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　　藻类在自然界中广泛存在 ,目前已知大约有 3 万余

种。主要生长在水中、潮湿的岩石上、墙壁、树干上及土

壤表面。它们对环境条件要求不高 ,适应能力强 , 是新

生活区的先锋植物之一。藻体千差万别 ,小至几微米 ,

大至几十米 ,结构简单 ,无根、茎、叶分化 ,一般都具有进

行光合作用的色素 ,属于自养植物 ,是地球上已知的最

古老的一个生命类群之一。有化石记录大约在 35～33

亿年前 ,地球的水体中就出现了原核蓝藻 ,15 亿年前出

现类似于现代藻类的有机体[1] 。

藻类与人类的生活生产有着密切的关系 ,可以

作为营养食品 ,也可以用作工业原料 ,具有重要的经

济价值 ,另一方面它们也可能危害水产养殖业 ,例如

赤潮 [2 ] 。在进化关系上藻类植物跨越了原核和真核

两界 ,对于了解生物起源、演化及机制意义重大 ,是生

物学家共同关注的热点之一 [3 ] 。同时对藻类进行分

子水平的研究 ,对于改善其经济性状、减少渔业危害

以及了解地球上生物的进化都有着重要的意义。

1 　藻类基因组研究现状

1. 1 　藻类基因组的研究
藻类染色体数变异较大 ,自 1921 年 Ishikawa 首

次报道了甘紫菜的核分裂以来 ,已对 62 种紫菜做了

染色体计数。分析这些报道过的染色体资料 ,发现具

3 条染色体的种有 28 个 ,占绝大多数。具 2 条的有 8

个 ,4 条的有 12 个 ,5 条的有 9 个 ,具 6 条和 7 条染色

体的种各有 1 个。尽管紫菜属的染色体组数很少 ,但

是由于染色体很小、难分辨 ,所以对同 1 个种得出的

染色体数目也不同。

由于紫菜种间或种内染色体数目存在变异。有

人推测紫菜的原始种染色体数是 3 条 (共 28 种) 。2

条的物种是由于其中 1 条染色体丢失。4 条的物种

则是由于其中 1 条染色体发生断裂所造成的 ,5 条的

物种可能是由含 3 条染色体的物种先加倍后丢失 1

条造成的。又发现在同 1 个种内虽然染色体数目不

同 ,却具有基本相同的 2c DNA (2 倍染色体组) 含量 ,

证实染色体数目变异是由于融合或断裂而来 ,而不是

通过整条染色体丢失或获得产生的。

随着分子生物技术的发展 ,越来越多的物种包括

藻类被不同程度地测序。自 1990 年首次测序了斜生

栅列藻 ( S cenedesm us obliquus ) 线粒体全基因组序

列 [4 ] ,到目前已经测序了 45 条藻类线粒体、叶绿体、

染色体全序列和一个单细胞红藻 Cy ani dioschyz on

merolae 10D 的全基因组序列 [5 ] 。

继 Ohta [6 ]在 2003 年测序了单细胞红藻 C. mer2
olae 10D 的质体基因组 ,Mat suzaki 等 2004 年又对其

全基因组序列进行了测序 ,也是目前唯一被完全测序

的藻类。分析发现这种红藻的细胞核中有 20 条染色

体 ,这些染色体由超过 1 652 万个碱基对组成 ,线粒

体和叶绿体中碱基对的数量分别约为 3. 2 万和 15 万
个 ,找出的 5 331 个基因中有 86. 3 %是表达的 ,是目前
所知的最小的植物基因组。这种红藻只有生存所必要
的最小限度的基因 ,这为证明哪些是光合真核生物和
植物必须的基因提供了重要信息。该物种的基因所含
的内含子序列少 ,核基因中有 3 个拷贝的核糖体
DNA ,缺少肌动蛋白基因。从遗传信息的角度来看 ,

