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摘  要 : 为了研究甘油葡萄糖苷磷酸合成酶 (GgpS) 在集胞藻 PCC 803 甘油葡萄糖苷和甘油合成中的作用，

本研究在前期获得高产甘油葡萄糖苷藻株的基础上分别过量表达来自于集胞藻 PCC 6803 自身和聚球藻 PCC 

7002 的甘油葡萄糖苷磷酸合成酶基因 ggpS，并测定了在不同浓度 NaCl 胁迫时突变藻株的甘油葡萄糖苷和甘

油积累量。结果发现获得的突变株甘油葡萄糖苷合成没有提高，但是甘油合成显著增强。此外，当培养基 NaCl

浓度从 600 mmol/L 提高到 900 mmol/L 时，集胞藻 PCC 6803 自身 ggpS 过表达藻株的甘油合成进一步提高 75%。

这些结果显示了 GgpS 在将碳代谢流导入集胞藻甘油合成途径中的作用。研究成果也为进一步通过基因工程改

造提高集胞藻甘油葡萄糖苷和甘油合成效率奠定了基础。 

关键词 : 甘油葡萄糖苷，甘油，集胞藻 PCC6803，ggpS 基因，基因工程  
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Effects of ggpS over-expression on glycosylglycerol and 
glycerol biosynthesis of Synechocystis sp. PCC 6803 
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Abstract:  To study the roles of glucosylglycerol phosphate synthase (Ggps) in glucosylglycerol (GG) and glycerol 

biosynthesis, we over-expressed Ggps from either Synechocystis sp. PCC 6803 or Synechococcus sp. PCC 7002 in a 

Synechocystis strain with a high GG titer, and determined the GG and glycerol accumulation in the resultant mutants grown 

under different NaCl-stress conditions. Ion chromatography results revealed that GG yield was not improved, but glycerol 

production was significantly enhanced by over-expression of Ggps from Synechocystis sp. PCC 6803 (6803ggpS). In 

addition, increasing the NaCl concentration of medium from 600 to 900 mmol/L led to a further 75% increase of glycerol 

accumulation in the mutant strain with 6803ggpS over-expression. These findings show the role of ggpS in driving the 

carbon flux to the glycerol biosynthesis pathway, and will be helpful for further improvement of GG and glycerol 

production in Synechocystis. 

Keywords:  glucosylglycerol, glycerol, Synechocystis sp. PCC 6803, ggpS, genetic engineering 

集胞藻 Synechocystis PCC 6803是一种单细

胞淡水蓝藻，具有与高等植物类似的光合系统，

一直被作为光合作用研究的模式生物[1]。由于其

遗传改造方便、生长速度较快，近年来集胞藻

PCC 6803又被用作光合细胞工厂[2]，用于合成

氢气[3]、乙醇[4]、乙烯[5]、异戊二烯[6]、乳酸[7-8]、

蔗糖[9]、脂肪酸[10]、脂肪醇[11]和脂肪烃[12]等多

种生物燃料和化学品。虽然这些研究引起了学

术界和工业界的广泛关注，但是由于大多数产

品价值和产率低，因此目前仍处于研发阶段。

在这种情况下，发展一种利用蓝藻生产高附加

值产物的技术路线，将更具可行性和潜力，也将

推动蓝藻光合生物合成技术路线的产业化应用。 

甘油葡萄糖苷  (Glucosylglycerol) 是一类

由甘油分子与葡萄糖分子以糖苷键结合的物

质，由葡萄糖分子的构型、结合甘油分子的位

置分为多种；其中作为天然渗透压抵抗分子的

是 2-O-(α-D-gluco-pyranosyl)-sn-glycerol (以下

简称 GG)。GG是一种大分子稳定剂，可用于蛋

白质药物等的长期保存[13]；还是一种良好的化

妆品添加剂，具有保湿、抗氧化和抗衰老等功

效，可以消除洁面后皮肤的紧绷感[14]。日本传

统发酵食品 (如清酒) 中也被发现含有 GG[15]；

研究发现 GG 还可能具有治疗过敏性呼吸系统

疾病[16]、保护眼角结膜[17]和降低血糖[18]等多种

人体保健功效。 

除了化学[15]和酶催化[19]合成之外，GG 也

可以被一些异养微生物[20]或光合自养蓝藻[21]合

成。以集胞藻 PCC 6803为例，在细胞受到盐胁

迫时，甘油-3-磷酸和 ADP-葡萄糖会在甘油葡萄

糖苷磷酸合成酶 (ggpS 基因编码) 作用下生成

甘油葡萄糖苷磷酸，随后甘油葡萄糖苷磷酸又
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被甘油葡萄糖苷磷酸磷酸酶 (ggpP 基因编码) 

