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海带3个着丝粒蛋白编码序列的克隆及特征分析

徐    梅，  周志刚*

(上海海洋大学水产与生命学院，上海    201306)

摘要：本研究根据海带基因组及糖海带转录组数据库中获得的编码着丝粒相关蛋白
CENH3、Nuf2和Ndc80的contig序列设计特异性引物，利用PCR技术自海带中克隆得到它
们的开放阅读框(ORF)序列，分别命名为SjCENH3、SjNuf2和SjNdc80，大小分别为432、
1365和2172 bp，相应地编码由143、454和723个氨基酸组成的蛋白。同源序列比对表
明，SjCENH3由氨基端尾巴和羧基端的组蛋白折叠域组成，后者包括4个α螺旋 (αN、
α1、α2和α3)和2个环(Loop1和Loop2)；但与组蛋白H3相比，SjCENH3的氨基端略长且序
列不相似，同时组蛋白折叠域的α1、α2螺旋及Loop1序列更多变；SjNuf2主要的结构域
有Nuf2 domain、Spc7和SPT2；SjNdc80主要的结构域除了具有与SjNuf2相似的SPT2和
Spc7结构域以外，还有Ndc80_Hec、FoP_duplication和Kin17_mid。基于海带和其他物种的
CENH3、H3、Nuf2和NCD80蛋白序列所构建的Neighbor-Joining系统进化树显示，
SjCENH3和SjH3分别被显著地聚类在CENH3和H3两支中，H3在物种间是高度保守的，
而CENH3在物种间的差异相对较大；来自不同生物的Nuf2和NCD80均可显著地分为被子
植物和藻类2支，它们可能存在着共同演化的关系。本研究首次报道了海带着丝粒蛋白
SjCENH3、SjNuf2和SjNCD80编码序列的特征，为制备特异抗体通过免疫荧光技术来定
位海带染色体着丝粒的具体位置，通过染色质免疫共沉淀获得海带染色体着丝粒DNA序
列及进行染色体核型分析打下了良好的基础。
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 海带(Saccharina japonica)等大型褐藻染色体

由于其数目多而体积小，多呈短棒状甚至点

状，且形态相似 [1-3]，使得人们难以通过传统的

细胞学方法获得其染色体着丝粒(centromere)位
置、长短臂的臂比等核型分析所需的相关数

据，因而到目前为止还没有海带等大型褐藻染

色体的核型分析报道。刘宇等 [4]通过改进的染色

体制备技术和染色方法，获得了清晰的海带染

色体图片，但仍无法分清其着丝粒的具体位

置。最近，Liu等 [5]和Gu等 [6]又运用荧光原位杂交

(FISH)技术，将海带雌配子体特异的分子标记定

位于染色体上。这些技术和方法为通过FISH技

术定位海带染色体的着丝粒及深入开展其核型

分析提供借鉴。

着丝粒是有丝分裂中将姐妹染色单体连接

在一起形成染色体的主缢痕并将染色单体分为

两臂(长臂和短臂)的部位 [7]。着丝粒主要由着丝

粒DNA(centromere DNA, CEN)和着丝粒蛋白

(centromere specific proteins, CENPs)组成。染色体

的着丝粒功能与位置较保守，但其DNA的序列

并非保守 [8]。目前，虽然不清楚海带染色体着丝

粒的DNA序列，但借助其保守的着丝粒蛋白序

列，可用免疫荧光技术对其进行定位。着丝粒

蛋白由特异组蛋白CENH3(组蛋白H3的一个变

体)和动粒蛋白(kinetochore protein)组成，其中后

者至少有65种，它们通过蛋白互作形成一个庞大
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而复杂的结构网络 [9-12]。目前，常用的植物染色

