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摘要! 酰基7-/&(二酰甘油酰基转移酶#4I&L$是微藻等植物三酰甘油#L&I$合成过程中

的关键酶" 为了解析缺刻缘绿藻 L&I合成代谢的途径!在该藻转录组测序数据库中!通过同

源搜索!发现了 4 个编码 4I&L2 的 ?4%&全长序列" 该序列长 4 ::0 AB!其中 8R7非翻译区

##L$$长 99 AB!/R7#L$长 1:0 AB!开放阅读框#"$($长 4 387 AB!编码 4 个含有 /84 个氨基

酸的蛋白质!预测的分子量为 /:19/ Q2!等电点为 :197" 基于缺刻缘绿藻和其他物种相应的

4I&L基因编码蛋白序列所构建的 %C;3WA/D7!/;H;H3 #%!$系统进化树!结果表明该基因与

4I&L2 聚成一支!显著不同于 4I&L4 和 4I&L/" 氨基酸序列比对发现!该基因编码产物含

有 4I&L2 所具有的 +6+I这 9 个氨基酸所组成的高度保守特征序列" 因此!将该基因命名

为 J;BK812" 将它的 ?4%&与其 4%&序列进行比较后发现!J;BK812 含有 7 个内含子!其

剪接位点均符合 )IL7&I*规则" 为进一步了解其功能!利用反转录 6-$克隆了该基因的

"$(序列!然后将其亚克隆到表达载体 BY,*2 中!成功地构建了重组表达质粒 BY7

J;4I&L2" 通过电穿孔法将该重组质粒转入酿酒酵母 L&I合成缺陷株 +4297 中!经筛选与

序列验证得到含有重组质粒 BY7J;4I&L2 的酵母转化株" 酵母转化株在用 *-培养基并加

入半乳糖诱导表达培养后!其脂类的薄层色谱分析结果表明!所转的 J;4I&L2 基因能使酵母

转化株恢复 L&I合成的能力!从而证实了 J;4I&L2 基因具有 4I&L的功能%利用荧光染料

8/E;BF 对酵母细胞的染色结果显示!J;4I&L2 基因能使酵母转化株的细胞重现油滴!尽管重

建的油滴大小明显比野生型酵母的小"

关键词! 缺刻缘绿藻% 酿酒酵母% 二酰甘油酰基转移酶#4I&L$% 三酰甘油#L&I$% 油滴

中图分类号! K014% *:401/ 55555555文献标志码'&

55随着石油资源的枯竭"石油替代产品的研究

与开发越来越受到重视"具有可再生性且理化

性质都和石化柴油相近的生物柴油被寄予厚

望
*4+

) 相对于传统的生物柴油原料///油料作

物来说"微藻因生物量大(生长周期短(不占用

耕地等优势"在新一代的可再生能源资源研究

与开发中"必将成为一个热点
*2+

) 微藻生物柴

油是微藻生物的三酰甘油#@D;:?F030F?CD/0"L&I$

等中性脂经甲酯化加工而形成的
*4+

"因此"微藻

L&I的合成及其含量的提高对降低生物柴油的

生产成本非常重要
*2+

)

在藻类及高等植物中"L&I主要是沿着

MCHHCEF 途径来合成的"即酰基7-/&!二酰甘油

酰基转移酶#4I&L",-21/14123$将一个酰基

添加到二酰甘油碳骨架上的最后一个碳位从而

产生 L&I

*/ 69+

) 越来越多的研究表明"4I&L

在 L&I合成中起着关键作用
*8 67+

) 例如"在拟

南芥 #8(').:0-+.+/9';.'3'$的 4I&L活性缺陷
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突变体 8C44 中"其种子的油含量比野生型降低

了 08O

*0+

"如果在拟南芥中过表达 4I&L基因"

可 以 提 高 其 L&I 净 合 成 量
*1+

) 对 油 菜

#&('++.,' 3'-*+?U *W;D:0CC$

*:+

(大 豆 # K;5,.37

>'F$

*43+

( 油 橄 榄 # I;7' 7*(0-'7' $

*44+

和 玉 米

#L7' >'5+$

*42+

等植物的研究都显示出类似的结

果) 因此"4I&L被认为是 L&I合成过程中的

关键酶
*4/+

)

