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杜氏盐藻 !"#$ 基因 !"#$的克隆与序列分析
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摘 要 根据真核生物莱茵衣藻（!",+92:(9($+& *%#$"+*:/##）、!",+92:(9($+& 9(%;)&##、!",(*%,,+ 8),1+*#& 以及 <%&(&/#19+ 8#*#:% 的
=&+.基因的氨基酸高度保守序列，设计一对简并引物，利用 @/LU()试剂提取杜氏盐藻（>)$+,#%,,+ &+,#$+）细胞的总 /+:，通过 /@P
MI/，得到的一段长为 "TJC7左右的 15+:片段。MI/产物经 @P:克隆并测序分析以及测序结果推导成氨基酸序列进行同源
性比较，表明所克隆的 "J"%7;序列为杜氏盐藻 =&+. 15+:片段，Y0E_>EC收录号为 :‘J!$&%#。根据已经得到的 =&+.序列推导
成氨基酸序列与一些已知物种的 =&+.基因相比较，同源性分别为 !",+92:(9($+& *%#$"+*:/## a!b，!",+92:(9($+& 9(%;)&## a"b，
!",(*%,,+ 8),1+*#& JOb ，<%&(&/#19+ 8#*#:% J%b，?"2&0(9#/*%,,+ =+/%$& A-7A;* ?+/%$& J%b，@%="*(&%,9#& (,#8+0%+ J#b。据此可推断本
实验中所克隆的序列为杜氏盐藻 =&+. 15+:序列。
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光系统!（;?(<(A.A<06!，MG!）反应中心是质体蓝素P铁
氧化还原蛋白的氧化还原酶系统［"］，它由两个主要的蛋白

;A>:和 ;A>_组成［!］。高等植物的叶绿体由 MGL和光系统"

（;?(<(A.A<06"，MG"）组成，MGL由大约 "9个单独的多肽所组
成，它们与反应中心的 M&$$、电子受体 :$，:"、铁硫中心以及

光捕获叶绿素色素相结合［9，#］，一齐构成 MGL稳定的电子传



递链。另外，!"#$"%&’&和 (&)*对五种叶绿体基因进行进化分
析时，发现 !"#$ 基因在进化分析中效果最佳［+］，质体基因
!"#%，!"#$以及 &!",-编码 ./!反应中心的叶绿素蛋白 0,，
01和核糖体蛋白 2/,-，它们在环状的质体基因组中共同组
成一个类似原核生物的操纵子，前面共同由一个启动子来调

控其表达［3］。

杜氏盐藻是一种抗逆性很强的单细胞真核绿藻，能在

454+ 6 +’*789的盐水中生长、繁殖［:］。杜氏盐藻的突出优点
在于培养条件简单，光合自养，抗逆性极佳，这些特性为利用

其进行实验提供了便利。本研究通过比较现有已知物种的

!"#$基因的氨基酸序列，利用 !"#$ 基因的氨基酸高度保守
序列设计一对简并引物，通过 ;<=.2;从杜氏盐藻中克隆出
!"#$ >?!0片段。该研究为进一步克隆 !"#%= !"#$= &!",-操纵
子打下基础，为利用该启动子在转基因盐藻的研究中的应用

起到十分重要的作用，而且还有利于阐明杜氏盐藻生长过程

中叶绿体转录调控及其光合作用的机理，同时可以通过 !"#$
基因的进化分析更加深刻地了解杜氏盐藻与其他高等植物

以及真核藻类之间的亲缘关系。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 藻株和菌株：杜氏盐藻（’()#*+,**# "#*+)# @ A<BC ,3--
<D*E）购自美国德州大学（<$D AF"GDH#")% *I <DJ&#，A/0），大肠杆
菌 KL,4M为本实验室保存。
!"!"# 主要试剂：;!0提取试剂 <;NO*7购自 NFG")H*PDF公司；

0LQ I"H#) #)H&FE >?!0 #%F)$D#"# R")购自上海生物工程公司；限
制酶、<&S ?!0聚合酶、<- ?!0连接酶和 TL?,U=<载体均购
自宝生物工程（大连）有限公司（<&(&;&）；凝胶回收试剂盒和
质粒 ?!0提取试剂盒购自杭州维特洁公司。

!"# 方法
!"#"! 杜氏盐藻细胞的培养：按照 + V ,4+ 细胞8’9的接种量
接种于 .(/液体培养基［U］，于 1:W光照条件下培养，光照强
度为 -+449XJ，明暗周期为 ,1$Y,1$。
!"#"# 杜氏盐藻总 ;!0的提取：取接种 - E左右的杜氏盐藻
细胞，记数，调整至大约 , V ,43 细胞8’9，取 ,’9，用 <;NO*7试
剂提取杜氏盐藻细胞的总 ;!0。首先 -W，-444P，-’"F离心
收集杜氏盐藻细胞，弃去上清；加入 ,’9 <;NO*7试剂，混合均
匀，室温静置 +’"F；加入 14 Z <;NO*7量的氯仿 144"9，用力混
合均匀，室温静置 [’"F；于 - W,1444P离心 ,+’"F；吸取上清
加入 14Z <;NO*7 量的异丙醇 +44"9，混合均匀，室温静置

