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［摘　要］　 【目的】敲除鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０的ａｌｒ０２６７基因，并对其功能进行初步研究。【方法】克隆获得鱼腥藻

ＰＣＣ　７１２０　ａｌｒ０２６７基因部分片段，通过构建敲除载体，使其与目的基因发生单交换同源重组，从而将鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０
中的ａｌｒ０２６７基因敲除，并对敲除体进行纯化和ＰＣＲ鉴定，然后对ａｌｒ０２６７敲除体和野生型固氮异形胞进行形态观察

和统计，同时采用实时荧光定量ＰＣＲ，在培养不同时间（０，３，８，２４ｈ和１０ｄ）检测野生型和ａｌｒ０２６７基因敲除体中与异

形胞功能相关基因ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７的相对表达量。【结果】鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０　ａｌｒ０２６７基因被成功敲除；在缺

氮条件下培养６～１２ｄ，敲 除 体 异 形 胞 营 养 细 胞 数 的 均 值 明 显 少 于 野 生 型；实 时 定 量 ＰＣＲ分 析 表 明，野 生 型 中

ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７基因表达量均在培养２４ｈ达到最大，敲除体中这３个基因最大相对表达量的出现时间均有

所延迟。【结论】ａｌｒ０２６７基因敲除导致异形胞分化频率增加，同时影响异形胞的正常发育。
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ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ

　　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０（Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ　７１２０）是

一种能固氮的丝状蓝藻，其在缺氮环境下，沿着丝体

每隔一定数 量 的 营 养 细 胞 即 可 分 化 出 一 个 固 氮 细

胞，此固氮细胞被称作异形胞。当鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０
被置于缺氮环境中时，细胞内的α－酮戊二酸开始积

累［１－２］，即使在加氮环 境 下，人 为 地 增 加 蓝 藻 细 胞 内

的α－酮戊二酸也能诱导异形胞的形成［１］。ＮｔｃＡ和

ＨｅｔＲ是异形胞形成的主要调节因子，ＮｔｃＡ能诱导

ｎｔｃＡ表达，也能诱导ｈｅｔＲ的表达［３］；当α－酮戊二酸

大量存在 时，ＮｔｃＡ结 合ＤＮＡ的 能 力 明 显 增 强［４］。

ＨｅｔＲ是一种带 有ＤＮＡ结 合 位 点 的 自 我 降 解 蛋 白

酶［５－６］，其主 要 功 能 是 促 进 ＮｔｃＡ的 进 一 步 富 集，对

ｈｅｔＲ进 行 敲 除 后，蓝 藻 细 胞 不 能 形 成 异 形 胞，但 当

其过量表达时，异形胞出现的频率明显升高［７－８］。
异形胞的糖脂层具有阻止氧气 渗 入 的 作 用，其

对异形胞行使固氮功能具有重要作用［９］。虽然对糖

脂层和多糖层合成有关的酶［１０－１２］已有了 解，但 对 糖

脂被转运到外膜的过程和机制却并不清楚。研究者

一致认为，ＡＢＣ型转运蛋白是异形胞糖脂层形成过

程中所 必 需 的 一 种 转 运 蛋 白［１３－１４］。大 肠 杆 菌 中 的

ＴｏｌＣ是一个贯穿细胞 周 质 空 间 而 连 接 内 外 膜 的 通

道蛋白，参与着毒素分泌和药物的外排［１５］。Ｍｏｓｌａ－
ｖａｃ等［１６］曾 在 异 形 胞 的 外 膜 中 鉴 定 出 与 大 肠 杆 菌

ＴｏｌＣ相 似 的 异 形 胞 糖 脂 沉 淀 蛋 白 Ｄ（ＨｇｄＤ），将

ｈｇｄＤ敲除后，异 形 胞 不 能 形 成 糖 脂 层［１７］。Ｍｏｓｌａ－
ｖａｃ［１８］推测鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０ＴｏｌＣ（Ａｌｒ２８８７）的膜外

