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摘要! #(.,基因是高等植物和藻类中介导光合电子传递 ># 蛋白的编码基因!该基因受光照

等因素的调控$ 以单细胞绿藻蛋白核小球藻为材料!克隆了 #(.,全编码序列并用荧光定量

A3*的方法研究了自养和异养藻 #(.,基因转录水平的变化!以揭示不同培养方式下 #(.,基

因表达变化规律$ 结果克隆到 % "=" QR #(.,序列!包括 ;?; QR的 "SC非翻译区和 N"? QR的 !S

非翻译区$ 该 #(.,基因开放阅读框编码 !"! 个氨基酸!,oO百分含量为 "N7$U!其成熟的

># 蛋白加工方式与高等植物高粱相似$ 荧光定量结果表明!自养藻在光周期内 #(.,基因表

达量先升高后下降!而异养藻 #(.,表达变化不明显$ 从自养转为异养 % J 时 #(.,表达量略

有升高!< J后下降至转化前的 $7<# 倍并缓慢下降!而从异养转为自养 #(.,表达量增加!< J

时增加至 #7;= 倍!< J后趋于稳定$ 不同浓度光合抑制剂>3̂ )降低自养小球藻 #(.,转录

活性至未添加组的 <$U V"=U!而不同程度地促进了异养藻 #(.,的转录表达$

关键词! 蛋白核小球藻% #(.,基因% 荧光定量A3*% 表达

中图分类号! W?N"% 0=#?&&&&&&&文献标志码',

&&小球藻#;$*%&)**,$是一种重要的经济绿藻"

常作为光合作用和植物遗传学研究的模式藻( 同

时"小球藻既可以进行自养生长"又可进行高密度

异养培养( 小球藻的自养与异养培养的生物化学

变化及差异表达基因都已有相关的研究报

道&# :%'

( 但小球藻在异养培养过程的光合作用基

因的转录变化研究很少见报道(

#(.,基因是高等植物中最早被克隆的光合

作用基因之一"其编码产物是植物类囊体膜蛋白

># 蛋白#W

!

蛋白$( ># 蛋白是光系统
%

的两个

核心亚基之一"在光合电子的传递中发挥重要作

用( 该蛋白也是光合作用中研究光饱和和光抑制

的一个主要位点"其合成)降解和修复等过程受光

照)氧化压力))4辐射等环境因素的影响&! :<'

(

此外" ># 蛋白还有三嗪类除草剂如莠去津

#E9\EeFLY$和脲类除草剂如 >3̂ )#敌草隆$等的

结合位点&"'

( #(.,基因具有光诱导性和高效活

性的启动子"在启动子活性和光调控机制方面广

泛研究&; :?'

( 如蓝藻中通常有 ! V< 个 #(.,基

因"这些不同 #(.,基因家族在不同光强和光抑

制等条件下的光转录调控机制和调控方式等是蓝

藻中的研究热点&N :='

( 而绿藻中 #(.,基因的研

究不 多" 已 有 详 细 报 道 的 仅 有 莱 茵 衣 藻

#;$*,-=B%-%0,(&)"0$,&B6""$

&#$' 和盐生杜氏藻

#@'0,*")**, (,*"0,$

&##'

( 以上两种绿藻 #(.,基因

均有多个内含子"但小球藻与其不同"单拷贝且无

内含子( 目前 aYLBELT 数据库中仅收录了普通

小球 藻 # ;A7'*2,&"($ 和 椭 圆 小 球 藻 # ;A

)**"#(%"B),$的 #(.,全序列"而关于小球藻 #(.,

基因转录水平的调控与表达未见报道(

本研究以蛋白核小球藻#;A#=&)0%"B%(,$为

实验材料"在获得 #(.,部分序列的基础上"利用

基因组步移技术克隆了 #(.,基因全编码序列"

并运用荧光定量A3*技术比较了光暗周期)自养

与异养转化及光合作用抑制剂>3̂ )对 #(.,基

因转录水平的影响"从而为揭示 #(.,基因的光
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诱导表达特性)自养与异养转化及光抑制机理提

