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摘要: 以层理鞭枝藻总 DNA 为模板, 用 PCR 技术扩增得到藻红蓝蛋白操纵子 F 基因

( p ecF) ,然后克隆于质粒 pBluescr ipt sk( + )。将 p ecF 基因亚克隆于表达载体 pGEMD,所形

成重组质粒 pGEMD-p ecF 在 E . coli BL21( DE3)中获得 10%外源表达蛋白并形成包涵体。这

个表达产物的分子量为 22. 5kDa, 与按 DNA 序列预测的蛋白分子量一致。经藻红蓝蛋白 �-

亚基的重组实验证明, 该 p ecF 基因编码的表达产物 PecF 与藻红蓝蛋白操纵子 E 基因

( p ecE)的表达产物 PecE 共同存在时,具有藻红蓝蛋白裂合酶活性。
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蓝藻、红藻和隐藻的藻胆体 ( Phycobilisome, PbS ) 中存在的藻胆蛋白 ( Phyco-

biliproteins)与藻胆色素( Phycobilins)共价结合
[ 1]
, 从而具有特定的光谱性质,在光合作

用能量传递过程中起重要作用[ 2]。Fairchild 等人的研究
[ 3]表明藻蓝蛋白( Cpc)操纵子中

cp cE 和 cp cF 基因编码的蛋白CpcE 和CpcF 催化其 �亚基脱辅基蛋白与藻蓝胆素( PCB)

的结合反应及其逆反应。初步预测PecE 和PecF 类似于 CpcE 和CpcF,催化藻红蓝蛋白�
亚基的辅基色素(藻紫胆素 PVB)的异构化及其与藻红蓝蛋白 �亚基脱辅基蛋白( PecA)

共价偶联。因此, 研究 PecE和 PecF 在 �-PEC 脱辅基蛋白与辅基色素结合的机制中的生
物化学作用,对于揭示藻类光合作用色素蛋白的生物合成和光合作用能量传递机理具有

重要意义。同时 �-PEC具有高效可逆光致变色的性质[ 4, 5]
,为了开发具有这种性质蛋白质

材料,需要人工设计 �-PEC。PecF 是 �-PEC 体外重组所必需的一种工具酶。为此本文为
进行 �-PEC 的体外重组而外源表达 PecF, 实验证明表达的 PecF 与同样制备的 PecE 基

因的蛋白产物 PecE 共同存在时具有 �-PEC裂合酶活性。

1　材料和方法

1. 1　材料和试剂　菌株 TG1、BL21( DE3)、克隆载体 pBluescript为本实验室保存,表达



载体 pGEMD 由武汉大学生命科学学院马辉文教授赠送,蛋白酶 K 为 Merck 公司产品,

NucleoT rap DNA Purificat ion Kits and Accessor ies 纯化 DNA 试剂盒为美国 Clontech

公司产品,限制性内切酶 SmaⅠ、XhoⅠ、PvuⅡ, Taq酶、T 4DNA 连接酶、IPT G、X-gal均

为 SABC 公司产品。引物P1、P2 由中国科学院上海生物化学研究所合成,其核苷酸序列如

下:

P 1: 5’-AAC CCG GGA TCG CAG CT C GCT TT A CA-3’

P 2: 5’-GGC TCG AGT TAG CAG GCG GGA AT T TG-3’

