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坛紫菜碳酸酐酶基因的克隆、表达及酶活性分析 
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摘要: 以坛紫菜丝状体为材料, 采用 RACE 方法获得坛紫菜碳酸酐酶(CA)基因的全长 cDNA。该 cDNA

全长 1 081 bp, 具有一个 825 bp 的开放阅读框, 可编码 274 个氨基酸。序列同源性分析显示该 cDNA

序列推导的氨基酸序列与其他物种的碳酸酐酶具有较高的一致性 , 其中与条斑紫菜的一致性达到

96%。氨基酸序列分析表明该蛋白为 β-CA, 含有两个 CA 活性位点, 无跨膜结构, 可能存在一个信号肽

将其定位到叶绿体中, 与藻类和细菌聚类。原核诱导表达得到一个 72 kDa 左右的融合蛋白, 酶活测定

结果显示此蛋白具有碳酸酐酶活性。该实验对进一步深入研究坛紫菜 CA 的功能及坛紫菜碳代谢、光

合作用等生理过程具有重要的参考价值。  
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碳酸酐酶(carbonic anhydrase, CA; EC 4.2.1.1)是

一种催化 CO2和 3HCO之间相互转化的含锌金属酶, 

转化效率较高[1-2] 。该酶分布非常广泛, 在动物、植

物、藻类、古细菌和真细菌中均有发现[3]。碳酸酐酶

是 CO2浓缩机制(CO2 concentration mechanism, CCM)

中重要的组成成分 , 主要参与羧化和脱羧化反应 , 

可将无机碳从胞外运送到高光合作用活性细胞中 , 

或将其从高呼吸活性的细胞中转移出来[4-5]。它能够

提高细胞内 Rubisco羧化位点附近的 CO2浓度, 提高

光合效率并抑制光呼吸[6]。此外, 碳酸酐酶还在 pH

调节、光合 CO2 固定、离子交换、呼吸作用和生物

合成等多方面起着非常重要的作用[7 -8]。 

依据晶体结构及亚基的组成, 目前已知的碳酸

酐酶主要分为 α-CA、β-CA、γ-CA3个基因家族[3], 另

外在海链藻 Thalassiosira weissflogii和 Thalassiosira 

pseudonana 中发现了 δ-CA[9-10], 在硫杆菌 Haloth-

iobacillus neapolitamus中发现了 ε-CA[11]。这 5种类

型的碳酸酐酶在一级结构上没有明显的序列相似性, 

似乎独立进化[2]。除了 ε-CA 外, 其他 4 种碳酸酐酶

在藻类中均有发现[8]。 

坛紫菜(Porphyra haitanensis)属于红藻门(Rhod-

ophyta)、红毛菜目(Bangiales)、紫菜属(Porphyra), 是

我国南方海域特有种, 具有较高的经济价值和营养

价值。它的生活史属于特殊的异型世代交替, 包含叶

状体(单倍配子体)和丝状体(二倍孢子体)。丝状体主

要分布于潮下带 , 体积较小 , 钻入贝壳等含碳酸钙

的基质中以度过高温。叶状体主要分布于潮间带礁

石上, 呈薄膜状。坛紫菜是典型的潮间带海藻, 同时

它具有基因组较小, 生长周期短, 进化地位特殊, 遗

传背景较为清晰等特点 [12-14], 已逐渐成为海洋藻类

研究的一种模式生物, 适合用于藻类的生理生化及

分子生物学的研究。 

本实验克隆了坛紫菜碳酸酐酶 cDNA 序列的全

长 , 对其做了系统进化分析 , 并将其在原核表达系

统中进行了融合表达, 检测出表达的蛋白具有碳酸

酐酶的活性 , 对进一步研究其功能奠定了基础 , 同

时对深入研究坛紫菜碳代谢、光合作用等生理过程

具有重要的参考价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料的获得 

坛紫菜丝状体为本实验室(中国科学院海洋研究

所藻类分子生理与发育调控实验室)培养藻株, 用含
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有加富培养液的无菌海水培养, 培养基每周更换一

