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摘   要 

生物钟是广泛存在于蓝藻、植物和动物细胞中的内源计时系统，它对各种代谢

和行为的实时调控使机体能更好地适应环境日变化（如光照、温度和湿度等）。生

物钟一般具有三个主要特点，即在稳恒条件下生物钟仍然能以近似 24h 的周期自由

运行；光/暗和温度信号能重置生物钟时相；生物钟周期长度具有温度补偿性。 

    蓝藻是具有生物钟的最简单生物，蓝藻生物钟的核心是 kai 基因簇及其编码的

蛋白 KaiA、KaiB 和 KaiC，这三种蛋白相互作用调节 KaiC 的磷酸化状态，从而产

生昼夜节律信息。KaiC 的磷酸化循环是昼夜节律的起搏器，调控包括 kai 基因在内

的相关基因的节律性表达。 

为了研究铜绿微囊藻中 Kai 蛋白的表达节律，我们将三种 kai 基因分别构建到

pET-His 中进行原核表达，表达产物经纯化后免疫小鼠，分别制备了抗 KaiA、抗 KaiB

和抗 KaiC 的抗血清，并利用这些抗血清对藻细胞中的 KaiA、KaiB 和 KaiC 的表达节

律进行了检测，结果表明，在 Microcystis aeruginosa PCC7820 中 KaiA 蛋白含量

在昼夜周期的各个时相都保持较高含量，不呈明显的昼夜节律变化；而 KaiB 和 KaiC

蛋白含量及 KaiC 的磷酸化过程则呈现明显的昼夜节律性，其中 KaiB 含量与 KaiC

含量及 KaiC 磷酸化程度呈反相变化。 

通过 pull-down 实验，我们证明了任何两个 Kai 蛋白之间以及 KaiA 和 KaiB 自

身都能发生相互作用，Kai 蛋白间的相互作用通过 far-western 再次得到了验证，并

且发现 KaiC 与 KaiA 或 KaiB 之间的相互作用要强于 KaiA 与 KaiB 的相互作用。而

SDS-PAGE 结果也表明 KaiA 或 KaiB 能形成二聚体结构。 

以 His6-KaiB 为诱饵，通过 pull-down 首先从铜绿微囊藻 7820 钓到三个与 KaiB

相互作用的蛋白，其中一个确定为 HSP70-2，其余两个未知。然后，用同样的方法

从集胞藻 6803 中也钓到了 HSP70-2，此外还从中筛选到一个与 KaiB 相互作用的膜

蛋白 MP。我们推测 HSP70-2 可能与生物钟的抗热机制有关，通过与 KaiB 的相互作

用实现昼夜节律的温度补偿效应。KaiB 可能通过与 MP 相互作用而锚定在膜上，从

而调节它在胞质与膜上的分配比例，最终调控钟蛋白复合物的形成与解聚。 

关键词：铜绿微囊藻；生物钟蛋白；蛋白质相互作用 
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Abstract 

The circadian clock is an endogenous cellular mechanism that allows 

organisms to temporally regulate gene expression and thereby regulate 

complex biological processes as a function of time. Temporal organization 

of cellular functions allows organisms to capitalize on the environmental 

condition at any given time of day. In any organism, biological phenomena 

defined as a circadian clock have three characteristic features: a free 

running periodicity of about 24 h, phase resetting by environmental cues, 

and temperature compensation of the period. 

Cyanobacteria are the simplest organisms known to have the circadian clock. 

kai genes and their expression products KaiA, KaiB and KaiC are the core of 

circadian clock of cyanobacteria. The KaiC phosphorylation cycle which is 

regulated by the interactions among Kai proteins generates the circadian 

rhythms. The oscillation of KaiC phosphorylation is the pacemaker of the 

cyanobacterial circadian clock. it controls the expression of relevant genes 

including the kai genes to generate physiologically functional circadian 

oscillation. 

