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集胞藻 PCC6803 中 S2P 蛋白酶 Sll0528 参与铵盐 

胁迫响应的重要性 
 

刘小芳，陈谷，林诗琪，许白雪 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 
摘要：Sll0528 是集胞藻 PCC6803 中四个二位蛋白酶(site-2-protease, S2P)之一。本研究主要比较了三株集胞藻 （编码基因 sll0528

过表达的藻株 OE0528，编码基因 sll0528 敲除的缺失藻株∆sll0528，以及野生型藻株）在不同氯化铵浓度下的生长表型。结果显示， 

缺失藻株∆sll0528 对 120 mM 的氯化铵比野生型更敏感，光合系统损伤严重。在 180 mM 氯化铵下野生型株的生长受到抑制，而过表

达藻株 OE0528 的生长优于野生型，更耐受高浓度铵盐，其光合系统色素藻蓝蛋白和叶绿素等的损伤程度低于野生型。可见，Sll0528

在集胞藻 PCC6803 适应铵盐胁迫中发挥重要的作用，可能参与了铵盐胁迫的快速响应，并直接或间接介导高铵盐浓度下集胞藻对光

合系统的保护或修复机制。本研究首次揭示了 S2P 蛋白酶微藻具有一定的铵盐胁迫响应作用，相关结果对于深入探究微藻对铵盐的

响应机制及提高微藻对铵盐的耐受性和利用率具有重要的意义。 
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Importance of the S2P Protease Sll0528 of Synechocystis sp. PCC6803 to 

Ammonium Stress Tolerance 

LIU Xiao-fang, CHEN Gu, LIN Shi-qi, XU Bai-xue 

(School of Food Science and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 

Abstract: Sll0528 is one of the site-2-protease (S2P) in Synechocystis sp. PCC 6803. In the work, the growth of three mutants of 

Synechocystis (the mutant overexpressed with OE0528 of the sll0528 gene, the ∆sll0528- knockout mutant, and the wild type) was compared 

under different concentrations of ammonium chloride. The results indicated that the knockout mutant ∆sll0528 was more sensitive to 120 mM 

ammonium chloride than the wild type, with the photosynthetic system damaged more seriously; at 180 mM ammonium chloride, the growth of 

wild type was inhibited, while the sll0528-overexpressed mutant OE0528 grew well, which showed higher toleration to the high concentration 

of ammonium, and better protection for the photosystem pigment phycocyanin and chlorophyll than the wild type. All the results suggested that 

Sll0528 plays an important role in the acclimation to ammonium stress in Synechocystis sp. PCC6803, probably through protected or recovered 

the photosystems under ammonium stress directly or indirectly. This is the first report to unveil the importance of S2P protease in ammonium 

stress of cyanobacteria, thus provding the base for the research of acclimation to ammonium stress and improvement of ammonium tolerance 

and utilization in microalgae in the future. 
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随着现代工业和农业的快速发展，大量的污水排

放以及肥料重施，造成废水中氮的含量剧增。近几十

年来，我国地表水和地下水中氮的浓度不断增加，例

如 1980 年到 2010 年，我国每年的氮沉积量增加

60%
[1,2]。氮过量影响生态环境稳定和农业效益，处理 
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组研究 

废水成为重要的工作。微藻不但可以用于新型能源的

开发，也可以应用于处理工农业废水[3]。微藻可以利

用废水中各种形式的氮源，如铵盐或硝酸根；但是微

藻的生长对铵盐浓度较敏感，处理废水过程中过高浓

度的铵会抑制微藻的生长。研究微藻在铵盐中的生长，

探索微生物适应高浓度 NH4
+
/NH3 的机制，将为未来

提高微藻对铵盐的耐受奠定基础。研究拟南芥中

EGY1 突变导致的铵敏感突变株 amso1 对铵盐胁迫的

响应机制，揭示参与铵胁迫响应的基因中 90%的基因

调控都依赖于 EGY1
[4]。EGY1 是拟南芥 S2P 蛋白酶编
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码基因之一，故本研究探讨集胞藻中的 S2P 蛋白酶基

