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摘要! 根据海带雄配子体抑制消减 P>,-文库 $ 个长为 !?< V: 的表达序列标签"9\:Z9OO9R

O9MQ9IP9UFJ!31S#!C7FOUI搜索发现它们与掌状海带的碳酸酐酶"PFZV6IGPFIL[RZFO9!4-#基因

序列"T9ICFIf登录号'-(&!%???#有 ?%d的相似性!结合该 31S以及掌状海带 4:基因保守

序列设计引物!扩增得到海带配子体 4:基因部分开放阅读框"6:9I Z9FRGIJ HZFE9!)+/#序

列!再以此为基础设计基因特异性引物!然后利用 P>,-末端快速扩增技术 "ZF:GR

FE:7GHGPFUG6I 6HP>,-9IRO!+-43#!克隆得到一条长 $ =%@ V: 的 P>,-序列"T9ICFIf 登录

号'(/=$?<%=#!其中 "jD非翻译区"QIUZFIO7FU9R Z9JG6I!*S+#长 &<< V:!!jD*S+长 & ?<" V:!且

具有明显的 :67[-尾巴!)+/长 =?! V:$ 它编码一个由 $#% 个氨基酸组成的前体蛋白!预测在

$% T7[D$& 5F7处有一个典型的信号肽酶切位点!酶切后的成熟蛋白由 $?% 个氨基酸组成!具有

! 个锌结合的2GO残基所构成的催化活性中心!其分子量为 !%8@@ fQ!等电点为 "8%<$ 无论在

P>,-或者>,-序列上!雌&雄配子体4:基因都没有差异!且无内含子$ 16QUL9ZIDV76UUGIJ 杂

交结果显示!海带配子体4:基因为单拷贝基因$ 蛋白同源性搜索!发现该基因的编码蛋白与

掌状海带的
#

D4-蛋白有 =?d的同源性$ 基于 !< 个 4-蛋白的氨基酸序列所构建的邻接

",9GJLV6ZD(6GIGIJ#系统进化树显示!自海带配子体中所克隆的 4:基因位于
#

D4-蛋白所组

成的一支!推测它可能为
#

D型!因而不在线粒体中起作用$ 实时荧光定量 B4+" MQFIUGUFUGY9

Z9F7DUGE9B4+!gD+SDB4+#结果表明!在增加 4)

$

浓度的条件下!4:基因在海带雌&雄配子体

中的日表达量均较未增加的条件下有所增加!由此推测该 4:基因不属于胞外 4-%基于海带

配子体4-蛋白仅具有一个信号肽!可以推测它是定位于叶绿体外膜上!以泵的方式为叶绿体

光合作用提供充足的4)

$

$

关键词! 海带% 配子体% 碳酸酐酶基因% 克隆% 荧光定量+4+

中图分类号! 1#&?'''''''文献标志码'-

''随着大气 4)

$

量的增加"溶解在海水中的

4)

$

也不断上升"从而产生大量的 24)

;

!

和 2

W

"

导致海水酸化"进而影响海洋生物的生存环境"甚

至破坏稳定的海洋生态系统' 但海藻等海洋植物

却能充分利用水中的 4)

$

以确保光合作用的进

行(& ;$)

' 当这些养殖的海藻被人工采收后"它们

所固定的碳就脱离了原海洋生态系统的碳循环途

径"因此"经济海藻的养殖对阻止海水的酸化起着

非常重要的作用'

陆地高等植物主要是通过叶片上的气孔来吸

收4)

$

' 而海藻却不同"它们形态结构简单"不具

备分化的气孔"主要是借助碳酸酐酶 #PFZV6IGP

FIL[RZFO9"4-$"自海水中吸收 4)

$

(!)

' 4-是一

种含锌金属酶"能够催化 4)

$

与 24)

;

!

之间的快

速转换"以供应叶绿体光合作用所需的4)

$

"且又

不影响水中4)

$

浓度的平衡(@)

'
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海带 # B"#')".'" D"+-)'1" $ 隶 属 褐 藻 门

#BLF96:L[UF$&海带目#.FEGIFZGF79O$"是我国海

水养殖业中重要的经济海藻之一"它不仅具有较

高的经济价值"其养殖对近海海洋环境保护与海

水养殖业可持续发展也起着不可估量的作

用(" ;#)

' 近年来"关于藻类 4-的研究虽然越来

越多(&% ;&@)

"但就海带是如何利用 4-来吸收

4)

$

(&" ;&?)

