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摘要! *0B3/41 是 3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/ 中的未知功能蛋白!其同源蛋白广泛存在于各种

蓝藻和铁硫杆菌中" 为了确定 *0B3/41 的性质!构建了表达质粒 O,Q7$/#3/41!并在 ;<+,/%中表

达 *0B3/41" 在无氧条件下采用亲和层析纯化方法获得了 *0B3/41!无氧条件下 *0B3/41 呈棕红

色!在 973 38处有(2(>62*)铁硫簇的特征吸收峰!棕红色 *0B3/41 对氧气敏感!能被连二亚

硫酸钠还原!由此表明*0B3/41 为铁硫蛋白" 为了获知$/#3/41 的功能!基于基因同源重组交换

的原理!利用 P232抗性片段替换 $/#3/41!将 3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/ 中的 $/#3/41 基因缺

失!构建了
"

$/#3/41 突变体" 利用紫外 6可见吸收光谱仪扫描了
"

$/#3/41 与野生型

3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/%XQ&的吸收光谱!发现正常光照条件下
"

$/#3/41 的叶绿素 2仅为

XQ的 7:1:L!$/#3/41 的缺失使蓝藻中叶绿素 2含量降低" 比较了藻细胞在缺乏不同营养元

素和不同光照条件下的生长速率差异!与 XQ相比!

"

$/#3/41 具有如下特征$%1&对缺 (>和缺

*胁迫条件更敏感#%2&在弱光照条件下
"

$/#3/41 的光能利用效率和生长速率更低!该现象与

"

$/#3/41 中叶绿素 2含量的降低有关"

关键词! 蓝藻# 3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/# *0B3/41# 铁硫蛋白

中图分类号! A84/# *0181/55555555 文献标志码$&

55集胞藻 3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/ 为单细胞

蓝藻"细胞结构简单"遗传背景清楚"具有外源

4%&自然转化性质"能与外源基因进行高频同源

重组( *0B3/41 是 3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/ 中的

未知功能蛋白
&1'

"利用 *0B3/41 的氨基酸序列在

%-M)上进行同源性搜索"发现其同源蛋白广泛存

在于各种蓝藻和铁硫杆菌中"且 *0B3/41 与念珠海

绵杆菌 XH&7&/ 中的琥珀酸脱氢酶铁硫蛋白

*?<M亚基的同源性高达 /:L"*?<M亚基作为琥珀

酸脱氢酶的主要组成部分"其铁硫簇中心通过参与

脱氢和电子传递过程"影响细胞的呼吸作用(

铁硫蛋白基于铁硫簇具备优异的电子传递功

能"在许多生命活动过程中扮演着重要角色"生物

体中主要的铁硫蛋白包括呼吸链复合体#

!

)

"

)

$

$)光合作用中的光系统
!

以及铁氧还蛋白
&2'

(

铁硫簇既可在生物体内合成"也可在体外进行人

工组装( 铁硫蛋白在体外对氧特别敏感"容易发

生不可逆氧化失活( 在厌氧条件下"体外添加适

当浓度的 (>

2 <

5(>

/ <

和 *

2 6

"可以有效地把铁硫簇

人工组装到辅基蛋白中形成铁硫蛋白
&2 6/'

(

本研究利用分子生物学的方法"构建了表达质

粒 O,Q7$/#3/41"并在 ;<+,/%M'21 中表达 *0B3/41"

在无氧条件下利用镍柱亲和层析纯化 *0B3/41"分

析了无氧条件下铁硫蛋白 *0B3/41 的吸收光谱性
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质( 利用同源重组交换技术构建了
"

$/#3/41 突变

体"研究了
"

