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关链词 蓝藻
,

分子遗传学

��� � � � � � � �� �  � � � �� � ��
,

� � �� � � �� � � � � � ��� �

蓝藻遗传学研究始于 �� 年代
,

其间经历了大约 �� 年的徘徊
,

随着分子生物学
、

分子

遗传学研究的进展
,

特别是重组 � � � 技术的广泛应用
,

为蓝藻遗传学研究提供了转机

和新的洞察力
,

绕过应用经典遗传学技术方法所遇到的困难
,

另辟新径
,

直接分离基因
,

加速了研究工作的步伐
”。

随着蓝藻本身一些重要而独特的生理特性逐 渐 为 人们 所认

识
,

研究者 日增
,

最近十年
,

蓝藻分子遗传学研究进展迅速�� , ,

不仅在藻类学研究中处

于前沿
,

并且所取得的成果在分子遗传学领域也争得了一席之地
。

可以预料
,

本领域的

研究进展
,

对于扩展我们对一些重要的生命过程的认识
,

及发展藻类和植物遗传工程方

面〔切
,

必将产生重要的影响
。

本文试图概略回顾近十年中蓝藻分子遗传学研究的一些主

要进展
。

�一 � 蓝藻的特性及遗传学位置

蓝藻是极为多样性的具植物型放氧光合作用的原核生物
,

兼具植物及细菌的一些特

性
,

故也称为蓝细菌 �
� �� � � � � � � � � �� �

,

种类繁多
,

分布广泛
,

它们 � � � 中的 � � 务 为

�� 一 �� 外
,

反映了遗传上的异质性
,

但它们的分类状况至今尚未统一
。

近十年来
,

它们的

植物型放氧光合作用特性
,

以及其光合膜结构和功能上
,

蓝藻与真核生物叶绿体的类似

性
,

更引起广泛的兴趣
,

根据蓝藻与叶绿体的
� � � �

,

�� � � 顺序
、

转录
、

翻译机制的比较

所得结果
,

支持叶绿体的内共生起源假说
。

由于蓝藻包含有许多基本的植物功能
,

它们是

�� 王业勤 � , �� ,
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研究光合作用笋过程的理想模型系统
。

