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鱼腥蓝细菌 PCC 7120 中可控降解系统的构建
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华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　鱼腥蓝细菌PCC７１２０中已有较为成熟的诱导表达系统,但缺乏可控的蛋白降解系统.本研究基于

Mesoplasmaflorum 中的Lon蛋白酶(mfＧLon),在蓝细菌中建立可诱导的蛋白降解系统,并通过该系统对关键

基因编码产物进行可控降解以研究其生理功能.结果发现降解系统并无预期作用,需进一步改进.
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　　鱼腥蓝细菌 PCC７１２０是一种重要的模式菌

株,在研究中常常需要构建它的各种突变株,但某些

基因的突变是致死性的,导致很难获得相应的突变

菌株,尤其是缺失突变株,为了应对这一难题,本研

究基于 Mesoplasmaflorum 中的 Lon蛋白酶(mfＧ
Lon)在PCC７１２０中构建可控蛋白降解系统,其基

本原理是 mfＧLon蛋白酶可特异性降解携带 mfＧSsＧ
rA标签的蛋白.将 mfＧLon编码基因置于严格受

控的启动子后同时将蓝细菌中的特定蛋白与 mfＧ
SsrA标签进行融合表达,这样当加入诱导剂时,mfＧ
Lon蛋白酶才开始表达并对融合了 mfＧSsrA 的目

的蛋白进行降解[１].

Lon蛋白酶,也称蛋白酶 La,首先是在大肠杆

菌中被鉴定出来[２].属于 AAA＋ 蛋白酶超家族(与
多种细胞活性相关的 ATP酶)的成员,是一种丝氨

酸蛋白酶,可介导受损伤或错误折叠的蛋白以及短

暂调控蛋白的降解,可调控细菌生长的多种生物学

过程,如可以调节细胞分裂、DNA 复制、基因表达、
代谢物合成、细胞分化、孢子形成及某些耐受应答反

应等一系列过程[３Ｇ５].此外,Lon蛋白酶与细胞衰老

及寿命和多种疾病包括癌症也密切相关[６].
依赖 ATP的Lon蛋白酶水解蛋白质底物主要

可分为四步[７]:底物的识别和结合、底物解折叠、底
物移位至降解室、肽键切割.Gur等[８]证明 Lon可

特异识别富含芳香残基的肽段和疏水性肽段,Lon
蛋白酶还可以降解携带某些标签的蛋白质,如可降

解携带tmRNA标签的蛋白质[９].研究表明,ATP
依赖的Lon蛋白酶在tmRNA 标记的蛋白降解中

起直接作用[９].

Cameron等[１]基于革兰氏阳性细菌 MesoplasＧ
maflorum 中转移信使 RNA 系统在大肠杆菌中创

建了蛋白降解系统,可提供稳态蛋白水平的独立控

制和有针对性的靶向蛋白质的诱导性降解.该蛋白

质降解系统是模块化的,不依赖于宿主的降解系统,
容易转移到不同的细菌,在多种细菌中起作用.本

研究将 mfＧLon蛋白降解系统转移到PCC７１２０中,
构建鱼腥蓝细菌可控蛋白质的降解系统,并利用该

系统对关键基因编码产物进行可控降解以研究其生

理功能.

1　材料与方法

1.1　试验材料

配置LB培养基所需的胰蛋白胨和酵母提取物

购于安琪酵母股份有限公司.配置BG１１、BG１１０培

养基及其他试剂所用药品均为分析纯,购于国药集

团.质粒DNA的电泳检测,酶切反应、产物纯化回

收及酶连反应等操作参考文献[１０]以及相应试剂公

司提供的试剂使用说明书进行.DNA 片段的回收

采用柱式回收试剂盒(上海生物工程有限公司)或乙

醇沉淀回收.大肠杆菌质粒 DNA 的抽提采用柱式

质粒DNA抽提试剂盒操作,操作过程参照试剂盒

使用说明书(武汉川流生物科技有限公司和上海生
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物工程有限公司).鱼腥蓝细菌 PCC７１２０基因组

