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摘要! %!" ;二磷酸核酮糖羧化酶A加氧酶"*ITGHN5#是光合作用中的一个关键酶!其小亚基

-B50具有调控羧化反应催化效率和影响该酶对二氧化碳A氧气底物特异性的功能$ 从巴夫杜

氏藻中克隆 -B50基因及其 "e;上游序列!并对基因及 "e;上游序列进行了分析$ 根据已知

-B50基因保守核苷酸序列设计引物!分别克隆到 % C=% TR 的 ?+,和 !C$ TR 的 N?+,序列$

以此为基础!使用染色体步移"YPK5FPh96OGKL#和N?+,末端快速扩增"*,32#技术!获得了

@>> TR的 "e端?+,序列和 "$$ TR的 !e端N?+,序列$ 序列分析发现!巴夫杜氏藻-B50?+,

全长为 # $!% TR"不包括 =@< TR "e;上游序列#!N?+,全长包括 "@$ TR开放读码框"YPK 9̀KO

登录号'1W!%"@C!#和 #>= TR !e端非翻译区$ "e;上游序列区域存在一系列预测的顺式作用

元件$ 该研究旨在为后继的-B50基因的功能和表达研究%*ITGHN5 的遗传改造奠定基础$ 同

时!-B50启动子因其可驱动基因高效表达而引起广泛关注!因此获得的 -B50"e;上游序列经

验证和优化后!可用于在嗜盐微藻中驱动转基因的高效表达以及完善微藻转化系统$

关键词! 巴夫杜氏藻& 基因克隆& "e;上游序列分析& -B50& %!" ;二磷酸核酮糖羧化酶A加

氧酶

中图分类号! W@C<& 0>%@&&&&&&&文献标识码',

&&杜氏藻#63)$21(22$$又称盐藻"隶属于绿藻

门'绿藻纲'团藻目'盐藻科"是一种重要的经济微

藻& 杜氏藻含有丰富的油脂'

#

;胡萝卜素'蛋白

质'多糖等"因此在保健品'饵料与饲料'生物柴油

等方面具有巨大的应用潜力& 杜氏藻抗逆性很

强"可以在 $7$" \" F56A-的盐水中生长繁殖"在

户外培养条件下不容易受到污染&

*ITGHN5#23=7%7%7!>$是光合作用过程中催

化 3(

#

固定的关键酶"影响植物的净光合速

率(% ;#)

"进而影响到植物的生物量& 因此"研究

*ITGHN5具有重要的理论意义和应用价值& 在绿

藻和植物中"*ITGHN5由 C 个大亚基#QTN-$和 C 个

小亚基#QTN0$组成"是含量最丰富的一种可溶性

蛋白质(!)

& QTN-主要起催化作用"QTN0具有调控

*ITGHN5活性和影响 *ITGHN5 与 3(

#

A(

#

特异性结

合的功能(=)

" 通过 -B50基因的超量表达对

*ITGHN5进行遗传改造来增强光合作用进而提高

植物生物量成为一个新的研究方向& 近年来"关

于 -B50基因转运肽'启动子活性'超量表达等方

面的研究成为热点(" ;<)

& 另外"在转基因研究中"

-B50的启动子作为高效表达的调控元件应用也

较多(@)

& 与植物相比较"对绿藻-B50的研究非常

少"关于-B50启动子的研究则更少& 具有重要研

究和应用价值的杜氏藻中"仅有盐生杜氏藻

#63)$21(22$ 4$21)$ $ 和 63)$21(22$ '(-'1*2(5'$ 的

-B50基因被克隆"其它杜氏藻重要物种的-B50序

列未见报道"这阻碍了对杜氏藻光合作用的充分

研究和利用&

本研究根据已有-B50序列设计特异引物"扩

增得到了巴夫杜氏藻#63)$21(22$ +$-A$$的部分序
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列& 以此为基础"分别利用 *,32和染色体步移

技术#YPK5FPh96OGKL$成功获得了巴夫杜氏藻

-B50的全长N?+,'?+,和 "e;上游序列& 该工

作为以后 -B50基因的功能'超量表达研究和对

*ITGHN5的遗传改造奠定了基础& 同时"获得的

-B50"e;上游序列经过验证和优化实验后可用于

驱动-B50及其它重要目的基因在杜氏藻中的高

效表达&

%&材料与方法

&'&(材料

藻种&&巴夫杜氏藻 .,31̀ ;C%" 购自中

国科学院典型培养物保藏委员会淡水藻种库"接

种于?IK96GP669FPXGIF培养基中"温度为 #" _"

