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编码缺刻缘绿藻乙酰辅酶 @羧化酶

;BBA亚基的基因克隆与表达分析
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摘要! 为了探讨在氮饥饿对缺刻缘绿藻花生四烯酸 #&F&$合成与积累的影响!通过 >4%&

末端快速扩增#$&-,$和设计简并引物进行反转录#$D$76-$扩增!克隆了编码该藻异质

型乙酰辅酶 &羧化酶 #&--9H?$的 2 个生物素羧基载体蛋白 #M--6$的基因序列" 其中

C,M22!4 基因的 >4%&序列长 4 219 AB!包含的 8Q7非翻译区 ##D$$长 55 AB!/Q7#D$长

825 AB!开放阅读框#"$($长 1:: AB!编码 2/2 个氨基酸并含有 58 个氨基酸序列的叶绿体

定位信号肽%预测成熟蛋白分子量约为 23 N2" C,M22!2 基因的 "$(长 90: AB!编码 21/

个氨基酸并含有 5: 个氨基酸的叶绿体定位信号肽!推测成熟蛋白分子量约为 22 N2!但其

羧基端缺乏生物素酰基化位点" 邻接法#%!$构建的聚类图显示它们分属于 2 个不同的分

支#靴带值为 433$ " 采用半定量反转录#$D$76-$技术分析这 2 个基因的表达量!结果显

示!在氮饥饿光照培养条件下!它们的相对转录量都先短暂升高然后持续下调!从而表明缺

刻缘绿藻脂肪酸的从头合成能力有下降的趋势" 结合该藻的 &F&含量在该培养条件下明

显增加的结果!推测胞质中同质型 &--9H?对缺刻缘绿藻 &F&合成与积累起着更重要的

作用"

关键词! 缺刻缘绿藻% 乙酰辅酶 &羧化酶% 生物素羧基载体蛋白#M--6$% 氮饥饿% 半定量反

转录 6-$

中图分类号! E908% *:491/666666666文献标志码&&

66乙酰辅酶 &羧化酶#9>?IJ07-/&>9FA/]J09H?"

&--9H?",-1151412$是一种生物素结合酶"它催

化乙酰 -/&和 -"

2

生成丙二酸单酰 -/&"为脂肪

酸的从头合成及长链脂肪酸的延长提供二碳单

位
(4)

' 因此"&--9H?催化的羧化反应不仅是脂

肪酸从头合成途径的第一步反应"也是脂肪酸合

成途径的关键与限速步骤
(2)

"同时也是控制碳流

进 入 脂 肪 酸 生 物 合 成 的 重 要 调 控 位 点
(/)

'

&--9H?分 为 异 质 型 # =?I?F/8?F:>$ 和 同 质 型

#=/8/8?F:>$两类' 异质型 &--9H?由生物素羧

化酶#A:/I:3 >9FA/]J09H?"M-$&生物素羧基载体蛋

白#A:/I:3 >9FA/]J0>9FF:?FBF/I?:3"M--6$&

%

7和
&

7

羧基转移酶#>9FA/]J0IF93HG?F9H?"-D$等 5 个亚基

组成的多酶复合体"其中"M--6蛋白是连接该多

酶复合体其他 / 个亚基的桥梁"细菌及植物质体

中的 &--9H?即是这种类型' 同质型 &--9H?是

一条多肽链"包含着 M-&M--6以及
%

7-D和
&

7

-D5 个功能域" 大多 数植 物胞质 溶胶中 的

&--9H?属于这一类型
(5 78)

'

研究表明"&--9H?活性的增加在 2.(*/'#**%

(-.6',(% 中是由硅不足所引起
(1)

' 在利用葡萄糖

异氧培养 2)*/-#**% I/:,7+,#7#&,&时"':2 等
(9)

发现

总脂肪酸及油酸含量的增加与编码 M-蛋白基因

转录量的上调呈正相关' 在 2)*/-#**% &/-/9,7,%7%

混合营养培养的稳定期中"其编码
&

7-D蛋白基

因 %((4的转录量也与油脂含量同步增加
(0)

' 对
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菠菜#"6,7%(,% /*#-%(#%$&豌豆#!,&1@&%',01@$等

高等植物叶绿体中酰基 -/&研究表明"&--9H?

