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原壳小球藻番茄红素!环化酶基因的克隆和分析

李婷，施春雷，淦志兵，史贤明!

（上海交通大学农业与生物学院食品科学系，陆伯勋食品安全研究中心，上海 .%%.!%）

摘要：【目的】番茄红素!环化酶（<L@8)(:( ()=?<8: @L@<;=(）是叶黄素代谢途径中处于分支位点的关键酶。它催
化线性的番茄红素选择性环化，形成胡萝卜素，再进一步合成叶黄素（<9*(?:）。本研究的目标是克隆原壳小
球藻（./*(’0**$ 1’(#(#/0"(&203 2’F!#）4.56 基因的全长 @M0B，通过该基因的生物学信息分析预测其表达产物的
空间结构与功能位点，并验证该表达产物的生物学活性。【方法】采用 @M0B 末端快速扩增（-;)?JF;+)<?N?@;*?8:
8N @M0B (:J=）和 ODFP2O技术克隆原壳小球藻 4.56 基因的全长 @M0B 序列。分别采用 P-(J?@*P-8*(?:、PN;+
QRR=和 ’S?==FR8J(< 等在线分析软件分析 4.56 的基本生物学信息，预测蛋白质功能位点和空间结构。利
用 )GD.$F;（ E）构建 4.56 基因的原核表达质粒 )GDFT2UG，并转入大肠杆菌 VT.#（MGA），再利用 /PDW 诱导
4.56 基因超量表达。此外，携带 )B2FTU2质粒的大肠杆菌工程菌能够积累番茄红素，可用于验证 4.56 基
因编码蛋白的酶活。【结果】获得了原壳小球藻的 4.56 基因的 @M0B 序列，长 .#%X ,)，W(:V;:Y 登录号为
Z[X3.3.$。序列分析表明：它含有 #XA# ,)的完整开放阅读框（\OZ），编码 3X1 个氨基酸，与高等植物和其他
藻类的 4.56 有很高的相似性，其中相似性最高的是莱茵衣藻（./*$782(7(-$3 ’0&-/$’2#&& ]R%%#1"1!XX >#），达
到 1X^。第 !$ _ !3" 个氨基酸残基为一个典型的番茄红素环化酶蛋白（TL@8)(:( @L@<;=( )-8*(?:）结构域
（)N;+%3$A!），第 .1# _ .$! 个氨基酸残基为一个典型的环化酶保守的模体。’M’FPBWG 检测表明，4.56 基因
在大肠杆菌 VT.#（MGA）中得到了超量表达。携带 )B2FTU2 质粒的大肠杆菌工程菌在获得 4.56 基因后，其
颜色从粉红色变为黄色。【结论】原壳小球藻 4.56 基因的全长 @M0B 为 .#%X ,)，预测出番茄红素!环化酶
所特有的保守功能区域，构建了它的三维结构模型。同时，阐明了小球藻和衣藻的亲缘关系。最后，证实了

本研究克隆到的 4.56 基因编码的蛋白具有番茄红素!环化酶的功能与活性。
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叶黄素（ <9*(?:）是含氧类胡萝卜素即类叶黄素
（H;:*68)6L<<=）中的一种［#］。医学实验证明，植物中
所含的天然叶黄素是一种性能优异的抗氧化剂，可

预防衰老和老年性眼球视网膜黄斑退化［.］。另外叶

黄素也可用作癌症预防剂、生命延长剂、溃疡抵制

剂、心脏病与冠状动脉疾病的抵制剂［A］。富含叶黄

素的生物主要有万寿菊、金盏花、绿藻、羽衣甘蓝和

苜蓿等，其中万寿菊为目前最主要的叶黄素源［A］。

由于万寿菊中的叶黄素主要以各种酯化形式存

在［!］，通常还需要进行皂化或酶水解以获得游离的

叶黄素产品，这是天然叶黄素产业化的瓶颈问题。

异养 培 养 的 小 球 藻 细 胞 中 叶 黄 素 含 量 可 达



! " # $%&%细胞干重［’］，与万寿菊中的叶黄素含量接
近。而且小球藻具有生长迅速，可进行异养培养等

优势。用流加培养产率可达 ( )*# $%&+&,［- . /］，是到

目前为止效率最高的叶黄素生产方式。因此，异养

小球藻可能取代万寿菊等植物而成为天然叶黄素的

生产源。目前关于小球藻叶黄素的研究中，主要采

用培养条件的优化来提高叶黄素产量［0］，而少见采

用代谢途径改造的办法来实现这一目标。

图 ! 类胡萝卜素生物合成途径
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叶黄素作为一种萜类化合物，起源于类异戊二

