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摘要:原核生物中 S2P 参与应答外界环境刺激，然而行光合作用的蓝细菌-集胞藻 PCC6803 的 S2P 同源蛋白

功能未知。【目的】考察集胞藻 PCC6803 中 S2P 同源蛋白 sll0862 是否参与外界环境刺激的应答。【方法】监

测在高温和氧化胁迫的条件下 sll0862 基因缺失突变株与野生株在生长速率或存活率上的差异，利用水样调

制叶绿素荧光仪(water-PAM，脉冲-振幅-调制叶绿素荧光仪) 测量在高温和氧化胁迫的条件下突变株与野

生株叶绿素荧光参数的差异，来考察其光合作用差异。【结果】sll0862 突变株与野生株在正常的培养环境中

生长速率并无差异，但是将 sll0862 突变株与野生株在 48℃ 加热处理半小时后，sll0862 突变株的存活率明显

低于野生株。当初始 OD730 值为 0. 1 的藻液中添加终浓度为 1 mmol /L 双氧水的时候，sll0862 突变株的生长

速率比野生株明显低，而且 氧 化 胁 迫 条 件 下 突 变 株 与 野 生 株 的 调 制 叶 绿 素 荧 光 有 差 异。【结 论】集 胞 藻

PCC6803 中 sll0862 基因的缺失导致突变体对高温与氧化胁迫响应出现缺陷，提示有功能的 sll0862 参与响

应热和氧化胁迫。研究结果为进一步阐述 S2P 同源蛋白 sll0862 在集胞藻 PCC6803 中的功能奠定基础。
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受控的膜内蛋白水解 (Regulated intramembrane
proteolysis，RIP) 是 一 种 通 过 招 募 膜 整 合 蛋 白 酶 以

切割膜内调控蛋白进而调节跨膜信号转导的保守机

制
［1］。在正常 条 件 下 细 胞 内 的 调 控 蛋 白 被 束 缚 于

细胞膜上，而在一些胁迫压力下，比如高温、高盐、低
温以及氧化胁迫等，膜整合蛋白酶被激活而切割释

放特定膜内调控蛋白将胞外信号传递到基因组，启

动一系列的基因表达调控以应对胁迫。从细菌到人

类的多种生物都发现这种机制传递跨膜信号以应答

外界环境的变化
［2］。S2P( site-2 protease，位点 2 蛋

白酶) 作为人体内的膜整合蛋白酶能够切割锚定于

高尔基体膜上的转录因子 SREBPs 调节胆固醇和脂

肪酸的代谢
［3 － 5］。我们的研究始于光合生物中最先

发现的 S2P 同 源 蛋 白 EGY1，它 定 位 于 拟 南 芥 叶 绿

体，负责调控叶绿体内囊体膜的发育以及脂肪酸的

合 成，EGY1 蛋 白 的 表 达 受 到 强 光 和 乙 烯 的 诱

导
［6-7］，而另一个 S2P 同源蛋白 EGY2 则影响下胚轴

的生长
［8］。细菌中 S2P 主要参与响应外界胁迫，如

大肠杆菌 sigma 因子 σE 介导的胁迫响应受 S2P 的

级联信号调 控。σE 基 因 下 游 共 转 录 的 RseA 是 跨
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膜的抗 σ 因子，它紧密地结合 σE，限制其与 RNA 聚

合酶核心 酶 结 合
［9］。在 周 质 空 间 错 误 折 叠 蛋 白 的

诱 导下，RseA 先后被 DegS (S1P) 和 RseP (S2P) 切

割，最 终 释 放 σE 到 核 区 启 动 相 关 基 因 的 转

录
［10 － 14］。类似的机理:S2P 参与调控 σ 因子响应外

界信号在越来越多的细菌中被发现。例如革兰氏阴

性 菌 绿 脓 杆 菌 ( Pseudomonas aeruginosa ) 中 S2P-
MucP 切割抗 σ 因子 MucA，释放 σ 因子 AlgU［15］;支

