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用酵母双杂交系统检测菠菜叶绿体 ATP合酶

CF1各亚基间的相互作用
*

石晓冰  魏家绵  沈允钢**

(中国科学院上海植物生理研究所, 上海 200032)

摘要    将菠菜叶绿体 ATP 合酶 CF1的 5 种亚基基因分别插入到质粒 pGBT9 和
pGAD424, 双转化入酵母菌株, 用酵母双杂交系统检测菠菜叶绿体 CF1各亚基间的相

互作用. 结果显示 CF1的 5种亚基中, γ与ε亚基有较强的相互作用; α与β, α与ε, β与ε, β
与δ亚基间也有稳定的相互作用; γ与δ, δ与ε亚基间有微弱的或短暂的相互作用; 而α与
γ, α与δ, β与γ 等亚基间在酵母双杂交系统中没有相互作用. 这些结果有助于研究 ATP

合酶在催化过程中的结构变化和亚基间的相互关系.
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ATP 合酶广泛存在于线粒体 叶绿体 原核藻 异养菌和光合细菌中, 是能量代谢的关

键酶, 参与氧化磷酸化与光合磷酸化反应 , 在跨膜质子动力势的推动下催化合成 ATP[1]. ATP

合酶由嵌于膜内的 F0和突出于膜外的 F1两部分组成. F0是一个疏水蛋白复合体, 形成一个跨

膜质子通道. F1有 6个核苷酸结合位点, 其中 3个为催化位点, 催化ATP的合成或水解[2]. Boyer

的结合改变机理(binding change mechanism)认为, ATP的合成过程中质子动力势驱动酶的构象

发生改变[3]. 很多实验也证实, ATP 合酶在合成或水解 ATP 的过程中, F1的γ亚基和ε亚基在 3

个α亚基和 3个β亚基形成的橘瓣状的结构中不停地旋转[4,5]. ATP合酶的催化是一个动态过程,

在这个过程中, 亚基间的相互作用起着重要的作用.

酵母双杂交系统是近几年建立起来的在体内研究蛋白质间相互作用的遗传学方法 [6]. 双

杂交系统不仅灵敏度高, 而且对于在该系统中具备相互作用的蛋白质 , 还可以在删除其编码

基因的某些序列后重新形成融合蛋白, 来进一步确定蛋白质的功能片段. Moritani 等人[7]曾用

酵母双杂交系统检测到细菌 ATP合酶 F1的 5 种亚基间有不同强度的相互作用. 虽然不同来源

的 ATP 合酶的结构和功能大体相似, 但在亚基组成以及酶的活力调节等方面仍有许多不同之

处. 例如: 在大肠杆菌中, 内膜的 ATP 合酶能够催化 ATP 的快速水解; 而叶绿体 CF1只是一

个潜在的 ATPase, 需要加以活化才能表现出较高的水解ATP活力[8]. 因此, 研究高等植物 ATP

合酶各亚基间的相互作用对验证和完善结合改变机理有着重要的意义. 本研究用酵母双杂交

系统检测到菠菜叶绿体 ATP合酶 CF1的γ与ε亚基有较强的相互作用; α与β, α与ε, β与ε, β与δ
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亚基间也有稳定的相互作用; 而γ与δ, δ与ε亚基间有微弱的或短暂的相互作用, 这与 Moritani

等人报告的细菌 ATPase F1 5种亚基在酵母双杂交系统中的相互作用有一些不同. 实验结果有

助于研究 ATP 合酶在催化过程中结构的变化, 以及高等植物叶绿体 ATP 合酶与细菌 ATP 合

酶在结构等方面的差异.

1  材料和方法

1.1  试剂 菌株和质粒

限制性内切酶, T4 DNA连接酶购自 Pharmacia公司; Klenow 聚合酶购自 Promega 公司;

ONPG购自 Sigma公司; 其他为国产分析纯试剂.

E.coli DH5α (supE44, ∆lacU169 (ϕ80, lacZ∆M15), hsdR17,  recA1, endA1, gyra96, thi-1,
relA), JM83 (ara, rpmsL, ∆lac-proAB (ϕ80, lacZ∆M15)), 酵母 SFY526 (MATa, gal4-542, gal80-

538, URA3::GAL1-lacZ canr, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trp1-901, leu2-3, 112). 质粒

pJLA502-pchlα, pJLA503-pchlβ, pJLA502-pchlγ, pJLA502-pchlδ, pJLA503-pchlε 分别含菠菜叶

绿体 ATP合酶的α, β, γ, δ 和 ε 5种亚基的基因[9], 由德国 Osnabrueck 大学 S. Engelbrecht博

士赠送; 双杂交质粒 pGBT9, pGAD424及阳性对照质粒 pVA3, pTD1, pLAM5’, pCL1[6,10] 由

中国科学院上海生物化学研究所闻宏博士赠送.

