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藻红蓝蛋白裂合异构酶对几种脱辅基藻胆蛋白的催化作用
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摘 要 E,D9FE,D6是层理鞭枝藻藻红蓝蛋白!亚基（!0E9G）生物合成的裂合异构酶。以 5种脱辅基藻胆蛋白为底
物，初步研究了 E,D9FE,D6对底物蛋白的催化专一性。结果表明，E,D9FE,D6可催化藻蓝胆素（EGH）与高度同源的层
理鞭枝藻不同亚种的!0E9G脱辅基蛋白的体外重组，也可催化经 !$"位 4/>定点突变到 E@,而得到的!0E9G脱辅基
蛋白的体外重组，但 E,D9FE,D6对 EGH与藻蓝蛋白!亚基（!0GEG）脱辅基蛋白的体外重组无催化作用。!0E9G脱辅
基蛋白的重组不受表面活性剂 4/:I’< J0!%%的影响，而 4/:I’< J0!%%可改进 EGH与!0GEG脱辅基蛋白的重组。
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藻胆蛋白（E@MD’.:(:>/’I,:<）是存在于蓝藻和红
藻光合作用捕光复合物中的功能色素蛋白。由于其

广阔的应用前景，近年来对藻胆蛋白在食品、化妆

品、医药和生物工程领域的研究开发较多。但目前

使用的藻胆蛋白仍局限于从藻中直接提取。对藻胆

蛋白生物合成及其与藻胆色素的共价偶联机制的研

究将有助于通过基因工程手段和体外重组方法人工

“合成”藻胆蛋白。

E9G（藻红蓝蛋白，>@MD’,/MI@/’DM7<:<）!亚基的可
逆光致变色特性使其在生物光电器件、生物光开关

材料方面具有潜在的应用前景。N@7’等［!］发现，在
层理鞭枝藻中，E9G操纵子 9、6基因编码的 E,D9、
E,D6是 E9G!亚基（简称!0E9G）生物合成的裂合异
构酶。E,D9FE,D6催化 EGH（藻蓝胆素，>@MD’DM7<’.:0
(:<）异构为 E&H（藻紫胆素，>@MD’+:’(’.:(:<），并与!0
E9G脱辅基蛋白的 GMC0"5残基以硫醚键共价连接，
从而生成具有天然活性的!0E9G。通过初步研究
E,D9FE,D6在体外催化反应中对底物藻胆色素的专
一性［$］，发现在几种色素底物中，EGH是酶的专一性
底物。但是对底物脱辅基蛋白的专一性还未见报

道。本文以 5种脱辅基藻胆蛋白为底物，研究层理
鞭枝藻藻红蓝蛋白裂合异构酶 E,D9FE,D6的底物专

一性，同时用 4/:I’< J0!%% 模拟生物体内小分子，研
究其对 E,D9FE,D6催化作用的影响。

! 材料与方法

!"! 材料与试剂
3 ) 0(,# 4O!、3 ) 0(,# HP$!（Q93）由本室保存。克

隆载体 >H(A,CD/:>I RS（ T）为 RI/7I7=,<,公司产品，表
达载体 >94 3%7 购自 *’+7=,< 公司，质粒 >94 3%70
>,D9和 >94 3%70>,D6 由本室构建和保存。Q*L 回
收试剂盒为 GPU*49GV公司产品，限制酶和 47W酶、
45 Q*L连接酶、XE4O、J0=7(为 RLHG产品。亲和层
析介质购自 L-,/C@7- E@7/-7D:7公司。色素 EGH由
德国慕尼黑大学 VA=’ RD@,,/ 教授惠赠。光谱用
P7-.Y7 $2 型紫外可见光谱仪（E,/Z:<09(-,/）和 60
52%%型荧光光谱仪（日立）测定。
!"# 克隆
基因" [#分别用 EG\方法从不同的藻 Q*L