这类红藻是最原始的。它为研究真核细胞起源、进化
和功能机制提供了由简单基因组成的模式系统[5 ] 。

1. 2 　藻类线粒体基因组研究
内共生起源的学说认为单细胞的真核吞噬生物

或原生生物吞噬原核生物形成了真核生物的细胞器 ,

该理论目前已经被普遍接受 [7 ,8 ] 。通过 SSU ( small

subunit) rRNA 做的系统发生分析认为线粒体起源于
α2蛋白细菌 [ 9 ] ,通过对线粒体 16 sRNA 基因及热激
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蛋白 HSP70 基因分析发现与真细菌 Rickettsia 高度

相似 [10 ,11 ] 。COX1 基因及其他编码蛋白基因的系统

发生证明了高等植物及藻类的线粒体起源共同的祖

先 [12 ] 。线粒体基因组起源于真细菌的α2蛋白细菌已

被广泛认可。

几乎所有的真核生物线粒体基因组都有编码呼
吸作用复合体亚单位的基因 ,如细胞色素 b、细胞色
素氧化酶、氧化磷酸化相关基因以及所有的 rRNAs

基因和大部分的 t RNAs[13 ] 。线粒体基因组以动物的
最小 ,为 14～42 kb ,呈环形 ,结构单一 ,基因排列紧
密 ;真菌其次为 17～180 kb ,环状排列 [14 ] ;植物的最
大为 184～2 400 kb ,结构也最复杂。

藻类的线粒体基因组研究相对较少 , 1990 年 ,

Kuck 首次测序了斜生栅列藻 ( S. obliquus) 线粒体全
基因组序列 (NC_002254) ,分析线粒体大亚基核糖体
RNA 基因 (L SUrRNA) ,发现了 2 个分别含有两类内
含子的两个插入序列 ,并通过成熟 rRNA 确定了外
显子和内含子的边界。实验证明含内含子的 L SUr2
RNA 转录前体在体外高盐环境下有很强的自剪切活
性 ,这是第一次报道了在 L SUrRNA 基因中存在 II

型内含子并且是真核生物细胞器中最小的自剪切内
含子 [4 ,15 ] 。其后 , Kuck[16 ]对 S . obliquus 的线粒体全
基因组进行的分析发现 ,总长 42 781 bp 的环形基因
组除了含有一套高保守的其他植物都具有的 13 个线
粒体基本基因外 ,还含 2 个不明确的 rRNA ,27 个
t RNA 基因以及 4 个内含子序列 ,以及 5 个找不到同
源性的 ORF ,并证明终止子 U GA 曾经编码亮氨酸 ,

而 UCA 曾是无义密码子。
1999 年 , Burger 等 [17 ] 测定了 Porphy ra p ur2

purea 的线粒体全序列 ,环形排列的 36 753 个碱基对
中包含了 57 个紧密排列的基因 ,其中有与动物和真
菌中特有基因相似的 ,也有与原生生物、植物线粒体
特有基因相似的 ,还有与核糖体特异蛋白和琥珀酸
酯亚单位相似的基因。大亚基 rRNA 含有 2 个与藻
青菌 ( Calothri x sp . )中极为相似的 II型内含子 ,推测
细菌和线粒体基因组间在近期发生了遗传物质的横
向转移。P. p urpurea mtDNA 的另外一个典型特征
是含有两段可能导致基因组重组的 291 bp 的反向重
复序列 ,在编码区及基因间也发现大量的序列多态
性。通过对 5 个进化位置不同的线粒体基因组进行
比较分析 ,认为红藻的线粒体基因组有着特有的基
因大小和排序 [18 ,19 ] 。系统发生分析证明了红藻、绿
藻和植物有着共同的祖先 [17 ] 。

单细 胞 的 莱 茵 衣 藻 ( Chlam y domonas rein2
hardti i)线粒体基因组序列为 15. 8 kb ,为直线型 ,而
同为衣藻的 C. eugametos 和 C. moew usii 分别为
24 ,22 kb ,为环状分子 [20 ] ;绿枝藻纲 ( Prasinophyceae)

