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铜离子对光合颤绿菌蓝铜蛋白结晶的影响

鞠金鑫,马林,李琳,董士尚,秦晓春

(济南大学
 

生物科学与技术学院,山东
 

济南
 

250022)

摘要 蓝铜蛋白(auracyanin,
 

AC)是一种含铜的重要光合电子传递载体。分别获得高质量的光合颤绿菌

(Candidatus
 

Viridilinea
 

mediisalina,Cvm)野生型AC蛋白(Cvm-AC)和不结合铜离子的突变体AC蛋白

(Cvm-AC-mutant),通过对比两者结晶条件的差异探讨铜离子对Cvm-AC蛋白结晶的影响。首先通过异源

表达获得两种目的蛋白,再分别依次通过镍离子亲和层析、阴离子交换柱层析和凝胶过滤层析分离纯化获得

高纯度的Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白,并使用十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳对蛋白的均一

性和纯度进行检测;通过使用坐滴法和悬滴法对Cvm-AC蛋白的结晶条件进行筛选和优化,最终获得了质

量较好的Cvm-AC蛋白晶体。然而,使用Cvm-AC蛋白的结晶条件无法获得Cvm-AC-mutant的蛋白质晶

体,表明铜离子的结合与否可以直接影响Cvm-AC的结晶。
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Abstract The
 

auracyanin
 

(AC)
 

is
 

an
 

important
 

copper-containing
 

photosynthetic
 

electron
 

transport
 

carri-
er.

 

The
 

high
 

quality
 

of
 

the
 

(Candidatus
 

Viridilinea
 

mediisalina,
 

Cvm)
 

AC
 

protein
 

(Cvm-AC)
 

and
 

mu-
tant

 

AC
 

protein
 

(Cvm-AC-mutant)
 

were
 

obtained,
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

copper
 

ion
 

on
 

the
 

crystallization
 

of
 

Cvm-AC
 

protein
 

was
 

further
 

explored
 

by
 

comparing
 

the
 

differences
 

in
 

crystallization
 

conditions
 

between
 

the
 

two.
 

Firstly,
 

we
 

obtained
 

two
 

target
 

proteins
 

by
 

heterologous,
 

and
 

then
 

isolated
 

and
 

purified
 

the
 

high-
purity

 

Cvm-AC
 

and
 

Cvm-AC-mutant
 

proteins
 

by
 

nickel-ion
 

affinity
 

chromatography,
 

anion-exchange
 

col-
umn

 

chromatography,
 

and
 

gel
 

filtration
 

chromatography,
 

respectively,
 

and
 

examined
 

the
 

homogeneity
 

and
 

purity
 

of
 

the
 

proteins
 

by
 

using
 

sodium
 

dodecyl
 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electrophoresis.
 

The
 

crystalliza-
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tion
 

conditions
 

for
 

Cvm-AC
 

protein
 

were
 

screened
 

and
 

optimized
 

using
 

the
 

sitting
 

drop
 

method
 

and
 

the
 

hanging
 

drop
 

method,
 

ultimately
 

yielding
 

high-quality
 

Cvm-AC
 

protein
 

crystals.
 

However,
 

the
 

crystalliza-
tion

 

conditions
 

for
 

Cvm-AC
 

protein
 

could
 

not
 

yield
 

protein
 

crystals
 

for
 

Cvm-AC-mutant,
 

indicating
 

that
 

the
 

binding
 

of
 

copper
 

ions
 

can
 

directly
 

affect
 

the
 

crystallization
 

of
 

Cvm-AC.
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0 引言

光合作用被誉为地球上最重要的化学反应,它不仅发生于绿色植物和藻类中,也发生在光合细菌中[1]。
在光合作用光反应阶段,光合生物的天线蛋白-色素复合物吸收光能并将其传递给光反应中心的(细菌)叶绿

素特殊对,继而产生电荷分离和能量转换。因此,在光合生物中,光能的利用始终伴着电子的传递过程[2-4]。
在绿弯菌门中可进行光合作用的细菌主要分布于绿弯菌属、玫瑰弯菌属、绿丝菌属、螺丝菌属和颤绿菌

属,通常人们将它们统称为丝状不产氧光合细菌(filamentous
 

anoxygenic
 

phototrophiles,
 

FAPs)[5,6]。与绿

色植物和蓝细菌不同,在FAPs中,氢醌的氧化是由一种称为ACIII(Alternative
 

Complex
 

III)的细胞色素

bc1/b6f复合体的替代物完成。氢醌经ACIII氧化后释放电子,电子经周质空间侧的蓝铜蛋白(Auracya-
nin,

 

