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从第九届国际光合作用大会看藻类

分子遗传学发展趋势
*

秦 松
(中国科学院海洋研究所

, 青岛 2 6 6 0 71 )

提要 根据 1 9 9 2 年 8 月 30 日一 9 月 4 日在 日本名古屋召开的第九届国际光合 作用大

会上交流的以藻类为材料的研究论文
,
综述了分子遗传学方面的研究成果

。

认为这些成果体

现了光合作用研究的最新进展
,

蕴含着匕定的应用前景 ;表明藻类分子遗传学不仅是 藻 类学

研究领域的带头学科
,

而且已经活跃在光合作用等重大生物学问题研究的前沿 ; 反映了藻类

分子遗传学向解决生物学重大问题和推动藻类资源开发方向发展的趋势
。

关键词 藻类 光合作用 分子遗传学 基因工程

第九届国际光合作用大会于 19 9 2年 8 月 30 日一 9 月 4 日在 日本名古 屋 召 开
。

有

1 0 00 多位专家
、

学者参加
。

这次会议反映的特点之一
,

正如大会组委会主席 M ur a at 指

出的那样
, “

自上届会议以来光合作用研究借助于分子生物学手段而得到突飞猛进 的 发

展
” 。

藻类光合作用一直是光合作用研究的热点之一
。

在 9 16 篇摘要中
, 1 80 篇系研究藻

类方面的
,

其中 59 篇为分子遗传学研究
。

本文对会议上所交流的有关藻类分子遗传学方

面的最新成果予以综述
。

1 基因结构与功能研究 B趋深人

1
.

1 天线色素系统 利用基因克隆
、

定序
、

定位诱变 (
s i t e 一 d i r e e t e d m u t a g e n e s i s

) 等分

子遗传学方法
,

研究藻类天线色素系统
,

对其结构与功能有了较深人的了解
。

Br y an t 等
生,

研究了海洋蓝藻 S y n e c h o c o c c u s p C C 7 0 0 2 ( A g m e o e l l o m 叮u a d r “ P l i c a t u m ) 藻胆体的

1 2条多肤
,

分别由
c 户c A , 刀 , c , 刀 ; a 户c A

,

丑
,

C
,

D
,

E
,

F 与 户e t 月 编码
。
插人突变研究发

现
, 。

cP D 直接与光能在藻胆体” 光系统 (I sP l) 以及 PS I ,

PS ll 之 间的 传 递 有关
,

。
cP F 对于供给 P S ll 足够的光能是不可缺少的

。
H ir an 。

等从嗜热蓝 藻 细 长 聚 球藻

( 5
.

o lo n g at a
) 中克隆了藻蓝蛋白操纵子并进行了序列测定

,

发现其由 9 个基因组成
,

顺

序为 5’ 一 :
cP B一 A一 c 一 D一 E一 F一 G l一 G Z一 G 4一 3’ 。

cP
` B ,

A 编码发色团多肤
,

c
,
刀

编码连接棒多肤
,

G l , 2 , 4 编码棒一核连接多肤
,

没有检测到
`
cP E , F 的编码产物

。 s h e n

等 (美国 ) 将蓝藻 S ” 。` h 口cy : , 15 PC C 6 8 0 3编码连接藻胆体与类囊体膜的天线蛋白的基

* 中国科学院院长基金特别支持项目
。

收稿 日期 : 1 99 3 年 1月 3 日 ,
接受 日期 : 1 99 3 年 5 月 2 9 日

。

l) 本文所引文献均系 p h ot
。 , y ,

.

R o
. ,

3 4 ( 1 ) :l 一24 4 中的
,
为此在每个被引用者之后不一一附加年代

。
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因 , P` E 部分被红霉素抗性基因置换造成定位突变
,

突变株藻蓝蛋白 /叶绿素比率降低
,

光自养速率降至 1 / 5一 1 / 6 。

荧光发射光谱显示
,

在 7 7K , 5 9知m 激发下别藻蓝蛋白
一B

6 8 , n m 激发谱征消失
,

但 (别 )藻蓝蛋白峰仍存在
。

P C R (多聚酶链式反应 )技术 已被用于光合作用研究中
。

作者等根据藻胆蛋白很可

能来源于同一祖先基因这一推侧
,

根据 s ” 尸`
加 co “ 。 , P C C 6 3 01 别藻蓝蛋白基因序列

资料设计引物
,

扩增了 5
.

