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八肋游仆虫微管蛋白基因家族的鉴定及进化分析

王软林    肖    羽    李    佳    梁爱华
(山西大学生物技术研究所,化学生物学与分子工程教育部重点实验室, 太原 030006)

摘要: 为了系统分析八肋游仆虫(Euplotes octocarinatus)微管蛋白基因家族, 从八肋游仆虫大核基因组中共鉴

定得到20个微管蛋白基因, 基于同源比对及系统进化分析, 将其归入α、β、γ、δ、ε及η六个微管蛋白亚家族;
多序列比对及Western blot结果显示八肋游仆虫η微管蛋白基因在翻译过程中需发生一次+1位编程性核糖体

移码, 其移码位点为AAA-TAA; 所有自由生纤毛虫都含有多个α和β微管蛋白基因亚型, 可能用于组成不同的

微管结构。研究为后续深入探讨八肋游仆虫微管蛋白的生物学功能及微管多样性奠定了基础。
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微管蛋白(Tubulin)是真核生物中含量最丰富

的蛋白质, 是构成细胞骨架的主要成分, 在细胞分

裂、胞内运输及纤毛和鞭毛运动等过程中发挥关

键作用。真核生物的微管蛋白由多个高度保守的

亚家族组成
[1]
。α、β和γ微管蛋白广泛存在于所有

的真核生物中, 早期被认为是该蛋白家族中仅有的

成员
[2]
。α微管蛋白和β微管蛋白以异二聚体形式头

尾相连形成线性原丝 ,  是组成微管的基本模块。

γ微管蛋白是微管组成中心(Microtubule organizing
center, MTOC)的组成成分, 在微管组装的成核过程

中发挥重要作用。在随后的研究中微管蛋白家族

新成员不断被发现
[3], 通过遗传突变的方法, 分别在

衣滴虫(Chlamydomonas)和草履虫(Paramecium)中
发现了δ和η微管蛋白

[4, 5], 这2种微管蛋白的突变,
都会导致基体(Basal body)功能的缺陷。ε微管蛋白

首次在哺乳动物中报道
[6], 免疫荧光定位显示其定

位于中心体区域。目前通常将真核生物微管蛋白

家族分为α、β、γ、δ、ε和η六个亚家族
[7, 8]

。

纤毛虫是一类单细胞真核生物, 细胞表面普遍

存在纤毛或纤毛器, 而且单个细胞中含有多种形态

和功能迥异的微管结构, 例如嗜热四膜虫(Tetrahy-
mena thermophila)细胞中有多达17种微管结构

[9]
。

因此纤毛虫是研究微管组装及异质性(Heteroge-

neity)的模式生物
[10]

。目前关于纤毛虫微管蛋白的

报道主要集中在四膜虫和草履虫中, 关于其他纤毛

虫的研究较少。近年来, 多种纤毛虫的大核基因组

测序已完成, 使得我们可以对处于不同进化地位的

纤毛虫中微管蛋白基因家族进行系统分析。

游仆虫(Euplotes)是纤毛虫中进化最为复杂

和高等的类群之一 , 其细胞结构复杂 , 有背腹分

化及横微管束等复杂的微管胞器
[11]

。本研究利

用八肋游仆虫(Euplotes octocarinatus)大核基因组

数据库
[12, 13], 对其微管蛋白基因进行了鉴定和亚

家族分类 , 并与其他纤毛虫进行了比较分析 ; 利
用多序列比对及Western blot证实八肋游仆虫η微
管蛋白基因是+1位编程性核糖体移码基因 , 为
后续深入研究游仆虫微管蛋白的生物学功能奠

定了基础。

1    材料与方法

1.1    主要材料和试剂

八肋游仆虫由本课题组培养; α微管蛋白抗体

和山羊抗兔IgG(IRDye® 800CW)二抗购自Abcam公

司, BCA蛋白质浓度测定试剂盒购自碧云天生物技

术公司, 蛋白Marker购自生工生物工程(上海)股份

有限公司, 其余为国产分析纯试剂。
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1.2    数据来源

