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摘要  利用酵母双杂合系统从巴西固氮螺菌(Azospirillum brasilense)Sp中筛选与 NifA有直接相互作用
的蛋白质因子. 首先将 nifA 基因克隆到 pGBD-C2 载体上, 构建成诱饵质粒 pGBD-nifA, 接着将巴西固
氮螺菌的染色体DNA构建在 pGAD-C1, pGAD-C2和 pGAD-C3质粒载体上, 形成 3个质粒文库YSPC1, 
YSPC2和 YSPC3. 然后以 pGBD-nifA为诱饵, 对 YSPC1, YSPC2和 YSPC3这 3个文库进行了筛选, 得
到 11个阳性克隆. DNA序列分析表明, 这 11个阳性克隆分为 4类, 包含 4个 1~1.3 kb不同的基因片段. 
对这 4个基因片段进行同源性比较发现, 其中 2个编码的蛋白质含有与信号传递有关的 PAS结构域, 另
外 1个基因片段含有与吸收铁有关的 fhuE基因, 另一个是未知蛋白. 将这 4个基因片段从原来的 pGAD
载体转移到 pGBD 载体, 即互换换载体后, 它们仍然与 NifA 有相互作用; 对这 4 个基因片段进行移码
突变则不再与 NifA有相互作用, 说明了它们与 NifA相互作用的特异性.  
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在固氮细菌中 , 氧和铵是调节固氮基因表达的
主要环境因子 , 外界环境中的氧和铵浓度高时抑制
固氮. 最新研究表明, 所有已知的控制固氮的氧感应
蛋白以及一些未知假定调节固氮和氮代谢的感应蛋

白中均存在PAS结构域(PAS domain)[1]. PAS结构域
一般包括 100~120氨基酸, 其氨基酸序列在各基因间
的保守性并不强[1,2].  

在苜蓿根瘤菌、大豆慢生根瘤菌及其他根瘤菌中

广泛存在着FixL/FixJ双组分调节系统. FixL是一种含
PAS结构域和血红素的组氨酸蛋白激酶, 血红素与位
于PAS结构域内的组氨酸残基连在一起. 在氧信号传
递过程中, 氧直接结合到血红素上, 接着从PAS结构
域的输入端解离, 使PAS结构域的构型发生改变, 从
而提高了其C端的自我磷酸化活性 , 形成磷酸化的
FixL. 磷酸化的FixL催化磷酸基团转移到响应调节
蛋白FixJ上. 磷酸化的FixJ作为转录激活因子激活与
固氮过程有关的nifA和fix基因的表达[3].  

在自生固氮的肺炎克氏杆菌和棕色固氮菌中 , 
固氮酶的合成受nifA和nifL这一对非典型的双组分系
统调控. NifL是一种负调节蛋白, 根据外界环境中的
氧浓度和固定的铵浓度对NifA的活性进行抑制. NifL
的N端含有PAS结构域. 同时, NifL也是一种黄素蛋
白, 其N端含有FAD辅基, 这种结构可能与氧信号传
递有关. NifL分子上结合的氧化作用状态FAD作为分
子开关来调控NifA的转录激活活性[4,5].  

巴西固氮螺菌(Azospirillum brasilense)是一种联
合固氮菌. NifA是一种非常重要的转录激活因子, 能
激活几乎所有固氮基因(nif)的表达, 如果NifA失活或
不表达, 则不会发生固氮作用, 即表型为Nif−. 在巴
西固氮螺菌中, 尚未发现负调节蛋白NifL, 也尚未报
道过含有PAS结构域的、类似于FixL/FixJ的双组分调
控系统[6].  

本研究利用酵母双杂合系统, 以 NifA 为诱饵, 
筛选到 4 个与 NifA 有直接相互作用的蛋白质因子, 
其中 2个含有 PAS结构域, 一个可能是与铁吸收有关
的 FhuE, 另一个是未知蛋白.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 试剂、菌株及质粒 .  限制性内切酶、T4 

DNA 连接酶等购自大连 TaKaRa 公司, 5-溴-4-氯-3-
吲哚 -β-D-半乳糖苷 (X-Gal)及各种氨基酸均购自
Sigma公司. 本研究所用菌株及质粒见表 1.  

