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　　杜氏盐藻是一种抗逆性很强的单细胞真核绿藻 ,能在

010525mol/ L的盐水中生长 ,繁殖[1 ]。杜氏盐藻的突出优点在

于培养条件简单 ,光合自养 ,抗逆性极佳 ,这些特性为利用其

进行实验提供了便利。本研究通过比较现有已知物种的

psaB基因的氨基酸序列 ,利用 psaB 基因的氨基酸高度保守

序列设计一对简并引物 ,采用 RT2PCR从杜氏盐藻中克隆了

psaB cDNA片段 ,为进一步研究杜氏盐藻A2亚基的结构与功

能以及它的光合机理打下基础 ,同时通过 psaB 基因的进化

分析可以更加深刻地了解杜氏盐藻与其他高等植物以及真

核藻类之间的亲缘关系。

1　材料与方法

111　藻株和菌株 　杜氏盐藻 ( Dunaliella salina. UTEX 1644

Teod)购自美国德州大学 (The University of Texas , USA) ,大肠

杆菌 JM109为本实验室保存。

112　主要试剂　RNA提取试剂 TRIzol 购自 Invitrogen公司 ;

AMV First strand cDNA synthesis Kit购自上海生物工程公司 ;限

制性内切酶、TaqDNA聚合酶、T4 DNA连接酶和 pMD182T载

体均购自宝生物工程 (大连)有限公司 (TaKaRa) ;凝胶回收试

剂盒和质粒 DNA提取试剂盒购自杭州维特洁公司。

113　杜氏盐藻细胞的培养　按照 5×105 细胞/ mL的接种量

接种于 PKS液体培养基 [2 ] ,于 27℃光照条件下培养 ,光照强

度为 4500Lx ,明暗周期为 12h :12h。

114　简并引物的设计 　从 GenBank 上搜索莱茵衣藻、

Chlamydomonas moewusii、Chlorella vulgaris以及Mesostigma viride

的 photosystem Ⅰ P700 chlorophyll A apoprotein A2 亚基 ( psaB )

基因的氨基酸序列进行比对 , 找出两段保守的序列 :

AWQGNFE和 RGYWQE。然后按照对应的密码子翻译成核苷

酸序列 ,涉及密码子简并性的分别用 N、R、Y及 X代替 ,由此

设计的简并引物为 :

上游引物 :5‘GGN TGG CAR GGN AAY TTY GAR 3’

下游引物 :5‘YTC YTG CCA RTA NCC NCX 3’

其中 : Y = C/ T ,R = G/ A ,X = G/ T ,N = A/ T/ C/ G,上述引

物由大连宝生物工程有限公司合成。

115　杜氏盐藻总 RNA的提取　取接种 4d左右的盐藻细胞 ,

记数 ,调整至大约 1×106细胞/ mL ,取 1mL ,用 TRⅠzol试剂提

取杜氏盐藻细胞的总 RNA ,判断提取的总 RNA的质量。具

体见文献[3 ]。

116　RT2PCR扩增杜氏盐藻 psaB基因的 cDNA片段　以提

取的杜氏盐藻总 RNA 为模板 ,根据 AMV First strand cDNA

synthesis Kit的说明 ,用 AMV反转录酶合成 cDNA第一链 ,以

此为模板 ,用合成的简并引物 ,进行 RT2PCR扩增 psaB 基因

cDNA片段。反应体系如下 :10×PCR Buffer 5μL、引物各 1μL

(50μmol/μL)、Taq酶 015μL (5U/μL)、dNTP 4μL (10mol/μL)、模
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板 cDNA 1μL、H2O 3715μL ,总反应体积 50μL。反应程序为

