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蓝藻是一类进行产氧光合作用的原核生物
,

又称蓝细菌
,

广泛分布于地球上各种类型

的水环境和一些陆生环境
,

是海洋和内陆水体 中最重要 的原初生产者
。

蓝藻分子遗传学

在上个世纪八十年代奠定基础
,

在许多方面借鉴其他类群微生物分子遗传学业 已发展的

技术和方法
,

取得了诸多成绩仁‘〕
,

但总体上处于开拓阶段
。

这一时期的研究方法一般是建

立基因转移系统
,

筛选突变株
,

单个或少数几个基因的克隆和表达分析等
。

进人九十年代

后随着被鉴别基因数量的增加和更有效的研究方法的引入
,

蓝藻生物学已经能够着眼于

整个基因调控途径或调控网络的解析
。

尤其在九十年代后五年里
,

若干蓝藻全基因组序

列分析的完成 � ��� �
� ��

�
�

�� ��� ��
�

�� ��� ��
�

�� �� 一 ��  ! � �� � �� ��  � � �� �
,

显示蓝藻生物学 已

经跟上微生物学乃至整个生物学的步伐
,

跨人 了基 因组时代
。

本文将着重从分子遗传学

角度阐述过去十年里这一领域的重要发展
,

而不是试图包罗蓝藻分子生物学已 经涉及的

各个方面
。

有关基因调控途径或调控网络
,

作者也只举 出生物钟和异形胞分化这两个代

表这一时期研究水平的例证
。

� 基因组计划

蓝藻模式生物全基 因组测序计划的完成是过去十年该领域最为重要的成就
。

其 中
,
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集胞藻 ��”￡� �峋
‘��� ��

�

���� � ��� 是单细胞
、

可异养生长的种类
,

具有天然 的 � �� 转化系

统
,

被作为光合系统分子生物学研究的重要模式
一

�
一 。

该种全基因组序列于 �� � 年公布
,

是最早完成序列分析的几种微生物之一
,

而在光合生物中则是第一个
。

在 �
�

� �� 的基 因

组中
,

有 � �� � 个可能的蛋白编码基因
,

占基因组总长 的 ��
�

� � �还有两个
� � � 基因丛和

�� 个 �� � � 基因
。

基因组中有 �� 个类似插入因子 ��� �的结构
,

但只有 �� 个可能编码完整

的转座酶
一

’
一

。

另一种被测序的单细胞蓝藻是 聚胞藻 �导,
�

�� �� �� 。
, �

�

�� � � ���
,

基因组大

小为 �
�

� � � 
,

有 � � �� 个蛋白编码基因
。

该种与其他聚胞藻种类广泛分布于全世界海洋
,

是地球上主要的原初生产者之一
� 不具有任何明显的胞外结构

,

却能够推动 自身以 ��
���� ��

�� � 的速度在海水中运动 � 可进行遗传操作
一

�
一 。

已完成基因组测序的丝状 固氮蓝藻有鱼腥

藻 ���� ��� ��
��

�

����� ��� 和点形念珠藻 ��� 
� �, � �二�如� � ���� �� 一� �

。

鱼腥藻 � � � 基

因组大小为 �
�

���
,

目前正进行基因组数据 的分析
。

该种在八十年代至九 十年代初建立

了较完善的遗传分析系统
,

是一维生物体细胞分化研究的模式
一

’�
�

点形念珠藻除异形胞

分化外
,

还可进行异养生长
,

产生厚壁抱子和藻殖 段
,

侵染并与植物 共生
一

�
一 。

在 鱼腥藻

�� �� 发展起来的基 因转 移系统 和转座子诱 变方法均 适用于该 种
,

但转座诱 变效率 较

低
‘

�
一 。

其基因组大小为 �
�

� � �
,

有 �� �� 个蛋白编码基 因
。

在以上几例中
,

集胞藻 � � �� 基

因组数据公布较早
,

已对蓝藻分子遗传学研究起到重要推 动作用
。

这些种类之间以及它

们和原绿藻之间的比较基因组学研究尚无报道
。

� 分子剪接

�
�

� � � � 重排

早在八十年代
,

�� ���� 等人即发现了鱼腥藻 � �� � 固氮酶基 因丛在异形胞发育晚期有

两个 � �� 重排发生
,

即在 �

归 基因内有一个 � ��� 的因子
,

在
�

厂汉
尤‘ 基因内有一个 � � �� 的

因子
,

在各自编码的剪接酶的作用下以环状形式从基因组中脱落下来并使
�

归 和�� 
� 重

新成为完整基因
’
一 。

九十年代以后
,

�� ���� 实验室又发现了位于吸氢酶的大亚基基因 � �
�

解 内的第三个重排因子
,

大小为 ��
�

���
一

�
、 。

与前两个重排反应相似
,

�召尸� 因子两侧各有

一个 �� � � 的序列被该因子 自身携带的剪接酶基因 �� �� 产物识别
,

剪接释放 出 ��
�

�� � 的

环状 � ��
�

��� � 的重排也发生于异型胞分化晚期
。

��� �� � �
�

� �� ���’ �、

等人 以脉冲场凝

胶电泳的方法观察到了所有三个重排反应
。

�
�

� 内含子剪接

除 � �� 水平的剪接反应以外
,

在九十年代还发现了 � � 和蛋 白质水平的剪接因子
,

即内含子 �加�� �� 和蛋白内含子 �介
理交�� �

。

原核生物的内含子有 � 组
、

�� 组 和古细菌型三

种类型的剪接方式
。

真细菌具有 � 组
、

� 组 内含子的 � �� 有核酶活性
,

自身催化剪接反

应 �而古细菌型内含子的剪接需要有内切核酸酶的催化
。

� 组 内含子在剪接后成为一个

环状结构
,

而 �� 组 内含子成为一个套马索结构
,

十分类似于真核生物核基因内含子的剪接

反应方式
。

蛋白内含子是某些成熟蛋白质前体序列中的一段间插肤段
,

可通过 自身催 化

切除 �与此同时
,

两侧蛋 白质外显子发生连接
。

目前 已在原核生物和真核生物细胞器中发

现有 ��� 多种蛋白内含子 ���� �
� ��

�
�

�� �
�

�� 而 �� �� ��� ��
� �

�

�� 时 �
。

内含子中往往有编码核

酸内切酶的阅读框
,

而蛋 白内含子则可能具有核酸内切酶结构域
。

这些核酸内切酶对 于
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这些基因的寄生序列在演化过程中向其他基因的转移起关键作用
。

