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!"#$ 在聚球藻 %&&’ 中的表达及其性质研究
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摘 要：置于 B9+ 启动子和 C9; 启动子控制之下的 !"#DB 基因分别转化蓝细菌 $%&"’()’)’’*+ EF) GHH 3$$#，从

I’=,@./; -(’, 分析结果推断，!"#DB 已整合到蓝细菌染色体 J0K 上。L.E,./; -(’, 分析表明，转入蓝细菌体内的 !"#DB
基因得到了表达，且 C9; 启动子启动该基因表达的效率高于 B9+ 启动子。内源 M0NJ 表现出与 M0N 全酶相同的稳

定性。O/:,’; P7%%! 分相实验结果显示，部分 M0NJ 可进入 O/:,’; P7%%! 相，推测这些分子可能发生了脂酰化修饰。

同时 M0NJ 在体内可能参与了光合电子传递而使光合放氧速率增加。

关键词：$%&"’()’)’’*+ EF) GHH 3$$#，MQ：0KJGR 氧化还原酶，M0NJ
中图分类号：S3A 文献标识码：K 文章编号：$$$%74#$2（#$$"）$"7$3%47$!

MQ T 0KJGR 氧 化 还 原 酶（ MQ T 0KJGR

*U:Q’/.Q=+,9E. 6H%V%AV%V#，简称 M0N）是光合生物体

中广泛存在的一类黄素酶，催化电子在光合电子传

递链上的传递。不同生物来源的 M0N 表现出较高

的同源性，如菠菜 M0N 与螺旋藻的 M0N 约有 ""W
的同源性，但不同植物或同种植物不同品种的 M0N
在其 07末端表现出相当大的差异性，而 H7末端则保

