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木薯 ftsZ 基因分离及在原核生物中功能初步鉴定
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摘要 ftsZ 基因是控制细胞分裂的关键基因，其蛋白能够在分裂位点形成一个环状结构而影响细

胞分裂。为了研究木薯质体分裂与木薯淀粉品质形成的关系，根据木薯基因组数据库上的预测

序列，设计引物，从木薯基因组中分离了与质体分裂相关的 ftsZ 家族 3 个新基因( ftsZ1，ftsZ2，

ftsZ3) 。分别将它们与荧光蛋白基因( GFP) 融合，构建了 3 个原核表达载体 pET-ftsZ1-GFP、pET-
ftsZ2-GFP、pET-ftsZ3-GFP，并转化大肠杆菌 BL21 ( DE3) 。通过荧光显微镜观察菌体的表型和分

裂，初步鉴定了木薯质体分裂相关基因 ftsZ 家族对细胞分裂的作用。结果显示: 尽管木薯与大肠

杆菌的亲缘关系较远，ftsZ 基因的同源性较低，但是两者表现出相似的功能，木薯 ftsZ 基因的表达

能严重影响大肠杆菌细胞分裂。这一结果为进一步研究木薯 ftsZ 家族基因的功能奠定了基础。
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ftsZ( filamenting temperature sensitive Z) 是从大肠杆

菌的一 种 温 度 敏 感 型 突 变 体 菌 株 中 分 离 得 到 的 基

因
［1］。自从 1980 年第一次克隆到该基因后

［2］，又在多

种生物中得到了 ftsZ 基因的片段。研究表明，在正常

的细胞分裂周期中，ftsZ 基因发挥着不可替代的作用。

FtsZ 蛋白一般在细胞分裂位点的位置聚集形成一个环

状多聚体( Z) 环，这样的环引发并控制原核生物的细胞

分裂的全过程。如果胞内 ftsZ 基因的表达出现异常，

就会导致细胞分裂受阻，同时有可能形成不分裂的长

丝状细胞
［3-5］。FtsZ 蛋白作为原核细胞的一种骨架蛋

白，与真核生物的微管蛋白具有共同的进化祖先
［6］。

在细菌、古细菌中广泛存在 ftsZ 基因，其在进化上非常

保守
［7-8］。后 来，研 究 发 现，植 物 细 胞 的 质 体 也 利 用

FtsZ 蛋白进行分裂。但与细菌中仅含有单一拷贝的

ftsZ 基因不同，植物中的 ftsZ 基因已经进化为 2 个不同

的家族，每种植物至少含有 2 个以上的 ftsZ 基因，并且

在有的植物中形成聚体以加强作用
［9-16］，如: 拟南芥中

的 2 个 FtsZ 蛋白在组装前会形成低聚体的状态
［17］。

质体作为陆地植物具有的最显著特征，是植物代

谢的重要组成，除作为细胞叶绿体光合作用的场所，还

承载了淀粉、脂肪酸、氨基酸、核酸以及某些可溶性蛋

白等重要产物的代谢活动
［18］。按照质体内含物和结构

的不同，质体分为: 有色体、无色体、叶绿体、淀粉质体、

脂肪体、蛋白体等。质体是是真核细胞中具有半自主

性的细胞器，因此质体能在核编码的蛋白指导下进行

自我分裂。质体分裂蛋白包括 FtsZ 、minD 和 minE 等

蛋白质家族。质体的正常分裂增殖保证了细胞分裂过

程中质体存在的比例和连续性，对维持细胞正常功能

极其重要，研究其分裂具有重要的意义。质体分裂包

括淀粉体在内，是一个高度集成的多蛋白参与的过程，

质体分裂过程中任何分裂元件的变化都有可能影响质

体形态和分裂增殖发育，所以，淀粉体的分裂增殖发育

势必会影响到淀粉累积效率和淀粉粒形态和性质。相

关研究发现，ftsZ 基因的过量表达或反义抑制都会改变

质体的数目和形态
［10，20］。因此推断，通过改变以淀粉

为主要产量的农作物质体分裂也可以作为它们品质改

良的一种方法。鉴于淀粉是木薯主要贮藏能量，其颗

粒大小严重影响它们的品质。为了探讨木薯 ftsZ 基因

在木薯淀粉分裂和品质形成中的作用，我们从木薯基
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因组中分离到 ftsZ 基因家族的 3 个同源新基因，并命名

