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蓝藻红色荧光蛋白 Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ 在
Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３)中的表达及其突变体构建
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(１. 湖北民族大学生物资源保护与利用湖北省重点实验室ꎬ 湖北恩施 ４４５０００ꎻ ２. 湖北民族大学生物科学与

技术学院ꎬ 湖北恩施 ４４５０００ꎻ ３. 华中农业大学农业微生物学国家重点实验室ꎬ 武汉 ４３００７０)

摘　 要: 采用 ＰＣＲ 技术从鱼腥藻(Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ.) ＰＣＣ ７１２０ 中扩增获得红色荧光蛋白基因 ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２ꎬ 并利

用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ酶切位点ꎬ 将该基因插入到 ｐＥＴ￣３０ａ(＋)中ꎬ 构建表达载体 ｐＥＴ￣ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２ꎮ 将该表达载

体与藻胆色素生物合成质粒 ｐＡＣＹＣ￣ｈｏ１￣ｐｃｙＡ 同时转化到大肠杆菌 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３)ꎬ 表达后获得大肠杆菌

色素细胞ꎮ 结果显示ꎬ 该色素细胞在荧光显微镜下具有红色荧光ꎬ 且在 １５Ｅ / １５Ｚ 态之间具有可逆光效应ꎮ 进一

步以 ｐＥＴ￣ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２ 为模板ꎬ 通过定点突变技术在 ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２ 基因中引入 Ｃ５３Ａ 突变ꎬ 获得了突变体

Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ (Ｃ５３Ａ)ꎮ 将 Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ (Ｃ５３Ａ)与藻胆色素在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３)中共表达ꎬ 获得了比野生

型红色荧光更强的大肠杆菌色素细胞ꎮ 研究结果表明ꎬ 与野生型相比ꎬ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ (Ｃ５３Ａ)具有较高的摩尔

消光系数和荧光量子产率ꎬ 红色荧光更强ꎮ
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ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｐｈｏｔｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ １５Ｅ ｆｏｒｍ (λｍａｘ
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ｃｕｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｕｔｉｌｉｔｙ ｏｆ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
(ＧＦＰ ) ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ[４ꎬ５] . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ
ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ＧＦＰ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ａｒｅ ｌｉｍｉ￣
ｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ４４０－５５０ ｎｍ[６] . Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＧＦＰ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓꎬ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｆｒｏｍ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓ ｓｈｏｗ ｌｏｎｇｅｒ ｅｍｉｓ￣
ｓｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓꎬ ｌｏｗｅｒ ｉｍａｇｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｓꎬ
ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌｓ[７] . Ｉｎ ａｄｄｉ￣
ｔｉｏｎꎬ ＧＡＦ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓ ｃａｎ
ｂｅ ｓｅｌｆ￣ｃａｔａｌｙｚｅｄ ｔｏ ｂｉｎｄ ｔｏ ＰＣＢ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ｃａ￣
ｔａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｙａｓｅ[８] . Ｔｈｅｓｅ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｒｅｎｄｅｒ
ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓ ａｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ
ａｎｄ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｍａｔｅｒｉａｌ.

Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ Ａｌｌ１２８０ ｆｒｏｍ Ａｎａ￣
ｂａｅｎａ ｓｐ. ＰＣＣ ７１２０ ｉｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａ ｐｕｔａｔｉｖｅ ｃｙ￣

ａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅ ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｍｐｏｓｅｄ ｔｗｏ
ＧＡＦ ｄｏｍａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｎ￣ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｇｉｏｎ. Ｐｒｅｖｉｏｕｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｈａｓ ａｌｓｏ ｓｈｏｗｎ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｔｏ ｈａｖｅ ａ
４２％ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｗｉｔｈ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ
(ＲＧＳ) ( ｃｏｄｅｄ ｂｙ ｓｌｒ１３９３ ｇｅｎｅ) [９] . Ｔｏ ｓｔｕｄｙ
ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎬ ｗｅ
ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｎｚｙｍｅ ｔｈａｔ
ｃａｔａｌｙｚｅｄ ＰＣＢ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３) . Ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｃｅｌｌｓ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｎｇ ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｗａｓ ｔｈｅｎ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｗｅ ａｌｓｏ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔ ｍｕｔａ￣
ｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｃｙｓ５３ ｉｎ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２. Ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｃｙｓ５３ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ
ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ａ ｓｕｂｃｌａｓｓ ｏｆ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏ￣
ｃｈｒｏｍｅｓꎬ ａｂｏｌｉｓｈｅｄ １５Ｚ / １５Ｅ ｐｈｏｔｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ
Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｙｉｅｌｄｉｎｇ ｓｔａｂｌｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ.

