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摘要( 为了探究 "#$%基 因 拷 贝 数 和 "#$&基 因 内 保 守 重 复 序 列 的 作 用& 利 用 . 株 微 囊 藻 包 括 铜 绿 微 囊 藻 E*-8D621#

E*-8D6.1 以及惠氏微囊藻 E*-8D6/6 为材料’测量了伪空胞长度#伪空胞直径#相对气体含量#表观压强#临界压强和细胞膨

压等性状&分析了 "#$%基因拷贝数目#"#$&基因内保守重复 序 列 与 这 些 性 状 之 间 的 相 关 性J结 果 表 明&"#$%基 因 拷 贝 数 目 与

伪空胞相对气体含量呈极显著线性相关&相 关 系 数 为 1M666’"#$%基 因 拷 贝 数 目 与 伪 空 胞 直 径 呈 极 显 著 负 相 关&相 关 系 数 为

g1M092’ "#$&基因内保守重复序列与伪空胞直径呈极显著正相关&相关系数 1M622&与伪空胞相对气体含量#表观压强#临界

压强呈极显著负相关&相关系数分别为 g1M032# g1M666# g1M6/0J故推测(同一藻种内&"#$%基因拷贝数是影响伪空胞相对

气体含量的主要因素’伪空胞的直径不仅受到 "#$&基因内保守重复序列数量影响&而且还可能受到 "#$%基因拷贝数调控J
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!!伪空胞广泛存在浮游蓝藻中&能够为蓝藻细胞

提供浮力&使蓝藻在水体中垂直迁移&获得适宜的生

长条件&从而有利于其从水体中获取有限的资源并

最终成为 优 势 藻 )2&/*J伪 空 胞 的 气 体 含 量 直 接 影 响

蓝藻细胞在上浮过程中所受浮力大小&从而间接地

影响蓝藻水华的形成J影响伪空胞气体含量因素很

多&文献对光照#温度等环境因素对伪空胞的影响研

究较多 ). T21*J在分子水平&目前研究发现 25 个不同

的基因与伪空胞的形成有关 )22 T23* &但部分研究集中

在 "#$%和 "#$&J"#$%几 乎 在 所 有 产 伪 空 胞 的 蓝 藻

中出现 )29&24* &因 此 推 测 它 是 合 成 伪 空 胞 所 必 需 的&
在大多数具有伪空 胞 的 藻 细 胞 检 测 到 "#$%基 因 具

有多拷贝&不同的藻细胞中&拷贝数有所不同 )20 T/1* &
多个 "#$%拷贝可能使个体更加有利于自然选择 )2* &
但 "#$%基因拷贝数的 多 少 影 响 伪 空 胞 的 哪 个 表 型

特征并不清 楚J"#$&很 可 能 决 定 着 伪 空 胞 的 直 径&

"#$&越长&产生 的 伪 空 胞 就 越 宽&临 界 压 强 也 就 越

小 )/2&//*J[X\-蛋白 重 复 单 位 数 目 与 伪 空 胞 结 构 的

强度有密切关系&利用去污剂或者尿素溶液将 [X\-
蛋白伪空胞 上 去 除&失 去 了 [X\-蛋 白 结 构 的 伪 空

胞更容易 坍 塌 )/2&/.&/5*J将 [X\-蛋 白 重 新 组 装 到 的

只含 [X\*蛋白 的 鱼 腥 藻 伪 空 胞 上&临 界 压 强 又 恢

复到原 来 的 水 平 )/2*J因 此 研 究 "#$%基 因 拷 贝 数#
"#$&基因内的 保 守 重 复 序 列 数 与 伪 空 胞 各 表 型 特

征之间的相互关系&对探索者两者对伪空胞的表型

特性的影响是至关重要的J
本研究检测了具有不同 "#$%基因拷贝数的 伪
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空胞长度#直径#表观压强#临界压强和相对气体含

