概念已经用于寻找药物 的前导化合物

(凡
连d llle : e t al.

,

199 4)
,

尤其是组合化学技术大大地缩短 了筛选时间
、

简化了程序
,

提高

了肤类及核昔酸类药物的筛选效率 (Al pe
r,

199 4)
。

对于抗肿瘤药物来说
,

对肌昔单磷酸

脱氢酶 (IM p D H )
、

蛋 白质酪氨酸激酶 (PT K )
、

蛋 白质激酶 C (PK C) 的抑制
,

可作 为筛选指

标 (Ge rw ick
,

19 94 )
。

对于抗爱滋病药物筛选来说
,

对 HI V 逆转录酶或 印 vg ag 基因产物

蛋白质 P24
,

P1 7 的抑制
,

可作为筛选指标 (李青选
,

19 9 3)
。

自 70 年代 以来
,

微藻生物活性物质的筛选 已做了大量 工作
,

发现微藻如蓝 藻
、

金

藻
、

隐藻均能产生抗肿瘤
、

抗病毒 的新 型化合物
。

Ge rw ic k (199 4) 小组的筛选结果表 明
,

微藻对 IM PI) I」的抑制率为 2 4 / 4 4 7
,

即 4 4 7 种微藻提 取物中有 24 种具有酶抑制 活性
,

对PT K 的抑制率为 8 / 5 01
,

对 PK C 的抑制率为 9 / 4 6 2
。

夏威夷大学 自 19 81 年起培养藻

类
,

已经筛选了 1 5 0 0种
,

其 中 4 0 0 种是蓝藻 (p a
tte rs o n ,

1 9 9 4 )
。

p
atte

rs o n (19 9 1
,

19 9 3 )专

门对蓝藻的生物活性作了筛 选
。

结果表明
,

7 % 被测蓝藻 的提取物能抑制 K B 细胞系繁

殖
,

其 中真枝藻科 (S ti g o ne m a

tac
e ae )产生 的抗癌 物质最丰富 ; 色球藻 目 (c hro oc oc c al es )

产 生 的抗 病 毒 物质 最 多
。

在抗 爱 滋 病 活 性 物 质 筛 选 时 发 现
,

来 自太 平 洋 裂 膜藻

(& h妙m inl’
a p ac 沂,’a )的一种硫酸多糖是 扭v 病毒逆转录酶的特异性抑制剂

。

硫酸多糖

的浓度为 2 00 0I U / m l 时
,

抑制活性达 92 %
,

而对细胞 D NA 和 R N A 合成无影响
。

这一

物质不仅可抑制 H rV 逆转 录酶
,

而且 对其它病 毒 的逆转 录酶也有 抑制作 用 (李 青选
,

199 3 )
。

另外
,

从蓝藻鞘丝藻 (Ly
n g by

a la te r
he im il’) 提取分离的含硫糖脂能抑制 H W 复制

,

已被 N C I(美国国立癌症研究所 )批准作临床前 的药理
、

毒理研究
。

硫脂的结构和生物活性

已被化学合成与生物检测所证实 (G o rd on
e t al

. ,

19 9 2)
.

L 3 其它

随着生物化学
、

分子生物学及药理学研究 的 日益交叉渗透
,

各种分子水平的筛选模

型被建立起来
,

体外筛选技术 已成为有关生物技术 的一个分支
。

对于大型海藻活性物

质筛选
,

Bl u n d en 等 (19 9 4) 发现
,

褐藻所含的高分子量多酚具有多种生物活性
,

包括切

割质粒 D N A
、

血液凝集活性
、

脂酶及
a 一淀粉酶 的抑制作用等

。

张尔贤等 (1 9 9 4) 研究 了鼠

尾藻 (Sa rg “二u m th u n
he rg ii) 多糖对人粒细胞超 氧 阴离子 自由基释放 的影 响

。

采 用刀豆

球蛋 白 A (C on A )刺激人粒细胞释放超 氧阴离子 自由基
,

若加人 鼠尾藻多糖则 能增强

释放能力
,

缩短延迟 时间
,

表明对细胞免疫有某种调节作用
。

筛选藻类活性物质 的过程

见图 Ia
。

2 藻类活性物质生产的生物技术

藻类 活性物质 的筛选
、

提 取
、

分 离及结 构鉴定等研究 的 目的
,

除 了了解 自然界 大
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: 确定优先研究活性化合物

}
藻株分离

卜
!