In order to study the rhythms of Kai proteins in Microcystis aeruginosa 

PCC7820, kai genes were cloned into pET-His vector and then expressed in 

E.coli  BL21 (DE3), the purified products  His6-KaiA, His6-KaiB and His6-KaiC 

were used to immunize mice to prepare antisera respectively. The antisera 

were then applied to western blot. The circadian variation in Microcystis 

cellular amounts of each Kai protein was determined every 4h under LL by 

western blot . The analysis of the western blot indicated that the abundances 

of KaiB and KaiC displayed high amplitude rhythms for at least 3 days under 

LL. The peaks of KaiB and KaiC levels occurred at CT 16 to 20 and CT 8 to 

12, respectively. The phosphorylation of KaiC also showed robust circadian 
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rhythm under LL. In contrast, KaiA level were relatively high at all phases, 

displaying little rhythm. 

We demonstrated heterotypic(KaiA-KaiB, KaiA-KaiC and KaiB-KaiC) and 

homotypic interactions(KaiA-KaiA and KaiB-KaiB) of Kai proteins by pull-down, 

heterotypic interactions were retested by far-western. The result of 

SDS-PAGE indicate that both KaiA and KaiB can form dimmer even in the presence 

of SDS. Furthermore, the signal of bands from far-western indicate the 

interaction between KaiA and KaiB is much weaker than that between KaiC and 

KaiA or KaiB, implying that KaiB may not interact with KaiA directly in vivo. 

Three interacting proteins of KaiB were screened in Microcystis aeruginosa 

by pull-down, one of them was identified as HSP70-2 and others were unknown. 

By the same way, HSP70-2 was also obtained in Synechocystis sp. PCC 6803, 

furthermore, a hypothetic transmembrane protein named MP was screened from 

total membrane proteins of Synechocystis sp. PCC 6803. we supposed HSP70-2 

may be directly involved in heat resistance of circadian rhythm, and carry 

out the temperature compensation of circadian rhythm by interacting with KaiB. 

KaiB may anchor to membrane by interacting with the hypothetic transmembrane 

protein. 

 

Keywords: Microcystis aeruginosa  PCC7820;circadian clock proteins; 

protein-protein interactions 
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前言 

