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EFFECTS OF HORIZONTAL CLINOSTAT TREATMENT TO 
ULTRASTRUCTURE OF POTATO CELL 

LlU Min XUE Huai WANG Yalin ZHANG zan ZHANG Chunhua 

(lnstitute of Genetics and 臼veloþmental Biology , CAS. Bei jing 100101 ) 

ABSTRACf 

Ultrastructural analysis by transmission electron micrω∞pe showed variation in Potato cell ultrastructure after the treatrnent of sim­

ulated microgravity. Th明 ultrastructural changes included plasrnolysis , twist，∞ntraction and defonnation of cell walls , culvature and 

i∞se 缸rangement of chloroplast lamellae, breach of mit，∞hondria ， overflow of inclusions , disappearance of cristae, and significant inαease 

in numl、er of starch grains per cell , etc. One week after eliminating the treatrnent of simulated microgravi ty , the variate cells ret旧nωnor­

rnal on various d喀ree.
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叶绿体分裂相关基因 NtFtsZ2 -1 在大肠杆菌中的表达与定位 铃

孔冬冬** . *** 王东… 胡 勇 " 鞠传丽 H 何奕昆 .. .叫H 列、敬三 份.

("*中国科学院植物研究所 100093 北京 时首都师范大学生物系 100037 北京

-..北京师范大学生命科学学院 100875 北京)

