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摘  要：【背景】铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)广泛分布于温带湖泊，因产生微囊藻毒素且易

成为蓝藻水华优势藻株而备受关注。【目的】基于全基因组序列分析和基因转录水平验证，阐明从

巢湖新分离的铜绿微囊藻 Chao 1910 的主要代谢通路和磷营养高效利用机制。【方法】通过第三代

测序技术拼接获得 Chao 1910 的全基因组序列，完成主要代谢通路的基因注释，并对与蓝藻水华

优势藻株形成相关的磷代谢通路进行深入分析。【结果】比较基因组学表明，Chao 1910 藻株与日

本铜绿微囊藻 NIES-843 的亲缘关系最近，其糖酵解、磷酸戊糖途径和核苷酸合成等代谢通路的基

因组成非常保守，同时具有完整的磷转运、磷吸收、多聚磷酸盐合成/分解等磷营养高效利用的通

路。不同于其他铜绿微囊藻，Chao 1910 藻株不具有微囊藻毒素合成基因簇，推测其主要依靠对磷

营养的高效利用获取生存竞争优势。【结论】Chao 1910 藻株是巢湖首株完成全基因组测序的铜绿

微囊藻，这将有助于揭示其获得生存竞争优势的分子机制，为遏制巢湖蓝藻水华暴发提供依据。 
关键词：巢湖；铜绿微囊藻 Chao 1910；全基因组分析；磷代谢通路分析 
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Genome sequence analysis of phosphorus metabolism 
pathways of Microcystis aeruginosa Chao 1910 isolated from 
Chaohu Lake 
JI Xinye, YU Rongcheng, DU Kang, ZHOU Congzhao*, LI Xu* 

School of Life Sciences, Division of Life Sciences and Medicine, University of Science and Technology of China, 
Hefei 230027, Anhui, China 

Abstract: [Background] Microcystis aeruginosa is ubiquitous in temperate lakes and has 
aroused wide concern since it is a dominant bloom-forming cyanobacterium capable of 
producing microcystins. [Objective] To elucidate the central metabolic pathways and the 
efficient phosphorus-utilizing mechanism in M. aeruginosa Chao 1910 (termed Chao 1910 for 
short) isolated from Chaohu Lake based on the whole-genome sequence analysis and 
transcription verification. [Methods] The whole genome sequence was obtained by the 
third-generation sequencing technique, and the genes encoding the central metabolic pathways, 
especially the phosphorus metabolic pathways, were annotated. [Results] Chao 1910 had the 
closest phylogenetic relationship with M. aeruginosa NIES-843 among the Microcystis strains 
with known full-length genome sequences. The genes involved in the metabolic pathways such 
as glycolysis, pentose phosphate pathway, and nucleotide synthesis were highly conserved in 
Chao 1910. The genome of Chao 1910 encoded the complete pathways of phosphate transport, 
phosphate absorption, polyphosphate synthesis/decomposition, and other efficient phosphorus 
utilization pathways. Unlike other strains of M. aeruginosa, Chao 1910 did not possess the gene 
cluster for microcystin synthesis, which indicated that it relied on efficient phosphorus 
utilization to gain the competitive advantage. [Conclusion] Chao 1910 is the first M. 
aeruginosa strain with completed sequencing of the whole genome isolated from Chaohu Lake. 
It helps us to reveal the molecular mechanism of competitive advantage for the bloom-forming 
cyanobacteria in Chaohu Lake. 
Keywords: Chaohu Lake; Microcystis aeruginosa Chao 1910; whole-genome analysis; phosphorus 
metabolic pathway analysis 

蓝藻作为地球上最早的光合放氧生物，被认

为是24亿年前“大氧化事件”发生的主要原因[1-2]。

蓝藻不但改变了整个地球生命系统的演化方向，

还为整个水生态系统提供了基础的食物来源，并

且贡献了大气中超过 40%的氧气，一直以来都

是维持地球生态平衡的关键力量。然而，随着

近几十年来人类活动日益频繁，对自然水体的

过度利用和污染导致水体富营养化不断加剧，

蓝藻在水生态系统中的生-灭平衡被打破，蓝藻

水华事件在全球频频发生，引发了一系列严重

的环境问题。 
微囊藻是一类常见的有害水华蓝藻，在各个

国家的湖泊、水库和河流中均有发现[3-7]。微囊

藻具备多种竞争优势：在水体中有效垂直移动以

搜寻营养物质并获取最佳光照条件的能力[8-10]；

通过生物被膜连接形成较大细胞群落从而有效
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躲避浮游动物捕食的能力[11-13]；分泌微囊藻毒素

