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cD NA的克隆和分析 3
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摘　要　利用 3′2RACE和 5′2RACE技术 , 从腐生型眼虫长变胞藻 ( Astasia longa) 克隆了磷酸丙糖异构酶

( TIM) 的两个同工酶 cDNA全序列。分析表明 : 它们分别编码定位于细胞质的胞质型 TIM (cTIM) 和定位于质

体的质体型 TIM (p TIM) ; 后者的 N端具有引导该酶定位到质体中去的典型“前导序列”。根据这些事实我们推

测腐生型眼虫 A . longa质体中可能存在功能性的 TIM , 并进一步认为该质体可能不只是一般意义上的“叶绿体

退化的残迹”, 而仍是一种至少有 TIM参与其代谢活动的功能性细胞器 [动物学报 50 (3) : 414 - 419 , 2004 ]。
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Cloning and analysis of t wo triosephosphate isomerases ( TIM) cD NA of saprophytic

euglenoid Astasia longa 3
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Abstract　Astasia longa is a colourless , nonphotosynthetic flagellate protist that is phylogenetically related to E. gra2
cilis , a photoautotrophic euglenoid. It does not have chloroplasts but plastids. Its plastid genome has lost most photosyn2
thetic2related genes , and is only half in size of the chloroplast genome of E. gracilis . In this study , two cDNAs , en2
coding the isoenzymes of triose phosphate isomerases ( TIM) , were cloned and sequenced from A . longa by 3′2RACE
and 5′2RACE. Both of them have a polyA sequence in the 3′terminal and a spliced leader sequence ( SL2sequence ,
which is a hallmark of englenoids matured mRNA) in the 5′terminal. These means we have got two complete cDNA
(mRNA) sequences. The two sequences are different in length , one is 857 bp and the other 1 273 bp (both without
polyA sequence) . Sequence alignment showed that the two deduced amino acid sequences were closely homologous to
known TIMs from other species (for example , to A rabidopsis thaliana cytoplasmic TIM , amino acid identities are 61 %
and 55 % , respectively) , and had the common active site amino acids and important sequence motifs which are conserved
in other known TIMs. All of these proved that the two sequences are cDNAs of two TIM isoenzymes. Comparison of the
two deduced amino acid sequences indicated that one of them has a longer N2terminal. Analyses of the longer N2terminal
sequence by SignalP , ChloroP and DAS showed that it contained a signal peptide , a transit peptide and two hydrophobic
domains , which resembled the bipartite leader sequence structure of chloroplast proteins encoded by nuclear genes in E.
gracilis . Thus , the TIM with the bipartite leader sequence must target to plastids , and is a plastid TIM (p TIM) , and
the other TIM without a leader sequence must target to cytoplasm , and is a cytoplasmic TIM (cTIM) . According to
these , we argue that the plastid of A . longa might not just be a“chloroplast vestige”but a functional organelle related to
TIM at least [ Acta Zoologica S inica 50 (3) : 414 - 419 , 2004 ] .
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　　磷酸丙糖异构酶 ( Triosephosphate isomerase ,