叶绿体是存在于植物细胞中的一种重要的细胞

器。从起源上看，它来源于早期具有光合能力的原

核生物和原始真核生物的内共生事件[ l.2] ; 从分裂

方式上看，它采用与细菌相同的二分裂方式，因此人

们提出叶绿体和细菌的分裂过程具有相似的遗传基

础[3] 。由于在光合作用中所负担的重要作用，使得

有关叶绿体光合机制及其分裂机制的研究一直是人

们研究的热点。近来有研究表明 FtsZ 基因与叶绿

体的分裂过程有着密切关系[←6] 0 FtsZ 基因最初

发现于细菌之中，是一种控制细菌分裂的关键基因。

通过细菌 FtsZ 蛋白的同源性检索与生化分析，发现

其与真核细胞骨架蛋白-微管具有相似的生化特性

与结构特征[7 - 9] 。在大肠杆菌中当细胞分裂事件发

生时， FtsZ 蛋白最早出现于分裂位点并聚集形成一

个环状结构，进而控制原核细胞的分裂过程[10 - 1 2] 。

至今在不同的真核生物中也发现了 FtsZ 基因的存

在，并且通过聚类分析，可以将植物中所发现的 ftsZ

基因分为两个不同的家族[ 13] 。为了深入研究高等

植物中 FtsZ 蛋白与原核生物 FtsZ 蛋白在功能上的

差异，我们从烟草中克隆了 FtsZ2 家族基因的成员

NtFtsZ2-1 ， 并将 NtFtsZ2-1 与绿色荧光蛋白基因

构建成融合表达质粒，对其在大肠杆菌中的表达和

定位进行了研究。以上也为烟草中不同 βsZ 基因

家族成员在质体分裂中的作用机制奠定了基础。

材料与方法

1.材料

pEGFP质粒购自 Clonetech 公司，烟草 NtFtsZ2- 1 全长

cDNA 的克隆质粒由本室构建和保存。大肠杆茵茵株

jMI09 由本室保存。 实验所用植物材料为普通烟草 Nicoti­

al1a ωba.cum v缸. SRl 。 各种限制性内切酶及工具酶购自

Promega 及华美公司， RT-陀:R Kit 购自 TaKaRa 公司，Gold

beads质粒提取 Ki t 购自上海生工公司， DNA 序列测定由

TaKaRa公司完成。

2 . 烟草 NtFtsZ2 - 1 cDNA 的克隆

取 25'C -28'C条件下培养的烟草材料 Ig(l6 小时光照/

8 小时黑暗) ，按异硫氨酸肌-盼-氯仿一步法提取总 RNA。

根据 GenBank 中公布的烟草 NtFtsZ2 - 1 cDNA 序列(Gen­

Bank acc臼sion number Aj271750)设计了一对引物 :NP55'­

τ'CTAGAAACAATGGCTACTTGTACATCAGCGT-3 '; NP 

6.5 ' -GGTACCGCTCTCTTGGGTAGCGTGAT C-3' 为方便

后续操作分别在引物的 5'端加上相应的酶切位点(x.阳 I 和

Kpn 1)并在下游引物 NP6 中去除终止密码子，以便与绿色

荧光蛋白基因同框翻译。 RT-PCR 采用 TaKaRa RNA PCR 

Kit(AMV)Ver. 2 . 1 ，逆转录除采用 NP6 作为特异下游逆转

‘国家自然科学基金(批准号: GN39970356)和北京市自

然科学基金(批准号: GN5992003)资助项目 。
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录引物外，其余的操作均按 Kit 说明进行。 PCR 反应条件:

94"C 60 眠， 55"C 40 s缸， 72"C 90sec，共进行 30 个循环，最后

72"C延伸lOmino PCR 产物经琼脂糖凝肢电泳纯化回收后 ，

以 Xbα I+Kρ11 1 双酶切，然后以无水乙醇- 20"C沉淀回

收，得到纯化的 NtFtsZ2 一 i 片段，并将它克隆到 X缸 1 + 

Kρ11 1 双酶切的 pUC19 载体上，转化 jMI09 感受态菌，在选

择培养基上筛选转化并进行 DNA序列测定。

3. 融合表达质粒 pKN 的构建及重组质粒的鉴定

测序鉴定的 pUC191NtFtsZ2-1 重组质粒经岛l 1 和

Kpll 1 双酶切后，以琼脂糖凝胶电泳纯化回收 NtFtsZ2- 1 片

ZJ 
P
品
'
B

N-mu 

A 
~l 

ATG 

段，同时以 Sall 和 Kρ11 1 双酶切 pEGFP 质粒，并以无水乙

醇- 20"C沉淀回收 pEGFP 载体。 上述片段和载体连接后，

经筛选得到融合表达的 pKN 重组质粒(图 1)。将重组质粒

pKN 转化到大肠杆菌 jM109 中进行表达，分别以 PCR 扩增

和酶切方法对重组质粒 pKN 加以鉴定。 PCR 扩增使用的分

别为 NtFtsZ2- 1 和 EGFP 的特异引物，其序列见图 l。 同时

以 Sall 和 K阳 1 ,Kpn 1 和 EcoR 1 , Kpn 1 及 xωI 三种

组合对重组质粒进行酶切鉴定。

4 . 融合表达质粒 pKN 在大肠杆菌 JMI09 中的表达及

对照体系的建立

PCR primer sequence: 

NPS: S'-TCfAGAAACAATGGCfACITGTACATCAGCGT-3' 

NP6: S'-GGTACCGCfCTTGGGTAGCGTGATC-3 ' 

Xbal EcoRI GFPI: S'-GCfCfAGAGAGTAAAGGAGAAGAACf-3' 

~_ GFP2: S'-GGCGAGCfCTTATTTGTATAGTTCATC-3' 
GFP2 

图 1 融合表达质粒 pKN 的物理图i普

将转化有融合表达质粒 pKN 的大肠杆菌 jMI09 在选 以烟草叶片的总 RNA 为模板，利用 NP6 特异

择培养基上划板(Amp' 80ug/ml用养后，挑取单菌落于液体 下游引物作逆转录，反应完成后取 5ul 逆转录产物

培养基中 37"C摇堵过夜，次日以 11100 比例取过夜培养物 为模板，进行随后的 PCR 扩增，产生约 1. 4陆 的单

分别接种于含有 o mmollL和 1 mmol lL I PTG 的 LB 液体培 一产物。 将此带回收纯化后经 Xba 1 + Kρn 1 双酶
养基中(Amp' 80ug/ml) ，在 37"C摇培 4 小时 ; 同时对转化有

