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原壳小球藻中不依赖于光的原叶绿素酸酯

还原酶基因的克隆与分析
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摘! 要：从原壳小球藻 BC0A$（!"#$%&##’ (%$)$)"&*$+,&- BC0A$）中分离到了不依赖于光的原叶绿素酸

酯还原酶（DEFGH）/ 个亚基的编码基因———*"#D、*"#+ 和 *"#I。通过测序和序列比对分析，发现这

/ 个基因与普通小球藻 B0"&（B9)(J>))- K=)L-J68 B0"&）相关基因高度同源，同源性高达 22M以上，其

中 *"#D 基因有内含子，与有关 B* K=)L-J68 B0"& 的报道相吻合。
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! ! 原叶绿素酸酯（FJ(<(@9)(J(S9W))6?>）是叶绿素和

菌绿素生物合成途径中关键的中间产物。在原叶

绿素酸酯还原为叶绿素酸酯这一关键步骤（R 环的

还原）有 " 条途径，即依赖于光的合成途径（ 光反

应）和不依赖于光的合成途径（暗反应）。在光合生

物中，已知有 " 种酶催化原叶绿素酸酯 R 环双键的

还原进而形成叶绿素酸酯 -［$］，一个是依赖于光的

原叶绿素酸酯氧化还原 酶（ D6L9<0?>S>.?>.< SJ(<(0
@9)(J(S9W))6?> (76?(J>?=@<-8>，FGH，4B $* /* $* //），

它在 +ORFP 的辅助下，当底物（原叶绿素酸酯）吸
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收光能时促进双键的还原，由于它需要光，在开花

植物（被子植物）依赖于光的显绿过程中起到了关

键的作用［!］；另一个是不依赖于光的（ 暗反应）原

叶绿 素 酸 酯 还 原 酶（ "#$%&’#()*+*()*(& +,-&-.%/-,-’
+%0//#)* -1#)-,*)2.&34*，"5678），这种酶不需要光就

