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一个绿色荧光蛋白 K 7 9 R 突变 灯》 基因

的鉴定与表达
`

周俊初 史巧娟 马立新 谢 波
华中农业大学

,

农业部农业微生物重点实验室
,

武汉 4 3 0 0 70

摘要 在开展蓝色荧光蛋 白基因 可乡的克隆表达研 究中
,

发现一个发强绿色荧光的大肠杆 菌突

变株
,

从中提取质粒命名为 p H N 12 2
.

经酶切鉴定
、

亚克隆和序列分析测定结果证实其上含有一个

盯》 和一个发生了 K 79 R 突变的 9 2》 基因
.

光谱分析结果表明
:

G F P K 79 R 的光谱特性虽与野生型

g 助 相 同
,

但其发光强度提高了 1
.

2 5 一 2
.

4 4 倍
.

关键词 绿色荧光蛋白 突变荃因 g,P 7K , R 光谱特性

绿色荧光 蛋白 ( G F P )是 S h im o m u r a
等于 1 9 6 2

年在研究水母生物荧光现象时首先报道的川
,

w ar d

等对 G F P 的结构和功能进行了研究
,

证实 G F P 是

分子量为 3 0 k u
的单体蛋 白

,

其生色基 团由丝氨酸
、

脱水酪氨酸和甘氨酸构成
,

当受到 3 95 n m 近紫外光

或 4 70
n m 蓝色光激 发后

,

在 c 扩
+

激 活下 能发 出

5 10 n m的绿色荧光 [2
,

3 ]
.

1 9 9 2 年
,

P r a s h e :
等首次从

维多利亚水母 ( A e g u o

aer
v i c t o r ￡a )的

e D N A 文库中克

隆到绿色荧光蛋 白基 因 g 厂》 10 [ 4 ]
,

1 9 9 4 年
,

e h a l f i e

等和 w an g 等两个研究小组分别成功地使 g 厂乡在大

肠杆菌
、

线虫和果蝇中表达 5[, “ 〕
.

由于 G F P具有独

特的分子结构
、

简单的发光机理
、

稳定的化学性质

和可在活体细胞内表达等优点
,

并随着相应的原位

检测仪器 (如激光共聚焦扫描显微镜 )的出现
,

近年

来已出现了 G F P 研究的热潮
.

H ie m 等报道了发 蓝

色荧光的突变基 因 bfP 7[] 和发青色荧光 的 cfP 81[
,

or m 。
等报道了发黄色荧光的突变基 因 卫广》 〔9」

,

co 卜

m a e k等报道 了 S 6 5 T
,

V 6 8 L 和 S 7 2 A 等 3 个 突变

灯乡基因 〔̀ “ 〕
,

A n d er s
en 等报道了半衰期缩短的

、

瞬

间表达的 g 广乡突变基因〔川
,

马立新等构建了以 g f乡

为报告基因的启动子探针载体 〔̀ “ 〕
.

19 9 6 年在美国

lC on et hc 实验室 建立 了国际 G F P 信息网
,

而且从

1 9 9 9 年起已召开了两届国际 G F P 学术讨论会
.

在构建 以 互助 为报告基 因的启动子探针载体

时
,

我们将 p
GE M x

一

p 4 ( p G E M X
一

2 上克隆有 坷》 基

因
,

A m p R ,

美 国 e a li f o r n i a
,

s a n D i e g o
大 学 D r

.

H ie m 惠赠 )上的 及了乡用 B a m H I 和 Nd
。 工进行不完

全的双酶切后经 p E T
一

n 再克隆至 p IJ2 925 ( p u 1C 9

衍生质粒
,

A m p R ,

美国 xn d i a n a
大学 D r

.

J
a n s s e n 惠

赠 )得到重组质粒 p H N 1 2 1
,

用于转化 E
.

e o l i T G I

时发现转化子受长波紫外线激发后
,

在大量发 蓝色

荧光的菌落中有一个十分醒 目的发绿色荧光的小菌

落
,

从该菌落抽提质粒
,

命名为 p H N 122
.