1 铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)相关背景 

铜绿微囊藻是蓝藻门,蓝藻纲,色球藻目,色球藻科,微囊藻属的单细胞藻[1]。幼

植物体为球形或圆形的实心群体，后长成为网络状的中空囊状体，随后，由于不断

扩展，囊状体破裂而形成网状胶群体。群体胶被透明无色。细胞球形或近球形，直

径 3～7μm，蓝绿色，一般具气囊。多生长于净水中，在春及夏季节生长旺盛，常

形成水华。发生水华时，水面常有蓝绿或黄绿色浮膜。 

铜绿微囊藻是中国湖泊、水库及其他水域生态系统发生、形成富营养化危害的

主要藻类。铜绿微囊藻产生微囊藻毒素，由于铜绿微囊藻分布广泛，它所产生的微

囊藻毒素是最常见的一种藻毒素[2~5]。微囊藻毒素（microcstin）是一种肝毒素，约

有 50 余种异构体，有的为一种多肽类物质，有的为一种环状多肽。分子量 1300～

2600Da，也有的分子量为 654 或 19400Da 的。其中毒性最大的是 M-LR。 

目前铜绿微囊藻的研究主要集中在以下几方面：一、对铜绿微囊藻水华成因的探

讨；二、研究营养物质（如氮、磷）、微量元素（如镍、铁、锌等）和生理环境对铜

绿微囊藻生长的影响；三、研究铜绿微囊藻水华的防治（如紫外线辐射、粘土絮凝、

化学除藻等）；四、对铜绿微囊藻毒素的毒性和作用机理的研究。另外，研究人员还

从分子水平上开展对铜绿微囊藻的研究,例如种属鉴定，光合作用的相关基因克隆及

分子机制的研究等。不过在有关铜绿微囊藻的生物钟研究方面，虽然早在 1996 年

Sato M 等人就报道了铜绿微囊藻 psbA2 基因的表达具有昼夜节律的现象[6]，但在那

之后就没有再见到与铜绿微囊藻生物钟相关的研究报道。目前在蓝藻生物钟的研究

方面，研究的较为深入的是聚球藻（Synechococcus sp. strain PCC 7942，蓝藻的

模式生物），本实验室根据聚球藻生物钟研究的经验，经过研究发现铜绿微囊藻的光

合作用和细胞分裂具有明细的昼夜节律性[7]，并且通过染色体步移法从铜绿微囊藻

中克隆出了它的生物钟基因 kaiA,kaiB,kaiC（Genbank 登录号为 DQ156152）[8]，为

了进一步研究 Kai 蛋白的昼夜节律和计时机制，分别制备了 KaiA、KaiB、KaiC 的多

克隆抗体[9]。 

2 生物钟相关介绍 
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生物钟是广泛存在于蓝藻及所有真核细胞中的内源计时系统，它对各种代谢和

行为的实时调控使机体能更好地适应环境日变化（如光照、温度和湿度等）[10~14]。

生物钟基本结构包括三部分: 输入途径(input) 、中央震荡器(centraloscillator) 

和信息输出途径(output) [15]。中央振荡器是生物钟的核心，产生昼夜节律信息。 输

入途径将环境信号如光、温度、化学物质等传给振荡器，使机体内在周期与外界环

境变化同步化. 输出途径将节律信息放大并传递到下游钟控基因

(clock-controlled genes)，实现对各种生理活动的调控（图1）。 

 

图1 生物钟的工作原理（摘自J.L. Ditty,2003） 

生物钟具有三个本质属性，（1）在稳恒条件下生物钟以近似24h的周期自由运

行，也就是说，即使没有光/暗、温度或湿度等环境信号的循环变化，依然表现出内

源性的节律性；（2）光/暗和温度信号能重置生物钟时相；（3）生物钟周期长度具

有温度补偿性，在机体的正常生理温度范围内，不同温度下周期长度保持不变[10-12]。 

根据生物钟的这些特点，现有的大量研究表明，生物钟现象普遍存在于生物界中，

无论从单细胞的原核生物蓝藻到多细胞的真核生物脉胞霉，或者高等植物拟南芥、

昆虫类果蝇、哺乳动物小鼠，它们的各种生命活动包括光合作用、分裂生殖、蛹的

羽化、激素分泌等都离不开生物钟的调控[15,16]。 

3 蓝藻生物钟研究进展 

蓝藻是目前已知具有生物钟的最简单生物，它的一些生理活动如光合作用、呼

吸作用、固氮活性、氨基酸吸收、细胞分裂和碳水化合物合成都受到生物钟的调节

[15]。即使在一天内细胞分裂速度超过一次,生理节律也仍然以近昼夜周期运行[16,17]。 
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生物钟的存在对于单细胞原核生物－蓝藻而言具有非常特殊的适应意义，与其