烯途径，在高等植物、藻类、某些真菌和细菌中广泛

存在［*］，叶绿素、维生素、EF 及 FGF 等都属于该途
径的分支产物。目前类胡萝卜素合成的主要代谢途

径已经基本清楚［4(］（图 4），但对于类胡萝卜素的末
端修饰、甲基化以及多烯烃链的修饰等复杂过程仍

未完全了解［44］。番茄红素!环化酶（;?<:=6C6 6=@2;:C
<?<;8@6）催化线性的番茄红素选择性环化，形成"H胡
萝卜素，是叶黄素代谢途径中处于分支位点的关键

酶［4!］。IJCC2C%,8$［4K］等最早从蓝细菌 !"#$%&’%’%%()
中克隆了番茄红素环化酶基因。根据遗传互补分

析［4#］显示!环化酶只在番茄红素上引入一个!环，
形成"H胡萝卜素；与之不同的是，#环化酶能够在番
茄红素上连续引入两个#环，形成#H胡萝卜素，或将
一个#环引入"H胡萝卜素，生成一端#环另一端!
环的$H胡萝卜素［44］。这种!H环化酶在自然界中很
少再引入第二个!环，但是在莴苣（ *+%,(%+ @= 3）等少
数几种植物却合成带两个!环的!H胡萝卜素，再进
一步形成莴苣黄素（+8<7J<8L8C7,2C）［4’］。
本研究力图从原壳小球藻中克隆叶黄素代谢的

关键分支点上的关键酶 +IMN 的编码基因，并进行
生物信息学分析，以发掘特征性的结构域，预测蛋白

质空间结构，并验证该基因表达产物的生物学活性。

同时，通过构建进化树，探讨原壳小球藻 *-./ 基因
的分子进化地位。
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! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 主 要 试 剂 和 仪 器：!"#$%!&%’#( ! %$)$%*$
(%+,*&%’#(+*$ 和 -%’./0 购 于 美 国 1,)’(%/2$, 公 司；
-+3+4+ #56789- :$&(/% 3’(、-+3+4+ ;,$9!($# 4-9<=4
3’(、>’9?"00 4@=A =/%$ !$( :$% BC BD、EF9?"00 4@=A 3’(
和限制性内切酶购于日本 -+3+4+ 公司；G1@#%$#
5’,’#%$# 3’( 购于美国 G1@HAI 公司；@JK<%$#-5 6I@
H$0 AJ(%+&(’/, 3’( 和 @JK<%$#-5<0+*L’M AJ(%+&(’/, 3’( 购
于美国 @JK2$, 公司；H$,$@L#!4 NODD 型 <=4 仪购于
美国 @P1公司。
! "! "# 藻种和培养条件：原壳小球藻（ !"#$%&##’
(%$)$)"&*$+,&- =!9Q7）购自澳大利亚 =!14; 微藻研究
中心。原壳小球藻的培养采用改良式 P+*+0 培养
基［E］，培养条件为：C8R，光照强度 >D"L/0S（L

C·*），
转速 78D %SL’,，培养时间 E M。因为 T=UA 基因的表
达丰度低，为了提高其丰度，需加用强光诱导。提取

4I@前，将葡萄糖浓度提高到 CD 2ST，将光照强度提
高到 ND"L/0S（L

C·*），诱导 E V。
! "# $%&提取
取 7E LT藻液，离心收集沉淀后用液氮研磨，采

用美国 1,)’(%/2$, 公司的 -%’./0 试剂盒抽提 4I@，并
溶于 >D"T D B7W 6A<= 的无菌去离子水中，X ODR
保存备用。采用紫外分光光度计测定 ./ 值来表示

4I@的纯度，./CYDSC8D值达到 7 B8Q Z C B7D 方可满足纯

度要求。

! "’ ()%&合成
采用美国 1,)’(%/2$, 公司的 !"#$%*&%’#( ! %$)$%*$

(%+,*&%’#(+*$试剂盒合成 &6I@，其反应体积为 CD"T，
包括：C"T 4I@，7"T 7D L5 MI-< 5’J，7"T ;0’2/M-
#%’L$%*，加 [C;（4I+*$ \%$$）至 7>"T 后，YER条件下

孵育 E L’,后冰浴 C L’,，后加入 Q"T E ] ?’%*(9!(%+,M
P"\\$%，7"T D B7 L5 6--，7"T 4I+*$ 1,V’^’(/%，D BE"T
!"#$%*&%’#( ! %$)$%*$ (%+,*&%’#(+*$，加 [C;（4I+*$ \%$$）

至 CD"T体系，混匀，瞬时离心，EDR孵育 YD L’, 后，
ODR热激 7 L’,，后迅速冰浴 C L’,，于 X CDR保存。
! "* 引物设计和合成
采用 =0"*(+0_ 软件对 H$,P+,‘ 中来源于莱茵衣