因 sll0528 是否参与集胞藻对铵盐胁迫的响应。 

集胞藻 PCC6803（Synechocystis sp. PCC6803）属

蓝藻门色球藻目集胞藻属，它通过二分裂方式增殖，

培养周期短，既可光合自养、混养还可异养。类似绿

色植物，集胞藻 PCC6803 有两个光合作用系统，光系

统Ⅰ（PSⅠ）和光系统Ⅱ（PSⅡ）。由于集胞藻 PCC6803

独特的生理特征，以及测序完全等特点，已成为研究

光合作用、胁迫响应等的模式生物，也作为工程菌应

用于新型能源的开发[5,6]。S2P 家族蛋白酶存在于从细

菌到人类的多数物种，不同物种间的 S2P 蛋白酶都具

有保守的催化基序[7]，S2P 蛋白酶介导的调节膜内蛋

白水解机制被认为是潜在的外界信号接收传导机制。

在大肠杆菌等原核细菌中，当机体受到刺激时，S1P

和 S2P 蛋白酶连续剪切抗 σ因子，释放 EFCσ因子，

EFCσ因子结合 RNA 聚合酶中心酶，转录表达相应的

蛋白以适应刺激[8]。集胞藻 PCC6803 中有四个 S2P 蛋

白酶 Sll0862、Slr0643、Sll0528、Slr1821。通过敲除

基因 slr0643并研究该缺失藻株Δslr0643，发现Slr0643

参与酸胁迫响应机制[9]。基因 sll0862 的敲除导致缺失

藻株 Δsll0862在高温和氧化胁迫响应中表现出缺陷，

说明 Sll0862 参与调控高温和氧化胁迫响应[10]。应用

实时荧光定量 PCR 技术（RT-qPCR）研究集胞藻基因

sll0528 在不同胁迫下的表达谱，以及对 sll0528 敲除

的缺失藻株 Δsll0528进行各种胁迫响应实验，都表明

Sll0528 参与多种胁迫包括盐、渗透压、高光等[11,12]。

而敲除 slr1821 的缺失藻株 Δslr1821 在热胁迫响应研

究中揭示了 Slr1821 对热胁迫响应机制起着重要作用
[13]。 

本研究构建了集胞藻 PCC6803 基因 sll0528 在光

诱导强启动子-基因psbA2启动子(PpsbA2)驱动下的过表

达藻株 OE0528，并探究比较了不同氯化铵浓度条件

下野生型（wild type，WT）、过表达藻株 OE0528 和

缺失藻株 Δsll0528的生理表型，初步揭示 S2P 蛋白酶

Sll0528 响应 NH4
+的功能与机理，为后续深入探索微

藻对 NH4
+胁迫响应机制打下基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料与仪器 

实验材料：质粒 pUC118，质粒 pET-30b(+)，大

肠杆菌 DH10B，限制性内切酶，T4 DNA Ligase，Taq 

DNA 聚合酶，Primer Star NDA 聚合酶，硫酸卡那霉

素，氯霉素，氨苄青霉素，BG11 培养基（实验室自

配），HEPES，Na2S2SO3，三羟甲基甲胺基乙磺酸

（TES），质粒小量提取试剂盒，细菌基因组 DNA 快

速提取试剂盒，细菌/细胞 RNA 提取试剂盒，DNA 纯

化回收试剂盒，反转录试剂盒，RT-qPCR 试剂盒，氯

化铵等。集胞藻 PCC6803 野生型，购自美国标准藻种

库。 

主要仪器：PCR 仪，核酸电泳仪，冷冻循环水浴

锅，干式恒温器，超净工作台，恒温培养箱，台式恒

温振荡器，凝胶成像系统，高压灭菌锅，鼓风烘箱，

多功能组合摇床，生物安全柜，紫外分光光度计，小

型台式离心机，台式冷冻离心机，移液枪等。 

1.2  实验方法 

1.2.1  重组质粒的构建与鉴定 

 

