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蓝藻虽 为原核生物
,

但它也和真核生物一样具有生物

钟
,

它的固氮作用
、

光合作用
、

氨基酸吸收
、

细胞分裂以及基

因表达等生理代谢过程都受到生物钟的调控
,

具有昼夜节律

性
。

虽然蓝藻生物钟和真核生物钟一样
,

都以近 24 h 的周期

运行
,

都具有温度补偿效应
,

光
、

温等环境因素都能重 里生物

钟的时相
,

但组成蓝葬生物钟的钟蛋白与真核生 物钟蛋白间

不具有任何同源性
,

蓝藻生物钟的计时机制也与真核生物钟

存在差异 [ ’一 2 ]
。

蓝藻钟基因为一个基因簇 kai
,

由三 个基因

ka 认
、

ka 诏
、

ka ic 以单一拷贝成簇排列
,

Ka i蛋 白组成蓝藻生

物钟的核心 即中央振荡器
,

其中 Ka 泥 蛋白的磷酸化状态是

中央振荡器产生周期性展荡的关键
,

它决定中央 振荡器的时

相
,

而 Kai C 的磷酸化状态则受到 Ka iA 和 Kai B 的调节
。

Kai A

是接受和整合环境信息的钟蛋白
,

具有 N
一

端和 C
一

端两个结

构域
,
N

一

端缺乏保守天冬氨酞残墓的伪接受域能通过与输人

途径的某种蛋白(目前未知 )发生相互作用而感受环境信号

并引起 自身 C
一

端构象的改变
,

而 C
一

端构象变化将影响 Kai A

和 Ka iC 的相互作用
,

改变 Kai C 的磷酸化状态
,

Kai C 磷酸化状

态的改变就产生了中央振荡器的计时机制〔卜
, }

。

为了研究生物钟的翰人途径和 输人信息被 Ka i蛋白接

受和整合的机制
,

作者从铜绿微囊藻基因组中克隆到了 K ai A

基因(Ge
n Ban k ac ee s s io n n u m be

r : A Y82 15 4 8 )
,

并希望通过酵母

双杂交系统来钓取与 Ka iA 相互作用的蛋白
,

研究其功能
,

以

得到环境信号被钟蛋白接受和整合的相关信息
,

为了解蓝藻

生物钟的输人途径莫定墓础
。

材料与方法

1
.

1 旅种 铜绿微囊藻 材交rOC ”山 ae
r
嗯

‘

nDs
a
购 自中国科学

院水生生物研究所
。

1
.

2 质粒和苗株 p MD1 8
一
T 载体购自大连 宝生物 工程有限

公司 ; 大肠杆菌 D H5a 由本实验室保种 ; 醉母 双 杂交系统为

Cl on tec h 公司产品
,

包括醉母菌株 A川 oo
,

诱饵质粒 西BKT7
、

AD 质粒 pG AD”
、

对照质粒 PG BK竹
一

53
、

pe BK”
一

la m
、

pe ^ D”
-

T
o

1
.

3 培养苍 铜绿微囊藻培养使用 BG ll 培养荃 ; 醉母菌的

继代培养和感受态细胞的制备使用 YPD 培养基 ; 自激活活性

和相互作用研究使用二缺陷型 醉母合成培养基 (sD /
.

址u/

·

饰)和 四缺陷型醉母合成培养基(SD人此可
一

饰八Hi s/
一

Ad
e
)o

1
.

4 润绿徽班燕染色体 D N A 的提取 参照 Sm ok
e :
等的方

法进行 [ :o ]

1
.

5 k口认 甚因的扩增 以铜绿微囊藻染色体 D N A 为模板
,

用 引 物 P1
: 5’

一
AT G CC AT GG CG G G G G G TT G冗

一

3
‘

和 巴
: 5

, 。

CCG AAT T CT TA G T℃TAI
,

I℃C
一
3
’

(上海博亚生物技术有限公司合

成 )进行扩增
。

反应液为 50 拌L
,

含有 l 、 代 R b u
玉

r ,

200 拜m o 口L

dNTP
,

1
.

sm m o F L M邪l:
,

0
.

6拜m o U L 引物
,

so n 。模板 o N ^
,

2
.

5 u
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介q 醉
。

扩增条件为 94 ℃预变性 7 m in
,

然后 94 ℃ 1而
n ,

55 ℃

印
。,

72℃ 00 5, 35 个循环
,

最后于 72 ℃保温 10 m in
。

扩增产物

经 0
.

