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鱼腥蓝细菌 PCC 7120 all3555 基因超表达
和缺失突变体的构建及表型
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摘要 在鱼腥蓝细菌PCC7120中,all3555是一个乙酰羟酸合成酶的编码基因,为研究该基因在鱼腥蓝细

菌PCC7120的生长和环境适应过程中的作用,构建了该基因的超表达和缺失突变菌株,结果显示该基因缺失后

鱼腥蓝细菌PCC7120仍可继续生长,但对NaCl胁迫的敏感性有一定程度提高,而超表达该基因则会提高鱼腥

蓝细菌PCC7120对氧化胁迫和NaCl胁迫的抗性,表明all3555对鱼腥蓝细菌PCC7120的正常生长影响较小,

但对菌株的抗氧化胁迫和抗NaCl胁迫等有重要作用。
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  支链氨基酸在生物的蛋白质合成中具有重要作

用,当其缺乏时将导致蛋白质合成停止,进而造成动

植物和微生物的生长受损甚至死亡。乙酰羟酸合成

酶(acetohydroxyacidsynthase,AHAS,EC2.2.1.6,曾
用名EC4.1.3.18)在支链氨基酸(缬氨酸,亮氨酸

和异亮氨酸)合成代谢中扮演着重要角色,其催化合

成途径中的第一步反应。焦磷酸硫胺素(TPP)和黄

素腺嘌呤二核苷酸(FAD)作为AHAS的辅助因子

在其催化反应中非常关键,镁离子也对其催化活性

有着重要影响。同时反应生成的乙酰乳酸通过乙酰

乳酸脱羧酶(ALDC)的催化可以进一步生成3-羟基

丁酮(acetoin)。
在集胞蓝细菌 PCC6803和聚球蓝细菌 PCC

7942中编码AHAS基因的功能已经通过异源互补

大肠杆菌营养缺陷型突变株得到证实[1-2]。同时合

成途径下游的乙酰羟酸还原异构酶(AHAIR)也在

集胞蓝细菌PCC6803中得到确认[3]。在鱼腥蓝细

菌PCC7120[4]中,有4个基因编码AHAS同工酶:

all0427(acetolactatesynthaselargesubunit,ilvB)、
all3555(acetolactatesynthase,ilvB)、all4613(ace-
tohydroxyacidsynthase,ilvG)和alr4627(acetolac-
tatesynthasesmallsubunit,ilvN),其中all3555与

集胞蓝细菌PCC6803中的基因sll1981具有很高

的同源性[5-6]。之前的研究[7]表明,sll1981主要在

对数生长末期和稳定期大量表达,受到pH的调控,
可能影响集胞蓝细菌PCC6803对于环境的适应能

力。为探讨该基因在鱼腥蓝细菌PCC7120的生长

和环境适应过程中的作用,本研究构建了该基因的

超表达和缺失突变菌株,并就all3555基因缺失和

超表达对菌株抗胁迫能力的影响进行了分析。

1 材料与方法

1.1 材 料

野生型鱼腥蓝细菌(AnabaenaPCC7120)和大

肠杆菌 TG1为笔者所在实验室保藏,大肠杆菌

HB101/pRL528 和 J53/RP4 由 WolkC P 先 生

(MSU-DOEPlantResearchLaboratory,Michigan
StateUniversity)惠 赠。质 粒 pBluescriptSK-和

pRL25c-PpetE(pRL25c质粒中插入了 petE启动

子)为笔者所在实验室保藏,质粒pRL271由 Wolk
CP先生惠赠。
1.2 主要试剂和仪器

PCR引物合成和DNA序列测定由南京金斯瑞

生物科技有限公司完成;Taq酶购自北京庄盟国际

生物基因科技有限公司,TA克隆试剂盒、限制性内

切酶以及T4连接酶购自 TaKaRa;质粒抽提试剂
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盒、PCR及胶回收试剂盒购自麦克莱博公司。
1.3 all3555 超表达质粒的构建

引物由南京金斯瑞科技有限公司合成,引物P1
(GCCCTCGAGTATTACTAAACAGAACA)、P2
(GCCGAATTCATGAATACAGCAGAACT),用