缺刻缘绿藻 #=5(>7,.' .3,.+'$是一种富含

花生四烯酸 #&D&$的球状绿藻"且这些 &D&在

细胞中以 L&I形式贮存于油滴中
*49+

) 据此推

测"4I&L对该藻 L&I合成及油滴形成可能起

着非常重要的作用) 自缺刻缘绿藻高通量的转

录组数据中筛选到 4 个编码 4I&L全长 ?4%&

序列
*48+

"本研究在此基础上"经过蛋白序列比

对(系统进化树等生物信息学分析"并利用转基

因技术将该 ?4%&序列转化至 4I&L缺陷型的

酿酒酵母 # C',,9'(0>5,7+,7(7<.+.'7$ #以下简称

酵母$突变株中进行互补实验"经酵母细胞的脂

类薄层色谱法 #L'-$及荧光染色等分析"证明

自缺刻缘绿藻中获得的该基因具有 4I&L2 功

能且能使缺陷型酵母细胞再现油滴) 这些研究

为缺刻缘绿藻 L&I合成代谢途径与调控机理的

探讨并利用基因工程手段进一步提高该藻 L&I

的含量研究奠定了基础)

45材料与方法

!"!#藻种与培养

缺刻缘绿藻 +9/34 来源于布拉格查理斯大

学藻类收藏中心 #-20@2DC?/00C?@;/H /S:03:C/S

-W:D0C>#H;UCD>;@F /S6D:32C"-&#6$"由暨南大学

张成武教授惠赠)

将藻接种于 8I44 液体培养基
*47+

中"在28 N

和 448

!

9/05#9

2

0>$的光照培养箱中培养"光周

期为光照D黑暗为 49 WD43 W

*40+

"每天不定期地摇

晃) 待长至指数生长期"9 N下 8 833 D59;H 离心

43 9;H"收集藻细胞"用灭菌去离子水洗涤 2 次并

离心收集藻体"液氮速冻后 613 N保存备用)

!"$#微生物培养基

*-7#合 成 培 养 基! 无 氮 源 氨 基 酸 Y%8

3170O"碳源为 2O的葡萄糖"氨基酸混合物
&

#腺嘌呤(亮氨酸(赖氨酸(精氨酸(半胱氨酸(苏

氨酸和色氨酸$3134O"氨基酸混合物
%

#天冬氨

酸(蛋氨酸(苯丙氨酸(组氨酸(丝氨酸(异亮氨酸(

脯氨酸(酪氨酸和缬氨酸$31338O)

诱导培养基!在 *-7#液体培养基中添加 2O

半乳糖)

'8培养基!4O蛋白胨(4O氯化钠(318O酵

母提取物)

!"%#缺刻缘绿藻核酸提取及 4&'(合成

采用 L$)P/0试剂法抽提总 $%&

*41+

) 基因组

4%&的提取采用 -L&8法
*4:+

) 利用 L:M:$:公

司的反转录试剂盒将 $%&进行反转录得到

?4%&) 反应体系为 2

!

'的 8 C6D;9C*?D;B

LJ

缓

冲液"318

!

'的 6D;9C*?D;B

LJ

$L,HPF9CJ)Z)"

318

!

'的 "0;3/ EL6D;9CD#83

!

9/05'$"318

!

'

的 $:HE/9 7 9CD>#433

!

9/05'$"318

!

'的总

$%&"加无 $%&酶的水至 43

!

') 将反应液混和

均匀"于 /0 N进行 48 9;H 的反转录"18 N加热

8 >以终止反应)

!"@#基因克隆及序列分析

J;4I&L2 基因是从缺刻缘绿藻转录组测序

数据中搜索得到的
*48+

) 根据该序列设计 4 对引

物!上 游 引 物 8R7-I&I-LLILLI&-&I--&-7

II-&II7/R和下游引物 8R7I&----&&-&&-&7

-&&---L&&7/R"利用反转录 6-$及其产物测

序"证实该基因的 ?4%&序列) J;4I&L2 基因

4%&全 长 序 列 通 过 上 游 引 物 8R7&LI-L&7

-I-LIIL-I&IIIL-I&I7/R和下 游 引 物 8R7

-L&-L-I&--&LI-I-&I-L--LI-L7/R并 以

基因组 4%&为模板进行 6-$扩增及测序获得)

通过 "$((;HECD# W@@B!

!

===1H?A;1H091H;W1

3/U53/DS53/DS1W@90$在线预测该基因的 "$(区)

使用 在 线 软 件 ,<B:>F 中 的 工 具 6D/@6:D:9

#W@@B!

!

