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集胞藻 PCC6803中 ORF sll0260对于维持基本生命活动的必要作用
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摘要 :集胞藻 (Synechocystis sp1) 6803的未知功能基因中有很多是细胞的基本生命活动所需要的 ,这些基因插入失

活往往会导致细胞死亡 ,因而得不到分离完全的突变株 ,难以进行遗传学研究。构建突变株以铜离子调控的启动

子 PpetE来控制此类未知功能基因的表达则可能获得完全分离。构建 PpetE 2sll0260突变株并对 sll0260必要作用进行

研究。在完全分离的突变株中 ,去除铜离子可关闭 sll0260的表达。此时 ,突变株生长受到严重抑制 ,色素含量大为

降低 ,类囊体膜结构破坏 ,光合作用消失 ,呼吸能力下降。这些结果表明该基因对于维持集胞藻 6803的基本生命

活动来说是必需的。亚细胞定位研究显示 sll0260编码一个膜蛋白 ,位于质膜和外膜混合物中。Sll0260可能作为

某些离子的转运蛋白起作用 ,或者直接与类囊体膜的发生过程相关。
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　　蓝藻又称蓝细菌 ,是一类能够进行植物型产氧

光合作用的原核生物 ,被认为是高等植物和真核藻

类叶绿体的祖先。与一般革兰氏阴性菌所不同的

是 ,蓝藻细胞内具有高度分化的内膜系统 2类囊体
膜 ,它是细胞能量传导的重要场所。集胞藻 ( Syne2
chocystis sp1) PCC6803 (以下简称集胞藻 6803)是一

类单细胞非固氮蓝藻 ,生活在淡水中 ,既可以自养生

长 ,也可以利用葡萄糖异养生长。它具有天然的

DNA转化系统 ,全基因组序列于 1996年公布 [ 1 ] ,是

基因工程和光合作用分子生物学研究中的重要模

式。在其 3264个开放阅读框中 (ORF) [ 2 ]
,有 2185

个在测序完成时功能未知或不明确。在对这些基因

功能的研究中发现 ,很多基因不能获得完全分离的

突变株。推测这些基因参与细胞基本生命活动 ,其

功能丧失可导致细胞死亡。本实验室曾使用启动子

PpetE建立一个受铜离子调控的表达平台
[ 3 ]

,可在铜

离子存在的条件下获得某些必需基因的突变株 ,之

后通过关闭基因表达研究其表型。相似性搜索显示

ORF sll0260的编码产物可能具有类似于 Mg2 + /

Co2 +离子转运蛋白的区域 ,但相似性较低。本文利

用该平台观察到 ,在该基因被关闭的条件下 ,藻细胞

色素丧失、光合和呼吸能力下降或丧失、类囊体膜结

构严重受损 ,表明该基因对于维持集胞藻 6803基本

生命活动来说是必需的。

1　材料与方法

111　藻株、培养和转化　集胞藻 6803由美国密歇

根州立大学已故教授 Mc Intosh L提供 ,在液体 BG11

培养基中 , (30 ±2)℃、30μE /m
2·s光照的条件下

静置培养。在用 PpetE启动子来调控基因表达的实验

中 ,所有溶液均用 1812 mΩ·cm的去离子水 (M illi2
pore)配制 ,并根据需要配制含有或缺乏铜离子的

BG11培养基 ,同时添加 5 mmol/L葡萄糖 ,实验中均

使用塑料器皿。缺铜培养 DRHB2307突变株时 ,藻

细胞先以 A730 = 0105接种至缺铜培养基中生长 7d,

离心收集细胞 ,用缺铜培养基洗涤一次后 ,再按

A730 = 011接种至新的缺铜培养基中。测试生长曲

线时 A730值为三次结果的平均值 ±标准误。用于膜

分离纯化的藻细胞 ,其培养按照 Norling, et a l1[ 4 ]的

描述进行。集胞藻 6803的转化按照 W illiam s
[ 5 ]的

方法进行。

112　D NA操作　集胞藻 6803的基因组 DNA按徐

旭东等 [ 6 ]描述的方法提取。DNA重组按 Molecular

Cloning
[ 7 ]描述的方法进行。
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表达质粒构建 :以 sll0260exp21和 sll0260exp22
作为引物 (表 1) ,集胞藻 6803基因组为模板 ,进行

