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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 alr1966gaf2，将
alr1966gaf2插入到 pET-30a( +) 载体中，构建表达质粒 pET-alr1966gaf2。最后将 Alr1966GAF2 与 HO1、PcyA

在 E． coli BL21( DE3) 中共表达获得色素蛋白 Alr1966GAF2，并对该蛋白的光化学性质进行分析。结果显示，色
素蛋白 Alr1966GAF2结合色素为藻蓝胆素( phycoerythrobilin，PCB) 或藻紫胆素 ( phycoviolobilin，PVB) ，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。通过定点突变技术将 DXCF基序中的
保守性 Cys突变为 Ala，获得了突变体 Alr1966GAF2( C72A) 。将 Alr1966GAF2( C72A) 与 HO1、PcyA共表达，

获得色素蛋白 Alr1966GAF2 ( C72A) 。研究结果表明 Alr1966GAF2 ( C72A) 结合色素为 PCB，Alr1966GAF2
( C72A) -PCB具有较强的荧光活性，其荧光量子的产率高达 0.11。Alr1966GAF2 ( C72A) 不仅能够共价结合
PCB，还可以结合胆绿素( Biliverdin，BV) ，均具有较强的红色荧光活性。
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Hubei University for Nationalities，Enshi，Hubei 445000，China; 3． Key Laboratory of
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Abstract: To construct pET-alr1966gaf2， a fragment of alr1966gaf2 was amplified by
polymerase chain reaction ( PCＲ) from Anabaena sp． PCC7120，and then inserted into pET-
30a( +) ． For over －expression，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
states． We also detected red fluorescence reversible photoconversion of Alr1966GAF2 in



15E-P514 nm /15Z-P428 nm forms． Via site-directed mutagenesis，we mutated conserved Cys into Ala
in the conserved DXCF motif of Alr1966GAF2，resulting in Alr1966GAF2 ( C72A) ． Alr1966GAF2
( C72A) -PCB showed strong red fluorescence and high fluorescence quantum yield of 0.11．
Furthermore，Alr1966GAF2( C72A) could bind to phycoerythrobilin ( PCB) and biliverdin ( BV)
covalently，with strong red fluorescence． Therefore，as a red fluorescent protein，Alr1966GAF2
( C72A) could be further developed as a fluorescent probe and applied in life sciences．
Key words: Cyanobacteriochrome; Sequential reversibility; Ｒed fluorescent protein; Biliverdin

蓝细菌光敏色素( cyanobacteriochromes，CB-
CＲs) 是蓝细菌捕光系统的重要组成部分，CBCＲs
的 N 末端含有 GAF ( cGMP phosphodiesterase，
adenylyl cyclase and FhlA protein domain，GAF)
结构域，该结构域可以共价结合线性四吡咯色素，
在色素化过程中起绑定色素的作用［1，2］。少数 CB-
CＲs既能够结合胆绿素( biliverdin，BV) ，又能够
结合藻蓝胆素( phycoerythrobilin，PCB) 。BV广泛
存在于生物细胞内，它是由生物细胞内源的血红素
在血红素氧化酶( heme oxygenase 1，HO1) 的催
化作用下形成的四吡咯色素中间产物。PCB 的生
物合成也源于血红素，首先血红素被血红素氧化酶
HO1氧化为 BV，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］。

目前仅在海洋藻 Acaryochloris marina 中发现
了能够结合 BV的 CBCＲs［4，5］，尚未在淡水藻中发
现结合 BV的 CBCＲs。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，发现 Alr1966GAF2与红色荧
光蛋白 ＲGS (编码基因 slr1393) 的同源性达 38%［4］。