体着丝粒标记蛋白是CENH3，此外还有CENP-B、

CENP-C、CENP-E、ZW10、Nuf2和Ndc80等[13-14]。

本研究在获得编码糖海带(S. latissima)着丝

粒特异组蛋白CENH3的contig序列以及从海带

基因组数据库中筛选到的编码动粒蛋白Nuf2和
Ndc80的cDNA序列基础上，通过cDNA末端快

速扩增 ( R A C E )和反转录 P C R技术克隆海带

CENH3、Nuf2和Ndc80等3个着丝粒蛋白编码基

因的cDNA序列；通过生物信息学分析、蛋白序

列比对、系统进化树构建等来分析这3个基因的

序列特征。为后续的着丝粒蛋白表达载体构

建、重组蛋白分离纯化与特异抗体制备，并用

于海带染色体着丝粒的免疫荧光原位检测提供

基础。

1    材料与方法

1.1    海带配子体无性繁殖体系培养

本实验中所用的海带雌、雄配子体无性繁

殖系为“荣福”品系，按已报道的方法分离和保

藏 [ 1 5 ]。在温度 (17±1) °C、光周期16L∶8D(光 /
暗)等条件下，于PES培养基中培养 [16]，每2个星

期换1次培养基。

1.2    海带着丝粒相关蛋白编码基因cDNA全长

序列的克隆

采用TRIzol试剂(Invitrogen公司)并按该产品

说明提取海带总RNA。使用PrimeScriptTM RT反转

录试剂盒(TaKaRa公司)，按其操作步骤合成cDNA
第一链，作为后续PCR反应的模板。

在本研究中，编码海带H3的contig序列由刘

福利博士馈赠；编码糖海带CENH3的contig序列

来自糖海带转录组库 [ 1 7 ]；编码Nuf2(gene ID：

SJ19509)和Ndc80(gene ID：SJ20066)的contig序列

来自于海带基因组文库[18]。根据这些序列并利用

Primer Premier 5软件设计引物(表1)，以分别扩增

这4个基因的cDNA片段。PCR反应体系为25 mL，

包含9.5 mL灭菌双蒸水、12.5 mL的2×Pfu PCR

表 1    引物及其序列

Tab. 1    The sequence of primers

引物

primer
序列(5'–3')

sequence (5'–3')
退火温度/°C

annealing temperature
产物大小/bp

size of amplified product

CENH3-U ATGGCGCGCCGGAAGCAT 66.5 425

CENH3-D CGACTCTGTCCTCGAATC

H3-U ATGGCTCGCACCAAGCAGAC 68.2 405

H3-D GTTGCGCTCACCGCGGAG

Nuf2-U1 AGGCCCGTTCTATCTACGTACC 66.5 541

Nuf2-D1 AGGCAATGTGTGCTGTAAATGG

Nuf2-U2 CCTCTCTCTGCCCACAAAGTCT 68 737

Nuf2-D2 TGACACGCTCACAAACCCAG

Nuf2-U3 GTCCTTGTGACCCCAGAGCA 68 1362

Nuf2-D3 ACCTTGCTCAGAGGCGTGTCC

Ndc80-U1 GAAAGTATCCCCTCGTCTGTGGACATCA 66 883

Ndc80-D1 GAGCAGGTCGACTGGTTTGTCTTCACG

Ndc80-U2 AGTGCGTCCCTCAACTCGC 65 552

Ndc80-D2 CATAGTTGGGGTCGATCTG

Ndc80-U3 ATGGCGCAGGAAGAGGTGTCTA 68 784

Ndc80-D3 CGACCCTGTGTCCGGCAT

Ndc80-U4 ATGGCGGCTCGCAGGC 66.7 2158

Ndc80-D4 CAACTTGAAGGTACTGTTCAGCGT
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Master Mix(天根生化科技有限公司)、1 mL模板

cDNA、上下游引物(10 mmol/L)各1.0 mL。反应

程序：95 °C预变性5 min；94 °C变性45 s，在各

自退火温度 (表1)退火1 min，72 °C延伸2 min，
35个循环；最后72 °C延伸10 min。

利用1%琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增反应

的产物，并按照琼脂糖凝胶纯化试剂盒(北京艾

德莱生物科技公司)的说明回收PCR产物。将回

收的产物与pMD-19T载体(TaKaRa公司)于16 °C连

接过夜，再转化到大肠杆菌(Escherichia coli) DH5a
感受态细胞(天根生化科技公司)中，涂平板，将

蓝白斑筛选后获得的阳性克隆送上海生工生物

工程有限公司进行测序。

1.3    海带着丝粒相关蛋白编码基因序列的生

物信息学及聚类分析

利用NCBI中的BLAST(http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST/)对获得的海带SjCENH3、SjH3、
SjNuf2和SjNdc80基因的ORF序列进行核酸、蛋白