守的多［%］。目前通过纯化得到的高等植物 M0N 单

体的分子量约为 11 X 1AYJ，而从蓝细菌中纯化的

M0N 或推测由 !"#D 编码的 M0N 的分子大小在 !1 X
""YJ 之间。比较高等植物与蓝细菌 M0N 的一级结

构显示，蓝细菌 M0N 的 07末端有长约 2$ 个氨基酸

残基组成的肽段，该肽段与高等植物 M0N 几乎没有

同源性，但却与蓝细菌藻胆体中的连接蛋白 HF+J
有很高的同源性，这一区域称为类 HF+J 结构域［#］，

缺少该结构域的 M0N 称为 M0NJ。

关于类 HF+J 结构域的功能，I+@(=+@,./ 等［1］首

次证明了蓝细菌 $%&"’()’)’’*+ EF) GHH 3$$# 的藻胆

体中存在 M0N ，并推测 M0N 可能通过类 HF+J 结构

域定位在藻胆体外周杆（N’Q）的远离核心杆的一端

（远端）。Z’8.[7B’\./’ 等［!］进一步用实验验证了这

一推测，蓝细菌 $%&"’()’)’’*+ EF) GHH 3$$# 每个藻胆

体中平均含有 %V1 个 M0N 分子。]9; O@’/ 等［"］认为

在蓝 细 菌 $%&"’()’%+#,+ EF) GHH 4A$1 的 藻 胆 体 中

M0N 结合在外周杆靠近核心杆一端的 GH 上，但不

会结合在通常为 HF+J 蛋白所占据的外周杆的远

端。李荣贵等［4］研究了体外类 HF+J 结构域对重组

蓝细菌 M0N 活性的影响，结果表明，类 HF+J 结构域

的并不影响 M0N 对底物 0KJGR 、H,?H4 的结合及其

催化活性，但体内类 HF+J 结构域对其活性及定位

影响的报道不多。本文通过在蓝细菌同时表达 M0N
与 M0NJ，研究体内 M0NJ 部分性质，为深入了解蓝

细菌中的 M0N 功能及其分子进化打下基础。

( 材料和方法

()( 材料

()()( 质粒和菌种：质粒 F^H%2、FKS6%2 由本实验

室购买并保存，蓝细菌 $%&"’()’)’’*+ EF) GHH 3$$# 由

美国宾州州立大学的 J’; K _/?9;, 教授惠赠，所用

培养基为 KR 。

()()’ 主要材料和试剂：J0K 操作所需工具酶购

自大连宝生物公司，硫酸链霉素、O/:,’; P7%%! 购自

I:<89 公司，0H 膜为 GKBB 公司产品，DNG 标记的羊

抗兔 ‘<Z 为北京鼎国生物工程公司产品，其它试剂

为国产分析纯。

()’ 蓝细菌内表达 !"#$ 的载体构建

用 -./! 和 0’)N!将编码 M0NJ 的 !"#DB 基

因 从 F6O719DB［4］上 切 下，克 隆 到 经 同 样 酶 切 的

F^H%2 质粒上，构建表达质粒 F^H%2DB，使 !"#DB 置

于 B9+ 启动子的控制之下；F6O719DB 经 123"和

0’)N!酶切后，电泳回收 !"#DB 片段，克隆到经同

样 酶 切 的 FKS6%2 质 粒 上，构 建 表 达 载 体

FKS6%2DB，使 !"#DB 置于 C9; 启动子控制之下。



!"# 蓝细菌的培养与转化

将 !"#$%&’%’%%() !"# $%% &’’( 野生型菌株接种

于 )* 液体培养基中，+,-，白炽灯照光培养，培养时

通入含 ./ %0( 的无菌空气。

当培养至透光率为 (’/（11’23），即可用于转

化，按每毫升培养细胞加入 . 4 (!5 质粒，饱和光照，

并继续通入含 ./ %0( 的无菌空气，培养 ,’362 后，

稀释转化菌液，取少量涂布于 )* 固体培养基平板

上，弱光下培养 ( 4 +7，然后在培养基上加盖一层含

.1!5839 氨苄青霉素的 )* 固体培养基（琼脂浓度为

’:1/），标准光照下培养 ; 4 <7，生长出的菌落在含

同样浓度的抗生素平板上划线培养 ; 4 < 次。

!"$ 蓝细菌总 %&’ 的提取与 ()*+,-./ 01)+ 分析

蓝细菌总 =>) 的提取按照 7? 9@A636?A 等［&］的

方法进行。

蓝细菌总 =>) 经 *%’B"和 +,#7#酶切，.:’/
琼脂糖凝胶电泳分离，C@DEF?A2 GH@E 的其它操作按照

CIFHDIFE?A 等［+］的方法进行，以$J+($ 标记的 -$.K9 为

探针。

!"2 兔抗 3&4% 的抗体制备与 5-6+-./ 01)+ 分析

重组 L>B= 的制备参照李荣贵等［<］的方法进

行，兔抗 L>B= 的抗体制备与 M?!E?A2 GH@E 分析参照

K?226?! 等［N］的 方 法 进 行，以 纯 化 的 重 组 L>B 与

L>B= 为阳性对照［<，,］。

!"7 转化蓝细菌 3&4% 的稳定性分析

当表达 L>B= 的蓝细菌生长到透光率为 1’/
时，向培养基中加入氯霉素至终浓度为 .’’!5839，

定期取样进行 M?!E?A2 GH@E 分析。

!"8 胞内 3&4 及 3&4% 的分部研究

参照 CIFHDIFE?A 等［+］的方法，略有改动。1’’39
生长到对数期的蓝细菌培养液，离心收集细胞，菌体

用 OP 缓冲溶液（1’33@H89 OA6!·%H，"K&:1，.’33@H89
P=O)）洗 涤 后，重 悬 于 .’39 OP 缓 冲 溶 液，;-，

LA?2IF $A?!!DA? %?HH 破碎细胞两次，裂解液 <’’’ Q 5
离心 .’362，上 清 加 入 硫 酸 链 霉 素 至 终 浓 度 为

.:’/，冰浴放置 .’362，;-，<’’’ Q 5 离心 .’362 沉

淀膜组分（RL），上清为细胞可溶性组分（%L），RL 重

悬于 (39 OP 缓冲溶液中。

取 RL、%L 各 <’’!9，分别加入等体积的去垢剂

溶 液（(’33@H89 OA6!·%H，"K&:1，(’’33@H89 >S%H，
.:’/ OA6E@2 TJ..;），冰浴放置 1362 后混匀，室温放

置 .’362 使分相发生，室温 .(’’’ Q 5 离心 1362，取

上层水 相，并 加 入 等 体 积 冰 冷 的 丙 酮，冰 浴 放 置

.1362，.(’’’ Q 5 离心 .1362 收集沉淀，去垢剂相加

入 ( 倍体积的冰冷的 OP 缓冲溶液，再加入 + 倍体积

的冷丙酮，.(’’’ Q 5 离心 .1362 收集沉淀。两种沉

淀分别加入 .’’!9 载样缓冲溶液进行 C=CJ$)UP 和

M?!E?A2 GH@E 分析。

!"9 光合放氧速率的测定

将生长到对数中期的不同蓝细菌培养液用 )*

培养基稀释到 /0<N’为 ’:++（此时 /011’也为 ’:++），

室温条件下，取等体积的稀释液加入到已调试好的

氧电极反应池中，避光，缓缓吹入氮气，使反应池中

菌液的溶氧量为 ;’/饱和度，然后施以饱和光照，

以单位时间内溶氧饱和度的升高为放氧速率。

图 : 野生形菌株中 !"#; 及转化菌 !"#; 和 !"#;< 在染

色体上的位置示意图

L65#( RS"! @V -$.K S27 -$.K9 62 IFA@3@!@3?! @V 76VV?A?2E !EAS62!

