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铜绿微囊藻生物钟蛋白 KaiC的自激活活性和
自身相互作用研究

*

王 靖,徐 虹,李 珣,郑锦乾,王立红
(厦门大学生命科学学院,细胞生物学与肿瘤细胞工程教育部重点实验室,福建 厦门 361005 )

摘 要: 通过 PCR扩增了铜绿微囊藻的生物钟主控基因 KaiC,并将其分别克隆到酵母双杂交系统的诱饵质粒 pGBKT7和猎

物质粒 pGADT7中,然后将重组质粒 pGBKT7-kaiC /pGADT7- kaiC和 pGBKT7-kaiC /pGADT7分别共转化酵母菌 AH 109,经营

养缺陷生长和 -半乳糖苷酶印迹检测表明, KaiC蛋白不具有毒性不会影响酵母细胞的生长,也不具有自激活活性,不会激

活报告基因的表达,并且 K aiC蛋白自身存在较强的相互作用。诱饵质粒 pGBKT7-kaiC可用于从基因组文库中筛选 KaiC的

相互作用蛋白。
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Studies on self-activation and self-interaction of circadian clock protein Ka iC

ofM icrocystis aerug inosa in yeast two hybridization
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Abstract: A clock sys tem is un iversal am ong cyanobacteria. In th is study, th e clock gen e kaiC w as cloned fromM icrocystis a erug inosa

by PCR. Th rough the s tudy of th e fun ct ion and f ind ing its interact ing protein, the kaiC gene inM icrocysti s aerug in osa w as subcloned

in to the bait vector pGBKT
7
and prey vector pGADT

7
of yeast two-hybrid system. After be ing verified by sequen cing, the recom b inant

p lam ids pGBKT7-ka iC /pGADT7-kaiC and pGBKT7-kaiC /pGADT7 w ere co-trans ferred in to yeast strain AH 109 by polyethylene g ly-

co l/ lith ium acetatem ethod respect ively and its expression p roductsw ere assayedw heth er it can affect the grow th of yeast cells and ac-

t ivate th e reporter ( -galactos idase) genes. The transform ed cellsw ere selected on SD d ropou tm ed ium lack ing tryptophan, leu cine,

h is tid ine and aden ine at 30 for 3~ 4 days. The -galactosidase filter assay show s that KaiC protein w as not tox ic to AH 109 and

cou ld not act ivate the reporter gen e. The resu lts also dem on strated hom otyp ic in teract ion ofK aiC in trans form ed yeast cells that ex-

pressed tw o typ es of fus ion p roteins. Th e constru cted p lasm id pGBKT7-kaiC m ay serve as bait vector of yeast tw o hybridGAL4 sys tem

to fish K aiC interaction protein from genom ic lib rary ofM icrocy stis aerug inosa.
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蓝藻是具有昼夜节律的最简单生物,它的固氮作用、

呼吸作用、光合作用、氨基酸吸收、细胞分裂以及基因表

达等生理代谢过程都受到生物钟的调控, 具有昼夜节律

性 [ 1~ 7]。第一个蓝藻生物钟基因 ka i已从 Synechococcus

sp. PCC7942中克隆, 该基因是一个基因簇, 由三个基因

ka iA、ka iB、ka iC以单一拷贝成簇排列, 它们的表达产物

Ka i蛋白组成蓝藻生物钟的核心 中央振荡器, 其中

Ka iC蛋白的磷酸化状态是中央振荡器产生周期性振荡的

关键, 它通过引发多聚钟蛋白复合体的形成和解聚来决

定中央振荡器的时相, 而 Ka iC的磷酸化状态则受到 Ka iA

和 K aiB的调节 [ 8~ 16]。

铜绿微囊藻是水华赤潮的主要藻种之一 , 在对其生
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理代谢长期研究的基础上, 我们发现其光合作用和细胞