P C C 7 0 0 2 及钝顶螺旋藻 ( S iP o l i加 P I叮 。。 i :
) 两种蓝藻的

同源基因
,

为光合分子结 构和进化研究探索了新途径
。

蓝藻藻胆蛋白中必需氨基酸含量

较高
,

又具有高效表达机制
,

其基因可用于农作物蛋 白质性状的改 良中
,

具有广阔的应用

前景
。

L Z 光系统 1 G ol b e ck 的报告指出
,

近年来蓝藻
、

绿藻和高等植物光系统 l 组成研

究取得进展的一个原 因
,

就是分子遗传学手段的应用
。
从会议交流的论文来看

,

定位诱变

技术已被广泛用于光系统 I 结构与功能研究
,

使得有关细节愈来愈清楚
。 K i m 等将氯霉

素乙酸转移酶基因 ( C A T ) 插入 5
.

P C C P招 B ,

并转化 & P C C 6 8 0 3 ,

造成霞弹突变

(
c a r t r id g e 二 u t a g e n e s i s

)
,

许多抗氯霉素的突变株 p s l 功能缺陷
。

一些突变株不呈蓝绿

色
,

而呈蓝
、

绿
、

橄榄
、

黄
、

桔色
。

吸收光谱和低温荧光光谱显示
,

叶绿素
、

类胡萝 卜素和

(或 )藻蓝蛋白含量很低
。

M e h a r i 等将 5
.

p C C 7 0 0 2 p s a C 蛋白 G l y 3 7 突变为 Iy 。 ,

并在 E
.

co id 中表达
,

在 sP
a D 存在下 ;组装人 P700

一

xF 核心后
,

E S R (电子自旋共振 )

并未显示真核生物的谱征
,

提示 sP
a C 氨基酸差异并非是 F * , F 。 g 值的决 定 因 素

。

N y h u s
等将新霉素抗性基因插入多变 鱼 腥 藻 ( A o a b a 。 。 a , a r i a 吞1215

) A T e e z 9 4 1 3

刃。 A
, B 中

,

造成突变
,

突变株由于叶绿素含量降低而显蓝色
。
电子传递实验表明

, P s l 活

性丧失而 P S ll 保持活性 ; sP
a C , D , E

,

F ,
L 蛋白消失

。
与叶绿素结合的 sP

a A 减少
,

提

示插人发生在 卿 a A 下游
。

w ar r
即 等进行了 P S I 的体内定位诱变

,

造成 5
.

P c c 6 8 0 3

P s a B的 L e u 5 2 2 , L e u 5 3 2 (与 p s a A 和 p s a B 的链合有关 )以及 F
二

的配体 C y s 5 6 5单

氨基酸突变
。

突变株能在 s m ol / L 葡萄糖培养基中
、

黑暗 (光照 s m i n/ d) /光激发异养生

长条件下大量生长
。

除少数外
,

能检测到 P SI 的组装
。 L e u

突变株类囊体及纯化复合

物 E s R 谱显示野生型特征
。

低温 E S R 表明
,

eF
一

S 中心 F * , F 。
存在

,

但室温下背景

反应的动力学值改变
。

M an an
n
等定位诱变 A

.

2 9 4 1 3 sP o c 产生 P S I 缺陷株
,

依赖果

糖生长
。 P s l ,

P s H 某些电子反应水平不低
,

但检测不到整条传递链的活性
。

尽管类囊

体膜上没有 sP
a C 及与其相连的 eF

一 S 中心
,

但 P S I 仍能稳定组装
。

突变株对光极敏

感
。 s h e n

等 (部分已列人本文 1
.

1) 将氯霉素抗性基因置换 p sa A
, B 操纵子

,

使得 5 ..

P C C 6 8 0 3 突变株能在葡萄糖存在下生长在黑暗 (光照 s m i n/ d ) 或连续弱光 〔2户E / (
。 m Z 卜

s ) } 中
。

T a k a h a s h i 等
,

通过直接转化莱茵衣藻 ( c h l a m y d 0 0 0 n a s r e i , h 。 r d , 11) 叶绿体

从而将突变引人叶绿体基因组
,

使两个 eF
一 S 中心 F A ,

F
,

之一失活
,

突变株不能光自养

生长
, P S I 缺陷

。

1
.

3 光系统 11 分子遗传学手段为光合分子结构与功能研究之间架设了桥梁
,

使得光

系统 H 研究呈现空前繁荣的局面
。

iD ne
r
等定位诱变了 5

.