用 aS l l
,

B a m H l 和 E c 。 R V单酶切 p H N 1 2 2

和 p H N 12 1 分别只产生 4
.

7 和 3
.

7 k b 一条带
,

用

gB z ll 酶切时分别产生 2
.

7 kb + 2
.

0 k b 和 2
.

7 k b +

1
.

O k b两条带
,

用 X ba 工和 E co R I 酶切时分别产生

3
.

7 k b + 1
.

o k b 和 3
.

7 k b 酶切带
,

证明 p H N 12 2 可

能比 p H N 121 多一个拷贝的 召了乡基因 (图 1)
.

为了进一步证实 p H N 122 上确实含有一个 改Z》

和一 个 及助 基 因
,

用 xb
a

l 和 E co R l 双 酶 切

p H N 12 2
,

回收 I k b 的片段
,

连接到相 同双酶切的

p IJ 2 9 2 5 上
,

将经转化 E
.

co il D H a5 并利用
a 一

互补

法获得的重组转化子用长波紫外激发检测
,

果然发

现有发蓝光与发绿光的两种 白色菌落
.

提取质粒后

分别命名为 p H N 1 2 2 E郑 和 p H N 12 z E x G
.

20 0 1
一

0 5
一

2 7 收稿
,
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一

0 9 收修改稿
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图 1 质粒 pH N122 的物理图谱

分别将质粒 pH 1 N2 2 Ex B和 pH N12 2 ExG 中的

I k b Bgl n 片段亚克隆到测序载体 p u C l ls 上
,

并同

时将 p H N 122 的 kI b Nc
。 工片段 (含 乙方 3

’

端大部分

序列和 盯》 5
’

端小 部分序 列
,

见 图 2) 也克 隆到

p u c l ls 上进行双向序列分析
,

结果见图 2
.

测序结

果表 明
:

p H N 122 上 确 实 同时存在 各 一个拷 贝的

g fP 和 互助 基因
.

由于 已发现 p H N 12 2 上的 g 助 基 因使发光强度

明显增强
,

将本研究的测序结果与已报道的野生型

g fP 基因编码蛋白的一级结构 比较
,

发现本研 究发

现的 g 助 基因所编码的氨基酸仅在第 79 位由赖氨

酸 ( K )变为精氨酸 ( R )和第 80 位由谷氨酞胺 ( Q )变

为精氨酸 ( R ) (图 3 )
.

鉴于 Q 80 R 突变体是已报道的

在从 cD N A 克隆 盯乡基因时引入的对其光谱特性和

强度没有影响的突变 5[]
,

而 K 79 R 突变在文献中未

报道
,

因 此 将本 研 究发 现 的 突 变基 因 命 名 为

灯乡K 7 9R ( G e n B a n k
:
A F 18 3 3 9 5 )

.
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力活。 I N幽 1 汉触 1
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J

心切了了了了C I G了t润 G 7U (泪 G凌(夏汇子ZG切 G G ZG 咬了石越洲月以双〔义了G刁左毛咬C 21刀CC C刀沁侧刀 1刁月 了七心

凡比 1

A C侧 C ZU G沁乙钊 c侧 cc 犯现工 Z忍 K兀亡胡以 c刀吟了〔月 c侧 e刀 1亡攀珍契摹辨蝶多7五 ) “ 刃口C厂刃
,

从七I

几1 刁G咬TA CC C咬GA Z弓幻过江别侧 文̀又义泪刀了刁c’I 了了了了〔月月GA G几又义润及汇忿口别滋《又; 2侧昭侧以
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日
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A Z爪又刑月众 C刁月C侧侧月C Zt 习以〔润冈刃侧众以Zt 洲Zt石C 4G 4〔沁4月C心锐咬G 屯动ZG汤幼几加月刁G汀
AA C刀 t 月月月A 71沮GA 以C吮咬以 21丈孙切GA 7t义训月6 亡G 了双弘以 C TA (沦4 (王4C C月2侧 2℃刁A C月A A A TA C

了℃C刁A T TG G C G刁ZU G C C C了’G (T 〕C T T T别C 〔洲 6 月C A注C 〔洲刀刀C C Z’( ; 7’C C凌C刁C刁A Z’C 7’(了C C

