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,

� �� �的认识
,

最终要揭 示其

作用的生理生化和分子生物学基础
�

蓝藻高 ��
�
需求突变株的研究为这个 目标的实现提

供了一条最为有效的途径
�

� � � � 年
,

��� �� �
等第一次把筛选光合作用突变株的方法加以

修改
,

利用化学诱变筛选到第一个单细胞蓝藻 匆
”

�� 、�� 。 � � � �� ��� 的高 �� � 需求突

变株川
,

为这一领域的研究在方法学上开辟了一个新的途径
�

� � � � 年
,

�� ��
�
等使人体 �

型碳酸醉酶基因在蓝藻细胞胞液中的超量表达产生了高 � � 需求突变株 �� 
,

证明 �� 在

胞 内的正确定位是 � � � 所必需的
�

�� �� 年
,

� �� �
�
等通过

� � ��
, � � � � 及

� � � � 基因

�编码 �
��
� 脱氢酶不同亚单位 � 的失活获得了高 �姚 需求突变株〔� �

,

说 明无机碳运输

与光合电子传递有关
,

光能是无机碳运输过程中所必需 的能量
�

� � � � 年
,

��� ��
� � � 等发

现
,

��� � 基因�编码位于梭体内的碳酸醉酶 �的损伤产生 了高 � � 需求突变株 �’�
,

说明

梭体及位于竣体内的以 在 � � � 中具有重要作用
�

不 同的高 � � 需求突变株中相关基

因的分离及测序的结果证明
,

蓝藻的 � �� 是由多个基因控制的
�

随着蓝藻分子生物学手

段在该领域的运用
,

对揭示蓝藻 � �� 的分子生物学基础起了重要的作用
�

就单细胞蓝藻

匆
� �� �� �� �� �� ���� �� � 而言

,

已经鉴定了多个参与 �� � 功能的基因
,

并对
� �� � � �编码

� �� �� �� 大小亚基 � 操纵子基因组区的大部分基因构建了物理图谱
�

总之
,

� � � 突变株

已成为阐释蓝藻对变化的 �仇 浓度适应及 ��� 的生理及分子生物学基础 的一个重要工

具
,

并将继续成为蓝藻 ��� 领域最为有效的手段
�

,

本工作得到
“
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”
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� 蓝藻 � �� 可能损伤的位点

蓝藻 ��� 的有效运转有赖于一个正常的无机碳运输系统和梭体 以及它们之间的密

切配合
�

蓝藻的质膜上有一个主动的 �� 运输系统
,

和定位于梭体的 � �� ��� �
�

无机碳泵把

� � �� 运输到胞液中
,

梭体的功能是利用胞液 � � �� 提高 � �� ���� 附近的 �议
�

,

�〕
�

目前

认为
,

这种 � � 浓度的升高
,

是梭体 �� 的催化及梭体外被蛋 白形成的 �� � 扩散阻力共

同作用的结果�� 
�

因此
,

蓝藻 �� � 可能损伤的位点有以下几个方面
�
� �� �� 丁与 �姚 利

用系统的蛋白组分的损伤或缺失 � �� 运输过程的供能途径包括电子传递组分
,

��� �� � ,

� � 十 � � � 反向运输�� �� �� �� �� 的损伤 � �� 按体的变化
,

其中包括
� �

�

竣体对 ��� 的泄漏

增加 � �
�

�� 活性的改变或错误定位于胞液中 � 。
�

梭体形态
,

数 目及在胞 内位置的改变 �

� � �� ��� 错误定位于胞液
�

蓝藻高 �仇 需求突变株的类型

到 目前 为止 已在 单细 胞的 蓝藻 与�� �� ��
� �� �� ���� �� �

,

勿
�

�� 
� �那� �� � ��� � ��

,

匆
� � �人。哪

��� � �“ � �  和 勿
� �  人oc occu : P C e 7 0 o Z 中获得了许多高 C q 需求突变株

.
依诱

变方式分有三类
:
(l) 化学诱变产生的突变株; (2) 限定突变株 ( De fine d m ut an

t ) ; (3 )

随机片段插入诱变 ( R
and
om
insertion )

·

2

.