及其他次级代谢产物抑制竞争者生长的能力[14]；

能够在沉积物上休眠越冬并在合适的温度和生

长条件下重新恢复生长的能力[11-13]。这些能力为

微囊藻成为多个水域中的优势蓝藻提供了重要

支持。 
巢湖是我国五大淡水湖之一，作为一个浅水

湖泊，受区域人口、经济快速发展的影响，近几

十年来湖体富营养化压力较大，虽然周边区域环

境治理力度不断提升，但是 2012−2018 年湖区生

态调查数据显示，巢湖湖体的总磷、总氮浓度、水

华蓝藻总量及微囊藻生物量占比仍显著升高[15-16]。

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)是巢湖水华

优势蓝藻中的一种，因能产生具有肝毒性的微囊

藻毒素(microcystin)而“臭名昭著”[3]。在水华暴发

期内，表层水体中生物量激增会造成局部磷营养

盐匮乏状态。铜绿微囊藻由于具备可在低磷环境

下被激活的高亲和力磷酸盐吸收系统、能水解有

机磷的磷酸酶(酸性/碱性)系统和能够以多聚磷

酸盐形式过量储存磷的磷储备系统[17-22]，所以在

巢湖水华暴发期，相较其他藻株具备显著的生存

竞争优势[19,23-25]。然而，由于基因组数据匮乏且

缺乏有效的遗传操作手段，铜绿微囊藻高效利用

磷营养的分子机制和调控机理一直未被阐明。截

至目前，NCBI 基因组数据库中仅收录了 11 株

微囊藻的全基因组数据信息，其中 8 株为铜绿微

囊藻，但仅有 1 株来自中国。 
本研究组从巢湖分离获得了一株新的铜绿

微囊藻，将其命名为铜绿微囊藻 (Microcystis 
aeruginosa) Chao 1910。获得 Chao 1910 的全基

因组数据后，我们注释和分析了其系统发育、次

级代谢产物合成以及中心碳代谢和磷代谢通路

基因，在转录水平上验证了磷胁迫条件对磷高效

吸收相关基因表达的影响。Chao 1910 藻株为巢

湖首株完成全基因组测序的铜绿微囊藻，该工作

能够帮助我们进一步了解巢湖中铜绿微囊藻高

效利用磷营养的分子机制和调控机理，将为巢湖

蓝藻水华治理提供有效依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

铜绿微囊藻 Chao 1910 于 2019 年 10 月分离

自巢湖。在光学显微镜下，从巢湖水样中挑选微

囊藻形态的菌落，转入筛选培养基 BG11+0.15 µg/L 
VB12 中培养。取藻液在含 1.5%琼脂和 20 μmol/L 
TES[N-三(羟甲基)甲基-2-氨基乙磺酸]的 BG11 
pH 8.45 固体培养基中反复传代划线，最终得到

一株纯系蓝藻。经测序分析，此纯系蓝藻为一株

新的铜绿微囊藻，将其命名为铜绿微囊藻

(Microcystis aeruginosa) Chao 1910。藻株培养条

件为：BG11 培养基，培养温度(30±1) °C，pH 7.0，
120 r/min，光照强度 2 000 lx，光照周期为 12 h
光照、12 h 黑暗。 

实验试剂及引物，生工生物工程(上海)股份

有限公司；Eastep®总 RNA 提取试剂盒，上海普

洛麦格生物产品有限公司；SYBR qPCR 通用试

剂盒，Biosharp 公司；反转录试剂盒 PrimeScript 
RT Reagent Kit，宝日医生物技术(北京)有限公

司。光照培养箱摇床，苏州捷美电子有限公司；

酶标仪，Molecular Devices 公司；qPCR 仪，应

用生物系统公司；PCR 仪，Biometra 公司；离

心机，Eppendorf 公司；超微量分光光度计，南

京五义科技有限公司。 
本实验所用培养基为藻类专用培养基

BG11，参考文献[26]配制。 

1.2  方法 
1.2.1  基因组完成图测序与组装 

取 OD680 约为 0.8 的 Chao 1910 藻液 3 L，
20 °C、2 000 r/min 条件下离心 5 min，留存藻液

沉淀，使用 1×PBS (磷酸盐缓冲液)清洗 3 次，弃
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去上清液体，将藻液沉淀放入液氮中冷却 20 min，
干冰条件下运输到天津生物芯片技术有限责任

公司测序。 
通过 Pacbio 第三代测序平台对 Chao 1910

的基因组进行测序和拼接，使用 Pacbio 官方分

析 软 件 SMRT Link (V6.0.0.47841) 自 带 的

HGAP4 分析流程进行基因组 de novo 组装，最

终得到精确的基因组完成图序列。上述工作为天

津生物芯片技术有限责任公司完成。 
1.2.2  基因组注释 

采用 NCBI prokaryotic genome annotation 
pipeline (PGAP)对全基因组进行基因模型预测，获

得基因模型的位置信息和氨基酸序列等信息[27]。

代谢通路注释分析使用 KEGG automatic annotation 
server，基因组图谱使用 CGview 绘制[28-30]。 
1.2.3  系统发育树的构建 

从 NCBI 的 GenBank 数据库下载 16S rRNA
基因序列及 PhoX 蛋白的氨基酸序列，使用

MEGA 11.0 软件自带的 MUSCL 进行序列比对，

系统树各分支的置信度由重复抽样法(bootstrap) 
1 000 次重复检测，近邻法构建系统发育树[31]。 
1.2.4  产生次级代谢产物的潜力分析 

采用 antiSMASH 6.0 软件，结合注释信息预

测 Chao 1910 中次生代谢产物基因簇[32]。 
1.2.5  前噬菌体区域预测 

采 用 在 线 预 测 软 件 PHASTER 
(http://phaster.ca/)，结合注释信息搜索可能的前

噬菌体区域[33]。 
1.2.6  磷代谢通路分析 

将注释后的 Chao 1910 基因组数据参考

KEGG 预测的代谢通路，确定基因组中心碳代谢

途径和磷代谢通路相关的蛋白，分析 Chao 1910
的代谢通路。 
1.2.7  磷胁迫实验 

1) 铜绿微囊藻 Chao 1910 培养 
取 OD680 约为 0.8 的藻液 100 mL，2 000×g

常温离心 5 min，用无磷的 BG11 培养基(使用等

摩尔质量的 KCl 替代 K2HPO4)清洗细胞 3 次，

分别使用无磷和正常的培养基重悬，再转入相应

的培养基。 
2) 铜绿微囊藻 Chao 1910 生长量测定 
Chao 1910 的生长量以叶绿素 a 的含量变化

反映，采用甲醇萃取测定叶绿素 a 的含量[34]。取

1 mL 藻液，4 °C、15 000×g 离心 5 min，在沉淀

中加入 1 mL 甲醇，4 °C 避光萃取 2 h。分别在

665 nm 和 720 nm 处测定上清的吸光度值。 
3) 铜绿微囊藻 Chao 1910 碱性磷酸酶活性

测定 
碱性磷酸酶活性的测定采用分光光度法，使

用对硝基苯磷酸二钠盐(p-nitrophenyl phosphate, 
disodium, hexahydrate, p-NPP)为底物，在碱性磷

酸酶的催化下，产生有颜色的对硝基苯酚

(p-nitrophenol, p-NP)，通过反应表征碱性磷酸酶

活性[35]。取 500 μL 藻液，加入 1 mL 反应液   
[0.2 mol/L Tris-HCl (pH 8.5), 2 mmol/L MgCl2, 
3.6 mmol/L p-NPP]，37 °C 水浴 30 min，4 °C、

