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摘要：【目的】为建立根癌农杆菌介导的莱茵衣藻快速简便高效的遗传转化体系，本研究以模式生物

莱茵衣藻为受体材料，从转化方法和转化子快速鉴定两个方面进行了优化。【方法】比较了固体培养基

共培养转化方法和液体培养基共培养转化方法对根癌农杆菌LBA 4404介导的莱茵衣藻CC425转化效率

的影响；研究并比较了(1)首先经过TE裂解再进行PCR (两步法)和(2)不经TE裂解直接进行PCR (一步法)

的两种转化子鉴定方法的最佳反应条件和扩增效率。【结果】农杆菌LBA 4404和莱茵衣藻CC425液体

培养基共培养5 d后的转化效果最好，转化率达43.33±1.67个转化子/106个藻细胞。PCR最佳反应条件

为：使用高保真DNA聚合酶Taq 1进行扩增；参加PCR反应的细胞密度为5×103–5×106个/mL；TE裂解

缓冲液沸水浴20 min (两步直接PCR方法)，或者预变性15 min (一步直接PCR方法)。两步法直接PCR

的扩增效率优于一步法，但后者反应步骤更简洁。【结论】本研究建立并优化了农杆菌液体介导莱茵

衣藻遗传转化体系，该体系可快速获得遗传转化子，减少转化工作量。 
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单细胞真核绿藻莱茵衣藻 (Chlamydomonas 

reinhardtii)，具有实验操作简单、生长周期短、

遗传背景清楚和容易获得各种突变体等优点[1]，

是众多生物学过程研究的模式物种，已广泛应用

于光合作用、遗传与代谢、细胞周期调控、鞭毛

功能和组装等生物学过程[2–4]。 

莱茵衣藻的遗传转化是获得突变体，进而研

究基因功能、遗传代谢等生物学过程的有效手

段。目前莱茵衣藻的遗传转化方法主要有玻璃珠

法[5]、电击法[6]、基因枪法[7]和农杆菌介导法[8]。 

由于农杆菌介导的转化方法操作简单、可转

移大片段 DNA、插入基因整合拷贝数低、遗传稳
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定性好、重排少和可优先整合到转录活性区等优

点[9]，成为当前植物基因工程最常用的方法。然

而农杆菌转化效率受颇多因素影响，例如农杆菌

株、受体类型、菌与受体共培养的方式、浸染浓

度和时间等，因此，转化方法还需根据转化材料

特性经过优化，才能提高效率。 

快速、简单、高效的转化子 PCR 鉴定方法是

获得高效突变体的关键技术。传统的 PCR 检测需

要细胞培养、收集及基因组 DNA 提取等步骤。

不经过 DNA 提取和纯化，直接将细胞进行 PCR

检测的方法可以显著节省时间和成本，提高效

率。直接 PCR 方法已经在细菌和酵母中成熟应

用。研究者们在三角褐指藻、亚心型扁藻、球等

鞭金藻、盐生杜氏藻、海洋微拟球藻、李氏新月

藻中型变种、雨生红球藻、莱茵衣藻、微绿球藻、

栅藻和小球藻等单细胞藻类中成功应用直接

PCR 方法 [10–14]。利用玻璃珠研磨 [13]，或者加入

TE、chelex-100、EDTA、Y-PER 和 2×PCR buffer

等裂解液通过加热释放 DNA，然后进行 PCR 扩

增鉴定[10–12,14]。基于现有的方法，针对影响 PCR

扩增的主要因素，DNA 聚合酶、藻细胞浓度和藻

细胞破碎时间进行优化，以期提高转化子 PCR 鉴

定方法的效率。 

本研究以莱茵衣藻 CC425 为受体材料，通过

比较农杆介导转化的两种转化方法，以及两种不经

DNA 提取、直接 PCR 扩增鉴定转化子的方法，优

化农杆菌介导转化莱茵衣藻的技术体系，提高了转

化效率，为下一步基因功能研究提供技术基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  藻株、菌株与载体：莱茵衣藻 CC425 购自