藻（ !"#’01,$0$2’- %&+2"’%,)++，_5DD7YNYQOO B7）、拟南
芥（ 3%’4+,$(-+- )"’#+’2’，I57CED8E B>）、蜜橘（ !+)%5-
52-"+5，@PC>8C>D B7）、黄 龙 胆（ 6&2)+’2’ #5)&’，
@PD7O>O> B7）、胡萝卜（/’5*5- *’%$)’，6G7NC7NC B7）等
生物的 7!89 基因序列进行比对，找到氨基酸保守
区 AAAa!U1<:HH和 a_H?TH（@）!_T!! 为模板，利
用 <%’L$% E BD 和 ;0’2/ Y BD 在保守区段设计简并引物
扩增核心片段。然后根据核心序列设计 >’94@=A
和 E’94@=A特异引物，如表 7 所示。引物均由上海
生工生物工程技术服务有限公司合成。

表 ! 原壳小球藻的 !"#$ 引物序列及 +,$扩增得到目的片段大小
-+^0$ 7 <=4 #%’L$%* +,M +L#0’&/, *’.$ \/% ! b (%$)$)"&*$+,&- 7!89

<%’L$%* <%’L$% *$c"$,&$（E’">’） <%/M"&( *’.$ S^#
=/%$ \%+2L$,(
T? =@4@=aH=a-@-HH-H-HH@ >Y8
T4 @Ha!aaH@1HH@@H4@@a==
T?! H@@H@HH@@-HH-=[-@U@-[==
T4! =HH@@H@@aH-4UH4@@4@@
E’94@=A
?1 =H=HH@-==@=@H==-@=-H@-H@-=@H-=H@-H
?; H@-HH=-@=@-H=-H@=@H==-@
T?;7 H=H@H-H@-H=-H-@====H-@H=@
T?17 =H===@=@HHH@-H-@H=-==@=-= N>N
T?1> =H@--==H-@-H=-H---H-H== N8O
>’94@=A
-1 =H=HH@-==-==@=-@H-H@---=@=-@-@HH 8Y7
-; -@==H-=H--==@=-@H-H@---
T-1 =-H@=--=--=@==@==--=--==H
T-; HH=H==@H@==-==--==@@H-H--
<%/‘+%K/(’& $J#%$**’/,
=<T7 ===22+(&&@-H=-H=@HHH=H@-H=H@（:’0[#） 7QYO
=<TC ===2++((&=-==@==-===@--H==H=（9*$4#）

C877 -’,2 T’ $( +0 b S 3*)’ ;+*%$4+$#$<+*’ =+2+*’（CDDN）QN（N）



! "# $%&’法克隆
! "# "! !’"#$%& 法：来自原壳小球藻的 #’$ 被用
于构建 !’"#$%& ()’$ 文库，该文库根据日本
*+,+#+公司 !’"-.// #$%& %012 324 521 67 68 试剂盒
的操作程序构建。构建好的 !’"#$%& ()’$ 作为模
板，以 9*:;*:（由 !’"-.// #$%& %012 324 521 67 68 试
剂盒提供）为引物进行第一轮 <%#。以第一轮 <%#
的产物为模板，以 9*=;*>（’2?42@ <1AB21，由 !’"-.//
#$%& %012 324 521 67 68 试剂盒提供）为引物进行巢
式 <%#。两次 <%# 的程序均为 CDE预变性 ! BAF；
CDE变性 D8 ?，GHE退火 !8 ?，I7E延伸 = 6H BAF，!7
个循环；I7E延伸 =8 BAF。#$%&产物经琼脂糖凝胶
电泳对 <%#产物进行检测，以 788 JK )’$ 9+@@21为
分子量参照物。

! "# "( H’"#$%& 法：来自原壳小球藻的 #’$ 被用
于构建 H’"#$%& ()’$ 文库，该文库根据日本
*+,+#+公司 H’"-.// #$%& ,A4 的操作程序构建。构
建好的 H’"#$%& ()’$ 作为模板，以 9-: 和 -:（由
H’"-.// #$%& ,A4 提供）为引物进行第一轮 <%#。以
第一轮 <%#的产物为模板，以 9-=;->（’2?42@ <1AB21，
由 H’"-.// #$%& ,A4 提供）为引物进行巢式 <%#。两
次 <%#的程序 CDE预变性 ! BAF；CDE变性 D8 ?2(，
GHE退火 !8 ?2(，I7E延伸 = 6HBAF，!7 个循环；I7E
延伸 =8 BAF。由于一次 H’"#$%& 没有得到完整的
H’端序列，所以在已经得到的序列基础上再设计引
物进行扩增，第一轮扩增同上，第二轮以第一轮产物

