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摘要 :在集胞藻 PCC6803 中,基因敲除是研究基因功能的最直接有效的方法,但是对于某些生存必需的基因则无法

通过这种方法获得突变株。为研究集胞藻 PCC6803中此类基因的功能,在其基因组中构建了一个 petE 基因启动子

( PpetE )控制的铜离子诱导表达的平台。将集胞藻 PpetE 装配在 lacZ 报告基因的上游, 通过同源双交换整合到这种

蓝藻的基因组中。通过调节培养基中铜离子的浓度发现, lacZ 的表达能够人为控制。特别是当铜离子浓度在 6 )

400nmol/ L范围时, LacZ活力随铜离子浓度增加呈 S型增长关系。利用这个铜离子诱导表达平台,可以控制某些必

需基因的表达:提供铜离子维持细胞生存; 而撤去铜离子时则关闭基因的表达, 可以观察其对生命活动的影响。
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  蓝藻是一类能进行放氧型光合作用的原核生

物,广泛分布在地球上各类型水体和一些陆生环境,

是海洋和内陆水体中最重要的原初生产者。越来越

多的研究表明, 蓝藻适应外界环境的变化主要是通

过调节基因表达来实现的。利用不同的启动子探测

载体,已经发现很多基因能被环境因子(如光、温度、

营养成分等)调控表达。譬如, 蓝藻光合基因 petE

的表达受铜离子的诱导[ 1]。其产物 PetE是光合电

子传递链和呼吸电子传递链中的一个电子载体, 它

能将电子从细胞色素 b6f 复合物传递到光系统 I。

研究表明, PetE的表达受铜离子浓度的调节:当培养

基中含有足够铜离子时 petE 基因诱导表达,而当缺

少铜离子时, petE 基因被关闭, 此时另一个铁离子

诱导表达的蛋白 PetJ代替 PetE发挥电子传递体的

功能[ 2]。利用 petE 基因的启动子可以进行基因功

能的研究。如在鱼腥藻 ( Anabaena sp. ) PCC7120用

petE 启动子调控hetR 的表达, 随着铜离子浓度的增

加,异形胞发生频率也逐渐增加,导致成簇异形胞的

形成,表明 hetR 是启动异形胞分化的基因[ 3]。patS

基因调节异形胞图式的形成。用 p etE 启动子调节

patS 表达水平,随着铜离子浓度的逐渐增加,异形胞

发生逐渐被抑制, 证明 patS 产物通过抑制其他营养

细胞的分化形成异形胞间隔分布的图式[ 4]。

集胞藻 ( Synechocystis sp. ) PCC6803是一种单细

胞蓝藻,它具有天然的 DNA转化系统,既能进行光

合自养生长,又能利用葡萄糖进行异养生长,是研究

光合作用相关过程的良好模式生物, 其全基因组序

列已经于 1996 年公布[ 5]。采用基因敲除的方法研

究其基因功能已获得很大成功, 但是对于某些涉及

其基本生命活动的基因, 往往很难直接通过基因敲

除的方法得到完全分离的突变株。为此, 我们利用

集胞藻 petE 基因的启动子, 在其基因组中构建了一

个铜离子诱导表达的平台。以 lacZ 作为报告基因,

证明铜离子能有效诱导 lacZ 表达,该平台将能够用

于在集胞藻中研究某些必需基因的功能。

1  材料与方法

1. 1  菌株(藻株)、质粒和培养  集胞藻 PCC6803由

北京大学赵进东教授提供, 在 BG11培养液中, 28 )
30 e 和光照条件下( 30LE/ m2#s)静置培养,基因组中

插入有 8- PpetE- lacZ 的藻株 (集胞藻 PCC6803: : 8-

PpetE- lacZ ) , 在培养液中另外含有 10Lg/ mL 的壮观
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霉素和 5mmol/ L 的葡萄糖, 所有溶液均用去离子水