简称 TIM) 是一个广泛存在于原核生物和真核生

物中的糖酵解酶。在糖酵解代谢途径中催化磷酸二

羟丙酮 (DHAP) 与 32磷酸甘油醛 ( G232P) 之间

的相互转化 , 并在光合作用、糖异生等代谢途径中

也催化同一反应。已有大量的原细菌、真细菌和真

核生物 TIM的研究报导。除少数特例外 (Liaud et

al. , 2000) , 活性 TIM 通常是由两个相同单体构

成的同型二聚体。单体 TIM 肽链长一般约为 250

个氨基酸残基。尽管不同来源的 TIM 在氨基酸序

列上存在差异 , 但它们都拥有共同保守的活性中心

氨基酸和一些对维持 TIM结构和功能具重要作用

的序列模体 (motif) , 且在三级结构上都具有保守

的典型“TIM 桶”结构 ( Alvarez et al. , 1998) 。

参与细胞质中糖酵解途径的 TIM称为胞质型 TIM

(c TIM) , 而在光合真核生物 (如绿色植物和光合

眼虫如纤细眼虫 Euglena gracilis等) 中 , 除 c TIM

外 , 还有一个定位于叶绿体、参与卡尔文循环的

TIM同工酶即叶绿体型 TIM (cp TIM) 。

大量的证据 , 如叶绿体形态、光合色素成分

(chlorophyll a/ b) 、叶绿体基因组分析及其它分子

生物学证据 (如 psbA、rbcL、rbcS等) ( Gibbs ,

1981 ; Morden et al. , 1992 ; Martin et al. , 1998) ,

都表明光合眼虫的叶绿体来源于二次共生的绿藻

(Chlorophyte) 的叶绿体 , 即非光合作用的眼虫祖

先吞噬了绿藻 , 经过不断演化 , 最后该绿藻细胞仅

剩下了叶绿体和叶绿体双层膜外的一层吞噬泡膜

(或内质网膜) , 从而形成了绿色眼虫类的具有三层

膜的叶绿体 ( Gibbs , 1981) 。那么不具叶绿体的非

光合的腐生眼虫又是怎样的情形呢 ? 形态及分子方

面的证据都表明腐生型眼虫 Astasia longa 与光合

型眼虫亲缘关系较近 , 是由后者经叶绿体退化成无

光合作用的质体而来 ( Pringsheim , 1942 ; Gockel

and Hachtel , 2000) 。因此一般认为 A . longa 的

质体与光合型眼虫如 E. gracilis 的叶绿体是同源

的 , 是一种“退化了的叶绿体残迹”。从已测定的

基因组来看也支持这一观点。如 : A . longa 质体

DNA 只有 73 kb , 仅相当于 E. gracilis 叶绿体

DNA (143 kb) 的一半 , 且基因删减严重 , 仅保留

了少数基因 (如叶绿体 DNA编码的光合作用相关

蛋白 , 除 rbcL 基因外 , 其它都已完全丢失) , A .

longa质体也就失去了光合作用的功能 ( Gockel

and Hachtel , 2000) 。在其它一些生物中 , 有的细

胞器也被认为是由叶绿体退化而来的质体 , 如寄生

原虫 Plasmodiun 和 Toxoplasma (二者都属于 Api2
complexan) 细胞中的 apicoplast。Apicoplast 失去了

光合作用功能 , 但还继续参与脂肪酸的合成 (Mc2
Fadden and Roos , 1999) 。而 A . longa 的质体在

失去了光合作用之后是否也像 apicoplast 一样还存

在其它功能呢 ? 在这方面的研究迄今很少。只是有

报道表明其基因组还存在有编码一些功能蛋白及一

些与转录和翻译有关的基因 ( Siemeister and

Hachtel , 1990 ; Gockel and Hachtel , 2000) 。

本研究从腐生型眼虫 A . longa 中克隆出了

TIM的两种同工酶基因的 cDNA 全序列 , 对它们

进行了序列分析并在此基础上对其质体的功能进行

了探讨。

1　材料与方法

111　材料及培养

腐生型眼虫 A . longa (中国科学院武汉水生

生物所施之新教授惠赠) 于 PolyA 培养基 (1 000

ml蒸馏水中含酵母抽提物 110 g、醋酸钠 210 g和

胰蛋白胨 110 g) 中 , 室温自然光照培养。

112　总 RNA的提取

使用上海生工 UN IQ210柱式 Trizol总 RNA抽

提试剂盒 , 按试剂盒使用说明操作。

113　3′2RACE

使用 Ta KaRa RNA PCR Kit ( AMV ) Ver.

211试剂盒 , 按试剂盒使用说明操作。有义链 PCR

引物 P3 ( 5′2GGAAACTGGAAA TGCAA TGG23′,

根据已报道的真核生物 TIM 的 N 端保守区 : GN2
W KCN G设计) ; 无义链引物 M13 Primer M4和逆转

录引物 Oligo dT2Adaptor Primer 为试剂盒自带。

PCR总反应体积为 100μl , 反应条件为 : 94℃变性

1 min , 58℃退火 1 min , 72℃延伸 1 min , 40个循

环后 , 72℃后延伸 10 min。

114　5′2RACE

使用 Ta KaRa 5′2Full RACE Core Set 试剂盒 ,

按试剂盒使用说明操作。根据 3′2RACE 测得的

TIM同工酶基因 3′端保守序列设计 5′2RACE通用

逆转录引物 Rt (5′2TCCTGCA TCCTTGA T23′) 和

一个 PCR 通用有义链引物 Ps3 ( 5′2TGGTGC2
CTTCACTGGCGA23′) ; 针对两种 TIM 同工酶基

因分别设计了有义链引物 : Ps1 ( 5′2GGA GTTG2
CA TTCCA GAACTG 23′) , Ps2 ( 5′2GGTGCA2
GAACTGTTGGA TTG 23′) ; 无义链引物 : Pn1

(5′2GGGTGGTGCAACAACAA 23′) , Pn2 (5′2AC2
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CTCAACA TCA GCA TC23′) 。用引物 Ps1/ Pn1对 Rt