中国科学院水生生物研究所。农杆菌 LBA 4404

由本实验室保存。携带潮霉素抗性基因的植物双

元表达载体 pCAMBIA 1301 由本实验室保存。 

1.1.2  培养基：莱茵衣藻继代培养基：TAP 培养

基，pH 7.0，固体培养基添加 1.5%琼脂粉，高压

灭菌后使用。 

农杆菌继代培养基：LB 培养基，固体培养

基添加 1.5%琼脂粉，高压灭菌后使用。 

诱导培养基：TAP 液体培养基高压灭菌后，

添加 100 μmol/L 的乙酰丁香酮(AS，Sigma)，pH

为 7.0。 

恢复培养基：TAP 培养基高压灭菌后，添加

500 μg/mL 头孢噻肟钠(Sigma)。 

转化子固体筛选培养基：TAP 固体培养基高

压灭菌后添加 15 μg/mL 潮霉素(Hyg，Merck)和

500 μg/mL 头孢噻肟钠。 

转化子液体筛选培养基：TAP 液体培养基高

压灭菌后添加 2.5 μg/mL 潮霉素和 500 μg/mL 头

孢噻肟钠。 

1.2  莱茵衣藻 CC425 潮霉素抗性浓度筛选 

取 200 μL 指数生长期的莱茵衣藻 CC425 涂

布于分别含有 0、5、10、15、20、25、30、35、

50 μg/mL Hyg 和 500 μg/mL 头孢噻肟钠的 TAP

固体培养基上，于 25 °C、55 μmol/(m2·s)、光暗

周期为 12 h︰12 h (光照︰黑暗)条件下培养。培

养 5、10、15、30 d 后观察藻细胞生长状况。每

个处理设置 3 次重复。 

1.3  农杆菌介导转化莱茵衣藻 CC425 

1.3.1  藻细胞培养：藻种活化后，接种于 TAP

液体培养基中，于 25 °C、150 μmol/(m2·s)、光周

期为 12 h︰12 h (光照︰黑暗)条件下继代培养。 
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1.3.2  农杆菌侵染用菌液制备：热击法将表达载