模板中扩增得到（表 !）。由于藻种来源不同，两种
模板在序列上稍有差异。经扩增得到的片段用

45+"、6"("酶切后，与同样双酶切的克隆载体
>H(A,CD/:>I连接，转化 3 ) 0(,# 4O!，用含有 XE4O和 J0
=7(的氨苄青霉素平板筛选，挑取白色菌落。根据质



粒大小和酶切检验初步鉴定阳性重组子，并经测序

进一步证实。重组质粒经 !"#!、$%&!酶切后得
到的小片段与经 ’(&!"、$%&!酶切的表达载体
#$%&’(连接，转化 ’ ) (&)**+,-，用含有卡那霉素的
平板筛选。根据质粒大小和 ./%0诱导表达的外源
融合蛋白分子量进一步鉴定阳性重组子。123 片
段"由基因#按文献［&］定点突变而得。

表 ! 实验中使用的几种基因片段和蛋白质
及它们相应的 "#$模板

%&’() ! *)+), &+- ./01)2+, 3,)- 2+ 14) )5.)/26)+1,
&+- 14)2/ 70//),.0+-2+8 "#$ 1)6.(&1),

245678 0797 /8:;7<9 =:48>7 :? ;75#@(;7

! #7>3 (#:A$A/$B C49<>D(

% >#>3 (#:A$AB/B6 C49<>D(

# #7>3 (#:A$A/$B E4D(9>

" #7>3 (#:A$A/$B E4D(9>

& #7>$ /7>$ C49<>D(

’ #7>F /7>F C49<>D(

［(］%75#@(;7 :? + ) )#"*,&-.- /BB GH’& <I ( J<?; ?8:5 /8:? )K4J: =>D778，

C49<>D L9<M78I<;N，0785(9N)［6］(#:#8:;7<9 :? #DN>:>N(9<9$AI4649<; )［>］

%75#@(;7 :? + ) )#"*,&-.- L%$O -P&- <I 7Q;8(>;7R <9 :48 @(6)

!9: 蛋白质的表达与纯化
表达载体 #$% &’(中 %G 启动子下游有 H 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 2端都带有 H 个组
氨酸，故可采用亲和层析法提纯。含各种表达质粒

的 ’ ) (&)* *+,- 分别在 -+ 含 &’(JS5+ 卡那霉素的
+*培养基中，&GT培养至 /0H’’ U ’VW X ’VG，加入终
浓度为 -55:@S+的 ./%0，诱导 YD后，离心收集细胞，
,次蒸馏水洗 , 次，Z ,’T保存。将冻存的细胞重
悬于 ’VY5:@S+ 2(B@、,’55:@S+ 磷酸钾缓冲液（#K
GV,）中，超声 &’5<9，离心，上清用镍螯合层析柱纯
化。柱平衡缓冲液为 ’VY5:@S+ 2(B@、,’55:@S+磷酸
钾缓冲液（ #KGV,），洗脱液为 -’’55:@S+ $1%3、
’VY5:@S+ 2(B@、,’55:@S+磷酸钾缓冲液（#K GV,）。得

图 - 纯化后的蛋白质! X"的 =1=A/30$谱图
F<J)- =1=A/30$ :? #8:;7<9 ! X" (?;78 #48<?<>(;<:9)

- ) /8:;7<9 !；,) /8:;7<9 %；&) /8:;7<9 #；W) /8:;7<9 "；Y) /8:;7<9

5:@7>4@(8 [7<JD; I;(9R(8R

到的收集液体积约 G5+，蛋白质浓度约 -’5JS5+
（*8(R?:8R 法测定）。将收集液对 ’VY5:@S+ 2(B@、
Y’55:@S+磷酸钾缓冲液（#K GV,）透析 & 次，以除去
2<, \。经纯化的蛋白质! X"和 /7>$、/7>F（图 -、,）
可直接用于重组。蛋白质重组生成的产物色素蛋白

质用同样的方法提纯。

图 , 纯化后的蛋白质&、’的 =1=A/30$谱图
F<J), =1=A/30$ :? #8:;7<9 &，’ (?;78 #48<?<>(;<:9)

- ) /8:;7<9 5:@7>4@(8 [7<JD; I;(9R(8R，,) /8:;7<9 &，&) /8:;7<9 ’ )