于扩增all3555基因的ORF序列,引物包含EcoRⅠ
和XhoⅠ酶切位点。all3555基因克隆的模板为鱼

腥蓝细菌PCC7120的总DNA,引物扩增出的片段

为all3555基因包括启动子在内的完整 ORF,将

PCR产物用 EcoRⅠ和 XhoⅠ进行酶切,获得含

EcoRⅠ和XhoⅠ酶切位点的 ORF片段,将获得的

酶切产物与同样经过EcoRⅠ和 XhoⅠ处理过的

pRL25c-PpetE连接,最终获得pRL25c-PpetE-3555
质粒。构建流程如图1-A所示,其中pRL25c是一

种可以在鱼腥蓝细菌PCC7120中自主复制的复制

型载体,PpetE启动子为鱼腥蓝细菌PCC7120中的

一个强启动子。
1.4 all3555 突变体同源重组质粒的构建

引物由南京金斯瑞科技有限公司合成,利用引物

P3(GCCCTCGAG TTACTCAAACACGCATCG)、P4
(GCCAAGCTTTATTTGCGAAAGAGTC)和P5(GC-
CAAGCTTAGTATTTTAGTTTGTGGT )、P6(TA-
ACTGCAG ACCGCAAACTGGCTAAAC)分 别 扩 增

出all3555ORF外的上下游片段,上游片段包含

XhoⅠ和 HindⅢ酶切位点,下游片段包含 HindⅢ
和PstⅠ酶切位点,PCR扩增时的模板为鱼腥蓝细

菌PCC7120的总DNA。将PCR扩增产物连接到

载体,得到阳性克隆之后,再插入来自pPH45Ω经

HindⅢ酶切得到的具有壮观霉素抗性的 Ω片段。
将整个片段(包括上游片段、Ω片段和下游片段)用

XhoⅠ和PstⅠ双酶切,酶切产物与同样经过XhoⅠ
和PstⅠ酶处理的pRL271质粒连接,最终获得整合

 A:pRL25c-PpetE-3555构建 AflowchartshowingtheconstructionprocessofpRL25c-PpetE-3555;B:pRL271∷3555Ω构建 Aflow
chartshowingtheconstructionprocessofpRL271∷3555Ω.

图1 pRL25c-PpetE-3555和pRl271∷3555Ω的质粒构建流程

Fig.1 TheflowchartshowingtheconstructionprocessofpRL25c-PpetE-3555andpRL271∷3555Ω

22



 第6期 李之萌 等:鱼腥蓝细菌PCC7120all3555基因超表达和缺失突变体的构建及表型  

质粒pRL271∷3555Ω,构建流程如图1-B所示。

pRL271是一种整合型载体,可通过同源重组将克

隆基因整合到蓝细菌染色体中。
1.5 菌株的培养和接合转移

鱼腥蓝细菌PCC7120在30℃、150r/min连

续光照条件下培养,培养时使用的基础培养基为

BG11培养基,为NO3-氮源;超表达菌株培养时,在

BG11培养基中添加终质量浓度为100μg/mL的新

霉素(Neo);突变体菌株培养时,在BG11培养基中

添加终质量浓度为5μg/mL的壮观霉素(Sp)和终

质量浓度为5μg/mL的链霉素(Sm)。大肠杆菌所

使用的培养基为LB培养基,培养温度37℃;试验

中各类抗生素的终质量浓度为:氨苄青霉素(Amp)