质、氨基酸序列同源性搜索，并利用Expasy中工

具ProtParam(http://www.expasy.org\tool\protparam.
html)在线分析蛋白质氨基酸组成、分子量、等

电点。使用COILS软件(http://www.ch.embnet.org/
software/COILS_form.html)进行内环结构预测 [19]，

使用SMART软件(http://smart.embl-heidelberg.de/
smart/set_mode.cgi?NORMAL=1)进行功能结构域预

测。将所有序列进行比对，并手工删除缺口(gap)，
利用MEGA6.0软件 [20]构建Neighbor-Joining(NJ)系
统进化树。

2    结果与分析

2.1    海带3个着丝粒蛋白和组蛋白H3编码基因

的ORF序列

由于CENH3是H3的一个变体，为了展现克

隆得到的海带CENH3编码基因序列不同于H3，
在克隆CENH3、Nuf2和Ndc80的同时，本研究还

克隆了H3的编码基因。根据所获得的CENH3、
H3、Nuf2和Ndc80的contig序列设计正、反向引物

(表1)，经PCR扩增(图1)、克隆、测序，再通过

ORF Finder在线预测，发现这些基因的开放阅读

框架 (ORF)序列是完整的，其长度分别为432、
411、1365和2172 bp。经过BLASTp搜索发现，自

海带中所克隆到的 C E N H 3、 H 3、 N u f 2以及

Ndc80所编码的蛋白序列与糖海带CENH3[17]、人

类(Homo sapiens)H3(GenBank登录号：NP066403)、
长囊水云(Ectocarpus siliculosus)Nuf2(GenBank登
录号：CBJ32075)以及Ndc80 (GenBank登录号：

CBN77150)的同源性分别为94%、96%、58%和

62%，因而将这4个所克隆到的基因分别命名为

SjCENH3、SjH3、SjNuf2和SjNdc80。

2.2    着丝粒蛋白SjCENH3的基因特征分析

预测海带SjCENH3、SjH3基因编码的蛋白分

别由143和136个氨基酸组成，分子量分别为16.2
和15.3 ku，等电点分别为11.6和11.3。BLASTp搜
索发现SjCENH3与糖海带 [17]和长囊水云(GenBank
登录号：CBJ2646)CENH3的相似度分别为94%和

78%，它们的主要差别在于氨基端的长度和序列

(图2-a)。充分表明CENH3在物种间是高度变异

的，即便在不同的亚种间也会表现出一定的适

应性进化[14]。与CENH3的高度变化形成鲜明的对

照，组蛋白H3则是高度保守的，甚至自海带中

所克隆的SjH3与人类的H3，二者的氨基酸序列

相似性也高达96%(图2-a)。在目前所知的真核生

物中，H3均由136个氨基酸组成，分子量均在15 ku
左右。但通过比对发现，自海带中所克隆的SjCENH3
与SjH3，它们二者所编码的氨基酸序列的相似性

仅为58%(图2-a)，表明应是不同的基因。

通过同源序列比对和结构域分析可知SjCENH3
和SjH3的相同点：二者均由氨基端尾巴(N-tail)
和羧基端的组蛋白折叠域(histone-fold domain，HFD)

 
图 1    海带着丝粒相关蛋白编码基因的

全长ORF序列克隆电泳图

M. 2000 bp DNA分子量标准；泳道1~4分别为从cDNA中扩增出的

SjNuf2、SjCENH3、SjNdc80和SjH3的开放阅读框(ORF)

Fig. 1    Electrophoresis patterns of
full-length cDNA sequence of centromere-associated

proteins genes cloned from S. japonica
M. 2000 bp DNA marker; lanes 1 to 4. electrophoresis patterns of
amplified product of SjNuf2, SjCENH3, SjNdc80 and SjH3