能催化原叶绿素酸酯的还原。低等的光合细菌只

含有后一种酶［9］，而蓝细菌、藻类、蕨类、苔藓、地衣

和裸子植物同时具有这 ! 种酶，被子植物则只具有

依赖于光的还原酶［:］。由于暗反应酶的存在，光合

细菌、藻类、裸子植物等都能在无光条件下合成菌

绿素或叶绿素，而被子植物因缺乏这种酶必须在光

照条件下才能进行叶绿素的合成。

近几年，通过分子生物学手段分析各种能够进

行叶绿素无光合成的生物，包括细菌、藻类和植物，

发现了参与这一反应的 "5678 酶是由 9 个基因共

同编码的，分别为 !"#"、!"#; 和 !"#<。目前，针对

"5678 酶及其基因的研究集中在紫色细菌、蓝细菌

和衣藻上，而对能够进行高密度异养培养并作为叶

绿素源的小球藻［=］却罕有研究。作者所在的实验

室已经建立了一种小球藻异养培养体系，最大生物

量可达 >!? $ @ "，并且培养出的小球藻含有相当高

的叶绿素含量。这证明小球藻不仅是一种规模化

培养的材料，还是研究叶绿素无光合成机理的理想

材料。因此作者对小球藻 "5678 9 个亚基的基因

进行了克隆和序列分析，旨在揭示小球藻中这 9 个

基因的特征。

!" 材料与方法

!# !" 藻种及其培养方法

原壳小球藻（$"#%&’##( )&%*%*"’!%+,’-）AB’:> 购

自澳 大 利 亚 AB587 微 藻 研 究 中 心，普 通 小 球 藻

（$"#%&’##( ./#0(&+-）A’!C 由日本静冈大学吉永光一

教授惠赠。原壳小球藻的培养采用改良式 <343/ 培

养基［D］，普通小球藻的培养采用 E’:;F 培养基［C］。

培养条件为温度 !G H，光照强度 : ??? /21，转速

>=? , @ I#(，培养时间 C )。

!# $" 小球藻叶绿体 %&’ 的提取

小球藻叶绿体 J;F 的提取采用改良的 K-/-)’
(*, 法［G］。

!# (" 引物设计与合成

在 L*(<3(M 中获得普通小球藻 A’!C 的叶绿体

基因组 序 列（ 序 列 号 为 F<??>DG:），找 到 对 应 的

!"#"、!"#; 和 !"#< 序 列。通 过 A/24&3/ N 软 件 对

L*(<3(M 中相关的同源序列进行分析，找到保守区

段，利用 6,#I*, =O ? 在保守区段设计引物，上游引物

=’端引入 B3. 5 酶切位点（LFL APA），下游引物的

=’端引入 <3IQ 5 酶切位点（LLF PAA），如表 > 所

示。

表 !" 高保真 )*+ 引物

,-.# !" /012 30456078 )*+ 9:0;5:<

靶基因 引物（=’’ 9’）

!"" "6"R：APP LFL APA FPF PLF FFP
PFL APL PAP FPL LLF FF

6"8：APP LLF PAA PPF LFA PFF FFP
FFF FPA PFF PPA FAP FLA

!"" ;6;R：APP LFL APA FPF PLF AFF FAP
AFF FFP PFF AA

6;8：APP LLF PAA PPF AFP PPP FFA
PFL PPL FPP AAF

!"#< 6<R：APP LFL APA FPF PLF FFP
PFL APP FPP LLF PLP

6<8：APP LLF PAA PPF PLA PAA
PFA LLA PPA P

!# =" >?)@+ 基因的高保真 )*+ 扩增

以提取的原壳小球藻 AB’:> 叶绿体 J;F 为模

板，用合成的 6"R’6"8，6;R’6;8 和 6<R’6<8 引物

对分别进行高保真 6A8 扩增，60,-S*4& J;F 6-/0’
I*,34* 购自 P3K383 公司。6A8 反应条件为：T= H
预变性 : I#(，进行 6A8 扩增（T: H > I#(，=? H >
I#(，C! H ! I#(），经 9? 个循环后，C! H 延伸 >?
I#(。取 : !" 反应液在 > $ @ )" 琼脂糖凝胶上电泳，

检测扩增结果。以普通小球藻 A’!C 的叶绿体 J;F
扩增产物作为阳性对照，以无菌去离子水扩增产物

作为阴性对照。

!# A" 克隆质粒的构建

6A8 产物 !"#"、!"#; 和 !"#< 通过 B3.5 和 <3I’
Q5 酶切，分别连接到 B3. 5 和 <3IQ 5 酶切的 +</2*’
4.,#+& BK U 载体上，构建 +<"、+<; 和 +<< 9 个重组

质粒。将连接好的 9 个质粒分别转化到大肠杆菌

（VO !%#+）PL> 感受态细胞中，转化细胞涂在含有 !??
!$ @ I" 56PL 和 9? !$ @ I" W’$3/ 的 "< 琼脂固体培

养基（FI+ U ）上，培养 T % 后得到蓝白斑菌落，挑选

白色菌落在 "< 液体培养基中培养过夜，提纯质粒

后进行 B3.5 和 <3IQ5 酶切验证；同时挑取白色菌落

直接作为模板加入到 6A8 反应管中，以 E>9 通用

引物进行菌落 6A8 验证。

!# B" %&’ 测序及序列分析

采用 P9 和 PC 测序引物对克隆质粒 +<"、+<;
和 +<< 在 F<5 E-)*/ 9CC 自动测序仪上进行测序，

具体操作由生工公司完成，得到相应的 !"#"、!"#;
和 !"#< 基因全序列后送至 L*(<3(M 进行 </34&( 分
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析，找到相关的近似序列，再利用 !"#$%&" ’ 软件对

这些近似序列进行同源性比对分析。

!" 结果与讨论

!# $" %&’() 基因的高保真扩增

利用 ()*+(),、(-*+(-, 和 (.*+(., 引物，以

原壳小球藻 !/+01 的叶绿体 2-3 为模板进行高保

真扩增，得到的产物大小分别为 1 455 67、1 855 67
和 1 955 67 左右（ 如图 : 中 ;、4、< 泳道所示）；同

时，这 8 套引物也可以从普通小球藻 !+:; 叶绿体

2-3 中扩增出相应大小的产物（如图 : 中 0、9、= 泳

道所示）。根据普通小球藻 !+:; 叶绿体基因组测

序的结果，其 !"#)、!"#- 和 !"#. 基因大小分别为 1
490 67、1 854 67 和 1 988 67（ 序 列 号 为

3.551=40），这说明扩增结果与预期相符。而且同

样的引物能够扩增出相同大小的产物，证明两个藻

株的原叶绿素酸酯无光还原系统在组成上具有很

高的相似性。

>：:55 67 2-3 "&??@A B&AC@A（/&DEFD）；1，:，8：水作为模板的阴

性对照；0，9，=：普通小球藻 !+:; 的 !"#)、!"#- 和 !"#. 基因扩增

产物；;，4，<：原壳小球藻的 !"#)、!"#- 和 !"#. 基因扩增产物

图 $" * 个 %&’() 基因高保真扩增产物的电泳图

+,-# $" ./0 01023456/5407,7 58 /,-/ 8,901,3: ’;) 6459<
=237 58 3/0 3/400 %&’() -0>07