的亚心形扁藻 ( Tet raselmis subcordi f ormis) 和绿球

藻目 ( Chlorococcales) 的威克海姆原藻 ( Prototheca

w ickerhamii)线粒体基因组是上述衣藻的 5 倍 ,分别
为 42. 8 kb 和 55 kb ,但是在 T. subcordi f ormis 中没
发现内含子 ,有一约 1. 5 kb 的反向重复序列 ;而 P.

w ickerhamii 中则存在很多的内含子和基因间序
列 [21 ,22 ] 。卡氏棘阿米巴 ( A . castel lanii) 的 mtDNA

41 kb 却与 P. w ickerhamii 含有几乎同样多的遗传
信息 ,主要是因为它的基因分布更密集甚至发生重
叠 ,基因间的序列减少 [23 ] 。

Leblanc [13 ]结合红藻线粒体数据分析了线粒体
基因组 ,认为线粒体从十亿年前到现在结构和功能发
生了很大的变化 ,植物线粒体庞大且有重排趋势 ,真
菌、动物则有减少趋势。这种分化部分归因于平行同
源进化 ,线粒体进化崇尚基因节俭的原则 ,因此越来
越小 ,基因也越来越少 ,并且认为红藻和高等植物的
线粒体关系更为亲近。

1. 3 　藻类质体基因组研究
质体是植物细胞中的光合细胞器 ,在高等植物及

绿藻中称为叶绿体。基因组一般都是闭合环状的
DNA 分子 ,藻类质体基因组大小在 73～400 kb 之间 ,

比高等植物的大。现在已建立了 20 多种藻类质体基
因组的物理图谱与部分基因图谱 ,有 18 种已被完全测
序 ,但总的来说仍落后于高等植物叶绿体的研究。

高等植物叶绿体基因组是由大小均一的 DNA

分子组成 ,但在藻类质体中发现 cpDNA 有异质性。
1972 年 Nass 等 [24 ]首先在细小裸藻 ( Euglena g raci2
l is)的无色突变体中发现有小的环状 DNA 分子。
Heizmann 等 [25 ] 1982 年进一步证实了叶绿体中有质
粒状 DNA ,且发现它与 cpDNA 主基因组有同源性。
随后又在伞藻 ( Parvocaulis) 、摩氏衣藻 ( C. morga2
nii) 、管枝藻 ( S i p honocladales) 等绿藻中发现有质粒
状 DNA。伞藻的研究清楚地表明其质粒状 DNA 就
在叶绿体内 ,即 cpDNA 是由大小不均一的 DNA 分
子组成。

绿藻、高等植物叶绿体基因组可以编码 110 个左
右基因 ,红藻的质体基因组的编码能力比前者多 70

个左右。在 P. purpurea 部分基因组 (70 %) 上已定
位了 125 个基因 ,这是迄今为止发现的基因容量最大
的一个质体基因组。质体基因组编码的基因主要有
两类 : 1) 质体自身遗传系统相关的基因 , t RNA、
rRNA 及核糖体蛋白基因等 ;2) 光合作用直接有关
的基因 ,包括天线色素蛋白、光系统作用中心蛋白、
RuBP 梭化酶及 atp 酶亚基的编码基因等。与陆地植
物明显不同的是在红藻中有一类特殊的天线色素 (藻
胆蛋白)基因。另外 ,在藻类中还有陆地植物不具有
的一类基因 : rbcS、sec Y、dna K、pet F 等。研究显示从
低等藻到进化程度较高的绿藻再到高等植物 ,存在着
质体基因组容量由大到小 ,编码的基因由多到少 ,基
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因发生重排和转移而逐趋稳定的规律。
质体起源于内共生的光合微生物 ,这是一个被