活性对脂肪酸的合成有重要影响
(:)

' 因此"

&--9H?的基因转录量&酶活性及酶含量被认为是

衡量藻类等植物油脂合成能力的重要指标
(2)

'

缺刻缘绿藻 #C.-@#(,% ,7(,&% $?:H:;0$属于

绿 藻 门 # -=0/F/B=JI9$ & 共 球 藻 纲

#DF?A/2]:/B=J>?9?$ "是一种淡水单细胞藻类'

该藻富含长链多不饱和脂肪酸花生四烯酸

#9F9>=:@/3:>9>:@"&F&$ "尤其在氮饥饿条件下"

&F&含量可达藻体干重的 9K"是非缺氮培养条

件下的 /19 倍
(43)

' 那么缺刻缘绿藻的脂肪酸合

成与氮饥饿信号是如何建立联系的7 来自拟南

芥#Q-%$,>/6&,&')%*,%7%$的研究报告
(44)

指出"其

细胞中的氮调控蛋白 6))通过与质体 &--9H?的

M--6亚基结合"从而实现对脂肪酸合成的调

控' 那么"缺刻缘绿藻中是否存在这种调控机

制7 显然"缺刻缘绿藻 M22!基因的克隆及其

特征是进行该机制分析的第一步' 为此"在缺

刻缘绿藻氮饥饿
(42)

和氮恢复
(4/)

培养条件下通

过高通量转录组测序获得 2 条编码 M--6亚基

的 >/3I:; 序列基础上"首先利用 >4%&末端快速

克隆 技 术 # F9B:@ 98B0:G:>9I:/3 /G>4%& ?3@H"

$&-,$克隆并比较这 2 个 M22!基因的序列"

推测缺刻缘绿藻的叶绿体存在 2 个 M--6亚基%

然后通过半定量 6-$分析在氮饥饿等培养条件

下"缺刻缘绿藻中这 2 个基因转录量的变化情

况' 为进一步探讨氮饥饿如何对缺刻缘绿藻

&F&合成产生影响的分子机理研究奠定基础'

46材料与方法

!"!#藻种及培养

缺刻缘绿藻来自布拉格查理斯大学藻类培养

中 心 # -20I2F? >/00?>I:/3 /G90;9? /G-=9F0?H

#3:Y?FH:IJ /G6F9;2?"-&#6$"由暨南大学张成武

教授馈赠'

将藻接种于 ML744 液体培养基
(45)

"在 28 X

和 448

!

8/0O293I95#8

2

8H$的光照培养箱中培

养"光周期为光照 45 =@黑暗 43 ="每天不定期地

摇晃' 待长至指数生长期"5 X下 8 833 F58:3 离

心 43 8:3"收集藻细胞"用灭菌去离子水洗涤两次

并离心收集"立即提取 $%&或用液氮速冻"

703 X保存备用'

!"=#总 C?@提取与反转录合成

参照 D$)</0试剂盒#)3Y:IF/;?3$参考说明书

抽提缺刻缘绿藻的总 $%&' 按照 *C&$D$&-,

>4%&扩增反应试剂盒 #-0/3I?>=$使用说明"分

别反转录合成 8Q和 /Q7$&-,技术所需的 >4%&

第一链' 其中"8Q7$&-,所需的 >4%&第一链此

步骤合成!总 $%&# /33 3;5

!

'$ /

!

'" 8Q7-4*

BF:8?F&4

!

'"*C&$D))&"0:;/ 4

!

'"加入 233

!

',6管%离心收集反应液后 93 X孵育 2 8:3"置

于冰中 2 8:3%在该反应液中再加入 8 B(:FHI7

*IF93@ M2GG?F2

!

'&4DD#23 88/05'$4

!

'&@%D6

C:] # 43 88/05'$ 4

!

' 及 CC'. $?Y?FH?

DF93H>F:BI9H?4

!

'"离心收集后 52 X孵育 418 =

后"加入 433

!