供参考(

#&材料与方法

()(*实验材料

蛋白核小球藻 .C= 于 %$$" 年 ; 月购自中国

科学院水生生物研究所( 培养基用 L̀5R 自养和

异养培养基&#%'

"培养温度为 %" ]"其中自养培养

光照强度约 ! $$$ 6c"光暗周期为 #% -@#% >%异

养培养葡萄糖浓度为 #$7$ P@-"%< J黑暗培养(

(),*试剂和引物

基因组步移试剂盒 aYL5DYiE6TY\购自

365L9Y8J 公 司( *+, 提 取 试 剂 O\Fe56购 自

/LXF9\5PYL 公司( 荧光定量 A3*所用试剂盒

A\FDY08\FR9*O\YEPYL9TF9和 0fB*A\YDFc 2c

OEK

Ô 均购自大连宝生物工程有限公司( 荧光定

量A3*用 #N0\>+,为内标基因"其正反向引物

分别为 "CSa,aO,OaaO3a3,,aa3Oa,,C!S和

"CS,,33Oa,3,,aa3,,333,3C!S$"扩增长度

为 %$$ QR%#(.,基因的荧光定量 A3*正反向引

物分别为 "CSa,,,,3a,,O3,a3O,,3a,,aC

!S和 "CS,,a3,aOa,,33,,,O,33,,3C!S"扩

增长度为 #?N QR( 均由上海英骏生物技术有限公

司合成(

()>*实验方法

#(.,基因全编码序列的克隆&&在吴晓微

等&#!'获得 N<N QR长 #(.,基因序列的基础上"再

通过基因组步移技术获得 #(.,基因 "S和 !S端未

知序列(

荧光定量A3*&&于 < ] N $$$ \@DFL 离心

#$ DFL 收集藻液 ! V" D-"用 O\Fe56试剂提取

*+,( 电泳检测后再进行反转录和荧光定量

A3*#*595\CaYLY;$$$$"其反应体系为 %$

$

-"其

中0fB*A\YDFc 2c 9,:#% g$#$

$

-"正反向引物

##$

$

D56@-$各 $7<

$

-"*O反应液 %

$

-( A3*

反应条件!=" ] ! DFL%=" ] #$ I""" ] %$ I"?%

] !$ I"<$ 个循环( 反应结束后"用 *595\CaYLY

W系列软件进行定量结果的分析(

光周期实验&&将培养至对数期的藻分别于

光周期开始的 $)#)%)<)N 和 #% J 取样"测定各时

间点 #(.,基因的相对表达量(

自养与异养相互转化实验&&分别在自养转

化为异养培养和异养转化为自养培养后的 $)%)

<)N)#% 和 %< J取样比较 #(.,基因相对表达量(

>3̂ )处理实验&&分别在对数生长期的

自养和异养藻中加入 #@# $$$ 体积的终浓度分别

为 #$

:<

)#$

:"

)#$

:;和 #$

:?

D56@-的>3̂ )"培养

; J后取样比较 #(.,基因相对表达量(

%&结果

,)(*(+0'基因编码序列的分析

在已扩增得到蛋白核小球藻 .C= #(.,基因

N<N QR 序列#aYLBELT 号 2)$<!$<?$的基础上"

通过基因组步移技术获得 #(.,全编码序列 % "="

QR#更新的2)$<!$<?$"其中 "S端序列长 ;?; QR"

开放阅读框#(*.$长 # $;% QR"!S端长 N"? QR(

该蛋白核小球藻 #(.,基因编码的># 蛋白由 !"!