,4’"F；在 -W条件下，,1444P 离心 ,+’"F；弃上清，沉淀用
?B.2（焦磷酸二乙脂）配制的 :+ Z的乙醇清洗 , 遍，:+44P
+’"F -W离心，室温干燥沉淀，最后用适量 ?B.2配制的无菌
水溶解 ;!0。通过变性凝胶电泳和测定 -’134的值，判断提

取的总 ;!0的质量。
!"#"$ 简并引物的设计：从 \DF]&FR 上搜索莱茵衣藻、
./*#012303)#" 03,4("++、./*3&,**# 5(*6#&+"以及7,"3"8+60# 5+&+2,
的 T$*)*#%#)D’! .:44 >$7*H*T$%77 0 &T*TH*)D"F 01亚基（ !"#$）

基因的氨基酸序列进行比对，找出两段保守的序列：

0^_\!‘B和 ;\a^_B。然后按照对应的密码子翻译成核苷
酸序列，涉及密码子简并性的分别用 !、;、a及 C代替，由此
设计的简并引物为：

上游引物：+b\\! <\\ 20; \\! 00a <<a \0; [b
下游引物：+ba<2 a<\ 220 ;<0 !22 !2C [b
其中：ac 28<，;c \80，Cc \8<，!c 08<828\，上述引

物由大连宝生物工程有限公司合成。

!"#"% ;<=.2;扩增杜氏盐藻 !"#$ 基因的 >?!0片段：以提
取的杜氏盐藻总 ;!0 为模板，根据 0LQ I"H#) #)H&FE >?!0
#%F)$D#"# R")的说明，用 0LQ反转录酶合成 >?!0第一链，以
此为模板，用合成的简并引物，进行 ;<=.2;扩增 !"#$ 基因
>?!0片段。反应体系如下：,4 V .2; dXIIDH +"9、引物各 ,"9
（+4"’*78"9）、<&S酶 45+"9（+X8"9）、E!<. -"9（,4 ’*78"9）、模
板 >?!0 ,"9 、e1f [:5+"9，总反应体积 +4"9。反应程序为

M+W预变性 ,’"F，然后按下列循环参数进行扩增反应：M-W
[4#，+4W [4#，:1W M4#，经 [4个循环后，:1W ,4’"F，以确保新
生链延伸完全。反应结束后，经 ,Z的琼脂糖凝胶电泳检测
扩增产物。

!"#"& 杜氏盐藻 !"#$基因 >?!0片段的测序分析和序列比
对：用凝胶回收试剂盒回收目的 ;<=.2;产物，利用 <=0克隆
方法亚克隆到 TL?,U=<载体（全长 153MRd）上，转化感受态大
肠杆菌 KL,4M，用含 0’T、C=P&7和 N.<\的 9]平板进行筛选，
挑取阳性菌落提取质粒 ?!0，用 TL?,U=<载体上的多克隆位
点两侧的 9:3;!和 ;#*!进行双酶切鉴定。感受态细菌的
制备、连接、质粒 ?!0的提取、?!0的酶切鉴定等，参见分子
克隆实验技术［M］。含有目的插入片段的阳性菌落交由大连

宝生物工程有限公司测序。测序结果与 \DF]&FR上其他物
种的 !"#$ 基因序列进行序列比对，用 ]90/<进行同源性分
析。

# 结果和讨论

#"! 杜氏盐藻 ’()纯度及质量鉴定
由图 ,可以看出，<H"O*7试剂提出的杜氏盐藻总 ;!0，在

电泳条件下未发现有基因组 ?!0和蛋白质的污染，1U/核糖
体 ;!0与 ,U/核糖体 ;!0的带型比较清晰，无拖尾现象，两
条带的亮度比基本上呈 1Y,的关系，由此说明提出的 ;!0完
整性比较好 @为了进一步确定此 ;!0的质量，还对其进行了
114F’ 6 [44F’波长的紫外光扫描（表 ,），其 -’ 值为 13481[4
g 1544，13481U4在 ,5M4 6 1544 之间，表明 ;!0的纯度很高，
不存在蛋白质、多糖和酚类的污染，适合进行下面的 ;<=.2;
实验。

表 ! 总 ’()紫外分析结果
*+,-. ! ’./0-1/ 23 0-14+562-.1

+,/24,.789 23 121+- ’()

-’1[4 -’134 -’1U4 -’134 8-’1[4 -’134 8-’1U4

4534, ,51U: 453+: 15,-, ,5M+M

[-3刘红涛等：杜氏盐藻 !"#$基因 >?!0的克隆与序列分析



图 ! 总 "#$电泳

%&’(! )*+,-./01/.+2&2 /3 -/-4* "#$

图 5 "67 89"扩增杜氏盐藻 !"#$

,:#$序列的电泳结果

%&’( 5 $’4./2+ +*+,-./01/.+2&2 /3 "67 89"

