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利用酵母双杂交研究铜绿微囊藻生物钟蛋白 KaiB的自身相互

作用
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摘要:从铜绿微囊藻( M icr ocy stis aeruginosa) PCC7820 中克隆了生物钟基因 kaiB, 并将其克

隆入酵母双杂交系统的两个质粒 pGADT 7和 pGBKT 7中。经测序验证后, 将重组质粒

pGADT 7�kaiB 和 pGBKT 7�kaiB 转化酵母菌 AH 109 进行自激活性和自身相互作用的检测和

验证。结果表明,铜绿微囊藻生物钟蛋白 KaiB无自激活性 , K aiB 蛋白自身能发生相互作用。

因此,可用 KaiB 蛋白为诱饵利用酵母双杂交系统筛选文库钓取与 Ka iB 发生相互作用的蛋

白。
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� � 蓝藻是目前已知具有昼夜节律现象的最简单生

物,它的昼夜节律现象受到生物钟的控制[ 1, 2]。自从

第一个蓝藻生物钟基因从聚球藻 ( Synechococcus

elongatus ) PCC7942 中被克隆后 , 研究者们就利用

PCR和 Southern杂交证实了在近 40 种蓝藻中都存

在生物钟基因[3, 4]。蓝藻生物钟基因是一个基因簇

kaiABC, 由 3 个基因 kaiA, kaiB, kaiC 组成, 其中

kaiA 单独转录, kaiB, kaiC 共同转录,它们的表达产

物 KaiA , KaiB, KaiC 蛋白共同组成生物钟的中央振

荡器,产生昼夜节律的计时机制[ 1~ 3]。KaiC 蛋白能

发生周期性的自身磷酸化, 其自身磷酸化的昼夜节

律性是生物钟计时产生的关键, 而 Ka iA 和 KaiB 则

能调节 KaiC 的自磷酸化活性。KaiA 能增强 KaiC

的自磷酸化活性, 提高 KaiC 的磷酸化水平, K aiB 是

KaiC 磷酸化的负调控因子,它能降低由 KaiA 增强的

KaiC 磷酸化水平,使 KaiC 自身脱磷酸化[ 5~ 8]。

由于铜绿微囊藻是湖泊、水库及其他水域生态

系统发生和形成富营养化危害(水华、赤潮)的主要藻

种之一[9] ,因此研究其生理代谢和生长繁殖的规律

对研究和预防水华赤潮的发生具有非常重要的意

义。虽然早在 1996 年 Sato 等[ 10]就报道了铜绿微囊

藻(M icr ocy stis aeruginosa) 光合基因的表达存在昼

夜节律现象, 但此后却一直未见有关于铜绿微囊藻

生物钟相关研究的进一步报道。作者所在的实验室

已发现铜绿微囊藻的光合作用和细胞分裂具有明显

的昼夜节律性, 并且已克隆了它的生物钟基因

kaiABC( GenBank accession number: DQ156152)。

目前在蓝藻钟蛋白中, 对 KaiA 和 KaiC 的研究较多

而对 KaiB则知之甚少, 为了研究 KaiB 的作用机制,

作者拟用酵母双杂交系统钓取与之相互作用的蛋白。

在大规模筛选文库之前首先要检测 KaiB 是否具有

毒性或自激活活性, 能否用于酵母双杂交系统, KaiB

蛋白自身是否具有相互作用。

1 � 材料与方法

1. 1 � 质粒
载体 pMD18�T�Vector购自Takara 公司, pUC19 为

本实 验室保存; 酵母 双杂交 系统所用 的质粒

pGADT 7, pGBKT7, pGADT 7�T , pGBKT7�53, pG�

BKT7�Lam 购自 Clontech 公 司; pMD18�T�kaiB,
pGADT 7�kaiB, pGBKT7�kaiB 均由本实验室构建。

1. 2 � 菌株
E scher ichia coli DH5�由作者所在的实验室保

存; AH109 酵母菌购自 CLONTECH 公司,进行酵母

双杂交实验; 铜绿微囊藻 PCC7820 购自中国科学院

水生生物研究所。
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1. 3 � 试剂
分子生物实验试剂:限制性内切酶, T aq DNA 聚