人们期望利用蓝藻研究叶绿体基因功能
,

及在蓝

藻与叶绿体之间交换重要的生理功能
��� 

。

而且一些蓝藻的天然产物具有开发应用潜力
,

当

前
,

藻类生物工程作为一个新兴产业正在兴起
。

毫无疑问
,

蓝藻的遗传操作在未来藻类生

物工程的发展中将起关键作用
【�� 

。

蓝藻分子遗传学得 以迅速发展
,

除上述因素外
,

还在于�� 蓝藻的结构和遗传复杂性

类似于革蓝氏阴性细菌 � �� � 一些蓝藻有天然转化系统和有效重组系统 � �� � 选用兼性异

养蓝藻来建立分离光合作用突变株并对有关基因进行遗传分析
,

比利用高等植物方便
,

并

且可避免植物细胞器基因与核基因相互作用的复杂性 � �� � 根据密码子使用的偏向性
�� ,

蓝藻细胞可能是植物重要产物基因表达的宿主
,

这都会有助于高等植物的遗传操作
。

�二 � 蓝藻质粒及质粒运载体

自 � �  ! 年发现蓝藻质粒以来
,

已在 �� 余株单细胞及丝状蓝藻中证明了质粒的在在
,

大约是被检藻株的一半 �质粒数 目从 �一 �� 个不等
,

大小在 �
�

�� �一 �� �� � 之间
,

但也有

巨大质粒 � � �� �一 �� � �� �� 
’� 。
有些质粒已全部定序

,

并用于杂种质粒的构建
,

但蓝藻质粒

遗传研究的进展是缓慢的
,

虽已检测到一些质粒的体内转译的蛋白产物
「�� 

,

可惜至今未找

到蓝藻质粒编码功能的证据
,

均属隐秘性质粒
,

无从了解它们在生理
、

生态和进化上的意

义
。

质粒的去除对细胞表型没有明显影响
,

有证据表明
,

蓝藻质粒可能在不同种属间转移

或含有可转移的元件
。

蓝藻质粒尚未发现可识别的遗传标记
,

且不能在 �
�

‘�� � 中复制
,

显然不能作为克隆

运载体
。

用含 � � � � � 的 �
�

� � �� 质粒转化 � �� � � � � � � � �  ! � ��  � � �
,

由于 � � � � � 插

人蓝藻内源质粒
,

第一次获得了带 � �� 标记的杂种质粒 � �� � 及衍生质粒 �� � �
,

将后

者与 �� ��� �� � 融合
,

首次获得了双向质粒 �� � � � � 和 �� � �� � �
,

能在 �
·

� � �� 和蓝藻

中复制
。

其后利用多种单细胞蓝藻质粒与 �
�

�� �� 质粒如 ��� � �� 等分别连接
,

或导人

多接头
,

或补充新的选择标记
,

改善运载体克隆潜力
,

又相继构建了许多双向质粒
,

如 �

� � � � �
、

�� � � � �
、

� �� � �  
、

� �� � ��
、� ��� � � � 和 �� � �

、

�� � ��
、 ��  ! 、 �� � �

、

�� �  �
、

夕� � � � � 以及在此基础上发展的宿主运载体系统 ���  � �
一�� , , , � � � � 夕, ‘�� � � �  �� �  � � ��

,

大大提高了转化效率�,,
� �� 。

� �� � 等人构建的 � � � 质粒系列
,

含有 �� � �� � 的复制起点

和非受损的 �� � 区
,

抗性选择标记
,

并选择去除了限制酶 � “�� 和 � � � � 的识别位点
。

且含有蓝藻质粒的复制起点 ��� ��
,

这类双向质粒可通过接合转移并稳定维持在丝状蓝

藻细胞中
’‘�� 。

早期这些基因运载体的构建
,

为蓝藻分子遗传学研究奠定了基础
。

其后又相继构建了一些新的双向质粒及检测基因表达的质粒
,

也就是将编码 夕半乳

糖营酶或荧光酶基因的 � � � 片段插人双向质粒中
,

根据酶活性显示克隆基因的表达
、

另

外利用人噬菌体调节信号
,

通过漂移温度控制克隆基因表达强度的质粒也已构建
【�� 

。

最

近报道一些启动子探测质粒的构建
,

为确定基因转录启动子提供了可能
【�� 

。

我们将安装

有 � � �  的 � � � 序列的 � � � 基因克隆于 � � � � �� 质粒内
,

利 用 � � � 基因作为克

隆启动子的报告基因
,

构建了适用于 � “�
� 。。。 的启动子探测质粒

‘》。

�� 徐旭东
, �� 夕�� 博士生研究论文

。
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�三� 甚因转移系统

蓝藻的遗传重组现象迟至 ��  � 年才被证实
,

接着才证明单细胞藻 � � , 。。
��

。。““ �

�� �� � �� 的 � � � 转化作用
,

至今已发展了两种类型基因转移系统
,

即转化作用
‘川和接

合转移系统
‘�

,��
·

目前已确认可转化的蓝藻是一些单细胞种类
,

如 �� , � � 吞� � � � � “ � � �� �  � �
、 � �  � 、

� �  !
、

� � �  
、

7 3 6 0 9 和 sy。 。。h o c y s , i ; p C C 6 7 1 4
、

6 3 0 8

、

6 8 0 3

、

6 9 0 6

,

除 63 08外
,

它们都有

天然转化能力
。

丝状蓝藻的转化作用
,

虽有报道[s]
,

但可重复的稳定转化系统尚未确 立
1) ,

最近证明
,

电激法 D N A 转化可成功应用于 A na b
。。

na 网
。

一般认为蓝藻 D N A 转化感受态出现于指数生长期
,

但没有峰值
,

当细胞进入静止

期
、

或耗尽氮源
,

或加 D N A 前预黑暗
,

转化效率明显降低
。

有些藻株
,

经溶菌酶处理
,

并延

长 p N A 保温时间
,

可提高转化效果
。

在 D N A 吸收阶段是否需光
,

不同作者结论不一
,

或认为光或暗没有影响
,

或认为黑暗及加光合抑制剂增加转化效率;与之相反
,

认为黑暗

降低效率 10 倍
。
D N A 转化的剂量效应

,

依受体细胞种类不同而异
,

其中 P cc 68 03
、
7 0 0 2

、

7 9 4 2 三株是比较理想的受体 ;并受选择标记性质(如 Sm
‘ 、

C m

,

优于 A Pr )
,

及所用 D N A

种类的影响
。

饱和 D N A 浓度一般在 l产g
/ m l 以下

,

加人 D N A 反应时间 , 一30 m in
,

但也有反应 18h 者
,

逐渐增加选择因子浓度有利于转化子抗性表达
。

转化时 D N A 的

结合吸收有竞争
,

没有专一性
,

这与革蓝氏阴性菌不同
。

同源
、

异源
、

线性或环状 D N A 均

可转化
,

单 链分子不能转化I33]
。

随着证明外源 D N A 标记在蓝藻细胞中表达及杂种质粒的构建
,

通过质粒转化的基

因转移被广泛研究和应用
。

( l) 直接利用未修饰的外源质粒转化
,

如 pB R 322 ,

户R 328

等
,

可将外源标记 D N A 导人蓝藻基因组
,

但效率很低
,

且需经过特殊处理受体细胞
,

如

溶菌酶或紫外光处理
。

我们的结果证实
,

s y
, 。: h 口‘口。‘“ : P C C 6 3 o l 经溶菌酶处理后可直

接用 pB R 3 25 等外源质粒转化
。

(
2
) 非复制杂种质粒转化

,

在蓝藻染色体 D N A 片段中

插人抗性标记基因并与非复制外源质粒连接后转化
,

或将染色体 D N A 片段与抗性标记

基因连接后转化
,

通过同源重组作为插人诱变的有效方法 (见第七节);或将克隆基因与报

告基因(如 L aoz )融合
,

并与非复制质粒连接
,

通过转化插入染色体基因组
,

以检查有关基

因的表达f
3习。

转化及重组效率
,

取决于与同源 D N A 的连接及 D N A 片段的长度
‘8] 。

(
3
)

双向杂种质粒转化
,

产生部分二倍体
,

用于基因克隆
,

表达及互补分析
,

双向质粒能否稳

定维持取决于 (
a
) 宿主内切酶作用的可能性

,

( b) 导入的质粒与宿主内源质粒之间的同

源重组[9]
,

(

。
) 克隆的 D N A 片段与宿主染色体 D N A 的同源重组

。

报道指出
,

克隆于

pC B4 质粒的叶绿体基因组文库
,

转化蓝藻 S夕, e c h o c o c c 二 , p C C 7 9 4 2 显示不同的转化效

率
,

且质粒稳定性不同
,

这可能是由于特定的叶绿体 D N A 片段与宿主基因相互作用 的

结果
[45, o

由于丝状藻的 D N A 转化系统尚未建立
,

由 w ol k 等人首先完成的 A na b
ae , 。

接

合转移系统是丝状蓝藻基因转移系统的突破
。

这个系统要求存在接合质粒 (如 R P 4 )
、

辅

1) 王业勤 ,
徐旭东

, 1 , 8 8: A na b a en 。 氧敏感株的 D N A 转化并外源的 D N A 导入
。
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助质粒(有识别 Bo m 位点的 m ob 基因 )
,

及 pR L 系双向质粒
。

这个系统经修改已扩大应

用于其他丝状藻如 N osto。
,

c
a

l
o r

h
r

i
x

及单胞藻 syn。。h o ‘。c c u J [1 , , 。

这是目前可用于丝

状蓝藻唯一有效的基因转移系统
。

但人们还希望寻找天然在蓝藻和大肠杆菌中都能自主

复制且能接合转移质粒作为更方便的克隆运载体
。

最近报道指出
,

广宿主的 玩。
Q 质粒

pkT 210 可能具有这样的潜力
。

( 四) 墓因克隆和墓因图的制定

自 198 0 年从 A o abae, 。 P C C 7 1 2 o 基因组中克隆到
nif H I 基因以来

,

到 1990 年
,

克隆的各类已知功能的蓝藻基因达 130 多种 (表 1)
。

其中的 70 外是编码光合器复合体

的
。

此外
,

通过核昔酸序列分析
,

还识别出一些未确定基因产物的阅 读 框 (O R F )
。

蓝
_

藻基因克隆与识别主要有 7 种方法
。

(
l
) 利用异源 D N A 探针杂交从基因文库中识别 目

的基因 ; (2 ) 根据已知的氨基酸顺序选取最保守的一段
,

人工合成寡核营酸探针杂交筛
选;(3) 利用标记抗体从表达基因文库中筛选目的基因 ;( 4) 标记 R N A 探针与 D N A 杂

交; (5) 标记 (转座子或抗性基因) 援救克隆; (6) 突变株直接互补法 ; (7) D N A 序列

分析寻找 O R F【1 ,
, , , , o

基因的克隆给制定蓝藻基因图提供了可能
。

由于在蓝藻中无可用的噬菌体转导或染

色体接合转移系统
,

故基因组结构的研究局限于限制酶切图谱定位
。

早先利用染色体步

查技术将 A , a
b
a 。。a , a r i a b i l f

s 9 6 0 个克隆的
cosm id s 文库分为 40个连锁族

,

并把一
些基因定位于这些连锁族内

「
24]