量&分析这些 特 征 之 间 的 相 关 性&以 期 为 分 析 "#$%
基因拷贝数和 "#$&基因内的保守重复 序 列 对 伪 空

胞的表型特性的影响提供研究基础&从而也为了解

蓝藻水华形成机制提供理论基础J

@A材料与方法

@F@!藻种的培养

微 囊 藻 F> .)-<"*+;5. E*-8D621# F>
.)-<"*+;5. E*-8D6.1 和 F>P)5)+9)-"**E*-8D6/6
从中国 科 学 院 淡 水 藻 种 库 购 买J将 该 藻 种 培 养 在

D[22 培养基!211 UL#K#’.#21 UL‘/8?’5# 43 UL
(L,’5-48/’# 51 UL-K-=/-/8/’# /1 UL#K/-’.#9
UL柠檬酸 铁 和 2 UL#K/"C)*-/8/’# 2 +去 离 子

水"&置于 311 U+的三角瓶!/11 U+培养基"培养&
温度为 /0m&光暗比为 2/ Hw2/ HJ采用对数生长期

的藻细胞进行相关试验J
@FG!"#$基因结构

F> .)-<"*+;5. E*-8D621# F> .)-<"*+;5.
E*-8D6.1 和 F>P)5)+9)-"**E*-8D6/6 的 "#$%&
"#$&的基因结构 ).&/5&/3* !图 2"表 明&"#$%的 拷 贝 数

分别为 /# .# 5&"#$&基因内的保守重复序 列 为 5#
5# .J

图 @A89, 基因中 89,&和 89,:基因结构

ENLJ2!,FPIRFIP:GO"#$%K;B "#$&

@FH!伪空胞分离和纯化

伪空胞分离和纯化参考 Z:KFH:PQ等 )/9* 的方法&

略有改动(藻细胞培养至对数生长期&在培养基中加

入 (L/ A和青霉素 [&使之最终浓度分别为 2 UUG=<+

和 /31 "UG=-+g2&静置培养 9 H&用 .11 P<UN;离心收

集微囊藻细胞至装有 2 UG=<+甘油的试管中&轻摇试

管 21 UN;&使蓝藻细胞和甘油充分混合J用 . 倍体积

1M1/ UG=<+#\84M4 )PNQ7-=进 行 渗 透 冲 击&使 细 胞

裂解&5m冰箱放置 5 H&裂解液以 .11 P<UN;离心过

夜&收集液面 的 淡 蓝 绿 色 层&收 集 液 通 过 不 同 孔 径

!2M/# 1M0# 1M93# 1M53 "U" 的 [E<-滤 膜 进 行 过

滤&所得滤液在 / q.1 RU的 ,:\HKPGQ:5D柱上进行

凝胶过 滤&随 后 用 1M12 UG=<+# \84M3)PNQ7-=溶 液

洗脱&得乳白色洗脱液&以 .11 P<UN;离心 9 H&收集

液面白色漂浮层!伪空胞的提取液"于 "\\:;BGPO管

5m冰箱保存&用于电镜观察J
@FI!负染色电镜

将 /11 目铜网覆盖在伪空胞提 取 液 上&静 置 吸

附 23 UN; 后&用滤纸吸去多余液体&在铜网上滴 1M3
U+的 /e醋酸双氧铀溶液&避光 染 色 21 UN;&去 掉

染色 液&样 品 自 然 干 燥&在 8911 透 射 电 子 显 微 镜

!8NFKRHN&日本" 下 观 察&负 染 色 电 镜 观 察 试 验 在 南

京医科大学完成J
@FJ!检测性状

伪空胞的长度#直径(利用 *BG@:?HGFGQHG\ -,
软件的测量工具&伪空胞的两端距离即为伪空胞的

长度’伪空胞的宽度即为伪空胞的直径J
伪空胞的表观压强#临界压强(利用细胞流式仪

和高斯7牛顿方程计算得到 )/4* (
E@ !I\ CIO"A!IKCIO" H211V

E@F 2
2 D:.C9!

