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Rhodobacter sphaeroides属于 α-3型紫色无硫
光合细菌. 在过去的几十年中，人们以此菌为研

究对象，围绕光合作用机理方面对其进行了广泛

而深入的研究. 研究发现其光合机构主要由 3个
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摘 要： 类球红细菌（Rhodobacter sphaeroides）和嗜硫小红卵菌（Rhodovulum sulidophilum）为不同属的两种光合

细菌， 前者的捕光系统 II 由 pucB、 pucA 基因编码产生的 β 亚基和 α 亚基组装形成， 后者的捕光系统 II 由
pucsB、 pucsA 基因编码产生的 β 亚基和 α 亚基组装形成. 将这两组基因交叉组合, 克隆到包含 puc 启动子的
表达载体中, 得到两个表达质粒即 pRKpucsBpucA 和 pRKpucBpucsA， 然后通过接合转移方法分别转入 LHI、
LHII 和 RC 缺陷型菌株 DD13 中， 两种接合转移菌株都可以形成捕光系统 II 并进入光合细菌膜系统.
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Abstract： Rhodobacter sphaeroides and Rhodovulum sulidophilum belong to different generas of
photosynthetic bacteria. β- and α-polypeptides of light harvesting complexes II （LHII） in Rhodobacter
sphaeroides and Rhodovulum sulidophilum are encoded respectively by two group of homologous genes，
pucB，pucA and pucsB，pucsA. The two group of genes were connected crosswise to form two new
permutations，pucB-pucsA and pucsB-pucA，then cloned into the expression vector controlled by puc
promoter coming from Rhodobacter sphaeroides，respectively，to yield two plasmids，PRKpucApucsB and
PRKpucsApucB，which were introduced into LH I -，LHII - and RC - mutation Rhodobacter sphaeroides
（DD13）. The result showed that both of the two transconjugant strains can synthesize LHII complexes and
construct into membrane system subsequently.
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色素蛋白复合体构成：捕光色素蛋白复合体 I
（LHI）、捕光色素蛋白复合体 II（LHII）和光化学
反应中心（RC）［1，2］. LHII一般是由 8或者 9（不同
种类的光合细菌亚基对数有所不同）对 α /β-亚基
组成的异质二聚体，每对 αβ-亚基非共价结合 3
个 BChl分子和 1个 Crt分子，因此，LHII在 800
nm和 850 nm 有最大红外吸收峰［3，4］. 光合作用
时 LHII吸收的光能通过 LHI传递给 RC，在 RC
中进行光化学反应，产生 ATP ［5~8］.

Hunter 等人研究发现，上述 3个蛋白复合体
主要由 puf（编码 LHI 和 RC）和 puc（编码 LHII）
两个基因簇编码［9，10］. 调控这些光合基因的调控
因子也逐渐被发现，如：PpsR、Prr、FnrL和 IHF
等［11~14］. 除此之外，这两个基因簇也受环境因子
的调控，如 Rhodobacter sphaeroides 在较低的氧
分压或者较弱光照强度下，其光合相关基因会大

量表达. 但是在较高的氧分压或者较强的光照条
件下，相关的光合基因几乎不表达［15~19］.

Rhodovulum sulidophilum是一种嗜硫光合细
菌，具有多元代谢生长途径. 一方面，它表现出
一系列典型的非硫紫细菌的特征，如：和

Rhodobacer sphaeroides 和 Rhodobacer capsulatus
相比，其 LHI、LHII 和 RC的结构大致相同，LHI
和 LHII分别在 875 nm、800 nm和 850 nm有吸
收峰等，其对应的捕光蛋白分别由类似的基因编

码等［20］. 另一方面，与典型紫细菌 Rhodobacer
sphaeroides相比，它的特性在于：1）在光照很强
或者高氧分压的条件下，其光合相关基因也能够

表达，而其他光合细菌的光合相关基因几乎不表

达；2）在表面活性剂 LDAO（十二烷基二甲基氧
化胺）存在的条件下，Rhodovulum sulidophilum
仍然能够生长，但其类胡萝卜素的合成途径在链

孢红素这一步被阻断，其外周天线蛋白的 α亚基
中甲硫氨酸的含量较高，而且在靠近 C末端还含
有一个自由的羧基半胱氨酸残基［21］.
本研究将这两种表型特征相差较远的光合细

菌的 LHII的两个亚基基因交叉组合，并构建到
表达载体上，转入 LHI-RC 和 LHII 缺陷型菌株
Rhodobacter sphaeroides DD13中进行表达，它对
研究 LHII的功能有重要意义.