次。培养温度为 18℃, 光强为 40 µmol/(m2·s), 光暗

周期为 L︰D (Light︰Dark) = 12︰12, 持续通入过滤

除菌后的空气。 

1.2  试剂、试剂盒及仪器  

总 RNA 提取试剂盒为 RNAprep pure (Tiangen, 

USA), cDNA 合成采用 MMLV 反转录酶试剂盒 

(Promega, USA)。Taq DNA 聚合酶、琼脂糖凝胶纯

化试剂盒、DNA marker及蛋白 marker购自东盛生物

公司。pMD 19-T载体及连接试剂盒购自 TaKaRa生

物技术有限公司。感受态菌株为 : Escherichia coli 

DH5α及 E.coli TB1。其余药品均为进口分装或国产

分析纯。基因序列合成及测定委托上海生工生物技

术公司完成。PCR 仪及超速低温离心机购自德国

Eppendorf公司。 

1.3  PhCA 基因全长的获得 

根据本实验室构建的坛紫菜 EST库[15]设计引物

PhCAF与 PhCAR(表 1), 以坛紫菜丝状体 cDNA为模

板进行 PCR扩增。PCR反应条件为: 94℃预变性 5 min; 

94℃变性 30 s, 58℃退火 30 s, 72℃延伸 1 min, 30个循

环; 72℃延伸 10 min; 4℃保存。PCR产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳检测, 目的条带用琼脂糖凝胶纯化试剂

盒纯化后克隆入 pMD19-T 载体, 转化到大肠杆菌

DH5α 感受态细胞中。转化后, 于氨苄 LB 培养基上

挑取单克隆培养, 用上述引物再次进行 PCR 扩增, 

以进一步验证克隆为阳性, 将阳性克隆送去上海生

工生物技术公司采用 ABI3730自动测序仪测序。 

以上述步骤获得的序列为基础, 采用 cDNA 末

端快速扩增技术(RACE)获得坛紫菜碳酸酐酶基因的

5’端序列和 3’端序列。根据已获得的序列设计引物

CA-3’ (表 1), 将其与 adapter通用引物(表 1)一起进行

3’RACE以获取 PhCA基因的 3’端序列。同时设计引

物 CA-5’1 与 CA-5’2 (表 1)分别用于 5’RACE 中的

Outer与 Inner PCR反应。将目的条带纯化、回收、

测序, 将序列进行拼接即可得到 PhCA基因全长。 

1.4  序列分析  

利用 NCBI 中的 BLAST 软件(http: //www.ncbi. 

nlm.nih.gov/blast)进行序列同源性对比; 利用 NCBI

中的 ORF Finder (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/ 

gorf.html)寻找基因序列的完整 ORF; 利用 ExPASy

在线工具(http: //www.expasy.org/)进行氨基酸序列分 

表 1  本实验所用引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物 序列(5’-3’) 

PhCAF GACAACTGGCTGACGCACAT 

PhCAR CCACATCCACACAAAATCGCT 

CA-3’ AGTCTGCTTGGAACGATGGC 

Adapter Uni GGCCACGCGTCGACTAGTAC 

CA-5’1 AGTCCGAGCAGCCAATCCAAAG 

CA-5’2 AGTTCTGGAAGTAGTTGGGGTC 

PhCAorfF GATGAATTCATGGCGTCCCAGATGGCCTTC

PhCAorfR GCTAAGCTTCCATCCACACAAAATCGCTC

 