P C C 6 8 0 3 D ,

蛋白基因
,

产
生了两类突变株

。

第一类
, D : 一

A sP 1 70 发生突变的 11 株藻放氧活性从接近野生型到
·

完全丧失
。

M n ,十
还原核心复合物 +z 的 K .

值变化范围为从野生型的 l声m 增至 6。户m 。
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这类突变影响到 M
n中心组装的前期

。

第二类
,

发生在 D
l一

H is 3 3 2 , D
: 一 A s p 3 4 2 ,

还包

括 D l一 s e r 3 4 s P r 。 , D
I一 A l a 3 4 4 (缺失 )突变株

,

表现出很低的 K 。
值

,

推侧可能影响 M
n

中心组装后期
。 S al ih 等研究发现

, 5
.

6 8 0 3 中 P劝 A 有 3 个拷贝
,

一个拷贝不表达
,

另

两个之间同源性很高
,

表达效率也很高
。

他们研究了体外定位诱变造成的 D
:

降解及其与

M n
中心结合特性的改变

。 B u r n a p 等研究了 5
.

p C C 6 8 0 3 p s 11 M n 稳定蛋白 ( M s P )

基因高度保守区的定位突变
,

包括二硫桥破坏突变株 (如 C 2 0 5) 以及 N
一

末端结合区突

变株 (如 D g N ) 的表型效应
。

尽管 m R N A 量正常
,

但 M s P 停止积累
。

热光谱 T L 表

明
, C 20 5 与 D g N 同 p sb o 删除突变株一样

,

放 q 减少而 S : 稳定性 增 加
。 D g K 对

M S P 积累无影响
,

但对 H
2 0 分解酶性质略有影响 ; D 19 S N 对 M S P 积累无影响

,

但

T L 和放 0 2

特性介于删除突变型与野生型之间
。 B o er nr e

等研究了 D l 的 A s p一 1 7 0 对

p s l l M
n
中心组装及稳定性的 影 响

。 D N 1 7 0 D I
,

D E 1 7 0 D I 是 5
.

p C C 6 8 0 3 D
:

定

位诱变 ( A s p 一 17 0 被 A sn
, G ih 置换 )突变株

。

前者光 自养生长停止
,

与 P S n 特异结合

的 M n 减少 60 多
,

类囊体膜上能被经胺还原的 M n 减少 80 多
。

有证据表明
,

残基 M n

并不迅速还原 Z + 。
后者能维持光自养生长

,

但 M
n 复合物功能紊乱

。

bS ku la 等研究指

出
, 5

.

P C C 6 5 0 3细胞色素 吞5 5 9 定位失活导致类囊体膜上 D :

减 少
,

而 D
l ,

C P 4 7 ,

C P 43 及 M n 稳定蛋白的量都积累到显著水平
,

这提示 b 5 5 9 在 P lS l 中作用非同一般
。

他们还发现
, b 5 5 9 a 亚基的腔暴露的 C 一

末端结构域 ( d o m ia n
) 与 P lS l 参与的水氧化

过程有关
。

A r g 6 8 突变为 L e u 的突变株放氧速率降低
,

对光的敏感性增强
,

但 P sl l 浓

度与野生型无显著差别
。 B ar b e r 研究了位于 5

.

P C C 6 8 0 3 细胞色素 C yt
一

b f6 复合物

基因 ( cP
, A , C ) 上游的 P sb H 。

单顺反子的 P sb H ,

双顺反子的 妙
, C A 转录

,

分别

起始于与 E
.

co il 5 70
启动子有某些相似性的区域

。

通过氰弹诱变获得了 p sb H 缺陷突

变株
,

快速原位互补实验表明
,

P sb H 蛋白对有活性的 P lS l 组装并非绝对必需
。

因为

突变株能光自养生长
,

但速率降低
,

分析表明可能主要由于 Q人

一 Q 。 电子流传递减弱造

成
。

一个芬兰
、

瑞典合作研究小组
,

利用定位诱变研究了 & P C C 6 8 0 3 D :

的需光降解

( l i g h t d e p e n d e n t d e g r a d a t i o n
)
。

跨膜螺旋 4 和 5 之间环上的两个区域可能与之有关
,

称

为有害序列 ( P E s T 一
il ke

:
叫 ue cn 。

)
,

推定切除区位于其 C
一

末端
。

在有害序列中设计了

一个突变株
,

在切除区设计了两个突变株
,

均能光自养生长
。

后两株 D
,

的电泳速度比野

生型 D ,

的快
。

荧光弛豫动力学 ( f l u o r d s c e n t r e l a x a t i o n k i n e t i e s
) 研究提示

,

一个切除

区突变株电子
,

从 Q * 到 P Q 库传递速度明显减慢
。 Y u 等 (美国 )对 5

.