'DF:>:3?7,4D&稀释"92 X孵育 9

8:3 以终止反应' /Q7$&-,所需的 >4%&第一链

合成的反应体系及反应条件基本同 8Q7$&-,"仅

将引物改为 /Q7-4*BF:8?F&'

!"D#677+基因的 5>?@全长序列克隆

自本实验室获得的缺刻缘绿藻转录组
(42 74/)

数据中"经序列比对筛选到 2 条可能是编码

M--6 亚 基 的 基 因 序 列 # >/3I:;229:9 和

>/3I:;4389:$' 其中根据 >/3I:;229:9 序列使用

6F:8?F813 软件设计 8Q7$&-,引物 M--6478 和

/Q7$&-,引物 M--647/ 及 M--647/%巢氏扩增

引物#表 4$' 根据 >/3I:;4389: 序列"设计 M--62

正向扩增引物 M--627(#表 4 $%参考莱茵衣藻

# 2)*%@.>/@/7%& -#,7)%->',,$& 团 藻 # R/*0/K

(%-'#-,G17%+%-,#7&,&$ 及多变小球藻 # 2)*/-#**%

0%-,%$,*,&$预测的 M--6氨基酸序列#L?3M93N 登

录 号 分 别 为 ,463:08914& ,(!5838814 及

,(%8//3414$"并根据缺刻缘绿藻的密码子使用

偏好性
(48)

"设计反向扩增简并引物 M--627$#表

4$"以扩增 M22!2 基因的编码序列'

28

!

'M--64 8Q7$&-,的 6-$反应体系!

6-$级水 49

!

'"43 B&@Y93I9;?2 6-$缓冲液

218

!

'"@%D6H#43 88/05'$318

!

'"M--6478 引

物 #43

!

8/05'$ 318

!

'"43 B#6C 218

!

'"8Q7

$&-,>4%&418

!

'"83 B&@Y93I9;?2 聚合酶混

合液 318

!

'' 反应程序!:5 X变性 8 8:3%:5 X

变性 /3 H"15 X退火 /3 H"92 X延伸 4 8:3"/8 个

循环%92 X延伸 8 8:3'

1:9
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表 !#本研究所使用的 ABC引物及其序列

2(3"!#'/86/,5/-01.F/*4%)/4-/)*+09/7%,.F/*4/-/,.4/-/(45F

引物

BF:8?F398?

序列

BF:8?FH?O2?3>?

用途

2H9;?

M--647( 8Q7&DL-&L----&--D-L-D7/Q M--64 "$(扩增 98B0:>9I:/3

M--647$ 8Q7D-&LLL-DDL&DL&D-&D7/Q M--64 "$(扩增 98B0:>9I:/3

M--6478 8Q7LD-&&-D--D-&&&LD--&&-LLLD7/Q M--64 8Q7$&-,引物 BF:8?F

M--647/ 8Q7-LLL&L&LLL-&&-LLDLD&-7/Q M--64 /Q7$&-,引物 BF:8?F

M--647/% 8Q7--D--L-&L-&LD&DL-&-&&L---7/Q M--64 /Q7$&-,巢式引物 3?HI?@ BF:8?F

M--627( 8Q7&DLLD-L-DDDL-&&L-L7/Q M--62 编码序列扩增 98B0:>9I:/3

M--627$ 8Q7L-LD&-DDL-D$D-*--L&D7/Q M--62 编码序列扩增 98B0:>9I:/3

M--647E( 8Q7-LLL&L&LLL-&&-LLDL7/Q M--64 半定量引物 H?8:O293I:I9I:Y?

M--647E$ 8Q7LLDL-&-DLLL&L--L-D7/Q M--64 半定量引物 H?8:O293I:I9I:Y?

M--627E( 8Q7L--DD--DLLD-D&D--L7/Q M--62 半定量引物 H?8:O293I:I9I:Y?

M--627E$ 8Q7-L-&&L&DL--L&--DDL7/Q M--62 半定量引物 H?8:O293I:I9I:Y?

L&64+7( 8Q7-&-&L-&L&-&L--&-&&-L&7/Q 半定量内参引物 H?8:O293I:I9I:Y?F?G?F?3>?

L&64+7$ 8Q7D-&L-&-&L&-DD--&L-&-L7/Q 半定量内参引物 H?8:O293I:I9I:Y?F?G?F?3>?

6628

!

'M--64 /Q7$&-,反应体系基本上同

8Q7$&-,"仅将引物及模板分别改成 M--647/#表

4$及 /Q7$&-,>4%&' 反应程序也基本上同 8Q7

$&-,"但由于 /Q7$&-,扩增使用巢式 6-$"第一

轮循环数改为 23 个' 以上述 6-$反应产物 4

!

'

为模板"%#6和 M--647/%#43

!

