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集胞藻 !""#$%& 细菌光敏色素体外重组和光化学活性研究

董依然1 冉勇! 赵开弘1 周明1"

（1 华中科技大学环境科学与工程学院；! 华中科技大学生命科学与技术学院，武汉 #$""0#）

摘 要 采用聚合酶链式反应（DEF）从集胞藻 DEE36"$ 总 G)H 中扩增出细菌光敏色素全片段 03"1 及 03"1（E/
#$7），克隆于 IJ’>5=-,<IK LM（ N ），然后插入表达载体 I:4$"+ 进行高效表达。获得的脱辅基蛋白 EI.1、EI.1（E/#$7）在

合适的缓冲体系下分别与藻蓝胆素（DEJ）进行体外重组。光化学研究表明，两种脱辅基蛋白都能与 DEJ 进行正确

的重组，重组产物表现出 37" O 0""?; 可逆光致变色效应。锌电泳证实得到的细菌光敏色素辅基色素为 DEJ，酸性

尿素变性实验证明可逆光致变色效应来源于 DEJ 在不同波长光照下的顺反异构化。
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光敏色素（D.AK&-.,&;5）是存在于植物、蓝藻和

红藻中的功能色素蛋白质。研究表明光敏色素具有

组氨酸激酶和磷酸转移酶等功能，在植物和细菌的

光形态生成中发挥重要作用。原核生物中存在的光

敏色素一般统称为细菌光敏色素。对不同种属原核

生物的研究表明，细菌光敏色素具有与高等植物光

敏色素相似的核心区域，其 ) 端 17" 个氨基酸区域

和高等植物光敏色素的色素结合区域（EJG）具有较

高的同源性，E 端具有组氨酸激酶区域（QMG）。因

此，它的发现拓展了对植物光敏色素起源和作用模

式的认识。

藻胆色素（D.A-&R<’<?）通过硫醚键与光敏色素脱

辅基蛋白的巯基共价结合，其种类及其与脱辅基蛋

白的相互作用决定光敏色素的光谱性质。藻胆色素

与脱辅基蛋白共价结合形成特定的构象，使得细菌

光敏色素主要吸收 37" O 07"?; 范围内的可见光，并

表现出与植物光敏色素相似的红光S红外光光致可

逆变色效应［1］。

在天然藻蓝蛋白（D.A-&-A+?<?，简称 DE）中，藻蓝

蛋白脱辅基蛋白 6# 位半胱氨酸上的巯基通过硫醚

键与其辅基色素———藻蓝胆素（D.A-&-A+?&R<’<?，简

称 DEJ）结合。裂合酶 EI-:SEI-8 的催化作用能使

藻蓝蛋白（DE）上结合的藻蓝胆素（DEJ）断裂［!］。

较之植物光敏色素，细菌光敏色素具有结构和

机理相对简单的特点，因此对细菌光敏色素的研究

为进一步研究高等植物光敏色素的性质提供了有效

的手段，并且在生物光电器件和光电材料的研究中

具有重要作用。集胞藻是较早被发现具有与植物光

敏色素相似激酶和磷酸转移酶活性的光敏色素的原

核生物之一。本实验选用集胞藻 DEE36"$，通过对

其光敏色素可逆光致变色性质的研究，为分子设计

光敏色素类生物光电材料打下基础。

’ 材料与方法

’(’ 材料与试剂

集胞藻（42$%0"(02&/#& =I( 36"$）购自中国科学院

典型培养物保藏委员会淡水藻种库（8HEQJ），克隆

载体 IJ’>5=-,<IK LM（ N ）为 LK,+K+B5?5 公司产品，表达

载体 I:4$"+ 购自 )&T+B5? 公司。G)H 回收试剂盒、

4# G)H 连 接 酶 和 限 制 性 内 切 酶 45+!、6"(!、

70(F"为 *JU 公司产品，8+9 酶为 J<&=K+, 公司产

品，UD4V、W/B+’ 为 LHJE 产品，亲和层析介质购自

H;5,=.+; D.+,;+-<+公司。色素 DEJ 由德国慕尼黑

大学 Q>B& L-.55, 教授惠赠。引物由中国科学院上

海生物化学研究所合成。基因片段由上海生工生物

技术服务有限公司用荧光测序试剂盒进行核苷酸序

列分析。



! "# 基因片段的 $%& 扩增

集胞藻 !""#$%& 总 ’() 序列来源于 *+,-.,/
报道（’#0%%1），以其为模板设计 !"2 引物 !1、!3、

!&。引物 !1、!3 的扩增条件为：405预变性 0%%6，然

后 405，#%6；0$5，4%6；705，13%6；&% 个循环，最后

705延伸 &%%6。引物 !1、!& 扩增条件为：405预变

性 0%%6，然后 405，#%6；0$5，4%6；705，4%6；&% 个循

环，最后 705延伸 &%%6。
引物 !1：89:))) """ *** );* *"" )"" )")

