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雨生红球藻 胡萝卜素酮化酶基因的 cDNA和基因组 DNA

克隆及序列分析
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摘要:根据已知的 胡萝卜素酮化酶( caro tene keto lase, BKT )的 cDNA 序列设计引物, 利

用长距离 PCR扩增获得了 bk t基因的 cDNA 完整编码片段及基因组 DNA片段, 并对这些片

断进行了序列测定。cDNA和基因组 DNA 比对结果表明该基因至少包括 5个内含子, 它们

的剪切位点皆符合 GU AG 规律。在比对结果中同时还发现一个 19bp 的短序列重复, 该重

复序列在 bkt的 cDNA 和基因组 DNA 上都发生了多次重复,推测在 BKT 的表达调控中可

能具有一定功能。另外,在序列比对过程中还发现本实验所获得的 cDNA 和基因组 DNA 序

列与前人报道的 cDNA 序列之间都存在多处单碱基差异和 19bp 的短序列差异。
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雨生红球藻( H aematococcus p luvialis )是一种单

细胞淡水绿藻, 在环境胁迫条件下可以迅速诱导合

成虾青素,其积累量可高达细胞干重的 4% [1] , 是其

他虾青素合成生物体积累量的一到几个数量级。雨

生红球藻是目前首选的天然虾青素合成藻。虾青素

是具有最强抗氧化活性的类胡萝卜素, 其抗氧化活

性比其它类胡萝卜素高约 10 倍, 比 a 生育酚高 500

倍,已经被认为是 超级维生素 E [ 2]。这种超强的抗

氧化能力赋予虾青素广泛的医用价值, 如提高人体

的免疫能力、抗肿瘤活性等[ 3~ 5]。除此之外虾青素也

是水产养殖中不可或缺的饵料添加剂。红球藻中虾

青素是在一系列酶的作用下合成的, 其中 胡萝卜

素酮化酶( caro tene ketolase, BKT )是虾青素合成的

关键酶[6]。Steinbrenner 等[ 7] 和 Grunewald 等[8] 的

实验已表明在诱导虾青素大量合成的环境胁迫下,

虾青素合成酶 ! ! ! 八氢番茄红素合成酶、 胡萝卜素

酮化酶和羟化酶的 mRNA 水平在胁迫后数小时内迅

速提高,在虾青素积累达高峰前到达最高水平, 这说

明虾青素的合成调控部分发生在合成酶基因的转录

水平上,意味着从分子水平上研究虾青素合成酶的

转录调控将有可能解决虾青素的生产问题。国外已

经通过 cDNA 文库筛选获得了 胡萝卜素酮化酶完

整的 cDNA 编码序列[9~ 10] , 但它们的基因组 DNA 序

列目前国内外都没有报道。为了找出与该基因表达

相关的调控序列, 作者根据已知的 cDNA 序列设计

引物, 利用长距离 PCR 扩增 bkt 基因 cDNA 的完整

编码片段及基因组 DNA 片段, 进行序列测定, 并对

其核苷酸一级结构进行了分析。

1 材料与方法

1. 1 雨生红球藻的来源与培养

实验所用材料由中国科学院海洋研究所刘建国

研究员提供, 采用 MCM 培养基[ 11] , 1000lx 的光照强

度, 于 20 ∀ 以 12 h # 12 h 的光/暗周期进行静止培

养。1000lx 下培养的细胞经 5000lx 的高光照强度处

理 3 d 后用于 RNA 提取。

1. 2 菌株、克隆载体及工具酶

大肠杆菌菌株 DH5 为本实验室保存; RNA 提

取试剂盒 RNeasy Plant M ini K it为 QIAGEN 公司产

品; 反转录酶 MMLV RNase H 为美国 P romega公司

产品; T A 克隆载体 pM D 18 T Vector K it 和长距离

PCR DNA 聚合酶 LA TaqT M均购自大连宝生物工程

收稿日期: 2004 04 29;修回日期: 2004 08 20

基金项目:中国科学院重点创新项目( KZCX3 SW 215)

作者简介:滕长英( 1975 ) ,女,博士,讲师,研究方向:藻类分

子生物学及基因工程, E mail : lz han gt@ sina. com ;秦松, 通

讯联系人, E mail: sqin@ m s. qdio. ac. cn

20



Marin e Sciences/ Vol. 30, No. 8/ 2006

公司; T aq DNA 聚合酶和胶回收试剂盒购自上海生

工生物工程公司; T 4DNA 连接酶为 T aKaRa公司产

品。

1. 3 红球藻 RNA 提取

取约 106个经高光强处理的新鲜细胞, 液氮冷冻

研磨后按 RNeasy P lant M ini K it 的操作说明提取红

球藻总 RNA。

1. 4 引物设计及合成

利用引物设计软件 OMIGA2, 根据 Kajiw ara[ 9]