气管 败 血 波 氏 杆 菌 ( Bordetella bronchiseptica ) 的

S2P-HurP 切 割 抗 σ 因 子 HurR，释 放 σ 因 子

HurI［16］; 革 兰 氏 阳 性 菌 枯 草 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus
subtilis) 的 S2P-RasP 切 割 抗 σ 因 子 RsiW，释 放

σW［17 － 18］。
作为叶绿 体 先 祖 的 蓝 细 菌 也 有 编 码 S2P 同 源

蛋白的基因，但功能迄今未见报道。集胞藻 6803 中

有 4 个 编 码 S2P 同 源 蛋 白 的 基 因: sll0862、slr0643、
sll0528、slr1821，本 实 验 室 检 测 到 体 外 重 组 表 达 的

sll0862、slr0643 蛋白具有金属蛋白酶活性
［19］。为了

研究其 体 内 功 能，我 们 构 建 了 sll0862、slr0643 的 缺

失突变株，在正常培养条件下 sll0862 突变体与野生

株的 生 长 速 率 等 多 种 指 标 无 明 显 差 异
［20］，提 示

sll0862 蛋白可能在胁迫环境下行使其特定的作用;

故本文在已经构建的 sll0862 缺失突变株的基础上，

系统研究突变株与野生株在热胁迫与氧化胁迫下的

生理指标，寻找 sll0862 可能参与的胁迫响应及其功

能。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 主 要 材 料: 集 胞 藻 PCC6803 野 生 株 购 自

ATCC，sll0862 缺失突变株由本实验室构建
［20］。

1. 1. 2 主 要 仪 器:紫 外 分 光 光 度 计 UV2300 ( 上 海

天美科学 仪 器 有 限 公 司 ) ，water-PAM ( 德 国 泽 泉 科

技有 限 公 司 ) ，PCR 仪 器 Icycle ( 美 国 BIO-RAD 公

司)。
1. 2 培养方法

集胞藻 PCC6803 使用 BG11 培养基，培 养 条 件

为温度 30℃ ，30 μE /m2·s 连续光照和转速为130 r /
min 的 摇 瓶

［21］。采 用 固 体 培 养 基 时，需 添 加 0. 3%
的硫 代 硫 酸 钠、8 mmol /L 的 TES ( PH 为 8. 2 ) 和

1. 5% 的琼脂。sll0862 缺失突变体在液体和固体培

养基中培养 时 添 加 50 μg /mL 的 卡 那 霉 素 或 者 25
μg /mL 的氯霉素。
1. 3 测定生长曲线

初始接 种 OD730 值 为 0. 1 的 藻 液，每 天 取 1 次

样，用 UV2300 型 分 光 光 度 计 测 定 OD730 值，绘 制 生

长曲线。氧化胁迫的条件下，在初始 OD730 值为 0. 1
的藻液中添加终浓度为 1 mmol /L 的双氧水，培养条

件为温度 30℃ ，30 μE /m2·s 连续光照和转速为130
r /min 的 摇 瓶; 高 温 胁 迫 培 养 条 件 为 温 度 40℃ ，30
μE /m2·s 连续光照和转速为130r /min 的摇瓶，每天

取 1 次样测定 OD730 值，绘制生长曲线。
1. 4 热击后存活率的测量

用 eppendorf 管各取初始 OD730 值为 0. 1 的藻液

1 mL［22］，在 48℃ 下 加 热 30 min 或 45 min 后，取 10
μL 点样于固体培养基上，等藻液完全被固体培养基

吸收后，放置在培养箱中培养 7 天后观察藻的生长

情况。
1. 5 叶绿素荧光参数的测量

叶绿素 荧 光 参 数 用 脉 冲 调 制 荧 光 仪 WATER-
PAM 进行测定，测量前集胞藻 PCC6803 进行暗处理

5 min，实际光 量 子 产 量 ( yield) 和 相 对 电 子 传 递 速

率(ETR) 可直接从荧光仪上读出，其中测量光强为

0. 01 μE /m2·s，饱 和 脉 冲 为 4000 μE /m2·s。yield =
(Fm' － Ft) / Fm' = ΔF /Fm，( 其中 Fm'代表光适应的