1 材料和方法

1.1 细菌菌株和生长条件
Rhodobacter sphaeroides DD13（基因组中删

除了编码 pucBAC、pufBA和 RC的基因，基因组
中插入编码新霉素抗性的基因，由 Hunter 等
1992年构建赠送），在 34 ℃的 M22＋液体培养基
（添加 20 mg / L新霉素）上，黑暗、半好氧或者好
氧条件下生长. Rhodovulum sulidophilum（牛津大
学赠送），在添加了 0.5 mol / L NaCl的 LB液体培
养基上，34 ℃、250 r /min振荡培养. Escherichia
coli JM109、S17-1，在 LB培养基上，37 ℃培养.
1.2 基因克隆
根据 GenBank 里的基因序列 （登录号：

U81968：）设计引物对 F /R，上游引物 F包含限
制性内切酶位点 SacⅠ，引物序列为：5′ -
TATAGAGCTGCAGACGACAATATGACTGACG-
3′，下游引物 R包含限制性内切酶位点 BamHⅠ，
引物序列为 5′-TATAGGATCCTTAAGCTTCGAAC
GAGCCGCTGTAGTAG-3′）. 采用基因组 DNA 提
取试剂盒（北京百泰克生物技术有限公司）的操

作说明提取 Rhodovulum sulidophilum 基因组
DNA，并以之为模板，PCR扩增出 pucsBA 基因
片段（PCR反应体系 94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s、56
℃ 30 s、72 ℃ 30 s 35 cycles；72 ℃ 10 min；4 ℃
保存），基因片段的的长度是 330 bp，经回收纯
化后连接到 pMD18-T（Tarkara，大连）中，形成重
组质粒 pMD18-T-pucsBA，转化大肠杆菌 JM109
感受态细胞，筛选阳性克隆子并测序验证.
1.3 载体的构建
利用上述质粒 pMD18-T-pucsBA和本实验室
构建的 pRKpuc2BpucA*HHT 及 pRKpucBpuc2A-
1 质粒构建目的重组质粒，pMD18-T-pucsBA、
pRKpucApuc2B*HHT、pRKpucBpuc2A-1 中 相 关
基因的连接方式如图 1（A、B、C）所示.
用 SacⅠ和 XbaⅠ分别双酶切质粒 pMD18-T-

SBA 和 pRKpucApuc2B*HHT，得到 pucsB基因片
段和 pRKpucA载体片段，加入 T4-DNA连接酶，
16 ℃连接过夜得到表达载体 pRKpucsBpucA；用
XbaⅠ和 BamHⅠ双酶切质粒 pMD18-T-SBA ，
pRKpucBpuc2A-1，得到基因片段 pucsA和载体片
段 pRKpucB，用同样的的方法连接得到表达载体
pRKpucBpucsA.
1.4 接合转移和诱导表达
首先把质粒 pRKpucsBpucA和 pRKpucBpucsA
通过 CaCl2转化法转入大肠杆菌 S17-1中，再通
过接合转移的方法把质粒转入 Rhodobacter
sphaeroides DD13中，接合转移过程如下：将DD13
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图 1 质粒 pMD18-T-pucsBA（A）、 pRKpuc2BpucA*HHT
（B）、 pRKpucBpuc2A-1（C）的主要基因连接图
（A）质粒 pMD18-T-pucsBA； （B）质粒 pRKpuc2BpucA*HHT.
puc2B是 Rhodobacter sphaeroides基因组中与 pucB 同源性
很高的基因； （C）质粒 pRKpucBpuc2A-1. puc2A-1 是 Rho-
dobacter sphaeroides基因组中与 pucA有一定同源性的基因.
Fig.1 The main gene on the three Plasmids：pMD18-T-
pucsBA（A），pRKpuc2BpucA*HHT（B），pRKpucBpuc
2A-1（C）
（A）Plasmid pMD18-T-pucsBA；（B）Plasmid pRKpuc2BpucA*
HHT. puc2B has a high homology to pucB in genome of
Rhodobacter sphaeroides；（C）Plasmid pRKpucBpuc2A-1.
puc2A-1 has some homology to pucA in genome of
Rhodobacter sphaeroides.