配制,根据需要添加不同浓度的铜离子,所用器皿均

为塑料器皿。E . coli DH5A或GM48在 37 e LB培养

基中培养, 含有质粒的大肠杆菌菌株加入相应的抗

生素(壮观霉素、硫酸卡那霉素、氨苄青霉素工作浓

度均为 50Lg/ mL) ,质粒 pRL57[ 6]、pKW1188[ 7]由美国

密西根州立大学 DOE植物实验室 Peter Wolk教授提

供,质粒 pHB1180是由 pKW1188经 Bgl Ò 酶切补平

后自环化得到的。

1. 2  集胞藻 PCC6803的转化  按文献介绍的方

法[ 7] , 集胞藻生长至 OD730为 0. 8 左右后收集, 与

DNA混合, 在光照下保温 4h后涂布到覆盖有硝酸

纤维素滤膜的 BG11平板上, 光照一天后将膜转到

含有 10Lg/mL 的壮观霉素和 5mmol/ L 的葡萄糖的

BG11平板上继续培养至转化子长出,经过液体培养

基传代后用PCR的方法检测转化子。

1. 3  DNA操作方法  按徐旭东等描述的方法提取

集胞藻 PCC6803 的基因组 DNA[ 8]。DNA 重组按

Molecular Cloning 所描述的方法进行[ 9]。PCR 反应

体系中含 10mmol/ L Tris#Cl( pH8. 3) , 50mmol/ L KCl,

1. 5mmol/ L MgCl2, 引物(表 1)各100pmol, 200Lmol/ L

dNTPs, 50ng 模板 DNA, 2. 5U DNA 聚合酶 ( Taq /

Pfu = 1/ 1, U/U, MBI)。PCR反应程序如下: 首先是

94 e 变性 5min,接下来是 30个循环反应( 94 e 变性

1 min, 60 e 复性 1min, 72 e 延伸 1min) ,最后是 72 e

延伸 10min。PCR 产物用玻璃奶纯化试剂盒 ( MBI)

纯化后,在如下条件进行加/ A0反应: 50LL 的反应体

系中含 10mmol/ L Tris#Cl ( pH8. 3) , 50mmol/ L KCl,

1. 5mmol/ L MgCl2, 50Lmol/ L dATP, 0. 5Lg 纯化的

PCR产物, 2. 5U Taq DNA聚合酶 ( MBI) , 在 72 e 反

应 10min。之后 PCR 产物可克隆于 pMD18-T 中

(TaKaRa) ,克隆均经过测序验证没有突变发生。

1. 4  LacZ活性测定  根据Miller 描述的方法[ 10]略

有改动。将集胞藻 PCC6803BB8- PpetE- lacZ 在不含

铜离子培养基传两代,然后分别在含有不同浓度铜离

子的培养液中生长至对数期, 将藻细胞稀释成相同

浓度( OD730约为 1. 4)后,各取 1. 5mL 藻液,离心收集

后用 1mL 的 Z Buffer ( 60mmol/ L Na2HPO4, 40mmol/ L

NaH2PO4, 10mmol/L KCl, 1mmol/ L MgSO4, 40mmol/ L

B-巯基乙醇)悬浮, 依次加入50LL的0. 1%SDS、50LL

氯仿和 200LL ONPG ( 4mg/ mL) , 在 30 e 反应 20min

后加入 500LL 的 1mol/ L Na2CO3终止反应。反应液

于 12000r/ min 离心 2min,取上清在 OD420测吸收值,

用不含有藻细胞的反应液作为空白对照, 根据公式

Miller= 1000 @ OD420/ ( 1. 5mL @ 20min @ OD730) 计算

LacZ活力。

2  结  果

2. 1  含有 8- PpetE-lacZ 片段的质粒的构建

以 E. coli GM48 DNA 为模板、lacZ-3 和 lacZ-4

(表 1)为引物进行 PCR扩增获得不含启动子区域的

lacZ 基因, 以集胞藻 PCC6803 DNA为模板、PpetE-1

和 PpetE-2(表 1)为引物进行 PCR扩增获得含 PpetE

的 DNA 片段, 分别克隆 到 pMD18-T 中, 获得

pHB1505和 pHB1117。用 Dra Ñ 从 pRL57上切下 8

片段并克隆到经过 Xba Ñ 酶切并补平的 pHB1505

中,得到质粒 pHB1524。用 Sal Ñ和 BamH Ñ双酶切
从 pHB1524上切下含有 8- PpetE 的片段, 补平后克

隆到经过 Bgl Ò 酶切并补平的 pHB1117 中, 得到的

质粒 pHB1536。用 Hind Ó 和 Kpn Ñ双酶切从质粒

pHB1536切下含有 8-PpetE- lacZ 的片段并补平, 然

后克隆到经过 EcoR Ñ酶切并补平的质粒 pHB1180

中,得到的重组质粒命名为 pHB1567, 结构如图 1。

表 1  PCR 引物及序列( 5c> 3c )