蓝藻中已发现的 工组内含子均位于 �� ��态
、
�

��
�以 �� 的反密码子环中

。

其 中 �
�� �叙

�

内含子仅发现于蓝藻和叶绿体
,

被认为是蓝藻内共生演化的证据之一
� 二

。

蓝藻 tR N A昆内

含子属 IC3 亚组
,

即在 P
:
区域有 CC c -

一
CGG碱基配对和 A A 突出

一

’。
一 。

玖 区域的这一

IC 3 特征结构与 皿 区 G AA A 环相作用
,

有助于维持 RN
A 的高级结构

一

1 1

一 。

I 组内含子中有

内部引导序列 (IG S) 与 5
’

和 3
‘

外显子相配对
,

分别形成 Pl
、

P
10 区域

,

对于两端剪接位点相

并列进行反应起重要作用
。

但在蓝藻 tR N A气内含子 Pl 区域较短(仅 3个碱基对 )
,

而 Pl o

区几乎没有
。

实验证明
,

tR
N A 反密码子臂的配对补偿了这一结构上的缺陷

,

从而使得内

含子的剪接得以有效进行
一

’“
一 。

蓝藻 tR N A沈
*
内含子大小在 21 6一308 碱基范围内

,

均无 内切核酸酶阅读框 (o R F)
:
而

在已发现的 7 种 tRN
A 傲et 内含子中

,

集胞藻 6803 的内含子具有 OR F ,

为 tR N A 内含子在演

化过程中的横向转移提供了可能
。

将蓝藻不 同种的 tR N A 加
et
内含子的核心序列 的演化关

系与依据 16 5
rR N A 序列拟定的系统进化树相 比较

,

发现二者歧异颇多
,

表明在演化过程

中确可能存在横向转移
一

‘, J
。

tR
N A 抓内含子可能不是单一起源的

。

根据其保守区域 P
、

v

、

R

、

S

,

或根据 346 个核昔同源性的比较
,

可将蓝藻 tRN
A豁内含子分为聚类 I 和聚类 n

一

’。止。

有些种具有两个 tR N A犷氛基因
,

分别插有聚类 工或聚类 11 内含子
。

聚类 11 中三个微囊藻株

的序列与 Q 一 紫细菌的 tRN
A 理

。

内含子同源性高于与许多其他 tR N A七效内含子的同源性
,

可

能具有独立的起 源「’仁 而许多聚类 工内含 子的演化关系与 16 5 rR N A 进化树也不相 一

致
·
’“

一 。

以上证据表明蓝藻内含子的演化是一个较为复杂的过程
。

在 Ca lot hrix 中还发现 了 H 组内含子
,

其中携有一个 1752 碱基的阅读框产物
,

类似于

逆转录酶的聚合酶结构域
,

并有锌指结构
。

与 工组内含子不同
,

n 组 内含子插在一个可能

编码单链 DN A 结合蛋白的 OR F 内
,

这是 目前惟一报道的插于蛋白编码基 因的蓝藻 内含

子[
”二

。

2

.

3 蛋白内含子

蓝藻蛋白内含子的发现直接得益 于基因组学成果
。

随着集胞藻 68 03 全基因组序列

的公布
,

已先后在 4 个基因识别出了蛋白内含子
,

它们是解旋酶(He lic ase )基因
山诩B

、

螺旋

酶(Gyra se )基因 邵诏
、

D N A 聚合酶 Ill y/
:亚基基因 ‘朋万 和

。

亚基基因 以而E
。

蛋 白内含子

往往有 A
、

B

、

C

、

D

、

E

、

H

、

F

、

G 依次排列的保守序列区
。

其中 A
、

B 位于其 N
一

端
,

F

、

G 位于 C
-

端
,

对于自我剪接反应是必须的
。

C

、

D

、

E

、

H 区对于蛋 白内含子在演化过程 中向其他基因

转移起作用
,

C

、

E 区是 Dod
一

型核酸内切酶 区
。

在以上 4 个基因中仅有 dna B 的蛋 白内含子

具有所有 8 个保守区域
,

而其余三个缺少 C
、

D

、

E

、

H 区
,

其中 D
n
ax 蛋白内含子具有 Dod 结

构域
,

但与 D
n
aX 本身处于不同的阅读框

。

G )
T
B 中的蛋白内含子具有一个类似于 E CI H

-

H c3 H 家族的核酸内切酶区域
,

在所有蛋 白内含子 中是十分独特的二’6二
。

D
na

B 蛋白内含子在集胞藻 68 03 和海洋红色嗜热盐菌插在 己朋B 相同位置
,

并且二者

的序列同源性达 54 %
,

而 Dn aB 序列本身 同源性仅有 37 %
,

显示有 水平转移关系
工’7二

。

对

D na B 蛋白内含子中心区域的缺失研究表明
,

N

一

端 106 个氨基酸和 C 一

端 48 个氨基酸
,

即相

当于 A
、

B 和 F 、

G 区域的部分
,

对于 DnaB 前体蛋白的剪接成熟是必须的
。

实际上紫球藻



期 孔任秋 等
:
蓝藻分子遗传学 又十年

叶绿体 DnaB 蛋白内含子就只有 A
、

B 和 F 、

G 区域
。

A 区 N
一

端的一个半肤氨酸和 G 区 C
-

端的天冬酸氨
一 丝氨酸对于该蛋白内含子的 自我剪接起关键作用

一

’s
一

:

除 D na B 的顺式剪接外
,

集胞藻 6803 dna E 基因分为两段 (dna E-
。

和 dna E-
。

)

