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　　光合作用是地球上生命现象的基础，高等植物光合作用
光能的捕获与传递主要是通过光捕获叶绿素 ａ／ｂ结合蛋白
（ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａ／ｂｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｃａｂ）来完成［１］，在高等植物

中大部分叶绿素分子都结合在光系统Ⅰ（ＰＳⅠ）和光系统Ⅱ
（ＰＳⅡ）的天然色素蛋白复合物上［２］。这些蛋白复合物共同

组成一个很重要而又很庞大的家族，但特点又不是很明显。

光捕获叶绿素 ａ／ｂ结合蛋白 Ｃａｂ是一类能捕获光能，并把光
能转化成电能迅速传至光反应中心引起光化学反应的色素蛋

白，这些蛋白复合体由属于同一家族的色素结合蛋白与色素

结合而形成，然后通过色素结合蛋白的跨膜区将其锚定在类

囊体膜上。高等植物中大部分的叶绿素分子都结合在 ＰＳⅠ、
ＰＳⅡ的捕光色素蛋白复合物上，其中ＰＳⅡ捕光色素蛋白复合
物结合的叶绿素约占类囊体膜上色素量的５０％［３］，除与光能

的传递相关之外，其在响应外界生物胁迫方面也发挥着重要

作用［４－５］，且随着电子晶体学研究方法的发展，对Ｃａｂ蛋白晶
体结构的分析也日趋深入［６］。

叶绿素ａ／ｂ结合蛋白由定位于细胞核内的 ｃａｂ基因编
码［７］，核基因ｃａｂ转录产生的ｍＲＮＡ在细胞质的８０Ｓ核糖体
上翻译合成前体多肽，这些前体多肽被运进叶绿体并被加工

切割成成熟蛋白，其转移过程借助于被称为过渡肽（ｔｒａｎｓｉｔ
ｐｅｐｔｉｄｅ）或引导肽（ｌｅａｄｅｒｐｅｐｔｉｄｅ）的 Ｎ末端扩展序列。过渡
肽和切割位点下游６—１５氨基酸残基区域是Ｃａｂ蛋白前体的
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多变区［８］。

番茄中，目前为止已报道的 Ｃａｂ蛋白有 ２１种［９］，其中

Ｃａｂ－１Ａ为高等植物中的主要光捕获蛋白之一，别称
ＬＨＣｂ１－１。本研究对光捕获叶绿素 ａ／ｂ结合蛋白 Ｃａｂ－１Ａ
进行定位，结合对与 ＰＶＹＨＣ－Ｐｒｏ相互作用的研究，以期为
探索叶绿素ａ／ｂ结合蛋白的新功能奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｃｈｉａｃｏｉｌ）ＤＨ５α、农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｍｅｆａｃｉｅａｓ）ＧＶ３１０１以及各个载体骨架均由笔者所在实验室
保存提供。

限制性内切酶ＸｂａⅠ、ＣｌａⅠ、ＳａｌⅠ、ＫｐｎⅠ、ＳｍａⅠ均购自
于赛默飞世尔科技（中国）有限公司。ＥｃｏＲⅠ、Ｔ４ ＤＮＡ
ｌｉｇａｓｅ、ｐＧＥＭ－ＴＥｓａｙＶｅｃｔｏｒ、ＷｉｚａｒｄＤＮＡｃｌｅａｎ－ｕｐ凝胶回收
试剂盒等购自普洛麦格生物技术有限公司。ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ、
ＭａｒｋｅｒＤＬ１５０００＋２０００均购自于天根生化科技（北京）有限
公司。

从加工番茄（Ｓｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）里格尔８７－５中提取
的ｃＤＮＡ、试验所用本氏烟草种子均由笔者所在实验室保存。
１．２　方法
１．２．１　加工番茄 ｃａｂ－１ａ基因克隆　以加工番茄里格尔
８７－５ｃＤＮＡ为模板，根据已报道的序列［１０］，设计相应的引物

（表１），ＰＣＲ克隆得到ｃａｂ－１ａ基因片段。将 ＰＣＲ扩增获得
的目的基因片段进行凝胶电泳检测，并对检测到的目的基因

片段运用试剂盒进行凝胶回收，进而连接到 Ｔ载体
ｐＧＥＭ－ＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ上，送至生工生物工程（上海）股份有限
公司测序。　
１．２．２　Ｃａｂ－１Ａ－ｌｉｋｅ蛋白的生物信息学分析　运用
ＥｘＰＡＳｙ程序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）进行氨基酸序列生物
信息学分析［１１］；假定蛋白质的多重比对和进化树分析在

ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５进行；跨膜区域和构向预测在 ＴＭｐｒｅｄ程序
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＴＭＰＲＥＤｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）中

