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摘要 为研究在不分化异形胞的钙化裂须蓝细菌Schizothrixcalcicola 中schetR 基因的功能,本研究构建

由强启动子petE 驱动的schetR 基因的表达质粒,通过三亲本接合转移的方法将此表达质粒转入模式生物鱼腥

蓝细菌AnabaenaPCC7120的hetR 突变体中进行功能验证。结果显示:超表达schetR 能够互补鱼腥蓝细菌

hetR 突变体的表型,这说明schetR能够促进异形胞的发育。

关键词 钙化裂须蓝细菌;鱼腥蓝细菌;异形胞发育;hetR;schetR基因

中图分类号 Q939.9  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2010)04-0460-05

  早在31亿年前,蓝细菌就作为地球上最古老的

几种生物之一诞生了,它们能摄取原始的还原性大

气中的二氧化碳,通过光合放氧作用使大气中的氧

气含量逐渐增加[1-2]。部分丝状蓝细菌在漫长的进

化过程中,形成了一种重要的适应性结构专门执行

固氮功能,即异形胞(heterocyst)[3]。目前,对异形

胞发育的研究主要集中于模式生物鱼腥蓝细菌An-
abaenaPCC7120在缺氮诱导下的细胞信号转导过

程,该菌株在氮源缺乏的条件下,5%~10%的丝状

体营养细胞(vegetativecell)会分化成异形胞[4-6]。
异形胞的分化涉及到很多基因的表达,其中

hetR 基因在蓝细菌异形胞分化的早期具有非常重

要的作用。它编码一个35ku的蛋白,在GeneBank
中没有找到具有同源性的序列,也不含有与DNA
结合的模体,是一个全新的调控基因。研究发现,

hetR 突变株(其编码产物中一个关键的残基179位

的丝氨酸转换成为天冬氨酸)会导致其丧失分化能

力,不能在缺乏化合态氮的环境条件下形成异形胞

进行固氮作用。完整的hetR 基因缺失突变体及点

突变株具有同样的表型。在hetR 突变体中,几乎所

有的与异形胞发育相关的基因都不再诱导表达。即

使识别最初缺氮信号的ntcA 的表达量也没有明显

上升[7]。将hetR 基因克隆到复制型载体并转入野

生型中,则会使野生型AnabaenaPCC7120在缺氮

以后分化出多个连续异形胞。hetR 在含氮的培养

基中转录水平较低,但在缺氮诱导后转录水平明显

上升,6h后转录水平上升了3倍[8]。另外,HetR
的同源二聚体蛋白是一类新型的DNA结合蛋白,
它能通过结合目标基因的DNA来调控基因表达水

平,从而影响异形胞的分化[9]。

hetR 主要存在于能够分化异形胞的蓝细菌中,
它们已知的功能也都是与异形胞的分化相关。近年

来有相关研究发现在不产异形胞的丝状蓝细菌的基

因组中也存在hetR 的同源基因[11],但对它们功能

的研究报道还很少。钙化裂须蓝细菌是一种未经过

基因组测序、不分化异形胞、不进行固氮作用的丝状

蓝细菌。华中农业大学农业微生物学国家重点实验

室蓝细菌分室对1株钙化裂须蓝细菌进行染色体步

查,获得了1段该蓝细菌的基因组序列。在这段序

列中发现了hetR 基因可能的同源基因并将此基因

命名为schetR。钙化裂须蓝细菌并不能进行异形胞

分化,那么这个基因到底有何功能? 它是否与Ana-
baenahetR 有相似的功能? 它是否也能调控异形胞

的发育? 这些问题目前都还不清楚。由于钙化裂须

蓝细菌的基因转移系统尚未建立,本研究在鱼腥蓝

细菌 hetR 突 变 体 中 超 表 达 钙 化 裂 须 蓝 细 菌 的

schetR 基因,进行功能互补实验,希望对这个基因的

功能进行确证。
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1 材料与方法

1.1 材 料

野生型鱼腥蓝细菌(AnabaenaPCC7120)、鱼腥

蓝细菌hetR 突变体216和大肠杆菌TG1为笔者所

在实验室保存,钙化裂须蓝细菌(Schizothrixcalci-
cola)FACHB404由中国科学院典型培养物保藏委

员会淡水藻种库(FACHB)提供,大肠杆菌 HB101/

pRL623和J53/RP4由 WolkCP先生(MSU-DOE
PlantResearchLaboratory,MichiganStateUniver-
sity)惠赠。质粒pBluescriptSK-petE(载体pBlue-
scriptSK中插入了petE 启动子)和pRL25T为笔