普遍接受的假说。但争论在于红藻、绿藻、褐藻等不
同类型藻的质体是起源于同一祖先还是有多个不同
的祖先 ,即存在一个单一起源还是多起源的问题 [26 ] 。
比较多的研究认为不同类型的质体有不同的起源 ,

但认为质体来自一个共同祖先的间接证据也不少。
质体 DNA 序列都有着类似的组成及结构特征 ,如反
向的 rRNA 重复序列、类似的质体基因操纵子进
化 [27 ] 。另外一个单一起源的有力证据是基因产物转
移机制 :由质体转移到核基因组上的基因的产物最
终返回到来源细胞器上 [3 ] 。Shivji [28 ] 比较了 2 种红
藻与亲缘、地缘关系比较远的 2 种具色藻的质体基因
组基本结构、基因容量及基因的组织结构后发现质
体基因组之间有明显的衍生关系 ,即进化关系 ,也就
是说有共同起源。

红毛菜亚纲即紫菜亚纲是其他藻类 (如隐藻、定
鞭藻)质体的起源 ,为了解它的系统发生及二次内共
生 ,Viehmann[29 ]测序分析了来自 9 种红毛菜亚纲和
2 种来自真红藻亚纲的质体 SSU rDNA ,证明了红毛
菜亚纲和真红藻亚纲均是单起源的。第一次内共生
发生后质体基因组的遗传信息发生大量丢失 ,高达
90 %以上的信息被转移到核基因中去 [30 ,31 ] ,因此通
过对所含质体物种的全基因组进行测序和分析对于
了解质体的起源和进化有着非常重要的意义。Geif2
f rey[3 ]根据红藻 C. merolae 10D 基因组、疟原虫基因
组、蓝藻基因组、硅藻假矮海链藻 ( Thalassiosi ra

pseudonana)基因组及衣藻质体基因组分析也证明了
所有的质体起源于同一个祖先。

为了解红藻质体的发生进化 , Glockner [32 ] 于
2000 年测序分析了单细胞红藻 Cy ani di um cal dari2
um R K1 的叶绿体基因 ,发现了一些特殊的结构特
征 ,例如非遗传信息区域的发夹结构 ,没有大的重复
单元 ,并且认为这种叶绿体基因组的结构是最原始
的。与其他已知的藻类质体基因组进行比较和系统
发生分析显示二次内共生发生在 C. cal dari um 和 P.

p urp urea分离之后。2004 年 Sheveleva [33 ] 发现蓝细
菌的自剪切自引导的 group II 内含子横向转移到了
Euglena m y xocy lind racea 叶绿体基因组中 ,这为了
解叶绿体的遗传物质提供了新的视角。

Ohta 等 [6 ] 2003 年测序了单细胞红藻 Cy ani dios2
chy z on 10D 的质体基因组 ,找到编码包括 36 个 RNA

和 207 个蛋白的总共 243 个不存在内含子序列的基
因。首次在红藻质体中发现低等绿藻质体中所有的
cys Y。也是第一次在质体基因组中发现了编码硫酸
盐转移酶的 cysW ,推测它与核基因共同在生物体内
的硫酸盐转移系统中起作用。Cys Y和 cysW 的蛋白
产物与蓝藻的高度相似。

莱茵衣藻 ( Chlam y domonas reinhardtti ) 是一种
单细胞真核绿藻 ,只含有一个叶绿体 ,是研究光合作
用过程的很好的模型。叶绿体全基因组 203395 bp ,

被一个 21. 2 kb 的反向重复分成两个 80 kb 的单拷
贝 ,共含有 99 个基因 ,基因组的典型特征是重复序列
占 20 %以上 ,大量的短散在重复序列 ( SDRs) 存在于
基因间区域 ,它们对研究基因的结构和进化有着重要
的意义。同样的特征只有在小球藻 ( Chlorel la vul2
garis)的叶绿体基因组中存在 [34 ] 。比较分析莱茵衣
藻叶绿体和其他物种的叶绿体基因组 ,认为 SDRs 可
能来源于别的基因组片段。同时根据质体基因组遗
传物质的变异作系统发生分析发现叶绿体基因组中
基因丢失的频率呈增加的趋势 [35 ] 。

