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摘要：丝氨酸/苏氨酸激酶是蓝藻感知和转导外界刺激的重要元件，但至今蓝藻中很多丝氨酸/苏氨酸激

酶的功能尚属未知。【目的】研究集胞藻 PCC 6803 中的丝氨酸/苏氨酸激酶 SpkC 是否参与对高温胁迫

的响应。【方法】本研究采用同源重组的方法构建 spkC 基因完全敲除突变株，检测突变株与野生株在高

温胁迫下的生长状况、色素组成，并对高温胁迫下叶绿素荧光参数差异进行分析，比较光合系统 II 活

性差异。此外，通过测定生长速率来判断高温胁迫后藻株的恢复情况。【结果】经过 42 °C 高温胁迫后，

与野生株相比，突变株 ΔspkC 生长减缓，光合色素(叶绿素、类胡萝卜素和藻胆色素)的含量降低；45 °C
高温胁迫下突变株 ΔspkC 的光合系统 II 活性下降幅度更大；经过 5 d 42 °C 高温处理后，突变株生长几

乎停滞，存活率较野生株明显降低。【结论】集胞藻 PCC 6803 中 spkC 基因的缺失导致突变株对高温胁

迫响应出现缺陷，提示丝氨酸/苏氨酸激酶 SpkC 参与响应高温胁迫。 
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蓝藻是一种能够进行光合作用的低等原核生

物，起源于距今三十多亿年前[1]。蓝藻具有复杂的

外界信号感知和转导系统，能够适应不同的极端

环境，如强光、高温、低温等极端环境[2–3]。蓝藻

信号转导基本过程主要为：当外界环境发生变化

时，其通过感受器感知外来的环境胁迫信号；信

号转导分子将信号传递给下游的相关基因，以调

节自身的转录、翻译等过程，从而合成特异性的

蛋白质和酶，调节自身的生长代谢；最终对外界

环境信号作出反应，以适应外界环境变化。蓝藻

信号转导系统主要包括二元信号转导系统和丝氨

酸/苏氨酸激酶[4]。 



赵佳琳等 | 微生物学报, 2018, 58(10) 1733 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