*;) ")) ";" ):&9
引物 !3：89:)); ";" *)* ;;) *;; *"" ));

*** *); *:&9
引物 !&：89:)); ";" *)* ;;) *"; ))) ")"

")" ""* )"" ):&9
! "’ 分子克隆与序列测定

按文献［&］操作，经 !"2 扩增得到的 ’() 片段

经过 !"#!、$%&!酶切后，与同样双酶切的克隆载

体 <-=>+6?@A<B 连接，转化至大肠杆菌 ;*1，在含有

C!;* 和 D:E.= 的氨苄青霉素平板进行筛选，挑取白

色菌落。根据 !"2 和酶切检验鉴定阳性重组质粒。

重组质粒经 !"#!、$%&!酶切后得到的外源片段与

经 ’(&2"、$%&!酶切的表达载体 <F;&%. 连接，转

化至大肠杆菌 -G31（’F&），用含有卡那霉素的平板

进行筛选。所得的基因片段经上海生工生物技术服

务有限公司用荧光测序试剂盒进行核苷酸序列分析

验证。

! "( 蛋白质表达与 )*)+$,-. 检测

含外源片段的表达载体以 -G31（’F&）为宿主菌

进行表达。表达菌在 2- 液体培养基（酵母提取物

% H8I、胰蛋白胨 1I、(."= % H 8I、葡萄糖 % H 3I、<J
7H#，抗生素适量）&75培养至 )*#%%约为 %K8，3%5水

浴中放置 1L，加入 C!;* 至终浓度为 1MMN=OG，3%5
低温诱导 #L，取 1MG 菌液 1% %%% P E 离心。加入 1 P
上样缓冲液和巯基乙醇（4 Q 1），1%%58MA,，用 $I的

分离胶进行 R’R:!)*F 分析。方法见文献［&，0］。

! "/ 重组蛋白的纯化

由表达载体 <F;&%. 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 ( 端都带有 #
个组氨酸的亲和标记，简称 JA6:B.E，故可采用金属螯

合亲和层析法提纯。重组蛋白上清液采用镍螯合层

析柱纯化。

! "0 体外重组

重组体系!：实验 1 H 0 得到的细菌光敏色素脱

辅基蛋白直接用于体外重组实验。表达得到的细菌

光敏色素脱辅基蛋白菌液 &%MG 离心，沉淀用二次

蒸馏水洗净，向其中加入 1MG 预冷的缓冲液 2（8%
MMN=OG ;@A6"=，&%%MMN=OG (."=，8 MMN=OG F’;)，

%K3MMN=OG #:巯 基 乙 醇，% H 1I ;@ABN, D:1%%， <J
7K$）［8］。重 组 采 用 两 种 方 法：)H 加 入 藻 蓝 胆 素