式中&E是某一压强下剩余伪空胞的百分含量’I\ 是

某一压 强 下 部 分 伪 空 胞 破 裂 后 悬 液 的 ,,-!QNB:
QRKFF:P"值’IO是 伪 空 胞 全 部 破 裂 后 悬 液 的 ,,-值’
IK是伪空胞全部完整时悬液的 ,,-值’F是没有加

压时的伪空胞百分含量!211e"’!是悬液受到的压

强J表观压强 2K!悬液中还剩余 31e完整伪空胞时

的压强"和临界压强 2R!悬液中加入 1M3 UG=<+蔗糖

后剩余 31e完整伪空胞时的压强"可以利用各自的

破裂7压 力 曲 线 和 高 斯7牛 顿 方 程 计 算 可 得&即 Ei
31e&则 !i.A9J

伪空胞相对体积(完整细胞时细胞流式仪测得

的 ,,-值和细胞受到 2M1 (?K时完全破裂时的 ,,-
值之差即为单个细胞的相对体积 )/4*J
@FK!数据处理

试验各性状均检测 . 次&取其平均数’利用 ,检

验检测同一性状的差异’用 ,?,, 软件进行性状之间

的相关性分析J

GA结果与分析

GF@!伪空胞的形态

. 种微囊藻的伪空胞的 形 态 各 异!图 /"J同 一

藻 种 内 的 伪 空 胞 的 长 度 不 一& F>P)5)+9)-"**
E*-8D6/6 的伪空胞的长度变化较大&最长的伪 空

胞高 达 2 249M.0 ;U&而 最 短 的 伪 空 胞 仅 ./9M44
;UJF>.)-<"*+;5. E*-8D621 最 长 和 最 短 的 伪 空

54//
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胞长度 差 异 .12M60 ;U&F>.)-<"*+;5. E*-8D6.1
的伪空胞长度差异幅度为 529M35 T91/M.0 ;UJ试

验结果显 示&同 一 藻 种 内 的 伪 空 胞 的 长 度 毫 无 规

律可寻’经 ,检验发现同一藻种内 的 伪 空 胞 的 直 径

变 化 差 异 不 显 著&F>.)-<"*+;5. E*-8D621# F>
.)-<"*+;5. E*-8D6.1 和 F>P)5)+9)-"**E*-8D6/6
伪空胞直径的差 异 分 别 为 /M42# 2M99 和 2M60 ;U
!表 2"J

图 GAH 种微囊藻的伪空胞的形态! q/3 111"

ENLJ/!(GP\HG=GL̂ GOFH:LKQX:QNR=:QN; FHP::R̂K;G@KRF:PNKQ

表 @AH 种微囊藻伪空胞的长度及直径

)K@=:2!+:;LFH K;B BNKU:F:PGOLKQX:QNR=:N; FHP::R̂K;G@KRF:PNKQ

藻种 长度范围<;U 平均长度<;U 直径范围<;U 平均直径<;U 统计个数

F>.)-<"*+;5. E*-8D621 ./4M23 T9/6J2. 592M90 r219J/1 45M44 T44M50 45 r/M25 /3
F>.)-<"*+;5. E*-8D6.1 529M35 T91/J.0 355M43 r09J16 4/M0/ T45M50 4. r1M53 /3
F>P)5)+9)-"**E*-8D6/6 ./9M44 T2 249J.0 4.4M.3 r/99J/. 94M.. T96M.2 90 r1M64 /3

GFG!伪空胞的相对气体含量

伪空胞的相对气体含量用细胞流式仪测得 ,,-
值 表 示J. 个 藻 种 F>.)-<"*+;5. E*-8D621# F>
.)-<"*+;5. E*-8D6.1 和 F>P)5)+9)-"**E*-8D6/6
在未加 入 蔗 糖 时&伪 空 胞 的 相 对 气 体 含 量 分 别 为

29.M.9# /9/M05 和 .30M16J加入蔗糖时去除细胞膨压

后&伪空胞的相对气体含量分别为 04M96# /.2M69 和

.50M20!表 /"&/ 次试验结果均证实伪空胞的相对气

体含量与 "#$%拷贝数呈线性关系!图 ."&说明 "#$%
拷贝数是影响伪空胞相对气体含量的主要因素J

F> .)-<"*+;5. E*-8D621 和 F> .)-<"*+;5.
E*-8D6.1 中 "#$&基因内保守 重 复 序 列 数 均 为 5&
/ 藻种的破裂7压力曲线见图 5&两者的表观压 强 分

别为 1M/46 (?K和 1M/02 (?K!表 ."&临界压强分别

为 1M9// (?K和 1M993 (?K& ,检验证明 / 种藻的表

观压 强 和 临 界 压 强 差 异 不 显 著JF>P)5)+9)-"**
!!!!!!

