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摘　要：通过ＲＡＣＥＰＣＲ首次克隆获得了普通小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）中八氢番茄红素合成酶编码基因ｐｓｙ
的 ｃＤＮＡ全长序列。该序列全长１６０５ｂｐ，包括１２４５ｂｐ开放阅读框，编码４１５个氨基酸。氨基酸序列对比及
系统发生分析表明其与其他物种的ＰＳＹ蛋白具有同源性，与绿藻聚为一支，与小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖａｒｉａｂｉｌｉｓ）、原
壳小球藻（Ａｕｘｅｎｏｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｒｏｔｏｔｈｅｃｏｉｄｅｓ）和佐夫色绿藻（Ｃｈｒｏｍｏｃｈｌｏｒｉｓｚｏｆｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）的遗传距离最近（分别为
０．１７３、０．１８８和０．２３９），并具有较高的相似性（８１％ ～８４％）和一致性（６９％ ～７６％）。亚细胞定位预测表
明普通小球藻ＰＳＹ前４５个氨基酸残基为叶绿体转运肽，可能引导翻译后的肽链进入叶绿体。保守区块、特
征基序分析及三维建模显示，序列中具有多个潜在的蛋白质修饰位点，以及 ＰＳＹ蛋白的保守区块和特征基
序，包括两个保守的底物镁离子结合位点和两个活性位点遮蔽残基，用于结合底物及保护催化反应中间产
物；普通小球藻ＰＳＹ蛋白中还具有一个特异的底物镁离子结合位点，其活性和功能还未知。总之，研究结果
揭示了普通小球藻 ｐｓｙ基因的 ｃＤＮＡ全长序列及可能的蛋白质序列结构特性，结果可为构建过表达载体，提
高类胡萝卜素产量提供相关信息。

关键词：八氢番茄红素合成酶；ｐｓｙ基因；普通小球藻；类胡萝卜素
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　　类胡萝卜素是一类存在于高等植物、微藻和
部分光合细菌中的天然色素，由于其抗氧化特

性［１］，使其对包括癌症在内的一些疾病具有预防

作用［２５］。对类胡萝卜素天然合成过程的研究有

助于提高产量，满足不断提升的市场需求。在类

胡萝卜素生物合成途径中，八氢番茄红素合成酶

（ｐｈｙｔｏｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＳＹ）是催化关键步骤的限速
酶，能影响整个类胡萝卜素合成的反应速率［６７］。

因此，深入研究ＰＳＹ的编码基因序列（ｐｓｙ）、酶结
构及功能，有助于改进类胡萝卜素合成调控，或

通过基因工程手段提高类胡萝卜素产物合成。

微藻中含有许多特有的类胡萝卜素［８］，同时

易于培养，因而成为类胡萝卜素自然来源的首

选。近 年 来，雨 生 红 球 藻 （Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｌｕｖｉａｌｉｓ）［９］、佐 夫 色 绿 藻 （Ｃｈｒｏｍｏｃｈｌｏｒｉｓ

ｚｏｆｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）［１０］、原 壳 小 球 藻 （Ａｕｘｅｎｏｃｈｌｏｒｅｌｌａ
ｐｒｏｔｏｔｈｅｃｏｉｄｅｓ）［１１］等藻类的 ｐｓｙ基因全长序列相
继被克隆鉴定。通过构建过表达载体及细胞核

转化，成功将佐夫色绿藻的 ｐｓｙ基因转入莱茵衣
藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）中，使细胞内紫黄
质（Ｖｉｏｌａｘａｎｔｈｉｎ）和叶黄素（Ｌｕｔｅｉｎ）的含量上
升［１０］。

小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ）富含重要的类胡萝卜
素［１２］，其中叶黄素能够增强鲤体内抗氧化酶的活

性，从而增强抵抗有害物质的能力［１３］。普通小球

藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）作为小球藻属的典型种，易
于培养、生长迅速，结构简单便于研究，在藻类研

究中常作为模式生物，也是天然类胡萝卜素的重

要提取源［１４］。因此，本文选取普通小球藻作为研

究对象，首先克隆测定其 ｐｓｙ基因的 ｃＤＮＡ全长
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序列，并对其编码蛋白质的序列进行预测，分析

其同源性并构建系统发生树。同时预测 ＰＳＹ蛋
白质的基本理化性质、功能位点和亚细胞定位，

并构建蛋白质高级结构的三维模型。

１　材料与方法

１．１　藻种培养方法
普通小球藻（Ｃ．ｖｕｌｇａｒｉｓ）购于中国科学院淡

水藻种库（武汉）。藻细胞培养于１０００ｍＬ三角
烧瓶中，使用ＢＧ１１培养液［１５］，ｐＨ为７～８，藻液
总体积４００ｍＬ。使用光照培养箱维持稳定的培
养条件，温度（２５±１）℃，光照强度８０００ｌｘ，光照
周期为１２ｈ（０９：００至２１：００）∶１２ｈ。为获得足够
的总 ＲＮＡ，当藻细胞生长进入指数期末期（第７
天，２１：００）时收集藻细胞，用于提取总 ＲＮＡ及
ｐｓｙ克隆。
１．２　总ＲＮＡ提取