95℃预变性 1min ,然后按下列循环参数进行扩增反应 :94℃

30s ,50℃30s ,72℃90s ,经 30个循环后 ,72℃10min ,以确保新

生链延伸完全。反应结束后 ,经 1 %的琼脂糖凝胶电泳检测

扩增产物。

117　杜氏盐藻 psaB基因 cDNA片段的测序分析和序列比对

　用凝胶回收试剂盒回收目的 PCR产物 ,利用 T2A克隆方法

亚克隆到 pMD182T载体 (全长 2169kb)上 ,转化感受态大肠杆

菌 JM109 ,用含 Amp、X2gal和 IPTG的 LB平板进行筛选 ,挑取

阳性菌落提取质粒 DNA ,用 pMD182T载体上的多克隆位点两

侧的 EcoRⅠ和 SalⅠ进行双酶切鉴定。感受态细菌的制备、

连接、质粒 DNA的提取、DNA的酶切鉴定等 ,参见文献 [4 ]。

含有目的插入片段的阳性菌落由大连宝生物工程有限公司

测序。测序结果所得的数据与 GenBank上其他物种的 psaB

基因序列进行序列比对 ,用 BLAST进行同源性分析。

118　杜氏盐藻 psaB 基因的系统进化分析 　将杜氏盐藻

psaB 基因的部分编码序列以及从 GenBank中获取的绿藻门

49个不同种的 psaB 氨基酸序列 ,按 CLUSTAL21181Raindy格

式进行存储 ,将存储的序列输入到 CLUSTAL 21181Raindy软件

进行序列比对 ,最后用 TreeView (Win32) ,116161中文版进行
系统进化树构建。

2　结果与讨论

211　RT2PCR扩增杜氏盐藻 psaB基因的 cDNA片段及其酶

切鉴定

杜氏盐藻总 RNA经变性凝胶电泳和 OD230nm ,260nm以

及 280nm值检测 ,总 RNA的提取质量较好 ,经 RT2PCR扩增

后 ,琼脂糖凝胶电泳检测在约 118kb处有一明显亮带 ,与预期

目的片段大小一致 (图 1)。对重组质粒进行 EcoRⅠ+ Sal Ⅰ

双酶切鉴定 ,琼脂糖凝胶电泳检测结果分别发现约 118kb和

217kb处有明显条带 ,分别与预期的目的条带和载体带大小

一致 (图 2)。

图 1　RT2PCR扩增杜氏盐藻 psaB cDNA序列的电泳结果

11分子量标记 :Sangon GeneRulerTM DNA Ladder mix ;

2. RT2PCR扩增的 cDNA片断

Fig. 1　Agarose electrophoresis of RT2PCR product of D. salina psaB cDNA

1. molecular size marker :Sangon GeneRulerTM DNA Ladder mix ;

2. cDNA fragment amplificated by RT2PCR

图 2　含有 psaB 片段的重组质粒的鉴定电泳结果

11分子量标记 :Sangon GeneRulerTM DNA Ladder mix ;

2. pMD182T 2psaB 重组质粒 EcoRⅠ+ SalⅠ双酶切结果

Fig. 2　Identification of the recombinant plasmid containing the psaB fragment

1. molecular size marker :Sangon GeneRulerTM DNA Ladder mix ;

2. pMD182T2psaB/ EcoRⅠ+ SalⅠ

212　杜氏盐藻 psaB 基因推导的氨基酸序列的同源性及密

码子偏爱性分析

随机挑取数个阳性克隆进行酶切鉴定 ,含有正确插入片

段 (约 118kb) (图 2)的质粒进行测序分析。此 cDNA片段核

苷酸序列长为 1815个碱基 ( GenBank收录号为 AY820754) ,其

推导的氨基酸序列包含 605个氨基酸残基 ,所得片段长度与

理论值相符。氨基酸序列比对分析表明 ,杜氏盐藻与下列物

种的同源性依次为 : Chlamydomonas reinhardtii 92 % , Chlamy2
domonas moewusii 91 % , Chlorella vulgaris 86 %. Mesostigma viride

85 % , Physcomitrella patens subsp. Patens 85 % , Nephroselmis oli2
vacea 84 %。此外 , psaB 序列密码子偏爱性分析表明 :杜氏盐