报道的 BKT 的 cDNA 序列在起始密码子处和终止

密码子外端分别设计上下游引物:

1P1: 5∃ CACT AT CACATGCCATCC 3∃,
3P2: 5∃ TGCATCAAACT CCATCCTA 3∃。
根据 BKT 的 cDNA 5∃序列设计另一对引物:
4P1: 5∃ TCCGTCCTCTGCCAAAT C 3∃,
4P2: 5∃ AGCTGCC TGTGCCTCAAA 3∃扩增起始密

码子上游的序列 (图 1)。引物由上海生工生物工程

有限公司合成。

图 1 bkt 引物设计示意图

Fig. 1 Chart of bkt prim ers design

1. 5 PCR扩增获得 bk t的基因组 DNA 片段

每 25  L 反应体系取 10~ 50 ng 红球藻 DNA 为

模板,分别以 1P1/ 3P2 和 4P1/ 4P2 为引物, 在 DNA

聚合酶 LA T aqT M的作用下按下列 PCR 循环参数进

行 PCR扩增: 94 ∀ 4 m in, 94∀ 40 s, 60∀ 40 s, 72∀
2 min, 32 个循环, 72∀ 再延伸 10 min。

1. 6 RT PCR扩增获得 bkt的 cDNA 片段

按下列组成调制反转录反应体系: 2  L 10 %

PCR缓冲液、2  L 2. 5 mmo l/ L dNT P、1  L 4 % 107

U/ L RNase 抑制剂、0. 2  L 200 U / L M MLV

RNase H 、1  L 10  mo l/ L 引物 3p2、1  L 总 RNA

(约 0. 5 ng )、1  L 20 mmol/ L DT T、12  L 无 RNase

的 H2O, 42∀ 保温 2 h 合成 bk t的 cDNA 第一链。取

第一链反应产物 2  L ,以 1P1 和 3P2 为引物按下列

PCR循环参数进行 PCR 扩增: 94 ∀ 4 min, 94∀

40 s, 60 ∀ 40 s, 72∀ 1 min, 32 个循环, 72∀ 再延伸
10 min。

1. 7 T A 克隆及测序

各 PCR产物用琼脂糖凝胶电泳回收纯化后, 连

接到 pMD 18 T Vector 载体上,转化 DH 5 感受态细

胞, 用 PCR 法筛选阳性单克隆,测序由上海基康生物

公司完成。

1. 8 序列分析

所获得的 bkt cDNA 序列、基因组 DNA 序列与

Kajiwar a[9]公布的 bk t cDNA 序列, 用软件 CLUST

AL1. 8 进行序列比对。

2 结果与分析

2. 1 bk t cDNA 及基因组 DNA片段的扩增

图 2 bkt cDNA 及基因组DNA 的扩增

Fig. 2 PCR am plifi cat ions of bkt cDNA and genomic DNA

A. bkt D13/ C13

1: bkt C13; 2: bkt D13; 3:!DNA/ EcoRI+ H ind &

B. bkt D4

1:!DNA/ E coRI+ H ind& ; 2: 58 ∀ ; 3: 60 ∀ ; 4: 62 ∀

以雨生红球藻的总 RNA 为模板, 1P1/ 3P2 为特

异引物, 经过反转录和 PCR 扩增两个过程后, 产生一

条约 1. 1kb 的产物, 命名为 bkt C13, 见图 2A。用聚

合酶 LA T aqT M进行长距离 PCR 扩增 bk t 的基因组

DNA 片断。由图 2A 的电泳结果可见 1P1/ 3P2 引导

合成了两个大小不同的产物, 分别命名为 bkt D13 1,
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bk t D13 2, 它们的分子量分别约为 2. 1kb、1. 6kb。引

物对 4P1/ 4P2 分别在 58, 60 和 62 ∀ 的退火温度下
都能引导合成一约 0. 6kb 的产物, 命名为 bk t D4, 见

图 2B。

2. 2 PCR产物的克隆与测序

分别切取 cDNA 扩增产物 ( bk t C13)和 1P1/ 3P2

引导合成的基因组 DNA 扩增产物中较大的一条带

( bkt D13 1)以及 4P1/ 4P2 引导合成的 bk t D4, 凝胶

电泳回收后按适当比例分别连接到 T A 克隆载体

pMD 18 T Vecto r 中。用 PCR 法筛选阳性克隆, 进

一步通过质粒大小验证后提交试剂公司测序。以上

三个片断皆从正反两个方向分别进行测序, 最后进

行拼接和检验 ,测得的序列拼接结果分别见图 3。所

获得的基因组 DNA 序列已提交 GenBank, 登陆号为

AY534876。

2. 3 序列分析

bk t D13 和 bkt D4 的序列拼接后,与本文所获得

的 cDNA 序列和 Kajiwar a[9]报道的 cDNA 序列用序

列比对软件 CLU ST AL1. 8 进行序列比较, 结果见

图 3。
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图 3 bkt的 DNA 序列与 cDNA 序列的比较