集胞藻 PCC 6803 是蓝藻中的模式生物，生长

速率快、培养条件简单[5]；具有天然的转化系统，

便于遗传操作和突变株的构建；遗传背景清晰，

是第一个完成全基因组测序的蓝藻[6]。集胞藻 PCC 

6803 的基因组中共预测编码丝氨酸/苏氨酸激酶

基因 12 个，其中 7 个属于 Pkn2 亚族型(spkA、spkB、

spkC、spkD、spkE、spkF、spkG)，5 个属于 ABC1

型(spkH、spkI、spkJ、spkK、spkL)[7]。研究表明，

所有的丝氨酸/苏氨酸激酶都包括 250–300 个氨基

酸保守区域，并通过磷酸化作用实现功能，对于

集胞藻感知外界逆境传递信号具有重要作用[8]。不

同丝氨酸/苏氨酸激酶在集胞藻信号转导、生理调

节等方面发挥着不同作用。Zorina 等 [8]发现，

spkC、spkF、spkK 基因的敲除使热激蛋白 GroES

在高温胁迫条件下无法磷酸化，表明 SpkC、SpkF、

SpkK 可能共同参与高温胁迫的响应过程；已有

研究证明 SpkE 参与了冷胁迫的响应[9]；此外，本

实验室的前期工作表明 SpkG 参与高盐胁迫信号

的响应[10]。 

SpkC 具有自磷酸化和磷酸化底物的蛋白激

酶活性，是一种重要的丝氨酸/苏氨酸激酶[11]，但

目前对于其功能研究较少。本课题组在前期的工

作初步表明 SpkC 可能对高温胁迫有响应[12]。因

此，本文利用同源重组的方法在集胞藻 PCC 6803

中完全敲除 SpkC 编码基因 slr0599，从而构建突

变株 ΔspkC，并通过检测高温胁迫下生长速率、

色素含量、光合系统 II 活性，以及高温恢复阶段

的藻株的存活情况等生理表型变化，以期探讨

SpkC 在集胞藻 PCC 6803 适应高温胁迫过程中发

挥的作用，为完善高温胁迫下蓝藻信号转导网络

提供基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料  

1.1.1  菌株和质粒：野生型集胞藻 PCC 6803 

(Synechocystis sp. PCC 6803)购自中国科学院淡水藻

种库，藻种编号 FACHB-898；大肠杆菌(Escherichia 

coli) DH5α，质粒 pEGFP-N1、pUC18 均由本实验

室保存。 

1.1.2  主要试剂：植物基因组提取试剂盒购自天

根生化科技(北京)有限公司；SanPrep 柱式质粒 

DNA 小量抽提试剂盒购自生工生物工程(上海)股

份有限公司；KOD-plus 购自东洋纺(上海)生物科

技有限公司；限制性核酸内切酶 EcoRⅠ、Hind Ⅲ，

T4 DNA ligase 购自 Thermo Scientific 公司；氨苄

青霉素、卡那霉素为 Sigma 公司产品，TaKaRa Ex 

Taq、DNA 分子标准量 marker 均购自大连宝生物

工程有限公司，实验所用引物由北京睿博兴科生

物技术有限公司合成。  

1.1.3  引物：根据 NCBI 中基因序列，用 Primer 5.0

软件设计引物，表 1 为本研究中所用引物。 

1.2  藻种培养方法 

使用 BG11 培养基培养集胞藻 PCC 6803，培

养条件为 30 °C，50 μmol/(m2·s)，连续光照静置培

养。BG11 固体培养基中包含 0.3%硫代硫酸钠、

8×10–3 mol/L TES (pH 8.2)、5×10–3 mol/L 葡萄糖、

2%琼脂。通过向 BG11 培养基中添加硫酸卡那霉

素，筛选突变株。 

1.3  ΔspkC 突变株的构建 

1.3.1  同源重组载体的构建：基因 spkC 的完全

敲除载体构建示意图如图 1 所示。本实验采用融

合 PCR 法构建基因敲除片段，即用含有卡那霉素

抗性基因片段来取代目的基因 spkC。通过 PCR 
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表 1.  本研究中使用的引物 
Table 1.  Oligonucleotide sequences used in this study 

Primers Primer sequences (5′→3′) Restriction site 
spkCUP-F1 GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTTCCCTTTCTCTGCCATGGTG Hind III 
spkCUP-R1 GTTCTTTCCGCCTCAGAGCAATGCCCTATGCTCCTA  
spkC-F2 TGCTCTGAGGCGGAAAGAAC  
spkC-R2 ATCCTCAGAAGAACTCGTCA  
spkCDN-F3 TGACGAGTTCTTCTGAGGATTTATACTAAGAATAGA  
spkCDN-R3 ACAGCTATGACCATGATTACGAATTCACCTGGTTTAAACCTTTTTTC EcoRⅠ 
spkC-F1 ATGGTTACCCCACTCAAACT  
spkC-R1 CTAATTTTGCTCGGGGTC  
spkC-kan-F1 ATCCCAAAACATTTTTTGCAACT  
spkC-kan-R1 TTGCCTCCTTTGTGACCACC  
0599-R1 ATCCCAAAACATTTTTTGCAACT  
0599-F1 TTGCCTCCTTTGTGACCACC  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

的 方 法 用 spkCUP-F1/spkCUP-R1 、 spkC-FDN3/ 

spkCDN-R3 引物分别扩增基因，得到 spkC 上游同

源臂和 spkC 下游同源臂片段(上下游 1000 bp 基因

片段)，用 spkC-F2/spkC-R2 引物扩增 pEGFP-N1

质粒，得到卡那霉素抗性基因。将上述 3 个产物

回收后作为模板，以 spkCUP-F1/spkCDN-R3 为引

物扩增，得到全长片段 spkC-kan。将全长产物

spkC-kan 和载体 pUC18 分别用 EcoRⅠ、Hind Ⅲ

进行酶切，将产物纯化回收后，用 T4 连接酶连接

后转化至大肠杆菌 DH5α，经 PCR 验证，引物见

表 1。50 μg/mL 卡那霉素和 50 μg/mL 氨苄青霉素

筛选后将阳性克隆送至生工生物工程(上海)股份

有限公司测序。 

1.3.2  集胞藻的转化：参照 Williams[13]的方法，

将生长至对数期的集胞藻离心收集，用新鲜 BG11

培养基悬浮藻细胞至藻细胞 OD730 值为 2.5 左右。

加入含目的片段的质粒 10 μg，低光照温育 6 h。

随后在含有卡那霉素抗性(50 μg/mL)的 BG11 固体

培养基上进行涂布筛选，并在 30 °C、50 μmol/(m2·s)