10 000×g 离心 5 min，取上清在 410 nm 处测吸

光度值。 
4) 铜绿微囊藻 Chao 1910 总 RNA 提取 
取 15 mL 藻液，4 °C、2 000×g 条件下离心

5 min，用液氮冻存藻液沉淀。使用普洛麦格总

RNA 提取试剂盒抽提 RNA，超微量分光光度计

检测总 RNA 的质量和浓度，反转录试剂盒反转

录得到 cDNA。 
5) 铜绿微囊藻 Chao 1910 磷吸收相关基因

转录水平检测 
使用管家基因 Sec 蛋白转座复合物(part of 

Sec protein translocase complex)对应基因 secA 作

为内参[36]。RT-qPCR 引物信息见表 1。RT-qPCR
反应条件：95 °C 10 min；95 °C 15 s，60 °C 1 min，
40 个循环；95 °C 15 s，60 °C 1 min，95 °C 15 min
得到熔解曲线。RT-qPCR 反应体系：2×SYBR Green 
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表 1  荧光定量 PCR 引物信息 
Table 1  The primers of RT-qPCR 
Primer 
name 

Primer sequence (5′→3′) Length of 
product (bp) 

ppx-F TTCTAGCCGGTTCGATCGTG 175 

ppx-R TTCAAAACACTGCGCTGACG 175 

secA-F TGGATTGACCGGAAAAGGGG 192 

secA-R CCGAGTTCGCTGTTAGTGGT 192 

ppk-F GCAGGTTTTCCCCCGTTTTC 165 

ppk-R CGCGTCACCCGAAAAGGATA 165 

pstS-F CTTCCGATGTGGCCATGAGT 173 

pstS-R CCAACGGGTAATCGTGCCTA 173 

phoX-F CTTGGTTAGGGCGTTTTCGC 187 

phoX-R GCCCCGTAGAGCATTCCTTT 187 

ppx-F 为该基因的荧光定量 PCR 正向引物，ppx-R 为基因

的荧光定量 PCR 反向引物. 下同 
ppx-F was the forward primer of RT-qPCR for this gene, 
ppx-R was the reverse primer of real-time RT-qPCR for this 
gene. The same below. 

qPCR Mix 25 µL，正、反向引物(10 μmol/L)各   
1 µL，cDNA (1 ng/μL) 1 μL，50×ROX Reference 
Dye 1 µL，RNase free ddH2O 21 µL。数据分析方

法为 2−ΔΔCt 法。 

2  结果与分析 
2.1  铜绿微囊藻 Chao 1910 基因组的基本

信息 
Chao 1910 由本研究组 2019 年 10 月从巢湖分

离纯化所得。经测序拼接，其环状基因组的长度

为 5 669 822 bp，GC 含量为 42.2% (图 1)。经分析

预测，该基因组中包含开放阅读框 5 607 个，tRNA
基因 42 个，以及 5S rRNA、16S rRNA 和 23S rRNA
基因各 2 个(表 2)。该藻株的全基因组序列已上传

至 NCBI GenBank 数据库，索引编号为 CP097576。 

 

 
 

图 1  铜绿微囊藻 Chao 1910 基因组图谱   最外圈为基因组序列的位置坐标，由外向里分别为基因信息

和 GC 含量 
Figure 1  The complete genome map of Microcystis aeruginosa Chao 1910. The outermost circle is the 
location coordinate of the genome sequence, from the outside to the inside are the distribution of gene 
information and the GC content. 
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表 2  铜绿微囊藻 Chao 1910 的基因组数据 
Table 2  Genome statistics of Microcystis 
aeruginosa Chao 1910 
Attribute Value 
Chromosome size (bp) 5 669 822 
Plasmid numbers 1 
GC content (%) 42.2 
Total number of CDs 5 659 
Number of CDSs (with protein)  5 607 
Number of 5S rRNAs 2 
Number of 16S rRNAs 2 
Number of 23S rRNAs 2 
Number of tRNAs 42 
Number of ncRNAs 4 
CRISPR arrays 2 
 
2.2  铜绿微囊藻 Chao 1910 系统发育分析 

目前，NCBI 中收录有 11 株具有全基因组

数据的微囊藻，基于这 11 株微囊藻和 Chao 1910
的 16S rRNA 基因序列比对结果，我们构建了 

Chao 1910 的系统发育树(图 2)。结果显示，12 株

微囊藻聚类成了 2 个分离较远的簇，Chao 1910

与其他 7 株微囊藻位于同一发育树分支中，其中

与 分 离 自 日 本 霞 浦 淡 水 湖 的 铜 绿 微 囊 藻

NIES-843 的亲缘关系最近。 

2.3  铜绿微囊藻 Chao 1910 次级代谢产物

合成酶基因簇分析 
经 antiSMASH 预测，我们在 Chao 1910 基

因组中共发现了 10 个次级代谢产物基因簇(表

3)。其中，在蓝藻中普遍存在的聚酮合酶

(polyketide synthase, PKS)和非核糖体多肽合成

酶(non-ribosomal peptide synthase, NRPS)基因簇

有 4 个；剩余 6 个基因簇则可能分别参与萜烯类

(terpene)、类核糖体合成和翻译后修饰的肽类

(RiPP-like)和蓝藻素(cyanobactin)等化合物的合

成(表 3)。 

 

 
 

图 2  基于微囊藻 Chao 1910 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号中数字为藻株基因组