本研究利用 PCＲ和蛋白质体外表达技术，从
淡水鱼腥藻 ( Anabaena sp． PCC7120) 中获得了
CBCＲs辅基蛋白 Alr1966GAF2，实验结果结果
表明 Alr1966GAF2 能够共价结合 PCB 和藻紫胆
素 ( phycoviolobilin，PVB ) ，且具有明显的顺序
可逆光效应，但不能结合生物细胞内普遍存在的
BV。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，获得
了 Alr1966GAF2 ( C72A ) ，该突变体能够结合
PCB和 BV，且具有较强的红色荧光活性，因此
Alr1966GAF2( C72A) 作为红色荧光蛋白可以进一
步开发为荧光探针。

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; 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 Hydrobiology，FACHB ) ; MutanBEST Kit
定点突变试剂盒为 Takara 公司产品。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。
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，以 P1、P2 为引物
( 表 1) ，对 alr1966gaf2进行体外扩增，扩增程序
为: 94℃预变性 240 s; 94℃变性 60 s; 48℃退火
60 s; 72℃延伸 60 s; 共循环 30次; 最后 72℃延
伸 300 s。经检测，扩增产物大小为 480 bp。进一
步将 alr1966gaf2克隆到 pET-30a( +) 载体中，获得
表达质粒 pET-alr1966gaf2。以 pET-alr1966gaf2为
模板，P3、P4为引物，利用定点突变技术体外扩增
alr1966gaf2 ( C72A) 基因片段，构建突变体表达质
粒 pET-alr1966gaf2 ( C72A) 。

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 ) ，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，挑取阳性单克隆接种于 LB 液体培
养基中。培养至对数期后，加入 IPTG( 1 mmol /L)
进行诱导，避光表达 14 ～ 15 h 后，以 4000 g 转
速离心收集细胞，再采用用 ddH2O 洗涤、离心。
将沉淀细胞重悬于 20 mmol /L 磷酸钾缓冲液 ( 含
0.5 mol /L NaC1，pH7.2) 中，超声技术破碎细
菌细胞。于 9000 g、4℃条件下离心 15 min，收
集上清液。利用镍离子亲和层析柱对色素蛋白进
行纯化，亲和层析柱平衡缓冲液 20 mmol /L 磷酸
钾缓冲液 ( 含 0.5 mol /L NaCl，pH7.2) ，采用含
0. 05 mol /L咪唑的磷酸钾缓冲液洗脱杂蛋白，然
后再采用含 0.5 mol /L咪唑的磷酸钾缓冲液［6，7］洗
脱目的色素蛋白。
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，煮沸 15 min 后，于 9000 g、4℃条件
下离心 10 min，取适量上清样品进行 SDS-PAGE
检测。将 SDS-PAGE 胶置于 1.5 mol /L 醋酸锌溶
液中浸泡 10 min，在紫外灯下检测锌荧光，随后
用考马斯亮蓝 Ｒ-250 染色，鉴定色素蛋白的表达
量［8］。
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。将干涉滤光片插入冷光源 Intralux
6000 ( Volpi) 的光栅中，其输出端是滤光片所对应
的单色光。将 200 ～ 400 μL 色素蛋白溶液置于石
英比色皿中，在某种单色光下照射 5 min，使其处
于一种光状态，扫描该状态色素蛋白的吸收光谱和
荧光光谱。更换滤光片，即用另一种单色光照射色
素蛋白 5 min，使其处于另一种光状态，扫描不同
光状态色素蛋白的吸收光谱和荧光光谱［9，10］。如
果色素蛋白能够在不同光状态之间发生可逆变化，
则可以判断该色素蛋白具有可逆光效应。根据所测
的吸收光谱和荧光光谱，计算色素蛋白的荧光量子
产率Φ F

［11］。
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，确定蛋白质结合色素的类型，
本研究利用酸性尿素溶液( 8 mol /L，pH1.5) 变性
色素蛋白，变性后辅基蛋白与色素分离，色素呈游
离状态，测定变性产物上清的吸收光谱，根据其吸
收光谱性质判断辅基蛋白结合色素的类型。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，利用 Lambert-Beer 定律，计算色素蛋
白的摩尔消光系数 ε Vis