进行；通过ＨＮＮ二级结构预测程序（ｈｔｔｐ：／／ｎｐｓａ－ｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．
ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿ｈｎｎ．ｈｔｍｌ）
推定蛋白质的二级结构；三级结构模型建立使用 ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）程序。
１．２．３　亚细胞定位载体的构建　设计引物 ＧＦＰ－Ｓ／ＧＦＰ－
ＡＳ（表１），从ｐＣＢＧＦＰ：３５Ｓ－ＧＡｉ载体上克隆得到绿色荧光蛋
白基因ＧＦＰ序列，经 ＸｍａⅠ／ＳａｃⅠ双酶切后，凝胶电泳检测
并回收目的片段ＧＦＰ，然后将酶切后的ＧＦＰ片段连接到同样
酶切的双元载体ｐＳＰＹＣＥ：３５Ｓ上，转化大肠杆菌并提质粒，酶
切鉴定正确后，将构建好的 Ｎ端定位载体骨架 ｐＳＰＧＦＰ：３５Ｓ
送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。然后将

目的基因ｃａｂ－１ａ从Ｔ载体上酶切下来，连接到 Ｎ端定位载
体上，构建最终定位载体 ｐＳＰＧＦＰ－Ｃａｂ－１Ａ（图 １），并以
ｐＳＰＧＦＰ载体骨架作为对照，酶切鉴定并测序。
１．２．４　农杆菌介导的烟草叶片遗传转化　将测序正确的目
标载体运用电击法转化至农杆菌ＧＶ３１０１中，克隆ＰＣＲ，挑取
阳性克隆，接种到１０ｍＬ的ＬＢ液体培养基中（含有相应的抗
生素），２８℃孵育２４ｈ以上，之后在２８℃、１９０ｒ／ｍｉｎ摇床振
荡至培养基Ｄ６００ｎｍ为０．６～１．０。将培养液以３０００ｇ、４℃ 离
心１５ｍｉｎ，收集农杆菌ＧＶ３１０１沉淀。弃废液，向沉淀颗粒中
加入 新 鲜 的 渗 透 液［１２］ （ＭｇＣｌ２ １０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭＥＳ／ＫＯＨ
１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值５．７，乙酰丁香酮１５０μｍｏｌ／Ｌ），使最终悬浮
液Ｄ６００ｎｍ为０．５左右。将含有农杆菌细胞的渗透液在摇床中
黑暗孵育２ｈ，然后用于渗透。

取３周大烟草（本氏烟）植株的顶３叶，采用叶盘法进行组
织培养。从组织培养后的叶组织上切取１～２ｃｍ２的小块置于
渗透液中，并于１００ｒ／ｍｉｎ摇床上振荡渗透１０ｍｉｎ。用灭菌的
滤纸吸干表面菌液，置于 ＭＳ预培养基上，暗处室温下培养
２ｄ。２ｄ后置于共培养ＭＳ培养基（含相应抗生素）上进行筛
选培养，２周更换１次培养基，直至长出２ｃｍ小芽，然后转入
ＭＳ生根培养基，室温下进行生根，生根２周后进行荧光检测。

取转化后的植株叶片置于载玻片上，滴几滴清水，盖上盖

玻片，在共聚焦荧光扫描显微镜下进行观察。

表１　本研究所用引物及序列

引物 序列（５′→３′） 限制性内切酶

ｃａｂ－１ａ－Ｓ ＣＣＣＴＣＴＡＧＡＡＣＣＡＴＧＧＣＡＧＣＴＧＣＴＡＣＡＡＴＧ ＸｂａⅠ
ｃａｂ－１ａ－ＡＳ ＧＣＣＧＧＴＡＣＣＴＣＡＣＴＴＴＣＣＧＧＧＡＡＣＡＡＡＧＴ ＫｐｎⅠ
ＧＦＰ－Ｓ ＣＣＣＧＧＧＡＴＧＴＡＣＣＣＡＴＡＣＧＡＴＧＴＴＣＣＡＧＡＴＴＡＣＧＣＴＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧＣ ＸｍａⅠ

（阴影标记部分为ＨＡ标签蛋白对应的碱基序列）
ＧＦＰ－ＡＳ ＧＡＧＣＴＣＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧＣＣＧＴＧＡ ＳａｃⅠ

２　结果与分析

２．１　序列比对
番茄ｃａｂ－１ａ目的基因的假定蛋白 Ｃａｂ－１Ａ－ｌｉｋｅ序列

分别与 ＮＣＢＩ公布的 ｃａｂ１ａ、ｃａｂ１ｂ、ｃａｂ１ｃ、ｃａｂ３ａ、ｃａｂ３ｃ、ｃａｂ６ａ
基因的蛋白序列进行比对分析，相似度达到 ９５％以上（图
２），表明克隆的目的基因就是 ｃａｂ－１ａ，属于 Ｃａｂ家族成员。
Ｃａｂ－１Ｃ进化树分析结果（图３）表明，番茄Ｃａｂ－１Ａ－ｌｉｋｅ蛋
白与Ｃａｂ－１Ｃ的亲缘关系更近，而与 ＮＣＢＩ上预测的 Ｃａｂ－
１Ａ蛋白不属于同一分支，这可能与此蛋白是由假定推测得到
的相关，而且与Ｃａｂ－３Ｃ的相似度最低。