。

但是这一技术制完整的基因图是困难的
,

因为有一些染

色体片段可能无法在 E
. col i 宿主中克隆

,

这样在 co sm ids 连锁族之间形成空缺
。

导致基因定位工作真正突破的是大片段染色体操作的脉冲匀直变角场 电泳(PH O G E)

的应用
。

选择一些在 A na b。
。 a P C C 7 工2 0 染色体上仅有极少识别位点的限制酶对染色

体完全酶切并作 PH O G E 和 sout he rn 杂交
,

从而作成基因组的大尺度物理图谱
,

并将

30 个基因探针定位于该限制酶图谱上
〔‘, ,
结果表明

,

尽管蓝藻基因也以操纵子形式组织
,

但功能相关的基因并非集中在一处
,

而是分散于染色体上不同位置
。

编码光系统 I、 光

系统 n 复合体的基因及异形胞包被结构相关的基囱等皆如此
〔,

而且表明
,

A
, 。

b
。。, 。

的

基因图与叶绿体染色体基因图在排列顺序上明显不同
。

除 汉n a吞a e , a 以外
,

据报道最近单细胞藻 S夕n ec h o c o c c“ 5 p C C 7 0 0 2 染色体物理图

谱也已完成 (Cy
anonew s( 199 0)

vol
.
6 加

.
3
.
)
。

( 五) 重复序列和动态 D N A

ca l
口
tk

,
t’x ;p

.
P c c 7 601 基因组中存在三类短的串联重复序列(ST R R )[30J

。

它们皆

由 7个核昔酸顺序串联履交复组成
,

每次 串联约有 3一n 个重复序列
。

基因组中 ST R R 达
100 拷贝以上

。

进一步调查 24 株蓝藻
,

发现仅在有异形胞分化的丝状藻才具有这种重复

顺序
。

另一类低拷贝重复顺序即是普遍存在于原核生物中的插沐
‘

因子 (15)
。

c
o
l
口‘
hr ix

:产

P c c7 60 1 株色素自发变异频率极高
,

即与 Is 的活动有关
。

选择有代表性的两突变株作
’

基因图谱和表达研究
,

发现其中一株系一个具有乒型插人因子序列的 l
.
4k b D N A 插人
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续裹 1

bTcc.l心nhd
·

! rnX

f f

s

昭比beppr伽ohhrr引u
·

滩
PP
rrrrr引别
t]t]
tt七t1Xal : 乙酞乳酸合成酶

“p “ 别藻蓝蛋白
aq u lM R aq ul 甲基化酶
arg 精氨酸合成酶
atp A T p 酶
av a一M R A v 。x 甲基化酶

cb p 胡萝卜素结合蛋白
cp c 藻蓝蛋白
cpe 藻红蛋白

“r t
植烯脱氢酶

d e: 脂肪酸脱饱 和酶

fd x 铁氧还蛋白

fu : 延伸因子 E F 一
G

9 1 9 分岐酶

gl
n

谷酸胺合成酶

gl
t

葡萄糖转移蛋白

6一 P G 脱氢酶

伴侣蛋 白

伪空胞蛋 白

异形胞特异表达基因

磷酸叫 噪水解酶

铁调控膜蛋 白

插人 因子

亮氨酸合成酶

甲硫氨酸合成酶

硝酸还原酶

固氮酶

氮同化调节蛋白

光合电子传递体

光修复酶

P E P 凌化酶

光系统 I复合体

光系统 11 复合体

需钙蛋白酶

核酮塘二碳酸竣化酶
D N A 同源重组酶

核糖体大亚基蛋白

核搪体小亚基蛋白

核糖体 R N A

超氧物歧化酶

可溶性氢酶

硫胺素合成酶

苏氨酸合成酶
tR N A

硫氧还蛋白

延伸因子 E F 一

T

s

延伸因子 E F 一 T u

剪切酶

ldo手沈9pu1冲诱比D‘r�se
99
g
h

.