=CA1C<B:>F1/D35BD/@B:D:95$分析蛋白质

的分子量和等电点) 4I&L蛋白序列自 %-8)

#W@@B!

!

===1H?A;1H091H;W13/U5BD/@C;H51 @CD9=

E3:@$中搜索获得"其蛋白序列系统进化树利用

J,I&9

*23+

里的 %C;3WA/D7!/;H;H3#%!$方法构建"

同源序列比对利用 -02>@:0Z软件
*24+

"默认设置)

氨基酸序列保守位点预测参考 *@/HC等
*22+

的方

法) 跨膜区预测利用软件 LJBDCE"内质网返回基

序#DC@D;CU:09/@;S$预测来自网站 # W@@B!

!

C091

C21/D35$)

!"W#A9&K(,$ 基因的表达载体构建

BJ44:L7J;4I&L2 克隆载体的构建55根

/744
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据 BY,*2 载 体 # )HU;@D/3CH $ 和 缺 刻 缘 绿 藻

J;4I&L2 基因的序列设计引物"其中上游引物

序 列 为 8R7::3?@@&&-&LI-L&-I-LIIL-I7

&IIIL-I7/#小写字母为 ".3:

'

酶切位点"酶切

位点后的&&-为酵母一致性序列$"下游引物序列

为 8R73::@@?-L&-L-I&--&LI-I-&I-L--LI-7

/R#小写字母为 H,0$

&

酶切位点$ ) 以缺刻缘绿

藻 J;BK812 的 ?4%&为模板进行 6-$扩增"得

到含有酶切位点的序列) 6-$扩增反应体系为

28

!

'"包含 218

!

'的 43 C6-$缓冲液(418

!

'

的 J3

2 >

# 28 99/05'$ (2

!

'的 E%L6(4

!

'的

模版(上下游引物 # 43

!

9/05'$各 4

!

'(3128

!

'的 1'2 酶 # 8 #5

!

'$以及 47

!

'的无菌水)

6-$反应条件为 :8 N预变性 8 9;H":9 N变性

4 9;H(77 N退火 4 9;H(02 N延伸 2 9;H"/3 个

循环"最后 02 N延伸 43 9;H) 利用琼脂糖凝胶

纯化回收试剂盒 #北京艾德莱生物科技有限公

司$进行 6-$产物回收并克隆到 BJ44:7L载体

#L:M:$:$中"转化大肠杆菌 #H+,97(.,9.' ,0;.$

4+8

!

感受态细胞 #天根生化科技有限公司 $ "

经蓝白斑筛选和阳性克隆的酶切鉴定"挑取与

目的片段大小一样的阳性克隆送生工生物工程

#上海$有限公司测序以确保其序列无误)

BY7J;4I&L2 表达载体的构建55利用质

粒提取试剂盒 #北京艾德莱生物科技有限公司$

从已筛选的大肠杆菌 4+8

!

中抽提 BJ44:L7

J;4I&L2 质粒"用限制性内切酶 H,0$

&

和 ".3:

'

进行双酶切反应"同时对载体质粒 BY,*2 进行

同样的双酶切反应) 反应体系为 9

!

'的 43 CJ

缓冲液"9

!

'的 314O 8*&"H,0$

&

及 ".3:

'

各

4

!

'"4%&

$

2

!

3"加无 $%&酶的水至 23

!

')

/0 N消化反应 9 W) 割胶回收酶切后的目的片

段"并用 L

9

4%&连接酶将该片段与 BY,*2 片段

连接得到重组载体 BY7J;4I&L2) 连接反应体

系为 218

!

'的缓冲液"J;4I&L2 基因 4%&片

段约 31/ B9/0"载体 BY,*2 的 4%&消化片段约

313/ B9/0"4

!

'的 L

9

4%&连接酶"加除 $%&酶

的水至 28

!

'"47 N连接过夜) 连接后转化大肠

杆菌 4+8

!

