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集胞藻 � � �� 侧翼序列的 � � � 扩增和定向基因

插入失活策略

徐旭东 孔任秋 刘 坷 王江新 宁德刚
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 �� � � � �

摘要
�
针对集胞藻 ����� �� 的 �� �� 个待定 编码基因进行 了两侧序列 的 �� � 扩 增

�
� 个亚株

基因组在
� “� �  !

一、��� � �
一￡��� �� 区域的 �� � 扩增产物与 ��� �� � �  数据存在差异

。

以 叶绿

素合成基 因 �� �� 和 �� �� 为例
,

显示三片段连接 �� � 产物可有效用于集胞藻 � � �� 基 因组定向

插人失活
。
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一
��

蓝藻
,

或称蓝细菌
,

是一类光合原核生物
。

除藻胆体捕光天线外
,

在光合系统结构和

光合产氧过程方面
,

蓝藻与植物叶绿体十分相似
。

集胞藻 �与砚
�入卿

‘�� � ��
�

��� �� ��� �以

下称集胞藻 �� ��  是一种单细胞蓝藻
,

可被外源 � � � 自然转化
,

可利用葡萄糖营异养生

长 � ‘〕
,

已被广泛应用 于有关光合作 用的分子生物学研究
,

其全基 因组序列于 ��� � 年公

布匡
。

如果能够系统揭示这一简单生物模式全部基因的功能
,

将可能在分子水平全面阐

释蓝藻细胞的生命活动和对水环境 的适应方式
,

并为植物遗传育种提供基因资源川
。

在

功能基因组学的诸多方法 中
,

定向基因插人失活是最为有效 的方法之一
。

在集胞藻 �� ��

的 � �� � 个开放阅读框��� �� 中有 � ��� 个在测序完成时功能未知或不明确
。

作者拟对其

中 �� � � 个 � � �� 进行插人失活研究
,

以弄清其功能
,

并着重寻找那些影响其光合 自养生活

的基因
,

其中一些必然涉及类囊体膜的发生
、

光合系统 的装配等重要过程
,

为理解蓝藻和

植物叶绿体生命活动的许多重要方面奠定基础
。

本文报道有关集胞藻 ��  ! 功能基因组

学研究的第一部分
,

包括对未知功能 �� �� 侧翼序列的 �� � 扩增和定向插人失活策略
。

� 材料和方法

�
�

� 藻 株 培 养方 法 集胞 藻 � ��� 分别 来 源 于
� �

�

� �� �� �� �几犯 ��� 
� �� �� ��� �� ��

������
,

由美国密西根州立大学 � � 植物实验室 �� �� � � � �� 教授提供
,

该藻株在本文中

称为 与
�记�� ��  ! �“ � ��� � � �

�

密西根州立大学 �� � 植物实验室 玩
� ��� �� �� � 实验室

,

由
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墓金项 目 � 中国科学院
“

百人计划
”