I样
品采集

}

微藻培养
再 培 养

培养难易性

哥呀呀中
一 结构新颖性

生生物检测测

弃弃弃弃弃弃弃弃弃弃去去

改改变筛选模型型型型型型

活性颖率

一 代表技术运用次序 ; - - - ~ 代表指导性作用

目标
: 获得海洋药物

活活性化合物物

呀画下匣叶叶
上市

物 反 应 器 技 术

{ !
因 工 程 技 术

图 1 藻类活性物质筛选 (a) 及生产 (b) 的技术内容及过程

R g
.

l Sc re e ni ng (a)
a n d PrC心uc ti o n

(b)
o f bi o ac ti v e s

ub
sta llc e s

fro m al g ae

生态系统中物质的生物合成
、

代谢及食物链传递外
,

还有对有明确药效
、

经济 前景看好的

活性物质进行生产
。

这种大规模的药物生产需要足够 的生物量
,

这个 目标只有依靠生物

技术来完成
,

即生物反应器技术
。

另一方面
,

对于某些基础研究而言
,

稳定的物质来源

也 十分 重 要
。

例如 石 房蛤毒素 (S ax ito xi n)
、

短 裸 甲藻毒素 (B re ve to xi n) 及 刺尾鱼毒素

(Mai to to xi n) 等
,

是重要的神经药理学工具
。

因此
,

藻类活性物质的规模化连续生产
,

在

研究
、

开发
、

应用各层次上均是必不可少的
。

藻类活性物质生产的相关内容见图 lb
。

2
.

1 生物反应器技术

生物反应器是连接原料和产物的桥梁
,

也是多种学科的交叉点
。

在反应器 中
,

通过

目的产物合成
,

廉价 的原料迅速升值
。

因此
,

生物反应器的设计和操作是生物工程最为

重要 的问题
。

它 对产 品的成本和质量有很大影响
。

生物反应器要适应众多 的生产过程
,

在形状
、

大小和操作方式上有很大变化
。

尽管如此
,

生物反应器设计的目标却始终是使

生产成本最小
。

对于商业化生产来说就是扩大生产能力
、

提高产品质量
。

由于微藻大多数属于光合作用生物
,

因此生物反应器的设计概念与传统的发酵有根

本区别
。

从广义上说
,

光生物反应器包括两个方面
:
其一

,

大面积室外养殖
,

如盐藻生
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产 p 一 胡萝 卜素
,

螺旋藻生产 Y 一 亚麻酸等 (秦松
,

19 9 4)
。

C oh en 等 (19 9 4) ‘,在氮饥饿高

光条件下
,

室外培养小球藻 (Ch lo re lla
z

叨ng ic ns is) 累积虾青素
,

日产虾青 素 0
.

89
。

其

二
,

是真正概念上 的生物反应器
,

在可控条件下高密度养殖
。

有关这一技术已有许多专

利保护
。

Bl ai ch 等 (19 9 1) 申请了生物反应器 的模具专利
,

可制造各种规格
、

形状的生物反

应器以用于藻类
、

真菌
、

酵母
、

细菌的培养
。

C ha u lllo nt 等 (19 9 3) 采用透明材料制成密闭的

光生物反应器系统
,

辅 以培养介 质和二氧化碳
,

将光导纤维浸于培养介质 中
,

可以 控制

光 的强 度
、

周期 及波 长特 性
,

从而 对微藻 的代谢产 物生 产过 程 进行 调控
。

H oc k se m a

(199 1) 采用透明空心管从反应器 中横穿
,

使外部光源经过空心管道进人反应器
。

Z han d ov

等 (19 9 0) 描述 了一个由光源
、

透明管组成密闭循环系统的光生物反应器
,

配备泵
、

流速控

制
、

气体交换器
、

热量交换器等
,

在透 明管外涂上 电发光涂层用于增强光强
。

H u 等 (19 9 4)
2 , 设计了一种用于室外培养光 自养微生物的平板生物反应器系统

,

它 由

一系列玻璃管组成
,

通过调节光通道长度来控制微藻的生产
。

Ro rre
r
等 (1 9 9 4) ”