GenBank 登录号；分支点上的数字为自展值，代表该分支结构的可信度；底部的比例尺为进化距离标尺，

标尺上的数字代表标尺长度线段的序列差异度 
Figure 2  Phylogenetic tree of based on Microcystis Chao 1910 16S rRNA gene sequence. The numbers in 
parentheses are the GenBank accession number of genome; The numbers at the branch points are bootstrap 
values and represent the credibility of the branch; The scale bar at the bottom is the evolutionary distance scale 
and the numbers on the scale represent the sequence divergence. 
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上述 10 个次级代谢产物基因簇中，萜烯类

(区域 3 和 6)、Spliceotide (区域 5)、Proteusin & 

RiPP-like (区域 8 和 10)这 5 个基因簇未能在已

知次级代谢产物合成基因簇数据库中搜索到相

似靶标。其他 5 个基因簇也仅能找到相似度较低

的已知产物合成基因簇。其中，区域 1 的基因簇

与念珠藻 152 中 nostophycin 合成基因簇的相似

性为 18%；区域 2 的基因簇与棘孢小单孢菌中

calicheamicin 合成基因簇的相似性为 5%；区域

4 的基因簇与微囊藻 PCC 7005 中 piricyclamide

合成基因簇的相似性为 33%；区域 7 的基因簇

与 Salinispora arenicola CNR107 中 BE-43547A1

合成基因簇的相似性为 13%；区域 9 的基因簇

与微囊藻 K-139 中 micropeptin K139 合成基因簇

的相似性为 37%。此外，antiSMASH 预测结果

显示，Chao 1910 基因组中缺少微囊藻毒素合成

酶基因簇(mcy)。 

2.4  铜绿微囊藻Chao 1910 前噬菌体区域分析 
整合在细菌基因组中的噬菌体序列被称为

前噬菌体[37]。经预测，Chao 1910 中含有 4 个可

能 的 前 噬 菌 体 区 域 ， 分 别 在 基 因 组 的         
1 213 265− 1 218 544 区域、2 151 583−2 161 061
区 域 、 2 628 118−2 635 167 区 域 和            

4 367 789−4 376 745 区 域 。 其 中 在            
4 367 789−4 376 745 区域可注释得到少量噬菌

体结构蛋白，在另外 2 个区域中发现了蓝藻噬藻

体相似蛋白，预测所得的其他蛋白均为转座子蛋

白和功能未知的假想蛋白。 
在 4 367 789−4 376 745 区域中，有两段基

因所编码的氨基酸序列与芽孢杆菌噬菌体 
BCD7 中同一个尾鞘蛋白不同区段相似性较高；

其 中 ， Chao 1910 中 M8120_21825 和

M8120_21825 基因所编码序列与 BCD7 假想尾

鞘蛋白(YP_007005944.1)的氨基酸序列相似性

分别为 28.68%和 36.22%。 
此外，2 151 583−2 161 061 区域与噬藻体

PaV-LD 有 2 个相似的片段：Chao 1910 中的

M8120_10810 基因所编码序列与噬藻体 PaV-LD
中的 type II toxin-antitoxin system HicA family 
toxin (YP_004957304.1)氨基酸序列有 46.15%的

相似性；M8120_10820 基因所编码序列与噬藻

体 PaV-LD 中的 type II toxin-antitoxin system 
HicB family antitoxin (YP_004957303.1)氨基酸

序列有 41.27%的相似性。2 628 118−2 635 167
区域中的 M8120_13120 基因所编码序列与原绿

球藻噬藻体 P-SSM2 中的假想蛋白(YP_214410.1)
有 36.73%的氨基酸序列相似性。 

 

表 3  铜绿微囊藻 Chao 1910 次级代谢产物合成基因簇 
Table 3  Secondary metabolite synthesis gene clusters in Microcystis aeruginosa Chao 1910 
The region No. The product types Initial location of the 

region in nucleotides 
Terminal location of the 
region in nucleotides 

Most similar 
known cluster 

Similarity 
(%) 

Region 1 hglE-KS, NRPS, T1PKS 764 865 821 772 Nostophycin 18 
Region 2 T1PKS, terpene 1 039 313 1 084 488 Calicheamicin 5 
Region 3 Terpene 1 261 472 1 281 481 − − 
Region 4 Cyanobactin 1 403 700 1 424 408 Piricyclamide 33 
Region 5 Spliceotide 1 490 238 1 513 521 − − 
Region 6 Terpene 1 712 080 1 733 987 − − 
Region 7 T1PKS 1 785 164 1 829 063 BE-43547A1  13 
Region 8 Proteusin, RiPP-like 2 346 177 2 370 997 − − 
Region 9 NRPS 4 861 711 4 917 570 Micropeptin K139 37 
Region 10 Lanthipeptide-class-v 5 482 637 5 524 934 − − 
−: Not be predicted. 
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2.5  铜绿微囊藻 Chao 1910 中心碳代谢通路 
蓝藻的中心碳代谢途径主要包括糖酵解、糖

异生、氧化磷酸化、卡尔文循环和光呼吸途径等[38] 