"特别是有关海带 4-的分子生物学等

研究报道甚少(&=)

'

为此"本研究在海带雄配子体抑制消减

P>,-文库筛选到与掌状海带#BH?';'5"5"$4:基

因#T9ICFIf登录号!-(&!%???$有关的 $ 个表达

序列标签 #9\:Z9OO9R O9MQ9IP9UFJ" 31S$ 基础

上(&# ;$%)

"利用 P>,-末端快速扩增技术 #ZF:GR

FE:7GHGPFUG6I 6HP>,-9IRO"+-43$克隆海带 4:

基因的P>,-序列"运用生物信息学方法分析其

序列特征"基于4-的系统演化树"分析海带配子

体 4:基因的类别" 并利用荧光定量 B4+

#MQFIUGUFUGY9Z9F7DUGE9B4+"gD+SDB4+$探讨它在

不同碳源条件下表达量的变化规律"以进一步分

析其功能与细胞定位"为海带吸收并固定 4)

$

的

分子机理研究奠定理论基础'

&'材料与方法

!"!#海带配子体无性繁殖体系培养

海带雌#+/

#

&$&雄#+/

%

&$$配子体无性繁

殖体系是本实验室长期保存的种质"按已报道的

方法($& ;$$)在B31培养基($!)中培养' 培养温度为

#&? a&$ c&光照强度为 @%

$

E67:L6U6IOA#E

$

-

O$&光周期为 &< Ls= L#光照s黑暗$'

将海带雌&雄配子体用粉碎机#BLG7G:O$制成

悬浮液"离心收集配子体细胞并分装于 &%% E.

锥形瓶中"每瓶分装 &" J 鲜重配子体细胞"于正

常条件下先培养 ? R 后"接着置于上述白色光源

下"以同样的温度和光周期但不同碳源条件#过

滤空气&过滤空气 W!d 4)

$

&& E67A.,F24)

!

$

下充气#&%% .AL$培养' 分别于 %%!%%&%=!%%&

&<!%%&$@!%% 收集配子体"提取总 +,-以探讨

4:基因的日表达谱'

!"$#海带雌&雄配子体!0基因*+()全长序列

克隆

将海带雄配子体抑制消减P>,-文库中筛选

到的 31S序列经过 C7FOUI 比对"发现其中 $ 个

31S序列与掌状海带 4:基因序列相似性高达

?%d"根据这 $ 个已知序列以及掌状海带 4:基

因)+/区保守序列设计一对基因特异性引物 (&D

*和(0D>#表 &$' 离心收集海带雌&雄配子体"利

用S+0K67#SF̂F+F公司$法提取总+,-' 先按照

反转录 BZGE91PZG:U

S]

+S试剂盒#SF̂F+F公司$

操作手册进行P>,-第一链的合成"再利用 B4+

扩增克隆4:基因的 P>,-片段' $"

$

.的 B4+

反应体系包括 &%8"

$

.灭菌双蒸水&&$8"

$

.的

$ b:HQ B4+]FOU9Z]G\ #天根生化科技有限公

司$&各 %8"

$

.的 (&D*和 (0D>#&%

$

E67A.$&&

$

.模板P>,-' 反应条件为 #@ c预变性 ! EGI%

!% 个循环包括 #@ c变性 !% O""? c退火 !% O"?$

c延伸 & EGI%最后 ?$ c延伸 " EGI' 获得 B4+

产物/

&

'

&d琼脂糖凝胶电泳检测 B4+扩增反应产

物' 按照天根生化科技有限公司的 >,-胶回收

试剂盒说明书操作步骤回收并纯化 B4+扩增产

物"然后在 &< c将B4+产物连接到 :]>&#DS载

体 # SF̂F+F公司 $ 中" 再 转 化 到 大 肠 杆 菌

#P&1,/.'1,'" 1-0'(]&%#$>2"

#

感受态细胞中#天

根生化科技有限公司$"最后通过蓝白斑筛选"并

将菌落 B4+鉴定为阳性的克隆送至上海桑尼生

物科技有限公司测序'

按照1]-+S

S]

+-43P>,-扩增反应试剂

盒#476IU9PL 公司$反转录合成 !jD+-43和 "jD

+-43的 P>,-' "

$

.反应体系包含 $

$

.总

+,-&&

$

.的 !jD4>1或 "jD4>1:ZGE9Z-&&

$

.

的1]-+S

'

-)7GJ6及 &

$

.无菌水"?% c孵育

$ EGI"冰上冷却 $ EGI%然后加入 $

$

.的 " b第一

链缓冲液&&

$

.的 >SS#$% EE67A.$&&

$

.的

R,SB#&% EE67A.$及 &

$

.的]].5反转录酶"

@$ c反应 &8" L后"加 &%%

$

.的UZGPGI9D3>S-缓

冲液"?$ c下再反应 ? EGI'

根据上述获得的海带雄配子体 4:基因 /

&

片段的 P>,-序列设计特异性引物 T1B&&

T1B&j&T1B$#表 &$"按照C>-RYFIUFJ9

S]

$ B4+

试剂盒#476IU9PL公司$操作步骤进行 B4+扩增'

!jD+-43的 $"

$

.反应体系包括 &<8"

$

.的

2

$

)&$8"

$

.的 &% b-RYFIUFJ9$ B4+缓冲液&

$8"

$

.的 &% b*B]&$

$

.的 !jD+-43P>,-&%8"

$

.的 T1B$ #&%

$

E67A.$&%8"

$

.的 R,SB#&%

EE67A.$ 及 %8"

$

. 的 "% b-RYFIUFJ9 $

%%$#
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:67[E9ZFO9]G\' B4+反应条件为 #@ c预变性 !