八肋游仆虫基因组及转录组数据由本实验室

前期测得
[12, 13]

。嗜热四膜虫、第四双小核草履虫

(P. tetraurelia)、三棱尖毛虫(Oxytricha trifallax)、
浮萍棘尾虫(Stylonychia lemnae)、多子小瓜虫(Ich-
thyophthirius multifiliis)和天蓝喇叭虫(Stentor coe-
ruleus)的相关数据分别下载自其基因组数据库网站

(Ciliates.org, http://ciliates.org/index.php/home/wel-
come); 水滴伪康纤虫(Pseudocohnilembus persa-
linus)的相关数据下载自PPGD(http://ciliates.ihb.ac.cn/
database/home/#pp)、厚游仆虫(E. crassus)及南极

嗜冷游仆虫(E. forcardii)的基因组数据下载自Gen-
Bank数据库

[15], 大肠杆菌的丝状温度敏感蛋白(Fila-
mentous thermosensitive protein Z, FtsZ)序列下载自

GenBank数据库(KIH34997.1)。用于构建进化树的

各物种的18S rRNA序列均下载自GenBank数据库:
E. octocarinatus(AJ310489.1)、E. crassus (AJ310
492.1)、E. focardii(EF094961.1)、I. multifiliis(KJ
690569.1)、P. persalinus(AY835669.1)、S. coeruleus
(AM713189.1)、O. trifallax(FJ545743.1)、S. lemnae
(AM086654.1)、T. thermophila(M10932.1)、P. tet-
raurelia(KY852452.1)和Homo sapiens(M10098.1)。
1.3    八肋游仆虫微管蛋白基因的鉴定

草履虫的微管蛋白基因家族最为完整, 因此本

研究利用其微管蛋白氨基酸序列作为queries对八

肋游仆虫基因组数据库进行tblastn搜索(E-value≤
0.01), 然后将鉴定得到的微管蛋白基因序列作为

queries, 对NCBI的非冗余蛋白数据库(Non-redun-
dant protein sequences database)进行Blastx搜索(E-
value≤10−5), 检查每条序列Blastx结果的匹配项是

否为微管蛋白, 根据Blastx结果中匹配项的注释信

息, 初步将其归入6个微管蛋白亚家族中。接着对

八肋游仆虫转录组数据库进行Blastn搜索, 找到对

应的转录本。

1.4    八肋游仆虫微管蛋白系统进化树的构建

以大肠杆菌的FtsZ蛋白作为外类群, 利用软件

MEGA5.1[16]
进行多序列比对, 通过手工进行了相应

的校正, 利用最大似然法构建系统进化树, 并进行

1000次自展(Bootstrap)检验来评估进化树分支可

信度。

1.5    生物信息学分析

利用在线分析软件EMBOSS中的GetOrf程序

预测微管蛋白的氨基酸长度
[17]; 利用ExPASy(http://

web.expasy.org/compute_pi/)在线预测其理论分子

量; 利用Clustal X (v2.0)[18]
的多序列比较程序(Do

complete alignment)对八肋游仆虫、第四双小核草

履虫、厚游仆虫及嗜冷游仆虫的η微管蛋白进行多

序列比对分析(默认参数)。
1.6    抗体的制备及Western blot分析

八肋游仆虫η微管蛋白多克隆抗体由北京奥维

亚生物技术有限公司定制。选取位于移码位点下

游的肽段(Glu257-Glu-Glu-Leu-Ser-Cys-Asp-Lys-
Asn-Lys-Asp-Trp-Gln-Asp270)进行多肽合成, 用合

成的多肽免疫兔子制备抗体。提取八肋游仆虫总

蛋白, BCA试剂盒测定蛋白质浓度, 按相等蛋白质

上样量用10%的SDS聚丙烯酰胺凝胶进行分离, 转
膜, 用封闭液封闭, 按照1﹕600的比例稀释Eoη-tub多
克隆抗体, 4℃过夜孵育; 加入对应的二抗, 室温温