(图 3)。 
在三羧酸循环通路中，我们注释了琥珀酸半

醛脱氢酶(succinate-semialdehyde dehydrogenase, 
SSADH)基因，即 Chao 1910 藻株可能具有将琥

珀酸半醛转化为琥珀酸的能力[39]。但是我们未

能注释此途径上游用于催化 α-酮戊二酸合成琥

珀酰辅酶 A 的 α-酮戊二酸脱氢酶(2-oxoglutarate 
dehydrogenase, 2-OGDC)。类似的情况也出现在

大多数蓝藻的基因组注释结果中。此前有研究人

员推测该途径上游的 2-OGDC 应当存在，后续

生化实验结果表明上述蓝藻中的乙酰乳酸合成

酶与 2-OGDC 具有相似功能[39]。基于以上结果，

我们用聚球藻 PCC 7002 藻株中的乙酰乳酸合成

酶基因(SynPCC7002_A2770)所编码序列与Chao 
1910 基因组所编码的所有蛋白进行序列比对，

发 现 M8120_25735 基 因 所 编 码 序 列 与

SynPCC7002_A2770 序列相似度高达 77.3%。我

们由此推测 M8120_25735 基因所编码的蛋白在

Chao 1910 中可能发挥了类似 2-OGDC 的功能。 

 
图 3  铜绿微囊藻Chao 1910中心碳代谢途径通路图   糖酵解和糖异生涉及的生物合成通路分别用红色

和蓝色箭头显示，氧化磷酸化途径、光呼吸途径、卡尔文循环和三羧酸循环分别用橄榄绿、橙色、紫色

和黑色箭头显示. 除质子、水、氧和无机磷酸盐外，显示了每个反应中的辅助因子 
Figure 3  Central carbon metabolism in Microcystis aeruginosa Chao 1910. The glycolysis and gluconeogenesis 
are shown with red and blue arrows, respectively. The oxidative phosphorylation pathway, photorespiration, 
Calvin cycle and tricarboxylic acid cycle are indicated by olive green, orange, purple and black arrows 
respectively. In addition to protons, water, oxygen and inorganic phosphates, cofactors in each reaction are shown. 
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2.6  铜绿微囊藻 Chao 1910 主要的磷代谢

通路 
对磷的高效吸收利用是铜绿微囊藻获取生

存竞争优势的关键代谢通路。我们通过分析注释

找到了 Chao 1910 藻株中与磷代谢通路相关的

绝大多数蛋白。 
2.6.1  微囊藻 Chao 1910 核苷酸合成通路 

核苷酸是蓝藻细胞中重要的“磷储存库”，蓝

藻细胞生命活动中磷的主要消耗方式之一就是

合成核苷酸[40]。 
Chao 1910 具有完备的核苷酸合成通路。与大

多数原核生物一样，Chao 1910 经过磷酸戊糖途径

生成 5-磷酸核糖，5-磷酸核糖通过酶促反应生成

嘌呤和嘧啶的前体物质 5-磷酸核糖焦磷酸，随后

经过一系列转变生成其他嘌呤核苷酸(图 4)。在嘧

啶合成过程中，谷氨酰胺和碳酸氢盐通过氨甲酰

磷酸合成酶合成氨甲酰磷酸；氨甲酰磷酸作为初

始底物通过酶促反应生成乳清苷酸 (oritidine- 
5-P)；乳清苷酸在 3 步酶促反应的催化下，分别生

成 UMP、UDP 和 UTP；UTP 通过一系列酶促反

应，依次生成 CTP 和 CDP；CDP 随后被催化产生

dCDP，并经过后续反应生成 dCTP 和 dCMP。 
 
 

 
 
图 4  铜绿微囊藻 Chao 1910 核苷酸合成通路图   红色箭头连接的途径是嘌呤合成途径，蓝色箭头连接

的是嘧啶合成途径. 除质子、水、氧和无机磷酸盐外，显示了每个反应中的辅助因子 
Figure 4  Nucleotide synthesis pathways in Microcystis aeruginosa Chao 1910. The red arrow connects to the 
purine synthesis pathway, and the blue arrow connects to the pyrimidine synthesis pathway. In addition to 
protons, water, oxygen and inorganic phosphates, cofactors in each reaction are shown.  
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2.6.2  铜绿微囊藻 Chao 1910 脂多糖合成前体

的合成通路 
在 蓝 藻 等 原 核 生 物 中 ， 脂 多 糖

(lipopolysaccharide, LPS)的生物合成需要多种核

苷酸糖类前体作为原料。目前，在蓝藻中已鉴定

出的脂多糖合成前体主要包括 UDP-N-乙酰氨基

葡糖、GDP-α-甘露糖、GDP-β-L-海藻糖、UDP-

半乳糖、UDP-葡萄糖和 TDP-β-L-鼠李糖。在

Chao 1910 中，上述核苷酸糖合成通路中的绝大

部分蛋白均较为保守，但蔗糖合成相关通路中有

部分功能蛋白未能被注释(图 5)。 
蓝藻中，蔗糖由 UDP-葡萄糖(或 ADP-葡萄

糖)和 6-磷酸果糖通过蔗糖磷酸合成酶(sucrose 
phosphate synthase, SpsA)和蔗糖磷酸酶(sucrose 
phosphate phosphatase, Spp)两种酶合成，随后蔗

糖被转化酶(invertase, Inv)分解产生葡萄糖和果

糖，得到葡萄糖和果糖再被磷酸化为 6-磷酸葡

萄糖和 6-磷酸果糖，循环回到糖酵解过程。在

Chao 1910 基因组中，我们未能发现负责催化蔗

糖合成的 SpsA 和 Spp 蛋白，也未注释 Inv 蛋白。

但是，在 Chao 1910 基因组中我们已注释的    
2 个 α-淀粉酶家族糖基水解酶(α-amylase family 
glycosyl hydrolase)均具备水解蔗糖生成葡萄糖

和果糖的功能[41-42]，可以和葡萄糖激酶及果糖

激酶组成完整的蔗糖分解利用通路。基于以上

实验结果，我们推测 Chao 1910 中可能存在未

鉴定的蔗糖合成相关基因。通过对 Chao 1910
基因组编码蛋白和多种蓝藻来源的 SpsA 及 Spp
氨基酸序列深度比较，我们发现 M8120_01680
基因所编码蛋白可能具有蔗糖磷酸酶催化功能

