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摘要 为明确鱼腥蓝细菌PCC7120中sigC(all1692)基因与异形胞分化的关系,通过同源重组构建了sigC
的缺失突变体 MsigC和互补菌株,对其进行表型分析。结果表明,在缺乏化合态氮源时,MsigC的异形胞分化频

率显著低于野生型,而在互补菌株CsigC中,异源表达的sigC可以互补突变体异形胞分化频率降低的表型。表

明sigC参与异形胞分化的调控。
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  鱼腥蓝细菌PCC7120是一种丝状蓝细菌[1-2],
具有生物固氮的功能。在环境中缺乏化合态氮源

时,鱼腥蓝细菌PCC7120将分化出一类专一行使

生物固氮功能的细胞———异形胞(heterocyst)。异

形胞在菌丝体上的分布呈现出一定的规律性,大约

每隔10~20个营养细胞就会分化出一个异形胞[3]。
从形态上看,异形胞明显比营养细胞大,且成熟的异

形胞两端会聚集藻青素颗粒,形成极点;从功能上

看,异形胞负责执行生物固氮,营养细胞负责固定

CO2,2种细胞之间进行物质交换,异形胞为营养细

胞提供氮源,营养细胞为异形胞提供碳源,两者共同

维持菌丝体在缺氮条件下的生存[4-5]。
异形胞的分化是一个复杂的调控过程,涉及到

大量基因的表达调控。在异形胞分化的调控网络

中,在分化前期发挥重要作用的基因有ntcA 和

hetR。NtcA蛋白是参与氮代谢调节的全局性调控

因子,可以与许多异形胞分化有关基因的启动子区

域结合[6],对这些基因的表达进行调控[7]。HetR
是在异形胞分化和模式形成中发挥重要作用的调控

因子[8],也可以与某些基因的启动子区域发生特异

性结合[9-10]。hetR 基因缺失突变体不能分化形成异

形胞,而hetR 基因的超量表达会导致在氮源缺乏的

条件下形成连续的异形胞,甚至在硝酸盐存在的条

件下也可以促使异形胞的分化[11]。

Sigma因子是原核生物 RNA 聚合酶(RNA
polymerase)的一个组成亚基。它的作用是协助

RNA聚合酶与模板链上的启动子区域进行专一性

的识别与结合,极大地提高RNA聚合酶对DNA启

动子区的特异性结合[12]。在鱼腥蓝细菌PCC7120
中,Sigma因 子 通 常 被 分 为 三 类[13]。第 一 类 是

SigA,该因子负责一些看家基因启动子的转录,是
维持 细 胞 生 存 的 必 需 Sigma因 子;第 二 类 包 括

SigB、SigC、SigD、SigE等,这类Sigma因子在分子

结构上与第一类很相似,但对细胞生存来说是非必

需的;第三类包括 SigF、SigG、SigI和 SigJ,这类

Sigma因子在分子结构上不同于前两类,它们主要

在胁迫条件下参与一些基因的转录调控[14-15]。
已有研究表明,在鱼腥蓝细菌PCC7120中,当

培养环境中缺乏氮源时,sigC 在异形胞分化的早期

被诱导表达[16],由此暗示sigC 因子可能参与蓝细

菌异形胞分化的调控。本研究通过同源重组得到

sigC的缺失突变体,对其进行表型观察,旨在确定

sigC是否参与异形胞的发育调控。

1 材料与方法

1.1 菌株和质粒

鱼腥蓝细菌(AnabaenaPCC7120)、大肠杆菌

(Escherichiacoli)、质粒pRL25T和pRL271均
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保存。
1.2 菌株的培养

所有大肠杆菌在LB培养基中培养,培养条件:

37℃恒温,180~200r/min,抗生素使用的质量溶

度为:Kan(卡那霉素)50μg/mL,Sp(壮观霉素)

100μg/mL,Cm(氯霉素)25μg/mL;鱼腥蓝细菌

PCC7120在BG11或BG110培养基中培养,培养

条件 为:30 ℃ 恒 温,150r/min,连 续 光 照(4.0
J/(m2·s)),抗生素使用的质量浓度为:Neo(新霉

素)75~100μg/mL,Sp5~10μg/mL,Sm(链霉素)