)：M6H7 EW"?；X：Y%.,K9；%：)ZP.,K9#

图 ! 不同菌株总 %&’ 的 ()*+,-./ 01)+ 分析

L65#. C@DEF?A2 GH@E S2SHW!6! @V E@ESH =>) VA@3 76VV?A?2E !EAS62!

.: M6H7 EW"?；(，+: )ZP.,K9；;，1: Y%.,K9#

: 结果

:"! 转基因蓝细菌的 ()*+,-./ 01)+ 检测

在含氨苄青霉素的固体培养基上筛选到了分别

转化 "Y%.,K9 和 ")ZP.,K9 的阳性克隆，分别称之

为 Y%.,K9 和 )ZP.,K9，对阳性克隆进行继代培养，

这两种克隆都能生长良好，为证明目的基因确实已

转入野生型蓝细菌 !"#$%&’%’%%() !"# $%% &’’(，我们

对在 抗 生 素 培 养 基 上 生 长 良 好 的 菌 株 进 行 了

&.&(’’1，[@H#;1 >@#1 李荣贵等：L>B= 在聚球藻 &’’( 中的表达及其性质研究



!"#$%&’( )*"$ 分析，结果如图 + 所示，在野生型菌株

中只检测到了长度为 ,-./) 的一条带，而在 01+234
和 567+234 中各检测到了 8 条 阳 性 条 带，其 中，

01+234 中的大小分别为 ,-8/)、+-9/) 和 +-,/)，而

567+234 中 8 条 带 的 大 小 分 别 为 +:/)、,-8/) 和

:-+/)。从各杂交条带的大小来看，;567+234 已完

全整合到染色体 <=5 上（图 :>1），+:/) 片段为未完

全切开的 <=5；在 0134 菌株中，转化的 ;01+234
部分整合到了受体细胞的染色体上（图 :>?），部分

游离于染色体之外，仍以质粒的形式存在。

!"! 转基因蓝细菌的 #$%&$’( )*+& 分析

为检测转化菌中的 !"#34 是否得到了表达，我

们对转化菌株和野生菌株的全蛋白进行了 @&A$&’(
)*"$ 分析，野生菌株中只在 ,./< 处有一明显条带，

与推测 B=C 全酶的大小一致，而两个转化菌株中除

,./< 的阳性条带外，在 8./< 处还有一条明显条带

（图 8），与大肠杆菌中表达的 B=B< 的大小相同，说

明 !"#34 基因确实在转化细菌中得到了表达。因各

泳道中蛋白上样量相同，在蓝细菌 $%&"’()’)’’*+ A;D
E11 FGG: 中 HI( 启动子启动 !"#34 表达的效率明显

高于 4IJ 启动子。

图 , 不同菌株 -./ 与 -./0 的 #$%&$’( )*+& 分析

BKLD8 @&A$&’( )*"$ I(I*MAKA "N B=C I(O B=C< K( OKNN&’&($ A$’IK(A

+- @K*O $M;&；:- 01+234；8- 567+234；, C&J"P)K(I($ B=C I(O

B=C<D

!", 内源 -./ 及 -./0 的稳定性

氯霉素可以抑制原核细胞中的蛋白合成，当在

蓝细菌培养液中加入氯霉素 9,% 后，细胞内的叶绿

素、藻胆色素已经降解，细胞呈黄色，但从 @&A$&’(
)*"$ 的结果看，此时转化菌中的 B=C 及 B=C< 与未

加氯霉素时的样品相比没有明显的变化（图 ,），说

明 B=C 与 B=C< 在蓝细菌体内是相当稳定的。

图 1 2345678 体内 -./ 与 -./0 稳定性的 #$%&$’( )*+&
分析

BKLD , @&A$&’( )*"$ I(I*MAKA "N $%& A$I)K*K$M "N B=C I(O B=C< K(

567+234

+D B=C I(O B=C< K( 567+234；: Q 2D B=C I(O B=C< N"’ ,，9，+R，

8:，,9，R,，F:，9,% IN$&’ IOOK(L J%*"’IP;%&(KJ"* D

!"1 胞内 -./ 及 -./0 的分部研究

S’K$"( T>++, 分相后，疏水蛋白可以进入 S’K$"(
相，而亲水蛋白则留在上层水相，!J%*#J%$&’ 等的研

究结果证实，野生型蓝细菌的部分 B=C 由于发生脂

酰基修饰而导致其疏水性增加，从而在分相研究该

部分 B=C 可进入 S’K$"( 相［8］。本研究的 @&A$&’( )*"$