切并克隆到相同酶切过的 pUC19 载体上，然后转化
pEGFP 质粒的大肠杆菌 jMI09 做同样的处理， 最终以 1

大肠杆菌 JM109 ，筛选重组质粒并对重组质粒中的
mmollL的 IPTG加以诱导以作为融合表达质粒 pKN 的对

,-_.. . ~. . . NtFtsZ2-1 片段进行序列测定。经测序结果比对确
照体系。

证。 除将终止密码子 TAA 改为 GTA 外，其余碱基
S. 大肠杆菌 JMI09 转化菌体形态的显微观察

(1) 复红染色 将转化有外源质粒的大肠杆菌 序列与 GenBank 中公布的 NtFtsZ2- 1 序列完全一

jMI09 过夜培养物划于载玻片上，并以酒精灯加热固定菌 致。
体，滴加复红染料于室温染色 lmin，然后用清水冲击多余的

复红染料，压片镜检。

(2) 荧光观察 将转化有外源、质粒的 jM109 过夜培

养物与等体积预热的 0. 5%低熔点琼脂糖1昆匀后滴于无荧

光载片上，压片后采用蓝光激发和标准滤光片进行镜检。

上述显微观察均采用 Leica DMRE 型多功能显微镜。

荧光图象通过 Leica 因卫00 Digi tal camera 采集，菌体染色通

过Leica MPS60 自动照相系统，用 Kcx:lak ISP200 胶卷记录结

果。

6. 烟草 NtFtsZ2 -1 基因的序列和分子i营系分析

NtFtsZ2- 1 序列通过 blast 程序 (http: //www. ncbi. nlm. 

nih. govlblast/)对 GenBank 的 NR 数据库进行序列同源性检

索，利用 CLUSTAL Wl. 7 进行序列对齐，并通过 Neighoor­

joining 方法对 NtFtsZ2- 1 基因在进化中所处的地位进行了

分子谱系分析。

结 果

1.烟草 NtFtsZ2-1 cDNA 的克隆

2. 融合表达质粒 pKN 的构建与重组质粒的鉴
F‘-唱

iE 

融合表达质粒 pKN 构建的物理图谱如图 1 所

示，分别以酶切和 PCR 方法对其进行鉴定。该质粒

经 SaL 1 + Kρn 1 双酶切后，琼脂糖凝胶电泳显示
有约 1400bp 的片段出现，同时以 NtFtsZ2-1 特异引

物进行 PCR 扩增后，在相应大小的位置也有单一扩

增条带出现，说明融合表达质粒中含有 NtFtsZ2-1

cDNA 的插入片段(图 2 ， lane 5 , lane 6)。该质粒经

KρnI + EcoRI 双酶切后 ，琼脂糖凝胶电泳显示有

700bp 的条带(图 2 ， lane 4); 而用 Xba 1 单切能产生

2 100bp 的条带(图 2 ， lane 2) ，同时分别以 EGFP 的

特异引物及 NtFtsZ2- 1 的特异上游引物和 EGFP

的特异下游引物进行 PCR 扩增后，均在相应大小的

位置有单一扩增条带出现(图 2 ， lane 3 , lane 1) ，表明

NtFtsZ2 - 1 cDNA 片段已按预期方向插入到 pEGFP

中 ，即 NtFtsZ2- 1 cDNA 与 egfp 基因构建成融合表
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达质粒，并在Lac 启动子的控制下表达长约 2.1kb

的融合基因。

kb M 1234567 

21 
5.0 
2.0 
1.3 

1:3 

自…圈圈

图 2 融合表达质粒 pKN 的酶切及 PCR 鉴定图谙

1. NtFt:，z2-1 特异上游引物与 eglp 特异下游引物的
PCR扩增 ;2. X归 I 单酶切 ;3. egfp 特异引物的 PCR 扩
增刊.K户II+EwRI 双酶切 ;5. NtFtsZ2- 1 特异引物的
PCR 扩增; 6. Kpll 1 + Sal 1 双酶切 ;7. Kþn 1 单酶切 ;M
À DNA/击。，R 1 + Hilld 囚双酶切 Marl记r