体 pCAMBIA 1301 转入农杆菌 LBA 4404 菌株

中，以潮霉素抗性基因(Hpt)作为目的检测基因，

进行 PCR 鉴定阳性菌株。将含有 pCAMBIA 1301

载体的农杆菌接种至含有 100 μg/mL 卡那霉素

(Kan，Sigma)的 LB 液体培养基中，培养至菌液

OD600 达到 0.6 左右，5000 r/min 离心 10 min，收

集菌体，重悬到液体诱导培养基中黑暗孵育 2 h，

准备对莱茵衣藻 CC425 进行侵染转化。 

1.3.3  农杆菌对莱茵衣藻 CC425 的基因遗传转

化体系优化：(1) 固体培养基共培养转化法 [8]，

将 200 μL 指数生长期(3×106 个 /mL)莱茵衣藻

CC425 涂布于固体诱导培养基平板上，3 个平行，

于 25 °C、55 μmol/(m2·s)、光周期为 12 h︰12 h (光

照︰黑暗)预培养 5 d，再将含载体 pCAMBIA 1301

的农杆菌 LBA 4404 悬浮液 200 μL 均匀涂布浸

染，于 25 °C、黑暗共培养 2 d。 

(2) 液体培养基共培养转化，取 10 mL 指数

生长期(3×106 个/mL)的莱茵衣藻 CC425 和 10 mL 

OD600 为 0.6 左右的农杆菌悬浮液，经 4000 r/min

离心 3 min，去上清，混匀于 10 mL 液体诱导培养

基中，于 25 °C、摇床 50 r/min、黑暗共培养 3–5 d。 

1.3.4  转化子筛选与培养：将共培养藻细胞，接

种到液体的恢复培养基中恢复培养 12 h，使农杆

菌菌体死亡。然后调节藻细胞浓度为 3×106个/mL，

取 200 μL 藻液涂布于固体筛选培养基(含有 Hyg

和头孢噻肟钠)上培养，直至长出转化子藻落。将

转化子接种于液体筛选培养基中活化和培养。培

养条件均为 55 μmol/(m2·s)、光周期 12 h︰12 h 

(光照︰黑暗)、25 °C。 

1.3.5  转化子 PCR 鉴定：收集活化的藻细胞，

使用艾德莱基因组 DNA 提取试剂盒(DN14)提取

藻细胞基因组 DNA，PCR 检测 Hpt 基因的整合

和表达，筛选目的基因插入的转化子藻株。 

取 1 μL DNA 作为模板，加入 Taq 酶 1 U (艾

德莱)，Hpt 基因上下游引物各 0.5 μmol/L (表 1)，

dNTPs 0.2 mmol/L，1×PCR buffer (Mg2+)，ddH2O

补足至 25 μL，用于 PCR 扩增。PCR 扩增程序为：

95 °C 5 min；95 °C 30 s，56 °C 30 s，72 °C 30 s，

35 个循环；72 °C 8 min。PCR 扩增产物用 1%的

琼脂糖凝胶电泳分析。 

然后利用 X-gluc (5-bromo-4-chloro-3-indoyl- 

b-D-glucuronide，sigma)染色，测定 GUS 活性，

检测 PCR 筛选的转化藻株 Gus 基因表达。 

1.4  莱茵衣藻 CC425 转化子 PCR 检测方法优化 

1.4.1  莱茵衣藻 CC425 18S rRNA 基因快速

PCR 检测：以莱茵衣藻 18S rRNA 基因为目的扩

增片段，采取两种方法检测直接 PCR 方法的扩增

效率。 

(1) 两步直接 PCR 法：根据 Wan 等[11]方法，

藻细胞首先在 TE 中裂解，然后进行 PCR 反应。

取平板生长的藻落或离心收集藻细胞于 TE 缓冲

液中，使藻细胞浓度分别达到每毫升 5×103、

1×104、5×104、1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、

5×107、1×108 左右，分别进行沸水浴 5、10、15、

20 min，然后冰浴 5 min。取 2 μL 藻液于 PCR 管

中，加入 PCR 反应体系至 25 μL 进行扩增。 
 
表 1.  用于 PCR 的引物 
Table 1.  Primers used for PCR 

Primer Sequence (5′→3′) 
Amplification 
size/bp 

18S rRNA ACCTGGTTGATCCTGCCAGT 
TCACCTACGGAAACCTTGT 

1770  

Hpt AAAAGTTCGACAGCGTCTC 
GCGACCTCGTATTGGGAATC 

640 
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(2) 一步直接 PCR 法：取平板生长的藻落或