(ⅱ) 感受态酵母细胞的制备及转化和β-半乳糖
苷酶活力测定. 按文献[7]进行.  

(ⅲ) DNA重组技术及操作. 按文献[8]进行.  

2  结果 

2.1  含 nifA的诱饵质粒的构建及鉴定 

酵母双杂合系统中有 3个报告基因: ade2, his3和
lacZ, 其中 ade2基因表达最为严谨, his3和 lacZ的表
达相对松弛. 另外, 2个报告基因 trp和 leu是分别由
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表 1  菌株及质粒 
菌株及质粒 表型及基因型 来源 

菌株   

E. coli DH10B HsdR17, endA1, thi-1, gyrA96, relA1, recA1, supE44, ∆lacU169(Φ80lacZ∆M15) Gibico公司 

E. coli JM109 recA1, supE44, endA1, hsdR17, gyrA96, relA1, thi∆(lac-proAB), F′[traD36 proAB+ lacIq lacZ∆M15] [8]

E. coli  S17-1 TprSmr, Rp4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7), Pro, res-mod+ [9]

E. coli  KC8 HsdR, leuB600, trpC9830, pyrF::Tn5, hisB463, lacX74strA, galU, Kmr Clontech公司 
S. cerevisiae 

PJ69-4A 
MATa, trp1-109, leu2-3, 112 ura3-52, his3-200, gal4∆, gal80, LYS2::GAL1-HIS3, GAL2-ADE2, 

met2::GAL7-lacZ [10]

A. brasilense Sp7 Apr, Nxr , 野生型 [11]

质粒   

pGAD-C(X) Apr, Gal4(768-881), LEU2, 酵母双杂交系统质粒 [10]

pGBD-C(X) Apr, Gal4(1-147), TRP2, 酵母双杂交系统质粒 [10]

pGAD-nifA Apr, pGAD-C2派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 1.9 kb nifA基因) [12]

pGBD-nifA Apr, pGBD-C2派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 1.9 kb nifA基因) 本工作 

pGAD1-S4 Apr, pGAD-C1派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 916 bp片段) 本工作 

pGAD3-S35 Apr, pGAD-C3派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 1341 bp片段) 本工作 

pGAD3-S64 Apr, pGAD-C3派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 1245 bp片段) 本工作 

pGAD3-S65 Apr, pGAD-C3派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 927 bp片段) 本工作 

pGBD1-S4 Apr, pGBD-C1派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 916 bp片段) 本工作 

pGBD3-S35 Apr, pGBD-C3派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 1341 bp片段) 本工作 

pGBD3-S64 Apr, pGBD-C3派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 1245 bp片段) 本工作 

pGBD3-S65 Apr, pGBD-C3派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 927 bp片段) 本工作 

pGAD2-S4′ Apr, pGAD-C2派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 916 bp片段) 本工作 

pGAD2-S35′ Apr, pGAD-C2派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 1341 bp片段) 本工作 

pGAD1-S64′ Apr, pGAD-C1派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 1245 bp片段) 本工作 

pGAD1-S65′ Apr, pGAD-C1派生质粒(含巴西固氮螺菌 Sp7 9927bp片段) 本工作 
pGAD-SIPⅠ 
pBDU-SNFⅠ 

Apr, 酵母双杂交系统阳性对照 
[10]

 
pGBD和 pGAD两个载体所携带.  

