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摘要! 根据莱茵衣藻和普通小球藻
.

! 脂肪酸去饱和酶氨基酸序列"T9ICFIc 登录号分别为

-C.%#"B=和 C-C?B?&?#的保守区"QR/X-./和 22>0TQ2#设计简并引物!以缺刻缘绿藻

2"!%&总+,-为模板!通过反转录A4+和N>,-末端快速克隆技术"+-43#!克隆了缺刻缘绿

藻
.

!脂肪酸去饱和酶基因的N>,-全长序列"T9ICFIc登录号'3*<=B#!%#!它与莱茵衣藻的这

个基因具有 <#i相似性$ 该基因N>,-序列长 $ !!% P:!其中 =d;非翻译区长 &%? P:%!d;非翻

译区 #&$ P:!且具有明显的 :67V"-#尾巴%开放阅读框 & !&& P:!编码一个 "!< 个氨基酸的蛋白

质!分子量为 "#8%< cM!等电点 ?8B=%该基因编码的蛋白为膜结合蛋白!含有 $个疏水区域和 ! 个

保守的组氨酸簇基序$ 将该基因的N>,-序列与其>,-序列比对后!发现该基因在其编码区存

在 <个内含子!剪切位点均符合(TQD-T)规则$ 实时荧光定量A4+结果显示!在氮饥饿培养过

程中!缺刻缘绿藻
.

! 脂肪酸去饱和酶基因的相对转录量在 " J 时可能因休克显著提高"Cf

%8%=#!然后开始下调!&$ J 开始显著下降"Cf%8%=#!并在 $% J 降到最低"约为完全培养基的

&&8<i#!此后保持在低水平"为完全培养基的 $!8$i#波动"Cf%8%&#$ 脂肪酸组分的气相色谱

结果表明!在氮饥饿培养过程中!花生四烯酸占总脂肪酸的百分含量逐步提高!而作为多不饱和

脂肪酸
.

!合成途径的产物!如
"

;亚麻酸和十六碳三烯酸"&<t!

.

!#的百分含量在 "% J 或 #< J

后都显著降低"Cf%8%=#$ 这些结果表明缺刻缘绿藻
.

! 脂肪酸去饱和酶基因在氮饥饿过程中

的相对低转录量!导致
.

!合成途径相关产物百分含量的降低!确保了该藻沿着
.

< 途径来合成

与积累花生四烯酸以提高其百分含量$ 另外!十六碳二烯酸"&<t$

.

<#&亚油酸及花生四烯酸都

可能是该克隆基因所编码
.

!脂肪酸去饱和酶的反应底物$

关键词! 缺刻缘绿藻%

.

! 脂肪酸去饱和酶基因% 氮饥饿% 实时荧光定量A4+% 脂肪酸

中图分类号! 1#&?'''''''文献标识码'-

''缺刻缘绿藻"I1065/%4 %./%*4 +9GKGZ7#隶属绿

藻 门 " 4J76U6:JV[F#' 共 球 藻 纲 " QU9P6MSGD

6:JVN9F9#!是一种单细胞球形绿藻!细胞常聚集

在一起形成非定型群体的细胞团(&)

* &##< 年!

XF[FIFP9等($)于日本 QF[9VFEF高山雪地中发现

并分离该藻后!将其改名为 C40%59'/,)'0%*%./%*4

"+9GKGZ7#XF[FIFP9N6EP8I6b8* 研究发现!该藻

能够合成并积累大量的花生四烯酸"FUFNJGO6IGN

FNGO!$%t"

.

<!--#

(!)

!尤其在氮饥饿及高密度连

续培养的条件下(" ;=)

!藻细胞中 --含量可达脂

肪酸总量的 <%i'藻体干重的 $%i

(<)

* 它是人类

迄今为止已知 --含量最高的藻类!有望成为工

业化生产--的候选物种(? ;#)

*

大多数藻类细胞的 --合成代谢途径

中(&% ;&&)

!油酸"679GNFNGO!)-#在
-

&$ 脂肪酸去饱

和酶"\F[[V FNGO O9KF[MUFK9!/->#的作用下形成亚
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油酸"7GI679GNFNGO!.-#* .-可以在
.

! /->催化

下产生
"

;亚麻酸"

"

D7GI679IGNFNGO!-.-#!进入多

不饱和脂肪酸代谢的
.

! 途径+也可以在
-

< /->

的作用下生成
+

;亚麻酸"

+

D7GI679IGNFNGO!T.-#!

沿着
.

< 途径!经延长酶和 /->的作用生成 --*

--可以同样在
.

! /->的作用下生成二十碳五烯

酸"9GN6KF:I[9EFNIG6NFNGO!3A-#*

缺刻缘绿藻不仅含有沿着
.

<途径合成--所

需要的所有中间产物!而且还含有
.

!途径的产物!

如 &<t!

.

!'-.-'3A-等(!!<)

!鉴于氮饥饿胁迫可引

起该藻沿着
.