PCR扩增 ,用 Taq DNA聚合酶在所得片段末端加

上 dATP后克隆到 T载体中 ,测序无误后 ,再用

N he I和 X ho I从质粒上切下目的片段 ,连接到以同

样酶切过的 pET221b载体上 ,最终得到表达质

粒 pHB2284。

用于转化蓝藻的质粒构建 :分别以引物对

sll026021 /2和 sll026023 /4为引物 (表 1 ) ,集胞藻

6803基因组为模板 , PCR 扩增得到上游片段

sll0260212和下游片段 sll0260234。将以上两片段分

别克隆到 T 载体中 , 得到质粒 pHB2275 和

pHB2277。用 H inc Ⅱ和 X ba Ⅰ从 pHB2275上切下

上游片段 sll0260212,以 T4 DNA聚合酶补平末端

后 ,插入到以 B am H Ⅰ酶切并补平的质粒

pHB1524
[ 3 ]中 ,得到质粒 pHB2300。再用 H inc Ⅱ和

Kpn Ⅰ酶切 pHB2300,回收酶切得到约 3127 kb的

片段 ,补平末端后连接到以 Pst Ⅰ酶切并补平的

pHB2277中 ,最终得到用于转化集胞藻 6803的质

粒 pHB2307。

表 1　PCR引物及序列

Tab11　Nucleotide sequences of p rimers used for PCR

引物 Primer 序列 (5′> 3′) Sequence

sll0260exp21 AGCTAGCGCAGAGCAGGAAATGGTGG

sll0260exp22 ACTCGAGCTCCGTTGTAGAAGAATCCTCCG

sll026021 GACTGCGGGAACGACGGACA

sll026022 AGTGGGGAGTGGCTGACGACAAAC

sll026023 GCCTACCGGATTTCTATCCCT

sll026024 TCCAGACTATCCCTACCCAC

　　注 :带下画线的序列代表引入的酶切位点 N he Ⅰ或 X ho Ⅰ

Note: Underlined sequences are restriction sites for N he Ⅰ or

X ho Ⅰ

113　原核表达、抗体制备 　将 pHB2284转化至

E1coli BL21 (DE3) ,以 IPTG诱导过量表达 C端带

有 6个组氨酸标记的融合蛋白 Sll0260,用 N i2NTA

亲合层析柱 (Novagen)纯化。纯化的蛋白样品通过

SDS2PAGE分开后 ,在胶块上切下目的蛋白带 ,补充

少许生理盐水进行研磨 ,将所得到的蛋白胶粒免疫

家兔 ,制备多克隆抗体。

114　膜的分离纯化及免疫印迹　离心收集藻细胞 ,

将其悬浮至 20 mmol/L、pH718的磷酸钾缓冲液中。

用玻璃珠 ( 150—212μm, Sigma)破碎藻细胞 ,离心

去除玻璃珠及细胞残渣。取上清液超速离心沉淀为

总膜组分。类囊体膜的分离纯化按照 Norling, et

a l1[ 4 ]介绍的“双相法 ”进行 ,略有修改。即将得到

的总膜在 616%的两相分配体系 ( 616% w /w Dex2
tran T2500, 616% w /w PEG3350, 0125 mol/L蔗糖 , 5