析 ; 利用 SignalP (http: //www.cbs.dtu.dk/services/ 

SignalP/)进行信号肽预测 ; 利用 TMHMM (http: // 

www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/)寻找跨膜结构。 

多序列比对采用 Clustal X (1.83)程序。选择的物

种与蛋白序列号如表 2所示。 

 
表 2  多序列比对所用序列  
Tab. 2  CA isoforms used for multiple sequence alignment 

物种 序列号 

Aeromonas hydrophila YP_854904 

Arabidopsis thaliana NP_974782 

Chlamydomonas reinhardtii AAC49888 

Escherichia coli SE11 BAG75888 

Oryza sativa AAA86943 

Phaeodactylum tricornutum AAL07493 

Pisum sativum 1710354A 

Porphyra yezoensis ACI01451 

Porphyridium purpureum BAA12980 

 
系统进化树的构建采用 Clustal X (1.83)程序和

MEGA 2.0软件, 选择临位相联法(Neighbor-Joining), 

计算方法重复 1 000 次 , 进化距离选择 p 距离

(p-distance)。选择的物种与蛋白序列号如表 3所示。 

1.5  碳酸酐酶的诱导表达与纯化 

根据已取得的 PhCA 基因的全序列, 利用 NCBI

的 ORF Finder 寻找到该基因的开放阅读框(Open 

Reading Frame, ORF)。结合ORF的碱基序列和 pMAL

质粒的酶切位点设计合适的表达引物 PhCAorfF 和

PhCAorfR (表 1), 获得基因完整的 ORF。将其插入到

表达载体 pMAL 质粒, 转化至原核表达菌株 E.coli 

TB1 中。在 37℃的温度下以 200 r/min 摇动至菌液

OD (optical density)值为 0.5左右, 加入终浓度为 1 mmol/L

的异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷(IPTG), 在 16℃, 
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表 3  构建系统进化树所用序列  
Tab. 3  CA isoforms used for phylogenetic analysis 

物种 序列号 

Aeromonas hydrophila YP_854904 

Arabidopsis thaliana NP_974782 

Chlamydomonas reinhardtii AAC49888 

Chlamydomonas reinhardtii chl. AAR82948 

Chloroherpeton thalassium ATCC 35110 YP_001996270

Coccomyxa sp. PA AAC33484 

Escherichia coli SE11 BAG75888 

Griffithsia japonica AAM93979 

Methanothermobacter 
thermautotrophicus 

AAC44811 

Oryza sativa AAA86943 

Phaeodactylum tricornutum AAL07493 

Pisum sativum 1710354A 

Porphyra yezoensis ACI01451 

Porphyridium purpureum BAA12980 

Spinacia oleracea P16016 

Synechococcus elongatus PCC 6301 BAD78300 

Synechocystis sp. PCC 6803 BAA18166 

Zea mays AAA86945 

 
150 r/min的条件下诱导过夜。表达出的融合蛋白使

用 Amylose Resin 纯化柱进行纯化。蛋白样品进行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE)分析。 