为模板，9-7;->（’2?42@ <1AB21，由 H’"-.// #$%& ,A4 试
剂盒提供）为引物进行巢式 <%#。#$%& 产物经琼
脂糖凝胶电泳对 <%#产物进行检测，以 788 JK )’$
9+@@21 为分子量参照物。
! ") 序列测定
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳，切下目的片段，经

美国 $LMN2F 公司的 $LM<12K*O )’$ P2/ &L41+(4A0F ,A4
纯化后，在 *D 连接酶的作用下，于 DE过夜，连接于
KO)=C"*质粒载体上。将连接产物转化大肠杆菌感
受态细胞，于 9Q 琼脂平板（含 $BK =88!N;B9）过夜
培养，以 O=! 通用引物进行菌落 <%# 鉴定，选出阳
性克隆转化子，于 9Q 液体培养基（含 $BK =88!N;
B9）中 !IE过夜培养，用 R>$K12K OAFAK12K ,A4 提取
质粒 )’$，用于序列测定。所有的测序均由上海英
骏生物技术有限公司完成，测序仪为 $Q>!I!8L/ CG"
(+KA//+1M )’$ +F+/MS21，测序引物为 O=! 通用引物。
! "* 序列比对分析
用 P2FQ+FT 的 Q/+?4F 和 Q/+?4K 在线软件分别查

找与 9%U&基因同源的核酸序列和对应的氨基酸序
列，用 %/.?4+/V 软件进行比对分析；用 <12@A(4<1042AF
（W44K：;;XXX Y K12@A(4K1042AF Y 01N;）、3(+F<10?A42（W44K：;;
XXX Y 2LK+?M Y (W;400/?;?(+FK10?A42;）和 <Z+B（ W44K：;;
KZ+B Y ?+FN21 Y +( Y .T;?2+1(W）在线软件分析核酸序列的
基本信息并进行结构域的预测；用 3XA??"O0@2/
（W44K：;;?XA??B0@2/ Y 2LK+?M Y 01N;X01T?K+(2;）在线软件预
测蛋白质二级结构和三级结构；用 O&P$D 6= 软件构
建进化树。

! "+ !"#$ 基因的原核表达及表达产物的鉴定
以 !"#$ 基因为模板，设计其原核表达引物

%<9= 和 %<97（表 =），下划线分别为 %&’["和 $()#

"的识别序列。以原壳小球藻的第一链 ()’$ 为模
板进行扩增，将该产物命名为 )"9%U&。将 )"9%U&
经纯化回收后，导入克隆载体 KO)=C"* 中，提取阳
性克隆质粒 KO)")"9%U&，同时用 %&’["和 $()#

"分别双酶切 KO)")"9%U& 及表达载体 K&*7\"#
（ ]），并将其完全酶切的产物回收纯化后在 *D)’$
连接酶的作用下进行酶连，酶连产物转化大肠杆菌

Q97=（ )&!）菌 株。涂 布 9Q 琼 脂 平 板（含 ,+F
H8!N;B9），!IE倒置过夜培养后挑取单菌落，小量
制备质粒，经 %&’["和 $()#"双酶切鉴定后，将
获得的阳性表达质粒命名为 K&*"9%U&。将携带表
达质粒的 Q97=（)&!）菌株接种于含 ,+F H8!N;B9的
9Q液体培养基中 !IE振荡培养，当 *+G88为 8 6D ^

8 6G时加入 ><*P 至终浓度为 = BO 进行诱导表达，
诱导后的菌液离心，加上样缓冲液 =88E 煮沸
=8 BAF，离心取上清液进行 3)3"<$P&电泳分析以检
测目的蛋白的表达。

! ", 原壳小球藻 -&.’酶的功能验证
将 K&*"9%U& 转化到带有质粒 K$%"9U%［=!］（由

美国马里兰大学的 &/A?+J24W P+F44 教授馈赠）的 Q97=
（)&!）感受态细胞中。K$%"9U% 含有细菌来源的类
胡萝卜素代谢途径中的 ! 个基因 (,-$ ; (,-. ; (,-%（图
7），在大肠杆菌中能积累 9%U& 的催化底物番茄红
素，在没有 9%U& 引入时菌体呈粉红色，一旦引入
9%U&后菌体会由粉红色变为黄色，可以利用颜色
改变效应检测和鉴定 9%U& 的环化酶活性。质粒
K&*"9%U& 转化到 Q97=（)&!）后挑单菌落于含
H8!N;B9 ,+F 和 H8!N;B9 %B 的 9Q 培养基中 !IE
振荡培养，当 *+G88值为 8 6D ^ 8 6G 时加入终浓度为

= BB0/;9的 ><*P 诱导，诱导后的菌液离心，观察颜
色变化，以空载体 K&*"7\+（ ]）转化 Q97=（)&!）的菌
体作为阴性对照。
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图 ! 质粒 "#$%&’$的结构［()］