结果表明，转化菌中可溶性组分和膜组分都有部分

重组 B=C< 出现在 S’K$"( 相（图 .），说明体内 B=C<
也可能发生了酰基化。

图 9 2345678 细胞裂解液 :’;&+( <=551 分相后的不同

组分中 -./ 与 -./0 的 #$%&$’( )*+& 分析

BKLD. @&A$&’( )*"$ I(I*MAKA "N S’K$"( T>++, ;%IA& ;I’$K$K"( "N B=C I(O

B=C< K( 567+234

+- S’K$"( T>++, ;&**&$ "N P&P)’I(& N’IJ$K"(；:- !#;&’(I$I($ "N P&P)’I(&

N’IJ$K"(；8- S’K$"( T>++, ;&**&$ "N A"*#)*& N’IJ$K"(；,- !#;&’(I$I($ "N

A"*#)*& N’IJ$K"(D

!"9 -./0 对转化菌光合放氧速率的影响

照光 8PK( 后，野生型蓝细菌培养液的溶氧饱和

度从 ,GU改变为 R,U，01+234 培养液的溶氧饱和

度从 ,GU 升 至 9:U，567+234 的 溶 氧 饱 和 度 从

,GU升至 99U，在测定时间内，01+234 的放氧速率

是野生型的 +-:9 倍，567+234 的放氧速率是野生型

的 +-89 倍。

, 讨论

;01+2 是分子克隆中常用的载体，置于 ,-.!
和 /’)C!之间的 !"#34，可在 4IJ 启动子的控制下

在 / D ’)01 <3."中得到表达，;567+2 是一个可在蓝

细菌中复制的质粒，该质粒上的 HI( 启动子是一个

中等强度的启动子。置于 4IJ 启动子、HI( 启动子

控制之下的 !"#34 分别转化蓝细菌，可通过同源重

组连同质粒的其它部分插入 !"#3 基因内部，使原有

!"#34分别置于上述两个启动子控制之下，而转化

的 !"#34 取代了原有的 !"#34 片段，本实验结果也

证 实 了 这 一 点，同 时 实 验 结 果 也 说 明 蓝 细 菌

$%&"’()’)’’*+ A;D E11 FGG: 的 C=5 聚合酶可识别这

两个启动子。

已有的研究表明，蓝细菌 B=C 的类 1;J< 结构

域与其细胞定位有关，蓝细菌通过该结构域定位在

藻胆体上，B=C 是否也通过该结构域定位在类囊体

膜上还不清楚。若 B=C 在蓝细菌呼吸作用中发挥

9+F 微生物学报 2’#. 31’4)-1)0)51’. $1&1’. :GG.，V"*D,. ="D.



作用［!"］，而质膜是呼吸作用的场所，那么 #$% 还与

质膜存在相互作用，本研究发现缺少类 &’() 结构

域的 #$%) 体内部分可能发生酰基化作用，使其疏

水性增加，在可溶性组分和膜组分 *+,-./ 01!!2 分相

后的两相中都发现了疏水和亲水 #$%)，暗示 #$%
和 #$%) 细胞定位方式或催化活性可能不同，疏水

#$%) 是 否 与 质 膜 和 类 囊 体 膜 发 生 作 用，完 成 其

$3)45的氧化与 $3)46 还原还有待于进一步研究。

以前的研究表明，体外 #$%) 具有与 #$% 相同

的酶学性质和催化活性［7，8］。本实验结果显示，蓝细

菌胞内表达的 #$%) 能显著提高光合放氧速率，并

且随着胞内 #$%) 表达水平的提高，光合放氧速率

也相应提高，该结果还暗示从 #9 到 $3)46 的电子

传递，是光合电子传递的限速步骤。但从 :;<-;+/
=>.--,/? 的结果来看，#$%) 在 3@A!85B 中的含量明

显高于 C&!85B，但 3@A!85B 的放氧速率仅略高于

C&!85B，因此，推测在野生型 !"#$%&’%’%%() <’D 4&&
E""F 中，由于 #$% 不足导致电子从 #9 到 $3)46 的

传递成为整个光合电子传递链上的一个限速步骤，

而 3@A!85B 中由于 #$%) 的大量表达，使该处电子

传递速度已接近最大，光合放氧速率也接近极限，该

结果可为通过提高 #$% 表达水平来提高生物光合

效率的研究提供借鉴。
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