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摘要:为研究藻蓝蛋白( PC)和藻红蓝蛋白( PEC)�亚基 (分别简称为��PC、��PEC)生物合成、结构与功能的关系, 用

Mega primer PCR 定点突变技术设计 ��PC、��PEC 中与藻蓝胆素连接的第二个半胱氨酸的定点突变蛋白质 ��PC

( C155I)和��PEC( C155I)。将相应的基因片段亚克隆于表达载体 pET 30a, 并转化大肠杆菌 BL2l( DE3)。经 IPTG 诱

导后 ,��PC( C155I)和��PEC( C155I)在大肠杆菌中均得到了高效表达。��PC( C155I)和��PEC( C155I)与藻蓝胆素的重

组结果表明两个突变体的结构基本没发生改变, 有利于对��PC 和��PEC 的生物合成进行进一步研究。
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� � 藻胆蛋白( Phycobiliprotein)是存在于蓝藻、红藻

和隐藻中的光合作用捕光色素蛋白质, 它们是由藻

胆色素与相应脱辅基蛋白半胱氨酸的巯基以硫醚键

共价结合而形成。根据其吸收光谱特征, 藻胆蛋白

可分为四类:藻红蛋白(简称 PE) ,藻红蓝蛋白(简称

PEC) , 藻蓝蛋白 (简称 PC ) , 别藻蓝蛋白 (简称

APC) [ 1]。PC和 PEC的 �亚基(分别简称为 ��PC 和

��PEC)中 Cys�84、Cys�155分别以硫醚键与一个藻蓝

胆素( PCB)相连。由于在吸收光谱中 ��PC和 ��PEC

的PCB 吸收峰较宽, 两个 PCB 的吸收波长又相近,

故在吸收光谱上这两个吸收峰重叠,只表现出一个

宽峰, 无法从光谱直接读出两个 PCB 各自的吸收波

长[ 2 � 5]。同时,由于它们共价连接两个相同的 PCB,

对��PC和��PEC光谱解析和生物合成的研究, 比单

色素藻胆蛋白复杂,目前其生物合成的研究还未见

成功报道。

利用定点突变技术构建突变体是研究蛋白质结

构与功能相互关系的一个重要手段。本实验分别对

��PC 和 ��PEC 构建了两个连接 PCB的半胱氨酸突

变体��PC( C155I)、��PEC( C155I) , 这样得到了只在

84位有一个半胱氨酸能与 PCB 共价结合的两个脱

辅基藻胆蛋白。通过体外重组实验,可以对��PC、��

PEC与 PCB的重组进行深入研究。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料与试剂 � 克隆载体 pBluescript SK( + )为

Stratagene公司产品,表达载体 pET 30a购自 Novagen

公司。DNA回收试剂盒、T4 DNA连接酶和限制性内

切酶 Smal � Xhol � EcoR �、Xba �为MBI公司产

品, Taq 酶为 Biostar 公司产品, IPTG为 SABC 产品,

亲和层析介质购自 Amersham Pharmacia 公司。E.

coli TG1、E. coli BL21( DE3)由本室保存。质粒 pET

30a�PecB、pET 30a�PcB 由本室构建和保存。光谱用

Perkin�Elmer Lambda 25 型紫外可见谱仪和日立 F�
4500型荧光光谱仪测定。

1. 2 � 引物设计与合成 � 为构建 ��PC( C155I)、��PEC

( C155I)两个突变体, 根据已知的层理鞭枝藻( PCC

7603)的 pcB和 pecB序列,设计了六条引物:

P1: 5��TAACCCGGGGCATACGATGTATTCACCAAG�3�

P2: 5��GGCCTCGAGAGTAAAATTTAAGCAACTGCAG�3�

P3: 5��ACCAAAGGTGATATCAGTGCGTTAATCTCAG�3�

P4: 5��ATACCCGGGATGCTTGATGCTTTTTCCAG�3�

P5: 5��ACTCTCGAGCGCCTTTGACTGCATTAAGC�3�

P6: 5��GGCATTACCAAAGGTGATATCAGTCAATTAA�3�
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其中引物 1、2、3用于构建突变体 ��PC( C155I)的基