< 途径合成与积累 --

(<)

!推测缺刻

缘绿藻多不饱和脂肪酸代谢的
.

! 途径就会被抑

制* 因此!在
.

! 途径中起关键作用的
.

! /->基

因相对转录量以及该酶作用产物&<t!

.

!'-.-及

3A-的含量都应该降低!这样才能确保--的含量

增加* 为了证明这个推测!本研究首先利用设计的

简并引物克隆缺刻缘绿藻
.

! /->基因!然后通过

实时荧光定量 A4+"hMFI[G[F[Gb9U9F7D[GE9A4+!jD

+QDA4+#分析在氮饥饿培养过程中
.

! /->基因

的相对转录量变化!并结合利用气相色谱分析该过

程中脂肪酸组分的变化!探讨缺刻缘绿藻合成和积

累--的分子机理!为利用缺刻缘绿藻规模化生产

--提供理论指导*

&'材料与方法

!"!#藻种及培养

缺刻缘绿藻"I1065/%4 %./%*4 +9GKGZ72"!%&#

购自4-*A"4M7[MU946779N[G6I 6\-7ZF96\4JFU79K

*IGb9UKG[V 6\AUFZM9#*

将藻接种于CTD&&液体培养基(&$)

!在 $= a和

&&=

#

E67:J6[6IK@"E

$

2K#的光照培养箱中培养!

光周期为 &".t&%>!每天不定期地摇晃* 待长至指

数生长期!" a下 = =%% U@EGI离心 &% EGI!收集藻

细胞!用灭菌去离子水洗涤两次并离心收集!然后

将其转入到缺氮的CTD&&培养基中 $= a全光照充

气培养!光照强度为 &=%

#

E67:J6[6IK@"E

$

2K#*

在接种后的 %'"'B'&$'&<'$%'$"'!$'"%'"B'=<'<"'

?$ J分别离心收集藻细胞!液氮速冻后;B% a保存

用于+,-提取或脂肪酸分析* 考虑到基因转录到

脂肪酸合成存在着时滞!若用于脂肪酸组成分析!

上述 ?$ J后每隔 &$ J继续取样至 &<B J*

!"$#

#

% J(*基因)*'(全长序列克隆

采用 Q+0]67法(&!)抽提总 +,-取适量藻细

胞样品!液氮研磨!转入含有 & E.的Q+0]67试剂

"0IbG[U6Z9I公司#离心管中!加入氯仿抽提!" a

下 = =%% U@EGI离心 &% EGI 取上清!然后加入异

丙醇离心!用 ?=i乙醇洗涤沉淀!加适量无+,FK9

水溶解+,-* 取 & =̂

#

Z +,-用反转录试剂盒

"QFWF+F#进行N>,-第一链合成!作为基因克隆

的A4+反应模板*

根据莱茵衣藻"=,)4612'6'.4*05%.,4029%%#

和普通小球藻"=,)'05))4 ?+)(40%*#

.

! /->基因

的 氨 基 酸 序 列 " T9ICFIc 登 录 号 分 别 为

-C.%#"B= 和C-C?B?&?#保守区!设计一对简并

引物序列/O9K& 和 +O9K&"表 &#!用于缺刻缘绿

藻
.

! /->基因N>,-片段的克隆* $=

#

.反应

体系含 &% qA4+缓冲液
&

$8=

#

.!O,QAK"各 &%

EE67@.#$

#

.!引物 /O9K& 和 +O9K& 各 &8%

#

.

"&%

#

E67@.#!模板 &8%

#

.! @4A 酶 %8=

#

.

"QFWF+F#!无 +,FK9水 &?

#

.* A4+反应程序$

#" a预变性 $ EGI+然后 !% 个循环包括 #" a变

性 !% K!=B a退火 !% K!?$ a延伸 & EGI+最后 ?$

a延伸 &% EGI* A4+产物经琼脂糖凝胶电泳检

测'胶回收"北京天根#纯化与 :R>QD&# 载体连

接后转入大肠杆菌"D*/,50%/,%4 /')%#>2=

"

感受

态细胞!筛选阳性克隆后送到上海生工生物工程

技术服务有限公司测序*

根据获得的缺刻缘绿藻
.

! /->基因 N>,-

片段序列设计基因特异性引物 " Z9I9K:9NG\GN

:UGE9UK!T1AK# =dDT1A和 !dDT1A"表 &#* 根据

1R-+Q

QR

+-43N>,-扩增试剂盒"476I[9NJ#的

使用说明分别建立 =dD+-43和 !dD+-43反转录

体系和A4+反应体系!应用降落 A4+原理进行

扩增* 反应程序$#" a变性 !% K!?$ a延伸 &=%

K!= 个循环+#" a变性 !% K!?% a退火 !% K!?$ a

延伸 &=% K!= 个循环+#" a变性 !% K!<B a退火

!% K!?$ a延伸 &=% K!!% 个循环+?$ a延伸 ?