结合底物可能为Ａｌｌ２７３６和Ａｌｒ０２６７，但其在鱼腥藻

ＰＣＣ　７１２０外膜蛋白中检测到了Ａｌｌ２７３６与Ａｌｒ２８８７
（ＨｇｄＤ）组成的复合蛋白，且Ａｌｌ２７３６是Ａｌｒ２８８７膜

外结合底 物 的 可 能 性 更 大［１９］。Ｂｌａｃｋ等［２０］通 过 化

学诱变发现基因ｈｇｌＫ（ａｌｌ０８１３）与异形胞糖脂层形

成相关，但并不参与糖脂的合成，其主要功能是将糖

脂定位在 膜 外。Ｓｔａｒｏｎ等［２１］将ｄｅｖＢＣＡ 操 纵 子 或

ｔｏｌＣ（ｈｇｄＤ）敲 除 后，发 现 异 形 胞 都 不 能 形 成 糖 脂

层，经过蛋白质的相互作用，发 现ＤｅｖＢＣＡ和ＴｏｌＣ
组合成了一种由ＡＴＰ驱动的外排泵，负责将糖脂运

输到膜外。本实验室曾对鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０的胞外

蛋白进行了研究，对比加氮和缺氮条件下胞外蛋白

的差异，发现Ａｌｒ０２６７是 缺 氮 条 件 下 所 独 有 的 高 丰

度蛋 白。本 研 究 采 用 单 交 换 同 源 重 组 方 法 敲 除

ａｌｒ０２６７基 因，观 察 鱼 腥 藻 ＰＣＣ　７１２０ 野 生 型 和

ａｌｒ０２６７基因敲除体细胞形态及异形胞数量的变化，
并对异形胞形成相关基因ａｌｌ０８１３（ｈｇｌＫ）、ａｌｌ２７３６、

ａｌｒ２８８７（ｈｇｄＤ）进行荧光定量ＰＣＲ检测，以期为深

入了解ａｌｒ０２６７基因的功能提供参考。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　菌　株　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０（Ａｎａｂａｅｎａ　ｓｐ．
ＰＣＣ　７１２０）、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ＮＥＢ　１０β、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ　ＨＢ　１０１［ｐＲＬ６２３＋ｐＲＬ４４３］、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
ＮＥＢ　１０β［ｐＺＲ６０６（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＪ５００１７９．１）］菌株，
均由美国南达科他州立大学周阮宝教授惠赠。

１．１．２　主要试剂　ＤＮＡ凝胶回收试剂盒，购自生

工生物工程有限公司；ＮｏｔⅠ、ＳｍａⅠ限制性内切酶、
高保 真 ＰＣＲ 酶（ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ　ＨＳ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒ－
ａｓｅ）、ｐＭＤ１８－Ｔ 载 体 试 剂 盒（以 下 简 写 为“Ｔ 载

体”）、Ｔ４ＤＮＡ连 接 酶，均 购 自 ＴａＫａＲａ公 司；２×
Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ，购自北京康为世纪生物科技

有限公司；质粒提取试剂盒、ＳｕｐｅｒＲｅａｌ　ＰｒｅＭｉｘ　Ｐｌｕｓ
（ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ）试 剂 盒、ＦａｓｔＱｕａｎｔ　ＲＴ　Ｋｉｔ（Ｗｉｔｈ

ｇＤＮａｓｅ）试剂盒，均购自天根生化科技有限公司；柱

式细菌ＲＮＡｏｕｔ试剂盒，购自北京天恩泽基因科技

有限公司。

１．２　方　法

１．２．１　鱼 腥 藻ＰＣＣ　７１２０的 培 养 条 件　使 用 的 基

础培养 基 为 Ａｌｌｅｎ－Ａｒｎｏｎ培 养 基［２２］（以 下 简 写 为

ＡＡ培养基），三角瓶所装液体培养基占其注明体积

的３０％（如２５０ｍＬ的三角瓶装７５ｍＬ培养液），培

养温度（３０±２）℃，光照强度５　６００ｌｘ（连续光照），
摇床转速１１０ｒ／ｍｉｎ。后续试验的培养条件如无特

殊说明，均与此条件相同。

１．２．２　引物设计　从蓝藻数据库（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．
ｍｉｃｒｏｂｅｄｂ．ｊｐ／ｃｙａｎｏｂａｓｅ／Ａｎａｂａｅｎａ）中 下 载ｒｎｐＢ、

ａｌｒ０２６７、ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７基 因 序 列，采 用

Ｏｌｉｇｏ７软件进行引物的设计，具体引物序列见表１。

１．２．３　ａｌｒ０２６７基因片段的克隆　取１０μＬ洗涤后

的鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０菌 液，于ＰＣＲ仪 中９５℃裂 解

１０ｍｉｎ。取 裂 解 菌 液８μＬ，加 入５×Ｔａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ　５

μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，上、下 游 引 物（２０
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μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，无 菌 水８μＬ，最 后 加 入 高 保 真

Ｔａｑ酶（２．５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，混 匀。ＰＣＲ反 应 程 序

为：９５℃５ｍｉｎ；９８℃１０ｓ，５５℃５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，

３０个循环；７２℃延伸１５ｍｉｎ；１０℃保温。用１％琼

脂糖凝胶电 泳 检 测 扩 增 产 物，并 按ＤＮＡ凝 胶 回 收

试剂盒说明进行目的条带的纯化回收。
表１　研究所用ＰＣＲ引物及其序列和用途

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｕｒｐｏｓｅｓ　ａｎｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ　ｎａｍｅ

引物序列（５′→３′）Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 用途Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＨＥＰ４３
ＨＥＰ４４