AC),最终传递给光反应中心,完成电子的循环传递[7]。

AC蛋白是一种具有保守金属离子结合域的重要光合电子传递载体,其广泛存在于植物和细菌中[8-11]。
目前,绿弯菌属以及玫瑰弯菌属AC蛋白的三维空间结构均已获得解析,结构上,两种AC蛋白具有十分相

似的铜离子结合口袋,但其蛋白的表面特征却明显不同[12,13]。与之相比,同属于绿弯菌门的颤绿菌属AC
蛋白的结构以及功能研究的报道却相对较少[14,15]。

本文选取光合颤绿菌(Candidatus
 

Viridilinea
 

mediisalina,Cvm)中结合铜离子的蓝铜蛋白为研究对

象,采用大肠杆菌异源表达方式分别制备野生型(简称Cvm-AC)和突变体Cvm-AC蛋白(通过与Cvm-AC
同源的绿弯菌属以及玫瑰弯菌属AC蛋白的分析比较,可知Cvm-AC的铜离子结合位点为 H78,C143,

H148和M152[12,13],分别将该四个氨基酸残基突变为甘氨酸残基,使其无法与铜离子结合,获得的突变体简

称为Cvm-AC-mutant),并通过分离、纯化获得均一性较好、纯度较高的蛋白样品。通过对Cvm-AC蛋白的

结晶筛选与优化,获得较高质量的Cvm-AC蛋白质晶体,并利用已经获得的Cvm-AC结晶条件,尝试获得

Cvm-AC-mutant的蛋白质晶体,探讨铜离子对Cvm-AC蛋白结晶的影响,同时也为深入理解绿弯菌门不同

属内AC蛋白的结构及功能差异提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株、质粒、基因与引物。大肠杆菌(Escherichia
 

coli,E.
 

coli)DH5α菌株和BL21(DE3)购自于北京

博迈德基因技术有限公司;pET28a质粒购自于美国赛默飞世尔科技公司;
 

Cvm-AC基因和pET28a-Cvm-
AC-mutant表达载体购自于苏州金唯智生物科技有限公司,引物由青岛擎科生物科技有限公司合成,Cvm-
AC的上游引物:5'-CATGCCATGGGCGGCAACGGCAAC-3',下游引物:5'-CCCTCGAGTTCTTCCAC-
CACCAGAC-3'。

1.1.2 主要试剂与材料。快速质粒小提试剂盒与琼脂糖凝胶脱氧核糖核酸(DNA)回收试剂盒,购自北京

天根生化科技有限公司;T4
 

DNA连接酶、Nco
 

I以及Xho
 

I,购自美国赛默飞世尔科技公司;高保真DNA
聚合酶Prime

 

STAR
 

Max,购自大连宝生物工程有限公司;蛋白分子量标示物,购自上海雅酶生物医药科技

有限公司;镍离子亲和层析柱(Ni-NTA)、SuperdexTM
 

75和Q
 

HP阴离子交换柱凝胶过滤层析柱,购自美国

通用电气公司;超滤离心管,购自德国默克密理博公司;IndexTM、Cystal
 

ScreenTM、Cystal
 

ScreenTM
 

2、PEG/

Ion
 

ScreenTM、
 

PEG/Ion
 

2
 

ScreenTM、SaltRxTM
 

1和SaltRxTM
 

2结晶筛选试剂盒,购自美国 Hampton
 

Re-
search公司。
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1.1.3 主要仪器。PCR扩增仪,Long
 

Gene公司;Centrifuge
 

5417R高速冷冻离心机,eppendorf公司;GXZ
 

型智能培养箱,上海知楚有限公司;低温恒温培养箱,日本Panasonic公司;Avanti
 

J-26S
 

XP型高速离心机,
美国贝克曼库尔特公司;电热恒温振荡水浴锅上海精宏设备厂;UVP凝胶成像系统英国UVP公司;琼脂糖

凝胶水平电泳仪Tanon公司;JH-02
 

HC型高压匀质机,广州聚能纳米生物科技股份有限公司;ÄKTA
 

pure25
 

L1型蛋白纯化系统,美国通用电气公司;NanoDrop型微量紫外-可见分光光度计,美国赛默飞公司。

1.2 方法

1.2.1 蛋白的原核表达载体构建。Cvm-AC蛋白共由160个氨基酸残基组成,通过与绿弯菌属以及玫瑰弯

菌属AC蛋白的氨基酸序列同源性比对发现,Cvm-AC蛋白第1~23位氨基酸残基为转运信号序列[12,13],故
根据合成的基因序列仅扩增Cvm-AC蛋白第24~160位氨基酸残基所对应的基因。采用Prime