逆转录产物做第一次 PCR 后 , 再用引物 Ps3/ Pn1

做第二次 PCR , 扩增 A . longa 两个 TIM 同工酶

基因之一的 5′端序列 ; 用引物 Ps2/ Pn2对 Rt 逆转

录产物做第一次 PCR , 引物 Ps3/ Pn2 做第二次

PCR , 扩增另一个的 5′端序列。

115　PCR产物的克隆测序

PCR产物用 115 % - 210 %的琼脂糖凝胶电泳 ,

割取目的胶带用胶回收试剂盒 (上海华舜公司) 进

行回收纯化。回收的 PCR产物与 pMD 182T Vector

(Ta KaRa 公司) 连接 , 转化 J M109 ( Ta KaRa 公

司) 感受态细胞。质粒回收用 UN IQ210 柱式质粒

小量抽提试剂盒 (上海生工) 。对每个 PCR产物都

挑 5个克隆子、正反链双向测序以保证序列的准确

性 , 测序采用 BigDyeTM Terminator Cycle Sequenc2
ing Kits 在 AB I3100 全自动测序仪上进行测序

( Perkin2Elmer公司) 。

116　序列分析

核酸序列的编辑、翻译和排序比对均使用

DNASTAR软件包 (DNASTAR , Inc. 1996) 。同

源序列的搜索在 NCB I BLAST 服务器上进行

(http : / / www1ncbi1nlm1nih1gov/ BLAST/ ) 。分别

使用 SignalP (Nielsen et al. , 1997) 、ChloroP ( E2
manuelsson et al. , 1999) 和 DAS ( Cserzo et al. ,

1997) 分析 A . longa 质体型 TIM (p TIM) 的信

号肽、导肽和跨膜疏水区。

2　结　果

211　A . longa cTIM和 pTIM基因 cD NA序列的

克隆和分析

3′2RACE后获得约 800 bp 和 900 bp 的两条预

期目的带 (依次称它们为 A序列和 B序列) 。将它

们克隆测序后分析显示 : 3′端均具 polyA序列 , 终

止密码子分别为 TAA和 TGA , 但在 polyA序列和

终止密码子之间未见有加尾信号 AA TAAA ; 二者

的 3′端非翻译区分别为 58 bp 和 171 bp。将编码区

部分翻译成氨基酸序列后在 NCB I BLAST服务器

上搜索同源序列 , 命中的都是 TIM。且初步的序

列比对显示二者均具有一些 TIM的典型序列特征

(如高度保守的位点) 。这些说明所获得的两序列都

应该是 TIM 基因所编码 mRNA 的 3′端 cDNA 序

列。

根据上述所测的 A 和 B 序列 , 分别设计出用

于 5′2RACE的逆转录引物及用于 1st PCR 和 2nd

PCR的引物组合。经 5′2RACE后 , 采用根据 A 序

列设计的引物对 ( Ps1/ Pn1 和 Ps3/ Pn1) 获得了

200 bp 的目的带 , 采用根据 B 序列设计的引物对

(Ps2/ Pn2 和 Ps3/ Pn2) 获得了 500 bp 的目的带。

克隆测序后 , 根据其重叠的核苷酸序列将其分别拼

接为完整的 cDNA 序列 (相应地分别称它们为 A′

和B′序列) 。分析发现 A′和 B′的 5′端都有与 E.