EGI%!? 个循环包括 #@ c变性 !% O&<= c退火 &

EGI&?$ c延伸 $ EGI%最后 ?$ c延伸 ? EGI' "jD

+-43第一轮的反应体系包含 &=8"

$

.的 2

$

)&

$8"

$

.的 &% b-RYFIUFJ9$ B4+缓冲液&%8"

$

.

的 &% b*B]&$

$

.的 "jD+-43P>,-&%8"

$

.的

T1B&#&%

$

E67A.$&%8"

$

.的 R,SB#&% EE67A

.$ 及 %8"

$

.的 "% b-RYFIUFJ9$ :67[E9ZFO9

]G\' 经过 $% 个循环"包括 #@ c变性 !% O&<= c

退火 !% O及 ?$ c延伸 $ EGI"得到的产物直接取

出 &

$

.作为巢式 B4+的模板"以 ,*B和 T1B&j

#表 &$作为上&下游进行第二轮 B4+扩增"反应

条件为 !% 个循环包括 #@ c变性 !% O&<" c退火

& EGI及 ?$ c延伸 $ EGI' 按上述方法对B4+扩

增反应产物进行检测&纯化&连接&转化"最后通过

蓝白斑筛选"并将阳性克隆送至上海桑尼生物科

技有限公司测序' 将得到的序列进行拼接&比对

后"发现P>,-序列不够完整"再以得到的P>,-

序列为基础"设计两条引物 "+D&&"+D$#表 &$"按

上述扩增 "jD+-43P>,-的方法进行巢式 B4+"

对反应产物进行检测&纯化&连接&转化"最后通过

蓝白斑筛选"并将阳性克隆送至上海桑尼生物科

技有限公司测序'

按照上述同样的方法扩增海带雌配子体 4:

基因的P>,-序列'

表 !#本研究所使用的引物序列及其退火温度

037"!#T:K<:6*:;36=366:3@56I 4:9C:834<8:?>4A:C859:8;:9C@?J:=564A:C8:;:648:;:38*A

引物

:ZGE9Z

引物序列#"j

&

!j$

:ZGE9ZO9MQ9IP9

退火温

度Ac

7

E

B4+产物大小AV:

B4+FE:7GHG9R

:Z6RQPUO

*+()克隆#*+()*@?656I

(&D* T-T-S4T-T4-44STSTT "? <=@

(&D> TTS--TTTS---S---4TTT

T1B& 4T--T-TTT4T-4TT-4TS-4TT-- <= ;

T1B&j ST-T-T--4-4-TTTSSTT--TT4- <" ;

T1B$ -4-T-4TTST44-4TSTT-T-4--S-4 <= ;

"+D& 4TST4S4TS44-44SSTT-T <= ;

"+D$ T--4S4TS4T-T4ST4-S4SST <" ;

&% b*IGY9ZOF7BZGE9Z

-]G\#*B]$

4S--S-4T-4S4-4S-S-TTT4--T4-TSTTS-S4--4T4-T-TS#76IJ$

4S--S-4T-4S4-4S-S-TTT4#OL6ZU$

<= ;

,*B --T4-TSTTS-S4--4T4-T-TS <" ;

+()克隆#+()*@?656I

hD* S4S4T444SSSS4S44T4S "#

hD> S-ST44-4STSSSTSST4S

"+&D* 444T-T4T-4STT4-4--T <% !<@

"+&D> T--4-T4-4T444-4--4-

)+/&D* -T-4T-T4TTTSTSTTT-T-S <% "<#

)+/&D> --ST4S4S44T--4TTSSSTT

hl&D* TSTTS--TTTS---S---4TT "" & !=<

hl&D> --4-S--SS-T--4T-TT-4-

荧光定量-.'#b2'02-.'

>&D* TTS4SS4-4S-444TS-S4S-4 "#8< ;

>&D> 4T-S44-4SS4-4T444S4-T

&=1D* S4TT-4TTSSSSTSTTST "#8< ;

&=1D> 44SS44SSTT-STSTTS-T44

!"%#海带雌&雄配子体!0基因+()序列扩增

用4S-C法($@)分别从海带雌&雄配子体中提

取基因组>,-' 根据 4:基因的 P>,-序列"设

计 " 对引物! hD*和 hD>& "+&D*和 "+&D>&

)+/&D*和)+/&D>&(&D*和(&D>以及hl&D*和

hl&D>#表 &$"利用B4+进行4:基因的>,-序

&%$#
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列克隆' $"

$

.反应体系包括 &"8=

$

.灭菌双蒸

水&$8"

$

.缓冲液&$8"

$

.的 ]J

$ W

&上&下游引

物各 %8@

$

.#&%

$

E67A.$&$

$

.的 R,SB#&%

$

E67A.$及 %8@

$

.的Z7"8酶' B4+反应条件为

#@ c预变性 ! EGI%!" 个循环包括 #@ c变性 !%

O&分别按表 & 中相应引物的退火温度退火 & EGI

及 ?$ c延伸 $ EGI%最后 ?$ c延伸 ? EGI' 按上

述方法对B4+扩增反应产物进行胶回收&克隆及

测序'

!"&#海带配子体!0基因序列分析

利用,4C0中的 C.-1S#LUU:!

