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摘要! 从缺刻缘绿藻的转录组数据库中搜索到 1 条编码该藻碳酸酐酶 "93MR/C<93C@4BM3?A!

-&#的 9/CE<D 序列!据此序列设计基因特异性引物!利用 95%&末端快速扩增 " M3=<B

3;=0<8<93E</C /895%&ACB?!$&-,#技术!克隆得到 95%&全长序列!分别命名为 2<

#

-&4%

2<

#

-&2%2<

"

-&4%2<

"

-&2 和 2<

*

-&!开放阅读框""$(#长分别为 07/%4 390%4 384%:/9 和

79: R=!相应编码由 /23%/72%/87%281 和 229 个氨基酸组成的蛋白$ 这些蛋白均富含疏水性氨

基酸!分别占氨基酸总量的 84121K%811/4K%8/1/1K%82181K和 8/182K$ 基于缺刻缘绿藻

和其他物种 -&的蛋白序列所构建的 %A<D@R/M:!/<C<CD 系统演化树显示!这些 -&很明显地被

聚类成
#

:%

"

:和
*

:-&等 / 支$ 缺刻缘绿藻的 2 个
#

:-&都存在与YC

2 =结合的 / 个+<?残基!2

个
"

:-&也具有与YC

2 =结合的 2 个-4?残基和 4 个+<?残基!但2<

*

-&中的YC

2 =结合位点分

别为 &MD%+<?和 &?C!不同于报道中的 / 个 +<?$ 2<

#

-&4 与莱茵衣藻的 -&+/ 亲缘关系较

近!因具有 2 个信号肽!它可能位于叶绿体的类囊体腔中并发挥作用$ 2<

#

-&2 与莱茵衣藻的

-&+4 亲缘关系较近!因具有 4 个信号肽!可能在细胞的周质空间起着与 -&+4 类似的功能$

2<

"

-&4 和 2<

"

-&2 与莱茵衣藻的 -&+: 和 -&+9 亲缘关系更近!可能在细胞质中参与 -"

2

和 +-"

6

/

之间的转化$ 2<

*

-&则与高等植物的
*

:-&聚在一起!可能位于线粒体内发挥作

用$ 由此推测!自缺刻缘绿藻所克隆的 1 个 -&基因应在细胞的不同部位协同作用!通过参与

-"

2

和 +-"

6

/

之间的转化以调节 =+并实现 -"

2

在细胞内转运的目的$

关键词! 缺刻缘绿藻& 莱茵衣藻& 碳酸酐酶& 克隆& -"

2

中图分类号! L:91& *04:1/55555555 文献标志码'&

55碳酸酐酶#93MR/C<93C@4BM3?A"-&",-812141

4$是一种含 YC

2 =

#极少以钴离子或镉离子取代锌

离子$的金属酶"能够催化 -"

2

的可逆水合反应"

实现 -"

2

和 +-"

6

/

之间的快速转化
'4(

) -&最

初是在哺乳动物的红细胞中被发现
'2(

"随后在高

等植物
'/(

&藻类
'8(

&蓝细菌
'1(

和微生物
'7(

中也相

继发现 -&的存在) 已知的 -&至少可分为
#

:&

"

:和
*

:-&

'/(

等 / 个亚型)

-&在藻类的光合作用中起着非常重要的作

用
':(

) 水域环境中"-"

2

的溶解度低"且扩散速

率慢
'9(

) 为了能在这样低 -"

2

浓度的水环境下

生存并保持较高的光合效率"藻类细胞发展了一

种 -"

2

浓 缩 机 制 # 93MR/C 9/C9ACEM3E<CD

;A9@3C<?;"--2$"从而提高核酮糖:4"1:二磷酸

羧化酶6加氧酶#$>R<?9/$周围的 -"

2

浓度"加强

光合固碳的能力
'0 643(

) 在该机制中"-&扮演着

重要的角色
'9(

) 在莱茵衣藻 # =6,-.7<0.0(-8

/:+(6-/<"++$这种模式生物中"目前已发现 42 个编

码 -& 的 基 因" 即 / 个
#

:-&

'44 64/(

& 7 个
"

:

-&

'48 647(

和 / 个
*

:-&

'4:(

) 这些 -&分布在莱茵

衣藻的细胞质&叶绿体&线粒体等处"协同调节莱

茵衣藻胞内及各相关细胞器的 =+并向叶绿体基

质中的 $>R<?9/ 处输送 -"

'49(

2

"增加 $>R<?9/ 羧化

活性位点处的 -"