1.2  DNA操作

质粒抽提, 转化, 酶切反应, 电泳鉴定, DNA回收及连接反应等参照文献[11].

1.3  酵母双转化

插入 ATP合酶 5 种亚基基因的质粒 pGBT9 和 pGAD424 按照表 1 组合用 LiAc 法[6]双转

化酵母 SFY526. 在选择性培养基 SD(-L, -W)上 30 选择培养 4~5 d, 长出菌株为双转化酵母.

1.4  酵母双转化的β-半乳糖苷酶活力测定

双转化酵母在液体 SD(-L, -W)培养基里培养过夜, 第 2天转接生长到对数期, 用 Z buffer

洗涤 悬浮后冻融, 加入反应底物硝基苯半乳糖苷(o-nitrophenylgalactoside, ONPG)后在 30

保温数小时, 显色后用 Na2CO3终止反应. 离心去沉淀, 取上清在 420 nm 波长测 A值. β-半乳

糖苷酶活性以 Miller 单位显示[12].

2  结果

2.1  质粒载体的构建

含有菠菜叶绿体 ATP 合酶α, β, γ, δ和ε 5 种亚基基因的质粒 pJLA502-pchlα, pJLA503-

pchlβ, pJLA502-pchlγ, pJLA502-pchlδ, pJLA503-pchlε 分别用 Nco 或 Nde 酶切后, DNA聚

合酶 Klenow片段补平末端, 再用 BamH 或 Sal 酶切回收. 回收的片段插入经 Sma /BamH

或 Sma /Sal 酶切的质粒 pGBT9 和 pGAD424(图 1), 片段与质粒的接合经酶切或序列测

定证实插入的基因与质粒形成的融合蛋白可读框正确.

2.2  CF1 α与β亚基在酵母双杂交系统中的相互作用
穿梭质粒 pGBT9 和 pGAD424 分别含有 GAL4 基因的 DNA 结合结构域(DNA-binding

domain)和 DNA转录激活结构域(transcription-activating domain). 将叶绿体 ATP合酶 CF1的α

和β亚基的基因分别克隆进质粒 pGBT9 和 pGAD424, 形成可表达α或β亚基与 GAL4 DNA 结



278 中    国    科     学    (  C  辑) 第 30卷

合结构域或 GAL4 转录激活结构域融合蛋白的质粒 pGBT9-α, pGBT9-β和 pGAD424-α,

pGAD424-β. pGBT9-α/pGAD424-β或 pGBT9-β/pGAD424-α双转化酵母菌株 SFY526 后, 激活

报告基因β-半乳糖苷酶的表达, 结果如表 2所示. 在以硝基苯半乳糖苷为底物测定β-半乳糖苷

酶活性的体系中, 只有同时转入含有α亚基融合蛋白基因的质粒和含有β亚基融合蛋白基因的

质粒, 才可以在酵母中检测到报告基因的显著表达, 而单转入α亚基融合蛋白基因或单转入β

亚基融合蛋白基因均不能显著激活β-半乳糖苷酶基因的表达. 这表明在酵母双杂交系统中 ,

ATP合酶的α和β亚基是可以相互作用的.

表 1  菠菜叶绿体 ATP合酶 CF1各亚基在酵母双杂交系统中的相互作用
a)