使用ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）按照使用指南
提取总 ＲＮＡ。总 ＲＮＡ的浓度及纯度使用
Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）测定，根据ＯＤ２６０
计算ＲＮＡ浓度（ＲＮＡ浓度 ＝ＯＤ２６０×４０ｎｇ／μＬ），
根据 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０及 ＯＤ２６０／ＯＤ２３０判定 ＲＮＡ的纯
度。用ＲＮａｓｅＦｒｅｅ水将总 ＲＮＡ稀释至终浓度为
５００ｎｇ／μＬ，保存于－８０℃备用。总ＲＮＡ的完整
性使用１％琼脂糖凝胶电泳测定。
１．３　ｐｓｙｃＤＮＡ全长的克隆

以总 ＲＮＡ为模板，使用反转录酶 ＭＭＬＶ
（ＴａＫａＲａ）及引物 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ１８，ＴａＫａＲａ）合成普通
ｃＤＮＡ 第 一 链。使 用 ＳＭＡＲＴｅｒＰＣＲ ｃＤＮＡ
ＳｙｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）合成 ３′ＲＡＣＥ及 ５′ＲＡＣＥ
ｃＤＮＡ。操作过程均按试剂说明书。

ｐｓｙ保守片段的克隆：根据ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ／）数据库中已登
录的高等植物和微藻的ｐｓｙ基因核酸序列及氨基
酸序列，使用 ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．
ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｃｌｕｓｔａｌｏ／）进行多序列比对。核酸
序列通过 ＧｅｎｅＦｉｓｈｅｒ２（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｂｉｓｅｒｖ．ｔｅｃｈｆａｋ．
ｕｎｉｂｉｅｌｅｆｅｌｄ．ｄｅ／ｇｅｎｅｆｉｓｈｅｒ２／）生成简并序列，并
用Ｏｌｉｇｏ７（７．６，ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＩｎｓｉｇｈｔｓ）生成简
并引物；氨基酸序列通过 Ｃｏｄｅｈｏｐ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌｏｃｋｓ．
ｆｈｃｒｃ．ｏｒｇ／ｃｏｄｅｈｏｐ．ｈｔｍｌ）处理生成简并引物。综
合以上两种方法，设计一对简并引物（ｐｓｙｐｆ和
ｐｓｙｐｒ，表１）用于第一轮 ＰＣＲ扩增，第二对非简

并引物（ｐｓｙｙｆ和ｐｓｙｙｒ，表１）用于第二轮ＰＣＲ扩
增。ＰＣＲ使用 ＧｏＴａｑＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂
（Ｐｒｏｍｅｇａ）。第一轮以普通ｃＤＮＡ为模板，扩增程
序：９５℃预变性５ｍｉｎ，４０个 ＰＣＲ循环（９５℃变
性３０ｓ，４７℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ），及７２
℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物稀释５０倍后作为第二
轮ＰＣＲ模板，扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ，２０个
降落式ＰＣＲ循环（９５℃变性３０ｓ；退火温度由７０
℃降落至６１℃，每两个循环降低１℃，退火３０ｓ；
７２℃延伸 １ｍｉｎ），２５个 ＰＣＲ循环（９５℃变性
３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ），及７２℃
延伸５ｍｉｎ。
３′末端片段的克隆：第一轮 ＰＣＲ以３′ＲＡＣＥ

ｃＤＮＡ为模板，上游引物 ｐｓｙ３ＧＳＰＦｏ，下游引物
ＮＵＰ，扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ，４０个ＰＣＲ循
环（９５℃变性３０ｓ，６４℃退火４０ｓ，７２℃延伸２
ｍｉｎ），及７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物稀释５０倍
后作为第二轮 ＰＣＲ模板，上游引物替换为 ｐｓｙ
３ＧＳＰＦｉ，扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ，５个 ＰＣＲ
循环１（９５℃变性３０ｓ，７２℃退火延伸２ｍｉｎ），５
个ＰＣＲ循环２（９５℃变性３０ｓ，７０℃退火４０ｓ，７２
℃延伸２ｍｉｎ），５个ＰＣＲ循环３（９５℃变性３０ｓ，
６８℃退火４０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ），５个ＰＣＲ循环
４（９５℃变性３０ｓ，６７℃退火４０ｓ，７２℃延伸 ２
ｍｉｎ），３０个ＰＣＲ循环５（９５℃变性３０ｓ，６６℃退
火４０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ），及７２℃延伸５ｍｉｎ。
５′末端片段的克隆：第一轮 ＰＣＲ以５′ＲＡＣＥ