划线于含有 20 mg / L新霉素的 M22+培养基上，
34 ℃，黑暗，倒置培养 3 d；挑取单菌落接种于
10 mL含有 20 mg / L 新霉素的 M22+培养液中，
34 ℃，250 r/min，黑暗振荡培养过夜；次日，4 ℃，
6 000 r/min，离心 10 min收集菌体，1 mL LB培养
液重悬菌体；刮取带目的质粒的 S17-1转化菌单
菌落加入 200 μL LB细菌重悬液中，充分混匀，
然后滴到充分干燥的 LB培养基上，34 ℃，温育
6~8 h，从 LB培养基上刮取细菌，1 mL M22+（只含
Vatamine）重悬菌体，取 100 μL重悬菌液涂布于
M22+培养基上（含有四环素：4 mg / L，新霉素：
20 mg /L），34 ℃，黑暗培养 3~4 d左右即可看到
棕红色菌落出现，挑取棕红色菌落进行 PCR 鉴
定 . 同时按照上述方法将质粒 PRK415 转入
DD13，作为对照.对阳性菌落的诱导表达方法为：
取-80 ℃保藏的转化菌划线培养于 M22+培养基
（四环素：5 mg / L，新霉素：20 mg / L）上，34 ℃，
黑暗倒置培养 3 d；挑取单菌落接种到 10 mL
M22+培养液（四环素：4 mg / L，新霉素：20 mg / L）
中，34 ℃，250 r / min，黑暗条件下振荡培养过

夜；取过夜培养物按 1 ∶ 100接种到 M22+培养液
中（四环素：4 mg / L，新霉素：20 mg / L，培养基
体积 /容量瓶体积 = 20%），34 ℃，250 r /min，黑
暗条件下振荡培养 20 h左右；将 180 mL上述培
养物倒入一 250 mL三角瓶中并加入 IPTG 至终
浓度 1 mmol / L，34 ℃，150 r / min，黑暗条件下
诱导 5~8 h.
1.5 RT-PCR
设计了 5对引物 puc1BF / puc1BR、puc1AF /

puc1AR、R.sulfiF / pucsBR、pucsAF / R.sulfiR、
ropZF / ropZR 分别扩增出 pucB、pucA、pucsB，
pucsA和 ropZ（对照［22］）基因，这 5对引物的序列
见表 1，培养并诱导 DD13 / pRKpucsBpucA 和
DD13 / pRKpucBpucsA，收集菌体用 RNApure 高
纯总 RNA快速提取试剂盒（百泰克生物技术有
限公司，北京）提取总 RNA，并加入适量 DNaseI
（宝生物工程大连有限公司）去除基因组 DNA，
再用 DNaseI终止液去除酶活性，电泳检测质量
和亮度，分别以 puc1BR、R.sulfiR和 ropZR 为后
引物、以 DD13 / pRKpucBpucsA 菌的总 RNA 为
模 板 进 行 RT-PCR 操 作 ，同 样 以 pucsBR、
puc1AR 和 ropZR 为 后 引 物 ， 以 DD13 /
pRKpucsBpucA 菌的总 RNA 为模板，进行 RT-
PCR操作，得到 6种 cDNA模板，反转录程序如
下：RNA 2 μL、后引物 2 μL、H2O 7 μL 混匀；
70 ℃ 5 min；冰浴 5 min；并加入 5X buffer 4
μL、10X dNTP 2 μL、H2O 2 μL 混匀；37 ℃
5 min；向 每 个 管 中 分 别 加 入 逆 转 录 酶
RevertAidTMM-MuLV RT（宝生物，大连）1 μL混
匀；42 ℃ 1 h；72 ℃ 10 min；4 ℃保存备用.
以这 6个反转录产物为模板，用这 5对引物
进行（ropZF /R用两次）PCR扩增，具体的反应程
序如下：H2O 17 μL、PCR-Buffer 2.5 μL、MgCl2
1.5 μL、dNTP 0.5 μL、Taq酶 0.25 μL、前引物
1 μL、后引物 1 μL、反转录模板 1.5 μL 混匀；
94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s、56 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s、
29 cycles；72 ℃ 10 min；4 ℃保存，得到的产物
取 7.5 μL用 1.5%的琼脂糖电泳检测分析.
1.6 提取膜蛋白
膜蛋白的提取方法如下：1）将诱导后的菌体
加入 10 mL Binding buffer（50 mmol / L NaH2PO4，