!"# $ % &’()*’)(+ ,- ’.+ /0123"4 /567896 $

! 结果和分析

! *( 小球藻总 +,#的制备

采用 :(";,0 试剂盒，获得的小球藻总 <=5，其

!"%>? @!"%A?大于 B CD；经过电泳检测，发现其纯度

高、完整性较好。

! *! !"#$ 核心片段的克隆

根据包括 # $ $%&’()$*+&&（EF??B>D>GHH CB）、, $

+()-&)’)（=FB%I?AI CJ）、# $ .’/(&.（5K%JA%J? CB）、0 $

-.+%)（ 5K?BHJHJ CB）、" $ 1)$2+) （ LMBD%BD% CB）、

3%-452141（9BGJAH CB）等生物 3#67 基因核酸序列的

比对结果，找出保守区段，设计 % 对简并引物（8!@

8<，8!&@8!<）进行巢式 N6<（表 B），经反转录 N6<
（(+O+(2+ ’(1P2*("/’12+ N6<，<:7N6<）扩增，得到 J>A Q/
的产物（图 %）。将其在 R+PK1PS 上进行 K012’P 比对

后，发现所得序列和莱茵衣藻（EF T ??B>D>GHH CB）

3#67 基因的 *L=5序列中的一段有 H>U的同源性，

推测该 J>A Q/ 的核酸序列是 3#67 基因的核心片

段。

! *) !"#$ 高保真 -$+扩增产物

根据核心片段设计特异引物进行 J’7<56V 和

I’7<56V。J’7<56V 的扩增巢式引物为 :W@8:W 和

:X@8:X，产物经测序后，片段大小为 A>B Q/；第一次

I’7<56V的扩增巢式引物为 !X@!XB 和 !W@!WB，产物

经测序后，片段大小为 DJD Q/；第二次 I’7<56V的扩

增巢式引物为 !X@!XJ 和 !W@!WB，产物片段大小为

DAH Q/（图 J）。

图 ) !"#$ 基因高保真 -$+扩增产物的电泳图
!"# $J :.+ +0+*’(,/.,(+2"2 ,- ."#. -"4+0"’Y N6< /(,4)*’2 ,- ’.+ 3#67

#+P+$ B C 6,(+ -(1#3+P’；% CI’<56V /(,4)*’ Z"’. /("3+(2 !X@!XB [ !W@

!WB；J CI’<56V /(,4)*’ Z"’. /("3+(2 !X@!XJ [ !W@!WB；G CJ’<56V

/(,4)*’ Z"’. /("3+(2 :W@8:W [ :X@8:X；FC %?? Q/ L=5 0144+( $

! *. 原壳小球藻的 !"#$ 基因全长 /0,# 的序列
分析

核心片段和 <56V产物拼接后得到一条长度为

%B?H Q/ 的 *L=5序列。利用 R+PK1PS 的 W<! !"P4+(
软件进行开放阅读框（W<!）判定，从第 BG? 位碱基
到 BAH? 位碱基为完整的阅读框，阅读框全长为

BHJB Q/，R [ 6 含 量 为 >% C>%U，5 [ : 含 量 为
JH CJAU，编码 IH> 个氨基酸，等电点为 I CAG，分子量
为>% CDDA> SL1，编码区的起始密码子位于第 BG? Q/，
终止密码子位于第 BAH? Q/。I\端的非翻译区为

B ] BG? Q/，J’端的非翻译区为 BAHB ] %B?H Q/，

:R:55［B>］这段序列被认为是藻类中多聚腺苷酸
（N,0Y5）信号，出现在 %?GJ ] %?GA Q/ 之间。将

%B?H Q/的核苷酸测序结果用 K012’P 软件在 R+PK1PS
中检索，发现这一 *L=5 序列的 %HG Q/ ] BIIB Q/ 这
段和莱茵衣藻（EF T ??B>D>GHH CB）3#67 基因的

*L=5序列的IDD ] BAH> Q/之间高达 >HU的相似性，
推断此序列为原壳小球藻 3#67 基因的 *L=5序列，
将这 一 序 列 登 录 至 R+PK1PS，获 得 登 录 号 为
!^HI%I%A。

! *1 &$’2酶的功能位点预测和进化树分析
原壳 小 球 藻 869V 的 氨 基 酸 序 列 与 # C

$%&’()$*+&&、, $ +()-&)’)、# $ .’/(&.、0 $ -.+%)、" $
1)$2+) 等的 869V 分别有 >?U、GJU、GGU、GJU和