,

在基因

组上相距达 745kb
,

两段基因独立表达
,

翻译成两个蛋白质前体片断
,

再剪接形成 Dna E 成

熟蛋白
,

这种方式称反式剪接 在 DN A 聚合酶 中 dna E 编码的
Q
亚基有 月亚基 和 : 亚基

结合区域
,

这一区域在集胞藻 D na E 中被蛋 白内含子插断 将 dna E-
。

和 d加E-
。

在大肠杆

菌表达
,

也可完成 自我剪接反应
,

形成完整的 Dna E
,

而蛋白内含子部分被切下成为两个肚

段顶
。

3
叮
( si g

llla
)因子和调控蛋白

3
.
1 口 因子

蓝藻主要在转录水平进 行基 因表达 的调控
。

负责转录的 R N A 聚合酶 由核心酶和 6

因子两部分组成全酶
。

在蓝藻中组成核心酶 的亚单位除了
。 、

尽
、

月
‘

蛋 白外
,

还有一个 下蛋

白
C
蓝藻的月

‘

和 y 亚基分别相当于大肠杆菌 澎亚基的 C
一

端和 N
一

端
,

此点与叶绿体 RN A 聚

合酶 (相应亚基称为 留和 团)相同
。

各类 。 因子与核心酶组成的全酶可识别不同类型的启

动子
。

在真细菌中 6 因子在进化关系上分为 。70 和 。, 家族
:
研究较多的 a’0 家族又可分为

几组
。

1 组为主要 6 因子
,

参与指数生长时期大多数基因的转录
,

对细胞生存是必须的
,

又称为管家 。因子
。

2 组包括所有类似主要 。 因子但又非必需的 6 因子
。

3 组在结构上

有别于 1、 2 组
,

参与特殊操纵子的转录
。

A
na

b
ae 肋 Sp

.
Pc c7 120 的 si户 是在八十年代第一个发现的蓝藻 。 因子

,

九十年代后

又发现 5烤刀 和 s心c
。

s 妙 属于 l 组 。 因子 ;s沙 和 s考c 属于 2 组
:
其 中

,

s
ig

B 和 5仓c

基因在去除氮源后瞬时诱导表达
,

但二基因突变并不导致对异形胞分化或固氮能力的任

何影响〔20 :
。

5 了刀￡ c肠
e
occ us

, p
.

P e e 7
00

2 的 sigm
。

因子有 sigA
、

s

igB

、

s
ig

c

、

s

igD

、

s

igE

C

s

igB

和 s烤c 基因在氮饥饿或碳饥饿条件下转录水平显著提高
,

但 sig c 基 因转 录又迅速下降
;

si娜 可能对于生长稳恒期特异的基 因表达起调控作用
一

2 ,
一 。

与二。ho 。, 。 sP
.
P C C 79 42 至

少有一个 1 组 。 因子 rpo
D I 和三个 2 组 。 因子 rPo

D Z 、

甲0 D 3
、

rp
0

D4

:

其中
,

, oD Z 基 因影响

与二c六优occ us sP
.
PC C7 94 2 某些基因表达的昼夜节律刃

一 。

在 与*
c
ha 沙st is ,

p

.

P C C
68 03 全基

因组序列中搜寻到 8 个 。 因子基因
,

其中 si gH
、

si 多 和 si gF 属 3组 。 因子
。

通过对这三个

基因的敲除研究
,

发现 5咭F 突变株在高盐压力下应答蛋 白的诱导严重缺陷
,

在含 855 m M

Na cl 培养基上 7 天内死亡
,

而野生型可 以耐受
。

s

砂 突变株对于短时高光强处理也十分

敏感
。

另外
,

s 烤F 还与细胞表面纤毛的形成有关
。

突变株细胞表面没有纤毛
,

并失去野

生型的向光运动能力
一

2 ,
一

:

si 脚 基因受外界压力的激活而表达
,

特别是在细胞受到热击时

转录水平显著提高
。

点形念珠藻可与苔类植物 A瓜hDc
ero 、

Pu 、tat 。 共生
。

该藻 2 组
。 因子

Si gH 可能参与调控这一过程
C A

.
Pu 、ta

t。 释放的藻殖段诱导因子 (HI F) 可诱导 sigH 基

因转录 ;sigH 基因突变株对 A
.
Pu 二

tat us 感染效率约为野生型的六倍
一

从
:

将 5、刀刃c ho co cc o 7 9 4 2 的 R po DI
,

R
Po

D 3 和 R Po 以 分别重组表达并 纯化
,

与该 种蓝藻

RN A 聚合酶核心酶重组
,

以离体系统测试对大肠杆菌或蓝藻多种启动子的转录活性
。

结

果表明
,

不同组合的全酶识别启动子的特性是相似的
,

可能都从含有 Pri bno 、
一

ro 区 保守序
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列的真细菌启动子启始转录
,

但对于不同启动子又显然存在偏好
一

泛
:
如果不 同的 a 因子

都能识别 Pri bno w 序列
,

那么 2 组 。 因子如何在功能上有别于主要
6 因子? 其 中一种可能

性即是通过与其他调控蛋白相作用
。

3

.

2 N 抚A 和 N tC B

除不同的 6 因子以外
,

Nt

c
A 和 Nt cB 等调控 因子对于 RN A 聚合酶与某些基 因启动子

的识别
、

结合也是必需的
。

N t e A 类 似 eA P (Cat咖li
teaetivatorprotein)家族成员 ,

其 e 端有

一个螺旋
一 转角 一 螺旋结构

,

通常与启动子 一
35 区 GT

A N :TA c 序列结合 ;受调控基因在

启动子
一
10 区有 TA

N 3T 特征序列
,

与 E
.
co li avo 家族启动子一致

。

Nt cB 类似于 场sR 家族

激活蛋白
,

在其 N 末端附近也有一螺旋
一 转角 一 螺旋结构

。

大多数 琢sR 家族成员结合位

点在受控基因转录起始位点上游约 65 碱基处
,

具有 TN
I;A 保守序列特征

。

Nt cA 可控制多种 氮调控基因的表达
,

如 与二ch oc oc
co 7942 的谷氨酞氨合成酶基 因

多耐
、

亚硝酸盐还原酶基因 ni : 等
,

对于利用硝酸盐生长是必需的
。

鱼腥藻
。
t
cA 基因突变

株也不能在含硝酸盐的培养基上生长
,

同时还失去 了异形胞分化和固氮生长能力
。

在 固

氮酶操纵子
n
洲DK

,

谷氨酞氨合成酶基因 91耐
,

异形胞分化基因 het c 启动子区 域都证实

有 Nt cA 结合位点
一

饭
。

另一个调控 蛋 白 Nt cB 对于 鱼腥藻 ni ; 启动子 的激活 也是必 需

的陇
,

而在 5”
ech oc 、cus 794 2 中仅参与亚硝酸盐对

。i
:

操纵子的正调控
:

4 信号传导途径

蓝藻感受外界环境的变化
,

并相应地调整有关基因的表达
、

重新整合生理状态
,

这一

过程需要有信号传导途径的介导
,

其主体是感应环境变化的组氨酸激酶和相应接受磷酸

基团的调控蛋白
,

称二组分信号传导系统 (T
w o一

co

mP
on en

t s
i
gn al

t

~

d uc tio

n s
ys te m )

。

这一

调控机制和不同
a 因子以及 Nt cA

、

Nt cB 等调控蛋白之间可能存在交叉或藕联的关系
。

在

蓝藻中也发现有真核生物类型的 serl Th
r
激酶以及 serl Thr

和卜 磷酸酶画
,

但除了集胞藻

68 03 的 sP kA 证实为爬行运动所必需以外
,

有关基因突变性状都不显著
,

其生理作用和调

节方式有待深入研究
。

而二组分信号传导系统在互补色适应
、

生物钟节律调制
、

细胞分

化
、

向光运动等均起关键作用
。

其 中
,

对于 ca le th 滋
sp
.
Pcc7 60 l( Fre mye

lla d动los 加hon )藻

胆体组分调节过程中信号传导的研究最为系统
。

ca 阮h血76 01 在红光中关闭藻红蛋白基因 聊BA
、

开启藻蓝蛋白基因丛 甲
c召2 A2

;而在

绿光 中则相反
,

故藻体外观上呈现与光质互补的颜色
。

曾有人设想存在一个植物光敏色

素类似成分参加的感光和基因调控机制
,

这一假设在九十年代得到了证实
。

Ca lot
h 血760 1

互补色适应 的信号传导途径至少有 Rc aE
,

R
ca

F 和 R ea C 三个组分
。

其 中
,

Rc aE
N

一

端序列

与光敏色素类光感受器中结合发色团的区域同源
,

C

一

端有作为感受器的组氨酸激酶中 H
,

N

,

Gl

,

F 和 G2 保守序列
一

29

一 。

Rc aF 是一个响应调节蛋白
,

但无 DN A 结合 区域
。

二者编码

基因 rca
E 和 rca

F 仅相距 12bp ,

同向排列
。

Rc aC 是一个特殊的响应调节蛋白
,

其 N
一

端和

C 一

端各有一个磷酸基团受体区域
,

但定点突变证明仅 N
一

端区域对互补色适应必需
;中部

又有一个与某些组氨酶激酶相似的 H2 序列
,

和一个 DN A 结合序列浏
。

根据大量的遗传

学证据
,

Ke ho

e

和 G ro ss
~

提出互补色适应调控模型
。

在感受红光时
,

Rc aE 发挥激酶功

能
,

首先在激酶结构域的一个保守的组氨酸发生 自我磷 酸化
,

再把 磷酸基团传递给 Rc aF
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的一个保守的天冬氨酸残基
。

该磷酸基团相继传递到 Rca C 中部激酶区域 的一个组氨酸

和 N
一

端的天冬氨酸受体
。

被磷酸化的 R ca C 发挥调节功能
,

致使 聊BA 关 闭
、

恻BZ AZ 开

启
。

而在接受绿光时
,

R
ca

E 发挥磷酸酶的功能
,

Rc aC 不被 Rc aF 磷酸化
,

导致 呷BA 开启
、

cPc BZ AZ
关闭

。

在这一模型中共有两个组氨酸和两个天冬氨酸残基参与 了磷酸基团的传

递
,

可见信号传导过程有时如同一个级联式 的
“

继电器
”

系统
,

包含多个步骤
:

与 Rca E 具有类似结构的还有 Ci kA
,

Pl p A

,

C p
hl 等

,

其中
,

Ci k A 在调制蓝藻生物节律中

发挥作用 ;Pl pA 缺失时则不能适应在蓝光 中生长
。

C p
hl 是第一个被识别的蓝藻光敏色素

蛋白
,

通过其组氨酸激酶区域介导响应调控蛋白 Rc PI 的红光
一 远红光可逆磷酸化

,

但其

生理功能不明
一

3 ,
一

:

虽然如此
,

感光区域(或其他理化 因子感受区域 )并非一定与激酶区域

处于同一蛋 白分子
。

另一个蓝藻光敏色素蛋白 CphZ 具有两个发色团结合区域
,

其 中 N
-

端位点可与藻蓝胆素或光敏色胆素自我催化结合
,

但并无组氨酸激酶区域
。

集胞藻 Pc c6803 的向光性是一个比互补色适应更复杂的过程
。

这种爬行运动依赖于

Ty伴 n
一

纤毛
:
从细胞感受光源到纤毛趋动的向光运动依靠一个信号传导途 径的介导

。

业已证明
, 5

1 1 0 0 3 8

, :

1 1

00

了9
, 、

1 1次拜了
, :

1 1口之拜 2 和
511004了在被插人失活时均 导致 负向光性

,

即

藻细胞背离光源运动
:
其中

, 、
11 次弄碑I 具有一个与 R

c
aE 结合发色团保守序列同源 的区域

,

而
、
U O 0 3 8

, 、
U O 0 3 9 与大肠杆菌有关趋化运动基因 。肠Y 相似

, 、U 0 04 了与动毛通 相似
匕’2

一 。

C
he

A

是个组氨酸激酶
,

在大肠杆菌中
,

将来 自氨基酸受体 Ts
r
或 T

ar
的信号传递给响应调控蛋

白 C heY
。

推测 , U 之涅月I 产物是向光运动的光感受器
,

通过 Che A 和 Ch
eY 类似蛋白激活纤

毛运动机制
,

使细胞向光爬行
。

这一系统缺失导致负向光性
,

表明还存在其他控制细胞运

动的光感受体和信号传导途径
:

在更为复杂 的生命活动 中
,

二组分信号系统往往作为庞大的基因调控 网络 中的部分

环节
,

有时起到核心作用
,

但有时可能仅在网络各部分或者阶段间起协调作用
。

这一现象

分别在蓝藻生物节律和异形胞分化的分子机制中得到体现
。

5 蓝藻生物钟

适应地球昼夜周期
,

蓝藻 的基因表达具有生物节律现象
,

称为蓝藻生物钟
。

研究证

明
,

当生物钟节律与外界光照节律更为接近时
,

藻细胞具有较强 的竞争优势
,

具有适应意

义
。

事实上蓝藻 与真核生物 的生物钟无任何联系
,

各 自具有独立的起源
,

这也从另一个方

面体现了生物钟对蓝藻生命活动的重要性
。

利用整合于聚球藻 7942 基因组的 凡、 luxA
B ,

K
on do

T

.

等人发现荧光信号的变化满

足生物钟的三 个判断标准
:
l) 经 12 h 光照/l 2h 黑暗 (U D )处理后

,

在持续光照条件下能在

较长时间内保持 周期约 ld 的节律性震荡
;2) U D 信号的时相或短时黑暗能够调制生物钟

时相 ;3) 在生理耐受限度内的温度变化对生物钟周期没有显著影响
,

即存在温度补偿反

应
。

通过对固体培养基上聚球藻 7942 :: 凡、l以A B 藻落的同步定位观察和记录
,

证实其

荧光素酶基因的表达同样呈现出节律性
,

为突变株 的筛选和生物钟基因的克隆奠定 了基

础
一

3 , :

利用 E M S 诱变获得的 19 个点突变
,

无论表型为周期长度变化
、

图式变化
、

或无节

律
,

均定位于 ka iA
一

ka
i B- ka 记 基因内

。

其中 A 基因单独转录
,

B 和 c 共同转录 ;与 Ps bA I 基

因相似
,

ka
i 基因的表达也呈现出节律性

一

,
一

;
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对 ka 体ka i井ka iC 逐个敲除
,

发现任何一个基因缺失都将使生物钟节律消失
。

ka 沮 与

尸, 融合
,

在 IPT G 诱导超量表达时会使 ka iB C 表达水平过高而不能显示节律
。

相反
,

ka iC

过量表达会抑制 ka iA 和 ka iB C 基因表达
。

更为重要的是
,

对 ka ic 短暂的诱导会改变生物

钟的时相
。

这种改变 的程度与诱导所处的时相有关
:
先于 ka iC 表达峰值时可使后续周期

时相前移
,

后于 ka iC 表达峰值则时相后滞
;人为诱导与 ka iC 预定的峰值之间的时差决定

了相位迁移的大小
。

因此
,

ka
iA 对 ka iB C 起正调控作用

,

而 ka iC 起负调控作用
,

它们共 同

构成了生物钟的核心
,

并形成周期性振荡
。

其 中
,

Ka iC 蛋 白由两个重复的结构域组成
,

即

1 一 2
60 位氨基酸的 CI 区和 261 一 5 19 位的 Cl l 区

。

CI 和 Cn 十分相似
,

各 自可与 Kai A
、

K ai B

或 Kai C 自身相作用
一

35j

。

K al B 分子之间也可 自相作用
。

Sa sA 是一个感应组氨酸激酶
,

它与 Kai C 的复合体在细胞中持续存在
,

而 Kai B 与 Kai C

的复合体则呈节律性变化
:
sa sA 突变株表现为

:
在持续光 照下生长不受影响

,

但在 IJ D

培养条件下
,

生长缓慢 ;Ka iB C 表达量减少到 5% 一10 %
,

ka
iA 表达量约减少一半

,

二者节

律性均消失
。

sa sA 过量表达时抑制 ka iB C 的表达
,

同时也使之失去节律性
。

当 Sas A 被短

暂诱导之后
,

它对生物钟时相的改变方向(延迟或提前)及改变程度与短时诱导 Ka iC 对时

相的改变情况正好相反
。

S as A 极可能与一个 响应调控 因子 (R R )形成二组份信号传导系

统
,

对 ka 沮B C 组成的生物钟核心起着一个放大器的作用
上36

一 。

Ci k A 的 N 端氨基酸序列显示其是一个细菌光敏色素
,

可能起到光接收器 的作用
,

但

缺少与 bi ll n 共价结合 的 Cy
s 或 比s 残基

。

在 ci kA 中部有组氨酸激酶特征性 的 H
,

N

,

D/
F

和 G 保守序列
;在 C 端还有响应调控因子的接收区结构域

。

a kA 突变株生物钟周期较野

生种缩短约 2h
,

但更重要的是
,

在不同时间以一个 5h 的暗处理基本不能对生物钟时相发

生调制 ;而在野生种则可提前或后移 8一10h
。

因此
,

Ci k A 在生物钟的信号输人途径 中发

挥重要作用 仁”〕
。

此外
,

聚球藻的 pex 基因具有延长生物钟周期的作用
,

可能对生物钟的作

用方式有修饰作用
。

u
u

等发现聚球藻基因组中表达水平呈现节律性的基因可大致分为 5 类〔绷
。

其中 1
,

2

,

3 类波形是基本对称的 Si ne 曲线
,

它们之间的区别在于时相不同
,

如 1 类和 2 类 波峰
、

波谷所处时相恰好相反
。

4 类波形不对称
,

呈锯齿状;其余不规则波形归人第 5类
。

同一细

胞内存在不同的周期和时相
,

反映了从生物钟核心发出的节律信号在不同输出途径中分别

进行了调制
。

因此
,

蓝藻生物钟的组织包括信号输人
、

核心部分和不同的信号输出途径
。

6 异形胞的分化

鱼腥藻的丝体 由一列细胞组成
,

在缺氮诱导的条件下
,

其中一些间隔分布的细胞分化

成异形胞进行固氮作用
。

在从营养细胞到异形胞 的分化过程中细胞停止分裂 ;细胞壁外

形成双层包被结构
,

外面是多糖层
,

里面是糖脂层
,

共同形成异形胞内的固氮酶防氧屏障;