1. 4 　藻类其他方面的研究
藻类其他方面的研究主要集中在藻类营养成分

及自我保护和自我修复机制。藻类在太阳辐射下会
动态地产生保护性复合物。Helbling 等 [36 ] 评估了 4

种红藻在辐射下产生保护性物质的能力 ,认为太阳辐
射下会产生 UV 吸收物质和类胡萝卜素进行自我保
护 ,从而影响水生植物的营养成分。MAA 是一种抗
紫外线物质 ,Sinha [37 ]将 3 种来源不同的蓝细菌分别
置于不同的辐射下 ,测试吸收和御防中 MAA 的含
量 ,发现 UV2B 比 PAR 和 UV2A 更有效刺激蓝细菌
产生 MAA。

癌细胞中端粒酶活性偏高 ,抑制端粒酶活性是治
疗癌症途径之一。Eit suka 等 [38 ] 研究了海藻和植物
中的硫代异鼠李糖甘油二酯 (SQDC :sulfoquinovosyl2
diacylglycerol)对端粒酶的抑制作用 ,发现 SQD G 的
硫酸盐聚合体和脂肪酸结构对抑制端粒酶活性很重
要。因此认为可通过食疗法抑制端粒酶的活性。

Zhang[39 ]从坛紫菜 ( Porphy ra haitanensis) 中分
离出具有典型卟啉结构硫酸半乳糖片断 F1 ,能明显
提高抗氧化和 SOD 的活性。Takenaka 等 [40 ] 发现给
VB12缺乏的小鼠喂紫菜能明显提高 VB12的含量。

对于 藻 类 的 生 殖 也 存 在 比 较 多 的 争 论。
Berthold 在 1882 首次发现紫菜发生了有性生殖 ,

1978 年从亚显微结构和细胞学上也证明了紫菜的生
活史中确实发生了有性生殖。在研究中发现了单倍
的丝状体 ,认为紫菜也存在无性生殖方式。关于减数
分裂发生的部位和时期也有 3 种不同的观点。曾呈
奎认为受精果孢的第 1、2 次细胞分裂是减数分裂 ,果
孢子是单倍体。Kito 提出了减数分裂在丝状体上孢
子囊枝产生壳孢子时期。有些学者则认为紫菜减数
分裂发生在壳孢子萌发时期。

2 　EST 技术

所谓 EST ,就是指对应于 mRNA 的 cDNA 上的
一条序列片段 ,一般长度为 300～500 bp。通常是从
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已有的 cDNA 文库中随机挑取进行克隆 ,对其 3′或
5′端进行一步法测序所获得的序列。目的是以 DNA

的部分序列代表特定时期特定组织中表达的基因。
可代表生物体某种组织某一时间的一个表达基因 ,

故被称之为“表达序列标签”[41 ] 。

2. 1 　EST 技术和分析方法
EST 技术是基于 cDNA 文库基础上的 cDNA 克

隆的部分序列测定 ,包括建立生物体特定组织或细
胞的高质量 cDNA 文库 →从文库中随机挑取足够量
的 cDNA 克隆进行 5′端或 3′端测序 →生物信息学分
析→进一步分析未知基因或归类分析全部 EST 以获
得特异组织或细胞的基因表达概况。

cDNA 文库有普通文库和标准文库之分。普通
cDNA 文库指未经标准化的直接由 mRNA 反转录而
来的。通过对它的分析可以了解特定组织在特定时
期基因表达丰度情况。标准 cDNA 文库是去除了无
信息 (如 rRNA、线粒体 cDNA 和全部由多聚腺苷酸
组成的插入序列) 克隆 ,各种表达基因频率基本一致
的 cDNA 文库 ,可以通过消减杂交 ,均等化来实现。
理想的 cDNA 文库的另一特征是定向克隆 ,这样可
选择性地得到编码序列或是 3′端非编码序列。因此
可以根据自己研究需要来构建和选择文库。