（!"-）后，重组体系共同超声 1MA,，将超声产物在室

温暗环境条件下反应 &L，离心取上清测定吸收光

谱；-H 重组体系其它组分不变，超声后向上清中加

入藻蓝胆素（!"-），迅速混匀体系，用吸收光谱测定

重组反应进程。

重组体系$：取实验 1 H 0 所得到的细菌光敏色

素脱辅基蛋白直接用于体外重组实验。重组体系中

加入 % H8MN=OG (."=、8%%MMN=OG 磷酸钾缓冲液、1MN=O
G ;@A6·J"=（<J S $）、细菌光敏色素脱辅基蛋白、裂合

酶 "<?FO"<?T、藻蓝蛋白（!"）以及其它必要的辅助

因子：#:巯基乙醇、UE3 V ，其中 ;@A6·J"=、(."=、磷酸

钾、UE3 V 、#:巯 基 乙 醇 终 浓 度 分 别 为 1%%MMN=OG、

8%MMN=OG、8MMN=OG、8MMN=OG、8MMN=OG，<J S 7K% W
7K8，二次蒸馏水补齐至总体积 % H #MG［#］。分别选用

385反应 13L 和 &75暗处反应 &L；对照反应体系中

不 加 入 "<?FO"<?T，其 体 积 用 %K8MN=OG (."=、8%
MMN=OG磷酸钾缓冲液补齐，用吸收光谱比较不同条

件下的重组效率。

! "1 光谱测定活性

吸收光谱用 !+@/A,:F=M+@ G.MXY. 38 型紫外可见

光谱仪，紫外可见光谱扫描范围 &%% W $%%,M，扫描

速度 4#%,MOMA,，狭缝宽度 1K%,M。色素蛋白质可逆

光化学性质的测定，按文献［7］介绍的方法操作。荧

光光谱测定采用日立 T:08%% 型荧光光谱仪，荧光光

谱扫描速度为 13%%,MOMA,，狭缝宽度 8K%,MO8K%,M。

! "2 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和性质，

采用酸性脲（$MN=OG，<J S 3）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和性质。

! "3 色素蛋白锌电泳

样品重组反应完全后加入三氯乙酸至终浓度为

1%I，离心，沉淀用丙酮洗涤 3 次，加入 1 P 上样缓

冲液和巯基乙醇（4：1），1%%5 8MA,，进行 R’R:!)*F
电泳分析。电泳完成后，电泳胶室温下经 1MN=OG 醋

酸锌溶液浸泡 1L，在 3$%,M 紫外灯下检测［7］。
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! "!# 藻蓝蛋白（$%）的制备

藻蓝蛋白（!"）采用 #$%$ 纤维素层析从层理鞭

枝藻（&’$( )*+)）获得，将其溶解在 ,- . /0 ) 的

)11223456 磷酸钾（7!!）缓冲液中。!" 溶液对 ,- .
/0) 的 )234567!! 溶液透析 + 次后在 )8 111 9 : 离心

)12;<，得到的沉淀产物即是纯的 !"［=］。

! "!! 裂合酶 %&’(、%&’) 的制备

裂合酶 ",>$、",>? 是由本实验室李梅同学通过

克隆表达层理鞭枝藻 !"" /@1+ 相应基因而得到的

蛋白质纯化产物。

* 结果

* "! !"#!、!"#!（%+,-.）基因的 $%/ 扩增、克隆和

重组质粒的鉴定

引物 !)、!8 扩增 !"#) 基因，引物 !)、!+ 扩增

!"#)（"AB+C）基因。设计引物时，在引物 CD端、+D端
分别引入了 $#%!、&’(!识别位点和 + 个保护碱

基，分别扩增出大小为 88B/E, 和 *B8E, 的基因片段

（图 )F）。#G% 回收试剂盒回收扩增的 !"H 产物，分

别构建重组质粒 ,I4JA>,K)、,I4JA>,K)（"AB+C）。根据

质粒的大小初步判断阳性重组子，并采用 !"H 方法

及限制性内切酶酶切图谱分析作进一步鉴定（图

)E），琼脂糖凝胶浓度为 ) 0 1L。通过测序证明所得

的 !"#) 和 !"#)（"AB+C）和报道的基因序列一致，分

别为 88B/E,、*B8E,。

图 ) !"H 产物（F）、重组质粒 !"H 检验与用 &’(!、

$#%!酶切消化检测（E）的琼脂糖凝胶电泳

?;:0) %:FM3NO :O4 O4O>PM3,K3MON;N 3Q !"H ,M3RJ>P，MO>32E;<F<P
,4FN2;RN OSF2;<OR ET !"H F<R R;:ONPOR ET &’(! F<R $#%!

（F）)："#G%5)*+, # 2FMUOM；8：!"H ,M3RJ>P 3Q !"#)；+：!"H ,M3A
RJ>P 3Q !"#)（"AB+C）；B：<O:FP;VO >3<PM34 3Q !"H；C：#G% 4FRROM

（E）)："#G%5)*+R # 2FMUOM；8：,I4JA>,K) OSF2;<OR ET !"H；+：

,I4JA>,K) R;:ONPOR ET &’(!，$#%!；B：,I4JA>,K)（"AB+C）OSF2A
;<OR ET !"H；C：,I4JA>,K)（"AB+C）R;:ONPOR ET &’(!，$#%!；@：

#G% 4FRROM

* "* 重组质粒在大肠杆菌中的表达

重组获得的 ,I4JA>,K) 和 ,I4JA>,K)（"AB+C）重组

质粒按照材料与方法 ) 0 +、) 0 B 所述与载体 ,$’+1F
连接，转化大肠杆菌 I68)（#$+），低温表达后进行

W#WA!%X$ 分析，如图 8 所示。经过 Y!’X 诱导，,$’A
>,K)、,$’A>,K)（"AB+C）有明显的蛋白质表达带。由

表达载体 ,$’+1F 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 G 端都带有 -;NAPF: 的