划
.
别Lh

洲七fCLIt吃a以笋
·

L妇e
‘

h
P

s介n11n
PPPP

cP
o
F 基因

,

导致藻胆体失去棒状结构
,

P C
a 亚基失去发色团

,

且 cP e 基因完全不转录
。

另一株系 l
.
lkb 长的一段 Is 插人 cp。一

BZ
A Z H ZI Z D Z 操纵子

一

上游
,

导致藻胆蛋白含量全

面下降
。

它们分别命名为 1570一 和 xs 7oz【2 , , 。

除 c
alo‘h r ix 外

,

在 A , a
b
a e n a s 户

·

p C C 7 1 2 o

,

M

一
1 3 1 等株也发现了插人因子结

构
。

尤其是 chlorogloeo户,
i
:

f
r
i
t s c h i i 在 rbe 基因附近一插人因子序列与

一

E

,

c o

l i 的

IS : 十
·

分吻合
,

推测自然界发生过 E
.
co li 与蓝藻的接合转移

c

更有意思的是 A o b
ae , a

异形胞发育过程中基因组的动态变化
。

营养细胞分化为

异形胞后
,

异形胞基因组 ni f 基因丛内部和附近发生了 D N A 重排
。

ni f D 基因内有一

““卜因子叹落
,

并以环状形式存在
,

不扩增也不降解
。

该因子两端有同向的两段 “ 碱基

对的序列
〔, 幻。

这一重排不仅发生在异形胞分化过程中
,

还可以发生在 E
.
。。

11 克隆中
。

将

m in i
一
M

u 一
la
。
转座子转座到克隆于 PB R 322 的该 1Ikb 因子内

,

当重排反应发生时
,

l
a c

基因从克隆中消失
。

这样发现有 0
.
3外的细胞中可发生重排反应

。

作 D N A 序列分析
,

在该因子近 ni fk
一

端识别出一个 1135 bp
.
的 O R F ,

推测为剪切基因
。

定向插入失活

xi sA 基因后
,

异形胞发育照常
,

但 1Ikb 因子不发生脱落
,

同时失去固氮能力
。

除了这一

重排反应外
,

在 ni f s/ v 与
rbc L ,

S 基因之间还发生了一个 5 , k b D N A 因子的脱落

事件
。

以染色体步查技术证明该 D N A 脱落后也以环状存在
。

并与 ni f s/ v 转录有

关圈
。

但是两个重排因子末端识别顺序不同
,

且可以人为地使二者不相伴发生
,

故必然有

另一种剪切酶识别第二个重排片段末端顺序
。

另一藻株 A “b
。。 , 。

I,a ; i ab ili
:
在异形胞

发育时同样发生 11k b 因子的重排
,

而无 , s k b 因子的重排
。

对 llkb 因子内 xi s A 附近序列分析发现了四个 O R F ,

其中 O R玩 与 Cyt P 一 4 50

同源性很高;而 O R 几 是最为保守的
‘川

。

但其真正功能有待进一步研究
。

( 六) 墓因表达调控的研究

与其它光合生物类似
,

蓝藻中也存在受光调节的基因
,

其表达受光质或光强的 调节
。



。l 。 , h , 、: :p
.

PC
C 7 6 01 在红光条件下

,

藻胆体棒状部分藻红蛋白消失
,

藻体显蓝

色 ; 在绿光条件下则藻蓝蛋 白消失
,

藻体显红色
,

称
“

补色适应
” 。

研究表明
,

藻胆蛋白

有 7 个操纵子
,

其中 3 个编码藻蓝蛋 白
,

它们是
epel:epeB IA IE F , c

p
e

Z
: e

P
e
B z A Z H Z I Z D Z

,

e
p

c 3
;

c
p

e
B 3 A 3 H 3 I 3 D 3 ; 1 个藻红蛋白操纵子

eFeB A 一 o r
f y ; 3 个

apc 操纵子
。 a

p
。 及

C匹1 的转录不受光质的影响
,

而 Gp cZ 仅在红光中转录
,

cP
e 仅在绿光中转录I3sJ

。

不 同

的是
, c

p
o

3 操纵子并不受光质影响
,

而在缺硫条件下转录
。

光系统 11 复合体中 psbA 基因受光强调控
。

如单细胞的 sy。 。。八。‘。“: , : P e e

7 9 4 2 Ps
bA 有 3 个拷贝 Ps bA I

、

11

、

111

,

编码不同型的 D : 蛋白
,

在通常光照条件下
,

·

p

s

b

AI

基因比 PsbA ll 的转录水平高 500 倍
,

比 psbA lll 高 50 倍
。

并且 psbA I 的表达随光强

减弱而增加
,

而 psb A H
、

111 仅在光照接近 600 产 E. m
,

·

5

一 ‘

的情况下才有较可观的表达

产物
t‘, 3 。。

以上二类多拷贝基因(基因家族)表达情况表明各拷贝的功能有所分工
,

从而更好地

适应环境条件的变化
。

在丝状固氮蓝藻中
,

固氮作用是与异形胞分化紧密联系在一起的
。

氮饥饿导致异形

胞分化
,

固氮酶基因脱阻遏 ;以及
cPc

、
a

Pc

、
r

bc 等基因表达下降
,

以至在成熟异形胞中这

些基因的产物消失
。

利用突变株弥救法
,

已克隆到参与异形胞发育调控的基因
。

当该

基因克隆于穿梭质粒并转移至 A , 。
b
。。, “

时
,

异形胞发育不受按氮抑制
。

(
c y

a

no ne
w

s

(
1 9 9

0).

v
ol 6

.