资助项 目

作者简介 �徐旭东��� �一 �
,

男
,

安徽肥东人
� 研究员

,

博士 �从事藻类分子生 物学研究
。

余立红
、

明珍平
、

狄 利俊
、

郭海涛
、

冯勃等参加 了 �� � 扩增工作
,

特此致谢
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虞剑平博士提供
,

称 与,
�爪均“�� � � � � � 。

�

北京大学生命科学学院赵进东教授
,

称 与二
�

�� �� �� “ � �� � � � �
�

中国科学 院植物研究所施定基教授
,

称 与二
�丙�� , ,��  ! � � � � �

�

以上藻株

均以 �� �� 液体培养基于 �� ℃静置培养
,

光照强度 � � 拌�
�

�
一 �

�

� 一 ’ 。

�
�

� 集胞藻 ��  ! 总 � �  的提取和转化方法 总 � � 的提取过程和转化方法见另文描

述
�

�
�

� �� � 方法 本文所示结果中涉及 的 �� � 引物列于表 �
�

�
�

�
�

� 一级 � � � 共 � �拼� 反 应体积中含有 �� � � � �� � ��� �
�

�� �� � �
�

� �
,

� � � � � �� � � �
,

�
�

���
� � � �� ��

� ,

各引物约 ��� � �
� ���

,

� �� 拜� � �� � � � � ��
,

约 �
�

�拌� 集胞藻总 � � � 和 � � � � �

� �� 聚合 酶 �� �
� ���� �� �� �� � ��� � ��

,

���
� � � �

�

�� � 反 应经 历 �� 个循环
� � � ℃

,

�而
� � �� ℃

,

�而�� � � ℃
,

�而� ,

最后在 �� ℃延伸 �而 � �

�
�

�
�

� 三片段连接 �� � 在一级反应中产生的某基因侧翼片段
,

如 � �� �
一 � 和

� �� �
一

�
,

或
� � �

一 �

和 � ��� �
一

�
,

各以 毛 � �� 聚合酶在室温下补平后 以 �
�

� � 低熔点琼脂糖分离
。

体积约

�� 一 �� 拜� 的胶块在 �� 弋熔化后直接用 于 连接
�

连接反应包括两侧片段 � � 各 � 拼�
,

约

�鸿 �� � 切割的 �
�

��
一

� ,

于 �� 一 �� ℃反应 ���
�

取 � 俘� 连接液用于二级 �� � 反应
,

对于

���� 基因
�

引物用 � ��� 一 � 和
� �� 一 � � 对于

。��� 基 因
,

引物用 ��� 一 � 和
��� 一 4

:
P C R 反

应条件为
:94℃

,

l 而n ;50 ℃
,

一而
n ;72℃

,

4
mi

n ; 共 30 个循环
。

1

.

4 D N A 重组 质粒 pR L科6 系含卡那霉素 (K m )抗性基因的 C
.
KZ 片段克隆于 pU C 18 /

19 质粒 L
.
E H EI 接头的 Xb al 位点

一

’
一

:

C

.

KZ

片段可根据需要用 B am HI
、

Ec

o

RI

、

PV
ul l 等限制

酶切下
。

本实验所使用的限制性内切酶
、

连接酶来源于 Ne w En gl an d Bi ol ab
。

和华美生物工

程公司
: T、 D N A 聚合酶来源于 Pro m eg

a
公司

。

D N A 重组依照标准方法进行
: PC R 产物的

纯化借助于 B iosta
; xntem ational

,

C
an

a
d

a 玻璃奶试剂盒
: PC R 片段经 T4 D N A 聚合酶处理克

隆于 p二11酶切的 pu C 19
:

1
.
5 吸收光谱分析 从 400 到 soo

nm 波长范围的整细胞吸收光谱以 U V 一 1 60 1 分光光度

计 (Sh im
adZ u) 扫描获得 设置空白参照和对样品扫描时使光束穿过 比色杯毛玻璃面以减

少散射光带来的影响
:

2 结果和讨论

2
.
1 集胞藻 68 03 基因组规模 O R I

,

侧翼序列的 P C R 扩增

2
.
1
.
1 四个来源的亚株 集胞藻 6803 基因组中存在 99 个插人因子序列

,

其中 26 个可能

仍具有转座功能:
2一 ,

故不同实验室保藏的藻 株可能存在差异
:
为确切使用具有完好表型

的藻种
,

收集 了四 个来源的集胞藻 6803
,

发现它们的表型各不相同(表 1)
。

6 8
03 W 亚株来

源于 A TC C
,

68 03
$ 系衍生 自 68 03 W 的葡萄糖耐受株

、

’
一

:

近期有报道指 出
,

来源于 A TC C

的藻株及其葡萄糖耐受株 se r/ Th
r
蛋白激酶基因 sP kA 发生突变

,

失去爬行能力
一

6

一 ,

与作者

的观察相一致
: 68035 已失去在黑暗条件下 异养生长能力 68032 亚株具有 以HG 异养

生长
、

向光爬行和被外源 D N 气转化等全部已知特性
,

故被用于进一步研究工作
。

2

.

1

.

