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摘要  在集胞藻 PCC6803 中, Ⅱ型 RNA 结合蛋白基因 rbp3 在温度下降时仅有轻微上调. 与野

生型相比, rbp3 突变株中膜脂多不饱和脂肪酸(PUFA)总量显著减少. 但是, PUFA 的减少并未

达到影响其在低温下生长的程度. 突变株中的脂肪酸脱饱和酶基因 desA, desB 和 desD, 以及在

15℃生长所需要的基因 ccr-1 的 mRNA 显著减少, 而 rbp1 (RNA 结合蛋白 1)和 crhR (RNA 解旋

酶轻链)的 mRNA 不受影响. 因而, Rbp3 可直接或间接地影响某些基因的 mRNA 水平. 
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RRM (RNA-recognition motif)类型的 RNA 结合

蛋白 (Rbps)可参与许多转录后调控过程 [1]. 蓝藻的

Rbps 均含有单个 RRM 区域, 有的具有 1 个短的 C-

端富含甘氨酸的区域, 称Ⅰ型; 有的不具有 C-端区

域, 称Ⅱ型[2,3]. Ⅰ型 Rbps 基因在冷胁迫下迅速诱导

表达 , 而Ⅱ型 Rbps 基因通常不诱导或仅有轻微诱

导[2~4]. 多变鱼腥藻(Anabaena variabilis)的 rbpA 突变

株在从 38℃转入 22℃时诱导早期异形胞分化, 显示

RNA 结合蛋白对于保持正确的基因表达的作用 [2]. 

聚球藻(Synechococcus sp.) PCC7942的 rbp1突变株在

低温下比野生型生长差[5]. 鱼腥藻的 RbpA 和聚球藻

的 Rbp1 都属于Ⅰ型 RNA 结合蛋白. 已报道的Ⅱ型

RNA 结合蛋白有聚球藻的 Rbp2[3,5] 、鱼腥藻的

RbpD[2,6]、鱼腥藻和颤藻(Oscillatoria sp.)的 RbpG[6]. 

聚球藻的 rbp2 基因被插入失活并不影响在低温下的

生长[5]. 至今, 尚无蓝藻Ⅱ型 Rbps 对于基因表达水

平影响的报道.  

蓝藻中有4种脂肪酸脱饱和酶基因, 即desA, desB, 

desC(在某些种包括 desC1 和 desC2)以及 desD[7,8]. 在

集胞藻 PCC 6803(以下称集胞藻 6803)中, desA, desB

和 desD 在光照的条件下受低温诱导[9]. 这 4 种脂肪

酸脱饱和酶分别在 18 碳脂肪酸的Δ6, Δ9, Δ12 和ω3

位置引入不饱和键 , 增加脂肪酸脱饱和酶基因的表

达可恢复膜脂在低温下的流动性[7,10]. desA 的失活可

显著削弱集胞藻 6803 在 20℃的生长, 而 desB 和 desD

失活不发生影响 [11]. 在低温下的生长依赖于膜脂中

C18:2, C18:3 和 C18:4 脂肪酸总百分比[11].  

本文提供的证据显示 , 在集胞藻 (Synechocystis 

sp.)6803 中, Ⅱ型 RNA 结合蛋白 Rbp3 是保持较高脂

肪酸不饱和度所需要的 . 与此相应 , desA, desB 和 

desD 的 mRNA 水平在该种蓝藻的 rbp3 突变株中也显

著减少.  

1  材料与方法 

(ⅰ) 藻株、培养条件、脂肪酸组成及荧光素酶

活力测定.  集胞藻 6803 来自本所赵进东研究员, 在

温度 30℃、光强 30 μE m−2 s−1 的条件下以 BG11 培养

基进行摇床培养, 在混养培养时培养基中另外添加 5 

mmol/L 葡萄糖. 对于蓝藻转化子的培养, 根据需要

分别在培养基中添加浓度为 5, 20 或 10 μg mL−1 的红
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霉素、卡那霉素或壮观霉素. 脂肪酸组成及萤光素酶

活力的测定按照文献[12]报道的方法进行, 所测数据

为 3 次独立实验结果的平均值.  

