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MreB 在鱼腥蓝细菌 PCC 7120
细胞分裂过程中的功能

李东霞 王 莉 陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉430070

摘要 为研究Anabaenasp.PCC7120中的细胞形态决定蛋白 MreB的亚细胞定位和功能,构建了由 mreB
自身启动子驱动的mreB-gfp融合载体,通过接合转移的方法将其转化到野生型Anabaenasp.PCC7120中,获
得绿色荧光蛋白标记的 MreB的鱼腥蓝细菌菌株,同时用 MreB的抑制剂A22处理菌株。结果显示,MreB的亚

细胞定位随着细胞周期的进程而发生变化,A22处理可导致 MreB无法正确聚合定位。
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  细胞骨架是指存在于细胞内的蛋白纤维网络体

系。细胞骨架在维持细胞形态、承受外力、保持细胞

内部结构的有序性、染色体分离及物质运输等方面

起重要作用。真核生物的细胞骨架蛋白非常丰富,
包括动态的微管蛋白和肌动蛋白、静态的中间丝蛋

白。一直以来细胞骨架都被认为是真核生物所特有

的结构,但是近年来越来越多的研究证明它也存在

于原核生物中,如人们在细菌中已发现的 FtsZ、

MreB及CreS,这3种骨架蛋白分别是真核生物的

微管蛋白、肌动蛋白和中间丝蛋白的类似蛋白[1-2]。

MreB是普遍存在于杆状细菌中的一种蛋白

质,参与细胞形态的建成、细胞分裂、染色体分离和

细胞极性的维持等生命过程,MreB在氨基酸序列、
组装方式、功能与结构方面均与真核生物中的肌动

蛋白有着高度的相似性。在E.coli中的研究发现,

MreB的亚细胞定位随着细胞周期的进程而发生改

变,在细胞内呈螺旋状运动或者浓缩在细胞中央形

成环状结构[3]。在新月柄杆菌(Caulobactercres-
centus)中 MreB也出现环状的形态,并且依赖于

FtsZ[4]。对于枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis),当

mreB 和 mbl 发生突变时,细胞分裂过程受到干

扰[5]。因此,推测 MreB在细胞分裂过程中可能起

着重要作用。

S-3,4-二氯苄基异硫脲简称 A22,是S-苄基异

硫脲的一种衍生物。在大肠杆菌中的研究表明,

A22会影响细胞形态的改变,引起细胞不对称分裂

产生无核细胞[6]。目前的众多研究证明,细胞形态

决定蛋白 MreB是细胞内 A22的专一性靶标。在

大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和新月柄杆菌中,MreB
都沿着细胞的长轴形成螺旋状结构,并且是动态

存在 的;当 A22存 在 时 会 干 扰 MreB的 正 确 定

位[4-7]。

Anabaenasp.PCC7120是一种能够进行产氧

光合作用的丝状蓝细菌,属于革兰氏阴性细菌[8-9]。
当生长环境中的化合态氮源被剥夺后,由营养细胞

组成的菌丝上5%~10%的细胞将分化为一种专门

固氮的细胞———异形胞[10]。异形胞负责固定空气

中的 N2,将其转化成化合态氮源并提供给营养细

胞;营养细胞则通过光合作用固定CO2,将产生的

碳水化合物提供给异形胞[11-12]。因此在缺氮环境

中,这2种类型细胞在生理和功能上的相互协作是

必要的。在 Anabaenasp.PCC7120中,A22引起

细胞形态发生改变,导致细胞不对称分裂以及染色

体的不对称分离[13]。但截至目前,在Anabaenasp.
PCC7120中,MreB与细胞分裂的相关性尚无研究

报道。本研究通过构建 MreB的GFP融合菌株,观
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察其处在不同细胞周期时亚细胞定位的变化,进而

推测 MreB与细胞分裂之间的相关性。

1 材料与方法

1.1 菌株和质粒

本研究中使用的蓝细菌菌株和大肠杆菌菌株以

及质粒见表1。
1.2 分子生物学试剂

Taq酶购自北京庄盟国际生物基因科技有限公

司;高保真 DNA 聚合酶 KOD-plus购自 Toyobo;