1030 水    产    学    报 40 卷

 

http://www.scxuebao.cn



组成；羧基端的组蛋白折叠域均包括4个α螺旋

(αN、α1、α2和α3)和2个环(Loop1和Loop2)；还具

有相同的功能结构域CENPs(位于SjCENH3的
71Phe~139Gly区域)(图2-a)。CENPs是一种具有双

重功能的蛋白结构域，可参与DNA的损伤修复

并维持基因组的完整，同时可促进有丝分裂过

程中染色体的分离 [21-22]。SjCENH3和SjH3的不同

点：SjCENH3的氨基端略长于SjH3，且二者之间

没有相似性；SjCENH3组蛋白折叠域的α1、α2螺
旋及Loop1序列比SjH3显得更多变(图2-a)，从而

导致了它们在羧基端仅有65%的同源性。这与之

前有关CENH3与H3的报道相符[14，23-25]。

上述分析结果表明SjCENH3既具备其他物

种CENH3的主要特征，也与SjH3具有共同的特

征。因而推测SjCENH3是来自SjH3家族但属于不

同于SjH3的序列。

2.3    着丝粒蛋白SjNuf2的基因特征分析

预测海带SjNuf2基因编码的蛋白由454个氨

基酸组成，分子量为50.7 ku，等电点为7.6。BLASTp
搜索结果显示，SjNuf2及其他物种Nuf2之间的相

似性都较低，与同属于褐藻的长囊水云的Nuf2也
仅有58%的相似性。

经同源序列比对和结构域预测，发现SjNuf2
的氨基端序列相对保守，含有Nuf2结构域(位于

SjNuf2的9Thr-135Glu区域)(图2-b)；而羧基端的序

列则变化很大，含有的主要功能结构域有Spc7
(位于SjNuf2的103IIe~411Asp区域)和SPT2(位于

SjNuf2的147Lys~239Glu区域)。其中，Spc7是动

粒蛋白结构域，存在于动粒—纺锤体相关的细

胞分裂蛋白中 [26]，是NMS(Ndc80-MIND-Spc7)超
级复合体的组成成分(图2-c)，在细胞的减数分裂
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后 期 和 有 丝 分 裂 整 个 过 程 中 都 起 着 重 要 作

用 [27]；SPT2是染色质蛋白结构域之一，参与了

组蛋白H3转录水平的调节[28]。

虽然SjNuf2与其他物种Nuf2氨基酸序列的相

似性低，但因其均具有Nuf2、Spc7和SPT2等特异

的功能结构域，说明其结构和功能比较保守 [9]。

本研究所克隆到的SjNuf2应属于Nuf2家族中的

一员。

2.4    着丝粒蛋白SjNdc80的基因特征分析

预测海带SjNdc80基因编码的蛋白由723个氨

基酸组成，分子量为80.3 ku，等电点为5.4。BLASTp

搜索结果显示，SjNdc80与长囊水云Ndc80的氨基

酸序列相似性为62%。

经同源序列比对和功能结构域预测，发现

SjNdc80氨基端的序列相对保守，主要结构域有

Ndc80_HEC(位于SjNdc80的101Gly~254Arg区域)、
FoP_duplication(位于SjNdc80的131Asp~138Lys区
域)和Kin17_mid(位于SjNdc80的186Asp~242Tyr区
域)(图2-c)；而羧基端则不保守，主要结构域有

SPT2(位于SjNdc80的247Ala~327Leu区域 )和
Spc7(位于SjNdc80的182Phe~500Asp区域)。在这

些结构域中，Fop_duplication是染色质相关蛋白

所特有的结构域，与兼性异染色质共定位在一

起 [29]；Kin17_mid是一种氨基端具有锌指结构的

可与DNA结合的蛋白结构域 [30]。Ndc80是Ndc80

 
图 2    来自不同物种着丝粒蛋白CENH3(a)、Nuf2(b)和Ndc80(c)的序列比对

Fig. 2    Alignment of deduced amino acid sequences of CENH3 (a), Nuf2 (b), Ndc80 (c) genes from various organisms
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蛋白复合体的一部分[31]，与染色体的结构保持蛋

白(structural maintenance of chromosomes)相互作

用，通过与纺锤体微管结合从而参与染色体的

分离 [32-33]。此外，通过COILS软件预测出SjNdc80
具有一个内环结构(位于SjNdc80的480Leu~534Thr
区域)，这与之前报道的其他物种Ndc80的特征相