(ⅱ) 质粒及突变株的构建.  分子生物学操作按

标准方法进行 , 所用的工具酶按照说明书上的建议

使用, PCR 产物克隆后利用 DNA 测序确认无误, 实

验所用的 PCR 引物见表 1. 

构建用于在大肠杆菌 (Escherichia coli)中表达

Rbp1 的质粒 pHB2540: 以 slr0193-a3 和 slr0193-a4 为

引物, 利用 PCR 扩增 rbp3 基因, 将 PCR 产物克隆到

pMD18-T (TaKaRa)中, 得到重组质粒 pHB2494, 利

用 NdeⅠ和 XhoⅠ双酶切从 pHB2494上切下含有 rbp3

的片段, 克隆到 pET21b 的 NdeⅠ和 XhoⅠ之间, 得到 

重组质粒 pHB2540. 

构建用于在集胞藻 6803 中敲除 rpb3 的质粒

pHB2547 和 pHB3175: 利用引物 slr0193-k1 和 slr0193- 

k2 扩增含有 rpb3 5′端及上游序列, PCR 产物克隆到

pMD18-T 中 , 得到质粒 pHB2495. 利用 XhoⅠ从

pHB576[13]上切下 Spr 片段, 克隆到 pHB2495 的 XhoⅠ

位点, 得到质粒 pHB2534. 同时利用引物 slr0193-k3

和 slr0193-k4 扩增含有 rpb3 基因 3′端及下游序列, 

PCR 产物克隆到 pMD18-T 中, 得到质粒 pHB2496. 

利用 PvuⅡ将含有 rbp3 基因及 Spr 的片段从 pHB2534

上切下, 克隆到 pHB2496 的 SmaⅠ位点, 得到质粒

pHB2547, 该质粒中 rpb3的上下游序列同向, 中间夹

着 Spr 基因. 利用 XbaⅠ从 pRL446[13]上切下 Kmr 片

表 1  蓝藻藻株和引物 a) 

藻株, 引物 特征描述和引物序列 来源或涉及基因 
藻株 

集胞藻 PCC 6803 野生型 赵进东研究员提供 

DRHB2263* Spr, desB: luxAB-Spr, 以 pHB2263 转化集胞藻 6803 本研究 

DRHB2547 Spr, Δrbp3/Spr, 以 pHB2547 转化集胞藻 6803 本研究 
DRHB2547/DRHB2830 CmrEmrSpr, 以野生型 rbp3 互补Δrbp3/Spr, 即以 pHB2830 转化 DRHB2547 本研究 

DRHB3175 Kmr, Δrbp3/Kmr, 以 pHB3175 转化集胞藻 6803 本研究 
DRHB3175/DRHB2263 KmrSpr, Δrbp3/Kmr desB:luxAB-Spr, 以 pHB2263 转化 DRHB3175 本研究 

引物(5′→3′) 
crhR-1† CTTTGCCCTACCTTTGATG 

crhR-2† GGCTTCCTTGAGTTGTTCC 
crhR 

 

desA-1† CAACGGTAACGCCCAGCA 

desA-2† CAAACAGGAAGACAACGGCA 
desA 

 

desB-1† CGACACCGACGAAAGTTGG 

desB-2† CTTGATGGCTTCAGTCGCC 

sll1141-1 CTTGATGGCTTCAGTCGCC 

sll1141-2 CTGCTCAAGGGTTTGGATGA 

desB 
 
 
 