2

浓度"提高 $>R<?9/ 的羧化能
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力"确保能固定更多的无机碳以满足细胞分裂&快

速生长以及各种代谢活动等所需的物质与能量)

缺刻缘绿藻#C7/.:3+- +(3+8- $A<?<D0$隶属绿

藻门#-@0/M/=@4E3$&共球藻纲#JMAR/>F</=@49A3A$"

是一种淡水单细胞球形藻类"细胞常聚集在一起

以形成非定型群体的细胞团
'40(

) 该藻富含长链

多不饱和脂肪酸花生四烯酸 #3M39@<B/C<939<B"

&M&$"其含量在氮饥饿胁迫条件下可达藻体干重

的 :K

'23(

) 但在正常培养或自然生长条件下"因

生长速度慢致使 &M&的生产效率不高"因此"如

何增加该藻的生长速率以提高 &M&的生产效率

是一个有待解决的问题) 一般来说"藻类的生长

速率与其碳同化效率成正相关"因为后者能够为

前者提供所需的碳源与能量
'24(

) 藻类多生长在

水域环境中"其同化的 -"

2

需在 -&协助下才能

有效地完成) 因而"关于 -&的探讨可为提高缺

刻缘绿藻固定无机碳速率的研究奠定良好的理论

基础) 缺刻缘绿藻与莱茵衣藻同属绿藻门"亲缘

关系较近"且莱茵衣藻的 -&研究相对比较透彻)

因此"本实验计划在缺刻缘绿藻高通量的转录组

数据库
'22 62/(

中筛选到 1 个编码 -&的 9/CE<D 的

基础上"经 95%&末端快速扩增#$&-,$技术克

隆得到这 1 个 -&基因的全长 95%&序列%然后

对比莱茵衣藻的 -&研究结果"通过生物信息学

分析&蛋白序列比对&系统进化树的构建及同源建

模等来分析缺刻缘绿藻 -&的细胞定位与功能)

45材料与方法

!"!#藻种与培养

缺刻缘绿藻 +8/34 来源于捷克布拉格查理

斯大学藻类收藏中心#->0E>MA-/00A9E</C /8&0D3A

/8-@3M0A?#C<UAM?<E4 /8HM3D>A"-&#H$"由暨南大

学张成武教授馈赠)

将藻细胞接种于 SG44 液体培养基
'28(

中"在

21 Q和 441

!

;/06#;

2

-?$的光照培养箱中培养"

光周期为 48 @>43 @#光照>黑暗$

'23(

"每天不定期

地摇晃) 待长至指数生长期"8 Q下 1 133 M6;<C 离

心 43 ;<C"收集藻细胞"用灭菌去离子水洗涤 / 次

并离心收集藻体"液氮速冻后 693 Q保存备用)

!"$#缺刻缘绿藻 ? 个 E>基因 9P=>全长序列

的克隆

采用 J$)\/0#)CU<EM/DAC 公司$

'21(

并按该产品

说明取适量缺刻缘绿藻以提取其总 $%&) 使用

HM<;A*9M<=E

J2

$J反转录试剂盒#J3O3$3公司$"

按其操作步骤合成 95%&第一链"作为后续 H-$

反应的模板)

在本实验室对缺刻缘绿藻进行高通量测序所

获得的转录组数据
'22 62/(

中"搜索到 1 条编号分别

为 4:1/9&2979&1991&/:8 和 4300 的 9/CE<D 序列"用

HM<;AMHMA;<AM1 软件设计 1 对引物分别扩增这 1

个基因的 95%&片段#表 4$) H-$反应体系为 21

!

'"包含 4311

!

'灭菌双蒸水&4211

!

'的 2 @=8>

H-$23?EAM2<F#天根生化科技有限公司$&4

!

'

模板 95%&&上下游引物#43

!

;/06'$各 311

!

')

反应程序为 01 Q预变性 1 ;<C%08 Q变性 81 ?"在

各自退火温度#表 4$退火 4 ;<C":2 Q延伸 2 ;<C"

/1 个循环%最后 :2 Q延伸 43 ;<C)

利用 4K琼脂糖凝胶电泳检测 H-$扩增反应

的产物"并按照琼脂糖凝胶纯化试剂盒 #北京艾

德来生物科技公司$的说明回收 H-$产物) 将回

收的产物与 =2540:J载体 #J3O3$3公司 $ 于

47 Q连接过夜"再转化到大肠杆菌 #H836:/+36+-

30,+$5+1

#

感受态细胞 #天根生化科技有限公

司$中"涂平板"将蓝白斑筛选后获得的阳性克隆

送到上海生工生物工程有限公司进行测序)