!

mmm8IPVG8

I7E8IGL8J6YAC.-1SA$对获得的海带配子体 4:

基因的P>,-全长序列进行核酸&蛋白质&氨基酸

序列同源性搜索"并利用9\:FO[中工具BZ6UBFZFE

#LUU:!

!

mmm89\:FO[86ZJAU667OA:Z6U:FZFE8LUE7$

在线分析蛋白质氨基酸组成&分子量&等电点' 利

用 CG63RGU

($")软件分析其疏水性' 通过 LUU:!

!

mmm8OVJ8VG68GP8FP8QfA:L[Z9A在线预测4:基因

的蛋白质二级与三级结构' 利用 ]3T-@8% 软

件($")构建系统演化树'

!",#海带配子体!0基因的T?<4A:8627@?4456I

根据克隆得到的海带配子体4:基因的)+/

序列"用BZGE9ZBZ9EG9Z"8% 软件设计引物&检测

酶切位点"按照 ,6ZUL$16QUL 生物素标记和化学

发光检测试剂盒#上海前尘生物科技有限公司$

说明书的方法和操作步骤合成探针并用生物素进

行标记' 探针引物为)+/&D*&)+/&D>#表 &$"由

上海生工生物有限公司合成' 合成的探针大小为

"<# V:"使用前将探针进行稀释&定量和纯化' 纯

化的具体步骤包括!首先"加入 "

$

.,2

@

-P于上

述 "%

$

.反应离心管"吹打均匀%然后"加入 &&%

$

.冰上预冷的无水乙醇"充分混匀"冰浴或 ;$%

c放置 &" EGI"@ c下 &$ %%% ZAEGI"离心 &" EGI"

观察沉淀情况"小心吸取出上清"风干沉淀%其次"

用冰冷的 ?%d的乙醇洗涤一次"&$ %%% ZAEGI @

c离心 &" EGI"观察沉淀情况"小心吸取出上清"

风干沉淀%最后"用 "%

$

.S3或无 +,FO9的水溶

解沉淀# ;?% c保存$'

按上述方法提取海带配子体基因组>,-"按

照,6ZUL$16QUL生物素标记和化学发光检测试剂

盒说明书的方法和操作步骤进行操作' 首先"选

择限制性内切酶 P1-+

"

和 *$"

"

对 >,-进行

酶切"酶切后基因组>,-#约 $

$

J$应用 %8=d琼

脂糖凝胶进行电泳"再通过碱变性&中和&转移"将

>,-从琼脂糖凝胶电泳转到固相支持物%转移结

束后进行洗膜"然后进行预杂交"再将 >,-探针

进行热变性"变性完成后将其加入杂交液中进行

杂交%杂交结束后进行严谨洗膜%最后进行化学发

光检测并照相'

!"D#荧光定量-.'#b2'02-.'$

按上述方法提取海带配子体总 +,-并进行

P>,-第一链的合成' 在G4[P79ZGg"#CG6D+FR 公

司$上完成 gD+SDB4+反应' 根据 4:基因 )+/

区的序列设计一对引物 >&D*&>&D>#表 &$"以海

带 的 &=1 Z+,- 基 因 # T9ICFIf 登 录 号!

3*$#!""!$为管家基因"根据其编码序列设计引

物 &=1D*和 &=1D>#表 &$' $%

$

.反应体系包括

&%8"

$

.的 1hC+1PZG:U

S]

#SF̂F+F公司$&正向

引物和反向引物#&%

$

E67A.$各 &

$

.&上述合成

的P>,-第一链 $

$

.' #" c预变性 &" O后进行

@% 个循环"包括 #" c变性 &" O&"#8< c退火并延

伸 & EGI' &d琼脂糖凝胶电泳检测 B4+产物特

异性' 同一个样品重复 ! 个反应"用 $

;

&

4

U来表示

基因的相对转录量"其中
&

4

U

e目标基因扩增的

4

U

值;内参 &=1Z+,-的4

U

值"结果为 ! 个反应

的平均值a标准差#E9FI a1>$' 用 5检验来进

行差异显著性分析'