DNA的抽提采用柱式基因组 DNA 抽提试剂盒,具
体操作过程参照试剂盒使用说明书(武汉川流生物

科技有限公司和上海生物工程有限公司).
1.2　菌株的培养及诱导

１)菌株的培养.大肠杆菌主要使用LB液体或

固体培养基进行培养,液体培养置于３７℃、１８０
r/min的水平恒温摇床中培养,而固体平板置于３７℃
的恒温培养箱中培养.鱼腥蓝细菌PCC７１２０通常在

BG１１或BG１１０(缺氮培养基)中培养,液体培养于

３０℃恒温、１５０r/min、光强５０~１００μmol/(m２􀅰s)的
条件下摇床培养,固体平板在３０℃恒温光照培养箱

中培养.具有不同抗性的菌株培养时需添加适宜浓

度的相应抗生素.

２)菌株的诱导.培养菌株至对数期(D７５０ ≈
０．５),加入相应浓度的诱导剂进行诱导,一定时间后

取样,荧光显微观察菌株表型及检测目的蛋白含量.
需要进行缺氮诱导的菌株(alr２３３９基因相关突变

株)培养至对数期,缺氮诱导即用缺氮培养基洗菌后

将诱导剂加入到BG１１０培养基进行培养,培养一定

时间取样,荧光显微观察菌株表型及检测其目的蛋

白含量.
1.3　荧光显微观察

将上述 样 品 取 样 ２ mL 至 离 心 管 中,６０００
r/min离心２min,弃上清,收集菌体.使用 Nikon
Eclipse８０i荧光显微镜,在１００×油镜下观察菌株

细胞分布及细胞形态.每样品分别观察３个以上的

视野并拍照,每个视野包括白光照片和红色荧光照

片.使用 WT菌株和相应单突变株作为负对照.
1.4　Western blot 检测目的蛋白的含量

抽提蓝细菌总蛋白,采用Bradford方法测定蛋

白浓度.根据测定的浓度,调节上样量保证各样品

的上样量基本一致,进行SDSＧPAGE凝胶电泳,用
于 Westernblot检测,经转膜仪转膜,脱脂奶粉封

闭,PBSＧT洗膜、一抗杂交,洗膜、二抗杂交,洗膜,
最后用化学发光分析仪检测硝酸纤维素膜上的杂交

信号.

2　结果与分析

2.1　突变株的构建

拟构建的可控蛋白降解系统包括 mfＧLon蛋白

和融合 mfＧSsrA 标签的蛋白底物两部分.为使外

源蛋白酶能够诱导表达,采用pRL２５T复制型载体

构建此突变体.为使目的基因分别融合 mfＧSsrA
标签共表达,采用pRL２７１整合型载体来构建相应

突变体.

１)pRL２５T 复 制 型 载 体 构 建 突 变 体.利 用

pRL２５T复制型载体构建 PCTＧLon质粒和 PCTＧ
Lon２质 粒,将 外 源 蛋 白 酶 基 因 mfＧLon 及 mfＧ
Lon２分别置于诱导启动子之后,使外源蛋白酶能够

诱导表达.其中,mfＧLon 是根据MesoplasmafloＧ
rum 中Lon蛋白酶核苷酸序列进行物种特异性和

密码子偏爱性的优化后的序列;mfＧLon２是在大肠

杆菌中得到验证可用的mfＧLon 片段,为方便区分,
命名为mfＧLon２[１].