离心收集藻细胞于 PCR 管中，使用无酶灭菌水使

藻细胞浓度达到每毫升 5×103、1×104、5×104、

1×105、5×105、1×106、5×106、1×107、5×107、1×108

左右，不经过 TE 裂解和 PCR 缓冲液裂解细胞步

骤，取 2 μL 藻液于 PCR 管中，加入 PCR 反应体

系至 25 μL，分别进行 5、10、15、20 min 预变

性后，再进行 PCR 扩增。 

PCR 反应体系为：Taq 酶 1 U (Taq 1：艾德莱

F8 FastLong Taq；Taq 2：TaKaRa rTaq；Taq 3：艾德

莱 Taq)，18S rRNA 上下游引物(表 1)各 0.5 μmol/L，

dNTPs 0.2 mmol/L，1×PCR buffer (Mg2+)，ddH2O

补足至 25 μL。PCR 扩增程序为：95 °C 预变性   

5–20 min，两步法预变性 5 min，95 °C 变性 30 s，

56 °C 退火 30 s，72 °C 延伸 1 min，35 个循环后

72 °C 总延伸 8 min。PCR 扩增产物用 1%的琼脂

糖凝胶电泳分析。 

1.4.2  莱茵衣藻 CC425 转化子 Hpt 基因 PCR 快

速检测：选取 1.3.5 鉴定的阳性转化子，使用 1.4.1

优化好的直接 PCR 方法进行 Hpt 基因的 PCR 扩

增，以基因组 DNA 为模板进行 Hpt 基因的 PCR

扩增结果作为对照。 

1.5  分析方法 

采用 DPS 数据处理系统对数据进行单因素

方差分析(One-way ANOVA analysis)。Microsoft 

Excel 2016 进行作图分析。 

2  结果和分析 

2.1  莱茵衣藻 CC425 潮霉素抗性浓度筛选 

将莱茵衣藻 CC425 涂布于含不同浓度 Hyg

和 500 μg/mL 头孢噻肟钠的 TAP 固体培养基上。

对在不同 Hyg 浓度的平板上生长 10 d 的藻落观

察发现，在 Hyg 浓度为 5 μg/mL 的平板上，藻落

可以正常生长，藻细胞密度与对照无显著差异；

当 Hyg 浓度为 10 μg/mL 时，藻细胞密度显著低

于对照；当平板中的 Hyg 浓度在 15 μg/mL 以上

时，则藻细胞的生长完全受到抑制(图 1)。培养

15 d 和 30 d 的结果与 10 d 的结果一致。因此选

择 15 μg/mL 的 Hyg 浓度为莱茵衣藻 CC425 转化

子筛选浓度。 

2.2  两种共培养方法对莱茵衣藻 CC425 转化的

影响 

分别采用固体培养基共培养转化方法和液

体培养基共培养转化方法。前期实验表明，固体

共培养的最佳时间为 2 d；随着培养时间延长，

农杆菌数量增加，会抑制莱茵衣藻 CC425 生长，

影响转化效果。液体共培养则需要 3 d 才出现转

化藻株。因此我们选择固体共培养 2 d，液体共

培养 3、4、5 d，进行转化共培养。将两种方法

共培养的藻细胞，恢复培养 12 h 后分别涂布于固

体筛选培养基上弱光培养。 

7 d 后均得到转化子，采用固体培养基共培养

转化方法(图 2)获得 11.11±1.67 个转化子/106 个细

胞；采用液体培养基共培养 3 d 获得的转化子数

目(8.33±0.96 转化子/106 个细胞)和固体共培养获

得的无显著性差异 (P>0.05) 。而液体共培养     

4 d (23.33±1.67 个转化子 /106 个细胞 )和 5 d  

(46.67±1.67 个转化子/106 个细胞)获得的转化子

数目都显著高于固体共培养获得的转化子数目 

(P<0.05)，并且液体共培养 5 d 获得的转化子数目

显著高于液体共培养 4 d 获得的转化子数目 

(P<0.05)。 
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图 1.  莱茵衣藻 CC425 对潮霉素抗性试验 
Figure 1.  The resistance of different concentrations of Hyg on C. reinhardtii CC425. 

 

 
 
图 2.  农杆菌不同介导转化方法的效率 
Figure 2.  Efficiency of different methods of 
Agrobacterium-mediated transformation of C. reinhardtii 
CC425. Data are presented as x s  (n=3) and 
different lower-case letters indicate significant 
statistical differences in every treatments according to 
Duncan test (P<0.05). 

对抗性筛选平板上获得的转化子进行 Hpt 基因

的 PCR 扩增鉴定(图 3)，发现固体培养基共培养方

法每 106细胞可以获得 5.00±1.67 个阳性转化子，阳

性率达 44.44%±11.98% (图 4-A–B)，固体培养基共

培养方法获得的阳性转化子与液体培养基共培养  

3 d 无显著性差异(P>0.05)，但是液体培养基共培养

3、4、5 d 的阳性率都显著高于固体共培养(P<0.05)。

此外，液体共培养时间不同获得的阳性单克隆不同，

共培养5 d (43.33±1.67个/106个细胞)显著性(P<0.05)

高于 4 d (21.11±0.96 个/106 个细胞)，并且 4 d 显

著性 (P<0.05)高于 3 d (7.22±0.96 个/106 个细胞)，

但是不同液体共培养时间的阳性率没有显著性差 
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图 3.  莱茵衣藻 CC425 的 Hpt 转化子的 PCR 鉴定 
Figure 3.  PCR analysis of the transformants contained Hpt in C. reinhardtii CC425. M: marker; lanes 1–21: 
transformants; +: pCAMBI 1301 plasmid; wt: wild type; –: H2O. 
 

 
 

图 4.  莱茵衣藻 CC425 的 Hpt 阳性转化子和阳性率 
Figure 4.  Positive transformants and positive transformants rate of different co-cultivation methods contained 
Hpt in C. reinhardtii CC425. A: positive transformants of different co-cultivation methods contained Hpt in    
C. reinhardtii CC425; B: positive transformants rate of different co-cultivation methods contained Hpt in      
C. reinhardtii CC425. Data are presented as x s  (n=3) and different lower-case letters indicate significant 
statistical differences in every treatments according to Duncan test (P<0.05). 
 