EGI* 按上述方法进行电泳检测'胶回收纯化'Q-

克隆并测序*

!"%#

#

% J(*基因*'(序列克隆

采用4Q-C法(&" ;&=)提取缺刻缘绿藻基因组

>,-取适量藻细胞液氮研磨后!加入到 <= a预

热的 4Q-C提取缓冲液中!水浴 &8% J!加入等

体积的氯仿t异戊醇"$"t&#萃取!异丙醇沉淀

>,-!?=i的乙醇洗涤 $ !̂ 次!适量 Q3缓冲液

溶解沉淀!稀释 =% 倍作为基因克隆的 A4+反应

%%#"



# 期 李春阳!等$缺刻缘绿藻
.

! 脂肪酸去饱和酶基因的特性及在氮饥饿过程中相对转录量的分析 ''

模板*

表 !#本研究所使用的引物及其序列

123"!#L8K:8?)89=<HI8B56785987B>=C8;

6?HI8B5898?H589825)I

引物

:UGE9UK

序列

K9hM9IN9K

/O9K& =dD-44-QTQQ4QTTT4"4@Q#4Q"T@4#QQD!d

+O9K& =dDQT"T@4#TQT44"-@T#-QTQ4TQTTQTD!d

=dDT1A =dD-QTQTQT4TTQTT4QT-Q44Q44-T4D!d

!dDT1A =dD4QQ4Q44-T4--4--T-4T4Q4--4--4D!d

/O9K$ =dD---444TT4--4--QT4-D!d

+O9K$ =dD-T--Q4-T--444T--T4D!d

/O9K! =dDTQTTT4--4-Q4-4-4-4Q4D!d

+O9K! =dD-4-TT-QT44-TT-4Q4-Q4D!d

&B1/ =dD-TQ4TT4T-TTQQ-4QQQT-D!d

&B1+ =dD-Q4-QQ-4Q44TTQ444-4-D!d

''根据获得的缺刻缘绿藻
.

! /->基因 N>,-

全长序列!在该基因的 =d;非编码区"=dD*Q+#和

!dD*Q+分别设计上'下游引物 /O9K$ 和 +O9K$

"表 &#!克隆
.

! /->基因的 >,-序列* $=

#

.

的A4+反应体系为 &% qA4+缓冲液 $8=

#

.!

O,QAK"各 &% EE67@.#$

#

.!RZ

$ s

"$= EE67@.#

&8=

#

.!引物/O9K$ 和+O9K$"&%

#

E67@.#各 &8%

#

.!模板 &8%

#

.!@4A 酶 %8=

#

."QFWF+F#及无

+,FK9水 &=8=

#

.* A4+反应程序$#" a预变性

= EGI+然后 != 个循环包括 #" a变性 & EGI!== a

退火 & EGI!?$ a延伸 $ EGI+最后 ?$ a延伸 &%

EGI* 按上述方法进行电泳检测'胶回收纯化'Q-

克隆并测序*

!"+#序列分析

应用生物学分析软件 >,-R-, <8% 和

CG69OG[?8%将得到的序列进行拼接'蛋白质序列推

导及同源性分析* 使用在线软件9S:FKV 中的工具

AU6[AFUFE " J[[:$

"

HHH89S:FKV8NJ@[667K@

:U6[:FUFE8J[E7#分析蛋白质的组成'疏水性'分子

量和等电点* 分 别 用 软 件 AJ6PGMK" J[[:$

"

:J6PGMK8KPN8KM8K9@# 和 0I[9UAU61NFI " J[[:$

"

KHGKKE6O9789S:FKV86UZ@H6UcK:FN9#对蛋白质的跨

膜区和二级结构进行预测* 通过A+)10Q3数据库

"J[[:$

"

HHH8:U9OGN[:U6[9GI86UZ@#对蛋白质序列

的功能位点进行预测* 利用1R-+Q程序"J[[:$

"

KEFU[89EP7DJ9GO97P9UZ8O9@#进行结构域分析*

!",#实时荧光定量4O&"WN&1N4O&#

根据已经得到的 N>,-序列!用软件 AUGE9U

AU9EG9U= 设计 jD+QDA4+的引物 /O9K! 和 +O9K

!"表 &#* 根据 &B1U+,-序列"T9ICFIc 登录号

(!B"==%#设计引物 &B1/和 &B1+"表 &#!利用

G4VN79UGj= "CG6D+FO#上完成 jD+QDA4+反应*

$%

#

.的 jD+QDA4+反应体系为 1YC+ RGS

"QFWF+F公司#&$8=

#

.!正'反向引物"&%

#

E67@

.#各 &8%

#

.!模板 $8%

#

.及 >3A4水 !8=

#

.*

反应程序$#= a预变性 ! EGI+然后 "% 个循环包

括 #= a变性 = K!<% a退火 $% K!?$ a延伸 &= K*

同一样品重复 ! 个反应!以 &B1U+,-作为参照

基因!用 $

;