感受态细胞"按照上述方法进行克隆(

菌落 6-$验证和测序"构建得到重组载体 BY7

J;BK812"抽提后于 623 N保存备用)

!"I#重组表达质粒 7]PA9&K(,$ 的遗传转化

酵母电击感受态细胞的 制 备 5 5 酵母

BK84(?MI4(8MH4 和 8MH2 9 基因缺陷株 +4297

以及野生型 >?F72 均由瑞典农业科学大学 *@CH

*@F9HC教授惠赠"该缺陷株的表型不能合成

L&I

*2/+

) 将酵母接种于 *-培养基中"/3 N复苏

培养过夜"按 4D433 的比例接种扩大培养"用摇床

以 233 D59;H 的转速振荡培养至细胞密度约为

4 C43

1

59'#9 <8 W$) 冰上冷却 48 9;H 使细胞停

止生长"9 N下以 8 333 D59;H 的转速离心 8 9;H

收集酵母细胞"再用预冷无菌水洗涤细胞 2 次"同

样条件离心收集) 用 23 9'预冷的 4 9/05'山梨

醇洗涤酵母细胞"然后悬浮于 318 9'预冷的 4

9/05'山梨醇) 9 N保存细胞"便于电击转化

使用)

酵母感受态细胞的电击转化55取 8 <43

!

'#约 8 <233 H3$冰上预冷且待转化的重组质粒

BY7J;4I&L2"与酵母感受态细胞混匀"然后将该

混合液转移到 312 ?9的预冷电击杯中轻轻混匀"

冰浴 8 9;H) 选择程序 *?2 #电压 418 Q."时间

8 9>$利用电穿孔仪#美国 8;/7$:E 公司$电击 4

次) 移走电击杯"立即加入 4 9'预冷的 4 9/05'

的山梨醇"转移到新的 *-培养基中"/3 N轻微振

荡培养 8 W"将菌液涂布于含有 4 9/05'山梨醇的

尿嘧啶缺陷固体培养基 #*-7#$上"/3 N静置倒

置培养 91 <02 W) 待菌落长起来后挑取单菌落于

液体的 *-7#液体培养基中) 经菌落 6-$验证

后"用含 2O葡萄糖的 *-7#甘油培养基保存

菌种)

!"J#酵母的诱导培养与脂类分析

将保存的酵母及其转基因菌株接种于 *-培

养基中"于 21 N以 223 D59;H 转速振荡培养"待

"4

733

=913 后"上述同样条件离心收集菌体"重

悬于 2O半乳糖的 *-培养基中"离心收集酵母"

用去离子水洗涤并离心 / 次"之后用冷冻干燥机

冻干) 实验设 / 个平行)

利用稍作改进的 80;3W@等
*29+

的方法提取酵

母总脂) 首先"将 83 93 酵母冻干粉加入到一

个试管中"再加入 4 9'氯仿!甲醇#2D4"<N<$和

233 </33

!

'玻璃珠#319 <317 99$ "然后涡旋

震荡 48 9;H"9 333 D59;H 离心 48 9;H) 取上清

到一个新的试管中"加入 933

!

'的 83 99/05'

的柠檬酸和 733

!

'氯仿"9 333 D59;H 离心 48

9;H"取下层有机相并且用氮气吹干) 加 /3

!

'

氯仿使样品重悬"然后用 L'-将样品点到硅胶

9744
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73 的 (289 薄层层析板#德国 JCD?Q 公司$上"对

照三油酰甘油标准品#英国 %27-WCQ 公司$进行

脂类分析) 展开流动相为正己烷D乙醚D冰醋酸

#13D23D4"<N<N<$ ) 最后将显色剂 *含 1O #<N

<$的磷酸及 43O#ON<$的 -2*"

9

08+

2

"+喷洒

在硅胶层析板上"于 493 N烘干 43 9;H 以显色)

!"G#酵母细胞显微观察

荧光染料 8/E;BF#美国 ICH9CE *?;CH@;S;?>有

限公司$是一种亲脂性荧光染料"具有较高的

油/水相位分配系数"容易快速穿过细胞膜"聚集

在细胞质的油滴内"在激发波长 983 <9:3 H9的

激发下"显示强烈绿色荧光"因而可用于细胞油滴

的观察与鉴定
*28+

) 利用该原理来进行酵母细胞

油滴的观察就) 首先"吸取 4 9'菌液到新的 418

9'离心管中"以 4/ 333 D59;H 的转速离心 /3 >"

小心地弃上清液) 加入 4 9'ICH9CE 缓冲液

#$C:3CH@&$"充分混匀) 再加入 4

!

'ICH9CE 染

色液#$C:3CH@8$到离心管"并用手指轻轻弹动离

心管"使其充分混匀) 室温下避光孵育 43 9;H"之

后吸取 43

!