光照强度为 # $$$ 6[&

试剂&&!$% 酶'R8?#$ED载体'D

=

?+,

-GL9HP' YPK5FPk96OGKL cGS' *+, 提取试剂

*+,GH5 B6IH QP9LPKS' 反 转 录 酶 BQGFP0NQGRS

*P̂PQHPDQ9KHNQGRS9HP'琼脂糖凝胶回收试剂盒'!eE

.I66*,3235QP0PS4PQ7#7$ OGS均购自大连宝生

物公司&

引物序列&&根据 YPK 9̀KO 数据库中 6G

4$21)$和 6G'(-'1*2(5'$ -B50基因的保守核苷酸序

列设计了一对特异引物#?7RE-B50#H%$和 ?7RE

-B50#9%$$扩增 -B50部分基因组和 N?+,序列&

"eYPK5FPh96OGKL 和 !eE*,32引物根据试剂盒

的使用说明设计"各引物序列见表 %&

表 &(巴夫杜氏藻0?8O基因扩增用引物

+./'&(01234156547GE1.3HD2G2".92E8EG

0?8OC484G1E3@%.*0=*

引物

RQGFPQ

序列#"e

#

!e$

HPfIPKNP

?7RE-B50#H%$ ,,33,Y,DY,DYYDYDYY

?7RE-B50#9%$ 3Y3DY3,33,YY,,,Y,Y

*9NPEh9G 3Y,3,,33YDD,3DYY,33

*9NPEKPG 333,YYDY3DY,DYY,Y,D

?R-B50#HR%$ ,,3,,3,3Y3,3DY3D33Y3D333

?R-B50#HR#$ DY3YYYDY,Y3,,YDY,,Y,YD,

?R-B50#HR!$ ,Y3,Y3,3,YY,YYY3,,Y3,3

?R-B50E+ ,DYY33Y3D3D3,DDY3Y,,Y

?R-B50E3 DD,YD,Y33Y333,3,Y,Y3Y

-B50#fH$ ,3,DY3,3Y3,3Y3,3,3,3

-B50#f9$ DYDY,3DYYDDYDYDYDYDY

&'*(基因组 #$%的提取和 0?8O基因部分基因

组#$%序列的扩增

%# $$$ QAFGK 离心 # FGK 收集对数生长期藻

细胞"再按3D,̀ 法提取基因组?+,

(C)

& 以基因

组?+,为模板"?7RE-B50#H%$和 ?7RE-B50#9%$

为引物"B3*扩增 -B50基因的部分 ?+,序列&

反应程序为 >= _预变性 ! FGK%>= _ !$ H""" _

!$ H"@# _ # FGK"!$ 个循环%最后在 @# _延伸 "

FGK& B3*产物回收纯化'连接'转化与重组子检

测均按常规的分子生物学实验方法进行& 阳性重

组子送上海英骏生物技术公司测序&

&'-(总 )$%的提取和 0?8O基因部分 "#$%序

列的扩增

向处于对数生长期藻细胞中加入 *+,GH5

B6IHQP9LPKS"提取总 *+,& 取 %

!

L *+,使用

56GL5#XD$

%@

引物和反转录酶 BQGFP0NQGRS*P̂PQHP

DQ9KHNQGRS9HP进行反转录反应生成 N?+,& 以

N?+,为模板"?7RE-B50#H%$和 ?7RE-B50#9%$为

引物"B3*扩增-B50基因的部分N?+,序列& 反

应程序为 >= _预变性 ! FGK%>= _ !$ H""" _ !$

H"@# _ !$ H"!$ 个循环%最后在 @# _延伸 " FGK&

&'< ( 0?8O基因的 =Y?48E34N.DA28C 和 -YL

)%IV扩增

利用已获得的6G+$-A$ -B50的部分 ?+,和

N?+,序列"表 % 中的 "eYPK5FPh96OGKL 基因特

异性引物(?R-B50#HR%$'?R-B50#HR#$和 ?R-B50

#HR!$)和 !eE*,32基因特异性引物"按试剂盒的

说明分别进行 "eYPK5FPh96OGKL 和 !eE*,32

扩增&

&'=(0?8O基因全长及 =YW上游序列的获得和分析

将得到的6G+$-A$ -B50的部分?+,和N?+,

序列与"eYPK5FPh96OGKL和!eE*,32扩增获得的

上下游序列进行拼接& 根据拼接序列"设计扩增

?+,和N?+,全长的引物#?R-B50E+和?R-B50E

3$以及扩增 "e;上游序列的引物(-B50#fH$和

-B50#f9$)"来验证拼接序列的正确性& 用 +3̀ /

6̀9HS[软件进行-B50基因的同源性比对&

#&结果

*'&(0?8O部分基因组 #$%与 "#$%序列的获

得与分析

以?7RE-B50#H%$和?7RE-B50#9%$为引物"通

过 B3*扩增获得了 % C=% TR ?+,和 !C$ TR

(##
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N?+,& 利用 6̀9HS[ 软件分析获得的序列"结果