--

4[来表示基因的相对转录量!结果为

! 个反应的平均值 g标准差* 运用 9检验进行显

著性分析*

!"-#脂肪酸组分变化分析

按文献(&<)报道方法进行脂肪酸组分的分

析* 将冻存的样品进行真空冷冻干燥!分别称取

&% EZ藻粉于酯化瓶中!加入 $ E.含 $i硫酸的

甲醇溶液!同时加入 4&?"&i#做内标!混匀充氮

气!然后封闭瓶口!放入 B= a的水浴锅中加热 &

J!使结合的脂肪酸分子充分解离!并且甲酯化*

把溶液转移到一个灭菌的 &= E.离心管中!加 &

E.双蒸水和 & E.正己烷!充分混匀后!" a下

= =%% U@EGI离心 &% EGI!将上清液转移到新的离

心管中!并用氮气进行浓缩* 然后放于 ;$% a冰

箱中保存备用*

利用气相色谱仪"-IZG79I[<B#% :7MK#进行脂

肪酸组分的分析* 色谱柱型号为 2AD= 毛细管柱

"!% Eq%8$= EE#+升温程序为 =% a保留 & EGI!

$= a@EGI 升温至 $%% a! ! a@EGI 升温至

$!% a!最后保留 &B EGI+分流比为 =%t&+氮气'氢

气与空气的流速分别为 !%'"=% 与 "% E.@EGI*

对照标样中各个脂肪酸组分峰的保留时间!

以确定缺刻缘绿藻脂肪酸的组成成分!再以面积

归一化法确定样品中各种脂肪酸的相对百分含

量* 每个样品重复 ! 个反应!结果以 ! 个反应的

平均值g标准差来表示* 运用 9检验进行显著性

分析*

$'结果

$"!#缺刻缘绿藻
#

% J(*基因的)*'(及*'(

序列克隆

经过反复实验与筛选!其中根据莱茵衣藻和

普通小球藻
.

! /->基因的氨基酸序列保守区

&%#"
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"QR/X-./和22>0TQ2#设计的一对简并引物

/O9K& 和+O9K&"表 &#!可以很好地从缺刻缘绿

藻N>,-中扩增出一条长 <=% P:的目的片段"图

&D-#+然后利用+-43技术克隆了该基因的 =d;

和 !d;末端产物!它们的长分别为 <?& P:"图 &D

C#和 & ?=# P:"图 &D4#+将这三片段序列拼接并

经过重新设计引物进行A4+反应与测序验证!得

到全长 $ !!% P: 的 N>,-序列"T9ICFIc 登录

号$3*<=B#!%#* 其中开放阅读框 & !%B P:!编码

一个含 "!< 个氨基酸的前体蛋白+=dD*Q+长 &%?

P:+!dD*Q+长 #&$ P:!并具有明显的 :67V"-#尾

巴* 经C.-1Q搜索!发现该序列与莱茵衣藻
.

!

/->基因的 N>,-及其编码蛋白的氨基酸序列

"T9ICFIc 登录号为 -C.%#"B=#相似性分别为

?Bi和 <#i*

将以缺刻缘绿藻基因组 >,-为模板的 A4+

反应产物序列与
.

! /->基因N>,-序列进行比

对!发现该基因在其编码区存在 < 个内含子!自起

始密码子开始!它们的长依次为 !"%'$&$'&&"'

&""'$%% 和 &B< P:"图 $#* 通过序列分析可知!每

个内含子的剪切位点均符合%TQD-T&规则*

图 !#缺刻缘绿藻
#

% J(*基因扩增的电泳图谱

R8>.D$%%% 分子量标准+ & 泳道8+QDA4+扩增产物"-#!=dD+-43扩增产物"C#和 !dD+-43扩增产物"4#*

J6@"!#/>8)H5=BI=58969B2HH85?9=<27B>6<68;B5=;:)H9=<HI8

#

% J(*@8?8<5=7<2/'3/+0

R8>.D$%%% EFUc9U+ .FI9&8:U6OMN[6\+QDA4+"-#!:U6OMN[6\=dD+-43"C#!FIO :U6OMN[6\!dD+-43"4#8

图 $#缺刻缘绿藻
#

% J(*基因结构

J6@"$#L)I872H6)9H5:)H:589)I878=<HI8

#

% J(*@8?8)>=?8;<5=7<2/'3/+0

$"$#序列特征分析

蛋白质组成等软件预测结果显示!缺刻缘绿

藻
.

! /->基因所编码蛋白的分子量为 "#8%<

cM!等电点为 ?8B=* 氨基酸组成分析结果表明!

该蛋白质富含疏水性氨基酸!它们约占总氨基酸

的 =%8!i!其中 -7F占 #8#i'.9M 占 B8=i'AU6

占 B8=i'5F7占 <8?i'QVU占 =8%i'079占

"8<i'AJ9占 "8&i'QU:占 !8%i*

蛋白质跨膜区和二级结构等软件分析可知!

缺刻缘绿藻
.