P C C 6 8 0 3 D Z

基因

定位突变株研究结果表明
, D Z

的反转加快
,

以致 s m in 脉冲标记检测不到
。

突变导致大

部分 D
:

不稳定 (半寿命 < , m in )
,

这可能与新合成的 D :

/ D
:

复合物需要与辅助因子 M n

结合有关
。

在 D ,

加速降解的突变株中
,

用脉冲标记和 w e o et r n
杂交检测到一种寿命很

短的 D
:

前体
,

此系首次在蓝藻中发现
。

勺
, 。 ` h口` y : , i : 与 匆

, 。 hc 。 ` 口。 `。 两属蓝藻已成为光合基因研究最常用的材料
。

M
。 -

ot ik 等克隆了 s
.

le 仰 g 。 。
M S P 蛋白基因 p sb o 并测定了序列

。

其转译产物由 27 2

个氨基酸组成
,

包括 26 个氨基酸的信号肤和 24 6 个氨基酸的成 熟 M sP
。

第 19 和第 44

位的两个 C y s 非常保守
。

与其它 M S P 不同之处在于
,

第 2 31 和 2 34 位为 H i s。

成熟

M sP 与其它蓝藻同源性为 郊 多一 63 务
,

与高等植物之间为 45 务一 48 外
。
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蓝藻由于具有类似于革兰 氏阴性细菌的遗传结构
,

为分子遗传学研究带来方便
。

单

细胞绿藻莱茵衣藻为单倍体
,

突变型很多
,

是分子遗传学研究的又一常用材料
。 R oc h ia x

报告了通过其叶绿素基因的定位
、

诱变
、

自身转化等技术
,

研究基因表达与功能
。

他们将

报告基因与 P劝 D 的 5’ 或 3
,

非转译区构成嵌合基因
,

并转化 P sJ I 缺陷突变株
,

将转化

子与原突变株杂交以获得该区功能
,

发现 P劝 D 5’ 端 8 0 b p 前导序列是其 m R N A 降解

的主要位点
。

同样方法分析两个核基因突变株
,

证明 少
: b c m R N A 前导序列区在转译开

始时很可能受到核基因编码的反式作用因子的作用
。

Whi et l馆 ge 等将 C h la m y do m 口
加

`

D
:

第 x 7 o 位 A s p 突变为 H i s ,

A s n , T h r
或 p r o ,

用 p D S l o o一 H e 型微粒枪将突变基因

导人野生型叶绿体
,

共转化抗药性标记 以供筛选
。

突变株 D
,

表型在一定范围内变化
。

荧

光弛豫动力学分析表明
, D

:

的 A sP 1 7 0 参与 M
n
中心的组装

。

rE ick
s
on 等将莱茵绿藻

卿 b A 缺失突变株 F u D 7 作为体外诱变的 p劝 A 的受体
,

并共转化一个选择标记
。

当

外源质粒与 F U D 7 删除序列一侧有同源性时
,

通过单交换该质粒整合人叶绿体基因组
,

成为异质转化子 ;一些质粒能在叶绿体中复制但不整合
。

当外源质粒具有与 F U D 7 删除

区两端同源的序列时
,

双交换的结果是突变的 D :

基因 ( p sb A ) 插人
,

成为同质转化子
。

他们利用这个系统研究了 D
l

的定位诱变与放氧的关系
,

以及 D
:

基因内含子区的突变对

叶绿体 R N A 剪接的影响
。

O r s a t 等在纤细裸藻 ( E “ g l e n 。 g r a c i l i s
) 叶绿体基因组中连接 E c o E 的 t R N A

-

eL u( C A A ) 基因与 cE ol 的 tR N A
一 L eu ( T A A ) 基因的 D N A 片段中

,

定位了 3 个彼

此分开的基因
` “ A ,

p : b D 与 p乃 C
。

p sb D 长于 1 ok b
,

编码区内有 9 个内含子 (最长一

个为 36 5 8 b p )
,

“ : A 位于 sP b D 上游
,

编码一个与光合色素合成有关的蛋白
。 一

sP b C 长

度妻 6
.

sk b
,

至少有 8 个内含子
。

T er bt 通过蓝藻
、

绿藻 娜 b A 定位诱变确定了 D
:

上的很多除草剂结合位点
,

为传统

型的除草剂在 D
,

三维折叠上的定位提供了依据
。

1
.