3. 融合表达质粒 pKN 对大肠杆菌JMI09 菌体

形态的影晌

将转化有融合表达质粒 pKN 的大肠杆菌

JMI09 在选择培养基上划板培养后，挑取单菌落于

液体培养基中， 37"(;摇培过夜，次日以 11100 比例取

过夜培养物分别接种于含有 o mm 和 1 mmollL 

IPTG 的 LB 液体培养基中(Amp' 80ug/ml)，在 37"(;

摇培 4 小时，诱导融合蛋白 NtFtsZ2-1: EGFP 的表

达。同时，对转化有 pEGFP 质粒的大肠杆菌JM109

做同样的处理，并以同样浓度的 IPTG 诱导绿色荧

光蛋白 EGFP 的表达。 以建立融合表达质粒 pKN

的对照体系。分别取未经 IPTG 诱导的 pKN 转化

菌和以 1 mmol lL IPTG 诱导的 pKN 转化菌及

pEGFP 转化菌以复红染色镜检，观察宿主菌的形态

变化。 以 pEGFP 质粒转化的大肠杆菌 JM109 ，在

IPTG诱导前后菌体没有发生明显变化;而以融合

表达质粒 pKN 转化的大肠杆菌 JMI09 ，在 IPTG 诱

导前后菌体形态发生了明显变化，使用 1 mmol lL 

IPTG诱导的宿主菌菌体明显伸长形成丝状菌体

(图 3 ， CD) ，这与大肠杆菌中 βsZ 突变体表型类

似[ 14 ] 。实验结果说明 NtFtsZ2-1 基因的表达影响

了大肠杆菌的正常分裂过程。

4. 融合表达质粒 p刚在大肠杆菌 JMI09 中的

荧光观察与定位分析

分别取未经 IPTG 诱导的 pKN 转化菌和 pEG­

FP 转化菌以及 1 mmol lL IPTG 诱导的 pKN 转化

菌和 pEGFP 转化菌与等体积预热的 0.5% 的琼脂

糖棍匀后滴于无荧光载片上，压片后采用蓝光激发

和1标准滤光片进行荧光观察。 经蓝光激发后，转化

有 pEGFP 质粒的大肠杆菌 JM I09 菌体发出绿色荧

光，而且外加 IPTG 诱导前后菌体形态没有发生明

显变化(图 3 ， E ， F); 与之相比，转化有融合表达质粒

pKN 的大肠杆菌 JM109 菌体形态在 IPTG 诱导前

后发生了明显的变化，未以 IPTG 诱导的菌体形态

大小与正常菌体基本一致。 而以 1 mmol lL IPTG 

诱导的菌体则表现出明显增大(图 3 ， G ， H) 。 以上

现象说明 NtFtsZ2-1 : EGFP 融合蛋白在 IPTG 的诱

导下大量表达，进而显著抑制了宿主菌正常的细胞

分裂过程，从而形成了分裂异常的丝状菌体，这一现

象与用 GFP 标记的内源 FtsZ 蛋白在大肠杆菌中的

过量表达结果相似[ 14 ] 。

..‘ 4 . 
• 

图 3 融合表达质粒 pKN 在大肠杆菌川109 中的染色与荧光观察
A、B 、E 、 F :转化有 pEGFP 质粒的大肠杆菌 JM109; C、 D 、 G 、 H: 转化有 pKN 质粒的大肠杆菌 JM109;A 、 C 、 E、 G: 未加

IPTG 诱导的转化菌 JMI09;B、D、F ，H:~.:J， 1 mmol lL WτG 诱导的转化菌 ;A、B、C、 D:转化菌的复红染色观察 ;E 、F 、 G ， H:转
化菌的荧光观察(图中标尺为 2μm) 。

融合表达质粒 pKN 经 1 mmol/L IPTG 诱导

后，在宿主菌中大量表达，并严重干扰了宿主菌自身

正常的细胞分裂周期，致使宿主菌体形态发生了明

显的伸长。通过荧光观察发现，沿宿主菌菌体纵轴
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方向有规律地分布着荧光点或荧光带(图 3H) ，我们