亲和标记，-;NAPF:A",K)、-;NAPF:A",K)（"AB+C）蛋白质

分子量分别为 =* 0 8U# 和 B1 0 +U#，蛋白质 2FMUOM 显

示外源蛋白表达带大小与预计大小符合（如图 8）。

图 8 ",K)、",K)（"AB+C）基因表达产物的 W#WA!%X$
?;:08 W#WA!%X$ 3Q PKO 3VOMOS,MONNOR

",K) F<R ",K)（"AB+C）

（F）)：",K) ;<RJ>OR Z;PK Y!’X；8：",K) <3P ;<RJ>OR Z;PK Y!’X；+：

,M3PO;< 234O>J4FM ZO;:KP 2FMUOM；（E）)：",K)（"AB+C）;<RJ>OR Z;PK

Y!’X；8：",K)（"AB+C）<3P ;<RJ>OR Z;PK Y!’X；+：,M3PO;< 234O>J4FM

ZO;:KP 2FMUOM

* "- 光谱分析

* "- "! 重组体系!：在重组体系!中，细菌光敏色素

脱辅基蛋白 ",K) 和 ",K)（"AB+C）直接与 !"I 进行

重组反应，在材料与方法 ) 0@ 所述重组条件下，反应

能够高效自发进行。吸收光谱检测反应动力学表

明，伴随 !"I 与脱辅基蛋白反应的进行，@@1<2 处的

峰值不断升高，+/1<2 和 /11<2 处的吸收值不断降

低。",K) 与 !"I 的反应在 +C2;< 能够进行完全，达

到稳定值，色素蛋白最大吸收光谱为 @C/<2；",K)
（"AB+C）与 !"I 的反应较之稍慢，)K 后达到稳定，色

素蛋白质最大吸收光谱为 @B=<2（图 +）。

重组反应完全后，对重组蛋白进行红光5红外光

循环照射。色素蛋白光敏色素经过红外光 /11<2 单

色光 照 射 =2;<，得 到 的 蛋 白 质 最 大 吸 收 光 谱 为

@C1<2；当用 @C1<2 单色光对其照射 C2;< 后，@C1<2
处吸收光谱显著降低，/11<2 处吸收光谱升高。对

该重组体系采用两种重组方法（如材料与方法 ) 0 @
所述），实验结果表明不同重组方法对重组效率没有
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影响。重组后色素蛋白的吸收光谱如图 !。

图 " #$%&（’）、#$%&（#(!")）（*）脱辅基蛋白和 +#, 自催化

重组反应随时间变化的吸收光谱

-./0 " 1234’5567*89 :.3% +#,0 #%’;/65 .; ’*54<$3.4; 5$6=3<’
>2<.;/ ’234’5567*89 4? #$%&（’）’;> #$%&（#(!")）（*）

@%6 >.<6=3.4;5 4? 3%6 ’*54<$3.4; =%’;/65 ’<6 .;>.=’36> *9 3%6 ’<<4:50（’）

A48.> 8.;6：3%6 ’$4$<436.; #$%&；@%6 43%6< =2<B65 .;>.=’36 3%6 ’*54<$3.4;

5$6=3<’ 4? &7.;，"7.;，)7.;，&)7.;，")7.; ’?36< 7.C.;/，<65$6=3.B6890
（*）A48.> 8.;6：3%6 ’$4$<436.; #$%&（#(!")）；@%6 43%6< =2<B65 .;>.=’36

3%6 ’*54<$3.4; 5$6=3<’ 4? &7.;，)7.;，&D7.;，"D7.;，ED7.; ’?36< 7.C.;/，

<65$6=3.B689

图 ! #$%&（’）、#$%&（#(!")）（*）脱辅基蛋白和藻蓝胆素 +#,
重组生成产物的吸收光谱

-./0 ! 1*54<$3.4; 5$6=3<’ 4? 3%6 <6=4;53.323.4; $<4>2=35 :.3% +#,
+<（>’5%6> =2<B6），+?<（548.> =2<B6）’;> >.??6<6;=6 5$6=3<27