Fig. 3 T he alignment of bkt DNA sequen ce w ith cDNA sequen ce

2为 C13的序列; 3为 D13和 D4的拼接序列; 1为 Kajiw ara报道的 cDNA 序列; Con表示共有序列;阴影和斜

体表示差异序列;粗体 ATG 和 TGA 分别为起始和终止密码子

2 in dicates the sequen ce of C13; 3 indicates the joint sequen ce of D13 and D4; 1 indicates the sequ ence of cDNA

reported by Kajiw ara; Con indicates the consensus s equence; Th e shady an d italic bases indicate the di fferent nu cle

otid es in betw een; Th e bold ATG and T GA indicate init ial and stop codon

序列比较结果表明 bkt 基因为断裂基因, 图 3 显

示了该基因的内含子和外显子序列, 在该基因序列

中共有 5 个内含子和 6 个外显子。表 1 列出了 bkt

的所有内含子和外显子的大小、剪切位点序列以及

外显子在 胡萝卜素酮化酶多肽编码链上的位置。

与动物相比,该基因的内含子都比较小, 其中最大的

一个为 349bp,最小的一个只有 85bp。由表 1 的剪切

位点序列可以看出 bk t基因的所有内含子 外显子交

界处都存在 GT AG 序列, 这证明雨生红球藻断裂基

因的内含子与其它物种的内含子剪切规律相符。在

bk t中,不仅 GT AG 是内含子两端的共有序列, 而且

在5∃剪切位点的外显子 3∃末端还存在一共有碱基G,

在内含子中紧靠共有序列 AG 的上游还存在一 GC

共有序列。除 GC 共有序列外, 在所有内含子的 5∃剪

切位点处,都还有一约 5 个碱基的富含 G 的延伸(见

表 1)。

一般在位于 3∃剪切位点上游 20 和 50 个核苷酸

之间的位置上, 内含子还具有一称作分支点的重要

位点,在某些种属如酵母、哺乳动物等存在一段共有

或相似序列。但在 bkt 基因的内含子中没有发现具

有共同或相似序列的分支点。

图 3 中同时用阴影和斜体标出的碱基为 cDNA

和 DNA 序列间存有差异的核苷酸 ,在所测得的 bkt

基因组 DNA 序列( D4 D13)中共存在 33 个与 C13 序

列或 Kajiw ar a报道的 cDNA 序列不同的碱基, 其中

有 28 个碱基与 Kajiwar a报道的 cDNA 序列不同, 但

却与 C13的序列一致,这说明该 28 个碱基不是作者

在 PCR过程或测序中造成的错误信息。这种差异有

三种可能解释 : ( 1) Kajiwar a等人所用的材料与作者

的材料存在少量遗传差异, 尽管属于同一物种;

( 2) Kajiw ara等人与作者所用的材料相同, 但是在雨

生红球藻基因组中该基因存在一个以上的拷贝,这两

个结果来自不同的拷贝; ( 3) 该基因存在等位基因的

差异, 这两个不同结果来自存在差异的等位基因。

除了上述的单碱基差异外, 作者获得的 cDNA

序列和 DNA 序列与 Kajiw ara 报道的 cDNA 序列还

存在两处较大的差异, 即分别在图 3 的比对结果中

1992~ 1997和 2081~ 2099 位置处缺少两段核苷酸

序列, 或者是说后者比作者的序列多出两段寡核苷

酸。为了分析在 2081 ~ 2099 位置处的 19bp 序列

GCAATGGGCGTGCT ACTGA 的来源, 作者在 bkt

的 cDNA 和 DNA 序列中查找这段序列。结果发现

这段序列在 Kajiw ara 报道[9]的 cDNA 中紧接着该序

列的上下游共有 5个非常相似的拷贝(图中用阴影标

示出) ,这是一种短序列重复。这种由 5~ 50 个短的

重复单位串联组成的的序列,在分子生物学上称为小

卫星( minisatellit e)或数目可变的串联重复 ( var iable

number tandem repeat, VNTR)序列。这两个重复序
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列的差异发生在终止密码子之后, 也即 3∃非翻译区
( 3∃UTR) ,因而肯定不会影响 BKT 酶的活性。但是