为 ftsZ1 ( JN936179 ) 、 ftsZ2 ( JN936180 ) 、 ftsZ3
( JQ343216) 。为了鉴定它们的功能，我们首先将它们

与荧光蛋白 GFP 融合，之后构建了他们的原核表达载

体，最后转化到大肠杆菌中，经过诱导表达，观察菌体

的变形，对基因的功能进行初步的研究探索，为进一步

研究它们的功能奠定了基础。

1 材料与方法

1． 1 材 料

用于木薯 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3 全长基因与 GFP 融合

的表达载体 pCAMBIA1304、大肠杆菌( Escherichia coli)
DH5α、BL21( DE3) 菌株、pET-30( a) 载体均由本实验室

保存。Taq DNA 聚合酶、各种限制性内切酶、连接酶购

自 Fermentas 公司。PCR 引物由上海生工公司合成，

dNTP 与 PCR 产物纯化回收试剂盒购自爱思进生物技

术( 杭州) 有限公司。其他试剂购自东盛、天恩泽、生工

等公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3 基因的分离 本实验室已克

隆获得木薯 ftsZ1 ( 基因登陆号: JN936179 ) 、ftsZ2 ( 基因

登陆号: JN936180 ) 、ftsZ3 ( 基因登陆号: JQ343216 ) 基

因。ftsZ1 基因大小为 1 449bp，CDS 为 1 248bp，编码

415 个 氨 基 酸; ftsZ2 基 因 大 小 为 1 591bp，CDS 为

1 458bp，编码 485 个氨基酸; ftsZ3 基因大小为 1 639bp，

CDS 为 1 455bp，编码 484 个氨基酸; 3 个基因编码的氨

基酸序列相似性为 73． 4%。采用宝生物工程公司的

PrimeScript RT reagent Kit Perfect Real Time 试剂盒逆

转录合成 cDNA，再以 cDNA 为模板 PCR 扩增，PCR 产

物经过凝胶电泳回收，克隆到 pMD 19-T 载体上，筛

选不同的阳性克隆送大连宝生物公司测序，经过序列

比对分析得到正确的基因序列。
1． 2． 2 原核表达载体的构建及重组质粒的鉴定 根

据所克隆得到的基因序列，以及 pCAMBIA1304 上的酶

切位点设计引物，分别在基因的两端加上适当的酶切

位点，再将扩增产物克隆到 pCAMBIA1304 载体上，筛

选出不同的阳性克隆测序。再次根据 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3
cDNA 序列设计上游引物 F1-P、F2-P、F3-P，在上游引物

5'端加上 BamH Ⅰ酶切位点。根据 pCAMBIA1304 的

mgfp 序列设计下游引物 GFP，在下游引物的 5'端加上

Hind III 酶切位点。各引物序列如下:

F1-P: CGGGATCCATGGCGACACTTCATCTTC

F2-P: CGGGATCCATGGCAGCTTGTGTGTC

F3-P: CGGGATCCATGGCAGCCTGTCTGT

GFP: GGGAAGCTTTTAAGCTTTGTATAGTTC

扩增 ftsZ1-GFP、ftsZ2-GFP、ftsZ3-GFP 的 PCR 反应

条件 为: 以 pCAMBIA1304-ftsZ1、pCAMBIA1304-ftsZ2、

pCAMBIA1304-ftsZ3 为模板，预变性 3 min; 然后 94℃

45 s，58℃ 45 s，72℃ 3 min，共进行 30 个循环，最后

72℃延伸 10 min。PCR 产物经 PCR 产物纯化回收试剂

盒纯化回收后，以 BamH + Hind III 双酶切，再经纯化回

收试剂盒纯化回收酶切产物，连接到同样经过 BamH +

Hind III 双酶切的 pET-30 ( a) 载体上，转化大肠杆菌

DH5α 感受态，在选择培养基上筛选阳性重组子，提取

质粒并用 BamH I + Hind III 双酶切检测。然后将检测

正确的质粒转化 BL21( DE3) 感受态，筛选阳性重组子。

1． 2． 3 原核表达载体在大肠杆菌 BL21 ( DE3 ) 中的表

达与显微观察 将转化有融合 ftsZ1-GFP、ftsZ2-GFP、

ftsZ3-GFP 的重组质粒的大肠杆菌 BL21( DE3) 在 LB 培

养基( 含 50 mg /L Kanamycin ) 上培养后，挑取单菌落

37℃ 过夜培养，次日分别转移到新的液体培养基 于

37℃培养到 OD 值 0． 6 ～ 0． 8 之间，然后加入 IPTG 诱导

5h。同时对转化有 pET-30 ( a ) 空白质粒的大肠杆菌

BL21( DE3) 做同样的处理，以作为对照。取 1ml 菌液

离心制样用于 SDS-PAGE 电泳观察重组蛋白的表达

量。将上述处理的 BL21 ( DE3 ) 细菌培养物滴在载片

上，压片后采用蓝光激发进行荧光观察; 将上述处理的

BL21( DE3) 空菌株培养物稀释后滴在载玻片上，用酒

精灯烘烤固定菌体，压片观察细菌形态。同时，用平板

菌落计数法统计菌落数，定量化分析 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3

基因对大肠杆菌分裂的影响。

2 结 果

2． 1 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3 基因的分离

我们从木薯基因组中分离得到的 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3

基因大小分别为 1 449bp、1 591bp、1 639bp。基因序列

已登录在 GenBank 上，登录号为 ftsZ1( JN936179) 、ftsZ2

( JN936180) 、ftsZ3( JQ343216) 如图 1 所示。

2． 2 原核表达载体的构建与重组质粒的鉴定

GFP 基 因 在 pCAMBIA1304 载 体 上，其 大 小 为

729bp，从木薯基因组中分离得到的 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3

基 因，其 基 因 阅 读 框 架 分 别 为 1 248bp、1 502bp、

1 455bp。通过 PCR 扩增的 ftsZ1-GFP、ftsZ2-GFP、ftsZ3-
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图 1 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3 基因 PCR 结果

Fig． 1 The PCR result of ftsZ1，ftsZ2，ftsZ3 genes
M: DNA marker; A: ftsZ1gene; B: ftsZ2gene; C: ftsZ3 gene

GFP 的长度分别为 1 974 bp、2 187 bp、2 184 bp，其大小

与理论推断吻合。将扩增到的片段用 BamH I + Hind

III 双酶切后连接到 pET-30( a) 载体上，然后用 BamHⅠ
+ Hind III 双酶切鉴定，得到的 DNA 与理论推断长度

一致。DNA 测序证明重组质粒的阅读框正确，整个基

因序列没有发生突变。表达质粒构建的物理过程如图

2 所示，PCR 及重组质粒的酶切鉴定结果见图 3。

图 2 原核表达载体的构建过程

Fig． 2 Construction of the prokaryotic expression vectors
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图 3 ftsZ1-GFP、ftsZ2-GFP、ftsZ3-

GFP PCR 及重组质粒酶切结果

Fig． 3 The results of ftsZ1-GFP，ftsZ2-GFP，

ftsZ3-GFP PCR and enzymic digestion
M: DNA marker; 1，3，5 are the PCR results of ftsZ1-GFP，ftsZ2-