连续光照条件下培养。待阳性转化子出现后，逐

步增加平板上的抗生素浓度，进行传代培养，并

最终获得完全基因敲除的集胞藻 6803 突变株

ΔspkC。针对 spkC 基因、kanR 基因和整个同源重

组片段分别设计上、下游引物，并在同源臂(L)上

游 700 bp 及同源臂(R)下游 540 bp 处设计引物，

通过 PCR 扩增及测序进行检测，引物见表 1。 

1.4  生长曲线的测定  

取处于对数生长期(OD730=0.6–0.8)的集胞藻，

调节初始接种浓度 OD730 值为 0.1，每 24 h 取样 1

次，用普析 Tu-1810 紫外分光光度计测定 OD730

值，绘制生长曲线。实验组和对照组各设置 3 个

平行。  

1.5  全细胞吸收光谱测定 

用普析 Tu-1810 紫外分光光度计进行波长扫

描，扫描范围为 400–800 nm，扫描速度为快速。

测量前，先用 BG11 培养基进行基线校正，测量

时取 3 mL 藻液进行检测。以波长为横坐标，以对

应的 OD 值为纵坐标作图绘制全细胞吸收光谱图。

各样品的全细胞吸收光谱图以 730 nm 处的 OD 值

进行归一化处理。 
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图 1.  ΔspkC 突变株构建 
Figure 1.  Construction of ΔspkC mutant. A: Construction of the spkC homologous recombination vector; B: 
Schematic representation of the constructs used to generate ΔspkC mutant.  
 
1.6  高温胁迫处理 

生长曲线和全细胞吸收测量时，高温胁迫处

理条件为 42 °C 水浴，50 μmol/(m2·s)连续光照静

置培养；叶绿素荧光参数测定时，高温胁迫温度

为 45 °C，处理时间为 30、60、90、120、150 min。

每个时间点设置 3 个平行。 
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1.7  叶绿素荧光参数的测量  

叶绿素荧光参数用水下调制荧光仪 Diving-PAM

进行测定。测量时，取处于对数期(OD730=0.6)的

藻液，先将集胞藻 PCC 6803 进行 2 min 暗处理，

实际光量子产量(Yield)和反映光合系统 II(PSII)的

最大量子产量的 Fv/Fm 可直接读出，其中标准测量

光强为 0.15 μmol/(m2·s)，饱和脉冲为 5640 μE/(m2·s)。 

1.8  藻株存活情况检测 

将初始 OD730 值为 0.1 的藻液，分别在 42 °C

下高温处理 1 d 和 5 d 后，调节 OD730=0.1，放置

于正常培养条件下培养，每 24 h 测定 OD730，绘

制生长曲线。 

2  结果和分析 

2.1  突变株的构建和鉴定 

PCR 验证突变株基因的敲除情况，分别检测

野生株和突变株基因组 DNA 中是否存在 kanR 基

因、spkC 基因、整个同源交换片段 spkC-kan，以

及克隆自同源臂(L)上游 700 bp 至同源臂(R)下游

540 bp 的大片段，检测外源序列是否进行同源重

组。结果如图 2 所示。 

使用 kanR 基因、spkC 基因、整个同源交换片

段 spkC-kan 的引物，以及在同源臂(L)上游 700 bp

至同源臂(R)下游 540 bp 片段处设计的引物对藻

株进行鉴定，引物序列见表 1。电泳图表明突变株

中存在 kanR 抗性基因，而 spkC 基因条带消失。此

外，对整个同源交换片段 spkC-kan 及同源臂(L)

上游 700 bp 至同源臂(R)下游 540 bp 片段进行测

序的结果表明，kanR 抗性基因已经替换 spkC 基因，

验证了 PCR 的检验结果。以上结果表明 spkC 基

因完全敲除，突变株 ΔspkC 已构建成功。 

 
  