!9; 体外重组
藻胆蛋白的体外重组实验分为直接重组和催化

重组。直接重组为脱辅基蛋白与色素的直接反应，

催化重组为蛋白质与色素在酶 /7>$S/7>F催化下的
偶联反应。

在无 %8<;:9 OA-’’的重组体系（简称体系!）中，
加入 -HH55:@S+ 2(B@、-H55:@S+ 磷酸钾缓冲液、
-’’55:@S+ %8<IAKB@、-5JS5+脱辅基藻胆蛋白、（-5JS
5+ /7>$和 -5JS5+ /7>F）、-’(5:@S+ /B*以及其它必
要的辅助因子：Y55:@S+)A疏基乙醇、&55:@S+ C9, \

等。反应总体积为 -V’5+。溶液 #K值为 GV’ X ]V’。
&GT暗处反应 , X &D后，离心，上清经亲和层析柱提
纯后直接用光谱测定。

在上述蛋白质! X"的重组体系!中分别加入
-^ %8<;:9 OA-’’，构成体系%（又称有 %8<;:9 OA-’’的
重组体系），得到的直接和催化重组反应混合物提纯

后用光谱检测。

!9< 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。紫外可

见光谱扫描范围 &’’ X ]’’95，扫描速度 PH’95S5<9，
狭缝宽度 -V’95。荧光光谱扫描速度 -,’’95S5<9，
狭缝宽度 YV’95SYV’95。
色素蛋白质可逆光化学性质的测定，按文献［W］

操作。$A/$B的可逆光化学性质即光化学活性大小
（!3）近似等于$A/$B的吸光度值（1），因此催化重
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组生成的!!"#$的吸光度值可用于表征酶的催化活
性［%、&］。

!"# 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，用酸性

尿素（’()*+,、-.&）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。

$ 结 果

$"! 定点突变
/射线衍射数据表明［0］，在空间上!!"#$的 %&’

位 12-与 ’3位 $45相邻，该 12-与 ’3位上连有的辅
基色素存在较强相互作用。为了考察该相互作用对

辅基色素与脱辅基蛋白重组的影响，我们通过 "$6
在基因"中引入一个定点突变，从而得到蛋白质#。
蛋白质#与蛋白质"相比，只是将后者 %&’位的 12-
替换为 "78，二者仅相差一个氨基酸。
以基因"为模板，"%、"9 和 "&、"3 为引物分别扩

增 :;<模板。得到的片段 %、& 经琼脂糖凝胶电泳
纯化后置于同一反应试管内作为模板，再以 "%、"&

为引物进行第二轮 "$6，得到的全片段经 !"#$、
$%&$消化后，与同样双酶切的 -=*>85?2@-A 连接，转
化 ’ B (&)* 1C%，用含有 D"1C和 /!EF*的氨苄青霉素
平板筛选，挑取白色菌落。根据质粒大小和酶切检

验初步鉴定阳性重组子。

"% G "3 序列如下，其中 "9 序列中的斜体 +、"3

序列中的斜体 , 为引入的突变碱基：
"%；H’<<$$$CCC<<C<$$<$C11<<$$C<<C$

9’
"&：H’$C$1$C<C$<<<CC<$<11$C$1C111< 9’

"9：H’C$1<$<1<<+<C$1CCC<C<$<<C$$ 9’

"3：H’1$$$<C$1,11<1C1<C$CC$1$1<C 9’

-=*>85?2@-A载体上有两个 -./%酶切位点，分别位于
多克隆位点两端，-8?<基因上也有一个 -./%酶切
位点，距 !"# $酶切位点约 9’IJ-。经过定点突变
后，-8?<基因上 -./ %酶切位点处的 $<C$1C变成
了 $<C$11（"9、"3 序列中的下划线部分），使该 -./

%酶切位点消失。用酶 -./%分别消化突变和未突
变的质粒 -=*>!-8?<，应得到的片段大小分别为
K%IJ-和 &LIJ-、03IJ-。琼脂糖凝胶电泳谱图（图 9）
与预计吻合。最后对突变序列测序确认。