２)pRL２７１整合型载体构建突变体.将 PCC
７１２０中特定基因分别融合 mfＧSsrA标签共表达,即
可使其受到诱导而进行降解,这样就可以对这些蛋

白质的表达进行质量控制.选取异形胞发育相关基

因 alr２３３９(编 码 HetR)、细 胞 分 裂 相 关 基 因

alr３８５８(编码 FtsZ)、RNase降解复合体相关基因

alr４３３１(编码 RNaseE)和all４３９６(编码 PNPase)
进行研究.为让目的蛋白与 mfＧSsrA 标签融合表

达,利用pRL２７１整合型载体构建pAlr２３３９ＧssrA、

pAlr３８５８ＧssrA、pAlr４３３１ＧssrA 和 pAll４３９６ＧssrA
质粒,三亲本分别转入 PCC７１２０获得相应突变株

MAＧS２３３９、MAＧS３８５８、MAＧS４３３１和 MAＧS４３９６.
将 mfＧLon 及 mfＧLon２ 质 粒 分 别 转 入 MAＧ

S２３３９、MAＧS３８５８、MAＧS４３３１ 和 MAＧS４３９６ 菌 株

中,获 得 S２３３９/CTL、S２３３９/CTL２、S３８５８/CTL、

S３８５８/CTL２、S４３３１/CTL、S４３３１/CTL２、S４３９６/

CTL和S４３９６/CTL２等菌株,即可使这些基因受到

诱导剂的诱导而进行降解,由于对选取的基因功能

研究得比较成熟,可以根据菌株表型观察检测降解

系统的可用性,也可通过 Westernblot检测目的基

因的含量.
2.2　降解系统可用性的验证

１)双突变株表型的荧光显微观察.用２mmol/L
茶碱和１μmol/LCu２＋诱导双突变菌株,同时以 WT型

和相应单突变菌株作为负对照,分别置于摇床光照培

养一定时间后取样,荧光显微镜观察突变株表型.
以目的基因alr２３３９和alr４３３１为例,alr２３３９基因

编码的 HetR蛋白参与异形胞的发育调控,需同时

进行缺氮诱导才有相应表型.与alr２３３９相关的菌

株表型 见 图 １A,与 alr４３３１ 相 关 的 菌 株 表 型 见

图１B.
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　A:S２３３９/CTL及S２３３９/CTL２菌株的荧光显微观察结果;B:S４３３１/CTL及S４３３１/CTL２菌株的荧光显微观察结果.A:Fluorescence

microscopyimagesofS２３３９/CTLandS２３３９/CTL２strains;B:FluorescencemicroscopyimagesofS４３３１/CTLandS４３３１/CTL２strains．

图１　不同菌株的荧光显微观察结果

Fig．１　Fluorescencemicroscopyimagesofthedifferentstrains

　　通过观察发现,对菌株进行诱导几乎不影响其

表型.WT菌株诱导后异形胞频率与未诱导时相似

(未显示);MAＧCTL菌株中异形胞频率与 WT菌株

相似;而 菌 株 MAＧS２３３９、S２３３９/CTL 和 S２３３９/

CTL２异 形 胞 发 育 与 WT 相 比,频 率 升 高,且

S２３３９/CTL菌株和 S２３３９/CTL２菌株细胞略微增

大.因为 HetR 是 异 形 胞 发 育 正 调 控 因 子,当

alr２３３９基因融合 mfＧSsrA标签表达时,HetR蛋白

不但没有降解,其含量反而有所升高,推测标签的表

达增加了目标蛋白的稳定性,且降解系统并没有发

挥其降解作用.同理,WT 菌株、MAＧCTL 菌株、

MAＧS４３３１菌株、S４３３１/CTL 菌株和 S４３３１/CTL２
菌株经诱导后表型均相似,推测降解系统并不起作

用.后续直接用 Westernblot检测目的蛋白的含量

来检测降解系统的可用性.

２)Westernblot检测目的蛋白的含量.将菌株

抽取总蛋白样品进行 Westernblot检测.在进行质

粒构建时,为方便 Westernblot检测,在 mfＧSsrA
标签上加上Streptag的标签,通过目的蛋白抗体和

AntiＧStreptag抗体检测目的蛋白的含量.用 AntiＧ
Lon抗体可检测外源蛋白酶的表达量.所用的二抗

均为羊抗兔抗体.与alr３８５８相关突变株结果见图

２A,与alr４３３１相关突变株结果见图２B.