者所在实验室保存。

DNA回收试剂盒购自Axygen公司。T4DNA
连接酶和限制性内切酶 XhoⅠ、BamHⅠ等均购自

TaKaRa公司。KODplus酶购自Toyoba公司。
1.2 质粒构建

引物由北京奥科生物技术有限责任公司合成,引
物 P1 (5′-GGGAATTCCATATGACAAA-TGAC-
CTAGATCTGA-3′)和 P2(5′-CCGGCTCGAGTT-
GACGCTATCTTTCGGACAGT-3′)用于扩增schetR
的ORF序列。schetR 的克隆是以钙化裂须蓝细菌

FACHB404的总DNA作为模板进行PCR,引物使用

P1、P2扩增出不带有自身启动子的schetR 的完整

ORF序列,将PCR产物用NdeⅠ和XhoⅠ进行酶切,再
通过这2个酶切位点连接到带有强启动子petE的载

体pBluescriptSK-petE 上,获 得 质 粒 pSK-petEs-
chetR。质 粒 pSK-petEschetR 与 pRL25T 分 别 经

BamHⅠ和 XhoⅠ双酶切后,将带有petE 启动子的

schetR基因片段与pRL25T连接,获得最终表达质粒

pRL25T-petEschetR。pRL25T是一复制载体,它可以

在鱼腥蓝细菌中自主复制。
1.3 菌株的培养和接合转移

制备HB101/pRL623感受态细胞,转化所构建

的目标质粒,得到三亲本之一的供体细菌。在终质

量浓度为25μg/mL氯霉素和50μg/mL卡那霉素

的LB培养基中,培养20mL供体细菌。同时在终

质量浓度为100μg/mL氨苄青霉素的LB培养基

中,培养足够的接合细菌J53/RP4。两者可过夜培

养或先预培养一夜再活化至对数生长后期。鱼腥蓝

细菌PCC7120因生长周期长需提早培养,以确保三

亲本杂交实验时,蓝细菌处于对数生长期。等量混

合已培养好的供体菌以及接合菌,5000r/min离心

4min,去上清,用未加抗生素的LB培养基洗1次

后,再悬浮在一定量的 LB培养基中,同时5000
r/min离心4min收集处于对数生长期的鱼腥蓝细

菌,弃上清。在平板上加入鱼腥蓝细菌和150μL供

体菌和接合菌的混合液。在超净工作台上放置2h,
其间不要关掉照明灯。然后均匀地涂开,放置光照

培养箱中培养。涂布均匀的平板培养24h后,在培

养基中加筛选抗生素。等平板上长出单菌落后,挑
出单菌落在新鲜的含抗生素平板上扩大培养。
1.4 鱼腥蓝细菌突变株的缺氮诱导

接种蓝细菌于20mL的BG11培养基中,加入

相应抗生素,活化3d至 D 值为0.4左右;用1.5
mL离心管收集菌体,去上清,再用BG110洗3~4
次,再把收集的菌体转入新的 BG110培养基中,

28℃,3.5J/(m2·s)下连续光照,静置培养;在缺

氮诱导24h时采集少量菌液样本,用甲醛(储存时

体积分数:30%;最终体积分数:15%)进行固定保

存;制备装片,取3~4μL菌体于载玻片上,混合等

体积50%的甘油,盖上盖玻片,在显微镜下镜检。
1.5 序列分析

通过美国国家生物信息中心(NationalCenter
ofBiologicalInformation,网址:http://ncbi.nlm.
nih.gov)以及Cyanobase网站(http://genome.ka-
zusa.or.jp/cyanobase/)进行BLASTP分析。