育1h, 用PBST洗膜4次, 每次10min, 用Odyssey红外

激光成像仪扫膜成像分析。

2    结果

2.1    八肋游仆虫微管蛋白基因的鉴定及分类

以第四双小核草履虫的微管蛋白作为查询序

列, 通过BLAST搜索, 最终从八肋游仆虫基因组中

鉴定得到20个微管蛋白基因(表 1), 基于同源比对

结果及在生物进化树中的位置, 将所有的微管蛋白

基因分为α、β、γ、δ、ε及η六个亚家族(图 1)。
八肋游仆虫α微管蛋白(Eoα-tub)亚家族共包含

6个基因, 其中Contig18065的氨基酸序列与已报道

的Eoα-tub仅1个氨基酸不同
[19], 其余5个基因与已报

道的Eoα-tub氨基酸序列一致性较低(30.36%—
42.18%), 但BLASTP比对结果中均为其他生物的

α微管蛋白, 参考嗜热四膜虫微管蛋白基因的命名

方法
[20], 我们将这5个非经典的α微管蛋白同源基因

命名为α-tub-like。β微管蛋白亚家族包括10个基因,
其中4个基因与已报道的Eoβ-tub的序列一致性均大

于95%[19], 其余序列同源性较低的6个基因命名为β-
tub-like。γ、δ、ε及η四个亚家族各包含一个基因,
没有其他直系同源基因(表 1)。

基于转录组数据, 对所有微管蛋白基因的内含

子个数、氨基酸长度、理论分子量及RPKM值进

行了分析(表  1)。在转录组数据库中 ,  找到了除

Eoα-tub-like-4和Eoα-tub-like-5外所有微管蛋白基因

的转录本。虽然α和β微管蛋白亚家族都有多个基

因, 但同一亚家族不同成员的表达水平存在明显差

别(表  1)。在α亚家族中 ,  Eoα-tub的RPKM值为

2601.66, 远高于几种Eoα-tub-like基因。在β亚家族

中, Eoβ-tub1、Eoβ-tub3、Eoβ-tub4及Eoβ-tub-like-
4的RPKM值明显高于亚家族的其他成员, 这一结

果表明同一亚家族的不同基因存在表达的特异性,
暗示其具有不同的生物学功能。
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2.2    八肋游仆虫微管蛋白基因微染色体结构分析

将转录本序列与基因组DNA序列进行比对, 对八

肋游仆虫微管蛋白基因微染色体的结构进行了分析

(图 2)。所有的微染色体都含有两端的端粒结构, 由于

Eoα-tub-like-4和Eoα-tub-like-5没有转录本, 根据同源

比对结果对其基因结构进行了预测。α亚家族的所有

成员都没有内含子, β亚家族中, 所有Eoβ-tub基因都没

有内含子, 但4个Eoβ-tub-like基因含有一个或多个内

含子, 而且这些内含子的位置和长度差异较大, 最长的

内含子1086 bp, 最短的仅25 bp, 其他亚家族成员均含

有一个或两个内含子。值得注意的是, Eoη-tub基因含

有一个读框内终止密码子, 我们推测该基因在翻译过

程中会发生+1位编程性核糖体移码(Programmed ri-
bosomal frameshifting, PRF)。
2.3    Eoη-tub基因是+1位编程性核糖体移码基因