 

sll1242-1† CTAGTGGGTCGGAAGGTTT 

sll1242-2† CTGAGTAACTGGGCTGGTTC 
ccr-1 

 

desD-1† AACCAACGGGTGGATGCCT 

desD-2† AGAGCCAGAGGTAAGCCGA 
desD 

 

sll0517-1† TCTCATATGTCAATTTATGTAGGCAACCTGTCC 

sll0517-2† TTTCTCGAGTGGTGGAACGACGGCGAA 
rbp1 

 

slr0193-a3 TTTCATATGTCCATTCGTCTCTACGTCGGTAA 

slr0193-a4 AAACTCGAGAGGAAAACCTGTGGACCTACT 

slr0193-k1 CGGACTTCACCACTATTTACGA 

slr0193-k2 GAGACGAATGGACATGATCTAAATACCT 

slr0193-k3 CAGTAGGTCCACAGGTTTTCC 

slr0193-k4 AACTCCGCTGGGTTGGTAA 

slr0193-c CTGGCTCTGATGTTGGCT 

slr0193-4 AAACTCGAGAGGAAAACCTGTGGACCTACT 

rbp3 
 
 
 
 
 
 
 
 

rnpB-1† GTTAGGGAGGGAGTTGCGG 

rnpB-2† AAGAGAGTTAGTCGTAAGCCG 
rnpB 

 

a) Ap, 氨苄青霉素; Cm, 氯霉素; Em, 红霉素; Km, 卡那霉素; Sp, 壮观霉素. *, DRHB 后缀号码代表以相应号码的 pHB 质粒转化

集胞藻获得的双交换子. †, 用于以 PCR 合成 Northern blot 杂交探针的引物 
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段, 将 Kmr片段克隆到 pHB2547 中, 以 Kmr取代原质

粒中的 Spr, 得到质粒 pHB3175.  

构建用于互补 rbp3 突变株 DRHB2547 的质粒

pHB2830: 利用引物 slr0193-c 和 slr0193-4 进行 PCR

扩增含有 rpb3 基因的片段, 克隆到 pMD18-T 中, 得到

重组质粒 pHB2822. 利用 XbaⅠ从 pHB598[14]上切下

含有 C.CE2 的片段, 克隆到质粒 pHB2822 的 XbaⅠ

位点, 得到质粒 pHB2825. 将含有 rbp3-C.CE2 的片段

用 KpnⅠ和 HindⅢ双酶切切下后补平, 和经过 EcoRⅠ

酶切并补平的 pKW1188[15]相连, 得到质粒 pHB2830. 

用于检测 desB 启动子活性的质粒 pHB2263 的构

建: 利用引物 sll1141-1 和 sll1141-2 PCR 扩增含有

desB 启动子的片段, 克隆到 pMD18-T 中, 得到质粒

pHB512. 将 含 有 luxAB-Spr 的 片 段 用 Sma Ⅰ 从

pRL58[16]上切下, 克隆到质粒 pHB512 中 desB 基因的

BalⅠ位点, 得到重组质粒 pHB2263.  

利用表 1 中所列的质粒通过转化得到 Synecho- 

cystis 的各种突变株, 转化方法按照 Williams 等人[15]

所述方法进行, 利用 PCR 的方法对突变株的基因分

离情况进行检测. 

(ⅲ) Northern blot 分析.  利用 TRIzol 试剂盒

(Invitrogen, USA)从集胞藻 6803中提取总 RNA, 得到

的总 RNA 用无 RNase 的 DNaseⅠ去除 RNA 中的基

因组 DNA. 利用针对特定基因的引物(表 1)进行 PCR

扩增得到不同的产物 , 利用地高辛-dUTP 进行标记

并作为 Northern blot 的杂交探针. 利用试剂盒 DIG 

High Prime DNA Labeling and Detection Starter KitⅠ

(Roche, USA)进行 Northern blot 杂交分析. 利用 rnpB

作为组成型表达的内标[17]. 对 3 次独立的 Northern 

blot 实验结果利用 Image J 1.42q (Wayne Rasband, 

National Institute of Health, USA)对杂交带进行定量

分析.  