因序列 pcB( C155I) , 引物 4、5、6用于构建突变体��
PEC( C155I)的基因序列 pecB( C155I)。引物由中国

科学院上海生物化学研究所合成。

1�3 � 突变体的克隆和表达载体的构建 � 利用 Mega

primer PCR法, 扩增出 pcB( C155I)、pecB( C155I)两个

突变体的基因片段[ 6]。该基因片段经过 Sma �与

Xho I 酶切后,与同样双酶切的克隆载体 pBluescript

sK( + )连接,转化到 E. coli TG �,用含有氨苄青霉

素的平板筛选。根据质粒大小、酶切图谱和 PCR检

验初步鉴定阳性重组子。重组质粒经 Sma �与 Xho

�酶切后得到的外源片段与经 EcoR �,与 Xho �酶

切的表达载体 pET30a 连接, 转化到 E. coli BL21

(DE3) , 用含有卡那霉素的平板筛选。根据质粒大

小、酶切和 PCR检验,以及 IPTG诱导表达的外源融

合蛋白的分子量, 进一步鉴定阳性重组子。所得的

突变体基因片段由上海博亚生物技术有限公司进行

核苷酸序列测定。

1�4 � 突变体的表达与纯化 � 表达载体 pET 30a 中

T7启动子下游有 6个组氨酸的密码子, 由此构建的

重组质粒在大肠杆菌中诱导表达得到的外源融合蛋

白N端都带有 6个组氨酸,故可采用亲和层析法提

纯。含各种表达质粒的 E � coli BL21分别在 1L 含

30�g/ mL 卡那霉素的 LB 培养基中, 37 � 培养至

OD600= 0�4 � 0�7, 加入终浓度为 1mmol/L 的 IPTG,

诱导 5h 后, 离心收集细胞, 二次蒸馏水洗两次,

- 20 � 保存。将冻存的细胞重悬于 0�5mol/ L NaCl、

20mmol/ L 磷酸钾缓冲液( pH 7�2)中,超声 10min, 离

心得到上清[ 7, 8]。

1�5 � 体外重组 � 取实验1�4所得上清直接用于以下
体外重组实验,反应体系总体积 0�6mL。体系 I 中

加入��PC( C155I)上清和 PCB;体系 �为没有突变的
��PC亚基与色素 PCB的直接反应,用作对照。体系

�中加入��PEC( C155I)上清和 PCB; 体系�为没有

突变的��PEC亚基与色素 PCB的直接反应。37 � 暗
处反应 3h后,离心,取上清, 用镍螯合层析柱纯化。

柱平衡缓冲液为 0�5mol/ L NaCl、20mmol/ L 磷酸钾缓

冲液 ( pH 7�2) , 洗脱液为 1mol/ L 咪唑、0�5mol/ L

NaCl、20mmol/ L磷酸钾缓冲液( pH 7�2)。最后测定

光谱[ 9]。

1�6 � 光谱测定 � 天然藻胆蛋白作为捕光蛋白,可吸

收一定波长的光。通过光谱检测已纯化的色素蛋白

质,由其光谱特征可判断重组产物的结构与光学活

性[ 10]。紫外可见光谱扫描范围 300 � 800nm,扫描速

度 960nm/ min,狭缝宽度 1�0nm。荧光光谱扫描速度

1200nm/min,狭缝宽度 5�0nm/ 5�0nm。

1�7� 色素蛋白质变性实验 � 为进一步确定重组产
物中色素的种类,采用酸性尿素( 8mol/L、pH = 2)条

件使其变性, 紫外可见光谱检测变性后的色素蛋白

质。这时蛋白质与色素间的作用很弱, 色素基本呈

游离时的结构状态, 色素蛋白质的吸收光谱与游离

色素的吸收光谱很相似, 因此从吸收峰最大值可以

判断色素的种类[ 11, 12]。

2 � 结果

2�1 � 突变体的构建和鉴定
构建突变体基因 pcB( C155I)时,为便于检测,在

突变引物 P3中将 Cys的密码子( TGC)置换为 Ile密

码子( ATC)的同时,做了以下无义突变: GCC�GCG,

TTG�TTA,由此在引物 P3 中引入了一个 EcoR �的

酶切位点。两次 PCR应分别得到约 90bp、530bp的

片段。质粒 pBlu�pcB ( C155I) 以酶切和 PCR检测。

用 Sma �、Xho �消化质粒 pBlu�pcB( C155I) , 应得到

约 530bp 的片段; 用 Sma �、EcoR �消化质粒 bBlu�
pcB( C155I) , 应得到的片段大小约为 460bp。质粒

pET�pcB( C155I)以酶切和 PCR检测。用 Xba �、Xho

�消化质粒 pET�pcB( C155I) , 应得到约 700bp 的片

段;用 EcoR �、Xba �消化质粒 pET�pcB( C155I) , 应

得到的片段大小约为 630( bp) (图 1)。电泳结果与

预期符合。突变体基因 pecB( C155I)的构建与以上