8 % 的琼脂格凝胶电泳检侧
。

1
.

‘ 质位的构班 将 此R 扩增的 肠A 基因擂人 pMD1 8
一

T 载

体中
,

经侧序证明序列正确后
,

用 Nc
o
l / E co R I 双酶切含扩

增片断 的 pMD1 8
一

T 载体
,

经琼脂箱凝 胶 电泳后挖 胶回 收

l
.

o kb 大小的 坛认 片断
,

分别连接到经同样双酶切的沁BKT7

(含 DN A 结合结构城 )和 沁Aly l, (含转录激活结构域 )质粒

中
,

通过侧序确保擂人的 k‘A 基因与质粒的阅读框架一致
。

L , 眯母感受态细胞的侧 . 接种 A H I的 单菌落至 1 m L

YPD 培养液中
.

振荡混匀后转人 ro m L YPD 培养液中 30 ℃培

养过夜 (O D咖 > 1
.

5 ) ; 将过夜培养物转人 loo m L Yp D 培养液

中(0 1场
二 0

.

2 一 0
.

3 )
,

30℃摇培 3h(o D枷 二 0
.

5 )
,

以 月仪刃“面
n

离心收集菌体 ; 用 30 m L 无菌水重悬洗涤菌体一次月仪刃r/ 而
n

离心收集菌体 ;将菌体重悬在 lm L 1 x T E / u A C
溶液中

,

可立

即转化或于 4℃保存
。

1
.

8 转化感受态醉母细胞 取 100 泌 感受态醉母菌
,

分别加

入待转 化质粒各 0
.

1滩 和继鱼精 DNA 100 鸿
,

混 匀
,

加入

o
.

6InL PE G/ U ^。 溶液
,

混匀后 于 30 ℃摇培 3 0 m in ; 加人 7 0拜L

D Mso
,

棍匀
,

于 42 ℃热击 巧 m in
,

冰浴 1一2面川 巧
,

侧刃r/ 而
n

离

心 5。
,

弃上清
,

菌体用 0
.

smL YPD 重悬
,

取 100 匹 转化棍合物

涂布合适的缺陷培养基平板
,

30 ℃培养 4一6d 至 出现转化菌

落
。

1
.

, 互翻幻 和 A DEZ 报告若因的衰达检侧 挑取醉母菌单克

隆划线 于 sD/
·

反“
·

饰 二缺平板和 SD/
一

此以
~
T印人Hi “

一
Ade

四缺平板上
,

30 ℃培养 10 d
,

观察醉母菌的生长情况
。

1
.

10 L . 定报告‘因的裹达检侧 采用 卜半乳格昔醉印迹

法检侧 比
CZ 报告基 因的表达

。

将 平板上 的菌落 影印到

W ha 如助 毖纸上
,

将滤纸(菌落面朝 上 )在液氮中冷冻 30
。 ,

室

沮解冻以裂解菌体
。

将滤纸印有菌落面 朝上放在另一 张同

样大 小 浸 有 z 缓 冲液 / x
一

叫 (N气 H
队

·

7氏。
,

16
.

1口L ;

NaH Z
PO

‘
.

残 0
,

5
.

5『 L ; KCI
,

0
.

7 5盯L ; M够氏
·

7 H2 0
,

0
.

246 岁L
,

pH7
.

。; x- 脚
,

0
.

3『L ; 件琉基 乙 醉
,

0
.

3 % )的滤纸上
,

避免气

泡
,

30 ℃退育 30 而
n
至 8h

,

观察颜色变化
。

质粒 pG BK竹
一

kai A 和 pGA D’口
一

k‘A 进行测序
,

结果表

明 kai A 阅读框分别与质粒 pG BK” 的 D NA 结合结

构域及 p G AD竹 的转 录激活结构域的阅读框架完全

一致
。

二一召匕三一 M 1 2 3

1
.

Frag m en t o f妇训

n eg a tiv e co
n tr o】

师 th ou t D N A tem Plat e )

B

PG B KT 7 /H in d lll (con tro l)

pq pK T 7
一

切iA肠
n d m

pG B K T 7
.

初“用co l + E e o R I

M : 入D N人IH in d 皿
+ Eco R 1 m a rk e r

1 PG A D T 7肠
n d lll (co

n

tro l)

2
.