合酶, T4 DNA 连接酶为 TakaRa 公司产品。PCR纯

化试剂盒和 DNA 胶回收试剂盒购自上海博亚生物

公司。酵母氮源为 Difco 产品, PEG4000 以及鱼精

DNA、X�gal购自 Sigma公司。

1. 4 � 铜绿微囊藻染色体的提取
提取方法参照文献[ 11]。

1. 5 � 铜绿微囊藻生物钟基因 kaiB 的扩增

为了便于克隆和表达, 分别在其上游引物和下

游引物中设计了 Nde�和 EcoR �酶切位点。设计的

引物序列如下:

P1: 5 �CT TAACATATGAGCGTCT�3 
� � � � � � � � NdeI

P2: 5 �AT GATTCAAAGACCT AGC�3 
� � � � EcoRI

50 �L PCR 反应体系中含模板 (铜绿微囊藻染色体)

0. 1 �g ,上下游引物各 60 �mol/ L, 10 ! PCR 缓冲

液 5 �L , 250 �mol/ LdNT P, 5U T aq DNA 聚合酶。

PCR 反应条件为: 94 ∀ 预变性5 m in, 然后 94 ∀ 变性
45 s , 55 ∀ 复性 45 s , 72 ∀ 延伸 60 s, 经 35 个循环

后, 72 ∀ 延伸 7 min。PCR 扩增的产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳鉴定效果。