(ⅳ) RNA 结合活性的分析.  将 pHB2540(表 1)

导入到 E. coli BL21 (DE3), 经 IPTG 诱导后超声波破

细胞, 收集含有 Rpb3 的可溶蛋白组分, 利用 HiTrap

肝素柱(Amersham, USA)纯化 Rpb3 蛋白. 按照 Sato[18]

所述方法进行凝胶过滤实验. 利用 12% SDS-PAGE

分离蛋白并用考马斯亮蓝 R-250 染色观察.  

2  结果 

2.1  Rbp3 是Ⅱ型 RNA 结合蛋白 

在集胞藻 6803 中, rbp3 编码一个没有 C-端富甘

氨酸区域的 RNA 结合蛋白. Northern blot 杂交结果显

示其转录本大小约 600 nt(图 1(a)). 对 3 次独立实验

的 Northern blot 杂交带进行定量分析, 结果表明, 在

集胞藻 6803 从 30℃转移到 15℃时 rbp3 的 mRNA 水

平有轻微上调(图 1(b)).  

为测试所编码的 Rbp3蛋白的 RNA结合活性, 在

大肠杆菌表达该蛋白, 以肝素柱纯化. RNA 结合活性

以凝胶过滤法进行测试(图 1(c)). 在本研究条件下 , 

Rbp3 或者 Rbp3 加双链 DNA 均不能通过 Sephadex 

G-50 凝胶柱, 而与集胞藻 6803 总 RNA 相混合时, 一

些 Rbp3 可从凝胶柱洗脱出来. 因而可以认为, Rbp3

确实具有结合 RNA 的能力. 这些结果显示, 蓝藻中

的 Rbp3 确系Ⅱ型 RNA 结合蛋白. 

2.2  Rbp3 对于脂肪酸组成的效应 

为研究 Rbp3 的功能, 以 Sp 抗性基因置换其编码

基因, 得到 DRHB2547 突变株(Δrbp3/Spr)(图 2, 表 1). 

rbp3 突变株在 30℃和 15℃生长速率(分别为(1.33± 

0.06)和(0.45±0.02)代/d)与野生型(分别为(1.33±0.20) 

和(0.45±0.04)代/d)相同. 然而, 与野生型相比, 突 

 

图 1  rbp3 mRNA 的 Northern blot 分析及其编码产物的 

RNA 结合活性的检测 
(a) Northern blot 分析测算 rbp3 mRNA 大小. M, RNA 分子量标记. (b) 

Northern blot分析显示从 30℃转入 15℃时集胞藻 6803中 rbp3 mRNA

水平的变化. 对3次实验结果中杂交带强度用软件 Image J 1.42q进行

定量. 用 rnpB (RNase P 亚单位 B)[17]的 mRNA 作为参照. (c) 用凝胶

过滤法测试 Rbp3 的 RNA 结合活性并用 SDS-PAGE 检测洗脱蛋白. 

泳道 1, Rbp3 (5 μg); 泳道 2~4, Sephadex G-50 加样 Rbp3 (5 μg), Rbp3 

(5 μg) + RNA (15 μg), Rbp3 (5 μg) + DNA (15 μg)的洗脱蛋白. 结合

活性测试中使用的RNA和DNA分别是从集胞藻 6803提取的总RNA 

和 HindIII 酶切的 lambda DNA 
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图 2  在集胞藻 6803 中以 Km 抗性基因和壮观霉素抗性基因

取代 rbp3 
以引物 slr0193-k1和 slr0193-k4(表1)进行PCR证实突变株DRHB2547 

(Δrbp3/Spr)和 DRHB3175 (Δrbp3/Kmr)的完全分离. WT, 野生型 

变株的 18碳多不饱和脂肪酸(PUFA, 包括 18:2, 18:3

和 18:4)在 15℃减少了 11.74%, 在 30℃减少 14.11% 

(表 2). 野生型在从 30℃转移到 15℃时 PUFA 增加

5.34%. 与此相比, PUFA 在突变株中减少的量是十分

显著的.  