样品打开饱和脉冲时得到的最大荧光产量，Ft 代表

任一给定时间测量得到的荧光产量，它反映了样品

的还原状 态 和 能 态 )。ETR = Yield × PAR × 0. 5 ×
0. 841(ETR 的计算公式基于如下假设:(1)Yield 代

表全部光合量 子 产 量;(2) PAR 代 表 入 射 到 样 品 的

光合有效辐射强度，单位为 μmol /m2·s 传递一个电

子需要吸收2个光子，因为光合电子传递需要 2 个光

系统的参与( 系数 0. 5) ;(3) 假定入射光强有 84%
被藻吸收( 系数 0. 841)。

2 结果

2. 1 野生株与突变株在正常生理条件下的生长曲

线的测量与比较

PCR 验证突变体基因的敲除情况，如图 1-A 所

示:wild type 所 指 示 的 条 带 为 野 生 株 0862 的 PCR
扩 增 产 物，Δsll0862-kam 所 指 示 的 条 带 为 突 变 株

PCR 的扩增产物，突变株的基因组里面没有野生株
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的拷贝，由此可见，嵌入卡那霉素抗性基因使野生株

的 sll0862 完全 被 敲 除。同 理 验 证 氯 霉 素 替 换 敲 除

sll0862 基 因 的 突 变 株 Δsll0862-Cam ( 图 1-B)。在

30℃ ，30μE /m2·s 连续光照的正常培养条件下，两株

sll0862 缺失突变株与野生株生长曲线基本重合 ( 图

2) ，说 明 此 时 sll0862 基 因 的 敲 除 不 影 响 集 胞 藻

PCC6803 正常优化条件下的生长。

图 1 突变株基因的 PCR 鉴定结果

Fig. 1 PCR identification of mutants． A: Identification results of

Δsll0862-kam mutant． Primers used were 0862F(CCGGAATTCATG

CCCACTACCCTAG ) and 0862R ( CCCAAGCTTTTACCGCCAAT

GCCT) ; B: Identification results of Δsll0862-Cam mutant． Primers

used were sll0862le-L ( CCGGAATTCCATCGCATTACCCAGTTG

GAC) and sll0862re-R ( CCCAAGCTTTTACTCCGGTAATACTGAG

GAAA) ．

2. 2 热胁迫条件下野生株与突变株的比较

2. 2. 1 野生株与突变株在热胁迫条件下生长 情 况

的比较:集胞藻 PCC6803 的最适生长温度为 30℃ 左

右，当 温 度 大 于 40℃ 的 时 候，它 的 生 长 会 受 到 抑

制
［23］。本实验中，我们采用 40℃ ，30 μE /m2·s 连续

光照和130 r /min 摇瓶进行培养，生长曲线如图 3 所

示。从中我们可以看出在热胁迫处理的前 3 天，虽

然 Δsll0862-kam 突变株与野生株的生长速率都比在

正常条件下低，但是它们之间并没有显著差异;在热

胁迫处理的第三天之后，野生株的生长速率达到一

图 2 野生株与突变株的生长曲线

Fig. 2 The autotrophic growth curves of wild type，

Δsll0862-kam and Δsll0862-Cam mutants under normal

condition．

个平台期，而 Δsll0862-kam 突变株 的 生 长 速 率 迅 速

下降且明显低于野生株，而且培养基里面出现黄褐

色的沉淀，但是野生型的培养基没有，很可能是突变

株不能耐受高温出现没有生命活力藻的凝聚体。由

此可见，sll0862 蛋白的缺失使得 Δsll0862-kam 突变

株对热胁迫的响应有缺陷。

图 3 高温胁迫条件下野生株与突变体的生长曲线

Fig. 3 The growth curves of wild type and Δsll0862-kam mutant at

40℃ ．

2. 2. 2 野生株与突变株在 48℃ 的条件下加热后存

