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摘　要：磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（Ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＰＥＰＣ，ＥＣ４．１．１．３１）在植物碳代谢中有
重要作用，高等植物中ＰＥＰＣ可以调控蛋白质和脂肪酸含量，但是对绿藻ＰＥＰＣ的研究还较少。莱茵衣藻是绿
藻中的模式生物，其基因工程中外源基因的转化以叶绿体转化效率最高，为了提高外源蛋白表达和获得高产

油莱茵衣藻，利用叶绿体转化法能进一步提高表达效率。因此，本研究首先克隆了莱茵衣藻“细菌型”

ＰＥＰＣＣＳⅠ（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅⅠ）的６３９ｂｐ，构建了ｐＡＳａｐＩｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２和 ｐＡＳａｐＩｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２正反向叶绿体
表达载体，并用基因枪法转化莱茵衣藻ｃｃ４００获得了空质粒型，正向型和反向型转基因藻株。其次，应用ＲＴ
ｑＰＣＲ方法检测 Ｃｒｐｅｐｃ２的相对表达量，结果表明反向型 Ｃｒｐｅｐｃ２的表达量减少了８９．９７％，而正向型增加了
２０１．１６％。最后，检测了总蛋白和脂质含量的变化，正向型突变株的总蛋白增加了３７．０３％；而反向型突变株
的脂质含量增加了７０．３２％，且不饱和脂肪酸含量明显增加。以上结果证明莱茵衣藻“细菌型”ＰＥＰＣ的叶绿
体表达不仅可以进一步提高蛋白质与脂肪酸含量，也可为今后外源蛋白的表达和高产油工程藻的应用做贡

献。
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　　磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣ）广泛存在
于Ｃ３、Ｃ４、景天科（ＣＡＭ）植物、真核藻、蓝藻、细
菌、古生菌中，但不存在于动物和真菌中［１］。

ＰＥＰＣ在植物碳代谢中起重要作用，在辅因子
ＨＣＯ３和Ｍｇ２＋协同下，可以催化 ＰＥＰ发生不可逆
的 β羧化反应，生成无机磷酸（Ｐｉ）和草酰乙酸
（ＯＡＡ）［２］。２００３年，对 ｐｅｐｃ基因的研究有了突
破性的进展，研究者发现ＰＥＰＣ有两种类型，其中
一种ｐｅｐｃ基因与细菌有高度的相似性，被称为细
菌型ＰＥＰＣ（ＢＴＰＣ），另一种存在于 Ｃ３，Ｃ４，ＣＡＭ
植物 中 的 ＰＥＰＣｓ被 划 分 为 植 物 型 ＰＥＰＣ
（ＰＴＰＣ）［３］。

目前为止，ＰＥＰＣ的研究已经进行了十几年，
且大多数研究集中于高等植物，尽管从１９９６年开
始，一些绿藻的 ＰＥＰＣ已经被证实［４７］，但对于绿

藻ＰＥＰＣ的研究还较少，尤其是 ＢＴＰＣ的研究。
莱茵衣藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）是一种单
细胞绿藻，其结构简单，易培养、生长快，且对其

遗传和转化机制研究比较清楚［８］，用它来探索细

菌型ＰＥＰＣ更具优势。自２００５年以来，对莱茵衣
藻ＰＥＰＣ（ＣｒＰＥＰＣ）的研究有了一系列有意义的
发现。ＭＡＭＥＤＯＶ等发现莱茵衣藻的植物型
ＰＥＰＣ是由 ｐｅｐｃ１基因编码，而细菌型 ＰＥＰＣ是由
ｐｅｐｃ２基因编码的，不仅如此，Ｃｒｐｅｐｃ２比 Ｃｒｐｅｐｃ１
结构更复杂，并且催化活性更强，对 ＰＥＰ有更高
亲和力［９１１］。侯李君等通过抑制大肠杆菌 ＰＥＰＣ
酶的表达，获得了含油量更高的工程菌株［１２］，贾

晓会等用反义 ＲＮＡ法抑制 ｐｅｐｃ表达，获得了高
产油工程蓝藻［１３］，ＤＥＮＧ等已经证明莱茵衣藻
ｐｅｐｃ基因的表达跟油脂含量呈负相关［１４１５］。
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已经有科学家对莱茵衣藻 ｐｅｐｃ基因的核表
达进行了研究，也取得了一些结果，但外源基因