ｃＤＮＡ为模板。上游引物 ＮＵＰ，下游引物 ｐｓｙ
５ＧＳＰＲｏ，扩增程序：９５℃预变性 ５ｍｉｎ，４０个
ＰＣＲ循环（９５℃变性３０ｓ，６８℃退火４０ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ），及７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物稀释
５０倍后作为第二轮 ＰＣＲ模板，下游引物替换为
ｐｓｙ５ＧＳＰＲｉ，扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ，５个
ＰＣＲ循环 １（９５℃变性 ３０ｓ，７２℃退火延伸 ２
ｍｉｎ），５个ＰＣＲ循环２（９５℃变性３０ｓ，７０℃退火
３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ），３０个 ＰＣＲ循环３（９５℃
变性３０ｓ，６８℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ），及
７２℃延伸５ｍｉｎ。

所有 ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳后切
胶回收，经普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（天
根）纯化。纯化产物连接至 ｐＭＤ１９Ｔ载体
（ＴａＫａＲａ），并转化至感受态细胞 ＤＨ５ａ（天根）。
挑取阳性单克隆经 ＰＣＲ验证后送至上海生工生
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物工程有限公司测序。

表１　引物序列及Ｔｍ值
Ｔａｂ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
序列５′３′

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ５′３′
Ｔｍ／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｐｓｙｐｆ ＡＣＳＡＧＣＧＡＲＴＡＴＧＣＣＡＡＧＡＣ ５３．６
ｐｓｙｐｒ ＣＫＣＧＣＡＧＲＡＴＧＴＴＫＧＴＣＡＧＣ ５０．９
ｐｓｙｙｆ ＧＣＣＡＴＣＴＡＣＧＴＧＴＧＧＴＧＣＣ ６６．１
ｐｓｙｙｒ ＣＡＣＧＣＡＡＧＡＴＧＴＴＧＧＴＣＡＧＣ ６５．１
ｐｓｙ３ＧＳＰＦｏ ＣＧＣＣＡＣＧＴＡＴＧＡＣＧＡＧＣＴＧＴＡＣＧＡＣＴＡ ６６．１
ｐｓｙ３ＧＳＰＦｉ ＡＣＡＡＧＧＧＧＣＣＴＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＴＧＴＡＣＣＧ ７０．７
ｐｓｙ５ＧＳＰＲｏ ＣＴＴＣＡＣＣＡＧＧＴＣＣＡＴＧＣＧＣＡＴＣＣＣＣＴＣＣ ７２．５
ｐｓｙ５ＧＳＰＲｉ ＣＣＴＣＡＡＡＧＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＧＣＣＧＣＴＣＣＴＣ ７２．５
ＮＵＰ ＡＡＧＣＡＧＴＧＧＴＡＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＧＴ ６３．９

１．４　序列分析
使用 ＤＮＡＭＡＮ（８．０，Ｌｙｎｎｏｎ）将上述 ｐｓｙ基

因保守片段、３′及 ５′末端片段序列拼接后获得
ｃＤＮＡ全长序列。使用以下工具预测分析基因开
放阅读框（ＯＲＦ）、蛋白质序列、基本理化性质、功
能位点、亚细胞定位，以及多序列比对、构建发生

树，并构建蛋白质高级结构的三维模型。

Ｔｒａｎｓｌａｔｅ （ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ／
ｔｒａｎｓｌａｔｅ／）：预测基因开放阅读框及氨基酸序列。

ＰｒｏｔＰａｒａｍｏｎ （ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ／
ｐｒｏｔａｒａｍ）：计算蛋白质的理论等电点和分子量。

ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）：将序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行对比。

ＭＥＧＡ７．０：计算遗传距离（Ｐｏｉｓｏｎ模型）及
构建系统发生树 （ＮＪ法，ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ），
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复１０００次检验。

ＴＭＨＭＭ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴＭＨＭＭ／）：预测蛋白质跨膜结构域。

ＴａｒｇｅｔＰ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴａｒｇｅｔＰ／）：分析产物蛋白的亚细胞定位［１６］。

ＭＥＭＥ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｍｅｓｕｉｔｅ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｍｅｍｅ）：
保守区块分析。

ＰＲＯＳＩＴＥ（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）：基序
（ｍｏｔｉｆ）分析。

ＮＣＢＩＣｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）：基序及结
构域分析。

Ｐｈｙｒｅ２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／
ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ）：蛋白质三维
结构建模。

ＳｗｉｓｓＰｄｂＶｉｅｗｅｒ（４．１，ＤｅｅｐＶｉｅｗ）：模型处理

及标记。

２　结果

２．１　ｐｓｙ基因ｃＤＮＡ全长的克隆
对已报道的 ｐｓｙ基因序列进行比对后，根据

保守序列设计了两对引物（表１），通过巢式 ＰＣＲ
和降落式ＰＣＲ，扩增出了一段４０６ｂｐ的片段。测
序及ＢＬＡＳＴ数据库比对表明该片段序列与其他
绿藻的 ｐｓｙ基因有较高的相似性，推测该片段属
于ｐｓｙ基因保守序列的一部分。根据这一片段序
列，设计基因特异性引物（表１）进行 ＲＡＣＥＰＣＲ
扩增，分别获得了 ５′末端及 ３′末端序列。使用
ＤＮＡＭＡＮ将上述３段序列拼接后，最终获得了完
整的ｐｓｙｃＤＮＡ序列。

