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凯氏拟小球藻己糖激酶基因的克隆及其在不同培养条件下的

表达分析 
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摘要: 为研究凯氏拟小球藻(Parachlorella kessleri)糖代谢分子机制, 本研究采用 RT-PCR和 RACE 技术

从凯氏拟小球藻中克隆了己糖激酶基因 CkeHK(GenBank ID: AHF54566), 并对其自养、异养、混养条

件下的转录表达进行分析。结果表明, 该序列的 cDNA 全长为 1 844 bp, 开放阅读框 1 389 bp, 编码 462

个氨基酸。该蛋白的相对分子质量为 49.73, 等电点为 6.98。实时荧光定量 PCR 结果显示, 以自养培养

条件为对照, 异养培养和混养培养条件下, CkeHK 均能够发生明显上调, 且混养条件下上调量比异养

条件下上调量更多, 说明 CkeHK 可能在凯氏拟小球藻利用外源糖的过程发挥重要作用, 并且光信号对

于凯氏拟小球藻利用外源糖可能存在调控作用。这些研究结果为进一步阐明 CkeHK 的功能及其作用机

制奠定了分子基础。 
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凯氏拟小球藻(Parachlorella kessleri)属于绿藻

门, 颤藻目, 小球藻科。Huss等[1]基于形态学特征、

DNA碱基组成以及利用分子标记 18S rRNA和 SSU 

rRNA进行系统发育分析等多种手段, 认为 Chlorella 

kessleri Fott et Nova′kova应属于小球藻属。Krienitz

等(2004)通过克隆 18S 和 ITS2 序列, 分别用 18S 

rRNA、ITS2以及 18S rRNA和 ITS2联合分子标记, 

构建系统发育树, 结合形态学特征认为其应属于一

个新属——拟小球藻属(Parachlorella), 也是目前较

为公认的划分方法[2-3]。凯氏拟小球藻能够利用光合

作用进行自养 , 也可利用外源葡萄糖进行异养 , 以

及在光和外源葡萄糖的作用下进行混养。它生长速

率快 , 含有丰富的脂肪酸 , 目前广泛应用在废水处

理[4-5], 生物能源[6], 生物固碳[7]等领域。 

Wang 等[8]模拟有机废水培养凯氏拟小球藻生产

微藻油脂 , 发现以自养培养为对照 , 混养条件下小

球藻能够积累更多的脂肪酸以及更多以 C16 和 C18

为主的中性脂。Wang 等[9]通过分别或同时添加外源

葡萄糖和硝酸盐, 发现凯氏拟小球藻能够明显提高

脂肪酸含量。Li 等[4]发现不同光强可影响凯氏拟小

球藻去除废水中有机质的效果, 且相对于自养条件

下, 加入光照后混养条件下均能高效去除有机质。基

于以上报道, 可见添加外源葡萄糖会促进凯氏拟小

球藻生长及脂肪酸合成, 且添加光照和不添加光照

情况下, 凯氏拟小球藻生长及脂肪酸代谢也不相同, 

说明凯氏拟小球藻利用外源葡萄糖的代谢机制并不

相同。而且凯氏拟小球藻代谢外源葡萄糖的分子机

制尚不清晰。 

己糖激酶是一类能够催化己糖发生磷酸化作用

的酶类, 既能够调控植物体内贮存糖和游离糖的速

率, 也能够调控糖酵解和氧化戊糖磷酸途径的代谢速

率, 对于植物碳流分配具有重要作用。同时, 己糖激

酶也可以作为细胞葡萄糖感受器感知糖信号, 从而触

发糖信号传递, 即具有催化功能和调节功能[10-11]。在

生物体内, 己糖经己糖激酶磷酸化后可进入糖酵解
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途径, 进而为植物的生理活动提供能量和中间代谢