(最高序列相似度为 28.4%)，而另外有 15 个蛋

白可能具有蔗糖磷酸合成酶功能(最高序列相

似度为 28.6%)。然而上述蛋白的具体催化能力

还需要进一步生物化学鉴定确认。 
 

 
图 5  铜绿微囊藻Chao 1910脂多糖合成前体的合成通路   绿色突出显示的化合物是脂多糖生物合成的

底物，红色显示的是铜绿微囊藻 Chao 1910 未注释得到的功能蛋白. 除质子、水、氧和无机磷酸盐外，

显示了每个反应中的辅助因子 
Figure 5  The synthesis pathway of lipopolysaccharide precursors in Microcystis aeruginosa Chao 1910. The 
compounds highlighted in green are substrates for biosynthesis of LPS, while the unannotated proteins of 
Microcystis aeruginosa Chao 1910 are shown in red. In addition to protons, water, oxygen and inorganic 
phosphates, cofactors in each reaction are shown. 
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2.6.3  铜绿微囊藻 Chao 1910 肽聚糖和脂多糖

的部分合成通路 
磷脂是组成细菌生物膜的重要成分，也是铜

绿微囊藻磷代谢的重要组成部分。目前蓝藻生物

膜的成分研究仍处于起步阶段，且不同铜绿微囊

藻生物膜的组成成分存在很大差异。在 Chao 
1910 基因组分析中，我们仅注释了肽聚糖和脂多

糖的部分合成通路(图 6)。相关基因的完整注释，

有待在后续获得更多参考信息后继续完善。 
2.6.4  铜绿微囊藻 Chao 1910 用于适应环境中

磷含量变化的代谢通路 
基因组注释结果显示，Chao 1910 藻株中包含

有多种适应不同磷营养条件的代谢通路相关基

因，主要包括：高亲和力无机磷转运系统复合物

相关基因(图 7A)、多聚磷酸合成及分解相关基因

(图 7B)以及对磷浓度感应及调节的双组分系统基

因(图 7C)。根据已有蓝藻适应磷胁迫的代谢通路，

我们绘制了 Chao 1910 适应外界环境磷浓度波动

的调控通路图(图 7D 和图 7E)[18,43-48]。 
Chao 1910 调控磷元素代谢的方式可能为：

PhoU 蛋白 (phosphate-specific transport system 

accessory protein)感应到外界环境中无机磷(Pi)

含量降低，并将该信号传递给 SphS 蛋白，使

SphS 自身磷酸化并发挥激酶作用，将 SphR 蛋

白磷酸化。磷酸化后的 SphR 蛋白作为调节子上

调无机磷酸盐转运系统、碱性磷酸酶 PhoX 基因

及其他基因的转录，提升蓝藻在环境中摄取 Pi

的能力。同时，为应对外界磷缺乏情况，蓝藻细

胞内部储存的多聚磷酸盐(polyP)会被重新分解

成 Pi，供给代谢所需。当磷饥饿状态持续时间

过长，蓝藻细胞会降解大部分 RNA，并将分解

所得 Pi 用于更关键的基本生命维持通路 (图

7D)；而在外界磷充足的情况下，PhoU 蛋白会

抑制 SphS-SphR 系统相关蛋白活性，降低 pho

调控子基因的转录，从而防止无机磷酸盐转运系

统过量摄入磷酸盐，同时细胞也会重新开始积累

polyP (图 7E)。 

在分析 Chao 1910 适应外界环境磷浓度波

动调控通路的过程中，我们未能注释碱性磷酸酶

蛋白 PhoX 编码基因；结合最新文献[49-50]，我

们将Chao 1910基因组所编码的全部蛋白序列与

铜绿微囊藻 PCC 7806 的 PhoX 蛋白氨基酸序列进

行了比对，发现 Chao 1910 中 M8120_17625 基因

所编码的蛋白与该 PhoX 蛋白氨基酸序列相似性高

达 97.82% (图 8A)；我们进一步将 M8120_17625 
 

 
 

图 6  铜绿微囊藻 Chao 1910 肽聚糖、脂多糖部分合成通路图   除质子、水、氧和无机磷酸盐外，显示

了每个反应中的辅助因子 
Figure 6  Partial synthesis pathway of peptidoglycan and lipopolysaccharide in Microcystis aeruginosa Chao 
1910. In addition to protons, water, oxygen and inorganic phosphates, cofactors in each reaction are shown. 
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图 7  铜绿微囊藻 Chao 1910 适应环境中磷含量变化的代谢通路图及相关基因   A：高亲和力无机磷转

运系统复合物相关基因及对应的编号. B：多聚磷酸合成和分解相关基因及对应的编号. C：对磷浓度感应

及调节的双组分系统基因及对应的编号. D：Chao 1910 适应环境中磷含量不足时的调控通路图及相关蛋

白，蛋白对应编码基因的编号被标注在括号中. E：Chao 1910 适应环境中磷含量充足时的调控通路图及

相关蛋白，蛋白对应编码基因的编号标注在括号中 
Figure 7  Metabolic pathway and related genes of adapting to external phosphorate content in Microcystis 
aeruginosa Chao 1910. A: Genes associated with the high affinity inorganic phosphate transport system and 
their corresponding numbers. B: Genes related to the synthesis and decomposition of polyphosphate and their 
corresponding numbers. C: Two-component system genes for phosphate sensing, regulation and their 
corresponding numbers. D: The regulatory pathways and related proteins of Chao 1910 in response to 
phosphate deficiency. The numbers of genes encoding the proteins are indicated in parentheses. E: The 
regulatory pathways and related proteins of Chao 1910 when phosphate content is sufficient. The numbers of 
genes encoding proteins are indicated in parentheses. 
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图8  铜绿微囊藻Chao 1910中PhoX系统发育分析及实验验证   A：基于PhoX蛋白氨基酸序列构建的Chao 
1910 与其他不同蓝藻的 neighbor-joining 系统发育树，括号中的数字为藻株 PhoX 蛋白的 GenBank 登录号；