GGU 的相似性。根据 N(+4"*’N(,’+"P 数据库推测

869V氨基酸序列的功能位点，发现了两个 *5FN7和
*RFN7磷酸化激酶蛋白激酶位点（*5FN7 1P4 *RFN7

GABB :"P# 8" +’ 10 $ @ ,1+) 8&1$29&2-2:&1) ;&’&1)（%??D）GD（D）
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!"#"$!"$% #&’%"($ )($*+" #,’+#,’&-.*%(’$ +(%"）//01 和
//23；四个蛋白激酶磷酸化位点（4&’%"($ )($*+" 5
#,’+#,*%" +(%"）336、37/、176、37/；九个 568 磷酸化
位点（ 4&’%"($ )($*+" 568 +(%"）3609、3129、3:7;、
1;<;、37/;、33=;、179;、3>2;、13?;；一个酪氨酸
激酶磷酸化位点（1-&’+($" )($*+" #,’+#,’&-.*%(’$ +(%"）
6=@;;>3:；十个 A 端酰基化位点（ABC-&(+%’-.*%(’$
+(%"）<2<42<、<72722、<7;@17、<012<6、<7:9<1、
<7><1;、<D1=16、<22237、<<2E2<、<2E2<9。
采用 5.F+%*.G软件比对已经报道的 !"#$ 基因

的核 酸 序 列 8H 个，然 后 以 来 自 %&’()*’&’(’((+,

-.&/0+, 的 75:;基因作为外类群，用 E;<2I J H 构建
!"#$ 基因的 K4<E2进化树（图 I），采用 HLLL 重复
的自展检验来完成。从图 I 中可以看出，!"#$ 基因
截然分为了 M 个类群：高等植物、藻类以及作为外类
群的 % J -.&/0+,。原壳小球藻的 !"#$ 基因最先与
莱茵衣藻聚类合并，最后才与高等植物聚类合并，这

个结果与 !"#$ 的核苷酸与氨基酸序列同源比对所
得结果基本一致，表明不同物种的 !"#$ 基因进化
速率存在差异。在藻类中小球藻和衣藻的亲缘关系

比较近，它们的 !"#$ 基因有可能起源于一个共同
的基因。

图 ! 基于 "#$%&构建的 !"#$ 基因系统发育树
?(N J I 4,-.’N"$"%(O %&"" ’P !"#$ N"$" Q*+"! ’$ (%+ $FO."’%(!" +"RF"$O" F+($N K4<E2 C"%,’! J AFCQ"&+ ($ #*&"$%,"+"+ &"#&"+"$% %," +"RF"$O"+’*OO"++(’$

$FCQ"& ($ <"$S*$) J 1," $FCQ"& *% "*O, Q&*$O, #’($% (+ %," #"&O"$%*N" +F##’&%"! Q- Q’’%+%&*# J S*&，HLT +"RF"$O" !(U"&N"$O" J

’ () 蛋白质序列多重比对和功能结构域确定
利用原壳小球藻 75:; 氨基酸序列作参照，在

<"$S*$)中查找到了 8H 个同源序列，用 5.F+%*.GH VWM
软件进行序列多重比对分析。这些同源序列分别来

源 于 1 J 2).*/.0.（ AEH8XLWX VM）、" J &3/0).&42//
（GELLHYZYI[[ VH）、" J +0,)/+（ 2S8MW8ML VH）、5 J

(.&’2.（90HZ8HZ8 VH）、6 J 7/0/83&.（NQ223IWLZY VH）、9 J
’*3&.(3.（227YZMZI）等。根据 4P*C 的 @EE+ 数据库
分析可能的结构域，并对比已报道的番茄红素环化

酶的保守区域［HM，H[］，显示在原壳小球藻 75:; 酶中，
存在以下结构域（图 X）：靠近 A端，有一段高度保守
的模体，其序列是 9GI<G<G2GI2，这是双核苷酸结

XWHH李婷等：原壳小球藻番茄红素!环化酶基因的克隆和分析 J \微生物学报（8LLZ）IZ（Z）
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合位点（!"#$%&’()"*’+,-"*"#. +")’）的特征序列，为所有
环化酶所共有，它是一个!折叠,"螺旋,!折叠构型
的二核苷酸结合基元，靠近环化酶的 / 端，可与
/0!1、/0!、0!1 和 20! 等辅因子结合［34］；56%&7+’
8()"9 3 是文献报道［3:］的 2;<;=;>?;@ 模体，是环化
酶中高度保守的一段区域；值得注意的是：用

=%7#1A(+")’ 在线分析软件分析 44 个已经报道的
B5<?氨基酸序列，发现它们都具有一段高度保守
的序列：?,;,?,;,1,［BCD］,E/］,;,［1=@］,［FB1］,1,;,
G,;,［0E］,;,E,［0E］,［0=@］,0,［0E /=］,［BC］,D,H,