 

STAR
 

Max的标准反应体系进行聚合酶链式反应(polymerase
 

chain
 

reaction,PCR),扩增条件为:94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性1
 

min,56
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸1
 

min(其中,变性、退火和延伸共进行32个循环)。经1%
琼脂糖凝胶电泳分析PCR产物,并利用DNA凝胶回收试剂盒回收大小约为412

 

bp的条带(Cvm-AC蛋白

DNA片段大小为412
 

bp)。随后,将PCR产物与pET28a空载体分别使用Nco
 

I和Xho
 

I两种限制性内切

酶进行双酶切,得到线性化的pET28a和Cvm-AC基因。接着,使用T4
 

DNA
 

连接酶,将pET28a和Cvm-
AC基因在室温(25

 

℃)下连接3
 

h。连接反应结束后,将重组质粒转化入DH5α感受态细胞,并涂布于含有

50
 

g/mL卡那霉素的Luria
 

Bertani(LB)平板上37
 

℃过夜培养。次日,筛选阳性菌株并进行扩大培养后提

取质粒,经双酶切鉴定后,将pET28a-Cvm-AC重组质粒送至青岛擎科生物科技有限公司进行测序鉴定。

1.2.2 蛋白的诱导表达。将测序鉴定正确的pET28a-Cvm-AC重组质粒和生物公司合成并构建成功的

pET28a-Cvm-AC-mutant表达载体分别转化至BL21(DE3)大肠杆菌感受态细胞中,并涂布到含有卡那霉素

的LB固体培养基平板上,获得了分别含有pET28a-Cvm-AC和pET28a-Cvm-AC-mutant的重组大肠杆菌

BL21(DE3)阳性转化子。将其单菌落分别接种至5
 

mL
 

LB液体培养基中,并在37
 

℃、220
 

r/min条件下过

夜培养,得到种子培养物。次日,将种子培养物接种至800
 

mL
 

LB液体培养基中,并培养至密度值(OD600)
约为0.6~0.8,取200

 

L菌液,标记为诱导前样品。随后,向剩余培养物中加入400
 

L浓度为1.0
 

mol/L

的异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达16
 

h,再次取200
 

L菌液,并标记为诱导后样品。最后,分别

将诱导前样品和诱导后样品在100
 

℃煮沸10
 

min后进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)检测。

1.2.3 镍离子亲和层析。诱导16
 

h后,将大肠杆菌培养物以6
 

000
 

r/min的速度在4
 

℃条件下进行高速离

心,收集沉淀并用收菌缓冲液(20
 

mmol/L
 

HEPES,pH值为7.0,甘油体积分数为5%,氯化钠浓度为500
 

mmol/L)悬浮菌体,获得大肠杆菌菌液。菌液经过高压匀质破碎5次后,12
 

000
 

r/min离心0.5
 

h,收集上清

液。将上清液与预先使用收菌缓冲液平衡好的镍离子亲和层析介质混合,并在4
 

℃条件下孵育2
 

h。随后,
使用含有低浓度咪唑的除杂缓冲液进行洗杂,首先用含25

 