对随机挑取的克隆得到的 EST 进行处理和分
析 ,包括 : (1) 去除载体、宿主菌、线粒体或重复序列 ;
(2) 由于 EST 序列代表随机取样的各种转录产物
mRNA ,可能存在多个 EST 代表同一个转录产物 ,因
此可以用 Phrap/ CA P3/ Stack PACK/ TIGR Assemb2
ler 程序对它们进行聚类和拼接。(3) 对拼接后的序
列进行数据注释 ,主要方法为序列比对 ,根据序列的
同源性推测功能上的相似性 ,分析的结果大致有 3

种 :第一是已知基因 ,即为已鉴定和了解的基因 ;第二
是以前未经鉴定的新基因 ;第三是未知基因。

2. 2 　EST 的应用
2. 2. 1 　构建遗传学图谱

序列位置标签 ( Sequence Tagged Site , STS) :一
段短的 DNA 序列 (200～500 个碱基对) ,这种序列在
染色体上容易辨认 ,通常只出现一次 ,其位置和碱基
顺序都是已知的。因此用于作基因组图谱的地标。
3′端 EST 是基因特异的 ,保守性较低 ,所以用 3′EST

完全可以充当 STS 界标 ,这样把大量的 EST 标记加
入物理图中 ,构建了 EST 图谱。
2. 2. 2 　基因的分离和定位克隆

分离基因的经典方法为图位克隆和转座子标签
克隆 ,是利用分子标记或表型变化来分析鉴定基因。
但在 DNA 分子标记中 RA PD、SSR 等标记与目标基
因间的连锁值的大小 ,所用的分子标记是否处于目
标基因的编码区内 ,这些未知因素都将导致克隆基

因的失败。而以 EST 为重要来源的染色体物理图
谱 ,可将基因确定在更狭小的染色体区段内 ,缩小了
基因的筛选范围。同时 , EST 标记是功能序列区的
标记 ,处于目标基因的范围内 ,而且是目标基因的编
码区。因而 EST 标记是与目标基因共分离的 ,以这
样的标记进行定位克隆将大大提高克隆基因的效率。
将所获 EST 用生物信息学方法与各公共数据库中已
知序列进行比较 ,可迅速而准确地确定基因功能。
2. 2. 3 　EST 寻找新基因

将所得的 EST 数据与蛋白质数据库、dbEST 等
数据库的数据比较 ,可以确定哪些代表已知基因、哪
些代表已知 EST、哪些代表未知基因。从 Admas 在
1991 年首次应用表达序列标签的方法寻找人脑的新
基因后 ,通过 EST 技术寻找新基因成为人类研究生
物基因组的主要方法。
2. 2. 4 　基因差异表达的研究

一般认为某一时期的基因表达数量通常占全部
基因的 15 % ,细胞的分化由基因特异性的时空表达决
定。近年来 ,对基因的差异表达研究发展了如差减杂
交、代表性差异分析、mRNA 差别显示等技术 ,这些技
术各有优势 ,而 EST 技术的优势在于其稳定性高和分
析规模大。对一个未经标准化处理的 cDNA 文库随机
挑选克隆进行大规模测序 ,可直接回答特定组织细胞
在某一时期哪些基因表达了 ,丰度如何等问题 ,从而能
在基因整体水平上研究相关的功能及代谢。