显示!6G+$-A$ -B50N?+,序列与 6G4$21)$ -B50

的 相 似 性 最 高" 为 >@V" 与 6G'(-'1*2(5'$'

C$(8$'*5*5534+23A1$214的相似性分别为 C=V'

@<V& 表明所获得的部分序列是 -B50基因的

序列&

*'*(0?8O的 =Y?48E34N.DA28C 和 -YL)%IV结

果与分析

根据已获得的 -B50部分序列"用 "eYPK5FP

h96OGKL 和 !eE*,32的方法扩增得到了 -B50的

?+,"e端和 N?+,!e端序列"大小分别为 @>> TR

和 "$$ TR& 分析获得的 ?+,"e端序列时"发现了

位于起始密码子上游长 =@< TR的 "e;上游序列&

分析获得的 !eE*,32N?+,序列时"发现了 #>=

TR的 !e非翻译区序列和 %" TR的 R56: ,序列"表

明获得了完整的-B50!e端N?+,&

经设计 ?+,和 N?+,全长扩增引物以及

"e;上游序列扩增引物进行验证"表明 "e;上游

序列及拼接的序列均正确& 6G+$-A$ -B50N?+,

(*.为 "@$ TR#YPK 9̀KO 号 1W!%"@C!$ #图 %$&

-B50?+,全长为 # $!% TR"包括 " 个外显子和 =

个内含子"" 个外显子的长度分别为 %<C'<>'><'

%#< 和 %%% TR"= 个内含子的长度分别为 #="'

%<$'"%< 和 "=$ TR&

图 &(@%.*0=* 0?8O基因的全长"#$%序列

下划线表示起始密码子,DY和终止密码子D,,"方框表示 R56:#,$结尾信号&

B2C'&(B6DDLD48C9:"#$%54F648"4EG0?8OC484

DUPIKXPQ6GKPX HPfIPKNPHGKXGN9SPGKGSG9SG5K N5X5K ,DY9KX SPQFGK9SG5K N5X5K D,,7̀5[ GKXGN9SPHSUPRIS9SĜPHGLK965gR56:#,$S9G67

&&将6G+$-A$ -B50N?+,全长序列进行 6̀9HS[

同源性比对后"发现与已知-B50序列具有广泛的

同源性& 与 6G+$-A$ -B50相似性比较高的有 6G

4$21)$'6G'(-'1*2(5'$'K*2A*<5$-'(-1"相似性分别为

>"V'C$V'<CV& 利用 36IHS96k和 82Y,= 软

件"构建了 -B50的系统发育树#图 #$& 6G+$-A$

-B50与6G4$21)$ -B50表现出最高的相似性"这符

合传统的分类系统&

*'-(0?8O"#$%全序列的分析

对6G+$-A$ -B50N?+,序列进行分析"发现

起始密码子附近序列为 ,3,,DYY"这符合真核

生物的 c5Z9O 保守序列#,AYdd,DYY$

(>)

& 在

6G+$-A$ -B50的 !e非翻译区发现加尾信号

DYD,,"该信号在6G4$21)$ -B50中也出现过(%$)

&

高等植物-B50序列中通常会出现长度为 %<个

氨基酸的一段保守序列"该序列在茶树#&$8(221$

41)()414$中是jj?Y*jkD8kc-B8.Y

(%%)

& 在6G

+$-A$ -B50的第 %%! ;%#C 位"同样发现了该保守序

列jj?+*jkD8kc-B8.Y"与茶树保守序列在第

=个氨基酸有差别"与蛋白核小球藻.;> 相同(%#)

&

使用3U65Q5B%7%软件对6G+$-A$ -B50进行分析"发

现在其氨基端存在叶绿体转位肽"最可能的切割位

点在第 =" 位氨基酸,HK 和第 =< 位氨基酸 Y6K 之

间"这与*ITGHN5小亚基QTN0由核基因组编码定位

于叶绿体中的报道是一致的& 使用 +3̀/3?E

0P9QNU进行分析"发现6G+$-A$ -B50存在保守的功

*&#
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能域*I G̀H3(lHF966&

*'<(0?8O=YW上游序列的分析

使用引物-B50#fH$和 -B50#f9$进行B3*扩

增"获得了 =@< TR 的 "e;上游序列"该序列包含

典型的启动子元件 3,,DT5[#图 !$& 此外还发

现了与激素'光照和环境压响应相关的调控元件"