１　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ

１􀆰 １　 Ｒｅａｇｅｎｔｓꎬ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｐｌａｓｍｉｄ ｖｅｃｔｏｒｓ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｐＥＴ￣３０ａ ( ＋) ｗａｓ ｐｕｒ￣

ｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ Ｎｏｖａｇｅｎ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ. Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ.
ＰＣＣ ７１２０ ｗａｓ ｐｕｒｃｈａｓｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ
Ａｌｇａｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ
ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ. Ｔｈｅ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｋｉｔ
ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｔａｋａｒａ. ｐＡＣＹＣ￣ｈｏ１￣ｐｃｙＡꎬ ａ
ＰＣＢ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｌａｓｍｉｄ ｗｈｏｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｇｅｎｅ￣
ｒａｔｅｄ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅｓ ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｈｅｍｅ ＨＯ１
ａｎｄ ｂｉｌｉｖｅｒｄｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＰｃｙＡ ｉｎ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３)ꎬ ａｎｄ Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏ￣
ｌｏｇｙꎬ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ.
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１􀆰 ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄｓ
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏ￣

ｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｌｌ１２８０ ｇａｆ ２ (Ｔａｂｌｅ １) . Ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ. ＰＣＣ ７１２０ ａｓ
ａ ｔｅｍｐｌａｔｅꎬ ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｉ￣
ｍｅｒｓ Ｐ１－ Ｐ２. Ｔｈｅ ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｉｎｓｅｒｔｅｄ
ｉｎｔｏ ｐＥＴ￣ ３０ａ(＋) ｕｓｉｎｇ ＢａｍＨⅠ ａｎｄ ＳａｌⅠ ｅｎ￣
ｚｙｍｅ ｓｉｔｅｓꎬ ｗｉｔｈ ｐＥＴ￣ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２ ｔｈｕｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ.
Ｆｏｒ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓꎬ Ｐ３ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ
ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｃ５３ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｗｉｔｈ Ａ５３. Ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｋｉｔꎬ ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２
(Ｃ５３Ａ) ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ｐＥＴ￣ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２ ａｓ
ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅꎬ Ｐ３ ａｎｄ Ｐ４ ａｓ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ. Ｔｈｅ
ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２(Ｃ５３Ａ) ｗａｓ ｔｈｅｎ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐＥＴ￣
３０ａ( ＋) ｕｓｉｎｇ ＢａｍＨⅠ ａｎｄ ＳａｌⅠꎬ ｗｉｔｈ ｐＥＴ￣
ａｌｌ１２８０ ｇａｆ ２(Ｃ５３Ａ) ｔｈｕｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｎｕｃｌｅｏ￣
ｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｈａｔ ａｌｌ１２８０ ｇａｆ ２ ａｎｄ
ａｌｌ１２８０ ｇａｆ２(Ｃ５３Ａ) ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐＥＴ￣３０ａ (＋) ｖｅｃｔｏｒ.

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ＤＮＡ

Ｐ１

Ｐ２

５′￣ＣＣＣＧＧＡＴＣＣＣＡＡＴＣＧＣＴＧＡＡＴＣＴＡ￣
ＣＡＡＡＡＴ￣３′
５′￣ＧＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＣＡＡＴＴＣＡＴＴＣＴ￣
ＧＧＧＣＴＴＧ￣３′

ａｌｌ１２８０
ｇａｆ２

Ｐ３
Ｐ４

５′￣ＡＡＴＧＣＡＴＴＴＣＡＧＴＣＡＧＧＡＧＣＡＧＧＡ￣３′
５′￣ＡＴＣＴＴＧＡＡＴＡＴＣＴＧＣＧＣＣＴＡＧＡＧＣ￣３′

ａｌｌ１２８０
ｇａｆ２
(Ｃ５３Ａ)

１􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ
Ｔｈｅ ｐＥＴ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ＰＣＢ ｂｉｏｓｙｎ￣

ｔｈｅｓｉｓ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＡＣＹＣ￣ｈｏ１￣ｐｃｙＡ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓ￣
ｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３) ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｏｎ
ＬＢ ａｇａｒ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ
(２０ μｇ / ｍＬ) ａｎｄ ｋａｎａｍｙｃｉｎ (４０ μｇ / ｍＬ) . Ｔｈｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｌａｔｅｒ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ
ｉｎ ＬＢ ｌｉｑｕｉｄ ｍｅｄｉｕｍ. Ｗｈｅｎ ＯＤ６００ ｒｅａｃｈｅｄ ０􀆰 ８ꎬ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
１ ｍｍｏｌ / Ｌ ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ β￣Ｄ￣ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ ( ＩＰＴＧ) .
Ａｆｔｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｆｏｒ １４ ｈ ａｔ １８℃ ａｎｄ １５０ ｒ / ｍｉｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｄａｒｋꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｗａｓｈｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａｔｅｒ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｐｔｈｅｎ ｒｅ￣ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｉｎ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ

(ＫＰＢꎬ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ ７􀆰２) ａｎｄ ｂｒｏｋｅｎ ｗｉｔｈ
ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ３ ｍｉｎ ａｔ ５０ Ｗ. Ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
ｗａｓ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｅｄ ａｔ ９０００ ｇ ｆｏｒ １５ ｍｉｎ ａｔ ４℃.
Ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｖｉａ Ｎｉ２＋ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ. Ｗｅ ｕｓｅｄ ＫＰＢ ( ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
ｐＨ ７􀆰 ２ ) ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰０５ ｍｏｌ / Ｌ ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｆｏｒ
ｉｍｐｕｒｉｔｙ ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ＫＰＢ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ
ｉｍｉｄａｚｏｌｅ ｆｏｒ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎ[１０] .
１􀆰 ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ａｓｓａｙ

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ Ｂｒａｄｆｏｒｄ ａｓｓａｙꎬ ｃａｌｉｂｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ
ａｌｂｕｍｉｎ. ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｕｆ￣
ｆｅｒ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ Ｌａｅｍｍｌｉ[１０] . Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ １􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ ｚｉｎｃ ａｃｅｔａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ５ ｍｉｎꎬ
ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ.
１􀆰 ５　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ

Ｐｈｏｔｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｗｉｔｈ ａ ｆｉ￣
ｂｅｒ ｏｐｔｉｃ ｃｏｌｄ￣ｌｉｇｈｔ ｓｏｕｒｃｅ ( Ｉｎｔｒａｌｕｘ ５１００ꎬ Ｖｏｌｐｉꎬ
１５０ Ｗ) ｅｑｕｉｐｐｅｄ ｗｉｔｈ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｆｉｌｔｅｒｓ. Ｓａｍ￣
ｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ｕｓｉｎｇ ４００ ｏｒ ５７０ ｎｍ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｆｉｌｔｅｒｓ. Ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｗｅｒｅ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ＵＶ￣Ｖｉｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ (Ｐｅｒｋｉｎ￣Ｅｌ￣
ｍｅｒ Ｌａｍｂｄａ ２５) ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ３００－８００ ｎｍ ｓｃａｎ￣
ｎｉｎｇ ｒａｎｇｅ. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｗｅｒｅ ｍｅａｓ￣
ｕｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ (Ｈｉｔａｃｈｉ
Ｆ４５００) . Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｕｍ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎꎬ ΦＦꎬ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ[１１] .
１􀆰 ６　 Ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ

Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｔｙｐｅ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅꎬ ｃｈｒｏ￣
ｍｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｉｄｉｃ ｕｒｅａ
(８ ｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ １􀆰５) . Ａｆｔｅｒ ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎꎬ ｃｈｒｏｍｏ￣
ｐｈｏｒｅｓ ｗｅｒｅ ｆｒｅｅ ｆｒｏｍ ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐ￣
ｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｔｈｅｎ ｍｅａｓｕｒｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｔｒａ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｍｏｌａｒ ｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉ￣
ｃｉｅｎｔꎬ εＶｉｓꎬ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ
ｕｓｉｎｇ Ｌａｍｂｅｒｔ￣Ｂｅｅｒ’ｓ ｌａｗ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐ￣
ｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｄｅ￣
ｎａｔｕｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ[１０] .