PG AD T 7
一

如例肠
n d lll

PG A D T 7
.

如jA闪co l + E co R

2 摘 .

2
.

1 , 组成粗 沁. K I ,
·

助认 和 沁A D I, 电目A 的构趁

以悯绿徽囊燕染色体 D NA 为模板
,

用根据 kai A 序列设

计合成的引物 Pl 和 巴 进行 此 R 扩增
,

扩增产物经 0
.

8 % 的

琼脂箱凝胶电泳检测
,

可见 扩增出一 条与预期大小一致的

0
.

9场 的 DN A 片段(图 IA )
。

将 PC R 扩增产物与 pM D 1 8
一
T 载

体连接
,

经侧序证实擂人序列正确后
,

用 Nc
。
工/ Ec

o R 工双 酶

切该续体
,

回收 0
.

g kb 大小的 kai A 扩增 片断
,

并将该片

段亚克隆到经同样 双酶切的 p G BKT7 和 p G AD竹 质

粒中
,

重组质粒 p G BK”
一

kai A 和 p G AD I) kai A 分别用

比nd m 单酶切和 N co l / E co R I 双酶切鉴定
,

鉴定结

果表明重组质粒构 建正确
,

含有 0
.

g kb 大小 的 kai A

片段 (图 IB
,

c)
。

为了确保 ka iA 的正确表达
,

对重组

图 1 重组质粒 丙BK”
一

k‘A 和 沁A DT7
一

k‘A 的构建

凡9
.

I Cc 胭tr 以五. J r印即面nanI 训臼而d 丙BKI勺
.

目 A. 记 丙从价
一

目A

A
.

A g

一
罗 1 e lec 。习p h~ is of 代R p耐

u e t

B
.

R es 示面o n e n d
o n u e

l
ease an 司y, .s of 二

0 . 山ian t p肠而d 闪 BK竹
·

kai A

C
.

Res tn e tio n e n do n u el
ease an 目ys is of

~
. 山iant p肠而d 闪 AD竹

一

k画A

2
.

2 K a IA 自滋活性和 自身相互作用

将质粒 pG B K”
一

k‘A 十 pG ADT7 空 载体
、

重 组 质粒 p G-

BK”
一

kai A +

沁ADT7
一

kai A 分别共转化酵母菌株 A川的
,

以 p C
-

BKT7
一

53 + 沁AD”
一

T 的共转化组为阳性对 照
,

沁B期) 压m +

沁AD”
一
T 的共转化组 为阴性对 照

,

转化产物分别涂布于

S D人反以
一

饰 二缺培养基平板 和 SD八址盯
一

T印人Hi s/
一

Ad e 四

缺平板
。

30 ℃ 培养 4一6d 后 四组转化醉母菌均能在 SD /

一

晚叮
一

饰 二缺培养基平板 生 长(图 ZA )
,

这说明 四组共转化

都获成功
,

每组酵母菌中均含有所转化的 两种质粒
,

且 融合

表达的 Ka iA 蛋白对酵母 菌不产 生 毒性
,

不影响醉母细胞的

生长
。

但在 SD/
一

此以
一

饰人Hi 盯
一

Ade 四缺平板上 只有阳性对
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照组和重组质粒 pG BK”
一