将 nifA 的编码区构建在酵母双杂合系统的
pGBD-C2载体上, 使 nifA与载体的 DNA结合域形成
融合蛋白, 这样构建成诱饵质粒 pGBD-nifA. 将重组
质粒 pGBD-nifA 转入酿酒酵母 PJ69-4A 中 , 铺于
SD/-Trp, SD/-Trp/-Ade, SD/-Trp/-His+3-AT及 SD/-Trp 
+X-Gal+BU平板上, 30℃培养 2~5 d. pGBD-nifA转化
子在 SD/-Trp和 SD/-Trp+X-Gal+BU平板上有正常的
菌落长出 , 但在 X-Gal 存在下不呈现蓝色 , 而在
SD/-Trp/-Ade 和 SD/-Trp/-His+3-AT 平板上没有菌落
长出, 延长培养时间, 仍然呈阴性结果. 这说明诱饵
质粒 pGBD-nifA不能自动激活报告基因的表达, 对宿
主菌也没有毒性作用, 因此 pGBD-nifA可以用作诱饵
质粒.  

2.2  巴西固氮螺菌 Sp7基因文库的构建  

提取巴西固氮螺菌 Sp7 的染色体 DNA, 用
Sau3AⅠ酶切后回收 0.5~3 kb 的 DNA 片段, 然后与

经 BamHⅠ酶切的 3 个酵母双杂合系统的质粒载体
pGAD1-C1, pGAD-C2及 pGAD-C3分别进行连接(以
确保外源片段的阅读框架与载体一致), 则构建成 3
个质粒文库, 分别命名为 YSPC1, YSCP2 和 YSCP3. 
0.5~3 kb 范围的基因片段一般可表达一个完整的结
构域, 而且蛋白质间的相互作用往往发生在 2个结构
域之间 , 此范围的片段既满足了通过蛋白相互作用
进行筛选的目的 , 同时避免了外源基因太大引起假
阳性的可能.  

2.3  巴西固氮螺菌 Sp7基因文库的筛选和阳性克隆
的鉴定  

将基因组文库 YSPC1, YSPC2和 YSPC3分别与
诱饵质粒 pGBD-nifA 共转化酵母感受态细胞 , 从
YSPC1, YSPC2 和 YSPC3 三个基因组文库中共分别
得到 1.4×106, 3×105和 3.5×105个共转化子. 筛选阳性
克隆时, 首先将转化产物铺于 SD/-Leu/-Trp/-Ade 选
择培养基上进行筛选, 3 个文库转化物中共有 168 个
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菌落表现为 Ade+. 再将 Ade+菌落挑出点种于 SD/- 
Trp/-Leu+X-Gal+BU, SD/-Trp/-Leu/-His 和 SD/-Trp/- 
Leu/-Ade/-His 这 3 种不同的平板上进行筛选. 最后, 
从 3 个文库中筛选到对 3 个报告基因 ade2, his3 和
lacZ均能激活的阳性克隆 109个, 并对上述 109个阳
性菌落再次进行β-半乳糖苷酶活性分析, 结果与平板
分析的趋势基本一致. 接着从 109个阳性酵母菌落中
分别提取质粒 , 并将质粒 DNA 分别转入大肠杆菌
KC8(leuB−, trpC−)中进行分离纯化. 转化子涂布在加
有 1 mmol/L 硫胺素和 0.4%葡萄糖的 M9/Amp100/ 
Km10/-Leu 平板上进行筛选, 只有带有 leu 基因的阳
性质粒, 才能被选择和复制, 而带有 trp 基因的诱饵
质粒 pGBD-nifA 会逐渐丢失. 再次从大肠杆菌 KC8
中分离质粒, 并进行酶切鉴定, 发现这 109 个阳性菌
落都分别含有长度不同的外源插入片段.  

将这 109 个纯化后的质粒分别与诱饵质粒
pGBD-nifA再次共转化酿酒酵母, 在选择性平板上进
行鉴定, 结果表明, 只有 11 个组合可以同时激活 3
个报告基因的表达, 同时对这 11个组合的β -半乳糖
苷酶活性进一步测定, 结果见表 2.  