ｇｃｇｇｃｃｇｃＧＴＧＣＴＡＡＣＣＣＡＡＡＴＣＣＴＡＡＴＣＣ
ｃｃｃｇｇｇＧＣＣＴＧＴＴＧＴＡＧＴＧＴＴＧＴＴＣＣＡ

克隆ａｌｒ０２６７Ｃｌｏｎｅ　ａｌｒ０２６７

ＨＥＰ１０１
ＨＥＰ１０２
ＨＥＰ１０３

ＡＴＣＡＧＣＡＴＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＡ
ＡＡＡＧＧＣＴＴＣＡＣＴＧＧＴＡＡＣＧ
ＴＣＣＧＴＡＴＧＴＡＧＣＡＴＣＡＣＣＴ

ａｌｒ０２６７敲除体的鉴定

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｌｒ０２６７ｍｕｔａｎｔ

ＨＥＰ２０３
ＨＥＰ２０４

ＧＧＡＧＣＡＡＧＧＣＣＧＡＡＧＧＡＡＣＴＡＴ
ＡＴＴＧＣＴＴＴＡＣＡＣＧＡＧＧＧＣＧＡＴＴＡ

检测ｒｎｐＢＤｅｔｅｃｔ　ｒｎｐＢ

ＨＥＰ２０７
ＨＥＰ２０８

ＣＡＧＣＡＡＡＡＣＣＣＣＡＧＴＣＴＣＡＣＣＴ
ＡＴＴＣＣＣＧＡＴＴＣＣＣＴＴＧＣＴＧＡＧＴＴＴ

检测ａｌｌ０８１３Ｄｅｔｅｃｔ　ａｌｌ０８１３

ＨＥＰ２０９
ＨＥＰ２１０

ＧＴＧＴＴＧＴＣＧＧＧＴＴＧＣＧＴＡＧＴＧＡ
ＧＴＴＧＡＴＴＴＧＧＴＡＡＡＧＴＴＧＡＴＧＧＡＧＧＡＧＴ

检测ａｌｌ２７３６Ｄｅｔｅｃｔ　ａｌｌ２７３６

ＨＥＰ２１１
ＨＥＰ２１２

ＧＣＣＧＧＣＡＡＧＣＡＴＴＡＧＣＡＡＣＣＴ
ＧＣＣＣＴＣＡＣＧＣＣＧＡＣＡＧＡＡＴＡＡＣ

检测ａｌｒ２８８７Ｄｅｔｅｃｔ　ａｌｒ２８８７

　　注：“ｇｃｇｇｃｃｇｃ”为ＮｏｔⅠ酶切位点，“ｃｃｃｇｇｇ”为ＳｍａⅠ酶切位点。

Ｎｏｔｅ：“ｇｃｇｇｃｃｇｃ”ｉｓ　ＮｏｔⅠｃｕｔｔｉｎｇ　ｓｉｔｅ，“ｃｃｃｇｇｇ”ｉｓ　ＳｍａⅠｃｕｔｔｉｎｇ　ｓｉｔｅ．

１．２．４　ＰＣＲ扩增产物的克隆和鉴定　将经纯化回

收的目的条带连接到Ｔ载体上：目的条带４．７μＬ、

Ｔ载体０．３μＬ、ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ５μＬ，１６℃连接１ｈ。连

接产物 转 化 至Ｅ．ｃｏｌｉ　ＮＥＢ　１０β感 受 态 细 胞 中，取

２００μＬ 转 化 后 的 感 受 态 细 胞 液 涂 布 在 含 １００

μｇ／ｍＬ氨苄西林（Ａｍｐ）的ＬＢ固体培养基上，３７℃
过夜培养。挑选单菌落于４０μＬ无菌水中，充分混

匀，取１０μＬ菌 液 于ＰＣＲ仪 中９５℃裂 解１０ｍｉｎ。
取裂解 菌 液８μＬ，加 入２×Ｔａｑ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ
１２．５μＬ，上、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，无菌水

２．５μＬ，总体积为２５μＬ，混匀。ＰＣＲ反 应 程 序 为：

９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５０℃３０ｓ，７２℃５５ｓ，３０个

循环；７２℃延伸１５ｍｉｎ；１０℃保温。用１％琼脂糖

凝胶电泳检测扩增产物，将能够扩增出预期条带的

单菌落接种于４ｍＬ　ＬＢ液体培养基（含１００μｇ／ｍＬ
Ａｍｐ）中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇 菌 过 夜。选 取２个 单

菌落的菌液送至测序公司进行序列测定，将测序结

果 与 ａｌｒ０２６７ 基 因 完 全 匹 配 的 质 粒 命 名 为

ｐＨＥＰ２０，将 含 有 ｐＨＥＰ２０的 菌 株 命 名 为 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＮＥＢ　１０β［ｐＨＥＰ２０］。