尹四n

C T T不CG A AA G刁八1 义浏月O 二刁几吃4 G刁(二刁G凌仪习C 4 2丈刃兀r 刀℃刀石讨G刀 I U 侧月Q 幻写工C刃G以刘
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AC A月门火C毛勺勺U汀 C T C A O 以引叮C C TG G’ 门陇A A口C A G C毛T G A G戌口丁刀订T 刀汀戌以丁n 火rA G AT

TC戌门人A人叼可G刀汀G A A日口汀T 毛心T G AI G T毛幻工 G月陇G A口团叮 lA l l
.

【
,

C 们叭了口护峨C AC G C T A

口叮G G A G TG毛幻叮 CT L 灿叼叮 C l姚L 叼
.

IA A门叭CA 戊门工G戌门丁G A已汀GC 劝U 以消A G C G G C C GC G G

5 泪川

CG G C C G C二人改D上戊口口C A A O 团叮

图 2 pH N 12 2 上 找加
.

留乡片段的序列分析结果

图中斜线部分为编码区
,

阴影部分是生色基 团的位置
,

AT G 为起始密码
,

T A A 为终止密码
.

名了乡与吞了乡之间约 3 00 b p D N A 序列是当初构建

吞尹乡大肠杆菌表达质粒时引入的 T 7 终止子结构
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图 3 G F pK 79 R 与 G即蛋白质序列的同源性
PM G F P 和 Pw G F P 分别代表本研究的 召了》 K 79 R 和 野生型 g f沁

编码的蛋白序列
.

S Y G 为组成生色基团的 3 种氨基酸
.

“ : ”

示

氨基酸相同
; “

.

”

示氨基酸相似
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.
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票
来
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用 从
。 I 和 E c o R l 双 酶 切 p H N l l s 和

p H N 12 2 E X G
,

将 g fP 和 9 2乡K 79 R 分别克隆到相同

双酶切的表达载体 p E T
一

28
a 上

,

可以使其在 la 。 工

操纵基因和 T 7 启动子控制下经 IP T G 诱导而高效

表达
.

由于表达载体的转录启始密码 A T G 下游预

设有 H is 。
·

T ag 标记
,

使位于其后的表达 G F P 蛋白

可用镍鳌合金属层析柱纯化
.

用 S D S
一

P A G E 电泳检

测融合蛋 白的诱导表达与纯化的结果表明已获得了

高纯度的 G F P 和 G F P K 79 R 蛋 白(图 4 )
.
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.
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.
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.
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.

0

波长 / n m

图 5 表达蛋白 G F P K 7 9 R 和 G F P 的光谱分析

( a ) 激发光谱
; ( b) 受 3 99

n m 光激发后的发射光谱
;

( 。 ) 受 4 8 3 n m 光激发后的发射光谱
ku823662430291

图 4 含有重组质粒 p E T G F p 和 p E T G F P K 79 R 的大肠

杆菌诱导表达产生融合蛋白的 s D .s P A G E 电泳分析

( a ) p E T G F P K 7 9 R 在 B L Z I ( D E 3 )中的诱导表达
; ( b ) p ET G F P

在 B L ZI ( D E 3) 中的诱导表达
; M

,

蛋白分子量标记
; 1

,

未诱导

的总蛋白
; 2

,

IP T G 诱导后的总蛋白
; 3

,

超声波处理诱导后的

总蛋白上清部分
; 4

,

超声波处理诱导后的总蛋 白沉淀部分
;

5
,

iN
一

N TA 树脂纯化的蛋白样品

取等量 2 拼g 的 G F P K 79 R 和 G F P 表达蛋白用 日

立 970 C R T 荧光分光光度计进行光谱分析
.

有关激

发光谱
、

发射光谱和发光强度的光谱分析结果见图

5
.

图 5 ( a )中 G F P K 7 9R 发射波长为 5 1 0 n m
,

最大

激发峰位于 399
.

1 n m
,

荧光强度为 6 08
.

