
 
 
 
 
 
 
 
快 讯  第 51卷 第 8期  2006年 4月   

www.scichina.com  985 

PAS结构域介导 Org35蛋白与 NifA之间相互作用 
涂 然①  崔艳华②  陈三凤①②*  李季伦①③

(① 中国农业大学农业生物技术国家重点实验室, 北京 100094; ② 中国农业大学教育部农业微生物环境和资源重点实验室, 北京 
100094; ③ 中国农业大学生物学院, 北京 100094. * 联系人, E-mail: chensf@cau.edu.cn) 

摘要  在巴西固氮螺菌中, 氧和铵是调节固氮基因表达的主要环境因子, 即高浓度的氧和铵抑制固氮
作用. NifA蛋白(nifA基因的产物)是所有固氮基因(nif基因)的转录激活蛋白. 目前, 在该菌中, 氧和铵对
NifA蛋白的表达和活性的调节机制仍然不清楚. 本研究从巴西固氮螺菌中克隆到编码含有 PAS结构域
蛋白的 org35全基因, 将根据 org35的核苷酸序列推测的 Org35蛋白氨基酸序列在 NCBI网上进行同源
性比较, 结果表明, Org35蛋白属于杂合双组分调节系统, 包括 3个结构域, 即 N-端 PAS结构、中间组
氨酸激酶结构域(HPK)和 C-端响应调节蛋白结构域(RR). 并通过酵母双杂交系统证明了 Org35 蛋白与
NifA蛋白之间的相互作用是由 PAS结构域介导的. 
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氧和铵是调节固氮细菌中固氮基因表达的主要

环境因子, 即高浓度的氧和铵抑制固氮作用. NifA蛋
白(nifA基因的产物)是所有固氮基因(nif基因)的转录
激活蛋白, 是固氮调控中的核心因子. 环境因子氧和
铵对固氮作用的影响即是通过调控nifA基因的表达
和NifA蛋白的活性来实现的 . 有关氧和铵的信号传
导途径及固氮调节机制研究最清楚的是苜蓿根瘤菌

和棕色固氮菌. 在苜蓿根瘤菌中, nifA基因和fix基因
的表达受FixL/FixJ双组分调节系统诱导[1]. FixL是一
个含PAS结构域的组氨酸蛋白激酶 , 血红素与位于
PAS结构域内的组氨酸残基连在一起. 氧从PAS结构
域解离后, 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. 接着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基因nifA基因和 fix
基因的表达 . 在棕色固氮菌中 , 固氮作用受nifA和
nifL这一对非典型的双组分系统的调控[2,3]. NifL是一
种负调节蛋白 , 其N端含有PAS结构域 , 并在PAS结
构域中结合着FAD辅基 . 外界环境中的氧信号通过
PAS结构域进行感知, 并进行信号传导. 当氧浓度高
时, NifL蛋白通过与NifA蛋白之间的直接相互作用, 
从而抑制NifA的转录激活活性.  

巴西固氮螺菌是一种联合固氮菌 . 与其他固氮
细菌一样, 在巴西固氮螺菌中, NifA蛋白(nifA基因的
产物)是所有固氮基因(nif 基因)的转录激活蛋白. 但
在该菌中, 既没有发现类似 FixL/J 双组分调节系统, 
也没有发现 NifL蛋白. 因此, 氧和铵对 NifA 蛋白活