100μg/mL,壮 观 霉 素(Sp)100μg/mL,氯 霉 素

(Cm)25μg/mL,卡那霉素(Kan)50μg/mL。参照

文献[8]中的方法,通过接合转移将质粒从大肠杆菌

转入鱼腥蓝细菌PCC7120。
1.6 菌株的筛选

将含有外源片段的pRL25c通过接合转移转入

鱼腥蓝细菌后,以100μg/mL的Neo筛选含有外源

质粒的转化子。待平板上有单菌落长出后,将单菌

落扩大培养,提取总DNA,利用总DNA转化大肠

杆菌TG1,将得到的大肠杆菌单菌落扩大培养,抽
提质 粒,酶 切 验 证 质 粒 是 否 为 pRL25c-PpetE-
3555。

将含有外源片段的pRL271通过接合转移转入

鱼腥蓝细菌后,以5μg/mL的Sp和5μg/mL的

Sm筛选转入外源质粒的转化子。利用pRL271上

所携带的蔗糖致死基因sacB,将转化子多次传代后

涂布于含有5%蔗糖的Sp、Sm双抗平板上,筛选双

交换突变株。待平板上有单菌落长出后,将单菌落

扩大培养,抽提总DNA,以野生型为模板,利用引物

P3和P6进行PCR,验证突变株。
1.7 甲基紫精胁迫诱导

活化培养蓝细菌至对数生长期,接种至新鲜无

抗BG11的液体培养基,D750nm≈0.1。每瓶30mL
菌液等量分装至50mL小三角瓶中振荡培养,分别

加入终浓度为0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0和1.2

μmol/L的甲基紫精(MV),每个浓度进行3次独立

重复,温度、光照及转速等培养条件不变。
1.8 NaCl 胁迫诱导

活化培养蓝细菌细胞至对数生长期,离心收集

细胞,将其接种至新鲜无抗含不同浓度 NaCl的

BG11液体培养基中,D750nm≈0.1时,每瓶30mL
等量分装至50mL小三角瓶中液体振荡培养。培养

基中的NaCl的浓度分别为0、0.1和0.3mol/L,每个

浓度3个重复,温度、光照及转速等培养条件不变。
1.9 生长曲线的测定

经过活化培养后,将处于对数生长期的蓝细菌

菌液调 至 D750nm≈0.1进 行 培 养,每24h取 样

2mL,用分光光度计测定 D750nm,收集数据后绘制

生长曲线。

2 结果与分析

2.1 all3555 基因超表达菌株的构建

以野生型鱼腥蓝细菌PCC7120为模板,PCR
扩增all3555基因的ORF,长度为1667bp,构建的

最终质粒为pRL25c-PpetE-3555(图1-A)。通过三

亲本接合转移的方法,将该质粒转入野生型鱼腥蓝

细菌PCC7120,以100μg/mL的Neo筛选含有外

源质粒的转化子,最终通过验证得到all3555基因

的超表达菌株 OE3555,该菌株在生长过程中可以

超量表达all3555基因。
2.2 all3555 基因突变株的构建

以野生型鱼腥蓝细菌PCC7120为模板,PCR
扩增all3555基因ORF外的上下游片段,上游片段

长度为1002bp,下游片段长度为999bp,按照流程

图(图1-B)构建质粒,最终构建成质粒pRL271∷
3555Ω,其中每一步均有酶切验证。通过三亲本接

合转移的方法,将该质粒转入野生型鱼腥蓝细菌

PCC7120,以5μg/mL的Sp和5μg/mL的Sm筛

选转入外源质粒的转化子。利用pRL271上所携带

的蔗糖致死基因sacB,将转化子多次传代后涂布于

含有5%蔗糖的Sp、Sm双抗平板上,筛选双交换突

变株,最终通过检测引物P3和P6的PCR扩增产

物(图2),验证得到all3555基因的缺失突变株

M3555,该菌株在生长过程中没有all3555基因的

表达。
2.3 all3555 超表达菌株和突变菌株的表型分析

1)甲基紫精胁迫的表型观察。将获得的 M3555
和OE3555菌株,利用甲基紫精(MV)进行胁迫诱导,
以野生型鱼腥蓝细菌PCC7120作对照,观察菌株

的生长状况。MV胁迫多天后,野生型鱼腥蓝细菌

PCC7120和OE3555的生长情况(图3)表明,在液

体培 养 基 中,当 培 养 基 中 MV 的 浓 度 低 于0.2

μmol/L时,OE3555菌株和野生型菌株都可以正常
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 M:DL2000;1:野生型鱼腥蓝细菌 PCC7120总 DNAP3、P6

PCR扩增条带PCRwithP3,P6inAnabaenaPCC7120;2:M3555
菌株总DNAP3、P6PCR扩增条带 PCRwithP3,P6inM3555;

3:野生型鱼腥蓝细菌PCC7120总DNAP3、P6PCR扩增条带经

HindⅢ酶切的产物 PCRProductwithP3,P6inAnabaenaPCC

7120digestedwithHindⅢ;4:M3555菌株总 DNAP3、P6PCR
扩增 条 带 经 HindⅢ酶 切 的 产 物 PCRProductwithP3,P6in

M3555digestedwithHindⅢ.

图2 M3555突变体的验证

Fig.2 TheverificationofM3555mutant

生长;当培养基中的 MV浓度高于0.2μmol/L时,
受到 MV的胁迫,野生型菌株生长受抑制甚至死

亡,而OE3555菌株生长虽然也受到一定程度抑制,
但仍然可以继续生长,生长速度随着 MV浓度的升

高而降低。M3555菌株与野生型菌株的生长情况

差别不大。

 WT代表野生型鱼腥蓝细菌PCC7120,OE3555代表all3555
超表 达 菌 株;下 同 WTstandsforAnabaenaPCC7120,and

OE3555standsfortheall3555over-expressstrain.Thesameas

follows.