产物[12]。目前, 己糖激酶已在拟南芥、水稻等生物中

被克隆鉴定 [13-14], 但仍未在藻类中被同源克隆、鉴

定。作者通过利用已经被功能鉴定的己糖激酶序列

作为源序列 , 利用同源比对的方法在莱茵衣藻

(Chlamydomonas reinhardtii)、团藻(Volvox carteri)、

胶球藻 C-169(Coccomyxa subellipsoidea C-169)、可

变小球藻 (Chlorella variabilis NC64A)、蓝隐藻

(Guillardia theta)、海洋球石藻(Emiliania huxleyi)、

裂殖壶藻(Aurantiochytrium limacinum)等微藻基因组

序列进行搜索, 发现编码己糖激酶的基因序列广泛

存在。 

本研究利用聚合酶链式扩增(PCR)和 cDNA末端

快速扩增技术(RACE, rapid-amplification of cDNA 

ends)克隆获得凯氏拟小球藻己糖激酶的基因编码序

列 , 并运用实时荧光定量表达技术对不同培养 (自

养、异养、混养)条件下凯氏拟小球藻转录水平的表

达情况进行了分析, 以期为探讨凯氏拟小球藻利用

外源葡萄糖代谢分子机制提供参考, 为通过代谢工

程手段构建优良藻株奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料及培养条件 

本研究所用凯氏拟小球藻(P. kessleri)保存于中

国科学院烟台海岸带研究所海岸带生物学与生物资

源利用重点实验室。凯氏拟小球藻接种于 f/2培养基, 

于25℃光照条件下静置培养, 光照强度为2 000 lx, 光/

暗周期为 12 h/12 h。异养培养葡萄糖质量浓度为

10.0 g/L, 24 h 黑暗培养; 混养培养葡萄糖质量浓度

为 10.0 g/L, 于 25℃光照条件下静置培养, 光照强度

为 2000 lx, 持续给光。 

1.2  凯氏拟小球藻己糖激酶基因的克隆 

取处于对数生长期的凯氏拟小球藻细胞 , 用

TRIzol试剂提取总RNA, 使用 1%的琼脂糖凝胶电泳

进行检测, 并利用超微量分光光度计测定 RNA 浓度

和纯度 (A260/A280)。随后 , 参照 TaKaRa 公司的

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser (Per-
fect Real Time)试剂盒说明书合成 cDNA, 用作克隆

己糖激酶 cDNA的模板。从 GenBank 中下载莱茵衣

藻(C. reinhardtii)、团藻(V. carteri)、胶球藻 C-169(C. 

subellipsoidea C-169)、可变小球藻 (C. variabilis 

NC64A)编码己糖激酶基因的 cDNA序列进行比对分

析 , 设计简并引物 , 引物由上海生工生物工程有限

公司合成。 

以 cDNA 为模板 , 用合成的简并引物进行

RT-PCR 扩增 CkeHK基因的 cDNA片段。反应程序

为: 94℃预变性 5 min; 94  45 s, 55  30 s, 72  130 s,℃ ℃ ℃  

30个循环; 72℃延伸 10 min, 4℃终止。反应结束后, 

PCR反应产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测。对目的

片段进行胶回收后连接于 pMD18-T 载体上, 转化大

肠杆菌 DH5α, 挑取阳性菌落, 菌液 PCR鉴定正确后

由上海生工生物工程有限公司测序。 

根据简并引物扩增得到的已知序列, 分别设计

CkeHK 的 3′RACE 和 5′RACE 引物 (CkeHK31/ 

CkeHK32 和 CkeHK51/CkeHK52)。利用 Clontech 公

司的 SMARTerTM RACE cDNA Amplication Kit试剂

盒, 按照说明书分别扩增 CkeHK 的 3′端和 5′端。扩

增获得的结果经过连接、转化后, 挑取阳性菌落由上

海生工生物工程有限公司测序。根据同源克隆片段

和 RACE测序结果, 拼接获得目的基因全长。 

1.3  己糖激酶基因的生物信息学分析 

将测序获得的片段 , 利用软件 DNAStar7.1 

(DNASTAR Inc. USA)进行拼接得到目的基因 cDNA

全长序列。利用序列处理在线工具包(http: //www. 

bio-soft.net/sms/)将得到的 cDNA 序列翻译成氨基酸

序列, 并用 ORF查找器找到目的基因的 ORF。通过

在线 BLAST程序对目的基因进行鉴定, 然后下载同

源性相似序列, 利用本地 ClustaW 软件与目的基因

进行多序列比对。利用软件 ExPASy Compute pI/Mw 

tool[15]用来检测目的基因编码的蛋白相对分子质量

(Mw)和等电点(pI)。最后, 基于多序列比对结果选择

保守区, 利用 jModelTest软件选择进化模型, 然后利

用 phyML软件中的最大似然法(Maximum likelihood)

