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单交换法构建鱼腥蓝细菌 ftsZ 的 gfp 原位标记菌株
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摘要　利用单交换法将gfp 整合到鱼腥蓝细菌PCC７１２０基因组上,构建ftsZＧgfp 的翻译融合菌株,并观

察了FtsZ蛋白的亚细胞定位.结果表明:通过同源重组,gfp 与基因组中唯一完整的ftsZ 融合,既保证了ftsZ
基因的正常表达又能准确反映ftsZ蛋白的亚细胞定位,并且实验周期短、操作方便,是研究蛋白质亚细胞定位的

一种简单有效的方法.

关键词　鱼腥蓝细菌PCC７１２０;单交换;FtsZ;GFP
中图分类号　Q９３Ｇ３１　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１６)０６Ｇ００３０Ｇ０７

　　FtsZ是参与细胞分裂的一个关键蛋白,在细胞

的中间位置聚合形成环状结构.１９８０年 LutkenＧ
haus等[１]在大肠杆菌中发现该蛋白,并命名为FtsZ
(thefilamentingtemperatureＧsensitivemutantZ).
研究发现,FtsZ的同源蛋白几乎存在于所有的原核

生物中,包括古菌中的一些种类[２Ｇ３].其三维结构与

真核生物中的微管蛋白类似[４Ｇ６],是一个高度保守的

蛋白.在细胞分裂过程中,FtsZ通过水解 GTP在

细 胞 的 中 间 位 置 聚 集 形 成 环 状 结 构,称 为

ZＧring[７Ｇ８].随着FtsZ的聚合,ZＧring募集一系列与

细胞分裂相关的蛋白形成分裂复合体,从而启动细

胞的分裂[９Ｇ１０].
鱼腥蓝 细 菌 PCC７１２０(Anabaena sp．strain

PCC７１２０)是由多个细胞组成的丝状蓝细菌,属于

念珠藻目念珠藻科念珠藻属[１１].在化合氮源贫瘠

的条件下,每１０~２０个营养细胞就会分化一个具有

固氮功能的异形胞,是研究细胞分化和多细胞形成

的模式生物[１２Ｇ１３].其全基因组测序已经在２００１年

完成[１４],包括一个完整的环状染色体组(６４１３７７１
bp)以及６个大小不一的质粒,分别为 pCC７１２０
α(４０８１０１bp)、pCC７１２０β(１８６６１４bp)、pCC７１２０
γ(１０１９６５bp)、pCC７１２０δ(５５４１４bp)、pCC７１２０
ε(４０３４０bp)以及pCC７１２０ζ(５５８４bp).

蛋白质的亚细胞定位是研究其生理功能的重要

依据,也是细胞生物学研究的中心问题.目前研究

蛋白质定位的方法主要包括免疫荧光观察[１５]以及

荧光菌株的构建等[１６Ｇ１７],其中 GFP原位标记菌株的

构建是目前使用的最直观方便的方法[１８].在鱼腥

蓝细菌的蛋白质亚细胞定位相关研究中,根据鱼腥

蓝细菌PCC７１２０基因组特点,GFP融合菌株的构

建主要利用复制型载体或整合型载体[１６].其中,利
用整合型载体可以将gfp 整合到染色体上[１７]或者

细胞内的大质粒上.这些方法虽然满足了一些功能

基因的研究需要,但是也存在很多问题.复制型载

体的使用会导致目标基因的拷贝数不可控,从而导

致荧光堆积或者不足,以至于不能准确反映蛋白的

亚细胞定位和调控水平.此外,若基因表达水平升

高,会导致目标蛋白大量表达进而可能影响菌株的

正常表型[１９].而利用整合型质粒进行目标基因的

gfp 标记,通常需要通过基因的双交换来完成,这
样就增 加 了 菌 株 构 建 和 筛 选 的 难 度,推 迟 实 验

进度.
本研究设计了一种利用单交换构建功能基因

gfp 原位标记菌株的方法,将gfp 整合到鱼腥蓝细

菌PCC７１２０基因组上,构建ftsZＧgfp 的翻译融合

菌株,并观察FtsZ蛋白的亚细胞定位,分析其时空

表达,以期通过这种单交换法,能够简单易行地构建

蓝细菌原位融合菌株,为准确研究蓝细菌基因的功

能、表达模式和亚细胞定位等创造便利条件.
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1　材料与方法