方法类似,电泳结果也相似(图 2)。通过测序,证明

所得突变体与预期完全一致。

2. 2 � 突变体在 E. coli BL21(DE3)中的表达和鉴定

在 37 � 、1mmo1/ L IPTG的诱导条件下, 振荡培

养 5h。菌体通过 SDS�PAGE电泳,考马斯亮蓝 R�250

染色,检测到了目的蛋白的表达,如图 3所示。

2�3 � 光谱分析
在体系 �中, ��PC( C155I) 上清和 PCB 直接重

组,得到的色素蛋白质最大吸收光谱为 635nm。荧

光光谱检测发现产物为单一吸收峰, 其荧光在

655nm 左右。体系 �中, ��PEC ( C155I) 上清和 PCB

直接重组,最大吸收峰位于 635nm处;荧光发射光谱

和激发光谱检测发现, 产物为单一吸收峰,表明为单

一组分。变性实验显示, 在体系 �和体系�中色素

最大吸收峰均在 660nm处,表明所连色素为 PCB。
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图 1 � pcB( C155I)的琼脂糖凝胶电泳谱图

Fig. 1� Agarose gel elect rophoresis of pcB( C155I)

1 DNA 分子量标准, DNA ladder; � 2一次 PCR产物, First

PCR; � 3二次 PCR产物, Second PCR; � 4经 Sma �、Xho

�消化的质粒 pBlu�pcB( C155I) , pBlu�pcB( C155I) digested

by Sma �、Xho � ; � 5 经 Sma �、EcoR �消化的质粒

pBlu�pcB ( C155I ) , pBlu�pcB ( C155I ) digested by Sma �、

EcoR� ; � 6 PCR 检测质粒 pBlu�pcB ( C155I) , PCR from

pBlu�pcB( C155I) ; � 7 经 Xba �、Xho �、消化后的质粒

PET�pcB(C155I) , pET�pcB( C155I) , digested by Xba �、Xho

�; � 8经 EcoR �、Xba�消化后的质粒 pET�pcB ( C155I) ,

pET�pcB(C155I) digested by EcoR�、Xba�; � 9 PCR检测

质粒 pET�pcB( C155I) , PCR from pET�pcB( C155I)

图 2� pecB( C155I)的琼脂糖凝胶电泳谱图

Fig. 2 � Agarose gel electrophoresis of pecB(C155I)

1 DNA 分子量标准, DNA ladder; � 2一次 PCR产物, First

PCR; � 3二次 PCR产物, Second PCR; � 4经 Sma�、Xho

�消化的质粒PBlu�pecB(C155I) , pBlu�pecB(C155I) digest�

ed by Sma�、Xho� ; � 5经 Sma �、EcoR �消化的质粒

pBlu- pecB( C155I) , pBlu�pecB( C155I) digested by Sma �、

EcoR� ; � 6 PCR 检测质粒 pBlu�pecB ( C155I) , PCR from

pBlu�pecB( C155I) ; � 7 经 Xba �、Xho� 消化后的质粒

PET�pecB ( C155I ) , PET�pecB ( C155I ) digested by Xba �、

Xho� ; � 8 经 EcoR �、Xba � 消化后的质粒 pET�pecB

(C155I) , pET�pecB( C155I) digested by EcoR�、Xba�; � 9 PCR

检测质粒 pET�pecB( C155I) , PCR from pET�pecB( C155I)

图 3 � pcB( C155I) 、pecB( C155I)基因

表达产物的 SDS�PAGE谱图

Fig. 3 � SDS�PAGE of protein from pcB ( C155I) and pecB

( C155I) 1 pecB( C155I) 诱导表达产物, protein from pecB

( C155I) ; 2. 蛋白质分子量标准, Protein molecular weight

standard; 3. 表达载体 pET 诱导表达产物, pET induced

with IPTG; 4. pcB( C155I)诱导表达产物, Protein from pcB

( C155I)