构建进化树。 

1.4  不同培养条件下, 己糖激酶基因表达

量分析 

根据 CkeHK的 cDNA序列设计荧光定量表达特

异性引物(CkeHKQF/CkeHKQR), 同时选择凯氏拟小

球藻 18s rRNA序列作为内参, 设计荧光定量表达特

异性引物(Cke18SF/Cke18SR), 引物序列见表 1。设计

引物后, 利用普通 PCR 对其进行验证, 确保没有引

物二聚体出现以及引物的特异性。采用 SYBR Premix 

Ex Taq II荧光定量试剂盒进行荧光定量 PCR。每个

样品设置 3 个平行, 荧光定量 PCR 数据采用相对定
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量 2–Ct法进行分析, 最后利用 Origin 8.0 进行标准 偏差计算和作图。 

 
表 1  本研究所用的引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物名称 核苷酸序列(5′-3′) 序列长度 (bp) 

cDNA中间片段 

HKF TGTGGACATGGGAGGCACAAAC 237 

HKR ACGGGGAAGCTGAAGCAGAAGCC  

5′ RACE 

CkeHK51 GGAAGCTGAAGCAGAAGCCAATG 564 

CkeHK52 AGCCTGCCGTTGTCCGTGTCGTA 463 

3′ RACE 

CkeHK31 AGCAGCATCAGGGAGTGGCTTATC 1440 

CkeHK32 TGGCTTATCCCAGAGGAGTGTTACG 1425 

CDS全长 

CkeHKCF GAATTCAAGATGGCAGCACCGCTGGGTTTCG 1389 

CkeHKCR CTCGAGCTAGCTACCACTGCTTGCTCGGC  

荧光定量 PCR 

CkeHKQF GGGCATGGGTTGTTTGAGAAGAT 247 

CkeHKQR GCTGGTCTAGGGAGGACTTGGTGAT  

Cke18SF ATCCGAACACTTCACCAGCAC 395 

Cke18SR TGACTCAACACGGGGAAACTTA  

 

2  结果与分析 

2.1  凯氏拟小球藻己糖激酶全长 cDNA 克隆 

本研究以凯氏拟小球藻总 RNA 反转录得到的

cDNA为模板, 设计引物 HXF/HKR(表 1), 进行 PCR

扩增, 获得 cDNA中间片段, 长度为 237 bp。将该片

段氨基酸序列与胶球藻(C. subellipsoidea C-169)的

HK 序列比对发现同源性为 57%、与微囊藻(Micro-

monas pusilla CCMP1545)的同源性为 68%、与莱茵

衣藻(C. reinhardtii)的同源性为 58%。根据中间片段, 

分别设计特异性引物(CkeHK51/CkeHK52和 CkeHK31/ 

CkeHK32), 通过 cDNA 末端快速扩增技术扩增, 获

得该序列 5′端和 3′端, 长度分别为 311 bp和 1 404 bp。

利用所获得的中间片段、5′端和 3′端序列进行拼接, 

获得己糖激酶基因的 cDNA 全长。该基因 cDNA 全

长1 844 bp(NCBI 注册号: AHF54566.1), 包含1 389 bp

的开放阅读框 , 编码 462 个氨基酸 , 5′非编码区

(5′-UTR)序列长 39 bp, 3′非编码区(3′-UTR)序列长

436 bp(图 1)。利用 ExPASy Compute pI/Mw tool软件

分析显示, 该序列的相对分子质量为 49.73 ku, 等电

点为 6.98。 

2.2  凯氏拟小球藻己糖激酶氨基酸序列比

对及蛋白结构分析 

利用翻译获得的己糖激酶氨基酸序列, 与来自

其他 9种藻类的己糖激酶氨基酸序列(图 1)进行比对

分析, 发现序列间同源性较高。功能结构域分析表明, 

CkeHK 蛋白含有 ATP 结合位点(CD1: ADLGGTNRV; 