PCR引物合成和DNA序列测序由南京金斯瑞有限

公司完成;TA克隆试剂盒、限制性内切酶和T4连

接酶均购自TaKaRa;质粒抽提试剂盒、PCR及胶回

收试剂盒购自麦克莱博公司。
1.3 mreB-gfp 翻译融合质粒的构建

引 物 P1(5′-CCTT GCGGCCGC AGAAG-

TAGTAAGTATTCAAGTTGGT-3′)和 P2(5′-
CCTT CTGCAG CATATTTCGAGATCGTC-
CGCTAAAA-3′)由南京金斯瑞有限公司合成。以

野生型Anabaenasp.PCC7120的总DNA为模板,

P1和P2为引物,PCR扩增获得包括 mreB 自身启

动子在内的mreBTLF片段。通过 NotⅠ和PstⅠ
对PCR产物进行双酶切,连入使用同样双酶切的质

粒PSK-gfp 上,获得质粒PSK-mreBTLF-gfp。将

质粒PSK-mreBTLF-gfp和pRL25T分别用NotⅠ
和 EcoRⅠ 进 行 双 酶 切,通 过 T4 连 接 酶 将

mreBTLF-gfp片段和pRL25T连接,获得最终质

粒pRL25T-mreBTLF-gfp。
1.4 结合转移(三亲本杂交)

将质粒pRL25T-mreBTLF-gfp 转化到大肠杆

菌 HB101中,获得供体菌株。在终质量浓度为25

μg/mL氯霉素及50μg/mL卡那霉素的LB培养基

表1 菌株和质粒

Table1 Strainandplasmidsusedinthestudy

菌株及质粒

Strainandplasmids
特性

Properties
来源

Sources

鱼腥蓝细菌PCC7120
Anabaenasp.PCC7120

丝状蓝细菌,缺氮条件能分化异形胞

Filamentouscyanobacterium,differentiateintoheterocysts
whendeprivedofcombinednitrogensourcesintheenvironment.

笔者所在实验室保存

Storedinourlaboratory

TG1
TG1

无甲基化作用的常规克隆宿主

Cloninghost,lackofmethylation
笔者所在实验室保存

Storedinourlaboratory

HB101/pRL623
HB101/pRL623

含帮助质粒pRL623,Cmr

Containhelpplasmid(pRL623),Cmr
WolkC.P.赠送

PresentedbyC.P.Wolk

J53/RP4
J53/RP4

含接合质粒RP4,Ampr/Kanr

Containconjugationplasmid(RP4),Ampr/Kanr
WolkC.P.赠送

PresentedbyC.P.Wolk

pBluescriptSK(-)
pBluescriptSK(-)

克隆载体,Ampr

Cloningvector,Ampr
笔者所在实验室保存

Storedinourlaboratory

PSK-gfp
PSK-gfp

克隆载体,Ampr

Cloningvector,Ampr
笔者所在实验室保存

Storedinourlaboratory

pRL25T
pRL25T

穿梭载体,可在Anabaenasp.PCC7120中自主复制,Kanr

Shuttlingvector,auto-replicationintheAnabaenasp.PCC7120,Kanr
笔者所在实验室保存

Storedinourlaboratory

中,培养30mL的供体菌。另外在终质量浓度为

100μg/mL氨苄霉素及50μg/mL卡那霉素的LB
培养基中,培养30mL的接合细菌J53。两者均先

过夜培养,次日再活化培养至对数生长期。因Ana-
baenasp.PCC7120生长周期长,需要提前培养,以
保证在进行实验时菌株能够处于对数生长期。用

50mL离心管收集HB101及J53菌体,6000r/min
离心2min,用无抗的新鲜 LB培养液洗涤菌体

2次,然后用少量LB重悬菌体,将2种菌体混合在

一起,再用无抗LB洗涤菌体1次,加入1mLLB重

悬菌体,备用。同时收集处于对数生长期的 Ana-
baenasp.PCC7120,弃上清,取500μL加入到已

备好的大肠杆菌菌液中。混匀置于光照培养4h或

者过夜,取适量菌液涂布到无抗的BG11平板上,置
于光照培养箱中培养,24h后加入筛选抗生素。待

长出菌落后,进行转接扩大培养。
1.5 A22 对 Anabaena sp. PCC 7120 的处理

在 30 ℃,150 r/min,连 续 光 照 (40

μmol/(m2·s))环 境 中,培 养 Anabaenasp.PCC
7120菌液至D750nm为0.2左右,分装到50mL小三

376
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角瓶中。加入 A22使终质量浓度分别为0、0.5、