不能排除这种序列重复对 BKT 酶的表达水平存在

影响。

表 1 bkt 中内含子和外显子的组织

Tab. 1 The organizations of exons and introns in bkt

外显子

位置 大小( bp) 5∃剪切位点

内含子

大小( bp) 分类 3∃剪切位点

1~ 274 274 CACT Ggtggggcga 127 1 atgcagGTCT A

275~ 405 131 GCAAGgtgaggaa 85 0 cgcagCACTG

406~ 494 89 GCCAGgtaaggc 139 2 cgcagCT TCA

495~ 643 149 CT T CGgtgtgtgc 349 1 t tgcagGCACT

644~ 771 128 ACCTGgtgggtg c 270 0 t tgcagCACT G

772~ 860 89

表中位置指外显子在编码序列中所处的位置,其中 1 指在翻译起始密码子 AT G 中 A 的位置, 860为终止密码子的位

置。5∃剪切位点和 3∃剪切位点中大写字母为外显子部分,小写字母标示内含子的序列。

3 讨论

随着对更多内含子的鉴定和功能分析, 人们逐

渐认识到内含子在基因的表达中担负一定的调控功

能,已经有多个具有调控功能的内含子被鉴定。如

Ser rate 基因编码果蝇 ( D r osop hil a) 的一个跨膜蛋

白,控制果蝇的翅膀和 haltere的发育, 它的表达在果

蝇的胚胎和幼虫发育阶段受到复杂的时空调控。功

能鉴定实验已证明该基因的第三个启动子中含 Ser

r ate 基因后期转录的增强子成分[12]。人类酸性麦芽

糖酶基因的其中一个内含子是一个具有组织特异性

的沉默子[13]。

内含子在基因表达中具有调控作用的另一个证

据是 cDNA 在真核细胞中的表达效率常常比包括内

含子的基因组基因低一些。例如,早期的实验证明重

组的 SV 40 cDNAs 只能产生很少的 mRNA 甚至没

有 mRNA 的转录产生, 但是当在其中插入一个内含

子后,这种重组 cDNA 就可以大量表达了[14]。至今

已经证明在包括哺乳动物、昆虫、植物等多种生物体

中,多个遗传转化的内源基因的表达都需要一个或

多个内含子的存在[15~ 17]。内含子对基因表达的影响

程度差别很大,从没有明显作用到提高表达量达 400

倍[15~ 17]。

各种环境胁迫对虾青素代谢的诱导作用, 暗示

虾青素合成酶的表达在红球藻中受到复杂的调控作

用,很难排除 bk t基因的内含子在其中行使一定的功

能。Marquardt 等在红藻( Galdier ia sulp hur ar ia)中

已经发现了编码捕光色素结合蛋白的 lhcr4 基因能

够产生两种成熟的 mRNA, 有证据提示这种可变剪

切与光捕获蛋白的表达调控有关。这说明藻类基因

的内含子同样具有表达调控功能的可能性。下一步

作者将通过重组和转化实验验证雨生红球藻 bkt 基

因的各个内含子对该基因的表达水平是否存在影响。

通过对 胡萝卜素酮化酶基因的 cDNA 序列与

基因组序列的比较, 在该基因的 3∃非翻译区发现了
多个长度为 19bp 的串联重复序列。Ler s 等[ 18] 从盐

藻( D unaliella bar daw il )中分离到一个 胡萝卜素

合成相关蛋白的基因( cbr )的起始密码子上游, 也发

现了三个 21bp 长的串联重复 ,它的部分序列与 LDL

受体蛋白的固醇调节因子的结合位点序列相似。通

过在 GenBank 中查找, 没有在其他的核酸序列中发

现与这两个序列相似的序列,是否这一重复序列在

胡萝卜素酮化酶基因的表达调控中起到重要的作用,

需要进一步的实验验证。
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Abstract: This paper had designed pr imers acco rding to the cDNA sequence repor ted by Kajiw ara, cloned

the cDNA and genomic DNA fr agments by LD PCR , and obtained their entire sequences by sequencing. The

alignment in betw een cDNA , genomic DNA and cDNA repo rted by Kajiw ara show s that t his g ene includes f ive

introns at least and all the exon intron junctions conform to GU AG spicing rule. Through alignment a 19bp

long sho rt repeat unit w as found, w hich exists in cDNA and DNA o f bkt for sever al times. They may have some

functions in BKT expression regulation. The div ersities from sing le nucleot ides and 19bp shor t sequence be

tw een cDNA sequence r epo rted by Kajiw ara and DNA sequences obtained in this paper suggested they have dif

fer ent o rigins.
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