gracilis SL 序列 (Spliced Leader sequence) 同源的

SL 序列 : 5′2TCA TTC ACT TTC TGA GTG TCT

A TT TTT TTT CG23′。 ( SL 序列是眼虫类核基因

编码成熟 mRNA 的特征标志。眼虫类核基因转录

的 hnRNA通过反式剪接作用将 SL2RNA的 5′端接

到其 5′端后形成可翻译的成熟 mRNA。Frantz et

al. , 2000) 。在 SL 序列下游 5 bp 处二者均有起始

密码子 (A TG) 。在 3′端 , 正如前述二者均具有

polyA尾巴。这些事实说明所获得的两个序列都为

完整的成熟 mRNA所对应的 cDNA全序列。

将由 A′和B′序列推导出的氨基酸序列在 NCB I

Blast服务器上搜索同源序列 , 命中的都是 TIM。

序列比对显示这两个氨基酸序列与其它物种上已报

道的 TIM 有较高的同源性 , 如与拟南芥 ( A ra2
bidopsis thaliana ) c TIM 的同源性分别达 61 %和

55 % ; 并且 , 已报导 TIM 的活性中心氨基酸

(Lys12 , His96 和 Glu166 , 氨基酸编号以拟南芥

c TIM为准) (Alvarez et al. , 1998) 在此两序列的

相应位点上 (在 A′序列中分别为 : Lys12、His96、

Glu170 ; B′序 列 中 分 别 为 Lys113、 His197、

Glu269) 都存在 ; 已发现的对维持 TIM 结构和功

能起重要作用的保守氨基酸序列模体 (如保证底物

与活性中心紧密结合的保守序列 : 1692WAIGTG2
174 , 编号以拟南芥 c TIM 为准) 也都在这两个序

列中存在 (图 1) 。

212　A . longa pTIM前导序列的分析

使用 SignalP、ChloroP和 DAS对由较长的 B′

序列所推导出的氨基酸序列的 N 端进行前导序列

分析 , 具体分析结果如下 : SignalP分析显示 N 端

前 41个氨基酸残基为“信号肽序列”, 预期的剪切

位点在 Ser41 - Gly42 间 (图 1) ; 用 ChloroP 将其

后的序列再进行分析 , 结果显示信号肽后的 50 个

氨基酸残基区段是“叶绿体导肽序列” (在此即为

“质体导肽序列”) , 预期的导肽切除位点为 Ala92 ;

用“DAS”对整个前导序列进行“跨膜区”的分

析 , 结果表明存在两个跨膜区 , 一个位于信号肽序

列区 , 另一个位于叶绿体导肽序列区 (图 2中与已
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图 1　A. longa TIM与其它已报道 TIM序列比对的部分结果

下标星号示 TIM保守氨基酸位点 ,‘.’示弱相似氨基酸位点 ,‘:’示强相似氨基酸位点 ; 加框星号示活性中心氨基酸 ; 箭头示

预测的 A . longa p TIM信号肽及质体导肽剪切位点 ; 下划线示预测的疏水区。cTIM表示胞质 TIM , cp TIM表示叶绿体 TIM ,

p TIM质体型 TIM , gTIM表示糖酵解体 TIM.

Fig11　Partial results of TIMs sequences alignment bet ween A. longa TIMs and the others reported TIMs

The conserved residues , strongly similar residuces , weakly similar residuces and active2site residues of TIM are indicated by asterisk

( 3 ) , two dots ( :) , one dot ( . ) and a asterisk rounded by a pane ( 3 ) , respectively. The potential cleavage sites of signal peptid and

plastid transit peptid of A . longa p TIM are indicated by arrows. The hydrophobic domains are labeled below the sequences with unde2

lines. cTIM , cp TIM , p TIM and gTIM are the abbreviations for cytoplasmic TIM , chloroplast TIM , plastid TIM and glycosome TIM

respectively.

Alo : Astasia longa . Ath : A rabi dopsis thaliana. Tbr : Trypanosoma brucei . Hsa : Homo sapiens . Cal : Candi da albicans.

报导的光合眼虫 E. gracilis 核基因编码的多个叶

绿体蛋白质的前导序列的比较分析) 。

3　讨　论

TIM普遍存在于各类生物中 , 在非光合生物

中一般只在在一个酶 , 而在光合真核细胞生物中存

在有由两个基因编码的同工酶 , 一个定位于细胞质

(c TIM) , 另一个定位于叶绿体 (cp TIM) 。本研究

首次在非光合的腐生眼虫 A . longa中也克隆到了

TIM的两个 cDNA 序列。这两条序列不仅具有完

整的开放阅读框 , 而且其 5′端含有代表眼虫类成

熟 mRNA的 SL 序列 , 3′端还具有代表成熟 mRNA

的 PolyA尾巴 , 这表明所获得的两个序列都是完整

的成熟 mRNA 所对应的 cDNA 序列。鉴于它们二

者所编码的氨基酸序列与已报道的 TIM序列具有

较高的同源性 , 且具有 TIM 共有的活性中心氨基

酸及保守的序列模体。这说明所获得的两条 cDNA

序列都是编码 TIM的。

眼虫类的叶绿体或质体一般都具有三层膜 , 研

究表明由核基因编码定位到叶绿体或质体中的蛋白

质的 N 端需有一较长的“前导序列”来引导其定

位 ( van Dooren et al. , 2001) 。如 Shashidhara et

al. (1991) 报导 A . longa 和 E. gracilis 中由核

基因编码的、定位到质体或叶绿体中的胆色素原合

成酶 , 其前体都有较长的前导序列。但其前导序列

的结构除具有高等植物中定位于叶绿体的导肽外 ,
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图 2　A. longa pTIM前导序列 ( pTIMAl) 与 E. gracilis核基因编码的多个叶绿体蛋白质的前导序列的比较