mmol/L咪唑的除杂缓冲液(20
 

mmol/L
 

HEPES,pH值为7.0,甘油体积分数为5%,氯化钠浓度为500
 

mmol/L,咪唑浓度为25
 

mmol/L)洗杂三

次,然后用含50
 

mmol/L咪唑的除杂缓冲液(20
 

mmol/L
 

HEPES,pH值为7.0,甘油体积分数为5%,氯化

钠浓度为500
 

mmol/L,咪唑浓度为50
 

mmol/L)洗杂一次。最后,使用镍离子层析洗脱液(20
 

mmol/L
 

HEPES,pH值为7.0,甘油体积分数为5%,氯化钠浓度为500
 

mmol/L,咪唑浓度为500
 

mmol/L)洗脱目

的蛋白,并进行SDS-PAGE检测。

1.2.4 阴离子交换柱层析纯化。首先,将镍离子层析洗脱得到的蛋白样品倒入预冷的10
 

ku浓缩管中,在

4
 

℃,4
 

500
 

r/min条件下进行离心浓缩,直至蛋白体积降至1
 

mL。然后向浓缩管的样品中加入等体积的低

盐缓冲液(HEPES浓度为20
 

mmol/L,pH
 

7.0,氯化钠浓度为200
 

mmol/L,甘油体积分数为5%)进行液体

置换,重复此步骤4次。接着,向浓缩后的蛋白样品中加入等体积的A液(HEPES浓度为20
 

mmol/L,pH
 

7.0,氯化钠浓度为20
 

mmol/L,甘油体积分数为5%),再次进行离心浓缩至样品体积为1
 

mL,重复此步骤4
次。最后,使用ÄKTA蛋白纯化系统进行阴离子交换柱层析。其中,洗脱过程中,设置参数,使得在60

 

min
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内将氯化钠浓度从20
 

mmol/L线性提高至1.0
 

mol/L。收集与蛋白峰相对应的洗脱液样品,并进行SDS-
PAGE检测。

1.2.5 凝胶过滤层析纯化。预先用凝胶过滤层析缓冲液(HEPES的浓度为20
 

mmol/L,pH
 

7.0,氯化钠的

浓度为300
 

mmol/L)平衡层析柱SuperdexTM
 

75,随后将经阴离子交换柱层析纯化后所得的蛋白样品浓缩并

换液至凝胶过滤层析缓冲液中。设置体积流速为0.5
 

mL/min,上限压强为2.0
 

MPa,进行凝胶过滤层析,
收集目的蛋白。最后用SDS-PAGE检测层析获得的目的蛋白,并将目的蛋白浓缩后用NanoDrop微量紫

外-可见分光光度计进行浓度测定。分别获得高纯度的Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白。

1.2.6 Cvm-AC蛋白结晶条件的筛选与优化。采用坐滴法对Cvm-AC蛋白样品的结晶条件进行初步筛

选,筛选所选用的蛋白质溶液质量浓度为20.0
 

g/L,结晶温度为16
 

℃,池液与蛋白质溶液按照体积比1∶1
混合,结晶试剂盒为IndexTM、Crystal

 

ScreenTM、Crystal
 

2
 

ScreenTM、PEG/Ion
 

ScreenTM 和PEG/Ion
 

2
 

ScreenTM(共计288种条件)。通过显微镜观察,选取体积较大、形状较为规则的晶体所对应的结晶条件进行

后续优化,即分别对Cvm-AC蛋白晶体生长的蛋白质浓度,生长池液的沉淀剂浓度、缓冲试剂pH和种类以

及晶体生长所需的温度等进行调整,获得体积和形状更佳的Cvm-AC蛋白质晶体。

1.2.7 Cvm-AC-mutant蛋白的结晶。分别使用Cvm-AC蛋白的初筛条件和优化后条件对Cvm-AC-mu-
tant蛋白进行结晶,以期获得Cvm-AC-mutant的蛋白质晶体。

   注:M—基因标示物;1—Cvm-AC蛋白基因。

 
 

Note:
 

M—Gene
 

marker;
 

1—The
 

gene
 

of
 

Cvm-AC.

图1 Cvm-AC蛋白基因PCR后的

琼脂糖凝胶电泳图

Fig.
 

1 Agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

after
 

PCR
 

of
 

Cvm-AC
 

gene

2 实验结果与分析

2.1 Cvm-AC目的基因的扩增及原核表达载体构建

图1为Cvm-AC基因的聚合酶链式反应(PCR)琼脂糖凝胶电泳

图。蛋白基因长度为412
 

bp,图1中条带位置符合目的基因长度,证
明RCR扩增成功。重组后的表达载体pET28a-Cvm-AC经测序后

发现与目的基因序列一致,可进行后续实验。Cvm-AC-mutant基因

合成及pET28a-Cvm-AC-mutant重组表达载体构建是由苏州金唯

智生物科技有限公司完成。

2.2 重组蛋白的诱导表达

Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白的SDS-PAGE检测结果分别

如图2(a)和2(b)所示。由图可以看出,相较于诱导前样,诱导后样

在10
 

ku和15
 

ku之间(目的蛋白的理论分子量14.4
 

ku)的蛋白条带

明显变粗,表明Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白在该条件下均可

诱导表达。

        注:M—蛋白标示物;1—诱导前样;2—诱导后样;目的蛋白位置如图中红框所示。

      Note:
 

M—Protein
 

marker;
 

2—Induced
 

sample;
 

the
 

location
 

of
 

the
 

target
 

protein
 

is
 

indicated
 

by
 

the
 

red
 

box
 

in
 

the
 

figure.