个氨基酸组成"与 aYLBELT 数据库中普通小球藻

># 蛋白的氨基酸数目#+Aq$<"?;?$相同"比椭圆

小球藻#3,,<<;%#$多了一个氨基酸"其序列与

两者相似性分别高达 ==U和 =;U(

密码子的偏好性分析&&在蛋白质编码过程

中"某一物种或某一基因通常倾向于使用一种或

几种特定的同义密码子"这种现象称为密码子的

偏好性( 对蛋白核小球藻 .C= #(.,基因编码区

序列进行密码子的偏好性分析"结果表明"编码的

!"! 个氨基酸中由唯一密码子决定的氨基酸只有

" 个"分别是a6L)1FI)-[I)O\R 和^Y9( 其余氨基

酸均存在同义密码子"其同义密码子使用频率

#\Y6E9FXYI[L5L[D5HI85Z5L HIEPY"*03)$值大于

# 的有 %! 个"其中偏好性最强的 ! 个密码子,\P)

-YH)a6[的*03)值分别为 "7"?)<7"" 和 !7;!(

使用^2a,!7# 软件对 #(.,开放阅读框序

列进行碱基分析"发现 #(.,基因密码子的第 ! 位

核苷酸中" ,占 %<7#U" a占 #=7NU" 3占

%%7%U"O占 !!7=U( #,oO$U为 "N7$U"与藻

类叶绿体基因组,oO含量较高的特点相一致(

根据 #(.,序列推测的># 蛋白结构&&蛋白

核小球藻.C= #(.,基因共编码!"!个氨基酸"通过

软件预测其编码蛋白质的等电点为 "7$N"分子量为

!N7N# TH( #(.,基因的编码区中"有两个可能的翻

译起始密码子#,Oa$( 第 % 个起始密码子可能是

信号肽的剪切位点"因此成熟的加工肽链比原肽链

少 !;个氨基酸"即成熟形式的># 蛋白#从第 % 个

起始密码子算起$则只有 !#?个氨基酸( 该结构特

点与高粱叶绿体的 #(.,基因类似&;'

(

*'"#
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,),*不同培养条件下 (+0'基因转录水平的变化

自养和异养光周期##% J$&&图 #CE给出了

蛋白核小球藻.C= 在自养的一个光照周期##% J$

内 #(.,的D*+,量的变化( 结果显示"#(.,在

光周期内的表达变化总趋势是先升后降再升高(

即从开始给光到光照 < J 小球藻 #(.,转录量增

加"< J时升至起始的 <7%< 倍"到 N J 时又回到起

始量的 %7<! 倍"在 #% J 时又升高至起始的 <7<"

倍#重复实验结果规律类似$( 该光周期内 #(.,

D*+,量的变化说明该基因是受光照调控的"这

与光照下藻体进行光合作用"从而加强了对光合

电子传递的># 蛋白需求的应答反应有关(

图 #CQ为异养培养小球藻在暗周期##% J$内

的表达变化情况( 整个周期内 #(.,基因表达量

差别不大"除了 N J时表达量最高#为起始的 #7!$

倍$之外"其余时间点 #(.,的表达量在 #7$ V#7!

倍之间波动( 这说明在黑暗中 #(.,比较稳定(

该 现 象 与 ^(1,̂ 2> 等&=' 研 究 集 胞 藻

#K=0)5$%5=(6"($ ;N$! 时发现比起光照条件下"

#(.,在黑暗中其D*+,的稳定性更强相一致(

图 (*自养光周期".#和异养光周期"/#蛋白核小球藻 (+0'的转录表达变化

B2#)(*-C6$C.4#6<3D(+0'7:.4<$:2972346H9:6<<2343D,"(8&$3)'9)+- 85:24# 7C6

.5737:39C2$96:238".#.48C676:37:39C2$96:238"/#

&&自养和异养相互转化&&自养培养小球藻转

为异养培养后 #(.,转录表达量先略有升高后下

降"< J 之后趋于稳定#图 %CE$( 在 % J 时 #(.,

D*+,水平约为转化前的 #7#! 倍"推测该时间段

藻体处于从自养培养到异养培养的转变期"自养

光照的影响仍然存在"并且可能与 #(.,基因转

录的应答延滞有关( % J之后开始下降"到 < J 时

#(.,表达量已降为原来的 $7<# 倍"< J 之后

#(.,转录水平随时间变化呈缓慢降低趋势(

异养培养转化为自养培养结果#图 %CQ$显

示"在 $ V< J时间内 #(.,表达量呈上升趋势"到

< J时约为转化前的 #7;= 倍"< J之后表达量基本

保持稳定( 推测在 $ V< J 内"藻细胞处于异养向

自养转化期间"在该时间段由于光照等原因 #(.,

基因可能被诱导表达( < J 后藻细胞已基本适应

自养培养条件"#(.,基因的转录趋于稳定( 转化

后期#< J 之后$ #(.,D*+,趋于稳定这一现象

与自养转化为异养的过程类似(

图 ,*自养转为异养".#和异养转为自养"/#后蛋白核小球藻 (+0'的转录水平变化

B2#),*-C6I.:2.7234<3D(+0'7:.4<$:2972346H9:6<<2343D,"(8&$3)'9)+- 85:24# 7C69:3$6<<D:3;