图1 重组质粒p3031P0K构建示意图 

Fig.1 Schematic diagram of construction program for the 

recombinant plasmid p3031P0K 

以集胞藻 PCC6803 基因组 DNA 为模板，通过

PCR 扩增得到 slr2030 和 slr2031 片断，sll0528 片段，

和 psbA2 的启动子片段，以 pET-30b（+）为模板 PCR

扩增得到抗卡那霉素（km
r）片段，引物见表 1，引物

作用位置见图 2。基因参考序列来自 NCBI 数据库。

将获得的目的基因片段纯化回收后利用限制性内切酶

剪切，同时用同样的限制性内切酶剪切载体质粒

pUC118，再用连接酶将目的基因片段和载体质粒按顺

序一一连接起来，构建重组质粒 p3031P0K，重组质

粒 p3031P0K 构建方案如图 1 所示。构建完成重组质

粒后通过 PCR 技术在DNA 水平验证目的基因片段是

否插入质粒。 

1.2.2  同源重组质粒转化集胞藻 PCC6803 

采用 Williams
[14]的方法将构建好的重组质粒

p3031P0K 通过同源臂 slr2030 和 slr2031 同源转化进

入集胞藻 PCC6803 野生型。使过表达元件 km
r
 +启动

子 PpsbA2+sll0528 插入到集胞藻基因 slr2030 和 slr2031
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中间的中性位点，方案如图 2 所示。得到转化子后，