游仆虫中存在高频率的编程性核糖体移码现

象
[12, 14, 15], 在分析Eoη-tub基因结构时, 发现该基因

中存在2个部分重叠的开放阅读框(图 3A), ORF1由
63位的起始密码子ATG1和748位的终止密码子

TAA1组成, 编码一个219个氨基酸的序列; ORF2由
722位的ATG2和1379位的TAA2组成, 编码一个

200个氨基酸的序列。只有在TAA1处发生一次

+1位移码(Putative ORF), 才能编码由411个氨基酸

组成的完整蛋白质。

为了证实这一假设, 首先将Eoη-tub蛋白与草履

虫及另外2种游仆虫的同源蛋白进行了多序列比对

(图 3B), 结果显示移码位点的赖氨酸(K)和天冬酰

胺(N)高度保守。此外, 利用制备的Eoη-tub多克隆

抗体通过Western blots检测了八肋游仆虫细胞内是

否存在全长的Eoη-tub蛋白。如图 3C所示, Western
blot检测到一条大小与推测的全长蛋白分子量

(46.66 kD)非常接近的条带。以上结果表明, Eoη-
tub基因确实为+1位编程性核糖体移码基因, 其滑

动序列为AAA-TAA-T。

表 1    八肋游仆虫微管蛋白基因的分子特征

Tab. 1    Molecular characteristics of the tubulin genes in Euplotes octocarinatus

基因/亚家族
Gene/Subfamily

基因组ID
Genome ID

内含子个数
Introns number

5′前导序列长度
5′ leader (bp)

3′尾端序列长度
3′ tailer (bp)

RPKM值
RPKM value

氨基酸长度
Length (aa)

分子量Molecular
weight (kD)

α-tubulin
Eoα-tub Contig18065 0 78 99 2601.66 450 49.62

Eoα-tub-like-1 Contig28852 0 51 71 0.22 445 50.73

Eoα-tub-like-2 Contig27230 0 40 31 1.91 483 55.97

Eoα-tub-like-3 Contig3451 0 57 33 1.54 459 51.62

Eoα-tub-like-4 Contig27158 0 38 46 / 456 51.56

Eoα-tub-like-5 Contig26869 0 38 57 / 457 52.34

β-tubulin
Eoβ-tub1 Contig5259 0 50 127 231.98 444 49.63

Eoβ-tub2 Contig5984 0 54 51 1.15 444 49.60

Eoβ-tub3 Contig8213 0 54 143 168.77 443 49.65

Eoβ-tub4 Contig4144198 0 55 143 131.57 443 49.60

Eoβ-tub-like-1 Contig18362 2 33 44 2.19 435 49.87

Eoβ-tub-like-2 Contig25579 5 31 38 1.69 454 51.88

Eoβ-tub-like-3 Contig29123 4 35 101 1.71 444 50.90

Eoβ-tub-like-4 Contig6445 0 79 79 169.66 467 52.44

Eoβ-tub-like-5 Contig4144404 1 41 38 3.42 433 48.93

Eoβ-tub-like-6 Contig9575 0 39 41 1.08 505 58.35

γ-tubulin
Eoγ-tub Contig11092 2 49 82 18.528 461 52.04

δ-tubulin
Eoδ-tub Contig24288 1 44 13 1.03 423 48.54

ε-tubulin
Eoε-tub Contig17307 2 80 36 3.96 499 56.51

η-tubulin
Eoη-tub Contig8731 2 34 51 5.89 410 46.66
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2.4    不同纤毛虫中微管蛋白基因的比较分析

为了对纤毛虫微管蛋白进行系统分析, 对另外

7种大核基因组已测序的纤毛虫的微管蛋白基因进

行了鉴定(图 4)。人、嗜热四膜虫和第四双小核草

履虫的数据来自前期报道
[7, 9, 20]

。我们保留了前期

研究人员对草履虫及四膜虫微管蛋白基因亚家族

的分类, 本研究分析的几种纤毛虫微管蛋白基因全

部归入α、β、γ、δ、ε及η六个亚家族中。

所有的纤毛虫都含有六类微管蛋白基因, 但每

个微管蛋白亚家族所含的基因个数不同。大多数

纤毛虫的α和β微管蛋白亚家族都含有两个或两个

以上的基因, 而多子小瓜虫(Ichthyophthirius multi-
filiis)仅有一个α微管蛋白基因, 水滴伪康纤虫(Pseu-
docohnilembus persalinus)仅有一个β微管蛋白基