31 5
,

副激

发峰为 4 8 3
.

3 n m
,

荧光强度为 3 0 0
.

14 2 ; G F P 发射

波长为 51 0 n m
,

最大激发峰位于 3 99
.

4 n m
,

荧光强

度为 2 10
.

5 9 6
,

副激发峰为 4 81
.

3 n m
,

荧光强度为

1 0 4
.

7 6 5
,

可见 G F P K 7 9 R 与 G F P 的激发光谱特性

相同
,

均有一个 3 9 9 n m 的主激发峰和 4 83
n m 的副

激发峰
,

但 K 79 R 对主激发峰和副激发峰的吸收强

度均 比 G F P 高 2
.

8 9 一 2
.

8 6 倍 (图 5 ( a ) )
.

G F P K 7 9R

的 激发 波 长 为 399
n m 时

,

最 大 发 射 峰位 于

5 12
.

5 n m
,

荧光强度为 5 5 1
.

4 8 5 ; G F P 激发波长为

3 9 9 n m
,

最大发射峰位于 5 12
.

5 n m
,

荧光强 度为
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.

0 1 2
,

可见 K 7 9 R 受 3 9 9 n m 近紫外光激发后产

生的 51 2 n m 发射峰的荧光强度 比 G F P 提高了 1
.

25

倍 (图 5 ( b ) )
.

当 G F P K 7 9 R 的激发波 长为 4 8 3 n m

时
,

最 大 发 射 峰 位 于 5 0 8
.

2 n m
,

荧 光 强 度 为

6 12
.

3 5 4 ; G F P 的激发波长为 4 s 3 n m 时
,

最大发射

峰位 于 5 0 8
.

7 n m
,

荧 光强 度为 2 51
.

35
,

可见 G F
-

以 79 R 在 4 83
n m 副激发峰作用 下的荧光 强度 比

G F p 高 2
.

4 4倍 (图 5 (。 ) )
.

与文献上已报道的来源于定点诱变 g 助 突变基

因不同
,

本研究发现 的 K 79 R 突变体是新的自发突

变体
,

虽然其突变位点离生色基团稍远而未能改变

其光谱特性
,

但仍显著提高了 G F P 蛋 白的发光强

度
.
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“
湖泊及流域科学学科发展与优先领域学术研讨会

”
在南京召开

由国家自然科学基金委员会地球科学部组织
、

中国科学院南京地理与湖泊研究所承办的
“

湖泊及流域

科学学科发展与优先流域学术研讨会
”

3 月 25 一 28 日在南京召开
.

国内各主要研究单位及高校的 60 余位专

家学者参加了会议
.

经过三天的研讨
,

与会专家普遍认为
,

作为一 门正在发展的科学
,

湖泊与流域科学学科体系构建十分

重要
.

尽管在不同时期
,

学科关注和研究的方向会有所偏重
,

但是不能因为研究方向的变化而改变基本的

学科构架和分支学科的布设
.

作为自然科学的组成部分
,

物理学
、

化学和生物学仍然是认识和研究湖泊及

流域的基础 ; 而湖泊独特的水生与沉积环境
,

又为开展与生物学
、

地质学
、

水文学 以及气象与气候学的交

叉研究提供了天然实验场地
.

从 目前发展情况看
,

对湖泊化学过程和生物过程研究的比较多
,

但对湖泊动

力学考虑得不多
.

而这种过程恰恰可能和 目前最为关注的湖泊环境问题
,

如污染物富集
、

生物演化都有很

大关系
.

因此
,

湖泊动力学
、

湖泊水文学
、

湖泊沉积学等都是湖泊科学重要的分支学科
.

关于湖泊和流域

科学如何定位
,

尚需进一步明晰
.

鉴于 目前的认识
,

我们至少可以说湖泊与流域科学是具有地理学性质的科学
.

加强湖泊与流域相互作

用的研究
,

抓住物质输移与平衡的研究
,

强调人类活动影响下的湖泊和流域演化特性的研究
,

是未来湖泊

地理学研究的重要方向
.

(供稿
:

冷疏影 宋长青 )