为了确认 Rbp3 在保持该蓝藻中脂肪酸组成的作

用, 将 rbp3-C.CE2 整合到突变株中的一处不涉及任

何表型的整合平台 [15,19,20], 获得 DRHB2547 DRHB 

2830 藻株(表 1). 互补株在 30℃生长速率(1.45±0.06)

代/d, 在 15℃生长速率(0.44±0.03)代/d, 与野生型或

突变株都几乎没有差别. 但是, 与 rbp3 突变株相比, 

PUFA 在 18 碳脂肪酸中的百分比在 30℃增加了 7.3, 

在 15℃增加了 12.81(表 2). 同时, 互补株脂肪酸组成

与野生型存在区别, 尤其是在 15℃条件下 C18:4脂肪

酸与野生型相比增加了 2.6 倍. 整合的 rbp3 基因部分

弥补了突变株的表型, 但完全恢复了在 15℃的 PUFA

总量(表 2). 

2.3  Rbp3对 desA, desB和 desD mRNA水平的效应 

在集胞藻 6803 转入 15℃时, Northern blot 分析能 

检测到 desA, desB 和 desD 的 mRNA 杂交带. 而在 

rbp3 突变株中, 与 PUFA 含量的下降相一致, 几乎检

测不到这些转录本(图 3). 以自养条件或混养条件培

养的藻细胞产生相同的结果. 相反, 在集胞藻 6803

中受 15℃处理诱导的 rbp1(RNA-结合蛋白 1)和 crhR 

(RNA 解旋酶轻链)基因, 都不受 rbp3 的影响(图 3). 

rbp1, crhR 和 des 基因都在低温适应的早期诱导表达, 

而近期由本实验室发现的 ccr-1 基因在晚期诱导表

达[12]. ccr-1 具有多条 mRNA 杂交带. 在经 15℃处理

6 d 的突变株中, ccr-1 的 mRNA 也比野生型削弱. 

Rbp3 似乎能够选择性地影响某些基因的 mRNA 丰度. 

mRNA 水平的调节可以基于启动子活性或 mRNA 

 

图 3  Northern blot 杂交分析 Rbp3 对于脂肪酸脱饱和酶基

因 rbp1, crhR 和 ccr-1 的 mRNA 水平的效应 
在从30℃转入15℃ 2 h的野生型和Δrbp3藻株中检测desA, desB, desD, 

rbp1和 crhR的mRNA, 在 15℃处理 6 d的细胞中检测 ccr-1的mRNA. 

WT, 野生型 

表 2  集胞藻 6803 各藻株膜脂中的脂肪酸组成(mol%)a) 

野生型 rbp3 突变株 互补株 脂肪酸 
30℃ 15℃ 30℃ 15℃ 30℃ 15℃ 

16:0 52.99±2.24 49.89±0.63 53.26±0.71 51.67±0.81 47.82±4.17 46.41±1.59 

16:1(9) 2.83±0.51 3.87±0.31 2.01±0.25 3.93±0.59 2.07±0.27 5.39±0.16 

18:0 0.95±0.15 0.81±0.13 1.32±0.07 0.66±0.13 3.08±0.93 2.74±0.43 

18:1(9) 7.88±0.49 4.69±1.78 22.12±1.66 14.74±1.27 18.44±2.51 3.65±0.42 

18:2(9,12) 18.06±0.49 11.00±0.49 8.70±0.12 5.69±1.16 9.05±0.26 4.38±0.53 

18:3(6,9,12) 15.57±1.01 20.29±0.89 11.02±0.50 15.45±0.37 17.67±1.25 23.95±0.40 

18:3(9,12,15) 1.11±0.05 6.56±0.50 0.9±0.03 4.79±1.44 1.12±1.36 3.06±0.16 

18:4(6,9,12,15) 0.61±0.05 2.89±0.56 0.68±0.1 3.06±1.16 0.75±0.13 10.41±0.06 

C18 PUFA 35.40±1.49 40.74±1.22* 21.29±0.69 29.00±1.34 28.59±1.44 41.81±0.88* 

a) 各项数值均来自 3 次独立实验测试结果计算出的平均值±标准误. 除 2 个标以*的数值外, 其余在同一温度下的 PUFA 数值均存在显著

差异(Duncan’s multiple range test, P = 0.05). 
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稳定性或者二者兼有. RNA-结合蛋白一般通过稳定