利用 $&-,技术"根据上述测序结果设计这

些 -&基因的 1V:$&-,和 /V:$&-,特异性引物

#G*H$ #表 4$) 按照 *2&$J

J2

$&-,95%&扩

增试剂盒#-0/CEA9@ 公司$说明"首先进行反转录

合成 1V:$&-,和 /V:$&-,的 95%&第一链"然后

将获得的 H-$产物作为反应模板"按照上述的

H-$反应体系和程序进行 -&基因的 1V:和 /V:末

端序列扩增) 然后按照上述方法进行克隆和测

序"并将所得结果与已知 9/CE<D 序列比对"再利用

5%&2&%软件#@EE=!

!

PPP104CC/C19/;6$进行

拼接得到 95%&全长序列)

!":#缺刻缘绿藻 E>基因序列的生物信息学及

聚类分析

利用 %-S)中的 S'&*J# @EE=!

!

PPP1C9R<1

C0;1C<@1D/U6S'&*J6$对获得的缺刻缘绿藻 -&

基因的 95%&全长序列进行核酸&蛋白质&氨基酸

序列同源性搜索"并利用 AF=3?4 中工具 HM/EH3M3;

#@EE=!

!

PPP1AF=3?41/MD EE//0E=M/E=3M3;1@E;0$

在线分析蛋白质氨基酸组成&分子量&等电点) 利

用 S</,B<E软件
'27(

分析其疏水性) 利用软件

J2+22 # @EE=!

!

PPP19R?1BE>1BN6?AMU<9A?6

017
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J2+226$对蛋白质的跨膜区进行预测) 使用

*<DC30H814 *AMUAM# @EE=!

!

PPP19R?1BE>1BN6

?AMU<9A?6?<DC30H6$对其信号肽进行预测"通过

@EE=!

!

PPP1?RD1R</1<91391>N E=@4MAE在线预测

-&基因的蛋白质二级和三级结构) 利用 2,G&

1131 软件
'2:(

构建系统进化树) 利用 J3MDAEH414

*AMUAM# @EE=!

!

PPP19R?1BE>1BN6?AMU<9A?6

J3MDAE=6$&HMAB/E3M# @EE=!

!

>MD<1UAM?3<00A?1<CM31

8M6=M/B/E3M6=MAB/E3M1@E;0$和 HM/EA<C HM/P0AMU141

2# @EE=!

!

PPP1R</<C81?9;R1>I1AB>13>6==M/P0AM

DPAR3==D4 626$对蛋白进行亚细胞定位预测)