性的调节机制仍然还不清楚.  
最近本室以NifA蛋白为诱饵 , 利用酵母双杂交

系统从巴西固氮螺菌Sp7 染色体DNA文库中筛选到
与NifA蛋白有直接相互作用的 4个阳性克隆[4]. 我们
对其中一个克隆即S35(质粒pGAD-S35)非常感兴趣, 
因为该克隆所含有的 1341 bp的插入片段区编码与信
号传导有关的PAS结构域[4], 并将该基因命名为org35. 
本研究对org35 的全基因进行了克隆, 在此基础上对
其推测的蛋白结构进行了分析 , 并再次用酵母双杂
交系统研究了各推测的Org35 蛋白各结构域与NifA
相互作用. 在本研究中, 所有载体的构建及分子操作
参考文献[5], 酵母双杂交方法主要参考文献[6], β-半
乳糖苷酶活性分析参考文献 [7]. 为了获得全长的
org35 基因 , 首先将用EcoRⅠ和PstⅠ双酶切质粒
pGAD-S35, 回收 1341 bp org35片段, 并克隆到自杀
质粒载体pPHU281(带有四环素抗性, Tc)上, 形成重
组质粒pUS35. 然后将pUS35 导入到巴西固氮螺菌中, 
通过四环素抗性筛选获得pUS35 质粒整合在宿主染
色体上的单交换突变株 . 从单交换突变株中提取染
色体DNA, 并用EcoRⅠ(1341 bp片段中不含该位点)
进行完全酶切, 酶切产物进行自连, 然后将自连产物
转化大肠杆菌DH10B菌株 , 从中筛选带有Tc抗性的
转化子 , 再从该转化子中分离质粒 , 其中一个质粒
(被命名为pUSE35)含有 6.3 kb插入片段, 包括原来的
1341 bp片段和 5 kb上游片段, 并用染色体步行方法
进行核苷酸序列分析. 以同样方法, 用SphⅠ对单交
换突变株染色体DNA进行酶切、自连、转化, 筛选到
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含有 9.3 kb 插入片段的质粒(命名为pUSS35), 包括
原来的 1341 bp片段和 8 kb下游片段. 通过测序拼接, 
最终获得了 5298 bp DNA序列 (GenBank登录号是
DQ145724). 其中org35编码区的长度为 2211 bp, 编
码的蛋白由 736个氨基酸组成(78.4 kD). 序列比较分
析表明, Org35蛋白含有可分成 3个独立的结构域(图
1). N端(100~200 氨基酸)是PAS结构域, 与苜蓿根瘤
菌FixL, 棕色固氮菌NifL及大肠杆菌趋化蛋白Aer中
的PAS结构域有较高的同源性, 这些蛋白中的PAS结
构域主要参于氧信号的传导(图 2); 中间区(340~580
氨基酸)是组氨酸激酶结构域(HPK), 含有保守的组
氨酸位点 , 这一结构域与双组分调节系统中的组氨
酸激酶(histidine protein kinase, HPK)如NtrB同源性很
高; C端(612~719氨基酸)是响应调节蛋白结构域(RR), 
含有保守的天冬氨酸位点 , 这一结构域与双组分调
节系统中的信号响应调节蛋白(response regulator, RR)
如NtrC同源性很高(图 2). 这说明Org35 是一个含有
PAS结构域的杂合双组分调节系统, 杂合双组分调节
系统是双组分调节系统中的一个亚类 , 典型的双组
分调节系统由两个不同的蛋白组成 , 即组氨酸激酶
如NtrB和响应调节蛋白如NtrC; 而在杂合双组分调
节系统中 , 组氨酸激酶和响应调节蛋白是作为两个
结构域存在于同一个蛋白中[8]. 这是在巴西固氮螺菌

中首次发现的杂合双组分系统. 
为了进一步确定Org35蛋白 3个结构域中哪一个

结构域与 NifA 有直接相互作用, 我们将包括 PAS结
构域的全长 org35基因, 缺失 PAS结构域的 org35基
因, 组氨酸激酶结构域(HPK)和响应调节蛋白结构域
(RR)经过 PCR 扩增后, 以正确的可读框分别构建在
酵母双杂交载体 pGAD-C1或 pGAD-C3上, 形成以下
几种不同的重组融合质粒 :  pGAD-org35 ,  pGAD- 
org35∆PAS, pGAD-org35HPK 和 pGAD-org35RR(图
3). 同时为了确证相互作用的特异性, 将 org35 基因
从可读框正确的载体 pGAD-C1 上克隆至 pGAD-C3
上形成 org35发生移码突变的重组质粒 pGAD-org35′. 
将上述这些新构建的重组质粒分别与携带有 nifA 的
质粒 pGBD-nifA组合, 分别共转化酵母, 并以 pGAD- 
C1/pGBD-C2组合和原克隆 S35即 pGAD-S35/pGBD- 
nifA组合共转化酵母做负对照和正对照. 将共转化子
分别涂布在 SD/-Trp-Leu (简称为 SD/-LT)平板和
SD/-Trp-Leu-Ade-His(简称为 SD/- AHLT)平板上, 根
据转化子在平板上的生长情况来确定蛋白之间的相

互作用. 结果表明所有转化子均能在 SD/-Trp-Leu 平
板上生长, 说明被 pGAD携带的 Leu基因和被 pGBD
所携带的 Trp基因被启动表达, 表明这些转化子都是 

 
图 1  Org35蛋白的氨基酸组成及 3个结构域 

3个结构域分别用方框表示, 星号表示磷酸化位点 
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图 2  Org35蛋白 PAS结构域与来源于其他蛋白的相应 PAS结构域的氨基酸序列比较 

PAS结构域中有 5个 β-链和 4个 α-螺旋结构. Org35_Abra, Azospirillum brasilense Org35; FixL_Rmel, Rhizobium meliloti FixL; FixL_Bjap, Bra-
dyrhizobium japonicum FixL; Aer_Ecol, Escherichia coli Aer; NifL_Kpne, Klebsiella pneumoniae NifL; NifL_Avin, Azotobacter vinelandii NifL 

