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蓝细菌光敏色素 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 及其
突变体的表达与光化学性质研究

马 琼１ꎬ２*ꎬ 向建伟１ꎬ２ꎬ 牟若兰１ꎬ２ꎬ 邓腊青１ꎬ２ꎬ 王 运１ꎬ２ꎬ 周 明３

(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. ＰＣＣ７１２０)中扩增蓝细菌光敏色素基因片段 ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ꎬ 将

ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ 插入到 ｐＥＴ￣３０ａ(＋)载体中ꎬ 构建表达质粒 ｐＥＴ￣ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ꎮ 最后将 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 与 ＨＯ１、 ＰｃｙＡ
在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)中共表达获得色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ꎬ 并对该蛋白的光化学性质进行分析ꎮ 结果显示ꎬ 色

素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 结合色素为藻蓝胆素(ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｏｂｉｌｉｎꎬ ＰＣＢ)或藻紫胆素(ｐｈｙｃｏｖｉｏｌｏｂｉｌｉｎꎬ ＰＶＢ)ꎬ 在 ３
种不同吸收态 １５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ、 中间态和 １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ之间具有顺序可逆光效应ꎮ 通过定点突变技术将 ＤＸＣＦ 基序中的

保守性 Ｃｙｓ 突变为 Ａｌａꎬ 获得了突变体 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)ꎮ 将 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)与 ＨＯ１、 ＰｃｙＡ 共表达ꎬ
获得色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)ꎮ 研究结果表明 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ) 结合色素为 ＰＣＢꎬ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２
(Ｃ７２Ａ) ￣ＰＣＢ 具有较强的荧光活性ꎬ 其荧光量子的产率高达 ０􀆰１１ꎮ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)不仅能够共价结合

ＰＣＢꎬ 还可以结合胆绿素(Ｂｉｌｉｖｅｒｄｉｎꎬ ＢＶ)ꎬ 均具有较强的红色荧光活性ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｐＥＴ￣ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ꎬ ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＰＣＲ) ｆｒｏｍ Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ. ＰＣＣ７１２０ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐＥＴ￣
３０ａ( ＋) . Ｆｏｒ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｐＥＴ￣ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１
(ＤＥ３) ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐＡＣＹＣ￣ｈｏ１￣ｐｃｙＡ ａｎｄ ｂｉｌｉｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｂｉｌｉ￣Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ ｈａｄ ａ ｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ｐｈｏｔｏｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
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　 　 蓝细菌光敏色素(ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｃｈｒｏｍｅｓꎬ ＣＢ￣
ＣＲｓ)是蓝细菌捕光系统的重要组成部分ꎬ ＣＢＣＲｓ
的 Ｎ 末端含有 ＧＡＦ ( ｃＧＭＰ ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅꎬ
ａｄｅｎｙｌｙｌ ｃｙｃｌａｓｅ ａｎｄ ＦｈｌＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎꎬ ＧＡＦ)
结构域ꎬ 该结构域可以共价结合线性四吡咯色素ꎬ
在色素化过程中起绑定色素的作用[１ꎬ ２]ꎮ 少数 ＣＢ￣
ＣＲｓ 既能够结合胆绿素(ｂｉｌｉｖｅｒｄｉｎꎬ ＢＶ)ꎬ 又能够

结合藻蓝胆素(ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｏｂｉｌｉｎꎬ ＰＣＢ)ꎮ ＢＶ 广泛

存在于生物细胞内ꎬ 它是由生物细胞内源的血红素

在血红素氧化酶(ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ １ꎬ ＨＯ１)的催

化作用下形成的四吡咯色素中间产物ꎮ ＰＣＢ 的生

物合成也源于血红素ꎬ 首先血红素被血红素氧化酶

ＨＯ１ 氧化为 ＢＶꎬ 随后 ＢＶ 在蓝细菌胆绿素还原酶

ＰｃｙＡ 的还原作用下转化为 ＰＣＢ[３]ꎮ
目前仅在海洋藻 Ａｃａｒｙｏｃｈｌｏｒｉｓ ｍａｒｉｎａ 中发现

了能够结合 ＢＶ 的 ＣＢＣＲｓ[４ꎬ ５]ꎬ 尚未在淡水藻中发

现结合 ＢＶ 的 ＣＢＣＲｓꎮ 分析鱼腥藻(Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ.
ＰＣＣ７１２０)中蓝藻光敏色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 的氨