表 !#实验所使用的引物及其序列

%&'"!#%7+5+C4+/9+3A*,-.+,545+6-/07+*,+5+/0,+5+&,97

引物

=M<;AM

序列#1V:/V$

?AI>AC9A#1V:/V$

退火温度6Q

3CCA30<CD EA;=AM3E>MA

产物大小6R=

?<\A/83;=0<8<AB =M/B>9E

95%&克隆

-&4:# J--&GJG-G&GJG-J-&GGG 78

-&4:5 &G-&G&GJGJ-&G&-JGJJ&G& 1912

4 492

-&2:# JG-&G-JG&JJG-G-J&JJJG 19

-&2:5 G-&-J&-JJGG-&GGG-JJGJ 7410

4 /98

-&/:# &GG---GJJ-J&J-J&-GJ&-- 7410

-&/:5 &GG-&&JGJGJG-JGJ&&&JGG 1912

4 823

-&8:# --J-J-J-JG---&-&&&GJ-J 7410

-&8:5 JG&-&-G-J-&-&&&---&G 7410

4 487

-&1:# GJ--JJGJG&----&G&G-& 7410

-&1:5 &--JJG-J-&G&GG-GJGJ-- 7/10

4 323

/V:$&-,

-&4:/:G*H4 G&&&GJ&J----J-GJ-JGJGG&-&J-& 7810 6

-&4:/:G*H2 G&G-&GGJ-G&-JGGJJJGJ-JJ-&-G 7717 6

-&2:/:G*H4 JJG&GJJ-GGGG-&-&J&G&GG&G&G- 7717 6

-&2:/:G*H2 G&JG&-GJ--&GJJJG-JG--JJJJ&G 7/11 6

-&/:/:G*H4 G&--JGG&-&--JJJG&&G-G&--GJJ 7717 6

-&/:/:G*H2 -JJ-JJ--&G&G-&JG&G-&---&--J 7717 6

-&8:/:G*H4 J-&&G&&G-&-&--&&-JJ--&GG&GJ 7/11 6

-&8:/:G*H2 J&G-&-&J&G-&&GJ&G-GG-&GG&JG 7113 6

-&1:/:G*H4 &G&&GJ--JJ-&JGGJ-&--J-GG-J 7114 6

-&1:/:G*H2 &GJ-&----&-GJJG&-&GGJ-JG&- 771: 6

95%&全长序列验证#下游$

-&4:":5 -GJG&--&-&&&--&G-&JJ-J 7314 4 728

-&2:":5 -&G-&-&&--&--&-JGG-&&- 7410 2 341

-&/:":5 JJJJJG-GGJ-&GG&&J-&- 1918 4 :29

-&8:":5 &G-&GJ&---&&J-&-GG-&J 73 4 82:

-&1:":5 GG-J&--JGJ-&JJG--JJJ- 73 4 879

25结果

$"!#缺刻缘绿藻 ? 个 E>基因的 9P=>全长

序列

在缺刻缘绿藻高通量测序的转录组数据库中

搜索到 1 条长度分别为 4 270&4 037&4 :32&4 11:

和 4 232 R= 的 9/CE<D 序列 #对应编号为 4:1/9&

2979&1991&/:8 和 4300$"经 S'&*J= 搜索"发现

4 270 与 4 037 R= 的 9/CE<D 序列与莱茵衣藻中已

知的
#

:-&分别有 19K和 /1K的相似性%4 :32

377
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与4 11: R=的 9/CE<D 序列与莱茵衣藻
"

:-&分别

有 73K和 13K的相似性%4 232 R= 的 9/CE<D 序列

与拟南芥
*

:-&有 19K的相似性) 因而"我们认

为这 1 个 9/CE<D 可能都是编码缺刻缘绿藻不同

-&的基因片段) 根据这 1 条 9/CE<D 序列设计特

异引物 G*H#表 4$"应用 $&-,技术克隆缺刻缘

绿藻 -&基因的 /V:末端序列#因每个 9/CE<D 经比

对都含有 1V:非翻译区序列$ #图 4$"经 J&克隆&

测序"将这些末端片段的序列与已知序列拼接得

到这 1 个 -&基因的 95%&全长) 然后在每个基

因 95%&序列的基础上"设计下游引物#表 4$并

结合表 4 中不同 -&基因 95%&克隆所使用的相

对应上游引物进行序列验证)

图!#缺刻缘绿藻 E>基因全长 9P=>序列克隆的电泳图

212333 R= 5%&分子量标准% 泳道 4&2&/&8&1!分别为从

95%&中扩增出的 2<

#

-&4& 2<

#

-&2& 2<

"

-&4& 2<

"

-&2&

2<

*

-&基因片段% 泳道 7&:&9&0&43!分别对应着 2<

#

-&4&

2<

#

-&2&2<

"

-&4&2<

"

-&2&2<

*

-&的 /V:$&-,末端扩增

产物

J-2"!#(1+90,3*73,+5-5*&00+,/53AA411D1+/2079P=>

5+C4+/9+3AE>2+/+5913/+6A,3. B,'(8'9.

212333 R= ;3MNAM% '<CA4 E/ 1! A0A9EM/=@/MA?<?=3EEAMC?/8

3;=0<8<AB =M/B>9E/82<

#

-&4"2<

#

-&2"2<

"

-&4"2<

"

-&2 3CB

2<

*

-&1'<CA 7 E/ 43! 3;=0<8<AB =M/B>9E?/8/V:$&-, /8

2<

#

-&4"2<

#

-&2"2<

"

-&4"2<

"

-&2 3CB 2<

*

-&

55根据 9/CE<D 4:1/9 的序列克隆到编码缺刻缘

绿藻第 4 个-&基因的95%&长 4 728 R="它的开

放式阅读框#"$($长 07/ R="1V:非翻译区##J$$

长 23 R="/V:#J$长 784 R=) 经 S'&*J= 搜索"发

现该基因序列与莱茵衣藻的 -&+/ #4 个
#

:-&$

有 93K的同源性"因而"将其命名为 2<

#

-&4

#GACS3CN 登录号 OH3/704/$)

基于 9/CE<D 2979 的序列克隆到编码该藻第 2

个 -&基因的 95%&长 2 341 R="其中 "$(长

4 390 R="1V:#J$长 2/ R="/V:#J$长 03/ R=)

经 S'&*J= 搜索"发现该基因序列与莱茵衣藻

的 -&+4#4 个
#

:-&$有 77K的同源性"因而"