CD4: IGTGIN; CD7: XDGXF), 己糖激酶结合位点

(CD2: LGFFSF), 葡萄糖激酶结合位点(NDEE), 详

见图 2。由此, 提示凯氏拟小球藻己糖激酶基因序列

不仅仅可以催化葡萄糖, 也可以催化其他己糖。利用

软件 SOPMA[16]对 CkeHK 基因编码蛋白的二级结构

预测, 预测结果显示, α螺旋占的比例最高, 为 38.1%, 

其次为无规卷曲, 占比 31.82%, 延伸链和 β-折叠分

别为 18.83%和 11.26%。由此, 说明己糖激酶主要由

α螺旋和无规卷曲组成, 属于混合型蛋白。 

2.3  凯氏拟小球藻己糖激酶基因进化分析 

本文比对了来自细菌、藻类和拟南芥等不同物

种共 24 个己糖激酶基因的氨基酸序列 ,  并利用

mega5和 Phyml软件构建进化树, 分析了凯氏拟小球

藻 CkeHK基因的分类归属以及该基因与其他物种之

间的基因进化关系(图 3)。从图中可以看出, 25个物 
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图 1  凯氏拟小球藻中编码己糖激酶的核苷酸序列和氨基酸序列。 

Fig. 1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of the full-length cDNA of CkeHK gene from the green alga Parachlor-
ella kessleri 

阴影部分代表 ATP和己糖结合位点, 方框标记的分别代表起始密码子、终止密码子、加尾信号序列 

The initiation (ATG) and termination codons (TAG) are marked with an underline. Crucial residues of ATP and hexose-binding sites are high-
lighted by gray boxes 

 

种的 HK 共聚成 7 组, 自展值分别为 57/86/100/100/ 

88/99/100/88/88。依据己糖激酶基因进行分子系统发

育分析 , 可见凯氏拟小球藻与可变小球藻(Chlorella 

NC64A)聚在一起, 然后和可变小球藻(Chlorella vari-

abilis)、胶球藻(Coccomyxa subellipsoidea C-169)聚在一

起, 与传统分类较为一致, 说明己糖激酶基因的保守

性较强, 能够很好地反映各物种之间的进化距离。 

2.4  不同培养条件下 CkeHK基因转录水平

的变化 
为探讨凯氏拟小球藻利用外源糖代谢机制, 本

研究利用实时荧光定量表达技术, 以自养培养为对

照, 对异养和混养条件下的 CkeHK 基因转录水平进

行了分析(图 4)。从图 4可以看出, 在异养情况下, 当

培养至 8 h, CkeHK 基因转录本上调 1.38 倍。培养至

20~44 h, 转录本出现降低。随后, 当培养 44~56 h, 转

录本逐渐升高且在第 56 小时达到最高, 是正常表达

量的 6.33 倍。继续延长培养时间, 己糖激酶转录本

表达量有所下降; 相对于自养情况为对照 , 在混养

情况下, 己糖激酶转录本表达量在第 44 小时开始出

现明显上调, 培养至 56 h 达到最高, 为正常表达量
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的 13.69 倍, 随后出现下降。由此可见, 相比较自养, 

在异养和混养培养下, 己糖激酶 CkeHK可能在凯氏拟

小球藻利用外源糖方面发挥重要作用。同时, 混养培养

过程中, CkeHK 的转录上调表达量远高于异养培养过

程中的上调表达量, 可见混养培养过程中光信号的参

与, 对己糖激酶代谢外源糖可能也具有调控作用。 

 

图 2  凯氏拟小球藻 CkeHK的序列比对及结构域分析 

Fig. 2  Multiple alignment of the deduced amino acids of the CkeHK from Parachlorella kessleri and other predicted HKs from 
nine green algae with available genome database 

●代表 ATP结合位点  ▲代表己糖激酶结合位点 

Crucial residues of the ATP and glucose-binding sites are highlighted by black circles and black triangles 
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图 3  不同物种来源的己糖激酶序列系统进化分析 

Fig. 3  Phylogenetic tree of HK homologs from algae, higher plants, and archaea 

 

 

图 4  不同培养条件下 CkeHK的转录表达情况 

Fig. 4  CkeHK expression of Parachlorella kessleri cultured 
under different cultural trophic modes 

 