符 [34-37]，可将Ska、Dis1和Dam1等动粒蛋白募集

到动粒上，是动粒微管结合的最佳位点。

从上述的分析可知，SjNdc80与其他物种

Ndc80的氨基酸相似度虽然很低，但它们都具有

Ndc80_HEC、FoP_duplication、Kin17_mid、
S P T 2和 S p c 7等特异的功能结构域，还具有

Ndc80家族特有的内环结构，因而其结构和功能

却是相对保守的 [9]，表明本研究自海带中所克隆

到的SjNdc80应是Ndc80这个家族的成员。

2.5    不同物种3个着丝粒蛋白氨基酸序列的聚

类分析

通过同源搜索，从NCBI中获得其他物种的

9个CENH3基因和9个H3基因、15个Nuf2基因和

16个Ndc80基因，结合本研究自海带中所克隆到

的SjCENH3、SjH3、SjNuf2和SjNdc80，基于它们

的蛋白序列，利用MEGA6.0软件构建NJ系统进

化树。

CENH3及H3的聚类结果(图3-a)显示，来自

不同物种的H3包括SjH3被显著地(bootstrap为100%)
聚为一支，从而区别于CENH3所组成的分支，

也暗示SjCENH3和SjH3之间的不同；H3在物种间

特别在高等植物之间是高度保守的，以致难以

在所构建的NJ系统进化树中来分辨它们的差异；

与H3的高度保守形成鲜明的对照，CENH3在物

种间的差异相对较大；海带的SjCENH3与长囊水

云的CENH3亲缘关系最近(bootstrap为100%)，并

与Cyanidioschyzon merolae这种单细胞红藻的

CENH3 (GenBank登录号：XP005535607)组成一

个亚支(bootstrap为93%)，从而区别于由高等植物

CENH3所组成的亚支。

来自不同生物的Nuf2可分为2支，即被子植

物 ( b o o t s t r a p为 1 0 0 % )和藻类 (图 3 - b )。海带

SjNuf2与长囊水云Nuf2亲缘关系最近(bootstrap为
100%)，并与微拟球藻(Nannochloropsis gaditana)
Nuf2(GenBank登录号：EWM29090)组成显著

(bootstrap为95%)不同于绿藻和红藻这些一次内吞

作用所衍生物种的亚支(bootstrap为85%)，暗示绿

藻和红藻的Nuf2可能来自共同的祖先，而海带、

长囊水云与微拟球藻等这些二次内吞作用所衍

生物种的Nuf2则可能来自另一共同的祖先。当

然，这还需要更多物种的Nuf2序列证据来进一步

证实。

与Nuf2的聚类结果类似，来自不同生物的

Ndc80也可分为被子植物(bootstrap为100%)和藻类

这2支(图3-c)。海带SjNdc80与长囊水云Ndc80及
微拟球藻Ndc80(GenBank登录号：EWM24208)
等这些二次内吞作用所衍生物种显著(bootstrap
为 1 0 0 % )不同于绿藻类 N d c 8 0所组成的亚支