水解获得 GG。ggtA、B、C 和 D 基因编码一个

ABC 转运蛋白，负责将胞外的 GG 转运到细胞

内；而 GgpR是一个抑制 ggpS基因转录的转录

因子。本实验室前期工作敲除了集胞藻 PCC 

6803的 ggtC和 D基因，使得部分 GG产物分泌

到胞外；在此基础上敲除 ggpR，又得到了 GG

产量进一步提高的藻株 ΔggtCDΔggpR[22] (以下

简称 ΔΔ)。虽然通过这些改造，该藻株 GG产量

提高到约为野生型的 3 倍，但是离产业化应用

的要求仍有不小的距离。 

通过前期合作研究，我们发现集胞藻 PCC 

6803在 NaCl胁迫条件下，细胞除了积累 GG外

还会积累一定含量的甘油；而表达外源的磷酸

甘油磷酸酶，可以实现甘油的大量合成[23]。虽

然到目前为止集胞藻 PCC 6803盐胁迫条件下甘

油合成的生化途径还未被报道，不过考虑到 GG

是由甘油和葡萄糖分子通过糖苷键连接而组成

的，甘油有可能就来源于 GG的水解。 

GgpS催化 GG合成的第一步反应，其表达

量增加是否会影响集胞藻 GG 和甘油的合成

呢？为了研究 GgpS对 GG和甘油合成的影响，

本研究在 ΔΔ 藻株的基础上分别过表达了来源

于集胞藻 PCC 6803或聚球藻 PCC 7002的 ggpS

基因，分析了这些基因工程改造对 ΔΔ藻株在不

同 NaCl浓度下 GG和甘油合成方面的影响。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 

集胞藻 PCC 6803突变株 ΔΔ由本实验室保

存；甘油葡萄糖苷标准品 (50%，W/W) 购自德

国 Bitop 公司；用于分子克隆的试剂盒购自

Omega 公司 (美国)；DNA 引物在 Sangon公司 

(中国上海) 合成，限制性内切酶购自 Fermentas

公司 (美国)。 

1.2  仪器 

离子色谱 ICS-3000 (DIONEX)、T 6新锐可

见光分光光度计  (北京普析通用 )、DU800 

NUCLEIC ACID/PROTEIN ANALYZER 

(BECKMAN COULTER)、GXZ-4300 智能光照

培养箱 (宁波江南仪器厂)。 

1.3 方法 

1.3.1  质粒和集胞藻突变株的构建 

所有引物见表 1。大肠杆菌 E. coli DH5α被

用作分子克隆的宿主菌。用 KpnⅠ+NdeⅠ酶切

pXX47[24]，回收得到约 600 bp 的启动子片段

PcpcB；将 pWD38用相同的内切酶酶切，回收得

到约 8 kb的载体片段；将以上两个片段连接得

到用于过表达集胞藻 PCC 6803来源 ggpS (以下

用 6803ggpS表示) 的重组质粒 pPM2。 

以聚球藻 PCC 7002 基因组为模板，以

7002-ggpS-F/R (表 1) 为引物对，PCR扩增得到

约 1.5 kb的 ggpS基因片段，用 NdeⅠ和 XhoⅠ

进行酶切以获得粘性末端；将 pPM2 质粒用

NdeⅠ和 XhoⅠ双酶切，以获得 7 kb的载体片段；

将上述片段连接得到用于过表达聚球藻 PCC 

7002来源 ggpS (以下用 7002ggpS表示) 的重组

质粒 pPM7。 

将 pPM2和 pPM7转化集胞藻 ΔΔ，以补加

壮观霉素、卡那霉素和氯霉素的 BG11固体平板

筛选得到转化子。转化子经多轮划线分离、液

体传代和 PCR鉴定，分别获得分离完全的纯合

突变株 ΔΔ-PM2和 ΔΔ-PM7。 
 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  March 25, 2016  Vol.32  No.3 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