1.0、1.5、2.0、2.5和3.0μg/mL,每个质量浓度

3个重复。每隔12h取样,测D750nm值;同时使用荧

光显微镜观察细胞。3次重复。

2 结果与分析

2.1 MreB 在 Anabaena sp. PCC 7120 细胞内的定

位模式

  为研究Anabaenasp.PCC7120中 MreB在细

胞内的亚定位以及它与细胞分裂及细胞分化的关

系,将质粒pRL25T-mreBTLF-gfp 通过三亲本杂

交转化到野生型的Anabaenasp.PCC7120中,利
用荧光显微镜观察 MreB在细胞内的亚定位。

显微镜观察结果显示,MreB在细胞内的亚定

位主要聚集为经线状,分布于细胞膜上,每个细胞可

观测的 MreB经线状聚合体丝约为3~4条(图版

Ⅰ-1)。另外,在显微镜下也发现一些形态不正常的

细胞,在这类细胞中 MreB的亚定位呈杂乱直线状

相互交错定位于细胞内(图版Ⅰ-2)。根据这一结果

可推测:在Anabaenasp.PCC7120中MreB能否准

确定位是与细胞形态密切相关的,这可能是由于受

到某种影响导致 MreB单体蛋白错误聚合或错误定

位,进而引起细胞形态异常。当细胞处于分裂状态

时,MreB聚合体丝在细胞内以直线状贯穿于2个子

细胞中(图版Ⅰ-3)。
2.2 MreB 定位随细胞周期进程的变化

不参与分裂的正常细胞中,MreB聚合丝以经

线状定位于细胞膜上;随着细胞进入分裂状态,

MreB逐渐从细胞膜上解聚下来,在细胞纵轴的中

央重新聚合呈一条线,并贯穿于2个子细胞中,这种

状态一直持续于整个分裂过程;当分裂成2个子细

胞时,MreB再次解聚重新锚定到细胞膜上,整个过

程如图版Ⅰ-4所示。这说明在 Anabaenasp.PCC
7120中,MreB的定位也会随着细胞周期的进程而

发生改变。
2.3 A22 对 Anabaena sp. PCC 7120 中 MreB 亚

定位的影响

  在大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和新月柄杆菌中,

A22的存在干扰了 MreB的正确定位。为了研究

A22对Anabaenasp.PCC7120的 MreB亚定位的

影响,通过构建质粒、三亲本杂交和抗性筛选获得了

MreB的GFP翻译融合菌株,然后再用A22处理菌

株,在荧光显微镜下进行表型观察。

1)A22处理后 MreB呈弥散的点状分布。当用

A22处理 MreB的GFP标记菌株后,MreB不能进

行正确聚合,而是聚合成小颗粒状,随机分散于整个

细胞中。图版Ⅰ-5中,A是未用 A22处理的 MreB
的亚细胞定位图,MreB的亚定位呈经线状、直线状

或异常杂乱直线交错定位;B为 A22处理菌株后

MreB在细胞内的定位,其中 A22质量浓度为3.0

μg/mL,处理时间为24h,MreB以颗粒状随机分散

于整个细胞中。

2)A22对 MreB的定位的影响呈剂量效应。随

着A22质量浓度的增加,菌株的生长曲线越来越平

缓,表明 MreB翻译融合菌株的生长抑制程度与

A22的质量浓度正相关。2.0μg/mLA22处理后,
细胞生长非常缓慢,培养24h后镜检发现菌丝开始

断裂,部分细胞裂解;当培养到48h时,显微镜下基

本观察不到细胞(图1)。因此,A22对 MreB翻译

融合菌株的最低抑制质量浓度为2.0μg/mL,这与

野生型Anabaenasp.PCC7120中的结果一致。

图1 MreB翻译融合菌株在

含A22的液体BG11培养基中的生长曲线

Fig.1 ThegrowthcurveofAnabaenasp.PCC7120
(pRL25T-mreBTLF-gfp)whentreatedwithA22

MreB的亚细胞定位受到 A22的影响,这种影

响呈剂量效应。当A22质量浓度为0.5μg/mL时,
处理菌株36h时细胞出现不对称分裂,随着处理时

间的延长,这种现象更加明显,细胞的大小和形状均

发生改变,但是 MreB的亚定位没有受到影响。1.0

μg/mL和1.5μg/mL质量浓度的A22处理时均在

60h细胞开始不对称分裂。1.5μg/mL的A22处

理菌株24h后细胞内的荧光以“点状”随机分布于

细胞内,36h时又恢复成线条状。质量浓度为2.0

μg/mL的A22处理12h后 MreB出现异常定位,
到24h时 MreB完全以“点状”分布于细胞内,随着

处理时间的延长,细胞逐渐裂解死亡。当A22质量

476
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浓度达到2.5μg/mL以上时,处理12h荧光即成