1.1　实验材料

鱼腥蓝 细 菌 PCC７１２０(Anabaena sp．strain
PCC７１２０),大 肠 杆 菌 DH５α、HB１０１(pRL６２３)、

J５３(RP４)为农业微生物学国家重点实验室保存,

FGＧW(Neor,pRL２５TＧftsZTLFＧgfp 转化鱼腥蓝

细 菌 PCC７１２０)、oeFGＧW (Neor,pRL２５TＧPpetEＧ
ftsZＧegfp 转化鱼腥蓝细菌 PCC７１２０),２７７FGＧW
(SprSmr,pRL２７７Ｇalr３８５８Ｇegfp 转化鱼腥蓝细菌

PCC７１２０,将ftsZＧgfp 原位整合到其基因组上)为
本研究构建的菌株.
1.2　质粒构建

引物合成及DNA测序均由南京金斯瑞生物科

技有限公司完成.

１)质粒pRL２５TＧPpetEＧftsZＧgfp 的构建.以野

生型鱼腥蓝细菌PCC７１２０总DNA为模板,通过引

物 EＧftsZＧup (CCGGAATTCATGACACTTＧ
GATAATAACCAAGAG)和 PＧftsZＧdn (TTCＧ
CAATGCATTGGCTGCAGATTTTTGGGTGGＧ
TCGCCG)扩 增 得 到 ftsZ ORF 片 段,然 后 利 用

EcoRⅠ和PstⅠ酶切位点将目标基因克隆到质粒

pSKPpetEegfp 中,获得质粒pSKPpetEftsZegfp,最后

通过BamHⅠ和 XhoⅠ酶切位点将 PpetEftsZegfp
片段整合到载体 pRL２５T 上,最终得到 pRL２５TＧ
PpetEＧftsZＧegfp 质粒.

２)质粒pRL２７７Ｇalr３８５８Ｇegfp 的构建.以质粒

PSKPpetEegfp 为模板,通过引物 LＧEGFPＧS(CCTTＧ
GAGCTCTCTAGACTTGAAATGGTGAGCAAGGGC)
和 LＧEGFPＧA (CCTTCTCGAGTTACTTGTAＧ
CAGCTCGTCCATGCCG )扩增得到 Linker(TCTAＧ
GACTTGAA)及egfp 片段,然后利用核酸内切酶

位点ScaⅠ和XhoⅠ将其插入到整合载体pRL２７７
(笔者所在实验室保存)上得到pRL２７７Ｇegfp;接着

使 用 引 物 SenseＧalr３８５８C ＋１Ⅰ (CCTTCTGＧ
CAGACACTTGATAATAACCAAGAGC)和 AnＧ
tiＧalr３８５８C ＋ １２６０ (CCTTGAGCTCATTTTTＧ
GGGTGGTCGCCGTCTCTGA)扩 增 得 到 ftsZ
(alr３８５８)的 ORF片段,利用核酸内切酶位点PstⅠ
和ScaⅠ将其插入到上一步得到的载体 pRL２７７Ｇ
egfp 上,得到pRL２７７Ｇalr３８５８Ｇegfp 质粒.
1.3　菌株的构建(三亲本接合转移)

将构建的目标质粒转入 HB１０１(pRL６２３)感受

态细胞中,得到三亲本之一的供体细菌.然后将其

接种至LB培养基中,同时培养３０mL的接合细菌

J５３(RP４),待 两 者 均 培 养 至 对 数 生 长 期 后 期

(D６００nm≈０．８)时收菌,用新鲜无抗LB培养基洗涤３
次,然后与鱼腥蓝细菌PCC７１２０混合摇匀,置于透

光性较好的离心管中,静置培养在光照培养箱中.