图 2.  ΔspkC 突变株 DNA 水平鉴定 
Figure 2.  The identification of ΔspkC mutant in DNA 
level. A: PCR analysis of genomic DNA from wild 
type (lanes 1, 2, 5, 6) and ΔspkC (lanes 3, 4, 7, 8) 
mutant using the primers amplifying the open reading 
frame of spkC (lanes 1–4) or the fragment of kanR 

(lanes 5–8). B: PCR analysis of genomic DNA from 
wild type (lanes 1, 2, 5, 6) and ΔspkC (lanes 3, 4, 7, 8) 
mutant using the primers amplifying the open reading 
frame of spkC-kan or the fragment from 700 bp 
upstream of homology arm (L) to 540 bp downstream 
of homology arm (R). 
 
2.2  正常培养条件下藻株的生长情况 

为了检测 spkC 基因敲除是否对藻株的生长产

生影响，本实验检测了突变株与野生株在正常培

养条件下的生长情况，结果显示，野生株和突变

株的生长速率相似(图 3)。另外，藻株叶绿素 a、藻

胆色素、类胡萝卜素特征峰分别为 675 nm、625 nm、

485 nm[14]，据此检测处于对数期(OD730=0.6)的野

生株和突变株色素的相对含量，结果显示野生株

和突变株的色素含量略有不同(图 4)，但是无显著 
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图 3.  正常培养条件下野生株和突变株的生长曲线 
Figure 3.  The growth curve of wild strain and ΔspkC 
mutant under normal condition. Error bars indicate 
standard error of triplicate. 

 
 

 
 
图 4.  处于对数期的藻株的吸收光谱 
Figure 4.  The whole cell absorption spectra of wild 
type and mutant strains at exponential phase. 
 
性差异(P>0.1)。综上所述，藻株的生长情况与色

素含量没有明显差别，说明 spkC 基因敲除对集胞

藻的生长基本没有影响。 

2.3  高温胁迫下野生株和突变株的表型差异 

2.3.1  高温胁迫(42 °C)下藻株生长情况：高温

42 °C 处理后，野生株和突变株的生长速率均减慢

(图 5)，表明二者均受高温胁迫的影响。突变株  

 
 
图 5.  高温胁迫(42 °C)下生长曲线 
Figure 5.  The growth curve of wild strain and mutant 
under high temperature stress (42 °C). Error bars 
indicate standard error of triplicate. 
 
ΔspkC 在第 6 天的生长几乎停滞，由此推断 SpkC

可能与集胞藻适应高温胁迫有关，并在响应高温

胁迫中发挥重要作用。 

2.3.2  ΔspkC 突变株在高温胁迫(42 °C)下的全细

胞吸收光谱：通过比较类胡萝卜素、藻胆色素、

叶绿素的含量来分析敲除 spkC 基因对集胞藻 PCC 

6803 生长的影响(图 6)。高温处理后，野生株和突

变株中三种色素的含量均下降，表明高温处理对

野生株和突变株的色素合成有抑制作用，并对其

生长状态造成影响。第 1 天热处理后，野生株和

突变株的三种色素含量均显著下降，并且突变株

的色素含量降低幅度相对更大，这表明高温可能

对突变株的影响更为显著。高温处理第 2 天，野

生株和突变株的色素含量相近。高温处理第 3 天，

野生株的色素含量上升，但突变株的色素含量几

乎没有变化，表明野生株可能已经开始适应高温

环境，而突变株的色素合成则一直受到抑制。综

合上述结果，可以推断 spkC 编码基因 slr0599 可

能对集胞藻在高温胁迫适应过程中的色素合成起

到调控作用。 
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图 6.  野生株和 ΔspkC 突变株在高温胁迫下的全细胞吸收图 

Figure 6.  The whole cell absorption spectra of wild strain and mutant under high temperature stress.Whole cell 
absorption spectra was measured after 1 day (A), 2 days (B), 3 days (C) of growth under high temperature. 
 