图 HA89,&与伪空胞相对气体含量的线性关系

ENLJ.!+N;:KP:bIKFNG; @:Fc::; FH:"#$%RG\N:QK;B

P:=KFNX:LKQX:QNR=:XG=IU:

表 GA伪空胞的相对气体含量! ,,-值"

)K@=:/!&:=KFNX:LKQX:QNR=:XG=IU:GOFHP::R̂K;G@KRF:PNKQ! ,,-XK=I:"

藻种 "#$%拷贝数
伪空胞相对气体含量

!未加蔗糖"
伪空胞相对气体含量

!加蔗糖"

F>.)-<"*+;5. E*-8D621 / 29.M.9 r2M4. 04M96 r2M9/
F>.)-<"*+;5. E*-8D6.1 . /9/M05 r2M66 /.2M69 r2M00
F>P)5)+9)-"**E*-8D6/6 5 .30M16 r2M.2 .50M20 r2M42

34//
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表 HA伪空胞 H 种压力统计<(?K

)K@=:.!,FKFNQFNRQGOFHP::\P:QQIP:QGOLKQX:QNR=:Q<(?K

藻种
"#$&基因内保守

重复序列数
表观压强 临界压强 细胞膨压

F>.)-<"*+;5. E*-8D621 5 1M/46 r1M11/ 1M9// r1M11. 1M.5. r1M11.
F>.)-<"*+;5. E*-8D6.1 5 1M/02 r1M11/ 1M993 r1M11. 1M.0. r1M113
F>P)5)+9)-"**E*-8D6/6 . 1M52/ r1M11/ 1M4.6 r1M113 1M./0 r1M114

图 IAH 藻种的压力-破裂曲线

ENLJ5![KQX:QNR=:RG==K\Q:7\P:QQIP:RIPX:QN; FHP::

R̂K;G@KRF:PNK=QFPKN;Q

E*-8D6/6 的 "#$&基因内保守 重 复 序 列 数 为 .&破

裂7压力曲线见图 5&但是表观压强和临界压强分别

为 1M52/ 和 1M4.6 (?K& ,检 验 证 明 F>P)5)+9)-"**
E*-8D6/6 的表观压强和临界压强与 F>.)-<"*+;5.
E*-8D621 或 F>.)-<"*+;5. E*-8D6.1 的 表 观 压

强和临界压强差异显著&因此可以说明 "#$&基因内

保守重复序列数与表观压强和临界压强关系密切J
GFH!伪空胞各性状间相关性分析

伪空胞各性状之间的相关性见表 5J"#$%拷贝

数与伪空胞相对气体含量呈极显著正相关&相关系

数为 1M666& 说明 "#$%拷贝数对伪空胞的相对气体

含量的影响较大&"#$%拷贝数极可能是影响伪空胞

相对气体含量的最主要因素&该结论与 /M/ 节中关

于 "#$%拷贝数与伪空 胞 的 相 对 气 体 含 量 关 系 结 论

一致’"#$%拷 贝 数 与 伪 空 胞 的 直 径 呈 极 显 著 负 相

关&表明伪空胞 "#$%拷 贝 数 越 多&伪 空 胞 的 直 径 越

小’"#$%拷贝数与伪空胞的表观压强和临界压强呈

极显著正相关&相关系数分别为 1M041# 1M60/&说明

"#$%拷 贝 数 对 伪 空 胞 的 表 观 压 强 和 临 界 压 强 影 响

较大J
"#$&基因内 保 守 重 复 序 列 数 与 伪 空 胞 的 直 径

呈极显著正相关&相关系数为 1M622&和伪空胞相对

气 体 含 量 呈 极 显 著 负 相 关 的 相 关& 相 关 系 数 为

g1M032&说明 "#$&基因内保守重复序列数 与 伪 空

胞的直径有密切关系&且 "#$&基因内保守重复序列

数越多&伪空胞的含量越少J但 "#$&基 因 内 保 守 重

复序列数与伪空胞的表观压强和临界压强均呈极显

!!!
表 IA伪空胞各性状的相关性分析2"