４h后,取下层沉淀的菌液均匀涂开,放置在光照培

养箱中继续培养１８h,之后通过在培养基中添加筛

选抗生素,筛选目标菌株.待平板上长出单菌落后,
将其接种至新鲜的含相应抗生素的平板上扩大培

养.其中鱼腥蓝细菌PCC７１２０因生长周期长需提

前２d左右培养,以确保进行三亲本杂交实验时,蓝
细菌处于对数生长期(D７５０nm≈０．５).
1.4　培养条件以及培养基配方

大肠杆菌主要使用 LB培养基培养,液体培养

一般在３７ ℃、１８０r/min的水平恒温摇床中培养.
抗生素使用质量浓度为:Amp１００μg/mL,Kan５０

μg/mL,Cm２５μg/mL,Sp１００μg/mL.
鱼腥蓝细菌使用硝酸盐培养基BG１１培养.液

体培养一般在３０℃恒温光照摇床、１２０r/min、光强

５０~１００μmol/(m２􀅰s)的条件下培养.抗生素使

用质量浓度为:Neo１５０μg/mL,Sp５μg/mL,Sm
５μg/mL.
1.5　显微观察

使用 NikonEclipse８０i荧光显微镜,在１００×
油镜下分别观察FGＧW、oeFGＧW、２７７FGＧW 的细胞

形态及胞内 GFP荧光信号.

2　结果与分析

2.1　传统荧光菌株的构建及荧光观察

传统 的 荧 光 菌 株 构 建 是 通 过 复 制 型 质 粒

(pRL２５T)将目标基因转入鱼腥蓝细菌中表达.通

过 此 方 法,本 研 究 分 别 构 建 了 菌 株 FGＧW 和

oeFGＧW.其 中 FGＧW 菌 株 中 的 质 粒 pRL２５TＧ
ftsZTLFＧgfp 是由自身启动子PftsZ 启动目标基因

ftsZＧgfp 的 表 达,而 oeFGＧW 菌 株 中 的 质 粒

pRL２５TＧPpetEＧftsZＧegfp 是由PpetE启动目标基因的

表达.当使用ftsZ 自身启动子启动ftsZＧgfp 表

达时,荧光信号非常弱,细胞形态也发生了改变

(图１).
重组菌株 oeFGＧW 由petE 启动子驱动ftsZＧ

gfp 表达.由于PpetE 不受细胞生理水平的调控,当
加入０．１μmol/LCu２＋ 诱导表达时,ftsZＧgfp 会大

１３
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量表达,造成荧光堆积,形成多个明显的荧光点

(图２),因此,也不能正确反映 FtsZ在细胞间的分

布及亚细胞定位.

图１　FGＧW菌株中FtsZＧGFP的亚细胞定位

Fig．１　Thesubcellularlocalization
ofFtsZＧGFPinFGＧWstrain

图２　oeFGＧW菌株中FtsZＧGFP的亚细胞定位

Fig．２　Thesubcellularlocalizationof
FtsZＧGFPinoeFGＧWstrain

2.2　GFP 单交换荧光菌株的构建

以整合型质粒pRL２７７为起始载体,构建翻译

融合质粒pRL２７７Ｇalr３８５８Ｇegfp,用于观察FtsZ蛋

白 的亚细胞定位,构建流程如图３所示.首先扩增

图３　质粒pRL２７７Ｇalr３８５８Ｇegfp 的构建流程

Fig．３　ConstructionprocessofpRL２７７Ｇalr３８５８Ｇegfp
得到Linker及egfp 片段,通过核酸内切酶ScaⅠ
和XhoⅠ插入至整合载体pRL２７７中得到pRL２７７Ｇ

egfp;然后利用引物 SenseＧalr３８５８C＋１和 AntiＧ
alr３８５８C＋１２６０扩增ftsZ 片段(ATG 下游４~

２３



　第６期 牛天彩 等:单交换法构建鱼腥蓝细菌ftsZ 的gfp 原位标记菌株 　

１２８４bp),通过核酸内切酶PstⅠ和ScaⅠ将其插

入到载体pRL２７７Ｇegfp 中,得到pRL２７７Ｇalr３８５８Ｇ
egfp 质粒.