异(P>0.05)，维持在 87.78%–92.85%，阳性率高、

稳定且不受共培养时间因素影响。 

为了检测 Hpt 阳性转化子细胞中 Gus 基因的

表达对 PCR 鉴定为阳性的转化子进行了 Gus 表

达分析，Gus 检测结果显示，藻细胞经 X-gluc 孵

育和乙醇漂白后均呈现出靛蓝色(图 5)，表明 Gus

基因已经整合到莱茵衣藻 CC425 基因组中。 

2.3  莱茵衣藻 CC425 转化子 PCR 检测方法优化 

2.3.1  18S rRNA 基因快速 PCR 检测：分别采

用两步直接 PCR 和一步直接 PCR 方法扩增衣藻 

18S rRNA 基因的目的片段，结果表明，DNA 聚

合酶种类、细胞破碎时间和藻细胞浓度等均影响

扩增效率(图 6)。 

 
 
图 5.  GUS 组织化学染色 
Figure 5.  The histochemical staining of GUS. 
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图 6.  两种直接 PCR 方法的 DNA 聚合酶种类、细胞浓度和细胞破碎时间的优化 
Figure 6.  The optimization of DNA polymerase type, cell concentration and cell fragmentation time of two 
direct PCR methods for C. reinhardtii CC425. A: two-steps PCR method. B: one-step PCR method. Taq 1: high 
fidelity DNA polymerase (Aidlab); Taq 2 (TaKaRa) and Taq 3 (Aidlab): common DNA polymerase; M: marker; 
lanes 1–10: the cell concentration of 1×108, 5×107, 1×107, 5×106, 1×106, 5×105, 1×105, 5×104, 1×104,     
5×103 cell/mL; +: purified genomic DNA; –: H2O. 
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先 TE 裂解再进行 PCR 扩增的两步 PCR 法扩

增结果表明(图 6-A)，TE 沸水浴时间为 20 min 条

件下，第一种高保真 DNA 聚合酶 Taq 1 的扩增效

果最好，所有样品(细胞密度为 5×103–1×108 个/mL)

扩增均获得了清晰条带；而普通 DNA 聚合酶的有

效扩增的细胞密度为 5×103–5×106 个/mL。 

与两步 PCR 法相比，不经 TE 裂解的一步

PCR 法对样品的细胞密度要求较为严格(图 6-B)，

细胞密度过高不利于扩增。高保真 DNA 聚合酶

的扩增条件为预变性 15–20 min，样品细胞密度

为 5×103–5×106 个/mL；其他两种普通 DNA 聚合

酶扩增条件为预变性 15 min，样品的最佳细胞密

度为 5×104–5×105 个/mL。 

综合上述结果，确定衣藻 CC425 转化子 

PCR 快速检测的最佳条件为：高保真 DNA 聚合

酶的扩增，细胞密度为 5×103–5×106 个/mL，TE

沸水浴 20 min (两步法)，或 95 °C 预变性 15 min 

(一步法)。 

2.3.2  莱茵衣藻 CC425 转化子 Hpt 基因的 PCR

快速检测 

随机选取 9 个阳性转化子，分别采用两步直

接 PCR 法和一步直接法 PCR 对 Hpt 基因进行

PCR 扩增，两步法采用沸水浴 20 min，一步法

采用 95 °C 预变性 15 min，所用细胞密度均为    

106 个/mL，所用聚合酶为 Taq 1。以纯化的基因

组 DNA 为模板进行 PCR 扩增作为参照。结果

表明(图 7)，3 种扩增方法均可获得清晰的 Hpt

基因目的条带，表明这两种快速的直接 PCR 方

法均可应用于莱茵衣藻 CC425 转化子的快速  

检测。 

 
 
图 7.  不同 PCR 方法鉴定莱茵衣藻 CC425 的 Hpt 转
化子 
Figure 7.  Different PCR methods identified of the 
transformants contained Hpt in C. reinhardtii CC425. 
A: purified genomic DNA amplified the Hpt gene; B: 
two-steps method amplified the Hpt gene; C: 
one-steps method amplified the Hpt gene. M: marker; 
lanes 1–9: transformants; +: pCAMBI 1301 plasmid; 
wt: wild type; –: H2O. 
 

