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摘要 :利用 RT-PCR技术,从雨生红球藻(Haematococcus p luvialis 34-1n)总 RNA 中扩增出B-胡萝卜素羟化酶基因 cDNA

序列,将此序列亚克隆于 pMD 18-T simple Vector 上,经过序列测定, 表明该基因的开放阅读框为 879bp, 编码 292 个

氨基酸,与雨生红球藻(H . p luvialis Flotow NIES-144) B-胡萝卜素羟化酶基因氨基酸序列相比, 其在编码氨基酸的第

33 位有一个氨基酸的缺失。在 15、31、49和 56 位上的氨基酸也存在差异。多序列比对分析表明, 雨生红球藻与莱

茵衣藻的亲缘关系较近,与其他高等植物以及细菌的亲缘关系相对较远。
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  虾青素( 3, 3.-二羟基 ) 4, 4.-二酮基-B, B.-胡萝

卜素)是一种天然的红色类胡萝卜素。它具有抗氧

化、抗癌、保护心血管和作为着色剂等方面的重要作

用[ 1]。人类和多数动物自身不能合成虾青素, 必须

从食物中摄取。从甲壳类动物的壳中提取虾青素、

利用雨生红球藻( Haematococcus pluvialis )和发夫酵母

来大规模生产虾青素, 也存在着种种困难[ 2]。人工

合成的虾青素不但价格昂贵, 而且在结构、功能、应

用及安全性等方面与天然虾青素存在着显著差

异[ 3]。通过克隆虾青素合成关键酶基因, 并将其导

入其他物种中, 通过转基因生物生产天然虾青素是

一种有效的途径。B-胡萝卜素羟化酶( B- carotene hy-

droxylase, CRTR-B) 是雨生红球藻虾青素生物合成

途径中的关键酶之一, 此酶能够将 B-胡萝卜素转变

成玉米黄质, 也能将角黄质催化成为虾青素。1999

年, Harmut Linden 最早从单细胞绿藻雨生红球藻中

分离得到 crtR-B 基因, 并将其与嗜夏孢欧文氏菌B-

胡萝卜素基因簇以及雨生红球藻的 bkt ( B-胡萝卜

素加氧酶)基因共同转入大肠杆菌中, 合成了虾青

素
[ 4]

,也有天然虾青素在聚球藻( Synechococcus )
[ 5]
和

烟草[ 6]中生物合成的相关报道。雨生红球藻不同品

系间 crtR-B 基因的差异及不同物种间 crtR-B 基因同

源性分析还未见报道。本文拟从雨生红球藻 34-1n

品系中分离得到 crtR-B 基因, 并对其进行序列分

析,比较不同雨生红球藻品系以及其他物种中B-胡

萝卜素羟化酶基因的差异。

1  材料与方法

111  实验材料  雨生红球藻34-1n购自德国的 the

Culture Collection of the University of GÊttingen。克隆
载体 pMD18-T Simple Vector, 购自 TaKaRa 生物(大

连)有限公司。大肠杆菌 JM109为本实验室保存

菌种。

112 实验试剂  TRIzol 试剂购自 Invitrogen 公司。

TaKaRa PCR ( AMV) Kit ver 310、DNA聚合酶LA Taq、

限制性内切酶Nhe Ñ和 Sal Ñ以及均购自TaKaRa 生

物(大连)有限公司。DNA Extraction kit 购自晶美生

物工程有限公司。测序由上海博亚生物技术有限公

司完成。

113  引物设计与合成  根据 GenBank 登录的已知

B-胡萝卜素羟化酶基因( GI: 5852869) ,设计了一对特

异性引物P* ( + )与 P* ( - )。引物序列如下:上游

引物: P* ( + ) 5.- CTAGCTAGCTCATTTGCTG CTAC-

CACGATGCTGTC-3 . , 下 游 引 物: P* ( - ) 5.-
ACGCGTCGACTTCCGCACCCTACCGCTTGGAC-3. 。上

下游引物分别带 Nhe Ñ和 Sal Ñ位点(下划线部分)。

第 31卷 第 5 期 水 生 生 物 学 报 Vol1 31 , No1 5

2 0 0 7 年 9 月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA Sep. , 2 0 0 7 