它单细胞原核生物不同，在蓝藻细胞中呼吸作用、光合作用或者固氮活动（某些固

氮蓝藻）以及各种营养物质的新陈代谢等多种生理活动同时进行，如何避免放氧的

光合作用与厌氧的固氮活动二者之间的矛盾，如何充分利用外界各种环境因素如光、

温度、化学物质的变化来协调自身生理活动等等，所有这些问题都在生物钟的准确

调控下得到了很好的解决[18-21]。另外，Ouyang 等人的实验[14]以及 Didier 等人构建

的模型[20]都已证明，当生物钟周期与环境光暗周期接近时，藻细胞具有更强的竞争

优势。如果考虑到生物钟对于蓝藻生命活动的重要性，那么在众多蓝藻藻类中都能

发现同源生物钟基因也就不足为奇了[23]。 

蓝藻的生物钟跟脉胞霉、果蝇、小鼠等生物的一样，主要由 3 环节构成：输入

途径、中央振荡器和信号输出途径。通过输入途径将环境信号（光、温度、化学物

质等）传输到中央振荡器，处于生物钟核心的中央振荡器发出相应的节律变化信号，

然后通过信息输出途径放大后传递给受生物钟调控的相关基因，最后与其它非钟控

基因协作共同反映出具有节律的生理活动[18,24]。生物钟的每一环节都是由许多基因

和反式作用因子共同完成，作为生物钟的核心部分－中央振荡器，则是由几个关键

基因，也就是通常说的生物钟基因构成的，生物钟的调控正是通过钟基因表达产物

和钟相关基因表达产物间接或直接的相互作用来实现。 

虽然蓝藻生物钟具有跟真核生物同样的基础特征，但蓝藻的生物钟基因和相关

蛋白质与真核生物不具同源性[25]。 对蓝藻昼夜节律的研究有助于从生理上和遗传

上阐明生物节律的基本分子机制。下面主要介绍蓝藻生物钟组分，包括昼夜节律基

因和调控蛋白质的结构和功能分析的研究进展。 

3.1 中央振荡器kai基因簇的表达调控 

中央振荡器是由一组呈近日节律表达的基因及其编码的蛋白质组成，是维持内

源性生物钟运作的核心元件。直到最近，多数研究者都认为，和真核生物相似，蓝

藻昼夜节律的产生和维持等核心过程，主要建立在对基因进行周期约24 h 的转录-

翻译水平上的负反馈调节的基础上。但蓝藻振荡器的核心基因kai和真核生物的基因

无序列相似性。 

kaiA，kaiB，kaiC 以单一拷贝成簇排列，kaiA单独转录，kaiB 和kaiC 在同一
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启动子(P kaiBC) 的控制下共转录。kaiA，kaiB 和kaiC 都是维持聚球藻生理节律所

必需的，缺失任何一个都将扰乱其正常的昼夜节律或导致基因表达的节律消失[26]。

和真核生物生物钟基因不同，kaiBC (即kaiB 和kaiC) 自动调节的反馈环不需要特

异性的启动子。 

kaiA，kaiB，kaiC 分别编码三种蛋白质KaiA，KaiB 和KaiC，其中KaiC 是核心。 

KaiC 的持续过量表达抑制kaiBC 的表达，与KaiC 作用相反，KaiA 正调控kaiBC 的

表达[26]。 由此推断，蓝藻昼夜节律的产生建立在kai转录- 翻译水平上，Kai蛋白

通过对自身基因的反馈调节作用而产生昼夜节律。进一步的研究发现，在kaiA基因

敲除突变体中，KaiC 的过量表达并没有抑制，反而是稳定地诱导kaiBC 的表达[27]。

KaiA 和KaiC 之间很可能存在某种未知的联合调控机制。 KaiA 能增强KaiC 的磷酸

化作用，KaiA 和KaiC 的联合调控可能是通过KaiC 磷酸化实现的。有趣的是，kaiC 

突变，kaiBC启动子的活性并没有增强，这说明kaiBC可能有其他的负调控因子存在

或者KaiC在某些条件下也具有正反馈调控作用[27]。Takigawa-Imamura等[28]通过建立

KaiC 对生物钟转录调控机制的动力学模型研究，筛选出两种可能的转录调控机制：

一是转录抑制模型，KaiC 磷酸化后抑制生物钟基因的转录；一是转录活化模型，即

KaiC 磷酸化后诱导转录。电脑模拟实验显示，转录活化模型可以解释大部分的突变

性状，而转录抑制模型只能解释一半的突变性状，且转录活化模型比转录抑制模型

更能防止细胞分裂或细胞伸长阻断生物钟节律，因此转录活化模型更接近于kai基因

的转录机制。 

在持续光照下，除了KaiA，KaiB 和KaiC 水平均呈节律性变化[29]。蓝藻是专性

光合自养生物，转入黑暗中后转录和翻译迅速减少，但KaiC 在持续黑暗处理中仍呈

节律性表达。这对昼夜节律转录-翻译振荡机制模型产生疑问。Tomita 等[30]发现，

持续黑暗下，聚球藻中即使没有kaiBC 产生的mRNA 的累积，或者有足量的转录/ 翻

译抑制剂存在，KaiC 的磷酸化仍呈现昼夜节律性，且具有温度补偿性。 因此，Tomita 

等提出昼夜节律不需要转录- 翻译水平的调控就可以产生。综上所述，蓝藻生物钟

的调控机制十分复杂，Kai蛋白翻译后水平调控构成最小的计时环，但Kai蛋白如何

影响和中央振荡机制相关的转录水平调控等许多细节还不清楚。 图2是蓝藻生物钟

偶联转录- 翻译环的翻译后水平振荡调控模型。 
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图2 蓝藻生物钟振荡模型[30] 