将构建的质粒通过三亲本接合转移转入鱼腥蓝

细菌PCC７１２０中,然后经过同源交换将ftsZＧgfp
整合到鱼腥蓝细菌PCC７１２０基因组的ftsZ 上,得
到菌株２７７FGＧW,具体交换过程如图４所示.在

２７７FGＧW 菌株中ftsZＧgfp 在自身启动子PftsZ的驱

动下自然表达.虽然该菌株的基因组中多了一个拷

贝的ftsZ 基因,但其中一个基因由于缺乏启动子将

始终保持沉默,不会增加目标基因的表达,因此,重
组菌株中ftsZ 的表达水平及模式与野生型的一致.
另外,增加的基因片段同时保留了下游基因的启动

子等原件,避免了对重组菌株中功能基因的下游基

图４　ftsZＧgfp原位整合到鱼腥蓝细菌PCC７１２０基因组上示意图

Fig．４　SchematicofftsZＧgfpintegratedintoAnabaenasp．strainPCC７１２０genomeinsitu
因产生影响.由于实验使用的是单交换法,对比构

建双交换菌株时需要经过sacB 基因筛选等繁复流

程,实验操作大幅简化、周期缩短.
2.3　单交换荧光菌株的观察

鉴于传统荧光菌株构建方法的缺陷,本研究利

用单交换的方法构建了ftsZＧgfp 的原位标记菌株,
这样既不会增加目标基因的拷贝数,又能准确地反

映目标蛋白的亚细胞定位.
显微镜观察结果显示:２７７FGＧW 菌株中 FtsZ

定位于大多数细胞的中间位置,并在细胞间均匀分

布,几乎所有细胞中都能看到清晰的荧光(图５).
此外,通过共聚焦显微镜进一步观察了FtsZ在

细胞内的三维分布,发现其在细胞的中间位置呈现

明显的环状结构(图６).

图５　GFP单交换荧光菌株２７７FGＧW的荧光观察

Fig．５　ThesubcellularlocalizationofFtsZＧGFPin２７７FGＧWstrain
2.4　异形胞分化过程中 FtsZ 的时空调控

相关研究发现异形胞的分化可能与细胞周期相

关[２０Ｇ２１],在异形胞分化过程中ftsZ 的表达受到细

胞内信号分子的严格调控[２２].本研究利用２７７FGＧ

W 菌株,观察了异形胞分化过程中 FtsZ的时空调

控.观察结果显示,FtsZ环分布在所有正在分裂的

营养细胞中,而在诱导２４h的成熟异形胞中几乎观

察不到清晰的荧光(图７),说明FtsZ蛋白在异形胞

３３
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分化过程中受到负调控 [２０Ｇ２１],说明通过此方法构建

的荧光菌株不仅能够精确地反映蛋白质的亚细胞定

位,而且还能准确地反映该蛋白在生理过程中受到

的时间和空间的调控,因此,是研究蛋白质亚细胞定

图６　在鱼腥蓝细菌中FtsZＧGFP的亚细胞定位

Fig．６　ThesubcellularlocalizationofFtsZＧGFPinAnabaena

　缺氮诱导异形胞分化２４h后通过显微镜白光和荧光分别观察丝状体的表型,其中箭头指示的是异形胞.Filamentswerevisualized

underbrightＧfieldorfluorescencemicroscopyaftertheinductionofheterocystdifferentiationfor２４h．Arrowheadsindicateheterocysts．

图７　FtsZ环在异形胞分化过程中的时空调控

Fig．７　SpatiotemporalregulationofFtsZringinheterocysts
位和相关调控的一种简单有效的方法.