1 化学诱变突变株 用化学诱变在 孙昭th
oco
cc u : P c c7 9 42 获得的高 Cq 需求突变

株
,

都是在胞内无机碳利用上缺陷的
,

迄今还没有发现无机碳运输和积 累缺陷的突变

株
.
在无机碳利用上受阻的突变株

,

主要有两类
:
一类是在梭体形态上发生改变如 E

, ,

q

Z , 和 T ype l; 另一类在梭体形态上没有改变
,

如 T ype 11 和 C 3P 一 0
.

q
2 1和 T ype l 中

损伤的基因已被定位
.
这些基因定位在 R ub. is C O 大亚基基因 5

’

端 skb 区域内
.
这些基因

可能参与了梭体的组装
.
这些基因的失活

,

产生了没有竣体的突变株(P/ N )
.
很可能 E l

,

和 T ype l是 由同一基因的损伤导致的
.
R K ;和 q

Z, 也可能是由同一基因的突变引起
,

因

为这两个突变株在转入低碳条件下时都不能诱导 42 K D 多肤
.
C 3P 一 O 突变株则不同

,

用

R ub is
CO 小亚基基因下游 20 kb 处的 D N A 片段做互补实验(Co m pl

em entation)
,

该突变株

可以回复到野生型
.
T yP

e H 突变株在黑暗中时
,

C 0
2

的泄漏速率下降
,

而且在 H c o矛向

C q 的转化中缺陷
.
O ga w a 在 S ,

ech
ocys

t is PCC6 80 3 中获得 了无机碳运输缺陷的高 c0
2

需求突变株
,

认为这种缺陷与能量供应有关
.
他分离到与突变相关的基因

,

并命名为 ic -

tA [8l
.
进一步的研究发现

,

这个基因实际上编码 N A D H 脱氢酶的一个亚单位
,

于是更名

为 n
咖z[

, 2
.

2
.
2 限定突变株 随着蓝藻遗传转移系统的建立

,

人们可以通过定点插入失活或删除

某一特定区域的 D N A 来构建突变株
,

通过这种方法 已获得了大量 的突变株
.
其中 M g

,

h
c

rB
X I 和 PV U 的突变位点是从化学诱变突变株中分离得到的

,

然后在这些基因中插入

一个抗药性的 D N A 片段〔‘”〕
.
P/ N 是 由 (场

;和 T yP
。

I 衍生来的 突变株
,

包括相应的

O R Fs在 内的 1
.
s kb 区被一个抗药性片段取代

,

产生的新的突变株没有梭体但胞内含有

可溶性的 R ub isc O[
‘。]

.

另外
,

通过插入失活 c3 P
一 。突变位点相应的 D N A 区

,

获得了新
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的高 c q 需求突变株
,

并鉴定 了编码定位于梭体的 c A 基因 ic
fA

〔4 〕
,

这个发现在 cc
M

研究历史上是一件大事
.

除了上述由化学诱变衍生的突变株外
,

还有两个高 CO
Z
需求突变株

,

它们是由外源

基因的导入产生的
:
一个被称做

“
C ya

nor
ub ru m

”

突变株
,

它是由编码深红红螺菌 R h
o-

面户ir izzu m o 6
r u m R u b is

CO
( L2 )的基因

,

取代 段产ech
ococc

us p C C 794 2 中编码 R ubis
CO

(I吧 Ss )的基因而获得的〔川
.
这个实验有力地证实了梭体在 c cM 中的中心作用

.
另外一个

突变株是 由人体 H 型碳酸醉酶基因在 S卵ech
~

us P CC7942 胞液中的超量表达产生

的 [2]
.
这个突变株具有极高的胞液cA 活性及高 C O

Z
需求的表型

.
尽管无机碳运输正常但

不能在胞内积累无机碳
‘

该突变株的构建验证了
: H c呀 是胞液中 ci 的主要形式

,

胞液

中没有 C A
,

因而转化成 Cq 的速率非常低
.
同时也验证了阻止 COZ 泄漏的屏障定位于

按体而不是质膜
,

并进一步肯定了梭体在 CC M 中的中心作用
.