融合蛋白 β-半乳糖苷酶活性/U

 GAL4 bd-α + GAL4 ad-β 2.4 0.3

 GAL4 bd-β + GAL4 ad-α 2.2 0.2

 GAL4 bd-α + GAL4 ad-γ 0

 GAL4 bd-γ + GAL4 ad-α 0

 GAL4 bd-α + GAL4 ad-δ 0

*GAL4 bd-δ + GAL4 ad-α 19.4 2

 GAL4 bd-α + GAL4 ad-ε 1.9 0.2

 GAL4 bd-ε + GAL4 ad-α 0

 GAL4 bd-β + GAL4 ad-γ 0

 GAL4 bd-γ + GAL4 ad-β 0

 GAL4 bd-β + GAL4 ad-δ 1.8 0.2

*GAL4 bd-δ + GAL4 ad-β 20.8 2

 GAL4 bd-β + GAL4 ad-ε 2.3 0.3

 GAL4 bd-ε + GAL4 ad-β 0

 GAL4 bd-γ + GAL4 ad-δ 0.6 0.3

*GAL4 bd-δ + GAL4 ad -γ 23.0 2

 GAL4 bd-γ + GAL4 ad-ε 2.9 0.2

 GAL4 bd-ε + GAL4 ad-γ 0.5 0.2

*GAL4 bd-δ + GAL4 ad-ε 25.2 3

 GAL4 bd-ε + GAL4 ad-δ 1.0 0.2

*GAL4 bd-δ + GAL4 ad 25.8 2

*GAL4 bd-δ 24.0 2

 GAL4 bd  + GAL4 ad 0.1

a) bd为 GAL4 DNA结合结构域; ad为 GAL4转录激活结构域. δ亚基与 GAL4转录激活结构域 γ或ε亚基与GAL4 DNA

结合结构域或 GAL4转录激活结构域形成的融合蛋白单独诱导的β-半乳糖苷酶活性与表 2相近; * 示δ亚基与GAL4 DNA 结

合结构域的融合蛋白可单独诱导β-半乳糖苷酶的活性

2.3  ATP合酶 CF1各亚基在酵母双杂交系统中的相互作用

ATP合酶α, β, γ, δ和ε 5种亚基分别与 GAL4 DNA 结合结构域和 GAL4 转录激活结构域

融合, 融合质粒双转化酵母 SFY526, 每一组双转化均按照表 2的组合方式做正负对照, 检测

报告基因β-半乳糖苷酶的表达 , 结果见表 1. 除α与β亚基外 , 在酵母双杂交系统中还检测到γ

与ε, α与ε, β与ε, β与δ, γ与δ, δ与ε 等亚基间的相互作用 . 其中, α和β亚基在交换它们与 GAL4

DNA结合结构域和 GAL4转录激活结构域形成的融合蛋白后仍能诱导报告基因显著表达, 而

其他几个能够在酵母双杂交系统中相互作用的亚基, 在交换它们与 GAL4 DNA结合结构域和

GAL4 转录激活结构域形成的融合蛋白后没有检测到报告基因显著表达. 在 ATP合酶的 5 种

亚基中, γ与ε亚基形成的双转化所诱导的β-半乳糖苷酶活性最强; α与β, β与ε, α与ε, β与δ次之;
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图 1  载体的构建
质粒 pJLA502-pch1α, pJLA503-pch1β, pJLA502-pch1γ, pJLA502-pch1δ, pJLA503-pch1ε分别含菠菜叶绿体 ATP合酶的, β, γ, δ

和ε 5个亚基的基因. 将质粒 pJLA502-pch1α, pJLA502-pch1γ, pJLA502-pch1δ分别用 Nco 酶切, pJLA503-pch1β, pJLA503-

pch1ε用 Nde 酶切后, 用 Klenow片段补平末端, pJLA502-pch1α, pJLA503-pch1β, pJLA502-pch1δ用 Sal 酶切, pJLA502-

pch1γ, pJLA503-pch1ε用ΒamH 酶切, 琼脂糖电泳回收. 回收的片段分别装入经 Sma /BamH 或 Sma /Sal 酶

切的穿梭质粒 pGBT9和 pGAD424
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表 2  菠菜叶绿体 CF1 α和β亚基在酵母双杂交系统中的相互作用 a)

融合蛋白 β-半乳糖苷酶活性/U

GAL4 bd-α + GAL4 ad-β 2.4 0.3

GAL4 bd-α + GAL4 ad 0.2

GAL4 bd   + GAL4 ad-β 0

GAL4 bd-β + GAL4 ad-α 2.2 0.2

GAL4 bd-β + GAL4 ad 0.2

GAL4 bd   + GAL4 ad-α 0

GAL4 bd   + GAL4 ad 0

a) bd 为 GAL4 DNA结合结构域; ad 为 GAL4转录激活结构域

而δ与ε, γ与δ亚基的双转化报告基因的表达最弱. δ亚基与 GAL4 DNA 结合结构域的融合蛋白

可单独诱导β-半乳糖苷酶活性(表 1 中*号所示), 因此无法用双杂交系统来检测δ亚基与 GAL4

DNA 结合结构域的融合蛋白与其他亚基与 GAL4转录激活结构域的融合蛋白间的相互作用.