GFP，ftsZ3-GFP respectively; 2，4，6 are the digestions of ftsZ1-GFP，

ftsZ2-GFP，ftsZ3-GFP

2． 3 ftsZ1-GFP、ftsZ2-GFP 、ftsZ3-GFP 重组蛋白的

SDS-PAGE 检测

ftsZ1 、ftsZ2 、ftsZ3 蛋白的分子量约为 43． 3 kDa、

51． 3 kDa、51． 2kDa，GFP 蛋白的分子量约为 27． 3 kDa，

因此 ftsZ1-GFP、ftsZ2-GFP 、ftsZ3-GFP 重组蛋白的分子

量应分别为 70． 6 kDa、78． 6 kDa、78． 5 kDa。pET-30

( a ) - ftsZ1-GFP /BL21 ( DE3 ) 、pET-30 ( a ) - ftsZ2-GFP /

BL21( DE3) 和 pET-30 ( a) - ftsZ3-GFP /BL21 ( DE3 ) 经

IPTG 诱导表达的重组蛋白与预期大小相符合( 图 4) 。

图 4 ftsZ1-GFP、ftsZ2-GFP 、ftsZ3-GFP

重组蛋白的 SDS-PAGE 检测结果

Fig． 4 SDS-PAGE result of recombinant proteins

ftsZ1-GFP，ftsZ2-GFP，and ftsZ3-GFP
M: Marker; 1: Control，cells with pET-30 ( a ) vector after IPTG

induction; 2: Control，cells with pET-30 ( a ) vector without IPTG

induction; 4，6，8: Cells with ftsZ1-GFP，ftsZ2-GFP，ftsZ3-GFP

genes after IPTG induction; 3，5，7: Cells with ftsZ1-GFP，ftsZ2-

GFP，ftsZ3-GFP genes without IPTG induction; The triangle symbol

is labeled recombinant protein

2． 4 菌体观察结果

正常的大肠杆菌菌长为 2 ～ 6 μm，pET-30( a) 空载

体质粒转化的大肠杆菌 BL21( DE3) ，在经过 IPTG 诱导

前后菌体并没有发生明显的变化，细胞的长度仍然保

持在 2 ～ 6 μm 之 间; 而 以 pET-ftsZ1-GFP、pET-ftsZ2-

GFP、pET-ftsZ3-GFP 融合重组表达质粒转化的大肠杆

菌 BL21( DE3) ，在加入 IPTG 前后菌体的形态变化很明

显。加入 IPTG 后，LacZ 启动了 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3 基因

的表达，细菌菌体比对照菌长，甚至有分枝状的菌体出

现; 而未经 IPTG 诱导的转化菌菌体大小与对照菌大小

形态相似( 图 5) 。这些表型与大肠杆菌 ftsZ 突变体所

表现出来的性状类似，这样的结果说明了 ftsZ1、ftsZ2、

ftsZ3 基因的表达，对大肠杆菌的正常分裂有明显的

影响。

图 5 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3 基因在大肠杆菌中的

表达对宿主细胞形态的影响

Fig． 5 Expressions of ftsZ1，ftsZ2，ftsZ3 genes in

E． coli on the effects of morphology in host cells
A: Control，cells with pET-30 ( a ) vector after IPTG induction; E:

Control，cells with pET-30( a) vector without IPTG induction; B，C，

D: Cells with ftsZ1-GFP，ftsZ2-GFP，ftsZ3-GFP genes after IPTG

induction; F，G，H: Cells with ftsZ1-GFP，ftsZ2-GFP，ftsZ3-GFP

genes without IPTG induction． The bars are 10 μm

2． 5 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3 基因在大肠杆菌中的表达对宿

主细胞生长数量的影响

利用 平 板 菌 落 计 数 法，定 量 化 分 析 ftsZ1、ftsZ2、

ftsZ3 基因对大肠杆菌分裂的影响。ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3

基因的表达均能干扰大肠杆菌的分裂，降低其数量( 表

1) 。ftsZ1、ftsZ3 基因的表达使细菌数目降低 3 个数量

级，ftsZ2 基因的表达甚至使细菌数目降低至 5 个数量

级。转入空载体的菌株，添加或未加 IPTG 诱导，细菌

数目无明显变化。
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表 1 ftsZ1、ftsZ2、ftsZ3 基因在大肠杆菌中的表达对宿主细胞生长数量的影响

Table 1 Expression of ftsZ1，ftsZ2，ftsZ3 gene in E． coli effects on host cells growth

处理
pET-ftsZ1-GFP

菌落数( cfu /ml)
pET-ftsZ2-GFP

菌落数( cfu /ml)
pET-ftsZ3-GFP

菌落数( cfu /ml)
pET-30( a)

菌落数( cfu /ml)