4 与色素和脂合成有关的基因 M
u r a t a

实验室的 M
a l a k h o v

在进行 5
.

P C C 6 8 0 3

d es A 下游 6 k b 片段测序后
,

发现了一个
` 一
型细胞色素基因

,

位于 m “ , F 与
; lP l 之

间 ;推出的氨基酸序列与一些蓝藻
、

真核藻细胞色素
c一 5 53 基因有 32 多的相似性 ; 序列

中部分与 E
.

g ; 。 ` 11 1: 线粒体细胞色素
`
同源性很高

。

很可能是编码 105 个氨基酸 (成

熟蛋白为 74 个氨基酸 )的 cy ` M 基因
,

仅有一个拷贝
。

该基因部分被卡那霉素抗性基因

置换的突变株能光 自养生长
。

H i r sc h b 。
gr 报告的工作是从蓝藻

、

(真核 )藻类和植物中克

隆了八氢蕃茄红素 ( p h y t o n e
) 合成酶 ( p Y S ) 基因 刃

: ,

及其脱氢酶 ( p D S ) 基因 Pd s 。

筛选了一些抗
n o r f l u r a z o n 或 f l u r i d o n e 的 S y 。 。 c h o c o c c “ , p C C 7 9 4 2藻株

,

发现 p D s

置换点突变能导致对除草剂的抗性
。

对 P D S 修饰导致酶动力学值的改变
,

体内类胡萝

卜素合成量减少
,

提示 P D S 为限速酶
。 5

.

P C C 7 9 4 2 中 P扣 与 P击 的过度表达造 成

细胞内类胡萝 .I 素含量的增加
。 G ; i m 等通过定位诱变确定了 G S A

一 A T (谷氨酸
一 1一半

醛氨基转移酶 )功能
,

是与毗哆醛形成 hs if f 碱
。

置换突变株 M et 2 50 lI e 对神经毒剂

加 巴枯林的耐受力提高 1 00 倍
。 E

.

co il 的 A L A ( a 一氨基理
一酮戊酸 ) 缺 陷 ( H e m A

蛋 白基因突变 )株被 勿
, 亡
幼

口 cy 、 is 基因组的一个 4
.

4 k b 片段弥救
。

该片段具有一个 48

K D 的编码产物 (与 E
.

co il H e m A 相似 ) 的基因
。

他们利用该片段在 E
.

co 万 中的过
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度表达
,

分析其将活化谷氨酸还原为 G S A 的能力
。 F uj it a 等从固氮蓝藻鲍氏织 线 藻

( p l e c , o , e m a 吞o r y a , , m ) 中克隆了与 f r x c 同源的基 因及其下游的 O R F 4 6 7 ,

并进行

了序列测定
。

步xr C 是苔类叶绿体 D N A 中编码与固氮酶 eF
一

蛋 白同源蛋白的基因
。

将

卡那霉素抗性基因插入 尹xr C 及 O R F 4 67 的功能区造成突变
,

突变株在光照下能够 正

常生长 ;但在黑暗中不能合成叶绿素
,

而积累一种叶绿素的前体 P C hl i d e 。
这提示蓝藻

jr x C 及 O R F 4 67 编码蛋白的功能为在不需光的条件下还原 P C hl i d e 。

N ik lu in a
等研究了莱茵绿藻不含叶绿素 b 及新叶黄素的突 变 株

c b--n 1 的 回 复 突

变
。

在 N
一

甲基
一

N
一

硝基
一

N
一

亚硝基肌处理下
,

部分
c b --n 1 回复突变

。

大部分回复突变

株叶绿素 b
、

新叶黄素的含量同野生型无差别
。

遗传分析表明
,

色素重合成与核基因抑制

子有关
。

以上研究使人们加深了对脂类与色素合成过程的了解
。

1 .5 碳利用 人们研究最多的是 1 , 5 一二磷酸核酮糖梭化加氧酶 ( R ub is co ) 基因
。

此

酶在叶绿体中的含量很高
,

效率很低
。 A dn

r e w s
报告的工作是将 5

.

6 3 01 R ub i sc 。 大

亚基第 6 5 位的 T hr 突变为 V al
,

导致狡化效率降至 1八 00
, C O Z

/O
:

系数降至 1 / 2
.