3  讨论

在 ATP 合酶的研究中, 一般是用化学交联(cross-linking)的方法来检测亚基间的相互作

用[13,14]. 交联是用化学试剂对蛋白质进行修饰, 难免会影响蛋白质的空间结构, 而且由于作用

环境与体内差异太大, 这种在体外检测到的相互作用在体内并不一定发生. 在体外不加任何

修饰, ATP 合酶 F1的 5 种亚基中只有γ与ε亚基能够形成稳定的蛋白复合物[15]. 用酵母双杂交

系统研究蛋白质相互作用是在酵母细胞内进行的, 蛋白质有可能保持天然的折叠状态, 因此

它所证实的蛋白质相互作用更接近于体内的真实情况. 双杂交系统灵敏度高 , 报告基因在表

达过程的多级放大, 使许多用免疫共沉淀等体外方法检测不到的 微弱的 短暂的蛋白质相

互作用在这个系统中也可以反映出来. 另外, 双杂交系统的作用信号是在融合基因表达后在

细胞内重建转录因子的作用而给出的, 省去了蛋白质抽提纯化等许多繁琐的步骤[6,10].

我们应用酵母双杂交系统探讨高等植物叶绿体 ATP 合酶 CF1各亚基间的相互作用, 检测

到菠菜 CF1的α与β, α与ε, β与ε, β与δ, γ与δ, γ与ε, δ与ε等亚基间有不同程度的相互作用, 而交

联实验的结果显示, 所有的 CF1亚基间均可以产生交联
[13, 14]. 在双杂交系统中有相互作用的

亚基所诱导的报告基因的表达水平也不一样. γ与ε亚基诱导的β-半乳糖苷酶活性最强, 这表明

在 CF1的 5 种亚基中, γ与ε亚基间的相互作用最强. 这与 Dunn 等人[15]的实验相符合, 他们将

纯化的ε亚基分别与γ, α和β亚基过凝胶阻逆层析柱, 只有ε和γ亚基可以形成稳定的复合物. 在

双杂交系统中, α与β, α与ε, β与ε, β与δ等亚基间也有稳定的相互作用; 而γ与δ, δ与ε亚基虽也

可诱导报告基因的表达, 但β-半乳糖苷酶活性非常弱, 而且表达也不够稳定, 这表明有可能在

体内γ与δ, δ与ε间的相互作用是微弱的, 甚至是瞬时的.

ATP 合酶的 F1和 F0之间的亚基形成两个颈部结构, δ亚基和 b2组成 定子 , 将突出在

膜外的α3β3与膜内的 F0连接起来, γ和ε亚基组成 转子 , 在 F1和 F0之间不停地旋转, 调节β

亚基上的核苷酸结合催化位点的结构变化  [16,17]. 一般认为, 转子 在跨膜质子动力势的推动

下旋转, γ亚基和ε亚基均参与调节α和β亚基上的核苷酸结合位点的构象变化[16,17]. 我们的结果

显示: ε亚基与α, β亚基均有相互作用, 而γ亚基与α和β亚基没有作用. Moritani 在细菌的 ATP

合酶中也得到了相似的结果[7]. 从这些结果来看, 有可能在 CF1 中分子量最小的ε亚基在调节

ATP合酶的核苷酸结合位点的构象变化中起着更重要的作用.
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在实验中, ε亚基与γ亚基的相互作用非常强, 而且ε亚基与α和β亚基间均有相互作用, δ亚

基与β亚基有较强的作用, 这些结果支持目前的 ATP 合酶结构模型. 但不同的是, Wilkens 等

人[16]认为细菌 ATP 合酶δ亚基是位于α和β六聚体的外侧上方 , 形成一个 帽 状结构, 而我

们的实验中 CF1 δ亚基与ε和γ亚基有微弱的相互作用, 这样看来高等植物叶绿体 CF1 的δ亚基

在空间结构上与 γ 和 ε 亚基接近, 应当是位于α和β六聚体的下方(即近 F0 侧). 还有一个值

得注意的现象是, 菠菜叶绿体 CF1 的 δ 亚基与 GAL4 DNA 结合结构域的融合蛋白在没有

GAL4转录激活结构域蛋白存在的条件下, 就可单独诱导β-半乳糖苷酶的显著表达(表 1带*号

部分). Moritani等人用酵母双杂交系统检测细菌 ATPase F1 5种亚基间的相互作用的实验中, δ

亚基与 GAL4 DNA 结合结构域的融合蛋白和其他亚基与 GAL4 转录激活结构域的融合蛋白

均可以产生相互作用, 但其单独并没有诱导β-半乳糖苷酶的显著表达 [7]. 从这些结果来看, 高

等植物的叶绿体 CF1 δ亚基的高级结构, 以及δ亚基在 ATP 合酶上的空间位置可能与细菌 ATP

合酶有所不同.
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