2 结果与分析

2.1 SchetR 氨基酸序列的分析

将schetR 的DNA序列翻译成蛋白质序列,与
鱼腥蓝细菌Anabaenasp.PCC7120的 HetR蛋白

质序 列 (以 ORF 的 蛋 白 质 序 列 进 行 分 析)做

BLASTP分析,结果见图1。结果显示:钙化裂须蓝

细菌SchetR与鱼腥蓝细菌 HetR的蛋白质序列相

似性很高;表明schetR 与鱼腥蓝细菌的hetR 可能

为同源基因。
2.2 schetR 基因超表达菌株的构建

以钙 化 裂 须 蓝 细 菌 的 总 DNA 作 模 板 进 行

PCR,长 度 为932bp。构 建 强 启 动 子 驱 动 下 的

schetR 表达质粒的流程见图2,每一步质粒的构建

均经酶切验证后再进行下一步操作,获得最终质粒

pRL25T-petEschetR。该质粒的酶切验证结果见图

3,由于钙化裂须蓝细菌的基因转移系统尚未构建,
将pRL25T-petEschetR通过接合转移的方法转入

到鱼腥蓝细菌hetR 突变体中进行功能互补实验,获
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 Query为鱼腥蓝细菌hetR基因的ORF序列,Subject为SchetR的蛋白质序列。QueryisORFofhetRinAnabaenaPCC7120,Subject

isSchetRinSchizothrixcalcicola.

图1 钙化裂须蓝细菌SchetR与 鱼腥蓝细菌HetR的蛋白质序列的比对

Fig.1 AlignmentofproteinSchetRinSchizothrixcalcicolaandHetRinAnabaenaPCC7120

图2 质粒pRL25T-petEschetR构建流程

Fig.2 Aflowchartshowingtheconstruction

processofpRL25T-petEschetR

 1:pRL25T-petEschetR/BamHⅠ-XhoⅠ;M1:Lamda/EcoRⅠ-
HindⅢ.

图3 质粒pRL25T-petEschetR经

BamHⅠ和XhoⅠ双酶切的验证结果

Fig.3 ElectrophoresisofplasmidpRL25T-petEschetR
digestedbyBamHⅠandXhoⅠ

得菌株hetRmut/petE-schetR。在此菌株中,schetR
基因在强启动子petE的驱动下可以超量表达。
2.3 转基因鱼腥蓝细菌的表型分析

将获得的schetR 超表达菌株hetRmut/petE-
schetR进行缺氮诱导,以鱼腥蓝细菌野生型 Ana-
baenaPCC7120及其hetR 突变体为对照,在缺氮培

养24h后取样,观察它们异形胞发育的情况(图4)。
鱼腥蓝细菌的hetR 编码产生1个由299个氨基酸

组成的蛋白质,本研究所用的鱼腥蓝细菌Anabaena
PCC7120的hetR 突变体216在hetR 基因的535位

发生突变,致使野生型hetR179位的丝氨酸转换成

为天冬氨酸,导致AnabaenaPCC7120在缺氮条件

下不能正常形成异形胞[10],但schetR 的超表达菌株

hetR mut/petE-schetR,即 转 化 了 表 达 质 粒

pRL25T-petEschetR的鱼腥蓝细菌hetR 突变体在

经缺氮诱导后能够恢复野生型鱼腥蓝细菌的表型,
每隔10~15个营养细胞产生1个异形胞。说明超

表达schetR 可以互补鱼腥蓝细菌hetR 突变体的表

型,异形胞能正常发育:表明schetR 基因可能行使

促进异形胞发育的功能。
2.4 转基因鱼腥蓝细菌的分子生物学验证

pRL25T只是复制载体,并不整合至蓝细菌

DNA中,笔者抽提转基因蓝细菌菌株的总DNA,转
化TG1感受态细胞,检测长出的单菌落是否存在所

转化的质粒。若存在,则菌株呈阳性。本研究共得

到2个hetRmut/petE-schetR转基因鱼腥蓝细菌

菌株。菌株1命名为hetRmut/petE-schetR1,菌

株2命名为hetR mut/petE-schetR2。转化 TG1
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后,2个菌株分别挑取3个单菌落,抽提质粒DNA,
用BamHⅠ与XhoⅠ双酶切,从这2个菌株中所获

得的质粒酶切条带大小和带型与pRL25T-petEs-
chetR相同,说明pRL25T-petEschetR已经转入鱼

腥蓝细菌hetR 缺失突变体中,酶切结果见图5。因

此,转基因鱼腥蓝细菌hetRmut/petE-schetR1与

hetRmut/petE-schetR1呈阳性,这2个菌株都携带

所转化的质粒。

A.野生型 WTWild-typeofAnabaenaPCC7120;B.WT/SchetR;C.hetR突变体216hetRmutant216.