１．２．５　敲除载体的构建和鉴定　使用质粒提取试

剂盒 提 取 ｐＺＲ６０６和 ｐＨＥＰ２０，然 后 用 ＮｏｔⅠ和

ＳｍａⅠ分别 双 酶 切，将 目 的 片 段 连 接 到 酶 切 后 的

ｐＺＲ６０６片 段 上，构 建 过 程 见 图１。双 酶 切 体 系 为：

ＳｍａⅠ０．２μＬ，ＮｏｔⅠ０．２μＬ，１０×Ｔ　Ｂｕｆｆｅｒ　１μＬ，
体积分数０．１％ＢＳＡ　２μＬ，质粒１６．５μＬ，混匀，３７

℃保温３ｈ。１％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，并

按ＤＮＡ凝胶回收试剂盒说明进行目的条带的纯化

回收。取酶切 后 的ａｌｒ０２６７片 段１６．５μＬ、ｐＺＲ６０６
片段５μＬ、１０×Ｔ４Ｌｉｇａｓｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ、Ｔ４ＤＮＡ
连接酶１μＬ，１６℃连接４ｈ。鉴定步骤同１．２．４，但
所用的抗生素为卡那霉素（Ｋｍ，５０μｇ／ｍＬ）。选取２
个单菌落 的 菌 液 进 行 测 序，将 测 序 结 果 与ａｌｒ０２６７
基 因 完 全 匹 配 的 质 粒 命 名 为 ｐＨＥＰ２４，将 含 有

ｐＨＥＰ２４ 的 菌 株 命 名 为 Ｅ．ｃｏｌｉ　ＮＥＢ　１０β
［ｐＨＥＰ２４］。

图１　ａｌｒ０２６７基因敲除载体的构建

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ｏｆ　ａｌｒ０２６７ｇｅｎｅ

１．２．６　ａｌｒ０２６７基 因 的 敲 除　将Ｅ．ｃｏｌｉ　ＮＥＢ　１０β
［ｐＨＥＰ２４］和Ｅ．ｃｏｌｉ　ＨＢ　１０１［ｐＲＬ６２３＋ｐＲＬ４４３］等
体积混合，３７℃下静置培养３０ｍｉｎ。取混合菌液３
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μＬ点在灭过菌的硝酸纤维膜上，待 晾 干 后，在 同 一

位置加上２．５μＬ经超声处理成单个细胞的鱼腥藻

ＰＣＣ　７１２０菌液，晾干后，再 将 硝 酸 纤 维 膜 转 移 到 含

体积分数５％ ＬＢ、无抗生素且添加氮源的ＡＡ固体

培养基中，倒置，２８℃弱 光 培 养２４ｈ。第２天 将 膜

转移到含有２００μｇ／ｍＬ硫酸新霉素（Ｎｍ）且添加氮

源的ＡＡ固体 培 养 基 中，正 置，在４　８００～５　６００ｌｘ
（连续光照）光 照 强 度 下，２８℃培 养１０ｄ左 右。以

Ｅ．ｃｏｌｉ　ＨＢ　１０１［ｐＲＬ６２３＋ｐＲＬ４４３］的菌液代替混合

菌液作为对照，其他步骤不变。

１．２．７　ａｌｒ０２６７敲除体的纯化及ＰＣＲ鉴定　敲除

载体进入蓝藻细胞后，与目的基因进行单交换同源

重组（图２）。
光照培养１０ｄ左 右，挑 出 生 长 良 好 的 菌 落，转

移到ＡＡ／８Ｎ（ＡＡ／８Ｎ培养基表示在 ＡＡ培养基中

添加氮 源，其 他 成 分 均 稀 释８倍）液 体 培 养 基（含

１００μｇ／ｍＬ　Ｎｍ）中 培 养７ｄ。再 用 超 声 波 打 断 菌

丝，使其成为单个细胞，于添加氮源的ＡＡ固体培养

基（含２００μｇ／ｍＬ　Ｎｍ）中划线培养。挑出生长良好

的单个菌落，通过ＰＣＲ鉴 定 基 因 是 否 敲 除 完 全，如

不完 全，继 续 重 复 上 述 纯 化 步 骤 直 至 敲 除 完 全。

ＰＣＲ鉴定原理如图３所示。

图２　敲除载体与ａｌｒ０２６７基因的单交换同源重组

Ｆｉｇ．２　Ｓｉｎｇｌｅ－ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｋｎｏｃｋ－ｏｕｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ａｎｄ　ａｌｒ０２６７ｇｅｎｅ

图３　鱼腥藻ＰＣＣ７１２０　ａｌｒ０２６７基因敲除体的ＰＣＲ鉴定原理示意图

引物 ＨＥＰ１０１／１０２预期扩增条带大小为９８４ｂｐ；引物 ＨＥＰ１０１／１０３预期扩增条带大小为１　０８９ｂｐ

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．７１２０　ａｌｒ０２６７ｇｅｎｅ　ｍｕｔａｎｔ
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ　ｓｉｚｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　ＨＥＰ１０１／１０２ｉｓ　９８４ｂｐ；ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　ＨＥＰ１０１／１０３ｉｓ　１　０８９ｂｐ

　　在原基因非同源区重新设计ＰＣＲ引物，即引物 对ＨＥＰ１０１／１０２，以设计好的 ＨＥＰ１０１为上游引物，
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在ｐＺＲ６０６中设计对应的下游引物（ＨＥＰ１０３），组成