2
.
3 随机插人 突变株 Su lte m ey

er
等用 卡那霉素抗性片段随机插入 匆

刀

ech

~

us

P c
c7 00 2 中获得了一些 cc M 功能缺陷的突变株[

’幻
,

但具体的突变位点还没有确定
.

如以 C C M 功能损伤的部位分
,

H C R 突变株可以分为梭体突变株和 Ci 吸收功能丧

失突变株两大类
.
到 目前分离到的 H CR 突变株主要是前一类

.
无机碳吸收功能缺陷在研

究 Ci 运输机制及鉴定相关基因方面都具有重要意义
‘

上面所提到的在编码 N A D H 脱氢

酶各种亚单位的基因损伤的突变株
,

在积累 Ci 能力上下降
,

但从严格意义上来讲
,

不能

算
“

运输突变株
”
.

飞
awa分离了一个 S〕, 王

ech
ocys

tis P c
c6

8 03 突变株
,

当置于 3 % 或 0
.

04 % C q 下时
,

同野生型 一 样可 以生 长
,

但不能 在 0
.
008 % 下 生长

,

称为
“
S C’

’

突变

株〔
’3〕
.

该突变株在 CO
Z吸收上受到严重的阻碍

,

而 H C o 犷的吸收上却没有受到影响
.
sc

突变株基因的损伤是否直接参与了 Ci 的吸收
,

还不清楚
.
H CO 3- 与 Cq 吸收的不 同影

响
,

反映出它在将 C q 转化为 H c呀 能力上缺陷
.
R on en

一

Ta

ra zi
a

nd
K

aP
l
an 在 与

力e -

ch

~

u :
P C

C7 94 2 中已分离到 5 个不同的 H
CR
突变株

,

它 们在运输 H CO 3-- 能力上缺

陷
,

但吸收 C O
Z
能力上表现正常〔l’1

.
H c 0了或 C O

Z
吸收缺陷突变株的获得

,

将为两种 ci

形式不同的吸收途径提供直接的证据
.

如按照突变株对外源无机碳的表观光合作用亲合力分
,

可以分为两大类
:
第一大类显

示了适应性突变株所期望的行为[61
,

即它们(D4 及 R 14 )对外源无机碳
,

表现出与高 CO
Z

生长的野生 型相似 的表观 光合作用 亲和力
,

但它 们不能在低 C OZ 下生 长
.
它是通过

尸u r K (定位于 rb cs 下游)的修饰以后分离得到的
,

这种缺失影响嗦岭的生物合成
,

因此

在严格意义上
,

它们不能被称作
“

适应性突变株
”

.

第二大类是表观光合作用亲和力低于

野生型两个数量级的突变株
,

它又分为 3 个小类
:

(l) 当供以 H co
3’或 C q 时

,

突变株在积累 Ci 能力上缺陷
,

可能是由于编码 N A D H

脱氢酶亚单位的基因缺失
,

或外源 以 基因在胞质中的超量表达引起 (Pr ic
e a
nd Ba dger

et 。x
. ,

一g s g e ) [
2]
.
在 勿

ne认
ococ

cu : P e口942 中
, ,

而B (位于 r0c
乙 上游 12K b 处 )的转录

程度可能依赖于环境中 Co
Z
的水平[

’5 ]
.

( 2) 当 C q 作为唯一碳源供应时
,

突变株胞 内积累 Ci 能力上缺陷
,

目前唯一的例证

是枷ech ocw
tisPCC68o3的 se 突变株〔‘3〕

.
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(3 )当 coz 作为唯一碳源供应时
,

突变株胞内可积累 ci
,

至少有 3/4 的突变株在无

机碳积累效率上与野生型一样
,

但在利用内源 Ci 库上缺陷
.
这类突变株包括由于 ic fA 缺

失而导 致 的 梭体 以 活 性 下 降的 突变 株[14 〕
,

含 有 异 常梭体 或 没 有 梭体的 突变

株 [“
,

‘6
,

‘7 ]
.

