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  目前对蓝藻的高温耐受性研究主要集中在热激蛋白和

光系统 II 放氧蛋白复合体的外周蛋白基因,如放氧蛋白复合

体的 3 个外周蛋白基因 psbO、p sbU 和 p sbV[ 1 ) 4] , 热激蛋白基

因 htpG [5]和 hsp17[ 6] , 而对于是否存在其他耐受高温所需基

因尚未进行系统的筛选。集胞藻 ( Synechocystis sp1 ) PCC6803

是一种单细胞中温蓝藻,具有天然的外源 DNA 转化系统[ 7] ,

其基因组测序已于 1996 年由 Kazusa DNA 研究所完成[8] , 是

蓝藻分子遗传学研究的模式生物之一。我们构建了集胞藻

6803的随机插入诱变文库并筛选了高温敏感突变株, 试图发

现新的高温生长必需基因。在本研究中我们发现 priA 基因

3c端一个突变体对高温敏感。该基因最早在大肠杆菌 ( Es-

cherichia coli)中发现, 其产物 PriA 识别并结合到 5X174 引发

体组装位点的发卡结构上,起始由 PriB、PriC、DnaT 和 DnaB 组

成的引发体的组装[ 9] , 还参与依赖 RecA 而不依赖于 DnaA/

oriC 的染色体 DNA的复制
[ 10]
。priA 在大肠杆菌和枯草杆菌

( Bacilus subtilis)中可以完全敲除 ,且缺失突变株都表现为生

长缓慢、对损害 DNA 的因素 (如紫外线) 敏感、同源重组下

降、菌体呈丝状并诱导 SOS反应[ 11,12]。priA 基因 3c端突变对

温度敏感性的影响尚无报道。

1  材料和方法

111  藻株、培养和转化  集胞藻 6803 由北京大学赵进东教

授提供,在 BG11(自养生长)或 BG11+ 5mmol/ L 葡萄糖 (混养

生长)培养基中、30 e 或 40e 、光强为 30LE/ m2#s 连续光照下

用 50mL 三角瓶静置培养。培养突变株时补加 30Lg/ mL Km,

在固体 BG11 平板中补充 114%的琼脂, 8mmol/ L TES ( pH812)

和 013% Na2S2O3。

用 pKW1188[ 13]转化集胞藻 6803 获得的 Km 抗性转化子

作为 C1K2 插入突变株的野生型对照(记作 w-t 1188) , 该藻株

与集胞藻 PCC6803原藻株在生长和高温耐受性方面没有观

察到任何区别。制作生长曲线时, 藻细胞在 30e 培养, 尔后

分别接种到 30e 和 40 e 培养, 初始 OD730U 01 05, 间隔 24h 取

样测 OD730, 所有数据均为 3次独立培养测试结果平均值。

集胞藻 6803 的转化参照Williams[ 13]的方法。 sll0270: :

C. K2重构突变株的转化子经过在含Km和葡萄糖的BG11 平

板上划线获得单克隆并在液体培养基中培养, 直至以特异引

物进行 PCR检测证明分离完全 ,即野生型拷贝完全消失。

11 2 高温敏感突变株的筛选  集胞藻 6803 的转化和随机插

入诱变文库构建参照 Kong et al1 [ 14]
。高温敏感突变株的筛

选温度为 40e , 混养生长。将集胞藻 6803 突变株文库的克

隆分别在 30e 和 40 e 混养培养,经过多轮的筛选, 在 30e 生

长而 40e 不能生长, 且性状稳定的突变株为高温敏感突

变株。

11 3 突变株的基因定位  集胞藻 6803 及突变株总 DNA 按

第 32卷 第 1 期 水 生 生 物 学 报 Vol1 32 , No1 1

2 0 0 8 年 1 月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA Jan1, 2 0 0 8 