细胞内类囊体膜结构和相关酶系也经历 了深刻改组
,

总体上表现为失去光合放氧活性而

呼吸速率大大提高
。

这一生理过程的背后可能隐藏着蓝藻生物学中最为庞大的基因调控

网络川
。

综合基因调控和细胞学证据
,

作者认为异形胞发育过程应分三个主要 阶段
,

即启

动分化
、

细胞分裂终止和形态建成
。

在异形胞发育的起始阶段
,

触艺双基因起关键作用
。

该基 因发生突变时失去形成异形
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胞的能力
,

而克隆于高拷贝质粒或由铜离子诱导的启动子使之过量表达则导致形成成 串

异形胞
,

而且不被硝酸盐或氨盐抑制
一

3 9

一

:

he tR 基因具有 自我调控特征
,

即 het R 是其 自身

缺氮诱导表达的条件
;在缺氮诱导后 0一6h 表达持续增加

,

并且表达 加成 的细胞呈间隔

分布
。

以生物化学和点突变手段证明
,

He tR 蛋白很可能是一个丝氨酸型蛋白酶 娜
,

在发

育起始阶段诱导表达
,

降解某种抑制蛋白或激活某种调控蛋白从而启动异形胞的发育
:

可能与 阮tR 处于同一调控途径的有 Pa tA 基因
:
Pa tA 突变株几乎只能在丝体的末端

形成异形胞
,

从而完全改变了鱼腥藻异形胞的分布图式
:
该基因序列显示其产物类似二

组分信号传导系统中的调控蛋白
,

但无 DN A 结合位点
:
在 Pa 以 突变株过量表达 儿et R 基

因
,

仍只能在丝体末端 产单个异形胞
,

推测 Pa tA 对于 he tR 充分发挥其生理功 能是必须

的
一

’9
’

4 ,
一

:

he tC 基因编码一个消耗 ATP 转运蛋白质或多肤的运载体
,

在缺氮诱导后约 3
.
5h

,

几

乎与 肠tR 基 因同步
,

已经 能够检测 到 he 昭 基 因 的显著表 达
,

并且也被定位 到原异形

胞
、

4 二 :

能tc 基因对于异形胞发育早期细胞分裂的终止起关键作用 he 昭 突变株在缺氮

诱导时可启动 肠tR 基因在间隔分布细胞的表达
,

但这些细胞不能终止分裂
,

从而不能启

动异形胞的形态建成
:
已经证明

,

在成熟异形胞中细胞分裂基因户sZ 不能表达
:
儿以c 如

何转运某种蛋 白或多肚控制细胞分裂基因的表达将成为涉及细胞分裂和分化两个重要领

域的饶有兴趣的问题
。

与 he 沃
、

触tC 等调控分化的基 因不同
,

Pa
ts 对异形胞分化起抑制作用

。

这种抑制作

用对于鱼腥藻异形胞分布图式的形成具有重要作用
。

计算机模拟研究表明异形胞可能产

生某种沿丝体扩散 的物质抑制其他细胞的分化
,

从而形成鱼腥藻的异形胞间隔分布图式
:

Pa ts 基因产物或衍生物可能就是这样一个抑制物
一

43

一
:

该基 因仅编码 17 个氨基酸
,

过量

表达时完全抑制异形胞的形成 ;而缺失则得到许多成串异形胞
,

并且间隔异形胞的营养细

胞数变少
。

Pa
ts 基因的 17 个氨基酸中仅 C

一

端的 5 个氮基酸 RG SG R 对于抑制异形胞的发

育是必须的
: pat s 基因在原异形胞和异形胞特异表达

,

可能 释放 出 c
一

端 5 肤
,

沿丝体扩

散
,

抑制相邻营养细胞启动 分化
,

从而参与决定异形胞发育的图式
:

在形态发生上包被的多糖外层比里面的糖脂层形成较早
:
大约在缺氮诱导后 6一

7h
,

儿那讨 基因开始在间隔分布 的细胞 特异表达
一

铁
:
该基 因突 变时异形胞不能形成多糖

层 ;糖脂层能够形成
,

但由于失去外层的保护易于松脱
。

hen

B

、

帅c 基因突变也导致多糖
层不能形成

,

这两个基因产物可能催化多糖 的合成
。

入印乃 的表达受一个组氨酸激酶基因

heP
K 的调控:权

。

参与糖脂层合成或沉积的基因
,

如 he tM ( h岁B ) h留C
、

心lD
、

he 班 和 棺lK 等
,

可能并非

都受缺氮诱导
,

但至少 加t材 是在缺氮之后的 9h 开始表达
一

44

一
:

糖脂在细胞内合 成之后必

须转运到细胞壁外
,

沉积形成糖脂层
:
而BA C 基因产物可能形成一 个利用 ATP 的细胞膜

上的转运体
。

det, 基因突变时
,

细胞内仍合成糖脂
,

但不能形成包被中的糖脂层
一

欲
:
糖脂

层的沉积还受到细胞表面结构的影响
一

4 ”
一

:

在以上决定异形胞分化的不同阶段基 因之间存在着调控关系
:
在 加tR 突变株 中 h

刃 -

州
、

叙谧
、

加tM 等基因不能表达尸
一

;

he
tc 基因对 加tR 的表达几乎没有什么影响

,

但对 入
咧

基因的表达是必须的 犯 ;
he tR 和 het C 基因都受 瓜叫 基因的调控

。

Nt

c
A 调节异形胞发育
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不 同阶段的基因表达
,

包括异形胞成熟后固氮酶基因丛中 D N A 重排 的发生
。

he 俄 和撇C

等基因的表达也被 Pa 巧 基因编码的 5 肤 R GS GR 抑制;但去除启动子的 pats 基因置于 he
-

川 启动子控制之下同样能形成与野生型相同的异形胞发育图式喊
;