.5737:39CF 73 C676:37:39CF".#.48D:3;C676:37:39CF 73 .5737:39CF"/#

#'"#



!""#!

!

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

&&& 水&产&学&报 !" 卷

&&光合抑制剂 >3̂ )处理&&光合抑制剂

>3̂ )的作用位点是 ># 蛋白"为了研究 >3̂ )

对 #(.,基因转录水平的影响"我们选取 < 个不同

浓度>3̂ )处理 ; J后进行 #(.,基因的荧光定

量A3*分析( 图 !CE结果表明"各添加>3̂ )组

均表现为 #(.,转录活性的抑制"大约降为未添

加>3̂ )的 <$U V"=U( 但并没有表现出剂量

效应"即没有象>3̂ )抑制生长那样随其浓度升

高而生长抑制程度增加(

相同浓度组 >3̂ )处理异养培养的小球藻

#图 !CQ$"发现其对 #(.,基因的影响与自养培养

不同( 理论上来讲">3̂ )的添加对不需要光照

的异养培养的藻细胞的光合作用基因不应该有太

大的影响( 但本实验中添加各浓度 >3̂ )后小

球藻 #(.,表达量升高"并且各浓度组升高幅度

都很大"其中 #$

:<

D56@-组最高"是对照组的 #<

倍多"并且也没有表现出剂量效应(

图 >*%!ZP对自养".#和异养"/#蛋白核小球藻 (+0'转录水平变化的影响

B2#)>*-C66DD6$7<3D%!ZP.882723434(+0'7:.4<$:2972346H9:6<<2343D,"(8&$3)'9)+- 5486:7C6

.5737:39C2$$5172I.7234".#.48C676:37:39C2$$5172I.7234"/#$34827234<

!&讨论

在高等植物叶绿体蛋白中"#(.,基因编码的

类囊体膜蛋白 ># 蛋白历来受到人们特别的重

视( 而低等藻类 #(.,基因的研究相对较晚"并

且藻类 #(.,基因与高等植物有不同之处( 陆生

高等植物 #(.,一般是无内含子的单拷贝基因"

而藻类的情况相对复杂"如蓝藻中通常有 ! V< 个

#(.,基因%纤细裸藻#M'2*)0, 2&,5"*"($一个拷贝

但有 < 个内含子&#<'

%而同为绿藻门的莱茵衣藻

#(.,有两个拷贝各有 < 个内含子&#$'

"盐生杜氏

藻单拷贝 " 个内含子&##'

"而小球藻 #(.,基因单

拷贝且无内含子( 目前 aYLBELT 数据库中仅收

录了两种小球藻的 #(.,全序列"本文又克隆了

蛋白核小球藻的 #(.,基因全序列"其编码氨基

酸序列与同属的普通小球藻和椭圆小球藻的相似

性高达 =;U以上"其成熟 ># 蛋白的加工方式与

高等植物高粱类似(

光合作用相关基因在光暗周期中的表达规律

的研究并不多( 如 -̀2/+等 &#"'发现光照可以使

黑暗 N Z 的大麦 #(.,和 &.5-的转录量增加"并

且前者增加量是后者的 % V< 倍( W/,+等&#;'研

究了 ! 条光合作用基因-#(,B#A0/反应中心蛋

白$)#(.3#3A<! 叶绿体蛋白复合物$和 &.5-

#*HQFI85大亚基基因$在普通小球藻一个光周期

#光暗周期为 #< -sN >$内的表达变化"三者都是

在光照周期内转录量先升后降"#(,B和 #(.3在

光照 #% J 时#&.5-在光照 N J$分别达到最大转

录量"这一点与本实验结果比较类似"#(.,也是

在光照开始后先升后降( 自养与异养转化过程对

#(.,的影响超过了自养与异养周期节律性的

影响(

#(.,基因的表达调控等研究在蓝藻中最多"