! /->属于跨膜蛋白!含 " 个跨膜

区! 分 别 在 AJ9&%<D.9M&$"! QU:&!%DT7V&"B!

-7F$<<DAJ9$BB!AJ9$#$D2GK!%# 之间* 疏水性分

析"图 !#表明这 " 个跨膜区形成了 $ 个富含疏水

性氨基酸残基的螺旋区 " AU6& % % DQU:& = &和

图 %#缺刻缘绿藻
#

% J(*的疏水性分析

%,,,&表示跨膜区

J6@"%#GC;5=BI=36>6HC 2?2>C969=<

;8;:)8;

#

% J(*<5=7<2/'3/+0

%,,,&GIOGNF[9K[J9[UFIKE9EPUFI9U9ZG6I

'%#"



# 期 李春阳!等$缺刻缘绿藻
.

! 脂肪酸去饱和酶基因的特性及在氮饥饿过程中相对转录量的分析 ''

.VK$=<DAU6!%##!分别含有 =$ 和 =" 个氨基酸残

基!每个螺旋区分别跨膜两次*

蛋白质序列功能位点等软件推测!缺刻缘绿藻

.

! /->含有 B种'&B个功能位点!分别为 $个,;

糖基化位点'& 个N-RA和NTRA依赖性蛋白激酶

磷酸化位点"AW-和A4T#'=个蛋白激酶4磷酸化

位点"AW4#'"个酪蛋白激酶
&

磷酸化位点'&个酪氨

酸激酶磷酸化位点'! 个,;豆蔻酰基化位点'& 个

酰胺化位点及 &个原核膜脂蛋白脂结合位点*

蛋白质结构域预测结果表明!缺刻缘绿藻
.

!

/->含有一个 /-kO9KF[MUFK9O6EFGI"脂肪酸去

饱和酶结构域#!位于 )+/的 QVU&!!DAJ9!B% 之

间"表 $#* 从该结构域的序列来分析!缺刻缘绿

藻与其它的绿藻甚至苔藓以及种子植物的关系比

较接近* 有趣的是虽同属于藻类!三角褐指藻与

缺刻缘绿藻只有 $Bi的相似性"表 $#!它与其他

绿藻甚至蓝藻的相似性也都比较低!显示了这个

基因在硅藻中可能存在着趋异现象*

表 $#不同物种
#

% J(*的J(X;892H:5298结构域比较

123"$#O=7B2569=?=<J(X;892H:5298;=726?9=<

#

% J(*<5=7;6<<858?H9B8)689

蛋白序列号

T9ICFIc 0>

物种

K:9NG9K

所属门

AJV7ME

/-kO9KF[MUFK9结构域

/-kO9KF[MUFK9O6EFGI

-4>%!B"< 缺刻缘绿藻"I1065/%4 %./%*4 2"!%&# 绿藻门"4J76U6:JV[F#

&!! !̂B%"&%%i#

!

-C.%#"B= 莱茵衣藻"=,)4612'6'.4*05%.,4029%%# 绿藻门"4J76U6:JV[F# &&! !̂<%"?Bi#

C-C?B?&? 小球藻"=,)'05))4 ?+)(40%*# 绿藻门"4J76U6:JV[F# &$$ !̂<#"?"i#

-->"BB#? 盐生杜氏藻"3+.4)%5))4 *4)%.4# 绿藻门"4J76U6:JV[F# & &̂#<"=!i#

334"$#B= 三角褐指藻"C,45'24/91)+690%/'0.+9+644-A&%==# 硅藻门"CFNG77FUG6:JV[F# &"= !̂#""$Bi#

3>j?%<"$ 小立碗藓亚种"C,1*/'6%905))4 &495.*KMPK:8&495.*# 苔藓植物门"CUV6:JV[F# &== !̂##"?$i#

---<&??! 拟南芥"704:%2'&*%*9,4)%4.4# 种子植物门"1:9UEF[6:JV[F# &"? !̂#&"<?i#

-C_B$?#B 麻风树"T490'&,4 /+0/4*# 种子植物门"1:9UEF[6:JV[F# ?B !̂$$"<"i#

C--&&"?= 烟草"E%/'9%4.4 94:4/+6# 种子植物门"1:9UEF[6:JV[F# &"< !̂#%"<?i#

--A?B#<= 向日葵"#5)%4.9,+*4..++*# 种子植物门"1:9UEF[6:JV[F# &"# !̂#!"<<i#

-4T!=!<& 玉米"U54 641*# 种子植物门"1:9UEF[6:JV[F# &"= !̂B#"<=i#

C--%??B= 小麦"@0%9%/+645*9%?+6# 种子植物门"1:9UEF[6:JV[F# B! !̂$?"<<i#

C--&B!%$ 集胞藻""1.5/,'/1*9%*K:8A44<B%!# 蓝藻门"4VFI6:JV[F# ?& !̂&$"=#i#

C-T%!$B" 铜绿微囊藻"I%/0'/1*9%*450+(%.'*4 ,031DB"!# 蓝藻门"4VFI6:JV[F# ?! !̂&!"=?i#

注$

!