5~10μg/mL。
1.3 分子生物学试剂

PCR用的 Taq 聚合酶主要购自Shenergy公

司,高保真 KOD-plus聚合酶主要购自 Toyobo公

司;PCR引物合成和DNA序列测序工作主要在北

京奥科鼎盛生物科技有限公司和南京金斯瑞生物科

技有限公司两家公司完成;质粒小量提取所用的试

剂盒,胶回收、PCR纯化所用的试剂盒购自武汉Mi-
crolab公司。
1.4 质粒的构建

在构 建sigC 基 因 缺 失 突 变 体 时,利 用 引 物

1692UpF(5′-AAAACTGCAGCAA-TTAGCCGGTG-
GTGAAAC-3′)和 1692UpR (5′-TTTCCCGGGG-
GATCCATGTTG-CTGGCATAAGATCG-3′)扩增得

到sigC基因外的上游区段,引物1692DwF(5′-CAT-
GGATCCCCCGGGAAAAACTCCGCCAACCC-3′)和

1692DwR (5′-CCG-CTCGAGGGTAAATCGTT-
GAAAGGC-TG-3′)扩增得到sigC 基因外的下游

区段。将扩增得到的上、下游片段利用重叠延伸法

进行扩增,获得长度为1575bp的1692Up-Dw片

段。再将1692Up-Dw片段通过PstⅠ和 XhoⅠ连

接至pRL271整合载体,获得质粒pRL271-1692Up-
Dw。最后将Sp/Sm抗性片段Ω(Omega)插入质粒

pRL271-1692Up-Dw 的 BamHⅠ位点,获得质粒

pRL271-1692Up-Ω-Dw。通 过 接 合 转 移 将 质 粒

pRL271-1692Up-Ω-Dw 转 入 野 生 型 鱼 腥 蓝 细 菌

PCC7120中,发生同源重组获得sigC 基因缺失突

变体 MsigC。
在构建由sigC自身启动子驱动的互补质粒时,

利 用 引 物 1692Up (5′-CATGGA-TCCCCCGGGAA-
AAACTCCGCCAACCC-3′)和 1692Dw (5′-CAAC-
CGCTCGAG- GATGAGTTTTCCTCCGTGACCA-3′)
进行PCR扩增得到含有sigC启动子和全部编码区

段的 PsigC-sigC 片段,将该片段通过 BamHⅠ和

XhoⅠ连 接 到 pRL25T 穿 梭 载 体 上,获 得 质 粒

pRL25TPsigC-sigC。

2 结果与分析

2.1 MsigC 缺失突变菌株的构建和筛选

为了研究sigC在异形胞发育过程中的作用,本
研究将整合型质粒pRL271-1692Up-Ω-Dw通过三

亲本杂交转入鱼腥蓝细菌PCC7120中。该质粒上

所携带的sigC上游和下游区段将与染色体上的同

源区段之间发生同源重组,从而导致染色体上的

sigC基因被Ω抗性片段所替代,获得sigC 缺失突

变体MsigC。利用引物1692UpF和1692DwR对突

变体 MsigC进行PCR验证(图1)。野生型菌株

PCR扩增后获得长度为2747bp的 DNA 片段。

sigC缺失突变菌株由于1251bp的sigC 基因被

2056bp的抗性片段置换,PCR扩增获得3622bp
的DNA片段。验证结果表明,本研究所筛选得到

的菌株为sigC完全突变株。
2.2 MsigC 缺失突变菌株缺氮后的表型观察

在缺乏化合态氮源的条件下对突变体 MsigC
进行表型观察。结果显示,在氮源缺乏的条件下,野
生型可以正常形成异形胞,MsigC也可以开始异形

胞的分化,并在缺氮后24h形成成熟的异形胞,但

A:野生型 Wildtype;B:MsigC.

图1 PCR引物设计示意图

Fig.1 Theschematicdiagramoftheprimers

74



  华 中 农 业 大 学 学 报 第34卷 

异形胞的数量显著低于野生型,随着缺氮时间的延

长,MsigC中异形胞分化频率会逐渐增加(图2)。
表明sigC 可能参与鱼腥蓝细菌PCC7120的异形

胞分化调控。

 A、B、C、D分别为野生型(WT)和 MsigC突变菌株在缺氮24、48、72和96h的明场显微照片,箭头所指为异形胞,标尺长度为5μm。

A,B,C,DshowthebrightfieldimagesofWTandMsigCat24,48,72and96hafternitrogenstep-down.Arrowsindicateheterocysts.

Scalebars=5μm.