$'结果

$"!#海带雌&雄配子体!0基因克隆与序列特征

根据海带雄配子体抑制消减 P>,-文库中 $

个31S序列以及掌状海带4:基因序列设计一对

引物(&D*和(0D>#表 &$"对反转录产物进行B4+

扩增反应"经胶回收&克隆和测序"获得一 <=@ V:

大小的产物 /

&

#图 &DF$' 经过 C7FOUI 搜索"发现

/

&

与掌状海带 4:基因 )+/的 P>,-序列相似

性高达 ==d'

在/

&

序列的基础上"采用 +-43方法"经过

B4+扩增&克隆&测序"分别获得一条长度为 "!$

V:的 "jD末端#图 &DV$和 & "=@ V:的 !jD末端产物

#图 &DR$' 其中"在 "jD末端的扩增产物中"出现 @

条带"经胶回收&克隆和测序"确认大小为 "!$ V:

的片段为目的片段"其余 ! 条为杂带' 由于序列

不够完整"对 "jD端进行进一步的扩增"结果得到

一条长度为 #!% V:的产物#图 &DP$"分别将 "jD末

端和 !jD末端产物与 /

&

片段的序列进行拼接"并

'%$#
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经过重新设计引物&B4+扩增与序列分析"得到

一条长 $ =%@ V: 的 P>,-序列#T9ICFIf 登录

号!(/=$?<%=$' 其中""jD*S+长 &<< V:"!jD*S+

长 & ?<" V: 且具有明显的 :67[-尾巴")+/长

=?! V:'

用同样的方法获得雌配子体 4:基因的

P>,-序列#图 &$"通过 C7FOUI 搜索发现它与雄

配子体4:基因的P>,-序列完全一致' 因此可

以认为雌&雄配子体 4:基因在 P>,-序列上没

有差异'

图 !#海带配子体!0基因全长*+()序列克隆的电泳图

#F$ 扩增产物/

&

的电泳图% #V$ 第一次 "jD末端扩增产物电泳图% #P$ !jD末端扩增产物电泳图% #R$ 第二次 "jD末端扩增产物电泳

图% ]!>.D$%%% 分子量标准% & 泳道!扩增产物/

&

% $ 和 ! 泳道!分别为雌&雄配子体第一次 "jD末端扩增产物% @ 和 " 泳道!分别为

雌&雄配子体 !jD末端扩增产物% < 和 ? 泳道!分别为雌&雄配子体第二次 "jD末端扩增产物'

H5I"!#Q@:*48?CA?8:;5;C344:86;?>><@@2@:6I4A*+();:K<:6*:*@?656I ?>!0I:6:>8?9A"B$,)3'&$ I39:4?CAJ4:;

#F$ 979PUZ6:L6Z9OGO:FUU9ZIO6HFE:7GHG9R :Z6RQPU6H/

&

"#V$ "jD9IR +-436HHGZOUZQI"#P$ !jD9IR +-43% ]!>.D$%%% EFZf9Z"#R$ "jD

9IR +-436HO9P6IR ZQI% .FI9&!FE:7GHG9R :Z6RQPU6H/

&

% .FI9O$ FIR !!FE:7GHG9R :Z6RQPUO6H"jD9IR 6HHGZOUZQI HZ6EH9EF79FIR EF79

JFE9U6:L[U9O"Z9O:9PUGY97[% .FI9O@ FIR "!FE:7GHG9R :Z6RQPUO6H!jD9IR HZ6EH9EF79FIR EF79JFE9U6:L[U9O"Z9O:9PUGY97[% .FI9O< FIR ?!

FE:7GHG9R :Z6RQPUO6H"jD9IR 6HO9P6IR ZQI HZ6EH9EF79FIR EF79JFE9U6:L[U9O"Z9O:9PUGY97[8

''根据海带雌&雄配子体 4:基因的 P>,-序

列设计引物"分别以雌&雄配子体基因组 >,-为

模板进行B4+扩增"将得到的各片段拼接后获得

长度为 $ ?@? V:的4:基因>,-序列"将其与相

应的 P>,-序列进行比对"发现海带配子体 4:

基因的>,-序列与其相应的 P>,-序列一致"

且雌&雄配子体4:基因在>,-序列上也没有差

异' 因此"海带配子体4:基因无内含子"属于单

外显子基因'

根据4:基因序列合成探针"与经 P1-+

"

&

*$"

"

限制性内切酶作用的海带配子体基因组

>,-进行16QUL9ZIDV76UUGIJ"化学发光检测结果发

现#图 $$"海带雌&雄配子体中均只出现有一条杂

交信号"说明克隆到的4:基因是单拷贝基因'

$"$#海带配子体!0基因的生物信息学分析

海带配子体4:基因编码一个含 $#% 个氨基

酸的前体蛋白"其分子量为 !$8"! fQ"等电点为

"8&$' 经C7FOU:搜索"发现该基因所编码的蛋白

与掌状海带的
#

D4:基因所编码蛋白有 =?d的同

源性' 将 &< 个
#

D4:基因的编码蛋白进行比对

发现#图 !$"海带配子体4-蛋白具有
#

D4:的显

著特征($< ;$?)