5
,

其它副反应产物也发生改变
。

原因是 T hr 的经基 O 正好与连接底物 C 一 1 上的磷酸两

个 O 原子之一形成氢键
,

还与催化必需氨基酸 ly s 3 34 的 。 一
氨基 N 形成氢键 以维持一定

构型
。 F u ii w a r a

等从海洋附鞭藻 ( p l e o r o c h r 夕5 15 c a r , e r a e
) 中分离了

r b c L 与 r b c s ,

二者在质体 D N A 中相邻
,

其氨基酸序列与有色藻 ( hc or m oP h yt ic a l g a e
)

、

红藻及化能

自养细菌 A I` 。 11 9 。 。 es o ut ; 口 Ph “ :
具同源性

,

而与蓝藻
、

绿藻和高等植物之间同源性较

低
。

二者共转录
,

部分转录本在
; cb L 3’ 端剪切

。

将细胞转人黑暗 h6
,

m R N A 量与连续

光照下相同
,

提示 m R N A 能在黑暗中合成并 (或 )保持稳定
。

W d l 等研究了 E
.

盯 。 `
iiI

:

合成 R u b i s c o 小亚基 ( S S U ) 的 4
.

3 k b m R N A ,

它编码一个 一5 0 K D 的多聚肤前体 (由一

个大的 1 5 K D 过渡蛋白
、

8 个相互之间通过十肤相连的成熟小亚基组成 )
。

研究发现
,

SS U

m R N A 的 2 6 b p 前导序列并非由
; cb s 编码

,

而由另一个多基因家族的基因编码
,

并通

过反式剪接机制接到 SS U 前 m R N A 上
。

SS U m R N A 的成熟还涉及一种共剪接机制

以剪去
; cb s 的内含子

。

该藻许多胞质 m RN A 有类似的前导序列
,

推测其它核编码基

因可能具有相同的剪接机制
。

O ga w a 在报告中介绍了 5
.

P C C 6 8 0 3 无机碳运输缺陷 突 变 株 R K a 与 R K b
,

原

因是 , d h B 与 ic , A /
, d h L 基因分别有缺陷

。
R K b 不含 ic ` A /

。 d h L 产物 cI t A
,

而

野生型有
。

在突变株 M
一 5 5 (

n d h B 失活 )
、

M
一 n d h C

、

(
n d h c 失活 ) 与 M

一 n d h K (
, d h K

失活 )中几乎没有 cI t A ,

而且几乎没有无机碳运输活性
。

加之 cI t A 是 N A D H 脱氢

酶的亚基之一
,

提示该酶是 PS I 激发无机碳运输的电子循环的组成部分
。

S o h w a r z

等探讨了 C q 的浓缩机制 ( C C M )
。 S y n 。 ` h 。。 口` : “ ;

许多基因突变都产生

高浓度 c 0
2

需求的表型
。

对 ; cb 区突变进行酶谱分析表明
,

与低浓度 c 0 2

下生长有关

的基因是成簇排列的
。

该表型可能由于许多 C C M 功能减弱造成
,

如梭化体的改 变 使

R ub is co 失活
,

暴露在高浓度 C q 中又重新激活该酶
,

或 dn h B (编码 N A O H 脱氢酶

亚基 H ) 失活造成积累无机碳的能力降低
。 F u k u z a u a 等

,

通过对 5
.

P C c 7 9 4 2 高浓度

c q 需求突变株 C 3 P一O 进行互补分析
,

定位了可能编码碳酸配酶 ( C A s
) 的基因

。

其

编码产物与叶绿体的 C A s
有同源性 (豌豆 22 并

,

菠菜 22 务)
,

与 E
.

。 01 1 同源性为 31 外
。
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这提示蓝藻与植物叶绿体C A 。
可能由共同的原核祖先进化而来

。

ot a ma
研究了 5

.

C C P4 2 7 9的4 2K D 细胞膜蛋白 (在碳限制生长条件下合成) 基因

` mp A ,

发现与
, rt A (编码蓝藻氮运输系统 4 基因簇 解 , A一 B一 C一 D 的第一个 基

因 )有同源性
。

在其下游测序发现 3 个新基因
,

与 。 tB
, c , D 同源性很高

,

因此很可能也

编码蓝藻透性酶
。

L 6 其他 M盯 at a
作了

“

适应低温的光利用的分子基础
”

的报告
。

从 5
.