分裂具有明显的昼夜节律性, 这种节律性受到生物钟的

控制。为了研究其钟控节律的产生机制, 我们通过染色

体步移法从铜绿微囊藻的基因组中克隆了生物钟基因簇

ka iABC ( GenBank accession number: DQ156152)。为了研

究 K aiC蛋白计时机制以及计时信号的输出方式和途径,

我们拟以铜绿微囊藻 ka iC基因为诱饵, 希望通过酵母双

杂交系统来钓取与 Ka iC相互作用的蛋白, 研究其功能,以

得到计时信号产生和输出的相关信息, 为了解蓝藻昼夜

节律产生的分子机制奠定基础。

在以 KaiC为诱饵进行大规模筛库之前, 首先要检测

Ka iC是否会抑制酵母菌的生长, 是否具有自激活活性。

本文构建了 Ka iC的酵母双杂交质粒并进行了自激活活

性和自身相互作用检测。

1 材料与方法

1. 1 藻 种

铜绿微囊藻 M icrocystis aerug inosa PCC7820, 购自中科

院水生生物研究所。

1. 2 质粒和菌株

pMD18-T载体购自大连宝生物工程有限公司; 大肠

杆菌 DH 5 由本实验室保种; 酵母双杂交系统为 C lontech

公司产品, 包括酵母菌株 AH 109, 诱饵质粒 pGBKT7、AD

质粒 pGADT7、对 照 质 粒 pGBKT7-53、pGBKT7- lam、

pGADT7-T。

1. 3 培养基

铜绿微囊藻培养使用 BG-11培养基; 酵母菌的继代

培养和感受态细胞的制备使用 YPDA培养基; 自激活活

性和相互作用研究使用二缺陷型酵母合成培养基 ( SD /-

Leu /-T rp)和四缺陷型酵母合成培养基 ( SD /-Leu /-T rp /-

H is /-Ade)。

1. 4 铜绿微囊藻染色体 DNA的提取

参照 Smoker等 [ 17]的方法进行。

1. 5 ka iC基因的扩增

以铜绿微囊藻染色体 DNA为模板, 用引物 P1: 5 -

CATATGACTCAATCTAACTCTAATAGC-3 和 P2: 5 -

GAATTCCCGATTATTCATCC-3 (上海博亚生物技术有限

公司合成 )进行扩增。反应液为 50 L, 含有 1 PCR缓

冲液, 200 m o l/L dNTP, 1. 5 mm o l/L M gC l2, 0. 6 mo l/L

引物, 50 ng模板 DNA, 2. 5U Taq酶。扩增条件为 94 预

变性 7 m in, 然后 94 1 m in, 60 60 s, 72 2 m in, 35个

循环, 最后于 72 保温 10 m in。扩增产物经 0. 8%的琼脂

糖凝胶电泳检测。

1. 6 质粒的构建

将 PCR扩增的 ka iC基因插入 pMD18-T载体中, 经测

序证明序列正确后, 用 NdeI /EcoR I双酶切含扩增片断的

pMD18-T载体,经琼脂糖凝胶电泳后挖胶回收 1. 5 kb大

小的 ka iC片段,分别连接到经同样双酶切的 pGBKT7(含

DNA结合结构域 )和 pGADT7(含转录激活结构域 )质粒

中, 通过测序确保插入的 ka iC基因与质粒的阅读框架一

致。

1. 7 酵母感受态细胞的制备

接种酵母菌株 AH 109单菌落至 1 mL YPDA培养液

中, 振荡混匀后转入 10 mL YPDA培养液中 30 培养过夜

(OD 600> 1. 5) ; 将过夜培养物转入 100 mL YPDA培养液

中 (OD 600= 0. 2~ 0. 3) , 30 摇培 3 h(OD 600 = 0. 5), 以 4

000 r /m in离心收集菌体; 用 30 mL无菌水重悬洗涤菌体

一次, 4 000 r /m in离心收集菌体; 将菌体重悬在 1 mL 1

TE /L iA c溶液中,可立即转化或于 4 保存。

1. 8 转化感受态酵母细胞

取 100 L感受态酵母菌 ,分别加入待转化质粒各 0. 1

g和鲑鱼精 DNA 100 g, 混匀; 加入 0. 6 mL PEG /L iA c

溶液, 混匀后于 30 摇培 30 m in; 加入 70 L DM SO, 混

匀, 于 42 热击 15 m in, 冰浴 1~ 2 m in; 15 000 r /m in离心

5 s, 弃上清,菌体用 0. 5 mLYPDA重悬, 取 100 L转化混

合物涂布合适的缺陷培养基平板, 30 培养 4~ 6 d至出

现转化菌落。

1. 9 H IS3和 ADE2报告基因的表达检测

挑取酵母菌单克隆划线于 SD /-Leu /-T rp二缺平板和

SD /-Leu /-T rp/-H is/-Ade四缺平板上, 30 培养 10 d, 观

察酵母菌的生长情况。

1. 10 LacZ报告基因的表达检测

采用 -半乳糖苷酶印迹法检测 LacZ报告基因的表

达。将平板上的菌落影印到 Whatm an滤纸上,将滤纸 (菌

落面朝上 )在液氮中冷冻 30 s, 室温解冻以裂解菌体。将