Tab. 1 Nucleotide sequences of gene-specific primers used for PCR(5c> 3c)

引物名称Primers 序列( 5c> 3c) Nucleotide sequence

lacZ-3 CTCGAGCAGATCTGACTAACTGAGGAGGATTGCATATGACCATGATTACGGATTCACTG

lacZ-4 TTACTTCTGACACCAAACCAACTGGTAATGGTAGCGACC

PpetE-1 AAGGATTCATAGCGGTTGCC

PpetE-2 GACATACTTCTTGGCGATTGTATC

gp267-9 ACCTCTCCACGCTGAATTAG

gp267-10 TTCCAGGCCACATTGTTGTC
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图 1  质粒 pHB1567的结构示意图

Fig. 1  Structure of plasmid pHB1567

8 片段两侧的茎环结构代表短的反向

重复序列,可终止转录

The stem-loop structures bracketing the 8

cassette represent short inverted sequences that

terminate transcriptions

2. 2  8-PpetE- lacZ 整合到集胞藻基因组

用含有 8-PpetE- lacZ 的质粒pHB1567转化集胞

藻PCC6803。由于在 8-PpetE- lacZ 片段的上下游分

别携有集胞藻 PCC6803基因 slr0168 的部分序列, 通

过同源重组, 8-PpetE-lacZ 片段整合到 slr0168 基因

内, 结构如图 2 所示。其中 PpetE-lacZ 的方向和

slr0168 基因的方向相反, 而 8 片段两端含有反向重

复序列,可以阻止背景转录活性对 PpetE 调控的影

响。利用 slr0168 基因内的两个引物 gp267-9 和

gp267-10 (表 1) , 分别以 Synechocystis PCC6803: : 8-

PpetE-lacZ 和Synechocystis PCC6803的基因组DNA为

模板进行 PCR扩增, 结果显示 8- PpetE-lacZ 正确插

入在 slr0168 基因中, 只能检测到 6kb 左右的 PCR

带,而看不到0. 5kb左右的野生型带(图3)。在我们

的实验条件下插入 slr0168 基因观察不到对集胞藻

PCC6803造成任何影响。

图 2  Synechocystis PCC6803: : 8- PpetE-lacZ的染色体结构示意图

Fig. 2 Chromosome structure of Synechocystis PCC6803: : 8- PpetE-lacZ

gp267-9/ 10是用于检测同源整合的PCR引物

gp267-9/ 10 are the PCR primers for examining the homologous double

crossovers

图 3 PCR检测 8- PpetE-lacZ 片段在集胞

藻PCC6803基因组中的整合

Fig. 3 PCR examinat ion of Synechocystis

PCC6803: : 8-PpetE-lacZ

1. 集胞藻PCC6803: : 8-PpetE-lacZ; 2.集胞

藻PCC6803

1. SynechocystisPCC6803: : 8- PpetE-lacZ;

2. Synechocystis PCC6803

2. 3  PpetE驱动的 lacZ 在集胞藻 PCC6803中的诱

导表达

将 Synechocystis PCC6803: : 8- PpetE- lacZ 先在不

含有铜离子培养液中传两代, 消耗掉藻细胞内残留

的铜离子,然后在培养基中添加不同浓度的铜离子,

图 4  铜离子诱导 lacZ 在集胞藻 PCC6803中的表达

Fig. 4  Copper-induced expression of lacZ in Synechocystis PCC6803

( w ) 和 ( u ) 分别代表集胞藻PCC6803和集胞藻PCC6803: : 8-

PpetE-lacZ。所有的数值为三个测试结果的平均值

( w ) and ( u ) represent Synechocystis PCC6803 and Synechocysti s

PCC6803: : 8- PpetE-lacZ respect ively. All of the data

are means of triplicate determinations
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测量 LacZ的活力。发现当铜离子的浓度在 6nmol/ L

或更低时, LacZ 几乎不表达或表达量很低, 和野生

型的本底值相同(Miller值约为 4) ; 当铜离子浓度在

6 ) 400nmol/ L 的范围时, LacZ 活力随铜离子浓度升

高而增加, Miller 值最高可达到 60左右。表明在此

浓度范围内,铜离子显著诱导 lacZ 的表达。而当铜

离子的浓度超过 400nmol/ L 时, LacZ 活力不再有明

显的提高(图 4)。培养基中铜离子浓度过高在一定

程度上还会影响集胞藻的生长。

3  讨  论

在蓝藻中常见的报告基因有 lacZ , cat , gfp ,

luxAB 等,我们选择了 lacZ 基因作为报告基因,其优

点是本底表达量低、测试简单无需特殊仪器、不受细

胞内ATP 供应影响。我们也曾尝试 gfp ,但不能定

量,并且不够灵敏。

有文献报道集胞藻 PCC6803 petE 基因的启动

子区域可能位于起始密码子上游-16 至-38 Nt.