3 突变株筛选及分析的方法学

3
.
1 筛选 新的高 C氏 需求突变株的筛选需要在方法学上有所突破

.
传统的方法是通

过筛选条件致死表型达到 目的 但这个方法有它的局限性
.
比如

,

通过诱变使某个基因发

生了缺失
,

如果这个基因是多拷贝的
,

那么
.
相应的突变株就不能被检出

,

这就增加了筛

选的难度
.
另外

,

突变株筛选的允许条件(P
e
rm iss iv

e co ndi tion
s)

—
1一 5 % C OZ 和不允许

条件 (N
on 一 p e rm i

s s iv e co
n
d iti

o n s
)
一 空气

,

是从高等植物和衣藻[
‘8 , ‘9 ]那里借鉴过来的

,

对蓝藻是否为最合适的筛选条件
,

还有待于进一步探讨
.

3
.
1
.
1 突变株对 Ci 的理论需求量 根据 〕舰inho ld 等提出的 CC M 模型

,

可以估计出不

同突变株对外源无机碳的需求
.
假定细胞生长在 pH S 的平板上

,

分别通以 0
.
003 %

,

0

.

03
%

,

1 % 和 4 % c q
,

并且每种类型的细胞
.
都有高 Ci 和低 Ci 运输特性

.
对生长在空气中

的野生型细胞来说
,

高 Ci 细胞可以象低碳 细胞一样进行光合作用
.
这就带来 一个 问题

,

在空气中平板上生长的细胞到底表现高 Ci 生理还是低碳 Ci 生理? 事实上
,

当生长在空

气中的细胞转移到 0
.
00 3 % 的 c o

:环境下时
,

细胞体现出低碳生理的特点 〔‘“〕
.

3
.
1
.
2 突变株的筛选条件 在筛选过程中

,

C
q 达到什么水平对突变株才是非允许条

件呢? 以化学诱变为例
,

第一
,

细胞在氨卞青霉素富集培养阶段进行分裂 的时候不能快

速生长 ; 第二
,

在后面复制平板的过程中藻落的生长极 为缓慢甚至不生长
.
允许条件是

突变株的生长接近野生型的条件
.
对无机碳运输突变株来说

,

如果是单泵 (C q 泵 )缺陷
,

那么空气(0
.
035 % CO

Z) 即为非允许条件
,

而大于 2 % c o
:
的条件为允许条件

.
如果是双

泵
,

就很难定义一个 C姚 泵缺陷的突变株的非允许条件
.
因为即使在空气条件下

,

细胞

也可以依赖 H cos- 泵生长
,

如同野生型在低碳下的情况
.
如果要筛选 H c O丁利用系统

缺陷的突变 株
,

空气将是允许条件
,

而相当于甚至低于空气中 C q 浓度的 1/10 (即

0003% c q 或更低 )是非允许条件
.
梭体突变株中

,

如果梭体外被泄漏
,

没有梭体或 R
u-

bi sC O 错误定位于胞液中
,

空气为非允许条件
,

而 1一 5 % C O
Z
为允许条件〔

‘”」
.

3
.
2 突变株的生理分析

突变株筛选到以后
,

要对其生理生化特性进行分析
,

以确定它对外源无机碳 的表观

光合作用亲合力
,

无机碳运输是否正常
,

无机碳的积累及利用特性
,

梭体的特性等
.
以此

确定突变株的类型
.