No

.

2
)

n
i f 基因除受环境因子调节外

,

直接受异形胞发育的调节
。 n

if
s/

v

基因不仅在异形胞发胃晚期 55kb 重排因子脱落后才发生转录
,

越f H D K
’

的启动子装置

于荧光酶基因前同样发现仅在异形胞内表达;而转移至不产异形胞的突变株时
,

微氧条件

下
,

荧光酶也仅在相 当于异形胞位置的细胞表达t1’lo

蓝藻基因转录调控机理月前有几种看法
。

第一
,

基因表达的转换与不同的
:
ig m
a 因

子有关
。

分离纯化的 A朋ba 印
。

‘

营养细胞 R N A 聚合酶在体外转录系统中只能识别 E.

co ll 型启动子 ; G ln 基因前方兼有 E
.
co h 型和 ni f 型启动子

,

在营养细胞中二者可识

别转录
,

而在除去钱氮时仅从 ni f 型启动子转录
。

第二
,

存在阻遏蛋白类调节因子
,

在启

动子下游有识别位点
。

A
。叻。脚 的 xis A 基因启动子后一段 17obP 的序列即担负阻遏

其启动子在营养细胞中转录的功能
,

并有 5 核普酸重复序列可 为一种蛋白特异识别结合
,

可能就是阻遏调控顺序叫
。

第三
,

存在基因表达激活因子
。

单细胞藻 sy , 。h口。口“。:
P c c

”42 nt cA 基因突变失活则导致硝酸还原酶
、

亚硝酸还原酶
、

谷酞胺合成酶
、

甲基氨转移

活性等氮代谢功能丧失
。

这种多效性表明
n比A 产物可能是氮代谢基因的正调控因子

L‘
zlo

第四
,

基因组超螺旋状态 调控基因的转录
。

氧对固氮酶基因表达的调控就可能通过拓扑

酶调节基因组超螺旋状态实现[20J
。

转录调控是蓝藻基因调控的重要方式
。 ‘

r o c
A

、

伴倡蛋白
、

铁氧还蛋白和黄素蛋 白
、

铁

调控蛋白等编码基因的转录直接受环境因子的调控
。

除转录水平的调控外
,

也存在转录后调控
。

具补色适应的 ca lo ,
hr i

二 7 60 1 和 ‘y , e -

ho
‘口““ , 6 7 01 二者

cPe 启动子部位有
一

保守识别序列
,

故它们在绿光质条件下转录水平
接近

,

但细胞内藻红蛋白量却相差较大
,

可能就是转录后调握的结某了丈有趣的是
c 。lo

_

,
h
; i 二 7 6 01 g v P 操纵子内有一 0

.
4kh 的反向转录本

,

与正向的三个转录本可互补结合
,

称
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反义 R N A 。

可能在结合成双链 R N A 后
,

利于特殊降解双链 R N A 的酶的快速作用tl41
。

另外
, c

p
c ,

操纵子编码的产物在翻译后 N 一

端 M et 被切去
,

则属于翻译后修饰
。

( 七 ) 蓝藻的诱变及蕃因功能分析

蓝藻通过传统方法诱变产生的遗传变异已有不少报道
,

已分离鉴定了许多突变株
,

大

致分为 8个大类型
。

不过除抗性突变株外
,

一般诱变效率都较低
,

且已分离的突变株
,

从

生化上做了明确鉴定的不多
‘, , ” 。

传统方法诱变蓝藻遇到的困难
,

除一些技术上的原因

外
,

可能与它们基因组的多拷贝性质有关
,

这阻碍了隐性突变在缺少正向选择压力下的表

达
,

且突变不易稳定
。

近年来
,

已发展了蓝藻染色体遗传工程
,

诱变分离突变株
,

并对有关基因功能进行分

析或基因克隆
〔
23J

。

一些单细胞蓝藻能进行 D N A 转化
,

并已证明外源 D N A 能稳定整合

于蓝藻染色体上
,

这就便于通过随机插人诱变或定向诱变修饰蓝藻基因组
,

而获得各种类

型的突变株
,

例如
,

将 C m
‘

或 K m
‘

D N A 片段连接于宿主染色体 D N A 片段
,

通过转化

同源重组
,

研究了随机克隆抗生素抗性基因至蓝藻基因组所产生的插人突变
,

并分离了光

合作用突变株[8]
,

他们解释这种整合转化机制包括( l) 基因置换的同源重组为主要类型 ;