1.6  酶活的测定 

碳酸酐酶活性的测定方法参照 Haglund 等 [16], 

略作修改。在预冷的 5 mL缓冲液(20 mmol/L 巴比

妥钠, 400 mmol/L 硫酸钾, pH 8.4)中加入待测样品, 

然后迅速加入 3 mL 饱和 CO2的蒸馏水(向冰水混合

物中充 60 min 纯 CO2获得), 记录 pH 从 8.0 下降到

7.0 所需的时间。在整个反应过程中, 温度控制在 4℃左

右。本实验设有 3个实验组, 其中一份不加样品, 一

份加入待测样品 , 一份加入待测样品和乙酰唑胺

(Acetazolamide, AZ)。AZ 是非膜透性的胞外碳酸酐

酶专一性抑制剂, 反应体系中其最终浓度为 100 μmol/L。

每个实验组进行 3次实验, 最后的结果取其平均值。 

2  结果与分析 

2.1  序列分析 

克隆所得到的坛紫菜碳酸酐酶基因的序列全长

为 1 081 bp, 经 ORF Finder预测该基因有一个完整

的ORF, 长度为 825 bp, 可编码一个含有 274个氨基

酸、分子量为 29.67 kDa 的蛋白。5’端非编码区

(Untranslated Regions, UTR)长度为 111 bp, 3’端非编

码区(UTR)长度为 145 bp, 含一个 Poly A尾巴。基因

全序列及其编码的氨基酸序列如图 1所示。 

经 NCBI软件分析, PhCA为 β-CA。SignalP 和 

TMHMM 在线软件分析显示其氨基酸序列无跨膜

结构, 可能存在一个信号肽将其定位到叶绿体中。根

据 PROSITE 数据库分析, 此氨基酸序列含有两个

CA 活性位点 , 分别为  PS00704 (CSDSRVPA)和

PS00705 (EYAVKVLKVRHILVVGHDNCG)。 

Blastx 检索发现与其同源的序列均为碳酸酐酶, 

且同源性较高。以 Blast软件对 PhCA氨基酸序列的

相似性比对结果表明, 其与植物、藻类和细菌均有一

定的一致性, 例如与拟南芥(Arabidopsis thaliana)为

37%, 与玉米(Zea mays)为 34%, 与莱茵衣藻叶绿体

(Chloamydomonas reinhardtii chl.)为 32%, 与嗜水气

单胞菌(Aeromonas hydrophila)为 58%, 其中与条斑

紫菜碳酸酐酶(PyCA)的相似性最高, 蛋白序列相似

性达到 96%。 

β 型的 CA 有一段高度保守的序列, Cys-AAn- 

His-AA2-Cys构成锌原子的协调位点[3]。多序列比对

结果(图 2)显示, PhCA与其他物种的 β型 CA在这些

位点处完全一致, 并且在锌原子协调位点周围的氨

基酸序列也比较保守, 说明了它们在结构上或是催

化反应中具有重要作用[17-18]。 

2.2  系统进化分析 

对碳酸酐酶进行进化分析, 同时选取了单子叶

植物、双子叶植物、藻类以及微生物中的 19个序列, 

构建的系统进化树如图 3所示。结果显示, 坛紫菜的

碳酸酐酶与条斑紫菜(Porphyra yezoensis)聚为一支, 

同时与三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)、紫

球藻(Porphyridium purpureum)、海洋绿滑菌(Chlor-

oherpeton thalassium)、嗜水气单胞菌 (Aeromonas 

hydrophila)聚为一个较大的分支。本实验构建的系统

进化树与 Smith 等[19]构建的以原核生物为主的系统

树相似, 同时也可以证明这些 β型的 CA有一个古老

的起源, 从一个共同的祖先即原核型的碳酸酐酶进

化而来[19-20]。 

2.3  融合蛋白的表达与纯化 

为了进一步验证克隆得到的 PhCA 为碳酸酐酶

基因序列, 将其完整的 ORF 进行原核诱导表达。

SDS-PAGE 图谱如图 4 所示。麦芽糖结合蛋白 
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图 1  坛紫菜 CA基因 cDNA全长的核苷酸序列及其推导的氨基酸序列  

Fig. 1  The nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the full-length CA cDNA from Porphyra haitanensis  

星号代表终止密码子 

The stop codon is indicated with asterisk 

 

(Maltose Binding Protein, MBP)的分子量为 42 kDa左

右, 诱导表达的 PhCA融合蛋白的分子量约为 72 kDa,

与预期的 30 kDa 的目标蛋白加上 MBP 的分子量大

小相符。由于诱导表达的蛋白及纯化的蛋白放置时

间较长, 有部分麦芽糖结合蛋白的降解。泳道 1, 2, 3

为各种对照组, 对照组在融合蛋白分子量区域并没

有相应条带的出现。泳道 4为蛋白粗提液, 泳道 5为

纯化后蛋白 , 从电泳图谱中可以看出 , 大部分杂蛋

白已去除, 得到的蛋白较为单一、纯净。 

2.4  酶活的测定 

邹定辉和高坤山[21]在坛紫菜完整叶状体和叶状

体匀浆中均检测到了碳酸酐酶活性, 表明坛紫菜存

在胞内和胞外 CA活性。本实验对表达纯化的融合蛋

白酶切后进行了碳酸酐酶活性的测定, 测定结果如

图 5所示。实验结果显示对照组 pH从 8.0下降到 7.0 



 

12 海洋科学  / 2014年  / 第 38卷  / 第 8期 

 

图 2  PhCA蛋白多序列比对结果 

Fig. 2  Multiple sequence alignment of PhCA 

黑色阴影表示保守性为 100%, 灰色为 80%, 星号表示活性位点 

100% conserved residues are shown in black while 80% conserved residues are shown in gray. The active sites are indicated with asterisks 

 

图 3  β型 CA构建的系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree constructed with β-class carbonic anhydrase sequences 
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图 4  12% SDS-PAGE检测 PhCA的诱导表达 

Fig. 4  12% SDS-PAGE assay for the induced PhCA gene 
expression 

M: 蛋白质低分子量Marker; 1: TB1加 IPTG诱导; 2: TB1 (pMAL)

加 IPTG 诱导; 3: TB1 (pMAL- PhCA)未加 IPTG 诱导; 4: TB1 

(pMAL- PhCA)加 IPTG诱导; 5: 纯化的融合蛋白 

M: Protein marker; 1: TB1 cells induced by IPTG; 2: TB1 cells with 
plasmid pMAL induced by IPTG; 3: TB1 cells with recombinant 
plasmid pMAL-PhCA not induced by IPTG; 4: TB1 cells with 
recombinant plasmid pMAL-PhCA induced by IPTG; 5: The map of 
the purified protein 