因。几乎所有纤毛虫的γ微管蛋白基因个数都不超

过2个, 仅天蓝喇叭虫(Stentor coeruleus)含有3个γ微
管蛋白基因。大部分纤毛虫仅含有1个δ、ε及η微
管蛋白基因, 天蓝喇叭虫含有2个ε微管蛋白基因,
水滴伪康纤虫的δ和ε微管蛋白基因各有2个。此外,
所有自由生纤毛虫都含有α-tub-like和β-tub-like微
管蛋白基因, 但寄生虫多子小瓜虫和兼性寄生的水

滴伪康纤虫仅有经典的α和β微管蛋白基因, 没有鉴

定到tub-like微管蛋白基因。

本研究分析的3种游仆虫基因组中, 淡水种八

肋游仆虫只有1个经典的α微管蛋白基因, 而海水种

厚游仆虫和嗜冷游仆虫含有2—3个经典的α微管蛋

白基因; 八肋游仆虫有5个α-tub-like微管蛋白基因,
而厚游仆虫和嗜冷游仆虫只有2个α-tub-like微管蛋

白基因。八肋游仆虫的β微管蛋白基因亚家族成员

较多 ,  包括4个经典的β微管蛋白基因6个β-tub-
like微管蛋白基因, 厚游仆虫只有1个经典的β微管

蛋白基因和2个β-tub-like微管蛋白基因; 嗜冷游仆

虫有4个经典的β微管蛋白基因和1个β-tub-like微管

蛋白基因。61
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图 1   八肋游仆虫微管蛋白基因家族序列分析

Fig. 1   Sequence analysis of the tubulin gene families from
Euplotes octocarinatus
用八肋游仆虫(Eo, 粗体)、嗜热四膜虫(Tt)及第四双小核草履虫

(Pt)的微管蛋白构建的最大似然树, 大肠杆菌的FtsZ蛋白作为外

类群。自展值以百分比的形式列于每一个节点

The maximum likelihood phylogenetic tree based on the deduced
amino acid sequences of tubulin genes in Euplotes octocarinatus
(Eo, in bold), Tetrahymena thermophila (Tt) and Paramecium
tetraurelia (Pt). The FtsZ protein of Escherichia coli (Ec) was
used as outgroup. Bootstrap values are displayed as percentages at
each tree node
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图 2   八肋游仆虫微管蛋白基因微染色体的结构示意图

Fig. 2   Schematic representation of the Eo-tubulin nanochrom-
osomes structure
椭圆代表微染色体的端粒, 黑色方框表示外显子, 内含子的长

度标在上方

The ellipses indicated the telomeres of the nanochromosomes. The
black rectangles represented the exon. The length of the intron was
listed above the line
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对纤毛虫α及β微管蛋白亚家族成员进行系统

发育分析(图  5), 结果表明所有纤毛虫中经典的

α/β微管蛋白明显单独聚为一枝, 而α-tub-like和β-
tub-like微管蛋白聚为多个不同的进化枝, 暗示纤毛

虫的α-tub-like和β-tub-like微管蛋白具有多个独立

的起源。此外, 某些纤毛虫的微管蛋白基因在进化

过程发生了基因复制事件, 例如嗜热四膜虫Ttβ-
tub-like4和Ttβ-tub-like5基因及厚游仆虫的2个经典

α微管蛋白基因Ecα-tub1和Ecα-tub2, 在进化树上位

于直接相邻的2个分枝, 表明它们来源于种内的基

 
图 3   八肋游仆虫η微管蛋白基因的表达需要编程性核糖体移码

Fig. 3   Programmed ribosomal frameshifting is likely required for
expression of gene encoding η-tubulin in Euplotes octocarinatus
A. 移码区域的详细分析。标出了Eoη-tub基因的起始密码子和