将糖海带

(L
.

sa 二ha
r l’n a) 的雌配子体丝状组织作悬浮细胞培养

,

以 C p Z人工海水为营养介质
,

采

用气升式搅拌型生物反应器
,

得到了类花生烯酸 15 一 H ET E 的类似物
。

2
.

2 藻类基因工程在活性物质生产 中的应用

藻类基因工程是藻类分子 生物技术 的核心
,

它在 活性物质研究 的应用上有两个方

面 : 其一
,

藻类活性蛋 白质的基因工程表达
,

即以藻类的蛋白质或酶作为 目的产物通过

工程菌发酵生产
。

秦松等 (19 94 )
4 )成功地克隆了蓝别藻蓝蛋 白 (A PC) 基因

,

并通过构成融

合蛋 白的方式实现了在大肠杆菌中的高效表达
。

将基因工程生产的融合别藻蓝蛋 白用作

抗肿瘤研究
,

结果表明
,

基因工程表 达产物具有明显的抑制肿瘤
、

延长生命的生物活性
。

其抑瘤效果可能是 通过激活淋 巴系统发 生作用
。

其二
,

藻类作 为基 因工程表 达系统
。

H a g iw a ra 等 (1 9 9 2) 将人超氧化物歧化酶 (h u 一 s o D) 基因装人重组质粒
,

导人蓝藻中进行

表达
。

结果表 明
,

工程微藻的产物与细菌发酵产物 同样有效
。

这为基因工程药物生产提

供了一套新的表达系统
。

2
.

3 重要活性物质结构类型概述

关 于 藻 类 活 性物 质 结 构 已 有 许多 综 述
,

如苏镜 娱 (19 9 2)
、

张 成 武 (1 9 9 2) 等
。

Ge rw ic k (1 99 4) 分析了海洋 蓝藻 天然产物 的结构类型
:
在 1 04 种天然产物 中

,

36 % 属大

环内酷
,

39 % 属环肤或氨基酸衍生物
,

8 % 属类枯
。

P a tte rs o n
等 (19 9 4) 对蓝藻奇异伪枝藻

(匆
to ne m “ m ir ab l’le )产生 的 38 种细胞毒化合物分析发现

,

3 种属大环 内醋
,

24 种属氨

l ) C O lle 几 E
.

e t al
.

,

199 4
,

O u td o o r p r‘司uc ti o n o f se e o ll d a尽 e a ro te n oi ds fl飞扣 1

the g re e n
mi

e ro al g ae Ch to r e
lla

之司动g ie n s ily, A b stl习 c t o f R fth In te ll l a tl o n al Ph yeo log ie al C o n g re s s
.

2 ) H u ,

Q
.

e t al
,

19 9 4
,

A fl at bi o re ac to r syste m fo r o t lt‘lo o r m as s e ul ti v
ati

o n o f m ie

roo rg 翻
sm s ,

A bs tr
.

o f

R fth l跳 Ph ye o l
.

C o
ng re s s

.

3 ) Ro rre r, G
.

L
.

e t al
,

19 9 4
,

B io re 茜to r s e

aw
e e d e e ll e ul ture fo r P r《x lllc ti o n o f bi o m ate ri al s ,

A比tr
.

o f R fth

In t
.

Pllyc o l
.

C o n g re s s
-

4) 秦松等
,

19 94
,

基因工程生产融合别藻蓝蛋白抗肿瘤活性研究
,

全国第四次海洋湖沼药物开发研讨会论文

集
.