300 mmol / L NaCl，5 mmol / L 咪唑，用 NaOH调
至 pH = 8.0），含 1 mmol / L PMSF（phenylmethyl
sulfonylfluoride，蛋白酶抑制剂），加入适量的溶

pucsB pucsA

SacⅠ XbaⅠ BamHⅠ

puc2B pucA

SacⅠ XbaⅠ

pucB puc2A-1

XbaⅠ BamHⅠ

（A）

（B）

（C）
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菌酶、DNAse I，置玻璃均浆器冰上均质 100次，
细胞破碎率不小于 90％；2）将均浆液转移至冷的
离心管中，4 ℃ 3 000 r / min 离心 10 min，弃沉
淀；3）取上清转移至新的冷离心管中，于 4 ℃，
14 000 r /min 离心 30 min，上清转至新管中，为

胞浆蛋白，冷冻保存；4） 取沉淀，加入 5 mL
Binding buffer（0.1% LDAO，lauryl dimethy amine
oxide，去垢剂），涡旋振荡混匀后，4 ℃放置 5～10
min；5）4 ℃，3 000 r /min 离心 5 min，取上清液
转移至新管中保存.

表 1 扩增基因的 5 对引物
Table 1 The five pairs of primers amplifying the related genes

Name of the primers Sequence of the primers

puc1BF
puc1BR
puc1AF
puc1AR
R.sulfiF
pucsBR
pucsAF
R.sulfiR
ropZF
ropZR

AAGAGCTCCATATGACTGACGATCTGAACAAAG
TTTCTAGATCAGCCGAGCCACGGGGTCGCAGCGGCG
TTTCTAGACATGACCAACGGCAAAATCTGGCTCG
AAGGATCCTTACTCGGCCGCGACCGCAGCCGAGCCTTG
TATAGAGCTGCAGACGACAATATGACTGACG
GCAGCCAGGAAGTGGGCGAAC
CACCGTTGGCATTCCGCTCTT
TATAGGATCCTTAAGCTTCGAACGAGCCGCTGTAGTAG
ATCGCGGAAGAGACCCAGAG
GAGCAGCGCCATCTGATCCT

1.7 近红外光谱分析
采用分光光度计 Lambda 900 UV/VIS/NIR

Spectrometer（美国），以 DD13 / Prk415膜蛋白提
取液为参比，在 700~900 nm波长范围内扫描转
化菌 DD13、DD13 / pRKpucsBpucA、DD13 / pRK-
pucBpucsA 和 DD13 / pRKpucBpucA 相对应的膜
蛋白提取液.

2 结果

2.1 基因和蛋白序列比对
通过 DNAMAN（生物分析软件）对 pucA、

pucsA、pucB和 pucsB进行了基因和蛋白序列比
对，发现 pucsA和 pucA的基因序列相似度较低，
只有 61.21%，而 pucsB和 pucB的碱基数相等且
基因序列相似度较高，达到 77.01%. pucsA 和
pucA的蛋白序列相似度更低，只有 53.70%，对
蛋白中的各种氨基酸含量分析发现，pucA 和
pucsA中均含有大量的 Ala（丙氨酸）和 Val（缬氨
酸），但是 pucsA中含有大量的 Leu（亮氨酸），而
且含有多达 4个Met（甲硫氨酸 1，6，33，40），在
其 C端有一个羧基组，在 23位有一个罕见的 Cys
（半胱氨酸）；pucB和 pucsB序列相似度更高，达
到 83.25%，二者中都含有大量的 Ala（丙氨酸）和
Leu（亮氨酸），但是前者含有大量的 Gly（甘氨
酸），而后者含有大量的 Thr（苏氨酸）；这 4个多
肽中都含有保守的组氨酸残基，离这个保守的组

氨酸不远处都有 1~2个芳香族氨基酸残基.