'混匀物至载玻片上"利用激光共聚

焦显微镜#德国 'C;?:公司$观察油滴并摄像) 激

发波长 9:3 H9"发射波长 848 H9)

25结果

$"!#缺刻缘绿藻 -?98$ 的基因特性

对缺刻缘绿藻转录组进行高通量从头测序(

拼接(组装与注释
*48+

后"发现长度为 4 ::0 AB 且

其序列被重新设计引物并进行 6-$扩增验证的

重叠群#编号-/H@;38:3$所编码蛋白"与莱茵衣藻

#%9;'>5:0>03'+(7.39'(:/..$的4I&L2#ICH8:HQ

登录号!&(80/:2:14$有 92O相似性"与拉曼被

孢 霉 # =0(/.7(7;;' ('>'33.'3' $ 的 4I&L2

#ICH8:HQ 登录号!K:7#Y214$有 /1O相似性"因

而将它命名为 J;BK812) 经 "$((;HECD预测该

基因的开放阅读框#"$($长 4 387 AB"8R7非翻译

区##L$$长 99 AB"/R7#L$长 1:0 AB#图 4$) 它

编码由 /84 个氨基酸所组成的蛋白"其分子量为

/:19/ Q2"等电点为 :197)

图 !#A9-?98$ 的基因结构示意图

外显子用黑框表示"黑线则代表内含子"非翻译区 #L$用灰线代表) 上排数字为 #L$和内含子的长度"下排数字为外显子的起始

碱基序号)

M9D"!#K030<=;24=2;0<4B060>:A9-?98$

,<@D/H :HE ;H@D/H :DC>W/=H ;H :A0:?Q A/< :HE ;H :A0:?Q 0;HC"DC>BC?@;UC0F"=W;0C#L$;>;HE;?:@CE ;H :3D:F 0;HC1LWCH29ACD>:A/UC

;HE;?:@C@WC0CH3@W /S#L$>:HE ;H@D/H>"DC>BC?@;UC0F"=W;0C@WCH29ACD>AC0/=;HE;?:@C@WC>@:D@A:>C/SC<@D/H>1

55根据 J;BK812 的 ?4%&序列设计引物并以

提取的基因组 4%&为模板进行 6-$扩增"序列

分析后可知该基因的 4%&序列全长 / //9 AB)

将这个基因的 ?4%&与 4%&序列进行比对"发

现 J;4I&L2 基因含有 7 个内含子#图 4$"其长

度不等"为 24/ <07/ AB"所有内含子的剪接位点

均符合&IL7&I'规则)

当将 J;4I&L2 与已知功能的 7 个 4I&L2

氨基酸序列进行比对时"发现它们都含有 4I&L2

高度保守序列&+6+I' #图 2$"在缺刻缘绿藻的

J;4I&L2 中"它位于第 424 <429 位氨基酸之间)

当对小鼠 #=*+>*+,*;*+$该保守序列进行突变

时"将导致 4I&L2 活性显著降低
*22+

"因此推测它

是一个功能性的结构域或活性位点) 经跨膜区预

测"可知 J;4I&L2 有 2 个分别位于第 /8 <80 位

氨基酸和第 72 <19 位氨基酸的跨膜区#图 2$"表

明它是一个膜结合蛋白) 内质网返回基序的预测

结果显示"在 J;4I&L2 羧基端的第 218 <2:4 位

氨基酸之间存在一个 &'6$$K6''的返回基序

#图 2$"对维持酶蛋白的稳态及酶蛋白随油滴分

泌及形成后返回并重新定位于内质网以继续合成

L&I起着重要作用
*27+

)

将来 自 不 同 物 种 的 : 个 4I&L4( 48 个

4I&L2 和 4 个 4I&L/ 等 / 个家族的部分成员

进行聚类分析"所构建的 %!系统进化树结果

#图 /$表明"J;4I&L2 与同是绿藻的莱因衣藻

4I&L2 关 系 较 近"并 与 其 他 2 种 海 洋 微 藻

#I+/(70,0,,*+;*,.>'(.3*+及 I+/(70,0,,*+/'*(.$

以及 微 生 物( 高 等 植 物 甚 至 爪 蟾 # P730-*+

;'7<.+$等物种的 4I&L2 共同形成一个大的分
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支"显著地 #自举值达到 :7 $不同于 4I&L4 及

4I&L/ 这 2 支" 不 仅 表 明 J;4I&L2 属 于

4I&L2 基因家族成员"而且也预示着 4I&L这

/ 个家族的起源可能不同"却呈现朝着同样功能

方向的趋同演化趋势)