P C C 6 8 0 3 中

克隆了脂肪酸脱饱和酶基 因
,

并进行了中裂突变 ( id
s r

uP t )
。

转化子仅含单不饱和脂
。

通

过比较突变株对温度的反应发现
,

膜脂的不饱和使其对低温的敏感性降低
,

而对高温的敏

感性增强
。

S o n e
等为了探究呼吸作用的起源与进化

,

从嗜热蓝藻 匆 en
: h口 co “ us , 心 c a , “ :

基

因文库 中定序了编码细胞色素
`
氧化酶亚基 c o l , c 0 2 , C 0 3

基因
,

排列顺序为 5’ 一

C 0 2一 C 0 1一 C 0 3一 3’ 。

与 B ac ill is 不同的是
,

没有发现与 C 0 2 融合的细胞色素
`
的一

半
。

未发现 C 0 2 下游的 O R FI 及 c o 3 下游的 c 0 o4

据 S h i g o o k a 的研究
, E

.

g r a c i l i s
叶绿体中至 少 有 6 0 个 11型和 4 7 个 111型 内 含

子
。

111 型为退化的 H 型内含子
,

平均长 10 1b p ,

并最小程度地保留了 H 型的 5’ 边 界 序

列
,

具有类似结构域 V l 的二级结构
。

一些内含子中还有内含子 (称为 t w i nt
r
皿 )

,

已报

道的有两类
, 11型与 11 / 111 型

。

他们报道了 4 个 111型 t w i n t r o n
(长度为典型 111型内

含子的两倍 )
。

剪切时先切除外部 n l 型内含子
,

再切除内部 n l 型内含子
。 t w i nt r o n

形

成的内含子插人机制
,

可能是基因剪接的另一种机制
。

P a n e i e
等研究了硅藻 O d o o r e l l a : i , e o s i ,

叶绿体 A T P 酶基因的结构与分布
。

光

合 H + 一 A T P a s e
的 4个 F。

亚基 ( I一 I V )
,

分别由
a z p F ,

G
,
H

, I 编码 ; 5 个 F
:

亚基 (
。
一

。
)

,

分别由
。 , P A

,
B

,

c
, D ,

E 编码
。

在蓝藻中分成两个基因簇
,

在绿藻和高等植物中

砂 P C
, D ,

G 由核基因编码
。

该硅藻中仅
。 tP C 由核基

「

因编码
,

像蓝藻一样
。印 刀 , F 有重

叠
,

at P F 无内含子
。

2 基因表达与调控研究日益受到重视

随着分子遗传学手段的应用
,

人们对光合作用研究由静态转向动态
,

不仅细致研究基

因的结构和功能 以探讨光合结构的组装与运转
,

而且逐步转向基因的表达与调控研究
,

以

期深人了解动态调节机制
,

打开由基础研究通向实际应用的道路
。 G r

os
s m an 是卡内基

研究中心的蓝藻遗传学家
,

作了
“ 5

.

PC C 7 9 4 2 在硫限制生长下的效应
”
的报告

。

他们

确定了一系列与硫的利用有关的基因
,

这些在硫限制生长条件下激活的基因可能参与各

种含硫化合物的获取与利用
。

他们小组的墙报则展出了具有鱼补充适应作用的丝状蓝藻

rF
` m cy lla id PI 口 : iP ho

n
光调控研究结果

。

正常调控方式为
,

在绿光中藻红蛋白 ( P E ) 含

量高而诱导型藻蓝蛋 白 ( P iC ) 含量低 ; 红光中正相反
。

突变株 F d R I 与 F d R Z 绿光调

节方式受锁
,

对红光不反应
。

通过接合转移野生型的基因文库
,

得到 F d R 的互补表型
。

从互补 D N A 中定位了
; ca C ,

编码产物 R o a C 氨基酸序列与细菌两因子调节系统 蛋

白极相似
。

S u z u ik 等研究了硝酸盐利用酶基因的表达及调控
。

氨抑制 5
.

P C C 7 9 4 2 硝酸盐还

原酶
、

亚硝酸盐还原酶以及硝酸盐载体的合成
,

其基因 耐 , A 一。 t A , B ,
C

,
D
一

加
; B 成簇
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排列
,

象一个操纵子一样共转录
。

氨能抑制转录
,

转录始于
“ ir A 起始密码子上游第 26

个碱基
。 “

一 1 0 ”

启动子区与 E
.

` 01 1 相似
, “

一 35
”

区与典型的 E
.