图2 重组蛋白诱导前后SDS-PAGE图(a)Cvm-AC蛋白的SDS-PAGE图;(b)Cvm-AC-mutant蛋白的SDS-PAGE图

Fig.
 

2 SDS-PAGE
 

of
 

recombinant
 

protein
 

before
 

and
 

after
 

induction
 

(a)
 

SDS-PAGE
 

of
 

Cvm-AC
 

protein;
 

(b)
 

SDS-PAGE
 

of
 

Cvm-AC-mutant
 

protein
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2.3 镍离子亲和层析纯化结果

Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白经镍离子亲和层析纯化后的各组分的
 

SDS-PAGE检测结果分别如

图3(a)和3(b)所示。由图可知在25
 

mmol/L和50
 

mmol/L咪唑的作用下,大部分杂质蛋白被洗下,洗后

的镍离子亲和层析柱中所含Cvm-AC蛋白和Cvm-AC-mutant蛋白纯度较高,但仍存在少量杂质,需进行进

一步的分离纯化。

注:M—蛋白标示物;1—破菌后离心所得沉淀;2—破菌后离心所得上清;3—镍离子介质与上清亲和以后的流穿;4—亲和以后的镍

离子介质;5—25
 

mmol/L咪唑洗杂后的流穿;6—25
 

mmol/L咪唑洗杂后的镍离子介质;7—50
 

mmol/L的咪唑洗杂后的流穿;8—

50
 

mmol/L咪唑洗杂完以后的镍介质。

Note:
 

M—Protein
 

marker;
 

1—The
 

pellet
 

obtained
 

after
 

centrifugation
 

following
 

bacterial
 

lysis;
 

2—The
 

supernatant
 

obtained
 

after
 

centrifugation
 

following
 

bacterial
 

lysis;
 

3—The
 

flow-through
 

after
 

affinity
 

chromatography
 

with
 

the
 

supernatant
 

on
 

a
 

nickel
 

ion
 

me-

dium;
 

4—The
 

nickel
 

ion
 

medium
 

after
 

affinity
 

chromatography;
 

5—The
 

flow-through
 

after
 

washing
 

with
 

25
 

mmol/L
 

imidazole;
 

6—The
 

nickel
 

ion
 

medium
 

after
 

washing
 

with
 

25
 

mmol/L
 

imidazole;
 

7—The
 

flow-through
 

after
 

washing
 

with
 

50
 

mmol/L
 

imidaz-

ole;
 

8—The
 

nickel
 

ion
 

medium
 

after
 

washing
 

with
 

50
 

mmol/L
 

imidazole.

图3 镍离子亲和层析纯化过程各组分的SDS-PAGE图(a)Cvm-AC蛋白SDS-PAGE图;(b)Cvm-AC-mutant蛋白SDS-PAGE图

Fig.
 

3 The
 

SDS-PAGE
 

images
 

of
 

various
 

components
 

during
 

the
 

purification
 

process
 

of
 

nickel
 

ion
 

affinity
 

chromatography
 

(a)
 

SDS-PAGE
 

of
 

Cvm-AC
 

protein;
 

(b)
 

SDS-PAGE
 

of
 

Cvm-AC-mutant
 

protein

2.4 阴离子交换柱层析纯化结果

将Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白浓缩换液后分别进行阴离子交换柱层析,结果如图4(a)和4(b)所
示,图中曲线为280

 

nm处的吸收值。绝大部分Cvm-AC和Cvm-AC-mutant
 

蛋白已经结合到阴离子交换

柱,且在整个层析过程均仅出现1个主要吸收峰,说明两种蛋白所带电荷均较为均一。
将所出峰对应样品进行SDS-PAGE检测,结果如图5(a)和5(b)所示,出峰所对应的蛋白分子量与目的

蛋白单体理论分子量相符,表明获得了纯度相对较高的Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白样品。

图4 阴离子交换柱层析图(a)
 

Cvm-AC蛋白阴离子交换柱层析图;(b)
 

Cvm-AC-mutant蛋白阴离子交换柱层析图

Fig.
 