)K@=:5!-G:OONRN:;FQGO\KNPcNQ:RGPP:=KFNG;QGOLKQX:QNR=:RHKPKRF:PQ

"#$%
拷贝数

"#$&基因内

保守重复序列数

伪空胞的

长度

伪空胞

直径

伪空胞相对

气体含量

表观

压强

临界

压强

细胞

膨压

"#$%拷贝数 2
"#$&基因内保守重复序列数 / 2
伪空胞的长度 1M3.6" g1M560 2
伪空胞直径 g1M092"" 1M622"" g1M304" 2
伪空胞相对气体含量 1M666"" g1M032"" 1M35." 1M034"" 2
表观压强 1M041"" g1M666"" 1M3.2" g1M622"" 1M09."" 2
临界压强 1M60/"" g1M6/0"" 1M343"" g1M624"" 1M601"" 1M6.5"" 2
细胞膨压 g1M..1 1M451"" g1M/59 1M339" g1M.20 g1M455"" g1M534 2

2"" $f1M13’ "" $f1M12
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著负相关&相关系数分别为( g1M666 和 g1M6/0&和

细胞膨压呈极显著正相关&相关系数为 1M451&说明

"#$&基因内保 守 重 复 序 列 数 与 伪 空 胞 结 构 的 强 度

有密切关系&"#$&基 因 内 保 守 重 复 序 列 数 越 多&伪

空胞的表观 压 强 和 临 界 压 强 越 小&细 胞 膨 压 越 大&
"#$&基因内保 守 重 复 序 列 很 可 能 决 定 着 伪 空 胞 的

直径&并且 "#$&基因内保守重复单位数目起着重要

的作用J
伪空胞的直径与表观压强和临界压强呈极显著

负相关&相关 系 数 分 别 为 g1M622 和 g1M624&和 细

胞膨压呈显著正相关&相关系数为 1M339&说明伪空

胞的直径越大&表观压强和临界压强越小&伪空胞越

容易破裂J

HA讨论

影响伪空 胞 破 裂 的 环 境 因 素 很 多 )2&3&9&6* &在 伪

空胞提取过程中试验操作也可能对伪空胞造成某种

程度的破损&从而影响试验结果的准确性J本研究利

用细胞流式仪检测了伪空胞相对气体含量代替伪空

胞绝对气体含量&并且根据细胞流式仪测得 ,,-结

果&计算表观压强和临界压强&从而避免了因伪空胞

破裂而导致测量伪空胞绝对含量不准确的错误J在

试验操作过程中&受影响较大的性状&例如伪空胞的

长度和直径&本研究采用扩大统计数量和设计重复

试验&尽可能的减少随机误差和系统误差J
迄今为止&在文献报道的 25 个伪空胞的形成有

关的基因 )22 T23* 中&"#$%和 "#$&研究最为透彻J在大

多数具有伪空胞的 藻 细 胞 中 检 测 到 了 "#$%基 因 具

有多个拷贝J不同藻种拷贝数 有 所 不 同 )20 T/1*J但 是

"#$%基因拷贝数的功能一直没有得到确定&本研究

发现 "#$%基因拷贝数 与 伪 空 胞 相 对 气 体 含 量 呈 极

显著正相关&相关系数高达 1M666&并且存在线性回

归关系&由此可以推测 "#$%基因的拷贝数是影响伪

空胞相对气体含量的主要因素&该发现是本研究的

重要创新点J但是 "#$%基因的拷贝数与伪空胞相对

气体含量之间的线性关系仅在 . 种藻种得到验证&
这种线性关系是否属于曲线回归的一部分&还应该

利用 "#$%基 因 拷 贝 数 较 多 的 藻 种 ! "#$%基 因 的 拷

贝数最好大于 21"&将完整的 "#$%基因拷贝数与伪

空胞相对气体含量之间的曲线绘制完毕&才能判断

两者关系&但是目前没有发现含有 "#$%基因的拷贝