（>4336> =2<B6）?4<75 4? #$%&（’），#$%&（#(!")）（*）

细菌光敏色素具有两种不同的存在形式：红光

吸收型（+<）和远红外光吸收型（+?<），这两种形式在

不同的光作用下可以相互转化，具有不同的光学性

质。它们的光谱性质的变化是其发色团和脱辅基蛋

白相互作用的结果，其结构基础是在不同波长光

（E)D;7 或 FDD;7）作用下，发色团的双键发生顺反

异构。由于发色团是与蛋白质部分紧密相连的，因

而发色团在发生顺反异构时，蛋白质的构象随之变

化。

色素蛋白经过尿素变性后，由于色素蛋白质中

+#, 色素与脱辅基蛋白相互作用很弱，其吸收光谱

与游离的 +#, 相似。这样，在暗处尿素变性色素蛋

白后，就可以观察到发色团结构的顺反异构变化（见

图 )）。色素蛋白 #$%&、#$%&（#(!")）经 FDD;7 光照

后在 暗 处 变 性，+#, 最 大 吸 收 峰 分 别 在 E)E;7、

E));7 处，表明这时细菌光敏色素脱辅基蛋白所连

色素为顺式构象的 +#,；二者经 E)D;7 光照后在暗

处变性，+#, 最大吸收峰分别在 EDE;7 和 )GF;7 处，

表明这时细菌光敏色素脱辅基蛋白所连色素为反式

构象的 +#,。因此，细菌光敏色素可逆光致变色的

结构基础是发色团（本工作中是 +#,）在光作用下的

顺反异构。

图 ) 色素蛋白 #$%&（’）、#$%&（#(!")）（*）

在暗处经 H748IJ 尿素（$K L M）变性后的吸收光谱

-./0 ) 1*54<$3.4; 5$6=3<’ 4? %484(#$%&（’）’;> %484(#$%&（#(!")）
（*）’?36< >6;’32<’3.4; .; 3%6 >’<N :.3% 2<6’（H 748IJ）.;

3%6 $<656;=6 4? %9><4=%84<.= ’=.>（$K L M）

A48.> 8.;6 =4<<65$4;>5 34 >6;’32<’3.4; ’?36< 5’32<’3.;/ .<<’>.’3.4; 4? ;’3.B6

5’7$86 :.3% E)D ;7 8./%3，’;> >43 8.;6 34 >6;’32<’3.4; ’?36< 5’32<’3.;/ .<(

<’>.’3.4; 4? ;’3.B6 5’7$86 :.3% FDD ;7 8./%3

荧光光谱进一步研究与细菌光敏色素脱辅基蛋

白所连色素的性质。色素蛋白 #$%&、#$%&（#(!")）经

FDD;7 光照后细菌光敏色素脱辅基蛋白所连色素为

顺式构象的 +#,，经 E"D;7 处激发，荧光光谱检测产

物为单一吸收峰，二者吸收峰峰值均为 EED;7；经

E)D;7 光照后，细菌光敏色素脱辅基蛋白所连色素

为反式构象的 +#,，但是比起顺式结构的 +#,，其荧

光相当弱，没有明显的荧光吸收峰（图 E）。说明在

室温条件下，藻蓝胆素（+#,）的顺式结构比反式结

构稳定。

图 E 脱辅基蛋白 #$%&（’）、#$%&（#(!")）（*）

与藻蓝胆素（+#,）直接重组生成产物在

FDD;7 光照后的荧光光谱（E"D;7 激发）

-./0E -824<65=6;=6 67.55.4; 5$6=3<27 4? <6=4;53.3236>
$<4>2=35 4? #$%&（’）’;> #$%&（#(!")）（*）’?36< .<<’>.’3.4;

:.3% FDD ;7 8./%3（6C=.3’3.4; :’B686;/3% E"D;7）

! "# "! 重组体系!：采用不同的条件进行重组（材

料与方法 & 0 E 所述），各反应条件及重组效率见表
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!。结 果 表 明，"#$ 条 件 下 脱 辅 基 蛋 白 和 裂 合 酶