7 展望

如上所述
,

蓝藻分子遗传学在上个世纪九十年代取得了诸多重要进展
,

其中基因组数

据的积累奠定了未来十年本学科发展的基础
:
一些复杂调控网络的解析将依赖于全基因

组规模的对于基因功能的系统研究
。

目前蓝藻基 因组数据中约有半数基因功能不 明甚至

毫无线索
,

需要有高通量的方法弄清它们在生命活动中的作用
。

在其他微生物模式种业

已建立的功能基因组学方法主要包括以下层次
:
(l) 基因的系统

“

敲除
”

;
( 2) 转 录组学 ;

(3) 蛋白组学
;(4) 代谢组学和(5) 生物信息学

。

其中
,

转录组学
、

蛋 白组学方法已 在集胞

藻 6803 获得应用
;生物信息学方法在所有基因组数据的分析中都是必需的

,

但有关蛋 白

相互作用和基因组的比较等方面仍有很大拓展空间
。

基因的系统插人失活将提供有关基

因功能的最直接的证据
,

是包括本实验室在内的若干研究小组 目前正在努力 的目标
。

与

以上各层次相结合
,

代谢组学方法将进一步描绘出更为精细的蓝藻生命活动图景
。

蓝藻可能在一些具有广泛意义的生物学问题上显示特殊的研究价值
,

如生物膜的发

生
、

广宿主内共生等重要生命活动或生命现象的遗传基础
。

类囊体膜是蓝藻进行光合作

用的场所
,

也有呼吸电子传递链
,

但对于具有异养生活能力的蓝藻
,

如集胞藻 6803
,

失去

类囊体膜的突变株仍然可利用糖源正常生长
一

‘
。

对集胞 藻 6803 进 行系统的基因
“

敲除
”

或对随机插入突变株进行定向筛选均可能发现一系列与类囊体发生相关的基因
。

光合膜

系的发生可能成为生物膜发生研究的一个重要模式
,

而其他生物膜系几乎不可能进行类

似的遗传学研究
。

蓝藻中还存在一个特殊的种

—
倪况ob ac te

r 。

诚ace
。。

,

代表着演化的一

个侧支
。

该种具有蓝藻的光合系统
、

藻胆体和光合色素
,

但均位于细胞质膜
,

而细胞 内没

有类囊体膜结构
。

日本 Kaz us
a D N A 研究所 己宣布对该种进行基因组序列分析

,

预测将对

类囊体膜发生的研究起到推动作用
。

念珠藻的广宿主共生现象是微生物与植物相互作用

的一个 十分有趣的模式
,

其宿主涉及到苔类
、

获类
、

裸子植物和被子植物
,

而根瘤菌的共生

范围局限于豆科植物
,

弗兰克氏菌局限于 8 科木本植物
。

对点形念株藻的功能基因组学

研究将可能在这一问题上取得突破
。

蓝藻生物学的其他方 面也将在分子遗传学层次得到深人研究
。

如蓝藻细胞壁的形

成
,

蓝藻的运动
,

细胞分裂等
。

在应用方面
,

水华蓝藻已引起较多关注
,

如微囊藻毒素合成

基因几乎全部获得解析困
,

微囊藻全基因组测序正在进行
。

总之
,

蓝藻分子遗传学在下

一个十年将全面进人基因组时代
,

其研究深度和规模将是空前的
。

但是
,

对于调控途径的

解析仍然不可能脱离对具体基因或产物相互作用关系的细致分析
。

在这一领域
,

我国已

出现若干有一定水准的研究队伍
,

预计在未来十年 内将取得更大的成绩
。

参考文献
:

〔门 王业勤
,

徐旭东
,

黎尚豪
.
蓝藻分子遗传学 十年研究进展仁J〕

.
水生生物学报

,

1

99

1
,

15

:

3 56 一367

〔2 3 助ant D
A Molec公ar bi ol 卿 of

c
yan 山二

te
ria r C〕

,

众
,
司rech口Bo

ston /肠nd on
:
幻uw er Ac ade 而

。
P 七blis be rs

.
19 94



期 孔任秋等
:
蓝藻分子遗传学又十年 629

_
3〕 K五nek 。 T

,

Sat

。
S

,

K
o

t

an
i H

,

et
al

.

5
坷uen ee an al y

sis Of th
e
罗n
o
, Of th e二

eellular eyan obac
terium 与砒无钧

3描 sp
. 5
回
n

咒e6so3
.
H
.
, 闪

uen ee dete

rmi

n ati on of th
e enti 。 罗n

om e an d ass
i孚. len t of 卯t毛加al prot

ein一
e

闭i飞 re 目ons 〔J〕
.
D期 Res

,

l 空灭i
,

3

:
l 田一136

_
4 ’

B

r

ah

ams

h
a

B

.

A 罗
ne ti e

man
ip ul ati

o n syste m fo
r
oc
ean
ie e yan

o
baete ri

a of th
e
罗
nus
与~

人
之
欢砍

“占 互J
_ .

月朋1 Eo ro
n 材ic rob卜

0
1

,

1
99

6

,

6 2
:

1 7 4 7 一1751
_
5_ 双

一
o

l k
C p

.

H

e
t
e r o e

y

s
t

fo

rTna

t
, o n , n

A
n 。
去ae 二

_
C : Bru

n 、
一

、
一

an
d s h

;

!nk

e

ts
L J

.

Pro

k

~

o
t

i

e

D

e v e

l

o

p m

e n
t

.

从
一

。h i
n
爵
on ,

D
C

:

A

me

n

can

s
比 i
e ty fo

r
M i

e
ro b i

o
lo gy

,

2 《XX 〕
.
83一104

_
6二 M ee k

s J C
.
5、叨l〕105 1

;

址t*
een nitr o罗n

一

fi
石ng eyan

o
ba
eteri a an d plan

ts
[J
_ .

B 如及众 ,
,

1
99

8

,

48

:
2

66 一276

7] Cohen M F
,

从
’

al l
i

s

J G

,

C
a

m l
〕悦11 E L

,
e

t
al

.

T

rans

「日为〕n

mu tag

e n s i
s o

f 肠
s
枕
sp
.