滤纸印有菌落面朝上放在另一张同样大小浸有 Z缓冲

液 /X-ga l( N a2H PO4 7H2O, 16. 1 g /L; NaH2 PO4 H2O,

5. 5 g /L; KC ,l 0. 75 g /L; MgSO4 7H2 O, 0. 246 g /L,

pH 7. 0; X-ga,l 0. 3 g /L; -巯基乙醇, 0. 3% )的滤纸上,避

免气泡, 30 温育 30 m in至 8 h, 观察颜色变化。

2 结果与讨论

2. 1 ka iC基因的扩增

以铜绿微囊藻染色体 DNA为模板, 用根据 ka iC序列

设计合成的引物 P1和 P2进行 PCR扩增, 扩增产物经

0. 8%的琼脂糖凝胶电泳检测, 可见扩增出一条与预期大

小一致的 1. 5 kb的 DNA片段 (图 1)。

2. 2 重组质粒 pGBKT7-ka iC和 pGADT7-ka iC酶切分析

将 PCR扩增的 ka iC 片段分别克隆到 pGBKT7和

pGADT7质粒中, 重组质粒 pGBKT7-ka iC和 pGADT7-ka iC

分别用 H indIII单酶切和 NdeI /E coR I双酶切鉴定, 鉴定结

果表明重组质粒构建正确,含有 1. 5 kb大小的 ka iC片段

(图 2, 3)。为了确保 ka iC的正确表达, 我们对重组质粒

pGBKT7-kaiC和 pGADT7-ka iC 进行测序, 测序结果表明

ka iC阅读框分别与质粒 pGBKT7的 DNA结合结构域及

pGADT7的转录激活结构域的阅读框架完全一致。
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2. 3 H IS3和 ADE2报告基因的表达检测

将自激活检测质粒 pGBKT7-kaiC + pGADT7空载体、

自身作用检测质粒 pGBKT7-ka iC + pGADT7-ka iC分别共

转化酵母菌株 AH 109, 以 pGBKT7-53 + pGADT7-T的共转

化组为阳性对照 ( p53和 large T-antigen存在相互作用 ),

pGBKT7-Lam + pGADT7-T的共转化组为阴性对照 ( Lam in

C与 larg e T-antigen不发生相互作用 ),转化产物分别涂布

于 SD /-Leu /-T rp二缺培养基平板和 SD /-Leu /-T rp /-H is/-

Ade四缺平板。由于酵母菌 AH 109的基因型为 trp- leu-

h is- ade-,报告基因为 his3、ade2和 lacZ, 而报告基因只有

在完整 GAL4发挥转录活性的情况下才表达, 所以在缺乏

T rp、Leu、H is和 Ade这四种成分的缺陷培养基平板上

AH109不 能生长。而质粒 pGBKT7 含 有 trp 基因,

pGADT7含有 leu基因, 所以含有这两种质粒的酵母菌能

在 SD /-Leu /-T rp二缺培养基平板生长。结果表明 , 30

培养 4~ 6 d后, 四组转化酵母菌均能在 SD /-Leu /-T rp二

缺培养基平板生长 (图 4A ), 这说明四组共转化都获成

功, 每组酵母菌中均含有所转化的两种质粒, 且融合表达

的 K aiC蛋白对酵母菌不产生毒性, 不影响酵母细胞的生

长。但在 SD /-Leu /-T rp /-H is/-Ade四缺平板上只有阳性

对照转化组和自身作用检测组 ( pGBKT7-kaiC + pGADT7-

ka iC )有酵母菌生长, 而自激活检测组 ( pGBKT7-ka iC +

pGADT7空载体 )不能在四缺平板上生长 (图 4B), 这说明

Ka iC不具有自激活活性, 不能激活酵母菌 AH 109的 his3

和 ade2基因的转录,因而不能在四缺平板上生长; 而 Ka-

iC自身由于能发生相互作用从而激活了报告基因 h is3和

ade2的转录, 因此能在 SD /-Leu /-T rp /-H is/-Ade四缺平板

上生长。

图 4 转化酵母菌在不同营养缺陷的 SD平板上的培养结果

F ig. 4 Culture of transform ed yeast ce ll on SD m edium w ith d ifferent nutr itiona l defic iency

A. SD /-T rp /-Leu plate; B. SD /-T rp /-L eu /-H is /-Ade pla te

a. pGBKT7-53+ pGADT7-T( positive contro l); b. pGBKT7-Lam+ pGADT7-T ( negative contro l); c. pGBKT7-Ka iC+ pGADT7; d. pGBKT7-Ka iC+ pGADT7-Ka iC
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2. 4 LacZ报告基因的表达检测