3　讨　论

鱼腥蓝细菌PCC７１２０是由多个细胞组成的丝

状蓝细菌,在氮源贫瘠的条件下会分化具有固氮功

能的异形胞.异形胞是终端分化的细胞,不能再次

分裂,因此,研究 FtsZana的亚细胞定位不仅能够揭

示该蛋白的功能和作用,还有助于研究细胞分裂和

分化之间的关系.在鱼腥蓝细菌的蛋白质亚细胞定

位相关研究中,根据鱼腥蓝细菌 PCC７１２０基因组

特点,GFP融合菌株的构建主要利用复制型载体或

整合型载体[１６],这些方法虽然满足了一些功能基因

的研究需要,但是也存在很多问题.
研究发现,复制型载体的使用会导致目标基因

的拷贝数不可控,同一个染色体上不同重组子的拷

贝数差 异 显 著,由 ０．５３ 到 １８１２ 不 等;此 外,由

pRL２５T载体构建的不同克隆所驱动表达的绿色荧

光蛋白表型也不同,这种差异与细胞内质粒的相对

拷贝数相关[１９].因此,本研究通过穿梭型质粒构建

荧光融合菌株虽然方便、实验周期短,较快地获得了

目标菌株FGＧW,但是在使用自身启动子的条件下,
荧光较弱且分布不均匀,只有部分细胞或菌丝中有

荧光,其原因可能是因为基因组中的目标基因优先

表达,从而导致质粒上融合gfp 的基因表达受到抑

制.此外,由于质粒上融合基因的导入,导致目标基

因的拷贝数增加,以至于影响细胞的表型.而使用

petE 启动子驱动目标基因表达的oeFGＧW 菌株中,
虽然能够观察到较强的荧光,且荧光在菌丝和细胞

间均匀分布,但是 GFP的大量表达,造成了荧光堆

积,形成一个个荧光点,无法正常显示蛋白在细胞内

的定位.此外,petE 启动子由Cu２＋ 诱导表达,其表

达量极大地受 Cu２＋ 浓度的影响,而 FtsZ的细胞内
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含量严重影响细胞的分裂,因此,oeFGＧW 菌株的观

察结果与Cu２＋ 浓度密切相关,不同的实验条件下可

能出现不同的实验结果[２１].
利用整合型载体可以将gfp 整合到细胞内的

染色体上[１７]或者大质粒上,与穿梭载体的构建方法

相比,这种方法能够稳定表达目的基因,与细胞内部

的生理状态基本保持一致,但是这种方法的成功率

比较低,较难得到完全的双交换菌株,而且实验周期

较长,影响进度.另外,由于大多数双交换菌株的构

建是在鱼腥蓝细菌内部的大质粒上完成的,所以与

穿梭载体类似,同样会增加基因的拷贝数,影响细胞

的表型.
本研究将不含启动子和起始密码子的ftsZ 编

码区与gfp 进行翻译融合,然后通过整合型质粒

pRL２７７将融合片段转入鱼腥蓝细菌,整合质粒上

的ftsZ 编码区与蓝细菌染色体上的ftsZ 编码区发

生同源重组,由此将完整的质粒连入蓝细菌的染色

体,从而在染色体上完成ftsZ 的gfp 标记.虽然染

色体上还具有另一个ftsZ 的部分编码区,但由于该

片段没有启动子驱动,同时缺失了起始密码子,因
此,不能正常表达、发挥功能.另外,单交换发生在

基因编码区的内部,一般不会对下游基因产生影响,
因此,所构建的翻译融合菌株接近野生型的遗传背

景.与双交换菌株的构建方法相比,单交换菌株筛

选简单、实验周期较短,由于发生单交换,菌株的基

因组上增加了一段无效的基因片段(pRL２７７质粒

的碱基序列),虽然目前的研究结果未发现该片段会

对菌体产生显著影响,但如何有效地去除该片段仍

有待探究.
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ConstructingtheftsZＧgfpfusioninthegenomeofAnabaenasp．strain
PCC７１２０bysingleＧcrossoverrecombination

NIUTiancai　HUSheng　CHEN Wenli　WANGLi

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　AftsZＧgfpfusionstrainwasconstructedtoobservethesubcellularlocalizationofFtsZ,

inwhichtheftsZＧgfp wasintegratedintogenomeinsitubysingleＧcrossoverrecombination．ThereＧ
sultsshowedthatthismethodguaranteedthenormalexpressionofthegeneandaccuratelyreflectedthe
subcellularlocalizationoftheprotein．ItisasimpleandeffectivemethodforstudyingthesubcellularloＧ
calizationofproteins．

Keywords　Anabaenasp．strainPCC７１２０;singleＧcrossoverrecombination;FtsZ;GFP
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