图3 甲基紫精胁迫条件下OE3555菌株

和野生型鱼腥蓝细菌PCC7120的生长情况

Fig.3 ThegrowthstatusofOE3555strainandwild
typeAnabaenaPCC7120withmethylviologenstress

 A:0mol/LNaCl胁迫条件下 M3555菌株、OE3555菌株和野生型鱼腥蓝细菌PCC7120的生长曲线 GrowthcurvesofM3555,

OE3555andAnabaenaPCC7120with0mol/LNaClstress;B:0.1mol/LNaCl胁迫条件下M3555菌株、OE3555菌株和野生型鱼腥蓝

细菌PCC7120的生长曲线GrowthcurvesofM3555,OE3555andAnabaenaPCC7120with0.1mol/LNaClstress;C:0.3mol/LNaCl
胁迫条件下 M3555菌株、OE3555菌株和野生型鱼腥蓝细菌PCC7120的生长曲线 GrowthcurvesofM3555,OE3555andAnabaena

PCC7120with0.3mol/LNaClstress;D:0.3mol/LNaCl胁迫条件7d后,M3555菌株、OE3555菌株和野生型鱼腥蓝细菌PCC7120
的生长情况 ThegrowthstatusofM3555,OE3555andAnabaenaPCC7120with0.3mol/LNaClstressafter7days.

图4 NaCl胁迫条件下M3555、OE3555菌株和野生型鱼腥蓝细菌PCC7120的生长情况

Fig.4 ThegrowthconditionsofM3555,OE3555andAnabaenaPCC7120withNaClstress
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  2)NaCl胁 迫 的 表 型 观 察。M3555 菌 株 和