$/#3/41 与野生型 3(*2+5,+($'%$:O1

6--7:3/#X90? QFO>"简称 XQ$的吸收光谱性质(

比较了不同营养元素缺乏条件下或不同光照条件

下藻细胞的生长速率差异"从而确定 $/#3/41 在

3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/ 中的功能(

15材料与方法

$%$&O<?K(N$ 的表达及吸收光谱分析

表达质粒的构建55根据 $/#3/41 核苷酸序

列设计克隆引物 61 和 62#表 1$"以 3(*2+5,+($'%$

:O16-- 7:3/ 基因组 4%&为模板"6-$扩增

$/#3/41"将 $/#3/41 连接到 O,Q7/32# <$表达载体

中"获得表达质粒 O,Q7$/#3/41( 将 O,Q7$/#3/41

转化 ;<+,/%M'21"在含有卡那霉素抗性的平板上

筛选阳性重组子"利用酶切图谱和核苷酸序列测

序鉴定阳性重组子(

蛋白表达与纯化55将 O,Q7$/#3/41 转化 ;<

+,/%M'21"在含有卡那霉素抗性的平板上筛选转

化子"挑取单克隆于 4 8'新鲜 'M培养液中培养

至 "4

733 38

为 314 >317"然后转接入 243 8''M

培养液中"/8 Y培养至 "4

733 38

为 317 >31:( 加

入 1 88/05')6QH"摇床转速为 143 B5893"低温

诱导表达 13 >12 <"离心"收集细胞并用蒸馏水洗

涤 2 次"用 QB9:7+-0缓冲液 #4 88/05'44Q"43

88/05'%2-0"13 88/05'ST-0

2

"O+:13$重悬细

胞"加入 133

#

8/05'%2

2

*和 (>#%+

9

$

2

#*"

9

$

2

-

7+

2

"

&9'

( 将新鲜细胞破碎"在厌氧操作箱 # C9

OO8"

2

"1: Y$中采用镍柱亲和层析法纯化蛋

白
&4'

"纯化蛋白经 *4*76&H,鉴定目的蛋白的表

达情况"并利用6>BR937,08>B'28I?224 紫外 6可

见吸收光谱仪测定蛋白质的吸收光谱
&7'

(

表 $&构建质粒所用引物

789%$&L?->3?450?/0142?B/2-01@<84>-A4

引物

OB98>B

序列

:>W=>3@>:

4%&片段

4%&DB2T8>3G

61 4ZQ&Q&H&&QQ-HQHH&Q---&H-HH-Q-&-QQQQH-H/Z $/#3/41

62 4Z-HQ-Q-H&HQQ&H---H--&QQHHQ&&&QQH--Q&Q/Z

6/ 4Z&-&-Q-H&H&-&H-&-HH&-&Q-&-&H&Q&H-/Z $/#3/41 上游同源臂

69 4Z&Q-&&H-QQHQHH&HH-H&Q-&--H&&-Q/Z

64 4ZQ&QH&Q&Q-&--&&QHH-HHH-Q&&&Q-HQ&&&-Q/Z $/#3/41 下游同源臂

67 4Z&Q-HH&Q---Q-QHQ-Q&Q-&&Q-QQH-&Q-H/Z

注!带下划线的碱基序列为酶切位点

%/G>:!G<>=3?>B093>? I2:>:>W=>3@>:2:B>:GB9@G9/3 >3VF8>:9G>

$%'&蓝藻菌株及突变体的构建

3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/ 购自中国科学院

典型培养物保藏委员会淡水藻种库"采用同源重组

交换 技 术 构 建
"

$/#3/41 突 变 体( 为 了 获 知

"

$/#3/41 的表型"确定 $/#3/41 的功能"设定野生型

#XQ$和突变体
"

$/#3/41 的培养条件
&8 6:'

!MH11

培养基"/3 Y"正常光照#S>?9=8'9T<G"简称 S'$

光强 43

#

8/05#8

2

-:$"-"