括号内的数据是相似性!以缺刻缘绿藻为 &%%i来计算的*

,6[9K$

!

[J9IME9UF7GI [J9:FU9I[J9K9KE9FIK[J9GO9I[G[V HG[J IJ%./%*4

.

! /->K9hM9IN9FKFU9\9U9IN98

$"%#

#

% J(*同源序列比较

把缺刻缘绿藻与,4C0数据库中所有藻类及

部分高等植物"表 $#的
.

! /->氨基酸序列进行

比对!结果 "图 " # 发现!缺刻缘绿藻的第一

"2>4T2#与第二个"2+Q22#组氨酸簇基序与

其它绿藻"除盐生杜氏藻外#'高等植物及蓝藻完

(%#"
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图 +#不同物种
#

% J(*氨基酸同源序列比对

% &表示 ! 个组氨酸簇*

J6@"+#L8K:8?)82>6@?78?H=<HI8;8;:)8;

#

% J(*B5=H86?9<5=7HI898>8)H8;!+ 9B8)689

% & KJ6HK[J9JGK[GOGI9DUGNJ E6[G\K8

全一致!但它的第 ! 个基序"25.22#中!出现了

以.9M取代莱茵衣藻与小球藻的 079或高等植物

的5F7残基* 总之!该结果表明
.

! /->的 ! 个

组氨酸簇基序非常保守!本研究自缺刻缘绿藻中

所克隆到的这个基因是
.

! /->家族的一员* 有

关其功能鉴定等研究有待进一步完善*

$"+#

#

% J(*基因相对转录量的变化

jD+QDA4+的结果"图 =#显示!在氮饥饿胁

迫过程中!缺刻缘绿藻
.

! /->基因的相对转录

量变化明显* 在氮饥饿培养 " J 时!该基因可能

因氮饥饿胁迫引起的休克"KJ6Nc#!其相对转录量

显著"Cf%8%=#提高+然后开始下降!自 &$ J 开

始!下降显著"Cf%8%=#!并在 $% J 降到最低!此

时仅为完全培养基"% J#时相对转录量的&&8<i+

此后在设计的胁迫时间内!该基因的相对转录量

都极显著地"Cf%8%&#保持在低水平"平均值为

完全培养基中的 $!8$i#波动* 表明氮饥饿胁迫

确实导致了缺刻缘绿藻
.

! /->基因相对转录量

的下调!这与推测的结果完全吻合*

$",#脂肪酸组分的变化

利用气相色谱分析脂肪酸组成的结果显示!

把氮饥饿条件下与完全培养基"% J#中培养的缺

刻缘绿藻进行比较时!发现其脂肪酸组分的变化

非常明显!总体表现在 &<t!

.

!"图 <#'.-和-.-

"图 ?#等占总脂肪酸的百分含量均逐渐降低!而

--等的百分含量"图 B#逐步增加!且随着胁迫

时间的延长!差异越来越显著*

图 ,#缺刻缘绿藻
#

% J(*基因在

氮饥饿过程中的相对转录量

与 % J 相比!差异显著"Cf%8%=#的用
!

表示!差异极显著

"Cf%8%&#的用
!!

表示*

J6@",#&8>2H6M8H52?9)56BH6=?=<

#

% J(*@8?8

<5=7<2/'3/+0 ;:56?@ HI8):>H:58

)=:598=<?6H5=@8?9H25M2H6=?

%

!

& FIO %

!!

& E9FI [J9KGZIG\GNFI["Cf%8%=#FIO 9S[U9E97V

KGZIG\GNFI[" Cf%8%& #! U9K:9N[Gb97V! OG\\9U9IN9P9[H99I [J9

KFE:7GIZ F[FZGb9I [GE9FIO % J8

''图 < 表明!&<t!

.

! 占总脂肪酸的百分含量在

氮饥饿培养开始一直到 #< J 内变化不明显!但随

着缺氮培养时间延长!它们的百分含量迅速降低!

与 % J时相比!其变化越来越显著"Cf%8%=#或极

显著"Cf%8%&#* -.-的变化"图 ?#也是如此!

)%#"



# 期 李春阳!等$缺刻缘绿藻
.

! 脂肪酸去饱和酶基因的特性及在氮饥饿过程中相对转录量的分析 ''

只是在氮饥饿胁迫后的 "B J 出现显著差异* 这

两者的变化与预测的结果也完全吻合!而且出现

显著降低的时间都比
.

! /->基因相对转录量显

著下降的时间晚!表明
.

! /->基因相对转录量

的降低会导致这两种脂肪酸百分含量的下调*

图 ? 显示!当氮饥饿培养到 "B J!.-的百分

含量开始显著性"Cf%8%=#下降!此时 -.-的百

分含量也显著降低!说明降低的 .-不是经过
.

!