1. 2　层理鞭枝藻总 DNA 的提取　层理鞭枝藻总 DNA 由德国慕尼黑大学植物学院

Hugo Scheer 教授赠送。提取方法按文献[ 6]操作。

1. 3　pecF基因的PCR扩增　以藻总 DNA为模板, P 1、P 2为引物,按如下条件进行 PCR

扩增:预变性 94℃, 300s; 然后按94℃, 60s; 45℃, 90s; 72℃, 90s 循环 30次;最后72℃延伸

300s。

1. 4　pecF基因的分子克隆与限制性内切酶物理图谱检测及序列测定　分子克隆按文献

[ 6]操作。p ecF 的物理图谱的检测, 对重组质粒 pBluescript-p ecF 用 SmaI 和 XhoI 双酶

切,而对于 pGEMD-p ecF 用 HindIII, Puv II, NheI, Pst II 单酶切, 用 HindIII 和 XhoI 双酶

切,用琼脂糖电泳检测得到的酶切DNA 片段。所得的 p ecF 基因由中国科学院上海植物

生理研究所用荧光测序试剂盒进行核苷酸序列分析。

1. 5　pecF基因的表达及SDS-PAGE检测　重组质粒 pGEMD-p ecF 转化到宿主菌BL21

( DE3)中,得到的表达菌株按 Studier [ 7]的方法加入 IPT G诱导 5h 后,离心收集大肠杆菌

细胞, 5mL 培养物分为两份。其中一份悬浮于 1mL T E ( 10mmol/ L Tr is, 1mmol/ L

EDT A, pH 8. 0)溶液中,用超声波仪破碎细胞,然后 10 000r / min离心,沉淀和上清分别

溶于 SDS-PAGE 上样缓冲液; 另一份细胞则直接溶于 SDS-PAGE 上样缓冲液, 用 5%的

浓缩胶和 15%的分离胶进行 SDS-PAGE 分析
[ 6]
。

1. 6 　�-PEC的体外重组　从层理鞭枝藻中提取藻胆色素 PCB
[ 8] , 保存在 DMSO 中,

PCB 浓度为 1mmol / L。将转化了 pGEMD-p ecF 的大肠杆菌 BL21( DE3)洗净,离心,再用

Tr is 缓冲液( 50mmo l/ L , pH6. 5)悬浮菌体, 30min超声波破细胞, 8000r/ m in离心 15min,

取上清,该上清液中含有溶解的 PecF 蛋白。用相同的方法制备 PecA , PecE 上清液。分别

取含有 PecA, PecE, PecF 的上清液各 1mL 和 30uL 的 5mol/ L 的巯基乙醇,与 30uL 的

PCB 母液混合,使 DMSO 在混合液中的终浓度为 1% ,藻胆色素 PCB在重组混合物体系

中的终浓度为10�mol/ L ,在暗中反应 4h。离心混合反应体系,除去沉淀后,检测上清的紫

外可见吸收光谱和差示光谱。

2 　结果和讨论

2. 1　pecF基因的PCR扩增

根据 Ebelein 等人报道的 p ecF 序列[ 9]设计引物 P1、P2, 在引物的 5’端分别引入了

Xho I和 Sma I识别序列和两个保护碱基,在 PCR反应中,退火温度为 45℃, 与正常的退

火温度相比, 该温度偏低, 但在该条件下扩增特异性好, 扩增片段的大小为 640bp 左右

(图 1) ,与预计的吻合。
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图 1 　p ecF的 PCR 扩增

Fig. 1　Agaros e electroph ores is of PCR product

1. PCR marker ;

2. 阴性对照 n egative cont rol;

3. 扩增的 p ecF片段 PCR product

2. 2　pecF基因的克隆与重组质粒的鉴定

用 NucleoTr ap DNA Purification Kits

And Accessories 试剂盒从凝胶上回收 PCR

产物,经 Xho I、Sma I双酶切,然后与同样酶

切的 pBluescript 载体连接, 构成重组质粒

pBlu-p ecF (图 2)。用pBlu-p ecF 转化 TG1感

受态细胞, 用含有 IPT G 和 X-gal 的青霉素

平板筛选重组体,挑取白色菌落,根据质粒大

小初步鉴定阳性重组子,并使用 PCR 方法及

限制性片段图谱分析作进一步鉴定。重组质

粒用 Xho I和 Sma I双酶切得到 640bp 的插

入片段,与预计的大小一致(结果未显示)。

2. 3　序列分析

阳性重组质粒 pBlu-p ecF 经序列分析,

知其中 p ecF 序列(图 3)与文献[ 9]报道的

p ecF 序列在核苷酸水平和氨基酸水平上完

全一致(图 4)。

图 2　重组质粒 pBlu-pe cF和 pGEMD-p ecF的构建

Fig. 2　Const ru ct ion of pBlu-p ecF and pGEMED-pe cF
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a′AT GATCGCAGCT CGCT TT ACAAAT AGCAAGCA ACTT AT TT CACAAT TAAACTGCGCT TT GTCACCCGC