1. 6 � 铜绿微囊藻生物钟基因 kaiB的克隆及

鉴定

� � 将 PCR 扩增的 kaiB 基因纯化后与 pMD18�T�
Vecto r连接, 挑取阳性克隆进行酶切鉴定和测序。

1. 7 � 重组质粒 pGADT 7�kaiB, pGBKT 7�
kaiB的构建

� � 鉴定正确的重组子 pMD18�T�kaiB 用 Nde �和
EcoR�进行酶切,然后回收 kaiB 基因片断, 再克隆

于经同样酶切的 pGADT 7 , pGBKT 7中。

1. 8 � 酵母双杂交实验
参照 Clontech 公司的 M atchmaker GAL4 Tw o�

Hybr id System3 Manual进行。

1. 8. 1 � 营养缺陷筛选
以酵母菌 AH109 为宿主菌, 分别转入以下 4 组

质粒:阳性对照 ( pGADT 7�T + pGBKT 7�53)、阴性对
照 ( pGADT 7�T + pGBKT 7�Lam )、自激活检测组

( pGADT 7 + pGBKT 7�kaiB )、自 身相 互 作 用 组

( pGADT 7�kaiB+ pGBKT 7�kaiB)。将转化后的酵母
菌分别涂布于营养缺陷选择平板 SD/�Leu�T rp、

SD/�Leu�T rp�H is�Ade上培养, 分别进行低、高严谨

度营养缺陷选择的检测,以验证其自激活性和自身相

互作用。

1. 8. 2 �  �半乳糖苷酶活性分析

采用  �半乳糖苷酶印迹法检测 LacZ 报告基因

的表达。分别从阳性对照、阴性对照、pGADT 7 +

pGBKT 7�kaiB、pGADT 7�kaiB + pGBKT 7�kaiB 的

SD/�Leu�T rp 选择平板上挑取长出的阳性菌落, 分别

划线于 SD/�Leu�T rp、SD/�Leu�T rp�His�Ade 营养缺

陷平板上, 30 ∀ 培养 3~ 4 d 后做 X�gal显色实验。

2 � 结果

2. 1 � 铜绿微囊藻生物钟基因 kaiB的克隆

以铜绿微囊藻的染色体为模板,用带有 Nde�酶
切位点的 P1 引物和 EcoR � 位点的 P2 引物进行

PCR扩增,扩增产物经电泳检测可知约为 300bp 左

右大小 (图 1) , 这与铜绿微囊藻生物钟基因 kaiB

( 315bp)的大小相一致。随后将该 PCR 产物与 T 载

体 pMD18�T�Vector 连接后转化 Escherichia coli

DH 5�,经 Amp 筛选, 挑取阳性克隆, 经 EcoRI 单酶

切、Nde I和 EcoR I 双酶切进行验证(图 2) , 酶切的

结果表明该阳性克隆中已插入 kaiB基因。将该阳性

克隆进行测序 ,测序结果表明插入的 kaiB 基因序列

扩增正确无误。

图 1 � PCR 扩增 kaiB基因

Fig. 1 � th e PCR product ion of kaiB

M : 100bp 的分子量标记; 1. PCR

产物; 2. 空白对照

M : 100bp DNA M arker ; 1. PCR

product; 2. negative control
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图 2 � 重组质粒 pM D18�T�kaiB的酶切验证

Fig. 2 � Rest rict ion en don ucleas e an alys is of

recombiant plsmid pMD18�T�kaiB

M1: DL2 000 DNA 分子量标记; 1. pUC18 /

EcoR I (阴性对照) ; 2. pMD18�T�kaiB/ EcoR I

M1: DL2 000 DNA Marker ; 1. pU C18 /

EcoR I ( negative cont ro l ) ; 2. pMD18�T�

kaiB/ EcoR I

图 3 � pGBKT7�kaiB的酶切验证

Fig. 3 � Rest rict ion endonu clease analysis of

recom bian t plsmid pGADT7� kaiB

1. pGBKT 7�kaiB/ NcoI + EcoRI; 2. pG�

BKT 7�kaiB/H indIII; 3. pGBKT 7 / H indIII

(阴性对照) ; M1: 2 000 bp DNA 分子量标

记; M2: !DNA/ H ind #+ EcoR I分子量

标记

1. pGBKT 7�kaiB/ NcoI + EcoRI; 2. pG�

BKT 7�kaiB/H indIII; 3. pGBKT 7 / H indIII

( nega tive control ) ; M 1: 2 000 bp DNA

marker; M2: ! DNA/ H ind # + EcoR I

marker

图 4 � pGADT7� kaiB的酶切验证

Fig. 4 � Rest rict ion endonuclease analysis of

recombiant plsmid pGBKT 7�kaiB

1. pGA DT 7�kaiB/ Nco I + EcoRI;

2. pGADT 7�kaiB/H indIII; 3. pGADT 7/

H indIII (阴性对照) ; M1: 2 000 bp DN A

分子量标记; M2: ! DNA/ H ind # +

EcoR I分子量标记

1. pGA DT 7�kaiB/ Nco I + EcoRI; 2.

pGA DT 7�kaiB/ H indIII ; 3. pGADT 7/

H indIII ( nega tive cont ro l) ; M1: 2 000 bp

DNA marker ; M2: ! DNA/ H ind # +

EcoR I marker

2. 2 � pGADT 7�kaiB、pGBKT 7�kaiB 的构建
将 pMD18�T�kaiB经 Nde I 和EcoR I 双酶切后,

电泳挖胶回收 kaiB基因, 然后分别与同样经 NdeI和

EcoR I双酶切的 pGADT 7、pGBKT 7载体片段进行连

接, 分别挑阳性克隆提取质粒进行 NdeI和 EcoR I双

酶切、H ind# 单酶切验证(图 3、图 4) , 酶切结果表明

重组质粒 pGADT 7�kaiB和 pGBKT 7�kaiB 构建正确,

将重组质粒进行测序, 测序结果表明 kaiB 基因已分

别插入 pGADT 7和 pGBKT 7载体中, 且阅读框正确。

2. 3 � KaiB的自激活活性和自身相互作用研

究
� � 在酵母 AH 109 中分别共转化入下列 4 组质粒:

阳性对照 ( pGADT 7�T + pGBKT 7�53 )、阴性对照
( pGADT 7�T + pGBKT 7�Lam )、自 激 活 检 测 组

( pGADT 7 + pGBKT 7�kaiB )、自 身 作 用 检 测 组

( pGADT 7�kaiB+ pGBKT 7�kaiB) , 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。30 ∀ 培养 4~ 6 d 后, 4
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组转化酵母菌均能在 SD/�Leu/�T rp 二缺培养基平