mmol/L、pH718磷酸钾 )中进行分配 ,收集下相溶

液 ,进行新一轮 616%的两相分配。重复操作 5次

后 ,将最终得到的下相溶液超速离心 ,沉淀为粗提的

类囊体膜。再将膜沉淀进行蔗糖梯度分离 ,收集

38%—42%的组分 ,超速离心得到类囊体膜沉淀。

质膜和外膜的分离纯化按照改进的“双相法”[ 8 ]进

行 ,略有修改。即将得到的总膜先进行蔗糖梯度分

离 ,收集 38%—42%的组分 ,再进行两相分配 ,收集

上相溶液。这样 ,经过 2次 710%和 3次 714%的两

相分配后 ,最终得到的上相溶液超速离心后得到质

膜和外膜混合物的沉淀。

免疫印迹按照 Molecular Cloning
[ 7 ]的描述进行。

将分离得到的集胞藻 6803膜蛋白和可溶性蛋白经

过 12%的 SDS2PAGE[ 11 ]分离 ,然后电转移至硝酸纤

维素膜 (M illipore)上进行抗体结合、洗脱和显色

反应。

115　光合放氧和呼吸耗氧能力测定 　光合放氧及

呼吸耗氧能力测定按文献 [ 10, 11 ]描述的方法进

行 ,稍有改动。离心收集藻细胞 ,重悬于 BG11培养

基中 ,调整到细胞浊度 (A730 )约为 110 (叶绿素 a浓

度约为 5μg/mL )。样品在 Chlorolab 2型氧电极

(Hansatech, UK)上以 2000μE /m
2· s的饱和光强

进行测定 ,温度为 30℃。叶绿素按 A rnon, et a l1报
道以甲醇提取 [ 12 ]。实验数据为三次结果的平均值

±标准误。

116　电子显微镜观察和细胞全光谱扫描 　对藻细

胞样品的固定、脱水、包埋、超薄切片、染色等步骤参

照有关文献 [ 13 ]进行。样品用 JEM 21230透射电子

显微镜观察 (JEOL, L td1 Japan)。图象用 1K×1K

CCD记录。对藻细胞的全光谱扫描在 Shimadzu

UV22450分光光度计上进行 ,待测样品调节至相同

细胞密度 ,扫描波长为 400—800 nm。

2　结　果

211　D RHB2307 ( PpetE 2sll0260 )突变株的构建和

Ppe tE对 s ll0260表达的调控

为了研究 sll0260基因的功能和对藻细胞的作

用 ,作者利用 petE基因的启动子 PpetE来调控该基因

的表达。 PpetE是一个受铜离子调控的启动子 ,在
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BG11培养基中含有 320 nmol/L铜离子浓度情况

下 , PpetE能启动基因的转录表达 ;而当缺乏铜离子

时 ,该启动子被关闭 ,基因不再转录表达。

以质粒 pHB2307 (图 1A )转化野生型集胞藻

6803,得到双交换突变株 DRHB2307 (图 1B )。在该

突变株中 , PpetE整合在 sll0260上游 ,代替其自身的启

动子 ( Psll0260 )来控制该基因的转录表达。为保证背

景转录活性不影响 PpetE的调控 ,我们在其上游装置

了带有终止转录结构的Ω片段。 PCR检测结果显

示 (图 1C) ,突变株中只有 4108 kb的 PCR带 ,没有

1168 kb的野生型带 ,说明已分离完全。将突变株分

别在含有和缺乏铜离子的培养基中培养 (图 1D ) ,

发现在缺乏铜离子时 , sll0260不表达 ,而在含铜培

养基中 , sll0260获得表达。可见利用 PpetE有效地实

现了铜离子对 sll0260基因的调控表达。

图 1　集胞藻 6803 DRHB2307突变株的构建和铜离子对

sll0260表达的调控

Fig11　 Construction of Synechocystis 6803 mutant DRHB2307

　　　　　　and regulation of the exp ression of sll0260 by cup ric ion

A1质粒 pHB2307结构示意图 ; B1 DRHB2307突变株染色体结构示

意图 ; C1 DRHB2307突变株的 PCR检测 ; D1 DRHB2307突变株中由

铜离子调控的 sll0260表达的情况 ; Ⅰ和Ⅱ为 PCR检测时所用的引

物 ,分别表示 sll026021和 sll026024 (表 1) ;Ω为壮观霉素抗性标记 ,

片段两侧的茎环结构代表短的反向重复序列 ,可终止转录 ; 　　　

　　　 W T,野生型

A1 structure of the p lasm id pHB2307; B1 chromosomal structure of

DRHB2307 mutant; C1 PCR exam ination of DRHB2307 mutant;