WT、MAＧCTL菌株均有相应基因蛋白大小的

条带,而在 S３８５８/CTL、S３８５８/CTL２、S４３３１/CTL
和S４３３１/CTL２双突变株中,除了与 WT中基因蛋

白相同的条带(为了便于区分,以下称野生型条带),
还有１条比该目的基因蛋白略大,应该是标签融合

表达的结果,其中野生型条带存在可能有以下原因:
菌体不纯或标签脱落,但通过抽取菌株总 DNA,在
基因水平进行验证时显示菌株为纯突变株(结果未

显示).由于 mfＧSsrA标签上携带twinＧStreptag标

签,所以用抗体antiＧStreptag检测时,会检测到比

野生型条带较大的条带,结果与用目的基因抗体检

测总蛋白一致.用蛋白酶抗体检测菌株总蛋白,无
目的条带,说明外源蛋白酶 mfＧLon及 mfＧLon２并

没有表达,据此推测降解系统不起作用的原因可能

是外源蛋白酶并没有表达,改进系统进一步检测.

９１
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　A:alr３８５８基因相关突变株的 Westernblot结果;B:alr４３３１基因相关突变株的 Westernblot结果.A:Westernblotofalr３８５８geneＧ

relatedmutants;B:Westernblotofalr４３３１geneＧrelatedmutants．

图２　Westernblot检测突变菌株中目的基因的表达量

Fig．２　AnalysistheexpressionlevelofthetargetgeneinmutantstrainbyWesternblot

2.3　降解系统改进及可用性检测

采用单诱导型启动子petE诱导外源基因表达,
构建pPpetEＧLon和pPpetEＧLon２质粒,三亲本转

入野生型菌株获得单突变株 MAＧCL和 MAＧCL２,
同时构建双突变株S２３３９/CL、S２３３９/CL２、S３８５８/

CL、S３８５８/CL２、S４３３１/CL、S４３３１/CL２、S４３９６/CL
和S４３９６/CL２,采用荧光显微观察表型和蛋白水平

检测降解系统的可用性.
以 目 的 基 因 alr２３３９ 和 alr４３３１ 为 例,用

１μmol/L Cu２＋ 对 菌 株 进 行 诱 导,S２３３９/CL 和

S４３３１/CL突变株表型的荧光观察结果见图３A,

S２３３９/CL２和 S４３３１/CL２ 菌 株 的 结 果 见 图 ３B.

S２３３９/CL和S２３３９/CL２菌株在诱导后仍有异形胞

形成,且 频 率 不 降 低,反 而 有 增 高 的 趋 势,说 明

HetR蛋白不降解.同理,S４３３１/CL和S４３３１/CL２
菌株诱导后表型均与诱导前相似,说明 RNaseE不

降解.降解系统不起作用,可能还是诱导剂浓度较

低,不足以诱导蛋白酶的表达或表达量过低.
增加诱导剂的浓度对S２３３９/CL和S４３３１/CL

菌株进行诱导,表型(图４)观察结果显示,S２３３９/

CL菌株在不同浓度诱导剂诱导后仍有异形胞形

成,说明其 HetR蛋白并无降解.S４３３１/CL菌株在

不同浓度诱导剂诱导后表型均与野生型相似,说明

RNaseE也未降解.野生型菌株在提高 Cu２＋ 浓度

进行诱导时,细胞会发生形变,细胞变大且分裂不均

一(未显示).而突变株并不受Cu２＋ 浓度的影响,推

测突变株可能对 Cu２＋ 产生了较强的耐受性.显微

观察结果表明,降解系统并没有起到降解作用,推测

原因仍为外源蛋白酶不表达.