!# !" 6?% @ 6?A @ 6?? 质粒构建

高保真 (!, 的产物通过 /&GH+.&BIH 酶切后连

接到克隆质粒 7."#@$GAJ7% /K L 相应的多克隆位点

上，酶连产 物 成 功 转 化 大 肠 杆 菌 MN1 后，在 含 有

H(MN 和 O+E&" 的 3B7 抗性平板上长出的转化子由

于 !+互补效应会呈现蓝白斑差异。其中含有重组

质粒的细胞长出的菌落为白色，而含有空白质粒的

菌落为蓝色。为进一步筛选带有 )H(P, 基因的阳

性转化子，需要挑取大量白色菌落同时进行菌落

(!, 和重组质粒的双酶切验证。如图 8 所示，菌落

(!, 能够得到与插入的 )H(P, 基因大小类似产物

的菌落为阳性转化子；如图 0 所示，从白色菌落培

养物中抽提的质粒经 /&G H+.&BIH 双酶切后能够同

时得到线性载体大小条带和 )H(P, 基因大小条带

的为阳性转化子。通过这两步分析，可以确保筛选

到含有所需重组质粒的阳性转化子。

>：:55 67 2-3 "&??@A B&AC@A（ /&DEFD）；1：含 7.) 的阳性转化

子；:：含 7.- 的阳性转化子；8：含 7.. 的阳性转化子

图 ! " 重组质粒 6?% @ 6?A @ 6?? 阳性 转 化 子 的 菌 落

’;) 验证

+,-# !" ;515>: ’;) B>B1:7,7 58 657,3,C0 34B>7854DB>37
25>3B,>,>- 6?% @ 6?A @ 6??

>：1Q 5 C6 2-3 "&??@A B&AC@A（>.H）；1：!"#) (!, 扩增产物；:，

8，0：白色转化子质粒 /&G H+.&BI H 酶切产物；9：7."#@$GAJ7%

/K L 经 /&GH+.&BIH 酶切产物

图 *" 重组质粒 6?% 的酶切验证

+,-# *" EB2 &<?BDF & 95=G10 9,-073,5> B>B1:7,7 58 6?%

!# *" 序列分析

8 个重组质粒 7.)、7.- 和 7.. 经测序后，剔除

载体片段，即为所需的 8 个 )H(P, 基因 !"#)、!"#-
和 !"#. 的序列。将这 8 个基因的全长序列通过 /@+
R#JD（ S%%7：T T UUU8Q DG6JQ D"BQ DJSQ EFV T /@R#JD T JD+
?@WQ S%B"）发 送 到 N@D.&DC 中，登 录 号 分 别 为：

3X881<41（ !"#)）、3X881<4:（ !"#-）和 3X881<48
（!"#.）。这 8 个 )H(P, 基因具有相同序列特征：N
L ! 含量很低（85Y Z 89Y），含 有 多 个 7F"[3 或

7F"[M 结构。在 N@D.&DC 中进行 ."&$%D 分析，结果如

表 : Z 0 所示，编码 )H(P, 8 个亚基的基因，其同源

基因广泛存在于低等的蓝细菌、藻类、苔藓等生物

中，其中以普通小球藻 !+:; 的同源性最高，\ 值（\+
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!"#$%）为 &。进一步的 ’#$()"# * 比对分析，计算出

相应 的 序 列 同 源 性 + 相 似 性（ ,-%.)/)0 + 1/2/#"3/)0）。

其中，与普通小球藻 ’456 相应基因的同源性均在

778以上，只有个别碱基的差异，但是并未改变其

编码亚基的氨基酸组成（ 因篇幅所限，基因序列未

一一列出）。除了普通小球藻以外，原壳小球藻叶

绿体的 !"#9 基因与其它同源序列相比，序列长度存

在很大的差异。究其原因，是因为和普通小球藻 ’4
56 的 !"#9 基因一样，也含有一个大小为 7:; <= 的

内含子，这是迄今为止，叶绿体编码蛋白的基因中

发现的第一个内含子［7］。并且，原壳小球藻叶绿体

的 !"#9 基因与普通小球藻的序列相比，差异的碱基

均属于内含子部分（序列未列出）。此外，虽然同属

绿藻，小球藻的 9,>?@ 基因与衣藻的同源性并不比

系统发育树上亲缘关系较远的地钱（A"3BC".)/" =D#04
2D3=C"）高，这似乎预示着 9,>?@ 系统的进化速率在

各物种中的非一致性。

表 !" 原壳小球藻叶绿体的 !"## 基因在 $%&’(&) 中的 ’*(+,& 结果

-(./ !" ’*(+,& (&(*0+1+ 23 $% &’()()"*!(+,*- 45678 9:*2;2<*(+, !"## =%&% 1& $%&’(&)