%&’()%&’* 共同在重组缓冲液中预处理 !"+，再加入

藻蓝蛋白（,%）反应 -+，重组效果为最佳（图 .）。如

吸收光谱，可逆光致变色性质与 %&+!、%&+!（%/01#）

脱辅基蛋白与 ,%2 直接重组相似。作为对照组的

重组体系在相同反应条件下，重组反应不明显，仅有

微弱的光致可逆效应。表明在该重组体系中，裂合

酶 %&’()%&’* 能够催化藻蓝蛋白（,%）与其辅基色素

———藻蓝胆素（,%2）断裂，释放出 ,%2，进而提高细

菌光敏色素脱辅基蛋白与 ,%2 的重组效率，得到具

有可逆光致变色效应的胆素蛋白细菌光敏色素。

图 . %&+!（3）、%&+!（%/01#）（4）脱辅基蛋白在裂合酶 %&’()%&’*
的催化下与藻蓝蛋白（,%）体外重组生成产物的吸收光谱

*567 . 849:;&<5:= 9&>’<;3 :? ;>’:=9<5<@<>A &;:A@’<9
:? %&+!（3）3=A %&+!（%/01#）（4）B5<+ ,% ;>9&>’<5C>DE，

’3<3DEF>A 4E %&’()%&’*7 ,;（A39+>A ’@;C>）；

,?;（9:D5A ’@;C>）3=A A5??>;>=’> 9&>’<;@G（A:<<>A ’@;C>）

表 ! "#$!、"#$!（"%&’(）在裂合酶催化作用下与藻蓝蛋白（)"）不同条件下重组效率比较

*+,-. ! /011.2.34 2.563740484063 .11050.359 5+4+-9:.; ,9 "#5<="#5>

%&+!)H %&+!（%/01#）)H

3! 4 ’ A 3 4 ’ A

!!G3I J!!G5= !KK -- 7. -K 7K 1 71 !KK L-7. .1 71 !1 71

3：;>’:=9<5<@<5:= B5<+ ,% ?:; -+ 3?<>; &;>/<;>3<G>=< :? 3&:&;:<>5= 3=A %&’()%&’* 3< "#$ :C>;=56+<；

4：;>’:=9<5<@<5:= B5<+ 3&:&;:<>5= ?:; -+ 3?<>; &;>/<;>3<G>=< :? ,% 3=A %&’()%&’* 3< "#$ :C>;=56+<；

’：;>’:=9<5<@<5:= :? ,% 3=A 3&:&;:<>5= ’3<3DEF>A 4E %&’()%&’* 3< 1.$ ?:; 1+；

A：;>’:=9<5<@<5:= :? ,% 3=A 3&:&;:<>5= B5<+:@< %&’()%&’*7!*:; ’D3;5<E，B> 9>< <+> ;>D3<5C> ;>’:=9<5<@<5:= >??5’5>=’E :? %&+! 3=A %&+!（%/01#）:? G><+:A（3）39

!KKH，;>9&>’<5C>DE7

图 L %&+!、%&+!（%/01#）脱辅基蛋白和

考马斯亮蓝染色（3），重组产物锌染色（4）

*567 L %::G3995> 9<35=5=6（3）3=A M=" N /5=A@’>A
?D@:;>9’>=’> @=A>; OP（4）:? %&+!，%&+!（%/01#）

!：&@;5?5>A Q59/<36/%&+!（%/01#）；"：&@;5?5>A Q59/<36/%&+!；1：

&;:<>5= G:D>’@D3; B>56+< G3;R>;；0：&@;5?5>A ;>’:=9<5<@<5:= &;:A/
@’< :? Q59/<36/%&+!（%/01#）B5<+ ,%2；#：&@;5?5>A ;>’:=9<5<@/
<5:= &;:A@’< :? Q59/<36/%&+! B5<+ ,%2