［12，13］。

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，获得了结合藻胆色素的
Alr1966GAF2( 图 1: A) 。结果表明藻胆色素与锌
离子能够形成螯合物，且经紫外光照射后能够发射
荧光( 图 1: B) 。Alr1966GAF2 色素蛋白具有清晰
的锌荧光活性，可以确定 Alr1966GAF2 能够与藻
胆色素共价结合。

24 kD

A

B

M 1

M: 蛋白质标准分子量; 1: Alr1966GAF2色素蛋白; A: 考马斯
亮蓝染色; B: 锌溶液染色。
M: Marker protein; 1: Bili-Alr1966GAF2; A: Stained with Coo
massie brilliant blue; 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，Alr1966GAF2 色素蛋白具有明
显的可逆光效应，其可逆光效应独特。当分别采
用 420、510、600 nm 单色光照射该色素蛋白时，
该蛋白分别处于 3 种不同的吸收态( 图 2) 。利用
420 nm 蓝光照射色素蛋白时，其在 514 nm 处有
最大吸收峰，且在 600 nm 附近出现一个宽肩峰;
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随后利用 600 nm 红光照射，色素蛋白在 600 nm
处的宽肩峰消失，在 514 nm 处的吸收峰降低，同
时在 428 nm处的吸收峰升高; 利用 510 nm 绿光
照射色素蛋白，色素蛋白在 514 nm 处的吸收余峰
消失，同时在 428 nm处的吸收峰再次小幅升高。

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，获得其变性产物的吸收光谱( 图 3:
A) 和差减光谱( 图 3: B) 。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) ，
发现 Alr1966GAF2 经 420 nm 蓝光照射之后，色
素蛋白处于 15E-P514 nm，结合色素为 15E-PCB 和
15E-PVB; 随后经 610 nm 红光照射，色素蛋白处
于中间混合状态 15Z-P428 nm和 15E-P514 nm之间，可

以结合色素 15Z-PCB 和 15E-PVB，因此 610 nm
红光照射将 15E-P514 nm结合的 15E-PCB 结构改变
为 15Z-PCB。当利用 510 nm 绿光照射色素蛋白，
色素蛋白处于 15Z-P428 nm态，结合色素为 15Z-
PCB和 15Z-PVB，由此可知 510 nm 绿光照射使
15E-P514 nm结合的 15E-PVB异构为 15Z-PVB。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-PVB，该变化现象称为顺序可逆光效
应［14］。CBCＲs与藻胆色素的共价结合是一个自催
化过程，某些 CBCＲs 能够将部分 PCB 异构为
PVB［15］。在色素化过程中，Alr1966GAF2 能够将
部分 PCB异构为 PVB。
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A: 色素蛋白 Alr1966GAF2处于 15E-P514 nm、15Z-P428 nm和中间状态的吸收光谱; B: 色素蛋白 Alr1966GAF2 处于 15E-P514 nm和
15Z-P428 nm的荧光光谱。
A: Absorption spectra of bili-Alr1966GAF2 in 15E-P514 nm，15Z-P428 nm and intermediate state; B: Fluorescence spectra of bili-
Alr1966GAF2 in 15E-P514 nm and 15Z-P428 nm ．

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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A: 变性的 Alr1966GAF2处于 15E-P514 nm、15Z-P428 nm和中间状态的吸收光谱; 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。
A: Absorption spectra of denatured of bili-Alr1966GAF2 in 15E-P514 nm，15Z-P428 nm and intermediate state; 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，但其可逆光效应主要发生
在 15E-P514 nm和 15Z-P428 nm之间，色素蛋白处于
15E-P514 nm时荧光发射峰 ( λ = 645 nm) 较高，荧
光量子的产率为 0.04; 而处于 15Z-P428 nm时荧光
发射峰较低( 图 2: B) 。
3. 3 突变体 Alr1966GAF2( C72A)结合 PCB的光
谱性质