品 种 EBB%((/D. FDG 片 段 H 值 同源 + 相似性

$% &’#()*+, ’456 EI&&;JKL ; L67 &G & 77 + ;&&

$"#)-./0-01), *2+1")*/3++ IM&&&::L 56K N%46; 6L + K&

4)*!")13+) 50#.-0*5") O&LLJ: 5:& 6%4JN 67 + KK

$.)105"0*) 5)*)/06) PN&K5; 55L L%4:: 6: + KJ

42,0,3+(-) &+*+/2 EQ;JJ;;L 5;L L%4:5 K& + K7

725"*0,2#-+, 0#+&)!2) EQ;N6N67 ;5; L%45L 67 + K7

80*5".*) 5’*5’*2) PNKK&L ;&6 6%45& 67 + KK

8+1’, 3"’192*(++ R;6:;& 7& 5%4;L 6: + KJ

:.12!"0!.,3+, ,5% >’’ JK&N R7&7;J K& ;%4;; JK + 6:

8#2!3012-) 90*.)1’- R&&JJ: JK J%4&K 6K + KK

70,30! ,5% >’’ 6;5& E>&&N:7K :& &G &;N 67 + K6

表 >" 原壳小球藻叶绿体的 !"#? 基因在 $%&’(&) 中的 ’*(+,& 结果

-(./ >" ’*(+,& (&(*0+1+ 23 $% &’()()"*!(+,*- 45678 9:*2;2<*(+, !"#? =%&% 1& $%&’(&)

品 种 EBB%((/D. FDG 片 段 H 值 同源 + 相似性

$% &’#()*+, ’456 EI&&;JKL 5 LKL &G & 77G 7 + ;&&

4)*!")13+) 50#.-0*5") O&LLJ: NJ; 5%47J 6L + KN

$"#)-./0-01), *2+1")*/3++ IM&&&::L 5:& :%4JN JN + 6&

42,0,3+(-) &+*+/2 EQ;JJ;;L 5;& L%4:; K& + 7;

$.)105"0*) 5)*)/06) PN&K5; ;KL 5%4LN J6 + KL

80*5".*) 5’*5’*2) PNKK&L ;;7 ;%45N 6J + KL

70,30! ,5% >’’ 6;5& E>&&N:7K ;;7 ;%45N 65 + K5

725"*0,2#-+, 0#+&)!2) EQ;N6N67 ;&: 5%4;7 J7 + K5

8+1’, 3"’192*(++ R;6:;& ;&N 6%4;7 J6 + K&

:.12!"0!.,3+, ,5% >’’ JK&N R7&7;J KK L%4;L 6; + K5

8#2!3012-) 90*.)1’- R;576N 7& ;%4;L 6; + K5
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表 !" 原壳小球藻叶绿体的 !"## 基因在 $%&#’&( 中的 #)’*+& 结果

,’-. !" #)’*+& ’&’)/*0* 12 $% &’()()"*!(+,*- 345!6 78)191:)’*+ !"## ;%&% 0& $%&#’&(

品 种 !""#$$%&’ (&) 片 段 * 值 同源 + 相似性

!" #$%&’()* ,-./ !0112345 . 673 1) 1 211 + 211

+,*-*.)&/’ #)()0, !8233225 922 .#-42 42 + 65

+’(12’3.)’ 4-%5/-(42’ :15537 .31 3#-33 4. + 69

!2%’/50-/-3’* (,)32’(0.)) 0;111775 .9. 2#-7/ 74 + 34

6-(425(’ 4$(4$(,’ <94415 .2. 2#-72 /9 + 46

!5’3-42-(’ 4’(’0-7’ <914.2 245 .#-59 54 + 36

6)3$* .2$38,(&)) =2/721 27/ /#-97 /. + 44

9-*.-1 $>) ?,, /2.1 !?119769 45 4#-29 /. + 62

9,42(-*,%/)* -%)#’1,’ !829/9/6 /3 .#-21 32 + /6

6%,1.-3,/’ 8-(5’3$/ =/4.14 /3 .#-21 /5 + 62

:53,12-15*.)* $>) ?,, 3419 =35111 73 .#-15 /. + 46

<" 结" 论

本研究中成功克隆出原壳小球藻 ,@-52 叶绿体

基因组中编码不依赖于光的原叶绿素酸酯还原酶 9
个亚基的 12%A、12%( 和 12%0 基因，并进行了序列比

对分析，表明这 9 个 AB?CD 基因与完成叶绿体基因

组测序的普通小球藻 ,-./ 中的对应基因高度同源，

为重组 AB?CD 酶的表达提供了可靠的基因材料，并

为进一步研究 AB?CD 亚基的结构、生物学功能及其

相互之间的作用机制奠定了基础。
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