350 

 

表 1  本研究中所用的引物 

Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′−3′) 

0168-1 ACCTCTCCACGCTGAATTAG 

0168-2 TTCCAGGCCACATTGTTGTC 

7002-ggpS-F CATACCAACCCCTGGAGGTCT 

7002-ggpS-R TCTCGAGCTCTCCCCCAGGTTAAGCA

6803-ggpS-F TCCAGGCATATTAGTTCACACG 

6803-ggpS-R TCCAGGCATATTAGTTCACACG 

 

1.3.2  集胞藻藻株的常规培养方法 

将集胞藻各突变藻株在 BG11 固体平板、

30 ℃、30 μEm–2·s–1光照强度的条件下日常传代

培养。在柱式反应器培养前，先从平板上刮取

少量藻细胞至 BG11液体培养基中，于 30 ℃、

30 μEm–2·s–1、140 r/min的条件下振荡培养至对

数期；然后再将这些培养物按 1∶10 (V/V) 的比

例接种到新鲜 BG11 液体培养基中，在 30 ℃、

30−50 μEm–2·s–1、通入空气的条件下继续培养至

OD730 为 1.5−2.0。当需要时，加入壮观霉素至    

20 mg/L、卡那霉素至 30 mg/L，氯霉素至 10 mg/L。 

1.3.3  集胞藻藻株的柱式反应器培养方法 

将常规液体培养到对数期的培养物，倒入

灭菌的柱式光反应器内，接种体积为 200 mL，

在 30 ℃、100 μEm–2·s–1、通入 5% CO2 (V/V) 的

条件下培养；待生长进入平台期  (OD730=8–9) 

后，加入 BG11配制的 5 mol/L NaCl溶液至 NaCl

终浓度为 600 mmol/L，然后将藻细胞继续在上

述条件下培养，每 2天取样 1 mL用于监测细胞

生长 (新锐，可见光分光光度计 T6)。在盐胁迫

后的第 6天取 1 mL藻细胞样品，经 12 000 r/min

离心 5 min，将得到的上清液用 0.45 μm微孔滤

膜过滤，并稀释后用于离子色谱检测。 

1.3.4  GG和甘油的测定方法 

离子色谱 ICS-3000 (DIONEX) 检测样品

GG 含量参考文献[22]中描述进行。检测器为配

套的电化学检测器  (DIONEX) ，使用内径为  

4 mm × 250 mm 的 carbPac®A1柱；淋洗液为

800 mmol/L NaOH，流速为 0.4 mL/min。 

2  结果与分析 

2.1  过表达 ggpS 的重组质粒构建 

PcpcB 启动子是目前被鉴定在集胞藻中具有

最强启动活性的启动子；使用该启动子，外源

蛋白的表达量能达到集胞藻 PCC 6803可溶性蛋

白的 15%[25]。本实验室使用该启动子驱动乙烯

合成酶在集胞藻 PCC 6803表达亦获得了优于其

他启动子的效果[23]。因此，我们选择用 PcpcB启

动子驱动 ggpS基因在 ΔΔ藻株过量表达。 

 
 

表 2  本研究中所用的质粒 

Table 2  Plasmids used in this study 

Plasmids Relevant characteristics References 

pWD38 Apr, Cmr, slr0168::Cmr-PpetE-6803ggpS Du W, Tan XM, Lu XF, unpublished 

pXX47 Apr, Spr, slr0168::Spr-PpetE-6803ggpS [23] 

pPM2 Apr, Cmr, slr0168::Cmr-PcpcB-6803ggpS This study 

pPM7 Apr, Cmr, slr0168::Cmr-PcpcB-7002ggpS This study 
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通过酶切将 PcpcB启动子从 pXX47 载体[23]