活率的比较:我们测定 Δsll0862-kam 突 变 株 与 野 生

株在 48℃ 热击 30 min 或 45 min 之 后，在 固 体 培 养

基上培养 7 天后的存活率( 图 4)。图中 30℃ 为野生

株( 下) 与 Δsll0862-kam 突 变 株 ( 上) 未 经 热 击 的 对

照，48℃ 为它们被热击 30min 或 45min 之后在 固 体

培养基上培养 7 天后的情况。结果表明，未经热击

的样本生 长 情 况 一 致; 而 48℃ 热 击 之 后，Δsll0862-
kam 突变株的存活率明显比野生株低，热 击 45 min
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的存活率低于 30 min 的。提示 sll0862 基因的缺失

导致 Δsll0862-kam 突变体对热胁迫的响应异常或有

缺陷。

图 4 野生株和 Δsll0862-kam 突变株在热胁迫后的存活情况

Fig. 4 The survival rate of wild type and Δsll0862-kam under high temperature． After

thermal shock for 30 minutes or 45 minutes at 48℃ ，cells were cultured in the solid medium

for 7 days and the cells grown at 30℃ serve as control．

2. 2. 3 热胁迫条件下野生株与突变株的叶绿 素 荧

光:我们首先比较了野生株与突变株在各种热胁迫

条件下的实际光量子产量( yield 值) ，来表征其光合

作用能力，或光合反应中心Ⅱ的活性。把野生株与

sll0862 基 因 缺 失 突 变 株 放 置 在 44℃、46℃、48℃、
50℃ 分别热击 30 min 后 测 量 各 自 的 yield 值，结 果

如图 5-A 所示。野生株与突变株在热击后的差异并

不显著。接着 我 们 测 量 了 野 生 株 与 突 变 株 在 48℃
30 min 热击后移至 30℃ 培养 90 min 内的实际光量

子产量( 图 5-B)。实 验 结 果 表 明 了 48℃ 热 胁 迫 30
min 然后放置到 30℃ 的培养环境后，野生株与突变

株的 yield 值都有上升，但是两者之间的差异在渐渐

的变大。所以野生株与突变株在热胁迫后的存活率

的差异很可能是表现在加热后的两者之间的恢复能

力上。后续 的 实 验 将 追 踪 90 min 后 的 yield 值 变

化。
2. 3 氧化胁迫条件下野生株与突变株的比较

2. 3. 1 野生株与突变株在氧化胁迫条件下的 生 长

曲线在藻的 OD730 值为 0. 1 时直接往胁迫组培养基

中添加双氧水至终浓度为 1 mmol /L，生长曲线测量

结果表明:sll0862 基 因 缺 失 突 变 株 不 能 生 长，而 野

生株的 生 长 基 本 上 不 受 抑 制 ( 图 6 )。据 此 推 测

sll0862 基因很可 能 是 集 胞 藻 PCC6803 在 氧 化 胁 迫

条件下维持生长所必须的基因，可能参与了氧化胁

迫的响应过程。
2. 3. 2 野生株与突变株在氧化胁迫条件下的 实 际

光量子产量 ( yield) 和 ETR: 叶 绿 素 荧 光 参 数 Yield
值( 实际光量子产量) 和 ETR( 相对光合电子传递速

率 ) 反映了植物的实际光合效率 ，是衡量植 物 光 合

图 5 野生株与 Δsll0862-kam 和 Δsll0862-Cam 突变株分别

在热胁迫条件下与在热胁迫后恢复的情况下 yield 的测量结

果

Fig. 5 The yield value of wild type，Δsll0862-kam and Δsll0862-Cam

after heat shock and the recovery． A:No significant difference of yield

value between wild type and mutants was observed after heat shock． B:

The yield value of wild type，Δsll0862-kam and Δsll0862-Cam mutant in

90 minutes after heat shock． Cells were heat shocked at 48℃ for 30min

and then placed back to 30℃ for the next 90 minutes．
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图 6 野生株和突变株在氧化胁迫下的生长曲线

Fig． 6 The growth curve of wild type and mutants under

oxidative stress． In the medium containing 1mM /L H2 O2 ，

the growth of wild type is not affected，while Δsll0862-kam

almost stop growing．

作用有效度的指标。双 氧 水 对 集 胞 藻 PCC6803 造

成的影响 非 常 快 速，因 此 我 们 首 先 测 量 双 氧 水 处

理藻 OD730 为 0. 8 时 间 为 15 min 时 的 叶 绿 素 荧 光

参数。以 3 mmol /L 作 为 浓 度 梯 度，观 察 到 随 着 双

氧水浓度的升高，突变株 的 yield 值 和 ETR 值 迅 速

下降，而 野 生 株 下 降 缓 慢，在 双 氧 水 浓 度 为 9
mmol /L 以上 时，突 变 体 与 野 生 株 差 异 显 著 ( 图 7-
A，图 7-B)。据此推 断，突 变 体 的 氧 化 胁 迫 响 应 出

现异常或缺陷。接 着 我 们 测 量 比 较 野 生 株 与 突 变

株添加 1. 2 mmol /L 双 氧 水 处 理 后，60 min 内 实 际

光量子产量( yield) 和 ETR 的变化过程。结果显示

随着时间的增加，野生株的 Yield 值和 ETR 值有上

升的趋势，虽 然 统 计 学 上 不 显 著; 而 Δsll0862-kam
和 Δsll0862-Cam 突变株维 持 在 显 著 低 于 野 生 株 的

水平( 图 8-A 和 8-B)。

3 讨论

集 胞 藻 PCC6803 中 S2P 同 源 蛋 白 sll0862 含

有 典型的 S2P 保守基序:HEXXH 和 NPDG，它在一

个集胞藻的 膜 蛋 白 组 学 研 究 中 被 检 测 到
［24］，证 实

它是个有转录翻 译 表 达 的 蛋 白。我 们 通 过 系 统 地

研究 sll0862 基因缺失突变株与野生株在各种 胁 迫

下表型的差 异，找 到 sll0862 参 与 热 胁 迫 与 氧 化 胁

迫的线索。
实 验 结 果 表 明 sll0862 基 因 缺 失 突 变 株 在

图 7 野 生 株 与 Δsll0862-kam 和 Δsll0862-Cam 突 变 株

在氧化胁迫下 yield 和 ETR 的测量结果

Fig． 7 The yield and ETR value of wild type，Δsll0862-kam and

Δsll0862-Cam after oxidative stress． With the increase of

concentration of hydrogen peroxide， the yield and ETR value of

Δsll0862-kam and Δsll0862-Cam reduced rapidly，while the wild

type decreased slowly．

48℃ 短期热击(30 或 45min) 后 的 存 活 率 要 比 野 生

株低很多;而在 40℃ 的持续热培 养 条 件 下，突 变 株

比野生株 更 早 一 天 出 现 生 长 速 率 下 降 的 趋 势，提

示 sll0862 缺失突变体对热胁迫的响应出现异 常 或

缺陷。在 双 氧 水 的 氧 化 胁 迫 实 验 中，sll0862 缺 失

突变株 的 生 长 速 率 与 光 合 效 率 均 明 显 低 于 野 生

株，提示 sll0862 缺 失 突 变 体 对 氧 化 胁 迫 的 响 应 出

现异 常 或 缺 陷。OD730 值 为 0. 1 的 sll0862 缺 失 突

变体放置在 1 mmol /L 双氧水中培养基中培养时基

本 不能生长;但用 1. 5 mmol /L 双氧水处理 OD730 为

0. 8 的藻液，water-PAM 却 能 够 检 测 到 光 合 量 子 产

量，这个可能与藻 液 的 密 度 及 生 长 时 期 有 关，密 度

越高耐受双氧水的浓度也越高
［25］。基因 敲 除 与 胁
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图 8 野 生 株 与 Δsll0862-kam 和 Δsll0862-Cam 突 变 株

在氧化胁迫 60 min 内 Yield 和 ETR 值的变化情况

Fig． 8 The yield value ( A) and ETR ( B ) value of wild type，