3  讨论 

建立高效成熟的转化体系是研究基因功能的

重要前提。目前已报道的农杆菌介导转化莱茵衣

藻共培养的方法主要采用固体共培养方法[8–9,15]。

Kumar 等 [8]最先使用农杆菌 LBA 4404 在固体

TAP 培养基中转化莱茵衣藻 CC-124 (mt–)，并在

筛选培养基中获得的转化子数目约是玻璃珠法

的 50 倍。而 Pratheesh 等[9]改进了 Kumar 的方法，

将活化的农杆菌 EHA-105 在液体 TAP 培养基中
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预侵染莱茵衣藻细胞 CC-125 (mt+) 30 min，转至

固体培养基共培养 2 d，转化效率进一步提高。

在本实验中，参考 Kumar 等[8]方法，进行农杆菌

LBA 4404 介导转化莱茵衣藻 CC425 藻株，只有

6–7 个转化子/106 个细胞，并且假阳性率比较高。

而 Mini等[15]参考该方法无法获得耐巴龙霉素的藻

落，认为农杆菌菌株、莱茵衣藻藻株和诱导培养

基影响转化效率，采用改良的方法，将两株根癌

农杆菌 C58C1 和 LBA4404 分别与两株莱茵衣藻

cw15 和 CC125 在固体 AB 诱导培养基上共培养  

2 d，结果 LBA4404 和 C58C1 农杆菌菌株都成功

转化 cw15细胞(分别得到 16–31个转化子/108个细

胞和 25–33 个转化子/108 个藻细胞)，而 CC125

细胞只有 C58C1 转化成功(分别得到 6–14 个转化

子/108 个细胞)，证明使用细胞壁缺陷莱茵衣藻细

胞和高毒性农杆菌获得更高的转化效率。为提高

转化效率，本研究对其诱导培养的方法进行了改

进，采用了液体共培养的方法进行了诱导转化。

以期找到一种简便高效的农杆菌介导莱茵衣藻

CC425 遗传转化体系。 

液体共培养法的关键是控制农杆菌的生长

和共培养的时间，Ghosh 等[16]采用该方法介导香

蕉胚性细胞，由于农杆菌污染严重，没能获得转

基因植株，而 Huang 等[17]同样使用液体共培养法

介导芭蕉胚性细胞，并稍作改动，在共培养过程

中，通过控制摇床转速和更换培养基来控制农杆

菌浓度，防止农杆菌过度生长并获得转基因植

株。在农杆菌介导的莱茵衣藻转化的报道中，使

用了 2 d 的共培养时间转化藻株[8–9,15]。然而，在

其他植物的结果表明，3–4 d 的共培养对植株总

体上更有利[18]。长时间共培养的主要缺点是农杆

菌过度生长，导致植株坏死和死亡[19]，本实验使

用固体培养基共培养 3 d 以上，农杆菌过度生长，

完全覆盖在固体抗性平板上，导致莱茵衣藻转化

子无法生长而死亡。San 等[20]采用 2 d 液体共培

养方法，没有获得转基因植株，这跟本研究的实

验结果是一致的，通过延长共培养时间到 3 d，

可以成功得到转化子，并且共培养 5 d 的转化率

最高，达 43.33±1.67 个转化子/106 个藻细胞。液

体共培养的转化率受共培养时间影响，虽然共培

养 6 d，获得的转化子就比 5 d 的多(数据未显示)，

但是抗性培养皿中不能完全抑制农杆菌生长。此

外液体共培养的阳性转化率不受共培养时间影

响，平均阳性率达 87.78%–92.85%。 

液体共培养法转化率较高的原因可能是在

液体共培养时农杆菌与莱茵衣藻 CC425 细胞接

触更加充分，整个过程中减少莱茵衣藻涂布于固

体诱导培养基预培养，农杆菌涂布，藻菌混合细

胞洗脱的步骤。相对于固体共培养方法，液体共

培养法在操作上更加简便，减少了污染的可能

性。农杆菌介导莱茵衣藻转化体系的操作中步骤

繁琐，并且农杆菌介导莱茵衣藻转化并没有像在

植物转化中减轻转基因重排的表现，所以农杆菌

介导的转化在更高或更稳定的表达方面与电击

法相比没有表现出明显的优势，但是农杆菌介导

转化的单基因位点插入的比例较高，可用于插入

突变的实验中[15]。因此优化农杆菌液体共培养介

导的转化方法可能对莱茵衣藻的插入突变提供

技术基础。  

直接 PCR 方法与传统 PCR 的比较，传统的

PCR 检测转化子需要在 PCR 步骤之前进行多个

准备工作，如藻细胞液体培养基中传代培养、细
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胞收集和裂解、基因组 DNA 分离和纯化步骤，