基酸序列及其结构域ꎬ 发现 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 与红色荧

光蛋白 ＲＧＳ (编码基因 ｓｌｒ１３９３) 的同源性达 ３８％[４]ꎮ
本研究利用 ＰＣＲ 和蛋白质体外表达技术ꎬ 从

淡水鱼腥藻(Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ. ＰＣＣ７１２０)中获得了

ＣＢＣＲｓ 辅基蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ꎬ 实验结果结果

表明 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 能够共价结合 ＰＣＢ 和藻紫胆

素(ｐｈｙｃｏｖｉｏｌｏｂｉｌｉｎꎬ ＰＶＢ)ꎬ 且具有明显的顺序

可逆光效应ꎬ 但不能结合生物细胞内普遍存在的

ＢＶꎮ 利用定点诱变技术对 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 中保守

性 ＤＸＣＦ 基序中的半胱氨酸 Ｃｙｓ 进行突变ꎬ 获得

了 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ ( Ｃ７２Ａ)ꎬ 该 突 变 体 能 够结合

ＰＣＢ 和 ＢＶꎬ 且具有较强的红色荧光活性ꎬ 因此

Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)作为红色荧光蛋白可以进一

步开发为荧光探针ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

本研究所用载体 ｐＥＴ￣３０ａ(＋)购买于 Ｎｏｖａｇｅｎ
公司ꎻ 鱼腥藻购买自中国科学院淡水藻种库

(Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ａｌｇａｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ａｔ ｔｈｅ Ｉｎｓｔｉ￣
ｔｕｔｅ ｏｆ Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ ＦＡＣＨＢ)ꎻ ＭｕｔａｎＢＥＳＴ Ｋｉｔ
定点 突 变 试 剂 盒 为 Ｔａｋａｒａ 公 司 产 品ꎮ 质 粒

ｐＡＣＹＣ￣ ｈｏ１￣ｐｃｙＡ、 ｐＡＣＹＣ￣ｈｏ１ 和大肠杆菌 Ｅ.
ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３)由华中农业大学惠赠ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 表达质粒的构建

以鱼腥藻基因组为模板ꎬ 以 Ｐ１、 Ｐ２ 为引物

(表 １)ꎬ 对 ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ 进行体外扩增ꎬ 扩增程序

为: ９４℃预变性 ２４０ ｓꎻ ９４℃变性 ６０ ｓꎻ ４８℃退火

６０ ｓꎻ ７２℃延伸 ６０ ｓꎻ 共循环 ３０ 次ꎻ 最后 ７２℃延

伸 ３００ ｓꎮ 经检测ꎬ 扩增产物大小为 ４８０ ｂｐꎮ 进一

步将 ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ 克隆到 ｐＥＴ￣３０ａ(＋)载体中ꎬ 获得

表达质粒 ｐＥＴ￣ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ꎮ 以 ｐＥＴ￣ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ 为

模板ꎬ Ｐ３、 Ｐ４ 为引物ꎬ 利用定点突变技术体外扩增

ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ (Ｃ７２Ａ)基因片段ꎬ 构建突变体表达质

粒 ｐＥＴ￣ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ (Ｃ７２Ａ)ꎮ

表 １　 构建质粒所用引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｐｌａｓｍｉｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′－３′) ＤＮＡ

Ｐ１
Ｐ２

ＧＡＡＧＧＡＴＣＣＧＡＡＡＣＣＣＴＴＧＡＴＡＴＴＧＡＡ
ＣＧＣＧＴＣＧＡＣＴＴＡＴＴＧＣＣＴＡＧＴＴＴＧＴＡＧ

ａｌｒ１９６６ｇａｆ２

Ｐ３
Ｐ４

ＣＣＴＧＣＡＴＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＴＴＡＣ
ＡＴＣＡＡＧＡＡＴＡＴＴＴＴＧＴＣＣＣＡＧＴＡＣ

ａｌｒ１９６６ｇａｆ２ (Ｃ７２Ａ)
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１􀆰 ２􀆰 ２　 荧光蛋白的表达与纯化

将 ｐＥＴ 表达质粒转化含有催化 ＰＣＢ 生物合成

质粒 ｐＡＣＹＣ￣ｈｏ１￣ｐｃｙＡ 或催化 ＢＶ 生物合成质粒

ｐＡＣＹＣ￣ｈｏ１ 的 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３)ꎬ 在含有 ２０
μｇ / ｍＬ 氯霉素和 ４０ μｇ / ｍＬ 硫酸卡那霉素的 ＬＢ 平