0./;<,- /3 % ( "#&’(# !"#$ ,:#$

!：=/*+,<*4. 2&>+ =4.?+.：@4A’/A B+A+"<*+.6C :#$ D4;;+. =&E；5：

,:#$ 3.4’=+A- 4=0*&3&,4-+; FG "6789"(

!"! #$%&’#扩增杜氏盐藻 !"#$基因的 ()*+片段
以上述的总 "#$为模板，通过 "6789"扩增后，琼脂糖

凝胶电泳检测在约 !HI?F处有一明显亮带，与预期目的片段
大小一致（图 5）。
!", 杜氏盐藻 !"#$基因推导的氨基酸序列的同源性分析
随机挑取数个阳性克隆进行酶切鉴定，含有正确插入片

段（约 !HI?F）（图 5）的质粒进行测序分析。此 ,:#$片段核
苷酸序列长为 !I!J个碱基（B+AK4A?收录号为 $LI5MNJO），其
推导的氨基酸序列包含 PMJ个氨基酸残基，所得片段长度与
理论值相符。氨基酸序列比对分析表明（图 Q），杜氏盐藻与
下列物种的同源性依次为：)*&#+,-.+.(#" /0’(*#/-1’’ R5S，
)*&#+,-.+.(#" +.023"’’ R!S， )*&./0&&# 43&5#/’" IPS ，
60"."1’5+# 4’/’-0 IJS，7*,"8.+’1/0&&# !#10(" 2<F20( 7#10(" IJS，
90!*/."0&+’" .&’4#80# IOS。

, 讨论

杜氏盐藻是一种极其耐盐的特殊逆境生物，但目前对它

的遗传背景知之甚少，而且没有基因组文库用来筛选功能基

因。简并引物是一类由多种寡核苷酸组成的混合物，彼此之

图 Q !"#$基因推导氨基酸序列同源性比较

%&’( Q $*&’A=+A- /3 -1+ ;+;<,+; 4=&A/ 4,&; 2+T<+A,+2 /3 !"#$

:( 2：%3(#&’0&&# "#&’(#；9( .：)*&#+,-.+.(#" /0’(*#/-1’’；9(=：)*&#+,-.+.(#" +.023"’’；9( U：)*&./0&&# 43&5#/’"；C( U：60"."1’5+# 4’/’-0 (

OOP )*’(0"0 :.3/(#& .; $’.108*(.&.5, 生物工程学报 5MMJ，V/*H5!，#/HO



间有一个或数个核苷酸的差异。通过简并引物进行 !"#，可
以相对简便地检测一个已知基因家族的新成员，或用来检测

物种间的同源基因［$%］。通过比较物种间氨基酸保守序列设

计简并引物，用 !"#的方法筛选同类基因，不失为一种简单
可靠的方法［$$］。

作者根据 &’()*(+ 上登录的莱茵衣藻（ !"#$%&’(%()$*
+,-)"$+’.--）、!"#$%&’(%()$* %(,/0*--、!"#(+,##$ 10#2$+-* 以及
3,*(*.-2%$ 1-+-’,等真核生物的 4*$5基因的氨基酸序列，比较
筛选出高度保守、并且核苷酸简并程度较低的区域

,-.&/01和 #&2-.1，设计简并引物，进行 #34!"#，以获
得杜氏盐藻的 4*$5 基因信息。根据 56789 分析结果，本实
验所 得 的 核 苷 酸 序 列 转 化 成 氨 基 酸 序 列 后，与

!"#$%&’(%()$* +,-)"$+’.--，!"#$%&’(%()$* %(,/0*--，!"#(+,##$
10#2$+-*，3,*(*.-2%$ 1-+-’,，:"&*;(%-.+,##$ 4$.,)* 567589 :$.,)*，
<,4"+(*,#%-* (#-1$;,$的 4*$5基因氨基酸序列的同源性分别为
:;<、:$<、=><、=?<、=?<和 =@<，从而推断该片段为杜氏
盐藻的 4*$5 AB/,片段。
在高等植物中，有关 4*$5 基因研究多集中在它与上游

的 4*$7基因以及下游的 +4*$@基因共同形成操纵子，即 4*$74
4*$54 +4*$@特殊的操纵子［>］。该操纵子的启动子（位于 4*$7
基因上游）具有很强的活性。作者将通过克隆 4*$5 基因所
得的序列信息，通过 ?C4#,"1以及基因组步行文库（&’(DE’
F*G+H(I）来进一步克隆得到 4*$7 及其上游序列，为利用该启
动子在转基因盐藻生物反应器中的应用打下基础（待发表），

同时可以更好地研究杜氏盐藻光合作用的机理与其生长习

性之间的关系。

/H5JHK*E*和 L*MD对五种叶绿体基因进行进化分析时，发
现 4*$5基因在进化分析中效果最佳［?］，也就是说作者可以
根据 4*$5序列的信息，来分析杜氏盐藻与其他藻类和高等
植物的亲缘关系（待发表）。本实验得到的杜氏盐藻 4*$5
AB/,片段，其长度达 $=$?78，接近全长 ;N;+7，基本包括该基
因的全部信息，这对于进一步了解杜氏盐藻与其他植物间的

亲缘关系起到了十分重要的作用，最终可以通过其亲缘关系

较近的物种来更进一步弄清杜氏盐藻的遗传背景。
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