将 SD /-Leu /-T rp二缺培养基平板和 SD /-Leu /-T rp /-

H is /-Ade四缺平板上的转化菌影印到滤纸上, 经液氮冻

融裂解后进行 -半乳糖苷酶活性检测,以此来判断 LacZ

基因表达情况。结果表明, 在 SD /-Leu /-T rp /-H is/-Ade四

缺平板上生长的两组转化菌即阳性对照组和自身作用检

测组的菌在 30 温育 1 h后都显蓝色,而在 SD /-Leu /-T rp

二缺培养基平板生长的四组转化菌, 也只有阳性对照组

和自身作用检测组的菌显蓝色, 而阴性对照组和自激活

检测组 ( pGBKT7-K aiA+ pGADT7)的菌在 30 温育 8 h后

仍未显蓝色, 这说明它们不具有 -半乳糖苷酶活性, L acZ

基因没得到表达 (图 5)。因此, 根据 -半乳糖苷酶活性

分析结果可知, K a iC不具有自激活活性, 不能激活 LacZ

基因表达; 而 KaiC自身则能发生相互作用,从而激活报告

基因 LacZ的表达。

图 5 印迹法检测 LacZ报告基因活性

F ig. 5 Co lony- lift filte r assay fo r ac tiv ity of the LacZ reporte r gene

A. SD /-T rp- /Leu plate; B. SD /-T rp /-L eu /-H is /-Ade pla te

a. pGBKT7-53+ pGADT7-T ( po sitive control); b. pGBKT7-L am + pGADT7-T ( nega tive contro l); c. pGBKT7-Ka iC + pGADT7; d. pGBKT7-Ka iC + pGADT7-

K aiC

3 结 论

酵母双杂交系统主要是用来钓取与已知蛋白直接相

互作用分子的一种系统。对于功能未知的蛋白如能钓取

到已知蛋白则有助于阐明该蛋白的功能, 而对于功能已

知的蛋白如能钓取与之相作用的分子则有助于阐明该蛋

白的作用机制。

一般用来作为钓饵的蛋白除了对受体菌没有毒性,

不影响受体菌的生长外,还要不具有自激活活性, 不会激

活报告基因的表达。本实验成功构建了融合有 GAL4蛋

白 BD结构域与铜绿微囊藻 KaiC蛋白的重组质粒 pG-

BKT7-ka iC,并将重组质粒 pGBKT7-kaiC和仅含 GAL4蛋

白 AD结构域的 pGADT7质粒共转化酵母菌株 AH 109,通

过 Leu和 T rp的双缺陷营养筛选表明, AD质粒和含 Ka iC

的 BD质粒均已成功转入受体菌中, K a iC蛋白对受体菌

不具有毒性, 不会影响受体菌的生长。通过 SD /-Leu /-

T rp /-H is /-Ade四缺陷营养筛选和 -半乳糖苷酶活性检测

表明, K a iC蛋白不具有自激活活性, 不会激活报告基因的

表达, 因此能够作为诱饵从文库中钓取与之相互作用的

蛋白。

为了检验我们所构建的诱饵质粒的有效性和 Ka iC

蛋白自身间的相互作用,我们还构建了 GAL4蛋白 AD结

构域和 KaiC融合表达的载体 pGADT7-ka iC, 并将其与诱

饵质粒 pGBKT7-ka iC共转化酵母菌 AH 109, 通过 SD /-

Leu /-T rp /-H is/-Ade四缺陷营养筛选和 -半乳糖苷酶活

性检测表明, K a iC自身能发生较强的相互作用, 我们所构

建的诱饵质粒能用于酵母双杂交从基因组文库中钓取与

Ka iC相互作用的蛋白。
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物链初始环节的浮游生物等, 保障海洋渔业资源在环境

限度内的扩大再生产, 为海洋渔业的可持续发展提供尽

可能多的劳动对象。要坚决压缩、调整海洋捕捞业, 尽可

能压缩近海捕捞, 加大远洋捕捞业的发展力度。

通过产业结构调整, 在加强传统优势产业管理基础

上, 选取经济增长中心与次增长中心, 确定发展的主导产

业, 紧密结合当地的资源、劳动力等情况, 建立一个市 -

县 -镇 (乡 )纵向联系及各级主导产业经济网络, 从而促

进整个区域经济平稳发展。

4 小 结

盐城、连云港、南通三市逐步培育成经济增长中心,

形成各具特色和规模的经济区, 有利于扩大江苏海洋经

济的整体规模, 提高经济效益, 而且有利于缩小江苏沿海

区域与苏南的经济差距, 由于多年的地区不均衡发展策

略, 客观上造成了苏南与沿海地区的巨大差距,苏南在现

代化的外向型工业企业经济推动下, 经济发展日益高速

化, 形成江苏省经济增长极, 而该增长极以其巨大的极化

作用形成规模经济, 而其外部则产生规模不经济, 所以沿

海区域不能再坐等苏南等发达地区的经济辐射, 而要自

力更生, 利用自身的海涂资源, 港航资源等优势, 培育自

己的经济增长极, 来联合带动江苏沿海区域的经济发展。
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