推测这些荧光聚集的区域可能是宿主菌中潜在的分

裂位点。 以上实验结果表明，烟草 NtFtsZ2-1 蛋白

能够识别宿主菌中分裂位点的定位信号，并且可以

与宿主菌中的内源蛋白相互作用而参与分裂装置的

组成，在分裂位点聚集，从而在这些区域形成了荧光

点或荧光带;同时，外源 NtFtsZ2-1 蛋白的过量表达

也严重干扰了宿主菌的正常分裂过程。

讨论

真核生物 FtsZ 蛋白是第一个鉴定出的叶绿体

分裂相关的基本蛋白 [3.5 ] 。 由于细菌与叶绿体采用

相似的分裂方式，因而在分裂过程中 FtsZ 蛋白可能

行使相似的功能。 在细菌分裂时， FtsZ 蛋白单体能

够在分裂位点聚集而组成一个环状结构，从而控制

细菌的分裂活动[9 - 11 ] 。 近年来，人们通过对高等植

物及某些藻类的电镜观察中也发现在质体的收缩区

域存在着一种电子密度物质组成的环状结构[ 15.16 J 。

这暗示在真核生物叶绿体的分裂过程中可能遵循类

似于原核生物的分裂机制。 但是，与细菌中不同的

是，真核生物中的 ftsZ 基因并不是单拷贝存在的，

而是分为两个不同的家族[ 13 ] 。

为了研究真核生物 FtsZ 蛋白与原核生物 FtsZ

蛋白的相互作用及 FtsZ 蛋白在分裂过程中的作用

机制。 我们从烟草中克隆了 FtsZ2 家族成员 Nt­

FtsZ2-1，将其与 EGFP 构建成融合表达质粒后 ， 转

化大肠杆菌并做了表达与定位分析。通过对转化菌

体形态的显微观察，未能在转化有 pKN 融合表达质

粒(表达 ~tFtsZ2-1 - EGFP 融合蛋白)的大肠杆菌

中观察到类似于原核细胞分裂时所形成的分裂环结

构。此外，我们从烟草中还克隆了 FtsZl 家族的两

个基因 ，他们在大肠杆菌中的荧光定位分析结果与

上文报告的 NtFtsZs 的结果相似[ 1汀 ， 即烟草中两个

家族的 ftsZ 基因均能够正确的识别宿主菌体内的

分裂位点并参与其分裂过程而在分裂部位聚集形成

荧光点或荧光带，同时在外加 IPTG 诱导下均可干

扰宿主菌正常的分裂活动并导致宿主菌形成长的丝

状细胞，说明烟草中不同家族的 ftsZ 基因与大肠杆

菌的 ftsZ 基因在维持正常的细胞分裂过程中所担

负的功能是相似的。 另一方面，上述实验结果也说

明 ，真核生物中 ftsZ 基因数目的增加以及不同 ftsZ

基因家族的分化都预示着作为内共生起源的叶绿体

的分裂机制将是一个更加复杂的问题。本文的研究

工作为叶绿体乃至整个质体分裂机制的深入研究奠

定了扎实的基础。

摘要

FtsZ 蛋白在细菌的分裂中担任着重要作用，能

够在分裂位点形成一个环状结构而控制细菌的分裂

过程。 胞内 FtsZ 蛋白浓度的明显降低或异常升高

均可阻断正常的细胞分裂过程进而导致丝状菌体的

产生。 我们为了研究烟草 FtsZ 蛋白与大肠杆菌

FtsZ 蛋白的异同，构建了烟草全长 ftsZ2- 1 与绿色

荧光蛋白 EGFP 的融合表达质粒并转化大肠杆菌

]MI09。 融合表达质粒的过量表达导致宿主菌形成

了丝状菌体。 通过荧光显微镜观察发现 NtFtsZ2-1-

EGFP 融合蛋白沿着宿主菌体的纵轴方向有规律地

聚集成荧光点或荧光带，说明烟草 FtsZ2-1 蛋白能

够识别宿主菌内分裂位点的定位信号井参与其细胞

分裂复合物的组装。

关键词 :FtsZ 蛋白 融合表达细胞分裂
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CLONING OF CHLORPLAST DIVISION RELATED GENE NtFtsZ2-1 
AND THE EXPRESSION IN E. COLI 

KONG lling lling SUN J ing san 
( lnslilute of岛ωny ， αlinese Academy of缸凹的 ，Beijing 100093 ) 