$"$#7]PA9&K(,$ 表达载体的构建"转化及转

化子筛选

根据 J;4I&L2 基因序列设计带有酶切位

点的引物"以 ?4%&为模板"经过 6-$扩增(L&

克隆及序列验证"最终得到 4 304 AB 大小的片

段#图 97:$ "其序列及大小"除增加的酶切位点

碱基外"与该基因编码序列完全一致) 将该片

段与克隆载体 BJ44:L连接并转化大肠杆菌"

挑选阳性克隆菌以培养(提取质粒 BJ44:L7

J;4I&L2#图 97A$并经酶切(测序验证"然后再

对该质粒和 BY,*2 载体 #图 97?$同时经 H,0$

&

5".3:

'

双酶切反应"用 L

9

4%&连接酶将

J;4I&L2 基因的目的片段与 BY,*2 连接"从而

获得可适宜在酵母中表达且携带目的基因的

BY7J;4I&L2 载体)

图 $#&K(,$ 氨基酸序列比对

J;4I&L2!缺刻缘绿藻 4I&L2 #本研究 $ % "@4I&L2!I+/(70,0,,*+/'*(.4I&L2 # ICH8:HQ 登录号!-&'879/1 $ % "04I&L2!

I+/(70,0,,*+;*,.>'(.3*+4I&L2#ICH8:HQ 登录号!Z6A334924308$ % JD4I&L2!拉曼被孢霉 4I&L2#ICH8:HQ 登录号!&8-:99091

4$ % *?4I&L22!酿酒酵母 4I&L2 #ICH8:HQ 登录号!%6A 34911114 $ % -D4I&L2!莱茵衣藻 4I&L2 # ICH8:HQ 登录号!Z6A

33403219114$ ) 黑色方框中是保守序列 +6+I"黑线下方是内质网返回基序) J;4&IL2 两个预测的跨膜区用虚线在上方标出)

M9D"$#/0120340-89D3603=>:&K(,$ 72=-=9N07;>=093<

J;4I&L2"=5(>7,.' .3,.+' 4I&L2 # @W;>>@2EF $ % "@4I&L2" I+/(70,0,,*+/'*(.4I&L2 # ICH8:HQ :??C>>;/H %/1-&'879/1 $ %

"04I&L2"I+/(70,0,,*+;*,.>'(.3*+4I&L2 #ICH8:HQ :??C>>;/H %/1Z6A334924308 $ % JD4I&L2"=0(/.7(7;;' ('>'33.'3' 4I&L2

#ICH8:HQ :??C>>;/H %/1&8-:990914 $ % *?4I&L2" C',,9'(0>5,7+,7(7<.+.'74I&L2 # ICH8:HQ :??C>>;/H %/1%6A 34911114 $ %

-D4I&L2"%9;'>5:0>03'+(7.39'(:/..4I&L2#ICH8:HQ :??C>>;/H %/1Z6A33403219114$1-/H>CDUCE >CT2CH?C/S:9;H/ :?;E +6+I;>

;H :A0:?Q A/<"B2@:@;UC-7@CD9;H:0,$DC@D;CU:09/@;S;>2HECD:A0:?Q 0;HC1L=/ B2@:@;UC@D:H>9C9AD:HCE/9:;H>:DC;HE;?:@CE ;H E:>WCE

0;HC>1
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图 %#基于 &K(,蛋白序列构建的 '̂ 系统进化树

节点处的数值为自举值"基因的登录号放在拉丁学名后)

M9D"%#'09DB.>;P̂>9393D 7BC8>D030=94=;0093:0;;05:;>6 =B05052405-693> -495<0120340<>:

&K(,D030<:;>6 N-;9>2<>;D-39<6<

%29CD:0>:@@WCH/EC>:DCA//@>@D:B U:02C>1ICHC:??C>>;/H H29ACD;>B0:?CE :S@CD@WC':@;H H:9C/S:>BC?;C>1

图 @#缺刻缘绿藻 A9&K(,$ 基因带酶切位点的 4&'(扩增产物$-%"重组质粒的限制性

内切酶酶切$."4%及转 A9&K(,$ 基因酵母的 )*+扩增产物电泳图$5%

J4!4'2333 分子量标准% J2!4%&).分子量标准% 泳道 4!J;4I&L2 基因带酶切位点 ?4%&6-$产物% 泳道 2!H,0$

&

5".3:

'

双酶切 BJ44:L7J;4I&L2 重组质粒% 泳道 /!H,0$

&

5".3:

'

双酶切 BY,*2 载体% 泳道 9!目标产物)