板上进行筛选ꎬ 挑取阳性单克隆接种于 ＬＢ 液体培

养基中ꎮ 培养至对数期后ꎬ 加入 ＩＰＴＧ(１ ｍｍｏｌ / Ｌ)
进行诱导ꎬ 避光表达 １４ ~ １５ ｈ 后ꎬ 以 ４０００ ｇ 转

速离心收集细胞ꎬ 再采用用 ｄｄＨ２Ｏ 洗涤、 离心ꎮ
将沉淀细胞重悬于 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸钾缓冲液(含
０􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣ１ꎬ ｐＨ７􀆰２) 中ꎬ 超声技术破碎细

菌细胞ꎮ 于 ９０００ ｇ、 ４℃条件下离心 １５ ｍｉｎꎬ 收

集上清液ꎮ 利用镍离子亲和层析柱对色素蛋白进

行纯化ꎬ 亲和层析柱平衡缓冲液 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 磷酸

钾缓冲液(含 ０􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ｐＨ７􀆰２)ꎬ 采用含

０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ咪唑的磷酸钾缓冲液洗脱杂蛋白ꎬ 然

后再采用含 ０􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ 咪唑的磷酸钾缓冲液[６ꎬ ７] 洗

脱目的色素蛋白ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 色素蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

将色素蛋白和 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 上样缓冲液以一定

比例混匀ꎬ 煮沸 １５ ｍｉｎ 后ꎬ 于 ９０００ ｇ、 ４℃条件

下离心 １０ ｍｉｎꎬ 取适量上清样品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
检测ꎮ 将 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶置于 １􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ 醋酸锌溶

液中浸泡 １０ ｍｉｎꎬ 在紫外灯下检测锌荧光ꎬ 随后

用考马斯亮蓝 Ｒ￣２５０ 染色ꎬ 鉴定色素蛋白的表达

量[８]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 色素蛋白的光谱分析

色素蛋白的光化学性质可以根据其特定的光谱

特征进行判断ꎮ 将干涉滤光片插入冷光源 Ｉｎｔｒａｌｕｘ
６０００ (Ｖｏｌｐｉ)的光栅中ꎬ 其输出端是滤光片所对应

的单色光ꎮ 将 ２００ ~ ４００ μＬ 色素蛋白溶液置于石

英比色皿中ꎬ 在某种单色光下照射 ５ ｍｉｎꎬ 使其处

于一种光状态ꎬ 扫描该状态色素蛋白的吸收光谱和

荧光光谱ꎮ 更换滤光片ꎬ 即用另一种单色光照射色

素蛋白 ５ ｍｉｎꎬ 使其处于另一种光状态ꎬ 扫描不同

光状态色素蛋白的吸收光谱和荧光光谱[９ꎬ １０]ꎮ 如

果色素蛋白能够在不同光状态之间发生可逆变化ꎬ
则可以判断该色素蛋白具有可逆光效应ꎮ 根据所测

的吸收光谱和荧光光谱ꎬ 计算色素蛋白的荧光量子

产率 ΦＦ
[１１]ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ５　 色素蛋白质的变性

为了弄清藻胆色素与辅基蛋白结合过程中色素

类型是否发生变化ꎬ 确定蛋白质结合色素的类型ꎬ
本研究利用酸性尿素溶液(８ ｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ１􀆰５)变性

色素蛋白ꎬ 变性后辅基蛋白与色素分离ꎬ 色素呈游

离状态ꎬ 测定变性产物上清的吸收光谱ꎬ 根据其吸

收光谱性质判断辅基蛋白结合色素的类型ꎮ 根据色

素蛋白变性前后的吸收光谱性质和游离色素的摩尔

消光系数ꎬ 利用 Ｌａｍｂｅｒｔ￣Ｂｅｅｒ 定律ꎬ 计算色素蛋

白的摩尔消光系数 εＶｉｓ [１２ꎬ １３]ꎮ

３　 结果与分析

３􀆰 １　 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２色素蛋白的表达及其锌荧光性质

本研究将 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 与 ＨＯ１、 ＰｃｙＡ 在 Ｅ.
ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中共表达ꎬ 获得了结合藻胆色素的

Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(图 １: Ａ)ꎮ 结果表明藻胆色素与锌

离子能够形成螯合物ꎬ 且经紫外光照射后能够发射

荧光(图 １: Ｂ)ꎮ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 色素蛋白具有清晰

的锌荧光活性ꎬ 可以确定 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 能够与藻

胆色素共价结合ꎮ

24 kD

A

B

M 1

Ｍ: 蛋白质标准分子量ꎻ １: Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 色素蛋白ꎻ Ａ: 考马斯
亮蓝染色ꎻ Ｂ: 锌溶液染色ꎮ
Ｍ: Ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ １: Ｂｉｌｉ￣Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ꎻ Ａ: Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｏｏ
ｍａｓｓｉｅ ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅꎻ Ｂ: Ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｚｎ２＋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ.

图 １　 色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ染色结果
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｂｉｌｉ￣Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ ｓｔａｉｎｅｄ

ｗｉｔｈ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ ｂｒｉｌｌｉａｎｔ ｂｌｕｅ ｏｒ Ｚｎ２＋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

３􀆰 ２　 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２色素蛋白的光化学性质及其顺

序可逆光效应

本研究发现ꎬ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 色素蛋白具有明

显的可逆光效应ꎬ 其可逆光效应独特ꎮ 当分别采

用 ４２０、 ５１０、 ６００ ｎｍ 单色光照射该色素蛋白时ꎬ
该蛋白分别处于 ３ 种不同的吸收态(图 ２)ꎮ 利用

４２０ ｎｍ 蓝光照射色素蛋白时ꎬ 其在 ５１４ ｎｍ 处有

最大吸收峰ꎬ 且在 ６００ ｎｍ 附近出现一个宽肩峰ꎻ
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随后利用 ６００ ｎｍ 红光照射ꎬ 色素蛋白在 ６００ ｎｍ
处的宽肩峰消失ꎬ 在 ５１４ ｎｍ 处的吸收峰降低ꎬ 同

时在 ４２８ ｎｍ 处的吸收峰升高ꎻ 利用 ５１０ ｎｍ 绿光

照射色素蛋白ꎬ 色素蛋白在 ５１４ ｎｍ 处的吸收余峰

消失ꎬ 同时在 ４２８ ｎｍ 处的吸收峰再次小幅升高ꎮ
进一步采用酸性尿素溶液对这 ３ 种状态的色素

蛋白进行变性ꎬ 获得其变性产物的吸收光谱(图 ３:
Ａ)和差减光谱(图 ３: Ｂ)ꎮ 分析色素蛋白的自然吸

收光谱(图 ２: Ａ)以及变性吸收光谱(图 ３: Ａ)ꎬ
发现 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 经 ４２０ ｎｍ 蓝光照射之后ꎬ 色

素蛋白处于 １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍꎬ 结合色素为 １５Ｅ￣ＰＣＢ 和

１５Ｅ￣ＰＶＢꎻ 随后经 ６１０ ｎｍ 红光照射ꎬ 色素蛋白处

于中间混合状态 １５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ和 １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ之间ꎬ 可

以结合色素 １５Ｚ￣ＰＣＢ 和 １５Ｅ￣ＰＶＢꎬ 因此 ６１０ ｎｍ
红光照射将 １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ结合的 １５Ｅ￣ＰＣＢ 结构改变

为 １５Ｚ￣ＰＣＢꎮ 当利用 ５１０ ｎｍ 绿光照射色素蛋白ꎬ
色素蛋白处于 １５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ 态ꎬ 结合色素为 １５Ｚ￣
ＰＣＢ 和 １５Ｚ￣ＰＶＢꎬ 由此可知 ５１０ ｎｍ 绿光照射使

１５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ结合的 １５Ｅ￣ＰＶＢ 异构为 １５Ｚ￣ＰＶＢꎮ 这 ３
种状态的 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 结合色素的变化顺序依次

为 １５Ｅ￣ＰＣＢ / ＰＶＢ → １５Ｚ￣ＰＣＢ / １５Ｅ￣ＰＶＢ → １５Ｚ￣
ＰＣＢ / １５Ｚ￣ＰＶＢꎬ 该变化现象称为顺序可逆光效

应[１４]ꎮ ＣＢＣＲｓ 与藻胆色素的共价结合是一个自催

化过程ꎬ 某些 ＣＢＣＲｓ 能够将部分 ＰＣＢ 异构为

ＰＶＢ[１５]ꎮ 在色素化过程中ꎬ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 能够将

部分 ＰＣＢ 异构为 ＰＶＢꎮ
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图 ２　 不同状态色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 的可逆吸收光谱(Ａ)和荧光光谱(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ (Ａ) ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ (Ｂ) ｏｆ ｂｉｌｉ￣Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｔｅｓ
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514 nm