目前基因差异表达研究是家蚕 EST 研究的主
流 ;比较大豆植株不同发育时期和每一个发育时期植
株的不同组织或器官 cDNA 文库的 EST 信息 ,可以
绘出大豆基因在时间和空间上基因表达的发育顺序
谱 ;用来自曼氏血吸虫 4 个生活阶段的 7 个不同的
cDNA 文库的 1 401 个 EST ,对曼氏血吸虫不同发育
阶段的基因表达概貌作了初步研究 ;用于肿瘤细胞、
正常人体组织和胚胎细胞的基因表达概况研究 ,系统
分析肿瘤细胞基因表达的多样性和活性。
2. 2. 5 　从 EST 中发掘单核苷酸多态

单核苷酸多态性 ( Single nucleotide polymor2
phisms ,SN P)是指同一位点的不同等位基因之间只
有一个核苷酸的差异或只有小的插入、缺失 , SN P 标
记又被称为第三代 DNA 分子标记。EST 是随机 cD2
NA 挑克隆单步法测序得到的 ,来自于不同 cDNA 文
库和不同个体的大量冗余的 EST 是发掘 SN P 很好
的资源。从 EST 中发掘 SN P 所用的软件方法各不
同 ,但基本的思想都是先聚集同源序列 ,然后比较这
些同源序列。
2. 2. 6 　用于制备 DNA 芯片

芯片的制作必须知道大量的已知序列基因或基
因片段作为探针 ,但对于没有测序 ,或者只有部分测
序的基因组 ,或者对于那些有大量内含子的基因组 ,
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知道每个 DNA 是不现实的。在这种情况下 ,可以将
单个 EST 的 cDNA 克隆用作阵列 DNA 的来源。

3 　藻类的 EST 研究

自从 EST技术建立以来 ,dbEST 数据库从 1993 年
成立之初的 22 537 条记录增加到了现在的28022933
(2005208201)条。搜索的结果表明藻类的 EST 数据达
236375 条 ,与高等植物和动物相比较 ,数据量仍较少。
其中对模式生物莱茵衣藻(Chlamydomonas reinhardi)研
究最为详细 ,共有 167707 条相关 EST纪录 ,其次为条斑
紫菜 20979 条 EST纪录。

1999 年 Asamizu 等 [42 ] 从光合自养生长的单细
胞莱茵衣藻的均一化、大片段 cDNA 文库中筛选了
11 571 个 5π端 EST ,非冗余序列为 34 333 个。比对
后 817 条为已知序列 ,其中 140 条为已知的衣藻基
因。为了分离与碳胁迫相关的基因 ,2000 年又对在
低 CO2 和高 CO2 条件下生长的莱茵衣藻进行了
EST 分析 ,分别构建了 12 969 和 13 450 个 5π端 EST

标签 [43 ] 。
2001 年 Becker [44 ] 从绿色鞭毛藻 ( Scherf f el ia

dubia) cDNA 文库中分离到 361 个 EST ,其中 138 个
与已知序列相似 ,134 个 EST 为未知序列 ,大多数已
知序列与分裂间期的营养积累和蛋白质生物合成相
关。为了找出腰鞭毛虫叶绿素蛋白的编码基因和它
的进化历史 ,Bachvaroff [45 ]从两个 cDNA 文库中随机
测序了 3 155 个克隆进行分析 ,找到 118 个与质体相
关的一致序列 ,其中有 30 个是由红藻的质体基因组
编码的。结果显示在鞭毛虫中有过大规模的基因从
质体转移到核基因中 ,并且支持叶绿素型质体有一
很小基因组的假说。

为比较海带在不同生活史下基因表达的不同 ,

Crepineau 等 [46 ]分别从掌状海带 ( L aminari a di gita2
ta)配子体和孢子体的 cDNA 文库中选取了大约 500

条序列进行 EST 分析。在配子体的 412 个 EST 中
有 39 %与已知序列相似 ,而孢子体的 493 个中有
48 %的相似。

红藻 EST 研究主要集中在紫菜 ( Porp hura) ,共
21 346 条数据 ,而又以条斑紫菜 ( P. yez oensis) 为主 ,

有 EST 记录 20 979 条 ;其次为江蓠属 ( Graci laria)