AGAT

b′AACCCGGG

a
′
GCGCT TT GTGCCAT T GCTGCT ATCT CT GATAGT GAAACTACGGAAGTGGCAGT AAT TT CT GCCTT GCT G

CAACT TT T AAG

b′

a
′
T CGCCAT CACCAT CAT TCCTCCGT CGCT ACTGCT GCTGT TGAAGTT T TAGT CAAGCTAGCACCTGCGTC

GGT AGAACCAC

b
′

a
′
T GCT TGCAGCT TT TCGCT CT TGT AGCGAT CAGGGT T TCCAAGCTT GGAT TAT T CAAGCTT T AGCGAT GA

T TGGTGAT GCT

b
′

a
′
AAAGCAT T TGAT TT GCTAGCAGAAGTT GTCGGT ACGGAAGT TGCCAAT CACT GTCAAGGTAAT GTCCG

CCGCAT TGCCGC

b
′

a′ACGGGGA CTGGGAAA AATAGGCAGTACT GTCAAAGAT AGGGAAGTT ACT GACCGCGCTAT AGAAAAGC

T GCAT T GGGCGC

b′

a
′
T GGTGACT CCCCAAGAT TGGGGAT TGCGT TACGCCGCT GTAGT TT CCT TGCAGGAAATT GCCACACCGC

AGGCGCAT GCT

b′

a
′
GT TT T GT CT GCAGCTGT AGCT GGCGAAT CGGATT GGGT TGT GCGAT CGCGAATGAAAAAAGCCT TAGA

ACAAAT TCCCGC

b
′

a
′
CTGCT GA

b′ A—CT CGAGGG

图 3　p ecF 核苷酸序列与文献[ 9]中序列的比较

Fig . 3　C om paris on of p ecF sequence

a. 文献报道的序列; b. pBlu-p ecF的序列;

相同的碱基序列

a
′
M IAARFT NSKQLISQLNCALSPADAL CAIAAISDSETT EVAVISAL LQLLSRHHHHSSVATAAVEVLVKLAP

ASVEPLL AAF

b
′

a
′
RSCSDQGFQAWIIQALAM IGDAKAFDLLAEVVGT EVANHCQGNVRRIAARGLGKIGST VKDREVTDRAIEK

LHWALVTPQDW

b′

a′GLRYAAVVSLQEIAT PQAHAVLSAAVAGESDWVVRSRMKKALEQIPAC *

b
′

*

图 4　p ecF 基因推译的氨基酸序列的比较

Fig. 4　Amino-acid sequen ce deduced f rom DN A sequence of p ecF

a. 文献报道的序列 th e reported; b. pGEMD-p ecF推译的氨基酸序列, 相同的氨基酸序列
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2. 4　表达质粒 pGEMD-pecF的构建及其物理图谱的分析

表达载体 pGEMD 上依次有 HindIII、PvuII、Xho I 和 HindIII 酶切位点, 它们之间

相隔 260bp、1560bp 和 310bp。将 pBlu-p ecF 用 Sma I 和 Xho I 进行双酶切, 用 Nucleo-

Trap DNA Purification kits and Accessories试剂盒从凝胶上回收 p ecF 片段,然后与以

PvuII 和 Xho I 双酶切的 pGEMD 连接, 构建成表达质粒 pGEMD-p ecF (图 2) , 转化

TG1。阳性重组质粒 pGEMD-p ecF 经限制性内切酶作用对其物理图谱进行分析:

pGEMD-p ecF 上有四个 HindIII位点, 其中在外源片段上的两个位点之间只有 15个碱基

(图 2)。以 HindIII酶切可以见到三条带, Xho I位点在外源片段之上, 用 HindIII 与 XhoI

双切得到四条带。重组质粒用 HindIII 单酶切得到 0. 6kb、0. 5kb 两个小片段,用 HindIII

和 XhoI 双切得到 0. 5kb和两个分别为 0. 35kb 和 0. 25kb 的小片段。酶切检测的结果与

预计的片段大小一致。证明所得到的外源片段的物理图谱与已经测序的层理鞭枝藻的藻

红蓝蛋白 p ecF 基因的物理图谱吻合(图 5)。

2. 5　表达质粒 pGEMD-pecF在大肠杆菌中的表达

将鉴定的重组质粒 pGEMD-p ecF 转化 BL21( DE3) , 按文献[ 6] 提取总蛋白, 进行

SDS-PAGE分析(图 6)结果表明: 包含有pGEMD-p ecF 的转化菌经 IPTG 诱导后表达了一

个分子量为 22. 5kDa 的蛋白质,而未诱导的含有 pGEMD-p ecF 的转化菌和诱导的 BL21

( DE3)受体菌均无此蛋白质。这证明 pGEMD-p ecF 转化菌经 IPT G诱导后表达了一个外源

蛋白,经检测其分子量为 22. 5kDa, 与引入的外源基因表达产物的预测分子量吻合。SDS-

PAGE 分析表明表达蛋白分布在细胞提取物的沉淀中,说明表达产物是以包涵体的形式存在。

图 5　pGEMD-p ecF 的部分限制性内切酶的物理图谱

Fig . 5　the agarose elect rophoresis of the

endonu cleas e-dig ested pGEM D-p ecF

1. DNA 分子 Marker DNA marker ; 2.Xho I 和HindIII
对 pGEMD-p ecF 酶切; 3. Hin dIII 对 pGEMD-p ecF酶

切; 4. 没有酶切的 pGEMD-p ecF作为对照

图 6　p ecF外源表达产物的 SDS-PAGE

Fig. 6　SDS-PAGE of the overexpressed

protein PecF
1. IPT G诱导表达的 p ecF BL21( DE3) / pGEMD-

p ecF induced w ith IPT G; 2. 没 IPTG 存在时的表达

BL21( DE3) / pGEMD-pe cF not indu ced; 3. Protein
Marker. Protein molecular w eigh t marker
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2. 6　表达产物在 �-PEC体外重组中生物活性

用 E. coli 表达的蛋白PecF 与本实验室同样制备的PecA 和 PecE 及藻蓝胆素( PCB)

混合, 反应 4h后测定该反应混合物的可见光谱,发现形成了 565nm 吸收峰, 它等同于天

然 �-PEC 中偶联在脱辅基蛋白上的辅基色素 PVB呈顺式构型时的光谱吸收最大值。该

样品用 570nm 光照 3min后测光谱,最大吸收值在 505nm。同样的条件下, PVB呈顺式构

型的天然�-PEC 会转化到 PVB呈反式的�-PEC, 最大吸收值即在 505nm 处。体外重组体

系中形成的产物的可逆光化学与天然 �-PEC 的完全吻和,进一步证明这个重组实验生成

了天然的 �-PEC(图 7)。在对照实验中, PecE 或者 PecF 单独存在时都不能形成 �-PEC。
以上结果说明外源表达的 PecF 具有和天

然 PecF 一样的生物活性, 与 PecE 共同作

用能够体外催化 PCB 异构化为 PVB, 并催

化 PVB 和脱辅基蛋白 PecA 共价偶联。

PecF 经过纯化后, 形成许多沉淀 ,影响该

酶的催化活性。超声破细胞后离心取上清,

PecF 处于溶解状态,有利于重组成功。

完整的 PEC 是某些蓝绿藻集光藻胆体

的功能成分。纯的 PEC 和其 �-亚基 ( �-
PEC)具有可逆光致变色的性质。为了人工

设计 �-PEC,需要得到能够在体外催化色素
与脱辅基蛋白共价偶联的裂合酶。外源表达

成功该裂合酶为以 �-PEC为核心开发藻胆
蛋白高效可逆光致变色蛋白质分子材料打

下坚实的基础。

图 7　�-PEC体外重组后测可见光光谱和重组产物

的可逆光化学的吸收差示光谱

Fig. 7　Absorpt ion spect ra of reconst ituted

�-PEC . S olid line

—　500nm 照射 3min 后测得的光谱 After irradiat ion

w ith 500nm l ight ; T he d ash l ine;

- - - 　570nm 照射 3m in后测得的光谱 After irradiat ion

w ith 570nm ligh t ; T he d ot line;

⋯　以上两个光谱结果的差示光谱 Dif ference spectr um

of the tw o absorpt ion spect ra
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CLONING AND OVEREXPRESSING OF PHYCOERYTHROCYANIN

OPERON F-GENE OF MASTIGOCLADUS LAMINOSUS

IN ESCHERICHIA COLI

ZHENG Min1, DA Liang1, DENG Ming-gang1, Q ING Y i-min1,

ZHOU M ing
2
and ZHAO Kai-hong

2

( Colleg e of L if e S ciences, Wuhan Univer si ty, Wuhan　430072; Colleg e of L if e S cience and

Technology , H uaz hong Unive rsity of S cience and Technology, W uhan　430074)

Abstract: By PCR method, apo-phycoerythrocyanin operon F-gene ( p ecF) of Mast igo-

cladus laninosus was ampl if ied f rom its g enom ic DN A, and then cloned in pBlue-

script . T he p ecF gene was subcloned into the expression vector pGEMD, and then trans-

fo rmed into E. co li BL21 ( DE3) . After induct ion, a new protein o f molecular w eight

22. 5kDa ex ist ing in inclusion body w as overexpressed. The expression product w as con-

firmed to po ssess phycoer ythr ocyanin ly ase act ivity.

Key words : Phycoerythrocyanin operon F-gene; Gene clone; Gene overexpression
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