３８１　 第 ２ 期　 　 马 琼等: 蓝藻红色荧光蛋白 Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３)中的表达及其突变体构建(英文)



１􀆰 ７　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｏｂ￣
ｔａｉｎｅｄ ｖｉａ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ＰＣＢ ｉｎ
Ｅ. ｃｏｌｉ. Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｗａｓｈｅｄ ｔｗｉｃｅ ｗｉｔｈ ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ ｗａ￣
ｔｅｒ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰０５％ ａｇａｒｏｓｅ.
Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｐｏｓｉｔｅｄ ｏｎ ｇｌａｓｓ ｓｌｉｄｅｓ ａｔ ｒｏｏｍ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ. Ｂｒｉｇｈｔ￣ｆｉｅｌｄ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ
ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｕｎｄｅｒ ｗｈｉｔｅ ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉ￣
ｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｕｎｄｅｒ ｃｏｌｄ ｌｉｇｈｔ ｖｉａ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ[１１] .

２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ

２􀆰 １ 　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０
ＧＡＦ２ ａｎｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ)

Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ａｎｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ( Ｃ５３Ａ )
ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ＰＣＢ ｉｎ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１
( ＤＥ３ )ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｃｈｒｏｍｏｐｒｏ￣
ｔｅｉｎｓꎬ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ａｎｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ)ꎬ
ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ
Ｚｎ２＋ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｒ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ.
Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｂａｎｄｓ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ａｎｄ
Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ( Ｃ５３Ａ ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥꎬ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｉｔｓ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ａ￣
ｂｏｕｔ ２６ ｋＤ ( Ｆｉｇ􀆰１) . Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ａｎｄ Ａｌｌ１２８０
ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ) ｂｏｔｈ ｓｈｏｗｅｄ Ｚｎ２＋￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｔ ｂａｎｄｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ａｎｄ
ｃｏｕｌｄ ｂｉｎｄ ｔｏ ＰＣＢ ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ.

29 kD

24 kD

1 2

１: Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎻ ２: Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ) .

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｗｉｔｈ Ｚｎ２＋

ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ

２􀆰 ２　 Ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｉｓ ｐｈｏｔｏｒｅ￣
ｖｅｒｓｉｂｌｅ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

Ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｄｅｍｏｎｓｔｒａ￣
ｔｅｄ ｒｅｖｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ １５Ｅ / １５Ｚ ｆｏｒｍｓ ｗｉｔｈ ｉｒｒａ￣
ｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｒｔａｉｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｌｉｇｈｔ. Ａｆｔｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

ｗｉｔｈ ａ ４００￣ｎｍ ｌｉｇｈｔꎬ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０
ＧＡＦ２ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ １５Ｅ ｐｈｏｔｏ￣ｅｘｃｉｔｅｄ
ｆｏｒｍ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｉｔ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｒｅｍａｒｋａｂｌｅ ａｂ￣
ｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｔ ５６０ ｎｍ ( Ｆｉｇ􀆰２: ａ)ꎬ ｍａｘｉｍｕｍ ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ａｔ ６３５ ｎｍ ( Ｆｉｇ􀆰２: ｂ)ꎬ ａｎｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｕｍ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ０􀆰０７ ( Ｔａｂｌｅ ２)ꎬ
ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ａｆ￣
ｔｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ａ ５７０￣ｎｍ ｌｉｇｈｔꎬ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙ￣
ｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ １５Ｅ
ｐｈｏｔｏ￣ｅｘｃｉｔｅｄ ｆｏｒｍ ｔｏ １５Ｚ ｄａｒｋ ｆｏｒｍ. Ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｉｎ￣
ｔｅｎｓｉｖｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅａｋ ｏｆ １５Ｚ￣Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２
ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｔ ４１３ ｎｍ ( Ｆｉｇ􀆰２: ａ ) . Ａｔ ｔｈｅ
ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬ ｉｔｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｐｅａｋ ａｔ ６３５
ｎｍ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ( Ｆｉｇ􀆰２: ｂ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｕｍ ｙｉｅｌｄ ｗａｓ ｚｅｒｏ (Ｔａｂｌｅ ２) . Ｖｉａ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ
ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ４００￣ｎｍ / ５７０￣ｎｍ ｌｉｇｈｔꎬ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｐ￣
ｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｒｅｖｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ４１３ ｎｍ ａｎｄ
５６０ ｎｍ. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｐｅａｋ ａｔ ６３５ ｎｍ
ｗａｓ ａｌｓｏ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｆｏｒｍ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｆｏｒｍ.

Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｆ ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅ
ｉｓ ａｕｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃ. Ｓｏｍｅ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓ ｃａｎ
ｉｓｏｍｅｒｉｚｅ ＰＣＢ ｉｎｔｏ ｐｈｙｃｏｖｉｏｌｏｂｉｌｉｎ (ＰＶＢ) ｄｕｒｉｎｇ
ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ[１１] . Ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔｕｄｙꎬ
Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｉｓｏｍｅｒｉｚｅ
ＰＣＢ ｉｎｔｏ ＰＶＢ (Ｔａｂｌｅ ２) .
２􀆰 ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｃｅｌｌｓ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｎｇ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２

Ｔｈｅ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａ￣
ｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｕｎ￣
ｄｅｒ ４００￣ｎｍ ｌｉｇｈｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｅｎｔｉｒｅ ｃｅｌｌ
(Ｆｉｇ􀆰３: ａꎬ ｂ) . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ
ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｃｅｌｌｓ ｄｉｓａｐ￣
ｐｅａｒｅｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ｕｎｄｅｒ ５７０￣ｎｍ ｌｉｇｈｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
(Ｆｉｇ􀆰３: ｃ) . Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｖｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｌｅａｒｌｙ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ. Ｔｈｕｓꎬ ｔｈｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２
ｃｏｕｌｄ ｓｅｒｖｅ ｗｅｌｌ ｉｎ ｔｈｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｉｎｇ ｃｅｌｌｓ.
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Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ (ａ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ (ｂ) ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄａｔａ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｃｈｒｏｍｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅ

Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

λｍａｘ

(ｎｍ)

１５Ｚ １５Ｅ

εＶｉｓ
(ｍｍｏｌ / ｃｍ)

１５Ｚ １５Ｅ

Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

λｍａｘ

(ｎｍ)
ΦＦ

１５Ｅ １５Ｅ

Ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ

εＶｉｓΦＦ
Ｙｉｅｌｄ

(ｍｇ / Ｌ)

Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ＰＶＢ / ＰＣＢ ４１３ ５６０ ４４ ５５ ６３５ ０.０７ ３.８５ １.６

Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ) ＰＣＢ
－ ５８０

６３５ｗ
－ －

５８
－

６５６
－

０.１２
－

６.９６
－
２.４

　 　 Ｎｏｔｅｓ: Ｓｐｅｃｔｒａ ｗｅｒｅ ｒｅｃｏｒｄｅｄ ｉｎ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ (ＫＰＢꎬ ２０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ ７.２) . Ｄａｔａ ｗｅｒｅ ａｖｅｒａｇｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎ￣
ｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. “ｗ” ｄｅｎｏｔｅｓ ｗｅａｋ ｐｅａｋｓ.

ca b
ａ: Ｂｒｉｇｈｔ￣ｆｉｅｌｄ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎻ ｂ: Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １５Ｅ￣Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎻ ｃ:
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １５Ｚ￣Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２.