366 条。通过 EST 寻找与其生长发育、抗病和抗逆
性相关的基因是一快速有效的方法。Lluisma [47 ] 在
1997 年首次报道了江蓠 ( G. g raci l is)的 200 条 EST ,

将这些 EST 与数据库中已知的多肽序列进行比对 ,

结果 73 %的 EST 未找到显著的相似序列 ,鉴定的
EST 多为与碳代谢、氨基酸代谢、光合作用及蛋白质
的合成及降解等有关。Sun[48 ] 在研究江蓠配子体得
到的 180 条 EST(151 个非重复序列)时 ,与核苷酸数
据库中的已知序列进行比较 ,找到了 30 条与已知基

因显著相似的 EST。用递交的 136 条 EST 与红藻
EST 数据进行比较 ,找到了 22 条相似的克隆。在蛋
白质数据库搜索到 73 条 (58. 1 %)与已知功能蛋白相
似的克隆 ,其中大部分与能量代谢、转录/ 翻译及光合
作用相关。

Nikaido 等 [49 ]从条斑紫菜配子体的 cDNA 文库
中建立了 10 154 条 EST ,比较后发现其中 33. 1 %的
序列与已知序列有相似性 ,66. 9 %的 EST 是首次报
道的新序列。并对 101 个与已知基因显著相似的非
重复 EST 的编码区密码子进行分析 ,结果显示密码
子第一、第二和第三位 GC 含量分别为 :62. 2 %、45 %

和 79. 4 % ,表明紫菜基因组在进化过程中遇到了较
高的 GC 压力。为了找出与条斑紫菜配子体和孢子
体时期不同形态和生理相关的基因 ,2003 年 Erika

Asamizu 等 [42 ]进行大规模 EST 分析。从孢子体文库
中测序得到 10 625 个 5π端 EST ,结合 Nikaido 从配
子体测得的 10 154 个 EST ,以 50 bp 有 95 %以上一
致为标准 ,总共 20 779 个 EST 组成 4 496 个非冗余
群。其中只有 1 013 (22. 5 %) 是两个世代共有的 ,大
部分的被各自 EST 分到了配子体世代 ( 1 940 ,

43. 1 %)或孢子体世代 (1 543 ,34. 3 %) ,统计分析表
明配子体中有 89 个 ,孢子体中有 112 个高表达基因。
对 12 个基因作了 RT2PCR ,发现存在不同的表达。
2002 年杨官品 [50 ] 也报道了来自条斑紫菜丝状孢子
体的 170 条 EST ,其中新序列占 42. 94 % ,在已知功
能的 43 组 EST 中 ,大部分与能量代谢和蛋白质合成
相关 ,有 3 组与生长发育相关 ,6 组与抗逆或防御相
关。

坛紫菜作为红藻属的一个重要成员 ,是中国南方

海域特有的栽培品种 ,然而国际上对其的研究报道很

少 ,NCBI中目前还没有相关 EST 收录。中国科学院

海洋研究所和浙江大学沃森基因组科学研究院 2003

年联合对坛紫菜丝状孢子体进行了大规模测序 ,随机

挑取克隆测序得到 7 064 个 EST 原始数据 ,经过处

理最终获得 2 535 条唯一序列 ,包括 945 个 contigs

和 1 590 个 singlet s ,985 (38. 9 %) 条序列被注释 ,找

到了一些与蛋白的合成、加工及降解相关 ,与碳代谢、

能量代谢相关的基因 ,并且首次揭示了紫菜中极有可

能存在抗氰呼吸与 C4 固碳途径 ;另外还发现了与细

胞信号传导密切相关的多种蛋白质及蛋白质家族基

因 ,如 Hsp70 family、calcineurin、Rho family。此外 ,

紫菜独特的光合色素 ———藻胆色素蛋白 (如藻红蛋

白)及其合成过程中的几个关键酶基因在作者的结果

中也有所发现。
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