导入衣藻后较难获得稳定有效的表达，外源基因

会出现“基因沉默”问题，或是在基因、蛋白水平

受到阻遏，所以寻找一种更好的表达方式是必要

的。莱茵衣藻是至今唯一可成功进行叶绿体、线

粒体和细胞核３套基因组转化的绿藻，虽然衣藻
叶绿体转化起步比细胞核晚，但在构建叶绿体表

达载体时，外源基因表达盒的前后分别连接着衣

藻叶绿体基因组的同源片断，当载体进入叶绿体

后，同源片断与受体基因组相应的片断发生同源

重组，外源基因被整合到叶绿体的特定位点，随

叶绿体基因复制和遗传，可以消除核转化的“位

置效应”造成对基因表达的不利影响，实现高效

表达。除此之外，根据叶绿体的原核性，叶绿体

转化法还能够表达原核蛋白，真核蛋白，并对蛋

白质进行加工［１６］；根据莱茵衣藻光合作用是非必

需的，在培养基中减少碳源如乙酸，可以研究光

合作用缺陷突变株，或者在黑暗条件下研究非自

养突变株，光照条件下混合营养突变株［１７］；莱茵

衣藻叶绿素合成是非光依赖性的，在黑暗条件下

利用碳源也可以充分光合作用，这点可以帮助研

究对光敏感的无光合活性突变株，而在陆生植物

中是很难做到的［１８］。大量研究表明，叶绿体基因

工程生产的大多数蛋白质可完成二硫键交联、正

确折叠等翻译后修饰，具有正确的空间构象和生

物活性［１９］。因此本实验克隆了莱茵衣藻“细菌

型”保守序列 Ⅰ 中 ｐｅｐｃ基因的部分片 段
（Ｃｒｐｅｐｃ２），构建了 Ｃｒｐｅｐｃ２基因正反向叶绿体表
达载体 ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２和 ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗ
Ｃｒｐｅｐｃ２，利用基因枪法转入莱茵衣藻中，获得
Ｃｒｐｅｐｃ２基因表达上下调的藻株，一方面利用叶绿
体表达的高效性调控 Ｃｒｐｅｐｃ２表达，另一方面为
筛选外源蛋白表达载体和含油量高的藻株奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　藻种和质粒
实验 藻 种 为 莱 茵 衣 藻 缺 壁 突 变 株

（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ，ｃｃ４００），衣藻叶绿体
表达载体为ｐＡＳａｐⅠ，均购自衣藻资源中心（明尼
苏达大学植物生物学系），莱茵衣藻在 ＴＡＰ培养
液中培养［１７］，温度２５℃，光照５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），

振荡频率１００ｒ／ｍｉｎ。扩增质粒的感受态细胞为
Ｔｏｐ１０。
１．２　莱茵衣藻 ｐｅｐｃ２基因的克隆与正反向叶绿
体表达载体的构建

目的基因的克隆：以本实验室之前构建的正

向原核表达载体ｐＥＴ２８ａｆｏｒｗｐｅｐｃ２为模板，获得
目的 Ｃｒｐｅｐｃ２部分基因。该模板中的 Ｃｒｐｅｐｃ２基
因是根据 ＮＣＢＩ上刊登的莱茵衣藻 ｐｅｐｃ２ｍＲＮＡ
序列（ＡＹ５１７６４３），设计引物 Ｐ１：ＣＧＡＴＧＣＴＣＧ
ＧＴＡＧＣＣＴＧＣＴＴＧＡＣＧ，Ｐ２：ＴＡＧＧＧＡＴＣＣＡＣＡＡＣ
ＧＡＣＴＧＣＴＣＣＡＣＡ（下划线分别表示在上游引物
中引入的一个 ＡＴＧ位点和在下游引物中引入一
个ＢａｍＨⅠ位点），再以莱茵衣藻 ｃＤＮＡ为模板，
Ｐ１和Ｐ２为引物进行ＰＣＲ反应获得，随后构建了
正反向原核表达载体［２１］。用 ＢａｍＨⅠ酶切 ｐＥＴ
２８ａｆｏｒｗｐｅｐｃ２，会产生一条６３９ｂｐ带，且该片段
两头带 ＢａｍＨⅠ位点，凝胶回收该片段，送至上
海生工测序。