Δsll0862-kam and Δsll0862-Cam under the oxidative stress contained

with 1. 2 mmol / LH2 O2 in the medium within 60 minutes．

迫响应异 常 的 关 系，可 能 是 被 敲 除 的 基 因 直 接 参

与胁迫响 应，它 的 缺 少 导 致 一 系 列 胁 迫 响 应 的 基

因表达调 控 异 常; 也 可 能 是 被 敲 除 基 因 间 接 参 与

胁迫响应，它所导 致 的 生 理 生 化 缺 陷，如 膜 通 透 性

变化、还原 能 力 变 化 等 在 正 常 培 养 条 件 下 不 会 有

明显后 果，但 胁 迫 条 件 下 间 接 照 成 损 伤。我 们 正

在考察 sll0862 的转录和翻译是否在热击和氧 化 胁

迫下有所 变 化，以 图 进 一 步 解 释 本 文 观 察 到 的 胁

迫表型异常。关于 响 应 双 氧 水 氧 化 胁 迫 的 分 子 机

制研究比较多，比如在 大 肠 杆 菌 里 SoxRS，OxyR 与

双氧水的 信 号 通 路 已 经 比 较 清 楚，在 蓝 藻 内 的 信

号 通 路 与 氧 化 胁 迫 调 控 相 关 的 主 要 有 PerR、
Hik16、Hik33、Hik34 和 Hik41 等

［26］。本 文 所 报 道

的 sll0862 蛋白可能与氧化胁迫的信号通路调控相

关，具体机制有待进一步的研究。
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Stress response of Synechocystis sll0862 mutant to heat
shock and oxidative stress

Xiaolin Zeng1，Panpan Wen2，Gu Chen2*

1 School of Bioscience ＆Bioengineering，South China University of Technology，Guangzhou 510006，China
2 College of Light Industry and Food Sciences，South China University of Technology，Guangzhou 510640 China

Abstract:［Objective］ To explore whether the S2P homolog，sll0862 in cyanobacterium Synechocystis sp． PCC 6803 is
involved in stress response． ［Methods］We compared the growth curve of sll0862 mutant and the wild type under high
temperature or oxidative stress． We detected chlorophyll fluorescence under heat shock or oxidative stress by water-PAM
(pulse amplitude modulated fluorometry) ． ［Results］Under normal condition of autotrophic growth，the growth curve of
sll0862 mutant was similar with that of the wild type． However，after heat treatment at 48℃ for 30 minutes，the survival
rate of sll0862 mutant was lower than that of the wild type． The sll0862 mutant hardly survived when incubated in 1 mmol /
L H2O2 ，whereas the wild type is not affected． Meanwhile，different chlorophyll fluorescence under stress between the wild
type and the mutant was observed using water-PAM． ［Conclusion］These results indicate that the S2P homology sll0862
plays an important role in response to heat shock and oxidative stress in cyanobacterium Synechocystis sp． PCC 6803，

which provides foundation for further research of the sll0862 function and mechanism．
Keywords: Synechocystis sp． PCC 6803，sll0862，oxidative stress，heat shock
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