克隆得到的ｃＤＮＡ序列全长为１６０５ｂｐ。使
用Ｔｒａｎｓｌａｔｅ（ＥｘＰＡＳｙ）对序列进行翻译并预测其
开放阅读框，得到编码区序列长１２４８ｂｐ，所编码
的蛋白质包含 ４１５个氨基酸。编码区外分别具
有３３８ｂｐ５′非编码区（ＵＴＲ，ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ）
及２２ｂｐ的３′ＵＴＲ（图１）。

经ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ＥｘＰＡＳｙ）计算，预测的 ＰＳＹ蛋
白质分子量为４６．８３ｋｕ，理论等电点为８．９２，含
量最多的氨基酸为丙氨酸（１２．８％），不稳定系数
（ｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ）为 ４７．０８，脂肪系数（ａｌｉｐｈａｔｉｃ
ｉｎｄｅｘ）为 ７９．５９，总平均亲水性（ＧＲＡＶＹ，ｇｒａｎｄ
ａｖｅｒａｇｅｏｆｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ）为－０．３７４。

通过ＴＭＨＭＭ程序分析，该ＰＳＹ蛋白不具有
跨膜结构域，表明其可能不结合在膜上。

使用ＴａｒｇｅｔＰ服务器分析所预测蛋白的亚细
胞定位，结果显示在该 ＰＳＹ氨基酸序列中，１～
４５位氨基酸残基可能是一段叶绿体转运肽（ｃＴＰ，
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ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｔｒａｎｓｉｔｐｅｐｔｉｄｅ），可信度为３，１为最可 信，５为不可信。

图１　普通小球藻ｐｓｙ的ｃＤＮＡ全长序列及其预测的氨基酸序列
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈｃＤＮＡａｎｄｄｅｄｕｃｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｓｙｉｎＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓ

 表示终止密码子

 ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｔｏｐｃｏｄｏｎ

２．２　同源性及系统发生树的构建
将普 通 小 球 藻 的 ＰＳＹ 氨 基 酸 序 列 与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行Ｂｌａｓｔｐ对比分析，结果表明，
普通小球藻的 ＰＳＹ氨基酸序列与其他绿藻具有
较高 的 相 似 性 和 一 致 性：与 原 壳 小 球 藻

（Ａｕｘｅｎｏｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｒｏｔｏｔｈｅｃｏｉｄｅｓ）、小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ
ｖａｒｉａｂｉｌｉｓ）、 佐 夫 色 绿 藻 （Ｃｈｒｏｍｏｃｈｌｏｒｉｓ
ｚｏｆｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）、 莱 茵 衣 藻 （Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ
ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）、 绿 色 鞭 毛 藻 （Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓ
ｌｕｃｉｍａｒｉｎｕｓ）、盐生杜氏藻（Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａ）的相
似性分别为８４％、８３％、８１％、８７％、８５％和８０％；
一致性分别为 ７６％、７４％、６９％、７４％、７３％和
７４％。与高等植物、蓝藻及细菌的相似性和一致
性相对较低：比如与百合（Ｌｉｌｉｕｍｂｒｏｗｎｉｉ）相似性

为 ７８％，一 致 性 为 ６７％；与 聚 球 蓝 细 菌
（ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．）相似性为 ７２％，一致性为
５８％；与类球红细菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ）相
似性为４８％，一致性为３２％。

将该ＰＳＹ氨基酸序列与 ４８种不同物种的
ＰＳＹ序列通过 ＣｌｕｓｔａｌＯｍｅｇａ进行比对，并用
ＭＥＧＡ７．０构建系统发生树（ＮＪ法）。从系统发
生树（图２）中可以看出，不同物种的 ＰＳＹ蛋白质
聚集成细菌、蓝细菌、绿藻和高等植物４个分支。
预测所得的 ＰＳＹ氨基酸序列（图２中标示）与
其他绿藻聚集成一支，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值为９２％。与普
通小球藻在系统发生上最相近的是小球藻、原壳

小球藻和佐夫色绿藻，遗传距离分别为 ０．１７３、
０．１８８和０．２３９（Ｐｏｉｓｓｏｎ模型）。此外，高等植物
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与绿藻的ＰＳＹ蛋白聚集成一大类（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值为 ９３％），表明其可能由同一个蛋白质进化而来。

图２　不同物种ＰＳＹ氨基酸序列构建系统发生树（ＮＪ法）
Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＰＳＹａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｖａｒｉｏｕｓｓｐｅｃｉｅｓ（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）