1,［0=］,［=@］,E,［2<］,;,［ FBD］,［0E=@D］,;,［2FB］,;,
0,1,;,0，将其命名为 C()"9 3，其中含有环化酶的高
度保守区段 E000;IH1;4E<［3J］和一个预测跨膜螺
旋区（1A’*"%)’* @C K’&"L）；第二个预测跨膜螺旋区
（1A’*"%)’* @C K’&"L）在第 M4N 到 MON 个氨基酸残基之
间，序列结构为 P;E2B;=;B==;4B;20;I2［4N］，表明
B5<?极有可能是一个跨膜蛋白，由于成熟的 B5<?
酶需要被转运至叶绿体中行使催化功能，那么它的

亚细胞定位可能位于类囊体膜上。

图 ! 原壳小球藻和其它生物 "#$%同源蛋白比对结果
2". Q O 0&".#8’#) (9 B5<? K(8(&(."’+ 9A(8 !"#$%&##’ (%$)$)"&*$+,&- 7#* ()K’A (A.7#"+8+ Q

3，!"#$%&’()"*’,-"#*"#. +".#7)$A’；4，56%&7+’ C()"9 3；I，C()"9 3；M，1A’*"%)’* @C K’&"L Q

用 1978在线软件分析，显示原壳小球藻 B5<?
的第 M: R MOJ 个氨基酸残基为一个典型的番茄红素
环化酶蛋白（ B6%(S’#’ %6%&7+’ SA()’"#）［4N］结 构 域
（S978NO:IM），属于番茄红素环化酶超家族成员。用
=T"++,C(*’& 软件预测，获得它的三级结构（图 >），同
时计算出 B5<?蛋白质结构的暴露残基数为 3JN 个
残基。B5<? 结构域（M>,IUJ）的三级结构建模是以
嗜 酸 热 原 体 的 .’A7#6&.’A7#6& -7%)’A"(%K&(A(SK6&&
A’*$%)7+’,&"V’ 2"L5 K(8(&(. 的结构（I%.W0）为模板。

建模的结果与模板 I%.W0 之间的 XC= 为 3 Y>N Z，
X787%K7#*A7#图显示主链#和$的角落在核心区和
允许区，说明机构基本合理。如图 > 所示，B5<? 的
空间构象主要由两种结构类型组成，/,端构象主要
由"螺旋构成，而 5,端构象主要由!折叠构成。两
种构象在空间上分别向相反的方向延伸，邻接处形

成了一个口袋型的构象有可能为 B5<? 重要的功能
结构域。

>:33 @"#. B" ’) 7& Q [ .*)’ /+*%$0+$#$1+*’ 2+3+*’（4NNJ）MJ（J）
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图 ! 原壳小球藻 "#$%蛋白的三级结构预测图
!"# $ % &’( )*+,("- )*(."/,(. 01 2,*3/,3*( +4 ,’( 5678 +4 ! $ "#$%$%&’($)*’+ 69:;< $

图 & 原壳小球藻 !"#$ 基因表达产物的酶活验证
!"# $ = &’( (->?@( A/,"B",? A22A? +4 ,’( (C)*(22"+- )*+.3/, +4 ,!-. #(-( 4*+@ ! $ "#$%$%&’($)*’+ $

<，)D6:576 E )8&:F=A（ E）（ E GH&I）；F，)D6:576 E )8&:5678（ E GH&I）；0，)D6:576 E )8&:5678（:GH&I）$

’ () !"#$ 基因的原核表达及其产物的鉴定
将 ,!-. 基因的结构域编码序列 1:5678 导入

原核表达载体 )8&:F=A（ E ），构建原核表达质粒
)8&:5678，经测序验证，表达质粒中 1:5678 序列正
确，表明原核表达载体 )8&F=:5678 构建成功。表
达质粒 )8&:5678 转化到宿主菌 J5F<（180）后，经
0KL振荡培养至 /0%MM值为 M NO 左右，加入 GH&I 分
别诱导 <’、0’、%’，收集菌体加上样缓冲液煮沸，经
919:HDI8电泳，如图 K 所示，诱导后的胞内蛋白在
O0 P1A 左右出现一条超量表达的蛋白条带，与预期
的 5678 蛋白大小（约 O0 P1A）一致，而空白载体和
未诱导的菌体未发现这一大小的条带，以上结果表

明，原壳小球藻的 ,!-. 基因在大肠杆菌中得到了
超量表达。

’ (& 原壳小球藻 "#$%酶的功能验证
将 )8&:5678 转化到 带 有 质 粒 )D6:576 的

J5F<（180）中，如图 = 所示，< 号菌落为携带 )8&:F=A
（ E）空载体的阴性对照，菌体颜色为粉红色；0 号为
带有 )8&:5678的质粒未加 GH&I 诱导的结果，颜色
已经有些许偏黄；F 号为带有 )8&:5678 的质粒加
GH&I 诱导的结果，颜色为黄色。通过这个酶活试
验，表明 ,!-. 基因的表达产物能够将工程菌中积