表 2  11个阳性菌落的β -半乳糖苷酶活性 
阳性克

隆编号 
Miller Unit 阳性克隆编号 Miller Unit 

S4 23.185 S26 53.792 
S10 27.847 S71 12.812 
S35 30.8 S12 11.268 
S64 53.622 S43 12.135 

S65 27.717 
阳性对照 (pGAD-SIPⅠ和

pBDU-SNFⅠ) 
97.164 

S1 61.774 阴性对照 (pGBD-C2) 0.956 
S24 20.273 阴性对照 (pGBD-nifA) 2.922 

 
2.4  阳性克隆的序列测定及同源性比较分析 

对 11个阳性克隆都进行了 DNA序列分析, 结果
表明这 11个克隆归纳为 4类: 与 S4克隆相同的有 3
个; 与 S35克隆相同的有 2个; 与 S64克隆相同的有
3 个; 与 S65 克隆有 3 个. 这样, 我们选取 S4, S35, 
S64及 S65克隆进行深入分析.  

S4 克隆的外源插入片段位于 pGAD-C1 载体上, 
其融合质粒被命名为 pGAD1-S4. S35, S64和 S65克隆
中的外源片段分别都位于 pGAD-C3 载体上, 其融合
质粒分别命名为: pGAD3-S35, pGAD3-S64和 pGAD3- 
S65 (表 1).  

S4克隆中的外源基因片段长 916 bp, 共编码 305

个氨基酸, 与 pGAD-C1载体上GAL4 AD融合后的可
读框是一致的, 该基因片段中没有终止密码子, 它依
赖于载体上的终止区 , 是一段不完整序列 . 用
GenBank 进行蛋白序列比对时, 发现其编码产物与 2
个功能未知的保守区域(GenBank 登录号: COG2308
和 DUF404)有较高的同源性(>55%)(图 1(a)), 含有这
些区域的蛋白在许多细菌 , 如 Magnetospirillum 
magnetotacticum, Azotobacter vinelandii 和 Pseudom- 
onas fluorescens等中都有发现, 推测这些保守区域可
能参与细菌的基础代谢.  

S35 克隆中的插入基因片段为 1341 bp, 共编码
447个氨基酸, 与 pGAD-C3载体上 GAL4 AD融合后
的可读框是一致的, 该片段中也没有终止密码子, 它
依赖于载体上的终止区, 是不完整的基因. 蛋白序列
的比对发现它含有一个保守的 PAS 结构域(图 1(b)), 
这个发现颇具有研究意义. 因为 PAS 是感应蛋白家
族中普遍存在的一个结构域 , 可结合辅助因子共同
参与氧、胞内氧还电位和光线信号的感应和传导, 在
古生菌、细菌和真核细胞中均有发现.  

S64 克隆中的插入基因片段为 1245 bp, 共编码
415个氨基酸, 与 pGAD-C3载体上 GAL4 AD融合后
的可读框是一致的, 与前 2 个片段一样, 插入基因片
段中没有终止密码子 , 它依赖于载体上的终止密码
子, 也是不完整的基因. 蛋白序列的比对发现, 它具
有 PAS保守结构域和 DUF(domain of unknown func-
tion)区域, 而且在较大范围内与 AtoS 有同源性(图 1 
(c)). AtoS 是一类信号传导蛋白, 同时含有 PAS 和
PAC结构域. DUF是细菌中普遍存在的结构域, 可能
参与原核细胞的信号传导, 具体功能未知.  

S65克隆中插入基因片段为 927 bp, 共编码 309
个氨基酸, 与 pGAD-C3载体上GAL4 AD融合后的可
读框是一致的, 插入基因片段也是不完整基因. 蛋白
序列比较发现它分别与 FhuE, TonB-dep-Rec(TonB 
dependent receptor)及 CirA的一部分具有较高(>50%)
同源性(图 1(d)). FhuE 和 CirA 都是细菌中的外膜蛋 
白 , 参与铁离子的吸收和运输 . TonB 蛋白能够与
FhuE和 CirA等外膜蛋白相互作用, 将铁从细胞外运
输到细胞内. 