!它与其它 &" 种 4-蛋白具有共同

的保守区"且有一个对保守区起重要作用的 4[OD

$!& 残基"能与其它的 4[O残基形成 ;1;1;二

硫键"以稳定蛋白的空间结构"说明该4-蛋白具

有较强的保守性%海带配子体 4-蛋白还具有 !

个锌结合位点"即 2GOD&!#&2GOD&@& 与 2GOD&"=#图

!"以前体蛋白的氨基酸来计数的$"以构成
#

D4-

的催化活性中心($= ;$#)

'

推测的氨基酸组成结果显示"海带配子体4-

编码蛋白富含 T7[ #=8!d$&.9Q #?8<d$&19Z

#?8$d$&5F7#?8$d$&SLZ#<8#d$&-O:#<8<d$等

氨基酸"且疏水性氨基酸#T7[&5F7&.9Q&-7F&079&

BL9&S[Z&SZ:&BZ6&]9U$含量较高"约占 "&d"表明

该蛋白具有较强的疏水性"有利于蛋白向内部折叠

形成二级结构和三级结构"保证蛋白的稳定性'

应用 1]-+S# LUU:!

!

mmm89\:FO[8PLA

1]-+S$预测4-蛋白的信号肽"结果与1GJIF7BD

2]]#LUU:!

!

mmm89\:FO[8PL$一致"表明在 $%

T7[D$& 5F7处有典型的信号肽酶切位点"酶切后

的成熟蛋白是一个由 $?% 个氨基酸组成的多肽"

蛋白质分子量为 !%8@@ fQ"等电点为 "8%<'

(%$#
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图 $#海带配子体!0基因T?<4A:8627@?4456I

#F$和#P$分别为海带雌&雄配子体基因组 >,-酶切电泳图"#V$和#R$分别为海带雌&雄配子体基因组 >,-杂交图谱% ]!>.D

$%%% 分子量标准% & 和 $ 泳道!分别为经P1-+

"

&*$"

"

酶切的雌配子体基因组>,-% ! 和 @ 泳道!分别为经P1-+

"

&*$"

"

酶切

的雌配子体基因组>,-杂交图% " 和 < 泳道!分别经P1-+

"

&*$"

"

酶切的雄配子体基因组>,-% ? 和 = 泳道!分别经 P1-+

"

&

*$"

"

酶切的雄配子体基因组>,-杂交图'

H5I"$#T?<4A:8627@?4456I C8?>5@:;?>!0I:6:>8?9A"B$,)3'&$ I39:4?CAJ4:;

379PUZ6:L6Z9OGO:Z6HG79O6H9IR6IQP79FZRGJ9OU9R >,-HZ6EUL9H9EF79#F$FIR EF79#P$"Z9O:9PUGY97["JFE9U6:L[U9O6HBHD"+-)'1"% 16QUL9ZID

V76UUGIJ :FUU9ZIO6I 9IR6IQP79FZRGJ9OU9R >,-HZ6EUL9H9EF79#V$FIR EF79#R$"Z9O:9PUGY97["JFE9U6:L[U9O6HBHD"+-)'1"% ]!>.D$%%%

EFZf9Z% .FI9O& FIR $!RGJ9OU9R >,-HZ6EUL9H9EF79OV[ P1-+

"

FIR *$"

"

"Z9O:9PUGY97[% .FI9O! FIR @!16QUL9ZI V76UUGIJ :FUU9ZIO6I UL9

RGJ9OU9R >,-HZ6EUL9H9EF79OV[ P1-+

"

FIR *$"

"

"Z9O:9PUGY97[% .FI9O" FIR <!RGJ9OU9R >,-HZ6EUL9EF79OV[ P1-+

"

FIR *$"

"

"

Z9O:9PUGY97[% .FI9O? FIR =!16QUL9ZI V76UUGIJ :FUU9ZIO6I UL9RGJ9OU9R >,-HZ6EUL9EF79OV[ P1-+

"

FIR *$"

"

"Z9O:9PUGY97[8

图 %#

"

2!0基因编码蛋白的同源序列比对

每种蛋白序列用其所来源的物种拉丁名表示"它们的蛋白序列号见图 "' 同源性 ?%d以上的氨基酸用完全加黑表示"锌结合位点

用箭头标示"

#

D4-蛋白的保守区用方框标示'

H5I"%#)@5I69:64?>.)C8?4:56;>8?9U385?<;;C:*5:;*?6435656I c6

S

2756=56I ;54:;

46ZZ9O:6IRGIJ 7FUGIDIFE9O6H9FPL O:9PG9OG77QOUZFU9UL9:Z6U9GI O9MQ9IP9"UL9FPP9OOG6I IQEV9ZO6HUL9:Z6U9GIOFZ9GIRGPFU9R GI /GJ8"8