孔任秋等描述的方法提取[ 14]。用反向 PCR方法进行基因定

位,具体方法是: 以 Nla Ó 完全消化 1Lg 突变株总 DNA, 以

80LL反应体系在 16 e 条件下进行自环化连接 20h, 其产物经

乙醇沉淀后溶于 10LL 无菌水中。取 2LL 为模板, 分别以

CK2-8( 5c-CCTCTTCCGACCATCAAGCA-3c) / CK2-15( 5c-TTGAGA-

CACAACGTGGCT-3c) ; CK2-16 ( 5c-ACTGGCAGAGCATTACGCTG-

3c) / CK2-21( 5c-TCACCGAGGCAGTTCCATAG-3c)为引物扩增自

连产物。PCR反应如下: 50LL PCR 反应体系中含 10mmol/ L

Tris  Cl( pH81 3) , 50mmol/ L KCl, 210mmol/ L MgCl2, 50Lmol/ L

dNTPs, 引物各 100pmol, DNA 模板适量, 2U TaqDNA聚合酶(晶

美生物公司 ) , 反应经 94 e 5min, 之后按 94e 1min, 60 e

1min, 72e 2min 反应 30 个循环, 最后 72e 延伸 5min。PCR

产物以 017%琼脂糖电泳检测。PCR 产物测序,得到 C. K2 片

段两端的序列,在 Kasuza基因组数据库进行搜索确定其位置

(www. kazusa. or. jp/ cyano/ cyano. html)。

2  结果和讨论

我们以卡那霉素抗性基因随机插入集胞藻 6803 基因组

构建了突变子库,经过多轮筛选得到稳定的对高温敏感的突

变株,其中一个编号为 2F12。该突变株在 40e 混养和自养都

不能生长,与野生型有很大的差别(图 1A、B) ;而在 30e 混养

和自养生长与野生型相差不大(图 1C、D)。

图 1  野生型和 2F12突变株在不同温度下的生长曲线

Fig11  Growth of the wild type and 2F12 strain at different temperatures

A. 40 e ,自养生长; B. 40 e ,混养生长; C. 30 e ,自养生长; D. 30 e ,混养生长。w-t 1188( v ) , 2F12( u )

( A) 40e , mixotrophic growth; ( B)40 e , photoautotrophic growth; ( C) 30 e , mixotrophic growth; (D)30 e ,

photoautotrophic growth1w-t 1188( v ) , 2F12( u )

  提取突变株的总 DNA, 用 Nla Ó 完全酶切后进行自连

接。根据卡那霉素抗性基因序列设计的两对引物 CK2-8/

CK2-15 和 CK2-16/ CK2-21进行反向 PCR, 对 PCR产物进行序

列测定,在 Kasuza基因组数据库搜索发现卡那霉素抗性基因

插入在集胞藻 6803 基因 sll0270 中的 2398 bp 和 2399 bp 之

间。该基因全长 2496 bp, 经过 NCBI GenBank Blast 搜索比对

显示与 E1 coli 的priA 基因高度同源( NCBI Blast score= 402, E-

value= 3e-110)。其预测产物 PriA 有三类保守序列: D- loop 识

别结构、DNA解旋酶保守序列( Walker-A, Walker-B 和motif VI)

和锌指结构,其中 DNA解旋酶保守序列都不是必需的,另外

两种结构则影响细胞的生长、对紫外线的抵抗能力和正常的

形态[15]。在显微镜下观察到集胞藻 6803priA 突变体与野生

型形态相似,呈球形, 而大肠杆菌和枯草杆菌 priA 突变株细

胞呈丝状。本研究获得的 priA 突变体抗性基因插入在3. 端,

位于这三类保守结构以外,因而并未影响到在 30e 的生长和

细胞形态。
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图 2  集胞藻 6803 PriA 蛋白的保守结构( A)和 C1K2在 priA ( sll0270)基因中插入位置( B)

Fig12  Motifs of PriA in Synechocystis PCC6803 ( A) and the insertion site of C1K2 in priA ( sll0270) ( B)

  为进一步证实该突变体的性状确实是由 priA 在 3c端的

突变造成的,我们进行了重构实验以排除第二点突变的可能

性。用突变株的基因组 DNA 转化野生型集胞藻 6803 重构

priA 突变体。由于蓝藻基因组有多个拷贝, 如果突变基因和

野生型基因没有完全分离,即细胞中混有野生型和发生突变

的基因,则突变型一般得不到表现。将转化子在含 Km 和葡

萄糖的 BG11 平板上划线获得单克隆和在液体培养基中培

养,直至以特异引物 sll0270-1 和 sll0270-2进行PCR检测证明

其基因组中 sll 0270 确已完全被 sll0270: : C1K2 代替(图 3)。

完全没有野生型 sll0270 拷贝的重构突变株显示与 2F12突变

株相同的表型。

图 3  2F12重构突变株的 PCR 检测

Fig13  PCR detection of the reconstructed mutant 2F12

( 1) KDNA + Hind Ó ; (2) 2F12重构突变株; ( 3) 集胞藻PCC6803

( 1) KDNA + Hind Ó ; ( 2) the reconstructed 2F12 mutant ;

( 3) Synechocysti s sp1 PCC6803

在 priA 下游没有同向基因,故不存在极性效应,因而以

上实验结果证明高温敏感性状确实是由该基因的 3c端突变

造成的。这一结果显示, 3c端发生突变的 PriA 蛋白失去在

40 e 高温下引发 DNA合成的能力。造成这一表型的机理有

待进一步探明,但这样一个温度敏感型突变体对于蓝藻 DNA

复制和细胞分裂的研究将十分有用。
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