4 Anion
 

exchange
 

column
 

chromatography
 

diagram
 

(a)
 

Anion-exchange
 

column
 

chromatography
 

diagram
 

of
 

Cvm-AC
 

protein;
 

(b)
 

Anion-exchange
 

column
 

chromatography
 

diagram
 

of
 

Cvm-AC-mutant
 

protein
 

2.5 凝胶过滤层析结果

利用凝胶过滤层析对Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白的聚集状态及分子量进行评判。将阴离子交换

层析纯化后的Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白溶液继续浓缩并更换溶液至凝胶过滤层析缓冲液中,分别

使用SuperdexTM
 

75进行进一步的纯化,结果如图6(a)和6(b)所示,图中曲线为280
 

nm处的吸收值。
根据SuperdexTM

 

75的工作原理,如果目的蛋白为单体形式存在,则应在洗脱体积13
 

mL之后出现目的
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蛋白吸收峰,
 

Cvm-AC洗脱体积13.3
 

mL,说明Cvm-AC蛋白以单体形式存在。此外,在整个层析过程仅出

现1个主要吸收峰,表明Cvm-AC蛋白均一性良好。收集目的蛋白并经超滤管浓缩后,使用NanoDrop微量

紫外-可见分光光度计进行浓度测定并稀释至质量浓度为35
 

g/L后于液氮速冻,置于-80
 

℃冰箱中保存备用。

注:M—蛋白标示物。    Note:
 

M—Protein
 

marker

图5 阴离子交换层析对应的SDS-PAGE图(a)Cvm-AC蛋白经阴离子交换层析后的蛋白洗脱峰对应的SDS-PAGE图;
(b)Cvm-AC-mutant蛋白经阴离子交换柱层析后的蛋白洗脱峰对应的SDS-PAGE图

Fig.
 

5 Anion-exchange
 

chromatography
 

corresponding
 

SDS-PAGE
 

image
 

(a)
 

The
 

SDS-PAGE
 

corresponding
 

to
 

the
 

protein
 

elution
 

peak
 

after
 

anion-exchange
 

chromatography
 

of
 

Cvm-AC
 

protein;
 

(b)
 

The
 

SDS-PAGE
 

corresponding
 

to
 

the
 

protein
 

elution
 

peak
 

after
 

anion-exchange
 

chromatography
 

of
 

Cvm-AC-mutant
 

protein

图6 凝胶过滤层析图(a)Cvm-AC蛋白SuperdexTM
 

75凝胶过滤层析图;(b)Cvm-AC-mutant蛋白SuperdexTM
 

75凝胶过滤层析图

Fig.
 

6 Gel
 

filtration
 

chromatography
 

diagram
 

(a)
 

The
 

gel
 

filtration
 

chromatography
 

diagram
 

of
 

Cvm-AC
 

protein
 

using
 

SuperdexTM
 

75;
 

(b)
 

The
 

gel
 

filtration
 

chromatography
 

diagram
 

of
 

Cvm-AC-mutant
 

protein
 

using
 

SuperdexTM
 

75

而Cvm-AC-mutant的蛋白的出峰位置在8.3
 

mL,远大于分子筛的极限排阻,故Cvm-AC-mutant是以

多聚体形式存在,使用NanoDrop微量紫外-可见分光光度计进行浓度测定并稀释至质量浓度为35
 

g/L后

液氮速冻,置于-80
 

℃冰箱中保存备用。

2.6 Cvm-AC蛋白结晶条件初筛与优化

利用多种蛋白结晶试剂盒对Cvm-AC蛋白进行结晶条件的初步筛选,结果发现Cvm-AC蛋白在4种

(IndexTM
 

的26号、IndexTM
 

的66号、SaltRXTM
 

的1号、Crystal
 

screen的TM
 

4号)条件下均可以长出晶体,具体

条件如表1所示。
对选定的4种结晶池液分别采用悬滴法进行优化。通过对Cvm-AC蛋白的浓度、结晶pH、沉淀剂浓度

进行多轮的优化后发现,IndexTM
 

的26号条件、IndexTM 的66号条件、SaltRXTM
 

的1号条件的优化效果较差,

Cvm-AC蛋白晶体的形状以及大小均未得到改善,后续仅选定池液名称为Crystal
 

screenTM
 

的4号条件的结

晶条件进行优化,如图7(a)。
具体优化结晶条件如:蛋白质量浓度为:20、35

 

g/L;
 