2

313/L"143 B5893"弱

光#'/E'9T<G"简称 ''$光强 13

#

8/05#8

2

-:$"强

光#+9T< '9T<G"简称 +'$光强 233

#

8/05#8

2

-:$(

MH11 培养基分别缺乏 -)6)%)(>)*等元素形成相

应的缺乏营养元素培养基(

突变体的构建55以 $/#3/41 为中心"向上游

延伸 083 IO 作为 $/#3/41 的上游同源臂 # =OO>B7

:GB>282B8$"向下游延伸 073 IO 作为 $/#3/41 的下

游同源臂#?/E37:GB>282B8$( 在上游同源臂的两

端设计引物 6/ 和 69#表 1$"在下游同源臂的两端

设计引物64 和67( 以 3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/

基因组 4%&为模板"以 6/ 和 69 为引物"6-$扩

增 $/#3/41 基因的上游同源臂"将 6-$产物连接到

OM0=>:@B9OG*P# <$中"在含有氨苄青霉素抗性的

'M平板上筛选 OM0=7上游同源臂( 以 64 和 67 为

引物#表 1$"6-$扩增 $/#3/41 的下游同源臂"将下

游同源臂连接到已构建成功的 OM0=7上游同源臂

中"获得 OM0=7上游同源臂 6下游同源臂"简称

OM0=>73>9T<I/B93T( 然后利用 ,@/$.酶切 OM0=7上

游同源臂 6下游同源臂"与同样用 ,@/$.从

O-"'&4=>G上切下自带启动子的 P232#R2328F@93

B>:9:G23@>T>3>$抗性片断连接"在含有 P232抗性

的 'M平板上筛选"得到 OM0=7上游同源臂7P2327下

游同源臂"简称 OM0=>73>9T<I/B93T7P232( 将该重

组质粒转化 3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/"在含有

81
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P232抗性的平板上筛选阳性转化子
"

$/#3/41"利用

6-$技术鉴定阳性转化子
&0'

(

生长曲线的测定55取 XQ及
"

$/#3/41 对

数期的藻细胞"4 333 B5893 离心 2 893"在无菌条

件下用 MH11 培养基和相应的缺乏营养元素培养

基洗涤藻细胞 / 次"按 2L接种量转接于新鲜

MH11 培养基和相应的缺乏营养元素培养基"每

种培养基做 / 个重复"置于 /3 Y恒温光照培养箱

中培养"每隔 12 < 取样测定藻液在 8/3 38处的

光密度值 "4

8/3 38

(

25结果与分析

'%$&O<?K(N$ 的鉴定及其吸收光谱性质

在 ;<+,/%中表达 *0B3/41"无氧条件下纯化获

得棕红色蛋白质"棕红色蛋白质经 *4*76&H,"检

测到了 43 R4大小的条带#图 172$"与 *0B3/41 的

分子量大小一致( 扫描棕红色蛋白质溶液的吸收

光谱#图 17I$"*0B3/41 在 973 38处有明显的吸

收峰"为铁硫簇 &2(>62*'的特征吸收峰
&13 611'

"

由此表明 *0B3/41 与铁硫簇在厌氧提纯过程中重

组成 功" *0B3/41 为 铁 硫 蛋 白( 将 铁 硫 蛋 白

*0B3/41 在空气中放置 / < 后"其颜色由棕红色变

成无色"扫描无色蛋白质溶液的吸收光谱"其在

973 38 处的吸收峰大大降低( 当铁硫蛋白

*0B3/41 用连二亚硫酸钠 #4 88/05'"O+ 814$还

原"铁硫蛋白 *0B3/41 由红棕色变成无色"测定还

原产物的吸收光谱"还原产物在 973 38处的吸收

峰消失(

图 $&O<?K(N$ 的 O!O+L#*F图谱以及吸收光谱

#2$S!蛋白质分子量标准"1!*0B3/41 蛋白质样品% # I$铁硫蛋白 *0B3/41#实线$ )铁硫蛋白 *0B3/41 在空气中放置 / < 后#虚线$以

及经 4 8S连二亚硫酸钠还原后#点线$的吸收光谱

,-.%$&O!O+L#*F81A8940?@2-014@3/2?8 05O<?K(N$

#2$S!6B/G>93 8/0>@=02BE>9T<G82BR>B"1!*0B3/41% # I$&I:/BOG9/3 :O>@GB2/D9B/37:=0D=BOB/G>93 *0B3/41#:/09? 093>$ "O02@>? 93 G<>29BD/B

/ <# ?2:<>? 093>$ /BB>?=@G9/3 E9G< 4 8S :/?9=8 ?9G<9/39G># ?/GG>? 093>$

'%'&

!