KaiC 磷酸化循环构成最小的计时环，是蓝藻昼夜节律的起搏器。 (灰色部分)黑暗下，即使没

有转录和翻译调控，KaiA和KaiB 仍维持KaiC 磷酸化昼夜节律循环。持续光照下，来自光合作

用的能量供应活化了基因表达，使节律延伸到转录- 翻译环。两个组氨酸激酶SasA 和CikA 将

翻译后水平调控的振荡机制和整体的转录机制偶联起来，如通过改变染色体超螺旋结构，调节

kaiBC 启动子(P kaiBC) 的活性，并调控其他钟控基因使其呈昼夜节律性表达(绿色部分)。 

3.2 Kai蛋白分子结构，功能及其相互作用 

KaiC蛋白全长519个氨基酸，由2个重复的结构域(即1～260 位氨基酸的CⅠ区和

261～519位的CⅡ区，中间由13 个氨基酸残基连起来，248到260位)组成， 

CⅠ区和CⅡ区十分相似，但二者功能并不相同。KaiC 可以结合叉状DNA[31]，对基因

整体表达有重要调控作用。 

KaiC 形成六聚体环状结构，在电子显微镜下观察到六聚体形成的颗粒[31]。 聚

球藻的KaiC 同型六聚体晶体结构是由CⅠ和CⅡ平行相叠而成的双圆环结构，各个亚
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基围成一圈，在中央形成一条沟。中央沟的一端，CⅠ端开口较宽，而CⅡ端则由6