图2 MsigC突变体的缺氮表型观察

Fig.2 ThephenotypeofMsigCafternitrogendeprivation

2.3 MsigC 互补菌株的表型分析

为了证明 MsigC中异形胞分化频率的降低是

由于sigC 基因的缺失而导致,利用复制性质粒

pRL25T将受自身启动子驱动的sigC转入 MsigC
中进行互补实验,获得互补菌株CsigC。在氮源缺

乏24h后,CsigC可以形成成熟异形胞,而且所形

成的成熟异形胞频率显著高于 MsigC。氮源缺乏

48h后,CsigC异形胞分化频率进一步增加,接近于

野生型的异形胞分化频率(图3)。结果显示,sigC
基因的异源表达可以一定程度地恢复 MsigC突变

体的异形胞分化频率。由此推测,sigC 基因的缺失

导致鱼腥蓝细菌异形胞分化频率的降低。
为了进一步确定不同鱼腥蓝细菌PCC7120菌

株间异形胞分化频率的差异,分别对野生型菌株

(WT)、MsigC和CsigC这3类菌株的相邻异形胞

间营养细胞的数量进行统计,以此反映异形胞在菌

丝上的分化频率。在氮源缺乏后24h,在野生型中

异形胞间间隔的平均营养细胞数为16.8,在 MsigC
中为20.6,而在CsigC中为18.1。氮源缺乏48h
后,在野生型中,异形胞间的平均营养细胞数减少为

13.2,在 MsigC和 CsigC中分别降低至18.4和

16.1。研究结果表明,随着缺氮诱导时间的延长,3
类菌株的异形胞间隔均逐渐减少,异形胞分化频率

逐渐增加,但不论是缺氮后24h还是48h,MsigC
中异形胞间的营养细胞间隔数显著高于野生型,而

 箭头所指为异形胞,标尺长度为5μm。Arrowsindicatehet-
erocysts.Scalebars=5μm.

图3 WT、MsigC和CsigC三类菌株在缺氮

24h(A)和48h(B)的显微图片

Fig.3 ThebrightfieldimagesofWT,MsigCandCsigC
at24h(A)or48h(B)afternitrogenstep-down

CsigC中异形胞间的营养细胞间隔数虽然也较野生

型高,却显著低于 MsigC,在CsigC中由于sigC 的

缺失降低的异形胞分化频率一定程度上得到了异源

表达的sigC 的补偿。
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 上:缺氮24h时,WT、MsigC和CsigC异形胞间的平均营养细胞数分别为16.8、20.6和18.1Afternitrogenstep-down24h,theav-
eragenumberofvegetativecellsbetweenheterocystswas16.8forwidetype,20.6forMsigC,18.1forCsigC(upperthreepictures);下:

缺氮48h时,WT、MsigC和CsigC异形胞间的平均营养细胞数分别为13.2、18.4和16.1Afternitrogenstep-down48h,theaverage

numberofvegetativecellsbetweenheterocystswas13.2forwidetype,18.4forMsigC,16.1forCsigC(lowerthreepictures).

图4 异形胞间营养细胞间隔数的统计(n为细胞总数)

Fig.4 Thenumberofvegetativecellsbetweenheterocysts(nstandforcellnumbsrs)

3 讨 论

在鱼腥蓝细菌PCC7120中,异形胞分化过程

的调控是一个由多基因构成的复杂的调控网络。在

异形胞分化过程中大量基因的表达发生改变[17],其
中sigC、sigG 和sigE 分别在缺氮诱导的早期、中期

和晚期表达,由此暗示这些Sigma因子可能在异形

胞分化的不同阶段参与调控[16]。为了明确sigC 与

异形胞分化的关系,本研究分别构建了sigC 的缺失

突变体和互补菌株,在氮源缺乏条件下对这些菌株

进行表型观察。结果显示,sigC 的缺失突变体中异

形胞的分化频率显著降低,这种由于sigC的缺失

而导致 的 异 形 胞 分 化 频 率 的 缺 陷 在 互 补 菌 株

CsigC中得到弥补。由此证实,sigC 参与异形胞

分化的调控,sigC的缺失将导致异形胞分化频率

的降低。但sigC 调控异形胞发育的机制目前并

不明确。

Mella-herrera等[18]通过使用 Northern、qRT-
PCR等实验证明sigE 参与了异形胞分化的调控,
并对nifH 等异形胞晚期基因的表达进行调控,

sigE 的缺失导致异形胞分化的延迟,而本研究显示

sigC基因的缺失也只是降低了异形胞分化的频率。
由此表明,异形胞分化特异基因的表达可能受到多

个Sigma因子的共同调控,或者不同的Sigma因子

间存在功能冗余,一个Sigma因子的缺失可能会得

到其他Sigma因子一定程度的补偿,以维持菌丝体

在缺氮条件下的生存。
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ConstructionandphenotypicanalysesofsigC
mutantinAnabaenasp.PCC7120

SUBo CHENWen-li WANGLi

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract TodeterminetherelationshipbetweensigC(all1692)andheterocystdevelopmentinAn-
abaenasp.PCC7120,sigCmutantnamedasMsigCwasconstructedbydoublehomologousrecombina-
tion.Resultsshowedthatwhencombinednitrogensourcesbecamelimitedinthegrowthmedium,MsigC
hadapronouncedreductioninheterocystfrequencycomparedtothewildtype,whileheterocystfrequen-
cywasrecoveredbycomplementationwiththeectopicallyexpressedsigCgeneinthecomplementstrain
CsigC.ItisindicatedthatsigCisinvolvedinregulatingthedifferentiationofheterocyst.

Keywords Anabaenasp.PCC7120;sigC;heterocystdifferentiation
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