包括 ,̀ *2#参与脱落酸响应$'光照响应元件

# 5̀[ =' 3,DDEF5SGg和 D333EF5SGg$'8 0̀#参

与干旱胁迫应答$和 Y3EF5SGg#涉及缺氧诱导的

增强子类元件$&

图 *(采用$42C:/E1LPE2828C方式根据1/"O氨基酸序列构建的系统进化树

使用36IHS96k和82Y,= 软件构建了系统进化树"节点上的数字表示分支可信度的百分比&

B2C'*(0:;DEC48492".8.D;525EG1/"O.328E ."2754F648"456528C 9:4$42C:/E1LPE2828C 349:E7

BU:65LPKPSGNSQPPh9HN5KHSQINSPX T: 36IHS96k 9KX 82Y,=7̀ 55SHSQ9R ^96IPH9QPGKXGN9SPX 9HRPQNPKS9LPH9SSUPK5XPH7

图 -(在巴夫杜氏藻0?8O基因的 =YW上游序列区域预测的顺式作用元件

翻译起始位点,DY"其位置定义为b%"预测的顺式作用元件用下划线标记"名字写在对应的元件下面&

B2C'-(01472"947"25L."928C 4D434895289:4=YLGD.8A28C 54F648"4EG9:4@%.*0=* 0?8OC484

DUPSQ9KH69SG5K HS9QSHGSP,DY"h9HXPgGKPX 9HR5HGSG5K b%"SUPRQPXGNSPX NGHE9NSGKL P6PFPKSH9QPIKXPQ6GKPX"9KX SUPK9FPGHLĜPK IKXPQGSH

P6PFPKS7

)&#
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本研究从重要的经济微藻6G+$-A$中克隆到

了-B50基因的 N?+,全长'?+,全长及 "e;上

游序列& 同时"本研究尚未进行 -B50基因超量表

达方面的研究"获得的 "e;上游序列比较短"这都

是后继实验要解决的问题&

前人的研究建议通过对 *ITGHN5 进行遗传改

造来增强光合作用进而提高植物生物量(<)

& 通

过遗传工程方法来改变 *ITGHN5 含量已经在一些

生物中进行了试验& 这些研究包括在 N2$A(-1$

B10()'14

(%!)

' 水稻(%=)和烟草(%")中转化反义 -B50&

在含有反义-B50的转基因烟草中"-B50的F*+,

水平降低"-B5-的F*+,水平不变"但是 QTN0和

QTN-蛋白的总量降低(%<)

& 另有研究表明"在含有

反义 -B50的转基因烟草中"烟草的生长被阻

滞(%@)

& 含反义 -B50的转基因水稻在 !< B93(

#

的条件下生长"其最终生物量明显低于野生型水

稻(%C)

& 在含反义 -B50的转基因水稻中观察到了

叶面积比的增加(%C)

"这一现象被认为是对叶面积

基础上光合作用减弱在全植株水平的一种补偿现

象& 然而"关于通过转化正义 -B50来超量表达

*ITGHN5的研究非常少& 最近"0)])c/等(%>)将水

稻-B50基因家族中的一个 -B50在其自身启动子

的控制下转化到水稻的幼嫩叶中& 实验结果表

明"在含正义 -B50的转基因水稻中"扩展叶中所

有 -B50的 *+,水平是对照的两倍"-B5-的

F*+,水平有轻微的增加"在叶面积基础上

*ITGHN5含量增加了 !$V

(%>)

& 然而"与对照植株

相比"光饱和的光合作用速率并没有增强& 此外"

0)])c/等(#$)在水稻中过量表达 -B50并没有导

致光合作用和生长的增强& 迄今为止"关于这种

现象的原因仍然不清楚& 然而"有关在微藻中超

量表达-B50或者表达反义 -B50的研究很少& 因

此"我们的工作有助于将来了解在微藻中 -B50的

遗传改造对光合作用和生长的影响&

-B50全长N?+,的获得为以后 -B50基因的

功能'超量表达研究和对 *ITGHN5 的遗传改造奠

定了基础& 获得的 -B50"e;上游序列经过验证

和缺失实验后可得到优化的长度"用于驱动重要

目的基因在杜氏藻中的高效表达& 在 -B50"e;

上游序列区域"发现了一些外部环境响应元件"有

助于今后对该 "e;上游序列进行有效的调控&
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