kai A 十 pGA D”
一

kai A 转化组有醉母

菌生长
,

而 pGBK”
一

kai A + p GA DT7 空载体转化组不 能在四缺

平板上生长 (图 Z B )
,

这说明腼A 不能激活醉母菌 A H I的 的

hi s3 和
. d e Z 基因的转录

,

不具有 自激活活性
,

而 K五iA 自身由

于能发生相 互作用从 而 激活 了报 告基因 h记 和 山众2 的

转录
。

为了进一步验证 腼A 的 自激活性和 自身相互作用
,

将

sD/
一

玩以
一

饰 二缺培养墓平板和 SD 人肠以
~
T印人 Hi “

一

A de 四

缺平板上的转化菌影印到滤纸上
,

经液氮冻融裂解后进行 卜

半乳格昔酶活性检测
。

结果表明
,

在 sD /- 此盯
.
T印人Hi 叮

一

Ads

四缺平板上生长的两组苗即阳性对照菌和重组质粒 沁BKT7
-

ka iA + pGA DT7
·

肠A 转化菌在 30 ℃温育 lh 后都显蓝色
,

而 在

sD/
一

此可
一

饰 二缺培养基平板生长的 四组转化菌
,

也只有阳

性对照组 和 pG BKT 7
一

“A +
沁ADT7

一

腼A 共转化菌显蓝色
,

而阴性对照组和 沁B K”
~

K‘A + pGA D” 转化菌在 30 ℃温育

8h 后仍未显蓝色
,

这说明它们不具有 户半乳锗昔醉活性
,

‘劝z 基因没得到表达 (图 ZC
,

D )
。

因此
,

根据 卜半乳箱昔醉

活性分析结果可知
,

Ka iA 确实不具有 自激活性
,

不能激活

之刃亡Z 基因表达 ; 而 腼A 自身则能发生相互作用
,

从而激活报

告基因 乙叱Z 的表达
。

a
.

p G BK叨
一

5 3 + pG ^ D T7
一

T (衅iti
v e e o n

加l) b
.

丙B K竹J~
+

沁^ DT ,
·

T(口, 石v e

con 加l)

。
.

沁B KT,
·

肠A 十

沁A D竹 d
.

丙BK竹
一

K‘A +

沁AD竹
一

枷A

图 2 肠A 蛋白的 自身相互作用分析

Fi g
.

2 Asa ay for se ir- int
e伪币on J Kaj A p川e in in y

州 ce 山

人
.

Cult 。 试 七姗肠而
e d ye ast ce U on SD /- T , 肠u p】目e

B
.

C山。 of tr 因阴fo m ed y. t celi on SD /
一

叭卜肠u .

瑞卜 Ade 讨at e

C
.

Col on y一

l讯 川ter ~
y for 卜叫二俪id脱 舰石访汀 试 A 禅晓

D
.

Col o ny
一

皿 川ter
~

y for 件. 目州. id姗 朋石vi ty 试 B 讨ate

3 讨论

醉母双杂交系统主要是用来钓取与已知蛋 白直接相互

作用分子的一种系统
。

对于功能未知的蛋白如能钓取到已

知蛋白则有助于阐明该蛋白的功能
,

而对于功能已知的蛋白

如能钓取与之相作用的分子则有助于 阐明该蛋 白的作用

机制
。

一般用来作为钓饵的蛋白除了对受体菌没有毒性
,

不影

响受体菌的生长外
,

还要不具有 自激活性
,

不 会激活报告基

因的表达
。

本实验成功构建了融合有铜绿微囊藻 K颐A 蛋白

与 G 司L4 蛋白 BD 结构城的重组质粒 沁BK”
一

k‘A
,

并将重组

质粒 沁BKT7
一

kai A 和仅含 G 目4 蛋白 A D 结构域的 沁A D叨 质

粒共转化醉母菌株 AHI 的
,

通过 比
u
和 饰 的双缺陷营养筛

选表明
,

A D 质粒和含 K a iA 的 BD 质粒均已成功转人受体菌

中
,

腼A 蛋白对受体菌不具有毒性
,

不会影响受体菌的生长
。

通过 S D人肠以
~
T印人Hi “

一
A de 四缺陷营养筛选 和 卜半乳褚昔

酶活性检测表明
,

Ka iA 蛋白不具有自激活性
,

不会激活报告

基因的表达
,

因此能够作为诱饵从文库中钓取与之相互作用
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的蛋白
。

这与 加“公i等报道聚球藻 知峨‘泊叱
‘us 叩

.

Pc c7 94 2

的 K心A 蛋白其有 自激活性不能用作醉母双杂交系统的钓饵

蛋白的结果相反 [ll 〕
。

K‘A 蛋白在细菌内通常以二聚体的形式存在 [2. 卜
7〕

。

因

此为了检脸 盆心A 蛋白自身是否能发生相互作用 以及作者所

构建的诱饵质粒的有效性
,

还构建了 Ka iA 和 C司4 蛋白 AD 结

构城融 合表 达 的载体 丙ADT7
一

切A
,

并将 其 与诱 饵质 粒

沁BK”七‘人共转化醉母菌 AHI 的
,

通过 SD/
一

比以
.

T印人Hi s/
-

Ade 四缺陷营养缔选和 卜半乳糖昔酶活性检侧表明
,

Kai A 自

身能发生较弧的相互作用
,

作者所构建的诱饵质粒能用 于醉

母双杂交从荃因组文库中钓取与 Ka iA 相互作用的蛋白
。
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