2.3.3  ΔspkC 突变株在高温胁迫(45 °C)下叶绿素

荧光参数：Fv/Fm 是 PSII 的最大量子产量，反映

了光合系统 II 的最大活性。一般情况下，PSII 在

外界胁迫条件下受损，Fv/Fm 会显著降低[15]。YII

是作用光下 PSⅡ实际光化学效率，反映了光合作

用的能量效率。本研究检测了在高温胁迫下，藻

株叶绿素荧光参数的变化情况(图 7)。在高温胁迫

(45 °C)后，野生株和突变株的 Fv/Fm 均下降，这

表明高温对二者的生长均有抑制作用。高温胁迫

可能造成了藻株 PSⅡ的结构破坏，从而使光合功

能降低。在 Fv/Fm 变化曲线中，野生株的 Fv/Fm

下降了约 70.5%，而突变株则下降 88.0%；与野生

株相比，突变株的 Fv/Fm 显著降低(P<0.05)。在高 

温胁迫(45 °C)后，野生株和突变株的 YII 呈下降

趋势，表明高温抑制野生株和突变株的能量传递

效率。在高温胁迫 150 min 后，野生株 YII 值为突

变株的 3 倍，说明突变株对高温更加敏感；观察

YII 变化曲线，二者每个时间点的 Fv/Fm 之间的 P

值均小于 0.05，表明突变株 ΔspkC 较 WT 的明显

降低。以上结果说明，spkC 基因敲除后，藻株的

光合系统 II 更容易受到高温的影响，光合能力受

损程度较野生株更为严重。 

2.4  高温胁迫(42 °C)恢复阶段藻株的生长情况 

将野生株和突变株放置在 42 °C 下分别处理 

1 d 和 5 d，然后调节 OD730 至 0.1，置于正常温度

(30 °C)下生长。结果如图 8 所示，高温处理 1 d 
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图 7.  高温胁迫下(45 °C)突变株的光合系统 II 活性 
Figure 7.  PSII activity of wild and mutant strains under high temperature stress (45 °C). A: Maximal 
photochemical efficiency of photosystem II. Error bars indicate standard error of triplicate. B: Yield. Error bars 
indicate standard error of triplicate. 
 

 
 
图 8.  高温胁迫(42 °C)恢复后野生株与 ΔspkC 突变株

的生长曲线  
Figure 8.  The growth curve of wild strain and mutant 
under the recovery. Error bars indicate standard error 
of triplicate. 
 
后恢复生长，野生株和突变株的长势没有显著差

异；但是在高温处理 5 d 后，突变株生长缓慢，几

乎停滞生长，表明长期的高温对其生长造成了损

害。据此推断，spkC 基因的缺失会造成藻株对高

温的耐受性下降，并且在正常条件下也无法恢复

正常生长。 

3  讨论 

集胞藻 PCC 6803 具有复杂的信号转导网络

系统，能够适应多样的生存环境[16]。丝氨酸/苏氨

酸激酶被认为是真核生物信号转导网络的重要组

成部分，于 1991 年被发现也存在于原核生物中，

并在原核生物的细胞功能调节中发挥重要作用[9]。

SpkC 是集胞藻 PCC 6803 中的一种丝氨酸/苏氨酸

激酶，研究其在信号转导中的功能对于完善信号

转导调控机制具有重要意义。本研究通过敲除

spkC 基因来构建突变株，并观察基因敲除突变株

ΔspkC 在高温胁迫下的表型，以此来探究 SpkC 在

响应高温信号时的作用。 

集胞藻最适生长温度为 30–35 °C，一般认为

温度升高 10 °C 以上，则藻株受到高温胁迫[17]。

在 42 °C 高温条件下，突变株生长速度明显慢于野

生株，表明 ΔspkC 突变株为高温敏感株，这与实

验室之前的研究结果一致[12]；色素是集胞藻类囊

体膜的重要组成成分，是参与光合作用的主要参

与者，光合色素的变化与植物适应环境的能力有
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关[18]。叶绿素是光能吸收的初始物质，高温会抑