` 01 1 启动子无同源

性
。

G o l d e n
等研究了 5

.

p e e 7 9 4 2 D
: , D Z

基因的光调节
。 3个 p s b A 编码两种 形式

的 D
l

蛋白
,

两个 p s b D 编码 D Z

蛋白
。

p s b A 11 ,

p s b A 111 以及 p s b D 11在 簇 22 , 那 E /

(澎
·

s
)光强下低水平表达 ;光强升至 ) 36 0拼 E /(耐

·

s
)时

,

表达水平迅速上升
,

sP b D I

相对稳定
,

而 那 b A I 信息减少最快
。

sP b A H
,

A H l 及 D H 表达增强系由于转录变化

所致
。

发现有蛋白结合于每个 P话 A 及 P sb D H 阅读框上游
。

结合位点区域的删除突

变显著降低了 P sb D H 的表达水平
。

P劝 A H ( A lll ) 启动子 + 转录起动点十蛋白结合

位点均能启动无启动子的 l 。 ` Z 报告基因的光调节表达
。

E ir k s o n
等研究了 5

.

6 8 0 3 p : b A 多基
J

因家族的调控
,

表明 p : b A 一 1 不表达
,

可能

是隐秘的
。

90 外 以上的转录本为 P ; b A 一 2 ,

其余为 P sb A 一 3。

比较 5
’

非编码区 发 现
,

一 10 和 一 3 , 区序列与 E
.

0 11 相似
。

P sb A一 2 与 P sb A一 3 的 一 35 区相似
,

一 10 区稍

有差别
。

转录起始点分别为 一 49 和 一 88
。

p sb A 转录本在黑暗中稳定
,

转录伴随一个

o
.

gk b sP b A 一 2 特异降解产物
。

光合电子传递停止时
,

光照下也有同样的降解方式
。

H e if 改 z
等进行了影响 P lS l D

:

合成与功能的叶绿体基因的定位诱变
。

过量的光能

造成 D
,

合成、 成熟。 光损伤” 降解” 重合成循环的平衡丧失
,

使光伤害的速率超过 D ,

的更新速率
。

通过 自身转化将定位诱变的 P sb A 及影响 D
:

表达的 S t rr (链霉素抗性 )
,

S p e `

(壮观霉素抗性 ) 1 6 s r R N A 突变引人野生型 C h l a m 夕d o m o n a : 。 1 6 5
转化子在强光 [ 6 0 0

祥m o l / ( m
,

·

s
) ] 下 D护S 掺人率降低 60 外

,

同时光伤害率增强
,

最大光合速率及量子效

率降低 攫 知并
,

与野生型相比光 自养生长率降低 40 多
。

而在弱光 [ 9 0拼m o l / (m
,

·

s
) ]

下表现正常的光合作用
。 D

,

的醒 /除草剂结合位点突变同样造成强光下而不是弱光下光

合作用的减弱
。

L e b e d e v a 等发现
, 2 一脱氧

一D 一

葡萄糖能降低 S y n e c h o c y s ; 15 总 R N A 水 平
,

其 中

sP b D 比与光合作用无关的 de
: A 转录水平下降得快

。 A s a y a m a
等从蓝藻铜锈微囊藻

( M i c r o c y s t i s a o r , 9 1, o s a
) K 一 8 1中克隆了

r 户0 D I 并进行了序列坝U定
,

其氨基酸序列显

示了与 s i g m a 因子广泛的同源性
。
推知的启动子区域 A T 丰富

,

具有一个固定的 D N A

弯曲
,

其上游是 G C 丰富区
。

L a R oc h e
等发现

,

在强光、 弱光 ( l / 10) 变换中
` 。 b m R N A 量迅速增加

,

复合物增

大
,

提出 c a b 表达在强光下受到抑制
·

他们还发现
,

绿藻杜氏藻 ( D “ n a l i e l l a ` “ r ` i o l e c ` a
)

ca b 家族分化程度高于高等植物
。 L o s

等发现
,

绿藻盐藻 ( D
.

二 il 。 ) 的一个叶绿体

D N A 片段 ( 2 3 5 0 b p ) 克隆于 E
.

co il 中
,

导致质粒拷贝数增加 4一 5 倍
。

该片段 5’ 端

1 25 o b p 可能是转录的终止子
。

沿 5
’

一 3
’

方向克隆则复制终止
,

反之非然
。

这个片段在

& P C C 7 9 4 2 中能保持转录活性
。

3 结语

藻类分子遗传学的发展促进了光合作用这一重大生物学问题研究
,

藻类基因* 光合

分子的反向生物学是主要研究思想
。
同时蕴含着一定的应用前景

,

利用基因工程手段培

育优良品种
,

提高光合效率
,

已成为进一步的目标
。

藻类分子遗传学正向解决生物学基础

挂
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理论问题和推动藻类资源开发方向发展
。
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