 

 
图 3  org35的遗传图谱和本研究所构建的重组质粒所包含的外源片段 

 
共转化的结果 .  而在SD/-Trp-Leu-Ade-His并添加
X-gal的平板上生长, 只有pGAD-org35/pGBD-nifA组
合和原克隆S35, 即pGAD-S35/pGBD-nifA组合的共
转化子可以生长和变蓝, 说明Ade, His和lacZ这几个
报告基因被启动表达, 表明含有PAS结构域的Org35
蛋白与NifA之间在酵母体内存在着直接相互作用 , 
而缺失PAS结构域的Org35 与NifA没有相互作用; 组
氨酸激酶结构域(HPK)和响应调节蛋白结构域(RR)
都与NifA没有相互作用, 移码突变的Org35与NifA也
没有相互作用(表 1). 为了进一步验证Org35 蛋白与
NifA之间相互作用的特异性, 又将org35 以正确的可
读框构建在pGBD-C1 载体上形成pGBD-org35 质粒, 

并与已经构建好的pGAD-nifA共转化酵母细胞, 结果
仍然证明Org35 蛋白与NifA有相互作用. 液体法测定
的β-半乳糖苷酶活性结果与平板生长情况相一致. 如
图 3所示, 从巴西固氮螺菌染色体文库中以NifA为诱
饵筛选出的原克隆S35(即质粒pGAD-S35)除含有PAS
结构域外, 还包括org35上游的部分序列, 将org35基
因上游区域克隆到pGAD-C3 载体上形成可读框正确
的融合质粒 p G A D - S 3 5 ∆ PA S .  将原克隆质粒
p G A D - S 3 5 ,  o r g 3 5 上游的部分序列质粒
pGAD-S35∆PAS及原S35 克隆发生移码突变的质粒
pGAD-S35'[4] , 分别与pGBD-nifA组合后共转化酵母, 
同 时 将 原 克 隆 S 3 5 中 的 插 入 片 段
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表 1  酵母双杂交系统共转化子在 SD平板上的生长情况及β-半乳糖苷酶活性 
在选择培养基上的生长情况 

相互作用的蛋白对 
SD/-AHLT+X-gal+BU SD/-LT 

β-半乳糖苷酶活性
/Ua)

 
有无相互作用 

pGAD-S35/pGBD-nifA 生长良好, 变蓝 生长良好 22±3 有 
pGAD-nifA/pGBD-S35 生长良好, 变蓝 生长良好 22±4 有 
pGAD-S35'/pGBD-nifA 不生长 生长良好 4±1 无 

pGAD-S35∆PAS/pGBD-nifA 不生长 生长良好 7±2 无 
pGAD-org35/pGBD-nifA 生长良好, 变蓝 生长良好 21±2 有 
pGAD-nifA/pGBD-org35 生长良好, 变蓝 生长良好 17±4 有 
pGAD-org35'/pGBD-nifA 不生长 生长良好 4±2 无 

pGAD-org35∆PAS/pGBD-nifA 不生长 生长良好 6±2 无 
pGAD-org35HK/pGBD-nifA 不生长 生长良好 7±1 无 
pGAD-org35RR/pGBD-nifA 不生长 生长良好 9±2 无 

pGAD-C1/pGBD-C2 不生长 生长良好 2±1 无 
a) 3次测定平均结果  

 
克隆到pGBD-C3 中形成pGBD-S35, 并与pGAD-nifA
组合后共转化酵母. 与上述方法一样, 将共转化子涂
布在缺失不同氨基酸的SD基本培养基平板, 根据共
转化子的生长情况和β-半乳糖苷酶活性来确定蛋白
之间的相互作用. 结果发现含有PAS结构域的原克隆
S35 和互换载体后的S35 都与NifA有直接相互作用, 
而Org35 上游区与NifA没有相互作用, 移码突变的原
克隆S35 也没有相互作用,这个结果进一步说明Org35
与NifA之间的相互作用是由PAS结构介导的. 这一结
果与国外报道的PAS结构域介导蛋白与蛋白之间的
相互作用相一致[9].  

在巴西固氮螺菌中, NifA 的活性调节机制一直
还不很清楚. 本研究所克隆到的 org35是一个非常新
奇的基因, 它的产物是含有 PAS 结构域的杂合双组
分调节系统. Org35的 PAS结构域是怎样对外界信号
进行感知和传导, 而调节 NifA 蛋白的活性呢? 这些
问题将是我们今后的研究重点.  
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