研究结果显示，色素蛋白 Alr1966GAF2 具有
保守的 DXCF和 CH基序( 图 4) 。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 Ala，获得突变体 Alr1966GAF2
( C72A) 。将 Alr1966GAF2( C72A) 与 HO1、PcyA
在 E． coli BL21中共表达，获得了纯化的色素蛋白
Alr1966GAF2 ( C72A ) 。色素蛋白 Alr1966GAF2
( C72A) 在 621 nm 处有最大吸收峰，在 650 nm
处有最大荧光发射峰( 图 5: A) ，其荧光发射峰与
野生型 15E-P514 nm相比有 5 nm 红移，荧光量子产

率高达 0.11，是野生型的 2.75 倍。变性分析结果
表明 Alr1966GAF2( C72A) 结合色素的最大吸收峰
为 660 nm，此为 PCB 的特征吸收峰 ( 图 5: B) ，
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，该 Cys 突变
后，突变体 Alr1966GAF2( C72A) 可通过保守基序
CH中的 Cys结合更多的 PCB。
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，结果显示纯化的
Alr1966GAF2( C72A) 色素蛋白溶液呈浅绿色，初
步表明 Alr1966GAF2 ( C72A) 辅基蛋白能够结合
胆绿素 BV。Alr1966GAF2 ( C72A) -BV的吸收光
谱和荧光发射光谱分析结果表明 ( 图 6: A ) ，
Alr1966GAF2( C72A) -BV 在 409 nm 和 620 nm
处有较强吸收，在 650 nm 处有最大荧光发射峰，
具有较强的荧光活性。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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经酸性尿素变性，分析变性产物的吸收光谱( 图 6:
B) ，发现变性产物在 665 nm 处具有最大吸收峰，
此为游离胆绿素的特征吸收峰，由此进一步说明
Alr1966GAF2( C72A) 共价结合色素为 BV。

4 讨论

本研究将 Alr1966GAF2 与 HO1、PcyA 在
E． coli BL21 中共表达，发现获得的 Alr1966GAF2
色素蛋白具有顺序可逆光效应，变性分析结果表明
Alr1966GAF2可以自催化结合 PCB 或 PVB，或结
合 PCB /PVB 混合色素，由此可知 Alr1966GAF2
能够将 PCB异构为 PVB，Alr1966GAF2 具有裂合
酶和异构酶的双重功能。顺序可逆光效应在 DX-
CF CBCＲs中并不常见，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，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］。

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，获
得突变体 Alr1966GAF2 ( C72A) 。将 Alr1966GAF2
( C72A) 与 HO1、PcyA 在 E． coli BL21 中共表达，
发现 Alr1966GAF2( C72A) 仅结合 PCB，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。Alr1966GAF2 ( C72A) -
PCB具有较强的荧光活性，其荧光量子的产率高达
0.11，较野生型 Alr1966GAF2 15E-P514 nm有较大程
度地提高，这是因为 Alr1966GAF2 的 C72A 位点
突变为 A72，改变了辅基蛋白与色素结合的空间结

构，从而改变了色素结合类型和色素结合比率。将
Alr1966GAF2( C72A) 与 HO1在 E． coli BL21中共
表达，结果显示 Alr1966GAF2( C72A) 能够共价结
合 BV，Alr1966GAF2( C72A) -BV也具有较强的荧
光活性。因此，Alr1966GAF2 ( C72A) 作为红色荧
光蛋白可以进一步开发荧光探针。

与绿色荧光蛋白 ( green fluorescent protein，
GFP) 及其突变体相比，蓝细菌光敏色素红色荧光
蛋白 Alr1966GAF2( C72A) 的分子量更小，发射波
长更长，因此其在生物细胞内成像背景干扰低，可
以提供分辨率更高的图像，能够作为一种新型的荧
光蛋白探针，应用于生物细胞成像领域。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，相信对蓝细菌光敏色素红色荧
光蛋白进一步深入研究，提高荧光蛋白细胞的产量
及荧光量子产率，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。
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