为“点状”分布,36h后细胞裂解死亡(图版Ⅱ)。

3 讨 论

MreB是存在于原核生物中的肌动蛋白丝的类似

蛋白。在C.crescentus、E.coli和B.subtilis中,MreB在

细胞内呈现动态的螺旋状分布,它参与细胞形态的建

成、染色体的分离及细胞极性的维持等过程[4,14-16]。而

细胞形态变化是细菌细胞分裂的重要表征。另有研

究证明,在B.subtilis中,当mreB 和mbl发生突变

时,细胞分裂过程受到干扰[5]。因此推测 MreB可

能与细胞分裂有着密切的关系。本试验就 MreB与

细胞分裂间的关系在Anabaenasp.PCC7120中展

开了研究,采用GFP标记蛋白质的方法研究 MreB
在细胞内的亚定位:首先构建了 MreB的翻译融合

质粒,通过三亲本实验将其转化到野生型的 Ana-
baenasp.PCC7120中,再利用荧光显微镜观察

MreB在细胞内的亚定位。
荧光显微镜观察结果显示,MreB在细胞内以

经线状定位于细胞膜上,荧光显微镜下每个细胞可

检测到3~4条蛋白聚合丝;当细胞分裂时 MreB蛋

白聚合丝以直线状贯穿2个子细胞。根据结果可以

推测:MreB的定位随着细胞周期变化而变化,在细

胞分裂间期,MreB蛋白聚合丝以经线状呈现于细

胞膜内;当细胞逐渐进入分裂状态时,MreB蛋白聚

合丝也逐渐从膜上解聚下来,在细胞纵轴的中央重

新聚合呈一条直线状,并贯穿于2个子细胞中;当进

入分裂周期末期时,MreB聚合丝再次以经线状重

新锚定到细胞膜附近。MreB可能就是通过这种动

态的定位来协调处于细胞周期不同时期的细胞的形

状。但是,这与 Hu等[17]对 MreB定位的研究结果

不一致。另外,Hu等[17]研究认为,MreB参与细胞

形态的维持,当 MreB缺失后细胞形态仍为椭圆形,
但是细胞的长轴与菌丝的轴垂直。在本研究中发现

MreB在细胞内的杂乱分布与细胞形态异常现象偶

联。这可能是因为细胞受到了某种影响,MreB在

细胞内的亚定位发生错误,不能形成正常的聚合丝,
从而不能行使正常功能导致细胞形态发生变化。本

研究亦对 MreB的翻译融合菌株进行了缺氮诱导,
观察营养细胞和异形胞中 MreB的定位,发现二者

之间没有什么差别,在异形胞中,MreB以“经线状”
锚定到细胞膜内面。这说明无论是营养细胞还是异

形胞可能都需要 MreB的参与来维持细胞的形态。

在细胞内A22的专一性靶标是 MreB,它可以

竞争 MreB蛋白的 ATP结合位点,因此可用 A22
处理 MreB的翻译融合菌株。研究结果显示,当用

A22处理 MreB的翻译融合菌株后,MreB不能进行

正确聚合,而是聚合成小颗粒状,随机分散于整个细

胞中。这有可能是 A22能够特异结合到 MreB蛋

白上,使得 MreB无法正确聚合,进而不能精确定位

到细胞膜上行使正常功能。
本研究中,MreB始终随着细胞周期的进程发

生变化,所以 MreB可能与细胞分裂过程有着密切

的关系。但 MreB与细胞分裂的具体协调机制还需

要进一步的实验来确证,目前笔者所在课题组也正

在尝试构建染色体整合GFP的菌株和免疫荧光原

位杂交等实验来进一步研究MreB在Anabaenasp.
PCC7120中的功能。
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RoleofMreBoncelldivisionofAnabaenasp.PCC7120
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HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract SubcellularlocalizationandfunctionofMreBinAnabaenasp.PCC7120wasinvestigated
byusingMreB-GFPfusionvectorwithamreBpromoter.EffectsofA22inAnabaenasp.PCC7120with
aMreB-GFPwerestudied.TheorganizationofMreBchangesdynamicallythroughoutthecellcycle.
TreatedwithA22,theMreB-GFPproteincannotaggregatenormally.
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 第6期 李东霞 等:MreB在鱼腥蓝细菌PCC7120细胞分裂过程中的功能  