8/05'$为引物

进行第二轮扩增":5 X变性 /3 H"1/19 X退火

58 H"92 X延伸 2 8:3"28 个循环%92 X延伸 8

8:3' 根据 M22!4 基因 $&-,扩增并拼接后得

到的 >4%&全长"分别设计上下游引物 M--647(

和 M--647$#表 4$进行 "$(序列验证'

使用 4%5 6-$C9HI?F8:] 试剂盒 #北京天根

生化科技有限公司$并利用 M--627(&M--627$

这对兼并引物#表 4$扩增得到 M--62 基因的编

码序列' 28

!

'的反应体系!43 B6-$缓冲液

4218

!

'&上下游引物#43

!

8/05'$各 413

!

'&反

转录 >4%&413

!

'及无菌水 :18

!

'' 6-$反应

程序!:5 X预变性 8 8:3%:5 X变性 /3 H"81 X退

火 /3 H"92 X延伸 4 8:3"/8 个循环%92 X延伸

8 8:3'

目的片断经胶回收纯化与 BC44:7D载体连

接后转入大肠杆菌#A&()#-,(),% (/*,$4+8

%

感受

态细胞#北京天根生化科技有限公司$"筛选阳性

克隆送生工生物工程#上海$有限公司测序'

!"G#677+基因序列的生物信息学分析

利用 %-M)中的 M'&*D# =IIB!

!

A09HI13>A:1

30813:=1;/Y5M09HI1>;:$对获得的 M22!基因全

长序列进行核酸"蛋白质序列同源性分析' 利用

6F/I69F98 # =IIB!

!

ZZZ1?]B9HJ1 /F;5I//05

BF/IB9F981=I80$在线分析蛋白质氨基酸组成和分

子量' 参考 =IIB!

!

ZZZ13>A:130813:=1;/Y5

*IF2>I2F?5>@@5>@@1H=I80对 M--6一级结构进行

分析' 利用 M:/,@:I.913

(41)

及 -02HI90S

(49)

对氨

基酸序列进行比对' 并利用信号肽预测软件

-=0/F/6414 *?FY?F# =IIB!

!

;?3/8?1>AH1@I21@N5

H?FY:>?H5-=0/F/65$对 M--6的定位进行在线预

测
(40)

' 利用 C,L& 513 软件
(4:)

构建邻接法

#%?:;=A/F7!/:3:3;"%!$系统演化树'

!"Q#半定量反转录 ABC$C2JABC%

为了研究氮饥饿胁迫对基因表达的影响"在

完全培养基和缺氮培养条件下于光照 4&/&8&0&

42 = 等时间点"分别取 / 个培养的藻样品"调节反

转录 $%&总起始量为 4

!

;"根据反转录试剂盒

6F:8?*>F:B

DC

$

4HI*IF93@ >4%& *J3I=?H:HW:I

#D9W9$9$使用说明"合成 $D76-$反应 >4%&第

一链' M--64 的 半 定 量 引 物 为 M--647E(&

M--647E$#表 4 $" M--62 的 半 定 量 引 物 为

M--627E(&M--627E$#表 4$' 以转录组数据库

中的 PQ!?;基因 #>/3I:;41800 及 >/3I:;4/242$

作为半定量内参"设计上下游引物 L&64+7(和

L&64+7$#表 4$' 半定量 $D76-$反应体系为

43 B6-$缓冲液 4218

!

'&上下游引物#43

!

8/05

'$各 413

!

'&反转录 >4%&413

!

'及无菌水 :18

!

'' 反应程序为 :5 X变性 /3 H"M22!4&M22!2

9:9
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及 PQ!?;基因分别在 81&13 及 12 X退火 58 H"

92 X延伸 4 8:3" /3 个循环%最后 92 X延伸

8 8:3'

26结果与分析

="!#缺刻缘绿藻 677+!"677+= 基因 5>?@全

长序列的克隆

根据缺刻缘绿藻高通量转录组数据库中的

W"注释"搜索到 >/3I:;229:9 和 >/3I:;4389: 等 2

条序列' M'&*D对比显示它们的部分序列与莱

茵衣藻的 M22!4 和 M22!2 分别具有 98K和

95K的核苷酸序列相似性' 根据 >/3I:;229:9 序

列设计引物#表 4$"通过 $&-,技术得到缺刻缘

绿藻 M22!4 基因长 /30 AB 的 8Q7$&-,和长 ::4

AB 的 /Q7$&-,扩增产物#图 4 泳道 4 和泳道 2$'