个精氨酸残基将沟封闭起来，可以控制开和关[32]。每个亚基具有2 个ATP 结合位点，

结合ATP 或GTP 形成稳定的环状同型六聚体结构。CⅠ区和CⅡ区各有一个保守的谷

氨酸残基，被认为具有ATP 酶活性。CⅡ区ATP 结合区域附近存在3 个重要的磷酸化

位点T432，S431，T426，这些位点突变使昼夜节律消失[33, 34]。但磷酸化位点突变并

不影响KaiC 六聚体的形成[33,34]。KaiC 蛋白的自磷酸化活性，是和KaiA、KaiB 和SasA 

形成大分子复合物所必需的[33]，具有昼夜节律性。 

KaiC 是形成同型/ 异型钟蛋白复合物的核心，为KaiA-KiaB-KaiC 大分子复合

物的形成提供支架[31]。KaiC 单体分子质量(58kDa)大约是KaiB (11 kDa) 和KaiA 

(10～32 kDa) 分子质量的6倍，KaiC 形成六聚体(348 kDa)而KaiB 和KaiA 都只是

分别形成二聚体。通过酵母双杂交系统分别在KaiCⅠ区和CⅡ区发现2 个能与KaiA 

相互作用的区域(KaiA-binding domains) CKABD1和CKABD2。CKABD-KaiA 的相互作用

对于蓝藻昼夜节律的计时机制极为重要，在CKABD上发生的突变能导致CKABD-KaiA 

相互作用的改变，从而使聚球藻的昼夜节奏发生改变。CKABD1位于CⅠ区和CⅡ区交

界的“ 腰部”，而CKABD2 则位于六聚体结晶CⅡ区的顶端表面。 将KaiC 和KaiA 的

相互作用位点映射到KaiC的六聚体结晶结构上，这些位点均在中央沟的表面或附近

[31]。 

KaiA 蛋白是kaiBC 表达的正调控因子，包含约180个氨基酸的N 端和约100 个

氨基酸的C 端两个结构域，C端氨基酸序列在不同种类蓝藻中高度保守，而N端氨基

酸序列则具有多样性。KaiA 的C端呈新型的4螺旋束结构[35,36]，能够形成二聚体，具

有KaiC 结合位点，与KaiC 结合后能刺激KaiC自磷酸化，与KaiB 结合后能促进KaiB

减弱KaiC自磷酸化作用。核磁共振研究表明，KaiA 的N 端具有伪接受域，该区域可

能是计时输入结构，接受信息后能调控KaiA的C端结构以激活KaiC的自激酶活性。同

型二聚体KaiA的结晶结构是一个功能区转换(domain-swapping)结构，一个单体亚基

的N 端和另一亚基的C 端可以相互作用[36]。Garces 等[35]对鱼腥藻Anabaena 的KaiB 

同型二聚体分析发现KaiB 呈α-β迂回结构。 

KaiC 具有磷酸酶和磷酸激酶活性，在没有KaiA 存在的情况下转为激酶活性。 

KaiA 促进KaiC的磷酸化，(或)抑制KaiC 的去磷酸化，而KaiB则消除KaiA 的作用。 
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Kitayama 等[37]的研究发现，在体内和体外KaiB均可减弱KaiC 蛋白的磷酸化，并观

察到KaiB 在深夜里与KaiA-KaiC复合物发生相互作用，而且KaiB-KaiC 的形成总是

伴随着KaiC 磷酸化活性的迅速降低和以KaiC为核心的钟蛋白复合物的分解。 

通过比较3 种Kai 蛋白的结构，Wang 等[38]提出旋转生物钟(Rotary clock) 假

说，认为Kai 蛋白系统类似于F1-ATP 合成酶系统，KaiC 类似于α3β3，KaiA 类似

于γδ，KaiB 则是其抑制因子。在以KaiC 六聚体为骨架组装成KaiA-KaiB-KaiC 复

合体后，位于KaiC中央沟中的KaiA 二聚体旋转驱动KaiC 旋转磷酸化。完全磷酸化

后的KaiC 六聚体脱离复合物，未磷酸化的KaiC 六聚体又结合上去形成新的复合物。

Nakajima 等[39]将3种Kai蛋白依照其在体内的重量比进行混合培养，加入少量ATP，

竟然成功地在体外重现KaiC 磷酸化的昼夜节律。虽然节律的振幅有所减小，但不论

在持续光照或是持续黑暗中，节律周期却很稳定且具温度补偿性。而且从节律周期

突变体中获得的KaiC，其体外培养所呈现的磷酸化周期和体内一致。这说明不需转

录- 翻译水平上的调控，3种Kai蛋白就足以产生节律。KaiA 和KaiB 调节的KaiC磷

酸化节律循环就是昼夜节律的起博器。 

3.3 生物钟相关基因和蛋白质 

sasA 编码的组氨酸激酶SasA (Synechococcusadaptive sensor) 和KaiC 有密

切的关系。聚球藻中，sasA 突变缩短了昼夜节律周期并减弱振荡幅度[40]。sasA 不

是生物钟核心基因，它的缺失并不会导致昼夜节律完全消失，但却是聚球藻维持正

常昼夜节律所必需的。SasA的N 端感应结构域可以调控自身激酶活性，和KaiB具有

很高相似性，二者序列26%相同，60%相似。尽管如此，核磁共振发现由于二者关键

的氨基酸位点的不同导致两者的二级结构有很大差异[41]。SasA 并不是通过类似于

KaiB的结构与KaiB竞争着结合KaiC，从而增强KaiC的表达。二者都能结合KaiC，但

结合位点不同。SasA 的N 端是规范的硫氧还蛋白折叠结构，但缺乏具有还原活性的

半胱氨酸残基，在硫氧还蛋白活性位点附近存在保守序列，可能是SasA 和蛋白质结

合的活性位点[41]。SasA第162位上的组氨酸是自磷酸化位点，是其功能所必需的。

该位点突变极大地减弱kaiBC 启动子活性，降低昼夜节律的振幅。SasA 可能是节律

信息输出的第一个成分，通过与KaiC 形成复合物，该复合物通过磷酸基团传递作用

将节律计时信号放大传递给受生物钟控制的过程[40]。SasA 和KaiC 的相互作用构成
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