-EGI6 FPGRO6HLGJL GR9IUGUG9OE6Z9ULFI ?%d FZ9GIRGPFU9R V[ OLFR9R 79UU9ZO"UL9FZZ6mOOL6mUL9lIDVGIRGIJ OGU9O"UL9V6\ GIRGPFU9OUL9

P6IO9ZYFUGY9Z9JG6I 6H

#

D4-:Z6U9GI8

''海带配子体4-前体蛋白二级结构预测结果

显示"该蛋白可能含有 < 个
#

D螺旋"分别位于 $

SLZD&# T7Q&"= 19ZD<! T7[&<" BZ6D<? 4[O&&=@ O9ZD

&#" .9Q&$&% 079D$&! 079&$@= 19ZD$<% -7F"另外可

能还含有 &? 个
!

D折叠"分别位于 $ SLZD? .9Q&!#

-7FD@& T7Q&?" 079D?? .9Q&=& .9QD=" 5F7&#! .[OD

"%$#
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#@ BL9&&%! T7QD&%= -7F&&&& -ZJD&&? BL9&&$"

2GOD&$= BL9&&!$ -ZJD&@$ 19Z&&@? ]9UD&@= 079&

&"& 19ZD&"$ T7Q& &"@ 19ZD&<@ T7Q& &?% .9QD&?#

SLZ&$$% BL9D$$@ ]9U&$!" T7[D$@& ]9U&$@" 5F7D

$@? ]9U&$=@ .[OD$=# 2GO'

对4-成熟蛋白的三级结构进行预测"结果

#图 @$表明"在蛋白质核心区有 " 个明显的
#

D螺

旋"与4-前体蛋白二级结构的预测结果#除 $

SLZD&# T7Q这个位于信号肽中的外$一致"这些
#

D

螺旋都非常短"难以跨膜"这与 4-蛋白的跨膜区

预测结果相吻合' 该 4-成熟蛋白还含有 &< 个

!

D折叠"与上文中 4-前体蛋白二级结构的预测

结果#除 $ SLZD? .9Q 这个位于信号肽中的外$也

一致"它们在空间上大多呈平行方向排列"可能对

蛋白空间结构的稳定起着重要作用' 从预测结果

中还可以看出"在海带配子体4-蛋白核心区有 !

个明显的 2GO锌结合位点 #2GOD&&=&2GOD&$% 与

2GOD&!?$"构成4-蛋白的活性中心"另外还有两

对半胱氨酸#4[OD@< 和 4[OD$&&&4[OD## 和 4[OD

?=$可以形成两个;1;1;键"对稳固4-蛋白的

空间结构起着重要的作用'

图 &#海带配子体成熟.)蛋白质的三级结构预测

H5I"&#0A:C8:=5*4:=4:84538J ;48<*4<8:?>4A:934<8:=

.)56A"B$,)3'&$ I39:4?CAJ4:;

$"%#基于.)蛋白质序列构建的系统演化树

基于 !< 条 4-蛋白序列构建的 ,9GJLV6ZD

(6GIGIJ#,($系统演化树#图 "$显示"它们很明显

地分成
#

D4-&

!

D4-&

*

D4-三支"且每支C66UOUZF:

值都为 &%%"说明他们的进化祖先来源不同"而且

是独立进化的"但是它们在进化过程中功能趋向

图 ,#基于.)蛋白质的氨基酸序列构建的(d系统进化树

每个物种4-蛋白的序列号标示在拉丁名后面的括号内'

H5I",#(:5IA7?<82d?5656I CAJ@?I:6:45*48::56>:88:=>8?94A:=:=<*:=3956? 3*5=

;:K<:6*:;?>.)I:6:;>8?9;:U:83@;C:*5:;

SL9FPP9OOG6I IQEV9ZO6HUL94-:Z6U9GIOFZ9GIRGPFU9R GI UL9:FZ9IUL9O9OFHU9ZUL9.FUGI IFE9O6H9FPL O:9PG9O8

)%$#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

''' 水'产'学'报 !" 卷

一致"都在4)

$

和24)

;

!

的可逆转化过程中起着

非常重要的作用"属于趋同进化' 红假单胞菌等

细菌类 4-蛋白聚类在一起组成
*

D4-%水稻&玉

米&菠菜等高等植物"衣藻&集胞藻&三角褐指藻等

藻类和大肠杆菌等的4-蛋白聚类在一起组成
!