10 6一 10 7
。
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基酸衍生物
,

6 种属异睛类化合物
。

大环 内醋 陆生蓝藻伪枝藻科 (Sc yto ne m a to ce ae )中筛选出的细胞毒化合物双歧藻

素 (S cy to p hy ci ns )是一类大环内醋化合物
,

其中的主要活性成分单歧藻素 (T ol y tox in) 能破

坏微丝组织
,

使真核细胞分裂能力丧失
,

它对肾癌和神经瘤 的治疗十分有效 (Pa tte r s
on

e t al
. ,

19 9 2 )
。

N a g ai 等 (19 9 2 )从剧毒冈 比甲藻 (‘a m 右te r

al.s
e u 、 to 万c u s)的培养液 中

,

分

离到一种具有抗真菌活性的化合物 冈比酸 (C a lllbi eri
c ‘ id) 也是大环内醋

。

环肤类化合物 从蓝藻真枝藻科 (s tig on
e m

atac
e ae )的繁育拟惠氏藻 (琳

、tiel lop
s is

Pr ol 毋ca )中
,

分离得到一 种环六肤化合物
,

对 K B 细胞系的细胞毒 为 2协g / m !(P ri nc eP

et al
. ,

199 2)
。

研究发现
,

这种惠氏藻素 (w es tie uam ide )与一种从海鞘中发现的化合物相

同
,

这种海鞘 的共生微藻能产生这一活性物质阳
a lllb ley

,

1 9 9 2)
。

Fra nk m ol le 等 (19 9 2) 从

宽松鱼腥藻 (An ab ae na la 二)中分离得到两种宽松鱼腥藻素 A
,

B (L a x
ap hyc in A B)

,

分

别是 H 肤和 12 肤
,

具有抗真菌活性和细胞毒活性
。

而且这两种多肤在药理上具有协同

效应
,

oe rw ic k 等 (19 8 9 )从热带海洋蓝藻肠形链丝藻 (物
r m o 功a m n io n 。n te r o m o

, 人
o

ide
s)

中分离得到 一种抗 细菌和细胞毒 活性 的环肤链丝藻素 (H o

rm
o th am ni n)

,

是 11 元 环肤
,

对多种瘤细胞系有较强的毒性
。

大环内醋及环肤类化合物结构独特
、

药效明显
,

许多物质 已成为药物研究中的先导

化合物
,

若通过有机合成制造仍有相 当难度
,

因此
,

利用生物反应器技术解决化合物资

源问题 已成为藻类活性物质研究的必 由之路
。

3 展望

对于我国的海洋药物新药研究计划来说
,

这方面的情况相 当严峻
。

因为许多具有活

性
、

有望成 为新药的化合物都受到专利保护
。

例 如
,

抗真 菌
、

抗肿瘤 的双歧藻素 (M 0 0 re

e t a l
. ,

19 8 9 )
,

抗癌 药物屋 甲藻素 A (GO ni o d m in A ) (瓦即
o n S ul s

an K a isha ,

19 9 0 )
,

有

免疫调节功能 的微鞘 藻素 (Mi
c

roc ol in) (Ko eh n e t al
. ,

19 9 2) 以及耐热内切酶等 (A g en cy

o r In d u s t五al s c ie n c e & 几
eh n o lo g y

,

1 9 9 3 )
。

若要开发新型海洋药物
,

尚需作艰苦努力
。

藻类活性物质及有关的分子生物技术应是我国海洋药物开发计划的重点
。

生物技术

为海洋药物的开发提供了捷径
,

它为长期 困扰海洋药物再生资源的问题提供了答案
。

因

此
,

生物学家
、

化学家
、

药理学家通过共同运用生物技术而更紧密地结合起来
。

利 用基因工程生产海洋药物
,

将成为继生长 因子之外 的新的基 因工程药物研究领

域
,

具有纯度高
、

产量高
、

成本低 的优越性
,

也是海洋资源型药物以外巫待发展的海洋高

新技术领域
,

具有广阔的应用前景
。
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