序列经拼接并重新设计引物进行 6-$验证后获

得编码该藻 M22!4 基因 4 219 AB 的 >4%&全长

序列"命名为 C,M22!4' 它包含 55 AB 长的 8Q7非

翻译区#8Q7#D$$%/Q7#D$长 825 AB"具有明显的

6/0J#&$尾巴%"$(长 1:: AB"编码 2/2 个氨基

酸' 将该氨基酸序列经 M'&*D搜索"结果显示

它与莱茵衣藻及拟南芥的 M22!4 氨基酸序列

# L?3M93N 登 录 号 分 别 为 ,4":04/414 及

&,4:249/14$同源性分别为 13K及 82K'

图 !#8)677+! 基因的 QTJC@BS与 DTJC@BS及

8)677+= 基因的编码序列克隆电泳图

C12 333 AB 4%&分子量标准% 4 泳道1C,M22!4 的 8Q7$&-,

结果% 2 泳道1C,M22!4 的 /Q7$&-,结果% 泳道 /1C,M22!2

的编码序列

$%&"!#S+/5.40*F04/-%-*(../4,-01()*+%1%/7

*40765.-018)677+! QTJ(,7DTJC@BS(,7

8)677+= 507%,& -/86/,5/

C12 333 AB 89FN?F% '93?4198B0:G:?@ BF/@2>I/GC,M22!4 8Q7

$&-,% '93?2198B0:G:?@ BF/@2>I/GC,M22!4 /Q7$&-,% '93?

/1BF/@2>I/GC,M22!2 >/@:3; H?O2?3>?

66根据 >/3I:;4389: 序列及参考莱茵衣藻&团藻

与小球藻 M22!2 基因序列所设计的兼并引物

M--627(和 M--627$#表 4$"克隆并重新设计引

物验证后得到编码缺刻缘绿藻 M22!2 基因 90:

AB 长 的 编 码 序 列 # 图 4 泳 道 / $" 命 名 为

C,M22!2' 它编码 21/ 个氨基酸' 经 M'&*D搜

索"C,M22!2 与莱茵衣藻 M22!2 #L?3M93N 登录

号为 ,463:08914$的氨基酸序列同源性为 8/K'

经 M'&*D搜 索 比 对" 发 现 C,M22!4 与

C,M22!2 基因的核苷酸序列无相似性"而根据其

核苷酸序列所推测氨基酸序列的同源性仅为

54K' 该结果表明缺刻缘绿藻存在 2 个编码

M--6不同的基因'

="=#缺刻缘绿藻 677+!"677+= 基因序列的特

征及聚类分析

利用 -=0/F/6 414 *?FY?F对 C:M--64 及

C:M--62 氨基酸序列进行定位信息预测"其结果

显示缺刻缘绿藻 C:M--64 存在叶绿体转运肽

#>=0/F/B09HIIF93H:IB?BI:@?" >D6$ #预测分值为

318/:$"其酶切位点位于 .9058 和 &0951 之间#图

2$' 因而 C:M--64 的转运肽由 58 个氨基酸组

成"而成熟的 C:M--64 蛋白分子量约 23 N2'

C:M--62 与 C:M--64 一样也存在 >D6#预测分

值为 318// $" 但 其 大 小 及 酶 切 位 点 不 同'

C:M--62 在 D=F5: 和 &0983 之间存在转运肽酶

切位点#图 2$"该转运肽由 5: 个氨基酸组成"成

熟 C:M--62 蛋白的分子量约 22 N2'

C:M--64 几乎不含有带电荷的氨基酸%

C:M--62 中的羟基类氨基酸含量占总氨基酸的

451/K"且前 43 个氨基酸残基中仅有 2 个甘氨

酸"没有脯氨酸' 这些信息与 >D6所具有的共同

特征
(23)

基本一致' C:M--64 及 C:M--62 均只

具有一个预测的 >D6"表明这 2 个 M--6都只能

在缺刻缘绿藻叶绿体的基质而不是类囊体中起作

用"但它们在藻细胞中的具体定位有待实验证实'

将 C,M22!4 和 C,M22!2 基因推测编码的

氨基酸序列与其他一些已知基因序列进行对比"