(bootstrap为91%)。鉴于Nuf2与Ndc80都是着丝粒

相关蛋白以及图3-b和3-c所显示的类似演化趋

势，推测来自不同生物的Nuf2与Ndc80可能存在

共同演化(co-evolution)的关系，从而暗示它们是

细胞所必需的蛋白并在细胞分裂过程中可能起

着相同的作用。

3    讨论

CENH3是位于染色体着丝粒内层替代核小

体组蛋白H3的一种基本蛋白 [38-39]，第一个CENH3
(即CENP-A)是从人类的活性着丝粒中鉴定出来

的[40]，在已研究的所有真核生物中，它只存在于

染色体的着丝粒处 [41-42]。有关CENH3的研究多集

中在高等植物的禾本科 (Poaceae)、十字花科

(Cruciferae)及常见的几种模式生物中，而对低等

植物如藻类CENH3的研究，目前仅在C. merolae
这种单细胞红藻中有报道 [23， 43]。同源序列比对

(图2)及聚类分析(图3)的结果表明，SjCENH3与
SjH3都具有相同的组蛋白折叠域和功能结构域

CENPs，因而起源相同；但其氨基端序列的差异

导致SjCENH3明显不同于SjH3(图3-a)。但这样的

差异为制备SjCENH3特异性抗体以荧光免疫技术

确定海带染色体着丝粒位置提供了便利。这也

是目前利用CENH3进行物种着丝粒免疫定位所

经常采用的策略[23，25，44]。

Nuf2和Ndc80都是Ndc80蛋白复合体 (包括

Ndc80、Nuf2、Spc24和Spc25等4种蛋白)的重要

组成成分 [45]。Ndc80复合体首次发现于酿酒酵母

(Saccharomyces cerevisiae)中 [46]，在细胞的有丝分

裂中可与着丝粒相互作用，参与酵母染色体的

分离和移动 [47-48]。目前有关Nuf2和Ndc80的研究
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图 3    基于不同物种CENH3(a)、Nuf2(b)和Ndc80(c)的蛋白序列利用邻接法构建的聚类图

Fig. 3    Neighbour-Joining phylogenetic tree inferred from the deduced amino acid sequences of
CENH3 (a), Nuf2 (b) and Ndc80 (c) genes from various species of organisms
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主要集中在酵母 [46-48]、人类 [49-50]和小鼠 [51]中，在

植物中相关的研究很少，仅在拟南芥(Arabidopsis
thaliana)这种模式生物中有报道 [ 8 ]。SjNuf2和
SjNdc80与各自的同系物虽然序列差异比较大，

但具有各自相同的功能结构域(图2-b，2-c)；系

统发育分析进一步表明SjNuf2和SjNdc80分别属

于Nuf2家族和Ndc80家族 (图3-b，3-c)。鉴于这

2个蛋白序列在不同物种之间存在着较大的差

异，在利用免疫荧光技术进行海带染色体着丝粒

定位时，就必须制备该物种的SjNuf2和SjNdc80
特异性抗体。

本研究首次报道并分析了海带3个着丝粒蛋

白SjCENH3、SjNuf2和SjNdc80编码序列的特征，

为这些蛋白的重组表达、特异性抗体制备，以

利用免疫荧光技术定位海带染色体着丝粒位

置；或通过染色质免疫共沉淀技术以获取海带

着丝粒DNA序列，并利用FISH技术将其定位于

染色体中打下基础。
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Molecular cloning and characterization of 3 centromere specific proteins
(CENPs) genes from Saccharina japonica

XU Mei,    ZHOU Zhigang*

(College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract:  Based  upon  contigs  coding  for  centromere  specific  proteins  (CENPs)  from  a  pyrosequencing
transcriptome of Saccharina japonica, gene-specific primers were designed for the three centromere specific
protein gene cloning from S. japonica. Three CENPs genes, named as SjCENH3, SjNuf2 and SjNCD80 were
cloned by using the technique of Polymerase Chain Reaction. The open reading frame of the cloned full-length
cDNAs were 432, 1365 and 2172 bp in length, encoding putative proteins composed of 143, 454 and 723 amino
acids, respectively. Homologous sequence alignments show: SjCENH3 include the diversity of the N-terminal
region and C-terminal histone fold domain (HFD), and HFD including four αhelixes (αN helix, α1 helix, α2 helix
and α3 helix) and two loops (Loop1 and Loop2). But compared to H3, SjCENH3 amino terminus is slightly longer
and there is no similarity between them, while the sequence of histone fold domain α1-helix, α2-helix and Loop1
are more variable. The main domains of SjNuf2 are Nuf2 domain, Spc7 and SPT2. The main domains of SjNdc80
are SPT2, Spc7, Ndc80_Hec, FoP_duplication and Kin17_mid. Neighbor-Joining (NJ) phylogenetic tree inferred
from the putative proteins of CENH3, Nuf2 and NCD80 genes of S. japonica and other species indicated that
SjCENH3 and SjH3 genes were divided two clades: CENH3 and H3 clade. H3 is highly conserved across species,
while CENH3 differences among species are relatively large. Nuf2 and Ndc80 from different organisms could be
significantly divided into two clades, angiosperms and algae. They both may have relations of co-evolution. This
study first reported the characteristics of three centromere protein-coding genes SjCENH3, SjNuf2 and SjNdc80,
providing a  good basis  to  locate  the  centromere  position by immunofluorescence technique and to  get  the
centromeric DNA sequence by chromatin immunoprecipitation and to analyze chromosome karyotype using
preparation of antibodies specific for the corresponding proteins of S. japonica.
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