图 9 重组质粒用酶 -./%消化后的琼脂糖凝胶电泳谱图。
M@EB9 <EF2)58 E8* 8*8?A2)-7)285@5 )N 28?)(J@OFOA -*F5(@P5

P@E85A8P J4 -./ % B
% B -=*>!-8?<（O)A (>AFA8P）；&B -=*>!-8?<（5@A8!P@28?A8P (>AFA8P）；9B

:;< ()*8?>*F2 Q8@E7A 5AFOPF2PB

$"$ 光谱分析
在一定波长的光激发下，!!"#$ 中辅基色素

"R=的双键发生可逆的顺反异构，从而使!!"#$的
吸收峰在 HII!HLIO(间发生位移。因此，根据该可
逆光致变色性质可判断!!"#$重组是否成功。
$"$"! "8?#+"8?M在体系$中的催化作用：由蛋白
质$催化生成的色素蛋白质$产生 HLIO(最大吸收
峰和 HKIO(荧光发射峰（图 3），有光化学活性，与文
献［3］报道的数据吻合，可见该色素蛋白质为具有天
然活性的!!"#$。

图 3 体系$中蛋白质$与 "$=直接重组产物
和催化重组产物的吸收光谱

M@EB3 <J5)2-A@)O 5-8?A2>( )N 28?)O5A@A>A8P -2)P>?A5 )N
-2)A8@O$ @O A78 -2858O?8（PF578P *@O8）FOP FJ58O?8
（5)*@P *@O8）)N "8?#+"8?M（@O 545A8($）B

如图 H、图 0所示，催化生成的色素蛋白质%没
有光化学活性，具有 03IO(最大吸收峰和 00IO(荧
光发射峰，光谱性质与天然!!$"$不吻合，由此可推
断生成的色素蛋白质%不是具有天然活性的!!
$"$。催化生成的色素蛋白质"、#与色素蛋白质

$（即!!"#$）具有非常相似的光谱性质和光化学活
性。图 HP表明蛋白质#与 "$=催化重组生成的色
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素蛋白质仍具有与天然!!"#$相同的可逆光致变色
性质。

蛋白质" %#的直接重组产物均具有 &’()*左
右的最大吸收峰和 &&()*的荧光发射峰，无光化学
活性。

蛋白质$的直接重组和催化重组产物变性后的
吸收峰最大值分别为 &&()*、+,+)*（图 -.），表明所
连色素分别为 "$/［0］和 "1/［’］。变性实验表明，催
化生成的色素蛋白质"、$、#中所连的色素均为
"1/，进一步证实生成的色素蛋白质确为!!"#$，而
直接重组生成的色素蛋白质"、$、#中所连色素均
为 "$/。
由吸收峰最大值（&,()*）可知，体系"中蛋白

质%催化重组和直接重组产物（图 -2）中共价偶联
的色素均为中胆绿素［+］（*3452676839:6)，简称 ;/1）。
;/1的基本骨架（图 <=）与 "$/相同，也是线性四吡
咯环结构，但比 "$/少 0个 >原子，即多一个双键，
一般认为是后者的氧化形式。

!"!"! "3=#?"3=@在体系%中的催化作用：吸收光
谱显示，在体系%中，蛋白质"、$、#催化重组和直
接重组生成的色素蛋白质种类同体系"，它们共价
偶联的色素种类也分别与体系"一致。
在体系%中，蛋白质%直接重组和催化重组产

物的吸收峰均蓝移至 &A0)*左右（图 ,）。两种产物
共价连接的色素均为 "$/（图 -2）。

图 + 体系"中三种层理鞭枝藻脱辅基藻胆蛋白与 "$/直接重组和催化重组生成产物的吸收光谱
@6BC+ D2459EF65) 4E3=F9G* 5H "$/!93=5)4F6FGF3: E95:G=F4 5H FI933 .E5EIJ=52676E95F36)4 H95* !"#$%&’()"*+# )",%-’#+#