428 nm

Ａ: 变性的 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 处于 １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ、 １５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ和中间状态的吸收光谱ꎻ Ｂ: 变性的 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 中间状态差减 １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ 和
１５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ差减中间状态的吸收光谱ꎮ
Ａ: Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ｏｆ ｂｉｌｉ￣Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ ｉｎ １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍꎬ １５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｓｔａｔｅꎻ Ｂ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｓｔａｔｅ ｍｉｎｕｓ １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ ａｎｄ １５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ ｍｉｎｕｓ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｂｉｌｉ￣Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２.

图 ３　 不同状态色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 的变性吸收光谱(Ａ)和差减光谱(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ (Ａ) ｏｆ ｄｅｎａｔｕｒｅｄ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ (Ｂ) ｏｆ ｂｉｌｉ￣Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２
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　 　 色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 在上述 ３ 种不同吸收

态之间具有可逆光效应ꎬ 但其可逆光效应主要发生

在 １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ 和 １５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ 之间ꎬ 色素蛋白处于

１５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ时荧光发射峰(λ ＝ ６４５ ｎｍ)较高ꎬ 荧

光量子的产率为 ０􀆰０４ꎻ 而处于 １５Ｚ￣Ｐ４２８ ｎｍ时荧光

发射峰较低(图 ２: Ｂ)ꎮ
３􀆰 ３　 突变体 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)结合 ＰＣＢ的光

谱性质

研究结果显示ꎬ 色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 具有

保守的 ＤＸＣＦ 和 ＣＨ 基序(图 ４)ꎮ 本研究利用定点

突变技术将 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 中保守的 ＤＸＣＦ 基序中

的 Ｃｙｓ 突变为 Ａｌａꎬ 获得突变体 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２
(Ｃ７２Ａ)ꎮ 将 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)与 ＨＯ１、 ＰｃｙＡ
在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中共表达ꎬ 获得了纯化的色素蛋白

Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ ( Ｃ７２Ａ)ꎮ 色素蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２
(Ｃ７２Ａ)在 ６２１ ｎｍ 处有最大吸收峰ꎬ 在 ６５０ ｎｍ
处有最大荧光发射峰(图 ５: Ａ)ꎬ 其荧光发射峰与

野生型 １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ相比有 ５ ｎｍ 红移ꎬ 荧光量子产

率高达 ０􀆰１１ꎬ 是野生型的 ２􀆰７５ 倍ꎮ 变性分析结果

表明 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)结合色素的最大吸收峰

为 ６６０ ｎｍꎬ 此为 ＰＣＢ 的特征吸收峰(图 ５: Ｂ)ꎬ
说明 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 保守基序 ＤＸＣＦ 中的 Ｃｙｓ 是使

ＰＣＢ 自催化异构为 ＰＶＢ 的必要条件ꎬ 该 Ｃｙｓ 突变

后ꎬ 突变体 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)可通过保守基序

ＣＨ 中的 Ｃｙｓ 结合更多的 ＰＣＢꎮ
３􀆰 ４　 突变体 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)可以共价结合

胆绿素

本研究将 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ (Ｃ７２Ａ) 与 ＨＯ１ 在

Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ (ＤＥ３) 中共表达ꎬ 结果显示纯化的

Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)色素蛋白溶液呈浅绿色ꎬ 初

步表明 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)辅基蛋白能够结合

胆绿素 ＢＶꎮ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ) ￣ＢＶ 的吸收光

谱和荧光发射光谱分析结果表明 (图 ６: Ａ)ꎬ
Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ) ￣ＢＶ 在 ４０９ ｎｍ 和 ６２０ ｎｍ
处有较强吸收ꎬ 在 ６５０ ｎｍ 处有最大荧光发射峰ꎬ
具有较强的荧光活性ꎮ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ) ￣ＢＶ