叶绿体表达载体的构建：用 ＢａｍＨⅠ单酶切
ｐＡＳａｐⅠ，凝胶回收酶切片段，用碱性磷酸酶处理
回收片段，防止连接实验中的自连现象。用 Ｔ４
连接酶连接两头带ＢａｍＨⅠ位点的 Ｃｒｐｅｐｃ２和单
酶切后的ｐＡＳａｐⅠ，比例２０∶１过夜连接，将连接
后的重组质粒转化感受态细胞 Ｔｏｐ１０，在含氨苄
青霉素的ＬＢ培养基中３８℃过夜筛选转化子，液
体扩增转化子并提取质粒，用普通 ＰＣＲ方法（引
物Ｐ１、Ｐ２）和 ＰｓｔⅠ酶切鉴定连接结果，筛选出
ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２和 ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２正
反向表达载体。

１．３　基因枪转化莱茵衣藻及抗生素筛选
受体细胞的制备：收集 ２０ｍＬ对数中期

（ＯＤ７５００．８）的莱茵衣藻ｃｃ４００缺壁突变株，并用
５００μＬＴＡＰ重新悬浮藻液，取２００μＬ藻液涂于
ＴＡＰ固体培养平板中央（直径２ｃｍ），置于培养箱
中３～４ｄ［温度２５℃，光照５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］。
制备包裹的金粉颗粒与基因枪轰击参考文献

［１９］，本研究制备了 ３种金粉颗粒即 ｐＡＳａｐⅠ
ｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２，ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２和ｐＡＳａｐⅠ。

轰击后将平板置于培养箱中弱光培养 ３ｄ
后，用新鲜 ＴＡＰ将细胞从培养皿中洗脱下来，重
新涂于含氨苄抗生素（５０μｇ／ｍＬ）的培养皿中培
养，并逐步提高抗生素浓度至１５０μｇ／ｍＬ，筛选出
转基因藻株，并挑取单藻落进行液体培养。

２４６
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１．４　ＲＮＡ提取，反转录和ＲＴｑＰＣＲ分析
Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）法提取莱茵衣藻总

ＲＮＡ，再利用反转录试剂盒（购自天根生化科技
有限公司）获得 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板，用荧光
定量试剂ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（Ｋａｐａ生物有限公司）进行
ＲＴｑＰＣＲ（ＦＴＣ３０００枫岭生物技术有限公司）定
量分析。根据 ＮＣＢＩ上公布的莱茵衣藻 １８Ｓ
ｒＲＮＡ（ＥＵ９２５３９７．１）序列用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物
Ｐ２ （ＧＴＴＣＴＴＡＧＴＴＧＧＴＧＧＧＴＴＧ ） 和 Ｐ３
（ＣＴＧＴＴＡＴＣＧＣＣＴＣＡＴＡＣＴＴＣ）。根据 ＮＣＢＩ上莱
茵衣藻ｐｅｐｃ２ｍＲＮＡ（ＡＹ５１７６４３．１）序列设计引物
Ｐ４ （ＣＴＧＴＴＡＴＣＧＣＣＴＣＡＴＡＣＴＴＣ） 和 Ｐ５
（ＣＴＣＧＧＡＴＧＣＧＴＴＣＡＡＴＣＴＴＣＴＴ）。基因的相对
表达量用２－ΔΔＣｔ方法分析［２０］。

１．５　生长曲线
从接种日开始每天用血球计数板计数，并用

分光光度计 ＵＶ１８００（ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司）测量细
胞密度ＯＤ７５０。
１．６　总脂与脂肪酸含量的测定

收集野生型和 ３种突变藻株（ＯＤ７５００．８），
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤两次，用冷
冻干燥仪（ＬＧＪ１０Ｃ，Ｃｈｉｎａ）制成干燥粉，称取
３０～５０ｍｇ干燥粉测量总脂［２１］。

脂肪酸的含量的测定采用如下方法。称取

１５ｍＬ藻粉，加入１ｍＬ饱和 ＫＯＨＣＨ３ＯＨ混匀；
在７５℃水浴皂化１０ｍｉｎ，吸出上清液重复上述步
骤２次，合并吸取液；加入约２ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
ＣＨ３ＯＨ溶液，使ｐＨ≤２并振荡１ｍｉｎ；于７５℃水
浴酸化１０ｍｉｎ，冷却至室温；加入５００μＬ正己烷
萃取，吸取上层萃取液４℃保存；用液相色谱质
谱联用机器（Ａｇｉｌｅｎｔ１９０９１Ｎ１３３）分析脂肪酸成
分。