2 O R I

,

侧翼序列的 P C R 扩增 集胞藻 6803 全基因组 序列和 基因组织情况见网址

http :z/
~

.
kaz us。

.
。r

.

j
p z

c
,
a n o

/
e y a n o .

h t耐 针对选定的 1927 个待定编码基 因
,

设计 了 4652

个引物以扩增各基 因两侧序列 由于基因组 中OR F
S
紧密排列

,

以位于两基因相邻末端
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预测值的差异进一步证明 Kazu sa 亚株与其他亚株之间还有更多的 自发突变
,

可能包括插

人因子的转座和其他形式的 D N A 重排
。

当然也不能排除测序过程中存在个别误差
。

将

对该区域重新进行序列分析以弄清 6803 原种基因组实际情况
:

表 2 引物序列

Tab
.
2 阮I

uenees ofprioe。

G p 2 4 7 一

Gp247 一
3

G p 2 4 7
一 5

G P 24
7 一 7

G p 2 8 1
一 l

G P 2 8 1
一 3

G P 2 8 1
一 5

G 杯81一7

GP282 一 l

G p 2 8 2 一 3

G p 2 8 2
一 5

G P 2 8 3 一 l

G p 2 8 3 一 3

G P2
8 3 一 5

G P 2 8 3 一 7

G P2 8 3
一
9

G P2 8 3
一 1 1

G P 2 8 3
一 1 3

G p 2 8 3
一 1 5

G P2
8 3 一 1 7

G P 2 84
一 l

G P 2 84
一 3

G P2 8 5
一 l

G P2 8 5
一

3

G p 2 8 5 一 5

G 解86 一 l

G p Z 肠 一 3

e
拍H 一 l

e
h 1H

一 3

e
拍L

一
l

e
川L 一 3

G T A G G G I T A G A A 明叮G C C丁r G P 24 7 一 2

G P 2 4 7 一 4

G P 2 4 7
一

6

G p 2 4 7
一 8

G P 2 8 1
一 2

G P 2 8 1
一 4

G
P2

8 1 一 6

G P 2 8 1
一

8

G p 2 8 2
一 2

G P 2 8 2 一 4

G P 2 8 2
一 6

G P 2 8 3
一

2

G P 2 8 3
一 4

G l
〕2 8 3

一
6

G P 2 8 3
一

8

G p 2 8 3
一 1 0

G P 2 8 3
一 1 2

G p 2 8 3
一 1 4

G P 2 8 3
一 1 6

G p 2 8 3
一 1 8

G p 2 84
一 2

G p 2 84
一 4

G p 2 8 5
一 2

G p 2 8 5
一 4

G P2
8 5 一 6

G P 2 86
一 2

G 户86 一 4

e
H H

一
2

e
拭H

一
4

e
H L

一
2

e
H L 一 4

人C A G A G C A T I
,

1

,

A A
C C

G T
G

T
C G C

T A A 叨叮C C A A A C C C G T C C G A G名A T r 】G (;C C A C
Z、A C T

T G T I A ll
,

G C
T

G G C C
A T (

;
T T C

C
T A

C G C
T

C
A

G C C C
T

G G
A A

C
A

C
T 《;C C T C G C TT C C A T A I、二C A C C A T C G G T A C A C T A T C T A A C

G T T G 人TA A C I
,

T A A T
C C C

A
C

T
T G 凡气C T 气G C G A I

,

1

,

A
C

A
C C

G
T A

G C G
T

G
T A

G C C
A T r A T

C
A 丁【A G C C C A A A A T C C T A G T C T

C T C A T丁A G G 了T〔:A 《;( :T T G A A 1
,

】
,

A T C A A A
C

C
G

A
G

口

r 】
,

C
T T

G G

T l

,

C
l

,

l , G l
,

】
,

G
T (

;
A C C

C
A T

G
A

C
l , TG G A C T A A T GG A G AT I GT

C A C A I
,

1

,

G G G
T A I

,

1…A G C A G T C A C A A C C T A G C T G C C (;C T r

T G T C A C C G A G A C C A A G T A A C T C T G G G TT A G (;T T G C T G I
,

」
,

G

G
A

T G T G C C T G G
A

G
T

C
T A C T r A

C
A A A

G G 叭
,

G

A

T G C G

人G G