~
n ATCC 29133

,
a e

y
an

o

bac

t
e

ri

um

诵th

m d tip l
e ee

llul ar di ffe re
n ti ation 习te rn ati

ves .
肠交

了口
‘。乙砌

,

l 卯4
,

1 的 (Pt lZ )
:7324一7329

〔s ] e

arrasc

o e
,

B
u e

ttn

e r

J
A

,

GO
l d

e n

娜几 而『肚川妇 D N A 。

~

罗me
nt of a eyan

o
ba
etenal hJ切L 罗ne in he te

o
y sts 〔J]

.
尸r况

.

A宙1
.
A 亡

ad

.

义i 刀SA
,

1
99

5

,

9 2
:

7 9 1一5

〔9〕 x u M Q
,

K
a

山
e
sn

,

。)交峭
e
卜 B I‘

r H
,
e r

al

.

B
a e

t
e

n
al

o
ri 目n of a e拍oro plas t i

n
tro
n :eo

nse
o ed se 体spli

eing
p
up 1 in

tro 、
in ey

-

an
o l犯et

e ri a
_
J
_ .

Sc ic 砒
,

1 酬关】
,

2 引l
: 1566 一70

「10 ] Ru山 K
,

J
ak

o

胶
nKS
.
Complex evolutio

~ 叫
tern s oftRNA次

A
脚
up 1 intro、 In cyan ob

a eteri al ra d iati
on _
J〕
.
J B 创交。l

,

1 9 9 9

,

1
8

1

:

3 4 4 5 一51

111: Ik a、a y
,

N ai
t
o

D

,

A
o n o

N

,
e

t 司
.
A oo nse o ed m oti f in 脚

up IC3 intro ns 1
5a new elas sof G入

RA ,
eptor 〔J]

.
1耐
e‘ A e油

Res
,

1卿)
,

2 7
:

1 8 5 9 一65

;12] 乙叱 AJ
,

M 止
voy M M

,

C
ec

h

TR

.

岌ir-
spliei嗯

of th e 尹
up 1in加n fro m A

n月劝
aena

pre
一 t

叭A
:requireme

ntfo rb
ase- 四

rof the
ex ons in the an tic浏on ste m 〔J二

.
B众屺屁m 。勺

,

1
99

3

,

32

:
7 9

46 一53

113 ] Paquln B
,

K
a

th

e

s
D

,

N
i
e

~

e ‘
一

B

aue

r

S A
an d S h

ub
D A

.

浙咨 n an d
evolu ti on of 脚

up 1in肋ns i
n eyan

obac terial tR N A 罗
nes

:J]
.
J B
acte

滚迎
,

1
99

7

,

1
79

:
6 7 9 8 一68肠

〕14] Pa咖
。

B
,

H

e
i

nn

i 邝 A
,

s h 山 n A
.

Spo
ra 山e 山s颐bu ti on of tR N A执 i

n
tro o azno

ng a一 p 呷l
e ha etena:e“d en ee for h ori zo

n
园

trans
mi 哭i

on
朋d

tran

s
降io
on of a脚

up 1intron 一

J 一 J 召act
e
rzo
l

,

1
9 卯

,

1
8

1

:

l 以9一53

〕15二 Fera 门一 L
.

,

M i
c

h
e

l F

.

G ro

u
p

ll
* 协

sp li ein g in tr o ns in ba
eteri a 「J〔

.
、对 ,

,

1

99

3

.

肠月
:35 8一61

_16二 肠山目
en ya A E

.
N on

一

~

o
n

i
e

日 in Lo in、 〔J〕二、
.
“￡

le 交 月e油 及es
,

l 卯s
,

肠
:174 1一s

:17 ] 乙
u x Q

,

H
u

z

.

A
n

na
B i

n
t e

i
n

i
n

R h
o

do

t石
刃

~

、ri
n。 :In dlea t】0 0 o

f re
e e n t i

n t e i
n

h
o

mi

n
g , ros

s re
rno

te ly re l
a ted o rgan

ls
lnS

〔J〕
.
尸八

杖 、泣1 A
cQd 反i L翻

,

1

99

7

,

94

:
7 8

51 一6

〔18
一

M
a

th
y
s

s

,

E

、
+

an

s
J
r
T C

,

C h

u
t
e

I
C

,

e , al
.

C h ar
a e t e n

za
ti o n o

f
a

se 沐
sp licing m ln , I n t e l n

an d i卜 e o n v e o io n in to a u t,
a
园。

。
N

一

an
d

C

一
t
e

~

n
al

e

l
e a

v

铭e
eleme

nts :fa eile p耐
uetion of pro tein bullding bloc ks forprotein 11罗ti on _J_

.
决爬

,

1
99

9

,

23
1

:
l 一 13

:19二 玩 u H
,

H
u

z

,

, i u X Q

.

Pro

t e in

trans

一
s
p l i

o
i
n

g b y
a s

p
l

l
t

i
n
t
e
i
n

e n
e 记ed in a split D naE 罗ne of 与, c人《川‘r。 印

.
p C C 6 80 3

_
J :
.
P , 人血1 A

e
耐 反i 乙酬

.199 8
,

见
:9226一31

:20 ] B r曲
~
ha B

,

H , Ikorn R
.Iden曲eatio

n of multiple RNA 卯l卿
e
~
519刚 阮

torhomolo罗 :n
th
e c)

,

an

o

bac

‘e r i
u
m A

r犯‘叱na

印
.
S tr ai

o 7 12o :C l
oni 叱

,
e

x
l
〕r
es

s
i
o n ,

and

i

nac

t
i
v

曲on of th
e s
沙 an d

s
igC 罗ne

s
「J:
.
J B acter‘〕l

,

1
99

1

,

1
74

:
7 2 7 3 一7282

:2 1] G
n」

l犯
r T M

,

B 叮二t D A
.
Ch
azac

teti
zatr
on of th e 己te

rnat

ive , 阮
tors sigD an d si薛 in 与二

〔
丙
泛兀优

c
心 sp

.
s腼
n
代C 700 2

.

sigE 15 impllca ted i
n

~

“ptlo n of降
t一 e

卿
nen‘司 一

p h

*

一
s

衅
ifie罗nes 〔J:

.
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