数如此多的藻种’并且确定 "#$%基因的拷贝数的功

能还需要做转基因和功能互补验证试验&因此准确

确定 "#$%基因的拷贝数的功能还有大量后续工作J

"#$%基 因 之 所 以 形 成 多 拷 贝 的 原 因 可 能 是 由 于 转

录是伪空胞产生过程中的限速步骤&具有多个 "#$%
拷贝的个体更加有利于自然选择 )2*J

[X\-蛋白是由高度保守的 .. 个氨基酸残基重

复序 列 单 位 组 成 )22&25*J蓝 藻 "#$&基 因 的 差 异 表 现

在保守 重 复 单 位 数 量 上 的 差 异J不 同 微 囊 藻 株 中

[X\-蛋白里保 守 重 复 的 数 量 不 同 )/1&/5*J"#$&基 因

内保守重复 序 列 数 与 伪 空 胞 结 构 的 强 度 有 密 切 关

系J本研究也发现 "#$&基因内保守重复的数量与伪

空胞的表观压强和临界压强存在密切关系&"#$&基

因内保守重 复 数 量 与 伪 空 胞 的 直 径 呈 极 显 著 正 相

关&而伪空胞直径与表观压强和临界压强呈显著负

相关&即说明 [X\-蛋白保守重复的数量越多&伪空

胞的直径越小&表观压强和临界压强愈低’该结果证

实伪空胞强度与 "#$&基因保守重复单 位 的 数 量 相

关J此结论也证实了 CI;FG; 等 )/1* 的假说J
前人研究表明伪空胞的临界压强与直径呈负相

关关系 )/0&/6* & [X\-蛋白保守 重 复 的 数 量 很 可 能 决

定着伪空胞的直径J>I 等 ).* 利用 微 囊 藻 F*:-;:E5,*5
Q\JE*-8D035& F>.)-<"*+;5. E*-8D6.1 和 F>
P)5)+9)-"**E*-8D6/6 等测量了伪空胞的宽度&认为

[X\-蛋白保 守 重 复 的 数 量 越 多&伪 空 胞 的 宽 度 越

大J本研究也发现 "#$&基因内保守重复数量与伪空

胞的直径呈极显著正相关&相关系数高达 1M662&但

是 "#$%基因拷贝数与 伪 空 胞 的 直 径 也 存 在 极 显 著

负相关&相关系数为 g1M092J因此试验 结 果 表 明 伪

空胞的直径不仅受到 "#$&基因内保守 重 复 数 量 影

响&而 且 还 可 能 受 到 "#$%基 因 拷 贝 数 调 控&可 能

[X\-蛋 白 与 [X\*蛋 白 形 成 的 骨 架 结 构 产 生 周 期

性的相互作用 )/.* &共同决定伪空胞的强度J
伪空胞相对气体含量取决于伪空胞的长度#直

径及伪空胞的数量J同一藻种内&伪空胞的直径差异

不显著&但长度差异显著!表 2"&因此同一种的蓝藻

伪空胞相对气体含量的差异仅取决于伪空胞的长度

和伪空胞的个数J本研究发现&伪空胞的相对气体含

量与伪空胞的长度的相关系数不高!-i1M35."&而

伪空胞的相对气体 含 量 与 "#$%基 因 拷 贝 数 呈 极 显

著相关&相关系数高达为 1M666J因此笔者推测 "#$%
基因拷贝数可能通过影响伪空胞的数量&从而间接

的影响伪空胞相对气体含量J

IA结论

!2"同一 藻 种 内&"#$%基 因 拷 贝 数 是 影 响 伪 空

胞相对气体含量的主要因素J
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!/"伪空 胞 的 直 径 不 仅 受 到 "#$&基 因 内 保 守

重复序列数量影响&而且还可能受到 "#$%基因拷贝

数调控J
!.""#$%基因拷贝数也可能影响着伪空胞的数

量&从而间接的影响伪空胞相对气体含量J
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