3  讨论 

糖类物质对微藻及植物的生长、发育、胁迫应

激等方面有重要作用, 它不仅作为呼吸底物为微藻

及植物提供生长发育所需要的能量, 也是合成氨基

酸、脂肪酸、淀粉等重要物质的碳库。同时, 糖类还

被认定为具有类似植物激素作用的信号分子, 参与

植物的糖信号转导过程, 对于合成脂肪酸等代谢产

物具有重要调控作用[17]。己糖激酶是植物体呼吸代

谢过程中的关键酶, 可通过磷酸化作用催化外源糖类

物质。同时, 通过添加己糖激酶抑制剂 D-甘露酮糖可

阻断 2-脱氧葡萄糖介导的对光合基因表达的抑制作

用, 说明己糖激酶是植物糖信号感知的感受器[18-19]。

最近 , 通过解析拟南芥中己糖激酶结构 , 也证明己

糖激酶既具有催化作用也具有感知作用[20]。 

本研究以能够进行自养、异养、混养的凯氏拟

小球藻为研究材料 , 克隆获得己糖激酶基因的

cDNA 序列, 同源性分析显示, 其与莱茵衣藻中己糖

激酶序列相似性较高。结构分析发现, 该基因编码氨

基酸序列氮端具有多样性, 这些特点与在拟南芥和

酵母中发现的己糖激酶具有相似性。同时, 依据己糖

激酶序列构建的系统发育树可见, 各物种的聚类关

系与传统经典分类较为一致, 说明己糖激酶基因在

各个物种中是相对保守的, 也提示己糖激酶在凯氏

拟小球藻的糖代谢过程中发挥重要作用。该基因是

首次从微藻中被克隆获得, 也将为研究其他微藻糖

代谢提供参考。 
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Chen等[21]通过异养、混养培养小球藻(Chlorella 

zofingiensis), 观测细胞分裂及淀粉合成、脂肪酸合成, 

提示混养培养小球藻过程相较于异养培养, 光可能

发挥两方面的作用: (1)光能够促进细胞增殖和生物

量提高; (2)加光照后, 小球藻细胞合成脂肪酸含量

减少, 淀粉合成量增加。由此, 说明光照对于小球藻

如何利用外源葡萄糖具有调控作用, 但具体调控机

制目前尚不清晰。该结果与本研究中发现的光信号

能够调控凯氏拟小球藻利用外源葡萄糖较为一致。

此外, Jang 等[12, 22]发现拟南芥中己糖激酶能够抑制

编码光合作用相关蛋白(核酮糖-1, 5-二磷酸羧化酶/

加氧酶和捕光叶绿素 a/b 结合蛋白)基因的表达, 提

示己糖激酶是拟南芥中光信号与糖信号协同调控网

络的关键元件。光照和外源葡萄糖都具有双重作用, 

一方面都可以为藻株提供能量, 另一方面也都是具

有调控作用的信号因子。开展光和糖如何协同调控

小球藻生长及脂肪酸合成研究, 将对于创新培养工

艺提高小球藻生物量及脂肪酸合成, 以及构建性能

优良的藻株等都具有重要意义, 这也是日后工作将

继续深入的重点。 

4  结论 

本研究报道了凯氏拟小球藻己糖激酶基因的

cDNA 序列及其在不同培养条件下的表达特点, 将

有助于阐明凯氏拟小球藻利用外源葡萄糖的分子机

制, 为揭示光照如何调控凯氏拟小球藻代谢外源葡

萄糖, 以及碳流分配等关键科学问题提供基础。同时, 

本研究首次从绿藻门中克隆获得己糖激酶, 也为从

其他真核微藻中克隆己糖激酶, 探讨异养微藻代谢

特点等提供参考。 
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Abstract: cDNA (GenBank ID: AHF54566) encoding hexokinase (termed CkeHK) from the green alga Parachlorella 

kessleri was cloned and sequenced to understand the response to the presence and uptake of glucose at the molecular 

level. The transcriptional expression patterns of CkeHK were observed under phototrophic, heterotrophic, and mixotro-

phic culture conditions. The results indicated that the CkeHk cDNA was 1, 844 base pairs (bp) long, with an open reading 

frame (ORF) of 1 389 bp encoding 462 amino acids, with a calculated molecular mass of 49.73 kDa and an estimated 

isoelectric point of 6.98. Under the phototrophic condition as control, the transcriptional profiles of CkeHk showed that it 

could be upregulated under the heterotrophic and mixotrophic culture conditions. The mRNA level of CkeHK under the 

mixotrophic culture condition could be upregulated more than that under the heterotrophic culture condition. These re-

sults suggest that light may play an important role in regulating the role of hexokinase in metabolizing exogenous glu-

cose. These findings provide us valuable information for exploring the mechanism of metabolizing glucose in P. 

kessleri. 
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