将转化子在含低浓度硫酸卡那霉素的固体培养基上生

长，待长出单藻落，转移到含低浓度硫酸卡那霉素的

液体培养基中培养，按此方式逐步提高抗生素浓度并

对过表达藻株传代。期间不断检测 DNA 水平上的中

性位点是否被替代，最终得到中性位点被替代的能稳

定遗传的过表达藻株 OE0528。进而进行基因 sll0528

表达水平的验证。 

表1 引物序列 

Table 1 Sequences of primers 

名称 引物序列（5’-3’） 产物长度/bp 

slr2030-L 

slr2030-R 

CCCAAGCTTACACTACATTACCGGACAAACT 

AAAACTGCAGTCTTCCTGGGGACGAAAACG 
916 

kmr-L 

kmr-R 

AACTGCAGCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTT 

AACTGCAGCATTCAAATATGTATCCGCTCA ' 
1345 

PpsbA2-L 

PpsbA2-R 

AAAACTGCAGTATCAGAATCCTTGCCCAGAT 

TGCTCTAGATTGGTTATAATTCCTTATGTAT 
562 

sll0528-L 

sll0528-R 

TGCTCTAGAATGTTAAGCCTCAGTTTAGGG 

TCCCCCGGGATCCCAATCTTTATGGTTTCC 
1269 

slr2031-L 

slr2031-R 

TCCCCCGGGAGGAGTTGGTGGCTAAGTTGT 

CCGGAATTCTCCAGGTCGGCATACATTAC 
880 

3031-1-L 

3031-1-R 

AGCCATTACGAAGACTATCCC 

AGCAAAGTTATTCTTAGCCCAC 

610 

过表达藻株验证 

3031-2-L 

3031-2-R 

AGGGACTTAGCCCAGTTTCA 

CCCAACAGATCCTGCACTTTA 

1001 

过表达藻株验证 

sll0528-2-L 

sll0528-2-R 

GGCACCAATAACCAAGAACCG 

GGAAGCCTTTACTGCTGAAGAT 

133 

TR-qPCR 验证 

rnpB-L 

rnpB-R 

TCGTCGTTTAGCGGAAGAAT 

ACGAAATTGCCCACTACCCA 

112 

RT-qPCR 验证 

1.2.3  集胞藻 PCC6803 的培养方法 

以OD730=0.1为起始浓度将集胞藻接入液体BG11

培养基，在光照 25 µmol/(m
2
·s)，温度 29 ℃，转速 150 

r/min 摇床中连续培养 5 d。液体 BG11 培养基中加入

终浓度为 0.02 M 的 HEPES。集胞藻藻落生长于固体

BG11 培养基中。固体BG11 培养基加入浓度为 0.02 M

的 HEPES，终浓度为 0.3%的 Na2S2SO3和终浓度为 8 

mM 的 TES。培养过程需加入相应抗生素。 

1.2.4  过表达藻株OE0528在DNA水平的鉴定 

用试剂盒提取 WT 和过表达藻株 OE0528 的基因

组DNA，用表 1 所示过表达藻株验证用引物进行 PCR

扩增，分别扩增中性位点基因序列，或者是插入中性

位点的片段，看产物电泳图条带位置与理论值是否一

致，来判断过表达元件是否进入到集胞藻 WT 基因组

相应位置。 

1.2.5  过表达藻株OE0528在RNA水平的验证 

用试剂盒分别提取 WT 和过表达藻株 OE0528 的

RNA，用 DNase 去除 RNA 中残留的 DNA，再将 RNA

反转录成单链 cDNA，以 cDNA 为模板用 RT-qPCR 验

证用引物（表 1 所示）进行 RT-qPCR 扩增，来验证

sll0528 是否得到过表达。采用相对定量法，以 rnpB

基因作为内参。基因 rnpB 在集胞藻中负责编码 RNase 

P 的亚基 B，表达量恒定[15]。得到扩增曲线后统一阈

值线得出 CT值，将参照基因与目的基因 CT值相减得

∆CT值，目的基因表达量=2
∆CT，得到野生型 WT 和过

表达藻株 OE0528 中 sll0528 相对表达量，归一化后进

行比较。每个样品做三个平行，每个平行 4 个重复。 

1.2.6  集胞藻吸光度值和全细胞吸收值的测定 

将 WT 和过表达藻株 OE0528 以 OD730=0.1 作为

起始浓度接入液体 BG11 培养基中，控制胁迫条件，

在光照 25 µmol/(m
2
·s)，温度 29 ℃，转速 150 r/min 摇

床中连续培养 5 d，每 24 h 取样 2 mL 用紫外分光光度

计测定 730 nm 处的吸光度值（A730/OD730）或进行全

波长扫描，得到数据绘制曲线。每个样品做 3 个平行。 

1.2.7  数据统计分析 

本文采用 Origin Pro 8.5，SPSS 19.0 等软件处理分

析实验数据，得到集胞藻生长曲线图和全细胞吸收图，

基因表达量柱状图等。实验重复数均为 3 次，n=3；

图中误差线均表示实验结果=均数±标准差（x±SD）。

显著性检验采用单因素方差分析，与对照组做比较，
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“*”表示 p<0.05 为显著差异，“**”p<0.01 为极显著差

异。 

2  结果和讨论 

2.1  重组质粒的构建与鉴定 

 

图2 重组质粒p3031P0K同源转化入集胞藻示意图 

Fig.2 Schematic diagram of recombinant plasmid p3031P0K 

homologous transformed into Synechocystis sp. PCC6803 

 
图3 重组质粒鉴定 

Fig.3 Identification of the recombinant plasmid 

注：泳道 M：marker，1、2：slr2030 片段，3、4：启动

子 PpsbA2，5、6：sll0528，7、8：kmr，9、10：slr2031 片断。

其中泳道 1、3、5、9 模板为 WT 基因组，泳道 7 模板为 pET-30b

（+），泳道 2、4、6、8、10 模板为重组质粒 p3031P0K。 

按图 1 所示方案，构建好重组质粒 p3031P0K，

质粒插入基因 slr2030 片段、km
r，强启动子 PpsbA2，基

因 sll0528 和基因 slr2031 片断。重组质粒构建完成后

采用 PCR 鉴定目的基因是否插入质粒，所用引物与构

建时扩增 5 段目的基因用引物相同，见表 1，引物作

用位置图 2 所示。以重组质粒和 WT 基因组分别作模

板，扩增基因 slr2030 片段、强启动子 PpsbA2、sll0528、

基因 slr2031 片断；再以重组质粒和 pET-30b（+）分

别作模板，扩增 km
r。产物电泳并分析比较，结果显

示重组质粒中各个片段 PCR 产物与以 WT 基因组、

PET-30b（+）作模板各个片段 PCR 产物电泳后条带位

置一致（图 3）。测定 PCR 产物序列并比对，结果相

同，说明 5 个目的片段成功插入到载体质粒 pUC118。 

2.2  过表达藻株OE0528 的构建与鉴定 

2.2.1  DNA 水平上鉴定 

 

 