终止密码子的位置, 不同起始密码子和终止密码子组合相对应

的三个开放阅读框。假定的滑动序列AAAUAAU用浅色字体

表示 ,  理论上0读框和+1读框翻译的氨基酸序列分别列于

mRNA序列的上方和下方, ORF表示开放阅读框(Open reading
frame); B. 八肋游仆虫η微管蛋白移码位点附近的氨基酸序列

与Paramecium tetraurelia (Pt)、Euplotes focardii (Ef) 及
Euplotes crassus (Ec)同源蛋白的比对, 推测的移码位点用黑色

圆点表示; C. 利用制备的Eoη-tub多克隆抗体进行western blot分
析, 泳道1和2分别表示用和不用抗原多肽孵育得到的结果。箭

头所指为Eoη-tub的位置, Eoα-tub作为内参, Mr代表蛋白Marker
A. Close-up of the frameshift region. Relative positions of the
multiple start and stop codons in the Eoη-tub gene sequence were
shown. The putative slippery sequence AAAUAAU motif is
shown in light type. Conceptual translations in the 0 reading frame
and +1 reading frame are aligned above and below the mRNA
sequence, respectively. ORF, open reading frame. B. The parts of
the putative frameshift site of the η-tubulin of E. octocarinatus
(Eo) are aligned with the respective homologous proteins from P.
tetraurelia (Pt), E. focardii (Ef) and E. crassus (Ec). The putative
location of the frameshift is marked by black dot. C. Western blot
of total cell lysates probed with Eoη-tub antibody in absence, or
presence of the relative antigenic peptide (lanes 1 and 2,
respectively). The Eoη-tub recognition is indicated by arrowhead.
Eoα-tub is used as the internal control, Mr represents protein
Marker
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图 4   八肋游仆虫与其他纤毛虫中微管蛋白基因的比较

Fig. 4   Comparison of tubulin genes in Euplotes octocarinatus and
other ciliates
系统发育树是利用不同物种的18S rRNA序列采用最大似然法

构建的, 以人作为外群。自展值以百分比的形式列于每一个节

点, 每个微管蛋白亚家族的基因个数列在右边

Phylogenetic tree was constructed using the maximum likelihood
method based on the 18S rRNA sequences. Homo sapiens is an
outgroup. Bootstrap values are displayed as percentages at each
tree node. The gene number of each tubulin subfamily was
indicated on the right
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因复制事件。以上结果表明, 纤毛虫微管蛋白基因

在进化过程中经历了复杂的基因复制和丢失过程。

3    讨论

作为细胞骨架的主要成分, 微管蛋白广泛存在

于各种真核生物中, 因此微管蛋白基因序列常被用

于物种的系统发生研究
[21, 22]

。近年来大量生物的

基因组被测定, 使研究人员能够从整体水平对微管

蛋白基因的多样性进行探讨
[7, 8]

。不同真核生物含

有的微管蛋白亚家族种类不同, α、β和γ微管蛋白

亚家族保守存在于所有真核生物中, 而δ、ε和η微
管蛋白只存在于某些真核生物中

[7, 23]
。纤毛虫拥有

最为丰富的微管结构
[24], 本研究对八肋游仆虫的微

管蛋白基因进行了鉴定和亚家族分类, 结果表明其

含有6个微管蛋白亚家族(表 1)。Erin等[23]
发现缺少

ε微管蛋白的生物一般也缺少δ和η微管蛋白, 而含

有ε微管蛋白的生物通常也至少含有δ和η微管蛋白

中的一种, 这3种微管蛋白形成了一个保守的进化

模块。缺少这3种微管蛋白的生物通常没有中心粒

结构或者缺少中心粒附属物。例如, 酵母(Yeast)和
秀丽隐杆线虫(Caenorhabditis elegans)没有正常的

中心粒, 因此它们都不含有δ、ε及η微管蛋白
[8, 23]