蓝藻 #(.,是多基因家族"一般有 ! 个以上"这些

不同的 #(.,对环境因子调控的应答反应也不

同( 如 0)̂ ^2*./2-> 等&#?' 发 现 集 胞 藻

#K=0)5$%5=(6"(IR7$中 #(.,表达丰度受低氧的环

境因子影响而上调( t̀0等&#N'发现细长聚球藻

#K=0)5$%5%55'()*%02,6'($中不同光照强度下优

势表达的 #(.,不同"如光强由 <$

$

D56@#D

%

.I$

升高到 "$$

$

D56@#D

%

.I$时 #(.,# 优势表达就

变成 #(.,! 占据优势(

!'"#



!""#!

!

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

#$ 期 孙&雪"等!蛋白核小球藻 #(.,基因的克隆及其在自养和异养培养的表达变化 &&

光合作用抑制剂 >3̂ )对植物光合作用基

因表达影响的报道不多"W/,+等&#;'研究表明 !

种光合作用基因-#(,B)#(.3和 &.5-在除草剂

莠去津#从 "$ V<$$

$

P浓度$处理 <N)?%)=; J 时

转录表达降低( 虽然他们所用的除草剂及所研究

的目的光合作用基因与本文都不同"但结果相似(

,-.(+0(等&#='研究表明 >3̂ )可以诱导集胞

藻 #(.,基因转录的瞬间启动"而延长与 >3̂ )

的温育时间"可以导致 #(.,转录的渐进降低和

转录物稳定性的增加"并提出了可能的机理(

.*,+3(2)*等&%$'研究表明 >3̂ )处理 " DFL

即可显著抑制光照下的附生藻类的光合作用( 本

实验结果表明">3̂ )可以显著抑制光照下自养

藻的光合作用基因 #(.,的表达"但对黑暗培养

的异养藻却不抑制"相反还不同程度地促进了

#(.,基因的表达"具体的原因有待进一步实验来

解释(
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&#N'& t̀0AB">2ù j"312*2a/(")6,*7>F__Y\YL9FE6

\YPH6E9F5L 5_#(., ELZ #(.> PYLYYcR\YIIF5L"ELZ

9JY\56Y5_9JYZF__Y\YL9># R\59YFL 85RFYIFL 9JY

8[EL5QE89Y\FHD9$)&-%(=0)5$%5%55'()*%02,6'(BAC

# &''7BF58JFDF8EY9BF5RJ[IF8E,89E" %$$N" #???

##$!?< :N!7

&#='&,-.(+0( "̂ A2*2i(0̀ , /" 3(+0O,+O 0"

)6,*7*YZ5c 85L9\56 5_ #(.4 YcR\YIIF5L FL

8[EL5QE89Y\FEK=0)5$%5=(6"(I9\EFLI&''7'5H\LE65_

AJ5958JYDFI9\[ ELZ AJ595QF565P[ B!BF565P["#==="

<N#% :!$!#$< :##!7

&%$'&.*,+3(2)*0+"'(1+0(+,3" )̀21+`,"

)6,*72XE6HE9F5L 5_9JYY__F8E8[ 5_9JYRJ595I[I9YD

%

FLJFQF95\>3̂ )FL RY\FRJ[95L ELZ F9IY__Y89I5L

L5L9E\PY9DF8\55\PELFIDIELZ Yc9\E8Y66H6E\YLe[DE9F8

\YE89F5LI& ''7'5H\LE65_9JY +5\9J ,DY\F8EL

BYL9J565PF8E6058FY9["%$$?"%;#<$!;!! :;<#7

-C6$13424# 3D(+0'#646.4827<6H9:6<<2349:3D216<

5486:7C6.5737:39C2$.48C676:37:39C2$$5172I.723424

#:664.1#.6,#%)&$%%- (8&$3)'9)+-

0)+dHY

"