代谢途径用来合成-.-!那么降低的.-去哪里5

其实!.-还可以经过
.

< 途径先后合成 T.-与

--!这从--百分含量"图 B#的逐渐升高得到印

证* --在氮饥饿 &<B J时间内!从占总脂肪酸的

$"8"i"% J时#增加到 &<B J时的 !&8Bi*

图 -#氮饥饿过程中&缺刻缘绿藻 !-Y$

#

- 和 !-Y%

#

% 占总脂肪酸的百分含量

与 % J时相比!差异显著"%8%& fCf%8%=#的用
!

表示!差异极显著"Cf%8%&#的用
!!

表示*

J6@"-#485)8?H2@8=<!-Y$

#

- 2?;!-Y%

#

% 2))=:?H8;<=5H=H2><2HHC 2)6;96?

<2/'3/+0 ;:56?@ HI8):>H:58)=:598=<?6H5=@8?9H25M2H6=?

%

!

& FIO %

!!

& E9FI [J9KGZIG\GNFI["Cf%8%=#FIO 9S[U9E97V KGZIG\GNFI["Cf%8%&#!U9K:9N[Gb97V!OG\\9U9IN9P9[H99I [J9KFE:7GIZ F[F

ZGb9I [GE9FIO % J8

图 0#氮饥饿过程中&缺刻缘绿藻T(和(T(占总脂肪酸的百分含量

与 % J时相比!差异显著"%8%& fCf%8%=#的用
!

表示!差异极显著"Cf%8%&#的用
!!

表示*

J6@"0#485)8?H2@8=<T(2?;(T(2))=:?H8;<=5H=H2><2HHC 2)6;96?<2/'3/+0 ;:56?@

HI8):>H:58)=:598=<?6H5=@8?9H25M2H6=?

%

!

& FIO %

!!

& E9FI [J9KGZIG\GNFI["Cf%8%=#FIO 9S[U9E97V KGZIG\GNFI["Cf%8%&#!U9K:9N[Gb97V!OG\\9U9IN9P9[H99I [J9KFE:7GIZ F[F

ZGb9I [GE9FIO % J8

*%#"
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图 Z#氮饥饿过程中&缺刻缘绿藻((和/4(占总脂肪酸的百分含量

与 % J时相比!差异显著"Cf%8%=#的用
!

表示!差异极显著"Cf%8%&#的用
!!

表示*

J6@"Z#485)8?H2@8=<((2?;/4(2))=:?H8;<=5H=H2><2HHC 2)6;96?<2/'3/+0 ;:56?@

HI8):>H:58)=:598=<?6H5=@8?9H25M2H6=?

%

!

& FIO %

!!

& E9FI [J9KGZIG\GNFI["Cf%8%=#FIO 9S[U9E97V KGZIG\GNFI["Cf%8%&#!U9K:9N[Gb97V!OG\\9U9IN9P9[H99I [J9KFE:7GIZ F[F

ZGb9I [GE9FIO % J8

''其实!--也可以作为
.

! /->的反应底物!

沿着
.

! 途径以合成 3A-* 图 B 显示!在氮饥饿

胁迫过程中!3A-占总脂肪酸的百分含量自 ?$ J

开始似乎有所增加!但差异大多不显著"只在 #<

J时有显著性增加#* 这似乎与我们的预测不一

致!但仔细分析其结果还是一致的* 那么3A-的

百分含量为什么没有降低呢5 当
.

! /->基因的

相对转录量降低时!3A-的百分含量也应该降

低+但随着--的百分含量"反应物浓度#大大增

加!从代谢过程的反应平衡角度来看!3A-的百

分含量"产物浓度#可能会增加* 这样降低的与

增加的量近似平衡!从而才导致3A-的百分含量

与完全培养基"% J#时没有显著性的变化*

上述结果也从另一角度显示!&<t$

.

<'.-及

--都可能是从缺刻缘绿藻中克隆的这个
.

!

/->基因所编码脂肪酸去饱和酶的反应底物*

有关反应底物特异性的研究!有待进一步深入*

!'讨论

%"!#缺刻缘绿藻
#

% J(*基因的特征

真核微藻脂肪酸代谢主要有
.

< 和
.

! 两条

不同的途径(&?)

!其中起重要作用的脂肪酸去饱和

酶分别叫作
.

< 和
.

! /->* 它们基本结构和序

列大都含有
"

和
*

链!在结构上都属于
"

s

*

酶

折叠方式(&B)

!许多保守序列都是重要的结构和功

能域* 这些保守区包括两条长的疏水区!一般跨

膜 " 次!因此属于膜整合蛋白+有 ! 个富含组氨酸

簇的基序!这些基序被认为在空间结构上组成了

酶的催化活性中心以及酶活性所必需的铁原子结

合位点(&#)

* 经过克隆'测序'生物信息学分析等

研究可知!缺刻缘绿藻
.

! /->基因序列与其他

绿藻'苔藓甚至高等植物
.

! /->都具有较高的

同源性'相似的结构及相同的功能域等共同特点!