 

图 5  表达 PhCA蛋白活性的测定 

Fig. 5  The activity of the induced protein PhCA 

1: 对照组; 2: 加蛋白样品; 3: 加蛋白样品和胞外碳酸酐酶抑制剂 

1: Control group; 2: Protein added; 3: Protein and extracellular CA 
inhibitor added 

 
所需要的时间最长, 其次是加蛋白样品和胞外碳酸

酐酶抑制剂AZ的实验组, 时间最短的是加蛋白样品

实验组。这表明诱导表达出的 PhCA 蛋白具有碳酸

酐酶的活性, 并且胞外碳酸酐酶抑制剂AZ可以减弱

一部分 CA的活性。 

3  讨论 

在海水的碱性环境下中, 溶解无机碳(dissolved 

inorganic carbon, DIC)主要是以 3HCO的形式存在 , 

海水中 CO2的浓度非常低。而游离的 CO2是藻类光

合作用的原料, 许多研究表明藻类主要通过 3 种机

制提高细胞内 CO2 含量, 分别为通过自由扩散或主

动运输的方式将海水中游离的 CO2 运入细胞
[22], 利

用胞外碳酸酐酶将 3HCO解离成 CO2后运入细胞
[23], 

以主动运输形式将 3HCO直接运往细胞, 利用内碳

酸酐酶将其解离成 CO2
[24]。不同的藻类对无机碳的

利用途径不同, 例如紫球藻(Porphyridium cruentum)

的无机碳利用方式主要是主动运输细胞外游离 CO2, 

没有发现胞外碳酸酐酶的活性[25]; 海带雌配子体只

以游离的CO2为无机碳源, 不能利用 3HCO [26]; 条斑

紫菜叶状体利用无机碳的主要途径是转运胞外碳酸

酐酶解离 3HCO产生的 CO2
[27]。即使是同一物种, 在

不同品系间或生长状态下对无机碳利用的方式也不

完全相同[28], 骆其君等[29]的研究结果初步认为坛紫

菜自由丝状体的无机碳利用以对 3HCO的主动运输

为主, 而邹定辉和高坤山[21]的实验结果表明坛紫菜

叶状体利用 3HCO作为光合作用的碳源时 , 其机制

主要是胞外 CA催化的 3HCO脱水作用。 

坛紫菜生活史属于特殊的异型世代交替, 孢子

体世代和配子体世代具有明显不同的形态和生物学

特征 , 两者发育和生长阶段所处环境不同 , 其无机

碳的利用方式及光合作用代谢机制也有不同之处。

本研究采用 RACE技术, 首次在坛紫菜中获得了 CA

基因的全长序列, 经相关生物信息学软件分析显示

该基因序列长度为 1 081 bp, 含有一个完整的长度为

825 bp的 ORF, 为 β型的 CA, 与来自植物、藻类和

细菌的碳酸酐酶均有一定的一致性。另外, 将其在原

核表达系统中成功表达, 并检测出所表达的蛋白具

有碳酸酐酶的活性。碳酸酐酶的成功克隆与表达对

于对进一步研究其功能奠定了基础, 同时对进一步

深入研究坛紫菜不同世代间的碳代谢、光合作用等

生理反应有着重要作用。 
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Abstract: Carbonic anhydrase (CA), a zinc-containing enzyme is widespread in living organisms, catalyses the 

reversible hydration of CO2 and 3HCO . In this study, a full-length cDNA of CA was isolated from Porphyra 

haitanensis with rapid amplification of cDNA ends (RACE). This sequence was 1 081 bp in length and encodes a 

polypeptide of 274 amino acid residues. The deduced polypeptide showed high identities with the CA genes ranging 

from unicellular algae and bacteria to green plant. Phylogenetic tree analysis showed that the CA gene from P. 

haitanensis was more closely assembled with algae and bacteria. A ~72 kDa fused protein was obtained by the 

recombinant prokaryotic expression and the enzyme activity analysis showed that it had the activity of CA. 
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