T C G T T A C G A C G G C T T A G T G G G C T C A T G G C A A G T C A CA G

G A A G C C T T C G T A A T A G T A G A T G A T G G C T G A T A G T A CT G C T

T C G C C G I , 1 七C C A G A C A G C C C C A们叮A T G A A A C C G { G A A C

C G T A C I、弓A l
,

1

,

1、二A G C A A C A A C TC C A G C A T G
J、A G G T A G C C A

T C G T 〔:G G A T A A A T 〔:C T G T T G C A T C G C T G了叮CG A T T (;A G T

G G I
,

C G G T G C G
A

T G C C
A A

C
I

,

T A A
C C

A T
C C

A
T T G T C T

A
T O 引3

丁八二C口二C A A G A C T rT A T A C T G G C G G T (王气A A C C A T T G 《;C T I

C T C T G CT C A A A G A C T C T C I℃ A G 毛C A T T G A C A A T G C C G T G G

C C A G G TG A 人T A T C A G A A A T (:G T rC C T T G G T G A A T (;A A G

G G A I
,

r r
G

A
G

A A
C C

r r
G G C G G C C

T
G

T
G

A
C C

T
C

T A
C G

I 丁G

G T G G A G C C G A G G A T A G A A A G G A T C G A C A T G A T C A 人C G A A

T C T C C C G C T G A G C A A T G G
r
r l C C T G C T C C A A G A C G G A T叮

G G C T 人G T C C r T A 们叮C G A
J、G A A C C C T G C T G 下T G T A G A T A C

A A T C C C T C G G T A C G TT G A A C C A G T G G T G G I
,

C A C C T G G A

G G T G C T
A

T C C
A

C G T
A

T G G C
A 1

,

G
A

G C T
A

T G T G C 叨A G TT

CCTA A CG TA GI〔A T C A G C A A C C A G A T C C A A C A (;G C T G A C T

C G C G 人A T G T A T T 〔;r rG T C (;T C A T A T A A G T (;G
r
l减;T T CT C C T

人T (;C T (;A A C T A A G A T A T A (;《; G T T A T C A
J、人G T C T T G A T C I

,

T

C
T

C
A

G C G
A

C C
T

C C
A T

C
T A

C C G
T

C
T

C
A

G
T

G
T

C
A A

G G G
A

G 丁r

T C G G G A T C T A I
,

1

,

C
A

G 叨叮G (刃 A A C T G G G C A G A A A T《;T〔:T C C

2
.
2 定向基因

“

敲除
”

策略

2
.
2
.
1 用 于基因置换的 PC R 产物 传统基因插入失活的方法往往依赖于两步以上 的质

粒构建过程
,

包括合适 的限制性 内切 酶位点 插人抗性基 因标记
。

近期有人提出以 两步

PC R 法获得插有抗性标记的线性 D N A 并成功用于大肠杆菌和集胞藻 68 03 某些基因的插
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基因组 DN A

PC R

T4 D N A P ol

人失活
一

‘
,

,
一

。

除引物较长外
,

用这种方法进行基因组

规模的逐个敲除工作
,

每个基因需要 4 条引物
,

研究

费用将 大幅增加
。

作者 设计 了三 片段 连接 PC R 反

应
,

也涉及两步 PC R
,

但克服了引物长 的缺点
,

并且

侧翼片段可 由相邻基 因共 有
:
图 3 显示 以 连接

-

PCR 法构建基因置换结构的过程
。

以叶绿素合成基

因
。
h lL 和

。
hl H 的定向插人为例

,

上游 PCR 产物 (u)

分别记作 C日L 一
u
和

。
hi H

一 u ,

下游 PC R 产物 (d) 分别

记作
。址L 一 d 和 。

hl H 一
d; 相应 基因 置换 结 构记作

ehlL 一 u
{ C

.

KZ }
e hl L

一
d 和 ehl H 一 u

{ C
.