１．７　总蛋白
收集莱茵衣藻及其突变株悬浮液（ＯＤ７５００．８）

各５ｍＬ，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；用磷酸
缓冲液洗涤两次，加入细胞裂解液，用反复冻融

法提取总蛋白；４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ上
清即为总蛋白，用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总蛋白含
量［２２］，酶标仪（ＢｉｏＲａｄｉＭａｒｋＴＭＭｉｃｒｏｐｌａｔｅＲｅａｄｅｒ）
获得标准曲线，计算出总蛋白量。

１．８　统计学分析
用软件Ｅｘｃｅｌ和ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８对多次重复实验

结果进行分析，结果用±ＳＤ（标准偏差）校准。

２　结果

２．１　莱茵衣藻 ｐｅｐｃ２基因的克隆与正反向叶绿
体表达载体的构建

ＢａｍＨⅠ酶切 ｐＥＴ２８ａｆｏｒｗｐｅｐｃ２后片段为
６３９ｂｐ（图 １），该片段凝胶回收后送公司测序，
ＢＬＡＳＴ结果显示与ＧｅｎＢａｎｋ中Ｃｒｐｅｐｃ２序列的同
源性达到９９％，证明目的片段即为 Ｃｒｐｅｐｃ２部分
片段。

图１　ＰＣＲ扩增产物电泳图
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣｒｐｅｐｃ２ｆｒａｇｍｅｎｔ

Ｍａｒｋｅｒ：ＤＬ１５０００（ＴａＫａＲａ）

Ｃｒｐｅｐｃ２基因正反向叶绿体表达载体（ｐＡＳａｐ
ⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２和 ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２）的构建
图谱见图２。
　　获得重组质粒后，先用普通 ＰＣＲ（图３ａ）鉴
定；再用ＰｓｔⅠ酶切鉴定基因的插入及插入方向
（图３ｂ）。用ＢａｍＨⅠ单酶切并连接后会出现正
反向连接两种情况，正向连接载体 ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗ
Ｃｒｐｅｐｃ２和反向连接载体 ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２，
所以将 ＰＣＲ产物为阳性的载体通过 ＰｓｔⅠ酶切
鉴定插入方向，正向 ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２的酶
切产物为：３３，６０，８０和 ７１２０ｂｐ四条带；反向
ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２的酶切产物为：６０，３３，
５２０，６６８０ｂｐ四条带。
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图２　Ｃｒｐｅｐｃ２基因正反向叶绿体表达载体（ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２和ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２）构建图谱
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｏｒｗａｒｄａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｓ

ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２ａｎｄｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２

图３　载体 ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２和
ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２的ＰＣＲ扩增和酶切鉴定
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２ａｎｄ

ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２
（ａ）Ｃｒｐｅｐｃ２基因的 ＰＣＲ鉴定结果，Ｍ为ＤＬ１５０００；（ｂ）ＰｓｔＩ

酶切结果 （反向：ｐＡＳａｐＩｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２；正向：ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗ

Ｃｒｐｅｐｃ２）；Ｍ为ＷｉｄｅＲａｎｇｅＤＮＡＬａｄｄｅｒ（ＴａＫａＲａ）

（ａ）ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆＣｒｐｅｐｃ２ｇｅｎｅ，Ｍａｒｋｅｒ：ＤＬ１５０００；（ｂ）Ｒｅｓｕｌｔ

ｏｆＰｓｔＩｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｎｇ（ｒｅｖｅｒｓｅ：ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅ

Ｃｒｐｅｐｃ２；ｆｏｒｗａｒｄ：ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２）；Ｍａｒｋｅｒ：ＷｉｄｅＲａｎｇｅ

ＤＮＡＬａｄｄｅｒ（ＴａＫａＲａ）

２．２　基因枪转化莱茵衣藻及抗生素筛选
利用基因枪法分别将 ｐＡＳａｐⅠ（空质粒），

ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２和 ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２转
化莱茵衣藻 ｃｃ４００，用含氨苄青霉素的固体培养
基筛选阳性转化藻株，每种转化株均有３个平板
作为平行。转化株培养基中抗生素浓度从 ５０
μｇ／ｍＬ增加至１５０μｇ／ｍＬ该过程中野生型藻株
不具有抗性会被杀死，经过 ５０μｇ／ｍＬ，１００μｇ／
ｍＬ，１５０μｇ／ｍＬ依次递增的抗生素固体培养基初
步筛选转化株，随后还需用液体培养再次筛选，