上标的“+”、“ - ”、“o”分别示带正电荷的碱性氨基酸、带负电荷的酸性氨基酸及羟基氨基酸 ; 粗体及下划线示疏水区。

E. gracilis核基因编码的多个叶绿体蛋白质的缩写及 NCBI nr Protein database登录号分别为 : FbaI , Fructose21 , 62bisphos2

phate aldolase ( X89786 ) ; Lhcp Ⅱ, light2harvesting complex protein Ⅱ ( U03392 ) ; Hmbs , hysroxymethylbilane synthase

(X15743) ; IF23CHL , chloroplast initiation factor 3 ( P36177)。

Fig12　Comparison bet ween presequences of A. longa pTIM ( pTIMAl) and several E. gracilis nuclear2encoded chloroplast pro2

teins

Positively charged , negatively charged and hydroxylated amino acids are indicated by“+”,“2”and“o”, respectively. Hydrophobic

domains are in bold type and underlined. Presequence abbreviations and accession numbers are as fellows : FbaI , Fructose21 , 62bis2

phosphate aldolase ( X89786 ) ; Lhcp II , light2harvesting complex protein II ( U03392 ) ; Hmbs , hysroxymethylbilane synthase

(X15743) ; IF23CHL , chloroplast initiation factor 3 ( P36177) .

在导肽之前还含有定位于内质网的信号肽 , 并且这

两个区段都含有各自的疏水跨膜区 , 即其前导序列

是由“双转运肽”组成 ( van Dooren et al. ,

2001) 。在我们所获得的两条 cDNA 序列中 , B′序

列比 A′序列长大约 300 bp , 对由前者推导出的氨

基酸序列的 N 端分析显示 , 它同已报道的核基因

编码定位到质体或叶绿体中的前导序列一样 , 具有

相似的“双转运肽”结构 (只是两个疏水区之间的

序列稍短) 。因此我们认为 B′序列是编码质体型

TIM (p TIM) 基因的 cDNA 序列 , A′序列是编码

胞质型 TIM (c TIM) 基因的 cDNA序列。

如前言所述 , 一般认为 A . longa的质体与光

合型眼虫如 E. gracilis 的叶绿体是同源的 , 是一

种“退化了的叶绿体残迹”。A . longa 的质体基

因组与 E. gracils 叶绿体基因组相比 , 也表现出

明显的删减。但 Shashidhara et al. (1991) 曾报道

A . longa像 E. gracils 一样 , 仍然表达一种由核

基因编码的定位到叶绿体中的功能蛋白质 , 即胆色

素原脱氨酶 ( Porphobilinogen deaminase , 为一种与

叶绿素和亚铁血红素合成有关的四吡咯合成酶) 。

这提示 A . longa质体可能还在执行与线型四吡咯

(Linear tet rapyrrole) 合成有关的功能。

我们的研究结果显示 , A . longa 的核基因组

不仅表达了胞质型 TIM , 还编码了在胞质中合成、

然后由前导序列引导进入质体定位于质体中的质体

型 TIM (p TIM) 。且我们序列分析的结果显示该

p TIM与其它已报道的 TIM 氨基酸序列的同源性

相当高 , 并具有 TIM 所共有的活性中心氨基酸、

重要的保守序列模体。再加上本研究是从该基因转

录的 mRNA 出发而获得其 cDNA 序列的 , 说明该

基因是具有转录活性的。这些事实说明 A . longa

的 p TIM可能仍定位于质体并具有活性。因此 , 我

们的研究结果表明腐生眼虫 A . longa的质体除执

行与线型四吡咯 (Linear tet rapyrrole) 合成有关的

功能外 (Shashidhara et al. , 1991) , 还可能具有与

TIM有关的功能。由于 TIM不仅参与光合作用中

的卡尔文循环 , 还可参与糖异生 ( Gluconeogene2
sis) 、戊糖磷酸途径 ( Pentose phosphate pathway)

和脂肪酸合成 ( Fatty acid synthesis) 等多条代谢

途径。因此 , 我们认为既然 A . longa 的质体不再
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具有光合作用 , 那么其 p TIM 可能参与了光合作用

中卡尔文循环以外的某代谢途径。但究竟参与了哪

一种代谢过程或者说该质体具体具有哪一种与

TIM相关的功能还需更深入的工作来揭示。

致　谢　感谢中国科学院武汉水生生物研究所施之
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