将 其 命 名 为 2<

#

-&2 # GACS3CN 登 录 号

OH3/7048$ )

根据 9/CE<D 1991 的序列克隆到编码该藻第

/ 个 -&基因的 95%&长 4 :1: R="它的 "$(长

4 384 R="1V:#J$长 219 R="/V:#J$长 819 R=)

经 S'&*J= 搜索"发现该基因序列与莱茵衣藻

的 -&+:#4 个
"

:-&$有 70K的同源性"据此"将

其 命 名 为 2<

"

-&4 # GACS3CN 登 录 号

OH3/7041$ )

基于 9/CE<D /:8 的序列克隆到编码该藻第 8

个 -&基因的 95%&长 4 82: R="其中 "$(长

:/9 R="1V:#J$长 00 R="/V:#J$长 103 R=) 经

S'&*J= 搜索"发现该基因序列与莱茵衣藻的

-&+9#4 个
"

:-&$有 91K的同源性"因而"将其

命名为 2<

"

-&2#GACS3CN 登录号 OH3/7047$)

根据 9/CE<D 4300 克隆到编码该藻第 1 个 -&

基因的 95%&长 4 879 R="它的 "$(长 79: R="

1V:#J$长 241 R="/V:#J$长 177 R=) 经S'&*J=

搜索"发现此基因与拟南芥#'/-A+<028+8"6-,+-(-$

的
*

:-&4 有 08K的同源性"据此"将其命名为

2<

*

-&#GACS3CN 登录号 OH3/704:$)

实验结果显示"自缺刻缘绿藻所克隆到的上

述 1 个基因全长95%&中"其 /V:#J$均具有明显

的 =/04 &尾巴"说明它们均是由核基因组编码

的) 将这些序列进行比对"显示它们是不同类型

-&的基因序列)

$"$#缺刻缘绿藻 E>基因的特性分析

预测缺刻缘绿藻 2<

#

-&4&2<

#

-&2 基因编

码蛋白分别由 /23&/72 个氨基酸组成"其分子量

分别为 /8124&/9143 N>"等电点分别为 0149&

1149) 将 7 个
#

:-&基因的编码蛋白进行比对发

现#图 2:3$"缺刻缘绿藻 2<

#

-&4&2<

#

-&2 与其

他的
#

:-&蛋白在 -端具有 4 个共同的保守区"

在该区域内都存在 4 个 -4?残基#2<

#

-&4 中的

-4?277"2<

#

-&2 中的 -4?272$"经二级和三级结

构预测"它与该蛋白质中的其他位置的 -4?残基

能形成二硫键 #:*:*:$"以稳固蛋白质的空间结

构
'29 620(

) 另外"

#

:-&中 / 个 +<?残基#2<

#

-&4

中的 +<?4:2& +<?4:8 和 +<?404% 2<

#

-&2 中 的

+<?41:&+<?410 和 +<?4:7$也相当保守 #图 2:3$"

推测它们与 YC

2 =

结合以构成该酶的催化活性

中心
'/3(

)

预测缺刻缘绿藻 2<

"

-&4&2<

"

-&2 基因编

码蛋白分别由 /87&281 个氨基酸组成"其分子量

分别为 /:127&2:1/8 N>"等电点分别为 1178&

477
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7140) 将 7 个
"

:-&基因的编码蛋白进行比对

#图 2:R$"发现缺刻缘绿藻与其他
"

:-&蛋白
'/4(

一样"其 2<

"

-&4&2<

"

-&2 也具有与 YC

2 =

结合的

2 个保守 -4?残基和 4 个 +<?残基 #在 2<

"

-&4

上"它们位于 -4?13&+<?437 和 -4?430 处%而在

2<

"

-&2 上"它们位于 -4?80&+<?431 和 -4?439

处$) 这 2 个-4?残基分别位于不同的保守区"其

中后 4 个 -4?残基和 +<?残基位于同一保守区

#图 2:R$) 经二级和三级结构预测显示"2<

"

-&4

和 2<

"

-&2 的单体与已报道的
"

:-&结构类似"

它们的催化中心由 8 个
"

折叠片层构成"这些片

层在空间结构上以 2:4:/:8 顺序平行排列
'/2(

)

图 $#缺刻缘绿藻 E>基因编码蛋白的同源序列比对

#3$

#

:-&基因% # R$

"

:-&基因% #9$

*

:-&基因) 同源性 :3K以上的氨基酸用阴影表示"锌结合位点用+

'

,表示"+

(

,表示
#

:-&

中保守的 -4?"+

"

,表示
*

:-&中与催化活性有关的残基

J-2"$#>1-2/.+/03A6+649+6&.-/3 &9-65+C4+/9+53AE>2+/+5-/B,'(8'9.