性影响 mRNA 水平[1]. 为排除 Rbp3 对启动子活性的

削弱, 我们以细菌荧光素酶基因 luxAB 测试了其中一

个基因 desB 的转录. 将 luxAB-Spr[16]插入到野生型和

另外 1 个 rbp3 突变株 DRHB3175(Δrbp3/Kmr, 表 1)中

desB 的 BalⅠ位点. 在 DRHB3175 中, rbp3 被 Km 抗

性基因取代. luxAB-Spr 插入 desB 并未影响集胞藻

6803 在 15℃的生长. 细菌荧光素酶活性的表达显示, 

在从 30℃转入 15℃时, 在突变株中的表达甚至略高

于野生型 (图 4). 因此, rbp3 的失活并未削弱 desB 的

启动子活性.  

3  讨论 

本文报道了 Rbp3 在集胞藻 6803 中对于保持脂

肪酸组成的作用. Rbp3 不具有 C-端富甘氨酸区域, 

在降温时仅有轻微诱导 , 因此是一个典型的Ⅱ型

RNA 结合蛋白. 由于 rbp3 的大小为 456 bp, 其下游

基因大小 708 bp, 当中间隔 228 bp, 而 rbp3 转录本仅

约 600 nt, 故 rbp3 应不与 slr0194 共转录.  

在集胞藻Δrbp3 突变株中 , 多不饱和脂肪酸

(PUFA)总百分含量相对于野生型有显著减少 . 而用

rbp3 野生型基因恢复了突变株在 15℃下的 PUFA 含

量, 进一步证实 Rbp3 的作用. 互补株与野生型存在

区别可能是由于在平台中插入的 rbp3 的表达与野生

型株不同. 由于 rbp3 仅受温度轻微调控, 该基因在

30℃和 15℃应显示相似的作用. 与此假设吻合, rbp3

突变株在两温度下 18 碳 PUFA 都减少. Rbp3 对于脂

肪酸组成的效应可能具有一定的应用价值.  

虽然 rbp3 突变株的 PUFA 显著减少, 它在 30℃

和 15℃的生长与野生型相同. 聚球藻中的一个Ⅱ型

RNA 结合蛋白基因也不影响在低温下的生长[5]. 值 

 

图4  在野生型和Δrbp3 /Kmr突变株中desB启动子驱动的细

菌荧光素酶基因的表达 
RLU, 相对荧光素酶单位. WT, 野生型 

得注意的是, desA 突变株总 PUFA 发生更大程度的削

减, 导致其在低温下生长差[11]. 对此, 我们的解释是, 

集胞藻 6803 在 30℃时具有足够高的 PUFA, 即使在

rbp3 突变株有所减少, 其脂肪酸不饱和度也仍然足

以维持在 15℃的生长.  

脂肪酸脱饱和酶基因 desA, desB和 desD, 以及在

15℃生长所需要的 ccr-1基因的mRNA水平, 都在 rbp3

突变株中大大减少, 而 rbp1 和 crhR 转录本不受影响. 

这些结果提示 , Rbp3 直接或间接地影响某些基因

mRNA 水平, 尤其是 desA, desB 和 desD, 并影响膜脂

不饱和度. 从 desB 启动子表达 luxAB 显示, RNA 水平

降低并非由于对启动子的作用. 一种可能性是, Rbp3

影响某些 mRNA的稳定性. 由于在 rbp3突变株中 des

基 因 mRNA 水 平 被 削 弱 到 很 低 , 我 们 难 以 用

Northern blot 杂交分析其降解速率. 将来在突变株和

野生型中通过人为驱动 des 和 ccr-1 基因表达, 有可

能测试比较出这些基因转录本的降解速率的差别. 
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