? @& 色素蛋白锌电泳

由于色素可与 M=" N 形成螯合物，该螯合物在一

定波长光激发下发射荧光。通过分别作脱辅基蛋白

%&+!，重组蛋白的锌电泳，可以发现，在紫外光照射

下，锌电泳中重组蛋白发出桔色荧光，而脱辅基蛋白

处没有。相对应的 STS/,8U( 电泳，表明有脱辅基

蛋白 %&+! 存在。这证明在重组过程中脱辅基蛋白

与色素在裂合酶的作用下共价连接成功，并得到色

素蛋白。

’ 讨 论

目前，对光敏色素的作用机理和途径还处在初

步研究阶段。集胞藻细菌光敏色素 %&+! 是较早被

证实具有组氨酸激酶和磷酸转移酶功能的细菌光敏

色素，它的发现使得科学家重新审视植物光敏色素

的酶效应。因此，集胞藻光敏色素的研究为研究植

物光敏色素调控光信号提供了有效的模型。

光敏色素脱辅基蛋白能够在 " 7 #$%& 中高效表

达，与藻胆色素进行体外重组，得到具有特征光化学

活性的色素蛋白，色素蛋白经锌染色 STS/,8U( 电

泳、吸收光谱、荧光光谱得以证实。本实验中光敏色

素脱辅基蛋白和藻蓝胆素直接重组反应所得结果显

示，%&+! 重组效率较 %&+!（%/01#）好，由二者的吸收

光谱得到的!!G3I J!!G5= 分别为 K 7 !! 和 K 7 K##；此

"0" 生 物 工 程 学 报 "K 卷



外，!"#$%&!’ 和 !"#$（!%()*）%&!’ 的!!+,- .!!+/0值

差别较大，分别为 $ 122 和 ( 13*。其原因可能是由于

!"#$（!%()*）与光敏色素全片段相比 ! 端缺失了 ()*
个氨基酸片段，影响了蛋白质的正常构象。文献报

道 !"#$%&!’ 的!!+,- .!!+/0值为 $ 13)［*］。

本实验利用裂合酶 !"45.!"46 的催化作用，促

进藻蓝蛋白（&!）和细菌光敏色素脱辅基蛋白的重

组反应，为细菌光敏色素重组提供了新的思路。不

同重组条件实验结果显示，2*7条件下，脱辅基蛋白

和裂合酶混合预处理过夜，再加入藻蓝蛋白（&!）反

应 8# 重组效率最高。其原因可能是较其他几种反

应条件，脱辅基蛋白与裂合酶在预处理过程中充分

作用，在后续反应中裂合酶能够充分发挥催化作用，

使后续反应进行充分。没有裂合酶 !"45.!"46 参与

的反应条件下，脱辅基蛋白结合藻蓝胆素（&!’）的

能力 不 强，重 组 效 率 分 别 为 最 佳 条 件 的 ) 1 )9
（!"#$）和 $) 1)9（!"#$（!%()*）），较其他有裂合酶参

与反应条件的重组效率也较低。其原因可能为没有

裂合酶的作用下，光敏色素从 &! 上夺取 &!’ 的能

力有限，&!’ 很难从 &! 上断裂，参与和细菌光敏色

素结合的 &!’ 大大减少，因此生成的胆素蛋白也减

少，表现在光谱上显示出较低的重组效率。

光敏色素是一种具有可逆光致变色性质的色素

蛋白质。随着材料科学、信息科学、微电子科学、薄

膜技术和激光技术的发展，这类生物分子材料应用

于光电探测、人工神经网络、视觉模拟系统、非线性

光学材料、光学信息储存与处理等方面的探索十分

活跃。细菌光敏色素新型可逆光致变色体系的建

立，为应用光敏色素可逆光致变色生物材料，设计生

物光电器件打下了基础。此外，作为胆素蛋白的一

种，光敏色素在食品、化妆品、医药和生物工程等领

域具有良好的发展前景。
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招聘启事

中国农科院重大创新工程中心

招聘博士后和博士生启事

本实验室属中国农业科学院重大创新工程中心，主要开展包括拟南芥、大豆在内的植物信号转导机制

及其功能基因组学研究（+11/：P===7 0%*-29% 7 890$ 7 -!8P#9!:%"PQ$9801;PL%&）。实验室位于中国农业科学院新建的

研究大楼内，拥有先进的分子生物学、遗传学和蛋白质组学研究设备。现拟招聘两名博士后，要求具有博士

学位及丰富的植物分子遗传学和生物化学的研究经验，实验室将提供住房、高薪及其他奖励等待遇，表现突

出者将有机会前往美国接受进一步培训。有意者请速将个人简历发给王宗华教授（X"&,+8$=Y ;$+""7 9"#）。

本实验室还招收若干名博士研究生，欢迎有志者报考。

中国农业科学院重大创新工程中心
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