处[ 11] ,我们在实验中选择克隆了基因上游 440bp 的

区域, 这样确保包含有整个启动子区域。多年来

pKW1188质粒
[ 7]
被用作集胞藻PCC6803的通用整合

平台, 证明在将外源基因插入集胞藻后对生理功能

没有影响。我们经过测序发现该整合位点在 ORF

slr0168 内(徐旭东,未发表)。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 8 片段,并且选择插入方向与 slr0168

相反, 结果显示这些策略确实把背景值降到了几乎

检测不到的水平。

将集胞藻 PCC6803: : 8-PpetE-lacZ 首次转入不

含有铜离子的培养基的时候, 依然可以检测到一定

的LacZ 活性( Miller值约为8) ,我们推测藻细胞本身

所含铜离子可能存在影响。通过在不含铜离子的培

养基中传两代, LacZ活性降低到了很低的水平。在

测试铜离子对 lacZ 调控的实验中, 我们发现当铜离

子浓度在 0 ) 6nmol/ L 或大于 400nmol/ L 的范围时,

lacZ不能被诱导表达或表达水平高但调控幅度很

小,只有在 6nmol/L 至 400nmol/ L 范围内 lacZ 才发

生明显的调控, 1992年 Zhang L 等利用Western blot

检测发现 300nmol/ L 铜离子浓度能诱导 petE 的表

达,这和我们的实验结果相符[ 12] ,但是我们的方法

显然灵敏度更高而且方便。我们还检查了不带启动

子的 lacZ 基因, 只检测到很低的 LacZ 活性 ( Miller

值小于 10) , 而且铜离子浓度的变化不对其表达有

任何调控作用(结果未附)。这些结果显示铜离子诱

导表达平台的构建是成功的。

对于不能通过基因敲除法来研究的基因,我们

可以利用 DNA 重组技术将该基因整合到这个平台

上,通过调节铜离子的浓度, 关闭、部分表达或过量

表达该基因,从而人为地调控该基因,为了解其在细

胞内的生理功能提供直观的证据。
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CONSTRUCTION OF COPPER-INDUCED GENE EXPRESSION PLATFORM IN

SYNECHOCYSTIS SP. PCC6803

GAO Hong1, 2 , TANG Qing1, 2 and XU Xu-Dong1

( 1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology , the ChineseAcademy of Sciences, Wuhan 430072;

2. The Graduate School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049)

Abstract: In Synechocystis sp. PCC6803, gene knock- out is the most straightforward and effect ive method to reveal the physio-

logical function of a gene. Nevertheless, insertion mutants could not be generated for those genes essential to survival. In order

to elucidate the function of such genes in Synechocystis sp. PCC6803, a copper- induced gene expression platform was constructed

using the promoter of petE ( PpetE) . PpetE from Synechocystis sp. PCC6803 and the beta-galactosidase gene ( lacZ ) from E .

coli GM48 were cloned respectively by doing polymerase chain react ion ( PCR) , and the PpetE was positioned upstream of lacZ.

The PpetE-lacZ construct was integrated into the genome of Synechocystis sp. PCC6803 via homologous recombinations. The ex-

pression of beta- galactosidase gene was found to be controllable by adjust ing the concentration of Cu2+ in medium. In a range

from 6 to 400nmol/L, Cu2+ induced the expression of beta-galactosidase in an S-shaped curve, but when the concentration of

Cu2+ in medium was below 6nmol/L or above 400nmol/ L, the activity of beta- galactosidase was either too low to be detected or

too high to be regulated. This copper- induced gene expression platform can be used in the control of some indispensable genes in

Synechocystis sp. PCC6803: cells survived in the presence of Cu2+ , so that the physiological effect of a gene could be observed

when Cu2+ is removed.
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