结果如图 2 所示' 除信号肽区域外"M--6亚基

有 / 个保守区域' 其中"区域
#

可能参与 M--6

蛋白结构的形成及亚基间的相互作用
(24)

%区域
$

富含有丙氨酸/脯氨酸的 &6&&序列"一般认为

这部分序列与作为柔性臂有助于羧基在各亚基活

性位点间移动有关
(8)

%区域
'

是保守的生物素酰

基化序列 # A:/I:3J09I:/3 8/I:G$"该基序主要存在

于含生物素的酶中"参与羧化&脱羧及羧基的转移

反应"并且含有一个保守的生物素共价结合位

0:9
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点///赖氨酸#W$残基
(22)

'

相比较而言"C,M22!4 和 C,M22!2 之间的序

列差异主要存在于它们的氨基端"但它们的羧基端

相对保守"这是由于存在着保守的生物素酰基化基

序前半部分序列 #图 2 区域
'

前半部分$%不过"

C,M22!4 含有保守的 4:5,&CW'C%,),235 序列

#图 2 区域
'

后半部分$"而 C,M22!2 却缺乏这一

区域"同时也没有赖氨酸这个生物素共价结合位

点' 这 个 不 同 点 预 示 着 C,M22!2 可 能 与

C,M22!4 存在着不同的功能"同时也间接地说明

叶绿体为什么需要这 2 个蛋白的原因'

图 =#不同物种 ;BBA的氨基酸同源序列比对

方框为保守功能域%方框
#

!亚基间结合区域%方框
$

!富含丙氨酸 7脯氨酸序列"有助于羧基的移动%方框
'

!生物素酰基化基序区

域%4

%

5表示转运肽酶切位点%保守氨基酸用4

"

5表示%93K的同源性氨基酸用4 !5表示%4

(

5表示 M-亚基的可能结合位点

$%&"=#N6+.%-/86/,5/(+%&,)/,.01.F/7/765/7;BBA*40./%,-140) .F/-/+/5./71%E/-*/5%/-

,8BIJ A/] @?3/I:3; I=?>/3H?FY9I:Y?@/89:3%

#

!G23>I:/390@/89:3 G/FH2A23:IH:3I?F9>I:/3%

$

!G23>I:/390@/89:3 >/3I9:3 BF/5909

F?H:@2?HG/F>9FA/]J ;F/2B 8/Y:3;%

'

!A:/I:3J09I:/3 8/I:G%

%

:3@:>9I:3; I=?F?HIF:>I:/3 H:I?/G>=0/F/B09HIH:;390B?BI:@?%

"

:3@:>9I:3; I=?

>/3H?FY9I:Y?98:3/ 9>:@ F?H:@2?H% !:3@:>9I:3; I=?8/F?I=93 93K :@?3I:IJ F?H:@2?H%

(

@?3/I:3; I=?B2I9I:Y?A:3@:3; H:I?Z:I= M-H2A23:I

66利用 C,L&513 软件对从 %-M)中搜索到的

部分藻类和植物乙酰辅酶 &羧化酶 M--6亚基

进行 %!的 聚 类 分 析' 结 果 # 图 / $ 显 示"

C:M--64 与 C:M--62 明显分属于 2 个不同的分

支' C:M--64 与已知功能的拟南芥 M--64 聚成

一支"其靴带值#A//IHIF9B Y902?$达到 433"且与团

藻&莱茵衣藻&多变小球藻等藻类的 M--64 亲缘

关系更近' C:M--62 也与团藻&莱茵衣藻&多变

小球藻等藻类的 M--62 组成不同于 M--64 的分

支"其靴带值也为 433'

总之"上述这些序列特征及聚类分析结果均

说明"我们自缺刻缘绿藻中克隆得到的 2 个不同

基因序列都是编码能在叶绿体基质中起作用的

M--6亚基' 缺刻缘绿藻的叶绿体中存在 2 个

M--6蛋白"且其功能因结构域的差异可能有所

不同'

="D#缺刻缘绿藻 677+!"677+= 基因对氮饥饿

的响应

对不同条件下 C,M22!4 和 C,M22!2 的基因

转录量进行半定量 $D76-$检测#图 5$"可以发现

C,M22!4 及 C,M22!2 的基因转录量"在完全培养

基培养条件下"随光照培养时间的延长有所增加

#图 579$' 但将缺刻缘绿藻转至缺氮的培养基中培

养时"同等光照条件下"C,M22!4 和 C,M22!2 基

因转录量在 / = 以内有所增加"而后随氮饥饿胁迫

时间延长而降低#图 57A$' 也就是说"氮饥饿培养

使缺刻缘绿藻叶绿体 M22!基因转录量下调"有可

能降低了脂肪酸从头合成的速度'