6) FI3 E9343)=3（:.4I3: 76)3）.): .243)=3（4576: 76)3）5H "3=#?"3=@（6) 4J4F3*"）C
（.）"95F36) %；（2）"95F36) $；（=）"95F36) #；.):（:）K4 FI3 .2459EF65) 4E3=F9G*（FI3 F5E）5H（=）G):39 +(()*（4576: 76)3）.): +-()* 699.:6.F65)（:.4I3:

76)3）；FI3 =G983（FI3 25FF5*）64 6F4 =59934E5):6)B :6HH393)=3 4E3=F9G*C

图 & 体系"中三种层理鞭枝藻脱辅基藻胆蛋白与 "$/直接重组和催化重组生成产物的荧光光谱
@6BC& @7G5934=3)=3 4E3=F9G* 5H "$/!93=5)4F6FGF3: E95:G=F4 5H FI933 .E5EIJ=52676E95F36)4 H95* !"#$%&’()"*+# )",%-’#+#

6) FI3 E9343)=3（:.4I3: 76)3）.): .243)=3（4576: 76)3）5H "3=#?"3=@（6) 4J4F3*"）C
（.）"95F36) %；（2）"95F36) $；（=）"95F36) #

图 - 体外重组产物经 <*57?L尿素（E>0）变性后的吸收光谱
@6BC- D2459EF65) 4E3=F9G* 5H 93=5)4F6FGF3: E95:G=F4 :3).FG93: 2J <*57?L G93.（E>0）C

. C E95F36) $ 6) FI3 E9343)=3（:.4I3: 76)3）.): .243)=3（4576: 76)3）5H "3=#?"3=@（6) 4J4F3*"）；2C E95F36)% 6) FI3 .243)=3 5H "3=#?"3=@ 6) 4J4!

F3*"（4576: 76)3）.): 4J4F3*%（:.4I3: 76)3）C
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图 ! 几种与蛋白质共价连接的色素的结构
"#$%! &’()*’)(+, -. ,+/+(01 2#1#3, 2-34+4 ’- 5(-’+#3,
0% 567*-*703-2#1#3；2% 567*-/#-1-2#1#3；*% 8+,-2#1#/+(4#3%

图 9 体系!中蛋白质!与 :;<直接重组和催化重组
生成产物的吸收光谱。

"#$%9 =2,-(5’#-3 ,5+*’()8 -. (+*-3,’#’)’+4 5(-4)*’, -. 5(-’+#3

! #3 ’6+ 5(+,+3*+（40,6+4 1#3+）034 02,+3*+（,-1#4 1#3+）
-. :+*>?:+*"（#3 ,7,’+8!）%

! 讨 论

!"# 酶 $%&’($%&)对底物蛋白质的催化专一性
蛋白质"与#为高度同源的不同层理鞭枝藻亚

种的藻红蓝蛋白$亚基脱辅基蛋白。实验结果表
明，:+*>?:+*"可催化蛋白质"与#的重组，生成的
产物具有与天然$@:>;相同的光谱性质和光化学活
性。

色素与蛋白质间的相互作用主要有共价作用

（硫醚键）和静电作用。蛋白质"中 A(5@BC! 和 ;7,@
!D空间距离较近，推测前者可能参与蛋白质和色素
间的相互作用。A(5 和 :6+ 均为芳香类氨基酸，但
A(5比 :6+多一个吡咯环，静电作用和形成氢键的能
力均比后者强，将 A(5残基替换为 :6+残基后，预期
会对蛋白质功能有一定影响。实验结果表明，催化

生成的色素蛋白质%表现出与催化生成的色素蛋白
质"同样的光谱性质和光化学活性，说明色素与
A(5残基之间主要是芳香环间的色散力相互作用，
而不是静电作用和氢键作用。可以通过进一步将