引物由上海博亚生物技术有限公司合成。

114  雨生红球藻的培养和诱导  参照张惠如等
人[ 7]的雨生红球藻培养条件进行雨生红球藻 34-

1n的培养。将雨生红球藻 34-1n 接种于液体 BBM

培养基中, 于 22 e , 1000 ) 1500 lx 连续光照条件下

培养。为了诱导 B-胡萝卜素羟化酶基因的表达,

当细胞生长至对数期, 分别加入硫酸亚铁和醋酸

钠至终浓度 450 Lmol/ L 和 45 mmol/ L ,再经 6000 lx

连续光照 8h。

115  雨生红球藻总 RNA的提取  取 30 mL 的藻液

于 5000 r/ min 4 e 离心 5min, 去上清。藻细胞经

011% DEPC 灭菌水洗涤两次, 然后按 Trizol Reagent

使用说明书提取雨生红球藻总 RNA。

116  雨生红球藻 crtR- B 基因的 RT-PCR扩增  

cDNA的合成采用TaKaRa AMV ver 310 试剂盒,操作

均按照说明书。反转录完成后, 在 PCR 管中加入

cDNA 10 LL、10 @ LA PCR缓冲液 5 Ll、215 mmol/ L 的

dNTP Mixture 8 LL、P* ( + ) 、P* ( - ) 各 1LL,最后加

ddH2O 至总体积 50 LL 进行 PCR反应。PCR反应条

件如下: 95 e 变性 3 min, 97 e , 40 s; 53 e , 1min;

72 e , 90 s, 4个循环; 95 e , 45 s; 56 e , 1min; 72 e ,

90 s, 29个循环; 72 e 延伸10 min。PCR反应完成后,

取 10 LL 样品进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测。

117  雨生红球藻 crtR-B 基因的克隆、鉴定及序列

分析  采用 DNA Extraction kit 胶回收试剂盒将 PCR

产物进行切胶回收。PCR 产物与T 载体于 16 e 连

接过夜后转入大肠杆菌 JM109中,再将菌液铺于含

氨苄青霉素的 LB平板上, 12 ) 16h 观察克隆的生长

情况。将克隆挑取于含氨苄青霉素的 LB 液体培养

基中过夜培养, 采用碱裂解法提取克隆质粒, 进行

PCR鉴定和酶切鉴定。选取阳性克隆送上海博亚生

物技术有限公司测序, 并对所测的序列进行分析。

2  结  果

211  雨生红球藻 crtR-B cDNA的分离  
以经过诱导的雨生红球藻总 RNA为模板, 进行

RT-PCR扩增。PCR产物经 1% 琼脂糖凝胶电泳检

测,可观察到在 Maker 947bp 与 831bp 之间有一

906bp大小的片段(图 1) ,这就是雨生红球藻 34-1n

crtR-B 基因片段。

212  雨生红球藻 crtR-B cDNA序列分析  

将 RT-PCR 扩增的 crtR-B cDNA 片段克隆到

pMD 18-T simple Vector, 形成重组质粒, 并通过 PCR

鉴定和酶切鉴定(图 2, 3)。

图 1  雨生红球藻 crtR-B基因 RT-PCR产物电泳

Fig1 1  Agarose gel of RT-PCR products of H. pluvialis

crtR-B gene cDNA

1, DNA/HindÓ + EcoRÑMarker; 2, 2-4 RT-PCR产物

1, DNA/HindÓ + EcoR Ñ Marker; 2, 2-4 Products

of RT-PCR

图 2  质粒的 PCR 鉴定

Fig. 2  Identif ication of plasmid by PCR

1, DNA/HindÓ + EcoR Ñ Marker; 2、3,

重组质粒PCR产物

1, DNA/ Hind Ó + EcoR Ñ Marker; 2,

3, Products of plasmid

图 3  质粒的酶切鉴定

Fig. 3 Identif ication of plasmid digested by

Nhe Ñ and sal Ñ

1, DNA/Hind Ó + EcoR Ñ Marker; 2、3,

重组质粒酶切结果

1, DNA/HindÓ + EcoR Ñ Marker; 2, 3,

Plasmid digested by NheÑ /SalÑ

  对 PCR和酶切鉴定为阳性的重组质粒进行序

列测定,分析结果表明,插入 T 载体的基因片段为

906bp, 包含 个 879bp 的开放阅读框, 共编码 292

个氨基酸。将序列与 GenBank 登录的雨生红球藻

B-胡萝卜素羟化酶基因序列进行比较,发现序列与

已知序列基本 致, 表明克隆的基因就是雨生红
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球藻 B-胡萝卜素羟化酶基因。该基因与 NCBI 上