D1 copper2regulated exp ression of sll0260 in DRHB2307 mutant1ⅠandⅡ

rep resent p rimers sll026021 and sll026024 respectively ( Table 1) ; theΩ

cassette is a spectinomycin2resistance marker; stem2loop structures bracke2

ting theΩ cassette are short inverted sequences that term inate 　　　

　　　 transcrip tions; W T, wild type

212　缺铜培养条件下 D RHB2307突变株的表型

21211　生长情况和色素变化　

将 DRHB2307突变株在不含铜离子的培养基

中培养一代 ,以消耗细胞内残存的铜离子 ,然后再接

种至新的缺铜培养基中培养 ,记作 DRHB2307 -

Cu
2 +。实验中 ,我们设立了两个对照 ,一是突变株

在含有正常浓度铜离子的 BG11培养基中培养 ,记

作 DRBH2307 + Cu
2 +

;另一对照为野生型集胞藻

6803在缺铜条件下培养 ,记作 W T2Cu
2 +。结果显

示 ,与对照相比 , DRHB2307 - Cu2 +表现出明显的生

长缺陷 ,其细胞密度在培养第 6天时达到最大 (A730

值为 11049) ,之后不再增长 ;而对照 DRHB2307 +

Cu
2 +和 W T2Cu

2 +在第 6天时 A730值分别为 21503和

11868,之后仍然继续上升 (图 2A)。

在培养过程中 ,对照细胞颜色没有显著变化 ,而

缺铜培养的 DRHB2307细胞逐渐开始漂白 (数据未

显示 ) ,到第 6天 ,细胞已经检测不到叶绿素 a、藻胆

素、类胡萝卜素等特征吸收峰 (图 2B )。

图 2　突变株 DRHB2307的生长和色素水平受铜离子控制的情况

Fig1 2　Control of growth and p igment levels of mutant DRHB2307 by

　　　　　　 cup ric ion

A1 DRHB2307突变株在缺铜培养条件下的生长情况 ; B1缺铜培养

　　　　　　至第 6天时全细胞光谱扫描图显示色素水平

A1 Growth of DRHB2307 mutant in copper2free medium; B1 Pigment

levels as indicated by whole2cell absorp tion spectra after 6 days of culti2

　　　　　　 vation in copper2free medium
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21212　亚细胞结构及光合放氧、呼吸耗氧能力　

蓝藻细胞内存在着进行光合作用的内膜系统 2
类囊体膜 ,多数的细胞色素都存在于类囊体膜上。

电镜观察发现 ,与胞内具有清晰规则类囊体膜的野

生型细胞相比 ,突变株细胞中类囊体膜含量明显减

少 ,且丧失层状排列的有序结构 (图 3A )。由于类

囊体膜是蓝藻细胞光合作用的唯一场所和呼吸作用

　　　　　