从而在多不饱和脂肪酸合成代谢的
.

! 途径中起

作用*

本研究还发现!缺刻缘绿藻
.

! /->基因的

编码区存在 < 个内含子!这与高等植物拟南芥中

已知的
.

! /->基因编码区内含有 ? 个内含子相

近($%)

!但在藻类中迄今没有相关的报道* 缺刻缘

绿藻脂肪酸延长酶基因在其编码区也存在 ! 个内

含子($&)

* 有报道认为内含子在基因转录'表达过

程中可能起着重要的调控作用($$)

* 因此!有关这

些内含子的功能以及缺刻缘绿藻
.

! /->的理化

等性质有待进一步探索*

%"$#缺刻缘绿藻
#

% J(*基因转录与脂肪酸合

成代谢的关系

缺刻缘绿藻在氮饥饿的 &<B J时间内!--从

占总脂肪酸的 $"8"i "% J 时#增加到 !&8Bi

"&<B J时#"图 B#!说明在此过程中!该藻的脂类

代谢主要以
.

< 途径来合成并积累--的!这与文

!&#"
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献报道(<)的结果是一致的* 但本研究中--占总

脂肪酸的百分含量远低于已报道的 =B8#i结

果(<)

!主要原因在于氮饥饿的时间不同* 报道的

氮饥饿时间是 &" O

(<)

!而本研究的实验因目的不

同只设计到 ? O!从图 B 的变化趋势来看!--的

百分含量仍在继续稳步增加* 有研究表明!氮饥

饿 <% O后!缺刻缘绿藻中 --占总脂肪酸的百分

含量就增加到 <"8!i

(")

* 因此!相信随着氮饥饿

时间的适当延长!--的百分含量会接近已报道

的结果* 当然!光照强度(=!$!)

'藻细胞密度(<)等因

素也可能会影响 --占总脂肪酸百分含量的

变化*

其实!在缺刻缘绿藻的脂肪酸组分分析时!就

发现了诸如 &<t!

.

!'-.-'3A-等
.

! 途径的产

物"图 <'图 ? 和图 B#!这与报道的结果(!!<!#)也一

致* 表明该藻在沿着
.

< 代谢途径来合成并积累

--的同时!仍然存在着
.

! 代谢途径* 通过对

.

! /->基因相对转录量以及脂肪酸成分的变化

趋势比较后!可知缺刻缘绿藻在氮饥饿过程中!

.

! /->基因的相对转录量降低时间发生在前!

相应的
.

! 途径脂肪酸产物占总脂肪酸百分含量

的下降时间发生较晚!表明后者的变化可能是由

于前者而引起的* 在利用&"

4同位素标记醋酸盐

探讨--在缺刻缘绿藻的合成代谢途径时!发现

从添加标记物开始到--能检测到同位素信号的

时间约 # J 或 $" J

($")

* 在探讨缺刻缘绿藻脂肪

酸延长酶基因转录量与 --含量变化的关系时!

也发现它们之间存在 $" J 的时滞($&)

* 因此!缺

刻缘绿藻
.

! /->基因相对转录量与
.

! 途径脂

肪酸产物百分含量的下降存在时滞是可以理解

的* 推测在氮饥饿的早期!因细胞中存在着
.

!

/->!它们继续执行着功能!因此!相应
.

! 途径

脂肪酸产物的百分含量并没有明显下降+但随着

饥饿时间的延长!因
.

! /->基因相对转录量降

低'蛋白质合成受阻以及蛋白周转"[MUI6b9U#等因

素!表达的
.

! /->总量或其活性降低!以致其作

用产物的含量下降* 进而我们认为脂肪酸组分的

变化中!--含量最先增加显著是因为!在氮饥饿

初期!与--合成有关的酶的活性及转录量迅速

提高!使得--的积累加快!但是合成过程的中间

产物的含量变化不明显+而作为支路的
.

! 途径!

.

! /->的酶活没有改变!只是转录量有所降低!

经过一定的时滞后!其反应产物的含量才会表现

出显著下降的趋势* 有关
.

! /->的酶活及其生

化方面的工作有待开展*

总之!氮饥饿引起缺刻缘绿藻
.

&$'

.

< 与
.

=

去饱和酶基因($=)以及延长酶基因($&)相对转录量

的增加!使其主要沿着
.

< 代谢途径来合成并积

累--+同时氮饥饿又引起
.

! /->基因相对转录

量的降低!从而使
.

! 途径脂肪酸产物的含量下

降!更加确保该藻沿着
.

< 途径合成 --* 两者的

结果!共同造成缺刻缘绿藻合成并积累大量的

--* 氮饥饿引起缺刻缘绿藻大量合成并积累

--以贮存物质与能量!有利于缺刻缘绿藻快速

适应变化的环境条件以生存(!)

* 有关氮对缺刻

缘绿藻
.

! 脂肪酸去饱和酶基因的调控机理!值

得深入探讨*
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