$,"K(N$ 突变体的构建

为了缺失集胞藻 6--7:3/ 的 $/#3/41 基因"

构建了含有 $/#3/41 上下游同源臂和 P232片断的

质粒 OM0=>73>9T<I/B93T7P232( 由于 P232片断两

端均含有 ,@/$.酶切位点"利用 ,@/$.酶切

OM0=>73>9T<I/B93T7P232"酶切产物经琼脂糖凝胶

电泳#图 272$"泳道中第一条带显示的是 OM0=>7

3>9T<I/B93T 的大小为 9 :/3 IO"第二条带显示的

是 P232片断的大小为 1 803 IO"与预期结果

相符(

将质粒 OM0=>73>9T<I/B93T7P232转化集胞藻

6--7:3/"在 P232抗性平板上筛选阳性转化子"

获得了 $/#3/41 与 P232同源交换成功的
"

$/#3/41

突变体"绘制其同源重组交换原理 #图 27I$( 以

"

$/#3/41 或 XQ的基因组 4%&为模板"利用 6/

和 67 为引物进行 6-$"6-$产物经琼脂糖凝胶

电泳"第 1 条泳道和第 2 条泳道为 XQ的 6-$产

物"其 4%&片段大小为 / 1/3 IO"与上游同源臂7

$/#3/417下游同源臂的大小一致%第 / 条泳道和第

9 条泳道为
"

$/#3/41 的 6-$产物"其 4%&片段

大小为 / 823 IO"与上游同源臂7P2327下游同源臂

的大小一致#图 27@$"由此表明 3(*2+5,+($'%$:O1

6--7:3/ 中的 $/#3/41 被 P232抗性片段替换"

"

$/#3/41 构建成功(

:1
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'%(&$,"K(N$ 的缺失影响蓝藻中叶绿素 8 和类胡

萝卜素的含量

在正常光照条件下培养藻细胞"发现相同

"4

8/3 38

的藻细胞
"

$/#3/41 的颜色与 XQ相比偏

黄#图 /72$( 实验分析了藻细胞)藻细胞经 133L

丙酮萃取脂溶性色素后上清的吸收光谱#图 /7I"

@$(

"

$/#3/41 藻细胞中叶绿素 2的吸收峰稍低于

XQ"而类胡萝卜素的吸收峰稍高于XQ#图 /7I$(

藻细胞经丙酮萃取后叶绿素 2和类胡萝卜素的吸

收峰均发生了蓝移"叶绿素 2的吸收峰由 7:1 38

蓝移至 77/ 38"类胡萝卜素的吸收峰由 90: 38

蓝移至 98: 38%

"

$/#3/41 中叶绿素 2的含量为

81290 8T58'"XQ中叶绿素 2的含量为 1314/3

8T58'"

"

$/#3/41 的 叶 绿 素 2仅 为 XQ 的

7:1:L"

"

$/#3/41 中叶绿素 2的吸收峰明显低于

XQ"而
"

$/#3/41 中类胡萝卜素的吸收峰却明显

高于 XQ#图 /7@$( 由此可知"$/#3/41 的缺失使

蓝藻中叶绿素 2含量降低"使类胡萝卜素的含量

升高(

"

$/#3/41 和 XQ中叶绿素 2和类胡萝卜素

在藻细胞中的含量不同"也就解释了两种藻细胞

颜色的差异#图 /72$(

图 '&构建
!

$,"K(N$ 的琼脂糖凝胶电泳分析

#2$ OM0=>73>9T<I/B93T7P232的酶切图谱"S!1 RI 4%&标准% 1!OM0=>73>9T<I/B93T7P232酶切产物% # I$

"

$/#3/41 构建原理示意图%

#@$

"

$/#3/41 的 6-$检测"S!1 RI 4%&标准% 1 和 2!XQ6-$产物% / 和 9!

"

$/#3/41 6-$产物

,-.%'&#.8?043.3<3<3/2?0@=0?34-4818<64-450?/0142?B/2-1.

!

$,"K(N$

#2$2T2B/:>T>0>0>@GB/O</B>:9:/DG<>?9T>:G>? OM0=>73>9T<I/B93T7P2321S!1 RI 4%&02??>B11!?9T>:G>? OB/?=@G:/DOM0=>73>9T<I/B93T7

P232% # I$@/3:GB=@G9/3 :@<>8>/D

"

$/#3/41% #@$ ?>G>@G9/3 /D6-$OB/?=@G:/D

"

$/#3/41 23? XQ1S!1 RI 4%&02??>B11 23? 2!6-$

OB/?=@G:/DXQ1/ 23? 9!6-$OB/?=@G:/D

"

$/#3/41

图 (&

!