( 2) 单交换附加重组; (约 不正常重组
。

这种插人诱变可作为一种替代转座子诱变的方

法
。

转座子诱变虽已应用于一些蓝藻
,

并分离了少数突变株
,

但应用效果不佳
。

在此基础

上
,

一个随机插人诱变并直接克隆有关基因的方法已建立
,

即通过构建插入突变文库
,

转

化选择双交换重组子
,

克隆失活基因
,

再转化选择单交换附加重组子
,

其 D N A 经适当酶

切便可克隆有关基因
,

此方法可作为一种基因标签技术使用
〔习。

至于已克隆基因的定向诱变
,

在蓝藻基因功能分析方面已广泛应用
,

包括基因内的

随机插人及单碱基突变
。

例如
,

已定向诱变了光系统 l( P sI) 的 Ps aD 及 Ps aE 【
‘目
基因

”

Pa 刃 突变株缺 Psl 反应中心亚单位 11 蛋 白
,

光自养生长极慢
,

表明它对 PSI 功能是必

不可少的
。

Ps al l 突变株缺反应中心亚单位 Iv 蛋白
,

但亚单位
.
H 蛋白含量增加

,

似乎

后者可补偿前者
,

表型与野生种无明显差别
。

光系统 H (PSl l) 的 psb A 基因有三个(或

四个)拷贝
,

为一多基因家族
,

编码两种形态的 D ,

蛋白
。

分别插人失活 3 个基因中的 2 个

基因
,

证明 3 个基因都有功能
,

产生 D ‘ 维持自养生长
,
3 个基因全部失活

,

突变株不能自

养生长
,

缺放氧活性
,

尽管 PSl l 复合物可以装配
t, ”。

p sb A 定向诱变还证明
,

蓝藻与高等

植物结合除草剂位点结构类似
,

抗除草剂是 由于 psb A 突变
。

Ps b A 两个单点突变
,

在 Dl

蛋白中 phe一 2 1 1 变为 Ser ,

以及 A la一 2 5 1 变为 V al, 引起对高光强的敏感
‘, ‘,。

p
s
b 。 有

两个拷贝属不同转录单位
,

编码一样的 D Z 蛋白
,

定向诱变证明
, p sb D n 有功能但非必

需
,

p sb D I 对存活非必需
,

但对最适生长是重要的
。

单点突变改变 D : 蛋白的 T yr一 1
60

为 Phe
,

突变株光合生长稍慢
,

缺 D + EPR 信号
,

证明有机辅因子就是 T yr一 1 6 0 残

基[43J
,

并修正了以前定向诱变 H is一 1 9 7 和 H is一 2
14 所得结论

。
p sb B 定向突变后缺 CP -

47 蛋白
,

c P
一
43 存在

,
P Sl l 可装配

,

但没有活性
。

p sb E 和 psb F 插人诱变封锁了光 合

电子传递
,

证明了 cy t
一
b , 5 9 在 P Sl l 中的功能

。

编码 PSl l 中 M n 稳定多肤的 Ps bl 失

活
,

突变株缺 3Z K D a 多肤
,

不能放氧和光合生长
。

此外
,

定点突变证明
rbc L 基因 5’ 边

缘区对 c o : 浓度的要求起关键作用
“, 了。

编码藻蓝蛋 白连接肤的
cPc C 基因失活

,

细胞中
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有一半藻蓝蛋白不能组装进藻胆体
,

且后者的结构发生了明显改变
。

印cA 和 cP cB 基因

突变
,

细胞中的藻蓝蛋白消失
,

别藻蓝蛋白量无变化
,

细胞的世代时间延长 2一 7倍
。

丝状

蓝藻通过接合转移进行定向诱变
,

一般需在单交换重组子中筛选衍生的双交换重组子
。

已

定向诱变了
、
1
s A 基因

, 、
i
s A 失活

,

封锁了
。
if D 基因 自kb 元件的切割重排且不能固

氮[20J
。

此外还定向诱变了 ni fD 和 he tA 基因
,

并研究了利用
sacB 基因作为正向选择

标记
。

重组缺陷型 (R
e。一

) 藻株对于维持稳定的部分二倍体
,

用于基因克隆及遗传分析是

很重要的
。 r e c

A 基因已克隆定序