WANG lling 

( InSlilule of Life Science ，问Îng NormaL Universily , Beijing 100875) 

HU Yong JU Chuan Li HE Yi Kun 

(De阳rtmul of Biology , caρfωl Normal Universily , Beijing 100037) 

ABSfRACf 

The FtsZ protein plays a key role in bacterial cell division. l t forms a ring structure at lhe site of division to ∞ntrol the process of di ­

vision. The deficiency or production of FtsZ can block the norm且1 cell division and lead to a fi lamentation of the cell. We ∞nstructed a plas­

tid enα对ing the full- Iength NtFtsZ2-1 fused to enhanced green Ouorescent protein (EGFP)at the C- termina l. Overexpression of the fusion 

protein in E. coli resulted in a filamentous phenotype. F luorescence micros∞py reveals the NtFtsZ2-1-EGFP fusion protein as 呵~Iarly

spaced dots or bands along the bacterial filaments. These results su理巳st that NtFtsZ2-1 can reCO!扣 ize the signals for division site position­

ing in bacteria and take part in the bacterial division ∞mplex.i ty 

Key wo时s: FtsZ protein Fusion expression Cell d ivision 

畸形细胞生物学意义的探讨

秦启联· 李登铸苗麟僻宋宪军 * . ，.，* 任璐‘·叫 丁 翠 慌 龚和 骨

( .中国科学院动物研究所农业虫害鼠害综合治理研究国家重点实验室 北京 100080 

"沈阳农业大学沈阳 110000 ...扬州大学农学院扬州I 225009) 

畸形细胞(terat∞yte)是某些膜翅目 内寄生蜂中

地位十分特殊的细胞，在寄主体内的寄生蜂胚胎孵

化时，胚胎的浆膜 ( serosal membrane ) 同幼蜂分离，

掉落并分散在寄主的血腔中，成为畸形细胞伴随整

个寄生过程。到寄生后期，细胞直径一般增加 5 -

10 倍，但并不分裂[ l] ，只是染色体倍性增加，成为多

倍体细胞[2] 。因而畸形细胞的数目不会多于从浆膜

释放出来的细胞数。不同的寄生蜂有不同的畸形细

胞数，具有种类的特异性[3] ，变动的范围在 8 到 900

个之间。同一寄生蜂，随蜂种不同，畸形细胞在整个

寄生期间，细胞数或者保持不变[2] ，或者大量减

少l4 ] 。关于畸形细胞的超微结构和生理功能已有大

量的研究报道[5·6] ，一般认为，畸形细胞表面大量致

密的微纤毛活跃地向寄主血腔中分泌蛋白质和多肤

物质，并通过这些物质影响寄主的生理，将之调整到

适合寄生蜂幼蜂生长发育的状态。

我们在研究畸形细胞形态和生理功能的过程中

发现，该细胞的数目和生物量有一定的生物学意义，

从侧面印证了畸形细胞的某些功能，因而对之进行

了探讨。

材料与方法

1.昆虫的饲养

蒙古虫 Pseud，αLetia seþar，ωα 用人工饲料饲养于 16hr 光周

期，26 :t O. 5'(; 的光照培养箱中 。 中红侧沟茧蜂 Microþlitis

mediator 成蜂交配后，喂饲 10%的蜜糖水，在室温或 4'(; 下，

黑暗中保存。

取单头 2 龄或 3 龄的新虫，暴露在交配过的雌蜂下，根

据各实验的要求，控制雌蜂在秸虫上产卵的次数，获得含不

同胚胎盘的寄主， 16hr 光周期，26 土 0.5'(;下饲养。

2. 畸形细胞的计数和收集

实践中发现，刚释放的畸形细胞的大小同教虫血细胞相

近，但密度较大;成熟的细胞有许多吸附在寄主脂肪体、马氏

·本文 2002 年 5 月 10 日收到， 9 月 10 日接受。

国家自然科学基金项目(批准号:3987009 和 30000017)
及中国科学院知识创新工程领域前沿项目资助。

E-mail:qinql@panda. ioz .ac.cn 
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