新的引 物 对 ＨＥＰ１０１／１０３。使 用 引 物 对 ＨＥＰ１０１／

１０２进行ＰＣＲ时，野 生 型 和 非 纯 株（存 在 一 些 单 细

胞目的基因未被敲除的蓝藻菌株）能扩增出特异性

条带，而纯化株（所有单细胞的目的基因均被敲除的

蓝藻菌株）却无相应条带；使用引物对 ＨＥＰ１０１／１０３
进行ＰＣＲ时，纯化株和非纯株都能扩增出特异性条

带，而野生型却无相应条带。当采用２对引 物 同 时

ＰＣＲ时，如果是纯化株，那么只 有 引 物 对 ＨＥＰ１０１／

１０３能扩增出条 带，如 果 是 非 纯 株 则２个 引 物 对 都

能扩增出条带。ＰＣＲ反应体系同１．２．４，ＰＣＲ反应

程 序为：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５０℃３０ｓ，７２℃６５
ｓ，３０个循环；７２℃延伸１５ｍｉｎ；１０℃保温。

１．２．８　ａｌｒ０２６７基因敲除体与野生型细胞形态的观

察 　 将 鱼 腥 藻 ＰＣＣ７１２０　ａｌｒ０２６７ 敲 除 体 （以

Δａｌｒ０２６７表 示）与 野 生 型 一 同 置 于 ＡＡ／８培 养 基

（在ＡＡ培养基不添加氮源，其他成分均稀释８倍）
中培养，一共培养１２ｄ，每 隔２４ｈ于 超 净 台 中 取１
ｍＬ菌液，低速离心，去上清，用去离子水悬浮沉淀，
然后用荧光显微镜观察异形胞的分化和发育，统计

异形胞之间营养细胞的个数。

１．２．９　基因表达的Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检 测　将 鱼 腥

藻ＰＣＣ　７１２０野 生 型 与Δａｌｒ０２６７分 别 置 于 加 氮 与

缺氮培养基中培养，培 养 时 间 为０，３，８，２４ｈ和１０
ｄ。使用柱式细菌ＲＮＡｏｕｔ试剂盒提取蓝藻ＲＮＡ，
用ＦａｓｔＱｕａｎｔ　ＲＴ　Ｋｉｔ（Ｗｉｔｈ　ｇＤＮａｓｅ）试 剂 盒 进 行

ｃＤＮＡ 的 合 成，ＳｕｐｅｒＲｅａｌ　ＰｒｅＭｉｘ　Ｐｌｕｓ（ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ）试 剂 盒 进 行ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７基 因

实时荧光定量分析，每个样品均重复检测３次。取

已稀释１０倍 的ｃＤＮＡ模 板１μＬ，加 入ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ　９μＬ，正、反向引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各０．３μＬ，

２×Ｓｕｐｐｅｒ　Ｒｅａｌ　ＰｒｅＭｉｘ　Ｐｌｕｓ　１０μＬ，混匀。ＰＣＲ反

应程序为：９５℃１５ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５５℃２０ｓ，７２
℃１５ｓ，５０个循环；溶解曲线分析条件：起始温度６２
℃，终止温度９５℃，升温率为０．５℃／５ｓ。本研究

以ｒｎｐＢ［２３］为内参基因，采用２－ΔΔＣｔ法分析缺氮培养

条件下样品中的目的基因相对于加氮条件下的表达

量。

１．３　数据处理

使用ＳＰＳＳ软件对试验数据进行ｔ检验。

２　结果与分析

２．１　ａｌｒ０２６７基因部分片段的克隆

采用引物ＨＥＰ４３／４４进行ＰＣＲ扩增，扩增出的

条带大小为７５０～１　０００ｂｐ，与预期大小（８３４ｂｐ）相

符（图４）。

图４　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０　ａｌｒ０２６７基因

部分片段的ＰＣＲ扩增

Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ａｌｒ０２６７部分克隆片段

Ｆｉｇ．４　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．

７１２０　ａｌｒ０２６７ｇｅｎｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔ
Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１．ＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｏｆ　ａｌｒ０２６７

２．２　ａｌｒ０２６７克隆片段及其敲除载体的鉴定

将连 接 到 Ｔ载 体 的 转 化 子 进 行 菌 落 ＰＣＲ检

测，结果（图５）显 示，所 挑 取 的１０个 单 菌 落 都 扩 增

出了预期条带（８３４ｂｐ）；选 取２个 扩 增 出 预 期 条 带

的转化子进 行 测 序，发 现 测 序 结 果 与ａｌｒ０２６７基 因

的比对 结 果 完 全 匹 配（文 中 未 列 出）。将 连 接 到

ｐＺＲ６０６的转化子 进 行 菌 落ＰＣＲ检 测，结 果（图６）
显示，所挑 取 的６个 单 菌 落 都 扩 增 出 了 预 期 条 带

（８３４ｂｐ）；选取２个扩增 出 预 期 条 带 的 转 化 子 进 行

测序，发现测 序 结 果 与ａｌｒ０２６７基 因 的 比 对 结 果 也

完全匹配（文中未列出）。

图５　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０　ａｌｒ０２６７基因连接Ｔ载体后的ＰＣＲ检测

Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～１０．连接到Ｔ载体后的转化子，预期条带大小为８３４ｂｐ