中切下，插入到实验室之前构建的 pWD38载体，

即获得了用于过表达集胞藻 PCC 6803 来源的

ggpS基因的载体 pPM2。该载体具有 slr0168中

性位点上下游片段，用于转化蓝藻后整合到基

因组中；而 slr0168同源片段中间带有氯霉素抗

性基因片段，用于转化蓝藻后筛选蓝藻转化子；

同时同源片段之间的片段，用于在整合到蓝藻

基因组后驱动 6803ggpS基因过表达。另外，通

过 PCR 扩增获得了来源于聚球藻 PCC 7002 的

7002ggpS 基因，并以其替换 pPM2 载体上的

6803ggpS基因获得了质粒 pPM7。 

2.2  过表达 6803ggpS 或 7002ggpS 的藻株基因

型鉴定 

由于蓝藻基因组具有多倍性[27]，通过转化

获得转化子需要在抗生素选择压力下多轮传代

分离才可获得纯合的突变体。在本研究中，我

们选择同源整合位点两侧序列匹配的引物

0168-1/2 通过 PCR 确定转化子基因组 slr0168

位点是否有外源片段整合；同时选择 ggpS基因

特异引物 (6803-ggpS-F或 7002-ggpS-F) PCR以

确认外源 ggpS基因导入并整合在 slr0168位点。

从图 1的 PCR结果 (泳道 1−4) 可见，对照野生

型藻株 slr0168位点没有外源基因导入，其 PCR

条带长度为 0.5 kb (泳道 1)；而 ΔΔ-PM2 藻株

PCR 条带约为 3.8 kb，却没有对照 ΔΔ 藻株的

0.5 kb 条带 (泳道 2)。这证明 ΔΔ-PM2 藻株

slr0168位点有约 3.3 kb外源片段的插入且基因

组分离完全；以 6803-ggpS-F/0168-2引物对 PCR

扩增得到约为 1.5 kb条带，证明 6803ggpS基因

整合到了 ΔΔ-PM2藻株的 slr0168位点。图 1 (泳

道 5–8) 的 PCR 结果也证明 ΔΔ-PM7 藻株

slr0168 位点已被成功导入来源于聚球藻 PCC 

 
 

图 1  PCR 检测集胞藻突变藻株基因型 

Fig. 1  Genotype determination of Synechocystis 
mutants by PCR. 1, 3, 5 and 7: wild type genome DNA 
was used as template. 2 and 4: ΔΔ-PM2 genome DNA 
was used as template. 6 and 8: ΔΔ-PM7 genome DNA 
was used as template. Primers 0168-1 and 0168-2 were 
used in lane 1, 2, 5 and 6. Primers 0168-2 and 
6803-ggpS-F were used in lane 3 and 4. Primers 0168-2 
and 7002-ggpS-F were used in lane 7 and 8. 
 

7002的 7002ggpS基因，而且藻株基因组分离完

全，是纯合的突变株。 

2.3  ggpS 基因过量表达对盐胁迫下集胞藻细胞

GG 合成的影响 

ΔΔ在 600 mmol/L NaCl胁迫第 6天后 GG

分泌量约为 110 mg/L，这与本实验室之前报道

的实验结果[22]基本吻合；而在 900 mmol/L NaCl

胁迫下，ΔΔ藻株 GG分泌量略有提高。但是与

ΔΔ藻株相比，在 600 mmol/L NaCl胁迫条件下

ΔΔ-PM2和 ΔΔ-PM7藻株 GG合成甚至还略有降

低 (分别减少 8%和 7%)；在 900 mmol/L NaCl

胁迫条件下 ΔΔ-PM2 藻株 GG 合成量略有提高 

(10%)，但是并不显著 (P>0.05)，而 ΔΔ-PM7藻

株 GG合成量约减少 4% (图 2A)。因此，在 ΔΔ

藻株中分别过表达来自于集胞藻 PCC 6803和聚

球藻 PCC 7002的 ggpS基因，并未进一步提高

藻株的 GG合成。 
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图 2  盐胁迫第 6 天各突变株在不同盐浓度下 GG (A) 和甘油合成量 (B) 

Fig. 2  GG (A) and glycerol (B) production in different mutant strains cultured under salt-stressed conditions for   
6 days. The glycerol production that was significantly improved compared with the ΔΔ mutant was indicated as star. 