图 3　集胞藻 6803野生型和突变株在缺铜培养条件下的亚细胞结构

(A)及光合 (B)、呼吸 (C)作用能力

Fig1 3　Subcellular structure (A ) , photosynthesis (B ) and resp iration

(C) of the wild type and mutant strains of Synechocystis 6803 cultured

　　　　　　 in copper2free medium

的重要场所 ,其结构的破坏必然会对细胞的光合、呼

吸作用产生影响。结果显示 (图 3B、C) ,当细胞中

已检测不到光合色素时 (培养第 7天 ) ,突变株的光

合放氧速率降低到 - 016μmolO2 /mgChl·m in,表明

完全丧失光合作用能力。负值是由于此时细胞仍存

在一定呼吸作用。呼吸作用速率此时也降到了

016 ×10
- 3μmolO2 /A730 ·m in,仅为第 1天水平的

1816%。在相同条件下 ,野生型的光合放氧速率为

1185μmolO2 /mgChl·m in,仍然有第 1天水平的

2413% ,其呼吸耗氧速率 210 ×10
- 3μmolO2 /A730 ·

m in,为第 1天水平的 5315%。这些结果说明 ,

sll0260基因的关闭 ,无论是对集胞藻 6803的光合

作用能力 ,还是呼吸作用能力都产生了严重的影响 ,

尤其对光合作用的影响更为显著。

213　膜的分离纯化及 Sll0260的亚细胞定位　

蓝藻有三种膜 ,分别为外膜、质膜和类囊体膜。

N rtA (硝酸根转运体亚基 )为质膜特异性蛋白 [ 14, 15 ] ,

CP47 ( PSⅡ叶绿素 a结合蛋白 )为类囊体膜特异性

蛋白 [ 16 ]
, Toc75为外膜特异性蛋白 [ 17 ]。应用这 3种

特征蛋白的抗体 ,作者检查了所分离膜组分的纯度 ,

发现在分离的类囊体膜组分中 (图 4A左 )只有

CP47信号出现 ,说明类囊体膜纯度高 ;而分离得到

的质膜和外膜混合组分 (图 4A右 )中尚有少量类囊

体膜污染。

Sll0260预测是有 448个氨基酸残基的蛋白 ,在

藻细胞中大小约为 53kD。疏水性分析显示 Sll0260

　　　　　

图 4　用免疫印迹法检测集胞藻 6803各膜组分的纯度

(A)并对 Sll0260进行亚细胞定位 (B)

Fig1 4　Detection of the purity of membrane fractions of Synechocystis 6803

　　　　　　(A) and subcellular localization of Sll0260 (B) byWestern blotting

Tot1,总膜 ; TM,类囊体膜组分 ; PM /OM,质膜和外膜组分 ; Sol1,可

　　　　　　 溶性组分

Tot1, total membranes; TM, thylakoid membrane fraction; PM /OM,

　　　　　　p lasma membrane / outer membrane fraction; Sol1, soluble fraction
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有多个强的跨膜区段 ,很可能是一个整合在膜上的