::9
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图 D#基于 ;BBA氨基酸序列构建的邻接法进化树

$%&"D#AF9+0&/,/.%5.4//(,(+9-%-01.F/8);BBAH%.F0.F/4(+&(/(,7*+(,.;BBA

图 G#不同培养条件下#8)677+! 和

8)677+= 基因的半定量 C2JABC电泳图

$%&"G#C/+(.%E/.4(,-54%*.%0,018)677+! (,7

8)677+= &/,/-764%,& .F/,04)(+56+.64/(,7

,%.40&/,-.(4E(.%0,

/6讨论

在高通量转录组测序获得缺刻缘绿藻 2 条与

编码 &--9H?M--6亚基有关的 >/3I:; 序列基础

上"本研究克隆了它们的全长序列#图 4 与图 2$"

通过序列的生物信息学分析可知"缺刻缘绿藻与

拟南芥
(2/)

& 欧洲油菜 # M-%&&,(% 7%61&$

(25)

& 花

生
(28)

&大豆#P*.(,7#@%K$

(21)

等高等植物一样"至

少具有 2 个 M22!基因' 在藻类中"通过 %-M)

网站搜索"发现多变小球藻&莱茵衣藻&团藻等也

具有 2 个编码 M--6亚基的基因#具体 L?3M93N

登录号见图 /$' 通过对拟南芥不同组织或发育

阶段 M--6的功能分析及插入突变"':等
(2/)

发现

M22!4 基因起主要的作用"可以补偿 M22!2 基

因的突变缺失%但 M22!4 基因的缺失不能维持正

常生长' 在缺刻缘绿藻这 2 个编码 M--6亚基的

基因中"C,M22!2 缺乏生物素化区域 #图 2$"可

能通过竞争性结合 &--9H?酶的 M-及
%

7与
&

7

-D亚基来调节 &--9H?的酶活性"从而实现对脂

肪酸从头合成的调控
(29)

' 显然"有关不同 M--6

亚基是如何调控藻细胞叶绿体的脂肪酸从头合成

还需要直接的实验证据'

对 2 个 M--6亚基基因的半定量 $D76-$结

果显示"它们在氮饥饿的光照培养条件下"其基因

转录量在短暂的上升后持续降低#图 5$"表明缺

刻缘绿藻在氮饥饿持续条件下"脂肪酸的从头合

成能力有下降的趋势' 众所周知"藻类和植物细

胞的脂肪酸大多以磷脂&糖脂等组成的极性脂或

三酰甘油等中性脂的形式存在' 缺刻缘绿藻三酰

甘油中的长链多不饱和脂肪酸只能在藻细胞的胞

质中经过多个去饱和酶
(42)

及延长酶
(20)

的作用过

程才能合成' 该合成过程需要丙二酸单酰 -/&

提供的二碳单位"脂肪酸才能在胞质中延长' 胞

质中的丙二酸单酰 -/&只能由胞质的同质型

&--9H?来 合 成" 这 是 由 于 叶 绿 体 中 异 质 型

&--9H?合成的丙二酸单酰 -/&不能跨过叶绿体

膜 进 入 胞 质
(2:)

' 本 研 究 发 现 C,M22!4 和

C,M22!2 基因转录量随氮饥饿下调"而延长酶基

因的上调
(20)

"&F&含量增加
(43"/3)

"同时缺刻缘绿

藻叶绿体体积随氮饥饿变小"胞质油体的出

现
(48)

"这些都表明缺刻缘绿藻胞质中的同质型

&--9H?在氮饥饿条件下对 &F&合成与积累所起

330
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的作用可能比异质型 &--9H?中的 M--6等亚基

更显著' 目前"我们在缺刻缘绿藻高通量转录组

数据库
(42 74/)

中已找到 / 个编码该同质型 &--9H?

的 >/3I:;' 因此"本研究为缺刻缘绿藻等藻类

&--9H?如何从头合成并影响多不饱和脂肪酸以

及多不饱和脂肪酸在氮饥饿培养条件下累积的分

子机理等研究指明了方向'
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