从抗生素浓度为１５０μｇ／ｍＬ的平板中，挑取单藻
落于５０ｍＬ锥形瓶中液体培养，每种转化株均挑
取３个平板，每个平板随机挑取１０个单藻落。培
养５ｄ后共筛选到１８株空质粒型，２０株正向型和
１９株反向型阳性转化藻株，将这些纯种转化株重
新涂平板保存（图版）。野生型不具有抗生素抗

性，藻体逐步死亡，平板涂布培养的野生型在抗

生素浓度为５０μｇ／ｍＬ时可生长；当抗生素浓度
至１００μｇ／ｍＬ时野生型藻落第３天开始泛黄，第
５天泛白并死亡。当抗生素浓度提高至１５０μｇ／
ｍＬ时，划线培养的野生型藻株无法生长。
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图版　基因枪轰击后，固体培养基筛选突变体莱茵衣藻
Ｐｌａｔｅ　Ａｆｔｅｒｐａｒｔｉｃｌｅｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ，ｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｍｕｔａｎｔｓｉｎｓｏｌｉｄｍｅｄｉｕｍ

１．正向型突变株氨苄青霉素浓度（１５０μｇ／ｍＬ）；２．空质粒型突变株氨苄青霉素浓度（１５０μｇ／ｍＬ）；３．反向型突变株氨苄青霉素

浓度（１５０μｇ／ｍＬ）；４．野生型氨苄青霉素浓度（１５０μｇ／ｍＬ）

１．Ｆｏｒｗａｒｄｍｕｔａｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ（１５０μｇ／ｍＬ）；２．Ｂｌａｎｋｔｙｐｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ（１５０μｇ／ｍＬ）；３．Ｒｅｖｅｒｓｅｍｕｔａｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ（１５０μｇ／ｍＬ）；４．Ｗｉｌｄｔｙｐｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ（１５０μｇ／ｍＬ）

２．３　ＲＴｑＰＣＲ检测Ｃｒｐｅｐｃ２基因的表达
以莱茵衣藻１８Ｓ为内参基因，利用 ＲＴｑＰＣＲ

检测野生型和突变体莱茵衣藻ｐｅｐｃ２基因的相对
表达量（图４ａ），正向型Ｃｒｐｅｐｃ２的表达量最高，为
野生型的 ３０１．１６％（Ｐ＜０．０１）；反向型 Ｃｒｐｅｐｃ２
的表达量最低，仅为野生型的 １０．０３％（Ｐ＜
０．０１），空质粒型与野生型相差不大为 ９８．２１％
（Ｐ＞０．０５）。

调控Ｃｒｐｅｐｃ２基因表达后，对 Ｃｒｐｅｐｃ１基因的
影响见图４ｂ，４种藻株 Ｃｒｐｅｐｃ１的相对表达量相
差不大，说明本次调控 Ｃｒｐｅｐｃ２基因表达对
Ｃｒｐｅｐｃ１基因没有太大影响。
２．４　生长曲线

调控莱茵衣藻 ｐｅｐｃ２基因的表达后，其生长
状况见图５。细胞计数法可以直观地反映出藻株
的生长状况。起始接种浓度 ＯＤ７５００．０３，第４天
进入对数生长期，细胞数目在７天左右达到峰值
（图５ａ）。对比调控Ｃｒｐｅｐｃ２基因表达后莱茵衣藻
野生型和突变株生长状况发现，３种突变体的生

长状况并没有被抑制，反向型生物量最高，第 ７
天可以达２４７５０ｉｎｄ／ｍＬ。ＯＤ７５０细胞浓度也有相
同的趋势，第４天进入对数生长期，第７天之后
ＯＤ７５０的值开始趋于稳定。
２．５　总蛋白质