 1.Anabaenasp.PCC7120中 MreB的定位;A-C:左为普通光视野,右为荧光视野;2.Anabaenasp.PCC7120中 MreB的不正常定

位与细胞形态有关;左:普通光视野;右:荧光视野;箭头所指即为 MreB定位异常的细胞;3.Anabaenasp.PCC7120细胞分裂时 MreB
的定位;左:普通光视野;右:荧光视野;红色圈里的细胞为正在分裂的细胞;4.Anabaenasp.PCC7120在细胞周期中 MreB的定位;

A:显微镜观察照片;B:在不同细胞周期中 MreB亚定位的示意图,其中人为地将细胞周期分为12个状态;5.A22对Anabaenasp.

PCC7120中 MreB定位的影响;A-B:左为普通光视野;右为荧光视野。

 1.ThelocalizationofMreBinAnabaenasp.PCC7120;A-C:Brightfieldimageontheleft,fluorescencemicrographsontheright;

2.TheabnormallocalizationofMreBcorrelatedwithcellmorphologyinAnabaenasp.PCC7120;Left:Brightfieldimage;right:fluores-
cencemicrographs,thearrowsindicatethecellinwhichthelocalizationofMreBisabnormal;3.ThelocalizationofMreBinthedivising
Anabaenasp.PCC7120;Left:Brightfieldimage,Right:Fluorescencemicrographs.Thecellsintheredcirclearedividing;4.Thelocali-
zationofMreBduringtheAnabaenasp.PCC7120divisioncycle;A:Microscopephotos;B:Schematicdiagramaboutthelocalizationof

MreBduringtheAnabaenasp.PCC7120divisioncycle.5.EffectofA22onthelocalizationofMreBinAnabaenasp.PCC7120;

A-B:Brightfieldimageontheleft,fluorescencemicrographsontheright.

图版Ⅰ MreB在Anabaenasp.PCC7120中的定位(标尺长度:5μm)

PlateⅠ ThelocalizationofMreBinAnabaenasp.PCC7120(Bar:5μm.)
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 A-D:MreB的翻译融合菌株在终质量浓度为0.5μg/mL的A22液体BG11中培养12、24、36和48h时的细胞;E-H:MreB的翻译融

合菌株在终质量浓度为1.0μg/mL的A22液体BG11中培养12、24、36和48h时的细胞;I-L:MreB的翻译融合菌株在终质量浓度为

1.5μg/mL的液体A22BG11中培养12、24、36和48h时的细胞;M-O:MreB的翻译融合菌株在终质量浓度为2.0μg/mL的A22液体

BG11中培养12、24和36h时的细胞;P和Q:MreB的翻译融合菌株在终质量浓度为2.5μg/mL的A22液体BG11中培养12和24h
时的细胞;R和S:MreB的翻译融合菌株在终质量浓度为3.0μg/mL的A22液体BG11中培养12和24h时的细胞。

 A-D:ThephenotypesofcellstreatedwithA22for12,24,36and48h.A22wasaddedtodifferentfinalconcentrationsof0.5μg/mL.

E-H:ThephenotypesofcellstreatedwithA22for12,24,36and48h.A22wasaddedtodifferentfinalconcentrationsof1.0μg/mL.

I-L:ThephenotypesofcellstreatedwithA22for12,24,36and48h.A22wasaddedtodifferentfinalconcentrationsof1.5μg/mL.

M-O:ThephenotypesofcellstreatedwithA22for12h,24hand36h.A22wasaddedtodifferentfinalconcentrationsof2.0μg/mL.

PandQ:ThephenotypesofcellstreatedwithA22for12and24h.A22wasaddedtodifferentfinalconcentrationsof2.5μg/mL.Rand

S:ThephenotypesofcellstreatedwithA22for12and24h.A22wasaddedtodifferentfinalconcentrationsof3.0μg/mL.

图版Ⅱ A22对MreB亚定位的剂量效应(标尺长度:5μm)

PlateⅡ DoseeffectofA22onthelocalizationofMreB(Bar:5μm)
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