2.5  阳性克隆的再次验证及与NifA相互作用的再确
定 

根据所测阳性克隆的序列和酵母双杂合系统载

体的特点, 进行阳性克隆和 nifA 基因载体互换实验 
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图 1  4个克隆中插入基因片段的编码产物保守区 
(a) S4克隆; (b) S35克隆; (c) S64克隆; (d) S65克隆 

 
及阳性克隆移码表达的实验 , 以进一步确证它们的
编码产物与 NifA蛋白之间的相互作用.  

(ⅰ) 载体互换实验.  将 4 个克隆中的 4 个基因
片段分别从它们所在的 4 个质粒 pGAD1-S4, 
pGAD3-S35, pGAD3-S64和 pGAD3-S65按照正确的读
码框克隆到 pGBD-C1和 pGBD-C3载体上, 构建重组
质粒 pGBD1-S4, pGBD3-S35, pGBD3-S64 和 pGBD3- 
S65. 将上述 4 种重组质粒与诱饵质粒 pGAD-nifA 
(nifA克隆至 pGAD-C2载体)分别共转化酵母细胞, 同
时以原来的 4个质粒作对照, 它们的组合及简写见表
3. 然后分别检测报告基因的表达及进行β-半乳糖苷
酶活性分析. 结果表明, 互换载体后β-半乳糖苷酶活
性与没有互换的原质粒组合的活性处于同一水平(表
4); 在选择性平板上, 上述 4 对载体互换质粒及原质
粒与 NifA 的共转化均能够激活 3 个报告基因的表达
(图 2 (a)). 这些结果再次验证了这些基因片段的编码
产物与 NifA蛋白之间有直接的相互作用. 

(ⅱ) 移码质粒的构建和转化.  酵母双杂合系统 
中的 pGAD和 pGBD载体各有 3个系列载体, 它们在

多克隆位点上(BamHⅠ作用位点处)有 1 个碱基的差
别, 分别以 3 个不同的可读框表达融合基因, 为构建
移码突变提供了比较便利.  

将 S4克隆和 S35克隆中的基因片段分别从它们
所在的 p G A D- C 1 和 p GA D- C 3 载体上克隆到
pGAD-C2 载体上, 形成 pGAD2-S4′和 pGAD2-S35′ 2
个重组质粒, 则导致原来的 2 个基因编码区发生移 
码. 将 S64和 S65克隆中的基因片段分别从它们所在
的 pGAD-C3 载体上克隆到 pGAD-C1 载体上, 形成
pGAD1-S64′和 pGAD1-S65′ 2 个重组质粒, 则导致原
来的 2个基因编码区发生移码. 将上述 4个移码质粒
和 4 个正确表达的原质粒分别与 NifA 共转化入酵母
PJ69-4A. 在 SD/-Trp/-Leu 培养后划线在 SD/-Trp/- 
Leu/-His, SD/-Trp/-Leu/-Ade和 SD/-Trp/-Leu+X-Gal+ 
BU 平板上, 培养 4~6 d 后, 发现移码质粒的共转化
(分别表示为 A4′A, A35′A, A64′A和 A65′A)不能激活
任何一个报告基因的表达 , 而原质粒依然可以同时
激活 3个报告基因的表达(图 2(b)), β-半乳糖苷酶活性
分析结果(表 5)与之一致 . 这就从另一个角度说明

 
表 3  转化酵母的不同的质粒组合及简写 

 pGBD-nifA pGAD-nifA 

共转化 pGAD1-S4 pGAD3-S35 pGAD3-S64 pGAD3-S65 pGBD1-S4 pGBD3-S3 pGBD3-S64 pGBD3-S65 

简称 A4A A35A A64A A65A B4A B35A B64A B65A 
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表 4  载体互换实验的β-半乳糖苷酶活性 
共转化组合 A600 V 时间/min A420均值 Miller Unit 