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ｃｌｏｎｅ　ｏｆ　Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．７１２０　ａｌｒ０２６７ｇｅｎｅ
Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－１０．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ，ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｗａｓ　８３４ｂｐ
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２．３　ａｌｒ０２６７敲除体的纯化及ＰＣＲ鉴定

将经转化处理的鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０置于添加氮

源的ＡＡ固体培养基（含１００μｇ／ｍＬ　Ｎｍ）中培养１５
ｄ后，对照组未见蓝藻菌斑，而试验组有蓝藻菌斑形

成，表明敲除载体已整合到蓝藻细胞的基因组中，使
其获得了抗性（图７）。纯化３次后，经ＰＣＲ鉴定（图

８）发现，野生型采用引物 ＨＥＰ１０１／１０２能扩增出预

期的条带，而采用引物 ＨＥＰ１０１／１０３却不能扩增出

预期的条带；敲除体采用引物 ＨＥＰ１０１／１０２不能扩

增出预期的条带，而采用引物 ＨＥＰ１０１／１０３却能扩

增出预期的条带。综上可知，ａｌｒ０２６７基因已被敲除

且敲除体已纯化。

图６　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０　ａｌｒ０２６７基因

敲除载体的ＰＣＲ检测

Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～６．连接ｐＺＲ６０６的转化子，

预期条带大小为８３４ｂｐ

Ｆｉｇ．６　ＰＣＲ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｖｅｃｔｏｒ　ｏｆ

Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．７１２０　ａｌｒ０２６７ｇｅｎｅ
Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－６．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ，

ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ　ｏｆ　ＰＣＲ　ｗａｓ　８３４ｂｐ

图７　ａｌｒ０２６７基因的敲除

Ａ为对照组，Ｂ为试验组；左图为培养起始阶段，

右图为培养１５ｄ后；从上至下顶部为稀释２倍的蓝藻菌液，

中部为稀释４倍的蓝藻菌液，底部为稀释８倍的蓝藻菌液

Ｆｉｇ．７　Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｌｒ０２６７ｇｅｎｅ
Ａ．Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｂ．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｇｒｏｕｐ；Ｌｅｆｔ．Ｉｎｉｔｉａｌ　ｔｒａｉｎｉｎｇ　ｐｈａｓｅ，Ｒｉｇｈｔ．

Ａｆｔｅｒ　１５ｄａｙｓ；Ｔｈｅ　ｔｏｐ　ｏｆ　ｐｉｃｔｕｒｅ　ｗａｓ　ｄｉｌｕｔｅｄ　ｂｙ　ｔｗｏ　ｔｉｍｅｓ，ｔｈｅ

ｍｉｄｄｌｅ　ｏｆ　ｐｉｃｔｕｒｅ　ｗａｓ　ｄｉｌｕｔｅｄ　ｂｙ　ｆｏｕｒ　ｔｉｍｅｓ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｂｏｔｔｏｍ　ｏｆ

ｐｉｃｔｕｒｅ　ｗａｓ　ｄｉｌｕｔｅｄ　ｂｙ　ｅｉｇｈｔ　ｔｉｍｅｓ

图８　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０Δａｌｒ０２６７的ＰＣＲ鉴定

Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１、４．野生型；２、５．敲除体Ⅰ；３、６．敲除体Ⅱ

Ｆｉｇ．８　ＰＣＲ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｔａｎｔ　ｏｆΔａｌｒ０２６７
Ｍ．ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１，４．Ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ；２，５．ＭｕｔａｎｔⅠ；３，６．ＭｕｔａｎｔⅡ

２．４　ａｌｒ０２６７基因敲除体与野生型异形胞的观测

鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０的营养细胞需要进行光合作

用，而藻胆蛋白在蓝藻中主要承担着光的吸收，在蓝

色激发光下能发出红色荧光［９］。成熟异形胞的主要

功能是固氮，而氧气能抑制固氮酶的活性［９］，故在成

熟的异形胞中藻胆蛋白的量很少，成熟异形胞在蓝

色激发光下所发出的红色荧光很弱甚至观察不到。
在缺氮条件下，蓝藻细胞会降解已有的藻胆蛋白来

补充氮源［９］，这会导致营养细胞藻胆蛋白含量下降，
所发的红色荧光将会减弱。从图９可见，在 缺 氮 条

件下培养２４ｈ后，野生型鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０的异形

胞开始成熟；野生型与Δａｌｒ０２６７的营养细胞所发的
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红色荧光有弱有强，很不均匀，且野生型的异形胞为

椭圆形，而Δａｌｒ０２６７的 则 近 似 为 圆 形；野 生 型 的 营

养细 胞 比Δａｌｒ０２６７的 大，Δａｌｒ０２６７的 营 养 细 胞 较

为短 小。缺 氮 培 养４８ｈ后，野 生 型 和Δａｌｒ０２６７异

形胞的形态趋于相同。

图９　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０野生型与Δａｌｒ０２６７缺氮培养后的细胞形态观察