$,"K(N$ 和 R7的颜色及其吸收光谱

#2$藻细胞的颜色% # I$藻细胞的吸收光谱% #@$藻细胞经丙酮萃取后的吸收光谱"其中实线为 XQ"点线为
"

$/#3/41

,-.%(&7=3/0<0?81A8940?@2-014@3/2?8 05

!

$,"K(N$ 81AR7

#2$@/0/B/D3(*2+5,+($'%$@>00:% # I$2I:/BOG9/3 :O>@GB2/D3(*2+5,+($'%$@>00:% #@$G<>:=O>B32G23G2DG>B3(*2+5,+($'%$@>00>NGB2@G9/3 E9G<

133L 2@>G/3>1*/09? 093>!XQ% 4/GG>? 093>!

"

$/#3/41

01
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'%)&不同营养条件下 R7和
!

$,"K(N$ 的生长

曲线

在标准 MH11 培养基中 S'光照条件下"

"

$/#3/41 的生长速率稍慢于 XQ#图 972$( 与藻

细胞在标准 MH11 中培养相比"在缺乏 -"

2 6

/

#图

97I$)缺乏 6#图 97@$营养的 MH11 中
"

$/#3/41 生

长速率比 XQ更慢"由此表明在缺失 $/#3/41 的条

件下"藻细胞对培养基中的 -和 6元素等大量元

素的需求量升高了( 值得注意的是在 MH11 缺乏

(>元素的情况下"

"

$/#3/41 的生长速率明显低于

XQ的生长速率#图 97?$( 适当浓度的氮营养对

蓝藻的生长是十分必要的"实验结果表明氮营养

缺乏对 3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/ 的生长影响较

大#图 97>$"有趣的是"硫缺乏对 3(*2+5,+($'%$:O1

6--7:3/ 生长的影响趋势与氮缺乏类似( 在硫

缺乏条件下"

"

$/#3/41 的最大吸收值仅为 3128"而

XQ的 最 大 吸 收 值 达 3141 # 图 97D$( 可 见

"

$/#3/41 对缺硫胁迫条件十分敏感"铁营养缺乏

亦对
"

$/#3/41 的生长影响较大"该现象与 *0B3/41

为铁硫蛋白有较大关系(

图 )&不同营养条件下
!

$,"K(N$ 和 R7的生长曲线

在正常 MH11 培养基#2$ )缺 -# I$ )缺 6#@$ )缺 (># ?$ )缺 %#>$和缺 *#D$元素的 MH11 中
"

$/#3/41 突变体#

%

$与 XQ#

!

$的生长

曲线

,-.%)&7=3.?0C2=/B?G305

!

$,"K(N$ 81AR7-1A-553?3121B2?-2-01/01A-2-014

Q<>TB/EG< @=BC>/D

"

$/#3/41#

%

$23? XQ#

!

$93 :G23?2B? MH11#2$ "MH11 02@R93T /D@2BI/3# I$ "O</:O</B=:#@$ "9B/3# ?$ "39GB/T>3

#>$23? :=0D=B#D$

'%N&$,"K(N$ 的缺失影响藻细胞在强$弱光照条

件下的光能利用效率

在强光照#+'$条件下"

"

$/#3/41 与 XQ的生

长速率基本一致#图 472$%在正常光照#S'$条件

下"

"

$/#3/41 的生长速率仅稍慢于 XQ#图 972$%

而在弱光照#''$条件下"

"

$/#3/41 的生长速率明
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显低于 XQ#图 47I$"由此表明 $/#3/41 基因的缺

失在强光照条件下不影响藻细胞的光能利用效

率"而在弱光照条件下对藻细胞的光能利用效率

有较大影响"该现象可能与
"

$/#3/41 中叶绿素 2

含量的降低有关( 在 +'或 S'条件下"即使

"

$/#3/41 中叶绿素 2含量降低"但足够的光照条

件使得
"

$/#3/41 的光合营养不受影响或影响较

小"因此
"

$/#3/41 的生长速率与 XQ基本一致或

稍慢于 XQ%但在 ''条件下"由于光照强度不足"

加之
"

$/#3/41 的叶绿素 2含量降低"使
"

$/#3/41

的光合营养受到较大影响"其生长速率明显低

于 XQ(

图 N&不同光照条件下
!