 

如前所述，GG是集胞藻 PCC 6803响应外

界盐胁迫刺激而合成的一种渗透保护物质，其

合成途径关键基因 ggpS的转录受到转录调控因

子 GgpR[27]、Slr1588[28]以及染色体 DNA超螺旋

程度[28]等的多重调控。另外，Stirnberg 等发现

在集胞藻 PCC 6803中过表达 ggpS，虽然 GgpS

蛋白含量明显提高，但是在没有 NaCl胁迫刺激

的条件下细胞仍然不能大量合成 GG；而如果敲

除 ftsH2 基因，在盐胁迫条件下即使 ggpS 正常

受诱导转录、GgpS蛋白含量甚至还高于野生型

藻株，但是其 GgpS酶活性和 GG合成却显著低

于野生型[30]。所以，集胞藻 PCC 6803 GgpS蛋

白还受到 DNA-蛋白相互作用[29]、FtsH 蛋白酶

修饰[30]等翻译后修饰调控。集胞藻 PCC 6803正

是通过这些不同层次的调控手段保证了细胞只

在需要的时候合成 GG，并将 GG含量保持在所

需要的水平。因此，本研究利用强启动子驱动

了 ggpS 表达，但是这并不能解除宿主细胞对

GgpS蛋白在翻译后水平的调控；过量表达的蛋

白并未被激活，可能是 GG 合成没有明显提高

的主要原因。 

2.4  ggpS 基因过量表达对盐胁迫下集胞藻细

胞甘油合成的影响 

与之前报道[23]采用 200 mmol/L NaCl胁迫

条件不同，本研究中采用 600 和 900 mmol/L 

NaCl胁迫条件；而在这两种条件下，集胞藻 ΔΔ

藻株甘油合成量均高于文献报道，达到 133 和

199 mg/L (图 2B)，这说明甘油的合成在一定范

围内随着 NaCl 浓度增加而提高。过表达

6803ggpS 之后，甘油合成相对于 ΔΔ 藻株显著

增加：在 600 mmol/L NaCl 胁迫条件下提高了

79% (*P<0.05)，而在 900 mmol/L NaCl胁迫条件

下提高了 105% (*P<0.05)。而过表达 7002ggpS

之后，甘油合成相对于 ΔΔ藻株没有显著提高。 

当培养基中 NaCl 浓度从 600 提高到      

900 mmol/L后，6803ggpS过表达菌株 ΔΔ-PM7

的甘油积累量又进一步提高约 75% (图 2B)。甘

油含量随 NaCl浓度提高而增加的现象，提示我

们甘油可能也在集胞藻 PCC 6803盐胁迫适应中

发挥着某种作用。如前所述，我们推测甘油合

成来自于 GG 的水解。因此，过表达 6803ggpS

很可能已短暂提高了细胞内的 GG 含量，但是
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宿主细胞感应到 GG水平的变化，于是启动 GG

水解酶表达以将细胞内 GG 含量维持在所需要

的水平。这提示我们要想在 ΔΔ藻株基础上通过

过表达 ggpS提高 GG产量还需要先鉴定和敲除

负责 GG 分解的关键酶；而如果希望得到的目

标产物是甘油，那么过表达 ggpS和 GG分解酶

也将是有效的手段。 

3  结论 

ggpS 基因编码甘油葡萄糖苷磷酸合成酶，

该酶催化集胞藻 PCC6803 GG 合成途径的关键

步骤；敲除该基因，细胞不能合成 GG，并对盐

胁迫敏感。在本研究中，来源于集胞藻 PCC 6803

和聚球藻 PCC 7002的 ggpS基因分别在高产 GG

的 ΔΔ藻株中得到过表达，但是这一改造未能进

一步提高 GG 的合成，但是显著提高了甘油的

合成。另外，提高培养基盐浓度也被证实可以

进一步促进甘油的积累。相关实验结果为将来

进一步基因工程改造集胞藻以提高 GG 和甘油

合成指明了方向。 
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