KZ
{
e
H H 一 d

。

图 4 显示两步 PCR 产物和 C
.
KZ 片段 的电泳检测结

果
。

由于合成引物 5
’

端没 有磷 酸基 团
,

片段
u 或 d

与 Po n 酶切的 C
.
KZ 之间的连接产物一条链上应有

一个缺 口
:
如果 T4 D N A 聚合酶处理未使侧翼片段

末端发生碱基丢失
,

形成 5
’

磷酸基团
,

则连接产物 中

不存在完整的基因置换结构的模板
。

为探讨这一可

能性
,

以纯化了 Chl H 一 u )
C
.
K Z ! C hl H 一 d 片段

,

克隆于

R 刀n 酶切的 pU C 19
,

并对 C
.
KZ 片段 与 。hi H 一 u 和

ch lH
一 d 接头处分别进行了序列分析

,

证 明并未发生

任何碱基丢失
。

因此
,

认为
。
扭H 一 u

{ C
.

KZ }
c址H 一

d

完整模板形成于第二级 PCR 早期循环
。

连接产物 中

ch lH 一 亩C
.
KZ 和 。

hi H 一 出 C
.
KZ 可能通过退火一延

伸反应形成 chl H 一 u
!C

.

粗 }
ChlH 一

d
。

呀
月

仔

leewees占V

呀,二

leseses击v

u

墓
+
皿
d

、

一
、 。

C

.

K

{

连接反应

P C R

l

卜

巨鑫 }川}{
呀

4

图 3 三片段连接 PCR 示意图
。

1

,

2 和 3 ,

4

分别代表基因上游和下游侧翼序列 PC R 引

物 ;u 和 d 分别代表上游和下游 PCR 产物

Fi g
.
3 A 反he 叮旧。c

di 剐笋出叮
for
多Pi ec

e一 h 罗t
l
on

PC R
.
1

,

2
山记 3

,

4
5往田

d
for

th
e

陀R Pr切此IS for

the
u
声t
re
aID an d d

owns

tr e出刀
fl ax 上In g , 润脚e nces

健
a
罗
n e res , 戈tIv e ly ; u an d d s油记 for the 叩

-

成刀日泪卫 朗d dO
Wns
t比
aln PC R pr仪知

c ts
res
l姆cti ,el y

2
.
2
.
2 以 C

.
KZ 定向置换基因 用含有

c扭L 一 u
{ C

.

KZ }
c H L 一 d 和 ch lH 一 u

{ C
.

KZ }
c hi H 一 d

的 PC R 反应液直接转化集胞藻 6803
,

获得 Km 抗性转化子
。

由于蓝 藻基因组在细胞内有

多个拷贝
,

转化子中仍存在未发生置换的野生型基 因组
。

为纯化突变株
,

将转化子在含

K m 、

葡萄糖
、

D C M u 的 BGl l 平板上划线
,

并在含相 同成分的培养液 中转接培养
。

ch lL 突

变株经过平板上 和液体培养基 中一 轮筛 选即完全去除 了野生 型拷 贝
。

如 图 4A 所 示
,

2

.

3

Kb
的野生型带已被 3

.
OKb 的 c址L 一 u

{ C
.

KZ }
。
hi L

一
d 所置换

。

而 CH H 突变株的纯化过

程比较困难
。

经过一年的反复筛选
,

仍可见一条与野生型相当的弱带 (图 4 B)
。

在叶绿素

合成途径 二’。口中
,

从叶琳环开始
,

第一步反 应为镁离子络合反应
,

催化该反应的镁络合酶

(M g
一

ch
el at as

e

) 即由 ch lH
、

ch
ll 和 ch lD 共同编码 ;而 ch lL 和

chl B
、 。

hl N 共同编码不依赖于光

的原叶绿素酸醋还原酶
。

此外
,

还有一个依赖于光的还原酶 PO R
。

在 。h lL 失活的情况下

集胞藻 6803 失去在黑暗中合成叶绿素的能力
,

但可在光照条件下
,

经 PO R 途径合成叶绿

素 二‘, 〕
。

作者检查 了二突变株的全细胞吸收光谱
,

证明 c
.
KZ 置换导致 ch lL 突变株在黑暗

条件下叶绿素合成终止
,

但 ch lH 突变株却继续合成叶绿素(图 5) ;在光照条件下
,

两者均

合成叶绿素(结果未附)
。

ch
lH 可能对于集胞 藻 6803 不可缺失

,

故突变株分离不完全
、

叶

绿素继续合成
,

或者基因组另外存在一个未知的催化镁离子络合 的途径
。
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