D

4-%海带配子体4-蛋白与掌状海带&衣藻&杜氏

盐藻&一些细菌类以及动物的 4-蛋白聚类在一

起组成
#

D4-"它与长囊水云&掌状海带等褐藻门

藻类有着更近的亲缘关系"且与掌状海带
#

D4-

蛋白的C66UOUZF: 值高达 &%%' 由此可以推测"本

研究所克隆的海带配子体4:基因也属于
#

D4-'

$"&#海带配子体 !0基因在不同碳源条件下的

转录量分析

海带配子体 4:基因的转录量"在不同碳源

条件下变化比较复杂' 当在连续光照&不同碳源

条件下培养"海带配子体4:基因在 & R内的相对

转录量结果#图 <$显示"4:基因在雌&雄配子体

中的转录量总体变化趋势相同'在仅充入过滤

图 D#不同碳源条件下"!0基因在海带雌#3$&

雄#7$配子体中的日转录图谱

H5I"D#+5<863@4836;*85C45?6C344:86?>!0I:6:>8?9

A"B$,)3'&$ >:93@:#3$36=93@:#7$I39:4?CAJ4:;

I8?M6<6=:8=5>>:8:64*387?6;?<8*:;

空气的对照组中"4:基因在配子体的日转录量变

化均先增后减"在 &<!%%时达到最大峰值' 而当过

滤空气中添加了4)

$

时"4:基因在配子体中的日

转录量发生了显著性的变化"呈现逐渐增加的趋

势"在 $@!%% 时达到最大值"并且当对同一采样时

间的样品进行比较时"发现添加4)

$

培养配子体的

4:基因转录量较未添加的高"特别在 $@!%% 时差

异最显著' 当碳源为 ,F24)

!

时"4:基因在配子

体中的日转录量与仅充入过滤空气的对照组相似

均先增后减"但它们在 %=!%%时达到最大峰值'

!'讨论

自从 &#!! 年]3.>+*]和+)*T2S),发

现牛的血红细胞中存在 4-以来"不仅在所有哺

乳动物的组织和细胞类型中发现了它"而且在高

等植物&原核藻类和真核藻类(!% ;!!)中也发现了丰

富的4-' 4-对于许多真核生物的生理过程"如

呼吸作用&光合作用&离子运输&钙化作用和酸碱

平衡等都是必需的(!@ ;!?)

' 氨基酸序列比较和晶

体结构分析表明"4-可分为
#

类&

!

类&

*

类等不

同的类别"它们的序列之间没有显著的相似性"表

现为独立进化"本研究的 ,(进化树分析结果#图

"$也说明了这一点'

#

D4-存在于所有哺乳动

物&部分藻类以及很少的细菌界原核生物中' 本

研究结果显示"自海带配子体中克隆的这个 4:

基因与其它不同物种之间的
#

D4-虽然在氨基酸

序列上存在不同程度的差异#图 !$"但是都具有

! 个共同的锌结合位点"且在保守区都有一个半

胱氨酸残基"能与其他的半胱氨酸残基形成 ;1

;1;二硫键"以稳固蛋白的空间结构#图 ! 和图

@$

(!= ;!#)

' 再结合,(树的分析结果#图 "$"我们

推测海带配子体这个4-基因应属于
#

D型'

本研究通过探讨海带配子体 4:基因表达量

在不同碳源条件下的日变化情况"对该基因的结

构与功能做了进一步的了解' 4-是一种诱导

酶"一般情况下"在高浓度 4)

$

环境条件下"细胞

的胞外4-活性常受到抑制"胞外4:基因转录水

平也会随着 4)

$

浓度的增加而降低(@%)

' 由荧光

定量B4+的研究结果#图 <$可以看出"本研究克

隆得到的海带配子体 4:基因的日表达量"在增

加4)

$

量的培养条件下较没有增加4)

$

培养的高

#图 <$"这与胞外 4:基因的转录量变化趋势相

反' 因此"我们认为海带配子体这个 4:基因所

*&$#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

# 期 余'贞"等!海带配子体碳酸酐酶#4-$基因的克隆及其特征分析 ''

编码蛋白不属于胞外4:'

研究证实(&&"&="$<)

"高等植物与藻类细胞内

4-主要包括细胞质 4-&叶绿体 4-和线粒体

4-这 ! 种类型"其中"线粒体 4-几乎都是
!

D

4-

(@&)

"而序列特征及系统演化树#图 "$都表明

海带配子体4:基因属于
#

D型"因此认为它不属

于线粒体 4-' 本研究还发现"海带配子体这个

4-蛋白有一个典型的信号肽酶切位点"据此可

以推测该基因不属于细胞质4-' 所以"该 4:基

因应该属于叶绿体4-'

海带的叶绿体结构比较特殊"除了具有和大多

数植物一样的两层膜以外"外层还被内质网膜所包

被"共具有四层膜结构(@$)

' 然而海带配子体 4-

蛋白仅具有一个信号肽"缺乏转运肽"只能跨过内

质网膜' 因此"推测海带配子体这个4-蛋白为叶

绿体膜结合蛋白"而且它主要结合在叶绿体外膜

上(@! ;@@)

"以泵的方式给叶绿体光合作用提供充足

的4)

$

(@" ;@<)

' 但有关其具体定位还要通过免疫荧

光&胶体金等细胞定位方式以进一步确定'
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