图６是莱茵衣藻总蛋白含量，野生型的总蛋
白为 ４４１．８２μｇ／ｍＬ；空质粒型总蛋白含量为
４３２．７３μｇ／ｍＬ；空质粒型的蛋白质含量与野生型
并无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；正向型含量为
６０５．４５μｇ／ｍＬ，比野生型增加了 ３７．０３％（Ｐ＜
０．０１）；反向型含量为３１４．５５μｇ／ｍＬ，比野生型减
少了２８．８１％（Ｐ＜０．０１）。
２．６　油脂和脂肪酸含量

４种藻株的油脂含量见图７ａ。野生型油脂含
量为２０．６２％；空质粒型油脂含量为２４．５％，比野
生型增加了 １８．８２％（Ｐ＞０．０５）；正向型油脂含
量为 １８．９８％，比野生型减少了 ７．９５％（Ｐ＞
０．０５）；反向型油脂含量为３５．１２％，比野生型增
加了７０．３２％（Ｐ＜０．０１）。脂肪酸含量变化见图
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７ｂ，反向型脂肪酸含量明显增加，其中 Ｃ１６：０增
加了４３．３４％（Ｐ＜０．０１）；Ｃ１６：１增加了４６．５３％
（Ｐ＜０．０１）；Ｃ１６：２增加了３８．５３％（Ｐ＜０．０１）；
Ｃ１８：１增加了６１．０８％（Ｐ＜０．０１）；Ｃ１８：２增加了
６３．９７％（Ｐ＜０．０１）；Ｃ１８：３增加了７０．１９％（Ｐ＜
０．０１）；正向型突变株 Ｃ１６：１减少了 ５９．１０％
（Ｐ＜０．０１）。

图４　调控莱茵衣藻ｐｅｐｃ２基因表达后，ｐｅｐｃ基因
的相对表达量

Ｆｉｇ．４　Ａｆｔｅｒｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｅｐｃ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉｃｃ４００，ｔｈｅＣｒｐｅｐｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ

误差棒是根据３次重复实验得出平均值（±ＳＤ），图５７同

Ｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｍｅａｎｄａｔａｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓａｎｄｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｒｅｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ

（±ＳＤ），ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｉｇ．５７

３　讨论

ＰＥＰＣ位于 Ｃ代谢的关键位置，它催化磷酸
烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）生成草酰乙酸（ＯＡＡ），随后
进入三羧酸循环（ＴＣＡ），乙酰辅酶 Ａ羧化酶
（ＡＣＣａｓｅ）是脂肪酸代谢中的限速酶，ＡＣＣａｓｅ与
ＰＥＰＣ竞争相同的底物 ＰＥＰ，以此来决定碳代
谢［２８］。虽然ＰＥＰＣ并非是脂质代谢中的直接关
联酶，但是根据陈锦清等提出的“底物竞争

说”［２９］，丙酮酸是ＰＥＰＣ和ＡＣＣａｓｅ酶共同竞争底
物，如果抑制 ＰＥＰＣａｓｅ的表达，则有利于碳代谢
合成脂肪酸。目前已经有学者发现ＰＥＰＣ表达量
与油脂含量呈反比，ＤＥＮＧ等在 ２０１１年和 ２０１４
年用基因敲除法抑制 Ｃｒｐｅｐｃ１与 Ｃｒｐｅｐｃ２基因的
表达，结果均发现油脂含量提高，但基因敲除方

法太强烈，基因敲除后对莱茵衣藻的生长影响未

见报道［１４１５］。本实验室在陈锦清等［２９３０］的启发

下用正反向载体法在蓝藻［１３］、衣藻［２２］中探究

ｐｅｐｃ基因表达与其代谢产物的关系，该方法已经
相对成熟，故本研究用正反向载体法调控Ｃｒｐｅｐｃ２
基因表达，克隆了莱茵衣藻 ｐｅｐｃ２部分片段 ６３９
ｂｐ，该片段位于莱茵衣藻“细菌型”ＰＥＰＣ的保守
序列Ⅰ，该区域可催化草酰乙酸的合成，且包含
一个活性位点（Ｈ）［９］。构建了正反向和空质粒
型叶绿体表达载体，探究 ＰＥＰＣ表达对莱茵衣藻
蛋白质油脂代谢产物的影响。