4 与突变相关的基因

迄今为止
,

在 5”
ech oc occ u: PC C7 942 中所鉴定的导致高 C q 需求表型的突变位点

,

大都围绕在
:bc L s 操纵子基因组区

,

这说明参与适应于变化的 c o
:环境的基因群居于该

区
.
rb cL 上游 5 个 O R F 失活

,

缺失或化学诱变都导致了 H C R 表型
,

这些 O R F 分别被命

名为 二m K 一 。c
m 几 一 。e , n

M
一 。e

m N 一 。c
m (〕[20]

.
。e
m N 和 。c

m o 最早被命名为 。尺凡 和
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oR
月J
.
在 。c

m o 基因 3
’

端的 B cl J 位点插入 K m
·

后
,

无突变表型 出现[21 3
,

但是
。c
m o

3
’

端大片段的缺失会产生 H C R 突变株 N l
,

通过
。c仇K

, 。c
m M

, 。c
m N

, 。c
o o 的修饰所

得的突变株含有缺陷的梭体
.
在 O R F 236 下游的 Eco R I 位点插入一个授予卡那霉素抗性

的基 因
,

产生了一个 M 3 突变株
,

它含有异常的梭体[6]
.
o ga w

。
的研究中

,

把 H cR 突变

株 G 3 (匀
,

ec h

ocys

t is P C C 68 03 ) 的突变位点定位于 O R F 535 内
,

O R F
53

5 的产物与 勿ne
-

ch oc oc cu 、
P C

C7 94
2 与 “m N 具有极高的同源性

,

与
:
bc s 也具有一些同源性

.
他还鉴定了

与 O R F 53 5 邻近的产物 O R F 24 2
,

它与 与椒ec h

一
u:PCC7942 的 ‘

cm M 具有同源性
.
目

前还不知道 匆
刀e

ch
o

cys

t i : P c 既80 3 中 O R F 535 与 O R F 24 2 损伤的突变株中是否存在正

常的梭体
,

这些 O R F 是否定位于 rb cL S 操纵子的附近
.

除上面所述 月c R 突变株外
,

还获得了 只能在低 Cq 下生长的突变株
.
把授予卡那

霉素抗性的基因插入
ndhB 下游的 O R 尸839 中 Cl

a l或 Sa ll 位点
,

导致了局部二倍体的

产生即突变株 M l与 C1
,

后者在缺乏卡那霉 素的条件下
,

可以在高 Cq 或低 Cq 下生

长 ; 在有卡那霉素存在的情况下
,

它只能在低 C O
Z
下生长f6]

.
O R 尸8 39 的产物与编码 E

.

co li 中编码拓扑异构酶的 To
pA 具有高度相似的序列 在低 C q 条件下

,

卡那霉素抗性在

突变株中广泛的表达[
“〕

,

这一现象也有待于进一步研究
.

在围绕 匆
nec入

ococ

cu : p C C7 9 4 2 动cL s 区的 N
orthern 及序列分析发现几个 O R F

,

它

们的失活
,

在实验条件下没有得到高 C O
Z
需求的表型

.
位于 cc m K 上游的 O R F2 86( 以前

的 卢了c
,

现在的 ch ll- )及 O R F466( th lN )
,

被鉴定为编码原叶绿素酸酷还原酶的两个亚

单位的基因[
‘4 〕

,

它与集胞藻 P cc6 803 及苔醉植物的相关基因具有 同源性
.
O R F1 45 与编

码肤基脯氨酸顺 反异构酶的 ro tA 具有极高的同源性
,

它位于 O R F 83 下游 〔221

.
O R F1 45

的插入诱变导致 了局部二倍体而且这个突变位点是致死的
.

通过
‘
m
PA

(编码质膜上 42 K D 多肤)基因的失活得到的突变株 M 42
,

可以在低 C仇

下生长
.
当时认为

,

该基因没有直接参 C CM
.
但最近的研究结果表明

:
在 0

.
05 % CO

Z
条

件下
,

M 42 对 H C O 多 的运输速率低于野生型 ; 而 在高 C姚 条件下 (2 % C q )
,

它 对

H CO 夕的运输速率与野生型细胞相同
.
而且

, 。
m
PA
的失活并没有影响细胞对 C q 的亲

合力 ( B
agd er and O m ata

,

私人通讯)
. co PA 基因组区包括 4 个服F一

。
m
PA

, 。
m
PB

,

c

m p c 和 。
m p D

,

序列分析表明
: 它们分别与编码硝酸盐运输者 (Ni tra t

e tra ns por te r)的 4

个 O R F一
、 rt A

, 二 rt B
, 。rt c 及 ,

rt D 具有高度的同源性〔2’]
.
这个硝酸盐运输者是一个典

型的 tra ffi
o A T P as e 运输者

,

因此
,

很有可能
。
m p 基因簇编码一个 H C o 3-- 运输者

,

5 展望

到 目前为止
,

蓝藻 CC M 的研究主要集中在单细胞 蓝藻的几 个种
:
勿

左
ec h oc oc cu

:

P C C 7 9 4 2
,

S
夕n e e h o

coc
e o s p C

C7
0 0 2

,

匆
nee人oeoeeu 、 p C

C6
3 0 1 和 匆

nec人。‘) s t i : P C C 6 8 0 3

.

丝状蓝藻是水体中分布很广
,

生物量很大的一类多细胞藻类
,

对水环境的维持和利用起

着举足轻重的作用
.
鉴于它结构

、

代谢特点及遗传操作的复杂性
,

到 目前为止 C C M 的研

究还非常有限
,

与 c cM 相关的基因及 H cR 突变株尚没有报道
.
1996 年

,

c h
ris

p in 等试

图通过
ndhK 基因的失活得到丝状蓝藻A na ba 翻

a sp
.
st ra in P C C 71 20 的高 CO

:
需求突变



期 吴天福等
:
蓝藻高 CO Z 需求突变株的研究进展 5 15

株
,

结果发现
。d h K 基因并不是丝状 蓝藻 cc M 所必需的[25 〕

,

尽管单 细胞蓝藻 勿ne
-

ch ocys
ti: P cC6 80 3中

,
d h K 基因的失活可以导致 H C R 突变株

,

这一结果说明丝状蓝藻在

C C M 的运作上与单细胞蓝藻有所差异
.
因此

,

丝状蓝藻中与 CC M 相关的基因的克隆和

鉴定
,

已成为蓝藻 C CM 研究领域中呕待解决 的问题
.
它对于解释究竟哪些基因是 蓝藻

CC M 所必需的
,

单细胞蓝藻与丝状蓝藻在 CC M 运作上存在哪些共性
,

哪些差异
,

为什

么会有这些差异等一系列间题提供分子生物学水平上的证据
.
要克隆丝状蓝藻 中与 C CM

相关的基因
,

首先在方法上要有所突破
.
随着丝状蓝藻中遗传转移系统的建立和基因克隆

新技术在蓝藻中的运用[川
,

丝状蓝藻 cc M 基因的克隆与鉴定已成为可能
.

在许多实验中均发现
:
参与特定生理功能的基因群集在一起

.
H C R 突变株的分析说

明
:
一些相关基因群集于 rb cl. s 操纵子的基因组区

,

至少在 匆
n
ech ~

cu : PC C 7942 中是

如此一个有待进一步证实的问题是
,

这些群集的基因是否被共同调节
.

D N A 拓扑学对这个区段中不同 O R F 转录的影响
,

是今后研究中另一个具有挑战性

的问题
.
c氏 依赖性基因表达的研究〔

27〕
,

为阐明蓝藻对 c仇 的反应机制开辟了道路
.
相

关启动子区的鉴定
,

友其它信号转导途径的组成无疑成为今后的一个 目标
.
需要指出的

是
:
并非所有的与 C q 响应相关的基因都直接参与了 C C M 或光合作用

.

突变株的研究表明
:
梭体结构组装的正确性是十分重要的

,

包括 C A 与 R ub is CO 之

间的紧密联系
.
目前仅仅是理论模型的假设

,

仍需通过实验进一步证实
.
随着梭体分离纯

化技术的发展
,

将对相关多肤成分的鉴定
,

搞清梭体在蓝藻光合作用中的作用方式
,

多

肤组分对梭体组装与生物发生机制有重要作用
.
ci 运输缺陷的新的突变株的分离〔28 ]

,

及

其 H c O 于载体的鉴定将有助于证明是否有一个能量依赖的 c A 活性
,

参与了 cq 的吸收

与再循环
.
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