,

但试图通过插人失活诱变分离 Rec一 的 sy , 亡动
口。

oc

-

‘“:
7 0 0 2 突变株的努力没有获得成功

。

可能是 recA 基因产物对于维持蓝藻细胞的存活

是必需的
‘川

。

相信此问题不久可以解决
。

( 八 ) 展望

蓝藻分子遗传学研究虽然起步较晚
,
近 10 年发展令人瞩目

。

在基因运载体构建
、

基

因克隆
、

定序
、

基因转移
、

表达
、
功能分析等方面都取得了显著的进展

。

特别是从最近 3 年

发表的论文数量
、

研究的广度和深度来看
,

研究步伐又进一步加速了
。 这为在分子水平上

了解蓝藻的放氧光合作用
、

生物固氮
、

细胞代谢
、

细胞分化等重要过程提供了新的可能性
,

同时又为蓝藻的遗传操作开辟了新的前景
。

已经证明
,

来自大肠杆菌
,

枯草杆菌以及人的

一些外源基因可以在蓝藻细胞中表达
,

例如大肠杆
一

菌谷氨酸脱氢酶基因在蓝藻中表达引

起抗钱
。81 。 人超氧物岐化酶基因在蓝藻中表达减少氧胁强

。

这就可能通过引入外源基

因
,

以赋于蓝藻新的遗传特性
,

或作为重要的天然产物基因表达的宿主
。

近年来
,

蓝藻的

基因工程研究也已取得了一些可喜的结果
。

例如
,

已相继报道
,

成功地将芽抱杆菌的杀虫

毒素基因导人并表达于几种蓝藻细胞中
〔
4lJ

。

试图日后以此类工程藻株对水体蚊幼进行生

物防治
,

控制疟疾
。

还有报道说
,

通过对 rbc L 基因的遗传修饰
,

提高了蓝藻同化二氧化

碳的效率
。

植物的抗寒性是植物的育种目标之一
,

关于抗寒机理长期争论未有结论
。

最

近已从耐寒藻株中克隆了一个植物型脂肪酸脱饱和基因 (d
eoA )

,

并导入冷敏感的藻株

中
,

使之增强了抗寒性
汇‘4, 。 这些显然都是蓝藻基因工程向着实用目标的有益尝试

。

其研

究结果对于植物遗传工程必将有所裨益
。

此外
,

已有不少报道证明
,

蓝藻基因
rbe

、
e
p
e
、

p
s
b

、

p P
c
、
t r x

、
le

u
、

9 1 9

、

p h
r
、

x
i
。
A

,

可在

大肠杆菌或枯草杆菌及链霉菌中表达功能
,

这样可在新宿主中研究蓝藻特殊基因表达
,

并

且蓝藻的一些重要产物也可借用快速
一

繁殖的微生物大量生产
。

实际上
,

来源于蓝藻的限

制性内切酶如 Ava l
、

A
v a

H 就是在大肠杆菌中进行商品化生产的
。

预料
,

蓝藻天然药物

的基因工程将逐步发展
。

展望未来 10 年
,

随着藻类生物工程产业的兴起
, 针对提高藻类生物量

,

天然产品产

量
,

质量
,

扩大产品应用范围
,

以及改善加工工艺等方面的遗传操作将会应运 而生
。

此外
,

发展适合于作为植物重要产物基因表达宿主的工程藻株不久可能 也将问 世
。

然而
,

要 实

现这些目标
,

仍有待于基础研究的进展
,

例如
,

更多的基因被克隆定序及功能的指定
,

不同

基因在基因组上的定位及基因组完全序列的测定;重组缺陷型藻株的建立;蓝藻质粒功能

的确定 ;基囚表达的调控机理及多基因家族在基1川表达凋控中意义的揭示
,

植物基因向蓝
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藻宿主的转移及功能表达等等
。

可以预料
,

在基础研究领域
,

围绕光合作用基因结构
、

功

能分析及其遗传操作
,

依然是蓝藻分子遗传学研究的一个热点
。

其研究结果将使我们对

这一重要的生命过程的分子机理的了解为之一新
,

并且为有效影响和控制这个过程提供

新途径
。

我国蓝藻分子遗传学研究还处于起步阶段
,

与国外相 比差距很大
,

建议加强研究及国

标合作交流
,

这不仅仅是藻类学发展的需要
,

而且与其他学科的发展是紧密联系在一起

的
。
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