。

纤毛虫虽然没有典型的中心粒和中心体, 但存在功

能类似的基体
[25], 本研究分析的所有纤毛虫中都含

有这3种微管蛋白基因(图 4)。在纤毛虫中, 这3种
微管蛋白的破坏会导致显著的细胞骨架缺陷, 说明
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图 5    纤毛虫α及β微管蛋白亚家族系统发育分析

Fig. 5    Phylogenetic analysis of α and β tubulin subfamilies in ciliates
基于不同纤毛虫α(A)及β(B)微管蛋白亚家族序列构建的最大似然树, 大肠杆菌的FtsZ蛋白作为外类群, 自展值以百分比的形式列于每

一个节点。Pt. 第四双小核草履虫; Tt. 嗜热四膜虫; Pp. 水滴伪康纤虫; Im. 多子小瓜虫; Sc. 天蓝喇叭虫; Ot. 三棱尖毛虫; Sl. 浮萍棘尾

虫; Ec. 厚游仆虫; Ef. 嗜冷游仆虫; Eo. 八肋游仆虫

Phylogenetic tree was constructed using the maximum likelihood method based on the deduced amino acid sequences of α tubulin
subfamilies sequences (A) and β tubulin subfamilies sequences (B) from different ciliates. The FtsZ protein of Escherichia coli was used as
outgroup. Bootstrap values are displayed as percentages at each tree node. Pt. Paramecium tetraurelia; Tt. Tetrahymena thermophile; Pp.
Pseudocohnilembus persalinus; Im. Ichthyophthirius multifiliis; Sc. Stentor coeruleus; Ot. Oxytricha trifallax; Sl. Stylonychia lemnae; Ec.
Euplotes crassus; Eh. Euplotes harpa; Eo. Euplotes octocarinatus
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它们在基体与细胞骨架的相互作用中具有重要作

用, 例如四膜虫ε微管蛋白的破坏会导致基体的定

位和间距发生紊乱
[26], 草履虫η微管蛋白的突变会

导致基体复制过程受损
[5]
。

在大部分真核生物中, α和β微管蛋白都是由多

基因家族编码的, 每个基因编码1个独特的蛋白亚

型
[27]

。Liang等[19, 28]
从八肋游仆虫中克隆到1个α微

管蛋白和2个β微管蛋白基因。本研究从其大核基

因组中共鉴定到6个α微管蛋白和10个β微管蛋白基

因, 除经典的α和β微管蛋白基因外, 还鉴定到5个非

经典的α-tub-like和6个β-tub-like微管蛋白基因。

“multi-tubulin”假说认为, 细胞内每1种微管蛋白亚

型发挥特定的功能, 组成不同的微管结构
[3]
。例如,

人类的某些先天性神经系统疾病是由不同的微管

蛋白亚型突变引起的
[29]

。在果蝇中, 精子尾部基因

丝的装配需要特定的微管蛋白亚型形成中心微管

对
[30]

。本研究发现α-tub-like和β-tub-like微管蛋白

基因广泛存在于所有自由生纤毛虫基因组中, 而寄

生的多子小瓜虫和兼性寄生的水滴伪康纤虫只含

有经典的α和β微管蛋白(图 4)。Sandra等[31]
对嗜热

四膜虫中不同β微管蛋白亚型的细胞定位、结构及

生物功能进行了比较分析, 发现经典的β微管蛋白

BTU2存在于体纤毛及基体, 而非经典的β-like微管

蛋白BLT1和BLT4参与形成大核的微管结构及小

核的有丝分裂器(Mitotic apparatus), 此外, BLT1还
参与形成配对时期小核中减数分裂器(Meiotic appa-
ratus)的微管结构。我们推测在其他自由生纤毛虫