制叶绿素的合成，而且由于高温下活性氧大量积

累，加速叶绿素分解[19]。类胡萝卜素是光合膜的

重要成分，其参与了光捕获以及 PII 光合系统复

合物的组装，从而使藻株不受外界环境胁迫的影

响[20]。而藻胆色素的含量变化会导致光合作用中

的电子传递链中氧化还原状态的改变[21]。在本研

究中，我们检测了高温胁迫前 3 天色素的变化情

况，发现三种色素含量均在下降，并且基因敲除

突变株的色素含量一直下降，而野生株的色素含

量则是先下降后上升，表明基因的敲除对色素合

成造成严重影响。同时，突变株的光合能力也相

应下降，说明其耐受逆境的能力也下降。 

光合系统 II 是对热最为敏感的光合作用元

件 [22–23]，叶绿素荧光的变化可以灵敏地反映出逆

境对光合作用光反应阶段的影响[24]。本研究中对

上述两个叶绿素荧光参数进行了研究，并发现在

45 °C 高温处理下，ΔspkC 的 Fv/Fm 和 YII 显著低

于野生株，其光合系统活性严重受损，影响了光

合电子传递的过程。该结果与 Tuominen 等[25]在研

究 SigB 调控高温响应的结果趋势相同，提示 SpkC

在高温响应上可能与 SigB 有相同的作用机制。 

同时，本文对藻株在高温胁迫恢复阶段的存

活情况进行了分析。在 42 °C 高温处理 1 d 后，藻

株存活情况没有出现明显差异。然而在高温胁迫 

5 d 后，野生株生长恢复，这与 Sheng 等[26]的研究

结果相符，即野生株经历 4 d 长期高温胁迫后仍可

以恢复生长。突变株 ΔspkC 高温胁迫恢复阶段生

长停滞，表明 ΔspkC 的藻细胞生存能力下降，而

且在基因敲除后耐热性下降。 

在本研究中，我们根据生理表型确定了丝氨

酸/苏氨酸激酶 SpkC 参与高温胁迫信号的响应。

研究结果显示，激酶 SpkC 与色素合成、光合系统

等途径存在调控关系。由此推测，高温胁迫下集

胞藻 PCC 6803 中 SpkC 的缺失导致下游靶序列, 

如光合系统中的相关基因——藻胆蛋白、类胡萝

卜素和叶绿素合成基因等高温胁迫响应基因，其

表达受到抑制或激酶的缺失使得下游相关蛋白的

磷酸化程度受到影响，从而导致藻株对高温胁迫

的响应出现缺陷，这也提示我们后续有必要从分

子水平上研究 SpkC 与二者之间的调控作用。此

外，作为一种可能的温度调控因子，SpkC 可能与

热休克蛋白之间也存在调控关系，这些蛋白包括

GroES、GroEL、DnaJ、DnaK、HspA 等，均在集

胞藻的热适应上起到重要作用[3]。作为蓝藻信号转

导系统的一部分，丝氨酸/苏氨酸激酶还可能与其

他信号转导系统存在相互作用。如今，研究公认

的高温调控因子有组氨酸激酶 Hik34[27]、RNA 聚

合酶 σ 因子 SigB 和 SigC[28]等，研究 SpkC 与以上

几个信号转导因子间的作用，将为揭示丝氨酸/苏

氨酸激酶 SpkC 在蓝藻信号转导中调节机制、解析

蓝藻信号转导系统间的相互作用提供证据。 
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Response of serine/threonine protein kinase SpkC to high 
temperature stress in Synechocystis sp. PCC 6803 
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Abstract: Serine/threonine protein kinases play important roles to sense and transduce signal to cope with external 
environment. However, functions of many serine/threonine protein kinases in cyanobacteria are still unknown. 
[Objective] This study aims to explore whether SpkC in Synechocystis sp. PCC 6803 responses to high temperature 
stress. [Methods] We used the homologous recombination method to construct the spkC gene knockout mutant 
(ΔspkC), and then compared the growth rate, pigment contents of ΔspkC mutant and the wild strain under high 
temperature stress. In addition, we detected chlorophyll fluorescence under high temperature stress. Recoveries of 
ΔspkC and wild strain from high-temperature stress were determined through measuring the growth rate under 
normal temperature. [Results] Compared with wild type strain, ΔspkC mutant grew slower, and the contents of 
three photosynthetic pigments (chlorophyll, carotenoid and phycobilin) decreased after high temperature stress at 
42 °C. The activity of photosynthetic system II in ΔspkC decreased more rapidly at 45 °C. What’s more, ΔspkC 
strain was not able to recover after high-temperature stress for 5 days; their survival rate was significantly lower 
than wild-type. [Conclusion] The deletion of spkC led to severe defect response to high-temperature stress in 
Synechocystis sp. PCC 6803, which suggests that serine/threonine protein kinase SpkC is involved in response 
processes against high temperature stress. 
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