的雨生红球藻Flotow NIES-144B-胡萝卜素羟化酶基

因相比,在编码氨基酸的 33位有一个氨基酸的缺

失。我们的推导序列的 15位为缬氨酸, 31 位为精

氨酸, 49 位为亮氨酸, 57位为丙氨酸, 而已发表序

列的 15位为异亮氨酸, 31位为谷氨酰胺, 49 位和

57位上的氨基酸都是缬氨酸。氨基酸序列比较结

果见图 4。

图 4  雨生红球藻( 34-1n)B-胡萝卜素羟化酶基因的推导氨基酸序列与雨生红球藻( Flotow NIES-144)

B-胡萝卜素羟化酶基因的氨基酸序列比对结果

Fig14  Deduced amino acid sequence alignment of theH . pluvialis ( 34-1n) B- carotene hydroxylase with the

known H . pluvialis ( Flotow NIES-144) B- carotene hydroxylase

213  雨生红球藻 crtR-B 基因同源性分析  
从NCBI 中选取高等植物、藻类和细菌的B-胡萝

卜素羟化酶基因作为参考, 应用 DNAstar 软件对这

些物种的B-胡萝卜素羟化酶基因的核苷酸、氨基酸

序列与本研究获得的基因核苷酸、氨基酸序列进行

同源性分析。氨基酸序列同源性分析结果见表 1。

在对核苷酸同源性分析的基础上绘制了各物种间B-

胡萝卜素羟化酶基因的系统发育树图(图 5)。

表 1  B-胡萝卜素羟化酶氨基酸序列同源性分析结果

Tab. 1  Percentage of amino acid sequence ident ity for B- carotene hydroxylase genes

B-carotene

hydroxylase
H . p 34-1n A . sp A . t B. p C . a C . r C .m C. s E . u H . p Flotow N . p O . s T . e

H . p34- 1n

A . sp 3513

A . t 4113 3014

B . r 4114 3111 8914

C . a 4111 3014 5918 6214

C. r 4910 3211 4214 4215 4115

C .m 4319 3014 6514 6618 6710 4212

C . s 4019 2818 5519 5711 5517 4017 5815

E. u 3816 5618 3219 3213 3110 3915 3219 2619

H . p Flotow 9816 3513 4111 4112 4113 4911 4318 4111 3816

N . p 4016 3019 6115 6118 5618 4116 6111 5719 3313 4011

O1 s 4412 3115 6114 6311 6016 4410 6619 6115 3410 4316 6419

T . e 4113 2916 6719 6816 6018 4214 6318 5415 3211 4111 6216 6312

  表中各物种B-胡萝卜素羟化酶基因在 GenBank 中的登录号分别为: 产碱菌 ( A . sp ) : D58442; 拟南芥 ( A . t ) : NM- 118702; 芸苔 ( B. r ) :

AY545229;辣椒( C . a) : Y09225. ;莱茵衣藻( C . r) : AY860819;柑桔( C. m) : DQ002893; 番红花( C. s ) :AY579207; 欧文氏菌 ( E . u) : D90087; 雨生红

球藻( H . p Flotow NIES-144) :AF162276; 水仙( N . p) : AJ278882; 水稻( O . s) : NM-197521;万寿菊( T . e) :AF251018

The GenBank accession numbers ofB- carotene hydroxylase genes included in the table: Alcaligenes sp: D58422; Arabidopsis thaliana: NM-118702; Brassica ra-

pa: AY545229; Capsicum . annuum: Y09225; Chlamydomonas reinhardtii : AY860819; Citrus maxima: DQ002893; Crocus sativus: AY579207; Erwinia uredovora:

D90
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图 5  B-胡萝卜素羟化酶基因核苷酸同源性比较绘制出的系统发育树图

Fig1 5  The phylogenet ic tree of B-carotene hydroxylase gene

  