分支上的数字为Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓａｒｅｓｈｏｗｎａｔｔｈｅｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｓ

２．３　保守区块（Ｂｌｏｃｋ）及基序（ｍｏｔｉｆ）分析
将系统发生树（图２）中的４８种 ＰＳＹ氨基酸

序列经由 ＭＥＭＥ服务器分析保守区块（Ｂｌｏｃｋ），
结果见图３（图中仅列出部分物种）。所有序列共
有１个保守区块，在普通小球藻的 ＰＳＹ氨基酸序
列中位于２５８～３０７位，将其命名为Ｂｌｏｃｋ２。另有

２个保守区块 Ｂｌｏｃｋ１（１１２～２５３位）和 Ｂｌｏｃｋ３
（３１５～３９４位）只存在于高等植物、绿藻及蓝藻
中（图３ａ）。细菌的ｃｒｔＢ序列（即 ＰＳＹ）与其他物
种的ＰＳＹ蛋白质仅有一部分保守序列具有同源
性（Ｂｌｏｃｋ２）。
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图３　部分物种ＰＳＹ中的保守区块
Ｆｉｇ．３　ＣｏｎｓｅｒｖｅｄｂｌｏｃｋｓｉｎＰＳＹｆｒｏｍｐａｒｔｏｒｇａｎｉｓｍｓ

　　通过Ｐｒｏｓｉｔｅ和ＮＣＢＩＣｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ服务
器对普通小球藻 ＰＳＹ氨基酸序列进行保守基序
（ｍｏｔｉｆ）分析，结果标注于图 ４。在所有比对的
ＰＳＹ氨基酸序列中都存在１个保守基序，在普通
小球藻中位于２６７～２９３位氨基酸（Ｂｌｏｃｋ２），序
列为 ＬＧＴＡＮＱＬＴＮＩＬＲＤＶＧＥＤＡＳＱＲＮＲＩＹＶＰ，将其
命名为ＭｏｔｉｆＳ（图４，红色框标注）。数据库对比
显示 这 段 序 列 名 为 “Ｓｑｕａｌｅｎｅａｎｄｐｈｙｔｏｅｎｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅｓｓｉｇｎａｔｕｒｅ２”，正式表达式为 ＬＧｔａｎＱｌｔ．
ＮＩｌＲＤＶｇｅＤａｓｑｒｎ．．ＲｉＹｉＰ，是八氢番茄红素合成酶
蛋白的特征序列。在这段序列中存在一个保守

的底物镁离子结合位点／天冬氨酸富集区
（ｓｕｂｓｔｒａｔｅＭｇ２＋ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ／ａｓｐａｒｔａｔｅｒｉｃｈｒｅｇｉｏｎ），
命名为 ＭｏｔｉｆＤ３，起始氨基酸 ２７９位，序列为
ＤＶＧＥＤ。另一个保守 ＤＸＸＸＤ基序在 Ｂｌｏｃｋ１中，
命名为 ＭｏｔｉｆＤ１，起始氨基酸 １５３位，序列为
ＤＥＬＶＤ。在普通小球藻中存在第３个ＤＸＸＸＤ基
序，位于 ２２６位氨基酸，序列为 ＤＥＬＶＤ，命名为

ＭｏｔｉｆＤ２（图４，绿色框标注），在所对比的 ４９种
ＰＳＹ中，只有普通小球藻、原壳小球藻和小球藻３
种绿藻中存在ＭｏｔｉｆＤ２（图４仅列出部分绿藻）。
此外，在序列的第１２３位和第３８１位分别存在两
个保守的活性位点遮蔽残基（ａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｌｉｄ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ）ＹＡＫＴＦ和 ＲＡＹＶ，分别命名为 ＭｏｔｉｆＬ１
和ＭｏｔｉｆＬ２（图４，蓝色框标注）。

除上述保守基序外，序列中存在多个潜在的

蛋白质修饰位点，列于表２。其中一部分位点位
于保守区块中，可能是 ＰＳＹ蛋白的特征修饰位
点。有３个位点虽然位于保守区块中，但却与其
他物种的保守序列不同，可能是普通小球藻特有

的修饰位点。

在序列的１１４位氨基酸（Ｂｌｏｃｋ１）之前，还有
多个非保守的潜在修饰位点，包括２个天冬酰胺
糖基化位点、３个 ｃＡＭＰ和 ｃＧＭＰ依赖的蛋白激
酶磷酸化位点、３个酪氨酸激酶磷酸化位点以及
３个酰基化位点（表２，图４中黑色框标注）。
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图４　部分绿藻ＰＳＹ氨基酸多序列对比
Ｆｉｇ．４　ＭｕｌｔｉｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆＰＳＹａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｓｏｍｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａｓｐｅｃｉｅｓ

１．保守区块（Ｂｌｏｃｋ１、２、３）用横线标出，红色框表示 ＰＳＹ特征序列（ＭｏｔｉｆＳ），绿色框表示底物镁离子结合位点／天冬氨酸富集区
（ＭｏｔｉｆＤ１、Ｄ２、Ｄ３），蓝色框表示活性位点保护基序（ＭｏｔｉｆＬ１、Ｌ２），部分蛋白质修饰位点用黑色框标出。Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｂｌｏｃｋｓ（Ｂｌｏｃｋ１，
２，３）ａｒｅｕｎｄｅｒｂｌａｃｋｌｉｎｅｓ．“Ｓｑｕａｌｅｎｅａｎｄｐｈｙｔｏｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｓｓｉｇｎａｔｕｒｅ２”（ＭｏｔｉｆＳ）ｉｓｉｎｒｅｄｂｏｘ．ＳｕｂｓｔｒａｔｅＭｇ２＋ ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ／
ａｓｐａｒｔａｔｅｒｉｃｈｒｅｇｉｏｎｓ（ＭｏｔｉｆＤ１，Ｄ２，Ｄ３）ａｒｅｉｎｇｒｅｅｎｂｏｘｅｓ．Ａｃｔｉｖｅｓｉｔｅｌｉｄｒｅｓｉｄｕｅｓ（ＭｏｔｉｆＬ１，Ｌ２）ａｒｅｉｎｂｌｕｅｂｏｘｅｓ．Ｐａｒｔｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｓｉｔｅｓａｒｅｉｎｂｌａｃｋｂｏｘｅｓ；２．ＣｖｕＰＳＹ：普通小球藻Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ；ＡｐｒＰＳＹ：原壳小球藻Ａｕｘｅｎｏｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｒｏｔｏｔｈｅｃｏｉｄｅｓ（ＡＤＣ３２１５２．１）；
ＣｖａＰＳＹ：小球藻Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖａｒｉａｂｉｌｉｓ（ＸＰ＿００５８４３８９８．１）；ＣｚｏＰＳＹ：佐夫色绿藻Ｃｈｒｏｍｏｃｈｌｏｒｉｓｚｏｆｉｎｇｉｅｎｓｉｓ（ＣＢＷ３７８６７．１）；ＧｐｅＰＳＹ：胸
状盘藻 Ｇｏｎｉｕｍｐｅｃｔｏｒａｌｅ（ＫＸＺ４１７９７．１）；ＶｃａＰＳＹ：团藻 Ｖｏｌｖｏｘｃａｒｔｅｒｉｆｎａｇａｒｉｅｎｓｉｓ（ＸＰ＿００２９５６７８３．１）；ＨｐｌＰＳＹ：雨生红球藻
Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓｐｌｕｖｉａｌｉｓ（ＡＡＷ２８８５１．１）；ＣｒｅＰＳＹ：莱茵衣藻 Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ（ＸＰ＿００１７０１１９２．１）；ＣｓｕＰＳＹ：胶球藻
ＣｏｃｃｏｍｙｘａｓｕｂｅｌｌｉｐｓｏｉｄｅａＣ１６９（ＥＩＥ２７１３９．１）；ＤｓａＰＳＹ：盐生杜氏藻 Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａ（ＡＢＹ５００９０．１）；ＯｔａＰＳＹ：鞭毛藻 Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓ
ｔａｕｒｉ（ＸＰ＿００３０７９４６０．１）；ＢｐｒＰＳＹ：海洋青绿藻 Ｂａｔｈｙｃｏｃｃｕｓｐｒａｓｉｎｏｓ（ＸＰ＿００７５１４２６９．１）；ＭｐｕＰＳＹ：细小微胞藻 Ｍｉｃｒｏｍｏｎａｓｐｕｓｉｌｌａ
ＣＣＭＰ１５４５（ＸＰ＿００３０５７２８２．１）
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表２　普通小球藻ＰＳＹ氨基酸序列中的修饰位点
Ｔａｂ．２　ＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｉｎｔｈｅＰＳＹａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓ

名称

Ｎａｍｅ
起始氨基酸位（保守区）

Ｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｉｒｓｔａｍｉｎｏａｃｉｄ（Ｂｌｏｃｋ）
序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

天冬酰胺糖基化位点
Ｎｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

４１ ＮＮＴＡ
１０３ ＮＷＴＳ

３７７（Ｂｌｏｃｋ３） ＮＦＴＫ
ｃＡＭＰ和ｃＧＭＰ依赖的蛋白激酶磷酸化位点
ｃＡＭＰａｎｄｃＧＭＰｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