蛋白。以 W estern blot对该蛋白进行亚细胞定位

(图 4B) ,发现 Sll0260在总膜组分及质膜外膜混合

物中有很强的杂交信号 ,而在可溶性组分中的信号

非常微弱 ,在纯的类囊体膜上没有任何杂交信号。

这些结果说明 , Sll0260是一个膜蛋白 ,定位于质膜

或外膜上 ,而在类囊体膜上几乎不存在。

3　讨　论

本实验室曾以 lacZ基因显示在集胞藻 6803中

PpetE能有效的控制目的基因的转录表达
[ 3 ]。在本研

究中 ,作者利用这一平台研究 sll0260基因的必要作

用。在 有 铜 的 培 养 基 中 PpetE 2sll0260 突 变 株

DRHB2307得到完全分离。检测在含铜和不含铜的

培养基中突变株细胞内 Sll0260蛋白的变化 ,结果表

明 PpetE确实有效地控制了 sll0260的表达 ,在无铜的

情况下检测不到 Sll0260蛋白。

在蓝藻和其他原核生物中 ,功能相关的基因往

往成簇存在、共同转录。 sll0260的上下游基因与其

方向相反 ,因此 PpetE不会影响下游基因的表达。在

PpetE上游装置有Ω抗性基因片段 ,可终止转录。但

在加铜情况下突变株表型与野生型无差别 ,因此 ,突

变株在缺铜情况下的表型也必然与上游基因表达是

否受影响无关。

在缺铜关闭 sll0260表达的情况下 ,突变株逐渐

停止生长 ,色素和光合作用逐渐消失 ,类囊体膜结构

破坏 ,呼吸能力也显著下降。这些结果表明该基因

对于维持集胞藻 6803的基本生命活动来说是必需

的。以 Sll0260氨基酸序列进行 NCB I同源性搜索 ,

发现存在与转运 Mg
2 +

/Co
2 +离子的 CorB /CorC有相

似区段 ,可能参与离子吸收 ,但相似性低。以免疫印

迹证明 Sll0260定位于外膜或质膜 ,而不是类囊体

膜 ,与此假设吻合。如果不能吸收 Mg
2 +

/Co
2 +离子 ,

可导致叶绿素和藻胆素不能合成、光合作用终止和

类囊体膜破坏 ,呼吸作用也随之下降。另一方面 ,

Sll0260也可能并不参与离子转运而直接参与蓝藻

类囊体膜的发生过程。譬如 ,其蛋白产物在质膜上

通过某种方式 (如膜泡运输 )来实现类囊体膜合成

的过程。目前有证据显示 ,类囊体膜可能起源于质

膜 [ 18 ]。W estphal, et a l1[ 19 ]曾在集胞藻 6803中发

现 , vipp1基因的突变株出现类囊体膜结构丧失、光

合作用消失的表型 ,该基因编码产物即位于质

膜 [ 8, 19 ]或类囊体膜上 [ 20 ]。但是 , vipp1突变株即使

丧失类囊体膜仍然具有叶绿素 ,且还能检测到较高

的呼吸耗氧速率 ,藻细胞仍能进行异养生长。这一

点与 sll0260关闭表达带来的效果不同。

本文通过 PpetE 2sll0260突变株的构建和 sll0260

表达的操纵研究 ,显示了利用这一系统对必需基因

进行遗传操作的可能性。结合生理、生化和细胞学

检测手段 ,应用 PpetE控制表达将有利于揭示某些重

要基因的功能。
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THE ESSENT IAL ROL E O F O RF SLL0260 IN M A INTENANCE O F

BAS IC L IFE ACT IV IT IES O F SYN ECHOCYST IS SP1 PCC6803

LUO Quan
1, 2

and XU Xu2Dong
1

(11S ta te Key Laboratory of Freshw ater Ecology and B iotechnology, Institu te of Hydrobiology, Chinese Academ y of Sciences, W uhan　430072;

21 The Graduate School of Chinese A cadem y of Sciences, B eijing　100049)

Abstract: In the cyanobacterium Synechocystis 6803, many genes of unknown function are essential for basic life activities1
Insertion inactivation of these genes could lead to loss of viability, and the mutants could not be comp letely segregated,

consequently, genetic studies are hard to perform with these genes1 However, to construct mutants exp ressing these genes

from a copper2regulated p romoter PpetE may result in comp lete segregation1 To find out the physiological effects of the inves2
tigated gene, copper may be removed from the medium to turn off the gene exp ression or adjusted to certain low concentra2
tions to lower the gene exp ression level1 This report p resents the construction of the PpetE 2sll0260 mutant and the study on

the essential role of sll0260 in Synechocystis 68031 Up stream of the PpetE p romoter was an om ega cassette with stem2loop

structures at both ends to term inate background transcrip tions1 The mutant was comp letely segregated in the p resence of

cup ric ion as shown with PCR detection1 In the mutant, the exp ression of sll0260 was fully turned on in the p resence of

320nmol/L cup ric ion, but turned off after removal of cup ric ion from the medium1 The copper regulation of sll0260 by

PpetE was confirmed byW estern blot analysis1 Upon copper dep rivation, the growth of the PpetE 2sll0260 strain was seriously

inhibited, p igments were greatly reduced, thylakoid membranes were destructed, oxygenic photosynthesis ceased and res2
p iration was remarkably lowered1 Under the same conditions, the wild type strain showed almost no change in growth and

physiological characters1 A ll these results suggested that sll0260 should be essential for the maintenance of basic life activ2
ities of Synechocystis 68031 Based on W estern blot analysis, sll02602encoded p rotein was localized to the total membrane

fraction1 Further analysis with purified thylakoid membranes and a m ixture of cytop lasm ic and outer membranes showed

that the sll02602encoded membrane p rotein ( Sll0260) was located in either cytop lasm ic or outer membrane or both, but

not in the thylakoid membranes1 The p redicted am ino acid sequence of Sll0260 showed a low level sim ilarity to certain ion

transporters1 W e p roposed that Sll0260 could be involved in ion transport or the biogenesis of thylakoid membranes1

Key words: Synechocystis sp1 PCC6803; sll0260; PpetE ; Membrane p rotein