A(5残基替换为其它类型的氨基酸残基，研究蛋白
质与色素间的相互作用。

蛋白质#、!一级结构高度同源，三级结构骨架
相同，肽链走向基本相同，螺旋及非螺旋结构也基本

类似。比较图 E0 和图 9，可以确定 :+*>?:+*" 不能
催化蛋白质!与 :;< 的重组。可能是由于结构上
的差异使 05-@$@;:;中的空穴不能容纳 :F<，阻碍了
酶异构功能的发挥；而酶裂合功能的发挥也需依赖

特定的底物蛋白质结构。推测二者由于功能上的不

同要求（吸收不同波长的光），在由同一祖先基因进

化的过程中结构上出现细微的差异，致使 :+*>?:+*"
无法识别后者。实验已证明酶与 :;< 的直接相互
作用较小，当体系中没有其他底物或辅助因子时，

:;<不能异构为 :F<［C］。因此可以肯定，:+*>?:+*"
连接异构功能的发挥需要酶、底物蛋白和色素的共

同作用，三者缺一不可。

!"* 重组体系中表面活性剂的影响
蛋白质#、"、%与 :;<体外直接与催化重组

生成的产物种类均不受体系中 A(#’-3 G@BHH的影响，
说明 :+*>?:+*"对$@:>;脱辅基蛋白的催化作用不
依赖于 A(#’-3 G@BHH。
蛋白质!的直接重组和催化重组实验说明

:+*>?:+*"对蛋白质!无催化作用，其在体系#、!
中的不同实验现象表明 A(#’-3 G@BHH 在重组中发挥
了重要的作用。蛋白质!在体系#、!中的直接重
组产物共价连接的色素分别为 I<F 和 :;<，表明
A(#’-3 G@BHH可以避免 :;<转化为 I<F。蛋白质!
与蛋白质#、"、%的结构不同，因此后三者的重组
实验不受 A(#’-3 G@BHH的影响。
裂合异构酶 :+*>?:+*" 功能的发挥需要酶、底

物蛋白和色素的共同作用，三者缺一不可。同时，

:+*>?:+*"可催化高度同源的层理鞭枝藻不同亚种
的$@:>;脱辅基蛋白的体外重组，也可催化经定点
突变得到的$@:>;脱辅基蛋白的体外重组，生成具
有可逆光致变色性质的$@:>;，且其催化作用不受
A(#’-3 G@BHH的影响；由于结构上的差异，:+*>?:+*"
不能催化$@;:;脱辅基蛋白的体外重组。

JHJK期 朱菁萍等：藻红蓝蛋白裂合异构酶对几种脱辅基藻胆蛋白的催化作用
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张树政院士八十寿辰庆典在北京举行

中科院微生物研究所于 BCCB年 !C月 BB日上午在中科院青年公寓隆重举行了”张树政院士八十寿辰庆典”活动。科技部
徐冠华部长、中国科学院路甬祥院长、中科院生物局康乐局长等送来了贺信，邹承鲁、杨福愉、王志珍、李季伦、张广学、周同

惠、田波、郑儒永院士以及许许多多的张树政院士的同事、朋友、学生等近 BCC人出席了庆典活动。
张树政院士是我国著名生物化学家。在近 MC年科研工作中，为推动我国酶科学的发展和糖生物学的研究作出了突出贡

献，首先建立了国内等电聚焦和聚丙烯酰胺凝胶电泳等新技术；首次发现了多种糖基酶的作用和工业化前景；领导和组建了

国内第一个糖工程实验室，是中国糖生物工程学和糖工程前沿计划的倡导者，为我国生物化学、酶学、糖生物学、糖生物工程

学等前沿领域的建立和发展作出了重要贡献，成就卓著。在孜孜不倦探索生命科学的同时，张先生始终满腔热情地投入到人

才的培养工作中，培养出许多今天已成为我国生命科学领域的将帅人才和科研骨干。

张树政院士严谨的学风、创新的学术思想、正直的人格和高尚的科学道德，教育了一代又一代人，她唯真求实、严谨治学、

不懈拼搏的科学态度和甘为人梯、诲人不倦的高尚情操，为广大科学工作者所称颂和敬仰。

衷心祝愿张树政院士健康长寿，为我国的科学事业再立新功。

（中国科学院微生物研究所）
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