2.4　降解系统进一步改进及可用性检测

改用诱导效率较高的 nirA 启动子与 RibosＧ
witch联合使用,重新构建 PCEＧLon和 PCEＧLon２
质粒,三亲本转入野生型菌株获得单突变株 MAＧ
CEL 和 MAＧCEL２,同 时 构 建 双 突 变 株 S２３３９/

CEL、S２３３９/CEL２、S３８５８/CEL、S３８５８/CEL２、

S４３３１/CEL、S４３３１/CEL２、S４３９６/CEL 和 S４３９６/

CEL２,进行菌株表型的荧光显微观察和蛋白水平的

０２



　第１期 王　静 等:鱼腥蓝细菌PCC７１２０中可控降解系统的构建 　

　A:S２３３９/CL和S４３３１/CL菌株荧光显微观察结果;B:S２３３９/CL２和S４３３１/CL２菌株荧光显微观察结果.A:FluorescencemicrosＧ

copyimagesofS２３３９/CLandS４３３１/CLstrains;B:FluorescencemicroscopyimagesofS２３３９/CL２andS４３３１/CL２strains．

图３　不同菌株的荧光显微观察结果

Fig．３　Fluorescencemicroscopyimagesofthedifferentstrains

图４　不同浓度诱导剂诱导突变菌株的荧光显微观察结果

Fig．４　Fluorescencemicroscopyimagesofdifferentstrainsinducedwithdifferentconcentrationsofinducers
检测降解系统可用性.

１)荧光显微观察双突变株表型.以目的基因

alr２３３９和alr４３３１为例,用４mmol/L茶碱进行诱

导.S２３３９/CEL和S４３３１/CEL菌株的荧光显微观

察结果见图５A,S２３３９/CEL２和S４３３１/CEL２菌株

的荧光结果见图５B.S２３３９/CEL和S２３３９/CEL２

　A:S２３３９/CEL和S４３３１/CEL菌株的荧光显微观察结果;B:S２３３９/CEL２和S４３３１/CEL２菌株的荧光显微观察结果.A:FluoresＧ
cencemicroscopyimagesofS２３３９/CELandS４３３１/CELstrains;B:FluorescencemicroscopyimagesofS２３３９/CEL２andS４３３１/CEL２
strains．

图５　不同菌株的荧光显微观察结果

Fig．５　Fluorescencemicroscopyimagesofdifferentstrains
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菌株经４mmol/L茶碱诱导后仍有异形胞形成,说
明 HetR蛋白并没有降解.S４３３１/CEL和S４３３１/

CEL２菌株经诱导后表型无明显变化,说明 RNase
E不降解.由此可见,降解系统并不起作用,采用

Westernblot进一步确认.

２)Westernblot检测目的蛋白的含量.以目的

基因alr３８５８和alr４３３１为例,用 ４mmol/L茶碱

进行诱导.与alr３８５８相关突变株结果见图６A,与

alr４３３１相关突变株结果见图６B.
用目标基因的抗体检测总蛋白,S３８５８、S４３３１

单突变株和S３８５８/CEL、S３８５８/CEL２、S４３３１/CEL
和S４３３１/CEL２双突变株中,均存在该目的基因编

码的野生型条带,双突变株还存在比该目的蛋白略

大的条带,应该是标签融合表达的结果.用抗体

antiＧStreptag检测时,会检测到比野生型条带较大

的条带,结果与用目的基因抗体检测总蛋白一致.

　A:alr３８５８基因相关突变株的 Westernblot结果;B:alr４３３１基因相关突变株的 Westernblot结果.A:Westernblotofalr３８５８

geneＧrelatedmutants;B:Westernblotofalr４３３１geneＧrelatedmutants．

图６　Westernblot检测突变菌株中目的基因的表达量

Fig．６　AnalysistheexpressionlevelofthetargetgeneinmutantstrainbyWesternblot
用蛋 白 酶 抗 体 检 测 菌 株 总 蛋 白,S３８５８/CEL 和

S４３３１/CEL中外源蛋白酶 mfＧLon表达,且有２条

条带,与在大肠杆菌中纯化的结果一致,其中较大的

条带理论上与 mfＧLon蛋白的大小相同,其含量随

诱导时间的增加而升高.S３８５８/CEL２和 S４３３１/

CEL２菌株中,外源蛋白酶 mfＧLon２并没有表达,据
此推测未经修饰的原始 mfＧLon核苷酸在蓝细菌中

无法表达,只有根据物种特异性和密码子偏爱性优

化过的 mfＧLon片段才能被表达.