#3$&0<DC;ACE/8BAB>9AB 3;<C/ 39<B ?AI>AC9A?/8

#

:-&1# R$&0<DC;ACE/8BAB>9AB 3;<C/ 39<B ?AI>AC9A?/8

"

:-&1#9$&0<DC;ACE/8

BAB>9AB 3;<C/ 39<B ?AI>AC9A?/8

*

:-&1&;<C/ 39<B?/8@<D@ <BACE<E<A?;/MAE@3C :3K 3MA<CB<93EAB R4 ?@3BAB 0AEEAM?"E@AR039N B/E??@/P

E@AYC:R<CB<CD ?<EA?"E@AEM<3CD0A?@/P?E@A9/C?AMUAB -4?MA?<B>A/8

#

:-&"E@A=ACE3DM3;??@/PE@A<;=/ME3CEMA?<B>A?/8

*

:-&

55缺刻缘绿藻 2<

*

-&基因编码由 229 个氨基

酸组成的蛋白"它的分子量为 28189 N>"等电点为

9149) 将 1 个
*

:-&基因的编码蛋白进行比对

#图 2:9$发现"2<

*

-&与其他的
*

:-&具有一些
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共同的保守序列) 二级结构预测显示"2<

*

-&的

/ 个 YC

2 =

结合位点分别为 &MD438& +<?42: 和

&?C4/2#图 / $) 这些位点与在甲烷八叠球菌

#C:"6-(08-/3+(- "6:/.026+,-$和拟南芥中已报道

的 / 个 YC

2 =

结合位点均为 +<?虽不同"但 2<

*

-&

的单体折叠#图 /$与甲烷八叠球菌
*

:-&的三级

结构类似"都存在一个左手平行的
"

:螺旋结构

#0A8E:@3CBAB =3M300A0

"

:@A0<F"'

"

+$

'//(

"且一些与

催化活性有关的残基如 &MD9/&&?=91&G0>09 和

&?=00 也很保守
'/8(

)

缺刻缘绿藻 -&的氨基酸组成分析结果显

示! 2<

#

-&4& 2<

#

-&2& 2<

"

-&4& 2<

"

-&2 和

2<

*

-&基因所编码的蛋白均富含疏水性氨基酸

#.30&'A>&&03&)0A&H@A&JM=&HM/&2AE$"分别占总

氨基 酸 含 量 的 84121K& 811/4K& 8/1/1K&

82181K和 8/182K) 表明这些蛋白具有较强的

疏水性"有利于蛋白内部折叠形成二级结构和三

级结构"保证蛋白空间结构的稳定性)

利用软件 J2+22 对 -&的跨膜区进行预

测"结果显示除了 2<

#

-&2 在信号肽区域有一个

跨膜区" 另外 8 个 -& 均无跨 膜区" 显示除

2<

#

-&2 外其他 8 个 -&蛋白均不是膜结合

蛋白)

图 :#缺刻缘绿藻 [-

"

E>蛋白质的同源建模

438&MD&42:+<?&4/2&?C 为锌结合位点

J-2":#%+,0-&,O 50,4904,+5-.41&0-3/3A[-

"

E>A,3.

BC/-78'. '(8'9.

J@AYC:R<CB<CD ?<EA?3MA438 &MD"42: +<?3CB 4/2&?C

$":#基于 E>蛋白氨基酸序列的聚类分析

通过同源搜索"从 %-S)中获得其他物种的

77 个 -& 基因"基于它们的蛋白序列"利用

2,G&1131 软件构建 %A<D@R/M:!/<C<CD#%!$系统

演 化 树" 结 果 显 示" 这 些 -& 基 因 显 著 地

#S//E?EM3= 值都为 433 $被分成
#

:-&&

"

:-&&

*

:

-&等 / 支#图 8$"这与 +APAEE:,;;AEE和 J3?@<3C

通过比较 7: 个 -&序列获得的结果一致
'/(

) 表

明它们的祖先虽起源不同"但在独立进化过程中

功能趋于一致"即属于趋同进化%它们都在 -"

2

和 +-"

6

/

的可逆转化过程中起着催化作用
'/1(

)