2.2 蛋白序列分析及二级结构预测
通过 CLC Protein Workbench 3 对 pucA、

pucsA、pucB 和 pucsB 进行了氨基酸序列分析，
发现这 4个短的多肽都具有典型的膜蛋白的特
征，pucA 和 pucsA 两端部分亲水性较强，中间
部分疏水性较强；而 pucB和 pucsB则刚好相反，
即两端疏水性较强，而中间亲水性很强 . 用
PSIPRED 服务器（Position Specific Iterated PRED
Server）对这 4个多肽进行了二级结构预测，发现
这 pucA和 pucsA的二级结构几乎完全形同，都
形成 α螺旋和 β折叠，而且形成的位置也基本相
同；而 pucB和 pucsB结构稍微有点差异，即，在
pucB第一个 α螺末端有个小的 β折叠尾巴. 如
图 2所示.
2.3 基因表达分析
从图 3中，我们可以发现，相对于对照 ropZ
基因，两个转化子中的基因都得到了较强的转录

表达，说明 pRK载体上有一个比较强的启动子.
2.4 近红外光谱分析
通过光谱分析发现：DD13 的膜蛋白在 800

nm 和 850 nm 左右没有出现特征峰，而转化菌
DD13 / PRKpucsBpucA、DD13 / PRKpucBpucsA 的
膜蛋白在 800 nm 和 850 nm 左右出现了典型的
吸收峰，但是吸收峰发生了略微的蓝移，而且相

对于 DD13 / pRKpucBpucA 来说，两个含有杂合
基因转化子的光合细菌的膜蛋白的特征吸收峰

明显偏低. 如图 4所示.
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图 3 基因表达分析结果
（a） pucB 基因； （b） pucsB 基因； （c） ropZ 基因；
（d） pucsB 基因； （e） pucA 基因； （f） ropZ 基因 ；
M：DNA 标准分子大小 DL2000+ .
Fig.3 The results of RT-PCR
（a）pucB gene；（b）pucsB gene；（c）ropZ gene；
（d）pucsB gene；（e）pucA gene；（f）ropZ gene；
M：Marker DL2000+ .

图 4 膜蛋白的光谱分析图
（a） DD13 膜蛋白； （b） DD13/pRKpucBpucsA 膜蛋白；
（c） DD13/pRKpucsBpucA膜蛋白； （d） DD13/pRKpucBpucA.
Fig.4 The absorbance spectroscopy of the related
membrane protein
（a） the membrane protein of DD13; （b） the membrane
protein of DD13/pRKpucBpucsA; （c） the membrane protein
of DD13/pRKpucsBpucA; （d） the membrane protein of
DD13/pRKpucBpucA.

图2 Rhodobacter sphaeroides 的 pucA（a）、 pucB（d）和 Rhodovulum sulidophilum 的 pucsA（b）、 pucsB（c）的二级结构预
测图
Fig.2 The prediction of secondary structure of pucA（a）， pucB（d）in Rhodobacter sphaeroides and pucsA（b）， pucsB
（c）in Rhodovulum sulidophilum
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3 讨论

1）通过对其一级结构分析发现，这 4个氨基
酸序列中都含有保守的组氨酸残基，据研究发现

它提供与细菌叶绿素中镁离子的配位点，而距离

保守组氨酸不远处的芳香族氨基酸，有人认为它

能够帮助这个色素蛋白复合体形成特定的结构，

最终出现特定的光谱学特征. 另外在 pucsA的 C
端出现的羧基组和中间位置的半胱氨酸残基与

捕光蛋白复合物的形成有很大关系［23］. 通过基因

的交叉组合后，这些特定的氨基酸残基组合后和

细菌叶绿素结合，很可能形成特定构想的色素蛋

白复合体，从而出现 B850吸收峰的蓝移.
2）通过蛋白结构预测工具预测两种光合细

菌相对应亚基的二级结构，发现其相似性较大，

预测其可以替代原来的亚基，形成捕光蛋白复合

物. 通过光谱分析证明杂合的捕光蛋白基因得到
了表达，形成了捕光蛋白复合物，说明这两个表

型性状差异较大光合细菌的捕光蛋白可以相互

作用，发挥相应的功能. 另外和含有菌本身捕光
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蛋白基因（pucBpucA）菌株的膜蛋白特征吸收峰
相比，含有杂合的捕光蛋白基因菌株的膜蛋白的