藻 psaB 基因第三位密码子 A和 T的组成分别为 35. 7 %和

39. 17 % ,而 G和 C分别为 7. 27 %和 17. 85 % ,也就是说 psaB

基因密码子大多为 NNA和 NNT组成。

213　杜氏盐藻 psaB基因氨基酸序列的系统进化分析

为了更进一步弄清杜氏盐藻和绿藻门其他种类的亲缘

关系 ,进化分析中的物种全部来自绿藻门中典型的种类 ,共

有 50个物种 ,从 GenBank上获取绿藻门中所有用来分析进化

关系的 psaB 基因的氨基酸序列 ,然后通过 CLUSTAL 软件将

所有序列进行比对 ,最后用 TreeView软件绘制系统进化树。

图 3表明 ,杜氏盐藻与 Haematococcaceae中的大多数种类亲缘

关系最近。

214　讨　论

杜氏盐藻是一种极其耐盐的特殊逆境生物 ,但目前对它

的遗传背景知之甚少 ,而且没有基因组文库用来筛选功能基

因。简并引物是一类由多种寡核苷酸组成的混合物 ,彼此之

间有一个或数个核苷酸的差异。通过简并引物进行 PCR ,可

以相对简便的检测一个已知基因家族的新成员 ,或用来检测

物种间的同源基因[5 ]。通过比较物种间氨基酸保守序列设

计简并引物 ,用 PCR的方法筛选同类基因 ,不失为一种简单

可靠的方法[6 ]。

作者根据 GenBank 上登录的莱茵衣藻 ( Chlamydomonas

718　　 水　　生　　生　　物　　学　　报 29卷



图 3　绿藻门 psaB 基因的系统进化树

Fig. 3　Phylogenetic chart of psaB in the Chlorophyta

reinhardtii)、Chlamydomonas moewusii 及 Chlorella vulgaris等真核

生物的光系统Ⅰ反应中心蛋白 psaB 基因的氨基酸序列 ,比较筛

选出高度保守、并且核苷酸简并程度较低的区域 AWQGNFE和

RGYWQE,设计简并引物 ,进行 RT2PCR ,以获得杜氏盐藻的

psaB基因信息。根据 BLAST分析结果 ,本实验所得的核苷酸

序列转化成氨基酸序列后 ,其与 Chlamydomonas reinhardtii ,

Chlamydomonas moewusii , Chlorella vulgaris , Mesostigma viride ,

Physcomitrella patens subsp1 Patens , Nephroselmis olivacea的 psaB 基

因氨基酸序列的同源性分别为 92 %、91 %、86 %、85 %、85 %和

84 % ,从而推断该片段为杜氏盐藻的 psaB cDNA 片段。另
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外 ,目前发现大多数叶绿体基因存在高频率的 NNA和 NNT ,

也就是第三位密码子 A和 T的含量较高 [7 ] ,作者对 psaB 序

列密码子偏爱性分析表明 :杜氏盐藻 psaB 基因第三位密码

子富含 A和 T碱基 (A3517 % ,T39117 %) ,而 G和 C分别为 :

7127 %和 17185 % ,这一结果与大多数叶绿体基因组第三位

密码子富含 AT碱基的结果相一致 [7 ]。

在高等植物中 ,有关 psaB 基因多集中在它与上游的

psaA 基因以及下游的 rps14 基因共同形成一个操纵子的研

究 ,即形成 psaA2psaB2rps14特殊的操纵子[8 ]。该操纵子的启

动子 (位于 psaA基因上游)具有很强的活性。作者将通过克

隆 psaB 基因所得的序列信息 ,通过 5’2RACE以及基因组步

行文库 ( Genome walking)来进一步克隆得到 psaA 及其上游序

列 ,为利用该启动子在转基因盐藻生物反应器中的应用打下

基础 (待发表) ,同时可以更好地研究杜氏盐藻光合作用的机

理与其生长习性之间的关系。

Nishiyama和 kato对五种叶绿体基因进行进化分析时 ,发

现 psaB 基因在进化分析中效果最佳[9 ] ,也就是说作者可以

根据 psaB 序列的信息 ,分析杜氏盐藻与其他藻类和高等植

物的亲缘关系。本实验得到的杜氏盐藻 psaB cDNA片段 ,其

长度达 1815bp ,接近全长 212kb ,基本包括该基因的全部信

息 ,通过构建绿藻门中 psaB 基因的系统进化树发现杜氏盐

藻与 Haematococcaceae中的大多数种类进化地位最为接近 ,这

一结果与以前很多文献报道的杜氏盐藻与莱茵衣藻进化关

系最为接近的结果不同 [10 ]。这对更进一步澄清杜氏盐藻的

遗传背景提供理论依据 ,为更进一步研究杜氏盐藻的分子机

理提供理论依据。
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