" i)dFE5CGYF" d)+FELCkHL" f,+a*HF

#A#6D$>7%$07%6783CC&(#4 E$%(/#O(70#-,/7&7;6"E(/(+0%678F41-$0(7/"

D(8#9-(#/-#$/4 O(70#-,/7&7;6"H(/;>7@/()#%+(06"H(/;>7&!#"%##"2,(/$$

'/<7:.$7! OJY># R\59YFL 5_RJ595I[I9YD

%

R6E[IETY[ \56YFL Y6Y89\5L 9\ELI_Y\FL JFPJY\R6EL9IELZ E6PEY7

OJY#(.,PYLY"GJF8J YL85ZYZ ># R\59YFL"GEI\YPH6E9YZ Q[ DH69FR6YYLXF\5LDYL9E6_E895\IIH8J EI6FPJ97/L

5\ZY\95 ZFI85XY\9JY9\ELI8\FR9F5LE6RE99Y\LI5_#(.,FL 9JYHLF8Y66H6E\P\YYL E6PE;$*%&)**, #=&)0%"B%(,

HLZY\EH959\5RJF8ELZ JY9Y\59\5RJF88H69FXE9F5LI"9JY85DR6Y9Y85ZFLP IYKHYL8Y5_#(.,PYLYGEI865LYZ ELZ

F9I9\ELI8\FR9F5LE6YcR\YIIF5LIGY\YFLXYI9FPE9YZ Q[ \YE6C9FDYA3*DY9J5Z7OJY865LYZ #(.,PYLYGEI% "="

QR 65LP GF9J E"SCHL9\ELI6E9YZ \YPF5L 5_;?; QR ELZ E!SCHL9\ELI6E9YZ \YPF5L 5_N"? QR7OJY5RYL \YEZFLP

_\EDY5_#(.,YL85ZYZ !"! EDFL5 E8FZI"F9I,oORY\8YL9EPY85L9YL9GEI"N7$U"ELZ 9JYR\58YIIFLP GE[ 5_

DE9H\Y># R\59YFL GEIIFDF6E\95 9JE95_JFPJY\R6EL9K%&2$'-7'*2,&)7*YE6C9FDYA3*\YIH69IIJ5GYZ 9JE9

ZH\FLP 9JY#% J 8H69H\YRY\F5Z #(.,9\ELI8\FR9F5L KHEL9F9FYIHLZY\GYL9E\FIFLP ELZ 9JYL EI65GZY86FLFLP

R\58YIIHLZY\EH959\5RJF8LH9\F9F5L"GJF6Y9JY[ IJ5GYZ L5 IFPLF_F8EL9ZF__Y\YL8YHLZY\JY9Y\59\5RJF8P\5G9J7

/L 9JYR\58YII_\5DEH959\5RJ[ 95 JY9Y\59\5RJ["#(.,YcR\YIIF5L KHEL9F9FYI\5IYE6F996YE9% J ELZ \YZH8YZ 95

$7<#C_56Z < J 6E9Y\"9JYL ZY8\YEIYZ P\EZHE66[7iJF6YFL 9JYR\58YII5_JY9Y\59\5RJ[ 95 EH959\5RJ[ #(.,

YcR\YIIF5L FL8\YEIYZ 95 #7;=C_56Z E9< J ELZ 9JYL DEFL9EFLYZ E9EI9YEZ[ 6YXY6I7OJY#(., YcR\YIIF5L

ZY8\YEIYZ EQ5H9<$U "=U E_9Y\ZF__Y\YL985L8YL9\E9F5L >3̂ )EZZYZ FL 9JYEH959\5RJF88H69FXE9F5L"QH9GEI

R\5D59YZ FL 9JYJY9Y\59\5RJF88H69FXE9F5L 95 E8Y\9EFL ZYP\YY7

J6F G3:8<! ;$*%&)**, #=&)0%"B%(,% #(.,PYLY% \YE6C9FDYA3*% YcR\YIIF5L R\5_F6YI

!3::6<934824# .57C3:! 0)+dHY72CDEF6!IHLcHYMLQH7YZH78L

"'"#