板生长(图 5�1) , 这说明 4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

KaiB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

有阳性对照组和自身作用检测组有酵母菌生长, 而

pGBKT 7�kaiB+ pGADT 7空载体转化组不能在四缺

平板上生长(图 5�2) , 这说明 KaiB 不能激活酵母菌

AH 109 的 his3和 ade2基因的转录,不具有自激活活

性,而 KaiB 自身由于能发生相互作用从而激活了报

告基因 his3 和 ade2 的转录因而能在四缺平板上生

长。分别将二缺和四缺平板上生长的菌落影印到滤

纸上进行 X�ga l显色, 结果 2 种平板上都只有阳性对

照组和自身作用检测组显蓝色, 而阴性对照组和自

激活检测组的转化菌则不显色,这也说明 KaiB 不具

有自激活活性, 不能激活 LacZ 基因表达;而 KaiB 自

身能发生相互作用,从而激活了报告基因 LacZ 的表

达(图 5�3, 5�4)。

a: pGADT 7�T+ pGBKT7�53 � � b : pGADT7�T + pGBKT 7�Lam

� c: pGADT 7+ pGBKT 7� kaiB � � d: pGADT7� kaiB+ pGBKT 7�kaiB

图 5 � 转化酵母在营养缺陷平板上的生长情况和 X�gal显色结果

Fig. 5 � T he grow th on SD dropout medium and �galactosidase analysis of the t ransformed yeas t

5�1. 转化酵母菌在二缺平板 SD/ �T rp�Leu 上的生长; 5�2. 转化酵母菌在四缺平板 SD/�T rp�L eu�His�Ade 上的生长; 5�3. SD/�

T rp�Leu平板上转化菌的 �半乳糖苷酶活性分析; 5�4 . SD/�T rp�Leu�His�Ade平板上转化菌的  �半乳糖苷酶活性分析

5�1. Growt h of transformed yeast cell on SD/�T rp�Leu plate ; 5�2. Growth of t ransf ormed yeast cell on SD/�T rp�L eu�His�Ade

plate; 5�3. Assay fo r  �ga lactosidase activit y o f t ransfo rmed yeast cell g rowth on SD/ �T rp�Leu plate ; 5�4. Assay fo r  �galacto si�

da se activit y o f t ransfo rmed yeast cell g rowth on SD/�T rp�L eu�His�Ade plat e

3 � 讨论

为了研究铜绿微囊藻生物钟蛋白 KaiB 究竟与

哪些相关蛋白发生相互作用而发挥生物钟的调控作

用,拟采用酵母双杂交系统对铜绿微囊藻基因组文

库进行筛选, 而在运用酵母双杂交大规模筛选之前

必须验证 KaiB 蛋白是否具有毒性和自激活活性。

为此,作者构建了酵母双杂交的重组质粒 pGADT 7�
kaiB 、pGBKT7�kaiB, 并 将它们 转入 了酵 母菌
AH 109 中。经过营养缺陷型筛选和  - 半乳糖苷酶

检测表明:生物钟蛋白 KaiB 不具有自激活性, 可以

进行下一步的文库筛选。另外,实验的结果还证实了

KaiB蛋白会发生自身相互作用, 暗示其在发挥生物

钟调控作用时可能是以二聚体或多聚体的形式参

与。
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Abstract: Clock gene kaiB of M icr ocy s tis aeruginosa was am plified and cloned into pGBKT 7 and pGADT 7

respectively . A fter being ver ified by sequencing , the tw o recombined plasmids pGADT 7�kaiB and pGBT 7�kaiB
were t ransfo rmed into y east str ain AH 109 by polyethylene g ly co l/ lithium acetate method and its expression

products w ere assayed w hether it can affect the gr ow th of yeast cells and activate the repor ter ( �galactosidase)
genes. The result show s that KaiB prot ein w as not tox ic to AH109 and could no t activ ate the repor ter gene.

KaiB pro tein could play self�inter action. Yeast t wo�hybr id GAL4 system could be applied to fish KaiB inter ac�

t ing prot ein.
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