OE3555菌株NaCl胁迫后的生长情况见图4,以野生

型鱼腥蓝细菌PCC7120作为对照。结果表明:在液

体培养基中,当培养基中存在一定量的 NaCl时,

M3555、OE3555和野生型的生长均受到抑制,并且

这种抑制随着NaCl浓度的升高而增强;当NaCl的

浓度为0和0.1mol/L时,3种菌的生长情况类似,

M3555和 OE3555生长状 况 略 好 于 野 生 型 菌 株

(图4-A、B);当NaCl的浓度达到0.3mol/L时,经
过2d的适应调整后,OE3555菌株的生长情况明显

好于其他2种菌株,而 M3555菌株的生长情况则最

差(图4-C),且 M3555菌株色泽较其他2种菌株偏

黄(图4-D)。在固体培养基上的试验也得到了类似

的结论,不同的是在固体培养基中,NaCl的浓度达

到0.1mol/L时即可看到3种菌株生长状况的差

别,OE3555菌株的生长情况明显好于其他2种菌

株,而 M3555菌株的生长情况则最差;当固体培养

基中的NaCl浓度达到0.3mol/L时,3种菌株均不

生长。

3 讨 论

乙酰羟酸合成酶是维持生物基本生长代谢的重

要酶类,在蓝细菌中存在着多个异源同工酶。这些

同工酶不仅参与支链氨基酸的合成过程,还与多个

涉及蓝细菌生存及环境适应的生理过程相关,在调

节细胞内pH水平、消除过量的氧自由基以及减少

紫外线对细胞伤害等过程中都具有重要作用[9-10]。
本研究中当all3555超表达后,鱼腥蓝细菌

PCC7120对于 MV造成的氧化胁迫和 NaCl造成

的高盐胁迫的抗性都有显著的提高;而当细胞缺失

该基因后,对于盐胁迫的敏感性则有一定的提高,说
明该基因在鱼腥蓝细菌PCC7120对环境的适应过

程中起到了重要作用。在 Maestri等[7]的报道中,

all3555基因在集胞蓝细菌 PCC6803内的同源基

因sll1981主要在对数生长末期和稳定期大量表

达,且受到外部环境pH值的调控,说明该基因可能

参与了细胞内pH值的调节,这一定程度上也可以

解释OE3555菌株对NaCl胁迫的抗性提高的原因。
当细胞处于高浓度的Na+环境中时,由于Na/H泵

的原因,大量Na+的向内运输将导致H+的外泄,造
成细胞质的碱化,而AHAS的大量表达,可以使丙

酮酸向乙酰乳酸的转化加快,从而使内部酸化,缓解

外界高浓度Na+造成的细胞质碱化所带来的影响。

本试验只是对于all3555功能的初步探讨,抗氧化

胁迫和抗 NaCl胁迫的原理处在推测阶段,具体的

机制尚不清楚,有待于进一步的研究验证。

M3555菌株的成功筛选说明在鱼腥蓝细菌

PCC7120中,AHAS的多个同工酶均会表达,而缺

失其中某一种同工酶对于处在较好生长环境的蓝细

菌来说,支链氨基酸的合成仍可满足其基本需求,并
非是致死的,这与之前在其他种类蓝细菌中开展的

研究及推测相吻合[11]。
生物信息学分析显示,蓝细菌中的AHAS基本

未与其他支链氨基酸合成的相关基因位于同一基因

簇,这可能暗示在蓝细菌中支链氨基酸的合成存在

其他的替代途径[11]。并且在蓝细菌中并不存在

ALDC同源基因,这可能说明蓝细菌并不能通过大

量合成acetoin的途径来调节细胞内丙酮酸含量及

碳源的储存,推测可能的原因是蓝细菌在生长后期

的限制因素与一般异养微生物不同,其主要的限制

因素是能量(光能)而非碳源。当然,目前有关的研

究进展还不能完全排除存在 ALDC同工酶的可

能性。
还有一个有趣的现象是,当在实验室条件下较

大体积培养 M3555时,M3555菌株不能正常生长,
会很快进入平台期甚至经常出现死亡,色泽偏黄;相
比野生型鱼腥蓝细菌 PCC7120,这种情况下的

M3555菌株类胡萝卜素含量升高,藻胆蛋白和叶绿

素a的含量明显下降。这与其他菌种中 AHAS表

达量不足时的表型相同,说明多种AHAS同工酶对

于细胞支链氨基酸的合成代谢的贡献度不同,且随

着环境的不同,各自的贡献度存在动态调节的过程。
另外色素含量的变化说明 M3555菌株可能对光的

敏感 性 增 强,初 步 的 光 敏 性 试 验 的 结 果 也 显 示

OE3555菌株似乎对高光胁迫的抗性也好于野生

型,而 M3555高光抗性似乎略差,这种对高光的敏

感性也可能源于高光条件下氧自由基增多造成了氧

化胁迫。
本 试 验 主 要 就 鱼 腥 蓝 细 菌 PCC7120 中

all3555基因缺失和超表达对菌株抗胁迫能力的影

响进行了初步研究,关于all3555基因在细胞内到

底参与了哪些生理过程,怎样发挥作用,蓝细菌中多

个AHAS同工酶的具体分工和相互之间的调节配

合,以及可能存在的支链氨基酸合成的替代途径等,
都还需要进一步研究。此外,目前有关除草剂在植

物、非固氮蓝细菌中的作用机制和代谢研究较多,在
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固氮蓝细菌中的相关报道还比较少[12],深入研究固

氮蓝细菌中的除草剂靶标 AHAS蛋白[13],有助于

进一步了解除草剂的作用机制和代谢途径,促进关

于除草剂在水华治理及固氮蓝细菌在大田中的应用

等方面的相关工作的进行与开展。
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Constructionandphenotypicanalysisofover-expression
strainanddeletedmutantstrainofall3555inAnabaenaPCC7120

LIZhi-meng WANGLi CHENWen-li

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Tostudythefunctionoftheall3555,anover-expressionstrainandadeletedmutant
strainofall3555inAnabaenaPCC7120wasconstructed.Thedefectedmutantstrainwasfoundtogrow
inusualconditionbutbemoresensitivetoNaClundersalt-stress.Whenall3555wasover-expressed,the
resistanceofAnabaenaPCC7120tooxidativestressandNaClundersalt-stresswasimproved.Results
showedthatall3555almostdidn’taffectthegrowthofAnabaenaPCC7120underthenormalcondition,

butitwasimportantfortheresistanceofAnabaenaPCC7120tooxidativestressandNaClunderthe
salt-stress.

Keywords Anabaena;acetohydroxyacidsynthase;all3555;oxidativestress;NaClstress;over-
expressionofgene;deletedmutant
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