图4 OE0528在 DNA水平的鉴定 

Fig.4 Identification of the OE0528 at the DNA level 

注：a 图为以 3031-2-L，3031-2-R 为引物扩增产物电泳图，

b 图为以 3031-1-L，3031-1-R 为引物扩增产物电泳图。泳道 M：

maker，B：空白对照，W：野生型，1：OE0528-1，2：OE0528-2，

3：OE0528-3，4：OE0528-4，5：OE0528-5，6：OE0528-6。 

按图 2 所示方案，将构建好的重组质粒 p3031P0K

转化导入集胞藻 PCC6803 野生型基因组，通过同源重

组双交换，借助同源臂 slr2030 和 slr2031，将过表达

元件 km
r
+启动子 PpsbA2+sll0528 插入到野生型基因组

的 slr2030 和 slr2031 基因中间，以期达到过表达基因

sll0528 的目的。基因 slr2030 和 slr2031 中间位置可以

用于插入外源基因[16]，作为中性位点，故选这两段基

因作为同源臂。待筛选到 sll0528 过表达藻株 OE0528

后，提取过表达藻株 DNA，用引物 3031-2-L，3031-2-R

和 3031-1-L，3031-1-R（表 1）PCR 扩增相应片段，

引物作用位置见图 2，在 DNA 水平验证 sll0528 的过

表达。结果见图 4。通过不断提高培养基中卡那霉素

（Km）的浓度，最终筛选出 6 株独立的 sll0528 过表

达藻株 OE0528。分别以野生型和 6 株过表达藻株基

因组为模板，用引物 3031-2-L，3031-2-R 和 3031-1-L，

3031-1-R 进行 PCR 扩增。先以 3031-2-L，3031-2-R

为引物 PCR 扩增，野生型扩增结果为 slr2030 和

slr2031 部分片断和基因间片断，长度为 1001 bp；当

过表达藻株中 km
r
+启动子 PpsbA2+sll0528 三个片段完

全插入到中性位点时，扩增结果包括 km
r
+启动子

PpsbA2+sll0528 三个片段，长度为 3350 bp；当过表达藻

株中三个片段未完全取代中性位点片段时，扩增结果
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会出现 3350 bp 和 1001 bp 两条条带。如图 4A 所示，