图 ４　 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 的保守基序分析
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧＡＦ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ ＤＸＣＦ ＣＢＣＲｓ
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图 ５　 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)￣ＰＣＢ的吸收光谱与荧光光谱(Ａ)及其变性吸收光谱(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ (Ａ) ａｎｄ ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ (Ｂ) ｏｆ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ) ￣ＰＣＢ
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图 ６　 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)￣ＢＶ的吸收光谱与荧光光谱(Ａ)及其变性吸收光谱(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ (Ａ) ａｎｄ ｄｅｎａｔｕｒｅｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ (Ｂ) ｏｆ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ) ￣ＢＶ

经酸性尿素变性ꎬ 分析变性产物的吸收光谱(图 ６:
Ｂ)ꎬ 发现变性产物在 ６６５ ｎｍ 处具有最大吸收峰ꎬ
此为游离胆绿素的特征吸收峰ꎬ 由此进一步说明

Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)共价结合色素为 ＢＶꎮ

４　 讨论

本研 究 将 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 与 ＨＯ１、 ＰｃｙＡ 在

Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中共表达ꎬ 发现获得的 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２
色素蛋白具有顺序可逆光效应ꎬ 变性分析结果表明

Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 可以自催化结合 ＰＣＢ 或 ＰＶＢꎬ 或结

合 ＰＣＢ / ＰＶＢ 混合色素ꎬ 由此可知 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２
能够将 ＰＣＢ 异构为 ＰＶＢꎬ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 具有裂合

酶和异构酶的双重功能ꎮ 顺序可逆光效应在 ＤＸ￣
ＣＦ ＣＢＣＲｓ 中并不常见ꎬ 目前研究者仅在蓝细菌

光敏色素蛋白 ＮｐＦ１８８３ ＧＡＦ２、 ＮｐＦ１８８３ ＧＡＦ３、
ＮｐＦ１８８３ ＧＡＦ４ 及 Ｔｌｒ０９２４ 中发现了类似的顺序

可逆光效应ꎬ ＣＢＣＲｓ 的顺序可逆光效应与其在

蓝细菌中的互补色适应生理功能有关[１６] ꎮ
进一步利用分子突变技术对蓝细菌光敏色素

Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 中 ＤＸＣＦ 基序中的Ｃｙｓ 进行突变ꎬ 获

得突变体 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)ꎮ 将 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２
(Ｃ７２Ａ)与 ＨＯ１、 ＰｃｙＡ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中共表达ꎬ
发现 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)仅结合 ＰＣＢꎬ 由此表明

ＣＢＣＲｓ 保守性基序 ＤＸＣＦ 中的 Ｃｙｓ 是自催化 ＰＣＢ
异构为 ＰＶＢ 的必要条件ꎮ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)￣
ＰＣＢ 具有较强的荧光活性ꎬ 其荧光量子的产率高达

０􀆰１１ꎬ 较野生型 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ １５Ｅ￣Ｐ５１４ ｎｍ有较大程

度地提高ꎬ 这是因为 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２ 的 Ｃ７２Ａ 位点

突变为 Ａ７２ꎬ 改变了辅基蛋白与色素结合的空间结

构ꎬ 从而改变了色素结合类型和色素结合比率ꎮ 将

Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)与 ＨＯ１ 在 Ｅ. ｃｏｌｉ ＢＬ２１ 中共

表达ꎬ 结果显示 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)能够共价结

合 ＢＶꎬ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ) ￣ＢＶ 也具有较强的荧

光活性ꎮ 因此ꎬ Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)作为红色荧

光蛋白可以进一步开发荧光探针ꎮ
与绿色荧光蛋白(ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ

ＧＦＰ)及其突变体相比ꎬ 蓝细菌光敏色素红色荧光

蛋白 Ａｌｒ１９６６ＧＡＦ２(Ｃ７２Ａ)的分子量更小ꎬ 发射波

长更长ꎬ 因此其在生物细胞内成像背景干扰低ꎬ 可

以提供分辨率更高的图像ꎬ 能够作为一种新型的荧

光蛋白探针ꎬ 应用于生物细胞成像领域ꎮ 然而蓝细

菌光敏色素红色荧光蛋白在生物细胞成像方面的应

用尚处于起步阶段ꎬ 相信对蓝细菌光敏色素红色荧

光蛋白进一步深入研究ꎬ 提高荧光蛋白细胞的产量

及荧光量子产率ꎬ 必将为蓝细菌光敏色素红色荧光

蛋白在生物细胞成像方面的应用开辟更广阔的

前景ꎮ
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