3 � 讨论

Gor�分析显示, 藻蓝蛋白�亚基( ��PC) Cys�155

位于由 ANDPNGITKGDC 十二个氨基酸组成的无规

则卷曲的 C末端。在突变体 ��PC( C155I)中, Ile�155

脱离无规则卷曲,而位于�螺旋的N末端;其他二级

结构无变化。藻红蓝蛋白 �亚基( ��PEC)同突变体

��PEC( C155I)比较, 变化也是如此。Cys 和 Ile 均为

脂肪族氨基酸, 将 Cys 残基替换为 Ile 残基后, 由于

Ile是含一氨基一羧基的中性氨基酸,对蛋白质的结

构影响很小。因此, 得到的突变体的结构应基本不

变。比较体系�和 �、体系 �和�,可以发现吸收峰

峰形基本相同, 两个突变体与原 �亚基具有相似的

高级结构,只是由于色素蛋白质复合物中色素构象

的不同,造成最大吸收峰位置的不同。

由于藻胆蛋白内的能量传递, 在一定波长光的

照射下, Cys�155连接的 PCB所吸收的能量以荧光的

形式发射出来,并被 Cys�84所连 PCB 吸收, 因此由

荧光发射光谱只能得到 Cys�84所连 PCB 的荧光发

射波长。在体系�和 �、体系 �和�的荧光发射光
谱峰值相同,均在 650nm 左右。

在天然构象的色素蛋白质复合物中,与 ��PC的

Cys�84 结合的 PCB 最大吸收峰理论上在 622 �

624nm左右[ 6] ; 与��PEC 的 Cys�84结合的 PCB最大

吸收峰在604nm左右[ 7]。体系�、体系�中,色素蛋

白质复合产物的最大吸收峰在 635 nm左右, 证明所
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连的色素均为非天然构象。在诱导表达的过程中,

��PC和��PEC是以包涵体形式存在于大肠杆菌细胞

内,在超声过程中,蛋白质可能不是处于正确的折叠

状态;重组体系中, 可能缺少某些必要的组分, 造成

脱辅基藻胆蛋白与色素非天然结合的原因。因此,

有必要在这些方面作进一步研究。
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PHYCOERYTHROCYANIN AND THE STUDY OF RECONSTITUTION IN VITRO

SONG Bo, ZHU Jing�Ping, ZHOU Ming and ZHAO Kai�Hong

( College of Life Sciences,Huazhong University of Science and Technology , Wuhan � 430074)

Abstract: To study the structure�function relationships of the � subunit of phycocyanin( ��PC) and phycoerythrocyanin(��PEC) ,

site�directed mutation was used to generate two mutants, ��PC( C155I) and ��PEC( C155I) . The six primers were designed, of

which primer P1 , P2 and P3 were used to generate mutant ��PC( C155I) , primer P4, P5 and P6were used to generate ��PEC( C155I) .

Both of primer P3 and P6 comained a restriction site EcoR �, so we can pick out the cysteine mutants from the reconstructed

plasmids�The PCR products were purified and digested with Sma � and Xho �, then recombined with pBluescript vector and

transfonned into the E. coli TG1 strain� It was confirmed that the genes were inserted into pBluescript vector by the restrict ion

enzyme double digestion with Sma � and Xho �, Sma � and EcoR �, PCR and sequencing�The genes of the two cysteine mu�
tants were purified after the Sma � / Xho � double digestion of the reconstructed plasmids, and then inserted into expression

vector pET 30a, finally transformed into E. coli BL21( DE3)�In the transformed BL21(DE3) strains, 24kD protein were overex�

pressed, respectively�The overexpressed proteins were direct used to reconstitut ion with pigment PCB in vitro�The purified recon�
st ituted products were determined with absorption spectra and fluorescence spectra, showing that they were similar to the ��PC and

��PEC in spectrum characteristics� It was analysed by Gor �too, showing that there was no other change happened in the sec�
ondary structure of ��PC and its mutant, except that Cys�155 of ��PC was situated at the C�terminal of random coil of ANDPN2

GITKGDC amino acid residues, whereas at N2terminal of alpha helix of ISALISEVASYFDRA in B2PC( C155I)1And the similar sit2

uation happened to B2PEC and its mutant1So the structure of the two mutants was similar to the wild2type proteins.
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