M9D"@#L804=;>7B>;0<9<7-==0;3<>:4&'(-6789:9057;>524=$-%>:;"&/#&,$ A9&K(,$ D030#

=B0035>32480-;;0<=;94=9N059D0<=9>3>:=B0;04>6.93-3=N04=>;<$.#4%-35-6789:9057;>524=:;>6

=B0=;-3<D0394C0-<=4>3=-9393D ;04>6.93-3=N04=>;7]PA9&K(,$$5%

J4"4'2 333 9:DQCD% J2"4%&).9:DQCD% 0:HC4"LWC?4%&6-$BD/E2?@/SJ;BK812 3CHC% 0:HC2"LWCH,0$

&

5".3:

'

7E;3C>@CE

BJ44:L7J;BK812 UC?@/D"0:HC/"LWCH,0$

&

5".3:

'

7E;3C>@CE BY,*2 UC?@/D% 0:HC9"LWC@:D3C@BD/E2?@1

55BY,*2 载体上有编码尿嘧啶的 QM8/ 基因"

在被转化至酵母 +4297 菌株##D:

6

缺陷型$后"由

于 BY,*2 质粒能自主复制(表达并产生尿嘧啶供

酵母 生 长" 因 而 将 构 建 好 的 表 达 载 体 BY7

J;4I&L2 采用电穿孔法转化到酵母 +4297 菌株

中"在含 2O半乳糖的固体 *-7#培养基#不含尿
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嘧啶$上"就可以筛选出转化子) 挑取单克隆菌

落的转化子进行液体培养后"进行菌落 6-$验

证"扩增得到约 4 304 AB 的目的片段#图 97E$"测

序结果与克隆的目的基因序列完全一致) 说明已

成功地利用 BY,*2 将 J;4I&L2 基因转化至酵

母细胞中"从而筛选得到携带目的基因的转基因

酵母)

按照同样的方法将 BY,*2 空载体转化至酵

母细胞并筛选出不带目的基因的转基因酵母)

$"%#酵母细胞的脂肪分析与油滴观察

自培养的酵母细胞中提取总脂肪后"L'-分

析结果#图 8$显示!>?F72 野生型酵母的细胞显然

含有 L&I#图 8 中第 4 泳道$% 但在 L&I合成缺

陷株 +4297 及其转 BY,*2 空载体的转基因株的

酵母细胞中都没有检测到 L&I的存在 #分别对

应于图 8 中第 2 和 / 泳道$% 当将缺刻缘绿藻的

J;4I&L2 基因转化至 L&I合成缺陷的酵母株

+4297 中"发现该转基因株可以恢复合成 L&I

#图 8 中第 9 泳道$) 这个异源表达的互补实验

结果说明"J;4I&L2 基因编码的蛋白能使 L&I

合成缺陷的酵母细胞表现出 4I&L的功能)

利用荧光染料 8/E;BF 对酵母细胞进行染色

的结果#图 7$显示"L&I合成缺陷株 +4297 及其

转 BY,*2 空载体的转基因株的酵母细胞中都没

有油滴形成 "而转J;4I&L2基因的转基因株和

野生型 >?F72 酵母细胞中都存在油滴"进一步表

明缺刻缘绿藻的 J;4I&L2 基因能使 L&I合成

缺陷的酵母株 +4297 恢复合成 L&I的能力) 不

过转 J;4I&L2 基因的转基因株中的油滴明显小

于野生型酵母 >?F72 的"说明这个基因只能使

L&I合成缺陷的酵母株 +4297 部分地恢复合成

L&I的能力)

图 W#酵母脂类的薄层色谱图

泳道 4!野生型酵母 >?F72% 泳道 2!缺陷性酵母 +4297% 泳道

/!+4297 转空载体 BY,*2% 泳道 9!+4297 转重组质粒 BY7

J;4I&L2% 泳道 8!标准品三油酰甘油#购自英国 %27-WCQ 公

司$ )

M9D"W#,X*-3-8C<9<>:C0-<=89795<

':HC4">?F72 =;0E @FBC% 0:HC2"+4297 92@:H@% 0:HC/"+4297

@D:H>S/D9CE =;@W C9B@F BY,*2% 0:HC9"+4297 @D:H>S/D9CE =;@W

BY7J;4I&L2% 0:HC8"@D;/0C;H >@:HE:DE#%27-WCQ$1

图 I#酵母细胞经荧光染料 H>597C 染色后的显微图片

:1>?F72 系野生型酵母% A1+4297 系 4I&L缺陷株酵母% ?1BY,*2 为转空载体株% E1BY7J;4I&L2 为转目的基因株)