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｈｏｔｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｉｎ Ｅ. ｃｏｌｉ

２􀆰 ４　 Ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ) ｉｓ
ｎｏｔ ｐｈｏｔｏｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｂｕｔ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

Ｓｏｍｅ ＣＢＣＲｓ ｈａｖｅ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ＤＸＣＦ ｍｏｔｉｆｓꎬ
ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｆｏｒｍｉｎｇ ａ
ｓｅｃｏｎｄ ｂｏｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅ. Ｌｏｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅ￣
ｃｏｎｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｌｉｎｋａｇｅ ｃａｎ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｆｏｒ￣
ｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅｓ[１２] . Ｃ５３ ｉｓ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ
ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ＤＸＣＦ ｍｏｔｉｆ ａｎｄ ｉｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ａ
ｓｕｂｃｌａｓｓ ｏｆ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎬ ＳｙＰｉｘＪ１ꎬ Ａｌｌ２２３９ꎬ Ａｌｒ２２７９ꎬ ａｎｄ
Ｔｌｒ０９２４ (Ｆｉｇ􀆰４). Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎ￣

ｓｅｒｖｅｄ ＤＸＣＦ ｍｏｔｉｆ ｉｓ ｕｓｕａｌｌｙ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｗｉｔｈ ａｌｉ￣
ｐｈａｔｉｃ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄꎬ ａｌａｎｉｎｅ (Ａｌａ)ꎬ ｏｒ ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ
(Ａｓｐ) [１３]ꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｌｙ ｐｏｓｉｔｉｏｎｅｄ
ｉｎ ＣＢＣＲｓ.

Ｗｈｅｎ Ａ５３ ｗａｓ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ ｆｏｒ Ｃ５３ ｉｎ Ａｌｌ１２８０
ＧＡＦ２ꎬ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ (Ｃ５３Ａ) ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａ ｍａｘｉ￣
ｍｕｍ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｐｅａｋ ａｔ ５８０ ｎｍ ａｎｄ ａ ｗｅａｋ
ｐｅａｋ ａｔ ６３５ ｎｍ (Ｔａｂｌｅ ２)ꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ａ ｓｔｒｏｎｇ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｐｅａｋ ａｔ ６５６ ｎｍ ( Ｆｉｇ􀆰５) .
Ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ( Ｃ５３Ａ)
ｗｉｔｈ ｇｒｅｅｎ ｏｒ ｒｅｄ ｌｉｇｈｔ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ
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ＤＸＣＦ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｄａｒｋ ｇｒｅｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ａｓｐ￣Ｘａａ￣Ｃｙｓ￣Ｐｈｅ ｍｏｔｉｆｓ. ＣＨ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄ ｉｎ ｌｉｇｈｔ ｇｒｅｙ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ Ｃｙｓ￣Ｈｉｓ ｍｏｔｉｆｓ.

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧＡＦ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＤＸＣＦ ＣＢＣＲｓ

ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｏｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａꎬ
ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｃ５３ ｗｉｔｈ Ａ５３ ａｂ￣
ｌａｔｅｄ １５Ｚ / １５Ｅ ｐｈｏｔｏｒｅｖｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎬ
ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ＰＣＢ ａｄｄｕｃｔ ｔｈａｔ ｅｘ￣
ｈｉｂｉｔｅｄ ｓｔａｂｌｅ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ ｓｉｍｉｌａｒ
ｔｏ Ｔｌｒ０９２４(Ｃ４９９Ｄ) [１４] .
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Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ (ｄａｓｈｅｄ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ (ｓｏｌｉｄ)
ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ)

Ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｅｄ ｃｅｌｌｓꎬ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ (Ｃ５３Ａ) ｗａｓ ａｌｓｏ
ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ＰＣＢ ｉｎ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ. Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｃａｐｔｕｒｅｄ.
Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ( Ｃ５３Ａ ) ｐｉｇｍｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｓｔｒｏｎｇ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ( Ｆｉｇ􀆰６ ) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎬ
Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ) ｐｏｓｓｅｓｓｅｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｍｏ￣
ｌａｒ ｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ( εＶｉｓ ＝ ５８ × １０３) ꎬ ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｕｍ ｙｉｅｌｄ (ΦＦ ＝ ０􀆰１２)ꎬ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｃｅｌｌ ｙｉｅｌｄ ( ２􀆰４ ｍｇ / Ｌ )ꎬ ａｎｄ ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓ ｖａｌｕｅ
(６􀆰９６) ( Ｔａｂｌｅ ２) . Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ

ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｃ５３ ｃｈａｎｇｅｄ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｒａｔｉｏ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２(Ｃ５３Ａ) ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ＰＣＢ
ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｕｍ ｙｉｅｌｄ.
Ａｓ ａ ｒｅｓｕｌｔꎬ ｔｈｅ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｎｇ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ( Ｃ５３Ａ ) ｗａｓ ｓｔｒｏｎｇｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２.

b

a

ａ: Ｒｉｇｈｔ￣ｆｉｅｌｄ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ( Ｃ５３Ａ) ｉｎ
Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ. ｂ: Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２
(Ｃ５３Ａ) Ｅ. ｃｏｌｉ.