3　讨　论

本研究在AnabaenaPCC７１２０中实现了对 mfＧ
Lon蛋白的可控表达,并且成功地将 mfＧSsrA 标签

与目的蛋白进行了融合.然而,通过表型观察及

Westernblot检测,发现在 mfＧLon蛋白酶被诱导表

达的情况下细胞内目的蛋白的含量并没有明显降

低,说明降解系统不起作用,其原因还需进一步

分析.

Lon蛋白酶水解蛋白质底物分多步完成,任何

环节都可能影响蛋白质的最终降解,并且由于 Lon
蛋白酶水解蛋白质是 ATP依赖性的,ATP得不到

顺利供应也会影响蛋白降解[１１].影响蛋白降解也

可能有其他多种原因,如某些小分子适配器的存在

对降解有影响[１２Ｇ１４].泛素化对蛋白降解也有影响.
在蓝细菌中,可能缺乏这些小分子,也可能自身存在

其他影响蛋白酶发挥作用的小分子,导致降解过程

受阻.如 HetR定位于壁厚的异形胞中[１５],外源蛋

白酶在蓝细菌中可能无法进入异形胞因而影响蛋白

降解;FtsZ定位于细胞隔板[１６Ｇ１７],对蛋白酶降解可

能不敏感等.此外,也可能是蛋白酶表达量较低导

致无法降解目的蛋白,后续可以改用启动效率强的

启动子.
携带 mfＧSsrA 标签的蛋白质可被内源性 mfＧ

Lon蛋白酶识别降解,但不会被大肠杆菌 Lon或

ClpXP降解,各自Lon蛋白酶互不干扰识别相应标

签的蛋白质,这一发现给大肠杆菌提供了具有正交

功能的蛋白酶和同源降解标签[８],且 Mesoplasma
florum 中转移信使RNA系统构建的降解系统在大

肠杆菌中已得到应用[１].蓝细菌PCC７１２０中也存

在ATP依赖的Clp蛋白酶,但其结构与功能尚不清

楚,在蓝细菌PCC７１２０中构建降解系统受阻,可能

与蓝细菌本身的蛋白降解系统相关.
虽然本研究在Anabaenasp．PCC７１２０菌株中

构建的降解系统并没有得到预期结果,但这些探索

２２
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可为后续对该系统进行改进与优化、最终将其成功

应用于蓝细菌合成生物学及基础生物学研究奠定

基础.
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Constructionofcontrollableproteindegradation
systeminAnabaenasp．PCC７１２０

WANGJing　ZHANGJuyuan　WANGLi　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Anabaenasp．PCC７１２０isanimportantmodelstraininthefieldofcyanobacteriareＧ
search．Controllingtheexpressionlevelofgeneisoneofthemostimportantwaystoinvestigategene
functions．Thereareavarietyofmaturedgeneinductionsystemsavailableincyanobacteria．However,no
controllableproteindegradationsystemisavailableincyanobacteriayet．ThisworkisbasedontheproＧ
teinqualitycontrolsysteminMesoplasmaflorumandaimstoconstructaninducibleproteindegradation
systemfacilitatingtheinvestigationofessentialgenesinAnabaenaPCC７１２０．Resultsshowedthatthe
degradationordecreaseofthetargetproteinswasnotdetected．Itisindicatedthattheconstructedsystem
needstobefurtherimproved．

Keywords　Anabaenasp．PCC７１２０;controllableproteindegradationsystem;mfＧLonprotein;

RNase
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