莱茵衣藻基因工程中外源基因的转化以叶

绿体转化效率最高，利用叶绿体的原核性，使得

转入的外源基因通过母系遗传直接传递给子代，

转化子能稳定遗传［２６］。叶绿体表达有很多优点，

但用叶绿体表达法调控ＰＥＰＣ的表达国内外均未
报道，因此本研究用莱茵衣藻叶绿体表达质粒

ｐＡＳａｐⅠ，启动子ａｔｐＡ，上下游同源片段ｐｓｂＨ，构
建了叶绿体表达载体 ｐＡＳａｐⅠｆｏｒｗＣｒｐｅｐｃ２和
ｐＡＳａｐⅠｒｅｖｅＣｒｐｅｐｃ２并转化莱茵衣藻 ｃｃ４００，对
比Ｃｒｐｅｐｃ２基因过表达突变株（正向），抑制表达
突变株（反向）与野生型、空质粒型在生理生化方

面的异同，结果发现，除 ＰＥＰＣａｓｅ活性表达和生
长特性外，还有两个特点：反向型油脂含量提高

了；正向型蛋白质含量提高。

６４６



５期 冯思豫，等：莱茵衣藻“细菌型”ｐｅｐｃ２基因叶绿体表达及其对油脂蛋白质含量的影响

图５　调控莱茵衣藻ｐｅｐｃ２基因表达后，４种藻株的生长状况
Ｆｉｇ．５　Ａｆｔｅｒｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｅｐｃ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉｃｃ４００，

ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｓ

图６　调控莱茵衣藻ｐｅｐｃ２基因表达后，
４种藻株总蛋白含量

Ｆｉｇ．６　Ａｆｔｅｒｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｅｐｃ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉｃｃ４００，

ｔｈｅｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｓ

　　本实验发现莱茵衣藻 Ｃｒｐｅｐｃ２基因的表达量
被调控，ＰＥＰＣ酶活性也被调控，但并没有影响转
基因藻株的正常生长，也证明了正反向表达载体

法的可行性。正向突变株有较高的 ＰＥＰＣａｓｅ活
性，促进了蛋白质的积累，在高等植物中也有这

样的先例，表达了谷氨酸棒状杆菌 ＰＥＰＣ的转基
因种子中，ＰＥＰＣ催化 ＰＥＰ补缺反应的增强导致
光合产物糖和淀粉流向游离氨基酸的合成，导致

转基因种子中蛋白质含量提高了 ２０％［３１］，但在

莱茵衣藻中是首次被证明。反向突变株ＰＥＰＣａｓｅ
活性被抑制促进了油脂的生物合成，用反义基因

法抑制欧洲油菜的 ＰＥＰＣａｓｅ活性，导致共同底物
ＰＥＰ流向脂质积累［３２］，ＤＥＮＧ等抑制Ｃｒｐｅｐｃ２基因

图７　调控莱茵衣藻ｐｅｐｃ２基因表达后，
４种藻株的油脂含量与脂肪酸含量

Ｆｉｇ．７　Ａｆｔｅｒｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｐｅｐｃ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉｃｃ４００，

ｔｈｅｌｉｐｉｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｍｕｔａｎｔｓ

表达后油脂含量增加了１４％ ～２８％［１４］，本研究

反向突变株油脂含量增加了７０．３２％。不仅如此
反向突变株的脂肪酸含量也增加了，尤其是 Ｃ１６
Ｃ１８的不饱和脂肪酸，Ｃ１６Ｃ１８脂肪酸也是生物

７４６
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柴油的主要成分，目前生物柴油的难点是在生长

和含油率中找到平衡点，而反向突变株油脂含量

提高且生长迅速，今后可为高产油工程藻做贡

献。首先本实验成功构建了莱茵衣藻 ｐｅｐｃ２基因
的正反向叶绿体表达载体，并通过荧光定量 ＰＣＲ
方法检测了 Ｃｒｐｅｐｃ２的相对表达量，目前还未发
现Ｃｒｐｅｐｃ２基因叶绿体表达的相关报道。其次，
ＰＥＰＣ可以调控光合产物的分配，过表达的 ＰＥＰＣ
促进蛋白质的合成，抑制 ＰＥＰＣ的表达促进脂质
的合成，且调控ＰＥＰＣ表达，对突变株的生长影响
不大。综上所述，莱茵衣藻“细菌型”ＰＥＰＣ可以
调控蛋白质和脂肪酸含量，且不影响藻的生长，

反向型突变株脂质含量的提高对构建高产油工

程藻是一个突破。
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