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｍｕｔａｎｔｓ ｉｎ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ

３　 Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ

ＧＡＦｓ ｏｆ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓ ｃｏｍｐａｒｅ ｆａ￣
ｖｏｒａｂｌｙ ｗｉｔｈ ＧＦＰ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ｂｏｔｈ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ ｏｆ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｍｉｓｓｉｏｎ. Ｉｎ ａｄｄｉ￣
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ｔｉｏｎꎬ ＧＡＦｓ ｃａｎ ｂｉｎｄ ｂｉｌｉｎｓ ａｕｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃａｌｌｙꎬ ｓｕｃｈ
ｔｈａｔ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｄｏｅｓ ｎｏｔ ｄｅｐｅｎｄ ｏｎ ｌｙａ￣
ｓｅｓ[１３ꎬ１４] . Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｌｉｍｉｔｅｄꎬ ｈｏｗｅ￣
ｖｅｒꎬ ａｓ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｅｓ ｍｕｓｔ ｂｅ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｓｅｐａ￣
ｒａｔｅｌｙ ｏｒ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｗｉｔｈ ａｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｉｖｉｎｇ
ｃｅｌｌｓ[１５] .

Ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ
ｐｈｏｔｏ￣ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ ｒｅｖｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓ￣
ｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｔｅｓ. Ｔｈｉｓ ｒｅｖｅｒｓｉ￣
ｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １５Ｚ / １５Ｅ ｉｓｏｍｅｒｉｓｍ ｏｆ ＰＣＢ
ｕｎｄｅｒ ｃｅｒｔａｉｎ ｌｉｇｈｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ. Ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｒｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ꎬ ｓｉｔｅ￣ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｍｕｔａ￣
ｇｅｎｅｓｉｓ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
Ｃｙｓ５３ ｗａｓ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｐｈｏｔｏｃｏｎ￣
ｖｅｒｓｉｏｎ ｏｆ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ｂｅｃａｕｓｅ ｉｔｓ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ａ ＰＣＢ ａｄｄｕｃｔ ｔｈａｔ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｐｈｏｔｏ￣
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ. Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ (Ｃ５３Ａ) ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ
ＰＣＢ ｍｏｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙꎬ ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｃｈｒｏｍｏｐｈｏｒｙｌａｔ￣
ｅｄ Ａｌｌ１２８０ ＧＡＦ２ ( Ｃ５３Ａ) ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｍｏｌａｒ
ｅｘｔｉｎｃｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｕｍ
ｙｉｅｌｄ.

Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｎｅｗ ｃｏｎｃｅｐｔｓ ａｎｄ ｍｅ￣
ｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｆｒｏｍ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓ. Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｉｔｓ ｍａｎｙ
ａｄｖａｎｔａｇｅｓꎬ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｃｙａ￣
ｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓ ｈａｓ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ
ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｓｈｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｂｒｉｇｈｔｎｅｓｓꎬ ｓｔａｂｉｌｉｔｙꎬ ａｎｄ
ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｒｏｍ ｃｙａｎｏｂａｃｔｅ￣
ｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓꎬ ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｂｒｏａｄｅｎｉｎｇ ｉｔｓ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｂｉｏｌｏｇｙ.
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Ｂｉｏｃｈｅｍꎬ ２０１４ꎬ ５３ (３１): ５０５１－５０５９.

[１５] 　 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ ＥＡꎬ Ｃａｍｐｂｅｌｌ ＲＥꎬ Ｌｉｎ ＪＹꎬ Ｌｉｎ ＭＺꎬ Ｍｉｙａｗａｋｉ
Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｉｎｇ ａｎｄ ｇｌｏｗｉｎｇ ｔｏｏｌｂｏｘ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ａｎｄ ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ ２０１７ꎬ ４２(２): １１１－１２９.
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