图4 超表达schetR 对鱼腥蓝细菌异形胞分化的影响

Fig.4 TheeffectsofschetRover-expressiononheterocystdifferentiationofAnabaena

 1~3.hetRmut/petE-schetR1/BamHⅠ-XhoⅠ;4~6.hetRmut/

petE-schetR2/BamHⅠ-XhoⅠ;M1:Lamda/EcoRⅠ-HindⅢ.
图5 转基因鱼腥蓝细菌质粒经BamHⅠ 和

XhoⅠ双酶切的分子生物学验证

Fig.5 ConfirmationoftransgenicAnabaenastrains

3 讨 论

本研究首先通过生物信息学分析在钙化裂须蓝

细菌中发现1个可能的鱼腥蓝细菌hetR 的同源基

因schetR,然后构建了schetR 在强启动子驱动下的

超表达菌株来研究schetR 的功能。
野生型的鱼腥蓝细菌在缺氮诱导后,每隔10~

15个营养细胞会分化出1个异形胞。它们的分布

模式很均匀。鱼腥蓝细菌的hetR 能够促进异形胞

发育,在野生型鱼腥蓝细菌中超表达其自身的hetR
基因时,缺氮诱导后形成异形胞的频率大大增加,通
常会形成多个连续异形胞。而鱼腥蓝细菌hetR 突

变体在缺氮诱导后不能观察到异形胞的分化。前期

研究中发现在鱼腥蓝细菌hetR 突变体中表达自身

启动子驱动下的schetR 并不能互补此突变体的表

型,也没有观察到异形胞的分化(数据未显示)。而

在本研究中,schetR 在强启动子的驱动下对异形胞

的发育产生较明显影响,使鱼腥蓝细菌hetR 突变体

呈现出与野生型相似的表型。这可能是由于schetR
自身的启动子不够强,导致它在鱼腥蓝细菌中的表

达量不高,所以对鱼腥蓝细菌异形胞的分化及其正

常生长没有产生较为显著的影响。而将schetR 自

身的启动子替换成较强的启动子petE 时,schetR
在鱼腥蓝细菌hetR 突变体中的表达量升高,致使突

变体回复至野生型的表型。因此,schetR 能够促进

异形胞的发育。
本研究可以证实钙化裂须蓝细菌基因组中存在

hetR 的同源基因schetR,而且schetR 具有和鱼腥蓝

细菌中hetR 相似的功能;钙化裂须蓝细菌不能分化

异形胞也不能进行固氮作用,因此,在该蓝细菌中

hetR 和patS 同源基因可能还有更深层次的生物学

意义。但是,从schetR 能够调控鱼腥蓝细菌异形胞

发育这一实验结果来看,它可能还是与氮的调控有

关,但其在钙化裂须蓝细菌中行使的具体功能还有

待进一步的研究。
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ConstructionandPhenotypeAnalysisofOver-Expression
StrainofSchizothrixschetR Gene

HUFan WANGLi CHENWen-li
StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgricultural

University,Wuhan430070,China

Abstract ToinvestigatethefunctionofschetR geneinanon-heterocystouscyanobacterium,

Schizothrixcalcicola,theschetRover-expressionvectordrivenbystrongpromoterpetEwasconstructed
andtransformedintohetR mutantinmodelstrainAnabaenaPCC7120.Theresultsshowedthatthe
over-expressionofschetRcouldcomplementthephenotypeofAnabaenahetR mutant.Thisindicatesthat
schetRperformsafunctionofstimulatingheterocystdevelopment.

Keywords Schizothrixcalcicola;Anabaenasp.PCC7120;heterocystdevelopment;hetR;schetR
gene

(责任编辑:张志钰)

464