从 %!系 统 演 化 树 上" 还 可 以 了 解 到

2<

#

-&4& 2<

#

-&2 与 莱 茵 衣 藻& 长 囊 水 云

# H3"03-/2*8 8+,+3*,08*8$& 海 带 # &-336-/+(-

1-20(+3-$&一些蓝藻以及动物的 -&蛋白一起以

组成
#

:-&支#图 8$) 其中"2<

#

-&4 与莱茵衣藻

-&+/ 的亲缘关系最近%而 2<

#

-&2 与多变小球

藻#=6,0/:,,- E-/+-A+,+8$ -&及莱茵衣藻 -&+4&

-&+2 的亲缘关系更近)

缺刻缘绿藻的 2<

"

-&4&2<

"

-&2 与三角褐

指藻 #>6-:0<-3"7,*. "/+30/(*"*.$&莱茵衣藻&一

些蓝藻及一些高等植物聚在一起以组成
"

:-&

支"与莱茵衣藻的 -&+:&-&+9 聚在一个分支

上"说明它们的亲缘关系较近#图 8$)

2<

*

-&虽与一些细菌&藻类&高等植物等聚

在一起以组成
*

:-&支"但有趣的是 2<

*

-&与高

等植物的亲缘关系更近#图 8$)

系统演化的结果也进一步清楚地表明"本研

究自缺刻缘绿藻所克隆的 1 个 -&基因中"

2<

#

-&4&2<

#

-&2 属于
#

:-&"2<

"

-&4&2<

"

-&2

属于
"

:-&"而 2<

*

-&则属于
*

:-&#图 8 $) 因

此"这 1 个 -&属于不同的基因家族)

$";#E>蛋白的亚细胞定位预测

应用 *<DC30H814 预测 -&蛋白的信号肽"结

果显示"2<

#

-&4 自 %端开始到 &MD28 处为一个

信号肽"从 .3021 到 &MD88 处为另一个信号肽%

2<

#

-&2 在 *AM23 之前有 4 个信号肽%2<

*

-&1 从

%端开始到 )0A40 处有 4 个信号肽%而 2<

"

-&4 和

2<

"

-&2 则无典型的信号肽酶切位点)

利用 J3MDAEH 414 *AMUAM& HMAB/E3M& HM/EA<C

HM/P0AMU1412 等 / 个软件对缺刻缘绿藻 -&蛋白

进行亚细胞定位进行在线预测) 结果显示"

2<

#

-&4 应位于叶绿体中 #表 2$%2<

#

-&2 因含

有 4 个信号肽和 4 个跨膜区"能够借助分泌途径

转运至细胞的相应部位"如细胞周质空间的膜上"

以发挥其作用%2<

*

-&位于线粒体中的可能性较

大"但得分值不高) 而 2<

"

-&4&2<

"

-&2 的亚细

/77
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胞定位虽无法确定"但肯定不在线粒体或叶绿体

中"极有可能在细胞质中发挥作用) 显然"有关缺

刻缘绿藻 -&的亚细胞精细定位还需要直接的细

胞学证据)

表 $#缺刻缘绿藻 E>蛋白亚细胞定位的预测结果

%&'"$#H4'9+1141&,139&1-U&0-3/*,+6-90-3/3AN&,-345E>6+649+6*,30+-/5A,3.

B,'(8'9. 'O 45-/2 %&,2+0@!"! H+,N+,

叶绿体转运肽

9JH

线粒体转运肽

;JH

信号肽

*H

其他

/E@AM

定位

0/93E</C

2<

#

-&4 31917 31144 31333 31349 叶绿体 9@0/M/=03?E

2<

#

-&2 3133: 31448 3198/ 313/2 分泌途径 ?A9MAE/M4 =3E@P34

2<

"

-&4 31412 31244 31381 31:74 6

2<

"

-&2 31409 313:4 31483 31973 6

2<

*

-& 31411 3180/ 31331 312:8 线粒体 ;<E/9@/CBM</C

/5讨论

真核生物的 -&一般分为 / 个亚型!