A4A 0.6169 24.5 0.6 0.1094 12.0638 

B4A 0.5876 25.5 0.6 0.1022 11.3641 

A35A 0.7713 12 0.6 0.1119 20.1560 

B35A 0.7815 11 0.6 0.2533 49.1156 

A64A 0.6392 21.5 0.6 0.0875 10.6157 

B64A 0.6719 19.5 0.6 0.0898 11.4189 

A65A 0.7493 12 0.6 0.2014 37.3311 

B65A 0.7232 17 0.6 0.1166 15.8067 

CK+ 0.92 6 0.6 0.2479 74.8591 

CK− 0.5725 35 0.6 0.0219 1.8188 

 

 
 

图 2  共转化子在 SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp(-AHLT)培养基上的生长情况 
(a) 载体互换试验各共转化子的生长情况; (b) 4个移码质粒和 4个正确表达的原质粒分别与 NifA共转化的生长情况 

 
表 5  移码实验的β -半乳糖苷酶活性 

质粒组合 A600 V 时间/min A420均值 Miller Unit 

A4A 0.619 0.5 18.5 0.0784 13.6867 

A4′A 0.8198 0.5 24 0.0460 4.6725 

A35A 0.9663 0.5 12.9 0.1310 21.0237 

A35′A 0.7945 0.5 30 0.0530 4.4500 

A64A 0.5263 0.5 13 0.1313 38.3714 

A64′A 0.647 0.5 28 0.0488 5.3838 

A65A 0.5755 0.5 17 0.0861 17.6079 

A65′A 0.5688 0.5 31 0.0450 5.1041 

 
了所筛选阳性因子与NifA蛋白之间特异的相互作用. 

3  讨论 

本研究以NifA为诱饵 , 从巴西固氮螺菌基因文
库中筛选到 4个与NifA有相互作用的阳性克隆, 其中

2个克隆所编码的蛋白质含有PAS结构域. PAS结构域
一般存在于信号传递蛋白中 , 信号传递蛋白通过该
结构域对环境中的氧、光等信号进行感应和传  导 , 
但它的信号传导机制仅在细菌光感应蛋白PYP和氧
感应蛋白FixL中得到阐明 [1]. 很多PAS 结构域构象
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中都含有一个结构上保守的α/β折叠, 推测它们可能
以相同的策略进行信号传导 , 只是在结合与其折叠
关联的不同的因子 , 如Heme或Flavin等时使传导途
径发生了显著变化, 但是PAS结构域氨基酸序列的保
守性不强[13]. 目前, 在巴西固氮螺菌中只发现NtrB蛋
白具有PAS结构域, NtrB蛋白与NtrC蛋白组成双组份
调节系统, 参与氮代谢的调控. 本研究发现的与NifA
有相互作用的 2 个含有PAS蛋白基因, 将为深入研究
巴西固氮螺菌中氧和铵的信号传递提供好材料.  

另一个克隆的插入基因片段与大肠杆菌的 fhuE
基因有很高的同源性, 该基因的产物是一种膜蛋白, 
参与铁的吸收 . 铁是固氮微生物中固氮酶的重要组
成成分, 但这种基因产物是如何与 NifA 起作用的, 
还需要深入研究.  

最后一个克隆(S4克隆)属于功能未知的基因, 有
待于进行功能分析.  

本研究室用酵母双杂交方法证明, NifA与PⅡ蛋
白(glnB基因产物)有直接相互作用 [12]. 从理论上说 , 
在这次研究中, 我们应该能筛选到glnB基因, 可是我
们的阳性克隆中并没有该基因. 分析其原因, 可能是
由于我们在用Sau3AⅠ酶切而构建基因文库时, 由于
glnB基因 (编码区只有 336 bp)周围没有合适的
Sau3AⅠ酶切位点而没有被包括进去.  

总之, 本研究用酵母双杂合系统筛选到 4 个与
NifA 有相互作用的阳性克隆, 其中 2 个含有 PAS 结
构域 , 为今后研究巴西固氮螺菌的氧和铵信号传递
奠定了基础. 关于为什么这 4 个克隆与 NifA 有相互
作用, 还需要用免疫共沉淀、共柱层析等方法来进一
步验证.  
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