分支点上的数字为自展值，代表该分支结构的可信度；底部的比例尺为进化距离标尺，标尺上的数字代表标

尺长度线段的序列差异度；红框标注出的 PhoX 蛋白已通过实验证实其功能. B：Chao 1910 藻株在正常培养、

缺磷培养及无磷培养 6 d 后补磷培养情况下的碱性磷酸酶活性变化. C：Chao 1910 藻株在正常和无磷培养 6 d
后补磷培养情况下 phoX 基因转录水平的变化情况，每组数据的测定都经过 3 次独立重复实验(n=3)，显著性

差异分析采用的是 one-way ANOVA. *：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；****：P<0.000 1. 下同 
Figure 8  Microcystis aeruginosa Chao 1910 PhoX phylogenetic analysis and validation. A: Neighbor-joining 
phylogenetic tree of Chao 1910 and other different cyanobacteria based on PhoX amino acid sequence. The 
numbers in parentheses are the GenBank accession number of PhoX sequence. The numbers at the branch 
points are bootstrap values and represent the credibility of the branch. The scale bar at the bottom is the 
evolutionary distance scale and the numbers on the scale represent the sequence divergence. The function of 
PhoX protein shown in red box has been proved. B: Changes in alkaline phosphatase activity of Chao 1910 
under normal culture, non-phosphate culture and phosphate supplementation culture after 6 days of phosphate 
deficiency. C: Changes in phoX gene transcriptional levels of Chao 1910 in normal culture and non-phosphate 
culture for 6 days. Each data point is the average of three independent experiments (n=3), and error bars 
represent the means±SD. One-way analysis of variance (one-way ANOVA) is used for the comparison of 
statistical significance. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. The same below. 
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基因所编码蛋白的氨基酸序列与其他 28 个蓝藻

PhoX 蛋白氨基酸序列进行了进化树分析，发现

M8120_17625 基因所编码的蛋白与多种已被实

验证实具有碱性磷酸酶活性的 PhoX 蛋白(如聚

球藻 PCC 11901、铜绿微囊藻 PCC 7806)均具有

较近亲缘关系。因此，我们推测 M8120_17625
基因所编码的蛋白很可能就是 Chao 1910 中的

碱性磷酸酶蛋白 PhoX。 
此外，我们还通过磷胁迫实验验证了 Chao 

1910 藻株在不同磷营养情况下的碱性磷酸酶活

性变化(图 8B)和对应的 phoX 基因表达水平的变

化情况(图 8C)。结果表明：在外界环境磷浓度

变化过程中，Chao 1910 编码的 phoX 基因的表达

水平与碱性磷酸酶活性的变化趋势基本一致。通

过上述实验可以确定，M8120_17625 基因所编码

的蛋白即为 Chao 1910 中 PhoX 蛋白。 

2.7  铜绿微囊藻 Chao 1910 磷胁迫条件下

的生理变化及基因的转录情况 
磷营养高效吸收是铜绿微囊藻获取生存竞

争优势的重要能力，在已注释获得 Chao 1910 藻

株中完整的磷转运吸收相关通路基因基础上，我

们进一步通过磷营养胁迫实验，验证了高亲和力

无机磷酸盐结合蛋白 PstS 和多聚磷酸盐合成/分
解蛋白 PPK/PPX 对应基因的转录水平随蓝藻内

外界环境磷浓度变化的不同调整情况。 
通过叶绿素 a 含量测定，我们观察到相较于

正常营养状况，磷胁迫条件下 Chao 1910 藻株生

长速率显著下降；在无磷培养条件下饥饿 6 d 以

后，Chao 1910 藻株即使重新回到正常磷营养水

平后，生长速率依然低于原有水平，直到在正常

营养条件下培养 6 d后生长速率才能恢复到原有

水平(图 9A)。 
与上述生长情况对应的是，无机磷酸盐结合

蛋白对应基因 pstS转录水平在磷饥饿开始 2 d后

显著上升，至外界磷营养情况改善后迅速下降，

但恢复磷营养条件 6 d 后，pstS 的转录水平仍为

正常营养条件下转录水平的 2 倍。在磷饥饿条件

下，Chao 1910 藻株中多聚磷酸盐合成蛋白 ppk
基因转录量未出现显著变化，多聚磷酸盐分解蛋

白 ppx 基因转录量显著降低；但是，外界磷营养 
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图 9  铜绿微囊藻 Chao 1910 磷胁迫条件下的生理变化及基因的转录情况   A：Chao 1910 藻株在正常

培养、缺磷培养及无磷培养 6 d 后补磷培养情况下叶绿素 a 含量和生长速率的变化. B：Chao 1910 藻株

ppk、ppx、pstS 在正常和无磷补磷条件下基因的转录情况 
Figure 9  Physiological and gene transcription changes in Microcystis aeruginosa Chao 1910 under 
phosphorus stress. A: Changes in chlorophyll a content and growth rate of Chao 1910 under normal culture, 
non-phosphate culture and phosphate supplementation culture after 6 days of phosphate deficiency. B: Changes 
in ppk, ppx and pstS gene transcriptional levels of Chao 1910 in normal culture and phosphate supplementation 
culture after 6 days of phosphate deficiency. 
 
情况改善后，ppk 与 ppx 转录水平均快速上升，直

到在正常营养条件下培养6 d后2个基因的转录水

平才重新回到正常营养条件下的水平(图 9B)。 

3  讨论与结论 
铜绿微囊藻 Chao 1910 为巢湖首株完成全

基因组序列测定的微囊藻藻株，我们通过多层次

的基因组数据分析，完成了该藻株的基因组注释

分析、系统发育信息分析、前噬菌体区域挖掘、

次级代谢产物基因簇发现，并对该藻株的中心碳

代谢通路和主要磷代谢通路进行了重点分析。 
Chao 1910 的亲缘关系树显示，12 株微囊藻

聚类成了 2 个分离较远的簇，Chao 1910 与其他

7 种微囊藻位于同一发育树分支中，与分离自日

本霞浦淡水湖的铜绿微囊藻 NIES-843 的亲缘关

系最近。根据聚类结果我们还发现，物理距离和

水系是否联通等因素，对上述 12 株微囊藻亲缘

关系远近影响有限；结合两株分别来自南极和北

极的 Phormidum prostleyi 蓝藻的 16S rRNA 基因

的序列相似性高达 99%，而另两株分别来自北

美洲与亚洲的 Microcoleus vaginatus 蓝藻的 16S 
rRNA基因序列也具有极高相似性这2个例证[51-52]，

我们推测蓝藻株系的扩散方式可能不仅限于水

系和陆地传播两种方式，另外地球几十亿年来的
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板块变迁也有可能对当前的蓝藻分布情况产生