#

:&

"

:和

*

:-&

'/(

)

#

:-&存在于所有哺乳动物&部分藻类

以及一些细菌界的原核生物中"大部分
#

:-&是

以单体的形式发挥作用"它们的 / 个保守 +<?残

基与 YC

2 =

结合 #图 2:3$组成活性中心
'/1(

%

"

:-&

存在于植物&藻类&细菌及一些原始细菌中"与
#

:

-&不同"

"

:-&是以二聚体或多聚体的形式发挥

作用"2 个保守的 -4?和 4 个 +<?残基能耦合

YC

2 =

#图 2:R$以组成其活性中心
'/4(

%

*

:-&的研

究较少"目前仅在一些植物&藻类&细菌和古细菌

中有发现"已报道的莱茵衣藻含有 / 个
*

:-&且

全部定位于线粒体上
'49(

) 本实验通过 $&-,技

术克隆得到了缺刻缘绿藻的 1 个 -&的 95%&序

列"再结合 -&序列比对和 %!进化树"可以确定

缺刻缘绿藻至少含有 / 类 1 个 -&基因)

缺刻缘绿藻与莱茵衣藻这种模式生物同属绿

藻门"因此可以借鉴后者来探讨缺刻缘绿藻 -&

的亚细胞定位及功能) 在莱茵衣藻的 42 个 -&

基因中"

#

:-&有 / 个"即 -&+4&-&+2 和 -&+/)

-&+4 和 -&+2 在序列上仅有部分氨基酸的差

异"但 -&+4 在低 -"

2

条件下表达"而 -&+2 则

在高 -"

2

浓 度 的 情 况 下 表 达
'44(

) 233: 年"

2/M/CA4 等
'/7(

通过免疫胶体金电镜技术证实了

-&+4 定位于细胞的周质空间"帮助莱茵衣藻在

低 -"

2

环境下将细胞外的 +-"

6

/

转化为容易透

过细胞膜的 -"

2

"以满足细胞光合作用所需的

-"

2

) -&+/ 的 %端存在着两个信号肽序列"第

一个帮助进入叶绿体"第二个指引蛋白质到达类

囊体腔中) 在第二个信号肽后面"存在着一段由

&03:Z:&03组成的疏水区域"有助于-&+/ 到达类

囊体腔
'/: 6/9(

"与光系统 ))相结合以发挥其作

用
'/0(

) 在本研究中"缺刻缘绿藻的 2<

#

-&4 与

-&+/ 聚 在 一 支 上" 信 号 肽 预 测 结 果 显 示"

2<

#

-&4 也含有 2 个信号肽序列"且在第二个信

号肽序列后面找到了 &03:0:'4?93:&0394 的疏水

区域"鉴于此以及亚细胞定位预测结果"我们认为

2<

#

-&4 可能定位于叶绿体的类囊体腔中发挥作

用) 2<

#

-&2 与 -&+4 具有较高的相似性"且聚

类在一支"结合2<

#

-&2 的信号肽序列预测结果"

推测 2<

#

-&2 与 -&+4 具有类似的功能"可能定

位于周质空间中"帮助缺刻缘绿藻将海水中的

+-"

6

/

转化为 -"

2

"使后者能容易透过细胞膜进

入胞内"以满足藻体光合作用所需的 -"

2

)

2<

"

-&4&2<

"

-&2 与莱茵衣藻中的 -&+:&

-&+9 聚在一起"且在序列上也分别有着 77K和

91K的 相 似 性) 据 WC30UA\等
'47(

报 道" 尽 管

-&+: 的定位研究一直没有获得理想的结果"但

-&+9 不同于位于细胞壁周围的 -&+4"它更靠

近细胞膜的周质空间) 基于此"推测 2<

"

-&4 和

2<

"

-&2 定位于缺刻缘绿藻细胞的细胞膜内测"

将转入到胞内的 -"

2

迅速转变成 +-"

6

/

以防止

-"

2

通过膜渗漏至体外%或者定位在叶绿体周围"

将胞内的 +-"

6

/

转变成 -"

2

"快速压入叶绿体)

总之"2<

"

-&4 和 2<

"

-&2 可能通过参与胞质内

+-"

6

/

与 -"

2

的转化以调控其 =+并达到 -"

2

在胞内转运的目的)

877
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图 ;#基于 E>蛋白氨基酸序列所构建的 =̂ 聚类图

J-2";#=+-27'3,D̂3-/-/2 *7O132+/+0-90,++-/A+,,+6A,3. 07+6+649+6&.-/3

&9-65+C4+/9+53AE>2+/+5A,3. 5+N+,&15*+9-+5

177
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55在 %!系统演化树中"2<

*

-&与高等植物的

-&聚类在一起) 在高等植物中"拟南芥存在 1

个
*

:-&"均定位于线粒体内膜的电子传递链复合

体 )#9/;=0AF )$上
'83(

"可能在转运由呼吸作用所

产生的 -"

2

中发挥作用) 结合亚细胞定位预测

结果"推测 2<

*

-&定位于线粒体上"将呼吸作用

产生的多余 -"

2

转化成 +-"

6

/

"调节线粒体内

的 =+)
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