中, 这些tub-like微管蛋白亚型可能也具有类似的功

能, 用于构建功能不同的微管结构。此外, 八肋游

仆虫不同微管蛋白亚型之间RPKM值差异较大(表 1),
暗示细胞内不同亚型的表达受到发育阶段的严格

调控。有研究表明不同的微管蛋白在细胞中可通

过翻译后修饰产生具有不同功能的微管结构
[27], 多

子小瓜虫及水滴伪康纤虫不含有α-tub-like和β-tub-
like微管蛋白基因, 它们可能是利用多种翻译后修

饰来形成不同的微管结构。

本研究证实Eoη-tub基因是一个+1位编程性核

糖体移码基因(图 3)。游仆虫中存在高频率的编程

性核糖体移码现象, 且移码类型多样
[12, 15]

。游仆虫

中的移码基因中大部分是酶, 尤其是蛋白激酶
[12],

本研究发现参与基体组装的η微管蛋白也是编程性

核糖体移码基因, 进一步说明在游仆虫中编程性核

糖体移码被广泛应用于各种基因的表达调控, 并不

局限于某一类基因。此外, 前期研究发现八肋游仆

虫编程性核糖体移码基因的表达丰度明显低于正

常基因
[ 1 4 ] ,  在本研究鉴定出的20种微管蛋白中 ,

Eoη-tub基因的表达量较低(RPKM值5.89), 而其他

表达量较高的微管蛋白基因在翻译过程中均不需

要编程性核糖体移码。这一结果暗示, 虽然游仆虫

可利用精密的移码监控机制来保证细胞内移码的

精确进行, 但它仍然会影响核糖体的翻译速度, 所
以在进化过程中, 仅表达丰度较低的基因中保留了

移码位点。在真核生物鸟氨酸脱羧酶抗酶及细菌

肽链释放因子等被深入研究的PRF基因中, 其移码

序列及移码类型都是非常保守的
[32, 33]

。在分析E.
focardii及 E. crassus的η微管蛋白基因过程中发现,
Ef η-tub基因不发生PRF, 而Ec η-tub基因需要发生

一次+1 PRF和一次+2 PRF, 但移码位点与八肋游仆

虫Eo η-tub基因的移码位点并不相同, 表明游仆虫

中的PRF在进化中并不保守。
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IDENTIFICATION AND EVOLUTION ANALYSIS OF TUBULIN SUPERFAMILY
GENES IN EUPLOTES OCTOCARINATUS

WANG Ruan-Lin, XIAO Yu, LI Jia and LIANG Ai-Hua
(Key Laboratory of Chemical Biology and Molecular Engineering of Ministry of Education, Institute of Biotechnology, Shanxi

University, Taiyuan 030006, China)

Abstract: Microtubules represent one of the major cytoskeletal filament systems of all eukaryotic cells. They play a
key role in spatial arrangement of the organelles, intracellular transport, nuclear and cell division, and ciliar motility.
Ciliates are ideal model organisms for studying the functional diversity of tubulins. Here, a total of 20 tubulin genes
were identified in the macronuclear genome of the ciliate Euplotes octocarinatus. Based on ortholog comparisons and
phylogenetic analysis, these genes were clustered into six groups: α-, β-, γ-, δ-, ε- and η-tubulins. Sequence analysis and
western blots suggested that the η-tubulin gene of E. octocarinatus required a +1 programmed ribosomal frameshifting
to produce complete protein product. The slippery sequence is AAATAAT. We further systematically identified tu-
bulin genes from 9 other ciliates and compared them with E. octocarinatus. The α- and β-tubulins of all investigated
free-living ciliates are encoded by multigene families, and each tubulin isotype may be used to form distinct tubulin
structures. Phylogenetic analysis showed that α- and β-tubulin genes underwent multiple independent duplications and
losses in ciliate. Our study lays a foundation for studying the biological function of tubulins and exploring the mecha-
nisms of microtubule diversity.

Key words: Euplotes octocarinatus; Tubulin; Sequence analysis; Phylogenetic analysis
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