图 ) *+*,-./%电泳检测在 $ 0 %&’( 中表达的重组蛋白
!"# $ K 919:HDI8 )*+4"Q( +4 *(/+@R"-A-, )*+,("-2 "- . $ ($1) $ 5A-( <，

)8&:F=A（ E）；QA-( F，)8&:5678（:GH&I）；QA-( 0:O，)8&:5678（ E

GH&I）4+* < ’，0 ’ A-. % ’ *(2)(/,"B(Q?；S，S".:*A-#( )*+,("- SA*P(* $

累的番茄红素（粉红色）转化成!:胡萝卜素（黄色），
证明了这个蛋白具有番茄红素"环化酶的功能与

K=<<李婷等：原壳小球藻番茄红素"环化酶基因的克隆和分析 $ T微生物学报（FMMU）;U（U）
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活性。

! 讨论
番茄红素环化酶基因是一个大家族，不同

!"#$ 基因家族成员编码的氨基酸序列差异较大，
但仍有一些高度保守的区域存在，这些高度保守的

残基与催化功能有关。原壳小球藻的 !"#$ 基因对
应的氨基酸序列在中、后部与其它植物 !"#$ 的氨
基酸序列同源性很高，且包含 !"#$ 所共有的
“%!#&（ ’）()”序 列 和 双 核 苷 酸 结 合 位 点
（*+,-./012+30456+3+,7 4+20）。此 外，原 壳 小 球 藻 的
!"#$氨基酸序列与衣藻的同源性明显高于其他植
物，与进化分析的结果相吻合。

!"#$三级结构预测发现，靠近 8 端有一个!
折叠5"螺旋5!折叠构型，这与保守功能域分析相符
合。但从整体构型来说，其!折叠和"螺旋分别集
中在两个区域中，这两个区域在空间上分别向相反

的方向延伸，预示着它们在功能上有着明确的分工，

但是各自在酶催化过程中行使哪种功能尚未可知，

还需整合更多有关番茄红素环化酶的进一步研究结

果才能定论。另外，该酶的底物结合位点也需要加

以进一步的研究。

!"#$和 !"#9 功能分析显示，!"#9 可在番茄
红素分子的两端各形成一个!环，而 !"#$ 只能在
番茄红素分子的一端形成一个#环。此环形成后，
将在某种程度上限制或抑制 !"#$ 在另一端再形成
一个#环。莴苣的 !"#$ 氨基酸序列与拟南芥
!"#$的氨基酸序列一致性高达 ::;，这一酶在大
肠杆菌杂合系统中可以将番茄红素有效地转化为双

#环胡萝卜素［<=］。进一步研究表明，莴苣 !"#$ 蛋
白第 >=: 位的 ?残基决定着 !"#$ 催化番茄红素的
两端形成#环，而拟南芥 !"#$蛋白第 >>@ 位的 !残
基决定了 !"#$ 只能催化番茄红素的一端形成#
环。对原壳小球藻 !"#$ 序列分析表明，其对应的
第 >A= 位有一个 ! 残基，有可能也决定了在原壳小
球藻中没有双#环胡萝卜素。

" 结论
采用 B&"$和 BC5)"B方法，克隆得到的原壳小

球藻 !"#$ 基因的全长 .*8& 为 D<A: 6E，具有
<:F< 6E的完整开放阅读框。预测氨基酸序列中第
>@ G >=H 个氨基酸残基为一个典型的番茄红素环化
酶蛋白结构域（EIJKA=@F>），具有环化酶特有的保守
功能区域，即双核苷酸结合位点、环化酶模体

（"L./J40 K12+I<）以及预测跨膜区。另外还发现一段
高保守的区域，其模体结构是 $5M5$5M5)5［!(’］5

N8 ］5M5［ )OC］5［ P!)］5)5M5Q5M5［ &N ］5M5N5［ &N ］5
［&OC］5&5［&N8O］5［!(］5’5?5)5［&O］5［OC］5N5［%#］5
M5［P!’］5［&NOC’］5M5［%P!］5M5&5)5M5&。进化树分析
结果表明，在藻类中小球藻和衣藻的亲缘关系比较

近，它们拥有的 !"#$ 基因可能来自一个共同的基
因。利用 E$CD@5J（ R）构建的原壳小球藻番茄红素#
环化酶基因的原核表达质粒 E$C5!"#$，转入大肠杆
菌 9!D<（*$F），经 P)CN 诱导成功表达。在积累番茄
红素的大肠杆菌工程菌中导入 !"#$ 基因，酶活试验
证实了本研究克隆到的 !"#$ 基因编码的蛋白具有
番茄红素#环化酶的功能。
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（本文责编：王晋芳）
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