ａ、ｂ为野生型；ｃ、ｄ为Δａｌｒ０２６７；ａ、ｃ在缺氮条件下培养；ｂ、ｄ在蓝光下激发；

字母后的数字表示培养时间（ｄ）；箭头所指为异形胞；标尺为１０μｍ

Ｆｉｇ．９　Ｃｅｌｌ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ａｎｄΔａｌｒ０２６７ｉｎ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ－ａｂｓｅｎｔ　ｍｅｄｉｕｍ
ａ　ａｎｄ　ｂ　ａｒｅ　ｗｉｌｄ　ｔｙｐｅ，ｃ　ａｎｄ　ｄ　ａｒｅΔａｌｒ０２６７；ａ　ａｎｄ　ｃ　ａｒｅ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｉｎ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ－ａｂｓｅｎｔ　ｍｅｄｉｕｍ，ｂ　ａｎｄ　ｄ　ｅｍｉｔ　ｒｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｕｎｄｅｒ　ｂｌｕｅ

ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ　ｌｉｇｈｔ；Ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ａｆｔｅｒ　ｔｈｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈｅ　ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ　ｄａｙｓ；Ａｒｒｏｗｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｈｅｔｅｒｏｃｙｓｔ；Ｔｈｅ　ｓｃａｌｅ　ｂａｒ　ｉｓ　１０μｍ

　　对鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０野生型和Δａｌｒ０２６７异形胞

之间营养细胞数的均值进行ｔ检验，结果表明，在培

养 的 １～４ｄ，二 者 的 差 异 达 极 显 著 水 平（Ｐ＜
０．００１）；５ｄ时Ｐ＝０．１３６，差异不显著；６～１２ｄ时二

者具有极显著差异（Ｐ＜０．００１）。由表２可知，鱼腥

藻ＰＣＣ　７１２０野生型和Δａｌｒ０２６７在缺氮条件下培养

１～４ｄ，两者异形胞 之 间 营 养 细 胞 数 的 均 值 差 异 虽

然达到极显著水平，但均值不稳定；５ｄ后，营养细胞
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数均值的差异越来越明显且很稳定，野生型的均值

始终大于Δａｌｒ０２６７。且培养５ｄ后，Δａｌｒ０２６７异形

胞之间营养细胞数的均值增加缓慢，而野生型却还

在不断增加。
上述结果表明，ａｌｒ０２６７基因的敲除影响了异形

胞的正常发育。
表２　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０野生型与Δａｌｒ０２６７异形胞之间营养细胞数的比较

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｎｕｍｂｅｒｓ　ｏｆ　ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ　ｃｅｌｌｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｈｅｔｅｒｏｃｙｓｔｓ　ｏｆ
Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ　７１２０Δａｌｒ０２６７ａｎｄ　ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ

时间／ｄ
Ｔｉｍｅ

Δａｌｒ０２６７
平均细胞数

Ａｖｅｒａｇｅ　ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ　ｃｅｌｌｓ

标准方差
Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

样本数
Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ

野生型 Ｗｉｌｄ　ｔｙｐｅ
平均细胞数

Ａｖｅｒａｇｅ　ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ　ｃｅｌｌｓ

标准方差
Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ

样本数
Ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ

显著性分析
Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ

１　 １３　 ４　 ８２　 １９　 ９　 １８０ ＊＊＊
２　 １７　 ６　 １５８　 １４　 ６　 １１０ ＊＊＊
３　 １９　 ６　 １５３　 ２１　 ８　 １３５ ＊＊＊
４　 １６　 ６　 １５１　 ２４　 １１　 １６７ ＊＊＊
５　 ２２　 ８　 １６５　 ２１　 ８　 １９１
６　 ２２　 ８　 １１９　 ２７　 １０　 １４４ ＊＊＊
７　 ２３　 ８　 １０５　 ３２　 １２　 １２２ ＊＊＊
８　 ２４　 ９　 １２８　 ３２　 １２　 １６４ ＊＊＊
９　 ２５　 ８　 ２６０　 ３５　 １４　 １４０ ＊＊＊
１０　 ２５　 ９　 １９８　 ３２　 １２　 １６４ ＊＊＊
１１　 ２６　 ９　 １７９　 ３６　 １５　 １１２ ＊＊＊
１２　 ２６　 ９　 １６３　 ３７　 １６　 １１６ ＊＊＊

　　注：表中标准方差为平均细胞数的标准方差，样本数为以异形胞为端点的蓝藻菌丝段数；＊＊＊表示Ｐ＜０．００１。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ　ｒｅｆｅｒｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ａｖｅｒａｇｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅｓ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｏｆ　ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ　ｓｅｇｍｅｎｔｓ　ｂｅ－