它是耗时和耗力的步骤，特别是在筛选大量的转

基因转化子。直接 PCR 旨在简化过程，本研究发

现，直接 PCR 方法由 3 种因素决定，即裂解细胞

时间、DNA 聚合酶的种类和藻细胞浓度。对于藻

细胞裂解，大多数实验方法倾向于采用沸水    

浴[10–12]，本实验的两步 PCR 结果表明，用该方法

进行 PCR 扩增效果良好。而本研究改良的采用延

长预变性时间裂解藻细胞的一步 PCR 方法，也可

以稳定进行扩增。DNA 扩增酶影响直接 PCR 的

扩增效率，两种直接 PCR 结果显示，高保真 DNA

聚合酶更适用于直接 PCR 方法体系。藻细胞浓度

可能影响直接 PCR 的效果，两步 PCR 方法在最

佳条件下能稳定扩增 5×103–5×108 个/mL 的藻细

胞浓度，而一步 PCR 方法在最佳条件下能稳定扩

增 5×103–5×106 个/mL 的藻细胞浓度。两种直接

PCR 方法相比较，两步 PCR 方法的扩增效率更

高，更稳定，适用于广范围藻细胞浓度和多次多

基因的扩增中。而一步法 PCR，不需要从 TE 裂

解液中再次移取藻细胞进行 PCR 这一步骤，如果

进行批量操作，会更省时。 

莱茵衣藻的遗传转化和鉴定筛选方法是  

一个耗时长且工作量大的过程，建立一个快速、

简便、高效的转化方法是非常重要的。我们通过

莱茵衣藻和农杆菌在液体中完成共培养步骤，减

少中间藻预培养、农杆菌涂布和藻菌混合细胞洗

脱这些工作量和污染的可能性，并且该方法得到

的转化子准确率高，通过延长共培养时间还可以

得到更多的转化子。此外通过藻细胞直接 PCR 的

方法减少筛选转化子的工作量，大大缩短筛到转

化子的时间。 
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Optimization of Agrobacterium-mediated transformation of 
Chlamydomonas reinhardtiii 
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Abstract: [Objective] To establish a rapid, simple and efficient Agrobacterium-mediated genetic transformation 
system for Chlamydomonas reinhardtiii, we used the model organism C. reinhardtiii as the receptor material and 
optimized the Agrobacterium-mediated transformation system of C. reinhardtiii from two aspects: transformation 
method and transformants identification method. [Methods] We compared the effect of solid co-culture and liquid 
co-culture on the transformation efficiency of C. reinhardtii CC425 mediated by A. tumefaciens LBA4404. Besides, 
we analyzed the optimal reaction conditions and amplification efficiency of (1) two-step PCR after TE cleavage, 
and (2) one-step PCR without TE cleavage. [Results] The highest transformation efficiency was achieved by a 
5-day liquid-medium co-culture of Agrobacterium and Chlamydomonas. The transformation rate was 43.33±1.67 
transformants/106 algal cells. The optimal reaction conditions were: amplification with high fidelity DNA 
polymerase Taq 1; the cell density involved in PCR was 5×103–5×106 cells/mL; before amplification, cells were 
boiled in TE lysis buffer for 20 min (two-step PCR method), or initial denaturation for 15 min (one-step direct PCR 
method). The amplification efficiency of two-step PCR is better than that of one-step PCR, but the latter is more 
concise. [Conclusion] Agrobacterium-mediated transformation system of C. reinhardtii was established and 
optimized, through which rapid genetic transformation can be fulfilled and the workload could be reduced. 

Keywords: Chlamydomonas reinhardtiii, Agrobacterium-mediated, liquid co-culture, PCR identification method, 
transformant 
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