野生型 PCR 扩增条带在 1001 bp 附近，OE0528-1、

OE0528-2、OE0528-3、OE0528-4、OE0528-5 各过表

达藻株 PCR 扩增条带在 3350 bp 附近，长度与理论值

一致，初步说明 sll0528 过表达元件已完全插入 5 株藻

株中。但是过表达藻株 OE0528-6 扩增结果显示在

3350 bp 附近没有条带，说明过表达藻株 OE0528-6 中

三个片段没有插入到预期的中性位点，或者可能是引

物 3031-2-L和 3031-2-R和OE0528-6基因组的结合位

点发生变化导致引物无法正常结合而扩增。 

为进一步验证结果，以 3031-1-L，3031-1-R 为引

物进行PCR扩增集胞藻 slr2030和 slr2031间中性位点

被取代的部分，野生型结果为 slr2030 和 slr2031 中间

部分，长度为 610 bp；过表达藻株中，过表达元件三

个片段完全取代中性位点 slr2030 和 slr2031 中间部分

时，扩增结果应当为没有任何条带；三个片段不完全

取代中性位点时，扩增结果会有条带于 610 bp 处。结

果如图 4B 所示，野生型 PCR 扩增结果电泳后条带在

610 bp 附近，6 株过表达藻株扩增结果都没有条带于

610 bp 处。进一步说明过表达藻株中 km
r
+启动子

PpsbA2+sll0528 三个片段完全取代中性位点。这些结果

说明 sll0528 的过表达元件在藻株 OE0528-1、

OE0528-2、OE0528-3、OE0528-4、OE0528-5 中正确

插入预定位置，但这些藻株中基因 sll0528 表达量是否

高于 WT 仍需要进一步实验证明。 

2.2.2  RNA 水平上鉴定 

收集WT和6株过表达藻株OE0528培养至第4 d

的藻液，提取 RNA，设计引物 sll0528-2-L，sll0528-2-R

（表 1），通过 RT-qPCR 实验考察过表达藻株中基因

sll0528 是否过表达。得到目标基因和参照基因的 CT

值，用∆CT 值法，算出目标基因的表达量，并计算相

对于 WT 基因 sll0528 的表达量（图 5）。 

图 5a RT-qPCR 扩增曲线中各样品两个基因的扩

增曲线相互聚集，图 5b RT-qPCR 溶解曲线中两个基

因各自引物的峰值单一，都显示出引物特异性好，实

验结果可靠。其中 OE0528 和 WT 中的 rnpB 基因扩增

曲线基本重叠，说明 rnpB 在 OE0528 和 WT 表达量恒

定，适合作为内参。以 WT 中 sll0528 的表达量为 1，

过表达藻株 OE0528-1、OE0528-2、OE0528-3、

OE0528-4、OE0528-5，OE0528-6 中基因 sll0528 相对

表达量分别是 12.48、19.93、19.22、25.31、17.37（图

5c），相对于 WT，过表达藻株中 sll0528 表达量明显

提高。说明启动子 PpsbA2+sll0528 基因片段在过表达藻

株 OE0528 中成功插入并有效表达。6 株过表达藻株

中 OE0528-4 基因 sll0528 的相对表达量最高。 

 
图5 OE0528在 RNA水平的鉴定 

Fig.5 Identification of the OE0528 at the RNA level 

注：a：RT-qPCR 扩增曲线，b：RT-qPCR 溶解曲线，c：

过表达藻株 OE0528 中 sll0528 的相对表达量，与 WT 比“*”表

示 p<0.05，“**”表示 p<0.01。 

2.3  过表达藻株OE0528 的生长曲线 

 
图6 OE0528的生长曲线 

Fig.6 Growth curve of the OE0528 
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为研究 sll0528 的过表达对集胞藻 PCC6803 的正