巨大影响。 
在 Chao 1910 基因组中，我们预测得到了

10 个可能的次级代谢产物合成基因簇，但由于

与已知次级代谢产物合成基因簇相似性较低，其

产物及功能尚待进一步研究确认[53-55]。另外，

Chao 1910 基因组中未能找到负责微囊藻毒素合

成的基因簇(mcy)。截至 2018年的统计数据表明，

有 66.4%铜绿微囊藻不产微囊藻毒素[56]，而这些

不产微囊藻毒素的藻株在水华暴发晚期占主导

地位[8,57]，这一结果与 Chao 1910 分离自 2019 年

10 月巢湖水华晚期这一时间点相一致。上述结

果表明，Chao 1910 很可能不需要合成微囊藻毒

素来抑制其他浮游生物的生长，而可以借助其他

生理特性获得生存竞争优势。 
铜绿微囊藻基因组中通常含有大量的可移

动 DNA 元件，其中一些可能来源于与噬菌体之

间的基因水平转移或者溶原整合[58-60]。在 Chao 
1910 基因组中我们找到了 4 个可能的前噬菌体

区域，这些区域编码的蛋白与多种噬菌体的结构

蛋白、转座酶以及功能未知蛋白存在不同程度的

相似性，但是这些区域并未找到与噬菌体溶原相

关的基因。因此，我们推测上述前噬菌体区域基

因可能来自其他环境微生物之间的水平转移。有

研究结果表明，芽孢杆菌可以抑制铜绿微囊藻

的生长[61-63]，在 Chao 1910 前噬菌体区域找到

了芽孢杆菌噬菌体的结构基因，提示芽孢杆菌

与 Chao 1910 藻株在生长过程中可能存在竞争

关系。 
在 Chao 1910 主要磷代谢通路分析过程中，

我们发现这些通路相关蛋白在该藻株中相对保

守，但由于蓝藻基因组参考数据不足，仍有部分

通路蛋白未被注释。很多在蔗糖的合成及分解通

路方面，有文献认为淡水铜绿微囊藻中缺少蔗糖

代谢相关基因，而只有分离于咸水湖中的铜绿微

囊藻(如 PCC 7806、Sj 和 NIES-1211)才需要依靠

蔗糖代谢对抗咸水带来的高渗透压力[56]。然而，

我们通过同工酶分析，在 Chao 1910 基因组中顺

利补足了完整的蔗糖合成、分解以及后续生物利

用相关的全部功能基因，提示淡水来源的微囊藻

中同样具备完整的蔗糖代谢通路。我们按照类似

思路，在淡水铜绿微囊藻 NIES-843 藻株中注释

得 到 可 以 水 解 蔗 糖 的 α- 淀 粉 酶 家 族 蛋 白

(BAG05287.1)；在淡水铜绿微囊藻 FACHB-905
藻株中注释了负责蔗糖合成第二步催化反应的

磷酸蔗糖磷酸酶(UGS08338.1)和负责蔗糖水解

的 UDP-葡萄糖果糖糖基转移酶(UGS08337.1)。
上述结果表明，淡水铜绿微囊藻可能同样具备完

整的蔗糖代谢通路，只是对蔗糖的需求量相较于

咸水中的藻株较小，所以相关功能可由同工酶代

为行使。 
通过磷营养缺乏条件下的基因转录水平检

测，我们发现在感受到环境中磷营养匮乏信号

后，碱性磷酸酶 phoX 和无机磷酸盐结合蛋白

pstS 基因的转录水平迅速上调；在外界环境磷营

养水平恢复后，其转录量仍会在较高水平保持一

段时间。然而在接收到磷营养匮乏信号后，多聚

磷酸盐合成蛋白 ppk 转录水平未发生变化，而多

聚磷酸盐分解蛋白 ppx 转录水平显著下降；外界

磷营养供应恢复后，ppk 和 ppx 转录水平均显著

上升，直到正常培养 6 d 后，其转录量才降回原

有正常水平。结合上述蛋白的生理功能及磷胁迫

条件下的 Chao 1910 生长速率变化情况，我们推

测：外界磷匮乏信号可以迅速启动 phoX 和 pstS
的转录及表达，从而迅速提升 Chao 1910 从外界

环境中摄取磷营养的能力；同时通过降低 ppx
转录水平，降低细胞内多聚磷酸盐消耗量，为迎

接可能的磷饥饿做好准备。外界磷营养供给恢复

后，细胞内部的磷饥饿信号和外界磷营养信号共

同调整上述蛋白的转录水平，首先通过较高的
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phoX、pstS、ppk 表达水平，快速摄取外界磷营

养并以多聚磷酸盐形式储存在 Chao 1910 细胞

中；然后提升 ppx 表达量，释放一部分多聚磷酸

盐中的磷营养供蓝藻细胞复制、分裂[64]；直到

完成磷营养的“奢侈吸收”阶段后，ppk 和 ppx 转

录水平回复到正常状态，而 phoX 和 pstS 的表达

量也逐渐向原有水平回调，完成此次磷饥饿应激

反应。 
我们的工作拓展了巢湖蓝藻株系的全基因

组数据库，揭示了铜绿微囊藻 Chao 1910 高效

吸收利用磷营养的部分分子机制，为深入理解

铜绿微囊藻成为巢湖水华优势藻株的原因提供

了依据。 
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