结晶温度为:4、16和20
 

℃;硫酸铵的浓度为:1.6、

1.8、2.0、2.2、2.4、2.6、3.0、3.2
 

mol/L;pH值为:6.5、7.0、7.5、8.0、8.5。针对上述不同变量,每次仅改变

其中一个进行优化。经过多次优化,最后在Cvm-AC蛋白浓度为35
 

g/L,结晶温度为16
 

℃,池液中硫酸铵浓

度为2.0
 

mol/L,三羟甲基氨基甲烷的浓度为0.1
 

mol/L,pH为8.5的条件下可获得了体积较大、形状较为

规则的Cvm-AC晶体,如图7(b)。
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图7 Cvm-AC蛋白晶体优化前后图
 

(a)Crystal
 

screenTM 的第4号条件优化前图;(b)Crystal
 

screenTM 的第4号条件优化后图

Fig.
 

7 The
 

crystal
 

optimization
 

before
 

and
 

after
 

images
 

of
 

Cvm-AC
 

protein
 

(a)
 

The
 

image
 

before
 

optimizing
 

Cvm-AC
 

protein
 

with
 

condition
 

number
 

4
 

of
 

Crystal
 

ScreenTM
 

(b)
 

The
 

image
 

after
 

optimizing
 

Cvm-AC
 

protein
 

with
 

condition
 

number
 

4
 

of
 

Crystal
 

ScreenTM

2.7 Cvm-AC-mutant蛋白的结晶

通过多次尝试,Cvm-AC-mutant蛋白在IndexTM
 

的26号、IndexTM
 

的66号、SaltRXTM
 

的1号、Crystal
 

screenTM 的4号以及优化后的Crystal
 

screenTM 的4条件下均未长出结晶。
表1 Cvm-AC蛋白初筛结晶生长条件

Tab.
 

1 The
 

initial
 

screening
 

of
 

crystallization
 

growth
 

conditions
 

for
 

Cvm-AC
 

protein

池液名称 条件组成

IndexTM 的26号 酒石酸氢氨浓度为1.1
 

mol/L,pH
 

7.5

SaltRXTM 的1号 硫酸铵浓度为3.2
 

mol/L,双(2羟乙基)氨基(三羟甲基)的浓度为0.1
 

mol/L,pH
 

5.5

Crystal
 

screenTM 的
 

4号 硫酸铵浓度为2.0
 

mol/L,三羟甲基氨基甲烷的浓度为0.1
 

mol/L,pH
 

8.5

IndexTM 的66号 硫酸铵浓度为0.2
 

mol/L,双(2羟乙基)氨基(三羟甲基)的浓度为0.1
 

mol/L,pH
 

5.5,聚乙二醇的体积分数为2%
 

3 结论与讨论

在FAPs光合电子传递过程中,AC蛋白发挥着重要的电子载体作用[16-18],其三维空间结构特征对于理

解光合生物电子传递机理以及生物仿生学的研究具有十分重要的意义。
本研究通过PCR、载体构建获得了pET28a-Cvm-AC重组表达载体;并经大肠杆菌异源表达、亲和层析

以及凝胶过滤层析纯化获得了纯度较高的Cvm-AC和Cvm-AC-mutant蛋白;纯化后的Cvm-AC蛋白经晶

体筛选与优化,获得了体积相对较大、形状较规则的晶体。优化后的具体条件为:培养温度为16
 

℃,蛋白的

质量浓度为35.0
 

g/L,池液中硫酸铵浓度为2.0
 

mol/L,三羟甲基氨基甲烷的浓度为0.1
 

mol/L,pH
 

8.5。
而在纯化过程中我们发现Cvm-AC-mutant蛋白为多聚体状态,其聚集形式明显区别于Cvm-AC蛋白的单

体形式。此外,结晶实验发现,在Cvm-AC蛋白结晶条件下Cvm-AC-mutant蛋白均未能结晶。表明铜离子

的缺失可能影响了Cvm-AC蛋白的三维空间结构和功能,导致其在溶液状态中的聚集状态发生改变,从而

影响到了蛋白质的结晶。
本研究明确了铜离子对Cvm-AC的结构、聚集状态以及结晶情况均存在重要的影响,目前的研究结果

为理解铜离子在Cvm-AC蛋白中的关键作用以及开展针对Cvm-AC三维空间结构的研究奠定了重要基础。
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