２．２　生物信息学预测分析
从加工番茄ｃＤＮＡ中扩增出约７００ｂｐ的目的条带，测序

分析结果表明，ｃａｂ－１ａ基因ＯＲＦ长７９８ｂｐ，预测可以编码１
个含有２６５个氨基酸的多肽序列。用ＮＣＢＩＣＤＳ对该多肽进
行分析，结果表明，加工番茄Ｃａｂ－１Ａ－ｌｉｋｅ蛋白具有叶绿素
ａ／ｂ结合蛋白家族结构域，属于该家族成员（图４）。

用ｉＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｉｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）序列分析表明，番茄的
Ｃａｂ－１Ａ－ｌｉｋｅ蛋白 Ｎ端有 １个潜在的叶绿体转运肽
（ＭＡＡＡＴＭＡＬＳＳＰＳＦＡＧＱＡＶＫＬＳＰＳＡＳＥＩＳＧＮ）。
　　此外，ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｅｐｔｉｄｅ＿ｍａｓｓ／）对
其预测结果表明，Ｃａｂ－１Ａ－ｌｉｋｅ蛋白分子量约是２８．０７ｋｕ，
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等电点（ＰＩ）为５．５１，保守序列约占９２．１％。对 Ｃａｂ－１Ａ二
级结构的预测结果表明，其有 ３个跨膜螺旋，且有 ３５．０９％
α－螺旋、８．６８％ β－折叠、５６．２％的无规卷曲结构。

三级结构模型用 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｔｅｍｐｌａｔｅｓ／１ｒｗｔ．１）进行预测，其空间结构与菠菜（ＳＭＴＬ
ｉｄ：１ｒｗｔ．１）的Ｃａｂ蛋白有９５．６５％相似度。
２．３　亚细胞定位载体的鉴定

取菌落ＰＣＲ阳性克隆，提取质粒ＤＮＡ，并根据所设计引物
进行ＸｂａⅠ／ＫｐｎⅠ双酶切鉴定，获得１条约８００ｂｐ的条带，该条带
为目的基因ｃａｂ－１ａ（图５），与预期相符，对酶切正确的质粒进
行测序，结果表明，构建的亚细胞定位载体是正确的。

２．４　荧光检测
将双元表达载体ｐＳＰＧＦＰ－Ｃａｂ－１Ａ运用电击法转化到

农杆菌ＧＶ３１０１中，用克隆ＰＣＲ鉴定正确的菌株侵染本氏烟
表皮细胞４８ｈ，激光共聚焦显微镜下观察到绿色荧光分布在
烟草表皮细胞的细胞核膜和细胞质上，并且细胞核上的荧光

比细胞质的荧光要强（图６）。

３　结论与讨论

ｃａｂ基因家族在长期进化过程中，ｃＤＮＡ序列是相当保守
的［１３］。同样的，番茄 ｃａｂ－１ａ基因作为 ＬｈｃｂＩ类基因成
员［１０］，其对应的蛋白序列与其他几个Ｃａｂ基因蛋白序列的一

致性在８５％以上，进一步证明此基因在进化过程中是相对保
守的。但是，由ｃａｂ－１基因与 ｃａｂ－３基因编码的多肽相比，
转运肽和Ｎ末端的结构域有明显差别，而其余部分的序列基
本是相同的。因为ｃａｂ基因编码的叶绿素 ａ／ｂ结合蛋白最终
定位在叶绿体类囊体膜上，所以这段引导肽对其至关重要，由

于这类蛋白的引导肽多位于蛋白序列的 Ｎ端，所以，本研究
只是将 ＧＦＰ蛋白序列添加到了其 Ｃ端，不影响其正确的
定位。

　　此外，本研究对 Ｃａｂ－１Ａ－ｌｉｋｅ蛋白的亚细胞定位结果
表明，其位于细胞的细胞质和细胞核中，细胞质中的蛋白属于
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叶绿体内定位的蛋白或者是内质网和高尔基体上正在加工的

不成熟蛋白；对于细胞核上的定位，大多位于细胞核核膜上，

本研究猜测这可能是由于该蛋白引导肽与某个蛋白的核定位

信号序列结构相似所致。

植物在长期进化过程中，不断抵御外部伤害，包括有害生

物的入侵，其体内逐渐形成了一套完整的保护机制［１４－１５］，无

论是针对细菌还是病毒，植物能抵抗绝大多数微生物的侵染，

主要是因为植物细胞具有识别微生物保守分子模式的受体，

这些受体能把胞外信号传递到胞内，触发植物的先天免疫反

应。病原物在与植物的长期互作过程中进化出效应蛋白，这

些效应蛋白能够抑制植物的先天免疫反应，从而使病原物可

以成功地侵染特定的植物［１６］。本研究在前期进行的酵母双

杂交试验过程中发现，Ｃａｂ－１Ａ－ｌｉｋｅ蛋白与马铃薯 Ｙ病毒
ＨＣ－Ｐｒｏ蛋白相互作用，由于酵母双杂交系统的筛选存在假
阳性结果［１７－１８］，使得本研究有必要对该蛋白作出进一步深层

次的分子鉴定，为后续验证该蛋白质与马铃薯 Ｙ病毒蛋白相
互作用机理奠定基础。
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