常生长是否有影响，将 6 株过表达藻株 OE0528 和

WT 以起始浓度 OD730=0.1 开始，在正常条件下连续

培养 5 d，并且每 24 h 取样测定 OD730值，测得 OD730

值绘制成生长曲线，如图 6 所示。从图中可以看出，6

株过表达藻株OE0528生长曲线和WT生长曲线相近，

各过表达藻株分别和 WT 对比进行显著性分析，所有

p>0.05，无显著性差异。其中 OE0528-4 生长速率稍慢，

但 sll0528 在 OE0528-4 中表达量最高（图 5b），是否

由于基因 sll0528 的高表达导致其生长速率降低，有待

后续验证。后续胁迫实验采用过表达藻株 OE0528-3，

后续陈述中将其命名为 OE0528。 

2.4  缺失藻株∆sll0528 在氯化铵胁迫下的生长

情况 

 
图7 ∆sll0528在氯化铵胁迫下的生长曲线和全细胞吸收图 

Fig.7 Growth curve and whole-cell absorption spectra of 

∆sll0528 under ammonium chloride stress 

注：a：120 mM 氯化铵条件下 WT 和∆sll0528 的生长曲线

图；b：120 mM 氯化铵条件下 WT 和∆sll0528 第 5 d 的图片；c：

120 mM 氯化铵条件下 WT 和∆sll0528 第 5 d 的全细胞吸收图。 

考察 sll0528 基因对集胞藻响应铵盐胁迫的功能

与作用，首先利用之前构建的敲除 sll0528 缺失藻株

∆sll0528 进行氯化铵胁迫实验。∆sll0528 构建采用同

源重组双交换，用氯霉素抗性基因 cm
r 替换集胞藻

PCC6803 中的 sll0528，达到完全敲除 sll0528 目的[12]。

WT和∆sll0528分别在终浓度 0 mM、90 mM、105 mM、

120 mM 的氯化铵，正常温度光照转速条件下，连续

培养 5 d，绘制生长曲线（图 7a），并于第 5 d 测定全

细胞吸收值（图 7c）。从图 7a 中可以看出，WT 在 90 

mM、105 mM 浓度氯化铵下生长曲线和未加氯化铵下

差异不大，WT 生长并没有受到太多影响，在 120 mM

浓度氯化铵条件下，WT 生长速率稍微减弱。说明

WT 能适应低浓度氯化铵，在高浓度氯化铵下生长会

稍微受影响。而∆sll0528 的生长速率随着氯化铵浓度

增加明显变慢，在 120 mM 浓度氯化铵下生长速率为

OD730 0.02/d。说明∆sll0528 对铵盐生长环境敏感，随

着氯化铵浓度增加生长趋势明显变缓。对比 WT 和缺

失藻株∆sll0528，缺失基因 sll0528 的∆sll0528 对铵盐

环境表现较为敏感，说明基因 sll0528 在适应铵盐环境

起着重要作用。 

比较 WT 和缺失藻株∆sll0528 在 120 mM 氯化铵

条件下培养至第 5 d 的藻液颜色（图 7b），缺失藻株

∆sll0528 接近透明无色，和 WT 相比几乎没有生长，

说明基因 sll0528 对集胞藻适应铵盐胁迫必不可少。

WT 加氯化铵条件和未加氯化铵相比颜色略浅，表明

120 mM 氯化铵对 WT 生长有一定影响。 

进一步观察 WT 和∆sll0528 在 120 mM 氯化铵条

件下培养至第 5 d 的全细胞吸收图（图 7c）。集胞藻

PCC6803 在全细胞吸收光谱中有三个特征峰，类胡萝

卜素：500 nm~550 nm，藻蓝蛋白：600 nm~650 nm，

叶绿素：680 nm，藻蓝蛋白和叶绿素分别是藻胆体和

光合系统的重要组成部分，藻胆体作为天线系统和光

合系统相互作用推动光合作用的进行[17]，所以藻蓝蛋

白和叶绿素的含量与光合作用呈正相关。图中可以看

到，120 mM 氯化铵下第 5 d，WT 的叶绿素和藻蓝蛋

白峰值高于缺失藻株∆sll0528，提示 WT 优于缺失藻

株∆sll0528 的光合系统功能，部分解释了 WT 在 120 

mM 氯化铵条件下能生长，而∆sll0528 几乎不能生长。

说明基因 sll0528 对集胞藻 PCC6803 适应铵盐胁迫的

重要作用，它的缺失导致缺失藻株∆sll0528 在 120 mM

氯化铵条件下几乎不生长。 

同时WT 在氯化铵条件下的叶绿素和藻蓝蛋白峰

值明显低于其未加铵盐条件下，和 WT 在 120 mM 氯
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化铵条件下生长速率慢于 WT 未加铵盐的现象相符。 

2.5  过表达藻株OE0528在氯化铵胁迫下的生

长情况 

 