未加 IPTG 诱导 2． 52 × 1012 1． 52 × 1012 2． 32 × 1012 3． 14 × 1012

添加 IPTG 诱导 1． 79 × 109 5． 23 × 107 1． 92 × 109 2． 17 × 1012

3 讨 论

迄今为止，人们已经在绝大多数原核生物中发现

了 ftsZ 基因的存在，并且不同物种中的 ftsZ 基因在序列

和结构上呈现高度的保守性
［5］。真核生物 FtsZ 蛋白是

第一个鉴定出的叶绿体分裂相关的基本蛋白
［11-12］。由

于细菌与叶绿体相似的分裂方式，因而在分裂过程中

FtsZ 蛋白可能行使相似的功能。近年来的研究表明，

真核生物质体分裂也有可能遵循着类似于原核生物分

裂的机制
［5，21-22］。但与细菌所不同的是，真核生物中的

ftsZ 基因并不是以单拷贝方式存在而是分为两个不同

的家族
［8，14］。目前研究较多的真核类生物有烟草的两

个 ftsZ 家族，研究者认为不同基因家族之间以及同一

家族内的 ftsZ 基因可能以更加复杂的作用模式在植物

质体分裂中起着重要作用
［23］。

为了研究木薯中 FtsZ 蛋白的作用机制，验证其功

能，了解木薯中与 ftsZ 基因相关的质体分裂机制，我们

将分离得到的 ftsZ 家族的 3 个基因构建了与 GFP 融合

的原核表达载体，转化进大肠杆菌中进行表达与分析。

结果通 过 对 转 化 菌 体 形 态 的 显 微 观 察，ftsZ1、ftsZ2、

ftsZ3 3 个基因的表达都对大肠杆菌的分裂有严重的干

扰作用。图 5 中的每个荧光亮点我们认为是宿主菌中

潜在的分裂位点，说明木薯中 ftsZ 家族的 3 个基因都分

别能正确识别并定位在宿主菌体内的分裂位点上，从

而在分裂部位聚集形成很明显的荧光点，同时干扰菌

体的正常分裂活动，导致菌体成细丝状或出现丝状分

枝。Ward 等
［24］

研究表明，过量表达大肠杆菌的 ftsZ 基

因，可以抑制大肠杆菌的分裂，我们在大肠杆菌中过量

表达木薯 ftsZ 基因，同样抑制了大肠杆菌的分裂 ( 表

1) 。以上试验结果揭示了来自于木薯不同家族的 ftsZ

基因在维持正常的细胞分裂过程中与大肠杆菌的 ftsZ

基因可能担负着的相似的功能。尽管木薯与大肠杆菌

的亲缘关系较远，但仍然对大肠杆菌的分裂有影响，说

明 ftsZ 基因在物种之间的功能有相当高的保守性。植

物中 ftsZ 基因数目的增加和分化使植物的质体分裂机

制比原核细胞的分裂机制要复杂得多，同时它们之间

的相互作用还有待于更加深入的探索研究。
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Isolation of Cassava ftsZ Plastid Division Family Genes and
Preliminary Identification Their Functions in E． coli

GENG Men-tin1，2 YAO Yuan1，2 HU Xin-wen1 GUO Jian-chun2 MIN Yi1，2

( 1 College of Agriculture，Hainan University，Haikou 570228，China)

( 2 Institute of Biotechnology and Bioscience，CATAS，Haikou 571101，China)

Abstract The ftsZ genes are a set of key genes in cell division regulation，and their proteins form a ring
structure at the division site to control the process of cell division． In order to study the relationship between
cassava starch formation and amyloplast division，three cassava ftsZ family genes were isolated and named as
ftsZ1-3． To identify their functions，the ftsZ1-3 genes respectively fused with GFP were expressed in E． coli
BL21( DE3 ) ． The result showed that the expression of cassava ftsZ genes actively affect the E． coli division
although the genetic relationship between cassava and E． coli is far，and the homology of their ftsZ genes is low．
This result will be a foundation for further study the function of cassava ftsZ family genes．

Key words Cassava ftsZ gene family The expression of E． coli Cell division
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