特征峰偏低，说明杂合的捕光蛋白组装的捕光蛋

白复合物相对较少.
3）在近红外光谱分析时 B850吸收峰发生了

蓝移. 一般情况下捕光蛋白复合物发生蓝移通常
由以下原因引起：用去垢剂处理捕光蛋白复合

物、盐处理捕光蛋白复合物、对捕光蛋白的基因
进行突变等，这些处理或者突变的结果导致捕光

色素和捕光蛋白的局部构象发生变化，从而使二

者的结合状态发生变化，形成的复合物的结构也

随之发生变化［24，25］. 本研究中吸收峰发生蓝移可
能是在组装捕光蛋白复合物的时候，由于两种蛋

白一级结构中某些氨基酸的丰度的不同，且二级

结构中存在着差异，导致了捕光蛋白和叶绿素相

互结合时氢键破裂［26］或者新的氢键的形成，从而

使捕光蛋白复合体的特征吸收峰发生蓝移.
4）通过研究发现杂合的捕光蛋白亚基也可以
和细菌叶绿素及类胡萝卜素结合形成捕光蛋白

复合物，说明捕光蛋白复合物的形成对捕光蛋白

亚基中氨基酸序列的变化不是很严格，只要这些

蛋白亚基能够形成特定的结构就能和色素结合

形成捕光蛋白复合物，但是吸收峰明显降低，说

明杂合的捕光蛋白亚基结合色素的能力还是有

所降低. 下一步可以找一些与 pucBA亲缘关系更
远、序列相似性更低但二级结构相似的基因，把
它连入表达载体，转入 DD13中，看能否形成捕
光蛋白复合物，同时还可以把编码 LHI-RC的基
因一起转入 DD13中，看形成的杂合捕光蛋白复
合物能否有效的捕获光能，并把它向下高效传

递，进而产生 ATP.
5）随着对光合细菌捕光系统了解的深入，特

别是弄清楚捕光蛋白之间及捕光蛋白与光合色

素的相互作用关系，相信不久的将来我们能够

在体外构建捕光作用元件，甚至再创造出新的

更加高效的捕光作用元件，从而能够更加充分

的利用光能.
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子探针在诱导后均有不同程度的表达增强现象，

但不同探针有一定的差异，其增加的比例不同，

可能与所连接的基因不同和信号传递的通路不

相关.
购买的转染试剂使用说明书提供了不同的

转染比例，通过实验证明，所构建的探针转染动

物细胞，当 DNA /转染试剂为 1 ∶ 3时，细胞对探
针的表达效率最高. 外源 DNA和转染试剂特别
是转染试剂对活细胞的损害比较大，当 DNA工
作浓度达到 10 mg / L、DNA /转染试剂为 1 ∶ 3时，
细胞出现大量死亡，所以不能一味地用提高 DNA
工作浓度的广泛来提高转染效率，当用 DNA 10
mg /L的工作浓度、DNA /转染试剂为 1 ∶5时，细
胞几乎全部死亡，反而造成实验效果不佳.
由于所使用的细胞系均为温血动物的细胞，

所以构建的探针在细胞中表达的差异不明显. 没
有设计实验来验证用变温动物的细胞表达该探

针是否与温血动物的细胞的表达有差异，这需要

进一步去验证.
虽然表达的荧光蛋白测定值在细胞的质和

膜中的表达差异不明显，但在荧光显微镜下观察

的荧光强度明显不同，细胞质中的表达比细胞膜

上的要好一些，可能与细胞中表达能力和细胞的

运输能力相关，这需要进一步去证明.
由于细胞膜在细胞的周围，所以定位于细胞

膜表达的探针表达后其荧光照片是细胞的周围出

现亮圈，而定位于细胞质表达的单分子探针其荧

光照片中的荧光在细胞中分布均匀，这种差异是

由于人的视觉和细胞形态所造成（见图 1和图 2）.
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