 
图8 OE0528在氯化铵胁迫下的生长曲线和全细胞吸收图 

Fig.8 Growth curve and whole-cell absorption spectra of 

OE0528 under ammonium chloride stress 

注：a：WT 在高浓度氯化铵胁迫下的生长曲线，b：180 mM

氯化铵条件下 WT 和 OE0528 的生长曲线图，c：180 mM 氯化

铵条件下 WT 和 OE0528 第 5 d 的图片，d：180 mM 氯化铵条

件下 WT 和 OE0528 第 5 d 的全细胞吸收图。 

基因 sll0528的敲除导致缺失藻株∆sll0528对氯化

铵比较敏感，就此探究过表达藻株 OE0528 是否比

WT 更耐受高浓度氯化铵，故需比较过表达藻株

OE0528 和 WT 在高浓度氯化铵条件下的生长情况。

首先对 WT 进行高浓度氯化铵培养，找出 WT 不能耐

受的氯化铵浓度。六孔板实验结果显示，在高浓度氯

化铵培养下WT 生长受阻的现象随铵盐浓度上升而明

显加剧（图 8a），180 mM 氯化铵对 WT 生长影响大，

第3 d、第5 d OD730值仅为对照组未添加氯化铵的67%

和 57%。故选用 180 mM 氯化铵来对比过表达藻株

OE0528 和 WT 的生长状况。 

如图 8b 所示，180 mM 氯化铵下，过表达藻株

OE0528 生长明显优于 WT，第三天起与 WT 有显著差

异，第 5 d 时，OD730为 WT 的 1.72 倍。说明过表达

藻株 OE0528 相对于 WT 更能耐受高浓度氯化铵，基

因 sll0528的过表达有利于过表达藻株OE0528适应铵

盐胁迫。 

图 8c 中，在 180 mM 氯化铵下培养至第 5 d 的藻

液图片显示，WT 颜色浅绿泛白，透彻清亮，而过表

达藻株 OE0528 比 WT 颜色要深得多，显示正常的深

绿色，提示旺盛的生长。从第 5 d 的全细胞吸收图（图

8d）看到，180 mM 氯化铵下，WT 的叶绿素和藻蓝

蛋白峰值明显低于过表达藻株 OE0528，说明在 180 

mM 氯化铵条件下 WT 的光合系统严重损伤，光合作

用受到较大影响，而 OE0528 的光合系统却得到保护

或进行了修复，损伤并不明显，光合作用受到较小影

响。这些结果说明，过表达藻株 OE0528 比 WT 更能

适应高浓度的氯化铵胁迫，揭示基因 sll0528 在集胞藻

PCC6803 耐受高浓度铵盐胁迫中起重要作用。 

NH4
+作为简单的无机盐形式是植物和藻类的优

选氮源，它被同化掺入碳骨架利用。低浓度的铵被铵/

甲基铵转运酶 Amt 摄入，该酶的活性受氮状态影响
[18]，高浓度铵盐影响生物正常生长。细菌中有两种铵

和碳骨架 2-酮戊二酸结合的途径：直接通过谷氨酸脱

氢酶GDH或者先后通过谷胺酰胺合成酶GS和谷氨酸

合成酶 GOGAT 的作用。但蓝藻中 GS-GOGAT 循环是

铵同化的主要途径[19]。GDH 缺失的集胞藻 PCC6803

缺失藻株在正常条件下铵的同化不受影响[20]。蓝藻中

存在两种 GS 酶和两种 GOGAT 酶[21]。有趣的是，集

胞藻PCC6803中GS酶的作用会因过量铵的摄入而被

弱化[22]，提示过量铵存在时，机体需要调低铵摄入或

铵同化机制以保护正常生长。有研究表明微藻的生长

在低生物量密度时对铵更为敏感[23]，说明铵盐毒性可

能与光合系统的捕光能力相关；研究氨对微藻的抑制
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作用，表明高氨引起高 PH 直接影响微藻的光合作用
[24]；铵盐对集胞藻的作用位点机制是铵盐促发了 PS II

的放氧复合物（OEC）的光损伤；且铵盐耐受力与位

于 PS II 的 psbA 多基因家族成员相关[25,26]。 

通过 WT 和 sll0528 缺失藻株∆sll0528 在 120 mM

氯化铵条件下培养，观察到 WT 生长稍微受影响，而

∆sll0528 几乎不生长，分析培养至第 5 d 的全细胞吸

收图，发现∆sll0528 的藻蓝蛋白和叶绿素合成严重受

损，表明缺失基因 sll0528 的∆sll0528 对铵盐胁迫更敏

感。而 WT 和过表达藻株 OE0528 在 180 mM 氯化铵

条件下培养，观察到 WT 生长受到较严重阻碍，生长

速率是对照组未加氯化铵下的一半，OE0528 的生长

只是稍微受到影响，同样地，分析培养至第 5 d 的全

细胞吸收图，发现 180 mM 氯化铵下 OE0528 比 WT

的藻蓝蛋白和叶绿素峰值明显更高，推测 OE0528 的

色素合成途径轻微受损或恢复得较好，说明过表达藻

株 OE0528 比 WT 更耐受 180 mM 氯化铵。 

Sll0528 是集胞藻 PCC6803 四个 S2P 蛋白酶中响

应胁迫种类最多、响应上调表达倍数最高的一个[12]，

但是它对铵盐胁迫响应的功能与机理是首次被研究。

作为调节跨膜信号传导的保守机制，S2P 蛋白酶调控

的膜内蛋白水解机制可以在机体受到外界胁迫时，感

知信号、传递信号并激活相应基因的表达，以维持机

体适应外界环境。 

上述对 sll0528 缺失藻株∆sll0528 和过表达藻株

OE0528 在铵盐胁迫下的研究显示，Sll0528 显然参与

了铵盐胁迫的快速响应，可能介导了高铵盐浓度下对

光合系统的保护或修复机制。后续进一步的实验将分

析 WT，OE0528，∆sll0528 在氯化铵胁迫下的转录组

和代谢组，深入阐明 Sll0528 如何通过膜内蛋白水解

机制调控集胞藻适应铵盐胁迫。 

3  结论 

本文通过构建集胞藻 PCC6803 基因 sll0528 过表

达藻株 OE0528，和已经构建的 sll0528 敲除的缺失藻

株∆sll0528，对比野生型，研究集胞藻 PCC6803 在氯

化铵胁迫下的生长表型，发现∆sll0528 比 WT 对铵盐

胁迫更敏感，OE0528 则比 WT 更耐受高浓度的铵盐，

表明 Sll0528 在集胞藻 PCC6803 适应铵盐胁迫中发挥

重要的作用，参与了铵盐胁迫的快速响应，推测

Sll0528 直接或间接介导高铵盐浓度下对光合系统的

保护或修复机制。本研究初步揭示集胞藻中 S2P 蛋白

酶 Sll0528 对铵盐胁迫的响应作用与机制，为未来揭

示微藻对铵盐的响应机制和提高微藻对铵盐的耐受性

和利用率奠定基础。 
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