M9D"I#M82>;0<403=<=-9393D >:C0-<=4088<E9=BH>597C

:1>?F72 ;>=;0E @FBC/SFC:>@% A1+4297 ;>:92@:H@0:?Q;H3 /S4I&L% ?1BY,*2 ;>:@D:H>S/D9:H@=;@W C9B@F UC?@/D% E1BY7J;4I&L2 ;>

:0>/ :@D:H>S/D9:H@=;@W @:D3C@3CHC1

/5讨论

本研究在缺刻缘绿藻转录组测序(拼接及注

释的基础上"克隆了 4 个编码 4I&L的基因) 通

过序列比对#图 2$(%!系统演化树#图 /$构建等

特征分析"认为它编码缺刻缘绿藻的 4I&L2) 为

了证实其功能"利用 4I&L缺陷型酵母进行互补

实验"酵母脂类的 L'-分析结果 #图 8 $显示"

J;BK812 能使该缺陷型酵母株重新恢复合成

L&I的能力"但细胞荧光染色的结果#图 7$表明
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转基因酵母的油滴没有野生型的明显) 导致这一

现象的可能原因至少有 2 点) 其一"酵母 L&I合

成缺陷株 +4297 缺乏 9 个基因"它们是 BK84(

?MI4(8MH4 和 8MH2"且都与 L&I合成有关) 其

中"BK84 属于 4I&L2 基因家族"在酵母 L&I的

合成中起主要作用
*2/+

) 而本研究的互补实验只

转 4 个类似于 BK84 的 J;BK812 的基因"其他 /

个类似的基因仍没有补足"以致在转 J;BK812

的酵母株中没有发现野生型酵母细胞那么明显的

油滴#图 7$) 如果将酵母的 BK84 基因转入缺陷

株作为对照"可能会更清楚地表明 J;4I&L2 基

因对酵母细胞 L&I合成及油滴形成的贡献程度)

其二"酵母与缺刻缘绿藻毕竟是 2 个不同的真核

生物"正如 G:3HCD等
*20+

对 I+/(70,0,,*+/'*(.这

种海洋绿藻的 4I&L2 基因功能研究后所认为的

那样"缺刻缘绿藻的 4I&L2 基因能否完全地在

酵母的表达系统中表现出活性难以确定)

另外"从真核细胞所具有的 4I&L家族类型

也能理性地推测出这个 4I&L2 基因或许在缺刻

缘绿藻的 L&I合成及油滴形成过程中只贡献部

分作用) 4I&L4 家族的基因首先是利用与老鼠

酰基7-/&/胆固醇酰基转移酶的同源性克隆得

到的
*21+

"此后"类似的基因也在拟南芥
*2: 6/3+

和其

他物种
*/4 6/7+

中克隆到) 4I&L2 基因家族"于

2334 年在拉曼被孢霉中被发现
*/0+

"后来在其他

物种中也发现它的存在
*/1+

) 通过同源性搜索"

-WCH 等
*/:+

在所有可获得数据的藻类中发现"除

了 I+/(70,0,,*+;*,.>'(.3*+及 I+/(70,0,,*+/'*(.

没有 4I&L4 外"其他藻类都含有 4I&L4 和

4I&L2 这 2 个家族基因"且 4I&L2 家族基因都

有几个同功型#;>/S/D9$"这点不同于其他真核生

物) 例如莱茵衣藻存在 BK812'( BK812) 和

BK812,等 / 个基因
*93+

"I+/(70,0,,*+/'*(.也如

此
*20+

) 其实"在缺刻缘绿藻转录组测序的数

据
*48+

中" 通 过 搜 索" 该 藻 也 存 在 4I&L4 和

4I&L2 家族成员多个基因的同源序列"它们的特

性与功能都有待进一步探讨) 这些都预示着藻类

在沿着 MCHHCEF 途径合成 L&I的最后一步可能

有多个类型的 4I&L参与)

总之"在了解基因特性的基础上"通过酵母的

异源表达进一步探讨缺刻缘绿藻 J;4I&L2 基因

的功能"为缺刻缘绿藻 L&I合成途径与调控机制

以及基于微藻 L&I生产生物柴油的研究与开发

打下了坚实基础)

衷心感谢瑞典农业科学大学 *@CH *@F9HC教

授惠赠的酵母缺陷株及其突变的出发株" 感谢上
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