ｔｗｅｅｎ　ｔｈｅ　ｈｅｔｅｒｏｃｙｓｔｓ；＊＊＊ ｍｅａｎｓ　Ｐ＜０．００１．

２．５　ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７基因表达的检测

鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０野 生 型 和 Δａｌｒ０２６７在 培 养

０，３，８，２４ｈ和１０ｄ时，ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７基

因ｍＲＮＡ表达的Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测结果见图１０。

图１０　鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０野生型与Δａｌｒ０２６７中ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７基因表达的实时定量分析

Ｆｉｇ．１０Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ａｌｌ０８１３，ａｌｌ２７３６，ａｎｄ　ａｌｒ２８８７ｏｆ
ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ａｎｄΔａｌｒ０２６７ｏｆ　Ａｎａｂａｅｎａｓｐ．ＰＣＣ　７１２０

　　由 图１０－ａ可 见，鱼 腥 藻 ＰＣＣ　７１２０野 生 型 的

ａｌｌ０８１３基因相对表达量于培养３ｈ开始上升，２４ｈ
达到最大；Δａｌｒ０２６７在培养３，８和２４ｈ的相对表达

量逐步上升，但均维持在较低水平，于培养１０ｄ时

达到最大值；２４ｈ时 二 者ａｌｌ０８１３基 因 相 对 表 达 量

的差值达到最大，且Δａｌｒ０２６７的相对表达量极显著
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低于野生型（Ｐ＜０．０１）。
鱼腥藻ＰＣＣ　７１２０　ａｌｌ２７３６基因和ａｌｒ２８８７基因

的相对表达量变化相似（图１０－ｂ，ｃ），在野生型中均

以培养３，８ｈ时相对表达量较低，于培养２４ｈ达到

最大值。在Δａｌｒ０２６７中，培 养３，８和２４ｈ的 相 对

表达量基本没有变化，且均维持在较低水平，于培养

１０ｄ达到最大值；但二者培养２４ｈ时相对表达量的

差值最大，且Δａｌｒ０２６７的相对表达量极显著低于野

生型（Ｐ＜０．０１）。
综 上 所 述，ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７在 ＰＣＣ

７１２０野生型中的最大相对表达量都出现在 培 养２４
ｈ，而此时Δａｌｒ０２６７中的相对表达量 均 维 持 在 较 低

水平，最 大 相 对 表 达 量 出 现 时 间 明 显 推 后，表 明

ａｌｒ０２６７的敲除影响了ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７的

正常表达。

３　讨论与结论

Ｅｈｉｒａ等［１１］分 析 了 缺 氮 条 件 下 鱼 腥 藻 ＰＣＣ
７１２０基因组的表达情况，将缺氮培养２４ｈ内基因的

表达分为三大类，即３，８和２４ｈ表达簇，他发现在

缺氮条件下培养２４ｈ时，与异形胞糖脂层形成有关

的基 因ｈｇｌＥ、ｈｇｌＤ、ｈｇｌＣ 出 现 高 表 达。ａｌｌ０８１３、

ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７ 基 因 与 异 形 胞 糖 脂 层 形 成 相

关［１７－２０］，其中ａｌｒ２８８７（ＨｇｄＤ）作 为 一 种 外 排 泵，参

与次生代谢产物的外排以及蓝藻抗药性的形成［２４］，
并参与ａｌｒ０２６７的分泌［２５］。在 缺 氮 培 养 条 件 下，鱼

腥藻ＰＣＣ　７１２０野生型的ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６、ａｌｒ２８８７
基因均在培养２４ｈ时达到最大值，表明其均属于２４
ｈ表达簇。而在Δａｌｒ０２６７中，由于ａｌｒ０２６７被敲除，

ａｌｌ０８１３、ａｌｌ２７３６和ａｌｒ２８８７最大相对表达量出现时

间明显延迟。Ｐａｕｌｏ等［２６］发现，ａｌｒ０２６７的突变体不

能形成正常的糖脂层，故当ａｌｒ０２６７被敲除时，糖脂

层的构建受阻，从而阻遏了与糖脂层形成相关基因

ａｌｌ０８１３（ｈｇｌＫ）、ａｌｌ２７３６和ａｌｒ２８８７（ｈｇｄＤ）的 正 常

转录与翻译。
本研究结果表明，缺氮培养６～１２ｄ，异形胞在

敲除体中出现的频率明显高于野生 型。对ａｌｒ０２６７
基因序列进 行 分 析 发 现，在ａｌｒ０２６７起 始 密 码 子 上

游 ５８ 位 点 处 存 在 与 ＮｔｃＡ 结 合 的 位 点

ＴＧＴＮ９ＡＣＡ［２７］，而ＮｔｃＡ是异形胞形成的主要调节

因子［３］。ａｌｒ０２６７基 因 的 敲 除 可 能 增 强 了 ＮｔｃＡ的

调节能力，使 异 形 胞 出 现 频 率 增 加。可 见ａｌｒ０２６７
能影响 鱼 腥 藻ＰＣＣ　７１２０异 形 胞 的 形 成 频 率，且 将

其敲除后会影响异形胞的正常发育。
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