７２ ＲＫＬＴ

蛋白激酶Ｃ磷酸化位点
ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

２８ ＴＳＲ
１０５ ＴＳＫ

２５２（Ｂｌｏｃｋ１） ＳＹＫ
２８５（Ｂｌｏｃｋ２） ＳＱＲ
３０１（Ｂｌｏｃｋ２） ＳＩＫ
３１６（Ｂｌｏｃｋ３） ＴＧＲ
３７９（Ｂｌｏｃｋ３） ＴＫＲ

酪蛋白激酶Ⅱ磷酸化位点
ＣａｓｅｉｎｋｉｎａｓｅⅡ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

５４ ＳＤＰＤ
７５ ＴＧＱＥ
１０５ ＴＳＫＤ

２２４（Ｂｌｏｃｋ１） ＴＹＤＥ
３０１（Ｂｌｏｃｋ２） ＳＩＫＥ

酪氨酸激酶磷酸化位点

Ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ
１０７ ＫＤＬＥＡＡＹ

２５４（Ｂｌｏｃｋ２） ＫＧＰＬＥＫＶＹ

酰基化位点

Ｎｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

４ ＧＬＧＳＴＱ
４７ ＧＮＫＱＡＬ

２４８（Ｂｌｏｃｋ１） ＧＶＤＰＳＹ
３６９（Ｂｌｏｃｋ３） ＧＩＥＡＮＫ

注：号表示保守区块中的非保守位点

Ｎｏｔｅ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｎｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｓｉｔｅｓｉｎｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｂｌｏｃｋ

２．４　ＰＳＹ蛋白质的高级结构建模
通过 Ｐｈｙｒｅ２服务器，使用同源建模法

（ｈｏｍｏｌｏｇｙｂａｓｅｄ）与从头计算法（ａｂｉｎｉｔｉｏ）预测
ＰＳＹ蛋白质的二级结构和三级结构三维模型。
首先通过 ＰＤＢ数据库（ＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａＢａｎｋ）对比，
依据序列一致性、比对的覆盖率及模板的可信

度，以启发式算法（ｈｅｕｒｉｓｔｉｃｓ）选出了４个综合最
优的模板（ｃ２ｚｃｐＡ，ｃ４ｈｄ１Ａ，ｃ３ｗｅ９Ａ，ｄ１ｅｚｆａ），这
些模板为细菌中已知的八氢番茄红素或角鲨烯

（ｓｑｕａｌｅｎｅ）合成酶的晶体结构。根据这些模板，
首先将ＰＳＹ蛋白序列中与之同源的部分建模，这
段序列为１０４～４０５位氨基酸残基，这部分模型
的可信度为９０％以上（Ｐｈｙｒｅ２服务器评估）。剩
余的１～１０３位及４０６～４１５位残基使用从头计
算法建模，可信度 ＜９０％。最终将三段模型拼接
后形成ＰＳＹ蛋白质的三维模型。

预测得到的二级结构如图５，序列中共有２１
个α螺旋，６５个β转角以及１２个 γ转角。预测
构建的ＰＳＹ蛋白三维模型见图６，图中标出了蛋

白质肽链的氨基端（Ｎ端）和羧基端（Ｃ端）。４个
保守基序（ＭｏｔｉｆＤ１、Ｄ３，ＭｏｔｉｆＬ１、Ｌ２）和非保守
ＭｏｔｉｆＤ２的位点及结构在图中用白色表示。

３　讨论

在食品及医药等领域中，类胡萝卜素所蕴含

的实用价值使得人们致力于通过生物合成，特别

是从藻类中获取更多类胡萝卜素产物［８］。在类

胡萝卜素生物合成途径中，八氢番茄红素合成酶

ＰＳＹ是催化关键步骤的限速酶，影响后续类胡萝
卜素合成的反应速率［７］。除了通过特定培养条

件增加藻细胞内类胡萝卜素的累积外，已有报道

在植物和微藻中通过基因修饰构建外源的ｐｓｙ过
表达载体，成功提高了宿主细胞内类胡萝卜素的

含量［１０，１７］。普通小球藻易于培养，常作为藻类研

究的模式生物且富含类胡萝卜素，对于普通小球

藻类胡萝卜素相关基因的研究还较少，本研究首

次对普通小球藻ｐｓｙ基因进行了克隆（图１）。
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图５　普通小球藻ＰＳＹ蛋白质序列的二级结构
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰＳＹｐｒｏｔｅｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓ

黑色框为预测的叶绿体转运肽，红色、绿色和蓝色框为保守基序（参照图４）
Ｄｅｄｕｃｅｄｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｔｒａｎｓｉｔｐｅｐｔｉｄｅｉｓｉｎｂｌａｃｋｂｏｘ．Ｍｏｔｉｆｓａｒｅｉｎｒｅｄ，ｇｒｅｅｎａｎｄｂｌｕｅｂｏｘｅｓ（ｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇ．４）

图６　预测的普通小球藻ＰＳＹ蛋白质高级结构
Ｆｉｇ．６　ＰｕｔａｔｉｖｅｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰＳＹ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓ

　　将克隆得到的ｃＤＮＡ序列翻译成氨基酸序列
后，通过多序列比对发现，该序列与其他绿藻中

的ＰＳＹ蛋白具有较高的相似性和一致性。系统
发生分析也表明，该序列与绿藻的ＰＳＹ蛋白具有
同源性，与小球藻、原壳小球藻和佐夫色球藻的

遗传距离较为接近（图２）。对序列中的保守区块
及功能基序进行分析，发现序列中存在 ＰＳＹ蛋白
的保守区块（图３），在这些区块中包含了 ＰＳＹ蛋
白的特征序列“Ｓｑｕａｌｅｎｅａｎｄｐｈｙｔｏｅｎｅｓｙｎｔｈａｓｅｓ
ｓｉｇｎａｔｕｒｅ２”（ＭｏｔｉｆＳ），该特征序列可能与底物结
合及催化活性有关［１８］。此外还有２个“底物镁
离子结合位点”（ＭｏｔｉｆＤ１、Ｄ３）和２个“活性位点
遮蔽残基”（ＭｏｔｉｆＬ１、Ｌ２），均属于 ＰＳＹ蛋白序列
的保守基序。以上结果从同源性、系统发生及保

守基序３方面可以推断在普通小球藻中克隆获
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得的全长ｃＤＮＡ序列为八氢番茄红素合成酶的编
码基因ｐｓｙ。

目前已经获得了普通小球藻叶绿体的全基

因组序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＣ＿００１８６５．１）［１９］，
其中包括编码光反应中心蛋白、叶绿素合成酶、

叶绿体分裂相关的基因。使用 Ｂｌａｓｔｎ将 ｐｓｙ的
ｃＤＮＡ序列与叶绿体基因组序列进行比对后，并
未在基因组序列中找到ｐｓｙ基因，表明ｐｓｙ不属于
叶绿体基因组。由于类胡萝卜素的合成途径位

于叶绿体中［２０］，因此 ＰＳＹ蛋白质可能在叶绿体
外翻译后进入叶绿体内。亚细胞定位（ＴａｒｇｅｔＰ）
的分析结果支持了这一推测，ＰＳＹ序列的前４５个
氨基酸可能为一段叶绿体转运肽（图５）。转运肽
能引导肽链与叶绿体外被膜结合，转运肽穿过叶

绿体膜后被切除，剩余肽链折叠修饰后形成完整

蛋白质进入叶绿体［２１２２］，相应地，ＰＳＹ序列上具
有多个潜在的蛋白质修饰位点（表２），可用于蛋
白质翻译后的修饰以完成折叠。

使用同源建模和从头计算相结合的方法，构

建了普通小球藻ＰＳＹ蛋白质的三维结构模型（图
６）。在该模型中，两个保守的“底物镁离子结合
位点”ＭｏｔｉｆＤ１、Ｄ３分别位于相对的两个壁上，可
各结合一个底物二?牛儿基二磷酸（ＧＧＰＰ）。随
后的催化反应分成两步，第一步催化两分子

ＧＧＰＰ生成１分子前植物烯二磷酸（ｐｒｅｐｈｙｔｏｅｎｅ
ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ）和１分子焦磷酸，第二步由前植物烯
二磷酸脱去二磷酸后生成八氢番茄红素

（ｐｈｙｔｏｅｎｅ）［２３２４］。由于是两步反应，因此在底物
结合位点附近存在两个“活性位点遮蔽残基”

ＭｏｔｉｆＬ１和Ｌ２，能够从细胞环境中保护高活性的
中间产物［２５］。

早先报道在原壳小球藻和小球藻两种绿藻

的ＰＳＹ蛋白序列中存在第３个“底物镁离子结
合位点”［１１］，在普通小球藻的 ＰＳＹ预测氨基酸序
列中同样发现了这一基序 ＭｏｔｉｆＤ２（序列
ＤＥＬＹＤ），而在其他所对比物种中该序列主要为
ＤＥＬＹＥ，并不具有“底物镁离子结合位点”的特
征。在预测的三维模型中，ＭｏｔｉｆＤ２的二级结构
主要为α螺旋，位于ＭｏｔｉｆＤ１和ＭｏｔｉｆＤ３的附近，
三者组成环形结构，与原壳小球藻的结构相

似［１１］。该位点是否具有活性，在功能上对 ＰＳＹ
蛋白有何影响还未知，后续可对不同 ＰＳＹ蛋白质
进行比较，或应用定点突变［２６］方法对其进行研

究。

综上，本文首次克隆了普通小球藻中八氢番

茄红素合成酶基因 ｐｓｙ的 ｃＤＮＡ全长，预测其蛋
白质序列，构建了蛋白质的高级结构三维模型，

并分析了其底物结合位点及催化反应过程。所

获得的结果可为相关基因及蛋白质研究提供基

因序列及理论预测，同时为构建过表达载体提供

基因信息，从而有利于提高类胡萝卜素产量，满

足日益上升的市场需求。
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