$,"K(N$ 与 R7的生长曲线

#2$在强光照条件下
"

$/#3/41 突变体#

%

$与 XQ#

!

$的生长曲线% # I$在弱光照条件下
"

$/#3/41 突变体#

%

$与 XQ#

!

$的生长

曲线

,-.%N&7=3.?0C2=/B?G305

!

$,"K(N$ 81AR7B1A3?A-553?312<-.=2/01A-2-014

#2$Q<>TB/EG< @=BC>/D

"

$/#3/41#

%

$23? XQ#

!

$ =3?>B+'@/3?9G9/3% # I$Q<>TB/EG< @=BC>/D

"

$/#3/41#

%

$23? XQ#

!

$ =3?>B''

@/3?9G9/3

/5讨论

利用分子生物学的方法和技术"构建了铁硫

蛋白基因 $/#3/41 的表达质粒 O,Q7$/#3/41"并在

;<+,/%M'21 中成功表达了 *0B3/41( 在无氧条件

下纯化*0B3/41"将*0B3/41 与*

2 6

)(>

2 <

5(>

/ <

在体

外重组"获得了重组 & 2(>62*' 的铁硫蛋白

*0B3/41( 利用抗氧化剂连二亚硫酸钠还原铁硫

蛋白
&1/ 619'

"*0B3/41 在 973 38处的特征吸收峰消

失"进一步证明了铁硫蛋白 *0B3/41 在 "

2

存在时

不稳定"该现象与大肠杆菌琥珀酸脱氢酶铁硫蛋

白 *?<M亚基对氧气敏感现象类似
&12 61/'

(

为了进一步研究 *0B3/41 的功能"利用 4%&

同源重组技术"以 P232基因替换 3(*2+5,+($'%$

:O16--7:3/ 中$/#3/41 基因"获得了
"

$/#3/41 突

变体( 蓝藻的颜色主要由藻细胞中的叶绿素 2)

藻胆色素和类胡萝卜素所决定"它们吸收不同波

长的可见光"均有特定的吸收峰
&19'

"叶绿素 2呈

绿色"类胡萝卜素多为橘黄色或橙色( 与 XQ相

比"

"

$/#3/41 中叶绿素 2含量降低"类胡萝卜素含

量升高"也就解释了
"

$/#3/41 颜色偏黄的原因(

利用 缺 营 养 元 素 培 养 基 培 养 藻 细 胞" 发 现

"

$/#3/41 对铁胁迫和硫胁迫十分敏感"该现象与

*0B3/41 为铁硫蛋白有较大关系( 叶绿素 2是蓝

藻捕获光能的主要光合色素"藻胆色素和类胡萝

卜素也起着捕获光能的作用
&14 617'

( 在正常光照)

弱光照和强光照条件下培养藻细胞"发现 $/#3/41

基 因 的 缺 失 明 显 降 低 了 弱 光 照 条 件 下

3(*2+5,+($'%$:O16--7:3/ 的光能利用效率"这

一点与
"

$/#3/41 中叶绿素 2含量的降低有关( 研

究报道
&18 61:'

大肠杆菌琥珀酸脱氢酶的铁硫蛋白

*?<M亚基的突变会引起基因功能的紊乱"进而影

响细胞呼吸作用"使细胞过早衰老
&10 623'

( 由此可

以推断 $/#3/41 基因的缺失不仅影响藻细胞的光

合作用过程"还可能对呼吸作用造成影响"其功能

有待进一步深入研究(

集胞藻 6--7:3/ 是引起淡水水华的藻种之

一"属于混合营养型微生物"既能进行异养生长"

又能利用光能进行自养生长( 一旦光照和营养条

件适宜"就会大量生长繁殖"形成水华( 本实验研

12
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究了影响集胞藻 6--7:3/ 光能利用效率的铁硫

蛋白基因 $/#3/41 的性质和功能"为蓝藻基因功能

的分子生物学研究提供基础"同时也为控制淡水

水体中蓝藻的过度生长)防治蓝藻水华污染提供

依据(
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