3  讨  论

本实验采用 RT-PCR 技术, 参照 Harmut Linden

发表的序列,设计了一对特异性引物,从雨生红球藻

34-1n总 RNA 中扩增出 crtR-B 基因的 cDNA 片段。

将此片段克隆于T 载体上并进行序列测定。序列分

析结果表明该基因片段为 906bp,包含一个 879bp的

开放阅读框,共编码 292 个氨基酸。序列比对结果

分析表明, 雨生红球藻 34-1n crtR-B 基因的推导氨

基酸序列与Harmut Linden发表的序列相比,在编码

区的 33位有一个氨基酸的缺失, 在编码区 15、31、

48、56位上的氨基酸也不同。说明本实验克隆到的

crtR-B 基因与已知序列存在差异, 原因有可能是因

为本实验采用的雨生红球藻 34-1n 与雨生红球藻

Flotow NIES-144序列属于同一物种的不同品系, 其

基因序列具有品系差异性。

采用 DNAstar软件,从 NCBI中挑取一些高等植

物、藻类以及细菌的 B-胡萝卜素羟化酶基因氨基酸

序列作为参考进行同源性分析。分析结果表明, 雨

生红球藻的B-胡萝卜素羟化酶基因与产碱菌的氨基

酸序列同源性最低, 为 3513%, 与其他植物的同源

性为 40% ) 44% , 与莱茵衣藻的同源性为 4910% ,

与已知雨生红球藻的 B-胡萝卜素羟化酶基因的同源

性为 9816%。从绘制出的系统发育树图上也可以
直观看出:雨生红球藻与莱茵衣藻的亲缘关系较近,

与其他高等植物以及细菌的亲缘关系较远。Blanca

et al . 曾经从聚球藻中获得了与细菌去饱和酶基因

序列相似的序列,但其功能却与去饱和酶功能不同,

反而与 B-胡萝卜素加氧酶( crtO )基因相似[ 8]。Cun-

ningham等人也发现聚球藻中的番茄红素环化酶基

因与细菌的 CrtY (番茄红素环化酶)基因的同源性

很低[ 9]。拟南芥中的 B-胡萝卜素羟化酶基因与细菌

的 B-胡萝卜素羟化酶基因的同源性也仅仅为

31% ) 37%左右[ 11]。因此, 有的学者推测, 在植物

和细菌中的类胡萝卜素合成相关基因存在着明显的

差异[ 10]。雨生红球藻 Flotow NIES-144B-胡萝卜素羟

化酶基因与原核生物的 B-胡萝卜素羟化酶基因同源

性也较低, 为 32% ) 34%, 与拟南芥和辣椒的同源

性相对较高, 为 38%
[ 4]
。虽然高等植物、藻类和细

菌中的B-胡萝卜素羟化酶基因的同源性不高,但在

此基因内部都存在高度保守的组氨酸区域(图 4)。

这些组氨酸残基被认为是与 Fe2+ 结合的区域,与 B-

胡萝卜素羟化酶的活性息息相关
[ 12, 13]

。
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CLONING AND SEQUENCING OF B-CAROTENE

HYDROXYLASE GENE FROM HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

ZHENG Ka-i Jing, HU Zhang-Li, LI Shuang-Fei, LEI An-Pin and WANG Chao-Gang

( Shenzhen Key Laboratory of Microbial Genetic Engineering, Collage of Life Sciences, Shenzhen University ,

Shenzhen  518060)

Abstract: Astaxanthin ( 3, 3.-dihydroxy-B, B-carotene-4, 4.-dione) , belonging to carotenoids, has been shown a series of biolo-

giacal functions including an efficient antioxidant, enhancer of immune responses, an ant-i cancer agent, and so on. B- carotene

hydroxylase (CRTR-B) is one of the key enzymes involving in the natural astaxantin biosynthesis in H . pluvialis. crtR-B encod-

ing B-carotene hydroxylase which is able to catalyse not only B- carotene to zeaxanthin but also canthaxanthin to astaxanthin. In

this paper, crtR-B from H. pluvialis 34-1n was isolated and differences of crtR-B were observed between H . pluvialis 34-1n

and H. pluvialis Flotow NIES-144.

A pair of primers were designed according to B- carotene hydroxylase(GI: 5852869) cDNA sequence in Genbank. Total RNA

of H . pluvialis 34-1n was extracted and was transcribed. A cDNA fragment of B- carotene hydroxylase genewas amplified by us-

ing cDNA as templet and was further inserted into pMD 18-T simple Vector. The pMD 18-T simple Vector which contained the

cDNA fragment was transformated into E. coli JM109 for sequencing.

The sequence analysis revealed that the cDNA fragment contained an opening frame of 879bp encoding 292 amino acids. An

amino acid absence was found at the region of 33 compared with the published B- carotene hydroxylase gene and 4 amino acids di-f

ferences were observed between the cloned gene and the sequence of H . pluvialis Flotow NIES-144. Multiple sequence alignment

analysis indicated that the percentage identity of amino acid sequences ranged from 35. 3% to 9816% . There were only limited

predicted amino acids sequence homologies to B- carotene hydroxylase in Alcaligenes sp and Erwinia uredovora.A higher amino

acids homology was shown to the higher plants ( 4016% ) 4412% ) . The most significant homology was found between H . pluvi-

alis 34-1n and C. reinhardtii ( 4910% ) . The ident ity of crtR-B from H. pluvialis 34-1n to H . pluvialis Flotow NIES-144 was

9816% .
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